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がんの約 80％は上皮から発生する癌腫であり、良性腫瘍は遺伝子変異とエピジ

ェネティックな変化を蓄積することで悪性腫瘍 （がん）へと変化する。がん細胞

は基底膜を破壊して正常組織中へと浸潤し、遠隔臓器へ転移する。最初にがんが

発生した組織病変を原発巣もしくは原発腫瘍と呼び、遠位リンパ節および遠隔臓

器へ播種され増殖したがん病巣を転移巣と呼ぶ。原発巣から循環系・リンパ系を

介して遠隔臓器へがん細胞が移動し増殖する過程が転移である 。がんにおける死

因のほとんどは遠隔臓器への転移によるものであり、転移は予後を規定しうる重

要な要因である。転移巣に対する治療法は未だに確立されておらず、がんの根治

を実現するためには転移の制圧（治療・予防）がなによりも重要である。  

がん細胞が原発巣から転移する過程は、血行性転移、リンパ行性転移、播種性

転移の 3 つに分類される。特に、血行性・リンパ行性転移における浸潤 -転移機構

は、複数段階に分けて考えることができ、 1.  原発巣形成、 2.  基底膜の分解およ

び局所組織への浸潤、3.  血管およびリンパ管新生、4.  血管（リンパ管）内浸潤、

5.  循環系（リンパ系）における生存、 6.  遠隔臓器における血管（リンパ管）内

皮細胞への接着、 7 .  血管（リンパ管）外浸潤、 8.  転移ニッチの形成、 9.  微小転

移の形成および転移コロニーの形成、と多くの段階を経ることで成立しており、

いずれかの段階でも欠けている場合は、遠隔臓器での転移巣形成は難しい 。これ

までの先行研究において、樹立されてきたほとんどの高転移株は血中移植や異所

性移植によって樹立されたものであり、臨床の転移過程を正確に模倣できていな

い。臨床の原発腫瘍環境・浸潤 -転移機構を模倣した転移株は樹立されておらず、

どのような転移機構、転移制御遺伝子によって遠隔臓器への転移を引き起こすの

か明らかになっていない。  

本研究は、乳がんにおいて転移を高頻度で引き起こし、有効な治療法が確立さ

れていないトリプルネガティブ乳がんをモデルとして、同所性 移植手法を用いる

ことで臨床における転移過程を模倣した高転移株の樹立を行った。実際にトリプ

ルネガティブ乳がんの中でも、血中移植や異所性移植による高転移株の樹立に最

もよく用いられてきたヒト乳がん細胞株 MDA-MB-231 細胞を採用し、従来の血

中移植手法で樹立した高転移株との比較解析を行った。樹立した高転移株に対し

て DNA マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解析を行い、同所性高転移株

に特徴的な遺伝子群を抽出した。  

また、同所性移植を行った原発腫瘍と転移巣から微小組織切片を採取し、空間

情報を持つトランスクリプトーム解析を応用することで、i n  v ivo 環境を反映した

網羅的遺伝子発現解析の技術構築を行った。具体的には、無染色の凍結組織切片

から高㏿かつ自動に微小組織を採取するシステムを採用し 、in  v i vo 微小組織切片

に対する網羅的遺伝子発現解析を行った。微小組織レベルでの原発腫瘍と転移巣

の比較解析を行い、転移制御遺伝子の動態を明らかにした。  

本論文は 5 つの章で構成されており、各章における概要を下記に詳述する。  
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第 1 章では、 6 節に分けて序文と本研究の目的について記した。  

第 1 節では、発がんと浸潤 -転移機構、またがん転移患者の予後について記した。 

第 2 節では、転移における重要な考え方である臓器指向性と、それを制御する

遺伝子の同定について、過去の研究と現在の動向について記し た。  

第 3 節では、上皮間葉移行（ EMT）と転移の関係性、また EMT とがん幹細胞

について記した。  

第４節では腫瘍内微小環境に存在する間質細胞と転移における役割、その同定

方法について記した。  

第 5 節では、がん研究における遺伝子発現解析とそのバイオインフォマティク

ス解析技術の貢献について詳述した。  

第 6 節では、本研究の目的について詳述した。  

第 2 章では、本研究に用いた材料と方法について記した。細胞培養法、プラス

ミドの構築法、動物実験と高転移株の樹立法、バイオインフォマティクス解析に

よるトランスクリプトーム解析法について記載した。  

第 3 章では、本研究の結果について全部で 6 節に分けて記載した。  

第 1 節では、ヒト乳がん細胞株 MDA-MB-231 細胞を免疫不全マウスに移植す

ることで作製した高転移性細胞株の樹立過程について記載した。  

第 2 節では、第 1 節で樹立した肺高転移株の転移能の評価について詳述した。

同所性移植手法を繰り返すことで、肺転移能の強い細胞株を樹立することに成功

した。この高転移株は浸潤 -転移機構のより早期の段階を亢進していることが明ら

かとなった。  

第 3 節では、樹立した転移性細胞株における DNA マイクロアレイを用いた遺

伝子発現解析の結果について記した。解析の結果、移植手法に特徴的な遺伝子が

存在することが明らかとなり、同所性肺高転移株に特徴的なこれらの遺伝子群は

これまでの高転移株研究では取りこぼされていた新規の転移制御遺伝子である可

能性が示唆された。骨転移における解析でも、同様に移植手法に特徴的な遺伝子

群が存在することがわかった。  

第 4 節では、第 3 節で抽出した遺伝子群に対して、どのような機能を持つ遺伝

子が多く発現しているかを評価するため、Gene  Ontol ogy データベースを用いた

エンリッチメント解析を行った。この結果からも、移植手法が異なる高転移株で

は、それぞれ異なる生物学的機能が浸潤 -転移過程に関与することが示唆された。 

第 5 節では、第 3 節で抽出した遺伝子群に対して、遺伝子同士の発現相関性に

着目したネットワーク解析を行った。ネットワークの構㐀からノード（遺伝子）

の重要性を計算・可視化することができる中心性解析を行い、 中心性の高い遺伝

子群（高中心性遺伝子）を抽出した。結果として、同所性高発現ネットワークに

おいて MMP1、 TM4SF1、HAS2、ECT2、MMP3 などが抽出され、既知の転移制
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御遺伝子が多く含まれていることがわかった。さらに高中心性遺伝子の生存解析

から、LBH や CAPS が高発現している乳がん患者は転移・再発しやすいという結

果が得られた。この 2 つの遺伝子ががんや転移に関連する報告はなく、新規の転

移制御遺伝子候補として期待できる。また、尾静注高発現相関ネットワークにお

いて高中心性遺伝子として抽出された CSF3 は、MDA-MB-231 細胞において肺微

小転移ニッチの形成を促進する遺伝子である。尾静注肺高転移株においては、

CSF3 による肺微小転移ニッチの形成が重要な役割を担っていると考えられる。  

第 6 節では、同所性移植モデルにおける微小組織切片の採取と原発巣と腋窩リ

ンパ節転移巣の遺伝子発現解析について詳述した。結果として、リンパ節転移を

亢進する FGF1 がリンパ節転移に特徴的に発現上昇している遺伝子群の中に見つ

かった。さらに tSNE 解析から原発腫瘍とリンパ節転移はそれぞれ 2 つのグルー

プに分類できることがわかり、リンパ節転移は EMT- l ike /炎症型転移タイプと増

殖型転移タイプの転移様式をとっている可能性が示唆され た。臨床転移組織から

取得したバルクの RNA に対する遺伝子発現解析の研究から、“ EMT- l ike /炎症型”

と“増殖型”の 2 つに分類できることが明らかにされていたが、微小組織レベル

で解析を行った結果、転移組織内には EMT-l ike /炎症型転移と増殖型転移が微小

組織レベルで混在することが明らかとなった。  

第 4 章では、 5 節に分けて本研究結果に基づく考察を行った。  

第 1 節では、同所性移植手法によって樹立できた肺高転移株の表現型とその有

用性について議論した。  

第 2 節では、肺高転移株に対する網羅的遺伝子発現解析の結果に基づき、既知

の転移制御遺伝子を例にあげて従来の移植手法で樹立された高転移株だけでは転

移制御遺伝子が取りこぼされる可能性を提示した。  

第 3 節では、骨転移における網羅的遺伝子発現解析の結果に基づいて、移植手

法間の骨転移機構の違いについて考察した。  

第 4 節では、発現相関性ネットワーク解析手法の有用性について考察し、同所

性肺高転移株においては複数の浸潤 -転移機構が存在する可能性を提示した。  

第 5 節では、i n  v ivo 環境を反映した空間トランスクリプトームの結果について

考察した。微小組織ごとの発現解析では、 EMT-l ike /炎症型転移と増殖型転移が

混在していることが示され、i n  v ivo における転移動態と治療の問題点を考察した。 

第 5 章では、本研究の結論を記した。すなわち、本研究により、高転移株を樹

立する移植手法は、新規転移遺伝子の同定において重要な意味をもつことが示さ

れた。また、i n  v ivo 微小組織の遺伝子発現解析から、転移巣が持つ不均一性を反

映した遺伝子発現プロファイルを取得することに成功し、 EMT-l ike /炎症型転移

と増殖型転移が混在していることが明らかになった。以上の研究内容は、がん転

移機構の解明とその制御法の開発に貢献すると期待される。  








