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緒　言

　近年の研究により、がん細胞の遠隔転移自体は早期に起こり得ること、この早期転移がん細胞が一定の期間を経た後
に再増殖を開始し、新たな肉眼的転移巣を形成することが指摘されている１-３）。がん細胞の休眠期間や場所はがんの種
類や症例によって様々であるが、臨床的に重要な問題として事前診断と治療が極めて困難であることが挙げられ、特に
脳転移は症例数の増加からがん研究が解決すべき喫緊の課題となっている。すなわち、単一細胞として脳組織に潜むが
ん細胞を検出することは現在の技術では不可能である上、脳血液関門などの特異な構造から抗がん剤や分子標的薬はこ
れらの細胞に届きにくい。しかも化学療法の多くはその作用機序として、がん細胞が正常細胞に比べて増殖が盛んであ
ることを利用しているため、休眠状態にあるがん細胞はこれら既存の治療法に対して耐性を示している。これら複合的
な理由により、がん原発巣の完全切除と追加化学療法により完全寛解の導入に至っているにも関わらず、数年後に脳局
所的に再発を引き起こす症例が頻繁に認められるものと考えられる。本研究では脳組織特異的に休眠状態を呈するが
ん脳転移マウスモデルを作製し、がん細胞の休眠維持と破綻の機構を解明することを目標として実験を行った。

方法および結果

１．がん細胞株のマウス心腔内接種による脳転移能の評価
　脳転移を来たすがん種としては肺がん･乳がん･悪性黒色腫が挙げられ、これらで転移性脳腫瘍の原発巣として全体の
約 60～75%を占める４）。そこでヒト及びマウス肺がん･乳がん･悪性黒色腫細胞株 15 種類（ヒト細胞株 5 種類、マウス
細胞株 10 種類）に蛍光蛋白質（EGFP）とルシフェラーゼを発現させ、マウス心腔内接種によるがん全身転移誘導モ
デルのスクリーニングを行った（図 1A）。結果、脳組織に転移巣を形成する複数のがん細胞株を同定した。脳転移巣
の形成様式には angiogenic growth を示すものと cooperative growth を示すもの５）が存在していたが（図 1B）、これ
らの中には脳組織内にて休眠状態を呈する細胞も存在していた。組織透明化法を用いた 3 次元的検索により６）、これら
休眠細胞の多くが球状（rounded morphology）を呈していること、および血管構造に接して存在していることが明ら
かとなった（図 1C）。
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図 1． がん細胞のマウス心腔内接種による脳転移モデルの作製
A）がん細胞株の心腔内接種による全身転移誘導。ルシフェラーゼを発現させたヒト乳が
ん細胞株（1×106 個）をヌードマウス左心室内に接種し、発光イメージングにより全身に
転移巣が形成される様子を 36 日間に渡ってモニタリングした。B）マウス脳組織を摘出後
CUBIC 法によって透明化し、2 光子励起蛍光顕微鏡を用いて撮影。このがん細胞株は脳内
で血管構造に沿って転移巣を形成する（angiogenic growth pattern）ことが分かった。が
ん細胞を緑色（EGFP）、活性化アストロサイトを赤色（Glial Fibrillary Acidic Protein

（GFAP）による免疫染色）にて示す。グリッド＝ 200μm。C）一方、他のがん細胞株の中
には脳に転移するものの増殖を示さず、1 ヶ月以上に渡って非分裂状態（＝休眠）を保つ細
胞も認められた。同様に CUBIC 法によって脳組織を透明化し、2 光子励起蛍光顕微鏡を用
いて撮影。がん細胞を赤色（EGFP）、血管構造を緑色（CUBIC Reagent-1 autofluorescence
imaging）にて示す。スケール＝ 100μm。

２．脳転移がん細胞の休眠維持･離脱の経時的解析とがん細胞の抽出
　脳に転移したがん細胞の休眠維持と離脱の決定機構を明らかにすべく、上述の脳組織にて休眠を呈しうるがん細胞を
用いて脳転移形成プロセスの経時的解析を行った。結果、脳転移巣は大きく 4 群（Single cell, Micro-cluster, Micro-
mets, Established-mets）に分類することができ（図 2A）、時間と共に進展することが明らかとなった（図 2B）。これ
らのうち Single cell 及び Micro-cluster に分類されるがん細胞の多く（90%以上及び 60%以上）は Ki67 陰性の非分裂細
胞であったが（図 2C）、興味深いことに Day20 と Day30 ではこの群に分類される転移巣（foci）の数に変化が認めら
れなかった（図 2B）。以上の結果から、マウス心腔内接種から 20 日程度経過した段階でがん細胞のみを脳組織から抽
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出して解析を行うことで、休眠維持とそこからの離脱を規定するシグナル経路を網羅的に描出することができると考え
た。方法としては心腔内接種から 21 日後にマウス脳を摘出、gentleMACS dissociator を用いて組織を単一細胞にまで
破砕し、細胞接着能･抗生剤耐性･GFP 発現をマーカーとしてがん細胞を分離した。結果、このマウス脳組織より効率
良くがん細胞のみを抽出することに成功した。

図 2． 脳転移形成プロセスの経時的解析
A）あるがん細胞の脳転移形成プロセスを脳組織切片の免疫染色法にて示す。がん細胞を
緑色、細胞核を青色（DAPI 染色）、増殖細胞の指標として Ki67 染色を赤色にて表示。こ
のがん細胞株の脳転移巣は図に示す 4 群に分類されることが明らかとなった。スケール＝
100μm。B）4 群に分けられた転移巣の経時的変化をグラフに示す。縦軸は 10μm の厚さ
の sagittal section あたりの foci の数を示す。C）各群における Ki67 陽性率を経時的に示
す。縦軸は 10μm の厚さの sagittal section あたりの foci の数を示すが、細胞集団内に一つ
でも Ki67 陽性の細胞が存在している場合には Ki67 positive としてカウントしている。

３．単一細胞解析による休眠シグナルの網羅的描出
　これらのがん細胞を Fluidigm C1 system を用いて単離し、RNA 抽出･逆転写･unbiased PCR により、脳転移がん細
胞の single cell cDNA library を作製した。このライブラリを Illumina HiSeq2500 を用いてシーケンスし、exon
mapping による遺伝子発現解析を行った。ハウスキーピング遺伝子による主成分解析によって最終的に 61 細胞を解
析対象としたが、驚くべきことに MKI67 発現量を指標とすることでこれら 61 細胞が Dormant group（23 細胞）と
Cycle group（38 細胞）の 2 群に分離された（図 3A）。また unsupervised hierarchical clustering によってもこれら
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61 細胞は 2 群に分離されたが、Dormant group は一方のクラスターに偏って存在していた（図 3B）。このデータを用
いて gene set enrichment analysis ７）を行ったところ、Cycle group において細胞周期進行に係る遺伝子や転写因子
E2F の標的遺伝子、DNA 複製に係る遺伝子の発現上昇が認められ（図 3C）、本解析が目的に沿って進んでいることが
示唆された。

図 3． シングルセル RNA シーケンスによるがん細胞休眠シグナルの解析
A）61 個のシングルセル cDNA ライブラリを MKI67 発現量にて展開すると 2 群に分離さ
れた。FPKM = fragments per kilobase of exon per million reads mapped。B）同様に
unsupervised hierarchical clustering によっても 61 細胞は 2 群に分離された。C）Gene
set enrichment analysis によるシグナル経路の解析。Cycle group において細胞周期の進
行に係るタンパクをコードする遺伝子や E2F の標的遺伝子、DNA 複製に係るタンパクを
コードする遺伝子の発現上昇が確認された。
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考　察

　上述の経路と同時に、脳転移がん細胞の休眠維持と離脱に係っていると考えられるシグナル経路および分子として、
ある特定の 1. non-coding RNA、2. メチル化酵素、3. 分子シャペロンタンパク、4. 炎症メディエータ、 の関与が示唆
されており、現在更なる解析を行っている。
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