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研究成果の概要（和文）：近年、FGFを含む各種増殖因子が癌の生物学において重要であることが報告されてお
り、我々はFGF9に注目し肺癌におけるFGF9の役割について研究を行った。FGF9を発現していない肺上皮細胞株及
び肺癌株にFGF9遺伝子を導入しFGF9過剰発現細胞を作製した。非小細胞肺癌（肺腺癌）の細胞株であるA549に
FGF9を過剰発現させたところFGF9過剰発現細胞株で足場非依存性の増殖能を獲得したことを確認した。FGF9を高
発現した2型肺胞上皮細胞株MLE12-FGF9では免疫不全マウスに皮下移植したところ、小細胞癌を形成し、FGF9は
肺小細胞癌においてもoncogeneとしての働きがある可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：In recent years, it has been reported that various growth factors including 
FGF are important in biology of cancer, and we focus on FGF 9 and investigated the role of FGF 9 in 
lung cancer. FGF9 gene was introduced into lung epithelial cell line and lung cancer cell line not 
expressing FGF9 to prepare FGF9 overexpressing cells. Overexpression of FGF9 in A549, a cell line of
 non small cell lung cancer (lung adenocarcinoma), confirmed that it acquired anchorage independent 
growth ability in FGF9 overexpressing cell line. In the type 2 alveolar epithelial cell line 
MLE12-FGF9 highly expressing FGF9, subcutaneous transplantation into immunodeficient mice forms 
small cell carcinoma and it is thought that FGF9 may act as oncogene in lung small cell carcinoma.

研究分野： 呼吸器腫瘍
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１．研究開始当初の背景 

 

肺癌は本邦および世界において癌死亡の

第一位でありさらに増加の一途をたどって

いる。種々の治療法の進歩にもかかわらず肺

癌の平均 5 年生存率は 15％以下であり、治療

の新たな標的となる分子生物学的特徴を解

明することが切実に求められている。 

肺癌の中で最も頻度の高い組織型である

肺腺癌においては、近年の盛んな研究により、

発癌の原因となる多くの癌遺伝子が同定さ

れた。それに伴い癌遺伝子特異的な治療法が

開発され、患者の予後を改善させている。肺

小細胞癌は肺癌全体の約 15％、大細胞癌（神

経内分泌腫瘍も含む）は約 5-10％を占めるが、

肺腺癌等に比べ相対的に頻度が低いことや、

手術適応症例が少ないこともあり今まで病

態の詳細な解明が一向に進んでいない。悪性

度が極めて高く、これだけ多くの患者がいる

にも関わらず、近年の分子標治療薬開発の恩

恵を受けられておらず、有効な新規治療の展

望が未だに開けていない。結果として、肺小

細胞癌や神経内分泌性大細胞癌（LCNEC：

large cell neuroendocrine carcinoma）な

どの neuroendcrine tumor と診断された患者

の予後は依然として極めて不良である。 

近年、FGF を含む各種増殖因子が癌の生物

学において重要であることが報告されてい

る。FGF は現在までに 23 種が知られており、

その受容体であるFGFRは 1-4まで 4種類が

知られている。別役らは FGF の中でも肺の

発生に関わり、成人では発現しない増殖因子

である FGF9 が肺癌の発生に深く関わり、ト

ランスジェニックマウスを用いた実験で

FGF9 を肺上皮細胞選択的に過剰発現させる

ことで肺腺癌を形成することを報告した

(Cancer Reseach, 2013)。 

我々はFGF9が肺癌患者が与える影響に注

目し、当院での手術検体を用いた cDNA 

microarray による解析で FGF9 の発現を検

討し、非小細胞肺癌において FGF9 高発現症

例は、非発現症例と比較して有意に予後が不

良であることを確認した(Lung Cancer,2014)。

さらに免疫染色による検討で、非小細胞肺癌

のみならず肺小細胞癌ではFGF9は60%以上の

症例で FGF9 の発現を認めていることを確認

した。 

そこで我々は予備実験として FGF9 を含めた

FGF が肺癌細胞及び肺上皮細胞に及ぼす影響

を検討した。FGF9 はその発現が低い細胞にお

いて添加することで腫瘍増殖能を亢進する

ことを見出した。さらに、驚くべきことに

FGF9を肺上皮細胞株MLE12に過剰発現するこ

とで、肺小細胞癌を形成した。 

また、細胞株レベルではあるが、我々が所持

している各種肺癌細胞株の mRNA レベルで

の FGF9 の発現を見たところ、H2016 およ

び H1770 にて非常に発現が高く、これら 2

細胞株共にLCNECであることも非常に興味

深い。以上より、FGF9 の非小細胞肺癌、か

つ今まで報告のない小細胞癌や神経内分泌

系大細胞癌（LCNEC）などの neuroendcrine 

tumor 双方における役割・重要性に関してさ

らなる研究が必要である。 

 

２．研究の目的 

肺癌における FGF9/FGFR シグナルの役

割を解明し、臨床への応用が可能か評価する

ことである。 

 

３．研究の方法 

 

FGF9 の肺小細胞癌に与える影響を明らか

にするために in vitro 及び in vivo の実験を

計画した。まずは肺小細胞癌細胞株における

FGF9 の発現を mRNA レベルで確認した。

また、臨床検体及びデータベースを用いた解

析を行い各種細胞株においてFGF9の発現を

みた。その発現の絶対量の違いによる機能的

役割を評価するため、siRNA を用いて FGF9



を knock down し、細胞増殖、腫瘍形成能、

および下流シグナルへ及ぼす影響を評価し

た。FGF9 を肺上皮細胞に過剰発現させたモ

デルを作成し、FGF9 過剰発現に伴う癌化能、

腫瘍形成能を評価し、上記データを受けて、

In vivo で FGF9 依存性の肺小細胞癌を形成

させ（免疫不全マウスの皮下に腫瘍を移植す

る）FGFR 阻害剤を投与し腫瘍増殖抑制、腫

瘍縮小効果を評価する。 

 

４．研究成果 

FGF9 を発現していない肺上皮細胞株及び

肺癌株にレトロウィルスベクターを用いて

FGF9 遺伝子を導入し、FGF9 過剰発現

stable cell line を作製した。 

FGF9 過剰発現の肺上皮細胞あるいは肺癌

細胞に与える影響を評価するため、FGF9 導

入後、in vitro では SAGCFA、MTS アッセ

イで行った。非小細胞肺癌（肺腺癌）の細胞

株である A549 にレトロウイルスベクターを

用いて FGF9 を過剰発現させ、過剰発現させ

ていない A549 と SAGCFA を施行したとこ

ろ、FGF9 過剰発現細胞株で足場非依存性の

増殖能を獲得したことを確認した。 

また、in vivo では FGF9 を導入した肺癌株

と導入していない肺癌株を免疫不全マウス

にを別々に皮下移植し、形成される腫瘍体積

を比較することで腫瘍形成能への影響を評

価を予定している。さらに腫瘍形成能以外に

も他臓器への転移能、生命予後に与える影響

を評価する。具体的には、CT を用いた転移

巣の検索も行い継時的変化も観察する予定

である。 

FGF9 を高発現した

2 型肺胞上皮細胞株

MLE12-FGF9 では

免疫不全マウスに皮

下移植したところ、

小細胞癌を形成（左

図）し、FGF9 は肺小

細胞癌においても oncogene としての働きが

ある可能性が考えられた。 

現在 FGFR 阻害薬による治療を行い腫瘍の

縮小傾向が得られるかを確認しており、その

再現性含め検討中である。 

 

FGF9 を高発現し、そのシグナルに依存して

いる可能性のある肺癌株を選択し、siRNA も

しくは shRNA を用いて FGF9 を knock 

down する。FGF9 に依存して増殖する細胞

株があれば増殖抑制や細胞死を起こすと考

えられ、細胞増殖能を MTS アッセイで足場

非依存性のコロニー形成能を soft agarose 

gel colony formation assay (SAGCFA)で評

価したところ、足場非依存性にコロニーを形

成することを確認した。現在データの再現性

確認を行っている。また、in vivo においても

腫瘍形成への影響を評価中である。 

 

下流シグナルについて、FGF9-MLE12 細胞

において、FGF9 は FGFR1 と FGFR3 を介

して MAPK 経路を活性化した。下図は

MLE12 細胞に FGF9 添加蛋白を回収し、

western blotting を行ったものである。FGF9

添加に伴い ERK のリン酸化レベルが上昇し

ていることが分かった。MLE12 に FGF9 添

加し細胞から蛋白を回収する。その後、FGF9

に対する抗体を用いて免疫沈降を行い各種

FGFR 抗体を用いた western blotting で

FGF9 の受容体を同定する。 



 また FGFR を同定する別の方法として、

siRNAを用いてFGFRをknockdownした後

にFGF9を添加しMAP kinase経路の活性化

が抑制されるかを western blotting で確認す

る。 

 

臨床データの解析を並行して行い、小細胞

肺癌患者検体の免疫染色での検討では約

67%(n:10/15)で FGF9 の発現を認めた。 

 

これらの得られたデータおよび現在進め

ている研究を重ね、FGF9 の肺癌に与える影

響をさらに解析し、特に小細胞癌での働きに

注目した解析を加え論文執筆予定である。 
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