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ABSTRACT━━While widespread metastasis is the major cause of human lung cancer-related deaths, its underly-
ing mechanism remains largely unclear. Our genome-wide comparison of the expression profiles of a highly me-
tastatic lung cancer cell line, NCI-H460-LNM35 (LNM35), and its parental clone NCI-H460-N15 (N15), resulted in
the identification of a cancer metastasis signature composed of 45 genes. Through gene ontology analysis, our
study also provided insights into how this 45-gene metastasis signature may contribute to the acquisition of me-
tastatic potential. Furthermore, we were able to show that enforced expression of the DLX4 homeobox gene,
which was identified as a gene with significant down-regulation in LNM35 as well as with significant association
with favorable prognosis for lung cancer patients, markedly inhibited in vitro motility and invasion as well as in
vivo metastasis via both hematogenous and lymphogenous routes. We further identified a novel gene, uncharac-
terized gene, which is associated with lung cancer metastasis. We confirmed upregulation of its gene expression
in a significant fraction of human lung adenocarcinomas cases as well as lung cancer cell lines. Taken together,
these findings indicate that our combined transcriptome analysis is an efficient approach to searching for genes
possessing both clinical usefulness in terms of prognostic prediction in human cancer cases and clear functional
relevance for studying cancer biology in relation to metastasis.
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要旨━━遠隔転移は，癌関連死の主要因であるにもかか
わらず，その分子機構については，依然として不明な点
が多く，詳細な機構をさらに明らかにする必要がある．
我々は，高転移性肺癌細胞株であるNCI-H460-LNM35
とその親株由来低転移性肺癌細胞株NCI-H460-N15 を用
いたゲノムワイド遺伝子発現プロファイル解析を行い，
45 種類の遺伝子で構成される肺癌転移関連遺伝子発現
パターンの同定に至った．さらに我々は，これら 45 遺伝
子に対してジーンオントロジー解析を施行し，肺癌がど
のような機構で転移能を獲得するのかに関する検討を加
えた．また，肺癌転移関連遺伝子群の中で肺癌術後予後
と関連の深い遺伝子群の同定を進めることにより，ホメ

オボックス遺伝子であるDLX4 の同定に至っている．
DLX4 の発現は，高転移性肺癌細胞株であるNCI-H460-
LNM35 細胞において低下が認められ，また，低発現症例
では，術後予後の短縮と深く関連することが確認されて
いる．さらに，NCI-H460-LNM35 を用いて，DLX4 の安
定発現細胞株を作成し，その機能解析を進めたところ，
in vitroの細胞運動能・浸潤能のみならず，in vivoの血行
性・リンパ行性転移をも抑制することが確認された．最
後に，これまで機能解析のなされていない肺癌転移関連
遺伝子の探索を行うことにより，新規肺癌転移関連遺伝
子を同定し，肺癌組織におけるその発現増強を明らかと
した．我々の進める combined transcriptome approach
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は，非常に有効な解析法であり，肺癌術後予後予測を可
能とするなど，臨床的に有用性の高い遺伝子群の抽出の
みならず，肺癌転移の分子機構解明へ大きく貢献するこ

とが示唆された．
索引用語━━肺癌，転移，発現プロファイル，マイクロ
アレイ，ジーンオントロジー

目 的

癌は，遺伝子と環境因子が複雑に絡んだ多因子疾患で
あり，その発症メカニズムの複雑さゆえに，外科療法・
化学療法・放射線療法・免疫療法などの種々の治療法が
導入される現在においても，その治療成績は満足のいく
ものではなく，完全治癒が期待される根治切除術が施行
された症例においても，半数以上において転移・再発を
認め，最終的には死に至ることとなる．このような癌の
治療を妨げる最大の原因が遠隔臓器への転移であり，そ
の機構は，多くの分子異常に基づいた癌細胞の運動能・
浸潤能・接着能などの亢進によるものと考えられてい
る．1 これまでにも，肺癌の分子病態に対する多くの研究
成果により，肺癌発症・進展の分子機構は次第に明らか
とされつつあるが，2 依然として，肺癌は日本を含めた先
進諸国において癌死亡原因の第一位を占めており3転移
を含めた発症・進展の分子メカニズムの全体像は，未だ，
ほとんど解明されていないのが現状である．本研究では，
肺癌転移の分子メカニズムの詳細を解明し，その機構に
基づいた早期診断法・効率的治療法の開発基盤構築を行
うため，我々が樹立した高転移性肺癌細胞株NCI-H460-
LNM35（以降 LNM35）4 と低転移性亜株NCI-H460-N15
（以降N15）4 用いたマイクロアレイ解析を推進し，肺癌
転移関連遺伝子群を網羅的に探索・同定することを目的
としている．

研究方法

細胞株と実験動物

高転移性ヒト肺癌細胞株である LNM35 細胞と低転移
性亜株であるN15 細胞の樹立は既報のごとくである．4

これらは，10％ウシ血清添加RPMI 1640 メディウム中
で培養を行った．5週齢の SCIDマウス（CLEA Japan，
Inc., Tokyo，Japan）は無菌飼育器にて飼育を行った．
マイクロアレイ解析とデータ解析

既報の方法に従って，5 Gene Filter マイクロアレイ
（Invitrogen，Carlsbad，CA）を用いて，LNM35 株と
N15 株との間で網羅的遺伝子発現解析を行った．取得
データは，発現強度が 0.1 未満の遺伝子は，以降の解析か
ら除外している．さらに，各実験間のデータ補正をR
package 中 loess non-linear normalization 法（http :��
www.R-project.org）6 を用いて行っている．LNM35 と

N15 細胞間における遺伝子発現差が，全体平均の 2.0 SD
以上あるものを転移関連遺伝子として，以降の解析に用
いた．
階層的クラスター解析と肺癌術後予後統計解析

ヒト肺癌 50 症例における，肺癌転移関連 45 遺伝子に
関する発現データは，Gene expression omnibus（GEO）登
録 GSE4705，GSE4716 から取得した．5 症例と遺伝子発
現パターンを用いた階層的クラスター解析には，The
CLUSTERプログラム7を用い，その結果はTREEVIEW
プログラム7により描出した．統計解析は，Stata software
（version 7；Stata Corp，College Station，TX）を用い
た．
バイオインフォマティクス解析

ジーンオントロジー（gene ontology；GO）8 解析は機
能的に分類された遺伝子セットを解析単位として，疾患
関連パスウェイの抽出を行うもので，肺癌転移に関連の
深い遺伝子群の特定を目的に，既報のごとくに9解析を
行った．
肺癌術後予後関連遺伝子の同定を目的として，Permu-

tation t-test 解析を施行した．ランダムな症例の入れ替え
による再解析を計 1000 回行った．
DLX4 遺伝子発現ベクターの作成とウェスタンブロット

解析

全長のDLX4 遺伝子を有する IMAGEクローン（clone
ID 3907376，Invitrogen）から，SmaI 制限酵素を用いて
DLX4 DNA断片を切り出し，pcDNA3 の EcoRV制限酵
素サイトに挿入し，DLX4 発現ベクターを作成した．
DLX4 安定発現 LNM35 細胞（LNM35-DLX4，clones 17
and 19）は，2 µg の pcDNA3-DLX4 を FuGENE 6 試 薬
（Roche Applied Science，Indianapolis，IN）を用いて導
入することにより得た．ウェスタンブロット解析は抗
DLX4 ポリクローナル抗体（Santa Cruz Biotechnology
Inc., Santa Cruz，CA）を用いて行った．
in vitro 細胞運動能・浸潤能解析と，in vivo 転移解析

in vitro細胞運動能・浸潤能解析には，8-micrometer
ポアを有する 6.4 mm径膜トランスウェルチャンバーシ
ステム（BD Biosciences，Bedford，MA）を用いた．浸
潤能解析では，チャンバー膜を 0.1 ml の 0.1 mg�ml マト
リ ジ ェ ル（Collaborative Research Inc.，Bedford，
MA）によりコートしている．in vivo転移解析では，1.0×
107細胞を 0.1 ml の無血清培養液に懸濁し 6週齢 SCID
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Table 1. Genes Differently Expressed in LNM35 vs. N15

RatioDescriptionGene
symbol

UniGene
clusterRank

Genes up-regulated in LNM35
17.4CXCL1: Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma growth stimulating activity, alpha)CXCL1Hs. 7891
9.2Transcribed sequencesHs. 5095852
8.6Complexin 2CPLX2Hs. 1932353
6.2Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 2PSMD2Hs. 5184644
6.1Asparagine-linked glycosylation 3 homolog (yeast, alpha-1, 3-mannosyltransferase)ALG3Hs. 4784815
5.9Alpha-tubulin isotype H2-alphaH2-ALPHAHs. 5037496
5.5Tubulin, betaTUBBHs. 5330597
4.7Thymosin, beta 4, X-linkedTMSB4XHs. 5225848
4.2Cytoskeleton-associated protein 4CKAP4Hs. 743689
3.9Delta-notch-like EGF repeat-containing transmembraneDNERHs. 23407410
3.7Heat shock 90kD protein 1, betaHSPCBHs. 50973611
3.1Ubiquitin-activating enzyme E1 (A1S9T and BN75 temperature sensitivity complementing)UBE1Hs. 53327312
3.0Enoyl coenzyme A hydratase 1, peroxisomalECH1Hs. 19617613
2.9Mitochondrial ribosomal protein S22MRPS22Hs. 1407414
2.8Tubulin, alpha 1 (testis specific)TUBA1Hs. 7531815
2.8Tubulin, alpha 2TUBA2Hs. 34969516
2.7Guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting activity polypeptide 2GNAI2Hs. 7726917
2.7Immediate early response 3IER3Hs. 7609518
2.5Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3HNRPA3Hs. 51653919
2.5Pituitary tumor-transforming 1PTTG1Hs. 35096620
2.5Defender against cell death 1DAD1Hs. 8289021
2.4Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like 1HNRPUL1Hs. 15521822
2.3Solute carrier family 16 (monocarboxylic acid transporters), member 9SLC16A9Hs. 49970923
2.3Methionyl aminopeptidase 2METAP2Hs. 44498624
2.3Small nuclear ribonucleoprotein polypeptide FSNRPFHs. 10546525
2.3Transcription factor AP-2 alpha (activating enhancer binding protein 2 alpha)TFAP2AHs. 51988026
2.3Guanine nucleotide binding protein, alpha stimulating activity polypeptide complex locusGNASHs. 12589827

Genes down-regulated in LNM35
0.5Suppressor of initiator codon mutationsSUI1Hs. 15058028
0.5Aspartyl-tRNA synthetaseDARSHs. 50378729
0.5Keratin 18KRT18Hs. 40601330
0.4Cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)CDH1Hs. 46108631
0.4Hypothetical protein FLJ20366FLJ20366Hs. 39073832
0.4Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1NR4A1Hs. 52443033
0.4Distal-less homeobox 4DLX4Hs. 17264834
0.4Enolase 2 (gamma, neuronal)ENO2Hs. 51191535
0.4Forkhead box C1FOXC1Hs. 34888336
0.3Cathepsin L-like 3CTSLHs. 41812337
0.3Thyroid hormone receptor interactor 6TRIP6Hs. 53436038
0.3Glutaredoxin (thioltransferase)GLRXHs. 2898839
0.3Lectin, galactoside-binding, soluble, 3 (galectin 3)LGALS3Hs. 53108140
0.3CDC-like kinase 1CLK1Hs. 43373241
0.2Spermidine/spermine N1-acetyltransferaseSATHs. 2849142
0.2Seryl-tRNA synthetaseSARSHs. 53117643
0.2Glycyl-tRNA synthetaseGARSHs. 40432144
0.1Tryptophanyl-tRNA synthetaseWARSHs. 49759945

マウスの鼡径部に皮下移植し，40 日後に原発腫瘍・腹腔
内リンパ節転移・肺転移解析に対して評価を行った．

結 果

肺癌転移関連遺伝子の同定

マイクロアレイ解析により，高転移性肺癌細胞株であ
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Table 2. Gene Ontology (GO) Terms Significantly Related to the Metastasis Signature

PGO accessionGO termGO aspect

Biological processes
＜ 0.0001GO:0046785microtubule polymerization
＜ 0.0001GO:0007018microtubule-based movement
0.0020GO:0006412protein biosynthesis
0.0029GO:0009653morphogenesis

Molecular functions
＜ 0.0001GO:0003924GTPase activity
0.0012GO:0016874ligase activity
0.0015GO:0005525GTP binding

Cellular component
＜ 0.0001GO:0045298tubulin

Table 3. Multivariate Cox Regression Analysis of Potential Prognostic Factors for Sur-
vival 5 Years After Surgery

P95% CI＊Hazard RatioUnfavorable/FavorableVariables

0.720.43-3.381.21＞ 63/ ＝ 63Age
0.160.56-38.64.64Male/FemaleSex
0.470.07-3.440.49Current & Former/NeverSmoking
0.0141.16-3.982.15I I-I I I/IStage
0.860.27-2.980.89Squamous/Non-squamousHistology
0.0391.06-9.173.12Cluster 1/Cluster 2Metastasis signature

＊Confidence interval.

Figure 1. Kaplan-Meier survival curves based on favorable/unfavorable categorization of hierarchical clustering 
analysis using the 45-gene metastasis signature. (A) Analysis of the dataset comprising 50 non-small cell lung cancer 
(NSCLC) cases, showing clear distinctions between the two resulting clusters. Columns represent individual patients 
and rows represent genes constituting the 45-gene metastasis signature. Yellow and green boxes on the left indicate, 
respectively, up-regulated and down-regulated expression in LNM35 in comparison with N15. Boxes below indicate 
the results of prognosis prediction (red for fatal and blue for favorable) using our previous 25-gene prognosis classifier 
for NSCLC constructed with the Aichi dataset. (B) Kaplan-Meier survival curves of cluster 1 and cluster 2 for 50 
NSCLC cases.
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Table 4. In Silico Screening by 
Permutation t-test

P for permutation t-testGene symbol

Genes up-regulated in favorable samples
0.0234DLX4

Genes up-regulated in unfavorable samples
0.0281CKAP4
0.0136DAD1
0.0420DNER
0.0152TYMS

TYMS, thymidylate synthetase.

Figure 2. Introduction of DLX4 into the highly metastatic LNM35 cells, showing inhibition of the invasive and meta-
static phenotype. (A) DLX4 protein expression in LNM35, DLX4-transfected LNM35 clones 17 and 18 as well as in the 
low-metastatic N15, a parental clone of LNM35. (B) Comparison of in vitro growth characteristics. (C, D) Comparison of 
in vitro motility and invasion. Marked reduction is evident in DLX4-transfected clones 17 and 18, but not in vector con-
trol (VC1), to levels comparable with those for N15. Significant reduction of in vivo metastasis via both hematogenous (E) 
and lymphogenous (F) routes with DLX4-transfected LNM35 clones 17 and 18.

る LNM35 細胞と低転移性肺癌亜株であるN15 細胞と
の間に，有意な発現差を認める 45 遺伝子を同定した．そ
れらは，LNM35 が高転移性を獲得する過程において発

現の変化を認めた遺伝子と考えられ，それらのうち，27
遺伝子は，LNM35 細胞において高発現を認め，残り 18
遺伝子は，低発現を認めた（Table 1）．LNM35 細胞
において高発現を認めた 27 遺伝子には，転移に深く
関連することが既に報告されている様々な遺伝子
が含まれており，それらには，chemokine（C-X-C motif）
ligand 1（CXCL1），10,11 pituitary tumor-transforming 1
（PTTG1），12,13 immediate early response 3（IER3），14,15

defender against cell death 1（DAD1），15-17 methionyl
aminopeptidase 2（METAP2）18,19 などが含まれる．
LNM35 細胞において低発現を認めた 18 遺伝子にも，
cadherin 1（E-cadherin），20 lectin galactoside-binding
soluble 3（galectin 3）21 など，転移・浸潤に関連の深い遺
伝子が含まれていた．
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Figure 3. Significant up-regulation of novel lung cancer metastasis related gene in the highly meta-
static LNM35 subline as well as in primary lung cancers. (A) Significantly more abundant CIM expres-
sion in highly metastatic LNM35 in comparison with that in its representative parental clone, N15. (B) In-
creased expression of novel lung cancer metastasis related gene in primary lung cancers in vivo. SCLC, 
small cell lung cancer; AD, adenocarcinomas; SQ, squamous cell carcinoma; LA, large cell carcinoma.

GO解析による肺癌転移関連遺伝子群の特徴抽出

同定した肺癌転移関連 45 遺伝子が，どのように
LNM35 細胞の高転移能獲得に寄与しているのか，機能
的特徴抽出を行う目的で，ジーンオントロジー（GO）解
析9を施行したところ，5つの生物学的活性，3つの分子
生物学的機能，3つの細胞構成因子に関連するGO分類
が，有意に（P＜0.005）肺癌転移関連遺伝子群に高頻度に
認められることが明らかとなった（Table 2）．これらの
GO分類は，微小管関連生物学的活性（重合；P＜0.0001，
運動；P＜0.0001），GTP関連分子機能（GTPase 活性；
P＜0.0001，GTP結合；P＝0.0015），器官形成関連（P＝
0.0029）などを含み，これらの機構が，LNM35 細胞の転
移能獲得に重要な働きを有していることを示唆するもの
と考えられる．
肺癌転移関連遺伝子群の発現パターンを用いた，肺癌術

後予後の予測

次に，同定した肺癌転移関連 45 遺伝子が，肺癌の臨床
病態と関連するか否かに関する検討を進めた．50 例の非
小細胞肺癌手術患者遺伝子発現データベース5を基盤情
報として，肺癌転移関連 45 遺伝子発現パターンを用いた
unsupervised hierarchical cluster 解析を施行したとこ
ろ，これらの症例が 2群（Cluster 1，2）に判別されるこ

とが明らかとなり（Figure 1A），さらなる検討により，
Cluster 1 に属する症例は，有意に予後不良であることが
明らかとなった（Figure 1B；P＝0.0234，log-rank test）．
多変量解析を行った結果，肺癌転移関連 45 遺伝子は，臨
床病期などと独立した予後因子であることが明らかと
なった（Table 3）．以上から，LNM35 細胞から抽出され
た，肺癌転移関連 45 遺伝子は，肺癌組織における転移能
とも深く関与することが示唆された．
DLX4 遺伝子の同定とその機能解析

in vitro実験系と in vivo臨床検体から取得された遺伝
子発現情報に対する combined transcriptome 解析は，ヒ
ト肺癌の臨床的並びに機能的に有意性の高い遺伝子群を
同定することを目的としている．そこで，我々は，permu-
tation t-test 解 析 を 施 行 し，distal-less homeobox 4
（DLX4）が最も肺癌術後予後と関連が深いことを明らか
とした（P＝0.0234，Table 4）．まず，LNM35，N15 細胞
におけるDLX4 の発現をウェスタンブロット法により
検討したところ，LNM35 細胞においてDLX4 遺伝子産
物の低発現が確認された（Figure 2A）．続いて，DLX4
遺伝子を安定的に発現する LNM35-DLX4 細胞株を樹立
し（DLX4-17，DLX4-19），種々の解析を施行した．これ
らの細胞株の増殖速度は，親株である LNM35 細胞，ある
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Figure 4. Introduction of lung cancer metastasis related gene-specific shRNA into the highly 
metastatic LNM35 cells, showing inhibition of the formation of filopodia and cell migration in vitro 
invasive and metastatic phenotype. (A) Marked reduction in formation of filopodia is evident in 
target gene-specific shRNA-transfected LNM35 clones, in comparison with those for vector 
controls. Multiple red arrowheads indicating filopodia were observed in LNM35 control cells. (B) 
Significant reduction of target gene expression in specific shRNA-transfected LNM35 clones #5-
11, #6-4, -11 and -12, in comparison with those for vector controls (VC1 and VC2).

いは低転移性細胞株であるN15 細胞と比較して，有意な
変化を認めなかったが（Figure 2B），細胞運動能・浸潤能
に関して有意に低下していることが明らかとなった
（Figure 2C，2D）．さらには，DLX4 遺伝子の導入によ
り，LNM35 細胞の in vivoにおける血行性並びにリンパ
行性転移が著明に抑制されることが明らかとなった
（Figure 2E，2F）．
新規肺癌転移関連遺伝子の同定と機能解析

マイクロアレイによる，高転移癌細胞株 LNM35 と低
転移癌細胞株N15 を用いた遺伝子発現解析をさらに進
めることにより，これまでに機能の明らかとなっていな
い遺伝子が肺癌転移に関連する可能性が示唆された．そ
こで，まず，肺癌細胞株においてこの新規肺癌転移関連
遺伝子の発現をノザンブロット法により検討した結果，
ヒト肺腺癌細胞株を中心に約 50％の頻度で発現増強が

認められ，さらには，肺癌手術検体における解析の結果，
約 30％において発現増加が認められた（Figure
3A，3B）．この新規肺癌転移関連遺伝子産物は，細胞内
局在予測プログラムにより，小胞体への局在が示唆され
たため，発現ベクターを作成し，BEAS2B 細胞に外来性
に発現させ，検討を加えたところ，その細胞内局在が小
胞体であることが確認された（data not shown）．
さらなる機能解析を行うため，新規肺癌転移関連遺伝

子に対する shRNAi を安定的に発現する LNM35-
shRNA細胞株（＃5-11，＃6-4，＃6-11，＃6-12）を樹立
し（Figure 4B），in vitroにおける検討を加えたところ，
ノックダウン細胞において糸状仮足形成の抑制が観察さ
れ（Figure 4A），さらには運動能の低下を示すことが明
らかとなった．
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結 語

本研究では，癌転移制御の分子機構の詳細を明らかに
するべく，肺癌細胞の運動能・転移能に関する解析を，
in vitroあるいは小動物実験系において再現性よくかつ
効率的に遂行することが可能な独自の実験系（高転移性
肺癌細胞株NCI-H460-LNM35，低転移性亜株NCI-H460-
N15）を用いることにより遂行し，肺癌転移に重要な役割
を担う遺伝子群の同定に成功した．これらの遺伝子群を
対象としたジーンオントロジー解析からは，微小管関連
分子，GTPase 関連分子，器官形成関連分子が，肺癌転移
の分子機構において重要な役割を担うことが示唆され
た．さらに，肺癌細胞転移に関連し，なおかつ肺癌術後
予後に関連の深いDLX4 と新規遺伝子を同定し，それら
の機能解析を進めた結果，これらの遺伝子産物が，肺癌
細胞の in vitro運動能・浸潤能に深く関与するのみなら
ず，in vivoにおける血行性・リンパ節行性転移能にも深
く関与することを見出した．以上より，我々が同定した
肺癌転移関連遺伝子群は，転移能獲得における重要な役
割を担っており，将来的にさらなる詳細な機能解析が進
むことにより，難治癌である肺癌の実地臨床におけるブ
レイクスルーがもたらされるものと期待される．
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