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研究成果の概要（和文）：ヒト肺小細胞がんの細胞株であるNCI-N417（N417）を用い、塩酸イリノテカン
（CPT-11）の耐性細胞（N417R）を作成した。ヌードマウスにN417とN417Rを移植しCPT-11をA群：通常法（週1回
腹腔内投与×3週）、B群：抗血管療法（連日投与×3週）、C群：コントロールの比較試験を行った。治療効果
は、コントロール群と比較して、B群が最も高く、次いでA,C群の順であった。治療後に得られた癌組織を用いて
免疫組織学的な検討を行い、通常投与のA群に比べ、Daily投与のB群で血管新生が阻害されており、臨床応用が
期待されるCPT-11投与方法として連日投与があげられる。

研究成果の概要（英文）：Small-cell lung cancer (SCLC) conveys a poor prognosis due to the limited 
efficacy of existing treatment strategies. To provide clinically relevant strategies for studying 
new therapeutics and tumor biology, we established a reproducible orthotopic model of human SCLC 
cells in the nude mouse. (Isobe T: J Thorac Oncol 2013)
Human SCLC cell (N417) was injected into the lung of nude mice.  The mice were randomly assigned to 
receive one of the following three treatments (8 mice in each treatment group): 1) injection per 
week of CPT-11, 2) daily injection of low-dose CPT-11, 3) control group.  The mice were then 
examined daily for evidence of tumor development.  Daily CPT-11 treatment resulted in an increase of
 apoptosis and decrease of proliferation both tumor cells and tumor related endothelial cells. The 
development of our orthotopic model of SCLC provide a means for a better understanding the biology 
of SCLC and will enable evaluation of novel therapeutic strategies.

研究分野： 呼吸器病学
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１． 研究開始当初の背景 
近年、肺癌の治療は個別化が進み、非小細

胞肺がんにおいては分子標的治療薬の登場
により大きく治療成績が向上した。一方、小
細胞肺がんで承認された分子標的薬はなく、
約 20 年間治療成績は向上していない。発癌・
進展機構の解明や新たな治療戦略の開発の
ためには小細胞肺がんのマウスモデルの開
発、分子生物学的な検討に加えて標準的治療
の問題点である局所制御率の向上を指向し
た臨床研究を積極的に検討する必要がある。 
小細胞肺がんの新たな治療戦略の開発のた
めには、腫瘍の遺伝子異常、血管新生の両者
のコンポーネントについて検討する必要が
ある。小細胞肺がんは外科切除が行われる機
会が極めて少ないため、ヒトの組織を用いて
腫瘍の分子生物学や新生血管、微小環境につ
いての検討は十分には行われていない。ヒト
の正常組織における血管内皮細胞の分裂速
度は 1 年以上と非常に遅いため、治療の標的
とはならないが、がんの新生血管の血管内皮
細胞の分裂速度は数日と早いため、治療の標
的となりうる。われわれが作成した小細胞肺
がんの同所性移植モデル（ Isobe T, et al. J 
Thorac Oncol. 2013）は、移植したヒト肺癌
がマウスの肺の局所で増大し、次いで縦隔リ
ンパ節転移を生じ、マウスは呼吸不全のため
死亡するという、実臨床に類似したモデルで
ある。ヒトのがんを研究するために最もよく
使用される一般的な実験モデルは、マウス皮
下に腫瘍を形成させ、結果として得られた異
種移植片に人のがんに有効と思われる様々
な薬を投与したものである。この方法では、
患者の実際の腫瘍の反応をほとんど予見で
きない。このモデルでは、移植後、腫瘍の増
大 に 際し、 血 管新生 促 進分子 で あ る
VEGF(vascular endothelial growth factor)
と血管新生の指標である微小血管密度
(MVD)が増加していることから抗血管療法
が新たな治療ターゲットと考えられる。一方、
小細胞肺がんの再発は多くが局所再発、また
は脳転移であることが指摘されているが、前
者に深くかかわる要因として治療中の薬剤
耐性細胞の出現があげられる。我々の同所性
移植モデルにおいても、小細胞癌に有効な薬
剤を投与することで腫瘍縮小効果は得られ
るものの、消失には至らないことが確認され
ている。抗がん薬の投与は、最大耐用量に近
い用量を投与してその後、毒性の回復を待っ
てから投与を繰り返す、といった方法が一般
的であるが、Paclitaxel のように、分割投与
することで抗癌薬の用量規定因子となる血
液毒性、非血液を回避し、血管内皮細胞を標
的とした抗血管療法が可能となる。イリノテ
カンは、日本における比較試験の結果、小細
胞がんにおいてシスプラチンと併用療法を
行うことで有用性が証明され、小細胞肺がん
治療のキードラッグであるが、少量分割投与
が可能な薬剤であるため、抗血管療法として
有用である可能性があるが、小細胞肺がん患

者での少量分割投与のエビデンスは確立し
ていない。 
 
２． 研究の目的 
ヒト小細胞がん細胞を用い、ヌードマウスの同所
性移植モデルにおいてイリノテカンの抗腫瘍効
果と血管新生阻害作用を検討する。次いで 
イリノテカンの daily dose intensive chemotherapy
による新たながん治療戦略について検討を行う 
 
３．研究の方法 
ヒト小細胞肺癌細胞株に低濃度の CPT-11 を
暴露させ段階的に濃度を上げて継代培養を
行い CPT-11 耐性株を樹立した。in vivo での
dose intensive chemotherapy と抗血管療法
としての CPT-11 の効果を検証し、臨床試験
の実施計画書の作成を行う。 
４．研究成果 
ヒト肺小細胞がんの細胞株である NCI-N417
を用い、塩酸イリノテカンの耐性細胞
（NCI-N417-CPT11R）を作成した（図 1）。 
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ヌードマウスにNCI-N417とNCI-N417-CPT11R
を移植した。腫瘍が局所で増大する時期に、
塩酸イリノテカンを通常法（週 1回腹腔内投
与×3 週）、抗血管療法（連日投与×3 週）、
コントロールの 3 群の比較試験を行なった。
同所性移植の方法は、ヌードマウスにペント
バルビタール 50 mg/kg を腹腔内投与し、麻
酔下にヌードマウスの左胸部皮膚を約 1 cm 
切開し、壁側胸膜を露見させた後にシリンジ
および30Gの注射針にてマトリジェルと混合
した癌細胞をヌードマウスの左肺に 1.5x106
個注入する。皮膚切開部をオートクリップで
閉じ、右側臥位として麻酔からの自然覚醒ま
で経過観察する。移植後 2週間後に、コント
ロール（無治療）、各薬剤の投与群での比較
試験を行う。移植後 46 日目にペントバルビ
タール 100 mg/kg 腹腔内投与安楽死させた
のち、左肺への腫瘍生着、縦隔リンパ節転移、
腹膜播種、胸水の有無を肉眼的に観察し肺を
腫瘍と共に摘出し、肺重量を計測する。摘出
した腫瘍組織を一部は凍結保存、残りはホル
マリン固定し、分子生物学的、免疫組織学的
検討を行う。（図２）。 
 
 



図２ 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
コントロールに比較して CPT-11 投与マウス
では優位に腫瘍を含む肺重量の低下が認め
られ、少量週 5 日投与（weekday）群で最も
効果が高かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
治療後に得られたヌードマウスの癌組織を
用いて、免疫組織学的な検討を行った。検討
項目は、血管新生促進因子である VEGF、bFGF, 
IL-8、腫瘍における血管新生の評価として
CD31、細胞増殖能として BrdU, アポトーシス
として TUNEL の各因子とした。摘出肺腫瘍の
ホルマリン固定後パラフィン包埋し，4μm 
の薄切切片を作成した。脱パラフィンを行っ
た後，VEGF、bFGF, IL-8, CD31 のそれぞれの
抗体により、自動免疫染色装置を用いて免疫
染色を行った。少量週 5 日投与（weekday）
群では、腫瘍内の血管新生が抑制されており、
その要因としては血管内皮細胞の増殖抑制
とアポトーシスの亢進が考えられた。 
以上のことから、臨床応用が期待される
CPT-11 投与方法として連日投与があげられ
る。現在、CPT-11 は小児悪性固形腫瘍でＤ
法：１日１回、２０mg/ｍ2を５日間連日点滴
静注する。これを１週毎に２回繰り返し、少
なくとも１週間休薬する。これを１クールと
して、投与を繰り返す用法、用量が承認され
ている。小細胞肺癌では、１日１回、１００
mg/ｍ2 を１週間間隔で３～４回点滴静注し、
少なくとも２週間休薬する用法、用量が承認
されているため、臨床試験によって適正な用
量の設定が必要となる。 
 
しかしながら、マウスに対する抗腫瘍効果は
十分でなく、CPT 単剤に加えて他の薬剤の併
用の検討実験が必要と考えられる。本研究を

発展させて、現在小細胞肺癌に対して使用可
能な薬剤との併用療法の有効性を検討する
研究を計画している。 
小細胞肺癌は非小細胞肺癌に比較して、有効
な抗がん剤が少なく分子標的治療薬や免疫
チェックポイント阻害薬で使用可能な薬剤
がない。分子メカニズムの解明と共に、血管
新生が強い小細胞癌の局所における微小環
境に注目した検討が今後は必要と考えられ
る。今後は分子メカニズムと微小環境の解明
によって、わずかな治療効果の差を臨床試験
によって積み上げていくことが重要と考え
られる。 
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