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研究成果の概要（和文）：肺癌の悪性化にはNeuro-Endocrine (NE) 形質が関与すると言われる。我々はNE形質
が3/4型POU遺伝子により惹起されることを明らかにしたが、その発現機序は不明であった。研究代表者はNE形質
がNotch受容体シグナルに抑制されること、またNE形質を有する肺癌細胞がNotchシグナルの抑制性リガンド・
DLK1を高発現する点に着目し、「DLK1→Notch抑制→3/4型POU型転写因子→NE形質発現」というカスケードが存
在すると考え検討した。その結果、DLK1発現がNE形質発現に与える影響は限定的であるが、増殖因子を介した別
のルートから肺癌細胞の増殖に深く関与することがわかった。

研究成果の概要（英文）：Neuro-Endocrine differentiation (NE-def) is involved in the malignancy of 
lung cancer. We have shown that the NE-def is triggered by the class 3/4 POU genes, but its 
expression mechanism is unknown. In this study we focused on the fact that the NE-def is suppressed 
by the Notch receptor signal, and that lung cancer cells with the NE-def highly express the Notch 
signal inhibitory ligand DLK1. From the above, we hypothesized and studied that there may be a 
cascade that "DLK1 → Notch inhibition → 3/4 POU genes → NE-def expression”. As a result, it was 
found that DLK1 expression has a limited effect on NE-def, but it is deeply involved in the growth 
of lung cancer cells by another route mediated by growth factors.

研究分野：実験病理学

キーワード： 神経内分泌形質　肺癌　悪性形質　DLK1　増殖因子　増殖活性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肺癌は致死率の高い悪性腫瘍であり、その悪性化に関与するNE形質の発現機序や、増殖機序の解明は急務であ
る。本研究により、NE形質を有する肺癌が高度に発現するDLK1が、NE形質やその誘導因子である3/4型POU遺伝子
発現に大きくは影響しないことが明らかとなり、NE形質発現メカニズムの全貌解明に一歩近づいた。またMinor 
populationであるDLK1強発現肺癌細胞が、IGF2やNTSといった増殖因子の発現を介してNE形質を有する肺癌細胞
集団全体の増殖に寄与する可能性が明らかにされた。本研究の発展により、増殖因子あるいはその供給細胞を標
的とした新規治療への応用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 今日、肺癌は世界で最も致死率の高い悪性腫瘍であり、特に神経内分泌 (Neuro-Endocrine、
NE) 形質を発現する肺癌は、非発現型の肺癌に比して予後不良と言われる 1。この NE 形質の発
現は、肺癌の 4大組織型の 1つである小細胞肺癌の特徴であるが、腺癌や扁平上皮癌、大細胞癌
といったその他の肺癌組織型の 20%程度においても種々の程度で認められる。また近年、分子標
的治療により一度は縮小した肺腺癌が、NE 形質を発現する小細胞癌へと形質転換を起こして再
発する例が相次いで報告された 2。こうした事実は、肺癌の予後悪化因子である NE 形質発現が、
条件が揃うことで非 NE 形質肺癌にも発現し得ることを示唆しており、そのメカニズムの解明は
急務であるといえる。 
 研究代表者らはこれまで、NE 形質を有する肺癌細胞が、3 および 4 型に分類される 7 種類の
POU 型遺伝子 (POU3F1 および POU3F2、POU3F3、POU3F4、POU4F1、POU4F2、POU4F3) を高度に発
現することを明らかにした。また肺癌細胞における NE 形質が、3/4 型 POU 遺伝子により誘導さ
れること、さらに 3/4 型 POU 遺伝子が肺癌細胞に NE 形質を導く分子カスケードの上位に位置す
ることを明らかにしてきた 3, 4。一方で、3/4 型 POU 遺伝子群が NE 形質を有する肺癌細胞で特異
的に発現する機序は明らかにされていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 
研究代表者は、NE形質を有する肺癌における NE形質発現が、Notch 受容体シグナルに抑制され
るという先行研究結果と 5、NE 形質を有する肺癌細胞が Notch シグナルの抑制性リガンド・Delta 
like non-canonical Notch ligand 1 (DLK1) 遺伝子を高発現するという、予備実験および遺伝
子発現データベース解析結果に着目した。そして NE 形質を発現する肺癌細胞において、「DLK1
発現→Notch シグナル抑制→3/4 型 POU 遺伝子発現→NE 形質発現」というカスケードが存在する
との仮説に至った。この仮説を検証するため、以下の目的で研究を行った。 
(1) NE 形質を有する肺癌が高度に発現する DLK1 が、3/4 型 POU 遺伝子発現および NE 形質発現
に与える影響を明らかにする。 
(2) DLK1 高発現が NE形質を発現する肺癌細胞 (小細胞肺癌細胞) に与える影響を明らかにす
る。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 正常肺上皮細胞および種々の組織型に由来する肺癌細胞株における DLK1 および Notch シグ
ナル関連遺伝子の発現解析： 
 正常不死化気道上皮細胞 2 株および NE形質非発現肺癌細胞 13 株 (腺癌 6株、扁平上皮癌 3
株、大細胞癌 4株)、NE 形質発現肺癌細胞 (小細胞癌) 9 株における DLK1 および DLK2、Delta 
like canonical Notch ligand (DLL) 1、DLL3、DLL4、Jagged canonical Notch ligand (JAG) 
1、JAG2、Notch receptor (NOTHC) 2、NOTCH3 の発現を RT-PCR 法を用いて解析した。また小細
胞肺癌細胞株における DLK1 タンパクの発現を Western Blot 法および免疫組織化学を用いて解
析した。 
 
(2) 小細胞肺癌細胞株 (TKB12、TKB15、Lu135) に対する DLK1 遺伝子のノックアウト： 
 DLK1 遺伝子を標的とした guide-RNA と、CRISPR-Cas9 を同時に発現するベクターを構築し、
DLK1 を高度に発現する小細胞肺癌細胞株 (TKB12、TKB15、Lu135) に遺伝子導入することで、
DLK1 遺伝子のノックアウト株を樹立した。ノックアウトの成否を遺伝子シークエンス法および
Western Blot 法により確認した。 
 
(3) DLK1 遺伝子プロモーター+赤色蛍光遺伝子コンストラクトを用いた DLK1 高発現細胞のソー
ティング： 
 DLK1 遺伝子のプロモーター領域 (転写開始点を+1 とした際の-788〜+1) をクローニングし、
その下流に赤色蛍光遺伝子 tdTomato を連結したベクターを構築した。このベクターを小細胞肺
癌細胞株 (TKB15、Lu135) に導入し、DLK1 を特に高度に発現する小細胞肺癌細胞を赤色蛍光に
て標識した。その後、赤色蛍光を強く発する Living cell をセルソーターにてソーティングし、
DLK1 を高発現する小細胞肺癌細胞集団を得た。 
 
(4) DLK1 遺伝子発現を変化させた小細胞肺癌細胞株における 3/4型 POU遺伝子および NE形質マ
ーカー遺伝子の発現解析： 



 樹立した DLK1 遺伝子ノックアウト小細胞肺癌細胞株および DLK1 遺伝子プロモーター+赤色蛍
光遺伝子でソーティングした小細胞肺癌細胞株における、3/4 型 POU 遺伝子および NE 形質マー
カー遺伝子 (CHGA、SYP、NCAM1) の発現を q (quantitative) RT-PCR 法にて解析した。 
 
(5) DLK1 遺伝子ノックアウトが小細胞肺癌細胞株の増殖に与える影響の解析： 
 DLK1 遺伝子ノックアウト小細胞肺癌細胞株の増殖速度を、トリパンブルーを用いた生細胞数
計測法により解析した。また同細胞の増殖活性を MTS アッセイにより解析した。 
 
(6) DLK1 遺伝子ノックアウトが小細胞肺癌細胞株の増殖因子関連遺伝子の発現に与える影響の
解析： 
 DLK1 遺伝子をノックアウトした小細胞肺癌細胞株を対象に、小細胞肺癌の増殖因子として報
告のある遺伝子 6 (GRP、IGF1、IGF2、POMC、NTS、GAL、SST、CCK、TF) の発現を RT-PCR 法およ
び qRT-PCR 法により解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 肺癌細胞株における DLK1 および Notch シグナル関連遺伝子の発現を RT-PCR 法で解析した
ところ、NE 形質を有する小細胞肺癌細胞は、DLK1 を含めた Notch シグナルのリガンド遺伝子 
(DLL1、DLL3、DLL4) を高度に発現する傾向がみられた。中でも DLK1 は、NE形質を有さない肺
癌細胞株では発現がほとんど認められず、DLK1 発現と NE 形質発現に高い相関がみられた。続い
て小細胞肺癌細胞株における DLK1 タンパク発現を Western blot 法および免疫組織化学により
解析すると、小細胞肺癌細胞株は DLK1 タンパク質を高度に発現しており、また DLK1 高発現細胞
は小細胞肺癌細胞集団中のごく一部 (〜5%) であることが明らかとなった [図 1]。 
 

[図 1] 小細胞肺癌細胞株 TKB15 の DLK1 免疫組織化学 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 小細胞肺癌細胞株 (TKB12、TKB15、Lu135) に対し、DLK1 遺伝子を標的とする guide-RNA お
よび CRISPR-Cas9 を発現するベクターを導入することで、DLK1 をノックアウトした小細胞肺癌
細胞株を樹立することに成功した (TKB12-DLK1KO、TKB15-DLK1KO、Lu135-DLK1KO)。DLK1 ノック
アウト細胞よりゲノム DNA を抽出して DLK1 遺伝子配列を解読し、機能喪失を誘導すると考えら
れる遺伝子編集が起きていることを確認した。また DLK1 ノックアウト細胞より抽出したタンパ
ク質において、DLK1 発現を示すシグナルの消失を確認した。 
 
(3) DLK1 遺伝子プロモーター+tdTomato 遺伝子を小細胞肺癌細胞株 (TKB15、Lu135) に導入し
たところ、細胞全体のうち一部の細胞 (〜5%) が強い赤色蛍光を示した。一方、同じ遺伝子コン
ストラクトを DLK1 発現のみられない細胞株に導入すると、小細胞肺癌細胞株と同等の赤色蛍光
を発する細胞は認められなかった。小細胞肺癌細胞株で認められた強い赤色蛍光を発する細胞
の割合は、小細胞肺癌細胞株が免疫組織化学で示した陽性細胞の割合と同等であった。このこと
から、DLK1 遺伝子プロモーター+tdTomato 遺伝子の導入により、小細胞肺癌細胞集団中の DLK1
高発現細胞が標識された可能性が考えられた。その後、DLK1 高発現細胞をソーティングし、強
い赤色蛍光を発する細胞が細胞集団中の大多数を占める小細胞肺癌細胞株を得た。 
 
(4) DLK1 ノックアウト小細胞肺癌株における 3/4型 POU 遺伝子および NE形質マーカー遺伝子発
現を qRT-PCR で解析したところ、野生型株と比較して有意な発現変化は認められなかった。また
DLK1 遺伝子プロモーター+tdTomato 遺伝子でソーティングした強蛍光細胞においては、野生型
に比して幼弱な神経細胞に発現する ASCL1 発現が高い傾向がみられたが、その他の遺伝子に関
しては有意な発現変化が認められなかった。この結果より、小細胞肺癌細胞で高度に発現する
DLK1 が、3/4 型 POU 遺伝子発現および神経内分泌形質発現に与える影響は大きくないことが示
唆された。 



 
(5) DLK1 遺伝子ノックアウトが小細胞肺癌細胞株の増殖に与える影響を増殖アッセイにて解析
したところ、DLK1 遺伝子ノックアウト株 (TKB12-DLK1KO、TKB15-DLK1KO、Lu135-DLK1KO) はい
ずれも、野生型株に比して増殖速度および増殖活性が低下していた [図 2]。また小細胞肺癌の
増殖に関わるとされる遺伝子発現を解析すると、DLK1 遺伝子ノックアウト株では cyclin D1 
(CCND1) 遺伝子発現が減少していた。このことから、DLK1 発現は小細胞肺癌細胞株の増殖亢進
に寄与している可能性が考えられた。 
 

[図 2] DLK1 遺伝子をノックアウトした TKB15 の増殖アッセイ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6) DLK1 を高発現する population は小細胞肺癌細胞集団中の 5%程度に留まる一方で、DLK1 の
高発現は細胞集団全体の増殖に寄与すると考えられたことから、DLK1 高発現細胞が何らかの増
殖因子を産生している可能性を考えた。DLK1 遺伝子ノックアウト小細胞肺癌細胞株を対象に、
小細胞肺癌の増殖因子として報告のある遺伝子の発現を RT-PCR 法および qRT-PCR 法により解析
したところ、DLK1 遺伝子ノックアウト株は野生型株に比して IGF2 (insulin like growth factor 
2) および NTS (neurotensin) 発現が減少していた。小細胞肺癌細胞株の minor population が
高度に発現する DLK1 は、IGF2 や NTS といった増殖因子の発現誘導を介することで、細胞集団全
体の増殖に寄与している可能性が考えられた。 
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