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研究成果の概要：EGFR-TKI 長期投与した肺腺癌患者の経過中、原発の腺癌部に小細胞肺がんが

発生。その切除標本の解析から EGFR 遺伝子 L858R 変異を腺癌と小細胞肺癌に共通して認め、免

疫染色検査で小細胞肺癌は EGFR 遺伝子と Notch3 遺伝子発現の消失と Ash1 遺伝子発現陽性、腺

癌は逆の染色パターンであった。肺癌幹細胞からの腺癌への分化と小細胞肺癌への分化を示す

癌化過程を示す症例と考えられた。非小細胞肺癌の発ガンにおいて Notch-3 は重要であるが、

細胞株でRT-PCR法での発現とトポイソメラーゼII阻害剤の感受性との相関は見られなかった。 

交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 2,300,000 690,000 2,990,000 

2008 年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

 
 
研究分野： 医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・呼吸器内科学 
キーワード：小細胞肺癌、幹細胞、分化、転写因子 
 
１．研究開始当初の背景 

癌は、幹細胞に遺伝子的・非遺伝子的変異

が蓄積することにより発生・進展する

(Feinberg AP, et al., Nature Reviews 

Genetics, 2006）。肺における正常幹細胞は、

消化管や膵臓などの他臓器における幹細胞

と同様、Niche(微小環境)と幹細胞との相互

作用により、その維持・分化が行われ、その

分子レベルの制御機構は胎生期の肺の発達

段階における制御機構に極めて類似してい

る (Borok Z, et al., Pediatric Res., 2006)。 

トランスジェニックマウスやノックアウト

マウスを利用したマウス肺の発生学により、

幹細胞の存在の確認、幹細胞維持機構と幹細

胞から成熟細胞への分化が徐々に明らかに

なり、Notch、Sonic Hedgehog、Wnt、BMP 等

各シグナル伝達系の重要性が明らかになっ

た(Griffiths MJ, et al., Lancet, 2005)。

その他、マウス肺の発生においては内胚葉か

ら lung bud へは HoxB4 や B5 など、lung bud

からの分化には HoxB3、TTF1 (NKX2.1)、

HNF3alpha、HNF3beta、GATA-6、SP-A, B, C, 

D や CC10 などの転写因子群が重要である 

(Nakamura N, et al., Cell Growth Diff., 

2002, Costa RH, et al., Am J Physiol Cell 

Mol Physiol, 2001, Warburton D, et al., Am 



J Physiol Cell Mol Physiol, 1999) 。 

Notch シ グ ナ ル 伝 達 系 分 子 で あ る

DSL-ligand, Notch, HES などの分子のノック

アウトマウスでは神経系の過形成、とりわけ

肺 で は PNEC (Pulmonary neuroendocrine 

cell)の過形成が見られる一方、Notch1,3 と

HES1 発現細胞は非神経内分泌系分化細胞に

分化していることより、Notch 経路は分化の

制御因子の 1 つと考えられている(Linnoila 

RI, et al., Lab. Invest., 2006)。 

神経内分泌系肺腫瘍の発生・進展の解明も

進んでいる。マウスモデルにおいて、まず、

Rb遺伝子のヘテロマウスとp53遺伝子のノッ

クアウトマウスを掛け合わせたマウスでは

気管支において神経内分泌系細胞の過形成

が認められ(Williams BO, et al., Nat. 

Genet., 1994)、Rb 遺伝子と p53 遺伝子の２

つの遺伝子を肺上皮細胞でコンディショナ

ルに欠損させたマウスにおいてヒト小細胞

肺癌に類似した腫瘍が形成され、さらに脳や

肝臓などに転移巣を形成することが証明さ

れている (Meuwissen R, et al., Cancer Cell, 

2003)。また、神経内分泌系分化誘導転写因

子 ASH1 のノックアウトマウスでは PNEC が欠

損すること報告され(Borges M, et al., 

Nature, 1997)、さらに、末梢気管支上皮細

胞特異的 CC10 プロモーターに神経内分泌系

へ分化誘導する重要な転写因子である hASH1

をつないで作成された CC10-hAsh1 トランス

ジェニックマウスと CC10-SV40 Large TAg ト

ランスジェニックマウスを掛け合わせたダ

ブルトランスジェニックマウスでは神経内

分泌系分化を伴う肺腺癌を形成された 

(Linnoila RI, et al., Cancer Res., 2000)。

これらの報告より、神経内分泌系腫瘍の発癌

過程においては、ASH1 の発現が重要であり、

小細胞肺癌ではさらに Rb、p53 両遺伝子の不

活化が必要と考えられている。 

 我々のグループでは、神経内分泌系分化を

有する肺癌細胞に対して ASH1 の発現を抑制

することで in vitro での増殖抑制とアポト

ーシスの誘導、in vivo での造腫瘍性の抑制

を明らかにしてきた (Osada H, et al., 

Cancer Research, 2005)。我々は現時点で幹

細胞から神経内分泌系腫瘍の代表である小

細胞肺癌への発生・進展過程において、

HedgehogやNotch両シグナル伝達系分子関与

と ASH1 転写因子などの神経内分泌系分化誘

導と RB、p53 両経路の異常が悪性形質の獲得

と分化において重要であると考えている。 

 

２．研究の目的 

 小細胞肺癌の進展に関わる幹細胞レベ

ルのシグナル伝達分子の解析を行う予定で、
当初研究をすすめていたが、EGFRチロシンキ
ナーゼ阻害剤投与にて長期完全奏効したIV
期肺腺癌患者において、増悪した原発巣と左
頸部リンパ節と右腋窩リンパ節再発病巣を
外科的摘出した症例に遭遇し、原発巣発の病
理標本は小細胞肺癌で一部腺癌部分が存在
し、左頸部リンパ節と右腋窩リンパ節再発病
巣は腺癌であったため、小細胞肺癌の分化・
発生のメカニズムを研究するため、そのがん
病巣の遺伝子発現と遺伝子解析を行うこと
とした。 

また、メンブレンアレイによる肺癌細胞株
での遺伝子mRNA発現と抗がん剤の感受性試
験の結果より、非小細胞肺癌において発癌に
重要であることがDavid Carboneらによって
報告されている19番染色体上にあるNotch-3
とトポイソメラーゼII阻害剤の感受性との間
に有意な相関が見られたデータ得ていたの
で、そのデータに基づいてNotch3が抗がん剤
の感受性に関与しているかどうか検討すべ
くさらなる研究を行った。 
 

３．研究の方法 

A: 肺癌幹細胞から小細胞肺癌と腺癌への分
化に対する研究 

(1) 腺癌患者の左頸部リンパ節と右腋窩リ
ンパ節再発病巣とgefitinibが奏効し原発巣
に発生した小細胞肺癌病巣ともにmRNAを抽
出しEGFR遺伝子変異解析を行った。Notch-3
に対するSiRNA遺伝子導入による遺伝子ノ
ックアウトで確認したところ、関連性が認め
られなかった。定量的RT-PCRでの再検討を
行ったところ、小細胞肺癌でのNotch-3の遺
伝子発現低下は裏付けられたが、トポイソメ
ラーゼII阻害剤の感受性との相関は見られな
かった。原因はメンブレンアレイ解析でのは
ずれ値の影響が考えられた。 

(2) 上記部位のパラフィン包埋切片に対し

て、Notch3 と Ash1 両遺伝子の発現を免疫染

色法にて行った。 

(3) Notch3 と Ash1 両遺伝子のプロモータ

ーのエピジェネティックな遺伝子発現制御

について検討を行っている。 

B: Notch3 と抗がん剤感受性 
(1) メンブレンアレイで Notch-3 高発現の

非小細胞肺癌 3細胞株に対して Notch-3 に対

する SiRNA遺伝子導入による遺伝子ノックア

ウトを行い、トポイソメラーゼ II 阻害剤の

感受性の変化を検討した。 

(2) 結果が予想と大きくずれていたため、

20 細胞株 (小細胞肺癌 5 株非小細胞肺癌 15
株)のNotch3遺伝子発現をRT-PCR法にて行

った。 

(3) トポイソメラーゼ II の機能発現に細

胞核・細胞質間シャトル分子である RanBP2



が重要であるとの報告があり(Cell 2008)、

その遺伝子発現とトポイソメラーゼ II 阻害

剤の感受性の変化も検討した。 

 

４．研究成果 

A: 肺癌幹細胞から小細胞肺癌と腺癌への分

化に対する研究 
腺癌部分も小細胞肺癌部分も EGFR 遺伝子

L858R 変異を認めた。小細胞肺癌は EGFR 遺伝

子と Notch3 遺伝子発現が消失し、Ash1 遺伝

子発現がみられたのに対し、腺癌部分は EGFR

遺伝子と Notch3 遺伝子発現陽性、Ash1 遺伝

子発現陰性であった。 

 

免疫染色結果 

Ash1 原発巣の小細胞肺癌と腺癌部分 

 
Notch3 原発巣の小細胞肺癌と腺癌部分 

 
Notch3 リンパ節転移腺癌 

 
 

本症例は肺癌幹細胞から腺癌への分化と

小細胞肺癌への分化を示しうる癌化過程を

示す実証例である。小細胞肺癌分化に Notch3

と Ash1 両遺伝子の発現変化の関与が重要で

あり、Notch3 と Ash1 両遺伝子のエピジェネ

ティックな遺伝子発現制御について現在検

討進行中である。 

B: Notch3 と抗がん剤感受性 

 Notch-3 に対する SiRNA 遺伝子導入による

遺伝子ノックアウトで確認したところ、関連

性が認められなかった。定量的 RT-PCR での

再検討を行ったところ、小細胞肺癌での

Notch-3 の遺伝子発現低下は裏付けられたが、

トポイソメラーゼ II 阻害剤の感受性との相

関は見られなかった。原因はメンブレンアレ

イ解析でのはずれ値の影響とメンブレンア

レイの内在する問題の関与が考えられた。 

 また、トポイソメラーゼ II の機能発現に

重要である細胞核・細胞質間シャトル分子で

ある RanBP2 の遺伝子発現とトポイソメラー

ゼ II 阻害剤の感受性の間に相関は見られな

かった(論文投稿中)。 
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