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研究成果の概要（和文）：小細胞肺癌の生命予後は極めて不良であり、治療抵抗性や再発・遠隔転移を起こす分
子メカニズムを明らかにする事が、本疾患の治療法の開発に繋がると考える。本研究では、治療後に遠隔転移を
きたし亡くなった小細胞肺癌患者・剖検検体（3症例）から、次世代シークエンサーおよびマイクロアレイ解析
を用いて、機能性RNA発現プロファイルを作製し、癌組織で発現の亢進している遺伝子の中でMCM family
（MCM2、MCM4、MCM6、MCM7）に注目した。機能解析でこれらの遺伝子が癌遺伝子であること、抗がん剤（シスプ
ラチン）への感受性を変化させることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Small cell lung cancer (SCLC) has an extremely poor prognosis. Elucidating 
the molecular mechanisms that cause treatment resistance, recurrence, and distant metastasis may 
lead to the development of therapy. In this study, the molecular signature of SCLC specimens after 
treatment failure was generated using next generation sequencing (NGS) and microarray. In this 
profiles, Aberrant expression of MCM2, MCM4, MCM6, and MCM7 were detected in SCLC clinical specimens
 after treatment failure. Functional analysis revealed that these genes are oncogenes and alter 
sensitivity to anticancer drugs (cisplatin).
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研究成果の学術的意義や社会的意義
化学療法後に治療抵抗性を獲得した小細胞肺癌に対する治療は限定的である。小細胞肺癌に対して有効性が示さ
れた分子標的薬は未だ存在しない。本研究では、治療抵抗性となった小細胞肺癌の3例の剖検検体から機能性RNA
発現プロファイルを作成し、癌の進行に関連する遺伝子を特定した。同様の研究を継続していくことにより、治
療抵抗性となった小細胞肺癌に対する新規治療法の開発へ向けて重要な知見を提供する。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（小細胞肺癌の臨床的な背景）小細胞肺癌は、肺癌全体の 15%～20%を占める疾患である。多く
の症例で、初期治療（化学療法・化学放射線療法）に対して良好な反応を示すが、癌細胞は治療
抵抗性を獲得し、再発や遠隔転移をきたす。再発や遠隔転移をきたした症例に対して有効な治療
法は限定的であり、分子標的治療薬や免疫チェックポイント阻害薬の効果も期待できない。その
ため、再発や遠隔転移をきたした患者の生命予後は極めて不良であり、1年以内に殆どの患者は
死亡する。再発や遠隔転移をきたした小細胞肺癌患者に対する 2次治療、3次治療の開発は急務
である。 
（小細胞肺癌のゲノム解析研究の背景）ヒトゲノム解析研究の成果として、ヒト細胞中には極め
て多くの蛋白に翻訳されない RNA 分子が転写されている事が明らかとなった。最近の研究か
ら、これらの RNA 分子は、RNA 分子のままで、生体内で様々な機能を有している事が明らか
になりつつある。機能性 RNAの 1種である、マイクロ RNAは、僅か 19～22塩基の低分子 RNA
である。この RNA分子は、最終的に１本鎖の RNA分子として機能し、機能性 RNA（蛋白コー
ド・非蛋白コード遺伝子）の翻訳阻害や直接分解によりその発現制御をしている。マイクロ RNA
の特徴として、1種類のマイクロ RNAは、数十～数百種類の機能性 RNAの発現を制御してい
る事から、マイクロ RNAの発現異常は、細胞内の機能性 RNA分子ネットワークの破綻を引き
起こし、ヒト癌を含む様々な疾患に関与している事が報告されている 
小細胞肺癌の臨床において、初回の治療で、外科的切除となる症例は極めて少ない。再発や遠隔
転移をきたした小細胞肺癌患者に対して、外科的治療は行われない。そのため、小細胞肺癌臨床
検体を用いた解析は殆んど存在しない。特に、遠隔転移巣を用いた、マイクロ RNA を含めた、
網羅的なゲノム解析研究の報告は無い。 
最近の機能性 RNA研究から、ヒト血液や体液中には、エクソソームと呼ばれる、直径 50nm～
150nm ほどの細胞外小胞が存在しており、エクソソーム内には、マイクロ RNA を含む核酸物
質が内包されている事が明らかとなった。癌細胞由来のエクソソームは（エクソソーム中の核酸
は）、周辺環境に影響を与え、癌細胞の転移や治療抵抗性に重要な役割を担っている事が明らか
となってきた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、治療抵抗性に至った小細胞肺癌患者の組織およびエクソソーム由来のマイ
クロ RNA 解析から、治療抵抗性・再発・遠隔転移に関わる「小細胞肺癌・癌促進型マイクロ
RNA」を探索する事。「小細胞肺癌・癌促進型マイクロ RNA」が制御する機能性 RNAネットワ
ーク解析から、治療の標的となる分子および分子経路を探索する事である。本研究の成果は、治
療抵抗性・小細胞肺癌に対する新規治療法の開発に向けて、有用な情報を提供できると考える。 
 
３．研究の方法 
（1）治療抵抗性に至った小細胞肺癌の剖検検体（3 症例）から作成した機能性 RNA 発現プロフ
ァイルにおいて、発現異常を認める遺伝子を選別する。 
（2）選別した遺伝子がコードする分子について、小細胞肺癌の臨床検体における蛋白発現を確
認する。 
（3）小細胞肺癌の細胞株を用いて、選別した遺伝子の siRNA を用いて Loss-of-function assay
を行う。 
（4）選別した mRNA の siRNA を用いて、抗がん剤（シスプラチン）に対する感受性への影響につ
いて解析する。 
 
４．研究成果 
（1）治療抵抗性に至った小細胞肺癌の剖検検体（3 症例）から作成した機能性 RNA 発現プロフ
ァイルからは発現異常を認めた mRNA の選別 
 下記の Table 1 に示す３症例より組織検体を採取した。採取した組織検体の種類については
Table 2 に示す。 

 



 
 採取した検体より RNA を抽出し、マイクロアレイ解析を用いて機能性 RNA 発現プロファイル
を作成した。正常組織と比較して、癌組織で発現が亢進していた遺伝子を 1136 個抽出した。そ
れらの遺伝子について、KEGG を用いて pathway 解析を行い、Cell cycle pathway に関連してい
た MCM family（MCM2、MCM4、MCM6、MCM7）に注目した。 

 
 
（2）臨床検体における MCM family の発現 
 小細胞肺癌の臨床検体において、MCM2、MCM4、MCM6、MCM7 の発現を免疫染色にて検討した。い
ずれの蛋白も肺癌細胞で高発現していた。 
 

 
（3）siRNA を用いた Loss-of-function assay 



MCM2、MCM4、MCM6、MCM7 の siRNA を小細胞肺癌細胞株（SBC-3、H82）に核酸導入して機能解析
（XTT assay、cell cycle assay、apoptosis assay）を行った。MCM2、MCM4、MCM6、MCM7 を knockdown
することで細胞増殖は抑制された。 

 
 

また、MCM2、MCM4 を knockdown することで G0/G1 期で細胞周期を止め、MCM6、MCM7 を
knockdown することで G2/M 期で細胞周期を止めることを確認した。 

 
 

apoptosis assay においては、MCM4、MCM6、MCM7 を knockdown することで、apoptosis が誘
導されることを確認した。 

 
 
（4）MCM2、MCM4、MCM6、MCM7 の抗がん剤（シスプラチン）に対する影響 
 MCM2、MCM4、MCM6、MCM7 の siRNA を小細胞肺癌細胞株（SBC-3、H82）に核酸導入した際のシス
プラチンへの感受性の変化を検討した。シスプラチンの添加のみの細胞株の増殖能とシスプラ
チンの添加と各 siRNA の核酸導入を同時に行った細胞株の増殖能について、XTT assay を用いて
シスプラチンの IC50 の変化を評価した。シスプラチンに各 siRNA を加えることで、シスプラチ
ンの IC50 は低下することを確認した。 

 
（5）研究のまとめ 

今回の研究から、MCM family（MCM2、MCM4、MCM6、MCM7）は治療抵抗性に至った小細胞肺癌にお



ける重要な機能性 RNA であることが示唆された。化学療法後に治療抵抗性を獲得した小細胞

肺癌に対する治療は限定的であり、予後は極めて不良である。本研究による知見から、治療

抵抗性となった小細胞肺癌の病態解明および新規治療標的の開発に寄与するものと期待す

る。 
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