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研究成果の概要（和文）：SCLC細胞株でDLL3をknockdownすると遊走能・浸潤能が低下し、Snailの発現は減弱し
た。逆にDLL3をoverexpressionすると増殖能・遊走能は亢進し、Snailの発現は増加し、DLL3はEMTを調節する転
写因子であるSnailを介して遊走能・浸潤能亢進に関与している可能性が考えられた。ゼノグラフトマウスモデ
ルを用いて評価した腫瘍増殖はDLL3をoverexpressionさせたSBC-5でコントロールと比較して亢進しており、摘
出腫瘍のSnail 発現はコントロール群腫瘍と比べ発現が増加しており、in vitroと同様の結果であった。

研究成果の概要（英文）：To investigate the role of DLL3 in tumorigenesis in SCLC, we performed 
loss-of-function and gain-of-function assays using SCLC cell lines. In vitro analysis of cell 
migration and invasion by transwell assay showed that DLL3 knockdown reduced migration and invasion 
of SCLC cells, whereas DLL3 overexpression increased these activities. In addition, DLL3 positively 
regulated SNAI1 expression and knockdown of SNAI1 attenuated the migration and invasion ability of 
SCLC cells. Moreover, upregulated DLL3 expression induced subcutaneous tumor growth in mouse models.
 These results indicate that DLL3 promoted tumor growth, migration and invasion in an SCLC model by 
modulating SAI1/Snail.

研究分野： 呼吸器腫瘍

キーワード： DLL3の機能　小細胞肺癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
小細胞肺癌ではNotchのリガンドの一つであるDelta-like protein 3（DLL3）はin vitro、in vivoにおいて腫瘍
増殖能、遊走能、浸潤能を促進していた。遊走能、浸潤能促進の機序としてNOTCH1非依存性に上皮間葉転換を誘
導に関与する転写因子であるSnailが関与している可能性が考えられた。DLL3を標的とした治療は転移例や再発
例において期待されると考えられた。

※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 
近年 SCLC の治療として DLL3 を抗体とした antibody-drug conjugate である Rovalpituzumab 
tesirine（Rova-T）が開発され、DLL3 高発現群でより高い奏効率が認められ、SCLC の治療戦略
において DLL3 は重要な役割を果たす可能性がある。SCLC において Notch は腫瘍抑制性に機能し
DLL3 は他のリガンドとは異なり Notch を阻害するという報告があることから、DLL3 は Notch の
阻害を介して腫瘍の発生や分化、増殖に関与していることが示唆される。これまでの申請者の研
究では SCLC の手術検体で DLL3 陽性群は 83%、高発現群は 47%と高発現していた（Furuta et al, 
Oncologist 24, e1172–e1179 (2019)）。更に DLL3 発現はリンパ節転移や進行した臨床病期と関
連を認め、DLL3 は SCLC において腫瘍増殖のみならず転移にも関与する可能性が示唆された。ま
た、申請者は SCLC 組織検体の Notch 関連遺伝子の遺伝子変異について検討したところ DLL3 に
おいて細胞外ドメインに遺伝子変異を多く認め、その遺伝子変異と予後に相関があった。以上か
ら、DLL3 は SCLC において神経内分泌分化に関与し、更に腫瘍増殖性に機能する可能性が示唆さ
れるがその詳細な機能は不明である。そこで、SCLC におけるその機能を解明すること、DLL3 遺
伝子変異が SCLC の機能に与える影響について調べることを目的とし本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
（１）SCLC において DLL3 は腫瘍増殖性に機能するのか、（２）肺癌治療において DLL3 は治療標
的となるかを検討することとした。 
 
３．研究の方法 
（１）DLL3 の腫瘍増殖、遊走能・浸潤能に関する機能の検討 
SCLC 細胞株を用いて、DLL3 の small interfering RNAによる knockdown及び DLL3プラスミド
導入による overexpression を行い、DLL3 の発現を mRNA、蛋白レベルで確認する。その後それら
の細胞株を使用し DLL3 の腫瘍増殖、浸潤能、遊走能における機能変化を確認する。足場依存性・
非依存性増殖能は MTT assay を用いて測定する。遊走能・浸潤能は transwell assay を用いて
調べる。DLL3、Notchレセプター（NOTCH1、NOTCH2、NOTCH3、NOTCH4）、上皮間葉転換（epithelial-
mesenchymal transition：EMT）マーカー（E-cadherin、Vimentin、Snail）の発現は quantitative 
reverse transcription polymerase chain reaction（qRT-PCR）法とウェスタンブロット法で確
認する。 
（２）DLL3 と Notch1及び ASCL1 との関連の検討 
DLL3 の機能が Notch1 を介して機能しているかを確認するために Notch1 の knockdown もしくは
overexpression を行い DLL3 の機能変化と同様の変化があるかを確認する。 
（３）DLL3 機能の in vivo での検討 
in vivo における腫瘍増殖はゼノグラフトマウスモデルに DLL3 を overexpression した SCLC 細
胞株を皮下注射し腫瘍サイズ、増大スピードを測定する。その際、形成されたマウスの腫瘍組織
を切除し腫瘍組織における DLL3、Notch 関連蛋白、EMTマーカーの発現を確認する。 
 
４．研究成果 
（１）SCLC 細胞株における DLL3 knockdown の増殖能や遊走能、浸潤能への影響（in vitro） 
DLL3 が高発現している H69・H82 を用いて DLL3 knockdown すると H82 では足場依存性増殖は
control 細胞と比べ DLL3 knockdown 細胞で僅かに低下していたが H69 では特に差は認めなかっ
た（図 1）。migration assay において、H69・H82 ともに DLL3 knockdown により migration 細胞
数は有意に低下した（図 2）。さらに、invasion assay においても DLL3 knockdown により invasion
細胞数は低下傾向を認めた（図 2）。 
 
(図 1)                 （図 2）  

  
 



 

 

（２）SCLC 細胞株における DLL3 knockdown の Notchシグナルへの影響（in vitro） 
（図 3） 

 

 

（３）SCLC 細胞株における DLL3 knockdown の EMTマーカーへの影響（in vitro） 
（図 4） 

 

 

（４）H82 細胞株における Snail knockdown と Notch1 knockdown の遊走能・浸潤能の影響（in 
vitro） 
（図 5） 

  

 
（５）SCLC 細胞株における DLL3 overexpression による増殖能や遊走能、浸潤能への影響（in 
vitro） 
（図 6）                        (図 7) 

 

H69・H82 ともに DLL3 knockdown によっ
てNOTCH1 mRNA発現が低下、H82で DLL3 
knockdown により NICD1 発現は低下し
た。一方、H69 では DLL3 knockdown で
は NICD1 を含め NICD1-4 タンパク発現
の有意な変化を認めなかった。（図 3） 

 

H69・H82 ともに SNAI1 mRNA発現
が低下し、Snail のタンパク発現
は H82 では低下したが H69 では認
めなかった（図 4）。 

 

Snail knockdown により遊走細胞数、
浸潤細胞数が有意に低下した（図 5）。
NOTCH1 knockdownでは EMTマーカーの
タンパク発現変化は認めず、遊走能、
浸潤能変化を認めなかった。 

 

SBC-5 を 使 用 し DLL3 
overexpression 細胞を作成した。
DLL3 overexpressionにより足場依
存性増殖能・足場非依存性増殖能と
もに有意に亢進し（図 6）、同様に遊
走能も亢進した（図 7）。 
 



 

 

SBC-5で DLL3 overexpression をすると、NOTCH4 以外のレセプターの mRNA 及びタンパク発現
が増加した（図 8）。DLL3 overexpression では DLL3 knockdown で抑制された Snail の発現は増
加した（図 9）。 
（図 8）                           （図 9） 

  

SBC-5の DLL3 overexpression 細胞と control 細胞をヌードマウスの右鼠径部に皮下注射し、
形成された皮下腫瘍の大きさを比較した。DLL3 overexpression 群において control 群と比較し
腫瘍増殖能の有意な亢進を認めた（図 10）。上記マウスにおいて皮下注射 20 日後に切除した腫
瘍検体において、DLL3 overexpression 群腫瘍では DLL3 発現の上昇が維持されており、また
Snail 発現は control 群腫瘍と比べ発現が増加していた（図 11）。 

 

（図 10）                          （図 11） 

  

 

これらの結果から、SCLC では DLL3 は in vitro、in vivo において腫瘍増殖能、遊走能、浸潤能
を促進していた。遊走能、浸潤能促進の機序として Snail 発現が関与している可能性が考えられ
た。DLL3 を標的とした治療は転移例や再発例において期待されると考えられた。 
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