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研究成果の概要（和文）：肺癌の中でも高悪性度神経内分泌腫瘍はとりわけ予後不良である。本研究で我々はエ
ピゲノムプロファイリングを用いて各種肺癌の多様性、特に神経内分泌要素を有する肺癌の神経内分泌分化の多
様性を明らかにすることを目的とした。その結果、我々は神経内分泌要素を有する肺癌の異なる分化サブタイプ
を同定し、これらはこれまで報告された細胞系統転写因子の発現に基づいた分類と異なる可能性が考えられた。
ASCL1とNKX2-1の高発現によって規定されるクラシカルな神経内分泌サブタイプは他のサブタイプと比較してよ
り神経内分泌の特徴を有していた。

研究成果の概要（英文）：High-grade neuroendocrine tumors of the lung are especially aggressive with 
a dismal prognosis. In this study, we aimed to elucidate the heterogeneity of neuroendocrine 
differentiation in lung cancer with neuroendocrine components by using epigenomic profiling. In the 
result, our epigenomic profiling identified distinct differentiation subtypes of lung cancer with 
neuroendocrine components, which may be different from the previously reported classifications based
 on the expression of lineage transcription factors. Classical neuroendocrine subtype determined by 
high expression of ASCL1 and NKX2-1 is particularly distinct with more neuroendocrine features 
compared with the other subtypes.

研究分野：胸部腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
大規模な肺癌ゲノム研究によりシグナル伝達分子に数々の体性遺伝子異常が発見されてきたものの、主に肺腺癌
に見つかる遺伝子変化を除けば標的治療の開発に結びついていない。一方、肺癌ゲノム研究を通じて癌細胞が細
胞系統転写因子の規定する分化プログラムに依存していることも示されてきた。しかし、大多数の肺癌における
分化プログラムを規定する分子機構は未だ見つかっておらず、特に肺癌の中でも予後不良である高悪性度神経内
分泌腫瘍の分類と特徴付けは確立していなかった。本研究では肺癌における神経内分泌分化の多様性が既知の報
告と異なるパターンであることが示唆され、今後肺癌細胞の可塑性と脆弱性の解明につながる可能性がある。

※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 
 近年の分子標的療法、癌免疫療法の導入により肺癌診療は目覚ましい進歩を遂げているが、肺
癌は依然本邦の癌死因第一位の予後不良な疾患である。特に進行期肺癌患者の長期予後は
厳しく、IV期肺癌患者の 5年生存率は 4.9%程度である。TCGA 等に代表される大規模な肺癌ゲノ
ム研究により、分子標的治療の対象となるシグナル伝達分子に数々の体性遺伝子異常が発見さ
れてきたものの、肺腺癌における EGFR 遺伝子変異を筆頭とした複数の治療標的を除けば、特に
その他の非小細胞肺癌、小細胞肺癌において、標的治療の開発に結びついていない。それ故、将
来の治療戦略の向上に資する肺癌のより良い分類と特性評価が求められている。 
 肺癌ゲノム研究では、遺伝子異常のみならず、肺の発生・分化に重要な働きを持つ転写因子の
遺伝子増幅が高頻度で見られることも示されてきた。肺腺癌においては NKX2-1 遺伝子、肺扁平
上皮癌では SOX2 遺伝子の増幅がそれぞれ 10-15％と高率に認められる。これらの癌の発生母地
となる臓器の発生段階でその細胞系統を決定付ける転写因子の遺伝子増幅は、その細胞系統の
癌に限定されることが特徴で、癌細胞はこれら細胞系統癌遺伝子(Lineage Oncogene)の規定す
る転写プログラムに依存していることが示されてきた。 
 近年、ヒストン修飾の全ゲノム解析が頻繁に行われ、遺伝子発現を制御する cis-制御領域ま
たはエンハンサー領域の中に、それらが突出して密に集中した領域があることが明らかになり、
Super-enhancer (SE)とも呼称され注目を浴びている。これらの領域は細胞系統に非常に特異的
なパターンを持つため、研究代表者らはこの技術を利用して肺癌細胞における新たな分化プロ
グラムを探索している。各種肺癌細胞株をプロファイルした結果、既知の組織型を分類できるだ
けでなく、さらなる亜群への分類が可能であることが示唆された。扁平上皮癌においては、扁平
上皮細胞系統因子 p63 と Sox2 の協調により規定される classical subtype に加え、神経系細胞
系統因子 Brn2 と Sox2 に制御される neural subtype を同定し、異なったシグナリング・パスウ
ェイへの依存性を示すことを明ら
かにした(図 1, Sato et al. Cancer 
Res, 2019)。しかしながら、一部肺
癌における上記した分子機構を除
けば、大多数の肺癌における分化プ
ログラムを規定する分子機構は未
だ見つかっていない。本研究では同
様の手法を用い、解析検体を本来解
析の困難であったホルマリン固定
パラフィン包埋(formalin fixed 
paraffin embedded: FFPE)検体まで
拡大することで、肺癌の分化プログ
ラムをより明らかにすることを計
画した。特に、肺癌のうち約 15％を
占める神経内分泌分化を示す小細
胞肺癌(small cell lung cancer: 
SCLC)と同様に神経内分泌腫瘍であ
る大細胞神経内分泌癌(large cell 
neuroendocrine carcinoma: LCNEC)
は、頻度が低いが予後不良であり、臨床検体を用いた分類と特徴付けが確立していないため、大
神経内分泌癌の成分を手がかりに肺癌の分化プログラムを探索することとした。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、ヒト肺癌検体を用いたエピゲノム解析を通じて各種肺癌における分化プロ
グラムを探索することとした。細胞系統あるいは癌細胞の分化状態に特異的な分化プログラム
を同定し、その生物学的意義を検討し、その分化プログラムに存在する脆弱性を明らかにするこ
とを目指した。第一に、LCNEC の成分を含むヒト肺癌組織検体のエピゲノム解析を行うことによ
り、肺癌の不均一性をより明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 LCNEC 成分を含むヒト肺がんの FFPE 組織検体を用いてクロマチン免疫沈降シーケンシング
(chromatin immunoprecipitation followed by sequencing: ChIP-seq)による活性型エンハン
サーのヒストン修飾(histone 3 lysine 27 acetylation: H3K27ac)解析を行った。混合型の組
織型である場合にはマクロダイセクションが可能な組織検体においてはマクロダイセクション
を行った。H3K27ac シグナルを用いてスーパーエンハンサー解析を行い、転写制御因子近傍のス
ーパーエンハンサー領域における H3K27ac シグナルを用いて組織検体の教師なし階層的クラス
タリング解析を行った。同じく転写制御因子近傍のスーパーエンハンサー領域における H3K27ac
シグナルを用いた主成分分析にてクラスタリング解析結果を検証した。 
 また、LCNEC と同じく神経内分泌がんに分類される小細胞肺がんにおける神経内分泌細胞系統

 

図 1. エピゲノム解析により肺扁平上皮癌の新規
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因子として知られる ASCL1、NEUROD1、POU2F3、YAP1 および、神経内分泌マーカーである 
synaptophysin、chromogranin A、CD56、主に肺腺がんにおける細胞系統因子として知られる
NKX2−1の免疫組織染色を行った。さらに、Ion AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2 (Thermo 

Fisher Scientific)を用いてゲノム
プロファイリングを行った。これらの
因子と LCNEC のクラスターサブタイ
プ分類との関連を調べた。 
 さらに、LCNEC 成分を含む肺がんに
おけるエピゲノム解析によるサブタ
イプ分類を規定するスーパーエンハ
ンサー領域とその近傍の転写制御因
子を抽出した。肺癌細胞株における候
補遺伝子についての clustered 
regularly interspaced short 
palindromic repeats and CRISPR-
associated protein 9 (CRISPR-Cas9)
システムおよび遺伝子過剰発現を用
いて分化プログラムを規定する候補
転写制御因子の機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
 転写制御因子近傍のスーパーエン
ハンサー領域の H3K27ac シグナルを

用いて LCNEC 成分を含むヒト肺癌の FFPE 組織から得られた計 24 検体の教師なし階層的クラス
タリング解析を行った。その結果、肺腫瘍組織は 4つのクラスターに分類された(図 2)。同様に
スーパーエンハンサー領域の H3K27ac シグナルを用いて主成分分析を行ったところ、このクラ
スター分類は支持され、特にクラスター１は dimension 2 によって明瞭に分離された(図 3)。ク
ラスター2,3,4 は dimension 1 と 2 によって分離されず、dimension 3 によって規定されると考
えられた。 

 同検体の包括的ゲノムプロファイリングでは TP53 や RB1 といった遺伝子の異常ステータスと
このクラスタリング分類との関連は検出できなかった(図 4)。一方、免疫組織染色では、クラス
ター1 は ASCL1 と NKX2−1 の高発現によって特徴づけられ、synaptophysin、chromogranin A、
CD56 がより高率に染色された。クラスター1は、より神経内分泌的特徴を有するとりわけ特徴的
なクラシカル神経内分泌サブタイプと考えられた。SCLC においては肺癌細胞株のエピゲノム解
析により ASCL1 と NKX2-1 によって規定される SCLC -Aαサブタイプが SCLC-A サブタイプ内に存
在することを明らかにし、神経系転写因子である SOX1 が協調して神経細胞系統のアイデンティ
ティを維持していることを見出しており(Kong, Sato, et al. Am J Respir Crit Care Med, 
2022)、LCNEC 成分を含む肺癌においても Aαサブタイプが存在することが示唆された。 
 その他のクラスターに関しては、SCLC における神経内分泌細胞系統因子として知られる ASCL1、
NEUROD1、POU2F3、YAP1 によるエピゲノムサブタイプ、免疫組織染色パターンとの関連は認めな
かった。これらのクラスターが神経内分泌癌の分化状態あるいは細胞系統を規定している可能
性を考え、特徴的な上位スーパーエンハンサー領域近傍の転写制御因子を抽出し、肺癌細胞株を

Sato et al. AACR 2022 
図 2. スーパーエンハンサープロファイリングによる

LCNEC 成分を含む肺癌のクラスター分類 

 

図 3. LCNEC 成分を含む肺がん組織におけるスーパーエンハンサー領域 H3K27ac プロファ

イルの主成分分析 



用いた CRISPR-Cas9 システムおよび遺伝子過剰発現を用いて候補遺伝子の機能解析を進めてい
る。 

 

 
図 4. エピゲノム解析によるクラスター分類とエピゲノムサブタイプ、遺伝子変異ステータ

ス、神経内分泌細胞系統因子・神経内分泌マーカー・NKX2-1 の発現 
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