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研究成果の概要（和文）：当院で切除された小細胞癌 (SCLC)と大細胞型神経内分泌癌 (LCNEC)の検体を用い
て、サブタイプを規定する因子 (ASCL1 ,NEUROD1, POU2F3, YAP1)などの免疫染色を行い、腫瘍内での各因子の
不均一性を解析していく中でHNF4αという消化管マーカーを発現するグループがあることを発見した。HNF4αを
発現するグループはしないグループと比較し、有意に予後不良であった。またNFE2L2/KEAP1遺伝子変異を特異的
に有することがわかった。さらに細胞株を用いた実験ではHNF4αが神経内分泌癌においてアポトーシスを抑制す
ることで細胞増殖を促進することを示した。

研究成果の概要（英文）：We conducted immunohistochemistry using specimens of small cell lung cancer 
(SCLC) and large cell neuroendocrine carcinoma (LCNEC) resected at our institution to analyze the 
heterogeneity of various factors (ASCL1, NEUROD1, POU2F3, YAP1) that define subtypes. During this 
analysis, we discovered a group expressing HNF4α, a gastrointestinal marker. Compared to the group 
that did not express HNF4α, this group had significantly poorer prognosis. Furthermore, it was 
found that they specifically possessed mutations in the NFE2L2/KEAP1 genes. Additionally, 
experiments using cell lines demonstrated that HNF4α promotes cell proliferation in neuroendocrine 
carcinomas by inhibiting apoptosis.

研究分野： 人体病理
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
SCLCとLCNECは、高悪性度神経内分泌癌 (HGNEC)に分類され、侵攻性が高く予後不良である。有効な薬剤も限ら
れておりたな治療法の創出が必要である。本研究ではHGNEC内にHNF4αを発現する新たなグループを発見しHNF4
α発現は悪性度に関連している可能性を示した。HNF4α発現HGNECはHGNEC内でも特殊なプロファイルおよび生物
学的挙動を有しており、従来とは異なった治療の効果が予想される。今後はHNF4α発現HGNECの特性を解析する
ことで、HNF4αの発現に立脚したHGNECの新たなサブタイプ分類と、それに合わせた最適な治療法の創出を目指
す。

※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 

① 小細胞癌 (SCLC)と大細胞型神経内分泌癌 (LCNEC)は、高悪性度神経内分泌癌 

(HGNEC)に分類され、肺癌の中でも侵攻性が高く、予後不良である。有効な薬剤も限ら

れており、かつ高率に耐性化する。したがって、HGNEC の biology をより詳細に解析し

た上で、予後を改善させるような新たな治療法の創出が必要である。 

② 昨今 SCLC は ASCL1, NEUROD1, POU2F3, YAP1 の発現により 4 つのサブタイプに

分類できることがわかった。 

③ 組織形態、神経内分泌 (NE)マーカー発現や肺胞上皮マーカーである TTF-1 の発現

など SCLC ではより均一にみられる因子が LCNEC では腫瘍内で非常に不均一であるが

先行研究により明らかになっている。上記の 4 つのサブタイプを規定するマーカーもヘ

テロに発現する傾向にあり、特に YAP1 はその傾向が顕著である。 

 
 
２．研究の目的 

筆者らは LCNEC の不均一さが治療抵抗性や薬剤耐性に関係しているのではないか、

との仮説を立て様々な病理学的観点から LCNECの不均一さを解析することを目的とし

た。特に LCNEC の細胞形態、4 つのサブタイプマーカー、NE マーカー [Chromogranin 

A (CHGA), Synaptophysin (SYP), CD56, insulinoma associated 1 (INSM1)]、TTF-1 の発現の

ほかにも当研究室で注目している消化管上皮マーカーでありかつ、肺腺癌の特殊型であ

る浸潤性粘液性腺癌の特異的マーカーである HNF4αの発現についても検討した。 

※HNF4α発現する NEC が存在することを研究期間中に発見し、HNF4α発現 NEC の特

徴について特に詳細に解析した。 

 

３．研究の方法 

① 免疫組織化学：手術で得られたSCLC37例、LCNEC46例に対して、ASCL1, NEUROD1, 

POU2F3, YAP1, HNF4α, TTF-1, CHGA, Synaptophysin SYP, CD56, INSM1 の免疫組織化学

を行った。 

② 細胞形態スコアリング：各症例について SCLC の形態に特徴的な 6 つの要素；核の

大きさ、nuclear molding、クロマチンの繊細さ、長さと幅の比率、細胞質の広さ、核小

体の有無を評価した。各要素において SCLC に非常に類似した形態には 0 点、異なる形

態には 2 点、中間的な形態には 1 点とし、6 つの点数の合計を細胞形態スコアとした。

低いスコアは SCLC に近い形態を示し、高いスコアは LCNEC に近い形態であることを

示す。 

③ 上記 LCNEC 46 例の内、10 例において whole exome sequence を行った。 

④ 細胞株を用いた実験：14 個の HGNEC の細胞株において ASCL1, NEUROD1, POU2F3, 

YAP1, HNF4α, TTF-1 の発現をウエスタンブロッティングで確認した。さらに HNF4αの

機能について確認するために、HNF4α高発現細胞株である VMR-LCD に HNF4αをノ

ックダウン、HNF4α低発現細胞株である SBC 細胞株にノックインし増殖能やアポトー

シス回避能の変化を解析した 

 

 



４．研究成果 

①病理切片における各因子の発現と、各サブタイプの臨床病理学的因子との比較  

①-1  ASCL1, NEUROD1, POU2F3, YAP1 の発現 

免疫染色の結果、SCLC, LCNEC いずれも 4 つのサブタイプに分けられた。ASCL1, 

NEUROD1, YAP1 はいずれの症例も症例内で相互排他的な染色性がみられた。しかしな

がら一部の症例では ASCL1, NEUROD1 がオーバーラップする症例もみられた。一方で

POU2F3 が ASCL1/NEUROD1 とオーバーラップすることはなかった。SCLC では YAP1

発現が少なかった一方、LCNEC では YAP1 陽性群が多くみられた。この他、YAP1 は

ASCL と NEUROD1 とは相互排他的な染色性を示す一方、POU2F3 と共発現する部分が

みられた。 

 

①-2  ASCL1, NEUROD1, POU2F3, YAP1 と NE マーカーおよび TTF-1, HNF4α発現と

の関係 

 ASCL1, NEUROD1 陽性群は NE マーカーと強い正の相関がみられた一方、POU2F3, 

YAP1 陽性群は NE マーカーと負の相関がみられた。TTF-1 陽性群と HNF4α陽性群は

ほとんどが ASCL1/NEUROD1 陽性群に属しており、いずれも NE マーカーと強い相関

がみられた。興味深いことに、TTF-1 と HNF4αの染色性は相互排他的であった。また

TTF-1 陽性群と HNF4α陽性群は POU2F3 陽性群にはみられなかった。 

 

①-3 各因子と予後との関係 

各因子の発現が予後にどれほど関与するかを調べるために、症例を各因子の陽性群と

陰性群に分けて、両群に予後に違いがないか解析した。その結果、HNF4α陽性群は陰

性群と比較し有意に予後が悪かった。このほか POU2F3 陽性群でも有意に予後が悪いこ

とがわかった。YAP1 陽性群と陰性群では予後に有意な違いは見られなかった。 

 

② 細胞形態と各因子との関連 

各因子の発現がどの程度細胞形態と相関するかを調べるために、各因子の発現と細胞

形態スコアの相関を解析した。その結果、既報通り POU2F3 陽性群は中間的なスコアを

示した。一方で HNF4α陽性群も SCLC と LCNEC の間である中間的なスコアであり形

態的にも特徴があることが示唆された。 

 

③ HNF4α発現 NEC における遺伝子変化 

LCNEC 10例 (HNF4α高発現: 3例, HNF4α低発現: 7例)においてwhole exome sequence

を行ったところ、HNF4α高発現 2 例に NFE2L2 変異が、1 例に KEAP1 変異がみられ、

HNF4α低発現群ではこれらの変異はみられなかった。NFE2L2/KEAP1 経路は抗酸化ス

トレスに重要な経路である。肺癌の中では NSCLC に NFE2L2/KEAP1 変異がしばしばみ

られる。本研究では HNF4αを発現する LCNEC に特異的にみられる変異である可能性

が示唆された。 

 

④ 細胞株における各タンパクの発現と HNF4αの機能 

HGNEC 細胞株 14 個のウエスタンブロッティングでは ASCL1、NEUROD1、POU2F3、

および YAP1 の発現が相互排他的であることが示され、ASCL1 サブタイプの細胞株



（VMRC-LCD、H446、Lu139、H889、H510A）においてのみ HNF4αおよび TTF-1 の高

発現が見られた。また VMRC-LCD 細胞株における HNF4αの小干渉 RNA（siHNF4α）

導入により細胞数が減少し、一方、SBC5 細胞株における HNF4αのノックインにより

細胞数が増加した。さらに VMRC-LCD 細胞株に siHNF4αを導入した場合の Annexin V-

FITC アポトーシスアッセイでは、アポトーシス細胞数の増加が示された。これらのこ

とからHNF4αは神経内分泌癌細胞株においてアポトーシスを抑制することで細胞増殖

を促進することが示唆された。 

 

まとめ 

LCNEC の不均一性を解析していく中で、NEC 内に HNF4αを発現する新たなグルー

プを発見した。本研究では NEC において HNF4α発現は悪性度に関連している可能性

を示した。HNF4α発現 NEC は NEC 内でも特殊なプロファイルおよび生物学的挙動を

有しており、従来とは異なった治療の効果が予想される。今後さらに HNF4α発現 NEC

の特性を解析しながら、HNF4αの発現に立脚した NEC の新たなサブタイプ分類と最適

な治療法を見出していきたい。 
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