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研究成果の概要（和文）：肺癌細胞株からSphere形成細胞を樹立し、遺伝子発現解析や腫瘍原性解析によりこのSphere
形成細胞が癌幹細胞としての特性を持つことが確認された。また神経内分泌マーカーも発現しており、Sphere形成に伴
う細胞分化系列の可塑性も示唆された。更に神経内分泌分化系列を誘導するASH1をTet誘導システムで発現させるとSph
ere形成の促進も一部の細胞株で見られ、ASH1シグナルと肺癌幹細胞形成との関連性も示唆された。またASH1に制御さ
れるlincRNAの肺癌幹細胞形成への寄与も示唆された。

研究成果の概要（英文）：Sphere-forming cells were initially established from several different lung cancer
 cell lines, after which expression profiling and tumorigenesis assay findings indicated their cancer stem
 cell properties. In addition, expression of neuroendocrine-related genes in these cells suggests a possib
le association between sphere formation and cell lineage plasticity. Furthermore, neuroendocrine-inducing 
ASH1 has also been found to promote sphere formation in some cell lines, suggesting the involvement of ASH
1 signaling in development of cancer stem cells.
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１．研究開始当初の背景 
幹細胞は自己複製能と分化能をもつ幼若細
胞であるが、終末分化した細胞から多能性幹
細胞が誘導される iPS 細胞の発見から、分化
の可塑性・幹細胞の誘導性が注目されている。
また近年、癌組織中にも癌幹細胞が存在し、
自己複製能・分化能・腫瘍形成能を持つと考
えられおり、更に浸潤・転移にも関与し、治
療抵抗性であり、癌の治療において非常に重
要と考えられている。さらに癌幹細胞も iPS
細胞のように、より分化した癌細胞から脱分
化により誘導されることが示唆され、癌細胞
の分化の可塑性・癌幹細胞の誘導性が注目さ
れている。 
したがって難治性癌である肺癌の治療戦略
においても、肺癌幹細胞の検討は非常に重要
である。しかしこの肺癌の癌幹細胞を検討す
る上で、正常肺組織の幹細胞が未だ詳細には
解明されていないことが問題となる。肺胞上
皮細胞等に分化する末梢肺幹細胞が存在す
る と 考 え ら れ る 一 方 、 神 経 内 分 泌 
(neuroendocrine, NE) lineage で あ る
PNEC(pulmonary NE cell)も自己複製能を有
する幹細胞と考えられている。 
このように正常気道上皮には非神経内分泌
lineage と神経内分泌 lineage の２種類の細
胞系列が存在し、肺癌もこの非神経内分泌
lineage の幹細胞を発症母地として腺癌・扁
平上皮癌等が、PNEC を発症母地として小細胞
肺癌等の悪性度の高い神経内分泌肺癌が発
症すると考えられる。 
 
このような中、申請者はこの神経内分泌分化
系列の肺癌と非神経内分泌分化系列の肺癌
との癌幹細胞レベルでの関係や、肺癌細胞の
分化の可塑性を検討するために、PNEC の発生
分化に必須な神経内分泌分化誘導分子
ASH1((achaete scute complex homolog 1, 
ASCL1)を 神経内分泌分化を有しない肺腺癌
に導入した。すると、細胞分化の転換がおこ
り神経内分泌肺癌が誘導されると同時に、細
胞形質の変化・造腫瘍能の亢進等が起こり、
癌幹細胞類似の分化段階へ移行することを
見出している(Osada et al. Cancer Res.‘08、
一部未発表)。又、ASH1 が神経内分泌肺癌の
増殖に関与することを見出している(Osada 
et al. Cancer Res.‘05)。ASH1 のシグナル
は神経内分泌肺癌の増殖に非常に重要な機
能を果たすと考えられる。このような申請者
の知見は最近の他施設からの報告からも支
持され、ASH1 が癌幹細胞維持にも重要である
と考えられる(Jiang et al. Cancer Res. 69: 
845,09)。しかし、まだ全貌解明には至って
いない。 
 
 
２．研究の目的 
以上のような背景から、本研究では神経内分
泌肺癌を中心に肺癌の癌幹細胞の形成維持
機構を解明し、その知見を肺癌の治療に応用

していくことを目的とする。この目的のため
に、申請者が既に神経内分泌肺癌の増殖にお
いて重要な役割を担うと報告している神経
内分泌分化の誘導因子 ASH1 のシグナルにも
注目しつつ、具体的には、以下の 3点を中心
に解明していくことを目的とする。 
 
肺癌由来 Sphere 細胞の癌幹細胞としての特
性の検討： 肺癌細胞株より Sphere 形成細
胞を作成し、その癌幹細胞としての性質を、
自己複製能・分化能・腫瘍形成能・浸潤転移
能・細胞表面マーカー・遺伝子発現 signature
等多方面から検討し、肺癌幹細胞の特性を解
明していく。 
 
ASH1 signal と肺癌幹細胞との関連の検討：  
肺癌幹細胞の誘導・維持に神経内分泌分化が
関与する可能性を考え、現在確立している
ASH1 のテトラサイクリン(Tet)誘導システム
を用いて、各肺癌細胞株でASH1を誘導して、
神経内分泌肺癌の癌幹細胞の誘導維持機構
と ASH1 シグナルの機序を検討する。 
 
ASH1 に制御される miRNA 及び lincRNA の検
討： ASH1 により発現誘導及び発現抑制され
る miRNA・lincRNA を見出しており、これら
の機能と、肺癌の増殖進展及び肺癌幹細胞形
成への寄与を検討する。 
 
 
３．研究の方法 
Sphere 培養 
肺癌細胞株を既報の方法(Bertolini et al. 
PNAS 106 16283, 2009)に沿って EGF, bFGF
を添加した DMEM/F12 培地で培養し、Sphere
形成細胞を得た。 
 
Expression profiling 
Sphere 形成細胞から RNA 抽出し、Agilent 社
の protocol に沿って、cRNA probe を作成し
た。それを Expression microarray (Agilent)
にハイブリし、遺伝子発現解析をした。 
 
IVIS を用いた腫瘍原性解析 
Sphere 形成細胞にレンチウイルスを用いて
luciferase 遺伝子を導入し、その後に、ヌー
ドマウス(KSN Slc-nu/nu)に Sphere 形成細胞 
1.5x106を移植した。移植30日後にluciferin
を 腹 腔 内 投 与 し 、 IVIS シ ス テ ム
(Caliper-PerkinElmer)にて腫瘍量を定量し
た。 
 
Tet 誘導性レンチウイルス作成 
Tet 誘導性を持つレンチウイルスベクター 
CSIV-TRE-RfA-CMV-KT(理化学研究所バイオ
リソースセンター三好浩之氏より分与)に
ASH1 cDNA を挿入した。このベクターを
packaging ベクターと共に 293T 細胞へ導入
してレンチウイルスを作成し、肺癌細胞株へ
感染させた。感染した肺癌細胞株に



doxycycline (Dox)を添加し、ASH1 の発現を
誘導した。 
 
siRNA transfection 
目的のlincRNAに対するdouble strand siRNA
及び対照siRNAを購入（一部は委託合成）し、
Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen)を用い
て、細胞内へ導入した。 
 
Side population (SP)分画定量 
肺癌細胞株に Hoechst 33342 を添加し、375nm
のNear UVレーザーを用いたFACS解析にて、
SP 分画を定量した。 
 
 
４．研究成果 
最初に肺癌幹細胞候補としての肺癌 Sphere
形成細胞を培養し、その特性を検討した。13
個の肺癌細胞株と1個の正常気道上皮由来細
胞株で Sphere 培養を行い、約 2/3 の細胞株
で Sphere 形成細胞を得た(図 1)。癌幹細胞マ
ーカーの検討では、一部で CD133 発現誘導・
ALDH 活性亢進がみられた(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に得られた Sphere 形成細胞の中から代表
的な Sphere 形成細胞を選択し、免疫不全マ
ウスに移植したところ、Sphere 細胞で造腫瘍
能の亢進が見られた(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、この代表的 Sphere 形成細胞から RNA
を抽出して microarray を用いて網羅的な遺
伝子発現 profile を解析した。その結果

Sphere 形成細胞では、幹細胞関連遺伝子の
SOX2 や LIN28B の発現亢進が見られた(図 4)。
また Wnt 及び Hedgehog シグナルは幹細胞性
維持に関わると考えられているが、これらの
シグナル伝達にかかわる遺伝子群の発現亢
進が見られ、この Wnt 及び Hedgehog シグナ
ルの活性化が示唆された(図 5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、多数のサイトカイン及びサイトカイン
受容体の発現亢進も見られており(図 6)、こ
れらの分子の幹細胞性維持への関与は、今後
検討したい。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果は、今回検討した Sphere 形成
細胞が癌幹細胞様の特性を持つことを示し
た重要な所見である。 
 
一方、Sphere 形成における肺癌細胞分化系列
の関与を検討するために、神経内分泌分化を
誘導する ASH1 遺伝子の Tet 誘導ベクターを
作成して、細胞分化系列の異なる（腺癌・扁
平上皮癌・大細胞癌）肺癌細胞株 5種・正常

図１．Sphere の誘導性と可逆性。 

図 2．Sphere 細胞に於ける CD133 の発現。 

図 3．Sphere 細胞の腫瘍原性解析。 

図 5．Sphere 細胞における Wnt 及び Hedgehog シグナ
ルの活性化。 

図 6．Sphere 細胞におけるサイトカイン及びサイトカ
イン受容体の発現。 

図 4．Sphere 細胞における幹細胞関連遺伝子の発現。 



気道上皮由来細胞株 2 種に導入して Sphere
形成を行い、ASH1 シグナルと Sphere 形成能
との関連を検討した。その結果、2 種類の細
胞株で Sphere 形成が促進され、1種類の細胞
株では抑制が見られた。残り 4種類では著明
な差異は見られなかった。部分的にではある
が、神経内分泌分化と Sphere 形成能との関
連が示唆された。このような結果は、肺癌幹
細胞誘導において ASH1 が関わる細胞分化系
列の重要性及び細胞株毎の多様性を示唆し
ている。 
 
前述の Sphere 細胞に加えて更に 2 種類の
Sphere 細胞を追加し、再び microarray によ
る遺伝子発現 profile 解析を進めた。新たに
検討したSphere細胞でもSOX2、OCT4(POU5F1)、
Nanog 等の幹細胞マーカーとされる遺伝子の
発現亢進が見られた。このような遺伝子発現
profile から、新たに検討した Sphere 細胞も
癌幹細胞の性質を持つことが示唆された。ま
た、神経内分泌マーカーの発現亢進も見られ、
Sphere 形成に伴い部分的にであれ細胞分化
系列のシフトが起こっていることが示唆さ
れた(図 7)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
同時に遺伝子発現 profile の中で、蛋白をコ
ードしない lincRNA 群の発現も検討した。検
討した 3 種の Sphere 細胞では発現上昇する
lincRNA が約 800 個見出され、この中のおよ
そ 30%の lincRNA が、共通して発現上昇して
いることが判明した。また神経内分泌分化を
誘導する転写因子 ASH1 によって発現制御さ
れる lincRNA 群を見出し、機能解析を進めて
いるが、これら ASH1 により制御される
lincRNA の中でも、Sphere 細胞で共通して発
現 亢 進 し て い る lincRNA と し て 、
ASH1-upregulated lincRNA-3 (AU-linc3)及
び AU-linc6 (Lab name)を同定した(図 8)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、AU-linc3 及び AU-linc6 のノックダウ
ンを行った。これら AU-linc の発現が亢進し

た Sphere 細胞の親細胞である肺癌細胞株に
AU-linc3 及び AU-linc6 に対する siRNA を導
入し、癌幹細胞との関連が想定されている SP
分画に対する作用を検討した。すると
AU-linc のノックダウンにより、SP 分画が
AU-linc3 で最大 40%、AU-linc6 で最大 80%の
減少が見られた(図 9, 図 10)。対照として、
癌幹細胞維持に関与することが知られてい
る YAP1 及び TAZ のノックダウンを行い、SP
分画が同様に減少することを確認した。 
これらの結果により、肺癌幹細胞の形成・維
持に、lincRNA が関与する可能性が示唆され
た。同時に ASH1 シグナルが lincRNA を介し
て肺癌幹細胞の形成・維持に関与する可能性
も示唆され、本研究の目的である神経内分泌
という肺癌の細胞系列と肺癌幹細胞形成と
の関連が示唆された。今後、この AU-linc3
及び AU-linc6 の機能解析を更に進め、肺癌
幹細胞の形成・維持における役割を解明した
い。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の解析結果より、肺癌由来 Sphere 細胞
の癌幹細胞としての特性が確認され、ASH1 
シグナルと肺癌幹細胞との関連性も示唆さ
れた。更に ASH1 に制御される lincRNA の肺
癌幹細胞形成への寄与を示唆する結果も得
られた。したがって本研究の当初の目的をほ
ぼ達成できたと考えている。 
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