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研究成果の概要（和文）：肺癌のなかで悪性度が高い小細胞肺癌（SCLC）は効果的な早期診断法及び治療法が必要とさ
れている。最近、SCLC特異的スプライシングアクティベーターnSR100（Srrm4）の発現上昇が腫瘍形成に著しく関与し
ているデータを報告した。本研究では、nSR100発現に関与すると推測されるmiRNAに関して患者血液中の発現を解析し
た結果、SCLC特異的miRNAを見出した。さらに、複数の化合物を添加後、SCLC細胞内のnSR100発現を解析した結果、nSR
100発現に影響する化合物に関する知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Small cell lung cancer (SCLC) is a highly malignant form of cancer, which 
originates from primitive neuroendocrine cells in the lung. Most recently, nSR100 (SRRM4) was highly 
expressed in SCLC cells correlating with enhancing tumorigenicity and resistance to apoptosis. Inhibition 
of the PI3K/Akt/mTOR pathway induced nSR100 expression, whereas the specific MEK/ERK inhibitor inhibited 
nSR100 expression. In this study, we analyzed miRNAs relating nSR100 expression in serum from several 
patients and nSR100 expression in SCLC cells treated with several compounds including pathway specific 
inhibitors.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
現代社会の死因のトップである「癌」の発症
機序と治療法は確立しておらず、早期診断・
有効な治療法が重要である。肺癌は小細胞肺
癌（SCLC）と非小細胞肺癌（NSCLC）とに分
類される。NSCLC は診断後外科的手術が可能
である場合が多いが、SCLC は外科的手術が不
可能で化学療法が主である。ほとんどの SCLC
には傍腫瘍神経症候群（PNS）が伴い、患者
の血清・髄液に特徴的な自己抗体が検出され
る。PNS は自己免疫疾患が原因と考えられ、
抗原の過剰発現、免疫寛容の破綻から自己反
応性リンパ球の活性化を伴い、抗体が産生さ
れる。PNS では、異常な神経症状が急速に進
行し身体的に高度の機能障害を生じる。SCLC
の約８０％以上の例で、神経異常症状と抗体
の検出が腫瘍発見の数か月から数年先行し
ており、抗体の検出が SCLC の診断法として
考えられている。SCLC は化学療法耐性となる
ことから効果的な早期診断法及び治療法が
必要とされている。 
 
２．研究の目的 
癌の中で死亡率が最も高い肺がんの小細胞
肺癌（SCLC）の新規治療法と診断法を開発す
る。最近、研究代表者は SCLC 特異的スプラ
イシングアクティベーターnSR100（Srrm4）
の発現上昇と転写抑制因子 REST アイソフォ
ーム（sREST）の発現が腫瘍形成に著しく関
与しているという興味深い新しいデータを
報告した（Shimojo et al. Mol Cancer Res 
11:1258, 2013）。nSR100 の発現は細胞外マト
リクスで促進され、腫瘍形成を著しく高めた
ことから、nSR100 を治療ターゲットとした新
規抗腫瘍治療薬の開発が考えられる。今回、
新規治療薬となる分子の探索、さらに、SCLC
特異的に発現する miRNA（網羅的 miRNA アレ
イにて発見済み）をターゲットに新規診断法
開発にむけた研究を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）SCLC 患者血液中の nSR100 及び miRNA
の発現解析 
すでに入手している SCLC 患者と健常者の血
液を用いて、miRNA の発現解析を行った。血
清中の miRNA は total RNA として miRNeasy
（Qiagen）により抽出する。miRNA の解析は
RT-PCR を用いた方法で行った。 
（２）SCLC 細胞およびその他細胞を培養し、
培地中に複数の化合物を添加後、細胞を回収
し、細胞内の nSR100 発現の解析を行った。
さらに、細胞のアポトーシスに関して細胞数
を分析し、各化合物の抗腫瘍効果について解
析を行った。 
 
４．研究成果 
これまでの研究で SCLC 特異的と推察される

nSR100 の発現に影響する miRNA-X1, X2, X3, 
X4 に関して qRT-PCR にて解析を行った。サン
プル間で変動することのないmiRNAとして添
加した既知量の miRNA に対するそれぞれの
miRNA の定量を行った。その結果、SCLC 患者
由来の血液中には、その他の癌患者より高濃
度の miRNA-X1, X2, X3, X4 を検出した(図１)。 

図１ 血液中の miR-X1～X4 の定量解析 
小細胞肺癌（SCLC）及び非小細胞肺癌（NSCLC）
患者、胃がん患者及び健常者血液中の miR-X1
～X4 の定量を行った。 
 
その中で、もっとも高濃度で検出された
miRNA-X3 に関して、種々の癌患者を含む血液
サンプルを増やして解析を行ったところ、多
くの SCLC 患者には、他の患者とは優位に異
なる高濃度の miRNA-X3 が含まれることが示
唆された。その中で、これまでの診断結果と
照らし合わせて、腫瘍の進行度と比較して優
位にその量が増加していることも示唆され
た（図２）。 

図２ 癌患者血液中の miR-X3 の定量解析 
小細胞肺癌（SCLC）、非小細胞肺癌（NSCLC）、
胃癌、膀胱癌、前立腺癌、肝臓癌患者及び健
常者血液中の miR-X3 の定量解析を行った。 
 
これまでの研究から nSR100 発現は、MEK/ERK
と PI3K/Akt/mTOR系の両者でコントロールさ
れていることが示唆されている。これらの系
を特異的にコントロールする物質をスクリ
ーニングすることが新たな新規腫瘍薬を発
見することができると考えた。そこで、培養
細胞を用いて、種々の特異的インヒビターと
なる化合物を添加して、nSR100 発現を解析し
た。今回用いた一例の化合物を示す（図３
（B））。 



図３ nSR100 の発現に関与していると考え
られるパスウェイ（A） 
（Mol Cancer Res. 11(10):1258, 2013） 
（B）実験で使用した化合物のうちパスウェ
イに影響する阻害剤の一部リスト 
 
複数の化合物を用いて、添加する濃度による
N417 の細胞死数を比較検討した。U0126 を添
加した場合、48 時間後に細胞死を起こす細胞
数は、その濃度依存的であった。（図４） 
 

図４ N417 細胞の阻害剤添加後の細胞死 
N417 細胞に各濃度の U0126 を添加後、48 時
間後の細胞数を WST-8 により解析を行った。 
 
nSR100 の発現に影響すると考えられる様々
な化合物を添加後、N417 細胞内の nSR100 発
現を解析した（図５）。その結果、U0126 は抑
制していたが、LY294002 は促進していた。ま
た、U0126 は Camptothecin（CPT）を用いて
も、同時添加することで nSR100 発現をさら
に促進していた。結果として、これらの系を
同時に抑える化合物を用いることが重要で
あると考えられた。 

図５ 各化合物を N417 細胞に添加後、48 時
間後の nSR100 発現を解析した。 
 

nSR100 発現に影響する化合物を網羅的に解
析するため、図３に示したパスウェイに影響
すると推測される化合物（B）を N417 の培地
中に添加 48 時間後、nSR100 発現の解析を行
った。その結果、nSR100 発現を抑制するもの
と促進するものがあり、MEK 及び PI3K パスウ
ェイに影響する化合物は、nSR100 発現に重要
で抗腫瘍効果を期待できるが、さらに詳細な
検討が必要であることが示唆された。 

図６ 様々な化合物を N417 細胞に添加後、
nSR100 発現を解析した。図３（B）に示した
様々な化合物を培地に添加48時間後、nSR100
発現を解析した。 
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