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研究成果の概要（和文）：我々は非神経内分泌肺癌株にIII/IV型POU転写因子であるPOU3F4あるいはPOU4F2を導
入することにより、神経内分泌肺癌への形質転換が惹起されることを経験した。本研究の推進により、その形質
転換現象がダイレクトリプログラム現象であることが明らかとなり、また、POU3F4によってもPOU4F2によっても
活性化する神経系特異的なNOTCH-HES pathwayを遮断することにより神経内分泌形質が弱まることが明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：We had experienced that POU3F4 or POU4F2 transgene made non-neuroendocrine 
lung cancer (NNELC) cells cause transformation to neuroendocrine lung cancer (NELC). Carrying out 
this study, it was clarified that the transformation from NNELC to NELC is a direct reprogramming 
phenomenon and that breakdown of a neural cell-specific NOTCH-HES pathway, which is activated by 
POU3F4/4F2 transgene, diminish neuroendocrine phenotype.

研究分野：人体病理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

1. 研究開始当初の背景 

 癌による死亡者数を発生臓器部位別にみ

ると、肺癌は男女ともに第一位であり、そ

の予後の向上が求められている。近年の分

子標的治療の発達により非小細胞肺癌、と

りわけ腺癌患者の予後には改善が見られつ

つあるが、極めて予後不良で肺癌の

15-25%を占める神経内分泌形質を有する

肺癌(小細胞癌、大細胞神経内分泌癌)に対

する治療法には立ち遅れが目立ち、効果的

な新規治療法の確立が急務となっている。 

 神経内分泌肺癌は肺内のどの細胞から発

生するのか？ 気道粘膜内に散在する神経

内分泌細胞であるという説は本当に正しい

のか？ 現在までのところ、その問いに対す

る確定的な答えはない。それには腺癌や扁

平上皮癌では明らかになっている前癌病変

が、未だに神経内分泌肺癌では明らかにな

っていないことも大きく影響している。し

かし極く最近になり、肺上皮細胞特異的に

Rb1およびp53をダブルノックダウンした

マウス実験系を用いることにより、小細胞

癌の 90%は気道粘膜内神経内分泌細胞か

ら発生し、10%は末梢気道上皮から発生す

るとの報告がなされた(Southerland KD, 

et al. Cancer Cell 19:754-64,2011)。この

知見は、神経内分泌肺癌の組織発生の概念

に大きなパラダイムシフトを与えた。なぜ

なら非神経内分泌細胞からも神経内分泌肺

癌細胞が発生しうること、また同時に、遺

伝子操作により神経内分泌肺癌を非神経内

分泌肺癌に形質転換可能であることが、こ

の報告により示されたことになるからであ

る。 

 申請者らはこれまで、小細胞肺癌の有す

る未熟な神経細胞としての形質がどのよう

な転写因子によりもたらされ、その病態生

理を反映しているかについて検討を重ねて

きた。また申請者らは、(ⅰ)小細胞肺癌細

胞が POU3F2のみならず他の class Ⅲ/Ⅳ 

POU転写因子をも発現していること、(ⅱ) 

class Ⅲ/Ⅳ POU転写因子は相互に誘導し

合っていること、(ⅲ)class Ⅲ/Ⅳ POU転

写因子は非神経内分泌肺癌細胞に対し未熟

な神経系形質を誘導する能力を有している

こと、(ⅳ)そしてその形質誘導能力は特に

POU4F2や POU3F4において強力である

ことを発見し、これを世界に先駆けて報告

した(Pathol Int 64:415-22,2014)。このよ

うな知見は、遺伝子操作により、悪性形質

に深く関与している未熟な神経系形質を神

経内分泌肺癌細胞から排除することが可能

であることを示唆しており、申請者らはこ

のような発想から本研究を申請するに至っ

た。 
 
2. 研究の目的 

そこで本研究では、悪性形質に深く関与し

ている未熟な神経系形質を喪失させること

による新たな神経内分泌肺癌治療戦略を確

立することを最終目的とし、その基盤とな

る検討を積み重ねていくこととした。具体

的には、これまでの検討により class Ⅲ/

Ⅳ POU転写因子(POU3F4, POU4F2)が

神経内分泌肺癌の未熟な神経系形質発現の

主翼を担っていることが明らかになったこ

とから、小細胞肺癌細胞に対し class Ⅲ/

Ⅳ POU転写因子の制御下にある未熟な神

経系形質を誘導する能力を有するシグナル

を探しあて、その経路を強制的に抑制する

ことにより惹起される細胞形質変化につい

て解析し、当該遺伝子操作が新規治療法に

発展しうるか、その妥当性について検証し

ていくことを主たる研究目的とした。 
 
3. 研究の方法 

(1) III型および IV型 POU転写因子

(POU3F4, POU4F2)を強制発現すること

により非小細胞肺癌細胞に惹起される未熟

神経形質の獲得現象を形態的に証明するた

め、各遺伝子導入株を NOD-SCIDマウス



に皮下移植することにより形成される腫瘍

組織について、病理組織学的、免疫組織化

学的に検討した。 

 

(2) POU3F4およびPOU4F2遺伝子導入に

より神経内分泌癌細胞への形質転換が起こ

った細胞株を用い、GeneChip解析をおこ

ない、いかなる遺伝子発現変化が惹起され

ているかについて検討した。 

 

(3) 上記の形質転換現象がいなかる機序で

起こっているかを明らかにするため、形質

転換前後での DNAメチル化パターン変化

について検討した。 

 

(4) POU3F4遺伝子導入、POU4F2遺伝子

導入により共通して活性化していた神経/

神経内分泌細胞特異的シグナルパスウェイ

を遮断するため、当該遺伝子に対するノッ

クアウト実験をおこない、細胞形質の変化

について検討した。 
 
4. 研究成果 

(1) POU3F4/4F2導入により、大細胞癌株

がヒト肺癌組織で見られる小細胞癌ないし

大細胞神経内分泌癌としての形態的特徴を

有する形態に変化し、免疫組織化学的には、

CD56や synaptophysinなど神経内分泌マ

ーカーを強く発現するようになった。一方

で、複数の腺癌株を用い同様に III型ある

いは IV型POU転写因子を強制発現する株

を樹立したが、大細胞癌株と同様の形質転

換現象は惹起されなかった。このことから、

III/IV型 POU転写因子導入に伴う形質転

換現象はいかなる肺癌細胞にも普遍的に起

こるものではなく、分化の低下した肺癌細

胞にのみ起こる現象であることが判明した。 

 

(2) 上記のごとく神経内分泌癌に形質転換

した細胞株を用い、コントロール株ととも

に GeneChip解析を施行したところ、

POU3F4/4F2導入により神経内分泌マー

カー遺伝子発現の著明な亢進が確認された。

さらに驚くべき事に、リプログラミングに

係わる遺伝子の強烈な発現亢進が引き起こ

されていることが明らかになった。 

 

(3) (2)の結果を受け、POU3F4/4F2導入に

伴う形質転換現象の前後で DNAメチル化

パターン変化が惹起されているか否かにつ

いて網羅的 DNAメチル化解析を行ったと

ころ、プロモーターのメチル化状態が激変

している遺伝子を多数見い出すことができ

た。その中には神経系分化に重要な役割を

演じているTCF4なども含まれていること

が明らかになった。 

 

(4) (2)の結果を詳細に分析すると、POU3F

４および POU4F2導入により共通して発

現亢進する転写因子が存在することが判明

した。そのうち神経分化に重要な役割を演

じているNOTCH-HES pathwayに着目し、

ある分子(分子 A)の遺伝子をノックアウト

することによる神経内分泌形質の変化につ

いて検討したところ、CD56の発現は半減

した。神経内分泌形質は腫瘍細胞の悪性形

質に密接に関与していることから、上記

NOTCH-HES pathwayの遮断は、神経内

分泌肺癌に対する分化制御を介した新たな

治療法に発展しうるものと思われた。 
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