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研究成果の概要（和文）：肺腺癌の分子標的治療後再発機序に、肺腺癌から小細胞癌への組織型転換が知られて
いるが、その分子機構は十分に解明されていない。本研究において、Hes1の不活性化が、肺腺癌の起源細胞の一
つであるClub細胞から小細胞癌の起源細胞である神経内分泌細胞への運命転換を制御することを示した。細胞系
譜解析により、Club細胞は神経内分泌細胞へ分化していた。しかし、Club細胞の神経内分泌細胞への分化能は、
発生を経て失われた。発生期と成体期のHes1不活性化Club細胞は、神経内分泌細胞へ分化していた。これらの結
果は、Hes1不活性化が、Club細胞から神経内分泌細胞への運命転換を制御することを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Transformation of EGFR mutant lung adenocarcinoma to small cell lung 
carcinoma is known to one of the major resistant mechanisms for EGFR tyrosine kinase inhibitors 
(TKIs). However, little is known about the mechanism underlying the transformation of adenocarcinoma
 to small cell lung carcinoma. Here, we show that club cells (a cell origin of adenocarcinoma) 
convert into neuroendocrine cells (a cell origin of small cell lung carcinoma) in the developing and
 adult lung. Using stringent lineage tracing, club cells gave rise to neuroendocrine cells before 
E14.5. But after E14.5, we did not observe lineage-labeled cells expressing the neuroendocrine cell 
maker CGRP, suggesting that club cells lost their ability to generate neuroendocrine cells. 
Furthermore, we found that Hes1 loss club cells convert into neuroendocrine cells after E14.5 and 
adulthood. Taken together, these results reveal that Hes1 inactivation can induce the lineage 
conversion of club cells into neuroendocrine cells.

研究分野： 幹細胞生物学

キーワード： 運命転換　幹細胞　肺癌

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
分子標的薬耐性獲得機構の一つとして、腺癌が小細胞癌に転換する症例が報告されており、その転換機構は不明
な点が大きかった。今回、本研究において、肺腺癌の起源細胞の１つであるClub細胞から神経内分泌細胞への運
命転換にHes1の不活性化が関与していることが明らかになった。本研究の知見は、恒常性及び癌におけるClub細
胞の直接運命転換の理解及び組織型転換癌（耐性獲得癌）に対する新たな分子標的薬開発の基盤となる。さら
に、組織型転換癌及び混合型癌における異なる組織型癌を生み出す癌起源細胞の分子機構解明へ貢献できる。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
1.研究開始当初の背景 
 上皮成長因子受容体（EGFR）遺伝子変異型肺腺癌の多数の症例に対して、 
分子標的薬による治療が功を奏してきた。しかし、分子標的薬に対する耐性獲得によ
る再発例が報告され、現在、耐性獲得癌に対する治療方法の確立が急務である。耐性
獲得の分子機構は十分に解明されていないが、肺腺癌から小細胞癌への組織型転換が
考えられている。耐性獲得癌（肺腺癌から小細胞癌）において、小細胞癌で高頻度に
不活性化されている遺伝子（RB１など）が、同様に不活性化されていることが報告さ
れた(Niederst et al., 2015)。 
 耐性獲得（組織型転換）癌発症の分子機構を理解するために、経時的に標的病変を
追跡し解析する必要がある。ヒト疾患検体では、小細胞癌の転移が早いためサンプル
が得にくく、経時的に標的病変を追跡するのは不適である。そのため、遺伝子改変マ
ウスを用いた解析が望まれている。しかしながら、これまで EGFR遺伝子変異肺腺癌
から小細胞癌に転換する転換癌マウスモデルは報告がなく、組織型転換癌の分子機構
の解明は進んでいない。 
（１）Hes1 は非神経内分泌細胞と神経内分泌細胞の運命を決める 
 マウス肺の発生過程において、肺上皮前駆細胞から非神経内分泌細胞（Club 細胞含
む）と神経内分泌細胞が分化する。この分化制御因子として、私達は Notch シグナル
の標的遺伝子 Hes1を同定した(Ito et al., 2000) (図１A１、A２)。非神経内分泌細胞
では、Hes1 遺伝子発現により、神経内分泌細胞系譜決定因子 Ascl1 遺伝子発現が抑
制されている。一方で、神経内分泌細胞では、Hes1遺伝子の発現抑制により、Ascl1
遺伝子の発現が亢進し、神経内分泌細胞に決定づけられている（図１A1、A２）。 
（２）Hes1 遺伝子の不活性化は、Club 細胞から神経内分泌細胞への直接運命
転換を引き起こす 
 申請者は、図１A の知見を
もとに、マウス成体内におい
て、Club 細胞で Hes1遺伝子
を不活性化し、直接運命転換
を試みたところ、Club 細胞か
ら神経内分泌細胞（induced 
neuroendocrine cell, iNE 細
胞）の転換に成功した（図 1B、
図 2、図３）。 
（３）癌の環境は、細胞の
運命転換を引き起こす 
 癌の環境が、他細胞系譜へ
の運命転換を誘導し、組織型
が転換することが、マウス肝
臓とマウス表皮で報告された
(Sekiya and Suzuki, 2012; 
Youssef et al., 2012)。   
   以上より、マウスモデルを
用いて、肺腺癌の小細胞癌へ
の組織型転換は、分子標的治
療により、Club 細胞（または
肺腺癌）において Hes1 遺伝
子（ヒトでは HES1 遺伝子）の発現が変化し、その結果、Ascl1 遺伝子（ヒトでは
ASCL1遺伝子）の発現が亢進し、神経内分泌細胞（または小細胞癌）へ直接運命転換
し、小細胞癌を発症したものであるという仮説に至った(図１C)。 
 
2.研究の目的 
 組織型転換癌（耐性獲得癌）の分子機構の解明を目的として、Hes1 遺伝子の不活
性化が Club 細胞（もしくは肺腺癌）から神経内分泌細胞（もしくは小細胞癌）への
直接運命転換を制御しているか評価する。 
 



3.研究の方法 
Club 細胞の直接運命転換の評価は、遺伝子改変マウスを用いた細胞系譜解析実験で
評価した。	
（１）	Club 細胞から神経内分泌細胞への直接運命転換を評価する  
 マウス発生期における Club 細胞の神経内分泌細胞系譜への運命転換機構の分子機
構を理解する目的で、Club 細胞が神経内分泌細胞（iNE 細胞）へ直接運命転換するか
評価した。さらに、Hes1遺伝子の不活性化が、Club 細胞から神経内分泌細胞への運
命転換を制御するかを検証するための Club 細胞運命転換マウスを作製し、Hes1遺伝
子が不活性化された Club 細胞の細胞系譜解析を行った。	
（２）マウス生体内で、腺癌から直接運命転換により、小細胞癌を誘導すを確
立する 
 転換癌の発症は、肺腺癌から小細胞癌への直接運命転換によるものであるか評価し
た。小細胞癌の転換には、RB1遺伝子の不活化が関与していることが知られているの
で、マウスモデルにおいて、Club 細胞運命転換マウス、EGFR L858R遺伝子変異型
肺腺癌マウス及びRb1fl/flマウス(Cre発現細胞特異的にRb1遺伝子を欠損する)を交
配し、Club 細胞及び肺腺癌が小細胞癌に転換するか検証可能なマウスを作製し、細胞
系譜解析を行った。さらに、Hes1遺伝子の不活性化による Club 細胞から神経内分泌
細胞への運命転換機構が肺腺癌の小細胞転換に関与するか肺腺癌運命転換マウスを作
製し、検証を試みる。	
 
4.研究成果（１）Club 細胞から神経内分泌細胞への運命転換を評価した。まず発生肺
及び成体肺において、肺腺癌の起源細胞の一つである Club 細胞と小細胞癌の起源細
胞である神経内分泌細胞の細胞系譜関係を評価した。この目的のために、Club 細胞を
特異的に標識する Scgb1a1rt-TA;tetO-cre; R26R -tdTomatoマウスを用いて、細胞
系譜解析を行った。その結果、胎生 13.5 日目までの Club 細胞は神経内分泌細胞に分
化することが明らかになった。その分化能は発生が進んだ胎生 14.5 日目以降及び成
体では消失していた。よって、我々の実験系において、Club 細胞は、神経内分泌細胞
分化能を有するが、発生とともにその分化能は失われることが示唆された。神経内分
泌細胞の中には、一定箇所に集まり、神経内分泌細胞クラスター（Neuroepithelial 
bodies, NEBs）を形成することが知られている(Kuo and Krasnow, 2015; Noguchi 
et al., 2015)。そこで、Club 細胞由来の神経内分泌細胞を、１細胞レベルで細胞系譜
解析可能な Scgb1a1-rtTA;tetO-cre; R26R-Confettiマウスを作製した。このマウス
は、４色（nGFP, YFP, RFP, mCFP）の蛍光タンパク質コードしている遺伝子を搭載
し、Cre/loxPシステムによる組み替えにより、4色のうち１色を発色することが可能
である。Club 細胞の１細胞系譜解析を行ったところ、iNE 細胞による NEB はモザイ
ク状の標識をしていた。この標識パターンから、iNE 細胞が内在性の神経内分泌細胞
と同様に集まって NEB を形成したことが示唆された。 
 （２）マウス肺の発生過程において、肺上皮前駆細胞から、非神経内分泌細胞（Club
細胞含む）と神経内分泌
細胞が分化する。この時、
Notch シグナルが不活
性化されることにより、
肺上皮前駆細胞から、神
経内分泌細胞が分化する
(Rock and Hogan, 
2011) そこで、Notch シ
グナルの不活性化が、
Club細胞から神経内分泌
細胞への運命転換に関与
しているか検証した。こ
の 目 的 の た め に 、
Scgb1a1-rtTA;tetO-cre;
Hes1fl/fl; R26R-tdTomatoマウスを作製した。Notch シグナル標的遺伝子 Hes1が
不活性化された Club 細胞の細胞系譜解析を行ったところ、胎生期及び成体期の Club



細胞は、神経内分泌細胞へ運命転換した(iNE 細胞、induced Neuroendocrine cell)。
この結果により、Hes1遺伝子の不活性化が Club 細胞から神経内分泌細胞への運命転
換をリプログラミングするのに重要であることが示唆された（図２は発生期の胎生
14.5-15.5日目のClub細胞
を運命転換させ、胎生 18.5
日目の iNE 細胞である。 図
３は成体 Club 細胞の運命
転換により生じた iNE 細胞
である。） 
 （３）肺小細胞癌におい
て、TP53遺伝子と RB1遺
伝子の不活性化が見られる
(George et al., 2015)。マ
ウス肺発生において、Rb1
遺伝子不活性化が神経内分
泌細胞分化を制御すること
関係性が報告されている
(Wikenheiser-Brokamp, 
2004) 。 そ こ で 、
Scgb1a1rt-TA;tetO-cre;R
b1fl/fl; R26R-tdTomato マウスを用いて、Club 細胞特異的に Rb1遺伝子を不活性
化し、細胞系譜を解析した。Club 細胞由来の神経内分泌細胞は胎生 18.5 日目の発生
肺に確認できた。しかし、我々の実験系を用いた解析の結果、Club 細胞から、神経
内分泌細胞への運命転換には、Hes1遺伝子不活性化の方が Rb1遺伝子不活性化より
も優位的に関与していることが示唆された。本研究により、Club 細胞から神経内分
泌細胞への運命転換マウスの作製に成功した。 現在、運命転換マウスを用いて、直
接運命転換中の Club 細胞の細胞系譜解析及び単 1細胞 RNA-Seq を用いた遺伝子発
現解析を行い、転換過程の遺伝子変化を明らかにし、直接運命転換の分子機構の解明
を行う。現在、単 1細胞 RNA-Seq を用いて解析のため、胎児肺からの Club 細胞、
NE 細胞及び iNE 細胞のセルソーターを用いた細胞単離に成功している。 
 （４）近年、肺腺癌の分子標的薬治療後再発機構に、肺腺癌の小細胞癌への組織型
転換が報告されている。本研究申請時において、組織型転換症例の中に、特に、
EGFRL858R遺伝子変異型肺腺癌から RB1遺伝子欠損が原因で、小細胞癌へ転換す
る症例が報告された(Niederst et al., 2015)。そこで、マウスモデルを用いて、
Scgb1a1-rtTA;tetO-cre; tetO-EGFRL858R ;Rb1fl/fl; R26R-tdTomato マウスを
用いて、組織型転換症例の再現を試みた。このマウスは、Dox 水添加により、Club
細胞 で(Scgb1a1-rtTA,tet-Ocre)、EGFR L858R 遺伝子変異型肺腺癌が誘導され
（tetO-EGFRL858R）、Rb1 遺伝子（マウス）の不活性化による直接運命転換
(Rb1fl/fl)が起こり、その細胞系譜を追跡可能である（R26R-tdTomato）。我々が試
みた限りでは、小細胞癌は、発見できなかったが、Tomato 標識された神経内分泌細
胞を発見した。さらに、その一部は、過形成(hyperplasia)を示していた。我々の実験
系を基にして、肺腺癌から小細胞癌への組織型転換には、Rb1以外の遺伝子の関与の
可能性を考えた。 
 小細胞癌と Notch シグナルの関係が報告された(George et al., 2015; Lim et al., 
2017)。そこで、肺腺癌の小細胞癌への運命転換にも、HES1 遺伝子の不活性化が関
与しているかを評価する。この目的のために、現在、Scgb1a1-rtTA;tetO-cre; 
tetO-EGFRL858R ;Hes1fl/fl; R26R-tdTomatoマウスの作製を行っている。このマ
ウスは、Dox 水添加により、Club 細胞で(Scgb1a1-rtTA,tet-Ocre)、EGFR L858R
遺伝子変異型肺腺癌が誘導され（tetO-EGFRL858R）、Hes1 遺伝子の不活性化によ
る直接運命転換(Hes1fl/fl)が起こり、その細胞系譜を追跡できる（R26R-tdTomato）。
現在、Hes1遺伝子の不活性化による Club 細胞（肺腺癌）から小細胞癌への運命転換
を解析中である。 
 肺腺癌から小細胞癌へ転換する症例において、小細胞癌で変異している TP53遺伝
子及び RB1遺伝子の変異が報告された(Lee et al., 2017)。当初は、マウスモデルに



おいて、Rb１遺伝子不活性化により肺腺癌から小細胞癌への組織型転換が起こるので
はと仮説を立てていた。現在では、最新の疾患報告及び本申請の実験結果を基にして、
肺腺癌から小細胞癌への組織型転換には、RB１遺伝子不活性化及び TRP53遺伝子不
活性化が重要であるという仮説を発展させている。現在、マウスモデルにおいて Club
細胞運命転換マウス（Scgb1a1rt-TA;tetO-cre;Hes1fl/fl; R26R -tdTomato）、Trp53
遺伝子欠損マウス、Rb1fl/fl マウスを組み合わせて、肺腺癌から小細胞癌への組織型
転換の分子機構解明を目指している。 
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