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研究成果の概要（和文）：当課題では、これまで神経内分泌分化に関与し、肺小細胞がんなどで注目されていた
DLL3という分子の消化管神経内分泌腫瘍（消化管NET/NEC）における役割を検討した。研究の遂行から、消化管
NECでも発現が著名に亢進していることが明らかとなった。また、DLL3の発現を抑制するとアポトーシスを介し
た増殖抑制が生じることから、消化管NECの生存に重要な位置付けであることが示唆された。しかし、既存の
DLL3抗体薬物複合体は肺小細胞がんで有用性が示せず、開発が中断していることを考慮し、新たなDLL3を標的と
した化合物を選定するためのスクリーニング検証に対する実験系を構築した。

研究成果の概要（英文）：We tried to clarify the gastrointestinal NEC (GI-NEC) pathogenesis through 
the DLL3 functions in this project. DLL3 has attracted interest as a novel molecular target in 
neuroendocrine carcinoma of the lung. Our results showed that DLL3 expression was extremely 
increased in the GI-NEC. Also, the knockdown of DLL3 suppressed the growth through the induction of 
apoptosis in GI-NEC cells. These findings suggested that DLL3 is one of the crucial molecules in 
GI-NEC. However, the development of the existing DLL3antibody-drug conjugate was suspended because 
of not overcoming standard treatment.
Hence, we conducted the establishment of a screening assay to extract the novel compound targeting 
DLL3.

研究分野： 分子腫瘍学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
消化管神経内分泌腫瘍（癌）は、希少腫瘍に位置付けられ研究の進展が不十分な疾患であると認識している。本
研究から、DLL3が同疾患で重要な役割を担っていることが同定され、新たな注目すべき分子を抽出することがで
きた。また、DLL3の発現を抑制する新規化合物の探索するための実験系を構築することに取り組んだことによ
り、今後、消化管神経内分泌腫瘍の治療開発に繋がる成果を得ることが出来た。本研究から、本疾患の克服につ
ながる土台が病態及び、治療の面から構築されたと考える。

※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 
 2010年に世界保健機構は内分泌細胞由来腫瘍に対し、Neuroendocrine tumor(NET)の名称・疾
患概念を提唱した。消化管に発生する NET は未だ有効な治療薬に乏しく、高頻度に肝転移(10-
50%)し予後不良な疾患である。しかしながら発症率が 10 万人に 5.25人(国立がんセンターHP参
照)と希で、他がん種と比較し研究が進んでいない現状がある。 
 Notch受容体抑制型リガンドである Delta-like protein 3（DLL3）は発生や細胞死など様々な
生命現象に必須の分子である。 
 我々の研究室では主に肝細胞癌における DLL3 の機能解析を行ってきた 1。一方で、DLL3 は肺
小細胞癌（SCLC）と大細胞神経内分泌癌（LCNEC）で高頻度に発現が増幅することが知られてお
り、近年、肺小細胞癌に対する DLL3を標的とした抗体薬物複合体（ADC）として、Rovalpituzumab 
Tesirine（Rova-T）が開発され臨床試験が進行していた 2。これらの背景を鑑み、本研究では消
化管 NET/NEC（GI-NET/NEC）に対する DLL3の機能解析を中心に研究を進めた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は希少腫瘍である GI-NEC と DLL3 の関係性を明らかにし、GI-NEC の病態解明の
一助とすることである。さらに、Rova-Tの GI-NEC に対する有効性を検証することを当初の目的
に設定し研究を開始した。 
 
３．研究の方法 
 先ず初めに、DLL3 の消化管における局在や、その位置付けを明確にすることから研究を開始
した。DLL3 の発現分布を同定するために、免疫組織化学染色法や、蛍光二重免疫染色法を用い
た。対象とする組織として胃、十二指腸、空腸、回腸、直腸を選択した。また、代表的内分泌マ
ーカーである Chromogranin A（CHGA）の発現部位と比較した。一方、消化管 NECにおける DLL3
の発現や局在を検討する為、CHGA 陽性消化器癌症例として、CHGA 陽性胃癌 4 例と胃 mixed 
adenoneuroendocrine carcinoma (MANEC) 2 例の切除標本を用いて DLL3 の発現を検討した。そ
の内、CHGA陽性胃癌 4 例については連続切片を用いて、DLL3と CHGAの局在を比較検証した。 
  
 続いて、細胞実験を実施した。GI-NEC 由来細胞株 ECC4（直腸）、ECC10（胃）、ECC12（胃）中
の DLL3 発現を、mRNA、タンパクレベルで解析した。また、DLL3 や CHGA の局在を蛍光二重免疫
染色及び、免疫電子顕微鏡実験で検討した。DLL3の発現抑制によって GI-NECに与える影響を検
討するため、siRNAの導入により検証した。細胞増殖をトリパンブルー染色法で解析し、シグナ
ル変化をアポトーシス関連分子中心に評価した。また、DLL3 ノックダウン時の 3 次元培養に対
する変化をスフェロイドアッセイで評価した。 
  
 第二の目的である、Rova-T の GI-NEC に対する効果の検証であるが、進行 SCLC に対して一次
治療を対象とした第 III相試験（MERU試験、TAHOE試験）でプラセボや、二次治療の標準治療に
対して生存期間の延長を認めなかったことを背景に研究開発が中止された 3。そこで、本課題で
は Rova-Tの効果を検証することから、DLL3 を標的とする新規化合物を探索することに研究の方
針を変更した。先ず、対象疾患を改めて同定する為に、DLL3 と癌の関係性が述べられている既
報のレビューを行った。更に、DLL3 の発現変化をスクリーニングするためのアッセイ系の構築
に取り組んだ。 
 
４．研究成果 
 正常消化管の DLL3 発現は粘膜深層に局在している傾向を認めた。また、連続切片を用いた発
現解析では、DLL3と CHGA の発現部位が酷似していた。二重蛍光免疫染色でも、同様に、CHGA陽
性細胞に DLL3 発現を認めた(図 1)。CHGA 陽性の胃癌症例では、部分的な DLL3 の強発現を認め
た。連続切片を用いた検証では癌部でも DLL3 と CHGA 発現の局在が酷似していた（図 2）。以上
のことから、DLL3 は、内分泌に強く関わることが示唆されたが、具体的なホルモン産生との関
わりまでは同定できなかった。 

図 1：二重蛍光免疫染色
による消化管の DLL3お
よび、CHGAの局在実験 

 

左：正常胃組織 

右：正常十二指腸 



 GI-NEC細胞株中の DLL3 
発現は、他癌腫の細胞株
と比べ、約 2000～3000 倍
の発現増加を認めた。こ
れらは報告されていた
SCLC 細胞株の発現と同程
度であった。また、蛍光二
重免疫染色では、同様に
CHGA陽性細胞に DLL3が発
現していた。GI-NEC 細胞
株の特徴として、多数の
内分泌顆粒を認めることが知られているが 4、今回の免疫電子顕微鏡実験から、顆粒内に DLL3が
発現していることが確認された（図 3）。ECC4と ECC10
細胞に対して、DLL3の siRNA を導入したところ、コン
トロールと比して優位な細胞増殖抑制効果を認めた。
また、その機序として、ヘキスト染色による核の断片
化や、ポトーシス関連タンパク質（cleaved PARP, 
cleaved casp3, cleaved casp9）の増加を認めたため、
内因性アポトーシスが誘導されていると判断した。ま
た、このアポトーシス誘導効果はカスパーゼ阻害剤で
一部キャンセルされた。3Dスフェア形成能の実験では
DLL3 ノックダウン群でスフィア形成能の抑制効果を
認めた(図 4)。これらの知見をまとめ学術誌に報告し
た 5。 
  
 既報文献のレビューでは、DLL3を標的とした研究や
治療が最も進んでいる肺癌の現状として、抗体薬物複
合体である Rova-T 以外にも、DLL3 を標的とした薬剤
（近赤外光線免疫療法や、DLL3 を標的とする T 細胞
受容体様抗体など）が開発されていることが報告さ
れていた 6,7。また、SCLC や GI-NEC 以外の癌腫でも
DLL3 の発現亢進が多数示されていた。興味深いこと
として、発現亢進が示されている癌腫は、主に内分泌
と関連しており、治療法が未確立な疾患で希少腫瘍で
ある傾向であった。レビューした結果をまとめ現在、
論文投稿中の段階である。 
  
 また、DLL3 を標的とする新規化合物を同定するためのスクリーニング実験系の構築では、
High-Content imager を用いて画像を撮影したものを数値化するスクリーニング系が構築され
つつある。今後、構築されたスクリーニングアッセイを用いて、化合物のスクリーニングを実施
する計画である。 
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