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研究成果の概要（和文）：甲状腺転写因子-1(Thyroid Transcription Factor-1 (TTF-1))は

肺末梢気道上皮形質を有する腺癌細胞において高率に発現されているが、中枢気道から発

生することが多い小細胞癌(神経内分泌癌)においても高頻度かつ高レベルの発現が見られ

る。このことから本研究では TTF-1 の発現機序および TTF-1 下流因子について検索した。

本研究により、TTF-1 がエピジェネティックに発現制御されている可能性は低いこと、

TTF-1 が複数のホメオボックスあるいは basic helix-loop-helix 型転写因子と協調して遺

伝子発現を複雑に制御していることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：Thyroid transcription factor-1 (TTF-1) is frequently expressed 
in lung adenocarcinomas with peripheral airway epithelium-like phenotype. However, 
frequent and abundant TTF-1 expression is also paradoxically found in small cell lung 
cancers, which commonly generate from central airway. The aim of this study was to 
investigate the expression mechanism of TTF-1 and search downstream molecules regulated 
by TTF-1. Through this study, it was suggested that TTF-1 expression was not 
epigenetically regulated and that TTF-1 complicatedly regulated gene expression with 
other homeobox transcription factors and neuroendocrine-specific basic helix-loop-helix 
transcription factors cooperatively. 
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１．研究開始当初の背景 
 甲 状 腺 転 写 因 子 -1 (Thyroid 
Transcription Factor-1 (TTF-1))はホメオ
ドメインを有する転写因子であり、脳、甲状
腺、肺の発生に重要な役割を担っている。成
人正常組織における TTF-1 の発現は、甲状腺

濾胞上皮と肺末梢気道上皮に限局している。
肺 末 梢 気 道 上 皮 は 近 年 示 さ れ て い る
Terminal Respiratory Unit (TRU)を構成す
る上皮成分であり、末梢型肺腺癌における
TTF-1 発現は肺末梢気道発生を裏付ける免疫
組織化学的傍証となっている。しかし肺上皮
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における TTF-1の機能は未だ不明な点が多く、
サーファクタント蛋白発現、腺癌細胞のアポ
トーシス抑制などの報告を見るに過ぎない。 
 肺に発生する神経内分泌腫瘍は、神経内分
泌細胞過形成、テューモレット、定型カルチ
ノイド腫瘍、異型カルチノイド腫瘍、小細胞
癌および大細胞神経内分泌癌といった腫瘍
様病変-良性腫瘍-悪性腫瘍というスペクト
ラムを形成していると考えられており、
TTF-1 の発現は神経内分泌細胞過形成病変、
テューモレット、定型カルチノイド腫瘍には
見られず、小細胞癌や大細胞神経内分泌癌に
なると高発現するとの報告がある。また神経
内分泌腫瘍は ASCL1 や NeuroD などの神経内
分泌細胞特異的 basic helix-loop-helix 型
(bHLH)転写因子を発現するという共通点を
有しており、悪性度の高い小細胞癌や大細胞
神経内分泌癌において高頻度かつ高度に発
現されている。これらの現象は、神経内分泌
系腫瘍細胞の悪性能の獲得と TTF-1や神経内
分泌細胞特異的 bHLH 転写因子の発現との間
に何らかの関連性があることを示唆してい
る。 
 
２．研究の目的 
 一般に肺小細胞癌の発生母地は中枢気道
であると考えられている。中枢気道上皮には
通常 TTF-1 の発現は見られない。しかし小細
胞癌においては、末梢気道に由来する腺癌細
胞に比してはるかに大量の TTF-1を発現して
いる。そこで本研究では、なぜ肺小細胞癌に
大量の TTF-1 が発現されているのか、そして
TTF-1 が肺小細胞癌の生物学的特性にどのよ
うに関与しているのかという命題について、
分子病理学的に解析を行い、TTF-1 が関与す
る悪性神経内分泌細胞特異的分子発現誘導
システムの全容を明らかにしていくことを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)神経内分泌腫瘍細胞における TTF-1, 神
経内分泌細胞特異的 bHLH 転写因子の発現状
態の検討： 
 倫理委員会による承認を得たのち、外科的
に切除されたカルチノイド腫瘍(定型および
異型)、小細胞癌、大細胞神経内分泌癌組織
を用い、TTF-1、ASCL1、NeuroD の発現状態に
ついて免疫組織化学的に検討した。 
 また各種組織型に由来する肺癌培養細胞
を用い、TTF-1、ASCL1、NeuroD 発現について
Western blot 法および realtime PCR 法を用
いて検索した。 
(2) 培養肺癌細胞における TTF-1プロモータ
ーのエピジェネティック解析： 
 TTF-1 遺伝子配列についてコンピューター
ソフトを用いた解析により CpGアイランド存
在が明らかになったため、TTF-1 プロモータ

ーのエピジェネティック変化についてバイ
サルファイトシーケンス法を用いて解析し、
TTF-1 遺伝子発現とエピジェネティック変化
の相関について検討した。 
(3)TTF-1 遺伝子の発現機序解析： 
 TTF-1 プロモーター構造について転写因子
結合解析ソフトウェアを用いて解析するこ
とにより、複数のホメオボックス遺伝子産物
の結合配列が存在することが明らかになっ
たため、ルシフェラーゼアッセイを行い、
TTF-1 遺伝子発現に関与する転写因子の同定
を試みた。 
(4)TTF-1 により発現変化する遺伝子の解析： 
 TTF-1 発現発現ウィルスベクターを作成し、
自発的な TTF-1発現の見られない培養肺癌細
胞に遺伝子導入することにより、TTF-1 強制
発現細胞を作成した。これを用い、TTF-1 発
現に伴い発現亢進する遺伝子について解析
を行った。 
 
４．研究成果 
(1)切除された神経内分泌腫瘍における
TTF-1, 神経内分泌細胞特異的 bHLH転写因子
の発現状態の検討： 
 神経内分泌細胞特異的 bHLH 転写因子であ
る NeuroD の発現は、Neuroepithelial body、
定型カルチノイド腫瘍、異型カルチノイド腫
瘍、小細胞癌、大細胞神経内分泌細胞癌にお
いて普遍的に発現されていることが明らか
になった。我々は NeuroD により発現制御さ
れ る 分 子 と し て 、 Insulin-like growth 
factor binding protein-2 および Neural 
cell adhesion molecule-1 を同定したが、こ
れらの分子についてもNeuroepithelial body、
定型カルチノイド腫瘍、異型カルチノイド腫
瘍、小細胞癌、大細胞神経内分泌細胞癌にお
いて普遍的に高発現されていることが確認
された。またASCL1の発現はNeuroepithelial 
body、定型カルチノイド腫瘍には見られない
が、異型カルチノイドの段階からその発現が
見られるようになり、小細胞癌および大細胞
神経内分泌癌では高発現していることが判
明した。TTF-1の発現はASCL1と同様であり、
Neuroepithelial body、定型カルチノイド腫
瘍には見られないが、異型カルチノイドの段
階からその発現が見られるようになり、小細
胞癌および大細胞神経内分泌癌では高発現
していた。 
(2)培養肺癌細胞における TTF-1 プロモータ
ーのエピジェネティック解析： 
 TTF-1 プロモーターのエピジェネティック
な変化についての解析は、培養小細胞癌細胞
のみならず、TTF-1 を発現している腺癌株、
TTF-1 を発現していない腺癌株、その他扁平
上皮癌株、大細胞癌株を用いて行った。その
結果、①小細胞癌株(すべて TTF-1 発現(+))
における TTF-1 プロモーター内の CpG メチル



 

 

化は殆ど認められないこと(0〜1.7%)、②腺
癌株における CpG メチル化頻度は、TTF-1 発
現の見られる肺腺癌株では 0〜15.3%、TTF-1
発現の見られない肺腺癌株では 0〜18.6%、③
扁平上皮癌株(すべて TTF-1 発現(-))におけ
る CpG メチル化頻度は 0〜27.1%、④大細胞癌
株(すべて TTF-1 発現(-))における CpG メチ
ル化頻度は 16.9〜44.1%であり、TTF-1 遺伝
子発現とエピジェネティック変化の相関は
低いことが明らかになった。 
(3) TTF-1 遺伝子の発現機序解析： 
 TTF-1 分子には C 末端のスプライシングパ
ターンが異なる２種類が存在している
(variant 1、variant 2)。まず肺癌細胞にお
いていずれのバリアントが主に発現してい
るかを multiplex RT-PCR 法により検討した。
その結果、肺腺癌では variant 1 の発現が有
意であるのに対し、肺小細胞癌においては
variant 2 の発現が有意であることが判明し
た。このことから、variant 2 に対する TTF-1
プロモーター配列を PCR により増幅し、これ
をルシフェラーゼベクターに挿入すること
により TTF-1プロモーター解析用ベクターを
構築した。また同時に TTF-1 プロモーター鎖
長を短縮したベクター、および変異を導入し
たベクターも合わせて作成し、実験に供した。 
 上記のベクターを用いてルシフェラーゼ
アッセイを行うことにより、①小細胞癌にお
いては、variant 1 が使用していると思われ
るプロモーター領域の活性に比して variant 
2 が使用していると思われるプロモーター領
域の活性が２倍ほど高いこと、②variant 2
の転写開始部位(+1)よりやや下流に位置す
る FOX結合可能領域(+13〜+17)に変異を導入
することにより、TTF-1 プロモーター活性が
軽度に減弱すること、③HOX/Lim homoedomain 
(LHX)蛋白結合可能領域(+40〜+44)に変異を
導入することにより、TTF-1 プロモーター活
性が著しく減弱することが明らかになった。 
 このことから、肺小細胞癌における FOX、
LHX の発現状態について realtime PCR により
検討した。その結果、TTF-1 発現の見られる
肺癌株では FOXA1/2 の発現が高いこと、肺小
細胞癌株では他組織型株に比して LHX2、LHX6
および OCT7 の発現が高いことが明らかにな
った。またコンピューター解析により結合の
可能性が示唆された別のホメオボックス遺
伝子産物 PAX2/4/5/8、LHX1/3/4/5/8/9、FOXB3、
GATA6、FOXD3 についても検索したが、これら
の発現と TTF-1発現との間に正の相関は見い
だせなかった。 
 上記の結果を受け、FOXA1、FOXA2、LHX2、
LHX6 の発現ベクターを構築し、TTF-1 を発現
していない肺癌株にこれらを導入すること
による TTF-1 の発現変化について検索した。
その結果、FOXA1/2 を強制発現させることに
より、TTF-1 の発現が誘導されることが判明

した。一方、LHX2、LHX6 を強制発現させても
有意な TTF-1 発現変化は見られなかった。た
だし、FOXA1/2 による TTF-1 発現量は、
constitutiveなTTF-1発現が見られる腺癌株
や小細胞癌株に比較すると極めて微量であ
った。 
 また ASCL1 あるいは NeuroD が TTF-1 発現
に関与しているか否かについても検討した。
ASCL1/NeuroD 発現ベクターを構築し、これら
を TTF-1発現の見られていない肺癌株に導入
することによる TTF-1の発現変化について検
索した。その結果、少なくとも ASCL1 あるい
は NeuroD 単独では TTF-1 発現に変化を及ぼ
さないことが明らかになった。 
(4)TTF-1 により発現変化する遺伝子の解析： 
 TTF-1発現ベクターを構築し、これをTTF-1
発現の見られない肺癌株に導入することに
より、発現変動する遺伝子について検索した。
その結果、肺癌細胞の増殖は TTF-1 遺伝子発
現により遅延した。TTF-1 単独導入により発
現変動した遺伝子については、ASCL1、NeuroD、
神経内分泌マーカー遺伝子を含め有意なも
のは見られなかったが、TTF-1 と ASCL1 の共
導 入 に よ り surfactant protein A 、
surfactant protein B の発現が誘導されるこ
とが明らかになった。 
(5)結果のまとめと今後の展望： 
 上記の結果より、少なくとも TTF-1 単独で
は神経内分泌形質の誘導は起こらないこと
が明らかになるとともに、肺癌細胞における
TTF-1 の発現は、FOXA1/2 を含む複数のホメ
オボックス蛋白により制御されていること
が示唆された。今後、複数のホメオボックス
蛋白遺伝子を共導入するなどの手法をとり
つつ、肺癌細胞における神経内分泌形質の獲
得/誘導メカニズムについて継続して検討し
ていきたい。 
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