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研究成果の概要（和文）： 
 申請者は本研究において、神経内分泌腫瘍細胞に特異的に発現されている basic 
helix-loop-helix 型転写因子 NeuroD が神経細胞接着因子-1 の発現を直接誘導していること、
in vitroにおいて対照肺癌細胞に比べ増殖遅延を示していた神経細胞接着因子-1遺伝子導入肺
癌細胞は、対照肺癌細胞に比べ有意に高い転移性肺腫瘍形成能を示すことを明らかにした。こ
のことから、悪性神経内分泌細胞特異的分化形質が高い転移能に密接に関与していることが示
唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The author defined that neuroendocrine cell-specific basic helix-loop-helix 
transcription factor, NeuroD, is directly involved in the expression of neural cell 
adhesion molecule 1 (NCAM1) and that metastatic tumor-forming ability of lung 
cancer cells is accelerated by NCAM1 expression. These findings suggest that 
neuroendorine cancer-specific differentiating phenotype is closely associated with its 
revealing high metastatic potential. 
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１．研究開始当初の背景 
 種々の臓器から発生する神経内分泌悪性
腫瘍には早期から浸潤・転移を起こす共通し
た現象が認められる。肺から発生する神経内
分泌悪性腫瘍には、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

経内分泌癌が知られているが、低-中悪性度
腫瘍に分類されるカルチノイド腫瘍におい
ても、浸潤・転移は頻繁に認められる現象で
あり、この事実は、悪性神経内分泌細胞特異
的な何らかの分化形質が高い浸潤・転移能に
関与していることを示唆している。 
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 申請者は、肺癌発生における driver 
mutation である K-ras 遺伝子異常に着目し、
肺上皮細胞におけるK-ras 遺伝子の機能獲得
変異に伴う遺伝子発現変化を網羅的に解析
してきている。その結果、インスリン様増殖
因子結合蛋白(Insulin-like growth factor 
binding protein (IGFBP)-2、-4)が有意に発
現亢進することを突き止めた。これらの結果
はK-ras 遺伝子異常の頻度が高い肺腺癌の病
理組織を用いた in vivo 検討により、実際の
肺癌組織における肺腺癌細胞にも確認され
たが、その後の検討により、肺小細胞癌細胞
には肺腺癌細胞を凌駕するレベルの IGFBP-2
の発現が見られることが判明し、その過剰発
現が神経内分泌細胞特異的転写因子である
NeuroD なる basic helix-loop-helix 型転写
因子により引き起こされていることが明ら
かになった。IGFBP-2 蛋白は degradation さ
れることにより細胞接着因子として機能し
うることが示されており、また IGFBP-2 や
N-cadherin が神経膠芽腫の高い浸潤性や癌
腫の脳転移に関与しているという文献的報
告もあることから、神経内分泌悪性腫瘍の分
化形質にリンクした細胞接着因子が神経内
分泌悪性腫瘍の高い浸潤・転移性に関わって
いることが推察される。 
 
 
２．研究の目的 
 細胞接着因子は、癌の浸潤・転移に深く関
与しているとされている。肺小細胞癌をはじ
めとする神経内分泌系悪性腫瘍には早期か
ら浸潤・転移を起こす共通点があり、上記の
ような申請者のこれまでの研究から、神経内
分泌細胞に特異的に発現されている basic 
helix-helix (bHLH)型転写因子が複数の細胞
接着因子を発現制御している可能性が示唆
された。そこで本研究では、予後不良な神経
内分泌系悪性腫瘍に対する効果的な浸潤・転
移制御法に発展させていくための知見を得
ることを目的に、細胞接着因子発現における
神経内分泌細胞特異的な発現制御メカニズ
ム、および特異な細胞接着因子発現が担癌宿
主に及ぼす影響について解析をおこなった。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 神経内分泌特異的 bHLH 型転写因子によ
り発現制御される細胞接着因子の同定： 
 申請者は、NeuroD、Achaete-scute homolog 
like 1 (ASCL1)を神経内分泌特異的 bHLH 型
転写因子として検索対象とした。なぜなら
NeuroD はカルチノイド腫瘍、小細胞癌、大細
胞神経内分泌癌に共通して発現されている
神経内分泌特異的 bHLH 型転写因子であり、
ASCL1 は高悪性度神経内分泌癌(小細胞癌、大
細胞神経内分泌癌)において過剰発現の見ら

れる神経内分泌特異的 bHLH 転写因子である
からである。NeuroD あるいは ASCL1 により発
現制御されうる細胞接着因子を、NeuroD ある
いは ASCL1 遺伝子導入肺癌細胞を用いた
GeneChip 法により網羅的に抽出し、神経内分
泌特異的 bHLH 型転写因子がどのように候補
遺伝子を発現亢進させているのかについて、
分子生物学的に解析した。 
(2) 肺神経内分泌腫瘍において NeuroD によ
り発現制御される細胞接着因子の発現状態
についての検討： 
 上記により明らかになった細胞接着因子
の in vivo における発現状態について、カル
チノイド腫瘍、小細胞癌、大細胞神経内分泌
癌組織を用いて免疫組織化学的に解析した。 
(3) NeuroD により発現制御される細胞接着因
子が浸潤・転移能に及ぼす影響についての検
討： 
 上記により明らかになった細胞接着因子
の発現が癌細胞の浸潤・転移にいかなる影響
を及ぼすかについて、細胞接着因子遺伝子導
入癌細胞をマウスに接種することにより解
析した。 
 
 
４．研究成果 
 NeuroDあるいはASCL1を種々の非神経内分
泌肺癌培養細胞にウィルスベクターを用い
て遺伝子導入したところ、特に NeuroD 導入
細胞において強い増殖抑制が惹起され、安定
発現株の樹立は極めて困難であった。そこで
Doxycycline により導入遺伝子発現のON/OFF
が可能な Tet-On system を利用した遺伝子導
入法に変更して、遺伝子導入株の作成を行う
ことにより、NeuroD あるいは ASCL1 遺伝子の
導入された細胞株を得ることができた。これ
らを用いて GeneChip 解析を行ったところ、
これまでに判明していた IGFBP-2 とともに、
細胞接着因子である Neural cell adhesion 
molecule 1 (NCAM1, 別名 CD56)の遺伝子発現
がNeuroD により誘導されることが判明した。
その一方で、ASCL1 による細胞接着因子の誘
導は明らかではなく、新たな知見として
Synaptophysin が ASCL1 により誘導されるこ
とが明らかになった。NCAM1 が細胞増殖にい
かなる影響を及ぼすかについて更に検討を
行ったところ、NCAM1 遺伝子導入肺癌細胞は
IGFBP-2 遺伝子導入肺癌細胞と同様に、著し
い増殖遅延を示すことが明らかになった。 
 外科的に切除されたカルチノイド腫瘍、小
細胞癌、大細胞神経内分泌癌組織を用い、こ
れらの腫瘍における NCAM1, IGFBP-2 の発現
について免疫組織化学的に解析したところ、
検索した全ての腫瘍において NeuroD、NCAM1
および IGFBP-2 の発現が確認された。一方
ASCL1 の発現は検索した全ての小細胞癌、大
細胞神経内分泌癌において見られており、ま



たカルチノイド腫瘍の約半数にもその発現
が認められた。以上より、NeuroD の発現はい
かなる悪性度の神経内分泌悪性腫瘍にも発
現している分子であり、それと呼応するよう
に NCAM1、IGFBP-2 も発現していることが判
明した。 
 上記の結果を踏まえ、Doxycycline 存在下
に NCAM1 あるいは IGFBP-2 を誘導発現できる
マウス肺癌細胞株を樹立した。NCAM1 および
IGFBP-2 の誘導発現については、Western 法
により確認した。これを Doxycycline を持続
飲水させたヌードマウスの皮下、あるいは経
尾静脈的に接種することにより皮下腫瘍、肺
腫瘍を形成させ、一定期間(4 週および 8 週)
後にマウスを屠殺し解剖することにより、形
成された腫瘍の病理組織学的解析を行った。
その結果、経尾静脈接種された癌細胞の肺へ
の転移性腫瘍形成能は、空ベクターを導入し
たマウス肺癌細胞に比べ、in vitro において
増殖遅延の見られていた NCAM1 あるいは
IGFBP-2 発現マウス肺癌細胞の方が有意に高
いことが明らかになった。ただし、8 週後ま
での観察では、肺以外の臓器への遠隔転移や
リンパ節転移の所見を得ることはできなか
った。 
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