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研究成果の概要（和文）：混合型肺小細胞癌では、小細胞癌像に加え、NOTCH1陽性、INSM1陰性の腺癌や扁平上皮癌な
ど非小細胞癌像を含んでいる。混合型小細胞肺癌形成過程でのNOTCH発現機構として、エピジェネティクスな機序が考
えられる。NOTCH1陰性の小細胞癌培養細胞株にtrichostatinA処理によりNOTCH1の発現が出現し、さらに、Chip assay
により、小細胞肺癌のNotch1遺伝子promoter領域ではアセチル化histone H3 の結合低下が見られた。以上より、混合
型小細胞肺癌形成には、Notch1シグナル経路の活性化が重要で、その制御にはhistone修飾が関与することが想定され
た。

研究成果の概要（英文）：Combined type of small cell lung carcinoma (SCLC) has both small cell cancer and 
non-small cell carcinoma components such as adenocarcinoma and squamous cell carcinoma, which are 
positive for NOTCH1 and negative for INSM1, one of neuroendocrine transcription factor. Mechanisims of 
NOTCH1 expression in the process of genesis of the combined type SCLC could be epigenetically regulated. 
NOTCH1-negative classical SCLC cell lines expressed NOTCH1 after trichostatin A treatment, and Chip assay 
showed that level of acetylated histone H3 surrounding Notch1 promoter region was low in them. Taken 
together, genesis of combined type SCLC requires NOTCH expression, which could be regulated by histone 
modification.

研究分野：病理学
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１．研究開始当初の背景 
 混合型小細胞肺癌は、非小細胞癌成分を

有した小細胞癌で、非小細胞肺癌成分は、

大細胞癌、腺癌、扁平上皮癌などを含んで

いる。混合型小細胞癌の発生については、

腫瘍の発育が進むにつれ増加する、あるい

は、化学療法などにより出現するなどと考

えられているが(Gosney, 1992)、stageI期

の未化学療法・手術例でも混合型小細胞癌

が存在することは、腫瘍の早期の段階から、

このようなヘテロな組織像が形成されてい

ることが想像される。 

 ヘテロな細胞構成を作り出す機構の一つ

に Notch シ グ ナ ル 経 路 が あ る

(Artavanis-Tsakonas, et al., 1999)。私達

は、肺の上皮細胞あるいは肺癌細胞の分化

決定機構として、Notch1→Hes1 h˧ASH1

経路が重要な働きをしていることを示して

きたが(Ito et al., 2003)、一般的には、小細

胞癌では Notch1 の発現は弱く、神経の分

化制御因子である ASCL1 が活性化し、一

方で､非小細胞癌では NOTCH1 が発現し、

ASCL1 の発現は認められない(Ito, et al, 

2003)。また、H69 など神経内分泌分化が

保持された古典的なヒト小細胞肺癌培養細

胞株は NOTCH1 発現陰性で､接着分子の

発現が弱く、一方で、H69細胞由来の多剤

耐性培養細胞株 H69AR は、NOTCH1 の

発現が見られ、培養皿への接着能を示す。 

 腫瘍における蛋白質の発現機構について

は、遺伝子の転写･翻訳（ジェネティックな

機構）が関わるとともに、遺伝子の転写･

翻訳にはエピジェネティックス機構が関与

している。肺癌の Notch1 の腫瘍における

エピジェネティックス機構による発現制御

異常についての研究はほとんどな報告され

ていない。一部の小細胞肺癌では、Notch

遺伝子の変異の報告がある（George et al., 

2015）。古典的な小細胞肺癌細胞株に

Notch1 遺伝子を導入し、免疫不全マウス

に同細胞を移植すると管腔形成を伴う腫瘍

が発育することから（Wael et al., 2104）、

混合型小細胞癌の形成機構としては小細胞

癌内での Notch シグナルの活性化が意義

あることと想像される。また、同一の腫瘍

内で Notch1 発現が出現する機構としては、

Notch1遺伝子の異常、Notch1蛋白質の分

解不全、エピジェネティックス機構、

microRNAによる制御などが想定されるが、

NOTCH1 蛋白質および RNA の発現のな

い H69細胞からの NOTCH1発現陽性･薬

剤耐性細胞の出現(H69AR)や同一腫瘍内

での 2種類の組織型の共存は、そのヘテロ

な組織像の形成に、Notch1 遺伝子発現へ

のエピジェネティックス機構の関与が仮説

として考えられる。 

 
２．研究の目的 
本研究では、発生や細胞の分化制御に重要

な Notch シグナル経路が､混合型小細胞肺

癌の形成を担っていること、同シグナルが

生物学的な特性に影響しうること、また、

Notchシグナル経路活性化の機序としてエ

ピジェネティックスな機構が関与している

可能性などを検証するために、（１）小細胞

癌手術症例の免疫組織学的な検索、（２）ヒ

ト肺癌培養細胞株を用いた NOTCH1,2,3

の発現解析、（３）Notch シグナルに制御

される神経内分泌分化促進性転写因子の探

索、（４）ヒト肺小細胞癌株における Notch

遺伝子のメチル化の有無、（５）ヒト肺癌培

養細胞株を用いた Notch1 遺伝子発現への

ヒストン修飾の有無、（６）HDAC 阻害剤処

理による小細胞肺癌培養細胞の増殖能、神

経内分泌分化、epithelial mesenchymal 

transition (EMT)等の細胞生物学的な変化

が起こるか否かの検討、(７)HDAC阻害剤

処理ヒト肺小細胞癌株の免疫不全マウスへ

の皮下移植実験による組織像変化の検討、

などを行った。 
 



３．研究の方法 
（１）ヒト肺癌手術例ホルマリン固定パラ

フィン切片（小細胞癌 19 例(混合型 8例)、

腺癌 86 例、扁平上皮癌 47 例）を用いて、

NOTCH1 および各種神経内分泌分化マーカ

ー、神経内分泌分化制御転写因子 INSM1 の

免疫染色を行った。（２）ヒト肺癌培養細胞

株(小細胞癌 7株、非小細胞癌 6株)を用い

て、NOTCH1-3、ASCL1、INSM1 の Western 

blotting による発現解析を行った。（３）

神経内分泌分化制御転写因子 INSM1 が、

Notch シグナルに制御されるかどうか、ヒ

ト肺癌培養細胞株を用いて、Notch1 遺伝子

導入実験、Notch1 および Hes1 遺伝子ノッ

クダウン実験行った。（４）ヒト肺小細胞癌

株における Notch 遺伝子のメチル化の有無

を見るために、NOTCH1 非発現小細胞癌株

（H69、 H1688）を用いて、5-aza-2’

-deoxycytidine (5-aza-dC)0.3-10mM 加え、

1-4日間培養後、蛋白質及びRNAを抽出し、

Notch 関連分子の発現を検討した。（５）

Notch1 遺伝子発現へのヒストン修飾の可

能性を検討するために、小細胞癌培養細胞

(H69、H1688)に、HDAC 阻害剤 Trichostatin 

A (TSA)100-1000nM 加え、1-2 日間培養後、

蛋白質及び RNA を抽出し、Notch 関連分子

の発現を検討した。また、Chip assay を試

み、Notch1 遺伝子 promoter 領域でのアセ

チル化histone H3の結合性を各種肺癌細胞

株で検討した。（６）HDAC 阻害剤処理(TSA)

により NOTCH1 が出現したが、これら細胞の

増殖能、神経内分泌分化、EMT 等の変化に

ついて、Western blotting および免疫染色

で検討した。(７)HDAC 阻害剤処理ヒト肺小

細胞癌株の組織像を検討するために、高度

免疫不全マウス(Rag2(-)Jak3(-)マウス)皮

下に、これら細胞と無処置細胞とを皮下投

与し、投与 1ヶ月後に、形成された腫瘍の

ホルマリン固定・パラフィン切片を作成し、

組織像を検討した。 
 

４．研究成果 
 
（１）ヒト肺癌手術例ホルマリン固定パラ

フィン切片の免疫染色の結果：基本的に小

細胞癌の純粋型は NOTCH1、NOTCH3 陰性、

INSM1 及び神経内分泌マーカー陽性で、腺

癌及び扁平上皮癌は NOTCH1 および NOTCH3

陽性、INSM1 及び神経内分泌マーカー陰性

だった。混合型小細胞肺癌の、非小細胞癌

成分は、NOTCH1 および NOTCH3 陽性、INSM1

及び神経内分泌マーカー陰性で、混合型小

細胞癌の形成には、Notch シグナルが関与

する可能性が示唆された。（２）ヒト肺癌培

養細胞株発現解析：NOTCH1,3 発現陽性細胞

株は、神経内分泌分化制御転写因子 INSM1

や神経内分泌マーカー陰性、NOTCH1,3 陰性

の古典的な小細胞癌株は神経内分泌分化制

御転写因子 INSM1 や神経内分泌マーカー陽

性で、相互排他的な関係にあった。NOCTH1

陽性の variant 型の小細胞癌株は、混合型

肺小細胞癌に近い形質を有していると思わ

れた。（３）神経内分泌分化制御転写因子

INSM1 の制御機構について：古典的な小細

胞肺癌株への Notch1、Hes1 遺伝子導入によ

り、INSM1 の発現及び神経内分泌マーカー

の発現は減少し、一方、NOTCH1 の発現する

variant 型の小細胞癌の Notch1、Hes1 遺伝

子ノックダウン実験により、INSM1 および

神経内分泌マーカーの発現が誘導できた。

以上より、INSM1 発現は、Notch1-Hes1 シグ

ナル経路により制御されていると考えられ

た。（４）5-aza-dC 投与実験：NOTCH1 陰性

小細胞癌培養株では、5-aza-dC 処理により、

NOTCH1 蛋白質、Notch1 mRNA の発現は誘導

されなかったことから、小細胞肺癌の

Notch1 発現低下は、DNA メチル化によらな

いと考えらえた。（５）HDAC 阻害剤 TSA 投

与実験：TSA 処理により、NOTCH1 蛋白質、

Notch1 mRNA の発現は誘導され、またアセ

チル化 histone H3, H4 が誘導された。以上

より、小細胞肺癌における Notch1 の発現制



御はヒストン修飾によると考えられた。一

方、NOTCH3 の発現誘導は起こらなかった。

Chip assay からは、Notch1 遺伝子 promoter

領域でのアセチル化histone H3の結合性は

非小細胞肺癌株で高く、NOTCH1 発現小細胞

癌株で軽度認められるも、古典的な小細胞

癌株では、低値を示した。（６）HDAC 阻害

剤 TSA 処理による細胞生物学的な効果：

NOTCH1 の発現誘導とともに、リン酸化

histoneH3 の低下とともに細胞増殖能の低

下、cleaved caspase3 の増加とともにアポ

トーシス亢進、神経内分泌分化の低下、

E-cadherin 発現増加、vimentin, slug, 

snail 低下など、小細胞癌細胞の上皮化な

どを認めた。Notch1 遺伝子の単独遺伝子導

入と同様な変化であり（Wael et al. 2014; 

Hassan et al. 2014）、HDAC 阻害剤による

効果ではあるが、誘導された NOTCH1 の作用

の関与があると考えられた。(７)HDAC 阻害

剤 TSA 処理ヒト肺小細胞癌株 H1688 の移植

実験：皮下腫瘍の組織像では、通常な小細

胞癌像とともに多数の管腔形成を認め、こ

られは Alcian blue 陽性所見を認め、真の

管腔の形成が誘導され、実験的な混合型小

細胞肺癌が作成されたと思われた。 

 以上、混合型小細胞肺癌の形成には

Notch シグナル経路が重要で、その発現制

御としてエピジェネティクスな機構が関与

していると考えられた(下図)。 
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