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緒 言 

 
小細胞肺癌は肺癌の中で最も悪性であり、化学療法や放射線療法といった古典的な治療法以外に有効な治療法はない。

5年生存率は約20%であり、新たな治療法の開発が必要である。小細胞肺癌の顕著な特徴として、神経内分泌マーカー

を発現し、その一部は下垂体前葉ホルモンを産生することが知られている。しかし、肺から発生する癌が、なぜこのよ

うな特徴を示すのかは明らかにされていない。我々は肺腺癌346検体と小細胞肺癌71検体の全エクソームデータを解

析し、小細胞肺癌では下垂体前葉の発生を制御する転写因子（ここではNE-TF1、NE-TF2と呼ぶ）の下流遺伝子に体

細胞突然変異が有意に蓄積することを見出した。さらに、NE-TF1、NE-TF2は小細胞肺癌で高発現し、下流遺伝子に

は転写が引きこす変異の特徴（A から G への変異が転写の鋳型鎖に比較し非鋳型鎖で多いという現象［1］）が検出さ

れた。これらの結果から、小細胞肺癌が発癌過程でNE-TF1、NE-TF2が転写活性化し、下垂体分化経路を利用してい

る可能性が示唆された。この考えと矛盾しないことに、下垂体発生の後期に働く転写因子であるNEUROD1とASCL1
は小細胞肺癌の神経分化を制御し、細胞生存に重要であることが示されている［2，3］。患者の生存率と下垂体発生を

制御する転写因子との関係を調べたところ、口腔外胚葉の発現パターン（OTX2、NE-TF1、NE-TF2 mRNA高発現）

を示す検体で5年生存率が90%以上だった。口腔外胚葉は下垂体前葉の原基であるラトケ嚢が発生する組織である（図

1）。これらから、下垂体経路に沿って小細胞肺癌を分化または脱分化させることができれば、下垂体分化を阻害する化

合物が同定でき、小細胞肺癌の有効な治療薬になるのではないかと着想した。そこで、本研究では小細胞肺癌細胞株の

脱分化、分化法を開発し、化合物スクリーニングにより小細胞肺癌の薬剤候補を同定することを目的とした。 
 

 
 

図1．下垂体前葉の発生を制御する転写因子とその発現時期 
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方法および結果 

 
1. 小細胞肺癌株の脱分化誘導 
小細胞肺癌細胞を脱脂した牛胎児血清（以下、FCS）を含む培地で培養することで、神経分化が抑制されるとの報告

があったことから［4］、小細胞肺癌株 SBC3、SBC5 を同様に培養したところ、細胞形態が変化し、下垂体転写因子

（HESX1）の発現が低下、口腔外胚葉のマーカー（PAX6、SIX3、OTX2）が上昇した（図 2）。しかし細胞増殖は停

止し、薬剤感受性試験に必要な細胞数を得ることはできなかった。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図2．小細胞肺癌の脱分化誘導 
A) 脱脂FCSを用いた培地で見られるSBC3の細胞形態の変化 
B) RT-PCR。下垂体マーカー発現（HESX1）が減少し、より発生初期の転写因子 

（PAX6、SIX3、OTX2）が誘導された。 
 

2. 小細胞肺癌株の神経分化誘導 
肺癌が神経内分泌細胞様に分化する機構として、神経分化に関与する転写因子ASCL1とNEUROD1が小細胞肺癌

において発現上昇し、細胞生存を維持することが報告されている［2，3］。これら転写因子は下垂体発生においてNE-
TF1 と NE-TF2 の下流に位置し、より分化した細胞で発現する。我々は小細胞肺癌 16 細胞株においてこれら 4 つの

転写因子の発現量を調べ、二つの小細胞肺癌株（SBC3、SBC5）では2次元培養においてASCL1、NEUROD1、POMC
が全く発現せず、下垂体初期の転写因子（OTX2、NE-TF1、NE-TF2）を高発現することを見出した（図3）。しかし、

低接着プレートを用いた3次元培養では、これら細胞株でもASCL1、NEUROD1、POMCの発現が誘導され（図4）、
多くの小胞が形成された（図4B）。この小胞は胚性幹細胞から in vitroで下垂体を分化させるときに観察されるラトケ

嚢様小胞［5］に類似していた。 
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図3．三次元培養による小細胞肺癌細胞の小胞形成と下垂体分化 

A） 低接着プレートで3次元培養後7日、多数の小胞を認める（矢印） 
B） RT-PCR。転写因子とPOMC発現は3次元培養（3D）で上昇する。 
C） 疫染色。ASCL1とNE-TF2は3次元培養により誘導される。 

 
3. 神経分化誘導後の小細胞肺癌株を用いた化合物スクリーニング 

SBC3およびSBC5細胞を2か月間の3次元培養し、再び2次元で接着培養すると、全ての細胞が分泌顆粒を持ち、

その後も安定的にPOMC発現量が高く維持され、分化状態が保持された。この3次元培養（3D）を2か月（2Mo）行

い、下垂体分化経路を活性化した細胞株を2Mo3Dと名付け、親株（SBC3とSBC5）と比較し2Mo3Dで殺細胞効果

が高い化合物を探索した。下垂体分化経路を活性化した細胞（2Mo3D）において細胞死を誘導する化合物を探索する

ため、2Mo3D及び親株の細胞懸濁液を1,000細胞／wellで100μlずつ96 well plate に播種し、翌日、5μMで化合

物を処理、6 日後、各well に 10μl の検出試薬を加え、37℃のCO2インキュベーターで 4 時間静置した（MTT アッ

セイ）。プレートリーダーで450 nmの吸光度を測定し、コントロール（化合物未処理、またはDMSOのみ添加）に比

較し吸光度を低下させる（殺細胞効果または細胞増殖抑制効果がある）化合物を同定した。化合物ライブラリーは分子

プロファイリング支援活動の支援を受けて入手した標準阻害剤キット 1～4（kit1 ver3.2、kit2 ver2.3、kit3 ver1.6、
kit4 ver2.3）とシグマ社より購入したエピジェネティクス関連化合物ライブラリー（80種）の計445化合物を用いた。

その結果、2Mo3DではCa２＋-PKCシグナルの阻害剤、CAMKⅡ、Ca ionophoreなどの阻害剤が親株に比較して細胞

増殖を抑制し、神経分化に伴い、神経のシナプスやスパイン形成に重要な因子の阻害剤が細胞増殖を抑制することが示

唆された。 
 

考 察 

 
本研究によって、神経分化誘導した小細胞肺癌に選択的に増殖抑制効果を示す化合物を同定することができた。今後、

マウス移植モデルなどの動物実験によりこれら候補薬剤の有効性を評価する必要がある。 
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