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要旨	

		

【背景と目的】Notch シグナルは細胞の発生、分化、増殖に関与しており、癌種によ

って腫瘍増殖性もしくは腫瘍抑制性に機能する。Delta-like	protein	3（DLL3）はNotch

のリガンドの一つであり、正常肺組織では発現を認めないが小細胞肺癌（small	cell	

lung	cancer：SCLC）において高発現している。更にDLL3は神経内分泌誘導に関与す

るachaete-scute	complex-like-1（ASCL1）の下流のターゲットであり、mRNAの発現

において両者は相関関係にあることが報告されている。また、SCLCにおいてNotchは

腫瘍抑制性に機能し DLL3 は他のリガンドとは異なり Notch を阻害するという報告が

あることから、DLL3はNotchの阻害を介して腫瘍の発生や分化、増殖に関与している

ことが示唆される。更に近年、SCLC の治療として DLL3 を抗体とした antibody-drug	

conjugateであるRovalpituzumab	 tesirine（Rova-T）が開発され、DLL3高発現群で

より高い奏効率が認められた。以上からDLL3はSCLCにおいて神経内分泌分化に関与

し、腫瘍増殖性に機能することが示唆されるが詳細な機能は不明である。また、SCLC

における DLL3 と ASCL1 のタンパク発現と予後、臨床因子との関連性を検討した報告

は少ない。そこでSCLC手術検体を用いてDLL3及びASCL1の免疫組織染色でそのタン

パク発現や臨床病理学的因子との関連を検討することとした。DLL3の機能解析として

DLL3 陽性 SCLC 細胞株の DLL3 を knockdown した場合及び低発現細胞株で DLL3 を

overexpressionさせた場合のNotch関連因子の変化、腫瘍増殖能、遊走能、浸潤能の

変化を調べることを本研究では目的とした。	

【対象と方法】北海道肺癌臨床研究会、福島県肺癌研究会に所属する施設で外科的切

除されたSCLC95検体を用い、DLL3とASCL１の免疫組織染色を行なった。DLL3、ASCL1

の発現と臨床病理学的因子・生存期間との関連について統計学的に解析した。次に

SCLC細胞株を用いて、DLL3のsmall	interfering	RNAによるknockdown及びDLL3プ

ラスミド導入による overexpression を行い、DLL3 の腫瘍増殖、浸潤能、遊走能にお

ける機能変化を確認した。DLL3、Notchレセプター（NOTCH1、NOTCH2、NOTCH3、NOTCH4）、

上皮間葉転換（epithelial-mesenchymal	transition：EMT）マーカー（E-cadherin、

Vimentin、Snail）の発現はquantitative	reverse	transcription	polymerase	chain	

reaction（qRT-PCR）法とウェスタンブロット法で確認した。足場依存性・非依存性増

殖能はMTT	assayを用いて測定した。遊走能・浸潤能はtranswell	assayを用いて調

べた。In	 vivo における腫瘍増殖はゼノグラフトマウスモデルに DLL3 を

overexpressionしたSCLC細胞株を皮下注射し腫瘍サイズ、増大スピードを測定した。	

【結果】免疫組織学的に評価可能であった93検体のうちDLL3陽性細胞が1%以上の陽

性群は77検体（83%）、75%以上の高発現群は44検体（47%）であった。ASCL1が5%以

上発現している陽性群は95検体中61検体（64%）であった。DLL3と ASCL1発現に正



	 	 3	

の相関を認めた。DLL3 と ASCL1 の発現と予後にはそれぞれ相関は認めなかったが、

DLL3高発現群はリンパ節転移や進行した臨床病期の症例で多かった。次に、SCLC細胞

株でDLL3をknockdownすると遊走能・浸潤能が低下し、Snailの発現は減弱した。逆

にSCLC細胞株でDLL3をoverexpressionすると増殖能・遊走能は亢進し、Snailの発

現は増加した。SCLC 細胞株で Snail を knockdown すると遊走能・浸潤能は DLL3 を

knockdown した場合と同様に抑制された。NOTCH1 発現は DLL3	 knockdown では低下、

overexpressionでは亢進していたが、NOTCH1をknockdownしてもDLL3	knockdownで

生じたような遊走能・浸潤能の変化は認めずSnail発現の低下も認めなかった。ゼノ

グラフトマウスモデルを用いて評価した腫瘍増殖はDLL3をoverexpressionさせた細

胞株でコントロールと比較して亢進した。	

【考察】SCLC 切除検体においてDLL3 と ASCL1 は高発現しており、両者の発現は正の

相関関係を認めた。今回の結果は mRNA 発現レベルで DLL3 と ASCL１が正の相関を認

め、DLL3 が ASCL1 の下流のターゲットであるという既報と矛盾しない結果であった。

両者の発現は予後とは有意な相関は認めなかったが DLL3 高発現群では低発現群と比

較してリンパ節転移や進行期の症例が多かった。細胞実験においてDLL3は遊走能・浸

潤能亢進に寄与しており、DLL3 の免疫組織染色の結果を支持していた。更に DLL3 は

EMT を調節する転写因子である Snail を介して遊走能・浸潤能亢進に関与している可

能性が考えられた。一方でDLL3はNOTCH1発現を促進していたが、NOTCH1	knockdown

ではDLL3	 knockdownと同様の機能変化を認めず、DLL3の遊走能・浸潤能亢進に機能

する機序として NOTCH1 非依存性である可能性が示唆された。DLL3-Snail による遊走

能・浸潤能亢進の更なる機序の解明は必要ではあるがSCLCにおいてDLL3は治療の標

的の一つとなり、特に転移や再発例において DLL3 を標的とした治療は効果が期待さ

れると考えられた。		

【結論】切除SCLC検体においてDLL3、ASCL1は高発現しており、DLL3は Snailを介

して遊走能・浸潤能亢進に機能していた。SCLC において DLL3 は治療標的となり得る

と考える。	 	
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略語表	

	

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。	

	

ADC	 	 antibody-drug	conjugate	

ASCL-1	 	 achaete-scute	complex-like-1	

cN	 	 clinical	lymph	node	status	

CoA	 	 coactivator	

CoR	 	 corepressor	

cStage	 	 clinical	disease	stage	

DLL3	 	 delta-like	protein	3	

OE	 	 overexpression	

ECOG	PS	 	 eastern	cooperative	oncology	group	performance	status	

EMT	 	 epithelial-mesenchymal	transition	

FBS	 	 fetal	bovine	serum	

FFPE	 	 formalin-fixed	and	paraffin-embedded	

HES	 	 hairy	and	enhancer	of	split	

HEY	 	 hairy/enhancer	of	split	related	with	YRPW	

LCNEC	 	 large	cell	neuroendocrine	carcinoma	

NICD	 	 notch	intracellular	domain	

NSCLC	 	 non-small	cell	carcinoma	

PBD	 	 pyrrolobenzodiazepine	

PDX	 	 patient-derived	xenograft	

Poly-HEMA	 	 poly	2-hydroxyethyl	methacrylate	

qRT-PCR	 	 quantitative	reverse	transcription	polymerase	chain	reaction	

Rova-T	 	 rovalpituzumab	tesirine	

SCLC	 	 small	cell	lung	cancer	

siRNA	 	 small	interfering	RNA	

TBST	 	 tris	Buffered	Saline	with	Tween	20	
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緒言	

1)小細胞肺癌について	

肺癌は全世界的に悪性新生物に関連した死亡率の第1位を占め、小細胞肺癌（small	

cell	 lung	 cancer：SCLC）はそのうち約15%を占める(Kalemkerian	 et	 al.,	 2013;	

Siegel	et	al.,	2017)。SCLCは、原発部位の局在、縦隔・肺門リンパ節の有無、なら

びに遠隔転移の有無により限局型小細胞肺癌と進展型小細胞肺癌に区別される。SCLC

は手術可能な早期の状態で発見されることは少ないが、一般的に放射線治療・化学療

法に比較的感受性が高い。しかし、多くは再発し治療抵抗性となるため予後不良であ

り、限局型、進展型小細胞肺癌の生存期間中央値はそれぞれ約23-27か月	(Takada	et	

al.,	2002;	Turrisi	et	al.,	1999)、13-18か月	(Noda	et	al.,	2002)である。未だ

十分な成績とは言えず、新しい治療の開発が急務となっている(Puglisi	 et	 al.,	

2010)。	

	

2)Notch	pathwayについて	

Notch遺伝子は1917年にショウジョウバエにおいて最初に発見された。Notch遺伝

子の欠損が生じたショウジョウバエの羽に Notch（切れ込み）がみられたことからそ

の名前に由来する。Notch は様々な組織（リンパ組織、神経、毛髪、感覚器、血管系

等）の分化において必須なシグナルである。哺乳動物においては、4 つの Notch 受容

体ファミリー（NOTCH1-NOTCH4）と 2 つのリガンドファミリーの Jagged（JAG1,JAG2）

とDelta-like	ligands（DLL1,DLL3,DLL4）の存在が示されている(Fiuza	and	Arias,	

2007)。Notch受容体は1回膜貫通蛋白質であり、細胞膜を介し細胞外ドメインと細胞

内ドメイン（Notch	intracellular	domain：NICD）から形成されている。細胞外ドメ

インにはEGF様ドメインがあり、細胞内ドメインは6個のankyrin様リピートとPEST

ドメインにより構成される(Radtke	et	al.,	2005)（図1）。	

	

図1	

Notch	受容体	 	 	 				 	 	 	 	 	 	 	 Notch	リガンド	

PESTドメインAnkyrin様リピートEGF様ドメイン	
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参考文献：Radtke,	F.	et	al.EMBO	reports	(2005)より引用。	

	

Notch	pathwayの活性化の機序としては、Notch受容体の細胞外ドメインとリガンド

が結合するとγ-secretaseと呼ばれるプロテアーゼによりNotch受容体が分解され、

分解された活性型の細胞内ドメインは細胞膜より核内へ移行する。転写因子（CBF1、	

Sel、	Lag-1：CSL）には通常、転写抑制因子（corepressor：CoR）が結合し転写活性

が抑制されている。核内に移行したNICDは転写活性因子（coactivator：CoA）とCoR

の置換を誘導し、NICD/CSL/CoA 複合体を形成することで、標的遺伝子（hairy	 and	

enhancer	of	split	：HES、	hairy/enhancer	of	split	related	with	YRPW	：HEY）の

転写活性が行われる（図2）。HES,	HEYはbHLH	loop蛋白であり、正常組織においては

神経細胞や表皮細胞の分化において抑制的に作用し、HES1はNotch1に誘導され、HEY1

はNotch3に強く誘導されると報告されている(Beatus	et	al.,	1999;	Iso	et	al.,	

2003)。		

	 また、Notch1 は神経内分泌細胞の分化に関与しており,	 HES1 により転写抑制され

るachaete-scute	complex-like-1（ASCL-1）が神経内分泌分化を誘導することが報告

されている(Borges	et	al.,	1997;	Kunnimalaiyaan	and	Chen,	2007)。	

	

図2	

	

	

3）癌とNotchとの関連について	

NICD : intracellular domain of Notch 

CSL : transcription factor 

CoR : corepressor 

CoA : coactivator cell 

Notch receptor Notch ligand 

γ-secretase	

Cytoplasm 

Nucleus 

CSL 
CoR X HES ↑ 

HEY ↑ 

CoA 

CoA 

CSL 

CoR 

○ 

membrane 

ŬNotch Pathwayŭ�

ASCL-1�
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Notchと発癌の関連については、1991年にEllisenらによって、急性T細胞リンパ

球性白血病において、遺伝子 t(7;9)転座により恒常的に活性化状態にある Notch1 の

発現が増強し、癌化に結びついていることが報告された(Ellisen	et	al.,	1991)。そ

の後多くの癌種においてNotch	pathwayの異常活性と癌化に密接な関連があり、癌種

によってactivatorもしくはsuppressorとして機能すると報告されている(Lobry	et	

al.,	2011;	Previs	et	al.,	2015)。	

肺癌とNotchとの関連については、共同研究者のThao	P.	Dangらによって2000年

に最初の報告がされている。進行の速い非喫煙女性の肺腺癌においてt(15;19)の転座

を認め、Notch3がコードされている領域の50kb上流に19番短腕のbreak	pointを確

認した。この腫瘍から樹立した細胞株、HCC2429は19番染色体の遺伝子異常をもつ他

のNSCLC細胞株と比べ、NOTCH3の過剰発現を認めた(Dang	et	al.,	2000)（図3）。	ま

た我々は、NOTCH3が非小細胞肺癌（non-small	cell	lung	carcinoma：NSCLC）細胞株

の約40%に過剰発現していることを報告している(Konishi	et	al.,	2007)（図4）。さ

らに、NSCLCにおいてNOTCH1のactive	mutationが10%前後に認められ、NOTCH1の発

現の上昇が予後の悪化と関連することが報告されている(Westhoff	et	al.,	2009)。

一方で、肺扁平上皮癌においてはinactive	 mutationが報告されており、Notchが癌

増殖において抑制的に働くことが報告されている(Wang	et	al.,	2011)。	

	

図3	

	
	

	

	

	

	

a)	 女性肺腺癌患者の腫瘍の核型で 15 番、19 番に転座を認める（矢印）、

46,XX,t(15;19)(q11;p13)。	

b)	FISH解析で15番、19番(R31546	cosmid	probe)のbreak	pointを認める（A：15

番、B：19番）。	

c)	19番短腕上のbreak	pointはNOTCH3の50kb上流に存在する。	

d)	19番染色体の遺伝子異常をもつ細胞株はNOTCH3のmRNAの発現が高い。	

参考文献：Dang,	T.P.	et	al.	J.	Natl.	Cancer.	Inst.(2000)より引用。	
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図4	

	
	

	

	

	

	

	

	

SCLCに関しては、in	vitro、in	vivoでNOTCH1がG1	cell	cycle	arrestを誘導し

細胞増殖や上皮間葉転換（epithelial-mesenchymal	transition：EMT）を抑制するこ

とが報告されている(Hassan	et	al.,	2014;	Sriuranpong	et	al.,	2001;	Wael	et	al.,	

2014)（図5）。また、我々は外科的切除されたSCLC組織127例を使用しNotch1の発

現と臨床病理学的因子の検討を行なったところ、Notch1高発現群では低発現群と比較

して予後が良好であり、Notch1は既報と同様に腫瘍抑制的に機能する可能性が示唆さ

れた(Kikuchi	et	al.,	2017)（図6）。さらに、genomic	profileの解析では25%の

SCLCでNOTCHファミリーの遺伝子変異を認め、その多くはNotch受容体の細胞外ドメ

インに存在しており、Notch 遺伝子が腫瘍抑制的に機能していることが示唆された

(George	et	al.,	2015)（図7）。一方でNotchが活性化したSCLCは化学療法抵抗性で

細胞の増殖を促進したという報告もあり、SCLCにおいてNotchシグナルは非常に複雑

に機能している可能性が示唆されている(Gazdar	et	al.,	2017;	Lim	et	al.,	2017)。	

	

	

	

	

	

	

	

	

29 例の肺癌細胞株の Notch レセプターとリガンドのウエスタンブロッド法による検

討結果 24 例でリガンドである Jagged1 の発現を認めた。Notch レセプターは Notch2

が18例（62%）、Notch3が12例（41%）であった。Notch1、Notch4は数例の発現のみ

であった。	

参考文献：Konishi,	J.	et	al.	Cancer.	Res.(2007)より引用。	
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図5	

	

	

	

	

	

	

図6	

	

	

	

	

	

	

	

SCLC細胞株（DMS53）にNOTCH1を導入することでG1	cell	cycle	arrestが誘導され

た（左下）。	

参考文献：Sriuranpong,	V.	et	al.	Cancer.	Res.	(2001)より引用。	

SCLC 組織 127 例を使用した Notch1 発現と臨床病理学的因子の検討。Notch1 高発現

群では低発現群と比較して予後が良好であった。	

参考文献：Kikuchi,	H.	et	al.	Oncotarget	(2017)より引用。	
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図7	

	

	

図8	
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4)Delta-like	protein	3	（DLL3）について	

	 Delta-like	protein	3（DLL3）はNotchのリガンドの一つであり、正常な体節形成

に重要な役割を果たし、DLL3遺伝子変異は常染色体劣性異常脊椎肋骨異骨症患者にお

いて肋骨欠損と脊椎分裂を引き起こす(Bulman	et	al.,	2000)。他のリガンドとは異

なり、DLL3は異なる細胞に発現しているNotch受容体に結合せず、同一細胞上に発現

するNotchの活性化を阻害するとの報告がある(Ladi	et	al.,	2005)。更に、ゴルジ体

やエンドソーム・リソソームに存在し、同一細胞内に存在するNotch1のfull-length

を分解し、Notch1の細胞表面への発現や他のリガンドとの結合を阻害し、Notchシグ

ナルの活性化を阻害するとの報告がある(Chapman	et	al.,	2011;	Geffers	et	al.,	

2007)。	

また、SCLCを含めた神経内分泌腫瘍においてDLL3は高発現する一方で肺正常組織に

は発現しないと報告されている(Saunders	et	al.,	2015)（図8）。	

	

図8	

	

	

	

	

A) SCLCの腫瘍検体のゲノム解析。SCLCの25%でNOTCHファミリーの遺伝子変異を認

めた（赤枠）。	

B) NOTCH1-4の遺伝子変異の発現部位。NOTCHのdamagingもしくはmissense	mutation

の多くがNotch受容体の細胞外ドメインに存在した。	

参考文献：George,	J.	et	al.	Nature	(2015)より引用。	

	

免疫組織染色におけるDLL3	の発現。SCLCを含めた神経内分泌腫瘍ではDLL3が高

発現している。	

参考文献：Saunders,	LR.	et	al.	Sci.	Transl.	Med.	(2015)より引用。	
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5)DLL3とASCL1の関連について	

	 ASCL1は肺の神経内分泌細胞の分化に関与する転写因子で、SCLCや大細胞神経内分

泌癌（large	cell	neuroendocrine	carcinoma：LCNEC	）といった神経内分泌腫瘍にお

いて高発現し、これらの腫瘍における神経内分泌形態を維持することが知られている

(Borges	et	al.,	1997)。ASCL1をノックアウトするとG2-M期のcell	cycle	arrest

とapoptosisを誘導し、SCLC細胞株の増殖能を抑制することがin	vitro、in	vivoと

もに示されており、ASCL1はSCLCにおいて腫瘍増殖性に機能することが報告されてい

る(Osada	et	al.,	2005)。DLL3はASCL1の下流のターゲットであり、神経内分泌腫瘍

において ASCL1 と DLL3 の mRNA の発現は相関を認めることが報告されているが（図

9）、詳細な検討は少ない。	

	

図9	

	

	

	

	

	

	

	

6)Rovalpituzumab	tesirine	(Rova-T)ついて	

近年、細胞障害活性を持った薬物と腫瘍細胞に高発現している抗原を認識する抗体

をリンカーでつないだ antibody-drug	 conjugate	 (ADC)が開発されている。

Rovalpituzumab	 tesirine	 (Rova-T) は DNA-damaging	 pyrrolobenzodiazepine	

(PBD)dimer	 toxinとヒト抗DLL3モノクローナル抗体とが複合体を形成したADCであ

り（図10）、SCLCのin	vivo	mouse	modelではDLL3陽性のtumor	initiating	cell	

	 SCLCとLCNECのpatient-derived	xenograft	(PDX)におけるDLL3とASCL1のmRNA

の発現。両者の発現には相関を認めた（Pearson	γ2	=	0.66、P	<	0.0001）。	

参考文献：Saunders,	LR.	et	al.	Sci.	Transl.	Med.	(2015)より引用。	
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(TIC)に対して、Rova-T は腫瘍縮小効果、再発抑制効果を示した(Saunders	 et	 al.,	

2015)（図11）。Rova-Tについては既治療SCLCにおける第I相試験が施行され、Rova-

T は忍容性を認め、奏効率は全体で 18%、腫瘍細胞の DLL3 発現が 50%以上の症例 38%

とより高い奏効率を示した(Rudin	et	al.,	2017)	（図12）。	

	

図10	

	
	

	

	

図11	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Rova-Tの模式図。	

参考文献：Saunders,	LR.	et	al.	Sci.	Transl.	Med.	(2015)より引用。	

	

Rova-T（SC	16LD6.5）のin	vivoでの効果。	

A-C)マウスに投与した3種のSCLCのPDX腫瘍をRova-Tで治療したところ腫瘍縮小効

果を認めた。	

シスプラチン＋エトポシド（C/E）で治療後の再発時にRova-T（SC	16LD6.5）で治療

（H）もしくはC/Eを再投与（I）したところRova-T群では腫瘍縮小効果を認めた。	

参考文献：Saunders,	LR.	et	al.	Sci.	Transl.	Med.	(2015)より引用。	
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図12	

	

	

	

	

	

	

6)	本研究の目的	

以上より DLL3 は SCLC において神経内分泌分化に関与し、更に腫瘍増殖性に機能す

る可能性が示唆されるがその詳細な機能は不明である。また、SCLC における DLL3 や

その上流のターゲットであるASCL1の発現とその予後や臨床因子との関連性を検討し

た報告は少ない。そこで、SCLC における DLL3 の発現とその機能を解明することを目

的とし本研究を立案した。DLL3 の発現に関しては SCLC 手術検体を用いて DLL3 及び

ASCL1 の免疫組織染色を行い、そのタンパク発現や臨床病理学的因子との関連を検討

することとした。DLL3 の機能に関しては SCLC において腫瘍抑制性に機能するとされ

るNotchを介して、Notchの阻害作用を持つDLL3は腫瘍増殖性に機能すると仮説を立

てた（図13）。更に、DLL3陽性SCLC細胞株のDLL3をknockdownした場合及び低発現

細胞株で DLL3 を overexpression させた場合の Notch 関連因子の変化、腫瘍増殖能、

遊走能、浸潤能の変化を調べることとした。	

	

図13	

	 	

SCLC proliferation 

Notch DLL3 

ASCL1 

既治療SCLCにおけるRova-Tの第I相試験結果。奏功率は全体で18%、腫瘍細胞の

DLL3発現が50%以上の症例で38%とより高い奏効率を示した。	

参考文献：Rudin,	CM.	et	al.	Lancet	Oncol.	(2017)より引用。	
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実験方法	

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	

患者情報及び臨床検体	

	 2003年1月から2013年1月までに北海道肺癌臨床研究会(HOT)もしくは福島県肺癌

研究会(FIGHT)に所属する 17 施設にて肺原発巣を完全切除された 156 症例(Yokouchi	

et	 al.,	 2015)のうち検体量が十分であった 11 施設から得られた 95 例の DLL3 及び

ASCL1 の免疫組織染色について検討した。インフォームドコンセントは症例集積時点

（2013年2月から2014年1月）で生存していた症例からのみ取得した。適格基準は、

原発巣を完全切除されていること、中央判定（北海道大学大学院医学研究科探索病理

学講座にて臨床情報を知らない複数の病理医師により行われた）により the	 2004	

World	Health	Organization	classification	(2004)においてSCLCまたは混合型SCLC

と病理診断されていることとした(Travis	et	al.,	2004)。病期はTNM病期分類（7版）

を用いて分類した。Formalin-fixed	and	paraffin-embedded	(FFPE)組織ブロックを5	

µm厚にスライス、コートスライドグラスに固着し、切片を作成した。	

	 これは北海道大学病院自主臨床研究審査委員会の承認を受けた研究である。	

	

臨床検体の免疫組織染色	

	 DLL3発現は抗DLL3抗体（SP347,	Spring	Bioscience,	Pleasanton,	CA）を用いて

評価した。SP347（0.24	 µg/mL）を 1 次抗体として使用し、OptiView	 DAB	 IHC	 kit	

(Ventana,	Tucson,	AZ)を用いてDLL3の発現を評価した。ASCL1発現は抗ASCL1抗体

（SC72.201,	AbbVie	Stemcentrx,	South	San	Francisco,	CA）を用いてVectastain	

ABC	HRP	kit	(Vector	Laboratories,	Burlingame,	CA)で発色させ評価した。判定に

関しては 4X 視野で染色細胞を観察した。DLL3 は全腫瘍細胞中の細胞質及び細胞膜に

染色を認めたものを陽性と評価した。現在施行中の Rova-T の臨床試験で用いられて

いる基準を参考に75%以上の陽性細胞を認める症例をDLL3-high群とし、75%未満の症

例をDLL3-low群とした。DLL3陽性群は1%以上のDLL3陽性細胞を認める症例とした。

ASCL1 は全腫瘍細胞中 5%以上の細胞核内に染色を認める場合を ASCL1 陽性群とした

(Kosari	et	al.,	2014;	Shida	et	al.,	2008)。DLL3及びASCL1発現は混合型SCLCに

おいては扁平上皮癌、腺癌、大細胞癌の成分は評価せず、組織学的にSCLCと診断され

た細胞のみを評価した。	

	

細胞株	

細胞株は SCLC 細胞株（SBC-3、SBC-5、MS-1、RERF-LC-MA、H69、H82、H209、H592、

H1688）を用いた。SBC-3、SBC-5、MS-1、RERF-LC-MAはJapanese	Collection	of	Research	

Bioresources	Cell	Bank（大阪、日本）から購入し、H69、H82、H209、H1688はAmerican	
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Type	Culture	Collection（Manassas,	VA,	USA）から購入した。H592は秋田弘俊先生

（北海道大学大学院医学研究院	 腫瘍内科学教室）からご提供頂いた。細胞株は5%	CO2

下の37℃湿潤環境にて10%の牛胎仔血清（fetal	bovine	serum：FBS）を含めたMinimum	

Essential	MediaでSBC-3、SBC-5、RERF-LC-MAは、Roswell	Park	Memorial	Institute	

mediumでMS-1、H69、H82、H209、H592、H1688はそれぞれ培養を行なった。 

	

抗体、ウエスタンブロット法	

各種タンパクの発現はウエスタンブロット法を用いて検討した。ウエスタンブロッ

ト法はNuPAGE	プロトコールに従い施行した。	

注入タンパク量を決定し、蛋白濃度よりloading	sample量を計算後、メルカプト

エタノール、LDS	sample	buffer	と混合しGELにそれぞれ注入し、泳動した。この際

Running	BufferはMOPSを使用した。泳動後Trans-bufferを用いてメンブレンへ

Transfer（60分）を行い、Transfer後にポンソSで染色し蛋白のローディングが均

一であるかを確認した。確認後	Tris	Buffered	Saline	with	Tween	20（TBST）で5分

×3回の洗浄施行後、5%スキムミルクを用いてblockingを行い、再度TBSTで5分×

3回洗浄し、1次抗体添加しover	nightとした。 

次にTBSTで5分×6回の洗浄施行後、2次抗体を60分添加。再度TBSTで5分×6

回洗浄して撮影を行った。感光液はECL	TM	Prime	Western	Blotting	Detection	

Reagent（GE	Healthcare）を用いた。1次抗体に関しては抗DLL3抗体（1:750	

dilution;	ab103102,	Abcam,	Cambridge,	UK）・抗NICD1抗体（1:500	dilution;	

#3608,	Cell	Signaling	Technology,	Danvers,	MA,	USA）・抗NICD2抗体（1:5000	

dilution;	#5732,	Cell	Signaling	Technology）・抗NICD3抗体（1:1000	

dilution;55114-1-AP,Proteintech,	Rosemont,	IL,	USA）・抗NICD4抗体（1:1500	

dilution;	#2423,	Cell	Signaling	Technology）・抗E-cadherin抗体（1:200	

dilution;	sc-8426,	Santa	Cruz	Biotechnology,	Dallas,	TxS,	USA）・抗Vimentin

抗体（1:200	dilution;	V6630,	Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA）・抗Snail抗

体（1:1000	dilution;	#3879,	Cell	signaling	Technology）・抗ASCL1	抗体（1:250	

dilution;	#556604,	BD	Pharmingen,	Franklin	Lakes,	NJ,	USA）・抗Actin	抗体

（1:1500	dilution;	A2066,	Sigma-Aldrich）をそれぞれ使用した。	

	

Quantitative	reverse	transcription	polymerase	chain	reaction	(qRT-PCR)	

RNeasy	mini	kit（Qiagen,	Valencia,	CA,	USA）を使用し、RNAを抽出した。細胞

を回収後に300	g×5分遠心分離し細胞を沈殿させ、Buffer	RLT	plusを添加し専用の

コレクションチューブに注入し、8000	g×30秒遠心を施行した。遠心後のフロースロ

ー液と同量の 70%エタノールを混合し専用のスピンカラムに注入し 8000	 g×15 秒遠
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心を施行した。RNase-Free	DNase	Setを用いDNase処理を行い、Buffer	RW、Buffer	

RPEでスピンカラムを洗浄した。RNase	free	waterを添加し8000	g×1分遠心を行い

コレクションチューブ内に RNA 抽出を行なった。抽出した RNA から High	 capacity	

RNA-to-cDNA	 Kit（Applied	 Biosystems,	 Foster	 City,	 CA,	 USA）を用いて	

complementary	DNA	(cDNA)を抽出した。	

Standardとして測定物質の発現が確認されている細胞のDNAを使用し、検量線を引

くためにDNAは濃度勾配を付けてStandardとした。内因性のcontrolとしてはGAPDH

を使用した。DLL3、NOTCH1、NOTCH2、NOTCH3、NOTCH4、CDH1、VIM、SNAI1、ASCL1、GAPDH

のmRNA発現はABI	Prism	7900HT	Sequence	Detection	System	(Applied	Biosystems)

を用いてquantitative	reverse	transcription	polymerase	chain	reaction	(qRT-

PCR)を施行した。TaqMan	Universal	PCR	Master	Mix	とDLL3、NOTCH1、NOTCH2、NOTCH3、

NOTCH4、GAPDH	reagents	(Applied	Biosystems)	もしくはSYBR	Green	PCR	Master	Mix	

(Applied	Biosystems)	と	CDH1	(forward	primer:	5′-	CACGGTAACCGATCAGAATG-3′;	

reverse	 primer:	 5′-	 ACCTCCATCACAGAGGTTCC-3′)、VIM	 (forward	 primer:	 5′-	

AATTGCAGGAGGAGATGCTT-3′;	 reverse	 primer:	 5′-	 GAGACGCATTGTCAACATCC-3′)、

SNAI1	 (forward	 primer:	 5′-	 AGGTTGGAGCGGTCAGC-3′;	 reverse	 primer:	 5′-	

CCTTCTCTAGGCCCTGGCT	-3′)、ASCL1（forward	primer:	5′-CAAACGCCGGCTCAACTTC-3′;	

reverse	primer:	5′-TTGACCAACTTGACGCGGTT-3′）、GAPDH	(forward	primer:	5′-	

CTGACTTCAACAGCGACACC-3′;	reverse	primer:	5′-	TGCTGTAGCCAAATTCGTTG-3′)	の

特異的なプライマーを用いて施行した。	

	

Small	interfering	RNA（siRNA）	

	 6wellプレートにH69とH82（それぞれ6	×	105	cells/wellと4	×	105	cells/well）

を抗生剤無添加の培養液にて一晩培養を行った。培養後3-5割程度の細胞密度の状態

を確認後、Opti-MEM（Invitrogen,	Carlsbad,	CA,	USA）を溶媒として、100	pmol	の

DLL3-siRNA、SNAI1-siRNA、NOTCH1-siRNA	（いずれもON-TARGET	 plus	SMART	pool,	

Thermo	Fisher	Scientific,	Waltham,	MA,	USA）をLipofectamin	RNAiMAX（Invitrogen）

50	 µl と混合し、細胞へ添加しいずれかの siRNA を導入し培養開始、各 72 時間後に

mRNA 及びタンパクを回収し qRT-PCR 法もしくはウエスタンブロット法により DLL3、

Snail、Notch1 の mRNA、蛋白発現を確認した。Control	 siRNA には ON-TARGET	 plus	

Non-targeting	pool（Thermo	Fisher	Scientific）を用いた。北海道大学遺伝子組み

換え実験等安全管理規定に従って実施した。	

	

DLL3	overexpression	

	 DLL3の発現プラスミド（DLL3-ORF	plasmid；OriGene	Technologies,	Rockville,	MD,	
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USA）及びcontrol用プラスミド（pCMV6-entry；OriGene	Technologies）2μgを培地

OPTIMEMⅠ(Thermo	 Fisher	 Scientific)250	 µl と混ぜた後、Turbofectin（OriGene	

Technologies）12	µlを添加し、室温で15分間静置した。その後、混合液を6	wellプ

レートで24時間培養したSBC-5細胞に添加した。24時間培養後10	 cm	 dishに移し

G418（600	µg/ml）入り培養液でselectionを行い、stable	cloneを作成した。プラ

スミドの導入確認は蛍光顕微鏡、qRT-PCR 法、ウエスタンブロット法を使用した。北

海道大学遺伝子組み換え実験等安全管理規定に従って実施した。	

	

MTT	proliferation	assay	

① DLL3-siRNAもしくはNotch1-siRNAによる細胞増殖能への影響の検討	

足場依存性増殖の評価に 96	 well プレート（poly	 2-hydroxyethyl	 methacrylate

（poly-HEMA）コーティングなし）を、足場非依存性増殖の評価に 96	 well プレート

（poly-HEMAコーティングあり）を使用した。96	wellプレート（poly-HEMAコーティ

ングなし、あり）にそれぞれH69（いずれも40000	cells/well）、H82（いずれも10000	

cells/well）を各々一晩培養後、DLL3-siRNAもしくはNOTCH1-siRNAとcontrol-siRNA

を transfection し、さらに 72 時間培養した。細胞増殖活性の検討のために Dye	

solution	を各wellに10	 µl注入し、その4時間後にstop	 solution	 90	µlを注入

し、さらにその1時間後にMTT	proliferation	assayを施行した。MTT	proliferation	

assay においては Thermo	 Fisher	 Scientific 社のマイクロプレートリーダー

（Varioskan	Flash）を使用して解析した。	

	

② DLL3	overexpressionによる細胞増殖能への影響の検討	

同様に足場依存性増殖・足場非依存性増殖を評価した。96	wellプレート（poly-HEMA

コーティングなし、あり）にDLL3	overexpressionベクターまたはcontrolベクター

を導入した	SBC-5（4000	cells/well、8000	cells/well）を各々72	hr培養後、MTT	

proliferation	assayを上記同様に施行した。	

	

Migration、Invasion	assay	

① DLL3-siRNA、SNAI1-siRNA、NOTCH1-siRNAによる細胞遊走能・浸潤能への影響の検

討	

	 migration	 assay、invasion	 assayはともに24	 well	 Transwellプレートを用い、

invasion	assayにはマトリゲル（BD	Biosciences,	Franklin	Lakes,	NJ,	USA）を使用

した。	

	 0.1%FBS含有培養液350	µl/wellをupper	chamberに、20%FBS含有培養液500	µl/well

をlower	camberに入れ、DLL3-siRNA、SNAI1-siRNA、NOTCH1-siRNAまたはcontrol	siRNA
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をtransfectionした48	 hr後にそれぞれの細胞を回収しmigration	 assay、invasion	

assayはH69ではそれぞれ42	×	104	cells/well、35	×	104	cells/well、H82ではいず

れも21	×	104	cells/wellずつ撒種し培養した。migration	assayは撒種6時間後に、

invasion	assayはH69では撒種48時間後、H82では撒種24時間後にそれぞれmembraneを

Diff-Quik染色で染め、染色された細胞数を強拡大5視野/wellカウントし評価した。	

	

② DLL3	overexpressionによる細胞遊走能への影響の検討	

	 同様に migration	 assay 、 invasion	 assay を行うためにそれぞれ DLL3	

overexpressionベクターまたはcontrolベクターを導入したSBC-5をいずれも21	×	

104cells/wellずつ撒種し培養した。migration	 assayは撒種4時間後にmembraneを

Diff-Quik染色で染め、染色された細胞数を強拡大5視野/wellカウントし評価した。	

	

ゼノグラフトマウスモデル	

	 動物実験は北海道大学動物実験に関する規定に基づき施行した。5週齢の雌のヌー

ドマウス（nu+/nu+）を異種移植モデルに使用した。DLL3をoverexpressionした

SBC-5またはcontrol	SBC-5（ともに3	×	106	cells）を200	µlのPhosphate	

buffered	saline（PBS）で希釈し、ヌードマウスの右後ろ脚に皮下注射で移植した。

2回/週デジタルキャリパーで腫瘍を計測した。大きさ（Tumor	Volume:	TV）は以下

の計算式を用いた。TV=	（Length）×（Width）×（Height）/2	(Cao	et	al.,	

2004)。体重を2回/週の頻度で測定し、体重の20%以上減少、腫瘍の潰瘍化、壊死、

歩行障害などを認めた場合は安楽死とした。 

	 また一部のゼノグラフトモデルの腫瘍を細胞移植 20 日目に摘出し、DLL3 及び EMT

マーカー発現を評価するためウエスタンブロット法を試行した。北海道大学動物実験

に関する規定に従って実施した。	

	

統計解析	

DLL3、ASCL1 発現と臨床病理学的因子との関連の解析はχ2検定または Fisher 正確

検定で施行した。生存曲線はKaplan-Meier法を用いて評価し、群間比較はログランク

検定で施行した。DLL3とASCL1の相関関係はSpearmanの相関係数を用いて解析した。	

in	vitro、in	vivoデータの解析は全てStudent	t検定で施行した。統計学的有意差

はP	value	<	0.05	とした。ソフトウェアはJMP	software	(JMP	Pro	v11.0.0;	SAS	

Institute,	Cary,	NC,	USA)を使用した。	
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実験結果	

1) SCLCにおけるDLL3とASCL1発現	

SCLC 外科的切除検体を用いてDLL3 免疫組織染色を行った。SCLC におけるDLL3 免

疫組織染色結果、DLL3陽性細胞割合の分布を図14A,14Cに示す。DLL3は細胞質、膜に

局在していた。評価可能であった93例中、1%以上のDLL3陽性群は77例（83%）、75%

以上陽性のDLL3高発現群は44例（47%）であり、clinical	disease	stage	(cStage)	

I/IIの患者に限ると82例中陽性群は66例（80%）、高発現群で35例（43%）であった

（表1）。	

次に、SCLC 外科的切除検体で ASCL1 免疫組織染色を行った。SCLC における ASCL1

免疫組織染色結果、ASCL1 陽性細胞割合の分布を図 14B,14D に示す。ASCL1 は核に局

在していた。評価可能であった 95 例中、5%以上の ASCL1 陽性群は 61 例（64%）であ

り、cStage	I/IIの患者に限ると84例中陽性群は52例（62%）であった（表1）。DLL3

とASCL1発現に正の相関関係を認めた（R	=	0.723,	P	<	0.0001）（図14E）。	

	

表1	 DLL3発現とASCL1発現による症例数のまとめ	

	
	

All	patients	 Patients	with	cStagea	I/II		

	 No.	of	patients	(%)	

DLL3	positive	cells/total	cancer	cells	 	

≥	1%	 77/93	(83%)	 66/82	(80%)	

≥	75%	 44/93	(47%)	 35/82	(43%)	

ASCL1	positive	cells/total	cancer	cells	 	 	

≥	5%	 61/95	(64%)	 52/84	(62%)	

	

aClinical	disease	stage	
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図14	
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2) SCLCにおけるDLL3・ASCL1発現と臨床病理学的因子との関連	

DLL3発現またはASCL1発現臨床病理学的因子との関連の有無について調べた（表2）。

DLL3高発現はclinical	lymph	node	status	(cN)	0-1と比べcN	2-3の症例で多く認

め（P	=	0.006）、cStage	I/IIと比べcStage	III/IVの症例で多く認めた（P	=	0.022）。

DLL3発現はその他の病理学的因子との相関は認めなかった。ASCL1発現はpure	 SCLC

の組織型の症例で多く認めた（P	=	0.003）。	
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% of DLL3 positive cells 

Spearman R = 0.723 

P < 0.0001 

A) SCLCにおけるDLL3の陽性例（98%）と陰性例（0%）の免疫組織染色パターン、scale	

bar=100μm	

B) SCLC における ASCL1 の陽性例（95%）と陰性例（0%）の免疫組織染色パターン、

scale	bar=100μm	

C) SCLCにおけるDLL3陽性細胞割合の分布、矢印=DLL3高発現のカットオフ値	

D) SCLCにおけるASCL1陽性細胞割合の分布、矢印=ASCL1陽性発現のカットオフ値	

E) SCLC におけるDLL3 と ASCL1 発現の相関関係。DLL3 と ASCL1 発現は有意な相関関

係を認めた（R	=	0.723,	P	<	0.0001）。	
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表2	DLL3・ASCL1発現と臨床病理学的因子との関連	
	

DLL3	expressions	(n	=	93)	 ASCL1	expressions	(n	=	95)	

Characteristics	 No.	of	Patients	 No.	of	Patients	

Low	 High	 P	 Negative	 Positive	 P	

Age	(years)	
	 	 	 	 	 	

<	65	 13	 17	 0.268	 13	 18	 0.494	

≥	65	 36	 27	
	

21	 43	
	

Sex	
	 	 	 	 	 	

Male	 37	 35	 0.805	 27	 47	 1.000	

Female	 12	 9	
	

7	 14	
	

Smoking	(pack-years)	
	 	 	 	 	 	

<	20	 7	 4	 0.526	 6	 5	 0.198	

≥	20	 38	 37	
	

26	 51	
	

Unknown	 4	 3	
	

2	 5	
	

ECOG	PSa	
	 	 	 	 	 	

0	 31	 28	 1.000	 22	 38	 0.812	

1	 14	 13	
	

9	 19	
	

Unknown	 4	 3	
	

3	 4	
	

Histology	 	 	 	 	 	 	

SCLCb	 33	 31	 0.824	 17	 49	 0.003	

Combined	SCLC	 16	 13	 	 17	 12	 	

cTc	 	 	 	 	 	 	

T1-2	 44	 43	 0.208	 30	 59	 0.183	

T3-4	 5	 1	 	 4	 2	 	

cNd	 	 	 	 	 	 	

N0-1	 48	 35	 0.006	 32	 53	 0.323	

N2-3	 1	 9	 	 2	 8	 	

cStagee	 	 	 	 	 	 	

I-II	 47	 35	 0.022	 32	 52	 0.317	

III-IV	 2	 9	 	 2	 9	 	

Adjuvant	chemotherapy	 	 	 	 	 	 	

Yes	 33	 26	 0.518	 21	 39	 0.829	

No	 16	 18	 	 13	 22	 	



	 	 24	

a	Eastern	Cooperative	Oncology	Group	performance	status	

b	Small	cell	lung	cancer	

c	Clinical	tumor	classification	

d	Clinical	lymph	node	status	

e	Clinical	disease	stage	

	

3) SCLCにおけるDLL3・ASCL1発現と予後との関連	

DLL3高発現群（n	=	44）、低発現群(n	=	49)に分けDLL3発現と全生存期間の関係を

評価したが、2群間に有意な差を認めなかった（図15A）。	

ASCL1陽性群（n	=	61）、陰性群(n	=	34)に分けASCL1発現と全生存期間との関係を

評価したが、2群間に有意な差を認めなかった	(図15B)。	
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A) SCLC における DLL3 高発現群と低発現群の全生存期間を比較したカプランマイヤ

ー曲線。2群間の予後に有意な差を認めなかった。	

B) SCLCにおけるASCL1高発現群と低発現群の全生存期間を比較したカプランマイヤ

ー曲線。2群間の予後に有意な差を認めなかった。	
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4) SCLC細胞株におけるDLL3・Notch1・ASCL1発現	

次にSCLCにおけるDLL3の機能を検討するために、SCLC細胞株のDLL3の発現を確認

することとした（図 16A）。9つの SCLC 細胞株全てでDLL3 の mRNA 及びタンパクの発

現を認めた。NOTCH1タンパクはSBC-3・SBC-5・MS-1・H82で、ASCL1タンパクはH1688、

H592、H209で発現を認めた（図16B,	16C）。	
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C	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

5) SCLC 細胞株における DLL3	 knockdown の増殖能や遊走能、浸潤能への影響（in	

vitro）	

上記の結果からSCLC細胞株のうちDLL3が高発現しているH69・H82を用いて細胞実

験を進めていくこととした。はじめにこれらの細胞株に DLL3-siRNA を導入したとこ

ろ、DLL3 の mRNA 及びタンパク発現が低下することを確認した（図17A）。H82 では足

場依存性増殖はcontrol細胞と比べDLL3	knockdown細胞で僅かに低下していたがH69

では特に差は認めなかった。（図17B）。migration	 assayにおいて、H69・H82ともに

DLL3	knockdownによりmigration細胞数は有意に低下した（図17C）。さらに、invasion	

assay においても DLL3	 knockdown により invasion 細胞数は低下傾向を認めた（図

17D）。	
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SCLCにおけるDLL3（A）・NOTCH1（B）・ASCL1（C）のmRNA及びタンパク発現。mRNAは

GAPDHにより補正。	

	



	 	 27	

図17	
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6) SCLC細胞株におけるDLL3	knockdownのNotchシグナルへの影響（in	vitro）	

	 次にDLL3の抑制がNotchシグナルに与える影響を調べた。DLL3	 knockdownにより

H69・H82ともにNOTCH1のmRNA発現が低下した（図18A）。更に、DLL3	 knockdownに

より H82 では NICD1 発現は低下したが、H69 において変化は認めなかった（図 18B）。

DLL3	knockdownによって、NICD2-4発現に有意な変化を認めなかった（図18A,	1B）。	
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A) H69・H82 細胞株における DLL3-siRNA による DLL3	 mRNA・タンパク発現の変化。

DLL3-siRNAによるDLL3発現の低下を確認した。	

B) DLL3	knockdownによる足場依存性増殖能（左）・非依存性増殖能（右）の変化、*：

P	<	0.05。H82で僅かに足場依存性増殖能の低下を認めた。	

C) DLL3	knockdownによる遊走能の変化、*：P	<	0.05。H69・H82ともにDLL3	knockdown

によりmigration細胞数が有意に低下した。	

D) DLL3	 knockdown による浸潤能の変化。H69・H82 ともに DLL3	 knockdown により

invasion細胞数の低下傾向を示した。	
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図18	
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A) DLL3	knockdownによるNOTCH1-4	mRNA発現の変化、*：P<0.05。H69・H82ともに

DLL3	knockdownによってNOTCH1	mRNA発現が低下した。	

B) DLL3	 knockdownによるNICD1-4タンパク発現の変化。H82でDLL3	 knockdownに

より NICD1 発現は低下した。一方、H69 では DLL3	 knockdown では NICD1 を含め

NICD1-4タンパク発現の有意な変化を認めなかった。	

NICD;	notch	intracellular	domain	
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7) SCLC細胞株におけるDLL3	knockdownのEMTマーカーへの影響（in	vitro）	

DLL3	knockdownによりmigration細胞数・invasion細胞数の低下を認めたため、こ

の変化のメカニズムについて調べていくこととした。癌細胞はEMTが生じることで遊

走能・浸潤能を獲得することが示されており(Wang	et	al.,	2010;	Yuan	et	al.,	2014)、

EMTマーカーであるE-cadherin・Vimentin・SnailのmRNA及びタンパク発現の変化に

ついて検討した。DLL3	knockdownにより、H82でSNAI1のmRNA発現が低下、H69にお

いても低下傾向であった（図19A）。Snail のタンパク発現はH82 では低下したがH69

では認めなかった（図19B）。VIMのmRNA発現はH82のDLL3	knockdownで増加したが、

タンパク発現には変化を認めなかった。他のEMTマーカーの有意な変化は認めなかっ

た。	
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8) H82細胞株におけるSnail	knockdownとNotch1	knockdownの遊走能・浸潤能の影

響（in	vitro）	

DLL3	knockdownによりSnailの発現が低下したことから、DLL3がSnailを介して遊

走能、浸潤能を誘導するかを調べるために、SNAI1-siRNA を用いて H82 の Snail	

knockdownを行なった（図20A）。Snail	knockdownにより、H82の遊走細胞数・浸潤細

胞数は低下した（図20B,	 20C）。DLL3	 knockdownによりNOTCH1発現の低下を認めた

ことから、NOTCH1-siRNAを用いてH82のNOTCH1	 knockdownを行い、細胞増殖能・遊

走能・浸潤能の変化を検討したが、knockdown 細胞と control 細胞では変化は認めな

かった（図20D,	20F）。さらにNOTCH1	knockdownではSnailの発現の変化も認めなか

った（図20E）。	
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A) DLL3	knockdownによるEMTマーカーのmRNA発現の変化、*：P<0.05。H69・H82と

もにSNAI1	mRNA発現が低下した。	

B) DLL3	knockdownによるEMTマーカーのタンパク発現の変化。Snailのタンパク発

現はH82では低下したがH69では認めなかった。	
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図20	
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A) H82細胞株におけるSnail	 knockdownによるSnail・E-cadherin・Vimentinタン

パク発現の変化。Snail	knockdownによるSnail発現の低下を確認した。	

B) Snail	knockdownによる遊走能の変化、*：P	<	0.05。Snail	knockdownにより遊

走細胞数が有意に低下した。	

C) Snail	 knockdownによる浸潤能の変化。Snail	 knockdownにより浸潤細胞数が有

意に低下した。	

D) H82細胞株におけるNOTCH1	knockdownによるNICD1-4タンパク発現の変化。NOTCH1	

knockdownによるNICD1発現の低下を確認した。	

E) H82 細胞株における NOTCH1	 knockdown による EMT マーカーのタンパク発現の変

化。NOTCH1	knockdownでは変化は認めなかった。	

F) NOTCH1	knockdownによる遊走能（左）・浸潤能（右）の変化。NOTCH1	knockdown

では変化を認めなかった。	

NICD:	Notch	intracellular	domain	
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9) SCLC細胞株におけるDLL3	overexpressionによる増殖能や遊走能、浸潤能への影

響（in	vitro）	

次に、DLL3をoverexpressionすることによりDLL3	knockdownと逆の結果を示すか

どうか検討を行った。DLL3発現の弱いSBC-5を使用しDLL3	overexpression細胞を作

成した（図21A）。SBC−5では、DLL3	 overexpressionにより足場依存性増殖能・足場

非依存性増殖能ともに有意に亢進し（図21B）、同様に遊走能も亢進した（図21C）。浸

潤能に関しては測定困難であったため評価できなかった。	
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10) SCLC 細胞株におけるDLL3	 overexpression による Notch シグナルやEMT マーカ

ーへの影響（in	vitro）	

	 次に、DLL3	 overexpressionがNotchシグナルやEMTマーカーに与える影響につい

て調べた。SBC-5でDLL3	overexpressionをすると、NOTCH4以外のレセプターのmRNA

及びタンパク発現が増加した（図 22A,	 22B）。DLL3	 overexpression では DLL3	

knockdown で抑制されたSnail の発現は増加した（図 22C,	 22D）。CDH1	 mRNA 発現は

overexpressionで抑制されたが、E-cadherinの発現はSBC-5では認めなかった。	
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A) SBC-5細胞株におけるDLL3	overexpressionの確認（qRT-PCR法・ウエスタンブロ

ット法）。DLL3発現の増加を確認した。	

B) DLL3	overexpressionによる足場依存性増殖能（左）・足場非依存性増殖能（右）

の変化、*：P<0.05。SBC-5ではDLL3	overexpressionにより足場依存性増殖能・

足場非依存性増殖が有意に増加した。	

C) DLL3	 overexpression による遊走能の変化、*：P<0.05。SBC-5 では DLL3	

overexpressionにより遊走能が有意に亢進された。	

OE:	DLL3	overexpression	
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図22	
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C	
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A) DLL3	overexpressionによるNOTCH1-4	mRNA発現の変化。DLL3	overexpression

によりNOTCH4以外のmRNA発現が有意に増加した	

B) DLL3	 overexpression による NICD1-4 タンパク発現の変化。mRNA 発現と同様に

DLL3	overexpressionによりNICD4以外のタンパク発現が増加した。	

C) DLL3	overexpressionによるEMTマーカーのmRNA発現の変化、*：P<0.05。DLL3	

overexpressionによりSNAI1発現は有意に増加し、CDH１発現は低下した。	

D) DLL3	 overexpression による EMT マーカーのタンパク発現の変化。DLL3	

overexpression により Snail の発現が増加したが、他の EMT マーカーのタンパ

ク発現の変化は認められなかった。	

OE:	DLL3	overexpression	

E) 	

OE:	DLL3	overexpression、NICD:	Notch	intracellular	domain	
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11) DLL3	overexpression	SCLC細胞由来マウス皮下腫瘍の増殖やDLL3・Snailタンパ

ク発現の検討	

SBC-5のDLL3	overexpression細胞とcontrol細胞をヌードマウスの右鼠径部に皮下

注射し、形成された皮下腫瘍の大きさを比較した。その結果として DLL3	

overexpression群においてcontrol群と比較し腫瘍増殖能の有意な亢進を認めた（図

23A,23B）。また経過中両群ともに明らかな体重減少は示さなかった。上記マウスにお

いて皮下注射20日後に切除した腫瘍検体を用いてウエスタンブロット法にてDLL3と

EMT マーカーの発現を検討した。免疫組織染色・ウエスタンブロット法ともに、DLL3	

overexpression 群腫瘍では DLL3 発現の上昇が維持されており、また Snail 発現は

control群腫瘍と比べ発現が増加していた（図23C,23D）。	
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A) 腫瘍細胞皮下注射20日後。DLL3	overexpression群ではcontrol群と比べ形成さ

れた皮下腫瘍は大きかった。	

B) マウス皮下腫瘍の増殖能比較（各群5匹ずつ）、*：P<0.05。DLL3	overexpression

群においてcontrol群と比較し腫瘍増殖能の有意な増大を認めた。	

C) マウス皮下腫瘍（day	20）におけるDLL3タンパク発現の比較。DLL3	overexpression

群腫瘍ではDLL3発現の上昇が維持された。	

D) マウス皮下腫瘍（day	 20）における EMT マーカータンパク発現の比較。DLL3	

overexpression群腫瘍ではSnail発現の増加を認めた。	

DLL3	OE:	DLL3	overexpression	
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考察	

	

1) SCLCにおけるDLL3・ASCL1発現と予後との関連	

① DLL3とASCL1の発現、既報との比較について	

SCLC手術検体におけるDLL3とASCL1発現とSCLCの予後を検討した報告は現

時点ではなく、本研究が初めての報告である。今回SCLC切除症例においてDLL3

とASCL１は高発現していた。更に、DLL3とASCL1発現には正の相関関係を認

め、DLL3がASCL1の下流のターゲットであり(Augustyn	et	al.,	2014;	Henke	

et	al.,	2009)、mRNA発現において両者の相関を認めたという報告(Saunders	

et	al.,	2015)と矛盾しない結果であった。今回のSCLC切除検体でDLL3高発

現例は44例（47%）で認めており、これはRova-Tの第1相試験での報告にお

ける67%	(Rudin	et	al.,	2017)、日本で施行されたDLL3の免疫組織染色の研

究報告における32%	(Tanaka	et	al.,	2018)と同程度の結果であった。	

	

② DLL3とASCL1発現と予後、リンパ節転移、ステージとの関連について	

Rova-T において DLL3 発現が治療効果と関連があると報告されているため

(Rudin	et	al.,	2017)、本研究を含めたDLL3免疫染色の結果はDLL3をター

ゲットとした治療開発に役立つと考えられる。また、限局型と進展型の SCLC

のDLL3発現を検討した既報(Tanaka	et	al.,	2018)と同様に本研究でもDLL3

発現は予後と関連が認められなかった。これらの報告からはDLL3自体はSCLC

患者の予後に与える影響は少ないと考えられる。しかし、今回の研究では症例

数は少ないものの、DLL3 高発現群ではリンパ節転移や進行期の症例で多く認

められ、DLL3が転移や腫瘍増殖に寄与する可能性は示唆された。	

	

③ Pure	SCLCとcombined	SCLCのsubtypeの違いにおけるASCL1の発現について	

SCLCは組織学的にpure	SCLCと扁平上皮癌、腺癌など非小細胞癌の成分を含

むcombined	SCLCに分類され(Travis	 et	al.,	2004)、本研究ではcombined	

SCLCと比べpure	SCLCで有意にASCL1陽性群が多かった。SCLCは進行期で発

見されることが多く手術等によって十分な大きさの組織を得ることが難しい

ため、今回のpure	 SCLCとcombined	 SCLCにおけるASCL1の解析は我々が知

る限りでは初めての報告である。SCLC 細胞株においては細胞増殖速度や神経

内分泌マーカーの発現によってclassic	 SCLCとvariant	 SCLCに分類され研

究が進められてきた(Carney	et	al.;	Gazdar	et	al.,	1985)。近年、SCLC細

胞株や遺伝子改変マウスモデルの網羅的な分子学的研究が進められ、SCLC は

ASCL1とNeuroD1の発現によって2つのグループに分類でき、ASCL1高発現群
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はclassic	SCLC、NeuroD1高発現群はvariant	SCLCと関連があるということ

が明らかとなってきた(Borromeo	et	al.,	2016;	Mollaoglu	et	al.,	2017)。

本研究ではASCL1陽性群がpure	SCLCで多く認めたことから、ASCL1はclassic

及びvariantといった分子学的な分類のみならずSCLCにおいて組織学的な違

いをもたらす因子である可能性が示唆された。更に両因子の発現の違いは治療

反応性にも影響を及ぼしており、ASCL1 高発現腫瘍においては Bcl2 阻害剤へ

の感受性が高いという報告や、MYC増幅したvariant	SCLCではAurora	kinase

阻害剤の効果が高いとの報告がある(Borromeo	 et	al.,	2016;	 Cardnell	et	

al.,	2017;	Mollaoglu	et	al.,	2017)。現在はSCLCの組織型の違いによって

治療戦略が異なることはなく、組織学的な違いとSCLC細胞株でのサブタイプ

との関連は不明ではあるものの、pure	SCLCはASCL1の発現に基づく治療を選

択していくことが有効である可能性が示唆された。	

	

2) SCLCにおけるDLL3の機能について	

	 本研究ではDLL3がSCLCにおいて増殖能・遊走能・浸潤能を促進することを示した。

更に、SnailがDLL3による遊走能・浸潤能促進に重要な役割を果たしている可能性が示

唆された。	

① DLL3の腫瘍増殖における機能について	

DLL3はNOTCH1やASCL1との関連が示唆されるものの、DLL3自体の腫瘍形成能に

ついては報告が乏しく不明であった。今回、我々はDLL3	overexpressionにお

いてはin	 vitro、in	 vivoでともにSCLCの腫瘍増殖を促進し、逆にDLL3	

knockdownでは僅かではあるが腫瘍増殖の抑制したことを示した。一方で肝癌

においてDLL3のプロモーター部位のメチル化はアポトーシスを誘導すると報

告されており(Maemura	et	al.,	2013)、Notchは癌種によって腫瘍増殖性もし

くは腫瘍抑制性に機能するとされていることから、DLL3も癌種によって機能が

異なる可能性が考えられる。	

	

② DLL3の遊走能、浸潤能に対する役割	

今回の細胞実験の結果からDLL3はSCLCにおいて遊走能・浸潤能を促進するこ

とが示された。更に、今回の免疫染色を用いたDLL3発現の検討でDLL3高発現群

はリンパ節転移やcStageの進行症例と相関しており、細胞実験の結果を支持し

た。DLL3を特異的抗体としたantibody-drug	conjugateであるRova-Tを含めた

DLL3を標的とした治療開発が進んでおり、今回の結果からは特に転移や再発例

に対して効果が期待され、今後の治療発展に役立つデータであると考える。	
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③ SCLCにおけるDLL3とNotchとの関係性について	

既報を基にSCLCにおいてDLL3はNotch阻害を介して腫瘍増殖性に機能するこ

とを仮説として考えたが、今回使用した細胞株ではDLL3はNOTCH1のinhibitor

として機能しておらず、H82におけるNOTCH1のknockdownの結果ではDLL3の

knockdownで認めた遊走能・浸潤能の低下は認めなかった。以上よりDLL3の機

能においてNotchの関与は限定的であることが示唆された。肝細胞癌ではDLL3

は腫瘍抑制的に機能するが、DLL3を強制発現させてもNotch発現に変化がなか

ったという報告(Maemura	et	al.,	2013)や、DLL3の機能が抑制された遺伝子

変異を持つマウスにおいてNotchの標的遺伝子であるHes5の活性が低下したと

いう報告(Dunwoodie	et	al.,	2002)があり、必ずしもDLL3はNotchを阻害しな

い可能性がある。	

	

④ DLL3はSnailを介して遊走能、浸潤能を亢進することについて	

本研究では、E-cadherin や Vimentin の有意なタンパク発現変化は認められ

なかったが、DLL3 は Snail を介して遊走能・浸潤能を亢進することが示唆さ

れた。SnailはE-cadherin、Occuldin、Claudinといった上皮系因子を抑制す

ることで EMT 誘導に関与する転写因子の一つで、SCLC を含めた悪性腫瘍にお

いて発現の亢進が報告されており、転移や予後不良因子と関係がある

(Merikallio	et	al.,	2012;	Wu	and	Zhou,	2010;	Yang	et	al.,	2007)。しか

しながら、卵巣癌でEMTの誘導が不十分であるにも関わらずN-cadherinが遊

走能を誘導したという報告(Gao	et	al.,	2014)や、頭頸部扁平上皮癌におい

てSnail	 family の一つであるSlug が他の EMT関連因子の変化がないものの

浸潤能、転移能を誘導したという報告(Chung	et	al.,	2018)があり、必ずしも

他の EMT 関連因子の変化を認めないもしくは確認できない可能性が示唆され

る。以上から、遊走能・浸潤能亢進の機序としてVimentinやE-cadherin以外

の因子が寄与しDLL3-Snailシグナルによって誘導されている可能性が考えら

れた。しかし、SnailとDLL3	が直接的もしくは間接的に関与しているかは本

研究では解明しておらず、更なる研究が必要であると考える。	 	
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総括及び結論	

	

本研究で得られた新知見として、	

• SCLC切除検体では免疫組織染色におけるDLL3、ASCL1のタンパクは高発現してお

り、両因子の発現は正の相関を示した。DLL3及びASCL1発現と予後に関連は認め

なかったものの、DLL3高発現群はリンパ節転移や病期が進行している症例で多く、

DLL3が転移や腫瘍増殖に寄与する可能性が示唆された。	

• SCLCではDLL3はin	vitro、in	 vivoにおいて腫瘍増殖能、遊走能、浸潤能を促

進していた。遊走能、浸潤能促進の機序として Snail 発現が関与している可能性

が考えられた。	

であった。新知見の意義として、DLL3 が SCLC 手術検体でも高発現しており、神経内

分泌誘導に関与するASCL1発現とも関連を認めたことから、現在、開発が進められて

いるDLL3を特異的抗体としたADCであるRova-Tを含め、SCLCにおいてDLL3は治療

のターゲットとなり得ると考えられる。更に、DLL3のSCLC細胞実験においてもDLL3

の遊走能・浸潤能促進性の機能が確認できたことから、DLL3を標的とした治療は転移

例や再発例において期待されると考える。	 	
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