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要旨 

消化器神経内分泌がん (NEC) の細胞株を使用して、PARP 阻害薬 (Veliparib)、EZH2

阻害薬 (Tazemetostat) の前臨床的検討を行った。Veliparib への感受性は PARP1 が高

発現の膵原発株で高く、γ-H2AX 発現上昇と共に S 期への cell cycle shift を認めた。本

細胞株のマウスモデルにおいても Veliparib が有意な抗腫瘍効果を示した。

Tazemetostat の感受性は食道原発株で良好であり、H3K27 トリメチルの脱メチル化と

共にアポトーシスを誘導した。本研究は両薬剤が一部の消化器 NEC に有効な可能性

を示唆し、各腫瘍による多様な薬剤の感受性、作用メカニズムを示した。 
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序文 

神経内分泌腫瘍は神経内分泌細胞に由来する腫瘍であり、肺と消化器が二大原発臓器

である。米国 SEER データベースによると、消化器系の原発部位別では小腸 (人口 10

万人あたり 1.05 人)・直腸 (人口 10 万人あたり 1.04 人)・膵 (人口 10 万人あたり 0.48

人) の順に患者数が多いことが報告されている [1]。膵原発の神経内分泌腫瘍につい

てはその発症頻度は膵悪性腫瘍全体の 1-2%程度と低頻度であるが、画像診断の進歩

に伴い早期診断される症例は近年増加傾向にある [1]。標準的な診断法は切除標本の

病理組織学的診断であり、クロモグラニン A、シナプトフィジン、CD56 などの神経

内分泌マーカーを診断の補助として使用する。大多数を占める低悪性度の神経内分泌

腫瘍 (Neuroendocrine tumor: NET) においてはその進行は緩徐であり、外科的切除を中

心として、ラジオ波焼灼術や肝動脈化学塞栓術を併用した集学的治療が症例により選

択される [2-4]。全身療法としてはホルモン産生症状の抑制効果を有するソマトスタ

チンアナログや殺細胞性抗がん剤であるストレプトゾシン、分子標的薬であるエベロ

リムス、スニチニブが選択される [2]。エベロリムスは mammalian target of rapamycin 

(mTOR) 阻害剤、スニチニブはチロシンキナーゼ阻害剤であり、progression-free 

survival (PFS) の延長効果を証明した臨床試験の結果に基づいて前者は膵・消化管原

発の、後者は膵原発の神経内分泌腫瘍に対して使用される [5-7]。 

神経内分泌がん (Neuroendocrine carcinoma: NEC) は、神経内分泌腫瘍のうち病理

学に定義された高悪性度のサブタイプである [8-9]。我が国の統計では膵 NEC、消化

管NECの発症頻度はそれぞれ膵神経内分泌腫瘍、消化管神経内分泌腫瘍全体の約8%、

6%と報告されており、その希少性から臨床データは限られている [10]。急速な病勢
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により多くの症例が診断時には遠隔転移を来しており外科手術の対象とはならず、全

身療法が治療の主体となる [11]。実臨床では小細胞肺がんに対する治療に準じてシ

スプラチン (CDDP) をキードラックとした殺細胞性抗がん剤の併用療法が一般的に

行われるが、診断後の median overall survival (OS) は 1.5 年未満と予後不良である [12-

15]。また本疾患に関して生存期間延長効果を示した新規薬剤は存在せず、臨床開発に

関しても十分に行われていないのが現状である。現在日本臨床腫瘍グループ (JCOG) 

において、CDDP/エトポシド (ETP) 併用療法 (EP 療法) と CDDP/イリノテカン 

(CPT-11) 併用療法 (IP療法) を比較した世界初のランダム化第 III相試験 (JCOG1213

試験、UMIN000014795) が行なわれており、その結果が待たれるところである。 

2010 年に消化器原発の神経内分泌腫瘍に対する WHO 分類が改定され、10 high 

power field (HPF) あたりの核分裂数ならびに Ki-67 labeling index の二つの病理学的指

標に基づき、neuroendocrine tumor grade 1 (NET G1)、neuroendocrine tumor grade 2 (NET 

G2) および neuroendocrine carcinoma (NEC) の 3 つのサブタイプに分類された (表 1) 

[8]。NEC は 10HPF あたりの核分裂像数 > 20 または Ki-67 labeling index > 20%を満た

す病理学的に もアグレッシブなサブタイプとされるが、従来からこのカテゴリーに

は低分化型の形態学的な小細胞がん・大細胞がんと、高分化で形態学的に NET G1/NET 

G2 に類似した症例が混在することが分類上の問題点として指摘されていた。典型的

には小細胞・大細胞がんでは、核細胞質比 (N/C 比) が高く核小体の明瞭な腫瘍細胞

がびまん性に増生する。対照的に NET G1/NET G2 では、N/C 比が前者ほど高くなく

核異型の弱い腫瘍細胞が索状に増生する。2017 年の WHO 分類の改定により、膵原発

の神経内分泌腫瘍については新たに高分化型の neuroendocrine tumor grade 3 (NET G3) 

が定義され、小細胞がん・大細胞がんと病理学的に区分されることとなった (表 2) [9]。 
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表 1. 消化器神経内分泌腫瘍に対する WHO 2010 分類 

分類 核分裂数 (10HPF) Ki-67 index (%) 

NET G1 < 2 ≤ 2 

NET G2 2-20 3-20 

NEC > 20 > 20 

 

表 2. 膵神経内分泌腫瘍に対する WHO 2017 分類 

分類 分化度 核分裂数 (10HPF) Ki-67 index (%) 

NET G1 Well-differentiated < 2 < 3 

NET G2 Well-differentiated 2-20 3-20 

NET G3 Well-differentiated > 20 > 20 

NEC G3 

Small cell type 

Large cell type 

Poorly differentiated > 20 > 20 

 

消化器 NEC に対する網羅的ゲノム解析の報告はこれまでにない。Yachida らは 19

例の低分化型膵 NEC に対して病理学的な検討を行い、p53 と Rb の免疫組織化学染色

による異常を各々95%、 74%の症例に認めることを報告した [16]。そのうち 7 例に
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対するターゲットシーケンスでは TP53 と RB1 の不活性型変異を 57%、71%の症例に

検出した。また、Hijioka らは 21 例の膵 NET G3 と 49 例の低分化型膵 NEC を病理学

的に比較し、NET G3 では Ki-67 labeling index が低く (中央値 28.5%)、Rb の免疫染色

によるタンパク欠失を一例にも認めなかったのに対し、NEC では Ki-67 labeling index

が高く (中央値 80.0%)、Rb のタンパク欠失を 55%の症例に検出したことを報告した 

[17]。また KRAS 変異については NET G3 では一例も検出されなかったのに対して、

NEC では 49%の症例で陽性であった。TP53 と RB1 の不活性型変異は小細胞肺がんを

対象にした大規模な全ゲノム解析においては 100%、93%と高頻度に認めており、少

数例の検討ながら TP53 と RB1 が主たる遺伝子変異であるという点において膵 NEC

と小細胞肺がんの遺伝学的な類似性が示唆される [18]。肺癌の WHO 2015 分類にお

いて、小細胞がんは神経内分泌腫瘍の一亜型として新たに分類されることとなった 

[19]。消化器 NEC の遺伝学的背景が十分に明らかとなっていない現状のもとで、肺原

発の小細胞型神経内分泌がんである小細胞肺がんに関する知見を参考にして本疾患

に対する前臨床的研究を行うことは有効と考えられる。 

Byers らは小細胞肺がんと非小細胞肺がんの分子遺伝学的特徴を比較し、poly(ADP-

ribose) polymerase 1 (PARP1) ならびに enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) が小細胞肺

がんで高発現をしていることを明らかにした [20]。PARP1 は E2F transcription factor 

1 (E2F1) の活性化因子であり、同時に E2F1 によって活性化される下流のターゲット

分子である。同様に EZH2 は E2F1 のターゲット分子である [21] (図 1)。 
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図 1. 小細胞肺がんで亢進している signaling pathway と PARP1、E2F1、EZH2 の関連 
（文献 20 より改変） 

E2F1 の下流にある DNA 修復関連タンパクの中には PARP1 が含まれる。 

 

Cancer Cell line Encyclopedia (CCLE) プロジェクトでデポジットされた小細胞肺がん

の RNA-seq データに基づく PARP1・EZH2 mRNA 発現は、全 40 種のがん種の中で B

細胞性リンパ腫や急性リンパ性白血病に次ぎ固形腫瘍の中では も高かった (図 2) 。

(https://portals.broadinstitute.org/ccle/page?gene=PARP1) 

(https://portals.broadinstitute.org/ccle/page?gene=EZH2) 
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(EZH2 mRNA) 
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図 2. 40 がん種における PARP1、EZH2 の mRNA 発現レベル (RNAseq; CCLE データ

より) 

 

PARP1 は total PARP activity の 90%以上の活性をもち、5-10%の活性を有する PARP2

と共に DNA 塩基除去修復に中心的な役割を果たしている [22-24]。PARP-1 は切断さ

れた DNA 一本鎖に結合し、NAD+を基質として種々のサイズの poly ADP-ribose (PAR) 

を産生する (PARylation) [25-27]。PARP 阻害薬は PARylation を抑制することで DNA

一本鎖切断が修復されずに蓄積し、複製フォークの崩壊を介して DNA 二本鎖切断を

誘導する (図 3) [28]。また同時に損傷を受けた DNA で PARP を trapping して細胞毒

性のある PARP-DNA 複合体を形成することによって、直接的な細胞毒性を示す [29]。 

PARP 阻害薬に対する良好な感受性を予測する も代表的なバイオマーカーは相同

組み換え修復機構の欠損である [30]。2005 年に Farmer ら、Bryant らは各々BRCA に

おける不活性型の遺伝子変異を有するケースでは相同組み換えが正常に機能せず、

PARP 阻害薬によって生じた DNA 二本鎖切断が修復されずに 終的に細胞死に至る

合成致死の概念を明らかにした (図 3) [31-32]。BRCA 阻害、PARP 阻害単独での作用

は限定的であるが、双方の作用が組み合わさることで細胞に致死的な影響をもたらす。

Farmer らの in vitro の検討では、BRCA 変異を有する細胞株では変異のない細胞に比

較し PARP 阻害薬の感受性は 1000 倍程度高かった [31]。相同組み換えが機能しない

場合、DNA 二本鎖切断に対する代償的な修復機構としてエラーの多い非相同末端再

結合、更には代替非相同末端再結合、一本鎖アニーリングが起こり、ゲノム不安定性

につながることが知られている [22]。また近年、相同組み換えならびに非相同末端再

結合が抑制された条件下で、PARP1 阻害により代替非相同末端再結合が抑制され細
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胞死を誘導する新たなメカニズムが提唱されている [33-34]。合成致死は正常細胞へ

の影響が少なく腫瘍特異性が高く、がん抑制遺伝子の機能喪失型変異に対する有効な

アプローチである。 

 
図 3. PARP 阻害薬の作用メカニズムと DNA 修復機構 

PARP 阻害薬は PARylation を抑制することで PARP1 による塩基除去修復を阻害する。

この結果、DNA 一本鎖切断が修復されずに蓄積し複製フォークの崩壊を介して DNA
二本鎖切断を誘導する。BRCA における不活性型の遺伝子変異を有するケースでは相

同組み換え修復が正常に機能せず、DNA 二本鎖切断が修復されずに 終的に細胞死

に至る。 

 

現在は、BRCA1/2 に限らず ATM、ATR、CHEK1、CHEK2、RAD51、PALB2、PTEN、

Fanconi anemia genes といった他の相同組み換え修復に関連する遺伝子変異を有する

腫瘍やプロモーターのメチル化による BRCA1の不活化あるいは BRCA2 の転写を抑制

する EMSY 遺伝子が増幅した腫瘍についても BRCAness と呼ばれ、合成致死のメカニ
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ズムにより奏効が期待される [35-37]。The Cancer Genomic Atlas (TCGA) プロジェク

トによる卵巣がん 316 例の統合ゲノム解析によると、33%の症例に BRCA1 もしくは

BRCA2 の遺伝子異常を検出し、相同組み換え修復に関連する遺伝子全体では約半数

の症例に及んだ [38]。そのため、合成致死は実臨床に大きなインパクトを持つアプロ

ーチと言うことができる。その他の PARP 阻害薬の奏効を予測するバイオマーカーと

して、臨床的なプラチナ製剤への感受性 [39]、ゲノム不安定性に関する指標である

Homologous Recombination Deficiency (HRD) スコア [40]、免疫染色による細胞質内

PARP1 の高発現 [41]、末梢血単核細胞中の高濃度 PAR もしくは細胞質内の PAR 高

発現 [42-43] などが報告されている 。 

小細胞肺がんについては近年、相同組み換え修復に関連する分子の一つである

schlafen family member 11 (SLFN11) の発現が PARP 阻害薬の感受性に関連することが

明らかにされている [44]。SLFN11 は DNA 傷害部位にリクルートされ、相同組み換

え修復の起点となる replication protein A (RPA) ポリマーを取り除くことで RPA-1 本

鎖 DNA の結合を阻害する。その結果、G1/S arrest により DNA 複製の阻害を起こすと

共に、相同組み換え機構を抑制することで細胞死を誘導する [45]。 
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図 4. DNA 障害と SLFN11 の発現（文献 45 より改変） 

DNA 障害が起こると SLFN11 が障害を受けた部位にリクルートされる。相同組み換

え修復機構の起点となる replication protein A (RPA) ポリマーと DNA との結合を阻害

することで、以降の相同組み換え修復機構の進行を阻害する。 

 

ヒストンメチルトランスフェラーゼ活性を有する EZH2 は、embryonic ectoderm 

development (EED) や suppressor of zeste 12 (SUZ12) と共に polycomb repressive 

complex2 (PRC2) を構成するサブユニットの一つであり、ヒストン H3 リシン 27 の 

(H3K27) ジメチル化 (H3K27me2) ならびにトリメチル化 (H3K27me3) を介して、エ

ピジェネティックな遺伝子の発現制御に関わる [46]。これまでの研究から EZH2 は腫

瘍の増殖を促進し、予後不良なサブタイプとの関連が示唆されている [21, 47]。EZH2

変異のプロファイルは各がん種により異なり、B 細胞性リンパ腫においては

H3K27me3 の発現を亢進させる Y646、A682、A692 等の活性化型変異が報告される一

方で、骨髄系腫瘍では不活性型変異が特徴的とされる [48-50]。本薬剤の奏効に関わ

るバイオマーカーとして EZH2 活性型変異に加え、PRC2 に拮抗する ARID1A、

SMARCA4、SMARCB1 等の SWI/SNF サブユニット、BAP1、KDM6A の不活性型変異が

報告されている [48, 51-54]。44 のがんゲノム解析研究を対象にしたメタアナリシス

によれば、SWI/SNF サブユニットをコードする遺伝子の不活性型変異を全がん種症例

の約 20%で認めた [55]。がん種別では ARID1A の変異は卵巣明細胞がん、胃がん、

膀胱がん、肝細胞がん、悪性黒色腫、SMARCA4 については卵巣明細胞がんの 10%以

上の症例でそれぞれ検出された。SWI/SNF 関連タンパクと EZH2 はエピジェネティッ

クに拮抗的な作用をしており、SWI/SNF 関連の不活性型変異のある症例では EZH2 へ

の機能的依存が高まり、EZH2 阻害薬を投与すると合成致死を起こすと考えられてい
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る (図 4) [56-58]。Knutson らは Rhabdoid tumor の前臨床モデルにおいて、EZH2 阻害

薬により SMARCB1 変異のある細胞株ではアポトーシスが誘導され、薬剤への感受性

が亢進することを報告した [59]。 

  

 図 5. SWI/SNF 関連タンパクと EZH2 の機能的拮抗（文献 56 より改変） 

ARID1A、SMARCA4、SMARCB1 等の SWI/SNF サブユニットに不活性型変異が存在す

ると、PRC2 の安定を維持するために EZH2 への機能的依存が高まり、EZH2 を阻害す

ることで合成致死に至る。 

 

PARP 阻害薬と EZH2 阻害薬に関しては各々臨床開発が進行している。現在欧米で

は Olaparib、Rucaparib、Niraparib、Talazoparib の 4 種の PARP 阻害薬が実地診療で使

用されており (卵巣がんに対して Olaparib、Rucaparib、Niraparib、乳がんに対して

Olaparib、Talazoparib が使用される)、Veliparib の臨床試験も進行中である。我が国で

は 2018 年に Olaparib が「再発卵巣がんの維持療法」ならびに「既治療の BRCA 変異

かつ HER2 陰性の手術不能・再発乳がん」に対して承認された。PARP 阻害薬につい

ては薬剤ごとに抗腫瘍効果ならびに毒性のプロファイルが異なることが明らかにさ

れている。Veliparib は PARP1/PARP2 阻害活性をもつ薬剤であり、PARylation を引き

起こす酵素触媒作用は強力な一方で、PARP-trapping activity は相対的に弱い。そのた



   16  

め単剤での抗腫瘍効果はマイルドである一方で、血液毒性・非血液毒性が共に軽度で

あることから殺細胞性薬剤との併用に適した薬剤と考えられる [60]。乳がん患者の

根治切除を目指した術前化学療法における Veliparib の上乗せ効果を検証した第 III 相

試験では、Veliparib/ Paclitaxel (PTX) / Carboplatin (CBDCA) 併用群の complete response 

rate は PTX/ CBDCA 併用群とは有意差はなかったものの、PTX 単独群よりも有意に

高かった (53% vs. 31%, P < 0.0001) [61]。初発の小細胞肺がんに対しては Owonikoko

らが Veliparib と EP 療法の併用第 1 相試験を行い、overall response rate (ORR) 71%と

有望な結果を報告している [62]。また 近 Pietanza らは再発治療抵抗性の小細胞肺が

ん 104 例に対して、Temozolomide (TMZ) / Veliparib 併用レジメンと TMZ /プラセボを

比較したランダム化第 2 相試験の結果を報告した [63]。この試験ではプライマリーエ

ンドポイントとしての 4 ヶ月時点での PFS には有意差を認めなかったものの、TMZ / 

Veliparib レジメンを受けた症例に対するサブグループ解析においては、PFS、OS 共

に免疫染色で SLFN11 陽性例が陰性例よりも有意に良好であった (median PFS: 5.7 

months vs. 3.6 months, P = 0.009; median OS: 12.2 months vs. 7.5 months, P = 0.014)。一方、

EZH2 阻害薬に対する臨床開発はこれまで単剤中心に行われてきており、 近報告さ

れた Italiano らによる Tazemetostat の第 1 相試験では、治療抵抗性・再発 B 細胞性リ

ンパ腫、進行期固形腫瘍における ORR は各々38%、5%であった [64]。Tazemetostat は

EZH2 の選択的阻害剤であり、EZH1 に比較し約 35 倍高い EZH2 阻害活性を有する 

[59]。 

低分化型消化器 NEC の病態の理解・新規治療開発の上で前臨床モデルの樹立が不

可欠であるが、本疾患はもともと希少である上に、進行期での診断例が多いため手術

標本を摘出する症例が少なく、細胞株樹立に関する研究は限られている。これまでに
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大細胞型 NEC については胃食道接合部原発の NEC-DUE1 [65-66]、結腸直腸由来の

NEC-DUE2 [65-66]、結腸由来の HROC57 [67]、小細胞型 NEC については肛門管原発

の NEC-DUE3 [68] の報告がある (表 3)。 

表 3. これまでに樹立が報告された消化器 NEC 細胞株  

細胞株 原発臓器 組織型 Ki-67 index (%) 報告年 

NEC-DUE165-66 胃食道接合部 Large cell type 80% 2014 

NEC-DUE265- 66 結腸直腸 Large cell type 80% 2014 

HROC5767 結腸 Large cell type > 80% 2018 

NEC-DUE368 肛門管 Small cell type 90% 2018 

 

こうした現状を踏まえて、著者らははじめに膵臓由来の細胞株 (A99)、十二指腸由

来の細胞株 (TCC-NECT-2)、食道由来の細胞株 (TYUC-1) の 3 種の小細胞型 NEC 細

胞株を用いて、実地臨床で汎用され上述の JCOG1213 試験で比較をされている CDDP

をはじめとした殺細胞性抗がん剤の抗腫瘍効果を in vitro、in vivo の両面から評価し、

各細胞株の薬剤感受性の差をもたらすメカニズムについて考察を行った [69]。さら

にこの結果をもとに将来的な臨床応用を視野に入れて、PARP 阻害薬 (Veliparib) な

らびにEZH2阻害薬 (Tazemetostat) の有効性に関して細胞株を用いた薬剤の抗腫瘍効

果ならびに作用メカニズムに関する検討を行った。 
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方法 

一連の研究は「網羅的ゲノム解析による消化器神経内分泌腫瘍の原因解明と新規診

断・治療法の開発に関する研究」【課題管理番号：2015-114】の一環として行われた。

国立がん研究センターの研究倫理審査委員会で承認され、ヘルシンキ宣言と動物福祉

の原則にのっとり行われた。また動物実験のプロトコールは国立がん研究センター研

究所の動物実験倫理委員会において承認された。 

 

1.  細胞株 

本研究においては 3 種の消化器原発小細胞型 NEC 細胞株を使用した。NEC の起源細

胞は同定されていない。従って、原発臓器の正常細胞由来不死化細胞株である膵管細

胞株 (hTERT-HPNE)	   (American type culture collection より購入、Cell number: CRL-

4023TM) と十二指腸細胞株 (HD)（国立がん研究センター研究所の清野 透 分野長ら

により樹立）を遺伝子発現およびタンパク発現を比較するためのコントロール細胞株

として使用した。A99 ならびに TCC-NECT-2 については、細胞株の入手にあたり

Material Transfer Agreement を締結した。 

 

(A99) 

転移性膵原発 NEC 剖検症例の肝転移巣より樹立された接着細胞株である [70]。本症

例は 60 歳代の白人女性で、初回治療として EP 療法を 6 コース施行後に増悪を認め、

2 次治療として BCL-2 阻害薬を投与された。20% fetal bovine serum (FBS)、ペニシリン
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100 U/mL、ストレプトマイシン 100 μg/mL を添加した DMEM で培養し、継代は 0.25%

のトリプシンで 3-5 日毎に行った。培養にはポリ-L-リシンコーティングディッシュを

使用した。 

 

(TCC-NECT-2) 

短期間の薬物治療（詳細不明）を受けた十二指腸原発 NEC 症例の腹水より樹立され

た浮遊細胞である [71]。10% FBS、ペニシリン 100 U/mL、ストレプトマイシン 100 

μg/mL を添加した DMEM で培養し、継代は 3-5 日毎に行った。 

 

(TYUC-1) 

食道原発 NEC 症例の手術検体より樹立され、 Japanese Collection of Research 

Bioresources (JCRB) 細胞バンクより購入した浮遊細胞である  (Cell number: JCRB 

1512) [72]。本症例は 50 歳代の日本人女性で手術前に化学療法は施行されなかった。

10% FBS、ペニシリン 100 U/mL、ストレプトマイシン 100 μg/mL を添加した

DMEM/Ham’s F12 メディウムで培養し、継代は 3-5 日毎に行った。 
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図 6. 消化器原発小細胞型 NEC 細胞株 

2.   使用薬剤 

CDDP (4291401A2069, Nichi-Iko)、CPT-11 (4240404A1040, Yakult)、ETP (055-08431, 

Wako)、SN-38 (7-ethyl-10-hydroxy-CPT) (C0154, LKT Laboratories)、Veliparib (A10026-

100, AdooQ BioScience)、Tazemetostat (S7128, Selleck) を使用した。CDDP、CPT-11 は

各々500 μg/mL、20000 μg/mL の原液を使用した。ETP については粉末をメタノール、

SN-38、Veliparib、Tazemetostat については粉末をジメチルスルホキシドで各々溶解し、

5000 μg/mL、2000 μg/mL、 50000 μg/mL、5000 μg/mL の溶解液ストックを作成した。

In vitro の実験では上記の液をメディウムで希釈して細胞株に投与し、in vivo の実験で

は生理食塩水で所定の濃度に希釈してマウスに投与した。 

 

3.   Viability assay 

CellTiter 96®AQueous One Solution Cell Proliferation Assay Kit (Promega) を使用し評価を

行った。1 ウェルあたり A99 では 3×103 個、TCC-NECT-2 と TYUC-1 では 1×104 個の

細胞を 96 ウェルプレートに播き、CDDP、CPT-11、ETP、SN-38、Veliparib について

は 4日間、Tazemetostatについては 6日間薬剤を投与した。各ウェルに 20 μL のCellTiter 

96®AQueous One Solution Reagent (Promega) を加え 3 時間反応させた後に 490 nm の波

長で viable cell を測定した。個々の薬剤の 50%増殖阻害濃度 (IC50) は用量反応曲線に

より決定され、各薬剤につき 2 プレート以上のサンプルを使用して実験を行った。殺

細胞性抗がん剤  (CDDP、CPT-11、ETP) に関しては Chou らにより提案された

combination index (CI) を用いて薬物相互作用の評価を行い、CI < 1 を相乗作用、CI = 
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1 を相加作用、CI > 1 を拮抗作用と判定した [73]。一方、分子標的薬の Veliparib につ

いては Owonikoko らにより提唱されたアルゴリズムに基づき、単剤の IC50 に比較し

薬物併用時に IC50 が 50%以上低下する場合に増強作用があると判定した [74]。

Tazemetostat の増殖抑制効果については Cell Proliferation Assay Kit に加え、自動セル

カウンターを使用した。1 ウェルあたり 2.5×105 個の TCC-NECT-2 と TYUC-1 を 6 ウ

ェルプレートに播き、1 μg/mL の Tazemetostat を 7 日間投与した。投与 4 日後と 7 日

後に Countess II Automated Cell counter を用いて viable cell をカウントした。 

 

4.   ウェスタンブロッティング 

A99、TCC-NECT-2、TYUC-1 を 6 ウェルプレートに播き、CDDP、Veliparib を単剤も

しくは併用で 24 時間投与した。Tazemetostat については実験に応じて単剤で 4 日、7

日、10 日間投与を行い、投与 4 日後、7 日後にそれぞれメディウムの交換を行った。

薬物処置後のペレットを回収し、cell lysis buffer (Wako) を用いて細胞溶解液を抽出し

上清を回収した。BCA protein assay を用いてタンパクを定量し、sodium dodecyl sulfate 

(SDS) containing buffer 添加後に 100℃で 5 分間加熱処理を行った。ポリアクリルアミ

ドゲルの各ウェルに 15 μg もしくは 20 μg の均一量のタンパクをアプライし電気泳動

を行い、polyvinylidene fluoride membrane (Bio-Rad) に転写を行った。転写されたメン

ブランをブロッキング後に 1 次抗体に浸して 4℃で一晩反応させた。2 次抗体で更に

1 時間反応させ、SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher 

Scientific) にメンブランを浸した後、ImageQuant LAS 4000 (GE healthcare Japan) を使

用して化学発光のシグナルを検出した。内在性コントロール遺伝子として GAPDH を



   22  

使用した。ウェスタンブロッティングで使用した 1 次抗体、2 次抗体とその希釈倍率

は以下の通りである。 

（1 次抗体） 

マウス ABCB1 抗体 (sc-55510; Santa Cruz Biotechnology)、1:100 

ラビット PARP1 抗体 (9542S; Cell Signaling Technology)、1:1000 

ラビット poly(ADP-ribose)抗体 (4336-BPC-100; Trevigen)、1:1000 

ラビット cleaved PARP1 抗体 (9541; Cell Signaling Technology)、1:1000 

ラビット γ-H2AX 抗体 (9718; Cell Signaling Technology)、1:500 

ラビット H2 A.X 抗体 (2595S; Cell Signaling Technology)、1:500 

ラビット ERCC1 抗体 (ab129267; Abcam)、1:500 

マウス SLFN11 抗体 (sc374339; Santa Cruz Biotechnology)、1:100 

ラビット tri-methyl-Histone H3 (Lys27)抗体 (9733S; Cell Signaling Technology)、

1:500  

ラビット Histone H3 抗体 (4499S; Cell Signaling Technology)、1:2000 

マウス GAPDH 抗体 (sc32233; Santa Cruz Biotechnology)、1:1000 

 

（2 次抗体） 

Horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse IgG (1031-05; SouthernBiotech) 
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Horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG (4051-05; SouthernBiotech) 

 

5.   リアルタイム定量 PCR 

A99、TCC-NECT-2、TYUC-1を 6ウェルプレートに播き、ペレットを回収した。Veliparib 

10 μg/mL を単剤で 24 時間投与した。RNeasy® Mini Kit (Qiagen) を使用してプロトコ

ールに従い total RNA を抽出した。1 μg の RNA を定量し SuperScriptTM VILOTM cDNA 

Synthesis Kit (Invitrogen) を用いて、cDNA に逆転写された。cDNA は MiniOpticonTM 

real-time polymerase chain reaction (PCR) detection system (Bio-Rad) により増幅され、

SYBR® Green Master Mix (Bio-Rad) により検出された。各々のターゲット遺伝子の発

現は GAPDH を内在性コントロール遺伝子として標準化された。異なる 2 サンプルを

使用して実験を行い、Cyclin A、CDK2 については異なる 3 サンプルを使用した。プ

ライマー (Sigma-Aldrich Japan) の配列は以下の通りである。 

ABCB1 forward: 5’-GAGAGATCCTCACCAAGCGG-3’ 

ABCB1 reverse: 5’-CGAGCCTGGTAGTCAATGCT-3’ 

ABCC1 forward: 5’- CTACCTCCTGTGGCTGAATCTG-3’ 

ABCC1 reverse: 5’- CATCAGCTTGATCCGATTGTCT-3’ 

ABCC2 forward: 5′-TAATGGTCCTAGACAACGGG-3′ 

ABCC2 reverse: 5′-GGGCCTTCTGCTAGAATTT-3′ 

ERCC1 forward: 5’-TTGTCCAGGTGGATGTGAAA-3’ 

ERCC1 reverse: 5’-GCTGGTTTCTGCTCATAGGC-3’ 
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PARP1 forward: 5’-TCTTTGATGTGGAAAGTATGAAGAA-3’  

PARP1 reverse: 5’-GGCATCTTCTGAAGGTCGAT-3’  

PARP2 forward: 5’-GTGGAGAAGGATGGTGAGAAAG-3’  

PARP2 reverse: 5’-CTCAAGATTCCCACCCAGTTAC-3’ 

SLFN11 forward: 5’-GGCCCAGACCAAGCCTTAAT-3’ 

SLFN11 reverse: 5’-CACTGAAAGCCAGGGCAAAC-3’ 

EZH2 forward: 5’-TTGTTGGCGGAAGCGTGTAAAATC-3’ 

EZH2 reverse: 5’-TCCCTAGTCCCGCGCAATGAGC-3’ 

Cyclin A forward: 5’-CTTGTAGGCACGGCTGCTAT-3’ 

Cyclin A reverse: 5’-CATGTTGTGGCGCTTTGAGG-3’ 

CDK2 forward: 5’-TTGGAGTCCCTGTCCGAACT-3’ 

CDK2 reverse: 5’-CGGGTCACCATTTCAGCAAAG-3’ 

GAPDH forward: 5’-GCTCTCTGCTCCTCCTGTTC-3’ 

GAPDH reverse: 5’-ACGACCAAATCCGTTGACTC-3’ 

 

6.   セルサイクルアッセイ 

A99、TCC-NECT-2、TYUC-1 を 6 ウェルプレートに播き、3 μg/mL または 10 μg/mL の

Veliparib を 24 時間投与した。TYUC-1 については、0.3 μg/mL または 1 μg/mL の

Tazemetostat を 4 日間もしくは 7 日間投与し、投与 4 日後にメディウムの交換を行っ
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た。細胞ペレットを回収し洗浄後、100%メタノールを緩徐に加え-20℃で一晩冷却し

固定を行った。固定された細胞ペレットに RNaseA (Nippon Gene) を加え 37℃で 30

分間反応させ、propidium iodide (Sigma-Aldrich) を加え 4℃の暗室で更に 60 分間以上

反応させた。EC800 flow cytometry (SONY) を使用して、1 サンプルあたり 20000 個の

細胞を解析して sub-G1、G1、S、G2/M 期に属する細胞の割合を算出した。異なる 3

サンプルを使用して実験を行った。 

 

7.   蛍光染色 

A99 を 8 ウェルチャンバースライドに播き、CDDP 3μg/mL、Veliparib 10μg/mL を単剤

もしくは併用で 24 時間投与した。4%のパラホルムアルデヒドに 10 分間浸して固定

を行い、0.1 % Triton X (MP Biomedicals) を添加した PBS に 5 分間浸して透過処理を

行った。200 倍希釈のラビット γ-H2 A.X 抗体に 4℃で一晩反応させた。500 倍希釈の

2 次抗体 (Goat anti-rabbit IgG1、Alexa Fluor 546) で 1 時間反応させ、核を Hoechst 33342 

(Invitrogen) で染色した。染色スライドを PermaFluorTM aqueous mounting medium 

(Thermo Fisher Scientific) で包埋し、BZ-X700 蛍光顕微鏡 (Keyence) で観察した。

Nuclear	  foci	  5 個以上もしくは核全体が染色されている細胞を陽性細胞と判定し、異な

る 3 サンプルを使用して各サンプルあたり 200 個以上をカウントし γ-H2 A.X の染色

陽性率を算出した。 

 

8.   マウスゼノグラフトモデル 
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5 週齢の BALB/c ヌードマウスを Charles River Laboratories Japan より購入した。マウ

スに投与する薬剤 (CDDP、ETP、CPT-11、Veliparib) は、各々500 μg/mL、5000 μg/m 

L、20000 μg/m L、50000 μg/mL の溶解液をマウス体重 10g 当たり 0.1mL の換算で生理

食塩水を用いて希釈し投与した。治療効果と毒性は治療開始後より 1 週間毎に測定さ

れる腫瘍量ならびに体重の変化により評価を行い、腫瘍量は長径×(短径)2/2 の式を使

用して算出した。治療開始時の腫瘍量・体重に対する各測定日の腫瘍量・体重を相対

腫瘍量・相対体重と定め、平均値±標準誤差 (SEM) で表示した。  

 

8.1.  CDDP/ETP、CDDP/CPT-11 併用療法 

A99、TCC-NECT-2 についてはマウス 1 匹あたり 2.5×106個、TYUC-1 については 5×

106個の細胞を 200mL の phosphate buffered saline (PBS) に希釈して背部の皮下に移植

し、腫瘍量が 130-250mm3に到達した時点で薬物投与を開始した。 

A99、TCC-NECT-2 を移植したマウスを各々4 群に分け、日本臨床腫瘍グループ 

(JCOG) の CDDP/エトポシド (ETP) 併用療法 (EP 療法) と CDDP/イリノテカン 

(CPT-11) 併用療法 (IP 療法) を比較したランダム化第 III 相試験 (JCOG1213 試験, 

UMIN000014795) に使用されている薬剤投与量に準拠して、以下の投与スケジュール

に従い 28 日間の 1 サイクルを施行した (図 7)。TYUC-1 は比較的低い細胞密度で緩

やかに増殖する腫瘍であり、腫瘍の生着は他の細胞株に比較して不良であった。その

ため各治療群に割り付けは行わず、28 日間無治療で観察し実験終了時に腫瘍を摘出

した。 

1. Control 群：無治療経過観察. 



   27  

2. CDDP 単独投与群：4.4 mg/kg day 1 腹腔内投与.  

3. CDDP/ETP 併用群：4.4 mg/kg day CDDP 1 + 5.5 mg/kg day ETP 1-3 腹腔内投与. 

4. CDDP/CPT-11 併用群：3.3 mg/kg CDDP day 1 + 3.3 mg/kg CPT-11 day 1, 8, 15 

腹腔内投与. 

 
図 7. CDDP/ETP、CDDP/CPT-11 併用療法の in vivo 投与スケジュール 

 

8.2.  Veliparib 単独療法 

マウス 1 匹あたり 1.5×106個の A99 を PBS で希釈して背部の皮下に移植し、腫瘍量が

95-190 mm3に到達した時点で薬物投与を開始した。マウスは 2 群に分けられ、以下の

投与スケジュールに従い 21 日間の 1 サイクルを施行した (図 8)。Veliparib について
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は、同薬剤を使用したマウス実験の既報告に基づき効果と毒性のバランスを考慮して

投与量を設定した [75-76]。 

1. Control 群：生理食塩水 day 3, 10, 17 腹腔内投与. 

2. Veliparib 投与群：25 mg/kg day 1-5, 8-12, 15-19 経口投与. 

 

図 8. Veliparib 単剤の in vivo 投与スケジュール 

 

9.   マウス腫瘍の病理組織学的評価 

マウス実験終了時に摘出された腫瘍をホルマリンで固定、パラフィン包埋し組織ブロ

ックを作成した。ブロックは 4 μm の厚さでスライスされ、ヘマトキシリン・エオジ

ン  (HE 染色) ならびに免疫染色用の組織スライドを作成した。一連の染色は

EnVisionTM FLEX system manual protocol (DAKO) のマニュアルプロトコールに準じて

行った。実験で使用した 1 次抗体とその希釈倍率は以下の通りである。 

  ラビット Ki-67 抗体 (Leica Biosystems)、1:5000 

  ラビット chromogranin A 抗体 (412751; Nichirei Biosciences)、1:1 
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 ラビット synaptophysin 抗体 (Epitomics)、1:10000 

ラビット PARP1 抗体 (9542S; Cell Signaling Technology)、1:50 

ラビット ERCC1 抗体 (ab129267; Abcam)、1:50 

Ki-67 labeling index は viable な腫瘍細胞が存在する領域の中で、Ki-67 index が も高

い範囲を選択し 2000 個以上の細胞をカウントして算出した。 

 

10.  統計解析 

全ての統計解析は、Prism version 7.0a software (GraphPad Software) を用いて行った。2

群間の統計学的有意差検定は unpaired t-test、3 群以上の群間比較は one-way ANOVA 

with post-hoc Tukey’s multiple comparisons test により行い、両側検定で P < 0.05 を統計

学的に有意と判定した。 

 

結果 

1.   NEC 細胞株を移植したマウスゼノグラフトの病理組織学的特徴 

A99 (図 9 A-D)、TCC-NECT-2 (図 10 A-D)、TYUC-1 (図 11 A-D)を移植したゼノグラフ

ト試料より採取した腫瘍の病理組織像を示す。HE 染色においては小型の N/C 比の高

い均一な形態の腫瘍細胞が solid もしくは nested pattern を呈して増殖していた (図 9 

A、図 10 A、図 11 A)。Ki-67 index は A99: 74% (図 9 B)、TCC-NECT-2: 74% (図 10 B)、

TYUC-1: 58% (図 11 B) であった。A99、TCC-NECT-2 ではクロモグラニン A とシナ
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プトフィジンがびまん性に染色され (図 9 C-D、図 10 C-D)、TYUC-1 では限局性に染

色された (図 11 C-D)。いずれも WHO 2017 分類における NEC G3 (Small cell type) に

矛盾しない所見であり、細胞株が小細胞型 NEC であることがマウスゼノグラフトの

病理組織学的評価により確認された。 

 
図 9. A99 ゼノグラフト組織の病理組織像：HE 染色 (図 A)、Ki-67 染色 (図 B)、クロ

モグラニン A 染色 (図 C)、シナプトフィジン染色 (図 D)の結果を示す。 
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図 10. TCC-NECT-2 ゼノグラフトの病理組織像：HE 染色 (図 A)、Ki-67 染色 (図 B), 
クロモグラニン A 染色 (図 C)、シナプトフィジン染色 (図 D)の結果を示す。 

 
図 11. TYUC-1 ゼノグラフトの病理組織像：HE 染色 (図 A)、Ki-67 染色 (図 B)、クロ

モグラニン A 染色 (図 C)、シナプトフィジン染色 (図 D)の結果を示す。 
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2.   CDDP、ETP、CPT-11、SN-38 に対する薬物感受性と薬物相互作用 

NEC 細胞株の CDDP、ETP、CPT-11 に対する容量反応曲線を示す (図 12)。3 種の殺

細胞性抗がん剤に対する IC50 は樹立前に抗がん剤暴露を受けていない TYUC-1 で

も低く、濃厚な抗がん剤暴露歴のある A99 で高値であった。CPT-11 の活性代謝物で

ある SN-38 についても同様の検討を行ったところ、CPT-11 と同様、TYUC-1 におけ

る感受性が良好であった。また、図 13 の isobologram で示されるように CDDP/ETP、

CDDP/CPT-11 のいずれの併用も種々の濃度下で相乗効果を示し、CDDP/SN-38 につい

ても相乗効果を認めた。 

 
図 12. NEC 細胞株の容量反応曲線：1 ウェルあたり A99 では 3×103個、TCC-NECT-2
と TYUC-1 では 1×104 個の細胞を 96 ウェルプレートに播き、CDDP、CPT-11、ETP、
SN-38 を 4 日間投与した。各薬剤につき 2 プレート以上のサンプルを使用して実験を

行った。IC50の単位は μg/mL で、各プロットは平均値±SD で表示した。 
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図 13. CDDP/ETP、CDDP/CPT-11 併用に伴う isobologram：Combination index (CI) に
基づき、CI < 1 を相乗作用、CI = 1 を相加作用、CI > 1 を拮抗作用と判定した。 

 

3.   NEC 細胞株における ATP-binding cassette (ABC)トランスポーターならびに ERCC1
発現 

各細胞株における薬物感受性の違いをもたらすメカニズムを明らかにするため、こ

れまでに抗がん剤の薬剤耐性との関連が指摘されている ABC トランスポーター、な

らびにヌクレオチド除去修復の中心的な因子であり、プラチナ製剤に対する耐性との

関連が指摘される ERCC1 の発現を細胞株間で比較した [77]。代表的な 3 種のトラン

スポーターである ATP binding cassette subfamily B member1 (ABCB1): P-glycoprotein、

ATP binding cassette subfamily C member2 (ABCC2): multidrug resistance-associated 

protein2 (MRP2)、ATP binding cassette subfamily C member1 (ABCC1): multidrug resistance-

associated protein1 (MRP1) の遺伝子発現をリアルタイム定量 PCR 法により評価した 

(図 14 A-C)。ABCB1 は A99 での発現が顕著であるのに対して、TYUC-1 では発現が
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見られなかった (図 14 A)。ABCC2については TCC-NECT-2 での発現が高い一方で、

TYUC-1 では同じく消失していた (図 14 B)。ABCC1 の発現については 3 種の細胞株

間で発現に有意差は認めなかった (図 14 C)。ABCB1 に関してウェスタンブロッティ

ングによるタンパクレベルでの比較も行ったところ、遺伝子発現と同様 A99 におけ

るシグナルが も強い一方で、TYUC-1 ではタンパクは欠損していた (図 14 D)。また

ERCC1 については TYUC-1 で遺伝子発現が上昇していたが (図 14 E)、細胞株のウェ

スタンブロティングとゼノグラフト組織を用いた免疫染色では、ERCC1 タンパク発

現は A99 でのみ欠損していた (図 14 F-G)。  
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図 14. NEC 細胞株における ABC トランスポーターならびに ERCC1 の発現：ABCB1 
(図 A)、ABCC2 (図 B)、ABCC1 (図 C)、ERCC1 (図 E) の遺伝子発現は GAPDH をコン

トロール遺伝子として標準化し、相対値 (平均値±SEM) として表示した。ABCB1 タ

ンパク発現 (マウス ABCB1 抗体、1:100; マウス GAPDH 抗体、1:1000) (図 D)。ERCC1
タンパク発現 (ラビット ERCC1 抗体、1:500) (図 F)。各細胞株を移植したマウスゼノ

グラフト組織における免疫染色による ERCC1 発現 (ラビット ERCC1 抗体、1:50) (図
G)。 

 

4.   In vivo での EP 療法と IP 療法の抗腫瘍効果の比較 

(A99) 

コントロール群として 3 匹、CDDP 群、EP 群、IP 群に 5 匹ずつを割り付けた。治療

開始時の腫瘍量は平均値±SEM でコントロール群: 196±26 mm3、CDDP 群: 180±18 

mm3、EP 群: 191±16 mm3、IP 群: 183±17 mm3 であった。治療開始 29 日目の相対腫瘍

量は平均値±SEM でコントロール群: 21.55±1.77、CDDP 群: 17.67±2.90、EP 群: 18.23

±1.31、IP 群: 18.41±2.30 であり、各治療群のコントロール群との統計学的有意差は



   36  

いずれも認めなかった (図 15 A)。毒性の観点からは治療群における明らかな体重減

少は認めなかった。 

 

(TCC-NECT-2) 

コントロール群、CDDP 群に 4 匹、EP 群、IP 群に 5 匹ずつが割り付けられた。治療

開始時の腫瘍量はコントロール群: 169±14 mm3、CDDP 群: 163±15 mm3、EP 群: 155

±11 mm3、IP 群: 159±9 mm3であった。治療開始 29 日目の相対腫瘍量はコントロー

ル群: 13.52±1.21、CDDP 群: 8.21±1.01、EP 群: 9.70±1.49、IP 群: 6.46±0.85 であり、

CDDP 群、IP 群でコントロール群に比較し有意に腫瘍の増大が抑制された (P = 0.04; 

P = 0.005) (図 15 B)。治療群における明らかな体重減少は認めなかった。 

 
図 15. In vivo モデルにおける各治療群の相対腫瘍量と相対体重の推移：A99、TCC-
NECT-2 についてはマウス 1 匹あたり 2.5×106 個、TYUC-1 については 5×106 個の細

胞を背部の皮下に移植し、腫瘍量が 130-250mm3 に到達した時点で薬物投与を開始し
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た。A99 (図 A)、TCC-NECT-2 (図 B) を移植したマウスを各々4 群に分けて、図 6 に

示した投与スケジュールに従い 28 日間の 1 サイクルを施行した。各プロットは平均

値±SEM で表示し、4 群間の統計学的比較は one-way ANOVA with post-hoc Tukey’s 
multiple comparisons test により行った。 

 

5.  実験に使用した NEC 細胞株の遺伝子変異 

(A99) 本細胞株を樹立した元の腫瘍組織、ならびに対応する正常組織の凍結検体を用

いて全ゲノムシーケンス解析を行った。既報告において膵 NEC に特徴的とされる変

異については、KRAS のミスセンス変異 (c.34 C > G, p.Gly12Arg; c.35 C > A, p.Gly12Val)、

TP53 のミスセンス変異 (c.379 A > T, p.Ser127Thr)、RB1 のスプライシング変異 

(Splicing 1216-2A>G) がそれぞれ検出された。相同組み換え修復に関連する BRCA1、

BRCA2、ATM、ATR、CHEK1、CHEK2、RAD51、PALB2 の変異は検出されず、また EZH2

阻害薬の奏効に関わるとされる EZH2 の活性型変異ならびに、SWI/SNF 関連分子であ

る ARID1A、SMARC4A、SMARCB1、BAP1、KDM6A の不活性型変異は検出されなかっ

た。 

 

(TCC-NECT-2)  

NCC オンコパネル (v4) を使用して、114 のがん関連遺伝子に関して本細胞株の解析

を行った。BRAF V600E 変異、TP53 のスプライシング変異 (Splicing 783-1G>A)、c-myc

の 52 倍の増幅が検出された。本細胞株では KRAS、RB1 の遺伝子変異は検出されなか

った。また相同組み換え修復に関連する BRCA1、BRCA2、ATM、CHEK2、RAD51C、
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PALB2 の変異ならびに EZH2 阻害薬の奏効に関与する EZH2、ARID1A、SMARC4A、

SMARCB1、BAP1、KDM6A の遺伝子変異は検出されなかった。 

 

(TYUC-1)  

TYUC-1 細胞株ならびに、細胞株を樹立した症例の正常組織を用いて EZH2 遺伝子に

関するサンガーシーケンス解析を行った。EZH2 阻害薬の感受性に関係し、EZH2 遺

伝子変異の hot spot である Y646 を含む以下の配列のプライマーを作成し、ターゲッ

ト領域を PCR 法により増幅しシーケンス反応を行った。 

EZH2 forward: 5’-ACGTTGACTGAAGCTGTGTGC-3’ 

EZH2 reverse: 5’-TTTCCAATCAAACCCACAGAC-3’ 

本細胞株では EZH2 Y646 の変異は検出されなかった。 

 

6. NEC 細胞株の Veliparib に対する薬剤感受性 

Veliparib 単剤の IC50は A99: 9.7 μg/mL、TCC-NECT-2: 15.2 μg/mL、TYUC-1: 26.1 μg/mL

であった (図 16)。また CDDP 単剤ならびに Veliparib 1 μg/mL、10 μg/mL 併用下での

CDDPの IC50を3つの細胞株で比較した。IC50はA99においては順に単剤: 2.07 μg/mL、

Veliparib 1 μg/mL 併用: 0.45 μg/mL (IC50減少率: 78%)、CDDP/Veliparib 10 μg/mL 併用: 

0.36 μg/mL (IC50減少率: 83%)、TCC-NECT-2 においては 1.00 μg/mL、1.02 μg/mL (IC50

減少率: -2%)、0.42 μg/mL (IC50 減少率: 58%)、TYUC-1 においては 0.17 μg/mL、0.19 

μg/mL (IC50減少率: -12%)、0.02 μg/mL (IC50減少率: 88%)であった。A99 では Veliparib
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単剤の感受性が も高く、Veliparib 1 μg/mL との併用下においても CDDP の増強作用

を認めた。TCC-NECT-2、TYUC-1 においては Veliparib 10 μg/mL との併用では CDDP

の増強作用を認めたが、Veliparib 1 μg/mL では増強作用を認めなかった。 

 

図 16. NEC 細胞株の Veliparib 単剤 (左図)もしくは Veliparib 併用下での CDDP の容

量反応曲線 (右図)：1 ウェルあたり A99 では 3×103 個、TCC-NECT-2 と TYUC-1 で

は 1×104個の細胞を 96 ウェルプレートに播き、Veliparib、CDDP/Veliparib を 4 日間投

与した。各薬剤につき 2 プレート以上のサンプルを使用して実験を行った。IC50 の単

位は μg/mL で、各プロットは平均値±SEM で表示した。 

 

7. NEC 細胞株、マウスゼノグラフトにおける PARP の発現 

次に消化器 NEC に対する新規治療標的としての PARP の有効性に関する検討を行っ

た。始めに PARP1、PARP2 ならびに PARP1/PARP2 による PARylation によって生成

される PAR の発現を評価した。GAPDH をコントロール遺伝子とした時の各細胞株の

PARP1 遺伝子発現レベル (平均値±SEM) は、A99: 2.48±0.29、TCC-NECT: 0.68±0.06、
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TYUC-1: 1.42±0.12、HD: 0.22±0.11、hTERT-HPNE : 0.23±0.04 であり、A99、TYUC-

1 では hTERT-HPNE よりも有意に発現が上昇していた (P = 0.0008; 0.014) (図 17 A)。

PARP2 の遺伝子発現については、A99: 0.98±0.06、TCC-NECT: 0.14±0.03、TYUC-1: 

1.47±0.09、HD: 0.23±0.12、hTERT-HPNE : 0.19±0.01 であり、PARP1 と同様に A99

ならびに TYUC-1 の発現量が有意に上昇していた (P = 0.003; P = 0.0003) (図 17 B)。

ウェスタンブロッティングでは 3 種の NEC 細胞株において PAR の発現を認め、

Veliparib の投与により発現は濃度依存的に抑制された (図 17 C)。PARP1 については

10 μg/mL の Veliparib 投与においても発現が維持された。3 種の NEC 細胞株を移植し

たゼノグラフトの免疫染色においても PARP1 は陽性であり、特に A99、TYUC-1 由来

の腫瘍において染色強度が高かった (図 17 D)。 
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図 17. NECにおける PARP/PAR発現と PARP阻害薬投与による発現の変化： PARP1 
(図 A)、PARP2 (図 B) の遺伝子発現は GAPDH をコントロール遺伝子として標準化

し、異なる 2 サンプルを使用して相対値 (平均値±SEM) として表示した。NEC 細胞

株における PARP1 ならびに PARylation による生成産物である PAR のタンパク発現

を示す(図 C)。Veliparib (Vel) は 0.1 μg/mL、1 μg/mL、10 μg/mL で 24 時間投与を行っ

た。3 種の NEC 細胞株を移植したマウスゼノグラフト組織の免疫染色における PARP1
の発現を示す (図 D)。PARP1 の陽性コントロールであるヒト扁桃組織で条件検討を

行い、抗体の希釈倍率を決定した。 

 

8. Veliparib による DNA 修復機構への関与 

Veliparib の DNA 修復機構に関与するメカニズムを明らかにするため、DNA 二本鎖切

断の指標としての γ-H2AX の発現を評価した。A99 における γ-H2AX の蛍光染色にお

いては、染色陽性比率（平均値±SEM）がコントロール群: 6.3±1.8%、CDDP 群: 63.7

±1.2%、Veliparib 群: 47.3±6.7%、CDDP/Veliparib 群: 77.3±4.1%であり、コントロー

ル群に比較し各治療群の陽性比率は有意に高かった (P < 0.0001; P = 0.0005; P < 

0.0001) (図 18 A)。また CDDP/Veliparib 群の陽性比率は Veliparib 群よりも高値であっ
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た（P = 0.0036）。ウェスタンブロッティングにおいてもコントロール群に比較し、各

治療群のサンプルにおける γ-H2AX のシグナルは増強していた (図 18 B)。その一方

で、TCC-NECT-2、TYUC-1 においては A99 とは異なり Veliparib 投与による γ-H2AX

の発現上昇は認めなかった (図 18 C)。 

 

 
 

図 18. 蛍光染色による γ-H2AX の発現(図 A)：CDDP は 3 μg/mL、Veliparib (Vel) は
10 μg/mL で 24 時間投与を行った。Nuclear foci	  5 個以上もしくは核全体が染色されて

いる細胞を陽性細胞と判定し、異なる 3 サンプルを使用して各サンプルあたり 200 個

以上をカウントした。ウェスタンブロッティングによる A99 における γ-H2AX の発

現 (図 B)と TCC-NECT-2、TYUC-1 における γ-H2AX の発現を示す(図 C)。 
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9. Veliparib によるセルサイクルの変化とセルサイクル制御因子の発現 

A99 においては Veliparib 投与後、S 期への cell cycle shift が明瞭に観察された (図 19 

A)。S 期の細胞比率（平均値±SEM）はコントロール群: 27.4±3.1%に対して Veliparib 

3 μg/mL 群: 45.9±1.1%、Veliparib 10 μg/mL 群: 46.0±3.6%であり、有意に S 期の割合

が上昇した (P = 0.007; P = 0.007)。TCC-NECT-2 では Veliparib 投与による cell cycle 

shift は認めなかった (図 19 B)。TYUC-1 においては緩徐な cell cycle shift を認め、G2/M

期の細胞比率は Veliparib 10 μg/mL 群でコントロール群に比較し高値であった (23.9%

±0.5% vs. 17.8%±1.2%, P = 0.0025) (図 19 C)。 

次に も鋭敏な cell cycle shift を示した A99 について S 期への進行に必要で DNA

二本鎖の切断修復に関与する Cyclin A、Cyclin-dependent kinase 2 (CDK2) の遺伝子発

現を定量 PCR により評価した [78]。Veliparib 10 μg/mL を投与したサンプルでは、

Cyclin A、CDK2 の発現がコントロール群に比較し平均で 1.5 倍、2.7 倍上昇しており、

CDK2 については統計学的に有意な上昇であった (P = 0.0244) (図 19 D-E)。 
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図 19. Veliparib 投与後の細胞周期の変化 (図 A-C)とセルサイクル調節因子の発現 (図
D-E)：A99 (図 A)、TCC-NECT-2 (図 B)、TYUC-1 (図 C) の 3 種の細胞株に対して 3 
μg/mL または 10 μg/mL の Veliparib を 24 時間投与し、1 サンプルあたり 20000 個の細

胞を解析し sub-G1、G1、S、G2/M 期の割合を算出した。異なる 3 サンプルを使用し

て実験を行い、平均値±SEM で表記した。グラフ上 S-phase への shift が観察された
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A99 について S 期の制御に関係する Cyclin A (図 D)、CDK2 (図 E) の遺伝子発現をリ

アルタイム定量 PCR により評価した。異なる 3 サンプルを使用して実験を行い、平

均値±SEM で表記した。 

 

10. In vivo での Veliparib 単剤の抗腫瘍効果 

コントロール群: 5 匹、Veliparib 群: 5 匹が割り付けられた。治療開始時の腫瘍量は平

均値±SEM でコントロール群: 156±10 mm3、Veliparib 群: 122±16 mm3であり、2 群

の治療開始時の腫瘍量に統計学的有意差は認めなかった (P = 0.11、unpaired t-test)。治

療開始 22 日目の相対腫瘍量は平均値±SEM でコントロール群: 11.1±1.3、Veliparib

群: 6.5±1.4 であり、Veliparib 単剤群で有意に腫瘍の増大が抑制された (P = 0.045) (図

20)。毒性の観点からは治療群における明らかな体重減少は認めなかった。 

 

 

図 20. In vivo モデルにおける各治療レジメン群の相対腫瘍量(図 A)と相対体重 (図

B)の推移：マウス 1 匹あたり 1.5×106個の A99 細胞を移植し、腫瘍量が 95-190mm3で

薬物投与を開始した。Control、Veliparib の 2 群に分け、図 6 に示した投与スケジュー

ルに従い、21 日間 1 サイクルを施行した。Control 群については生理食塩水の腹腔内

投与を行った。各プロットは平均値±SEM で表示し、2 群間の統計学的比較は、

unpaired t-test により行った。 

 

11. NEC 細胞株の Tazemetostat に対する薬剤感受性 
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Tazemetostat 単剤の IC50は A99: 17.8 μg/mL、TCC-NECT-2: 17.9 μg/ mL、TYUC-1: 0.47 

μg/mL と TYUC-1 において薬剤感受性が顕著に高かった (図 21 A)。また Tazemetostat 

1 μg/mL を 7 日間投与した TCC-NECT-2、TYUC-1 の生細胞数をセルカウンターによ

り計測しコントロール群と比較したところ、TCC-NECT-2 に関しては有意な細胞増殖

抑制効果を示さなかった (図 21 B)。TYUC-1 については、コントロール群で (9.41±

0.67) ×105 cells と薬剤投与開始時の 4 倍程度までの細胞増加を示すのに対して、

Tazemetostat 群においては (0.49±0.42) ×105 cells と細胞数は大きく減少した (P = 

0.0045)。図 21 C に TYUC-1 に対して 0.3 μg/mL、1 μg/mL の Tazemetostat を 7 日間投

与した時の光学顕微鏡画像を示す。コントロールサンプルでは細胞増殖に伴って目立

った細胞集塊が観察されたが、Tazemetostat 投与サンプルでは濃度依存的に細胞集塊

は消失した。 
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図 21. NEC 細胞株の薬剤感受性とセルサイクルの変化：Tazemetostat に対する容量反

応曲線を示す (図 A)。1 ウェルあたり A99 では 3×103個、TCC-NECT-2 と TYUC-1 で

は 1×104個の細胞を 96 ウェルプレートに播き、Tazemetostat を 6 日間投与した。各薬

剤につき 2 プレート以上のサンプルを使用して実験を行った。IC50の単位は μg/mL で、

各プロットは平均値±SEM で表示した。TCC-NECT-2 と TYUC-1 における

Tazemetostat 投与後の viable cell の推移を示す (図 B)。1 ウェルあたり 2.5×105 個の

TCC-NECT-2 と TYUC-1 を 6 ウェルプレートに播き、1 μg/mL の Tazemetostat を 7 日

間投与した。投与 4 日後と 7 日後に自動セルカウンターを用いて viable cell をカウン

トした。異なる 3 サンプルを使用して平均値±SD として表示した。TYUC-1 に対し

て 0.3 μg/mL、1 μg/mL の Tazemetostat を 7 日間投与した時の光学顕微鏡画像を示す 
(図 C)。 

 

12. NEC 細胞株での EZH2、H3K27me3 の発現 

次に EZH2 の治療標的としての有効性に関する検討を行った。GAPDH をコントロー

ル遺伝子とした時の各細胞株の EZH2 の遺伝子発現（平均値±SEM）は、A99: 1.47±

0.48、TCC-NECT: 0.41±0.09、TYUC-1: 1.73±0.32、HD: 0.12±0.05、hTERT-HPNE: 0.11

±0.04 であり、hTERT-HPNE に対して TYUC-1 の発現が有意に上昇していた (P = 
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0.037) (図 22 A)。TYUC-1 では H3K27me3 のタンパク発現は EZH2 の遺伝子発現レベ

ルに応じて高かった (図 22 B)。一方、A99 では EZH2 の遺伝子発現レベルにも関わら

ず H3K27me3 のタンパクは欠損していた。TCC-NECT-2 では Tazemetostat 0.01 μg/mL

の投与により H3K27me3 のシグナルは減弱し、0.1 μg/mL ではシグナルが消失した (図

22 C)。TYUC-1 においては 0.01 μg/mL Tazemetostat を 7 日間持続投与することで

H3K27me3 のシグナルは一旦消失したが、10 日間の投与では再上昇を示した。

Tazemetostat 0.1 μg/mL 投与では TCC-NECT-2 と同様にシグナルは消失した。TYUC-1

は H3K27me3 の活性がもともと亢進しているために、脱メチル化に TCC-NECT-2 よ

りも高い薬剤濃度を要するものと考えられる。加えて、TYUC-1 については低濃度 

(0.01 μg/mL) の Tazemetostat 投与では投与 7 日目以降に H3K27me3 の二次的な活性化

カスケードが機能する可能性が示唆される。 
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図 22. NEC 細胞株での EZH2、H3K27me3 の発現: NEC 細胞株における EZH2 の遺伝

子発現を示す (図 A)。GAPDH をコントロール遺伝子として標準化し、異なる 2 サン

プルを使用して相対値 (平均値±SEM) として表示した。H3K27me3、H3 のタンパク

発現 (図 B)。Tazemetostat を TCC-NECT-2、TYUC-1 に対して 0.01 μg/mL、0.1 μg/mL
の濃度で 4 日間、7 日間、10 日間投与し、H3K27me3 発現の変化をウェスタンブロッ

ティングで検出した (図 C)。 
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13. PARP 阻害薬感受性予測因子としての SLFN11 と Tazemetostat 投与に伴う SLFN11
発現レベルの変化 

A99、TCC-NECT-2、TYUC-1 における SLFN11 の遺伝子発現レベルは hTERT-HPNE

に比較して平均で 1/72、1/464、1/201 であり、3 種の NEC 細胞株で著明に低値であっ

た(P < 0.0001) (図 23 A)。ウェスタンブロッティングにおいても 3 種の NEC 細胞株で

は SLFN11 タンパクは欠損していた (図 23 B)。TCC-NECT-2、TYUC-1 に対して

Tazemetostat 0.1 μg/mL の 7 日間、10 日間投与を行ったが、SLFN11 遺伝子発現レベル

の有意な上昇は認めなかった (図 23 C)。なお、A99 については図 22 B のように H3K27

のトリメチル化がなく、Tazemetostat の脱メチル化作用による SLFN11 の発現上昇が

理論的に期待できないことから本検討には不適と判断した。 

 

図 23. NEC 細胞株における SLFN11 の発現：A99、TCC-NECT-2、TYUC-1 における

SLFN11 の遺伝子発現を示す(図 A)。GAPDH をコントロール遺伝子として標準化し、

異なる 2 サンプルを使用して相対値 (平均値±SEM) として表示した (縦軸は log2 表

示)。各細胞株における SLFN11 のタンパク発現を示す (図 B)。Tazemetostat (Taz) を
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TCC-NECT-2、TYUC-1 に対して 0.1 μg/mL の濃度で 7 日間投与し、SLFN11 の遺伝子

発現に関して薬剤投与を行っていないコントロールサンプルと比較した (図 C)。 

 

14. Tazemetostat によるセルサイクルの変化とアポトーシス関連タンパクの発現 

本薬剤に良好な感受性を示す TYUC-1 を使用してセルサイクルアッセイを行ったと

ころ、アポトーシスを反映した sub-G1 期の細胞比率 (平均値±SEM) は 4 日間の投与

でコントロール群 : 8.7±0.2%に対して Tazemetostat 0.3 μg/mL 群 : 14.0±0.6%、

Tazemetostat 1 μg/mL 群: 18.9±1.2%と濃度依存的に増加した (P = 0.0058; P = 0.0002) 

(図 24 A)。7日間の投与ではコントロール群: 11.7±0.5%に対してTazemetostat 0.3 μg/ml

群: 28.7±0.7%、Tazemetostat 1 μg/ml 群: 41.1±0.3%と sub-G1 期の細胞比率は濃度依存

的に顕著な上昇を示した (P = 0.0001; P = 0.0001) (図 24 B)。アポトーシスの更なる検

証のため、PARP1、cleaved PARP1 の発現をウェスタンブロッティングにより評価し

た。PARP1 のシグナルは Tazemetostat の濃度依存的に減弱し 1 μg/mL 投与下でシグナ

ルが消失した。cleaved PARP については Tazemetostat 1 μg/mL 投与によりシグナルの

増強を認めた (図 24 C)。 
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図 24. NEC 細胞株のセルサイクルの変化とアポトーシス関連タンパクの発現：0.3 
μg/mL または 1 μg/mL の TYUC-1 に Tazemetostat を 4 日間投与し、細胞周期の変化を

観察した(図 A)。sub-G1、G1、S、G2/M 期に属する細胞の割合を各々測定し、コント

ロールと比較した。異なる 3 サンプルを使用して実験を行い、平均値±SEM で表記

した。さらに 0.3 μg/mL または 1 μg/mL の Tazemetostat に 7 日間投与後の TYUC-1 に

おける細胞周期の変化を示す (図 B)。Tazemetostat 0.3 μg/mL、1 μg/ml に 7 日間投与

後の TYUC-1 における PARP1、cleaved PARP1 のタンパク発現を提示する(図 C)。 

 

考察 

著者らははじめに 3 種の小細胞型消化器 NEC 細胞株を用いて、CDDP レジメンの感

受性に関する in vitro、in vivo の前臨床的モデルを報告した [69]。本疾患については
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patient-derived xenograft (PDX) モデルや遺伝子改変モデルの報告は知るかぎりなく、

マウスゼノグラフトモデルにおいて小細胞型 NEC と病理組織学的に確認された細胞

株を使用した一連の検討は、希少がんかつ難治がんである同疾患に対する創薬やドラ

ッグリポジショニング等の臨床開発を行う上で重要な基盤的データを提供するもの

と考える。著者らは細胞株間の異なる薬剤感受性をもたらす一因として ABC トラン

スポーター (ABCB1、ABCC2) の発現レベルが有意に異なる点を明らかにした。次に

上記のモデルを基盤として、消化器 NEC に対する PARP 阻害剤、EZH2 阻害剤の有用

性に関する検証を行った。消化器原発 NEC に対する分子標的薬剤の前臨床モデルは

少数である。2018 年に Yanagihara ら、Dizdar らが各々BRAF V600E 変異陽性 NEC 細

胞株を移植したマウスゼノグラフトモデルを用いて BRAF 阻害剤 (Dabrafenib) の有

意な腫瘍増大抑制効果を報告した [66, 71]。その他の分子標的薬剤に関する報告はこ

れまでにない。 

 3 種の細胞株の中では多種にわたる化学療法歴のある A99 で殺細胞性抗がん剤 

(CDDP、ETP、CPT-11) への感受性が も低く、対照的に化学療法歴のない手術標本

から樹立された TYUC-1 で も良好であった。既報では小細胞肺がん細胞株を使用し

た in vitro の薬剤感受性試験において CDDP、ETP、CPT-11、SN-38 の IC50は各々 0.09 

~ 1.14 μg/ml、0.16 ~ 2.18 μg/ml、0.12 ~ 0.89 μg/ml、0.3 ~ 16.0 × 10-4 μg/ml であった 

[79-81]。消化器 NEC 細胞株に関しては HROC57 における CDDP、ETP の IC50 が各々 

0.63 μg/ml、1.1 μg/ml、NEC-DUE3 における CDDP の IC50が 0.31 μg/ml、NEC-DUE2 に

おける ETP の IC50が 0.35 μg/ml と報告されている [65, 67-68]。HROC57 ならびに NEC-

DUE3 はいずれも手術標本より樹立された細胞株であり、樹立前の抗がん剤暴露はな

い。NEC-DUE2 は胃切除術後の肝転移より樹立された細胞株であり、術前 EP 療法の
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治療歴があった。これらの消化器 NEC 細胞株と比較すると TYUC-1 は概ね同等の感

受性を有しており、一方で A99 の感受性は不良であった。CPT-11 は生体においては

カルボキシエステラーゼにより SN-38 に代謝され、抗腫瘍効果を示す [82]。Jansen ら

は大腸がん細胞株を用いて CPT-11 と SN-38 の IC50 を比較し、SN-38 では感受性が

245-865 倍上昇することを報告した [83]。本研究においては、3 種の細胞株で SN-38

の感受性は CPT-11 と比較し 390-815 倍上昇していた。In vitro では細胞内の内因性カ

ルボキシエステラーゼや細胞培養液 (FBS) 中のカルボキシエステラーゼの存在によ

り、一定量が SN-38 に代謝され細胞増殖抑制効果につながる可能性が指摘されている 

[83]。本研究では 3 種の細胞株において、CDDP/ETP、CDDP/CPT-11 がともに薬物の

相乗効果を示した。SN-38 についても CDDP との相乗効果を示した。これまでに Kano、

Fukuda らが各々急性リンパ芽球性白血病細胞株や小細胞肺がん細胞株に対して

isobologram を用いた評価を行い、CPT-11、SN-38 の双方が CDDP と相乗効果を示す

ことを報告している [84-85]。 

ABC トランスポーターに関して ABCB1 の発現レベルは A99 で も高く、TYUC-1

における ABCB1 ならびに ABCC2 の発現は消失していた。ABC トランスポーターは

がん細胞における薬剤の取り込みを減少させるとともに薬剤排出を増加させる機能

を有し、細胞内の薬剤濃度を低下させる [86]。各トランスポーターの臨床的意義につ

いてはがん種や抗がん剤の種類により多様であり、これまでの研究から ABCB1 は乳

がん、急性白血病、小細胞肺がん [87-89]、ABCC2 は食道扁平上皮がん、肝細胞がん

に関して臨床的効果を予測することが報告されている [90-92]。卵巣がんの全ゲノム・

シーケンス解析においては ABCB1 の過剰発現が、抗がん剤治療後の耐性獲得症例で

特徴的に観察された [93]。消化器 NEC に関する報告はなく詳細は明らかでないが、
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筆者らのデータは、ABC トランスポーターの中でとりわけ ABCB1、ABCC2 の発現が

同疾患の薬剤耐性に関連する可能性を示唆した。また ERCC1 の臨床的な意義につい

ては非小細胞肺がんにおいて も検証されてきており、前向き試験により ERCC1 陰

性症例で術後化学療法の効果が高いことなどが報告されている [94]。一方で小細胞肺

がんに関してはデータが少なくその意義は明らかでない [95]。著者らの実験では

ERCC1 の遺伝子発現を 3 種の細胞株で認めるものの、タンパク発現については A99

でのみ欠損していた。このような ERCC1 の遺伝子発現とタンパク発現の乖離はしば

しば観察される。Friboulet らは入手可能な ERCC1 抗体を用いた免疫染色では ERCC1

の機能的なアイソフォームを適切に検出できないことを報告しており、ERCC1 の発

現については遺伝子発現の方がより標準化された指標と考えられる [96]。 

 In vivo では A99 のゼノグラフトでは EP 療法・IP 療法ともに十分な抗腫瘍効果は認

めず、TCC-NECT-2 のゼノグラフトでは IP 療法で腫瘍の増大が有意に抑制された。In 

vitro、in vivo の結果の乖離については、マウスモデルでは薬物の血中濃度が十分に上

昇せず相互作用が得られなかった可能性や、薬物の投与方法が in vitro、in vivo で異

なる（In vitro の viability assay では 96 時間持続投与に対して、マウスでは間欠腹腔内

投与）可能性が考慮される。とりわけ A99 は殺細胞性抗がん剤に対する潜在的耐性株

であることから、in vivo モデルでは薬物の血中濃度を上げる必要があった可能性があ

る。しかしながら本実験の予備検討において EP 群で平均 10%以上の体重減少が出現

したため、治療毒性の観点から薬剤投与量を 2/3 倍量に減量せざるを得なかった。小

細胞肺がんに対しては Kondo ら、Kudoh らが各々EP 療法、IP 療法の抗腫瘍効果を報

告している [97-98]。両治療はともに消化器 NEC に対する代表的なプラチナ併用療法

であるが、治療成績に関する報告は後方視的研究に留まる。Sorbye らは 305 例の進行
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期消化器 NEC 症例を解析し、両治療を受けた患者の OS には有意差がないことを報

告した [13]。一方 Yamaguchi らは 258 例の進行期症例を解析し、ORR と OS が IP 療

法群で優れていることを示しているが、IP 療法が主として消化管原発の NEC に、EP

療法が肝胆膵領域の NEC に使用されていた [12]。消化管原発の NEC は肝胆膵原発に

比較し、元来予後が不良である点も指摘されており、原発臓器の相違が化学療法後の

臨床経過に影響している可能性が否定出来ない。現在行われている前向きの

JCOG1213 試験が両治療の位置付けを明確にすることが期待されている [99]。 

 次に新規治療の観点から PARP1、EZH2 の発現を評価し、特に A99 と TYUC-1 の 2

種の細胞株においてこれらの遺伝子発現が上昇していることを明らかにした。A99 に

ついてはゲノム解析で RB1 のスプライシング変異を検出しており、免疫染色での Rb

タンパク欠損が報告されている [70]。一方で TCC-NECT-2 に関してはゲノム解析で

RB1 変異を認めなかった。Rb は E2F1 の抑制因子であることから、RB1 の不活性型変

異は E2F1 の活性化を介して、PARP1、EZH2 の発現を亢進している機序が推測され

る [20-21]。肺以外の組織学的小細胞がんに対する検討は限られている。Ferrarotto ら

は小細胞がんに類似したメルケル細胞がん 19 例に免疫染色を行い、74%の症例で

PARP1 の染色が強陽性であり、4 種のメルケル細胞がん細胞株のうち PARP1 が も

高発現の細胞株で、PARP 阻害薬 Olaparib への感受性が 良であることを報告した 

[100]。EZH2 に関してもメルケル細胞がんにおいて正常皮膚に比較し遺伝子発現が増

強しているとの Veija らによる報告がある [101]。また Wang らは卵巣小細胞がん 

(Hypercalcemic type) の 80%の症例において免疫組織化学的に EZH2 が高発現してお

り、他の卵巣がん細胞株に比較し EZH2 阻害薬に対する良好な感受性を示すことを報

告した [102]。 
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 In vitro における Veliparib 単剤の薬剤感受性は PARP1 が高発現している CDDP 耐

性の A99 で も良好であり、CDDP との併用による作用の増強も顕著であった。また

A99 を移植したゼノグラフトにおいて、Veliparib 単剤投与により良好な腫瘍増大抑制

効果を示した。毒性の点からは明らかな体重減少は観察されなかった。この結果は実

臨床でしばしば問題となるプラチナ治療後再発・プラチナ不応症例に対して PARP 阻

害薬が有効である可能性を示唆しており、全身状態が急激に悪化することの多い NEC

患者に対して忍容性の高い治療選択肢と考えられる。これまでに Veliparib の抗腫瘍

効果を in vivo モデルで評価した研究が複数存在する。Donawho らによる BRCA を欠

損している乳がん細胞株、Hopkins らによる BRCA 変異のない卵巣がん細胞株のゼノ

グラフトにおいては Veliparib 単剤での抗腫瘍効果は明らかでなかった [75, 103]。一

方、Clark らは BRCA2 欠損のチャイニーズハムスター卵巣細胞株と BRCA2 を補充し

た誘導株のゼノグラフトを比較し、誘導株においても Veliparib 単剤が一定の抗腫瘍

効果を示し、プラチナ製剤のカルボプラチンとの併用で作用が増強した [76]。各研究

により使用した細胞株、治療開始時の腫瘍量、薬剤投与スケジュールが異なるため、

結果を直接比較することは出来ない。とはいえ、今回の検討で明らかとなった CDDP

低感受性の消化器 NEC に対する Veliparib の抗腫瘍効果は、in vivo コントロール群で

の急激な腫瘍増大を踏まえると注目すべきものであり、今後は CDDP 等の殺細胞性抗

がん剤との至適な併用条件についても in vivo モデルで検証すべきものと考える。

Michels らは CDDP 抵抗性の非小細胞肺がん株を用いた研究において、樹立された抵

抗株の多くで野生株に比較し PAR の発現は上昇し、PARP 阻害薬への感受性が亢進

することを示した [42]。また Makvandi らは遺伝子編集技術を用いて PARP1 の発現

をノックアウトした卵巣がん細胞株では、in vitro で 5 種の異なる PARP 阻害薬にそ
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れぞれ抵抗性を示すことを報告した [104]。前臨床モデルだけでなく臨床試験のセッ

ティングにおいても、Somlo らによる BRCA1/BRCA2 変異を有する乳がん患者を対象

にした試験で、Veliparib の臨床効果が末梢血中の PAR レベルと関連することが明ら

かにされている [43]。小細胞肺がんや消化器 NEC に関する報告はこれまでにないが、

PAR/PARP1 の高発現が A99 の良好な感受性に関連している可能性が示唆される。な

お、本細胞株では相同組み替え修復に関連する BRCA1/BRCA2 をはじめとした主要な

遺伝子変異は検出されなかったが、これらの遺伝子変異を有さない症例においても

Veliparib の臨床効果は報告されており、そのメカニズムの解明を引き続き行っている。 

 A99 に対する Veliparib 投与は γ-H2AX の発現を上昇させ、S 期への cell cycle shift

を生じた。これに対して他の 2 種の細胞株では γ-H2AX 発現上昇は明らかでなく、cell 

cycle shift も A99 に比較し緩やかであった。DNA 一本鎖切断は PARP の阻害により塩

基除去修復が起こらない状況下では未修復のまま蓄積し、S 期で行われる DNA 複製

を通して複製フォークで DNA 二本鎖切断を生じる。実際、本研究において γ-H2AX 

陽性細胞と S 期細胞の蓄積が同時期に認められた。さらにこの背景で S 期の進行に関

与する Cyclin A、CDK2 の発現上昇を認めた。PARP 阻害薬のセルサイクルへの関与

についての Jelinic らの研究によると、Olaparib では骨肉腫細胞株で G2 phase arrest を

起こし、非小細胞肺がん細胞株では cell cycle shift を認めなかった [105]。その一方で

Veliparib は両細胞株で cell cycle shift を起こさなかった。Chuang らはまた 3 種のトリ

プルネガティブ乳がん細胞株に 4 種の異なる PARP 阻害薬の投与を行い、Rucaparib、

Olaparib では γ-H2AX の発現上昇と G2/M phase arrest を起こし、Veliparib ではそうし

た変化を認めなかった [106]。セルサイクルに及ぼす影響は細胞株や薬剤濃度、薬剤
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への曝露時間により多様であると考えられ、A99 では S 期への cell cycle shift があっ

た。 

 SLFN11 に関しては、著者らの検討では 3 種の NEC 細胞株全てで発現は極めて低

いレベルにあった。また TCC-NECT-2、TYUC-1 の両細胞株において 0.1 μg/mL の

Tazemetostat の投与により H3K27me3 の脱メチル化が生じた一方で、同じ条件で投与

を行った後もSLFN11の発現上昇には至らなかった。抗がん剤の反復投与に伴いEZH2

の発現が誘導されると SLFN11 発現がエピジェネティックに抑制され、相同組み換え

の活性化により治療耐性へとつながるメカニズムが提唱されている [107]。Gardner ら

は抗がん剤の反復投与によりSLFN11発現が低下した治療抵抗性の小細胞肺がん細胞

株を樹立し、EZH2 阻害薬を投与することにより SLFN11 が再活性化することを示し

た [108]。今回の検討では Gardner らの報告とは異なり、3 種の細胞株において SLFN11

の発現上昇は観察されなかった。消化器 NEC では H3K27 において SLFN11 のタンパ

ク発現制御がなされていない可能性が示され、細胞株のメチル化解析等によりこのメ

カニズムを更に明らかにする必要がある。また SLFN11 が元々低い腫瘍においては、

発現が二次的に抑制されたものとは異なり、EZH2 阻害薬による活性化が誘導されな

い可能性も指摘されている [109]。こうした SLFN11 陰性症例に対して、Murai らの報

告した ATR 阻害薬との併用は PARP 阻害薬への感受性を高める上で検討すべき治療

戦略であるかもしれない [110]。 

 A99 と TCC-NECT-2 は Tazemetostat に不応であり、一方で TYUC-1 は良好な感受性

を示した。TYUC-1、TCC-NECT-2 の両細胞株において低濃度の Tazemetostat 投与で

H3K27me3 の脱メチル化が生じている点を考慮すると、本薬剤の細胞増殖抑制効果は
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エピジェネティックな作用でのみ決定されるのではなく、遺伝子変異を含めた複合的

要因によるものと考えられる。TYUC-1 では Tazemetostat 投与により PARP 阻害剤で

は検出されなかったアポトーシスの活性化を認め、両薬剤の消化器 NEC に対する作

用メカニズムの違いを明確化している。EZH2 の A682G 変異や Y646N 変異を有する

B 細胞性リンパ腫細胞株 (KARPAS-422, Y646N; SU-DHL-6, Y646N; Pfeiffer, A682G) 

においては、sub-G1 期の細胞増加とカスパーゼの発現上昇を伴うアポトーシスの誘導

がこれまでに報告されている [48, 53, 111]。EZH2 の阻害によりアポトーシスを引き

起こす機序は未だ明らかでないが、pro-apoptotic タンパクである Bim の活性化などが

これまでに提唱されている [112-113]。   

本研究においては TYUC-1 における EZH2 遺伝子に関するサンガーシーケンス解析

を行い、hot spot である Y646 の変異は認めなかった。これまでの大規模なゲノム解析

において、germinal center B-cell (GCB) typeのびまん性大細胞型B細胞リンパ腫の 22%、

濾胞性リンパ腫の 7-12%に EZH2 の heterozygous Y646 変異が検出されている [114-

115]。本変異は機能的に H3K27 のトリメチル化を促進することが明らかにされてい

る [116]。EZH2 阻害薬に高感受性の B 細胞性リンパ腫細胞株の多くは Y646 変異を

有しており(WSU-DLCL2, Y646F; KARPAS-422, Y646N; SU-DHL-10, Y646F; SU-DHL-

6, Y646N)、治療適応を考慮する上でも有用な指標と考えられる [48, 54]。 

 一連の実験結果に基づき消化器 NEC に対する治療選択肢を以下のように提示した

い。PARP1/PARP2 が高発現している症例では、殺細胞性抗がん剤使用後の再発に対

して PARP 阻害薬の選択が考慮される。再発時に認めるような ABC トランスポータ
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ーの発現が上昇している症例に対しても、PARP 阻害薬は耐性を有することなく使用

可能と考えられる。 

 本研究で使用した NEC 細胞株は原発臓器が各々異なり、この点が PARP 阻害薬、 

EZH2 阻害薬に対する感受性、作用メカニズムの差異につながっている可能性を考慮

すべきである。消化器 NEC については、原発臓器により遺伝学的プロファイルが多

様な可能性が指摘されている（表 4）。Klempner らによる結腸直腸 NEC 108 例の解析

では、9%の症例に BRAF 変異を検出した [117]。また Jesinghaus らは結腸直腸原発の

腺がん成分と神経内分泌がん成分が混在した腫瘍である mixed adenoneuroendocrine 

carcinoma (MANEC) 19 例のゲノム解析を行い、大腸がんで特徴的な BRAF、TP53、

APC、KRAS 変異を検出した [118]。このうち 3 例で腺がん成分と神経内分泌がん成分

に分けた解析が行われ、BRAF、TP53、APC 変異が双方に共通して認められた。 

表 4. 原発臓器による消化器 NEC 遺伝子変異の多様性 

Gene Yachida et al.16 

(N = 7) 

Klempner et al.117 

(N = 109) 

Jesinghaus et al.118 

(N = 19) 

Organ Pancreas Colorectal Colorectal 

(MANEC) 

TP53 57% (4/7) NA 47% (9/19) 

RB1 71% (5/7) NA 5% (1/19) 

APC NA NA 16% (3/19) 

BRAF NA 9% (10/109) 37% (7/19) 

KRAS 29% (2/7) 32% (35/109) 21% (4/19) 
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MANEC, mixed adenoneuroendocrine carcinoma; NA, not available. 

BRAF 変異は結腸由来の NEC-DUE2、HROC57、ならびに十二指腸由来の TCC-NECT-

2 の二つの細胞株においても検出されているが、膵 NEC ではこうした変異は知られ

ておらず膵原発の A99 においても同変異は検出されていない。臨床的にも消化管原

発と肝胆膵原発の NEC で異なる予後を示したデータが存在する [12]。今回の一連の

実験結果は消化器NECが生物学的に多様性に富んだ腫瘍であることを示唆している。

そのため単一の分子標的薬剤の使用で大部分の症例の奏効を期待することは困難と

予想され、原発臓器も考慮した各腫瘍個別の biology に着目した治療戦略が必要であ

る。がん関連遺伝子をターゲットにしたクリニカルシーケンスにおいては、1 割程度

の症例がゲノム情報に合致する新規薬剤の治療を受けて 30%の奏効率を得たとの報

告があり、個別化医療の観点から有用なアプローチと考える [119]。 

本研究に関して以下のような言及すべき limitation が挙げられる。始めに実験に使

用した NEC 細胞株が 3 種類と限られており、PARP 阻害薬ならびに EZH2 阻害薬の

有用性に関して本研究より確定的な結果を導くことは出来ない。本疾患は希少がんで

あり細胞株も極めて限られることから、セルバンクから複数の細胞株を入手すること

は困難であった。加えて、将来的な臨床応用を目指す上では臨床検体を用いて薬剤の

感受性に関わるバイオマーカーを明らかにしていく必要があるものと考える。第二に

本研究で使用した PARP 阻害薬ならびに EZH2 阻害薬は Veliparib と Tazemetostat の

各 1 種類ずつであり、薬剤ごとの効果や副作用の特徴を明らかにすることが将来的に

必要と考えられる。第三に分子標的薬による検討は標的遺伝子の発現抑制の点で特異

的ではなく、ゲノム編集技術ならびに RNAi 技術を使用した実験を併用して行う必要
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がある。 後に Tazometostat は食道原発の TYUC-1 に対して in vitro で高い感受性を

示したが、緩やかに増殖する細胞株でありヌードマウスへの腫瘍の生着についても他

の 2 株に比べ不良であったことから、in vivo での Tazemetostat の効果の検討が困難で

あった。 

著者らは小細胞型消化器 NEC の前臨床モデルをもとに PARP、EZH2 阻害薬の有用

性に関する検討を行い、本薬剤が一部の消化器 NEC に有効な可能性が示唆された。

同時に、本細胞株を用いた実験結果からは、同じ消化器 NEC でも各々のがんにより

薬剤の感受性や作用メカニズムが大きく異なり、腫瘍の分子遺伝学的特徴に基づいて

複数の分子標的薬剤を効率的に使い分ける治療戦略が鍵となるように考える。 
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