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略語表 

ADC, Antibody-drug conjugate 

ALK, anaplastic lymphoma kinase 

ANOVA, analysis of variance 

ASCL1, achaete-scute homolog 1 

bFGF, basic fibroblast growth factor  

Cas9, CRISPR-associated proteins 9 

CCLE, Cancer Cell Line Encyclopedia 

cDNA, complementary deoxyribonucleic acid 

CRISPR, clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

CSC, cancer stem cell 

Cy, cyanine 

DLL3, delta-like ligand 3  

EGF, epidermal growth factor 

EGFR, epidermal growth factor receptor 

EZH2, enhancer of zeste homolog 2 

FITC, fluorescein isothiocyanate 

GABA, gamma-aminobutyric acid 

GAPDH, Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

GEO, Gene Expression Omnibus 

HER2, erb-b2 receptor tyrosine kinase 2  

KRAS, kirsten rat sarcoma viral oncogene homologue 

mAb, monoclonal antibody 

MYC, cellular myelocytomatosis oncogene 
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NCBI, National Center for Biotechnology Information 

NEUROD1, Neurogenic differentiation 1 

NRXN1, Neurexin 1 

PARP, poly-ADP- ribose polymerase 

PBS, phosphate buffered saline 

PI, propidium iodide 

PI3K, phosphoinositide 3 kinase 

POU2F3, POU class 2 homeobox 3 

PTEN, phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10 

RB1, retinoblastoma 

SCLC, small cell lung carcinoma 

TP53, tumor suppressor protein p53 

TROP2, Trophoblast cell surface antigen 2 

YAP1, Yes-associated protein 1 
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要旨 

 

[Rationale] Small cell lung cancer (SCLC) remains one of high-grade malignancies. Novel 

driver mutation has not been identified through genome-wide sequence analyses, resulting 

in invariable therapeutic strategy for SCLC. Thus, Antibody-drug conjugates (ADCs) is the 

key technique. We aimed to search new therapeutic targets for ADCs toward a paradigm 

shift in treatment and research of SCLC. 

[Methods] By investigating gene expression profile of 51 SCLC cell lines and 30 normal 

lung tissue samples available in Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) and National 

Center for Biotechnology Information (NCBI), thirty one genes coding transmembrane 

proteins were overexpressed in SCLC cell lines. According to RNA sequence data in NCBI, 

six genes out of the 31 genes were expressed in limited organs. We examined these genes 

by evaluating in vitro cytotoxicity of corresponding monoclonal antibodies followed by 

secondary ADC comprising PNU-159682, a derivative of nemorubicin. 

[Results] Secondary ADC following monoclonal antibody targeting neurexin-1 (NRXN1), 

one of the candidate molecules, showed specific cytotoxicity in a concentration-depending 

manner. NRXN1-mediated ADC demonstrated significantly greater potency than that using 

murine IgG isotype control as a primary antibody. Conversely, knockout of NRXN1 showed 

explicit loss of the cytotoxicity. The expression of NRXN1 in normal tissues was 

exclusively lower in many organs than in brain. 

[Conclusion] We successfully estimated new targets for ADCs by investigating 

transmembrane proteins with a computational-biological approach. Through in vitro 
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cytotoxicity assays, NRXN1-mediated ADC exhibited specific potency against NRXN1-

enriched cell lines, suggesting NRXN1 can be a potential target of ADCs. 
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序文 

1. 小細胞肺癌診療の現状 

小細胞肺癌は世界的に肺癌の中の 10-15％程度を占め、2 年生存率 7％程度と、

非常に悪性度の高い腫瘍であり[1]、多数の小細胞肺癌患者が転移を来しているな

ど進行した状況で新規診断される[2]。近年、非小細胞肺癌に対する EGFR, KRAS, 

ROS1 などのドライバー遺伝子変異や ALK 融合遺伝子が同定され、対応する分子

標的薬による治療や研究が進んでいる。また、腫瘍環境における免疫に関する研究

の進歩により免疫チェックポイント阻害薬が開発され、従来の化学療法に加えて

バイオマーカーを用いながら特定の群に対してはこれらの治療薬が優先的に投与

されるまでになっている。しかし、小細胞肺癌については 20 年ほど、標準治療は

従来のエトポシド/イリノテカンにプラチナ製剤を組み合わせる化学療法からほぼ

不変である。近年、未治療進展型の小細胞肺癌において抗 PD-L1 抗体であるテセ

ントリクが一次治療におけるカルボプラチン、及びエトポシドとの併用で全生存

期間を延長するとともに、(OS 中央値：12.3 ヵ月 vs  10.3 ヵ月、ハザード比:0.70, 

95%CI: 0.54-0.91, p=0.0069)、無増悪生存期間の延長を示し承認を得た(PFS 中央値： 

5.2 ヵ月 vs 4.3 ヵ月、ハザード比：0.77, 95%CI: 0.62-0.96, p=0.017) [3]。また、これ

も抗 PD-L1 抗体であるイミフィンジが第ⅠⅠⅠ相試験においてカルボプラチン、エト
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ポシドとの併用群で化学療法単独群に比して全生存期間を延長した結果を示し、

厚生労働省より承認を取得した(OS 中央値：13.0 ヵ月 vs  10.3 ヵ月、ハザード

比:0.73, 95%CI: 0.59-0.91, p=0.0047) [4]。しかし、いずれも生存期間の延長は僅かで

あり、また限局型の小細胞肺癌に対しては適応がない。 

小細胞肺癌についても幅広く遺伝子解析が為されたが、TP53 や RB1 など癌抑制

遺伝子の変異が認められるものの治療標的となり得るようなドライバー遺伝子変

異は同定されていない[5]。 

このように小細胞肺癌に関しては非小細胞肺癌に比して内科的治療選択肢が限

られ膠着状態にあり、一方で診断時に病期が進行している症例が多数を占めるた

め外科的切除の適応は極一部の早期症例に限られる[6]。 

手術適応となる症例が少ないために標本サンプルが希少であることから研究解

析も進行しづらいのが実情と考えられる。近年、小細胞肺癌に関連して新規治療標

的となり得る分子に対する研究が進み、癌抑制遺伝子 PTEN の異常が PI3 キナー

ゼを活性化させることによるシグナル伝達異常、Aurora キナーゼの過剰発現によ

る細胞分裂異常など、小細胞肺癌に限らない癌化に関わる分子が標的として期待

されている[7]。また、DNA 修復に関与する PARP 遺伝子を標的とし、これを阻害

することにより腫瘍細胞死を誘導することで治療効果を発揮する PARP 阻害薬の
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臨床試験が進行中である[8-10]。その他にも、遺伝子の転写を不活化させるヒスト

ンメチル基転移酵素のひとつである EZH2(enhancer of zeste homolog 2)が小細胞肺

癌で過剰発現していることが網羅的遺伝子解析で同定され、この分子を阻害する

ことにより TGF-β に対する応答性が回復し、腫瘍抑制性に働くことが報告されて

おり、治療標的となり得る[11]。ただしいずれも実臨床に導入されるまでには多く

の段階と時間を費やすことは明らかであり、新規治療を多角的に模索し効力を持

つモダリティの実臨床における活用を現実化することが世界的に喫緊の課題であ

る。 

 

２．ADCについて 

抗体薬物複合体(Antibody-Drug Conjugate, ADC)は抗体に化学的に殺細胞性化合

物を結合させたモダリティである[12-14]。抗原特異的に結合するモノクローナル

抗体、殺細胞性化合物とそれらを繋げる化学的リンカーの 3 つのコンパートメン

トで構成されている。ADC は抗体部分が標的とする抗原に結合した後、細胞内に

インターナライゼーションを起こすことで内在化される。その後リンカーの性質

により、主として(1) 細胞質内のプロテアーゼで切断される、又は(2) リソソーム

に運搬された後にリソソーム内のプロテアーゼで切断される、に分かれる[15]。 
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また抗体にリンカーを介して実装されるペイロードと呼ばれる殺細胞性化合物に

ついては、微小管重合阻害剤である T-DM1,MMAF, MMAE や DNA へのインター

カレーターである PBD, トポイソメラーゼ阻害剤である PNUなどが代表的である。

近年では化合物合成技術の進歩により、リンカーを接続する抗体の部位や、接続部

のアミノ酸を変更することでプロテアーゼとの親和性を上昇させるなどADCの精

製過程が微細高度化されており、ADCの感受性向上への寄与が期待される。 

上述したリンカーの性質、ペイロードの作用機序や個々の細胞での運搬、分解な

ど種々の要因によって ADC の効力は左右される。また他に ADC の効力や副作用

に影響を及ぼす因子として、抗体単位で実装するペイロードの分子数である薬物

抗体比、DAR(Drug-to-Antibody Ratio)がある。一般的に、DARが大きい程、効力が

期待できるが副作用の懸念が増加し、小さい程、効力が低下するため、ADC の精

製にあたっては重要な要素である[16]。 

従来の化学療法は組織中の正常細胞に対しても毒性を示すことにより薬物投与

量に制約が生まれるが、抗体に搭載することにより腫瘍特異的に殺細胞性化合物

を送達し、従って正常組織への毒性を可及的に減少させることで腫瘍組織への毒

性蓄積が理論上期待できる。小細胞肺癌が一般的に化学療法に感受性が高いこと

を考慮すると、ADC による選択的な腫瘍への送達は有力な効力を発揮することが
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見込まれる[17]。 

 

３．ADCの臨床応用について 

現状、米国 FDAに承認を受け上市されている ADC製品が以下の種 5類である。

(1) brentuximab vedotin (ホジキンリンパ腫) [18], (2) ado-trastuzumab emtansine (erb-

b2 receptor tyrosine kinase 2(HER2) 陽性転移性乳癌 ) [19, 20], (3) inotuzumab 

ozogamicin (急性リンパ芽球性白血病) [21], (4) gemtuzumab ozogamicin (CD33 陽性急

性骨髄性白血病) [22], (5) trastuzumab deruxtecan (2 つ以上の抗 HER2 療法治療歴を

有する HER2 陽性の手術不能あるいは転移性乳癌) [23]。各 ADC のターゲット分

子、リンカーの性質、殺細胞性化合物の一覧を表 1 に示す。5 種中、3 種が血液腫

瘍に対する ADCとして認可されている。固形癌に対しては現時点で米国食品医薬

品局に認可された ADCは上記(2)の HER2 陽性転移性乳癌に限定されているが、乳

癌以外にも、腫瘍特異的な抗癌剤の送達が見込まれる ADCの固形癌に対する臨床

応用へ向けた基礎研究、臨床研究が進められている。 
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表１．上市されている ADCとその構成因子 

 

 

 

 

 

ADC 疾患 

標的 

分子 

リンカー ペイロード 

Brentuximab vedotin 

(Adcetris) 

ホジキンリンパ腫 CD30 Cleavable 

MMAE 

(tubulin inhibitor) 

Ado-trastuzumab 

emtansine 

(Kadcyla) 

HER2陽性転移性乳癌 HER2 Noncleavable 

DM1 

(tubulin inhibitor) 

Inotuzumab ozogamicin 

(BESPONSA) 

急性リンパ芽球性白血病 CD22 

Acid-labile 

hydrazine linker 

Calicheamicin 

(DNA synthesis inhibitor) 

Gemtuzumab ozogamicin 

(Mylotarg) 

急性骨髄性白血病 CD33 

Acid-labile 

hydrazine linker 

Calicheamicin derivative 

(DNA synthesis inhibitor) 

Trastuzumab deruxtecan 

(Enhertu) 

転移性乳癌に対し 2以上

の抗HER2療法を受け

たHER2陽性 

手術不能/転移性乳癌 

HER2 

cleavable 

tetrapeptide-based 

linker 

camptothecin analog 

exatecan derivative 

(topoisomerase Ⅰ inhibitor) 
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４．小細胞肺癌に対する ADCの先行研究について 

これまで転移性乳癌以外の固形腫瘍に対するADCが臨床上の有用性を明確に示

すに至った報告はないのが現状である[24-32]。小細胞肺癌に対する ADCの先行研

究として代表的なものに DLL3 (Delta-like ligand 3)に対する ADC (Rovalpituzumab 

Tesirine, Rova-T)がある[33]。DLL3 は様々な細胞の発生、分化、増殖過程に関与す

るシグナル伝達経路である Notch pathway のカスケード上に位置し、Notch 受容体

に対するリガンドの 1 種である。正常肺組織では発現を認めないが、小細胞肺癌

において高発現している[34]。また神経内分泌細胞への誘導に関与する古典的な内

分泌マーカーである Achaete-secute complex-like-1(ASCL1)の下流のターゲットであ

り、両者は mRNA の発現に相関関係があることが報告されている[35]。小細胞肺

癌において、DLL3 は他のリガンドと異なり、Notch pathway を阻害して腫瘍抑制

性に作用することが報告されており[36]、腫瘍の発生、分化、増殖に関与している

可能性が示唆される。転移性悪性黒色腫、多形膠芽腫、一部の前立腺癌、膵臓癌、

結腸直腸癌を含む複数の癌腫において、DLL3 を発現している癌細胞で Rova-T が

有用となる可能性が示されている[37]。Rova-T は DLL3 陽性の再発難治性小細胞

肺癌(n=339)に対する 3 次治療以降として、6 週間を 1 サイクルとして 1 日目に

Rova-T 0.3mg/kg単剤療法を2サイクル投与し、主要評価項目として客観的奏効率、



15 

 

全生存期間を検証した単アームの第 2 相試験において、全患者群での客観的奏効

率 12.4%(95%信頼区間：9.1-16.4%)、全生存期間中央値は 5.6 ヵ月(95%信頼区間：

4.9-6.1 ヵ月)と有用性が示唆される結果が報告された[38]。しかし進行性小細胞肺

癌に対する一次治療後の維持療法として Rova-Tをプラセボと比較した第 3相試験

の中間解析で有効な生存期間延長効果を示すことができず、IDMC(Independent 

Data Monitoring Committee)の勧告によって臨床試験は中止となった[39]。 

他に小細胞肺癌に対する ADC に Trop-2 を標的とした Sacituzumab Govitecan が

ある[40]。Trop2 は多くの癌種で細胞表面に強発現しており、ADCのターゲットと

して期待されている。Sacituzumab Govitecan のリンカーは細胞質内のプロテアーゼ

で分解される”cleavable”な性質であり、これによって抗 Trop2 抗体にペイロードと

してイリノテカンの活性代謝物である SN-38 を 8 分子結合させた製剤である[41]。

Sacituzumab Govitecan に関連して、既治療転移性小細胞肺癌症例に対する 21 日を

1 サイクルとし、1 日目と 8 日目で 8 あるいは 10mg/kg 投与で客観的奏効率 14％、

無増悪生存期間中央値 3.7ヵ月、全生存期間中央値 7.5ヵ月と報告されている[42]。

また内分泌腫瘍の代表的な接着細胞分子である CD56 を標的とした ADC である

Promiximab-duocarmycin が前臨床試験での有望な結果と共に報告されている[43]。 

本研究では、計算生物学的に小細胞肺癌に強発現しており、かつ血液脳関門の存



16 

 

在する脳以外の正常臓器で低発現であると推定された膜タンパクに着目し、in vitro

での効力を評価することでADCの新規標的となり得る分子を探索することを目的

とした。複数の候補遺伝子をターゲットとした ADCによる細胞毒性を評価するた

め、候補分子を認識する一次抗体の存在下にペイロードが結合された二次抗体を

secondary ADC (2nd ADC)として投与し、スクリーニング形式で細胞毒性試験を行っ

た(図１)。 

 

 

 

 

 

図１．一次抗体と secondary ADCの細胞内在化 
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方法 

1. 候補遺伝子の選別 

小細胞肺癌遺伝子の発現を評価するために、公開されているマイクロアレイデ

ータを統計プラットフォーム R3.1.1 (https://www.r-roject.org/) および生物データ解

析パッケージ Bioconductor (https://www.r-project.org/)を用いて評価をした。

Affymetrix GeneChipR Human Genome U133 Plus 2.0 Array (NCBI の gene expression 

omnibus プラットフォーム ID: GPL570) から解析されたデータを用いた。小細胞

肺癌 51 例は dataset record GSE36139-36189 に含まれるものを用いた [44]。正常対

照群として 30 サンプルは GSE8581(COPD の study)から 18 サンプル、GSE16538 

(サルコイドーシスの study) から 6 サンプル、GSE24206 (間質性肺炎の study) から

6 サンプルを用いた[45, 46]。Gene Ontology を用いて膜タンパクに関連し、小細胞

肺癌で高発現する 565 遺伝子について検討した。この中で補正後の蛍光シグナル

値の平均値の差が 3 以上を示したものが 31 遺伝子であった。さらにこれらの中で

NCBI より提供されている RNA シークエンスデータを参照し、発現が脳あるいは

生殖器に限局した 6 遺伝子中、ADC の抗体が結合する細胞外ドメインを明確に持

つ 5 遺伝子を新規治療標的の候補として同定した。しかしこの中で SYT11 は細胞

外ドメインが N末端より 1-15 アミノ酸と短く、またフローサイトメトリーでの細
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胞表面での発現検証や細胞毒性試験で使用するタンパクの細胞外ドメインに対す

る一次抗体が確立されていないため、候補から除外し、本研究においては最終的に

DLK1, SYT1, NRXN1, TRPM8 の 4 遺伝子を候補とした。 

 

2. 細胞株と臨床検体における遺伝子発現解析 

2-1.遺伝子発現の定量法 

マイクロアレイ解析から ADC の新規治療標的候補として同定した、4 遺伝子に

ついて定量的 reverse transcription (RT)-PCR 法によって定量を行った。細胞株と臨

床検体から抽出した total RNA 1μg を DNase で室温 15 分間処理後に 25mM EDTA 

1μL を加え、65°C15 分間の heat inactivation を行った。次に Random Primer 

0.5μL(Promega, Fitchburg, WI, USA), 20mM dNTP 0.5μL, DEPC処理水 1μL を加えて

計 13μL とし、65°C で 5 分間、on ice で 1 分間 incubate した。これに、Superscript 

III Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) を用いて 

cDNA を合成した。合成した cDNA と THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix(Toyobo, 

Osaka, Japan)を用いて Applied Biosystems 7500 リアルタイム PCRシステムにより

リアルタイム PCRを行った。Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)を

内在性コントロールとした。リアルタイム PCRに用いたプライマーを表２に示す。 
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表２．リアルタイム PCRに用いたプライマー 

遺伝子名  Primer (5’ to 3’) 

DLK1 Forward primer CCTGGACGATGGCCTCTATGA 

 Reverse primer GAAGTCGCCCCCAATGTCAG 

 Product 262 base pairs 

SYT1 Forward primer AATTTGAGACAAAAGTCCACCGA 

 Reverse primer GTCACGCCATTCCTCAGTTACA 

 Product 207 base pairs 

NRXN1 Forward primer GATTCTTACCACAACGGGCTACA 

 Reverse primer GGGTTTCAAAGGTGATTGGGTC 

 Product 279 base pairs 

TRPM8 Forward primer CTCCTGCTGTTTGCCTACGTG 

 Reverse primer TTATTAGAAGAGTGGAGCCGAAAT 

 Product 221 base pairs 

GAPDH Forward primer CACCACCAACTGCTTAGCAC 

 Reverse primer TGGCAGGTTTTTCTAGACGG 

 Product 305 base pairs 

 

 

リアルタイム PCR 後の遺伝子発現量の定量方法としては、ターゲット遺伝子と

GAPDHのCt値の差分であるΔCt値を比較する相対定量法 (ddCt法)を用いた[47]。

標的遺伝子や GAPDH に対する最適化したプライマー設計は、プライマー解析ソ
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フトウェア (OLIGO; Molecular Biology Insights, Inc. version 6.71) を用いてデザイン

し、primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) を用いて他に相

同性のある配列が存在しないことを確認した。また、40 cycle 終了後に解離曲線分

析による PCR産物の検証を行った。 

 

2-2.細胞株 

ヒト小細胞肺癌細胞株はマイクロアレイ解析で候補遺伝子の高発現を示した

SHP77と、候補遺伝子の発現が低から中等度の発現を示した NCI-H526を American 

Type Culture Collection (Manassas, VA, USA)から購入した。コントロールの細胞株と

してHEK293細胞株も同様にATCCより購入した。また Lenti-X 293T 細胞は Takara 

Bio USA, Inc. (Mountain View, CA, USA) から得た。SHP77, NCI-H526については液

体培地として Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) medium with L-Glutamine 

and Phenol Red (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan)に 10%ウシ胎児血清(FBS, 

Biowest, Nuaillé, France)、 5% Antibiotic-Antimycotic Mixed Stock Solution (Nacalai 

Tesque, Kyoto, Japan)としたものを使用した。 HEK293 と HEK293-NRXN1 細胞に

ついては Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) with L-Glutamine and Phenol 

Red (Wako Pure Chemical Industries) に 10%ウシ胎児血清 (Biowest), 5% Antibiotic-
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Antimycotic Mixed Stock Solution (Nacalai Tesque)としたものを使用したとしたもの

を使用した。 

東京大学大学院医学系研究科ヒトゲノム・遺伝子解析研究倫理委員会に「小細胞

肺癌患者の末梢血循環腫瘍細胞の培養方法の確立および、末梢血循環腫瘍細胞を

用いた新規治療法の開発」と題して申請し(受付番号:10154)、承認を受け、気管支

鏡下生検にて小細胞肺癌と診断された呼吸器内科入院中の 84歳男性患者よりイン

フォームドコンセントを書面で得た上で末梢血より抽出した循環腫瘍細胞の細胞

株樹立に成功した。この細胞株を本論文で Patient-derived cell line(PDC株)と呼称す

る。循環腫瘍細胞株については全血を RosetteSepTM CTC Enrichment Cocktail 

Containing Anti-CD56 (STEMCELL Technologies, Vancouver, Canada)を用いてネガテ

ィブセレクションを行い細胞分離した。培地は上述した小細胞肺癌の細胞株と同

様のRPMI-1640に bFGF Recombinant Human Protein (Thermo Fisher Scientific) 20μg/L, 

EGF Recombinant Human Protein (Thermo Fisher Scientific) 20μg/L と B-27TM 

Supplement (Thermo Fisher Scientific) を加えたものを用い、Coster 24 Well Clear Flat 

Bottom Ultra Low Attachment Multiple Well Plates (Corning, Corning, NY, USA)上で培

養した[48]。 

レンチウイルスベクターの作成用に使用した Lenti-X 293T 細胞株 (Takara Bio 
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USA, Inc.)は D-MEM (Wako Pure Chemical Industries)に 10%ウシ胎児血清(FBS, 

Biowest), 5% Antibiotic-Antimycotic Mixed Stock Solution (Nacalai Tesque)とした増殖

培地で培養した。 

全ての細胞株は CO2 incubator で 37°C、5% CO2の環境下で培養し、3 ないし 4 日

毎に継代を行った。 

 

2-3.臨床検体 

2007 年 3 月から 2019 年 12 月までに東京大学医学部附属病院呼吸器外科で手術

を行い、病理学的に小細胞性肺癌を含有すると診断された 7 症例(うち combined 

SCLC and Large cell neuroendocrine carcinoma: 3 例、combined SCLC and Squamous cell 

carcinoma: 1 例を含む)の切除検体から採取したサンプルを解析に用いた。研究計画

については東京大学大学院医学系研究科・医学部倫理委員会に「ヒトゲノム・遺伝

子解析研究倫理審査」を申請し(受付番号:1069)、承認を受けており、全患者より術

前にインフォームドコンセントを書面で得た。RNA 抽出用の臨床検体は、検体採

取後一部を切り分けて、1.5 mL エッペンドルフチューブに  RNA later (Thermo 

Fisher Scientific) 700μL とともに入れ 4℃で一晩保管し、空の 1.5mL エッペンドル

フチューブに移した後に抽出までの間、-20 °C で保管した。 
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2-4. RNA 抽出処理 

臨床検体からの total RNA は以下のようにして抽出した。癌組織あるいは非癌

肺組織をオートクレーブ滅菌したハサミで細切してから、RNAiso Plus (Takara Bio) 

1 mL とともにセラミックビーズ入りチューブ (CK Mix, Bertin instruments, France) 

に加え、組織破砕装置 Precellys 24 (Bertin instruments) で破砕、懸濁した。遠心後

の上清にクロロホルム 200 μL (FUJIFILM Wako Pure Chemical Co., Osaka, Japan) を

加え懸濁、遠心ののち水相を回収し、イソプロパノール 500 μL (FUJIFILM Wako 

Pure Chemical Co.) を加えた後に沈殿物を 80% エタノール (FUJIFILM Wako Pure 

Chemical Co.) で洗浄し回収した。回収した RNA は DEPC 処理水に溶解し、-

80 °C で保管した。 

 

3. cDNAのクローニング 

候補遺伝子の中で、FirstChoice® Total RNA Survey Panel (Thermo Fisher Scientific)

キット中のヒト脳、胎盤、前立腺由来の RNA 1μg から 2-1 で述べた方法で cDNA

を合成した。DLK1 については胎盤由来の RNAから合成した cDNAを、TRPM8 に

ついては前立腺由来のRNAから合成した cDNAをテンプレートとし、SYT1, SYT11, 

NRXN1 については脳由来の RNA から合成した cDNA をテンプレートとして、各
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遺伝子の coding DNA site を含むように設計したプライマーを用いて PCR を行っ

た。プライマー用のオリゴマーは Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)社製のものを

使用した。 

PCR にはすべて耐熱性ポリメラーゼである KOD-plus-Ver.2 (TOYOBO, Osaka, 

Japan)を使用し、添付文書に沿って 25μL の系で反応させた。NRXN1 と TRPM8 に

ついては脳由来の RNA から合成した cDNA からは増幅が困難であったため、

SHP77 細胞株より抽出した RNA から合成した cDNA をテンプレートとして PCR

を行った。DLK1, NRXN1, TRPM8 遺伝子は増幅効率が不良であったことから、約

50 塩基対が重複するように前半部と後半部に分けて増幅することとした。また

TRPM8 については coding DNA sequence の開始コドン前後の CG 含有率が高く、

さらに前半部について増幅効率を高めるためさらに約 50塩基対が重複するように

前後半に分けて増幅を行った。最終的に coding DNA sequence の増幅に成功したプ

ライマーの配列を表 3 に示す。 
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表 3. クローニングに使用したプライマーの配列 

 

 

 

 

遺伝子配列  Primer (5’ to 3’) 

DLK1 前半 Forward primer AGCCCTGGCTTTCCCCTCGC 

 Reverse primer TCAGTGCAGACGCCGTCGTTCTC 

 Product 693 base pairs 

DLK1 後半 Forward primer GCACCTGCGTGGATGATGAG 

 Reverse primer AAAGATTAGGACAGACCGCGTATAG 

 Product 807 base pairs 

SYT1 nested PCR 前 Forward primer TCCAGAATTCCTAATAGAACACTTC 

 Reverse primer AATTAAAACAGGATTCCAAGTACC 

 Product 1450 base pairs 

SYT1 nested PCR  Forward primer TCTACAGCTGCTGCCTCGGTA 

 Reverse primer GAGAAGAACAGGATTAGTACTCGC 

 Product 1399 base pairs 

NRXN1 前半 Forward primer TCCCGCCTTTCCCCTTAC 

 Reverse primer GCTGGAATTACAGTTAATCCTGATAC 

 Product 2620 base pairs 

NRXN1 後半 Forward primer GGAGCATGTTTATGAAAATTCAG 

 Reverse primer CATTCCCTGTCTTCTTTTGTATG 

 Product 2474 base pairs 
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表 3. (続き) 

遺伝子配列  Primer (5’ to 3’) 

TRPM8 前 Forward primer AGATGTCCTTTCGGGCAGCCAGGCTCA 

 Reverse primer AAGCACCTTTGGACTGCGCGATGTAGATG 

 Product 536 base pairs 

TRPM8 中 Forward primer GGCACCTGAAAACACCCAACCTG 

 Reverse primer GACAAACGTGAGGAGGGCATCATTATAG 

 Product 1170 base pairs 

TRPM8 後 Forward primer TTCAGCACGCTTGTGTACC 

 Reverse primer ATTGTTCATCAGCATTCCTTA 

 Product 1891 base pairs 

 

 

また表 4 に PCR反応条件を示す。 

表 4. PCR反応条件 

配列 PCRサイクル Polymerase 

DLK1 前半 94°C, 2 分→(98°C,10 秒→60°C, 30 秒→ 

68°C, 50 秒) ×40 cycle→68°C, 5 分 

KOD-Plus-Ver.2 

DLK1 後半 94°C, 2 分→(98°C,10 秒→60°C, 30 秒→ 

68°C, 60 秒) ×40 cycle→68°C, 5 分 

KOD-Plus-Ver.2 

SYT1 nested PCR前 94°C, 2 分→(98°C,10 秒→60°C, 30 秒→ 

68°C, 90 秒) ×40 cycle→68°C, 5 分 

KOD-Plus-Ver.2 

SYT1 nested PCR 94°C, 2 分→(98°C,10 秒→60°C, 30 秒→ 

68°C, 90 秒) ×40 cycle→68°C, 5 分 

KOD-Plus-Ver.2 

NRXN1 前半 94°C, 2 分→(98°C,10 秒→60°C, 30 秒→ 

68°C, 180 秒) ×40 cycle→68°C, 5 分 

KOD-Plus-Ver.2 
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NRXN1 後半 94°C, 2 分→(98°C,10 秒→60°C, 30 秒→ 

68°C, 150 秒) ×40 cycle→68°C, 5 分 

KOD-Plus-Ver.2 

TRPM8 前 94°C, 2 分→(98°C,10 秒→60°C, 30 秒→ 

68°C, 40 秒) ×40 cycle→68°C, 5 分 

KOD-Plus-Ver.2 

TRPM8 中 94°C, 2 分→(98°C,10 秒→60°C, 30 秒→ 

68°C, 90 秒) ×40 cycle→68°C, 5 分 

KOD-Plus-Ver.2 

TRPM8 後 94°C, 2 分→(98°C,10 秒→60°C, 30 秒→ 

68°C, 120 秒) ×40 cycle→68°C, 5 分 

KOD-Plus-Ver.2 

 

 

DLK1, NRXN1, TRPM8 については分割して行った PCR 産物をテンプレートと

する polymerase reaction を行うことで coding DNA sequence の合成を行った[49]。 

 

<Polymerase reaction 反応液の調整> 

前方の DNA XμL (4.32nM) 

後方の DNA YμL (4.32nM) 

KOD-plus 0.5 μL 

10× buffer 2.5 μL 

2mM dNTPs 2.5 μL 

25mM MgSO4 1.5 μL 

DW (18-X-Y) μL 

計 25μL 
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反応条件は 94℃, 2 分→(98℃, 10 秒→68℃, elongation time) ×30 cycle→4℃ hold と

し、elongation time はそれぞれ DLK1: 60 秒, NRXN1: 2 分 30 秒, TRPM8 (前+中): 1

分 10 秒, TRPM8 ((前＋中)+後): 2 分とした。 

合成した coding DNA sequence の全長を含む cDNA を pGEM-T Easy vector 

(Promega)に TAクローニングした。その後 DH5α 20 μL に約 5ng のライゲーション

反応物を加え、30 分氷上で incubateした後、42°C 45 秒のヒートショックを行い、

その後 2 分間氷上に置いた。SOC 培地を加え、37°C で 1 時間 incubate した後に

50μg/mL のアンピシリン入り LB 固形培地に播種し、37°C で一晩培養した。コロ

ニーをピックアップし、LB液体培地に浮遊させ 37°C, 220 振盪/分で一晩培養した

後、PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega) を用いて、付属の protocol に従

い精製した。得られたプラスミドの塩基配列の解析を外注で依頼し、正しい塩基配

列であることを確認した。 

 

4. 強制発現ベクターの作成 

HEK293 細胞株への強制発現には cDNA 発現用ウイルスベクターpcDNATM 

3.1/Zeo(+) (Thermo Fisher Scientific)を用いた。サイトメガロウイルスプロモーター

領域を内包し、Multiple cloning site に NotI 認識配列を持つ。TAクローニングした
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pGEM-候補遺伝子配列プラスミドをテンプレートとし、強制発現用の Forward 

primerとNotI認識配列を負荷した Reverse primerを用いて、候補遺伝子-NotIを PCR

で増幅した。この PCR産物と、制限酵素 NotI で切断した後に 5’末端をリン酸化処

理した pcDNATM 3.1/Zeo(+)ベクターを ligation した。NRXN1 については NotI 認識

配列をコーディングシークエンス内に認めるため、NheI 認識配列と XhoI 認識配列

を組み込んだプライマーを作成してこれらの配列を組み込んだ NRXN1 コーディ

ングシークエンスを増幅した。これを NheIとXhoIで double digestionした pcDNATM 

3.1/Zeo(+)ベクターと ligation した。 

これらの産物を DH5α 20 μL に添加し、30 分氷上で incubate した後、42°C 45 秒

のヒートショックを行い、その後 2 分間氷上に置いた。SOC培地を加え、37°Cで

1時間 incubateした後に 50μg/mLのアンピシリン入り LB 固形培地に播種し、37°C 

で一晩培養した。コロニーをピックアップし、LB液体培地に浮遊させ 37°C, 220 振

盪/分で一晩培養した後、PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega) を用いて、

付属の protocol に従い精製した。得られたプラスミドを制限酵素 ApaI で切断した

fragment を電気泳動で確認した。目的の方向に候補遺伝子配列が ligation されたと

考えられるプラスミドを塩基配列解析に外注で依頼し、目的遺伝子が発現される

向きにクローニングされていることを確認した。 
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図２. 強制発現ベクターの作成 

pcDNA3.1/Zeo(+)に NRXN1 の coding sequence を挿入したベクターマップを示す。 

CMV: Human cytomegalovirus immediate early promoter 
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目的のプラスミドが transform された DH5α のコロニーをピックアップし、アン

ピシリン入り LB 液体培地内で 37°C 下に一晩培養した後、PureYieldTM Plasmid 

Midiprep System (Promega)を用いて、ミディプレップを行い、候補遺伝子のウイル

ス発現ベクターを得た。コントロールとして、緑色蛍光色素(GFP)カセットを挿入

したプラスミドも作成した。 

 前日に継代した HEK293 細胞を 6 ウェルプレートに 5.0 × 105 cellsで播種し、一

晩増殖培地で培養した後、精製した強制発現用プラスミドとともに Hilymax 

(Dojindo, Kumamoto, Japan)を用いてリポフェクションした。リポフェクションは

Hilymax の添付文書に従い、無血清培地は Opti-MEM® (Thermo Fisher Scientific)を

使用し、次の protocol に従って調整して 1mL の増殖培地の入ったウェルに添加し

た。添加 4 時間後に増殖培地 2mL に交換した。24 時間、48 時間、72 時間培養し

た細胞の標的遺伝子発現をリアルタイム PCR で評価し、また 48 時間培養した細

胞について細胞表面の標的タンパク発現をフローサイトメトリーで評価した。 
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<リポフェクション試薬の調整> 

 

 

 

 

5. NRXN1 遺伝子ノックアウト 

小細胞肺癌の細胞株や標的遺伝子を強制発現させた HEK293 株において、細胞

表面のタンパク発現がフローサイトメトリーで確認できたNRXN1に関し、NRXN1

が高発現している小細胞肺癌の細胞株 SHP77 に対して NRXN1 遺伝子の

CRISPR/Cas9 システムを介してノックアウトを行った。 

CHOPCHOP [50]と CRISPRdirect [51]にて提示された NRXN1 のパリンドローム

配列上流の 20 塩基の候補の中からガイド RNA (gRNA)配列を定めて Merck 社にこ

の sequenceを外注した。表 5 にこの標的配列を示す。 

 

表 5. gRNAの 20 塩基対先導配列デザイン 

gRNA 配列 (5’ to 3’) 

gRNA GAGCTGATTCTGACGCGCGG 

 

 

 

pcDNATM 3.1/Zeo(+)-xxx 2μg  (xxx: 各遺伝子) 

無血清培地 10μL 

Hilymax 120μL  室温 15 分 
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この 2 候補の gRNA を Cas9 の発現ベクターである Cas9 SmartNuclease All-in-one 

Vector (System Biosciences, Palo Alto, CA, USA)に制限酵素 BsaI を使用してクローニ

ングした。その後、gRNAと Cas9 の Coding sequenceを制限酵素 EcoRI で切断して

電気泳動後、Wizard PCR Preps DNA Purification System (Promega)を用いて抽出、精

製した。この産物をレンチウイルスベクターである CSII-CMV-MCS-IRES2-Bsd 

(RIKEN BioResource Research Center, Tsukuba, Japan)の multiple cloning site を制限酵

素 EcoRI で切断した産物と ligation した。図 3 に CSII-CMV-MCS-IRES2-Bsd ベク

ターマップを示す。このベクターは blasticidin 耐性遺伝子を含有しており、発現細

胞の blasticidin によるセレクションが可能である。 

Cas9 と gRNA をコードした遺伝子配列は単一制限酵素で切断したため粘着断端

ではなく、CSII-CMV-MCS-IRES2-Bsd に ligation した後にコンピテントセル DH5α 

20 μL に添加して 3 と同様の方法で transform し、一晩培養後に精製したプラスミ

ドを制限酵素 ApaI で切断して電気泳動し、目的の方向に ligation されていると考

えられるプラスミドを選択した。ligation 部分の配列を外注のシーケンス配列解析

で実際に発現される方向に目的の配列が ligation されていることを確認した。 

この Cas9と gRNAの遺伝子配列のクローニングされた発現ベクターをミニプレッ

プにて精製した。 
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図 3. Cas9/gRNA強制発現ベクターの作成 

EcoRI で Cas9-gRNAカセットを切り出し、レンチウイルスベクターに挿入した。 

CMV: Human cytomegalovirus immediate early promoter,  

IRES2: Encephalomyocarditis virus internal ribosomal entry site, 

Bsd: Blasticidin resistance gene. 

hSpCas9: Human codon-optimized Streptococcus pyogenes Cas9 

 

 

前日に継代した Lenti-X 293T 細胞を 10cm 培養シャーレに 4.5×106 cellsを播種し、

一晩培養した後に、理化学研究所バイオリソースセンターより提供を受けたパッ
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ケージングプラスミド (pCAG-HIVgp, pCMV-VSV-G-RSV-Rev)と共に Hilymax 

(Dojindo)を用いてリポフェクションした。リポフェクションは Hilymax (Dojindo)の

添付文書に従い、無血清培地は Opti-MEMTM Reduced Serum Medium (Thermo Fisher 

Scientific)を使用し、下記の protocol に従って調整して 10mL の増殖培地の入った

10cm培養シャーレに加えた。16時間培養後に 7.5μgの forskolin (Wako Pure Chemical 

Industries)を添加した 7.5mL の増殖培地に交換し、さらに 48 時間培養した。この培

養上清をウイルス液として回収し、0.45μm の Millipore filter で濾過し、分注して-

80°Cで保管した。 

 

<リポフェクション試薬の調整> 

 

 

 

 

 

 

 

前日に SHP77 細胞を 6well プレートに 2.5×105cells/well で播種し一晩増殖培地で培

養した後、ウイルス液と増殖培地を 750μL ずつ混合しプロブレン(Sigma-Aldrich)を

12μg 加えた培地に交換した。さらに翌日より blasticidin (Kaken Pharmaceutical co., 

CSII-CMV-Cas9-gRNA-IRES2-Bsd 14μg 

pCAG-HIVgp 8μg 

pCMV-VSV-G-RSV-Rev 8μg 

無血清培地 up to 900μL 

Hilymax 100μL  室温 15分 
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Ltd., Tokyo, Japan)を 10μg/mL になるよう加えて 2 週間培養を行い、ベクター発現

細胞として選択した。このようにして得られた細胞株は SHP77 KOと名付けた。 

SHP77 KO における NRXN1 の mRNA 発現を HEK293 での相対的発現を 1 とした

ddCt法にて SHP77と比較した結果を図 4、細胞表面における NRXN1発現を FC500 

flow cytometer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)にて計測した結果を図 5 に示す。 

 

図 4. SHP77 と SHP77 KOにおける NRXN1 mRNA 発現の比較 
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図 5. SHP77 と SHP77 KOにおける細胞表面 NRXN1 蛋白発現の比較 

一次抗体として抗 NRXN1 ポリクローナル抗体(ANR-031; Alomone Labs, Jerusalem, 

Israel), 二次抗体 goat anti-rabbit IgG FITC conjugate (ab97050; Abcam, Cambridge, 

United Kingdom)を使用した。 

 

6. フローサイトメトリーを使用した細胞表面蛋白の検出 

各候補について、市販の研究用抗体を選定し、以下のように購入した。 

DLK1:  

Anti-DLK1 Monoclonal Antibody raised in mouse(3A10) (MA5-15915, Thermo Fisher 

Scientific) 

Anti-human Pref-1 (DLK-1) mAb (PF13-3) (AG-20A-0069-C05, AdipoGen, San Diego, 

CA, USA) 

Anti-human Pref-1 (DLK-1) mAb (PF299-1) (AG-20A-0070-C05, AdipoGen) 

 

SYT1:  

Anti-Synaptotagmin 1 Monoclonal Antibody raised in mouse (8G11B10) (MA5-15466, 

Thermo Fisher Scientific) 

 

NRXN1:  

Anti-NRXN1α polyclonal antibody raised in rabbits (ANR-031, Alomone Labs) against 

amino acid residues 546-560 of rat NRXN1α 

 

TRPM8: 

Anti-TRPM8 polyclonal antibody raised in rabbits (ACC-049, Alomone Labs) against 

amino acid residues 917-929 of human TRPM8 
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1.0 ×105 cells/100μL PBS+2% FBS に調整した細胞にそれぞれの蛋白に対する一次

抗体あるいはアイソタイプコントロール IgG を添加し、暗室内に 30 分間 on iceで

静置した。PBS+2%FBS にて 2 回洗浄した後、同バッファーで再懸濁し、goat anti-

rabbit IgG FITC conjugate (Abcam) 2μL を添加してさらに暗室内、on iceで 30 分間静

置した。PBS+2%FBS で 2 回洗浄した後、同バッファーで再懸濁し、PI (Biolegend, 

San Diego, CA, USA) 2μL を添加して 15 分後に FC500 flow cytometer (Beckman 

Coulter)で測定した。細胞株ごとに、前方散乱光(FS)-側方散乱光(SS)の 2 パラメー

ターヒストグラムでゲーティングをかけた細胞群に対し、FITC-PI の 2 パラメータ

ーヒストグラムでクアドラントリージョンを作成し、FITC陽性、PI 陰性の細胞割

合を測定した。 

 

 

7. 細胞毒性試験 

細胞毒性試験に使用する目的で購入した一次抗体は下記の通りである。 

NRXN1: 

Mouse anti-NRXN1α monoclonal antibody (sc-136001, Santa Cruz Biotechnology, 

Dallas, TX) recognizing amino acids 1063-1184 of rabbit NRXN1α 
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TRPM8: 

Anti-TRPM8 polyclonal antibody raised in rabbits (ACC-049, Alomone Labs) against 

amino acid residues 917-929 of human TRPM8 

 

また各一次抗体に続いて投与する 2nd ADCは、Moradec (San Diego, CA, USA) 社の

製品からαMFc-CL-PNU (AM-102-PN)を選定した。一次抗体の host に整合するポ

リクローナル抗体とし、リンカーは細胞内で分解される cleavable linker、ペイロー

ドは小細胞肺癌に従来使用されているトポイソメラーゼⅠⅠ阻害薬であるネモルビ

シン誘導体である PNU-159682 とした(図 6)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6. 細胞毒性試験で使用した 2nd ADCの構成因子 

抗マウスまたはラビットポリクローナル抗体にカテプシンにより切断されるケミ

カルリンカーを介してトポイソメラーゼⅠⅠ阻害薬であるネモルビシンの誘導体で

ある PNU-159682 がペイロードとして結合されている。NRXN1 と TRPM8 を標的

とした細胞毒性試験では一次抗体としてそれぞれマウス由来、ラビット由来の抗

体を用いており、それぞれに整合した 2nd ADCを使用した。 
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以下に NRXN1, TRPM8 に対し ADC を使用した細胞毒性試験の protocol を記載

する。 

Day1 に小細胞肺癌株である SHP77, NCI-H526と HEK293, HEK293 に候補遺伝子

を強制発現させた細胞を 96 ウェルプレート上で 1 ウェルにつき、培地 50μL あた

り 1000 細胞ずつ播種した。PDC については 1 ウェルにつき、培地 50μL あたり

2500 細胞を播種した。Day2 に 1 次抗体(抗 NRXN1 モノクローナル抗体あるいは

抗 TRPM8 ポリクローナル抗体、又はアイソタイプコントロール IgG)を含む培地

50μL あるいは培地のみ 50μL を当該ウェルに添加し、10 分間の静置、培養した。

PBS を用い、13.2nM から順に 0.41nM まで 2nd ADC の 1/2 希釈系列を各 2μL とし

て作成し、当該ウェルに添加した。一次抗体と 2nd ADCの濃度比は NRXN1 につい

てはモル比で 2:1、TRPM8 については購入可能な製品でモノクローナル抗体がな

く、ポリクローナル抗体を使用してモル比で 3:1 となるように添加した。図７に各

アッセイのシェーマを示す。PDC以外の細胞株については 72 時間培養し、PDCに

ついては 7 日間培養した後に Cell Counting Kit-8 (Dojindo)を 10μL/well 添加し、2 時

間後に microplate reader ARVOX (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) 用いて吸光度

を測定して細胞生存率を算出した。各 treatment は 1 回の assay で 3 ウェルずつに

適用し、また assay は独立して 3 回行った。 
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図７. 各ウェルに対する薬剤添加の略図 

Day 1 に各細胞株を 50μL の培地に播種し、Day 2 に各アッセイに対応した薬剤と

培地を追加投与した。各アッセイで添加薬剤について希釈列を作製し、希釈列毎

に 3 ウェルずつに対して対応した薬剤を添加した。mAb; monoclonal antibody. 

 

 

8. アポトーシスアッセイ 

細胞毒性試験で NRXN1 を介在したと考えられる細胞毒性を確認した。実際に細

胞死が誘導されたかを確認するため、それぞれの treatment でのアポトーシスアッ

セイを行った。 

SHP77, SHP77 KO, NCI-H526, PDC, HEK293, HEK293-NRXN1 のそれぞれの細胞

株につき、細胞毒性試験と同様の細胞濃度にて細胞を 24 ウェルプレート上で培
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養し、抗体の添加も同様のタイミングとそれぞれの細胞毒性試験で算出された抗

NRXN1 モノクローナル抗体+2nd ADC の IC50で行った。IC50は 9 で述べた方法で

算出し、SHP77 KO, HEK293 に対してはそれぞれ SHP77, HEK293-NRXN1 の IC50

を適用した。細胞株毎にコントロール(抗体無添加)、抗 NRXN1 モノクローナル

抗体のみ添加、2nd ADCのみ添加、Isotype control IgG + 2nd ADC添加、抗 NRXN1

モノクローナル抗体 + 2nd ADC添加の 5 ウェルの細胞群について以下の手順で細

胞死が誘導された割合を測定した。ウェルごとに細胞をエッペンチューブに回収

し、洗浄後 Annexin V buffer に再懸濁した。各エッペンチューブに Cy7 が結合し

た Annexin V (Biolegend) 5μL と PI (Biolegend) 2μL を添加し、室温にて 15 分間静

置した後に FC500 flow cytometer (Beckman Coulter)で測定した。死細胞は前方散乱

光(FS)と側方散乱光(SS)の 2パラメーターヒストグラムでゲーティングをかけた

細胞群における Annexin V と PI 共に陽性の後期アポトーシス細胞の割合を測定し

た。データの解析は FC500 解析ソフト(Beckman Coulter)を用いて行った。assay は

独立して 3 回行った。 
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9. 統計解析 

CCLE と NCBI GEO から得た遺伝子発現プロファイルのマイクロアレイ解析に

ついては統計解析ソフトウェア R 3.1.1(R Foundation for Statistical Computing, 

Vienna, Austria [http://www.r-project.org])と Bioconductor パッケージを用いた。フロ

ーサイトメトリーで検出した NRXN1 陽性細胞割合、細胞毒性試験、アポトーシス

アッセイにおける解析については JMP Pro 14.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)を

使用した。細胞毒性試験における細胞生存曲線は 4 パラメーター非線形ロジステ

ィック回帰モデルにて描き、IC50を算出した。 

NRXN1 陽性細胞割合については一元配置分散分析後、Tukey’s post hoc test を、

細胞毒性試験における細胞生存率については二元配置分散分析後、Tukey’s post hoc 

test を、またアポトーシスアッセイにおける死細胞割合については細胞株ごとに、

一元配置分散分析後、no-treatment 群、2nd ADC 群をコントロールとした Dunnett’s 

post hoc test をそれぞれ行った。いずれも P 値が 0.05 未満の場合に有意差ありと判

定した。それぞれの実験では 3 回以上の独立した実験を行い、データはその結果

の平均値±標準誤差で示した。 
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結果 

1. National Center for Biotechnology Information Gene Expression Omnibus と Cancer 

Cell Line Encyclopedia の解析 

 

Bioconductor を用いて肺小細胞癌で高発現、かつ正常肺組織で低発現であった 31

遺伝子を heatmap 上に抽出した(図 8)。 

ADC の属性として分子量が大きく血液脳関門を通過しないと考えられること、

副作用の観点から重要臓器での発現が乏しいことを必要条件と考え、先の 31 遺伝

子の各候補に対し、NCBI の RNA sequence データを参照して重要臓器での発現が

乏しい、あるいは脳での発現に限局していることを条件として 6 遺伝子(ADCY1, 

DLK1, NRXN1, SYT1, SYT11, TRPM8 )に絞り込んだ。このうち、ADCY1は ADCの

標的となる細胞外ドメインがないことを確認した。さらに SYT11 については細胞

外ドメインが N末端より 1-15 アミノ酸と短く、これらをエピトープとする一次抗

体が検索した範囲で見出すことができないため、ADCの標的対象から除外した。 

以上より、in silicoでの解析でフローサイトメトリーを用いた発現検証、細胞毒

性試験を実施する候補遺伝子は DLK1, NRXN1, SYT1, TRPM8 とした。 
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図 8. 膜タンパク質のマイクロアレイ解析結果 

肺小細胞癌細胞株 51 株(GSE36139-36189)と正常肺組織 30 例(GSE8581, GSE16538, 

GSE24206)のデータセットの発現プロフィールを用いて heatmap を作成した。

SCLC=小細胞肺癌株、NL＝正常肺組織症例。 

引用：Affymetrix GeneChip® Human Genome U133 Plus 2.0 Array 

SCLC NL SCLC 

SYT11 

SYT1 

TRPM8 

NKAIN2 

DLK1 
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2. 細胞株における候補遺伝子の発現解析 

2-1. 細胞株における候補遺伝子の mRNA発現 

細胞株ごとに候補遺伝子の mRNA発現を ddCt 法にて解析し、図 9 に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9. SHP77, NCI-H526, PDCにおける候補遺伝子の mRNA発現強度 

HEK293 における発現を 1 とし、相対発現強度を図示した。 

 

 

HEK293 における発現に比して、SHP77 では特に NRXN1, TRPM8 が高度に発現

しており、NCI-H526 においても NRXN1, TRPM8 は発現しているものの、SHP77

に比して発現強度は低かった。PDC においては NRXN1, TRPM8 の mRNA 発現強

度は NCI-H526と同程度であった。 
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2-2. フローサイトメトリーを用いた細胞表面における各遺伝子の発現解析 

DLK1 に関して、SHP77 で明かな陽性細胞は検出されず、またポジティブコント

ロールとして DLK1 を強制発現させた HEK293 に対する同様の解析でも検出され

なかった。SYT1 についても同様に解析を行ったが、SHP77, SYT1 を強制発現させ

た HEK293いずれにおいても明らかな陽性細胞は検出できなかった。 

次に、フローサイトメトリーでの使用がサポートされているポリクローナル抗

体が購入可能であった TRPM8, NRXN1 について同様に陽性細胞の検出を行った。 

TRPM8を対象とした解析で SHP77と TRPM8 を強制発現させた HEK293で陽性

細胞が確認された(図 10)。 
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図 10. SHP77 と HEK293-TRPM8 における細胞表面 TRPM8 の発現 

 

同様に、NRXN1 についても SHP77 と HEK293-NRXN1 で陽性細胞が確認でき

た(図 11)。 
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図 11. SHP77 と HEK293-NRXN1 における細胞表面 NRXN1 の発現 

 

細胞毒性試験で殺細胞性を示すことができなかった TRPM8 を除き、NRXN1 に

関連して SHP77, NCI-H526, PDC, HEK293, HEK293-NRXN1 における発現をアイソ

タイプコントロールを使用した場合のヒストグラムと比較した形でフローサイト

メトリーで解析した結果を図 12 に示す。 
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図 12. フローサイトメトリーで計測した各細胞株における NRXN1 の発現 

一次抗体として抗 NRXN1 ポリクローナル抗体とアイソタイプコントロール

IgG、二次抗体として FITCを結合した抗ラビット抗体を用い、フローサイトメト

リーで NRXN1 発現を解析した。グレー：アイソタイプコントロール IgGを使

用、黒線：抗 NRXN1 ポリクローナル抗体を使用。 

 

 

またそれぞれの細胞株において n=3 で陽性細胞割合を算出し、統計学的に比較し

た(図 13)。 
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図 13. 各細胞株におけるフローサイトメトリーでの NRXN1 陽性細胞の割合の比

較 

細胞株間の NRXN1 陽性細胞率の比較は一元配置分散分析の上、Tukey test にて行

った(*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.0001; Tukey test)。各エラーバーは標準偏差

を示す。 

 

 

細胞表面の NRXN1 陽性細胞割合は SHP77 (40.5±0.5%), NCI-H526 (20.2±7.7%), 

PDC (3.5±0.2%), HEK293 (1.1±0.1%), HEK293-NRXN1 (26.5±0.8%)であった。小細胞

肺癌株である SHP77, NCI-H526, PDCそれぞれについて細胞表面の NRXN1 発現に

差がある結果となった。また、HEK293-NRXN1 は細胞表面の NRXN1 発現が

HEK293 に比して有意に増加していることが確認された。 
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3. 細胞毒性試験 

3-1. TRPM8 を標的とした ADC 

TRPM8 に対する抗体は購入可能なバイオメーカーの製品において、モノクロー

ナル抗体は見当たらず、ポリクローナル抗体を用いて細胞毒性試験を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 14. 抗 TRPM8 ポリクローナル抗体を用いた細胞毒性試験における細胞生存曲

線 

 

 

SHP77 で 2nd ADC を 20nM から 1/10 希釈系列を形成して細胞毒性試験を行った

が、高濃度においても細胞毒性は示唆されなかった。ネガティブコントロールとし

て HEK293、ポジティブコントロールとして HEK293-TRPM8 を対象として同様に

毒性試験を行ったが、いずれも細胞毒性は示さなかった(図 14)。 
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3-2. NRXN1 を標的とした ADC 

図 15 に NRXN1 を標的とした抗 NRXN1 モノクローナル抗体と 2nd ADCを添加

し観察した細胞毒性試験の結果を示す。 
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図 15. 抗 NRXN1 モノクローナル抗体と 2nd ADCを用いた細胞毒性試験 

抗NRXN1モノクローナル抗体+2nd ADCとアイソタイプコントロール IgG+2nd ADC

の各細胞株に対する細胞毒性をグラフ化し比較した。SHP77 においては抗 NRXN1
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モノクローナル抗体単独、2nd ADC 単独の treatment での細胞毒性も図示した。抗

NRXN1 モノクローナル抗体+2nd ADC とアイソタイプコントロール IgG+2nd ADC

の 2 群の細胞毒性に関する統計学的な比較は二元配置分散分析に続き、Tukey test 

で行った (*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.0001)。各エラーバーは標準偏差を示

す。 

 

 

SHP77 に対し抗 NRXN1 モノクローナル抗体の存在下で 2nd ADCが細胞毒性を示

したのと対照的に、NRXN1 をノックアウトした SHP77 KOでは細胞毒性が減弱

した。また NRXN1 低発現の HEK293 に対し抗 NRXN1 モノクローナル抗体の存

在下で 2nd ADCが 6.6nM以下で細胞毒性を示さなかったのに対し、NRXN1 を強

制発現した HEK293-NRXN1 では 6.6nM, 3.3nMの濃度において抗 NRXN1 モノク

ローナル抗体存在下とアイソタイプコントロール IgG存在下で 2nd ADCの細胞毒

性が増強される結果となった。NRXN1 を中等度発現した NCI-H526に対しても抗

NRXN1 モノクローナル抗体存在下とアイソタイプコントロール IgG存在下で 2nd 

ADCの細胞毒性に有意な差があることが示唆されたが、一方で PDCに対しては

有意な差は示唆されなかった。 
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4. 臨床検体と正常臓器における NRXN1 発現解析 

4-1. 臨床検体における NRXN1 の発現解析 

2006 年から 2018 年に外科的切除が行われた肺小細胞癌について、mRNA の発

現解析を行った結果を図 16 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 16. 手術検体における NRXN1 の mRNA 発現解析 

正常肺組織における発現強度を 1 とし、ddCT 法にて算出した。各組織における

水平バーは中央値を示す。Sq: 3 症例, Ad: 6 症例, SCLC: 7 例(うち combined SCLC 

and LCNEC: 3 例、combined SCLC and Sq: 1 例), NL: 3 例。 

Ad: Adenocarcinoma, LCNEC: Large cell neuroendocrine carcinoma, NL: Normal lung, 

SCLC: Small cell lung cancer, Sq: Squamous cell carcinoma 

 

発現強度の中央値は扁平上皮癌組織 38.2, 腺癌組織 3.5, 小細胞肺癌組織 104.6 で

あり、SCLCで強発現の傾向が観察された。腺癌で 1 例、発現の強い症例が観察さ

れた。 

(n=3) (n=3) (n=6) (n=7) 
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4-2. 正常組織における NRXN1 の発現解析 

ヒト正常組織における NRXN1 の mRNA 発現を ddCT 法にて解析した結果を図 17

に示す。 

 

図 17. Human total RNA panel を用いた NRXN1 mRNA発現解析 

正常肺組織における発現を 1 とした相対発現強度を縦軸に示した。縦軸は臨床検

体での発現強度と視覚的に比較しやすい様、図 16 と同じ尺度で表示した。 

 

 

正常組織ではシナプス前末端に発現する NRXN1 は脳での発現が高く、それ以外

の正常臓器では脳での発現の 1/3 以下であった。これは NCBI が公表している RNA 

sequenceに基づいたデータと整合的であることが確認された。 

 

 

 



58 

 

5.アポトーシスアッセイ 

細胞毒性試験で実際に細胞死が誘導されていることを検証するために抗

NRXN1モノクローナル抗体と 2nd ADCにおける IC50下でアポトーシスアッセイを

行った。SHP77 に対する抗 NRXN1 モノクローナル抗体と 2nd ADC添加後に FC500 

flow cytometer で解析した結果を図 1 8 に示す。 

 

図 18. SHP77 に対する NRXN1-mediated ADCによるアポトーシス 

(A)untreated SHP77 における PI, Annexin V陽性細胞の割合 

(B)抗 NRXN1 モノクローナル抗体存在下で 2nd ADCを添加し 72 時間経過した

SHP77 における PI, Annexin V 陽性細胞の割合 

 

 

未治療 SHP77 においては後期アポトーシス細胞割合が 4.9%であったのに対し、

NRXN1-mediated ADC 添加後の SHP77 においては後期アポトーシス細胞割合が

61.2%であり、細胞死が誘導されていることが確認された。 
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本研究で使用した他の細胞株に対しても、それぞれの細胞株において 3 回の独

立した細胞毒性試験の細胞生存曲線から算出した IC50は表 6 の通りである。 

表 6. 細胞生存曲線から算出した抗 NRXN1 モノクローナル抗体+2nd ADCの IC50 

細胞株 IC50(2
nd ADC), nM 

SHP77 3.75±0.41 

NCI-H526 4.09±1.11 

PDC 3.29±0.46 

HEK293-NRXN1 5.20±0.45 

 

表 6における 2nd ADC濃度での細胞死を検証した結果を図 19に示す。SHP77 KO, 

HEK293 に対しては、2nd ADCの濃度をそれぞれ SHP77, HEK293-NRXN1 の IC50と

した。 
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図 19. アポトーシスアッセイ 

PI と Annexin-Vによる染色を行い、いずれも陽性であった細胞の割合を算出し

た。統計学的な比較は一元配置分散分析に続き Dunnett 検定にて行った(*, P < 

0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.0001 versus (A) no-treatment or (B) 2nd ADC only control 

group; Dunnett test)。各エラーバーは標準偏差を示す。 

(A) 

(B) 
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SHP77 の NRXN1-mediated ADC 群で no-treatment 群に比して有意に増加した死

細胞を検出し(no-treatment 群 7.1±2.3% vs NRXN1-mediated ADC 群  50.3±3.7%, 

p<0.0001)、SHP77 KOでの結果(no-treatment 群 5.8±1.6% vs NRXN1-mediated ADC群 

8.8±0.3%, p=0.325)と対照的であった。NCI-H526においても同様にNRXN1-mediated 

ADC群で死細胞の割合が上昇していた(no-treatment群9.7±0.8% vs NRXN1-mediated 

ADC群 37.1±2.1%, p<0.0001)。また HEK293 と HEK293-NRXN1 のいずれにおいて

も、no-treatment 群に比して他の treatment 群で有意に死細胞の割合は上昇していた

が(HEK293, no-treatment群 1.5±0.1% vs NRXN1-mediated ADC群 8.1±1.6%, p=0.0002: 

HEK293-NRXN1, no-treatment 群 1.1±0.1% vs NRXN1-mediated ADC 群 51.3±0.7%, 

p<0.0001)、HEK293-NRXN1 の NRXN1-mediated ADC群で死細胞割合は際立って上

昇していることが確認された。PDCにおいてはNRXN1-mediated ADC群に加えて、

IgG+2nd ADC 群、2nd ADC 単独群においても死細胞割合が多く観察された(no-

treatment 群 25.6±1.4%, 2nd ADC 単独群 55.2±2.7%, IgG+2nd ADC 群 73.7±5.7%, 

NRXN1-mediated ADC 群 76.7±4.3%. no-treatment 群 vs NRXN1-mediated ADC 群, 

p<0.0001)。2nd ADCにおいては一定の割合で結合された殺細胞性化合物が遊離して

いることが想定されるが、それによる感受性が他の細胞株ではみられない濃度に

おいても観察されたと考えられた。 
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考察 

1. 本研究の意義 

本研究では計算生物学的アプローチによって小細胞肺癌細胞株に有意に高発 

現している膜タンパクをコードした遺伝子を絞り込み、ADC の新規治療標的とし

ての可能性を探索した。具体的には商用の一次抗体を用いて共通の二次抗体を使

用するスクリーニング的手法を用いることで新規治療標的を絞ることが可能とな

り、最終的に NRXN1 発現依存性の細胞毒性を in vitro で示すことができた。

Secondary ADCを用いることで、既存の一次抗体を使用して候補遺伝子の有効性を

スクリーニングすることが可能であった。直接ペイロードを結合した ADCを作製

する様々なコストやリスクを考慮すると、今後の ADCの新規治療標的検索の際に

も同様の手法は有効であると考える。 

 本研究において計算生物学的に候補に挙げた膜タンパク質の中で、NRXN1 以外

の膜タンパク質に対してはフローサイトメーターで検出不能あるいは in vitro で

ADC の殺細胞性を示すことができなかった。理由としてはフローサイトメーター

あるいは細胞毒性試験で使用した一次抗体が機能しなかった、フローサイトメー

ターでの検出閾値や細胞毒性試験で効力を発揮する閾値に達することが可能な発

現強度ではない、細胞内への移行や分解が不充分であった、ペイロードが殺細胞性
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を発揮しなかった、など検証すべき点は多い。DLK1, TRPM8 については細胞免疫

染色で発現は視覚的に確認でき、さらに TRPM8 に関してはフローサイトメーター

にて SHP77, NCI-H526ともに検出可能であった。しかし、TRPM8 の細胞外ドメイ

ンをエピトープとするモノクローナル抗体が上市されておらず、ポリクローナル

抗体と 2nd ADC を用いて細胞毒性試験を行ったが、有意な細胞毒性は示さなかっ

た。選択性の高いモノクローナル抗体を用いれば、細胞毒性を発揮する余地はある

と考える。また、脳で低発現である DLK1, TRPM8 については CAR(Chimeric antigen 

receptor)-T 細胞療法の候補となる余地があると考える。キメラ抗原受容体とは、抗

体の抗原結合部位と T 細胞活性化レセプターの細胞内ドメインを、遺伝子組み換

え技術を用いて結合させたものであり、この CAR遺伝子を遺伝子導入技術によっ

て T 細胞に導入したものが CAR-T 細胞である[52]。FDA が 2017 年に再発・難治

びまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫(DLBCL)を対象に、CD19 CAR-T 細胞製剤 2 製

剤(Kymriah, Yescarta) [53, 54]を薬事承認し、本邦では 2019 年 3 月に厚生労働省が

再発・難治性 CD19陽性 B細胞性急性リンパ芽球性白血病(B-ALL)と DLBCL を対

象として Kymriah を承認した。CAR-T 細胞は抗原認識に HLA 分子の介在を必要

としないため、腫瘍免疫回避機構のため HLA 発現を消失させた腫瘍細胞に対して

も効果を発揮する。また生体内の T 細胞では免疫を獲得し難い糖鎖・糖脂質に対



64 

 

しても免疫応答することが可能である。ADC、CAR-T 細胞いずれも細胞表面に発

現した抗原を標的とする点で共通している。CAR-T 細胞は血液脳関門を通過する

が、ADC はその分子量から血液脳関門は通過しないと考えられる。脳での発現が

低く、CAR-T 細胞で新規治療標的となる可能性がある複数の分子が本研究で捉え

られたことは今後の研究対象となり得る点で本研究の成果の 1つであると考える。 

 

2. NRXN1 について 

NRXN1 は NRXNファミリー(NRXN1, NRXN2 , NRXN3)の中の 1 つであり、中枢

神経系においてはシナプス前末端に発現する 1 回膜貫通型タンパク質である。シ

ナプス後部に発現する NRXN1 の内因性リガンドである同じく 1 回膜貫通型タン

パク質であるニューロリジンと結合することでシナプス前末端内の伝達物質放出

や接着細胞因子として働き、シナプスの成熟や機能に関与していることが知られ

ている[55]。 

NRXNの転写は少なくとも 2 つのプロモーター(上流の αプロモーター、下流の

β プロモーター)により制御を受けてそれぞれのアイソフォームを形成するが(図

20)、さらに様々なスプライシングバリアントが報告されており、結果的に NRXN

のバリアントは 1000 に達するとされる[56, 57]。 
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図 20. Neurexin におけるプロモーター別のドメイン 

LNS; laminin, neurexin, sex-hormone binding protein domain 

EGF; epidermal growth factor-like repeat 

 

 

NRXN1 やニューロリジンの SNP を始めとする様々な遺伝子異常が自閉症や統合

失調症などの精神疾患に関与しているとする研究が多数報告されているが[58]、腫

瘍における NRXN1 の機能や役割については知見がなく、本研究の結果を受けて、

小細胞肺癌における NRXN1 の機能をはじめとする役割を研究することは小細胞

肺癌の発生、増殖や転移様式などの解明に寄与する可能性があり意義は深いと考

えられる。 

 

3. 研究の限界と今後の発展の方向性 

NRXN1 の発現についてはサイズの視点から ADCが血液脳関門を通過しない 

と考えられることから候補分子検索の段階では脳での高発現を許容した。NRXN1

と同様、神経内分泌細胞系の細胞接着因子である CD56を標的とした ADCの前臨

α-Neurexin 

β-Neurexin 

Cell membrane 
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床試験に関する報告では、マウスに対する ADC投与後に脳神経症状の出現や病理

学的な脳組織の異常は観察されていない[43]。しかし NRXN1 を標的とする ADC

で中枢神経に対する副作用や損傷の有無については前臨床試験以降で検討する必

要がある。また同様に、他の臓器での NRXN1 発現は脳での発現に比して低いと考

えられるが、副作用出現を否定する要素と断言することはできず、この点において

も今後の研究に委ねられる。 

 細胞株と同様、小細胞肺癌の手術検体においても NRXN1 高発現を示唆する標

本が存在し、臨床応用が有効である可能性を示唆する。実臨床における小細胞肺癌

の NRXN1 発現強度やその分布を確認するために、当院病理診断科に御協力を賜

り、小細胞肺癌の Tissue Microarray を作成し、複数の抗 NRXN1 抗体を購入して染

色を試みたが、非特異的な染色がみられるか、mRNA レベルで高発現が確認され

たコントロールの切片においても染色がみられないかのいずれかであった。他に

検索した範囲で免疫組織染色での使用がサポートされた抗 NRXN1 抗体が上市さ

れていないため、臨床における小細胞肺癌の NRXN1 発現強度を検討することがで

きず、従って実臨床上での NRXN1 を標的とした ADCの展望を示すことは叶わな

かった。NRXN1 感受性を示す腫瘍を効率的に選別する観点からも NRXN1 に対す

る高精度の抗体の精製が望まれる。 
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本研究では複数の候補タンパク質に対する in vitro での ADC の効力を見るため

に共通の 2nd ADC を用い、各タンパク質に対する商用の一次抗体を購入して使用

した。そのため細胞内にインターナライゼーションされる抗体のサイズは大きく、

またエピトープの検討もなされていない。他にもペイロードの種類やリンカーの

性状、DAR など本研究で未検討であるが最適化すべき項目は多岐に渡る。ペイロ

ードが直接結合され、包括的に最適化されたモノクローナル抗体が作製されれば、

小細胞肺癌細胞株に対する殺細胞性をさらに特異的に増強させ、従って副作用を

軽減しながら投与量を増量可能となる大きな余地があると考える。 

 

 本研究では、NRXN1 に結合した一次抗体である抗 NRXN1 モノクローナル抗体

と二次抗体である 2nd ADCが細胞内に内在化されることと細胞内 traffickingについ

て、pH 依存性 dye や蛍光物質で標識された三次抗体を用いて検証することはしな

かった。理由として、(1)三次抗体を使用する場合、まず抗体同士の結合効率次第

で 3 抗体で構成される複合体が形成される割合が非常に低い可能性が考えられる

こと、(2)複合体の分子量が著明に増大するため、細胞内への内在化が妨げられる

要因となり得ると予想され、仮に内在化がみられたとしてもそれが NRXN1 を介在

した真の挙動を示していると判断することが困難と考えられること、(3) 2nd ADC
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の host 種を製作会社である Moradec 社に問い合わせたが、秘匿事項との回答であ

ったこと、を挙げた。ただし NRXN1 を介した細胞内在化については ADCを最適

化した段階で直接検証する必要がある。本研究では NRXN1 高発現株である SHP77

に対して抗 NRXN1 モノクローナル抗体存在下で 2nd ADC が殺細胞性を示すと同

時に、NRXN1 を knockout した SHP77 KOに対して同様の条件で殺細胞性が低下し

たこと、NRXN1 発現が中等度である NCI-H526, PDC、また NRXN1 発現が非常に

弱い HEK293 に対して殺細胞性を示さず、逆に HEK293 に NRXN1 を強制発現さ

せた細胞株に対して殺細胞性を示したことから、NRXN1 依存性に ADC の効力が

発揮されており、従って間接的に NRXN1 を介した抗体の細胞内在化を示している

と考えた。 

 

 近年、Rudin et al が小細胞肺癌に対して 4 つの key promotor として ASCL1, 

NeuroD1, POU2F3, YAP1 が排他的に発現していることを細胞株とオープンソース

の臨床データベースを用いた解析で示しており、新たな分類として提唱している

[59]。ASCL1, NeuroD1 についてはこれまでの報告で典型的な内分泌腫瘍のマーカ

ーとして認識されている分子である[60, 61]。ASCL1, NeuroD1 を発現する小細胞肺

癌の割合が 8 割程度を占めると報告されている[59]。膜タンパク質の候補選択のた
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めに本研究でオープンソースのデータベースから遺伝子プロファイルを抽出した

小細胞肺癌細胞株においては、NRXN1 の発現分布は ASCL1 と NeuroD1 の発現と

大半が一致し、逆に POU2F3, YAP1 を発現している細胞株では NRXN1 の発現は非

常に弱いかみられなかった。図 21 にマイクロアレイデータをクラスター分析した

ヒートマップ上の細胞株名に沿って前述した 4 種の key promotor の発現を色分け

して示す。NRXN1 が CNS で発現しており、正常臓器においては神経系に比較的

特異的に発現している状況からは小細胞肺癌細胞株における NRXN1 の発現分布

が古典的な神経内分泌マーカーの発現にほぼ一致していることは妥当な結果であ

る。 
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図 21. In silico でヒト正常肺組織と比較し小細胞肺癌細胞株において強発現がみ

られた遺伝子群とそのヒートマップ 

Rudin et al が提唱した、4 つの転写因子発現による SCLCの分類に従って今回用

いた小細胞肺癌細胞株を色分けした。本研究で扱った SHP77 は SCLC-A type, 

NCI-H526は SCLC-P typeに属する。 

A, ASCL1. N, NeuroD1. Y, YAP1. P, POU2F3. 
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小細胞肺癌で特異的に発現していることが判明している DLL3に対する ADCで

あるロバリシズマブ(Rova-T)は第 2 相試験で有望な結果を示したが[38]、セカンド

ラインでの投与効果を検討した第 3 相試験の中間解析でプラセボに比して予後改

善効果を示すことができず、試験は中止となった[39]。Rudin et al らは DLL3 につ

いて、発現は特異的であるが、発現量は他の HER2 など代表的な腫瘍関連バイオ

マーカーに比して低い傾向にあること、また ASCL1, NeuroD1, POU2F3, YAP1 の 4 

key promotor 遺伝子発現との関連で、DLL3 を発現する小細胞肺癌の約 75%が

ASCL1 を発現しており、偏在があることが指摘されている[59]。NRXN1 は先述の

ヒートマップ上、ASCL1 発現株に加え、NeuroD1 発現株においても高発現株が多

いと考えられ、Rova-T でカバーされない一部の群で NRXN1 を介した ADCの恩恵

を受ける可能性がある。 

また序文において触れた TROP2 に対する ADC である Sacituzumab Govitecan に

ついては治療歴のある転移性非小細胞肺癌 54症例に対する投与後の効果について

検証した単アーム試験があり、客観的奏功率 19%、無増悪生存期間中央値 5.2 ヵ

月、全生存期間中央値 9.5 ヵ月であった[62]。先述した小細胞肺癌 53 症例に対する

臨床試験の客観的奏功率 14%、無増悪生存期間中央値 3.7 ヵ月、全生存期間中央値

7.5 ヵ月を踏まえると、単純な比較は困難だが小細胞肺癌群で大きな恩恵を受ける
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かはさらなる検討が必要である。また肺癌の組織型別に TROP2 の発現強度を検討

した報告では、高発現を示した症例割合が腺癌の 64%(172/270)、扁平上皮癌の

75%(150/201)に対し、小細胞肺癌では 9.4%(7/74)に留まった。また同報告で小細胞

肺癌症例においてはTROP2高発現群で低発現群より癌特異的生存率が有意に高い

結果であり、腺癌と逆の結果を示した[63]。小細胞肺癌では TROP2 高発現症例が

他の組織型に比して少なく、また TROP2 高発現群で予後を改善する余地が相対的

に少ない可能性があり、TROP2 の生物学的役割についてさらなる研究が待たれる。

NRXN1 を標的とする ADC については Rudin らの報告を受けて ASCL1、NeuroD1

高発現群で恩恵を受ける可能性があり、DLL3, TROP2 に加えて SCLC に対する新

たな治療標的となることが期待される。ADC の投与後、腫瘍細胞膜表面での標的

抗原の発現が低下することで ADC に対する耐性を獲得する機序が想定されるた

め、ADCの標的分子の候補は多いことが望ましいと考える。 

一方で、POU2F3 や YAP1 発現株など、NRXN1 低発現株が少なからず存在して

いることも事実である。前臨床試験においても NRXN1 発現腫瘍に対して有望な結

果が得られる場合、NRXN1 を介した ADC の恩恵を受ける群の選択に NRXN1 を

バイオマーカーとして使用することが考えられる。NRXN1 発現株の検出手段とし

て、患者末梢血を用いたフローサイトメトリーでの検出や生検組織に対する細胞



73 

 

免疫染色などの手法が考えられるが、本研究では、今後のさらなる研究において侵

襲や時間的コスト低減の観点により、フローサイトメトリーを用いて患者血液か

ら標的蛋白を検出することを念頭に置いていた。いずれにしても NRXN1 に対する

検出精度の高い抗体を精製し、上記の課題を検証していくことが本研究のさらな

る発展のために肝要である。 

  



74 

 

 

結語 

NRXN1 に対する ADC は NRXN1 を発現する小細胞肺癌に対する有望な治療モダ

リティとなり得る。NRXN1 の機能解析を始めとして、今後のさらなる研究に値す

ると考える。 
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