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研究成果の概要（和文）：Notch 発現肺癌細胞株におけるガンマセクレターゼインヒビター

（GSI）と放射線併用療法の抗腫瘍効果は治療スケジュールに依存していることが示された。

放射線治療後に GSI を投与すると最も高い抗腫瘍効果を in vitro、in vivo ともに認めたが他の

同時治療、GSI 後放射線照射では併用効果を認めなかった。併用治療は MAPK pathway や

Bcl-2 ファミリー蛋白を介して肺癌細胞株をアポトーシスへ誘導することがわかった。さらに

放射線治療後に活性化された Notch は GSI 投与により抑制されたことから GSI 投与により

Notch が誘導する放射線抵抗性を改善することが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：We discovered that the antitumor effect of combining GSI（ -secretase 
inhibitor）and radiation was dependent on treatment schedule. GSI administration after radiation had the 
greatest growth inhibition of lung cancer in vitro and in vivo. We showed that the combination induced 
apoptosis of lung cancer cell lines through the regulation of MAPK and Bcl-2 family proteins. 
Furthermore, activation of Notch after radiation was ameliorated by GSI administration, suggesting that 
treatment with GSI prevent Notch-induced radiation resistance. 
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１． 研究開始当初の背景 
 Notch は肺癌の腫瘍増殖において重要な役
割を果たしている事が報告されており、その
inhibitor である secretase inhibitor (GSI)
は肺癌の apoptosis を誘導し細胞増殖を抑制
する事を既に我々は報告してきた。一方で放
射線治療は肺癌治療における重要な治療法
の一つであるが、放射線により Notch の発現

が誘導され放射線抵抗性の一因になってい
ることが示唆されていることから、GSI との
併用により治療抵抗性の改善とより高い腫
瘍効果を示すと考えられる。しかし、GSI と
放射線治療の併用に関する肺癌における報
告は乏しくより詳細な検討が必要とされて
いた。 
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２．研究の目的 
 １に述べた背景から Notch 発現肺癌細胞
株における GSI と放射線の併用治療におけ
る抗腫瘍効果やその機序について検討する
ことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 Notch 発現肺癌細胞株として HCC2429、
H460、A549 を使用した。また Notch 発現の
ない肺癌細胞株として H1395 を使用した。
GSI は in vitro で GSI I と GSI XX を in vivo
では GSIXX を使用した。 
 in vitro において GSI と放射線治療の併用
効果を検討するために MTT assay と
clonogenic assay を用いた。放射線治療によ
り Notch の発現が誘導されることから併用
時の治療スケジュールの検討も行った。併用
機序として apoptosisによるものか cell cycle 
arrest によるものか flow cytometry を使用
し検討する。前述したように Notch の抑制に
よる apoptosisにおいてBimの重要性をすで
に報告しており、今回併用時における Bim の
発現また他の apoptosis 関連蛋白の発現を
Western blot にて検討する。 
 
 また in vivo における抗腫瘍効果の検討のた
めにヌードマウスを用いて肺癌細胞株を皮
下に接種後 GSI 投与、放射線治療を開始し腫
瘍のサイズを測定する。副作用の検討のため
に体重測定と治療後のマウス腸管の組織標
本を作成し goblet cellの過形成の有無などを
検討する。 
 
４．研究成果 
Notch発現肺癌細胞株におけるGSIと放射線
併用療法の抗腫瘍効果は治療スケジュール
に依存していることが示された。放射線治療
後に GSI を投与すると最も高い抗腫瘍効果
を認めた（図１）が他の同時治療、GSI 後放

射線照射では併用効果を認めなかった（図 2）。 
  

 
  
一方で Notch 陰性の肺癌細胞株においては
放射線治療と GSI の併用効果は認められず
今回認められた併用効果は Notch 依存的で
あることが示された（図 3）。 
 

 
 
 併用治療の機序として Notch 蛋白の発現
を検討したところ放射線照射後に Notch と
Notch の標的遺伝子である HEY-1 の発現亢
進を認め放射線照射により誘導された Notch
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図 1. HCC2429 における clonogenic assay
データ 
 
単独治療と比較して放射線後 GSI 投与によ
り高い抗腫瘍効果を示す。 
横軸：放射線量、縦軸：survival fraction 
 

図 3：H1395 における clonogenic assay デー

タ 
Notch 陰性細胞においては併用効果が認めら

れない。 
横軸：放射線量、縦軸：survival fraction 

 

図２：各治療スケジュールにおける IC50(μM) 
GSI/R:同時併用、GSI→R:GSI 投与後放射線照

射においては併用効果を認めない。 

GSI/R 

GSI→R 

       0           2           4    (Gy) 



の活性は GSI 投与により抑制されたことか
ら Notch pathway が放射線抵抗性に関与し
GSI投与が抵抗性の改善を引き起こしている
ことが示唆された（図 4）。 

  
  
   

 さらに併用治療は MAPK pathway や Bcl-2 フ
ァミリー蛋白（Bim）を介して肺癌細胞株を
apoptosis へ導くことが認められた。 

   
 

 

 

 また in vivo において放射線、GSI 単独治
療はコントロールと比較して抗腫瘍効果を
認めさらに併用治療において腫瘍の増大ス
ピードは有為に単独治療と比較して抑制さ
れた（図 5）。治療に伴うマウスに体重減少や

腸管の goblet cellの過形成なども認められず
重篤な副作用の発生はなかった。 
 
これらの結果より放射線と GSi 併用治療は

肺癌における新しい治療の選択肢となりう
ることが示された。 
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図 5. H460 における in vivo での併用治療効果 

単独治療と比較して併用治療において明らかな腫瘍

増殖の抑制を認める。 

縦軸：腫瘍サイズ（mm2）、横軸：日数（日） 
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図 4： H460 における Notch3 の蛋白発現 

放射線照射による亢進した Notch3 はその後の

GSI 投与（Combination）により抑制される。 
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図 5. 各治療により p-ERK の抑制、Bim の発現上

昇を認めた。特に併用治療で影響を強く認めた。 
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