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研究成果の概要（和文）：肝癌におけるNotchシグナル活性化と癌悪性化メカニズムの関連性を検討した。Notch
シグナルの阻害剤であるγ-secretase inhibitor (GSI)は、単独では培養肝癌細胞の細胞増殖にほとんど影響を
与えなかったが、抗癌剤の細胞増殖抑制作用を倍増させた。肝がんの化学療法においてNotchシグナル制御を行
う事が抗癌剤耐性化抑制に寄与する可能性が示唆された。抗癌剤耐性化の克服により化学療法の必要な肝がん患
者の予後を改善できる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Cytotoxic agents have been developed to treat advanced hepatocellular 
carcinoma (HCC). Notch signaling is associated with carcinogenesis, 
epithelial-mesenchymal-transition (EMT), cancer stem cells (CSC). We investigated the effect of 
gamma-secretase inhibitor (GSI), a Notch inhibitor, in combination with cytotoxic agents in HCC cell
 lines. GSI exerts an anti-tumor effect via inhibition of EMT and CSC, consequently enhancing cell 
sensitivity to cytotoxic agents.

研究分野：消化器内科

キーワード： 肝細胞癌　Notch シグナル　上皮間葉転換

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 
肝細胞癌（肝癌）は、5 年生存率が 50％以
下と予後不良である。本邦の癌死亡原因第３
位で増加傾向にあり、有効な治療法開発が望
まれる。抗癌剤治療抵抗性をもたらす癌の性
質に癌幹細胞化があり、肝癌が進展し悪性化
が進行する際にも癌幹細胞化が進行し、治療
抵抗性を引き起こしている可能性が高い
(Dean M et al, Nature Review Cancer 5: 
275-284, 2005). これまでの研究成果（肝癌
における Notch シグナルをターゲットとし
た新規腫瘍血管新生抑制療法の開発 
2011-2013 年度 基盤研究 C）において腫瘍
血管新生を制御する Notch シグナルが肝癌
幹細胞化も制御している可能性が高いこと
が判明した。また、膵癌の研究においては、
Notch シグナルが抗癌剤耐性を制御してい
る こ と も 解 明 し て い る (Horiguchi S, 
Shiraha H et al, Molecular Oncology 
7(4):840-9, 2013)。 
 
 
２． 研究の目的 

 
a. Notch シグナル活性化の Twist 発現を介
する癌幹細胞化機構の解明 

b. 癌幹細胞化による抗癌剤耐性化機構の解
明 

c. 癌幹細胞化抑制療法の検討（in vitro での
検討） 

d. 臨床検体を用いた検討（a, bの検討結果に
ついて、実際の臨床サンプルにおいて検
証） 

 
 
３． 研究の方法 

 
a. 肝癌培養細胞及び遺伝子改変肝癌培養細
胞を用いて Notch シグナル活性化が、
Twist 発現や癌幹細胞化に与える影響に
ついて検討する。 

b. 肝癌培養細胞を用いて、Notch シグナル
活性化による癌幹細胞化が MRP の発現
および、5FU, cisplatin に対する抗癌剤
耐性化に与える影響について検討する。 

c. 肝癌培養細胞及び遺伝子改変肝癌培養細
胞を用いて、γセクレターゼ阻害剤が
5FU, cisplatin に対する抗癌剤耐性化や
癌幹細胞化（増殖能、転移能、腫瘍形成能）
に与える影響を検討する。 

d. a,b で検討した項目について、実際の臨床
検体で検証する。RUNX3, jagged1-Notch 
シグナル, Twist, MRP 発現と抗癌剤効果
の関連について臨床検体を用いて検証す

る。 
 
 
４． 研究成果 
 
Notch シグナルと他の肝癌悪性化関連転写
因子の検討において、肝癌培養細胞 Hep3B, 
Huh7, HLE, SK-Hep-1 を用いて検討を行い、
Notch シグナルの活性化により転写因子
Twist 発現が亢進する事を Western blotting
により確認した。癌抑制遺伝子 Runt-related 
transcript ion factor 3 (RUNX3)のプラス
ミド導入によりRUNX3蛋白質の発現は亢進し、
RUNX3-siRNA の導入により RUNX3 蛋白質の発
現は低下することも Western blotting によ
り確認した、これらの細胞操作により肝癌培
養細胞におけるNotchシグナルを制御するこ
とが可能であることが確認された。 
また、Notch シグナルの活性化により下流
シグナルの Hey, HES が活性化することも
Western blotting により確認した。更に肝癌
の癌幹細胞マーカーであるEpCAMの発現が亢
進する事も確認できた。Notch シグナルの活
性化は、E-cadherin 発現を低下させ、細胞移
動能を亢進させることも確認した。同様に上
皮 間 葉 転 換 （ Epithelial- Mesenchymal 
Transition：EMT）に関連する N-cadherin や
vimentin の発現も亢進した。Notch シグナル
の活性化が、その下流シグナル伝達分子であ
る NICD, HES, Hey 等の活性化を介して EMT
を亢進させるのみならず、肝癌の幹細胞化に
関わるEpCAMの活性化を制御している事が確
認できた。EMT の亢進は、細胞形態の変化、
細胞移動能及びEMTの指標となるE-cadherin, 
N-cadherin, vimentinの変化により確認した。 
癌幹細胞化については、CD90, CD133, CD44, 
CD24, EpCAM 等に対する抗体を用いた
Western blotting及びフローサイトメトリー
で検討した。その結果、EpCAM 発現が Notch
シグナルの活性化により最も大きく変化す
ることが判明した。 
また、Notchシグナルの活性化によりEpCAM
を発現した細胞は、癌幹細胞としての性質を
有しており、抗癌剤の耐性化に関与する蛋白
群の発現が制御を受けている可能性が高い
ことが判明した。抗癌剤感受性試験において
は、抗癌剤（5-FU, cisplatin）に対する耐
性と EpCAM 発現の関連も確認された。更に
Notch シグナルの活性化により、抗癌剤の耐
性 化 に 関 与 し て い る MRP(Multidrug 
Resistance Protein)の発現が制御されてい
ることが 確認された。MRP は、MRP 1-5 につ
いて Western blotting により発現を検討し、
いずれもNotchシグナルの活性化と相関する
ことを確認した。 



Notch シグナル阻害剤であるγ-secretase  
inhibitor (GSI)は、単独では培養肝癌細胞
の細胞増殖にほとんど影響を与えなかった
が、 cisplatin の細胞増殖抑制作用を倍増さ
せた。 

GSI と cisplatin の併用効果について
Hoechst33342 を用いた apoptosis assay では、
cisplatin により誘導される apoptosis を 2
－4倍程度増強する事が判明した。 

Notch シグナル阻害による抗癌剤効果増強
は、Notch シグナル阻害による癌幹細胞化の
阻害が原因となっていることが予測された
ため、colony formation assay により癌幹細
胞化を評価した。その結果 GSI と cisplatin
の併用により特に colony formation の阻害
効果が強く認められた。Western blotting で
GSI と cisplatin の併用により MRP の発現低
下が起こっていることが確認できた。 

また、癌幹細胞化と関連ある分子である
EpCAM, Twist, ZEB1,Snail, Slug はいずれも
GSI と cisplatin の併用により発現低下して
いることが確認できた。 
以上より、Notch シグナルを阻害すること
によりcisplatinの効果を増強できる可能性
が証明できた。 
本研究の成果によって、肝がんの化学療法
においてNotchシグナル制御を行う事が抗癌
剤の耐性化抑制に寄与する可能性が示唆さ
れた。抗癌剤耐性化の克服により化学療法の
必要な肝がん患者の予後を改善できる可能
性がある。 
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