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研究成果の概要（和文）：小細胞肺癌細胞株SBC-5において、GLI1を抑制してhedgehogシグナルを阻害すると、
TRKB発現が亢進した。SBC-5において、GLI1、TRKBを共に阻害すると、増殖能では相加効果が得られたが、浸潤
能では相加効果は認められなかった。これは、GLI1抑制により、TRKB発現が亢進する機序が存在するためと思わ
れた。

研究成果の概要（英文）：When GLI1 that is a transcriptional factor of Hedgehog signaling was 
inhibited in small cell lung cancer cell line, SBC-5, TRKB exoression increased. When both GLI1 and 
TRKB were inhibited in SBC-5, additive effect was observed in proliferation but not in invasion. We 
think that this result may be due to the mechanism that TRKB expression increased through the 
inhibition of GLI1.

研究分野：呼吸器外科学

キーワード： 肺NET　hedgehog signal　TRKB　BDNF　小細胞肺癌　増殖　浸潤　治療薬創生

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で小細胞肺癌細胞においてHedgehog-TRKBシグナルに負のクロストークが存在する可能性を示した。この
結果は、治療オプションが少なく難治性である小細胞肺癌の新規治療薬創生に大きな意義を持つと考えられる。
さらに、この結果は小細胞肺癌で活性化する新たなシグナル経路やクロストーク経路の発見につながり、別の新
規治療標的分子の発見につながる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
肺 NET（小細胞肺癌および大細胞肺癌の一部）は、発育が急速であり、多くの症例が発見時に既
に手術不能状態にあり、また他の肺癌に比べ、標準的治療法が未だ確立されていない(Asamura H 
et al, J Clin Oncol, 2006)。従って、肺癌の予後改善のために、悪性度の高い肺 NET の新規治
療法開発は喫緊の課題である。 
癌における Tropomyosin-related kinase B(TrkB)発現増強が、神経芽細胞腫(Nakagawara A 
et al, Mol Cell Biol, 1994）、肺 NET、肝癌(Yang ZF et al, Cancer Res, 2005）、胆嚢癌、胸
腺癌（共に論文投稿中）および前立腺癌(Montano X et al, FEBS Lett, 2004）で確認され、予
後不良因子としての可能性が報告されている。また、癌において TrkB の ligand である Brain-
derived neurotrophic factor(BDNF)が産生され、autocrine の系で TrkB/BDNF 経路が活性化し
ている可能性が示唆されている。現在まで TrkB の高発現が報告された癌腫は、神経内分泌腫瘍
との関連を有する癌腫が多く含まれている。一方、癌細胞における TrkB の機能に関しては、ア
ポトーシス抵抗性(Thomas R et al, Cancer Res, 2005)や転移能(Smit MA et al, Mol Cell 
Biol, 2009)への関与を示唆する報告が増加しつつある。さらに、我々のこれまでの研究におい
て悪性度の高い肺癌組織における BDNF 発現と TrkB 発現は正の相関を示すことが分かった。こ
れらを総合すると、肺 NET における TrkB をを標的とした治療法開発の実現性は高いと考えられ
る。 
Hedgehog(Hh)シグナルが NET を含む固形癌の悪性形質誘導に関与し治療標的となることが報
告されてきた(Park KS, et al, Nat Med, 2011)。Hh 阻害剤は Hhシグナルの起動蛋白である
Smoothened(SMO)阻害剤が中心に開発されてきた。しかし、SMO 阻害剤の臨床試験は一定の効果
は上げつつあるが、SMO の変異や Hh シグナル系が KRAS、MAP3K、AKT、ERK シグナルなど様々な
シグナル系とクロストークすることなどにより、SMO 単独阻害による治療の限界も指摘されるよ
うになってきた。我々は、肺 NET の治療法開発の研究を通じて Hh シグナルを抑制する治療が、
逆に TrkB 発現を亢進し、それが Hh シグナル阻害剤の治療効果を低下させている可能性を新た
に見出した。従って、Hh シグナル阻害と Hh シグナル阻害により亢進した TrkB 発現の阻害との
併用は、肺 NET に対する有効な治療効果増強につながる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、新規に見出された TrkB/BDNF-Hh クロストーク経路の①肺 NET 悪性化(増殖・
浸潤・腫瘍形成能亢進)への関与、および、②治療標的としての可能性、の２点に焦点をあて検
討する。 
 
３．研究の方法 
（１）本研究においては、小細胞癌細胞株(SBC-3、SBC-5、87-5、S2)および肺大細胞神経内分泌
細胞癌細胞株(NCI-H460、NCI-H810)を標的細胞として使用する。Hh シグナルを活性化する系(Hh
シグナルのリガンド SHH の添加、SMO および Hhシグナルの転写因子：GLI1 発現プラスミド導入)
を用いて、また逆に Hhシグナルを抑制する系(Hh シグナル抑制剤：シクロパミン添加、SMO およ
び GLI1 siRNA の導入)を用いて、TrkB あるいは BDNF の発現の変化を RT-PCR、western blot 法
で解析する。 
 
（２）TrkB/BDNF シグナルを活性化する系（BDNF の添加）を用いて、また逆に TrkB/BDNF シグナ
ルを抑制する系(TrkBおよびBDNF siRNAの導入)を用いて、Hhシグナル系構成分子(SHH、Patched1、
SMO、GLI1)の発現に及ぼす影響を RT-PCR、western blot 法で解析する。 
 
（３）小細胞癌細胞株(SBC-3、SBC-5)および肺大細胞神経内分泌細胞癌細胞株(NCI-H460、NCI-
H810)を標的細胞として使用して、Gli1 プラスミド導入あるいは Shh を添加し Hh シグナルを活
性化する系、あるいは GLI1/SMO siRNA を用いて、Hhシグナルを抑制する系を用いて、TrkB 発現
に関連する分子をDNAアレイ、蛋白チップ、realtime RT-PCR法を基本として網羅的に解析する。 
 
（４）候補分子の遺伝子導入、候補遺伝子の阻害（シグナル阻害剤、低分子 RNA 干渉、遺伝子導
入）を基本として TrkB 発現と機能変化（増殖能、浸潤能、腫瘍形成能）を MTT アッセイ、コロ
ニー増殖試験、マトリゲル浸潤試験などで解析し、治療標的になり得る候補分子を選別する。 
 
（５）肺 NET 細胞株を標的細胞とし、選別した候補分子および、それを制御するシグナル経路あ
るいは分子を抑制する系（分子阻害剤、シグナル阻害剤、siRNA、抗体など）を用いて、肺 NET 細
胞の形質変化（増殖、浸潤、腫瘍形成、抗癌剤感受性）を MTT アッセイ、コロニー増殖試験、マ
トリゲル浸潤試験で検証する。 
 
（６）肺 NET 細胞株をヌードマウス皮下に移植する系を用いて、候補分子阻害剤あるいはそれを
制御するシグナル経路阻害剤を治療薬として使用して、治療効果（増殖抑制、造腫瘍能抑制、浸
潤抑制、転移抑制、生存期間延長）を経時的に解析する。さらに、形成された腫瘍を TUNEL 染色
法、Ki67、VEGF で染色し、TrkB/BDNF-Hh 両シグナル阻害によるアポトーシス細胞の割合、増殖
期の細胞の割合、血管新生の程度を Hh シグナル単独阻害群あるいは TrkB/BDNF シグナル単独阻



害群と比較する。また、手術時摘出新鮮肺 NET 組織を移植する系を用いて、同様の方法で
TrkB/BDNF-Hh 両シグナル阻害による増殖抑制実験を行う。 
 
４．研究成果 
（１）小細胞肺癌細胞株 SBC-5 が、TRKB、GLI1 を発現していることを western blot 法で確認
し、SBC-5 細胞株に TRKB シグナルおよび Hhシグナルが活性化していることを確認した。ま
た、SBC-5 細胞株に GLI1 siRNA を導入して、Hhシグナルを抑制すると TRKB 発現が亢進した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）SBC-5 細胞株に GLI1 siRNA あるいは TRKB siRNA を導入して増殖能を検討した。コント
ロールと比較して、GLI1 抑制群、TRKB 抑制群共に増殖は有意に低下したが、GLI1、TRKB を同
時に抑制した群はさらに増殖能が低下した。また、SBC-5 細胞株に GLI1 siRNA あるいは TRKB 
siRNA を導入して遊走能、浸潤能を検討した。遊走能の検討では、コントロールと比較して、
GLI1 抑制群、TRKB 抑制群共に有意に低下したが、GLI1、TRKB を同時に抑制した群はさらに遊
走能が低下した。浸潤能の検討では、コントロールと比較して、TRKB を抑制した群では有意に
浸潤能が低下したが、GLI1 を抑制した群では差は認められなかった。また、GLI1、TRKB を同時
に抑制した群は TRKB のみを抑制した群と同じ程度であった（下図参照、*は Control si との比
較、**は TRKB si との比較、***は GLI1 si との比較を示す。Onishi H, Nakamura K et al, 
Anticancer  Res, 2017）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）Hh シグナル、TRKB シグナルと連関する分子を解析中、分子 Xが、Hh シグナルと連関す
る可能性を見出した。分子 Xの抑制は、siRNA を用いた。肺 NET の解析は、SCLC に焦点をあ
て、細胞株 SBC-5・87-5・S2 を使用した。まず、増殖能の検討を細胞数計測により行った。分
子 Xを抑制すると、２つの細胞株で増殖は有意に低下したが、1つの細胞株では増殖は有意 
に増加した。次に浸潤能を解析した。増殖と同様に、分子Xを抑制すると、２つの細胞株 
で浸潤は抑制されたが、1つの細胞株では浸潤は有意に増加した。現在、分子 Xの強制発現（プ
ラスミド作成）を視野に入れて、実験を行うとともに、分子 X がどのシグナル系を介するのか
（Hh-MAPK、Hh-PI3k、TrkB-MAPK、TrkB-PI3k など）を解析中である（論文作成中）。 
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SBC5・87-5ともに分子Xを抑制することで浸
潤能は低下した。一方、S2では分子Xを抑制
することで浸潤能は亢進した。＊はP<0.05。

【Invasion Assay (小細胞肺癌：SBC5・87-5・S2)】
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