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研究成果の概要（和文）：膵癌においてヘッジホッグ阻害が、SHHの精製タンパク質による細胞増殖を濃度依存
的に部分的に抑制していることを確認し、SHHタンパク質が、線維芽細胞の増殖をソニックヘッジホッグ経路依
存的に促進していることが示唆された。RAS/RAF/MEK/ERK経路は、様々な癌腫において過剰発現しており、MEK 
阻害剤は抗がん作用をもつ新規分子標的薬として注目されている薬剤の一つである。今回、対象として膵癌由来
の細胞に注目し、膵癌細胞MIA PACA-2に対し、放射線照射にMEK 阻害を行うことにより、放射線照射単独と比し
て、細胞の生存はさらに抑制されることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Hypoxic and stroma-rich microenvironments, characteristic features of 
pancreatic cancers, are associated with a poor prognosis. We found that pancreatic cancer cells 
secreted more Sonic hedgehog protein (SHH) under hypoxia. The SHH protein secreted from pancreatic 
cancer cells under hypoxic conditions promoted the growth of fibroblasts by stimulating their Sonic 
hedgehog signaling pathway. These results suggest that the increased SHH is potentially responsible 
for the formation of stroma-rich microenvironments in pancreatic cancers, therefore providing a 
rational basis to target it. RAS/RAF/MEK/ERK pathway is overexpressed in a variety of cancer, and 
targeting this pathway is considered to be one of the most promising anticancer agents. We found 
that MEK inhibition showed radiosensitizing effect on a pancreatic cancer cell, MIA PACA-2. MEK 
inhibition could be a target of radiosensitizing anticancer agents. 

研究分野： Radiation Oncology

キーワード： radiation sensitizer　tumor microenvironment
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１．研究開始当初の背景 
放射線治療は、現在の癌治療において必要

不可欠な治療の選択肢の一つである。近年放
射線治療は、放射線治療単独治療ではなく、
化学療法と併用することが多くなっている。
さらに分子標的薬との併用も、抗癌剤併用と
比して同等の効果もしくは高い効果を保ち
ながら、副作用低減させることが報告される
ようになっており、Bio-radiotherapy として
期待が高まっている。一例としては、セツキ
シマブと放射線治療の併用療法は放射線治
療単独と比べ、局所進行頭頸部癌の患者の生
存期間を延長することが分かってきており
1,2、従来使用されてきた抗癌剤と比して、腎
障害、神経障害などの副作用の低減が図れる
ため、保険適応となった 2013 年以降日本で
も使用されるようになっている。しかし、現
在のところ放射線治療と増感作用のある分
子標的薬として認可されているものはセツ
キシマブのみであり、近年次々と開発されて
いる分子標的薬の放射線増感作用について
は検証されていないものも多く、これらの放
射線増感作用を検証することは今後の癌治
療にとって非常に重要な鍵となると思われ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、放射線と併用することに

より放射線増感作用を呈するような分子標
的薬のスクリーニング、ならびにその機能や
抗腫瘍効果のメカニズム解析をすることで
ある。また各種分子イメージング技術を使い、
その分子標的薬が細胞内の微小環境にもた
らす効果について検証し、放射線にどのよう
なタイミングでその薬剤を追加することが
が最大限の抗腫瘍効果を示すかどうかにつ
いても解析することができる。将来的にはこ
れらの実験によって得られた結果により、今
後の高精度放射線治療を組み合わせた分子
標的薬併用放射線治療のターゲットを時空
間的に最適化することも目的の一つである。 
 
３．研究の方法 

本申請の研究は、“分子標的薬の放射線増
感作用”と“分子標的併用放射線治療後の微
小環境の局在変化”について解明するもので
ある。まず、培養腫瘍細胞を用いた in vitro
の実験で、分子標的薬が放射線増感作用をも
つかどうか、またその最適な濃度、タイミン
グを検証する。またその分子標的薬の、培養
正常細胞への影響も検討し、将来臨床の場で
応用した際の正常組織への有害事象も予測
する。また、分子標的薬ならびに放射線を加
えた際の腫瘍細胞内における低酸素、細胞周
期、DNA 損傷、血管新生の状態を検証する。
その後、担癌マウスを使った in vivo の実験
で、分子標的併用放射線治療の腫瘍縮小効果
を検証する。 
当研究において、特に重点的に検証する分

子標的経路として、ヘッジホッグ経路と

RAS/RAF/MEK/ERK 経路に注目した。低酸素細
胞は放射線の感受性が低いことは一般的に
知られている。膵癌など間質が豊富な癌組織
の発生には、ヘッジホッグ経路が関わってい
る事が報告されており、この経路を阻害し、
間質の密度を下げることができれば、血流が
改善し、腫瘍内の低酸素細胞の割合を低減す
ることができ、放射線増感作用が得られるの
ではないかと考えている。 
また、RAS/RAF/MEK/ERK 経路は、BRAF, RAS 

mutation を含む様々な癌腫において過剰発
現しており、同経路は放射線増感効果の報告
もあり、がん治療において、注目されている
経路の一つであり、検討を行うこととした。 
 
４．研究成果 
共同研究チームと協議し、放射線と相乗効

果を持つ標的とする経路として、ヘッジホッ
グ経路、MEK 経路について着目した。 
 

ヘッジホッグ阻害剤 
がんの間質繊維芽細胞の増殖をソニック

ヘッジホッグ経路が促進することが最近注
目されている。膵臓癌は、化学放射線治療に
抵抗性の難治性の癌であり、がん間質線維芽
細胞に富むことが注目されている。豊富な間
質線維芽細胞は放射線抵抗性に関わってく
ることが分かってきている。そこで、膵癌に
おいてヘッジホッグ経路が間質豊富な微小
環境にどのような影響を与えるのかについ
て明らかにすることを目的とした。 
 

まずは、低酸素環境下で SHH の分泌量が増
加するメカニズムに、SHH の細胞内の発現量
の上昇が寄与するか否かを調べた。最初に、
膵臓がん細胞内の SHHの発現量を qRT-PCR 法
とウェスタンブロット法を用いて評価した。
低酸素環境下で mRNA レベルとたんぱく質レ
ベルでSHHの発現量が増加していることが示
された。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
また、MIA PaCa-2 以外の他の膵臓がん細胞

株でも同様の結果を得た。 
 
 
 
 
 
 
 

 



以上の結果から、低酸素環境下で SHH の発
現量の増加がSHHの分泌量の増加の一因とな
ることが示唆された。 
また、ソニックヘッジホッグ経路の活性化

が線維芽細胞の増殖に与える影響を調べた。
膵臓がん細胞にはSHHを過剰発現させた後に、
膵臓がん細胞の培養液を回収し、線維芽細胞
にその培養液を投与し、細胞増殖アッセイで
評価した結果、膵臓がん細胞が分泌する SHH
タンパクにより線維芽細胞の増殖が促進さ
れていることが確認された（図 A）。 
また、SHH の精製タンパク質を用いた実験で
も、濃度依存的に線維芽細胞の増殖を促進し
ていることが示された（図 B）。 
 
 
 
 
 
 

 
次に、ソニックヘッジホッグ経路依存的に

細胞増殖が起きるかどうかを調べるために、
Smo の特異的な阻害剤として知られている
TAK-441 を使用した。Smo は、ソニックヘッ
ジホッグ経路を構成する因子で、SHH が受容
体に結合すると、Smo の抑制が解除され、ソ
ニックヘッジホッグ経路の活性が促進され
る。その阻害の活性を調べるために、SHH の
精製タンパク質とTAK-441を用いてルシフェ
ラーゼアッセイを行ったところ、TAK-441 は、
ソニックヘッジホッグ経路の活性を濃度依
存的に阻害していることがわかった（図 C）。
また、Smo を過剰発現することにより、その
阻害をキャンセルできることも示すことが
できた。以上の結果より、TAK-441 は Smo 特
異的なソニックヘッジホッグ経路の阻害剤
であることを確認できた（図 D）。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
次にこの TAK-441 を用いて、細胞増殖がソ

ニックヘッジッグ経路を介するかどうかを
評価し、SHH の精製タンパク質による細胞増
殖を、TAK-441 が濃度依存的に部分的に抑制
していることが確認できた。  
以上の結果から、SHH タンパク質が、線維

芽細胞の増殖を、ソニックヘッジホッグ経路

依存的に促進していることを示すことがで
きた。 
 
 
 
 
 

 
 
このように、SHH 経路を阻害することによ

って、線維芽細胞の増殖を抑制し、間質の密
度を下げることができれば、血流が改善を促
し、腫瘍内の低酸素細胞の割合を低減するこ
とができ、放射線治療の効果を高めることが
できる可能性が示唆される。 
今後は、今回は in vitro でしか検証でき

なかった実験を in vitro で行い、この仮説
を実証し、最終的には臨床の現場で応用可能
な分子標的の候補として提案できるように
したい。 
 
MEK 阻害剤 
RAS/RAF/MEK/ERK 経 路 は 、 BRAF, RAS 

mutation を含む様々な癌腫において過剰発
現しており、MEK 阻害剤は抗がん作用をもつ
新規分子標的薬として注目されている薬剤
の一つである。臨床上放射線治療と併用する
可能性がある種々癌腫由来の cell line にお
ける MEK 発現について data base, 各種論文
などから検討し、実験に使用するいくつかの
候補を抽出した。 
まずは Clonogenic assay として適する細

胞種かどうかを判別するために、plating 
efficiency を 測 定 し 、 極 度 に plating 
efficiency が低い細胞腫は除外し、今回、対
象として膵癌由来の細胞に注目した。 
膵癌細胞 MIA PACA-2 に対し、放射線照射に
MEK 阻害剤 Aを加えることにより、放射線照
射単独と比して、細胞の生存はさらに抑制さ
れることが分かった。しかしながら、低酸素
下の条件においては、放射線照射に MEK 経路
を阻害することで、放射線の増感効果を呈し
なくなった。現在このような現象が起こった
原因について検討中である。 
また、その他、MAPK 関連遺伝子に mutation

のある細胞株 H441, MDA-MB-231, SK-MEL-28, 
HCT116+/+, HCT116-/-, A549 において、増感
効果は見られなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 以上より、MEK 阻害剤を放射線治療と組み
合わせることで、放射線増感効果を呈する可
能性が示唆されたが、どのような条件下、微
小環境下において最大限の効果が得られる
のかが、今後の検討課題である。 
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