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研究成果の概要（和文）：小細胞肺癌細胞株において、転写因子Recombination Signal Binding Protein for 
Immunoglobulin-kappa-J Region (RBPJ)を抑制すると、増殖、遊走、浸潤が有意に低下した。浸潤低下の機序と
して、metalloproteinase(MMP)9およびMMP2発現低下の関与が示唆された。また、RBPJ抑制は、抗癌剤感受性低
下に関与した。RBPJからのシグナルはHedgehogシグナル、NOTCHシグナルを介していた。

研究成果の概要（英文）：When a transcriptional factor, Recombination Signal Binding Protein for 
Immunoglobulin-kappa-J Region (RBPJ) was inhibited, proliferation, migration and invasion of small 
cell lung cancer were suppressed. Metalloproteinase (MMP)-9 and MMP-2 were suggested to contribute 
to this mechanism. In addition, suppression of RBPJ expression was involved with the decrease of 
chemosensitivity. Signaling pathway from RBPJ passed through Hedgehog signaling and NOTCH signaling.
 

研究分野： 分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺NETは有効な治療法が少なく、非常に治療に難渋する病態である。RBPJ抑制が肺NETの増殖、浸潤、遊走低下に
つながることを見出した本研究は、肺NETの新規治療法開発に大きく貢献する。またNOTCHシグナルの活性化因子
として知られるRBPJが、同じく形態形成シグナルであるHedgehogシグナルの活性化因子であることが肺NETにお
いても示唆され、この結果は形態形成シグナルを標的とする包括的癌治療開発にも道を開く可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



 
様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

肺神経内分泌腫瘍（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。 

2003 年に各種固形癌における Hh シグナル系の再活性化が報告(Pasca di Maglino M et al, 
Nat Rev Cancer, 2003)されて以来、Hh シグナルを構成する蛋白の機能阻害剤を中心に Hh シグ
ナル阻害剤が開発されてきた。現在、その中で、Smoothened(SMO)阻害剤が中心となって開発さ
れている。しかし、固形癌に対する Hh 阻害剤の臨床治験では一定の有効性が認められる報告も
あるが、肺 NET に対しては未だ期待されるほどの効果は得られていない (Personal 
communication)。今後様々な角度から Hh 阻害剤の開発研究を実施していく必要がある。Notch
シグナルも Hh シグナルと同様に形態形成シグナル系の１つであり、各種固形癌で再活性化が報
告され、Notch シグナル阻害剤の開発研究が行われている。Notch シグナル阻害剤である-
secretase inhibitor を用いた臨床治験は、小児および成人の再発または治療抵抗性 T-ALL を対
象として Dana-Farber Cancer Institute で開始され、良好な忍容性を示している(Krop I et al, 
J Clin Oncol, 2012)。 
転写因子 Recombination Signal Binding Protein for Immunoglobulin-kappa-J Region 

(RBPJ)は Notch シグナルの活性化因子として最近報告され(Tanigaku K et al, Nat Immunol, 
2002)、主に形態形成学の領域で研究されており、癌に対する治療標的としての報告はいまだ少
ない。さらに RBPJ が Hh シグナルの活性化に関与するという報告は最近の我々の報告(Onishi H 
et al, Cancer Lett, 2016)が初である。Hh シグナル/Notch シグナルは多くの癌腫で再活性化
が報告されており、癌腫にそのいずれかのシグナルが活性化していれば RBPJ が治療標的となる
可能性がある。 
 

２．研究の目的 

本研究の主目的は、「転写因子 RBPJ を標的とした Hh/Notch 両シグナル阻害による新規肺 NET 治
療法を開発する」ことである。 
 

３．研究の方法 

１、治療標的としての特異性・安全性の確認と臨床的意義の解析：肺正常組織および肺 NET 組織
における RBPJ、Hh および Notch 経路標的遺伝子の発現プロファイル作成 
RBPJ および Hh/Notch シグナル系の治療標的としての特異性と安全性を確認するために、手術時
摘出組織（正常組織および肺 NET 組織：各 100 例）における RBPJ、Hh 経路標的遺伝子(Gli1、
cyclin D、Snail)および Notch 経路標的遺伝子(Hes1、Hey1)発現を免疫組織染色、マイクロダイ
セクション法を利用した RT-PCR 法、western blot 法および In situ hybridization 法で詳細に
解析し、各種組織における RBPJ、Hh 経路標的遺伝子(Gli1、cyclin D、Snail)および Notch 経路
標的遺伝子(Hes1、Hey1)発現プロファイルを作成し検証する。RBPJ 発現では発現様式（細胞質
型、核型）分類の可能性も検討する。また、RBPJ および各遺伝子発現と再発率、予後や病理学的
因子との相関といった臨床的意義を解析し、診断・治療に応用する。 
 
２、細胞レベルでの治療標的機能の同定 
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
用い、RBPJ の発現の有無を確認する。次に、RBPJ 強発現肺 NET 細胞株を標的として RBPJ を阻害
(siRNA および shRNA)し、RBPJ 弱発現肺 NET 細胞株を標的として RBPJ を導入（RBPJ 発現プラス
ミド導入）して、Hh シグナル標的遺伝子発現および Notch シグナル標的遺伝子発現の変化を
western blot 法、RT-PCR 法で解析する。さらに、増殖（FACS、MTT 法、コロニー形成）、浸潤（マ
トリゲル浸潤試験）、薬剤感受性（FACS、コロニー形成）に及ぼす影響を解析し、治療標的とな
り得る機能を同定する。 
 
３、免疫不全マウスを用いた治療法の検証：細胞移植系 
免疫不全マウス移植系を用いて、RBPJ 発現抑制(siRNA、shRNA)による増殖抑制実験を実施する。
また、前年度見出した RBPJ発現経路の阻害剤を用いて、治療効果（増殖抑制、腫瘍形成能抑制、
浸潤抑制、転移抑制、生存期間）を検討し、臨床応用への可能性を検証する。さらに、形成され
た腫瘍を TUNEL 染色法、Ki67、VEGF で染色し、Hh シグナルおよび Notch シグナルと関連するア
ポトーシス細胞の割合、増殖期の細胞の割合、血管新生の程度を解析ソフトを用いて数値化し、
治療群と非治療群間で統計学的手法を用いて比較解析する。 
 
４．研究成果 
（１）小細胞肺癌細胞株 SBC-5 に RBPJ siRNA を導入して RBPJ を抑制して、SBC-5 の増殖(A)、
遊走(B)、浸潤(C)につき評価した。増殖、遊走、浸潤共に、RBPJ 抑制により有意に低下した。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）小細胞肺癌細胞株 SBC-5 に RBPJ siRNA を導入して RBPJ を抑制して、スクラッチアッセ
イを行い、遊走、増殖能の再確認を行った。増殖、遊走は、RBPJ 抑制により低下していることが
確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）RBPJ からのシグナル経路の探索および、RBPJ の関与する浸潤のメカニズムにつき、western 
blot で解析した。RBPJ 抑制により、Hedgehog siganl の起動蛋白である Smoothened(SMO)、NOTCH
シグナルの標的蛋白である HES1 発現が低下した。この結果より、RBPJ は Hedgehog signal、
NOTCH シグナルを経由することが示唆された。また、RBPJ 抑制により、metalloproteinase(MMP) 
9 および MMP2 発現が低下し、endothelial mesenchymal transition (EMT)関連蛋白である
Vimentin、E-cadherin、SNAI1 発現には変化が認められなかったことより、RBPJ の関与する浸潤
は、MMP を介していることが示唆された。 
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（４）RBPJ を抑制して、抗癌剤感受性試験を行った。Gemcitabine、CDDP を用いた解析では、共
に、RBPJ を抑制すると、抗癌剤感受性が有意に低下した。グラフは、抗癌剤添加後に、残存して
いる癌細胞(viable cancer cells)の割合を示している。 
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

PTPN3を標的とした新規小細胞肺癌治療の開発

Non-canonical hedgehog(Hh)シグナル経路：GLI2-Hhシグナル経路を標的とした胆嚢癌の新規治療法開発

Ptch1結合ペプチドを用い免疫治療効果増強を目指した膵癌線維化抑制治療の開発

10.21873/anticanres.12758.
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RBPJ and MAML3: Potential therapeutic targets for small cell lung cancer.

Anticancer Research 4543-4547

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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チロシン脱リン酸化酵素PTPN3を標的とした新規小細胞肺癌治療の開発

神経栄養因子受容体TrkBは肺癌の治療標的となり得る
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チロシン脱リン酸化酵素PTPN3を標的とした新規膵癌治療開発
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チロシン脱リン酸化酵素PTPN3を標的とした新規小細胞肺癌治療の開発

Patched 1-interacting peptide represses fibrosis in pancreatic cancer to augment the effectiveness of immunotherapy

癌で発現するFAM115cの予後予測バイオマーカーとしての意義

神経栄養因子受容体TrkBは肺癌の治療標的となり得る
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低酸素環境を考慮した膵癌におけるC4orf47の生物学的意義の解析

Hedgehog(Hh) シグナルの転写因子GLI2は胆嚢癌の悪性形質誘導を促進する

膵癌におけるTrkB/BDNFシグナルの生物学的意義解析

チロシン脱リン酸化酵素(PTPN3)は新規膵癌治療法の標的となりうる
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難治性膵癌を標的とした腫瘍溶解性ウイルス療法の開発

JDDW（日本消化器学会週間）

胆嚢癌におけるHedgehog(Hh)シグナル経路：GLI2-Hhシグナル経路の生物学的意義の解析（第２報）
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新規治療法開発のための癌低酸素環境における癌病態解析

神経栄養因子受容体TrkBは肺癌の治療標的となり得る

固形癌におけるPTPN3の生物学的意義解析
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RBPJおよびMAML3の小細胞肺癌の新規治療標的分子としての可能性

胆嚢癌における非古典的Hedgehog(Hh)シグナル経路：GLI2-Hhシグナル経路を標的とした治療法開発

FAM115cは膵癌の予後良好の予測バイオマーカーとなり得る

低酸素環境を考慮した小細胞肺癌の新規治療法開発
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RBPJ could be a new therapeutic target for refractory solid neuroendocrine type tumors
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