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研究成果の概要（和文）：横紋筋肉腫細胞においてHhシグナル系が細胞浸潤に関与するか否かを検証するためヒト横紋
筋肉腫細胞株を用い、Hhシグナル阻害剤としてcyclopamineと、forskolinを用いて実験を行った。Matrigel Invasion 
AssayではHhシグナル阻害剤の添加により、平均浸潤細胞数は有意に低下し、またWound closure assayでは、細胞層に
付けた傷の閉鎖時間は有意に遅延した。以上よりHhシグナル系は横紋筋肉腫の浸潤に関与することが示唆され、浸潤を
抑制する新たな治療標的となりうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study was to determine whether Hedgehog signaling plays a ro
le in the invasion of RMS. Two kinds of specific Hh signaling inhibitors, cyclopamine and forskolin, were 
used to suppress activated Hh signals in three RMS cell lines. The effects of the Hh signaling inhibitors 
on tumor cell invasion and motility were investigated using Matrigel Invasion assays and wound closure ass
ays, respectively. The number of invaded cells in the Matrigel chambers was significantly decreased. The w
ound closure assays revealed that a blockade of the Hh signaling pathway impairs RMS cell motility. Both t
he invasive capacity and motility of RMS cells are significantly suppressed by Hh signaling inhibitors, de
monstrating that the Hh pathway plays an important role in the invasion of RMS. Hh inhibitors may provide 
a new paradigm for the treatment of RMS.
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１．研究開始当初の背景 

ヘッジホッグ（Hh）シグナルは胚芽時の細

胞増殖を制御し、器官形成に関与する。近年、

Hh シグナル経路が基底細胞癌、肺癌、髄芽

腫、食道癌、胃癌、膵癌等種々の成人悪性腫

瘍において高発現し、腫瘍の発生に関与する

ことが明らかになってきた。この経路は癌細

胞の増殖を推進し、浸潤や転移を促進するな

ど、悪性腫瘍の発生、進展に深く関与するこ

とが報告されている（ Nat Rev Cancer 

2:361–372, 2002）。しかし小児悪性腫瘍にお

ける Hh シグナル伝達系の関与に関しては少

数の報告があるのみでほとんど明らかにな

っていなかった。最近我々は、小児悪性腫瘍

の細胞株や切除標本において、Hh 蛋白の一

種である Smooth Hedgehog(Shh)、そのレセプ

ターPatched-1(Ptch)、細胞内伝達物資である

Gli-1 の発現を免疫染色にて検討し、これら

Hh シグナル伝達系の構成因子が種々の小児

悪性腫瘍において発現していることを明ら

かにした（Oue T:J Pediatr Surg44:377-80, 2009）。

さらに我々は、Hh シグナル系の中でも特に

この Gli1 に着目し、小児の代表的腫瘍である

横紋筋肉腫、肝芽腫、神経芽腫において、Gli-1

の特異的抑制剤である Forsckolin を用いるこ

とにより、成人癌と同様にこれら腫瘍細胞の

増殖が抑制され、apoptosis が亢進することを

明 ら か に し た （ Yamanaka H: Molecular 

Medicine Reports 3: 133-139, 2010）。 

最近 Hh シグナル系が、種々の細胞の遊走

能に関与し、癌細胞の浸潤・転移に関わるこ

とが明らかになっており、Hh シグナル阻害

剤が消化器癌の浸潤、転移を抑制することが

報告されている。（Feldmann G et al: Mol 

Cancer Ther 7: 2725-35, 2008; Alexaki V, et al: J 

Natl Cancer Inst 102: 1148-59, 2010;）。しかし、

Hh シグナル系が、小児悪性腫瘍の浸潤・転

移に関わるか否かに関しては、ほとんど知見

が無く、それを検討することが、浸潤や転移

の病態解明のために意義深いと考えられた。 

 

２．研究の目的 

我々は、Hh シグナル系が特に高発現であ

った横紋筋肉腫に注目し、Gli-1 の特異的抑制

剤を用いることにより、成人癌と同様に浸

潤・転移が抑制されるか否かを in vitro 及び in 

vivo で検討し、Hh シグナル系が横紋筋肉腫

の浸潤・転移を抑制する分子標的治療の標的

遺伝子となりうるか否かを明らかにするた

めに本研究を計画した。 

 

３．研究の方法 

横紋筋肉腫において Hh シグナル伝達系が

亢進し、その抑制により腫瘍細胞の増殖及

び浸潤・転移能が抑制されるという仮説を

たて、これを検証するために以下の研究を

行う。 

(1) in vivo での Hh シグナル抑制 

免疫染色及び RT-PCR 法により、Gli1 高抗発

現が確認された横紋筋肉腫細胞株３種

（ RMS-YM, RD, RH30）を用い、これらの

細胞において Hh 特異的阻害剤である

Forskolin により Hh シグナルを抑制効果が

得られるか否かを確認する。抑制の効果判

定には Gli-1 の発現の低下を定量的 RT-PCR

法により確認し、さらに Hh 阻害による腫瘍

細胞増殖抑制効果を WST assay により確認

する。 

(2) Hh シグナル抑制による in vitro での浸

潤能の変化 

細胞浸潤能の測定には BD 社のマトリゲル

インベーションチャンバーアッセイシステム

を用いる。チャンバー上に各細胞株を

50,000/wellの割合で播き、上層の培地に

Hh阻害剤 Cycropermine 及び Forskolin をそ

れぞれ 50,100,200μM の濃度になるように

添加し、コントロールには溶媒（DSMO）の

みを添加する。5 時間培養したのち、下層に

浸潤した細胞の数を計測し、Hh シグナルの



抑制が浸潤能に影響を及ぼすかを検討する。 

(2) Hh シグナル抑制による in vitro での運

動能の変化 

腫瘍細胞の運動能の評価には wound closure 

assay を用い、それぞれの細胞株における Hh

シグナル阻害剤添加による影響を解析した。

横紋筋肉腫細胞の細胞層（monolayers）にピ

ペットチップでほぼ同じ幅の傷をつけ、継時

的に顕微鏡にて観察し、細胞の移動による傷

の閉鎖の割合を観察し、 Hh シグナル阻害剤

を添加による創が完全に閉鎖するまでの時

間の変化を評価した。 

 
４．研究成果 
 

(1) いずれの細胞株も Hh シグナル阻害剤

Forskolin の添加により細胞増殖の抑制が認

められた。 

 

図１ 各細胞株における Gli-1 の発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ Hh シグナル阻害剤 Forskolin による

各細胞株にの増殖抑制効果 

(2)Matrigel Invasion Assay 

膜の裏面に浸潤した細胞数を計測したとこ

ろ、いずれの細胞株でも Hh シグナル阻害剤

Cyclopermine 及び Forskolin、の添加により、

平均浸潤細胞数は有意に低下した。 

 

 

図２ Hh シグナル阻害剤 Cyclopermine 及

び Forskolin の添加による平均浸潤細胞数の

変化 

 

(3)  wound closure assay 

各細胞の細胞の運動能は、Hh 阻害剤の添加

により、抑制された。 

 

表１ 各種細胞株における wound closure 

assay の結果 ４時間毎の閉鎖率の変化（％） 

 

 RMS-YM RD RH30 

Hrs. Control CP FK Control CP FK control CP FK 

0 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 

4 20 10 10 50 10 10 50 30 20 

8 50 30 30 80 30 30 80 60 40 

12 60 40 30 90 50 50 100 75 60 

16 65 50 40 100 60 60 100 80 70 

20 85 60 50 100 70 70 100 90 80 

24 100 70 70 100 80 80 100 100 90 

28 100 90 80 100 85 90 100 100 100 

32 100 95 90 100 90 95 100 100 100 

36 100 100 95 100 95 100 100 100 100 

40 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

 



 

       0ｈ   4hrs     12hrs     24hrs 

 

Control 

 

 

 

Cyclopamine 

(10μM) 

 

 

Forskolin 

(100μM) 

 
図３ Hh シグナル阻害剤の添加による細胞
運動能の抑制効果 
 

以上の結果から、横紋筋肉腫細胞において、

Hh シグナル阻害剤の添加により細胞の浸潤

能、運動能共に阻害されたことから、Hh シ

グナル系は横紋筋肉腫の浸潤に関与するこ

とが示唆され、浸潤を抑制する新たな治療標

的となりうることが示唆された。 
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