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緒言	

1)肺癌について	

肺癌は全世界的に悪性新生物に関連した死亡率の第 1 位を占め、その罹患

率は増加傾向にある。日本においても肺癌が 1998 年に癌死亡原因の第１位

となってから既に 10 年以上が経過し、2014 年の死亡数に関しても全癌死亡

に対し男性 24%、女性 14%ともっとも頻度の高い癌の一つとなっている。	

肺癌は病理学的に非小細胞肺癌（non	small	cell	lung	carcinoma：NSCLC）

と小細胞肺癌（small	cell	lung	carcinoma：SCLC）の 2 つに大別され、NSCLC

が 80%以上を占める。また、NSCLC には腺癌（adenocarcinoma：ADC）と扁平

上皮癌（squamous	cell	carcinoma：SCC）の 2 つの主な組織型が含まれてい

る。これらは異なった分子生物学的な特性を持っており、発生起源や発生機

序に関わる遺伝子異常が異なると考えられている。SCLC は神経内分泌分化

を示す神経内分泌癌であり、主に神経内分泌細胞が主な発生起源と考えられ

ているが、Ⅱ型肺胞上皮細胞から発生する機序も報告されている。これらの

細胞に癌抑制遺伝子である TP53・Retinoblastoma（Rb）遺伝子の不活化が

関与し SCLC が発生するとされている 1,2。NSCLC に分類されている ADC と SCC

も発生起源・機序が異なっており、ADC はⅡ型肺胞上皮細胞やクララ細胞に

KRAS や epidermal	growth	factor	receptor（EGFR）遺伝子などの変異が、

SCC は基底細胞やクララ細胞、Ⅱ型肺胞細胞に TP53 や CDKN2A・Phosphatase	

and	Tensin	Homolog	Deleted	from	Chromosome	10（PTEN）・SOX2 などの遺

伝子の関与が加わり発生する 3-5。	

また治療に対する感受性においては、一般に SCLC は放射線治療・化学療

法に比較的感受性が高く、一方 NSCLC は感受性が比較的低いとされる。しか

し、近年 NSCLC、特に ADC において、EGFR チロシンキナーゼ阻害薬や

anaplastic	lymphoma	kinase（ALK）阻害薬などを含めた幾つかの分子標的

治療薬の有効性が報告され、EGFR 遺伝子変異陽性例また ALK 融合遺伝子陽

性例に対して EGFR チロシンキナーゼ阻害薬や ALK 阻害薬は優れた治療効果

を示している 6,7。	

このように、1 つの臓器である肺を起源とする癌であっても、組織型によ

って大きく性質が異なることからシグナルの機能の違いを検討し、組織型に

基づいた標的治療開発や薬剤耐性獲得機序を考えていくことが重要である。	

	

2)Notch	pathway について	

Notch 遺伝子は 1917 年にショウジョウバエにおいて最初に発見された。

Notch 遺伝子の欠損が生じたショウジョウバエの羽に Notch（切れ込み）が
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みられたことからその名前に由来する。Notch は様々な組織（リンパ組織、

神経、毛髪、感覚器、血管系等）の分化において必須なシグナルである。血

管系の分化おいては胎生期・幼若期にその発現が増強し、成熟期においては

発現が低下することが報告されている 8-10。Notch	ファミリーは 4つの Notch

受容体ファミリー（Notch1-4）と Jagged（Jagged1,2）と Delta-like（Dll1,3,4）

の 5 つのリガンドの存在が示されている。Notch 受容体は 300kDa にも及ぶ

巨大な 1 回膜貫通蛋白質であり、細胞膜を介し約 200kDa の細胞外ドメイン

と約 100kDaの細胞内ドメインから形成されている。細胞外ドメインには EGF

様ドメインがあり、細胞内ドメインは 6 個の ankyrin 様リピートと PEST ド

メインにより構成される 11,12（図 1）。	

	

Notch	受容体	 	 	 				 	 	 	 	 	 	 	 Notch	リガンド	

PEST ドメイン Ankyrin 様リピート EGF 様ドメイン	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

図 1	

Notch 受容体と Notch リガンド	

EMBO	reports(2005)	6.より引用。	

	

Notch	pathway の活性化の機序としては、Notch 受容体の細胞外ドメインと

リガンドが結合するとγ-secreataseと呼ばれるプロテアーゼにより Notch

受 容 体 が 分 解 さ れ 、 分 解 さ れ た 活 性 型 の 細 胞 内 ド メ イ ン （ Notch	

intracellular	domain：NICD）は細胞膜より核内へ移行する。転写因子（CBF1、	

Sel、	Lag-1：CSL）には通常、転写抑制因子（corepressor：CoR）が結合し

転写活性が抑制されている。核内に移行した NICD は転写活性因子

（coactivator：CoA）と CoR の置換を誘導し、NICD/CSL/CoA 複合体を形成

す る こ と で 、 標 的 遺 伝 子 （ hairy	 and	 enhancer	 of	 split	 ： HES 、	

hairy/enhancer	of	split	related	with	YRPW	：HEY）の転写活性が行われ
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る（図 2）。HES,	HEY は bHLH	loop 蛋白であり、正常組織においては神経細

胞や表皮細胞の分化において抑制的に作用し、HES は Notch1 に誘導され、

HEY は Notch3 に強く誘導されると報告されている 12,13。		

	 また、Notch1 は神経内分泌細胞の分化に関与しており,	HES により転写抑

制される achaete-scute	complex-like-1（ASCL-1）が神経内分泌分化を誘

導することが報告されている 14,15。	

	

	

図 2	

Notch 経路	

	

3）癌と Notch との関連について	

Notch と発癌の関連については、1991 年に Ellisen らによって、急性 T

細胞リンパ球性白血病において、遺伝子 t(7;9)転座により恒常的に活性化

状態にある Notch1 の発現が増強し、癌化に結びついていることが報告され
16、その後多くの癌種において Notch	pathway の異常活性と癌化に密接な関

連があり、癌種によって activator または suppressor として機能すると報

告されている 17-21。	

肺癌と Notch との関連については、共同研究者の Thao	P.	Dang らによっ

NICD : intracellular domain of Notch 

CSL : transcription factor 

CoR : corepressor 

CoA : coactivator cell 

Notch receptor Notch ligand 

γ-secretase	

Cytoplasm 

Nucleus 

CSL 
CoR X HES ↑ 

HEY ↑ 

CoA 

CoA 

CSL 

CoR 

○ 

membrane 

ŬNotch Pathwayŭ�

ASCL-1�
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て 2000 年に最初の報告がされている。進行の速い非喫煙女性の肺 ADC にお

いて t(15;19)の転座を認め、Notch3 がコードされている領域の 50kb 上流に

19 番短腕の break	point を確認した。この腫瘍から樹立した細胞株、HCC2429

は 19 番染色体の遺伝子異常をもつ他の NSCLC 細胞株と比べ、Notch3 の過剰

発現を認めた 22（図 3）。	また我々は、Notch3 が NSCLC 細胞株の約 40%に過

剰発現していることを報告している 23（図 4）。さらに、NSCLCにおいて Notch1

の active	mutation が 10%前後に認められ、Notch1 の発現の上昇が予後の悪

化と関連することが報告されている 24。一方で、肺 SCC においては inactive	

mutation が報告されており、Notch が癌増殖において抑制的に働くことが報

告されている 25。	

また、SCLCに関しては、in	vitro、in	vivoでNotch1が G1	cell	cycle	arrest

を誘導し細胞増殖や上皮間葉転換（epithelial-mesenchymal	transition：

EMT）を抑制することが報告されている 26-28（図 5）。さらに、genomic	profile

の解析では、SCLC において認められた Notch	damaging	mutation の多くは

Notch 受容体の細胞外ドメインに存在しており、Notch 遺伝子が腫瘍抑制的

に機能していることが示唆された 1。	

以上から、Notch	pathway は癌種によってだけではなく、組織型によって

もその機能・役割は異なっていると考えられる。	
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図 3	

a)	女性 ADC 患者の腫瘍の核型で 15 番、19 番に転座を認める（矢印）、

46,XX,t(15;19)(q11;p13)。	

b)	FISH 解析で 15 番、19 番(R31546	cosmid	probe)の break	point を認め

る（A：15 番、B：19 番）。	

c)	19 番短腕上の break	point は Notch3 の 50kb 上流に存在する。	

d)	19 番染色体の遺伝子異常をもつ細胞株は Notch3 の mRNA の発現が高い。	

参考文献 22：Dang,	T.P.	et	al.	J.	Natl.	Cancer.	Inst.(2000)より引用。	

	

	
図 4	

29 例の肺癌細胞株の Notch レセプターとリガンドのウエスタンブロッド法

による検討結果 24 例でリガンドである Jagged1 の発現を認めた。Notch レ

セプターは Notch2 が 18 例（62%）、Notch3 が 12 例（41%）であった。Notch1,4

は数例の発現のみであった。	

参考文献 23：Konishi,	J.	et	al.	Cancer.	Res.(2007)より引用。	
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図 5	

SCLC 細胞株（DMS53）に Notch1 を導入することで G1	cell	cycle	arrest が

誘導された（左下）。	

参考文献 26：Sriuranpong,	V.	et	al.	Cancer.	Res.	(2001)より引用。	

	

4)Numb について	

	 Numb もまたショウジョウバエで同定された遺伝子であり 29、非対称性細

胞分裂の制御や細胞の接着や遊走の調節といった細胞の運命決定における

重要な役割を果たしている 30-32。	

	 Numb の主な機能として Notch シグナルの抑制がある 33。Numb は E3 ユビキ

チンリガーゼである Itchと相互作用し Notch受容体または NICDのユビキチ

ン化・分解を引き起こし、また NICD に直接結合しその核移行を阻害するこ

とで Notch シグナルを抑制する 34,35（図 6）。その他に、Numb には Hedgehog

シグナルのターゲットである Gli1 のユビキチン化 36や p53 のユビキチン化



13 
 

阻害 37、E-cadherin や integrin との相互作用 38といった様々な機能がある

ことが報告されている。	

	

	

図 6	

Notch 経路に対する Numb の機能	

	

5)癌と Numb の関連について	

	 食道癌や乳癌において、Numb の過剰発現は Notch シグナルを抑制するこ

とで腫瘍細胞増殖や EMT を抑制し（図 7）、さらに Numb 低発現が予後不良

と相関していることが報告されている 39,40（図 8）。一方で、肝細胞癌にお

いては、Numb は細胞増殖を促進し Numb 高発現が予後不良と関連しているこ

とが示されている 41。	

	 NSCLC においては Numb 発現の低下や Numb 発現と Hes1 発現に負の相関が

あることが報告されている 24（図 9）が、NSCLC 腫瘍発生における Numb の

役割や Numb 発現と予後との関連については不明である。また、Numb と神経

内分泌分化や SCLC を含めた神経内分泌腫瘍との関連を検討した研究は現時

点ではまだない。	

	 Numb の Notch シグナル抑制作用と Notch の癌種や組織型による機能の違

いを考慮すると、Numb は肺癌の組織型により機能が異なっている可能性が

cell 

Notch receptor Notch ligand 

γ-secretase		

Cytoplasm 

Nucleus 

CSL 
CoR X 

HES ↑ 

HEY ↑ 

CoA 

CoA 

CSL 

CoR 

○ 

membrane 

ŞNotch Pathwayş�

Numb�
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考えられる。	

	

	

図 7	

A,B)	Numb	overexpression ベクターまたは empty	control ベクターを乳癌

細胞株（MDA-MB-231）に導入し、各細胞をマウスに皮下注射した。Numb	
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overexpression 腫瘍は増殖能が低下していた。	

C)	形成腫瘍検体を用いて Numb、NICD、EMT マーカー発現をウエスタンブロ

ット法で検討した。Numb	overexpression 腫瘍で Notch シグナル・EMT は抑

制されていた。	

D,E,F)	上記細胞をマウス尾静脈に静脈注射し肺転移能を比較した。Numb	

overexpression 細胞では肺転移能が低下していた。	

参考文献 40：Zhang,	J.	et	al.	Oncotarget.	(2016)より引用。	

	

 
図 8	

A)	食道癌検体と近傍正常組織における Numb	mRNA 発現の比較。15 症例中 10

症例で食道癌検体において Numb 発現が低下していた。	

B,C)	食道癌症例において Numb 高発現群は有意に予後が良好であった	

（EFS:	event	free	survival、OS:	overall	survival）。	

参考文献 39：Hong,	J.	et	al.	Oncotarget.	(2014)より引用。	
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図 9	

A,B)	NSCLC 検体において Numb 発現と活性型 Notch1 発現に負の相関を認め

た。	

C,D)	Numb 高発現腫瘍では HES1	mRNA 発現が有意に低かった。	

参考文献 24：Westhoff,	B.	et	al.	Proc.	Natl.	Acad.	Sci.	U	S	A.	(2009)

より引用。	

	

receptor (see SI Text and Fig. S1 for details). We observed a strong
inverse correlation between the levels of NUMB and of activated–
NOTCH-1 (Fig. 2 A and B). We then measured the expression
levels of the Notch target gene, HES1 (4), in frozen samples. Also
in this case, we observed a significant inverse correlation between
HES1 mRNA levels and NUMB status (Fig. 2C, Table S2). Note
that in Fig. 2 B and C, six patients harboring mutations of the
NOTCH-1 gene (see below) were not included.

We analyzed NUMB protein and HES1 mRNA levels in primary
NSCLC cultures derived from 10 patients. Under these conditions,
NUMB levels and Notch pathway activity could be analyzed in a
pure epithelial tumor population. Again, we observed a strong
inverse correlation between the levels of NUMB and of HES1
mRNA (Fig. 2D). We concluded that deregulation of NUMB is a
frequent event in NSCLC, and that this correlates with the activa-
tion of the Notch signaling pathway.

Genetic Alterations of NOTCH-1 in NSCLC. Despite the significant
inverse correlation between NUMB protein and HES1 mRNA (or
activated NOTCH-1) levels, there were a significant number of
outliers. In particular, in some specimens (Table S2) we noted high
levels of HES1 mRNA (! 2.0) together with high/intermediate
levels of activated NOTCH-1, despite substantial levels of NUMB.
We hypothesized that these patients might harbor activating
NOTCH-1 mutations. Thus, we performed a mutation analysis of
the 49 NSCLC cohort, by sequencing the entire C-terminal region
of the NOTCH-1 cds (Fig. 3A). We found four different heterozy-
gous NOTCH-1 mutations in six NSCLC samples (Fig. 3A, Fig. S2,
Table S2). For patients 42 and 44, we confirmed the presence of
mutations also in primary cultures (Fig. 6A). Of note, we also
sequenced 45 breast cancers without detecting any mutations.

Alterations in the NOTCH-1 cds might represent somatic mu-
tations or polymorphisms. Thus, we sequenced the NOTCH-1 cds
in matched normal samples, where these were available. For
patients 36, 40, 42, 44, and 49 (Table S2), normal frozen lung tissue
was used; for patient 42, normal lymphocytes were also tested. In
all cases, wild-type (WT) NOTCH-1 alleles were detected in the
normal tissues (Fig. 3B, Fig. S2).

Because of the limited availability of tumor tissues, we performed
our analysis at the cDNA level. It was important, therefore, to
confirm that the mutations in the NOTCH-1 cDNAs corresponded
to mutations in the NOTCH-1 gene. In four cases (cases 36, 40, 42,
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membrane localization of Numb. (B) (Left) NUMB mRNA levels measured by
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BEAS-2B (# 1). Results represent the mean mRNA level detected in cultures from
four patients for each NUMB-class shown. (Right) NUMB protein levels in primary
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6)	本研究の課題	

上記をふまえ、我々は肺癌における組織型による Notch	pathway の機能の

違いに着目し、SCLC・NSCLC 臨床検体における活性型 Notch である NICD1 や

Numb の発現を評価し予後との関連について検討した。さらに、肺 ADC 細胞

株と肺 SCC 細胞株を用い、Numb	knockdown・Numb	overexpression による増

殖能・移動能・浸潤能の変化を in	vitro及び in	vivoにおいて検討した。

また、その際の Notch	pathway および EMTマーカーの変化に関して検討した。	

	

7)	本研究の結論	

	 SCLC において、NICD1 高発現群は予後が良好であり、これは Notch 遺伝子

が腫瘍抑制的に機能しているとする既報に矛盾しない結果であった。一方、

Numb 発現と予後に有意な関連を認めなかった。NICD1 発現と Numb 発現にも

有意な相関を認めず、SCLC において Numb は Notch1 以外の Notch 受容体、

もしくはその他の経路との関連が強い可能性が考えられた。	

	 NSCLC においては、肺 ADC では NICD1 低発現・Numb 高発現は予後良好因子

であったが、肺 SCC では NICD1 高発現は予後良好と関連していると考えられ

たが Numb 発現と予後に有意な関連を認めなかった。これらの結果から組織

型により Numb がそれぞれ異なった機能を持つ可能性が考えられた。特に

NSCLC における Numb の機能の違いに着目し細胞実験を進めたところ、肺 ADC

において Numb は腫瘍増殖・EMT を抑制し、その機序として Numb の Notch シ

グナル抑制作用が関与していることが示された。一方、肺 SCC において Numb

は腫瘍増殖を促進している可能性が考えられた。これらの結果から Numb は

肺ADC患者に対する新たな治療戦略の標的の1つとなる可能性が考えられた。	
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略語表	

	

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。	

	

ADC	
	
adenocarcinoma	

ALK	 	 anaplastic	lymphoma	kinase	

ASCL-1	 	 achaete-scute	complex-like-1	

CoA	 	 coactivator	

CoR	 	 corepressor	

Dll	 	 Delta	like	ligand	

EGFR	 	 epidermal	growth	factor	receptor	

EMT	 	 epithelial-mesenchymal	transition	

FBS	 	 fatal	bovine	serum	

HE	 	 hematoxylin	and	eosin	staining	

Hes	
	
hairy	and	enhancer	of	split	

Hey	
	
hairy/enhancer	of	split	related	with	YRPW	

NICD	 	 Notch	intracellular	domain	

NSCLC	 	 non	small	cell	lung	carcinoma	

Numb	OE	 	 Numb	overexpression	

Numb	si	 	 Numb	siRNA	

PBST	 	 Phsophate	Buffered	Saline	with	Tween	20	

poly-HEMA		 poly	2-hydroxyethyl	methacrylate	

PTEN	 	 Phosphatase	and	Tensin	Homolog	Deleted	from	Chromosome	10	

Rb	
	
Retinoblastoma	

RPMI	 	 Roswell	Park	Memorial	Institute	medium	

RT-PCR	 	 Reverse	Transcription	PCR	

SCC	 	 squamous	cell	carcinoma	

SCLC	 	 small	cell	lung	carcinoma	

siRNA	
	
small	interfering	RNA	
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実験方法	

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	

臨床検体（SCLC	cohort）	

	 2003 年 1 月から 2013 年 1 月までに北海道肺癌臨床研究会(HOT)もしくは

福島県肺癌研究会(FIGHT)に所属する 16 施設にて肺原発巣を完全切除され

た SCLC	125 症例について検討した 42。インフォームドコンセントは症例集

積時点（2013 年 2 月から 2014 年 1 月）で生存していた症例からのみ取得し

た。適格基準は、原発巣を完全切除されていること、中央判定（北海道大学

大学院医学研究科探索病理学講座にて臨床情報を知らない複数の病理医師

に よ り 行 わ れ た ） に よ り the	 2004	 World	 Health	 Organization	

classification43において SCLC または混合型 SCLC と病理診断されているこ

ととした。FFPE 組織ブロックを 3μm 厚にスライス、コートスライドグラス

に固着し、切片を作成した。	

	 これは北海道大学医学部倫理委員会の承認を受けた研究である。	

	

臨床検体（NSCLC	cohort1,2）	

	 1982年から 1994年までに北海道大学病院にて肺原発巣を完全切除された	

NSCLC143 例のうち腺扁平上皮癌 6 例、大細胞癌 2 例を除いた NSCLC（ADC ま

たは SCC）135 症例（cohort1）と 1996 年から 2004 年までに北海道大学病院

にて肺原発巣を完全切除された NSCLC191 例のうち腺扁平上皮癌 3 例、大細

胞癌 6 例を除いた NSCLC（ADC または SCC）182 症例（cohort2）について検

討した。インフォームドコンセントは全ての症例から取得した。組織型は

the	1982	World	Health	Organization	criteria により評価された。cohort1

では、FFPE 組織ブロックを 3μm 厚にスライス、コートスライドグラスに固

着し、切片を作成した。cohort2 では tissue	microarray を用いた。	

	 これらは北海道大学医学部倫理委員会の承認を受けた研究である。	

	

臨床検体の免疫組織染色	

	 SCLC	cohort では Numb 発現と NICD1 発現を、NSCLC	cohort1 では Numb 発

現と NICD1 発現を、NSCLC	cohort2 では Numb 発現を評価した。	

	 スライドはキシレンとエタノールで脱パラフィン化を施行し、オートクレ

ープで抗原賦活を行った。抗原賦活後メタノールと過酸化水素を用いて内因

性ペルオキシダーゼ除去及び他種血清を用いて非特異的ブロッキング施行

したのち 1 次抗体を添加し over	night とした。1 次抗体に関しては抗 Numb

抗体	（1:500	dilution;	ab14140,	Abcam,	Cambridge,	UK）または抗 NICD1
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抗体（1:400	dilution;	#3608,	Cell	Signaling,	Danvers,	MA,	USA）を用

いた。Over	night 後、Phsophate	Buffered	Saline	with	Tween	20（PBST）

にて 5 分×3 回洗浄後、2 次抗体添加（30 分）し再度 PBST5 分×3 回洗浄行

い、発色試薬（ヒストファイン DAB 基質キット；ニチレイバイオサイエンス）

を用いて発色させた。その後 milli	Q にて洗浄し、ヘマトキシリンで核染色

施行した後に再度洗浄をおこなった。透徹を施行した後封入剤（マリノール）

を用いてスライドガラスに封入した。	

	 判定に関しては強拡大（400X）で細胞を観察した。Numb、NICD1 ともに

positive	control を気道上皮細胞とし、positive	control より強く染まっ

た細胞を strong、同等だった細胞を moderate、弱く染まった細胞を weak、

染まらなかった細胞を negative と評価した。1 検体あたり 5 視野、1 視野あ

たり 100 腫瘍細胞で染色強度・染色細胞の割合を判定し、それぞれの平均を

算出した。moderate-strong 細胞を陽性細胞とした。	

	

細胞株	

細胞株は NSCLC 細胞株（ADC：A549、PC9、SCC：H1520、H1703）を用いた。

A549、H520、H1703 は American	Type	Culture	Collection から購入し、PC9

は European	Collection	of	Authenticated	Cell	Cultures から購入した。

細胞株は 5%	CO2 下の 37℃湿潤環境にて 10%の牛胎仔血清（fatal	bovine	

serum：FBS）を含めた Roswell	Park	Memorial	Institute	medium（RPMI）

で培養した。	

	

抗体、ウエスタンブロット法	

各種蛋白の発現はウエスタンブロット法を用いて検討した。ウエスタンブ

ロット法は NuPAGE	プロトコールに従い施行した。	

注入タンパク量を決定し、蛋白濃度より loading	sample 量を計算後、メ

ルカプトエタノール、LDS	sample	buffer	と混合し GEL にそれぞれ注入し、

泳動した。この際 Running	Buffer は MOPS を使用した。泳動後 Trans-buffer

を用いてメンブレンへ Transfer（60 分）を行い、Transfer 後にポンソ S で

染色し蛋白のローディングが均一であるかを確認した。確認後 TBST で 5 分

×3 回の洗浄施行後、5%スキムミルクを用いて blocking を行い、再度 TBST

で 5 分×3 回洗浄し、1 次抗体添加し over	night とした。	

次に TBST で 5 分×6 回の洗浄施行後、2 次抗体を 60 分添加。再度 TBST

で 5分×6回洗浄して撮影を行った。感光液はECL	TM	Prime	Western	Blotting	

Detection	Reagent（GE	Healthcare）を用いた。1 次抗体に関しては抗 Numb
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抗体（1:1000	dilution;	ab14140,	Abcam,	Cambridge,	UK）・抗 NICD2 抗体

（1:5000	dilution;	#5732,	Cell	Signaling,	Danvers,	MA,	USA）・抗 NICD3

抗体（1:500	dilution;	ABP-PAB-10683,	Allele	Biotechnology,	San	Diego,	

CA,	USA）・抗 E-cadherin 抗体（1:200	dilution;	sc-7870,	Santa	Cruz	

Biotechnology,	Santa	Cruz,	CA,	USA）・抗 Actin	抗体（1:1500	dilution;	

A2066,	Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA）はラビットポリクローナル抗

体を、抗 NICD1 抗体（1:1000	dilution;	#3608,	Cell	Signaling,	Danvers,	

MA,	USA）・抗 Snail 抗体（1:1000	dilution;	#3879,	Cell	signaling,	Danvers,	

MA,	USA）はラビットモノクローナル抗体を、抗 NICD4 抗体（1:1500	dilution;	

#2423,	Cell	Signaling,	Danvers,	MA,	USA）・抗 Vimentin 抗体（1:200	

dilution;	V6630,	Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA）はマウスモノクロ

ーナル抗体をそれぞれ使用した。	

	

Real	time	Reverse	Transcription	PCR（RT-PCR）	

	 以下の処理はすべて RNAase	free の器具を使用して行った。	

1. RNA	抽出		

RNA	easy	MINI	Kit（Qiagen,	Valencia,	CA,	USA）を使用し、そのプロト

コールに従い施行した。一晩培養後の細胞をトリプシン処理・細胞回収後

300g×5 分遠心分離施行し細胞を沈殿させ、Buffer	RLT	plus を添加後シリ

ンジにて細胞の破砕を行い専用のコレクションチューブに注入し 8000g×

30 秒遠心施行。遠心後フロースロー液と同量の 70%エタノールを混合し専用

のスピンカラムに注入し 8000g×30 秒遠心を施行。その後 Buffer	RW 及び

Buffer	RPE を用いてスピンカラムを洗浄したのち RNAase	free の水を添加

し 8000g×1 分遠心行いコレクションチューブ内に RNA 抽出を行った。	

2.	Reverse	transcription（TaqMan	Reverse	Transcription	Reagants を使

用）	

1.にて抽出した RNA に上記 Kit 内の試薬（10×	TaqMan	RT	Buffer、MgCl2

（25mM）、dNTP	Mixture、Random	Hexamer（50μM）、RNase	Inhibitor（20U/μl）

を混合・添加後、逆転写を行い（incubation(25℃×10 分)⇒Reverse	

transcription	（48℃×30 分）⇒inactivation（95℃×10 分））DNA 抽出し

た。	

3.	Real-time	PCR	

Standard として測定物質の発現が確認されている細胞の DNA を使用し、

検量線を引くために DNA は濃度勾配を付けて Standard とした。内因性の

control としては GAPDH（Applied	Biosystems,	Waltham,	MA,	USA）を使用
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した。測定項目の溶液調整に関しては、Primer：Master	mix：sample=	1：

10：9 の割合で調整した(total	20μl/well)。GAPDH に関しては probe：

forward	primer：reverse	primer：水：Master	mix：sample=1：1：1：2：

25：20（total	20μl/well）で調整した。sample 溶液調整後 ABI	Prism	7900HT	

Sequence	Detection	System（Applied	Biosystems,	Waltham,	MA,	USA）を

用いて RT-PCR（50℃/2min⇒95℃/10min⇒95℃/0.15min（40 サイクル）⇒60℃

/1min）を施行した。	

	

Small	interfering	RNA（siRNA）	

	 6well プレートに A549・PC9・H520・H1703（いずれも 1.5×105	cells/well）

を抗生剤無添加の培養液にて一晩培養を行った。培養後 3-5 割程度のコンフ

ルエントの状態を確認後、Opti-MEM（Invitrogen,	Waltham,	MA,	USA）を溶

媒として、50pmol	Numb-siRNA	（ON-TARGET	plus	SMART	pool	L-015902-00）

（GE	HealthCare	Dharmacon,	Lafayette,	CO,	USA）を Lipofectamin	RNAiMAX

（Invitrogen,	Waltham,	MA,	USA）50μl と混合し、細胞へ添加しいずれか

の siRNA を導入し培養開始、各 48 時間後に蛋白を回収しウエスタンブロッ

ト法により Numb 蛋白発現を確認した。Scrambled	siRNA には ON-TARGET	plus	

Non-targeting	pool	D-001810-10-05（GE	HealthCare	Dharmacon,	Lafayette,	

CO,	USA）を用いて control とした。	

	

Numb	overexpression	

	 Numb の発現プラスミド（Numb-ORF	plasmid；OriGene	Technologies,	

Rockville,	MD,	USA）及び control 用プラスミド（pCMV6-entry；OriGene	

Technologies,	Rockville,	MD,	USA）2μg を培地 OPTIMEMⅠ(Thermo	Fisher	

Scientific,	Waltham,	MA,	USA)250μl と混ぜた後、Turbofectin（OriGene	

Technologies,	Rockville,	MD,	USA）12μl を添加し、室温で 15 分間静置

した。その後、混合液を 6well プレートで 24 時間培養した A549 細胞・H520

細胞に添加した。24 時間培養後 10cm	dish に移し G418（1000μg/ml）入り

培養液で selection を行い、stable	clone を作成した。プラスミドの導入

確認は蛍光顕微鏡、ウエスタンブロット法、RT-PCR を使用した。	

	

MTT	proliferation	assay	

① Numb-siRNA による細胞増殖能への影響の検討	

足場依存性増殖の評価に 96well プレート（ poly	 2-hydroxyethyl	

methacrylate（poly-HEMA）コーティングなし）を、足場非依存性増殖の評
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価に 96well プレート（poly-HEMA コーティングあり）を使用した。96well

プレート（poly-HEMA コーティングなし、あり）にそれぞれ A549（6000	

cells/well、9000	cells/well）、PC9（4000	cells/well、9000	cells/well）、

H520（8000	cells/well、12000	cells/well）、H1703（5000	cells/well、9000	

cells/well）を各々一晩培養後、Numb-siRNA または Scrambled	siRNA を

transfection し、さらに 72 時間培養した。細胞増殖活性の検討のために Dye	

solution	を各 well に 10μl 注入し、その 4 時間後に stop	solution	90μl

を注入し、さらにその 1 時間後に MTT	proliferation	assay を施行した。MTT	

proliferation	assay においては Thermo	Fisher	Scientific 社のマイクロ

プレートリーダー（Varioskan	Flash）を使用して解析した。	

	

② Numb	overexpression による細胞増殖能への影響の検討	

同様に足場依存性増殖・足場非依存性増殖を評価した。96well プレート

（poly-HEMA コーティングなし、あり）に Numb	overexpression ベクターま

たは control ベクターを導入した	A549（3000	cells/well、6000	cells/well）、

H520（ 6000	 cells/well、 12000	 cells/well）を各々72hr 培養後、MTT	

proliferation	assay を上記同様に施行した。	

	

Migration、Invasion	assay	

① Numb-siRNA による細胞移動能・浸潤能への影響の検討	

	 migration	assay、invasion	assayはともに24well	Transwellプレートを

用い、invasion	assayにはマトリゲル（BD	Biosciences,	Franklin	Lakes,	NJ,	

USA）を使用した。	

	 0.1%FBS含有培養液350μl/wellをupper	chamberに、10%FBS含有培養液500

μ l/wellを lower	 camberに入れ、Numb-siRNAまたはScrambled	 siRNAを

transfection	した48hr後にそれぞれの細胞を回収しmigration	assay、

invasion	assayそれぞれA549（14000	cells/well、35000	cells/well）、PC9

（14000	cells/well、35000	cells/well）、H520（56000	cells/well、70000	

cells/well）、H1703（28000	cells/well、70000	cells/well）づつ撒種し培

養した。migration	assayは撒種4時間後に、invasion	assayは撒種24時間後

にそれぞれmembraneをDiff-Quik染色で染め、染色された細胞数を強拡大5

視野/wellカウントし評価した。	

	

② Numb	overexpression による細胞移動能・浸潤能への影響の検討	

	 同様にmigration	assay、invasion	assayそれぞれNumb	overexpression
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ベクターまたはcontrolベクターを導入したA549（14000	cells/well、35000	

cells/well）、H520（56000	cells/well、70000	cells/well）づつ撒種し培

養した。migration	assayは撒種4時間後に、invasion	assayは撒種24時間後

にそれぞれmembraneをDiff-Quik染色で染め、染色された細胞数を強拡大5

視野/wellカウントし評価した。	

	

ゼノグラフトマウスモデル	

	 動物実験は北海道大学動物実験に関する規定に基づき施行した。5 週齢の

雌のヌードマウス（ nu+/nu+）を異種移植モデルに使用した。 Numb	

overexpression	A549 または control	A549（ともに 1×106	cells）を 200μl

の PBS で希釈し、ヌードマウスの右後ろ脚に皮下注射で移植した。2 回/週

デジタルキャリパーで腫瘍を計測した。大きさ（Tumor	Volume:	TV）は以下

の計算式を用いた 44。TV=	（Length）×（Width）×（Height）/2	45。治療

の副作用の有無の確認のために体重を 2回/週の頻度で測定した。体重の 20%

以上減少、腫瘍の潰瘍化、壊死、歩行障害などを認めた場合は安楽死とした。	

	 また一部のゼノグラフトモデルの腫瘍を細胞移植 15 日目に摘出し、

Numb・Notch1 発現を評価するためウエスタンブロット法、免疫組織染色を

行った。	

	

マウス皮下腫瘍の免疫組織学的染色	

	 治療開始 15 日目に、一部のゼノグラフトモデルの腫瘍を摘出し、腫瘍を

パラフィン包埋後に切片を作製。その後キシレンとエタノールで脱パラフィ

ン化施行後、オートクレープで抗原賦活を行った。抗原賦活後メタノールと

過酸化水素を用いて内因性ペルオキシダーゼ除去及び他種血清を用いて非

特異的ブロッキング施行したのち 1 次抗体を添加し over	night とした。1

次抗体に関しては抗 Numb（1:500	dilution;	ab14140,	Abcam,	Cambridge,	UK）

及び抗 Notch1（1:400	dilution;	#3608,	Cell	Signaling,	Danvers,	MA,	USA）

を用いた。Over	night 後、PBST にて 5 分×3 回洗浄後、2 次抗体添加（30

分）し再度 PBST5 分×3 回洗浄行い、発色試薬（ヒストファイン DAB 基質キ

ット；ニチレイバイオサイエンス）を用いて発色させた。その後 milli	Q

にて洗浄し、ヘマトキシリンで核染色施行した後に再度洗浄をおこなった。

透徹を施行した後封入剤（マリノール）を用いてスライドガラスに封入した。

評価に関しては強拡大（400X）で細胞を観察した。	

	

統計解析	
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Notch1、Numb 発現と臨床病理学的因子との関連の解析はχ2 検定または

Fisher 正確検定で施行した。生存曲線は Kaplan-Meier 法を用いて評価し、

群間比較はログランク検定で施行した。予後関連因子の検討には Cox 比例ハ

ザードモデルを使用した。in	vitro、in	vivoデータの解析は全て Student	t

検定で施行した。統計学的有意差は P	value	<	0.05	とした。ソフトウェア

は JMP	software	(JMP®	Pro	11.0.0;	SAS	Institute	Inc,	USA)を使用した。	
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実験結果	

1) SCLC における Numb 発現と予後との関連	

SCLC	Cohort で Numb 免疫組織染色を行った。SCLC における Numb 免疫組織染

色結果、Numb 陽性細胞割合の分布を図 10A,10B に示す。Numb 陽性細胞割合中

央値は 57.8%	(95%CI:46.6-70.8)であった。中央値をカットオフとし Numb 高発

現群（n=63）、低発現群(n=62)に分け Numb 発現と全生存期間との関係を評価し

たが、2 群間に有意な差を認めなかった（図 10C）。	
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B	

	

C	

	

図 10	

A) SCLC における Numb の免疫組織染色パターン、scale	bar=50μm	

B) SCLC における Numb 陽性細胞割合の分布	

C) SCLC における Numb 高発現群と低発現群の全生存期間を比較したカプランマ

イヤー曲線。2群間の予後に有意な差を認めなかった。	

	

2) SCLC における NICD1 の発現と予後・Numb 発現との関連	

次に、SCLC	Cohort で NICD1 免疫組織染色を行った。SCLC における NICD1 免

疫組織染色結果、NICD1 陽性細胞割合の分布を図 11A,11B に示す。Notch1 受容

体はγセクレターゼにより切断され、NICD1 が細胞膜から核へ移行し標的遺伝子

の転写が活性化する。よって、NICD1 免疫組織染色において活性型 Notch1 を評
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価するため細胞質または核が moderate-strong に染まっている細胞を陽性細胞

と判断し、膜のみが染まった細胞は陰性細胞と判断した 24,46。SCLC の検討では

膜のみが染色された症例はなかった。NICD1 陽性細胞割合中央値は 0%	

(95%CI:0-0.6)であった。5%をカットオフとし NICD1 高発現群（n=33）、低発現

群(n=92)に分け NICD1 発現と全生存期間との関係を評価したところ、NICD1 高発

現群は低発現群と比べ有意に全生存期間が長かった(図 11C)。	

	 NICD1 発現と Numb 発現の関連を検討したが、NICD1 発現と Numb 発現に有意な

相関を認めなかった(Table	1)。	
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B	

	

C	

	

図 11	

A) SCLC における NICD1 の免疫組織染色パターン、scale	bar=50μm	

B) SCLC における NICD1 陽性細胞割合の分布	

C) SCLC における NICD1 高発現群と低発現群の全生存期間を比較したカプラン

マイヤー曲線。NICD1 高発現群は有意に予後が良好であった。	
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Table	1	 	NICD1 発現と Numb 発現との相関	

																																																				

																								NICD1	expression	

																									Low							High							P					

Numb	expression	

			Low	 	 	 			51	 	 12	 	0.070	

			High		 	 			41	 	 21														

	

3) NSCLC における Numb 発現と予後との関連	

	 次に NSCLC	cohort1、cohort2 で Numb の発現を評価した。Numb は正常気道上

皮細胞を免疫組織染色における positive	control とした。肺胞上皮細胞は weak

の染色を示した（図 12A）。Numb	は主に腫瘍細胞の細胞質で染色された(図

12A,12C)。cohort1 の Numb 陽性細胞割合の分布を図 12B に、cohort2 の Numb

陽 性 細 胞 割 合 の 分 布 を 図 12D に 示 す 。 中 央 値 は そ れ ぞ れ 75.1%	

(95%CI:70.0-80.0)、88.5%	(95%CI:86.5-90.0)であった。ADC・SCC それぞれに

おける Numb 発現と予後との関連をより正確に評価するため、2つの cohort を統

合解析し検討することとした。それぞれの中央値をカットオフとし肺 ADC	Numb

高発現群（n=111）、低発現群(n=86)に、肺 SCC	Numb 高発現群（n=48）、低発現

群(n=72)に分け、予後との関連について検討を行った。	

	 ADC 症例においては、Numb 高発現群は低発現群と比較し有意に予後が良好で

あったが、SCC 症例では 2群間に有意な差を認めなかった（図 12E,12F）。	

これらの結果から、Numb が NSCLC において組織型により異なった機能を持っ

ており、肺 ADC においては Numb が tumor	suppressor として機能している可能

性が考えられた。	
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F	

	

図 12	

A) NSCLC	cohort1 の Numb 免疫組織染色、scale	bar=50μm	

B) NSCLC	cohort1 の Numb 陽性細胞割合分布	

C) NSCLC	cohort2 の Numb 免疫組織染色、scale	bar=50μm	

D) NSCLC	cohort2 の Numb 陽性細胞割合分布	

E) ADC症例におけるNumb高発現群と低発現群の全生存期間を比較したカプラン

マイヤー曲線。Numb 高発現群は有意に予後が良好であった。	

F) SCC症例におけるNumb高発現群と低発現群の全生存期間を比較したカプラン

マイヤー曲線。2群間の予後に有意な差を認めなかった。	

	

4) NSCLC における NICD1 の発現と予後・Numb 発現との関連	

	 NSCLC	cohort1 で NICD1 の免疫組織染色を行った。NICD1 は正常気道上皮細胞

を免疫組織染色における positive	control とした。肺胞上皮細胞は weak の染

色を示した（図 13A）。SCLC	cohort の NICD1 評価と同様に細胞質または核が

moderate-strong に染まっている細胞を陽性細胞と判断し、膜のみが染まった細

胞は陰性細胞と判断した(図 13B)24,46。NICD1 陽性細胞割合の分布を図 13C に示

す。中央値は 10%	(95%CI:6.0-13.2)であった。中央値をカットオフとし肺 ADC	

NICD1 高発現群（n=29）、低発現群(n=53)に、肺 SCC	NICD1 高発現群（n=41）、低

発現群(n=21)に分け、検討を行った。	

ADC 症例において、NICD1 高発現群が低発現群と比較し有意に予後が悪かった
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が、SCC 症例では逆に Notch1 高発現群が低発現群と比較し予後がよい傾向を認

めた（図 13D,13E）。この結果は肺 ADC と肺 SCC において Notch シグナルと予後

との関連が異なるという既報 46に矛盾ないものであった。	

	 NICD1 発現と Numb 発現の関連を検討したところ、ADC 症例においては NICD1

発現と Numb 発現に有意な負の相関を認めたが、SCC 症例においては有意な相関

を認めなかった（Table	2,3）。	

	 これらの結果・既報から、肺癌において Numb・Notch1 は組織型により異なっ

た機能を持っている可能性が考えられた。	
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図 13	

A) NSCLC	cohort1 の NICD1 免疫組織染色、scale	bar=50μm	

B) NICD1 免疫組織染色の評価方法、scale	bar=50μm	

C) NSCLC	cohort1 の NICD1 陽性細胞割合分布	

D) NSCLC	cohort1 の ADC 症例における NICD1 高発現群と低発現群の全生存期間

を比較したカプランマイヤー曲線。NICD1 高発現群は有意に予後が不良であ
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った。	

E) NSCLC	cohort1 の SCC 症例における NICD1 高発現群と低発現群の全生存期間

を比較したカプランマイヤー曲線。NICD1 高発現群は予後がよい傾向を認め

た。	

	

Table	2	 	NSCLC	cohort1 の ADC 症例における NICD1 発現と Numb 発現の相関	

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 		

				NICD1	expression		

																									Low						High						P					

Numb	expression	

			Low		 	 				14		 15					0.010	

			High	 	 				35		 	9													

	

Table	3	 	NSCLC	cohort1 の SCC 症例における NICD1 発現と Numb 発現の相関	

																																														

				NICD1	expression	

																									Low						High						P					

Numb	expression	

			Low		 	 				12		 26					0.784	

			High	 	 					9		 15													

	

5) NSCLC 細胞株における Numb	knockdown の増殖能や移動能、浸潤能へ

の影響（in	vitro）	

	 これまでの免疫組織染色の結果に基づき肺ADC	とSCCにおけるNumbの機能の

違いを検討するために、肺 ADC 細胞株 A549・PC9 と肺 SCC 細胞株 H520・H1703

を用いて細胞実験を進めていくこととした。はじめにこれらの細胞株に

Numb-siRNAを導入したところ、Numbタンパク発現が低下することを確認した（図

14A）。いずれの細胞株でも足場依存性増殖は control 細胞と Numb	knockdown 細

胞に有意な差を認めなかった（図 14B）が、Numb	knockdown	ADC 細胞は control

細胞と比べ足場非依存増殖が有意に増加した（図 14C）。逆に肺 SCC 細胞におい

ては、Numb	knockdown により足場非依存性増殖が有意に低下した（図 14C）。さ

らに migration	assay・invasion	assay において、肺 ADC 細胞では Numb	knockdown

により migration 細胞数・invasion 細胞数が増加したが、肺 SCC 細胞では減少

した（図 14D,14E）。 
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D	

	

E	

	

図 14	

A) 肺 ADC・SCC 細胞株における Numb	siRNA による Numb タンパク発現の変化。

Numb	siRNA による Numb 発現の低下を確認した。	

B) Numb	knockdown による足場依存性増殖能の変化、*：P<0.05。いずれの細胞

株においても足場依存性増殖能の変化を認めなかった。	

C) Numb	knockdown による足場非依存性増殖能の変化、*：P<0.05。Numb	knockdown	

ADC 細胞は control 細胞と比べ足場非依存増殖が有意に増加したが、逆に肺

SCC細胞においては Numb	knockdown により足場非依存性増殖が有意に低下し

た。	

D) Numb	knockdown による移動能の変化、*：P<0.05。肺 ADC 細胞では Numb	

knockdownによりmigration細胞数が増加したが、肺SCC細胞では減少した。	

E) Numb	knockdown による浸潤能の変化、*：P<0.05。肺 ADC 細胞では Numb	

knockdown により invasion 細胞数が増加したが、肺 SCC 細胞では減少した。	
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ADC:	adenocarcinoma、SCC:	squamous	cell	carcinoma、Numb	si:	Numb	siRNA	

	

6) NSCLC 細胞株における Numb	knockdown の Notch シグナルや EMT マー

カーへの影響（in	vitro）	

	 次に Numb の抑制が Notch シグナルに与える影響を調べた。ウエスタンブロッ

ト法により NICD1-4 発現を、RT-PCR により Notch 標的遺伝子である Hes1・Hey1

発現を評価した。A549 では、Numb	knockdown により NICD1 発現は有意に増加し

たが、NICD2-4 発現に有意な変化を認めなかった。PC9 では、Numb	knockdown に

より NICD1・NICD4 発現は有意に増加したが、NICD2・NICD3 発現に有意な変化を

認めなかった（図 15A）。さらに、A549・PC9 ともに、Numb	knockdown により Hey1	

mRNA 発現が有意に増加した（図 15C）。一方で、肺 SCC 細胞では Numb	knockdown

により NICD1-4 タンパク発現、Hes1・Hey1	mRNA 発現いずれも有意な変化を認め

なかった（図 15A-C）。	

	 癌細胞は EMT が生じることで移動能・浸潤能を獲得することが示されており
47-50、EMT マーカーである E-cadherin・Vimentin・Snail のタンパク発現の変化

についてウエスタンブロット法を用いて検討した。肺 ADC 細胞において Numb	

knockdown により E-cadherin の発現は低下傾向を認めた。Vimentin 発現は A549

で有意に増加し、PC9 では増加傾向を認めた。Snail 発現は ADC 細胞ともに増加

傾向を認めた。一方、肺 SCC 細胞では H520 細胞での E-cadherin 発現の低下を

除いて、Numb	knockdown による有意な EMT マーカーの変化を認めなかった（図

15D）。	
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D	

	

	

							 	

図 15	

A) Numb	knockdown による NICD1-4 タンパク発現の変化、*：P<0.05。A549 で

は Numb	knockdown により NICD1 発現は有意に増加し、PC9 では NICD1・NICD4

発現が有意に増加した。一方、肺SCC細胞ではNumb	knockdownによるNICD1-4

タンパク発現の有意な変化を認めなかった。	

B) Numb	knockdown による Hes1	mRNA 発現の変化、*：P<0.05。肺 ADC 細胞・SCC

細胞いずれにおいても Numb	knockdown による Hes1	mRNA 発現の有意な変化

を認めなかった。	

C) Numb	knockdown による Hey1	mRNA 発現の変化、*：P<0.05。肺 ADC 細胞では
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Numb	knockdown により Hey1	mRNA 発現が有意に増加したが、肺 SCC 細胞で

は有意な変化を認めなかった。	

D) Numb	knockdown による EMT マーカー発現の変化、*：P<0.05。肺 ADC 細胞に

おいては Numb	knockdown により E-cadherin の発現は低下傾向を認めた。

Vimentin 発現は A549 で有意に増加し、PC9 では増加傾向を認めた。Snail

発現は ADC 細胞ともに増加傾向を認めた。一方、肺 SCC 細胞では H520 細胞

での E-cadherin 発現の低下を除いて、Numb	knockdown による有意な EMT マ

ーカーの変化を認めなかった。	

Numb	si:	Numb	siRNA、NICD:	Notch	intracellular	domain	

	

7) NSCLC 細胞株における Numb	overexpression による増殖能や移動能、

浸潤能への影響（in	vitro）	

次に、Numb を overexpression することにより Numb	knockdown と逆の結果を

示すかどうか検討を行った。Numb	overexpression 細胞は A549 と H520 でのみ作

成可能であった（図 16A,16B）。A549 では、Numb	overexpression により足場依

存性増殖能・足場非依存性増殖能ともに有意に抑制され（図 16C,16D）、同様に

移動能・浸潤能も抑制された（図 16E,16F）。逆に、H520 においては、Numb	

overexpression により足場依存性増殖能・足場非依存性増殖能ともにやや増加

し（図 16C,16D）、同様に移動能・浸潤能も誘導された（図 16E,16F）。	
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E	

	

F	

	
図 16	

A) A549・H520 における Numb	overexpression の確認（ウエスタンブロット法）。

Numb 発現の増加を確認した。	

B) A549・H520 における Numb	overexpression の確認（RT-PCR）、*：P<0.05。Numb

発現の増加を確認した。	

C) Numb	overexpression による足場依存性増殖能の変化、*：P<0.05。A549 で

は Numb	overexpression により足場依存性増殖能が有意に抑制された。	

D) Numb	overexpression による足場非依存性増殖能の変化、*：P<0.05。A549

では Numb	overexpression により足場非依存性増殖能が有意に抑制された。

一方 H520 では有意に増加した。	

E) Numb	overexpression による移動能の変化、*：P<0.05。A549 では Numb	

overexpression により移動能が有意に抑制された。一方 H520 では増加する

傾向を認めた。	

F) Numb	overexpression による浸潤能の変化、*：P<0.05。A549 では Numb	

overexpression により浸潤能が有意に抑制された。一方 H520 では有意に増

加した。	

Numb	OE:	Numb	overexpression	
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8) NSCLC 細胞株における Numb	overexpression による Notch シグナルや

EMT マーカーへの影響（in	vitro）	

	 次に、Numb	overexpression が Notch シグナルや EMT マーカーに与える影響に

ついて調べた。A549 細胞では、Numb	overexpression は NICD1 タンパク発現を

有意に低下した。NICD2-4 タンパク発現は Numb	knockdown の際と同様に有意な

変化を示さなかった（図 17A）。また Hes1	mRNA 発現は変化を認めなかったが、

Hey1	 mRNA 発現は有意に低下していた（図 17B,17C ）。さらに Numb	

overexpression は E-cadherin 発現には有意な変化をもたらさなかったが、

Vimentin・Snail 発現は有意に低下した（図 17D）。	

	 一方、H520 細胞では、Numb	overexpression は NICD4 タンパク発現を有意に

低下したが、NICD1-3 タンパク発現に有意な変化を認めなかった（図 17A）。ま

た Hes1・Hey1	mRNA 発現は有意に低下していた（図 17B,17C）。H520 細胞では、

今回検討した EMT マーカーはいずれも有意な変化を示さなかった（図 17D）。	

	 これらの結果から、肺 ADC と肺 SCC では Numb の機能は異なっており、肺 ADC

細胞では Numb は Notch シグナルの抑制を介して tumor	suppressor として機能

していることが強く示唆された。一方、肺 SCC 細胞において、Numb は tumor	

activator として機能している可能性が考えられるが、その機序として Notch シ

グナルの抑制の関与は限定的かもしれない。	
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C	

	

D	

	

図 17	

A) Numb	overexpression による NICD1-4 タンパク発現の変化、*：P<0.05。A549

細胞では Numb	overexpression により NICD1 タンパク発現が有意に低下し

た。一方、H520 細胞では Numb	overexpression により NICD4 タンパク発現

が有意に低下した。	

B) Numb	overexpression による Hes1	mRNA 発現の変化、*：P<0.05。H520 細胞
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では Numb	overexpression により Hes1	mRNA 発現は有意に低下した。	

C) Numb	overexpression による Hey1	mRNA 発現の変化、*：P<0.05。A549・H520

細胞いずれにおいても Numb	overexpression により Hey1	mRNA 発現は有意

に低下した。	

D) Numb	overexpression による EMT マーカー発現の変化、*：P<0.05。A549 で

は Numb	overexpression により Vimentin・Snail 発現は有意に低下した。

一方 H520 細胞では E-cadherin・Vimentin・Snail はいずれも有意な変化を

示さなかった。	

Numb	OE:	Numb	overexpression、NICD:	Notch	intracellular	domain	

	

9) Numb	overexpression 肺 ADC 細胞由来マウス皮下腫瘍の増殖や Numb・

Notch1 タンパク発現の検討	

	 Numb	overexpression 細胞と control 細胞をマウス右鼠径部に皮下注射し、形

成された皮下腫瘍の大きさを比較した。H520 ではいずれにおいても腫瘍形成を

認めず比較検討ができず、A549 でのみ検討した。その結果として Numb	

overexpression 群において control 群と比較し腫瘍増殖能の有意な低下を認め

た（図 18A,18B）。また経過中両群ともに明らかな体重減少は示さなかった。上

記マウスにおいて皮下注射 15 日後に切除した腫瘍を HE 染色し、病理組織学的

に腫瘍形成を確認した（図 18C）。また同検体を用いて免疫組織染色法およびウ

エスタンブロット法にて Numb と NICD1 の発現を検討した。免疫組織染色・ウエ

スタンブロット法ともに、Numb	overexpression 群腫瘍では Numb 発現の上昇が

維持されており、また NICD1 発現は control 群腫瘍と比べ発現が低下していた

（図 18C,18D）。	
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D	

	

図 18	

A) 腫瘍細胞皮下注射 30 日後。Numb	overexpression 群では control 群と比べ形

成された皮下腫瘍は小さかった。	

B) マウス皮下腫瘍の増殖能比較、*：P<0.05。Numb	overexpression 群において

control 群と比較し腫瘍増殖能の有意な低下を認めた。	

C) マウス皮下腫瘍（day15）の HE 染色（scale	bar=100μm）、Numb・NICD1 免疫

組織染色（scale	bar=50μm）。Numb	overexpression 群腫瘍では Numb 発現の

上昇が維持されており、また control 群腫瘍と比べ NICD1 発現が低下してい

た。	

D) マウス皮下腫瘍（day15）における Numb・NICD1 タンパク発現の比較。Numb	

overexpression 群腫瘍では Numb 発現の上昇が維持されており、また control

群腫瘍と比べ NICD1 発現が低下していた。	

Numb	OE:	Numb	overexpression、HE:	hematoxylin	and	eosin	staining、NICD:	

Notch	intracellular	domain	
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考察	

	

1) SCLC における NICD1・Numb 発現と予後との関連	

	 Notch1 発現と SCLC の予後を検討した報告は現時点ではまだないが、今回 SCLC

症例において NICD1 高発現群は有意に予後が良好であった。SCLC 細胞株におい

て Notch1 過剰発現は G1	cell	cycle	arrest を誘導し、細胞増殖・EMT・細胞浸

潤・転移を抑制することが in	vitro、in	vivoで示されている 26-28。また、SCLC

において genomic	profile が解析され、認められた Notch	damaging	mutation

の多くは Notch 受容体の細胞外ドメインに存在しており、SCLC において Notch

遺伝子が腫瘍抑制的に機能していることが示唆された 1。今回の結果はこれら既

報と矛盾ないものであった。	

	 今回 Numb 発現と予後に有意な関連を認めなかった。NICD1 発現と Numb 発現に

も有意な相関を認めず、SCLC において Numb は Notch1 以外の Notch 受容体、も

しくはその他の経路との関連が強い可能性が考えられた。	

	

2) 肺 ADC における Numb の機能と Notch	pathway との関連	

	 Numbの発現低下が予後不良と関連することは食道癌・悪性胸膜中皮腫・乳癌

などの悪性腫瘍で報告されている39,40,51,52。NSCLCにおいてもNumbの発現が低下し

ていることは報告されていた24が、予後との関連についての報告はなく、今回肺

ADC症例においてNumb高発現と予後に有意な相関を認め、Numbが肺ADCにおいて

予後良好因子であることが示された。	

	 また、本研究ではNumbが肺ADCにおいて増殖能・移動能・浸潤能を抑制し、EMT

を阻害することが示された。さらに、肺ADC臨床検体においてNumb発現とNICD1

発現に有意な負の相関を認め、肺ADC細胞株においてin	vitro、in	vivoともに

NumbはNotch経路を抑制していた。NumbはNotch1受容体のユビキチン化を促進し

NICD1の核への移動を阻害することでNotchシグナルを阻害することが報告され

ている34,35。我々は、Notchシグナル阻害薬であるγセクレターゼ阻害薬による

Notchシグナルの抑制がNSCLCの増殖を阻害することを以前示した23。さらに、

Notch経路はEMTの重要な調節因子であると考えられている53-56。これらから、

Numbは肺ADCにおいてNotchシグナルの阻害を介して細胞増殖やEMTを抑制して

いると考えられた。	

	 NumbにはNotchシグナルの抑制の他に、Hedgehogシグナルのターゲットである

Gli1のユビキチン化36やp53のユビキチン化阻害37、E-cadherinやintegrinとの相

互作用38といった様々な機能があることが報告されている。今回の研究ではNumb

とNotch経路の関係について検討したが、Numbの腫瘍抑制作用へのこれらの機能

の関与について更なる研究が必要とされる。	
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3) 肺 SCC における Numb の機能と Notch	pathway との関連	

	 肺 SCC においては Numb 発現と予後に有意な相関を認めなかった。Notch は肺

SCC においては抑制的に働くことが報告されており 25、今回の結果においても

Notch1 高発現群は予後がよい傾向を認めた。	

	 細胞実験では、Numb は肺 SCC 細胞の増殖能・移動能・浸潤能を促進していた

が、今回評価した EMT マーカー（E-cadherin、Vimentin、Snail）の発現は有意

な変化を示さなかった。卵巣癌細胞において、N-cadherin や Claudin-1 が

E-cadherin などの EMT マーカーの発現を変化することなく移動能を促進したと

いう報告がある 57。これらのような今回検討していない因子が肺 SCC における

NumbによるEMT調節に関与している可能性があり今後検討が必要と考えられた。

また、Numb	knockdown では Notch シグナルの一貫した変化を認めなかったが、

Numb	overexpression では NICD4 や Hes1/Hey1 の発現低下を認めた。既報の多く

は Numb と NICD1 との相互作用について検討されており 24,34,35,58,59、NICD2-4 と

Numb との相互作用については不明である。今回の結果から、肺 SCC においては

NumbによるNotch1以外のNotch受容体の調節が一部関与している可能性が考え

られた。さらに、Numb は肝細胞癌において細胞増殖や cell	cycle を促進してお

り、その機序として p21 の抑制や CDK4・SKP2 の調節が報告されている 41,60。今

回は調べられていないが、Numb は Notch シグナルの抑制に加えて、上記のよう

な cell	cycle 関連因子との相互作用を介して肺 SCC の増殖を促進している可能

性も考えられた。	

	 	



55 
 

総括及び結論	

本研究で得られた新知見として	

• 肺癌の組織型により NICD1 と Numb の発現と予後との関連は異なっており、

ADC と SCC では Numb に異なった機能があることが示唆された。	

• SCLC において、NICD1 高発現は予後良好因子であったが Numb 発現と予後に

有意な関連を認めなかった。	

• 肺 ADCにおいて、NICD1 低発現・Numb 高発現は予後良好因子であり、in	vitro,	

in	vivo において Numb は Notch シグナルを阻害することにより肺 ADC の腫

瘍増殖・EMT を抑制することが示唆された。	

• 肺 SCC において、NICD1 高発現は予後良好と関連していると考えられたが

Numb 発現と予後に有意な関連を認めなかった。in	vitroにおいて Numb は肺

SCC 細胞の増殖能・移動能・浸潤能を促進しており、その機序として Notch

シグナルの抑制が一部関与している可能性が考えられた。	

であった。新知見の意義として、Numb・Notch シグナルが肺癌組織型によりその

機能・役割が異なることから組織別に治療標的となるのか、予後予測因子とな

るかを検討する必要性があることが確認された。今回行ったSCLCにおけるNICD1

発現・Numb 発現による予後解析や NSCLC における Numb 発現による予後解析は初

めての報告となる。肺 ADC と SCC における Numb の機能解析もまた初めての報告

である。組織型による癌の発生機序や関与するシグナルの違いが徐々に解明さ

れてきており、それに伴い異なった治療戦略が求められ近年開発されている。

今後更なる実験データや臨床試験が必要であるが、今回の結果から SCLC におい

ては Notch1 が、肺 ADC においては Numb が新たな治療ターゲットとなり得ると

考えられる。	
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