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研究成果の概要（和文）：EGF ファミリーの細胞増殖因子である HB-EGF の細胞増殖促進作用、

癌での発現と臨床的意義、癌治療の分子標的としての可能性を検討した。その結果、HB-EGF の

増殖促進効果をin vitroで調べるためには細胞培養系の選択が重要であることを明らかにした。

また HB-EGF は卵巣癌等の増殖・悪性化に大きく関与していることを明らかにし、HB-EGF を分

子標的とする癌治療薬の有効性を示すと同時に、HB-EGF 阻害薬の臨床開発を開始した。 
 
研究成果の概要（英文）：Role of HB-EGF in cell growth and tumor growth and the clinical 
significance of HB-EGF in ovarian cancer were studied. Results indicated HB-EGF is a 
promising target for cancer therapy. Clinical development of HB-EGF inhibitor CRM197 is 
in progress. 
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 直接経費 間接経費 合 計 

2005 年度 20,900,000 0 20,900,000 

2006 年度 20,400,000 0 20,400,000 

2007 年度 20,400,000 0 20,400,000 

2008 年度 20,300,000 0 20,300,000 

2009 年度 20,300,000 0 20,300,000 

総 計 102,300,000 0 102,300,000 
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細胞外マトリックス 
 
１．研究開始当初の背景 
 ある種の増殖因子は、膜貫通領域を持った
タンパク質として合成され、膜結合型増殖因
子と呼ばれている。この中には、EGF-ErbB フ
ァミリー、Delta-Notch システム、Ephrin-EPH
ファミリーなど、生体にとって極めて重要な
因子が多く含まれている。膜結合型増殖因子
は、1)膜型が細胞接着を介して隣接した細胞
に働きかけるもの、2)膜型は不活性型前駆体
で、これが細胞表面で切断されて分泌型・活
性型増殖因子を生じるもの、3)膜型、分泌型
ともに生理的な作用を持つが両者で異なっ
た生物活性を示すもの、などその作用様式は

複雑で多様である。膜結合型増殖因子がどの
ようにして作用するのか、その詳細な機構を
理解することは多細胞生物の発生、細胞増殖、
増殖抑制、細胞間相互作用、がん細胞の増殖
と浸潤転移機構を理解する上で重要である
が、その作用機構については未だ不明の点が
多い。本研究代表者らは、膜結合型増殖因子
であり、EGF ファミリーの一員である HB-EGF
の作用機構について詳しく解析してきた。そ
の結果、HB-EGF では膜型から分泌型への転換
が極めて重要な意味を持ち、それゆえ生体で
は膜型から分泌型への転換にさまざまな細
胞内シグナル分子が関わり、極めて厳密に制
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御されていること、転換過程に異常が起こる
と組織の過剰な増殖や細胞死が起こること
を、明らかにしてきた。すなわち、EGF ファ
ミリーでは、シグナルを受容する側の調節機
構ばかりでなく、シグナルを発する側の調節
が極めて重要であることを示した。また、こ
れらの研究を遂行する過程で、ヒト卵巣癌の
細胞増殖に HB-EGF の膜型から分泌型への転
換が深く関わっていること、この過程を抑制
すると卵巣癌細胞の腫瘍形成が抑えられる
ことを見いだし、HB-EGF が卵巣癌治療の有望
な分子標的となることを世界に先駆け報告
した。 
 
２．研究の目的 
 HB-EGF に関するこれまでの研究から、癌細
胞の増殖過程で HB-EGF が EGF ファミリーの
中でもとりわけ重要な因子であることが明
らかになってきたが、未だその作用機構につ
いては不明の点が多い。膜型から分泌型への
転換調節がどのような分子機構で行われて
いるのか、分泌型 HB-EGF がなぜ腫瘍形成を
促進するのか、どのような癌で HB-EGF が高
発現しているのか等、多くの疑問が残されて
いる。本研究では、HB-EGF の膜型から分泌型
への転換の分子機構とその破綻による細胞
の異常増殖機構を解析すると同時に、この異
常が原因で過剰な増殖能を獲得しているが
ん細胞を明らかにし、HB-EGF がどのようにし
てがん細胞の増殖に関わるのかを明らかに
し、その成果をもとに新しいがん治療法の開
発を目指した。 
 
３．研究の方法 
 HB-EGF の細胞増殖促進効果は通常の組織
培養系に加えて、コラーゲンゲル中での 3次
元培養システム、軟寒天培養システム、ある
いはヌードマウス皮下に細胞を接種して腫
瘍サイズを測定する in vivo システムで調べ
た。 
 卵巣癌における HB-EGF 発現の臨床的意義
は福岡大学医学部産婦人科との共同研究を
実施して検討した。 
 HB-EGF に対するモノクローナル抗体の作
製は HB-EGF ノックアウトマウスにリコンビ
ナント HB-EGF を免役して得たリンパ球から
ハイブリドーマを作製し、分離した。 
 HB-EGF に結合し HB-EGF の作用を抑制する
CRM197 の臨床開発は、財団法人阪大微生物病
研究会の協力の下、GMP,GLP,GCP に基づいて
実施した。 
 
４．研究成果 
(1)HB-EGF による細胞増殖促進作用の詳細な
解析 
 HB-EGF を通常の組織培養系に加えても細
胞増殖促進作用はほとんど認められない。こ

れは細胞培養液に加える牛胎児血清の濃度
を減じても、あるいは無血清培養液で培養し
た場合でも同様である。一方、ヌードマウス
皮下に移植した細胞の増殖に対して HB-EGF
は極めて顕著な増殖促進作用を示す。何故 in 
vivo と in vitro で HB-EGF の効果に差が生ま
れるのかを詳細に検討した。その結果、プラ
スティック皿を用いた通常の細胞培養シス
テムではインテグリンを介した細胞接着が
極めて強いために細胞増殖因子が存在しな
い条件でもインテグリンを介して強い増殖
シグナルが惹起されるためであることを明
らかにした。また、in vivo やインテグリン
シグナルが弱められる三次元細胞培養シス
テム等を用いると、HB-EGF 依存的細胞増殖が
見られるようになることを実験的に示した
（発表論文２３）。HB-EGF に限らず細胞増殖
因子の細胞増殖促進作用を in vitro の細胞
培養系で調べる実験系には細胞が限定され
るなどの制限が多く、それが研究の進展を妨
げてきたが、今回の発見によってなぜこれま
で細胞増殖促進作用を in vitro で観察でき
なかったのかその疑問をようやく明らかに
することができた。今後増殖因子による癌細
胞の細胞増殖機構を研究する上で極めて重
要な知見であると考えている。 
 HB-EGFのN末端部位が癌細胞の浸潤転移に
重要な働きをしていると考えられている
MT1-MMP によって切断されること、MT1-MMP
によって切断されて生じる HB-EGF はこれま
で知られていたよりサイズの大きな HB-EGF
よりも細胞増殖促進作用が強いことを東大
医科研清木教授のグループとの共同研究で
明らかにした。またある種の癌細胞では
MT1-MMPとHB-EGFの共同作用によって癌細胞
の増殖や浸潤が促進されることが明らかと
なり、これらを同時に抑制する新たな癌治療
の可能性を示すことができた（発表論文２６，
３０）。 
 癌細胞では HB-EGF は増殖促進に働くが、
発生途上のマウス心臓弁形成過程では
HB-EGF は弁間質細胞の増殖抑制に働いてい
ること、その効果には弁間質に含まれるヘパ
ラン硫酸プロテオグリカンとの相互作用が
重要であることを細胞培養系、ノックインマ
ウスを用いた in vivo システムで明らかにし
た（発表論文２７）。HB-EGF が周囲の環境あ
るいは他のシグナル因子と相互作用するこ
とで増殖促進と増殖抑制という相反する作
用を示すことは、今後 HB-EGF を高発現する
癌細胞において HB-EGF の作用を増殖抑制に
向かわせる全く新たな癌治療法開発の可能
性を示している。今後の研究課題として取り
上げたいと考えている。 
 
(2)癌における HB-EGFの臨床的重要性の検討 
 腹水中に含まれる HB-EGF を含む EGF リガ



 

 

ンドのタンパク量を卵巣癌、卵巣のう腫、正
常例で比較検討した。その結果、卵巣癌患者
では腹水中の HB-EGF レベルが著しく高いこ
とが判明した（発表論文３）。また卵巣癌に
おける HB-EGF を含む EGF リガンドおよびシ
ェディングに関わると考えられる ADAM17 の
発現レベルと予後との関係を詳しく解析し
た。その結果 HB-EGF の発現が高いケースで
は低いケースに比べて有意に予後が悪いこ
とが明らかとなった（図 1）（発表論文５）。
また卵巣癌では ADAM17 の発現亢進が認めら
れた。すでに明らかにしていたマウス腫瘍モ
デルを用いた実験結果と合わせて、HB-EGF が
卵巣癌治療の分子標的として重要であるこ
とが明らかとなった。 

 
図 1 HB-EGF の発現レベルと予後 
 
(3)HB-EGF 抑制因子の開発 
 HB-EGF を分子標的とする抗癌剤の臨床開
発を目指して、HB-EGF の増殖促進作用を抑制
するモノクローナル抗体の作製を行った。
HB-EGF に対するモノクローナル抗体の作製
は過去何度か試みたがいずれも失敗に終わ
っていたので、今回は HB-EGF ノックアウト
マウスにリコンビナント HB-EGFを免疫して、
作製した。その結果 10 種類以上の抗 HB-EGF
モノクローナル抗体を得ることができたの
で、詳細なキャラクタリゼーションを行った。
これらの抗体の中には HB-EGF の増殖促進作
用を直接抑制するモノクローナル抗体はな
かったが、HB-EGF に結合することで HB-EGF
のエクトドメインシェディングを抑制する
抗体が含まれていた（発表論文２８）。また
本研究で得られたノウハウを元にさらにモ
ノクローナル抗体の作製を試みたところ、
HB-EGF の増殖促進作用を抑制するモノクロ
ーナル抗体を最終的に得ることができたの
で、現在製薬企業と抗体医薬として臨床開発
するための共同研究を実施している（出願特
許３および４）。 
 HB-EGF の作用を抑制する分子としてジフ
テリア毒素変異体 CRM197 がある。ヒト卵巣
癌細胞をヌードマウスに皮下移植した

xenograftモデルにおいてCRM197が極めて強
い腫瘍増殖抑制作用を示すことをこれまで
に報告している。これに関して、さらに
CRM197 の投与方法と抑制効果の関係を詳細
に解析した。またタキソールとの併用で極め
て強い相乗効果が得られることを見いだし
た（発表論文２５）。この相乗効果が何故起
こるのかを詳細に検討し、タキソールで暴露
された癌細胞は HB-EGF を anti-apoptotic 因
子として HB-EGF を産生するが、CRM197 が
HB-EGF を中和することで、相乗効果が生まれ
ることが示唆された。 
 次に CRM197 の腫瘍抑制効果をさらに多く
の癌種で調べた。その結果トリプルネガティ
ブ乳癌、イレッサ抵抗性肺がんなどにも
CRM197 の抑制効果が認められ、CRM197 の臨
床応用の適応範囲が卵巣癌に限られないこ
とが示唆された（発表論文９，１７，２２）。 
 CRM197 の腫瘍抑制作用は HB-EGF に結合し
て HB-EGF が EGFR に結合する過程を阻害する
ことで起こることはすでに知られていた。
CRM197 の作用機序をさらに詳しく解析し、
CRM197 には極めて弱いながらもジフテリア
毒素のもつ EF2-ADPR 活性があること、膜型
HB-EGF に結合するとその活性で細胞のタン
パク質合成を抑制する作用があることを明
らかにした（発表論文１５）。これに加えて、
さらに、CRM197 には膜型 HB-EGF のエクトド
メインシェディングを抑制する作用が存在
することを明らかにした（発表論文２８）。
これらのことから CRM197 は 3 種類の作用で
HB-EGF を高発現する癌細胞の増殖を抑制す
ることが明らかとなった。 
 

(4)HB-EGF 阻害剤 CRM197 の臨床開発 

 本研究によって、HB-EGF が癌治療の新たな
分子標的として有望であること、HB-EGF 特異
的阻害剤 CRM197 が卵巣癌治療薬として開発
できる可能性があることが示されたので、
CRM197 が卵巣癌治療薬として開発可能であ
るかを見極めるためのトランスレーショナ
ルリサーチを文科省がんトランスレーショ
ナル事業、および橋渡し研究支援プログラム
のサポートを受けて行ってきた。1)GMP レベ
ルでの CRM197 の製造、2)製剤化、3)非臨床
薬効・薬理試験、4)GLP での毒性試験等を実
施し、2007 年 12 月から福岡大学にて CRM197
の人体への安全性と推奨投与量を決定する
ための「治癒不能な進行・再発卵巣癌を対象
とした HB-EGF 特異的抑制剤 BK-UM の第 I 相
臨床試験」を医師主導治験として実施してい
る。本治験は 2011 年春に終了予定であり、
今後はさらに次相の治験実施を計画してい
る。 
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