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研究成果の概要（和文）：肺癌の骨転移をとりまく臓器微小環境に着目し、破骨細胞機能を抑制

する薬剤を単独あるいは併用することで骨転移が抑制できることや、骨転移巣で高発現してい

る因子が多臓器転移を抑制することを示した。また、樹状細胞が可溶型血管内皮増殖因子受容

体(sVEGFR1)を産生し、血管新生阻害により腫瘍進展を抑制することや、肺癌が高発現する

HM1.24 に対するヒト化抗体が腫瘍増殖を抑制することを見出した。さらに、肝細胞増殖因子

(HGF)が肺腺癌の分子標的薬耐性を誘導し、耐性克服の治療標的となることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We focused on cancer microenvironment and found that drugs which 
suppressed osteoclast-function inhibited lung cancer bone metastasis. The factor 
selectively expressed in bone metastatic lesions acted as an inhibitor of multiple organ 
metastasis. Dendritic cells produced soluble VEGF receptor 1, suppressed angiogenesis, 
and thereby inhibited lung cancer progression. Humanized anti-HM1.24 antibody inhibited 
growth of HM1.24 expressing lung cancer cells. Hepatocyte growth factor (HGF) induced 
resistance to EGFR tyrosine kinase inhibitors, indicating that HGF may be important target 
for overcoming the resistance in lung cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
肺癌は我が国の悪性新生物による死亡原因

の第一位であり、予後不良の最大の原因は診

断時に既に形成されている遠隔転移と薬剤

に対する耐性である。しかし、肺癌の遠隔転
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移や薬剤耐性の分子機構は以下のようにほ

とんど解明されていない状態であった。 

(1) QOL 阻害の点で骨転移は非常に重要であ 

るが、破骨細胞が骨吸収を介して骨転移を促

進することは明らかにされていたが、臓器微

小環境の中で破骨細胞の分化・成熟の制御機

構は十分に解明されておらず、治療薬もビス

フォスフォネートのみの状況であった。 

 

(2) 血管新生が腫瘍進展に深く関与している 

ことは示されていたが、血管新生阻害が多臓

器転移の抑制につながるか否かについては

十分明らかとはなっていなかった。 

 

(3) 肺癌治療において抗体医薬品は導入され 

ておらず、抗体および免疫細胞を用いた治療

の標的となるような肺癌抗原は見つかって

いなかった。 

 

(4) 分子標的薬である上皮成長因子受容体 

(EGFR) チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 (TKI) 

GefitinibがEGFR遺伝子変異のある症例に著

効するものの、必ず耐性により再発すること

が臨床的に問題となっていた。しかし、その

耐性の分子機構は全く不明であった。 
 
２．研究の目的 
癌をとりまく微小環境は原発腫瘍の増殖のみ

ならず遠隔転移形成や薬剤感受性に深く関与

しており、癌と微小環境の相互作用を断ち切

れば画期的な抗悪性腫瘍薬の開発が可能であ

ると考えられている。本研究は、肺癌転移に

おける多様な臓器微小環境特性に着目し、転

移や薬剤感受性の制御に関与する因子を同定

し、以下のような分子標的治療法を開発する

ことを目的とした。 

(1) 頻度が高くQOLの阻害要因となる骨転移 

の分子機構を解明し、破骨細胞に着目した新

たな分子標的治療を確立する。 

 

(2) 転移形成に必須と考えられている血管新 

生に焦点をあて血管内皮細胞を標的とし、血

管内皮増殖因子(VEGF)の阻害による転移抑制

効果を検討する。 

 

(3) 肺癌に発現する癌抗原を同定し、発現頻 

度や発現制御機構を明らかにするとともに、

臓器微小環境に存在する免疫細胞を利用した

多臓器転移の抗体治療効果を検討する。 

(4) EGFR-TKI の耐性機構を解析し、臓器微小 
環境因子の関与を明らかにするとともに、耐
性克服治療を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1)微小環境として破骨細胞に着目した研究 

抗マウス IL-2Rβ鎖抗体(TM-β1:大阪大学 宮

坂昌之先生から供与)を腹腔内投与し NK細胞

を除去した SCID マウスに、ヒト小細胞肺癌

株 SBC-5(岡山大学 木浦勝行先生から供与)

を静注すると、5 週後に骨(溶骨性骨転移)を

含む多臓器に転移が形成される。このモデル

において、新規抗生物質 Reveromycin A や、

Parathyroid hormone related peptide 

(PTHrP)の中和抗体、ビスフォスフォネート

製剤(Zoledronate)を投与し、転移抑制効果

を検討した。骨転移巣での破骨細胞数を TRAP

染色で評価した。また、本多臓器転移モデル

で形成された転移病巣を回収し、cDNA 

Microarray 解析により転移臓器による遺伝

子発現を比較し、臓器特異的に発現される遺

伝子群を同定した。また、NK 細胞除去 SCID

マウスを用い、造骨性骨転移モデルの作成を

試みた。 

 

(2)微小環境として血管内皮に着目した研究 

NK 細胞除去 SCID マウスを用いた多臓器転移

モデルにおいて、 VEGF 受容体阻害薬

(Vandetanib)を連日経口投与し転移抑制効

果を検討した。また、転移巣における血管密

度を免疫染色で、アポトーシスを TUNEL 法で

検討した。ヒト末梢血単球から成熟樹状細胞

を誘導し、培養上清中の VEGF や可溶型 VEGF

受容体 1 (sVEGFR1)濃度を ELISA 法で測定し

た。 

 

(3)微小環境として免疫細胞に着目した研究 

ヒト肺癌細胞株の HM1.24 抗原の発現をフロ

ーサイトメトリーで、抗 HM1.24 抗体と末梢

血単核球を用い ADCC 活性を 51Cr 遊離試験で

検討した。HM1.24 抗原を発現したヒト小細胞

肺癌株 SBC-5 を SCID マウスの皮下に移植し、

抗 HM1.24 抗体の腫瘍増大抑制効果を検討し

た。 

 

(4)微小環境として線維芽細胞に着目した研

究 

EGFR の exon19 欠失を有し Gefitinib に感受

性のヒト肺腺癌細胞株 PC-9 と HCC827、EGFR

の L858R および T790M 変異を有し Gefitinib



 

 

 

 

に は 耐 性 だ が irreversible EGFR-TKI 

(CL-387,785)には感受性のヒト肺腺癌細胞

株 H1975、HGF を高産生するヒト肺線維芽細

胞株 MRC-5 を用いた。HGF 添加あるいは MRC-5

共培養における肺腺癌細胞株の EGFR-TKI 感

受性を MTT 法で検討した。細胞内シグナル伝

達を Western blot で解析した。肺癌の臨床

検体における HGF発現を免疫染色で検討した。 
 
４．研究成果 

(1)微小環境として破骨細胞に着目した研究 

PTHrPを高発現するヒト小細胞肺癌株SBC-5

の溶骨性骨転移モデルにおいて、新規抗生物

質Riveromycin Aが、破骨細胞機能の抑制に加

えて癌細胞からのPTHrP産生を抑制し骨転移

形成を阻害することを明らかにした(図1)。さ

らに、抗PTHrP抗体と臨床で使用されている

Zoledronateとを併用することで、破骨細胞の

アポトーシス誘導を促進し強力に骨転移を抑

制できることを示した。 

 

 

 

 

 

 

図 1  Reveromycin A による骨転移の抑制 

      （矢印は溶骨性骨転移） 

cDNA Microarray解析によりSBC-5の骨転移

巣で発現が上昇していた遺伝子群を同定し、

その中からTGF-βファミリーに属する

activinのアンタゴニストであるFollistatin 

(FST)が、血管新生を阻害し骨転移のみならず

肺、肝、リンパ節を含む多臓器転移を抑制す

る転移抑制因子であることを明らかにした。

以上より、FSTでは骨転移巣で骨転移を抑制す

る生体反応として誘導されている可能性が示

唆される。 

ヒト肺腺癌株 ACC-LC317 を NK 細胞除去

SCID マウスに移植することにより、溶骨性に

加え造骨性病変を形成する骨転移モデルを

肺がんにおいて初めて確立した。溶骨性骨転

移の分子機構は徐々に明らかになってきた

が造骨性骨転移の分子機構はほとんど解明

されていない。肺癌の骨転移のうち約 25％を

占める造骨性骨転移の分子機構解明に本モ

デルは貢献できるものと思われる。 

(2)微小環境として血管内皮に着目した研究 

多臓器転移制御の標的分子として血管新

生因子 VEGF に着目し、VEGF 受容体阻害薬

(Vandetanib)が転移巣における腫瘍血管内

皮細胞選択的にアポトーシスを誘導し血管

新生を阻害することにより、VEGF を発現する

肺がん細胞株の SCID マウスにおける多臓器

転移形成を抑制することを明らかにした(図

2）。さらに、血管透過性を抑制することによ

り、癌性胸水形成も著明に阻害することを見

出した。また、ヒト単球由来の成熟樹状細胞

が、可溶型 VEGF 受容体 1 (sVEGFR1)を産生し

VEGF の活性を中和することで、肺癌の腫瘍血

管新生を阻害し腫瘍進展を抑制することを

明らかにした(図 3)。また、その関与の指標

として sVEGF1/VEGFが重要であることを示し

た。以上より、腫瘍血管新生の抑制は転移や

癌性胸水形成を阻害するため、Vandetanib や

sVEGFR の治療効果が期待される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図２  VEGF 受容体阻害薬(Vandetanib)による 

血管内皮のアポトーシス誘導と転移抑制 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 3  TNF-α刺激樹状細胞の腫瘍内投与による 

腫瘍血管新生抑制と腫瘍増殖抑制効果 

 

(3)微小環境として免疫細胞に着目した研究 

ヒト肺癌細胞株の45％がHM1.24抗原を発現

していた。また、その発現はinterferon-β, γ
により増強された。ヒト化抗HM1.24抗体は

HM1.24抗原を発現する肺癌細胞に対し、ヒト

単核球の存在下で抗体依存性細胞障害活性

(ADCC)を誘導し殺細胞効果を示し、単核球を

活性化するIL-12やIL-15などのサイトカイン

併用によりADCCが増強された。HM1.24抗原を



 

 

過剰発現した肺癌細胞株SBC-5の皮下移植モ

デルにおいて、ヒト化抗HM1.24抗体は皮下腫

瘍の増大を抑制し、その効果はinterferon-β
併用でさらに増強された。したがって、HM1.24

抗原を標的とした抗体治療は、微小環境の免

疫細胞(単核球)によるADCCを誘導し腫瘍増大

の制御に有用である可能性が示唆された。 

 

(4)微小環境として線維芽細胞に着目した研 

究 

EGFR 活性型遺伝子変異を有する肺癌に著

効する分子標的薬 Gefitinibに対する新たな

耐性機序として、肝細胞増殖因子(HGF)がそ

の受容体である MET を活性化し PI3K/Akt 経

路の抑制を回復させる機構を明らかにした。

さらに、臨床検体を用いた解析において、こ

の機構が肺癌症例における自然耐性と獲得

耐性の両方に寄与している可能性を示した。

EGFR 活性型遺伝子変異を有する肺癌細胞に

おいて、間質の線維芽細胞が発現する肝細胞

増殖因子(HGF)が Gefitinib や Erlotiinib 耐

性を誘導することを明らかにした。近年、不

可逆型 EGFR チロシンキナーゼ阻害薬

(EGFR-TKI)は Gefitinib や Erlotiinib の獲

得耐性機構として最も頻度の高い EGFR の二

次的遺伝子変異(T790M)による耐性を克服す

る薬剤として期待されている。HGF は

Gefitinib や Erlotiinib のような可逆型

EGFR-TKI のみならず不可逆型 EGFR-TKI に対

しても耐性を誘導することを見出した。以上

より、HGF-MET が EGFR-TKI 耐性の治療標的と

なることが示され、現在その臨床的な頻度や

最適な耐性克服治療法の開発に向けた研究

を行っている。 
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