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研究成果の概要（和文）：肺癌の浸潤転移機構を直接標的とした治療法は存在せず、unmetな医療必要性を有す
る。今までにGEP100-Arf6経路という癌細胞の浸潤機構を報告されてきたが、さらに我々はこれらの経路やEMTの
臨床的意義や重要性の解析を行ってきた。本研究では、さらにEGFR結合分子として知られているGrb2がGEP100及
びEGFRと結合し、EGFRとの複合体を作ることで、GEP100-Arf6経路を亢進し、予後を悪化させうる機構を解明し
た。この機構解明により、浸潤転移能の抑制を目的とした新たな分子標的剤の開発がすすむものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：There are no therapies that directly target the invasive metastatic 
mechanism of lung cancer, which has an unmet medical need. While the GEP100-Arf6 pathway, a 
mechanism of cancer cell invasion and metastasis, has been reported so far, we have further analyzed
 the clinical significance and importance of these pathways associated with EMT. In this study, we 
further elucidated the mechanisms by which Grb2, a known EGFR-binding molecule, can enhance the 
GEP100-Arf6 pathway and worsen patients’ prognosis by binding to and forming a complex with GEP100 
and EGFR. The elucidation of this mechanism will facilitate the development of new molecular 
targeting agents to inhibit invasion and metastasis.

研究分野：肺癌

キーワード： 肺癌　浸潤転移　上皮間葉転換、ＥＭＴ　ＥＧＦＲ　ＧＥＰ１００　Ａｒｆ６　Ｇｒｂ２

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、浸潤転移能を直接標的とした薬剤はみられず、臨床的観点から最も切望されている。我々と佐邊らのグル
ープは、この臨床的問題点を認識し、GEP100-Arf6経路という癌細胞の浸潤メカニズムの解明を世界に先駆けて
研究・報告しており、さらにEGFRとGrb2-GEP100複合体の結合様式の解明により、同結合部位を標的とする浸潤
転移能抑制に有効な薬剤の開発につながる。
また、当然この経路を阻害して、浸潤転移の抑制が可能となれば、腫瘍の遠隔転移制御を通じて、術後再発予防
や、発見時遠隔転移症例に対する治療適応の拡大など様々な点で、既存治療法に加えて新たな癌治療戦略を採る
ことが可能となることが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



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

ErbB familyに属する EGFRおよび Her2 は、その異常活性化により、様々な癌種において予

後不良となることは臨床的によく知られている。 

我々は、佐邊らと共に ErbB family受容体からの刺激が、癌の浸潤転移能獲得の際に起こる上

皮間葉転換（Epithelio-Mesenchymal Transition、 EMT）の中で、Arf6 活性化 GTP 交換因子

（GEF）である GEP100 や Arf6 活性化を介して、invadopodia 形成を促進し、その結果、乳癌や

肺癌が浸潤転移能獲得へと向かうメカニズムが、浸潤転移抑制の新たな標的となる妥当性がこれ

までに報告されてきた。さらに、ErbB familyに属する EGFRおよび Her2は、肺癌や乳癌を含む

様々な癌種において、その異常活性化により、遠隔転移を促進し、予後不良となることは臨床的に

よく知られている。 

その中で、Arf6活性化 GTP交換因子（GEF）である GEP100が EGFRや Her2 の細胞内ドメイ

ンの特定の自己リン酸化チロシンと結合することで、浸潤転移能獲得に特異的な Arf6 活性化を促

進することを見出した。その後の研究で、GEP100 単独の発現量の多寡が、肺癌の予後予測因子

としても重要であることを見出している。そして、この GEP100 から Arf6 活性化を介した腫瘍細胞

浸潤能亢進のメカニズムは、他の癌種においても報告されており（Hu et al, PLoS One 2012）(Xie 

et al, PLoS One 2012)、腫瘍浸潤および転移のメカニズムとして重要かつ普遍的である可能性が

高い。 

しかし、GEP100が EGFRの C末端リン酸化チロシンとの結合能は、in vivo とは違い、in vitro

の研究では、それほど高くないことが分かった。そこで、ErbBfamily の C 末端のリン酸化チロシン

に結合する GEP100を補強する分子の有無について検討を行った。 

 

２．研究の目的 

ＥＧＦＲのＣ末端、リン酸化チロシンに結合するアダプター分子であるＧｒｂ２のＥｒｂ  family-

GEP100-Arf6 経路に与える意義について、解析を行った。また Grb2 や Arf6 経路の分子が、肺

癌の浸潤転移能や再発や予後といった臨床的要素に与える影響、その意義についても検討を目

的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）EGFR、Grb2、GEP100複合体結合様式についての in vitro解析 

Grb2 の活性化 EGFR への結合が GEP100-Arf6 経路へと与える影響を解析するため、Grb2 が

ほぼ発現していない肺癌細胞株を用いて、野生型と変異型（R68K）Grb2 を強制発現させて様々

な解析を行った。 

 

（２）Grb2-GEP100高発現細胞株による浸潤転移能の検討 

細胞株に野生型 Grb2を高発現させた際に、Phenotypeの変化や Matrigel invasion assayにお

ける浸潤能について解析を行った。 

 

（３）GEP100 と Hsp90や ABCF1 との結合様式や GEP100-Arf6経路に与える影響の検討 

GEP100と結合する候補分子として、Grb2のほかにHsp90やABCF1が挙げられ、これらの分子

と GEP100 の interaction について、内因性分子もしくは外因性強制発現モデルによる解析を行

った。 

 



（４）EGFR以外のドライバー遺伝子肺癌や CD133陽性肺癌における GEP100-Arf6経路活性化

の検討 

EGFR や Kras といったドライバー遺伝子変化の有無と GEP100-Arf6経路分子の活性化につい

て、切除臨床検体を用いて臨床的意義を検討した。 

 

 

 

４．研究成果 

ErbB family からの刺激による GEP100-Arf6 経路活性化および EMT活性化についての詳細な

メカニズムや臨床的意義を解明する上で、以下のような成果を得た。 

その後の検討で GEP100 と Hsp90 と ABCF1 との直接結合に関わる免疫沈降による実験結果が

これら分子との結合に否定的であったため、Grb2 との結合に絞って、様々な解析検討を行った。 

Grb2 と GEP100の直接的な結合に関しては、各分子内のドメインごとの結合を解析し、GST タグ

を結合した各分子内ドメインにおいて免疫沈降実験を行い、結果 Grb2 の N 末 SH3 ドメインおよ

び SH2 ドメインが GEP100内の PH ドメインとの結合に関わっていることがわかった。 

次に活性化 EGFR とGrb2が結合することやGEP100も同部位に結合することがすでに報告され

ていることから、この３者の関係についても詳細な解析を行った。 

EGF 刺激により活性化した EGFR と GEP100 が結合することが判明している A549 肺癌細胞株

を用いて、野生型の Grb2 過剰発現させた系で免疫沈降を行い、活性化したリン酸化 EGFR(p-

EGFR)と GEP100 との結合能が亢進し、in vitro での Matrigel invasion assay で浸潤能が約 2

倍に亢進した。 

これらの基礎的研究結果をもとにして、臨床的意義に関しても検討した。当院で切除した肺腺癌臨

床検体 256切除例において、EMT活性化と臨床病理学的な特徴および EGFRや p53を含む主

要な遺伝子異常との相関を検討出来、以下の成果を得て、論文化することができた。 

我々は、上皮型及び間葉型の主なマーカーである E-cadherin と Vimentin の発現量を免疫染色

によって、確認することで、各腫瘍における EMT 活性化レベルを解析した。結果、この EMT メカ

ニズムが活性化するにつれて、主腫瘍原発巣におけるリンパ管や脈管浸潤が亢進し、リンパ節転

移発生ハザード比が約 8 倍と高くなり、結果的に無病再発リスクや死亡リスク比も約３倍亢進し、予

後不良となることを統計学的に示した。 

さらに組織亜分類とEMT活性化との相関も示し、一般的に低分化で予後不良と考えられる群にお

いては EMTが活性化していることを報告した。 

また、256 例における EGFR や Kras、ALK、p53 などの遺伝子異常を解析することで、遺伝子異

常と EMT活性化との相関について検討した。その結果、EGFR遺伝子変異は、EMT活性化との

間に、負の相関がみられたが、同変異により、リンパ節転移や死亡リスクは亢進することを示した。

このことは、EGFR 遺伝子変異を有する腺癌において EMT 活性化が起こった際には、よりリンパ

節転移や予後悪化に影響を受けやすいことを示しており、臨床的に観察される症例とよく合致して

いることが報告できた。 

これらの結果、EGFR遺伝子変異肺腺癌において、GEP100-Arf6経路の活性化及び EMT活性

化が起こっているかどうかを検討する必要性が示唆されたため、さらに Arf6 経路の分子について

も検討を行った。評価可能であった肺腺癌臨床検体 239切除例において、Arf6経路として示され

た５分子 Grb2, GEP100, Arf6, AMAP1, EPB41L5それぞれの発現強度と、EMT活性化レベル

や臨床病理学的な特徴および EGFR や p53 を含む主要な遺伝子異常を要素とした生存時間分



析を行った。以下の成果を得て、研究会で発表することができた。 

これらの Arf6経路に含まれる５分子の発現陽性率は、全症例ではGrb2:13.8%, GEP100: 27.3%, 

Arf6: 56.3%, AMAP1:58.4%、EPB41L5：63.4%であった。また EGFR変異型による陽性率に有

意差はみられなかった。これら５分子の発現は、特に EGFR遺伝子変異陽性肺癌において、有意

に再発のリスク因子となっていた。 

EGFR 変異型肺腺癌であった場合の野生型に対するハザード比は、Grb2：3.528、GEP100：

2.484、Arf6；1.927、AMAP1；2.825、EPB41L5：2.087。 

これら５分子による多変量解析では、全生存期間に対して Grb2 と AMAP1 が、無再発生存期間

に対してGrb2がそれぞれ独立した有意な因子であった。Grb2 と AMAP1の陽性症例は、有意に

予後不良であった。 

これらの結果、特にEGFR遺伝子変異肺腺癌において、Arf6経路の活性化が再発に有意に関連

することが示された。 
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