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研究成果の概要（和文）：Epidermal growth factor receptor (EGFR)のエフェクター分子、
phosphoinositide-dependent protein kinase-1 (PDPK1)は頭頸部扁平上皮癌で抗アポトーシス作用による癌生
存シグナルへ関与する。外耳道EGF過剰発現マウスモデルを用いてEGFR/PDPK1シグナル阻害効果を検討した結
果、EGF、EGFR、PDPK1、Ki67陽性率が低下し、免疫組織化学により、アポトーシス誘導を認めた。外耳道扁平上
皮癌ではEGFR/PDPK1シグナル阻害はアポトーシスが誘導により抗腫瘍効果を発揮する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Phosphoinositide-dependent protein kinase-1 (PDPK1), an effector molecule of
 epidermal growth factor receptor (EGFR), is involved in cancer survival signaling through 
anti-apoptotic effects in head and neck cancers. Using a mouse model overexpressing EGF in the 
external auditory canal, we investigated the inhibitory effect of EGFR/PDPK1 signaling and revealed 
that EGF, EGFR, PDPK1, and Ki67 were significantly decreased immunohistochemically and apoptosis was
 in an apoptotic analysis. It was suggested that EGFR/PDPK1 signal inhibition may exert an 
anti-tumor effect by induction of apoptosis in squamous cell carcinoma of the external auditory 
canal.

研究分野：耳鼻咽喉科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
外耳道扁平上皮癌は希少がんであり、その病態については不明な点が多い。治療法は手術を第一選択として放射
線治療や化学療法が挙げられるが、十分な治療法が確立しているとは言い難い。本研究成果により、新規治療法
の開発につながる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
 
外耳道癌の罹患率は人口 100 万人あたり 1%と希な疾患であり、病態については未だ不
明な点も多いため、治療法は外科的切除が基本となっている。進行癌では側頭骨(亜)全摘な
どの拡大手術と遊離皮弁による再建が必要となる場合が多く聴力喪失だけでなく整容的に
も大きな負担をかけることが問題である。生命予後については早期（T1-2N0）であれば低
浸襲の手術で比較的制御可能である（5年生存率>80%）ものの、進行癌（T3-4N1-3）は拡
大手術に化学放射線療法を併用しても 5年生存率は 60%未満という報告（Morita S, et al., 
Otology & Neurotology. 2017）もあり非常に不良である。そこで、動物実験モデルを用い
た発癌機構の解明および新規保存的治療の開発が早期に望まれる。 
上皮成長因子、Epidermal Growth Factor（EGF）は 53アミノ酸残基及び 3つの分子内
ジスルフィド結合から成る約 6.0kDa のタンパク質で細胞表面の上皮成長因子受容体 
(EGFR) に結合し細胞増殖を誘導し、上皮の恒常性維持や組織修復などに関わるが、様々
な上皮系悪性腫瘍において癌細胞増殖、血管新生、転移との関連性が強く示唆されている
（Tomas A, et al., Trends Cell Biol. 2014）。頭頸部癌においても EGFは治療ターゲット
として着目されている（Liao YH, et al., Oncogene. 2017、Hsu JY, et al., FASEB. 2017）
が生体内における EGFによる発癌・進展機構については未だ不明な点が多く治療制御も十
分とは言い難い。 
頭頸部扁平上皮癌を含め、癌細胞では EGFRの過剰発現と予後不良群との関連性を示唆
する報告が多い（Tomas A, et al., 2014）。EGFRは受容体型チロシンキナーゼであり、リ
ガンドが結合すると 2量体化し細胞内ドメインが自己リン酸化を受け、MAPKシグナリン
グカスケードや PI3K経路を介し、細胞増殖を誘導する。リガンドと結合した EGFRは細
胞膜のクラスリン被覆小胞から細胞内に取り込まれ（インターナリゼーション）、エンドソ
ームに取り込まれユビキチン化などにより代謝された場合はシグナルが抑制されるが、エ
ンドソームから EGFRが再び細胞膜上にリクルートされた場合は逆にシグナルが増強する
（Tomas A, et al. , 2014）。一般的に EGF濃度依存的にリガンド依存的なシグナルは増強
するが前述 EGFR制御に加え、リガンド非依存的なシグナル経路が複数存在することが示
唆されており（Tomas A, et al. , 2014）、EGFRをターゲットとした治療法の難しさの一
因となっている。さらに、癌組織や癌細胞株では EGFRの遺伝子変異が認められるため受
容体をターゲットとした分子標的治療を一層困難にしている。EGFシグナルによる癌発症
のメカニズムおよび治療法を考案する上ではカスケードのより上流での阻害が重要と考え
られるが EGF 誘導性の発癌動物モデルは報告が少なく外耳道癌については未だ存在しな
い。われわれは非公表ながら先行研究で EGFベクターを用いたエレクトロポレーション法
（Yamamoto-Fukuda, et al., Eur Arch Otorhinolaryngol. 2015）による EGF誘導性外耳
道癌誘発モデルの作製に成功した。本モデルを用い、EGF過剰発現による外耳道癌発症機
構を解明できる可能性があり、新たな治療ターゲット因子の同定および外耳道癌に対する
新規保存的治療の開発につながる可能性が期待される。 
 
２．研究の目的 
 
上皮成長因子、Epidermal Growth Factor（EGF）は頭頸部癌の発症に関わることが示唆
されているが生体内における発癌機構については未だ不明な点が多い。外耳道扁平上皮癌
の治療法は手術療法が主体であり、早期であれば外科的切除により局所制御が可能な場合
も多いが進行癌については高率にリンパ節転移をきたし、拡大手術と化学放射線療法を施
行しても制御困難である場合が多く未だ予後不良である。われわれは非公表ながら EGF発
現ベクターを用いて外耳道癌誘導マウスモデルの作成に成功した。そこで、本モデルを用い
外耳道扁平上皮癌の生体内における分子生物学的制御機構を解析することで新規保存的治
療の開発を目指すことが本研究の目的である。 

 
３．研究の方法 
 
ヒト外耳道扁平上皮癌のパラフィン包埋切片を用いて抗 EGFR抗体および抗 PDPK1抗
体による蛍光二重染色を行い、EGFR/PDPK1の発現および局在解析を行った（倫理承認番
号：31-139 9638）。また、6週齢、雄の BALB/cマウスを用い、外耳道に EGF発現ベクタ
ーをエレクトロポレーション法で導入し、外耳道 EGF 過剰発現マウスモデルを作製した
（動物実験承認番号：2015-139C5）。さらに、PDPK1阻害剤投与群（n=4）および phosphate 
buffered saline (PBS)投与群（コントロール）（n=4）を作製した。外耳道の観察に内視鏡を
用い、形態学的解析に HE 染色を行った。薬剤を 5 日間腹腔内投与した後、マウスを安楽
死させ、外耳道を含めた側頭骨を採取した。4% paraformaldehyde/PBS（pH=7.4）で固定
後、10% ethylenediaminetetraacetic acid（4℃、7日間）で脱灰し、パラフィンに包埋し、



5 µmの連続切片を作成し解析に用いた。免疫組織学的解析に抗 EGF抗体、抗 EGFR抗体、
抗 PDPK1抗体、抗 Ki67抗体を用い、3,3’-diaminobenzidine-4HClにより発色した。アポ
トーシス解析は抗 cleaved caspase-3抗体を用いた免疫組織化学および terminal deoxy(d)-
UTP nick end labeling (TUNEL)法を用いた。 
 
４．研究成果 
 
ヒト外耳道扁平上皮癌切片においてEGFRおよびPDPK1は共局在し、過剰発現していた。
外耳道 EGF 過剰発現マウスモデルでは内視鏡下に全例で外耳道に隆起性病変を認め、HE
染色で上皮の肥厚を認めた。免疫組織学的解析では EGF、EGFR、PDPK1、Ki67 すべて
の陽性率が上昇した。さらに、PDPK1阻害剤投与後に EGF、EGFR、PDPK1、Ki67陽性
率はすべて低下し、cleaved caspase-3陽性率および TUNEL陽性率は上昇した。以上の結
果から外耳道扁平上皮癌における EGFR/PDPK1 シグナルの重要な役割を果たしており、
EGFR/PDPK1 シグナル阻害によりアポトーシスが誘導され抗腫瘍効果を発揮する可能性
が示唆された。 
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