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研究成果の概要（和文）：  

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 1)	 低分化型大腸癌細胞株の Gefitinib 感受性における HER3 の役割について検討し、HER3

が大腸がん細胞の細胞分化や分子標的薬(gefitionib)感受性に重要な役割を果たしている

可能性を示唆した。２）HER2 遺伝子増幅胃がん細胞株の一部の細胞において VEGF-A 高発現、

Bevacizumab および HER2 標的薬との併用療法に対する高感受性を明らかにした。３）HNSCC

細胞株において Gefitinib 抵抗性を示す EMT 亜株を分離し、その耐性機構を明らかにした。	 
 
研究成果の概要（英文）： 
In	 this	 study,	 we	 newly	 demonstrated	 following	 three	 findings.	 1)	 HER3	 is	 involved	 in	 
the	 gefitinib-sensitivity	 of	 pooly-differentiated	 colonic	 cancer	 cell	 line	 (COLM-5).	 2)	 
VEGF-A	 is	 overexpressed	 in	 some	 HER2	 gene-amplified	 gastric	 cancer	 cell	 lines	 and	 	 
can	 be	 effectively	 targeted	 by	 bevacizumab	 alone	 and	 in	 combination	 with	 HER2	 antagonists.	 
3)	 Subline	 showing	 EMT	 derived	 from	 parental	 HNSCC	 show	 gefitinib-resistance	 due	 to	 down	 
regulation	 of	 EGFR	 and	 compensatory	 activation	 of	 alternative	 signaling	 pathway.	 
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１．研究開始当初の背景	 
代表的な受容体型チロシンキナーゼである
HER	 Family	 (EGFR,	 HER2,	 HER3,	 HER4)は上
皮性腫瘍において最も有力な分子標的であ
り、現在、EGFR,	 HER2 を標的とする分子標的
治療は肺癌，乳がんなどでその有効性が臨床
的に確認され、従来の化学療法と並ぶ確固た

る地位を築いている。これに対し消化器癌に
対する分子標的治療は本邦においては
Cetuximab	 (抗ヒト EGFR キメラ抗体)が大腸
がんに対して承認され，また昨年度より胃が
んにおいてもようやく Trastuzumab	 (ヒト化
抗 HER2 抗体)が保険適応になったものの、肺
がん、乳がん等にくらべ比べ立ち遅れており、
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またその分子機序にも依然として不明の点
が多いのが現状である。一方、VEGF は原発腫
瘍ならびに転移形成発育における腫瘍血管
新生において中心的役割を果たす増殖因子
であり、それらに対する抗体療法は大腸癌に
おいてすでに臨床応用され、その化学療法併
用による有効性が報告されているが、
Bevacizumab	 (ヒト化抗 VEGF 抗体)の胃癌に
対する生存延長効果は臨床試験により効果
ありとするものもあるが，他の臨床試験では
否定的な結果が報告されており、必ずしも評
価は定まっておらず、臨床応用には至ってい
ない。	 
	 	 消化器癌においてこのように分子標的
治療が立ち遅れている一つの理由として HER	 
Family や VEGF	 Family に対するキナーゼ阻害
剤や抗体薬に対して高感受性を示すヒト胃
癌、大腸がん細胞株の数が限られており、in	 
vitro における分子レベルの作用機構の解析
などの前臨床的研究が困難であることが挙
げられる。申請者らはこれまでに上記分子標
的薬に対して高い感受性（抵抗性）を有する
新しい頭頸部扁平上皮がん(UMSCC81-Fb)、日
本人由来 HER2 高発現胃癌細胞株	 (GLM-1,-2,	 
-4)、大腸がん細胞株	 (COLM-1̃8)を独自に多
数株樹立し、日本人消化器がんに対する分子
標的治療の基礎的解析を進めてきた。	 
	 
２．研究の目的	 

	 	 	 	 本研究ではこれらの感受性細胞株を用

いて抗腫瘍効果、転移抑制効果ならびにそ

の分子機序や感受性予測因子の探索など

の前臨床的研究を進め、消化器癌の個々の

腫瘍の特性に応じた最適のテーラーメイ

ド医療を構築することを目的とする。本研

究では期間内に以下の３点を重点的に解

明する。	 

	 	 	 １申請者らが独自に樹立した大腸癌肝転
移巣由来の Gefitinib	 (EGFR チロシンキ
ナーゼ阻害剤)	 および	 Cetuximab 高感受
性を有する細胞株	 (COLM-5)を用いて、そ
の感受性の分子機構および上記細胞から
作成した耐性細胞を用いて耐性機構を明
らかにし、それを克服できる新たな治療
法を開発する。	 

	 	 	 ２申請者らが独自に樹立した胃癌肝転移
巣由来の Gefitinib および Trastuzumab	 
(抗 HER2 ヒト化抗体)感受性胃癌細胞株	 
(GLM-1,	 2,	 4)	 の感受性機構として血管
新生抑制が関与するか否かを明らかにし、
これら細胞の Bevacizumab 感受性との関
連を検討、その分子機構や両者のクロス
トークを明らかにする。	 

	 	 	 3 胃癌・大腸がんなどの腺癌に対する上

記分子標的治療の分子基盤をより深く

理解するために EGFR を高発現する頻度

の高い舌がんなどの口腔扁平上皮癌に

ついてもGefitinibおよび	 Cetuximab感

受性の分子機構を解析し、EGFR 高発現胃

癌・大腸がん細胞との差異を明らかにす

る。	 

	 
３．研究の方法	 
	 
１転移性低分化型大腸癌細胞株の	 	 
	 	 	 Gefitinib および Cetuximab 高感受性	 
	 	 	 機構の解析	 

肝転移巣から独自に樹立した	 
EGFR 高発現大腸がん細胞株（COLM-	 5）
は	 Gefitinib および	 Cetuximab に高
感受性	 (supersensitive)であり、腹
膜，肺およびリンパ節などへの転移も
顕著に抑制される事をこれまでに明
らかにしている。上記分子標的薬のア
ポトーシス、細胞周期ならびに EGFR
下流のシグナル伝達経路として重要
な	 Erk1/2、PI3K/Akt 経路等に及ぼす
影響を	 FACS,	 ウエスタンブロット，
免疫沈降などにより in	 vitro	 および	 
in	 vivo の両面から解析し、抗腫瘍効
果の作用機序を解明する。興味有るこ
とに COLM-	 5 細胞は他の分化型腺癌細
胞株	 (COLM-1-	 4)に比べて	 HER3 の発
現が著しく低く、Akt のリン酸化も低
レベルであることを予備的検討によ
り見出している。PI3K/Akt 経路の恒常
的活性化は薬剤耐性の原因の一つで
あることはよく知られていることか
ら、	 Loss	 of	 HER3 を介した PI3K/Akt
の不活化が感受性に関与している可
能性があり、この点を HER3 のトラン
スフェクションにより耐性が獲得さ
れるか否かを調べることにより明ら
かにする。	 
	 	 以上のシグナル伝達阻害と免疫
学的機序の両面からの解析により悪
性度の高いサブセットである低分化
型大腸癌細胞に対する	 HER	 targeting	 
療法の作用機序を明らかにする。	 
	 

2	 Trastuzumab 感受性を有する胃癌細胞株
を用いた VEGF 標的療法感受性とその分子
機序の解析	 
	 	 	 	 HER2 高発現胃がん細胞株のいくつ
かの株は	 VEGF-A 産生能が高く、また
in	 vivo において腫瘍血管が豊富な腫
瘍組織を形成していることから、
Bevacizumab 高感受性が予想されるの
でこの点を検証する。また	 Gefitinib
の抗腫瘍活性の機序として血管新生抑
制効果が報告されている。Gefitinib
が血管内皮細胞のEGFRを介して直接に



 

 

内皮細胞の遊走 Akt シグナルを遮断す
ると考えられ、Gefitinib の HER2 高発
現胃がん細胞株に対する抗腫瘍作用に
は血管新生抑制が関与する可能性もあ
る。これらの点を	 in	 vitro及びin	 vivo
の実験から検証する。	 

	 
	 	 	 ３	 口腔扁平上皮癌における Gefitinib
感受性ならびに抵抗性の分子機構の解析	 

	 	 	 	 	 	 申請者らは EGFR を発現する頻度の高
い舌がんなどの口腔扁平上皮癌細胞株と
して既存の HSC-2,	 -3,	 UMSCC81B 細胞株
を用い、これらが Gefitinib および	 
Cetuximab に対して高感受性を示すこと、
そしてこの感受性が主として 	 CDK	 
inhibitorである	 P27,	 P21誘導による細
胞周期停止	 (G0/G1)によることを予備的
検討で明らかにしている。一方、申請者
らは上記 UMSCC81B 細胞株を Gefitinib
添加培地中で培養し、抵抗性株を作成し、
その中から、EMT 形質を示す亜株 81-Fb
株を分離している。本研究ではこの
Gefitinib 抵抗性株の Gefitinib 耐性機
序について in	 vitro,	 in	 vivo の両面か
ら機構について解析する。	 
	 
４．研究成果	 
	 

１	 高転移性低分化型大腸癌細胞株の

Gefitinib 感受性における HER3 の役割解

析	 

	 Gefitinib,に対し高感受性を示す低分

化型大腸癌細胞株	 (COLM-5)における HER3

低発現の意義について検討した。	 HDAC 阻

害剤により HER3 発現亢進と同時に

E-cadherin 発現などの上皮分化誘導が見

られること、またトランスフェクションに

よる HER３強制発現によっても分化が誘導

され、同時に Gefitinib 感受性が低下する

ことを明らかにし、HER3 が大腸がん細胞の

分化や分子標的薬感受性に重要な役割を

果たしている可能性を示唆した。	 

	 
2	 HER2 遺伝子増幅胃がん細胞株を用いた	 
VEGF 標的療法併用の抗腫瘍効果とその分
子機序の解析	 
	 HER2 陽性胃癌細胞株(GLM-1,	 4)を含む
胃がん細胞株の VEGF,	 HER2 発現を検討し
たところ、HER2 陽性胃癌株は組織学的に血
管の豊富な乳頭がんであり、また VEGF-A
（VEGF-C ではなく）mRNA を高発現してい
ることを見いだした。さらに動物実験によ
りHER2陽性胃癌細胞株とHER2陰性胃がん
細胞株の皮下腫瘍モデルでBevacizumab感
受性を検討したところ HER2 陽性胃癌細胞

株の方が Bevacizumab 感受性が高く、また
Trastuzumab,	 Lapatinib との併用効果も
認められた。以上の知見から HER2 陽性胃
癌に対する血管新生阻害剤と HER2	 
Antagonist 併用療法は HER2 陽性胃癌に対
する新たな治療法となる可能性を示唆し
た。	 
	 
３頭頸部扁平上皮癌 (HNSCC) に お ける
Gefitinib 感受性ならびに抵抗性機構の解析	 	 
	 	 EGFR 高発現口腔扁平上皮癌細胞株にお
いて Gefitinib 抵抗性株が EMT 形質を示すこ
とを明らかにし、その機構を解析した。その
結果、EGFR の down	 regulation によって代償
性に活性化された PI3K/Akt/GSK3b/snail 経
路が EMT 形質発現に関与していること、また
EGFRの強制発現によりGefitinib感受性が亢
進することから、EGFR の down	 regulation が
Gefitinib 抵抗性に関与していることを明ら
かにした。	 
	 HNSCC にはしばしば肉腫様成分を伴う低分
化型扁平上皮癌が混在し、肉腫様成分は浸潤
性が強く、治療抵抗性で予後不良であること
が知られている。本研究により、肉腫化(EMT
化)の発生機構の一端が明らかになったこと
から、今後、代償性に活性化されるシグナル
経路を明らかにすることにより新たな治療
法の探索が可能になるものと思われる。	 
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