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研究成果の概要（和文）：悪性神経膠腫で高頻度に認められる EGFR異常を標的とする新規抗 EGFR

モノクローナル抗体 nimotuzumab (Nimo)治療により、神経膠腫細胞の EGFR、特に変異型

EGFRvIII のリン酸化が抑制された。膠芽腫の標準治療薬であるテモゾロミド（TMZ）と Nimoの

併用療法により、EGFRvIII高発現神経膠腫腫瘍の増殖がマウスモデルで相乗的に抑制されたこ

とから、Nimo は TMZ との併用治療により神経膠腫に対する抗腫瘍効果を増強する有効な治療法

となることが期待され、ミスマッチ修復機構酵素が感受性因子である可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Treatment of glioblastoma (GBM) cells overexpressing driver 
oncogenic wild-type EGFR or a mutant EGFRvIII with a humanized anti-EGFR monoclonal 
antibody nimotuzumab (Nimo) resulted in reduction in tyrosine phosphorylation of EGFRvIII 
preferentially, which was associated with a decrease in Akt phosphorylation.  
Combination treatment of nimotuzumab with temozolomide (TMZ), the standard 
chemotherapeutic drug for GBM, significantly suppressed growth and elongated survival 
of mice bearing subcutaneous or intracerebral human GBM tumors overexpressing EGFRvIII.  
The sensitivity to the combination treatment was affected in regrown tumor cells which 
had lost expression of mismatch repair (MMR) proteins MSH6 and MLH1, suggesting that the 
resistance to this combination treatment might involve expression changes of MMR 
effectors.   
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１．研究開始当初の背景 
 悪性脳腫瘍、特に悪性神経膠腫（グリオー
マ）は近年の画期的な医療進歩にも拘らず未
だ極めて難治性の疾患であり、治療の主体と
なる放射線治療や化学療法への耐性の存在

がその原因のひとつと考えられており、新規
の治療法の開発が急務となっている。近年、
悪性腫瘍の分子生物学的特徴が飛躍的に解
明されるにつれ、腫瘍の増殖・生存に必要と
される分子が次第に明らかになり、そのよう
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な分子を標的とする新規の癌治療法が開発
され始めている。ヒト・グリオーマにおいて
は、現代においても平均生存期間が１年強に
しかすぎない膠芽腫（最も悪性度の高いグリ
オーマの組織型．WHO grade Ⅳ）の発生にか
かわる遺伝子の異常の検索が精力的に行わ
れてきた。膠芽腫では、多数の遺伝子異常の
蓄積により悪性化を生じるが、悪性度の低い
低悪性度の病巣から経時的に悪性転化して
発生する二次性膠芽腫と、最初から前病巣な
く急速に出現してくる一次性膠芽腫では、高
頻度に見られる遺伝子異常のパターンが異
なる傾向が認められる。膠芽腫の大多数を占
める一次性膠芽腫では、高頻度で成長因子の
受容体である receptor tyrosine kinase 
(RTK) を代表する epidermal growth factor 
receptor (EGFR) 遺伝子の遺伝子増幅と遺伝
子再配列による変異型 EGFR の高発現が認め
ら れ 、 一 方 二 次 性 膠 芽 腫 で は
platelet-derived growth factor (PDGF) と
その受容体 (PDGFR) の遺伝子増幅・高発現
が検出される。 
 これまでの我々の研究で、膠芽腫に高頻度
で発現している変異型EGFR (EGFRvⅢあるい
はΔEGFR) は成長因子であるEGFに依存せず
恒常的にリン酸化・活性化しており、その高
発現によりヒト・グリオーマ経路の活性化が
生じており、また細胞死抑制因子である
Bcl-XLの発現亢進を介し、cisplatinなどの抗
癌耐性形質を獲得することが報告されてい
る。更に、ヌードマウスでのEGFRvⅢ高発現
グリオーマ腫瘍モデルにおいて、EGFR阻害剤
であるAG1478 治療によりcisplatinへの感受
性化が認められる。 
 膠芽腫では、有力な腫瘍増殖を増強する効
果を持つシグナル伝達経路が恒常的に活性
化しているため、シグナル経路を阻害するこ
とにより腫瘍細胞に強い細胞傷害をもたら
すことになると考えられる。従って膠芽腫に
おいて、EGFR からのシグナル阻害を目的とし
た分子標的学治療が検討されている。 
  
２．研究の目的 
 今回我々は、ヒト・グリオーマにおける
nimotuzumab (Nimo)による EGFR 標的治療薬
と標準治療薬 TMZの併用療法の治療効果につ
いて、in vitro及び in vivoでの検討を行い、
またその治療感受性を規定する因子も同時
に検索することを目的に本研究を計画した。 
 
３． 研究の方法 
(1) 試薬. ヒト型抗 EGFR抗体の

nimotuzumab は第一三共社より無償で供
与された。Temozolomideは、LKT 
Laboratoriesから購入した。AG1478 は
和光から購入した。Western blotに使用
した抗体はいずれも commercially 

availableな抗体を購入した。 

(2) 細胞.  使用したヒト glioma 細胞株及び

培養条件は以前に報告した通り(Nagane 

M et al. Cancer Res 56: 5079, 1996; 

Nagane M et al. J Neurosurg 106: 407, 

2007)。 

(3) Western blotting.  全細胞蛋白抽出液

は RIPA buffer を用いて抽出し、Western 

blot 解析法は以前に報告した通りに施

行した(Nagane M et al. Cancer Res 56: 

5079, 1996)。 

(4) 動物実験.  ヒトglioma細胞 (2 x 106 個

/0.1 ml PBS) を週齢 4- 5週のメスnude 

mouse（BALB/CA系，埼玉実験動物）の皮

下及び脳に移植した。皮下及び脳腫瘍が

形成された後、Nimo, TMZの各単独治療法

ならびに併用療法を行い、腫瘍の縮小、

増殖抑制、脳内モデルの場合は生存期間

の延長につき検証した。全身への毒性は

体重を測定し検討を行った。マウスは二

酸化炭素吸入法によりsacrificeした。本

実験法は本大学医学部実験動物委員会に

より承認されている。 

(5) 治療をされた移植腫瘍を摘出し、治療に
よる組織学的変化、増殖能及び細胞死の
変化の有無を MIB1 染色・TUNELアッセイ
で評価を行った。治療抵抗性についても
MSPによるメチル化の有無、MGMT発現や
DNA ミスマッチ修復機構について
Western blot解析を行った。 

 
４．研究成果 
(1) U87MG.∆EGFRおよび U87MG.wtEGFR細胞を
用いて、Nimo 1µM で処理を行った。24 時
間毎に経時的に細胞 lysate を調整し、抗
リン酸化 tyrosine-EGFR抗体を用いて blot
した。 

治療 24 時間後から、EGFRvIII, wtEGFR
ともにそのリン酸化は減少がみられ、72時
間後に至るまで経時的にその効果は継続
していた。 
一方、対照として使用したEGFRのkinase 

inhibitor である AG1478 による治療では、
Nimo と比較してより強力に 24 時間後から
EGFRのリン酸化阻害が認めた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



(2) 次に、リン酸化の抑制効果が最大となる
72 時間治療を用いて、Nimo の dose による
EGFRのリン酸化の抑制について検討した。 

Nimo 0.25, 1, 4µM の各濃度で処理し、72
時間後に lysate を調整した。U87.wtEGFR 細
胞においても Nimo による EGFR の tyrosine 
脱リン酸化が誘導されていることが示され
たが、主たる C-terminus のリン酸化部位で
ある tyrosine 1068 のリン酸化は、EGFRvIII
と比べて高濃度（4 µMで明確化）での抑制と
なっており、Nimo の EGFR リン酸化阻害作用
は EGFRvIII に対して高感度であることが示
唆される結果となった。もう一つの tyrosine 
1173 の脱リン酸化作用も、EGFRvIII におい
て低濃度でリン酸化の抑制効果を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(3) EGFR のリン酸化阻害により、EGFR シグ
ナル経路の下流の主たる因子に影響が認め
られることを検証するため、Akt のリン酸化
について検証した。U87MG.∆EGFR 細胞におい
て、Akt-pThr308 リン酸化は 0.25µMより低下
を認めたが、Akt-pSer473 のバンドは全体に
薄めであり、Ser473 に対する脱リン酸化作用
は不十分と考えられた。U87MG.wtEGFR細胞に
おいては、Akt Thr308のリン酸化の抑制効果
は認められず、一方、Ser473 のリン酸化は高
濃度（4 µM）にて僅かな低下がみられるのみ
でした。 
Nimotuzumab は、ΔEGFR 細胞に対して EGFR

及び Akt のリン酸化の抑制が明らかになり、
ΔEGFR 細胞は wtEGFR 細胞と比べてより強く
リン酸化の抑制効果を認めた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
(4) U87MG.∆EGFR細胞を用いて、Nimo 1µM 及
び TMZ 20µM で単独及び併用処理を行った。
24 時間後、72時間後に lysateを調整し、抗
リン酸化 tyrosine-EGFR 抗体を用いて blot
した。Nimo と TMZ の併用処理では 48 時間後

にリン酸化の抑制を強く認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(5) U87MG.∆EGFR細胞及び U87MG.wtEGFR細胞、
U87MG.EGFR 細胞を用いてマウスの皮下腫瘍
モデルを作成し、それぞれの治療を行い、腫
瘍サイズと体重を測定し、評価を行った。 
Nimo 単独治療では腫瘍増殖抑制効果は乏

しかったが、TMZ 単独治療及び Nimoと TMZの
併用治療は、一定の腫瘍抑制効果を認めた。
すべての細胞において、TMZ 単独治療に比べ
て併用治療は腫瘍の退縮効果を強く認めた
が、特に U87ΔEGFR 細胞は、TMZ 単独治療と
比べて併用治療の腫瘍抑制効果を有意に認
めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(6) LNZ308.∆EGFR細胞及び LNZ308.wtEGFR細
胞を用いて、マウスの皮下腫瘍モデルを作成
し、前述と同様に治療を行った。 
それぞれの細胞で Nimo 単独治療では腫瘍

増殖抑制効果は乏しかったが、TMZ 単独治療
及び Nimo と TMZ の併用治療は、一定の腫瘍
抑制効果を認め、特に LNZ308ΔEGFR細胞は、
TMZ 単独治療と比べて併用治療の腫瘍退縮効
果を有意に認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



(7) 腫瘍増殖能抑制効果及びアポトーシス
の誘導効果を見るために、病理所見から、
MIB-1 index の計測、TUNEL assay を行った。 

マウスの皮下腫瘍をホルマリン固定し、HE
と MIB-1 の免疫染色を行った。MIB-1 index
の計測方法は、Gunma LIで行い、t検定で評
価を行った。病理像からは、TMZと NT 併用治
療と比べて細胞増殖能の低下を認め、数値上
では明らかな有意差は認めなかった。 
細胞死の誘導を評価するため、TUNEL assay

を行い、Apoptotic index を計測、t 検定で
評価を行った。アポトーシスの細胞は全体的
に少なく、その中でも NT 併用治療はアポト
ーシスの誘導を認めたが、TMZ と比べて有意
差までには至らなかった。 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
(8) U87MG.∆EGFR細胞及び U87MG.wtEGFR細胞
を用いてマウスの脳腫瘍モデルを作成し、そ
れぞれ治療を行った。Nimo単独治療の腫瘍抑
制効果は乏しく、TMZ単独治療及び NT 併用治
療は腫瘍抑制効果を認めた。NT併用療法はい
ずれの単独治療に比べ有意な生存期間の延
長をΔEGFR腫瘍で顕著に認められた。wtEGFR
高発現腫瘍でも同様に生存期間の延長が認

められたが、その効果は軽度であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(9) EGFRvⅢ高発現するヒト glioma U87MG 細
胞を使ってマウスの脳腫瘍モデルを作成し、
Nimo と TMZ の併用治療(NT 治療)を行い、腫
瘍縮小後に再増大した腫瘍、並びにその腫瘍
から再樹立した細胞株を NT-escaper と呼称
した。 
そこで、治療抵抗性を検証するため、

U87MG.∆EGFR 細胞、U87MG.ΔEGFR-NT-escaper
細胞を用いて、マウスの脳腫瘍モデルを作成
し、それぞれの治療を行い、生存日数を測定
し、カプラン・マイヤー曲線で評価した。
ΔEGFR 親株は相乗的腫瘍抑制効果を認めた
が、NT-escaper腫瘍は、すべての治療におい
て、腫瘍の抑制効果は認めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(10) 各種 NT-escaper 腫瘍・細胞で MGMT プ
ロモーターの MSP検査を施行したが、すべて
の escaper 細胞で MGMT はメチル化のまま不
変であった。再増大した NT-escaper 腫瘍に
おいて Nimoと TMZの併用治療で MGMTがわず
かに発現していたが、NT-escaper 細胞では
MGMTは発現されておらず、一過性の発現誘導
と考えられた。 
 NT-escaper 腫瘍及び細胞で、Nimo と TMZ
の併用治療においてミスマッチ修復機構
（MMR）酵素の MSH6 と MLH1 の発現の低下を
認め、TMZ の治療抵抗性への関与が示唆され
た。 

 



 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

結論：以上により、in vivo において、Nimo

は変異型 EGFRvⅢ（及び wild-type EGFR）を

高発現する glioma 細胞に対して、TMZの抗腫

瘍効果を増強した。しかし、長期的な腫瘍寛

解は得られず一定期間で治療抵抗を示した。

新規分子標的学治療薬である Nimo と標準的

治療薬の TMZ併用療法は、EGFR高発現、特に

EGFRvⅢを高発現する膠芽腫に対して有効で

ある可能性が示唆された。併用療法後再増大

した腫瘍は MSH6 と MLH1 の減少を伴い、Nimo

と TMZ の併用治療抵抗性を示したことから、

耐性克服の検討が必要と考えられる。 
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