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研究成果の概要（和文）：研究代表者はSP-Dが野生型EGFRの糖鎖に結合し、リガンド結合を阻害することで、
EGFシグナルを抑制することを報告した。また変異型EGFRの肺腺がん患者の解析では、血清SP-D高値群で全生存
期間が延長していた。本課題では、SP-Dはリガンド非依存性の変異型EGFRのシグナルを抑制することがわかっ
た。SP-Dは変異型EGFRのリガンド非依存性の二量体形成を阻害するだけでなく、二量体形成非依存性の活性も抑
制した。SP-DとEGFR-TKIを併用すると相加的な細胞増殖抑制効果を認めた。SP-Dの変異型EGFR抑制作用は、血清
SP-D高値の患者の良好な予後に繋がっている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have previously demonstrated that SP-D suppressed wild-type EGFR 
signaling by blocking ligand binding to EGFR. Analysis of patients with lung　adenocarcinoma to 
examine associations between serum SP-D levels and clinical outcome indicated that in TKI-treated 
patients with lung cancer harboring EGFR mutations, high serum SP-D levels correlated with prolonged
 overall survival. We herein demonstrate that SP-D downregulates ligand-independent signaling in 
cells harboring EGFR mutations. SP-D inhibits ligand-independent dimerization of EGFR mutants and 
dimerization-independent activation of EGFR mutants. SP-D augmented the viability-suppressing 
effects of EGFR-TKIs. It is possible that the suppressive effects of SP-D on EGF signaling might be 
implicated in improved clinical outcomes in patients with EGFR mutant lung cancer and high serum 
SP-D levels.

研究分野：呼吸器内科

キーワード： 肺サーファクタント蛋白質D　変異型EGFR　肺がん　糖鎖　レクチン
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１．研究開始当初の背景 

上皮増殖因子受容体チロシンキナーゼ阻

害剤 (EGFR-TKI) は EGFR のチロシンキナ

ーゼドメインに遺伝子変異を有する非小細

胞肺がんに対する治療の中心となっている

が、変異型 EGFR肺がんに対する一次治療で

細胞障害性抗がん剤と EGFR-TKIのどちらを

選択すべきか明確な基準は確立されておら

ず、未だ議論の分かれるところである。また

EGFR-TKI の奏効例もやがて例外なく耐性を

獲得してしまうという問題があり、耐性化の

克服も重要な課題となっている。 

肺サーファクタントは肺胞 II型細胞で合成

され、肺胞および気管支の表面を覆うリポ蛋

白質で、肺胞虚脱を防ぐとともに、下気道の

生体防御を担っている。生体防御レクチンで

ある肺サーファクタント蛋白質 D (SP-D) は

SP-A と共に自然免疫において中心的な役割

を果たしている。申請者は SP-D が野生型

EGFR の自己リン酸化と下流シグナルを抑制

し、肺腺がん細胞の増殖・遊走・浸潤を抑制

することを報告した。SP-Dは糖鎖認識領域を

介して EGFRの細胞外ドメインに存在するオ

リゴマンノース型糖鎖に結合することで、

EGFとEGFRの結合を阻害するという作用機

序を明らかにした。 

当学呼吸器・アレルギー内科で加療を受け

た肺腺がん患者 121 人の解析で、EGFR-TKI

を投与した変異型 EGFR の患者群において、

治療前の血清 SP-D高値群（≧50 ng/ml）は低

値群 (＜50 ng/ml) と比較し、全生存期間と無

増悪生存期間が有意に延長していることが

わかった。SP-Dの EGFシグナル抑制作用は

変異型 EGFRに対してより重要な意義を持つ

可能性がある。 

 

２．研究の目的 

本研究課題では、EGFR-TKI 感受性および

耐性の様々な変異型 EGFR に対する SP-Dの

抑制作用を明らかにした上で、作用機序を解

明し、臨床応用につながる知見を得ることを

目指した。具体的には以下の点を明らかにす

ることを目的とした。 

 

(1) SP-Dの変異型 EGFRシグナルへの影響を

明らかにする 

EGFR-TKI感受性のエクソン19の欠失変異 

(Del 19) 、コドン 858 の点変異 (L858R)、

EGFR-TKI 耐性のコドン 790 の点変異 

(T790M) といった変異型 EGFR の自己リン

酸化と下流シグナルへの影響を明らかにす

る。また細胞増殖・遊走・浸潤に与える影響

を評価する。 

 

(2) SP-Dの変異型 EGFRのリガンド依存性・

非依存性の二量対形成に対する作用を明ら

かにする 

変異型 EGFRはリガンドや二量体形成への

依存度が変異の種類によって異なるとされ

ている。SP-D は EGFR のリガンド依存性お

よび非依存性の二量体形成を阻害するのか、

様々な変異型 EGFRで検討する。 

 

(3) 変異型 EGFR の二量対形成非依存性の活

性に対する SP-Dの作用を明らかにする 

二量対形成に依存せずに活性化するとさ

れている変異型 EGFRの報告もある。それら

の変異体を作成し、単量体で活性化している

変異型 EGFR に SP-Dは影響を及ぼすのか検

討する。 

 

(4) SP-Dと EGFR-TKIの併用効果を明らかに

する 

EGFR-TKI 感受性および耐性の肺がん細胞

株に対して、SP-D と EGFR-TKI には併用効

果がないかを検討する。 

 

(5) 肺内におけるEGFRとSP-Dの局在を明ら

かにする 

正常肺では基底膜側に局在する EGFRと血



中や間質に存在する SP-D との相互作用が恒

常性の維持に寄与していると考えられる。一

方、肺がんでは病態の進展に伴う肺構造の破

壊により、肺胞腔内の大量の SP-D とがんに

過剰発現した EGFRとの間に相互作用が生じ

る可能性を想定している。患者由来の肺がん

組織を免疫染色することで両者の相互作用

の場を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) リコンビナントヒト SP-D の精製と変異

型 EGFR安定発現 CHOK1細胞の確立 

リコンビナントヒト SP-D は CHOK1 細胞

を用いたグルタミン合成酵素増幅系で発現

させ、培養液中に分泌された SP-D をマンノ

ースセファロースカラムで分離精製した。Del 

19 、L858R、T790Mといった変異型 EGFR は

QuickChange 部位特異的突然変異導入キッ

トを用いて作成した。また二量体形成を阻害

する細胞内キナーゼドメインの点変異 

(L704R、I941R) を同様の方法で追加導入した。

Flp-INシステムを用いた発現系によりこれら

の変異型 EGFR安定発現 CHOK1細胞を樹立

した。 

 

(2) SP-Dの変異型 EGFRシグナルへの影響の

検討 

SP-Dの EGFRシグナルへの影響について、

EGFR-TKI 感受性の Del 19、L858R、および

耐性の Del19/T790M、L858R/T790Mの各変異

型 EGFRを安定発現させた CHOK1細胞を用

い、Western Blot 法で検討した。同様に

EGFR-TKI 感受性のヒト肺腺がん細胞株

HCC827細胞、HCC4006細胞 (ともに Del 19)

と H3255 細胞（L858R）、EGFR-TKI 耐性の

H1975 細胞（L858R/T790M）でも同様に

Western Blot 法で検討した。また HCC827 細

胞、HCC4006細胞、H3225細胞、H1975細胞

に対して、WST-1を用いた細胞増殖アッセイ、

Transwell double chamberを用いた細胞遊走、

浸潤アッセイを行った。 

 

(3) 変異型EGFRの糖鎖およびSP-Dとの相互

作用の解析 

これまでに SP-Dは野生型 EGFRの細胞外

ドメインに存在するオリゴマンノース型糖

鎖に直接結合することを報告した。変異型

EGFR でも同様であるのか、Lectin Blot 法お

よび Ligand Blot法で確認した。 

 

(4) SP-Dの変異型 EGFRの二量体形成に与え

る影響の解析 

HCC827 細胞、H3255 細胞、H1975 細胞に

対して、リガンド存在/非存在下で BS3を用い

た Cross linking assayを行い、SP-Dの二量体

形成に与える影響を評価した。 

 

(5) SP-Dの変異型 EGFRの二量体非依存性の

活性に与える影響の検討 

これまでの報告通り、二量体形成が阻害さ

れる細胞内キナーゼドメインの点変異 

(L704R や I941R) を導入しても、Del19 と

T790M では活性が維持されるのか Western 

Blot法で確認した。さらに SP-Dがそれらの 2

量対形成非依存性の活性にも影響を与える

かをWestern Blot法で解析した。 

 

(6) SP-Dと EGFR-TKIの併用効果の検討 

SP-D を gefitinib と共に HCC827 細胞、

HCC4006細胞、H3255細胞へ投与し、WST-1 

assayによって併用効果があるか解析した。ま

たgefitinib耐性のH1975細胞に対してはSP-D

と第 3世代 EGFR-TKI を共に投与し、併用効

果があるか検討した。 

 

(7) 肺がん組織におけるSP-DとEGFRの局在

に関する検討 

変異型 EGFRの肺がん組織を抗 EGFR抗体、

抗 SP-D抗体で免疫染色を行うことで、EGFR

と SP-Dの肺内における局在を解析した。 



 

４．研究成果 

(1) SP-Dの変異型 EGFRシグナル抑制作用の 

検討 

SP-D は EGFR-TKI 感受性および耐性の各

変異型 EGFRを安定発現させた CHOK1細胞

の EGFRリン酸化と下流シグナルを抑制した。

また HCC827 細胞、HCC4006 細胞、H3225

細胞、H1975 細胞でも同様の結果であった。

さらに HCC827細胞、HCC4006細胞、H3225

細胞、H1975細胞の増殖・遊走・浸潤を抑制

した。 

 

(2) 変異型EGFRの糖鎖およびSP-Dとの相互 

作用の解析 

Ligand blot 法では、メンブレン上に転写さ

れた変異型 EGFRに SP-Dが直接結合した。

Lectin blot法 では、Concanavalin A、DSAい

ずれのレクチンでも bandが検出され、変異型

EGFR もオリゴマンノース型の糖鎖が存在す

ることを確認した。 

 

(3) SP-Dの変異型 EGFRの二量体形成に与え 

る影響の解析 

HCC827、H3255 細胞、H1975 細胞におい

て、リガンド存在下および非存在下での

EGFRの二量体形成を SP-Dが阻害した。 

 

(4) SP-Dの変異型 EGFRの二量体非依存性の 

活性に与える影響の検討 

野生型及び L858Rを発現させた CHOK1細

胞では、I709Qまたは V948Rの追加導入によ

り自己リン酸化が抑制された。しかし Del 19、

Del 19/T790M、L858R/T790M に I709Q また

は V948R を追加導入しても自己リン酸化は

抑制されなかった。さらに SP-D はこれらの

二量体形成に依存しない変異型 EGFRのリン

酸化をも抑制することがわかった。 

 

(5) SP-Dと EGFR-TKIの併用効果の検討 

HCC827細胞、HCC4006細胞、H3255細胞

において SP-D と gefitinib を併用すると細胞

増殖がより抑制された。また gefitinib耐性の

H1975 細胞に対しては SP-D と第 3 世代

EGFR-TKI を併用すると細胞増殖がより抑

制された。 

 

(6) 肺がん組織におけるSP-DとEGFRの局在 

に関する検討 

肺がん患者の手術検体の免疫染色では、

SP-Dは肺胞腔側、EGFRは基底膜側に多く発

現していたが、間質にも SP-D が発現してい

る症例が存在し、両者が生体内で相互作用す

る可能性が示唆された。 

 

(7) 今後の展望 

SP-D は EGFR の糖鎖に結合し、リガンド

結合の阻害、2 量体形成の阻害、自己リン酸

化の阻害といった様々な機序により、野生型

EGFR だけでなく、リガンド非依存性に活性

化する変異型 EGFRも制御することが明らか

になった。EGFR 遺伝子変異陽性の肺がん患

者において、血清 SP-D 高値群で EGFR-TKI

治療による無増悪生存期間が延長している

ことは、SP-D が EGFR-TKI への耐性化を抑

制する作用を持つ可能性を示唆する。これま

での研究で SP-Dが EGFR-TKI耐性の二次変

異 T790M を有する EGFR を制御することが

明らかになったが、EGFR-TKI の耐性化の機

序として、EGFシグナル以外の受容体シグナ

ルが活性化するキナーゼ乗り換えも重要で

ある。膜受容体として機能する蛋白質の大半

が糖鎖を持つことから、SP-Dが制御するシグ

ナル伝達機構が他にも同定される可能性が

あると考えられる。 
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