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研究成果の概要（和文）：上皮成長因子 (EGF)は腫瘍に対して増殖因子として働くため、その受
容体 (EGFR)の阻害剤は悪性腫瘍に対する効果的な分子標的治療薬として注目されている。しか
し、重篤な副作用である特発性間質性肺炎による死亡例が頻発しているため、原因の解明が急
務となっている。そこで、この研究では EGFR阻害剤による間質性肺炎の原因解明とその抑制方
法を検討した。頭頸部癌細胞株である HSC-3を EGFRチロシンキナーゼ阻害剤 (AG1478)もしく
は EGFR抗体存在下で培養すると、IL-6の発現が増加することが判明した。EGFR阻害剤で処理
をした腫瘍細胞の培養上清をコンディションメディウムとしてヒト肺由来線維芽細胞を培養し、
RNA を抽出して real-time quantitative RT-PCR 法で線維化のマーカーであるコラーゲンの発
現量を検討した。EGFR阻害剤処理をした HSC-3の培養上清で培養した線維芽細胞ではコラーゲ
ンの発現量が有意に増加していた。これらの結果から、EGFR阻害剤で処理された腫瘍細胞から
産生される IL-6 が線維芽細胞の線維化を誘導している可能性が示唆され、EGFR 阻害剤による
重篤な副作用の一因となっているのではないかと考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：Acute interstitial pneumonia is one of serious side effects of 
epidermal growth factor receptor (EGFR) inhibitor, although that cause is still unknown. 
Here we report that cancer cells treated with EGFR inhibitors induce fibrosis of normal 
lung cell. Human tangue squamous cell carcinoma (HSC-3) was cultured with EGFR-tyrosine 
kinase inhibitor (AG1478) or EGFR antibody. IL-6 expression level was elevated by EGFR 
inhibitors in HSC-3. Those supernatants were used as the conditioned medium. Then, OUS-11, 
normal human lung fibroblast-like cell line, was cultured with the conditioned medium. 
We investigated the expression of collagen, which was the marker for fibrosis, to confirm 
whether fibrosis was induced or not in OUS-11. That result showed that the expression 
level of collagen in OUS-11 treated with conditioned medium was higher than control cells. 
These data suggested that acute interstitial pneumonia was induced IL-6 from cancer cells 
treated with EGFR inhibitors. 
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１．研究開始当初の背景 

 

上皮成長因子 (EGF) は様々な悪性腫瘍に
おいてに過剰発現しており、増殖因子として
働くため、その受容体 (EGFR)の阻害剤は悪
性腫瘍に対する効果的な分子標的治療薬と
して注目されている。しかし、重篤な副作用
である特発性間質性肺炎による死亡例が頻
発しているため、原因の解明が急務となって
いる。 

 
２．研究の目的 
 

様々な悪性腫瘍において EGFR が過剰発
現しているため、C225 のような EGFR に対
する抗体や、イレッサやタルセバのような
EGFR のチロシンキナーゼ選択的阻害剤 
(EGFR-TKI)が分子標的治療薬として注目さ
れている一方で、EGFR阻害剤による重篤な
副作用である特発性間質性肺炎が重大な問
題となっている。死亡例も頻発しているた
め、原因の解明が急務となっているが、そ
の原因は未だ不明である。 

そこで我々は、EGFR阻害剤で処理した腫
瘍細胞から産生される何らかの因子が、間質
性肺炎の原因となっているのではないかと
考え、頭頸部癌細胞を EGFR阻害剤で処理し、
その培養上清を用いてヒト肺繊維芽細胞を
培養したところ、間質性肺炎のマーカーとし
て知られるコラーゲン遺伝子の発現が劇的
に上昇することを発見し、報告した (Cancer 
cells treated with EGFR-tyrosine kinase 
inhibitor induce fibrosis of normal lung 
cell. Ishiguro Y, Ishiguro H, Tsukuda M. 
66th Annual Meeting of the Japanese Cancer 
Association, 2007)。さらに、コラーゲン遺
伝子の発現を上昇させている原因因子をメ
ンブレンアレイ用いて探索したところ、EGFR
阻害剤で処理した腫瘍細胞では何も処理し
ていないコントロール細胞と比べ、IL-6 の
産生が亢進していた。 

興味深いことに、IL-6の存在下でヒト肺
繊維芽細胞を培養するとコラーゲン遺伝子
の発現が上昇し、IL-6 の中和抗体を加える
とコラーゲンの上昇が抑えられたことから、
IL-6 が間質性肺炎の原因であると考えられ
た。そこでこの研究では、EGFR 阻害剤を作
用させた腫瘍細胞から IL-6 が産生されるメ
カニズムを解明し、IL-6 産生を抑制する方

法を検討することにより、重篤な副作用であ
る特発性間質性肺炎の原因究明とその抑制
方法を開発する。 
 
３．研究の方法 

 

(1) EGFR阻害剤によるIL-6の産生促進を検
討する。 

 
頭頸部癌細胞をEGFR阻害剤で処理し、その

培養上清中のIL-6の量を、ELISA法を用いて
測定する。さらに、EGFR阻害剤で処理をした
腫瘍細胞から RNAを抽出し、 real-time 
quantitative RT-PCR法にてIL-6の量を定量
する。 
 
(2) EGFR阻害剤で処理した腫瘍細胞から
IL-6が産生促進するメカニズムを検討する。 

 
IL-6の産生を調節している転写因子を検

出するため、EGFR阻害剤で処理をした腫瘍細
胞からタンパク質を分離し、ウェスタンブロ
ッティングを用いて各種転写因子の発現と
活性化を検出する。 
 
(3) 繊維芽細胞におけるコラーゲンの発現
を検討する。 

 
腫瘍細胞にEGFR阻害剤を作用させて培養

し、その培養上清をコンディションメディウ
ムとしてヒト肺由来の繊維芽細胞を培養し、
コ ラ ー ゲ ン の 発 現 量 を real-time 
quantitative RT-PCR法を用いて測定する。 
 
４． 研究成果 
 
(1) 腫瘍細胞における EGFR 阻害剤による
IL-6の産生促進の検討 
 
① 頭頸部癌の細胞株である HSC-3 を
EGFR-tyrosine kinase inhibitor (AG1478)
及び EGFR 抗体で処理し、24、48、72 時間後
に培養上清を採取した。HSC-3 から産生され
た IL-6 の量を定量するため、培養上清中の
IL-6の量を ELISA法を用いて測定した。その
結果、どの時間においても EGFR 阻害剤で処
理すると IL-6の発現量が増加していた。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② HSC-3 を EGFR 阻害剤で処理し、24、48、
72 時間後に RNA を抽出し、 real-time 
quantitative RT-PCR法にて IL-6の量を定量
した。その結果、培養上清同様、どの時間に
おいても EGFR阻害剤で処理すると IL-6の発
現量が増加していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) EGFR阻害剤で処理したHSC-3からIL-6
が産生されるメカニズムの検討 
 
IL-6により活性化されると考えられる転写
因子のリン酸化を検出するため、AG1478及び
EGFR抗体で処理をした腫瘍細胞からタンパ
ク質を分離し、ウェスタンブロッティング法
を用いて種転写因子の発現と活性化を検出
した。その結果、AG1478でもEGFR抗体でも
STAT3のリン酸化が誘導されており、IL-6に

よって細胞が活性化されていることが判明
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 繊維芽細胞におけるコラーゲン遺伝子
の発現の検討 
 

線維芽細胞において、コラーゲン遺伝子の
発現量増加が線維化の指標となるため、
HSC-3から産生されるIL-6が線維化の原因と
なっているかどうかを検討した。 

 
① HSC-3にEGFR阻害剤を作用させて培養
し、その培養上清をコンディションメディウ
ムとして線維芽細胞を培養し、その細胞にお
けるコラーゲン遺伝子の発現量をreal-time 
quantitative RT-PCR法を用いて検討したと
ころ、コントロールのメディウムと比較して、
AG1478を作用させたHSC-3の培養上清で培養
した線維芽細胞においてコラーゲン遺伝子
の発現量が増加していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② 線維芽細胞をIL-6存在下で培養し、同
様にコラーゲン遺伝子の発現量を測定した
ところ、IL-6の濃度依存的にコラーゲン遺伝
子 (COL1A1, COL1A2)の発現量が増加し、そ
の発現はIL-6の中和抗体により抑制される
ことが判明した。 
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