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研究成果の概要（和文）：麻黄エキス（EHE）が非小細胞肺がん（NSCLC）細胞に過剰発現しているc-Metや野生
型EGFRのダウンレギュレーションを誘発することを見出していたが、臨床において分子標的治療薬の対象となる
のは活性型変異EGFRを発現したNSCLC患者であることから、活性型変異EGFRを発現するNSCL細胞を用いてEHEの効
果を解析した。EHEは活性型変異EGFRをダウンレギュレーションし、さらに活性型変異EGFRを不可逆的に阻害す
る分子標的治療薬・オシメルチニブとの併用では、オシメルチニブが共有結合したEGFRもダウンレギュレーショ
ンされ、がん細胞の増殖抑制効果が有意に高くなることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We have found that Ephedra Herb extract (EHE) induces downregulation of 
overexpressed c-Met and wild type EGFR in non-small-cell lung cancer (NSCLC) cells. Clinically, 
NSCLC patients who are eligible for EGFR-tyrosine kinase inhibitor (TKI) treatment are those with 
detected EGFR with activating mutations. Therefore, in this study, the effect of EHE on EGFR with 
activating mutations was investigated. EHE induced downregulation of overexpressed EGFR with 
activating mutations. Moreover, we examined the combined effects of EGFR-TKI, osimertinib, and EHE, 
because the advanced NSCLC patients are widely treated with osimertinib which binds covalently to 
the kinase domain of EGFR. EHE downregulated the expression of EGFR bound by osimertinib, and the 
combination suppressed the proliferation of NSCLC cells more effectively than did osimertinib alone.
 These results suggested that this combination may be effective in treating patients with advanced 
NSCLC with EGFR mutation.

研究分野：薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意義：がん細胞に過剰発現したc-Met、EGFR、及び、活性型変異EGFRをダウンレギュレーションするよう
な分子の報告はなく、EHEの作用は新規作用であると考えられる。麻黄は細胞表面に発現する分子に作用して、
細胞機能の調整を行っている可能性があり、本研究成果は漢方薬の薬効解明の糸口になると考えられる。
社会的意義：活性型変異を有するEGFR発現NSCLCには分子標的治療薬が有効であるが、c-Metを発現すれば薬剤耐
性を引き起こす。EHEは活性型変異EGFRとc-Metの両方に作用することから、再発抑制に有効な併用薬となる可能
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。
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１．研究開始当初の背景 

上皮細胞増殖因子受容体(EGFR) に活性型変異を生じた非小細胞肺がん  (non-small-cell 

lung cancer: NSCLC) は、分子標的治療薬の EGFR チロシンキナーゼ阻害剤 (EGFR-TKI) が

著効するが、数年後にほぼ全員が EGFR-TKI に対する耐性によってがんが再燃する。EGFR-

TKI 耐性の原因のひとつに肝細胞増殖因子 (HGF) 受容体 c-Met の過剰発現がある。c-Met 阻

害作用を有する麻黄エキス(EHE)1)と EGFR-TKI の併用は耐性 NSCLC の治療に有用であると

考えて、c-Met 過剰発現 EGFR-TKI 耐性 NSCLC 細胞に対する EHE と EGFR-TKI の併用効果

を in vivo 及び in vitro において調べた結果、がんの増殖は有意に抑制された。さらに EHE は

c-Met のリン酸化を阻害するだけでなく、過剰発現した c-Met や野生型 EGFR の発現をダウン

レギュレーションすることを見出した 2)。臨床で EGFR-TKI の対象となる NSCLC は活性型変

異を有する EGFR を発現する NSCLC 患者であるが、EHE が活性型変異を有する EGFR を発

現した NSCLC に有効がどうかは不明である。 

 

２．研究の目的 

(1) EHE が活性型変異を有する EGFR 発現 NSCLC に有効であるのかどうかを明らかにするた

めに、L858R 及び T790M 変異を有する EGFR と c-Met を過剰発現する H1975 細胞を用いて

EHE の有効性を検証した。 

(2) EHE は過剰発現し自己リン酸化されている受容体をダウンレギュレーションするのかどう

かを明らかにするため、c-Met を自己リン酸化されていない程度に発現している MDA-MB-231

細胞を用いて、EHE の作用を検討した。 

 

３．研究の方法 

(1) 活性型変異を有する EGFR と c-Met を過剰発現する H1975 細胞に対する EHE の効果 

ヒト NSCLC 由来 H1975 細胞は the American Type Culture Collection から、EHE は（株）ツムラか

ら、オシメルチニブは MedChemExpress から購入した。抗体は Cell Signaling Technology Japan, 

K.K.から購入した。① H1975 細胞に 100 µg/ml EHE を添加し 0、2、4、8、24 時間培養後、ある

いは、25、50、100、200 µg/ml EHE を添加し 4 時間培養後、細胞溶解液を回収しウエスタンブロ

ットを行った。② H1975 細胞に 16 nM オシメルチニブを添加し 0、4、8、12、24 時間培養後、

あるいは、4、8、16、32 nM オシメルチニブを添加し 20 時間培養後、細胞溶解液を回収しウエ

スタンブロットを行った。③ H1975 細胞に 8、16 nM のオシメルチニブを添加し 20 時間培養し、

そこに 150、200 µg/ml の EHE を添加してさらに 4 時間培養し、細胞溶解液を回収してウエスタ

ンブロットを行った。④ H1975 細胞を 24 時間培養後、0、4、8、16 nM のオシメルチニブまた

は 0、75、150、200、250 µg/ml の EHE を day 0、2、4 に添加し、Cell counting Kit-8 (CCK)を用い

て day5 の H1975 細胞の生存能を解析した。⑤ H1975 細胞を 24 時間培養後、day 0、2、4 に 0、



4、8、16 nM のオシメルチニブと 0、75、150、200、250 µg/ml の EHE を併用添加し、day3、5 に

CCK-8 を用いて H1975 細胞の増殖を解析した。 

(2) 自己リン酸化が起きない程度に c-Met 発現している MDA-MB-231 細胞に対する EFE の効果 

ヒト乳がん由来 MDA-MB-231 細胞は American Type Culture Collection より、EHE は（株）ツム

ラから購入した。抗体は Cell Signaling Technology Japan, K.K.から購入した。①HGF で誘導され

る c-Met のリン酸化に対する EHE の効果：細胞に 50 ng/ml HGF あるいは 50 ng/ml HGF と 100 

μg/ml EHE を添加し 0-24 時間後、細胞溶解液を回収し p-Met 及び c-Met 発現量をウエスタンブ

ロット法により解析した。さらに、細胞に 50 ng/ml HGF あるいは 50 ng/ml HGF と 0.005-100 μ

g/ml EHE を添加し 30 分後、細胞溶解液を回収し p-Met 及び c-Met 発現量をウエスタンブロット

法により解析した。②無血清下での EHE の効果：無血清下で細胞に 100 μg/ml EHE を添加し 0-

24 時間培養後、細胞溶解液を回収し p-Met 及び c-Met 発現量をウエスタンブロット法により解

析した。また、無血清下で細胞に 0-100 μg/ml EHE を添加し 2 時間培養後、細胞溶解液を回収

し p-Met 及び c-Met 発現量をウエスタンブロット法により解析した。③細胞増殖に対する EHE

の効果：細胞に 0-400 μg/ml EHE を添加し、0, 1, 3, 6 日目に Cell Counting Kit-8 を用いて細胞の

生存率を測定した。 

 

４．研究成果 

(1)活性型変異を有する EGFR と c-Met を過剰発現する H1975 細胞に対する EHE の効果 

① c-Met、EGFR 及びそのリン酸化体の発現量は EHE 添加 2 時間後から経時的に低下した。ま

た、これらの発現量は EHE の濃度依存的に低下した（図１）。よって、EHE は活性型変異を有す

る EGFR もダウンレギュレーションすることが明らかとなった。さらに、EHE の濃度依存的に

pMet/c-Met 比が有意に低下（P ＜0.05）したが、pEGFR/EGFR 比は変化しなかったことから（図

１）、EHE は c-Met の自己リン酸化を特異的に阻害することが明らかになった。 

 
図 1 過剰発現し自己リン酸化した c-Met 及び活性型変異を有する EGFR に対する EHE の効果 

 

 

② オシメルチニブの濃度依存的に EGFR の自己リン酸化は阻害され、添加後 12～24 時間で



pEGFR/EGFR 比が有意に低下した（P ＜0.05）。  

③ EHE とオシメルチニブの併用により、各々を単独で添加するよりも、c-Met、EGFR、および

そのリン酸化体の発現が効果的に抑制された。 

④ オシメルチニブは濃度依存的に H1975 細胞の生存率を低下させたが、50％阻害濃度（IC50：

5.54 nM）付近の効果はほぼプラトーに達した。EHE は濃度依存的に H1975 細胞の生存率を低下

させ(IC50：166.6 µg/ml)、150〜250 µg/ml の濃度で高い増殖抑制効果を示した。 

⑤ オシメルチニブと EHE の併用による増殖抑制効果は、オシメルチニブ単独と比較して有意

に高くなった（P ＜0.05）（図２）。 

 

図 2 H1975 細胞の増殖に対する EHE とオシメルチニブの併用効果 

以上の結果から、オシメルチニブと EHE の併用は、活性型変異を有する EGFR と c-Met を過剰

発現する NSCLC 患者の治療に有用であることが示唆された 3)。 

 

(2) 自己リン酸化が起きない程度に c-Met 発現している MDA-MB-231 細胞に対する EFE の効果 

①Control では HGF 添加 5 分後に c-Met はリン酸化され、2 時間後にはリン酸化 Met のダウンレ

ギュレーションが起きた。一方、EHE の添加により 5 分後からリン酸化は阻害され、30 分後に

はリン酸化されていない c-Met のダウンレギュレーションが誘発された。0.001-10 µg/ml EHE は、

HGF で誘発されるリン酸化を濃度依存的に阻害し、50-100 µg/ml EHE はリン酸化の阻害とダウ

ンレギュレーションを誘発した。 

②無血清下で 100 µg/ml EHE は、リン酸化されていない c-Met を経時的にダウンレギュレーショ

ンした。さらに、25-100 µg/ml EHE は濃度依存的にリン酸化されていない c-Met をダウンレギュ

レーションした。 

③細胞増殖は EHE 添加濃度依存的に有意に抑制された。 

以上の結果から、HGF 存在下において、低濃度の EHE は HGF で誘発されるリン酸化を抑制

し、50 µg/ml 以上の EHE は c-Met のリン酸化阻害とダウンレギュレーションを誘発することが

明らかになった。さらに無血清下の解析から、EHE はリン酸化されていない c-Met をダウンレ

ギュレーションすることが確認された。 

生理的な受容体のダウンレギュレーションは、受容体の細胞内ドメインのリン酸化が引き金

となって惹起される。これは不用なシグナルが細胞内に入り続けることを防ぐためである。増殖

因子受容体のダウンレギュレーションに異常をきたし過剰発現すると、シグナルが入り続けて

がん化を引き起こすことがある。一方、EHE はリン酸化されていない c-Met をダウンレギュレ



ーションしたことから、上記の生理的なダウンレギュレーションとは異なるメカニズムを介し

ている可能性が高い。このような現象は報告がないことから、今後、メカニズムについて解析す

る必要がある。 
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