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研究成果の概要（和文）：本研究では、頭頸部扁平上皮癌（HNSCC）の治療において、EGFR阻害薬であるセツキ
シマブ（Cmab）の長期処理が主に腫瘍微小環境に及ぼす影響を検討した。Cmab長期処理により、炎症性細胞死で
あるパイロトーシスががん細胞に誘発されることも観察された。これはインフラマソーム経路を介して起こるこ
とから、Gsdmd遺伝子のノックダウンおよびノックアウトマウスモデルを使用し、パイロトーシスが腫瘍の増殖
や腫瘍微小環境に及ぼす影響、そして抗腫瘍免疫を促進する可能性について検討した。さらに、Cmabと免疫チェ
ックポイント阻害剤の併用療法の可能性が示唆され、HNSCC治療における新たな戦略の提案に至った。

研究成果の概要（英文）：In this study, the impact of long-term treatment with the EGFR inhibitor, 
cetuximab (Cmab), on the tumor microenvironment in head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) was
 examined. It was observed that long-term Cmab treatment induced pyroptosis, a form of inflammatory 
cell death, in cancer cells. This process occurs via the inflammasome pathway, prompting the use of 
Gsdmd gene knockdown cells and knockout mouse models to investigate the effects of pyroptosis on 
tumor growth, the tumor microenvironment, and the potential promotion of anti-tumor immunity. 
Additionally, the potential for combined therapy with Cmab and immune checkpoint inhibitors was 
suggested, leading to the proposal of a novel strategy for HNSCC treatment.

研究分野：口腔がん
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研究成果の学術的意義や社会的意義
頭頸部癌微小環境に着目した研究はこれまで多数行われているものの、明確なバイオマーカーや治療標的の発見
には至っていない。これは頭頸部癌のみならず、全ての固形がんに当てはまる。がん細胞の代謝や細胞周期、増
殖抑制を標的とした治療や、抗腫瘍免疫の増感治療など、生物学的影響を考慮した治療アプローチは多岐にわた
る。Cmabのがん微小環境に対するユニバーサルな生物学的影響が明確になることにより、患者の治療選択肢の拡
大、治療法の最適化、新規レジメンの開発や生存率の向上、患者の生活の質の向上、ひいては医療費の削減等に
つながり、このような学術的な貢献が社会的意義を生み出す可能性を秘めている。

※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 
頭頸部扁平上皮癌のEGFRを標的とした分子標的治療薬Cetuximab 
(以下、Cmab)が標準的に使用されている。また、in vitro において
その細胞代謝や細胞周期動態に及ぼす分子機構も明らかになって
きている。これまで、申請者は細胞周期を生きたままリアルタイム
に可視化することを可能にした Fucci (fluorescence ubiquitination-
based cell cycle indicator)1)を導入した SAS 細胞(舌癌由来)を用い、
Cmab の長期処理後の細胞周期動態を解析した結果、G1 期におけ
る細胞周期の停止(以下、G1 arrest)が生じ、遊走能の有意な低下を
報告した 2)。タンパク発現を解析した結果、G1 arrestは Skp2の活
性低下と p27Kip1の蓄積、またオートファジーの発現に起因するこ
とが分かった。細胞遊走には細胞骨格系を構成する微小管の動態
が関与することは既知であり、Cmab処理によって生じる細胞遊走
能の低下と微小管動態の関連性、そしてそれによる細胞内輸送タン
パクの変化、G1 arrestの生物学的意義を明らかにすることは、Cmab
の真の適応を見極めることになる。 
 一方、本処理によってがん細胞の細胞膜の表層が膨れ上がるような細胞死、すなわちパイロト
ーシスに定義される細胞運命も同時に観察した 3)。これはインフラマソーム下流経路で誘発され
る細胞現象として報告され、がん微小環境における炎症性サイトカインの産生および放出が報
告されている。そのため、本細胞死はその微小環境における免疫のリクルートが期待され、治療
標的となり得る。 
 
２．研究の目的 
Cmab は EGFR inhibitor として、短時間のうちに下流で MAP キナーゼ経路を阻害することが主
たる作用である。Cmab の長期処理は細胞遊走の低下を引き起こしたが 2)、これは、細胞増殖の
阻害のみならず、転移や上皮間葉転換をも阻害 4)する可能性を有するため、Cmab の臨床的・生
物学的意義がより明確化すると思われる。腫瘍微小環境や不均一性を考慮すると、EGFRの阻害
以外に期待される抗腫瘍効果を解明する意義は大きい。 
 また、ADCC活性を有する Cmabの腫瘍免疫微小環境に及ぼす生物学的影響も腫瘍治療戦略
の策定には不可欠である。このように、EGFRおよび細胞死がもたらす腫瘍微小環境の変化に
加え、免疫動態変化を解明することも昨今の腫瘍研究における重要な課題である。 
 筆者らは、Cmabを SAS-Fucci細胞に持続的に処理した結果、パイロトーシス様の細胞の膨
張を伴う細胞死を認めた(Unpublished dataのため、データの公表は控える)。Apoptosisとも
Necrosisとも区別される本細胞運命が Cmabによって誘発されることは興味深い。またパイロ
トーシスによりインターロイキンが放出されることから、腫瘍免疫微小環境の変化、すなわち
T細胞のリクルートが期待される。これによ
り、治療標的を同定するとともに免疫療法の
応答性の増強が期待される(図 2)。実はこの
上流経路にあるインフラマソームの構成要素
に Pyrinがある。これは細胞骨格の異常を感
知するセンサー分子として機能することが分
かっており、Cmab長期処理において細胞遊
走の減少のほか、パイロトーシス様細胞死を
観察できたのは、この分子の過度の活性化の
結果であった可能性もある。 
 一方、Cmab長期処理後の細胞内輸送タン
パクの変化を見るためには、細胞骨格上に発
現するモータータンパクに着目する必要があ
るが、高解像度のタイムラプスイメージング
など、実際はその観察系の確立が最終的に困
難であった。そのため、本研究課題では主にパ
イロトーシスが口腔がん腫瘍微小環境に及ぼす
影響について解明する方向に研究をシフトした。この詳細、とくに責任タンパクであるガスダ
ーミン Dの代謝動態を解明することは、先の Cmab長期処理モデルにも見られたパイロトーシ
ス誘導へのメカニズムと腫瘍微小環境にもたらす resultを明らかにし、Cmabの生物学的適応の
拡大につながる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
(1) 実験に使用した細胞株 
舌癌由来の SAS細胞に Fucciを導入し、恒久的に蛍光発現する SAS-Fucci細胞株 5)、マウス口腔

図１ Fucciの概要 

    図２ パイロトーシスの概要   



扁平上皮癌細胞株(mOSCC)を使用(Unpublished dataのため、詳細の公表は控える)。 
(2) 実験に使用したマウス 
C57BL/6J野生型マウスおよび Gsdmd-/-マウスを使用(Jackson laboratory, Maine, USA)。 
(3) 使用薬剤 
Cmab (C225, Erbitux™) (Merck, Darmstadt, Germany)を使用した。細胞のインフラマソームを活性
化させるため、Lipopolysaccharide (LPS) (Invitrogen, Massachusetts, USA) および Nigericin (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)を用いた。 
(4) 細胞への遺伝子導入 
mOSCC に pLKO-1 ベクターを用いた shGsdmd を遺伝子導入し、ガスダーミン D をノックダウ
ンした。 
(5) マウスマクロファージの取得 
マウスの大腿から骨髄細胞を採取して L929を含む培地で培養し、骨髄系前駆細胞をマクロファ
ージに分化誘導した。 
(6) ウェスタン・ブロット 
それぞれの試薬処理後、細胞よりタンパクを抽出した。ウェスタンブロットの手技は既報告の通
りである 2)。それぞれのブロットは高精度スキャナーおよび ImageJ ソフトウェア(NIH, USA)を
用いて定量した。 
(7) 統計解析 
グラフ描画、および解析ソフトウェアとして、GraphPad Prism (Ver. 9.5.1) (Boston, MA, USA)を使
用した。 
 
４．研究成果 
(1) マウスの移植細胞の腫瘍増殖 
mOSCCを皮下移植したモデルにおいて、Gsdmd-/-マウスでは C57BL/6J野生型マウスと比較して
その増殖は有意に小さかった。一方、shGsdmdを導入したmOSCC (mOSCC-shGsdmd) をC57BL/6J
野生型マウスに皮下移植すると、コントロールベクターshEV を導入した同細胞株 (mOSCC-
shEV) の腫瘍増殖よりも有意に大きかった。この結果は、単に Gsdmd-/-マウスでは腫瘍免疫系の
パイロトーシスの阻害により、抗腫瘍免疫の遷延が生じ、また shGsdmd によって腫瘍細胞自体
のパイロトーシスが阻害されたものと考えられた。以上から、パイロトーシスそのものを制御す
ることで見かけの腫瘍増殖をコントロールできることがわかった。 
(2) マクロファージにおけるインフラマソームの活性化とパイロトーシス 
C57BL/6J野生型マウスより分化させたマクロファージを、LPSおよび Nigericinを添加して培養
したところ、ウェスタンブロットにて N-terminus、すなわちパイロトーシスの発現を確認した。
次に、Gsdmd-/-および C57BL/6J野生型マウスより分化させたマクロファージから RNAを抽出し、
qPCRを行うと、LPS、Nigericin処理を行ったグループで FgfrファミリーRNAの有意な増幅を認
めた。Fgfr2は STAT1経路と関連があることがわかっているため 6)、本タンパクを用いて STAT1
および p-STAT1についてウェスタンブロットを行うと、C57BL/6J野生型マウス由来のマクロフ
ァージにおいて Gsdmd-/-由来のそれよりも高発現を呈した。 
(3) mOSCC-shGsdmdにおけるインフラマソームの活性化とパイロトーシス 
mOSCC-shGsdmd を LPS および Nigericin を添加して培養、タンパクを抽出してウェスタンブロ
ットを行うと、ガスダーミン D において N-terminus の発現を確認した。同様に qPCR にかけた
が、マクロファージで見られたような Fgfr ファミリーの増幅は認めなかった。しかし一方で、
LPS、Nigericin 処理を行った shEV グループで、shGsdmd グループと比較し、STAT1 および p-
STAT1 の高発現を認めた。これら(2)および(3)の STAT1 / p-STAT1 の発現結果から、ガスダーミ
ン D分子と STAT1経路には遺伝子発現および翻訳に連動があるものと予測され、本現象につい
ては現在も生物学的メカニズムの解明を行なっているところである。 
(4) Cmabと免疫チェックポイント阻害剤 (ICI) の併用療法の可能性について 
昨今、頭頸部癌治療にとって重要な治療手段となっている ICIだが、その主たる薬剤であるニボ
ルマブやペムブロリズマブの腫瘍微小環境に及ぼす生物学的影響については未だ不明点も多く、
奏功率を向上させる取り組みが研究されている。本件について、これまで報告されているエビデ
ンスを整理し、頭頸部癌の進行や化学療法後に予想される腫瘍微小環境の変化について考察し
た。また、それを元に、Cmabを併用した新規頭頸部癌治療戦略の提案を行なった。 
 現在、再発または転移性の頭頸部扁平上皮がん (HNSCC) 患者に対する標準治療の 1 つとし
て EXTREME レジメンを支持し、その後 ICI を投与することが多い。EGFR 経路の阻害に加え
て、Cmabを介した抗体依存性細胞傷害（ADCC）活性、腫瘍内への細胞傷害性 Tリンパ球（CTL）
浸潤、抗血管新生活性、関連ナチュラルキラー (NK) 細胞を介したサイトカイン分泌などの腫瘍
微小環境の特性を調節することは周知の事実である。一方、ニボルマブは、プログラム細胞死 1
（PD-1）の阻害、T細胞を介したインターロイキン-10の発現上昇、骨髄由来抑制細胞を介した
免疫逃避誘導、および治療感受性腫瘍細胞における CD8 + T細胞の集積とインターフェロン-γ
産生を促進することによる腫瘍血管の灌流を介して、腫瘍微小環境に影響を及ぼす。実際、ニボ
ルマブは生物学的には T 細胞免疫に優位な環境を与えるのみならず、環境によっては負の影響
を及ぼすことさえある。Cmabを用いた薬物療法は、CTL関連抗原（CTLA）-4を発現する FoxP3
＋腫瘍内エフェクター制御性 T細胞（Treg）の頻度を増加させ、イピリムマブを用いて CTLA-4



＋Treg を標的とすると、ADCC 活
性を媒介する NK 細胞の細胞溶解
機能が回復することが示されてい
る(図 3)。Tregを介した免疫抑制も
また、Cmab治療に対する臨床効果
に寄与しており、抗腫瘍免疫を促
進するためにイピリムマブを追加
するか、Treg を排除する他の戦略
が有用である可能性を示唆してい
る。さらに、Hyper progression disease
（HPD）においても、CTLA-4を発
現する FoxP3＋エフェクターTreg
の腫瘍内分布が増加している。し
たがって、HNSCC に対する Cmab
＋抗 CTLA-4 抗体イピリムマブ併
用療法、および HPD に対するニボ
ルマブ投与後のこの併用療法は、よ
り高い腫瘍制御効果をもたらすことが期待される。以上のエビデンスに基づき、局所進行・再発・
転移性 HNSCC患者およびニボルマブ投与で効果が不十分な患者に対して、これらの治療戦略を
用いることの有効性を提案する(図 4)。本成果は Journal of Experimental and Clinical Cancer Research
に掲載された 7)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
＜引用文献＞ 
1. Sakaue-Sawano, et al. Cell 132; 487-498, 2008.  
2. Okuyama, et al. Sci Rep 11; 5259, 2021. 
3. Shi, et al. Nature 526; 660-665, 2015. 
4. Sobhani, et al. Cancer Biol Ther 16; 799-806, 2015. 
5. Onozato, et al. Cancer Sci 108; 704-712, 2017. 
6. Hart, et al. Mol Biol Cell 12; 931-42, 2001. 
7. Okuyama, et al. J Exp Clin Cancer Res 42; 114. 2023.  

  図 3 Cmabの ADCC活性とニボルマブによる賦活 

図 4 Cmab＋抗 CTLA-4 抗体イピリムマブ    

    併用療法の生物学的根拠 
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