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研究成果の概要（和文）：EREG過剰発現は、NSCLCにおいてKRAS,BRAF,EGFR変異によるMEK-ERKシグナル伝達経路活性化
や、KRASコピー数増加により誘導され、EREG活性阻害によりKRAS変異NSCLCの腫瘍抑制効果を認めた。NSCLC腫瘍検体を
用いた解析では、胸膜浸潤、リンパ管侵襲、血管侵襲陽性の高悪性度のNSCLCでEGFR発現が高く、EREG高発現はNSCLCの
独立した予後不良因子であり、特にKRAS変異かつEREG高発現NSCLCの予後は特に不良であった。本研究の結果から、ERE
Gの過剰発現はKRAS変異陽性NSCLCの悪性形質に関与し、EREGを標的とした分子標的治療の有効性が示唆される。

研究成果の概要（英文）：EREG is overexpressed in non-small-cell lung cancers (NSCLCs) harboring KRAS, BRAF
 or EGFR mutations compared with small-cell lung cancers (SCLCs) or NSCLCs with wild-type KRAS/BRAF/EGFR. 
EREG expression was reduced by knockdown of mutant KRAS, BRAF or EGFR or by MEK or ERK inhibition in NSCLC
 cells. EREG expression positively correlated with KRAS copy number in KRAS-mutant NSCLCs. EREG was predom
inantly expressed in NSCLC tumors with pleural involvement, lymphatic permeation or vascular invasion and 
in KRAS-mutant adenocarcinomas. EREG expression is an independent prognostic marker and EREG overexpressio
n along with KRAS mutations correlated with an unfavorable prognosis for lung adenocarcinoma patients. In 
KRAS-mutant and EREG overexpressing NSCLCs, EREG attenuation suppressed tumor growth and induced apoptosis
. These results suggest that oncogenic KRAS-induced EREG overexpression contributes to an aggressive pheno
type and could be a therapeutic target in oncogenic KRAS-driven NSCLC.
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１． 研究開始当初の背景 
非小細胞肺癌(NSCLC)において、KRASおよ
び EGFR 遺伝子変異は高頻度に認められる
遺伝子異常である。EGFR変異 NSCLC患者
に対する EGFR チロシンキナーゼ阻害薬
(EGFR-TKI)治療の有効性が明らかとなる一
方で、治療経過中に EGFR-TKI に対して耐
性化を獲得する問題があり、EGFR-TKIによ
らないEGFR変異NSCLC治療法の開発が望
まれる。また、KRAS変異 NSCLC患者に対
しての治療法は未だ確立されておらず、
KRAS変異NSCLC患者は予後不良であるこ
とや、EGFR-TKIに抵抗性でもあり、その治
療開発が急務である。我々は、これまでの
KRAS 変異関連遺伝子を探索する研究によ
り、KRAS変異により正に発現制御される遺
伝子として epiregulin(EREG)を同定した。
そこで、NSCLCにおける EREG発現の臨床
病理学的及び分子生物学的意義や、KRAS変
異、EGFR変異との関連について調べ、KRAS
変異やEGFR変異を有するNSCLCに対する
EREG 分子標的治療の可能性を探求するた
め、本研究を実施した。 
２． 研究の目的 
(1) KRAS変異、EFGR変異による EREG発
現制御の検証とそのメカニズム：KRAS変異
または EGFR 変異陽性で EREG 高発現
NSCLC細胞株に対して、KRASや EGFRに
対するRNA干渉法やEGFR-TKI処理により
EREG発現が抑制されるか検証する。EREG
高発現 NSCLC細胞において EGFR-RASシ
グナル伝達下流分子である MEK や ERK の
阻害剤が EREG発現に与える影響や、EREG
発現と、KRASコピー数、EGFRコピー数と
の相関について検討する。 
(2) NSCLC患者における EREG発現の臨床
病理学的意義：NSCLC 手術検体における
EREG発現解析を行い、EREG発現と、臨床
病理学的因子、KRAS 変異または EGFR 変
異との関連性について検討する。また、EREG
発現と、術後無増悪期間、全生存期間との関
連性について検討する。 
(3) KRAS 変異陽性 NSCLC に対する抗
EREG 治療の有効性の検討： EREG 高発現
かつ KRAS 変異陽性 NSCLC 細胞において、
EREG活性の阻害が腫瘍増殖を抑制するか検
討する。 
３． 研究の方法 
肺癌細胞株や NSCLC 手術検体における
EREG 発現解析は、 Taqman probe 法
（Applied Biosystems）によるリアルタイム
RT-PCR法や、抗EREG抗体（R&D systems）
による免疫組織染色法により行った。手術検
体における KRAS変異と EGFR変異の解析
は、Smart Amplification Process Version 2 
assay (DNAFORM)により行った。変異型
KRASと野生型 KRASの発現比較は、BstNI
制限酵素を用いた RT-PCR/RFLP 解析によ
り行った。RNA 干渉法は、Lipofectamine 
RNAiMAX トランスフェクション試薬

（ Invitrogen）を用いて細胞内に siRNA
（Dharmacon）を導入し、リアルタイム
RT-PCR法や蛍光免疫染色法により、標的遺
伝子の発現ノックダウンを評価した。MEK
阻害剤として U0126（Promega）、ERK阻
害として FR180204（Calbiochem）を用いた。
細胞増殖能の評価は、MTT アッセイ、コロ
ニー形成アッセイ、ソフトアガーアッセイに
より行った。アポトーシスの評価は、Cell 
Death detection ELISA Plus Kit（Roche 
Diagnostics）による DNAフラグメンテーシ
ョンアッセイ、Annexin V-FLUOS Kit
（Roche Diagnostics）によるアネキシン V
染色により行った。 
４． 研究成果 
肺癌細胞株における EREG mRNA発現解析
の結果、小細胞肺癌では殆ど EREG発現を認
めない一方で、NSCLCで EREG高発現を認
めた。NSCLC細胞株の中で、EGFR変異、
KRAS変異NSCLCだけでなく、BRAF変異
NSCLC や EGFR/BRAF/KRAS 野 生 型
NSCLCの一部においてもEREG高発現を認
めた。KRAS変異かつ EREG高発現 NSCLC
細胞株において、siRNAによる変異型 KRAS
特異的ノックダウンにより EREG の発現低
下を認め、siRNA による野生型 KRAS 特異
的ノックダウンでは EREG 発現低下を認め
なかった。さらに、EGFR変異 NSCLCに対
するEGFR siRNAによるEGFRノックダウ
ン、BRAF 変異 NSCLC に対する BRAF 
siRNA による BRAF ノックダウンにより、
EREGの発現低下を認めた。以上の結果から、
EREGはNSCLCにて高発現しており、特に、
EGFR, BRAF, KRAS の遺伝子変異により
EREG 発現が upregulation されると考えら
れた。 
 NSCLCにおけるEREG発現制御のメカニ
ズムを探るため、EGFR高発現 NSCLC細胞
株を MEK 阻害剤や ERK 阻害剤により処理
し、EREG発現が低下するか調べた。EGFR, 
BRAF, KRAS変異陽性 NSCLCだけでなく、
EGFR/BRAF/KRAS 野生型の NSCLC にお
いても、MEK 阻害剤や ERK 阻害剤により
EREG の発現低下を認めた。以上より、
NSCLC における EREG upregulation は
MEK-ERK シグナル伝達経路の活性化を介
することや、EGFR, BRAF, KRASの遺伝子
変異以外に MEK-ERK シグナル伝達経路活
性化を介した EREG upregulation のメカニ
ズムが存在することが示唆された。 
 変異型 KRAS 活性上昇は KRAS 遺伝子コ
ピー数増加と正相関することが過去に報告
されている (Soh J, PLoS One, 4:e7464, 
2009)。本研究では、KRAS 変異 NSCLC 細
胞株群において、EREG 発現と KRAS 発現
との有意な正相関を認めた。そこで、KRAS
変異 NSCLC 細胞株群における EREG 発現
と KRASコピー数との相関を調べたところ、
EREG 発現は KRAS コピー数と有意な正相
関を認めた。さらに、EREG 発現は EGFR



活性に依存するとの過去の報告から(Zhang 
J, Cancer Prev Res, 1:201-7, 2008)、NSCLC
細胞株群における EREG発現と EGFRコピ
ー数との相関を調べたところ、EREG発現は
EGFR/BRAF/KRAS 野生型 NSCLC 群にお
いてのみ EGFR コピー数と有意な正相関を
認めた。以上より、KRAS変異 NSCLCにお
けるEREG発現の upregulationはKRASコ
ピ ー 数 増 加 を 伴 う こ と や 、
EGFR/BRAF/KRAS 野生型 NSCLC では
EGFR コピー数増加が、EREG 発現の
upregulation のメカニズムの一つであるこ
とが示唆された。 
 次に、NSCLCにおける EREG発現の臨床
病理学的意義や KRAS 変異、EGFR 変異と
の関連を調べるために、NSCLC 手術検体を
用いて EREG発現解析を行った。はじめに、
NSCLC腫瘍検体において、EREG免疫組織
染色法により評価された EREG 蛋白発現レ
ベルが、リアルタイム RT-PCR法により評価
された EREG mRNA発現レベルと有意に正
相関することを検証した。NSCLC 腫瘍検体
での EREG mRNA発現解析の結果、EREG
高発現は肺腺癌において認められる一方で、
殆どの肺扁平上皮癌では EREG 発現が認め
られなかった。136例の肺腺癌腫瘍検体を用
いた EREG mRNA発現解析では、70歳未満
よりも 70歳以上の高齢者、女性よりも男性、
非喫煙者よりも喫煙者において EREG 発現
が有意に高かった。一方で、病期による
EREG発現の有意差は認めなかった。さらに、
EREG発現は、胸膜浸潤（PI）陽性例、リン
パ管侵襲（LP）陽性例、血管侵襲（VI）陽
性例において有意に高かった。KRAS変異陽
性例、EGFR変異陽性例、EGFR/KRAS野生
型陽性例の３群間の比較で EREG 発現の有
意差を認め、EREG 発現は KRAS 変異陽性
例で最も高かった。一方、これら３群間の中
で、EREG 発現は EGFR 変異陽性例で最も
低かったが、EGFR変異群における解析では、
EREG 発現は、PI/LP/VI 全陰性群と比較し
て、PI, LP, VIいずれか陽性群において有意
に高かった。 
 EGFR-TKI 治療歴のない 119 例の肺腺癌
症例における術後の無病生存期間（DFS）と
全生存期間（OS）をカプランマイヤー法によ
り解析した。DFSと OSを、EREG高発現群
と EREG低発現群で比較したところ、EREG
高発現群でDFS、OSともに有意に短かった。
さらに、EREG 発現状態と KRAS 変異状態
による４群間比較では、EREG高発現/KRAS
変異陽性群の DFSと OS は、EREG低発現
/KRAS 野生型群と比較して有意に短かった。
DFS の単変量解析では、喫煙歴、進行病期、
PI陽性、LP陽性、VI陽性、KRAS変異陽性、
EGFR変異陰性、EREG発現上昇が DFSの
予後不良因子であり、病期因子により調整し
た多変量解析では、EREG 発現上昇は DFS
の独立した予後不良因子であった。また、OS
の単変量解析では、喫煙歴、進行病期、PI

陽性、LP 陽性、VI 陽性、KRAS 変異陽性、
EREG発現上昇が予後不良因子であり、病期
因子により調整した多変量解析では、EREG
発現上昇は OSの独立した予後不良因子であ
った。 
 最後に、EREG の阻害が KRAS 変異陽性
肺腺癌に対する抗腫瘍効果を示すか検討し
た。EREGを標的とした siRNAを KRAS変
異陽性肺腺癌細胞株に導入し、リアルタイム
RT-PCR 法及び抗 EREG 抗体による蛍光免
疫染色により、EREG siRNAにより EREG
発現が効率的にノックダウンされることを
確認した。その上で、MTT アッセイ、コロ
ニー形成アッセイ、ソフトアガーアッセイに
より、siRNA による EREG 発現ノックダウ
ンが細胞増殖に与える影響を調べたところ、
EREGノックダウンにより、KRAS変異陽性
肺腺癌細胞の足場依存性および足場非依存
性細胞増殖能が抑制された。さらに、DNA
フラグメンテーションアッセイや、アネキシ
ン Vアッセイにより、EREGノックダウンが
KRAS 変異陽性肺腺癌細胞のアポトーシス
を誘導することが示された。 
 以上の結果から、EREGは NSCLCにおい
て過剰発現しており、そのメカニズムとして
KRAS変異や EGFR変異だけでなく、BRAF
変異や KRAS コピー数増加、EGFR コピー
数増加などにより、MEK-ERKシグナル伝達
経路の活性化を介して、EREG 発現が
upregulationされることが示唆された。また、
NSCLC 手術検体を用いた解析の結果から、
EREG は高悪性度の NSCLC で発現が高く、
EREG 高発現が予後不良因子であることや、
KRAS 変異に EREG 高発現を伴うとさらに
悪性度が高まり、予後不良となることが示唆
された。また、EREG が、KRAS 変異陽性
NSCLC に対する治療標的分子の候補である
ことが示唆された。 
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