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研究成果の概要（和文）：EGF受容体と腫瘍細胞の免疫逃避機構に関連して以下の知見を見出した。① EGF受容体はPI3
K-KTシグナル依存性にmiR20aを介してNK細胞活性化受容体NKG2DのリガンドであるMICBの発現を制御し、非小細胞肺癌
に対するNK細胞傷害活性に影響を及ぼす。② MICA/B強発現は非小細胞肺癌手術例において、独立した予後両行予測因
子である。③ 悪性胸膜中皮腫細胞株において、EGFR/HER2チロシンキナーゼ阻害剤lapatinibはHER2発現量を増加させ
、NK細胞共培養下に、抗HER2抗体薬による抗体依存性細胞傷害活性を増強させる。

研究成果の概要（英文）：We reported following findings. 1: EGFR/PI3K-AKT signaling regulates the 
expression of NKG2D ligands MICB via miR20a, resulted in enhanced NK cell-mediated cytotoxicity against 
non-small cell lung cancer cells. 2: Overexpression of MICA/B is independent improved prognostic factor 
for patients with non-small cell lung cancer. 3: EGFR/HER2 dual tyrosine kinase inhibitor lapatinib 
upregulates HER2, resulted in enhanced antibody dependent cellular cytotoxicity with NK cells in 
malignant mesothelioma cell lines.

研究分野： 腫瘍外科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 腫瘍細胞の宿主免疫逃避機構 
癌の進展、薬剤耐性の要因のひとつに腫瘍

細胞の宿主免疫逃避機構がある。抗腫瘍免疫
は大きく自然免疫と獲得免疫に分類され、前
者では NK 細胞、後者では抗原特異的細胞傷
害性 T 細胞(CTL)がリンパ球における主な担
い手である。NK 細胞による腫瘍排除では、
NK細胞活性化受容体NKG2DとNKG2Dリ
ガンドとの結合による活性化シグナルと NK
細胞不活化受容体KIRとそのリガンドMHC 
class Iとの結合によるNK細胞不活化シグナ
ルとのバランスが重要とされ、これにより標
的細胞を攻撃するか否かが決定される 1)。一
方、抗原特異的 CTL は癌特異的抗原を認識
する際に MHC class I 発現を必要とする。こ
のように、腫瘍細胞には免疫細胞に認識され
る様々な分子が発現している。 
(2) がん標的としての EGF family 受容体 

EGF family 受 容 体  (EGFR, HER2, 
HER3, HER4)は腫瘍細胞特異的に発現し、
その増殖、進展に関与することから、がん治
療における標的分子として研究がすすめら
れてきた。近年 EGFR（非小細胞肺癌、大腸
癌、頭頸部癌）、HER2（乳癌、胃癌）を標的
とした治療薬が臨床応用され 2, 3)、HER3 標
的薬剤も臨床応用に向けて開発が進みつつ
ある。しかし、EGF family 受容体を介した
シグナルの、抗腫瘍免疫への影響については
未解明な点が多い。 
(3) 近年、HER2 が細胞傷害性 CTL による獲
得免疫からの逃避に関与することが国外の
グループより報告され 4)、EGFR シグナルと
抗腫瘍免疫に関する研究が注目されつつあ
る。応募者も前任地のカロリンスカ研究所で、
HER2 を強制発現させた乳癌、メラノーマ細
胞株では MHC class I の発現が減弱し、抗原
特異的 CTL により認識されにくくなる、す
なわち獲得免疫から逃避することを、共同研
究者として報告した 5)。さらに HER2/HER3
シグナルが乳癌細胞株においてNKG2Dリガ
ンド MICA/B の発現を増加させる結果、NK
細胞傷害活性を増強させること、つまり
HER2/HER3 シグナルが乳癌細胞の自然免
疫からの逃避に関与することを示した 6)。 
これらの知見より、EGFR シグナルは腫瘍細
胞において免疫細胞に認識される各種分子
の発現に関わると考えられ、EGF family シ
グナルを介したNKG2Dリガンドをはじめと
する各種免疫認識分子の発現機構の解明は、
非小細胞肺癌における EGFR 標的薬の耐性
機序の解明やシグナル阻害剤による抗腫瘍
免疫作用の増強へ応用できるのではないか、
との考えに至った。 
 
２．研究の目的 
非小細胞肺癌細胞が EGF family 受容体

を介して、NK 細胞活性化受容体 NKG2D の
リガンドと NK 細胞不活化受容体 KIR のリ
ガンドかつ抗原特異的 CTL による抗原認識

に必要な MHC class I 分子、双方の発現制御
を行い、自然・獲得免疫の双方から巧妙に逃
避する、との仮説を非小細胞肺癌細胞株及び
臨床検体を用いて証明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 肺癌細胞株における EGF family シグナ
ルの NKG2D リガンド発現と NK 細胞傷害活性
に及ぼす影響の解析 
① EGFRシグナルの活性化/不活化がNKG2Dリ
ガンド発現に及ぼす影響: 非小細胞肺癌細
胞株を EGFR リガンド EGFあるいは EGFR シグ
ナル阻害剤で処理し、MICA/B、ULBP といった
NKG2D リガンドと MHC class I 発現をフロー
サイトメトリー法により解析する。 
② EGFRシグナルがNK細胞による細胞傷害活
性に与える影響の検討： 非小細胞肺癌細胞
株を EGF family シグナル阻害剤で処理後、
NK 細胞と共培養し、NK 細胞による細胞傷害
活性を LDH 放出試験と抗 CD107a 抗体を用い
たフローサイトメトリー法で検討する。 
(2) 肺癌臨床検体由来の腫瘍細胞を用いた
NKG2D リガンド発現解析 
① 切除標本からの生きた腫瘍細胞の採取 
非小細胞肺癌新鮮切除標本より組織片を採
取し、単細胞化したうえで、各種 EGF family 
リガンドやシグナル阻害剤で処理する。フロ
ーサイトメトリー法によりEpCAM陽性分画を
腫瘍細胞とし、この分画中の NKG2D リガンド
の発現を解析する。 
② 採取した腫瘍細胞に対するNK細胞の細胞
傷害活性の解析: 腫瘍細胞を同一患者血液
から分離した NK 細胞と共培養し、NK 細胞傷
害活性を、抗 CD107a 抗体を用いたフローサ
イトメトリー法で解析する。 
(3) 特異的 CTLと腫瘍細胞との共培養による
CTLの細胞傷害活性の解析: 抗原特異的CD8+ 
T 細胞を用いて HLA の一致する患者由来腫瘍
細胞あるいは癌細胞株との共培養による細
胞傷害活性の評価に用いる。 
(4) 肺癌切除標本を用いた、免疫組織化学的
反応検査を用いたNKG2Dリガンド発現と臨床
病理学的因子との関連性の解析 
肺切除を受けた非小細胞肺癌症例の組織標
本を用いて、免疫組織学的反応により、腫瘍
発現 MICA/B、ULBP 発現を評価する。 
(5) 臨床情報（癌の進行度、無再発生存期間、
全生存期間、等）との関連性の評価 
実験(1)-(4)で得られた結果間、ならびに臨
床情報との関連性の評価を行う。 

（倫理面への配慮） 
臨床検体（肺組織、末梢血）の使用について
は川崎医科大学の生命倫理委員会認可を受
けた事業として開始し、連結可能匿名化のも
とで研究を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 非小細胞肺癌細胞株において EGFR チロ
シンキナーゼ阻害剤による EGFR シグナル阻
害は NKG2D リガンド発現量を減らし、NK 細



胞傷害活性をも減弱させる 
細胞株を用いた検討では、EGFR チロシンキ

ナーゼによりNKG2Dリガンドの発現が低下す
ることが明らかになり、詳細な検討から、
EGFR/PI3K-AKT/miR-20a 経路が NKG2D リガン
ド発現を制御し、NK 細胞傷害活性に影響を及
ぼす(図 1)ことを見出した 7)。 

図 1. NKG2D リガンド発現制御メカニズム  
 
(2) 肺癌臨床検体由来の腫瘍細胞を用いた
NKG2D リガンド発現解析 
(3) 特異的 CTLと腫瘍細胞との共培養による
CTL の細胞傷害活性の解析 
 (2)(3)の実験系では、いずれも非小細胞肺
癌新鮮切除標本より組織片を採取し、単細胞
化したうえで、各種 EGF family リガンドや
シグナル阻害剤で処理する計画であった。し
かし、標本摘出からの生きた腫瘍細胞の採取
を 8例に試みたが、いずれも単細胞化させる
ために組織をメスで細かく刻む過程での物
理的ストレスや単細胞化のためのトリプシ
ン-EDTA、あるいは回収率改善を目指して
EDTA 単剤に使用薬剤を変更してはみたもの
の、結合織溶解に必要な処理過程での化学的
ストレスが細胞の活性を非常に弱めてしま
い、機能解析に必要なだけの活性が保たれた
腫瘍細胞を必要数確保することが困難を極
め、実験(2), (3)については不成功に終わっ
た。代替法として、癌性胸水の採取を試みた
が、これも機能解析に必要な細胞数の確保が
困難であり、機能解析に使用できたのは悪性
胸膜中皮腫の 1例のみであった。よって、臨
床検体については、ホルマリン切片での評価
を行うこととした。 
(4) 患者手術検体（ホルマリン切片）を用い
た免疫組織化学反応検査によるNKG2Dリガン
ド発現についての検討 
これまでに NKG2D リガンド(MICA/B、

ULBP-2/5/6)について非小細胞肺癌切除例 91
例の組織検体を用いて、免疫組織化学反応検
査でそれぞれの発現を評価した。それぞれ強
陽性率は、MICA/B 31%、ULBP-2/5/6 46%であ
った。予後との関連性については、術後無再
発生存期間において、MICA/B 強発現は予後良
好予測因子であった(p=0.037, log-rank 
test)が、ULBP-2/5/6 については発現の強弱
で予後に差は認められなかった。また、非小
細胞肺癌においてシスプラチンはキードラ
ッグであるが、非小細胞肺癌細胞株を用いた
検討で、MICA/B の発現がシスプラチンにより

増え、NK 細胞傷害活性が増強することを、細
胞株を用いて明らかにした 8)。 
(5) 悪 性 胸 膜 中 皮 腫 細 胞 株 に お け る
EGFR/HER2阻害剤の抗HER2抗体依存性細胞傷
害活性増強効果 
EGFR,HER2 を阻害する実験の過程で、EGFR/ 

HER2 dual チロシンキナーゼ lapatinib が
HER2 発現を増強させることを見出した。この
現象を応用し、抗 HER2 抗体製剤の効果増強
がおきることを確認、この効果が他の EGFR
チロシンキナーゼ Gefitinib や Afatinib で
は認められないことも確認し、報告した 9)。 

以上、本研究課題において、EGF family受

容体を標的とした薬剤は抗腫瘍免疫に様々な

仕組みで影響を与えることが明らかとなった。

今後も非小細胞肺癌のEGF family受容体を含

む各種細胞内シグナルを介した免疫逃避機構

の解明を進め、再発・進行非小細胞肺癌に対

する治療耐性克服や新規癌免疫療法の開発を

目指す。 
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