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研究成果の概要（和文）：HB-EGFの癌における役割と新たな分子標的治療法の探索を目的として、HB-EGFの癌細
胞や正常培養細胞に対する増殖促進作用と、発生過程での増殖抑制作用について検討した。その結果、増殖抑制
にはEGFRとErbB4の両方が関与していること、増殖促進にはEGFRホモダイマーが関与していることを明らかにし
た。さらに、癌-癌間質相互作用におけるHB-EGFの役割解析、およびマイコプラズマ感染とがん悪性化との因果
関係にHB-EGFが関与するかどうかを検討した。

研究成果の概要（英文）：HB-EGF plays an indispensable role in suppression of cell proliferation in 
mouse valvulogenesis. However, ligands of the EGF receptor (EGFR/ErbB1), including HB-EGF, are 
generally considered as growth-promoting factors, as shown in cancers. We investigated the role of 
ErbB receptors in valvulogenesis in vivo using ErbB1- and ErbB4-deficient mice, and an ex vivo model
 of endocardial cushion explants. We found that HB-EGF suppresses valve mesenchymal cell 
proliferation through a heterodimer of ErbB1 and ErbB4, and an ErbB1 ligand(s) promotes cell 
proliferation through a homodimer of ErbB1. Our study demonstrates that opposing signals generated 
by different ErbB dimer combinations function in the same cardiac cushion mesenchymal cells for 
proper cardiac valve formation.

研究分野：細胞生物学、腫瘍生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 EGF ファミリーの細胞増殖因子である
HB-EGF は、７種類ある EGFR リガンドの
中でも特に生体にとって重要な因子の一つ
である。実際その重要性は、HB-EGF ＫＯ
マウスが心臓弁や肺の形態形成異常、心室の
拡張、骨代謝、創傷治癒の遅延など広範な組
織で異常を示し、多くの個体が出生前後で死
亡するのに対して、他の EGFRリガンドＫＯ
マウスはいずれも軽微な異常を示すだけで
成人にまで成長することに象徴される。さら
に HB-EGF は、欠損だけでなく、発現の亢
進も病気の原因となる。HB-EGFの発現亢進
が関わる病理現象としては、癌、動脈硬化、
高血圧、皮膚疾患、嚢胞性線維症に伴う肺疾
患、などが報告されているが、その中でもと
りわけ重要なのは癌との関連である。
HB-EGFは種々の癌で高発現し、癌細胞の増
殖・浸潤・転移・予後、あるいは抗癌剤耐性
と深く関わっており、癌の分子標的として急
速に注目が集まっている。本研究課題の代表
者らはジフテリア毒素変異体を有効成分と
する HB-EGF 阻害剤 BK-UM の臨床試験を
医師主導治験として実施しているが、申請者
の知る限り少なくとも大手製薬メーカー２
社でも HB-EGF を分子標的とする抗体医薬
の開発を進めており、増殖因子のリガンドを
分子標的とする新たな治療薬として、その臨
床試験の結果が注目されている。 
 研究代表者である目加田は、ジフテリア毒
素受容体として HB-EGF 分子の同定・解析
に着手して以来（ジフテリア毒素受容体と膜
結合型HB-EGF (proHB-EGF) は同一分子）、
一貫してこの分子の機能解析を行ってきた。
1995 年からは、増殖因子としての作用機構
解明に注力し、proHB-EGF の機能解析や、
分泌型 HB-EGF (sHB-EGF) がエクトドメ
インシェディングによって proHB-EGFから
生じること、この過程が TPA 刺激によって
誘導されることを明らかにした。さらに、こ
の過程には ADAM ファミリーのプロテアー
ゼが関与すること、LPA(lysophosphatidic 
acid)等の生理活性物質や種々のストレス刺
激が HB-EGF のエクトドメインシェディン
グを誘導すること、を見いだした。また、ノ
ックアウトマウスを作製して HB-EGF の生
理的役割を詳しく解析すると共に、エクトド
メインシェディングが正常に起こらない変
異マウスを作製して、エクトドメインシェデ
ィングがこのタンパクの機能制御に極めて
重要であることを個体レベルで証明した。さ
らに、卵巣癌では腹水中に LPA が多量に含
まれること、LPAが HB-EGFのエクトドメ
インシェディングを強く誘導することにヒ
ントを得て、卵巣癌では HB-EGF が高発現
しており、卵巣癌腹水中に多量の sHB-EGF
が含まれること、HB-EGFの発現レベルと予
後が逆相関することを明らかにした。また、
マウス皮下腫瘍モデルを用いて、ヒト卵巣癌
細胞の腫瘍形成に HB-EGF の発現が極めて

重要であること、HB-EGFを阻害することで
腫瘍形成が抑制されることを明らかにした。
さらにジフテリア毒素の無毒性変異体であ
るCRM197がHB-EGFの作用を抑制するこ
とを利用して、CRM197を有効成分とする癌
治療薬の開発を進め、再発卵巣癌を対象にし
た第１相の臨床試験を完了し、第Ⅱ相試験を
医師主導治験として全国 5 施設で実施した。
また、HB-EGFに対するモノクローナル抗体
を多数分離し、抗体治療薬の開発に貢献して
きた。この様に申請者は HB-EGF 分子に焦
点を絞った基礎的探索研究を長期間行うと
同時に、HB-EGF阻害剤の開発研究を手がけ、
HB-EGF が癌標的として注目されるきっか
けを提供してきた。しかしながら、HB-EGF
の作用機構、癌における役割については、未
だ解明すべき問題が多数残されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、HB-EGFの癌における役
割と分子機構の解明、新たな分子標的治療法
の探索を目的として、以下の解析を行う。 
(1) HB-EGFが示す増殖抑制作用の解析 
 癌細胞において sHB-EGFは増殖や細胞運
動を強く亢進させる。一方、ノックアウトマ
ウスの解析から、発生過程の心臓弁では
sHB-EGF は増殖抑制因子として働くことを
我々は見いだしている。同じ因子がなぜ相反
する作用を示すのか、その分子機構を詳細に
解析する。EGF受容体を介した細胞増殖シグ
ナルに関してはこれまで膨大な研究がある
が、増殖抑制シグナルについてはほとんど研
究がなされていない。本研究テーマはその学
術的意義と同時に、HB-EGFを高発現してい
る癌細胞において、sHB-EGF の増殖促進効
果を増殖抑制効果に切り替えることで癌を
制御する全く新しい治療法の開発につなが
る可能性がある。 
 
(2)癌ー癌間質相互作用における HB-EGF の
役割解析 
 癌の悪性化に癌細胞と癌間質との相互作
用が重要であることが知られている。ある種
の癌組織では、癌細胞は HB-EGF を発現し
ないが、癌間質の繊維芽細胞が HB-EGF を
発現し癌細胞の増殖を促進している。興味深
いことに、この時癌細胞から間質細胞に
HB-EGF の合成を誘導する増殖因子やケモ
カインなどの因子を放出していることを示
す結果が得られている。これらの因子と
HB-EGF によって構成される癌-間質相互作
用による癌の悪性化機構を明らかにする。 
 
(3)HB-EGF による発がん・悪性化とマイコ
プラズマ感染との因果関係の解明 
 マイコプラズマは、肺炎や喘息の原因とな
るだけでなく、前立腺がんや胃がんの発症と
関連する可能性が過去に報告されている。し
かし、当時のマイコプラズマ検出精度や癌組
織摘出後にマイコプラズマが混入・感染した



可能性が否定できないことから、一般的には
認知されていない。申請者らは、全く偶然に、
培養細胞にマイコプラズマが感染すると
HB-EGFの発現が著しく亢進し、これが卵巣
癌の発症や悪性化に寄与すると考えられる
実験結果を得た。今後さらに詳細なメカニズ
ムを解明し、マイコプラズマ感染がんに対す
る新たな予防・治療法の開発を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1) HB-EGF が示す増殖抑制作用の解析 
 HB-EGF（特に sHB-EGF）は癌細胞や正常培
養 細 胞 に 強 い 増 殖 促 進 作 用 を 示 す
(Mizushima et al, J Cell Sci 122:4277-4286, 
2009)。しかし、心臓弁の形成や肺胞の形成
過程ではsHB-EGFは心臓弁間質細胞や肺胞上
皮の増殖抑制に働いており(Iwamoto et al, 
Development 137:2205-2213, 2010)、HB-EGF 
KO マウスではこれらの組織の過剰増殖によ
る過形成が認められる(Iwamoto et al, Proc 
Natl Acad Sci USA 100:3221-3226, 2003)。
なぜ同じ分子が増殖抑制と促進という異な
った作用を示すのか、その回答は全く得られ
ていない。また EGFR を介した細胞増殖シグ
ナルに関する研究は膨大にあるが、増殖抑制
作用について解析したものはほとんどない。
我々は HB-EGF による増殖抑制機構を明らか
にするために、心臓弁形成直前のマウス胎仔
より cardiac cushion（将来心臓弁を形成す
る組織）を取り出し、コラーゲン、ヒアルロ
ン酸を含むゲル上に移植する器官培養シス
テム（ex vivo システム）を構築した。この
システムを用いて、以下の可能性を検証する。
(i)心臓弁の間質細胞はHB-EGFによって増殖
抑制を受けると考えられるが、一方で別の
EGF ファミリーの増殖因子によって増殖亢進
シグナルを受けていることが示唆される。こ
の可能性を ex vivo システムによって検証す
る。また、間質細胞では EGFR と ErbB4 の両
方が発現している。増殖抑制にどちらの受容
体が関与しているかを明らかにする。 
(ii)HB-EGF による増殖抑制時に働く下流シ
グナルや関連する因子、あるいは増殖促進か
ら抑制にスイッチを切り替える活性転換因
子を ex vivo システムを用いて明らかにする。 
(iii)培養細胞を用いた増殖抑制モデルの構
築。HB-EGF ex vivo システムでは、マウス胎
仔より取り出した cardiac cushion を研究材
料として用いるが、材料取得に制限があるた
め、繰り返し大規模な研究は困難である。 
(i)(ii)の研究成果を元に培養細胞で HB-EGF
による増殖抑制を示すシステムを構築する。 
 
(2) 癌-癌間質相互作用におけるHB-EGFの役
割解析 
 子宮頸癌における HB-EGF の発現を調べた
結果、子宮頸癌では癌細胞自体は HB-EGF を
発現していないが、癌間質の繊維芽細胞が
HB-EGF を発現していることが、in situ 
hybridization による mRNA の解析と抗

HB-EGF 抗体による免疫染色の結果より明ら
かとなった。また、子宮頸癌由来 ME180 細胞
と癌組織より分離した癌間質繊維芽細胞
(CAF)を用いた共培養実験から、CAF から分泌
されたHB-EGFが癌細胞(ME180)の増殖を促進
していること、また ME180 細胞が PDGF を分
泌して CAF 細胞の HB-EGF 合成を誘導してい
ること、が明らかとなった(Murata, T. 
Cancer Res. 71:6633-6664, 2011)。上記の
事実は、癌細胞と癌間質細胞が極めて密接な
相互作用をしながら癌の悪性化に寄与して
いることを示唆している。本研究課題では、
癌の転移における CAF の役割を、蛍光標識し
た ME180 細胞を用いて、マウスモデルで検討
する。 
 
(3) HB-EGF による発がん・悪性化とマイコプ
ラズマ感染との因果関係の解明 
 細胞寄生細菌であるマイコプラズマは、肺
炎や慢性感染による喘息の原因となるだけ
でなく、前立腺がんや胃がんの発症と関連す
ることが過去の論文で示唆されている。しか
し、本当にマイコプラズマ感染ががん発症の
原因となるのか、あるいはなぜマイコプラズ
マ感染ががん発症と結びつくのか、その疑問
に対する明確な答えは示されていない。申請
者らは、全く偶然であるが、培養卵巣癌細胞
にマイコプラズマが感染すると HB-EGF の発
現が著しく亢進することを見いだした。さら
に、これまでの研究で、1)マイコプラズマ感
染による HB-EGF 誘導は複数の細胞で認めら
れること、2)マイコプラズマを除去すると誘
導が解除されること、3)マイコプラズマ感染
によって HB-EGF を高発現した細胞はトラン
スフォームし軟寒天中で増殖可能となるこ
と、4)実際に卵巣癌臨床検体でマイコプラズ
マの感染例が多く認められること、を確認し
た。これらの実験結果から、現在申請者らは、
マイコプラズマ感染によって引き起こされ
た慢性炎症が HB-EGF の過剰発現を誘導し、
結果的に細胞のがん化やがん細胞の悪性化
に関わっている例があるのではないかと考
えている。そこで、上記仮説を検証すると同
時に、その詳細なメカニズムを解明するため
に、(i)マイコプラズマ感染による HB-EGF 誘
導機構の解析、(ii)臨床検体を用いた卵巣癌
とマイコプラズマ感染の相関性解析、(iii) 
その他のがんにおけるマイコプラズマ感染
有無の解析、を行う。 
 
４．研究成果 
(1) HB-EGF が示す増殖抑制作用に関して： 
以前に開発した ex vivo システムを用いて、
心臓弁間質細胞での HB-EGF による増殖抑制
に関わる受容体を詳細に解析した。その結果、
レンチウィルスベクターをもちいた発現抑
制実験を行い、増殖抑制には EGFR と ErbB4
の両方が関与していることが示された。また、
HB-EGF ノックアウトマウス、EGFR 変異マウ
ス、ErbB4 ノックアウトマウスから Cardiac 



cushion を得、これを用いた ex vivo システ
ムで、心臓弁間質細胞での HB-EGF による増
殖抑制には EGFR と ErbB4 の両方が関与して
いることを確認した。EGFR と ErbB4 からなる
ヘテロダイマーがこの増殖抑制に関わって
いる可能性が強く示唆された。 
 HB-EGF ノックアウトマウスにおいて心臓
弁組織が肥厚するのは、HB-EGF による増殖抑
制が働かないことに加えて、何らかの増殖促
進シグナルが働いていることを示している。
ex vivo システムを用いて解析したところ、
この時の増殖促進にEGFR/EGFRホモダイマー
が使用されていることが示された。したがっ
て、心臓弁組織では、HB-EGF 以外の EGF ファ
ミリー分子がEGFR/EGFRホモダイマーを通し
て増殖促進に働いていることが示唆された。 
 ErbB4 による細胞内へのシグナルの伝達に
は、チロシンキナーゼ活性を介した
canonical な情報伝達と ErbB4 の細胞内ドメ
インが核内に輸送されて働く新規な情報伝
達が報告されている。ex vivo システムを用
いて、種々の ErbB4 変異体の効果を解析し、
心臓弁間質細胞での HB-EGF による増殖抑制
には後者のメカニズムが使われていること
を明らかにした。 
 HB-EGF による増殖抑制に関わるシグナル
分子を ex vivo システムを用いて解析し、増
殖促進には MEK-ERK が、増殖抑制では P38 
MAPK が関わっていることを明らかにした。増
殖抑制において、P38 MAPK と EGFR/ErbB4 複
合体がどのように繋がっているのか、これに
ついては今後の問題として残された。 
 HB-EGF による EGFR-ErbB4 ヘテロダイマー
を介した増殖抑制機構をさらに分子レベル
で解析するには、マウス胎児の組織を使用す
る ex vivo システムでは困難である。培養株
細胞にコンディショナルに EGFR-ErbB4 を発
現させるシステムの構築を試み、これに成功
した。またここに HB-EGF を加えて増殖抑制
を再現することが可能となった。今後は、こ
のシステムを用いて、EGFR/ErbB4 複合体がど
のようにして細胞増殖を負に制御しうるの
か、を分子レベルでより詳細に明らかにする。
またこの研究を通じて、増殖促進から抑制に
スイッチを切り替える活性転換因子を明ら
かにしたいと考えている。これによって
HB-EGF の活性転換因子を同定できれば
HB-EGF を高発現した細胞に活性転換因子を
作用させることで癌細胞の増殖を抑制する
という全く新しい治療法の開拓につながる
可能性もあり、癌の新規療法開拓としても大
きな意義がある重要な研究テーマであると
考えている。 
 
(2) 癌-癌間質相互作用におけるHB-EGFの役
割解析に関して： 
子宮頸癌由来ME180細胞と癌組織より分離し
た癌間質繊維芽細胞(CAF)を用いた共培養実
験から、CAF から分泌された HB-EGF が癌細胞
(ME180)の増殖を促進していること、また

ME180 細胞が PDGF を分泌して CAF 細胞の
HB-EGF 合成を誘導していること、を明らかに
している。上記の事実は、癌細胞と癌間質細
胞が極めて密接な相互作用をしながら癌の
悪性化に寄与していることを示唆している。
上記の関係が、細胞増殖だけでなく、癌細胞
の転移にも寄与しているかどうかをマウス
xenograft モデルを用いて検証した。GFP で
標識した ME180 細胞を単独で、あるいは CAF
と一緒に、ヌードマウス皮下に注射し、8-10
週後に転移の有無を解析した。その結果、CAF
と一緒に注射された ME180 細胞では 40%のマ
ウスでリンパ節への転移が認められたのに
対して、ME180 細胞を単独で注射した群では
全く転移は認められなかった。このことから、
CAF は、ME180 細胞の増殖に寄与するだけで
なく、転移の促進にも寄与することが明らか
となった。このことから、子宮頸がんにおい
て、癌細胞と癌間質細胞は、ME180 細胞と CAF
でみとめられたように、HB-EGF と PDGF を相
互に分泌することで、癌の悪性化に働いてい
ることが示唆された。また、本研究により、
これまでマウス皮下移植実験では困難であ
った転移モデル実験がCAFを利用することで
可能となることが示された。 
 
(3) HB-EGF による発がん・悪性化とマイコプ
ラズマ感染との因果関係に関して： 
 マイコプラズマ感染による HB-EGF 誘導機
構を解析し以下のことを明らかにした。i)マ
イコプラズマ感染は Toll 様受容体を介して
NF-κB の活性化を誘導した。ii)NF-κB が
HB-EGF を活性化することが確認された。
iii)TNF-αが卵巣がん細胞の HB-EGF 発現を
亢進することを確認した。これらのことから、
１）卵管を逆行し侵入したマイコプラズマが
上皮組織に感染し、２）その感染が引き金と
なって TNF-αが誘導され、３）発現した TNF-
αが NF-κB 経路を活性化し、４）それによ
って標的遺伝子である HB-EGF の発現を亢進
させ、５）誘導された HB-EGF がオートクラ
イン、パラクラインによって細胞増殖や運動
性を亢進させることでがんの発症・悪性化に
寄与する、というメカニズムが可能性として
示された。上記の作業仮説をヒト卵巣癌由来
培養細胞を用いて解析を進め、今後より詳細
な誘導メカニズムを明らかにしたい。 
 臨床検体を用いた卵巣癌とマイコプラズ
マ感染の相関性解析を行った。外科的手術に
よって得られた卵巣癌組織を用いてマイコ
プラズマ感染の有無を検討したところ、60%
の卵巣癌組織でM.hyorhinisゲノムを検出し
た。また、卵巣癌患者腹水をマイコプラズマ
非感染細胞に添加し、マイコプラズマの増幅
を行った後、培地中よりゲノムを抽出し PCR
により検出したところ、３例中３例で
M.hyorhinis を検出した。 
 マイコプラズマ感染とその他のがんにつ
いて調べた。その結果、卵巣癌細胞株以外に、
乳癌細胞、胃がん細胞でもマイコプラズマ感



染を確認した。 
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