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【研究成果】
＜背景＞

ヘパリン結合性上皮系増殖因子様増殖因子（Heparin-
binding epidermal growth factor-like growth factor、HB-
EGF）は、既に固形腫瘍の治療標的となっている上皮系
増殖因子受容体（ErbB）ファミリーのリガンドである。
当科ではこれまでに、HB-EGF が卵巣癌、乳癌、胃癌の
新たな治療表的分子であることを報告してきた。また、
HB-EGF の選択的阻害薬である cross reacting material 197

（CRM197）は卵巣癌、乳癌、胃癌の増殖を著明に抑制
することが分かっている。HB-EGF はジフテリア毒素の
受容体であり、ジフテリア毒素の弱毒化タンパク質であ
る CRM197 は毒性が低くかつ HB-EGF と結合すること
でその増殖能を阻害することができる。HB-EGF は膜型
タンパクとして合成され、細胞膜よりプロテアーゼによ
り切断され増殖因子として遊離するが、CRM197 は HB-
EGF の切断を阻害し、また遊離型に結合することでチ
ロシンキナーゼ型受容体である ErbB ファミリーヘのシ
グナル伝達を阻害することができる。文部科学省がんト
ランスレーショナル・リサーチ事業および橋渡し研究事
業の業務の委託を受け、福岡大学病院で CRM197 によ
る「治癒不能な進行・再発卵巣癌を対象とした第 I 相臨
床試験」を福岡大学病院で医師主導型治験として終了し
た。現在は五施設での第 II 相臨床試験が進行中である。

当科では既に卵巣癌、乳癌、胃癌における HB-EGF
の発現が亢進していることを報告していきた。HB-EGF
は元来マクロファージが腫瘍壊死因子 α（Tumor necrosis 
factor-α、TNF-α）のシグナルを受けることにより転写が
亢進し、炎症反応における重要な遺伝子としてクローニ
ングされ、重要な遺伝子あることが報告されており、そ
の発現は炎症に関連する各種病態や抗癌剤投与により反
応性に亢進することで防御因子として働くことが示唆さ

れている。また、当科における患者血清の解析において
も、個体ならびに病態や治療の有無により血中濃度に差
を認める。このため、HB-EGF の発現機構を解明するこ
とは、癌の防御機構を解明することと同義であり、HB-
EGF の転写が亢進しやすい遺伝子プロファイルを明ら
かにすることは、HB-EGF を標的とした癌分子標的治療
の感受性診断に重要であり、また新たな標的分子の発見
につながる。そこで本研究では、HB-EGF の発現制御に
関わる因子または HB-EGF によって制御される因子に
ついて検索・同定を行った。

＜スクリーニング＞
スクリーニングは乳癌細胞株である MDA-MB-231 を

用いて in vitro モデルを作製し行った。HB-EGF は立体
構造を形成する上で必須の分子であることは既に報告が
あり、細胞株を二次元培養から三次元培養に培養条件を
変更することで、HB-EGF の発現が顕著に変化すること
が分かっている。そこで、Matrigel （Becton Deckinson 社）
と免疫不全マウスである NOD/SCID マウスの皮下に細
胞株を作製した Xenograft モデルを作製し、発現アレイ
により網羅的な mRNA の発現を、Comparative genomic 
hybridization（CGH）アレイで DNA コピー数が変動し
ている遺伝子を探索した。発現アレイにより血管新生に
関わる遺伝子が三次元培養下では発現が亢進すること
が、CGH アレイより三つの核内タンパク質のコピー数
が増加していることが分かった。

＜ HB-EGFの血管新生に関わる遺伝子の制御＞
発現アレイの結果から、三次元培養条件で 7 倍以上発

現が亢進した 11 遺伝子のうち、血管新生に関わる血管
内皮細胞増殖因子 A（vascular endothelial growth factor A、
VEGFA）とアンジオポエチン様タンパク 4（Angiopoietin-
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like 4、ANGPTL4）遺伝子を同定した。これらは血管新
生を促進する因子であり、血管新生のマスター遺伝子で
ある VEGF 受容体は既に確立された固形腫瘍の治療標
的分子である。そこで VEGF のリガンドである VEGFA
と今回アレイにより候補として挙げられた ANGPTL-4、
この他に血管新生に寄与する Angiogenin（ANG）の発
現解析を行った。real-time polymerase chain reaction （PCR）
法 お よ び Enzyme-linked Immunosorbent Assay（ELISA）
法により、MDA-MB-231 細胞の三次元培養条件では細
胞内および上清中の VEGFA、ANGPTL-4 の mRNA 発現
およびタンパク質濃度が亢進していることを確認した。
そこで small interference RNA（siRNA）法により、HB-
EGF、VEGFA、ANGPTL4、ANG に加え、これらの血管
新生因子の転写を制御する HIF1-α を抑制し、それぞれ
の発現解析を行った。その結果、HB-EGF を抑制すると
VEGFA、ANGPTL-4、ANG、HIF1-α の 発 現 が 低 下 し、
HIF1-α を抑制すると VEGFA、ANGPTL-4、ANG の発現
が低下したが、VEGFA、ANGPTL-4 および ANG の抑
制ではそれら自身以外の遺伝子発現の抑制はなかった。
また、VEGFA、ANGPTL-4 の発現を制御するもう一つ
のこれらの結果からこの遺伝子の転写を制御するもう
一つの遺伝子である NF-κB のインヒビターを用いると、
VEGFA、ANGPTL-4 の発現は低下するものの、HB-EGF
の発現には変化がなかった。これらの結果から、HB-
EGF は VEGFA、ANGPTL-4 および ANG の発現を制御
する、より上流のシグナル伝達分子であることが示唆さ
れた。

次にこれらの因子が癌の造腫瘍能や血管新生にど
のように寄与するかを検討した。HB-EGF、VEGFA、
ANGPTL-4 の short hairpin RNA（shRNA）発現ベクター
を作製し、レトロウイルスベクターを用いた遺伝子導入
により発現させた。薬剤選択を行った後、限外希釈によ
る単クローン化を行い、発現が抑制されていることを確
認できたクローンを以下の検討に用いた。これらの細胞
株を NOD/SCID マウスの皮下に移植し、腫瘍を形成さ
せた xenograft モデルでの検討では、コントロールと比
較し、shVEGFA および shANGPTL-4 細胞株では増腫瘍
能が抑制され、これらと比較しても shHB-EGF 細胞株で
はより増腫瘍能が抑制されていることが分かった。この
shHB-EGF 細胞で形成させた腫瘍における各遺伝子の発
現を蛍光免疫染色法で解析すると、VEGFA、ANGPTL-4
の発現も低下していた。さらに、血管新生への寄与を直
接評価するために、ヒト臍帯静脈内皮細胞株（HUVEC
細胞）を用いて管腔形成試験（tube formation assay）を行っ
た。Recombinant human（rh）HB-EGF、rhVEGFA を 上
清中に投与すると、コントロールと比較し HUVEC 細胞
は管状構造を形成した。これらの結果から、VEGFA や
ANGPTL-4 より上流のシグナル分子である HB-EGF は
それ自身が持つ増殖能に加え、血管新生を促すことで増

腫瘍能に関わることが分かった。
最後に臨床検体での解析を行った。九州大学病院で

治療が行われた乳癌患者の手術時に得られた組織検
体を用いて、HB-EGF と VEGFA および ANGPTL-4 の
発 現 を real-time PCR 法 に て 測 定 し た。VEGFA お よ
び ANGPTL-4 は HB-EGF とそれぞれ正の相関を認め
た（スピアマンの順位相関係数、VEGFA、r = 0.772；
ANGPTL-4、r = 0.449）。また、予後の検討については
VEGFA、ANGPTL-4 ともに発現の高い患者で生存期間
が長いことが分かった（Log rank 検定、VEGFA、p = 0.014；
ANGPTL-4、p = 0.043）。これらの結果から HB-EGF は
血管新生因子の発現を制御し、癌の増殖に寄与すること
が解明された。

＜翻訳調節因子による HB-EGFの制御＞
先に述べた通り、HB-EGF の発現が亢進している三

次元培養条件下でコピー数の変動を来す遺伝子を抽出
するために、MDA-MB-231 細胞を用いて、二次元培
養と Matrigel 培養と xenograft モデルの CGH アレイに
よる比較を行った。このうち、三次元培養環境下では
exon junction complex Y14（Y14、RNA binding motif 8A 
[RBM8A]）ほか 2 つの核内タンパク質の遺伝子が増幅し
ていることが分かった。Real time PCR 法により RBM8A
の発現が三次元培養で増幅していることを確認し、これ
について解析を進めた。RBM8A は mago-nashi homolog

（MAGOH）や partner of Y14-mago（PYM）と共に exon 
junction complex を構成するタンパク質であり、mRNA
の転写後調節、特に核外輸送から翻訳制御を行っている
タンパク質である。線虫などにも存在する保存性の高い
遺伝子であるため、種々の遺伝子の転写後発現制御や
翻訳調節を担うものと考えられたが、MDA-MB-231 細
胞を用いて siRNA 法で Y14、MAGOH、PYM に加え翻
訳やスプライシングに関わる Eukaryotic initiation factor 
4A-III （EIF4AIII）の発現を抑制し、ELISA 法で上清中
の EGF ファミリーの濃度を検討した。驚くべきこと
に、いいずれの siRNA を導入した細胞株でも、HB-EGF
の濃度のみが特異的に低下しており、Amphiregulin や
Transforming growth factor-α の濃度は変化しないか増加
していた。RBM8A はスプライシングに関わる遺伝子
であり、mRNA の構造変化について解析した。スプラ
イシングを受けた後の HB-EGF の mRNA が増幅できる
プライマーを用いて RBM8A の発現を siRNA 法で抑制
し た MDA-MB-231 の total RNA を Reverse transcription-
PCR 法で増幅した。コントロールと比較し、HB-EGF の
全長は増幅されず、より短い DNA フラグメントが増幅
された。これらの塩基配列をサブクローニングし、サイ
クルシーケンス法で確認すると、エキソンスキッピング
を起こした HB-EGF の配列であることが分かった。こ
れらの結果から、乳癌細胞株において RBM8A は EGF
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ファミリーの中で特異的に HB-EGF の翻訳調節を変化
させていることが示唆された。

RBM8A による HB-EGF の発現制御が癌増殖へどのよ
うな影響を及ぼすかを検討する為に、shRNA 法により
RBM8A を発現抑制させた MDA-MB-231 細胞（HB-EGF
高発現細胞株）と RBM8A を過剰発現させた BT20 細胞

（HB-EGF 低発現乳癌細胞株）を用いて NOD/SCID マウ
スにおける造腫瘍能を検討した。その結果、shHB-EGF
細胞では著明に造腫瘍能の低下を来たし、shRBM8A 細
胞でも、shHB-EGF 細胞ほどではないものの、コントロー
ルと比較し造腫瘍能の低下を認めた。RBM8A の過剰発
現細胞株では、HB-EGF 過剰発現細胞ほどではないが、
コントロールと比較し有意な造腫瘍能の亢進を認めた。
これらの結果から、RBM8A は HB-EGF の発現調節、特
に翻訳調節において、寄与し、癌の増殖に寄与する因子
であることが示唆された。

生体内で RBM8A を含む exon junction complex がどの
ような遺伝子の mRNA のプロセシングに寄与している
か、また、実際に HB-EGF を特異的に制御しているか
という検討が現在進行中である。また、臨床検体を用い
た解析も行う予定である。

＜血液中 micro RNAの検討＞
近年、エクソソームと呼ばれる細胞外輸送機構が注目

を集めている。旧来細胞内からのタンパク質や核酸の排
泄を担うとされていたエクソソームは、膜表面にレセプ
ターや抗体を持ち、内部には種々のシグナル伝達物質を
含むタンパク質や核酸を含んでおり、細胞間情報伝達
に寄与することが明らかとなった。このうち micro RNA
と呼ばれる 20 塩基前後の non-coding small RNA は RNA
であるにもかかわらず、エクソソーム内では非常に安定
した構造となっており、即ち安定した状態で血液中に存
在する。このため、新たな疾患マーカーとしての有用性
が示唆されている。癌においては未だ多くの報告はない
が、転移や浸潤における腫瘍細胞の生着や前癌病変の悪
性転換に関わっているとされている。そこで、本研究で
はマイクロアレイによるスクリーニングを福岡大学病院
で行われた HB-EGF の選択的阻害薬である CRM197 を
投与した「難治性・再発卵巣癌患者を対象とした第 I 相
臨床試験」の患者検体を用いて行い、CRM197 の感受
性となり得る血中マーカーを探索することとした。ま
た、初発卵巣癌患者の血清の検討も行い、予後に関わる
micro RNA を同定することで新たなマーカーや標的分子
を探索することとした。

CRM197 を投与された患者 11 例中、血清を取得でき
た 10 例で検討を行った。10 例のうち CRM197 を投与す
ることにより血液中の HB-EGF の濃度が低下した患者
は 5 例であり、このうち「効果有りまたは不変」と判定
された症例が 3 例、「効果なし」と判定された症例が 2

例であった。これらの比較により、5 種類の発現が変動
している micro RNA を同定した（miR-574-5p、miR-483-
5p、miR-4298、miR-3610、miR-1207-5p）。これらのうち
HB-EGF が元来低く、治療前後で変動しない患者で、2
種類の micro RNA が同様に変動していた（miR-483-5p、
miR-4298）。また、HB-EGF が低下した 5 例の投与前
後の比較で、元々発現が高くかつ CRM197 投与後に発
現が減少した micro RNA は 3 種類であった（miR-92a、
miR-1281、miR-486-5p）。予後と投与前後の比較で抽出
した際の micro RNA 二群間に共通するものはなかった。

一方で初発卵巣癌患者の血清の比較を行った。初回手
術後半年以内に再発した予後不良群 6 例と同期間に再発
のない 6 例の比較にて、3 種類の micro RNA の発現に差
を認めた（miR-1207-5p、miR-630、miR-135a）。これら
を別の 98 例の初発卵巣癌患者の血清で real-time PCR 法
で解析すると、miR-135a が有意に予後不良群で低下し
ていることが分かった。さらに、子宮筋腫などの正常卵
巣患者や良性卵巣腫瘍患者の血清と比較しても、miR-
135a は悪性度の高い卵巣癌患者で低下していることが
示された。卵巣癌の予後に最も寄与する因子の一つにプ
ラチナ製剤への感受性が挙げられる。このため、細胞株
SK-OV-3 と OVCAR-3 に miR-135a 過剰発現させて、代
表的なプラチナ製剤であるシスプラチンを用いた細胞生
存試験を行ったところ、miR-135a 過剰発現細胞株では
シスプラチン感受性が亢進した。このことから、悪性
の高い癌を持つ担癌患者の血清中では miR-135a の発現
が低下しており、予後のマーカーとなる可能性と miR-
135a の補充によりプラチナ感受性を変化させることが
でき、新たな治療戦略の可能性となることが示唆された。

＜総括と今後の展望＞
今回の検討により HB-EGF を制御する遺伝子または

HB-EGF により発現制御を受ける遺伝子群を同定した。
血管新生を抑制すると癌の増殖を抑制することは既報
により多数報告があり、これに基づき抗 VEGFR 抗体を
基とした分子標的治療はすでに確立され、臨床におい
て使用されている。今回の検討で、HB-EGF は血管新生
を制御する遺伝子群の発現をより上流で制御している
ことが新たに分かったため、HB-EGF のシグナル伝達を
CRM197 で抑制することは、癌の増殖をより効果的に抑
制することができると考えられる。

ま た、DNA の 構 造 異 常 を 解 析 し、 得 ら れ た デ ー
タ か ら RBM8A と exon junction complex を 構 成 す る
MAGOH、PMY は HB-EGF の発現を特異的にしている
ことが同定できた。癌において HB-EGF の発現を調節
する因子が機能・発現していることは、炎症や抗癌剤
暴露により HB-EGF の発現を亢進しやすく、癌の防御
機構に関わることが考えられ、発現が亢進した HB-EGF
を選択的阻害薬である CRM197 で抑制することは抗癌
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剤と CRM197 の感受性を高める結果となると考えられ
る。今回の検討とは別に、レポーターアッセイを用いた
検討により、癌における HB-EGF の転写因子である SP1
や NRF2 などのいくつかの転写因子群も同定しており、
癌での HB-EGF 制御遺伝子の発現プロファイルを評価
することで、抗癌剤および CRM197 を併用した際の感
受性のマーカーとなりうる。SP1 は創傷治癒または受
精卵の着床に、NRF2 は低酸素や脂質代謝に関わる遺伝
子であることがされており、今回同定したものも含め、
HB-EGF に関連する遺伝子群のシグナルカスケードを解
明することにより、HB-EGF は卵巣癌、乳癌、胃癌の確
かな治療標的分子であるため、新たな治療標的が同定で
きる。

癌における分子標的治療は、癌の混沌とした性靴学的
特性と遺伝子発現制御に挑むものであり、症例の選択は
必須であると考えられ、新たな分子標的治療と併せて感
受性診断薬を確立していくことが不可欠であると考えて
いる。今回の検討では、HB-EGF の選択的阻害薬である
CRM197 の感受性診断薬の確立までには至らなかったも
のの、候補として挙げられた遺伝子群では実際に癌の予
後に関わることを示しており、今後の検討により感受性
診断薬の確立を目指してく。
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