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研究成果の概要（和文）：子宮内膜癌における抗 EGFR 抗体療法は、KRAS 変異子宮内膜癌
において無効である。KRAS 変異の下流にて活性化される主要シグナル経路として NFkB 経路
をターゲットとすることで抗腫瘍効果を示す可能性がある。 

 
研究成果の概要（英文）：We have demonstrated in the experiment that anti-EGFR therapy 

against KRAS-mutated endometrial cancer does not show anti-tumor activity. To target 
NFkB, the dominant effecter pathway activated downstream of KRAS mutation, seems to 
be effective strategy to treat KRAS-mutated endometrial cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
多数の癌において epidarmal growth 

factor receptor（EGFR）の過剰発現、遺伝
子変異が報告されており、その下流で活性化
される様々なシグナル伝達経路が発癌、腫瘍
増殖、治療抵抗性に関与している。近年の分
子標的治療の研究開発により EGFR をター
ゲットとした治療戦略が肺癌、大腸癌、頭頸
部癌において臨床応用され、良好な成績を上
げている。EGFR の下流で活性化する一つの
経路としてRAS signalingが知られているが、
2008-2009 年にかけて KRAS 変異大腸癌は
抗 EGFR 抗体療法に抵抗性を示すことが大
規模臨床研究にて相次いで報告された

（ Karapetis CS et al.N Engl J Med 
2008;359:1757-1765）。これは数ある EGFR
の effectorの中でEGFR-RAS signalingが治
療成績に影響しうるほど重要な pathway で
あることを示しており、大腸癌治療における
KRAS 変異解析が大きくクローズアップさ
れている。 
一方、子宮内膜癌においても EGFR の過剰

発現は 50-70％と高頻度に認められており、
抗 EGFR 抗体の臨床応用に期待が高まって
いる。子宮内膜癌では約 20％に KRAS 変異
を認め、 in vitro 実験系にて活性型変異
KRAS を有する内膜癌細胞株において抗
EGFR 療法に抵抗性を示すことが示唆され
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て い る (Kato K et al.Eur J Cancer 
1998;34:737)が、その活性型変異 KRAS に惹
起される責任経路は明らかにされていない。 

我々はこれまでに単離した子宮内膜腺上
皮細胞を HPVE6，E7 および telomerase を
導入することで不死化し（EM-E6/E7/TERT, 
Kyo S et al. Am J 
Pathol2003;163:2259-2269）、さらに活性型
変異 KRAS をレトロウイルス導入すること
で足場非依存性増殖能、腫瘍形成能を獲得し
た in vitro KRAS 変異子宮内膜癌モデル
（EM-E6/E7/TERT/KRAS, Mizumoto Y et 
al. Oncogene2006;25:5673-5682）を作成し
てきた。このモデルは正常核型を有しており、
染色体異常による修飾を考慮せずに変異型
KRAS の下流シグナル解析をすることが可
能 で あ る 。 本 研 究 の 準 備 段 階 と し て
EM-E6/E7/TERT/KRAS に お い て
NFkappaB pathway が恒常的に活性化して
おり癌形質維持に重要な役割を示している
ことを証明している。また同細胞において
RAS-ERK pathway の活性化が確認してい
るが、生存シグナルを誘導し、アポトーシス
回 避 に 関 与 す る と さ れ る PI3K-AKT 
pathway は活性化していないことを確認し
ている。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、我々の構築した in vitro 

KRAS 変異子宮内膜癌モデルを用いて活性
型変異 KRAS により惹起される、抗 EGFR
抗体の抗腫瘍効果に関与する候補シグナル
伝達経路として NFkappaB pathway を評価
し、KRAS 変異子宮内膜癌に対する新たな治
療戦略を提示することである。 

 
３．研究の方法 
in vitro KRAS 変異子宮内膜癌モデルの構

築とその effector pathway の同定 
臨床検体より摘出した子宮内膜組織をコ

ラゲナーゼにて消化し、顕微鏡下に上皮細胞
にて構成される腺管をピックアップし単離
し、Rb/p16 と p53 の関与する premature 
senescence およびテロメア長短縮に起因す
る replicative senescence を乗り越えるため
に Human Pappilloma virus(HPV)16 E6/E7
お よ び human telomerase reverse 
transcriptase (hTERT)をレトロウイルスベ
ク タ ー 導 入 し 不 死 化 子 宮 内 膜 上 皮
（EM-E6/E7/TERT）を樹立。これを背景細
胞としてさらに活性型変異 KRAS をレトロ
ウイルス導入し、足場非依存性増殖能・ヌー
ドマウス腫瘍形成能を獲得した in vitro 
KRAS 変異子宮内膜癌モデルを作成する。染
色体解析にて正常核型を有していることを
す で に 確 認 す る 。 背 景 細 胞 で あ る
EM-E6/E7/TERT と比較することで活性型

変異 KRAS の下流で RAS-ERK pathway の
活性化をリン酸化 Erk 発現量にて確認する。
また EMSA(Electrohoretic Mobility Shift 
Assay)にて DNA の kappaB 応答配列との結
合能亢進および Luciferase assay にて
NFkappaB の転写活性化を確認する。また生
理的条件下で Ras の下流シグナルである
PI3K-AKT 経路は活性化していないことも
リン酸化 AKT 抗体を用いたウェスタンブロ
ットにて確認する。 
子宮内膜癌細胞株における KRAS 変異の

有無による抗 EGFR 抗体の反応性の違いを
評価 
これまでに 6種類の子宮内膜癌細胞株を入

手済みで、さらに 7 種類入手予定である。す
べての癌細胞株において KRAS 変異の有無
を確認する。細胞株における KRAS 変異の有
無による抗 EGFR 抗体（cetuximb 使用予定）
の反応性を IC50 にて算出し、一定の傾向
（KRAS 変異株で IC50 高値が予想される）
を示すか評価する。また、KRAS 変異子宮内
膜癌細胞株における KRAS 抑制、あるいは
KRAS 野生型子宮内膜癌細胞株に活性型変
異 KRAS を導入した際の IC50 の変化を観察
する。レトロウイルスベクターによる遺伝子
導入は、研究協力者がすでにシステムを確立
しており、協力体制も確立済みである。 
野生型 KRAS 存在下における抗 EGFR 抗

体による NFkappaB 活性の低下を証明 
NF-kappaB は炎症により誘導される転写

因子として研究が進んできたが、近年、多く
の癌において、NF-kappaB 制御の異常によ
る 活 性 化 が 、 cell proliferation や cell 
survival signalを介して発癌や治療抵抗性へ
関与するとの報告が蓄積されている。EGFR 
signal の下流でおこる NFkappaB 活性化を
抑制しアポトーシスを誘導することで抗
EGFR 抗体（cetuximab）の抗腫瘍作用メカ
ニズムの一部は説明されている(Sclabas GM 
et al.J Gastrointest Surg2003;7:37-43)。 

WT-KRAS を有する EM-E6/E7/TERT 細
胞を抗 EGFR 抗体にて処理した際に、
NFkappaB 活性が低下することを、Gel shift 
assay および Luciferase reporter assay にて
確認する。 

EM-E6/E7/TERT/KRAS 細 胞 の
NFkappaB 抑制による細胞増殖抑制効果と
抗 EGFR 抗体併用時の増殖抑制効果の変化
を評価 
すでに EM-E6/E7/TERT/KRAS 細胞にお

いて NFkappaB が恒常的に活性化している
ことは準備段階にて確認済みである。
NFkappaB は抑制因子である IκBαと結合し
不活化状態で細胞質に存在するが、上流から
のリン酸化シグナルにて IκBα がリン酸化す
るとプロテオソームにより分解され、遊離し
た NFkappaB が核内に移行し Target 遺伝子



 

 

のプロモーター領域に結合することで転写
を制御している。NFkappaB の抑制にはリン
酸化部位に変異のある Super Repressor 
IκBα(SR-IκBα) を 用 い る 予 定 で あ る 。
EM-E6/E7/TERT/KRAS に SR-IκBα を導入
し cetuximab による抗腫瘍効果の変化を観
察する。NFkappaB が責任経路であれば抗腫
瘍 効 果 の 増 強 が 期 待 さ れ る 。 ま た
EM-E6/E7/TERT 細胞に IκBα に対する
siRNA を導入し、NFkappaB を特異的に活
性化し、抗 EGFR 抗体の抗腫瘍効果の低下を
確認する。 

KRAS 変異子宮内膜癌細胞株における
NFkappaB 抑制による抗 EGFR 抗体作用の
再現実験 

In vitro KRAS 変異子宮内膜癌モデルにて
NFkappaB が責任経路であることが確認さ
れた場合は、さらに KRAS 変異子宮内膜癌細
胞株（HEC1A 細胞、活性型 KRAS 導入
Ishikawa 細胞）における NFkappaB 抑制実
験を行い、抗 EGFR 抗体の抗腫瘍効果増強の
再現性を評価する。 

In vivo における NFkappaB 抑制による抗
EGFR 抗 体 の 抗 腫 瘍 効 果 増 強 を 評 価
Ishikawa 細胞および KRAS 導入 Ishikawa
細胞をヌードマウス皮下に移植し、腫瘍形成
を確認したのちに cetuximab+/-NFkappaB 
inhibitor にて in vivo における抗腫瘍効果を
評価する。Cetuximab はマウス尾静脈より投
与、NFkappaB 抑制としては aterocollagen
および NFkappaB の構成サブユニットであ
る p65 に対する siRNA を用いて局所投与お
よび全身投与による抑制方法を検討してい
る。 

NFkappaB 経路が cetuximab 感受性に影
響していなかった場合 
第一の候補である NFkappaB 経路が

cetuximab感受性に影響していなかった場合
は、RAS-ERK 経路を第二の候補経路とし、
抑制による抗 EGFR 抗体感受性変化の検討
を進める。また EM-E6/E7/TERT および
EM-E6/E7/TERT/KRAS の抗 EGFR 抗体処
理前後に誘導される遺伝子を microarray 解
析し、第三の候補分子を抽出する。 

 
４．研究成果 
子宮内膜癌における癌遺伝子 KRAS の変

異は 20％前後に認められる。EGFR を介し
たシグナル伝達系が各種癌の治療戦略の中
心となってきており、抗 EGFR 抗体はすでに
実地臨床にて使用されている。将来的に子宮
内膜癌における抗 EGFR 抗体を用いた治療
戦略を検討する際、KRAS 変異子宮内膜癌は
抗 EGFR 抗体抵抗性を示す可能性がある。本
研究は、KRAS 変異の下流の責任因子を抑制
することで、KRAS 変異子宮内膜癌に対する
抗 EGFR 抗体の感受性を増強する可能性を

検討する基礎的研究である。これまでの研究
により我々は NFkB が責任因子であると仮
説を立て、実験を計画している。 

これまでに入手した子宮内膜癌細胞株に
おける KRAS 遺伝子変異の有無を確認した。
KRAS 変異の有無による抗 EGFR 抗体によ
る増殖抑制効果を In vitro 実験系にて確認し
たところ、変異株において有意に増殖抑制効
果が低いことが示された。 

KRAS 変異により活性化するシグナル伝
達系の中で NFkB 経路が責任経路であると
の仮定を証明するため、正常子宮内膜腺上皮
細胞に遺伝子導入することで作成した in 
vitro モデル細胞（EM-E6/E7/TERT 及び
EM-E6/E7/TERT/KRAS）の比較を行った。
KRAS 変異モデルにおいて有意に NFkB の
kB responsive element への結合能および転
写活性が高いことが示された。KRAS 変異モ
デルにおいて活性化している NFkB を抑制
すべく、抑制因子である変異型 IkB(SR-IkB)
を EM-E6/E7/TERT/KRAS にレトロウイル
スベクター導入し、その表現形を評価したと
ころ EM-E6/E7/TERT/KRAS の足場非依存
性増殖能、ヌードマウス腫瘍形成能消失が確
認された。 
 
以上より NFkB は KRAS 変異の下流で活性
化され、癌形質の根幹に関与する強力な
effector pathway であると考えられ、これを
ターゲットとした治療が有効性を示す可能
性が示唆された。また NFkB を抑制すること
で足場非依存性増殖能、腫瘍形成能などが消
失しており、NFkB 抑制と抗 EGFR 抗体との
併用による抗腫瘍効果の増強を評価するた
めの in vivo 実験系が不成立となったため、
中止した。 
今後は野生型 KRAS 子宮内膜癌における
NFkB の関与および、抗 EGFR 抗体療法との
併用療法の可能性を明らかにしていきたい。 
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