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序　論

　近年食道癌の治療成績は手術、補助療法の洗練化によ

り改善しつつあるが、全国食道癌登録調査報告書によれ

ば、全体の５年生存率は 36.1% で、Stage 別の５年生

存率は Stage 0, I, IIA, IIB, III, IVA はそれぞれ、70.2%, 

64.5%, 51.5%, 34.0%, 19.8%, 13.7% と未だに予後不良

である (1)。現在、高度進行例についてはシスプラチン

＋ 5-Fu の化学療法との放射線併用療法がファーストラ

インであり、高い Complete Response への導入率が報

告されているが（2-11）、長期生存への寄与は明らかで

なく (3-6,8,10-12)、また治療に伴う副作用も数多く経験

され、より有効で、かつ、生体に対して低毒性の補助療

法の出現が待たれている。近年、EGFR スーパーファミ

リーをターゲットとした分子標的治療薬の開発と臨床応

用がなされるに及んで、我々はこれらの分子標的治療薬

を放射線治療の感受性増強剤として臨床応用する目的で

EGFR を標的とした分子標的治療と放射線併用療法のための基盤研究：

食道癌細胞における EGFR の放射線照射による活性化と変異体の検出

浦島哲郎、秋澤　慈、松原久裕、落合武徳
千葉大学大学院医学研究院　先端応用外科学

基盤研究を行っている。

　表 1 に示すように癌腫により EGFR の発現は異なる

が、食道癌での EGFR の関与については　同じ扁平上

皮癌である頭頚部癌に次いで、EGFR の腫瘍での発現率

は 74 から 88% と非常に高いこと（13,14）、頭頚部癌で

は EGFR の発現が治療感受性に関連していることが報告

されていることから (20)、我々は食道癌に対して EGFR

の発現、または活性化を modulate することが有効な癌

治療に結びつくと考えている。

　Schmidt ら は、 頭 頚 部 癌 か ら establish し た cell 

line を用いて、放射線照射直後に EGFR のリン酸化が

enhance されることを報告し、EGFR の活性化が放射

線照射後の細胞の生存に適応的な反応であることを示唆

している (15)。

　このようなストラテジーに立って、EGFR を標的とし

た放射線感受性増強効果が食道癌に対する治療へ応用可

要　旨

（目的）ヒト癌種の中で、食道癌では EGF-EGFR 経路が腫瘍増殖に重要な働きをしていることはよく知られて

いる。近年 EGFR をターゲットとした分子標的治療が臨床応用されつつあり、我々は食道癌に対する集学的治

療への分子標的治療の応用を目指している。今回、EGFR の活性化のメカニズムを明らかにするために、放射

線照射後に誘導される EGFR の活性化を検討し、さらに Glioblastoma で悪性度とも関連して最も頻度が高い

とされている EGFR の splicing variant である EGFR variant III の検出を試みた。

（方法及び結果）ヒト食道癌細胞株 TE2, TE3, TE5, TE8, T.Tn, とヒト頭頚部癌細胞株 A431 を用いた。TE2

と TE8 及び A431 を用いて、EGF 投与、及び X 線照射後の EGFR の活性化をリン酸化された EGFR に対す

る抗体を用いて蛍光免疫組織法、及びウェスタン法で検出した。EGF 暴露後 (100ng/ml, 6h) に A431 では活

性化が増強したが、TE2 と TE8 では増強しなかった。よってこれらの細胞増殖では、外来性の EGF によらず、

オートクラインメカニズムによる EGFR の活性化が示唆された。X 線照射後 (4Gy)、3 者において照射後 1 時

間以内に EGFR のリン酸化が増強された。EGFR variant III の検出は欠失した exon2 から 7 をスパンする形

でプライマーを設定し、RT-PCR 法で検出し、5 例中 3 例から検出された。

（考察）EGFR の活性化は放射線照射後の食道癌細胞の生存に適応的な反応であると考えられ、照射後の EGFR

の抑制が抗腫瘍効果の増強に繋がる可能性がある。さらに食道癌細胞で EGFR variant III が検出されたことは、

この変異が食道癌においても悪性度の獲得において重要な働きをしており、EGFR をターゲットとした分子標

的治療では考慮すべきと考えられた。
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能かを検討する。

　さらに近年、EGFR は種々の変異を伴うことが報告

されており (16-18)、モノクローナル抗体の抗腫瘍療法

を検討する場合、これらの変異を考慮する必要がある。

Glioblastoma での変異が最初に報告され、最も頻度が

高いとされているものが、extracellular segment の一

部にあたる exon2 から 7 を splicing の過程で欠失した

EGFR variant III で (17)、この変異により、リガンド

の結合なく , チロシン残基の autophosphorylation が誘

導され、逸脱した細胞増殖が誘導され (20)、より高い悪

性化を獲得することが報告されている (19)。我々は食道

癌細胞株で EGFR variant III の検出を試みた。

方法と結果

MATERIALS

　食道癌細胞株については東北大学加齢研究所の協力を

得て、16 種の細胞株 (TE1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 

12, 13, 14, 15, そして T.Tn) を入手した。これらはイ

ンキュベーターの中で（5% CO2, 37℃）、DMEM 及び

RPMI1640、15% FCS の培養液を用いて培養された。

1.  Ｘ線照射による EGFR RNA の発現レベル

　食道癌細胞株、TE2, TE6, TE8 及び T.Tn のＸ線照

射前後 (2, 4, 10Gy) の total RNA を抽出し、逆転写酵

素で cDNA に変換後、EGFR の intracellular segment 

exon にプライマーを設定し ( 図 1-A)、RT-PCR 法に

よる RNA の発現レベルの検索を行った。いずれの cell 

line においてもＸ線照射前後での RNA レベルでの発現

の変化はみとめられなかった ( 図 2)。

2.  immunoblotting によるＸ線照射の前後での EGFR

の発現の比較

　 食 道 癌 細 胞 株、TE2, TE6, TE8 及 び T.Tn の Ｘ 線

照射前後 (2, 4, 10Gy) で蛋白を抽出し、各々 40µg を

SDS-PAGE に て 一 次 抗 体 は EGFR の extracellular 

segment を認識する抗体を用いて immunoblotting を

行った。Ｘ線照射前後で EGFR そのものの発現の変化は

認められなかった (figure not shown)。

3.  蛍光免疫色素法によるＸ線照射の前後での活性化型

EGFR の検出

　 リ ン 酸 化 さ れ た EGFR に 対 す る 抗 体 に FITC を

conjugate し た fluorescence を 用 い た immuno- 

fluorescent study を行った。食道癌細胞株 TE2 に X

線４Gy を照射して 15 分後、細胞全体に強いシグナルが

認められた。照射後 1 時間では細胞の balooning も相

俟ってシグナルは減弱していくが、照射後の極めて短時

間のうちに EGFR の活性化が誘導されることが示された

( 図 3)。

4.  immunoblotting によるＸ線照射の前後での活性化

型 EGFR の検出

　食道癌細胞株、TE2, TE6, TE8 及び T.Tn を 80-90% 

confluent な 状 態 で、X 線 照 射 無 試 行 例、 及 び 2Gy

照射したサンプルより蛋白を抽出し、各々 40µg を

SDS-PAGE にて一次抗体は活性化型のリン酸化 EGFR

を認識する抗体を用いて immunoblotting を行った。

　TE2 において、X 線照射により活性化型のリン酸化

EGFR の発現が増強することが示された ( 図 4)。

5.  EGFR variant III の食道癌細胞株での検出

　Glioblastoma での変異が最初に報告され、最も頻度

が高いとされているものが、extracellular segment の

一部にあたる exon2 から 7 を splicing の過程で欠失し

た EGFR variant III であり食道癌細胞株、TE2, TE3, 

TE5, TE8 そして T.Tn でこれらの変異を検索した。

delete した exon2 から 7 をスパンする形でプライマー

を設定し ( 図 1-B)、RT-PCR 法で　変異した RNA の発

現を検索したところ、図 5 に示すように、５例中 3 例か

ら検出され、Glioblastoma のみならず、食道癌におい

ても EGFR variant III が悪性度の獲得において重要な

働きをしていることが示唆された。食道癌の EGFR を標

的とした抗腫瘍療法ではこれらの変異も考慮する必要が

あると考えられた。

考　察

　近年、EGFR を標的とした分子標的治療薬が臨床応

用され、Cetuximab については Phase III のスタディ

で頭頚部癌に対する良好な成績が報告され、現在、大

腸癌、膵臓癌、非小細胞肺癌にも適応拡大されつつあ

る（14,22,23）。基礎的データでは放射線との併用でア

ポトーシスの誘導により、より抗腫瘍効果を発揮する

ことが明らかにされた (24-26)。リン酸化阻害剤である

ZD1839(27) についても非小細胞肺癌では現在セカンド

ラインの化学療法であり、前立腺癌、乳癌へと対象も広

がりつつある。食道扁平上皮癌については　現在、大が

かりなプロトコールスタディとして報告されているもの

はないが、解剖学的、組織学的発生および発ガンのリス

Ⅰ． 重粒子線治療



76 77

クファクターが類似した頭頚部癌と同様に、高いレスポ

ンスが期待される。現在、進行食道癌に対する治療はシ

スプラチン、5-Fu を併用した放射線化学療法が主体で

あるが (2-12)、より効果的な治療法の開発を目的とし

て、これらの分子標的治療薬の有用性を検証するために、

EGFR の放射線照射に伴う修飾、及び変異体の解析を行

っている。

　EGFR スーパーファミリーは　膜貫通型のレセプター

ファミリーであり、EGFR, HER2, HER3, HER4 から構

成され、EGFR のリガンドとしては EGF 及び TGF- 

alpha が明らかにされている。EGFR は extracellular 

segment, transmembrane そして intracellular segment

から構成される、170kD の蛋白質であり、そのシグ

ナル伝達経路は　リガンドの結合により initiate さ

れ、EGFR 同士、及び他のファミリーメンバーとの

dimarization, trimarization を通して、チロシン残基の

リン酸化により活性化される。活性化された EGFR は

MAPK, STAT, PI3K を初めとした candidate を活性化

し、細胞増殖、アポトーシスの抑制、及び腫瘍血管の増

生に至ることが明らかにされている (28)。

　Schmidt らは、頭頚部癌の cell line を用いて、放射

線照射直後に EGFR のリン酸化が enhance されること

を報告し、EGFR の活性化が放射線照射後の細胞の生存

に適応的な反応であるとしたが (15)、我々の検討でも同

様の反応は食道癌細胞株、TE2 において　蛍光免疫色素

法とウェスタンブロッティングで確認された。すなわち、

蛍光免疫色素法では照射後短時間に　細胞膜を中心に細

胞質にもびまん性にリン酸化のシグナルが検出され、ウ

ェスタンブロッティングでも照射に伴い、活性化された

リン酸化型 EGFR の発現が増強することが確認された。

X 線照射の前後で抽出した RNA を用いた RT-PCR では

４つの cell line で EGFR の RNA レベルでの発現は変

化を認めず、また照射の前後で EGFR の発現を比較して

も差がなかったことから、放射線照射は EGFR そのもの

の発現の増強をもたらすのではなく、リン酸化による修

飾により EGFR の活性化を惹起することが明らかとなっ

た。

　これらの結果から、食道癌においても EGFR の活性

化が放射線照射後の細胞の生存に適応的な反応であるこ

とが示唆された。すなわち、食道癌に対する治療として、

放射線療法に EGFR の活性化を modulate する分子標的

治療を併用することは合理的であると考える。

　一方、EGFR は種々の変異を伴うことが報告されて

お り、 そ の 中 で 最 も 精 力 的 に 検 索 さ れ た も の が、

Glioblastoma で の 変 異 が 最 初 に 報 告 さ れ た EGFR 

variant III である。EGFR variant III は extracellular 

segment の一部にあたる exon2 から 7 を splicing の過

程で欠失した splicing variant であり、この変異に伴い、

ligand の結合なく、EGFR の autophosphorylation が

なされることが報告されている（20）。Glioblastoma で

は約 30% の頻度で EGFR variant III は検出され、予

後不良因子であることが報告されており (19)、我々は食

道癌細胞株、TE2, TE3, TE5, TE8 そして T.Tn でこ

れらの変異を検索したところ、５例中 3 例から EGFR 

variant III は検出され、Glioblastoma のみならず、食

道癌においても EGFR variant III が悪性度の獲得にお

いて重要な働きをしていることが示唆された。食道癌の

EGFR を標的とした抗腫瘍療法を行う場合、モノクロー

ナル抗体では EGFR variant III を有する症例に対して

有効性は期待できない。現在、臨床例の解析を進めてい

る段階であるが、分子標的治療薬を臨床応用する場合、

これらの変異も考慮する必要があると考えられた。
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図 2.  Ｘ線照射に伴う EGFR  RNA の発現レベルの変化  

TE2, TE3, TE6, TE8 及び T.Tn のＸ線照射前後 (4Gy) の total RNA を抽出し、RT-PCR 法により、EGFR RNA の

発現レベルの検索を行ったところ、いずれの cell line においてもＸ線照射前後での RNA レベルでの発現の変化はみと

められなかった。

図 1.  EGFRvⅢ : Mutational variant form of EGFR（上 図 1-A,  下 図 1-B）

Ⅰ． 重粒子線治療
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図 3.  蛍光免疫色素法によるＸ線照射の前後での活性化型 EGFR の検出

TE2 に X 線 4Gy を照射して 15 分後、細胞全体に強いシグナルが認められた。照射後 1 時間では細胞の balooning も

相俟ってシグナルは減弱していく。

図 4.  Immunoblotting によるＸ線照射の前後での活性化型 EGFR の検出

TE2 の 80-90% confluent な状態で、X 線照射無試行例、及び 2Gy、10Gy を照射したサンプルより蛋白を抽出し、各々

40µg を SDS-PAGE にて一次抗体は活性化型のリン酸化 EGFR を認識する抗体を用いて immunoblotting を行ったと

ころ、10 Gy の照射後、活性化型のリン酸化 EGFR の発現が増強することが示された。

Ⅰ． 重粒子線治療
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図 5. EGFR variant III の食道癌細胞株での検出

　delete した exon2 から 7 をスパンする形でプライマーを設定し ( 図 1-B)、RT-PCR 法で変異した RNA の発現

を検索したところ、図 5 に示すように、truncate した splicing variant (size: 190 bp) が５例中 3 例から検出された。

（NC : negative control）

表 1.　Frequencies of EGFR Expression in Various Type of Cancer

Ⅰ． 重粒子線治療
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