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（EMT）の検討

文 田 壮 一 岡 本 勇 岡 本 邦 男 岡 本 渉 中 川 和 彦

近畿大学医学部内科学教室（腫瘍内科部門)

抄 録

ゲフィチニブは選択的EGFRチロシンキナーゼ阻害剤（EGFR-TKI）であり，非小細胞肺癌においてEGFR遺

伝子変異を有する症例では非常に高い奏効率を示すと報告されている．しかし，EGFR-TKIの耐性化が問題とな

っており，この耐性機序としてEGFR遺伝子の二次変異（T790M）やc-METの増幅，HGF刺激など，細胞質内

シグナルの賦活化によるものが報告されている．一方，非小細胞肺癌細胞株において，間葉型を示す細胞は上皮型

のものに比べEGFR-TKI感受性が低いことが報告され，EGFR-TKI感受性と上皮間葉移行（EMT）の関連が示

唆されている．本研究では，EGFR遺伝子変異陽性の非小細胞肺癌細胞株でゲフィチニブ感受性であるHCC827

と，c-METの遺伝子増幅によりゲフィチニブ耐性となったHCC827GR5，HCC827GR6とHGF産生によりゲフィ

チニブ耐性となったHCC827HGF1，HCC827HGF2を比較し，細胞形態を検討した．この結果，HCC827と

HCC827GR5，HCC827GR6では上皮型の細胞形態を示したのに対し，HCC827HGF1及びHCC827HGF2では間

葉型の細胞形態を示した．次に，HCC827HGF1及びHCC827HGF2はHCC827及びHCC827GR5，HCC827GR6

と比較し，E-cadherinの低発現とvimentinの高発現を認めた．さらに，EMT PCR arrayでHCC827HGF1は

HCC827と比べZEB1，ZEB2のmRNAレベルの高発現を認めた．加えて，がん浸潤アッセイでHCC827HGF1は

HCC827及びHCC827GR5と比較し，遊走能及び浸潤能ともに機能亢進を認めた．この結果から，EGFR-TKIに

対しHGF産生によりゲフィチニブ耐性となったHCC827HGF株はEMTを起こしていることが示された．この

ことから，耐性獲得におけるc-METの遺伝子増幅とHGF産生ではEMT変化に違いがあることが示唆された．
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緒 言

非小細胞肺癌において，上皮成長因子受容体

（epidermal growth factor receptor；EGFR）キナ

ーゼドメイン部分の遺伝子変異はEGFRシグナル

の恒常的な賦活化が起こる．このため，EGFR遺伝

子変異を有する非小細胞肺癌では，ゲフィチニブな

どのEGFRチロシンキナーゼ阻害剤（tyrosine
 

kinase inhibitor；TKI）によりEGFRシグナルを

抑制することで高い抗腫瘍効果を示す ．しかし，

EGFR遺伝子変異を有する非小細胞肺癌において

も，EGFR-TKI治療当初から効果の得られない症

例も存在し，またEGFR-TKI奏効例においてもそ

のほとんどは耐性を獲得する．EGFR遺伝子変異を

有する非小細胞肺癌株におけるEGFR-TKI耐性の

機序としては，T790MなどのEGFRの二次変異や

c-METの遺伝子増幅が報告されている ．加えて，

c-METのリガンドであるHGF（hepatocyte
 

growth factor/scatter factor) がc-METの細胞

質内シグナルを賦活化しEGFR-TKI耐性となるこ

とが報告されている ．

HGFは肝細胞の細胞分裂促進タンパク質で同定

されたもの である．HGF及びc-METは，ヒトの

肺癌，中皮腫，脳腫瘍などで発現することが報告さ

れている ．HGFは腫瘍細胞もしくは周囲の間質

細胞より分泌され，腫瘍細胞もしくは間質細胞の成

長因子として作用する ．また，MDCK（イヌ正常

腎）細胞株 やヒト肝細胞癌細胞株 ，非小細胞肺癌

細胞株 ，乳癌細胞株 ，前立腺癌細胞株 などへ

HGFが暴露されると，細胞間接着が疎となり（scat-
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tering），上皮様の紡錘形の形態から楕円形状の細胞

（round cell）へと細胞形態学的変化，すなわち上皮

間葉移行（epithelial to mesenchymal transition；

EMT）を起こすと報告されている ．細胞形態以

外に，上皮型の細胞に多く発現するE-cadherinや，

間葉型の細胞に多く発現するvimentinなどの細胞

間接着因子の変化でもEMTを確認した報告があ

る ．

一方，EGFR-TKI感受性とEMTについて，E-

cadherinの低発現とvimentinの高発現である間葉

型の細胞株は，E-cadherinの高発現とvimentinの

低発現である上皮型の細胞株と比較し，EGFR-TKI

の感受性が低いことが示されている ．

今回我々はこのEGFR-TKI感受性の変化と

EMTの関連について，ゲフィチニブ感受性株であ

るHCC827と，c-MET遺伝子増幅によりゲフィチ

ニ ブ 耐 性 と な っ た H C C 8 2 7 G R 5及 び

HCC827GR6，HGF産生によりゲフィチニブ耐性と

なったHCC827HGF1及びHCC827HGF2を用い

て，細胞形態，ウエスタンブロット法による細胞間

接着因子の蛋白発現，RT-PCRによるmRNA発現

状況，がん浸潤アッセイを用いてEMTを評価した．

方 法

細胞株

EGFR遺伝子変異（exon19欠失；E746 A750）を

有する非小細胞肺癌細胞株でゲフィチニブ感受性が

報告 されているHCC827は，ATCC（America
 

Type Culture Collection）より購入した．

HCC827GR5及びHCC827GR6は，既知の報告 で

樹立された株をJanne PAのご厚意により提供を受

けた．HCC827HGF1及びHCC827HGF2は我々が

樹立した細胞株である ．HCC827は10％ fetal
 

bovine serum（FBS）を添加したRPMI-1640

（Sigma Chemical Co,St.Louis,Missouri,USA）

培養液中で，HCC827GR5及びHCC827GR6は10％

FBS添加RPMI-1640にゲフィチニブ1 mol/Lを

添 加 し た 培 養 液 中 で，HCC827HGF1及 び

HCC827HGF2は10％ FBS添加RPMI-1640に

hygromycin 500 g/mlを添加した培養液中で，５

％ CO インキュベーターにて37℃の条件下にて培

養した．

薬品

gefitinib及びhygromycinは和光 純 薬 工 業

（Tokyo,Japan）より購入した．

細胞増殖抑制試験（MTT assay）

96ウェルマイクロプレートの各ウェルに2.0×10

個の細胞を播種し，５％CO インキュベーターにて

37℃で24時間培養後，ゲフィチニブを0.001-10

mol/Lで接触させた．接触後72時間培養し，Tetra
 

color ONE（生化学工業，Tokyo,Japan）を添付し，

３時間呈色反応させ，Multiscan spectrum比色計

（Termo Labosystem,Boston,USA）を用いて，630

nm波長を対照波長とし490nmの吸光度を測定し

細胞生存割合を評価した．生存曲線及び50％増殖抑

制濃度（IC 値）は，Graph Prism version 4.00

（GraphPad Software,SanDiego,USA）により求

めた．

ウエスタンブロット法

培養細胞5.0×10-1.0×10個を６ウェルプレー

トに播種し５％ CO インキュベーターにて37℃で

１日培養した後，培養液を取り除きPBSで洗浄し

各薬剤を含む培養液に入れ替え，既定の期間薬剤接

触させ培養した．薬剤接触後，PBSで洗浄し

HEPES Lysate buffer（30mM HEPES，１％

tritonX-100，10％glycerol，5mM MgCl，25mM
 

NaF，1mM EDTA，10mM NaCl）を40-60 L/

ウェルを添加後，12,000rpm，５分間遠心し，上清

を回収した．蛋白抽出液はBCA Protein Assay Kit

（Pierce Biotechnology,Inc,Rockford,USA）を用

いて濃度測定し，各細胞間同一量の蛋白をSDS-

PAGEした後，SDS-ポリアクリルアミドゲル（7.5

％もしくは12％）を用いて100Ｖ，60分で電気泳動し

た．その後ニトロセルロース膜へ80Ｖ，90分で転写

した．ニトロセルロース膜はBlocking One及び

Blocking One-P（Nacalai Tesque,Kyoto,Japan）

でブロッキング後，各一次抗体と反応させた．

一次抗体試薬は，1000倍希釈抗リン酸化（Tyr
 

1068）EGFR抗体，1000倍希釈抗EGFR抗体，1000

倍希釈リン酸化（Tyr 1349）c-MET抗体，1000倍

希釈抗リン酸化（P1068）AKT抗体，1000倍希釈抗

AKT抗体，1000倍希釈リン酸化（Thr 202/Tyr 204）

ERK 1/2（；extracellular signal regulated kinase）

抗体，1000倍希釈ERK1/2抗体，1000倍希釈抗E-

cadherin抗体，10000希釈抗Actin抗体，これらは全

てCell Signaling Technology（Beverly, MA,

USA）を用いた．他の一次抗体試薬として，1000倍

希釈抗c-MET抗体（Zymed Laboratories,San
 

Francisco,USA），1000倍希釈抗vimentin抗体（BD
 

biosciences,San Jose,CA,USA）を使用した．一

次抗体の反応時間は，リン酸化EGFR抗体及び

EGFR抗体は室温にて一晩反応させ，他の抗体試薬

はすべて５℃冷温下に一晩反応させた．Tween-

PBS（0.3％ Tweeen20含有）で５分ずつ３回洗浄

後，各二次抗体薬として5,000倍希釈ヒツジ抗マウス

IgG抗体，10,000倍希釈ヒツジ抗ラビットIgG抗体
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（Amersham Biosciences,Buckinghamshire,Eng-

land）を用いて，室温下にて90分間反応させた．その

後Tween-PBSで５分ずつ３回洗浄後，Chemi-

luminescience detection system（Perkin Elmer
 

Life Sciences,Boston,USA）により検出し，

LAS4000mini（FUJI Film,Tokyo,Japan）で撮影

した．

細胞形態観察

1.0×10個の各培養細胞を6cmシャーレに

FBSのないRPMI-1640で，５％CO インキュベー

ターにて37℃で24時間培養し，顕微鏡にて形態を観

察し，200倍の拡大像を撮影した．

RT-PCR反応

培養細胞1.0×10個を10cmシャーレに播種し，

５％ CO インキュベーターにて37℃で１日培養し

た後，トリプシン処理後に回収し，RNA Miniprep

（SA Biosciences,Valencia,USA）を用い抽出し，

High Capacity RNA-to-cDNA Kit（Applied
 

Biosystems,USA）を用いcDNAに変換した．その

cDNAを用いてKOD-plus-(TOYOBO,Tokyo,

Japan）及びSYBR Green（Cambrex,Charles City,

USA）を用い，ABI7000（Applied Biosystems,

Foster City,CA,USA）にて，熱変性として94℃２

分間処理の後，94℃15秒，58℃30秒72℃25秒の増幅

反応を30サイクル起こし，最終伸長を72℃７分行っ

た．この時のmRNA発現量についてGAPDHを対

照として比較した．

プライマー配列

E-cadherin forward TACGCCTGGGACTC-

CACCTA
 

E-cadherin reverse CCAGAAACGGAGGCCT-

GAT
 
Vimentin forward AAGGGGACCAACGAGT-

CTCT
 

Vimentin reverse TGACATTCAGCAGGT-

CTTGG
 

Snail forward CACTATGCCGCGCTCTTTC
 

Snail reverse GCTGGAAGGTAAACTCTG-

GATTAGA
 

Slug forward AATATGTGAGAGCCTGGGC-

GC
 
Slug reverse CTCTGTTGCAGTGAGGGCAAG

 
ZEB1 forward AGCAGTGAAAGAGAAGG-

GAATGC
 

ZEB1 reverse GGTCCTCTTCAGGTGCCT-

CAG
 
ZEB2 forward CGGTCCAGAAGAAATGAAGG

 
ZEB2 reverse TCCTCAAAGTCTGATGTG-

CAA
 
G A P D H  f o r w a r d A G G G C G G T G-

CTAAGAAAGTCA
 

GAPDH reverse TCTGGCTTGTATTCCTT-

CTCATT
 

Epithelial to Mesenchymal Transition(EMT)

PCR array
 

EMT関連蛋白及び転写因子を検討したKumar
 

Aらの報告 を参考に，同様のEMT PCR array

（SA Biosciences,Valencia,USA）で検討を行った．

培養細胞1.0×10個を10cmシャーレに播種し，

５％ CO インキュベーターにて37℃で１日培養し

た後，トリプシン処理後に回収し，RNA Miniprep

（SA Biosciences,Valencia,USA）を用い抽出し，

RT2-First Strand Kit（SA Biosciences,Valencia,

USA）を用いcDNAに変換した．そのcDNAを

RT2 qPCR Master Mix（SA Biosciences,Valen-

cia,USA）とともにEMT PCR arrayへアプライ

し，ABI7000（Applied Biosystems,USA）にて，

熱変性として95℃10分間処理の後，95℃15秒，60℃

１分の増幅反応を40サイクル起こした．この結果を，

QIAGENホームページにあるPCR Array Data
 

Analysis Softwareを用いて解析した．

がん浸潤アッセイ；遊走能アッセイと浸潤能アッセ

イ

浸潤能アッセイは，24ウェルシャーレにFBSを

含まないRPMI1640にて５％ CO インキュベータ

ー２時間37℃で水和させたマトリゲル付きチャンバ

ーを用い，10％ FBSを含む培養液の入った24ウェ

ルシャーレに挿入した．次に，FBSを含まない3.0×

10個/mlの細胞溶液0.5mlをチャンバー内に添加

し，５％CO インキュベーターにて37℃で22時間培

養した．チャンバー内の浸潤していない細胞は綿棒

で除去し，チャンバー下面に浸潤した細胞をDef
 

quik染色液で染色し，顕微鏡50倍拡大像を撮影し細

胞数を数えた．これを３回繰り返し評価した．

遊走能アッセイはマトリゲルのないチャンバー

で，浸潤能アッセイと同様に評価した．

結 果

HCC827関連細胞株のゲフィチニブ感受性と細胞

内シグナル

H C C 8 2 7，H C C 8 2 7 G R 5，H C C 8 2 7 G R 6，

HCC827HGF1，HCC827HGF2の５細胞株に対し，

ゲフィチニブの効果をMTT法で評価した．

HCC827は低濃度のゲフィチニブで増殖抑制を認

めた．これに対して，HCC827GR5，HCC827GR6，

HC827HGF1，HCC827HGF2はゲフィチニブ抵抗
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性を示した（表１）．

これらの細胞株で，ゲフィチニブ投与時における

細胞質内シグナルを確認するために，ウエスタンブ

ロット法にてEGFR，c-MET，AKT，ERKのリン

酸化状態を確認した（図１）．定常状態において，

HCC827ではc-METリン酸化はごくわずかであ

るのに対し，HCC827GR5ではc-MET増幅によ

り，またHCC827HGF1ではHGFによりc-MET

のリン酸化が強く起こっていた．次に，HCC827に

対しゲフィチニブを暴露すると，EGFR，AKT，

ERKのリン酸化が著明に抑制された．これに対し，

HCC827GR5及びHCC827HGF1に対しゲフィチ

ニブを暴露したものでは，EGFRリン酸化の抑制が

あるものの，AKT，ERKのリン酸化に影響を及ぼさ

なかった（図１）．この結果から，HCC827GR5及び

HCC827HGF1においては，ゲフィチニブ存在下で

もc-METのリン酸化によりAKT，ERKのリン酸

化が保持されており，ゲフィチニブ耐性であること

が確認された．

HCC827関連細胞の細胞形態とEMT関連蛋白

次に，これらの細胞株の細胞形態を観察した．

HCC827及びHCC827GR5，HCC827GR6は，細胞

間接着が密で島状の細胞塊を形成（epithelial
 

island）し上皮型の細胞形態を示した（図２Ａ）．こ

れに対し，HCC827HGF1及びHCC827HGF2は細

胞接着が疎で（scattering），各細胞が円形の細胞形

態（round cell）を示した（図２Ａ）．

次に，ウエスタンブロット法にて上皮型細胞に多

く発現するE-cadherinと間葉型細胞に発現する

vimentinの蛋白発現を確認した（図２Ｂ）．HCC827

及びHCC827GR5，HCC827GR6はE-cadherinの

発現が強くvimentinの発現は検出できなかった．

これに対しHCC827HGF1及びHCC827HGF2は，

HCC827と比べE-cadherinの発現が低くvimentin

の発現を認めた．この結果から，HCC827HGF1及び

HCC827HGF2はHCC827と比較し細胞形態と同

様に，細胞間接着因子の蛋白発現でもEMTを起こ

していることが示された．

HCC827関連株におけるEMT関連因子の検索

次に，HCC827からHCC827HGF1へのEMTに

ついて，どのEMT関連遺伝子に相対的な差がある

かを網羅的に検索すべく，EMT PCR arrayを用い

て検索を行った（図３Ａ）．HCC827HGF1では

HCC827と比較し，蛋白発現と同様にmRNAレベ

ルにおいてもE-cadherinの低発現及びvimentin

の強発現が確認された．加えて，HCC827HGF1では

HCC827と比較しEMT関連転写因子と報告され

ているZEB1，ZEB2 が強く発現していた．

EMT arrayとは別にRT-PCR法でEMT関連

転写因子 のSnail，Slug，ZEB1，ZEB2を検討し

たところ，HCC827HGF1はHCC827と比較し，

ZEB1では約12倍，ZEB2では約150倍ものmRNA

図 HCC827関連株のゲフィチニブにおける細胞
質内シグナルの変化
HCC827，HCC827GR5，HCC827HGF1を10
％FBS含有培養液で培養し，ゲフィチニブ
0.1 mol/Lを１時間暴露するものとしない
ものとに分け，これらの細胞溶解液を回収し，
ウエスタンブロット法にてEGFR，c-MET，
AKT，ERKのリン酸化及び全形態の発現を
評価した．ローディングコントロールはβア
クチンで評価した．

表 HCC827関連株におけるゲフィチニブ感受性確

認

gefitinib IC50（ mol/L)

HCCC827 0.04

HCC827GR5 10.96

HCC827GR6 7.81

HCC827HGF1 4.12

HCC827HGF2 6.18

HCC827，HCC827GR5，HCC827GR6，HCC827HGF1，

HCC827HGF2を10%FBS含有培養液で培養し，そこへ

ゲフィチニブを段階的に暴露し，72時間後の細胞生存割

合をみた．この時の50％増殖抑制濃度（IC 値）を求め

た．それぞれ独立に３回実施し，その結果の平均を示す．
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レベルが高いことが示された．これに対し，Snail及

びSlugのmRNAレベルの変化は乏しかった．この

結果からHCC827HGF1はHCC827と比較しHGF

によりZEB1，ZEB2を介しEMTを起こしている

ことが考えられた．

HCC827関連株における転移浸潤アッセイ

これまでにEMTにより転移浸潤が促進されるこ

とが報告 されていることから，HCC827，

HCC827GR5，HCC827HGF1について遊走能アッ

セイ及び浸潤能アッセイで評価した．

遊走能アッセイでは，HCC827HGF1で は

HCC827と比較し遊走細胞がより多く観察された

が，HCC827GR5では遊走細胞が観察されなかった

（図４Ａ，Ｂ）．浸潤能アッセイでも遊走能アッセイ

と同様に，HCC827HGF1はHCC827と比較し浸潤

細胞がより多く観察されたのに対し，HCC827GR5

は浸潤細胞も観察されなかった（図４Ｃ，Ｄ）．この

結 果 か ら，HCC827H G F 1は H C C 8 2 7及 び

HCC827GR5と比較し遊走能及び浸潤能ともに機

能亢進していることが示された．

図 HCC827関連株における細胞形態観察及び
EMT関連蛋白発現の確認
Ａ：HCC827，HCC827GR5，HCC827GR6，
HCC827HGF1，HCC827HGF2をFBS
のない培養液で24時間培養し，細胞形態
について顕微鏡200倍拡大像を撮影した．

Ｂ：HCC827，HCC827GR5，HCC827GR6，
HCC827HGF1，HCC827HGF2をFBS
のない培養液で24時間培養し，その細胞
溶解液を回収し，ウエスタンブロット法
にてE-cadherin，vimentinの発現を評
価した．ローディングコントロールはβ
アクチンで評価した．

Ａ

Ｂ

図 EMT array，及びarrayにて差を認めた因子
についてのRT-PCR
Ａ：HCC827（上皮型）とHCC827HGF1（間
葉型）について，RT-PCR法を用いた
EMT PCR arrayで相対的に変化のある
EMT関連遺伝子の発現強度を検討し
た．GAPDH及びβアクチン，18Sリボ
ソームの３遺伝子を発現強度の標準化コ
ントロールとした．Ｘ軸方向はHCC827
におけるEMT関連遺伝子の発現強度，
Ｙ軸方向はHCC827HGF1における発
現強度を示す．発現強度が±2SD以上の
EMT関連遺伝子について，図中に遺伝
子名を示す．

Ｂ：HCC827，HCC827GR5，HCC827HGF1
から抽出したcDNAについて，E-cad-
herin，vimentinについて，RT-PCR法
で発現強度を評価した．GAPDHを発現
強度の標準化コントロールとした．

Ｃ：HCC827，HCC827GR5，HCC827HGF1
から抽出したcDNAについて，Snail，
Slug，ZEB1，ZEB2について，RT-PCR
法で発現強度を評価した．GAPDHを発
現強度の標準化コントロールとした．

Ａ

Ｂ

Ｃ
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考 察

HCC827関連株におけるゲフィチニブ感受性株

及びゲフィチニブ耐性株との比較で，HGF産生に

よりゲフィチニブ耐性となったHCC827HGF1及

びHCC827HGF2では細胞間接着が疎となり（scat-

tering），上皮様の紡錘形の形態から間葉型の楕円形

状の細胞（round cell）へと細胞形態学的変化を起こ

していることを確認した．またHCC827HGF1で

は，細胞間接着因子であるE-cadherinの低発現，

vimentinの高発現がウエスタンブロット法で，

EMT関連転写因子であるZEB1，ZEB2の高発現が

補助図Ａ，Ｂ：EMT array，及びarrayにて差を認めた因子についてのRT-PCR
 

HCC827とHCC827GR5A，HCC827GR5とHCC827HGF1Bについて，RT-PCR法を用いたEMT
 

PCR arrayで相対的に変化のあるEMT関連遺伝子の発現強度を検討した．GAPDH及びβアクチン，
18Sリボソームの３遺伝子を発現強度の標準化コントロールとした．
補助図ＡではＸ軸方向はHCC827におけるEMT関連遺伝子の発現強度，Ｙ軸はHCC827GR5における
発現強度を示す．補助図ＢではＸ軸方向はHCC827GR5におけるEMT関連遺伝子の発現強度，Ｙ軸は
HCC827HGF1における発現強度を示す．

図 HCC827関連株におけるがん浸潤アッセイ
Ａ：HCC827，HCC827GR5，HCC827HGF1について，それぞれFBSのない3.0×10個/mlの細
胞溶液を作成し，水和させたマトリゲルのないチャンバーに添加した．下面のFBSを含む培
養液面へ遊走した細胞について，チャンバー下面を切り取りDef quick染色液で染色し，顕
微鏡50倍拡大像を撮影した．

Ｂ：HCC827，HCC827GR5，HCC827HGF1について，遊走能アッセイを３回繰り返し，その遊
走した細胞数をカウントし細胞株間で比較した．

Ｃ：HCC827，HCC827GR5，HCC827HGF1について，それぞれFBSのない3.0×10個/mlの細
胞溶液を作成し，水和させたマトリゲルのあるチャンバーに添加した．下面のFBSを含む培
養液面へ浸潤した細胞について，チャンバー下面を切り取りDef quick染色液で染色し，顕
微鏡50倍拡大像を撮影した．

Ｄ：HCC827，HCC827GR5，HCC827HGF1について，浸潤能アッセイを３回繰り返し，その浸
潤した細胞数をカウントし細胞株間で比較した．

Ｂ Ｄ

ＣＡ
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RT-PCR法で確認された．さらにHCC827HGF1

ではHCC827と比べ癌浸潤アッセイで有意な遊走

能及び浸潤能の亢進を認めた．このことから

HCC827HGF1及びHCC827HGF2ではHCC827

と比較しEMTを起こしていることが確認された．

これに対しc-MET増幅によりゲフィチニブ耐性と

なったHCC827GR5及びHCC827GR6ではEMT

は認められなかった．

これまでにEGFR-TKIの感受性とEMTの関連

も報告され，Thomson Sら は，EGFR遺伝子変

異のない非小細胞肺癌細胞株において，E-cadherin

の低発現もしくはvimentinの高発現である間葉型

の細胞株は，E-cadherinの高発現もしくは

vimentinの低発現である上皮型の細胞株と比較し

EGFR-TKI感受性が低いことを報告している．

Suda Kら はEGFR遺伝子変異（exon19欠失；

L747 E749,A750P）を有し非小細胞肺癌細胞株で

エルロチニブ感受性であるHCC4006のエルロチニ

ブ（EGFR-TKI）耐性株；HCC4006ER5を作成した

際，HCC4006と比較しTGF-β刺激及びその下流の

SMAD2活性化によりE-cadherinの低発現及び

vimentinの高発現を認めたと報告している．また，

Chang THら は，EGFR遺伝子変異（exon19欠

失；E746 A750）を有し非小細胞肺癌細胞株でゲフ

ィチニブ感受性であるPC9においてゲフィチニブ

耐性株；PC9/gefを作成した際，PC9と比較し

Slugの過剰発現によりE-cadherinの低発現及び

vimentinの高発現を認めたと報告している．これま

でにEGFR-TKIの感受性とEMTとの関連につい

ての報告はあるが，EGFR-TKI獲得耐性機序の異

なる細胞株間でのEMTの変化を検討した報告はな

い．今回我々は，EGFR-TKI獲得耐性機序におい

て，c-MET増幅とHGF産生の間にEMTの明ら

かな変化を認めこれを報告した．Engelmannら

は，c-MET増幅でのゲフィチニブ耐性機序につい

て，HER3（human epidermal receptor 3）経路を

介した細胞内シグナル活性化を示し，これはc-

MET/HER3のhetero-dimerによるものであるこ

とを示した．これとは別に，Yanoら は，HGF刺

激でのゲフィチニブ耐性機序について，HER3を介

さないc-MET活性によるゲフィチニブ耐性を示し

た．これらの違いからc-METの増幅とHGF刺激

においてはc-METのdimer形成が異なり，その下

流の細胞内シグナル伝達も異なる可能性が考えられ

る．今回我々が発見したc-MET増幅とHGF産生

におけるEMTの違いは，このようなc-METの

dimer形成の差異が影響している可能性が示唆され

る．

臨床的な問題点としては，EGFR遺伝子変異陽性

非小細胞肺癌のEGFR-TKI奏効例が後に耐性とな

った際，急激な病状悪化を来す症例が一部存在する．

近年，そのような悪化をdisease flareと定義した報

告があり，disease flareが生じた際には肺内転移や

中枢神経などの新たな遠隔転移病変の出現が一因と

なっていると報告されている ．一般的に，がんが転

移浸潤を来す際にはEMTの獲得が報告 され

ており，この非小細胞肺癌におけるdisease flareも

EMTと関連している可能性が考えられる．今回

我々が見出したHGFによるゲフィチニブ獲得耐性

機序では，EMTとそれに伴う転移浸潤能の亢進が

生じることを示した．これらからEGFR遺伝子変異

を有する非小細胞肺癌のEGFR-TKI耐性症例で

disease flareとなった際，HGFによるEMTから

disease flareに至る可能性が考えられるため，今後

EGFR-TKI耐性症例の臨床検体を用いて，disease
 

flareにおけるHGFの関与を検討することが望ま

れる．

まとめとして，ゲフィチニブの耐性機序の差異で

EMTに変化がある可能性があり，HCC827でのゲ

フィチニブ耐性機序において，c-MET増幅では

EMTを起こさず，HGF産生ではEMTを起こして

いることが示された．またEMT自体がEGFR-

TKI耐性となるかの検討はなく，これについて詳細

な検討をする必要があると考える．
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