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要旨 

上皮成長因子受容体チロシンキナーゼ阻害剤 (EGFR 阻害剤）は、EGFR 遺伝

子変異を持つ症例で著明な抗腫瘍効果を発揮する。しかしながら、耐性獲得によ

る再発が臨床上大きな課題であり、その解決が望まれる。 

獲得耐性の原因の一つは、MET 遺伝子の増幅である。接着因子 CADM1 は、

MET に対して抑制的に作用する分子である。本研究では、MET 増幅により耐性

を獲得した肺腺がん細胞が、Cadm1 遺伝子の導入によって EGFR 阻害剤への感

受性を回復することを培養細胞・動物個体レベルで明らかとした。特に、アデノ

ウィルスベクターによる CADM1 導入法は、耐性克服を目標とした新規遺伝子

治療に繋がる可能性をもつと考えている。 
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序文 

世界および日本において、肺がんは特に高い罹患率・死亡率を有する悪性腫瘍

である [1,2]。本邦での部位別がん死亡数統計によれば、肺がんによる死亡者数

は、全がん死中、男性で第 1 位、女性で第 2 位である。また日本人が生涯のうち

に肺がんになる割合は男性で 7.4%、女性で 3.1%となっている [3]。非喫煙者に

比べて、喫煙者が肺がんになるリスクは男性で 4.4 倍、女性で 2.8 倍と高い [4]。

肺がんは約 80-85%を占める非小細胞肺がん  (NSCLC; Non-Small Cell Lung 

Cancer)、約 15-20%を占める小細胞肺がん (SCLC; Small Cell Lung Cancer)に大別

され、更に非小細胞肺がんは、腺がん、扁平上皮がん、大細胞がんに分類される。

非小細胞肺がんの中では腺がんが最も多く、全体の 50-60%を占める [5,6]。 

肺がんに対する治療方法は、肺がんの分類 (非小細胞肺がん、小細胞肺がん)

と病期に基づいて、全身状態 (PS; Performance Status)、年齢、合併症等の耐術能

を考慮して総合的に判断し選択される。病期Ⅰ、Ⅱ期においては耐術能に問題が

なければ、手術療法が選択される。そして手術後の病期に応じて、術後化学療法

が追加されることもある。IIIA、IIIB 期となると化学療法、放射線療法が、IV期

では化学療法が選択される。手術不能症例においては、がん遺伝子を標的とした

分子標的薬が用いられるようになっている (表 1、2；肺がん取扱い規約第 7 版) 

[7]。  
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Tx 原発腫瘍の存在が判定できない、あるいは喀痰または気管支洗浄細胞診で

のみ陽性で画像診断や気管支鏡では観察できない 

T0 原発腫瘍を認めない 

Tis 上皮内癌 

T1 

 

T1a 

T2a 

腫瘍最大径≦3cm、肺か臓側胸膜に覆われている、葉気管支より中枢への

浸潤が気管支鏡上なし(主気管支に及んでいない) 

腫瘍最大径≦2cm 

腫瘍最大径＞2cm でかつ≦3cm 

T2 

 

 

 

 

 

T2a 

 

T2b 

腫瘍最大径＞3cm でかつ≦7cm、または腫瘍最大径≦3cm でも以下のいず

れかであるもの(T2a) 

・主気管支に及ぶが気管分岐部より≧2cm 離れている 

・臓側胸膜に浸潤 

・肺門まで連続する無気肺か閉塞性肺炎があるが一側肺全体には及んでい

ない 

腫瘍最大径＞3cm でかつ≦5cm、あるいは≦3cm で胸膜浸潤あり 

(PL1、PL2、葉間の場合は PL3) 

腫瘍最大径＞5cm でかつ≦7cm 

T3 最大径＞7cm の腫瘍; 胸壁(superior sulcus tumor を含む)、横隔膜、 

横隔神経、縦隔胸膜、心嚢のいずれかに直接浸潤; 気管分岐部より 2cm 未

満の主気管支に及ぶが分岐部には及ばない; 一側肺に及ぶ無気肺や閉塞性

肺炎; 同一葉内の不連続な副腫瘍結節 

T4 大きさを問わず縦隔、心、大血管、気管、反回神経、食道、椎体、 

気管分岐部への浸潤、あるいは同側の異なった肺葉内の副腫瘍結節 

NX 所属リンパ節評価不能 

N1 同側の気管支周囲かつ／または同側肺門、肺内リンパ節への転移で 

原発腫瘍の直接浸潤を含める 

N2 同側縦隔かつ／または気管分岐部リンパ節への転移 

N3 対側縦隔、対側肺門、同側あるいは対側の前斜角筋、鎖骨上窩リンパ節へ

の転移 

MX 

M0 

M1 

M1a 

M1b 

遠隔転移評価不能 

遠隔転移なし 

遠隔転移あり 

対側肺内の副腫瘍結節、胸膜結節、悪性胸水(同側／対側)、悪性心嚢水 

他臓器への遠隔転移あり 

表 1 :肺がんにおけるＴＮＭ分類[文献 7] 
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潜伏癌 TX N0 M0 

0 期 Tis N0 M0 

ⅠA 期 T1a または T1b N0 M0 

ⅠB 期 T2a N0 M0 

 

ⅡA 期 

T1a または T1b N1 M0 

T2a N1 M0 

T2b N0 M0 

ⅡB 期 T2b N1 M0 

T3 N0 M0 

 

 

 

ⅢA 期 

T1a または T1b N2 M0 

T2a N2 M0 

T2b N2 M0 

T3 N2 M0 

T3 N1 M0 

T4 N0 M0 

T4 N1 M0 

ⅢB 期 Any T N3 M0 

T4 N2 M0 

Ⅳ期 Any T Any N M1a または M1b 

 

 

 

  

表 2 :肺癌病期分類 [文献 7] 
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ここで、がんの成因について述べる。肺がんを含む悪性腫瘍は、遺伝子の異常 

が経時的・多段階的に蓄積することによって生じると考えられている。特にがん

の発生・進展に関わる遺伝子異常の中で、増殖・転移・浸潤の直接的な原因とな

る遺伝子変異を ”driver mutation”と呼ぶ。このような変異をもつ遺伝子の中で、

増殖促進を担い、変異の獲得により発がんを誘導する遺伝子を”がん遺伝子”と呼

んでいる。一方で、がん化を抑制し、遺伝子変異や欠失等によって機能欠損が生

じ、その結果としてがんの進展に関与する遺伝子を ”がん抑制遺伝子”と呼ぶ。

肺腺がんの成因に関わるがん遺伝子として EGFR、KRAS、MET、ALK-EML4 な

どが [8,9]、またがん抑制遺伝子として TP53、CADM1 など [10-13]が報告されて

いる。 

近年、この遺伝子を標的とした分子標的薬が臨床に広く用いられるようにな

り、治療選択は大きく変化した。その中で、上述した EGFR (Epidermal Growth 

Factor Receptor; 上皮成長因子受容体)のチロシンキナーゼ阻害剤 (EGFR-TKI)は 

ゲフィチニブ、エルロチニブとして広く用いられている。 

ここで、EGFR について説明する。EGFR は c-ErbB  (以下 ErbB)family に属し

ており ErbB1 とも呼ばれる。ErbB family は、EGFR /ErbB1 /HER1、ErbB2 /Neu 

/HER2、ErbB3 /HER3 と ErbB4 /HER4 の 4 遺伝子から構成される。  

EGFR の構造は 3 つの領域からなる。増殖因子等が結合する細胞外領域、細胞
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膜を貫通する疎水性膜貫領域、チロシンキナーゼ活性をもつ細胞内領域である。

さらに細胞内領域は膜近傍領域、キナーゼ活性領域、C 末端領域の 3 つに分けら

れる。リガンドとして、EGF、TNF-α、HB-EGF 等が報告されており、リガンド

が結合することで、EGFR 同士によるホモ二量体 (homo dimer)、あるいは他の

ErbB family とのヘテロ 2 量体 (hetero dimer)が形成され、活性化される。EGFR

には複数のチロシン残基が存在するが、これらのチロシンを EGFR 自身がリン

酸化する (自己リン酸化）。更に、それぞれのリン酸化部位に特異的なアダプタ

ータンパク (Grb2, Sos, SHC, PLCγ, p85 等)が結合し、下流の Ras/Raf/MEK 経路、

Jak/STAT 経路、PI3K/Akt 経路を活性化することで細胞の増殖、生存を正に制御

している (図 1) [14-19]。 

悪性腫瘍で認められる EGFR の異常には、過剰発現、細胞外領域の欠損、細胞

内領域の点突然変異や欠失がある。EGFR は肺がんや乳がんを始めとする、多く

の癌腫で driver mutation として機能し、がんの発生や悪性化に関わっている。従

って、EGFR を標的とした多くの分子標的薬が開発・上市され、臨床で使用され

ている。 

なかでも、2002 年、世界に先駆けて日本で薬事承認された EGFR-TKI がゲフ

ィチニブである。当初は 「手術不能または再発非小細胞肺がん」が適用症例で

あったが、その効果には疑問が呈されていた。しかし、2004 年 Lynch や Paez 等 
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図 1 :上皮成長因子受容体 (EGFR)のシグナル伝達経路 

EGFR は ErbB ファミリーに属している、一回膜貫通型の受容体型チロシンキナ

ーゼである。EGF、TNF-α、HB-EGF 等のリガンドが結合することで、EGFR 同

士によるホモ二量体 (homo dimer)、あるいは他の ErbB family とのヘテロ 2 量体

(hetero dimer)が形成され、活性化される。それぞれのリン酸化部位に特異的なア

ダプタータンパク (Grb2, Sos, SHC, PLCγ, p85 等)が結合し、下流の Ras /Raf /MEK

経路、Jak /STAT 経路、PI3K /Akt 経路を活性化することで細胞の増殖、生存を正

に制御している [13-18 より改変して引用]。 

 

 

 

細胞増殖,  アポトーシス阻害 

血管新生,  接着,  浸潤 
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により衝撃的な報告がなされた。EGFR のエクソン 19 内の 5 アミノ酸の欠失

（del746-750）或いはエクソン 20 の 858 番目のロイシンの点突然変異 （L858R） 

を有する症例には、ゲフィチニブが著効するとの結果が得られたのである [20, 

21]。これらの変異は EGFR の ATP 結合領域に存在し、リガンド非依存的な二量

体形成とそれに伴う恒常的な活性化が生じる (図 2-A)。結果として、下流シグナ

ルの自律的な活性化が引き起され、発がんが誘導される。ゲフィチニブは、この

変異型 EGFR に対して特に高い親和性を示し、ATP と競合的に結合することで

リン酸化を阻害し、下流シグナルを遮断、増殖抑制やアポトーシスを誘導する

(図 2-B)。 

その後発表された複数の第 III 相試験 (IPASS 試験、First-Signal 試験等）から、

EGFR 活性型変異を有する肺がんに対する無増悪生存期間 (PFS)の延長が証明

され、ゲフィチニブの優越性が明確に示されることとなった [22,23]。具体的に

は、非小細胞肺がんにおいて、EGFR 変異の有無で EGFR-TKI による奏効率を検

討した試験では、EGFR 変異のある非小細胞肺がん 1335 例中で奏効率 72% (377

例/522 例)、変異のないものでは 10% (80 例/809 例)であった [24,25]。また、活

性型 EGFR 変異を有する肺がんに対しては、進行性のがんであっても生存期間

中央値はおよそ 30 ヶ月と、通常の生存期間中央値 (12 ヶ月)に比べ、大幅な延長

が認められた。 
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図 2 :変異型 EGFR によるシグナル伝達機構とゲフィチニブ作用機序 

(A) EGFR のチロシンキナーゼ部位に活性型変異が生じることにより、EGF・TGF-

α 等のリガンドが結合しない状態であっても、Ras /Raf /MEK 経路、PI3K /Akt

経路を自律的に活性化して細胞の増殖、生存を促しがん化にいたる。 

(B) ゲフィチニブは ATP 結合部位と競合的に結合することにより、リン酸化を阻

害し、下流シグナルを遮断する。その結果、増殖抑制やアポトーシスが誘導

される。 

 

  

 
 

A. B. 

細胞増殖 細胞生存 アポトーシス 増殖抑制 
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また変異の種類によっても EGFR-TKI の有効性は異なる。初期の検討をまと

めてみると、エクソン 19 の欠失変異 (del746-750)の奏効率は 81%であるのに対 

して, エクソン 20 の点突然変異 (L858R)は 71%であり, G719X は 56%である

[26]。 

このようにゲフィチニブは臨床において、非常に有効な分子標的薬である。し

かしほとんどの症例において、ゲフィチニブ使用後約 1-2 年で耐性を獲得し、再

発を来す。臨床上の大きな問題となっており、その解決が望まれている [27,28]。 

耐性獲得機構として、以下のものが報告されている。 

1) EGFR 二次的遺伝子変異 :EGFR の 790 番目のスレオニンがメチオニン

に変異することで (T790M)、ATP 結合部位に構造的変化が生じてゲフィチニブ

への親和性が低下する (図 3-A) [29]、 2) MET 遺伝子増幅 :過剰発現した MET

が ErbB3 蛋白質 (ERBB3)と会合し、ERRB3 を持続的にリン酸化するバイパス経

路が生じる。EGFR と ERBB3 がヘテロ二量体を形成する状況下で、ゲフィチニ

ブが EGFR 活性を抑制しても、ERRB3 を介して下流シグナルが活性化され、が

ん細胞の増殖・生存シグナルが維持される  (図 3-B)  [30]、3) HGF 過剰発

現 :MET のリガンドである肝細胞増殖因子 (hepatocyte growth factor :HGF)が過

剰発現することで、MET 経路が活性化される、4)上皮間葉転換  (epithelial-

mesenchymal transition :EMT) :EMT 誘導による上皮性形質の消失により薬剤感受 
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図 3 :ゲフィチニブに対する耐性獲得機構 

(A) EGFR-T790M :EGFR に二次性変化が生じることで ATP 結合部位が構造的に

変化する。そのことにより、ゲフィチニブとの結合親和性が低下し細胞の 

生存シグナルが維持される。 

(B) 過剰発現した MET が ErbB3 蛋白質 (ERBB3)と会合し、ERRB3 を持続的に

活性化するバイパス経路が生じる。EGFR と ERBB3 が二量体を形成する状

態において、ゲフィチニブが EGFR 活性を抑制しても、ERRB3 を介して下

流シグナルが活性化され、がん細胞の増殖・生存シグナルが維持される 

 

 

  

 

 

 

 

A. B. 

ERBB 

ファミリー 
EGFR 

MET 増幅 

ERBB3, EGFR 

細胞生存 

細胞生存 
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性の低下・消失する。また、肺腺がん細胞から小細胞肺がん細胞への形質転換も

報告されている、5)PIK3CA 変異 :PIK3CA に変異が生じ、恒常的な PI3K 経路の

活性化が起こる [27]。これらの要因のうち、肺腺がんでは、ゲフィチニブ獲得耐

性の 5-22%が MET 遺伝子増幅に起因している [27-30]。MET は膜貫通型の受容

体型チロシンキナーゼであり、種々のがん組織でその変異や過剰発現が認めら

れるがん遺伝子である。MET タンパク質は α 鎖と β 鎖からなり、β 鎖にチロシ

ンキナーゼドメイン、膜貫通ドメインならびに細胞外ドメインをもち、その β 鎖

に細胞外ドメインの α 鎖が結合したヘテロダイマー構造をとる。HGF をリガン

ドとして、リガンドが結合することで細胞内領域に存在する複数のリン酸化部

位が自己リン酸化される。MET の自己リン酸化部位は Tyr1003 と Tyr1234 /1235

である。Tyr1003 と Tyr1234/1235 は c-Cbl を介したユビキチン化と MET の分解

に、更に Tyr1234 /1235 はアダプタータンパク (Gab1、Grb2、ShC、c-Cbl)など様々

な分子群の結合を促し、PI3 kinase、PLC-γ、STATS、ERK などのシグナルを活性

化する。その結果、細胞周期を進行させ、細胞増殖を促進する。また、血管新生

や細胞運動の亢進に関わり、がん細胞の浸潤・転移に大きな役割を果たしている。 

(図 4) [31-33]。 

 

次に、村上らにより同定されたがん抑制遺伝子 CADM1 (Cell Adhesion Molecule  
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細胞増殖,  アポトーシス阻害 

血管新生,  接着,  浸潤 

図 4 :受容体型チロシンキナーゼ MET とシグナル伝達 

膜貫通型受容体型チロシンキナーゼである MET は、肝細胞増殖因子

(hepatocyte growth factor; HGF)を唯一のリガンドとしている。MET は

HGF の結合により細胞内の複数のリン酸化部位が自己リン酸化されて、

PI3K/Akt 経路や Ras/Raf/MAPK 経路へとシグナルを伝え、細胞の増殖・

分化やアポトーシスの制御、細胞周期の制御などに関与する。 

HGF 
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1)について述べる。CADM1 は、ヒト非小細胞肺がん株 A549 の造腫瘍性を指標 

として機能的相補法により、2001 年に単離・同定された [13]。CADM1 は細胞

外領域に V 型、C2 型、C2 型の 3 つの免疫グロブリン様ループをもち、膜貫通

領域、細胞内領域で構成される一回膜貫通型の糖タンパク質である。細胞内領域

は 4.1 タンパク結合ドメインと PDZ 結合ドメインから構成される。上皮細胞の

側細胞膜に局在して他の CADM1 と cis 結合によりホモ二量体を形成する。そし

て、隣接細胞の CADM1 分子と細胞外ドメインを介して trans 結合することで

上皮細胞における接着に関与する [34,35]。細胞内領域における 4.1 タンパク結

合ドメインには、アクチン結合性足場タンパク質 4.1B /DAL-1 が結合して、PDZ

結合ドメインには細胞極性に関与する膜結合性グアニル酸キナーゼ (MAGuKs)

分子群に属する MPP3、CASK、Pals2、syntenin 等や非受容体型チロシン脱リン

酸化酵素 PTPN13 が結合することが報告されている (図 5) [36]。 

CADM1 は、ほぼ全ての上皮組織に発現しており、特に肺、脳、精巣において

強い発現が認められる [13]。一方で、肺をはじめとする様々な組織由来のがん

において、その進展に伴って発現が低下・消失する。特に肺腺がんでは約 60%の

症例で、CADM1 の発現低下または消失が見られ、その原因としてアレルの欠失、

プロモーターのメチル化などが報告されている [37-39]。 
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図 5 :細胞接着分子 CADM1 の構造と機能 

(A) CADM1 分子は免疫グロブリンスーパーファミリー細胞接着分子群

(IgCAMs) に属する 。V :variable type 免疫グロブリンループ、 C2 :constant 

type 免疫グロブリンループ 

(B) CADM1 は上皮細胞において細胞膜側面に発現し、別の CADM1 とホモ二

量体を形成する。そして、隣接細胞のホモ二量体とトランス結合する。細

胞内では、アクチン結合タンパク質である 4.1 タンパク質群や、細胞の極

性形成に関わる膜結合性グアニレート (MAGuK)分子群と結合する。  
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A. 

B. 

MET 増幅 

ERBB3 EGFR 

ゲフィチニブ 

細胞生存 

CADM1 
 

アポトーシス 

図 6 : 

MET 増幅によるゲフィチニブ耐性獲得機構と CADM1 導入による影響 

(A) ERBB3 と EGFR が二量体を形成する。MET 遺伝子が増幅することに 

より、EGFR 非依存的に ERBB3 を活性化することで、ERBB3 を介し

生存シグナルを伝達し耐性を獲得する。 

(B) CADM1 を外来性に導入することで、MET に対して抑制的に働き、 

ゲフィチニブに対する感受性を改善する可能性がある。 
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近年、我々は、CADM1 が HGF-MET 経路に対して抑制的に働く可能性を見出 

した (図 6)。第一に、イヌ腎尿細管上皮細胞 MDCK 細胞において、HGF 刺激に

よる EMT を CADM1 が抑制すること [40]。第二に、Cadm1 遺伝子欠損マウスに

自然発生した肺腺がんの 44%で、MET のリン酸化亢進が認められること、 (図

7-A) [41]、第三に、ヒト肺腺がん検体に対する免疫組織染色による解析から、

CADM1 とリン酸化 MET の発現が逆相関することが明らかとなった (図 7-B)。 

そこで桑野、室井らは、EGFR 変異 (del746-750)を有する、ゲフィチニブ感受性

肺腺がん細胞株 HCC827 細胞と、MET 増幅により耐性を獲得した HCC827GR5

及び HCC827GR6 (以下 GR5 および GR6 細胞)をモデルとして、耐性獲得におけ

る CADM1 と MET の関連性を検討した。 

その結果、1) 親株と異なり、耐性株 GR5 および GR6 細胞 では CADM1 の発

現が認められないこと (図 8-A, B)、2）CADM1 発現細胞では CADM1 と MET が

複合体を形成すること (図 8-C)、3) GR5 に CADM1 を強制発現させることで、

MET のリン酸化と下流因子である Erk の活性が抑制され、ゲフィチニブに対す

る感受性が部分的に回復すること、が明らかとなった (図 9、図 10) [42]。更に、

CADM1 によるゲフィチニブ感受性の回復には、細胞外ドメインの免疫グロブリ

ン様ループ領域が必要であり、また CADM1 の細胞内領域に関しては、PDZ 結

合ドメインおよび 4.1 タンパク質結合ドメインを含む PDZ 結合ドメイン以外 
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p-MET－ 

p-MET＋ CADM1－ 

CADM1＋ 

A. 
正常肺胞上皮 肺腺がん 

B. 

 

図 7 :CADM1 ノックアウトマウスとヒト肺腺がん検体における免疫染色を

用いた CADM1 と p-MET の検出 

(A)CADM1 ノックアウトマウスの正常肺胞上皮と肺腺がんの抗リン酸化

MET 抗体(p-MET; pTyr1234/1235)による免疫染色を行なったところ、肺

腺がん細胞の細胞間接着面にリン酸化 MET(p-MET)シグナルを認めた。 

(B)ヒト肺腺がん検体において、抗 CADM1 抗体と抗リン酸化 MET 抗体(p-

MET; pY1234/1235)を用いて免疫染色を行なった。17 例中 11 例(64.7%)

で CADM1 を検出し(CADM1+)、そのうち 8 例（72.3%）で p-MET の欠

失を認めた(p-MET－)。また 17 例中 6 例(35.3%)で CADM1 が欠失してお

り(CADM1－)、そのうち 4 例(66.7%)で p-MET を検出した(p-MET＋)。ヒ

ト肺腺がん検体において、CADM1 と p-MET の発現は逆相関の関係にあ

った。 
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図 8 : 

ゲフィチニブ耐性肺腺がん細胞における CADM1 の発現と MET との関係性 

(A) ゲフィチニブ感受性肺腺がん細胞 HCC827 細胞(del746-750)にゲフィチニ

ブを 6 ヶ月間暴露させることにより、ゲフィチニブ耐性肺腺がん細胞株

HCC827GR5、GR6 細胞株を樹立した。ウェスタンブロットで、ゲフィチ

ニブ感受性肺腺がん細胞株 HCC827 細胞における CADM1 の発現と、耐

性肺腺がん細胞株 HCC827GR5 細胞における CADM1 の発現欠如を認め

た。また GR5 は親株である HCC827 と比較して MET の増幅を認めた。 

(B) GR5 に CADM1 を導入して GR5+CADM1#1、#4 を樹立した。 

(C) 共免疫沈降により、CADM1 と MET の複合体形成を認めた。 

[文献 42 より引用] 
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図 9 :ゲフィチニブ耐性肺腺がん細胞株 GR5 に対して、CADM1 導入によるゲフ 

ィチニブ感受性に対する影響 

HCC827 細胞、GR5 細胞、GR5+CADM1#1 を用いて、ゲフィチニブへの感

受性を MTT アッセイで確認した。96 ウェルプレートに 1×104 細胞/ウェル

の細胞を播種して、ゲフィチニブを各々投与した。投与濃度は 0, 0.03, 0.1, 

0.3, 1, 3, 5, 10μＭとした。その後、72 時間暴露させた後に吸光度を測定した。  

表 3 :  

ゲフィチニブ耐性肺腺がん細胞株HCC827GR5細胞はゲフィチニブ耐性で

あった(IC50>10μＭ)。耐性株に CADM1 を導入した HCC827GR5/CADM1#1

と CADM1#4 では表のように IC50 の減少を認め、ゲフィチニブに対する

感受性改善が示唆された。 

[文献 42 より引用] 
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図 10 :MET シグナル経路に対する、CADM1 とゲフィチニブの影響 

細胞播種後、ゲフィチニブ治療群と非治療群に割り当て、治療群にはゲフィ

チニブ 2μＭを投与した。その後、24 時間後に細胞を回収した。 

(A)耐性肺腺がん細胞株 GR5 では治療群と非治療群でシグナルにおいて、有

意な差は認められなかった。 

(B,C)ウェスタンブロット解析の結果(A)を Image J ソフトを用いて定量し、

CADM1 導入前後、ゲフィチニブ投与前後の各分子のリン酸化を定量化し

た。GR5+CADM1#1 と GR5+CADM1#13 細胞において(B)MET、(C)Erk1/2

のリン酸化活性はゲフィチニブ投与前と比較して投与後は減弱していた。

一方、ベクターを単独導入した GR5+vec 細胞では(B)MET のリン酸活性は

変化なく、(C)Erk1/2 のリン酸活性は上昇した。 

 [文献 43 より引用] 
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の細胞内領域の両方が CADM1 の導入による HCC827GR5 細胞のゲフィチニ 

ブ感受性回復に寄与していることが示唆された (図 11)。また、GR5+CADM1Δ

ICD、GR5+CADM1ΔECD は両方とも、MET との相互作用が認められたが、

CADM1 全長と比較して、共沈した MET タンパク質が極めて少量であった (図 

12)。このことから、CADM1 の細胞外領域および細胞内領域がいずれも MET と

相互作用するが、その相互作用は弱く、CADM1 と MET の安定した相互作用に

は両領域が必要であることが示唆された [43] 。 

一方で、EGFR T790M 変異を有する耐性細胞 (PC9ZD)は、CADM1 を導入し

てもゲフィチニブへの感受性は回復せず (図 13, 14)、CADM1 の作用は MET 過

剰発現耐性株に特異的であることも明らかとなった。 

以上の結果から、ゲフィチニブ耐性細胞に CADM1 を発現させることで、

MET 増幅による EGFR-TKI 獲得耐性を克服しうること、更には新たな治療法の

開発に繋がる可能性が想起された。 

しかし上記の先行研究は、培養細胞を用いた in vitro での検討に過ぎない。

そこで本研究においては、in vivo においても CADM1 導入によるゲフィチニブ

感受性の回復が認められるか、担癌マウスモデルを用いて検討することとした。

更に、より応用的な抗腫瘍戦略・耐性克服法として、将来的な臨床応用も見据え

て、ウィルスベクターを用いた CADM1 導入による実験的な遺伝子治療モデル 
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図 11 :CADM1 欠失変異体の構造とゲフィチニブ感受性の測定 

(A) CADM1 および CADM1 変異体の概要図。 

MTS アッセイにより、ゲフィチニブ存在下における細胞生存率を測定した。 

(B)(C) GR5+CADM1ΔECD、CADM1ΔICD 細胞株は、GR5+vec 細胞と 

同様の生存率を示し、ゲフィチニブ感受性の回復を示さなかった。 

(D)GR5+CADM1ΔPDZ#1,#6 細胞は、GR5+vec 細胞と比べて有意に感受性

が高かった。 

(E)GR5+CADM1#1, #13 細胞は GR5+CADM1ΔPDZ#1、#6 細胞と比べて

ゲフィチニブへの感受性が低かった。* ;p<0.05, Student’s t-test 

[文献 43 より引用] 
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図 12 :CADM1 細胞外・細胞内領域と MET との相互作用 

(A)(B)(C)MET と CADM1 全長、CADM1ΔICD、CADM1ΔECD の相互作

用を調べるために、各々の遺伝子を導入した細胞のタンパク抽出液にマウ

ス IgG、抗 HA 抗体を加えて免疫沈降した後に、抗 MET 抗体を用いて、

ウェスタンブロット法を行なった。CADM1 全長、CADM1ΔICD、

CADM1ΔECD すべてにおいて MET との共沈を認めたが、その量は

CADM1ΔICD、CADM1ΔECD において少なかった。 

[文献 43 より引用] 
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図 13 :T790M によるゲフィチニブ耐性肺腺がん細胞における CADM1 の発現 

(A)ゲフィチニブ感受性肺腺がん細胞 PC9 細胞 (del746-750)にゲフィチニブを 6

ヶ月間暴露させることで、耐性肺腺がん細胞株 PC9ZD 細胞株を樹立した。 

(B)ウェスタンブロットで、PC9 細胞と PC9ZD 細胞において CADM1 の発現欠

如を認めた。CADM1 を導入し PC9ZD+CADM1#3、PC9ZD+CADM1#5 を樹立

した。[文献 42 より引用] 
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図 14 :T790M によりゲフィチニブ耐性を獲得した肺腺がん細胞株 PC9ZD に対

する CADM1 導入の影響 

T790M によりゲフィチニブ耐性を獲得した肺腺がん細胞に、CADM1 を

導入することで、ゲフィチニブに対して感受性を改善することが出来る

のか、MTT アッセイで確認した。96 ウェルプレートに 1×104細胞/ウェル

の細胞を播種して、ゲフィチニブを各々投与した。投与濃度は 0, 0.03, 0.1, 

0.3, 1, 3, 5, 10μＭとした。その後、72 時間暴露させた後に吸光度を測定し

た。  

表 4 :PC9ZD、PC9ZDCADM1#1、PC9ZDCADM1#3 において、ゲフィチニブに対 

する耐性を確認した。 

[文献 42 より引用] 
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の確立を目指した。ゲフィチニブ耐性肺腺がん腫瘍にアデノウィルスベクター

により CADM1 を外来性に導入することで、耐性の克服が可能か否か、その投与

方法も含め検討した。 
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方法 

細胞培養 

非小細胞肺がん細胞株 HCC827、HCC827GR5、HCC827GR6 (以下 GR5 及び

GR6) [30]、PC9、PC9ZD [44]]は国立がん研究センター研究所 小泉 史明 遺

伝医学研究分野 ユニット長、国立がん研究センター中央病院 乳腺・腫瘍内科 

田村 研治 通院治療室医長より供与頂いた。HCC827 細胞と PC9 細胞はヒト

肺腺がんの細胞株で、エクソン 19 に欠失変異を持ち、ゲフィチニブに高い感受

性を示す細胞株である。   

また、GR5 細胞と GR6 細胞は HCC827 細胞より得られた MET 過剰発現によ

りゲフェチニブ耐性を獲得した細胞株である [30]。PC9ZD 細胞は PC9 細胞より

得られた T790M 遺伝子変異によりゲフィチニブ耐性を獲得した細胞株である

[44]。 

HCC827 細胞と PC9 細胞は推奨されている通り、Roswell Park Memorial Institute 

medium (RPMI1640) (Nacalai Tesque Inc.、Kyoto、Japan)に 10%ウシ胎児血清(FBS) 

(BD Biosciences、Nuaille、France)、100 units /ml ペニシリンおよび 100 μg /ml ス

トレプトマイシン (Invitrogen、Carlsbad、CA、USA)を添加した培地で培養した。

GR5 細胞、GR6 細胞、PC9ZD 細胞は上記培養液に最終濃度 1 μM となるように

Gefitinib (Santa Cruz Biotechnology,Inc、Santa Cruz 、CA、USA)を加え培養した。
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GR5 細胞と PC9ZD 細胞に CADM1 を導入した GR5+CADM1 細胞と

PC9ZD+CADM1 細胞と、ベクター単独細胞導入した HCC827V 細胞はそれぞれ

G418 を 500 ng /ml 加え培養した。培養細胞は全て 37℃、5%CO2 下で培養した。 

 

抗体 

ウェスタンブロット法に使用する抗体は以下より入手した。 

抗 MET 抗体 (C-28)、抗 ERBB3 抗体 (C-17)および GAPDH (V-18)抗体は、Santa 

Cruz Biotechnology (Santa Cruz、CA、USA)より購入した。また Cell Signaling 

Technology (Beverly、MA、USA)より、AKT (C67E7)、p44 /42MAP kinase (ERK1/2) 

(137F5)、そして各リン酸化抗体である抗リン酸化 AKT (Ser473 (587F11))、リン

酸化 p44 /42MAP kinase (ERK1/2) (Thr202/Thr204)、およびリン酸化 MET (pY1234 

/1235 (D26))抗体を購入した。抗 CADM1 /TSLC1 抗体 (C-18)は、CADM1 の C 末

端 18 ペプチドを抗原として、ハプテン、keyhole limpet hemocyanin (KLH)を用い

て、ウサギに対して免疫し、affinity column (MBL :Medical & Biological laboratories 

Co., Ltd、Nagoya、Japan)で精製して作製した。蛍光免疫染色の二次抗体として、

Alexa Fluolo488 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (Molecular Probes、Eugene、OR、USA)、

Cy3 標識ロバ抗ニワトリ IgG 抗体 (Millipore、Billerica、 MA、USA)を使用した。 
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CADM1 安定発現細胞株の樹立 

全長ヒト CADM1cDNA [12]は、プラスミド pBact-STneoB の制限酵素 SalI サイ

トに挿入し [45]、サブクローニングし pBact-STneoB-CADM1 を得た。トランス

フェクションはそれぞれ Lipofectamine LTX (Invitrogen、Carlsbad、CA、USA)を

推奨条件に従って行ない、500 ng /ml G418 硫酸塩 (Invitrogen、Carlsbad、CA、

USA)にて選択した。独立した恒常的発現株をHCC827GR5では 2クローンを得、

GR5+CADM1#1 細胞、GR5+CADM1#4 細胞と名付けた。また PC9ZD 細胞では 4

ク ロ ー ン を 得 、 PC9ZD+CADM1#1 細 胞 、 PC9ZD+CADM1#2 細 胞 、

PC9ZD+CADM1#3 細胞、 PC9ZD+CADM1#5 細胞と名付けた。同様に、

HCC827GR5 細胞に空ベクターを導入した細胞を作製し、HCC827GR5V1 細胞、

HCC827GR5V2 細胞、HCC827GR5V3 細胞、HCC827GR5V4 細胞、HCC827GR5V5

細胞、HCC827GR5V6 細胞の計 6 クローンを得た。 

 

CADM1 発現誘導細胞株の樹立 

全長ヒト CADM1cDNA を、プラスミド pTetOne Vector (Clontech laboratories、

Inc.、Mountain View、CA、USA)の制限酵素 NotI と EcoRI サイトに挿入し、サブ

クローニングすることで pTet-On-CADM1 を得た。ViaFect (Promega Co.、Madison、

WI、USA)で Linear Puromycin Marker と pTet-On-CADM1 を推奨条件に従って
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HCC827GR5 細胞にトランスフェクションし、10 μg /ml の Puromycin (Wako Pure 

Chemical Industries, Ltd.、Osaka、Japan)にて選択した。独立した発現誘導株を GR5-

Tet-On-CADM1 として得た。 

 

ウェスタンブロット解析と免疫沈降法 

各細胞は Lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.5 /150 mM NaCl /1% TritonX-100 /1 mM 

EDTA/ 10 mM NaF /1 mM Na3VO4)にプロテアーゼ阻害剤 (200 μM AEBSF, 10μM 

leupeptin, 1μM pepstain A)と 0.01%β メルカプトエタノール (β-ME)を加えて溶解

させ、氷上で 10 分間静置した後、4℃で 10 分間 20,300g にて遠心して上清を回

収した。この上清に 4×SDS loading buffer (0.25 M Tris-HCl (pH6.8), 40%glycerol, 

8% SDS, 20% β-ME, 0.2% bromophenol blue)を加え、純水でタンパク質濃度を 2 mg 

/ml に調整した後、100℃で 5 分間煮沸し、氷上で 10 分間静置し、各ウェスタン

ブロット用の試料とした。 

また、免疫沈降法においては、Brij98 lysis buffer (1% Brij98, 10 mM Tris-HCl, 150 

mM NaCl, 5 mM EDTA, 10% glycerol, 1 mM sodium vanadate, 0.02% NaN3 )にプロテ

アーゼ阻害剤 (200 μM AEBSF, 10 μM leupeptin, 1 μM pepstain A)と 0.01%β-ME を

加えて溶解させ、抗 MET 抗体 (C-28)、抗 CADM1 抗体 (C-18)、抗 ERBB3 抗体

(C-17) 正常ウサギ IgG 抗体を各 0.2μg 加え、4℃で 30 分間反応させた。また、
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そして各々に protein A Sepharose6MB (GE Healthcare 社、Buckinghamshire, UK)を

加えて、4℃で 12 時間反応させたあと、ビーズを上記の Lysis buffer によって 3

回洗浄した。 

SDS-PAGE ゲル電気泳動は、7.5% acrylamide Separating gel を用い、SDS-PAGE 

electrode buffer (25 mM Tris /0.2 M Glycine /0.1% SDS)にて定電流 20 mA で約 15

分、続いて定電流 40 mA で約 80 分間行なった。SEMI-DRY 法を用いて、SEMI-

DRY transfer buffer (50 mM Tris /40 mM Glycine /20% methanol /0.1% SDS)に浸し

た PVDF 膜へ、定電流 110 mA で約 60 分間、転写した。3%スキムミルク /PBS-

T を加えて、室温で 60 分間ブロッキングを行ない、その後、一次抗体を反応さ

せた。一次抗体は、3%スキムミルク /PBST を用いて、1:1,000 の濃度で希釈し、

4℃で約 12 時間反応させた。二次抗体は、horse radish peroxidase 標識抗 IgG 抗

体を 3%スキムミルク /PBS-T を用いて、1:2,000 の濃度で希釈して、室温で 60

分間反応させた。PBS-T で洗浄後、Pierce® Western Blotting Substrate (Thermo 

SCIENTIFIC)を検出した。 

現像後の PVDF 膜は、Amide Black にて染色して、ローディングコントロールと

して使用した。 
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蛍光免疫染色 

15×15 ㎜カバーガラスに細胞を播種し、24 時間後、培地を除き、直ちに 4％ホル

マリン溶液に 20 分間、固定した。PBS で 3 回洗浄後、その後、0.2%TritonX 

溶液を加えて、透過処理を行なった。PBS-T で洗浄した後、1%Normal goat serum

で、室温 60 分間ブロッキングを行なった。 

１次抗体は 1%正常ヤギ血清 (NGS) /PBS を用いて下記濃度に希釈して、室温で

3 時間反応させた。ニワトリ・モノクローナル抗 CADM1 抗体 (3E1)は 1:1,000、

ウサギ・ポリクローナル抗 MET 抗体 (C-28)は 1:1,000 とした。PBS で 3 回洗浄

し、二次抗体として Cy3 標識ロバ抗ニワトリ抗体および Alexa Fluoro488 標識ヤ

ギ抗ウサギ IgG 抗体をそれぞれ 1:500 の割合でブロッキング液を用いて希釈し

て、室温で1時間反応させた。PBSで3回洗浄後、Prolong Gold with DAPI (Invitrogen、

Carlsbad、CA、USA)で包埋し、蛍光顕微鏡 Axio Observer D1 microscope (Car Zeiss, 

Oberkochen, Germany)を用いて観察した。  

 

ゲフィチニブ感受性試験 

細胞毒性試験は、Cell Titer96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay 

(Promega Co.、Madison、WI、USA)を用い、生細胞数を測定することで行った。

同キットに含まれる MTS テトラゾリウム化合物 [3-(4,5-dimethylthaizol-2-yl)-5-
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(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt; MTS]は、細胞

内で還元され、組織培養液に可溶な発色性のホルマザン産物へと変換される。こ

の変換は、代謝活性がある細胞のデヒドロゲナーゼによって産生される NADPH

または NADH によって行われる。490 nm での吸光度を調べることで、生細胞の

数を定量している。96 ウェルプレートに細胞を各ウェル 1×104個ずつ撒き、最

終濃度が 0 μM、0.01 μM、0.1 μM、1 μM、10 μM となるようにゲフィチニブを加

えた。72 時間培養後、20 μl の Cell Titer96® AQueous One Solution Reagent を培養

ウェルに加えて、1 時間インキュベートし、96 ウェルプレートリーダーを用い

て、490nm の吸光度を測定した。ゲフィチニブによる 50%阻害濃度(IC50)は以下

の式[46]を利用した。IC50= 10 [log(A/B)×(50-C)/(D-C)+logB]、A:50%を挟む高い濃度、B:50%

を挟む低い濃度、C:B における阻害率、D:A における阻害率。 

PC9 細胞、PC9ZD 細胞、PC9ZD+CADM1#3 細胞、PC9ZD+CADM1#5 細胞の IC50

に対する統計学的解析には Student’s t-test を用いた。 

 

異種異所性移植実験     [承認番号 ;A13-60] 

BALB/c nude mouse (雌、6-8 週齢)を日本クレア社 (Tokyo、Japan)より購入した。

PBS200μl に懸濁した 1×107 個の細胞を背側下方に皮下注射して、腫瘍異種移植

モデルを樹立した。腫瘍径は週 2 回 (アデノウィルス注射群では週 3 回)測定し
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た。腫瘍体積は下記のように計算した。腫瘍体積  (mm3) =長径 (mm)×短径

(mm)2×1/2。 

実験は以下 3 系統の動物実験を行なった (図 15)。  

a) HCC827 細胞、GR5 細胞、GR5+CADM1#1 細胞を用いて腫瘍径が 100-200 mm3

となった段階で、投与群と非投与群に無作為に割り振った。投与群はゲフィチニ

ブを 1 回あたり 50 mg /kg body の溶解液として、非投与群は PBS を各々50 μl と

して週 5 回ゾンデを用いて経胃的に投与した。治療開始後 21 日目まで腫瘍径を

計測して、計測終了後 2 日以内に安楽死させた。 

 

b) GR5-Tet-On-CADM1 細胞を用いて、腫瘍体積が 100-200 mm3となった段階で、

ドキシサイクリン投与群と非投与群に割り振って、更にゲフィチニブ投与群と

非投与群の計 4 群に無作為に割り振った。ドキシサイクリン投与群はドキシサ

イクリン 2 mg /ml を飲水ボトル内に混入して投与した。ゲフィチニブ投与群は

ゲフィチニブを 1 回あたり 50 mg /kg body の溶解液として、非投与群は PBS を

各々50 μl として週 5 回ゾンデを用いて経胃的に投与した。ゲフィチニブ投与開

始後 21 日目まで腫瘍径を計測して、計測終了後 2 日以内に安楽死させた。 

 

c) GR5 細胞を用いて腫瘍体積が 100-200 mm3となった段階で、マウスを PBS 腫
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瘍内注射群、Ad-vec 腫瘍内注射群、Ad-CADM1 腫瘍内注射群に分けて、更にゲ

フィチニブ投与群と非投与群の計 6 群に無作為に割り振った。腫瘍内注射は第

0, 4, 7, 10 日に行なった。ゲフィチニブ投与群はゲフィチニブを 1 回あたり 50 mg 

/kg body の溶解液として、非投与群は PBS を各々50 μl として週 5 回ゾンデを用

いて経胃的に投与した。治療開始後 14 日目まで腫瘍径を計測して、計測終了後

2 日以内に安楽死させた。 

 

免疫組織化学的解析 

パラフィン切片を 37℃で 30 分静置した後、キシレンに浸してパラフィンを除

去し、続いてエタノールに浸してキシレンを除去し、さらに 5 分間水洗した。そ

の後、クエン酸バッファーに浸しオートクレーブで 121℃、10 分間処理して抗

原を賦活化した。緩徐に室温に戻した後、0.3％過酸化水素水/H2O に室温で 10 分

浸すことにより、内因性のペルオキシダーゼを除去した。 

次に、非特異的反応を抑えるために 2%ウシ血清アルブミン (BSA :Bovine Serum 

Albumin) /PBS を加えて、室温で 10 分間反応させた。 

一次抗体は 2% BSA /PBS を溶媒として、抗 CADM1 抗体 (CC3)は 1:300、抗 Ki-

67 抗体は 1:300 の濃度で希釈して、4℃で一晩反応させた。 

二次抗体は、EnVisionTMLabelled Polymer Peroxidase (Dako)を滴下し、室温で 30 分
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間反応させた。洗浄後に Liquid DAB diluted Mix Buffered Substrate (DAKO)で発色

させた。最後に、ヘマトキシリンで対比染色を行ない、透徹し、マリノールを用

いて封入した。 
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腫 瘍 作 成 期 間 治療期間

週 5 日、 PBS 胃内投与

 1-2 weeks

6 週齢、 雌

Balb/c nude mouse

3 weeks

腫瘍組織、

他臓器、 血液

安楽死

／検体採取

腫瘍体積 :

100-200mm3

腫瘍内注射、 週 2 回

5×107  ifu/ml/ 回

Ad-vec

Ad-CADM1

50mg/Kg/ 回、週 5日

ゲフィチニブ胃内投与PBS
1×107 細胞 /200 μl(PBS)

背側皮下に注射

50mg/Kg/ 回、週 5日

ゲフィチニブ胃内投与

50mg/Kg/ 回、週 5日

ゲフィチニブ胃内投与

週 5 日、 PBS 胃内投与

週 5 日、 PBS 胃内投与

A. 

B. 

C. 

図 15:異種異所性移植マウス治療スケジュール 

(A) HCC827、GR5、GR5+CADM1 細胞による治療スケジュール。腫瘍体積

が 100-200 mm3となった時点でゲフィチニブ、PBS を 21 日間投与開始。 

(B) CADM1発現誘導細胞GR5-Tet-On-CADM1細胞を用いた治療スケジュー

ル。腫瘍体積が 100-200 mm3となった時点で、ドキシサイクリン投与、

非投与群に割り振る。次に、ゲフィチニブ投与、非投与群に割り振り計

4 群として、21 日間治療を行う。 

(C) CADM1発現アデノウィルス (Ad-CADM1)腫瘍内注射を用いた治療スケ

ジュール。腫瘍体積が 100-200 mm3となったところで、Ad-CADM1、Ad-

vec、PBS 腫瘍内注射群に分けて、更にゲフィチニブ投与・非投与群の計

6 群で 14 日間治療を行う。 

 

 

2 

腫瘍内注射 

5×107ifu 
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結果 

CADM1 は、in vivo においても MET 増幅耐性肺腺がん細胞にゲフィチニブ感

受性を部分的に回復させる。 

 

先行研究において、MET 増幅によりゲフィチニブ耐性を獲得した肺腺がん細

胞に CADM1 強制発現させることで、ゲフィチニブ感受性が改善することが in 

vitro での解析から明らかとなった。 

そこで in vivo においても同様の結果が認められるか、異種異所性移植担がん

モデルマウスを用いて検討した。使用した細胞は in  vitro と同様に、ゲフィチ

ニブに感受性を有する HCC827 細胞株、MET 増幅により耐性を獲得した GR5 細

胞株とゲフィチニブ耐性肺腺がん細胞株に CADM1 の発現ベクターを導入した

GR5+CADM1#1 である。 

異種異所性移植担がんモデルは、Balb /c nude マウスの背側皮下に、上記の細

胞を PBS 200 μl に懸濁し、1×107個移植することで作成した。細胞は皮下注射後、

1-2 週間程で生着して腫瘍を形成した。腫瘍体積が 100-200 mm3となったところ

で、ゲフィチニブ投与群と非投与群に無作為に割り当てた。ゲフィチニブ投与群

はゲフィチニブを 1 回あたり 50 mg /kg body の溶解液として、非投与群は PBS

を各々50 μl として週 5 回ゾンデを用いて経胃的に投与した。投与期間は 21 日間
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として、週 2 回観察した。 

本実験においては、腫瘍形成後も CADM1 の発現が維持されている必要があ

る。そのため、異種異所性移植担がんモデルにおいて、腫瘍移植後に HCC827 細

胞とGR5+CADM1細胞において、CADM1の発現が維持されているか検討した。

腫瘍を形成して 3 週間後に安楽死させて、抗 CADM1 抗体を用いて免疫染色を

行なった。HCC827 腫瘍と GR5+CADM1 腫瘍で、CADM1 はすべての細胞にお

いて発現しており、GR5 腫瘍では CADM1 の発現は認められなかった (図 16)。 

まず、ゲフィチニブ非投与群を比較する。GR5 腫瘍 (n=6)は、HCC827 腫瘍 

(n=7)と比較して体積が有意に大きかった (p=0.025 ;Mann-Whitney U test)。それ

と比較して、CADM1 を導入した GR5+CADM1#1 (n=6)腫瘍は、GR5 腫瘍 (n=6)

より有意に小さく(p=0.0163 ;Mann-Whitney U test)、HCC827 細胞による腫瘍とほ

ぼ同様の大きさであった (p=0.8728)  (図 17-A)。これは、CADM1 が腫瘍抑制因

子としての働きを有しているためと考えられた [13]。 

次に、ゲフィチニブ耐性に対する CADM1 導入効果を検討するため、ゲフィチ

ニブ投与群の観察を行なった。まずゲフィチニブに感受性を有する HCC827 腫

瘍 (n=6)では、ゲフィチニブ投与後 7 日以内に抗腫瘍効果を示して腫瘍が消退し

た (図 17-B, C)。 

一方、ゲフィチニブに耐性を有する GR5 腫瘍は、ゲフィチニブ投与群 (n=6)
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と非投与群において腫瘍体積に有意な差は認められず、ゲフィチニブによる腫

瘍縮小効果は全く認められなかった(p=0.6682 ;Mann-Whitney U test) (図 17-D)。 

次に、GR5 細胞に CADM1 を導入した GR5+CADM1#1 細胞へのゲフィチニブ

の効果を検討した。GR5+CADM1#1 腫瘍のゲフィチニブ投与群 (n=6)は、非投与

群 (n=6)と比較してゲフィチニブ投与により腫瘍の消退は認められないものの、

腫瘍体積が有意に小さい状態で安定して維持されていた  (p=0.0163 ;Mann-

Whitney U test) (図 17-E)。 

これは、in vitro で示された結果と同様に、CADM1 を耐性細胞に発現させるこ

とでゲフィチニブ感受性が改善したためと考えられた。 

ゲフィチニブ投与量に関しては、ゲフィチニブ感受性の HCC827 は 1 週間程

度で消退し (図 17-C)、耐性GR5では腫瘍体積に影響を与えなかった (図 17-D)。

このことから、投与量としては 50 mg / kg body は至適投与量であったと考えら

れた。 

以上の解析から、MET 増幅によるゲフィチニブ獲得耐性細胞の増殖は、

CADM1 の導入だけで部分的に抑制されること、更にゲフィチニブ感受性が改善

し、相乗的な腫瘍抑制効果が得られることが明らかとなった。このことから、

CADM1 の強制発現によって、CADM1 の発現による腫瘍抑制効果と、ゲフィチ

ニブ感受性の回復という２種類の抗腫瘍効果が得られる可能性が示唆された。 

  



43 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図 16; 異種異所性移植腫瘍における CADM1 の免疫染色 

マウス皮下腫瘍を抗 CADM1 抗体で免疫染色した。 

(A)HCC827 腫瘍では広く CADM1 の発現を認めた。発現は細胞膜上に局

在していた (×200)。 

(B)GR5 腫瘍では CADM1 の発現を認めなかった(×200)。 

(C)GR5+CADM1 腫瘍では広く CADM1 の発現を認めた。発現は細胞膜上

に局在していた (×200)。 
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図 17: ゲフィチニブ耐性肺腺がん細胞株 GR5 への CADM1 導入による 

ゲフィチニブ感受性に対する影響 

HCC827、GR5 ベクター単独導入 GR5V6 細胞および CADM1 導入

GR5+CADM1#1 細胞で異種異所性移植マウスを作製した。腫瘍体積が 100-

200 mm3となったところで、ゲフィチニブ投与・非投与群に割り当てた。 

(A) ゲフィチニブ非投与群 :1 回あたり PBS 50μl として週 5 回投与した。 

(B) ゲフィチニブ投与群 :1 回あたりゲフィチニブ 50 mg / kg body として週 5

回投与した。 

(C) ゲフィチニブ感受性腫瘍 :HCC827 腫瘍においてはゲフィチニブ投与群

において速やかに腫瘍の退縮を認めた (左図)。 

(D) ゲフィチニブ耐性腫瘍 :GR5 腫瘍ではゲフィチニブ投与群と非投与群で

有意な腫瘍体積の違いは認められなかった。 

(E) GR5+CADM1#1 腫瘍ではゲフィチニブ投与群の方が有意に腫瘍体積が小

さかった( p<0.05)。* ; p<0.05, ** ; p<0.01, Mann-Whitney U test 

E. GR5+CADM1#1 腫瘍 
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細胞増殖マーカーKi-67 による CADM1 の抗腫瘍効果の検証 

 

次に、GR5+CADM1#1 腫瘍がゲフィチニブ投与群において、小さい体積で安

定して維持される理由を検討した。in vitro において GR5+CADM1#1 にゲフィ

チニブを投与することで、Erk の活性が抑制されるものの、PI3K /Akt 経路は維

持されることが示された。CADM1 安定発現細胞を用いた Sub-G1 ピーク解析で

は、ゲフィチニブ投与による明らかなアポトーシスの誘導は認められなかった 

(data not shown)。そのため、細胞の増殖は抑制されるものの細胞死は誘導され

ず、腫瘍は消退しないものと考えた。 

そこで、HCC827 細胞、GR5 細胞と GR5+CADM1 細胞による異種異所性移植

マウスを 21 日間のゲフィチニブ投与・非投与後に安楽死させて、腫瘍を摘出

した。その後、抗 Ki-67 抗体にて免疫染色を行なった (図 18-A)。Ki-67 に関し

て説明する。Ki-67 は細胞周期関連核タンパク質であり、増殖期に発現してい

る。休止期には発現していないため、細胞増殖と細胞周期のマーカーとして用

いられている。乳がんにおいては広く Ki-67 スコアリング (MIB-1 インデック

ス)として用いられており、予後因子として報告されている [47-50]。通常、

300-1000 個のがん細胞における核染色細胞をカウントして評価する。本研究に 

おいては、400-500 個のがん細胞をカウントして、Ki-67 陽性細胞率 (%)で評価
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した (図 18-B) 

まず GR5 腫瘍において、ゲフィチニブ投与群と非投与群を比較する。両者は

Ki-67 が広く発現しており、高い増殖能を有することが示唆された (Ki-67 陽性

細胞率 :76.3 vs 74.4%)。またゲフィチニブ投与の有無で、増殖能に差は認めら

れなかった(p=0.6682 ;Mann-Whitney U test)。これは GR5 細胞がゲフィチニブに

対して耐性を有し、腫瘍耐性に有意差がないことにも合致している。 

次に、CADM1 の腫瘍抑制能を検討するために、ゲフィチニブ非投与群で

GR5 腫瘍と GR5+CADM1#1 腫瘍を比較した。GR5 腫瘍と比較して、

GR5+CADM1#1 腫瘍では Ki-67 の発現が有意に減少しており (Ki-67 陽性細胞

率 :76.3 vs 61.2%, p=0.0039 ;Mann-Whitney U test)、CADM1 を欠如した細胞に

CADM1 を導入することで腫瘍増殖能が低下することが示された。また、ゲフ

ィチニブ投与に対する効果を比較するために、GR5+CADM1#1 腫瘍のゲフィチ

ニブ投与群と非投与群を比較すると、投与群で Ki-67 の発現が有意に減少して

おり、ゲフィチニブ投与により増殖能が低下したことが示された (Ki-67 陽性細

胞率 :61.2 vs 53.4%, p=0.0389 ;Mann-Whitney U test)。以上から、CADM1 の発現

が欠如したゲフィチニブ耐性肺腺がん細胞に、CADM1 を導入することで、腫 

瘍の増殖が抑制された。また、ゲフィチニブ投与により相乗的な増殖抑制効果を

得ることが確認された。  
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図 18；異種異所性移植担癌マウスにおける腫瘍増殖能の比較 

ゲフィチニブ感受性肺腺がん細胞株 HCC827、ゲフィチニブ耐性肺腺がん細胞株

GR5 ベクター単独導入 GR5V6 細胞および CADM1 導入 GR5+CADM1#1 細胞を

異種異所性に皮下移植した。21 日間のゲフィチニブ投与・非投与の後に安楽死

させて腫瘍を摘出した。抗 Ki-67 抗体で染色した後、Ki-67 陽性細胞の比率 (%)

を、Ki-67 陽性細胞数をがん細胞数で割って算出した (total cells>300cells) (×200)。  

GR5+CADM1#1 

腫瘍 

B. 

 

K
i-

6
7
陽
性
細
胞

(%
) 

*; p<0.05, **; p<0.01 

100 

 

Ki67

A. 

GR5 腫瘍 

非投与群; 

－ゲフィチニブ 

投与群; 

+ゲフィチニブ 

 



49 

 

テトラサイクリン発現誘導システムによる CADM1 コンディショナル発現系の

確立 

 

次に、テトラサイクリン発現誘導システムを用いて、同様の実験を行なうこと

とした。 

そこでまず、ゲフィチニブ耐性肺腺がん細胞 GR5 においてテトラサイクリン

依存的に CADM1 を発現する GR5-Tet-On-CADM1 細胞株を Tet-One inducible 

system を用いて樹立した。 

本細胞の特性を確認するために、テトラサイクリン誘導体ドキシサイクリン

投与により発現を開始する濃度、発現開始時間、発現の局在を確認した。 

発現開始濃度に関しては、ドキシサイクリン 100 ng /ml 投与より発現を認め、濃

度依存的に発現が増強することを確認した (図 19-A)。 

また発現開始時間に関しては、ドキシサイクリン 1000 ng /ml を投与して 6 時

間後より発現を認め、以後 24 時間まで発現が増強した (図 19-B)。 

次に、蛍光免疫染色にて CADM1 の発現する局在を調べるため、ドキシサイク

リンを投与して発現レベルが最も増強される 24 時間後に観察した。ドキシサイ

クリンを投与した細胞において、CADM1 は細胞の膜上に発現していた。一方、

非投与細胞では CADM1 の発現を認めなかった (図 19-C)。 
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次に、同細胞で異種異所性移植マウスを樹立した際、ドキシサイクリンで

CADM1 の発現が誘導されるかを確認した。GR5-Tet-On-CADM1 細胞を 1×107細

胞 /PBS 200 μl に調整して、Balb /c nude mouse の背側に皮下注射することで異種

異所性移植マウスを作製した。腫瘍体積が 100-200 mm3となったところで、ドキ

シサイクリンを飲水ボトル内に混中して 2 mg /ml の濃度として連日投与を開始

した。投与開始から 1 週間後に安楽死させて、CADM1 の発現を免疫染色にて確

認した。ドキシサイクリン投与例で、腫瘍内に CADM1 の発現を認めた。発現分

布は、CADM1 恒常発現株と異なり、すべての細胞ではないが広く発現していた 

(図 19-D)。これは腫瘍内において血管新生などの影響で、血流分布が不安定であ

り、ドキシサイクリンによる遺伝子発現の誘導もその血流分布の影響を受ける

ためと考えた。発現局在は主に膜上であった。さらに同様に GR5-Tet-On-CADM1

細胞で腫瘍を作成し、ドキシサイクリンを投与しなかった症例では、CADM1 の

発現がないことを確認した。 

 ドキシサイクリンによる CADM1 の発現誘導は限定的ではあるものの、主に

細胞膜上に発現しており、機能的には問題ないものと考えた。また in vivo にお

ける CADM1 の発現も 2 mg /ml 飲水ボトル内混入にて適切に誘導されると考え

た。 
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図 19 :GR5-Tet-On-CADM1 細胞の特性 

(A) ドキシサイクリンを 0-1000 ng /ml で濃度を振って、24 時間後に発現強度を

確認した。ドキシサイクリン濃度依存的に発現の増強を認めた。 

(B) ドキシサイクリン;1000 ng /ml を投与後、0-48 時間で発現レベルを確認した。

6 時間より発現を認めて、24 時間で平衡状態となった。 

(C) ドキシサイクリン 1000 ng /ml を投与して 24 時間後、蛍光免疫染色で CADM1

の発現局在を観察すると、発現は膜上に局在していた。緑:CADM1。 

(D) in vivo における CADM1 の発現分布・局在を確認した。腫瘍内に広く発現

しており、主に膜上で一部は細胞質で発現していた(ドキシサイクリン :2 

mg /ml 飲用) (×200)。  
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テトラサイクリン誘導系による CADM1 の発現誘導は、ゲフィチニブ感受性を

回復し、抗腫瘍効果を示す。 

 

GR5-Tet-ON-CADM1 細胞株を用いて、CADM1 の発現を誘導することによる

腫瘍抑制効果とゲフィチニブ感受性改善による抗腫瘍効果を検討した。 

以下のように異種異所性移植モデルを樹立した。1×107 細胞の GR5-Tet-ON-

CADM1 細胞を PBS 200 μl に懸濁して、Balb/c nude mouse の背側皮下に注射し

た。皮下注射後、約 1-2 週間で細胞が生着して腫瘍が形成された。腫瘍体積が

100-200 mm3となった時点でドキシサイクリン投与・非投与群に分けて、更に同

日から各々をゲフィチニブ投与群と非投与群に無作為に割り当てて計 4 群の観

察を行なった。ゲフィチニブ投与群はゲフィチニブを 1 回あたり 50 mg /kg body

として、非投与群は PBS を各々50 μl としてゾンデを用いて経胃的に投与した。

週 5 回投与して、21 日間観察した (図 15-B)。 

まず、移植した腫瘍において CADM1 が発現していない状態で、親株である

GR5 と同様にゲフィチニブに耐性を有するか検討した。ドキシサイクリン非投

与群でゲフィチニブ投与・非投与群を比較すると、腫瘍体積に有意な差は認めら

れず (p=0.3017 ;Mann-Whitney U test) (図 20-A)、GR5 と同様にゲフィチニブ耐性

を有することが確認された。 
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そこで、CADM1 の腫瘍抑制効果に関して、ゲフィチニブ投与を行なっていな

いドキシサイクリン投与・非投与群で検討した。両者において、CADM1 の発現

の有無で腫瘍体積に有意な差は認められなかった (p=0.7488 ;Mann-Whitney U 

test) (図 20-B)。 

次に、ゲフィチニブに対する感受性改善効果を CADM1 発現腫瘍においてゲ

フィチニブ投与・非投与群を比較することで検討した。ゲフィチニブ投与群では

腫瘍は消褪しないものの、非投与群と比較して腫瘍体積が有意に小さい状態で

維持されていた (p=0.025 ;Mann-Whitney U test) (図 20-C)。 

以上から、GR5-Tet-ON-CADM1 腫瘍は CADM1 の発現のみでは腫瘍増殖が抑

制されないことを確認した。 

一方、CADM1 の発現を誘導することで、ゲフィチニブに対する感受性を改善

し腫瘍増殖を抑制するため、腫瘍体積が小さい状態で維持されることを確認し

た。 

 

  



54 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 20 :誘導系細胞における異種移植 

6-8 週齢メスのヌードマウスへ、GR5-Tet-On-CADM1 細胞を用いて異種異所性移

植モデルを樹立した。腫瘍体積が 100-200 mm3となったところで、ドキシサイク

リン投与・非投与群に割り当て、更にゲフィチニブ投与群・非投与群に割り当て

た。(A) ドキシサイクリン非投与群でゲフィチニブ投与・非投与群で腫瘍体積を

比較した。(B) ドキシサイクリン投与・非投与群で腫瘍体積を比較した。 (C)ド

キシサイクリン投与・非投与群に割り振り、更にゲフィチニブ投与・非投与群の

計 4 群で腫瘍体積を比較した。ドキシサイクリンとゲフィチニブ併用群で腫瘍

体積が有意に小さかった。* ; p<0.05, Mann-Whitney U test   
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CADM1 発現アデノウィルスベクターは、ゲフィチニブ耐性肺腺がん細胞株

GR5 にゲフィチニブ感受性を回復させる。 - 培養細胞での検討 -  

 

これまでの結果より、MET 増幅によりゲフィチニブ耐性を獲得し、また

CADM1 を欠如した肺腺がん細胞株に、CADM1 を導入することでゲフィチニブ

感受性を改善し、細胞増殖を抑制することを確認した。 

そこで、ゲフィチニブ耐性腫瘍に CADM1 を導入することが、有用な抗腫瘍戦

略になり得るのではないかと考えた。そこで実験的な治療方法として、ゲフィチ

ニブ耐性腫瘍に外来性に CADM1 の発現を導入してゲフィチニブ投与を行うこ

ととした。 

遺伝子を外来性に導入する方法としては、ウィルスベクターと非ウィルス

ベクター (プラスミド、バクテリアベクター)などが知られている。本研究では、

がん治療や遺伝性疾患に広く用いられるウィルスベクターを用いた遺伝子導入

に着目した。これまでの報告で、アデノウィルス、レンチウィルス、アデノ随伴

ウィルスによる遺伝子治療が報告されている。その中で本研究においては、アデ

ノウィルスベクターを選択した。アデノウィルスベクターの特徴としては染色

体への組み込みが低頻度であり発現は短期である、また分裂・非分裂細胞に遺伝

子導入が可能であり高い発現を得ることが出来る。昭和大学、大場基講師より
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CADM1 を発現するアデノウィルスベクター (Ad-CADM1)、コントロールベク

ターを導入したアデノウィルス (Ad-vec)をいただいた (図 21)。CADM1 遺伝子

の発現量をウェスタンブロットで確認したところ、アデノウィルス感染細胞の

方が GR5+CADM1#1 細胞より発現量が高かった (図 22)。 

まず、in vitro にて GR5 細胞に Ad-CADM1、Ad-vec を感染させてアデノウ

ィルス感染と CADM1 遺伝子発現による影響を検討した。 

そこで、Ad-CADM1 と Ad-vec を用いた 2 群で比較検討した。まずアデノウィル

ス自体の影響を検討するため Ad-vec 感染による細胞増殖に及ぼす影響を検討し

た。MOI (Multiplicity of infection): 0 と比較すると MOI: 5 より有意な増殖抑制を

認めた (p=0.0042 ;Student’s t test)。これはアデノウィルス自体の殺細胞効果によ

るものと考えられた。一方で、Ad-CADM1 感染細胞は MOI :0.5 より、Ad-vec 感

染細胞と比較して有意な細胞生存率の抑制を認めた (p=0.001 ;Student’s t test)。以

降 MOI :100 まで同様の傾向であり、これは CADM1 発現による腫瘍抑制効果と

考えられた (図 23-A)。以上から、in vitro においてゲフィチニブ耐性肺腺がん細

胞 GR5 細胞に CADM1 発現アデノウィルスを感染させることで、一過性発現で

あってもアデノウィルスによる殺細胞効果と CADM1 による腫瘍抑制効果で、

腫瘍細胞の増殖を抑制することが示された。 

次にアデノウィルスを用いて CADM1 を導入することにより、ゲフィチニブ
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に対して感受性改善効果が得られるか検討した。Ad-CADM1、Ad-vec 感染細胞

を更に、各々ゲフィチニブ投与群と非投与群に無作為に分けて計 4 群で比較検

討した。Ad-CADM1 感染細胞群では、MOI :0.5 よりゲフィチニブ投与群におい

て非投与群と比較して有意な増殖抑制を認めた (p=0.0130 ;Student’s t test)。以後

MOI :5 まで同様に有意な増殖抑制を認めた。一方、コントロール群では、MOI :5

までゲフィチニブ投与群・非投与群で有意な増殖抑制は認められなかった 

(p=0.9159 ;Student’s t test) (図 23-B)。 

以上の結果から、MET 増幅によりゲフィチニブ耐性を獲得した肺腺がん細胞

において、CADM1 発現アデノウィルスを感染させて CADM1 の一過性発現を誘

導することで、アデノウィルスによる殺細胞効果、CADM1 による抗腫瘍効果を

獲得し、更にゲフィチニブ感受性改善により相乗的な増殖抑制効果を得ること

が確認された。 
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図 21 :CADM1 発現アデノウィルスベクター(Ad-CADM1)の構造 

E1 欠損 /E3 欠損型アデノウィルスベクターに CADM1 全長を導入し

て作成した。 

 

 

CADM1 

 

 

図 22 :Ad-CADM1 感染 GR5 細胞における CADM1 の発現確認 

Ad-CADM1 を MOI :1 となるように GR5 細胞に感染させた。感染 24 時間

後に細胞を回収して、ウェスタンブロットを行なった。GR5+Ad-CADM1 は

HCC827、GR5+CADM1#1,#4 と比較して非常に高い CADM1 の発現を示

した。 
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図 23 :CADM1 発現アデノウィルス感染による、ゲフィチニブ耐性肺腺がん 

細胞株に対するゲフィチニブ治療への影響 

(A) ゲフィチニブ耐性肺腺がん細胞株 GR5 細胞に、CADM1 発現アデノウィルス

(Ad-CADM1)とコントロールベクターを導入したアデノウィルス (Ad-vec)を

感染させた。72 時間後に吸光度を測定した。Ad-vec 感染により MOI 

(Multiplicity of infection) :0 と比較すると MOI :5 より有意な増殖抑制を認め

た。Ad-CADM1 感染細胞は MOI :0.5 より、Ad-vec 感染細胞と比較して有意

な細胞生存率の抑制を認めた以降 MOI :100 まで同様の傾向であった。 

(B) 上記を更にゲフィチニブ投与群 (1 μＭ)と非投与群で群分けして、72 時間後

に吸光度を測定した。Ad-CADM1 感染細胞群では、MOI :0.5 よりゲフィチ

ニブ投与群において非投与群と比較して有意な増殖抑制を認めた。  
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CADM1 発現アデノウィルスベクターは、ゲフィチニブ耐性肺腺がん細胞株の

ゲフィチニブ感受性を改善させ、腫瘍縮小効果を示す。 

- in vivo での実験的遺伝子治療の試み - 

 

in vitro において、アデノウィルスによる殺細胞効果、CADM1 発現による抗腫

瘍効果とゲフィチニブ感受性改善による抗腫瘍効果を確認した。そこで実験的

治療モデルとして、ゲフィチニブ耐性肺腺がん細胞異種異所性移植マウスに

CADM1 発現アデノウィルスを用いて遺伝子導入することとした。 

アデノウィルス投与方法として、静脈内投与、腹腔内注射、腫瘍内投与等が報

告されている。 

本研究は、ゲフィチニブに対する感受性改善効果を検討することが目的である。 

そのためには、CADM1 の発現が腫瘍内において出来るだけ一定の濃度で維持さ

れることが肝要となるので、CADM1 発現アデノウィルスを腫瘍内注射により投

与することとした。投与頻度としては、アデノウィルスの発現は一過性であり、

腫瘍内注射においては 3 日-1 週間発現が保持されるとの報告がある [51]。その

ため、まずアデノウィルス注射 3 日後と 1 週間後で CADM1 の発現を免疫染色

で確認した。 

3 日後では局所的な発現が維持されていたが、1 週間後にはほぼ発現が欠如し
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ていた (図 24)。以上から少なくとも 3-4 日置きのアデノウィルス腫瘍内注射が

必要であると考えられた。また、投与ウィルス量による発現分布を確認した。ウ

ィルス量が増えるにつれて、CADM1 発現範囲が広がっていた (図 25)。本研究

においては、5×107 ifu /回を第 0、4、7、10 日に腫瘍内注射した。 

そこで、以下のように異種異所性移植モデルを樹立した。1×107細胞の GR5 細

胞を PBS 200 μl に懸濁して、Balb /c nude マウスの背側皮下に注射した。皮下注

射後、約 1-2 週間で細胞が生着して腫瘍が形成された。腫瘍体積が 100-200 mm3

となった時点で Ad-CADM1、Ad-vec、PBS 腫瘍内注射群に分けて、更に同日か

ら各々をゲフィチニブ投与群と非投与群に無作為に割り当てて計 6 群の観察を

行なった。ゲフィチニブ投与群はゲフィチニブを 1 回あたり 50 mg /Kg body と

して、非治療群は PBS を各々50 μl としてゾンデを用いて経胃的に投与した。週

5 回投与して、14 日間観察した (図 15-C)。 

まず、アデノウィルス腫瘍内注射における抗腫瘍効果を検討した。ゲフィチニ

ブ非投与群において、PBS と Ad-vec 腫瘍内注射群を比較すると両者において有

意な腫瘍体積の違いは認められず (p=0.7285 ;Mann-Whitney U test)、腫瘍内注射

においてはアデノウィルスによる抗腫瘍効果は認められなかった。 

更に、CADM1 による腫瘍抑制効果を検討するために、ゲフィチニブ非投与群

において PBS と Ad-CADM1、Ad-vec と Ad-CADM1 を比較した。両者において
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有意な腫瘍体積の違いは認められず (p=0.3545、0.4062 ;Mann-Whitney U test)、

CADM1 による抗腫瘍効果は確認することが出来なかった。 

 そして、CADM1 導入によるゲフィチニブ感受性改善効果を検討することと

した。まず PBS、Ad-vec 腫瘍内注射群においてゲフィチニブ投与群・非投与群

の腫瘍体積を比較検討した。各々において有意な腫瘍体積の違いは認められな

かった (PBS 腫瘍内注射群 ;p=0.9079、Ad-vec 腫瘍内注射群 ;p=0.1325 ;Mann-

Whitney U test)。 

一方、Ad-CADM1 腫瘍内注射群において、ゲフィチニブ投与群と非投与群を

比較検討すると、ゲフィチニブ投与群において有意に腫瘍体積が小さかった

(p=0.0066 ; Mann-Whitney U test) (図 26)。以上より、ゲフィチニブ耐性肺がん腫

瘍において、CADM1 発現アデノウィルスを腫瘍内に注射し、ゲフィチニブを投

与することによりゲフィチニブに対する感受性が改善されて、腫瘍増殖を抑制

することが確認された。 
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Ad-CADM1 腫瘍内注射 

注射 :5×107 ifu /回 注射 :1×108 ifu /回 注射 :2×108 ifu /回 

図 25 :Ad-CADM1 腫瘍内注射における CADM1 の発現分布 

ゲフィチニブ耐性肺腺がん細胞 GR5 細胞で異種異所性移植モデル

を樹立した。腫瘍体積が 100-200 mm3 となったところで、ウィルス

量を 5×107、1×108、2×108 ifu /回として注射して、3 日後に安楽死さ

せて、免疫染色で CADM1 の発現を確認した。 

ウィルス量の増加に伴い発現分布が広がっていた。CADM1 の発現

はいずれも膜上に局在していた (×200)。 

  

Ad-CADM1 腫瘍内注射 

注射 3 日後 注射 7 日後 

図 24 :Ad-CADM1 腫瘍内注射における CADM1 の発現期間と分布 

ゲフィチニブ耐性肺腺がん細胞 GR5 細胞で異種異所性移植モデル

を樹立。 

5×107 ifu /回注射して、3 日後と 7 日後に安楽死させて、免疫染色で

CADM1 の発現を確認した。 

注射 3 日後には CADM1 の局所的な発現を認めた (×200)。 

注射 7 日後には CADM1 の発現は確認できなかった。 
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図 26 :CADM1 発現アデノウィルス腫瘍内注射によるゲフィチニブ治療への 

影響 

6-8 週齢メスのヌードマウス (BALB /cnu/nu)皮下へ、ゲフィチニブ耐性肺腺

がん細胞株 GR5 細胞 1×107 個を PBS 200μl に懸濁して皮下注射した。腫瘍体

積が 100-200 mm3となったところで、Ad-CADM1、Ad-vec と PBS 腫瘍内注射

群に割り当て、更にゲフィチニブ投与群 (ゲフィチニブ 50 mg /kg body、週 5

回)、ゲフィチニブ非投与群 (PBS 50μl、週 5 回)に割り振った (計 6 群)。腫瘍

内注射は各々5×107 ifu /回として、14 日間の観察期間中、第 0, 4, 7, 10 日に行

なった。CADM1 発現アデノウィルスを腫瘍内に注射をして、ゲフィチニブ投

与を行なった群で、有意に腫瘍体積が小さかった (p<0.05)。 他 5 群で腫瘍体

積に有意な差は認められなかった。** ;p<0.01 ;Mann-Whitney U test 

 

 

 ; 腫瘍内注射日 第 0、4、7、10 日 
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考察 

分子標的薬であるゲフィチニブやエルロチニブは臨床において著明な抗腫瘍

効果を示す非常に有用な薬剤である。しかし多くの症例で、1-2 年以内に耐性を

獲得することが大きな問題となっている。 

肺腺がんにおける ゲフィチニブの耐性機序としては、その約 50％が EGFR 遺

伝子の T790M 変異による耐性獲得であり、また、5-22%は MET 遺伝子増幅に

よる耐性獲得である [27-30]。さらに、SCLC への形質転換や HGF の過剰分泌に

よる MET 経路の恒常的な活性化によりゲフィチニブ存在下においても、がん細

胞の生存を促進し耐性を獲得するという報告もみられる。近年、耐性の分子機序

が明らかになるにつれて、耐性を克服するための治療方法が研究されてきてい

る。 

特に T790M 二次的変異に対する耐性克服法はめざましい。ゲフィチニブやエ

ルロチニブは第 1 世代 EGFR-TKI と呼ばれるが、第 2 世代 EGFR-TKI であるア

ファチニブ (afatinib)は、一部の臨床試験 (Lux-Lung4）で T790M 変異を有する

肺がん患者への治療効果が報告された [52]。また、第 3 世代 EGFR-TKI :AZD9291、

CO-1686 (ロシレチニブ) は T790M 耐性変異腺がんを選択的かつ不可逆的に阻害

する可能性が前臨床モデルから明らかにされつつある [53-55]。 

一方で、MET 遺伝子増幅に基づく耐性獲得の克服法はやや立ち遅れている。
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後述するように、チバンチニブ (tivantinib ;ARQ-197)等の新規薬剤の臨床試験が

続けられているが、未だ決定的な効果を持つ分子標的薬は登場していない。 

 そこで、MET 増幅による EGFR-TKI 耐性の克服と、将来的な臨床応用を目

標として、当研究室において同定された CADM1 に着目し、本研究を遂行した。

近年我々は、CADM1 が HGF-MET 経路に対して抑制的に働く可能性を見出した 

そのため、EGFR-TKI ゲフィチニブに対する耐性獲得機構の中で、特に MET 増

幅に起因する耐性に着目した。 

 桑野はゲフィチニブに感受性を有する HCC827 細胞、MET 増幅によりゲフ

ィチニブに耐性を獲得した GR5 および GR6 細胞、GR5 細胞に CADM1 を導入

した GR5+CADM1 細胞を用いて検討した。その結果、1) 親株と異なり、耐性

株 GR5 および GR6 細胞 では CADM1 の発現が認められないこと、2）CADM1

発現細胞では CADM1 と MET が複合体を形成すること、更に 3）GR5 に CADM1

を過剰発現させることで、ゲフィチニブに対する感受性が部分的に回復するこ

とを見出した。この時、MET とその下流因子である Erk の活性が抑制された。  

これらのことから、CADM1 を過剰発現させることで、MET 増幅による EGFR-

TKI 獲得耐性を克服しうる可能性が示唆された [42]。 

そこで本研究では、まず in vivo におけるゲフィチニブ感受性改善効果を検討

するために、ゲフィチニブ感受性細胞、耐性細胞と CADM1 導入細胞を用いて異
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種異所性移植担癌マウスモデルを作製した。 

まず、ゲフィチニブ非投与群における各々の腫瘍の増殖能について考察する。 

マウス担癌モデル実験において、ゲフィチニブ耐性細胞由来の腫瘍は、感受性株

と CADM1 導入した耐性細胞由来の腫瘍に比べて、有意に腫瘍体積が大きかっ

た。耐性細胞 GR5 は CADM1 の発現を欠いている。従って、MET 増幅による影

響だけでなく CADM1 の発現欠損が腫瘍増殖能を亢進している可能性が示唆さ

れる。ゲフィチニブ耐性獲得の過程で、CADM1 遺伝子の発現プロモーター領域

がメチル化などにより不活化されることで、一部の細胞に MET 増幅が惹起され

て、他の細胞と競合的に増殖することで形質として固定された可能性が考えら

れる。 

次に、ゲフィチニブ投与量について考察する。in vitro での薬剤感受性試験と

in vivo での薬剤投与効果を比較する際、問題となるのは投与薬剤の血行動態で

ある。in vivo におけるゲフィチニブ感受性を検討する際、有効血中濃度が維持さ

れているかが重要となる。 

通常、ヒトにおいてはゲフィチニブ 250 mg /日が経口投与で毎日投与される。

ヒトにおいてゲフィチニブ 225 mg 投与時の最高血中濃度 (Cmax）は約 0.7 μM

で [56]、また、ゲフィチニブ 250 mg 投与時の血中トラフ値は約 0.4 μM と考え

られている [57]。マウスにおいてはゲフィチニブ 50、100、200mg /回投与にて
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各々最高血中濃度 435.8 ±664.5、3943.5 ±2103.7 と 94543 ±29 nM であり、また血

中トラフ値は投与後 16 時間で 50 mg /kg 投与は 62.6±56.6 nM、100 mg /kg 投与

は 1081.5 ±873.9 nM との報告がある [58]。一方で、ゲフィチニブ投与患者にお

いて、投与後 8 日目の血中濃度を測定したところ患者間で 0.282–6.547μM の差

があり [59]、また投与後に手術で腫瘍を摘出して腫瘍内のゲフィチニブ血中濃

度を調べたところ、血中濃度 :518 nM に比較して腫瘍内のゲフィチニブ濃度は

22,760 nM と 40 倍であったとの報告もあり [60]、必ずしも投与量がそのままが

ん細胞における曝露濃度とはならないことが示唆される。ここで、先行研究にお

ける IC50値に言及する。HCC827 :23±23 nM、GR5 :10μM以上でGR5+CADM1#1 : 

503±724 nM であり、先のマウス体内の血中濃度を考慮した場合、100 mg /Kg 以

上の投与が望ましい。しかし、本実験の予備実験において 100 mg /Kg 投与では、

合併症に伴う死亡や体重減少が著しかった。そこで、50 mg /kg としたところ合

併症なく薬剤投与を行なうことが出来た。また、同投与量において HCC827 の

腫瘍退縮をきたし、GR5 腫瘍で耐性を示したため 50 mg /Kg を選択した。薬物血

中濃度=腫瘍細胞への薬剤投与濃度とした場合、阻害効果を期待できる濃度より

は低くなってしまう。しかし、上述したように細胞レベルでの IC50 値と血中薬

物濃度を単純に比較すること困難であり、効果を認められないようであれば薬

剤投与量を増量することとして実験を開始した。その結果、ゲフィチニブ 50 mg 
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/Kg /回投与は HCC827 に退縮をきたし、かつ GR5 には変化を与えなかった。し

かし、GR5+CADM1 腫瘍において退縮はきたさないものの小さい状態で維持さ

れており、in vitro での結果を十分に補足するものであった。そのため、50 mg /Kg/

回投与は増殖抑制をきたす程度には、十分血中濃度が維持されていたものと考

えられた。 

CADM1 安定発現細胞株を用いたマウスモデルでは、ゲフィチニブ感受性改善

と腫瘍抑制という２つの抗腫瘍効果を示した。更に、テトラサイクリン発現誘導

システムを用いて樹立した GR5-Tet-On-CADM1 マウスモデルにおいても、

CADM1 の発現を誘導することでゲフィチニブ感受性を回復した。一方で、

CADM1 の発現を誘導しても腫瘍の増殖は抑制されなかった。そこで、両者のモ

デルによる違いを検討するため、培養細胞における CADM1 の発現強度と腫瘍

内の CADM1 発現分布を比較した。培養細胞において、GR5+CADM1 の方が

CADM1 を強く発現していた。また、GR5+CADM1 腫瘍では腫瘍全体で一様に

CADM1 を発現していた。一方で、GR5-Tet-On-CADM1 腫瘍では広範囲ではある

が発現は不均等であった。以上から、CADM1 の腫瘍抑制効果は CADM1 の発現

強度と発現分布に依存する可能性が示唆された。また、CADM1 発現誘導腫瘍群

で、ゲフィチニブ投与・非投与群の腫瘍全体における CADM1 発現細胞の占有率

(%)を比較した。両者において、CADM1 発現細胞の割合は有意差が認められな
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かった(CADM1 陽性細胞率 :8.5% vs 9.9%, p=0.5637 ; Mann-Whitney U test) (図 27)。

これは、ゲフィチニブ投与群で全体の腫瘍体積が有意に小さく維持されるので、

相対的に CADM1 の発現割合が大きくなるためと考えられる。そのためゲフィ

チニブ併用群では、ゲフィチニブ感受性改善による抗腫瘍効果に加えて、相対的

に CADM1 の発現分布も広がり、腫瘍抑制効果が惹起されている可能性も考え

られる。以上から、CADM1 の発現をより強く、かつ広範囲に誘導することで、

感受性改善に加えて腫瘍抑制効果を誘導しうる可能性が示唆された。具体的に

は、腫瘍が小さい段階で治療介入することが、効果的な抗腫瘍活性につながる可

能性がある。 

以上から、動物個体レベルにおいても CADM1 導入によりゲフィチニブ感受性

が回復することが示された。そこで、ゲフィチニブ耐性克服にむけて、より応用

的な抗腫瘍戦略・耐性克服法を検討することとした。 

現在、ゲフィチニブの耐性克服法として多くの試みがなされている。 

MET に対しては Tivantinib (ARQ 197) [61, 62]や Crizotinib (PF-2341066)などの

MET 阻害薬、HGF に対しては抗 HGF 抗体である Ficlatuzumab (AV-299)などが開

発されている [63]。これらの薬剤は MET 過剰発現や、HGF 過剰分泌によって

EGFR-TKI 耐性を獲得した肺腺がんの耐性を克服し得るとの報告がある [64, 65]。

その中で Tivanitinib は in vitro において、MET 増幅に伴うゲフィチニブ耐性肺腺 
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図 27 ;CADM1 発現誘導腫瘍群におけるゲフィチニブ投与・非投与群

の CADM1 の発現誘導率 

 

ドキシサイクリン投与により CADM1 の発現を誘導した腫瘍群にお

いて、ゲフィチニブ投与・非投与により CADM1 発現細胞数が変化す

るか検討した。採取した腫瘍検体を免疫染色(抗 CADM1 抗体)したの

ち、Image J ソフトを用いて解析した (×4)。解析方法は全体の面積に

おける、抗 CADM1 抗体陽性領域(茶色)の割合を比較した。 

Dox(＋), ゲフィチニブ(－) Dox(＋), ゲフィチニブ(＋) 
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がんに有効と考えられた。そこで、エルロチニブ＋Tivantinib 併用 vs エルロチ

ニブ＋プラセボ群における第 3 相試験が行われ、Tivantinib 併用群において、無

増悪生存期間を延長することが示された [66]。しかし、近年では Tivantinib は微

小管阻害効果を有するとの報告があり、MET 阻害による効果とするには疑問が

残る [67]。また Crizotinib に関しては、gatekeeper mutation、ALK 遺伝子増幅な

どの耐性獲得の報告がある [68,69]。 

このように、阻害剤、抗体を用いた治療はいまだ多くの問題を抱えている。その

中で CADM1 導入による治療は異なるアプローチであり、新たな戦略として注

目される。 

CADM1 による治療効果を検討するためには、CADM1 を強制発現させる必要が

ある。非ウィルスベクター (プラスミド、バクテリアベクター)を用いた遺伝子

導入方法では、発現効率が低いことが問題となる。そこで、ウィルスベクターに

よる遺伝子導入に着目した。 

本研究においてはウィルスベクターの中で、アデノウィルスベクターを使用

した。がん治療は膠原病治療等と異なり、長期的でなく短期的な戦略として考慮

する必要がある。そこで、アデノウィルスは細胞の分裂状態を問わず目的遺伝子

を発現させ、更に短期的に高い発現を得ることができるため非常に有用と考え

られた。またアデノウィル自体の殺細胞効果も、抗腫瘍戦略上の利点であった。 
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一方で、アデノウィルスを用いるうえで問題点は、複数回のウィルス曝露によ

る抗アデノウィルス抗体の産生である。これにより、発現期間が短縮してしまう

ことがある。これは、免疫応答によることが知られている [70-73]。しかし現在

では、薬剤を用いた免疫制御、免疫寛容の誘導、抗原性の低いベクターの開発な

どが進められており、今後十分に解決し得る問題である。 

次に、ウィルスベクターによる実験的な遺伝子治療モデルを確立するうえで、

投与方法・経路、投与頻度、投与量を検討した。1) 投与方法 :一般的に投与方

法・経路には、尾静脈注射、腹腔内注射、腫瘍内注射がある。尾静脈注射、腹腔

内注射は全身投与ではあるが、多くのアデノウィルスは肝臓に集約される [74, 

75]。そのため、標的部位 (皮下腫瘍)において、目的遺伝子の発現を調整するこ

とが困難と考えた。そこで本研究ではアデノウィルスベクターを腫瘍内に直接

注射することで CADM1 の導入を行なった。結果として、標的部位に発現させる

ことができ、また発現分布をウィルス濃度依存的に調整することが可能であっ

た。2) 投与頻度 :短期的な発現であるため、発現を持続させるため複数回注射

することとした。3) ウィルス投与濃度 :先行研究において、A549 腫瘍に Ad-

TSLC1 /CADM1 を腫瘍内注射することで、アポトーシスを誘導し腫瘍が縮小し

たとの報告がある [76]。今回の研究目的は、ゲフィチニブ耐性肺腺がん腫瘍に

アデノウィルスベクターにより CADM1 を外来性に導入することで、耐性の克
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服が可能か否かを調べることである。そのため、Ad-CADM1 投与単独で腫瘍増

殖を抑制せず、かつ CADM1 の発現が腫瘍内において維持されるように投与量

を調整した。最終的に、ウィルス濃度 5×107 ifu の Ad-CADM1 を、3 日ごとに腫

瘍内注射することとした。この方法によりゲフィチニブ耐性を克服することが

できた。 

以上から、Ad-CADM1 は 1) アデノウィルスによる殺細胞効果、2) CADM1 に

よる腫瘍抑制効果と 3) ゲフィチニブ感受性改善に伴う抗腫瘍効果など多面的

な抗腫瘍効果を発揮することが示唆された。これは腫瘍内における不均一性を

考慮した場合、多面的な治療を同時に行うことが可能となる。 

ここで CADM1 による効果が、先行研究でみられた効果と同様の機序である

か検討するためには、CADM1 の各種変異体との比較を行うことが、今後の課題

であると考えられる。 

現在、肺がんにおける遺伝子治療の分野では、岡山大学らで p53 遺伝子発現

アデノウィルス Ad5CMV-p53 (Advexin)を用いて腫瘍内注射を行ない in vitro、in 

vivo において有効性が示されている [77-79]。また同ウィルスにて臨床試験も行

われており、気管支鏡ガイド下、CT ガイド下の腫瘍内注射に化学療法を併用し

て著明な腫瘍退縮効果や生存期間の延長を報告している [80-82]。 

本研究では、臨床応用の前段階として、ウィルスベクターを用いた CADM1 導
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入による実験的な遺伝子治療モデルを確立した。臨床応用を見据えた場合、更に

検討すべき点が存在する。 

まず、ウィルスベクターに関して、現在では腫瘍特異的に感染するベクターや

肝臓での集約を減らすベクターが開発されており、より適切なベクターの選択

も可能である。投与方法に関しては、腫瘍内注射を行なう場合、気管支鏡下・CT

ガイド下または手術時の腫瘍内注射が現実的な投与方法と考えられる。実際、岡

山大学でも同様の方法が用いられている。次に、種々の肺腺がん細胞株を用いて、

感染後の発現期間・強度を比較することで、臨床における投与頻度とウィルス量

を検討する必要がある。 

臨床において Ad-CADM1 は、腫瘍内注射といった局所治療に含まれると考え

られる。そのため、化学療法や放射線療法と組み合わせた集学的治療の一部とし

て行われることが推察される。そのため、Ad-CADM1 とシスプラチン等の化学

療法や放射線療法の併用における感受性の変化を、in vitro と in vivo において検

討する必要がある。 

更に、今後より詳細な CADM1 と MET の分子機構を明らかにすることで、

CADM1 の責任領域を特定することが考えられる。現在、CADM1 による受容体

型チロシンキナーゼ活性化の抑制機構として最も考えられ得るのは、CADM1 

の細胞内領域に存在する 4.1 タンパク結合ドメインあるいは PDZ 結合ドメイ
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ンの両方に結合する分子が受容体型チロシンキナーゼの細胞内領域に存在する

リン酸化部位に作用するメカニズムである。DEP-1 /PTPRJ, LAR /PTPRF, PTP1B, 

TCPTP 等の PTP (protein tyrosine phosphatase)ファミリーにより、MET のリン酸

化が制御されているとの報告があり [83-88]、CADM1 による MET 活性化の抑

制にも関与している可能性が十分ある。特に PTPN13 は CADM1 と相互作用

することが示されており、MET のリン酸化を抑制する重要な分子として考慮し

ていく必要がある。 

こうした CADM1 と MET の分子機構を明らかにすることで、小分子化合物の

生成など創薬につながる可能性もある。 

また、CADM1 が HGF-MET 経路に対して抑制的に働くことに着目すると、

MET 増幅に伴い発生するがんにおいても、Ad-CADM1 は抑制的な働きをするこ

とが考えられる。そのため、MET 増幅により発生するがんの治療方法として、

有効である可能性がある。 
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結論 

細胞接着分子 CADM1 が、MET 増幅に起因するゲフィチニブ耐性に対して、

動物個体レベルでゲフィチニブ感受性を改善することを示した。更に、実験的な

遺伝子治療モデルとして、アデノウィルスベクターを用いて CADM1 をゲフィ

チニブ耐性腫瘍内に導入することでゲフィチニブ感受性を改善するすることが

できた。今後、難航するゲフィチニブ耐性肺腺がんの抗腫瘍戦略において新治療

開発の一助となるものと考えられた。 
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