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EGFRvⅢを発現した膠芽腫細胞の特徴と分布
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要 旨

Glioblastoma (膠芽腫）は成人原発悪性腫瘍で最も多い腫瘍であり，手術，放射線治療，化

学療法を組み合わせた治療を行っても， その予後は依然として不良である. Glioblastomaは明

らかな前駆病変なく，新規に急速な進行を示す原発性glioblastomaと先行する低悪性度星細胞

腫から緩徐に進行し，悪性転化して発生する二次性glioblastomaに分けられる. isocitrate

dehydrogenase (IDH;イソクエン酸脱水素酵素）が両者を特徴づける重要な遺伝子変異である
ことが分かっており，原発性glioblastomaではIDf"/Zの変異は極めてまれであり，二次性

glioblastomaでは高頻度に認められる. Epidermalgrowthfactorreceptor (EGFR;上皮成長
因子受容体）遺伝子増幅およびその変異型であるEpidermalgrowthfactorreceptorvariantm

(EGFRvm)はglioblastoma,IDHwild-typeに認められる代表的な遺伝子変異である. EGFRv

Ⅲは腫瘍特異的な細胞膜抗原であり， リガンド非依存的に常時活性化し，細胞内シグナリング

を増強し，血管増生と腫瘍増生を促進させることが知られている. EGFRvⅢはその腫瘍特異

性から， これまで治療ターゲットとして注目を集めてきたが免疫組織化学的な検索が不十分で

あった．本研究では, Glioblastoma, IDHwild-typeと診断された48患者の手術標本を用いて，

EGFRvⅢに特異的な抗体を用いて，免疫組織化学的検索を行い，細胞形態, EGFRvⅢ陽性腫

瘍細胞の分布を評価した． さらにはEGFRvⅢ発現の予後への影響を評価した．

EGFRvⅢ陽性は再発1症例を含む12標本, 11患者で認められた．免疫染色では複数の突起

を有するグリオーマ細胞においてEGFRvⅢおよびglialfibrillaryacidicprotein(GFAP)の発

現が認められた. EGFRvⅢ陽性細胞は腫瘍の中心部に存在し，辺縁部には存在しなかった．再

発症例が1例あり，腫瘍に対する治療効果を確認することができた．単変量解析を行った結果，

EGFRvⅢ発現の有無は生存期間に関与しないことが示された．

本研究ではEGFRvⅢ陽性細胞は星細胞系分化を示し, GFAP陽性の腫瘍細胞が認められる

腫瘍の中心部に存在し，浸潤領域には存在しないことが示された． この知見は, EGFRvⅢは

腫瘍増殖には関与するが，浸潤するglioma細胞はEGFRvⅢ発現を失っていることを示唆し

ている．
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匡． 材料と方法

対象

2012年から2016年までの間に新潟大学医歯学

総合病院脳神経外科に入院し，手術が行われ，

Glioblastoma, IDHwild-typeと診断された48名

(男26名，女22名）の患者を対象とした診断

はWHO分類に従って行い13), IDH遺伝子変異

の有無については, IDH1特異的免疫染色抗体お

よびjD"Z/ZのDNAsequencingを行い，判断し

た14)．患者背景を表1， 2にまとめた．患者＃

10 （表2）では，手術5か月後にMRI検査で腫

瘍再発が認められ，追加の腫瘍摘出術を施行し

た．術後のMRI検査は術後48時間以内に行われ，

残存腫瘍なし， 90-99％摘出， 〈90％摘出をそれ

ぞれ，全摘出，亜全摘出，部分摘出と判定した．

Glioblastomaは成人の原発性悪性脳腫瘍で最も

多い腫瘍であり，臨床的には最も悪性な腫瘍の一

つである．組織学的には退形成所見の著しい神経

膠腫であり，高い増殖能と破壊性浸潤性増殖傾向

を示し，主に星細胞系分化を示す．手術，放射線

治療，化学療法を組み合わせた治療を行っても，

その予後は依然として不良である')．症例の9割

程度はmHI/2変異をもたないglioblastoma,IDH

wild-typeであり, 1割はjDHZ/Z変異を認める

gioblastoma, IDHmutantである． 明らかな前駆

病変なく， 新規に急速な進行を示す原発性

glioblastomaと先行する低悪性度星細胞腫から緩

徐に進行し，悪性転化して発生する二次性

glioblastomaに分けられる．二次性glioblastoma

ではZDHZ/g変異の頻度が高く, denovoに発生

する原発性glioblastomaよりも予後がやや良好で

ある．

EGFR遺伝子増幅および再編成はglioblastoma

で高頻度に認められ， その変異型であるEGFRv

Ⅲもその一つである． EGFRvⅢはEGFR遺伝子

のexon2-7にin-framedeletionを生じたタンパ

クであり, 145kDaの大きさを有する腫瘍特異的

な表面抗原である2)-4).EGFRvⅢはリガンド非

依存的にSTATpathwayやPI3K-Aktpathway

を常に活性化させ，血管増生や腫瘍増殖を促進さ

せる5)-7).Glioblastomaにおいては, EGFRvm

はIDH変異がなく, EGFRamplificationを伴う

腫瘍に発現し，初発時には認めるが再発組織では

失われるという特徴を持つ8)-10).EGFRvⅢはそ

の腫瘍特異性からこれまで治療ターゲットとして

注目され，抗EGFRvⅢペプチドワクチンを含め

た治療法が臨床治験を通して行われてきた'1)'2)．

この研究では, EGFRvⅢに特異的な抗体を用

いて, Glioblastoma, IDHwild-typeと診断された

腫瘍の切片を免疫組織化学的に検索し, EGFRvm

陽性細胞の形態的な特徴やその分布， また，

EGFRvⅢ発現の予後への関与を調査することを

目的とした．

免疫組織化学的検索

手術標本は20%ホルマリンに固定され，パラフ

ィン包埋した．組織学的検索は4皿mに薄切した切

片を用い, hematoxylinandeosin (HE)染色ある

いはKlUver-Barrera (KB)染色を行った．免疫

組織化学的検索は先行文献に従って行った'4)．使

用した抗体はEGFRvⅢ抗体(cloneL8A4;Absolute

Antibody,Oxford,UK;希釈率1:200), ヒトIDH1

R132H抗体(cloneHO9;Dianova,Hamburg,Germany;

表1 EGFRvⅢ陽性および陰性患者の臨床的特徴の比較

陽性 陰性 P値

総数 11 37

年齢 68.8 62.8 P=0.118

手術

全摘出 1 8 P=0.237

亜全摘出 8 14 P=0.296

部分摘出 2 15 P=0.070

放射線治療 11 36 P>0.999

テモゾロマイド治療 11 34 P>0.999

ベバシズマブ治療 5 7 P=0.113

追加切除 1 5 P>0.999

MGMT陽性 6 20 P>0.999
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表2 EGFRvⅢ陽性患者の臨床的特徴の詳細

結 果

EGFRvⅢ発現

48患者中， 11患者（22.9%)， 12標本（再発1

症例）でEGFRvⅢ免疫染色陽性となった．腫瘍

摘出範囲と標本保存状態により， 5標本で

EGFRvⅢ分布の評価が可能であった. EGFRvm

陽性腫瘍細胞は腫瘍の中心部にのみ存在し，浸潤

領域には存在しなかった．複数の突起を有し，星

細胞系分化を示す細胞にEGFRvⅢおよびGFAP

が共局在した（図1）．

初発時にEGFRvⅢ陽性を示した1患者が再手

術となった．再発時の手術摘出標本ではわずかに

EGFRvⅢ陽性の腫瘍細胞が認められるのみであ

った（図2)．

1:100), vimentin抗体(cloneV9,Dako,GIostrup,

Denmark;1:400),GFAP抗体(Dako; 1: 1500)で

ある.Vimentin陽性細胞の分布,形態を評価した．

診断は"WHOClassificationofTumoursofthe

CentralNervousSystem"に従って行った13).

Westernblotting

EGFRvⅢ抗体の信頼性を確認するため，患者

＃9から得られた組織を用いてWesternblotting

を行った15).EGFRvⅢ抗体を用いたWestern

blottingで145kDaの単一バンドを確認し，既報

と矛盾がないことを確認した2)．

統計解析

データ解析はGraphPadPrism7.0statistical

software (http://graphpad-prism.software.

informer.com/7.0)を用いて行った．全生存期間

は手術日から死亡日までの日数から算出し，

EGFRvⅢ陽性およびEGFRvⅢ陰性患者の予後に

つき, Kaplan-Meier法およびlong-rank検定で

評価した．連続する変数はUnpairedStudent'sr

testを用い評価し, 2つのカテゴリーに分類され

たデータにはフィッシャーの正確率検定を行い，

p≦0.05を有意差ありと判定した．

予後

EGFRvⅢ陽性患者と陰性患者で生存期間中央

値に差はなかった（それぞれ1．21年， 1．89年，

p=0.866).

考 察

EGFRvⅢはリガンド非依存的に活性化してお

り， C-mycの活性化により血管増生を促進し7),

患者
年齢

(歳）
性別 手術 MGMT

全生存

期間(月）

死亡／

生存

1 81 男 部分摘出 ＋ 14 死亡

2 75 女 亜全摘出 － 34 死亡

3 59 男 全摘出 ＋ 13 死亡

4 67 男 亜全摘出 一 36 死亡

5 67 女 部分摘出 － 21 死亡

6 81 男 亜全摘出 ＋ 13 死亡

7 72 男 亜全摘出 一 8 死亡

8 76 女 亜全摘出 I■■■■■■ 16 生存

9 48 男 亜全摘出 ＋ 12 生存

10 69 男 亜全摘出 ＋ 9 死亡

11 62 男 亜全摘出 ＋ 5 生存
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図1 患者＃3．腫瘍の組織像．腫瘍中心部（上段)，浸潤領域（下段)．腫瘍中心部では, vimentin陽性細胞が細胞密
度高く認められ, EGFRvⅢおよびGFAPは複数の細い突起を有していた． その一方で浸潤領域では腫瘍細胞
はvimentin陽性であるが, EGFRvm,GFAPは陰性であり，小型，円形であった. Scalebar:100j,m

HE EGFRvm

患者#10.初回手術時の組織像（上段）と再発時の組織像（下段).初回手術時，腫瘍細胞はastrocyticな特徴
を有し，かつEGFRvⅢ陽性像を示していた．一方で，再発時の手術標本ではわずかなEGFRvⅢ陽性細胞が認
められるのみで，壊死像が認められた. Scalebar:200jlm

図2
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術での摘出が比較的容易であり，放射線化学療法

への感受性が高い可能性を示唆している．

EGFRvⅢの予後への影響は議論の残る結果と

なっている.EGFRvⅢを発現しているglioblastoma

の予後が良好であるとの報告26)や，その一方で，

予後不良因子であるとの報告27)や生存期間には

影響しないとの報告もある28)-30)．我々の研究で

も，生存期間に関与するという結果は得られなか

った． Glioblastomaの摘出度が生存期間に関与す

るとの報告があるが31)，我々の研究での2群

(EFGRvⅢ陽性と陰性）で摘出範囲に差はなかっ

た．仮にEGFRvⅢ陽性腫瘍細胞が中心部に存在

し，再発時には失われているとすると，浸潤領域
のEGFRvⅢ陰性腫瘍細胞が予後に関与するので

はないかとの考察ができる．

STATpathwayやPI3K-Aktpathwayの活性化

により，腫瘍細胞増殖を促進することが知られて

いる5)6)． また, EGFRvⅢ発現は腫瘍細胞内で不

均一であることが知られているが， これまでの研

究は腫瘍の中心部（コア）を検索ものであり，浸

潤領域の評価はなされていなかった16)-18)．また，

細胞形態についての評価も不十分であった． これ

には，使用できる特異的な抗体がなかったことも

関与している．

この研究では，我々は初発glioblastomaにお

いて, EGFRvⅢ発現が腫瘍中心部にのみ限局し，

浸潤領域には認めないことを確認した．既報で

は免疫不全マウスや培養細胞を用いた研究では

EGFRvⅢを発現した腫瘍細胞はEGFRvⅢ陰性

の細胞よりも浸潤能が低いことが示されている

16)19)20). この結果を合わせて考えると, EGFRv

Ⅲ陽性腫瘍細胞は，浸潤能の高い腫瘍細胞では，

その発現が失われていることが示唆される． これ

まで，腫瘍細胞の移動性と増殖性は相互排他的で

あるという現象(grow-or-gophenomenon)は癌

において知られている． ここでは主に低酸素が増

殖と浸潤の転換に関与することが示唆されている

21)-24)．我々の研究では，腫瘍細胞の浸潤．増殖

において, EGFRvⅢ発現が重要な役割を果たし

ていることを示した. Glioblastomaの中には， よ

り分化した腫瘍細胞の集塊のなかから， 円形で

GFAP陰性の腫瘍細胞が周囲とは境界明瞭な形

で発生するものがあることが知られている25)．

これは何らかの遺伝子発現の変化によって引き起

こされるものと考えられているが，詳細なメカニ

ズムはわかっていない． これと同様の現象が患者

＃3で認められた．分化度の高い，中心領域の腫

瘍細胞を認める一方で，小型， 円形でGFAP陰

性の腫瘍細胞が，浸潤領域において認められた．

これら小型の細胞はEGFRvⅢ陰性であった．

1症例，再発症例を認めた．初発時認めた

EGFRvⅢ発現腫瘍細胞は再発時には失われてい

た． この結果は初発時に認めたEGFRvⅢの発現

が再発時には失われていたことを示した既報に矛

盾がないことを示した8)． この結果はまた，

EGFRvⅢを発現している中心部の腫瘍細胞は手

肇
諏結

初発glioblastomaにおいて, EGFRvⅢは星細

胞系分化度が高く, GFAP陽性となる腫瘍細胞

の存在する腫瘍中心部に存在し，浸潤領域の腫瘍

には発現しないことが示された． この発見は

EGFRvⅢが腫瘍増殖に関与し，一方で浸潤領域

の腫瘍細胞がEGFRvⅢを失っていることを示唆

するものである．
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