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癌に関わる ErbB シグナル伝達系の数理解析

成尾佳美 12 \cdot 長嶋剛史 1 \cdot 中山亮子 1 \cdot 田中博 2 \cdot 畠山眞理子 1

1理化学研究所 ゲノム科学総合研究センター

2東京医科歯科大学大学院 生命情報科学教育部

細胞内のシグナル伝達系は、細胞運命制御の中心的役割を果たしており、 その脱制御は様々な種
類の癌に関与している。 シグナル伝達系に関与する分子の動的振る鐘いは複雑で分子同士が密接
に関与しているため、多段階的な細胞内の反応を一連のネットワークとして数理モデルを利用し
記述することの意義は大きい。我々は、癌に関係の深い ErbB シグナル伝達系について癌細胞を
用いた実験と数理解析の両方を行ってきた。現在進行中の、肺癌治療薬に対する肺癌細胞の感度
解析の結果とともに紹介する。

1. 背景と目的
細胞内シグナル伝達系とは、細胞膜に発現している細胞膜受容体が細胞外からのシグナルを受

け取り、遺伝子発現を引き起こすまでの過程を示す。 この過程において、細胞内では分子の生化

学的反応の連鎖が起こり分子の動態が制御されているが、 この制御の異常は多くの癌に関連があ
ることが知られている。

ErbB シグナル伝達系 (図 1) はヒトの癌において細胞内分子の制御が異常となっていることが知
られている。 ErbB 受容体ファミリーは ErbBl (上皮成長因子受容体;EGFR)

、 $ErbB2$ 、 $ErbB3$、

ErbB4で構成されている。中でも EGFR は実験的にも数理的にもよく研究されており、癌におけ
る細胞増殖、 生存、転移、 浸潤において重要な役割を果たしている。

EGFR は非小細胞肺癌の患者において過剰発現しており、キナーゼドメインのアミノ酸置換変
異が EGFRキナーゼ阻害効果をもつ肺癌治療薬に対する反応性の違いを示すことが過去に報告さ
れている [1]。このような変異は異なる遺伝子発現パターンをも導くが、 詳細なメカニズムは明ら

かになっていない $[2, 3]$
。 EGFR依存的に異なる細胞運命へと導くメカニズムを理解することで、

EGFR キナーゼ阻害剤に反応性の高い患者を予測できる可能性もあり、 さらには副作用を起こす
ことなくキナーゼ阻害剤治療を効果的に享受できることが期待される。 最近の研究では、 EGFR
キナーゼ阻害剤に感受性の高い変異はキナーゼ阻害剤に対する結合アフィニティにはほとんど違
いを示さないことも報告されている $14]_{\text{。}}$ これは、キナーゼ阻害剤と EGFR との強い相互作用が原
因でキナーゼ阻害剤に対して感受性が高くなっているわけではないことを示唆する。 EGFR シグ
ナル伝達系に関わる分子の複雑なダイナミクスを理解するためには、 システマティックなアプロ
$-\neq$が必要不可欠である。

本研究では数理的側面と実験的側面の両側面から、EGFR シグナル伝達系のメカニズムの解明
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に迫った。

図 1ErbB シグナル伝達系の概略

2. 実験方法
我々は非小細胞肺癌細胞株 H1299を用いて EGF および EGFR キナーゼ阻害剤刺激後 30分、 1
時間、 2時間、 4時間、 6時間、 10時間後それぞれの遺伝子発現量をマイクロアレイにより計測
し、 その解析を行った。 また、 ウェスタンブロッティングを行いリン酸化タンパク質の定量を行
った。 これらの実験結果を、 H1299野生株 $(H1299WT)$

、 EGFR を過剰発現させた H1299
$(H1299EGFR)$

、 キナーゼドメインにアミノ酸置換変異を持つ EGFR を過剰発現させた H1299
$(H1299L858R)$ の 3種類の細胞間で比較した。

8. ウェスタンブロッティングの結果
EGF 刺激 $(10nM, 1nM, 0,1nM)$ に誘導される $EGFR$

、
$Shc$

、 $MEK$、 $ERK$
、 Akt の活性化ダイ

ナミクスを $H1299$ 、 $H1299EGFR$、 $H1299IS58R$ の 3種類の細胞間で比較を行った (図 2)。

また、図 3では、EGF $(10nM)$ と EGFR キナーゼ阻害剤 ($0,0.01,0.02,0.05,0.1$ , 0.125, 0.15, 0.175,
0.2 $\mu M$) を細胞に添加し、 5種類のタンパク質活性化状態を H1299EGFR と $H1299L858R$ の細

胞間で比較を行った。どちらの細胞でも EGFR キナーゼ抑制剤によってタンパク質活性化が抑制
されていることがわかった。また、細胞間を比較すると EGFR キナーゼ抑制剤濃度依存的にタン
パク質の活性化が抑制されるレベルが細胞間で異なり、L858R 変異がタンパク質活性化に影響を
及ぼすことを明らかにした。
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図 2 EGF に誘導されるタンパク質のダイナミクスの細胞間における違い

図 3 キナーゼ抑制剤に誘導されるタンパク質の活性化の細胞間における違い

4. マイクロアレイ解析の結果
時系列マイクロアレイデータの統計解析の結果、EGFR キナーゼ阻害剤を加えることによって著
しく抑制又は活性化される遺伝子を見つけることができた。 また、 細胞特異的に発現パターンが

異なる遺伝子を見つけることができた。 一例を図 4及び図 5に挙げる。
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H1299EGFR

$H1299L858R$

遺伝子 A 遺伝子 $B$

(a) キナーゼ阻害剤によって弛現量が低くなる遣伝子 (b) キナーゼ阻害剤によって覚現量が高くなる遭伝子

図 4 キナーゼ阻害剤によって発現量が著しく変化する遺伝子

H1299EGFR

Hl$299L858R$

遺伝子 $D$ 遣伝子 $E$ 遺伝子 $F$

図 5 細胞特異的に発現パターンの異なる遺伝子

5. H12例 1$\sqrt{}$ の数理モデル

図 6 EGFR シグナル伝達系のスキーム
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反応スキームは図 6のようになっており、過去に報告されている ErbB シグナル伝達系の数理モ
デルの論文を参考にした $[5, 6]_{0}$ 反応速度方程式は表 1に示した。

表 1反応速度方程式

$r.:^{l_{1}1EGb^{\backslash }R1IBC\cdot F|- l_{-1}1K_{\grave{J}}FR|}A_{*}\mathfrak{l}\alpha ii’ mFR1|\alpha\}P\prime E(\backslash .FR|- k_{*}I\langle\PsiF\prime Er_{J}FR)\cdot I1\gamma_{1}XF$

’
$\gamma_{t11l}\gamma_{10}I_{-*.[Orb2][soe1+\iota_{-11}\iota^{10}aeoe]}^{k_{10^{[ShPCrb2\prime SOS1-\star\iota soe][Sh\Psi]}}}Q*bO*b2$

’
$\nu_{r}-\frac{\gamma_{n}[NB]r][R-\iota 1]}{\iota uEK1}$

$r_{*}\cdot i..1t\alpha i$ト.,b‘Gb‘ll).g|-i4I\langle wF’BGFRP).2.|
$K.11*$ )

$*\iota um1\overline{K_{\iota}.}$

$\nu_{\iota*}--\frac{V_{*}[S1rP]}{K_{1}.*1SkPl}$

$\nu..k.2||81r1- i_{arrow}t(ffiF\prime bBFRP)\cdot l\mathcal{B}Ir1V_{1}\cdot\frac{V.1\Psi\cdot FI_{l}FRP)\cdot g|}{K*1t\infty r/BGbRP)ll,j_{t\alpha\}FM\}FRP)}}\nu_{t}.-A_{t*}\iota(\infty r\prime EGFRP)\cdot 21$ $r_{1}- \frac{V_{11}1umP1\mathfrak{l}PP2Al}{K_{1}11+\frac{\iota u\infty P1}{K_{\backslash }})*Nn\alpha\nu l}$

$V\mathfrak{l}R\cdot\cdot GDPl[oe(lF/UFRP)\cdot 26bPC\cdot b26oe]$

$r..A_{\alpha}\mathfrak{l}toepnx\}FRP)\cdot*1rI- i.It\alpha\}b^{\backslash }\prime EGFRP)\cdot RbcPI^{\gamma_{1}-\ovalbox{\tt\small REJECT}_{K_{1l}}*R_{l}GDPl}$ $V_{n}Rl0MElPP1$

$-1_{-},\mathfrak{l}tffiF/\alpha iFRP)\cdot RkP\kappa_{[}bl|$ $V,.- \frac{V_{1*}\mathfrak{l}R_{l}\alpha rpl}{K_{1*}*[R\cdot\cdot ODP]}$

$\gamma*A,11R\}F/oeb^{\backslash }RP)\Re|rPllGrb21$ $\nu_{\infty}\cdot K_{B}\langle 1*\frac{\overline 1\Re ff1}{K})_{*}[BRK]$

$\gamma\underline{-}l.lsoe1ltBGF’\Re FRP)\cdot\prime ae\triangleright P\hslash irbl1$
$V_{a}\mathfrak{l}\Re 1\Phi 1N1\alpha 81$

$- k.\mathfrak{l}(\iota nFlBGPRP)\ell 8kPn,b2h(*|$ $\gamma_{1^{-]}}\frac{V_{1}.1Rf1l[R-\alpha rp]}{K.v1R- nl}$ $\nu_{r_{K_{*}(1*\frac{\overline[m]PP1}{K_{*}})*[\Re]r]}^{-}}$

$r..- k..Itw.\prime\prime BGbRP)\cdot u1rPn,\iota moe\iota$

$*$ ’ $\nu_{1},-\frac{V_{1},[nn]}{K_{t},*[R\cdot f1]}$

$v_{u}\iota ml\iota MRP1$

$\nu_{u_{K_{u}(1*\frac{\overline[m\kappa]}{K})_{\star}1Boe1}^{=}}$

$\gamma_{1}-\frac{V_{1l}1R\cdot f1lM\mathfrak{M}}{K_{1l}*\mathfrak{l}bIffl}$

$V_{*}\mathbb{R}KPPlNff81$

$V_{1}.1Mffl\Phi 1\mathbb{R}2A1$ $\nu_{*}\cdot K_{*}(1*\frac{\overline[m]\alpha]}{K_{r}})*[\Re 1\Phi P]$

$\nu_{1}.-(K_{1}.(1*\frac{\overline]MEiPP1}{K_{*1}}))_{*}\mathfrak{l}MEI\Phi|$

$\frac{\frac dI\mathfrak{X}F1--\gamma_{1}d\iota^{dt}\prime}{dt}-\nu_{1}-2\nu$

,
$\frac{\frac{d[\mathfrak{B}FR]}{d\iota(\mathfrak{X}Fdt}--\gamma_{1}EGFR)\cdot 2l}{dt}-\gamma_{*}-\gamma+\gamma_{4}$ $\frac{d\iota oe_{\pi}- d- t1\text{。}n1}{\frac d\iota_{dt}^{d}MEK1--V_{l}}-\gamma_{1*}+\gamma_{1}$ $\frac{d[R\cdot t1]}{\frac d\iota_{dt}^{dt}Sk1}\cdot\gamma-\gamma_{1}-\gamma_{1\}*\gamma_{1}$

$\frac{d\mathfrak{l}\Re Kl}{dt}=arrow g*V$. $\frac{d\mathfrak{l}1EGFmFRP)\cdot 21}{dt}-\gamma_{l}-\nu.-\vee\cdot*V.-\nu$. $\frac{d1MBIP1}{dt}-\gamma_{1}-\gamma_{1}-\gamma*\gamma_{\mathfrak{j}}$ $\frac{d[R\cdot\cdot ODP]}{dt}-\gamma_{I}-\gamma_{t}$

$\frac{d\mathfrak{l}BRKPl}{dt}-\gamma-\gamma-\gamma*\gamma rur^{\frac{d[(EGF\prime \mathfrak{W}FRP)\cdot 2\prime Sk]}{dt}-r_{l}-\gamma}$. $\frac{d[MEIPP]}{dt}-\nu.-\nu_{*1}$ $\frac{d\mathfrak{l}R-- GTPl}{dt}\cdot\gamma_{1}-\gamma_{1}-\gamma_{1}$

$\frac{d[\Re]pp]}{d\ell}<r_{u}-\nu$. $\frac{d\mathfrak{l}(\mathfrak{N}P\prime EGFRP)\cdot 2\prime ShcP1}{dt}-\gamma-\gamma$ $\frac{d1bIKP31}{dt}-0$
$\frac{d\mathfrak{l}S\propto l}{dt}--\gamma*\gamma_{11}$

$\frac{d1Grb2\epsilon oel}{dt}-\nu_{o}-\nu_{\iota t}$ $\frac{d\mathfrak{l}\prime}{dt}-\gamma-\gamma_{?}$ $\frac{d1PP2Al}{d\ell}-0$
$\frac{d1Shc1}{dt}--\nu.*\nu_{u}$

$\frac{d1Oh2l}{dt}*-\gamma*\gamma_{11}$ $\frac{d[(\infty rm(]FRP)^{r}2\epsilon\iota_{rPO*28\infty 1}}{dt}-\gamma-\gamma$ $\frac{dIR\cdot nl}{dt}--V_{1}.\star V_{1}$ ,
$\frac{d1Sh\iota P1}{dt}-\nu_{10}-\nu_{u}$

$\frac{d1SkPm2\prime soe|}{dt}z\gamma-\gamma_{0}$

6. $II1299W$のシミュレーション結果

表 1に示した反応速度方程式とウェスタンブロッティングの実験データより未知パラメータを

推定した。推定されたパラメータを用いてシミュレーションを行った結果が図 7である。

図 7 シミュレーションと実験データの比較

36



7. 考察と今後の展望
$\blacksquare$ 定量的な解析により、EGFR の過剰発現や EGFR の L858R 変異が EGFR シグナル伝達
系のダイナミクスに影響を与えることを明らかにした。

$\blacksquare$ 時系列マイクロアレイ解析の結果、EGFR キナーゼ阻害剤によって発現が著しく活性化さ
れる遺伝子及び抑制される遺伝子を同定することができた。また、細胞特異的に遺伝子の

発現パターンが異なる遺伝子も同定することができた。
$\blacksquare$ 我々の解析結果は EGFR の濃度や EGFR の分解速度が遺伝子発現の定量的な違いを引き
起こすことを示唆している [7]。

$\blacksquare$ 今回構築した数理モデルは H1299WT のみのデータを用いてパラメータ推定及びシミュ
レーションを行っている。今後は H1299EGFRや H1299L858R といった他の細胞を用い、

細胞間の比較を行いたい。
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