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【背景及び目的】 

 麻黄（Ephedra Herb）は、漢方医学で広く用いられてきた頻用生薬の一つであり、

医療用漢方エキス製剤 16品目に配合されている。日向らは、麻黄エキス（Ephedra 

Herb extract：EHE）がヒト乳癌由来MDA-MB-231細胞において肝細胞増殖因子

（Hepatocyte growth factor：HGF）により誘導される c-Metのリン酸化と細胞運動を

抑制することを報告した 1）。さらに、c-Met過剰発現が原因でチロシンキナーゼ阻害剤

（tyrosine kinase inhibitor： TKI）耐性となった非小細胞肺癌（non-small cell lung 

cancer：NSCLC）への EHEの応用を検討するため、NSCLC由来エルロチニブ耐性 c-

Met過剰発現H1993細胞を用いて解析した結果、EHEは c-Metのリン酸化を阻害する

だけでなく、c-Met及び上皮成長因子受容体（epidermal growth factor receptor：

EGFR）をダウンレギュレーションし、エルロチニブ耐性から回復させることを明らか

にした 2）。 

一方で、エルロチニブのような EGFR-TKIは、EGFRに活性型変異を有する

NSCLCに対して適応になる 3）。前述の研究で用いられたH1993細胞の EGFRは野生

型であり、活性型変異を有する EGFRを発現したNSCLCに対して、EHEが有効であ

るかどうかは不明であった。そこで本研究では、L858Rと T790Mの突然変異を有する

EGFRと、c-Metを発現しているNSCLC由来 H1975細胞を用いて 4）、EHEの効果を

明らかにすることにした。さらに、現在、EGFR-T790M及び L858R 変異を有する

NSCLCの患者に対し臨床的に広く使用されている 第 3世代 EGFR-TKIのオシメルチ

ニブと EHEの併用効果の解析を行った。なお、オシメルチニブは EGFRの細胞内ドメ

インの ATP結合ポケット内の Cys797に共有結合してチロシンキナーゼ活性を阻害する

が 5）、オシメルチニブによる治療においても、NSCLCは耐性を獲得することが知られ

ており、その原因の一つに c-Metの過剰発現が報告されていることから 6）、オシメルチ

ニブと EHEの併用効果の解析は重要であると考えた。 

EHEは c-Met及び EGFR のダウンレギュレーションを誘発することが報告されてい

るが、これら以外のチロシンキナーゼ型受容体（Receptor tyrosine kinase：RTK）に

対する作用は不明である。そこで、c-Metや EGFR 以外の RTKに対する EHEの効果

を検証するため、線維芽細胞増殖因子受容体 2（fibroblast growth factor receptor 2：

FGFR2）を過剰発現している胃癌細胞株 KATOIII 7） を用いて解析した。 



1. 非小細胞肺癌由来 H1975細胞に発現する活性型変異を有する EGFRと c-

Metに対する麻黄エキスの効果、及び、オシメルチニブとの併用効果 8） 

 

【方法】  

〈細胞と試薬〉 H1975細胞：American Type Culture Collection（ATCC）（VA, 

USA）より購入、10％ウシ胎児血清（Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA）を含む

RPMI 1640培地（Sigma-Aldrich, Tokyo, Japan）を用いて 37℃、5％CO2条件下で培

養した。試薬：抗体は Cell Signaling Technology Japan, K.K.（Tokyo, Japan）、EHE

は Tsumura Co.（Tokyo, Japan）、オシメルチニブはMedChem Express Co.（NJ, 

USA）より購入した。 

 

(1) H1975細胞における活性型変異を有する EGFRと c-Metに対する EHEの効果  

H1975細胞に 100 µg/ml EHE を添加して 0～24時間培養後、あるいは、H1975細胞

に 25～200 µg/ml EHEを添加して 4時間培養後、c-Met、pMet（c-Metのリン酸化

体）、及び EGFR、pEGFR（EGFRのリン酸化体）の発現量を、ウエスタンブロット後

ChemiDoc MP Imaging System（Bio-Rad Laboratories Tokyo, Japan）を用いて解析

した。 

 

(2) H1975細胞における活性型変異を有する EGFRと c-Metに対するオシメルチニブ

と EHEの併用効果 

オシメルチニブ単独の効果を確認するため、H1975細胞に 16 nM オシメルチニブを

添加して 0～24時間培養後、あるいは、H1975細胞に 4～32 nM オシメルチニブを添

加して 20時間培養後、c-Met、EGFR及びそのリン酸化体の発現量を解析した。続いて

EHEとオシメルチニブの併用効果の解析のために、オシメルチニブを添加し 20時間培

養後、EHEまたはオシメルチニブ、あるいはオシメルチニブと EHEの両方を含有する

4mlの培地を添加して 4時間培養し、c-Met、EGFR及びそのリン酸化体の発現量を解

析した。各試薬の効果が最も強く発現する培養時間として、EHEは添加後 4時間、オ

シメルチニブは添加後 20～24時間だったことから、オシメルチニブを先に添加してお

き、EHEを後から添加するというプロトコルを採用した。 

 

(3) H1975細胞の増殖に対する EHEの効果、及び、オシメルチニブとの併用効果 

EHEの効果を解析するために、H1975細胞を 24時間培養し、この時点を Day0とし

た。Day0～4に 0～250 µg/ml EHE を添加し、Day3及び Day5に Cell Counting Kit-8

（CCK-8）溶液を加え、1.5時間培養後に生成したホルマザンの吸光度（450 nm）を、

iMarkマイクロプレートリーダー（Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA）で測定

した。 



オシメルチニブの効果を解析するために、H1975細胞を 24時間培養し、Day0～4に 4

～16 nM オシメルチニブを添加し培養後、CCK-8を添加し 1.5時間後に吸光度を測定

した。EHEとオシメルチニブの併用効果を解析するために、H1975細胞を 24時間培

養し、Day0～4に EHE（75～250 µg/ml）とオシメルチニブ（4～16 nM）を混合し添

加して培養後、CCK-8を添加し 1.5時間後に吸光度を測定した。 

 

【結果及び考察】 

(1) H1975細胞において c-Metは過剰発現しており、c-Metと EGFRは自己リン酸化さ

れていた。100 µg/ml EHE添加の 2時間後から c-Met、EGFR及びそのリン酸化体の発

現量は経時的に低下し、pMetと c-Metの発現は 24時間後に回復傾向を示した。

pMet/c-Met 比は、EHE添加後経時的に減少する傾向を示し、24時間後に回復傾向を

示したが、pEGFR/EGFR 比は変化しなかった。また、25～200 µg/ml EHE 添加の 4時

間後に、c-Met、EGFR、及びそのリン酸化体の発現レベルは、EHEの濃度依存的に減

少した。pMet/c-Met比は EHE添加濃度依存的に有意に低下し（p < 0.05）、

pEGFR/EGFR 比は変化しなかった。これらの結果から、EHEは活性型変異を有する

EGFRもダウンレギュレーションすることが明らかになり、さらに EHEは c-Metの自

己リン酸化を特異的に阻害することが示唆された。 

(2) オシメルチニブ（8または 16 nM）を先に添加し 20時間培養した後、EHE（150

または 200 µg/ml）とオシメルチニブ（8または 16 nM）を添加し、さらに 4時間培養

した結果、いずれの場合も、c-Met、EGFR、及びそのリン酸化体はほとんど検出され

なかった。これらの結果から、EHEはオシメルチニブが共有結合した EGFRもダウン

レギュレーションすることが示唆された。 

(3) H1975細胞の増殖に対して EHEは濃度依存的に生存率を低下させ［50％阻害濃度

（IC50）：166.6 µg/ml］、150〜250 µg/mlの濃度で高い増殖抑制効果を示した。オシメ

ルチニブは濃度依存的にH1975細胞の生存率を低下させたが、IC50（5.54 nM）付近の

濃度で効果はほぼプラトーに達した。これは、オシメルチニブ存在下でも増殖できる細

胞が一定数存在することを示唆し、この状態が続くとオシメルチニブ耐性細胞のセレク

ションが起きる可能性が考えられた。次に 75～250 µg/ml EHEと 4～16 nMオシメル

チニブを併用すると、H1975細胞の増殖は、150 µg/ml以上の EHE 及び 4 nM以上の

オシメルチニブによって濃度依存的に有意に阻害された（p < 0.05）。よって、オシメル

チニブと EHEの併用は互いの増殖抑制効果に干渉せず、オシメルチニブ耐性細胞のセ

レクションを防止する可能性もあり、有効であると考えられた。 

 

【結論】 



本研究により、EHEは活性型変異を有する EGFRもダウンレギュレーションするこ

とが明らかになり、c-Met発現 EGFR活性型変異を有する非小細胞肺癌患者に対し

EHEとオシメルチニブの併用が有効であることが示唆された。 

 

 

 

2. FGFR2過剰発現胃癌由来 KATOIII細胞に対する麻黄エキスの効果 

 

【方法】 

〈細胞と試薬〉KATOIII細胞：ATCC（VA, USA）より購入。20％ウシ胎児血清

（Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA）を含む IMDM培地（Sigma-Aldrich, Tokyo, 

Japan）を用いて 37℃、5％CO2の条件で培養した。試薬及び EHEは、前述の研究と

同様のものを用いた。 

 

(1) KATOIII細胞における FGFR2、c-Met、EGFRに対する EHEの効果 

KATOIII細胞に 100 µg/ml EHEを添加して 0～24時間培養後、あるいは、25～200 

µg/ml EHEを添加して 4時間培養後、FGFR2、pFGFR2（FGFR2のリン酸化体）、c-

Met、pMet、EGFR、pEGFRの発現量をウエスタンブロットにより解析した。 

 

(2) KATOIII細胞の増殖に対する EHEの効果 

KATOIII細胞を 24時間培養した後（Day0）、75～300 µg/ml EHEを Day 0～4に添

加し、Day3及び Day5に CCK-8溶液を添加し 1.5時間培養後に、吸光度（450 nm）

を Varioskan LUXマイクロプレートリーダー（Thermo Fisher Scientific, USA）を用

いて測定した。 

 

【結果及び考察】  

(1) KATOIII細胞における FGFR2、c-Met、EGFR 及びそのリン酸化体の発現量は、

EHE添加 2時間後から経時的に低下し、24時間後に回復傾向を示した。また、これら

の発現量は EHEの濃度依存的に低下した。これらの結果から、EHEは c-Metや

EGFRだけでなく FGFR2もダウンレギュレーションすることが明らかになった。 

(2) KATOIII細胞の生存能は day3及び day5において、EHEの添加濃度依存的に低下

した。day5における EHEの IC50 は 442.3 µg/mlと算出され、EHEは KATOIII細胞

の増殖抑制効果を有することが明らかとなった。 

以上より、FGFR2を発現したがんに対しても、EHEと標準治療との併用が有効である

可能性が考えられた。今後、胃癌の標準治療薬と EHEの併用効果について検討する必

要がある。 



 

【結論】 

EHEは、EGFRと c-Met以外の RTKである FGFR2を発現したがんの治療にも有効

である可能性が示された。 
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