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研究の背景と経緯

　肺癌は，先進国の癌死の第一位を占める予後不良の
疾患である．治癒切除不能な進行期に発見された肺癌
に対しては，化学療法や放射線療法を含む集学的治療
が行われる．しかし，多くの肺癌は従来の抗癌化学療
法では根治が困難で，遺伝子異常をはじめとする分子
生物学的病因に基づく新しい治療法の開発が求められ
てきた．2004年，一部の肺癌にヒト上皮成長因子受容
体（EGFR）遺伝子の活性型変異が生じていることが
報告され，この遺伝子変異を有する肺癌に対して
EGFRチロシンキナーゼ阻害剤（EGFR-TKI）である
ゲフィチニブあるいはエルロチニブが極めて高い抗腫
瘍効果を示すことが明らかとなった1ﾝ3)．同様の現象
は，微小管会合タンパク質の一種であるEML4と未分
化リンパ腫リン酸化酵素（ALK）の融合型癌遺伝子
EML4-ALK陽性肺癌においてもみられ，これらには
ALK阻害剤が高い効果を示すことが明らかとなって
いる4)．しかし，これらEGFR-TKI や ALK阻害剤な
どの分子標的薬は，投与中に薬剤の効果がなくなる薬
剤耐性化をほぼ全例できたすことが大きな問題となっ

ている．したがって，この薬剤耐性化機序の解明と，
それに基づく新しい治療法の確立が急がれてきた．
　EGFR-TKI 耐性化機序としては，EGFR遺伝子の二
次変異であるT790M変異による薬剤感受性低下（約
50%）や，MET遺伝子増幅の獲得によるバイパス経
路の活性化（５～10%）が報告されているが，その他
不明な点も多く，完全には解明されていない5,6)．筆者
を含むグループはこれまで，肺癌における薬剤耐性化
機序の解明およびその克服に関する基礎研究，および
臨床検体を用いた研究を行ってきた．その過程で，肺
癌に対する殺細胞性抗癌剤および放射線治療に対する
抵抗性の原因として，他の癌種で癌幹細胞関連マーカ
ーとされているいくつかの分子が関連していることを
報告した7)．癌幹細胞は，自己複製能・多分化能を備え，
臨床的には薬剤および放射線治療に耐性を示すことが
知られており，癌の治療における治療抵抗性の原因と
なっている可能性が考えられている．一方で，分子標
的薬，特にEGFR-TKI 耐性化と癌幹細胞の関連につい
ては不明な点が多かった．これらの現状および過去の
自らの知見を踏まえ，われわれはEGFR-TKI 耐性獲得
モデルの確立とその機序解明に関する研究を行った．
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研究成果の内容

１. EGFR-TKI獲得耐性株の樹立と耐性化機序の解明
　はじめに，肺癌細胞株を用いてEGFR-TKI 耐性獲得
モデルを確立した（図）．まず，EGFR遺伝子に活性
型変異を持つ肺腺癌細胞株（HCC827，HCC4006，
HCC4011および PC-9）に対して，EGFR-TKI である
ゲフィチニブを超低濃度から曝露し，徐々に高濃度に
順応させて薬剤耐性細胞株を作成した（step-wise 法）．
この方法により，従来の報告通りEGFR T790M変異
耐性株やMET遺伝子増幅耐性株が樹立できた．一方
で，より生体内に近い条件を再現するため，薬剤曝露
開始時から生体内に近い濃度のゲフィチニブを投与し
て６～15か月間培養する方法（high-dose 法）でも耐性
細胞株作成に成功した．これらの耐性細胞株を比較し
たところ，同一の親株から作成された耐性細胞株にお
いても，薬剤投与条件の違いによって耐性化の機序が
異なることが分かった．例えば，肺腺癌細胞株である
PC-9では，step-wise 法によりEGFR T790M変異を

もつ薬剤耐性細胞が出現したが，high-dose 法で樹立さ
れた耐性細胞株にはこの変異は認められなかった．ま
た，HCC827では，step-wise 法によりMET遺伝子増
幅を持つ薬剤耐性細胞が出現したが，high-dose 法では
認めず，さらに high-dose 法で樹立された耐性細胞の
一部において，親株で見られたEGFR活性型変異およ
びEGFR遺伝子増幅が消失していた．これらは新しい
知見であり，細胞培養の条件が耐性化の機序に影響を
及ぼす可能性を強く示唆していた．
２. 薬剤耐性における癌幹細胞様細胞の関与の解明
　次に，申請者らが樹立したEGFR-TKI 耐性細胞株を
詳細に検討した．特に肺腺癌細胞株HCC827から high-
dose 法で樹立した耐性細胞株の分子生物学的特徴を，
遺伝子変化，蛋白発現およびシグナル活性化経路変化
等の観点から網羅的に解析した．耐性化前の親株との
比較においては，messenger RNA（mRNA）発現アレ
イでE-cadherin をはじめとした上皮系マーカーの発
現低下と，Vimentin，ZEB1および ZEB2等の間葉系
マーカーの発現上昇といった上皮間葉移行（EMT）様
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（生体内近似濃度曝露）
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（薬剤漸増曝露）
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図　EGFRチロシンキナーゼ阻害剤耐性獲得モデル
EGFR活性型変異を有する肺癌細胞株に異なる条件でEGFRチロシンキナーゼ阻害剤を曝露し，薬剤耐性細胞株を樹立した後，耐性
化機序を解析した．薬剤を超低濃度から徐々に増加して耐性株を樹立する step-wise 法では，EGFR T790M二次変異やMET遺伝子
増幅によるバイパス経路の活性化，上皮間葉移行（EMT）の特徴を有する耐性細胞株を認めた．一方で，薬剤をはじめから生体内近
似濃度で曝露する high-dose 法では，これらの変異を有するものの他に，癌幹細胞様特性を示す耐性細胞やEGFR活性型変異遺伝子
を喪失しEGFR遺伝子野生型となった耐性細胞が出現した．また，上記の耐性化機序をいずれも認めない耐性化機序不明の耐性細胞
も出現しており，薬剤曝露条件の違いによって薬剤耐性化機序が変化することが明らかになった．
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の変化を認めた．同時に，申請者らが以前から肺癌に
おける幹細胞マーカー候補として注目していた
ALDH1A1やCD44の発現上昇を認めた．さらに，多剤
耐性薬剤排出ポンプ（ABC transporter）の一種であ
るABCB1やABCG2の過剰発現を認めた．エピジェネ
ティクス異常の観点からの解析では，EMTおよび癌
幹細胞特性に関与するmicro RNA-200 family（miR-
200s）のメチル化による発現低下を認めた．耐性細胞
株の癌幹細胞様特性をさらに確認する為，side-
population（SP）アッセイおよび sphere-formation ア
ッセイを行い，耐性化後の SP分画の増加および
sphere 形成能の獲得を認めた．また，マウスへの異種
移植モデルにおいても，耐性化後の腫瘍形成能の上昇
を確認した．
　以上の知見より，細胞実験レベルにおけるEGFR-
TKI 耐性獲得過程での癌幹細胞様細胞の関与が明ら
かとなった．次に，実際の臨床検体におけるこれらの
関与を証明する為，EGFR遺伝子変異を持つ肺癌患者
のうち，EGFR-TKI による治療を受けた後に薬剤耐性
となった臨床検体16例を収集し検討した．その結果，
これまでに報告があるMET遺伝子増幅（３例）や
EGFR T790M変異（２例）の他に，EMTの関与が考
えらえる症例を認め，さらにこれらの症例のうち２例
において，耐性化後にALDH1A1の発現増加を認め，
臨床検体でもEGFR-TKI 耐性獲得と癌幹細胞様特性
の関係が示唆された．
３. EGFR-TKI 耐性化後に有効な治療薬剤の検索
　以上の検討により，薬剤曝露条件の操作による
EGFR-TKI 耐性化細胞モデルを確立し，癌幹細胞様特
性を持つ細胞株を樹立した．これらの耐性化細胞株に
対して，様々な薬剤の感受性検査を行った．Step-wise
法で樹立したEGFR T790M変異株やMET遺伝子増
幅株では，親株と同様に殺細胞性の抗癌剤であるタキ
サン系薬剤が有効であったが，high-dose 法で樹立した
細胞株の多くはこれらが無効であった．その理由とし
て，これらの抗癌剤がABC transporter により排出さ
れている可能性が考えられた．一方で，ヒストン脱ア
セチル化酵素（HDAC）阻害剤やプロテアソーム阻害
剤等の一部の薬剤は，high-dose 法による耐性化後も耐
性化前と同等の抗腫瘍効果を示した．

研究成果の意義および今後の展開

　本研究により，非小細胞肺癌に対する分子標的薬耐
性において，癌幹細胞様特性が関与している可能性が
示唆された．また，既に臨床でも使用可能な一部の薬
剤が，これらの癌幹細胞様特性を示す耐性化細胞に対
しても有効であることが明らかとなり，臨床的に
EGFR-TKI 耐性となった症例への使用の可能性を示
した．一方で，EGFR-TKI 耐性にmiR-200s の変化が
関与していることも明らかにしており，今後の治療標
的としての可能性を示唆する所見と考えられた．
　肺癌が予後不良であることの大きな原因となってい
る薬剤耐性に関して，耐性化機序の解明および耐性を
克服する新しい治療法の開発は，われわれが早急に取
り組むべき課題と考えている．今後われわれの確立し
た薬剤耐性獲得モデルをさらに応用することが，
EGFR-TKI に限らず多くの薬剤の耐性化機序の解明
に役立つと考えている．癌はその病態が極めて多様で，
明確なエビデンスに基づく個別の治療戦略を迅速に決
定することが臨床的に不可欠である．本研究から得ら
れる薬剤耐性化機序の解明と耐性克服を通した臨床に
応用可能な成果は，肺癌の個別化治療のさらなる発展
をもたらすことが期待される．
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