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研究成果の概要（和文）：本研究は、非小細胞肺癌治療におけるEGFRチロシンキナーゼ阻害薬 (EGFR-TKI)耐性
の克服を目指し、代謝経路を標的とした新規治療法の開発を目的としている。特に、第3世代のEGFR-TKIである
オシメルチニブ耐性の克服を主目的とした。EGFR活性化変異を有する肺腺癌細胞株HCC827細胞株を親株として、
オシメルチニブ耐性細胞株（EOSR）を作成し本研究に用いた。メタボローム解析の結果、EOSR細胞株では、解糖
系の顕著な活性化が観察された。そこで、解糖系阻害剤である2-デオキシ-D-グルコースとオシメルチニブの併
用を検討した結果、EOSR細胞株のオシメルチニブ感受性の回復が認められた。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to identify the metabolic profile relevant to 
EGFR-TKI-resistance and develop targeted therapies for the altered metabolic signature. Especially, 
we focused on the development of metabolic-targeting therapy for overcoming resistance to the 
third-generation EGFR-TKI, osimertinib. 
We established osimertinib-resistant cell line (EOSR) by using HCC827 lung adenocarcinoma cell line 
harboring the EGFR-activating mutation. As a result of metabolic profiling with capillary 
electrophoresis time of-flight mass spectrometry, EOSR cell line showed higher concentration of 
fructose 1,6-diphosphate and lactic acid compared to HCC827 cells, suggesting metabolic signatures 
indicative of enhanced glycolysis. Significant gains in the expression of only one gene of the 
hexokinase family was also detected in EOSR cells. A combination of a competitive glycolytic 
inhibitor, 2-deoxy-D-glucose, and osimertinib restored osimertinib sensitivity in the EOSR cells 
showing glycolysis dependence.

研究分野： Molecular oncology
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
肺癌は、本邦を含め世界各国における、が

ん関連死の主な原因であり、継続的な薬剤そ
して治療法の開発による治療成績の向上が必
要不可欠である。肺癌の約 5 割を占める肺腺
癌においては、ドライバー遺伝子異常が数多
く発見され、それらを標的とする分子標的治
療薬の開発が進められている(1)。肺腺癌の治
療に用いられる代表的な分子標的治療薬であ
る EGFR（epidermal growth factor receptor）
チロシンキナーゼ阻害薬（EGFR-TKI）は、EGFR
活性化変異を有する症例に対し、70～80%とい
う極めて高い奏効率を示す薬剤である(2)。し
かしながら、第 1世代 EGFR-TKI（ゲフィチニ
ブ、エルロチニブ）を用いた治療では、治療
開始１年程度の後には、奏効症例の多くが耐
性を獲得し増悪を呈する(3)。第 1 世代
EGFR-TKI 治療に対する耐性機序としては、
EGFR T790M 変異や MET 遺伝子の増幅など二次
的な遺伝子異常の出現が報告されている(4)。
特に、EGFR T790M 変異は、第 1世代 EGFR-TKI
治療に対し抵抗性を示す症例の約 5 割におい
て認められる主要な耐性機序である(4)。近年
開発された、第 3世代 EGFR-TKI であるオシメ
ルチニブは、EGFR T790M 変異に起因する第１、
第2世代のEGFR-TKI治療へ抵抗性を示す症例
に対し、良好な治療効果(奏効率 61%、PFS 中
央値 9.6 ヵ月)を示す(5)。また、EGFR 活性化変
異を有する未治療の肺腺癌症例に対しても、
第１、第 2世代の EGFR-TKI よりも高い有効性
（奏効率 77％、PFS 中央値 18.9 ヶ月）が示さ
れている薬剤である(6)。しかしながらすでに、
オシメルチニブ抵抗性を示す症例が報告され
ており、その耐性機序として EGFR C797S 変異
や(7)、MET 遺伝子増幅(8)など二次的遺伝子異常
の関与が報告されている。しかしながら、全
てのオシメルチニブ耐性症例について、その
原因となる耐性機序を明らかにできているわ
けではない。 
EGFR-TKI耐性克服に向けた治療法の開発に

おいて、二次的遺伝子異常を標的とする薬剤
だけでなく、複数の因子が関与する生物学的
特性の変化を標的とした耐性克服に向けた治
療法の開発が可能であることが示唆されてい
る。第 1世代 EGFR-TKI 治療に対する耐性機序
として、「上皮間葉移行(4)」および、「肺腺癌
から小細胞肺癌への転化(4)」などの生物学的
特性の変化による耐性化が報告されている。
また、申請者は先行研究において、第 1 世代
EGFR-TKIであるエルロチニブに対する耐性化
に伴い、エネルギー産生の中心的な代謝経路
が、解糖系からグルタミン代謝へ移行するこ
とを、肺腺癌の細胞株を用いた検討において
明らかにした(9)。このことは、EGFR-TKI 耐性
の克服にむけた治療法を開発する上で、代謝
経路が新たな治療標的になり得る可能性があ
ることを示している。 

そこで、オシメルチニブ耐性克服にむけた
治療法の開発を目的に、オシメルチニブ耐性
と関連する代謝特性を同定し、その特性を標

的とした治療法の開発を行う本研究計画を着
想するに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、オシメルチニブに対する耐性化

に伴い活性化する代謝経路を特定したうえで、
その活性化に関与する分子機序および、その
活性化に対する効果的な阻害方法を探索する
ことで、オシメルチニブ耐性克服のための代
謝標的治療法の開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞培養および阻害剤 
本 研 究 に は 、 EGFR 活 性 化 変 異

（p.E746_A750delELREA）を有し、EGFR-TKI
に高い感受性を示す肺腺癌細胞株 HCC827 お
よび、HCC827 細胞株を基に樹立したオシメル
チニブ耐性細胞株を用いた。全ての細胞株は、
RPMI1640 培地（サーモフィッシャーサイエン
ティフィック）を用い、37℃、5% CO2 の条件
において培養を行った。本研究において使用
したEGFR-TKI（エルロチニブ、アファチニブ、
オシメルチニブ）および MET-TKI クリゾチニ
ブは、セレックケミカルズより購入した。解
糖系阻害剤である 2-デオキシ-D-グルコース
（2-DG）は、シグマアルドリッチより購入し
た。 
 
(2)エルロチニブ耐性細胞株の樹立とオシメ
ルチニブ耐性を示すクローンの選択 
オシメルチニブが、第 1世代 EGFR-TKI に対

し耐性化を示す症例に対する 2 次治療の薬剤
として開発されたことを考慮し、エルロチニ
ブ耐性細胞株をまず樹立し、その中からオシ
メルチニブに対しても耐性を示すクローンを
選択し本研究に使用することにした。HCC827
細胞株を、２ヵ月間エルロチニブに 0.1–20 
μmol/Lに徐々に濃度を増加しながら暴露し、
エルロチニブ耐性細胞株を 6 クローン取得し
た。その中で最も高いオシメルチニブ耐性を
示した 1クローンを選択し、EOSR 細胞株とし
た。 
 
(3)薬剤感受性試験 
薬剤に対する培養細胞株の感受性評価は、

Cell Counting Kit-8（同仁化学）を用いて行
った。 
 
(4)タンパクの発現、リン酸化レベルの評価 
ウエスタンブロット法を用い検討を行った。 
 
(5)全エキソン解析 

QIAamp DNA mini kit（QIAGEN）を用いて各
細胞株よりゲノム DNA を抽出した。Qubit 
dsDNA BR Assay Kit（サーモフィッシャーサ
イエンティフィック）を用いて濃度測定を行
い、10ngのゲノム DNAをテンプレートとして、
Ion Torrent AmpliSeq RDY Exome Kit (サー
モフィッシャーサイエンティフィック)を用
いて、シーケンシングライブラリの調整を行



った。配列解析は Ion Proton system(サーモ
フィッシャーサイエンティフィック)を用い
た。耐性細胞株特異的な遺伝子変異の検出は、
Ion Reporter AmpliSeq Exome Tumor-Normal 
workflow template (ver. 4.4) (サーモフィ
ッシャーサイエンティフィック)を用いた。 

 
(6)マイクロアレー解析 

6×106個の細胞を100mmのシャーレにまき、
24 時間後に新しい培地に交換し、18 時間培養
後細胞を回収した。各細胞株より miRNeasy 
Mini Kit (Qiagen)を用いて、全 RNA を抽出し
た。100ng の全 RNA を、テンプレートに
One-Color Low Input Quick Amp Labeling Kit 
(アジレント)を用いて逆転写および蛍光標識
を行い、標識相補鎖 RNA を合成した。標識相
補 鎖 RNA を SurePrint G3 Human Gene 
Expression 8 × 60 K v2 Microarray (アジ
レント)とハイブリダイゼーションを行い、
DNA Microarray Scanner (アジレント)を用い
て 各 プ ロ ー ブ の シ グ ナ ル を 検 出 し 、
GeneSpring GX software (アジレント)を用い
て数値化した。親株 HCC827 細胞株に比べ、オ
シメルチニブ耐性 EOSR 細胞株において有意
な発現変動を示すプローブ（遺伝子）の抽出
の概略を記す。タンパクをコードする遺伝子
に対応するプローブのみを解析対象とした。
信頼性の高い情報が得られない、親株および
耐性細胞株両方のシグナル値が 10 未満の低
シグナルのプローブを排除した。そして、残
ったプローブに関して、EOSR 耐性細胞株と
HCC827 細胞株の発現量の比較を行った。その
発現比が 2 倍以上ありかつ、両細胞株の標準
化シグナル値の t-検定における FDRによる補
正 p値（q値）が 0.01 未満のプローブを、有
意な発現変動を示すプローブとして検出した。 
 
(7)遺伝子コピー数異常解析 

コピー数異常は、遺伝子発現の変化を引き
起こすことで生物学的特性に影響を与え、そ
れによりがんの進展の原因となる。そこで、
全エキソン解析の結果を基に、SAAS-CNV プロ
グラム(10)により算出されたコピー数変化に
おいて 2 倍以上の変動を示しかつ、マイクロ
アレー解析の結果有意な発現変化も引き起こ
していることが確認できた遺伝子をコピー数
異常と定義し選択した。 
 
(8)メタボローム解析 

マイクロアレー解析と同じ条件で培養した
細胞から、定法に従い代謝物を抽出し、
capillary electrophoresis time of-flight 
mass spectrometry (アジレント)を用いて分
析を行った。質量分析データの数値化、代謝
物の同定、定量には、Agilent CE Capillary 
electrophoresis System(アジレント)、HMT 
Metabolomics Solution Package(ヒューマ
ン・メタボローム・テクノロジーズ)そして
Master-Hands software(慶応大学)を用いて
行った。 

 
４．研究成果 
(1)EOSR 細胞株の各世代の EGFR-TKI に対する
感受性 
親株である HCC827 細胞および、本研究にお

いて樹立したオシメルチニブ耐性細胞株EOSR
細胞株の、EGFR-TKI に対する感受性を IC50値
で示す（Table 1）。オシメルチニブに対する
EOSR 細胞株の IC50値は、親株 HCC827 細胞株
に比べ約 1000 倍以上高い。また、EOSR 細胞
株は、第1世代EGFR-TKIであるエルロチニブ、
第2世代EGFR-TKIであるアファチニブに対し
ても高い耐性を示し、全ての世代の EGFR-TKI
に対し、耐性を示す耐性細胞株であることが
明らかになった（Table 1）。 

この結果は、EOSR 細胞株の耐性機序が、
EGFR-TKI の世代よって異なる EGFR との結
合・作用機序の違いの影響を受けていないこ
とを示している。よって、EOSR 細胞株の耐性
機序としては、EGFR を起点としないバイパス
経路の活性化が関与している可能性が示唆さ
れた。 
 
(2)マルチオミクス解析による EOSR 細胞株の
耐性機序の探索 
親株 HCC827 および耐性細胞株 EOSR につい

て全エキソン解析を行い、耐性化により新た
に生じた遺伝子変異の検出を行った。EOSR 細
胞株の EGFR 遺伝子上では、親株 HCC827 細胞
株が元来有している EGFR 活性化変異
（p.E746_A750delELREA）は認められたが、二
次的遺伝子変異の出現は認められなかった。
つまり、EGFR-TKI 耐性の主要な機序として知
られている EGFR T790M 変異および C797S 変異
は、EOSR 細胞株の示す耐性には関与していな
いことが示された。EOSR 細胞株では、31個の
変異が 31 遺伝子において検出された。それら
検出された変異について、Cancer Genome 
Interpreter(11)を使用して評価を行ったが、
既知のドライバー変異およびドライバー変異
としての可能性がある変異は検出されなかっ
た。以上の結果から、EOSR 細胞株の耐性には
二次的に生じた遺伝子変異が関与している可
能性は低いと考えられる。 
次に、遺伝子コピー数異常について検討を

行った。全エキソン解析の結果から算出した
コピー数解析の結果より、HCC827 細胞株に比
べEOSR細胞株において2倍以上のコピー数の
低下を示す領域は検出されなかった。そこで、
EOSR 細胞株で 2倍以上のコピー数の増加を示
す領域に注目し、その領域内で遺伝子発現に
おいて親株 HCC827 細胞株に比べ、EOSR 細胞
株で 2 倍以上発現が増加した遺伝子の抽出を
マイクロアレーの解析結果をもとに行った。

Table 1 Sensitivity to various EGFR-TKIs 

IC50 
(μmol/L) 

Erlotinib Afatinib Osimertinib 

EOSR > 10 2.9 3.0 

HCC827 0.0072 < 0.0033 < 0.0033 

 



その結果、コピー数の増加を示しかつ、それ
が有意な発現上昇を示す遺伝子は、染色体
7q21-22 および 7q31 領域に集中していること
が明らかになった(Figure 1)。 

Figure 1 EOSR 細胞株におけるコピー数変化(上段)と遺伝
⼦発現変化(下段) 

 

この領域内に含まれる遺伝子について、コ
ピー数増加がドライバーとなり、がんの進展
と関連する可能性のある遺伝子を Cancer 
Genome Interpreter プログラム(11)を用いて選
択を行った。その結果、CDK6 と MET 遺伝子が
抽出された。MET のコピー数異常（遺伝子増
幅）は、オシメルチニブ耐性だけでなく第 1
世代の EGFR-TKI に対する耐性機序としても
報告されており、EGFR-TKI の世代の違いに関
わらず耐性を引き起こす遺伝子異常である。
本研究で用いている EOSR 細胞株も Table 1 に
示した通り、全ての世代の EGFR-TKI に対し耐
性を示すことから、検出されたこの MET 遺伝
子の増幅が EOSR 細胞株の耐性に、関与してい
る可能性があると考えた。 
 
(3) EOSR 細胞株が示す MET 遺伝子増幅の
EGFR-TKI 耐性への関与についての検討 

ウエスタンブロットによる検討において、
EOSR細胞株は親株HCC827細胞株に比べてMET
の発現とそのリン酸化が顕著に増加していた。
これは MET の遺伝子増幅を示す上記のコピー
数異常の検討結果と一致するものであった。
また、オシメルチニブ処理により、EGFR のリ
ン酸化は低下しているにも関わらず、下流シ
グナルのERK1/2およびAKTのリン酸化は影響
を受けず活性化状態が維持されていた。この
結果は、MET の遺伝子増幅による活性化がバ
イパス経路となり、下流のシグナルの活性を
維持している可能性を示唆している。 

 
Figure 2 
オシメルチニブと MET 阻害剤クリ
ゾチニブの併⽤の影響についての
検討結果 

 
そこで、オシメルチニブと MET 阻害剤であ

るクリゾチニブの併用による細胞増殖および
関連シグナル分子の活性に与える影響を検討

した。両薬剤の併用により EOSR 細胞株の増殖
は抑えられた(Figure 2 右)。またオシメルチ
ニブ単剤では見られなかった下流シグナル分
子ERK1/2とAKTのリン酸化も両薬剤の併用に
より抑えられ、下流シグナルの活性の低下も
観察された(Figure 2 左)。この結果より、MET
の遺伝子増幅が EOSR 細胞株の耐性に関与し
ているものと結論付けた。 
 
(4)MET遺伝子の増幅による耐性化に伴い活性
化する代謝経路の探索 
メタボローム解析により EOSR 細胞株では、

乳酸をはじめとする解糖系の代謝物の細胞内
濃度が有意に高いだけでなく、解糖系の律速
段階であるヘキソキナーゼ遺伝子の発現亢進
が認められた。これは、解糖系の活性化を示
唆している。EOSR 細胞株のグルコース依存性
を親株 HCC827 細胞株と比較した結果、EOSR
細胞株は約 4 倍グルコース依存性が高くなっ
ていた(Figure 3)。この結果より、EOSR 細胞
株で活性化を示す解糖系の阻害を、オシメル
チニブと併用することで、耐性克服可能か検
討を行うことにした。 
また、EOSR 耐性細胞では、アスパラギン酸

の細胞内濃度が顕著に低い一方で、TCA 回路
で産生される NADH の細胞内濃度が高かった。
これは、アスパラギン酸をオキサロ酢酸に変
換することで、上記解糖系の活性化と並行し
TCA 回路も活性化することで、活発にエネル
ギー産生を行っている可能性が示唆している。 

 
 
 
 
 
Figure 3 
グルコース依存性
の検討結果 
 
 

(5)オシメルチニブと解糖系阻害剤 2-DG の併
用によるオシメルチニブ耐性の克服 

解糖系阻害剤である 2-DG による解糖系の
阻害とオシメルチニブの併用について、細胞
増殖に与える影響を EOSR 細胞株で検討した。
その結果、EOSR 細胞に関して、両薬剤の併用
により顕著な細胞増殖の低下が確認された
(Figure 4)。 

 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 
オシメルチニブと解糖
系阻害剤 2-DG の併⽤
の影響についての検討
結果 
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(6)まとめ 
本研究において、オシメルチニブ耐性の機

序として、「解糖系の亢進を伴う MET 遺伝子増
幅を有する症例」においては、2-DG による解
糖系阻害とオシメルチニブの併用は、オシメ
ルチニブ耐性を克服するための一つの治療戦
略になる可能性があることを示すことができ
た。しかしながら、2-DG は解糖系に対する作
用だけでなく、糖鎖修飾反応の阻害活性を有
する(12)。その作用により、タンパク質のミス
フォールディング引き起こされ、結果的に受
容体チロシンキナーゼの局在を阻害すること
で、増殖抑制作用を示すことが報告されてい
る(12)。本研究で見られた 2-DG の併用の効果
が、解糖系の阻害によるものか、見極めるた
めのさらなる検討が必要である。 
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