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研究成果の概要（和文）：EGFR変異肺がんの髄膜がん腫症モデルで、MET遺伝子コピー数増加が第1世代EGFR-TKI
耐性を誘導し、MET阻害薬の併用により耐性を克服できることを明らかにした。また同モデルで第3世代EGFR-TKI
の獲得耐性を誘導する２つの遺伝子変異を同定した。ALK肺がんの同モデルでEGFRリガンドであるアンフィレグ
リンがALK-TKIアレクチニブの獲得耐性を誘導し、EGFR－TKIの併用により耐性を克服できることを明らかにし
た。NTRK1融合遺伝子陽性がん細胞の脳転移モデルで、NTRK1-G667C変異がTRK-A阻害薬エントレクチニブ耐性を
誘導し、フォレチニブが耐性を克服することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the leptomeningeal carcinomatosis (LMC) model of EGFR mutated lung 
cancer, we demonstrated that MET copy number gain caused resistance to 1st generation EGFR-tyrosine 
kinase inhibitors (TKI) and that combined use of MET inhibitor overcame the resistance. We also 
discovered 2 mutations which caused resistance to 3rd generation EGFR-TKI, osimertinib, in the LMC 
model. In the LMC model of ALK-rearranged lung cancer, we found that amphiregulin, an EGFR ligand, 
induced resistance to ALK-TKI alectinib and that combined use of EGFR-TKI overcame the resistance. 
In the brain metastasis model of NTRK1-rearranged cancer, we showed that NTRK1-G667C mutation caused
 resistance to TRK-A inhibitor entrectinib and that foretinib circumvent the resistance.

研究分野： 臨床腫瘍学

キーワード： 分子標的薬耐性　髄膜がん腫症　EGFR-TKI

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、肺がんの髄膜がん腫症における分子標的薬耐性の新たなメカニズムが同定されるとともに治療
法の候補が見つかったことから、近い将来耐性克服を目指す臨床試験が行われ成果が患者に還元される可能性が
生まれた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
髄膜がん腫症や脳転移などの中枢神経系(CNS)転移は肺がんの 20～30%に発生し、頭痛

や神経障害などを惹起して患者の QOL を著しく低下させる。EGFR 変異肺がんや

EML4-ALK 肺がん(ALK 肺がん)では、髄膜がん腫症や脳転移に分子標的薬が一旦は奏効す

るが、高頻度に CNS 転移が耐性獲得による病勢増悪の場となることから、CNS 転移は分

子標的治療の sanctuary site とよばれている。 
EGFR 変異肺がんに対する EGFR チロシンキナーゼ阻害薬 (EGFR-TKI)としては、既に

認可されている第 1世代のゲフィチニブ/エルロチニブと第 2世代のアファチニブに加え、

第 3 世代の AZD9291（オシメルチニブ）が 2015 年末にも認可の見通しである。第 3 世代

EGFR-TKI は、第 1/2 世代 EGFR-TKI の耐性を惹起する EGFR-T790M 変異に対しても有

効であり、今後 EGFR 変異肺がん治療の主軸になることが予想されるが、髄膜がん腫症

に対する効果は明らかではない。一方、ALK 肺がんに対する ALK-TKI として第 1 世代の

クリゾチニブと第 2 世代のアレクチニブが認可されているが、これらに対しても髄膜がん

腫症における獲得耐性が生じることが予想される。 
脳転移病変に対しては、分子標的薬を継続しながら脳病変に定位放射線照射を行うこと

で全身の腫瘍病勢制御が可能である。しかし、分子標的薬に耐性となった髄膜がん腫症に

は有効な治療が全くなく、髄膜がん腫症に対する有効な治療法の確立は急務の課題である。

そのためには、髄膜がん腫症における分子標的薬耐性の分子機構を理解する必要があるが、

その耐性機構は全く明らかにされていなかった。 

 
２．研究の目的 
本研究は、独自に確立した髄膜がん腫症の in vivo イメージングモデルを用い、EGFR

変異肺がんおよび EML4-ALK 肺がんの髄膜がん腫症における分子標的薬の獲得耐性の分

子機構を解明し、治療標的を同定するとともに、耐性克服に向けた治療法の proof of 

concept を示すことを目的として実施した。 
 
３．研究の方法 
(1) 髄膜がん腫症において分子標的薬耐性を獲得した細胞株の樹立：ルシフェラーゼ遺伝

子導入した EGFR 変異肺がん細胞株 PC-9（PC-9/ffluc）あるいは EML4-ALK 陽性肺がん

細胞株 A925PE3 を SHO マウスの髄腔に移植し、約 1 週後にルシフェリン投与により IVIS
システムで髄腔の発光を確認し、それぞれ EGFR-TKI であるゲフィチニブと ALK-TKI で
あるアレクチニブを連日経口投与した。週 2 回 IVIS で発光をモニタリングしながら、髄膜

がん腫症においてゲフィチニブ耐性あるいはアレクチニブ耐性を誘導した。耐性化したマ

ウスの髄腔から回収したがん細胞を in vitroで培養し、それぞれ PC-9/LMC-GR とA925L/AR
を樹立した。 

(2)in vitro における耐性メカニズムの解析：RTK アレイおよび Western blot により活性

化している受容体を同定した。種々のサイトカイン発現を ELISA 法で検討した。遺伝子増

幅の有無を FISH 法および PCR 法で検討した。細胞増殖は MTT 法で検討した。 

(3) 耐性因子に対する阻害薬の EGFR-TKI 耐性克服作用の検討：(1)で樹立した耐性細胞株

に耐性因子を阻害する薬剤と EGFR-TKI や MET-TKI などを添加し、72 時間後の細胞生存

を MTT 法で検討した。 

(4) in vivo における MET 阻害薬の EGFR-TKI 耐性克服作用の検討：耐性細胞株およびそれ

ぞれの親株を SHO マウスの髄腔に移植し、ゲフィチニブを連日経口投与した。IVIS でモ

ニタリングを行い耐性が獲得された時点で、耐性因子に対する阻害薬を上乗せし、髄膜が

ん腫症が改善するか否かを検討した。 
(5) 耐性因子の臨床的関与の検討：EGFR-TKI 耐性あるいは ALK-TKI 耐性の髄膜がん腫



症患者等から採取した臨床検体（72 検体）を用い、上記 in vivo イメージングモデルで

抽出した耐性因子の発現を測定し、耐性因子の臨床的関与を検討した。 

(6) NTRK1 融合遺伝子陽性がん細胞の脳転移モデルにおける TRK 阻害薬に対する耐性機構

の解明：NTRK1 融合遺伝子を有するヒト大腸がん細胞株 KM12SM を用い、上記の(1)～(4)

と同様の手法で解析をした。 
 
４． 研究成果 

(1) EGFR変異肺がんの髄膜がん腫症のモデルにおける第 1世代EGFR-TKI 獲得耐性機構の

解明と耐性克服治療の開発：EGFR 変異肺がん細胞株 PC-9/ffluc を SHO マウスの髄腔に移

植したのち、ゲフィチニブを連日経口投与することで、髄膜がん腫症において獲得耐性と

なった細胞株 PC-9/LMC-GR を樹立した。PC-9/LMC-GR は、MET 受容体遺伝子コピー数

増加により MET のリン酸化が亢進し、ゲフィチニブに中等度耐性を示した。MET 阻害薬

を併用することで PC-9/LMC-GR のゲフィチニブ感受性を回復させることができた。 

次に、in vivo で髄膜がん腫症におけるゲフィチニブ耐性が MET 阻害薬併用により解除

できるか否かを検討した。PC-9/ffluc を移植した髄膜がん腫症マウスにゲフィチニブを連日

投与し耐性を誘導した後、MET 阻害薬（クリゾチニブ）による治療を上乗せすることによ

り髄膜がん腫症は著明に改善した。以上より、in vivo においても髄膜がん腫症におけるゲ

フィチニブ耐性を MET 阻害薬併用により解除できることが明らかとなった。 

(2) EGFR変異肺がんの髄膜がん腫症のモデルにおける第 3世代EGFR-TKI 獲得耐性機構の

解明：(1)と同様に、髄膜がん腫症モデルで第 3 世代 EGFR-TKI（AZD9291 オシメルチニブ）

の獲得耐性を誘導し、耐性がん細胞株を得た。耐性株では、オシメルチニブに対し耐性を

誘導することが知られている EGFR-C797S 変異は検出されなかった。しかし、親株と耐性

株において次世代シーケンスを行い、耐性株にのみ発生していた２つの遺伝子変異（EGFR

以外に生じた変異）を同定した。現在、それらの遺伝子変異の機能解析を行っている。 

(3) ALK 肺がんの髄膜がん腫症のモデルにおける ALK-TKI 獲得耐性機構の解明：ALK 肺が

ん（A925LPE3）の髄膜がん腫症モデルを確立し、ALK 阻害薬であるアレクチニブを約

100 日間連日経口投与し、再発した腫瘍から耐性株を樹立した。in vitro における解析で親

株と比較し、耐性株は EGFR リガンドであるアンフィレグリンを高発現することで EGFR

を活性化し、アレクチニブに耐性化していることを明らかにした。興味深いことに、この

耐性株はアレクチニブ以外の ALK 阻害薬（クリゾチニブ、セリチニブ、ロルラチニブ）

にも交叉耐性を示した。また、アレクチニブに EGFR 阻害薬を併用することで、耐性株の

増殖を阻害できることを in vitro において示した。さらに、耐性株をマウスの髄腔に移植し

た髄膜がん腫症モデルでは、アレクチニブ単剤や EGFR 阻害薬単剤は無効であったが、ア

レクチニブと EGFR 阻害薬を併用することで髄膜がん腫症の進行を著明に抑制できた。以

上より、EML4-ALK 肺がんの髄膜がん腫症の ALK 耐性のメカニズムの一つとしてアンフ

ィレグリン発現上昇を同定し、EGFR 阻害薬の併用で耐性を克服できる可能性を示した。

さらに、髄液臨床検体を収集し、EGFR 阻害薬耐性の髄膜がん腫症を発症した EGFR 肺が

ん患者の髄液と比較し、アレクチニブ耐性の髄膜がん腫症を発症した ALK 肺がん患者の

髄液中には高濃度のアンフィレグリンが存在することを見出した。 

 以上より、われわれの LMC モデルを用いることにより臨床的に意義のある分子標的薬

に対する耐性因子が同定できることが明らかになった。また、本研究で同定されたアンフ

ィレグリンは臨床的にも重要な治療標的になることが示唆された。 



(4) NTRK1融合遺伝子陽性がん細胞の脳転移モデルにおけるTRK阻害薬に対する耐性機構の

解明：NTRK1 融合遺伝子異常を有するがん細胞株(KM12SM)を用い、脳転移モデルを作

成した。さらに、脳転移モデルにおいて TRK 阻害薬（エントレクチニブ）耐性を誘導し、

耐性株(KM12SM-ER)を樹立した。耐性株は NTRK1-G667C 変異によりエントレクチニブ

耐性を獲得していた。キナーゼ阻害薬ライブラリーを用いたスクリーニングでフォレチニ

ブを耐性克服薬として抽出した。フォレチニブは、キナーゼ阻害プロファイルアッセイで

TRK-A 阻害活性を有し、ドッキングシミュレーションで野生型よりも G667C 変異陽性の

TRK-A に親和性が高いことが示された。エントレクチニブが無効な KM12SM-ER の脳転

移モデルにて、フォレチニブは脳転移抑制効果を示すことを見出した。 

以上のように、肺がんでも検出される NTRK1 融合遺伝子陽性がんの脳転移における分

子標的薬耐性の分子機構を明らかにし、耐性克服薬の同定に成功した。 
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