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研究成果の概要（和文）：EGFR-TKIに耐性を示した後にﾆﾎﾞﾙﾏﾌﾞを使用したEGFR変異陽性非小細胞肺がん25例
(T790M変異陽性8例)の有効性および免疫関連因子を検討した。陰性症例は陽性と比較して良好な有効性及び、
PD-L1が高発現の傾向を示した。ﾆﾎﾞﾙﾏﾌﾞ使用症例9例の全ｴｸｿｰﾑ解析にてnon-synonymous mutation数を評価した
ところ、奏効例では有意にmutation数が高値であった。EGFR-TKI耐性症例に関しての耐性機序毎の抗PD-1抗体の
有効性やnon-synonymous mutationを評価した初の報告であり、Annals of Oncology誌にて報告した。

研究成果の概要（英文）：The efficacy of PD-1 blockade in EGFR mutated NSCLC with different 
mechanisms of acquired resistance to EGFR-TKIs is unknown. We retrospectively evaluated nivolumab 
efficacy and immune-related factors in such patients according to their status for the T790M 
resistance mutation of EGFR.We identified 25 patients with EGFR mutation-positive NSCLC who were 
treated with nivolumab. Whole-exome sequencing of tumor DNA was carried out to identify gene 
alterations. 
Efficacy of nivolumab tended to increase as the PD-L1 expression level increased with cutoff values 
of 10% and 50%.The proportion of tumors with a PD-L1 level of10% or50% was higher among 
T790M-negative patients than among -positive patients. Nivolumab responders had a significantly 
higher CD8+ TIL density and nonsynonymous mutation burden.
T790M-negative patients with EGFR mutation-positive NSCLC are more likely to benefit from nivolumab 
after EGFR-TKI treatment, possibly as a result of a higher PD-L1 expression level.

研究分野：臨床腫瘍学

キーワード： バイオマーカー　個別化医療　免疫チェックポイント阻害薬

  ３版
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１． 研究開始当初の背景 
 
Keywords: 抗PD-1抗体、EGFR遺伝子変異、
ALK融合遺伝子、獲得耐性 
 
肺癌は世界的にも癌死の原因として最多で
ある。なかでも非小細胞肺癌（NSCLC）が
その 80%以上を占め、その予後は不良である。
近年、進行 NSCLCの治療選択にあたっては
これらの遺伝子異常を検索することが必須
となっている。これらは driver遺伝子異常と
称される強力な癌化遺伝子と考えられてお
り、その阻害剤を投与する事で良好な治療成
績が示されており、EGFR 遺伝子変異陽性
NSCLC では EGFR-TKI(EGFR-Tyrosine 
kinase inhibitor)は標準治療として認識され
ており、現在では初回治療に多くの場合で使
用され、その治療成績は一般的な細胞傷害性
抗がん薬と比較して極めて有効である。 
 
一方で最近は免疫チェックポイント阻害療
法である抗PD-1抗体（Programmed death-1
抗体）の開発も急速に進んでいる。
Programmed cell death protein 1（PD-1）
は免疫グロブリンスーパーファミリーに属
する細胞表面受容体でありT細胞や pro-B細
胞に発現している。PD-1とそのリガンドは T
細胞の活性化を抑制することで自己免疫を
抑制し自己免疫寛容を促進する事で、免疫シ
ステムの制御において重要な役割を担う。 
 
PD-1 阻害の効果はリンパ節での抗原特異 T
細胞のアポトーシスの促進と、それと同時に
制御性T細胞のアポトーシスを減少させると
いう二つのメカニズムを介して示され、臨床
試験においても抗腫瘍効果をもたらすこと
が示されている。進行 NSCLCは PD-1抗体
の治療開発が最も進んでいる癌腫の一つで
あり、2つの第 3相臨床試験において、従来
の化学療法と比較して PD-1 抗体である
Nivolumab の有意な生存延長効果が既に示
されており、有効例では長期奏効を有する事
が多いことも特徴的である。 
 
EGFR遺伝子変異陽性 NSCLCでは、EGFR
遺伝子変異を有する気道上皮細胞では
PD-L1 の発現が誘導されており、さらには
EGFR-TKIによるEGFRの阻害がPD-L1の
発現も低下させることが示されており、
EGFR 遺伝子変異陽性 NSCLC において
PD-1/PD-L1 経路の阻害による治療戦略は有
望な可能性を示唆する。ただし、EGFR 遺伝
子変異陽性 NSCLC の中で EGFR-TKI の未
治療例では EGFR-TKI による治療が非常に
有用であることが広く認識されており、PD-1
抗体がそれに代る可能性は少ないと考えら
れる。一方で EGFR-TKI は約 1 年程度の無
増悪生存期間が報告されているが、最終的に
は耐性化が避けられず（獲得耐性）、その後
の予後は不良のため、克服に向けた治療戦略

は急務である。獲得耐性の機序の一つとして、
EGFR における EGFR-TKI との結合部位の
二次的変異（T790M 変異など）が挙げられ
る。T790M変異が原因で EGFR-TKIに耐性
化した EGFR mut NSCLC に対する治療戦
略としては、第 3 世代 EGFR-TKI とも称さ
れる変異型 EGFR選択的 EGFR-TKIによる
治療戦略の開発が進められており、近い将来
の臨床導入が期待されている。 
 
T790M 変異以外の獲得耐性の機序としては
MET 遺伝子の増幅やそのリガンドである肝
細胞増殖因子(HGF)の過剰発現による Met
の活性化などの側副経路(Bypass Track)、上
皮間葉移行(EMT)や小細胞肺癌転化などが
知られている。 
 
そこで本研究では、EGFR 遺伝子変異陽性
NSCLC に対してその獲得耐性の機序と
PD-1 抗体の有効性のバイオマーカー候補因
子（IHCによる PD-L1発現や、mutational 
landscape など）の関係を分子標的薬に対し
て耐性化した細胞株と、分子標的薬治療に耐
性化した再生検臨床検体とを用いて、免疫チ
ェックポイント阻害療法に影響を与える可
能性がある因子について解析することで明
らかにする。 
 
(1） EGFR遺伝子変異陽性 EGFR-TKI耐
性細胞株や ALK 融合遺伝子陽性
ALK-TKI 耐性株を使用して、PD-L1
の発現解析や mutational landscape
解析を行い、耐性機序とこれらの関連
を明確にする。 

(2） EGFR遺伝子変異陽性 EGFR-TKI耐
性細胞株の中で T790M変異より耐性
化を有した細胞株に関しても、第 3世
代 EGFR-TKI の耐性株を樹立し、こ
の耐性機序と PD-1関連経路との関連
を明確にする。 

(3） EGFR遺伝子変異陽性や ALK融合遺
伝子陽性患者から得られた生検検体
を解析し、分子標的治療薬前後での免
疫チェックポイント阻害剤の有効性
バイオマーカーの変動を検索し、その
臨床成績との関連を検討する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



２． 研究の目的 
 
非小細胞肺癌における driver 遺伝子異常
（EGFR遺伝子変異やALK融合遺伝子など）
に対する分子標的薬治療およびその耐性化
と、免疫チェックポイント阻害療法の有効性
との関係性について基礎的および臨床的に
検討する。 
 
 
 
３． 研究の方法 
 
1.Driver 遺伝子異常を有する細胞株の分子
標的薬に対する耐性株と親株とを用いた基
礎解析 
 
1.1.過去に作成した複数の耐性細胞株と親
株について（HCC827, HCC827ER, HCC827EPR, 
PC-9, PC-9/ZD, H4006, H4006ER, H3122, 
H3122TR）、PD-L1 の発現を mRNA レベルおよび
タンパクレベルで解析する。特に細胞表面で
のPD-L1発現が最も重要であると考えられて
いるのでフローサイトメトリーを用いた表
面マーカーの解析も実施する。研究の一部を
担当する冨樫庸介は近畿大学ゲノム生物学
教室にて既に本研究に着手しており、また次
世代シークエンス技術を用いた研究経験も
豊富に有している。 
1.2.これら細胞株については耐性機序が過
去に明らかになっており（HCC827ER: MET シ
グナルの活性化、HCC827EPR・PC-9/ZD: T790M、
H4006ER: EMT, H3122TR: HER シグナルの活性
化）、その耐性機序を抑制することによる変
化も検討し、PD-L1 の発現に関わるシグナル
を明らかにする。 
1.3.効果予測バイオマーカーとして報告さ
れている体細胞変異について次世代シーク
エンシング技術を用いてエクソームシーク
エンスを行い耐性株と親株とで比較検討す
る。 
 
2.Driver 遺伝子異常を有する NSCLC（主に
EGFR 遺伝子変異）の臨床検体について、分子
標的薬（主に EGFR 阻害剤）治療開始前の生
検検体と耐性化時の再生検検体とをペアに
して用いた解析 
 
2.1.遺伝子変異に対応する分子標的治療薬
治療開始前と耐性化時とのペア検体を用い
てPD-L1の免疫染色を行い1.の結果を踏まえ
て比較検討する。腫瘍の PD-L1 だけではなく
腫瘍浸潤リンパ球なども検討する。再生検の
際にはT790Mの有無については検討されてい
るため、そういった背景因子との相関も検討
する。また、改めて耐性機序に関して検索し、
耐性機序とPD-L1の発現や腫瘍浸潤リンパ球
との関連も検討する。 
2.2. DNA が抽出可能な検体についてはペ
アでエクソームシークエンスを行い体細胞

変異も比較する。 
 
3.第 3 世代 EGFR-TKI 耐性株樹立と耐性株に
対する基礎解析 
 
3.1. T790M 変異 NSCLC 細胞株において第 3世
代 EGFR-TKI の耐性株を樹立する。 
3.2. これに対して免疫チェックポイント阻
害剤の有用性の可能性を in vitro, in vivo
において検討する。耐性株樹立後の手法は上
記の手法 1および 2と同様である。 
 
 
 
４． 研究成果 
 
EGFR-TKI に耐性を示した後にニボルマブを
使用した EGFR 変異陽性非小細胞肺がん 25例
の有効性および免疫関連因子を検討した。25
例全例で T790M 変異検索が行われ、8 例が
T790M 変異陽性であった。T790M 陰性症例は
陽性症例と比較して無増悪生存期間（PFS)及
び奏効率ともに良好な傾向が認められたの
に加え、PD-L1 の発現も T790M 陰性症例で高
い傾向であった。 
 
また、PD-L1 の高発現例では、有意差をも
ってニボルマブの奏効率が改善した。さらに
EGFR-TKI耐性後でT790M変異検索が行われて
いる 60 例において PD-L1 発現および CD8、
FOXP3 陽性の T リンパ球を免疫染色において
評価したところ、T790M 変異陰性例において
PD-L1発現率が高い傾向を認め、有意なFOXP3
陽性 Tリンパ球の減少を認めた。 
 
また、ニボルマブ使用症例 9例（うち奏効
例 3 例 ） の 全 エ ク ソ ー ム 解 析 に て
non-synonymous mutation 数を評価したとこ
ろ、奏効例では有意に mutation 数が高値で
あった。EGFR-TKI 耐性症例に関しての耐性機
序 毎 の 抗 PD-1 抗 体 の 有 効 性 や
non-synonymous mutation を評価した初めて
の報告であり、Annals of Oncology 誌に採択
され報告した（Haratani K, Hayashi H, et.al 
Ann Oncol. 2017 Jul 1;28(7):1532-1539. 
doi:10.1093/annonc/mdx183.)。 
 
加えて EGFR 経路の MAPK 経路を介した活性化
により、腫瘍のMHC class 1発現が抑制され、
こちらに対して EGFR の阻害および MAPK の阻
害がMHC class 1の発現回復に繋がる事を in 
vitro にて示している。T790M 変異により
Gefitinib や Erlotinib, Afatinib に耐性を
来している EGFR 遺伝子変異陽性の肺がん細
胞株である PC9GR に対し、IFN-γ暴露下で
Osimertinib を投与することで、MHC Class1
の発現が回復することもしている。本研究の
詳細に関しても論文投稿中である。 
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