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研究成果の概要（和文）：　EGFR変異肺癌における免疫逃避機構として、腫瘍内浸潤T細胞の減少に焦点を当て
てその機構を解析した。EGFR変異肺癌では各種ケモカインの発現低下を認め、細胞株を用いた検証では特にIFN
反応性Th1細胞のリクルートに関与するCXCL9, 10, 11の発現がEGFRシグナル依存性に抑制を受けることを明らか
にした。その中で特にT細胞リクルート活性の強いCXCL10の抑制機構を解析したところ、遺伝子クラスターを形
成するCXCL9, 10, 11を同時に制御するエンハンサー領域の存在が示唆され、EGFRシグナル依存性のエピジェネ
ティックな機構によるケモカイン発現抑制機構が示唆された。

研究成果の概要（英文）：　We analyzed an immune evasion mechanism of EGFR-mutated (mt) lung 
adenocarcinoma (LA), focusing on the decrease of tumor-infiltrating T lymphocytes. Several chemokine
 mRNA expressions were decreased in EGFR-mt LA. We showed IFN-responsive Th1-recruiting chemokines, 
CXCL9, 10, and 11, were significantly suppressed under an EGFR signaling from the experiments using 
EGFR-mt cell lines. We analyzed the suppression mechanism of CXCL10, which is especially important 
for the recruitment of activated T cells. The presence of common enhancer regions regulating the 
gene cluster encompassing CXCL9, 10, and 11, was suggested, which might be regulated by EGFR 
signal-mediated epigenetic silencing.

研究分野： 臨床腫瘍学、腫瘍免疫

キーワード： EGFRシグナル　ケモカイン　免疫逃避　MAPKシグナル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　免疫チェックポイント阻害剤によるがん免疫療法はがん治療を大きく変えるインパクトをもたらしたが、まだ
全てのがんに有効では無く治療耐性機構の解明とその克服が重要な課題である。EGFR変異肺腺癌は日本人の肺腺
癌の約半数を占め、免疫チェックポイント阻害剤に耐性であることが判明しているがその機序はまだ十分に解明
されていない。今回、EGFRシグナルによる耐性機構としてエピジェネティックなケモカイン阻害機構を示すこと
ができた。薬剤によるその克服の可能性が考えられ、治療耐性を克服する新たな技術基盤に発展する可能性が考
えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１． 研究開始当初の背景： 
 免疫チェックポイント阻害剤（Immune Checkpoint Inhibitor; ICI）の効果予測因子の一つに
腫瘍浸潤性 T 細胞（Tumor-Infiltrating T cells: TILs）の数が多いことが以前から指摘されてい
た。TIL の数が少なく ICI の効果が期待できない腫瘍が存在するが、TIL を腫瘍にリクルート
するケモカインと癌細胞との関連はまだ不明な部分が多い。メラノーマで活性化している Wnt/β
カテニンシグナルはメラノーマ細胞からのケモカイン CCL4 の産生を抑制する結果、TIL の減
少に寄与しているという報告があり、癌の活性化シグナルと TIL 浸潤抑制との関連が示された
癌種も存在する。研究代表者は、mitogen-activated protein kinase (MAPK)シグナルが亢進し
ているヒト肺癌細胞株やマウス大腸癌細胞株で MPAK を阻害剤や RNA 干渉法で抑制するとケ
モカイン発現が上昇するという予備データを元に、MAPK シグナルがケモカインの抑制シグナ
ルであるという仮説を立て、両者の関連の証明と治療的応用の可能性を探ることにした。 
 
２． 研究の目的： 
 本研究の当初の目的は、MAPK シグナルがケモカインの発現を抑制する分子機構と、ケモカ
インの抑制がTILの減少および ICIの治療感受性に関連することを検証し、ヒトの臨床試料で、
MAPK シグナルの臨床的意義を明らかにすることであった。しかし、ヒト肺癌細胞株のパネル
を用いて MAPK シグナル抑制とケモカインの発現変化を見ると、必ずしも MAPK シグナル抑
制がケモカインの発現上昇に結びつかないことから、仮説の見直しを行った。肺腺癌における
EGFR 遺伝子変異は、MAPK シグナルの活性化を誘導する。同変異は日本人肺腺癌の約 50%に
認められ、免疫チェックポイント阻害剤に対する耐性に関連するため、TCGA データを解析し
たところ、EGFR 変異肺癌では野生型より有意に CD8a の mRNA レベルが低く、CD8a の発現
と相関する各種ケモカインの mRNA レベルも有意に低下していた。このことから、EGFR シグ
ナルは肺癌細胞からのケモカイン産生抑制を誘導するという仮説を立て、その機構解析を行う
ことに方針を変更した。 
 
３． 研究の方法： 
1) 公共データベースであるヒト肺癌の TCGA データを用いてドライバー遺伝子変異の有無と

CD8a mRNA 発現との関連、CD8a mRNA 発現と相関するケモカインおよびケモカイン受
容体発現の同定とドライバー遺伝子変異による発現比較を行った。さらに免疫組織染色によ
り EGFR 変異別の CD8 陽性 T 細胞数の比較を行い仮説の確からしさを検証した。 

2) EGFR 変異肺腺癌細胞株に EGFR 阻害剤（AZD9291）を作用させて、培養上清中のケモカ
インを multiplex chemokine assay 法により網羅的に定量比較を行い、EGFR シグナル依
存性に抑制を受けるケモカインを同定した。 

3) EGFR シグナルにより抑制を受ける代表的なケモカイン CXCL10 に焦点を当て、EGFR シ
グナル依存性の CD8 T 細胞の走化性抑制に関わるケモカインであることを in vitro 
migration assay を用いて検証した。 

4) EGFR 変異肺腺癌細胞株に EGFR 阻害剤（AZD9291）を作用させて、ケモカイン CXCL10
の発現抑制のレベルが mRNA かタンパク発現であるかを検証した。 

5) EGFR 阻害剤によるケモカイン発現上昇の特異性を、EGFR 特異的 RNA 干渉法を用いて確
認した。 

6) EGFR シグナル下流のシグナル阻害剤（MAPK, PI3K, STAT3）を用いて、ケモカイン産生
抑制に重要な下流シグナルを決定した。 

7) CXCL10 mRNA の発現抑制の機構が RNA の安定性減弱に起因するか否かを actinomycin-
D を用いた RNA 安定性試験により検証した。 

8) CXCL10 遺伝子プロモーター領域をクローニングして、ルシフェラーゼレポータープラス
ミドを構築し、EGFR 阻害剤がプロモーター活性に与える影響を検証した。 

9) CXCL10 遺伝子プロモーター領域に存在する IRF-1, NFκB 結合領域に焦点を当てて、
EGFR 阻害剤がそれぞれの転写活性に与える影響を解析することにより、EGFR シグナル
とこれらの転写因子の活性化、及び CXCL10 遺伝子発現への影響を検証した。 

10) ATAC-Seq (Assay for transposase-accessible chromatin with high-throughput 
sequencing)を行い、CXCL10 及びその近傍にある CXCL9, CXCL11 遺伝子の周囲に EGFR
阻害剤処理により生じる open chromatin の領域ピークを解析することにより、EGFR シグ
ナルによるエピジェネティック阻害機構の可能性を検証した。 

 
４．研究成果： 
1) 公共データベースを用いた仮説検証：TCGA データ (Lung adenocarcinoma, Nature 2014)

では EGFR 変異陽性 vs 陰性で CD8a mRNA レベルが p=0.001487 で、陰性群で有意に高
値であったが、KRAS 変異、ALK 変異別では有意差を認めなかった。以上から EGFR 変異
肺癌では CD8+T 細胞の腫瘍内浸潤が特異的に低下している可能性が示唆された。次に、同
じ TCGA データで CD8a mRNA と相関するケモカイン及びケモカイン受容体 mRNA を調



べたところ、Pearson score が高い順に CCL4, CCL5, XCL2, CXCL9, CCL4L1, CXCL10, 
CCL3, XCL1, CXCL11, CXCL13 のケモカインを認め（Pearson score 0.83~0.38）、これら
のケモカイン受容体である CCR5（CCL3, CCL4, CCL5 の受容体）, CXCR3 (CXCL9, 
CXCL10, CXCL11, CXCL13 の受容体), XCR1 (XCL1, XCL2 の受容体)の発現も CD8a と高
い相関を認めた（Pearson score 0.38~0.74）。以上から、これらのケモカイン及びケモカイ
ン受容体が腫瘍内 CD8+T 細胞の浸潤に関与している可能性が高い事が示唆された。さらに
同じ TCGA データでこれらのケモカイン mRNA レベルを EGFR 変異陽性 vs 陰性で比較
したところ、CCL5, CCL4, XCL2, CCL4L1 の発現ベルは EGFR 変異陽性例で有意に低下
を示しており、CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL13, XCL1 も有意では無いが EGFR 変異
陽性例で低い傾向を認めた。以上から、EGFR 変異肺癌では、CD8+T 細胞を局所にリクル
ートするケモカイン産生低下の結果、CD8+T 細胞の腫瘍内浸潤が抑制されている可能性が
示唆された。さらに、自験例の手術標本から EGFR 変異陽性肺癌（56 例）と EGFR 変異陰
性肺癌（84 例）で抗 CD8a 抗体による免疫組織染色で CD8a 陽性数を比較したところ、
EGFR 変異陽性肺癌で有意に CD8a 陽性数の低下を認めた（p<0.0001）。以上の観察より、
EGFR 変異肺癌では CD8+T 細胞の腫瘍内浸潤低下が生じており、EGFR シグナルが起点と
なるケモカイン産生低下がその機構である可能性が考えられた。 

2) ヒト EGFR 変異肺癌株を用いた EGFR シグナル依存性のケモカイン抑制の検証：ヒト
EGFR 変異陽性肺腺癌株に EGFR-tyrosine kinase (TK)阻害剤 AZD9291 を作用させてコン
トロールとの比較で培養上清中に産生が上昇するケモカインを multiplex chemokine assay
を用いて網羅的に比較したところ、複数の細胞株で CXCL9, CXCL10, CXCL11 の産生が上
昇したことから、EGFR シグナルがこれらのケモカインの発現抑制に作用している可能性
が考えられた。これらのケモカインは IFN 反応性で活性化 Th1 細胞のリクルートに関与す
ることが知られているため、EGFR-TK 阻害剤処理と IFN-γ刺激を組み合わせることによ
り、ケモカイン産生上昇が強くなることを観察した。 

3) EGFR シグナル依存性ケモカイン抑制と CD8+T 細胞の走化性抑制の検証：in vitro T cell 
migration assay により、活性化 CD8+T 細胞の走化性抑制に EGFR シグナルに伴うケモカ
イン産生抑制が関与していることを検証した。Transwell insert に活性化 CD8+T 細胞を播
種し、Transwell 下方のウェルへ移動する CD8+T 細胞数を計測する実験系で、下方ウェル
内に EGFR-TK 阻害剤前処置±EGFR 変異陽性肺腺癌株の培養上清を添加し、一定時間後
に移動した CD8+T 細胞数を計測したところ、コントロール培養上清に比べて、EGFR-TK
阻害剤前処置を加えた細胞株の培養上清で有意な増加を確認し(p<0.05)、この増加は抗
CXCL10 中和抗体により喪失した。以上から EGFR シグナルによる CXCL10 抑制が CD8+T
細胞の走化抑制に寄与していたと結論し、in vivo での CD8+T 細胞リクルート減少への関連
が示唆された。 

4) ヒト EGFR 変異肺癌株を用いたケモカイン CXCL10 の産生抑制レベルの検証：次に EGFR
変異肺癌細胞株に EGFR-TK 阻害剤を作用させた時に CXCL10 の発現上昇が mRNA レベ
ルで起きているか否かを qRT-PCR 法により検証した。複数の細胞株で EGFR-TK 阻害剤は
CXCL10 の mRNA レベルを有意に上昇させ、ELISA による培養上清中のタンパクの上昇
と相関を認めた。以上から、活性化 EGFR シグナルはヒト肺癌細胞において mRNA レベル
で CXCL10 の発現レベルを抑制していることが示唆された。 

5) RNA干渉法によるEGFRシグナル依存性ケモカインCXCL10抑制の特異性の検証：EGFR-
TK 阻害剤によるケモカイン産生上昇が、EGFR シグナル抑制により特異的に生じているこ
とを EGFR mRNA を siRNA で阻害することで再現できるか否かを調べることにより検証
した。二種類の EGFR mRNA 特異的 siRNA を EGFR 変異肺癌細胞株に導入後、mRNA と
培養上清からそれぞれ qRT-PCR と ELISA により CXCL10 の発現をコントロール siRNA
と比較したところ、二種類の siRNA は CXCL10 の発現を mRNA およびタンパクレベルで
有意に上昇させた。以上から、EGFR-TK 阻害剤による CXCL10 の発現上昇は EGFR シグ
ナル阻害に依存していることが示唆された。 

6) EGFR シグナル下流で CXCL10 発現抑制に関与するシグナルの同定：EGFR-TK 阻害剤
（AZD9291）と MEK 阻害剤（GSK1120212）、PI3K 阻害剤（LY294002）、STAT3 阻害剤
（S3I-201）を EGFR 変異肺癌細胞株に個別に作用させ、CXCL10 の発現上昇を EGFR-TK
阻害剤と比較した。コントロールより CXCL10 発現が有意に上昇した阻害剤は AZD9291
以外では GSK1120212 のみであったが、その上昇は AZD9291 よりも弱かった。以上から、
EGFR シグナル下流で CXCL10 発現抑制に関与するシグナルとして MAPK シグナルが部
分的に関与しているが、PI3K, STAT3 以外の他のシグナルも関与している可能性が示唆さ
れた。 

7) EGFR シグナルが CXCL10 mRNA の安定性に与える影響の検証：上記 4)により EGFR シ
グナルが CXCL10 mRNA レベルを抑制していることが明らかになったが、その機構として
①CXCL10 mRNA の不安定性を誘導している可能性と②CXCL10 の転写を抑制している可
能性の二つの機構が考えられる。そこで、①の可能性を検証する目的で CXCL10 の mRNA
安定性が AZD9291 処理により上昇するか否かを actinomycin D 処理により mRNA 転写を
停止させた後の mRNA レベルを継時的に定量することにより検証した。AZD9291 処理後
に CXCL10 mRNA レベルは継時的に有意な低下を示したが、コントロールでは影響を受け



なかった。以上から、EGFR シグナルは CXCL10 mRNA の不安定性に寄与しているより
も、むしろ安定性に寄与していることが示唆された。従って、EGFRシグナルによるCXCL10 
mRNA 抑制は②の転写抑制によると考えられた。 

8) CXCL10 遺伝子プロモーター解析：上記 7)の結果を踏まえて、EGFR シグナルが CXCL10
遺伝子プロモーター活性を抑制していることを証明するために、CXCL10 遺伝子の転写開
始点から上流約 1.2kb、及び 0.4kb をクローニングして、これらのプロモーター下にホタル
ルシフェラーゼ遺伝子を発現するプラスミドベクター (pGL4.17)を作成した。この遺伝子
プロモーター領域には、IFN-γ-activated site (GAS), IFN-stimulated response element 
(ISRE), κB1 (NF-κB1), および κB2 (NF-κB2)の転写因子結合領域を含む。レポータープラ
スミドを EGFR 変異肺癌細胞株にトランスフェクションして AZD9291 存在下・非存在下
でプロモーター活性を比較したところ、予想に反して EGFR-TK 阻害剤存在下でプロモー
ター活性の有意な抑制を観察した。異なる実験系（既報）によると EGFR シグナルによる
IRF-1 の活性抑制による CXCL10 遺伝子発現抑制が報告されていることから、IRF-1 の転
写活性に焦点を当てて、EGFR シグナルの影響を以下の方法でさらに検証した。上記レポー
ター遺伝子（0.4kb プロモーター）の ISRE 配列に site-directed mutagenesis により人工的
な変異を加えたプラスミドを作成してレポーターアッセイを再検した。また、ISRE を含む
レポータープラスミド及び IRF-1 結合配列を含むレポータープラスミドを用いて同様にレ
ポーターアッセイを行い、EGFR-TK 阻害剤が IRF-1 の転写活性へ与える影響を調べたと
ころ、ISRE への変異導入により CXCL10 遺伝子プロモーター活性は減弱し、ISRE, IRF-1
レポータープラスミド共に、EGFR-TK 阻害剤存在下で IRF-1 の転写活性の有意な低下を
認めた。以上から、EGFR シグナルは肺癌細胞株において、IRF-1 プロモーター活性を抑制
ではなく、促進していると結論した。 

9) EGFR シグナルが転写因子 NFκB の転写活性に与える影響の解析：上記 8)の実験により、
EGFR シグナルによる IRF-1 の活性抑制は否定されたため、EGFR シグナルによる NFκB
の転写活性の変化を検証した。EGFR-TK 阻害剤処理±EGFR 変異肺癌細胞株より核タンパ
クを抽出して、NFκB 結合コンセンサスヌクレオチド配列への結合活性を TransAM NF-
κB (p65)キットを用いて比較検証した。ところが、EGFR-TK 阻害剤処理は NFκB 結合活
性に全く影響をあたえなかった。以上より、CXCL10 遺伝子上流(1.2kb)までの範囲内に、
EGFR シグナルが転写活性に直接影響を与える因子は存在しないことが示唆された。 

10) EGFR シグナルが CXCL10 遺伝子近傍のエピジェネティックに与える影響の解析：上記 8), 
9)の解析結果から、EGFR シグナルの作用点として CXCL10 プロモーター領域以外に検索
範囲を広げる必要性を感じた。上記 2)において、EGFR シグナル阻害により CXCL10 と共
に CXCL9, CXCL11 の発現の上昇を認めたが、これら 3 つの遺伝子座は染色体 4 番の 55kb
の範囲内にクラスターを形成していることから、EGFR シグナルがこれらの遺伝子を 3 次
元的に一度に発現抑制を起こしている可能性を考えた。EGFR-TK 阻害剤±下に処理した
EGFR 変異陽性細胞株を用いて ATAC-Seq を行い、EGFR-TK 阻害剤でこれら 3 遺伝子座
の近傍に open chromatin peakが形成されるか否かを探索したところ、CXCL9の 1st intron
に 1 ヵ所、CXCL11 の転写開始点上流 15kb と 19kb に 2 か所のピークを観察した。CXCL10
遺伝子近傍にはピークを認めなかった。これらの領域内には潜在的な転写因子結合部位を認
めた。EGFR シグナルにより epigenetic な修飾を受けるこれら open chromatin 領域内に 3
遺伝子を同時に発現制御しているエンハンサー領域の存在（topologically associating 
domain: TAD）が存在する可能性が示唆された。 

 
 以上の解析結果から、EGFR 変異肺癌において腫瘍内ケモカイン産生低下と CD8+T 細胞数の
減少の背景に EGFR 変異肺癌からのケモカイン産生抑制（特に CXCL9, 10, 11）が関与してい
る可能性が示され、EGFR シグナル下流の MAPK シグナルを中心とするシグナル伝達がその抑
制に関与することが示された。EGFR シグナルによる CXCL10 発現抑制は、転写レベルで生じ
ていることが考えらえたが、CXCL10 上流のプロモーター領域の制御ではなく、CXCL9, 10, 11
近傍のエンハンサー領域おけるエピジェネティック阻害機構の関与の可能性が考えられた。予
備実験ではエピジェネティック阻害剤によるケモカイン産生上昇を認めており、さらに詳細な
機構を解析中である。本研究成果は、ICI 耐性例に対するエピジェネティック阻害剤併用による
新たな治療戦略に繋がる可能性を示すものと考えられる。 
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