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研究成果の概要（和文）：近年になり、分子標的薬やがん免疫療法などを含む各種薬物療法の目覚ましい進歩に
より、進行肺がんの予後は著しい改善がみられてきたが、獲得耐性の出現が大きな問題である。本研究では、い
つ、どのように、耐性は生じていき、耐性の出現が避けられない原因と考えられる治療後のわずかな残存細胞の
性状を明らかにし、新規治療標的となる分子やパスウェイと新規治療法の探索を行った。3年間の研究の結果、
ALK融合遺伝子陽性肺がんでは治療残存細胞でGSK3が標的となりうることを発見し、多剤耐性のALK耐性変異にも
有効な治療法を見出すなどに成功し論文として発表した。

研究成果の概要（英文）：Recently, development of molecular-targeted drugs and cancer immunotherapy 
remarkably improved the prognosis of advanced lung cancer, but the emergence of acquired resistance 
and primary resistance in a certain fraction of patients are major obstacles to further improve 
cancer therapy. In this study, we investigated when and how drug resistant cancer emerges, by 
focusing on the drug tolerant persister cells that could be a seed of drug-resistance, and explored 
therapeutic target molecules, pathways, and therapeutic strategies. We discovered that GSK3 could be
 a potential target in drug tolerant persister cells in ALK-rearranged lung cancer. In addition, we 
successfully found and published a new effective drug candidate for multidrug-resistant ALK-TKI 
resistant compound mutations.

研究分野： 腫瘍学

キーワード： 薬剤耐性　分子標的薬　治療残存細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
進行がんの治療は目覚ましく進歩しているが、耐性出現が免れられないため、治療時にもわずかに残る細胞の性
状解析から耐性細胞出現を抑制したり遅くしたりすることが期待できる。本研究で見出した治療残存細胞の新た
な治療標的候補発見はこれまでに報告の無い新たな因子の関与を見出したものであり学術的意義は高い。なお、
本研究で見出した多剤耐性変異型ALKにも有効な治療法候補の発見は、他のがんを対象とした既存薬による治療
応用の可能性についての研究であり、臨床応用へとつなげることができると学術的および社会的意義の高い研究
となることが期待できる。

※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 

 
1981 年以降、日本人の死因のトップはがんであり、年間 36 万人以上が、がんで亡くなってい

る。なかでも肺がんによる死亡者はがんの中で最も多く、肺がんのより効果的な治療法の開発は
重要な課題とされていた（現状においても状況は同じ）。特に手術不能な進行肺がんは極めて予
後不良であり、約 15 年前までは、進行肺がんの平均生存期間は半年～1 年程度であった。しか
し、この約 18 年の間の EGFR 活性化型変異や ALK 融合遺伝子などのがん遺伝子の発見と分子
標的治療薬の登場により、分子標的薬が適応となった症例では進行肺がんであっても平均生存
期間も３～５年程度まで延長できるようになってきた。さらに、2018 年に本庶佑博士らがノー
ベル賞を受賞された免疫チェックポイント阻害薬の登場により、進行肺がんの治療は著しく改
善されつつある。 

EGFR 活性型変異陽性肺がんは、日本人の肺がんの約 30%を占めるが、それらに対してはゲ
フィチニブやアファチニブ、オシメルチニブといった EGFR チロシンキナーゼ阻害薬（EGFR-
TKI）が、多くの患者に顕著な腫瘍縮小をもたらす。また、2007 年に発見された ALK 融合遺伝
子陽性の肺がんに対してはクリゾチニブやアレクチニブなどの ALK-TKI が高い抗腫瘍効果を
示す。ALK 以外にも RET や ROS1、NTRK 融合遺伝子の存在が肺がんなどで報告されており、
治療薬の開発が盛んに進められ、数多くの臨床試験が本邦をはじめ世界各地で行われている。こ
ういった分子標的治療薬は対象となる症例では非常に顕著な腫瘍縮小が見られる一方で、ほと
んどの症例において 1 年～数年以内に耐性化し再発することが臨床上大きな問題である。EGFR
変異陽性肺がんにおける第 1 世代 EGFR-TKI 耐性機構については、約 50％の患者において
EGFR のキナーゼドメイン内に 2 次変異(T790M)がみられ、他には、PIK3CA 変異、c-Met 遺
伝子増幅や HGF の産生上昇が耐性機構として報告されている。しかし、依然として約 1/4 のケ
ースでは詳細な分子機構は不明である。ALK 融合遺伝子陽性肺がんにおける ALK-TKI 耐性機
序に関しては、本研究代表者の片山らを含む多くの研究者らにより多様な耐性機構が明らかに
されてきた。こういった、耐性腫瘍が出現する理由としては、治療前から耐性変異などを有する
細胞がわずかに腫瘍内に存在するという可能性が EGFR-T790M 耐性変異などでは証明されて
いるが(Hata A et al, Nature Med. 2016)、治療薬抵抗性の性質を有する薬剤抵抗性細胞
（persistent cells）が存在し、それらがやがて完全な耐性細胞になるという可能性も示されてい
る（Sharma SV et al, Cell 2010 ほか）。この Persistent cell の存在は培養細胞を用いた実験で
も患者由来細胞株や患者の胸水検体を用いた検討、さらにはマウスゼノグラフトモデルでの実
験においても常に検出され、どれほど分子標的薬が顕著な細胞増殖抑制/細胞死/腫瘍縮小効果を
示す場合でも、viable な残存腫瘍が確認される。この治療残存腫瘍が獲得耐性細胞出現の「種」
となっていると考えられ、この薬剤抵抗性残存細胞の性状を明らかにし、そこからの耐性細胞出
現の分子機構を明らかにすることで、耐性出現を防ぐまたは遅らせることのできる治療法（併用
療法または間欠的交代療法）を開発していくことがより効果的な分子標的療法の開発にとって
重要であると考えた。 

 
２．研究の目的 
 
 肺がんの各種薬物療法は目覚ましい進歩を遂げてきたが、獲得耐性が今なお大きな問題とし
て立ちはだかっている。これまではその耐性を生む変異やバイパス経路を中心に、「どういうメ
カニズムで耐性であるか」の研究に注力して行ってきたが、本研究では、いつ・どのようにして
薬剤耐性が薬剤抵抗性残存細胞から生じるかの分子基盤を明らかにし、より効果的で耐性が生
じにくい新たな治療標的と治療法候補を見出すことを目指すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
本研究においては、以下に示す様に未同定の耐性機構を明らかにしていきながら、いつ、どのよ
うに、耐性は生じていき、なぜ現状避けられないのかということを分子基盤から明らかにし、新
規治療標的と治療法を同定し、これまでにない「耐性を生じなく（生じにくく）する新しい治療
法」の発見を目指す。 
【使用した主な材料】 
1. ヒト・マウスのがん細胞株での薬剤感受性/耐性細胞 
2.分子標的薬で一定期間（長期間）治療することで得られる残存腫瘍と、更なる長期治療による
耐性腫瘍の樹立と解析 
3. 治療前、および薬剤耐性となり再発した患者からの組織（胸水、腹水、生検等）とその細胞
株 
 
【対象とする肺がんの種類】 



これまでに研究代表者らが行ってきた肺がんの治療抵抗性機構解析の中で樹立してきた下記の
肺がん検体由来の細胞株やゼノグラフトを中心に用い、必要に応じて新たな患者由来がん細胞
株の樹立も行う。 
→ EGFR 活性型変異と EGFR-TKI 耐性変異(T790M, C797S 等)を有する肺腺がん 
→ ALK 融合遺伝子：H3122 および申請者らが樹立した患者由来細胞株 
→ ROS1 融合遺伝子陽性肺がん細胞株、他 
 

【使用予定の分子標的薬剤（TKI 等）】 
・ 承認済みの分子標的薬（EGFR 阻害薬、ALK 阻害薬など） 
・ 臨床試験中、前臨床段階の開発中の薬剤等、その他、標的が明らかで、臨床応用中または開

発中の薬剤、又は阻害標的プロファイルが明らかな薬剤で構成したオリジナルライブラリー
（90種）、他 
 

【研究遂行のステップ】 
(1) 上記に記載の対象とする肺がん細胞株で不足するものは収集する。また患者検体が入手で
きる場合にはこれまでの研究で培ったノウハウを結集し、培養細胞株化をし、ゼノグラフトモデ
ルの作製も行う。特に ALK 陽性肺がんに対して 2018 年 9月に承認された Lorlatinib など、次々
と開発が進む新世代の標的療法に対する耐性症例からは随時検体を収集し培養株化を進める。
その上で、下記(a)~(e)のようにして耐性機構の発見を含めた腫瘍検体・腫瘍細胞の遺伝子変異
状態と薬剤感受性等について明らかにする。 
(a) ドライバーがん遺伝子および、がん関連遺伝子の変異解析や CNV 解析。 
(b) 細胞株化に成功した時点で、(a)の解析結果に応じて薬剤感受性実験を実施。 
(c) 阻害薬ライブラリーを用いた単剤・併用薬スクリーニング等の実施と耐性メカニズム推定。 
(d) 抵抗性のメカニズムを遺伝子のノックダウン等を含めた検証を実施。 
(e) 耐性克服法を in vivo での治療実験実施。 
(e) 上記の解析でもなお薬剤抵抗性が不明な症例については、リン酸化プロテオーム解析（医薬
基盤研究所プロテオームリサーチプロジェクトの足立淳プロジェクトリーダーらとの共同研究） 
 
(2) In vitro で高濃度（薬剤のヒトでの平均最高血中濃度が明らかな場合はその 2倍程度まで）
で薬剤を 1 週間～2 週間処理し、残存してくる細胞の性状を解析すると共に回収して WB などに
より細胞内増殖シグナル関連分子の活性化状態や標的分子のリン酸化状態、遺伝子発現など網
羅的な解析を実施。 
 
(3) 上記の検討を in vivo モデルにおいても実施する。その際には間質細胞の寄与も検討する 
(4) 同定した新規標的から抵抗性を回避するための治療戦略・耐性の出現を遅らせることので
きる治療法等を探索する。新規に耐性変異を発見した際は、他の克服できる新規標的薬について
探索する。他のバイパス経路の関与が示された場合には併用療法の可能性を培養細胞およびマ
ウスモデルで検討。 
 
４．研究成果 
 
培養細胞モデル系、担がんマウスモデル系、再発症例由来培養細胞株のモデル系などで耐性細

胞株を新たに複数樹立するとともに、これまでに樹立された各種臨床検体由来細胞株を用いて、
治療抵抗性機構の解析と、治療残存細胞の解析を行った。 
論文として発表した主たる成果としては、次に記す通りである。ROS1 融合遺伝子は肺がんの約
1%に見つかり、そ
のタイプのがん
の治療薬として
は ROS1 阻害薬の
Crizotinib が承
認され臨床で使
用されている。し
かし、数年もする
と 、 ROS1 に
G2032R（2032 番
目のグリシン”G”

図 1. ALK 阻害薬耐性変異の出現まで 



がアルギニン”R”に変わる変異）など
が生じることで薬剤耐性が生じること
が問題となっている。この G2032R 変異
型 ROS1 に対し、企業との共同研究によ
りDS-6051bが有効であることを見出し
論文として発表した。肺がんの約 5%に
見つかるALK融合遺伝子陽性症例では、
4 種類の ALK 阻害薬が承認されている
が、それらを使用した際の獲得耐性機
構について、所属機関が有するがん研
有明病院の検体を IRB 承認のプロトコ
ールの下検索し、32 症例のべ 112 検体
を調べることで、日本人 ALK 陽性肺が
ん患者における耐性機構のパターン
や、新たな耐性重複変異について発見
し 2本の論文として報告した。ALK 融合
遺伝子は肺がんの約3%に見つかり、5種
類の ALK 阻害薬が承認されているが、2
つ以上の変異が ALK 遺伝子に重複する
ことで高度耐性となり、あらゆるALK阻
害薬が無効となる。この耐性重複変異
に対し、白血病治療薬として承認され
ているGilteritinibが有効であること
を見出し、論文として発表した（図 1，
2）。また、治療残存細胞に関する特性と
治療標的候補についても ALK 陽性肺がんをモデルとして用いて発見し、次のような論文として
発表した。現在 5 種類の ALK 阻害薬が承認されているが、中でも最も ALK キナーゼの阻害活性
が高いのがロルラチニブである。ロルラチニブは最近初回治療から使用することも承認された
が、これまではアレクチニブなどの第 2 世代 ALK 阻害薬の治療後などに使用されることが多か
った薬剤である。この
ロルラチニブ治療に対
する抵抗性機構を考え
る上で、ロルラチニブ
を処理した際にどのよ
うにして ALK 陽性細胞
の一部が生き延びて耐
性の芽となっているの
かを明らかにするため
に、いわゆる治療残存
細胞の解析を行った。
その結果、GSK3 の活性
化が治療残存細胞の生
存に大きく寄与してお
り、GSK3 阻害薬を併用
することで残存細胞が
著しく減少すること、
完全に ALK 阻害薬とな
った患者由来の細胞に
おいても一部では GSK3
阻害剤をロルラチニブ
等と併用することで耐性克服ができることを見出し、論文として発表した。（図 3） 
 個々に述べた以外にも共同研究等により、後述するように複数の論文を発表することができ
た。 
 

図 2. ギルテリチニブは重複変異型 ALK の薬剤

耐性を克服し得る 

図 3. DTP 細胞および獲得耐性細胞の克服に向けた GSK3 阻

害による治療の可能性 
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