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研究成果の概要（和文）：　本研究では、がん分子標的薬（特定の分子を標的とした最新の抗がん剤）に対して
種々の抵抗性を獲得した悪性化大腸がん細胞モデルを用いて、薬剤に対するマルチ耐性化のメカニズム（バイパ
ス経路分子群および下流経路分子群）を明らかにした。この耐性化メカニズムに基づいて、食品機能成分（エピ
ガロカテキンガラート及びアピゲニン）が分子標的薬マルチ耐性化を解除できることおよびその分子機構を解明
した。

研究成果の概要（英文）：We elucidated the molecular mechanism of the multiple resistance to the 
molecular-targeted anti-cancer drugs, including the bypath pathways and alternative intracellular 
signaling molecules. We revealed that (－)-Epigallocatechin-3-gallate and apigenin chronically 
suppressed the multiple receptors and signaling molecules that are responsible for the 
multi-resistant mechanisms. 

研究分野： 栄養学

キーワード： 大腸がん　がん分子標的薬　耐性化　バイパス経路　耐性化の連鎖　食品機能成分

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的な意義は、分子標的薬に対する耐性化メカニズムを明らかにするとともに、耐性化を克服するた
めに種々の分子標的薬を併用するとさらなる耐性化の連鎖が惹起されることを明らかにした点である。さらに、
食品機能成分であるエピガロカテキンガラートとアピゲニンが、耐性化の連鎖を分子標的薬併用よりも長期間抑
制できることを明らかにし、薬剤ではなく食品機能成分によって、分子標的薬治療が抱えるマルチ耐性化の課題
を解決できる可能性を示した点である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
最新のがん統計では、毎年 100 万人以上が新たにがんを発症し、37 万人以上が死亡している。

死亡原因となる進行がんでは手術切除ができないため、分子標的薬を用いた化学療法が中心的
な治療法となっている。分子標的薬は、従来の細胞傷害性抗がん剤とは異なり、がん細胞だけを
狙い撃ちできる、新世代の制がん剤として注目されている。しかしながら、分子標的薬治療はほ
とんどの場合、治療開始後数ヶ月以内に抵抗性が出現してしまうことが、臨床的に大きな問題と
なっている。この問題を解決するために世界中で活発に行われている治療法は、薬剤抵抗性に関
与する分子を阻害できる新たな分子標的薬を併用する方法である。しかし、新たな分子標的薬を
併用しても、新たな薬剤耐性が次々と出現すること（がん細胞と分子標的薬のイタチゴッコ）が
解ってきており、進行がんを根治できない要因となっている。 
 
 
２．研究の目的 
 
分子標的薬マルチ耐性化に関わる分子メカニズムを解明し、それらを阻害できる食品由来機

能成分を明らかにする。さらに、食品機能成分による阻害の分子機序と持続的な阻害について明
らかにする。これによりがん細胞と分子標的薬のイタチゴッコ問題を解決できる新たな学術的
基盤を確立する。 
 
 
３．研究の方法 
 
研究の方法 
（１）分子標的薬耐性化細胞は、各分子標的薬を臨床的有効濃度で長期間（6カ月以上）単剤ま
たは併用処理して樹立した。樹立した耐性化細胞に対する新たな分子標的薬の併用は最大 6 カ
月間行った。各分子標的薬耐性化細胞に対する食品機能成分の長期的効果を検討するために、エ
ピガロカテキンガラートおよびアピゲニンは血中到達濃度として報告されている１μM の生理
的濃度で、各分子標的薬存在下で最大 6カ月間の連続投与を行った。４つの主要緑茶カテキン類
（エピガロカテキンガラート、エピガロカテキン、エピカテキンおよびエピカテキンガラート）
の処理は各々１μMの生理的濃度で、各分子標的薬存在下で最大１０カ月間の連続投与を行った。 
 
（２）分子標的薬耐性化細胞において活性化しているバイパス経路分子群および下流分子群は、
各分子のリン酸化を指標にしてイムノブロット法により解析した。さらに、49 種類のリン酸化
チロシンキナーゼ受容体を搭載した抗体アレイ解析を行い網羅的に同定した。 
 
（３）分子標的薬耐性化細胞にいてバイパス経路として働くがん関連増殖因子受容体群のヘテ
ロ複合体形成は、ケミカルクロスリンカーを用いて固定後、各増殖因子受容体に特異的なモノク
ローナル抗体を用いた免疫沈降法とイムノブロット法により解析した。 
 
（４）各フラボノイド類（エピガロカテキンガラート、アピゲニン、エピガロカテキン、エピカ
テキンおよびエピカテキンガラート、ケンフェロール、ケルセチン）を共有結合固定したナノ磁
性ビーズ（FG-beads）を作製し、これらフラボノイドが特異的に結合する分子群を精製し、イム
ノブロット解析および抗体アレイ解析を用いて結合蛋白質を同定した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）HGF-R 分子標的阻害薬に対する耐性化機構の解明 
現在薬剤耐性の出現が臨床的問題となっている HGF-R 分子標的阻害薬に対して抵抗性を獲得

した大腸がん細胞モデルを樹立し、耐性化のメカニズムを解析した。HGF-R 阻害薬耐性化細胞で
は、バイパス経路として EGF-R の代償的活性化が起こり、その結果 EGF-R 依存的な HGF-R の再
活性化が誘導されていることが解った。また、下流経路として p130Cas の活性化が起こっている
ことを明らかにした。 
次に、HGF-R 分子標的薬耐性化細胞に対して EGF-R 分子標的阻害薬を長期間併用したときの抑

制効果と抑制の持続期間を検討した。その結果、２剤併用により HGF-R と EGF-R の活性化は 3週
間程度抑制されたが、その後再活性化が起こった。リン酸化チロシンキナーゼ受容体を搭載した
抗体アレイを用いて再活性化のメカニズムを検討した結果、新たなバイパス経路として IGF1-R



の強い活性化が起こっていた。さらに免疫沈降解析を行った結果、IGF1-R が HGF-R および EGF-
R とヘテロ複合体を形成することで HGF-R と EGF-R の再活性化を誘導し、HGF-R/EGF-R 分子標的
阻害薬に対して抵抗性を獲得することが解った。 
次に、HGF-R/EGF-R 分子標的薬耐性化細胞に対して IGF1-R 分子標的阻害薬を併用したときの

抑制効果と抑制の持続期間を検討した。その結果、３剤併用により HGF-R、EGF-R および IGF1-R
の活性化は２週間程度抑制されたが、その後徐々に再活性化が起こった。 
 
（２）HGF-R 分子標的薬耐性化細胞に対するエピガロカテキンガラートとアピゲニンの効果  
HGF-R 阻害薬耐性化細胞に対するエピガロカテキンガラートとアピゲニンの長期的な抑制効

果を検討した。エピガロカテキンガラートは、バイパス経路である EGF-R に結合しその活性化を
長期間持続的に抑制することで、HGF-R阻害薬耐性化を抑止した。アピゲニンはHGF-Rに結合し、
HGF-Rと下流分子のp130Cas活性化を持続的に抑制することで、HGF-R阻害薬耐性化を抑止した。 
さらに、HGF-R/EGF-R 阻害薬耐性化細胞に対するエピガロカテキンガラートとアピゲニンの長

期的な効果を検討した。エピガロカテキンガラートは、バイパス経路である EGF-R および IGF1-
R に結合しそれらの活性化を 2か月以上持続的に抑制した。また、アピゲニンは EGF-R 、HGF-R
と下流分子 FAK に結合して、これらの活性化を 2か月以上持続的に抑制することが解った。その
結果、エピガロカテキンガラートとアピゲニンを併用することで HGF-R/EGF-R 阻害薬耐性を長
期的に解除することができた。また、リン酸化チロシンキナーゼ受容体抗体アレイを用いた解析
でも、新たなバイパス経路分子の活性化は見られなかった。このように、エピガロカテキンガラ
ートとアピゲニンによる抑制効果は長期間持続し、分子標的薬併用よりも優れていることが分
かった。 
 
（３）EGF-R 分子標的阻害薬に対する耐性化機構の解明 
耐性化の出現が臨床的問題となっている EGF-R 分子標的阻害薬を用いて、EGF-R 阻害薬耐性化

大腸がん細胞モデルを樹立し、耐性化のメカニズムを解析した。EGF-R 阻害薬耐性化細胞では、
バイパス経路として HGF-R と IGF-1R が代償的に活性化しており、これら受容体が EGF-R とヘテ
ロ複合体を形成することで EGF-R の再活性化を引き起こすことを明らかにした。また、下流経路
として Raf1、MEK、ERK の活性化が起こっていることを明らかにした。 
さらに、EGF-R 阻害薬耐性化細胞に対して HGF-R と IGF-1R に対する分子標的薬を長期間併用

したときの抑制効果と抑制の持続期間を検討した。その結果、3 剤併用により EGF-R、HGF-R と
HGF-R の活性化は２週間抑制されたが、その後 EGF-R と HGF-R 再活性化が起こり、マルチ耐性化
が惹起された。リン酸化チロシンキナーゼ受容体抗体アレイを用いて再活性化のメカニズムを
検討した結果、新たなバイパス経路として HER2 の強い活性化が起こっていた。さらに免疫沈降
解析を行った結果、HER2 が EGF-R とヘテロ複合体を形成することで EGF-R および HGF-R の再活
性化を誘導した。 
 
（４）EGF-R 分子標的薬耐性化細胞に対するエピガロカテキンガラートとアピゲニンの効果  
アピゲニンとエピガロカテキンガラートによる EGF-R 阻害薬耐性化の抑制とそのメカニズム

を検討した。アピゲニンは EGF-R 、HGF-R,および Raf1 に結合し、これらの活性化を抑制するこ
とを見いだした。エピガロカテキンガラートはバイパス経路として重要な EGF-R, HER2, HGF-
R,IGF-1R に結合し、それらの活性化を抑制することを見いだした。さらに、エピガロカテキン
ガラートは MEK と ERK にも結合し抑制できることが分かった。これらの抑制効果は 2 か月以上
持続した。しかしながら、アピゲニンとエピガロカテキンガラートによる抑制効果は 2か月以上
経過すると徐々に減弱し、3か月経過すると消失してしまうことも解った。 
 
（５）フラボノイド耐性化の解除方法の探索 
エピガロカテキンガラート抵抗性を解除できる方法として、エピガロカテキンガラートに加

え 3 種類の主要緑茶カテキン類（エピガロカテキン、エピカテキンおよびエピカテキンガラー
ト）を併用し検討した。その結果、併用期間が 6 カ月以上経過しても抵抗性は獲得されなかっ
た。その分子機構の一つとして、エピガロカテキンガラート抵抗性を誘導した IGF1-R、B-Raf、
Raf1、MEK をエピガロカテキン、エピカテキン、エピカテキンガラートが直接結合して阻害する
ことが解った。また、リン酸化チロシンキナーゼ受容体抗体アレイを用いた解析では新たなバイ
パス経路受容体の活性化は見られなかった。 
今後は、４種類の主要緑茶カテキン類（エピガロカテキンガラート、エピガロカテキン、エピ

カテキンおよびエピカテキンガラート）をさらに長期間併用しても、バイパス経路などの代償的
な活性化が起こらず、フラボノイド耐性化が誘導されないことを明らかにしていく。さらに、本
研究で樹立した各分子標的薬耐性化大腸がん細胞を移植した大腸がんマウスモデルを用いて、
生理的濃度での 4 種類の緑茶カテキン類の摂取が分子標的薬併用投与よりも有効であることを
検討していく。 
アピゲニン抵抗性を解除できる方法として構造類似体であるケルセチンとケンフェロールに

ついて検討したが、アピゲニン抵抗性を解除することはできなかった。今後は、ブテインとデル
フィニジンについてさらに検討していく予定である。 
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