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研究成果の概要（和文）：EGFRチロシンキナーゼ阻害薬（TKI)は、一過性にEGFR変異を有する肺癌（EGFR肺癌）
を制御するが根治できない。なぜEGFR-TKIでは根絶できないのか？を探究するため本研究において、独自にEGFR
肺癌シンジェニックマウスモデルを作成し、EGFR-TKIからがん細胞がどのように逃避しているか腫瘍微小関係と
の相互関係を評価した。EGFRシグナルは、腫瘍微小環境を免疫抑制的に誘導し、EGFR-TKIによりCD8陽性T細胞に
よる抗腫瘍免疫が誘導されることを見出した。EGFR-TKI前投与後に、PD-１とVEGFR2阻害薬を逐次的に投与する
ことで抗腫瘍免疫をさらに活性化できることがわかった。

研究成果の概要（英文）：EGFR tyrosine kinase inhibitors (TKIs) transiently inhibit but can not 
eradicate lung cancer with EGFR mutations .  In this study, we independently established an 
EGFR-mutant lung cancer syngeneic mouse model and evaluated how cancer cells escape from EGFR-TKI in
 coordinated with tumor microenvironment. 
We found that EGFR signaling induces an immunosuppressive tumor microenvironment and that EGFR-TKI 
induces CD8-positive T cells dependent antitumor immunity. Sequential administration of PD-1 and 
VEGFR2 inhibitors following the treatment with EGFR-TKI further boosted the anti-tumor immunity.

研究分野： 呼吸器疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
EGFR肺癌は、非喫煙者肺癌の半数以上を占める重要な疾患である。日本人を含む東アジア人に特に発生頻度が高
いこと、また若年発症例も多く認めることもあり、臨床的にも社会的にも重要性が高い。本研究は、EGFR-TKIが
がん細胞を直接阻害しているのみならず、腫瘍免疫を誘導することを初めて明らかにした。抗腫瘍免疫を最大化
させることで、EGFR-TKIの治療効果の最大化、完全寛解を目指した治療戦略の発展が期待できる。

※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 

 
【EGFR 変異を有する肺癌は、EGFR-TKI に著効するが、耐性化し治癒しない】 
肺癌は難治性癌の代表であり、 癌死亡の第 1位である。 従来の病理
組織分類に加えて、近年の遺伝子解析技術の発達に伴い発癌の直接的な
原因となる分子異常（ドライバー変異）の検索が治療戦略を決める上で
必須となっている。日本人非喫煙者において、上皮成長因子受容体
（EGFR）変異を有する肺腺癌（EGFR 肺癌）はドライバー遺伝子の約半
数を占める非常に重要な疾患である。EGFR-チロシンキナーゼ阻害薬
（TKI）の臨床効果と EGFR 変異の存在が相関することが示され、前臨床
モデルで EGFR 遺伝子変異による持続的な EGFR 活性化が発がんの原因
となることも裏付けされた(Ohashi, Kiura Cancer Sci 2008, Ohashi, 
Kiura Cancer Res 2009)。しかしながら、EGFR-チロシンキナーゼ阻害
薬（TKI）が治療の中心であるが、約 1～1.5 年程度で多様な治療耐性を
きたす（図１．Ohashi J Clin Oncol 2013)。耐性の原因として EGFR 
T790M（50－60%）、MET 遺伝子や HER2 遺伝子増幅、 BRAF 変異などが知られる（Ohashi, Kiura 
PNAS 2012)。EGFR T790M へ阻害効果をもつ第 3世代 EGFR-TKI オシメルチニブが認可され、さら
に長期に肺癌をコントロールすることが可能となった。しかしオシメルチニブも再び耐性化す
るため、進行期 EGFR 肺癌は残念ながら未だに“治癒”は困難な状況にある。EGFR-TKI および既
存の薬物治療では完全寛解、治癒は得られないことは、 重要かつ未解決の臨床課題である。 
 
【治癒を目指す新規治療の標的候補として：「persister」がん細胞と腫瘍微小環境】 
耐性獲得の過程として、 以下の２つが提唱されている。 
1) 耐性クローンの選択増多 
図 2-1)の様にもともと少数ながら存在していた薬剤耐性
クローンが選択され増多してくる。  
2) 「persister」がん細胞からの耐性細胞の分化 
図 2-2)の様に「persister」がん細胞から、薬剤耐性クロ
ーンが de novo に分化してくる。 
「persister」がん細胞: 直訳でしつこく生き残る細胞 
遺伝的な耐性因子（薬剤耐性遺伝子や遺伝子突然変異な
ど）を持たないにもかかわらず、高い生存能を示す。 薬
剤遺伝子変異などの耐性因子を獲得するまでの橋渡しを
すると考えられている。 
 
近年、EGFR-TKI によって肺癌細胞が根絶できない原因として、この「persister」がん細胞が注
目されている。申請者らも EGFR 変異肺癌細胞株に EGFR-TKI を曝露し、72h 後に生き残っている
「persister」がん細胞の検討を行った。「persister」がん細胞に、HER2 シグナルの活性化を認
め、EGFR-TKI と HER2 阻害薬トラツズマブ エムタンシンの併用により制御できる可能性につい
て報告した（Kayatani, Ohashi, Kiura BBRC 2020）。しかし in vitro の検討では、「persister」
がん細胞が周囲の間質細胞とどのような相互作用をしているのかを検討することは困難である。
またヌードマウスなど免疫不全マウスを用いたゼノグラフトモデルでは腫瘍微小環境を適切に
評価することは難しいと考えた。 
 
以上を踏まえ、EGFR 変異を有する肺癌において、下記の問いに至った。 
1． 「persister」がん細胞とその腫瘍微小環境に臨床応用可能な治療標的がないか？ 
2． EGFR-TKI と新規標的の阻害による併用療法によって完全寛解、 治癒が期待できないか？ 
 
２．研究の目的 
 
1) 根治の妨げとなっている「persister」がん細胞の生存戦略をin vivoで評価するため、シン

ジェニックマウスモデルを用いて遺伝子発現、 タンパク発現を包括的に評価する。 
2) 「persister」がん細胞の生存に腫瘍微小環境がどのように関わっているかを評価する。 
3） 「persister」がん細胞の生存に関わる分子およびその阻害薬を探索する。 
4） 「persister」がん細胞の病態に沿った阻害薬の効果を遺伝子改変マウスモデルで検証する。 
1）～4）を元に、EGFR-TKI による初回治療により、深い寛解、治癒を目指す新規治療の臨床開発
を目指すことを本研究の目的とした 
 
 
 



 
３． 研究の方法  

 
本研究の遂行にあたり、私たちは、SP-C プロモーターによりマウ
ス 2 型肺胞上皮細胞に EGFR 変異を特異的に発現させ、 EGFR 変
異肺癌が自然発生するマウスモデル 2 系統（マウス Egfr 
ex19deltion およびヒト EGFR L858R）を作成している（Ohashi 
Cancer Sci 2008、 Ohashi Cancer Res 2009、 特許第 5255216
号)。肺にびまん性に腫瘍が発生する点が実際のヒト肺癌と異な
るため、この肺癌マウスモデルの改良、 新規マウスモデルを樹立
した。マウス肺腫瘍を摘出して他の C57BL/6 マウスの皮下、腹腔
投与による腹膜、尾静脈投与による肺などへの腫瘍生着を確認し
た。また繰り返しその腫瘍を継代できることも確認した（図 3）（Higo, Ohashi, Kiura Lung 
Cancer 2019）。このモデルは、単一部位から進展するため、治療効果の判定がしやすいといった
利点も有する。また移植した腫瘍は EGFR-TKI の感受性を保持しており、 EGFR-TKI 投与にて縮
小するが、完全寛解、治癒しない（図 3）。一定期間の治療後に再燃、耐性化し、興味深いこと
に EGFRT 790M といった 2次耐性変異が発生することも確認している。しかもヒト肺癌と同様に
オシメルチニブが EGFR T790M を有する耐性腫瘍を抑制し、また耐性化することも確認している。
（Higo, Ohashi, Kiura Lung Cancer 2019）。以上より臨床経過を比較的よく反映するシンジェ
ニックモデルと考えた。 
 
我々の新規肺癌マウスモデルは以下 1)-6)の重要な特徴をもつ。 
1）マウス 2型肺胞上皮由来の EGFR シグナルに依存した肺腫瘍である。  
2）免疫能が保持された C57BL/6 に生着、 進展する。  
3）ヒト肺癌と同様に EGFR-TKI により腫瘍縮小するが、 完全寛解には至らず残存する。 

=「persister」がん細胞マウスモデル。 
4）ヒト肺癌と同様に数か月後に耐性化、 ２次的 EGFR 変異が出現する  
5）ヒト肺癌と同様にオシメルチニブは、２次的体制変異を有する耐性腫瘍に奏効する。 
6）ヒト肺癌と同様にオシメルチニブも数か月後に耐性化する。  
 

この新規モデルを用いて、「persister」がん細胞と腫瘍微小環境の病態評価を行った。 

図 4 に示すように、腫瘍を移植、腫瘍量 300m3 にて
EGFR-TKIゲフィチニブまたはオシメルチニブの投与
を開始する。治療前、腫瘍縮小の途中の Day4、およ
び効果が最大化しプラトーとなる Day10 の 3 ポイン
トでサンプルを採取し、DNA、RNA、タンパク抽出お
よび免疫染色用に組織ブロックを作製した。なお、
EGFR-TKI を中断すると腫瘍は速やかに再燃し、治癒
状態は得られない。  
 
1 RNA および全ゲノムシークエンシング解析 (図 5)   
岡山大学バイオバンクおよび研究協力者ドイツケルン大学 Sos 教授と共同し次世代シーケンサ
ー（NGS）で RNA-sequencing を行った。 
 
2 「persister」がん細胞と腫瘍微小環境の検討  
RNA-sequencing の結果を踏まえ免疫染色, フローサイトメトリーにより、間質に存在する細胞
の種類を同定 
 
3 治療標的候補の絞り込み  
3-1 NGS データのバイオインフォマティクス解析  
1、2 で得られたデータを統合して、「persister」がん細胞および腫瘍微小環境を形成する間質
細胞などにおける治療標的を検討 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
4 「persister」がん細胞マウスモデルを用いた「persister」がん細胞の根絶を目指した併用
治療の検討  
EGFR-TKI と新規阻害薬の併用治療の「persister」がん細胞に対する効果の検証（図 6）。 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 

EGFR 遺伝子改変肺癌マウスモデルの樹立は米国ハーバード大学などより報告されている。
しかし彼らはクララ細胞を標的とした CCSP プロモーターを使用しており、 2 型肺胞上皮細胞を
標的とした私たちのモデルとは腫瘍の起源が根本的に異なる。また、実臨床において EGFR 変異
を有する肺癌は免疫チェックポイント阻害薬の効果が乏しいことが問題となっているが、彼ら
の肺癌モデルは PD-L1 が高発現し、また抗 PD-1 抗体に奏効する(Akabay Cancer Discov 2013)。
そのためヒト肺癌を適切に反映するモデルとは言えない可能性がある。申請者らのモデルは、2
型肺胞上皮由来の肺癌が発生する。また EGFR-TKI にて EGFR T790M を有する耐性腫瘍を誘導す
る。さらに重要なことに EGFR 肺癌細胞上に PD-L1 の発現がなく、抗 PD-1 抗体の効果も乏しい
など実際の臨床を反映していることがわかった （Nishii、Ohashi JCA-AACR2021 Cancer 
Immunology Research provisionally accepted）。 
EGFR 遺伝子改変動物を使って「persister」がん細胞の病態、また腫瘍微小環境の相互関係に

着目した研究の報告は現在においても十分なされていない。本研究により 1) EGFR 肺癌におい
て EGFR シグナルが腫瘍免疫抑制的な微小環境を誘導すること、2) EGFR-TKI による EGFR シグナ
ル阻害によって CD8 陽性 T 細胞による抗腫瘍免疫が誘導されること、3)一方で新たな腫瘍免疫
抑制的な因子が誘導され EGFR-TKI が誘導する抗腫瘍免疫活性は限定的となること、また およ
び EGFR-TKI 休薬によりその抑制的因子は減少すること、４）EGFR-TKI と抗 PD-1 抗体または抗
VEGFR-2 抗体の同時併用は抗腫瘍免疫を十分に活性化させないが、 EGFR-TKI 投与後に逐次的
に PD-1/VEGFR2 阻害薬の併用投与を行うことにより EGFR-TKI が誘導する抗腫瘍免疫を活性化さ
せることを示した（Nishii、Ohashi JCA-AACR2021, Cancer Immunology Research provisionally 
accepted）。 
また、ドイツケルン大学との共同研究により EGFR シグナル阻害により MAPK/IRF1 経路が誘導

する炎症反応が、腫瘍微小環境の改変、治療抵抗性に関与すること、及び EGFR-TKI と RIG-1 ア
ゴニストである IVT4 の併用により腫瘍免疫がより賦活化、抗腫瘍効果の増強が得られることを
報告した（Brägelmann J, Ohashi K, Sos ML Nature Communication 2021）。 
その他、RNA-sequencing など踏まえ, 本研究をさらに発展させるため「persister」がん細胞

および腫瘍微小環境におけるより優れた治療標的について検証を行う計画である。 
 

EGFR 変異陽性肺癌は、非喫煙者肺癌の半数以上を占める重要な疾患である。日本人を含む
東アジア人に特に発生頻度が高いこと、また若年発症例も多く認めることもあり、臨床的にも社
会的にも重要性が高い。そのため、本研究により、EGFR-TKI の治療効果の最大化、完全寛解を
目指した治療戦略の発展は、社会への貢献に大きく繋がる。 
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