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研究成果の概要（和文）：切除不能な肺癌が薬物治療で根治することはない。効果の高い分子標的薬治療でも、
癌細胞は一部が生き残り（初期生存）、いずれ増殖し病勢が再燃する（薬剤耐性）。本研究では患者の癌細胞を
大量培養する手法 を用いて、ALK陽性肺癌患者３名の癌細胞と、ALK陽性培養細胞H2228をマルチオミックス解析
でスクリーニングし、初期生存規定因子を探索し、YAP1を同定した。本研究が予想より早く進んだことで、本研
究に含まれていた生体内イメージングを発展させ、転移性脳腫瘍を生体内で観察できるモデルを確立する試みを
開始し、系のプロトタイプを完成させるに至った。次の研究課題によってさらに発展させていく計画である。

研究成果の概要（英文）：Despite the promising clinical efficacy of the second-generation anaplastic 
lymphoma kinase (ALK) inhibitor alectinib in patients with ALK-rearranged lung cancer, some tumor 
cells survive and eventually relapse, which may be an obstacle to achieving a cure. Limited 
information is currently available on the mechanisms underlying the initial survival of tumor cells 
against alectinib. Using patient-derived cell line models, we herein demonstrate that cancer cells 
survive a treatment with alectinib by activating Yes-associated protein 1 (YAP1), which mediates the
 expression of the anti-apoptosis factors Mcl-1 and Bcl-xL, and combinatorial inhibition against 
both YAP1 and ALK provides a longer tumor remission in ALK-rearranged xenografts when compared with 
alectinib monotherapy. These results suggest that the inhibition of YAP1 is a candidate for 
combinatorial therapy with ALK inhibitors to achieve complete remission in patients with 
ALK-rearranged lung cancer.

研究分野：肺癌　転移性脳腫瘍

キーワード： ALK陽性肺癌　薬剤耐性　YAP1　治療抵抗性　治療初期生存　生体イメージング　転移性脳腫瘍　画像解
析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肺癌の薬剤耐性の研究は盛んに行われてきたが、初期生存の研究は少なく、メカニズムは不明である。完全寛解
を目指した集中的な治療法は開発されておらず、進行肺癌に対する薬物治療は、数十年前から緩和化学療法と位
置づけられている。本研究は、ALK陽性肺癌の根治を目指した多剤併用療法を検討した最初の研究である。この
成果をもとに薬剤開発が進めば、薬によって根治を目指した治療を開発できる可能性があり、その社会的な意義
は大きい。

※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 

 

EGFR・ALKチロシンキナーゼ阻害薬等の分子標的治療は、EGFR、ALK遺伝子異常を持つ

肺癌の予後を劇的に改善した(N Engl J Med. 2010; 362: 2380-8; Science. 2004; 304: 1497-500.)。

しかし多くの患者が治療中に薬剤耐性を獲得し、病状は再燃する。分子標的薬の薬剤耐性機

序の研究は盛んにおこなわれ、耐性克服治療が提案されてきた(Nature. 2016; 534, 129-132)。

しかし、これらの耐性克服治療に対してさえも新たな耐性機序が誘導され、肺癌は根治に至

らない。この問題の解決のため、我々は治療初期に癌細胞の一部が分子標的治療から逃避し

生存する現象（治療初期生存）に着目した。分子標的治療から逃避する機構を同定し阻害す

れば、耐性を未然に防ぎ、肺癌根治を目指した薬物治療となりえる。研究代表者は研究開始

時点で、YAP1-抗アポトーシス経路が、ALK陽性肺癌の治療からの逃避・生存を仲介する示

唆を得ていた。YAP1は Hippo signaling pathwayの主要調節因子で、転写コファクターとし

て細胞のアポトーシス・増殖を調節し、肝細胞癌の一部では発癌の原因とされる。YAP1研

究の問題点は(1)特異的阻害剤が少ないこと、(2)活性化は転写活性を見る必要があり、評価

が容易でない点が挙げられた。 

 

２．研究の目的 

 

(1) 肺癌患者由来細胞株を用い、YAP1の阻害が初期生存を抑制する標的として適切か Target 

Validationを行う。 

(2) YAP1の活性化がアポトーシス阻害をもたらすメカニズムを解明する。 

(3) in vivoにおいて、YAP1の活性化・抑制を可視化できる実験系を構築する 

(4) 上記の実験系を他のドライバー遺伝子陽性肺がんに展開し、YAP1-抗アポトーシス経路

が、他のドライバー遺伝子陽性肺癌の初期生存も仲介しうるか検討する。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) 研究サンプルの樹立：ドライバー遺伝子異常陽性の肺癌由来培養細胞株を樹立した。 

(2) YAP1 のエフェクターの探索：標的治療を曝露され YAP1 が活性化した患者由来細胞の

既知の抗アポトーシス関連因子を qRT-PCRで網羅的に解析した。 

(3) YAP1のエフェクターの機能解析：YAP1活性化に伴い発現亢進した因子のコーディング

遺伝子の転写開始点前後でプライマーを設計し、YAP1抗体による ChIP-qPCRを行い YAP1

の DNAへの結合を解析した。siRNAを用いて因子のノックダウンを行い、YAP1阻害と同

様の効果が得られるかを確認し、下流を確定した。 

(4) YAP1の活性化を画像解析によって行った。YAP1はその細胞内局在（核局在）によって

その活性化が評価されるため、画像に対して共局在解析を使うことで、組織標本、細胞の免

疫染色の一括した定量的評価を行った。 

(5) YAP1 の活性化を評価するための生体内イメージング系の構築を検討したが、今回の仮



説を証明するためには免疫組織標本で十分であったため、生体内での腫瘍の増殖を二光子

顕微鏡下で観察できる系の構築を開始した。結果、転移性腫瘍を生体内で可視化する系のプ

ロトタイプを完成させた。 

 

 

４．研究成果 

 

(1)本研究課題以前に研究代表者は ALK陽性肺癌患者より胸水を採取し、EML-ALK融合遺

伝子を持つ肺癌由来細胞株を３株樹立していた。この患者由来細胞株に分子標的薬アレク

チニブを曝露すると、がん細胞の増殖は低下するものの、がん細胞の致死誘導には至らず、

細胞の多くは生存する（初期生存）。その際、癌細胞中の YAP1が核内移行し、活性化して

いることを示した。そこで YAP1の遺伝学的阻害（siRNA）や薬理学的阻害（Verteporfin）を

アレクチニブと併用すると、「初期生存」と考えられる現象が減少し、癌細胞の生存率を著

しく低下させるという知見を得た。 

 

図(1)：患者由来細胞 KTOR1 と KTOR2 の薬剤曝露中の生存率 

KTOR1, KTOR2ともに、アレクチニブ（ALC）を曝露することで、72時間の細胞の増殖率

は著しく低下する（KTOR1: +15.7%, KTOR2: +1.4%）。ここに YAP1の同時阻害を追加する

と、細胞は減少する（右２列が ALK阻害剤 ALCと YAP1阻害の併用に該当） 

 
 

(2)YAP1の活性化がアポトーシス阻害をもたらすメカニズムを解明するため、アポトーシス

関連蛋白のスクリーニングを PCR法で行い、ChIP法を用いて確定した。結果、ALK陽性肺

癌細胞は ALK 阻害剤に曝露された際、YAP1 が活性化し核内に移行し、抗アポトーシス蛋

白 BCLXLとMCL1の遺伝子座上流に結合すること、またその転写を活性化することを示し

た。 

 

図(2)：ALK 阻害剤 Alectinib で曝露時における、がん細胞での生存パスウェイ 

 



 

(3) 癌細胞を生体内で観察する系の構築 

経頸動脈的にマウス肺癌細胞をマウスに投与し、転移性脳腫瘍を形成するモデルを作製

した。さらに、それらを可視化するモデルのプロトタイプを完成させた。 

この研究成果をもとに現在も研究継続中であり、下記の研究課題に引き継がれた。 

・日本学術振興会特別研究員 PD 

課題名：転移性脳腫瘍の予防治療開発を目指した、生体内イメージング系の構築と解析 

・日本学術振興会 科学研究費補助金 若手研究 

課題名：脳内における肺癌細胞の排除を規定するメカニズムの可視化と同定 

 

(4) 他のドライバー遺伝子変異における検討：上記の実験系を用い、共同研究者が BRAF遺

伝子変異陽性肺癌、ROS1遺伝子陽性肺癌における初期生存と YAP1の関係について引き

続き検討を行っている。 

 

受賞 

2020年 奨励賞．NPO法人西日本呼吸器内科医療推進機構. 

2020年 若手奨励賞. 日本肺癌学会. 

2021年 Scholar-in-Training Award. 米国癌学会. 
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Novel in vivo imaging method to evaluate "Don't eat me" signal of tumor against microglia.

Real time in vivo imaging of brain metastasis visualized dynamic reaction of microglia against cancer cells.

転移性脳腫瘍の生体内可視化はミクログリアと癌細胞の相互作用の多様さを明らかにする.

Real time in vivo imaging of brain metastasis visualized dynamic reaction of microglia against cancer cells.
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