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研究成果の概要（和文）：ゲフィチニブは非小細胞肺がんに対してがん縮小効果を示すが、その

後、がん細胞は耐性を示すようになり臨床上の大きな問題となっている。本研究では、ゲフィチ

ニブに高感受性のヒト非小細胞肺がん細胞PC-9から、EGFRチロシンキナーゼ特異的阻害剤AG1478

に耐性の細胞を単離し、耐性機構の解析を行った。EGFRファミリー分子のErbB3発現量の減尐に

より耐性となった耐性株と、MKP-1の発現上昇により耐性となった耐性株の分離に成功した。 

 

研究成果の概要（英文）：Despite the dramatic efficacy of gefitinib and erlotinib in 

non-small cell lung cancer (NSCLC) patients with EGFR mutations, all patients ultimately 

develop resistance to EGFR tyrosine kinase inhibitors (EGFR-TKIs). A secondary mutation 

in EGFR (T790M) and MET amplification have been identified as major mechanisms of acquired 

resistance to EGFR-TKIs. However, it is still important to identify additional mechanisms 

of resistance and to overcome acquired resistance to EGFR-TKIs in NSCLC patients. We 

previously reported that EGFR-TKI AG1478 induces apoptosis in PC-9 cells, a 

gefitinib-sensitive human NSCLC cell line with a mutation (delE746-A750) in tyrosine 

kinase domain of their EGFR. In this study, we repeatedly treated PC-9 cells with a high 

concentration of AG1478 (500 nM) and isolated AG1478-resistant cell lines. Expression 

level of ErbB3 in these resistant cells was extremely low as compared with that of PC-9 

cells. Furthermore, PC-9 cells became resistant to AG1478, when their ErbB3 expression 

was down-regulated by siRNA. Therefore, the apoptosis-inducing action of AG1478 was 

correlated with the expression level of ErbB3. These results indicate that ErbB3 served 

to couple EGFR to the cell survival pathway in PC-9 cells and that the resistant cells 

could find a way to effectively activate survival signaling independent of.  

We next treated PC-9 cells with a lower concentration of AG1478 (50 nM) and isolated 

another series of AG1478-resistant cell lines. In PC-9 cells, AG1478 decreased the 

expression of the MAPK phosphatase-1(MKP-1) and intensively stimulated phosphorylation 

of JNK. Further, AG1478 induced the accumulation of proapoptotic Bcl-2 family protein 

Bim in mitochondria. However, in the resistant cell lines, expression level of MKP-1 was 

still high after AG1478 treatment, and neither JNK phosphorylation nor accumulation of 

Bim was increased. These results indicate that translocation of Bim to mitochondria 

through the MKP-1/JNK pathway is critical for EGFR-TKI-induced apoptosis in PC-9 cells 
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and that continuous high–level expression of MKP-1 leads to resistance to EGFR-TKIs.  
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１．研究開始当初の背景 

がんの薬物治療には細胞傷害性の抗がん
剤が主に使用されているが、正常細胞にも傷
害をもたらすことから、近年、がん細胞に対
して特異性の高い種々の分子標的治療薬が
注目されている。これら治療薬の中で、最も
成功している例として、受容体型チロシンキ
ナーゼ（TK）を標的とする上皮増殖因子受容
体（EGFR）阻害剤を上げることができる。EGFR
は、肺がん、頭頸部がん、子宮がん、乳がん
など多くの上皮性腫瘍で過剰発現がみられ、
また、肺がんでは高頻度に EGFR の活性型へ
の変異がみつかっている。さらに、これらの
EGFR の異常は多くの固形がんにおける予後
不良および治療抵抗性の予測因子とされる
ことから、EGFRはがん治療の標的分子の一つ
となり、現在、EGFR を標的とした低分子 TK
阻害剤（ゲフィチニブなど）やモノクローナ
ル抗体（セツキシマブなど）が抗がん剤とし
て使用されている。ゲフィチニブは、劇的な
腫瘍縮小効果が現れる患者がいる一方、全く
効果がみられない患者もいることから、どの
ようにして治療効果の期待できる患者を見
つけるかが大きな関心事であったが、EGFRの
TK 特定領域の変異が治療効果と高い関連性
を示すことが報告され、この問題解決に向け
一歩前進したといえる。しかしながら、当初、
腫瘍が縮小したにもかかわらず、効果がみら
れなくなる耐性の問題が依然として解決さ
れず、ゲフィチニブをがんの分子標的治療薬
として使用する上での大きな障害となって
いる。 

 

２．研究の目的 

耐性の問題を解決するためにはゲフィチ
ニブに対する耐性シグナルを明らかにし、そ
のシグナルを標的とする分子を捜すことが
重要である。患者の組織を用いた耐性機構の

解析には限界があり、耐性シグナルの解析が
容易な培養細胞を用いた系を併用すること
が必要である。これまでに、私たちの研究室
では、EGFR遺伝子のエキソン 19 の 15塩基の
欠失（delE746-A750）によりゲフィチニブに
感受性となったヒト非小細胞肺がん株 PC-9
を用いて、AG1478（ゲフィチニブと同じよう
に EGFRの TKを特異的に阻害する）の作用を
調べてきたが、この過程で多くのゲフィチニ
ブ耐性株の単離に成功している。本研究では、
今までとは異なる方法でもゲフィチニブ耐
性株を単離し、これらすべての耐性株を用い
て多様な耐性シグナルの実体を明らかにす
ることを目指した。 
 

３．研究の方法 

PC-9 細胞を0.3×105 個/mLで 48時間培養
後、500 nM AG1478 で 48時間処理した。生存
している細胞を 0.5 個/穴 の濃度で 96 穴
プレート へ限界希釈し、再度 48時間処理を
行った。数日間培養後、さらに 48 時間処理
した後、96穴から 24 穴にスケールアップを
行った。最後にもう一度処理を行い、生存し
ている細胞を耐性株として単離し、R1-1 細胞
および R2-1 細胞と名付けた。 

R1-1、R2-1 細胞の単離に使用した AG1478
は高濃度であるため、EGFRチロシンキナーゼ
以外の分子に対しても阻害作用を示すこと
が予想される。そこで、C-9 細胞を 500 nM よ
り低い濃度の AG1478 で長時間処理すること
により AG1478 に対する耐性細胞の単離を行
った。PC-9 細胞を 50 nM AG1478 を含む 5% 
FBS/RPMIを用いて 0.7×105 個/mLでまいた。
そのまま 50 nM AG1478 を含む培地で培養を
続け、17日後に AG1478濃度を 75 nMに上げ、
さらに 72時間後、AG1478 濃度を 100 nMとし
て培養を続けた。24 時間後に生き残った細胞
を AG1478 を含まない 5% FBS/RPMI を用いて



0.5 個/穴の濃度で 96 穴プレートへ限界希
釈し、単離された耐性株、HP5R、HP10R、HP15R
を研究に用いた。 
 
４．研究成果 
AG1478で R1-1細胞および R2-1細胞を処理

し、その後、顕微鏡観察あるいは WST-8法に
より生存を調べた結果、両細胞とも AG1478
に対して耐性であった。また、AG1478 で処理
したときのカスパーゼ３の活性化も PC-9 で
は観察されたが、R1-1、R2-1 では見られなか
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ Erkおよび Akt のリン酸化 
 

次に PC-9 細胞および耐性株における EGFR
およびその下流分子について解析した（図
１）。PC-9 細胞では EGF 処理なしでも EGFRの
リン酸化や Erk1/2のリン酸化が起きており、
AG1478 で処理をすると、これらのリン酸化は
いずれも阻害された。一方、耐性株では EGFR
のリン酸化はほとんどみられず、Erk1/2 のリ
ン酸化については親株と同様にみられたが、 
AG1478 による阻害は起きなかった。この結果
から次の２点が考えられた。 
① 耐性株では、PC-9でみられたリガンド非

依存的な EGFR のリン酸化が何らかの原
因で起きないようになった。 

② PC-9 では、AG1478 処理により EGFR のリ
ン酸化を抑えると Erk のリン酸化が抑え
られるので、Erkの活性化は EGFRの活性
化を介しているが、耐性株では Erk の活
性化は EGFR の活性化を介さずに起きて
いた。 

 近年、EGFR チロシンキナーゼ阻害剤に対す
耐性獲得機構は広く研究され、なかでも、高
頻度で起こる獲得機構は EGFR のチロシンキ
ナーゼドメインに起こる T790Mのような 2次
的変異であるとの報告がある。単離した R1-1、
R2-1細胞の耐性獲得における 2次的変異の関 
与を調べるため EGFR 塩基配列を変異の起こ
りやすいとされるエキソン 19-21 について解
析した。PC-9、R1-1、R2-1細胞においてエキ
ソン 19 にみられる 15 塩基の小欠損

(del746-750)は確認されたが、耐性を獲得し
た R1-1、R2-1細胞において T790M のような 2
次的変異は確認できなかった。 
 次に、Erkの活性化が起こる経路を PC-9細
胞、耐性株を用いて調べた。PC-9 細胞の増
殖・生存には EGFR ファミリー分子間の二量
体形成（EGFRと ErbB3）に始まる細胞内シグ
ナル（Akt、Erkの活性化）が重要であること
が報告されている。そこで、PC-9、R1-1、R2-1
細胞における、EGFR ファミリー分子の発現を
ウエスターンブロット法により調べた（図
２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ EGFRファミリーの発現量 
 

EGFR および ErbB2 に関しては、PC-9 細胞
と耐性細胞との間で発現量の違いはなかっ
たが、ErbB3 は耐性株で著しい発現量の減尐
が起きていた。また、免疫沈降法により EGFR/ 
ErbB3 二量体形成を調べたところ、PC-9細胞
のみでその形成が観察された。 
 耐性を獲得した原因として ErbB3発現量の
減尐が考えられたので、PC-9 細胞における
ErbB3 の発現を siRNA を用いて低下させたと
きの AG1478 に対する感受性を調べた。この
結果、ErbB3 の発現を低下させると、AG1478
に対して抵抗性となることが明らかになっ
た。R1-1、R2-1では ErbB3の発現量が著しく
減尐していることから、このことにより
AG1478 に耐性になっている可能性が考えら
れた。耐性株では Erkの活性化や増殖シグナ
ルが AG1478 により阻害されないことから、
増殖シグナルが EGFR から他の経路へのスイ
ッチングが起きた可能性が考えられるが、こ
の増殖シグナルについては現在のところ不
明である。 

次に PC-9細胞から低濃度の AG1478を用い
て単離した HP5R、HP10R、HP15R について解
析をした結果、いずれの細胞も耐性であるこ
とが確認できた。HP5R、HP10R、HP15R のい
ずれの耐性株でも ErbB3 を含めた EGFR ファ
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ミリー分子の発現量の変化は認められなか
った。また、いずれの耐性細胞においても、
PC-9 の場合と同様に EGFR のチロシンリン酸
化が起きており、AG1478 で処理するとチロシ
ンリン酸化は抑えられ、HP5R、HP10R、HP15R
は R1-1、R2-1 とは異なる機構で耐性になっ
ていることが示された。 
 AG1478 のような EGFR チロシンキナーゼ阻
害剤は EGFR の ATP 結合部位に ATP と競合的
に結合して EGFR のリン酸化を抑制すること
でシグナル伝達を遮断し、細胞の増殖、生存
を阻害する。しかし、EGFR チロシンキナーゼ
阻害剤により阻害されると、アポトーシスが
誘導されるシグナルの詳細については未だ
解明されていない。当研究室において、PC-9
細胞を AG1478 で処理をすると MKP-1 (MAP 
Kinase Phosphatase-1) 発現量が減尐し、JNK 
(c-Jun N-terminal Kinase) の活性化が促進
され、この JNKの活性化によりミトコンドリ
アからのチトクロム c の放出、caspase-9、
caspase-3 の活性化が誘導されることが示さ
れている。また、MKP-1 を過剰発現させた細
胞では JNKの活性化が起こらず、PC-9細胞に
比べ AG1478 感受性が低下することを明らか
にしており、MKP-1、JNK 経路がアポトーシス
の誘導に関与していると考えられる。 
 このことから、新しく単離した耐性株にお
ける耐性機構として MKP-1、JNK 経路が関与
しているのではないかと考え、PC-9、HP5R、
HP10R、HP15R細胞の AG1478処理による MKP-1
発現量の変化、さらに JNK リン酸化の変化を 
調べた（図３）。 
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図３ AG1478 処理による MKP-1発現量変化 
 
 PC-9細胞では AG1478 での 3時間処理から
24時間まで MKP-1発現量の減尐が確認できた。
一方、HP5R、HP10R、HP15R 細胞の MKP-1発現
量は３時間の短時間 AG1478 で処理した場合
は抑制されたが、その後は上昇をしてきた。
MKP-1 発現量は尐なくとも２つの経路で調節
されており、一つの経路が耐性株では AG1478
によっても遮断されないようになっている
と考えられる。 
 PC-9 細胞は AG1478 処理により時間依存的
に JNKのリン酸化亢進が確認できた。HP5R細
胞では AG1478 3 時間処理で JNK リン酸化亢

進が確認できたが、その後リン酸化亢進は見
られなかった。HP10R 細胞は AG1478 により
JNKリン酸化の亢進が確認されたが、PC-9 細
胞に比べてリン酸化亢進は弱かった。また、
HP15R細胞の AG1478処理による JNKリン酸化
亢進は確認されなかった（結果は示されてい
ない）。 

MKP-1発現量は Erk1/2リン酸化により調節
されているという報告があることから、
Erk1/2 の上流である MEK の阻害剤である
PD98059 の MKP-1 発現量、JNK リン酸化に及
ぼす影響を検討した。PC-9 細胞では 100 µM 
PD98059 3 時間処理により MKP-1 発現量の顕
著な減尐が確認でき、その発現抑制は 24 時
間まで見られた。また、PD98059 処理により
JNK リン酸化の亢進が確認でき、そのリン酸
化亢進は 24 時間まで見られた（結果は示さ
れていない）。以上の結果より MKP-1 の上流
シグナルとして Erk1/2 が存在し、Erk1/2 は
尐なくとも２つの経路に分岐して MKP-1の発
現を調節していることが示唆された。 
 次に JNKリン酸化の下流分子について調べ
た。PC-9 細胞を AG 1478 で処理した後、全細
胞抽出液を用いて Bcl-2ファミリータンパク
質（Bcl-2、Bcl-xL、Bcl-w、Mcl-1、Bim、Bad）
の発現を調べたところ、Bim のみ発現量が増
加し、他のタンパク質の発現量は変化しなか
った（結果は示されていない）。PC-9および
耐性細胞を AG1478 で処理後、ミトコンドリ
ア画分を調製して Bim 量を調べたところ、
PC-9細胞では量の増加が認められたが、耐性
株では増加することはなかった。この結果、
PC-9細胞では AG 1478処理により MKP-1の発
現低下に続き、JNK リン酸化の亢進と Bim 量
の増加が起きてアポトーシスが誘導される
が、耐性株では、これら一連の反応が起きな
いため AG 1478に耐性になったと考えられる。 
 ゲフィチニブなどの EGFR チロシンキナー
ゼ阻害剤を臨床の場で使用する際の問題点
として、間質性肺炎などの副作用以外に耐性
がある。ごくまれに投与から 3年以上治療効
果が続くこともあるが、ほとんどの場合、
6-12ヶ月までに耐性を生じ、がんの再発が起
きる。薬剤耐性は全ての抗がん剤において重
大な問題であり、p-糖タンパクによる薬剤排
泄などが原因と言われている。ゲフィチニブ
に対する耐性機構としては、標的である EGFR
のチロシンキナーゼドメインに存在する 790
番目のアミノ酸、スレオニンがメチオニンに
変 異 す る  T790M や 、 肝 細 胞 増 殖 因 子 
(Hepatocyte Growth Factor, HGF) の受容
体である c-METの過剰発現が広く知られてい
るが、それ以外にも機構は様々であると言わ
れている。耐性機構の解析は、有効患者の判
断法、副作用の対処法と同様にゲフィチニブ
の臨床における治療効果の向上につながる
と考えられる。本研究では、EGFR チロシンキ

 HP10R         HP15R 

PC-9         HP5R 

 



ナーゼ阻害剤に高感受性であるヒト非小細
胞肺がん株から耐性株の単離を行い、従来か
ら報告されている機構とは異なる機構によ
り耐性を獲得することをヒトがん細胞株を
用いて明らかにした。今後、耐性機構の詳細
を明らかにすると共に、臨床サンプルを用い
て今回、報告した耐性株と同様の機構でゲフ
ィチニブに耐性となった患者の有無を調べ
る必要がある。 
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