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研究成果の概要（和文）：上皮成長因子受容体チロシンキナーゼ阻害剤(EGFR-TKI)の耐性獲得は肺がん薬物療法
の課題であり、その診断には患者負担の大きい組織生検が必要である。低侵襲に診断可能なバイオマーカー開発
を目指し、エクソソーム(EVs)に着目して耐性獲得に寄与する因子の同定を試みた。ヒト肺がん細胞(PC9)と、第
三世代EGFR-TKI(オシメルチニブ)に耐性獲得した細胞(PC9OR)が放出したEVsを解析した結果、PC9OR由来EVsに発
現増加を認める6つのmiRNAを同定し、中でもmiR-130a-3pがオシメルチニブ耐性獲得に関わる重要な分子である
ことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The acquisition of resistance to EGFR tyrosine kinase inhibitors (EGFR-TKIs)
 is one of the major problems in lung cancer pharmacotherapy. Since the diagnosis of resistance 
requires patient-intensive tissue biopsy, we conducted this study to develop a new biomarker 
utilizing extracellular vesicles (EVs), which is useful for liquid biopsy. Using human EGFR 
mutation-positive lung cancer cells (PC9) and third-generation EGFR-TKI (osimertinib)-resistant 
cells (PC9OR), we found that PC9OR-EVs and EVs-miRNAs induced osimertinib resistance. Microarray 
analysis identified six miRNAs (miR-18a-5p, miR-20b-5p, miR-130a-3p, miR-378a-3p, miR-378f, and 
miR-424-3p) that were upregulated in PC9OR-EVs. We showed that miR-130a-3p was also upregulated in 
EVs derived from other resistant cells and induced osimertinib resistance. The pathway analysis 
suggested the involvement of TSC1/mTOR signaling as a mechanism. Our study is expected to contribute
 to the individualized medication of lung cancer.

研究分野： 医療薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で、新たにエクソソーム中miR-130a-3pが、複数のヒト肺がん細胞株においてオシメルチニブ耐性を誘導
することを示した。エクソソーム中miRNAは、病態を表す低侵襲な診断ツールとして期待されている。がん細胞
が放出するエクソソームは血中に移行し、全身を循環すると考えられており、血中のmiR-130a-3pはEGFR-TKIの
薬効を予測する新規バイオマーカーとなりうる可能性があり、肺がん薬物療法の個別適正化・医療経済効果への
波及も考えられる。また、miR-130a-3pを標的とした新規治療法の開発は、EGFR-TKI耐性の克服にも寄与する可
能性もあり、今後の更なる研究の発展に期待される。

※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 遺伝子変異陽性の肺癌において、EGFR-TKI は高い有効性が示されているが、一定期間
投与を継続すると癌細胞は耐性を獲得し、進行再発を来すことが知られている。第一世代・第二
世代 EGFR-TKI 耐性化機序として EGFR 遺伝子の「T790M 変異」が広く知られており、T790M
を標的とした第三世代 EGFR-TKI オシメルチニブが開発された。近年、オシメルチニブは適応拡
大に伴い初期治療からでも使用可能となったことから、肺癌診療ガイドライン 2018 年 ver1.1 に
おいても一次治療に推奨されている。一方、T790M 変異とは別のオシメルチニブ特有の耐性獲
得機構の存在が明らかとなりつつあるが、その全容の解明には至っていない。 
 近年、疾患部位の組織採取を行わず、体液を用いることで、低侵襲的にバイオマーカーを測定・
診断する liquid biopsy が注目されている。liquid biopsy の解析対象としては、血中循環腫瘍細胞
（CTC：Circulating Tumor Cells）、もしくは癌細胞に由来する DNA（ctDNA；Circulating tumor DNA）
がよく知られている。CTC や ctDNA は癌細胞が転移する際に検出されることが予想されるた
め、早期診断には不向きと考えられている。この課題を克服する可能性があるとして細胞外小
胞；エクソソームが着目されている。癌細胞のエクソソームを介した薬剤耐性化は、複数の癌種、
薬剤について報告されており、エクソソームは薬剤耐性の予測バイオマーカーとして有効な可
能性があると考えられる。ただし、オシメルチニブ耐性へのエクソソームの関与についての報告
は存在しない。 
 
２．研究の目的 
オシメルチニブの薬効予測バイオマーカーの開発を目指し、エクソソームを活用した新たな耐
性化関連因子を同定する。 
 
３．研究の方法 
１） オシメルチニブ耐性培養細胞の樹立 
2 種類のヒト EGFR 遺伝子変異陽性肺腺癌細胞株（PC9, H1975）について、オシメルチニブ 5nM
を含む培地で培養し、6 か月かけて 1μM まで漸増することでオシメルチニブ耐性細胞株（PC9OR, 
H1975OR）を樹立した。オシメルチニブに対する感受性は、生細胞内の ATP 量の定量にて、オ
シメルチニブ添加後の細胞生存率を測定することで評価した。また、ルシフェラーゼ結合アネキ
シン V を用いて、オシメルチニブ添加後の経時的なアポトーシスレベルについても定量評価し
た。耐性細胞のプロファイルについては、ウエスタンブロット法、サンガー法によるシークエン
ス解析を行い、既知の耐性化メカニズムを検討した。 
 
２） エクソソームの単離 
PC9 及び PC9OR 細胞をエクソソーム不含有 10%FBS 入り RPMI1640 培地で 7 日間培養し、培養
上清を回収後、ポリマー沈降法を用いてエクソソームを分離した。分離したエクソソームはマー
カータンパク質である CD9 抗体を用いた免疫電子顕微鏡法によって形態を観察し、CD9 及び
CD81 抗体を用いたウエスタンブロット法にて存在の確認を行った。また、ナノ粒子解析装置を
用いて、分離したエクソソームの粒子数や粒子径とそれらの分布を解析した。BSA 法にて回収
したエクソソームのタンパク質量を定量し、CD9 及び CD63 抗体を用いたエクソソーム数計測
システムを用いてエクソソーム数を測定した。 
 
３） エクソソームの機能解析 
PC9OR 細胞の培養上清から回収したエクソソームが、PC9 細胞に取り込まれることを確認する
ために、PC9OR 細胞由来エクソソーム 5μg について膜特異的な蛍光染色後、PC9 細胞に添加し、
24 時間後に蛍光顕微鏡で観察した。またエクソソームのオシメルチニブ感受性への影響を検討
するために、PC9 細胞（細胞数 5000/well）を 96well プレートに播種の際に、PC9 細胞または
PC9OR 細胞由来エクソソーム 5μg を加え、24 時間後にオシメルチニブを添加し、72 時間後の細
胞生存率を ATP 量の定量にて算出した。また、エクソソーム由来 miRNA の影響については、エ
クソソームから Total miRNA を抽出し、トランスフェクション試薬を用いて PC9 細胞に導入後、
同様に細胞生存率を算出することで評価した。 
 
４） 候補 miRNA の同定 
PC9 及び PC9OR 細胞培養上清から単離したエクソソームから miRNA を抽出し、Total 
miRNA400ngを用いて、miRNAアレイ解析を行った。測定結果のQualityをパスした homo sapience
の miRNA について、PC9OR/PC9 の比率の高い上位 12miRNA について、特異的なプライマーを
作成し、real time RT-PCR 法を用いてバリデーションを行った。内在性コントロールとして U6 を
用いた。PC9OR 由来エクソソームで有意な上昇があった miRNA について、PC9 と PC9OR 細胞
内の miRNA の解析及び別の耐性細胞株(H1975OR)由来エクソソーム内の miRNA について解析
を加え、候補 miRNA の絞り込みを行った。 
 
５） 候補 miRNA の機能解析 



候補 miRNA のミミック（10nM）を、PC9 及び H1975 細胞にトランスフェクションし、24 時間
後にオシメルチニブを添加、72 時間後に細胞生存率を測定し、オシメルチニブ感受性に与える
影響を検討した。また、miRNA ミミックをトランスフェクションし、オシメルチニブ添加後、
経時的なアポトーシスレベルを定量することによっても評価した。候補 miRNA のターゲット遺
伝子は、miRDB （https://mirdb.org/）及び TargetScan （https://www.targetscan.org/vert_80/）を用い
て同定した。推定されたターゲット遺伝子群について、 DAVID gene annotation tool 
（https://david.ncifcrf.gov/）を用いて、KEGG パスウェイ解析を実施した。候補 miRNA との結合
が予測される遺伝子については、候補 miRNA のミミックを導入後、ウエスタンブロット法にて
ターゲットとなるタンパク質量を解析した。 
 
４．研究成果 
１） オシメルチニブ耐性培養細胞の樹立 
オシメルチニブ耐性細胞株（PC9OR, H1975OR）は、オシメルチニブ処理後の細胞生存率が有意
に増加していた。また、PC9OR は、PC9 に比較して、オシメルチニブ 1μM 添加後 48 時間、72
時間後のアポトーシスレベルが有意に低下していた。EGFR 遺伝子のチロシンキナーゼドメイン
（exon18-21）ついてシークエンス解析を行ったところ、PC9 と PC9OR の遺伝子配列に差は認め
なかった。一方、PC9OR は P-Akt レベルが増加しており、EGFR 経路以外のバイパスシグナルの
活性化によってオシメルチニブ耐性化が生じていることが示唆された。 
 
２） エクソソームの単離 
PC9 及び PC9OR 細胞の培養上清からエクソソームを単離し、免疫電子顕微鏡法によって膜表面
の CD9 に結合した金コロイド粒子を含む直径およそ 100nm の二重膜を持つ小胞の存在を確認し
た。また、ウエスタンブロット法にて、CD9 及び CD81 抗体のバンドを確認した。エクソソーム
の粒子径やその分布については、PC9 と PC9OR と同様の結果が得られた。一方、エクソソーム
のタンパク質量は、PC9 に比べ、PC9OR で有意に高く、CD9/CD63 陽性のエクソソーム数も有
意に高値を認めた。以上から、オシメルチニブ耐性細胞ではより多くのエクソソームを放出して
いることが示唆された。 
 
３） エクソソームの機能解析 
PC9OR 細胞の培養上清から回収したエクソソームを蛍光染色し、PC9 細胞に処理したところ、
PC9 細胞上に蛍光が局在しており、PC9OR 細胞由来のエクソソームの PC9 細胞への取り込みが
確認できた。次に、PC9OR 細胞由来エクソソームを PC9 細胞に処理したところ、オシメルチニ
ブ添加後の細胞生存率が有意に増加した。PC9OR 細胞由来エクソソーム中の Total miRNA レベ
ルは PC9 細胞に比べ有意に高いことが確認できたため、PC9OR 細胞由来エクソソーム中の Total 
miRNA を PC9 細胞に導入したところ、オシメルチニブ添加後の細胞生存率が Total miRNA の用
量依存的に増加した。以上から、オシメルチニブ耐性細胞から放出されるエクソソーム内の
miRNA はオシメルチニブ耐性を誘導する機能を有していることが示唆された。 
 
４） 候補 miRNA の同定 
PC9 及び PC9OR 細胞由来エクソソームの miRNA Array 解析の結果、6599 の miRNA が同定され
た。PC9OR 細胞由来エクソソーム中に高発現していた上位 12 の miRNA について real time RT-
PCR 解析を行ったところ、miR-18a-5p、miR-20b-5p、miR-130a-3p、miR-378a-3p、miR-378f、miR-
424-3p が有意に高発現していることが明らかとなった。PC9OR 細胞内の上記 6 つの miRNA を
定量したところ、miR-130a-3p、miR-378a-3p、miR-424-3p が PC9OR 細胞内でも高発現している
ことを見出した。また、H1975OR 細胞由来エクソソーム中の miRNA を定量したところ、miR-
130a-3p のみが高発現してることを明らかにした。 
 
５） 候補 miRNA の機能解析 
miR-130a-3p ミミックを、PC9 及び H1975 細胞に導入し、オシメルチニブ添加後の細胞生存率を
解析した結果、どちらの細胞でも有意に細胞生存率が上昇した。さらに、miR-130a-3p ミミック
の導入は、PC9 及び H1975 細胞のオシメルチニブで誘発したアポトーシスレベルを有意に低下
させた。以上から、オシメルチニブ耐性細胞が放出するエクソソームに内包される miR-130a-3p
がオシメルチニブ耐性を誘導する可能性が示唆された。miR-130a-3p のターゲット遺伝子は、
miRDB 及び TargetScan にて予測精度の上位 300 遺伝子を同定し、各データベースに共通する 148
遺伝子を絞り込み、これらの 148 遺伝子について KEGG パスウェイ解析を実施した。その結果、
mTOR シグナル、オートファジー、AMPK、FoxO などのシグナルへの関与が示唆された。mTOR
シグナルを負に制御する TSC1 遺伝子に着目し、PC9 細胞へ miR-130a-3p ミミック導入後の TSC1
発現をウエスタンブロット法にて確認したところ、TSC1 の有意な減少を示し、miR-130a-3p の
TSC1/mTOR シグナルへの関与が示唆された。 
 
以上から、オシメルチニブ耐性細胞が放出するエクソソーム内に含まれる miR-130a-3p はオシメ
ルチニブを誘導する機能を有しており、そのメカニズムの一つとして TSC1/mTOR シグナルへの
関与が示唆された。本研究成果は、オシメルチニブ耐性の新たなメカニズムを解明し、バイオマ



ーカーや新規治療法の開発の基盤となることが期待される。 
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