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研究成果の概要（和文）：本邦癌死因第一位の肺癌のなかでEGFR遺伝子変異陽性肺癌に対する分子標的治療の有
効性が確立されて久しい。その中でもEGFRエクソン20挿入変異に関しては有効な治療法が確立されていない。エ
クソン20挿入変異肺がん細胞モデルを樹立し、それらに対して有効な分子標的治療薬を模索すること、耐性化機
序を明らかとすることを目的とした。poziotinib、tarloxotinibがこれら肺癌モデル細胞に対して有効であり、
かつENUを用いた耐性化二次変異誘発にて、EGFR　T790MとC797Sを耐性化二次変異として同定した。さらに新規
薬剤mobocertinibに関しても評価を行い、有効であることを示した。

研究成果の概要（英文）：Lung cancer is the leading cause of cancer death in Japan, and the efficacy 
of molecular targeted therapy for EGFR mutation-positive lung cancer has long been established. 
Among these, no effective therapy has been established for EGFR exon 20 insertion mutations. We 
established exon 20 mutant lung cancer cell models and sought to identify effective molecular 
targeted therapies against them and to clarify the mechanism of resistance. poziotinib and 
tarloxotinib were found to be effective against these lung cancer cell models, and resistant 
secondary mutation induction using ENU We identified EGFR T790M and C797S as resistant secondary 
mutations by ENU induction. In addition, a novel drug, mobocertinib, was also evaluated and shown to
 be effective.

研究分野：肺癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肺がんは全がん腫の中でも増加傾向にあり、本邦においても死亡者数は年間約8万人に上り、がん死亡数の第1位
となっている。EGFR遺伝子変異陽性肺がんは全肺がんの約25%（全肺がんの約半数を占める肺腺がんの約5割）に
認められると推計され、EGFR変異肺がんのうちの約10%をEGFRエクソン20挿入変異陽性肺癌が占める。このた
め、概算ではあるが毎年2000人がEGFRエクソン20挿入変異を有する肺がんで死亡していることとなる。しかし上
述の通り、EGFRエクソン20挿入変異を有する肺がんに対する有効な分子標的治療薬は確立されておらず、
EGFR-TKIによる恩恵を受けられていない患者群である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
EGFR変異陽性肺がんに対する TKI治療について 
近年、多くの新規薬剤が肺がん治療に臨床応用されてきたが、肺がんは依然として本邦がん死亡原因の
第 1位である。ドライバー変異を有する進行・再発肺がん（EGFR肺がん、ALK肺がん、ROS1肺がんな
ど）に対する第一選択薬は、それぞれのドライバー変異を抑制する分子標的治療薬（それぞれ EGFR-TKI、
ALK-TKI、ROS1-TKIなど）である。これらのドライバー変異陽性肺がんのうち、最も頻度が高いものが
EGFR変異肺がんであり、本邦肺腺がんの 5割程度を占めるとされている。EGFR変異肺がんに対しては、
第 1 世代～第 3 世代の EGFR-TKI がこれまでに開発されており、2023 年現在、FLAURA 試験の結果な
どを受けて[1]、本邦では第 3 世代 EGFR-TKI であるオシメルチニブが第一選択薬として用いられること
が多い。しかし、EGFR変異肺がんのうち、後述するエクソン 20挿入変異を有する肺がんは、一部の例外
を除いて、第１～第３世代 EGFR-TKIに耐性を示すことが知られている。 
Exon 20肺癌に対する研究開始当初の治療開発について 
肺がんは全がん腫の中でも増加傾向にあり、本邦にお
いても死亡者数は年間約 8 万人に上り、がん死亡数の第
1 位となっている。EGFR 遺伝子変異陽性肺がんは全肺
がんの約 25%（全肺がんの約半数を占める肺腺がんの約
5 割）に認められると推計され、EGFR 変異肺がんのう
ちの約 10%を EGFRエクソン 20挿入変異陽性肺癌が占
める(図 1)。このため、概算ではあるが毎年 2000 人が
EGFR エクソン 20 挿入変異を有する肺がんで死亡して
いると計算され、これは部位別がん死亡数で喉頭・皮膚・
甲状腺を超えており、肺がんの中ではサブセットに過ぎ
ないとはいえ、対策が必要と考えられる。しかし上述の
通り、EGFR エクソン 20 挿入変異を有する肺がんに対
する有効な分子標的治療薬は確立されておらず[2-4]、
EGFR-TKI による恩恵を受けられていない患者群であ
る。 
この EGFRエクソン 20 挿入変異を有する肺がんに対
しても複数の新薬が開発中である。たとえば第２世代
EGFR-TKIのひとつである poziotinibは、限定的ではあ
るが EGFRエクソン 20 挿入変異を有する肺がんへの効
果が報告されている[5]。しかし poziotinibは、皮膚や腸
管上皮にも発現している野生型EGFRをも強力に阻害す
るため、重篤な皮膚や胃腸の副作用も懸念されている[6]。
第 2 世代 EGFR-TKI の副作用における欠点を克服すべ
く開発中の薬剤が tarloxotinib である。Tarloxotinib は
低酸素活性化プロドラッグであり、固形癌に多く見られる癌周囲の低酸素状態（酸素濃度 0.1％未満）にお
いてのみ強力な活性体（tarloxotinib-E）を放出するよう設計されている[7, 8]。Tarloxotinibを用いた早期
臨床試験では、EGFRエクソン 20挿入のコホートにおいても 6/11人（55％）の患者で病勢が安定したこ
とが報告されている[9]。これらの薬剤に加え、新規治療薬の開発も進められている。 
２．研究の目的 
（1） さまざまなエクソン20挿入バリアントにおける新規EGFR-TKIs（Tarloxotinib-Eおよびpoziotinib）
の有効性の評価 
EGFR エクソン 20 挿入変異は、その挿入されるアミノ酸や同時に欠失・置換されるアミノ酸によってさ
まざまなバリアントが存在する。また、サブタイプごとに EGFR-TKIに対する感受性が異なるという報告
もなされている[10]。研究開始時点において、COSMICデータベースで調べたところ、頻度が上位 5つの
バリアントは表１の通りであり、これらの 5 つで EGFR エクソン 20 挿入変異の 72.2％を占めていた。
Tarloxotinib-E や poziotinib の効果が、これらのバリアント毎に異なる可能性もあり、各バリアントにつ
いて新規 TKIの効果を調べることをひとつめの目的とした。 
（2） 新規 EGFR-TKI（Tarloxotinib-Eおよび poziotinib）に対する獲得耐性機序の探索 

Tarloxotinib-E または poziotinibを用いた場合にも、これまでの他の分子標的治療薬と同様、獲得耐性
の出現は不可避と考えられる。獲得耐性の主な機序のひとつ
として、標的遺伝子の２次的変異が報告されており、
Tarloxotinib-E および poziotinib に耐性をもたらし得る 2
次的変異について探索することを目的のふたつめとした。 
（3） 研究期間中に開発された薬剤の有効性の評価 
本研究の実施期間中にも、さまざまな新規分子標的治療薬が
開発されることが期待されており、それらの新規薬剤につい
ても、その有効性や獲得耐性機序を評価することを３つ目の
目的とした。 
３．研究の方法 



（1） さまざまなエクソン20挿入バリアントにおける新規EGFR-TKIs（Tarloxotinib-Eおよびpoziotinib）
の有効性の評価 
① エクソン 20挿入変異を有する Ba/F3モデルの作成 
マウスの proB 細胞である Ba/F3 を用いて上記 5 種類の EGFR エクソン 20 挿入バリアントにその生
存・増殖を依存した細胞株モデルを作成した。もともと Ba/F3細胞株は、IL-3依存性に生存および増殖を
示す細胞株である。その特性を利用して、レトロウイルスベクターを用いて Driver遺伝子変異を Ba/F3に
導入することで、IL-3非依存性に生存および増殖能を獲得した Driver遺伝子変異モデルの樹立を行った。 
樹立した EGFRエクソン 20挿入変異モデルに対し、tarloxotinib-Eや poziotinibを含む各種 TKIの治療
効果について、以下のようにMTTアッセイを行い評価した。 
96 ウェルの各ウェルに 2000 個のトランスフェクトされた Ba/F3 細胞を播種した。その後、DMSO また
は規定された薬剤濃度の TKIを添加し、さらに 72時間培養した。Cell Counting Kit-8試薬を用いて、各
薬剤の増殖阻害効果をプロトコールに従って比色アッセイで推定した。各実験は 3回ずつ行った。 
（2） 新規 EGFR-TKI（Tarloxotinib-Eおよび poziotinib）に対する獲得耐性機序の探索 
新規 EGFR-TKIに対する獲得耐性株は、 ENU（Sigma-Aldrich）変異誘発法を用いて樹立した。ENU曝
露は 100 μg/mlの濃度で 24時間行い、その後 ENUを除去したのち、tarloxotinib-E（200 nM）または
poziotinib（200 nM）の存在下で 96ウェルプレートの 24ウェルに 5000細胞を播種した。これらのプレ
ートを週 2 回培地交換しながら 2 週間培養し、生存するクローンを単離した。耐性細胞を樹立した後、
gDNA を抽出し、サンガーシーケンスにてエクソン 18-21 間の EGFR 二次変異を探索した。 
（3） 研究期間中に開発された薬剤の有効性の評価 
本研究期間中に、新規 EGFR-TKI である mobocertinib が EGFR エクソン 20 挿入変異を有する肺がんに有効
であることが示され、米国 FDA でも承認された。このため、上記で樹立した 5 種類の EGFR エクソン 20 挿
入変異肺がんモデルを用いて、mobocertinib の有効性についても検討した。 
４．研究成果 
（1） 新規 EGFR-TKI（Tarloxotinib-Eおよび poziotinib）の有効性の評価 
Ba/F3細胞を用いた EGFRエクソン 20挿入変異ごとの各種薬剤の感受性を以下に示す。 
 

 
afatinib、poziotinib、osimertinib、tarloxotinib、tarloxotinib-Eの有効性を、細胞増殖抑制アッセイを用
いて評価した結果（表 2）、解析したすべての EGFR エクソン 20 挿入変異モデルにおいて、IC50 は
tarloxotinibが tarloxotinib-Eよりも 72.1倍以上高く、このプロドラッグ戦略による広い治療域が示され
た。カットオフ値を 10 nM（オシメルチニブは臨床的に達成可能な濃度が高いため 50 nM）とした場合、
A763insFQEA 細胞株モデルは、検討したすべての EGFR-TKI に対して感受性を示した。一方、
V769insASV、H770insSVD、H773insNPHを有する Ba/F3細胞は、tarloxotinib-Eと poziotinibに感受
性があったが、afatinib と osimertinib には抵抗性を示した。新規 EGFR-TKI を含め、いずれの EGFR-
TKIも H773insH細胞株モデルに対する有効性は示せなかった。 
（2） 新規 EGFR-TKI（Tarloxotinib-Eおよび poziotinib）に対する獲得耐性機序の探索 
Talroxotinib-Eを慢性的に曝露した結果、62個のTalroxotinib-E耐性クローンが得られた。また、poziotinib
についても同様に獲得耐性株の樹立を行い、57個の poziotinib耐性クローンも樹立した。A763insFQEA
を持つ Ba/F3細胞モデルは tarloxotinib-Eに非常に感受性が高く、耐性クローンは 1つ（C797Sを獲得）
しか得られなかった。V769insASV を持つ Ba/F3 細胞モデルでは、14 個の tarloxotinib-E 耐性クローン
全てと 15 個の poziotinib 耐性クローン全てが T790M 変異を獲得していた。D770insSVD を持つ Ba/F3
細胞モデルでは、24個の tarloxotinib-E耐性クローン全てと 20個の poziotinib耐性クローンが C797S変
異を獲得していた。H773insNPHを持つ Ba/F3細胞モデルでは，Tarloxotinib-E耐性クローン 23個中 22
個，poziotinib耐性クローン 22個中 21個が T790M変異を生じ，その他のクローンは C797S変異を有し
ていた（図２）。 

 表２．Ba/F3細胞による EGFRエクソン 20挿入変異ごとの感受性一覧 



MTTアッセイでは、これらの耐性細胞の IC50値は TKI曝露前の親株の 100倍以上であり、これらの細
胞はアファチニブやオシメルチニブに対しても感受性がなかった（表 3）。慢性的な薬剤曝露により T790M
変異を生じた V769insASVを持つ Ba/F3細胞に C797S二次変異を人工的に導入したところ、薬剤耐性を
きたした。また、D770insSVDを持つ Ba/F3細胞に T790M二次変異を導入したところ、同様に薬剤耐性
をきたした。 

（3） 研究期間中に開発された薬剤の有効性の評価 
上記 5つの EGFRエクソン 20挿入変異バリアントに対し、mobocertinibの有効性を検討した。表４に示
すように、H773insH細胞株モデルに対してもmobocertinibは有効であった。 

 
 

 表 3．EGFR エクソン 20挿入変異ごとの耐性化二次変異の感受性一覧 

 表 4．EGFR エクソン 20挿入変異モデルに対する mobocertinib を含む新規 TKI の効果 

図 2 ENU による耐性誘発で得られた耐性化二次変異 



（4） その他の研究結果 
当科では EGFR Exon20肺がんモデル以外にも、同様に Ba/F3株を用いた獲得耐性研究も実施しており、
これらの研究にも一部携わった。例えば、KRAS G12C変異モデルでは、2種類の KRAS G12C阻害剤に
ついて検討をおこない、さまざまな 2 次的変異がそれぞれの阻害剤に対し耐性をもたらし得ることを同定
した（図 3）。また、Exon20肺がんモデルに対するmobocertinibの獲得耐性機序を探索する研究にも一部
関与した。 
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