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研究成果の概要（和文）：まず非小細胞肺癌細胞株と小細胞肺癌細胞株からシスプラチン耐性細胞を作成した。
すべてのシスプラチン耐性細胞は、免疫プロテアソームサブユニットであるPSMB8とPSMB9の遺伝子およびタンパ
ク質を高発現していた。さらにH1299とSBC3のシスプラチン耐性細胞は、免疫プロテアソーム阻害剤に対してよ
り感受性が高く、プロテアソーム蛋白分解活性が親細胞に比べて有意に高いことが示された。一部のシスプラチ
ン耐性肺癌では免疫プロテアソームが有効な治療標的である可能性がある。プロテアソーム蛋白分解活性は、シ
スプラチン耐性肺癌における免疫プロテアソーム阻害剤の有効性を予測するマーカーとなる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：We established cisplatin-resistant variants from non-small cell lung cancer 
cell lines and small cell lung cancer cell lines. All cisplatin-resistant cells highly expressed one
 or both of the immunoproteasome subunit genes, PSMB8 and PSMB9, while no clear trend was observed 
in the expression of constitutive proteasome subunits. The cisplatin-resistant cells expressed 
significantly higher levels of PSMB8 and PSMB9 proteins, as well. In addition, the 
cisplatin-resistant variants of the H1299 and SBC3 cell lines were more sensitive to 
immunoproteasome inhibitors, and had significantly more proteasomal proteolytic activity than their 
parental counterparts. The immunoproteasome may be an effective therapeutic target in a subset of 
cisplatin-resistant lung cancers. Proteasomal proteolytic activity may be a predictive marker for 
the efficacy of immunoproteasome inhibitors in cisplatin-resistant lung cancer.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回、作成したシスプラチン耐性肺癌細胞5株中2株において免疫プロテアソーム阻害剤が有効な治療となること
が観察された。またプロテアソームによるタンパク分解活性が有効な症例を同定するためのバイオマーカーとし
て利用できる可能性が示された。シスプラチンをはじめとするプラチナ製剤は肺癌治療に頻用されるが数ヶ月で
耐性化するため、プラチナ製剤耐性肺癌患者の数は相当数に上ると考えられるため、本研究は多くの患者の利益
に資すると予想される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
近年、肺癌治療においては分子標的薬、免疫チェックポイント阻害剤など新規薬剤が臨床応用
されているが、有効である症例は限られるため依然として殺細胞性抗癌剤の使用頻度は高い。シ
スプラチンを含むプラチナ製剤は代表的な殺細胞性抗癌剤であり、その耐性化後の治療法は重
要な課題として研究されてきた。しかし前臨床や I 相試験においては有効性を示唆されている
のもあるが臨床応用に至っている治療法は存在しせず、重要な研究課題でありつづけている。 
プロテアソーム阻害剤および免疫プロテアソーム（IP）阻害剤は多発性骨髄腫治療において臨
床応用され予後の改善に貢献してきたが、固形癌での臨床応用は進んでこなかった。肺癌におい
ても I相および II相試験での奏功割合が低く有効性を証明するには至っていないが、プラチナ
製剤既治療の患者において少数ながら著効例が報告されている。カルフィルゾミブ（CFZ）の I/II 
相試験において、すでに 6 次治療まで受けている小細胞肺癌患者 1 例が CFZ により 2 年以
上にわたり部分奏効（PR）が維持され、非小細胞肺癌患者 1 例において 10 ヶ月以上にわたり
安定（SD）が維持された 1)。プロテアソーム阻害剤ボルテゾミブ（BTZ）もプラチナ製剤既治療
の肺癌において著効例が報告されている 2-3)。これらの結果はプロテアソーム阻害剤が効果を示
す肺癌症例が少数ではあるものの存在すること、プラチナ製剤への耐性獲得がプロテアソーム
阻害剤への感受性に影響を与える可能性を示唆している。 
プロテアソーム阻害剤および IP 阻害剤は肺癌において単剤治療、併用治療いずれも臨床試験
が行われているが有効性は証明されていない 4-5)。有効性を予測するバイオマーカーを探索した
上で対象をプラチナ系製剤耐性肺癌に絞って治療応用を目指すことが重要と考えられる。 
臨床研究の結果を参考にすれば IP阻害剤が有効である症例は CDDP 耐性肺癌の数%と決して多
くはないと予測される。しかし既に ROS1 阻害剤、BRAF 阻害剤など有効である症例が肺腺癌の 1-
2%を占めるに過ぎない薬剤も患者選択のためのバイオマーカーと共に臨床応用されている 6)。従
ってプラチナ製剤耐性肺癌を対象とした IP 阻害剤治療も効果予測マーカーが同定されれば臨床
応用可能で患者利益にかなうものと考えられた。 
 
２．研究の目的 
（1）シスプラチン耐性肺癌細胞に対する IP 阻害薬の有効性の検討を行う。 
(2) シスプラチン耐性肺癌における IP 阻害剤の効果を予測するバイオマーカーを探索する。 
 
３．研究の方法 
（1）シスプラチン耐性細胞の作製 
in vitro においてシスプラチン耐性肺癌細胞を作成した。非小細胞肺癌細胞株 A549、H1299、
H1975 および小細胞肺癌細胞株 SBC3、SBC5 を用いて作成した。継代培養する際に低濃度のシス
プラチンを添加することで耐性を誘導した。作成したシスプラチン耐性細胞は親細胞に対して
IC50 で約 5-10 倍の耐性を誘導することに成功した（MTT アッセイ法）。このシスプラチン耐性細
胞を用いて以下の検討をおこなった。 
 
（2）プロテアソームサブユニットおよび免疫プロテアソームサブユニット発現の検討 
 親細胞株および作成したシスプラチン耐性細胞を用いてプロテアソームサブユニットおよび
免疫プロテアソームサブユニットの発現状況を、mRNA（定量的逆転写 PCR 法）およびタンパク質
（ウエスタンブロット法）において検討した。また蛍光器質を用いて免疫プロテアソームサブユ
ニットによるタンパク分解活性を測定した。 
 
（3）IP 阻害剤の有効性の検討 
 親細胞株および作成したシスプラチン耐性細胞を用いて、IP 阻害剤 CFZ、PR957 の感受性を
MTT アッセイ法で検討した。 
 
（4）シスプラチン耐性細胞における IP阻害剤の作用機序の検討 
 免疫プロテアソーム阻害剤の細胞障害機序は、アポトーシスの誘導および細胞周期調節タン
パクの分解抑制による細胞周期の乱れによるものとされている。シスプラチン耐性細胞におい
ても同様の作用がみられるかどうか、フローサイトメトリー法および蛍光免疫顕微鏡を用いて
検討した。 
 
（5）シスプラチン耐性細胞における IP阻害剤の効果予測バイオマーカーの検討 
 IP 阻害剤のシスプラチン耐性細胞における効果を予測するバイオマーカーの探索を定量的逆
転写 PCR およびウエスタンブロット法を用いて行った。 
 
 
 



４．研究成果 
（1）シスプラチン耐性細胞の作製 
作成したシスプラチン耐性細胞は親細胞に対して IC50 で約 5-10 倍の耐性を誘導することに
成功した。 
 
（2）プロテアソームサブユニットおよび免疫プロテアソームサブユニット発現の検討 
 いずれの細胞においてもシスプラチン耐性細胞は親細胞株に対し、免疫プロテアソームサブ
ユニット PSMB8 および PSMB9 が mRNA、タンパク質いずれも高発現していた。また、PSMB8、PSMB9
によるタンパク分解活性（キモトリプシン様作用）もシスプラチン耐性細胞において亢進してい
た。A549、H1975、SBC5 においては親細胞に対するシスプラ新耐性での活性は 1.5 倍程度までに
とどまったのに対し、H1299、SBC3 では約 3倍まで亢進していた。 
 
（3）IP 阻害剤の有効性の検討 
 H1299 および SBC3 においては、親細胞株に対してシスプラチン耐性細胞では CFZ および PR957
の IC50 は 1/10～1/2 に低下し、感受性が亢進した。一方で A549、H1975、SBC5 においては IC50
が 2～10 倍に上昇し、感受性は低下した。 
 したがって一部の肺癌においてはシスプラチン耐性化にともない IP 阻害剤の感受性が亢進し、
IP 阻害剤が有効な治療選択肢となると考えられた。これは一部ではあるもののシスプラチン既
治療においてプロテアソーム阻害剤および IP 阻害剤の著効例が観察されたという先行する臨床
試験の結果 1-3)に一致する結果であると考えられた。 
 
（4）シスプラチン耐性細胞における IP阻害剤の作用機序の検討 
 シスプラチン耐性細胞においても IP 阻害剤はアポトーシスおよび細胞周期の M期、G2 期にお
ける停滞を誘導した。また、その誘導効果は H1299 および SBC3 のシスプラチン耐性細胞におい
て大きかった。したがってシスプラチン耐性細胞においても IP 阻害剤の主な作用機序はアポト
ーシス誘導および細胞周期調整因子の分解抑制による細胞周期の乱れであると考えられた。 
 
（5）シスプラチン耐性細胞における IP阻害剤の効果予測バイオマーカーの検討 
 H1299、SBC3 はシスプラチン耐
性化に伴いキモトリプシン作用
の上昇が大きく、キモトリプシン
作用の上昇幅が大きいことが IP
阻害剤の効果を予測するバイオ
マーカーになりうると考えられ
た。しかし実臨床において癌細胞
の酵素活性を測定することは困
難である。したがってその他のバ
イオマーカーの探索を行った。
（2）で測定した PSMB8 や PSMB9
の mRNA およびタンパク発現量の
変化は IP 阻害剤の効果と相関せ
ず、バイオマーカーになりえなか
った。そこでアポトーシス調節、
細胞周期調節に関連するタンパ
クや、ユビキチンプロテアソーム以外のタンパク分解機構であるオートファジーに関連するタ
ンパクを種々の条件で検討した。IP 阻害剤投与下ではそれらの因子は増減し、IP 阻害剤への反
応は見られるものの、IP 阻害剤の感受性との量的相関は見いだせず、治療効果予測因子にはな
らないことが判明した。 
 今後はさらに検索する因子を増やして検討し、IP 阻害剤の効果予測バイオマーカーを探索し
ていくことが、シスプラチン耐性肺癌細胞における IP 阻害剤の臨床応用にむけた重要課題であ
ると考えられる。 
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