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研究成果の概要（和文）：肺がん分子標的治療に対するtoleranceにおけるSHP2の役割を明らかとした．ALK・
ROS1・EGFR遺伝子異常を有する各肺がん細胞株を用いた．各分子標的治療薬暴露下に残存しtoleranceを示すが
ん細胞は、SHP2阻害により著しく阻害されることを細胞株モデルおよび皮下腫瘍マウスモデルを用いて示した．
さらにSHP2は細胞周期関連因子RB活性を維持しており、分子標的治療下の細胞周期を維持しtoleranceを誘導す
ることを示した．分子標的治療薬暴露下にSHP2を阻害するとＲＢ活性が強力に抑制された．細胞周期関連因子
ＣＤＫ4/6を阻害するとSHP2阻害と同様にtoleranceを阻害した．

研究成果の概要（英文）：The role of SHP2 in tolerance to molecularly targeted lung cancer therapies 
was investigated using lung cancer cell lines with ALK, ROS1 and EGFR gene abnormalities. Using cell
 line and subcutaneous tumour mouse models, we showed that cancer cells that remained tolerant under
 exposure to the respective molecular-targeted therapies were significantly inhibited by SHP2 
inhibition. Furthermore, SHP2 maintains cell cycle-associated factor RB activity and induces 
tolerance by maintaining the cell cycle under molecularly-targeted therapy. Inhibition of SHP2 under
 exposure to molecularly targeted therapies strongly suppressed RB activity. Inhibition of the cell 
cycle-associated factor CDK4/6 inhibited tolerance as well as SHP2 inhibition.

研究分野：肺癌

キーワード： 肺癌　分子標的治療　tolerance　SHP2　RB

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により肺がん分子標的治療における薬剤toleranceにおいてSHP2が重要な役割を果たすことが明らかとな
った．SHP2を標的とすることで、肺がん分子標的治療においてこれまで困難とされていた根治的効果を持つ治療
開発につながる可能性がある．

※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 
肺がんでは、がんの原因となる様々な遺伝子異常（EGFR遺伝子変異、ALK融合遺伝子、ROS1
融合遺伝子など）に対応した分子標的薬が優れた抗腫瘍効果を発揮する．しかし、drug tolerant
細胞と呼ばれしつこく生き残るがん細胞が存在するため、根治に至るのは稀である．分子標的薬
による強力ながん細胞抑制下でなぜ tolerant 細胞が生き残るのか、そのメカニズムは不明であ
り、tolerant細胞を標的とした治療法の開発にも至っていない． 

SHP2はがんの発生に深く関与するチロシンホスファターゼであり、様々な膜貫通型受容体か
らの刺激を、MAPK を含む種々のがん細胞内シグナルに伝達することが明らかにされている
（Cell 2017, 170, 17−33.）．我々は肺癌治療における薬剤 toleranceに関わる因子として、この
SHP2に着目した．肺がん分子標的治療における SHP2阻害による tolerant細胞抑制効果およ
び SHP2を介した drug tolerance誘導メカニズムの解明を目的とした研究テーマを立案した． 
 
２．研究の目的 
本研究では、SHP2阻害による tolerant細胞抑制効果を検証し、SHP2による tolerant細胞生
存メカニズムを解明することを目的とした． 
 
３．研究の方法 
各遺伝子異常を有する肺がんとして以下の細胞株を用いた．ALK 融合遺伝子陽性肺がん；H3122、
ABC-19．ROS1 融合遺伝子陽性肺がん；HCC78、ABC-20．EGFR 遺伝子変異陽性肺がん：PC-9、HCC827．
また各遺伝子異常に対応した分子標的薬として下記の薬剤を用いた．ALK 阻害薬；alectinib．
ROS1 阻害薬；crizotinib．EGFR 阻害薬；osimertinib．その他の薬剤として以下の薬剤を用いた．
SHP2 阻害薬；SHP099．CDK4/6 阻害薬；palbociclib、abemaciclib． 
3-1．in vitro における SHP2 阻害による tolerant 細胞抑制効果の検証 
in vitro における SHP2 阻害による tolerant 細胞抑制効果の検証するために、それぞれのがん
細胞に遺伝子異常に応じた分子標的治療薬単独もしくは SHP099 併用下における細胞内シグナル
抑制効果、細胞増殖抑制効果を検証した．細胞内シグナル抑制効果には immunoblotting 法を用
いて評価を行い、細胞増殖抑制効果の検証にcrystal violet assay およびMTS assay を用いた． 
3-2．in vivo における SHP2 阻害による tolerant 細胞抑制効果の検証 
SHP2 阻害による tolerant 細胞抑制効果を確かめるために、細胞株による皮下腫瘍モデルを作製
し、SHP2 阻害薬（SHP099）による残存腫瘍の抑制の程度を検証した．BALB/c nu/nu の皮下に各
腫瘍細胞（H3122, PC-9: 2×106細胞/腫瘍; ABC-20: 4×106細胞/腫瘍）を皮下に注射し、皮下
腫瘍が約 200mm3に達した時点で、4群に割付けて治療を開始した；対照群・分子標的治療群（ALK
肺がん；alectinib 10 mg/kg 週 5 回 経口投与、 ROS1 肺がん；crizotinib 50 mg/kg 週 5
回 経口投与、EGFR 肺がん；osimertinib 5 mg/kg 週 5 回 経口投与）・SHP2 阻害薬群（SHP099 
50 mg/kg 週 5 回 経口投与）・併用群（各分子標的薬＋SHP099）．腫瘍径およびマウスの体重を
週に２回測定した． 
3-3．SHP2 による tolerant 細胞生存メカニズムの解明 
SHP2 による tolerant 細胞生存メカニズムを明らかにするためのモデルとして EGFR 遺伝子変異
陽性肺がん細胞モデルを用いた．既存の我々の検討では、EGFR 阻害薬による暴露下でも一部の
がん細胞では細胞周期が完全には停止していないことが明らかとなっていたため、細胞周期関
連蛋白である RB と SHP2 の関連性を検討した．EGFR シグナル阻害下における RB 活性状況を調べ
るために immunoblotting 法を用いて、RB のリン酸化状態を決定した．また、SHP2 シグナルが
EGFR 阻害下の RB シグナルに及ぼす影響を決定するため、osimertinib 暴露下に SHP2 阻害薬で
ある SHP099 もしくは SHP2 の下流 MEK の阻害薬である selumetinib を暴露することで RB の活性
化が抑制されるかについて immunoblotting 法により検討を行った．さらに EGFR シグナル阻害
下における RB による細胞周期維持が SHP2 による tolerance メカニズムに関与しているかどう
かを明らかとするために、CDK4/6 阻害薬である palbociclib もしくは abemaciclib を用いて
tolerance を予防できるかどうかについて crystal violet assay および皮下腫瘍マウスモデル
により検討した．皮下腫瘍モデルについては、3-2．in vivo における SHP2 阻害による tolerant
細胞抑制効果の検証における EGFR 肺がんモデルを用い、abemaciclib を 50 mg/kg 週 5 回 経
口投与で投与した． 
 
 
４．研究成果 
4-1. SHP2 阻害薬は in vitro において各種分子標的治療薬に対する tolerant 細胞を阻害した 



ALK 融合遺伝子、ROS1 融合遺伝子、EGFR 遺伝子変異を持つ肺がん細胞株を用い、それぞれに変
異に応じたチロシンキナーゼ阻害薬（ALK 阻害薬：alectinib、ROS1 阻害薬；crizotinib、EGFR
阻害薬；osimertinib）で治療した場合、SHP2 阻害薬(SHP099)の併用の有無による細胞内生存・
増殖シグナルの違いを免疫ブロッティング法により検討した（図１）．各種分子標的治療薬単独
と比較し、SHP2 阻害薬を併用した場合、細胞内生存・増殖シグナルである ERK や AKT のリン酸
化がより強力に抑制されていることが示された． 

 
続いて SHP2 阻害薬の併用による細胞増殖抑制効果について検証した（図２）．Crystal violet 
assay （図２上段）および MTS assay（図２下段）を用いて細胞増殖抑制効果を検討したところ、
各種分子標的治療薬単独と比較し SHP2 阻害薬を併用した場合、細胞増殖抑制効果が増強し、
tolerant 細胞がほとんど出現していないことが示された． 

 
 
4-2. SHP2 阻害薬は in vivo において各種分子標的治療薬に対する tolerant 細胞を阻害した 
ALK 融合遺伝子、ROS1 融合遺伝子、EGFR 遺伝子変異を持つ肺がん細胞株を用いた皮下腫瘍モデ
ルを作製し、in vivo における SHP2 阻害薬 SHP099 併用による腫瘍抑制効果についての検討を行
った（図３）．各種分子標的治療薬に対し SHP2 阻害薬は抗腫瘍効果を有意に増強することが示さ
れた． 

 



 
4-3. SHP2 は細胞周期調整たんぱくである Rb を介して分子標的阻害薬の tolerance を誘導する 
SHP2 による tolerant 細胞生存メカニズムを明らかにするためのモデルとして EGFR 遺伝子変異
陽性肺がん細胞モデルを用いて以後の研究を行った．EGFR 遺伝子変異陽性肺がん細胞モデルに
おいて EGFR 阻害薬 osimertinib 暴露下でも、細胞周期調整たんぱくであるＲＢの活性化が完全
には抑制できていないことが明らかとなり（図４）、このことが SHP2 による tolerant 細胞生存
メカニズムに関わるのではないかとの仮説を立てた．SHP2 が osimertinib 暴露下に残存する RB
活性にどのように関与しているのかを調べるため、osimertinib と SHP2 阻害薬 SHP099 もしくは
SHP2 の下流に存在する MEK の阻害薬である selumetinib を併用することにより、残存する RB 活
性の変化を調べた（図５）．SHP099 もしくは selumetinib 存在下では RB 活性は完全に抑制され
ることが明らかとなった．このことから selumetinib 存在下に残存する RB 活性は SHP2 のシグ
ナルから由来するものであることが示された． 

 
 
 

最後に、残存する RB 活性の抑制が EGFR 阻害
薬 osimertinib の効果を増強し、tolerance 抑
制作用があるかどうかを in vitro および in 
vivo において検討した．RB による細胞周期促
進を阻害するため、CDK4/6 阻害薬である
palbocilibもしくはabemaciclibを用いた（図
６）． 
In vitro では、osimertinib 単独では一定割合
のがん細胞が残存するのに対し、CDK4/6 阻害
薬 palbociclib を併用することで残存がん細
胞が明らかに減少していた（図６上段）．また、
in vivoの皮下腫瘍モデルではosimertinib単
独では腫瘍の一部がが残存するのに対し、
CDK4/6 阻害薬 abemaciclib を併用することで
皮下腫瘍の消失を認めた（図６下段）． 
以上の結果より SHP2 は細胞周期調整たんぱくである Rb を介して分子標的阻害薬の tolerance
を誘導することが示唆された． 
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