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研究成果の概要（和文）：がん細胞集団はヘテロであり、生存に有利な細胞間相互作用があると考えられる。本
研究では、EGFR変異陽性の肺がん細胞を用いて、分子標的薬の感受性の違いを評価し、集団形成が感受性に及ぼ
す影響も検討した。その結果、Gefitinibに対して感受性の低い細胞では、ミトコンドリア機能の亢進が起きて
いることが分かり、その阻害が治療に有用となる可能性が見出された。また、低感受性細胞と高感受性細胞を共
培養すると、全体が低感受性に寄ることを発見し、がん細胞間の相互作用が分子標的薬感受性を低下させている
ことを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Cancer cell population is heterogeneous, and beneficial interactions between
 cells for survival are presumed. In this study, using EGFR-mutant lung cancer cells, we evaluated 
differences in sensitivity to molecular targeted drugs and examined the impact of population 
formation on sensitivity. As a result, we found that cells with low sensitivity to Gefitinib 
exhibited enhanced mitochondrial function, and its inhibition could be beneficial for treatment. 
Additionally, co-culturing low-sensitivity and high-sensitivity cells revealed an overall shift 
towards low sensitivity, suggesting that interactions among cancer cells may decrease sensitivity to
 molecular targeted drugs.

研究分野： がん生物学

キーワード： がん　分子標的薬　代謝リプログラミング　細胞間コミュニケーション　治療抵抗性　ヘテロジェナイ
ティ　ミトコンドリア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんの分子標的薬は副作用が少なく劇的な治療成績を収めているのは事実だが、多くの症例において1年以内に
耐性を獲得する。耐性化の原因として、腫瘍内の不均一性が挙げられる。今回、細胞集団内の低感受性細胞を中
心に全体が治療寛容性の集団を形成している可能性が見出され、低感受性細胞の特性の一部も明らかとした。今
後、何が細胞間相互作用に決定的に重要となるか検討する必要はあるが、ヘテロ集団の十分な理解が次世代のが
ん治療戦略へ繋がることは間違いないと考えている。

※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 
がんの分子標的薬治療に関して、非小細胞肺がん（NSCLC）に焦点を当てて報告する。肺が

んは、アメリカやアジアにおいてがんの関わる死因の最も高い割合を占め、その内 50%ほどは
NSCLC に含まれる肺腺がんである。肺腺がんの多くでは、上皮成長因子受容体（EGFR）に変
異が入ることでその下流シグナルが異常に活性化しているとされている。そこで、このような
EGFR 変異を標的とした Gefitinib や Erlotinib などの分子標的薬が開発され、生存期間の延長
効果を示している。一方で、ほとんどの症例において１年以内に耐性を獲得することが問題であ
り、中でも、T790M 変異は Gefitinib 等の EGFR 分子標的薬に対する耐性獲得原因の 50%ほど
を占めている。現在では、T790M 変異がんに対する新世代の分子標的薬 Osimertinib が使用さ
れているが、そこで C797S 点突然変異を含む更なる変異の出現も報告されており、半ばいたち
ごっこ状態となっている。ゆえに、耐性を獲得する前の初期的な治療に効果的な治療効果を上げ
るなど、耐性の獲得を防ぐ戦略の立案が必要である。 
腫瘍にはその不均一性が存在し、EGFR 変異陽性肺腺がんにおいては、HER2 や MET 等を

介した副次的生存経路の活性化や T790M 変異により分子標的薬に対して耐性を示す細胞が、治
療を行う前の腫瘍内に既に存在することが示されている。このように治療前から存在する耐性
細胞が分子標的薬の治療によって濃縮され、再増殖することでがんが再発するといわれている。
さらに、初期的な分子標的薬治療から生存した EGFR T790M 変異陰性の細胞から，後天的に変
異を獲得する可能性があることも近年報告された。このような初期的な薬物治療に抵抗性を持
つ細胞は寛容性細胞（tolerant cells）と呼ばれ、長期的な治療を行ううえでの耐性細胞の供給源
となっている。よって、がん細胞集団における寛容性細胞の理解とそこを標的とした治療戦略の
立案が、次世代のがん治療において急務といえる。 
そして、不均一ながん細胞集団の中には分子標的薬に対して様々な感受性を示すものが混在

していると思われ、それらの相互作用形態やそれが及ぼす影響については不明な点が多い。また、
そのようなお互いの絶妙な関係が、最終的に分子標的薬に対して寛容な集団の形成を促してい
るとも考えることができる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、腫瘍内不均一性に着目し、単細胞由来クローンの取得から後に薬剤寛容性を示す

低感受性細胞の代謝的特徴を明らかとし、分子標的薬に対する治療効果を高める戦略の立案を
目指すことを一つの目的とした。そして、それら単細胞由来クローン同士がお互いに分子標的薬
感受性に影響を及ぼし得る下について検討を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）試薬 

Gefitinib は DMSO に溶解して使用し、Malonate は超純水に溶解して使用した。 
 
（２）細胞培養と単細胞由来クローンの作製 

EGFR の exon 19 部分に変異が入っている非小細胞肺がん細胞として PC9 細胞を用い、10% 
FBS と抗生物質を含む RPMI 培地にて培養した。PC9 親株細胞を 96 well プレートに限界希釈
し、そこから単細胞由来クローンを 30 個取得した。 
 
（３）MTT アッセイ 
細胞の培養上清を取り除き、メディウムで希釈した 0.5 mg/mL MTT を添加して 2 時間イン

キュベーションした。その後上清を除き、生存細胞のミトコンドリア内還元酵素によって MTT
を還元して生成される formazan を 200 µL の DMSO に懸濁した。MTT 由来の formazan の量
は 540nm の吸光度を計測することで測定した。 
 
（４）細胞内 ATP 量の測定 

CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay を使用して細胞内の ATP 量を測定した。 
 
（５）乳酸産生量の測定 

Lactate Assay Kit-WST を使用して細胞から細胞培養液中に放出された乳酸量を測定した。 
 
（６）ミトコンドリア膜電位の測定 
ミトコンドリア膜の電位を評価するために、500 nM になるよう RPMI-1640 に溶解した JC-

1 溶液を細胞に添加して 30 分間インキュベーションした。その後、FACS により蛍光強度を測
定することでミトコンドリア膜電位の測定を行った。JC-1 モノマーは励起波長 490 nm 及び蛍
光波長 530 nm、JC-1 ポリマーは励起波長 525 nm 及び蛍光波長 590 nm で検出できる。 
 



（７）酸素消費速度の測定 
細胞内の酸素消費速度を、蛍光酸素プローブ PreSens Sensor Dish Reader を使用して測定し

た。酸素分圧を 1 分毎に測定し、タイムポイント 0 における酸素濃度を 100％とした。 
 
（８）フローサイトメトリーによる死細胞の検出 
各種試薬処理後に回収された細胞を、死細胞と生細胞に区別するために cell-impermeant 

DNA fluorophore propidium iodide（PI）を用いて染色を行い、FACS（EC800 cell analyzer）
にてデータを取得した。 
 
（９）DNA マイクロアレイ 
高感受性クローン 3 種（High）、低感受性クローン 3 種（Low）の全 RNA を Sepasol-RNA I 

reagent を用いて抽出し、Clariom S Human Array により DNA マイクロアレイを行った。有
意に変化したmRNAは、p値を0.05でカットオフして同定した。解析にはGene Set Enrichment 
Analysis（GSEA）を使用し、Gene Ontology analysis（GO）と Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes（KEGG）のエンリッチメント解析を行った。 
 
（１０）RNA 抽出と定量 PCR 

Sepasol-RNA I reagent を用いて、細胞から全 RNA を抽出した。ReverTra Ace qPCR RT 
Master mix を使用して全 RNA（1 µg）を逆転写し、全 RNA の 10 ng に相当する cDNA を
THUNDERBIRDTM quantitative real-time PCR mix および適切なプライマーと混合し、
LightCycler 96 System を用いて定量 PCR を行った。β-actin の mRNA 発現量で補正した。 
 
（１１）CE-TOFMS による代謝物の測定 
代謝物の抽出は、細胞を 5%マンニトール水溶液で 2 回洗浄した後、内部標準物質を含むメタ

ノールで処理した。超純水 400 µL、クロロホルム 1 mL を加えた後、遠心分離し、上層を減圧
蒸留により抽出した。抽出物を超純水に再溶解し、限外濾過フィルターにより濾過を行った。そ
の濾液を減圧蒸留によって濃縮し、25 µL の超純水に溶解してから測定した。試料中の代謝物濃
度は、CE-TOFMS（Agilent Technologies）により測定を行った。 
 
（１２）統計解析 
すべてのデータは平均値±標準偏差で示されており、最低限 3 つの独立した実験を行ってい

る。統計解析はｔ検定、または多重解析の後、Bonferroni 解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）Gefitinib の曝露は解糖系の抑制を介してミトコンドリアの機能を亢進する 

EGFR 変異陽性の NSCLC のモデル細胞として PC9、それに対する分子標的薬として
Gefitinib を用いた。まず、Gefitinib を PC9 細胞に曝露した際の解糖系とミトコンドリア機能
の確認を行った。解糖系に着目して、その最終代謝産物である乳酸の産生量を測定したところ、
Gefitinib によってその顕著な低下が認められ、解糖系関連代謝酵素である Hexokinase 2（HK2）
と Lactate dehydrogenase A（LDHA）の mRNA 発現量の低下も観察された（図 1A・B）。ま
た、ミトコンドリアの機能を JC-1 染色により膜電位を指標として評価したところ、Gefitinib の
曝露に伴って JC-1 の多量体の蓄積が認められたことから、膜電位が亢進していることが示唆さ
れた（図 1C）。さらに、Gefitinib を曝露した PC9 細胞は高い酸素消費速度を有することが分か
り、ミトコンドリアにおける酸素消費量が亢進していることが考えられた（図 1D）。以上の結果
から、Gefitinib を PC9 細胞に曝露することで解糖系が抑制され、生存し続けている細胞はミト
コンドリアにおける代謝に依存している可能性が示唆された。 

図 1  Gefitinib による解糖系の抑制
とミトコンドリア機能の亢進 （A）
Gefitinib（10 µM）を 72 時間曝露し、
最後 6 時間における培養液中への乳酸
放出量を評価した。** P < 0.01。（B）
Gefitinib（10 µM）を 72 時間曝露し、
HK2 と LDHA の mRNA 量を定量し
た。* P < 0.05、** P < 0.01。（C）
Gefitinib（10 µM）を 72 時間曝露し、
JC-1 色素のミトコンドリアへの取り
込みを評価した。データは、蛍光波長
の比（多量体 585 nm/単量体 525 nm）
で示している。** P < 0.01。（D）
Gefitinib（10 µM）を 24 時間曝露し、
培養液中の酸素濃度を測定した。 
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（２）単細胞由来クローンの取得による低感受性細胞の樹立 
PC9 細胞から単細胞由来クローンを取得することで低感受性細胞の樹立を試みた。限界希釈

法により 1 細胞ずつの細胞播種を行い、2～3 週間の培養期間を経て 30 個の単細胞クローンを
取得した。そして、各クローンに対して Gefitinib を曝露し、細胞生存率を MTT アッセイによ
り測定したところ、クローン間での細胞生存率の違いが認められた（図 2A）。ここで、細胞生存
率が 0.35 を上回ったものを低感受性クローン（Low）、0.15 を下回ったものを高感受性クロー
ン（High）と定義したところ、クローン全体の 20％ほどがそれぞれの条件に当てはまった。ま
た、これらのクローンのうち 2 クローンずつと、PC9 の親株に種々の濃度の Gefitinib（0.001
～100 µM）を曝露し、細胞内 ATP 量を測定したところ、0.1～10 µM の濃度域において高感受
性クローンが低感受性クローンよりも低い細胞生存率を示した（図 2B）。さらに、これらのクロ
ーンから再度単細胞クローンを取得して Gefitinib を曝露し、細胞内 ATP 量を測定したところ、
元のクローンの感受性をほぼ維持していることが明らかとなった（図 2C）。つまり、PC9 のヘ
テロな細胞集団において、低感受性細胞と感受性細胞が共存しており、それぞれは分子標的薬に
対する感受性を保ったまま増殖を続けていることが示唆された。 

図 2  単細胞由来クローンから寛容性
細胞の樹立 （A）限界希釈法より取得し
た 30 の PC9 細胞クローンに対して
Gefitinib（10 µM）を 72 時間曝露し、
MTT アッセイにより細胞生存率を評価
した。（B）低感受性細胞クローン 2 種
（Low1, 2）、高感受性細胞クローン 2 種
（High1, 2）、および親の PC9 細胞に対
して 0.001～100 µM の Gefitinib を 72
時間曝露し、細胞内 ATP 量を測定した。
（C）Low2 および High2 より再度取得
した単細胞クローン（それぞれLow2-2が
7 クローンと High2-2 が 5 クローン）対
して 0.001～100 µM の Gefitinib を 72
時間曝露し、細胞内 ATP 量を測定した。 

 
（３）クローン間の代謝物量や Gefitinib 曝露時のミトコンドリア膜電位の相違 

近年、がん細胞のミトコンドリアにおける酸化的リン酸化の亢進と分子標的薬への抵抗性の
関連性が示唆されている。そこで、Gefitinib に対して低感受性を示す細胞において、細胞内で
亢進している代謝機構が高感受性を示す細胞と異なる可能性を検討した。CE-TOFMS を使用し
て解糖系やTCA 回路を始めとする主要代謝経路の代謝物プロファイルを各クローンにおいて測
定した。その結果、20 種類のアミノ酸量が、低感受性細胞クローンにおいて高感受性細胞クロ
ーンより軒並み少ないことが明らかとなった。よって、両クローン間でアミノ酸代謝の亢進度合
いが異なる可能性が考えられる。また、ミトコンドリアの機能を調べるために、Gefitinib を曝
露した各クローンにおいて JC-1 染色によりミトコンドリア膜電位を比較した。すると、高感受
性クローンの中でも感受性が最も高い High2 と低感受性細胞クローンを比較した場合には有意
な差が認められた（図 3）。これらの結果から、Gefitinib を曝露した各感受性クローンにおいて、

低感受性細胞クローンは高感受性細胞クローンよりも高い
ミトコンドリア機能を持ち、それが生存維持にはたらいてい
る可能性が考えられた。 
 
図 3  低感受性細胞と高感受性細胞間の Gefitinib 曝露時の
ミトコンドリア膜電位比較 寛容性細胞クローン 2種（Low1, 
2）、感受性細胞クローン 2 種（High1, 2）、および親の PC9
細胞（Pare）に対して Gefitinib（10 µM）を 72 時間曝露し、
JC-1 色素のミトコンドリアへの取り込みを評価した。データ
は、蛍光波長の比（多量体 585 nm/単量体 525 nm）で示し
ている。** P < 0.01、N.S. not significant。 

 
（４）低感受性細胞で亢進している代謝経路の同定 
がん細胞は腫瘍内不均一性を持ち、その不均一性の存在は細胞内代謝機構においても知られ

ている。そこで、低感受性細胞において亢進している代謝経路の探索を行った。まず、各細胞ク
ローン内で発現している mRNA 量を DNA マイクロアレイにより網羅的に測定し、高感受性細
胞クローン群と低感受性細胞クローン群の結果を比較した。得られた結果の解析方法として、低
感受性細胞クローン群と高感受性細胞クローン群における発現量を比較した時に、低感受性細
胞クローンにおいて亢進しているパスウェイを探索した（図 4A）。その結果、細胞内代謝に関わ
るものとして Alpha Amino Acid Metabolic Process（GO BP）、Proton Transmembrane 
Transport（GO BP）、Oxidative Phosphorylation（KEGG）があり、Alpha Amino Acid Metabolic 
Process はアミノ酸代謝に関わるカテゴリーで、Proton Transmembrane Transport と
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Oxidative Phosphorylation はミトコンドリアにおける酸化的リン酸化に関わるカテゴリーとパ
スウェイである。これらの結果は、これまでの検討と一貫しており、低感受性細胞クローンでは
アミノ酸代謝や酸化的リン酸化が高感受性細胞クローンと比べた際に亢進していることが示唆
された。 
これらの Oxidative Phosphorylation の代謝経路で亢進している遺伝子群の中で，コハク酸デ

ヒドロゲナーゼ D（SDHD）は、コハク酸デヒドロゲナーゼ（SDH）の 4 つあるサブユニット
の１つである。SDH は TCA 回路のコハク酸をフマル酸へと酸化する反応を担うとともに、呼
吸鎖複合体Ⅱとして酸化的リン酸化における電子のミトコンドリア膜管腔への輸送にも関わる。
そこでまず、SDHD の mRNA 発現量を定量 PCR により測定したところ、低感受性細胞クロー
ンにおいて有意にその発現量が高かいことが分かった（図 4B）。次に、SDH の競合的な阻害剤
である Malonate を Gefitinib とともに曝露した際の細胞生存率を測定することにより、SDH 阻
害によるGefitinib の感受性増強効果を評価した。その結果、低感受性細胞クローンにおいては、
Gefitinib 単体では認められない細胞生存率の低下が、SDH 阻害により確認されることが明らか
となった（図 4C）。ゆえに、低感受性細胞クローンで発現量が高い SDHD を含めて、SDH の機
能を阻害することは、Gefitinib への感受性を増強できることが示唆された。 

 
図 4  低感受性細胞における酸化的リン酸化
とアミノ酸代謝の亢進 （A）低感受性細胞
（Low）3 クローンと高感受性細胞（High）3
クローンに対して DNA マイクロアレイを実
施し、低感受性細胞クローンにおいて亢進し
ているGOカテゴリーとKEGG経路を示して
いる。（B）Low1, 2とHigh1, 2におけるSDHD
の mRNA 発現量を定量 PCR によって測定し
た。* P < 0.05。（D）それぞれの PC9 細胞ク
ローンと親の PC9 細胞を Gefitinib（10 µM）
存在下で 72 時間培養し、さらに Malonate（10 
µM）も含む培養液中で 72 時間培養した。そ
の後、細胞内 ATP 量を測定した。** P < 0.01、
N.S. not significant。 
 

 
（５）低感受性細胞と高感受性クローンの共培養よる Gefitinib 感受性の低下 

EGFR 変異陽性肺腺がん細胞は、分子標的薬である Gefitinib や Erlotinib の曝露下において
インターロイキン 6（IL-6）などのサイトカインを自己分泌し、細胞自身の上皮間葉転換の促進
や JAK/STAT シグナル経路の活性化を介して分子標的薬への抵抗性を示す。そこで、低感受性
クローンと高感受性クローンの共培養が、全体の Gefitinib 感受性に影響を及ぼす可能性を検討
した。低感受性クローン（Low2）と高感受性クローン（High2）の共培養を行い、単培養時の
Gefitinib への感受性と比較することで、共培養の Gefitinib 感受性への影響を検討した。低感受
性クローンと高感受性クローンを１：１の割合で混合して播種した細胞に、Gefitinib（0.001-100 
µM）を曝露して細胞生存率を測定したところ、細胞生存率は低感受性クローン単体に近い値で
あった（図 5）。この結果から、Gefitinib の曝露により低感受性クローンのサイトカインに関わ

る経路が活性化した事が示され、共培養することが
高感受性クローンのGefitinib感受性を低下させるこ
とが示唆された。 
 
図 5 低感受性細胞と高感受性クローンの共培養よ
る Gefitinib 感受性の低下 低感受性細胞クローン
（Low2）と高感受性細胞クローン（High2）を等量
ずつ混ぜ、0.001～100 µM の Gefitinib を 72 時間曝
露し、細胞内 ATP 量を測定した。 

 
EGFR 変異陽性の NSCLC PC9 において、耐性細胞出現のもととなる集団内の低感受性細胞

内で、酸化的リン酸化やアミノ酸代謝が亢進しており、これらの代謝経路を阻害することは低感
受性細胞の Gefitinib への感受性を増強することが示唆された。本研究より確認された SDH を
含めた酸化的リン酸化やアミノ酸代謝に関わる酵素を阻害することは、集団内でヘテロに存在
する低感受性細胞を標的とした有用な治療戦略となる可能性が期待される。 
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