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研究成果の概要（和文）：①　EGFR遺伝子改変マウスを使用し，afatinib (非可逆性TKI), everolimus (mTOR阻害薬),
　AZD1480 (JAK-1/2 阻害薬)の抗腫瘍効果を明らかにした。②　マウス異種移植モデルで，T790Mを有する耐性細胞に
対してafatinib + cetuximab + bevacizumab併用療法は，持続する病理学的完全奏効をもたらすことを証明した。③ O
gg1ホモノックアウトマウスに高用量タバコ特異的ニトロサミン（NNK）投与で9.3%に早期発癌を肺に認めたが，低用量
では発癌を認めず，上皮成長因子受容体(EGFR)遺伝子異常との関連は不明である。

研究成果の概要（英文）：① Using the EGFR genetically modified mice, afatinib (irreversible TKI), 
everolimus (mTOR inhibitor), and AZD1480 (JAK-1/2 inhibitors) revealed an anti-tumor effect. ②In mouse 
xenograft models, afatinib + cetuximab + bevacizumab combination therapy against resistant cells 
harbouring T790M has proved to result in lasting pathologic complete response. ③ Although 9.3% of Ogg1 
(-/-) homozygous knockout mice to a high dose of tobacco-specific nitrosamines (NNK) had adenocarcinoma 
of the lung, it is not recognized carcinogenesis at low doses. The relationship between epidermal growth 
factor receptor (EGFR) gene mutations and NNK-induced carcinogenesis was unclear.

研究分野：呼吸器内科学（胸部腫瘍学）
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様 式 Ｆ－１９ 

１．研究開始当初の背景 
①EGFR 遺伝子変異陽性肺癌 
 2002 年肺癌研究を一変させる大発見，EGFR
チ ロ シ ン リ ン 酸 化 酵 素 阻 害 薬 (TKI) 
gefitinib の劇的な臨床効果が報告され，そ
の効果をもたらす機序が次々に明らかにさ
れている。EGFR の ATP 結合部位に遺伝子変異
が入り，自己リン酸化が持続的に惹起され
Weinsteinの提唱する癌遺伝子依存oncogene 
addiction という状態がもたらされ，更に
EGFR細胞質内のATP結合部位は三次元構造の
変化により gefitinib は ATP より結合しやす
い状態になっていることが明らかにされて
いる。これらにより凄まじい臨床効果がもた
らされたと推定されているが，その臨床効果
持続期間は 1 年程度である。gefitinib を含
めた EGFR-TKI の登場により EGFR 遺伝子変異
陽性患者の生存期間を確実に延長している
が，その効果は限定的である。 
 EGFR 遺伝子変異陽性（非小細胞患者の
20-30％を占める）の発癌機構，発癌初期に
起るシグナル伝達の変化の解析，有効な分子
標的薬のスクリーニング，耐性現象の解析・
打破の研究は Translational Research とし
て臨床的意義は極めて高い状況であった。 
②EGFR 遺伝子改変マウス 
マウスに変異型 EGFR 遺伝子導入することに
より肺に癌化が起こることは申請者らを含
め，3施設から報告されている（Ji H, et al: 
Cancer Cell 9(6):485, 2006; Politi K, et 
al: Genes Dev 20(11):1496, 2006）。前二者
は CCSP プロモーター，気道上皮のクララ細
胞に指向性の強い CCSP プロモーターとは異
なり，申請者らは SP-C プロモーターを使用
し，II 型肺胞上皮に特異的に変異型 EGFR を
発現させている。申請者らが樹立した遺伝子
改変マウスは“ヒトで起こる II 型肺胞上皮
に形成されるヒト肺腺癌の癌化過程”，異型
腺腫瘍様過形成 (AAH)を経て腺癌となる組
織変化の過程を，II 型肺胞上皮上で再現して
いた。 

③EGFR 遺伝子変異の入る機序 

EGFR 遺伝子変異の入る原因として放射線（ラ
ット）が報告されているが，その変異はヒト
の EGFR 遺伝子変異に相当するものでなく，
その機能解析は行われていない。DNA 修復酵
素欠損マウスで EGFR 遺伝子変異が報告され
ているが，詳細な検討も行われていない。
EGFR 遺伝子変異の入る原因は不明である。 
２．研究の目的 
①EGFR 遺伝子改変マウスを使用し，各種 TKI
［afatinib(irreversible TKI of EGFR and 
HER-2), everolimus (mTOR inhibitor), 
JSI-124 (JAK-1/2 inhibitor)］の抗腫瘍効

果・生存期間と各薬剤によってもたらされる
下流シグナルの変化を明らかにする。 
②L858RT790M を有する H1975,exon19 del 
T790Mを有するRPC-9のGatekeeper mutation 
を有する EGFRTKI 耐性細胞に対して, 
afatinib + cetuximab + bevacizumab 併用療
法をマウス異種移植モデルで検討する。 
③DNA 修復酵素欠損マウスの低濃度発癌性物
質曝露による発癌における EGFR 遺伝子変異
の関与を検討し，宿主側の EGFR 発癌への影
響を明らかにする。 
３．研究の方法 
①EGFR 遺伝子改変マウスを使用し，各種 TKI
［afatinib(irreversible TKI of EGFR ad 
HER-2), everolimus (mTOR inhibitor), 
JSI-124 (JAK-1/2 inhibitor)］の抗腫瘍効
果・生存期間と各薬剤によってもたらされる
下流シグナルの変化を検討した。 
②L858RT790M を有する H1975,exon19 del 
T790Mを有するRPC-9のGatekeeper mutation 
を有する EGFRTKI 耐性細胞に対して, 
afatinib + cetuximab + bevacizumab 併用療
法をマウス異種移植モデルで検討した。 
③ Ogg1 ヘ テ ロ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス
(Ogg1(+/-)へテロマウス)３匹を Ogg1野生型
C57BL6 マウス(以下, WT マウス)と交配させ，
その仔（Ogg1(+/-)ヘテロマウス）をさらに
交配し，仔を得る。得られて仔をジェノタイ
ピングすることで Ogg1 ホモノックアウトマ
ウス（以下，ホモマウス），ヘテロマウス，
WT マウスの 3グループに分け，それぞれを雄
雌の 2群に分ける。それぞれに Vehicle 投与
群と NNK100mg/kg 投与群を設定したため，計
12群を作製しNNK投与による発癌実験を行な
った。Vehicle, NNK100mg/kg は 7 週齢で腹腔
内投与し，10 週後，20 週後，30 週後での発
癌を確認するためそれぞれの群で3匹程度ず
つ安楽死させ解剖，得られた左右肺からそれ
ぞれ多切切片を作製し観察した。しかしなが
ら 30 週までは明らかな発癌はみられず，40
週まで観察期間を延長しそれぞれの群で少
なくとも 10 匹程度ずつを解剖し確認したが
NNK 投与による有意な発癌は確認されなかっ
た。ついで併行して既報(Igarashi M et al. 
J Toxicol Sci. 2009)の基礎実験データを参
考に，対象をメスのヘテロマウスのみに絞り，
NNK500mg/kg 投 与 群 を 追 加 作 製 し ，
NNK500mg/kgを7週齢で腹腔内投与したのち，
20 週の時点で肺を摘出し多切切片を作製し，
観察を行なった。その結果，16 匹計 32 検体
中 3検体(9.3%)で NNK 投与による早期発癌を
認めた。 
４．研究成果 
①-1）アファチニブはゲフィチニブを 5mg/kg



の経口投与で比較すると，アファチニブは
EGFR 遺伝子改変マウスの生存期間を有意に
延長した（図１）。L858RT790M を有する
H1975,exon19 del T790M を有する RPC-9 
EGFRTKI 耐性細胞の異種移植腫瘍に対したア
ファチニブベバシツマブ併用療法は有効（図
２）であり，臨床応用が期待される。 

①-2 エベロリムスは，さまざまな EGFR 遺
伝子変異を有する細胞に，in vitro で，同様
に有効であった（図３）。エベロリムスは，
EGFR 遺伝子改変マウスにおける肺腫瘍を抑
制し，これらのマウスの全生存期間を延長し

た（図 4&5）。エベロリムスは，腫瘍血管新生
を阻害することにより，EGFR 遺伝子変異陽性
肺癌に有効である可能性がある。 
①-3 結果：AZD1480 に親細胞とその耐性細
胞に感受性を残していた。AZD1480（30 
または OS ごとに 50mg / kg /日で）血管新生
を減少させ，マウスで有意な腫瘍退縮を認め

 
図１アファチニブとゲフィチニブとの EGFR 遺伝子改変
マウスの体重と生存期間の比較 

 
図２ L858RT790M を有する H1975,exon19 del T790M を
有するRPC-9 EGFRTKI耐性細胞に対する併用療法の効果 
論文⑮参照 

  

図３エベロリムスの試験内の効果と下流シグナル 

 
図4エベロリムスのEGFR遺伝子改変マウスの腫瘍数
に対する効果と下流シグナル 

 
図 5 エベロリムスとの EGFR 遺伝子改変マウスの体
重と生存期間に対する効果 論文④参照 



た。EGFR 遺伝子改変マウスの実験で， 
AZD1480 投与により，pSTAT3，pJAK1，pJAK2
および血管形成が抑制され肺腫瘍の数を有
意に抑制し，生存期間も有意に延長した。
AZD1480 は，活性化 EGFR 遺伝子変異陽性肺癌
に対して有効である可能性が示唆された。 

②L858RT790M を有する H1975,exon19 del 
T790Mを有するRPC-9のGatekeeper mutation 
を有する EGFRTKI 耐性細胞に対して, 
afatinib + cetuximab + bevacizumab 併用療
法をマウス異種移植モデルで検討し，腫瘍が
完全に消失し，薬剤を Off にしても長期にわ
たり，再発しない現象を認めた。 
臨床への応用が期待されている。 
③低用量 NNK では Ogg1(-/-)マウスは早期発
癌しない。 
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