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研究成果の概要（和文）：我々はEGFR-TKI耐性非小細胞肺がん株を樹立し、この細胞が親株に比してTRAILに対して約7
0倍の交叉感受性を獲得することを見出した。親株PC-9では、TRAILはapoptotic signalを活性化すると同時に、EGFRへ
のcrosstalkを介してanti-apoptotic signalを誘導するため、抗腫瘍活性は限定的となる。c-MET過剰発現をきたした
耐性株においては、crosstalk signalは誘導されず、TRAIL刺激時のAKT/NFkB活性化が減弱することが明らかとなった
。
EGFR-TKI/TRAIL併用療法は、NSCLCに対する効果的な治療法となる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：We established EGFR-TKI-resistant non-small cell lung cancer (NSCLC) cell lines an
d found that these cell lines acquired collateral sensitivity to Tumor necrosis factor-related apoptosis-i
nducing ligand (TRAIL) (about 70 times) as compared with parental cell line. In parental PC-9, anti-tumor 
effect of TRAIL was restricted, because TRAIL activates not only apoptotic signaling but also anti-apoptot
ic signaling through Akt/NFkB activation by cross talk signaling from TRAIL receptor to EGFR. In case of t
he resistant cell lines that overexpressed c-MET, the crosstalk signaling from TRAIL receptor to c-MET was
 not observed, and TRAIL-mediated Akt/NFkB activation was quite diminished. From these observations, EGFR-
TKI/TRAIL combination is thought to be useful therapy for NSCLC.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
Tumor necrosis factor-related 

apoptosis-inducing ligand (TRAIL)は TNF 

superfamily に属するサイトカインであり、

受容体を介して広範囲のがん細胞に

apoptosisを誘導するが、正常細胞には影響

しない。しかし、TRAIL には 2 つの相反

する作用、即ち apoptosis の誘導作用と抑

制作用があることが報告されており、実際

にはがん細胞が TRAILに対して抵抗性で

あることが多い。 

一方、ヒト上皮成長因子受容体

(epidermal growth factor receptor, EGFR)は、

肺がんを含む多くのがんで過剰発現が確

認されている。EGFRシグナルは過剰発現

ががんの増殖シグナルとなることから、

EGFR阻害剤（EGFR-TKI)は再発進行非小

細胞肺がんの標準治療の一つとなってい

る。しかし、EGFR-TKIによる抗がん剤治

療を行って奏効しても耐性化により全て

の症例で再発する。EGFRはリガンド刺激

に対し、ホモあるいはヘテロ２量体を形成

することで活性化するが、直接的なリガン

ドではない TNF、IL-8、IL-1α、IL-1βや

IFN-γなどのサイトカインからトランス

活性化を受けることが明らかにされてい

る。 

我々は、ヒト非小細胞肺がん株 PC-9 に

対する EGFR-TKI の持続接触により耐性

株 PC-9MET200、PC-9MET1000を樹立し、

EGFR-TKI 耐性の分子機構解析を行った。

この結果、PC-9/MET では標的である

EGFRの発現が減少する一方で、肝細胞増

殖因子HGFの受容体であるMETの過剰発

現をきたすことで EGFR-TKI 耐性を獲得

していることを明らかにした。 

興味深いことに、 1) 親株に比して

PC-9/METは TNF-、TRAILの細胞毒性に

対して約 70倍の交差感受性を獲得する。2) 

親株においてTNF-によりEGFRのトランス活

性化を介して AKT 活性化をきたし、最終的

に apoptosis 抑制蛋白質群 (IAPs) を活性化

することにより apoptosis を阻害する。3) 耐性

株では EGFRの発現低下により同シグナルが

抑制されることで TNF-高感受性を獲得して

いることを明らかにした [Ando K, Ohmori T et 

al Clin Cancer Res, 2005]。また共同研究者の

山岡は、4) TNF-は Src のリン酸化を介し

てEGFRとErbB2を活性化していること、

5) EGFRの下流の AKT活性化が細胞の生

存に関与することを証明した。 
２．研究の目的 
以上より、がん細胞において TRAIL による

ErbB 受容体のトランス活性化シグナルが

TRAIL誘導性の apoptosisに抑制的に働いて

おり、このシグナル伝達において耐性株での

MET 過剰発現は ErbB 受容体の発現低下を

補完しないものと推察される。本研究では、培

養細胞を用いて TRAILによる ErbB受容体ト

ランス活性化の分子機構を解明すると共に、

TRAIL誘導性 apoptosisに及ぼす影響につい

て解析する。更に、EGFR-TKI と TRAIL シグ

ナルを用いた新規がん治療法の開発を行うこ

とを最終的な目的とする。 
３．研究の方法 

EGFR active mutation（exon 19、15 bp del）

を発現する EGFR-TKI 感受性ヒト非小細

胞肺がん株 PC-9 を用いて、EGFR-TKI の

持続接触により耐性株 PC-9MET200、

PC-9MET1000を樹立した。また、HEK293

細胞に、それぞれ wild type EGFR 及び

active mutation EGFR遺伝子を導入した、

293_pEGFR、293_p15細胞を作製した。 

感受性試験はMTT assayを用い、併用効果

については isobologram 法で評価を行った。

EGFR-TKI 並びに TRAIL の、細胞内シグ

ナル伝達機構の解析はWestern blot法で解

析した。EGFRの homo-, hetero-dimer形成

については、BS3 を用いた dimerization 

assayで解析した。 
４．研究成果 



I） TRAILによる EGFR trans-activationの分

子機構 

PC-9 細胞において TRAIL 接触後 30 分以

内に EGFR の自己リン酸化が誘導され、下流

の Erk、Akt シグナル経路が活性化された。

PC-9MET200、PC-9MET1000 細胞において

は、PC-9 に比して EGFR発現が低下しており、

TRAIL 刺激時の下流シグナル活性化は限定

的であった。PC-9細胞において、TRAIL受容

体下流の FADDを siRNAにより低下させた場

合、TRAIL による EGFR 活性化は著明に減

弱することから、TRAIL 刺激による EGFR 活

性化は TRAIL 受容体から FADD を介した

trans-activation であることを確認した。一方、

PC-9細胞と耐性細胞で、TRAIL受容体 DR4、

DR5 並びに decoy receptor である DcR1、

DcR2の発現に大きな差は認めなかった。 

TRAILによるEGFRのhomo-、hetero-dimer

形成を、dimerization assay により検討した。

PC-9 細胞に TNF、TRAIL を接触させた場

合、濃度依存的に EGFRの dimerizationが亢

進した。培養液中に EGFR ligandの中和抗体

(anti-EGF ab, anti-TGF ab)を添加した場合、

TRAIL による EGFR 活性化、dimerization が

抑制されることから、TRAILがEGFR ligandの

分泌を促進することによりEGFRを活性化する

と考えられた。 
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