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研究成果の概要（和文）：MET遺伝子（がん遺伝子）を過剰発現している胃癌はMETキナーゼ阻害薬の治療対象となりう
るが獲得耐性の出現が予測される。MET増幅胃癌細胞株を用いた研究で、MET遺伝子のコピー数の増加およびY1230H変異
が獲得耐性機序となることが示唆された。また、前者は可逆的な変化であり阻害薬非存在下に減少し細胞は阻害薬感受
性を取り戻すのに対し、後者は不可逆的な変化であった。将来的には獲得耐性の機序により個別化治療が行えるかもし
れない。またHER2過剰発現胃癌細胞株を用いた研究で、5FUの効果を増強させるにはリン酸化型S6Kの抑制が重要であり
、5FUとeverolimusの併用が有効であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Whereas cancers with amplified MET gene, an oncogene, are potentially good target 
of MET kinase inhibitors, emergence of acquired resistance is highly expected. Our current study using MET
-amplified gastric cancer cell lines suggested that both increase in copy number and Y1230H mutation of ME
T gene could cause acquired resistance. While MET copy number decreased in the absence of MET inhibitor an
d cells regained sensitivity to it, Y1230H mutation was irreversible alteration. This finding suggested po
ssibility of individualized treatment based on acquired resistance mechanism in the future. Our another st
udy using HER2-amplified gastric cancer cell lines showed that suppression of phosphorylated S6K is import
ant molecular event to enhance 5FU-induced apoptosis, so that 5FU/everolimus combination was suggested to 
be attractive treatment strategy for gastric cancer with HER2 amplification. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 所謂アジア型がんに数えられる頭頸部
癌、食道扁平上皮癌、胃癌は予後不良かつキ
ナーゼ阻害薬などの分子標的薬の導入が遅
れているがん種である。 

(2) PI3K 経路の異常活性化はキナーゼ阻害
薬の感受性/耐性に強い影響を及ぼすため、
細胞毎にその活性化機構の全貌を把握でき
れば、確実な個別化治療につながりうる。 

(3) キナーゼ阻害薬の獲得耐性については
ほとんど研究が進んでいない。 
 
２．研究の目的 
(1) MET 増幅胃癌細胞株における小分子 MET
キナーゼ阻害薬の獲得耐性機構を明らかに
すること。 

(2) HER2増幅胃癌細胞株における化学療法薬
誘導アポトーシスを増強する分子機構を明
らかにすること。 
 
３．研究の方法 
(1) MET 増幅胃癌細胞株 (MKN45)を MET キナ
ーゼ阻害薬、PHA665752、および GSK1363089
に長期間曝露し、それぞれ 0.5 M、20 nM 存
在下に増殖可能な耐性株 MKN45-PR、MKN45-GR
を作成 

(2) 細胞増殖の評価：MTS assay 

(3) 細胞内シグナル：Western blot 法 

(4) 細胞周期分布解析:FACS 

(5) MET のコピー数および塩基配列決定：定
量的 PCR および direct sequence 

(6) MET の knockdown: siRNA (Invitrogen) 

(7) 化学療法薬と分子標的薬との相乗効果
の評価：Combination Index を
median-effect method (CalcuSyn 
software; Biosoft)を用いて算出 
 
４．研究成果 
(1) MKN45-PR、MKN45-GR ではいずれもそれぞ
れのMET阻害薬存在下で増殖できる（耐性化）
一方で、阻害薬非存在下では増殖能が著しく
抑制されること（”addiction”）が分かっ
た（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

図 1 

(2) MKN45-PR、MKN45-GR では親株 MKN45 に比
して、G1/S 細胞周期停止の誘導に高用量の
MET 阻害薬を必要とした。 

(3) MKN45-PR、MKN45-GR では親株 MKN45 に比
して、MET の発現量増加が観察された。
MKN45-PR、MKN45-GRでは親株MKN45に比して、
リン酸化型 METの抑制に高用量の MET阻害薬
を必要とした（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 

(3) 各耐性株および親株のMET遺伝子のコピ
ー数と、exon 19 の塩基配列を決定したとこ
ろ、MKN45-PR、MKN45-GR のいずれにおいても
コピー数の増加がみられたのに対し、
MKN45-PR でのみ Y1230H のキナーゼ活性化型
遺伝子変異が検出された（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 

(4) MKN45-PR は PHA665752 非存在下で S期増
加がみられる一方、BrdU の取り込み増加はみ
られず、S 期停止を起こしていることが示唆
された。 

(5) 各耐性株においては、MET 遺伝子の



Y1230H遺伝子変異 and/orコピー数増加が過
剰な MET シグナルから原因となり、さらには
replication stress、DNA damage response
を励起するため S期停止を起こす（図 4）、と
の仮説を基に、DNA damage response シグナ
ル経路上のリン酸化型 ATR、Chk1、p53 およ
び p21 の発現量を評価したところ、MKN45-PR
ではこれらタンパクが親株MKN45より高発現
しており、0.5 M の PHA665752 に反応させる
と MKN45-PR の阻害薬非存在下のレベルまで
低下することが分かった（図 5）。さらに、各
耐性株に MET siRNA を様々な濃度で反応させ
たところ、MET が部分的に knockdown された
条件で最も高い増殖能を示すことが分かっ
た(図 6)。これらは図 4の仮説を支持した。 

 

 

 

 

 

 

図 4 

 

 

 

 

 

図 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 

(6) MNK45-PR と MKN45-GR の維持培養液から
各 MET 阻害薬を徐々に減少させ、非存在下に
も増殖可能な revertant 株 MKN45-PR-RE と
MKN45-GR-REを作成したところ、両revertant
株において阻害薬”addiction”はほぼ解除
された。一方、MKN45-GR-RE は GSK1363089 に

対する感受性を取り戻したのに対し、
MKN45-PR-RE は PHA665752 に十分な耐性を保
った（図 7）。また、revertant 株において、
MET 遺伝子コピー数が MKN45-PR、MKN45-GR に
比べ減少していたのに対し、MKN45-PR-RE で
は Y1230H が保持されていることが分かった
（図 3）。これらから、MKN45 は適切な強度の
MET シグナルを維持するために、MET 遺伝子
のコピー数を変動させること、また Y1230H
は単独でMET阻害薬耐性の成因となることが
示唆された。 

 

 

 

 

 
 
図 7 
 
(7)7 種類の胃癌細胞株を用いて、抗 HER2 抗
体であるtrastuzumabへの感受性をスクリー
ニングしたところ、高感受性を示したのは
HER2 遺伝子増幅 NCI-N87 のみであった。MKN7
は同じく HER2 増幅があるにも関わらず耐性
であった（図 8）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8 
 
(8)NCI-N87 と MKN７の trastuzumab 反応下の
細胞内シグナルの変化を調べたところ、感受
性のある前者でのみ、リン酸化型 S6K が抑制
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9 
 
(9)trastuzumab 感 受 性 株 NCI-N87 は
doxorubicin お よ び fluorouracil と



trastuzumab との間に相乗効果（CI<1）がみ
られ（図 10, 11）。一方、MKN7 ではいずれの
化学療法薬とも相乗効果がなかった。
NCI-N87 に お け る fluorouracil と
trastuzumab の相乗効果は、前者が誘導する
アポトーシスを後者が促進するためと考え
らえられた（図 12）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 11 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 12 
 
(10) HER2 増 幅 胃 癌 細 胞 に お い て 、
fluorouracil によるアポトーシス誘導には、
S6K のリン酸化抑制が必要である、との仮説
の基、fluorouracil と everolimus の相乗効
果を、NCI-N87 と MKN7 において評価したとこ
ろ、両細胞株においても、everolimus 単独で
はアポトーシスを誘導しないのに対し（図
13a）、fluorouracil と併用するとリン酸化型
S6K の抑制と並行してアポトーシスが増強さ
れた（図 13b）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 13a 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 13b 
 
(11) その他の胃癌細胞株について、
fluorouracil と everolimus の併用効果を検
討したところ、HER2 増幅細胞でみられたよう
な、アポトーシス誘導に関して相乗効果はみ
られなかった（図 14）。このことから、リン
酸化型 S6K の抑制が fluorouracil 誘導アポ
トーシスに重要であるのは HER2 増幅胃癌の
特徴である可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 14 
 
 



(12) 結論 
①MET キナーゼ阻害薬の獲得耐性には、MET
遺伝子のコピー数の増加および Y1230H 突然
変異が関わっていることが示唆された。 

②MET遺伝子のコピー数の増加およびY1230H
突然変異は MET 阻害薬非存在下では過剰な
MET シグナルの原因となり、DNA damage 
response を励起し、結果として S期停止とな
ることが示唆された。一定用量の MET 阻害薬
が増殖に必須となることから、MET 阻害
薬”addiction”の状態と考えられた。 

③MET 遺伝子のコピー数は細胞にとって最適
な強度のMETシグナルをトリガーするために
変動するのに対して、Y1230H は不可逆的な遺
伝子変化であることが示唆された。 

④HER2 増幅胃癌細胞株においては、リン酸化
型 S6K の抑制が fluorouracil 誘導アポトー
シスの増強に重要であり、fluorouracil と
everolimus の併用療法の有効性が示唆され
た。 
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