
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７７０１

若手研究(B)

2013～2011

がん分子標的治療薬エルロチニブの耐性機構解明と耐性克服薬剤の開発

Molecular basis for resistance to erlotinib and development of agents that reverse t
he resistance

５０３９８２７８研究者番号：

池田　龍二（Ikeda, Ryuji）

鹿児島大学・医学部・歯学部附属病院・准教授

研究期間：

２３７９０１８９

平成 年 月 日現在２６   ６ ２４

円     2,700,000 、（間接経費） 円       810,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、上皮増殖因子受容体（EGFR）チロシンキナーゼ阻害薬であるエルロチニブ耐性
機序を明確にし、実用的な耐性克服薬剤を開発することを目的とし研究を行った。エルロチニブ耐性細胞株にp-糖タン
パク質・MRP1・MRP2・Major vault protein (MVP)の阻害剤であるPAK-104Pを添加すると、エルロチニブの感受性が亢
進した。また、最近、MVPがエルロチニブ耐性に関与していることが示されていることから、MVPの発現解析を実施した
結果、MVPの発現はUSF（upstream stimulating factor）1によって制御されていることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Erlotinib, EGFR tyrosine kinase inhibitor, is an effective therapeutic agent for n
on-small cell lung cancer. However, inherent or acquired chemoresistance is known to be a major obstacle f
or anti-cancer therapies. I have isolated erlotinib resistant human non-small cell lung cancer A549 cells.
  PAK-104P inhibits the functions of p-gp, MRP1, MRP2 and Major vault protein (MVP).  PAK-104P partially r
eversed the erlotinib resistance. It has been reported that the MVP mediates resistance to epidermal growt
h factor receptor-targeting agent such as erlotinib. I identified the crucial MVP promoter elements that r
egulate MVP expression. By deletion analysis, a conserved proximal E-box binding site was demonstrated to 
be important for human MVP promoter transactivation. Introduction of siRNA against USF 1 , which is known 
to bind the E-box binding site, decreased the expression of MVP. These findings suggest that USF1 binding 
to an E-box element may be critical for basal MVP promoter activation.
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１．研究開始当初の背景 
抗がん剤の領域で、がん分子標的治療薬が

脚光を浴びている。現在わが国において、エ

ルロチニブ（非小細胞肺がん）、イマチニブ

（慢性骨髄性白血病）、ボルテゾミブ（多発

性骨髄腫）、リツキシマブ（B細胞リンパ腫）、

ゲフィチニブ（非小細胞肺がん）、ベバシズ

マブ（大腸がん）、ラパチニブ（乳がん）、ソ

ラフェニブ（腎がん）、エベロリムス（腎が

ん）などが承認されており、さらにこれらに

続く多くのがん分子標的薬剤の開発が世界

規模で進められているところである。現在わ

が国でも、これらの分子標的治療薬を用いた

がんの化学療法が広く行われているが、抗が

ん剤耐性が大きな問題となっており、耐性機

序を解明し実用的な耐性克服の方法を開発

することは重要であると考えられる。本研究

では、上皮増殖因子受容体(Epidermal 

Growth Factor Receptor: EGFR)チロシン

キナーゼ阻害薬であるエルロチニブの耐性

機序を解明することを目的とする。 

一方、1986年にラットより vaultが細胞内

オルガネラとして coated vesicle から単離さ

れた。電子顕微鏡による解析から、形態がゴ

シック様式の大聖堂のアーチ型に似ている

ため vault と名付けられた。Vault は中空に

なっており、その中に 70S 大腸菌リボゾー

ムを数個取り込めるほど大きく、今日まで報

告されている中で最大のリボ核蛋白体を形

成している。Vaultは、110kDaのMVP/LRP 

(Major Vault Protein/Lung Resistance 

Protein) の ほ か に 、 240kDa(p240) 、

193kDa(p193)の蛋白質と 1 種類の vault 

RNA (vRNA)から構成されている。 Vaultの

構成成分の 1つであるMVPのノックアウト

マウスが作製されたが、明らかな病態は観察

されず、vault が細胞内で一番大きなリボ核

酸蛋白体であるにも関わらず、その機能は現

在まで不明な点が多い。また、p-糖蛋白質を

発現していない多剤耐性ヒト肺癌細胞株に

110kDa の蛋白質が発現していることが分

り、この蛋白質は LRPと名付けられた。LRP

は、ABCトランスポーターではないが、核膜

や細胞質小胞に局在しているため細胞内の

輸送に関与していることが予想された。

Vaultの構成成分の1つであるLRPは多剤耐

性に関与していると考えられたが、LRP 

cDNAをトランスフェクトした細胞は、多剤

耐性にはならなかった。最近、vaultが、EGFR

チロシンキナーゼ阻害薬であるゲフィチニ

ブやエルロチニブ耐性に関与することが分

かってきているがその詳細は不明である。 

 
２．研究の目的 
本研究では、エルロチニブ耐性の耐性機序

の解明し耐性克服薬剤の開発を行うことを

目的とする。 

 
３．研究の方法 
エルロチニブを含む選択培地でヒト非小

細胞肺がん A549細胞株を培養し耐性株を単

離した。また、ゲムシタビンやイリノテカン

に対する耐性細胞株も同様の方法で単離し、

エルロチニブに対する感受性を調べた。p-糖

タンパク質、MRP1、MRP2と言った複数の

トランスポーターおよび vaultの機能を阻害

することが認められている PAK-104P を細

胞に加え、エルロチニブと培養し、エルロチ

ニブ耐性に与える影響について解析した。 

MVP のプロモーター領域には、Y-box、

Myo D, GATA, E-box, Sp-1, p53, STATの結

合領域が存在する。MVP のプロモーターを

ルシフェラーゼ遺伝子の 5’上流に挿入したベ

クターを MVP の発現が確認されている

Sw620細胞にトランスフェクトし、MVPプ

ロモーター活性を亢進させるかどうかを解

析した。さらに、MVP のプロモーターに結

合している転写因子を同定するために、ChIP

（クロマチン免疫沈降）アッセイを実施した。 

 

４．研究成果 



A549 エルロチニブ耐性細胞は、エルロチ

ニブ耐性を示した。また、A549 イリノテカ

ン耐性細胞（A549/イリノテカン R）も同様

にエルロチニブに対して耐性を獲得してい

た。一方、ゲムシタビンに耐性を獲得した

A549細胞（A549/ゲムシタビン R）は、エル

ロチニブに対して耐性を示さなかった。 

PAK-104Pは、P-糖タンパク質・MRP1・

MRP2 といった複数のトランスポーターや

MVP の機能を阻害することが分かっている。

そこで、PAK-104Pを細胞に加え、エルロチ

ニブと培養し、エルロチニブ耐性に与える影

響について解析したところ、PAK-104P存在

下では、非存在下の場合と比較して、細胞の

増殖が抑制された。この結果から、PAK-104P

はエルロチニブの耐性を克服する薬剤とし

て有用であることが示された。 

 最近、vault が、EGFR チロシンキナーゼ

阻害剤であるエルロチニブに耐性を示すこ

とが示されてきている（Losert A., et.al., 

Cancer Letters, 319: 164-172, 2014.）。そこ

で vaultの主要な構成成分である MVPの発

現解析を実施した。まず、正常組織における

MVPの発現を RT-PCRで調べたところ、心

臓、胎盤、肺、肝臓、腎臓、膵臓といった正

常組織に発現が認められた。また、ヒト大腸

癌細胞株 SW-620におけるMVPの発現を調

べたところ、高い発現が認められ、MVP の

局在は主に細胞質であった。 

Vault は、110 kDa のMVP / LRP（Major 

Vault Protein/ Lung Resistance Protein）の

他に、240 kDa、193 kDaの蛋白質と１種類

の vault RNAから構成されている。MVPの

プロモーター領域には、Y-Box、MyoD、GATA、

E-box、Sp-1、p53、stat が存在する。MVP

のプロモーターをルシフェラーゼ遺伝子の 5’ 

上流に挿入したベクターをSW-620細胞にト

ランスフェクトし、デュアル-ルシフェラーゼ

アッセイを行った。その結果、Y-Box、MyoD、

GATA、E-box、Sp-1、p53、statのすべての

結合部位が含まれる MVPプロモーターでは、

ルシフェラーゼ活性が、200倍以上上昇した。

また、MyoDおよび GATAの結合部位を欠損

させると、ルシフェラーゼ活性は、158倍に

なり、さらに E-boxを欠損させると、活性が

35倍まで低下した。この結果、MVPの発現

を制御しているもっとも重要な領域は、

E-boxではないかと考えた。 

USF（upstream stimulating factor）1は、

E-box に結合する Basic-Helix-Loop-Helix 

Leucine Zipper 型の転写因子である。USF1

の発現によって MVPの発現が制御されてい

るかどうかを調べるために、USF1の siRNA

を作製し SW620 細胞に取り込ませた。その

結果、USF1の発現の減少が認められ、同時

に MVP の発現も抑制された。また、MVP

の発現が高いヒト腎がん ACHN 細胞でも同

様に、USF1 siRNAを ACHN細胞に取り込

ませたところ、MVPの発現が抑制された。 

さらに、USF1 が MVP のプロモーターに

結合しているかどうかを調べるために、ChIP

（クロマチン免疫沈降）アッセイを実施した。

その結果、USF1 が MVP のプロモーター領

域に結合していることが判明した。 

抗がん剤耐性には、初回治療時から薬剤耐

性を示す自然耐性と治療している間に抗が

ん剤が効かなくなる獲得耐性がある。今回の

本研究において、MVP の発現には、USF1

の発現が重要であることが判明し、

PAK-104Pは、vault、P-糖タンパク質、MRP1、

MRP2およびMVPの機能を抑制することが

知られている耐性克服薬剤でエルロチニブ

の耐性克服にも有用であることが示された。 
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