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研究成果の概要（和文）：EGFRに結合し、PI3K/PDK1/Aktの活性化を橋渡しする新規足場蛋白で

ある Aki1に着目し、その制御が EGFR変異を有する肺癌における新しい治療標的になりうるか

について研究した。複数の EGFR変異を有する肺癌細胞株で Aki1が高発現していることを確認

し、siRNA 法にて Aki1 阻害を行ったところ、細胞増殖抑制およびアポトーシス増加を示した。

EGFR変異を有する肺癌細胞株をマウスに皮下移植し作成した動物モデルではsiRNA法を用いた

Aki1遺伝子発現抑制により著明な抗腫瘍効果を示した。さらに、EGFR変異を有する肺癌腫瘍で

は EGFR阻害薬治療の有無に関わらず、高頻度に Aki1高発現を認めた。これらの研究成果によ

り、Aki1 は EGFR 阻害薬の耐性 EGFR-T790M 変異を含めた EGFR 変異を有する非小細胞肺癌の新

たな標的分子である可能性がある。 
 
研究成果の概要（英文）： We focused on Akt kinase-interacting protein1 (Aki1), a scaffold 
protein of PI3K /PDK1/Akt, and assessed its role in EGFR mutant lung cancer. Aki1 
constitutively associates with mutant EGFR in lung cancer cells. Silencing of Aki1 
inhibited cell growth of EGFR mutant lung cancer cells and induced apoptosis of them. 
Treatment with Aki1 siRNA dramatically inhibited growth of EGFR mutant lung cancer cells 
in a xenograft model. Moreover, Aki1 was frequently expressed in tumor cells of EGFR mutant 
lung cancer patients, including those with acquired resistance to EGFR-TKI treatment. 
Our data suggest that Aki1 may be an ideal target for EGFR mutant lung cancer patients, 
especially those with acquired EGFR-TKI resistance due to EGFR T790M gatekeeper mutation. 
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１． 研究開始当初背景 
非小細胞肺癌に対する新たな分子標的薬と

して上皮成長因子受容体（EGFR）阻害薬が開

発され、これまでに EGFR 遺伝子変異を有す

る肺癌において良好な治療成績が報告され

ている。その一方で、この EGFR 阻害薬に対

する薬剤耐性が次の大きな課題と考えられ

ている。このような耐性克服のためには直接

的な標的である EGFR 以外の治療標的分子を

明らかにすることが新たな治療法開発にと
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って必要不可欠である。 
 
２． 研究の目的 
本研究では、EGFRに結合し、主要な生存・増
殖シグナルである PI3K/PDK1/Aktの活性化を
橋渡しする新規足場蛋白である Aki1 に着目
し、Aki1 が EGFR 阻害薬耐性の肺癌において
新たな治療標的分子となりうるかどうかに
ついて解明することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) Aki1が発現している EGFR変異陽性肺癌
細胞において Aki1制御の生物学的な意義を
明らかにするため、Aki1遺伝子発現の抑制を
siRNA法、細胞増殖を MTT assay法、Aki1発
現および下流シグナル伝達を Western blot
法、細胞アポトーシスを Western blot法お
よび FACS法にて評価し、Aki1遺伝子発現抑
制が EGFR変異を有する肺癌細胞に与える影
響を in vitroの解析にて評価した。 
 
(2) 重症免疫不全（SCID）マウスを用いた in 
vivoにおいて、siRNA法による Aki1発現阻
害が腫瘍増殖抑制に与える効果について検
討した。また、in vivoでの腫瘍を用いて、
Aki1および関連蛋白の発現について Western 
blot法にて評価した。 
 
(3) 実際の EGFR変異陽性肺癌患者の臨床検
体を用いて、EGFR治療薬の投与前および耐性
後腫瘍における Aki1の発現強度や発現頻度
を免疫染色法により評価し、その臨床的意義
について検討した。 
 
４．研究成果 
(1)EGFR 変異を有する肺癌細胞における新規
足場蛋白 Aki1の機能解析 
 
EGFR 変異を有する複数のヒト肺癌細胞
(PC-9,HCC827,H1975)は、ヒト肺線維芽細胞
と比較して、Aki1が強発現していた(図 1)。 
 
これらの EGFR 変異を有する肺癌細胞では、
EGF や IGF-1 などのリガンド刺激の有無に関

わらず、Aki1は EGFR/PDK1/Aktと複合体を形
成していた。また、EGFR 変異肺癌では Aki1
遺伝子を siRNA法にて発現抑制することによ
り、著明な細胞増殖抑制効果を示したが、ヒ
ト肺線維芽細胞ではその影響はわずかであ
った(図 2)。さらに、EGFR 変異肺癌は Aki1
発現抑制により、Akt,S6のリン酸化は抑制さ
れ、細胞アポトーシスの増加作用を示すこと
を Western blot法および FACS法にて確認し
た。 

 
 
 
(2)EGFR 変異肺癌細胞の細胞増殖における
EGFR および Aki1 阻害の比較、相加作用の検
討 
 
EGFR 変異肺癌の EGFR および Aki1 遺伝子を
siRNA法にて発現抑制したところ、Aki1阻害
は Driver oncogene である EGFR 阻害と同程
度の細胞増殖抑制効果を認めた(図 3)。 
さらに、EGFR阻害薬に対する耐性 EGFR-T790M
変異を有する H1975細胞では、耐性克服薬と
して期待される次世代型 EGFR 阻害薬に Aki1
抑制を加えることで、より強い細胞増殖の抑
制効果を示した。 
 

 
 



 

 

(3)マウス異種移植モデルを用いた EGFR変異
肺癌細胞における Aki1阻害の効果 
 
EGFR 阻害薬に対する耐性 EGFR-T790M 変異を
有する H1975 細胞を SCID マウスに皮下移植
したモデルを用いて、Aki1 阻害の効果を in 
vivo で評価した。がん細胞を移植後 5、8 日
目の 2回、Aki1-siRNAを腫瘍内に投与し、腫
瘍増大に与える影響を検討したところ、著明
な腫瘍増殖抑制効果を認めた(図 4)。 
また、Aki1 発現阻害を行った腫瘍内の Aki1
およびリン酸化 S6を Western blot法にて検
討し、それぞれの蛋白発現抑制を確認した。 
 

 
(4)EGFR変異を有する肺癌腫瘍における Aki1
発現の検討 
 
EGFR 遺伝子変異を有する肺癌腫瘍 56 検体の
Aki1 発現について免疫染色法にて検討した。
EGFR阻害薬投与前の感受性腫瘍では39/42腫
瘍(93%)で Aki1発現を認めた。また、EGFR阻
害薬に対する自然耐性腫瘍(7 腫瘍)および獲
得耐性腫瘍(7 腫瘍)では 14/14 腫瘍(100%)に
Aki1発現を認めた(図 5)。 
 
 
本研究は、耐性EGFR-T790M変異を含めたEGFR
遺伝子変異を有する複数の肺癌細胞を用い
て、変異型 EGFR に恒常的かつ選択的に作用
する新規足場蛋白 Aki1 の阻害が治療標的と
して有望であることを in vitro および in 
vivoで明らかにした (図 6)。 
 
さらに興味深いことに、EGFR遺伝子変異を有
する肺癌の臨床検体において、EGFR阻害薬投
与前の感受性腫瘍のみならず、耐性後の腫瘍
においても Aki1 の発現は高頻度にみられて
いた。今後は、この新規治療標的である Aki1
をどのように阻害し、創薬につなげていくか
が課題であり、臨床応用を視野に入れた Aki1
の制御法の開発を目指した研究をさらに進
めていきたい。 
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