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研究成果の概要（和文）：EGFR mutant肺腺癌がEGFR阻害薬抵抗性を示す際の新たな分子機構を２つ見出した。(1)３次
元培養されたEGFR mutant肺腺癌細胞は浮遊状態の癌細胞と比較するとEGFR阻害薬に抵抗性であった。３次元環境ではN
F-κBが活性化しており、NF-κBを抑制するとEGFR mutant肺腺癌細胞のEGFR TKI感受性が有意に回復した。(2) EGFR変
異陽性でありながらEGFR非依存性に生存可能な細胞が2種類のEGFR mutant肺腺癌細胞株に内在していることを見出しGR
 cellと命名した。GR cellsは上皮間葉転換を起こし、autophagy依存性に生存していた。

研究成果の概要（英文）：Lung cancers harboring EGFR mutations depend on constitutive activation of the 
kinase for survival. We have identified two new molecular mechanisms that play a role in the EGFR-mutant 
cells’ resistance to EGFR inhibitors. (1) EGFR-mutant cells in 3D culture resist EGFR inhibition 
compared with suspended cells. Degradation of IκB and activation of NF-κB are observed only in 
3D-cultured cells. Inhibiting NF-κB enhances the efficacy of the EGFR TKIs in 3D-cultured cells. (2) Two 
EGFR-mutated lung adenocarcinoma cell lines, HCC827 and HCC4006, contain a subpopulation of cells that 
have undergone epithelial-to-mesenchymal transition and survive independent of activated EGFR. These 
EGFR-independent cancer cells, herein termed gefitinib-resistant (GR) cells, demonstrate higher levels of 
basal autophagy than their parental cells. Depletion of the essential autophagy gene, ATG5, by siRNA 
markedly reduces GR cell viability, suggesting that GR cells can survive with constant autophagic flux.

研究分野： 腫瘍病理学
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１．研究開始当初の背景 
 Epidermal growth factor receptor (EGFR) 遺
伝子変異陽性（EGFR mutant）肺腺癌の多く
は、EGFR tyrosine kinase inhibitors (TKIs) に一
旦は高感受性を示すものの最終的には薬剤
耐性を獲得する。この獲得耐性には EGFR 
T790M 変異などの遺伝子異常が関与してい
ることが広く知られていたが、それのみでは
薬剤耐性のすべてを説明できない。 
 
２．研究の目的 
我々は遺伝子異常に因らない２つの EGFR 

TKIs 抵抗性機構として (1) 癌細胞と細胞外
基質との接着、 (2) 癌細胞自身の上皮間葉転
換 に着目した。これらの薬剤抵抗性に関与
する分子機構を解明し、EGFR mutant 肺腺癌
の治療成績を向上させるための基礎データ
を提供することを目指した。 
 
３．研究の方法 
「癌細胞と細胞外器質との接着に着目した
研究」 
対象：2 つの EGFR-mutant 肺腺癌細胞株 
HCC827, H1975 cells を使用した。 
方法：上記した肺腺癌細胞を浮遊培養系ある
いは Matrigel を使用した 3 次元培養系で培養
し、それぞれの培養条件での EGFR TKI 感受
性を検索した。両条件下での EGFR TKI 感受
性に相違が確認された場合、どの分子が関与
しているのかを western blot, Caspase 3/7 
activation assay などで探索した。 

図１．本研究で使用した 3 次元培養  (3D 
on-top) と浮遊培養 (suspension) の模式図 
 
「癌細胞の上皮間葉転換に着目した研究」 
対象：2 つの EGFR-mutant 肺腺癌細胞株 
HCC827, HCC4006 cells と 20 症例の原発性
EGFR-mutant 肺腺癌組織を使用した。 
方法：上記した肺腺癌細胞から EGFR TKIs
抵抗性を示す亜株 subclone を樹立し、亜株と
親株で異なる EGFR TKI 感受性の背景にある
分子機構を探索した。原発性肺癌組織におい
て autophagosome が形成されているか否か免
疫組織化学的、電子顕微鏡的に検索した。 
 
４．研究成果 
「癌細胞と細胞外器質との接着に着目した
研究」 
(1) 使用した HCC827, H1975 の両細胞ともに
3次元培養状態におけるEGFR TKI感受性（＝
apoptosis し易さ）は浮遊状態におけるそれよ
りも有意に低下した。 
 

図２．3 次元培養では EGFR TKI である
WZ4002 治療によって誘導される apoptosis 
(PARP-1 cleaved form) が顕著に低下している。 
 
(2) 3 次元、浮遊の両培養条件下で顕著な相違
を示す分子機構を探索したところ 3 次元培養
条件下でのみ IκB（NK-κB を抑制する）が分
解され NK-κB が活性化（リン酸化）している
ことが判明した。 

図３．3 次元培養下では、IκB を分解する IKKβ
が活性化している。結果として IκB が完全に
分解され、活性型NK-κB p65が増加している。 
 
(3) NK-κB の特異的阻害薬を併用すると 3 次
元培養下におけるEGFR-mutant肺腺癌細胞の
EGFR TKI 感受性が有意に改善したことから、
細胞外器質と接着したEGFR-mutant肺腺癌細
胞が示す EGFR TKI 抵抗性の一部は活性化し
た NK-κB が担っていると示唆された。 

図４．TPCA-1（NK-κB の特異的阻害薬）は
WZ4002 と相乗的に Caspase 活性を上昇させ
る。 
 
 



「癌細胞の上皮間葉転換に着目した研究」 
(1) 上記した 2 つの肺腺癌細胞株から EGFR 
TKI 抵抗性の亜株（gefitinib resistant cell, GR 
cell と命名）を樹立したところ、両細胞由来
の GR cells とも上皮間葉転換  (epithelial 
mesenchymal transition, EMT) が確認され、上
皮の表現型を示す親株とは明確に異なって
いた。 

図５．GR cells では上皮マーカーの発現が激
減し、間葉系マーカーVimentin や癌幹細胞マ
ーカーCD44 の発現が増加している。 
 
(2) 両 GR cells は親株と同様の EGFR 変異が
確認されたにも関わらず EGFR 依存性が著し
く低下していた。それが EGFR TKIs 抵抗性の
根本的な原因と推察された。 
 
(3) 親株が強く依存している EGFR pathway
への依存性が低下している GR cells では生存
や増殖を促進する何らかの活性化した分子
機構があると仮定し探索を行ったところ GR 
cells で は そ れ ぞ れ の 親 株 と 比 較 し て
autophagy 活発に生じていることを見出した。 

図６．GR cells では親株では確認できない
autophagy活動マーカーLC3Aの発現が明瞭に
確認される。 
 
(4) GR cells における autophagy を薬剤あるい
は siRNAを使用し抑制するとGR cellsの生細

胞数は減少し、Caspase 活性が上昇した。 

図７．Autophagy 必須分子 ATG5 の発現を
siRNA で抑制すると GR cell の生細胞数は顕
著に減少する。 
 
(5) 原発性 EGFR-mutant 肺腺癌組織でもごく
一部の細胞には autophagosome が生じている
ことを LC3A（代表的 autophagy マーカー）の
免疫組織化学的検索、および電顕的に確認し
た。 

図８．原発性 EGFR-mutant 肺腺癌組織内の癌
細胞の一部は autophagy マーカーLC3A をド
ット状に発現している (a)。その顆粒は電顕



的にも aotupagosome として矛盾しない超微
形態像を示している。 
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