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研究成果の概要（和文）：現在、実臨床においてキナーゼを標的とした分子標的治療薬が使用されているが、耐性細胞
の出現など克服すべき問題も多い。本研究では、各種分子標的治療薬に対する耐性メカニズムを解明し、耐性解除のた
めに有効なキナーゼ阻害剤の選定とリプリファイリングを目的とした。本研究成果より、EGFR、c-Met、PDGFRに対する
各種キナーゼ阻害剤耐性ヒト膠芽腫細胞株において、c-Met阻害剤はEGFRのATP結合部位に対する薬剤交叉は示さなかっ
たものの、EGFR signalingを含めた複数のシグナル経路を抑制し、さらにPI3K阻害剤と併用することで薬剤耐性を解除
できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Several molecular therapeutics targeting protein tyrosine kinases have recently 
been attempted; however, an emerging drug resistance is a crucial issue. Glioblastoma multiforme (GBM) is 
the most common and aggressive brain tumor. Despite technological advances in surgery, combined with 
regimens of radiotherapy and new generation chemotherapy with temozolomide, the median survival is still 
15 months. Here, we established cell lines acquired drug resistance to individual tyrosine kinase 
inhibitor (TKI) for EGFR, c-Met, and PDGFR that highly expressed in GBM, and characterized the underlying 
mechanisms. We found that c-Met inhibitor effectively abrogated TKIs-dependent enhancement of 
phosphorylation of EGFR, although it did not effect on the ATP-binding ability of EGFR. In addition, the 
combination therapy of c-Met and PI3K inhibitors might be a powerful approach to abolish the TKI 
resistance for molecular target therapy in GBM, by inhibiting phosphorylations of Akt, Src, and p38 MAPK.

研究分野：腫瘍のシグナル伝達研究
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１．研究開始当初の背景 
 チロシンおよびセリン・スレオニンキナー
ゼ（以下 Y キナーゼ、ST キナーゼ）による
「リン酸化」は、迅速かつ特異的な細胞内シ
グナル伝達の鍵となるイベントで、その制御
機構の破綻は癌など多くの疾病の発症や悪
性化に関与する。実際、ヒト乳癌の発生・転
移・薬剤耐性には、HER-2や Srcを始め各種
キナーゼの異常な活性亢進が深く関与する
ことが明らかとなっている  (Nature Med 
2011:17;461-9)。現在、gefitinib (EGFR阻害薬)
や imatinib (BCR-ABL阻害薬)などキナーゼを
標的とした分子標的治療薬が実臨床でも使
用されているが、低い奏功率、副作用や耐性
細胞の出現など克服すべき問題も多い。この
一因は、癌細胞では複数のキナーゼ活性化に
よるシグナル伝達経路の複雑かつ異常なク
ロストークが生じていることにある。 

 申請者は従前研究によって、キナーゼの特
異的阻害薬として頻用されている薬剤の中
には、Y・STキナーゼの垣根を越え、複数の
キナーゼを標的とするものが存在すること
を明らかにしている。実際、Src チロシンキ
ナーゼ阻害剤 SU6656 は、セリン・スレオニ
ンキナーゼ Auroraも標的とし、Srcと Aurora
の ATP 結合部位の構造類似性が二重抑制を
可能にすることを報告した (Eur J Cancer 
2012:48;2417-30)。この結果は、近年、構造生
物学の分野において、キナーゼの ATP結合部
位の「構造類似性」に基づいた新たなクラス
ター分類が進められていることに支持され
る (Bioinformatics 2010:26;198-204)。 

 分子標的治療において、この構造類似性を
逆手に取り、単剤で癌特異的な活性化キナー
ゼを複数同時に抑制できれば、副作用を増や
すことなく治療効果のみを増強することが
可能となると期待される。 

 
２．研究の目的 
 上記の背景を受けて、本研究では、現在癌
治療において重大な問題となっている各種分
子標的治療薬に対する耐性メカニズムを解明
するため、耐性細胞において活性化している
キナーゼを同定ならびに活性化メカニズムを
解明し、耐性解除のために有効なキナーゼ阻
害薬の選定を目的とする。 

 

３．研究の方法 
 本研究目的解決のため、ヒト膠芽腫細胞株
KMG4を用いてEGFR、c-Met、PDGFR阻害薬
に対する耐性細胞株を樹立後、各細胞株で活

性化亢進しているキナーゼおよびその下流シ
グナル伝達経路を同定、薬剤耐性を解除する
ために最も効率の良いキナーゼ阻害薬を洗い
出す。 

(1) ヒト脳腫瘍の分子標的治療薬耐性獲得に
重要なキナーゼの同定 

 ヒト膠芽種細胞株KMG4を、3種類のYキ
ナーゼ (EGFR、c-Met、PDGFR) に対する
阻害剤で長期間処理し、薬剤耐性細胞株を
樹立した。これらの薬剤耐性株を用いてリ
ン酸化アレイ (RayBio Phosphorylation 
Antibody Array I) を実施し、全ての耐性細
胞株で普遍的に活性化しているキナーゼを
同定した。活性化が認められたキナーゼに
対しては、イムノブロッティングでその信
頼性を検証した。 

 (2) 分子標的治療薬（キナーゼ阻害薬）耐性
獲得メカニズムの解明 

 樹立した3種類の分子標的治療薬耐性細
胞を用いて、遺伝子プロファイリング、タ
ンパク質プロファイリングを行い、pathway
解析にて治療抵抗性獲得シグナル経路を解
明した。具体的には、分子標的治療薬処理
後経時的にマイクロアレイ解析 (SurePrint 
G3 Human GE 8x60K, ver2.0) およびタンパ
ク質リン酸化解析を実施し、全ての耐性株
で共通して発現亢進あるいは活性化亢進し
ているシグナル経路を解明した。発現量お
よびリン酸化量に変化が認められた分子に
対しては、定量的RT-PCRおよびイムノブロ
ッティングを行い、それらの信憑性を検討
した。また、KMG4細胞で得られた結果の
普遍性を、他の膠芽腫細胞株ならびに初代
培養細胞を用いて検討した。 

(3) キナーゼ阻害薬の抑制プロファイル構築 

 上記で同定された薬剤耐性獲得シグナル
経路において、重要と想定されるキナーゼ
の標的分子に対するFRETバイオセンサー
を用いて、耐性獲得細胞におけるシグナル
経路の活性化状態を検討した。さらに、薬
剤耐性獲得細胞を各種キナーゼ（EGFR, 
c-Met, FAK, PI3K, Src, ERK）に対する阻害
薬で処理し、活性化シグナルを抑制し、治
療抵抗性を解除するのに有用であるかを検
討した。薬剤処理によって活性化の低下が
認められたキナーゼに関しては、PyMOLソ
フトウェアを用いてキナーゼ阻害薬とキナ
ーゼのATP結合領域のin silico構造解析を行
い、結合可能性およびキナーゼ間の交叉を
検討した。 



 
４．研究成果 
(1) ヒト脳腫瘍の分子標的治療薬耐性獲得に
重要なキナーゼの同定 

 ヒト膠芽種細胞株KMG4を用いて、EGFR、 
c-Met、PDGFR各阻害剤に対する薬剤耐性
株を樹立した。これらの耐性細胞を用いて
リン酸化アレイを実施し、コントロール細
胞（薬剤無処理）と比較して、6種類のキナ
ーゼが活性亢進、また3種類のキナーゼ活性
が低下していることが明らかとなった。こ
の結果は、イムノブロッティングにより検
証した。 

 (2) 分子標的治療薬（キナーゼ阻害薬）耐性
獲得メカニズムの解明 

 樹立した3種類の分子標的治療薬耐性細
胞を用いてcDNAマイクロアレイ解析を実
施し、全ての薬剤耐性株で共通して発現亢
進が認められるキナーゼ関連シグナル伝達
経路（5経路）を同定した。この内、JAK- 
STATやFAKに関しては、マイクロアレイで
の発現変動と(1)のリン酸化アレイでの活
性化状態が相関した。これらの分子の
mRNA発現量およびリン酸化状態に関して
は、qRT-PCRおよびイムノブロッティング
で検証した。また結果の普遍性を検証する
ため、他の4種のヒト膠芽腫細胞株（U138, 
U251, U343, U373）ならびに当教室で分離
培養されたヒト膠芽腫初代細胞3種を用い
て当該薬剤処理後にイムノブロッティング
を行い、Akt, Src, ERK, p38MAPKの活性化
において再現性が確認された。 

(3) キナーゼ阻害薬の抑制プロファイル構築 

 上記で同定された薬剤耐性獲得シグナル
経路において、いずれの経路においてもシ
グナルの伝達およびその分配に重要な働き
をしているアダプター分子Crkに対する
FRETバイオセンサーを用いて、耐性獲得細
胞におけるシグナル経路の活性化状態を検
討した。さらに、各種キナーゼ（EGFR, c-Met, 
FAK, PI3K, Src, ERK）に対する阻害薬で細
胞を処理した際のシグナル分子の活性化状
態を解析した所、シグナルのクロストーク
ならびに上下関係が明らかとなった。この
中で、耐性細胞をc-Met阻害剤SU11274で処
理した場合、c-Metに加えてEGFRのリン酸
化低下も認められた。逆に、EGFR阻害剤処
理ではc-Metの活性抑制は認められなかっ
た。PyMOLソフトウェアを用いてc-Met阻
害剤SU11274とc-MetならびにEGFRのATP
結合領域のin silico構造解析を行った所、

SU11274とEGFRに対する高い結合親和性
は認められず、またEGFRに対するSU11274
のIC50値はc-Metに対するそれと較べて500
倍以上高いことが明らかとなった。また、
PI3K阻害剤と併用することで、耐性細胞で
活性化している複数のシグナル経路が効率
よく抑制されることが明らかとなった。 

 これらの結果から、ヒト膠芽腫における
分子標的治療薬耐性株において、c-Met阻害
剤はEGFRに対する交叉は認められなかっ
たものの、耐性獲得に関与する複数のシグ
ナル経路を抑制し、PI3K阻害剤と併用する
ことで耐性を解除できる可能性が示唆され
た。現在、c-Met, EGFR, PI3Kの下流で機能
し、薬剤耐性に直接関与すると示唆される
候補分子も見出しており、今後、薬剤耐性
を解除する上でより効果的な標的分子の同
定を目指す。 
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