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研究成果の概要（和文）：上皮成長因子受容体（EGFR）チロシンキナーゼ阻害剤（TKI）耐性肺癌細胞株およびマウス
モデルを用いて各種分子標的薬剤（mTOR阻害剤、JAK2/STAT3阻害剤、EGFRと血管新生の両阻害剤）の有効性を示した。
また、第2世代EGFR-TKIであるアファチニブは、EGFR遺伝子改変マウスにおいてゲフィチニブよりも生存期間を延長し
た。T790Mを有する肺癌に対してもアファチニブと血管新生阻害剤の併用が有効性が示唆された。さらには、SRCを介し
たERKへのバイパスシグナルを有する新規EGFR-TKI耐性機序を発見し、その耐性株ではSRC阻害薬の併用によりゲフィチ
ニブ感受性が回復することを証明した。

研究成果の概要（英文）：EGFR mutations are more frequently observed in non-smokers and adenocarcinoma 
patients. The majority of EGFR mutant lung cancers initially sensitive to EGFR-TKI become resistant to 
these agents within 1 year. To overcome EGFR-TKI resistance mechanisms, we have studied using EGFR-TKI 
resistant lung cancer cell lines, xenograft models, and EGFR-transgenic mice. mTOR inhibitor,　JAK2/STAT3 
inhibitor, and EGFR/VEGFR dual inhibitor were all effective. Next, second-generation EGFR-TKI, afatinib, 
was more potent than gefitinib and the combination of afatinib with bevacizumab efficiently suppressed 
resistant tumors. Furthermore, we established a novel gefitinib-resistant lung cancer cell line and found 
that gefitinib substantially suppressed the EGFR signaling pathway, whereas ERK was reactivated, dual 
inhibition of EGFR and SRC restored gefitinib sensitivity. In conclusion, our results indicate that the 
molecular target drugs may be a potent strategy to overcome the EGFR-TKI resistance.
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１．研究開始当初の背景 
肺癌は喫煙が主たる原因とされるが、日本

の肺癌患者は男性の約 40％、女性の約 80%が
非喫煙者となっている。非喫煙者肺腺癌の
50-60%に上皮性成長因子受容体（epidermal 
growth factor receptor: EGFR）遺伝子変異
が認められている。この遺伝子は発癌とその
進展に関与しており、それらに対してゲフィ
チニブなどの EGFR チロシンキナーゼ阻害剤
（TKI）の有用性が示されてきた。しかしな
がら、その奏効期間は平均約 1年で耐性とな
るため新たな治療法の開発が望まれている。
我々は、EGFR 遺伝子改変マウスを開発し、そ
の進展には EGFR 下流の JAK2/STAT3 や
AKT/mTOR 経路の活性化、および血管新生が関
与していることを報告してきた。 
 
２．研究の目的 
活性型 EGFR 遺伝子変異肺癌細胞株、異種

移植モデル、および EGFR 遺伝子改変マウス
における、各種分子標的薬剤とシグナル伝達
機構を解析し、EGFR-TKI 耐性解除を試みる。 
 
３．研究の方法 
1) EGFR 遺伝子変異細胞株 
EGFR-TKIの耐性株は、PC-9（EGFR変異 exon 

19 欠失）を親株として当科で樹立された 4つ
の耐性株 RPC-9（T790M）、PC-9/Van-R（T790M 
+ MET増幅 + HGF増幅）、PC-9/ER3（JAK2/STAT3
発現増強）および PC-9/GR（SRC 発現増強）
を用いる。薬剤はJAK2/STAT3阻害剤（JSI-124、
AZD1480）、EGFR と VEGFR の両阻害剤（バンデ
タニブ）、第2世代EGFR-TKI（アファチニブ）、
SRC 阻害剤（ダサチニブ）、mTOR 阻害剤（エ
ベロリムス）を使用する。細胞増殖抑制は MTT
アッセイで評価する。EGFR シグナル関連蛋白
は Western blotting で検出する。 
 

2) 異種移植モデル 
BALB/cAJcl-nu 雄 5 週齢のヌードマウスを

2 週間予備飼育した後、各腫瘍細胞株を 2 x 
106 個ずつ皮下投与し、異種移植モデルを作
製する。約 2週間後より腫瘍が確認されるの
で、腫瘍が 0.05cm3になったところで、3群に
分け、プラセボ、各種薬剤（低用量と高用量）
を投与する。飼育中、腫瘍径の測定を行い、
6 週間観察する。2 週毎に各群 2 匹ずつ
sacrifice を行う。組織をホルマリン固定し
パラフィン包埋を行い、検体の連続切片を作
成し HE 染色および免疫組織染色と Western 
blotting で蛋白発現を確認する。 
 

3) 遺伝子改変マウス 
exon 19 欠失と exon 21 L858R の 2 系統の

EGFR 遺伝子改変マウスを用いて、各種薬剤を
投与し発癌抑制効果を検討する。マウス 3週
齢各系統をコントロール群と薬剤投与群と
する。1 週毎に各群のマウスの体重測定を行
い、全身状態を観察する。10 週後（15週齢）
に sacrifice し、表面から肺腫瘍数と腫瘍サ

イズを測定する。腫瘍組織はホルマリン固定
パラフィン包埋として保存し、EGFR 関連蛋白
および新生血管の解析を行う。 
 
４．研究成果 
1)PC-9/ER3 では、非受容型チロシンリン酸化
酵素である JAK2 の活性化が認められ、エル
ロチニブによりリン酸化 EGFR は抑制された
ものの、EGFR 下流シグナルの AKT は不活化さ
れなかった。JAK2 阻害剤である JSI-124 とエ
ルロチニブの併用により PC-9/ER3 の JAK2 並
びに AKT の活性化が抑制され、エルロチニブ
に対する感受性の回復が得られた（図上）。
siRNAでJAK2を抑制することでも同様の知見
を得た。また、マウスの異種移植モデルを用
いて JSI-124 とエルロチニブ併用により
PC-9/ER3 の有意な腫瘍縮小効果も示した（図
下）。これらの結果は、JAK2 の活性化がエル
ロチニブの獲得耐性に部分的に関与してい
ることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2) PTEN欠失の EGFR遺伝子変異を有する肺癌
細胞株を用いた異種移植モデルではゲフィ
チニブと比較してバンデタニブで明らかな
腫瘍抑制効果を認めた（図）。EGFR 遺伝子変
異を有する PTEN 欠失肺癌細胞株においてバ
ンデタニブは有用であることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



3）exon 19 欠失 EGFR 遺伝子改変マウスに対
して、アファチニブとゲフィチニブをそれぞ
れ 4週間投与したところ、アファチニブ投与
群において腫瘍は少ない傾向にあった。病理
組織像ではゲフィチニブ投与群で明らかな
結節腫瘍の残存が認められた。生存期間を比
較したところ、アファチニブはゲフィチニブ
よりも生存期間を有意に延長した（図上）。
EGFR-TKI 耐性細胞株の異種移植モデルでは、
アファチニブとベバシズマブの併用投与は、
各単剤投与よりも強い抗腫瘍効果を示した
（図下）。アファチニブはゲフィチニブより
も有用であり、耐性に対してもベバシズマブ
との併用が有用であることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
4) AZD1480はゲフィチニブ感受性および耐性
細胞株に同等の効果を示した。ゼノグラフト
モデルにおいて AZD1480 は、血管新生を抑制
し腫瘍縮小効果を呈した。遺伝子改変マウス
に AZD1480 を投与したところ、1 mm 以上の肺
の腫瘍数（0.37 ± 0.18）は、対照群（2.25 
± 0.53）に比し有意に減少した。さらに、
マウスの生存期間中央値も、投与群（217 日）
が対照群（106 日）に比し有意に延長した（図）。
AZD1480 は、活性型 EGFR 遺伝子変異を有する
肺癌に対して効果が期待できることが示唆
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

5) PC9-GRではゲフィチニブによりEGFRシグ
ナル経路が一旦は抑制されたが、SRC による
ERK 再活性化が誘導された。ダサチニブとの
併用により、PC9-GR は in vitro（図上）で
も in vivo（図下）でもゲフィチニブへの感
受性が回復した。以上より、SRC を介した ERK
再活性化が新たなゲフィチニブ獲得耐性機
序に関与している可能性が示唆され、ゲフィ
チニブとSRC阻害剤の併用がこの耐性克服に
有効であると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
6) エベロリムスに対する感受性は、EGFR 遺
伝子変異の有無に関わらずほぼ同等であっ
た。L858R 変異を有する EGFR 遺伝子改変マウ
スに 5 週齢から 20 週齢までエベロリムスを
投与したところ、肺表面の腫瘍数は有意に抑
制された。さらにエベロリムスを長期継続投
与することにより、有意な生存期間の延長が
認められた（図）。エベロリムスは in vitro
ではアポトーシスとオートファジーを誘導
していた。しかしながら、EGFR 遺伝子改変マ
ウスにおいてはアポトーシスおよびオート
ファジーは確認されず、血管新生が抑制され
ていた。エベロリムスは血管新生を抑制する
ことにより、活性型 EGFR 遺伝子変異を有す
る肺癌への有効性が示唆された。 
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