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研究成果の概要（和文）：本研究は、分子標的治療薬である抗EGFRモノクローナル抗体セツキシマブの肺癌領域におけ
るバイオマーカーの検出及び耐性克服についての基礎的研究である。本研究でセツキシマブ耐性肺癌細胞株において、
KREMEN1遺伝子が発現低下していることと、Wntシグナル経路が活性化していることを見出した。従ってWnt経路の活性
化抑制が耐性化克服に有効であり、感受性を示さない細胞においても適応範囲を拡大できる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：This study is basic research that explore the biomarker and factors overcoming dru
g resistance to anti-EGFR monoclonal antibody cetuximab in lung cancer. We found that KREMEN1 gene was ove
rexpressed and Wnt signaling pathway was highly activated in cetuximab resistant cells. Therefore the inhi
bition of Wnt signaling pathway can possibility overcome the acquired resistance for cetuximab. Moreover t
his results can be applicable for lung cancer that is inherently resistance for cetuximab.
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１． 研究開始当初の背景 
肺癌による死因の高さは世界中において幅
広く認められており、その中で、分子標的治
療薬の開発が数多く進められている。特に非
小細胞肺癌において、上皮成長因子受容体
（EGFR）の過剰発現が見られ、その発現レ
ベルが予後不良と相関している。この EGFR
に対する分子標的薬として、EGFRの遺伝子
変異陽性例において効果を示す、チロシンキ
ナーゼ阻害剤については開発が進んでいる
が、EGFR遺伝子変異陰性症例やチロシンキ
ナーゼ阻害剤耐性を獲得した症例に対して
は対応方法がないのが現状である。一方、そ
の他の EGFR 経路阻害方法としてセツキシ
マブなどの抗 EGFR抗体が開発され大腸癌、
頭頸部癌領域で広く用いられている。非小細
胞肺癌に対しても最近抗癌剤との併用によ
り、分子標的治療薬としてはじめて全生存期
間延長がみられたことが報告された（FLEX
試験）。しかしながら、セツキシマブの肺癌
領域における感受性因子の検討は本邦にお
いても欧米においてもほとんど行われてい
ない。この一因は基礎的研究を行うにあたり、
セツキシマブ感受性肺癌細胞株がほとんど
ないためである。本研究では、以前の研究よ
り発見したセツキシマブ感受性細胞を使用
し、セツキシマブの効果的に使用するための
基礎的研究を行うことにある。 
 
 
２．研究の目的 
抗 EGFR 抗体セツキシマブは、EGFR チロ
シンキナーゼ阻害剤無効、耐性症例に対して
期待がもたれ、大規模臨床試験で肺癌患者に
における生存期間延長が示されたが、その差
はわずかであり、同剤の感受性因子の探索と
より効果の高い投与方法の開発が急務とな
っている。本研究ではセツキシマブ感受性肺
癌細胞と、低濃度暴露によって得られたセツ
キシマブ耐性細胞を利用して、セツキシマブ
感受性因子の探索と、新しいセツキシマブ併
用療法の開発を目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、(1)セツキシマブ耐性クローン
の樹立を行う。これは、以前の研究より見出
したセツキシマブに対し感受性を示す細胞
を図 1 に示すように、段階的に濃度を上げ、
高濃度に暴露したのち、限界希釈法によって

耐性クローンを樹立する。具体的には、96 穴
培養皿にコロニー数が１個以下になるよう
な濃度で細胞をまき（図 2）、単一クローンを
分離する。これを 24 穴培養皿から徐々に大
きいサイズの培養皿に継代し、耐性クローン
として樹立する。耐性化の確認は、細胞増殖
抑制試験により行う。(2)元のセツキシマブ
感受性細胞と樹立した耐性クローンについ
て、マイクロアレイ解析により網羅的遺伝子
発現解析を行う。パスウエイ解析機能及びパ
ターン抽出機能を用いて、耐性クローンにお
いて発現が変化（増強、あるいは減弱してい
る）細胞内シグナル伝達系を特定する。①マ
イクロアレイによる遺伝子発現解析：感受性
細胞株と耐性クローンについてRNA抽出を行
う。RNA 純度を Agilent2100 バイオアナライ
ザーで検定後、Agilent社 Whole human genome
オリゴ DNAマイクロアレイを用いて１色法で
網羅的遺伝子発現解析を行う。得られた遺伝
子発現情報を Genespring GX ソフトウエア
を用いて比較する。②結果の解釈：BRB アレ
イツールを用いて、耐性クローンで発現が変
化（増強あるいは減弱）している細胞内シグ
ナル伝達系を特定する。③マイクロアレイ解
析による結果の検証として、②で特定したシ
グナル伝達経路が実際に耐性クローンで変
化しているかどうかを調べるため定量的 PCR
法を行う。 
 
 

 
 



４．研究成果 
(1)セツキシマブ耐性化クローンの樹立 
セツキシマブに高感受性を示した細胞株に
ついて、低濃度からの刺激を半年以上、徐々
に濃度をあげ 1000μg/ml の濃度で耐性化さ
せた耐性細胞株を限界希釈法により、耐性化
した単一クローンを作成した。細胞増殖抑制
試験により耐性化の確認を行った。下図は一
例として、クローン No.2 についての耐性化
を示す。最終濃度の1000μg/mlにおいても、
全く薬剤に感受性を示さない耐性クローン
が樹立できた（図 4）。 
 

 
 
(2)マイクロアレイによる網羅的遺伝子解析 
セツキシマブ感受性株1株と耐性クローンを
ランダムに抽出した 3株を選択し、網羅的遺
伝子発現解析を行った。 
図 5 に示すように、BRB アレイツールを用い
て、コントロールの感受性株に比べ薬剤耐性
化群との比較を行ったところ、数多くの遺伝
子発現の変動があった。続いてパスウェィ解
析を行った結果、図 6に示した。有意差のあ
るほうから、順に上位 15 の結果について示
す。 
Genespring GX のパスウエイ解析において、
耐性化クローン群において、Wnt シグナルの
発現増強がみられたことと、図 6に示すよう
に BTBアレイ解析においても Wntシグナルの
発現増強が一致していたことから、この系の
シグナルが耐性化への相関性が示唆された。 
 

 
 
 
 
 

 
 
(3)PCR アレイによる Wnt シグナルの解析 
セツキシマブ感受性株及び耐性クローン3種
類について、10%牛胎児血清を含む培地ある
いは、含まない培地にて 24 時間培養した細
胞の RNAについて Wntシグナルの遺伝子発現
の変動を調べたところ、Wnt2 は、どの耐性ク
ローンについてもコントロールに比べ、血清
存在、不存在にかかわらず遺伝子発現の増強
が見られた。 
BTRC、GSK３A は血清存在下で発現が上昇し、
CSNK2A1 では、血清非存在下で発現が上昇し
ていた。 
FZD3 及び KREMEN１では、発現が低下してい
た。特に KREMEN1 では、血清の存在下でさら
に発現の低下が顕著に見られた。 
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