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研究成果の概要（和文）：Hsp90阻害剤であるNVP-AUY922の肺癌細胞株に対する放射線増感作用および抗腫瘍効果を検
討した。特に、EGFRチロシンキナーゼ阻害剤であるゲフィチニブに対し耐性化した肺癌細胞株に対して検討した結果、
MET増幅またはT790M変異を耐性化の機構として持つ細胞株ではNVP-AUY922の放射線増感作用および抗腫瘍効果を認めた
。一方、癌幹細胞様の特質により耐性化した細胞株ではNVP-AUY922の放射線増感作用および抗腫瘍効果は認めなかった
。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the radiosensitizing effect of Hsp90 inhibitor, NVP-AUY922 (AUY), on 
NSCLC cell lines harboring EGFR activating mutations and showing acquired resistance to EGFR-TKIs via any 
of several mechanisms. AUY was more effective against the gefitinib-resistant sublines with T790M 
mutation and MET amplification than against the parental cell lines, although the subline with stem 
cell-like properties showed more than a 10-fold higher resistance to AUY than the parental cell line. AUY 
exerted a significant radiosensitizing effect on the parental cell line and the MET-amplified subline 
through inducing G2/M arrest and inhibition of non-homologous end joining (NHEJ). In contrast, the 
radiosensitizing effect of AUY was limited on the subline with stem cell-like properties, in which it did 
not induce G2/M arrest or inhibition of NHEJ.

研究分野：呼吸器外科学
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１．研究開始当初の背景 
  
 肺癌は本邦の癌死の第 1位であり、予後
不良の疾患である。そのため新規治療法の
開発が大きな課題である。近年、肺癌にお
ける EGFRと関連遺伝子異常の存在が明ら
かとなり、これらの異常は下流の分子であ
る AKT の活性化に強く関与することが判
明した（Yamamoto et al. Cancer Res. 2008）。
EGFR 変異を有する肺癌は、本邦肺腺癌の
約 40%を占める。ゲフィチニブなどの
EGFR チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤
（EGFR-TKI）は EGFR 変異肺癌の約 80%
に有効であるが、最終的に耐性となること
が多く、肺癌治療上の問題となっている。 
  
 Heat shock protein 90 (以下、「Hsp90」とい
う) は、AKTなど癌で鍵となる多くのシグ
ナル伝達蛋白の安定化に関与しており、
Hsp90 阻害剤は癌治療薬として開発が進ん
でいる。さらに、Hsp90 阻害剤は放射線の
増感作用が報告されている。Hsp90 のクラ
イアント蛋白である hypoxia-inducible 
fator-1α（HIF-1α）は放射線抵抗性因子で
あり Hsp90の存在を必要とする。また放射
線照射後のHIF-1αの合成にはAKTの活性
化が関与しており、HIF1-α、AKT、変異
EGFRを全て Hsp90阻害剤が抑制する。以
上 を 踏 ま え る と 、 Hsp90 阻 害 剤 は
EGFR/AKT 活性型肺癌に対する放射線治
療の際、強力な増感剤となる可能性が考え
られるため、放射線治療への応用が期待で
きる。 
 
 一方、EGFR 遺伝子変異陽性肺癌では
EGFR チロシンキナーゼ阻害剤の効果が顕
著であるが、やがて耐性化を引き起こすた
め、耐性化後の治療法は大きな課題である。
体制化のメカニズムについては、EGFR 
T790M変異が約半数を占め、その他にMET
遺伝子増幅や、癌幹細胞様の特徴の獲得な
どが報告されている。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は肺癌におけるHsp90阻害剤と放
射線の併用時の抗腫瘍効果の機序について
検討し、肺癌における新しい治療法を確立
することを目的とする。特に、EGFR チロ
シンキナーゼ阻害剤耐性化後の肺癌に対す
る治療として、Hsp90 阻害剤と放射線治療
の併用療法が応用出来るかどうかの可能性
を検討する。 
 
３．研究の方法 
 
 肺癌細胞株において、2種類の Hsp90阻
害剤単独、放射線単独および併用療法によ
る抗腫瘍効果を放射線照射後コロニー形成
生存アッセイ、MTSアッセイなどで検証し、

放射線増感細胞株と非増感細胞株を決定す
る。 
 
 EGFR 遺伝子変異を持つ肺癌細胞株
HCC827及び PC-9と、それらから樹立した
EGFR-TKI (gefitinib) に対する耐性を示す
細胞株 HCC827-GRmet（MET 増幅）、
HCC827-GRstem（癌幹細胞様の特徴）、
PC-9-GRt790m（T790M 変異）を使用し、
Hsp90 阻害剤単独及び放射線治療との併用
療法の効果を評価する。 
 
 腫瘍細胞における DNA 修復能を評価す
るために、ヒストン蛋白によるリン酸化を
免疫染色により評価する。 
 
 各々の細胞群で AKT、HIF-1αと DNA修
復蛋白群の活性化の程度を評価する。また
免疫沈降法を用いてHsp90との直接的な関
連性を検証して放射線増感作用機序を解明
する。また in vitroと in vivoで併用療法治
療スケジュールを検討し、肺癌、特に AKT
活性型肺癌に対するHsp90阻害剤と放射線
併用療法の確立を目指す。 
 

４．研究成果 
 
 本研究は肺癌におけるHsp90阻害剤と放射
線の併用時の抗腫瘍効果の機序について検
討し、肺癌における新しい治療法を確立する
ことを目的として行った。 
 
 平成 24年度は、EGFR変異肺癌細胞株 PC9, 
H1975, H3255, KRAS 変異肺癌細胞株 H358, 
A549, PIK3CA変異肺癌細胞株 H460, AKT活
性化を示さない肺癌細胞株 H1299, H838の 8
株を使用して、 2 種類の Hsp90 阻害剤 
(17-DMAG, NVP-AUY922) に対してHsp90阻
害剤単独・放射線単独・両者の併用による抗
腫瘍効果を MTS アッセイ・コロニーフォー
メーションアッセイで評価し、放射線増感作
用および非増感作用を示す細胞株群の同定
を行った。 
 



 平成 25 年度は、EGFR 変異肺癌細胞株
HCC827, PC-9 と、それぞれより作成した
EGFR チロシンキナーゼ阻害剤 (gefitinib) に
対 す る 耐 性 株  (HCC827-GRmet, 
HCC827-GRstem, PC-9-GRt790m) を用いて
Hsp90阻害剤 NVP-AUY922の抗腫瘍効果を、
EGFR チロシンキナーゼ阻害剤耐性株とその
親株との差に注目して評価し、さらに放射線
療法との併用による抗腫瘍効果も検討した。
Hsp90 阻害剤は耐性株  (HCC827-GRmet, 
PC-9-GRt790m) においても抗腫瘍効果を示
し放射線増感作用も認めたが、癌幹細胞様の
性質を持った耐性株 (HCC827-GRstem) にお
いては抗腫瘍効果・放射線増感作用ともに乏
しかった。（図１、表１） 

 
 最終年度では、Hsp90 阻害剤単独治療群・
放射線単独治療群・併用療法群について、腫
瘍細胞における DNA 修復能を評価した。具
体的には、ヒストン蛋白 gamma-H2AXのリン
酸化を免疫染色により評価した。HCC827 お
よび HCC827-GRmet では併用療法群で腫瘍
細胞におけるDNA修復能の低下を認めたが、
HCC-827-GRstem では DNA 修復能の低下を
認めなかった。また、Hsp90 阻害剤の抗腫瘍
効果を、細胞周期にも注目して検討した。
HCC827およびHCC827-GRmetでは併用療法
群 で G2/M arrest を 認 め た が 、
HCC-827-GRstem では認めなかった（図２、
図３）。 

 

 以上の結果を踏まえ、研究成果を Oncology 
Reports誌に投稿し、掲載された (Hashida and 
Yamamoto et al. Oncol Rep 2015 
33:1499-1504) 。 
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