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研究成果の概要（和文）：本研究は、非小細胞肺癌におけるEGFRチロシンキナーゼ阻害薬（EGFR-TKI）治療耐性化後の
転移に関与する機序の解明を目的とする。EGFR-TKI耐性非小細胞肺癌細胞株 PC-9ERは、TGF-β2の発現上昇に伴うTGF-
βシグナルの活性化により、細胞遊走能の亢進を示す。そこで、この「TGF-βシグナルの活性化」に関与する遺伝子異
常の探索を行った。その結果、TGF-βシグナルとの関連性の報告があるCRKLの遺伝子増幅を見出した。また、PC-9ER細
胞特異的な19個の変異を、13の細胞遊走関連遺伝子において検出した。本研究で検出した遺伝子異常と細胞遊走能との
関連について今後さらなる検討を行う。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to investigate the molecular mechanisms relevant to 
metastasis after the acquisition of epidermal growth-factor receptor-tyrosine kinase inhibitors 
(EGFR-TKIs) resistance in non-small cell lung cancer (NSCLC). We previously reported that 
EGFR-TKI-resistant PC-9ER cells, established from PC-9 NSCLC cells with an EGFR-activating mutation, show 
enhanced motility via transforming-growth factor (TGF)-β2-induced activation of the TGF-β pathway. 
Therefore, we focused on the identification of the gene alterations associated with the activation of 
TGF-β pathway in PC-9ER cells with omics-technologies. Our data indicated that amplification of the CRKL 
gene, which is known to associate with TGF-β pathway, occurred in PC-9ER cells. Moreover, 19 
PC-9ER-specific mutations were detected in 13 genes associated with cell motility and invasion. Further 
studies are required to characterize the effects of these gene alterations on metastasis in 
EGFR-TKI-resistant NSCLC cells.

研究分野：がん分子標的治療法の開発・評価
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１．研究開始当初の背景 
肺癌は、世界各国における、がん関連死の

原因として最も高い割合を占めており、新た
な薬剤および治療法の開発による治療成績
の向上が必要不可欠である。 

肺癌の約 8割を占める非小細胞肺癌におい
て、EGFR（epidermal growth factor receptor）
チロシンキナーゼ阻害薬（EGFR-TKI）である
ゲフィチニブやエルロチニブは、EGFR 活性化
変異を有する非小細胞肺癌症例に対して、70
～80%という高い奏功率を示す。しかし、治
療開始から約１年で、奏功症例の大多数が耐
性獲得による増悪を呈する。EGFR-TKI 耐性機
序に関する近年の報告では、EGFR T790M 変異
をはじめとする二次的な体細胞遺伝子異常
に起因する耐性機序に加え、「上皮間葉移行」
および、「肺腺癌から小細胞肺癌への転化」
などの生物学的特性の変化による耐性化が
報告されている。このように EGFR-TKI に対
する耐性獲得機序についての解明は進んで
いるが、一方で EGFR-TKI 治療耐性化後にお
ける、腫瘍の転移能やそれに関与する機序に
ついての検討は、ほとんど行われていなかっ
た。 

EGFR 活性化変異を有する非小細胞肺癌（肺
腺癌）細胞株 PC-9 より樹立したエルロチニ
ブ耐性細胞株 (PC-9ER)を用いた事前の検討
により、耐性細胞株は親株に比べて高い細胞
遊走能を示すことが明らかになった。そして、
EGFR-TKI 耐性化に伴う transforming-growth 
factor (TGF)-β2 の発現量の上昇が、TGF-β
シグナル伝達系を活性化し、それにより細胞
遊走能の亢進に至るという、新たな分子機序
を見出した。 

そこで、EGFR-TKI 耐性化に伴う「転移」に
関与する細胞遊走能や浸潤能といった生物
学的特性の変化に注目し、その変化の原因と
なる機序の解明を行うことは、EGFR-TKI 治療
耐性化後の転移抑制のための新規治療法の
開発に向けた意義ある研究になると考え、本
研究を計画した。 
 
２．研究の目的 

本研究では、EGFR-TKI 耐性化に伴う細胞遊
走能の亢進の分子機序である「TGF-β シグナ
ル伝達系の活性化」および、その主因と考え
られる「EGFR-TKI 耐性化に伴う TGF-β2 の発
現量の増加」に注目し、この原因となる分子
機序を明らかにすることを目的とする。そこ
で、オミクス技術を用いてエルロチニブ耐性
細胞株 PC-9ER 細胞特異的な遺伝子異常の探
索を行い、検出した遺伝子異常が細胞遊走能
の亢進へ与える影響について評価すること
にした。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞培養および阻害剤 

本研究には、EGFR 活性化変異を有する非小
細胞肺癌（肺腺癌）細胞株 PC-9 および、PC-9
細胞株をエルロチニブに長期暴露すること

で樹立したエルロチニブ耐性細胞株 PC-9ER
（Erlotinib Resistance)を用いた。培養は、
RPMI1640 培地（Life Technologies）を用い、
37℃、5% CO2の条件において行った。 
また、EGFR-TKI であるエルロチニブおよび

PI3K/mTOR 阻害剤である NVP-BEZ235（LC 
laboratories）を使用した。 
 
(2)薬剤感受性試験 
薬剤に対する培養細胞株の感受性評価は、

MTT アッセイおよび ATP 測定法を用いた。 
 
(3)タンパクの発現、リン酸化レベルの評価 
ウエスタンブロット法を用い検討を行った。 
 
(4)ゲノム DNA サンプルの調整 

QIAamp DNA mini kit（QIAGEN）を用いて
細胞株よりゲノム DNA を抽出した。Qubit 
dsDNA BR Assay Kit（Life Technologies）
を用いて濃度測定を行った後に、各実験に適
した濃度への調整を行った。 
 
(5)Comparative Genomic Hybridization
（CGH）解析 
PC-9 および PC-9ER 細胞のゲノム DNA それ

ぞれ 500ng を蛍光色素で標識し（PC-9:Cy3, 
PC-9ER:Cy5）、SurePrint G3 Human CGH 1x1M 
Oligo Microarray (Agilent)上で、競合的ハ
イブリダイゼーションを行った。次に、
Genomic Workbench software ver. 7.0.4.0 
（Agilent）を用いてデータの数値化および
ADM-2 フィルターを用いてコピー数異常が起
きている領域の検出を行った。コピー数異常
が起きている領域に含まれる遺伝子につい
て、その機能に基づく特徴づけを行うために
web 上のプログラムである The Database for 
Annotation, Visualization and Integrated 
Discovery Bioinformatics Resources 6.7 
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/) を 用 い
て、Gene annotation enrichment analysis
（GAE 解析）を行った。  
 
(6)全エキソンシーケンス解析 
 PC-9 および PC-9ER 細胞の各ゲノム DNA
（50ng）を用い、Nextera Rapid Capture Exome 
kit（illumina）を用いて全エキソンシーケ
ンス解析用の DNA ライブラリ作成を行った。
ライブラリの濃度調整後、デスクトップ型次
世代シーケンサーである MiSeq（illumina）
において、MiSeq Reagent Kits v3 を用い、
75bp のペアエンドでの配列解析を行った。
MiSeq より出力された配列情報は、CLC 
Genomics workbench v7.5.1 を用いてヒトゲ
ノム参照配列（hg19）にマッピングし、その
後ミスセンス変異およびナンセンス変異の
み検出した。その検出された変異から、1000
人ゲノムプロジェクトおよび HapMap データ
ベースに基づき生殖細胞変異を除去した。そ
して残った変異について、PC-9細胞と PC-9ER
細胞間で比較を行い、PC-9ER 細胞でのみで検



出された変異を「PC-9ER 細胞特異的変異」と
した。検出された遺伝子について、その機能
に基づく分類、絞り込みを行うために GAE 解
析を行った。 
 
(5)メタボローム解析 

定法に従い、細胞株から代謝物を抽出し、
capillary electrophoresis time of-flight 
mass spectrometry (CE-TOF-MS)を用いて分
析を行った。質量分析データの数値化、代謝
物の同定、定量には、Agilent CE Capillary 
electrophoresis System、HMT Metabolomics 
Solution Package そ し て Master-Hands 
software を用いて行った。各細胞株の細胞内
代謝物濃度の情報を用いた多変量解析には、
SIMCA-P+ software v12.0.1.0 を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) PC-9ER 細胞における TGF-βシグナル伝
達系関連遺伝子の遺伝子コピー数異常の検
討 

 EGFR-TKI 耐性化に伴う TGF-β2 遺伝子も
しくは TGF-βシグナル伝達系関連遺伝子の
遺伝子コピー数異常がある場合、直接的に
「TGF-β シグナル伝達系の活性化」へつなが
る可能性が考えられる。そこで、CGH 解析に
より、PC-9ER 細胞と親株である PC-9 細胞間
の遺伝子コピー数の比較を行うことで、耐性
化に伴って生じた遺伝子コピー数異常を示
す領域の探索を行った。その結果、PC-9ER 細
胞の 13 箇所のゲノム領域においてコピー数
異常が検出された（コピー数増加：5 領域、
コピー数減少：8領域）。しかしながら、PC-9ER
細胞において、TGF-β 2 遺伝子および主要な
TGF-β シグナル伝達系関連遺伝子領域での
コピー数異常は検出されなかった。この結果
より、「TGF-β シグナル伝達系の活性化」は、
TGF-β シグナル伝達系関連遺伝子の遺伝子
コピー数異常によるものではなく、他の遺伝
子異常が関与していると結論付けた。 
 
(2) PC-9ER細胞特異的な細胞遊走関連遺伝子
上の変異の探索 

TGF-β シグナル伝達系の活性化、そして細
胞遊走および浸潤に関与する他の遺伝子異
常の探索を目的に、次世代シーケンサーを用
いて PC-9ER 細胞と親株である PC-9 細胞の全
エキソンシーケンス解析を行い、PC-9ER 細胞
特異的変異の探索を行った。その結果、509
遺伝子の 1,007 箇所において PC-9ER 細胞特
異的な変異（ミスセンスおよぶナンセンス変
異）が検出された。GAE 解析により情報生物
学的に絞り込みを行った結果、19 個の変異を、
13 の細胞遊走関連遺伝子において検出した。
これら遺伝子上の変異と PC-9ER 細胞の示す
細胞遊走能の亢進との関連性について、今後
分子生物学的評価が必要である。 
 
(3) EGFR-TKI 耐性機序の「TGF-β シグナル
伝達系の活性化」への関与についての検討 

EGFR の下流シグナル経路と TGF-β シグナ
ル伝達系との間には、相互作用があることが
知られており、PC-9ER 細胞においても両シグ
ナル経路間の相互作用があることが確認さ
れている①。そこで、PC-9ER 細胞における
「TGF-β シグナル伝達系の活性化」の機序の
解明において、EGFR-TKI 耐性機序の関与につ
いての検討は必要不可欠であると考えた。し
かしながら、研究開始当初、PC-9ER 細胞の
EGFR-TKI 耐性機序については、「既知の二次
的な体細胞遺伝子異常は関係しておらず、機
序が不明な恒常的な PI3K/Akt/mTOR シグナル
の活性化が関与している」という情報のみに
とどまり、耐性の主因となる分子機序につい
ては不明であった①。そこで、上記の CGH 解
析、全エキソンシーケンス解析に加えて新た
にメタボローム解析を行うことで表現型レ
ベルでの検討も加えて PC-9ER 細胞の
EGFR-TKI 耐性機序の解明を行い、その結果に
基づき TGF-β シグナル経路との関連性につ
いて検討を行うことにした。 
 
①CGH解析結果に基づくEGFR-TKI耐性機序の
解明 
CGH 解析において検出された、PC-9ER 細胞

において遺伝子コピー数増加が起きている 5
領域には 167 遺伝子が含まれていた。それら
遺伝子について、GAE 解析による情報生物学
的絞り込みを行うことで、がん関連シグナル
に含まれる遺伝子の抽出を行った。その結果、
慢性骨髄性白血病の原因となる BCR-ABL キナ
ーゼの主要な基質分子であり、アダプタータ
ンパクとして PI3K/Akt/mTOR シグナルの上流
に位置している CRKL に注目した②, ③, ④。
PC-9ER 細胞における CRKL 遺伝子のコピー数
は、定量 PCR による評価の結果約 6 倍に増加
しており、それに伴う CRKL タンパクの発現
上昇もウエスタンブロッティングにより確
認された。また、PC-9ER 細胞において恒常的
な活性化を示し、EGFR-TKI 耐性にも関与する
と考えられる PI3K/Akt/mTOR シグナルの上流
に CRKL は位置していることから、PI3K/mTOR
阻害剤を用いた結果、PC-9ER の細胞増殖は顕
著に抑制された。以上の結果は、CRKL のコピ
ー数の増加が、PC-9ER 細胞の EGFR-TKI 耐性
に関与している可能性を示唆しているもの
と考えられる。 
CRKL は細胞遊走および TGF-β シグナル伝

達系との関連性が報告されている。CRKL の遺
伝子増幅を有する非小細胞肺癌細胞株にお
いて、CRKL のノックダウンは細胞遊走および
浸潤能を顕著に低下させることが報告され
ている⑤。また、神経膠芽腫においては、CRKL
の過剰発現が、TGF-β1 により誘導される細
胞遊走・浸潤を活性化させることが示されて
いる⑥。よって、PC-9ER 細胞における CRKL
のコピー数増加も同様に、TGF-βシグナルの
活性化に起因する細胞遊走能の亢進に何ら
かの影響を与えている可能性があると考え
られる。 



 
②マルチオミクス解析を用いた EGFR-TKI 耐
性機序の解明 

エルロチニブは、標的分子である EGFR の
活性阻害に加えて、酸化ストレスの誘導によ
る薬理効果を示すことが報告されている⑦。
そこで、PC-9ER 細胞が酸化ストレスへの耐性
機序を有するか検討するために、CGH 解析に
よる遺伝子コピー数解析結果と、メタボロー
ム解析による細胞内代謝物濃度測定結果を
併せたマルチオミクス解析を行った。PC-9ER
細胞では、グルタミン代謝関連遺伝子の発現
亢進に関わる MYCおよびグルタチオンからグ
ルタミン酸の再合成に関わる 3遺伝子のコピ
ー数の増加が CGH 解析により検出された⑧, ④。
また、メタボローム解析において、PC-9ER 細
胞を特徴づけているのは「グルタミン代謝経
路全体の活性化」であることが明らかになっ
た。これらの結果より、グルタミン代謝関連
遺伝子のコピー数増加というゲノムレベル
での変化によりグルタミン代謝経路全体の
活性化が起き、その結果としてグルタミンよ
り合成されるグルタチオンによる抗酸化能
が亢進しているものと考えられる。また、全
エキソンシーケンス解析においても、グルタ
チオン代謝に関連する 6 遺伝子上の変異が、
PC-9ER 細胞特異的に検出されており、これら
変異が上記のグルタミン代謝関連遺伝子の
コピー数増加と併せて PC-9ER 細胞の抗酸化
能の亢進に関連している可能性があると考
えられる。EGFR-TKI 耐性化に伴う、グルタミ
ン代謝経路の活性化と、細胞遊走能の亢進と
の間の関連性については不明である。しかし
ながら、EGFR-TKI 耐性化または耐性化後の転
移能の予測に、グルタミン代謝の亢進を代理
マーカーとて利用することができる可能性
が考えられる。 
 
(4)まとめ 

本研究により、EGFR-TKI 耐性化に伴う細胞
遊走能の亢進に関係する可能性のある遺伝
子異常を複数明らかにすることができた。し
かしながら、それら新たに見出した遺伝子異
常と細胞遊走能、もしくは TGF-β シグナル
伝達系との関連性について、本質的な結論を
得るには至っていない。さらなる検討を継続
して進めることで、「EGFR-TKI 耐性化に伴う
細胞遊走能の亢進の分子機序」を解明する必
要があると考える。 

また、本研究を進めていくなかで、新たな
EGFR-TKI 耐性化に伴う分子生物学的特性の
変化として、耐性化に伴いグルタミン代謝が
亢進することを見出すことができた。代謝物
は、低侵襲的に採取可能な血液、尿、体腔液
などからも検出可能である。そのため、グル
タミン代謝物の測定は、EGFR-TKI 耐性化また
は耐性化後の転移能の予測の代理マーカー
として、低い侵襲で検出可能な検査法の開発
への展開も考えられる。この点についても、
引き続き研究を進めていきたい。 
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