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研究成果の概要（和文）：EGFR活性測定FRETバイオセンサーとフローサイトメーターを用いて、３つの肺癌細胞株にお
いてEGFR阻害薬耐性細胞を単離した。耐性細胞の遺伝子発現パターンをcDNAマイクロアレイで解析したところ、各細胞
株由来耐性細胞において共通に発現変動する遺伝子が認められた。さらにアノテーション解析を行ったところ、耐性細
胞で亢進しているシグナル経路として3経路、低下しているものとして5経路が同定された。共通して亢進している遺伝
子群にABCトランスポーターが含まれていることから、これらの経路や遺伝子は耐性化に一定以上の役割を担っている
ものと期待される。

研究成果の概要（英文）：EGFR-TKI resistant cells were isolated in three non-small cell lung cancer 
(NSCLC) cell lines, using FRET biosensor and flow cytometer. cDNA microarray analysis showed common gene 
expression changes among the resistant cells. Annotation analysis revealed three up-regulated pathways 
and five down-regulated pathways. The ABC transporter system was included in the genes and pathways, 
which were found to be changed in relation to the acquired resistance, suggesting that this system could 
be involved in the resistance to EGFR-TKI in NSCLCs.

研究分野： 腫瘍内科学
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１．研究開始当初の背景 
上皮性成長因子受容体チロシンキナーゼ

阻害薬（EGFR-TKI）によって EGFR 遺伝
子変異陽性・非小細胞肺癌の治療成績は向上
した。しかし、癌細胞が完全に消失する訳で
はなく、腫瘍細胞集団中の EGFR-TKI 非感
受性癌細胞が残存し、その再増殖による再燃
は EGFR-TKI に対する耐性化を生じる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、非感受性・耐性獲得メカ

ニズムを解明して、非感受性・耐性克服のた
めの戦略、とくに標的分子の同定、創薬に繋
げることである。具体的には、EGFR-TKI
感受性を示す EGFR 遺伝子変異陽性・非小細
胞肺癌において、1 細胞レベルで分子の活性
化をモニターできる蛍光共鳴エネルギー移
動（FRET）バイオセンサーを用いて、同一
腫瘍内の EGFR-TKI 感受性細胞と非感受性
細胞を分離し、遺伝子発現等両者の相違を明
らかにした。 
 
３．研究の方法 

FRET の原理を用いて、生きた肺癌細胞に
おいて、１細胞レベルでの EGFR の活性およ
び薬剤による抑制効果を定量的に検出可能
なバイオセンサーを開発する。このバイオセ
ンサーを用いて、 1 細胞レベルで の
EGFR-TKI 薬効評価を行う。セルソーターを
用いて、EGFR-TKI 非感受性細胞を単離し、
遺伝子発現パターンや細胞生物学的性質を
感受性細胞と比較することによって、非感受
性・耐性獲得メカニズムやその原因遺伝子を
明らかにする。 
 
４．研究成果 
開発した EGFR 活性測定 FRET バイオセ

ンサーとフローサイトメーターを用いて、
EGFR 阻害薬耐性細胞を単離した。耐性細胞
の遺伝子発現パターンを cDNA マイクロア
レイで解析したところ、2 倍以上発現亢進し
た遺伝子は HCC827 細胞で 3368、PC3 細胞
で 3411、PC9 細胞で 1696 であった。また、
発現低下したものはHCC827細胞で 4034遺
伝子、PC3 細胞で 2960 遺伝子、PC9 細胞で
1608 遺伝子であった。単離した耐性細胞の
EGFRには2次的変異がないことを塩基配列
解析で確認しており、耐性化は EGFR 変異以
外の機序によるものと考えられた。 
さらに、各細胞株由来耐性細胞において共

通に発現変動が認められた遺伝子を調べた。
2 つ以上の細胞株で発現亢進した遺伝子は
2032 あり、その内訳は 3 細胞株で 2 倍以上
発現亢進が認められたもの 8、2 細胞株で 2
倍以上かつ他の細胞株で 2倍以下の発現亢進
だったもの 83、2 細胞株でのみ 2 倍以上発現
亢進したもの 150、1 細胞株で 2 倍以上かつ
2 細胞株で 2 倍以下の亢進だったもの 311、3
細胞株で 2倍以下の発現亢進が認められたも
の 1480 であった。一方、発現低下した遺伝

子は 1453 で、すべての細胞株で 2 倍以上低
下したもの 18、2 細胞株で 2 倍以上かつ 1 細
胞株で 2 倍以下の発現低下だったもの 77、2
細胞株のみで 2 倍以上の発現低下したもの
166、1 細胞株で 2 倍以上かつ 2 細胞株で 2
倍以下の発現低下 298、3 細胞株で 2 倍以下
の発現低下が認められたもの 894 であった。 
さらにアノテーション解析を行ったとこ

ろ、耐性細胞で亢進しているシグナル経路と
して 3 経路、低下しているものとして 5 経路
が同定された。共通して亢進している遺伝子
群に ABC トランスポーターが含まれている
ことから、これらの経路や遺伝子は耐性化に
一定以上の役割を担っているものと期待さ
れる。 
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