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研究成果の概要（和文）：EGFR遺伝子変異陽性肺癌に対するEGFRチロシンキナーゼ阻害薬（TKI）の奏効率は非
常に高いが、獲得耐性にて肺癌は根治に至らない。EGFR変異遺伝子を改変した肺癌マウスモデルを用い、肺癌幹
細胞の病態解明、治療標的の同定を目指し本研究を行った。
マウス肺癌は皮下への生着能を有し、in vivoで継代が可能であった。またEGFR-TKI感受性を維持しており、継
続治療にて耐性腫瘍を樹立、EGFRT790Mの出現を確認した。免疫能が維持されているC57BL/6で継代できるEGFR変
異肺癌は非常に希少であり、免疫チェックポイント阻害薬を含む新規治療の基礎的検討、臨床応用が今後期待さ
れる。

研究成果の概要（英文）：NSCLC harboring EGFR mutations represents one of the most critical subgroups
 of the cancer in clinical practice.EGFR tyrosine-kinase inhibitors (EGFR-TKIs) are highly 
effective, but drug-resistance inevitably develops in the tumors. Therefore to achieve deeper and 
longer remission, an　alternative treatment strategy is required for lung cancers harboring EGFR 
mutations.
　Lung tumors from the transgenic mouse strains were transplanted subcutaneously into C57BL/6J. The 
tumors maintained EGFR-dependency, and thus the EGFR-TKI gefitinib inhibited tumor growth; however, 
similar to human lung cancers, the tumors acquired resistance in 60 days, following gefitinib 
administration. Secondary EGFR T790M mutation in the tumors developed.
These syngeneic lung-cancer mouse models harboring EGFR mutations are suitable for studying the 
drug-resistance mechanisms and the role of the tumor microenvironment. 

研究分野： 呼吸器
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
EGFR遺伝子の変異は非喫煙者に発生する肺癌の原因として最も高頻度であり、EGFR阻害薬が有効である。しかし
ながら1年程度で耐性化し、根治には至らない。なぜ耐性化するかを基礎的に解明し、原因に沿った新規治療法
の開発を目指すため、よりヒト肺癌に近似した肺癌マウスモデルの作製をおこなった。遺伝子改変マウスから肺
癌を摘出し、他のマウスへ移植し、どのようにEGFR-TKIに対して耐性化して進展するかを評価したところヒト肺
癌と近似した耐性機序を呈することが分かった。このマウスモデルをプラットフォームとして免疫療法など新規
治療法の開発が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

肺癌は癌死亡の第 1 位であり，罹患率と死亡率が極めて近接した難治性癌の代表である。 
難治性となる原因の一つとして肺癌幹細胞が想定されているが、その病態については十分解明
されていない。肺癌の分類は組織学的な分類から発癌の直接的な原因となる癌特有の分子異
常(driver mutations)による分類が進んでおり、上皮成長因子受容体（EGFR）遺伝子変異
はその中でも最も高頻度である。EGFR 遺伝子変異陽性肺癌に対する EGFR-TKIs の奏効
率は 70～80%と非常に高く、EGFR-TKI は第一選択薬となった。しかしながら EGFR 遺
伝子変異を有する進行肺癌患者に EGFR-TKI を用いて治療を行った場合、平均生存期間は
4-5 年程度である。EGFR 阻害薬が一旦奏効した肺癌の全例が再増悪をきたすこと（獲得耐
性）が臨床上の非常に大きな問題とである。獲得耐性の原因として最も頻度が高いのは、二
次性のEGFR遺伝子変異（exon20 T790M）の出現であり、原因の50－60%を占める（Ohashi 
J Clin Oncol 2013)。EGFRT790M に活性がある第 3 世代 EGFR-TKI が認可され標準的に
使用されるようになったが、残念ながら耐性化は同様に避けられない。EGFR-TKI により
肺癌が根絶できない原因として肺癌幹細胞の関与している可能性があるが、十分に検討さ
れていない。 
  前臨床モデルで EGFR 遺伝子変異による持続的な EGFR の活性化が肺癌の発生につ
ながることが in vitro, in vivo で示されているが、申請者らも、EGFR 変異遺伝子をマウス
肺の II 型肺胞上皮特異的に発現させる遺伝子改変マウスを作製し、EGFR シグナルに依存
して発生、進展する肺癌の発生を確認し (Ohashi et al Cancer Sci 2008, Ohashi et al 
Cancer Res 2009)、国内特許を取得している。2005 年に Kim らが Cell 誌にマウス肺の
気管支肺胞管接合部に Sca-1 と CD34 をマーカーに気管肺胞幹細胞（BASCS）を単離し，
Kras 変異発癌における癌幹細胞の起源である可能性を示した。2010 年に同研究室が Egfr
変異肺癌では Sca-1“陰性”癌細胞でより腫瘍形成能が高いことを示した（Curtis et al. Cell 
stem cell 2010）。従って BASCS は EGFR 変異肺癌の癌幹細胞の起源ではない可能性があ
る。また最近 EGFR など癌化シグナル下に II 型肺胞上皮細胞が幹細胞として振る舞う可
能性が示された（Desai et al. Nature 2014)。申請者らが作製した肺 
癌モデルは II 型肺胞上皮細胞を EGFR 変異により癌化させたものであり，幹細胞様の機
能をもつ肺癌細胞が存在する可能性が高いとの仮説を立てた。また近年の研究により，
OCT4 や NANOG が ES 細胞，iPS 細胞などの恒常性に重要であることがわかっている
が，癌幹細胞でも同様に重要な働きをしていることが報告されている。幸運なことに理研バ
イオリソースセンターに OCT4，NANOG 遺伝子の発現を GFP で標識したマウスモデル
が学術研究用にデポジットされており、肺癌マウスモデルとこれらマウスとを交配し，幹細
胞マーカーを高発現している少数の肺癌細胞を GFP で効率的にｽｸﾘｰﾆﾝｸﾞする系を着想し
た。肺癌幹細胞を同定、単離することができれば，その病態、治療標的を探索し癌幹細胞を
根絶しうる新規治療法の開発につながり、また癌幹細胞を用いてヒト肺癌の進展様式をよ
り忠実に再現する次世代型の肺癌マウスモデルの樹立できると考えた。   
   
 
２．研究の目的 
EGFR 遺伝子組み換え肺癌マウスモデルと多能性マーカーであるOCT4 遺伝子発現をGFP で
標識したマウスを交配させ，微量の肺癌幹細胞を，GFP を用いて効率的に検出し、ヒト肺癌の
病態をより生体に近い形で再現する次世代 EGFR 肺癌マウスモデルの樹立を試みる。また、次
世代シーケンサーで解析，治療標的を探索し，癌幹細胞の根絶を目指した in vivo pre-clinical 
trial を行う。 
 
３．研究の方法 
①EGFR 変異肺癌における OCT4 高発現癌細胞の検索 
RIKEN バイオリソースセンターに OCT4 遺伝子の高
発現とともに GFP 発現が誘導され，GFP にて OCT4 
遺伝子の発現をモニタリングできる C57BL/6J-
Tg(GOFGFP)11Imeg （ RBRC No.00771 ） （ 以後
C57BL/6-OCT4GFP と表記）が登録されている。寄託
者である RIKEN 阿部訓也博士と共同研究という形
で供与受け、そのマウスと申請者らが樹立した EGFR 
変異肺癌 C57BL/6-mEGFR 
Del および C57BL/6-hEGFRL858R とを交配し、
C57BL/6-EGFRmts ×C57BL/6-OCT4GFP を作成する
（図１）。肺組織を，化学的に単一細胞へ分離し，蛍
光フローサイトメトリー（FACS）にて GFP 発現細胞を回収する d) GFP を発現している細胞が，
RT-PCR 法，ウェスタンブロット法で EGFR 変異および OCT4 を発現していることの確認，およ
び病理学的に肺癌細胞であることを確認する。 
 
② 癌幹細胞能の評価 



OCT4 高発現の肺癌細胞の単離に成功したのち，採取した細胞が癌幹細胞として矛盾ないことを
確認する。 
a) RT-PCR, FACS などにて CD34, CD133, KIT など癌幹細胞マーカーの発現状態を評価する。 
b) 得られた細胞を in vitro，in vivo で培養し，FACS にて自己複製能，多分化能を確認する。 
c) 同種移植後の腫瘍形成能を評価する。 
d) 同種移植後の転移能を評価する。 
③ 肺癌幹細胞による次世代 EGFR 変異肺癌マウスモデルの樹立 
肺癌幹細胞をマウス肺へ同種同所移植→摘出→再移植を繰り返し
行い（serial plantation），in vivo での増殖能を再チェックしつ
つ，さらに腫瘍形成能，転移能の優れた細胞を選別する （図２）。 
 
４．研究成果 
① C57BL/6-EGFRmts からの肺癌細胞の分離、in vivo serial plantation 系の確立 
C57BL/6-EGFRmts から肺癌細胞を摘出、単細胞化し、C57BL/6 の皮下、腹腔、尾静脈投与による
肺への生着を確認した。移植した肺癌細胞は EGFR-TKI
の感受性を維持していた （図３）。 
 
② C57BL/6-EGFRmts ×C57BL/6-OCT4GFP の作製 
計画通りC57BL/6-OCT4GFPをRIKENと共同研究締結し、
岡山大学動物資源部門にて我々が保有する C57BL/6-
EGFRmts と C57BL/6-OCT4GF を交配し、ゲノタイピング
の結果、C57BL/6-EGFRmts ×C57BL/6-OCT4GFP の作製
に成功した。 
C57BL/6-EGFRmts ×C57BL/6-OCT4GFP において、肺癌
は C57BL/6-EGFRmts と同様に発生した。 
肺癌を摘出し、serial plantation を行うことができた。GFP 陽性細胞を免疫染色、FACS にて検
出を試みたが非常に微量で細胞株としての単離は困難であった。serial plantation を EGFR-TKI
曝露下で継続することで GFP 陽性細胞がふえる可能性を考え、検討中である。 
  
③ C57BL/6-EGFRmts における EGFR-TKI、ゲフィチニブ、オシメルチニブ耐性モデルの樹立 
皮下腫瘍モデルにおいて EGFR-TKI であるゲフィチニブの感受性は維持されており、in vivo で
治療を継続したところ、ヒト肺癌と同様に耐性化した。耐性機序を検
索したところヒト肺癌と同様に EGFR T790M など２次耐性遺伝子を認
めた（図４）。さらに興味深いことに第３世代 EGFR-TKI オシメルチニ
ブにてこのゲフィチニブ耐性腫瘍はよく制御された。オシメルチニブ
は約３ヶ月で耐性化したが、これもヒト肺癌の臨床経過をよく反映す
る結果となった。 
 
以上より、肺癌幹細胞の安定的な単離、継代維持する系の樹立は未だ
成功していないが、ヒト肺癌の臨床経過をよく反映するマウスモデル
を樹立した。ヌードマウスではなく、免疫能が保持された C57BL/6 ベ
ースの EGFR 変異肺癌マウスモデルは非常に貴重であり、免疫療法を
含む新規治療方法開発のプラットフォームとなる。 
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