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研究成果の概要（和文）：世界における肺癌死亡患者は今なお、増加傾向が続いている。化学療法が治療の中心
となっているが，非小細胞肺癌では細胞膜貫通受容体チロシンキナーゼ阻害剤（EGFR-TKI）が使用可能となって
以来，分子標的治療薬の有効性について多くのエビデンスが創出されてきた。EGFR遺伝子変異陽性の非小細胞肺
癌に対して EGFR-TKIは高い奏効率を有するが、殆どの症例が約1年で耐性を獲得するため、EGFR-TKI耐性例の治
療薬の開発が求められている。本研究では我々はEGFR遺伝子のL858R変異に加えT790M耐性変異を組み込んだ新た
な肺癌モデルマウスを作製し、新規治療薬に使用できるバイオマーカーを開発した。

研究成果の概要（英文）：The number of patients dying for lung cancer remains increasing worldwide. 
The main therapy for lung cancer is chemotherapy but since demonstration of the therapeutic efficacy
 of epithelial growth factor (EGFR) tyrosine kinase inhibitor several clinical trials have shown the
 effectiveness of molecular targeted therapy. EGFR tyrosine kinase inhibitor is very effective 
against non-small cells lung cancer but within one year, most tumors acquire resistance. In the 
present study, we developed a new model of non-small cell lung cancer caused by EGFR gene mutations 
(L858R + T790M) and showed the usefulness of measuring several parameters as biomarkers to monitor 
response to therapy. We are currently using this mouse model and biomarkers to evaluate novel 
therapies using siRNA against various transcription factors.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
世界における肺癌死亡患者は今なお、増加傾
向が続いており、全悪性腫瘍中の臓器別死亡
数で依然として第１位となっている。今のと
ころ化学療法が治療の中心となっているが，
非小細胞肺癌では 2002 年に細胞膜貫通受容
体チロシンキナーゼ（ epithelial growth 
factor receptor-tyrosine kinase 
inhibitor=EGFR-TKI）であるゲフィチニブ
が一般臨床で使用可能となって以来，分子標
的治療薬の有効性についてこれまで多くの
エビデンスが創出されてきた。ゲフィチニブ
およびエルロチニブは EGFR チロシンキナ
ーゼを特異的に ATP 競合的に阻害し、恒常
的に活性化した EGFR 下流シグナルを抑制
することで抗腫瘍効果を発揮する。EGFRを
コードする遺伝子のうち，エクソン 19 にコ
ードされる DNA の欠失変異，エクソン 21
にコードされる 858 番目のロイシン→アル
ギニンへの点突然変異（L858R）などが明ら
かとなっている。これらの EGFR遺伝子変異
を有する肺癌症例では EGFR-TKI による高
い奏効率が報告されているが、二次変異獲得、
MET遺伝子増幅などによりEGFR-TKIに耐
性となる。 
２．研究の目的 
本研究では、EGFR-TKI耐性を示す肺特異的
ヒト「L858R」EGFR過剰発現する肺癌マウ
スモデルを作製し、肺癌の EGFR-TKI 耐性
を克服できるか否かを検討する. 
３．研究の方法 
(1)ヒト[L858R]EGFR recombinant bacterial 
artificial chromosome (BAC)遺伝子誘導発
現トランスジェニックマウスを用いて 
EGFR-TKI 耐性肺癌モデルマウスの作製法：
Politi らの方法（Cold Spring Harb Protoc 
178-81, 2014; Dis Model Mech 3:111-9, 
2013）に従い、肺特異的 h[L858R]EGFR BAC
遺伝子誘導発現トランスジェニックマウス
を用いてエルロチニブ耐性肺癌モデルマウ
スを作製した。Politi らの方法により、エル
ロチニブ(25 mg/kg/day)は間欠的に投与する
ことにより、EGFR-TKI 耐性の肺癌マウスモデ
ルの作製が可能であることが報告された。本
研究でも EGFR-TKI 耐性の肺癌モデルマウス
の作製を同方法で確認した。 
(2) 新たな EGFR-TKI 耐性肺癌を発症するヒ
ト[L858R+T790M]EGFR-BAC トランスジェニッ
ク マ ウ ス の 作 製 法 :  ヒ ト
[L858R+T790M]EGFR RecBACトランスジェニッ
クマウスを作出するため、Red/ET ストラテジ
ーを利用して[T790M]フラグメントを組み込
むためのレシピエントとなる組換えBACクロ
ー ン を 構 築 し た 。 先 に 構 築 し た
tetO-h[L858R]EGFR RecBAC の EGFR 遺伝子の
エキソン 20 にセレクションマーカーを挿入
し、ヒト BAC クローンの EGFR 遺伝子産物を
コードするゲノム領域のうちエキソン 20 の
ゲ ノ ム DNA 配 列 を 削 除 し て 、
tetO-h[L858R+T790M]EGFR RecBACの中間体を

調製した。さらに Red/ET ストラテジーを利
用してヒト EGFR 遺伝子のエキソン 20に挿入
したセレクションマーカーを[T790M]フラグ
メ ン ト と 置 換 し て 、 組 換 え BAC 型
tetO-h[L858R+T790M]EGFR RecBAC発現コンス
トラクトを構築した。 
(3) 免疫チェックポイント分子（programmed 
cell death 1＝PD-1; PD-1 ligand= PD-L1）、
ララ細胞分泌蛋白(clara cell secretory 
protein: CCSP)、肺表面活性タンパク質 C
（SP-C）の発現の検討：PD-1、PD-L1、 CCSP、 
SP-C の染色はバイオ病理研究所で行われて
きた。PD-L1, PD-1 の発現を免疫染色で評価
し、画像処理ソフトウェアの WinROOF を使用
して定量化した。さらに、肺がん組織中の
PD-L1 と  PD-1 の 発現程度は reverse 
transcriptase polymerase chain reaction 
(RT-PCR)法で加えて検討した。ペントバルビ
タールナトリウムの麻酔下マウスから採血
を行い、血漿中の SP-C、SP-D、可溶性 EGFR
を ELISA 法で測定した。 
(4) EGFR-TKI の対する肺腫瘍の感受性の検
討：TKI であるエルロチニブを投与して肺腫
瘍の効率を検討した。 
４．研究成果 
本研究で作製したヒト[L858R]EGFR トランス
ジェニックマウスではTet-on system を応用
しており、ドキシサイクリン入りの餌をマウ
スに与えたら肺癌が発症することを胸部 CT
（図１）と肺組織の H&E 染色（図 2）で確認
した。肺癌の組織型は腺癌であるが、肺胞置
換性パターン、充実性パターン、乳頭状パタ
ーン、粘液性肺腺癌などの多彩なパターンを
示している（図 2）。肺腺癌は II 型肺胞上皮
やクララ細胞から由来すると知られ、ヒト
[L858R]EGFR トランスジェニックマウスの肺
癌組織中のクララ細胞のマーカーである
CCSP と肺胞上皮細胞のマーカーである SP-C
の免疫染色を行った。本 TG マウスの肺癌細
胞上に CCSP と SP-C の発現が陽性であった
（図 3）。肺癌細胞由来ヒト[L858R]EGFR 肺癌
と同じようにTKIに対する感受性があるかを
確認するため、TKI のエルロチニブを TG マウ
スに投与してその効果を検討した。その結果、
図 4 の如く、TKI 非投与群に比べ、TKI を投
与した群では腫瘍が認められなかった。EGFR
遺伝子変異陽性の非小細胞肺癌に対して 
EGFR-TKI は高い奏効率を有するが、ほとんど
の症例が約 1 年で耐性を獲得するため、
EGFR-TKI 耐性例における治療薬の開発なら
びに耐性機序の解明が求められている。本研
究では使用したヒト[L858R]EGFR トランスジ
ェニックマウスの肺癌組織を用いて治療耐
性に関わる EGFR 遺伝子変異（T790M）を検討
したところ、T790M の発現は RT-PCR で確認で
きた（図 5）。 
癌の治療標的でもある免疫チェックポイン
ト分子の発現も検討した。癌ない部位に比べ、
PD-L1（図 6）と PD-1（図 7）の発現は有意に
高値を示した。血漿中の SP-A、SP-C、可溶性



EGFR、可溶性 PD-L1、可溶性 PD-1 の濃度は治
療効果のバイマーカーとしての有用性を明
らかにするため ELISA 法を用いて測定した。
TG マウスでは野生型マウスに比べ、SP-A、
SP-C、可溶性 EGFR と可溶性 PD-L1 の血中濃
度は有意に高かった（図 8、図 9）。可溶性 PD-1
の血漿中濃度は野生型マウスと TG マウスの
間に有意な差が見られなかった（図 9）。この
結果よりこのマウスのバイオマーカー、癌化
マーカーとして SP-A, SP-D、可溶性 EGFR、
可溶性PD-L1が有用である可能性が考えられ
る。TKI 耐性肺癌に対する新規治療の開発の
目的で、L858R 変異に加え T790M 耐性変異を
組み込んだ肺癌モデルマウスも作製した。先
ず、tetO-h[L858R+T790M]EGFR RecBAC 組換え
BAC クローンと CCSP_rtTA 組換え BAC クロー
ンを精製、直鎖化し、パルスフィールド電気
泳動を行い、高純度 BAC DNA フラグメントの
精製を行った。分析用アガロースゲル電気泳
動により精製した発現コンストラクトの純
度と濃度を調べたところ、純粋な長鎖の発現
コンストラクトが回収できた。そして、
C57BL/6J マウスから受精卵を採取し、マイ
ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 に よ り
tetO-h[L858R+T790M]EGFR RecBAC発現コンス
トラクトを導入した。発現コンストラクトを
マイクロインジェクションした受精卵を、偽
妊娠処置を受けたマウスの卵管に移植した。
その結果、合計 355 個の受精卵に発現コンス
トラクトを注入し、合計 300 個の注入胚を偽
妊娠マウスに移植して自然分娩させたとこ
ろ、これらの遺伝子を注入した受精卵から合
計 56 頭のマウス産子を得ることができた。
ヒト[L858R]EGFR トランスジェニックマウス
と同様に本ヒト[L858R+T790M]EGFR トランス
ジェニックマウスではTet-on system を応用
しており、ドキシサイクリン入りの餌をマウ
スに与えたら肺癌が発症することを胸部 CT
と肺組織の H&E 染色で確認した(図 10）。 
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