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研究成果の概要（和文）：ヒト上皮成長因子受容体(EGFR) 遺伝子に変異を有する肺癌においては、EGFR チロシ
ンキナーゼ阻害薬(EGFR-TKI) に対する耐性獲得の克服が課題となっている。EGFR-TKI に対する耐性獲得におい
て上皮間葉系移行(EMT) とマイクロRNAの一つであるmiR-200が関与していた。またLIN28Bという遺伝子が薬剤耐
性株で発現が上昇していた。薬剤耐性株においてmiR-200cを誘導させるかLIN28B遺伝子をノックダウンすること
により、細胞増殖が抑制されたため、LIN28BがEGFR-TKIに耐性を獲得した肺癌に対する治療標的となり得ると思
われた。

研究成果の概要（英文）：It is a challenge to overcome the acquired resistance to EGFR tyrosine 
kinase inhibitors (EGFR-TKI) in lung cancers harboring EGFR activating mutations. 
Epithelial-mesenchymal transition (EMT), which was one of the mechanisms of the acquired resistance 
to EGFR-TKI, was associated with miR-200, one of microRNAs. In addition, the expression of LIN28B 
gene was elevated in EGFR-TKI-resistant lung cancer cell lines. Cell proliferation was inhibited by 
the induction of miR-200c or the knockdown of LIN28B in EGFR-TKI-resistant lung cancer cell lines. 
Thus, it is considered that LIN28B was a potential therapeutic target for lung cancer with the  
acquired resistance to EGFR-TKI. 

研究分野： 呼吸器外科学
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１．研究開始当初の背景 
	

肺癌は我が国の癌死の第一位を占める予後
不良の疾患であり、新しい治療法の開発が急
務である。2004 年、肺癌のなかでも特に肺腺
癌にヒト上皮成長因子受容体	(EGFR)	遺伝
子変異がドライバー変異（癌の発生・進展に
寄与する変異）として同定され、EGFR 変異陽
性肺癌に対し EGFR チロシンキナーゼ阻害薬	
(TKI)	が高い効果を示すことが明らかとな
った。しかし、EGFR-TKI による治療では投与
によりほぼ全例が耐性を獲得することが問
題となっている。EGFR-TKI への耐性化機構と
して、EGFR 遺伝子の二次変異である T790M 変
異	(約 50%)	や MET 遺伝子増幅の獲得	(5	-	
10%)	などが報告され、これらによる耐性の
克服を目指した治療戦略が開発されている
が、約 30%の耐性化機構はいまだ不明である	
(Oxnard ら．Clin	Cancer	Res	2011)	。上皮
系細胞が間葉系細胞の性質を示す上皮間葉
系 移 行 	 (Epithelial	 to	 mesenchymal	
transition;	EMT)	は癌細胞の浸潤・転移に
関与するが、近年、EGFR-TKI を含む薬剤に対
する耐性にも重要な役割を果たすことが強
く示唆されている。EMT に関連する遺伝子の
発現はマイクロRNA	(miR)	発現や遺伝子メチ
ル化といったエピジェネティクな遺伝子発
現調節機構が関与していることが報告され
ており、これらの機構は薬剤耐性に対する治
療において新たな標的になり得る	 (De	
Craene ら．Nat.	Rev.	Cancer	2013)	。	
	
応募者はこれまでに、EGFR-TKI に感受性を
示す EGFR変異肺癌細胞株に EGFR-TKI を曝露
することで複数のEGFR-TKI耐性株を樹立し、
その中にEMT特性を獲得した耐性株を見出し
た	(枝園、山本ら．Cancer	Res.	2013)	。こ
れら EGFR-TKI 耐性株と親株の miR 発現アレ
イを比較したところ、miR-200 を初め複数の
EMT 関連と考えられる miR の発現が著明に変
化していた	(下記表)	。	

さらに、35 種類の肺癌細胞株において
miR-200 の発現とメチル化を解析し、
E-cadherin,	N-cadherin,	Vimentin,	ZEB1 な
どのEMT関連タンパクの発現との関係を検討
したところ、miR-200 発現はメチル化により
制御されていること、miR-200 発現と EMT 関
連タンパクの発現に関連があること、細胞株
には EGFR-TKI 耐性に関係なく EMT の特性を
既に有しているものがあること、を見出した	
(下記図)	。なお、miR-200	には miR-200a、b、
cがあり概ね同様の発現様式を示している。	

	

２．研究の目的 
	
上記の背景を踏まえ、本研究では EGFR-TKI
耐性化の際に出現するEMT 特性と miR 発現に
注目し、1)	EMTを誘導し薬剤耐性の原因とな
るmiRを同定することによる新しい薬剤耐性
機構の解明、2)	同定された miR を基にした
薬剤耐性の克服、を目指す。	
	
３．研究の方法 
	
EMT 特性を持つ EGFR-TKI 耐性肺癌細胞株の
miR アレイの結果をもとに、複数の肺癌細胞
株で miR の発現状況を検討し、EMT と
EGFR-TKI 耐性に関与することが予想される
miR を推定する。候補miR について in	vitro
における実際の薬剤耐性への関与を解析し、
有望な miR を絞り込む。また、EGFR-TKI に耐
性化した肺癌臨床検体における候補miRの発
現状況を確認する。	
	
４．研究成果	
	
肺癌細胞株での EMT と薬剤耐性に関与する
miR として、候補である miR-200 の解析を中
心に行った。まず、元々miR-200 の発現が乏
しい肺癌細胞株でmiR-200を誘導すると細胞
増殖が抑制された。また、EGFR 変異陽性肺癌
細胞株から作成したgefitinib耐性肺癌細胞
株（EMT の特徴を示し、miR-200 発現が抑制
されている）において、miR-200 を誘導する
と同様に細胞増殖が抑制され、EMT が解除さ
れた（下記図）。	



 

 

	

	
さらに網羅的解析の結果、親株と耐性株を
比較すると、耐性株においては LIN28B 遺伝
子の発現が上昇している事が示された。
gefitinib 耐性株で発現が抑制されている
miR-200c を誘導すると、LIN28B の発現が抑
制され、EMT の特性が消失した（下記図）。	

	
また、LIN28B 遺伝子をノックダウンするこ
とにより、gefitinib 耐性株における細胞増
殖が抑制された。一方で、gefitinib 耐性株
の親株で同様の操作を行っても細胞増殖に
影響を認めなかった（下記図）。	
	
	

	
miR-200cの発現低下とLIN28Bの発現上昇は、
EGFR-TKI に耐性化した肺癌組織においても
認められた（下記図）。	
	

	
LIN28BはEGFR-TKIに耐性を獲得した肺癌に
対する治療標的となり得ると考えられた。以
上のデータを踏まえ、Scientific	Reports 誌
に研究成果を投稿し、掲載された。	
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