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研究成果の概要（和文）：分子標的薬を用いたがん治療が標準となったが、殆どの固形癌で抵抗性を獲得するこ
とが問題となっている。本研究では分子標的薬抵抗性を獲得した大腸がんにおいて、がん微小環境が治療標的に
なる可能性について検討した。mTOR阻害薬抵抗性を獲得した大腸がんは、がん微小環境を構成する間質細胞で活
性化したMAPキナーゼ経路を介したサイトカインの上昇が認められた。活性化したがん微小環境をMEK阻害薬で抑
制することでmTOR阻害薬抵抗性大腸がんが抑制されたことから、がん微小環境も分子標的薬抵抗性を克服するた
めの鍵となることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Although molecular-targeted therapy has become a standard therapy for many 
cancer types, solid tumors acquire resistance against the targeted therapy in most cases. In this 
study, I investigated the possibility that the tumor microenvironment could be a therapeutic target 
for colorectal cancer that acquired resistance against targeted therapy. Colorectal cancer tissues 
that acquired mTOR-inhibitor resistance showed elevated levels of cytokines via MAP kinase pathway 
activation in the stromal cells building the tumor microenvironment. Because the mTOR-inhibitor 
resistance of colorectal cancer was abolished by suppression of the activated tumor microenvironment
 using a MEK inhibitor, the tumor microenvironment is considered a clue for overcoming resistance 
against targeted therapies.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 大腸がん　がん微小環境　治療抵抗性

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
標的分子の変異やフィードバック経路の活性化などがん細胞が分子標的薬に対して抵抗性を獲得する方法は様々
であり、これまでがん細胞そのものにおける抵抗性獲得機序が研究の対象とされて来た。がん微小環境もまた抵
抗性獲得に密接に関与していることが本研究により明らかにされたことで、がん細胞だけでなくがん微小環境を
標的とした分子標的薬抵抗性がんの新たな治療戦略の開発に貢献するものと期待される。



様	 式	 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９‐１、Ｚ‐１９、ＣＫ‐１９（共通）	 
１．研究開始当初の背景 
	 大腸がんによる死亡者数は食生活の欧米化に伴い著しい増加傾向にあり、現在日本人の最も
罹患率の高い悪性腫瘍になった。転移を伴う大腸がんは外科的切除が困難のため予後は極めて
悪い（5年生存率は 20％未満）。これは効果的な大腸がんの治療薬がないことを示しており、大
腸がんの予防・治療標的の探索、そして治療薬の開発が急務となっている。 
	 イマチニブの成功から様々な受容体やタンパクキナーゼに対する分子標的薬が開発され、各
種のがんに対する適用が拡大している。その一方で、白血病など一部のがんでは分子標的薬を
用いた治療により完全寛解が認められるが、多くの固形がんでは高い奏功率や生存期間を有意
に延長させる分子標的薬であっても完治に至らず、がんは抵抗性を獲得し再発する。このよう
な分子標的薬に対する抵抗性獲得機序として、変異による標的分子の構造変化や標的下流分子
の活性化変異など、がん細胞自律的な分子標的薬抵抗性のメカニズムが徐々に明らかにされ、
抵抗性克服のための治療方法の開発が行われている。一方、本来細胞が生存や増殖に必要とし
ている分子・シグナル経路を抵抗性獲得に利用することが多く、これらを標的とすることで正
常な組織・臓器に対する影響など生体レベルでの効果や安全性に関して不明な点が多い。 
	 生体における腫瘍・がん組織では、がん関連線維芽細胞（CAF）や腫瘍関連マクロファージ
（TAM）など、様々な間質細胞がいわゆるがん微小環境を構成し、腫瘍の発生、拡大、浸潤、
転移に関与している。これら間質細胞もまた抗がん剤の抵抗性獲得に寄与する可能性を考慮す
べきである。実際、メラノーマの RAF阻害薬抵抗性と間質細胞の HGFの発現に相関があるこ
とが報告されている（文献 1）。今後、分子標的薬を含む抗がん剤抵抗性の研究において微小環
境は欠かせない要因の一つとなることが想定されるが、個体レベル、特に大腸がんを始めとす
るがんの自然発症モデルマウスでの研究報告は少ない。 
	 申請者はこれまでに mTOR経路や EGFR経路、MEK/ERK経路などが大腸がんの治療標的と
なる可能性について検討してきた。家族性大腸ポリープ症のモデルマウス（Apc 遺伝子変異マ
ウス）を用いこれら阻害薬が良性腫瘍形成を抑制することを既に報告している。浸潤性腺がん
を形成する大腸がんモデルマウス（Apc/Smad4 複合遺伝子変異マウス）を用いて、腸腺がん形
成に対する mTOR、EGFR、MEK/ERK各経路の阻害薬の影響を検証したところ、mTOR阻害薬
は腺がん形成を抑制したが、EGFR 阻害薬および MEK 阻害薬による抑制効果は認められなか
った。また mTOR阻害薬を長期間投与した場合、管腔側への腫瘍の拡大は抑制されるが、浸潤
部の腫瘍は抵抗性を獲得する事を見出している。さらに浸潤部周辺の間質細胞で MEK 経路の
活性化が認められたことから、管腔側と異なる浸潤部の環境が、がん細胞の薬剤抵抗性獲得に
寄与する事が示唆された。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、大腸がんの分子標的薬、特に mTOR阻害薬に対する抵抗性獲得における微小環
境の役割について、浸潤性大腸がんモデルマウスを用いて解明し、分子標的薬に抵抗性を示す
がんの微小環境が治療標的となる可能性についても検証する。 
 
３．研究の方法 
大腸がんの mTOR阻害薬抵抗性獲機構の解明 
	 大腸がんモデルマウスである cis-Apc/Smad4 複合遺伝子欠損マウス（Apc/Smad4 マウス）に
mTORキナーゼ阻害薬 AZD8055 (20 mg/kg)を経口投与し、mTOR阻害薬抵抗性腸腺がんを形成
させる。また溶媒投与した Apc/Smad4マウスの腸腺がんをコントロールとする。この大腸がん
組織において Phospho-RTK Arrayおよび Cytokine Arrayを実施することで、関連する分子やシ
グナル経路の同定を行う。またレーザーマイクダイゼクションにより、がん組織からがん細胞
とそれを取り囲む間質細胞をそれぞれ分離採取し、mTOR阻害薬に対する抵抗性獲得に関わる
可能性のある遺伝子発現の検証を行う。 
 
mTOR阻害薬抵抗大腸がんに対するMEK阻害薬および EGFR阻害薬の併用投与の検証 
	 Apc/Smad4マウスに mTOR阻害薬 (AZD8055, 15 mg/kg)とMEK阻害薬（Trametinib 0.6 mg/kg）
または EGFR阻害薬（Erlotinib, 15 mg/kg）を併用投与し、腸がん形成数および浸潤の頻度を測
定する。 
 
４．研究成果 
mTOR阻害薬はがん微小環境のMAPキナーゼ経路を活性化させる。 
	 mTOR阻害薬抵抗性腺がんで活性化している分子を同定するため Phospho-RTK Arrayを実施
した。mTOR阻害薬抵抗性腺がんにおいてコントロールの腺がんよりも EGFRや HER2、PDGFR
など受容体型チロシンキナーゼ（RTK: receptor tyrosine kinase）のリン酸化レベルが増大してい
た。またウエスタンブロットにより RTK のシグナル下流にある MAP キナーゼ ERK のリン酸
化を検証したところ mTOR 阻害薬抵抗性腺がんにおいて増加が認められた。さらにリン酸化
EGFR 抗体およびリン酸化 ERK 抗体を用いた免疫染色により、mTOR 抵抗性腺がんにおける
EGFRと ERKの活性化細胞を検証したところ、リン酸化 EGFRは腺がん腫瘍上皮細胞で、リン
酸化 ERK は浸潤部間質細胞でそれぞれ強いシグナルが認められた（図 1）。また大腸がん細胞
株を用いてmTOR阻害薬を処理したところ DLD-1や SW837などでは EGFRのリン酸化レベル



が増大したが ERKのリン酸化レベルに変化は認められなかった。一方、マウス腸管から単離し
た初代培養した線維芽細胞にmTOR阻害薬を処理すると、PDGFRのリン酸化レベルが上昇し、
ERK のリン酸化レベルも上昇していた。以上の結果から mTOR 阻害薬抵抗性腺がん組織で認
められた EGFR や ERK のリン酸化レベルの上昇は、フィードバック効果により腺がん上皮細
胞では EGFR、微小環境を構成する線維芽細胞では PDGFRおよびMAPキナーゼ経路の活性化
が引き起こされ、抵抗性に関与することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
mTOR阻害薬抵抗性がんのがん微小環境ではサイトカイン Timp1の発現が上昇した。 
	 がん微小環境を構成する間質細胞が分泌するサイトカインやケモカインはがんの拡大、浸潤、
転移を促進させる（文献 2、3、4）。そのため Cytokine Arrayを用いて mTOR抵抗性腺がん組織
中のサイトカインを網羅的に調査したところ、コントロールと比べて Timp1 (tissue inhibitor of 
metalloproteinase 1) や  Il1-ra (Interleukin-1 receptor antagonist)、  Icam1 (intercellular adhesion 
molecule 1) の上昇が認めら、また Timp1は mRNAレベルで増加していた。さらにレーザーマ
イクロダイゼクションにより腺がん上皮と間質を分離回収し、Timp1の発現を検証したところ、
mTOR抵抗性腺がん組織の間質で著しい上昇が認められた（図 2）。Timp1はマトリクスメタロ
プロテアーゼ(MMP)の阻害タンパクであるが血管新生や腫瘍増殖、転移などがんの進展を促進
させることも報告されていることから（文献 5）、がん微小環境を構成する間質細胞ではこれら
サイトカインの増加を介してがん細胞のmTOR 抵抗性獲得に加担していることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
mTOR阻害薬抵抗性腺がんに対するMEK阻害薬または EGFR阻害薬の併用は mTOR阻害薬抵
抗性獲得を抑制する 
	 mTOR 阻害薬抵抗性腺がんでは EGFR および MAP キナーゼ経路が腺がん上皮および間質で
それぞれ活性化していることから、erlotinib（EGFR阻害薬）または trametinib（MEK阻害薬）
をそれぞれ AZD8055（mTOR阻害薬）と併用投与することで、腺がん形成に及ぼす影響を調査
した。溶媒投与（コントロール）と比較して mTOR阻害薬単独投与は腫瘍形成数を減少させた
が、EGFR阻害薬またはMEK阻害薬単独投与では腺がん形成は抑制されなかった（図 3a）。ま
た、mTOR 阻害薬、EGFR 阻害薬または MEK 阻害薬単独投与はいずれも腺がんの浸潤を抑制
しなかった（図 3b）。一方、mTOR 阻害薬と EGFR 阻害薬または MEK 阻害薬の併用投与によ
り腺がん形成および浸潤はコントロールや mTOR 阻害薬単独投与と比較して有意に抑制され
た（図 3b）。さらに EGFR 阻害薬ではなく、MEK 阻害薬と mTOR 阻害薬の併用により Timp1
遺伝子発現レベルが抑制されたことから、間質細胞においてフィードバックを介した MAP キ
ナーゼ経路の活性化によって Timp1 の発現が調節されていることが明らかとなった（図 3c）。
以上の結果から、本研究により mTOR阻害薬抵抗性腺がんの克服には腺がん上皮で誘発された

図 1. mTOR 阻害薬抵抗性腺がんの微小環境で
MAPキナーゼ経路が活性化している。 
	 大腸がんモデルマウスの浸潤部におけるリン
酸化 EGFR（p-EGFR、上段）とリン酸化 ERK
（p-ERK1/2、下段）を免疫染色法で検出した。
溶媒投与（コントロール、左）および mTOR阻
害薬投与（右）したマウス腸がん浸潤部。T:腺
がん上皮細胞、S:間質細胞。 

図 2. mTOR阻害薬抵抗性腺がんの微小環境で Timp1が増加している。 
a. mTOR阻害薬を投与した大腸がんモデルマウスの回腸腺がん（P）と周辺正常組織（N）
における Timp1、Il1-ra、Icam1 遺伝子発現を RT-PCR 法により検出した。b. レーザーマ
イクロダイゼクションにより腺がん上皮（T）と間質細胞（S）を分離回収した後、RT-nested 
PCRにより Timp1遺伝子発現を検証した。Cdh1：上皮マーカー、S100a4：間質マーカー。 



EGFR の活性化を抑制することで可能となること、さらにがん微小環境の間質細胞で活性化が
引き起こされた MAP キナーゼ経路を阻害することによっても可能となることが明らかとなっ
た（図 3d）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
標的分子の変異やフィードバック経路の活性化などがん細胞は様々な方法で分子標的薬に対し
抵抗性を獲得する。一方、多くの分子標的薬は本来細胞が生存や増殖に必要としている分子や
シグナル経路も抑制する可能性があり、副作用の観点から安全で適切な選択が求められている。
大腸がん微小環境もフィードバックによって活性化し、大腸がん細胞の分子標的薬抵抗性獲得
に寄与すること、そしてがん微小環境も抵抗性克服のための標的となることが本研究によって
はじめて明らかなった。今後臨床において、活性化したがん微小環境が分子標的薬抵抗性を示
すがんに対して治療標的の一つとなることが期待される。 
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