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研究成果の概要（和文）：1)EGFR(Epidermal growth factor receptor:上皮成長因子受容体)変異陽性非小細胞
肺癌がEGFRチロシンキナーゼ阻害薬(TKI)治療下でセルフリーDNA(cfDNA)の放出を促進し、免疫細胞のI型インタ
ーフェロンシグナル経路をStimulator of interferon genes(STING)依存性に活性化することを明らかとした。
2)EGFR変異陽性非小細胞肺癌肺癌がEGFR-TKI治療下で抑制性免疫チェックポイントCD24を誘導することを細胞
株、およびヒト検体を用いて明らかとした。

研究成果の概要（英文）：1)EGFR(Epidermal growth factor receptor)-mutated non-small cell lung cancer
　(NSCLC) cells accelerated the release of cell-free DNA upon EGFR inhibition, which activated the 
type I interferon signaling pathway in immune cells in a Stimulator of interferon genes(STING)
-dependent manner.
2)EGFR-mutated NSCLC cells upregulated an inhibitory immune checkpoint CD24 when treated with EGFR 
tyrosine kinase inhibitors, in cell lines and patient samples.

研究分野：固形がんに対する腫瘍免疫応答
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研究成果の学術的意義や社会的意義
EGFR変異陽性肺癌に対するEGFR阻害薬は高い治療効果を認めるが、時間の経過とともにほとんどが耐性を獲得す
ることが知られており、その耐性機序の理解と克服が課題である。本研究では、免疫学的観点から、この課題へ
の研究を進めた。その結果、EGFR阻害薬によって誘導される免疫逃避機構関連因子を同定した。今後この経路を
標的とした新規治療薬の開発により、EGFR変異陽性肺癌の治療成績の向上につながる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
がん患者においては腫瘍由来 DNAが全身性に循環している。この応用例として、末梢血中の腫
瘍由来 DNAを、次世代シークエンサーを用いて遺伝子解析するリキッドバイオプシーは、より
低侵襲ながん診断法として注目されている。腫瘍由来 DNAはこうした診断学的側面を持つ一方
で、免疫学的には、DNA自体の性質として免疫応答を惹起する炎症誘発因子としての側面を持
つと考えられる。例えば、私たちの免疫は、ウイルス DNAを認識して、適切な免疫応答を誘導
し、ウイルス排除を行う。しかし、何らかの理由で過小または過剰な免疫応答が誘導されると、
ウイルス排除は行われず、宿主への脅威となる。近年、がんの進行抑制、排除にも免疫が重要で
あることが明らかとなってきた。そのため、がん患者において慢性的に存在する腫瘍由来 DNA
が担う抗腫瘍免疫応答への制御機構を解明することが、腫瘍免疫学の課題であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、がん患者の腫瘍が放出する腫瘍由来 DNAの免疫制御機構を解明することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) がん患者末梢血における浮遊 DNA(cfDNA:cell-free DNA)濃度を測定し、既報の再現性を確
認すると共に、cfDNA 抽出技術を確立した。 
(2) レポーター細胞株を用いた腫瘍由来 DNA 解析実験系を用いて、免疫シグナル伝達経路への
寄与を検討した。 
(3) 上記(2)で確立した実験系を用いて、腫瘍由来 DNA 以外の抗腫瘍免疫応答における免疫制御
分子を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 臓器横断的にがん患者 14 人から 22 末梢血液検体を得た。cfDNA を抽出し、濃度を定量し
た。転移性肺癌患者においては、cfDNA 濃度中央値 10.3ng/mL であった。進行肉腫患者において
は、cfDNA 濃度中央値 6.2 ng/mL であった。その他がん患者においては、cfDNA 濃度中央値 4.8 
ng/mLであった。次に、次世代シークエンサー(Thermo Fisher Scientific社 IonPGM Ion318Chip)
を用いて粘液線維肉腫症例における cfDNA（20ng）のバリアント解析を行った。検出感度 0.13%
条件下で、0.36%のアリル頻度の TP53 遺伝子変異を検出した。 
(2) 腫瘍由来 DNA の解析を目的として、EGFR 変異陽性肺癌細胞株を用いた実験系を確立した。
EGFR 阻害薬投与により培養上清中の cfDNA 濃度の上昇を認めた（図１）。次に、IRF 経路および
NF-kB 経路のレポーター分子を発現する THP-1-Dual 単球細胞株、Stimulator of interferon 
genes (STING)欠損 THP-1-Dual 単球細胞株(InvivoGen)を用いて、EGFR 阻害薬により放出された
cfDNA と自然免疫系シグナルの関連性を評価した。その結果、腫瘍由来 cfDNA はいずれの経路も
STING 依存性に活性化することが明らかとなった (図２)。EGFR 変異陽性肺癌は EGFR 阻害薬耐
性を I 型インターフェロンを介して獲得することが知られており、EGFR 阻害薬により放出され
る腫瘍由来 cfDNA がその耐性機序の一因である可能性が示唆された。 
(3) 上記実験系を進めていく過程で、EGFR 変異陽性肺癌の別の免疫逃避機構として EGFR 阻害薬
による免疫抑制性分子 CD24 の発現誘導が公共データベースを用いたマイクロアレイ解析で示唆
された(GSE75308、GSE57156)（図３）。次に、CD24 発現誘導をフローサイトメトリー法を用いて
解析したところ、EGFR 変異陽性肺癌細胞株で細胞表面 CD24 発現レベルの上昇を認めた（図４）。
細胞株レベルで認めた観察事項の汎用性を確認するため、EGFR 阻害薬治療を受けた EGFR 変異陽
性肺癌患者 5人の治療前、治療後の腫瘍組織検体を用いて CD24 発現の変化を免疫組織化学法を
用いて評価した。その結果 5人中 4人で腫瘍細胞が発現する CD24 の上昇を認めた。対照群とし
て設定した、殺細胞性抗がん薬で治療された 3人では、全てにおいて治療前後における腫瘍 CD24
発現の変化を認めなかった。この結果、EGFR 変異陽性肺癌の EGFR 阻害薬耐性機構として CD24
を介した免疫逃避機構が関与している可能性が示唆された。 
 
 



 
図１： EGFR 変異陽性非小細胞肺癌細胞株 PC9、H1975 および EGFR 野生型非小細胞肺癌細胞株
A549 を EGFR 阻害薬（オシメルチニブ）で 72 時間処理した。培養に用いた T25 フラスコ内の細
胞数（上段）、培養上清中の cfDNA 濃度（下段）を計測した。 

 
図２：STING 野生型、STING 欠損 THP-1-Dual 単球細胞株と EGFR 変異陽性非小細胞肺癌細胞株由
来 cfDNA を 6-24 時間共培養した。cfDNA は共培養前にリポフェクタミン処理した。LPS=リポポ
リサッカライド、IFNa2a=インターフェロン2a、偽薬=リポフェクタミンのみ。 
 
 
 



 
図３：左 GSE75308。EGFR 変異陽性非小細胞肺癌細胞株 PC9 を EGFR 阻害薬(ゲフィチニブ)処理。
右 GSE57156。EGFR 変異陽性非小細胞肺癌細胞株 HCC2279 を EGFR 阻害薬(エルロチニブ)処理。 

 
図４：EGFR 変異陽性非小細胞肺癌細胞株 PC9、H1975 および EGFR 野生型非小細胞肺癌細胞株 A549
を EGFR 阻害薬（オシメルチニブ）で 72 時間処理した。細胞表面の CD24 発現をフローサイトメ
トリー法で解析した。灰色=アイソタイプコントロール。灰色点線=EGFR 阻害薬なし。太実線=EGFR
阻害薬あり。 
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