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研究成果の概要（和文）：これまでに研究代表者は、免疫チェックポイント阻害薬抵抗性を示すKRAS-LKB1変異
（KL）型非小細胞肺がん(NSCLC)において、細胞質内DNAセンサーであるSTINGの不活性化が免疫原性低下に寄与
することを明らかにした。そこで本研究では、薬剤スクリーニングによりSTING経路を活性化する薬剤を探索
し、紡錘体チェックポイントキナーゼMPS1に対する阻害薬が、KL型NSCLCに対して微小核形成を介してSTING経路
を効率的に活性化することを見出した。またKL型NSCLCマウスモデルにおいて、MPS1阻害剤の奏功にはSTING依存
的なCD8陽性T細胞の腫瘍内遊走が重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Previously, we reported that KRAS-LKB1 mutant (KL) non-small cell lung 
cancer (NSCLC), which is resistant to immune checkpoint inhibitors, shows marked silencing of STING,
 an adaptor protein that links cytoplasmic dsDNA accumulation to activation of downstream innate 
immune signaling. STING downstream cytokines are key molecules for T-cell recruitment into the tumor
 microenvironment (TME), and indeed, infiltration of T-cells into the TME is significantly lower in 
KL-type NSCLC. Through an unbiased screen of cytotoxic chemotherapies or targeted DNA-damaging 
agents for their ability to induce STING activation, we identified MPS1 inhibitor as an optimal 
agent to prime the STING pathway in KL cells via micronuclei creation. We also found that 
STING-dependent infiltration of CD8-positive T cells following treatment with MPS1 inhibitor was 
required for long-term efficacy to MPS1 inhibitor in a syngeneic murine KL-type NSCLC model.

研究分野：腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
日本国内における肺癌の死亡率は男性で第１位、女性で第２位となっており、年間7万人以上の人々が肺がんで
亡くなっている。免疫チェックポイント阻害薬（ICI）は、がん治療に革命をもたらし、現在の肺がん薬物治療
の根幹を成しているが、一部のがん患者にしか奏功しない。ICI治療抵抗性を示す代表的ながん種である
KRAS-LKB1変異型非小細胞肺がんをモデルとして、がん組織の免疫原性が低下する分子機序を理解し、その成果
に基づきICI治療抵抗性の克服を目指す。

※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 
KRAS 遺伝子変異は、非小細
胞肺がん（NSCLC）において
頻繁に観察されるドライバ
ー変異である。KRAS 変異型
NSCLC は、免疫チェックポ
イント阻害薬の奏効と正に
相関する遺伝子変異数が比
較的多いことから、KRAS 変
異型 NSCLC 患者を対象とし
て、PD-1 阻害薬を用いた臨
床試験が近年実施されてき
た。その結果、KRAS 変異型
NSCLC 患者の 1/3 を占める
サブクラスの１つである
KRAS;LKB1 変異（KL）型
NSCLC がその他のサブクラ
スと比較して、免疫原性が
低く、PD-1 阻害薬に対して
治療抵抗性を示すことが報告された（図１）。 
これまでに研究代表者は、細胞株や臨床検体を
用いた遺伝子発現解析等を通じて、KL 型 NSCLC
において、細胞質内二本鎖(ds)DNA センサーであ
る STINGの発現が LKB1 変異依存的に抑制されて
いることを明らかにした（図２）。実際に KL 型
NSCLC から生じた腫瘍組織では、STING 経路の不
活性化に伴う CXCL10 分泌低下により、腫瘍領域
内への細胞傷害性 T 細胞の浸潤率が減少するこ
とから、LKB1 変異による STING の発現抑制が、
KL 型 NSCLC における免疫原性低下に直接寄与する
ことが示唆された。 
 
２．研究の目的 
これらの研究成果から、KL型 NSCLC におい
て STING 経路の再活性化が、免疫チェック
ポイト阻害薬に対する抵抗性を克服する
ための治療戦略として有効であると考え
た。そこで本研究では、KL型 NSCLC に対す
る新規治療法開発のための基盤研究とし
て、まず KL 型 NSCLC に対して CXCL10 の
分泌亢進を指標として STING 経路を効率
的に活性化する薬剤の探索を行った（図３）。また、候補薬剤の中から、KL 型 NSCLC 細胞株に対
して「(1)細胞内在性 STING アゴニストである 2’3’-cyclic GMP-AMP(cGAMP)の産生亢進、(2)STING
の発現亢進」を誘導する薬剤に特に着目した。候補薬剤が STING 経路を活性化する分子機序の解
明を目指すとともに、これまでに研究代表者が開発した KL 型 NSCLC マウスモデルなどを用いて
候補薬剤が KL型 NSCLC に対する STING 依存的な治療効果を示すことが出来るか検討した。 
 
３．研究の方法 
① KL 型 NSCLC に対して STING 経路の活性化を介して治療効果を示す薬剤の探索 

薬剤スクリーニングには、KL型 NSCLC 細胞 H1944 株を用いた。H1944 株は、STING の発現が低い
ものの細胞質内DNAセンサーとしての機能は維持しており、cGAMPの細胞内蓄積量に従ってSTING
経路依存的に CXCL10 が誘導される。H1944 株を各薬剤の IC50濃度で 48 時間処理した後に、通常
培地に交換、翌日上清を回収し、STING 経路の活性化マーカーとして CXCL10 の分泌量を ELISA
で測定する（図３）。次に、抽出された候補薬剤を用いて、薬剤濃度依存的な細胞内 cGAMP 濃度
変化あるいは STING 発現量の変化、STING 下流サイトカインの分泌変化等を解析した。 
 

② シンジェニックマウスモデルを用いたがん細胞-免疫細胞相互作用の解析 
申請者が確立した免疫チェックポイント阻害薬治療抵抗性を示す「KL 型 NSCLC シンジェニック

図３. STING 経路を活性化する薬剤の探索 

図１. 遺伝子変異による非小細胞肺がんの分類 
（Hirsch et.al. Lancet 2017, 

Skoulidis et.al. Cancer Discovery 2015 を改訂） 

図２. ヒト KRAS 変異型 NSCLC 検体
における STING 発現 



マウスモデル」を用いて、薬剤投与に伴う STING 経路の活性化あるいは免疫細胞の腫瘍領域への
遊走亢進などが奏功に与える影響を解析した。 
 
４．研究成果 
① MPS1 阻害薬による STING 経路の活性化 
KL 型 NSCLC 細胞株を用いて、非小細胞肺がん患者に実際
に使用されている既存の抗がん剤や DNA 修復経路や有糸
分裂を標的とした分子標的薬を中心に STING 経路を活性
化する薬剤を抽出するためのスクリーニングを行った。
スクリーニングに使用した KL型 NSCLC 細胞株としては、
細胞内二本鎖 DNA に反応してセカンドメッセンジャー
cGAMPを産生して SITNGを活性化する酵素 cGASを正常に
発現する H1944 株および cGAS を欠損する H2122 株を用
いた。その結果、Spindle assembly checkpoint の制御
因子である MPS1 に対する阻害薬が Micronuclei 形成の
誘導を伴って cGAS 依存的に STING 経路を活性化するこ
とを見出した（図４）。ウエスタンブロットや、PCR、ELISA
などの生化学的手法により、実際に MPS1 阻害薬が、STING
依存的に1型インターフェロンや免疫細胞を誘引する種々
のサイトカインの分泌を活性化することを明らかにした。 
 
② 生体内で STING 経路を誘導するための MPS1 阻害剤投与最適条件の決定 
マウスモデル
を用いて MPS1
阻害剤投与に
よる、がん細
胞 に お け る
STING 活性化
が抗腫瘍免疫
を介して治療
効果を示すこ
とを検証する
ため、同系マ
ウスモデルに
移植可能な KL
型 NSCLC 細胞
を作製した。具
体的には、研究
代表者らが所有していた同系マウスモデルに移植可能なKras変異型肺がん細胞株LLC1、Lacun3、
CMT64、CMT167、393P を用いて、CRISPR/Cas9 系によりそれぞれ Lkb1 欠損細胞を作製した。その
結果、DNMT 依存的な STING 発現抑制といったヒト KL型 NSCLC で頻繁に観察される特徴を最も明
確に共有していた 393P 細胞由来マウス KL型 NSCLC を、in vivo における治療実験に使用するモ
デルとして決定した（図５）。次に、393P 細胞由来 KL 型 NSCLC 細胞を同系マウスに移植し、生
体内において MPS1 阻害剤 BAY-1217389 および、KL 型 NSCLC に対して STING の発現を誘導する
Decitabine の薬剤投与条件を薬力学試験により検討した。その結果、体重減少などの顕著な副
作用無しに STING 経路を活性化する BAY-1217389（5mg/kg BID for 2days）および Decitabine
（0.5mg/kg QD for 7days）の薬剤投与条件を決定した。 

  

図４. MPS1 阻害による微小核
形成および cGAS 活性化 

図５. 抗腫瘍免疫を解析可能な KL型 NSCLC マウスモデル。腫瘍辺縁部に
CD8 陽性 T 細胞が集積し、免疫チェックポイント阻害薬に治療抵抗性を
示す典型的な免疫微小環境(Cold tumor microenvironment)を示す。 



③ マウスモデルを用いた MPS1 阻害剤投与による抗腫瘍免疫活性化の評価 
上述した薬力学試験の結果に基
づき決定した Decitabine および
BAY-1217389 の投与条件を用い
て、Vehicle、Decitabine 単剤、
BAY-1217389 単 剤 お よ び
Decitabine+BAY-1217389 併用と
いう４条件で比較検討をしたと
ころ、単剤群でも一定の治療効果
が観察されたが、特に２剤併用群
において、ほとんどの個体で治療
開始から２ヶ月以上、再増殖無し
に腫瘍抑制効果が維持された（図
６）。治療開始初期に Decitabine
は合計 7日間、BAY-1217389 は合
計 4日間投与したのみであり、そ
の後は薬剤投与無しに長期的な
奏功を達成することから、抗腫瘍
免疫の関連が示唆された。実際
に、本マウスモデルの未治療群で
は、腫瘍辺縁部に CD8 陽性 T細胞
が集積することがわかったが、併用群では CD8 陽性 T細胞の腫瘍内浸潤の比率が上昇すること、
さらには中和抗体による CD8 陽性 T 細胞除去により治療効果が顕著に抑制されることから、こ
れらの治療効果の少なくとも一部は抗腫瘍免疫の活性化を介していることが明らかになった。 
 
④ MPS1 阻害剤と免疫チェックポイント阻害薬の併用療法 
中和抗体を用いた免疫細胞除去実験等の実験結果から、MPS1 阻害剤投与が免疫細胞依存的に抗
腫瘍効果を示すことを明らかにした。そこで実際に、MPS1 阻害剤投与による腫瘍微小環境内へ
の浸潤リンパ球の量や質、免疫担当細胞の種類などをフローサイトメトリー解析や免疫染色に
より解析した。それらの結果、MPS1 阻害剤投与に伴い腫瘍内 CD8 陽性 T 細胞の亢進や Foxp3 陽
性制御性 T 細胞の減少が観察された。また、免疫チェックポイント治療不応答モデルである KL
型 NSCLC マウスモデルを用いて、MPS1 阻害剤と抗 PD1 抗体の併用投与を実施した。その結果、
MPS1 阻害剤との併用により免疫チェックポイント阻害薬への治療感受性が上昇することを明ら
かにした。 
 

図６. KL 型 NSCLC マウスモデルを用いた Decitabine お
よび MPS1 阻害剤（BAY-1217389）の併用療法の実施。
赤矢印：MPS1 阻害剤投与。青線：Decitabine 投与期間。 
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