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研究成果の概要（和文）： 
先進医療の現場で難治性として危急の解決課題となっているチロシンキナーゼ阻害性分子標的
薬耐性変異型肺がん細胞を研究対象として、その分子病理学的特徴を gefitinib 感受性肺がん
細胞と比較解析した。結果、耐性変異型細胞では gefitinib が特異的に誘導する癌抑制遺伝子
p14ARF の発現が起こらないことを見出した。さらに、gefitinib 効果の作用点となるミトコン
ドリア局在型 p14ARF のコード領域内のコア配列を決定し、感受性方とともに耐性変異型細胞の
増殖抑制・アポトーシス誘導に機能する抗腫瘍ペプチドのプロトタイプの開発に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We aimed to characterize the distinct molecular response to gefitinib between the 
drug-resistant and drug-sensitive lung adenocarcinoma cells in order to learn about 
therapeutics based on the molecular information. Consequently, we found a specific 
increase in p14ARF expression in gefitinib-sensitive lung adenocarcinoma clones, 
which was absent in gefitinib-resistant clones. Moreover, we identified the amino 
acid residues spanning from 38 to 65 as a functional core of mitochondrial p14ARF (p14 
38-65 a.a.), which reduced the mitochondrial membrane potential and caused caspase-9 
activation. The synthesized peptide covering the p14 38-65 a.a.induced growth 
suppression of the gefitinib-resistant clones without affecting non-neoplastic cells. 
These findings suggest that the region of p14ARF 38-65 a.a. is critical in the 
pharmacological action of gefitinib against EGFR-mutated lung adenocarcinoma cells 
and has potential utility in the therapeutics of gefitinib-resistant cancers. 
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１．研究開始当初の背景 
急速な高齢化社会の到来により、今やがんを
中心とする悪性新生物は我が国の成人死亡
の主因となり、その中でも特に肺がんの罹患
率の増加は際立っています。非小細胞肺がん
（肺腺癌等）患者のがん細胞に発現する上皮
成長因子受容体(EGFR)の活性阻害剤である
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に登場し一定の効果を挙げていますが、同時
に近年これらの分子標的薬で継続的に治療
を受ける患者では薬剤耐性変異を獲得した
肺がんが出現し、結果致死に至るという大き
な問題を同時に惹起しています。この対策と
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して T790M 耐性変異型 EGFR 分子標的のため
の新たなケミカルスクリーニングとデザイ
ン改変の競争が熾烈となっています。しかし、
感受性変異→耐性変異サイクルの循環によ
る創薬の反復的探索という“いたちごっ
こ”に陥る危険性も憂慮されることから、耐
性がんの keyとなる生物学的病理学的特徴の
解析の上に立った EGFR 増殖シグナル経路上
の新たな有効作用点や独立経路での増殖抑
制法の発見と創薬開発が耐性肺がん克服の
ためには必須の研究視点と考えられます。一
方、わずか３０個程度までのアミノ酸の連続
体である“ペプチド”は、細胞生理学的機序
を介して高い吸収性と低細胞傷害性を持つ
点で、卓越した生体用バイオツールとなる可
能性を持っており、また化学修飾やデザイン
改変の自由度が高いのが大きな利点です。し
かし、医療分野でのペプチドを応用した創薬
研究と技術開発は大きく立ち遅れているの
が現状です。 
２．研究の目的 
先進医療の現場で難治性として危急の解決
課題となっているチロシンキナーゼ阻害性
分子標的薬耐性変異型肺がんを研究対象と
して、その分子病理学的特徴を解析し、その
基盤情報にもとづいてペプチド工学と糖鎖
工学技術を総合的に応用した「からだにやさ
しい」特性を最大限に活かす“抗腫瘍性ペプ
チド”をベースとする次世代創薬の可能性
に向けた治療学的技術基盤の開発を目的と
します。 
３．研究の方法 
【２３年度】まず、gefitinib 感受性 EGFR 遺
伝子変異を持つことで知られる肺がん細胞
２株 PC-9,HCC827 と、EGFR T790M 耐性変異２
株 RPC-9,H1975 を比較解析の対象とします。
Gefitinib の用量を変え 24 時間後～48時間
後に顕著なアポトーシスを誘導する条件下
に全細胞から mRNAおよびタンパクを回収し、
定量 PCRとイムノブロットを併用して解析を
行います。同細胞群の gefitinib 処理による
細胞増殖動態の違いから考案し、key 分子探
索の対象遺伝子群は EGFR 下流の細胞周期制
御系癌抑制遺伝子群や細胞死制御分子群（※
研究準備状況の項目参照）、分子シャペロン
群等に注目して、p16INK4a、p21CIP1、p53、
p27Kip1、RB、XIAP、Bcl-2, Grp78, Grp75 な
どの細胞内発現変動の違いを両者で解析し
ます（近藤及び大学院生）。また、発現プロ
ファイルによる比較解析やプロファイルデ
ータベースの分析を並行実施します（齋藤）。
次に、候補分子について機能回復や不活化に
働く抗腫瘍ペプチドをデザインします（近
藤）。デザインは私たちのこれまでの研究か
ら（Mol. Cancer Ther.vol. 3, 2004,Mol. 
Cancer Ther.vol.7, 2008 参照）細胞膜透過
性ドメインとタンパク分子機能制御ドメイ

ン両者が連結したものを基本骨格に設定し
ます。 

【２４年度】 

前年度デザインした抗腫瘍ペプチドについ
てゲフィチニブ耐性肺癌細胞株を含む多種
類のヒト肺癌細胞株に対する詳細なin vitro
増殖抑制アッセイを行い抗腫瘍効果とその
分子機序の解析を行います（近藤及び大学院
生）。この結果に基づいて最も顕著な抗腫瘍
効果を発揮するペプチドを絞り込みます。 
 
４．研究成果 

本研究の成果として、以下の重要知見を得た。

①Gefitinib 感受性肺癌細胞株では p14ARFの

発現が優位に上昇し細胞死を誘導するが、こ

れを親株とした Gefitinib耐性肺癌細胞株で

は感受性型と異なり、p14ARF の発現上昇が特

異的に欠如していることを見出した（下図）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

②次に、gefitinib の反応経路で細胞死誘導

のエフェクターであるこの p14ARF が、アポ

トーシス効果を発揮する際に肺がん細胞内

でミトコンドリアに機能的局在を示すこと

が重要であることを見出した。この分子病理

学的知見に基づいて、p14ARF 全長のアミノ酸

配列のどの部分が機能的コア配列であるか

を解析し、p14ARF タンパクのコードする第３

８番から 65 番残基までのアミノ酸領域がこ

れに該当することを明らかにした。 

③さらに、本研究の最終的な成果として、

gefitinib 感受性肺がん細胞のみならず、

gefitinib 耐性肺がん細胞に効果的に細胞死

を誘導できるミトコンドリア移行型 p14機能

性 ペ プ チ ド （ p14ARF38-65: 
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PG）の開発に成功した。このペプチドは

gefitinib 非存在下で効果的なアポトーシス

を受性肺がん細胞とともに耐性肺がん細胞

に誘導した（下図）。 

 

 

 

 

 

 

このペプチドは既存の抗腫瘍性ペプチドと

同等かそれ以上の増殖抑制機能を持ち、かつ

正常細胞の viabilityをほとんど損なわない

性能を持つことを明らかにした（下図）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(MMNK-1:正常胆管上皮不死化細胞、TMNK-1: 

正常血管内皮不死化細胞、NHDF: 正常皮膚繊

維芽細胞、Nuli-1: 正常気管支上皮不死化細

胞、PC9:gefitinib 感受性肺腺癌細胞、RPC9: 

gefitinib 耐性肺腺癌細胞） 

 

このような p14ペプチドに関する研究は現在

のところほとんど報告されておらず、現在の

ところ in vitro レベルではあるが、私たち

は Gefitinibの作用点である細胞膜上受容体

EGFR を出発点とする一連の特異的シグナル

経路の連続的な稼働を要することなく十分

な耐性肺がんに対する抗腫瘍性を発揮する

ペプチド製バイオツールを創成することが

できた。今後さらに p14 ペプチドの一層の機

能向上に取り組み、副作用が少なく実効的な

次世代先端医薬としての可能性に向けたペ

プチドベースの生体低侵襲性治療学的技術

基盤の開発を目指したい。 
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