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研究成果の概要（和文）：EGFR阻害薬やALK阻害薬は、各遺伝子陽性の肺がん患者さんに対する治療薬として用いられ
るが、約１年で耐性が生じ、効かなくなってしまうことが大きな問題となっている。そこで、これら耐性機構の解析を
行なった。（１）EGFR阻害薬への耐性化に、EGFRに結合するAki1が関与していることを明らかにした。一方、Pimキナ
ーゼは耐性化との有意な相関は認められなかった。EGFR阻害薬への耐性克服に用いられるc-Met阻害剤Tivantinibのチ
ューブリン阻害活性を見出した。（２）ALK阻害薬耐性患者さん検体より細胞株を樹立し、第二世代ALK-TKIへの耐性化
に関わる遺伝子変異を同定することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we tried to analyze the mechanisms of EGFR-TKI and ALK-TKI 
resistance and to develop overcoming drugs. We performed the following experiments and obtained several 
new findings.
(1) We searched the EGFR binding protein and found that Aki1, a scaffold protein, interacted with EGFR 
and mediated EGFR-TKI resistance. We could not find out the positive relationship between Pim kinase 
expression and EGFR-TKI resistance. During the analysis of c-met signaling pathway for EGFR-TKI 
resistance, we found that a c-met inhibitor tivantinib, exhibited anti-tumor activity by inhibiting 
tubulin polymerization.
(2) Using patient-derived samples, we succeeded to identify several mutations that were associated with 
ALK-TKI resistance. Theese resistance could be overcame the second generation ALK-TKIs, such as alectinib 
and ceritinib.
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１．研究開始当初の背景 
（ １ ） Gefitinib や Erlotinib な ど の
EGFR-TKI は、エクソン 19 の欠失やエクソン
21にコードされている858番目のロイシンが
アルギニンに置換したL858R変異などを持つ
活性化型変異 EGFR を有する肺がん患者さん
に対して高い抗腫瘍効果を示す。しかし、活
性型遺伝子変異を有するにも関わらず全く
EGFR-TKI への反応性を示さない自然耐性の
患者さんが約 20-25％いることや、一旦効い
たと思われた患者さんでも約１年で効かな
くなってしまう獲得耐性が臨床上問題とな
っている。EGFR-TKI に対する自然耐性と獲得
耐性に関しては世界中でその分子機構の解
析が進められており、特に獲得耐性において
は、標的分子である EGFR の二次的変異（790
番目のスレオニンがメチオニンに置換した
T790M 変異）や、HGF-Met 経路・IGF1 レセプ
ター経路など代償機構による耐性化などが
報告されつつあり、これら耐性を克服する新
規治療法開発が進んでいる。実際に、HGF-Met
阻害剤である Tivantinib（ARQ197）などとの
併用療法の臨床試験が進められており、無憎
悪生存期間（PFS）の延長が報告されている。
さらに、EGFR の下流のシグナル伝達分子であ
る PI3K-Akt 経路と MEK-ERK（MAPK）経路を同
時に抑制することで、EGFR 変異に伴う
EGFR-TKI 耐性を克服しようという臨床試験
も既に始まっている。 

（２）ALK 融合遺伝子陽性肺がんに対する治
療薬として認可された ALK-TKI である
Crizotinib も、EGFR-TKI 同様に獲得耐性が
多数の患者さんで生じることが報告されて
いる。ALK-TKI への耐性化機構の詳細は明ら
かではないが、EGFR-TKI への耐性化と同様に
二次的変異や代償機構が耐性化に関与して
いることが示唆されている。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究課題では、EGFR-TKI 耐性化への
Aki1分子とPimキナーゼの関与を検討すると
共に、EGFR の二次的変異や HGF-Met や IGF1R
を介した代償機構など幾つか報告されてい
る耐性機構のどの耐性化にこれら分子が関
与しているのか、それぞれのモデル細胞系、
あるいは EGFR-TKI を in vitroで長期間暴露
することにより樹立された耐性細胞株を用
いることで検討する。具体的には、EGFR-TKI
感受性・耐性の肺がん・胃がん細胞株を用い、
Aki1・Pim キナーゼ発現との相関を検討する。
Pim キナーゼは、K-Ras により発現誘導され
ることが他のがん腫で報告されていること
から、K-Ras 変異・活性との相関をシーケン
ス・キナーゼアッセイにより、さらには
HGF-Met などの代償機構による発現誘導の可
能性を qPCR 法や Western 法で検証する。さ
らに Aki1 分子と Pim キナーゼの遺伝子ノッ
クダウンを特異的 siRNA あるいは shRNA で行
ない、EGFR-TKI への感受性変化を検討する。
Pim キナーゼに関しては、特異的な阻害剤が
幾つか報告されているので、それら Pim 阻害
剤と EGFR-TKI との併用効果を MTT 法などで
検証する。また、EGFR と同様な細胞生存・増
殖シグナルを伝達するレセプター分子であ
る c-Met を対象に、c-Met 阻害剤として知ら

れる Tivantinib、PHA-665752 などの薬剤を
用いて、EGFR-TKI 耐性細胞に対する増殖阻害
効果を MTT 法あるいは CellTiter-Glo 法で、
また c-Met や c-Met の下流の Akt や MAPK の
リン酸化レベル変動を Western blot 法にて
検証する。 

（２）ALK-TKI である Crizotinib が ALK 融合
遺伝子陽性肺がんに対する治療薬として認
可されている。初期治療では劇的な奏功率が
得られるが、EGFR-TKI 同様に約１年で獲得耐
性が生じることが臨床上大きな問題となっ
ている。ALK-TKI への耐性化機構の詳細は明
らかではないが、EGFR-TKI への耐性化と同様
に二次的変異や代償機構が耐性化に関与し
ていることが示唆されている。そこで、
ALK-TKI 投薬前と耐性化後の同一患者さん由
来臨床検体から樹立する細胞株を用い、ALK
の下流に位置するシグナル変化に関して、リ
ン酸化抗体アレイなどを用いて検討をする。
また、ALK の遺伝子変異の有無を検証し、獲
得耐性に関わる遺伝子変異を同定するとと
もに、その変異を克服できる克服薬の探索を
行う。 
 
３．研究の方法 
（１） EGFR-TKI に感受性を示す細胞株と耐
性を示す細胞株の定常状態における Aki1 発
現を、Western 法で検討するとともに、EGFR
と Aki1 の結合を免疫沈降法にて検討した。
さらに、Aki1 遺伝子ノックダウン時の細胞死
とシグナル伝達変化を検討した。 

（２） 肺がん・胃がん細胞株における Pim
アイソフォーム発現と EGFR-TKI 耐性との関
連を Western 法で検討した。 

（３） c-Met 阻 害 剤 と し て 知 ら れ る
Tivantinib、PHA-665752 などの薬剤を用い、
EGFR-TKI 耐性細胞に対する増殖阻害効果を
MTT 法あるいは CellTiter-Glo 法で、また
c-Metや c-Metの下流のAktや MAPKのリン酸
化レベル変動を Western blot 法にて検証し
た。また細胞周期への影響を、propidium 
iodide 染色後に FACS で解析して検討した。
Tivantinib に関しては、既に EGFR-TKI 耐性
細胞と共に感受性細胞にも抗腫瘍効果を示
すことを見いだしており、その阻害機構の解
析も行なった。 

（４） ALK-TKI への耐性化機構を解析する
ために、第二世代 ALK-TKI へ耐性を示す細胞
株樹立を実験室レベルで行うとともに、耐性
患者さん由来臨床検体より細胞株を樹立し
てその細胞株での遺伝子変異を全エキソー
ムシーケンスや RTK アレイ解析することで、
耐性化機構を解析した。 
 
４．研究成果 

（１）Aki1 は、研究代表者が 2008 年に Akt
をリン酸化する酵素である PDK1 に結合する
足場タンパク質として同定した分子である
が、その後の解析により、EGFR にも結合する
ことが見出されている（図 1）。EGFR-TKI に
感受性を示す細胞株と耐性を示す細胞株の
定常状態における Aki1 発現を、Western 法で
検討したところ、EGFR-TKI への感受性に関わ
らず Aki1 を高頻度に発現していることが見 



 

 
図１：足場タンパク質 Aki1 の機能 

 
出された。さらに、EGFR-TKI への耐性を示す
T790M 変異を持った EGFR を発現している
H1975 細胞に Aki1 siRNA を処理して Aki1 タ
ンパク質発現を減少させると、生存シグナル
伝達に関わる Akt の活性（リン酸化）が減少
する（図 2）とともに、アポトーシスが誘導 
 

 
図 2：T790M 変異を持つ H1975 細胞における

Aki1 遺伝子ノックダウンの効果 
 
されることが明らかとなった。よって、T790M
などの二次変異により EGFR-TKI に耐性とな
った場合でも、Aki1 が新たな治療標的となり
うることが示唆された。 

（２）EGFR-TKI 感受性・耐性を示す肺がん
細胞株におけるPimキナーゼの発現変化の検
討肺がん・胃がん細胞株における Pim アイソ
フォーム発現と EGFR-TKI 耐性との関連を検
討したが、Pim1、Pim2、Pim3 ともに有意な相
関は認められなかった。 

（３）c-METは肝細胞増殖因子(HGF)をリガン
ドとする受容体型チロシンキナーゼをコー
ドするがん遺伝子であり、HGF/c-MET シグナ
ルの活性化は細胞の増殖、生存、運動性を増
加させることで腫瘍形成に関与している。さ
らに、EGFR-TKI に対する獲得耐性機構にも関
与していることが知られており、c-MET を介
した獲得耐性については、EGFR-TKI と c-MET
阻害剤を併用することで耐性が克服される
と報告されている。c-MET 阻害剤として臨床
開発が進んでいる Tivantinib は、選択性が
高く、経口投与可能な ATP 非競合的 c-MET 阻
害剤として開発された低分子化合物である。
しかし様々な腫瘍細胞を Tivantinib 存在下

で培養した場合、従来の c-MET 阻害剤に感受
性を示さない c-MET 非増幅の KRAS 変異細胞
株 H460、A549 で、c-MET増幅の MKN45 細胞と
同程度の増殖阻害活性を示すことが報告さ
れている。この事実は、Tivantinib の増殖阻
害活性はc-MET阻害以外の要因も関与する可
能性が考えられた。そこでまず、Tivantinib
の増殖阻害活性がc-MET阻害に依存するかを
確認するために shRNA による c-MET の発現を
抑制して、大幅な増殖阻害が見られた c-MET
依存性の細胞(EBC-1、MKN45、SNU-638)と、
ノックダウンしてもほとんど増殖が阻害さ
れなかったc-MET非依存性の細胞(A549、H460、
HCC827)を準備した。Tivantinib を c-MET 阻
害 剤 と し て 知 ら れ る PHA-665752 や
crizotinib と比較した結果、PHA-665752 及
び crizotinib では c-MET 依存性の細胞が非
依存性の細胞に比べ極めて高い感受性を示
したのに対し、Tivantinib はどちらの細胞に
も同程度の薬剤濃度で細胞増殖阻害活性を
示した（図 3）。 
 

 
図 3：Tivantinib の c-Met 非依存性細胞に対

する増殖抑制効果 
 
このことから、Tivantinib は c-MET 阻害以外
の作用機序により細胞増殖阻害を引き起こ
している可能性が考えられた。 

そこで Tivantinib の真の分子標的を予測
するために、がん研究会がん化学療法センタ
ー分子薬理部で開発された細胞パネル
（JFCR39）の薬剤感受性に基づいた COMPARE
解 析 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い 、
Tivantinib の増殖阻害プロファイルが既存
の微小管阻害剤と類似したパターンを示す
ことを見出した。Tivantinib が微小管阻害作
用を示すか検討するため、微小管を構成する
α-tubulin を免疫染色し細胞骨格の変化を
観察した結果（図 4）、微小管阻害剤として知
られる vincristine と同様に、Tivantinib 存
在下で培養した細胞では、微小管の退縮が起
こることを確認した。更に、精製 tubulin を
用いた in vitro での tubulin 重合アッセイ
により、Tivantinib が vincristine と同様に 



 

 

図 4：Tivantinib 処理による細胞内微小管の
退縮(右パネル：Tivantinib を 24 時間処理、

左パネル：コントロール) 
 

tubulin 重合を濃度依存的に阻害することを
確認した（図 5）。これらの結果から、tubulin
重 合 阻害に よ る微小 管 形成の 阻 害 が
Tivantinib の増殖阻害活性をもたらしてい
ることが明らかとなった。 
 

 
図 5：試験管内におけるチューブリン重合ア
ッセイ系にて確認された Tivantinib のチュ

ーブリン重合阻害活性 
 

現在、Tivantinib は c-MET 阻害剤としての
臨床試験が進められている。Tivantinib の抗
腫瘍効果がチューブリン阻害によりもたら
されていることの確認を進めることで、がん
治療においてより適した Tivantinib の臨床
応用法が見つかる可能性が考えられた。 

（４）2007 年に発見された肺がんにおける
強力ながん遺伝子である ALK融合遺伝子は非
小細胞肺がんの 3〜5%を占めていることが示
唆されている。この ALK 融合遺伝子陽性肺が
んの治療薬であるALK-TKIクリゾチニブは高
い奏効率を誇るが、治療開始後半年～数年で
再発することが大きな問題となっている。こ
れまでに、ゲートキーパー部位を含む様々な
耐性変異が報告されている。そのクリゾチニ
ブ耐性変異にも有効な薬剤として、第 2世代
ALK-TKI として、Alectinib や Ceritinib が
開発されている。残念ながらこれら第 2世代
ALK-TKI 投薬中に再発が起こる症例も報告

されているため、その分子機構解析が望まれ
ています。研究代表者らは、Ceritinib に対
し耐性となった腫瘍から G1202R 変異を
Ceritinib 耐性変異として発見することに成
功した。さらに、培養細胞を用いて Alectinib
耐性細胞を作製することで、Alectinib 耐性
細胞から V1180L 変異を同定するとともに、
Alectinib 耐性症例から新たな耐性変異
I1171T を同定することに成功した（図 6）。 
 

 
図 6：Alectinib 耐性変異部位を ALK タンパ

ク質上にマッピングした図 
 

次に Alectinib耐性変異に対し有効な阻害薬
を探索したところ、Ceritinibおよび AP26113
が V1180L と I1171T の両方の変異体に対して
有効であることを見出した。 

ALK 陽性肺がんでは世界各国で様々な耐性変
異が見出されておりそれぞれの耐性変異に
よって、各 ALK-TKI の感受性が異なるため、
再発後の生検サンプルの遺伝子解析により
次の治療へと進めていくことが重要である
ことが示唆された。 
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