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研究成果の概要（和文）：転移巣における分子標的薬耐性機構を解明するために、EGFR変異肺がんおよびALK融合遺伝
子陽性肺がん細胞株を用い、がん性胸水、骨病変（骨転移）、脳病変（脳転移）における分子標的薬耐性のin vivoイ
メージングモデルを確立した。これらのモデルを用い、一つの腫瘍においても複数の因子により耐性が惹起されること
、耐性克服には併用療法の副作用に留意した戦略を立てる必要があることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To elucidate mechanism of targeted drug resistance in metastatic lesions, we 
established in vivo imaging models for pleural carcinomatosis and bone/brain metastases, which are 
resistant to targeted drugs, of EGFR mutant or ALK fusion positive lung cancer cell lines. We found that 
resistant tumors consist of a heterogeneous mixture of functionally distinct cancer cells with different 
resistant mechanisms. Moreover, our observation indicated that we should be careful for toxicity of 
combined therapy which overcome targeted drug resistance caused by multiple mechanisms.

研究分野： 腫瘍内科
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１．研究開始当初の背景 
肺がんの分子標的薬はEGFR 変異あるいは

EML4-ALK 融合遺伝子を有する肺がんに

劇的な効果を示すが、必ず獲得耐性により

再発することが次なる問題となっている。

また、再発する病巣（ほとんどは転移巣）

間で耐性原因が異なることが多く、耐性が

んの診断および治療を困難にする大きな要

因となっている。 
 
２．研究の目的 
本研究では EGFR チロシンキナーゼ阻害

薬(EGFR-TKI)や ALK 阻害薬に高い感受性

を示す肺がん細胞による転移モデルをまず

作成する。つぎに、EGFR-TKI や ALK 阻

害薬の長期投与による耐性モデルを作成し、

分子標的薬耐性が同一個体内で同一の原因

でしか生じないのか、複数原因で生じるの

かを検討する。最終的には、複数の原因で

耐性が生じる場合の耐性原因の診断法や耐

性を克服し延命せしめる新しい治療法の確

立を目指す。 

 
３．研究の方法 
1. EGFR-TKI やALK 阻害薬に高い感受性

を示す肺がん細胞を用いた転移モデルの作

成 

EGFR-TKI に高感受性の肺がん細胞株およ

びALK 阻害薬に高感受性の肺がん細胞株

にGFP およびルシフェラーゼ遺伝子導入

し、蛍光/発光により検出可能な細胞を作成

する。それらの細胞をSCID マウスに移植

する。4～8 週後に蛍光/発光撮影装置によ

る転移細胞の検出およびCT 撮影により原

発巣および転移巣形成を評価する。 

2. EGFR-TKI 耐性およびALK 阻害薬耐性

モデルの作製 

上記のモデルを用い、EGFR-TKI あるいは

ALK 阻害薬を長期(8～12 週)投与し、獲得

耐性により転移巣あるいは原発巣が増大す

るモデルを作製する。 

3. 転移巣の耐性原因の解析 

耐性化した全ての病巣を摘出し、耐性原因

を解析する。EGFR-TKI 耐性ではEGFR の

T790M 変異、Met 遺伝子増幅、HGF 過剰

発現、小細胞肺がんへの転化、EMT などを

検討する。ALK 阻害薬耐性ではALK の

C1196Y 変異、ALK 遺伝子増幅、EGFR リ

ガンドの過剰発現などを検討する。これら

の解析により、ひとつの個体において単一

の原因でしか耐性化しないのか、複数の原

因で耐性化するのかを明らかにする。また、

既存の耐性原因が検出されない病巣につい

ては新たな耐性機構を発見するための解析

を加える。 

4. 複数の原因による耐性を克服する新規

治療法の開発 

分子標的薬耐性転移モデルにおいて

EGFR-TKI+Met-TKI の併用療法、ALK 阻

害薬+抗EGFR 抗体の併用療法、Gatekeeper 

変異にも有効な新世代型EGFR-TKI やALK 

阻害薬などの治療効果を検討する。 

EGFR-TKI としてはゲフィチニブ、エルロ

チニブに加え不可逆型EGFR-TKI である

BIBW2992を使用する。Met-TKI としては

ALK とMet の両者の阻害活性を有するク

リゾチニブやVEGFR2とMet の阻害活性を

有するE7050 を使用する。ALK 阻害薬とし

てはクリゾチニブを使用する。Gatekeeper 

変異にも有効な新世代型EGFR-TKI として

は、変異EGFR 選択的阻害薬であるWZ4002

を使用する。その他の入手可能な阻害薬に

ついても、入手でき次第検討を行う。 
 
４．研究成果 

1. EGFR-TKI やALK 阻害薬に高い感受性

を示す肺がん細胞を用いた転移モデルの作

成 

EGFR-TKI に高感受性の肺がん細胞株およ

びALK 阻害薬に高感受性の肺がん細胞株

にGFP およびルシフェラーゼ遺伝子導入

し、蛍光/発光により検出可能な細胞を作成



した。それらの細胞をSCID マウスに移植

し、がん性胸水、骨病変（骨転移）、脳病変

（脳転移）を発光で検出し定量できるイメ

ージングモデルを確立した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. EGFR-TKI 耐性およびALK 阻害薬耐性

モデルの作製 

上記のモデルを用い、ALK 阻害薬を長期(8

～12 週)投与し、獲得耐性により転移巣あ

るいは原発巣が増大するモデルを作製した。 

3. 転移巣の耐性原因の解析 

がん性胸水モデルにおいて ALK 阻害薬の獲

得耐性となった胸水中から、ALK 阻害薬耐

性 ALK 肺がん細胞株を樹立した。種々の検

討の結果、側副経路の活性化や上皮間葉移

行(EMT)により耐性化している細胞が混在

していることが明らかとなった。 

4. 複数の原因による耐性を克服する新規

治療法の開発 

Gatekeeper変異とHGFによる側副経路活性

化という２つの原因によりEGFR-TKI耐性

となっているEGFR変異肺癌モデルにおい

て、Gatekeeper 変異にも有効な新世代型

EGFR-TKI (アファチニブやWZ4002)との併

用治療を行った。アファチニブ＋クリゾチ

ニブ治療もWZ4002＋クリゾチニブ治療も

上記耐性腫瘍の増大を抑制し、著明な耐性

克服効果を示した。ところが、アファチニ

ブ＋クリゾチニブ治療では下痢や著明な体

重減少をきたした。一方、WZ4002＋クリゾ

チニブ治療では、下痢や体重減少などの副

作用は出現しなかった。 

 これは、アファチニブが Gatekeeper 変異

に加え野生型 EGFR も抑制するため、クリゾ

チニブが MET を阻害した場合、宿主の EGFR

と MET という生体の恒常性維持に重要な 2

つの経路が同時に長期阻害されたために、

重篤な副作用が出現したと考えられた。一

方、WZ4002 は Gatekeeper 変異は阻害する

ものの野生型 EGFR は阻害しないため、クリ

ゾチニブが MET を阻害しても宿主の野生型

EGFR によるシグナルは保たれたため、重篤

な副作用が出現しなかったと考えられた。 

 以上より、複数の因子により惹起された

耐性の克服を目指した治療においては、副

作用も考慮した戦略を立てる必要があると

考えられた。 
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