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研究成果の概要（和文）：1) EGFR-mutant肺腺癌細胞H1975には、tyrosine kinase inhibitor (TKI)存在下でも
生存可能な亜株 (WR7 cell)が含まれている。WR7 細胞はEMTを起こし、EGFR非依存性かつ異性化酵素 Pin 1依存
性に生存している。
2) Angiotensin converting enzyme 2 (ACE2)は、EGFR-mutant肺腺癌細胞HCC827由来のTKI耐性亜株に高発現す
る一方、親株（TKI感受性）には殆ど発現していない。我々はACE2に結合し、細胞に内在化される抗体を開発し
たが、この抗体は新規抗体医薬のベースとなる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：EGFR-mutant lung adenocarcinomas depend on the kinase for survival. We have 
identified a new molecular mechanism that contributes to TKI resistance, and a previously 
unrecognized membranous molecule TKI-resistant cancer cells selectively express. (1) The EGFR mutant
 lung adenocarcinoma cell line, H1975, has a subset of cells that exhibits an EMT phenotype and can 
thrive in the presence of EGFR TKIs. These cells depend on the isomerase Pin1 for survival in vitro,
 unlike their parental cells. (2) A mesenchymal EGFR-independent subline derived from the EGFR 
mutant lung adenocarcinoma cell line, HCC827, expressed ACE2 to a greater extent than its parental 
cells. We also developed an anti-ACE2 mouse monoclonal antibody (mAb), termed H8R64, that was 
internalized by ACE2-expressing cells. If an antibody-drug conjugate consisting of a humanized mAb 
based on H8R64 and a potent anticancer drug were produced, it could be effective for the treatment 
of EGFR-mutant lung adenocarcinomas. 
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１．研究開始当初の背景 
 Epidermal growth factor receptor (EGFR) 遺
伝子変異陽性（以下 EGFR-mutant）肺腺癌が
当初は反応した第一、第二世代 EGFR tyrosine 
kinase inhibitors (TKIs) に抵抗性を示す最大
の機序は EGFR T790M 変異である。第三世代
EGFR TKIはT790M変異をも抑制可能である
が、それに対しても EGFR-mutant 肺腺癌細胞
はいずれ耐性を獲得することを確認してい
た。EGFR-mutant 肺腺癌には間葉系の表現型
を呈し“EGFR 非依存性”に生存・増殖可能
な subpopulation が含まれており、これが
EGFR TKI 耐性の根本原因との仮説を得てい
た。 
 
２．研究の目的 
 上記したような EGFR 非依存性の特異細胞
に焦点を当て、その細胞の EGFR 阻害薬耐性
の機構を解明することを目指した。また別の
アプローチとして EGFR 非依存性の癌細胞の
表面に特異的に発現する分子が同定されれ
ば、その分子を標的とする治療法が可能とな
るため、そのような分子の探索も行った。 
 
３．研究の方法 
「TKI耐性細胞における異性化酵素Pin1の役
割」 
 L858R + T790M 変異を有する EGFR-mutant
肺腺癌肺腺癌細胞株 H1975 細胞を使用した。
この細胞に第三世代 EGFR TKI の一つである 
WZ4002 を 長 期 投 与 し 、 耐 性 亜 株 
WZ4002-Resistant (WR) 7 細胞を得た（図 1）。
親株と WR7 細胞を比較し、WR7 細胞の TKI
耐性に関与する分子を同定した。 

図 1．本研究を使用した H1975 細胞の親株と
WR7 細胞の位相差顕微鏡写真 
 
「TKI 耐性細胞に発現する ACE2 に対する抗
体開発」 
 EGFR-mutant 肺腺癌肺腺癌細胞株 HCC827 
(exon 19 deletion) の親株（TKI 高感受性）と
それ由来のTKI耐性亜株 GR2細胞を解析し、
GR2 細胞のみで発現する膜表面分子を探索
した。 
 
４．研究成果 
「TKI耐性細胞における異性化酵素Pin1の役
割」 
(1) 親株と比較すると WR7 細胞は長い突起
を有しており、 epithelial to mesenchymal 
transition (EMT) を生じていることを示唆し
ていたため、上皮マーカー、間葉マーカーの
発現を western blot 法で確認すると、WR7 cell

は 実 際 に 上 皮 間 葉 移 行  (epithelial to 
mesenchymal transition, EMT) を起こしてい
た。同時に WR7 細胞では autophagy が活発に
生じていることも確認された（図 2）。この
autophagy の活性化は以前に詳細に解析した
別の EGFR mutant 肺腺癌細胞株である
HCC827 や HCC4006 から樹立された EGFR 
TKI 耐性細胞 （GR 細胞）と同様と考えられ
た (Sakuma et al. Lab Invest 2013; 93: 1137-46.)。
今回樹立したH1975 WR7細胞も autophagy依
存性に生存していることも確認した。 

図 2．Autophagosome を胞体内に有する WR7
細胞の蛍光顕微鏡写真 
 
(2) H1975 WR7 細胞はその親株と異なり、も
う一つの第三世代 EGFR TKI である CO-1686
存在下でも増殖可能であり、かつ興味深いこ
とに薬剤で治療していない状態でも EGFR の
自己リン酸化（活性化）は確認できなかった
（図 3）。以上の実験結果は H1975 WR7 細胞
では EGFR への依存性が低く、代償的に
autophagy 依存性が高い細胞であることを示
唆していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．WR7 細胞は TKI がない状態でも、リン
酸化 EGFR 陰性である (western blot) 
 
(3) 本研究で着目した Pin1 は異性化酵素であ
りリン酸化された serine/threonine kinase の立
体構造を cis 体あるいは trans 体に変換する。
蛋白の立体構造はその機能と直接的に関連
することから、Pin1 は細胞内に数多く存在す
る serine/threonine kinase の機能を調節してい
ると考えられる。先行する研究では iPS 細胞
を含む（正常）幹細胞やいわゆる癌幹細胞の
生存を促進すると報告されている。今回、
我々が検索したところ Pin1 は mRNA、蛋白
ともに親株よりも WR7 細胞に多く発現して
いた（図 4）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4．WR7 細胞は親株と比較して Pin1 の発現
量が多い (western blot) 
 
(4) 親株、WR7 細胞で発現する Pin1 を siRNA
導入により抑制すると、親株には顕著な変化
を認めないものの、WR7 細胞では増殖が顕著
に抑制され（図 5）、かつ apoptosis が生じて
いた（図 6）。Pin1 knockdown が WR7 細胞に
apoptosisをもたらす詳細な機序は不明ながら、
WR7 細胞のみで AKT のリン酸化が抑制され
ていることから（図 6）、これが原因の一つと
考えられた。 

図 5．親株は Pin knockdown の影響を殆ど受
けないが、WR7 細胞は殆ど増殖できない 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6．Pin knockdown を受けた WR7 細胞は明
らかに apoptosis し、AKT のリン酸化は減弱
している 
 
(5) 本学附属病院で治療された EGFR mutant
肺腺癌のお一人の患者さんのTKI治療前と治
療後（耐性獲得後）の癌組織を解析したとこ
ろ、高分化乳頭状腺癌である治療前の組織で
は Pin1 は陰性だが、耐性獲得後の EMT を生
じた胸膜播種巣では Pin1 が核に発現してい
ることを確認した（図 7）。以上の培養細胞を
使用した in vitro の実験とそれを裏付けるよ
うな臨床検体での Pin1 発現状態から、Pin1
は EGFR TKI 耐性に関与していることが示唆
された。 

 
図 7．治療前の組織（原発性肺腺癌）では Pin1
は陰性であるが、TKI 耐性獲得後の胸膜播種
巣では Pin1 陽性である (scale bar, 100 μm)  
 
 
「TKI 耐性細胞に発現する ACE2 に対する抗
体開発」 
(1) 本研究では angiotensin converting enzyme 
2 (ACE2) が EGFR-mutant 肺 腺 癌 細 胞
HCC827 由来の TKI 耐性亜株 GR2 cell に高発
現する一方、親株（TKI 感受性）には殆ど発
現していないことを世界で初めて報告した
（図 8）。 

図 8．GR2 細胞は親株と比較して ACE2 を明
瞭に発現している (flow cytometer)  
 
(2) 原発性 EGFR-mutant 肺腺癌の少なくとも
一部の癌細胞は ACE2 を背景の正常肺よりも

強く発現していることも確認した（図 9）。 
図 9．ACE2 を細胞膜に発現する原発性
EGFR-mutant 肺腺癌 (scale bar, 100 μm) 
 
(3) 我々はさらに ACE2 に結合し、細胞に内
在 化 さ れ る mouse monoclonal antibody 
(H8R64) を開発したので（図 10）、この抗体
をベースとするヒト化抗体と抗癌剤からな
る抗体医薬はEGFR-mutant肺腺癌治療に使用
しうると期待される。 
 



 
 

図 10．H8R64 と毒素 (DT3C) を結合させる
と GR2 有意に細胞死を誘導する 
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