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研究成果の概要（和文）：肺癌の30%を占める肺扁平上皮癌については使用できる分子標的治療薬は無い。先行
研究でドライバー変異を持たない頭頸部扁平上皮癌細胞株とレトロウイルスshRNAライブラリーを用いた網羅的
な合成細胞致死スクリーニングにより、mTORC1阻害剤とFAK(PTK2)が相互効果を持つことが示唆された。本研究
ではmTORC1阻害剤であるeverolimusとFAK阻害剤であるVS-6063の併用効果をin vitro及びnude mouseを使用した
異種移植モデルで評価した。その結果、in vitroにおいては両剤の強い相乗効果が示されたが、異種移植モデル
においては明らかな併用効果は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：There are no molecular targeted therapies available for squamous cell lung 
cancer, which accounts for 30% of lung cancer. Previous studies have demonstrated that mTORC1 
inhibitors interact with FAK(PTK2) by comprehensive synthetic cell-killing screens using a head and 
neck squamous cell carcinoma cell line without driver mutations and a retroviral shRNA library. In 
this study, we evaluated the combined effect of mTORC1 inhibitor everolimus and FAK inhibitor 
VS-6063 in vitro and in a xenograft model using nude mice. As a result, a strong synergistic effect 
of these drugs was shown in vitro, but no clear combination effect was observed in the xenograft 
model.

研究分野：腫瘍生物学

キーワード： FAK
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研究成果の学術的意義や社会的意義
扁平上皮癌の増殖シグナルは非常に複雑であり、分子標的治療薬による増殖シグナルの抑制のみではその進行を
制御することは困難である。そのため、殺細胞性抗癌剤、近年は免疫チェックポイント阻害剤による治療が中心
となっている。本研究は分子標的治療薬の併用により、肺扁平上皮癌に対して細胞死を誘導して有効な治療を探
索することが目的である。本研究では先行研究のスクリーニングで同定された治療候補の一つについて検討し、
動物実験ではこの有効性を証明することができなかったが、新たな候補遺伝子が同定された。本研究成果は肺扁
平上皮癌に対する分子標的治療の研究の進展に貢献すると考える。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年多くの臓器の癌でドライバー遺伝子が次々と同定され、それを標的とする分子標的治療薬
が開発されている。肺癌においては、EGFR 変異に対する EGFR 阻害剤、ALK 融合遺伝子に対する
ALK 阻害剤の登場によりこれらの遺伝子異常を持つ癌の治療成績が飛躍的に向上した。しかしこ
れらの遺伝子異常は肺腺癌に限定され、肺癌の 30%を占める肺扁平上皮癌については使用できる
分子標的治療薬は無い。頭頸部扁平上皮癌においては、FGFR、EGFR、PI3K、PTEN、AKT や p53 等
多くの経路を介して mTORC1 経路が活性化していることから、mTORC1 阻害剤が治療の有望な標的
の一つであると予測される。しかし扁平上皮癌の増殖シグナルは非常に複雑であり、mTORC1 阻
害剤単独での治療効果は限定的であることが予想されるため、その臨床応用のためには mTORC1
阻害剤の正確な耐性機構の解明と他剤との併用療法の開発が必要になると考えられる。我々は
先行研究でドライバー変異を持たない頭頸部扁平上皮癌細胞株とレトロウイルス shRNA ライブ
ラリーを用いた網羅的な合成細胞致死スクリーニングにより、mTORC1 阻害剤である rapamycin
と相互効果をもつ候補遺伝子を検出した。本研究では、このスクリーニングで検出された候補遺
伝子のうち FAK(Focal adhesion kinase)に注目する。FAK は癌細胞の浸潤、接着、増殖、アポト
ーシス等様々な機能に関与する非受容体型たんぱく質チロシンキナーゼであり、SRC と相互作用
をもつ。FAK 阻害剤の固形癌に対する臨床試験は進行中である。本研究では、肺扁平上皮癌に対
する mTORC1 阻害剤と FAK 阻害剤併用による治療効果を検証した。 
 
２．研究の目的 
本研究は肺扁平上皮癌に対する mTORC1 と FAK を標的とした治療の効果と作用機序、安全性を実
験レベルで検証することを目的とする。そのために以下を明らかにする。 
(1) in vitro において mTORC1/FAK 阻害、及び mTORC1/FAK 阻害により細胞増殖が相乗的に抑制
されるかどうかを明らかにする。 
(2) ヌードマウスを用いた肺扁平上皮癌異種移植モデルで mTORC1/FAK 阻害による抗腫瘍効果を
確認する。 
 
３．研究の方法 
(1)mTORC1 阻害剤として everolimus、FAK 阻害剤として VS-6063 を使用した。阻害剤は Selleck 
Biotech社より購入した。肺扁平上皮癌細胞株はRERF-LC-AIを使用した。上述の阻害剤を単剤、
2剤を使用してそれぞれの細胞株に対し、96 ウェルプレートを用いて細胞増殖試験を行った。
ソフトウェア Compusyn を使用して Combination Index plot（CI plot）を作成し、併用効果を
評価した。また、siRNA を用いた FAK knock down と everolimus による細胞増殖抑制効果につ
いても検討した。siRNA は On-TARGET plus SMARTpoolTM (Dharmacon)を使用した。 
(2)肺扁平上皮癌細胞株に対する mTORC1、FAK 阻害剤の併用効果を確認するために nude mouse
（BALB/cAJcl-nu/nu）を使用した肺扁平上皮癌異種移植モデルにより検証した。 
 
４．研究成果 
（1）in vitro における mTOR 阻害剤と FAK 阻害剤の併用効果の検討： 
増殖抑制効果を評価するために、
day0 に 96 ウェルプレートに 1500 細
胞/ウェルの RERF-LC-AI を播種し、
day1に everolimusおよびVS-6063を
添加した。Day4 に Cell counting 
kit-8 を加えてマイクロプレートリ
ーダーを用いて OD450nm を測定し、
72 時間での細胞増殖抑制効果を算出
した。結果を図 1 に示す。さらに、
Compusyn を用いて CI plot を作図し
た（図 2）。CI plot より CI at ED50
を算出した。CI < 1 を相乗効果と判
定する。VS6063/everolimus 濃度比が
40/1 において CI = 0.04821、160/1 に
おいて CI = 0.0263、640/1 において
CI = 0.00973 であり、何れの濃度比
においても強い相乗効果を認めた（図
2）。 
 次に、everolimus と FAK knock 
down による細胞増殖抑制効果を検証
した。day0 に 96 ウェルプレートに
1500 細胞/ウェルの RERF-LC-AI を播
種し、day1に siRNAを添加した。siRNA
は control siRNA、FAK siRNA の他に
SRC siRNA も使用して実験を行なっ



た。day2 に everolimus 1μM を添加
して Day5 に Cell counting kit-8 を
使用して細胞増殖抑制効果を算出し
た。FAK knock down と everolimus の
併用効果が認められた（図 3）。SRC 
knock down と everolimus の併用では
より強い細胞増殖抑制効果を認めた
（図 3）。 
 RERF-LC-AI 細 胞 に 対 す る
everolimus の mTOR阻害効果を確認す
るために、抗 phospho-ribosomal 
protein S6 抗体 (Ser240/244) (Cell 
Signaling Technology)を用いてウェ
スタンブロットを行い、everolimus 
1nM において阻害効果が得られることを確認した。また、抗 FAK 抗体を用いたウェスタンブロッ
トにより、RERF-LC-AI に FAK が発現していることを確認し、その阻害効果を確認するために、
抗 phospho-FAK(Tyr397)抗体（Cell Signaling Technology）によるウェスタンブロットを行い、
VS-6063 1μMで FAK 阻害効果が得られることを確認した。 
 
（2）異種移植モデルによる everolimus と VS-6063 の併用効果の検討： 
6 週令の雌の nude mouse の腋窩に RERF-LCAI 1×10^6 細胞を皮下移植した。腫瘍が形成されて
100mm^3 程度に到達した段階で各治療群（対照群、everolimus 単剤群、VS-6063 単剤群、
everolimus+VS-6063 併用群）に腫瘍体積が均等になるように振り分けて阻害剤の投与を開始し
た。everolimus は 2.5mg/kg を 1 日 1 回、VS-6063 は 25mg/kg を 1日 2回、週に 5日間経口投与
した。everolimus 単剤群と everolius+VS-6063 併用群は対照群と比較して有意に腫瘍体積が低
値となったが、VS-6063 群においては対称群と比較して明らかな差異は認めなかった。また、
everolimus 単剤群と併用群の間に治療開始 41 日まで腫瘍体積に有意差を認めず、両剤の併用効
果は認められなかった（図 4）。また何れの治療群においても、体重減少を含めた有害事象を認
めなかった。 
 
以上の結果より、in 
vitro においては、肺
扁平上皮癌細胞株
RERF-LC-AI に対して、
everolimus と VS-6063
の強い相乗効果が示唆
されたが、動物実験に
おいては、これを証明
するに至らなかった。
その原因として、VS-
6063 投与量を既報と
同様に設定したが生体
では腫瘍局所において
in vitro のような濃度に到達していない可能性があることが考えられる。今回の動物実験にお
いて何れの治療群においても、体重減少を含めた有害事象が確認されなかったことから、VS-6063
の投与量をさらに増量できる可能性がある。また、今回は RERF-LCAI を使用したが、他の細胞株
においても検証が必要と考える。また、本研究では、FAK シグナル経路と相互作用のある SRC に
ついて siRNA を用いて実験を行なった。In vitro の結果ではあるが、SRC siRNA は everolimus
と強い併用効果を認めており、SRC 阻害剤である dasatinib と everolimus の併用効果について
も今後の検討課題である。 
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