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研究成果の概要（和文）：肺癌の死亡数は今後、更に増加すると予測される。分子標的治療薬は

ある特定の母集団を選別して投与すれば、一定の効果があるが、完治することない。２次性の

EGFR 遺伝子変異が獲得耐性にある程度関与していることは解明されたが、耐性に関する遺伝子

の発生の必然性やその biological effect は不明である。本研究では肺癌細胞株における EGFR

発現安定株を作製した。今後、異なる変異株の共培養実験にて腫瘍増殖能の測定と EGFR-TKI

に対する反応などを検討する。また heterogeneity のモデルとして腺扁平上皮癌のデータを検

証した。さらに EGFR TKI 治療前後の検体を用いて獲得耐性の分子機序を報告し、T790M の有無

により生存期間が異なることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Lung cancer has been the most common cancer in the world for several 

decades and the prognosis is currently unacceptable. Activating mutations in the 

epidermal growth factor receptor (EGFR) gene in lung adenocarcinoma are associated with 

a dramatic clinical response to EGFR-tyrosine kinase inhibitors (TKI). However, patients 

often experience a relapse. However, the whole picture and biological significance 

regarding acquired resistance remains unclear.in this research. We planned the experiment 

to establish the visualization for the cancer cell transferred for GFR gene transiently 

and stably by using lung cancer cell lines, measurement for tumor growth potential by 

co-culture, and investigation of relationship between mix ratio and drug resistance to 

EGFR-TKI. We also examined the clinical feature of adenosquamous cell carcinoma as a 

representative model for heterogeneity of the tumor. Furtherer, our results showed that 

various alterations in gene or protein expression can account for all resistant mechanisms 

and this phenomenon suggests the existence of complicated relationships among acquired 

resistance-related genes. We also reported that T790M may thus be a useful marker for 

predicting a favorable prognosis in Japanese patients treated by an EGFR-TKI. 
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１．研究開始当初の背景 

肺癌の死亡数は悪性腫瘍の中で第１位

で今後増加すると予測されている。現在行

われている肺癌の治療とは集学的治療を

もってしても治療成績は悪く難治性癌で

ある。今日までの固形癌の進展においては

成長因子および受容体遺伝子、細胞接着因

子や、また細胞周期関連遺伝子、微小環境

を解明することは重要とされてきた。中で

も EGFR は肺癌において過剰発現し、予後

不良因子となりうるために治療の標的と

され、EGFR tyrosine kinase inhibitor 

(TKI)が開発された。今日までに EGFR 遺伝

子変異の選別が直接肺癌患者の個別化医

療に繋がることは明らかである（Uramoto 

H, et al. Epidermal growth factor 

receptor mutations are associated with 

gefitinib sensitivity in non-small cell 

lung cancer in Japanese. Lung Cancer. 

51:71-7, 2006）。しかし、EGFR-TKI は一

般にたとえ、当初奏効しても、ほぼ全症例

で病態は進行する。近年、exon20 の二次

変異 T790M が獲得耐性に関与しているこ

とが報告された。また、T790M 発生の必然

性や腫瘍形成能における biological 

effect は不明である。したがって薬剤感

受性と耐性の変異の相互関係における分

子機構の解明を通して heterogeneity の

成因に関する知見を広げたい。これらの知

見は単に表裏一体の感受性や耐性機構を

説明するだけでなく、次世代の EGFR-TKI

の開発へと繋がると推測される。 

 
 
２．研究の目的 

肺癌が難治である理由は癌の進行にした

がって genome を変化させ、結果として治療

抵抗性となるからである。つまりいったん有

効な薬剤であってもいずれ、ほぼ全症例で病

態は進行する。いわゆる固形癌、特に原発性

肺癌における heterogeneity の成因の解明

こそが究極の治療法の breakthrough になる

と考え、その分子機構を解析することが新た

な治療法の開発へと繋がるという着想に至

った。したがって本研究は、肺癌について、

EGFR 遺 伝 子 変 異 を 基 軸 と し て

heterogeneity の成因に関わる因子を総合

的に解析し、臨床応用に向けての基礎とする

ことと二つの component を同時に有し

heterogeneityのモデルとなる腺扁平上皮癌

の臨床的特徴を把握することを目的とする。 

 
 
３．研究の方法 
(1) In vitro の解析： 

 EGFR 可視化遺伝子導入細胞の確立と

EGFR-TKIに対する薬剤抵抗低の獲得と混合

比の関係の検討。 

(2) 腺扁平上皮癌に関する解析： 

 肺腺扁平上皮癌は一般に予後不良と報告

されているがその理由は不明である。【方法

と対象】1994-2006 年までに当科で手術（完

全切除）を施行した肺癌 779 例中、 肺腺扁

平上皮癌 (AdSq) 11 例 (1.6%)を対象とし

た。 

 
 
４．研究成果 

(1) 当科樹立肺癌細胞株（Sugaya, et al. 

Chest, 122: 282-288, 2002）にて endogenous 

EGFR 遺伝子変異をまず検討した。Wild type: 

A110L, F1121L, H1224L, L619L, and L804L



であり、exon 19 deletion: B901L, L858R：: 

G603L であった。EGFR の安定株発現および改

変遺伝子作製のために Albany medical 

college の Sally Temple 博 士 か ら

peGFP-N1-EGFR plasmid (Neuron 2005:45, 

873-886)の供与を受けた。このplasmidが293 

cell に infection し、GFP を発することを蛍

光顕微鏡で確認した。今後、EGFR expression 

を認めず(null) 遺伝子導入効率のよいと予

想される株に EGFR 19 deletion もしくは

L858R と EGFR 19deletion もしくは L858R＋

T790M の改変 plasmid DNA (or virus vector)

を導入し、薬剤選択と limiting dilution に

て stable clone を作成し、それぞれの共培

養実験の腫瘍増殖能の測定と EGFR-TKI に対

する薬剤抵抗低の獲得と混合比の関係の検

討する予定である。 

 

(2) 1994-2006 年までに当科で手術（完全切

除）を施行した肺癌 779 例中、 肺腺扁平上

皮癌 (AdSq) 11例 (1.6%)を対象とした。 【結

果】男性 5 例、 女性 6 例、 平均年齢 67.3

歳、 病理病期は IA3, IB1, IIA1, IIIA5, 

IIIB1 例、 重複癌は 5例（胃癌 2, 直腸癌 1, 

前立腺癌 1, 膀胱癌 1例）であった。 平均観

察期間は 45.4 ケ月であり、 11 例中 4例は原

病死。 多発肺癌を除く解析にて AdSq は扁平

上皮癌 (Sq)に比べ男性が少なく(p=0.001)、 

腺癌 (Ad)に比べ高齢 (p=0.017)であり、病

理病期は進行していた(p=<0.0001)。 Ad, Sq, 

AdSq それぞれの 5生率は 71.4, 55.8, 50.6%

であった。 重複癌例を合併する比率はAd, Sq, 

AdSq それぞれ 21.1, 17.6, 45.5%であり (Ad 

vs AdSq p=0.05, Sq vs AdSq p=0.003)、 AdSq

は有意に重複癌を合併した  (AdSq vs 

non-AdSq p=0.03)。【考察】肺腺扁平上皮癌

は multi-step gene abnormality が発症しや

すい高齢者に多く、重複癌例を合併する傾向

にある。したがって病理学的に単に腺癌と扁

平上皮癌の componentを有するだけではなく

特異的な発癌機構が関与する可能性がある。 
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