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研究成果の概要（和文）：EGFR変異陽性肺癌切除症例におけるcyclinD1の発現と予後との関連を明らかにするこ
と、EGFR変異陽性肺癌細胞株におけるEGFR-TKIとCDK4/6阻害剤の併用効果を検討することを目的とし、臨床検
体、細胞株を用いて解析を行った。細胞株では、併用による相乗効果を認め、シグナル伝達経路、細胞周期の変
化から説明可能であったが、臨床検体では、Cyclin D1高発現は、女性、非喫煙者に多い傾向が認められ、
CyclinD1高発現群は低発現群より予後がよい傾向が認められた。肺癌ではcyclin D1の他に悪性度に関与してい
る治療標的が存在すると考えられ、ERβが関与している可能性がある。

研究成果の概要（英文）：We conducted analyses using clinical specimens and cell lines to investigate
 the association between cyclin D1 expression and prognosis in cases of surgically resected 
EGFR-mutant positive lung cancer, and to examine the combined effects of EGFR-TKI and CDK4/6 
inhibitors in EGFR-mutant positive lung cancer cell lines. In cell lines, a synergistic effect of 
the combination was observed, which could be explained by changes in signaling pathways and cell 
cycle. However, in clinical specimens, high expression of cyclin D1 was more commonly found in 
females and non-smokers, and the group with high cyclin D1 expression tended to have a better 
prognosis than the low expression group. It is considered that, in lung cancer, there are other 
therapeutic targets involved in malignancy besides cyclin D1, and ERβ may be involved.

研究分野： 呼吸器外科学

キーワード： 上皮成長因子受容体　細胞周期

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
上皮成長因子受容体(EGFR)変異陽性肺癌では、チロシンキナーゼ阻害剤（TKI）が奏効するが、進行再発症例に
おいては約1.5年で耐性となるため、初期治療の強化が必要である。EGFR変異陽性肺癌では、細胞周期の異常を
高頻度に認めるため、乳癌で広く用いられているCDK4/6阻害剤の併用効果を検討し、細胞株においてはEGFR-TKI
とCDK4/6阻害剤の相乗効果と、その機序を明らかにした。一方、その標的であるcyclin D1は肺癌において予後
良好な集団に発現しており、cyclin D1以外の標的を明らかにする必要がある。これらを明らかにしたことは学
術的意義があると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
EGFR 遺伝子変異陽性肺癌は、1次治療として第 3世代 EGFR-TKI であるオシメルチニブの単剤療
法が奏効し、約 1.5 年の無増悪生存が示されている。 
しかし、有効な 2 次治療がないため、治療成績の向上には薬剤併用療法を主体とした 1次治療の
強化が重要と考えられる。CDK4/6 阻害剤は細胞周期を標的とした初めての薬剤で、ホルモン受
容体がドライバーである乳癌において内分泌療法との相乗効果が示されている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、ドライバー陽性肺癌の臨床検体や PDO を用いた薬剤併用試験を通じて、細胞周期を
標的とした薬剤併用の効果と、そのシグナル伝達阻害メカニズムを解明し、新たな治療戦略の開
発を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
EGFR 変異陽性肺癌切除症例における cyclinD1 の発現と臨床病理学的背景や予後との関連を明
らかにすること、EGFR 変異陽性肺癌細胞株における EGFR-TKI と CDK4/6 阻害剤の併用効果を検
討することを目的とし、以下の解析を行う。 
 
(1)EGFR 変異陽性肺癌切除症例 100 例に対し、Cyclin D1 免疫組織化学染色を行う。 
スライドの腫瘍組織を顕微鏡で撮影、解析ソフトウェア(BZ-H4C)を用いて陽性細胞数を自動計
算する。計算後、各画像は目視で確認、補正し、Cyclin D1 の発現と臨床病理学的背景因子との
関連を検討する。 

(2)EGFR 変異陽性肺細胞株(H1650、H1975、PC9)に Abemaciclib (CDK4/6 阻害剤)と Osimertinib 
(EGFR-TKI)を単剤、または併用して投与し、細胞増殖抑制曲線からその相乗効果を明らかにする。
薬剤投与によるシグナル伝達経路の変化や、相乗効果の機序について、蛋白解析を行い明らかに
する。 
さらに、細胞周期の変化を PI と EdU による２重染色を行い、フローサイトメーターで蛍光シグ
ナルを計測した後、G1/S/G2+M 期の割合を FlowJo で解析する。 

 
(3)cyclin D1 発現が女性、非喫煙者に多く、予後良好であったことから、エストロゲン受容体
経路とのクロストークについて解析を行うこととし、肺癌細胞株 A549(EGFR 野生
型),H1975,H1650,HCC827(EGFR 変異型)、乳癌細胞株 MCF7(ER 陽性)を用い、cyclin D1 と ERα/
βの蛋白発現を解析した。A549,H1975,MCF7 における、エストラジオール(E2)投与下の細胞増殖
曲線の変化を MTT アッセイにより検討し、その際のシグナル伝達の変化をウェスタンブロッテ
ィングにより評価した。 
 
４．研究成果 
 



EGFR 変異陽性肺癌切除症例における cyclinD1 の発現と予後との関連を明らかにすること、EGFR
変異陽性肺癌細胞株における EGFR-TKI と CDK4/6 阻害剤の併用効果を検討することを目的とし、
臨床検体、細胞株を用いて解析を行った。細胞株では、併用による相乗効果を認め、シグナル伝
達経路、細胞周期の変化から説明可能であったが、臨床検体では、Cyclin D1 高発現は、女性、
非喫煙者に多い傾向が認められ、CyclinD1 高発現群は低発現群より予後がよい傾向が認められ
た。 
  

細胞株を用いた検討では、EGFR 変異陽性肺癌において、EGFR-TKI osimertinib と CDK4/6 阻害剤 
abemaciclib の併用療法は、相乗効果を認め、CDK4/6 阻害に伴う AKT のリン酸化を EGFR-TKI が
抑制していることで併用療法の効果が得られていることが判明した。 
   

 

 
肺癌では cyclin D1 の他に悪性度に関与している治療標的が存在すると考えられ、ERβが関与
している可能性がある。Cyclin D1 と ER 経路の関連に関する追加の検討では、肺癌細胞株では、
ERαの蛋白発現をほとんど認めず、E2 による cyclin D1 の増加も認めなかった。一方、MCF7 と
比較し、A549 では E2 濃度依存性に細胞増殖が促進されたが、H1975 ではそれが抑制された。MCF7
においては E2 により G1/S 移行が進み、細胞増殖が促進されたが、H1975 においては E2 による
G1/S 移行を認めず、MAPK 経路の活性化を認めた。肺癌細胞株では E2 による ERβの増加を認め、
抑制的に働く可能性がある。 
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