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研究成果の概要（和文）： 
EGFR 阻害剤，ALK 阻害剤は遺伝子変異を有する非小細胞肺癌に著効するが，K-ras 阻害剤は無
効である。各阻害剤の効果の違い・耐性のメカニズムなどは明確でない。これを解明するため，
各変異細胞株の遺伝子発現を，各遺伝子阻害前，各遺伝子阻害 96 時間目で比較検討した。
II-18 ,PC9,A549 の正常細胞・96 時間遺伝子機能を抑制した細胞を各々2種類、計 12 種類提出
し、RNA 発現アレイの結果を得た。約 47000 種類の遺伝子について、提出した正常細胞 2種類、
96 時間遺伝子機能を抑制した細胞 2 種類で同様の結果となっている遺伝子を選択した。
II-18 ,PC9 では遺伝子機能抑制状態で発現が亢進しており、A549 では発現の亢進を認めない遺
伝子を 12 種類発見した。この遺伝子は肺非小細胞肺癌の治療過程において耐性発現を認める原
因遺伝子の候補となりえる。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
EGFR, EML4-ALK, and K-ras are major genetic mutations in non small cell lung 
cancers. Though inhibitors for EGFR and ALK are effective for each mutant cancers, 
K-ras inhibitor is not effective for cancers with mutated K-ras. It is not clear why the 
effects of inhibitor differ and how the tolerance is acquired. To clarify questions and to 
study new molecular targets, we examined gene expression profiles after addition of 
each inhibitor in NSCLC cell lines II-18, PC9, A549 that have mutated EGFR, 
EML4-ALK, and mutated K-ras, respectively.  A microarray analysis of about 47000 
genes of NSCLC cell lines, and we found 12 candidate genes that may be related to the 
drug resistance.   
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１．研究開始当初の背景 
本研究の目的は，EGFR 阻害剤，EML4-ALK 阻
害剤が，各変異遺伝子保有細胞を根絶できず，
結果として耐性細胞を生じる分子機構を探
ることにある． 
 
２．研究の目的 
EGFR遺伝子変異，EML4-ALK融合遺伝子，K-ras

遺伝子変異は，非小細胞肺癌で認められる主

要な遺伝子変異である．しかしながら，EGFR

阻害剤，ALK 阻害剤はそれぞれの遺伝子変異

を有する肺癌に著効するにもかかわらず，

K-ras 阻害剤は無効であることが知られてい

る．非小細胞肺癌の遺伝子変異の理解は単純

ではない． 

（1）EGFR，EML4-ALK 以外に，非小細胞肺癌

において主要な役割を演じているチロシン

キナーゼは存在するか．すなわち，その阻害

剤が肺癌治療に有用であるようなチロシン

キナーゼは存在するか． 

（2）EGFR 阻害剤，ALK 阻害剤は対応する遺

伝子変異を有する肺癌に有効なのに， K-ras

阻害剤はなぜ無効なのか．EGFR 遺伝子変異，

EML4-ALK融合遺伝子とK-ras遺伝子変異は相

互排他的に存在する．すなわち，一つの肺癌

は 3者のうち最大 1つのみを有している．こ

れは，3 つの変異遺伝子が発癌において同様

の役割を演じており，どれか 1つで発癌に必

要な条件を満たすことを示唆している．なぜ

治療効果に相違があるのか 

（3）EGFR 阻害剤，ALK 阻害剤は全ての癌細

胞を殺し切らず，一部の肺癌細胞は残存する．

この現象は，同一性の強いと思われる細胞株

において観察され，さらに臨床で分子治療薬

の効果が不十分な大きな理由と考えられる．

細胞死に陥る細胞と生存する細胞の違いは

何なのか． 

 EGFR，ALK 融合遺伝子，K-ras は，全て細

胞増殖・生存シグナル伝達経路中の分子だが，

既知のシグナル伝達経路図を見ても上記の

疑問に対する答えは明確でない．さらに短時

間のシグナル伝達はリン酸化など既存の蛋

白の修飾によって行なわれるが，細胞生存・

増殖などの長期間の変化は遺伝子発現を通

じて実現されるため，遺伝子発現の面からの

検討が必要である． 

 上記（1）（2）（3）の疑問に対する手が

かりを掴み，新たな分子標的治療の標的分子

を探るため，複数の EGFR 変異細胞株，

EML4-ALK を有する細胞株，K-ras 遺伝子変異

細胞株の遺伝子発現を，各遺伝子阻害前，各

遺伝子阻害 96 時間目で比較検討する．コン

トロールとして，変異を保有しない細胞株に

各阻害剤を投与したものを使用する．96時間

としたのは，阻害剤投与後速やかにアポトー

シスに陥る細胞の影響を除外し，阻害剤投与

にも関わらず生存する細胞の遺伝子発現パ

ターンを観察するためである．この実験から

以下の情報が得られると期待される． 

（4）複数の EGFR 遺伝子変異細胞，EML4-ALK

保有細胞で，EGFR 阻害剤，ALK 阻害剤投与後

に共通して上昇し，変異を有しない細胞では

上昇しない遺伝子（遺伝子 Aとする）は，分

子標的治療時の残存癌細胞の生存に関与し

ている可能性がある．EGFR または ALK と同時

に遺伝子 Aを阻害することで生存細胞数が減

少するならば，遺伝子 Aは分子標的治療の有

力なターゲットとなる． 

遺伝子 Aは，その細胞で主として働いている

チロシンキナーゼの阻害に応答する遺伝子

である．EGFR 変異（-）かつ EML4-ALK（-）

かつ K-ras 変異（-）の細胞を，遺伝子 A の

プロモーターをレポーター（応答遺伝子断

片）とし，各チロシンキナーゼに対する siRNA

でスクリーニングすることにより，その細胞

株で主として働いているチロシンキナーゼ



を同定できる可能性がある．これにより，

EGFR 遺伝子変異，EML4-ALK 融合遺伝子以外

に非小細胞肺癌で働いている癌遺伝子を同

定できる可能性がある． 

（5）EGFR 遺伝子変異細胞，EML4-ALK 保有細

胞に各阻害剤を投与した場合の遺伝子発現

変化と，K-ras 変異細胞に K-ras 阻害剤を投

与した場合の遺伝子発現変化を比較するこ

とにより，K-ras 阻害が細胞死に繋がらない

原因が検討できる． 

 

 小細胞肺癌細胞株（EGFR 変異陽性株，

EML4-ALK 融合遺伝子陽性株，K-ras 変異陽性

株，全遺伝子陰性株）を使用する．変異陽性

株では，変異遺伝子阻害前，および阻害後 96

時間の RNA 発現を，47000 種類の RNA が検索

可能な発現アレイにて比較する．EGFR 変異陽

性細胞株の複数細胞株，EML4-ALK 保有細胞株

で共通して発現が亢進している遺伝子を選

択し，癌細胞が依存しているシグナル阻害後

中長期的に細胞を生存させる応答遺伝子の

候補とする．シグナル遮断＋応答遺伝子遮断

で癌細胞生存率が減少することを確認し，そ

れを「遺伝子 A」とする．ついで，全遺伝子

陰性細胞株を利用し， siRNA＋応答遺伝子遮

断で癌細胞生存が減少するようなチロシン

キナーゼをスクリーニングする．そのチロシ

ンキナーゼが細胞内で変異していることを

確認し，非小細胞肺癌関連の癌遺伝子候補と

する． 

 
３．研究の方法 
(1)EGFR 遺伝子，EML4-ALK 融合遺伝子，K-ras

遺伝子機能抑制前後における mRNA 発現レベ

ルの包括的検索と「遺伝子 A」候補遺伝子の

絞り込み 

細胞株 

 以下の肺非小細胞肺癌細胞株（腺癌細胞

株）を使用する．EGFR 変異遺伝子保有細胞

株：II-18（L858R）, PC9（exon 19 deletion: 

L747-E740del），RERF-LC-Ad2（L747-E740del, 

A750P），EML4-ALK 融合遺伝子保有細胞株：

NCI-H2228，K-ras 変異遺伝子保有細胞株：

LK87（G12S）（A549 に変更） 

①RNA 発現レベルの包括的検索 

 各細胞株において， EGFR 遺伝子は

gefitinib（10 μM，原末：アストラゼネカ

から提供），EML4-ALK 融合遺伝子は ALK チロ

シンキナーゼ配列に対する siRNA，K-ras 遺

伝子は K-ras 遺伝子に対する siRNA（Santa 

Cruz K-ras siRNA (h): sc-35731）にて，各

遺伝子機能を抑制する．遺伝子機能抑制前，

抑制後 96 時間の RNA を採取し，RNA 発現アレ

イ（Affymetrix 社）にて抑制前後の各 RNA の

相対比率を検討する． 

 その結果から、EGFR 遺伝子，EML4-ALK 融

合遺伝子と同様の役割を非小細胞肺癌で果

たしているチロシンキナーゼのスクリーニ

ングを行う。 

 
４．研究成果 

こ れ ま で に 、 各 細 胞 株 の う ち 、

II-18 ,PC9,A549の正常細胞・96時間遺伝子

機能を抑制した細胞を各々2種類、計 12種類

提出し、RNA発現アレイの結果を得た。 

約 47000種類の遺伝子について、提出した正

常細胞 2種類、96時間遺伝子機能を抑制した

細胞 2種類で同様の結果となっている遺伝子

を選択し、この中から II-18 ,PC9では遺伝子

機能抑制状態で発現が亢進しており、A549

では発現の亢進を認めない遺伝子を 12 種類

発見した。この遺伝子は肺非小細胞肺癌の治

療過程において耐性発現を認める原因遺伝

子の候補となりえる。 

今後、再現性の確認、さらに耐性発現の原因

となる遺伝子の絞り込みを行う。 
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