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研究成果の概要（和文）：本邦において肺がんは、がんによる死亡原因のトップであり効果的な治療法の開発が喫緊の
課題となっている。我々はその中でも約6割を占める肺腺がんに焦点を絞り、臨床応用されているまたは臨床試験中の
分子標的薬に対する獲得耐性機構とその克服法の探索を試みた。本研究では既存のがん培養細胞株だけでなく、分子標
的治療薬前、および治療後の臨床検体（胸水や生検などの残余検体）を承認されたIRBのもとで使用し、耐性機構の解
析を行った。その結果、ALKやROS1融合遺伝子陽性肺がんをはじめ、複数のDriver Oncogene陽性肺がんにおける様々な
の新規獲得耐性機構と耐性克服法の同定に複数成功し論文として発表した。

研究成果の概要（英文）：Non-small cell lung cancer (NSCLC) harboring driver oncogene such as EGFR 
mutation, ALK-, ROS1-, rearrangements are exquisitely sensitive to small molecule tyrosine kinase 
inhibitors (TKIs). Although most these driver oncogene positive NSCLC marketly respond to the 
corresponding TKIs, cancers inevitably develop resistance within a few years by the multiple mechanisms. 
We explored the resistance mechanisms to TKIs using cell line models and the patient derived specimens. 
As the results, we succeded to identify and reported various TKI resistance mechanisms in ALK, ROS1 or 
other driver oncogene positive NSCLC, such as multiple secondary mutations in the kinase domain, bypass 
pathway activation, or P-glycoprotein overexpression mediated resistance. We also found the potential 
therapeutic strategies to overcome the resistances. Our study potentially could serve as a framework for 
selecting and prioritizing therapeutic strategy in the clinic.
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１．研究開始当初の背景 
 我が国において、死亡原因の 1 位はがんで
あり、中でも肺がんによる死亡者数が最も多
く約 7 万にのぼる。従って、より効果的な治
療法の開発は喫緊の課題である。近年、がん
特異的な分子標的療法の開発が盛んにおこ
なわれており、特定のがん遺伝子変異を有す
る症例において非常に顕著な腫瘍縮小を示
すものも得られてきていた。 

EGFR の活性型変異を有する肺がん患者
は、女性・非喫煙・比較的若年の患者に多く
見られる。特に日本人の肺線がんでは EGFR
変異が約 50％ともいわれている。EGFR 活
性型変異肺がんに対してはゲフィチニブや
エルロチニブといった EGFR チロシンキナ
ーゼ阻害薬（TKI）がきわめて有効であり、
多くの患者において腫瘍の顕著な縮小が認
められている。また、2007 年に Soda らによ
り発見された ALK 融合遺伝子の肺がんに対
しては Crizotinib などの ALK-TKI が高い腫
瘍縮小効果を示す。また最近、ALK 同様に、
RET や ROS1 融合遺伝子の存在が肺がん･大
腸がんなどで報告されており、治療薬の探索
と共に候補薬剤の臨床試験も始まっていた。 

TKI などの分子標的治療薬は適切な対象
症例では著明な腫瘍縮小が見られる一方で、
ほとんどのケースにおいて 1年程度で耐性化
し再発することが臨床上問題となっている。
EGFR 変異における EGFR-TKI 耐性機構に
ついては、約 50％の症例において EGFR の
キナーゼドメイン内に 2 次変異(T790M)がみ
られ、他には、PIK3CA 変異、c-Met 遺伝子
増幅や HGF の産生上昇が耐性機構として報
告されている。しかし、依然として 1/4 のケ
ースでは詳細な分子機構は不明であった。研
究開始時には、T790M 変異を有する肺がん
細 胞 に対し て もやや 阻 害効果 を 示 す
BIBW2992 を抗 EGFR 抗体と併用すること
で、EGFR-TKI に耐性化した場合にも一定の
効果があることが報告されており、このよう
な耐性機序に基づいた耐性を克服できる治
療法の探索が世界中で行われていた。また、
ALK 肺がんにおける Crizotinib 耐性機序に
関しての報告が相次いでいた。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、肺腺がんにおける分子標的薬
への獲得耐性の分子機構を明らかにし、耐性
克服のための治療法・併用療法といった、臨
床にフィードバックできる成果を得ること
を目的とした。 

EGFR 活性型変異を有する肺がん患者に
は EGFR-TKI が、ALK 融合遺伝子を有する
肺がんには、Crizotinib などの ALK-TKI が
著名な腫瘍縮小効果を示す。しかしながら、
いずれにおいても約 1年程度で不応となり耐
性化することが臨床上問題となっていた。 
本研究では、それまで研究代表者が進めてき
た ALK 陽性肺がんに対する Crizotinib 獲得
耐性研究で得た知見を基に、肺がんにおける

種々の分子標的薬に対する耐性のメカニズ
ムを明らかにし、分子標的薬に対して不応と
なった際の治療法・併用療法の開発につなが
る成果を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
本研究課題では、EGFR 活性化型変異や

ALK, ROS1、RET 等の融合遺伝子によりひ
き起こされる肺がんにおいて、TKI 等の分子
標的薬剤治療後に認められる耐性のメカニ
ズムについて調べることとした。研究の進め
方として大きく分けて以下の３つの手法を
用いた。 

 
1. 培養細胞を用いた耐性細胞の作製とその

解析 
2. ヌードマウスに分子標的薬感受性細胞を

移植し、長期間分子標的薬で治療すること
で耐性腫瘍のモデルを構築し、その耐性の
メカニズムを探索 

3. 治療前、および薬剤耐性となり再発した患
者からの組織（胸水、腹水、診断のための
生検）を用いた解析（細胞株を樹立） 

 
上記手法から得たサンプルを用いて、耐性メ
カニズムを遺伝子変異・遺伝子発現・タンパ
ク質レベルで解析し、検証した。そしてその
耐性を克服するための治療法を探索した。 
 
４．研究成果 
（１）ALK 融合遺伝子陽性肺がんにおける獲
得耐性機構の同定 
 培養細胞株（H3122）および、EML4-ALK
融合遺伝子を発現させ、IL-3 非存在下で生存
できるようにした Ba/F3 細胞株を用い、各種
ALK 阻害薬耐性細胞の樹立を試みた。H3122
細胞については、段階的に阻害剤濃度を上げ
て培養していく方法、in vivo（ゼノグラフト）
を作製し、治療を継続していく方法を用いた。
Ba/F3 細胞に関しては ENU(DNA アルキル
化剤)を用いて人工的に変異を導入してから
薬剤でセレクションする方法により、各種耐
性細胞の樹立を行った。その結果、Ba/F3 細
胞を用いた実験系からは、新たな耐性変異を
含めて複数の耐性変異の同定に成功した。
H3122 細胞からは、非常にユニークな耐性機
構の同定に成功した。さらに、それぞれの耐
性変異にも有効な薬剤を探索し、他との共同
研究等により耐性克服薬を見出し発表して
きた。（研究業績１、３、９ほか） 
 ALK 融合遺伝子陽性肺がんの患者検体（胸
水等や生検検体）から培養細胞の樹立、ゼノ
グラフトモデルの樹立を進めつつ、ALK 阻害
薬耐性時の検体からは耐性機構の解析とそ
の検証、耐性克服法の探索を行った。その結
果、第 2 世代 ALK 阻害薬耐性機構として、
新たな Alectinib 耐性メカニズム、セリチニ
ブ耐性メカニズムの同定に成功し、発表した
（図１、研究業績９、１０）。 



図 1：新規 Alectinib 耐性変異と結合モデル 
 
さらに、全く新しい ALK-TKI 耐性機構と

して、P 糖たんぱく質の過剰発現による
Ceritinib や Crizotinib 耐性を患者検体より
発見し、さらにその治療戦略を見出すことに
成功した（図２、研究業績２）。 

図 2：P 糖たんぱく質を過剰発現する
Ceritinib 耐性 ALK 肺がん患者由来がん細胞 
 
（２）ROS1 融合遺伝子陽性肺がんにおける
獲得耐性機構と耐性克服法の同定 
 ALK と非常に相同性の高い受容体型チロ
シンキナーゼである ROS1 も、ALK 同様に
融合遺伝子による異常活性化が一部の肺が
んの原因となっている。その ROS1 陽性肺が
んに関して、（１）の ALK 融合遺伝子陽性肺
がんの際と同様に種々の耐性機構と耐性克
服法の解析を行った。その結果、ALK/ROS1
阻害薬 Crizotinib の臨床試験の中で、一旦奏
功が見られたものの薬剤耐性となった検体
を用いて新たなCrizotinib耐性変異を発見し
報告した（研究業績１２）。さらに、Ba/F3
を用いたモデル系を駆使し、新たな耐性変異
の候補を同定するとともに、Criztinib 耐性変
異にも有効な薬剤として、Cabozantinib を同
定し発表した（研究業績６）。この成果等に
基づき、米国においては Cabozantinib の
ROS1 融合遺伝子陽性肺がんへの治験が行わ
れており、実際に Crizotinib 耐性患者におい
て Cabozantinib の奏功が認められた症例が
報告されている。しかし、その症例において
は毒性発現により長期間継続した治療法と

ならなかったと報告されており、今後さらな
る研究が必要である。 
 
（３）EGFR 変異陽性肺がんにおける獲得耐
性機構と耐性克服法の検索 
 EGFR 変異陽性肺がん細胞株（PC9、
HCC827 など）、Ba/F3 細胞に EGFR 変異体
を導入した細胞株、EGFR 変異陽性肺がん患
者検体より樹立した培養細胞株を用いて、第
1、第 2、第 3 世代 EGFR 阻害薬への耐性機
構を検討してきた。共同研究により、非小細
胞がん（NSCLC）から小細胞がん（SCLC）
に変化し耐性になるメカニズム解析などを
発表してきた（研究業績５）。そのほかの新
たなメカニズム、耐性克服法に関しては現在、
論文準備中である。 
 
（４）そのほかの希少な Driver Oncogene 変
異陽性肺がんの獲得耐性機構と耐性克服法
の探索 
 RET 融合遺伝子やそのほかの比較的希少
な Driver Oncogene についても、獲得耐性機
構、耐性克服法を既存の培養細胞株、患者検
体からの培養株樹立等を通じ、耐性機構と一
部の耐性克服法の解析を行い、複数の耐性変
異等の機構の同定に成功した。一部に関して
は現在論文準備中である。 
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