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研究成果の概要（和文）：肺非小細胞癌の自然発癌モデル、ヒト検体を活用して肺非小細胞がんにおける
EGFR-TKIの治療抵抗性に寄与する免疫制御因子を検索したところ、肺腺癌においてM2マクロファージ、MDSCなど
免疫抑制系ミエロイド細胞の分化・活性にかかわるシグナル群とEGFR-TKIの治療応答抑制、T790Mなど治療抵抗
性遺伝子変異出現率が正の相関を示すことが判明した。さらに、肺非小細胞癌自然発がんモデルに対するCSF-1
阻害剤投与により、EGFR-TKIによる効果は相乗的に増強することを解明した。一方PD-1など免疫チェックポイン
ト経路は変化はなかった。肺腺癌における免疫制御経路を同定したうえで重要な成果である。

研究成果の概要（英文）：As immune-mediated factors which are critical to reduce sensitibity and/or 
trigger resistance to EGF-TKI agains NSCLC through the analysis of novel spontaneous NSCLC models 
and clinical samples, we identified signaling pathways related to differentiation and activation of 
M2 macrophages and MDSC, two major immunosuppressive myeloid cells, as important factor to predict 
low sensitivity and emergence of resistant-associated mutation (T790M) to EGF-TKI against lung 
adenocarcinoma. Moreover, the combination of CSF1 inhibitors and EGF
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1. 研究開始当初の背景 
近年の多剤化学療法や分子標的治療剤開発
などの進歩により、手術不能進行再発癌の治
療成績は改善傾向にあるが、現状では完全治
癒や長期生存延長を達成するには限界があ
る。その成因のひとつとして、多様な遺伝子
変異に彩られた腫瘍細胞の根絶には、腫瘍細
胞自体を標的とする制がん法の奏功性が低
率であることを挙げることができる。一方で、
腫瘍内の微小環境形成に関わる血管内皮細
胞、ストローマ細胞などによる非腫瘍細胞群
による発がん活性、治療抵抗性誘導の重要性
が明らかになってきている背景より、腫瘍細
胞周囲の微小環境の制御と腫瘍細胞自体を
標的とすることで、従来にはない抗腫瘍戦略
の構築が可能となってきている。事実、
Toll-like receptor (TLR)-4やHMGB-1など自然
免疫シグナル活性を介した免疫応答活性が
オキサロプラチンなど一部の化学療法によ
る治療応答率の改善に寄与することが同定
さ れ て い る (Apetoh L. Nat Med, 2007; 
Ghiringhelli L. Nat. Med., 2009)。 
その一方、抗がん療法の主流となりつつある
分子標的療法の抗腫瘍機序として、内因性免
疫応答修飾が重要な役割を果たしていると
いう報告がなされている。たとえば、BRAF
キナーゼ阻害剤による治療応答を規定する
因子として CD8 陽性 T 細胞による免疫制御
の重要性が明らかとされている(Knight DA, 
JCI, 2013) 。 さ ら に 、 BRAF 活 性 変 異
(BRAF-V600E)は Stat-3 活性化を介して IL-10, 
IL-6, VEGF-A など免疫抑制に寄与するサイ
トカイン産生を制御するということが知ら
れている (Sumimoto H, JEM, 2006)。以上より
総合して、分子標的療法は腫瘍内の宿主免疫
応答活性を惹起することで、抗腫瘍効果を発
揮できる能力を潜在的に有するといえる。さ
らに、分子標的療法による治療耐性発現には、
内因性宿主免疫応答を負に調節する分子機
構の誘導活性が寄与することで、長期的かつ
有効な抗腫瘍反応を妨げている可能性が想
定できる。しかしながら、分子標的療法によ
る治療応答制御にかかわる免疫関連因子や
その分子経路の詳細は不明である。 
以上の背景や問題点を踏まえ、ヒト発がん自
然史の経過に近似した動物モデルやヒト癌
検体を対象にして、特定の分子標的剤への抗
腫瘍応答の抵抗性発現に寄与する「免疫制御
因子」のスクリーニングや詳細な機能的意義
を解析、解明する。以上の検討を通して、臨
床応用されている分子標的剤の治療効果改
善を目指す点でより臨床への橋渡しが容易
であり、かつ腫瘍内に特異的な宿主免疫機能
を利用する点で、斬新な診断、治療ツールの
同定、開発を可能ならしめる Proof of concept 
(POC)の創出を最終目標に設定して研究を展

開する。 
 

2. 研究の目的 
 EGFR-TKI 治療抵抗性と相関して免疫応答
制御を発揮する因子を検証するため、以下の
実験を遂行する。まず EGF 阻害剤抵抗性遺伝
子発現肺がん細胞により特異的に誘導され
るミエロイド細胞由来の「免疫制御因子」を
選別する。さらに、EGFR-TKI 感受性・抵抗
性マウス肺癌モデルにおける腫瘍内ミエロ
イド細胞における「免疫制御因子」の発現プ
ロファイル、自然免疫応答や抗原特異的免疫
応答、および癌幹細胞など高腫瘍原性細胞活
性、誘導の有無などを比較検証する。また、
「免疫制御因子」遺伝子欠損マウスや阻害抗
体を用いて、特に EGFR-TKI の治療応答に
及ぼすインパクトについて検証する。さらに、
肺非小細胞癌患者検体を対象に、「免疫制御
因子」とその下流因子が治療抵抗性、生存率
に与える影響を解析する。以上より、ヒト癌
において特定の分子標的剤治療応答性に宿
主免疫応答修飾が果たす意義を明らかとす
る。 
 

3. 研究の方法 
EGFR-TKI 治療抵抗性と相関して免疫応答
制御を発揮する因子を検証するため、以下の
実験を遂行する。まず EGF 阻害剤抵抗性遺伝
子発現肺がん細胞により特異的に誘導され
るミエロイド細胞由来の「免疫制御因子」を
選別する。さらに、EGFR-TKI 感受性・抵抗
性マウス肺癌モデルにおける腫瘍内ミエロ
イド細胞における「免疫制御因子」の発現プ
ロファイル、自然免疫応答や抗原特異的免疫
応答、および癌幹細胞など高腫瘍原性細胞活
性、誘導の有無などを比較検証する。また、
「免疫制御因子」遺伝子欠損マウスや阻害抗
体を用いて、特に EGFR-TKI の治療応答に
及ぼすインパクトについて検証する。さらに、
肺非小細胞癌患者検体を対象に、「免疫制御
因子」とその下流因子が治療抵抗性、生存率
に与える影響を解析する。以上より、ヒト癌
において特定の分子標的剤治療応答性に宿
主免疫応答修飾が果たす意義を明らかとす
る。 
 

4. 研究成果 
EGF 阻害剤応答性を規定する遺伝子変異と
して、特に重要であるエクソン 20 番目点変
異(L858R)、および T790M 変異は EGFR キナ
ーゼドメインにおこり、各々EGFR-TKI 感受
性と抵抗性に関与する遺伝子変異である
(Sequist LV and Lynch TJ, Ann Rev Med, 2008)。
この EGFR 変異ベクターを導入されたヒト肺
がん株 A549 (EGFR 野生型 )、ならびに
HCC827 (EGFR-TKI 感受性変異△746-750)、
H1975 (EGFR-TKI抵抗変異T790M)を対象に、
この EGFR 阻害感受性株と抵抗株と共培養し
たヒトマクロファージ細胞株 M-CSF 刺激
THP-1 を対象として、T790M-A549 により



THP-1 で発現誘導され、かつ L858R-A549 で
抑制される共通の遺伝子群をスクリーニン
グしたところ、25 個の遺伝子がヒットした。
さらに, H1975 細胞株で強発現する遺伝子
と比較検証することで、以下の 4 遺伝子を同
定できた：B7-H4, GM-CSF, IDO-2, SLC5A13 
B7-H4 は代表的な免疫チェックポイント分子
である PD-L1 を含む B7 superfamily のひとつ
である。GM-CSF は抗原提示細胞の他、免疫
抑制細胞である MDSC 分化、活性に重要な役
割を果たしており、膵がん組織においては主
要な腫瘍促進性因子としての役割が注目さ
れている。IDO-2 については IDO-1 とともに、
Tryptophan 代謝制御を介して腫瘍活性に貢献
することが知られている。さらに SLC5A13
はがん細胞におけるグルタミン代謝の一翼
を担うことにより、発がん制御に貢献してい
ることが明らかになってきている。申請者は
そのうち、B7-H4 と GM-CSF に焦点を絞り、
その腫瘍免疫に果たす役割について検証を
進めた。 
A549, T790M-A549, L853R-A549 の 2 細胞株
と健常者由来の CD14 陽性単球を Trans-well
を介して培養することで、CD14+単球のマク
ロファージへの分化能、さらに CD14+単球由
来上清刺激をうけた A549 の in vitro invasion
活性、増殖能、Taxol 処理による細胞死誘導
能の検証を行った。T790M-A549 は 100%の確
率で CD69 陽性マクロファージへの分化を促
進するのに対して、A549, L853R-A549 刺激で
は 90%がCD14陽性CD69陰性単球であった。
さらに、T790M-A549 刺激マクロファージは、
A549 の invasive activity や増殖能を優位に増
強させ、かつ Taxol による細胞死を抑制した。
興味深いことに、T790M-A549 によるマクロ
ファージ分化、および腫瘍活性能の付与は抗
GM-CSF 中和抗体にて著明に抑制された。さ
らに、肺腺癌の他に、グリオーマ幹細胞から
産生される GM-CSF が、CD11c 陽性マクロフ
ァージ分化に寄与すること、この CD11c 陽性
マクロファージによる in vivo グリオーマ増
殖が促進されることを証明した。以上より、
EGFR-TKI 抵抗性がん細胞は GM-CSF 産生を
促進することで、発がん活性の一端を担てい
ることが示唆された。一方、抗 B7-H4 抗体、
IDO-1/2 阻害剤はマクロファージ誘導能や腫
瘍活性に直接的な影響を及ぼさなかった。な
おB7-H4による制御性T細胞への関与は認め
られなかった。 
次に T790M-A549、L853R-A549 および A549
による刺激を受けた単球を対象に、T ヘルパ
ー細胞分化誘導能、細胞障害性 T 細胞活性に
つ い て検証 し た。興 味 深いこ と に 、
L853R-A549 はもっとも効率的に Th1 細胞や
GZM B+細胞障害性CD8陽性 T細胞の誘導に
寄与していたが、T790M-A549 による naïve T
細胞からの Th 誘導、細胞障害活性を有する
Cd8 陽性 T 細胞の誘導率はもっとも低率であ
った。さらに、抗 B7-H4 中和抗体により、
T790M-A549 による Th1、細胞障害性 CD8 陽

性 T 細胞への誘導能を増強させた。それに対
して、GM-CSF 中和や IDO-1/2 阻害はこれっ
らT細胞分化活性修飾能に影響を及ぼさなか
った。 
以上より、T790M 遺伝子変異は EGFR-TKI
に対する薬剤感受性を抑制するのみでなく、
下記の免疫修飾作用を有することを明らか
とした。 

A. GM-CSF 産生を介して腫瘍促進性マ
クロファージ分化に寄与すること 

B. B7-H4 発現増強を介し、抗腫瘍活性
を有する T 細胞分化を抑制すること 

以上を介して、肺腺癌の免疫学的微小環境を
負に制御するうえでの重要な役割を果たす
ことを明らかにした。 
次に、Gefitinib や Erlotinib による治療を受け
た肺非小細胞癌患者を対象に、GM-CSF、
B7-H4 発現が治療応答性や予後を反映してい
るか、検討を行った。具体的には EGFR-TKI
による分子標的治療投与を受ける前後での
肺小細胞癌の腫瘍組織および血清サンプル
全 20 例(うち T790M 変異 12 例)を対象とし、
RT-PCR にて GM-CSF と B7-H4 定量化を行っ
た。その結果、T790M 変異前と比較して変異
後でのGM-CSFとB7-H4発現の有意な増強を
認めた (GM-CSF: p=0.008, B7-H4: p=0.037)。
一方野生方あるいは L853R など感受性変異
群では有意な変化を認めなかった。以上より、
EGFR-TKI 治療抵抗性と免疫学的微小環境の
変化の相関性は、ヒト臨床検体においても認
められることが明らかになった。今後検体数
を増やして結果のバリデーションを行って
いく予定である。 
本研究機関では当初計画していたマウスで
の in vivo での検証が行えなかったたため、別
途検証していく計画としている。 
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