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研究成果の概要（和文）：悪性胸膜中皮腫の化学療法としてペメトレキセドが用いられているが、ペメトレキセ
ドによる耐性化が問題となっている。そこで、我々は、ペメトレキセド耐性細胞株を作成し、耐性化に関与する
分子を明らかにし、ペメトレキセド耐性を克服する新たな治療法の探索を行った。その結果、耐性化にはAktの
発現量の増大が関与していることを発見した。そして、耐性化の克服治療法としては、ペメトレキセドとBEZ235
を併用することにより有意な抗腫瘍効果を示すことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Pemetrexed is used as chemotherapy of the malignant pleural mesothelioma, 
however, the resistance for pemetrexed is now increasing problem. Therefore, we made 
pemetrexed-resistant cell lines. Using these cell lines, we searched for the resistant related 
molecules and pathways and a new clinical cure to overcome pemetrexed resistance. As a result, we 
found that increasment of the expression of Akt in resistant cell lines. Finally, for a conquest 
cure for the resistance, we demonstrated that the combination therapy of pemetrexed and BEZ235 has 
significant antitumor effect for the premetrexed resistant cell lines, and that this combination is 
potential promising therapy to overcome pemetrexed resistance in malignant pleural mesothelioma.
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１．研究開始当初の背景 
胸膜中皮腫は胸膜原発の悪性腫瘍である。ア
スベスト暴露後４０年前後の潜伏期を経て
発病するため、国内での使用が禁止された後
もその患者数は増加している。ペメトレキセ
ドは悪性胸膜中皮腫に対する化学療法剤で
あり、臨床Ⅲ相試験の結果からシスプラチン
とペメトレキセドの併用が標準的とされて
いる。中間生存期間は 12 ヶ月と満足すべき
ものではない。この理由として治療経過中に
ペメトレキセドの化学療法剤に対する耐性
が出現し、効果が減弱することが考えられる。
耐性を獲得した患者には十分かつ有効な治
療方法が存在しない。そこで、耐性を克服す
るための、新しい治療法の開発が求められて
いる。 
 
２．研究の目的 
ペメトレキセド感受性の胸膜中皮腫細胞株
に、ペメトレキセド長期暴露により耐性細胞
株を樹立した。このペメトレキセド耐性胸膜
中皮腫細胞株を用いて、その遺伝子発現プロ
ファイルを親細胞株と比較することにより、
ペメトレキセド耐性を付与する分子を明ら
かにし、これを制御する分子を用いることに
よるペメトレキセド耐性克服治療方法を開
発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１） ペメトレキセド耐性中皮腫細胞株を
用いた耐性機序の解明 
ペメトレキセド感受性の親細胞株と、この細
胞にペメトレキセドを低濃度より徐々に濃
度を上げていき約 1年継代培養を繰り返して
樹立した耐性細胞株を用いて、DNA マイクロ
アレイによる網羅的発現遺伝子比較を行っ
た。2 細胞株間で遺伝子発現量の変化のあっ
た遺伝子群について定量的 PCR法とウェスタ
ンブロット法を行い、その結果を検証し、2
細胞株間で発現量が異なる分子と、それを含
むシグナル伝達経路がペメトレキセド耐性
に関わる遺伝子候補を発見した。 
（２） 耐性機序の分子阻害によるペメトレ
キセド耐性克服分子標的治療 
発見したペメトレキセド耐性に関わる分子、
分子経路が、それらの阻害剤による細胞増殖
能を WST-8 により測定した。また、ペメトレ
キセドと分子阻害剤の併用による細胞増殖
抑制効果を測定した。 
（３）ペメトレキセド耐性克服治療法の in 
vivo による検討 
胸膜中皮腫細胞を、NK 細胞を持つマウス胸腔
へ移植したマウスモデルを用いて、耐性関連
分子阻害薬剤によるペメトレキセド耐性克
服効果を in vivo で検討した。 
 
４．研究成果 
（１）親株の胸膜中皮腫細胞株とペメトレキ
セド耐性細胞株の DNAマイクロアレイを行っ
た結果、耐性細胞株の EGFR の発現は抑制し

ていたが、PI3K および GPCP の発現は増加し
ていた。次に、これらの分子およびその下流
系分子のタンパク質発現量をウェスタンブ
ロット法により確認した結果、親株と比べて
ペメトレキセド耐性細胞株のAtkおよびmTOR
下流系の p70S6K と S6 の発現量が増加してい
た。これらの結果から、ペメトレキセド耐性
化に関わる分子は、PI3K/Akt/mTOR シグナル
伝達経路分子であることを発見した。これら
の分子が活性化されていることにより、細胞
増殖が維持されていることが判明した。 

図１ 親株とﾍﾟﾒﾄﾚｷｾﾄﾞ耐性細胞株における関与分子のﾀﾝﾊﾟｸ質

発現量（ﾛｰﾃﾞｨﾝｸﾞｺﾝﾄﾛｰﾙ:β-actin） 

 
（２）発見したペメトレキセド耐性に関わる
PI3K とその下流系分子である Akt、mTOR の阻
害剤による細胞増殖能を WST-8により測定し
た。その結果、親株と比べて細胞増殖抑制に
変化はなかった。しかし、ペメトレキセドと
阻害剤との併用による細胞増殖能を測定し
た結果、PI3K と mTOR 阻害剤である BEZ235 と
の併用効果を認めた。 
 

 

図２ 中皮腫細胞の親株と耐性細胞株におけるﾍﾟﾒﾄﾚｷｾﾄﾞと

BEZ235 との併用による細胞増殖抑制効果 

 
（３）親細胞とペメトレキセド耐性細胞を移
植したマウスモデルに、PI3K と mTOR 阻害剤
である BEZ235 投与による抗腫瘍効果を確認
した。 
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