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研究成果の概要（和文）：EGFR変異陽性ヒト肺腺がん株、HCC-827とPC-9細胞株にTGF-betaとFGF-2を曝露すると
上皮間葉移行が誘導された。PC-9ではSmad3、HCC-827ではSmad3、MEK/Erk、mTOR経路の活性化を認めた。mTOR阻
害剤（PP242）、メトフォルミン、DMSOはそれぞれ上皮間葉移行をリバースした。上皮間葉転換は化学療法抵抗
性を惹起し、PD-L1発現を亢進させたがそのリバースにより、部分的に薬剤感受性を回復し、PD-L1発現を抑制し
た。Pirfenidoneとnintedanibも上皮間葉移行をリバースした。以上より上皮間葉移行は新たながん治療標的に
なると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) is a malignant cancer phenotype. 
Two human lung adenocarcinoma cell lines with an EGFR mutation, PC-9 and HCC-827, were treated with 
TGF-b; and FGF-2 to induce EMT. A combination of TGF-beta and FGF-2 efficiently induced EMT in both 
cell lines: through Smad3 pathway in PC-9, and through Smad3, MEK/Erk, and mTOR pathways in HCC-827.
 The mTOR inhibitor PP242, metformin, and DMSO reverted EMT to different extents and through 
different pathways, depending on cell lines. EMT induction reduced the sensitivity to gefitinib in 
both cell lines and to cisplatin in HCC-827, and it increased PD-L1 expression in both cell lines. 
EMT reversion using each of the 3 agents partly restored chemosensitivity and suppressed PD-L1 
expression. In addition, pirfenidone and nintedanib also reverted EMT. These findings suggest that 
EMT would be a good candidate for targeting cancer therapy.

研究分野：腫瘍内科学
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１．研究開始当初の背景 
 悪性腫瘍に対する薬物療法の大きな問題
点のひとつとして薬剤耐性があるが、これ
は抗腫瘍薬治療後に残存した細胞が比較的
長期間にわたって様々な耐性機構を獲得し
た結果生じるものである。この耐性獲得に
は癌細胞の遺伝子変異を伴うものもあるこ
とが分かってきた。従って、いったん獲得
した耐性を克服することが癌薬物療法の向
上に重要であり、そのための研究が精力的
に行われている。しかし、たとえ獲得耐性
を克服できたとしても、再び別の機序によ
り耐性を獲得することは避けられず、この
戦略では生存期間の延長はできても治癒は
望めない。そもそも、最初の有効な薬物療
法の段階において、total cell killを達成でき
ないことが治療上の大きな障壁と考えられ、
上皮増殖因子受容体（EGFR）遺伝子変異を
有する肺腺癌に対して EGFRチロシンキナ
ーゼ阻害薬（EGFR-TKI）を投与し、劇的な
腫瘍縮小を認め、数ヶ月以上にわたって治
療し続けた場合ですら、必ず少数の細胞が
残存し、いずれ獲得耐性を生じ、再増悪を
きたす。薬剤耐性を獲得する以前にもかか
わらず薬物療法後に一定の細胞が残存する
機序については、cancer stem cellの存在、
EMTの介在などが想定されているが、いず
れも仮説の域を出ておらず、またその詳細
は不明である。初回治療において残存細胞
を根絶する方法が見つかれば耐性獲得する
前に治癒に持ち込めるはずである。しかし
残存細胞に対する研究は最近ようやく始ま
ったばかりであり（Cell 141: 69-80, 2010）、
これを標的とした治療法の試みも少ない。 
 一方、EMTとは上皮細胞が間葉系細胞に
変化する現象であり（J Cell Biol 95: 333-9, 
1982）、初期胚発生の過程で重要な役割を
果たす。最近になり、EMTが細胞間接着性
の低下、細胞運動の亢進などの形質獲得を
介して、癌細胞の浸潤、転移に関与するこ
とが示唆されている（Nat Rev Cancer 2: 
442-54, 2002）。さらには薬剤・放射線耐性
にも関与する可能性が注目されている。薬
剤耐性化した細胞を解析した結果、EMT形
質の獲得が観察されることが主な根拠であ
るが、その分子機構はほとんど分かってい
ない。すなわち抗腫瘍薬の曝露によりなぜ
EMT形質を獲得するのか、また EMT形質
を獲得した細胞がなぜ薬剤耐性を示すのか、
全く分かっていない。これまで transforming 
growth factor（TGF）β、hepatocyte growth 
factor（HGF）、fibroblast growth factor（FGF）、
insulin-like growth factor（IGF）などの成長
因子が EMTを誘導することが報告されて
いるほか、感受性のある抗腫瘍薬を曝露し
たあとの細胞にも EMT形質が認められる
ことが報告されている。一方、mammalian 
target of rapamicin（mTOR）阻害薬、DMSO
などは EMTを抑制するとされる。また強い
エピゲノム修飾作用をもつヒストン脱アセ

チル化酵素 (HDAC)や heat shock protein 
(HSP) 70/80は薬剤耐性と EMTの両方に深
く関与することが知られており、それぞれ
の阻害薬が入手可能である。すなわち、人
工的に EMTを誘導したり抑制したりする
ことが可能で、その表現形を客観的に評価
することが可能であることから、EMT修飾
と薬剤耐性との関係を検証的に解析する実
験モデルの確立が可能であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 数種類のヒト非小細胞肺癌株を用い、in 
vitroおよび in vivoにおける殺細胞性抗腫瘍
薬、分子標的治療薬による実験的治療を行
い、治療後に残存し再増悪に寄与する細胞
の特徴、特に上皮間葉移行
（epithelial-mesenchymal transition: EMT）と
の関係を明らかにする。また、マウス in vivo
において、治療後に残存する微小病変の分
子生物学的解析を可能とする実験モデルを
確立する。さらに、TGF-β、mTOR阻害薬、
メトホルミン、dimethyl sulfoxide (DMSO)、
HDAC阻害薬、HSP阻害薬などの EMTを
修飾するとされる物質を殺細胞性抗腫瘍薬、
分子標的治療薬と併用（同時・異時）し、
併用効果とその機序を解析する。これらを
通じて、EMT修飾による肺癌化学療法・分
子標的治療抵抗性の克服という新たな治療
戦略を追求する。 
(1) In vitroにおける抗腫瘍薬曝露後のEMT
評価 

EGFR遺伝子変異を有する非小細胞肺癌株
に gefitinib、cisplatin、eribulin（微小管作用
による抗腫瘍活性と同時に EMT抑制作用
を有することが示されている：未発表デー
タ）で処理し、残存する細胞の EMT形質、
その可逆性などを調べる。効率的に EMTを
誘導する薬剤の濃度、処理時間などを決定
し、親細胞と残存細胞の薬剤感受性を比較
する。 
(2) EMT修飾による抗腫瘍薬抵抗性克服方
法の探索 

EMTの誘導を促進及び抑制する薬剤と
gefitinib、cisplatin、eribulinを併用すること
により、EMT形質の半定量的変化と薬剤感
受性の変化を解析し、EMTを修飾すること
により薬物療法の効果が変化するかどうか
を検証する。 
(3) In vivoにおける抗腫瘍薬処理後の残存
病変評価方法の確立 
免疫不全（SCID）マウスにヒト非小細胞肺
癌株を皮下注射する xenograft実験系におい
て薬物療法を行い、著明に腫瘍を縮小させ
た後に再増悪する過程で EMTがどのよう
な役割を果たしているか解析する実験モデ
ルを確立する。しかしそのような状況では
残存病変は微小であり、さらに EMTをきた
していると腫瘍組織として認識することが
困難である。そこであらかじめ癌細胞に
lacZ遺伝子をトランスフェクトし、β-gal



染色をすれば蛍光染色で簡単に識別でき、
またELISAにより定量的評価ができるよう
にしておく。 
(4) In vivoにおけるEMT修飾による抗腫瘍
薬抵抗性克服方法の探索 
上記 1、2で明らかになった in vitroによる
知見を 3で確立した in vivoモデルに応用し、
EMTを修飾することにより癌薬物療法の
効果を変化させることを示し、再増悪を予
防する治療方法を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 4 つのヒト肺腺癌細胞株（EGFR野生型 1、
変異型 3）に対し、in vitro で薬剤による
EMT の修飾（誘導および抑制）を行い、そ
の形質変化をELISA、ウエスタンブロット、
RT-PCR にて半定量評価する。EMT 形質を獲
得・抑制することによる抗腫瘍薬感受性の
変化を調べる。また EMT 修飾薬と抗腫瘍薬
の同時併用を行い、EMT を抑制することに
よる薬物療法後の残存細胞に対する効果を
確認する。次に、EMT 修飾薬による薬剤感
受性変化の機序を EMT 修飾薬が標的とする
分子およびその下流シグナルに着目して解
明する。最後に、癌細胞に lacZ 遺伝子を導
入し、β-gal 蛍光標識により容易に識別で
きるように工夫したマウス xenograft モデ
ルにより癌の再発モデルを作成し、EMT 修
飾による薬物療法後の残存細胞の根絶（治
癒）をもたらす治療戦略の可能性を探索す
る。 
EMT 形質と薬剤感受性との関係を定量的に
評価にする。薬剤耐性を示す残存細胞がEMT
形質を呈することは、上記のように申請者
の予備実験によっても、またこれまでの多
くの報告によっても示されているが、EMT
形質を獲得した細胞が必ずしも薬剤耐性で
あるとは示されていない。従って、① EMT
形質獲得が直ちに薬剤耐性につながる可能
性、② EMT 形質は薬剤耐性の結果でしかな
い可能性、③ EMT 形質獲得は直ちに薬剤耐
性獲得につながらないが、薬剤耐性を獲得
しやすくする可能性、などの仮説が成り立
つと思われる。これらの仮説を検証するた
めに以下の実験を in vitro において行う。 
 
細胞株（いずれもヒト肺腺癌由来）：A549
（EGFR wild）、PC9、HCC0827、HCC4006（以
上、EGFR exon 19 deletion）の 4株 
EMT 誘導薬：TGFβ1/2   EMT 阻害薬：
DMSO、mTOR 阻害薬（PP242、rapamycin）、
HSP 70/80 阻害薬、HDAC 阻害薬 
抗腫瘍薬：gefitinib、cisplatin、eribulin
（抗腫瘍効果と EMT 抑制効果を併せ持つ） 
EMT 形質の評価方法：形態変化、E-cadherin
の発現低下、N-cadherin、vimentin、
fibronectin の発現亢進（免疫組織染色、
ウエスタンブロット、ELISA、RT-PCR） 
薬剤感受性アッセイ方法：MTT assay（必要
により colonogenic assay で確認） 

(1) 複数の細胞株をあらかじめ薬剤処理す
ることにより EMT を誘導（あるいは抑
制）し、その細胞の gefitinib、
cisplatin、eribulin 感受性を調べ、
親株と比較する。 

(2) この際、EMT 獲得が薬剤耐性獲得に直
結するとは限らないので、抗腫瘍薬を
投与して耐性になる過程を経時的に評
価し、耐性化のしやすさを親株と比較
する。 

(3) Gefitinib、cisplatin、eribulin と EMT
修飾薬を同時に併用することにより、
抗腫瘍薬と EMT 修飾薬の相互効果（相
乗・相加・相殺）を評価し、その時の
EMT 形質獲得状況との対比を行う。 

(4) 4 つの細胞株を用いるので、細胞株に
よっては EMT 修飾薬による EMT 誘導効
率に差を認める可能性も高い。この場
合、EMT 形質の程度と薬剤耐性獲得の
程度についての比較検討を行う。 
 

４．研究成果 
 活性型 EGFR 遺伝子変異を有するヒト肺
腺がん株、HCC-827 および PC-9 細胞株にお
いて、種々の操作による上皮間葉転換およ
びそのリバースを試みた。評価は細胞形態、
間葉系マーカー（vimentin, fibronectin）、
上皮型マーカー（e-cadherin）、slug の発
現（RT-PCR および FISH による）、遊走能
によった。細胞傷害性は MTT assay, 細胞
周期、apoptosis assay によった。作用機
序の解析は Smad3、MEK/Erk、mTOR 経路のリ
ン酸化を Western blottin にて評価した。
いずれの細胞株においても TGF-beta と
FGF-2 の同時曝露により上皮間葉転換が誘
導されたが、その機序は細胞株特異性があ
り、PC-9ではSmad3経路、HCC-827ではSmad3、
MEK/Erk、mTOR経路の活性化が認められた。
mTOR 阻害剤（PP242）、メトホルミン、DMSO
はそれぞれ上皮間葉転換を薬剤特異的な機
序によってリバースした。上皮間葉転換は
化学療法抵抗性を惹起すると同時に、がん
細胞表面の PD-L1 の発現を著しく亢進させ
た。mTOR 阻害剤（PP242）、メトホルミン、
DMSOによって上皮間葉転換のリバースをか
けると、部分的に薬剤感受性を回復し、
PD-L1 の発現を抑制した。 
 一方、特発性肺線維症の治療薬として使
われるnintedanibはEMTを抑制することが
知られており、同じく抗線維化薬である
pirfenidone も TGF-beta を抑制することが
知られている。そこで、既に市販されてい
るpirfenidoneや nintedanibが EMTをリバ
ースすることができれば、EGFR-tyrosin 
kinase inhibitor による薬剤耐性克服に何
らかの役割を果たすことが期待できる。そ
こで HCC-827 および PC-9 細胞株に
TGF-beta/FGF-2 により EMT導入した細胞に
in vitro で pirfenidone、nintedanib を投
与し、細胞形態、間葉系マーカー（vimentin, 



fibronectin）、上皮型マーカー
（e-cadherin）、slug と PD-L1 の発現
（RT-PCR および FISH による）、遊走能を
調べた。その結果、e-cadherin と vimentin
発現の変化を除くすべての指標で EMT をリ
バースしていることが示された。 
 これらのことから、EMT ががん治療にお
ける新たな治療標的として研究の価値があ
ることを示していると考えられた。 
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