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研究成果の概要（和文）：EGFR陽性肺非小細胞癌のEGFに対する分指標的薬Gegitinibに対する抵抗性獲得の解析から、
低酸素応答因子HIF-1の発現がこれに関与することを見出した。GegitinibによってHIF-1αの発現は抑制されるが、Geg
itinib耐性を誘導するHGF刺激やPTENの変異によってこの抑制が見られなくなる事、HIF-1の発現によってアポトーシス
を抑制するBcl-2ファミリー分子の発現が高い事も見出した。同時に、Erk経路によるHIF-1αの安定化が癌幹細胞の維
持に関わる事を見出し、肺癌でのGegitinib耐性獲得や癌幹細胞の維持にHIF-1が重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this research project, I analyzed the molecular mechanism underlying the 
acquisition of gefitinib, the EGFR specific tyrosine-kinase inhibitor, resistance in EGFR-positive 
non-small-cell lung cancer (NSCLC), and found that the expression of hypoxia-inducible factor (HIF)-1 is 
involved in gefitinib-resistance. In gefitinib-sensitive NSCLC cells, the expression of HIF-1alfa was 
suppressed by gefitinib treatment. In contrast, this suppression was not observed under HGF, which is 
known to induce gefitinib-resistance, stimulation and in gefitinib-resistant cells by mutation of tumor 
suppressor PREN. In addition, HIF-1 high expressing cells, the expression of anti-apoptotic Bcl-2 family 
proteins was enhanced. Moreover, I found that Erk signal-dependent stabilization of HIF-1alfa is involved 
in lung cancer stem cell maintenance. From these results, I showed that HIF-1 is important for 
acquisition of gefitinib-resistance and cancer stem cell maintenance in NSCLC cells.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 癌の化学療法は、分子標的薬の開発が進む
ことで飛躍的に進歩すると考えられる。分子
標的薬とその感受性・副作用の強弱を決める
遺伝子診断を合わせることで更なる効果が
期待できる。一方で、これらの治療に耐性な
癌細胞の出現は、重要な問題となっている。 
 我々は、癌抑制因子 p53による癌化抑制の
分子機構をp53の標的遺伝子の解析から行っ
て き た （ Science, 288,1053-1058,2000; 
Genes Dev.,17,2233-2238,2003）。この過程
で、p53が細胞のグルコース代謝のレベルを
制限していること、p53の機能が消失すると
この制御が外れてグルコース代謝が亢進す
ることを発見した。更に、p53欠損線維芽細
胞は ras癌遺伝子単独でトランスフォームす
るが、この現象にグルコース代謝の亢進が必
須であることを見出した（ Nat. Cell 
Biol.,10,611-618,2008）。更に、グルコース代
謝の増加により IKK-NF-B 経路を介して
グルコース代謝を更に亢進させる増幅機構
が 存 在 す る こ と か ら  (PNAS,106, 
3431-3436,2009)、癌細胞が膨大なエネルギ
ーを作り出す機構を明らかにし、細胞内代謝
の制御から癌の研究を続けている。 
 この研究の流れで、癌細胞を抗癌剤治療す
る過程のエネルギー代謝の解析を始めた。肺
癌は、癌死亡率が男性で 1位、女性で２位の
重要な疾患である。なかでも、上皮成長因子
受容体 (EGFR)に変異のある肺癌は、
Gefitinib 等の EGFR に対する分子標的薬を
用いることで、一定の治療効果があがってい
る(N Engl J Med, 358,1160-74, 2008)。 
 
２．研究の目的 
 我々は、Gefitinib 感受性の肺癌細胞株を治
療した際に、グルコース代謝を誘導する転写
因子 HIF-1 の活性が速やかに低下すること、
活性型の HIF-1を発現させると Gefitinib耐
性になることを見出した。この機構を解析す
ると、肺癌細胞では EGFR-PI3K-mTOR- 
HIF-1 の経路で HIF-1 が活性化しているこ
と、Gefitinib処理により、HIF-1の抑制が起
こることを見出した。実際、Gefitinib耐性で
ある PTENに変異のある細胞株は、Gefitinib
では HIF-1 が抑制されないが、mTOR 抑制
因子との併用で細胞死を誘導出来た。これら
の分子経路が Gefitinib 治療の際に働く流れ
を明らかにしたのは、我々が最初である。更
に、EGFR-STAT3-MEP50-Gli1 の経路で転
写因子 Gli1 が活性化する新たな機構を発見
し、これが肺癌幹細胞の維持に働くことを見
出している。 
 そこで本研究では、HIF-1 を介した
Gefitinib 耐性獲得の機構を HIF-1 の制御経
路から明らかにする。特に、臨床的に問題と
なる K-ras の変異による Gefitinib 耐性獲得
がこの機構によるものかを明らかにする。
Gefitinib耐性肺癌細胞に対する治療法を、得
られた耐性獲得の機序から確立する。

Gefitinib 治療でのアポトーシス誘導機構を
明らかにする。肺癌の成因及び癌幹細胞維持
に対するこの機構の関与を解析し、効果的な
癌治療法を開発する。 
 本研究は、HIF-1 活性化経路の変化と
HIF-1 誘導遺伝子による Gefitinib 耐性獲得
の機序を明らかにし、Gefitinib耐性癌細胞の
治療の標的を定めることを目的とするもの
で、この方面からの研究は無く、肺癌の効果
的な治療法を開発する点から、医学的にも重
要な研究であると考える。 
 
３．研究の方法  
 HIF-1 を介した Gefitinib 耐性獲得の機構
をHIF-1の制御経路から明らかにする。我々
は、HCC827や PC9等の Gefitinib感受性肺
癌細胞株を用いて、Gefitinib処理を行ったと
ころ、転写因子 HIF-1の発現が減少するこ
とを見いだした。HIF-1の発現は PI3K抑制
剤 Wortmanin で抑制されたことから、
EGFR-PI3K の経路で誘導されると考えられ
る。HIF-1の効果を調べるためにこれらの細
胞に活性型の HIF-1を発現させると、興味
あることに Gefitinib耐性になった。HIF-1
の発現を抑えるとグルコース代謝及び細胞
増殖が抑えられることより、増殖を増強する
ことで耐性になるかと考えたが、活性化
caspase-3が Gefitinib処理によって出現し、
活性型 HIF-1によって抑えられることから、
アポトーシスの阻害が耐性獲得に重要であ
ると考えられた。更に、PTEN変異によって
Gefitinib耐性を獲得した PC9の２種類の亜
種は、Gefitinib によって HIF-1 の抑制が見
られないことを見出した。これらの結果を更
に解析して、HIF-1 による Gefitinib の耐性
機序を、シグナル及びアポトーシス誘導分子
の解析から明らかにする。 
 Gefitinib 耐性肺癌細胞に対する治療法を、
上述のシグナルの解析から確立する。 
一番の問題点は、HIF-1抑制剤が効くかであ
るが、これに関しては開発されている何種類
かのHIF-1抑制剤を入手して検討する。一方、
現実的な治療の為の検討としては、現在使わ
れている、あるいは臨床試験が進んでいる抗
癌剤の検討を進めていきたい。このために、
作成した Gefitinib 耐性肺癌細胞及び多くの
肺癌培養細胞株で、我々が発見した経路が活
性化しているかを検討し、更にそれらのシグ
ナルの阻害剤を用いて HIF-1 経路の重要性
とそれに対する治療の有効性を明らかにす
る。これら、培養細胞の解析と平行して、ヌ
ードマウスに移植した腫瘍に対する効果を、
検討する。この目的で、肺癌細胞に luciferase
遺伝子を発現させる系を作っており、in vivo 
imaging system によって解析する準備を進
めている。 
 Gefitinib 治療でのアポトーシス誘導機構
を明らかにする。申請者は p53誘導性の新規
アポトーシス誘導因子 Noxaを同定し解析し
てきた実績から（Science, 288,1053-1058, 



2000; Genes Dev.,17,2233-2238,2003）、
Gefitinib によるアポトーシス誘導の際に変
化する Bcl-2ファミリー分子を全て解析して、
その分子機構を明らかにしていく。 
4) 肺癌幹細胞維持における Gli1の役割を解
析し、効果的な癌治療法を開発する。 
我々は、これまで hedgehogシグナルが転写
因子 Gli1 を介して Mdm2 を活性化し、p53
の機能を抑制することを報告した（PNAS, 
vol. 105, pp. 4838-4843, 2008）。次に、Gli1
の制御機構を解析する過程で、Gli1 が
MEP50/PRMT5 メチル化酵素複合体によっ
て活性化する事、MEP50が STAT3によって
誘導されて Gli1 を活性化することを見いだ
した。EGFR-STAT3 の経路で MEP50 依存
性に Gli1 の活性化が見られた。また、肺癌
細胞では、癌細胞の増殖と ALDH1陽性癌幹
細胞の維持に MEP50-Gli1 の経路が重要で
あることを見いだしている。従って、効果的
に肺癌の治療を目指すには、上記の治療に加
えて、Gli1 阻害剤や Gli1 の活性化に関与す
る hedgehog阻害剤の併用効果を調べる必要
がある。そこで、癌幹細胞に対するこれらの
薬剤の効果と、実験動物での抗癌剤治療後の
再発が抑えられるかを検討する。 
 
４．研究成果 
 VHL を介した分解を受けない安定型
HIF-1 α を 発 現 さ せ た 肺 癌 細 胞 株 は
Gefitinib に対して耐性を獲得した（図１）。

そこでこの機構を解析する目的でアポトー
シス制御因子の発現を全て調べたところ、感

受性細胞を Gefitinib処理すると Bcl−２ファ
ミリー分子のうちのアポトーシス誘導に働
く Bimの発現が誘導されると共に、アポトー
シス抑制因子の Bcl-XL, Mcl-1, Bcl-2の発現
抑制が見られた。そこで、Bimの発現を RNAi
法でノックダウンすると Gefitinib 処理によ
る肺癌細胞のアポトーシスが抑制されるこ
とから、この細胞死が Bimを介することを明
らかにした。更に Gefitinib 処理によって
AKT活性抑制と転写因子 FoxO3の活性化及
び核への移行を観察した。Bim が FoxO3 に

よる転写誘導を介して誘導される事は既に
報告されており、この経路を介して Bimが誘
導される事が推測された。更に、ゲフィチニ
ブ耐性獲得の多くの例でHGF/c-Met経路の活
性化が見られるが、ゲフィチニブ耐性獲得に
重要な HGF 刺激を加えた際、ゲフィチニブ
処理によるHIF-1αの抑制が見られないこと
を見出した（図２）。同時に、PTENに変異
があってGefitinibに耐性になった細胞では、

AKT の下流で活性化する mTOR 抑制剤の
Everolimusによって HIF-1の抑制が観察さ
れた。そこで、Everolimus の効果を見たと
ころ、単独ではあまり効果がないが、
GefitinibとEverolimusの併用によって効果
的にアポトーシスを誘導することが出来た。
これらのことから、 EGFR-PI3K-AKT- 
mTOR-HIF-1の経路でグルコース代謝、細胞
増殖を亢進させ、更にアポトーシスを抑制し
ていることが推測された。 
 これらの研究と平行して、我々は通常みら
れるHIF-1αのプロリンを介した分解誘導経
路とは異なる分解・安定化経路が存在する事
を見出した。これは、プロリンに変異を加え
て VHL を介した分解が起こらない変異体で
も肺癌細胞内で Gefitinib 処理によって分解
される事、この分解には Erk経路が重要であ
ることを、阻害剤を用いた研究から明らかに
した。更に、肺癌の癌幹細胞の解析から、
HIF-1経路が癌幹細胞の維持に関わっている
事、HIF-1の抑制や Erk阻害剤によって癌幹
細胞数が減少する事を見出しており、この経
路の抑制が癌の効果的な治療につながるこ
とを示す結果が得られたと考えている。 
Gli1の制御機構を解析する過程で、Gli1がア
ダプター分子MEP50を介してアルギニンア
ルギニンメチル基転移酵素PRMT5と複合体
を作って Gli1の Arg990と Arg1018がメチ
ル化されること、これによりユビキチンリガ
ーゼ Itch/Numb との結合が阻害されること
で Gli1 が安定化して活性化することを見出
した。興味あることにMEP50と PRMT5の
両者は STAT3 によって転写誘導されること、
EGFや HGF等の細胞増殖因子や IL-6 等の
炎症性サイトカイン刺激が STAT3 を介して
Gli1 を活性化させることを見出した。更に
EGFR に変異のある非小細胞肺がんの培養
細胞を解析した結果、がん幹細胞の指標であ
るCD44やALDH1陽性細胞数、スフェア（細
胞塊）形成細胞の数はMEP50, PRMT5, Gli1
のいずれかの発現を抑制すると低下した。更
に、IL-6やHGF刺激、ヌードマウスに移植

図１HIF-1 による Gefitinib 耐性の誘導 

図 2 HGF による HIF-1 抑制の解除 



した腫瘍を TPA で刺激すると、この経路依
存的にがん幹細胞数が増加した。がんの微小
環境では創傷治癒過程と同等の炎症と組織
構築が行われており、がん幹細胞が腫瘍内に
浸潤するマクロファージ等の免疫系細胞や
がん間質線維芽細胞が産生する炎症性サイ
トカインや細胞増殖因子にさらされている
が、この環境下ではMEP50/PRMT5/Gli1の
経路を介してがん幹細胞が維持されている
と考えられた。更に、非小細胞肺がん培養細
胞をヌードマウスに移植して腫瘍を作らせ
た後、EGFR の分子標的薬 Gefitinib 治療に
より腫瘍は退縮するが、一定の期間が過ぎる
と腫瘍は再び増大した。しかし、MEP50, 
PRMT5, Gli1 のいずれかの発現を抑制する
と、この腫瘍の再発は見られなかった。更に、
日本医科大学呼吸器内科学教室との共同で、
EGFR 陽 性 肺 が ん 組 織 で
MEP50/PRMT5/Gli1 の発現の高い症例は外
科手術後の Gefitinib 治療による無増悪生存
期間の期間が短く、予後が悪い傾向があるこ
とを明らかとした。これらの解析から、がん
の微小環境でがん幹細胞の維持、がんの化学
療法に対して耐性細胞が出現する新たな機
構を明らにした。 
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