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研究成果の概要（和文）：本研究ではEGFR-TKI獲得耐性機序を治療前に予測する分子マーカーは同定できなかっ
たが、TKIの種類によって治療早期にがん細胞が生き残るメカニズムが異なること、その機序のひとつとしてRYK
を同定した。また「TKI獲得耐性機序はそもそも同一患者内の異なる病巣で同じか」という臨床的疑問について
も検討し、約半数で耐性機序が不均一であることを報告した。一方、研究期間中に、MET変異、KRAS G12C変異、
EGFR exon 20挿入変異、HER2変異を有する肺がんに対する分子標的治療薬の有用性が報告され、さらに一部は臨
床応用されたため、これらの新規分子標的薬に対する獲得耐性機序も探索した。

研究成果の概要（英文）：During the study period, we could not identify pre-treatment molecular 
biomarkers that predicts the acquired resistance mechanisms to EGFR-tyrosine kinase inhibitors 
(TKIs). However, we observed that the mechanisms by which cancer cells survive in the early stage of
 EGFR-TKI exposure differs depending on the type of TKI, and that RYK is one of the mechanisms. We 
also examined inter-tumor heterogeneity of acquired resistance mechanisms to EGFR-TKIs in the same 
patients. We observed that two different resistance mechanisms have developed, depending on the 
metastatic sites, in about half of the patients.
In addition, during the study period, several novel molecular-targeted agents have been developed 
for lung cancers with MET exon 14 skipping mutation, KRAS G12C mutation, EGFR and HER2 exon 20 
insertion mutations (and some have been already approved for clinical use), therefore, we also 
explored acquired resistance mechanisms to these agents.

研究分野：外科腫瘍学

キーワード： EGFR遺伝子変異　肺腺がん　分子標的治療薬　獲得耐性　tumor heterogeneity
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研究成果の学術的意義や社会的意義
EGFR遺伝子変異のある肺がん（本邦では肺腺がんの約半数を占めるとされている）において、第一選択の薬物療
法はEGFRキナーゼ阻害剤（EGFR-TKI）である。EGFR-TKIは著明な臨床効果を示すが、約1～2年以内に薬剤耐性が
出現し、その耐性機序は多岐にわたることが報告されている。本研究では、①耐性機序を治療開始前のバイオマ
ーカーで予測可能か、②（耐性獲得前の）EGFR-TKI治療早期にがん細胞が生き残るメカニズム、③同一患者内の
異なる病巣で耐性機序が異なる場合があるか、ある場合はその頻度、についての検討を通して、獲得耐性を克服
するために必要な基礎データを創出した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年、多くの新規薬剤が肺がん治療に臨床応用されてきたが、肺がんは依然として本邦がん死亡
原因の第 1位である。ドライバー変異を有する進行・再発肺がん（EGFR肺がん、ALK肺がん、
ROS1肺がんなど）に対する第一選択薬は、それぞれのドライバー変異を抑制する分子標的治療
薬（それぞれ EGFR-TKI、ALK-TKI、ROS1-TKIなど）である。これらの薬剤の奏効率は極め
て高いものの、約 1～2 年以内にほとんどの患者で獲得耐性が生じ、臨床上問題となっている。 
肺がん分子標的治療薬に対する獲得耐性機序については、これまでにも数多くの研究がおこな
われており、そのメカニズムは非常に多岐にわたることが判明している。肺がん分子標的治療薬
の治療成績をさらに向上させるためには、（特に新規の分子標的薬に対しては）獲得耐性機序を
新規に同定する研究に加え、獲得耐性機序を踏まえた上での新たな治療戦略の提唱も求められ
ている。 
本邦を含む東アジア人では EGFR 肺がんの頻度が高いこともあり（本邦肺腺がんの 約 50%）、
当科では EGFR-TKIに対する獲得耐性機序に関する研究を主軸に、解析を進めてきた。 
 
 
２．研究の目的 
２－１．獲得耐性の出現を防ぐ（または遅らせる）治療戦略の提唱 
２－１－１．EGFR-TKI獲得耐性機序の予測可能性に関する検討 
分子標的治療薬の治療開始前に、出現する可能性の高い獲得耐性機序を予測することができれ
ば、治療初期からの併用療法により、獲得耐性の出現を抑制できる可能性がある［Suda K, et al. 
J Thorac Oncol 2017で提唱］。本研究に先立って実施した in vitro解析で、CD44高発現が上皮
間葉転換（EMT）による獲得耐性の出現を予測できる可能性が示されたため、本研究では CD44
高発現のバイオマーカーとしての意義について、臨床検体を用いて検討した。また、獲得耐性を
きたした臨床例についても解析をおこない、耐性機序の予測可能性について評価した。 
 
２－１－２．Drug toleranceに関する分子機序の探索 
分子標的治療薬を用いた治療の初期（がん細胞が耐性機序を獲得する前）にがん細胞がわずかな
がら生き残り、この生き残ったがん細胞から獲得耐性細胞が出現することが示されている。分子
標的治療薬による治療の初期に生き残るがん細胞は drug tolerant cells（DTCs）と呼ばれてお
り、本研究では DTCsが生き残る分子機序の解明も目的のひとつとした。 
 
２－２．新規獲得耐性機序の探索 
本研究の実施期間中も、さまざまな新規分子標的治療薬が開発され、その一部は臨床応用される
ことが期待されていた。このため、新規分子標的治療薬について獲得耐性機序を探索することも、
本研究の目的のひとつとした。 
 
 
３．研究の方法 
３－１．獲得耐性の出現を防ぐ（または遅らせる）治療戦略の提唱 
３－１－１．EGFR-TKI獲得耐性機序の予測可能性に関する検討 
EGFR 肺がん外科切除例について、主腫瘍（原発巣）およびリンパ節転移巣の CD44 発現を免
疫組織化学染色（IHC）にて評価した。CD44 発現の heterogeneity（原発巣とリンパ節転移巣
で発現レベルが異なるかの評価）を検討するとともに、EGFR-TKIが用いられた患者では、CD44
発現レベルと獲得耐性機序との関連について検討した。 
また、獲得耐性機序を予測し得るかという命題にも直結する「EGFR-TKI 獲得耐性機序はそも
そも同一患者内において homogeneous（均一） なのか」という臨床的疑問を解決するため、
EGFR-TKI獲得耐性後の剖検症例を用いて、獲得耐性機序の heterogeneityを評価した。 
 
３－１－２．Drug toleranceに関する分子機序の探索 
EGFR変異を有する肺がん細胞株を、高濃度の EGFR-TKIに短期間曝露させ、生き残った細胞
を回収した。この生き残った細胞は、EGFR-TKI に対する抵抗性を示すものの、薬剤を含まな
い通常の培地で 1ヶ月培養することで EGFR-TKIに対する抵抗性が消失するため、DTCsと考
えられた。DTCsについて、phospho-RTKアレイをおこない親株でのデータと比較することで、
DTCsで活性化している分子を探索した。同定された分子について、ノックダウン実験などをお
こない、DTCsが生き残る分子機序であることを確認した。 
 
３－２．新規獲得耐性機序の探索 
本研究の実施期間中には、HER2 肺がんや EGFR exon 20 挿入変異を有する肺がんに対する
pan-ERBB-TKIs、MET exon 14スキッピング肺がんに対するMET-TKIs、KRAS G12C肺が



んに対する KRAS G12C阻害剤などが次々と開発された。本研究では、主に Ba/F3細胞株を用
いた実験系 3を用いて、これらの分子標的治療薬に対する獲得耐性機序を探索した。 
 
 
４．研究成果 
４－１．獲得耐性の出現を防ぐ（または遅らせる）治療戦略の提唱 
４－１－１．EGFR-TKI獲得耐性機序の予測可能性に関する検討 
EGFR 肺がん外科切除例について、主腫瘍（原発巣）とリンパ節転移巣について CD44 発現レ
ベルを比較したところ、両者で発現レベルは同
程度であり、バイオマーカーとして、生検部位
に左右されないマーカーとなり得ることが示さ
れた。しかし、EGFR-TKIが投与され、獲得耐
性後に生検がおこなわれた患者の検討では、獲
得耐性機序と CD44発現レベルに明らかな関連
は認めなかった 1。 
また、第 1 または第 2 世代 EGFR-TKI に対す
る獲得耐性をきたした 24 名の患者サンプルを
用いた検討では、約半数の症例で 2つの異なる
耐性機序が検出された（図１）。このような耐性
機序に heterogeneity のあった患者では、耐性
機序が均一であった患者と比して、EGFR-TKI
の治療成功期間が有意に短かった（4.7ヶ月 vs. 
14.7ヶ月, p=0.0004）。また、1ヶ所以上の耐性
病変で T790M 2 次的変異（第 3 世代 EGFR-
TKIによる治療効果が期待される）が検出され
た患者は 83%であった 2。 
 
４－１－２．Drug toleranceに関する分子機序の探索 
さまざまな EGFR 変異陽性肺がん細胞株（HCC4006, HCC827, H3255, PC-9, H1975）につい
て DTCs を誘導する実験をおこなったところ、細胞株によって EGFR-TKI 曝露初期に生じる
シグナル活性化に差異があることを同定
した。また、EGFR-TKI の種類や濃度に
よっても、DTCsが誘導されるか否かが異
なることも同定した。PC9 細胞株では、
オシメルチニブ（600nM：臨床的に到達
可能な濃度より設定）でもアファチニブ
（60nM：同上）でも DTCsが誘導された
のに対し、HCC4006細胞株では、オシメ
ルチニブ曝露でのみ DTCs が誘導され、
オシメルチニブの濃度を下げると DTCs
が誘導されなくなった。このため、EGFR
のリン酸化レベルと DTCs の誘導につい
て検討したところ、HCC4006 細胞株で
は、EGFR のリン酸化が強力に抑制され
た際に、RYK分子が活性化し、DTCsが
誘導されることを見出した（図２）。
EGFR-TKIに対するDTCs誘導の分子機
序については、我々の報告も含め多くの
研究がおこなわれていたが、それらを包
括的にまとめた文献はなかったため、本
研究期間中にそれらを網羅した総説も執
筆した。 
 
４－２．新規獲得耐性機序の探索 
上述の通り、本研究の実施期間中に開発が進んだ分子標的治療薬について、その獲得耐性機序を
Ba/F3細胞株を用いた実験系にて探索した。 
HER2 exon 20 挿入変異モデルでは、poziotinib や tarloxotinib-E に対する獲得耐性機序とし
て、C805S 変異（EGFRの C797S変異と相同）が 2次的に生じることを同定した。一方、EGFR 
exon 20挿入変異モデルでは、poziotinibや tarloxotinib-Eに対する獲得耐性機序として、T790M
や C797S 2次的変異が生じること、exon 20挿入変異のサブタイプによって、どちらの 2次的
変異が生じやすいかに偏りがあることを同定した 4。 



また、MET exon 14スキッピング変異モデルでは、type I MET-TKIsと type II MET-TKIsで
生じ得る 2 次的耐性変異が異なること、また、type I MET-TKI で生じる 2 次的変異の多くが
type II MET-TKI で克服可能であり、type II MET-TKI で生じる 2 次的変異の多くが type I 
MET-TKI で克服可能であることを見出した。さらに KRAS G12C 変異モデルでは、2 種類の
KRAS G12C 阻害剤について検討をおこない、さまざまな 2 次的変異がそれぞれの阻害剤に対
し耐性をもたらし得ることを同定した（図 3）5。 

 
４－３．その他の研究結果 
これらの研究に加え、EGFR 肺がんの臨床病理学的および分子生物学的特徴をさらに明らかに
すべく、当科肺がん切除例を用いた検討もおこなった。具
体的には、2 種類の EGFR 変異（EGFR compound 
mutationsとも呼ばれる）を有する肺がんでは、2種類の
EGFR変異が均一に存在することを同定した。また、稀に
肺がんの実臨床でみられる、充実成分を主体とした肺がん
にも関わらず FDG-PET 検査にて異常集積が乏しい肺が
ん（“枯れた肺がん”とも呼ばれる）についても検討をお
こない、このような肺がんでは EGFR変異の頻度が高い
ことを見出した（図４）6。 
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