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研究成果の概要（和文）：EGFRキナーゼ阻害剤はEGFR変異肺がん治療のkey drugであるが、獲得耐性の出現は必発であ
る。獲得耐性後の治療戦略を考える上で、①獲得耐性後に殺細胞性抗癌剤の感受性は変化するか、②獲得耐性の分子機
序は既知のもの以外にどのような分子異常があるか、③次世代のEGFRキナーゼ阻害剤に対する獲得耐性機序としてはど
のような分子異常が生じ得るか、は重要な課題である。本研究ではこれらの課題について、主にin vitro の系を用い
て検討をおこなった。

研究成果の概要（英文）：EGFR kinase inhibitors are the key drugs in the treatment of lung cancer patients 
with EGFR activating mutations. However, emergence of acquired resistance to these drugs is almost 
inevitable. There are several unanswered issues to establish best treatment strategies after acquisition 
of resistance to EGFR kinase inhibitors. These include, (1) if chemosensitivity alters after acquisition 
of resistance, (2) novel resistance mechanisms other than T790M mutation. MET amplification, ERBB2 
amplification, etc, and (3) molecular mechanisms that confer acquired resistance to next-generation EGFR 
kinase inhibitors. In this work, we analyzed these points, mainly using in vitro models.
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１．研究開始当初の背景 
EGFR 遺伝子変異を有する肺癌（以下、EGFR
肺癌）は本邦肺腺癌の約 50％を占めるとされ、
年間の罹患者数は約2万人以上と推計される。
EGFR 肺癌に対しては、これまでの第一選択で
あったプラチナ併用化学療法よりも EGFR キ
ナーゼ阻害剤の治療効果が優れることが明
らかとなり、EGFR キナーゼ阻害剤は EGFR 肺
癌における key drug となった。 
しかし、EGFR キナーゼ阻害剤治療により著明
な腫瘍縮小効果が得られた患者であっても、
獲得耐性の出現は約１年以内にほぼ必発で
あり、臨床上問題となっている。獲得耐性機
序として最も頻度の高いものが EGFR 遺伝子
の 2次的変異（ほぼ全例が T790M 変異）であ
り、EGFR キナーゼ阻害剤が EGFR と結合でき
にくくなることがその機序と考えられてい
る。そこで現在、T790M 変異のある EGFR とも
結合し得る新規 EGFR キナーゼ阻害剤が開発
され、臨床試験が開始されている。 
現在、EGFR キナーゼ阻害剤獲得耐性後の治療
戦略に関しては明らかでない部分が多い。本
研究では、実臨床より提起される Clinical 
question に対し、検討をおこなった。 
 
２．研究の目的 
(1) EGFR キナーゼ阻害剤獲得耐性後の殺細
胞性抗癌剤感受性に関する検討 
現在、EGFRキナーゼ阻害剤獲得耐性後の治
療としては殺細胞性抗癌剤が用いられるこ
とが多い。しかし、EGFRキナーゼ阻害剤耐
性獲得前後で殺細胞性抗癌剤の感受性が変
化するかは明らかでない。これまで樹立した
様々な獲得耐性株を用いて、EGFRキナーゼ
阻害剤耐性獲得前後で殺細胞性抗癌剤感受
性が変化するかを解析した。 
 
(2) エルロチニブ獲得耐性に関わる分子機序
に関する検討 
EGFR キナーゼ阻害剤獲得耐性に関わる分
子機序は数多く報告されているが、これまで
の報告では説明できない獲得耐性も多い。エ
ルロチニブ獲得耐性細胞株を樹立し、新規耐
性機序を探索することを目的とした。 
 
(3) T790M 特異的 EGFR キナーゼ阻害剤に
対する獲得耐性に関する検討 
現在、第 3世代の EGFRキナーゼ阻害剤とし
てT790M特異的EGFRキナーゼ阻害剤が注
目されているが、T790M特異的 EGFRキナ
ーゼ阻害剤に対しても獲得耐性の出現はほ
ぼ必発である。その耐性機序を探索するため、
T790M特異的 EGFRキナーゼ阻害剤獲得耐
性株を樹立し、解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) EGFR キナーゼ阻害剤獲得耐性後の殺細
胞性抗癌剤感受性に関する検討 
これまでに樹立した種々の EGFR キナーゼ阻
害剤獲得耐性株とその親株に対し、殺細胞性

抗癌剤（シスプラチン/ゲムシタビン/ドセタ
キセル/パクリタキセル/ビノレルビン）の感
受性を MTT 法にて比較した。感受性に変化の
あったものについて、その分子メカニズムを
探索した。 
 
(2) エルロチニブ獲得耐性に関わる分子機序
に関する検討 
エルロチニブ感受性の肺癌細胞株を長期に
エルロチニブ存在下で培養することにより、
エルロチニブ獲得耐性株を樹立した。親株と
比較・検討することにより、エルロチニブ耐
性獲得に関わる分子機序を探索した。 
 
(3) T790M 特異的 EGFR キナーゼ阻害剤に
対する獲得耐性に関する検討 
T790M 変異を有する肺癌細胞株（HCC928EPR
株）を長期に T790M 特異的 EGFR キナーゼ阻
害剤存在下で培養することにより、獲得耐性
株を樹立した。親株と比較・検討することに
より、T790M 特異的 EGFR キナーゼ阻害剤獲得
耐性に関わる分子機序を探索した。 
 
４．研究成果 
(1) EGFR キナーゼ阻害剤獲得耐性後の殺細
胞性抗癌剤感受性に関する検討 
T790M、MET増幅、上皮間葉転換（EMT）、
IGF-1R活性化、EGFR 変異の喪失の 5つの
機序について検討し、EMT 以外の 4 つでは
EGFR キナーゼ耐性獲得前後で殺細胞性抗
癌剤の感受性は変化しなかった。一方、EMT
による獲得耐性では、微小管阻害剤（ドセタ
キセル、パクリタキセル、ビノレルビン）の
感受性が低下した（下記図）。微小管阻害剤
感受性低下の分子機序として、薬剤排出ポン
プとして知られる ABCB1の過剰発現を同定
した。さらに、Entinostat（E）併用により
ABCB1 発現が低下し、微小管阻害剤感受性
が回復することも同定した（下記図）。 

 
(2) エルロチニブ獲得耐性に関わる分子機序
に関する検討 
EGFR キナーゼ阻害剤感受性のある H358 細胞
株よりエルロチニブ獲得耐性株（H358ER 株）
を樹立した。H358ER 株では IGF-1R の活性化
亢進が見られ、IGF-1R が EGFR キナーゼ阻害
剤獲得耐性に関わることを同定した。 
 



(3) T790M 特異的 EGFR キナーゼ阻害剤に
対する獲得耐性に関する検討 
T790M特異的 EGFRキナーゼ阻害剤である
CNX-2006 に 対 す る 獲 得 耐 性 株
（HCC827EPR/CNXR）を樹立、さらに複数
のサブクローンを樹立した。サブクローンの
一部では T790M 変異を MET 遺伝子増幅の
両者を有することを同定した。また別のサブ
クローンでは、EGFR活性化変異の大部分を
喪失した上で MET遺伝子増幅が生じている
ことを同定した。これらの獲得耐性株は、そ
れぞれ、T790M特異的 EGFRキナーゼ阻害
剤とMETキナーゼ阻害剤の併用療法、MET
キナーゼ阻害剤単剤療法に感受性を示した。 
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