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博士論文の要旨                                

 【背景】EGF レセプター遺伝子変異肺腺癌は、EGFR からのシグナルに依存するためEGFR-チロシンキナ

ーゼ阻害薬であるgefitinib, erlotinibに高い感受性を有している。臨床においても短期間での速やかな

腫瘍縮小、時に年余に渡る長期の奏効期間を示しているが、治癒に至ることはなく必ず再燃する。再燃時

に獲得した耐性化機序については、T790M などの付加的遺伝子変異が重要であることが明らかとなってい

るが、長期の奏効期間を生存し続ける機序はほとんど解明されていない。申請者らは、マウスメラノーマ

癌幹細胞のプロテオーム解析により、DDX3X が癌幹細胞特異的に発現されていることを発見した。DDX3X

はATP依存性RNA helicase活性を有しており、mRNA, miRNAを含んだRNA代謝に深く関与していることが

知られている。EGFR 遺伝子変異肺癌の癌幹細胞様形質獲得、付加的遺伝子変異によらないEGFR-TKI 耐性

にDDX3Xが関わっているか検討した。【方法・結果】PC9は EGFR exon19 delを有する肺腺癌株化細胞で、

DDX3Xをtransfectした細胞をPC9－A1 cellと名付け使用した。A1 cellは、いわゆる山中factorのひと

つであり、幹細胞機能に重要なSox2発現が誘導されていた。A1 cellは、parentalと比較し接着非依存性

に増殖する細胞の割合が増加し、一部にはtumor sphere様の細胞集塊を形成していた。次に、DDX3XとEGFR 

signal の関係を調べたところ PC9 は変異 EGFR が ligand 非存在下でも active formation をとるため、

parental , mock cellではEGF非存在下においてもEGFRがリン酸化されていた。A1 cellではEGFRのリ

ン酸化がほとんど認められなかった。さらに、DDX3X を knockdown することで、EGFR リン酸化は、再び

parental cellと同等な状態に戻ったことを確認した。EGF存在下でParental , mock ではEGFRリン酸化

は促進されるが、A1 cellではEGFを加えてもEGFRのリン酸化が認められなかった。次に、EGFR-TKIに対

する感受性について検討した。Erlotinib を様々な濃度に晒し、トリパンブルーを用いて実際に生細胞、

死細胞を肉眼的にcell countを3日間行った。Parentalでは、20nM以上において、live cellの減少、

dead cellの増加は明らかであった。一方、A1 cellでは20nM以降において細胞増殖は抑制されるが明ら

かな生細胞の減少は認めず、さらにdead cellに関しては2000nMでさえも増加は認められなかった。これ



らの結果は、MTT assayやPI染色後のFACS解析でも同様の結果が得られた。DDX3X強制発現細胞が接着非

依存的増殖を示すことから、PC9 親株細胞にわずかに存在する非接着細胞について検討を加えた。PC9 の

non-adherent の細胞群をwestern blotで解析したところ、A1 cellと同等のDDX3Xが発現が確認された。

また、EGFRリン酸化についてもnon-adherent cellほとんど認められず、A1 cellと同様の振る舞いを示

した。stem cell のマーカーであるCD44 , ALDHについても検討した。Adherent cellに関してはparental 

は0.47%、A1 cellでは15.8%と明らかな差を認めていた。一方、non-adherentでは23.8% , 23%とおおよ

そ同じ割合を示していた。Cancer stem cellマーカーの一つと考えられているCD44発現を調べたところ、

non-adherent cell 分画には CD44 を極めて強く発現している細胞が存在することが判明した。以上から、

parentalの中にも、DDX3Xが強発現しており、stem cell markerが陽性の細胞群がわずかながらに存在し

ていると考えられた。また、PC9をerlotinibに晒し、その濃度を数か月にわたり徐々に濃くすることで、

erlotinib 耐性細胞を作製したところ、この耐性細胞は non-adherent cell や A-1 cell と同等に DDX3X

を強く発現していることが判明した。【考察・結論】DDX3X は stem cell様の性質をもちEGFR-TKIに対す

る耐性にも関与しており、今後治療のターゲットとなり得ると考えられた。 

 

 

審査結果の要旨 

EGF レセプター遺伝子変異肺腺癌は、EGFR からのシグナルに依存するためEGFR-チロシンキナーゼ阻害

薬であるgefitinib, erlotinibに高い感受性を有しているが、再燃する。耐性化機序については付加的遺

伝子変異が重要であるが、長期の奏効期間を生存し続ける機序は解明されていない。申請者らは、マウス

メラノーマ癌幹細胞のプロテオーム解析により、DDX3Xが癌幹細胞特異的に発現されていることを発見し、

EGFR-TKI耐性にDDX3Xが関わっているか検討した。 

PC9肺腺癌株化細胞にDDX3Xを導入し、A1 cellとした。 

A1cell は接着非依存性に増殖する細胞が増加し、細胞集塊を形成した。A1 cell で EGFR のリン酸化が

抑制されており、DDX3Xをknockdownすると、parental cellと同等な状態に戻った。A1 cellはEGFR-TKI

に抵抗性であり、PC9のnon-adherentの細胞群を解析したところ、Al cellと同等のDDX3X発現が確認さ

れた。PC9をerlotinibに晒し､その濃度を数か月にわたり徐々に濃くすることで､erlotinib耐性細胞を作

製したところ、A-l cellと同等にDDX3Xを強く発現していることが判明した｡ 

以上、DDX3X発現はEGFR-TKIに対する耐性に関与していることを明らかにし、今後治療のターゲットと

なり得ることを示した点に、学位論文としての価値を認める。 


