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要　　旨

　EGFR－TKIは，　EGFR遺伝子変異陽性肺癌に対して高い奏効率と長期間の無増悪生存期間を

示すが，治癒に至らしめることはできない．長期間の無増悪生存期間において生き延びる耐性

細胞のメカニズムはほとんど未解明であった．私達は，遺伝子変異によらない癌幹細胞化を中

心としたintra－tumor　heterogeneityがこの初期耐性メカニズムに関わると考え検討を行った．

マウスメラノーマ癌幹細胞の網羅的蛋白質解析によりDDX3Xという蛋白質を癌幹細胞特異的

蛋白として同定した．肺癌細胞にDDX3Xを発現させることによりSox2，　Snailといった転写因

子がup－regulateされ，　ALDH，　CD44など癌幹細胞マーカーの陽性率が上昇する．また，

E／N－cadhe血スイッチを生じ，　EMTが促進されていた．驚いたことに，　EGFR　exon19　de1と

いう活性型遺伝子変異を有する肺癌細胞は，DDX3Xを発現によりEGFRシグナルをオフとし，

β一cateninシグナルをオンとすることで，　EGFRシグナル依存性を失う．この結果，

EGFR－TKI耐性となっていた，肺癌組織におけるDDX3X発現を免疫組織化学により検討した

結果，EGFR－TFq耐性i後にはDDX3Xを高発現する癌細胞が選択され残存していること，

EGFR－TKI使用前にDDX3Xを多く発現している場合，腫瘍縮小が得られにくいことが明らかと

なった．今後，DDX3X　RNA　heHcase㎞hibitor，β一ca麓血inhibitorにより癌根治を目指した治療の
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開発を目指す．
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　　　　　陽性肺癌

背 景 ヶ月にまで延長した．

　D．HanahanらによりThe　ha1㎞arks　of　cancer

として10の形質が提唱されている．癌生存に必

須と考えられるこれらの形質を司る分子メカニズ

ムは癌治療薬の創薬標的である．その中でも

「Sustaining　pro1浪ra血g　signaUng」は，分子標的

治療薬のターゲットとして最も輝かしい成功を収

めている．

　ゲフィチニブは，上皮細胞成長因子レセプター

（EGFR）チロシンキナーゼ阻害剤（TKI）として

初めて臨床応用された．当初，劇的な奏効例があ

る一方で，全くの無効例も多数存在し，その評価

は二分した．2004年，ゲフィチニブ著効肺癌に特

殊なEGFR遺伝子変異があることが報告され，後

に，日本人肺腺癌の約半数がこのEGFR活性型遺

伝子変異を有していることが明らかになった．

EGFR　exon20　L858R　exon19　delなどの遺伝子変

異は，ATP結合ポケットに構造変化をきたし，リ

ガンド非存在下でのATP結合能を上げ，持続的

生存・増殖シグナルを生む．一方，この持続的生

存・増殖シグナルの存在により，癌細胞はシグナ

ル依存という状態に陥る．正常細胞では複数のシ

グナルがフェールセーフシステムとして生存を担

っているが，単一のシグナルに依存するように変

化した癌細胞は，EGFR－TKIによりそのシグナ

ルを失うと死滅したのであった．こうして，固形

腫瘍におけるシグナル依存は癌細胞のアキレス腱

であることを私達は理解した，

　EGFR遺伝子変異を有する肺癌症例を対象とし

て行われた4つの第三相臨床試験を経て，
EGFR－TKIは初回に用いるべき標準治療となっ

た．進行期非小細胞肺癌の平均生存期間は8－10

ヶ月とされていたが，EGFR遺伝子変異陽性症例

でEGFR－TKIによる治療を受けた場合には約30

癌幹細胞と㎞tra－t皿mor　heterogeneity

　大幅な生存期間延長にも関わらず，EGFR－TK【

により治癒に至る症例は皆無である．速やかな腫

瘍縮小を示し，時に数年に渡って治療効果が持続

しても治癒しないという現象は，癌が画一的では

なくEGFR－TKIの影響を受けない分画を共存さ

せる多様な集団であることを伺わせる．現在，

Intra－tumor　heterogeneity（癌の多様性）こそ

が，癌根治を妨げる根源であり，その中心には正

常組織再生における幹細胞と同様な役割を担う癌

幹細胞が存在すると考えられている．一見突拍子

もないように思えるが，EGFR－TK【耐性となっ

た時点でre－biopsyを行った結果に根拠がある，

肺腺癌としてEGFR－TKIで治療されていたにも

関わらず，小細胞肺癌や間葉系細胞に変化した例

が数多く報告されている．発生母地を異にしてい

る肉腫や小細胞肺癌へと肺腺癌が直接変化すると

は考えにくい，幹細胞レベルにまでre－program－

mingされている癌幹細胞が存在するのであれば，

小細胞肺癌化や上皮間葉移行（EMT）も容易に

理解できる．

　癌幹細胞は通常癌細胞とは異なる様々な形質を

有している，高い腫瘍形成能，非対称性分裂能，

足場非依存的増殖能を示す，また，DNA修復遺伝

子産物やATP　binding　cassette　transporter，抗ア

ポトーシス蛋白を豊富に持つことで，癌治療耐性

を有する，私達は，EGFR－TKIのようなシグナル

阻害剤についても，癌幹細胞が幹細胞系生存シグ

ナルを使用することで耐性を有している可能性が

あるものと考えた．癌幹細胞の特質を理解し，新

規治療を開発することを目的として以下の検討を

行った．
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癌幹細胞特異的蛋白質としての拐）X3X発見

　マウヌメラノーマ細胞から癌幹細胞マーカーと

して知られているCD　133陽性細胞を分離した．

予灘通り，CD133陽性メラノーマはx鋤ograft

mo畿1で高い腫瘍形成能，足場非依存的増殖能を

有しており，癌幹細胞形質を示した．次に，二次

元電気泳動法を購いて網羅的に蛋白質発現を比較

検討し，CD　133陽性メラノーマに高く発現されて

いる蛋白質としてDEAD　box　polypeptide　3，

X一瓢ked拒DX3X）を同定した，　DDX3XはX染

色体にコードされており，ATP依存牲RNA　helj一

田賠活牲を有しm眠欝AmRNAなどの制御に重

要である．一方，近年幹細胞系盗存シグナルであ

るβカテニンシグナルの重要なコンポーネントで

あることが明らかになった，肺癌，乳癌，火腸癌

など種々の癌細胞株においてDDX3Xは高発撹さ

れていた（図の．

EGFR遺伝子変異陽性肺癌細胞株における

　　　　　DPX3Xの機能解析

　EG駅鍍on澱総1を有する肺腺癌細胞株である

］PC9にDDX3Xを強制発現させ，　A－1細胞と名づ

けた．A－1は幹細胞系転写因子Sox2を高発現す

るように変化し，EMTに必要とされるSn藺を発

現し，足場非依存的増殖能が認められるようにな

った〔図2）．癌幹細胞のマーカーと考えられてい

るALDH，　CD嵯の発現も認められた．以上の結

果から，DDX3X過剰発現は癌幹細胞化，　EMTを

促進していると考えられた．

DDX3X発現とE［認Rシグナルスイッチ

　DDX3Xによる癌細胞形質変化がEGFRシグナ

ルに及ぼす影響について検討した、親株PC9細胞

は活性型EGFR遺伝子変異を有する．諸家の報告

通り，EGFの非存在下でもPC9のEGFRリン酸

化が生じており，持続的増殖シグナルが生成され

ていることが示された．ところが，DDX3Xを過剰

発現するA－1細胞はEGF非存在下のEGFRリ

ン酸化がほとんど認められなくなるばかりか，

EGF添加によるリガンド依存的EGFRリン酸化

も失われた（図3）．この現象は，懸じくEGFR

e蹴n拒delを有する懸の髄腺癌網胞株である

HCC甜⑪6を用いてDDX3X過剰発現継胞を作醗

しても同様に認められた．Aパ細胞から㎞ock一

面醐によりDj）X3X発現を減少させることで，

鷺GFRのリン酸化は繍復した．したがって，

DDX3Xを高発現し形質変化した肺癌細胞は

EGFRに活性型遺伝子変異を有するにも関わら

ず，EGFRシグナルをヌイッチオフすることが明

らかになった．
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DDX3X発現とβカテニンシグナル

　DDX3Xはcasein　kl雌＄泣と結沓することでβカ

テニンシグナルのコンポーネントとなることが報

告されている．竜こで，DDX3Xを強制発現した

Aづ細胞のβカテニンシグナルを解析した．この

結果，βカテニンシダナルのリガンドにあたる

W斑依存性に繰テニンシグナルが活性化されて

いることが明らかとなった（図の．

班ぽ瓢発現譲胞のE6FR－TK碑目牲

解析した。A－1細胞はIC50の憩0倍程度のエル

ロチニブ濃度にも耐性を示した．以上のように，

DDX3Xを高発現した肺癌細胞はEGFRシグナル

使用をやめ，W説／βカテニンシグナル系にスイッ

チしていること，この結果EGFRシグナル依存性

が失われることによって高いEGFR－丁鐙耐性を

獲得していることが明らかとなった（図5）．濃際

に，βカテニンシダナル阻害作用を有するIC陛

⑪挺に曝すことによってEGFRリン酸化が再繊現

し，EGFR－T照感受牲が回復した、

　DDX3X高発現肺癌細胞のEG殼R－丁斑感受雲

を生細胞数カウント法，M質アッセイを用いて
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図6

親株肺癌細胞にも存在する少数の

　　　D懸鷲3鷲高発現織胞

　DDX3X強捌発現細胞は足場非依存的増嫡を示

すことから，親株pC9に存在する約3％の非接着

癌細胞を集めて解析したところ，驚くぺきことに

遺伝子導入したAづと岡程度のDDX3X発現を

示すとともにEGFRリン酸化を失っていた．

M汀アッセイによむこの親株非接着PC9綱胞は

EGFR－丁描耐性を有していることが明らかとな

った，また，E／N一轍麟顯n，　v瓢en癩発現を調ぺ

たところ，葬接着細胞はE一億曲登甑発現をする
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麹7

烏皮性形質からバc凪h疎nを発現する闘葉系形

質に変化しており，DDX3X強制発現により
v▲m斑杜n発現も増強されていることが明らかとな

った．低濃度エルロチニブ存在下に長期間培養す

ることで得たエルロチニブ耐性PC9細胞（R－

PC9）は腿）X3Xを高発現するように変化してい

た（図酎、

臨床肺癌検体における1）D蒐3X発現

　これまでの検討結果により，EGFR遺伝子変異

陽性肺癌がEGF弦丁斑1こよって縮小している期

間を生き延びる方策として，DDX3X発現による

CSC化・EMT及び生存・増殖シグナルスイッチ

が璽要である可能牲が示された．そこで，実際の

臨床検体においてDDX3Xが発環されているかを

検討した．この結果，EGFR－TM使用前にはDD願X

発現のみられなかった鯨例において，EGFR－丁獲

耐性化後採取した肺癌組織がDDX3X高発現型に

変化していることが認められた（図の，さらに，

EGFR遺伝子変異陽牲肺癌のEGFR－丁氾奏効率

は概ね70％程度とされているが，EGFR－丁組使

用前にDDX3X発現が強かった15症例では奏効

が133％にしか認められずEGFRイ斑による腫

瘍縮小が得られにくいことが示された．この結果

は，実際の臨床においてもEGFR－TKI使用下に

迷撒遺伝子変異陽牲肺癌綴胞が生存し続けるメ

ヵニズムとしてDDX3X発現及びシグナルスイッ

チが癬要であることを示竣している．
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今後の検尉課題

　βカテニンシダナル照害剤と懇GF苦T顯との

併用療法の有効焼，安癒牲を検討するとともに，

DDX3Xの機能を阻害する新規薬剤の創薬を検討

している．
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