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研究成果の概要（和文）：肺がん細胞株を用いた検討から、ERKの上流タンパクであるMEKの阻害は、ERKシグナルを一
時的に遮断するが、24時間後にはERKを再活性化するとともにPI3Kシグナルの活性上昇も誘導した。そのメカニズムに
ついて検討した結果、MEK阻害薬はフィードバック機構を介し、受容体型チロシンキナーゼの活性を誘導していた。活
性化される受容体キナーゼは上皮系マーカー陽性細胞ではERBB3、間葉系マーカー陽性細胞ではFGFR1であった。それぞ
れの阻害薬とMEK阻害薬の併用は、ERKシグナルの完全な遮断と、MEK阻害薬により誘導されるPI3Kシグナルの上昇を抑
制するとともに、細胞のアポトーシスを誘導した。

研究成果の概要（英文）：KRAS is frequently mutated in a variety of cancers including lung cancer. Whereas 
the mitogen-activated protein kinase (MAPK) is a well-known effector pathway of KRAS, blocking this 
pathway with clinically-available MAPK inhibitors is relatively ineffective. Treatment with MEK 
inhibitors in KRAS mutant lung cancers lead to feedback activation of the MAPK pathway. In 
epithelial-like KRAS mutant lung cancers, this feedback was attributed to ERBB3-mediated re-activation of 
MEK. In contrast, in mesenchymal-like KRAS mutant lung cancers, the feedback was contributed to the 
fibroblast growth factor receptor 1 (FGFR1) pathway. Combination of MEK inhibitor trametinib with an FGFR 
inhibitor induced cell death in vitro in mesenchymal-like KRAS mutant cancers. These observations 
indicate that feedback activation of FGFR1 signaling mitigates the effect of MEK inhibitor in 
mesenchymal-like KRAS mutant lung tumors, and could establish a therapeutic approach to treat these 
cancers.

研究分野：腫瘍内科学
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１．研究開始当初の背景 

KRAS 遺伝子変異は、肺癌の 10%-15%、大腸
癌の 30-40%, 膵癌の 80-95%程度で認められ
るが、有効な分子標的治療がなくその開発が
急務とされていた。変異型 KRAS は、薬剤に
よる直接的な活性の抑制が困難なため、がん
細胞の生存に必須なシグナルを同定し、その
シグナルを抑制することで細胞死を誘導す
る方法が試みられている。一方、癌細胞が単
一の癌遺伝子に生存を依存する oncogene 
addiction モデルにおいては、PI3 kinase
（PI3K）シグナルと ERK シグナルが主要な生
存シグナルであるとされる。KRAS 遺伝子変異
モデルマウスにおいても、PI3K 阻害剤および
ERK の上流に位置する MEK 阻害剤の併用療法
が抗腫瘍効果をきたすことが示されたが、
PI3 kinase および ERK シグナルは正常細胞で
も重要な役割を担うため、両者の直接阻害は
毒性が強く臨床応用が困難であった。 
申請者は両者の直接阻害を回避するため、

KRAS 変異大腸癌における PI3K シグナルの制
御機構を解析し、インスリン様増殖因子受容
体(IGF-IR)が PI3K シグナルを活性化してい
ること、MEK 阻害剤と IGF-IR 阻害剤の併用療
法がマウス xenograft において腫瘍縮小効果
を来すことを示した。また、KRAS の下流に位
置する BRAFに変異を有する大腸癌において、
BRAF 阻害剤による BRAF 阻害がフィードバッ
ク機構を通して EGFR の活性化を誘導するた
め BRAF 阻害剤には耐性であり、BRAF に加え
EGFR 阻害剤の併用が細胞死の誘導に必要で
あることを示していた。これらの結果は、同
一の遺伝子変異を有する腫瘍であっても、原
発巣により異なったシグナル伝達系の活性
化をきたす(re-wiring)ことを示唆していた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、変異 KRAS の下流に位置する
シグナルのうち PI3K シグナル、ERK シグナル
を中心にその制御機構について解析を行う。
これにより両シグナルを腫瘍特異的または
間接的に阻害することが可能な標的分子を
同定し、標的分子に対する阻害剤を用いた前
臨床モデルの確立を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）肺癌細胞株において、免疫沈降法、
western blot 法により、PI3 kinase および
ERK シグナルの活性化に関与する受容体を探
索した。 
 
（２）得られた情報をもとに、PI3 kinase 及
び ERK シグナルを制御する分子に対する分子
標的薬を用いて in vitro 系において阻害薬
の効果検討、in vivo の系にて毒性の検討を
行った。 
 
（３）両シグナルおよび変異 KRAS の主要な
下流シグナルについて siRNA による発現抑制、
阻害剤を用いた活性抑制を行う。それにキナ

ーゼアレイ、western blot 法、マイクロアレ
イ法を組み合わせることで各シグナルの役
割と標的分子の探索を行う。 
 
４．研究成果 
（１）肺癌における ERK シグナルの制御機構
を明らかにするため、肺癌細胞株に対し ERK
の上流タンパクである MEK の阻害薬
（Trametinib, Selumetinib）を添加した。
その結果、MEK 阻害薬は ERK シグナルを一時
的に遮断するが、24 時間後には ERK シグナル
の再活性化を認めた（図１）。さらに、MEK 阻
害薬の投与は PI3K シグナルの上昇（AKT リン
酸化の上昇）も伴っていた。 
 

 
(２) MEK 阻害薬投与後に認められる ERK シグ
ナルの遮断が一時的なものにとどまる事、さ
らに MEK 阻害薬の投与が PI3K シグナルの活
性化に関与していたことから、MEK 阻害後に
誘導されるシグナル伝達系が存在し、これら
のパスウエイの活性化に関与しているもの
と考えた（このような機構はフィードバック
機構と呼ばれる）。MEK 阻害薬投与後に誘導さ
れるシグナルを探索するため、受容体型チロ
シンキナーゼアレイを行った。その結果、MEK
阻害薬投与後に ERBB2 と ERBB3 のリン酸化が
亢進していた。ウエスタンブロット法でも、
ERBB3 のタンパク発現の上昇とリン酸化の亢
進が確認された。 
 

 
（３）PI3K シグナルの活性化に関与している
受容体型チロシンキナーゼを同定するため、
PI3Kのサブユニットであるp85を免疫沈降し
結合するタンパクの同定を試みた。その結果、 
ERBB3 が p85 と結合しており、MEK 阻害薬投
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図1. MEK阻害薬の長期投与はERKシグナルの
再活性化とAKTシグナルの上昇をきたす
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図2. MEK阻害薬の長期投与は
ERBB3のリン酸化を誘導する



与後に ERBB3 の活性が上昇している結果と一
致していた（図 3）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（４）汎 EGFR 阻害薬の afatinib と MEK 阻害
薬の併用によりアポトーシスの誘導と in 
vivoにおける腫瘍の縮小が認められた(図 4)。 

 
 
（５）MEK 阻害薬投与による ERK シグナルの
再活性化および AKT シグナルの上昇は ERBB3
の発現を認めない KRAS 変異肺がん細胞株で
も同様に認められた（図 5）。 

 
（６）ERBB の発現と関連する因子について探
索したところ、上皮間葉移行（Epithelial to 

Mesenchymal transition：EMT）と ERBB3 の
発現が相関しており、間葉系細胞では ERBB3
の発現を認めなかった（図 6）。 

 
 
（７）上皮系の性質を示す KRAS 変異細胞株
に TGF-βを添加し EMT を誘導したところ、
FGFR1 受容体が間葉系細胞で高発現すること
が判明した（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（８）ERBB3 の発現を認めない間葉系マーカ
ー陽性の KRAS 変異細胞株に FGFR 阻害薬と
MEK 阻害薬を併用したところ、著明な細胞の
増殖抑制とアポトーシスの誘導が認められ
た（図 8）。 
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図3. Trametinibの投与はERBB3
によるPI3Kの活性化を促進する
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図5. ERBB3の発現のないKRAS変異細胞株でも
ERKシグナルの再活性化と AKTシグナルの上昇を認める
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図8. 間葉系マーカ陽性細胞における
FGFR阻害剤とMEK阻害薬の併用効果

p-ERK

ERK

p-AKT

AKT

actin

Trametinib

FGFR阻害薬 - + +

- - +

p-FRS2

Cl-PARP

FRS2

p-ERK (long)

-

+

FGFR阻害剤

M
E

K
阻
害
剤

- +

-

+

図6. 間葉系マーカ陽性細胞における
FGFR阻害剤とMEK阻害剤の併用効果



以上の結果により、KRAS 変異肺がんにおい
て ERK シグナルの制御には上流の MEK 阻害薬
単独では不十分であり、フィードバック機構
により活性化される受容体の抑制も必要で
あることが明らかとなった。さらに、このフ
ィードバック機構により活性化される受容
体は PI3K シグナルの活性化にも関与してい
ることから、受容体の抑制と MEK 阻害薬の併
用により、PI3K シグナルと ERK シグナルの両
者の制御につながる可能性が示された。 
 また、フィードバックにより活性化される
受容体は上皮間葉移行状態により異なって
おり、上皮間葉移行状態に応じた新たな標的
治療の可能性が示された。 
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