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研究成果の概要（和文）：EGFR チロシンキナーゼ阻害薬(EGFR-TKI)に自然耐性を示す K-ras
活性化変異を有する肺がんに対しては、未だ有効な分子標的薬はない。我々はβ-phenylthyl 
isothiocynate (PEITC)による活性酸素産生を介した K-ras 変異肺がん細胞に対する抗腫瘍効

果について検討を行った。PEITC を添加すると K-ras 変異肺がん細胞の生存率は低下し、ア

ポトーシスが誘導された。マウス皮下移植モデルにおいては、PEITC 投与によって著明な腫瘍

縮小効果を認め、毒性はほとんど認めなかった。また、ヒト正常肺線維芽細胞や K-ras 野生型

の肺がん細胞は PEITC に対する感受性が低かった。以上の結果から、PEITC は K-ras 変異肺

がん細胞に選択的な殺細胞効果を有することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：There are still no effective targeted therapies for patients with K-ras 
activating mutations which is a cause of intrinsic resistance to EGFR-TKI. Here, we 
assessed therapeutic effect of β-phenylthyl isothiocynate (PEITC) on lung cancer cells 
with K-ras activating mutations through production of reactive oxygen species (ROS). 
Treatment with PEITC reduced cell viability and induced apoptosis in K-ras mutant lung 
cancer cells. In a xenograft model, PEITC dramatically reduced tumor growth with less 
toxicity. Moreover, normal human fibloblasts and K-ras wild lung cancer cells were 
significantly less sensitive to PEITC. Our findings suggest that PEITC can selectively kill 
lung cancer cells with K-ras activating mutations. 
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１．研究開始当初の背景 
わが国の肺がん死亡数は、男女とも増加し

続けており、男性ではがん死亡数の第 1 位、
女性でも第 3 位である。さらに、今後 25 年
間に男女とも約 3倍になると予想されており、
手術不能例、再発例に対する有効な新規治療
薬の開発が切望されている。 

Ras タンパクは、正常細胞の成長やがん細
胞の形質転換を調節するシグナル伝達経路
を制御する。正常細胞においては、Ras 活性
は厳密に制御され、通常不活性型で存在し、
上皮成長因子受容体(EGFR)などの上流のシ
グナルカスケードにより活性化される。しか
し、Ras 遺伝子を活性化させる点突然変異が
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生じると、Ras タンパクは恒常的に活性化さ
れ下流へシグナルを送り続けることになり、
発がんやがん細胞の生存、増殖に寄与すると
考えられている。Ras 遺伝子のファミリーに
は H-ras、K-ras、及び N-ras の３種類があ
るが、がんで変異がみられるのは主に K-ras
である。192 人の日本人肺腺がん患者におけ
る検討ではK-rasの点突然変異は13%に認め
られ、EGFR 遺伝子変異と排他的な関係にあ
る こ と が報 告さ れ てい る (Cancer Res 
64:8919-8923, 2004)。また、K-ras 遺伝子変
異のある肺がん患者は EGFR-TKI に対して
耐性を示すことも知られている (PLoS Med 
e17:0057-0061, 2005) (Clin Cancer Res 
13:2890-2896, 2007)。2008 年に EGFR 遺伝
子変異を有する東洋人の肺腺がん患者にお
いて EGFR チロシンキナーゼ阻害薬
Gefitinib が有意に無増悪生存期間を延長し
たとの臨床試験(IPASS 試験)の結果が報告さ
れ、その効果が改めて証明された一方、K-ras
遺伝子変異を有する肺がんに対しては、現在
有効な分子標的薬はない。 
最近、活性化型 Ras 遺伝子を発現させ形質

転換した卵巣上皮細胞において活性酸素 
(ROS)が上昇しており、このがん化した細胞
にβ-phenylthyl isothiocynate (PEITC)を加
えると細胞内の主要な抗酸化成分である
glutathione を低下させることにより、さら
に ROS レベルが上昇し細胞死が誘導される
ことが報告された(Cancer Cell 10:241-252, 
2006)。この論文において活性化型 Ras を発
現させていない通常の卵巣上皮細胞ではこ
のような現象はみられなかったことから、
PEITC は Ras シグナルが活性化した細胞を
選択的に細胞死へ誘導できる可能性が示唆
された。そこで、PEITC が K-ras 変異を含
む Ras シグナルの活性化変異を有する肺が
んに対しても有効ではないかと考え、本研究
を開始した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Ras シグナル活性化変異、特に
K-ras 変異を有する肺がんに対してがん細胞
特異的に細胞死を誘導する治療法を開発す
ることを目的として検討を開始した。 
 
３．研究の方法 
（１）In vitro において K-ras 変異を有する
肺がん細胞株H23 に対する PEITCの抗腫瘍
効果を MTT 法で検討した。 
 
（２）K-ras 野生型の肺がん細胞株 H520 や
正常肺線維芽細胞 MRC-5 に対する PEITC
の影響を MTT 法で検討した。 
 
（３）In vitro において、PEITC による抗腫
瘍効果のメカニズムを解析するため、

Western blot 法でタンパク発現の変化を解
析した。 
 
（４）PEITC の in vivo における抗腫瘍効果
について、重度免疫不全（SCID）マウスの
皮下へ H23 細胞を移植し、移植１週間後から
PEITC を連日腹腔内投与して検討を行った。
また、PEITC 投与中のマウス体重を測定し、
毒性についても評価した。 
 
４．研究成果 
（１）K-ras 変異を有する肺がん細胞株 H23
に PEITC を添加すると細胞の生存率が著明
に抑制された。また、抗酸化剤である
N-acetyl cysteine を添加することによって
その効果がほぼみられなくなったことから、
活性酸素の上昇による酸化ストレスによっ
て細胞死を誘導していることが示唆された
（図１）。 
 

（２）K-ras 野生型の肺がん細胞株 H520 と
ヒト正常肺線維芽細胞 MRC-5 に対する
PEITC の影響を検討したところ、いずれの細
胞も PEITC による生存率低下は軽度であっ
た。この結果から、PEITC が K-ras 変異肺
がん細胞に特異的な効果を有することが示
唆された（図２）。 
 
 



 

 

（３）H23 細胞に PEITC を添加してタンパ
ク発現の変化を解析したところ、PEITC によ
って cleaved-PARP の発現が著明に上昇して
おり、アポトーシスが誘導されていることが
確認された。また、その効果は抗酸化剤であ
る N-acetyl cysteine を併用することによっ
てほぼ完全に抑制され、活性酸素産生を介し
た効果であることが示唆された。また、主要
な増殖シグナルである PI3K 経路と MAPK
経路の下流に位置する Akt と ERK を評価し
たところ、リン酸化は抑制されておらず、
PEITC による抗腫瘍効果が増殖シグナルの
阻害を介したものではないことが示唆され
た（図 3）。 
 

 
 
 
（４）マウス皮下移植モデルにおいて、H23
細胞に対する PEITC の抗腫瘍効果を評価し
たところ、コントロールと比較して著明な腫
瘍増殖抑制効果を認めた。また、PEITC 投与
によってマウス体重の減少はみられず、毒性
も軽度であることが示唆された（図４）。 
 

 
 

以上の結果から、PEITC は K-ras 変異肺
がん細胞に対して活性酸素産生促進による
酸化ストレスを介した殺細胞効果を有する
ことが示唆され、正常細胞やマウスに対する
影響も軽度であることから新規治療法とし
て有望であると考えられた。 
 
Ras遺伝子の点突然変異は、ヒトの癌の20%

以上で認められる。肺がんの他に、大腸癌に
おいて K-ras 変異は 32%に認められ(Nat 
Rev Cancer 7:295-308, 2007)、K-ras 変異を
有する患者は抗 EGFR 抗体に対して耐性を
示すことが知られている。また、化学療法に
対して抵抗性を示すことが多く予後不良な
膵臓がんにおけるK-ras変異の検出頻度はさ
らに高く、90%にも上る。これら化学療法に
難治性の癌腫に対しても本研究成果は応用
できる可能性があり、今後さらに検討を進め
ていきたい。 
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