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要旨 

  

【背景と目的】Osimertinib は第三世代の上皮成長因子受容体（epidermal growth 

factor receptor：EGFR）チロシンキナーゼ阻害薬（tyrosine kinase inhibitors：

TKIs）であり、前世代の EGFR-TKIs に起因する EGFR-T790M 変異の有無にかかわらず

EGFR遺伝子変異陽性の非小細胞肺癌（non-small cell lung carcinoma：NSCLC）患者

に対して著しい抗腫瘍効果を示す。しかしこれらの効果は一過性であり、大多数の患

者はいずれ耐性を獲得する。Osimertinib 治療後の耐性機序は多岐にわたり、さらに

約 50％は耐性機序が不明である。このため前世代 EGFR-TKIsとは異なり、osimertinib

獲得耐性後の治療は困難なことが多く、耐性獲得を克服または遅らせることが重要で

ある。近年、抗癌剤治療初期に細胞集団の大部分が急速に死滅する薬剤濃度条件下で

も生存能力を維持する可逆性薬剤耐性持続性（Drug-tolerant persister：DTP）細胞

が検出された。この DTP細胞は、標的薬剤に対する感受性が著しく低下した細胞の小

さな亜集団として定義され、EGFR-TKIs に対する早期の非遺伝的獲得抵抗性として注

目されている。Notch は腫瘍形成に重要な役割を果たす膜貫通型受容体であり、細胞

の発生、分化、増殖に関与しており、癌種によって腫瘍増殖性もしくは腫瘍抑制性に

機能する。我々は以前に、NSCLCにおいて Notch経路と EGFR経路の間に有意なクロス

トークが存在することを報告している。また Notch経路の活性化が、前世代 EGFR-TKIs

耐性に関与していることが報告されているが、osimertinib 治療における Notch の役

割は十分に理解されていない。本研究では、osimertinib DTP細胞の発生、増殖にお

ける Notch経路の関与を評価した。 

【対象と方法】EGFR遺伝子変異陽性 NSCLC細胞株は PC-9（exon19 deletion）、H1975

（L858R point mutation/T790M）、HCC827（exon19 deletion）を使用した。Osimertinib、

Notch経路阻害剤γ-secretase inhibitor（GSI）を実験に使用した。細胞株は既報に

基づき IC50の 100 倍の濃度である osimertinib 3 µmol/L に 9 日間曝露したものを

osimertinib DTP細胞と定義した。MTT proliferation assayを用いて薬剤抗腫瘍効

果を確認した。Clonogenic assayにてコロニー形成速度を確認した。RNA sequencing

を用いて親株と DTP 細胞における遺伝子プロファイリングを行った。EGFR、Notch 関

連タンパク、mRNA の発現をウエスタンブロット法、quantitative reverse 

transcription polymerase chain reaction（qRT-PCR）法にて検討した。5週齢の雌

のヌードマウス（nu+/nu+）に PC-9または H1975細胞を皮下注射し、osimertinib（5 

mg/kg/日）を週 5日経口投与、GSI（3.3 mg/kg/日）を週 4日腹腔内注射し、腫瘍体積

を測定した。2015年1月から2020年12月までに北海道大学病院呼吸器内科にてEGFR-

TKIs治療を受け、かつ EGFR-TKIs治療前後で分析可能な病理組織を有する 17症例に

ついて、Notch1および HES1の免疫組織染色を行った。Notch1、HES1の発現と生存期
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間との関連について統計学的に解析した。 

【結果】Osimertinib投与による DTP細胞は親細胞と比較して有意に osimertinibの

IC50が上昇しており、osimertinibに対する耐性を認めた。Osimertinib曝露中止後は

時間経過とともに DTP細胞は osimertinibに対する感受性を回復した。また PC-9 DTP

細胞は親株と比較して細胞周期は G1 期にとどまっており DTP 細胞の特色として矛盾

しないものであった。RNA sequencingの結果、PC-9 DTP細胞は親株と比較して NOTCH1

応答性遺伝子の一部がアップレギュレーションしていた。Osimertinib DTP細胞は、

時間経過とともに再増殖を認めたがGSIの併用によりDTP細胞の再増殖が抑制された。

また clonogenic assayでも同様に、GSIの併用により osiemrtinibよりも強くコロニ

ー形成を阻害した。DTP細胞における EGFR経路の発現を検討したところリン酸化 EGFR

の発現は抑制されていたが、リン酸化 ERK の発現は低下していなかった。一方で GSI

を併用したDTP細胞ではリン酸化ERKの発現が低下した。次にDTP細胞におけるNotch

経路の発現を検討したところ Notch細胞内ドメイン（Notch intracellular domain：

NICD）1と Notch標的遺伝子である HES1と HEY1 の発現が上昇していたが、GSIの併

用により低下を認めた。NOTCH1、HES1、HEY1 の mRNA 発現結果においても同様の結果

であった。またNotch経路とともにEGFR経路への関与することが報告されているdual 

specificity phosphatase 1（DUSP1）は、GSI併用にて顕著に発現が上昇した。 

PC-9とH1975細胞を皮下接種したマウスモデルにおいてosimertinibは投与初期で

は腫瘍縮小を認めたが、30日後には腫瘍再増殖を認めた。Osimertinibと GSIの併用

では、30日後でも腫瘍の増殖を有意に抑制していた。治療 9日目のマウスの腫瘍を切

除し EGFR経路と Notch経路の発現を検討したところ、osimertinib、併用治療ともに

リン酸化 EGFR発現が低下していた。Osimertinib単剤ではリン酸化 ERK発現は低下し

ていなかったが、GSI併用にてリン酸化ERK発現が低下した。またDUSP1はosimertinib

単剤投与と比べて GSI併用でより増強された。Osimertinib投与により NICD1、HES1、

HEY1の発現が上昇したが、GSI併用によりそれらの発現が有意に抑制された。これら

のデータは in vitroの所見と一致していた。 

 次に 17症例の EGFR遺伝子変異陽性 NSCLC患者における EGFR-TKIs治療前後の腫瘍

組織を用いて Notch1 と HES1 の発現を免疫組織学的に検討した。それぞれ 9 症例で

EGFR-TKIs治療後に Notch1と HES1発現が上昇していた。Notch1発現上昇群の全生存

期間中央値は25.5カ月であったのに対し、非上昇群では29.5カ月であった（p=0.38）。

HES1発現上昇群の全生存期間中央値は24.3カ月であったのに対し、非上昇群では29.5

カ月であった（p=0.91）。 

【考察】本研究において、osimertinib DTP細胞では Notch経路が活性化されており、

osimertinibと GSIの併用によって in vitroおよび in vivo での腫瘍増殖が抑制さ

れることを明らかにした。 
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Erlotinib 投与により Notch3 がβ-catenin を制御し DTP 細胞を誘導することが報

告されているが、本研究では osimertinib DTP 細胞で Notch1 の発現上昇は認めたが

Notch3の発現変化はなかった。肺癌における Notch経路の働きはしばしば状況依存的

であり、肺癌の腫瘍形成において Notch1 と Notch2 が逆の役割を担っていることや、

NSCLC細胞では Notch3ではなく Notch1が放射線で活性化されることも報告されてい

る。今回の結果と既報の違いについては、DTP 細胞における個々の Notch 受容体の役

割は完全には解明されておらず、使用した EGFR-TKIsや活性化された Notch受容体の

違いがこれら状況依存性と関連している可能性が考えられた。 

Osimertinib DTP細胞ではリン酸化EGFR発現が低下しているにもかかわらずリン酸

化 ERK発現は低下しておらず、GSIの併用がリン酸化 ERKの発現を低下させ腫瘍増殖

を抑制している可能性が考えられた。さらにosimertinibとGSIの併用においてDUSP1

が亢進しており、DUSP1 を介してリン酸化 ERK の発現が一部抑制されている可能性が

示唆された。しかし他の経路が osimertinib と GSI の併用に関連しているかどうか、

さらなる検討を重ねることが重要である。 

ヒト腫瘍組織において EGFR-TKIs治療後に Notch1（p=0.04）と HES1（p=0.03）が高

発現していた。症例数は少ないが EGFR-TKIs の前後で特に Notch1 の発現を比較検討

した報告は今までになく、今回が初めての検討となる。ヒト組織における結果は上述

した in vitro, in vivoのデータをさらに深めるものであると考えられる。 

【結論】Osimertinib DTP細胞の出現に Notch経路が極めて重要な役割を果たしてお

り、osimertinibと GSIの併用は、EGFR遺伝変異陽性 NSCLC患者における治療戦略の

一つであることが示唆された。 
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略語表 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

ALDH 
 

aldehyde dehydrogenase 

ASCL-1 
 

achaete-scute complex-like-1 

CAF 
 

cancer-associated fibroblasts 

CoA 
 

coactivator 

CoR 
 

corepressor 

DTP 
 

drug-tolerant persister 

DUSP1 
 

dual specificity phosphatase 1 

EBB  endobronchial biopsy 

EBUS-GS  endobronchial ultrasonography with a guide sheath 

EBUS-TBNA  endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle 

aspiration 

EGFR 
 

epidermal growth factor receptor 

EMT 
 

epithelial-mesenchymal transition 

FBS 
 

fetal bovine serum 

FFPE 
 

formalin-fixed and paraffin-embedded 

FGFR 
 

fibroblast growth factor receptors 

GEO 
 

Gene Expression Omnibus 

GSEA 
 

Gene Set Enrichment Analysis 

GSI 
 

γ-secretase inhibitor 

HES 
 

hairy and enhancer of split 

HEY 
 

hairy/enhancer of split related with YRPW 

HGF 
 

hepatocyte growth factor 

IGF-1R 
 

insulin-like growth factor 1 receptor 

JNK 
 

c-Jun N-terminal kinase 

MAPK 
 

mitogen-activated protein kinase 

NCBI 
 

National Center for Biotechnology Information 

NICD 
 

notch intracellular domain 

NIH 
 

National Institutes of Health 

NSCLC 
 

non-small cell lung carcinoma 

PBS 
 

phosphate buffered saline 

qRT-PCR 
 

quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 

RNA-seq  RNA sequencing 

RTK 
 

receptor tyrosine kinase 
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SCLC 
 

small cell lung carcinoma 

TBB  transbronchial biopsy 

TBST 
 

tris buffered saline with tween 20 

TCA 
 

tricarboxylic acid cycle 

TKIs 
 

tyrosine kinase inhibitors 

TME 
 

tumor microenvironment 

TV 
 

tumor volume 
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緒言 

1）EGFR遺伝子変異陽性肺癌について 

肺癌は世界中で毎年約 100万人が死亡しており、全世界の悪性新生物に関連した死

亡率の第一位を占めている（Bray et al., 2018; Howlader et al., 2020）。肺癌は

病理学的に非小細胞肺癌（non-small cell lung carcinoma：NSCLC）と小細胞肺癌

（small cell lung carcinoma：SCLC）の 2つに大別され、NSCLC が約 80%を占める

(Rothschild, 2015; Siegel et al., 2017)。さらに NSCLCは腺癌、扁平上皮癌、大細

胞癌に分けられ、それぞれ肺癌全体の約 40％、30%、10%を占めている。上皮成長因子

受容体（epidermal growth factor receptor：EGFR）遺伝子変異は、欧米諸国では肺

腺癌患者の約 20％、本邦を含むアジア諸国では約 50％の患者にみられ、EGFR 遺伝子

の約 90%を占める。最も一般的な変異は exon19の欠失と exon21の L858R変異である

（Kosaka et al., 2004）。チロシンキナーゼ阻害薬（tyrosine kinase inhibitors：

TKIs）の開発により、これら患者群の生命予後は劇的に改善された（Mitsudomi et al., 

2010; Sequist et al., 2013; Zhou et al., 2011）。 

 

2）EGFR-TKIsについて 

EGFR-TKIs は標的治療の最も成功した例の一つである。前世代の EGFR-TKIs

（gefitinib、erlotinib、afatinib）は EGFR遺伝子変異を有する NSCLC患者の多くで

優れた治療効果を示すが、最終的には治療抵抗性となり無増悪生存期間は約 12 ヶ月

程度である(Kobayashi et al., 2015)。 

前世代の EGFR-TKIs の後天的耐性獲得症例において EGFR 依存的な耐性機序として

は約 60%で EGFR-T790M変異を認める（Nagano et al., 2018; Sequist et al., 2011; 

Wu et al., 2016）。他にもEGFR非依存性の耐性機序としてMET遺伝子増幅や（Engelman 

et al., 2007; Kong-Beltran et al., 2006）、HGF過剰発現（Nagano et al., 2018; 

Yano er al., 2008）が認められる。（図 1）。近年、EGFR-T790M 変異を標的とする

osimertinibなどの第三世代 EGFR-TKIsが、前世代 EGFR-TKIs治療後にこの変異を有

する患者に対して非常に良好な治療効果を示した（Mok et al., 2017; Page et al., 

2022）。さらに未治療 EGFR 遺伝子変異陽性 NSCLC 患者を対象とした FLAURA 試験にお

いて、osimertinib投与群は gefitinibまたは erlotinib投与群と比較して有意に無

増悪生存期間を延長することが示された（Ramalingam et al., 2020; Soria et al., 

2018）。 現在では FLAURA試験の結果に基づき、未治療 EGFR遺伝子変異陽性 NSCLC患

者に対する標準治療の第一選択は osimertinib になっている（Ramalingam et al., 

2020; Soria et al., 2018）。しかしながら他の EGFR-TKIsで観察されたのと同様に、

osimertinib 投与患者においても後天的獲得耐性が出現することが認められた。

osimertinib での一次治療、二次治療を受けた患者の耐性機構としては MET 増幅や



8 

 

EGFR-C797S変異が認められるが（Oxnard et al., 2018; Papadimitrakopoulou et al., 

2020; Thress et al. 2015）、osimertinibによる獲得耐性の約 50％は機序不明であ

る（Schmid et al., 2020）（図 2）。このため前世代 EGFR-TKIsとは異なり、osimertinib

耐性機序は非常に多様であり耐性獲得後の治療はしばしば困難となることもある。 

 

図 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第一世代 EGFR-TKIs（gefitinib、erlotinib）による一次治療の獲得耐性メカニズム。 

参考文献：Nagano, T. et al. Cells (2018)より引用 
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図 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3）DTP細胞について 

近年、薬物耐性の非遺伝子的機序が注目されている。実際に臨床での癌治療におい

て、EGFR-TKIsが奏効し、その後に病勢進行を認めた患者の一部で、drug holiday後

の EGFR-TKIs再治療に良好な治療効果を示すことが認められており（Kurata et al., 

2004; Yano et al., 2005）、このような患者では抗癌剤に対する可逆的な薬剤耐性状

態が関与していることが示唆されるが、その機序はまだ確立されていない。 

近年、薬剤感受性ヒト癌細胞株において、細胞集団の大部分が急速に死滅するよう

な薬剤濃度条件下でも生存能力を維持する、薬剤感受性が 100倍以上低下した可逆性

の薬剤耐性持続性（Drug-tolerant persister：DTP）細胞が検出された（Sharma et 

al., 2010）。DTP細胞の概念は微生物学に由来している。細菌亜集団において、遺伝

的耐性機構を持たずに抗生物質からを生き延びるパーシスター細菌が存在する。この

パーシスター細菌は非増殖性または低増殖性で、代謝活性が低下しており、抗生物質

の殺傷効果を回避することができる（Fisher et al., 2017）。この細菌の性質を元に、

DTP 細胞は抗癌剤に耐えるための遺伝子変化を持たない低増殖性持続性状態の表現型

として考えられた。 

Sharmaらは EGFR遺伝子変異陽性ヒト肺腺癌細胞株 PC-9を用いて、IC50の 100倍以

Osimertinibでの一次治療患者における耐性獲得メカニズム。 

参考文献：Schmid, S. et al. Lung Cancer (2020)より引用 
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上という高濃度の erlotinib 投与下では数日以内にほとんどの細胞が死滅するが、9

日後でも極一部の細胞が生存していること確認し、これを DTP 細胞と定義した。DTP

細胞では G1 期でほとんどの細胞が静止していること、薬剤投与下でも長期培養に伴

い増殖を再開すること、薬剤非投与下では時間経過とともに薬剤感受性を回復するこ

と、後天的な EGFR-TKIs 耐性遺伝子である EGFR-T790M や MET 遺伝子増幅は認められ

ないことなどを明らかにした（Sharma et al., 2010）（図 3、図 4）。 

 

図 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PC-9細胞を未処理（左）、2 µmol/L erlotinib（ERL）で 9日間（中央）、または 2 µmol/L 

ERLで 33日間（右）処理した。各細胞のギムザ染色（上段）、顕微鏡画像（中段）、細

胞周期相のパーセンテージ（下段）を示す。 

参考文献：Sharma, S.V. et al. Cell (2010)より引用 

PC-9細胞および gefitinib由来の PC-9 DTP細胞（GR7）を、gefitinibで 72時間処

理した後の MTT 法による細胞増殖抑制評価。数字は gefitinib 休薬後の継代数（P）

を示している。 

参考文献：Sharma, S.V. et al. Cell (2010)より引用 
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4）DTP細胞の生物学的特徴 

DTP細胞の発生については現状では2つの仮説が考えられている。一つ目の仮説は、

DTP 細胞の特徴を持つ癌細胞亜集団が未治療の腫瘍に最初から存在し、抗癌剤治療か

ら生き延びるという仮説である。二つ目の仮説は投与された薬物治療によって腫瘍細

胞の表現型が DTP 細胞へと移行するという仮説である（Echeverria et al., 2019; 

Shaffer et al., 2017）(図 5)。 

DTP 細胞に共通する表現型の特徴として、細胞周期と増殖活性の遅延、および可逆

的な薬物耐性状態が挙げられる。そのため DTP細胞は薬剤中止後しばらくすると、増

殖再開および最初の薬剤に対する感受性再獲得を認める。しかし継続的な薬物治療の

結果、最終的には薬剤に対する可逆性を失い、二次変異や遺伝子増幅を伴う不可逆的

な耐性細胞へと移行する。 

またもう一つの生物学的特徴として、aldehyde dehydrogenase（ALDH）高発現や上

皮間葉転換（epithelial-mesenchymal transition：EMT）マーカーの発現上昇などが

DTP 細胞内で共存していることが挙げられる。これらはエピジェネティック、転写制

御機構、腫瘍微小環境（Tumor Microenvironment：TME）、代謝リモデリングによって

制御されている。 

 

図5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5）DTP細胞の制御メカニズム 

これまでの研究により DTP 細胞 の一般的な特徴および維持の主要な制御メカニズ

ムとして a)エピジェネティック、b)転写制御機構、c)TME、d)代謝リモデリングが報

DTP細胞の発生と薬剤抵抗性獲得における 2つの仮説。 

既存細胞選択説（上）、治療誘導機構説（下）。 

参考文献：Mikubo, M. et al. J. Thorac. Oncol.(2021)より引用 
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告されている（Mikubo er al., 2021）（図 6）。 

 

図 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a）エピジェネティック：DTP細胞において、KDM5Aなどのエピジェネティック制御

因子の発現が上昇し、ヒストンのメチル化が抑制されて静止期になることが報告され

ている。（Sharma et al., 2010）。KDM5阻害剤は、肺癌や乳癌などの複数の癌細胞株

において、標準化学療法または標的薬による DTP細胞を抑制する。また KDM5を介して

IGF-1R活性化が起こることでも DTP細胞は制御されている（Sharma et al., 2010）。

これらの実験結果から KDM5 が DTP 細胞の発生に重要であることが示唆されている

（Vinogradova et al., 2016; Mitsui et al., 2019）。 

b）転写制御機構：治療前後の腫瘍をトランスクリプトーム解析で比較することで、

キナーゼ受容体遺伝子（IGF-1R、AXL など）や転写活性化経路（Wnt/β-catenin、

YAP/TEADなど）が DTP細胞では活性化していることが判明している（Arasada et al., 

2018; Kurppa et al.,2020; Taniguchi et al., 2019）。 

c）TME：DTP 細胞における TME の役割を報告した研究は少ないが、線維芽細胞やマ

クロファージが DTP細胞に影響を与えることが報告されている（Sosa et al., 2014; 

Ferguson et al., 2021）。EGFR-TKIs治療時に癌関連線維芽細胞（cancer-associated 

fibroblasts：CAF）から分泌される肝細胞成長因子（hepatocyte growth factor：HGF）

DTP細胞の生物学的特徴と制御機構。エピジェネティック（左上）、転写制御機構（右

上）、腫瘍微小環境（左下）、代謝リモデリング（右下）。 

参考文献：Mikubo, M. et al. J. Thorac. Oncol.(2021)より引用 
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が MET 受容体と相互作用し、mitogen-activated protein kinase（MAPK）および

PI3K/AKT 経路のバイパス活性によって薬剤耐性を誘導することが報告されている

（Wang et al., 2009）。 

d）代謝リモデリング：DTP細胞では薬物曝露環境に適応するために、エネルギー代

謝を変化させる必要があると考えられている。通常の癌細胞で見られる嫌気的解糖と

は異なり、DTP 細胞ではミトコンドリア呼吸鎖によるエネルギー産生に依存し、脂肪

酸などを燃料として tricarboxylic acid cycle回路（TCA回路）によりエネルギーが

産生されている（Shen et al, 2020）。そのため DTP細胞ではミトコンドリア呼吸に

よる酸化ストレスに対する抗酸化能力を有している（Raha et al., 2014）。 

 

6）EGFR-TKIsにおける DTP細胞について 

これまでの EGFR-TKIs投与における DTP細胞の報告として、Arasadaらは erlotinib

投与下において Notch3 依存的にβ-catenin が制御され、erlotinib 治療中に DTP 細

胞を誘導すると報告している（Arasada et al., 2018）。以前から EGFR-TKIs耐性にお

けるβ-cateninの関与は報告されていた（Blakely et al., 2017）がその機序は明ら

かではなかった。上記研究において EGFR-TKIs 投与によって Notch3 が活性化される

こと、Notch1の活性化がWnt/β-catenin経路を阻害すること（Kwon et al., 2009）

などに着目し、Notch3 とβ-catenin が DTP 細胞の誘導に関与し、EGFR-TKIs と β-

catenin阻害剤併用がDTP細胞の発生を抑制することを明らかにした。SharmaらはDTP

細胞の発生には IGF-1R 活性化およびヒストン脱メチル化酵素 KDM5A によるクロマチ

ン変化が重要であることを報告している（Sharma et al., 2010）。元々IGF-1R活性化

は EGFR-TKIsの薬物耐性および予後不良に関連しており（Buck et al., 2008）、EGFR-

TKIsが KDM5Aを介して IGF-1Rを活性化させることで DTP細胞の発生を抑制すること

を明らかにした。Taniguchiらは osimertinibにより活性化された AXLが DTP細胞の

発生に関与していることを報告している（Taniguchi et al., 2019）。Osimertinibが

AXLのリン酸化を抑制する SPRY4の負のフィードバックを阻害することで AXLを活性

化させ、その結果 AXLが活性化した細胞では EGFR-TKIs耐性となる。AXL阻害剤を投

与した細胞では EGFR-TKIsに再感作するようになり、AXL阻害剤と EGFR-TKIsの併用

は DTP細胞の発生を制御することを明らかにした。 

これら DTP細胞発生における誘導因子の違いは使用している EGFR-TKIsの違いだけ

ではなく、腫瘍不均一性（heterogeneity）が影響を与えている可能性がある。実際に

多くの研究はバルク細胞や検体を用いて行われている。Kashima らは single-cell を

用いた RNA sequencing を行うことでより正確な DTP 細胞誘導因子を同定しようと試

みた。結果、新たな DTP細胞誘導因子として CD74を同定し、実際に in vitro、in vivo

ともに CD74の過剰発現が DTP細胞の発生に関与することを明らかにした（Kashima et 
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al., 2021）。 

 

7）Notch経路について 

Notch遺伝子は 1917年に、ショウジョウバエにおいて最初に発見された。Notch遺

伝子の欠損が生じたショウジョウバエの羽では Notch（切れ込み）が認められたこと

がその名前の由来である。Notchは様々な組織（リンパ組織、神経、毛髪、感覚器、血

管系等）の分化において必須なシグナルである。哺乳動物においては、4つの Notch受

容体ファミリー（NOTCH1-NOTCH4）と 2つのリガンドファミリーの Jagged（JAG1,JAG2）

と Delta-like ligands（DLL1,DLL3,DLL4）が存在している(Fiúza and Arias, 2007)。

Notch 受容体は 1 回膜貫通蛋白質であり、細胞膜を介して細胞外ドメインと細胞内ド

メイン（Notch intracellular domain：NICD）から形成されている。細胞外ドメイン

には EGF 様ドメインがあり、細胞内ドメインは 6個の ankyrin 様リピートと PESTド

メインにより構成されている(Radtke et al., 2005)（図 7）。 

 

図 7 

Notch 受容体              Notch リガンド 

PESTドメイン Ankyrin様リピート EGF様ドメイン 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Notch 経路の活性化機序は、最初に Notch 受容体の細胞外ドメインとリガンドが結

合し、次にγ-secretaseと呼ばれるプロテアーゼによって Notch受容体が分解され、

分解された活性型の細胞内ドメインが細胞膜より核内へと移行する。転写因子（CBF1、 

Sel、 Lag-1：CSL）には通常、転写抑制因子（corepressor：CoR）が結合し転写活性

が抑制されている。核内に移行した NICDは転写活性因子（coactivator：CoA）と CoR

の置換を誘導し、NICD/CSL/CoA 複合体を形成することで、標的遺伝子（hairy and 

enhancer of split：HES、 hairy/enhancer of split related with YRPW：HEY）の転

参考文献：Radtke, F. et al.EMBO reports (2005)より引用。 
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写活性を行う（図 8）。HES, HEYは bHLH loop蛋白であり、正常組織においては神経細

胞や表皮細胞の分化において抑制的に作用する。HES1は Notch1に誘導され、HEY1は

Notch3に強く誘導されると報告されている(Beatus et al., 1999; Iso et al., 2003)。  

 また Notch1 は神経内分泌細胞の分化に関与しており、HES1 により転写抑制される

achaete-scute complex-like-1（ASCL-1）が神経内分泌分化を誘導することが報告さ

れている(Borges et al., 1997; Kunnimalaiyaan and Chen, 2007)。 

 

図 8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8）癌と Notchとの関連について 

Notchと発癌の関連については、1991年に Ellisenらによって、急性 T細胞リンパ

球性白血病において遺伝子 t(7;9)転座により恒常的に活性化状態にある Notch1 の発

現が増強し、癌化に結びついていることが報告された(Ellisen et al., 1991)。その

後も多くの癌種において、Notch 経路の異常活性と癌化には密接な関連があり、癌種

によってactivatorもしくはsuppressorとして機能することが報告されている(Lobry 

et al., 2011; Previs et al., 2015)。 

肺癌と Notchとの関連については、Thao P. Dangらによって 2000年に最初の報告

がされている。進行の速い非喫煙女性の肺腺癌において t(15;19)の転座を認め、

Notch3がコードされている領域の 50kb上流に 19番短腕の break pointを確認した。

この腫瘍から樹立した細胞株、HCC2429は 19番染色体の遺伝子異常をもつ他の NSCLC

細胞株と比べ、NOTCH3の過剰発現を認めた(Dang et al., 2000)（図 9）。 また我々
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は、NOTCH3が NSCLC細胞株の約 40%に過剰発現していることを報告している(Konishi 

et al., 2007)（図 10）。他に Yeらは NSCLC患者検体を用いて、隣接する正常組織と

比較して腫瘍組織では Notch3 が約 50％の患者で高発現していることを報告している

（Ye et al., 2013）。さらに NSCLCにおいて NOTCH1の active mutationが 10%前後に

認められることが報告されている（Westhoff et al., 2009）。一方で、肺扁平上皮癌

においては inactive mutationが報告されており、Notchが癌増殖において抑制的に

働くことが報告されている(Wang et al., 2011)。 

 

図 9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a）女性肺腺癌患者の腫瘍の核型で 15 番、19 番に転座を認める（矢印）、

46,XX,t(15;19)(q11;p13)。 

b）FISH解析で 15番、19番(R31546 cosmid probe)の break pointを認める（A：15

番、B：19番）。 

c）19番短腕上の break pointは NOTCH3の 50kb上流に存在する。 

d）19番染色体の遺伝子異常をもつ細胞株は NOTCH3の mRNAの発現が高い。 

参考文献：Dang, T.P. et al. J. Natl. Cancer Inst.(2000)より引用。 
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図 10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 NSCLC における Notch 経路と予後の関係については様々な報告がある。我々は以前

に肺腺癌の外科切除体を用いて Notch1 の発現を免疫組織学的に検討し、Notch1 高発

現が予後不良と関連することを報告した（Kikuchi et al., 2018）（図 11）。他にも

Notch1の過剰発現が NSCLCの予後不良に関係しているという報告（Andersen et al., 

2011; Donnem et al., 2010; Westhoff et al., 2009）がある一方で、Notch1が腫瘍

抑制因子として働くという報告がある（Li et al; 2010）。Notch経路と予後の関係を

明らかにするため、Yuan らは 19 件の研究報告を元に、Notch1 および Notch3 発現と

NSCLC患者の予後に関するメタアナリシスを行った（Yuan et al., 2015）。結果、Notch1

および Notch3 が過剰発現している NSCLC 患者ではリンパ節転移が起こりやすく、全

体的な予後不良と関連していることを明らかにした。このメタアナリシスによって

Notch 経路が NSCLC 患者の予後を予測するための潜在的なバイオマーカーである可能

性が示唆されたが、NSCLC における Notch 経路の働きはまだ十分には明らかになって

おらず、Notch経路と癌の関係を明らかにするには、Notch経路だけではなく関連する

シグナル伝達経路との関係も明らかにする必要がある（Yuan et al., 2015; Zou et 

al., 2018）。 

 

 

 

 

 

29 例の肺癌細胞株の Notch レセプターとリガンドのウエスタンブロッド法による検

討結果 24 例でリガンドである Jagged1 の発現を認めた。Notch レセプターは Notch2

が 18例（62%）、Notch3が 12例（41%）であった。Notch1、Notch4は数例の発現のみ

であった。 

参考文献：Konishi, J. et al. Cancer Res.(2007)より引用。 
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図 11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9）γ-secreatase inhibitor（GSI）について 

 GSI はγ-secreatase を阻害することで Notch 経路の活性化を阻止すると考えられ

ている。GSI は元々アルツハイマー病の治療薬として開発された。Amyloid β 

precursor蛋白の切断を抑制しamyloid β peptidesの脳への蓄積を抑制することで、

アルツハイマーによる諸症状の改善が期待されている（Micchelli et al., 2003）。ま

た悪性腫瘍に対しては T-ALLや sarcomaにおいて腫瘍の増殖を抑制しアポトーシスを

誘導することが報告されていた（Curry et al., 2005; Micchelli et al., 2003）。

肺癌においてドミナント・ネガティブや GSIを用いて Notch3を抑制すると in vitro

またマウスモデルにおいて細胞増殖が低下することが報告されている（Haruki et al., 

2005; Konishi et al., 2007）（図 12）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

肺腺癌患者における Notch1 発現と予後との関係。免疫染色にて Notch1 高発現群

（n=29）と低発現群（n=49）に分け、Notch1発現と全生存期間の関係を評価した。 

参考文献：Kikuchi, H. et al. Oncotarget (2018)より引用。 
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図 12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

肺癌細胞の増殖抑制のメカニズムとして、GSIが Notch3を抑制することで MAPK経

路と Bcl-2ファミリーを制御し、肺癌細胞のアポトーシスを誘導することを報告した

（Konishi et al., 2007）。更に Bcl-2ファミリー蛋白のサブファミリーである BH3-

only蛋白、Bimが Notch3 依存的なアポトーシスには必須であり、MAPK経路を介して

Bimが誘導されることも示してきた（Konishi et al., 2010）。GSIと細胞周期との関

係については、骨肉腫細胞株では G1 arrest、乳癌細胞株では G2/M arrest へ誘導さ

れるとの報告がある（Rasul et al., 2009; Tanaka et al., 2009）。GSIは固形癌を

対象とした臨床試験がなされており、Phase Ⅱ試験まで行われている（Katoh and 

Katoh, 2020; Takebe et al., 2014）。結果としては十分な効果は示せなかったが、い

くつかの試験では安定（stable disease）状態を長く維持することが確認された。in 

vitroや in vivoの実験では GSIと標的薬剤を組み合わせることで腫瘍細胞の増殖抑

制効果を認める報告が複数あり、併用療法にて治療効果を認める可能性は十分にある。

薬剤有害事象としては下痢や嘔気、嘔吐などの消化管毒性を示すことが多い（Katoh 

GSI（MRK003）の抗腫瘍効果。 

A）in vitroにおける GSIの細胞増殖の抑制 

B）ゼノグラフトモデルにおける GSIの腫瘍縮小効果。 

C）Control（左）に比べ GSI投与（右）マウスの腫瘍組織内には多数の necrosis（n）

部分を認める。 

D）GSIは腫瘍組織の NICD3発現を抑制する。 

参考文献：Konishi, J. et al. Cancer Res. (2007)より引用。 
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and Katoh, 2020; Takebe et al., 2014）。副作用に関しては用量依存性に軽減する

ため、併用療法による相乗効果を認めれば、GSI 用量を減らすことで副作用がより少

なくなる可能性がある。 

 

10）Notch経路と EGFR経路について 

 Haruki らはヒトの切除肺検体において Notch3 と EGFR の発現に正の相関があり、

Notch3 を阻害することで EGFR-TKIs に対する感受性を高めることを明らかにした

（Haruki et al., 2005）。我々は以前に、Notch経路が EGFR経路とクロストークして

肺癌の増殖を促すことを明らかにしている。NSCLCにおいて Bcl-2 ファミリーである

Bimを介して Notch3 と EGFR経路がクロストークしており、erlotinib と GSIを併用

により治療相乗効果を認めることを明らかにした（Konishi et al., 2010）。また Xie

らは gefitinib投与により Notch1の発現の増強と Notch1を介して EMTが誘導される

ことで gefitinib耐性が誘導されること、さらに GSIを併用することで腫瘍増殖が抑

制されたことを明らかにした（Xie et al., 2012; Xie et al., 2013）。他にも Bousquet

らは、gefitinibに耐性を示す EGFR-T790M陽性 NSCLC細胞において Notch1と Notch3

が HES1を介して腫瘍増殖に関係していること、EGFR-C797S変異を持つ NSCLCにおい

ては osimertinib と GSI の併用が HES1 発現を抑制することで腫瘍増殖を抑制するこ

とを明らかにした（Bousquet et al., 2020）。 

 

11）本研究の目的 

Osimertinib 獲得耐性機序は多岐にわたるため獲得耐性ごとに適応した治療を行う

ことはしばしば臨床的に困難なことも多く、確立していない。Osimertinib の獲得耐

性を抑制、または遅延させることは患者の予後延長に貢献すると考えられたため、今

回我々は DTP 細胞に着目した。DTP 細胞は癌細胞が薬物療法を生き抜き、その後の病

勢進行へと移行するための初期段階と考えられる。そのため DTP細胞のメカニズムを

理解し、標的とすることは、癌治療において臨床的に重要な意味を持つ。また Notch

経路は肺癌増殖において重傷な役割を果たしており、EGFR-TKIs 耐性においても貢献

していることが判明している。 

上記のように前世代 EGFR-TKIsにおける、IGF-1受容体や AXL、WNT/β-cateninを

介しての DTP 細胞の分子機構が報告されている。しかし第三世代 EGFR-TKIs の

osimertinibによる DTP細胞の出現するメカニズムの報告や Notch経路との関連につ

いての報告はまだ少ない。本研究は、EGFR遺伝子変異陽性 NSCLCにおける osimertinib 

DTP 細胞の特性や Notch 経路の関与、Notch 経路が治療標的となりうるかについて調

べることを目的とした。 
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実験方法 

                  

細胞株と薬剤 

細胞株は EGFR遺伝子変異陽性 NSCLC細胞株 PC-9（exon19 deletion）、H1975（L858R 

point mutation/T790M）、HCC827（exon19 deletion）を用いた。PC-9 は European 

Collection of Authenticated Cell Culturesから購入し、H1975とHCC827はAmerican 

Type Culture Collectionから購入した。細胞株は 5% CO2下の 37℃湿潤環境にて、10%

の牛胎仔血清（fetal bovine serum：FBS）を含めた Roswell Park Memorial Institute 

mediumでそれぞれ培養を行なった。 

Osimertinibは Cayman chemical（Ann Arbor, Michigan, USA)、GSI-XXは Calbiochem

（San Diego, CA, USA）から購入した。 

 

抗体、ウエスタンブロット法 

各種タンパクの発現はウエスタンブロット法を用いて検討した。ウエスタンブロッ

ト法は NuPAGE プロトコールに従い施行した。注入タンパク量を決定し、蛋白濃度よ

り loading sample量を計算後、メルカプトエタノール、LDS sample bufferと混合後

GELにそれぞれ注入し、泳動した。この際 Running Bufferは MOPSを使用した。泳動

後 Trans-bufferを用いてメンブレンへ Transfer（60分）を行い、Transfer後にポン

ソ Sで染色し蛋白のローディングが均一であるかを確認した。確認後 Tris Buffered 

Saline with Tween 20（TBST）で 5分×3回の洗浄施行後、5%スキムミルクを用いて

blockingを行い、再度 TBSTで 5分×3回洗浄し、1次抗体添加し over nightとした。

次に TBSTで 5分×6回の洗浄施行後、2次抗体を 60分添加。再度 TBSTで 5分×6回

洗浄して撮影を行った。感光液は ECL TM Prime Western Blotting Detection Reagent

（GE Healthcare）を用いた。 

1 次抗体に関しては抗 NICD1 抗体（1:500 dilution; #3608, Cell Signaling 

Technology, Danvers, MA, USA）・抗 NICD3 抗体（1:1000 dilution; 55114-1-AP, 

Proteintech, Rosemont, IL, USA）・抗 HES1抗体（1:1000 dilution; #11988, Cell 

Signaling Technology）・抗 HEY1 抗体（1:500 dilution; ab22614, Abcam plc, 

Cambridge, UK）・抗 phospho-EGFR抗体（1:1000; #3777; Cell Signaling Technology）・

抗 EGFR抗体（1:1000 dilution; #4267, Cell Signaling Technology）・抗 phospho-

p44/42 MAPK抗体（1:1000 dilution; #4370, Cell Signaling Technology）・抗 p44/42 

MAPK抗体（1:1000 dilution; #4695, Cell Signaling Technology）・抗 phospho-Akt

抗体（1:1000 dilution; #4060, Cell Signaling Technology）・抗 Akt抗体（1:1000 

dilution; #4691, Cell Signaling Technology）・抗 DUSP1/MKP1 抗体（1:1000 

dilution; #35217, Cell Signaling Technology）・抗 Actin抗体（1:1500 dilution; 
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A2066, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）をそれぞれ使用した。バンド強度は

National Institutes of Health（NIH）ImageJ Ver1.52 software（NIH, Bethesda, 

MD, USA）を用いた定量的デンシトメトリー分析で示し、タンパク発現量のコントロー

ルおよび相対定量のための標準化には同じブロットのアクチンを用いた。 

 

Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 

Fast Gene RNA Premium Kit（Nippon Genetics, Tokyo, Japan）を使用し、RNAを

抽出した。細胞を回収後に 300 g×5分遠心分離し細胞を沈殿させ、Buffer RLを添加

して十分にホモジナイズ後に専用の RNA filter columnに注入し、10000 g×60秒遠

心を施行した。遠心後のフロースロー液と同量の 70%エタノールを十分に混合後、専

用の RNA binding columnに注入し 10000 g×60秒遠心を施行した。Buffer RW1でカ

ラムのメンブレンを洗浄してタンパク質を除去し、DNase I反応溶液をメンブレンに

添加し室温で 10分間インキュベートした。再度 Buffer RW1でメンブレンを洗浄し、

分解 DNAと酵素を除去後、Buffer RW2でメンブレンを洗浄し塩類を除去した。メンブ

レンを乾燥させるためにフルスピードで 60秒遠心後、Buffer REを添加し RNAを抽出

した。抽出したRNAからHigh capacity RNA-to-cDNA Kit（Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA）を用いて complementary DNAを抽出した。 

Standardとして測定物質の発現が確認されている細胞の DNAを使用し、検量線を引

くために DNAは濃度勾配を付けて Standardとした。内因性の controlとしては GAPDH

を使用した。NOTCH1、HES1、HEY1、GAPDHの mRNA発現は ABI Prism 7900HT Sequence 

Detection System （ Applied Biosystems）を用いて quantitative reverse 

transcription polymerase chain reaction（qRT-PCR）を施行した。TaqMan Universal 

PCR Master Mix と NOTCH1、HES1、HEY1、GAPDH reagents （Applied Biosystems）と

GAPDH (forward primer: 5′- CTGACTTCAACAGCGACACC-3′; reverse primer: 5′- 

TGCTGTAGCCAAATTCGTTG-3′) の特異的なプライマーを用いて施行した。 

 

RNA sequencing 

PC-9および PC-9 osimertinib DTP細胞から、Fast Gene RNA Premium Kit（Nippon 

Genetics, Tokyo, Japan）を使用し、RNAを抽出した。サンプルの濃度は50 ng/µl以

上で、純度は OD260/280 1.7以上、OD260/230 1.8以上で、劣化や汚染がないことを

確認した。バッファーには RNase-free H2Oを使用した。抽出された RNAはフィルジェ

ン株式会社（Ehime, Japan）に委託し、メーカーでの品質チェックを通過後、提携先

の Novogene（Beijing, China）で RNA sequencing（RNA-seq）が行われた。RNA配列

は、Illumina NovaSeq6000 (Illumina, San Diego, CA, USA)を用いて決定された。発

現の違いはボルケーノプロットを用いて可視化した。 
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MTT proliferation assay 

薬剤の抗腫瘍効果を評価するために MTT（3-（4,5-dimethylthiazol-2-yl）-2,5-

diphenyltetrazolium bromide）法を用いて細胞増殖抑制効果を測定した。96wellプ

レートにそれぞれ PC-9、PC-9 DTP、H1975、H1975 DTP、HCC827、HCC827 DTP細胞（い

ずれも 3000 cells/well）を各々一晩培養後、濃度勾配をつけて osimertinib、GSIを

添加し、72 時間培養した。MTT溶液（Promega Corporation, Madison, WI, USA）を

各 wellに10 µl注入し、その 4時間後にstop solution 90 µlを注入し、さらにそ

の 1時間後に MTT proliferation assayを施行した。MTT proliferation assayにお

いてはThermo Fisher Scientific社のマイクロプレートリーダー（Varioskan Flash）

を使用して解析した。また各薬剤の 50%阻害濃度（half maximal inhibitory 

concentration：IC50）を GraphPad Prism v8.0（GraphPad Software, San Diego, CA, 

USA）を用いて算出した。osimertinibと GSIの相乗効果は、CompuSyn 1.0 software

（ComboSyn, Paramus, NJ）を用いて、Chou と Talalay の中央原理法から適応した

combination index（CI）によって定量化した（Chou, 2010）。 

 

Cell proliferation assay 

6wellプレートで PC-9、H1975、HCC827細胞（いずれも 1.0 × 105 cells/well）を

各々一晩培養後、vehicle、osimertinib 3µmol/L、GSI 1µmol/L、osimertinibと GSI

の両方を添加し、72 時間毎に薬剤を交換しながら 28日間培養した。生細胞数を測定

するため、トリパンブルー色素排除法を行った。0.4％トリパンブルーと細胞懸濁液を

混合し、トリパンブルーと細胞の混合液をヘマサイトメーターに滴下した。細胞膜に

よりトリパンブルー色素が細胞質から排除されている細胞を生細胞とし、生細胞数を

カウントした。生細胞数は 72時間ごとに確認した。 

 

Clonogenic assay 

6wellプレートで PC-9、H1975、HCC827細胞（いずれも 1.0 × 105 cells/well）を

各々一晩培養後、vehicle、osimertinib 3µmol/L、GSI 1µmol/L、osimertinibと GSI

の両方を添加し、72 時間毎に薬剤を交換しながら 28日間培養した。細胞はクリスタ

ルバイオレッドに 0.5%濃度で混合したメタノール溶液を用いて固定・染色した。染色

後、コロニーの数は目算で算定し、その平均値を採用した。 

 

DTP細胞 

DTP 細胞は標的薬剤薬に曝露後、数日から数週間で生成される薬剤感受性が 100 倍

以上低下した可逆性耐性細胞である。通常であれば死滅するような高濃度の薬剤条件
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下でも生存能力を維持する（Sharma et al., 2010）。したがって本研究における DTP

細胞の osimertinib 濃度は、親細胞の増殖抑制と EGFR シグナル抑制が十分に可能な

濃度として、IC50の 100倍以上の濃度を設定した（Sharma et al., 2010; Taniguchi 

et al., 2019）。PC-9、H1975、HCC827細胞に osimertinib 3µmol/Lを添加し、72時間

毎に薬剤を交換しながら 9日間培養したものを osimertinib DTP細胞とした。 

 

Cell cycle and assay 

 Osimertinib DTP細胞における細胞周期の変化を、フローサイトメトリー法を用い

て評価した。PC-9（1.0 × 105 cells/dish）を 10 cm ディッシュで一晩培養後、

osimertinib 3µmol/Lを添加した。72時間毎に薬剤は交換し、9日間培養した。培養

後にトリプシンで処理し、phosphate-buffered saline（PBS）で 2回洗浄した後に－

20℃下で 70%エタノールを用いて 4時間固定処理を行なった。遠心し、上清を破棄し

た後に残ったペレットを PBS で 2 回、Stain Buffer（FBS)（Becton, Dickson and 

Company, Franklin Lakes, NJ, USA）で 1回洗浄し、Alexa Fluor® 647 Rat anti-

Histone H3（pS28）20 µl でリン酸化ヒストン H3 を標識した。20 分後に PI/RNase 

Staining Buffer（Becton, Dickson and Company）500 µlで再懸濁し、DNAを標識し

た。測定は BD FACSVerse flow cytometer（Becton, Dickson and Company）を使用し

た。核相が 2倍体である細胞を G1期もしくは S 期と定義した。また核相が 4 倍体か

つリン酸化ヒストン H3が陰性である細胞を G2期、核相が 4倍体かつリン酸化ヒスト

ン H3が陽性である細胞を M期と定義した。 

 

ゼノグラフトマウスモデル 

動物実験は北海道大学動物実験に関する規定に基づき施行した。5 週齢の雌のヌー

ドマウス（nu+/nu+）を異種移植モデルに使用した。PC-9または H1975（いずれも 3.0 

× 106 cells）を200 µlの Phosphate buffered saline（PBS）で希釈し、ヌードマウ

スの右後ろ脚に皮下注射で移植した。デジタルキャリパーで腫瘍を毎日計測し、腫瘍

体積（Tumor Volume：TV）は以下の計算式を用いた。TV＝（Length）×（Width）×

（Height）/2 （Taniguchi et al., 2019）。Osimertinibは週 5日経口投与（5 mg/kg/

日）し、GSIは週 4日腹腔内注射（3.3 mg/kg/日）した（Bousquet et al., 2020）。

体重を 3 日毎に測定し、体重の 20%以上の減少、腫瘍の潰瘍化、壊死、歩行障害など

を認めた場合は安楽死とした。また一部のゼノグラフトモデルの腫瘍を薬剤投与開始

9 日目に摘出し、Notch 経路、EGFR シグナル発現を評価するためウエスタンブロット

法と qRT-PCR法を試行した。 

 

患者情報及び臨床検体 
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2015年1月から2020年12月までに北海道大学呼吸器内科にてEGFR-TKIs治療を受

け、かつEGFR-T790M検索目的に病理診断を受けた77症例を用いてNotch1およびHES1

の免疫組織染色について検討した。北海道大学病院自主臨床研究審査委員会の承認を

受け、データ取得時に生存していた患者からは書面によるインフォームドコンセント

を得た。適格基準は、組織診もしくは細胞診で肺癌と確定し、EGFR遺伝子変異陽性の

切除不能進行期または術後再発患者とした。最終的に 17 症例が組み入れられた。

Formalin-fixed and paraffin-embedded （FFPE）組織ブロックを5 µm厚にスライス

し、コートスライドグラスに固着して切片を作成した。 

 

臨床検体の免疫組織染色 

Notch1 発現と HES1 発現を評価した。スライドはキシレンとエタノールで脱パラフ

ィン化を施行し、オートクレープで抗原賦活を行った。抗原賦活後メタノールと過酸

化水素を用いて内因性ペルオキシダーゼ除去及び他種血清を用いて非特異的ブロッキ

ング施行したのち 1 次抗体を添加し over nightとした。1次抗体に関しては抗 NICD1

抗体（1:400 dilution; #3608, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA）・

抗 HES1抗体（1:400 dilution; #11988, Cell Signaling Technology）を用いた。Over 

night後、Phosphate Buffered Saline with Tween 20（PBST）にて 5分×3回洗浄後、

2次抗体添加（30分）し再度 PBST 5分×3回洗浄行い、発色試薬（ヒストファイン DAB

基質キット；ニチレイバイオサイエンス, Tokyo, Japan）を用いて発色させた。その

後 milli Qにて洗浄し、ヘマトキシリンで核染色施行した後に再度洗浄を行った。透

徹を施行した後、封入剤（マリノール）を用いてスライドガラスに封入した。 

判定に関しては強拡大（400X）で細胞を観察した。NICD1はγ-secretaseで処理さ

れると細胞膜から遊離し、核に移動して標的遺伝子 HES1の転写を活性化する。したが

って活性化 Notch1発現の評価では、膜染色のみの細胞は陰性とし、細胞質および/ま

たは核染色の細胞を陽性とした。HES1 発現の評価では、膜および/または細胞質染色

の細胞は陰性とし、核染色のみの細胞を陽性とした（Kikuchi et al., 2017; Kikuchi 

et al., 2018）。1検体あたり 5視野、1視野あたり 100個の腫瘍細胞で染色細胞の割

合を判定した。免疫染色の評価は 2人の研究者が独立して行い、不一致がある場合に

はコンセンサスに基づき最終結果を決定した。 

EGFR遺伝子変異陽性 NSCLC患者における EGFR-TKIs治療前後の Notch1および HES1

のタンパク質発現をそれぞれ paired t検定で比較した。患者は、Notch1と HES1のそ

れぞれについて、治療後に蛋白発現が増加を示したグループと、治療後に蛋白発現が

減少または変化を示さなかったグループに分けられた。生存曲線は Kaplan-Meier 法

を用いて推定し、生存分布の差は log-rank検定を行うことで評価した。有意水準は P 

< 0.05とした。統計解析は、JMPソフトウェア（JMP® Pro 16.1.0; SAS Institute 
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Inc, Cary, NC, USA）および GraphPad Prism v8.0 (GraphPad Software, San Diego, 

CA, USA)を用いて行った。 

 

統計解析 

RNA seqを除く全ての in vitroの検討は独立した状態で 3回以上行った。データの

解析は全て Student t検定および多重比較検定を施行した。in vivoのマウス実験は

各薬剤群を n=6とし、2回の独立した状態で行った。蛋白、RNAの検討は、異なるマウ

ス検体を用いて 3回以上行った。データの解析は全て Student t検定および多重比較

検定を施行した。臨床検体での蛋白発現差異を paired t検定で評価した。生存曲線は

Kaplan-Meier 法を用いて評価し、群間比較は log-rank 検定で施行した。統計学的有

意差は P value < 0.05とした。ソフトウェアは JMP Pro v16.1.0（SAS Institute, 

Cary, NC, USA）、GraphPad Prism v8.0（GraphPad Software, San Diego, CA, USA）

を使用した。 
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実験結果 

 

1）Gefitinib耐性細胞では Notch経路がアップレギュレーションされている 

Notch経路は前世代 EGFR-TKIs耐性 NSCLC でアップレギュレーションされることが

報告されている（Arasada et al., 2014; Xie et al., 2013）。実際に National Center 

for Biotechnology Information（NCBI）の Gene Expression Omnibus（ GEO, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）のデータベースを用いて EGFR-TKIsと Notch経

路に関する遺伝子発現の検索を行った。番号 GSE123066 は gefitinib 耐性の EGFR 遺

伝子変異陽性 HCC4006細胞株を用いたトランスクリプトーム解析であり、耐性機序の

分子標的を見つけることを目的としている。NCBI GEOに寄託されているこのデータベ

ースを用いて、遺伝子発現を Gene Set Enrichment Analysis（GSEA）ソフトウェアを

用いて評価した。EGFR遺伝子変異陽性 HCC4006細胞と、その gefitinib耐性細胞を比

較すると、gefitinib 耐性細胞では Notch 経路の一部がアップレギュレーションされ

ていた（図 13）。 

 

図 13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2）Osimertinib DTP細胞の特色 

EGFR-TKIs耐性機序への Notch経路の関与が考えられたため、osimertinib DTP細

胞における Notch 経路の活性化、耐性に対する関与の研究を進めることにした。DTP

細胞作成にあたり、EGFR 遺伝子変異陽性細胞に対して十分に増殖抑制が可能な

NCBI GEO Series番号 GSE123066の GSEA解析。EGFR遺伝子変異陽性 HCC4006細胞と

HCC4006 Gefitinib耐性細胞の比較。 
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osimertinib 濃度を設定する必要があるため、最初に EGFR 遺伝子変異陽性 PC-9 と

H1975 細胞における osimertinib の IC50を MTT 法を用いて測定した（図 14A,14B）。

Osimertinibの PC-9細胞における IC50は 0.02±0.00 µmol/L、H1975細胞における IC50

は 0.05±0.01 µmol/Lであった。 

 

図 14 
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DTP 細胞は標的に曝露後、数日から数週間で生成される薬剤感受性が 100 倍以上低

下した可逆性耐性細胞であるとされている。これまでの報告（Sharma et al., 2010; 

Taniguchi et al., 2019）と、osimertinibの IC50の結果に基づき、DTP細胞を作成す

るための osimertinib濃度を3 µmol/L に設定した。Osimertinib添加後、72時間毎

に薬剤を交換しながら 9日間培養したものを DTP細胞と定義した（図 15）。 

 

図 15 

 

 

 

 

 

 

 

PC-9、H1975、HCC827細胞に osimertinib 3 µmol/Lを加え、72時間毎に薬剤を交換し

ながら 9日間培養したものを DTP細胞と定義した。 
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A）PC-9細胞に対する osimertinibの細胞増殖抑制効果を MTT法を用いて評価した。 

B）H1975細胞に対する osimertinibの細胞増殖抑制効果を MTT法を用いて評価した。 

グラフは平均と標準偏差値を示す。 

Cell line Osimeritinib

PC9 0.02±0.00

H1975 0.05±0.01

IC50 (µmol/L)±SD
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Osimertinib DTP細胞の性質を調べるため、PC-9、H1975、HCC827細胞を osimertinib 

3 µmol/Lに 9日間暴露し、それぞれの DTP細胞を作成した。MTT法にて osimertinib

による細胞増殖抑制効果を確認すると、これまでの報告（Sharma et al., 2010）と同

様、PC-9、H1975、HCC827の DTP細胞は親細胞株と比較してそれぞれ osimertinibに

対する IC50が高く、DTP細胞が osimertinibに対して抵抗性を示すことが示された（図

16A,16B,16C）。 

 

図 16 

A                                     B 
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DTP 細胞の薬剤耐性は可逆的であり、薬剤を除いた培地で培養することで速やかに

薬剤感受性を再獲得することが報告されている（Sharma et al., 2010; Taniguchi et 

al., 2019）。Osimertinib DTP細胞完成後に osimertinibを取り除いた培地で DTP細

胞を培養し、9日目と 30日目の DTP細胞における osimertinibの細胞増殖抑制効果を

評価した。その結果、osimertinib DTP細胞を薬剤を除いた培地で培養すると、時間

経過によってosimertinibに対する薬剤耐性が弱まる事が分かった（図17A,17B,17C）。 

 

親細胞と osimertinib DTP細胞を osimertinibで 72時間処理し、細胞増殖抑制効果

を MTT法を用いて評価した。グラフは平均と標準偏差値を示す。* P＜0.05。 

A）PC-9細胞と DTP細胞の比較。 

B）H1975細胞と DTP細胞の比較。 

C）HCC827細胞と DTP細胞の比較。 
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図 17 

A                   B 
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また DTP 細胞の特性として PC-9 細胞を 9 日間 erlotinib に曝露させて作成した

erlotinib DTP細胞では、G1静止期の細胞が生き残り、最終的に薬剤耐性を獲得して

標的薬剤の存在下でも増殖を再開することが報告されている（Sharma et al., 2010）。

本研究においても、PC-9を用いて作成した osimertinib DTP細胞では、PC-9細胞と比

較して細胞周期の G1期で静止している細胞を多く認めた（図 18A,18B,18C）。 

 

 

 

 

 

親細胞と osimertinib DTP 細胞、9 日間または 30 日間 osimertinib を休薬した

osimertinib DTP細胞を osimertinibで 72時間処理し、細胞増殖抑制効果を MTT法を

用いて評価した。グラフは平均と標準偏差値を示す。 

A）PC-9細胞と各 DTP細胞の比較。 

B）H1975細胞と各 DTP細胞の比較。 

C）HCC827細胞と各 DTP細胞の比較。 
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図 18 

A                   B   
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3）Osimertinib DTP細胞では Notch経路がアップレギュレーションされている 

 前世代 EGFR-TKIs耐性の NSCLCに関して、Notch経路の活性化が薬剤耐性と関連す

ることが報告されている（Xie et al.,2012; Xie et al., 2013）。Notch 経路が

osimertinib DTP細胞の耐性にも関与しているかを検討した。 

PC-9細胞と、PC-9 osimertinib DTP細胞から RNAを抽出し、RNA-seqによる遺伝子

プロファイリング解析を行った。RNA配列は Illumina NovaSeq6000 (Illumina, Inc. 

San Diego, CA, USA)を用いて決定され、発現差異をボルケーノプロットを用いて可

視化した。その結果、親細胞と比較して osimertinib DTP細胞では NOTCH1や HES2、

ID3 といった NOTCH1 応答性遺伝子の一部がアップレギュレーションされており（図

19A）、osimertinibの早期の獲得耐性にNotch経路が関与していることが示唆された。

また DTP細胞では、一部のβ-catenin応答性遺伝子や FGFR経路関連遺伝子の発現上

PC-9と PC-9 osimertinib DTP細胞における細胞周期の比較。 

A）PC-9細胞の細胞周期。 

B）PC-9 osimertinib DTP細胞の細胞周期。 

C）細胞周期における G1期の細胞の相対評価。 
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昇も観察され、これまでの報告（Arasada et al., 2018; Raoof et al., 2019）と一

致していた（図 19B）。 

 

図 19 

A                  B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4）親株において osimertinibと GSIの併用効果を認める 

RNA-seqの結果においてosimertinib DTP細胞でNOTCH関連遺伝子の上昇を認めた。

EGFR-TKIsと Notch 経路についての報告は多く、Konishiらは erlotinib と GSI併用

（Konishi et al., 2010）について、Xieらは gefitinibと GSI併用（Xie et al., 

2012; Xie et al., 2013）についての治療効果を明らかにした。また Bousquetらは、

gefitinibに耐性化したEGFR-C797S変異陽性NSCLCにおいてosimertinibとGSI併用

が腫瘍増殖を抑制することを明らかにした（Bousquet et al., 2020）。今回、EGFR遺

伝変異陽性 NSCLC細胞株における osimertinibと GSI併用効果について改めて検討し

た。 

最初に PC-9 と H1975 細胞における GSI の IC50 を MTT 法を用いて測定した（図

20A,20B）。GSIの PC-9細胞における IC50は 10.08±0.69 µmol/L、H1975細胞における

IC50は 10.72±1.22 µmol/Lであった。 

 

 

PC-9と PC-9 osimertinib DTP細胞を RNA-seqで解析し、遺伝子発現の差異をボルケ

ーノプロットで示した。 

A）NOTCH1応答性遺伝子（オレンジ色）の発現差異。 

B）β-catenin応答性遺伝子（青色）および FGFR経路関連遺伝子（紫色）の発現差異。 
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図 20 

A                 B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 続いて PC-9と H1975細胞における osimertinibと GSIの相乗効果を、CompuSyn 1.0 

software（ComboSyn, Paramus, NJ）を用いて、CIによって定量化した（Chou, 2010）

(図 21A,21B)。PC-9と H1975細胞の両方において、osimertinibと GSIの併用は強い

相乗効果を示した。 

 

図 21 

A                   B  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PC-9と H1975細胞における osimertinibと GSI併用による細胞増殖抑制効果を MTT

法を用いて評価した（図 22A,22B）。PC-9と H1975細胞の両方において、osimertinib

GSI Concentration (μM) GSI Concentration (μM) 

Cell line GSI

PC9 10.08±0.69

H1975 10.72±1.22

IC50 (µmol/L)±SD

A）PC-9細胞に対する GSIの細胞増殖抑制効果を MTT法を用いて評価した。 

B）H1975細胞に対する GSIの細胞増殖抑制効果を MTT法を用いて評価した。 

グラフは平均と標準偏差値を示す。 

A）PC-9細胞における osimertinibと GSIの CIプロット。 

B）H1975細胞における osimertinibと GSIの CIプロット。 

強い相乗効果を認める。 
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と GSI 10 µmol/L（IC50）の併用は osimertinib単剤よりも強い細胞増殖抑制効果を示

した。また osimertinib と GSI 1 µmol/L（IC50 の 10 分の 1）の併用においても、

osimertinibと GSIの IC50を併用した際と同等の細胞増殖抑制効果が認められた。 

 

図 22 

A                   B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5）Osimertinibと GSIの併用は DTP細胞の再増殖とコロニー形成を阻害する 

RNA-seqの結果を踏まえ、Notch経路が DTP細胞の発生、維持に関与しているかを確

認するため、DTP細胞における GSI併用効果を検討した。 

PC-9、H1975、HCC827 細胞に vehicle、osimertinib 3 µmol/L、GSI 1 µmol/L、

osimertinibと GSI併用を添加し、72 時間毎に薬剤を交換しながら 28日間培養した

（図 23）。トリパンブルー色素排除法にて 72 時間毎に生細胞をカウントした。

Osimertinib DTP細胞は、PC-9で 15日後、H1975で 21日後、HCC827で 18日後にそ

れぞれ再増殖を認めた。一方、GSIを併用した群では、3つの細胞全てで再増殖が抑制

されていた。なおGSI単独療法では増殖抑制効果は認められなかった（図24A,24B,24C）。 

 

 

 

 

Osimertinib 3 µmol/Lと GSI 0、1、10 µmol/Lで 72時間処理し、細胞増殖抑制効果

を MTT法を用いて評価した。グラフは平均と標準偏差値を示す。 

A）PC-9細胞の各 GSI併用条件での比較。 

B）H1975細胞の各 GSI併用条件での比較。 
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図 23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 24 

A            B            C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

続いてosimertinibとGSI併用による阻害効果を確認するために、clonogenic assay

を行った。PC-9、H1975、HCC827細胞に vehicle、osimertinib 3 µmol/L、GSI 1 µmol/L、

osimertinibとGSI併用を添加し、72 時間毎に薬剤を交換しながら28日間培養した。

72時間毎に細胞をクリスタルバイオレッドとメタノール溶液で固定・染色した。この

assay でも同様に、薬剤投与初期では osimertinib 単剤でもコロニー形成を阻害でき

たが、時間経過とともにコロニーの再増殖を認めた。一方 osimertinibと GSIの併用

では単剤よりも強いコロニー形成阻害効果を示し、Notch 経路の阻害が osimertinib 

DTP細胞の再増殖を抑制していることが示唆された（図 25A,25B）。 

 

PC-9、H1975、HCC827細胞に osimertinib 3 µmol/L、GSI 1µmol/L、または osimertinib

と GSI併用を加え、72 時間毎に薬剤を交換しながら 28日間培養した。 

PC-9、H1975、HCC827細胞に各薬剤を加えて長期培養し、72時間毎にカウントした生

細胞の割合。グラフは平均と標準偏差値を示す。 

A）PC-9細胞の生細胞の割合。 

B）H1975細胞の生細胞の割合。 

C）HCC827細胞の生細胞の割合。 

Days Days Days 
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図 25 
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6）GSI 併用により osimertinib DTP細胞のリン酸化 ERK発現が抑制される 

Notch経路の阻害がどのように osimertinib DTP細胞の出現を抑制するかを調べる

ために、PC-9、H1975、HCC827細胞を用いて、DTP細胞の EGFRと AKT下流シグナル伝

PC-9、H1975、HCC827細胞に各薬剤を加えて培養し、clonogenic assayを行った。 

グラフは平均と標準偏差値を示す。* P＜0.05。 

A）3日目、9日目、18日目、28日目の代表的な画像を示す。 

B）28 日目における osimertinib DTP 細胞のコロニー数を基準とした、GSI 併用

osimertinib DTP細胞数の相対評価。 
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達を検討した。それぞれの細胞に osimertinib 3 µmol/Lまたは osimertinibと GSI 1 

µmol/Lの併用投与を 9日間行い、作成した DTP細胞の蛋白を回収しウエスタンブロッ

ト法を行った（図 26）。3つ全ての DTP細胞において osimertinib投与でリン酸化 EGFR

発現は抑制されたが、リン酸化 ERK発現は抑制されなかった。一方で GSIを併用した

DTP細胞ではリン酸化 ERK発現が抑制された。リン酸化 AKT発現はどの薬剤で処理し

た細胞においても影響を受けなかった。Dual specificity phosphatase 1（DUSP1）は

ERK, c-Jun N-terminal kinase（JNK）, p38などの MAPKの脱リン酸化に関与し、負

の制御因子として働く（Patterson et al., 2009）。また Notch経路は、HES1による

負の調節機構を介して DUSP1 の発現を調節し、EGFR 経路とクロストークすることが

報告されている（Baumgart et al., 2015）。Osimertinib DTP細胞では DUSP1発現の

上昇を認めるものの、GSI併用により DTP細胞での DUSP1発現がより上昇した。この

作用は H1975 DTP細胞および HCC827 DTP細胞ではより顕著であった。 

 

図 26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7）GSI 併用により osimertinib DTP細胞の Notch経路が抑制される 

 Osimertinib DTP細胞では RNA-seqで NTCH1応答性遺伝子がアップレギュレーショ

ンされており、osimertinib DTP細胞の出現に Notch経路が関与していることが示さ

れている。そのため、GSI併用による Notch経路の阻害が osimertinib DTP細胞に与

える影響を検討した。PC-9、H1975、HCC827 細胞に、osimertinib 3 µmol/L または

PC-9、H1975、HCC827細胞に各薬剤を加えて 9日間培養し、EGFR経路や AKT経路に与

える影響をウエスタンブロット法を用いて評価した。 

 



38 

 

osimertinibと GSI 1 µmol/Lの併用投与を 9日間行い、作成した DTP細胞の蛋白と

RNAを回収し、ウエスタンブロット法と qRT-PCR法を行った（図 27A,27B）。親細胞と

比較して DTP細胞では、3つすべての細胞株で NICD1がアップレギュレーションされ

ており、この結果は NOTCH1 mRNAの発現結果とも一致していた。GSIを併用すること

で DTP 細胞での NICD1 アップレギュレーションは 3 つの細胞株すべてで抑制され、

NOTCH1 mRNAの発現も抑制された。また前世代 EGFR-TKIs治療では、Notch3も重要な

役割を果たすことを我々や他の研究者は報告しているが（Arasada et al., 2014; 

Konishi et al., 2010）、いずれの薬剤グループにおいても NICD3の発現には変化を

認めなかった。同様に、Notch 標的遺伝子である HES1 と HEY1 の発現も osimertinib

投与により蛋白、mRNAともに増加していた。Osimertinibと GSIを併用することで、

DTP細胞で誘導された、HES1, HEY1の上昇は抑制された。 

 

図 27 
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8）Osimertinibと GSIの併用は in vivoでの腫瘍増殖を抑制する 

 次に、osimertinibと GSIの併用が in vivoでの腫瘍増殖にどのような影響を与え

るかを検討した。PC-9と H1975細胞をヌードマウスの右後ろ脚に皮下注射し、形成さ

れた皮下腫瘍の大きさを測定した。マウスは control 群、GSI 群、osimertinib 群、

osimertinibと GSI併用群に分けられ、osimertinib（5 mg/kg/日）は週 5日経口投与、

GSI（3.3 mg/kg/日）は週 4日腹腔内注射した（図 28）。 

PC-9、H1975、HCC827細胞に各薬剤を加えて 9日間培養し、Notch経路に与える影響を

ウエスタンブロット法と qRT-PCR法を用いて評価した。 

グラフは平均と標準偏差値を示す。* P＜0.05。 

A）ウエスタンブロット法 

B）qRT-PCR法 
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図 28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Osimertinib群では投与初期段階の PC-9では腫瘍縮小、H1975では増殖抑制を認め

たが、PC-9と H1975の両方において投与 30日後では腫瘍の有意な再増大を認めた。

Osimertinib と GSI 併用群では、PC-9 と H1975 細胞のいずれも投与初期段階では

osimertinib 群と同様の腫瘍縮小／増殖抑制を認めるが、osimertinib 群とは違い投

与 30 日後でも腫瘍増殖を有意に抑制していた。一方 control 群と GSI 群では、腫瘍

増殖抑制効果は認めなかった（図 29A,29B）。GSIの副作用として下痢があり、消化管

杯細胞の過形成を引き起こすことが原因であると報告されているため（Samon et al., 

2012; van Es et al., 2005）、薬剤投与マウスの腸管を periodic acid schiff染色

したが腸管杯細胞の過形成は認められなかった（図 30）。また投与期間中の有意な体

重減少も認められず、薬剤投与による重篤な有害事象は認められなかった（図 31）。 

 

図 29 

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

マウスモデルの模式図。PC-9または H1975細胞を皮下注後、vehicle、osimertinib、

GSI、または osimertinibと GSI併用投与を 30日間行った。 

p.o.: per os。経口投与。 

i.p.: intraperitoneal。腹腔内注射。 
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B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 31 

 

 

 

 

 

 

 

 

A）腫瘍体積の経時変化を示す。グラフは平均と標準偏差値を示す。* P＜0.05。 

B）治療 9日目および 30日目の代表的な腫瘍写真を示す（スケールバー＝10 mm）。 

 

各薬剤を投与したマウス腸管の periodic acid schiff染色。 

腸管杯細胞を矢印で示す（スケールバー＝50 µm）。 
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 上記マウスにおいて、薬剤投与開始 9日目に切除した腫瘍検体を用いてウエスタン

ブロット法で EGFR経路を検討した。Osimertinib群と GSI併用群の両方の腫瘍で、リ

ン酸化 EGFR 発現が抑制された。Osimertinib 群でリン酸化 ERK は抑制されなかった

が、併用群ではリン酸化 ERK発現は有意に抑制されていた。リン酸化 AKTはどの治療

群でも影響を受けなかった。DUSP1 は osimertinib 群に比べ、併用群でより増強され

た（図 32）。これらのデータは in vitroの所見と一致していた。次にウエスタンブロ

ット法と qRT-PCR法を用いて Notch経路の発現を検討した。タンパク、mRNAともに、

osimertinib群の腫瘍では NICD1、HES1、および HEY1発現が増強していた。GSI併用

群では osimertinibによって誘導されるこれらのアップレギュレーションを有意に減

少させた（図 33A,33B）。 

 

図 32 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

各薬剤を投与したマウス体重の経時変化。グラフは平均と標準偏差値を示す。 

各薬剤投与 9 日目のマウス皮下腫瘍における EGFR 経路や AKT 経路への影響をウエス

タンブロット法を用いて評価した。 



43 

 

図 33 
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9）EGFR-TKIs治療後の患者における Notch1と HES1発現と予後の関連 

 第一、二世代 EGFR-TKIs（gefitinib、erlotinib、afatinib）治療を受け、かつ EGFR-

T790M検索目的に病理診断を受けた 77症例を用いて、Notch1および HES1の発現につ

いて検討した。免疫染色を行うにあたり、事前に 55症例が腫瘍検体量の不足、追跡調

査不能などで除外された。22症例について FFPE組織ブロックを用いて5 µm厚の切片

を作成し、免疫染色を行った。5 症例が免疫染色後の細胞数が不十分であったために

除外され、最終的に 17症例について評価した（図 34）。表 1に患者の特徴を示す。な

お本研究は、EGFR-TKIs耐性後の二次変異である EGFR-T790M検索目的の症例を使用し

ているため、使用した EGFR-TKIsに osimertinibは含まれていない。 

NSCLCにおける Notch1と HES1染色の陽性例と陰性例を図に示す（図 35A）。Notch1

発現の評価では、膜染色のみの細胞は陰性とし、細胞質および/または核染色の細胞を

陽性とした。HES1 発現の評価では、膜および/または細胞質染色の細胞は陰性とし、

核染色のみの細胞を陽性とした。 

EGFR遺伝子変異陽性 NSCLC患者における EGFR-TKIs治療前後の Notch1および HES1

発現を対応のある t検定で比較した。線グラフの各線はそれぞれ 1人の患者に対応し

ており、EGFR-TKIs治療前後のNotch1およびHES1の発現の変化を示している（図35B）。

赤線は治療後に Notch1または HES1レベルが有意に増加を示した患者を、黒線は治療

後に Notch1または HES1レベルが変化を示さなかったか減少した患者を表している。

Notch1 発現は 17 症例例中 9 症例で上昇し、治療前の平均が 12%であるのに対して治

療後の Notch1レベルは平均 29%であった（p=0.04）。HES1発現は 17 症例中 9 症例で

上昇し、治療前の平均が 22%であるのに対して治療後の HES1レベルは平均 32%であっ

た（p=0.03）。 

 

 

 

 

 

各薬剤投与9日目のマウス皮下腫瘍における Notch経路への影響をウエスタンブロッ

ト法と qRT-PCR法を用いて評価した。 

グラフは平均と標準偏差値を示す。* P＜0.05。 

A）ウエスタンブロット法 

B）qRT-PCR法 
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図 34  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EGFR-TKIs治療を受け、かつ EGFR-T790M検索目的に病理診断を受けた症例に対するフ

ローチャート 
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表 1 患者の特色 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EBUS-GS：endobronchial ultrasonography with a guide sheath

TBB：transbronchial biopsy

EBUS-TBNA：endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle aspiration

EBB：endobronchial biopsy

Characteristics　 (n=17)

Sex

Male 7 (41.2%)

Female 10 (58.8%)

Age, year

Median 69

Range 50-86

≧65 y 12 (70.6%)

Smoking status

Never 8 (47.0%)

Smoker 9 (53.0%)

Biopsy (after EGFR-TKIs therapy)

EBUS-GS-TBB 4 (23.5%)

EBUS-TBNA 5 (29.4%)

EBB 1 (6.0%)

Cell block (pleural effusion) 4 (23.5%)

Percutaneous needle biopsy 3 (17.6%)

EGFR- mutated status

Exon 19del 8 (47.0%)

Exon 21 L858R 9 (53.0%)

EGFR-TKIs (first line)

Gefitinib 9 (53.0%)

Erlotinib 4 (23.5%)

Afatinib 4 (23.5%)
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図 35 
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全生存期間は治療開始日からの期間と定義した。Notch1 発現上昇群（n=9）と有意

上昇なし群（n=8）に分け Notch1発現と全生存期間の関係を評価した。結果、全生存

期間の中央値は Notch1 発現上昇群では 25.5 ヵ月、発現上昇なし群では 29.5 ヵ月で

あった（p=0.38）（図 36A）。2 群間に有意な差は認められなかった。HES1 発現上昇群

negative positive 

Notch1 HES1 

A）Notch1と HES1の免疫組織染色の陽性例と陰性例（スケールバー＝50 µm）。 

B）EGFR遺伝子変異陽性 NSCLC患者における EGFR-TKIs治療前後の Notch1および HES1

発現の比較。 

negative positive 
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（n=9）と有意上昇なし群（n=8）に分け HES1発現と全生存期間の関係を評価した。全

生存期間の中央値は HES1 発現上昇群では 24.3 ヵ月、発現上昇なし群では 29.5 ヵ月

であった（p=0.91）（図 36B）。2群間に有意な差は認められなかったが、EGFR-TKIs治

療後に HES1発現上昇が認められた患者では、発現上昇を認められなかった。 

 

図 36 
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Median OS (months) (95% CI)

Notch1 Upregulation (n=9)

Notch1 without Upregulation (n=8)

25.5 (4.8-39.5)
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Median OS (months) (95% CI)

HES1 Upregulation (n=9)

HES1 without Upregulation (n=8)

24.3 (4.8-69.0)

29.5 (18.8-41.3)
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A）Notch1発現上昇群（n=9）と有意上昇なし群（n=8）の全生存期間を比較した Kaplan-

Meier曲線。 

A）HES1発現上昇群（n=9）と有意上昇なし群（n=8）の全生存期間を比較した Kaplan-

Meier曲線。 
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考察 

 

1）Osimertinib DTP細胞における Notch経路の働きについて 

本研究では、osimertinib DTP細胞で Notch経路が活性化されており、

osimertinibと Notch経路阻害剤である GSIの併用によって in vitroおよび in 

vivo での増殖が抑制されることを明らかにした。Osimertinibと GSI併用によ

る osimertinib DTP細胞の増殖抑制効果は、我々の知る限り初の報告である。

Osimertinibの耐性獲得を阻害することを目的とした我々の研究は意義のあるも

のである。 

① EGFR-TKIs治療と Notch経路の活性化について 

Notch経路の活性化は、前世代 EGFR-TKIsに対する獲得抵抗性と関連すること

が報告されているが（Xie et al.,2012; Xie et al., 2013）、第三世代 EGFR-

TKIsである osimertinibにおける Notch経路の役割に関する報告はほとんどな

い。Gefitinibの耐性細胞では Notch1が活性化され、gefitinibと GSIの併用で

腫瘍の増殖が抑制されることが報告されている（Xie et al.,2012; Xie et al., 

2013）。Bousquetらは、gefitinibに耐性を示す EGFR-T790M陽性 NSCLC細胞にお

いて、Notch1と Notch3が HES1を介して腫瘍の進行に寄与していることを明ら

かにした。さらに osimertinibに対する耐性遺伝子変異 C797Sを持つ EGFR遺伝

子変異陽性 NSCLCにおいては、osimertinibと GSIの併用が HES1発現を抑制す

ることで腫瘍の増殖を抑制することを明らかにした（Bousquet et al., 2020）。

今回我々は耐性獲得前の親株において oseimrtinibと GSI併用治療が相乗的な抗

腫瘍効果をもたらすことを初めて報告した。 

 

② DTP細胞における Notch経路の活性化について 

前世代 EGFR-TKIsが一次治療の耐性獲得症例では、約 60%でゲートキーパー変

異である T790M変異を認めるが（Nagano et al., 2018; Sequist et al., 2011; 

Wu et al., 2016）、それと比較して一次治療が osimertinibの場合の獲得耐性症

例では多くの耐性機序が報告されている。一次治療が osimertinibの耐性獲得症

例では、大別して EGFR依存性と EGFR非依存性の耐性機序が報告されている。

EGFR依存的な耐性機序である C797Sなどの後天的 EGFR変異や EGFR増幅は

osimertinib耐性症例の約 5～10％に認められる。EGFR非依存的な耐性機序とし

て前世代 EGFR-TKIsで多く認めた MET増幅は、osimertinib耐性症例では 7％程

度と報告されている（Oxnard et al., 2018; Papadimitrakopoulou et al., 

2020; Thress et al. 2015）。他には RET融合遺伝子、KRAS変異、PI3KCA変異、

BRAF V600E変異、HER2増幅など（Mehlman et al., 2019; Piotrowska et al., 
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2018; Schoenfeld et al., 2020）が見られるが、残りの約 50%が機序不明であ

る（Schmid er al., 2020）。そのため osimertinib治療後の獲得耐性症例に対す

る個別治療の選択はしばしば困難である場合が多い（Brown et al., 2019; 

Kashima et al., 2021）。このような理由から osimertinib耐性を克服または遅

延することを目的として、今回我々は osimertinib治療における薬剤耐性状態、

DTP細胞に着目した。 

Osimertinib DTP細胞において RNA-seqの結果 Notch1を含む NOTCH関連遺伝

子の上昇を認めることを今回見いだした。Osimertinib DTP細胞における Notch

経路の役割については、ほとんど報告がない。Arasadaらは、Notch3がβ-

cateninを制御し、erlotinib治療中に DTP細胞を誘導すると報告している

（Arasada et al., 2018）。本研究では osimertinib治療中に DTP細胞で Notch1

が発現上昇したが、しかし Notch3や他の Notch受容体の発現変化を認めなかっ

た。さらに GSI併用により osimertinibによって上昇した Notch1の発現や

Notchの標的遺伝子の低下を認めており Notch1を介した Notch 経路の制御が

osimertinib DTP細胞に関与していることが示された。肺癌における Notch経路

の働きはしばしば状況依存的であり、肺癌の腫瘍形成において Notch1と Notch2

が逆の役割を担っていること（Baumgart et al., 2015）や、我々は NSCLC細胞

において放射線治療後に Notch3ではなく Notch1が活性化され放射線治療抵抗性

に関わっていること（Mizugaki et al., 2012）を報告している。DTP細胞にお

ける個々の Notch受容体の役割は完全には解明されていないが、EGFR-TKIsの違

いがこれら状況依存性と関連している可能性がある。 

 

2）Osimertinib DTP細胞における EGFR下流シグナルの変化について 

Osimertinib DTP細胞ではリン酸化 EGFR発現が低下しているにもかかわら

ず、リン酸化 ERK発現が低下していなかった。これまでの報告では、EGFRシグ

ナルの阻害が ERKの再活性化を引き起こし、その結果 DTP細胞の発生に貢献して

いることが示唆されており（Raoof et al., 2019）、今回の結果と一致してい

る。今回の報告の重要な点としては、osimertinibと GSIの併用により、ERKの

再活性化が抑制され、DTP細胞の出現が抑制されることが明らかになったことで

ある。さらに GSIを併用した osimertinib DTP細胞では DUSP1の亢進を認めた。

DUSP1は、ERKを脱リン酸化することで MAPK経路の負の調節因子として機能して

いる（Owens and Keyse, 2007）。肺癌の他に、前立腺癌、結腸癌、膀胱癌、乳

癌、卵巣癌など多くの癌腫で DUSP1の発現、機能について報告されている

（Haagenson and Wu, 2010; Loda et al., 1996）。MAPK経路は細胞の増殖や分

化において重要なシグナル伝達経路の一つであり、腫瘍細胞内では MAPK経路が
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活性化されている（Haagenson and Wu, 2010）。そのため DUSP1の発現上昇によ

る MAPK経路の抑制は、腫瘍細胞の増殖抑制をもたらすことが報告されている

（Haagenson and Wu, 2010）。Harukiらは、ヒト NSCLC細胞株において、Notch

が DUSP1を調節することにより MAPK 経路に影響を与えることを報告している

（Haruki et al., 2005）。同様に、Notchの標的遺伝子である HES1は、KRAS変

異陽性 NSCLC において DUSP1を転写的に抑制し、リン酸化 ERK発現を増強する

ことが報告されている（Baumgart et al., 2015; Maraver et al., 2012）。 

今回の結果では osimertinibにより DUSP1発現が亢進している。EGFR遺伝子

変異陽性 NSCLCでは正常組織と比較して ERKが活性化されており（Chitale et 

al., 2009; Vicent et al., 2004）、ERK活性の負の調節因子である DUSP1は

（Owens and Keyse, 2007）、EGFR遺伝子変異陽性 NSCLCでは発現が上昇してい

ることが報告されている（Chitale et al., 2009; Maraver et al., 2012; 

Vicent et al., 2004）。そのため今回 osimertinibによる DUSP1の発現亢進は反

応性に DUSP1発現が亢進した結果の可能性がある。GSI併用により DUSP1がさら

に亢進した点についても反応性の亢進である可能性もあるが、Notch経路が

DUSP1を制御している既報から一部 DUSP1が EGFR経路の阻害に関与していると

考えられた。 

今回検討されていないが DTP細胞における HES1と DUSP1の関与に関して今後

の検証が必要であると考えられる。Maraverらは HES1をノックダウンすること

で細胞増殖が抑制されることと、DUSP1の mRNAと蛋白発現が上昇することを報

告している（Maraver et al., 2012）。また Choiらは DUSP1をノックダウンする

ことでリン酸化 ERK発現が上昇することを報告している。（Choi et al., 

2006）。他に Chenらは gefitinib耐性株で DUSP1を過剰発現させると、

gefitinibに対する感受性が回復することや細胞増殖が阻害されること、リン酸

化 ERKの発現を抑制することを報告している（Chen et al., 2020）。今後

osimertinib DTP細胞において、HES1を過剰発現させた状態で GSI併用した場合

に、DUSP1の増加が抑制されるか、リン酸化 ERKの増加や DTP細胞の増殖促進が

起きるか、について確認する必要がある。また DUSP1をノックダウンした状態で

GSIを併用した場合に、DTP細胞の増殖速度やリン酸化 ERK発現の増加の有無に

ついて検討する必要がある。また DUSP1以外の分子や他の経路が osimertinibと

GSIの併用に関連しているかどうか、さらなる検討を重ねることが重要である。 

 

3）ヒト腫瘍組織における EGFR-TKIs治療前後の Notch1または HES1発現の比較と予

後の関係 
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我々は以前に原発巣を完全切除された肺腺癌患者における Notch1発現と予後

との関連について検討した（Kikuchi et al., 2018）。その結果、全生存期間の

中央値は Notch1高発現群は 2.01年、低発現群は 11.25年（p=0.019）であり、

Notch1高発現群が低発現群と比較して有意に予後が悪かった（Kikuchi et al., 

2018）。 

本研究では、ヒト EGFR遺伝子変異陽性腫瘍組織の半数以上で、EGFR-TKIs投与

前と比較して EGFR-TKIs治療後に Notch1発現が上昇していた。さらに EGFR-TKIs

投与後に Notch1 の発現が上昇した患者では、Notch1 の発現が上昇しなかった患

者に比べて、有意ではないが予後が悪い傾向があった。本研究の制限として、EGFR-

TKIs 耐性後の二次変異である EGFR-T790M 検索目的の症例を使用しているため使

用した EGFR-TKIsに osimertinibが含まれていないこと、症例数が少ないことが

あげられる。このため今後 osimertinib 後の検体を含めたさらなるデータの蓄積

が必要である。しかし本研究は我々の知る限り EGFR 遺伝子変異 NSCLC における

Notch1発現を評価し、EGFR-TKIs治療前後の Notch1の発現を比較した最初の研究

である。さらに HES1も EGFR-TKIs投与前と比較して、EGFR-TKIs投与後の組織で

発現が増加しており、これは先行研究（Bousquet et al., 2020; Codony-Servat 

et al., 2019）と同様であった。こちらも予後と HES1発現変化に有意な相関は得

られなかったが HES1発現の増加した症例では予後が不良な傾向にあった。 

我々の免疫染色の結果はNotch経路がEGFR-TKIsに対する抵抗性と関連してい

るという考えを支持するものである。 
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総括及び結論 

 

本研究で得られた新知見として、 

• Osimertinibと GSIを併用することで、EGFR遺伝子変異陽性 NSCLC細胞株に対し

て相乗的に抗腫瘍効果をもたらすことを示した。 

• Osimertinib DTP細胞においてNOTCH1およびNotch標的遺伝子（HES1およびHEY1）

の発現が上昇しており、Notch経路が osimertinib DTP細胞の発生に重要な役割

を果たしていることが示唆された。 

• Osimertinib DTP細胞に GSIを併用することで、osimertinibへの薬剤耐性持続性

状態が in vitroおよび in vivoで解除されることを示した。 

• EGFR遺伝子変異陽性 NSCLC患者における EGFR-TKIs治療前後での Notch1と HES1

発現の変化を免疫染色にて評価し、予後との関連を評価した。発現の差と予後に

有意な関係は認められなかったが、発現が増加した症例では予後が不良な傾向が

認められた。 

新知見の意義として、我々の知る限り本研究は osimertinibと GSI併用による

osimertinib DTP細胞の増殖抑制効果を初めて報告するものである。また EGFR遺伝

子変異陽性 NSCLC細胞に対する osimertinibと GSI併用による相乗効果も初めての報

告である。近年、薬剤耐性における Notch受容体ファミリーと、それに関連するシグ

ナル経路が徐々に明らかになってきている。今回の我々の結果は、DTP細胞における

Notch経路の関連を明らかにし EGFR遺伝子変異陽性 NSCLC患者において osimertinib

と GSIの併用が治療選択肢の一つとなりうることを示した。 
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