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序論 

 

 がんは日本人の死因第一位であり、現在およそ 3 人に 1人はがんで亡くなっている。日

本において肺がんは大腸がんに次ぐ罹患数であり、死亡数は最も多い(国立がん研究センタ

ー がん情報サービス)。世界において肺がんは罹患率、死亡率ともに最も多いがん腫であ

り、非常に予後の悪い疾患である(International Agency for Research on Cancer, GLOBOCAN 

2012)。そのため、世界中で肺がんに有効な治療法の開発が期待されている。手術による切

除が不能な進行性もしくは再発肺がんにおいては放射線療法および薬物療法が治療の中心

的な役割を担い、最近では免疫チェックポイント阻害薬を用いたがん免疫療法も保険適用

となっている。薬物療法においては、従来は殺細胞性の化学療法剤の使用が主流であった

が、近年ではがん細胞の生存・増殖に欠かせない分子を標的とした分子標的療法が顕著な

治療効果を示し、目覚ましい進歩を遂げている。肺がん全体の約 60％を占める肺腺がんに

おいては多くの遺伝子異常が報告されており、受容体型チロシンキナーゼ(RTK; Receptor 

Tyrosine Kinase)である EGFR (Epidermal growth factor receptor)活性化変異[1]や ALK 

(Anaplastic lymphoma kinase)、ROS1 (ROS proto-oncogene 1, receptor tyrosine kinase)等の融合

遺伝子[2]–[4]といった様々なドライバーオンコジーン(driver oncogene; がん細胞の生存・増

殖に直接的にかかわっている遺伝子)が見出され、それらが治療上有効な分子標的となって

いる。Driver oncogeneを有するがん細胞の生存や増殖は、その driver oncogene自身に強く

依存(oncogene addiction)しており、適切なチロシンキナーゼ阻害薬(TKI; Tyrosine Kinase 

Inhibitor)の選択によりがん細胞の生存・増殖活性が強く抑制されることで、著名な腫瘍縮

小が認められる[5], [6]。 

 しかしながら、これらのがん分子標的治療を続けていると数年以内にほとんどの症例に

おいて薬剤耐性を生じて再発してしまうことが臨床上大きな問題となっている。がん細胞

が薬剤耐性を獲得するメカニズムは多岐にわたり、非小細胞肺がんにおいても、キナーゼ

ドメイン内の遺伝子変異[7], [8]や、バイパス経路活性化[9], [10]、遺伝子増幅[11]、薬物排

出トランスポーターの過剰発現[12]などを介した薬物耐性メカニズムが解明されている

が、不明なメカニズムも未だ多く存在する(図 1)。薬剤耐性となったがんを克服できるがん

分子標的療法を開発するためには、未だ多くの点が明らかになっていない薬剤耐性がん細

胞の特性を理解することが重要である。 

 近年、ROS1融合遺伝子が強力な driver oncogeneとして肺腺がん患者から見出された。

ROS1に関しては、1982年にトリ肉腫ウイルス UR2 の発がん遺伝子 v-rosが発見され 

[13]、その後 1986年に c-ros-1 (ROS1)の部分配列が同定された[14]–[17]。1990年には全長
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の ROS1 がヒトの膠芽腫(glioblastoma)細胞株 SW-1088 より同定された[18]。ROS1遺伝子は

ヒト成人において腎臓、小脳、末梢神経、消化管などに発現していることが報告されてい

るが、その生理学的機能は不明である[19]。なお、マウス ROS1 の機能の一つとして、出

生後の精巣上体の分化を制御していることが報告されている[20]。また、ROS1遺伝子は線

虫からショウジョウバエ、ヒトまで高度に保存されており、細胞外ドメイン、膜貫通ドメ

イン、細胞内ドメインから構成される RTKの一種である。ショウジョウバエの ROS1ホモ

ログ遺伝子 sevenlessは R7光受容細胞で発現しており、R8光受容細胞で発現する bride of 

sevenless (BOSS)がリガンドとして結合することで RASやMAPK (mitogen-activated protein 

kinase)シグナル伝達経路を介して活性化し、紫外光を感知する細胞への分化に寄与してい

る[21], [22]。しかしながら、ヒト ROS1において BOSSに相当するホモログは発見されて

おらず、現在のところヒト ROS1 は orphan RTK (リガンドが不明な RTK)となっている。 

  ROS1融合遺伝子は 1987 年にヒト glioblastoma細胞株 U118MGより FIG-ROS1 (Fused-In-

Glioblastoma-ROS1)として発見され[23]、2001年に全長配列が同定された[24]。また、非小

細胞肺がん患者由来の細胞から CD74-ROS1 (Cluster of differentiation 74-ROS1), SLC34A2-

ROS1 (Solute carrier family 34 member 2-ROS1)が発見されている[25]。SLC34A2-ROS1は

SLC34A2のエクソン 4と ROS1のエクソン 32もしくは 34が融合し、CD74-ROS1は CD74

のエクソン 6と ROS1 のエクソン 32もしくは 34が融合することで強力な driver oncogene

となることが知られている。このように様々ながん腫から様々な ROS1 融合遺伝子 variant

が見出されているが(図 2)、その細胞内局在(細胞質、細胞膜、核周囲、ゴルジ体等)の規則

性は見出されておらず、活性化における二量体化の必要性についても十分に理解されてい

ない[19], [26]。ROS1融合タンパク質の下流シグナルも ROS1融合遺伝子 variantによって

違いはあるとされているものの、多くの ROS1 融合遺伝子陽性がん細胞においては、ROS1

の自己リン酸化が生じ、アダプタータンパク質である SHP-2 (protein tyrosine phosphatase, 

non-receptor type 11)のリン酸化に次いで JAK (janus kinase) /STAT (signal transducer and 

activator of transcription)、RAS-MAPK /ERK (extracellular signal-regulated kinase)、PI3K (pi3 

kinase and phosphatidylinositol-3 kinase)/AKT/mTOR (mechanistic target of rapamycin) などの細

胞増殖シグナルが恒常的に活性化している[27]。 

 ROS1融合遺伝子陽性肺がんは非小細胞肺がんの 1～2％で認められており、CD74-ROS1 

variantが最も多く観察されている[4], [28], [29]。また、非小細胞肺がん患者の 3～5％で確

認される ALK融合遺伝子における ALKと ROS1は進化生物学的に同じインスリンレセプ

ターファミリーに属している[30]。そのためタンパク質の構造はキナーゼドメイン内にお
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いては 64%以上の相同性を有しており、多くの TKIの標的部位となっている ATP 結合部

位においては、80％前後の相同性を有している[31]。そのため ALK融合遺伝子陽性肺がん

の治療に有効な分子標的治療薬が、多くの場合 ROS1 融合タンパク質のチロシンキナーゼ

活性を効果的に抑制することが in vitroおよび in vivo 研究や臨床試験において明らかにさ

れている。現在までに、ALK-TKIである crizotinib (PF-2341066)[32], [33], ceritinib 

(LDK378)[34], [35], lorlatinib (PF-06463922)[36], entrectinib (RXDX-101)[37]の ROS1融合遺伝

子陽性肺がんに対する有効性が臨床試験において評価されている。それらの中でも

crizotinibは ROS1融合遺伝子陽性非小細胞肺がんの第一選択薬として米国-FDA(Food and 

Drug Administration)や EU-EMA (European Medicines Agency)において既に承認されており、

2017年 5月、日本においても本症例の治療薬として初めて承認された。 

 しかしながら、他の分子標的治療薬と同様に ROS1-TKIに対する獲得耐性は存在する。

現在のところ、S1986Y/F [38]、G2032R [39]、D2033N [40]変異が発見、報告されている。

私が所属する研究室において、crizotinibに対する強い耐性を示す G2032R変異型 ROS1 融

合遺伝子陽性肺がんに対し、multi target-TKIである cabozantinib (XL184)が有効であること

を示した[41]。その知見を踏まえ、所属研究室において cabozantinibに耐性を有する変異型

ROS1融合遺伝子陽性がん細胞の研究が行われた。ENU (N-ethyl-N-nitrosourea)を用いて細

胞内ゲノム DNA (deoxyribonucleic acid)にランダムな遺伝子変異を導入し、cabozantinib処

理によるスクリーニングを行うことで、ROS1 融合遺伝子に cabozantinib耐性変異を有する

クローンを得ている。それらの cabozantinib耐性クローンのうち、ROS1 キナーゼドメイン

内に F2004Vもしくは F2075C変異を有する 2つのクローンにおいては、cabozantinib 存在

下で増殖するものの、cabozantinib 非存在下では増殖が止まってしまうという非常に珍しい

現象を確認した。 

そこで、私はこの2つの変異細胞F2004VおよびF2075C変異細胞の生存・増殖には

cabozantinibのようなROS1-TKIが必要であるという仮説を立て、これらの変異細胞の性質

を詳しく調べることとした。私の仮説が正しかった場合、これらの変異細胞の生存や増殖

を司るメカニズムは従来報告されてきた薬剤耐性がん細胞の生存・増殖メカニズムとは明

らかに異なるものである。F2004VおよびF2075C変異細胞を研究モデルとして用い、未だ

解明されていない新たな薬剤耐性がん細胞の生存・増殖メカニズムを明らかにすること

で、薬剤耐性がん細胞に対する新たな治療標的を見出すことを目的に研究を行った。 
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図 1. 薬剤耐性化のメカニズム 
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図 2. 現在まで様々ながん腫において報告された ROS1融合遺伝子 
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第一章 チロシンキナーゼ阻害剤依存的な生存・増殖を示すがん細胞の特徴 

 

1-1. 目的 

 所属研究室において、G2032R 変異等を有する crizotinib 耐性 ROS1 融合遺伝子陽性がん

細胞に対して cabozantinibが増殖抑制効果を示すことが明らかにされた[41]。その結果を踏

まえ、ENU mutagenesis スクリーニングによる cabozantinib 耐性 ROS1融合遺伝子陽性

Ba/F3細胞の樹立が試みられ、複数の ROS1融合遺伝子変異クローンが得られた。しかし

ながら ROS1 キナーゼドメイン内に F2004V もしくは F2075Cの変異を有する 2つのクロー

ンに関しては cabozantinib存在下では増殖できるのにも関わらず、同薬剤非存在下では増

殖できないことが観察された。 

 そこで、cabozantinib や他の ROS1-チロシンキナーゼ阻害剤(ROS1-TKI)の有無による

F2004V および F2075C 変異細胞の挙動変化の観察を目的として、cell viability assay、増殖

assayやフローサイトメトリーを用いた解析を実施した。 

 

1-2. 材料と方法 

1-2-1. 細胞培養 

いずれの細胞も 37°C, CO2 5% インキュベータ内で培養した。 

・CD74-ROS1発現 Ba/F3 細胞(野生型) 

培地: D-MEM (Dulbecco’s modified Eagle medium, 和光純薬工業) low glucose / 10%FBS (fetal 

bovine serum) (D-10) 

・CD74-ROS1発現 Ba/F3 細胞(F2004Vおよび F2075C 変異型) 

培地: D-10 / 10 nM cabozantinib 

F2004V および F2075C 変異細胞に関しては、実験に供する直前に D-10で 2回洗浄し、

cabozantinibを除去して用いた（以降の章においても同様）。 

 

1-2-2. 使用薬剤 

 使用薬剤は以下のとおりである。 

Crizotinib (ShangHai Biochempartner), cabozantinib (ActiveBiochem), lorlatinib (ActiveBiochem) 

以上の薬剤はすべて Dimethyl sulfoxide (DMSO, 和光純薬工業)にて溶解して使用した。 
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1-2-3. Cell viability assay 

細胞を 2000 cells/well/120µL D-10で 96 well black plate (Greiner)に 3連で播種した。1列は

発光量測定の際の background測定のため、blankとして 160µL Mediumを添加した。細胞を

添加した well に同一培地で希釈した薬剤 40 μL をそれぞれ添加した（終濃度： 1 µM, 317 

nM, 100 nM, 32 nM, 10 nM, 3 nM, 1 nM, 0.3 nM, 0.1 nM, 0.03 nM, 0.01 nM, 0.003 nM, 0 nM）。そ

の後 96 well black plate を 37°C, CO2 5% インキュベータ内に 72時間静置した。72時間経過

後、CellTiter-Glo 溶液(Promega Co.)を 40 µL/well 添加し、室温にて 10 分間振とうした後、

Centro LB 941 microplate luminometer (Berhold Technologies)で発光量を測定し、Graph Pad Prism 

version 5.0 (Graphpad software)を用いて解析した。IC50は Prismの 4 parameter analysis によっ

て算出した。 

 

1-2-4. 増殖 assay 

 細胞を 2000 cells/well/120µLで 96 well black plateに 3連で播種した。1列は発光量測定の

際の background測定のため、blankとして 160µL Mediumを添加した。細胞を添加した well

に同一培地で希釈した薬剤 40 μLをそれぞれ添加した（終濃度: 100 nM, 10 nM, 1 nM, 0 

nM）。以上の実験系をそれぞれ 5系列作成し、37°C, CO2 5% インキュベータ内に静置し

た。0, 24, 48, 72, 96時間（野生型細胞は 0, 22, 45, 72, 96時間）経過毎に、各 wellに

CellTiter-Glo 溶液(Promega Co.)を各 well 40µL添加し、室温にて 10分間振とうした後、

Centro LB 941 microplate luminometer (Berhold Technologies)で発光量を測定した。 

 

1-2-5. フローサイトメトリー 

野生型 CD74-ROS1 発現 Ba/F3 細胞を緑色蛍光色素 PKH67 (Sigma)で染色し、F2004V お

よび F2075C変異細胞を赤色蛍光色素 PKH26 (Sigma)で染色した。染色方法は Sigma 社提

供のプロトコールに従った。フローサイトメトリー測定において、scatter plot上の side 

scatter (SS)および forward scatter (FS)より生細胞を判別し、生細胞にゲート解析を行い、赤

色蛍光および緑色蛍光を発している細胞群の比率を求めた。Cytomics FC500 (Beckman 

Coulter)を用いて測定し、FlowJo software ver. 7.6.5 (FlowJo, LLC)を用いて解析した。 

 

1-2-6. 統計解析 

統計解析は Student’s t-test を用いて検定した。統計学的有意差は*を p< 0.05として表記

した。 
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1-3. 結果 

1-3-1. F2004V および F2075C 変異細胞の ROS1-TKIに対する感受性 

  野生型 CD74-ROS1発現 Ba/F3細胞(WT)および ENU mutagenesisスクリーニングにより

得られた変異型 CD74-ROS1 F2004V, F2075C発現 Ba/F3細胞(F2004V, F2075C変異細胞)の

cabozantinibをはじめとした ROS1-TKIに対する感受性を調べるため、cell viability assayを

実施した。その結果、野生型細胞はいずれの ROS1-TKIに対しても濃度依存的な増殖抑制

効果によって細胞生存活性が低下していく様子が観察された。Cabozantinibに対する IC50 

(50％ Inhibitory Concentration)は野生型細胞が 4.4 nMであるのに対し、それぞれ F2004V変

異細胞が 6.4倍(28.3 nM)、F2075C 変異細胞が 5.7倍(25.2 nM)の薬剤抵抗性を持っているこ

とが明らかになった。そして、2つの変異細胞はいずれの ROS1-TKIに対しても低濃度存

在下(cabozantinib, crizotinib; 3-10 nM, lorlatinib; 0.03-0.3 nM)でのみ細胞生存活性が維持さ

れ、ROS1-TKI非存在下では細胞生存活性が著しく減少し、生存・増殖できないことが観

察された(図 3)。また、増殖 assayによって経時的な増殖活性を観察した結果、野生型細胞

は cabozantinib濃度依存的に増殖活性が抑制される一方、F2004, F2075Cいずれの変異細胞

においては 10 nM cabozantinib 存在下で細胞が増殖し、cabozantinib未処理(0 nM), 1, 100 nM

処理では細胞増殖活性の著しい低下が観察された(図 4)。以上の結果から、F2004V および

F2075C 変異細胞は ROS1-TKIに強く依存した生存・増殖機構(TKI addiction)を有する薬剤

耐性がん細胞であることが示唆された。 
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図 3. 野生型(WT)および TKI-addictedな変異細胞(F2004V, F2075C)の各種 ROS1-TKI

処理に伴う生存細胞数 

(A) cabozantinib (右にそれぞれの細胞の IC50を示す), (B) crizotinib, (C) lorlatinib 処理下

における各細胞の生存率を CellTiter-Glo によって測定した。縦軸（Luminescence）は

発光量に依存した生存細胞数を示す。 
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図 4. WT、F2004Vおよび F2075C変異細胞の cabozantinib存在下における増殖活性 

(A) 野生型細胞 (WT)、(B) F2004Vおよび(C) F2075C 変異細胞の cabozantinib 各濃度

処理下における増殖活性を CellTiter-Glo によって測定した。縦軸（Relative cell 

number）は 0時間での細胞生存数(CellTiter-Glo による発光強度)を基準とした各時間

での相対細胞生存数を示す。 

*p<0.05 (0 nM/10 nM間)は t検定により算出した。 
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1-3-2. Cabozantinib有無における TKI-addictedな CD74-ROS1変異細胞および野生型 

CD74-ROS1 細胞の優位性評価 

 1-3-1の結果を受けて、野生型細胞と F2004Vもしくは F2075C 変異細胞が共存する環境

における、ROS1-TKIの有無が細胞の生存や増殖に与える影響を観察しようと考えた。野

生型細胞を緑色蛍光色素(PKH67) で染色し、その一方で F2004V および F2075C変異細胞

を赤色蛍光色素(PKH26)で染色した。蛍光染色された野生型細胞と F2004Vもしくは

F2075C 変異細胞のどちらか一方とをそれぞれ等しい細胞数で共培養した。Cabozantinib 10 

nM存在下で共培養する系と cabozantinib非存在下で共培養する系とを用意し、それぞれの

経時的な細胞数の比率変化をフローサイトメトリーにて測定した。Cabozantinib 10 nM 存在

下で共培養した系においては、48時間後には F2004Vもしくは F2075C変異細胞が共培養

系内を占有する結果となった。その一方で、cabozantinib 非存在下で共培養した系において

は野生型細胞が共培養系内を占有する結果となった(図 5)。 
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図 5. 野生型 (WT) と TKI-addictedな変異細胞 (F2004Vおよび F2075C)との

cabozantinib有無による存在比率の変化 

Cabozantinib 10 nM処理 (上段)および cabozantinib除去 (下段)時の各細胞の存在比率の

変化をフローサイトメトリーにて測定した。野生型細胞は緑色蛍光色素 (PKH67)、

F2004V および F2075C 変異細胞はそれぞれ赤色蛍光色素 (PKH26)にて染色した。フロ

ーサイトメトリーの結果はドットプロットにて示し、各細胞の存在比率を円グラフにて

示す。 



15 

 

1-4. 考察 

 以上の結果から、ROS1キナーゼドメインに F2004V変異もしくは F2075C変異を有する

CD74-ROS1 発現細胞は、野生型 CD74-ROS1 発現細胞と比較してやや高い cabozantinib 耐

性を有することが明らかとなった。興味深いことに、cabozantinibや他の ROS1-TKIの低濃

度存在下においてのみ生存・増殖活性を維持することができ、ROS1-TKIが存在しない状

態では生存・増殖できない性質を有する、いわば ROS1-TKI-addictedな性質を有すること

が明らかとなった。今回見出された 2つの変異箇所である ROS1 F2004 および F2075 部位

は、ALKにおいては F1174 および F1245 に相当する(図 6)。ALKにおける F1174および

F1245変異は、神経芽細胞腫における活性化変異部位であることが知られている[42]。

ROS1の F2075 および ALKの F1174部位はキナーゼドメイン内 N末端ローブに位置する

α-C へリックスの一部であり、ROS1 の F2075 および ALKの F1245 部位はキナーゼドメ

イン内 C末端ローブに位置している。それぞれのフェニルアラニン残基には互いにπ-π

相互作用がはたらいており、キナーゼの活性化および不活性化状態を調節しているといわ

れている[43]。これらの部位に遺伝子変異が生じることで相互作用が破綻し、キナーゼド

メインが活性化フォームを取りやすくなると考えられている。そのため、今回見出された

F2004V および F2075C 変異 CD74-ROS1 においても上記のメカニズムを介した ROS1 活性

化変異である可能性が十分に考えられる。ROS1キナーゼドメインの F2004V および

F2075C 変異によって ROS1 キナーゼ活性が非常に高くなり、なんらかのメカニズムを介し

て細胞の生存・増殖が不可能になることが示唆された。また、ROS1-TKI低濃度処理によ

って F2004Vおよび F2075C 変異細胞内の ROS1 活性を部分的に阻害することで、細胞の生

存・増殖機能が促進されることが示唆された。 

 TKI-addictedな F2004Vもしくは F2075C変異細胞と、そのような性質を示さない野生型

細胞とを共培養した実験により、ROS1-TKIによる治療が野生型細胞の増殖を抑制する一

方で、ROS1-TKI-addicted な変異型細胞の増殖を促進させるという結果が得られた。この実

験系は患者体内における腫瘍内不均一性 (ITH; IntraTumor Heterogeneity)を模している。腫

瘍内に様々な性質を持つクローンが共存している ITHという概念において、がん分子標的

療法における ROS1-TKIの投与が腫瘍内の野生型 ROS1発現クローンを駆逐する一方で、

ROS1-TKI-addictedなクローンの増殖を促進させ、最終的にがんが増悪してしまうことが考

えられる。 

臨床現場においてこのような ROS1-TKI-addicted ながんの存在はいまだ報告されていな

い。しかしながら本研究結果から、このような TKI-addictedな性質を有するがん細胞の増
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殖と死とを制御する二面的な制御機構を解析することで、薬剤耐性がんを克服する新たな

治療法の開発を行う上で非常に重要な知見が得られることが期待される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 

 

  

図 6. ROS1および ALKキナーゼドメインの立体構造 

(A) ROS1 (PDB: 3ZBF)および(B) ALK (PDB: 2XP2)の結晶構造に基づいた ROS1 F2004V

および F2075C 変異箇所とそれらに相当する ALK F1174 および F1245 変異箇所の図

示。チロシンキナーゼの活性化にとって重要な役割を担っている α-C へリックス部位を

黄色、両者に共通する阻害剤である crizotinibを水色、変異箇所のアミノ酸残基をそれ

ぞれ赤色および緑色に着色して示す。(C) ROS1 および ALKキナーゼドメインの立体構

造を重ね合わせた図。ROS1 は黄色、ALKは灰色で示す。すべての結晶構造は UCSF 

Chimera softwareを用いて作成した。 (D) ROS1 と ALKのキナーゼドメインのアライメ

ント。ROS1-F2004 および ALK-F1174 を赤色で示し、ROS1-F2075 および ALK-F1245 を

緑色で示す。 
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第二章 TKI-addictedながん細胞のシグナル伝達解析 

 

2-1. 目的 

 TKI-addictedな CD74-ROS1 陽性 Ba/F3 細胞である F2004V および F2075C変異細胞の

ROS1-TKI有無による細胞内シグナル変化を観察することを目的として、ウェスタンブロ

ット、フローサイトメトリー、定量的逆転写 PCR (Polymerase Chain Reaction)を用いた解析

を行った。 

 

2-2. 材料と方法 

2-2-1. 細胞培養 

 第一章と同様である。 

 

2-2-2. 使用薬剤 

 使用薬剤は以下のとおりである。第一章で使用した薬剤に関して、溶媒を省略する。 

Crizotinib, cabozantinib, cycloheximide (CHX, ナカライテスク), rotenone (Cayman Chemical) 

CHXはMilliQ 水にて溶解し、Rotenone は DMSO にて溶解して使用した。 

 

2-2-3. ウェスタンブロット 

細胞ペレットを回収し、D-PBS(-) (PBS <Phosphate Buffered Saline>, 和光純薬工業)で洗浄

した後、SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) lysis buffer*1に懸濁し、100°C にて 5分間加熱した。

加熱したサンプルを 30秒間 vortexして lysateを調製した。それぞれの lysate は BCA 

protein assay reagent (Thermo Fisher Scientific)を用い、製造元提供のプロトコールに従って定

量(標準試料として reagent kit に付属の BSA <Bovine Serum Albumin>を使用し、BCA 発光

強度はMultiskan GO マイクロプレート分光光度計<Thermo Fisher Scientific>を用いて測定)

し、同一タンパク濃度となるように SDS lysis bufferにて希釈した。希釈サンプルにそれぞ

れ 5×SDS sample buffer*2を添加し、100°C にて 5分間加熱した。 

上記の調製サンプルをゲル(Extra PAGE ONE Precast Gel 5-20% <ナカライテスク> もしく

は Perfect NT Gel 28 well 5-20% <DRC>)にアプライし、SDS-PAGE (SDS-Poly-Acrylamide Gel 

Electrophoresis)を行った。あらかじめ methanol (和光純薬工業)でコンディショニングし、

Transfer buffer*3にて平衡化した PVDF membrane (メンブレン, Millipore)に SDS-PAGE 後の

ゲル中のタンパク質を転写した。メンブレンを 5% skim milk (雪印メグミルク) TBST*4溶液

もしくは 2% BSA (ナカライテスク)TBST溶液で室温にて 1時間ブロッキング(表 M1)した

後、適当な一次抗体溶液(5% BSA , 0.1% NaN3 <ナカライテスク>で希釈)(表M1)に浸し、
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4°C にて一晩振とうした。一次抗体反応後のメンブレンを TBSTで洗浄した後、適当な二

次抗体溶液(表M1)に浸し、室温にて 1時間振とうした。二次抗体反応後のメンブレンを

TBSTで洗浄した後、SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo)にて処

理し、LAS 3000 mini (Fujifilm)もしくは Amersham Imager 600 (GE Healthcare)を用いて化学

発光シグナルを検出した。 

 画像処理は Photoshop software ver. 7.0 (Adobe)もしくは Multi Gause ver. 3.0 (Fujifilm)を使

用した。シグナル強度の定量は Multi Gause ver. 3.0を使用した。 

 

*1: SDS lysis buffer 

1% SDS (ナカライテスク), 10% glycerol (和光純薬工業), 100 mM Tris-HCl (pH 7.6) (Tris; Tris 

(hydroxymethyl)aminomethane <ナカライテスク>, HCl <和光純薬工業>) 

*2: 5×SDS sample buffer 

3%SDS, 65 mM Tris-HCl (pH 6.8), 10% glycerol, 0.01% bromophenol blue (Aldrich Chem.), 10% 

2-mercaptoethanol (ナカライテスク) 

*3: Transfer buffer 

25 mM Tris, 192 mM glycine (ナカライテスク), 20%メタノール, MilliQ水 

*4: TBST (Tris-buffered saline with Tween20) 

25 mM Tris-HCl (pH 7.6), 125 mM NaCl (ナカライテスク), 0.2%Tween 20 (Sigma) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 

 

表 M1 使用した一次抗体、二次抗体、ブロッキング溶液(第二章) 

1st Antibody 入手先 
Blocking buffer 

(TBSTで溶解) 

2nd Antibody 

(1% BSAで希釈) 

pROS1 (Tyr2274) Cell Signaling Technology 2% BSA Rabbit 

ROS1 (D4D6) Cell Signaling Technology 5% skim milk Rabbit 

pERK (Tyr202/204) Cell Signaling Technology 2% BSA Rabbit 

ERK Cell Signaling Technology 5% skim milk Rabbit 

pSTAT3 (Tyr705) Cell Signaling Technology 2% BSA Rabbit 

STAT3 (79D7) Cell Signaling Technology 5% skim milk Rabbit 

Caspase-8 (D35G2) Cell Signaling Technology 5% skim milk Rabbit 

Cleaved-caspase-8 

(D5B2) 

Cell Signaling Technology 5% skim milk Rabbit 

Caspase-9 (C9) Cell Signaling Technology 5% skim milk Mouse 

PARP Cell Signaling Technology 5% skim milk Rabbit 

BIM Cell Signaling Technology 5% skim milk Rabbit 

MCL-1 (D35A5) Cell Signaling Technology 5% skim milk Rabbit 

GAPDH Millipore 5% skim milk Mouse 

β-actin Sigma 5% skim milk Mouse 

 

2-2-4. フローサイトメトリー 

フローサイトメトリーに供する細胞を回収し、Alexa Fluor 488 Annexin-V/Dead Cell 

Apoptosis Kit (Thermo Fischer Scientific)付属の染色用試薬を添加して室温、暗所にて 15分間

静置し、染色した。染色されたサンプルを同 Kit 付属の bufferにて懸濁し、フローサイト

メトリーに供した。フローサイトメトリー測定において、scatter plot上の SS および FS よ

り細胞を判別し、ゲート解析により夾雑物由来の plotを排除してアポトーシス誘導された

細胞群の比率を求めた。Cytomics FC500 を用いて測定し、FlowJo software ver. 7.6.5を用い

て解析した。 
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2-2-5. 定量的逆転写 PCR 

 測定に供する細胞を回収し、RNeasy Mini Kit (QIAGEN)にて RNA (ribonucleic acid)を抽出

した。抽出した RNA から Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche)を用いて cDNA

合成を行った。以上の過程はすべて製造元提供のプロトコールに従って行われた。合成さ

れた cDNA、目的とする遺伝子を増幅するためのプライマー*5、FastStart Essential DNA 

Green Master (Roche)を混和し、LightCycler96 (Roche)を用いて表M2の条件の下、測定し

た。それぞれのサンプルは 3連で測定され、平均値と標準偏差(SD, Standard Deviation)を求

めた。野生型 CD74-ROS1発現 Ba/F3細胞由来の cDNA を標準試料として検量線を作成

し、その検量線を用いて各サンプルの定量を行った。 

 

*5: ROS1: 5´-TGGAGAAATCAAAGTAGCAGTGA-3´ (forward), 

5´-CATCAGATGTGCCTCCTTCA-3´ (reverse) 

 GAPDH: 5´-CGSCTTCAACAGCAACTCCCACTCTTCC-3´ (forward), 

5´-TGGGTGGTCCAGGGTTTCTTACTCCTT-3´ (reverse). 

 

PCR 条件は表M2に示す。 

表 M2 定量的逆転写 PCR 条件 

Step Cycles Temperature Time 

1 1 95°C 10:00 

2 45 
95°C 00:15 

60°C 01:00 

3 1 

95°C 00:10 

65°C 01:00 

97°C 00:01 

4 1 37°C 00:30 

 

2-2-6. 統計解析 

統計解析は Student’s t-test を用いて検定した。統計学的有意差は*を p< 0.05として表記

した。 
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2-3. 結果 

2-3-1. ROS1-TKI除去時における F2004V, F2075C変異細胞内タンパク質の経時的変化 

 ROS1-TKI除去後、F2004Vおよび F2075C変異細胞内の ROS1 活性やその下流のシグナ

ル伝達経路の変動を調べるため、ウェスタンブロットによる解析を行った。10 nM 

cabozantinib存在下で培養している F2004Vおよび F2075C 変異細胞から cabozantinib を除去

し、経時的なタンパク質変化を観察したところ、2 つの TKI-addictedな変異細胞におい

て、CD74-ROS1 タンパク質の過剰な活性化と発現上昇が認められた。また、ROS1 シグナ

ル伝達経路の下流因子として知られる ERKや STAT3 の過剰なリン酸化による活性化も認

められた(図 7)。このような CD74-ROS1 やその下流の生存・増殖因子の過剰活性化が生じ

る一方で、アポトーシス関連因子である caspase-8や PARP の切断によるアポトーシス誘導

も観察された。その際、ミトコンドリア依存的なアポトーシスにより活性化される因子で

ある caspase-9切断の有無も観察したが、caspase-9の切断による活性化は認められなかっ

た。 

 フローサイトメトリーによるアポトーシスアッセイの結果においても、薬剤除去 48時

間後にはほぼすべての細胞がアポトーシスの誘導によって細胞死を生じていることが明ら

かになった(図 8)。 

Cabozantinib や crizotinibの 0, 0.1, 1, 10, 100 nM存在下における細胞内シグナル変化をウ

ェスタンブロットにて観察したところ、前章において F2004Vおよび F2075C 変異の生

存・増殖促進が確認された 10 nMにおいてのみ、24 時間 PARP の切断が抑制されているこ

とを確認した(図 9)。その際、CD74-ROS1 の発現量及びリン酸化体発現量はともに ROS1-

TKI未処理の野生型細胞と同レベルであった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7. Cabozantinib除去による CD74-ROS1、下流シグナルおよびアポトーシスシグナル

の解析 

(A) 野生型 CD74-ROS1細胞 (WT)の未処理および 100 nM cabozantinib処理サンプル、

F2004V および F2075C 変異細胞の 10 nM cabozantinib 処理 (培養条件と同様)および除去

サンプルをウェスタンブロットにより解析した。(B, C) Cabozantinib除去時の F2004V 

(B)および F2075C (C) 変異細胞の CD74-ROS1発現レベル (tROS1)およびリン酸化レベ

ル (pROS1)をウェスタンブロットによるバンドを定量化して示した。それぞれの値は独

立した 3回の実験 (そのうち図 7A の結果を含む)によって得られた 0時間での定量値を

基準とした各時間の相対値である（平均値±SD）。 

*p<0.05は t検定により算出した (0時間での値<相対値 1 >との比較)。 
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図 8. Cabozantinib除去によるアポトーシスの誘導 

100 nM cabozantinib処理の野生型細胞 (WT)および cabozantinib除去時における

F2004V および F2075C 変異細胞のアポトーシス細胞群をフローサイトメトリーによっ

て測定した。Alexa Fluor 488 Annexin-V/Dead Cell Apoptosis Kit によって細胞を

Annexin-V および Propidium Iodide (PI)で染色した。アポトーシス陽性細胞群の比率を

赤字で示した。 
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図 9. 低濃度 ROS1-TKI処理による TKI-addictedな CD74-ROS1変異細胞のアポト

ーシス抑制 

野生型 CD74-ROS1 細胞 (WT)の未処理および 100 nM ROS1-TKI 

 (A; cabozantinib, B; crizotinib)処理サンプル、F2004V および F2075C 変異細胞の各濃

度での ROS1-TKI (A; cabozantinib, B; crizotinib)処理サンプルをウェスタンブロットに

より解析した。 
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2-3-2. ROS1-TKI除去による CD74-ROS1-mRNA転写量変化 

 ROS1-TKI除去による CD74-ROS1発現量の過剰な増加に対する ROS1 転写活性の影響を

観察するため、ROS1の mRNA量を定量的逆転写 PCRにより測定した。10 nM cabozantinib

存在下での F2004V および F2075C 変異細胞はいずれも cabozantinib未処理の野生型細胞と

同等量の mRNAを発現していることが観察された。その一方で、薬剤除去時の F2004Vお

よび F2075C変異細胞内 ROS1-mRNA量は、有意な上昇を示すことが明らかとなった(図

10)。 
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図 10. Cabozantinib除去による CD74-ROS1転写量変化 

未処理の野生型細胞(WT)および cabozantinib除去時の F2004V, F2075C変異細胞におけ

る CD74-ROS1 の mRNA発現レベルを定量的逆転写 PCRにて定量化して示した。それ

ぞれの値は 3回の測定によって得られた各時間における GAPDH mRNA 量を基準とし

た ROS1 mRNA量の相対値である (平均値±SD)。 

*p<0.05および n.s. (not significance; p≥0.05)は t検定により算出した。 
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2-3-3. ROS1-TKI除去による CD74-ROS1 タンパク質分解速度変化 

 CD74-ROS1タンパク質の過剰な発現上昇がタンパク質安定性に与える影響を調べるた

め、タンパク質合成阻害剤 CHX を用いたタンパク質分解速度変化を解析した。F2004Vお

よび F2075C変異細胞に 100 μM CHX を 3時間前処理し、cabozantinibを 10 nM添加した

系と除去した系に分け、CHX 存在下での経時的な CD74-ROS1タンパク質の変化を観察し

た。その結果、10 nM cabozantinib 存在下の F2004V, F2075C変異細胞に比べ、cabozantinib

非存在下での CD74-ROS1タンパク質の分解が抑制されたことを認めた(図 11)。 
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図 11. Cabozantinib有無による CD74-ROS1タンパク質分解速度変化 

Cabozantinib未処理の野生型 (WT)細胞および cabozantinib 10 nM処理 

もしくは除去した F2004V および F2075C 変異細胞をウェスタンブロットにより解析

した。それぞれのサンプルに対して 100 μMのシクロヘキシミドによる処理を行っ

た。F2004Vおよび F2075C 変異細胞の cabozantinib 除去サンプルにおいては、

cabozantinib除去 3時間前にシクロヘキシミドを前処理した。 



30 

 

2-3-4. ROS1 シグナルの過剰活性化による細胞死とシグナル遮断による細胞死との違い 

 Driver oncogeneを有するがん細胞において、TKIによってMEK/ERKシグナル伝達経路

が強く阻害されることで BIM (BCL2 like 11)の上昇が誘導されることが報告されている

[44]–[46]。BIMのような BH3 ドメイン含有タンパク質は BAX (Bcl-2 like protein 7)や BAK 

(Bcl-2 like protein 4)を活性化し、ミトコンドリアからの cytochrome c放出を促すことが知ら

れている[47]。アポトーシス誘導因子である cytochrome cは caspase-9や Apaf-1 (apoptotic 

activating factor-1)と相互作用を生じ、アポトソームと呼ばれる複合体を形成することで、

caspase-3活性化を介したミトコンドリア依存的なアポトーシスを誘導する[48](図 12)。 

  これらの知見から、CD74-ROS1発現細胞においても高濃度の ROS1-TKI処理によりミト

コンドリア依存的なアポトーシスの誘導が生じると考えられる。その一方で、ROS1-TKI

非存在下での F2004Vおよび F2075C変異細胞の細胞死には caspase-9の寄与は認められな

かった。したがって、ROS1 シグナルの過剰活性化による細胞死メカニズムと、ROS1シグ

ナルを強力に阻害することによる細胞死メカニズムには相違があると考えられる。そこ

で、F2004Vおよび F2075C 変異細胞に高濃度の cabozantinib を処理し、その際のミトコン

ドリア誘導性アポトーシス関連因子の挙動やミトコンドリア膜電位の状態を観察した。 

 野生型細胞、F2004V および F2075C変異細胞にそれぞれ 1 μMの cabozantinib を処理

し、経時的なタンパク質の変化をウェスタンブロットによって観察した。いずれの細胞

も、高濃度 cabozantinib 処理によって ROS1 の活性化が強く抑制されるとともに、BIMの

発現上昇、アポトーシス抑制因子である MCL-1 [49]の発現減少が認められるとともに、

caspase-9切断による活性化も観察された(図 13)。 

 ミトコンドリア依存的なアポトーシスが生じる際、ミトコンドリア膜は脱分極している

[50]。そのため、ミトコンドリア膜電位の変化によって蛍光を発する試薬である JC-1にて

各細胞を染色し、1 μM の cabozantinib処理による各細胞のミトコンドリア膜電位の様子を

フローサイトメトリーにて解析した。その結果、F2004V および F2075C 変異細胞は 1 μM

の cabozantinib処理によってミトコンドリア膜の脱分極が生じていることが明らかとなっ

た。その一方で、cabozantinib 除去によるアポトーシス誘導時において、ミトコンドリア膜

の脱分極は観察されなかった(図 14)。 
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図 12. 高濃度 TKI処理によるミトコンドリア依存性アポトーシスの誘導 
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図 13. 高濃度 cabozantinib処理および除去によるアポトーシス誘導機構の違い 

1 μM cabozantinib処理の野生型 (WT)細胞、F2004V および F2075C 変異細胞をウェス

タンブロットにより解析した。 
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図 14. 高濃度 cabozantinib処理によるミトコンドリア膜電位の脱分極 

1 μM cabozantinib処理の野生型 (WT)細胞、F2004V および F2075C 変異細胞をミトコ

ンドリア膜電位検出試薬 JC-1によって染色し、フローサイトメトリーにてミトコンド

リア膜電位の脱分極が誘導された細胞群を測定した。ロテノンはミトコンドリア電子

伝達系阻害剤であり、ポジティブコントロールとして使用した。(A)フローサイトメト

リーの density plot (n=1; representative) 
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図 14. 高濃度 cabozantinib処理によるミトコンドリア膜電位の脱分極（続き） 

(B)独立した 3回の実験によって得られたミトコンドリア膜電位の脱分極が生じた細

胞数の比率 (平均値±SD)。 

*p<0.05および n.s. (not significance; p≥0.05)は t検定により算出した。 
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2-4. 考察 

 以上の結果から、TKI-addictedな変異細胞である F2004V および F2075C 変異細胞は、

ROS1-TKI非存在下において CD74-ROS1 タンパク質の過剰な発現増加と活性化を生じてい

ることが明らかとなった。それと同時に下流生存・増殖シグナル伝達経路の過剰活性化を

生じるとともに、興味深いことにアポトーシスシグナルの活性化およびアポトーシスの誘

導も認められた。さらにこれらの変異細胞における過剰な ROS1シグナルによるアポトー

シスには caspase-9の寄与は認められず、caspase-8の活性化が大きく貢献していることが

示唆された。 

定量的逆転写 PCR を用いた ROS1 mRNA 定量実験の結果から、ROS1-TKI除去によって

TKI-addictedな変異細胞中の CD74-ROS1 mRNA 量が増加していることを観察した。これは

ROS1-TKI非存在下において発生する過剰な ROS1シグナルによって、転写活性増加に寄

与する PI3K/AKT をはじめとする様々なシグナル経路の活性化により、転写活性化が生じ

ることによるものと推察される。しかしながら本実験ではレンチウイルスベクターを用い

て CMVプロモーターの下で CD74-ROS1 融合遺伝子を過剰発現させた細胞を用いているた

め、TKI addictionに特異的な現象であるかどうかについてはヒト腫瘍由来の細胞等を用い

て今後検討する必要がある。 

ROS1-TKI有無によるタンパク質安定性の変化を調べた結果、ROS1-TKI非存在下におい

て F2004V および F2075C変異細胞内では CD74-ROS1に関わるタンパク質分解系の抑制が

生じていることが示唆された。この結果から、ROS1-TKI除去による過剰な ROS1シグナ

ルが、下流のシグナル伝達経路である PI3K/AKT/mTOR シグナル伝達経路を活性化するこ

とで CD74-ROS1タンパク質合成が促進され、細胞内に CD74-ROS1タンパク質を蓄積させ

ていることが考えられる。これらの異常な CD74-ROS1 タンパク質の蓄積と活性化が様々

な細胞内イベントに作用し、その中のアポトーシスシグナル伝達経路を強く活性化させる

ことで、アポトーシス誘導による細胞死に至ることが考えられる。 

 ミトコンドリア依存性アポトーシス関連因子の解析やミトコンドリア膜電位の観察によ

り、F2004Vおよび F2075C 変異細胞は野生型細胞と同様に高濃度の ROS1-TKI処理によっ

てミトコンドリア依存性アポトーシスが誘導されることが示唆された。過剰な ROS1シグ

ナルによる F2004V および F2075C 変異細胞には caspase-8依存的なアポトーシスが関与し

ていることから、ROS1シグナルの過剰活性化による細胞死メカニズムと、ROS1 シグナル

を強力に阻害することによる細胞死メカニズムには相違があることが明らかとなった。こ

れらのメカニズムの相違点を利用し、driver oncogene シグナル伝達経路を特異的に活性化

させることで細胞死を誘導するといったような、新たな治療戦略も期待できる。 
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第三章 TKI-addictedながん細胞の再構築 

 

3-1. 目的 

 前章までの研究により、ENU mutagenesisスクリーニングによって得られた F2004V およ

び F2075C 変異細胞は、ROS1-TKI非存在下において過剰な ROS1シグナルによってアポト

ーシスが誘導されることを観察した。ENU mutagenesis法は ENU によって細胞内 DNA中

の塩基にランダムなアルキル化を誘導することによって遺伝子変異を誘発する手法である

[51]。そのため、今回 ENU mutagenesisスクリーニングによって得られた F2004V および

F2075C 変異細胞は CD74-ROS1以外の遺伝子に変異が入っている可能性がある。前章まで

の研究によって観察された過剰な ROS1シグナルによるアポトーシスが CD74-ROS1の変

異に特異的な現象であることの確認を目的として、レンチウイルスベクターを用いた変異

型 CD74-ROS1 の過剰発現細胞を樹立することとした。また、そのような人為的に作製さ

れた変異型 CD74-ROS1 の過剰発現細胞の性質を詳細に調べるため、cell viability assay、ウ

ェスタンブロットおよびフローサイトメトリーを用いたアポトーシスアッセイを用いた解

析を実施した。 

 

3-2. 材料と方法 

3-2-1. 細胞培養 

いずれの細胞も 37°C, CO2 5% インキュベータ内で培養した。 

・293FT 細胞(Invitrogen) 

  培地: D-MEM high glucose, 10% Tet system approved FBS (Clontech), 0.1 mM Non-Essential 

Amino Acids, 6 mM L-glutamine (293FT 用 D-10) 

・Doxycycline (DOX)誘導性 CD74-ROS1 WT (野生型) + CD74-ROS1 WT 発現 Ba/F3 細胞 

(WT + dox-inducible CD74-ROS1 WT) 

培地: D-MEM low glucose / 10% Tet system approved FBS (Tet用 D-10) 

・DOX誘導性 CD74-ROS1 WT + CD74-ROS1 WT 発現 Ba/F3 細胞 

(WT + dox-inducible CD74-ROS1 F2075C) 

培地: Tet用 D-10 

・Reconstructed F2075C 

培地: Tet用 D-10 

 

3-2-2. 使用薬剤 

使用薬剤は以下のとおりである。前章までに使用した薬剤に関して、溶媒の記載は省略

する。 

Crizotinib, cabozantinib, lorlatinib, doxycycline hyclate (DOX, ナカライテスク) 
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Doxycycline hyclateは MilliQ 水にて溶解して使用した。 

 

3-2-3. レンチウイルス作製 

WT CD74-ROS1 導入 pEN_TTmcs (Addgene #23755) (所属研究室により作製; SpeⅠおよび

XbaⅠ部位でのクローニング)を鋳型として、QuickChangeⅡ Site-directed Mutagenesis Kit 

(Agilent)を用いて F2075C CD74-ROS1 導入 pSLIK-Neo を PCR*8(表M3)によって作成、増幅

した。PCR産物をゲル電気泳動*9した後、GFX PCR DNA and Gel Band purification Kit (GE 

Healthcare)を用いて製造元プロトコールに従ってゲル抽出し、エタノール沈殿によって

F2075C CD74-ROS1導入 pEN_TTmcsを精製した。その後、このプラスミドを DH5α 

competent cell (タカラバイオ)に形質転換*10した。形質転換された大腸菌のコロニーを採取

し、LB 培地(10 μg/mL gentamycin <ナカライテスク>含有)にて培養し、増殖した大腸菌から

QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN)を用いて製造元提供のプロトコールに従ってプラスミ

ドを抽出した。WT/F2075C CD74-ROS1 導入 pEN_TTmcsと pSLIK-Neo (Addgene #25735)を

LR 反応*11によって組み換えを行い、WT/F2075C CD74-ROS1導入 pSLIK-Neo を作製し

た。 

 それぞれのプラスミドを Stbl3 competent cell (Invitrogen)に形質転換*10した。形質転換さ

れた大腸菌のコロニーを採取し、LB 培地(100 μg/mL ampicillin <和光純薬工業>含有)にて培

養し、増殖した大腸菌から EndoFree Plasmid Maxi Kit (QIAGEN)を用いて製造元提供のプロ

トコールに従ってプラスミドを抽出した。 

  それぞれのプラスミドを 3 μg採取し、9 μg Virapower (Invitrogen)、1.5 mL OPTI-MEM 

(Invitrogen)を混和し、5分間室温にて培養した。この混合液と lipofectamine mix. (36 μL 

Lipofectamine 2000 <Invitrogen>, 1.5 mL OPTI-MEMの混合液)を混和し、20分間室温にて培

養した。あらかじめトリプシン処理した 293FT 細胞 5×106 cells/293FT 用 D-10 7 mLに混

合液を添加し、混和した後に 37°C, CO2 5% インキュベータ(バイオセーフティレベル 2)内

で 7時間培養した。7時間後、14 mL 293FT 用 D-10 に培地交換し、同インキュベータ内で

48~72 時間培養した。48~72 時間経過後、感染された細胞を培地ごと回収し、0.45 μmセル

ロースアセテートフィルター(IWAKI)にてろ過し、目的レンチウイルスを回収した。 

*8: 使用プライマーおよび反応 buffer (F2075C 変異導入) 

・使用プライマー 

5´-GAACGGATGCATTGCATTCACAGGGATCTGG-3´ (forward), 

5´-CCAGATCCCTGTGAATGCAATGCATCCGTTC-3´ (reverse) 
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・反応 buffer 

KOD plus neo (東洋紡) 0.4 μL, KOD buffer (東洋紡) 2 μL, 25 mM MgSO4 (東洋紡) 1.6 μL, 2 mM 

dNTPs (東洋紡) 2 μL, 10 μM プライマー(forward/reverse) 各 1.5 μL, template DNA 20 μgを混

和し、MilliQ 水で 20 μLとした。 

 

PCR 条件は表M3に示す。 

表 M3  PCR条件(F2075C変異導入) 

Step Cycles Temperature Time 

1 1 95°C 08:00 

2 14 

95°C 00:30 

55°C 01:00 

68°C 06:00 

3 1 68°C 05:00 

4 1 4°C ∞ 

 

*9: ゲル電気泳動 

1 % agarose (和光純薬工業)/TAE buffer (40 mM Tris, 40 mM酢酸<和光純薬工業>, 1 μM 

EDTA<和光純薬工業>, MilliQ 水) with EtBr (Roche)のゲルを作成し、そこに 10×loading 

buffer (タカラバイオ)を添加したサンプルをアプライし、50V で約 30分間泳動した。 

 

*10: 形質転換 

DH5α: 製造元プロトコールに従って形質転換し、10 μg/mL gentamycin含有 LB 寒天培地

(Beckton, Dickinson)にて 37°C インキュベータ内で大腸菌を培養した。 

Stbl3: 製造元プロトコールに従って形質転換し、100 μg/mL ampicillin含有 LB 寒天培地に

て 37°C インキュベータ内で大腸菌を培養した。 

 

*11: LR 反応 

150 μg WT CD74-ROS1導入 pENTT_mcsと 150 μg pSLIK-Neo、1 μL LR clonase enzyme mix 

(Invitrogen)を混和し、TE buffer (QIAGEN)で 4 μLとした。調製した混合液を室温にて 1時

間静置した後、1 μL Proteinase K (Invitrogen)を添加し、37°Cにて 10分間培養して LR 反応

物を作製した。 
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3-2-4. WT + dox-inducible CD74-ROS1 WT/F2075C樹立 

 野生型 CD74-ROS1発現 Ba/F3 細胞 2×106 cells/Tet用 D-10 1 mLに 4 mg/mLポリブレン 8 

μLとWT CD74-ROS1 導入 pSLIK-neoもしくは F2075C CD74-ROS1導入 pSLIK-neo導入レ

ンチウイルス液を添加し、2200 gで 32°C にて 1時間遠心分離した。その後 Tet用 D-10 6 

mLを添加し、37°C, CO2 5% インキュベータ(バイオセーフティレベル 2)内で 24 時間培養

した後、Tet用 D-10 10 mLに培地交換した。これらの細胞を継代しつつ、750 μg/mL G418 

(Gibco)を約 10日間処理し、目的プラスミドが導入された細胞を選択した。 

 

3-2-5. 限界希釈法によるクローン単離 

 3-2-4により樹立されたWT + dox-inducible CD74-ROS1 WT もしくはWT + dox-inducible 

CD74-ROS1 F2075Cをそれぞれ 0.3 cells, 1 cells /well/200 μL Tet用 D-10となるよう希釈し、

各密度につき 3枚の 96 well plate に播種し、37°C, CO2 5% インキュベータ内で 7~10日間

培養した。単一クローンから増殖している細胞を目視にて選択し、WT + dox-inducible 

CD74-ROS1 WT から 96クローン、WT + dox-inducible CD74-ROS1 F2075C から 93クロー

ンを採取した。 

 

3-2-6. Cell viability assay 

第一章と同様の方法で行った。 

 

3-2-7. 増殖 assay 

 第一章と同様の方法で行った。 

 

3-2-8. ウェスタンブロット 

 第二章と同様の方法で行った。使用した抗体やブロッキング溶液についても第二章で示

したものと同一である。 

 

3-2-9. フローサイトメトリー 

 第二章と同様の方法で行った。 

 

3-2-10. 統計解析 

 第一章と同様の方法で行った。 

 

 

 

 



40 

 

3-3. 結果 

3-3-1.ドキシサイクリン（DOX）誘導型レンチウイルスベクターを用いた F2075C変異細胞

の樹立 

 DOX添加により厳密な発現制御が可能なレンチウイルスベクターである pSLIKベクタ

ーに野生型(WT) CD74-ROS1 と変異型 CD74-ROS1 F2075C をそれぞれ組み込み、それらの

ベクターを野生型 CD74-ROS1 発現 Ba/F3 細胞へ遺伝子導入し、目的遺伝子の発現をウェ

スタンブロット解析により確認した後、それぞれの遺伝子導入細胞を限界希釈法によりク

ローン単離した(図 15)。DOX 誘導性 CD74-ROS1 WT ベクターを導入した細胞をWT +dox-

inducible CD74-ROS1 WTとし、DOX誘導性 D74-ROS1 F2075C ベクターを導入した細胞を

WT +dox-inducible CD74-ROS1 F2075C として以降の研究に用いた。 

 それぞれの樹立細胞のクローンについて、DOX添加して目的の遺伝子を発現させた上

で、cabozantinib 0 (未処理)、3、100 nM処理における各クローンの細胞生存率を cell 

viability assayにより測定した。その結果、WT +dox-inducible CD74-ROS1 WT においては

cabozantinib 3 nM処理によって増殖が促進されるクローンは見出されなかったが、WT 

+dox-inducible CD74-ROS1 F2075Cにおいては cabozantinib 3 nM処理によって増殖が促進さ

れるいくつかのクローンが見出された(図 16)。 
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図 15. ドキシサイクリン (DOX)誘導性ベクターを用いた CD74-ROS1過剰発現細胞の

樹立 
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図 16. CD74-ROS1過剰発現細胞の cabozantinibに依存した細胞増殖活性 

(A) WT+dox-inducible CD74-ROS1 WTおよび (B) WT+dox-inducible CD74-ROS1 

F2075C を限界希釈法によりクローン単離した後、1 μg/mL DOX添加によって目的遺

伝子の発現を誘導した上で、各濃度 cabozantinib処理下における生存細胞数を

CellTiter-Glo により測定した。縦軸 (Relative cell growth)は cabozantinib未処理におけ

る各クローンの増殖活性を基準として、各濃度 cabozantinib 処理下における相対細胞

増殖活性を示す。(B)において、顕著に 3 nM cabozantinib 存在下での細胞増殖活性を

示した 6クローンを赤色で示し、もっとも細胞増殖活性の高かったクローンを

reconstructed F2075C としてその後の解析・評価に用いた。 



43 

 

3-3-2. 再構成 F2075C 変異細胞（Reconstructed F2075C）を用いた TKI addiction の再現 

 3-3-1.の実験から得られた TKI-addictedなWT +dox-inducible CD74-ROS1 F2075Cクロー

ンの内、最も顕著な ROS1-TKI依存的増殖を示すクローンを reconstructed F2075Cとし、こ

の細胞が前章までの研究で明らかにされた TKI addiction の性質を有しているかを検討し

た。 

ROS1-TKIである cabozantinib, crizotinib, lorlatinib が reconstructed F2075C の生存・増殖に

どのように影響するかを、cell viability assayにより検討した。DOX 未添加により F2075C

変異 CD74-ROS1 遺伝子の発現を抑制した reconstructed F2075C は、野生型 CD74-ROS1発

現細胞と同様に ROS1-TKI濃度依存的な細胞増殖抑制効果を示した。しかしその一方で、 

1 μg/mL DOX 添加によって F2075C 変異 CD74-ROS1 遺伝子が発現誘導された reconstructed 

F2075C においては、低濃度の cabozantinib, crizotinib, lorlatinib存在下において細胞の生存

および増殖が促進され、逆にこれらの ROS1-TKI非存在下では細胞増殖が著しく阻害され

る様子が観察された(図 17A-C)。ウェスタンブロットにより、DOX 添加時の reconstructed 

F2075C は ROS1-TKI非存在下において時間依存的な CD74-ROS1 の過剰な発現および活性

化を示し、caspase-8 依存的なアポトーシスが誘導されることが観察された。そして、   

10 nM cabozantinib処理後 24 時間後には過剰な ROS1 シグナルは部分的に抑制され、同時

に caspase-8依存的なアポトーシス誘導も抑制されることを観察した(図 17D)。 

Cabozantinib 0（未処理）、1、10、100nM処理における reconstructed F2075C (DOX 未処理

/1 μg/mL処理)の経時的な増殖活性を観察したところ、DOX 未添加の reconstructed F2075C

では cabozantinib処理濃度に依存して細胞の増殖活性が抑制されるが、1 μg/mL DOX添加

の reconstructed F2075Cは 10 nM cabozantinib処理された条件において細胞の増殖が促進さ

れるが、cabozantinib 0 (未処理)、1、100 nM処理では細胞の増殖活性が著しく抑制されて

いることが明らかとなった(図 18)。 

1 μg/mL DOX 添加によって CD74-ROS1 F2075C が発現された reconstructed F2075C を  

10 nM cabozantinib存在下で 7日間培養して十分馴化した後、1 μg/mL DOX存在下で

cabozantinibを 48時間除去した細胞と DOX 非存在下で cabozantinibを 48時間除去した細

胞とをフローサイトメトリーを用いたアポトーシスアッセイによって評価した。DOXおよ

び cabozantinibが添加されていない reconstructed F2075Cのアポトーシス誘導はほとんど観

察されないが、DOX 添加の上 cabozantinib非存在下で培養された reconstructed F2075Cにお

いてはアポトーシスの誘導が観察された(図 19)。 
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図 17. Reconstructed F2075Cの各種 ROS1-TKI処理に伴う生存細胞数および細胞生存

シグナル伝達機構 

(A) cabozantinib, (B ) crizotinib, (C) lorlatinib 処理下における各細胞の生存率を CellTiter-

Glo によって測定した。縦軸（Luminescence）は発光量に依存した生存細胞数を示す。

(D) DOX未添加/添加処理における reconstructed F2075Cの cabozantinib有無による

ROS1シグナル強度とアポトーシス誘導機構をウェスタンブロットにより解析した。

DOX(+)のサンプルはあらかじめ 24 hの 1 μg/mL DOX 前処理を施した。 
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図 18. Reconstructed F2075Cの cabozantinib存在下における増殖活性 

(A) DOX未処理および(B) 1 μg/mL DOX 添加時 Reconstructed F2075C の cabozantinib 各濃度処

理下における増殖活性を CellTiter-Glo によって測定した。縦軸（Relative cell number）は 0時

間での細胞生存数（CellTiter-Glo による発光強度）を基準とした各時間での相対細胞生存数を

示す。 

*p<0.05 (0 nM/10 nM間)は t検定により算出した。 
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図 19. DOX誘導性 CD74-ROS1 F2075C発現によるアポトーシスの制御 

1 μg/mL DOX 添加によって CD74-ROS1 F2075C 発現を誘導した reconstructed F2075Cを

10 nM cabozantinib存在下で 7日間培養 (左)し、1 μg/mL DOX存在下で cabozantinib を

48時間除去 (右上)および DOX 非存在下で cabozantinib を 48時間除去 (右下)した

Reconstructed F2075C のアポトーシス細胞群をフローサイトメトリーによって測定し

た。Alexa Fluor 488 Annexin-V/Dead Cell Apoptosis Kit によって細胞を Annexin-V および

Propidium Iodide (PI)で染色した。アポトーシス陽性細胞群の比率を赤字で示した。 
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3-4. 考察 

 以上の実験により、TKI addiction の性質を有する変異型 CD74-ROS1 発現 Ba/F3 細胞の

樹立に成功した。野生型 CD74-ROS1 を恒常的に発現している状態から DOX添加を条件と

した変異型 CD74-ROS1 F2075C の発現制御を行うことで、細胞内の ROS1シグナル強度を

制御することができ、1 μg/mL DOX添加による F2075C変異型 CD74-ROS1 過剰発現をトリ

ガーとした過剰な ROS1シグナルによるアポトーシス誘導を観察することができた。この

ようなアポトーシス誘導は低濃度 ROS1-TKI処理によって抑制することが可能であり、そ

の点も ENU mutagenesisで得られた TKI-addicted な CD74-ROS1 変異細胞と同様であった。

その一方で、DOX添加時の reconstructed F2075Cは cabozantinib処理によってリン酸化

CD74-ROS1 たんぱく質のみならず、CD74-ROS1タンパク質全体の量が減少することを観

察した。これは、DOX添加によって F2075C 変異型 CD74-ROS1 タンパク質が細胞内に蓄

積することにより、タンパク質分解に関わるシグナル伝達経路が活性化されたものと推察

される。図 17Dの結果より、cabozantinib非存在下においては、タンパク質分解系と同様

に PI3K/AKT/mTORシグナル伝達経路等のタンパク質合成シグナルも活性化されているた

め、CD74-ROS1 タンパク質の顕著な減少は認められなかったと考えられる。その一方で

10 nM cabozantinib存在下においては、ROS1のリン酸化が抑制されて ROS1シグナルが抑

制されることでタンパク質合成シグナルもやや抑制されている上、分解速度も亢進してい

るため、タンパク質の合成と分解の均衡が崩れ、CD74-ROS1タンパク質の減少が観察され

たものと思われる。この cabozantinib処理の有無による CD74-ROS1タンパク質分解速度の

差異は第二章図 11で示した結果と一致している。 

 また、WT +dox-inducible CD74-ROS1 WT においては、TKI-addictedなクローンが得られ

なかった点も興味深い。この結果は、アポトーシスを誘導するほど強力な ROS1シグナル

は単純な CD74-ROS1の発現量のみならず、第一章で示したような活性化変異と思われる

変異型 CD74-ROS1 由来の過剰な ROS1 シグナルも必要であることを示唆している。 

 他のグループでは、未分化大細胞型リンパ腫(ALCL; anaplastic large cell lymphoma)細胞株

において、細胞質内の野生型 NPM-ALKが遺伝子増幅を介して蓄積することにより過剰な

ALKシグナルが発生し、細胞死が誘導されるという報告がなされている[52]。それとは異

なり、本研究では活性化変異と思われる遺伝子変異も過剰なチロシンキナーゼシグナルを

発生させることを示した。また、今回用いた DOX誘導性ベクターを利用することで、

ROS1融合遺伝子陽性細胞株(HCC78等)や ROS1陽性肺がん患者の臨床検体由来細胞株か

ら TKI-addictedな細胞株の樹立が期待できる。この DOX誘導性ベクターは DOX添加量に

依存した遺伝子発現が可能とされている[53]。この特性を利用し、再構築された臨床検体

由来の TKI-addictedな細胞株の増殖にとって最適なチロシンキナーゼシグナル量の閾値を

定量的に求めることができれば、より臨床的意義に富む知見が得られるだろう。 
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第四章 網羅的シグナル解析手法による TKI addiction制御因子の探索 

 

4-1. 目的 

 前章までの結果から、TKI-addictedな CD74-ROS1変異細胞は野生型 CD74-ROS1 細胞と

は異なるシグナル伝達経路を介することによってアポトーシスを誘導していることが予想

された。ROS1-TKI除去時に TKI-addictedな F2004Vおよび F2075C 変異細胞内で活性化し

ているシグナル伝達経路を探索するため、cDNAマイクロアレイを用いた遺伝子発現解析

や質量分析計を用いたリン酸化プロテオミクス(リン酸化プロテオーム解析)を実施し、遺

伝子発現レベルおよびリン酸化による翻訳後修飾レベルでの網羅的シグナル解析を行っ

た。その結果によって推定された ROS1基質候補およびアポトーシス誘導因子と思われる

タンパク質に対してウェスタンブロットや in vitro kinase assayを実施し、TKI addiction 制御

因子の同定を試みた。 

 

4-2. 材料と方法 

4-2-1. 細胞培養 

いずれの細胞も 37°C, CO2 5% インキュベータ内で培養した。使用培地は第一章および第

二章と同様である。 

・CD74-ROS1発現 Ba/F3 細胞(野生型, F2004V および F2075C 変異型) 

 

4-2-2. 使用薬剤 

使用薬剤は以下のとおりである。溶媒は前章までと同一である。 

Cabozantinib 

 

4-2-3. cDNAマイクロアレイ 

  RNA 抽出、cDNA合成は第二章で行った方法と同様である。cDNA マイクロアレイは

Medical & Biological Laboratries社へ委託した。マイクロアレイチップは SurePrint G3 Mouse 

Gene Expression 8×60K Microarray Kit <G4852A> (Agilent Technologies)を使用した。得られた

マイクロアレイデータは GeneSpring GX (Agilent Technologies)によって以下の条件で処理さ

れ、その後の解析に使用した。 

チップ間補正(Normalization): Percentile=75 

 ベースライン補正: Baseline to median of all sample 

 Fold change cut-off: 1.0→GSEA に使用 / 2.0→IPAに使用 
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4-2-4. GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) 

 4-2-3によって得られたデータ(詳細は 4-3-1に記述)を GSEA に供した[54]。Molecular 

Signature Database (MSigDB)が公開している遺伝子セットのうち、Hallmark signatureを選択

した。GSEAに供した遺伝子発現変動データのうち、特定の遺伝子セットに登録されてい

る遺伝子が多いほど enrich され、NES (Normalized Enrichment Score)が上昇する。 

 

4-2-5. IPA (Ingenuity Pathway Analysis) 

 4-2-3によって得られたデータ(詳細は 4-3-1に記述)を IPA (www.ingenuity.com)に供した。

IPAの canonical pathway analysis を実施し、統計学的に有意な活性化を示したシグナル伝達

経路を探索した。 

 

4-2-6. リン酸化プロテオ－ム解析 

 リン酸化プロテオーム解析に供する細胞を回収し、Adachi. J.らが実施した方法に従って

トリプシン消化、IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography) 法によるリン酸化ペプ

チド濃縮を行った[55]。濃縮されたリン酸化ペプチドはそれぞれのサンプルについて異な

る種類の Tandem Mass Tag (TMT, Thermo Fishcer Scientific)で標識した。標識方法は製造元提

供のプロトコールに従ったが、プロトコール記載の 1/10量を使用した。TMT 標識された

サンプルを 1つに混和し、トリフルオロ酢酸(和光純薬工業)で酸性化した。その後、サン

プルをオクタデシル-カチオン交換 StageTip (C18-SCX StageTip)[56], [57]に通液し、リン酸

化ペプチドのトラップと脱塩処理を行った。Adachi. J.らが実施した方法に従って StageTip

に 7種類の bufferをそれぞれ通液し、酸性度と塩濃度によって 7種類の画分に抽出した

[55]。遠心濃縮機によって 7 種類の画分の溶媒を除去し、20%トリフルオロ酢酸/2%アセト

ニトリル(HPLC グレード)水溶液(HPLC グレード)に再溶解し、高速液体クロマトグラフ-タ

ンデム質量分析計(LC/MS/MS)に供し、以下の条件で分析した。 

 使用 LC: UltiMate 3000 Nano LC system (Thermo Fisher Scientific) 

 使用MS: Q Exactive Plus mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific) 

  使用カラム: 国立研究開発法人 医薬基盤・健康・栄養研究所 プロテオームリサーチ

プロジェクトが作製した。Reverse-phase material ReproSil-Pur C18-AQ, 1.9 μm resin (Dr. 

Maisch, Ammerbuch-Entringen, ドイツ) をフューズドシリカカラム (カラム長 300 mm × 内

径 75 μm) に 60°Cにて封入した。 

移動相 A: 0.1%トリフルオロ酢酸/2%アセトニトリル(HPLC グレード: 関東化学)水溶液

(HPLC グレード精製水: 関東化学) 

移動相 B: 0.1%トリフルオロ酢酸/90%アセトニトリル(HPLC グレード)水溶液(HPLC グレ

ード精製水) 

  流速: 280 nL/min 
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  グラジエント条件:  A:B = 95:5 → A:B = 70:30 (85 min.) 

 得られたMS生データは MaxQuant software ver. 1.5.1.2 (Andromeda)を用いてピークの検

出、同定および定量を行った[58]。リン酸化ペプチド同定において、参照データベースと

して UniProt human database 内のヒト ROS1 データを UniProt mouse databaseに統合して使

用した。 

 MaxQuantにより処理したリン酸化プロテオミクスデータは Perseus software ver. 1.5.0.15 

(Andromeda)を用いて解析した(詳細は 4-3-2に記述)(図 20)。なお、サンプル調製およびデ

ータ解析は私が実施し、LC/MS/MS分析は国立研究開発法人 医薬基盤・健康・栄養研究

所 プロテオームリサーチプロジェクトに実施していただいた。 

 

4-2-7. 免疫沈降法 

細胞のペレットを回収し、IP 用 lysis buffer*12に懸濁した。懸濁液を 4°C, 16,000 g, 15 min.

で遠心分離し、上清を回収し、lysateとした。Lysate は 2-2-3に示した方法と同様に BCA 

protein assay により定量し、同一タンパク濃度となるように IP 用 lysis bufferにて希釈し

た。その後、適当な抗体*13 (negative controlとして mouse IgG を使用)を添加し、4°C にて 1

時間反応させ、Protein G Mag Sepharose (GE Healthcare)を添加して 4°C にて一晩中マイクロ

チューブローテーター上で攪拌した。攪拌後、IP 用 lysis bufferで 4回洗浄し、PBSで 1回

洗浄した。マグネットスタンドを用いてビーズと上清を分離し、ビーズに 2×SDS sample 

buffer (5×SDS sample bufferを IP 用 lysis bufferにて 2.5倍希釈)を添加し、100°C にて 5分

間加熱した。マグネットスタンドを用いて上清を回収し、ウェスタンブロットに供した。

Inputは抗体反応前の lysate とし、ウェスタンブロットに供した。 

 

*12: IP 用 lysis buffer 

20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 137 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2 (ナカライテスク), 0.2% Triton-X 

(Sigma), 10% glycerol, 1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol (和光純薬工業), PhosSTOP phosphatase 

inhibitor cocktail (Roche), Complete mini protease inhibitor cocktail (Roche), MilliQ 水 

 

*13: 使用抗体 

ROS1 (69D6) (Cell Signaling Technologies), phospho-tyrosine (4G10) (Millipore) 
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4-2-8. ウェスタンブロット 

 第二章と同様の方法で行った。本章で新たに使用した抗体やブロッキング溶液について

は表M4 に示す。 

表 M4 使用した一次抗体、二次抗体、ブロッキング溶液(第四章) 

1st Antibody 入手先 
Blocking buffer 

(TBSTで溶解) 

2nd Antibody 

(1% BSAで希釈) 

FAF1 Cell Signaling Technology 5% skim milk Rabbit 

 

4-2-9. in vitro kinase assay 

 0.5 μg ヒト FAF1 (Abcam)および 0.1μgヒト ROS1 (Carna Biosciences)を kinase buffer*14中

で 30°C, 1時間反応させた。反応後、5×SDS sample bufferを添加し、100°C にて 5分間煮

沸した。その後サンプルを Extra PAGE ONE Precast Gel 5-20%にアプライし、SDS-PAGE し

た。その後、ゲルを Coomassie brilliant blue (CBB, ナカライテスク)にて染色した。染色し

たゲルを乾燥し、イメージングプレート(Fujifilm)にて 32P 由来の放射線を感光し、

Typhoon9410 (GE Healthcare)にて autoradiographをスキャンした。画像処理は Photoshop 

software ver. 7.0を用いた。 

 

*14: kinase buffer 

20 μM Adenosine 5'-Triphosphate (ATP, Sigma), 2.5 μCi [γ-32P] ATP (Perkin Elmer), 250 mM Tris-

HCl (pH 7.6), 50 mM β-glycerophosphate (Sigma), 1 mM Na3VO4 (和光純薬工業), 100 mM 

MgCl2, Complete mini protease inhibitor cocktail, MilliQ 水 

 

4-2-10. 統計解析 

 GSEAデータにおいて、NES, NOM p-value, FDR (False Discovery Rate) q-value は GSEA 

software内で算出された。IPAデータにおいて、p-value は Fisherの正確確率検定により算

出された。リン酸化プロテオーム解析において実施した 2群間 t検定は Perseusによって行

い、n=2の分析における p-value、および Benjamini-Hochberg false difference rate (BH-FDR)を

算出した。5%-BH-FDR を、統計学的有意差を判断する際の閾値とした。 
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図 20. リン酸化プロテオミクス概略図 
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4-3. 結果 

4-3-1. cDNA マイクロアレイを用いた TKI-addictedな CD74-ROS1 変異細胞の遺伝子発現解

析 

 Cabozantinib非存在下における F2004V および F2075C変異細胞内の遺伝子発現変化を観

察するため、cDNA マイクロアレイ解析を用いた。F2004V および F2075C変異細胞の

cabozantinib除去後 0 (10 nM cabozantinib存在下で培養)、3、8時間の細胞と、対照として

野生型細胞の 100 nM cabozantinib 処理後 0（未処理）、3時間の細胞を用意し、それぞれ

mRNA抽出、cDNA合成を経た後、cDNA マイクロアレイに供した。得られたマイクロア

レイデータを GeneSpringによりデータ処理し、F2004Vおよび F2075C変異細胞において

は同細胞の 0時間サンプルを基準とした遺伝子発現変動(cabozantinib removal for 3 or 8 h/ 10 

nM cabozantinib)をデータとして用い、野生型細胞においても 0時間サンプルとの遺伝子発

現変動(100 nM cabozantinib treated for 1 h / untreated)をデータとして用いた。これらのデー

タを GSEA および IPAにて解析した。 

 すべての遺伝子発現変動データを元に GSEAを行った(表 1, 2, 3)。その結果、

cabozantinib除去後 8時間の F2004V と cabozantinib除去後 3時間の F2075Cは ROS1 シグナ

ルの下流増殖因子である JAK/STATシグナルや、細胞死受容体シグナル伝達経路として知

られる TNF-α (Tumor necrosis factor-α)シグナル、そしてアポトーシスシグナルに関連する

遺伝子が有意に変動していることが明らかとなった(図 21)。 

  GSEAの結果を受けて、cabozantinib除去後 8時間の F2004Vと cabozantinib 除去後 3時

間の F2075C のデータ内における 2倍以上の発現変動を示す遺伝子データを抽出し、IPA

を行った。IPA による解析においても両者で大きく変動する遺伝子群は類似しており、

JAK/STATシグナル伝達経路や、細胞死受容体シグナル伝達経路に関する遺伝子群の統計

的有意な変動が確認された(図 22)。 
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表 1. Cabozantinib除去後 3時間および 8時間における F2004V変異細胞の 

遺伝子発現解析 (GSEA) 
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表 2. Cabozantinib除去後 3時間および 8時間における F2075C変異細胞の 

遺伝子発現解析 (GSEA) 
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表 3. 100 nM cabozantinib 3時間処理における野生型 (WT) CD74-ROS1細胞の 

遺伝子発現解析(GSEA) 
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図 21. Cabozantinib除去時の F2004Vおよび F2075C変異細胞の生存・増殖および 

細胞死関連遺伝子発現の変動 (GSEA) 

Cabozantinib 除去時の F2004V (除去後 8時間)および F2075C (除去後 3時間)変異細胞の

GSEA 結果 (表 1, 2)のうち、両者に共通する生存・増殖および細胞死関連遺伝子セッ

トの解析結果を示す。 
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図 22. Cabozantinib除去時の F2004Vおよび F2075C変異細胞の生存・増殖および細胞

死関連遺伝子発現の変動 (IPA) 

(A) Cabozantinib 除去時の F2004V 変異細胞(除去後 8時間)の IPA 解析結果。棒グラフ

はｐ値の-log10換算した値を示し、折れ線グラフは canonical pathwayに登録されてい

る遺伝子中の割合を示す。両者に共通する pathwayのグラフを黄色に示す。 
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図 22. Cabozantinib除去時の F2004Vおよび F2075C変異細胞の生存・増殖および細胞

死関連遺伝子発現の変動 (IPA)（続き） 

(B) Cabozantinib除去時の F2075C 変異細胞(除去後 3時間)の IPA 解析結果。 
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4-3-2. リン酸化プロテオミクスを用いた TKI-addicted な CD74-ROS1変異細胞のリン酸化タ

ンパク質解析 

 TKI-addictedな CD74-ROS1 変異細胞において ROS1-TKI除去による過剰な ROS1シグナ

ルが、野生型 CD74-ROS1発現細胞内の ROS1シグナルよりも多くのタンパク質をリン酸

化し、アポトーシス誘導を促すシグナル伝達経路を活性化することは十分に考えられる。

過剰な ROS1 シグナルがどのようなタンパク質をリン酸化しているのかを網羅的に解析す

るため、リン酸化プロテオミクスを実施した。 

 F2004V および F2075C変異細胞の cabozantinib除去後 0 (10 nM cabozantinib存在下で培

養)、1、3時間の細胞と、対照として野生型細胞の 100 nM cabozantinib処理後 0（未処

理）、1 時間の細胞を用意し、それぞれリン酸化プロテオーム解析に供した。得られたリン

酸化プロテオミクスデータを Perseus (Andromeda)によりデータ処理し、F2004Vおよび

F2075C 変異細胞においては同細胞の 0時間サンプルを基準としたリン酸化ペプチド変化

(cabozantinib removal for 1 or 8 h/10 nM cabozantinib；それぞれ log2 fold changeで示す。) を

データとして用いた。一方、過剰な ROS1 シグナルによって生成されるリン酸化タンパク

質と ROS1-TKIによって減少するリン酸化タンパク質を比較するため、野生型細胞におい

ては cabozantinib 1時間処理サンプルを基準とした cabozantinib 未処理サンプルのリン酸化

ペプチド変化 (untreated/100 nM cabozantinib; log2 fold change で示す。) をデータとして用

いた。 

  リン酸化プロテオーム解析の結果、いずれのサンプルにおいても約 4000種類のリン酸

化ペプチドが検出され、リン酸化セリン(pS)、リン酸化スレオニン(pT)、リン酸化チロシ

ン(pY) ペプチドの比率はほぼ同一であった(表 4)。しかしながら、cabozantinib 除去後 8時

間における F2004V および F2075C 変異細胞内の統計的有意な増加(>平均+2SD)が認められ

た pY ペプチドは、全リン酸化ペプチド中、半数近く(F2004V; 55.6％, F2075C; 49.7％) を占

めており、大量のチロシンリン酸化タンパク質の生成が示唆された(表 5、図 23)。 

  これらのリン酸化プロテオミクスデータを用いて統計的に有意な減少もしくは増加を示

すリン酸化ペプチドを同定するため、2群間 t検定に基づいた volcano plotを作成した。こ

の解析において、F2004Vのリン酸化ペプチド変動 (cabozantinib removal/10 nM 

cabozantinib) または F2075C のリン酸化ペプチド変動 (cabozantinib removal/10 nM 

cabozantinib) と、 野生型細胞のリン酸化ペプチド変動 (untreated/100 nM cabozantinib) 間

の 2群間 t検定を行った。Cabozantinib除去後 8時間において、F2004Vおよび F2075C 変

異細胞内のリン酸化ペプチドは野生型細胞に比べ、統計的有意な差をもって変動している

ことが明らかとなった(図 24)。これらの統計的有意な変動を示したリン酸化ペプチドは

F2004V 変異細胞から 52種類、F2075C 変異細胞から 54種類検出された。それらの中から

両者の変異細胞に共通する 31種類のリン酸化ペプチドに由来するタンパク質 30種類を、

過剰な ROS1 シグナルによってリン酸化される新規 ROS1 基質候補とした。それらの中に

は、自己リン酸化によって増加したと思われる ROS1 をはじめ、ESYT1 (extended 
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synaptoagmin 1) [59]や PTPN6 (protein-tyrosine phosphatase SHP-1)[60]といった ROS1の基質

として報告されているタンパク質由来ペプチドや、STAT5A (signal transducer and activator of 

transcription 5A)や SYK (spleen associated tyrosine kinase)などのチロシンキナーゼの下流シグ

ナル伝達経路に関わるタンパク質に由来するリン酸化ペプチドが該当した。その一方で、

CYCS (cytochrome c)や FAF1 (Fas associated factor 1) などのアポトーシス誘導因子のリン酸

化ペプチドも検出された。そのほかにも VIM (vimentin) の Tyr61 リン酸化ペプチドが検出

されたが、このチロシンリン酸化 vimentinはチロシンキナーゼの活性化により生成される

ことが多数報告されている (http://www.phosphosite.org) (表 6)。 
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表 4. リン酸化プロテオミクスにおける検出された pS, pT, pY部位数および割合 

表 5. リン酸化プロテオミクスにおける減少 (<平均 - 2SD)および増加 (>平均 + 2SD)

を示した pS, pT, pY部位数および割合 
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図 23. リン酸化プロテオミクスによる各サンプル中のチロシンリン酸化ペプチド分布 

リン酸化プロテオミクスによる各サンプル中の全リン酸化ペプチドの分布をヒストグ

ラムの青いビンに示し、チロシンリン酸化ペプチドの分布をヒストグラムのオレンジ

色のビンに示す。 
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図 24. 過剰な ROS1シグナルによってリン酸化されたリン酸化タンパク質の同定 

(A, B) Volcano plot。cabozantinib 除去後 1時間 (左)および 8時間 (右)における F2004 

(A)および F2075C (B)変異細胞と 100 nM cabozantinib1 時間処理した野生型細胞とのリ

ン酸化ペプチド検出比 (横軸、log2換算)、および n=2測定における p値(縦軸、-

log10換算)を示す。5%- BH-FDR を閾値とし、閾値を超えた発現変動を示したリン酸

化ペプチドを赤色のプロットで示す。プロット中の番号は表 6と対応する。 
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表 6. 過剰な ROS1シグナルによってチロシンリン酸化されるタンパク質 
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4-3-3. 新規 ROS1基質候補 FAF1 の解析 

  4-3-2の結果より、アポトーシス関連因子である FAF1 に注目した。FAF1が ROS1 によ

ってリン酸化されるか確認するため、抗 ROS1抗体を用いた免疫沈降法により、F2004V お

よび F2075C変異細胞内の FAF1/ROS1 相互作用を観察した。F2004V および F207C 変異細

胞において、ROS1タンパク質の発現量に依存して FAF1 が ROS1と相互作用していること

を確認した(図 25A)。また、抗 pY抗体を用いた免疫沈降法により、同条件の F2004V およ

び F2075C 変異細胞内の FAF1 はチロシンリン酸化されていることが明らかとなった(図

25B)。ヒト ROS1 およびヒト FAF1 リコンビナントタンパク質を用いた in vitro kinase assay

の結果によって、FAF1 が ROS1 によって直接チロシンリン酸化されることが明らかとなっ

た(図 26)。 
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図 25. ROS1キナーゼによる FAF1のチロシンリン酸化 (免疫沈降法) 

(A, B) 野生型 (WT)細胞、F2004V および F2075C変異細胞をそれぞれ図中に示したタ

ンパク質認識抗体を用いた免疫沈降法を行った後、ウェスタンブロットにより解析し

た。IgG (mouse)はネガティブコントロールとして使用した。 
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図 26. ROS1キナーゼによる FAF1のチロシンリン酸化 (in vitro kinase assay) 

ヒト ROS1およびヒト FAF1 のリコンビナントタンパク質を[γ-32P]ATP と共にキナー

ゼ反応 (30°C, 1 h)した後、SDS-PAGEを行い、CBB 染色した (右)。左図は CBB染色

したゲル内の
32

P 由来の β 線をイメージングプレートに露光し、スキャンしたオート

ラジオグラフ (左)。 
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4-4. 考察 

cDNA マイクロアレイによる遺伝子発現解析の結果より、ROS1-TKI除去 8時間後の

F2004V 変異細胞と ROS1-TKI除去 3時間後の F2075C 変異細胞において、生存・増殖に関

わる遺伝子の変動とともに、アポトーシス誘導に関わる遺伝子が大きく変動していること

が明らかになった。GSEA および IPA の結果から、ROS1-TKI除去後の F2004Vおよび

F2075C 変異細胞は TNF-αなどの細胞死受容体シグナル伝達経路が活性化し、アポトーシ

ス誘導による細胞死を生じていることが示唆された。細胞死受容体シグナル伝達経路は

TNF-αや Fasなどの受容体を介し、複数のアダプタータンパク質と複合体を形成し、

caspase-8活性化やミトコンドリアを介したアポトーシスを誘導する[61]。第二章で示した

ウェスタンブロットによるタンパク質解析の結果から、本研究で用いている TKI-addicted

な ROS1 変異細胞は、過剰な ROS1シグナルによって caspase-8依存的なアポトーシスの誘

導が確認されている。したがって、過剰な ROS1シグナルが細胞死受容体シグナル伝達経

路を活性化し、caspase-8依存的なアポトーシスを誘導していることが示唆された。 

 リン酸化プロテオミクスによる網羅的なリン酸化タンパク質解析の結果から、過剰な

ROS1シグナルにより、野生型 CD74-ROS1陽性細胞よりも多くのタンパク質がチロシンリ

ン酸化され、それらの中で生存・増殖に関わるタンパク質およびアポトーシスに関わるタ

ンパク質のリン酸化体の過剰な生成が確認された。本解析によって見出された 30種類の

ROS1基質候補タンパク質の中では、cytochrome cおよび FAF1 がアポトーシス関連因子と

して知られている。今回の解析によって同定された cytochrome cのリン酸化部位は Tyr98 

(表 6)であるが、過去の報告により、この箇所のチロシンリン酸化は結晶構造上の安定性を

低下させる機能を有するものの、下流のカスパーゼである caspase-9の活性には大きな変化

を生じないことが明らかにされている[62]。したがってもう一方の候補タンパク質である

FAF1 に注目し、さらなる解析を行った。 

 免疫沈降法や in vitro kinase assayによる解析の結果、F2004Vおよび F2075C 変異細胞で

は、ROS1-TKI除去によって過剰な ROS1シグナルを生じている条件において、FAF1 が

ROS1と相互作用し、チロシンリン酸化される様子が観察された。また、FAF1 が ROS1キ

ナーゼによって直接的にチロシンリン酸化されることが明らかとなった。FAF1 は Fas受容

体との DISC (death-inducing signaling complex)や TNF受容体との Complex Ⅱの構成成分の

一つとして知られており、アポトーシス誘導効果の増強に寄与する[63]–[65](図 27)。臨床

研究により、胃がん患者の半数(58 人中 29人)で FAF1 の発現低下が生じ、子宮頸がん患者

の 30％(20人中 6人)で遺伝子欠損しているという報告がある[66], [67]。さらに、Oncomine

データベースより、肺腺がん患者においても FAF1 遺伝子の発現低下が確認される(図

28)。これらの FAF1 の臨床的背景からも、複数のがん腫において FAF1 の発現低下ががん

のアポトーシス抵抗性の獲得に関与していることが示唆される。また、細胞死受容体シグ

ナル伝達経路に関わる因子の内、FAF1 以外にも TRAIL (TNF super family 10)のおとり受容

体が様々ながん腫において高発現することによって、TRAIL誘導性の capase-8 依存的アポ
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トーシスに抵抗性を示すことが知られている[68]。さらに、肺がん細胞株の多くで caspase-

8 のプロモーター領域メチル化による発現低下を介したアポトーシス耐性も報告されてい

る[69]。以上のことからも、caspase-8依存的なアポトーシスに対し抵抗性を示すようなが

ん細胞は多く見出されており、FAF1 やその他の caspase-8依存性アポトーシス関連因子が

がんのバイオマーカーや治療標的として有望であると期待できる。 

 現在までヒト FAF1 は Tyr225, Ser289, Ser291部位(マウス FAF1: Tyr224, Ser288, Ser290 部

位に相当)がリン酸化を受けることが報告されている(www.phosphosite.org)。アポトーシス

誘導効果増強の他にも、CK2 (casein kinase 2)や aurora-A によって Ser289および Ser291が

リン酸化されることで、CK2による細胞周期促進やアポトーシス制御や、ユビキチン-プロ

テアソーム系タンパク質分解機構を介した aurora-A のフィードバックループ形成に関与し

ている[70], [71]。ALK融合タンパク質 NPM-ALKにより、FAF1-Tyr225がリン酸化される

という報告がなされているものの、その生理学的機能はいまだ明らかにされていない

[72]。本研究において、FAF1 が CD74-ROS1の基質であることが世界で初めて明らかにさ

れ、過剰なチロシンキナーゼシグナルが FAF1 のチロシンリン酸化を介してアポトーシス

を誘導している可能性が示唆された。しかしながら、本研究のリン酸化プロテオーム解析

によって見出されたリン酸化部位であるマウス FAF1 Tyr224を含んだ、caspase-8らと複合

体を形成するドメイン(DEDID ドメイン[73])内のすべてのチロシン残基をフェニルアラニ

ン残基に置換した FAF1 変異体を F2004Vや F2075C 変異細胞に過剰発現させて cell 

viability assayによる検討を行ったが、ROS1-TKI除去による細胞死を回避する様子は観察

できなかった。したがって、過剰なチロシンキナーゼシグナルは FAF1 のみならず、今回

の網羅的シグナル解析では見出しきれなかった他のアポトーシス誘導因子をも活性化し、

細胞死を生じていることが考えられる。今後 FAF1 や FAF1 と相互作用する他のタンパク

質に対する機能解析をより深く実施することで、未だ明らかになっていない FAF1 のがん

の生存や死に関わる生理学的機能が明らかになるだろう。 
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図 27. FAF1が関与するアポトーシス誘導機構 
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図 28. 肺腺がん患者の FAF1発現レベル 

TCGA データベース内の肺がん患者の FAF1 発現レベル (Oncomineより抜粋)。 

肺腺がん患者のデータを赤枠で示す。 
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第五章 TKI addictionに関わる細胞内シグナル伝達経路の探索 

 

5-1. 目的 

 前章までの研究により、ROS1 キナーゼドメイン内の変異に依存した過剰な ROS1 シグ

ナルの活性化はアポトーシス誘導シグナルを活性化し、細胞死を誘導することが示唆され

た。所属研究室により、F2004V および F2075C 変異細胞に対し化学療法基盤支援活動より

提供された薬剤ライブラリを用いたスクリーニングが実施された。本スクリーニングで得

られたデータを元に、ROS1 シグナル以外の因子を阻害することで F2004Vもしくは

F2075C 変異細胞の細胞死を抑制することのできる薬剤を同定した。本データによって推定

された TKI addictionに関わる細胞内シグナル伝達経路の詳細な解析を目的として、

F2004V、F2075C 変異細胞および reconstructed-F2075Cに対して cell viability assayおよびウ

ェスタンブロットを実施した。 

 

5-2. 材料と方法 

5-2-1. 細胞培養 

いずれの細胞も 37°C, CO2 5% インキュベータ内で培養した。使用培地は前章までと同様

である。 

・CD74-ROS1発現 Ba/F3 細胞(野生型, F2004V および F2075C 変異型) 

・Reconstructed F2075C 

 

5-2-2. 使用薬剤 

 薬剤スクリーニングは化学療法基盤支援活動より提供された標準阻害剤キット(kit-1, 3, 

4)に ASP3026 (ChemieTek), TAE684, AEW541 (ActiveBiochem), AP26113-analog 

(Biochempartner), cabozantinib, foretinib, ponatinib (Selleck), afatinib (BIBW2992, ChemieTek), 

E7080 (Selleck), motesanib (ChemieTek), CEP701 (Calbiochem) , nintedanib (Selleck) を加え、

総数 282化合物のライブラリを構築した。 

  その他の実験における使用薬剤は以下のとおりである。上記および前章までに使用し

た薬剤に関して、溶媒の記載は省略する。 

Cabozantinib, ceritinib (LDK378, ActiveBiochem), foretinib (AdooQ), brigatinib (Sellek), TAE684 

(ChemieTek), ponatinib, radicicol (Cayman Chemical), 17-N-Allylamino-17-

demethoxygeldanamycin (17-AAG, LC Laboratories), SB202190 (Cell Signaling Technologies), 

SB239063 (Sigma), trametinib (GSK1120212, ActiveBiochem), GDC-0941 (LC Laboratories) 

AP26113-analog および brigatinibは ethanol (和光純薬工業)に溶解して使用した。他の薬剤

は DMSO に溶解して使用した。 
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5-2-3. 薬剤スクリーニング 

Katayama R. らが実施した方法に従った[41]。野生型 CD74-ROS1 発現 Ba/F3 細胞、F2004V

および F2075C 変異細胞を 2000 cells/well/120µL D-10 で 96 well black plateにそれぞれ 3連で

播種した。10, 100 nM, 1, 3 μMに調製した薬剤ライブラリを 40 μL添加した。これらの 96 

well black plate を 37°C, CO2 5% インキュベータ内に 72 時間静置した。72 時間経過後、

CellTiter-Glo 溶液を 40µL/well 添加し、室温にて 10 分間振とうした後、Centro LB 941 

microplate luminometerで発光量を測定した。DMSO処理したwellをコントロールに設定し、

各薬剤における相対細胞生存率を求めた。 

 

5-2-4. Cell viability assay 

 第一章と同様の方法で行った。 

 

5-2-5. ウェスタンブロット 

第二章と同様の方法で行った。本章で新たに使用した抗体やブロッキング溶液について

は表M5に示す。 

 

表 M5 使用した一次抗体、二次抗体、ブロッキング溶液(第五章) 

1st Antibody 入手先 
Blocking buffer 

(TBSTで溶解) 

2nd Antibody 

(1% BSAで希釈) 

pAKT (D9E) Cell Signaling Technology 2% BSA Rabbit 

AKT (C67E7) Cell Signaling Technology 5% skim milk Rabbit 

p-p38 (D3F9) Cell Signaling Technology 2% BSA Rabbit 

p38 (D13E1) Cell Signaling Technology 5% skim milk Rabbit 

pMKK3 (D8E9) Cell Signaling Technology 2% BSA Rabbit 

MKK3 (D4E3) Cell Signaling Technology 5% skim milk Rabbit 

pMAPKAPK2 (27B7) Cell Signaling Technology 2% BSA Rabbit 

MAPKAPK2 (D1E11) Cell Signaling Technology 5% skim milk Rabbit 
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5-3. 結果 

5-3-1.  薬剤スクリーニングによる TKI addiction関連因子の推定 

 薬剤スクリーニングの結果(図 29)、第一章で示した cabozantinib, crizotinib, lorlatinibの他

にも、ROS1/ALK-TKIである ceritinib, foretinib, brigatinib, AP26113-analog, TAE684の低濃度

処理によっても F2004Vおよび F2075C 変異細胞のアポトーシスを抑制し、細胞の生存・

増殖活性を維持していることが認められた(図 30)。また、慢性骨髄性白血病等で使用され

る multi-target TKIである ponatinibも同様の生存・増殖活性維持効果が認められた(図 31)。 

  TKI以外にも、radicicolや 17-AAG などの Hsp90阻害剤が F2004V、F2075C 変異細胞お

よび reconstructed-F2075C のアポトーシス誘導を部分的に抑制した(図 32-34)。 

 また、F2075 変異細胞および reconstructed-F2075C においてのみ、p38 (mitogen-activated 

protein kinase 14)阻害剤である SB202190 や SB239063 を処理することによってアポトーシ

ス誘導を部分的に抑制することが認められた(図 35, 36)。 

  過去の報告より、BRAFや EGFR の過剰な driver oncogeneシグナルがMEK/ERKシグナ

ル伝達経路の過剰活性化を引き起こし、細胞死や細胞老化を誘導することが示唆されると

いう知見がある[74], [75]。本研究においても、過剰な ROS1シグナルによって MEK/ERK

シグナルや JAK/STAT シグナルの活性化がウェスタンブロットや cDNAマイクロアレイに

よって確認され、CHXを用いた CD74-ROS1 タンパク質分解速度の観察から、

PI3K/AKT/mTOR シグナル伝達経路活性化によるタンパク質合成促進が示唆された。その

ため、F2004V や F2075C変異細胞においても、それらのシグナル伝達経路を阻害する薬剤

の曝露によって細胞死を回避することが可能ではないかと予想された。しかしながら、本

研究で実施した薬剤スクリーニングの結果からはMEK阻害剤、JAK阻害剤、PI3K阻害剤

による F2004V および F2075C変異細胞の細胞死を抑制する効果は確認できなかった。そ

れらの下流生存・増殖シグナル阻害による細胞死抑制効果をより詳細に解析するため、

MEK阻害剤である trametinib や PI3K阻害剤である GDC-0941の F2004Vや F2075C 変異細

胞に対する影響をウェスタンブロットや cell viability assayによって検討したが、薬剤スク

リーニングの結果と同様に細胞死を回避できるような効果は認められなかった(図 37)。 
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図 29. 阻害剤スクリーニングによる細胞生存率変化の解析 

野生型 (WT)細胞、F2004V および F2075C 変異細胞に各種阻害剤を処理し、72時間

後に CellTiter-Glo による cell viability assayを行った結果をヒートマップで示す

(representative)。DMSO 処理 (ネガティブコントロール)と比較して細胞生存率が増加

するほど濃い緑色で示し、減少するほど濃い赤色で示す。 
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図 30. 野生型(WT)および TKI-addictedな変異細胞(F2004V, F2075C)の ROS1/ALK-

TKI (ceritinib, foretinib, brigatinib, TAE684)処理に伴う生存細胞数 

(A) ceritinib, (B) foretinib, (C) brigatinib, (D) TAE684, (E) ponatinib処理下における各細胞

の生存率を CellTiter-Glo によって測定した。薬剤未処理の細胞数を 1とした相対細胞

数を縦軸 (Relative cell number)に示す。 
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図 31. 野生型(WT)および TKI-addictedな変異細胞(F2004V, F2075C) の multi-target 

TKI (ponatinib)処理に伴う生存細胞数および細胞生存シグナル伝達機構 

(A) ponatinib処理下における各細胞の生存率を CellTiter-Glo によって測定した。薬剤未

処理の細胞数を 1とした相対細胞数を縦軸 (Relative cell number)に示す。 

 (B, C) 野生型 CD74-ROS1 細胞 (B)、F2004V および F2075C 変異細胞 (C)の各濃度で

の ponatinib 処理サンプルをウェスタンブロットにより解析した。 
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図 32. 野生型(WT)および TKI-addictedな変異細胞(F2004V, F2075C)の Hsp90 阻害剤 

(radicicol, 17-AAG)処理に伴う生存細胞数  

(A) radicicol, (B) 17-AAG処理下における各細胞の生存率を CellTiter-Glo によって測定

した。薬剤未処理の細胞数を 1とした相対細胞数を縦軸 (Relative cell number)に示す。 
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図 33. 野生型(WT)および TKI-addictedな変異細胞(F2004V, F2075C)の Hsp90 阻害剤 

(radicicol, 17-AAG)処理に伴う細胞生存シグナル伝達機構  

(A, B) F2004V および F2075C 変異細胞、(C) 野生型 CD74-ROS1 細胞 の各濃度での

radicicol/17-AAG 処理サンプルをウェスタンブロットにより解析した。 
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図 34. Reconstructed-F2075Cの DOX有無による Hsp90阻害剤 (radicicol, 17-AAG)処

理に伴う生存細胞数 

(A) radicicol, (B) 17-AAG処理下における reconstructed-F2075C の DOX未添加および 1 

μg/mL添加での生存率を CellTiter-Glo によって測定した。薬剤未処理の細胞数を 1と

した相対細胞数を縦軸 (Relative cell number)に示す。 
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図 35. 野生型(WT)および F2075C変異細胞の p38阻害剤 (SB202190, SB239063)処理

に伴う生存細胞数および細胞生存シグナル伝達機構 

(A, B) SB202190 (A), SB239063 (B)処理下における各細胞の生存率を CellTiter-Glo によ

って測定した。薬剤未処理の細胞数を 1とした相対細胞数を縦軸 (Relative cell  

number)に示す。 

 (C), (D) 野生型 CD74-ROS1 細胞および F2075C変異細胞の各濃度での SB202190 (C), 

SB239063 (D)処理サンプルをウェスタンブロットにより解析した。 
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図 36. Reconstructed-F2075Cの DOX有無による p38 阻害剤 (SB202190, SB239063)処理

に伴う生存細胞数および細胞生存シグナル伝達経路 

(A) SB202190, (B) SB239063 処理下における reconstructed-F2075C の DOX 未添加および

1 μg/mL添加での生存率を CellTiter-Glo によって測定した。薬剤未処理の細胞数を 1と

した相対細胞数を縦軸 (Relative cell number)に示す。 

 (C) DOX有無における cabozantinibもしくは SB202190 処理による reconstructed-

F2075C をウェスタンブロットにより解析した (データの一部は図 17D と同一)。 

DOX(+)のサンプルはあらかじめ 24 hの 1 μg/mL DOX 前処理を施した。 
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図 37. 野生型(WT)および F2075C変異細胞のMEK阻害剤(trametinib)および PI3K阻

害剤(GDC-0941)に対する影響 

(A) 野生型 CD74-ROS1細胞(WT)、F2004V および F2075C 変異細胞の cabozantinib 処

理/未処理における trametinib および GDC-0941に対する影響をウェスタンブロットに

より解析した。Trametinib や GDC-0941の処理時間および cabozantinibの除去時間はそ

れぞれ 24時間である。 

(B) trametinib (左), GDC-0941 (中), 30 nM trametinib存在下の GDC-0941 (右)処理下にお

ける各細胞の生存率を CellTiter-Glo によって測定した。薬剤未処理の細胞数を 1とし

た相対細胞数を縦軸 (Relative cell number)に示す。 
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5-4. 考察 

 薬剤ライブラリを用いたスクリーニング結果より、CD74-ROS1 以外にも、Hsp90や p38

が過剰な ROS1シグナルによる細胞死を部分的に抑制することが明らかとなった。 

 Hsp90はタンパク質のフォールディングや安定化を制御する分子シャペロンの一種であ

る[76]。Hsp90 と相互作用するクライアントタンパク質には EGFR[77]や EML4-ALK[11]、

SLC34A2-ROS1[78]などが知られており、それぞれ Hsp90阻害剤の投与によってがん遺伝

子シグナル伝達経路を不活性化し、細胞死が誘導される。これらの知見と本研究結果よ

り、Hsp90 阻害剤が過剰な ROS1 シグナルによって過剰に発現・活性化している ROS1 融

合タンパク質の活性を ATP 非競合的に抑制することにより、アポトーシス誘導に至るまで

の ROS1 シグナルが発生せず、TKI-addictedながん細胞は部分的に生存・増殖できると考

えられる。 

 また、F2075C変異細胞や reconstructed-F2075Cにおいて、p38や p38MAPKシグナル伝

達経路が過剰な ROS1 シグナルによって活性化されることが示唆された。P38MAPKシグ

ナル伝達経路は炎症性サイトカインや細胞内ストレス応答(紫外線刺激、DNA 損傷、酸化

ストレス等)によって活性化されるシグナル伝達経路であり、分化、オートファジー、アポ

トーシスに関与している[79]。したがって、過剰な ROS1シグナルががん細胞にとってあ

る種のストレスとしてふるまっている可能性が示唆された。また、増殖因子が RTKを介し

て p38MAPKシグナル伝達経路を活性化するという報告もある[80]。したがって、

p38MAPKシグナル伝達経路が ROS1シグナルの下流シグナルとして活性化されたという

可能性も考えられるため、RTKと p38MAPKシグナル伝達経路との関連性は今後より詳細

に解析される必要があると思われる。 

 ROS1/ALK-TKI処理における TKI-addictedな ROS1 変異細胞の細胞死抑制効果は確認で

きたものの、ROS1シグナルの下流シグナル伝達経路である MEK阻害剤や PI3K阻害剤に

よる細胞死抑制効果は認められなかった。第二章で示したウェスタンブロットによる解析

により、過剰な ROS1 シグナルによって MEK/ERKシグナル伝達経路が過剰に活性化して

いることは明らかである。しかしながら、過去に同様の薬剤依存的な増殖を示す BRAF 変

異細胞や EGFR 変異細胞が MEK/ERKシグナル伝達経路の過剰活性化により細胞死や細胞

老化を誘導するという知見[74], [75]とは異なり、今回見出された F2004Vおよび F2075C 変

異細胞は、ROS1-TKI低濃度処理によって細胞死を回避できたが、MEKや PI3K、もしく

はその両方を阻害することによっては細胞死を回避することができなかった。本研究で用

いている TKI-addictedな ROS1変異細胞において、これらの結果は過去の報告とは異なる

メカニズムで薬剤依存的な生存・増殖、そして細胞死を制御していることを示唆してい

る。すなわち、チロシンキナーゼや他の driver oncogeneの違い、もしくは薬剤耐性獲得機

構の違いなどによって、過剰なチロシンキナーゼシグナルもしくはがん遺伝子シグナルに

より引き起こされる細胞死ないし細胞老化誘導メカニズムも多岐にわたる可能性を示唆し

ている。 
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総括 

 

本研究では、ROS1-TKIに依存した生存・増殖を示す変異型ROS1融合遺伝子陽性細胞で

あるF2004VおよびF2075C変異細胞の生存・増殖および細胞死を司る二面性制御機構を分

子生物学的手法やcDNAマイクロアレイやリン酸化プロテオミクスを用いた網羅的解析手

法を用いて解析した。その研究結果において、薬剤耐性がん細胞の新たな性質を発見し、

薬剤依存的な生存・増殖を示すROS1融合遺伝子陽性がん細胞に特徴的なシグナル伝達経路

を見出した(図38)。 

 ENU mutagenesisスクリーニングにより得られた F2004V および F2075C 変異細胞は

cabozantinibをはじめ、crizotinib、lorlatinibなどの ROS-TKIの低濃度存在下においてのみ

生存・増殖活性を示し、薬剤非存在下において死滅してしまうというユニークな形態を示

していた。従来まで、がん分子標的療法における薬剤耐性がん細胞は、分子標的治療薬が

存在しても存在しなくても、ほぼ一様に生存・増殖できるという特徴を有しているものと

考えられてきた。しかしながら今回見出された 2種類の変異細胞は、分子標的治療薬が存

在しなければ生存・増殖できないという特徴を有している点で一線を画すものである。 

 そのような ROS1-TKIに依存した細胞、すなわち TKI-addictedな変異型 ROS1 融合遺伝

子陽性細胞は ROS1-TKI非存在下において過剰な ROS1シグナルの活性化を生じる。それ

に伴って下流の生存・増殖シグナルの過剰な活性化が認められるものの、caspase-8依存的

なアポトーシスも同時に観察された。また、TKI-addicted な細胞を高濃度の ROS1-TKIで

処理した場合、従来の TKI感受性がん細胞で観察されるようなミトコンドリア依存的なア

ポトーシス誘導が認められた。これらの結果は、過剰な ROS1 シグナルによる caspase-8依

存的なアポトーシスは、RTK活性遮断によって生じるミトコンドリア依存的なアポトーシ

スとは異なるメカニズムであることを示唆しており、ROS1シグナルの強度によって細胞

死の機構が異なるという点が特徴的である。この相違点が新たな治療標的となる可能性を

秘めている。 

 ENU mutagenesisスクリーニングによって得られた TKI-addictedな ROS1変異細胞は、

F2075C 変異型 CD74-ROS1 が組み込まれた DOX誘導性ベクターを野生型 CD74-ROS1発現

細胞に導入することでも、TKI-addictedな性質を再現することができた。この結果から、

今回見出された TKI-addicted な CD74-ROS1発現細胞は、過剰な CD74-ROS1発現と活性化

変異の存在により、過剰な ROS1 シグナルを発生させることが示唆された。 

 cDNAマイクロアレイ解析によって、過剰な ROS1 シグナルによって細胞死受容体に関

わるシグナル伝達経路が有意にはたらいていることが示唆された。この遺伝子発現解析デ

ータはウェスタンブロットによる解析によって明らかにされた、過剰な ROS1 シグナルに

よる caspase-8依存的なアポトーシスの誘導、という結果を裏付けるデータである。さらに

リン酸化プロテオーム解析によって、細胞死受容体シグナル伝達経路に関わるタンパク質

である FAF1 のチロシンリン酸化が確認された。今回得られた結果から、FAF1 のチロシン
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リン酸化ががん細胞の腫瘍原性やアポトーシスに関与していることが予想されるため、

FAF1 や FAF1 と相互作用する因子の機能解析が行われることで、FAF1 の生理学的機能が

明らかになると考えられる。 

 薬剤スクリーニングを用いた検討により、ROS1-TKI依存的な変異細胞は ALK/ROS1-

TKIの他にも、Hsp90阻害剤による ATP 非競合的な ROS1 キナーゼの抑制も部分的な細胞

死抑制効果を示した。また、F2075C変異細胞や reconstructed-F2075C のみで観察された結

果ではあるが、p38阻害剤によっても過剰な ROS1 シグナルによるアポトーシス誘導を部

分的に抑制できたことから、p38MAPKシグナル伝達経路の関与も示唆された。 

 今回見出された『TKI addiction』という現象は、過去に本研究と同様に薬剤耐性がん細

胞の研究過程で発見され、それぞれユニークな細胞生存・増殖および細胞死の現象を報告

している。BRAF V600E変異や EGFR エクソン 19 欠失変異によるMEK/ERKシグナル伝

達経路の過剰な活性化を介した細胞死、もしくは細胞老化の誘導[74], [75]、c-Met（MET 

proto-oncogene, receptor tyrosine kinase）コピー数増加に伴う過剰な c-Metシグナルを介した

細胞周期停止[81]、NPM-ALK の遺伝子増幅を介したアポトーシスや DNA 損傷応答の誘導

[52], [82]等が観察されている。これらのがん細胞は分子標的治療薬に抵抗するべく、遺伝

子変異や遺伝子増幅を介して過剰な oncogeneシグナルを発しているものと考えられる。し

かしながらそれぞれに対応する分子標的治療薬が存在しないと、自身の生存に必要不可欠

な oncogeneシグナルが逆に生存や増殖を止める方向にはたらいてしまう。これらの知見

は、がんの生存にとって最適なチロシンキナーゼ活性強度が存在することを示唆してお

り、oncogeneシグナルはこのようないわば『諸刃の剣』のような性質を持っていることが

過去の研究や本研究結果より示唆された。 

 一方で、本研究には研究上重要な制限が二点存在する。一点は、マウス pro-B 細胞であ

る Ba/F3 細胞を用いて解析を行った点である。特に第四章で示したような網羅的なシグナ

ル解析において、細胞の種類や種の違いが原因で明らかにされなかった発現変動遺伝子

や、活性化もしくは阻害されるタンパク質が存在することは充分に考えられる。したがっ

て、肺腺がん (可能であれば ROS1融合遺伝子陽性肺腺がん)患者由来の細胞から、第三章

で示したような手法で過剰なチロシンキナーゼシグナルを発生させるような細胞株を構築

し、シグナル解析を実施することで、より臨床的意義に富む知見が得られることが期待で

きる。二点目は、in vivoでの実験系を採用していない点である。一点目と関わることであ

るが、Ba/F3 細胞は interleukin-3 に依存して増殖する性質を有するため、マウス体内におけ

る driver oncogene依存的な Ba/F3 細胞の増殖が見込めなかった。そのため、Ba/F3 細胞を

用いた in vivo実験は断念せざるを得なかったが、先述のとおり、患者由来細胞株やマウス

移植実験に適した NIH3T3 細胞等を利用して TKI-addicted ながん細胞を構築することがで

きれば in vivoでの実験系に用いることができ、TKI-addictedながん細胞が生体内で TKI投

与の有無によってどのような挙動を示すのかを観察することが可能となるだろう。 

 本研究で示したような分子標的治療薬に依存したがん細胞や腫瘍は現在のところ臨床現



88 

 

場において報告されていない。EGFR 変異陽性肺がん患者の EGFR-TKI投与を中断するこ

とで烈火の如く腫瘍の増大・進展が促進されてしまう『Disease flare』という現象が臨床現

場において確認されている[83]が、それとは逆に『TKI addiction』は分子標的治療薬投与を

中断することで腫瘍の縮小が生じることが予想されるため、臨床現場において発見するこ

とができないのかもしれない。そのため TKI-addicted ながん細胞を臨床現場において見出

すことは非常に難しいが、我々が発見できないほど小さいクローンが腫瘍内に潜在すれ

ば、TKI投与を続けることで TKI-addictedな性質を持つ腫瘍が増大・進展し、患者の予後

を増悪させる事態を招くだろう。それゆえ、TKI addiction を研究し、その増殖と死の二面

性制御機構を解明することは、薬剤耐性がん細胞を克服する上で臨床的に意義深いもので

ある。 

 また、これらの知見は分子標的治療薬の間欠投与による休薬期間の設定という、新たな

治療方法の有用性を示唆している。実際に過去の報告においても、薬剤依存的な増殖を示

すがん細胞を移植されたマウスにおいて薬剤の間欠投与を行うことで、薬剤感受性クロー

ンと薬剤依存的クローンの両方の致死的な増大を防ぎつつ、マウスの生存期間を有意に延

長した実験結果を示している[52], [74], [82](図 39)。また、米国 NCI (National Cancer 

Instutite)と SWOG (SouthWest Oncology Group)の共同治験において、BRAF V600E 陽性悪性

黒色腫患者に対する trametinib および dabrafenibの持続投与と間欠投与の有効性を比較する

臨床試験が現在進行中である(ClinicalTrials.gov study NCT02196181)。これらの研究結果や

臨床試験より、TKI addiction やそれに類する現象に対し分子標的治療薬の間欠投与という

新たな治療戦略を検討することは非常に意義深いことである。しかしながら同時に患者

個々人の薬物動態にも注意を払わなければならないだろう。たとえば crizotinib 

(www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/nda/2011/202570Orig1s000ClinPharmR.pdf)や

cabozantinib 

(www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/nda/2012/203756Orig1s000ClinPharmR.pdf)はそれ

ぞれ CYP3A4 (Cytochrome P450 family 3 subfamily A member 4)の活性を阻害する効果がある

ことが明らかにされている。CYP の遺伝子多型やその他の要因により特定の分子標的治療

薬に対する代謝能力の低い患者に対し休薬期間を設定する場合、一定の休薬期間では分子

標的治療薬依存的な腫瘍の縮小が充分でないばかりか、より増大させてしまう危険性があ

る。分子標的治療薬依存的な増殖を示すがんに対する薬剤間欠投与や休薬期間の設定は、

個別化医療の一つとして取り扱われる必要があるだろう。 

 本研究において、私は自身を活性化し得る変異を有する CD74-ROS1 陽性細胞が ROS1-

TKI非存在下で過剰な ROS1 シグナルを発して細胞死を誘導する現象を見出し、その分子

機構の一部を明らかにすることに成功した。過剰なチロシンキナーゼ活性が薬剤耐性がん

細胞の増殖にとって不利にはたらくという私の研究成果が、薬剤耐性がん細胞を克服する

ための新たな治療法の実現へとつながり、分子標的治療薬が効かなくなってしまった多く

のがん患者の希望となることを切に願う。 
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図 38. ROS1キナーゼシグナルにより規定されるがん細胞の増殖と死を制御する二面性

制御機構 

ROS1-TKI-addictedながん細胞は、ROS1-TKI非存在下において caspase-8依存的な細胞

死や p38 MAPK経路の活性化によりアポトーシスが誘導(A)され、ROS1-TKI低濃度存

在下によってそれらのアポトーシス誘導機構よりも生存・増殖シグナルの活性化が優位

となる(B)。高濃度 ROS1-TKI存在下においては、TKI感受性細胞と同様にミトコンドリ

ア依存的なアポトーシスが誘導される(C)。  
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図 39. TKI addictedながん細胞における休薬の有用性 
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 リン酸化プロテオーム解析の実施にあたり、国立研究開発法人医薬基盤・健康・栄養研

究所プロテオームリサーチプロジェクトプロジェクト研究員 足立淳博士にサンプル処理

方法ならびにデータ解析手法のご指導を賜り、助言や議論を交わしていただきました。心

より感謝申し上げます。 

 

 本研究における ENU mutagenesisスクリーニングおよび薬剤スクリーニングは東京大学

大学院新領域創成科学研究科メディカル情報生命専攻修士課程 長竹(旧姓:小林)由佳様に

実施していただきました。本当にありがとうございました。 

 

 本研究を遂行するにあたり、公益財団法人がん研究会の先生方ならびにがん化学療法セ

ンター基礎研究部研究員 竹本愛博士をはじめ、同研究部研究生の皆様に議論を通じた多

くのご指導、ご支援を賜りました。心より感謝申し上げます。また、同研究部主任研究助

手ならびに研究助手の皆様に研究手法のご指導を賜りました。本当にありがとうございま

した。 

 

 前職を辞して本学博士課程への進学を決意する際、応援いただきました前職の先輩、同

僚、そして友人の皆様に感謝申し上げます。 

 

 最後に、前職を辞したために多大な心配をかけたにもかかわらず、私の意志を尊重し、

信頼し、応援してくれた両親に心より感謝します。 

 

小倉 隼人 


