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研究成果の概要： 
 Nrf2 は抗癌剤耐性や細胞増殖に関与する転写因子であり、非小細胞肺癌で活性化が見られる。

非小細胞肺癌における Nrf2 活性化は、その抑制タンパクである Keap1 の機能欠失か、上皮成

長因子受容体(EGFR)シグナリングの亢進によって生じる。このことは、Keap1 遺伝子に機能

欠失性変異が生じると、EGFR シグナリングに関係なく Keap1 依存的な Nrf2 活性化による細

胞増殖が恒常的に生じることを意味し、EGFR 阻害薬(TKI)の耐性機構として重要と思われる。

本研究では非小細胞肺癌患者を対象に、EGFR-TKI 感受性と EGFR 遺伝子変異、Keap1 遺伝

子変異の関連を調べ、Keap1 遺伝子変異の検索が EGFR-TKI 有効性予測の新たな遺伝子診断

法となりうるかを検討した。EGFR-TKI 感受性 EGFR 遺伝子変異を有した腺癌症例で

EGFR-TKI が初回より無効であった症例は見られなかった。これらのうち、能転移巣で

EGFR-TKI が無効であった症例で Keap1 遺伝子変異を検討したところ、脳転移巣のみに機能

欠失性 Keap1 遺伝子変異を認めたことから、Keap1 遺伝子変異は EGFR-TKI 獲得耐性の一因

である可能性が示唆された。Keap1 遺伝子は微少検体でも解析できたことより、今後多くの症

例でその有用性を検証したい。 
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１．研究開始当初の背景 
 非小細胞肺癌細胞において、Nrf2 は薬物代
謝酵素群、薬剤排出ポンプ、細胞周期関連タ
ンパクなどの発現を誘導し、抗癌剤耐性や癌
細胞増殖を助長する(Clin Cancer Res 15: 
3423, 2009)。非小細胞肺癌細胞における
Nrf2 活性化は上皮成長因子受容体(EGFR)シ
グナリングの亢進か、抑制タンパク Keap1
の機能欠失性変異によって生じる。このこと
は、肺癌細胞に Keap1 遺伝子の機能欠失性
変異が生じると、EGFR シグナリングに関係
なく Keap1 依存的な Nrf2 活性化による細胞
増殖が恒常的に生じることを意味し、EGFR
阻害薬(EGFR-TKI)耐性のメカニズムを考
える上で、臨床的に極めて重要な所見である。
すなわち Keap1/Nrf2 系は EGFR-TKI 感受
性 EGFR 遺 伝子変異陽性肺癌患者の
EGFR-TKI 耐性形成の新たな分子機構であ
り、Keap1 遺伝子変異の検索は EGFR-TKI
有効性の遺伝子診断として有用なツールと
なる可能性がある。 
 
 

２．研究の目的 
本研究では EGFR-TKI 耐性非小細胞肺癌

における Keap1 変異の頻度や変異部位を臨
床検体で解析し、実際の肺癌患者における
EGFR-TKI 耐性との Keap1 遺伝子変異との
関連を明らかにするとともに、EGFR-TKI
有効性の新規遺伝子診断法としての Keap1
遺伝子変異測定の有用性を検証する。更に、
気管支鏡下肺生検等の微少臨床検体からの
Keap1 遺伝子変異検索法を確立することを
目的として、研究を行った。 
 
 

３．研究の方法 
EGFR-TKI（イレッサ、タルセバ）の投与

された非小細胞肺癌患者で、病理検体の研究
使用に対する包括同意を得られている症例
を対象とした。EGFR-TKI の臨床効果は
RECIST 基準に準じて判定した。 
 これらの症例において経気管支生検、胸腔
鏡下生検、剖検などから得られた肺癌組織検
体を用いて、Nrf2 活性化、Keap1 遺伝子変
異、EGFR 遺伝子変異を解析した。Nrf2 活
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性化については、パラフィン包埋標本におけ
る免疫組織化学法にて in situ で解析した。
Keap1 遺伝子変異、EGFR 遺伝子変異は、パ
ラフィン包埋標本より DNA を抽出し、直接
シークエンス法にて解析した。 
 EGFR-TKI の効果が持続している症例、
EGFR-TKI が初回より無効な症例、および
EGFR-TKI に耐性を獲得した症例に分け、そ
れぞれの症例におけるNrf2活性化の程度や、
Keap1 遺伝子変異の有無および変異部位を
確認し、EGFR-TKI 耐性との関連について検
討した。 
 
 
４．研究成果 
１）非小細胞肺癌では、腺癌、扁平上皮癌と
もに殆どの症例で Nrf2 に対する免疫染色が
陽性であった。 
２） 検体からの Keap1 遺伝子変異解析では、
アミノ酸変異を伴う Keap1 遺伝子変異は２
例でどちらも腺癌であった。変異はどちらも
Keap1 の Kelch 領域という Nrf2 結合領域に
存在した。EGFR 遺伝子変異陽性で、肺原発
巣に Keap1 遺伝子変異を有した症例は認め
なかったが、脳転移巣で Keap1 遺伝子変異
を認めた症例が１例あった。同症例では肺病
巣に対し EGFR-TKI は有効であったが、使
用中に癌性髄膜炎を発症したことから、脳病
変に同剤は有効でなかったものと判断した。 
３）１例のみの検討であるが、気管支鏡下肺
生検による微少臨床検体から Keap1 遺伝子
の解析は可能であった。 
以上より、非小細胞肺癌では腺癌のみなら

ず、扁平上皮癌でも Nrf2 活性化が認められ
た。過去の報告とあわせると、腺癌では
Keap1 遺伝子異常、扁平上皮癌では Nrf2 の
遺伝子異常によりそれぞれ Nrf2 活性化が生
じる可能性が高いと思われた。Kelch 領域に
生じた Keap1 遺伝子変異は、過去の報告と
も併せ機能欠失性変異であると考えられた。
Keap1 遺 伝 子 変 異 の あ っ た 転 移 巣 で
EGFR-TKI が無効であった症例より、Keap1
が EGFR-TKI 獲得耐性の新たなメカニズム
となりうる可能性が示されたが、今回の検討
では EGFR-TKI 感受性 EGFR 遺伝子変異が
ありながら、EGFR-TKI に耐性を示した症例
が殆どなく、EGFR-TKI 耐性と Keap1 遺伝
子変異の関連性を明らかにするためには今
後多くの症例の集積が必要と思われた。
Keap1 遺伝子変異は EGFR 遺伝子変異のよ
うに EGFR-TKI 感受性との相関が確立され
たものはまだないので、現時点ではシークエ
ンスで少なくともKelch領域全般は調べる必
要があるが、TBLB 等による微少標本でも解
析は可能であると考えられた。 
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