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略語表 

 

AARE: amino acid response element 

ALK: anaplastic lymphoma kinase 

ATF4: activating transcription factor 4 

BIM: Bcl-2 interacting mediator of cell death 

BIP: binding immunoglobulin protein 

CHOP: C/EBP homologous protein 

CReP: constitutive reverter of eIF2α phosphorylation 

DDR2: discoidin domain receptor 2 

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DMSO: dimethylsulfoxide 

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 

EGFR: epidermal growth factor receptor 

eIF2: eukaryotic initiation factor 2 

EML4: echinoderm microtubule associated protein like 4 

ERSE: endoplasmic reticulum stress response element 

FBS: fetal bovine serum 

FGFR1: fibroblast growth factor receptor 1 

GADD34: growth arrest and DNA damage 34 

GCN2: general control nonderepressible 2 

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HRD1: HMG-CoA reductase degradation 1 

HRI: heme regulated inhibitor kinase 

HSP70: heat shock protein 70 

IRE1: inositol requiring kinase 1 

KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 

MAPK: mitogen activated protein kinase 

MET: mesenchymal epithelial transition factor proto-oncogene 

MTT: 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide 



 

 

 

PARK2: Parkinson juvenile disease protein 2 

PERK: protein kinase-R like ER kinase 

PKR: protein kinase RNA-activated 

PPP1R: protein phosphatase 1 regulatory subunits 

PP1: protein phosphatase 1 

RET: rearranged during transfection 

ROS1: c-Ros oncogene 1 

RPMI1640: Roswell Park Memorial Institute 1640 

SEL1: suppressor or enhancer of lin-12 1 

STAT3: signal transducer and activator of transcription 3 

TUDCA: tauroursodeoxycholic acid 

uORF: upstream open reading frame 

UPR: unfolded protein response 

UPRE: unfolded protein response element 

XBP1: X-box binding protein 1 
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総論の部 

緒言 

 

悪性腫瘍は、生体の調和を無視して異常に増殖する性質を獲得した細胞および組織

であり、現代社会において世界的に主要な死亡原因の一つとなっている 1。2000 年、

HanahanとWeinbergは悪性腫瘍が持つ特徴を（1）増殖シグナルの自己充足、（2）増

殖抑制シグナルへの不応答、（3）アポトーシスの回避、（4）無制限な複製力、（5）持

続的な血管新生、（6）組織への浸潤と転移、の 6つに分類した 2。さらに 2011年、同

著者らは近年の悪性腫瘍に対する理解を反映し、（7）エネルギー代謝の異常調節、（8）

ゲノムの不安定性と変異、（9）発癌を促進する炎症、（10）免疫系による破壊の回避、

の 4つの特徴を追加した 3。一方、悪性腫瘍の中で、気管、気管支、肺に病変が存在

するものを一般に肺癌と総称する。肺癌は癌種別死亡数の中で最も多い悪性腫瘍の一

つである 1。肺癌は小細胞癌と非小細胞肺癌の 2つに大きく分けられ、肺癌と診断さ

れる症例の約 85%は組織分類上では扁平上皮癌、腺癌、大細胞癌などである。 

近年、肺癌における癌遺伝子の同定が進み、癌細胞に生じている変異に関する知見

が蓄積してきた。例えば、非喫煙者の肺腺癌患者の約半数に epidermal growth factor 

receptor（EGFR）遺伝子変異があり、20%に anaplastic lymphoma kinase（ALK）遺伝子

の再構成、その他にもKirsten rat sarcoma viral oncogene homolog（KRAS）遺伝子変異

や c-Ros oncogene 1（ROS1）遺伝子の再構成などが報告されている 4。また、喫煙と

の関連が深い扁平上皮癌の場合、discoidin domain receptor 2（DDR2）遺伝子の変異や

fibroblast growth factor receptor 1（FGFR1）遺伝子の増幅などが報告されている 5。こ

のような研究の進展に伴い、癌細胞が持つ遺伝子変異の産物を作用標的とする分子標

的薬の開発が盛んに行われている。EGFR 遺伝子変異が陽性の場合には第一世代

EGFR阻害薬であるGefitinibや Erlotinib、第二世代 EGFR阻害薬である Afatinibが選

択されている。Echinoderm microtubule associated protein like 4（EML4）-ALK融合遺伝

子に対しては Crizotinibが使用されており、その他にもmesenchymal epithelial transition 

factor proto-oncogene（MET）遺伝子変異や rearranged during transfection（RET）遺伝子

などを標的とした既存薬の適応拡大も検討されている 5。 

このような肺癌の持つ変異に対応した治療薬の実現の端緒となったのは、非小細胞



 

2 

 

肺癌の治療薬として世界に先駆けて我が国で承認された EGFR 阻害薬 Gefitinib であ

る。Gefitinib が 2002 年に承認された当時の適応症は「手術不能または再発非小細胞

肺癌」であったが、一部の患者（いわゆる super responder）においては著明な効果を

発揮することが知られていた。アジア人、非喫煙者、腺癌、女性といった患者集団に

おいて治療反応性が良好であることが報告され 6,7、さらに EGFR 遺伝子変異が

Gefitinib の治療反応性の指標となり得ることが発見された 8,9。2011 年の再審査にお

いて「EGFR遺伝子変異陽性の手術不能又は再発非小細胞肺癌」に適応症が改められ

た。また、同じ EGFR阻害薬として Erlotinibも 2007年に承認された。EGFR阻害薬

は、EGFR遺伝子変異による患者選定によって、高い奏効率、高い腫瘍縮小効果を示

す 10,11。 

一方、EGFR阻害薬は副作用が問題となる。特徴的な副作用としては高頻度に起き

る皮疹や下痢があるが、特に重篤な副作用としては間質性肺疾患が挙げられ、その病

態は致死的である 12,13。間質性肺疾患とは、間質において炎症が起き、肺実質および

間質組織が破壊されていく複数の病態の総称である。呼吸困難や乾性咳嗽といった症

状を呈し、胸部 X 線 CT 所見としてすりガラス状陰影が認められる。Gefitinib と

Erlotinib のどちらにおいても、間質性肺疾患の死亡率は 30%以上と報告されている。

このように間質性肺疾患は極めて致死的であるため、EGFR阻害薬による治療中に間

質性肺疾患の兆候が見られた場合には薬物の投与を中断することになり、肺癌治療の

継続が困難となる。 

EGFR 阻害薬による間質性肺疾患の発症機序は未解明な点が多い。米国 FDA から

2015 年 9 月に承認された Osimertinib（AZD9291）は、EGFR 阻害薬耐性変異である

T790M変異型EGFRに作用する第三世代EGFR阻害薬として開発された。本薬剤は、

野生型 EGFR に対する阻害作用は著しく低いにも関わらず間質性肺疾患が報告され

ている。すなわち、EGFR阻害薬による間質性肺疾患は EGFRを標的とする作用だけ

では説明できない。また、EGFRに関連しないその他の機序として、Gefitinibが炎症

を悪化させて急性肺障害を増悪することや choline 取り込みトランスポーターを阻害

すること、heat shock protein 70（HSP70）の関与など様々な報告がなされているが 14–

16、依然として間質性肺疾患の発症機序が解明されたとは言い難い。 

これらの背景を踏まえ、著者は、EGFR阻害薬による間質性肺疾患の発症機序の解

明を目的として以下の検討を行った。第一章では、小胞体ストレスに関連したシグナ
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ルに着目した解析を行い、Gefitinibと Erlotinibが eIF2αをリン酸化することを見出し

た。また第二章では、第一章で得られた知見に基づいて、Gefitinibおよび Erlotinibに

よる eIF2αのリン酸化機序の解析を試みた。 

以下、本研究により得られた結果を論述する。 
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第一章 Gefitinibおよび Erlotinibによる eIF2αのリン酸化と肺胞上皮

細胞の増殖抑制 

 

肺は、空気中から体内に酸素を取り込み、二酸化炭素を体外に除去する生命活動に

必須の呼吸器官である。EGFR阻害薬投与中に重篤な呼吸困難を呈する間質性肺疾患

を発症した患者は、抗癌剤による治療を中断しなければならない。EGFR阻害薬によ

る間質性肺疾患は投与開始後 2、3週間以内に発症することが多いため、その使用に

は「少なくとも投与開始後 4週間は入院またはそれに準ずる管理の下で、間質性肺炎

等の重篤な副作用発現に関する観察を十分に行うこと」が定められている。また、

Gefitinibによる間質性肺疾患のリスクは、間質性肺疾患の既往を有するか全身状態が

不良な高齢の喫煙者において高まる傾向にある 17。非小細胞肺癌患者における間質性

肺疾患の背景は複雑であり、喫煙などによる慢性的な組織障害に加え、肺癌自体が肺

を障害し、さらに肺癌に対する放射線療法や化学療法による破壊などが重なり、肺の

状態が間質性肺疾患を発症しやすい状態となっている。このように障害を受けている

肺では組織の修復が盛んに行われていると考えられるが、そのような状態で EGFR阻

害薬を投与すると、肺組織の修復が阻害されることにより間質性肺疾患の発症リスク

をさらに増大させると考えられている 18。このような指摘を総合的に考えると、間質

性肺疾患が EGFR 阻害薬の投与開始後早期に発症しやすいのは、間質性肺疾患の発

症が投与開始時に肺が障害されているか否かに依存するためであり、障害のない健康

な肺に対する影響は比較的少ないと推測される。 

肺の構造は、気管から気管支および細気管支で分岐し終末細気管支から肺胞へと繋

がる樹状構造を成す。肺全体で約 3 億個存在すると言われている肺胞は直径およそ

300 μm の小胞であり、その肺胞壁は主にⅠ型肺胞上皮細胞とⅡ型肺胞上皮細胞で覆

われている。Ⅰ型肺胞上皮細胞は薄く扁平で肺胞表面積の 90%以上を占めており、ガ

ス交換を担っている。Ⅱ型肺胞上皮細胞は立方形の細胞で、肺胞の虚脱を防ぐための

各種 surfactant proteinを産生、分泌している。一般に、薬物や毒物など肺組織に障害

を与える刺激に対してⅠ型肺胞上皮細胞はⅡ型肺胞上皮細胞に比べ脆弱であり、Ⅰ型

肺胞上皮細胞の脱落は多くの気腫病変に見られる所見である 19。そのような場合、Ⅱ

型肺胞上皮細胞が増殖し、Ⅰ型に分化することで肺胞を修復すると言われている 20。 

以上を考慮すると、EGFR阻害薬によるⅡ型肺胞上皮細胞の細胞死や増殖抑制に対
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する影響について明らかにすることは、EGFR阻害薬による間質性肺疾患の発症機序

の解明において重要であると考えられる。本研究では、ヒト肺胞上皮性でⅡ型肺胞上

皮細胞と同様に surfactant proteinを産生することや細胞内にラメラ体を形成すること

が知られており、かつ EGFR遺伝子が野生型である A549細胞をⅡ型肺胞上皮細胞の

モデルとして用いた。 

EGFR 阻害薬は細胞内の cyclin-D1 レベルを低下させ、細胞周期を G1 期で停止さ

せることが知られている 21–23。Eukaryotic initiation factor 2（eIF2）は翻訳開始複合体

を形成する分子の一つであるが、その α サブユニット（eIF2α）のリン酸化は、マウ

ス胚線維芽細胞において cyclin-D1 の発現を減少させると報告されており 24,25、細胞

内の mRNA からタンパク質への翻訳を抑制することが知られている 26,27。2011 年、

Nambaらは Gefitinib が A549細胞において HSP70 の翻訳を抑制することを報告した

16。リン酸化 eIF2α は GDP 結合型 eIF2 を GTP 結合型 eIF2 へと変換する酵素である

eIF2Bに結合してその働きを阻害することにより、細胞内 GTP結合型 eIF2を枯渇さ

せて翻訳を抑制する 26。このような eIF2αのリン酸化から翻訳抑制に至る経路の活性

化は、小胞体ストレスに対する主要な細胞応答の一つである 27。小胞体ストレスはい

くつかの肺障害では原因の一つとして報告されてきた。Surfactant protein Cにおける

L188Q変異は、家族性間質性肺炎の家系から見出された変異であり、マウスⅡ型肺胞

上皮細胞において小胞体ストレスを惹起することが示されている 28,29。小胞体ストレ

スは、タバコの煙や除草剤である paraquatといった化合物による肺障害にも関与する

30,31。一方、Imatinib、Sorafenib や Dasatinib といったいくつかの分子標的薬では小胞

体ストレスを惹起することが報告されている 32–34。従って、Gefitinibと Erlotinibによ

る間質性肺疾患の病態にも小胞体ストレスが関与している可能性が考えられた。 

以上を踏まえ、本章では、A549 細胞をⅡ型肺胞上皮細胞のモデルとして用い、

Gefitinib および Erlotinib が小胞体ストレスに関連したシグナル経路に与える影響と

間質性肺疾患の発症との関連性について検討した。 
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第一節 Gefitinibおよび Erlotinibによる小胞体ストレス関連分子の変動 

 

細胞の小胞体ストレス応答シグナル unfolded protein response（UPR）の関連分子に

対する Gefitinibと Erlotinibの影響を検討するため、A549細胞に両薬物を処置し、24

および 48 時間後の関連遺伝子の mRNA 発現量を real-time PCR 法により定量した。

E3ユビキチンリガーゼである Parkinson juvenile disease protein 2（PARK2）35およびア

ポトーシス調節因子である C/EBP homologous protein（CHOP）36,37の mRNA 発現は

Gefitinibおよび Erlotinib のどちらの処置によっても有意に上昇した（Figure I-1）。小

胞体ストレスによって誘導されるシャペロン分子である binding immunoglobulin 

protein（BIP）38,39のmRNA発現は、Gefitinib、Erlotinibの処置により一時的に低下し

たが、48時間では処置前のレベルまで回復した。E3ユビキチンリガーゼであるHMG-

CoA reductase degradation 1（HRD1）40 や HRD1 の安定化因子である suppressor or 

enhancer of lin-12 1（SEL1）41のmRNA発現はGefitinibや Erlotinibによる影響を受け

なかった（Figure I-1）。 

 

 
Figure I-1. mRNA expression of UPR-related genes in A549 cells treated with (A) gefitinib and (B) 

erlotinib. 
A549 cells were treated with gefitinib or erlotinib (0.5-10 μM) for 24 and 48 h accordingly. Each mRNA 

expression level was normalized to 18S rRNA level, and plotted relative to the control value (designated as 

1.0). Data are expressed as means ± S.E.M. of at least three independent experiments. Asterisks indicate 

significant differences from DMSO group (*; p < 0.05, **; p < 0.01, ***; p < 0.001, one-way ANOVA with 

Dunnett’s test). 
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10 μMの Gefitinibおよび Erlotinibを処置したA549細胞において、CHOPのタンパ

ク質発現は薬物処置の 3時間後から僅かに上昇し、6から 12時間後をピークとして、

その後低下した（Figure I-2）。一方、Bipに関してはタンパク質発現量の変動は見られ

なかった。PARK2 遺伝子によりコードされる Parkin は検出できなかった。これは、

A549細胞における Parkinの発現量が低く、検出限界以下であったためと考えられた。

小胞体ストレスを誘導する tunicamycin は、A549 細胞における CHOP および Bip の

タンパク質発現を顕著に増加させた（Figure I-2）。 

 
Figure I-2. Bip and CHOP expression in A549 cells treated with gefitinib and erlotinib. 
A549 cells were treated with gefitinib (10 μM), erlotinib (10 μM) or tunicamycin (2.5 μg/mL) for indicated 

times. Whole-cell lysates were analyzed by immunoblotting using antibodies specific for KDEL, CHOP or 

β-actin. (A) Representative images of three independent experiments are shown. (B) Quantitative data are 

expressed as means ± S.E.M. Asterisks indicate significant differences from 0 h group (*; p < 0.05, **; p < 

0.01, ***; p < 0.001, one-way ANOVA with Dunnett’s test). 
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第二節 Gefitinibおよび Erlotinibによる eIF2α/ATF4経路の活性化 

 

転写因子である activating transcription factor 4（ATF4）は CHOPと PARK2の両遺伝

子が共通に持つ上流プロモーターである amino acid response element（AARE）を標的

とするため 42,43、Gefitinib と Erlotinib が protein kinase-R like ER kinase（PERK）

/eIF2α/ATF4 経路を活性化するか検討した。Gefitinib と Erlotinib のどちらも A549 細

胞において eIF2αのリン酸化を亢進させ、それに遅れてATF4の誘導を引き起こした

（Figure I-3）。 

 

 

Figure I-3. Activation of eIF2α and ATF4 by gefitinib and erlotinib. 
A549 cells were treated with gefitinib (10 μM) or erlotinib (10 μM) for indicated times. Whole-cell lysates 

were analyzed by immunoblotting using antibodies specific for eIF2α, phospho-eIF2α, ATF4 or β-actin. (A) 

Representative images of three independent experiments are shown. (B) Quantitative data are expressed as 

means ± S.E.M. Asterisks indicate significant differences from 0 h group (*; p < 0.05, **; p < 0.01, ***; p < 

0.001, one-way ANOVA with Dunnett’s test). 
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小胞体ストレスのセンサー分子の一つである PERKは 44,45、自己リン酸化して活性

化すると電気泳動におけるゲル移動度が変化し、バンドが上方へとシフトすることが

知られている 46。この現象は、A549細胞に tunicamycinを処置した場合には見られた

が、Gefitinibと Erlotinibを処置した際には認められなかった（Figure I-4）。 

 

 

 

Figure I-4. PERK in A549 cells treated with gefitinib and erlotinib. 
A549 cells were treated with (A) tunicamycin (0.005-10 μg/mL) for 6 h and (B) gefitinib (10 μM) or 

erlotinib (10 μM) for indicated times. Whole-cell lysates were analyzed by immunoblotting using antibody 

specific for PERK. Representative images of three independent experiments are shown. 
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第三節 Gefitinibおよび Erlotinibによる A549細胞の細胞死と増殖抑制の評価 

 

アポトーシス調節因子である CHOPによるシグナルは caspase-3の活性化を引き起

こすため 47、A549細胞において見られたGefitinibと Erlotinibによる CHOPの僅かな

誘導が caspase-3 を活性化するのかどうかについて検討した。Western blot の結果、

Gefitinibと Erlotinib を処置した A549細胞において cleaved caspase-3 は検出されなか

った（Figure I-5）。Tunicamycinを処置した場合には、cleaved caspase-3は観察され、

CHOPの変動と一致していた。また Gefitinibと Erlotinibを処置したA549細胞におい

て細胞死が起きているか検証したところ、trypan blue、FITC-Annexin V、Ethidium 

Homodimer III による染色のいずれの場合にも、アポトーシスやネクローシスといっ

た細胞死は観察されなかった（Figure I-5）。 
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Figure I-5. A549 cell viability after treatment with gefitinib and erlotinib. 

A549 cells were treated with gefitinib (10 μM), erlotinib (10 μM) or tunicamycin (2.5 μg/mL) for 48 h. (A) 

Whole-cell lysates were analyzed by immunoblotting using antibodies specific for cleaved caspase-3 or β-

actin. (B) Rates of trypan blue stained cells were estimated from three independent experiments and 

expressed as means ± S.E.M. (C) Cells were stained with Hoechst33342, Ethidium Homodimer III or FITC-

Annexin V (Magnification ×100, scale bar; 200 μm). Representative images of three independent 

experiments are shown. Quantitative data are expressed as means ± S.E.M. Asterisks indicate significant 

differences from DMSO group (***; p < 0.001, one-way ANOVA with Dunnett’s test). 
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EGFR 阻害薬は cyclin-D1 の発現量を低下させ、G1 期停止を引き起こすため 21–23、

Gefitinib と Erlotinib による A549 細胞の増殖抑制効果と cyclin-D1 発現量の変動につ

いて検討した。その結果、両薬物ともに A549 細胞の増殖を濃度依存的に抑制した

（Figure I-6）。また、cyclin-D1の発現量は薬物処置3時間後から有意に低下した（Figure 

I-7）。 

 

 

Figure I-6. Growth inhibition of A549 cells by (A) gefitinib and (B) erlotinib. 
A549 cells were treated with gefitinib or erlotinib (1-10 μM). Cell counts were estimated by MTT assay. 

Data are expressed as means ± S.E.M. of three independent experiments. Each symbol indicates 

significant differences from DMSO group; a; p < 0.05, aa; p < 0.01 (DMSO vs. 1 μM), bb; p < 0.01, bbb; 

p < 0.001 (DMSO vs. 5 μM), c; p < 0.05, cc; p < 0.01, ccc; p < 0.001 (DMSO vs. 10 μM), one-way ANOVA 

with Dunnett’s test. 
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Figure I-7. Cyclin-D1 expression in A549 cells treated with gefitinib and erlotinib. 
A549 cells were treated with gefitinib or erlotinib (10 μM) for indicated times. Whole-cell lysates were 

analyzed by immunoblotting using antibodies specific for cyclin-D1 or β-actin. (A) Representative images 

of three independent experiments are shown. (B) Quantitative data are expressed as means ± S.E.M. 

Asterisks indicate significant differences from 0 h group (***; p < 0.001, one-way ANOVA with Dunnett’s 

test). 
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第四節 Gefitinibおよび Erlotinibによる eIF2αのリン酸化に対する TUDCAの影響 

 

細胞内の eIF2α のリン酸化は cyclin-D1 の発現量の低下を引き起こすと報告されて

いる 24,25。そこで、eIF2α のリン酸化レベルを抑制する tauroursodeoxycholic acid

（TUDCA）を用いて 48,49、EGFR 阻害薬による eIF2α のリン酸化と cyclin-D1の発現

量の低下および細胞増殖の抑制との関連性について検討した。TUDCAは Gefitinibお

よび Erlotinibによるリン酸化 eIF2αレベルの上昇を抑制するとともに、両薬物による

cyclin-D1の発現低下を軽減した（Figure I-8）。Cyclin-D1の結果と同様に、TUDCAは

Gefitinib と Erlotinib による A549 細胞の増殖抑制を濃度依存的に緩和した（Figure I-

9）。 

 

 

Figure I-8. Effects of TUDCA on eIF2α phosphorylation and cyclin-D1 reduction in A549 cells 

treated with gefitinib and erlotinib. 

A549 cells were treated with gefitinib or erlotinib (10 μM) with/without TUDCA (0.5 mM) for 3 h. Whole-

cell lysates were analyzed by immunoblotting using antibodies specific for phospho-eIF2α, cyclin-D1 or β-

actin. (A) Representative images of five independent experiments are shown. (B) Quantitative data are 

expressed as means ± S.E.M. Asterisks indicate significant differences between two groups (*; p < 0.05, **; 

p < 0.01, ***; p < 0.001, one-way ANOVA with Tukey-Kramer’s test). 
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Figure I-9. Effects of TUDCA on A549 cell growth inhibition induced by gefitinib and erlotinib. 
A549 cells were treated with gefitinib or erlotinib (10 μM). Cell counts were estimated by MTT assay. Data 

are expressed as means ± S.E.M. of three independent experiments. Asterisks indicate significant differences 

between two groups (*; p < 0.05, **; p < 0.01, ***; p < 0.001, one-way ANOVA with Tukey-Kramer’s test). 
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第五節 Gefitinibおよび Erlotinibによる eIF2αのリン酸化に対する EGFR 

knockdownの影響 

 

次に、Gefitinibと Erlotinibによる eIF2αのリン酸化が EGFRに対する作用によるの

か否かについて siRNAを用いて検証した。EGFRに対する siRNAは顕著に EGFRの

発現を抑制したが、その条件下においてもGefitinibと Erlotinibを処置した A549細胞

では eIF2αのリン酸化が観察された（Figure I-10）。Gefitinibと Erlotinibによる cyclin-

D1の低下は EGFRの knockdownにより完全には解消されなかった（Figure I-10）。 

 

 
Figure I-10. Effects of EGFR knockdown on eIF2α phosphorylation and cyclin-D1 reduction in A549 

cells treated with gefitinib and erlotinib. 

A549 cells were transfected with 50 pmol of siRNA against EGFR or control siRNA for 48 h before 

treatment with gefitinib or erlotinib (10 μM) for further 3 h. Whole-cell lysates were analyzed by 

immunoblotting using antibodies specific for (B) EGFR, (C) phospho-eIF2α, (D) cyclin-D1 or β-actin. (A) 

Representative images of five independent experiments are shown. Quantitative data are expressed as means 

± S.E.M. Asterisks indicate significant differences between two groups (*; p < 0.05, **; p < 0.01, ***; p < 

0.001, one-way ANOVA with Tukey-Kramer’s test).  
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第六節 PC-9細胞に対するGefitinibおよび Erlotinibの影響 

 

Gefitinibと Erlotinibによる eIF2αのリン酸化が、これらの薬物が適応となる非小細

胞肺癌の細胞においても生じるか検討した。EGFR遺伝子変異のうち、exon19欠失変

異および exon21 の L858R 点突然変異の 2 つは全体の約 85%を占めており、前者は

45%と最も多い 4,50。本節では exon19 欠失変異を有する肺腺癌細胞株である PC-9 細

胞を用いて検討を行った 51。PC-9 細胞に Gefitinib と Erlotinib を処置した後、蛍光色

素による染色を行ったところ、両薬物が PC-9細胞にアポトーシスやネクローシスと

いった細胞死を引き起こすことが確認できた（Figure I-11）。また、PC-9 細胞では両

薬物の処置後に顕著な細胞数の減少が観察された（Figure I-12）。 

 

 
Figure I-11. PC-9 cell viability after treatment with gefitinib and erlotinib. 
PC-9 cells were treated with gefitinib (0.1 μM), erlotinib (0.1 μM) or tunicamycin (2.5 μg/mL) for 24 h. 

Cells were stained with Hoechst33342, Ethidium Homodimer III or FITC-Annexin V (Magnification ×100, 

scale bar; 200 μm). Representative images of three independent experiments are shown. Quantitative data 

are expressed as means ± S.E.M. Asterisks indicate significant differences from DMSO group (***; p < 

0.001, one-way ANOVA with Dunnett’s test). 
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Figure I-12. Relative number of PC-9 cells treated with (A) gefitinib and (B) erlotinib. 

PC-9 cells were treated with gefitinib or erlotinib (0.01-10 μM). Cell counts were estimated by MTT 

assay. Data are expressed as means ± S.E.M. of three independent experiments. Each symbol indicates 

significant differences from DMSO group; a; p < 0.05, aa; p < 0.01, aaa; p < 0.001 (DMSO vs. 0.01 μM), 

bbb; p < 0.001 (DMSO vs. 0.1 μM), ccc; p < 0.001 (DMSO vs. 1 μM), ddd; p < 0.001 (DMSO vs. 10 μM), 

one-way ANOVA with Dunnett’s test. 

 

 

次に、PC-9細胞においても Gefitinib と Erlotinib による eIF2α のリン酸化と cyclin-

D1 の低下が起こるか検証したところ、A549 細胞と同様に薬物処置後 3 時間からリ

ン酸化 eIF2αレベルの上昇と cyclin-D1の発現量の低下が見られた（Figure I-13）。PC-

9細胞における TUDCAの効果について検討したところ、TUDCAは Gefitinibによる

eIF2α のリン酸化を抑制せず、Erlotinib による eIF2α のリン酸化を抑制する傾向を示

したが、両者ともに有意な差は示さなかった（Figure I-14）。TUDCA は Gefitinib と

Erlotinibによる cyclin-D1量の低下を軽減しなかった（Figure I-14）。さらに、Gefitinib

と Erlotinib による PC-9 細胞数の減少に関しても、TUDCA による保護効果は見られ

なかった（Figure I-15）。 
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Figure I-13. Phospho-eIF2α and cyclin-D1 levels in PC-9 cells treated with gefitinib and erlotinib. 

PC-9 cells were treated with gefitinib or erlotinib (10 μM) for indicated times. Whole-cell lysates were 

analyzed by immunoblotting using antibodies specific for cyclin-D1 or β-actin. (A) Representative images 

of three independent experiments are shown. (B) Quantitative data are expressed as means ± S.E.M. 

Asterisks indicate significant differences from 0 h group (**; p < 0.01, ***; p < 0.001, one-way ANOVA 

with Dunnett’s test). 
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Figure I-14. Effects of TUDCA on eIF2α phosphorylation and cyclin-D1 reduction in PC-9 cells 

treated with gefitinib and erlotinib. 
PC-9 cells were treated with gefitinib or erlotinib (10 μM) with/without TUDCA (0.5 mM) for 3 h. Whole-

cell lysates were analyzed by immunoblotting using antibodies specific for phospho-eIF2α, cyclin-D1 or β-

actin. (A) Representative images of three independent experiments are shown. (B) Quantitative data are 

expressed as means ± S.E.M. Asterisks indicate significant differences between two groups (*; p < 0.05, **; 

p < 0.01, one-way ANOVA with Tukey-Kramer’s test). 
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Figure I-15. Effects of TUDCA on cell viability of PC-9 treated with gefitinib and erlotinib. 
PC-9 cells were treated with gefitinib or erlotinib (10 μM). Cell counts were estimated by MTT assay. Data 

are expressed as means ± S.E.M. of three independent experiments. N.S. indicates insignificant differences 

between two groups (one-way ANOVA with Tukey-Kramer’s test). 
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考察 

 

肺癌患者の肺組織は、喫煙による慢性的な障害、肺癌そのものによる影響、放射線

療法や化学療法といった肺癌治療による障害に晒されることになり、その度に組織の

修復を余儀なくされる 18。肺胞の修復の際は、Ⅰ型肺胞上皮細胞の前駆細胞であるⅡ

型肺胞上皮細胞の増殖が極めて重要な役割を果たしている 19,20。そこで本章では、

Gefitinibと ErlotinibがⅡ型肺胞上皮細胞のモデルであるA549細胞に与える影響につ

いて、小胞体ストレスに関連したシグナルに着目して検討した。 

A549細胞における PARK2およびCHOPのmRNA発現量はGefitinibと Erlotinibの

濃度依存的に上昇した。CHOP 遺伝子の転写は endoplasmic reticulum stress response 

element（ERSE）、unfolded protein response element（UPRE）および AAREを介して活

性化される 52,53。そして、ATF4は AAREを標的として PARK2の転写を調節している

ことから 42,43、Gefitinibおよび Erlotinibが A549細胞において PERK/eIF2α/ATF4経路

を活性化していると考えられた。そこで次に、これらの分子の活性化について検討し

た。その結果、両薬物は eIF2αのリン酸化とATF4の活性化を惹起していたことから、

PARK2 と CHOP の mRNA 発現量の増加が eIF2α/ATF4 経路の活性化によるものであ

ることが示唆された。 

一方、eIF2αのリン酸化が観察されたにも関わらず、Gefitinibと Erlotinibによる小

胞体ストレスセンサーの一つである PERK44,45の活性化は認められなかった。さらに、

これらの薬物は HRD1 および SEL1 の mRNA 発現に影響を与えなかった。HRD1 遺

伝子と SEL1遺伝子の転写は、ATF6経路および inositol requiring kinase 1/X-box binding 

protein 1（IRE1/XBP1）経路によって影響を受ける UPREと ERSEによって調節され

ているため 54,55、ATF6経路および IRE1/XBP1経路は活性化していないと考えられた。

以上より、PERK、IRE1およびATF6の 3つの小胞体ストレスセンサーが活性化して

いないと推測されることから、Gefitinibと Erlotinibは A549細胞に対して小胞体スト

レスを惹起しないと考えられた。すなわち、Gefitinibと Erlotinibによる eIF2αのリン

酸化は、小胞体ストレスによる PERK の活性化以外の機序による作用であると推察

された。 

Gefitinibと Erlotinibを処置した A549細胞では、CHOPのタンパク質レベルは一過

性に僅かに誘導された。しかし、ATF4の誘導よりも CHOPの誘導が先んじていると
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いう結果から、本研究で認められた CHOP タンパク質の増加は ATF4 の誘導の結果

引き起こされたものではないと考えられた。以前の報告 56では、eIF2αのリン酸化に

よって細胞内のGTP結合型 eIF2が枯渇すると、CHOPの上流に存在する open reading 

frame（uORF）による制御が解除され、CHOP mRNAが優先的に翻訳される可能性が

示唆されている。すなわち、Gefitinibと Erlotinibによる CHOP mRNAの誘導はATF4

の増加によるものと考えらえる。一方、両薬物による CHOP タンパク質の増加に関

しては、eIF2αのリン酸化によって GTP結合型 eIF2が枯渇した結果、ATF4の誘導を

介さずに CHOPの翻訳が誘導されたものと推測できる。 

A549細胞においてGefitinibと Erlotinibの処置によりアポトーシス調節因子である

CHOP の発現が上昇したにも関わらず、両薬物は caspase-3 の活性化も細胞死も引き

起こさなかった。Gefitinib や Erlotinib による CHOP の誘導は、tunicamycin によるそ

れと比較して遥かに小さいものであった。CHOPを十分に発現させた細胞ではアポト

ーシスが誘導されることが報告されている 57。また、本検討においても tunicamycin

の処置により CHOP の誘導と caspase-3 の活性化が観察された。これらのことから、

Gefitinib と Erlotinib によって caspase-3 が活性化しなかったのは、CHOP の誘導が不

十分であったためと考えられる。しかし、正常なⅡ型肺胞上皮細胞においても

Gefitinibや Erlotinibの処置により細胞死が起きないのかについては、本研究からは言

及することはできない。A549 細胞は KRAS 遺伝子に変異を持つため、Gefitinib や

Erlotinibなどの EGFR阻害薬に対して耐性を持つ細胞である 58。従って、この点につ

いて明らかにするには、EGFR遺伝子と KRAS遺伝子の両方が野生型であるⅡ型肺胞

上皮細胞を用いた検討が必要である。 

TUDCA の共処置は A549 細胞におけるリン酸化 eIF2α レベルを低下させたが、

GefitinibとErlotinibによる cyclin-D1の低下およびA549細胞の増殖抑制を軽減した。

これらの結果は両薬物による cyclin-D1 発現量の低下と増殖抑制が eIF2α のリン酸化

を介していることを示唆している。同時に、TUDCAがGefitinibや ErlotinibによるⅡ

型肺胞上皮細胞の増殖抑制を軽減し、肺胞の修復を促進する可能性も提示している。

以前にも、肺胞上皮細胞の増殖抑制が肺障害に関与することが報告されてきたことを

踏まえると 59,60、Gefitinibと Erlotinibによる間質性肺疾患の予防に TUDCAが有益で

ある可能性が推察される。 

GefitinibおよびErlotinibによるリン酸化 eIF2αレベルの上昇がEGFRに対する作用
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によるものなのかについて siRNA を用いて検証したところ、EGFR の knockdown は

Gefitinib や Erlotinib によるリン酸化 eIF2α レベルの上昇に影響しないことが判明し

た。一方、EGFRの knockdown条件下においても cyclin-D1量の低下が部分的に認め

られたことから、Gefitinibおよび Erlotinibによる cyclin-D1量の低下には EGFR依存

的な作用と EGFR非依存的な作用が共存することが示された。これまで、EGFR阻害

薬による cyclin-D1量の低下はEGFR阻害効果によるものであると考えられてきた 61–

63。これは、EGF によるシグナル伝達が mitogen activated protein kinase（MAPK）や

signal transducer and activator of transcription 3（STAT3）を活性化することに加えて、

EGFRの核内移行を促進することで cyclin-D1の転写を直接誘導するためである 61–63。

本検討では、EGFR阻害薬である Gefitinibおよび Erlotinibによる cyclin-D1量の低下

の一部が、EGFRを介さない経路によって引き起こされることを明らかにした。 

両薬物は EGFR遺伝子変異陽性の肺腺癌細胞である PC-9細胞に対して著しい細胞

死を惹起するとともに、eIF2α のリン酸化レベルの上昇と cyclin-D1 量の低下を引き

起こした。一方、A549細胞とは異なり、PC-9細胞では TUDCAの共処置による cyclin-

D1 量の低下に対する軽減作用や細胞保護効果は観察されなかった。一般に、癌細胞

のゲノム中には多数の遺伝子変異が存在するが、実際に発癌過程や増殖促進に関与す

る癌遺伝子として作用する変異は少数であると言われている 64。癌細胞はそのような

少数の癌遺伝子のもたらす作用に高度に依存しており、これを「癌遺伝子中毒説

（oncogene addiction）」という 64。EGFR遺伝子変異陽性の肺癌細胞はその典型的な例

とされるが 65、このような細胞に対する EGFR 阻害薬の効果は EGFR に対する阻害

作用に強く依存する。EGFR阻害薬による肺癌細胞のアポトーシスは、Bcl-2 interacting 

mediator of cell death（BIM）の発現の上昇によってミトコンドリアのシトクロム c漏

出を介する機序により誘導される 66。従って、PC-9 細胞に対して TUDCA が保護効

果を示さなかったのは、EGFR非依存的な eIF2αのリン酸化による影響の寄与が、変

異型 EGFR に強く依存する PC-9 細胞においては少なかったためであると考えられ

る。また、PC-9 細胞において TUDCA の eIF2α のリン酸化抑制効果が見られにくか

ったのは、Gefitinib と Erlotinib による EGFR 阻害作用の影響が大きく、PC-9 細胞に

大きなストレスがかかった状態にあったためであると考えられる。以上の結果を踏ま

えると、TUDCAは Gefitinibと Erlotinibの非小細胞肺癌に対する治療効果には影響を

与えることなく、Gefitinibと Erlotinibによる間質性肺疾患を予防する効果が期待でき
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ると考えられる。 

以上、本章において、Gefitinibおよび Erlotinibが EGFR非依存的に eIF2αのリン酸

化を亢進し、Ⅱ型肺胞上皮細胞の増殖抑制に関与していることを見出した。 
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第二章 Gefitinibおよび Erlotinibによる eIF2αリン酸化機序の解析 

 

第一章において、著者は Gefitinib と Erlotinib が eIF2α のリン酸化レベルを上昇さ

せることを見出した。しかしながら、この現象は小胞体ストレスや EGFR阻害作用に

よるものではなく、どのような機序でリン酸化 eIF2αの発現が上昇しているかは不明

であった。eIF2αのリン酸化レベルの上昇がⅡ型肺胞上皮細胞の増殖抑制に関与して

いると考えられたことから、その機序の解明は、創薬段階でのリスクの少ない候補薬

の選別や臨床における副作用予防のために有益であると考える。そこで本章では、

EGFR阻害薬による eIF2αのリン酸化機序の解析を試みた。 

翻訳開始因子の一つである eIF2 は、methionine を結合した tRNA および高エネル

ギーリン酸結合を持つ GTP を運搬し、これらを翻訳開始複合体に組み込む役割を持

つ。Methionine結合 tRNAが開始コドンを認識することで翻訳が開始された後、GTP

結合型 eIF2は GDP結合型 eIF2となる。eIF2の αサブユニット（eIF2α）は、51番目

の serine 残基がリン酸化することで、GDP 結合型 eIF2 を GTP 結合型 eIF2 へと変換

する酵素である eIF2B に結合してその働きを阻害する 27。その結果、細胞内の GTP

結合型 eIF2が枯渇すると翻訳開始複合体の形成が低下するため、mRNAからタンパ

ク質への翻訳全体が抑制される。ATF4 や CHOP などのストレス応答分子の一部は、

コーディング領域の上流に存在する uORF によって通常時は翻訳が抑制されている

56,67。しかし、eIF2αがリン酸化されると、GTP結合型 eIF2の減少によって翻訳開始

複合体の形成が遅延することで、本来のコーディング領域の開始コドンが認識され、

優先的に翻訳されるようになる。このように、eIF2αのリン酸化は、細胞全体がスト

レスに対応するための重要なシグナルの一つである。 

哺乳類細胞における eIF2αのリン酸化は、general control nonderepressible 2（GCN2）、

PERK 、protein kinase RNA-activated（PKR）、heme regulated inhibitor kinase（HRI）と

いう特異性の高い 4 種類のリン酸化酵素によって行われる。これらのリン酸化酵素

は、細胞がタンパク質合成を低下させるべき状況に陥った際にそれぞれ活性化する。

GCN2は、細胞がアミノ酸飢餓に曝されると、細胞内の非荷電 tRNAの増加を検出し

て活性化する 68,69。PERKは、小胞体ストレスによって Bipが乖離した後、四量体化

およびリン酸化することでリン酸化酵素活性を獲得する 70。PKRは、細胞が RNAウ

ィルスに感染すると、dsRNA を認識して自己リン酸化して活性化する 71。造血系細
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胞に発現が限局する HRI は、ヘムの欠乏によって活性化し、グロビンの産生を抑制

することによりヘムとグロビンの量比を調節する 72。 

上記の 4 つのリン酸化酵素は eIF2α の 51 番目の serine 残基をリン酸化するが、こ

のリン酸化のレベルはリン酸化酵素（kinase）だけでなく脱リン酸化酵素（phosphatase）

によっても影響され、両者のバランスによって決定される。Serine/threonine protein 

phosphataseファミリーは 7種類のサブファミリーに分類されるが、eIF2αの脱リン酸

化に関与すると報告されているのは protein phosphatase 1（PP1）である 73。ヒトにお

いて serine/threonine protein kinaseは約 400種類が存在するのに対して、serine/threonine 

protein phosphataseは数十種類程度である 74。単純に考えた場合、1つのリン酸化酵素

が 1つの基質タンパク質を標的とし、1つの脱リン酸化酵素が複数の基質タンパク質

を標的としていては、タンパク質の機能は個別には調節できないことになる。これら

の脱リン酸化酵素側の数の不足は、1つの脱リン酸化酵素が特異性を持つ多様な機能

調節因子とホロ酵素を形成することによって補われると考えられている 75。すなわ

ち、脱リン酸化酵素が複数の異なる機能調節因子と組み合わさり基質タンパク質を認

識することで、少数の脱リン酸化酵素が遥かに多くの基質タンパク質の機能調節を個

別に行うことが可能となる。PP1 の機能を調節する因子は protein phosphatase 1 

regulatory subunits（PPP1R）遺伝子ファミリーに属し、eIF2αに対する基質認識性を付

与する機能調節因子として growth arrest and DNA damage 34（GADD34、PPP1R15A）

と constitutive reverter of eIF2α phosphorylation（CReP、PPP1R15B）の 2つが同定され

ている 76,77。GADD34は eIF2α結合ドメインおよび PP1結合ドメインを持ち、どちら

のドメインも eIF2αの脱リン酸化にとって重要であると報告されているため 78,79、PP1

と eIF2α を自身に結合させ、脱リン酸化反応の足場として機能すると考えられる。

GADD34 は小胞体ストレスやアミノ酸飢餓等のストレス応答時に誘導される分子で

あり、翻訳抑制の解除に関与すると考えられている 80。一方、CRePは非ストレス時

の eIF2α のリン酸化レベルを調節していると言われているが、未解明な部分が多い

76,81。 

以上を踏まえ、本章では、Gefitinibと Erlotinibによって亢進する eIF2αのリン酸化

の機序について、リン酸化過程と脱リン酸化過程の両方に着目して検討を進めた。 
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第一節 リン酸化過程の解析 

 

リン酸化過程に着目し、Gefitinibと Erlotinibによるリン酸化 eIF2αレベルの上昇に

対する eIF2αリン酸化酵素の発現抑制の影響を検討した。A549細胞に GCN2、PERK

および PKR のそれぞれに対する siRNAを導入し、その 48時間後に Gefitinibあるい

は Erlotinibを処置した。GCN2、PERKおよび PKRのいずれの場合にも十分な発現抑

制を確認できたが、このような条件においてもリン酸化 eIF2αレベルの上昇が観察さ

れ、その程度は control siRNA を導入した細胞で認められた上昇と同程度であった

（Figure II-1）。次に、GCN2、PERKおよび PKRの eIF2αリン酸化酵素全体に対する

Gefitinibと Erlotinibの影響を検討するため、それぞれに対する siRNAを同時に A549

細胞に導入し、その上で Gefitinib と Erloitnib を処置した。3 種の siRNA を同時に導

入した条件においても、GCN2、PERKおよび PKRの全てに対する発現抑制が認めら

れた（Figure II-2）。そして、この条件においても Gefitinibと Erlotinibによるリン酸化

eIF2αレベルの上昇は依然として観察された（Figure II-2）。 
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Figure II-1. Effects of eIF2α kinase knockdown on phospho-eIF2α level in A549 cells treated with 

gefitinib and erlotinib. 

A549 cells were transfected with 50 pmol of siRNA against GCN2, PERK or PKR, or control siRNA for 48 

h before treatment with gefitinib or erlotinib (10 μM) for further 3 h. Whole-cell lysates were analyzed by 

immunoblotting using antibodies specific for (B) phospho-eIF2α, (C) GCN2, (D) PERK, (E) PKR, (F) eIF2α 

or β-actin. (A) Representative images of three independent experiments are shown. Quantitative data are 

expressed as means ± S.E.M. Asterisks indicate significant differences between two groups (*; p < 0.05, **; 

p < 0.01, one-way ANOVA with Dunnett’s test). 
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Figure II-1. Continued. 
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Figure II-2. Effects of simultaneous knockdown of three eIF2α kinases on phospho-eIF2α level in 

A549 cells treated with gefitinib and erlotinib. 

A549 cells were transfected with all of siRNAs against GCN2 (30 pmol), PERK (30 pmol) and PKR (40 

pmol), or control siRNA for 48 h before treatment with gefitinib or erlotinib (10 μM) for further 3 h. Whole-

cell lysates were analyzed by immunoblotting using antibodies specific for (B) phospho-eIF2α, (C) GCN2, 

(D) PERK, (E) PKR, (F) eIF2α or β-actin. (A) Representative images of three independent experiments are 

shown. Quantitative data are expressed as means ± S.E.M. Asterisks indicate significant differences between 

two groups (*; p < 0.05, **; p < 0.01, ***; p < 0.001, one-way ANOVA with Dunnett’s test).  
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第二節 脱リン酸化過程の解析 

 

脱リン酸化過程について検討するため、Gefitinibと Erlotinibによるリン酸化 eIF2α

レベルの上昇作用に対して、非特異的脱リン酸化酵素阻害薬である okadaic acidの影

響を調べた。A549細胞に control siRNA、または GCN2、PERKおよび PKRの 3種の

eIF2α リン酸化酵素に対する siRNA を同時に導入し、その 48 時間後から 1 μM の

okadaic acidで 1時間前処置し、Gefitinibあるいは Erlotinibと okadaic acidを 3時間共

処置した。Control siRNA 導入細胞と eIF2α リン酸化酵素の発現抑制細胞のいずれに

おいても、okadaic acid 処置条件下では Gefitinib と Erlotinibによるリン酸化 eIF2α レ

ベルの上昇は認められなかった（Figure II-3）。このことから、脱リン酸化酵素阻害薬

である okadaic acidが Gefitinibと Erlotinibによるリン酸化 eIF2αレベルの上昇を阻害

することが判明した。 

次に、eIF2αの脱リン酸化を担うPP1に対する直接的な阻害効果について検証した。

Human recombinant PP1による蛍光リン酸ペプチド基質の脱リン酸化反応に対して、

Gefitinibと Erlotinibはいずれも阻害作用を示さなかった（Figure II-4）。一方、okadaic 

acidはこの反応を顕著に阻害した。 

脱リン酸化酵素である PP1 に eIF2α に対する基質認識性を付与する分子としては

GADD34と CRePが知られている 76,77。これらの分子は PP1と複合体を形成し、リン

酸化 eIF2α の脱リン酸化を行う。Gefitinib と Erlotinib の GADD34 に対する影響を検

証するため、PP1/GADD34複合体に対する阻害薬である salubrinalを用いて検討を行

った。A549細胞に control siRNA、または GCN2、PERKおよび PKRの 3種の eIF2α

リン酸化酵素に対する siRNAを同時に導入し、その 48時間後から 50 μMの salubrinal

で 3時間前処置し、Gefitinib あるいは Erlotinib と salubrinal を 3時間共処置した。そ

の結果、有意差はなかったが、salubrinalは DMSO群のリン酸化 eIF2αレベルを上昇

させる傾向を示した（Figure II-5）。eIF2αリン酸化酵素の発現抑制の有無に関わらず、

salubrinal 処置条件下では Gefitinib と Erlotinib によるリン酸化 eIF2α レベルの上昇が

認められた（Figure II-5）。Salubrinal処置条件下では、control siRNAに比べて eIF2αリ

ン酸化酵素を抑制した場合の方が概してリン酸化 eIF2αレベルが高かった。 
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Figure II-3. Effects of okadaic acid on phospho-eIF2α level in A549 cells treated with gefitinib and 

erlotinib. 

A549 cells were transfected with all of siRNAs against GCN2 (30 pmol), PERK (30 pmol) and PKR (40 

pmol), or control siRNA for 48 h. Cells were pre-treated with okadaic acid (1 μM) for 1 h before co-treatment 

with gefitinib or erlotinib (10 μM) and okadaic acid (1 μM) for further 3 h. Whole-cell lysates were 

analyzed by immunoblotting using antibodies specific for (B) phospho-eIF2α, (C) GCN2, (D) PERK, (E) 

PKR, (F) eIF2α or β-actin. (A) Representative images of three independent experiments are shown. 

Quantitative data are expressed as means ± S.E.M. N.S. indicates insignificant differences between two 

groups (one-way ANOVA with Tukey-Kramer’s test).  
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Figure II-4. Influence of (A) gefitinib and (B) erlotinib on PP1 activity. 

Human recombinant PP1 (0.025 μg) and R110 substrate was incubated in the presence of gefitinib or 

erlotinib (0.05-10 μM) at 25°C for 10 min. The reaction products were detected with excitation/emission at 

485/530 nm. Okadaic acid (1 μM) was used as a positive control of inhibition. Data are expressed as 

means ± S.E.M. 
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Figure II-5. Effects of salubrinal on phospho-eIF2α level in A549 cells treated with gefitinib and 

erlotinib. 

A549 cells were transfected with all of siRNAs against GCN2 (30 pmol), PERK (30 pmol) and PKR (40 

pmol), or control siRNA for 48 h. Cells were pre-treated with salubrinal (50 μM) for 3 h before co-treatment 

with gefitinib or erlotinib (10 μM) and salubrinal (50 μM) for further 3 h. Whole-cell lysates were analyzed 

by immunoblotting using antibodies specific for (B) phospho-eIF2α, (C) GCN2, (D) PERK, (E) PKR, (F) 

eIF2α or β-actin. (A) Representative images of three independent experiments are shown. Quantitative data 

are expressed as means ± S.E.M. Asterisks indicate significant differences between two groups (*; p < 0.05, 

**; p < 0.01, ***; p < 0.001, one-way ANOVA with Tukey-Kramer’s test).  
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第三節 様々な分子標的薬の eIF2αリン酸化レベルに対する影響 

 

本研究において Gefitinib や Erlotinib がリン酸化 eIF2α レベルを上昇させることを

見出したが、その他の分子標的薬の eIF2αのリン酸化に対する影響を検討した報告は

ほとんどない。そこで様々な分子標的薬がリン酸化 eIF2αレベルを変動させるのかど

うかについて検討した。A549 細胞に各分子標的薬を 10 μM で 3 時間処置したとこ

ろ、Afatinib、Dasatinib、Regorafenibおよび Sunitinib で処理した細胞においてリン酸

化eIF2αレベルの上昇が認められた（Figure II-6）。また、Crizotinib、Nilotinib、Ruxolitinib、

Sorafenib および Temsirolimus の場合にはリン酸化 eIF2α レベルの低下が観察された

（Figure II-6）。 
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Figure II-6. Phospho-eIF2α levels in A549 cells treated with various drugs. 

A549 cells were treated with various drugs (10 μM) for 3 h. Whole-cell lysates were analyzed by 

immunoblotting using antibodies specific for (B and E) eIF2α, (C and F) phospho-eIF2α or β-actin. (A and 

D) Representative images of three independent experiments are shown. Quantitative data are expressed as 

means ± S.E.M. Asterisks indicate significant differences from DMSO group (*; p < 0.05, **; p < 0.01, ***; 

p < 0.001, one-way ANOVA with Dunnett’s test). 
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Figure II-6. Continued. 
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考察 

 

本章では、第一章で見出した Gefitinib と Erlotinib によるリン酸化 eIF2α レベルの

上昇の機序について解析を進めた。まず両薬物によるリン酸化 eIF2αレベルの上昇が

ストレスシグナルの活性化によるものかどうかを検証した。GCN2、PERKおよびPKR

のそれぞれに対する siRNA、あるいは 3 つ全ての siRNA によって eIF2α リン酸化酵

素の発現を抑制した条件下においても、Gefitinibと Erlotinibによるリン酸化 eIF2αレ

ベルの上昇が認められた。これらの結果から、両薬物による eIF2αのリン酸化レベル

の上昇にこれらのリン酸化酵素は関与しないと考えられた。また、脱リン酸化過程に

ついて検討したところ、非特異的な脱リン酸化酵素阻害薬の okadaic acidの処置によ

って Gefitinib と Erlotinib によるリン酸化 eIF2α レベルの上昇が抑制された。この結

果は、両薬物によるリン酸化 eIF2αレベルの上昇が脱リン酸化過程に起因する可能性

を示唆する。ホスファターゼアッセイにより PP1 に対する Gefitinib と Erlotinib の直

接的な阻害効果を検討したが、両薬物のいずれも PP1活性を阻害しなかった。また、

PP1/GADD34複合体阻害薬 salubrinalの処置はDMSO群でのリン酸化 eIF2αレベルを

上昇させたが、依然として両薬物によるさらなる上昇が認められた。以上より、

Gefitinibと Erlotinibによるリン酸化 eIF2αレベルの上昇は、PP1の直接的な阻害では

ない別の脱リン酸化過程の抑制に起因すると考えられた。 

Gefitinibと Erlotinibの処置によってA549細胞の 3つのストレス応答分子のいずれ

もが活性化せず、ストレス応答性の PP1機能調節因子であるGADD34も標的ではな

いと考えられたことから、A549 細胞には両薬物の処置によるストレスが生じていな

い可能性がある。今回検討できなかった CRePは非ストレス条件下での eIF2αのリン

酸化レベルを決定していると考えられているため、Gefitinibと Erlotinibによるリン酸

化 eIF2αレベルの上昇に CRePが関与している可能性がある。また、okadaic acidが阻

害する脱リン酸化酵素は PP1 以外にも報告されていることから 82,83、PP1 以外の

okadaic acidの標的分子についても検討する必要がある。 

様々な分子標的薬を用いて検討した結果、Gefitinibと Erlotinib以外の薬物のなかに

もリン酸化 eIF2αレベルを変動させるものがあることが判明した。例えば、第二世代

EGFR 阻害薬の Afatinib にも同様の作用が認められた。しかし、Everolimus や

Temusirolimus のような間質性肺疾患を高頻度に発症する mTOR 阻害薬では eIF2α の
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リン酸化レベルの上昇は起きず、リン酸化 eIF2α の上昇が認められた Sunitinib は間

質性肺疾患をほとんど惹起しない。従って、間質性肺疾患の発症とリン酸化 eIF2αの

変動との相関は本研究では認められなかった。間質性肺疾患の発症には、投与開始時

に肺が障害されているか否かが重要である。Sunitinibは根治切除不能又は転移性の腎

細胞癌に使用される抗癌剤であり、そのような患者では非小細胞肺癌の患者における

肺の状態とは異なる可能性がある。Everolimusや TemusirolimusのようなmTOR阻害

薬による間質性肺疾患に関しては、発症は高頻度であるが症状は比較的軽度で済むこ

とから、EGFR阻害薬による間質性肺疾患とは病態や機序が異なる可能性がある。 

生体分子のリン酸化と脱リン酸化のバランスは、細胞内および細胞間シグナルの調

節において極めて重要である。PP1の機能異常が癌の病態に関わるという報告はこれ

までにもあるが 84–86、PP1の基質タンパク質や関与するシグナル経路は多岐にわたる

ため、PP1自体を標的とすることは薬理作用の選択性の観点から有望ではない。本研

究によって、Gefitinibや Erlotinibが PP1を直接的に阻害せずに eIF2αの脱リン酸化過

程を抑制している可能性が示唆されたことから、PP1の多数の標的分子のうち、特定

の分子の脱リン酸化を選択的に阻害できる可能性がある。PP1機能調節因子に対して

選択的に作用することによる脱リン酸化反応の阻害については、種々の病態に対する

創薬標的の候補として検討していく余地があると思われる。 

以上、本章では、標的分子の同定には至らなかったが Gefitinib と Erlotinib による

eIF2α のリン酸化レベルの上昇が既知のリン酸化酵素の活性化によるものではなく、

脱リン酸化過程の抑制に起因している可能性を見出した。 
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結論 

 

以上二章にわたり、著者は EGFR 阻害薬による間質性肺疾患の発症機序の解明を

目的とした検討を行い、以下の結論を得た。 

 

 

第一章 Gefitinib および Erlotinib による eIF2α のリン酸化と肺胞上皮細

胞の増殖抑制 

 

EGFR 阻害薬は肺組織の修復を阻害することにより間質性肺疾患発症のリスクを

増大すると考えられている。障害を受けた肺胞を修復する過程においてⅡ型肺胞上皮

細胞の増殖は重要であることから、第一章では、Ⅱ型肺胞上皮モデル細胞である A549

細胞に Gefitinib や Erlotinib が小胞体ストレスに関連した細胞シグナルに与える影響

と間質性肺疾患との関連について検討した。両薬物は PARK2および CHOPのmRNA

発現を誘導し、HRD1、SEL1、BIP の mRNA 発現には影響しなかった。さらに、

PERK/eIF2α/ATF4経路の活性化を検討したところ、Gefitinibと Erlotinibの処置により

リン酸化 eIF2αレベルが上昇し、その後ATF4の誘導が見られたが、小胞体ストレス

センサー分子である PERK の活性化は認められなかった。以上のことから Gefitinib

および Erlotinibは A549細胞に対して小胞体ストレスを惹起しないが、eIF2α/ATF4経

路を活性化することが判明した。また、これら EGFR阻害薬はⅡ型肺胞上皮細胞モデ

ルである A549細胞に cyclin-D1の発現低下と増殖抑制を引き起こした。eIF2αのリン

酸化を抑制する TUDCAは Gefitinibと Erlotinibによる cyclin-D1の発現低下および増

殖抑制を軽減したことから、eIF2α のリン酸化が A549 細胞の増殖抑制に関与してい

ることが示された。一方、EGFR遺伝子変異陽性非小細胞肺癌である PC-9細胞では、

これら EGFR阻害薬により細胞死が惹起され、リン酸化 eIF2αレベルの上昇も観察さ

れた。しかしながら、TUDCA は両薬物による PC-9 細胞の細胞死に対して保護的に

作用せず、TUDCAが EGFR阻害薬の抗癌作用には影響しないことが示唆された。以

上より、Gefitinibおよび Erlotinibによるリン酸化 eIF2αレベルの上昇がⅡ型肺胞上皮

細胞の増殖抑制に関与していることを見出した。  
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第二章 Gefitinibおよび Erlotinibによる eIF2αリン酸化機序の解析 

 

第一章より、Gefitinibおよび Erlotinibによるリン酸化 eIF2αレベルの上昇がⅡ型肺

胞上皮細胞の増殖抑制に関与することが示唆された。そこで第二章では、これら

EGFR 阻害薬による eIF2α リン酸化の亢進がどのような機序で起きているか解析し

た。eIF2α リン酸化酵素である PERK、GCN2 および PKR を siRNA により発現抑制

した際の影響を検討した結果、それぞれに対する siRNA あるいは 3 つ全ての siRNA

を導入した条件下においても、Gefitinibと Erlotinibによるリン酸化 eIF2αレベルの上

昇は認められた。次に eIF2αの脱リン酸化過程について検討するため、非選択的脱リ

ン酸化阻害薬 okadaic acid を処置した条件下で両薬物を処置したところ、eIF2α のリ

ン酸化は認められなかった。しかし、PP1/GADD34複合体阻害薬である salubrinalを

用いて同様の検討を行ったところ、Gefitinibと Erlotinibによる eIF2αのリン酸化作用

は抑制されなかった。さらに、eIF2αの脱リン酸化を担う PP1に対する直接の阻害作

用を検討したところ、Gefitinib と Erlotinib は PP1 の脱リン酸化活性を阻害しなかっ

た。以上の結果より、PP1に対する直接阻害以外の形式で、Gefitinibおよび Erlotinib

が eIF2αの脱リン酸化反応を低下させている可能性が示唆された。 

 

 

 以上、著者は Gefitinib および Erlotinib による eIF2α の脱リン酸化反応の低下が

リン酸化 eIF2α レベルの上昇を引き起こし、cyclin-D1 の減少を介してⅡ型肺胞上皮

モデルである A549 細胞の増殖抑制に関与していることを見出した。また、eIF2α の

リン酸化を抑制する TUDCAが、両薬物による A549細胞の増殖抑制を軽減するのに

対し、PC-9 細胞における細胞死に対しては保護的に作用しないことを示した。本研

究の成果は、EGFR阻害薬によるⅡ型肺胞上皮細胞の増殖抑制の機序に eIF2αが関与

していることを示唆するものであり、間質性肺疾患の発症機序の解明と予防法の開発

に有用な基礎的知見を提供するものである。 
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実験の部 

第一章 実験の部 

 

【1】試薬 

Gefitinibは LC Laboratoriesより、Erlotinib hydrochlorideは Santa Cruz Biotechnology

より購入した。Tauroursodeoxycholic acid（TUDCA）は Sigma-Aldrich より購入した。

Hoechst33342と 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide（MTT）

は Dojindo Laboratoriesより購入した。TunicamycinはWako Pure Chemicalsより購入し

た。Dulbecco’s modified Eagle’s medium（DMEM）、Roswell Park Memorial Institute 1640

培地（RPMI1640）、リン酸緩衝液は、Sigma-Aldrichより購入した。その他の試薬は、

市販特級品を用いた。 

 

【2】抗体 

C/EBP homologous protein（CHOP）（#2895）、cleaved caspase-3（#9661）、cyclin-D1

（#2926）、epidermal growth factor receptor（EGFR）（#2232）、eukaryotic initiation factor 

2 α subunit（eIF2α）（#9722）、phospho-eIF2α（Ser51）（#9721）、protein kinase R-like ER 

kinase（PERK）（#3192）に対する抗体は Cell Signaling Technologyより購入した。抗

KDEL配列抗体（ADI-SPA-827-F）は Enzo Life Sciencesより、抗 activating transcription 

factor 4（ATF4）抗体（sc-200）は Santa Cruz Biotechnologyより購入した。抗 β-actin抗

体（AC-15）は Sigma-Aldrichより購入した。 

 

【3】細胞培養と薬物処置 

A549細胞（ECACC、86012804）は旭川医科大学病院 法医学講座 清水恵子教授

より、PC-9 細胞は京都大学医学部附属病院 呼吸器外科 毛受暁史助教より分与し

て頂いた。A549細胞は 10%ウシ胎児血清（FBS）含有 DMEMで、PC-9細胞は 10% 

FBS含有 RPMI1640で、それぞれ 10 cm Dishに接着させて 5% CO2、37°C環境下にて

維持培養した。 

実験の際には、24-well plate（MTT 試験）、12-well plate（色素染色）または 6-well 

plate（real-time PCRおよび western blotting）に、A549細胞を 4.2 × 104 cells/cm2、PC-
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9細胞を 1.6 × 104 cells/cm2で播種した。薬物を含む FBS不含培地を dimethylsulfoxide

（DMSO）濃度が 0.1%以下となるように調製し、播種の 24時間後あるいは siRNA導

入の 48時間後に細胞に処置した。 

 

【4】RNA発現の定量 

RNeasy Plus Mini Kit（Qiagen）を用いて、A549細胞から total RNAを抽出した。得

られた total RNA（20 μg）を鋳型として High Capacity RNA-to-cDNA Kit（Applied 

Biosystems）により逆転写反応を行い、cDNAを作製した。StepOnePlus Real-Time PCR 

System（Applied Biosystems）および TaqMan Fast Advanced Master Mix（Applied 

Biosystems）を用いて、cDNAに対して定量的 real-time PCRを行った。以下の遺伝子

に対する特異的なプローブは Applied Biosystems から購入した。18S rRNA は mRNA

発現量の内標準として使用した。 

 

Binding immnoglobulin protein (BIP), Hs00607129_gH 

CHOP, Hs00358796_g1 

HMG-CoA reductase degradation 1 (HRD1), Hs00381211_m1 

Parkinson juvenile disease protein 2 (PARK2), Hs01038325_m1 

Suppressor or enhancer of lin-12 1 (SEL1), Hs01071406_m1 

18S rRNA, Hs99999901_s1 

 

【5】タンパク質発現の定量 

細胞を 20 mM HEPES、120 mM NaCl、5 mM EDTA、1% Triton X-100、10% Glycerol、

10 mM NaF、2 mM Na3VO4、1% protease inhibitor cocktail（Nacalai Tesque）を含む lysis 

buffer により可溶化し、Bradford 法により γ-globulin で作成した検量線からタンパク

濃度を求め、4 μg/μL に希釈した。等量のタンパク質を SDS-PAGE により分離し、

PVDF 膜に転写した。5% skim milk 含有 TBS-T によって 1 時間ブロッキングを行っ

た後、一次抗体と 4°Cで一晩反応させた。その後、適切な二次抗体と 1時間反応させ

た後、Luminata Crescendo（Millipore）あるいは ECL select（GE Healthcare）を用いて

発光を検出した。得られた画像は Image Jソフトウェア（NIH）を用いてバンド強度

の測定を行い、それぞれのタンパク質の強度は対応する β-actinの強度で補正した。  
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【6】細胞増殖の評価 

薬物処置から当該時間経過後の細胞に 0.5 mg/mL MTT を含む DMEM を処置し、

37°Cで 30分インキュベートした。培地を除去後、生成されたホルマザン色素を 1 mL

の DMSOで溶解し、そのうち 200 μLを用いて 560 nmの吸光度を測定した。リファ

レンス波長 630 nmの吸光度を 560 nmの吸光度から差し引いた。 

 

【7】細胞死の評価 

薬物曝露後、トリプシンにより細胞を剥がし 1×PBSで洗浄した。Trypan blue染色

と細胞計数は付属の Trypan Blue Stain 0.4%および Countess（Invitrogen）を用いて行っ

た。アポトーシスおよびネクローシスした細胞の検出は、Apoptotic/Necrotic/Healthy 

Cells Detection Kit（PromoKine）を用いて行った。添付の手順書に従いHoechst 33342、

FITC-Annexin Vおよび Ethidium Homodimer IIIを含む 50 μLの 1×Binding Bufferと 50 

μLの細胞懸濁液を混ぜ合わせ、室温で 15分インキュベートした後に 1×Binding Buffer

で洗浄した。蛍光イメージは BZ-9000（Keyence）を用いて撮像し、染色された細胞

を計測した。アポトーシス細胞およびネクローシス細胞の割合はそれぞれ FITC-

Annexin Vと Ethidium Homodimer IIIの値を Hoechst 33342の値で除すことにより算出

した。 

 

【8】EGFRに対する RNA干渉 

A549 細胞の播種の 24 時間後に、50 pmol の Human EGFR に対する Stealth RNAi 

siRNA（Life Technologies）を Lipofectamine RNAiMAX Transfection Reagent（Life 

Technologies）を用いて細胞内に導入した。陰性対照として Stealth RNAi siRNA Negative 

Control Low GC（Life Technologies）を用いた。使用した EGFR を特異的に抑制する

siRNAの標的配列は、以下に示す通りである。 

 

EGFR-siRNA（HSS103116）: 5’-CCTATGCCTTAGCAGTCTTATCTAA-3’ 

 

【9】統計解析 

解析により得られた定量的なデータは Mean ± S.E.M.で表現した。統計解析は

GraphPad Prism 5 を用いて行った。多重比較検定は、一元配置分散分析の後 Dunnett
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の検定あるいは Tukey-Kramerの検定を行い、P値が 0.05以下である場合を有意と判

定した。 
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第二章 実験の部 

 

【1】試薬 

Afatinib、Crizotinib、Dasatinib、Everolimus、Imatinib、Lapatinib Di-p-toluenesulfonate 

salt、Nilotinib、Olaparib、Pazopanib、Regorafenib、Ruxolitinib、Sorafenib p-toluenesulfonate 

salt、Sunitinib malate salt、Vemurafenib は LC Laboratories より購入した。Axitinib、

Bosutinib、Salubrinal、Temsirolimus は Sigma-Aldrich より購入した。Okadaic acid は

Calbiochemより購入した。その他の試薬は、第一章と同様のもの、もしくは市販特級

品を用いた。 

 

【2】抗体 

General control nonderepressible 2（GCN2）（#3302）、protein kinase RNA-activated（PKR）

（#3072）に対する抗体は Cell Signaling Technology より購入した。PERK、eIF2α、

phospho-eIF2α（Ser51）、β-actinに対する抗体は第一章と同様のものを使用した。 

 

【3】細胞培養と薬物処置 

A549細胞の培養と薬物の処置は第一章と同様の方法で行った。 

 

【4】eIF2αリン酸化酵素に対する RNA干渉 

A549 細胞の播種の 24 時間後に、各遺伝子に対する Stealth RNAi siRNA（Life 

Technologies）を Lipofectamine RNAiMAX Transfection Reagent（Life Technologies）を

用いて細胞内に導入した。陰性対照としてStealth RNAi siRNA Negative Control Medium 

GC（Life Technologies）を用いた。使用した siRNAの標的配列は、以下に示す通りで

ある。 

 

GCN2-siRNA（HSS140746）: 5’-GCATAAGGTCCTGAGTGCATCTAAT-3’ 

PERK-siRNA（HSS190343）: 5’-CACCAGTAGCAAATCTTCTTCTGAA-3’ 

PKR-siRNA（HSS183404）: 5’-CAGGTTTCTTCATGGAGGAACTTAA-3’ 
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【5】タンパク質発現の定量 

タンパク質発現の定量は第一章と同様にして行った。 

 

【6】脱リン酸化反応の評価 

脱リン酸化反応は、Human Recombinant Protein Phosphatase 1（Millipore）および

ProFluor Ser/Thr PPase Assay（Promega）を用いて評価した。予め 5 μLの薬物を入れた

Black-walled 96-well plateの各 wellに 20 μLの Phosphatase Solutionを入れた後、25 μL

のリン酸化状態の R110 Substrate を加え、脱リン酸化反応の開始とした。22-25°C の

範囲で 10分インキュベートした後、25 μLの Protease Solutionを加えて 90分間、25°C

で R110 Substrateの分解反応を行った。その後、25 μLの Stabilizer Solutionを加えて、

励起波長 485 nm、蛍光波長 530 nmにおける蛍光強度を測定した。 

 

【7】統計解析 

統計解析は第一章と同様にして行った。 
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論文目録 

 

本研究の内容は、以下の論文に発表した。 

 

 

Gefitinib and Erlotinib Lead to Phosphorylation of Eukaryotic Initiation Factor 2 Alpha 

Independent of Epidermal Growth Factor Receptor in A549 Cells. 

PLoS One. 10: e0136176, 2015. 

 

 

Mechanism of eIF2α Phosphorylation Induced by Gefitinib and Erlotinib in A549 Cells. 

Manuscript in preparation 
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