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〈要 約〉

　この研究において，筆者らは，バイオセンサーによる生体内イメージング技術を用いてBRAF阻害剤に対するメラノーマ細胞の応答および薬剤耐性と腫瘍微小環境とのかかわりについて明らかにした．生体においてBRAFに変異をもつメラノーマ細胞はBRAF阻害剤に対しいったん応答したが，腫瘍間質細胞が高密度に存在する領域においてはそののちにERKの再活性化が認められた．このERKの再活性化はBRAF阻害剤によるメラノーマ関連線維芽細胞の逆説的な活性化と関連しており，細胞外マトリックスの産生およびリモデリングの亢進によりメラノーマ細胞におけるインテグリンβ1-FAKシグナル伝達経路が増強され，ERKの再活性化およびBRAF阻害剤に対する耐性がひき起こされることがわかった．この薬剤耐性の機構を裏づけるように，フィブロネクチンに富む3～12 kPaの硬さをもつ基質のうえで培養することによりメラノーマ細胞はBRAF阻害剤に対する耐性を示した．また，BRAFおよびFAKの共阻害によりERKの再活性化の消失および相乗的な腫瘍の増殖の抑制が認められた．これらの結果から，生体においてBRAF阻害剤によるメラノーマ関連線維芽細胞の逆説的な活性化が薬剤耐性環境をつくりだすというモデルを提唱し，がんの標的治療においては薬剤の腫瘍間質細胞への影響を考慮する必要のあることを指摘した．

はじめに

　プロテインキナーゼをコードするがん遺伝子の発見から，その選択的な阻害はがんに対する化学療法（標的治療）の切り札として期待され，実際に，Abl，EGFR，BRAFなどに対する選択的な阻害剤は臨床において大きな成果をあげている．しかしながら，EGFRあるいはBRAFに対する阻害剤はいずれも数カ月におよぶ良好な初期応答ののち薬剤に耐性を示すクローンが優勢となり，多くの症例において治癒を得ることなく再増悪する1,2)．EGFRに変異をもつ肺がんにおいては標的治療を開始するまえからごく少数の薬剤耐性クローンの存在が確認されているが3,4)，BRAFに変異をもつメラノーマ（悪性黒色腫）においては薬剤耐性の獲得の遺伝学的な機序はいまだ明らかにされていない．また，BRAF阻害剤に対するメラノーマの初期応答は症例ごとに大きく異なるが5,6)，この差異が治療を開始するまえの薬剤耐性クローンの有無に規定されているという報告はない．外因性の機構として線維芽細胞の産生するHGFが薬剤耐性の原因として報告されているが7)，遺伝学的に安定な腫瘍間質細胞がBRAF阻害剤の選択圧のもとどのようにしてメラノーマにおいて薬剤耐性クローンを生みだすのか，その分子機構は依然として不明である．

　BRAFはRas-Raf-MEK-ERKシグナル伝達経路においてはたらいているが，筆者らは，生細胞にて核におけるERKの活性をモニターするバイオセンサーを用い8)，BRAF阻害剤に対するメラノーマ細胞の応答を生体において1細胞のレベルで定量化することに成功した．また，全身に赤色蛍光タンパク質を発現するトランスジェニックマウスを用いることにより薬剤応答における腫瘍微小環境の役割について明らかにした．

1．BRAF阻害剤に対するメラノーマ細胞の不均一な応答
　生体においてBRAF阻害剤に対するメラノーマ細胞の応答を経時的に観察するため，ERKバイオセンサーを安定的に発現するマウスのメラノーマ細胞株を樹立した9)．これらの細胞株はin vitroにおいてすみやかにBRAF阻害剤（PLX4720）に応答し，ERKの活性および細胞増殖の抑制が認められたが，同じ系統のマウスの皮下に移植するとBRAF阻害剤に対し耐性を示すことがわかった．この予想外の結果から，生体における腫瘍微小環境に薬剤耐性にかかわるなんらかの外因性の因子が存在する可能性を考えた．薬剤応答の詳細な時系列評価のためマウスの背部にイメージングウィンドウを設置し，BRAF阻害剤の投与の前後でのメラノーマ細胞におけるERKの活性を測定したところ，投与の4時間のちにはERKの活性は低下していたが，そののち，再活性化が認められた．BRAF阻害剤を24時間ごとに投与してもそれ以降はERKの活性は低下しなかったことから，メラノーマ細胞はすでに薬剤に適応しているものと考えられた．メラノーマ細胞におけるERKの再活性化と腫瘍間質細胞との関連を調べるため，赤色蛍光タンパク質を全身の細胞に発現するマウスの皮下にメラノーマ細胞株を移植し同様に実験したところ，腫瘍間質細胞の密度の高い部分ではBRAF阻害剤のくり返しの投与によってもERKの活性は抑制されないことがわかった．これらの結果から，メラノーマ細胞におけるERKの再活性化に寄与する腫瘍間質細胞に由来する因子の存在が考えられた．

2．メラノーマ関連線維芽細胞によるERKの再活性化

　メラノーマの組織には血管内皮細胞，好中球，リンパ球，マクロファージ，線維芽細胞など多様な間質細胞が存在する．これらのどれがERKの再活性化に寄与しているかを同定するため，腫瘍標本を免疫染色学的に検討した．その結果，メラノーマ細胞がERKの高い活性を示す領域にはマクロファージおよび線維芽細胞の集積が認められた．驚くべきことに，in vitroにおいて作製したメラノーマ細胞とメラノーマ関連線維芽細胞の共培養スフェロイドはBRAF阻害剤に対し耐性を示した．メラノーマ細胞はマクロファージとの共培養では薬剤耐性を示さなかった．これらの結果から，メラノーマ関連線維芽細胞が薬剤耐性に寄与する主たる腫瘍間質細胞であると考えられた．このメラノーマ細胞とメラノーマ関連線維芽細胞の共培養スフェロイドにおけるメラノーマ細胞のERKの活性を経時的に測定したところ，BRAF阻害剤の投与ののちのすみやかな低下ののち，12時間以内にゆるやかな再活性化が認められ，生体において観察されたERK活性のダイナミズムがin vitroにおいても再現された．さらに，BRAF阻害剤の投与の12時間のち，この共培養スフェロイドにふたたびBRAF阻害剤を投与したところ，メラノーマ細胞におけるERK活性の低下は認められなかった．これらの結果から，生体において観察されたメラノーマ細胞のBRAF阻害剤に対する初期応答および適応は，メラノーマ関連線維芽細胞の介在によりひき起こされているものと考えられた．

3．BRAF阻害剤によるメラノーマ関連線維芽細胞の活性化

　このBRAF阻害剤に対するメラノーマ細胞のすみやかな適応は，これまでに報告されていた薬剤耐性の機構とは明らかに異なっており，BRAF阻害剤がメラノーマ関連線維芽細胞になんらかの影響を及ぼし，これがゆるやかな適応を誘導しているのではないかと考えた．そこで，メラノーマ細胞とメラノーマ関連線維芽細胞の共培養スフェロイドのメラノーマ関連線維芽細胞にもERKバイオセンサーを導入しBRAF阻害剤に対する応答を観察したところ，メラノーマ関連線維芽細胞におけるERKの逆説的な活性化が認められた．また，これと連動して，メラノーマ関連線維芽細胞におけるミオシン軽鎖のリン酸化および細胞収縮力の増強，細胞外マトリックスのリモデリングの亢進が認められ，マイクロアレイにより一連の細胞外マトリックスをコードする遺伝子の発現の上昇が認められた．これらの結果は，BRAF阻害剤によりメラノーマ細胞関連線維芽細胞がよりがんの進展に関連する表現型10) を呈するようになることを示唆した．

4．細胞外マトリックスからのシグナルによるメラノーマ細胞における薬剤耐性

　細胞外マトリックスのリモデリングとメラノーマ細胞の薬剤耐性との関連について調べるため，特定の細胞外マトリックスによりおおわれ硬さの規定されたゲルのうえでメラノーマ細胞を培養し，BRAF阻害剤に対する応答を調べた．その結果，メラノーマ細胞はフィブロネクチンに富む3～12 kPaの硬さをもつ基質のうえで培養することにより，BRAF阻害剤に対する耐性を示した．この薬剤耐性はメラノーマ細胞におけるインテグリンβ1-FAKシグナル伝達経路の活性化と連動しており，siRNAによるインテグリンβ1あるいはFAKのノックダウンにより薬剤耐性は消失した．また，メラノーマ細胞とメラノーマ関連線維芽細胞の共培養スフェロイドに対しBRAFとともにFAKあるいはSrcを阻害することにより，ERKの再活性化の消失およびより効果的な細胞死が誘導された．

5．BRAFとFAKの共阻害による相乗的な腫瘍の増殖の抑制

　皮下にメラノーマ細胞を移植したマウスにBRAF阻害剤およびFAK阻害剤を投与したところ，これらの併用により相乗的な腫瘍の増殖の抑制が認められた．また，腫瘍標本の詳細な検討の結果，BRAF阻害剤の単独での投与では豊富な細胞外マトリックスにかこまれたメラノーマ細胞が伸展した形態を呈していた一方，BRAF阻害剤とFAK阻害剤の併用ではこの伸展した形態は消失していた．以上の結果から，BRAFを阻害されたメラノーマ細胞は，生体においてもインテグリンβ1-FAKシグナル伝達経路を補填的なシグナル伝達経路として利用することにより細胞死からのがれているものと推測され（図1），このシグナル伝達経路を阻害することで相乗的な腫瘍の増殖の抑制効果が得られたものと考えられた．

6．BRAF阻害剤に感受性のメラノーマ細胞は薬剤耐性環境において増殖する

　以上の結果は，生体においてBRAF阻害剤に対し耐性を示すマウスのメラノーマ細胞を用いて得られたものであった．しかしながら，実際の臨床においては多くのメラノーマは良好な初期応答を示す5,6)．これらのケースにおいても残存する腫瘍塊は同様の分子機構により形成されているのではないかと考えた．そこで，BRAF阻害剤に対しin vitroおよびin vivoにおいて良好な初期応答を示すヒトのメラノーマ細胞株にERKバイオセンサーを導入し，ヌードマウスの皮下に移植してBRAF阻害剤に対する応答を観察した．その結果，良好な初期応答を示したものの腫瘍は消失せず，約10日で直径2～4 mmの腫瘍塊を形成したが，これらの生存している細胞は対照と比較して同等のERK活性を示した．また，腫瘍組織学的には劇的な変化が認められ，メラノーマ関連線維芽細胞およびコラーゲン線維やフィブロネクチンなどの細胞外マトリックスからなる巣状の構造にかこまれた内部に，高いインテグリンβ1活性を示す伸展した形態を呈す細胞が観察された．これらの細胞を切り出しin vitroにおいて培養したところ，BRAF阻害剤に対し親株の細胞と同じ程度の感受性を示し，この段階では内因性の薬剤耐性は獲得しておらず，BRAF阻害剤に感受性の細胞がこの特殊な腫瘍微小環境に保護されて生存しているものと考えられた．また，これらの結果と一致するように，BRAF阻害剤とFAK阻害剤の併用によりマウスの皮下の腫瘍はより良好に縮小した．
　驚くべきことに，BRAF阻害剤を単独にて投与したマウスは腫瘍の大きさは良好に縮小していたにもかかわらず，腫瘍の悪性度を示すKi-67染色率は対照とほぼ同じであった．この結果は，いっけん静的な状態にあるメラノーマ細胞が実際には腫瘍微小環境に形成されたいわゆる“safe haven”において増殖をつづけ，この“safe haven”から逸脱して死滅する細胞とのあいだでバランスをとっている可能性を示唆しており，全体としては増殖を示さないメラノーマが薬剤の選択圧のなかで遺伝学的な薬剤耐性を獲得する分子機構を考察するうえできわめて示唆に富んでいた（図2）．一方，BRAF阻害剤とFAK阻害剤を併用したマウスは腫瘍の内部に好中球の浸潤をともなう腫瘍の壊死像が認められ，Ki-67染色率も低下していた．このことから，BRAF阻害剤とFAK阻害剤の併用により“safe haven”において生存し増殖するメラノーマ細胞を根絶あるいは減少させることにより，メラノーマに対する治癒あるいはより長期間にわたり腫瘍の大きさは良好に縮小すると期待された．そこで，より厳密なモデルを用いて長期間の薬剤投与実験を行ったところ，BRAF阻害剤の単独での投与では腫瘍の大きさは約50日間にわたり良好に縮小したのち再増大が認められたのに対し，BRAF阻害剤とFAK阻害剤の併用では治療の開始から120日のちにも腫瘍の再増大は認められなかった．以上の結果から，BRAFに変異をもつメラノーマに対する治療においては，BRAF阻害剤とFAK阻害剤を併用することにより，BRAF阻害剤の単独での投与よりも腫瘍の大きさを長期間にわたり維持できる可能性が示唆された．
　これらマウスにおける実験にて得られた知見が実際の臨床においても認められるかどうかを確認するため，BRAF阻害剤の投与を開始する前後の同一の症例のメラノーマの腫瘍標本を解析した．その結果，再増悪の際の細胞外マトリックスの劇的なリモデリングおよび細胞の形態の変化を示す症例が確認され，“safe haven”モデルが実際の臨床にもあてはまることが強く示唆された．

おわりに

　標的治療における薬剤耐性の克服はがんの臨床における最大の関心事のひとつである．BRAFに変異をもつメラノーマはBRAF阻害剤に対し幅広い初期応答を示すが，筆者らは，この初期応答の多様性を説明しうるメラノーマ細胞の薬剤への適応の過程とその動的な分子機構を見い出した．この分子機構は2つの重要な要因，すなわち，BRAF阻害剤によるメラノーマ関連線維芽細胞の逆説的な活性化，および，インテグリンβ1-FAKシグナル伝達経路を介した細胞接着に依存性かつBRAFに非依存性のERKの再活性化からなり，BRAF阻害剤とFAK阻害剤の併用により腫瘍の大きさはより良好に維持されることが示された．BRAF阻害剤により形成されメラノーマ細胞の生存の場になる“safe haven”の存在は，がん化学療法における腫瘍微小環境の重要性をあらためて示し，また，各種のがん標的治療においてはその正常な細胞への影響，とくに，腫瘍関連間質細胞への影響を考慮する必要性のあることを強く示唆した．
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〈図説明〉

図1　BRAF阻害剤を投与する前後の線維芽細胞およびメラノーマ細胞におけるシグナルの状態

（a）BRAF阻害剤を投与するまえのメラノーマ細胞．変異BRAFに依存して増殖する．

（b）BRAF阻害剤を投与したあとのメラノーマ細胞．BRAF阻害剤の投与により変異BRAFを介するシグナルを失うが，同時に，線維芽細胞が活性化され細胞外マトリックスの産生およびリモデリングが亢進し，その結果，メラノーマ細胞はインテグリンβ1-FAK-Srcシグナル伝達経路を介してERKを再活性化し，生存し増殖をつづける．
図2　メラノーマ細胞の薬剤耐性における“safe haven”モデル

活性化された線維芽細胞が形成する薬剤抵抗性の腫瘍微小環境がBRAF阻害剤からメラノーマ細胞を保護し，メラノーマ細胞はこの内部で増殖をつづける．一方，この“safe haven”から逸脱したメラノーマ細胞は死滅する．この増殖と死滅のバランスにより，いっけん腫瘍の大きさは変化していないようにみえるが，実際には腫瘍は“safe haven”の内部で増殖をつづけており，やがて，内因性に薬剤耐性をもつクローンが出現する．
