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研究成果の概要（和文）：本研究では、RET融合遺伝子陽性肺がんの薬剤耐性機構を明らかにし、その制御に向
けた知見を得ることを目標に行った。RETチロシンキナーゼ阻害剤バンデタニブ耐性例より、RETタンパク質の活
性化ループ上に薬剤耐性変異S904Fを同定した。さらに、細胞・精製タンパク質を用いた実験および分子動力学
シミュレーション解析を行うことで、薬剤とキナーゼとの相互作用に変化を引き起こし、アロステリック効果に
よって薬剤結合が不安定化する過渡的なタンパク構造を誘導させることを見出した（Nakaoku T, et al. Nat 
Commun. 2018）。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to clarify the drug resistance mechanism in 
RET fusion gene positive lung cancer against RET tyrosine kinase inhibitor, and to obtain knowledge 
to overcome the resistance. We identified secondary S904F mutation on the activation loop of RET 
kinase domain from the patient who got re-progression of the tumor after treatment of vandetanib. In
 silico molecular dynamic simulation analysis as well as in vitro assay using Ba/F3 cells and 
purified kinase protein revealed the S904F mutation causing drug resistance by destabilizing RET 
kinase domain protein and vandetanib complex by the allosteric effect (Nakaoku T, et al. Nat Commun.
 2018).
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、薬剤の結合部位から離れた位置に存在するアロステリック効果を持つ遺伝子変異が分子標的薬剤
に対する耐性を獲得する原因となることが明らかになった。今回の研究に用いた手法は、がん細胞に起こる変異
の機能を解明し、治療の方針決定の手助けになることが期待される。また、その薬剤耐性変異の克服を目指した
研究を行っており、その成果はより効果的な非小細胞肺がんへの治療法の開発につながる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
申請者の所属する研究室では、肺がんの遺伝子異常に基づく個別化治療の進展に取り組んでお
り、高速シークエンサーを用いた全 RNA シークエンシングにより新たな治療標的として、RET 融
合遺伝子(Kohno T, et al. Nat Med. 2012)と NRG1 融合遺伝子(Nakaoku T, et al. Clin Cancer 
Res. 2014)を同定し、RET 融遺遺伝子は RET チロシンキナーゼ阻害剤（TKI）バンデタニブが著
効するドライバー遺伝子異常であることを前臨床試験により示した。その結果を以って、RET 融
合陽性肺がんに対するバンデタニブの第II相医師主導治験につながり、実地臨床においてもRET
融合陽性例に対するバンデタニブの治療効果の証明に至った（Yoh K, et al. Lancet Respir 
Med. 2016）。しかしながら、先行するドライバー遺伝子異常である EGFR 変異や ALK 融合陽性肺
がんと同様に、RET 融合陽性例においても RET-TKI への耐性が数ヶ月から 1年程度で出現するこ
とが問題となっている。 
 
２．研究の目的 
RET 融合遺伝子を標的とした肺がん治療を行い、さらに薬剤耐性を見据えて治療効果を改善する
ためには、その分子機構の解明が必須である。本研究の目的は、RET 融合遺伝子陽性肺がんにお
ける薬剤耐性を対象に、耐性機構解明とその制御に向けた知見を得ることである。 
 
３．研究の方法 
本研究計画では、RET 融合遺伝子陽性の肺がん生体のモデルに対して、薬剤治療の前後でサンプ
リングを行い、薬剤耐性の原因となる遺伝子変化や細胞内シグナル変化を比較オミックス解析
により調べる。耐性機構の候補となる因子を、Ba/F３細胞や、RET 融合遺伝子陽性肺がん株にレ
ンチウイルスベクターにより導入し、薬剤耐性に与える影響を調べる。その機構を解析には、細
胞を用いたシグナル伝達の解析や、精製タンパク質を用いたキナーゼアッセイや分子動力学シ
ミュレーションにより解析を用いる。 
また、細胞内のシグナル変化に対しては、RET 融合遺伝子陽性の複数の細胞株を用いて、薬剤耐
性モデルを構築し、比較オミクス解析によって薬剤耐性の候補因子を探索する。転写因子を含む
候補因子によって形成される細胞内外のシグナルネットワークを制御することで、耐性克服法
を探索する。 
 
４．研究成果 
肺腺がんに認められる RET 融合遺伝子は、数ヶ月程度で RET チロシンキナーゼ阻害薬（TKI）へ
薬剤耐性が出現する。本研究では、RET 融合遺伝子陽性肺がんの薬剤耐性機構を明らかにし、そ
の制御に向けた知見を得ることを目標に行った。RET チロシンキナーゼ阻害剤バンデタニブ耐性
例より、RET タンパク質の活性化ループ上に薬剤耐性変異 S904F を同定した。さらに、分子動力
学シミュレーション解析を行うことで、薬剤とキナーゼとの相互作用に変化を引き起こし、アロ
ステリック効果によって薬剤結合が不安定化する過渡的なタンパク構造を誘導させることを見
出した（Nakaoku T, et al. Nat Commun. 2018）。現在は、その薬剤による制御機構の解明を行
っている。 
しかしながら、治療耐性例で２次変異を認めない症例もあり、その他の機序による耐性機構獲得
の可能性も示唆される。バイパスシグナル経路の探索のため、樹立した RET 融合遺伝子陽性ヒト
肺がん細胞株 LC-2/ad 由来の薬剤耐性クローンに対して、抗体アレイを行い、耐性細胞では複数
のキナーゼタンパク質の活性化が認
められた。また、そうしたシグナル変
化をもたらす細胞内の転写因子の活
性化を見るために、アレイ型のマルチ
レポーターアッセイを行い、NF-kB を
含む複数の転写因子の活性型認めら
れた。これらのシグナル活性化を惹起
するリガンド加えることで、親株にお
ける薬剤感受性の低下が認められた。
また、活性化タンパク質を抑制する阻
害剤を RET 阻害剤と併用することで、
より高い腫瘍抑制効果が認められ、
RET タンパク質とのクロストークが
示唆された。同定している候補には、
がん幹細胞様形質の獲得に寄与する
因子も含まれており、現在は機能解析
を行っている（図）。 
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