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研究成果の概要（和文）：我々は、EGFR遺伝子変異陽性非小細胞肺癌細胞株に対してCRISPR/Cas9スクリーニン
グを用いてEGFR-TKI耐性に関わる遺伝子の抽出を行った。
薬剤耐性に関わる遺伝子として、既報のあるAXL、FGFR1に加えてSHOC2を同定した。SHOC2に関しては、近年MEK
阻害剤に対する薬剤感受性との関連で注目を集めるMAPキナーゼ経路の活性に関わる足場タンパクであり、EGFR
遺伝子変異陽性肺癌細胞株においては、SHOC2の発現量と薬剤感受性に相関を認めることを見出した。
さらに我々は、EGFR-TKI治療前後でSHOC2発現が変動することを臨床検体を用いた解析で明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We utilized CRISPR/Cas9 screening in EGFR mutation-positive non-small cell 
lung cancer cell lines to identify genes involved in EGFR-TKI resistance.
In addition to previously reported genes like AXL and FGFR1, we identified SHOC2, a scaffold protein
 coding gene involved in the activity of the MAP kinase pathway, as a gene involved in drug 
resistance. In EGFR mutation-positive lung cancer cell lines, we found a correlation between the 
expression level of SHOC2 and EGFR-TKI sensitivity.
In addition, we found that SHOC2 expression was altered before and after EGFR-TKI treatment in 
clinical lung cancer specimens.

研究分野： 肺癌薬物耐性機構の解明

キーワード： EGFR-TKI　CRISPR/Cas9　SHOC2　MAPK　EGFR　lung cancer　celastrol

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺癌は日本人の癌死亡原因の中で臓器別第一位であり、予後不良の疾患である。分子標的薬の登場により、患者
予後の改善を認めているものの、分子標的薬のみでの根治は困難である。そのため、薬剤耐性機構の解明とその
克服は重要な課題であるが、本研究においては、日本人非小細胞肺癌で最も割合の高い遺伝子変異であるEGFR遺
伝子変異陽性肺癌に対する特効薬であるEGFR-TKIに対する薬剤耐性に関わる新規遺伝子として、SHOC2を同定
し、その薬剤感受性に影響を及ぼすメカニズムの一端を明らかにした。今後、SHOC2を標的とした創薬やバイオ
マーカーとして活用することで、肺癌薬剤耐性の克服につながることを期待する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景	
	
	 近年の網羅的遺伝子解析技術と小分子化合物合成技術の発達により、上皮成長因子受容体
(Epidermal	growth	factor	receptor:	EGFR)をはじめとしたレセプターチロシンキナーゼ遺伝
子活性化変異を有する肺癌に対し、チロシンキナーゼ阻害剤（Tyrosine	kinase	inhibitor:	TKI）
が有効であることがわかってきた。しかし、臨床的にはこれら TKI の効果はほぼ例外なく 1年前
後で無効となり、薬剤に対する耐性化が問題となっている。一方、EGFR-TKI に対して感受性変
異を有する癌細胞が、EGFR	 T790M 二次変異をはじめとした薬剤耐性を獲得する前に、一過性の
初期耐性化状態（drug	persister	state）を経由している可能性が示唆されている（Sharma	et	
al.	 Cell	 2010,	 Hata	 et	 al.	 Nature	 Med.	 2016）。EGFR	 T790M 二次変異陽性肺癌に対する
osimertinib など薬剤耐性化後の細胞に対する治療開発が進む中、薬剤に対する初期耐性に対し
て実用化に至っている治療は少なく、薬物治療による根治を妨げていると考えられる。	
	 	 申請者は米国ダナファーバーの Peter	 Hammerman 研究室および David	 Barbie 研究室にて
EGFR-TKI の治療効果を高めて drug	persister	state による初期耐性を回避することを目標に、
EGFR 遺伝子変異陽性 PC9 非小細胞肺癌細胞株を用いた、ゲノムワイド CRISPRスクリーニングを
行った。CRISPRスクリーニングに関しては 2014年に報告（Wang	et	al.	Science	2014）されて
以来、薬剤開発をはじめとして、多分野に渡りその有効性が報告されており（Fellman	 et	 al.	
Nat	Rev	Drug	Discov.	2017）精度の高いスクリーニング技術として注目されている。同定され
た遺伝子に対する分子生物学的解析を進めると共に、同様の手法を他の遺伝子変異を有する肺
癌細胞株にも応用する事で、効率よく詳細な薬剤耐性化機構の解明と治療標的を同定できると
考えプロジェクトを立ち上げた。	
	
２．研究の目的	
	
	 本研究ではバイアスをかけないゲノムワイドのアプローチにより drug	 persiter	 state によ
る初期耐性、薬剤感受性に関わる遺伝子群の同定を目指す。同定された初期耐性に関わる遺伝子
群の中で特に有望なものに関して詳細な解析を行う。本プロジェクトにより肺癌薬物耐性に関
するメカニズムを明らかにし、肺癌患者の予後改善もしくは治療予測のバイオマーカーにつな
がるような標的を見出す。	
	
３．研究の方法	
	
	 (1)	同定された初期耐性に関わる遺伝子群の中で特に有望なものに関する解析	
	 (2)	効率よく同定された初期耐性に関わる遺伝子群のバイオマーカーとしての有用性の探索	
	
４．研究成果	
	
	 我々は、EGFR 遺伝子変異陽性非小細胞肺癌細胞株に対して行った CRISPR/Cas9 スクリーニン
グ（Terai	et	al.	Cancer	Res	2018）結果を二次解析することで、EGFR-TKI 耐性に関わる遺伝
子の抽出を行った（図 1）。	
	
	 その結果、薬剤耐性に関わる遺
伝子として、過去に報告のある
AXL、FGFR1 といった遺伝子に加え
て SHOC2 を同定した。SHOC2 に関
しては、近年MEK 阻害剤に対する
薬剤感受性との関連で注目を集
めるMAPキナーゼ経路の活性に関
わる足場タンパクをコードする
遺伝子である。我々は、EGFR遺伝
子変異陽性肺癌細胞株において、
SHOC2 の欠損細胞株や過剰発現細
胞株を作成することで、SHOC2 発
現量と第一世代から第三世代ま
での EGFR-TKI 感受性に相関を認
めることを in	 vitro の実験系に
おいて確認した（図 2）。	
 
 
 
 
 
 

 

図 1.	SHOC2 発現低下は EGFR-TKI の感受性を増強する	

（CRISPR/Cas9スクリーニング結果を二次解析した結果）	



 
 
 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	 さらに、我々は過去に SHOC2 の阻害剤としての可能性が報告されている celastrol を用いて
解析を行なったところ、EGFR-TKI と celastrol は相乗効果を示し、celastrol による SHOC2抑制
が薬剤感受性に関与している可能性が示唆された。	
	 SHOC2 は MRAS/PP1c や SCRIB といったタンパクの足場として機能していることが知られてお
り、特に MAPK の機能に影響を及ぼすことが知られていたことから、phospoproteomics 解析を行
った。その結果、SHOC2欠損の有無によって、EGFR-TKI処理に伴って pSHC1や pBRAF など細胞内
リン酸化に変化がみられることを見出した。	
	 また、xenograft を用いたin	vivo での解析において、SHOC2 遺伝子を欠損させた PC9 細胞は
in	vivo においても EGFR-TKIへの感受性が増強されることを示した（図 3）。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	 さらに、ヒト臨床検体を用いた解析で、EGFR-TKI 治療前後での SHOC2 発現変動を評価した。
その結果、EGFR-TKI 治療後は、治療前と比較して、主要組織において有意に SHOC2 の発現量が
亢進することが判明した（図 4）。これらの結果から、SHOC2 の発現に関しては、臨床においても
薬剤感受性のバイオマーカーとして活用できる可能性が示唆された。	
	 以上の成果をまとめて、2020 年に Molecular	Cancer	Research誌に報告した。	
	
	 本研究においては、日本人非小細胞肺癌で最も割合の高い遺伝子変異である EGFR 遺伝子変異
陽性肺癌に対する分子標的薬である EGFR-TKI に対する薬剤耐性に関わる新規遺伝子として、
SHOC2 を同定した。また、その薬剤感受性に影響を及ぼすメカニズムの一端を明らかにした。今
後、SHOC2 を標的とした創薬やバイオマーカーとして活用することで、肺癌薬剤耐性の克服に活
用されていくことを期待する。	
	
	
	
	
 
 
 
	  
	 	

 
図 2.	SHOC2 を抑制することで全世代の EGFR-TKI の効果が増強する	

（PC9 細胞：18 日間培養後クリスタルバイオレットにて染色）	

 
図 3	 PC9 細胞ゼノグラフトモデルで SHOC2 欠損 PC9 細胞での

osimeritnib による腫瘍抑制効果	
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図 4	 EGFR-TKI 治療前後肺癌

臨床検体での SHOC2 発現を免

疫染色で評価	
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