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研究成果の概要（和文）：治療標的・バイオマーカーが明らかになっていない低分子化合物に関して耐性株のゲノミク
ス解析や機能ゲノムスクリーニングよって同定を試みた。免疫治療のバイオマーカー探索のために腫瘍浸潤リンパ球の
抗原受容体レパートリー解析技術を確立した。有効な分子標的が存在しないびまん性胃癌については、全エクソームシ
ーケンスにより治療標的候補となるRHOAのドライバー遺伝子変異を同定した。

研究成果の概要（英文）：We tried to identify the therapeutic targets and biomarkers of uncharacterized 
chemical compound by genomics analysis of the resistant sub-clone cells and functional genomics 
screening. We also established the antigen receptor repertoire analysis technology of tumor infiltrating 
lymphocytes for biomarker discovery of the cancer immunotherapy. For diffuse-type gastric cancer, where 
the valid molecular target is absent, we performed the whole exome sequencing and have identified RHOA 
driver gene mutations as potential therapeutic targets.

研究分野：ゲノム病理学
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１．研究開始当初の背景 
がん治療の効果、副作用に関わるバイオマー
カーは、市販後しばらくして多くの臨床サン
プルを収集することによって為され臨床開
発早期における効果的な対応には必ずしも
直結しないことが多い。さらに抗腫瘍性効果
の重要標的が必ずしも明確でない新世代の
抗腫瘍薬、免疫療法等ではターゲットアプロ
ーチによるバイオマーカーの探索を困難に
している。一方で近年の並列型シーケンシン
グの技術によりがんにおける塩基レベルで
の変異が全ゲノムスケールで同定可能とな
っている。本提案では培養細胞株、臨床検体
を用いて比較的世代の新しい抗腫瘍薬、臨床
開発中の新薬、免疫療法を対象に系統的にダ
イナミックなゲノミクス解析を行うことに
より治療のゲノムバイオマーカー候補を同
定しその検証をも行う。最終的には臨床開発
早期におけるバイオマーカーの同定を可能
とし開発側のバイオマーカーを用いた積極
的な臨床開発への先鞭をつけることを目的
とする。 
 
２．研究の目的 
バイオマーカー探索の対象となる化合物に
ついては化合物耐性株の樹立及び shRNA ラ
イブラリーによる標的タンパク複合体や
synthetic lethal 遺伝子の同定を進める予定
である。周辺解析技術の開発については全ト
ランスクリプトレベルの配列解読技術を構
築し、またより高速、安価に解読するために
半導体シーケンサーを用いたデータ取得、ア
ルゴリズムの構築も行っている。免疫ゲノム
レパートリーについては腫瘍に浸潤するが
ん組織に浸潤するＴリンパ球の抗原受容体
の再構成レパートリーの網羅的探索を実施
し未知の部分が多い腫瘍浸潤リンパ球の獲
得免疫の特徴を捉えると共に、がん免疫治療
（細胞療法・ワクチン）のバイオマーカーの
特定を試みる。また既存の薬剤に抵抗性の難
治性がんの新たな治療標的を同定するべく
臨床検体の包括的ゲノム解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)薬剤バイオマーカーの探索 
 ①化合物耐性株の樹立 
  バイオマーカー探索の対象となる化合
物については長期の sub-lethal 濃度の培養
により耐性株の樹立を行った。耐性株につい
てはゲノミクス解析を行った。 
 ②機能ゲノムスクリーニング 
  shRNA ライブラリーによる標的タンパク
複合体や synthetic lethal 遺伝子の同定を
試みた。 
(2) ゲノミクス評価のための解析パイプラ
インの確立 
 ①全トランスクリプトレベルの配列解読
技術の構築 
  薬剤耐性の評価にかかわる周辺技術の
開発については配列異常解析、発現異常解析、

異常バリアント解析を全トランスクリプト
レベルで行うためのパイプライン構築・解析
技術の構築を行った。 
 ②メタトランスクリプトーム解析の技術
開発 
  腫瘍の進展・薬剤耐性に関わる可能性の
ある微生物の解析のため多様な生物種にわ
たるメタトランスクリプトーム解析のパイ
プライン構築を行った。 
(3) 免疫ゲノミクスのレパートリー解析 
 免疫療法のバイオマーカーの同定を試み
て腫瘍に浸潤するがん組織に浸潤するＴリ
ンパ球の抗原受容体の再構成レパートリー
の網羅的解析技術の開発を行った。 
(4) 治療抵抗性難治癌の新規治療標的・バイ
オマーカーの探索 
 既存の薬剤に抵抗性の難治性がんの新た
な治療標的を同定するべくびまん性胃癌の
組織のエクソーム解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)薬剤バイオマーカーの探索 
 ①化合物耐性株の樹立 
  バイオマーカー探索の対象となる化合
物については長期の sub-lethal 濃度の培養
により耐性株の樹立を行った。耐性株につい
てはゲノミクス解析を行い、化合物の標的タ
ンパクと相互作用するタンパクをコードす
る遺伝子の発現異常を認めた。 
 ②機能ゲノムスクリーニング 
  15000遺伝子をターゲットとするpooled 
shRNA ライブラリーを系を立ち上げ、抗腫瘍
薬であるヒストン修飾酵素阻害剤を用いて
その添加の有無によって細胞増殖活性の著
しく変わる遺伝子の選抜を行った。既知の転
写因子を含め、ヒストン修飾酵素と複合体を
形成する遺伝子が含まれ、単純な synthetic 
lethal 遺伝子に加えて複合体情報が得られ
ることが示唆された。 
(2) ゲノミクス評価のための解析パイプラ
インの確立 
 ①全トランスクリプトレベルの配列解読
技術の構築 
  Reference となるトランスクリプト配列、
SNP 情報、CNV 情報との比較を含め、配列異
常解析、発現異常解析、異常バリアント解析
を精度よく行うアッセイ手法、アルゴリズム
を構築することが出来た。また半導体シーケ
ンサーの出力から得られる長さの異なる配
列の集団に対しても解析可能なパイプライ
ンを構築した。 
 ②メタトランスクリプトーム解析の技術
開発 
  腫瘍の進展・薬剤耐性に関わる可能性の
ある微生物の解析のため多様な生物種にわ
たるメタトランスクリプトーム解析のパイ
プライン構築を行った。パイロット研究とし
て胃のメタトランスクリプトーム解析を行
い腫瘍に存在するいくつかのウイルスを特
定した。 



(3) 免疫ゲノミクスのレパートリー解析 
 リンパ節などのリンパ組織、非腫瘍部組織
に比較して腫瘍部は浸潤リンパ球のクロー
ナルな増殖を認め、腫瘍特異的な TCR の配列
を特定することが出来た。 
(4) 治療抵抗性難治癌の新規治療標的・バイ
オマーカーの探索 
 既存の薬剤に抵抗性の難治性がんの新た
な治療標的を同定するべくびまん性胃癌の
組織のエクソーム解析を行った。Small 
GTPase のひとつである RHOA の変異を約 1/4
の症例に認め、腫瘍のドライバー遺伝子であ
ることを実験的に確認できた。 
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