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研究成果の概要（和文）：遺伝子パネルには薬物療法の有効性、確定診断及び予後予測に係る既知の遺伝子が含
まれ、遺伝子変異、欠失、挿入、遺伝子融合、コピー数異常等の情報を一度に明らかにすることが可能である。
クリニカルシーケンスに於いて、知識データベース上に記載の無い遺伝子変異(variant of uncertain 
significance: VUS)が散見される。今回、これらVUSについて、立体構造を予測可能なソフトを用い、機能変化
を予測した。EGFR遺伝子変異の共変異により、耐性変異の出現を予測することができた。

研究成果の概要（英文）：The gene panel contains genes known to predict efficacy of drug therapy, 
definitive diagnosis, and prognosis, and can reveal information on gene mutations, deletions, 
insertions, gene fusions, copy number abnormalities, etc., all at once. In clinical sequencing, 
variants of uncertain significance (VUS), which are not listed in the knowledge database, are often 
found. In this study, we used software that can predict the 3D structure of these VUSs to predict 
the functional changes in them, and were able to predict the emergence of resistance mutations by 
co-mutation of EGFR gene mutations.

研究分野： 臨床腫瘍学

キーワード： 遺伝子パネル　ドライバー遺伝子　肺癌

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ドライバー遺伝子陽性肺癌において、遺伝子変異別の複数の分子標的薬が承認されているが、それぞれのドライ
バー遺伝子陽性症例に於いて、分子標的薬の治療効果に症例間格差があり、また耐性機序も異なる。我々は遺伝
子パネル検査を用い、各症例に於ける治療前の組織を用い、Co-mutationの有無及びその機能を評価すること
で、耐性化の機序が異なることを見出した。このようなデータは、今後耐性遺伝子の出現の予測や耐性克服の研
究にもつながる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

近年の分子生物学の進歩により、がん細胞の悪性形質獲得に関連のある複数の遺伝子が同定さ

れるようになった。非小細胞肺癌於いては、ALK、ROS1、BRAF や RET 等の希少ドライバ

ー遺伝子、乳癌/胃癌に於いては HER2 に対する薬剤開発が進んでいる。「１遺伝子変異１診断

薬」の原則では、ドライバー遺伝子数の増加に伴い解析に必要な腫瘍量及び測定時間が増加す

る為、生検等の微小腫瘍組織からも複数遺伝子を同時に測定可能なマルチ遺伝子診断薬の臨床

導入が求められている。近畿大学では、次世代シーケンサー（NGS）を用いたクリニカルシー

ケンスを 2013 年から開始し、希少がん遺伝子変異の同定及び遺伝子変異に基づく分子標的薬

の導入に成功している。一方、NGS 解析により機能未知の遺伝子変異が複数同定され、薬剤感

受性についての機能解析が喫緊の課題である。 

 

２．研究の目的 

クリニカルシーケンスにより薬剤感受性に関与する Actionable 遺伝子変異が複数同定され、適

合する分子標的薬の導入が生存延長に寄与することが示唆された。ゲノム変異に意義づけを行

うための知識データベースである COSMIC，OncoKB, ClinVar などを基に遺伝子変異の意味

付けを試みるも、STK1, MET, SMAD4, ERBB4, FBXW7, AKT1, DDR2 等機能未知遺伝子変

異も複数同定された。遺伝子変異に伴う立体構造変化を計算機上でシミュレーションすること

は可能であるが、分子標的薬の感受性に寄与するかは予測困難な場合も多い。我々は、今後の

臨床応用を考慮し、既承認薬ダサチニブの標的タンパクである DDR2 に着目し、クリニカルシ

ーケンスで新規に同定された機能未知 DDR2 W251R, L604P 変異の機能解析を実施した。

HEK293 細胞株にこれらの遺伝子変異を導入するも細胞増殖促進は認められず、DDR2 阻害剤

であるダサチニブに抗腫瘍効果を示さない為、既知の Hotspot 変異と異なり、Non-Actionable

遺伝子変異と考えられた(Takeda M, et al. Annals of oncology,26: 2477-82,2015)。 

クリニカルシーケンスに於いて、知識データベース上に記載の無い遺伝子変異(variant of 

uncertain significance: VUS)が散見され、それらの遺伝子変異の生物学的意義は不明である。

機能未知遺伝子変異に着目し、その変異が分子標的薬の標的となりうる Actionable な変異であ

るか、薬剤耐性に関わる変化かどうかを証明することは新たな治療開発に繋がる。本研究は、

分子標的薬の感受性の違いが共発現する遺伝子異常によるとの仮説のもと、診断時腫瘍の遺伝

子解析を実施し、ドライバー遺伝子異常以外の新たな分子異常を同定することで、分子標的薬

の治療効果を改善させうる治療標的かどうか基礎的検討を行い、新たな治療ストラテジーを構

築することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

がん遺伝子スクリーニングシステムでは、FFPE からのマルチプレックス解析の実施 

成功率は 95％と良好な結果を得ており、院内機器測定の為、サンプルの運搬時間を短縮でき、

解析結果まで 2～4 週間で実施している。2013 年 7 月から開始し、現在まで 800 例の解析実績

があり、遺伝子変異情報・治療効果・予後等含めたデータベースを構築している。本研究では、

データーベースより機能未知遺伝子変異の形質転換能や薬剤感受性について検討する。 

知識データーベースを用いた薬剤感受性に寄与する遺伝子変異の有無の検討非同義遺伝子変異

は、以下の手法を用いてフィルタリングを実施する。HapMap (dbSNP)の日本人アレル頻度情報



と 1000 人ゲノムプロジェクトの東アジア人アレル頻度情報や Exome Aggregation Consortium

（ExAC）データベースを利用することで、somatic mutation か SNP の判別が可能である。Somatic 

mutation である場合、CIVIC, OnkoKB, COSMIC 等の知識データーベースを用いて薬剤感受性に

寄与する既知の遺伝子変異か否かを検討する。 

 

４．研究成果 

上皮成長因子受容体遺伝子（EGFR）の T790M 二次変異は、第一世代または第二世代の EGFR チロ

シンキナーゼ阻害剤（TKI）に対する獲得耐性の最も一般的な機序でありEGFR-TKI治療前のEGFR

遺伝子変異陽性非小細胞肺癌（NSCLC）における遺伝子変異プロファイルと EGFR-TKI 治療後の

T790M 状態との関連性を検討した。治療前の腫瘍組織が利用可能な EGFR 変異陽性 NSCLC 患者計

57 名を評価し、EGFR-TKI 治療前に得られた腫瘍組織の遺伝子変異プロファイルは、包括的なが

ん遺伝子パネル（409 遺伝子）を用いた次世代シーケンサーで評価した。PolyPhen-2 ソフトウ

ェアを用いて、潜在的に有害な非同義変異の数を予測した。T790M を介した耐性と T790M 非依

存性耐性を発症した患者の間で、EGFR-TKI 治療中の無増悪生存期間に有意な差は認められなか

ったが、治療前の腫瘍組織における機能構造変化を伴う非同義変異の予測数は、T790M を介し

た耐性を獲得した患者では、T790M 非依存性耐性を獲得した患者よりも有意に低かった

（P=0.049）。これらの結果より、EGFR-TKI 投与前の腫瘍組織における変異の共存は、EGFR 変異

型 NKI の患者における T790M 依存性または T790M 非依存性 TKI 耐性の発現に関与する細胞クロ

ーンの出現に寄与している可能性が示唆された。 
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