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研究成果の概要（和文）：EGFR活性化変異陽性肺がん患者への治療にはEGFRを標的としたEGFR阻害剤が劇的な治
療効果をもたらしてきたが、薬剤耐性変異獲得によるがんの再発が大きな問題となっている。本研究では、EGFR
活性化変異陽性肺がんにおける薬剤耐性変異獲得のメカニズムを解明するために患者由来の細胞を用いてシング
ルセルRNA-seqやシングルセルATAC-seqを行った。その結果、耐性変異獲得前のがん細胞ではEGFR阻害剤に対す
る炎症応答が生存に関与している可能性が示された。また、治療前がん細胞集団にがん不均一性が存在し、薬剤
耐性変異獲得の過程で塩基の置換パターンが変化していることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：EGFR molecular-targeted drugs (EGFR-Tyrosine Kinase Inhibitor (TKI)) are 
treated for activating EGFR mutation-positive non-small cell lung cancers (NSCLCs). However, 
acquired resistance after initial clinical response is widely observed. To elucidate mechanisms of 
emergence of the drug resistance against EGFR-TKI, we conducted single-cell (sc) RNA-seq, scATAC-seq
 using EGFR mutation-positive NSCLC patient-derived cancer cells (PDCs). In this study, we found 
that NF-kappa B mediated inflammatory response may play an important role in survival under EGFR-TKI
 treatment. We further found tumor heterogeneity in the PDC populations and T790M resistance 
mutation-positive PDC-specific nucleotide substitution pattern (e.g. higher C-to-T mutation). These 
results suggested that the mutational pattern was changed during the process of the emergence of 
drug-resistance mutation.

研究分野：分子進化

キーワード： シングルセル解析　薬剤耐性　肺がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺がんにおける分子標的薬を用いた治療は劇的な治療効果をもたらすが、治療数年内に薬剤耐性変異の出現がお
こることが臨床上大きな問題となっている。しかしながら、耐性変異獲得に至るがん進化メカニズムはほとんど
明らかとなっていない。本研究により、治療前がん細胞集団から薬剤耐性変異獲得の過程で塩基置換パターンが
変化することやその変化にかかわる可能性のある遺伝子の発現、さらに、耐性変異獲得前のがん細胞では、薬剤
存在下での生存に炎症応答が関与していること示唆され、がん進化プロセスを理解する上で重要な知見を得た。

※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 

肺がんは最も死亡者数が多く、アジアにおける肺がん患者の約半数は上皮成長因子受容体遺
伝子（EGFR）のチロシンキナーゼドメインに生じる活性化変異によって引き起こされる。EGFR

活性型変異陽性の肺がんの治療薬として、EGFR を分子標的とした EGFR チロシンキナーゼ阻
害剤（EGFR-TKI）が用いられ、劇的な腫瘍の縮小と生存期間の大幅な延長をもたらしてきた。
しかしながら、少数のがん細胞が薬剤抵抗性を示し、その中から、これら分子標的薬に耐性を持
つがんの再発が起こることが臨床上で大きな問題となっている。 

EGFR-TKI であるゲフィチニブやエルロチニブによる治療における薬剤耐性の獲得メカニズム
の一つとして、EGFR の 790 番目のアミノ酸がスレオニンからメチオニンへ変わる T790M 薬
剤耐性変異の獲得が知られている。さらに、T790M 耐性変異肺がん患者に抗腫瘍効果を示すオ
シメルチニブを用いた治療では、EGFR の 797 番目のアミノ酸がシステインからセリンに変化
する C797S 耐性変異の出現が知られている。T790M 変異はゲフィチニブやエルロチニブを用
いた治療における薬剤耐性再発肺がん患者の約 50~60%を占め、C797S 変異はオシメルチニブ
を用いた治療における薬剤耐性再発肺がん患者の約 10~30%を占める。なぜ特定の薬剤耐性変異
がこれほど高頻度に出現するのか、そのメカニズムはほとんど分かっていない。 

これまでの研究から、突然変異率は遺伝子の発現量やゲノム中のエピジェネティックマーカー
と相関することが報告されており、発現量の高い遺伝子やヒストンのアセチル化によって起こ
るオープンクロマチン領域は突然変異率が低く、一方で、CG 配列におけるメチル化シトシンは、
C から T への塩基置換のホットスポットとなっている。以上のことから、薬剤治療下における
がん細胞の薬剤抵抗性のメカニズムを解明し、薬剤耐性変異獲得に至るがん進化プロセスを分
子レベルで理解することは非常に重要である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、EGFR 活性化変異陽性肺がん患者由来細胞を用いて、薬剤治療下におけるがん
細胞の薬剤抵抗性のメカニズムを解明し、さらに、遺伝子発現パターンやクロマチン構造と突然
変異のパターンの間に相関があるかどうか調べることで、エピジェネティックな遺伝子発現制
御が遺伝的な耐性変異獲得の原動力となっているかどうかを明らかにすることを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

治療前の EGFR 活性化変異陽性肺がん患者由来のがん細胞集団（治療前細胞群）と、そこか
ら実験的に樹立し、T790M耐性変異を持たない薬剤耐性細胞株（薬剤耐性細胞群）、そして実臨
床での EGFR-TKI治療によって出現した T790M 耐性変異陽性細胞集団（T790M変異細胞群）
を用い、EGFR-TKI であるエルロチニブを経時的に処理することで、エルロチニブに応答する
遺伝子発現とオープンクロマチン領域の変動をシングルセル RNA-seq やシングルセル ATAC-

seqにより調べた。シングルセル RNA-seq では薬剤耐性細胞群にエルロチニブを 24時間、4 日
間、7日間と経時的に処理を行い、シングルセル ATAC-seqでは治療前細胞群と薬剤耐性細胞群
にエルロチニブを 24 時間、4 日間処理を行ったものを用いた。さらに、突然変異パターンとエ
ピジェネティックなゲノム構造の変化に相関があるかどうか調べるため、linked-read 合成ロン
グリード解析に基づいてゲノムワイドな変異検出を行い、シングルセル解析のデータから得ら
れる変異情報と比較した。 

 

４．研究成果 

 

シングルセル RNA-seq とシングルセル
ATAC-seqによる遺伝子発現解析から、耐性変異
獲得前の薬剤耐性細胞株ではエルロチニブ処理
時間に依存して細胞集団が大きく変化すること
を明らかとした。耐性変異獲得前の薬剤耐性細
胞株はエルロチニブ存在下で上皮間葉転換
（EMT）様の形態変化を起こすことが分かって
おり、シングルセル解析の結果は観察される形
態的変化を反映するものだった。また、それぞれ
のがん細胞集団はより細かなクラスターに分け
られることからがん不均一性の存在も確認され
た（図 1、図 2）。これら薬剤耐性細胞株では、エ
ルロチニブ処理の初期では抗アポトーシス応答
や小胞体ストレス応答に関わる遺伝子群が発現
上昇し、また、エルロチニブ処理 4日間から 7 日



間では細胞骨格形成に関わる遺伝子群の発
現上昇が観察され、EMT はエルロチニブ処
理 4日後に引き起こされていることがGene 

Ontology（GO）解析から明らかとなった。
さらに、Gene Set Enrichment Analysis

（GSEA）により耐性変異獲得前の薬剤耐性
細胞株はエルロチニブ処理下では細胞分裂
が停止すること、そして、TNFA シグナルが
活性化していることが明らかとなった。同
様に、シングルセル ATAC-seq では NFKB

ファミリーの活性化が観察され、炎症応答
が耐性変異獲得前の薬剤耐性に重要な役割
を果たしていることが示唆された（図 3）。
これらの NFKB ファミリーの活性化は治療
前がん細胞集団やがん再発細胞集団である
T790M変異細胞群でも観察され、実臨床で
のがん再発の過程においても重要な役割を
担っていた可能性が示された（図 4）。 

次に、シングルセル ATAC-seq データか
らオープンクロマチン領域の変異解析を行
った結果、治療前がん細胞集団と比較して
T790M 変異細胞群では C から T への変異
が増加していることが、一方で、Cから A、
C から G への変異が減少していることが明
らかとなった（図 5a）。T790M変異は EGFR

遺伝子の 2369 番目の塩基の C>T 変異によ
り生じることが分かっており、薬剤治療の過
程でのがん細胞集団における突然変異パタ
ーンの変化が T790M 耐性変異の出現を誘
導した可能性がしさされた。さらに、本研究
では突然変異パターンとエピジェネティッ
クなゲノム構造の変化に相関があるかどう
か調べるために、linked-reads合成ロングリ
ード解析を用いてゲノムワイドな変異解析
を行い、オープンクロマチン領域以外のゲ
ノム領域（クローズドクロマチン領域と想
定）の変異を検出した。それぞれを比較した
結果、オープンクロマチン領域で C から G

の変異が、クローズドクロマチン領域でTか
ら A の変異が高くなっていることが明らか
となった（図 5b）。この結果は、薬剤治療の
過程においてがん細胞集団で突然変異パタ
ーンが変化してきたことによりT790M耐性
変異が出現した可能性を示唆している。以上
より、本研究によりエピジェネティックなゲ
ノム構造の変化がゲノムに生じる突然変異
パターンに影響を与える可能性が示唆され、
薬剤治療下における薬剤耐性変異の出現に
至るがん進化プロセスを分子レベルで理解
する上で重要な知見が得られた。 
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