
国立研究開発法人国立がん研究センター・研究所・分野長

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６０６

基盤研究(B)（一般）

2023～2021

分子標的治療耐性化メカニズムの網羅的探索

Comprehensive search for mechanisms of resistance to molecularly targeted 
therapies

００６２７１１９研究者番号：

高阪　真路（Kohsaka, Shinji）

研究期間：

２１Ｈ０２７９５

年 月 日現在  ６   ６ １４

円    13,500,000

研究成果の概要（和文）：がん遺伝子の網羅的機能解析として、68遺伝子、243バリアントのがん化能評価を行
った。更に分子標的薬に対する243バリアントの薬剤感受性を評価し、分子標的薬に対する耐性マーカーを複数
同定した。また、mRNAやタンパク質リン酸化の解析を行い、耐性化のメカニズムを評価した。併用療法による耐
性化解除の検討として、MAP2K1変異の組み合わせによりがん化した発がんモデルを用いて、最適な併剤療法を評
価した。リキッドバイオプシーを用いた薬剤耐性化メカニズムの解明として、血漿中に存在する cfDNAよりター
ゲットシークエンス解析を行い、耐性・奏効性と関連するバイオマーカーの同定を行った。

研究成果の概要（英文）：As a comprehensive functional analysis of oncogenes, we evaluated the 
oncogenic potential of 68 genes and 243 variants. Furthermore, we evaluated the drug sensitivity of 
the 243 variants to molecularly targeted drugs and identified several resistance markers to 
molecularly targeted drugs. In addition, mRNA and protein phosphorylation were analyzed to evaluate 
the mechanism of resistance. To overcome resistance by combination therapy, we evaluated the optimal
 combination therapy using a carcinogenesis model in which a combination of MAP2K1 mutations caused 
carcinogenesis. To elucidate the mechanism of drug resistance using liquid biopsy, target sequencing
 analysis was performed using cfDNA present in plasma to identify biomarkers associated with 
resistance and response.

研究分野：がんゲノム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究開発において構築されたナレッジデータベースはゲノム医療に活用され、本国における臨床試験の促進に
つながると共に、新規治療標的およびバイオマーカーの同定が進むことが期待される。特に複数のドライバー遺
伝子ががん化や腫瘍の進展に寄与することは単剤での治療反応性の低下に寄与していることが考えられるため、
本研究で開発した網羅的機能解析プラットフォームを用いて、高精度な大規模データを取得していくことが、が
んゲノム知識データベースの充実ならびに真の個別化医療の実践につながると考えられる。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
がんゲノム研究が進むつれて意義付け不明の変異 : VUS が多く発見された。遺伝子型 

(genotype)が、がん細胞にどのような表現型 (phenotype)を付与するかを評価することは、がん

の診断や治療に重要である。ハイスループット遺伝子変異機能解析により大規模な VUSの機能

データベースを構築することは、個々の患者への最適な治療法の提供につながると同時に、がん

の生物学の理解を深めることで新たな治療法の開発につながる。がん遺伝子発見の過程では、体

細胞変異が変異の過剰出現 (over-representation)を目安にスクリーニングされ、検証としてタ

ンパク質の立体構造予測、細胞への変異遺伝子導入、遺伝子改変マウス作成などで形質獲得能の

評価が行われる。例えば米国の Pan-cancer Atlas projectでは、1万検体以上に及ぶ The Cancer 

Genome Atlas (TCGA)のエクソームデータの全てを複数のアルゴリズムを用いて統合的・統一

的に解析し、33種類の腫瘍型における 299種類の癌ドライバー遺伝子の同定とその機能解析の

成果を発表した (Bailey MH, et al. Cell, 2018)。 

一方で治療の過程で新たに生じる変異についての意義付けはまだ多くの部分が不明である。そ

れは治療によりがんのヘテロジェネイティーの複雑化が進み、多くのサブクローンが生じるた

めと、治療後耐性期の検体採取が困難なために大規模の解析がされていないことが要因である。

本研究ではハイスループット遺伝子変異機能解析法により、分子標的耐性機序はどれくらいの

バリエーションがあるのか、そしてそのメカニズムは薬剤やがん種によってどう違うのかを網

羅的に解析し、明らかにする。 
 
２．研究の目的 
本研究ではがん遺伝子の機能を様々な背景の細胞に導入し評価を行い、がん遺伝子のもたらす

悪性化メカニズムを解明し、分子標的治療法の開発へむけた分子プロファイリングの基盤を構

築することを目的とする。研究代表者はこれまでに変異遺伝子をハイスループットに機能解析

することを可能にする新しいがん遺伝子機能解析法、mixed all nominated mutants in one method 

(MANO 法)を開発し、VUS を網羅的に機能解析することで新規治療標的およびバイオマーカー

の同定に成功している。本法を用いて EGFR の 101 種類の非同義変異に対してがん化能を評価

したところ 80種類が活性型変異と判定され、各変異体の EGFR阻害薬に対する感受性試験を行

い、新規耐性変異を同定した (図 1) (Kohsaka S, et al. Sci Transl Med, 2017)。この手法を用いるこ

とで同時に 100 種類以上の遺伝子変異体の増殖能の強さや薬剤感受性を評価することが可能で

ある. 特にがん遺伝子の中には通常培養下で細胞増殖能に影響しない場合があるため、各遺伝子

の機能評価に最適の培養条件を検討する必要があるが、MANO 法は多数の融合遺伝子を同時に

条件検討できるため非常に有用である。更にMANO法は他のドライバー遺伝子の機能解析にも

適応することが可能であり、ERBB2 遺伝子に関しても同様の機能解析を行った。興味深いこと

に ERBB2においても、様々な変異パターンによって薬剤感受性が変わることが明らかとなった 

(Nagano M, et al., Clin Cancer Res, 2018)。 
 
３．研究の方法 
(1) がん遺伝子の網羅的機能解析 

本研究では右表に示す 68 種類、243 バリアントのがん遺伝子の機能解析を行う。まずマウス線

維芽細胞 3T3 細胞に融合遺伝子を導入し、3T3 focus formation assay 及び MANO 法での cell 

competition assayによるがん化能評価を行う。さらに、肺がん細胞株、乳がん細胞株、メラノー

マ細胞株に遺伝子を導入し、表現型の変化を focus formation assayおよび soft agar colony formation 



assayで評価する (図 1)。 

(2) MANO 法を用いた分子標

的薬耐性化メカニズムの解明 

用意する細胞株はいずれも特

定の遺伝子経路に依存してい

る細胞であり、依存したシグ

ナル伝達経路を阻害する分子

標的薬に対しての感受性を示

す。EGFR 変異陽性肺がん

PC9、EML4-ALK fusion陽性肺

がん H2228、PIK3CA 変異陽

性乳 がん MDA-MB-361 、

BRAF 変異陽性メラノーマ

A375 にがん遺伝子 243 バリ

アントを導入して、各分子標的薬に対する薬剤感受性実験をMANO法を用いて行う。取得され

た分子標的薬耐性バリアントを個別に細胞株に導入し、薬剤耐性化を検証する。耐性バリアント

を導入した細胞と親株とを薬剤投与下で mRNA 発現解析、タンパク質リン酸化解析し、耐性化

のメカニズムを評価する。各薬剤で複数の耐性バリアントが発見されると予想され、それぞれの

耐性メカニズムを比較することで、耐性化の網羅的評価を行う。 

(3) 併用療法による耐性化解除の検討 

耐性バリアントの中で分子標的薬があるものがあれば、併用治療の可能性が示唆される。二つの

バリアントを導入した細胞に様々な濃度で二剤併用を行い、併用効果があるかの判定を行う。こ

れまでに EGFR遺伝子 284バリアントに対し、第二世代 EGFRチロシンキナーゼ阻害剤 afatinib

と第三世代 EGFR チロシンキナーゼ阻害剤 osimertinib との併用効果を判定し、各バリアントに

おける相乗効果を評価した。 

(4) リキッドバイオプシーを用いた薬剤耐性化メカニズムの解明 

患者由来のがん組織検体を用いて、BRAF 遺伝子(V600E/K)変異陽性悪性黒色腫における

BRAF/MEK阻害薬耐性機序、あるいは EGFR遺伝子変異陽性非小細胞肺がんにおける EGFR阻

害薬胎生期所を解明することを目的とし、新たな分子標的薬の併用療法などといった新規の治

療戦略の基盤なるデータを得ることを目指す。 

末梢血及び病変部組織(生検検体・手術検体または過去に保存された FFPE ブロック等)より、

DNA/RNA を得る。これらの検体を用いて cfDNA/RNA解析を行い、臨床効果及び臨床病理学的

諸因子等の臨床情報との関連性を検討する。  
 
４．研究成果 

がん遺伝子の網羅的機能解析として、68 遺伝子、243 バリアントについて、マウス線維芽細胞

株にがん遺伝子を導入し、focus formation assay及びMANO法によるがん化能評価を行った。 

さらに、様々ながん細胞株にがん遺伝子を導入し、表現型の変化を focus formation assayおよ

び soft agar colony formation assayで評価した。 MANO法を用いた分子標的薬耐性化メカニ

ズムの解明として、様々ながん細胞株にがん遺伝子 243 バリアントを導入して、各分子標的薬

に対する薬剤感受性をMANO法を用いて評価したところ、分子標的薬に対する耐性マーカーが

複数同定された (図 2)。また、取得された薬剤耐性バリアントを個別に細胞株に導入し、耐性化

図 1 

表: 機能解析する肉腫融合遺伝子 



を検証した。さらに薬剤投与下でmRNAの発現解析、タンパク質リン酸化の解析を行い、耐性

化のメカニズムを評価した。併用療法による耐性化解除の検討として、複数のバリアントの組み

合わせを遺伝子導入した細胞株を用意し、薬剤併用試験のアッセイ系を確立した (Ikeuchi H, et 

al. in revision., 2024)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらに、MAP2K1の複数のがん遺伝子の組み合わせによりがん化した発がんモデルを用いて、

薬剤併用試験による最適化薬剤の組み合わせおよび最適濃度の評価し、論文発表を行った (図 3) 

(Mizuno S, et al. Mol Cancer Ther., 2023)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VC: vemurafenib 
and cobimetinib  
V: vemurafenib 
C: cobimetinib  
DT: dabrafenib 
and trametinib  
D: dabrafenib  
T: trametinib  
EB: encorafenib 
and binimetinib,  
E: encorafenib,  
B: binimetinib 

 

図 2  がん遺伝子横断的な薬剤スクリーニング 
 
上図：3T3に 68遺伝子 243variantsを導入し、EGFRチロシンキナーゼ阻害薬である osimertinibを
投与した時の薬剤感受性評価。8濃度 (1nMから 1uM)、薬剤投与後 day 4で回収。下図：PC-9 (EGFR 
ex19del陽性肺がん)にMANO法パネルに搭載されたバリアントを導入し、osimertinibを投与した。 

図 3  MAP2K1バリアントにおける併用療法 
 
BRAF 変異を有するメラノーマ細胞株に様々な MAP2K1 バリア
ントを導入し、BRAF 阻害薬と MEK 阻害薬の併用療法の相乗効
果を判定した。MAP2K1バリアントの種類によって併用効果が異
なることが明らかとなった。 



リキッドバイオプシーを用いた薬剤耐性化メカニズムの解明として、末梢血及び病変部組織 (生

検・手術検体または過去に保存された FFPE ブロック等)より、DNA/RNA を抽出し、血漿中

に存在する cfDNA/RNA を精製し、ターゲットシークエンス、トランスクリプトーム解析を行

い、耐性・奏効性と関連するバイオマーカーの同定を行った。特に、がん化やがん細胞の増殖に

関連するMDM2遺伝子の増幅を有する内膜肉腫の患者に対してMDM2阻害剤（ミラデメタン）

の有効性を評価する第 1b/2相医師主導治験を実施し、投与前後の腫瘍組織および血液検体の遺

伝子解析を行い、MDM2阻害剤の有効性と耐性に関連する遺伝子異常を初めて同定した (図 4) 

(Koyama T, et al. Cancer Discov., 2023)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

図 4  リキッドバイオプシーを活用した薬剤耐性機構の解明 
 
MDM2 阻害剤の投与された 10 名の患者のうち 8名で、治療開始時、2サイクル目開始時、病
勢進行時に血中 ctDNA（circulating tumor DNA）を順次採取した。ctDNA の TP53 変異は、
治療開始時には 1 名で検出されたが、病勢進行時には 5 名の患者で検出された。No.5 の患
者においては TP53 変異の ctDNA におけるバリアントアレル頻度は、疾患の進行とともに増
加し、MDM2 阻害薬耐性化の過程で TP53 変異サブクローンの割合が高まることが判明した。 
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