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緒緒  言言  

 
肺がんは最も死亡者が多いがん種である。肺腺がんのうち日本人の 50％、欧米人の 20％に EGFR 遺伝子変異があ

り、このタイプにはEGFR チロシンキナーゼ阻害剤、特に第 3 世代オシメルチニブが著効する［1］。しかし、一度効

いても約1～2年後に必ず耐性となり再増悪してしまうことが問題である。 
報告者はこれまで、薬剤耐性機序としてのEGFR二次変異の克服法について研究してきた［2，3］。また、CRISPR-

Cas9 を応用して独自のゲノム編集モデルを構築し、肺がんを引き起こす新規融合遺伝子の MAPK 経路の活性化によ

る腫瘍原性を示した［4］。 
本研究では、CRISPR-Cas9ゲノム編集技術を薬剤耐性研究に応用して、薬剤耐性としての点変異・融合遺伝子・遺

伝子増幅を持つモデルを作製した。これらのゲノム編集モデルから、根本的な機序解明に迫り耐性の克服を目指す。 
薬剤耐性としてのKRAS変異を契機に、KRAS Q61Kが薬剤耐性を引き起こすには隣のコドンG60にアミノ酸が変

化しないサイレント変異を伴うことが必須であり、その機序は異常なスプライシングから癌細胞が自己を守るためであ

ることを明らかにした［5］。遺伝子増幅に関する研究は、機序解明につながる候補遺伝子の抽出を行い、現在も継続中

である。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．． KKRRAASS  QQ6611KKはは予予想想外外にに薬薬剤剤耐耐性性をを起起ここささなないい  

EGFRチロシンキナーゼ阻害剤オシメルチニブによって治療され、一度奏効した後に耐性を獲得した患者検体から、

KRAS G12C、G12D、Q61K、A146T及びBRAF V600Eの変異が検出された。そこで、これらの変異の薬剤耐性と

しての意義を明らかにするために、EGFR活性型変異（exon 19の欠失変異）のある肺腺がん細胞株PC-9から、CRISPR-
Cas9 ゲノム編集技術を応用してこれらの変異を作製した。KRAS G12C、G12D、A146T 及びBRAF V600E 変異が

導入されたシングルクローンは期待通りEGFR阻害剤に対して耐性となったが、KRAS Q61Kをもつクローンだけは

予想外に全く耐性とならず、親株のPC-9と同等の薬剤感受性であった（図1）。 
22．． KKRRAASS  QQ6611KKのの発発ががんんににはは、、異異常常ななススププラライイシシンンググかからら自自己己をを守守るるたためめににGG6600GGササイイレレンントト変変異異がが必必須須ででああるる  
これまでに複数のがん種で発がん遺伝子変異として報告されてきた KRAS Q61K がなぜ耐性を示さないのかを明ら

かにするために、ゲノム編集をしたバルク細胞を EGFR 阻害剤で治療する過程の検体を次世代シーケンサーで解析し

た。すると、Q61K のすぐ隣の G60 にアミノ酸を変化させないサイレント変異を伴った場合のみ、薬剤耐性を引き起

こすことが判明した（図2a）。 
なぜサイレント変異が必要なのかについて検証したところ、スプライシングに関与していることがわかった。KRAS

野生型のコドン 61 周辺の配列はエクソンとイントロン の境界に存在する splicing donor site のモチーフと非常によ

く似た配列をしており、そこにQ61K 変異が生じるとこの配列は完全に splicing donor site の配列と一致して、ここ

から異常なスプライシングが生じてしまいフレームシフトと早期終止コドンにより KRAS 発がん蛋白が機能しなくな

る。Q61KだけでなくG60Gサイレント変異も同時に生じさせることで、splicing donor siteのモチーフを壊して異常
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なスプライシングが生じなくなる（図2b）［5］。 
 

 
 

図1．ゲノム編集PC-9モデルのEGFR阻害剤オシメルチニブに対する薬剤感受性 
1μMのオシメルチニブに72時間投与後の細胞増殖をCellTiter-Glo試薬で評価した。 
**p＜0.01、NS：not significant（student t-test）。 

 

 
 

図2．G60Gサイレント変異とそのスプライシングに関する機能 
a) KRAS Q61Kのみと、Q61KにG60Gサイレント変異を伴う配列の比較。 
b) ゲノム編集 PC-9 のシングルクローンから抽出した RNA を、KRAS 特異的プライマーで 

増幅させたPCRバンド。Q61K変異のみでは異常なスプライシングが起こった。 
 

33．．薬薬剤剤耐耐性性ととししててのの遺遺伝伝子子増増幅幅  
EGFR 阻害剤治療後に耐性となった患者検体から CCDC6‐RET、ESYT2‐BRAF、FGFR3‐TACC3、EML4‐

ALK 融合遺伝子が検出されたため、肺腺がん細胞株 PC-9 から CRISPR-Cas9 ゲノム編集技術を応用してこれらの融

合遺伝子を先行研究で作製した。これらの融合遺伝子は確かに薬剤耐性を示し、それぞれの融合遺伝子を阻害する薬剤

とEGFR阻害剤の併用療法が有効であることがわかった（Kobayashi et al. リバイス中）。 
次に、これらの併用療法で長期間治療を続けると CCDC6‐RET の遺伝子増幅と ESYT2‐BRAF の遺伝子増幅、

YAP1 の遺伝子増幅、EGFR 野生型の遺伝子増幅など様々な遺伝子増幅が起こった。これらのことから、PC-9 モデル

は薬剤耐性としての遺伝子増幅を起こしやすい特性を持っていると考えられ、その素因について超低継代全ゲノムシー
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クエンス（ULP-WGS）でゲノム上のどの領域に遺伝子増幅が起こったかを明らかにしながら、原因遺伝子の同定を継

続中である（図3）。 
 

 
 

図3．親株と薬剤耐性株でのゲノムワイドなコピー数の比較 
肺腺がん細胞株PC-9から樹立した薬剤耐性株で、遺伝子増幅が起こった領域。 

 
考考  察察  

  

生物の遺伝情報は、DNAからmRNAに転写され、mRNAの3つずつの塩基配列であるコドンがアミノ酸配列へと

翻訳され、アミノ酸が連なってタンパク質を構成する。DNA の変異には、アミノ酸配列を変える変異と変わらない変

異の2種類があり、一般的にはアミノ酸が変わることでがんやさまざまな機能の変化が生じるため、このアミノ酸配列

を変える変異ががんをはじめとする生物学全般での研究対象となってきた。一方、アミノ酸配列が変わらない変異の意

義は明確になっておらず、あまり注目されてこなかった。本研究は、生物学全般においてこれまであまり研究対象とし

て注目されてこなかったサイレント変異がKRAS Q61K変異の発がんに必須であることを発見した。 
細胞モデルを作製するために従来使われてきたウイルスベクターによる強制発現法は、ウイルス内にパッケージング

できる配列の長さの制限によって、エクソンのうちコーディング領域のみを強制発現させる、つまり、スプライシング

によってイントロンが除去された後の配列しか導入できなかった。一方、本研究で用いたCRISPRゲノム編集技術は、

細胞が持っているDNAを直接編集するため、エクソンとイントロンの両方が関わるスプライシングを研究するための

最適なモデルである。 
遺伝子増幅を起こしやすい素因に関する研究は、今回の解析によって候補遺伝子の一つを抽出した段階である。今後

の特許申請も見据えて、さらなる継続的な研究が必要である。 
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