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派遣先における研究状況の概要 
 EGFR 遺伝子変異のある肺がんには EGFR チロシンキナーゼ阻害剤による分子標的治療が確立し

ている。しかし、一部の肺がんは初期耐性を示し、一旦奏効した肺がんも次第に耐性を獲得すること

が必発である。その機序としてこれまで EGFR の二次変異、MET や HER2 遺伝子増幅など他の遺伝

子活性化によるバイパスシグナル、小細胞肺がんへの組織転換など多くの耐性機序についての研究

が行われてきたが、新たに獲得する融合遺伝子の役割は明らかとなっていない。 
 
 そこで、肺がん細胞株から CRISPR/Cas9 技術で内因性の融合遺伝子を作成する実験系を確立し

た。これらのモデルを用いて、マルチキナーゼ阻害剤 sunitinib の第二相臨床試験において長期間奏

効した患者検体から見つかった新規融合遺伝子 TMEM87A-RASGRF1 が MAPK 経路を活性化して腫

瘍原性をもつことを明らかにした (Clin Can Res 2020)。さらに、この成功を踏まえて、EGFR 変異のある

肺がん約 400 例に生じた融合遺伝子を網羅的に解析し、CRISPR ゲノム編集モデルで検証するプロジ

ェクトを継続中である。 
 
研究目的 
 日本の肺がん年間罹患数は 13 万人、死亡数は 7 万人をこえさらに増えている。診断時に約半数

が 進行期であること、手術をうけても約 4 割が再発するため予後の改善には化学療法が重要であ

る。肺腺がんの約 40%に上皮成長因子受容体 (EGFR)遺伝子変異がある。このタイプの肺がんには、

分子標的治療薬である EGFR チロシンキナーゼ阻害剤が劇的に効き、標準治療となっている。 
 
 派遣者は、これまで EGFR 変異のある肺がんについて複数ある EGFR 阻害剤の最適な使い分けに

ついて研究してきた。レトロウイルスベクターを使った外因性の遺伝子発現モデル作成と薬剤耐性株

樹立により「変異の種類毎に EGFR 阻害剤を使い分けることで従来効かなかったタイプの肺がんにも

効くこと」と、「特定の薬剤毎に耐性機序が異なり、適切に使い分けることで耐性も克服できること」を

見出した。 
 
 今回、遺伝子編集技術 CRISPR/Cas9 技術を応用して、外因性の遺伝子導入ではなくがん細胞が

元々持っている内因性の遺伝子を直接編集した融合遺伝子細胞モデルの作成に挑戦する。特に、1)
臨床試験で長期間治療薬が奏効した患者検体の詳細な解析による原因遺伝子の同定とその検証、

2)次世代シーケンサーによる解析が普及してきたことで臨床的意義の不明な融合遺伝子が検出され

る機会が増えていることを踏まえて、EGFR 肺がんにおける全融合遺伝子の網羅的な解析を行う。 
 
研究状況 
プロジェクト 1) 肺がんにおける新規融合遺伝子 TMEM87A-RASGRF1 
 EGFR, ALK など分子標的治療薬のターゲ

ットとなる変異を持たず非喫煙の肺がん患

者に対して、マルチキナーゼ阻害剤

sunitinib の第二相臨床試験を行った。試

験全体では奏効率 8%と乏しかったが、有

効性が 33 ヶ月続いた患者がいた (図 1)。
この肺がん検体に対してターゲット次世代

シークエンス、全エクソームシークエンスを

行っても明らかなドライバーがん遺伝子の

変異はみられなかったが、RNA シークエン

スおよびバイオインフォマティック解析によ

り新規 TMEM87A-RASGRF1 融合遺伝子を

検出した。 
 
 この融合遺伝子の機能を解析するため

に、まず腫瘍原性の確認のため広く使わ

れているマウスの NIH/3T3 細胞を

CRISPR/Cas9 でゲノム編集して内因性の融

合遺伝子を作成した (図 2)。 



 

  
 ゲノム編集された NIH/3T3 細胞は、元々持っている接触阻害作用 (隣の細胞と接触するとそれ以

上増殖しなくなる)を乗り越えてコロニーを形成した (図 3)。 
 
 次に、薬剤感受性およびシグナル経路を解析するために、EGFR 遺伝子変異をもつヒトの肺がん細

胞株 PC9 でも同様にこの融合遺伝子を作成した。シングルセルクローニングをして融合遺伝子をもつ

クローンの解析を進めたところ、代表的な EGFR 阻害剤 osimertinib に対して親株の 100 倍以上の耐

性を示し、RASGRF1 融合遺伝子が oncogene として作用していることが示された (図 4)。さらに、ウェ

スタンブロットで MAPK 経路の活性化がみられ、osimertinib と MEK 阻害剤または ERK 阻害剤の併用

療法が有効であった。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
プロジェクト 2) EGFR 肺がんの全融合遺伝子の網羅的解析 
  派遣先の肺がん患者において、DNA 検体からの次世代シークエンス (NGS)によって新たな耐性

機序として ESYT2-BRAF、CCDC6-RET、FGFR3-TACC3 融合遺伝子が見つかった (JAMA Oncol 2018)。
DNA ベースの NGS は、肺がん患者に特異的阻害剤を使用するための検査法として日本でも 2019 年

に保険承認された。NGS の益々の普及により想定外の融合遺伝子が検出される機会も多くなると予

想されるが、技術的な欠点がある。融合遺伝子の break point はイントロン上に位置しているためリピ

ート配列も多く、短い断片の配列から正確な融合パートナー遺伝子を見つけることが難しい。しかし、

派遣者らはプロジェクト 1)で DNA ベースの NGS では見逃される融合遺伝子を RNA シークエンスとバ

イオインフォマティック解析により正確に検出することに成功した (Clin Can Res 2020)。 
 
  プロジェクト 2 では、EGFR 変異肺がんにおける全融合遺伝子の薬剤耐性機序としての役割を包

括的に明らかにする。まず、DNA ベースの NGS で検出された融合遺伝子と実際の患者での EGFR 阻

害剤に対する効果をマッチングさせて耐性に関わるかどうかを明らかにする。次に、その融合遺伝子

を RNA シークエンスで再評価して、さらに CRISPR-Cas9 技術で内因性の融合遺伝子を持つ細胞モデ

ルを作成して有効な治療法を明らかにする (Fig 1)。 
 
 



 

 
 
A) DNA ベースの NGS で EGFR 変異肺がんに生じる全融合遺伝子を包括的に解析しその臨床的意義

を解明 
  約 3100 例の非小細胞肺がんに対して DNA ベースの NGS で解析したところ、EGFR 変異のある約

400 例から 78 種もの融合遺伝子が見つかった。それらを A) 肺がんに関連するがん遺伝子、B) これ

まで肺がんでは報告されていない新規のがん遺伝子、C) がん抑制遺伝子、D) 意義不明な遺伝子に

分類した。この中で、A) 肺がん関連または B) 新規のがん遺伝子を含む計 29 個の融合遺伝子に注

目した。次に、これらの患者の EGFR 阻害剤への有効性とマッチングさせて、各融合遺伝子が EGFR
阻害剤への初期耐性または獲得耐性に関わるかどうかを明らかにした。 
 
 

B) 候補の融合遺伝子を RNA シークエンスと CRISPR-Cas9 ゲノム編集で再評価し治療法を提唱 
 臨床データとマッチングさせた融合遺伝子のうち入手可能であった検体から RNA を抽出して、現在

RNA シークエンスを行っている。今後、RNA シークエンスデータをバイオインフォマティック解析して融

合遺伝子を再評価することで、DNA ベースの NGS の欠点および実際の融合遺伝子の確認を行う。 
 
 上記と並行して、EGFR 変異のある肺がん細胞株から CRISPR-Cas9 で融合遺伝子を作成した。融合

遺伝子は構造的に大きな欠損、逆位、配列の重複の 3 つの機序によって起こるが、これら全ての作

成に成功した。融合遺伝子モデルは EGFR 阻害剤に強い耐性を示し、siRNA で融合遺伝子をノックダ

ウンすることで EGFR 阻害剤への感受性が戻り、確かにこの融合遺伝子が薬剤耐性の原因となって

いることを明らかにした (Fig 2)。 
 

 
 
 融合遺伝子を持つ細胞モデルに対する薬剤スクリーニングで有効な併用療法を明らかにした。実際

の患者においても倫理委員会承認のもと併用療法を行い、奏効した。 
 さらに、これらの患者が併用療法に対しても次第に耐性を獲得することが強く予想されるため、これ

らの状況を模して融合遺伝子モデルを併用療法で長期間培養するにより薬剤耐性株を樹立し、併用

療法に対する耐性機序とその克服法も明らかにした。 
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