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［２］研究経過 
がんゲノム医療の実装により、臨床情報と紐付いた

がんゲノムの実世界データの蓄積が進みつつある。し

かしながら、見つかる遺伝子異常の大部分は意義不明

であり、10%程度しか標的治療薬に結びついていない。

申請者らは、がん患者由来の遺伝子異常に対して、細

胞や精製タンパク質を用いた in vitro実験と分子動力

学シミュレーションを組み合わせることで、変異によ

る活性や薬剤感受性変化による意義付けが可能であ

ることを示してきた(Nakaoku T, et al. Nat Commun. 
2018, Wirth, Kohno et al, JCO Pres Oncol, 2019)。ま

た、サンプル中の複数の遺伝子間に共有される変異情

報の解析により、がん遺伝子上の変異にはタンパク質

相互作用を起こすドメインに集積する傾向があり、変

異産物の協調的な働きによる相互作用変化が、がん形

質獲得の一因となることがわかってきた。そこで、本

研究では、大規模ゲノムデータをもとに共有される変

異情報を収集し、その統計学的な有意性と変異産物に

よるタンパク質相互作用変化ががん形質に与える影

響を理解し、治療標的性を明らかにすることを目標と

する。 
 
以下に本研究実施にあたり、設けた研究実施項目ご

とに、おける研究経過を記載する。 
 
1. VUS情報のリスト化・変異遺伝子発現ベク

ターライブラリーの作成 
AACR-GENIE 登録された全癌腫 80,000 例のクリ

ニカルシークエンスデータより変異情報を収集した。

ゲノム情報から機能変異の集積には、変異塩基コンテ

キスト情報をもとに変異をコンピューター上で発生

させ、実測値との比較を行うことで、集積変異の統計

的な有意性を検出するシステムを構築した。このシス

テムの利用により、これまで VUS として治療意義の

明らかでなかった変異にもホットスポットを伴う変

異集積が認められた。本研究では解析経験のあるRET
キナーゼタンパク質に認められた遺伝子集積クラス

ターに着目し、解析を進めた。同定された変異群をタ

ンパク質三次元構造上にマッピングすると、カルモジ

ュリンタンパク質の有する特徴的なモチーフに類似

した、Ca イオンに直接結合するドメインへ集積する

構造的特性が認められた（下図）。選出した変異に対し

て、cDNA発現レンチウィルス発現ベクターを構築し

た。 
図 RET遺伝子上に見つかる変異集積 

 
2. VUSの in vitro解析データ取得 
発現ベクターライブラリーを用いて、293H 細胞に

対しての一過性発現系によるシグナル変化と NIH-
3T3 細胞への安定発現モデルを用いてコロニー形成

能にて、がん形質に関わる獲得機能を評価した。対象

となった遺伝子異常は複数の癌種渡って見つかって

おり、同じドメインの近傍残基に生じる既知の腫瘍原

性変異が甲状腺がんに集積していたこととは対照的

であった。 
対応者である、宇井彩子准教授との共同研究を通じ

て、この遺伝子異常をドキシサイクリン誘導下で安定

発現させた293細胞を樹立した。変異タンパク質産物

を発言させると、非還元化での RET タンパク質の 2
量体化が認められた（図）。 



 

 
また、Ca イオンを培養細胞培地から除去すると変

異体に与える影響は乏しい一方で、野生型は2量体化

の促進が認められた。この2 量体化によりRET タン

パク質と下流シグナルのリン酸化への関連性が認め

られた。また、当該変異を有するドメインの局所的な

コンストラクトとして発現させた精製タンパクを取

得することができ、タンパク質の相互作用を調べると、

変異体では、2量体化が確認した。 
また安定発現させた Ba/F3 細胞モデルにおいては

RET 特異的な阻害剤に対して感受性が認められ、新

たな治療標的として期待のできる結果が得られた。 
加齢研側の対応教員である宇井彩子准教授とは、お

よそ２〜３ヶ月に１回程度の研究進捗について Web
および面談での継続的な情報共有を行うとともに、細

胞株の活用案や精製タンパク質実験における研究方

針について注意深くディスカッションを行った。 
 
3. 分子動力学シミュレーションを組み合わせ

た変異機能理解 
当該変異の存在するドメインモノマーを切り出し、

野生型と変異体に対してCa イオンの局在性とその変

化が与える構造変化を１マイクロ秒の分子動力学シ

ミュレーションを行った。変異群は、バリアントによ

る強弱の程度を認めるが、Ca イオンの局在性に変化

を生じさせ、一様にタンパク質の構造を不安定化させ

ることがわかった。このタンパク質の構造変化はタン

パク質表面の極性残基の露出面に変化をもたらすこ

とがわかった。さらに、RET細胞外メインとリガンド、

共受容体で構成される多量体での分子動力学シミュ

レーションも実施しており、Ca イオンの結合に与え

る影響がタンパク質間の不安定化に寄与することを

モデル化できた。 
 
［３］成果 
 （３－１）研究成果 
本年度の共同研究により、80,000例のシークエンス

データより収集した大規模ゲノム情報をもとに、既知

のがん遺伝子である RET 遺伝子上にこれまで意義不

明であった有意変異集積を見変異集積を見出した。 
有意集積のあった変異をタンパク質構造にマッピ

ングを行い、細胞外ドメインのCa イオン結合モチー

フに集積していることがわかった。そのフェノタイプ

の再現に分子動力学シミュレーションを行い、変異体

でのCa イオンの局在安定性低下と構造変化、また、

機能獲得を示唆するタンパク表面の電化の変化が認

められた。対応者との共同研究を通じ、当該変異を導

入したタンパク質と細胞モデルでは、2 量体化に影響

を与える変化が認められ、遺伝子導入した細胞ではが

ん形質獲得と特異的阻害剤による活性阻害効果が認

められた。 
これらをまとめ論文作成準備中である。 
 
（３－２）波及効果と発展性など 
本研究成果により、新規変異群を検出することによ

る RET キナーゼ阻害薬への応答が見込まれるがん患

者の同定法の開発につなげる導出へつながっている。

RET キナーゼに対する阻害薬は世界で開発されてお

り、米国では肺がんや甲状腺がんに対して、セルパカ

チニブとプラルセチニブが承認され、前者は本邦でも

保険収載されている。その治療効果は上記以外のがん

種でも示され、pan-cancerでの承認が期待されている。

本研究に見出した RET 変異は、現在の RET 阻害剤

治療のコンパニオン診断薬が対象としない新規のも

のであり、その検出は RET キナーゼ阻害薬が高い治

療効果をもたらすがん患者の同定をもたらし、進行が

んの個別化治療の推進への寄与が期待される。 
また、本研究では、変異の機能理解に、実験手法と

分子動力学シミュレーションを組み合わせた新たな

機能解析法を用いた。この手法を応用することで、こ

れまで機能意義の明らかでなかった変異の機能理解

への応用が考えられ、変異機能情報を取得することで、

がんゲノム医療への寄与を図っていく。 
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