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略語一覧 

ATCC                  American type culture collection 

ATP                   Adenosine triphosphate 

COSMIC                Catalogue of somatic mutations in cancer 

DMEM-F12              Dulbecco’s modified Eagle’s medium-F12 

EGFR                  Epidermal growth factor receptor 

ERBB2                 Erb-B2 receptor tyrosine kinase 

FBS                   Fetal bovine serum 

FDA                   Food and drug administration 

FFPE                  Formalin fixed paraffin-embedded 

MANO                  Mixed all nominated mutants in one 

MSK-IMPACT            Memorial Sloan Kettering-integrated mutation  

profiling of actionable cancer targets 

NGS                   Next generation sequencer 

OncoKB                Oncology knowledge base 

RPMI                  Roswell park memorial institute 

TCGA                  The cancer genome atlas 

VUS                   Variant of unknown significance  
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要旨 

 DNAシークエンシング技術の発展により、ERBB2遺伝子変異が様々な癌腫で

報告されている。いくつかの変異は発がん性の形質転換能を有することが既に

知られているが、他の多くの変異は臨床的意義不明の変異 (variant of 

unknown significance)に分類される。我々は、次世代シークエンサーを用い

て遺伝子変異の細胞増殖に与える影響や薬剤感受性を網羅的に評価することの

できる革新的なハイスループット遺伝子変異機能解析手法 (mixed-all-

nominated-mutants-in-one method: MANO法)を開発し、それを使って 55種類

の ERBB2遺伝子変異を解析した。その結果、新たに 3種類の非同義変異が形質

転換能を有することが明らかとなった。また、EGFRおよび ERBB2に対するチロ

シンキナーゼ阻害剤であるアファチニブ、ネラチニブ、オシメルチニブの 3薬

剤は多くの ERBB2変異に奏功するが、L755変異はオシメルチニブのみ感受性が

高く、一方で、エクソン 20挿入変異はオシメルチニブよりもアファチニブ、

ネラチニブの方が奏功する、という薬剤感受性の違いが示唆された。さらに、

我々は 17種類の ERBB2複合変異についても同様の解析を行い、L755S変異を有

する複合変異はオシメルチニブに最も高い感受性を示すことがわかった。MANO

法は、ERBB2変異を含めた様々ながん原遺伝子変異の機能解析を行う上で実用

性の高い方法であり、今後のさらなる発展と応用が期待される。 
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序文 

シークエンスの歴史 

1953 年に Watson と Crick によって DNA の二重らせん構造モデルが提唱され

[1]、それに続いて、DNA の塩基配列がタンパク質のアミノ酸配列を決定してい

るという事実が明らかになったことで、DNAの塩基配列を知ることで遺伝子に書

き込まれるタンパク質の構造および機能を理解するという流れが 1980年代から

広まった。また、この DNA塩基配列を決定するシークエンシングという技術は、

Sangerと Gilbertの 2人によって 1970年代後半に開発されて以降 [2, 3]、加

速度的に解析能力を向上させていった。特に、1990 年から世界各国の協力によ

り 3000 億円以上の予算を投与して実施されたヒトゲノム計画と並行して、DNA

シークエンシングを劇的に高速化するための取り組みが 1990年前後から活発化

し、従来の 1 塩基解像度の電気泳動ではなく、高度に集積化された並列反応を

実施し、それを超並列型リアクターによって計測することで大量の塩基配列情

報を獲得することができる、次世代シークエンサー (next generation 

sequencer: NGS)が 2005 年に開発された。この NGS を使った塩基配列の解析速

度と解析塩基量は、開発当時でも従来のキャピラリー式シークエンサーを遥か

に凌駕していたが、その後も急速に改良や新型機種が登場し、年々性能が上昇し

ている。この NGS の発展により DNA 塩基配列決定能力が飛躍的に上昇したこと
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で、大きく前進しつつあるのが癌研究の分野である。多くの癌は体細胞の遺伝子

異常がその原因でありことが知られており、近年では様々な癌組織から DNA を

抽出して NGSを用いた網羅的な解析が盛んに行われている。NGSを利用してがん

の分子的機序の理解を促進することを目指す包括的プロジェクトとして、米国

立がん研究所と米国立ヒトゲノム研究所が立ち上げた The Cancer Genome Atlas 

(TCGA)はその代表的なものであり、2014 年には、そのプロジェクトの一つとし

て肺腺癌 230 例の NGS を用いた網羅的な遺伝子解析の結果が報告され [4]、全

体の 75%に Driver Oncogeneが同定された (図 1)。 

 

図 1 NGSを用いた肺腺癌 230例の解析結果 

TCGAでのプロジェクトの一環として解析された肺腺癌 230例の解析により、KRAS や EGFR

の遺伝子変異など既に Driver Oncogeneとして知られていた 62%に加えて、MET遺伝子の

増幅や NF1遺伝子変異など 13%の症例で新たに Drive Oncogene が同定された。 

   (Cancer Genome Atlas Research Network. Nature 511, 543-550, 2014.より引用) 

クリニカルシークエンス 

2015 年１月に米国一般教書演説で当時のオバマ大統領が”Precision 

Medicine Initiative”を発表したことで、個々の症例における分子発現や遺伝
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子変異を元にした薬剤の選択、治療効果や予後の推定などを実施していく個別

化医療 (Precision Medicine)という言葉が一般的に知られるようになった。こ

れまで DNAシークエンサーの利用は主として研究目的であり、NGSでの検査は血

液や組織の凍結切片からの DNA 抽出が主流であったが、大量シークエンシング

の実現性と低コスト化に加えて、近年では試薬や機器の開発や改良が進み、ホル

マリン固定パラフィン包埋切片 (formalin fixed paraffin-embedded: FFPE)か

ら良質な DNA抽出することが可能となってきたことで、主に FFPEを用いたサン

プルを利用して、がんの増殖や進展に関係するとされている特定の遺伝子 [5]

をターゲットとして、日常検査の一環として解析し個別化医療を実現しようと

する「がんクリニカルシークエンス」という流れが顕在化してきている (図 2)。 

 

図 2 がんクリニカルシークエンスの流れ 

患者同意の下、腫瘍と血液のサンプルを回収して DNA/RNA を抽出後、ライブラリーを作成

して NGSで解析を行う。解析されたデータは OncoKBなどのデータベースと照らし合わさ

れた後にレポートして患者に返却される。 

(A. Zehir, et al. Nat Med 23, 703-713, 2017. より引用) 
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米国の Memorial Sloan Katteringがんセンターでは、Memorial Sloan 

Kettering-integrated mutation profiling of actionable cancer targets 

(MSK-IMPACT)検査と呼ばれる 468個のがん関連遺伝子情報を網羅的に解析する

検査が 2014年より開始され、既に 10000例を超える症例に対して FFPEサンプ

ルを利用してこのクリニカルシークエンスが行われている [6]。そのデータが

2017年に報告されており、36.7％の患者でがんの増殖や浸潤に強く関連する遺

伝子 (ドライバー遺伝子)が少なくとも一つ同定され、11%の患者が臨床試験に

登録されたという結果であった (図 3)。 

 

図 3 MSK-IMPACT検査による 10000例の解析結果 

FDA に認証されている薬が適応となりうるドライバー遺伝子は全体の 18%に認められた。  

     (A. Zehir, et al. Nat Med 23, 703-713, 2017. より引用) 

 

Variant of unknown significance (VUS) 

 がんクリニカルシーケンスの実用化により、ドライバー遺伝子の変異に関す

る報告が急速に増え、それに基づき治療薬を選択する戦略が可能になったこと
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で、より多くの治療薬 (分子標的薬)が見出されてきた。これにより、これまで

分子標的薬の処方が難しかった難治性がんにおいても、ドライバー遺伝子変異

に基づき他癌種むけに開発された分子標的薬による治療の可能性が広がった。

また、がんが進行してしまい標準治療では対応が困難になっている患者にとっ

ても、他癌種の分子標的薬を適応拡大することにより効果的な治療を継続でき

る道が開けた。しかし、その一方で NGSでは複数の遺伝子を同時に調べるため、

患者の病態に関係する既知の疾患責任遺伝子の変異だけでなく、意義のある疾

患原因として確定できない遺伝子変異が見つかる場合も多い。このような臨床

的意義不明の変異を variant of unknown significance (VUS)と呼ぶ。がんクリ

ニカルシークエンスの広がりとともに、VUSの種類と数も急速に増加してきてお

り、これをどのように解釈し患者の治療につなげていくことができるかは非常

に難しい問題であり、見つかってきた VUS の機能評価および薬剤感受性評価な

どを行っていかなくてはならないという認識が広まりつつある。 

 

Mixed-all-nominated-mutants-in-one method (MANO法) 

多くのがんゲノムに共通した特徴として、変異遺伝子の long tail 化が指摘

されている。つまり、複数症例に共通して変異が見いだされる遺伝子は限られて

おり、多くの遺伝子変異は全体の 1％ないしそれ以下の割合に過ぎず、VUSの大
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多数はこの中に含まれる。したがって、従来からの特定のがん腫で共通して見つ

かる変異遺伝子に注目する方法では、これらの症例ユニークな変異遺伝子の意

味を解釈することは難しいと考えられる。また、従来の遺伝子変異機能解析法は

一つ一つの変異遺伝子の機能を調べるのに多くの時間と労力を必要とするため、

次々と報告されてくるこれらの低頻度な変異遺伝子は新薬開発などにおける治

療標的にしづらい側面もあり、機能解析が追いついていないのが現状である。そ

こで、我々は各遺伝子変異の細胞増殖に与える影響や薬剤感受性を一度の解析

で迅速にかつ網羅的に評価することのできる、革新的なハイスループット遺伝

子変異機能解析手法 (mixed-all-nominated-mutants-in-one method: MANO法)

を開発した [7]。図 4に MANO法の概略を示す。 
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図 4 MANO法の概略図 

6塩基のバーコード配列を組み込んだ個々の遺伝子をレトロウイルスによってアッセイ細

胞にそれぞれ導入後、全て混和した上で一定期間培養し、培養細胞の DNAを抽出、バーコ

ード配列を PCR増幅して NGSを用いて解析することで、バーコードの相対量を計測する。

その値から各遺伝子導入細胞の相対的な細胞数を算出することで、VUSを含めた多数の変

異遺伝子の形質転換能や薬剤感受性を一気に機能解析する手法である。 

(S. Kohsaka, et al. Sci Transl Med 9, eaan6566, 2017. より引用) 
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この手法はレトロウイルスベクターを用いて遺伝子を細胞株に導入して機能

解析を行うが、各遺伝子に固有の 6 塩基からなるバーコード配列が遺伝子の直

前に組み込まれており、目的の遺伝子がこの配列によって識別可能となってい

る。レトロウイルスによって各遺伝子が導入されたアッセイ細胞を全て混和し

た上で一定期間培養し、培養細胞の DNA を抽出後、バーコード配列を PCR 増幅

して NGS を用いて解析することで、バーコードの相対量を計測する。その値か

ら各遺伝子導入細胞の相対的な細胞数を算出することで、VUSを含めた多数の変

異遺伝子を一気に機能解析することができるという手法である。MANO 法は、が

ん関連遺伝子の VUS を網羅的に評価することで個別化医療を実現していくため

の基盤的な手法になると共に、新しい分子標的薬開発にもつながると期待され

ている。 

 

ERBB2遺伝子 

Erb-B2 receptor tyrosine kinase 2 (ERBB2)は膜貫通型チロシンキナーゼ受

容体であり、ErbBファミリーの一つである。ErbBファミリーには他に epidermal 

growth factor receptor (EGFR)、ERBB3、ERBB4が含まれる。リガンドが結合す

ることで受容体が活性化され、受容体は細胞膜上を移動し、ERBB2 または他の

ErbB 受容体と結合して二量体を形成する。細胞内領域にあるチロシンキナーゼ
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部位は、adenosine triphosphate (ATP)を利用して、相方の受容体細胞内領域に

あるチロシン残基をリン酸化し、RAS-RAF-MAPK経路と PI3K-AKT経路の 2つを主

に活性化することで細胞増殖などが誘導される [8](図 5）。 

 

 

図 5 ERBB2によるシグナル伝達経路 

ERBB2受容体は ErbB 受容体と結合して二量体を形成することで活性化し、チロシンキナー

ゼ部位が相方のチロシン残基をリン酸化する。それにより、RAS-RAF-MAPK経路と PI3K-

AKT 経路の 2つを主に活性化され、細胞増殖などが誘導される。 

(R. Tamaskovic, et al. Nat Commun 7, 11672, 2016.より引用) 
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ERBB2 タンパクの増幅が細胞増殖に強く関連していることは様々な癌腫です

でに知られており [9–11]、ERBB2タンパクの細胞外ドメインに結合し 2量体化

を阻害することで抗腫瘍効果を発揮するモノクローナル抗体であるトラスツズ

マブやペルツズマブ、EGFR および ERBB2 に対するチロシンキナーゼ阻害剤であ

るラパチニブ等が、ERBB2タンパクが過剰発現している癌の治療成績を向上させ

てきた [12–14]。これらの分子標的薬は、ERBB2タンパクの過剰発現が確認され

た乳癌および治癒切除不能な進行・再発の胃癌において、Food and Drug 

Administration (FDA)で認可されている [15, 16]。近年では、ErbB受容体ファ

ミリー(EGFR、ERBB2、ERBB3)に対するチロシンキナーゼ阻害剤であるサピチニブ

が、ラパチニブと比較して高い抗腫瘍効果を示すことが研究レベルで報告され

ている [17]。ERBB2タンパク ERBB2遺伝子変異については、肺腺癌において 2004

年に 2～4%に認められることが最初に報告されて以降 [18]、NGS を用いた網羅

的な解析により乳癌、胃癌、大腸癌、肝臓癌、卵巣癌、膀胱癌など様々な癌腫で

報告されるようになった [19-24]。ERBB2遺伝子変異のいくつかの種類について

は、発がん性の形質転換能を有する変異であることが既に知られているが [19, 

25]、多くの ERBB2遺伝子変異は未だ VUSに分類されている。実際に、Catalogue 

of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC)というがんに関連した体細胞変異の

情報を集積した公開データベース上には、300種類を超える ERBB2遺伝子の非同
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義変異が報告されているが、その機能についてこれまでに調べられた変異は

Oncology Knowledge Base (OncoKB)という臨床的エビデンスを集積しているデ

ータベースで 74 種類のみとされている。さらに、ERBB2 変異に対する薬剤感受

性についての研究はさらに少ない [19, 26, 27]。第 I相ないし第 II相臨床試

験で、ErbB 受容体ファミリーのチロシンキナーゼ部位に不可逆的に結合して抗

腫瘍効果を発揮する分子標的薬であるアファチニブ、ネラチニブ、ダコミチニブ

が ERBB2変異を有する癌に対して奏功することが報告されており [28-30]、2018

年に SUMMIT トライアルという ERBB2 変異を有する 21 の癌腫に対してネラチニ

ブ単独の奏効率を検証したバスケット型臨床試験の結果が報告され、乳癌にお

いては投与後 8週間での奏効率 32%という結果であった [31]。最近では薬剤耐

性遺伝子変異として知られている EGFR T790M 変異に効果を発揮する第 3 世代

EGFR 阻害薬であるオシメルチニブが ERBB2 変異に対しても効果を発揮する可能

性があることが研究レベルで報告されてきているが [32]、アファチニブやオシ

メルチニブに関して大規模な臨床試験のデータはまだ存在していない。また、

ERBB2 タンパク過剰発現の乳癌に対するトラスツズマブの治療後に、ERBB2 

K753E 変異や L755S 変異が薬剤耐性 2 次変異として出現しているという報告が

出てきており [33, 34]、ERBB2変異の薬剤感受性を調べることは重要な課題と

なっている。 
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本研究で明らかにしたこと 

以上から本研究では、様々な癌腫で報告されている ERBB2 遺伝子変異の発生

頻度を調べると共に、VUSとして分類されている多くの ERBB2遺伝子変異の機能

評価を網羅的に行うことを目的として実験を行った。まず MSK-IMPACT および

TCGA データベースに登録されている様々な癌腫での ERBB2 遺伝子増幅・遺伝子

変異の頻度について比較検討を行った。続いて、COSMIC データベースに複数報

告されている ERBB2遺伝子の非同義変異 55種類について、MANO法を用いて形質

転換能と薬剤感受性を網羅的に評価した。薬剤についてはトラスツズマブ・ラパ

チニブ・サピチニブ・アファチニブ・ネラチニブ・オシメルチニブの 6薬剤の比

較検討を行った。さらに、COSMIC データベースに報告されている ERBB2 複合変

異 17種類についても同様に、MANO法を用いて形質転換能と薬剤感受性について

解析を行った。 
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方法 

細胞株 

ヒト胎児腎細胞 293 (Human Embryonic Kidney 293 cells: HEK293 cells)と

マウス線維芽細胞 (3T3 cells)は American Type Culture Collection: ATCC 

(Manassas, VA, USA)から購入し、10%ウシ胎児血清 (Fetal Bovine Serum: FBS)

と 2 mmol/L グルタミン酸、1%ペニシリン-ストレプトマイシン溶液を添加した

ダルベッコ改変イーグル培地 (Dulbecco’s modified Eagle’s medium-F12: 

DMEM-F12)で培養した (全て Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)。

マウス pro-B細胞 (Ba/F3 cells)は、10%FBSと 2 mmol/Lグルタミン酸、1%ペニ

シリン-ストレプトマイシン溶液、20 U/mL Interleukin 3 (IL-3)を添加したロ

ズウェルパーク記念研究所培地 (Roswell Park Memorial Institute: RPMI)で

培養した (全て Thermo Fisher Scientific)。 

 

バーコード配列をつけたレトロウイルスベクターの作成 

Pcx4ベクター [35]に目的の遺伝子 (今回は EGFRと ERBB2遺伝子)を導入し、

その遺伝子の上流に 6塩基のバーコード配列を挿入した Pcx5ベクターを作成し

た。遺伝子変異は、QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA)と変異特異的なプライマーを用いて作成
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した。作成したプラスミドは、Applied Biosystems 3730 DNA アナライザー 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)を用いてサンガー法にて、変異

とバーコード配列を確認した。 

 

ウイルスの作成と感染方法 

目的遺伝子を組み込んだ組み換えレトロウイルスベクタープラスミドを 2 種

類のパッケージングベクターとともに HEK293細胞へ導入し、組み換えレトロウ

イルス粒子を作成した。そのレトロウイルス粒子を、3T3細胞には 4 µg/mLポリ

ブレン (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, USA)を用いて 12ウェルプレートで感

染させ、Ba/F3 細胞にはレトロネクチンでコーティングした 12 ウェルプレート 

(Takara Bio, Otsu, Japan)で感染させた。 

 

フォーカスフォーメーションアッセイ 

それぞれの ERBB2 遺伝子変異を発現した 3T3 細胞を、5%ウシ血清を添加した

DMEM-F12 培地で 2 週間培養し、ギムザ液で染色して形質転換能を評価した。ギ

ムザ染色された面積を Image J (https://imagej.nih.gov/ij/)で測定した。 

 

 

https://imagej.nih.gov/ij/
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MANO法 

異なる 6 塩基のバーコード配列を持つ、それぞれの ERBB2 変異遺伝子を導入

した Pcx5ベクターを 3T3細胞と Ba/F3細胞にレトロウイルスを用いて感染させ

た。個々に変異遺伝子が導入されたアッセイ細胞を等量ずつ混ぜて培養し、細胞

を回収、DNAを抽出した。DNAの抽出には QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, 

Germany) を 使 用 し 、 5’-TGGAAAGGACCTTACACAGTCCTG-3’ と 5’-

GACTCGTTGAAGGGTAGACTAGTC-3’のプライマーセットでバーコード配列部分を

PCR増幅した。得られた PCR産物を AMPure beads (Beckman Coulter, Brea, CA, 

USA)で精製後、NEB NextUltra DNA Library Prep Kit (NEB, Ipswich, MA, USA)

でシークエンス用に調整した。調整したライブラリーのクオリティーチェック

は Qubit 2.0 fluorometer (Thermo Fisher Scientific)と Agilent 2200 

Tapestation system を用いて評価した。最後に、Illumina MiSeq (150-bp ペア

エンド、300 サイクル)でシークエンスを行い、各変異遺伝子のバーコード数を

カウントした。 

 

MANO法を用いた形質転換能の評価 

各変異遺伝子をアッセイ細胞にレトロウイルスで導入した 2 日後にアッセイ

細胞を等量ずつ混ぜて同じDish内で培養を開始した (Day 0)。3T3細胞は10%FBS
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を添加した DMEM-F12 培地で、Ba/F3 細胞は IL-3 なしの RPMI 培地で培養し、ど

ちらのアッセイ細胞も triplicate (N=3)で実験を行った。3日毎に継代を行い、

その際に一部の細胞を回収して DNAを抽出した。Day 0で回収した DNAから得ら

れたバーコード数をコントロールとし、各遺伝子変異の倍率変化 (fold-

change)を 100 x (得られたバーコード数の平均値) / (Day 0での相応するバー

コード数の平均値)という式で計算した。Day 12 における各変異遺伝子の fold 

changeを計算し、野生型 ERBB2の fold changeと比較して統計学的に有意に増

加している ERBB2遺伝子変異は形質転換能を有する変異であると定義した。 

 

MANO法を用いた薬剤感受性の評価 

薬剤感受性を調べる際には、変異遺伝子がそれぞれ導入された Ba/F3 細胞を

IL-3 添加なしの RMPI 培地で 2 週間培養し、IL-3 非依存性に増殖してきた (つ

まり形質転換能を有する)Ba/F3 細胞を等量ずつ混ぜて、評価したい分子標的薬

を様々な濃度で投与し、72 時間後に細胞を回収し DNA を抽出した。本実験で使

用した分子標的薬はトラスツズマブ (Chugai Pharmaceutical Co., Chuo, 

Tokyo, Japan)、ラパチニブ (LC Laboratories, Boston, MA, USA)、サピチニ

ブ (Selleckchem, Houston, TX, USA)、アファチニブ (LC Laboratories)、ネ

ラチニブ (LC Laboratories)、オシメルチニブ (LC Laboratories)の 6種類で
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ある。薬剤感受性実験も triplicate (N=3)で行った。薬剤を加えなかったウェ

ルから抽出した DNA より得られたバーコード数をコントロールとし、各遺伝子

変異の増殖抑制効果を 100 x (得られたバーコード数の平均値) / (コントロー

ル群のバーコード数の平均値)という式で計算した。 

 

アラマーブルー法 

遺伝子変異を導入することで形質転換した (IL-3非依存性に増殖可能になっ

た)Ba/F3細胞をそれぞれ 96ウェルで培養し、分子標的薬を投与した。薬剤投与

後 72時間でアラマーブルー (Thermo Fisher Scientific)を 10 µlずつウェル

に加え、蛍光強度を測定した [36]。細胞を加えなかったウェルをコントロール

として、細胞の生存率を GraphPad Prism 7.0 (Graphpad Software Inc., San 

Diego, CA, USA)というソフトウェアで解析した。 

 

in vivoでの MANO 法 

各変異遺伝子をレトロウイルスで導入した 60 種類の 3T3 細胞を等量ずつ混

ぜ、生後 6週の雌のヌードマウスの皮下に 3.0 x 106細胞/匹 (すなわち、各変

異遺伝子が導入された 3T3細胞は 0.5 x 105細胞ずつ含まれる)で注射した。ラ

パチニブ、アファチニブ、ネラチニブ、オシメルチニブの4薬剤それぞれを2%DMSO、
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30%ポリエチレングリコール (Sigma Aldrich)、滅菌水の混合液で溶解し、2 日

毎に腹腔内投与した。それぞれの群でマウス10匹使用し、N=10で実験を行った。

腫瘍の大きさを 1/2 x (長径) x (短径)2という計算式で 2日毎に測定した。腫

瘍は 12日後に摘出し、gentleMACS Dissociator (Miltenyi Biotec, Bergisch, 

Gladbach, Germany)の ”homogenization of tissue for total RNA isolation”

というプロトコールを用いて機械的に粉砕・均質化した。その検体から in vitro

と同様に DNA を抽出し、MANO 法を用いて各遺伝子変異のバーコード数を測定し

た。すべての動物実験については、「動物の愛護および管理に関する法律」、「実

験動物の飼育及び管理ならびに苦痛の軽減に関する法律」、「動物実験の適正な

実施に向けたガイドライン」に基づき倫理的な配慮をもって適正に行った。 

 

in vivoでの ERBB2 L755P 変異の薬剤感受性評価 

ERBB2 L755P変異を発現している 3T3細胞を、生後 6週の雌のヌードマウスの

皮下に 1.0 x 106細胞/匹で注射した。それぞれの群でマウス 5匹を使用し、N=5

で実験を行った。アファチニブ、オシメルチニブの 2 薬剤を低用量 (アファチ

ニブ: 8 mg/kg、オシメルチニブ: 8 mg/kg)と高用量 (アファチニブ: 40 mg/kg、

オシメルチニブ: 20 mg/kg)で使用した。2%DMSO、30%ポリエチレングリコール、

滅菌水の混合液に溶解し、2日毎に腹腔内注射で投与した。腫瘍の大きさを 1/2 
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x (長径) x (短径)2という計算式で 2日毎に測定した。 

 

薬物血中濃度測定 

アファチニブとオシメルチニブを上述の低用量/高用量で腹腔内投与後、30

分・1時間・2時間・4時間・6時間・24時間でマウスの血清を採取した (各採

取につきマウスを 3 匹使用し、N=3 で実験を行った)。それぞれの血清サンプル

には内部標準としてクリゾチニブ (LC Laboratories)を等量ずつ投与し、アセ

トニトリルを用いて前処置を行った。サンプルは高速液体クロマトグラフィー

タンデム質量分析法を用いて解析を行った。標準試料を用いて検量線を作成し、

サンプルの血中薬物濃度を定量した。 

 

統計学的分析 

in vitroでの MANO法を用いた形質転換能の検定（各 ERBB2変異遺伝子と野生

型 ERBB2 との比較）には、両側 t 検定を行った。in vivo での各群間の検定で

は、一元配置分散分析後にダネット多重比較検定を用いた。P値 が 0.05未満の

場合に、統計学的に有意と解釈した。 
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結果 

ERBB2遺伝子変異の種類と発生頻度 

COSMICデータベースにおいて、ERBB2遺伝子の非同義変異 55種類が複数症例

で報告されていた (表 1)。 

表 1 COSMICデータベースで複数回報告のある ERBB2遺伝子変異 

Name Barcode Count in the COSMIC database 

R34Q ACAAAT 2 

R138Q GTAAAA 2 

R143Q TTAGTT 2 

R217C CGCGGG 5 

A241V GTTTTC 2 

I263T ACATAT 2 

E265K CATCAA 2 

D277G GCCCTA 2 

D277Y ACACTT 2 

G292R AAATTA 4 

S310F GATCGG 55 

S310Y TACAGC 14 

Y343C GGTCGT 2 

V480A CCGAAA 2 

R487W ACATCC 3 

S633F GTGTAG 2 

A644V GACTTC 2 

R677Q AACATA 2 

R678Q GATGGC 19 

T733I TGTTTT 5 

L755M ACTTGG 3 

L755P CAACTA 2 

L755S TCTAAA 40 

I767M TAACAA 12 

D769H CGGGCG 4 

D769Y TTTGGT 10 

E770_A771insAYVM CCGTAA 3 

A775_G776insYVMA TAATAC 120 

A775G CTCACC 2 

G776S GTCACC 2 

G776V AGACAC 5 

G776>LC GCCTTT 4 
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G776>VC CCGACT 8 

V777L TTCGCT 28 

V777M ATACCA 2 

G778_S779insG GTGGTA 2 

S779_P780insVGS ACACGC 2 

P780_Y781insGSP ACACTA 3 

R784C ACACCA 2 

L841V AGGAAG 2 

V842I TAACCG 27 

N857S CATTCG 2 

T862A TCATCT 9 

H878Y CATCCC 3 

R896C TAGTCG 3 

R897Q AACACA 2 

E914K AAACTG 2 

D962N CTATTT 2 

F1030C TCGTAT 2 

A1039T ACCCAA 2 

D1058A TATTTA 2 

E1079K TGAGCC 2 

V1128I GAAGAG 4 

P1199T TTTAGC 2 

A1232fs ACAACA 2 

Wild type TACGGT - 

GFP GGCTAA - 

EGFR_L858R TCATCG - 

EGFR_L858R_T790M CAGCAT - 

EGFR_T790M_C797S GGCACC - 

 

TCGA、MSK-IMPACT、Cancerhotspots [37]など、がんに関連した他の公開デー

タベースに複数症例で報告されている ERBB2遺伝子変異と COSMICデータベース

のものを比較したのが図 5 であり、COSMIC データベースは他のデータベースと

比較してより多くの遺伝子変異を含んでいることがわかる。 
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図 5 5つのがんデータベースで報告のある ERBB2遺伝子変異の数 

OncoKB 以外の 4つのデータベースでは、2症例以上で報告のある ERBB2 遺伝子変異数を示

している。OncoKBでは、これまでにドライバー遺伝子変異かどうか評価された ERBB2遺伝

子変異数を示している。 

 

COSMIC データベースで報告されている 55 種類の ERBB2 遺伝子変異は様々な

癌腫で認められ、肺癌で一番報告数が多く、乳癌、膀胱尿路上皮癌がそれに続い

た (図 6A)。ERBB2 タンパク構造内の局在としては、16 種類が細胞外ドメイン

に、2種類が細胞膜ドメインに、29種類がチロシンキナーゼドメインに、8種類

が C末端ドメインに位置しており、A775_G776insYVMAが最も報告数が多く、S310
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変異、L755変異がそれに続いた (図 6B)。なお、A775_G776insYVMAはほとんど

が肺癌で認められ、一方で、L755S変異は乳癌における ERBB2遺伝子変異の 40%

を占めていた。 

 

 

図 6 ERBB2遺伝子変異の分布  

(A) 癌腫別の分布を示す。縦軸はサンプル数を、横軸は癌腫を示す 

(B) 局在別の分布を示す。縦軸はサンプル数を、横軸は遺伝子内の変異の局在を示す。 
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続いて、我々は cBioPortal (http://www.cbioportal.org)に蓄積されている

TCGAと MSK-IMPACTの 2つのデータベースを用いて、ERBB2遺伝子変異と遺伝子

増幅の関係性を調べた。図 7 に示すように ERBB2 遺伝子変異と増幅の頻度は 2

つのデータセットであまり大きな差は認められなかった。ERBB2遺伝子変異は膀

胱尿路上皮癌で最も頻度が高く、遺伝子増幅に関しては食道癌で最も頻度が高

かった。特筆すべきことに、どの癌腫でもある一定の割合で ERBB2 遺伝子変異

と遺伝子増幅の両方を有する癌が存在しており、特に膀胱尿路上皮癌ではその

割合が約 30%と他の癌腫と比較して高かった。 

 

図７ ERBB2遺伝子変異と遺伝子増幅の癌腫別頻度 

(A) ERBB2遺伝子変異の頻度。左列が TCGAで、右列が MSK-IMPACT。青色は遺伝子増幅陽性

例、橙色は遺伝子増幅陰性例を表す。 

(B) ERBB2遺伝子増幅の頻度。黄色は遺伝子変異陽性例、緑色は遺伝子変異陰性例を表す。 
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ERBB2遺伝子変異の機能解析 

各変異遺伝子が形質転換能を有するかどうかを MANO 法で評価した。各 ERBB2

遺伝子変異を有する 3T3細胞、Ba/F3細胞の相対的な割合が Day 0から Day 12

までどのように変化したのかを表したものが図 8である。 

 

図 8 各 ERBB2変異の割合の経時的変化 

横軸は日数を示しており、3日毎に各 ERBB2遺伝子変異を有するアッセイ細胞の相対的な

割合を計算した。縦軸は全体を 100%として各 ERBB2遺伝子変異の割合を示している。 

 

Day 0 をコントロールとして各変異の Day 12 におけるバーコード数の fold 

changeを表したものが、図 9である。18種類の ERBB2遺伝子変異が 3T3細胞お

よび Ba/F3 細胞の両方で形質転換能を有すると考えられ (図 10）、G776V、

G778_S779insG、L841Vはこれまでに報告のない変異であった。 
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* p < 0.05  

図 9 各 ERBB2変異の Day 12における fold change 

縦軸は各変異の Fold change を示しており、横軸は各変異を Fold changeの大きい順に並

べている。この Fold change の計算は triplicateで行っており、ERBB2 野生型の fold 

change と比較して統計学的に有意差があった変異は＊印で示している。 
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図 10 形質転換能を有する ERBB2遺伝子変異 

(A) 縦軸は Ba/F3 細胞での各変異の Fold changeを、横軸は 3T3細胞での Fold change を示

す。図 9において ERBB2野生型と比較して Fold changeに有意差があった変異の中で、

3T3、Ba/F3両細胞で形質転換能を有すると判断された変異については＊印で示す。 

(B) それぞれのアッセイ細胞で形質転換能を有すると判断された変異数を示す。 

 

3T3 細胞を使ったフォーカスフォーメーションアッセイでも ERBB2 遺伝子変

異の形質転換能を評価した（図 11A）。Image J を用いてギムザ染色された面積

を計算したところ、MANO法で得られた Fold change（図 9）と同様の結果が得ら

れた（図 11B）。 
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図 11 3T3細胞でのフォーカスフォーメーションアッセイ 

(A) 右表に示されている各変異をレトロウイルスで感染させた 3T3細胞を 5%ウシ血清で

14日間培養し、ギムザ液にて染色を行った。 

(B) Image Jを用いて染色された面積を計算し、染色面積が大きい変異順に並べた。 
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in vitro での ERBB2 変異の薬剤感受性評価 

薬剤感受性を評価するため、57 種類の異なる遺伝子変異を発現する Ba/F3 細

胞を 6種類の分子標的薬（トラスツズマブ、ラパチニブ、サピチニブ、アファチ

ニブ、ネラチニブ、オシメルチニブ）で治療した。A775G、E914K変異は Ba/F3細

胞が形質転換しなかった (IL-3非依存性に増殖しなかった)ため、解析から除外

した。それぞれの遺伝子変異が薬剤に対して感受性があるかどうかの評価は、こ

れまでの研究報告を参考に IC50 値を元にして表 2 のように規定することとした 

[7, 17, 19, 25, 32, 38]。 

表 2 各薬剤に対する感受性の基準値 

  トラスツズマブ ラパチニブ サピチニブ 

感受性良好 IC50 < 1 ug/ml IC50 < 50 nM IC50 < 100 nM 

感受性 

やや不良 

1 ug/ml < IC50  

< 5 ug/ml 

50 nM < IC50  

< 100 nM 

100 nM < IC50 

 < 500 nM 

明らかな耐性 IC50 > 5 ug/ml IC50 > 100 nM IC50 > 500 nM 

 

  アファチニブ ネラチニブ オシメルチニブ 

感受性良好 IC50 < 1 nM IC50 < 1 nM IC50 < 50 nM 

感受性 

やや不良 

1 nM < IC50  

< 10 nM 

1 nM < IC50  

< 10 nM 

50 nM < IC50  

< 100 nM 

明らかな耐性 IC50 > 10 nM IC50 > 10 nM IC50 > 100 nM 

 

図 12 に示すように、野生型 ERBB2 は 6 種類すべての薬剤に感受性を示した。

EGFR L858Rはアファチニブ・ネラチニブ・オシメルチニブに感受性を示す一方、

EGFR T790M_L858Rはオシメルチニブのみに感受性があり、EGFR T790M_C797Sは
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すべての薬剤に耐性であった。これらは、MANO 法で得られた結果が妥当なもの

であることを示している。細胞外ドメインと C末端ドメインに存在する ERBB2変

異はトラスツズマブが奏功したが、チロシンキナーゼドメインに存在する ERBB2

変異はこのモノクローナル抗体に耐性であった。さらに、L755P/S変異はラパチ

ニブに対して耐性を示すことが従来から報告されており、今回の結果も同様で

あ っ た 。 E770_A771insAYVM 、 A775_776insYVMA 、 G776>LC 、 G776>VC 、

S779_P780insVGS、V842I変異もラパチニブ耐性であった [38, 39]。多くの ERBB2

変異はサピチニブに対する IC50値が 100 nmol/L以上であり、感受性に乏しいこ

とがわかった。アファチニブとネラチニブはほとんどの変異に奏功するが、

L755P変異にのみやや耐性を示した。オシメルチニブに関しては、各遺伝子変異

を有する Ba/F3細胞の IC50値が EGFR T790M_L858R (5.8 nmol/L)、野生型 EGFR 

(752 nmol/L)、野生型 ERBB2 (10.4 nmol/L)であることを考慮すると [32, 40]、

L755P 変異含めた多くの ERBB2 変異に対して有効であることがわかった。しか

し、E770_A771insAYVM、A775_776insYVMA を含むエクソン 20 挿入変異に対して

は感受性に乏しかった。 



35 
 

 

図 12 MANO法による ERBB2変異の薬剤感受性試験 

縦軸は各薬剤の濃度を示しており、下に行くほど濃度が高くなっている。横軸は各変異を

示しており、＊印は MANO法で形質転換能があると判断された変異である。薬剤を加えな

い場合と比較して細胞数が 50%以上減少している場合は青色で表示され、減少割合が高く

なるほど青色が濃くなる。 

 

アファチニブ・ネラチニブ・オシメルチニブは、多くの ERBB2変異に有効な薬

剤であると考えられたため、アラマーブルー法を用いてさらに詳細な薬剤感受

性評価を行った (図 13）。EGFR L858Rはこれら 3種類の分子標的薬全てに感受



36 
 

性を示し、TKI 耐性であることが知られている ERBB2 T798I_C805S、EGFR 

T790M_C797Sは 3薬剤ともに耐性であることが示された。ERBB2 L755P変異に対

するアファチニブ・ネラチニブの IC50値はそれぞれ 8.94 nmol/L、7.03 nmol/L

であり、他の ERBB2変異と比較して高値であった。対照的に、オシメルチニブで

は ERBB2 A775_776insYVMA 変異に対する IC50値が 170 nmol/Lであり、L755P変

異を含めた他の ERBB2変異よりもきわめて高い値となった。 

 

 

図 13 アラマーブルー法による ERBB2変異の薬剤感受性試験 

左図の縦軸は細胞の生存率を示しており、横軸は各薬剤の濃度を示している。右表は各変

異の IC50値を示す。 

 

アファチニブやオシメルチニブは一般には EGFR変異に対して使用される薬剤

であるため、EGFR 変異についてもアラマーブルー法で同様に薬剤感受性試験を

行い、ERBB2変異の結果と比較した。既報と同様 [7, 41]、ERBB2 エクソン 20



37 
 

挿入変異に対するアファチニブ・ネラチニブの IC50値は EGFR エクソン 20 挿入

変異に対する IC50値よりも低かったが、一方で、ERBB2 A775_776insYVMAに対す

るオシメルチニブの IC50値は EGFR V769_D770insASVと同程度であり、他の EGFR

エクソン 20挿入変異に対する IC50値よりも高いという結果であった (図 14)。 

 

図 14 3薬剤に対する各 EGFR変異の薬剤感受性試験 

図の縦軸は細胞の生存率を示しており、横軸は各薬剤の濃度を示している。下表は各変異

の IC50 値を示す。 

 

in vivoでの ERBB2 変異の薬剤感受性評価 

表１に示した GFP、野生型 ERBB2、55種類の ERBB2変異、3種類の EGFR変異、

合計 60種類の遺伝子をそれぞれ発現している 3T3細胞を等量ずつ混ぜてヌード
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マウスの皮下に en bloc注射した。2日毎に 2%DMSO、ラパチニブ (100 mg/kg)、

アファチニブ (40 mg/kg）、ネラチニブ (40 mg/kg）、オシメルチニブ (20 mg/kg）

をそれぞれ腹腔内投与し (各群 10匹ずつ）、12日間治療を行った。トラスツズ

マブとサピチニブについては、in vitroでの MANO法を用いた薬剤感受性試験に

おいて ERBB2変異に対する効果が概して弱かったことから、in vivoでのさらな

る検討は行わないこととした。図 15に示すように、コントロール群と比較して

アファチニブ・ネラチニブ・オシメルチニブ群は 12日後の腫瘍体積が有意に減

少していたが、ラパチニブ群は有意差を認めなかった。 

 
* p < 0.05, ** p < 0.01 

図 15 腫瘍体積の推移 

縦軸は腫瘍の体積を、横軸は細胞を皮下注射してからの日数を示す。Day12 において、

DMSO群と比較して統計学的に腫瘍体積の有意な減少を認めた群を＊印で示す。Error bars

は標準偏差を示す 
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12日目にマウスから腫瘍を摘出し、MANO法を用いてそれぞれの変異を発現す

る細胞の相対的な割合を計算した。コントロール群で 13種類の変異が全体の割

合の 1%以上を占めており、評価しうると判断した。そこで、この 13種類の変異

について各治療群での相対的な割合をそれぞれ比較した (図 16）。ラパチニブ群

では ERBB2 V777L、L841V変異の 2種類のみ相対的な割合がコントロール群と比

較して有意に低下しており、薬が奏功していると考えられた。アファチニブとネ

ラチニブの各群では、EGFR T790M_L858R、T790M_C797S変異で割合が上昇してい

るのに対し、ERBB2変異はすべて有意に割合が低下していた。オシメルチニブ群

では、ERBB2 E770_A771insAYVM、A775_776insYVMA変異で割合が上昇しており、

薬に耐性であると考えられた。 
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* p < 0.05 

図 16 各変異を発現する細胞の相対的割合の変化 

各薬剤で治療した際の各変異の細胞割合の変化を DMSO群と比較したものである。縦軸は

各変異を発現する細胞の相対的な割合を示しており、横軸は各変異の種類を示す。青矢印

は DMSO 群と比較して治療群で細胞割合が減少していることを示しており、赤矢印は増加

していることを示す。有意な増加・減少を示した変異は＊印で示している。 

L755P 変異については、in vitro ではアファチニブとネラチニブが感受性に

乏しいという結果であったのに対し、in vivoでは細胞の相対的割合が有意に低



41 
 

下したという結果であった。これは、in vivoでの薬剤の血中濃度が高かったこ

とによる違いなのではないかと考え、L755P 変異を有する 3T3 細胞を用いて in 

vivo での腫瘍縮小効果についてアファチニブとオシメルチニブの 2 薬剤を使用

してさらなる比較検討を行った。L755P変異を発現する 3T3細胞をマウスの皮下

に注射し、2日毎に 2%DMSO、アファチニブ低用量 (8 mg/kg)、アファチニブ高用

量 (40 mg/kg）、オシメルチニブ低用量 (8 mg/kg）、オシメルチニブ高用量 (20 

mg/kg)をそれぞれ腹腔内投与した (各群 5 匹ずつ)。図 17 に示すように、コン

トロール群と比較してアファチニブ低用量群は腫瘍体積に有意な低下を認めな

かった (それ以外の群はすべて有意に低下していた)。 

 

** p < 0.01   

図 17 L755P変異を発現する 3T3細胞をマウスに注射した際の腫瘍体積の推移 

縦軸は腫瘍の体積を、横軸は細胞を皮下注射してからの日数を示す。Day14, 16におい

て、Afatinib低用量群と比較して Osimertinib 低用量群は統計学的に腫瘍体積の有意な減

少を認めた。Error barsは標準偏差を示す 
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さらに、これらの 2薬剤の薬物血中濃度についても測定を行った (図 18）。オ

シメルチニブ低用量 (8 mg/kg)を単回投与後に血中濃度を時間ごとに測定した

ところ、最大濃度 Cmax = 230 nmol/Lであり、これは臨床で実際にオシメルチニ

ブをヒトに投与した時の最大濃度とほぼ一致するものであった [42, 43]。これ

に対して、アファチニブ低用量（8 mg/kg）では最大濃度 Cmax = 343 nmol/Lであ

り、これは臨床でヒトに投与した時の最大濃度よりも若干高い値であった [44, 

45]。 

 

図 18 アファチニブとオシメルチニブの血中濃度の推移 

縦軸は各薬剤の血中濃度を、横軸は各薬剤をマウスに腹腔内投与してからの時間を示す。 
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ERBB2複合変異（compound mutation）の解析 

同一遺伝子に 2つ以上の変異を認めることを複合変異 (compound mutation)

と呼ぶ。肺癌における EGFR遺伝子変異陽性症例では、複合変異を 14-30%に認め

ることが知られており [46, 47]、ERBB2遺伝子にも同様の複合変異が認められ

るのではないかと推測した。実際、COSMICデータベースで表 2に示す様な 17種

類の ERBB2複合変異が認められた。 

表 2 ERBB2複合変異の種類と癌腫 

Name Barcode Cancer type 

P39L_G776V CAACAT stomach cancer 

G135E_I767M CGTGTT colorectal cancer 

R143Q_D277H_S310F TGATGT bladder urothelial carcinoma 

D277G_S310F TAACTA bladder urothelial carcinoma 

D277Y_S310Y TACAGT bladder urothelial carcinoma 

S310F_T733I TTCAGT bladder urothelial carcinoma 

S310F_L755S TATGTG breast cancer 

S310F_V777L CTGACC breast cancer 

S310F_V842I TTGACA breast cancer 

S310Y_G660D AAAATT biliary tract cancer 

S310Y_D769Y TAGCGT colorectal cancer 

S656F_I767M TATTCA bladder urothelial carcinoma 

I767M_D769Y AAGGTT breast cancer 

R678Q_L755M GATTGT breast cancer 

L755S_V842I GGTTCT small intestine cancer 

L755S_V842I_R897Q TAGATT breast cancer 

V777L_V842I ATGGAC colorectal cancer 

 

S310F 変異が複合変異の中では一番頻度が多く、COSMIC に登録されている

S310F変異陽性の 33症例中 6症例が複合変異として存在していた。癌腫別では、

乳癌が 6症例と最も多く、膀胱尿路上皮癌 (5症例)がそれに続いた。複合変異
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の形質転換能についてもフォーカスフォーメーションアッセイ (図 19)と MANO

法 (図 20)を用いて評価を行った。 

 

 

 

図 19 ERBB2複合変異のフォーカスフォーメーションアッセイ 

（A）右表に示されている各変異をレトロウイルスで感染させた 3T3細胞を 5%ウシ血清で

14日間培養し、ギムザ液にて染色を行った。 

（B）Image Jを用いて染色された面積を計算し、染色面積が大きい変異順に並べた。 
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図 20 各 ERBB2複合変異の割合の経時的変化 

横軸は日数を示しており、3日毎に各 ERBB2遺伝子変異を有するアッセイ細胞の相対的な

割合を計算した。縦軸は全体を 100%として各 ERBB2遺伝子変異の割合を示している。 

 

 Day 0 をコントロールとして各変異の Day 12 におけるバーコード数の fold 

changeを表したものが、図 21である。ERBB2複合変異の細胞増殖能は概して単

独の ERBB2 変異よりも強い傾向があり、17 種類の複合変異の内、13 種類が 3T3

および Ba/F3 細胞の両方で形質転換能を有すると今回の実験では判断された 

(図 22)。 
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* p < 0.05  

図 21 各 ERBB2複合変異の Day 12における fold change 

縦軸は各変異の Fold change を示しており、横軸は各変異を Fold changeの大きい順に並

べている。この Fold change の計算は triplicate (N=3)で行っており、ERBB2野生型の

fold changeと比較して統計学的に有意差があった変異は＊印で示している。 
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図 22 MANO法を用いて評価した ERBB2複合変異の形質転換能 

各 ERBB2 変異の fold changeを Ba/F3（横軸）、3T3（縦軸）としてプロットした図。 ＊印

は両アッセイ細胞で形質転換能を有すると判断された ERBB2変異を示す。 

 

次に、MANO法 (図 23)およびアラマーブルー法 (図 24)を用いて ERBB2複合変

異の薬剤感受性評価を行った。G135E、D277H 変異は Ba/F3 細胞が形質転換しな

かった (IL-3非依存性に増殖しなかった)ため、解析から除外した。L755S変異

を有する 3 種類の複合変異のオシメルチニブに対する IC50値は 50 nmol/L 以下

であり、野生型 ERBB2 を含めた他の変異と比較しても大きな差はなく、感受性

良好であると考えられた。アファチニブおよびネラチニブでは L755S を含む複

合変異の IC50値が 5 nmol/L以上であり、他の変異と比較して感受性に乏しいこ

とがわかった。 
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図 23 MANO法による ERBB2複合変異の薬剤感受性評価 

縦軸は各薬剤の濃度を示しており、下に行くほど濃度が高くなっている。横軸は各変異を

示しており、＊印は MANO法で形質転換能があると判断された変異である。薬剤を加えな

い場合と比較して細胞数が 50%以上減少している場合は青色で表示され、減少割合が高く

なるほど青色が濃くなる。 
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図 24 アラマーブルー法による ERBB2複合変異の薬剤感受性評価 

図の縦軸は細胞の生存率を示しており、横軸は各薬剤の濃度を示している。下表は各変異

の IC50 値を示す。 

 

 さらに、MANO法の結果から ERBB2の単独変異と複合変異でトラスツズマブに

対する感受性が大きく異なると予想されたものについて、アラマーブルー法で

詳しく評価したのが図 25であり、S310変異を有する複合変異はトラスツズマ

ブの薬剤感受性が単独変異と比べて様々に変化することがわかった。特に、ト

ラスツズマブに耐性のキナーゼドメインの変異が S310変異と複合変異を形成

することで感受性が若干ではあるものの改善することが示唆された。 
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図 25 ERBB2変異に対するトラスツズマブの薬剤感受性試験 

図の縦軸は細胞の生存率を示しており、横軸は各薬剤の濃度を示している。 

 

ERBB2変異の薬剤感受性のまとめ 

図 26は、これまでの結果を踏まえて ERBB2変異に対する分子標的薬の薬剤感

受性の結果をまとめたものである。トラスツズマブとラパチニブは細胞外ドメ

インに存在する多くの ERBB2 変異に対しては奏功するが、チロシンキナーゼド

メインに存在する ERBB2 変異の多くには効果が乏しかった。サピチニブに関し

ては、明らかな耐性変異は認められなかったが、全体的に ERBB2 変異に対する

感受性が乏しい傾向を認めた。アファチニブとネラチニブは、大多数の ERBB2変
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異に対して良好な感受性を示したが、L755 変異を含めたいくつかの変異に対し

ては感受性にやや乏しいという結果であった。オシメルチニブは L755変異を含

めた多くの ERBB2 変異に奏功すると考えられたが、E770_A771insAYVM と

A775_776insYVMA変異に対しては耐性を示した。 

 

図 26 ERBB2変異の薬剤感受性まとめ 

各 ERBB2 変異の分子標的薬に対する感受性をまとめたのが上図である。緑色は感受性あ

り、黄色は感受性にやや乏しい、赤色は耐性であることを示す。感受性の有無は各薬剤の

濃度と各変異の IC50値に基づいて判定を行った(下図)。  
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考察 

今回の実験において 3T3 および Ba/F3 細胞の両方で形質転換能が確認された

18種類の ERBB2変異の内、16種類 (89%)はチロシンキナーゼドメインに存在し

た。これまでの研究結果からトラスツズマブとラパチニブはチロシンキナーゼ

ドメインに存在する ERBB2 変異に対して感受性に乏しいということがわかって

おり [48, 49]、形質転換能のある ERBB2変異を有する癌に対する治療としては、

トラスツズマブとラパチニブは推奨されないと考える。最近報告された

MyPathway というバスケット型試験でも、ERBB2 変異を有する癌患者 36 例のう

ち、トラスツズマブとペルツズマブの 2 剤併用療法が奏功したのは 4 例のみ 

(11%)であった [50]。また、ERBB2遺伝子増幅を示す癌に対してトラスツズマブ

やラパチニブを使用する際には、ERBB2変異の有無について評価することが必要

であると考える [51]。膀胱尿路上皮癌においては、ERBB2遺伝子増幅と変異を

同時に有する症例の割合が他の癌腫と比較して高いため特に注意を要する。実

際、MSK-IMPACT データベースに登録されている ERBB2 遺伝子増幅と遺伝子変異

が共に陽性の 41例の内、19例 (46.3%)はトラスツズマブに耐性の ERBB2変異を

有しており、ラパチニブについても 12例 (29.2%)が感受性に乏しい ERBB2変異

であった。 

アファチニブ、ネラチニブ、オシメルチニブの 3薬剤については、今回の実験
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から ERBB2 変異の大多数について奏功することが示されたが、L755 変異やエク

ソン 20挿入変異などいくつかの ERBB2変異では薬剤ごとに異なる感受性を示す

ことがわかった。これまでの研究結果では、アファチニブとネラチニブは L755

変異に対して奏功するとされてきたが [19, 26, 52]、今回の実験では、これら

の 2薬剤に対する L755変異の IC50値は、他の ERBB2変異よりも高いことが示さ

れた。また、in vivoでもアファチニブ低用量 (8 mg/kg)では L755P変異を有す

る腫瘍の抑制効果は認められなかったことから、アファチニブやネラチニブは

L755変異に対して薬剤感受性が乏しい可能性が示唆された。SUMMITトライアル

では、L755S 変異を有する乳癌におけるネラチニブによる腫瘍縮小率が S310、

V777、エクソン 20挿入変異と比較して悪い傾向にあり、同様の臨床試験 (MutHER

トライアル)でもネラチニブの L755S 変異陽性症例に対する奏効率は悪かった 

(1人 PR、1人 SD、4人 PD） [53]。対照的に、オシメルチニブに対する L755変

異の IC50値は、野生型 ERBB2よりも低く、他の感受性良好な ERBB2変異 (S310F

や V777L など)と同様の値であったことから、オシメルチニブは L755 変異に対

して奏功する可能性が高いことが示唆された。in vivo実験でも低用量のオシメ

ルチニブ (8 mg/kg)は L755P変異を有する腫瘍に対して有意な増殖抑制効果を

示しており、オシメルチニブは L755変異を有する癌に対する有用な分子標的薬

になりうると考えられた。トラスツズマブによる加療後の耐性獲得変異として
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L755S変異の出現が近年報告され問題となってきており [33]、オシメルチニブ

は重要な治療薬となりうるかもしれない。 

一方で、E770_A771insAYVM、A775_776insYVMA変異がオシメルチニブに対して

耐性を示すことは注意すべきである。実際に、AURA studyという EGFR変異陽性

肺腺癌に対してオシメルチニブを投与した臨床試験で、1人ではあるが耐性獲得

変異として ERBB2 A775_776insYVMA 変異が治療後に出現したことが報告されて

いる [54]。これに対し、ネラチニブは A775_776insYVMA変異の IC50値が 2 nmol/L

以下であり、治療薬として奏功する可能性はある。しかし、野生型 ERBB2および

野生型 EGFRの IC50値も 0.3 nmol/L、0.7 nmol/Lと低値であることを考慮する

と、副作用の観点から慎重に評価していく必要がある。SUMMITトライアルでも、

ERBB2 エクソン 20 挿入変異に対してネラチニブは乳癌に対しては奏功している

が肺癌に対しては効果に乏しかったという結果であり、組織移行性や血中濃度

により影響される可能性がある。これはアファチニブに関しても同様であり、い

くつかの報告で A775_776insYVMA 変異に対してアファチニブは有効であると主

張されてきたが [25, 41]、A775_776insYVMA変異を有する肺癌に対して行われ

た NICHEトライアルという臨床試験では、奏効率が目標の 50%に届かなかったた

め打ち切りとなっており [55]、効果があるかどうかは議論の余地がある。今後

の臨床試験でのさらなる評価が期待される。 
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ERBB2複合変異についての報告はいくつか存在するが [56]、発生頻度を含め

て網羅的に ERBB2 複合変異について評価したものは我々が知りうる限り今回が

初めてである。ERBB2 変異陽性例の内、複合変異を有する割合は MSK-IMPACT デ

ータベースで 6.1%、TCGAデータベースで 8.1%という結果であり、複合変異の形

質転換能は単独変異よりも概して強い傾向があった。複合変異になる、すなわち

2 つ以上の変異を有することで細胞増殖に有利に働く可能性があることが示唆

された。また、今回の実験から、複合変異は分子標的薬に対する効果が単独変異

の時と比べて変化するものがいくつか存在するということがわかった。第一に、

アファチニブ・ネラチニブに対して感受性良好な単独変異が L755S 変異と複合

変異を形成すると耐性化することが示唆された。一方で、オシメルチニブは

L755S 変異を有する複合変異に対しても感受性良好であることが今回の実験か

ら明らかとなった。第二に、S310 変異を含む複合変異はトラスツズマブに対し

て感受性が単独変異と比較して大きく異なる傾向があることが示唆された。ト

ラスツズマブは ERBB2の細胞外ドメイン IVに結合してリガンド非依存性の 2量

体化を阻害して抗腫瘍効果を示すモノクローナル抗体であり [57, 58]、S310変

異は ERBB2の細胞外ドメイン IIの疎水性相互作用を引き起こすことでリガンド

非依存性に 2 量体化を促進するため、トラスツズマブが非常に有効であること

が既に報告されている [25]。今回の実験で、トラスツズマブに耐性のキナーゼ
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ドメイン変異が S310変異と複合変異を形成することで感受性が改善した機序と

しては、S310 変異によりリガンド非依存性の 2 量体化が促進されることでトラ

スツズマブの ERBB2 への結合も促進され、NK 細胞や単球を中心とした抗体依存

性細胞障害作用やエンドサイト―シスが誘導されて細胞増殖シグナルが減少し

たことが考えられる [58]。ただ、トラスツズマブがどうやって抗腫瘍効果をあ

らわすのかについては完全に解明されておらず、ERBB2複合変異への抗腫瘍効果

の機序とともに今後研究されるべき課題である。 

 

 

本研究の限界 

今回の実験では下記に示すような問題点が挙げられる。まず、ERBB2変異をア

ッセイ細胞にレトロウイルスで発現させる今回の実験系では、通常の状態と比

較して ERBB2 タンパクが過剰発現した状態となるため、特に形質転換能を評価

する際には過剰発現している ERBB2タンパクの影響を考慮しなくてはならない。

そこで、今回の実験では ERBB2 変異の形質転換能を評価するためのコントロー

ルとして野生型 ERBB2 タンパクを過剰発現している細胞を使用した。第 2 とし

て使用している細胞株の問題がある。今回の実験系で使用したアッセイ細胞で

ある 3T3 細胞や Ba/F3 細胞はマウス由来の細胞株であり、ヒト由来の細胞株は
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使用していない。今回の実験でこれらのアッセイ細胞を用いた理由としては、不

死化されており増殖能が速いこと、これまでの研究データの蓄積が多く存在す

ること、形質転換能を持つ遺伝子変異を導入することで速やかに形質転換を起

こすため評価が容易であること、などが挙げられる。また、ヒトの組織由来の細

胞株（例えば気管支上皮細胞など）は、ヒトテロメア逆転写酵素 (hTERT)やサイ

クリン依存性キナーゼ (CDK4)などを導入して不死化した後に、TP53のドミナン

ト・ネガティブ変異や EGFR L858R変異などを導入して初めて形質転換を引き起

こすため [59, 60]、実験系の樹立および得られたデータの評価が非常に難しい

という問題がある。しかし、MANO 法で得られたデータを臨床応用していくため

には、様々なヒト組織由来の細胞株を用いた実験系の確立が重要であり、今後の

大きな課題であると考える。第 3 に、臨床データが不足している点が挙げられ

る。特にアファチニブやオシメルチニブは ERBB2 変異に対してこれまで大きな

臨床試験が行われていないため、SUMMIT トライアルのようなバスケット型試験

で評価していくことが望まれる。第 4に、今回の実験では、ERBB2 複合変異が cis

体/trans 体どちらで存在するのかを正確に評価できなかった。これは、今回見

つかった複合変異がすべて異なるエクソン上に存在していたためゲノム上での

変異同士の距離が遠く、評価が困難であったことに由来する。我々は EGFR複合

変異の多くが cis体で存在することを既に報告しており [7]、ERBB2複合変異に
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ついても同様に cis 体で存在しているのではないかと推測している。第 5 とし

て、in vivo実験の際に分子標的薬を経口ではなく腹腔内投与した点が挙げられ

る。多くの分子標的薬は臨床の現場では経口投与されており、今回の質量分析の

結果からも、腹腔内投与した場合は血中濃度が経口投与時よりも高い傾向が示

唆されている [42, 44]。そのため、今回の実験結果をヒトに応用する際には慎

重な検討が必要であると考える。最後に、PIK3CA や ERBB3 変異のような薬剤感

受性に影響を与えうると他の変異と、ERBB2変異は併存することが様々な癌腫で

知られており [31, 53]、今回の実験ではこれらの他の変異が与えうる影響につ

いては評価していない。 
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今後の展望 

従来の研究では、一度に機能解析できる遺伝子変異が多くとも 10種類程度

であったが、今回の研究では、MANO法を用いることで、多数の VUSを含む 55

種類の ERBB2遺伝子変異について形質転換能および薬剤感受性を網羅的に評価

することができた。MANO法の大きなメリットの一つとして、異なるバーコード

を持つ遺伝子変異ベクターを作成すれば、100種類を超える遺伝子変異であっ

てもまとめて機能評価することができる点が挙げられる。今後もクリニカルシ

ーケンスの普及とともに VUSが急速に増加してくることが予想されるため、そ

れらを MANO法によって迅速に評価し、臨床応用につなげていくことが期待さ

れる。また、もう一つの大きな長所として、新規薬剤の有用性について速やか

に評価することができるという点が挙げられる。オシメルチニブの ERBB2変異

に対する有用性はこれまでほとんど評価されていなかったが、オシメルチニブ

は L755変異を含む多くの ERBB2変異に対して有用であることが本研究から示

唆され、今後の臨床応用が期待される結果であった。今後開発されてくる新規

の分子標的薬についても、MANO法を用いて耐性変異や感受性変異を速やかにス

クリーニングすることで、患者ごとの最適な癌治療を提供することができる可

能性を秘めていると考えられた。 
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結論 

本研究では、MANO法という新しいハイスループット機能解析法を用いて ERBB2

遺伝子変異の形質転換能および薬剤感受性評価を網羅的に行うことができた。

MANO 法は、ERBB2 変異を含めた様々ながん原遺伝子変異の機能解析を行う上で

実用性の高い方法であると考えられ、個別化医療を実現するため今後のさらな

る発展と応用が期待される。 
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