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佃的】

非小細胞性肺癌における上皮成長因子受容体(ΞGFR)変異は、艇on19欠失と餓on21L858R点変異

が85%近くを占めており、それ以外の変異はまれな変異、 uncommon mutation とされている。これらの

まれな変異について、どのEGFR阻害剤が適切かについては十分な情報がない。今回、まれなΞGFR変

異のL861QおよびS7681に対し適切なEGFR阻害剤を検討した。

【方法】

マウスのりンパ球細胞である Ba/F3CeⅡline を使用し、 Retrovirus method を用いて通常変異である

L858R、まれな変異である L861Q およびS7681の強制発現株(BがF3、L8認R, Ba/F3、L861Q およびBa/

F3S768D を作製した。各々の細胞株に対して、第一世代から第三世代までのEGFR阻害剤(erlotinib,

証atinib,osimertinib)を使用し、薬剤感受性を細胞増殖抑制試験にて、 EGFRの抑制効果を Western Blot

法にて検討した。また、これらのまれな変異を持つ食道癌細胞株(KYSE270, KYSE45ωを用いて同様の

実験を行い確認した。

【結知

細胞増殖抑制試験において、 Bω'F3、L861Q、 Ba/F3S7681はともに erlotinib には感受性が低く、

壮atinib に対して最も感受性が高かった。 osimertinib については、 Bω'F3・L861Q は Ba/F3・L858R に近い

効果を示したが、 Ba/F3S7681は十分な効果を認めなかった。また、 westem Blot法では、各々の細胞

株で壮atinib による EGFR りン酸化抑制効果が最も強かった。 osimerunib はBa/F3・L861Q に対しては

Ba/F3、L858R と同様のりン酸化抑制効果を認めたが、 Ba/F3S7681に対するりン酸化抑制効果は不十分で

あった。食道癌細胞株でも同様の傾向を認め、 L861Q変異を持つ KYSE270では、証atinib と Osimertinib

でアポトーシス関連因子である Cleaved・caspase3 の上昇を認めたが、 S7681変異をもつ KYSE450 では

壮atinibでのみ上昇していた。以上、癌細胞株での結果は、 Ba/F3CeⅡⅡneでの結果と合致していた。

【考察】

ΞGFR L861Q、 S7681変異における、 erlotinib,証atinib, osimertinib の薬剤感受性の違いは、各々の

EGFRりン酸化抑制効果の違いを反映しているものと考えられた。

【結論】

五GFRL861QおよびS7681変異を有する非小細胞性肺癌に対しては、壮加nibが最も有効である。
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1)論文容の要旨
【目的】
非小細胞肺癌における上皮成長因子受容体(EGFR)変異は、飢on 19 deletionとexon 21L858R
Point mutationが85%近くを占めており、それ以外の変異はまれな変異、 unc0血on mutotionと
されている。これらのまれな変異に対するEGFR阻害剤(EGFR-TKDの有効性にっいては十分な情
報がない。本研究では、まれなEGFR変異のL861QおよびS7681に対するEG肌一TK1の効果を評価
し、これらの変異に最適なEGFR-T鞭を検討した。
【方法】
マウスのBりンパ球前駆細胞であるBa/F3細胞を使用し、 retroviruSを用いて通常変異である
L858R、まれな変異であるL861QおよびS7681の強制発現株(BO/F3-L858R, Ba/F3-L861Q および
BO/F3-S768D を作製した。各々の細胞株に対して、第一世代から第三世代までのEGFR-T凱
(orlotinib,証atinib, osimertinib)を使用し、薬剤感受性をネ剛包増殖抑制試験にて、 EGFR
リン酸化抑制効果をウエスタンブロット法にて評価した。また、これらのまれな変異を持っ食
道がん細胞株(KYSE270,KYSE妬のを用いて同様の実験を行い確認した。
【結果】
Ba/F3-L861QおよひBa/F3-S7681はウエスタンブロットにてりン酸化EG肌、 EG殿ともにBa/F3-
L858Rと同程度の発現上昇を認め、 L861QおよびS7681変異はがん遺伝子としての活性を持っこ
とを確認した。細胞増殖抑制試験において、 BO/F3-L861Q、 Ba/F3-S7681はともにorlotinibに
は感受性が低く、 afotinibに対して最も感受性が高かった。 0虹mortinibにっいては、 BO/F3-
L861Q はBO/F3-L858Rに近い効果を示したが、 Ba/F3-S7681は十分な効果を認めなかった。ま
た、ウエスタンブロット法では、すべての細胞株でafatin北によるEG殿りン酸化抑制効果が最
も強かった。 0註mertinibはBa/F3-L861Q に対してはBa/F3-L8認Rと同様のりン酸化抑制効果を
認めたが、BがF3-S7681に対するりン酸化抑制効果は不十分であった。食道がん細胞株を用い
た細胞増殖抑制試験およびウエスタンブロットでもBO/F3細胞と同様の傾向を認めた。 L861Q変
異を持つKYSE270では、 afatinibとOsimertinibでアポトーシス関連因子であるCleaved
0郎Pase3の上昇を認めたが、 S7681変異をもつKYSE450ではofatinibでのみ上昇していた。以
上、がん細胞株での結果は、Ba/F3細胞の結果とでの結果と整合性のあるものであった。
【考察】
EGFR L8引Q、 S7681変異における、 orlotinib,.fotinib,0.imertinibの薬剤感受性の違い
は、各々のEG殿りン酸化抑制効果の違いと同様の傾向を示した。
【結論】
本研究のようなBa/F3細胞を用いたin Ⅶtro studyは臨床において最適なEGFR-TK1選択の際の
一助となる。 EG殿 L861QおよびS76釘変異を有する非d珠剛包性肺癌に対しては、 afatinibが最
も有効であると考えられる。

本論文は、まれな遺伝子変異であるEG殿 L861Q、 S7681に対してEG殿一TK1であるaf飢inibが
有効である可能性を論じたものである。これまで、主要なι6肌遺伝子変異である飢on19
deletionおよぴL8認Rに対するEG殿一TK1 の有効性が報告されてきたが、まれな遺伝子変異であ
るEG殿 L861Q、 S7681に対する最適なEGFR-TK1 は明らかにされていない。坂野氏は、 EGFR遺伝
子変異強制発現株および五6肌遺伝子変異を発現するヒト由来のがん細胞株を用いて各種EGFR-
TK1 に対するEG殿 L861Q、 S76釘の感受性に差が認められることを明らかにした。本論文は、
加飲遺伝子変異に対するEG肌一TK1 の有効性をそれぞれの遺伝子変異導入細胞杉fを用いて比較
検討し、まれな遺伝子変異であるEG肌 L861Q、 S7681陽性非小細胞肺癌に対するafatinibの有
効性を示した独創性の高い研究論文である。
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2)審査結果の要旨
坂野恵里氏の博士学位論文に対する最終審査は、平成29年12児18日の午後5時から第9講義室
で実施された。まず、本研究を行うに至った背景、臨床的観点からの疑問を解明するための方
法が提示され、in Ⅶtr0の実験結果とその考察が発表された。それに対して、副主査である奥
野教授、中川教授、主査である岡田がいくつかの疑問点を質した。奥野教授からは、in Ⅶtro
実験でのaf飢in北の効果と標的タンパク質である郡殿ヘの結合効率との関係、まれな遺伝子変
異であるL861QおよびS768Rこ対するafatinibの臨床的な有効性についての情報の有無、コン
ピューターシミュレーションによる構造角早析により、多様な遺伝子変異に対する各EGFR-TKI
の有効性の違いを識別可能か、などの質問がなされた。中川教授からは、数多く存在するΞ6肌
遺伝子変異の中からL861QおよびS7681に着目した理由、 ofoti"ibと同じく第二世代EGFR-T箪
であるdacomitinibとの差異についての質問がなされた。また、各世代のEGFR-TK1 の比較にお
けるべースラインの決定方法についての指摘を受けた。岡田からは、遺伝子変異L861Qおよび
S76釘陽性肺癌の臨床病理学的特徴、郡餓から細胞内に伝達される特徴的なシグナル伝達経路
についての質問がなされた。これらの質問に対して、坂野氏は具体的な実験結果や過去に報告
された研究内容、最新の知見を引用しながら的確に応答した。また、論文内容から、まれな
ι6肌遺伝子変異であるL861QおよびS7681を有する非小細胞肺癌にはafatinibが有効であること
が確認された。
従って、主査・副主査は合議の上、提出された学位論文が確かに坂野氏の研究結果であるこ
と、学位授与にふさわしい研究計画の立案と問題を見出し解決に導く分析能力を確認し、最終
試験を合格と判定した。

3)最終試験の結果
合格

4)学位授与の可否
可
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