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研究成果の概要（和文）：肺腺癌外科切除例を対象とした手術前後の血漿解析でのデジタルPCRによるEGFR、
KRAS遺伝子変異について解析を行った。5例中２例でEGFR活性型遺伝子変異を検出し、肺生検時の遺伝子型と一
致していたが、症例により血漿中遊離DNA量が少ないため検出感度以下になることや、血漿への遊離がない場合
も考えられた。
進行期肺癌症例は74例、103検体採取した。EGFR遺伝子変異を検体、ALK融合遺伝子変異を27検体、KRAS症例を１
検体、ROS1融合遺伝子を１検体解析した。

研究成果の概要（英文）： Pre and Post surgical Lung adenocarcinoma samples were analyzed by ddPCR. 5
 cases of EGFR or KRAS were analyzed. Because of the low amount of circulating tumor DNA, some of 
the samples were not detected any mutation.
We had collected 103 samples from 74 patients. T790M and C797S mutations were successfully analyzed.

研究分野：肺癌　液体生検　EGFR遺伝子変異　ALK融合遺伝子
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 

分子標的治療は、戦略的には腫瘍の
heterogeneityを包括したgenotypingに基づ
くのが理想だが、現状では生検組織や外科切
除材料から得られる「部分情報」により方針
が決定される。治療介入に伴い刻々と変化す
る遺伝子異常のプロファイルを精度良く、低
侵襲かつリアルタイムに捉えるツールが分
子標的薬時代には必須である。本研究では、
血漿中に含まれる癌細胞由来の DNA断片の変
異・増幅を検出する「液体生検」に注目し、
実用化に必要な基盤情報の整理とシステム
確立を目指す。「液体生検」による癌患者モ
ニタリングは、デジタル PCR や次世代シーケ
ンサという具体的手段を得たことで実用化
段階に近づいており、診断アルゴリズムの確
立のみならず耐性や予後予測のために橋渡
し可能な情報を得ることが本研究の目的で
ある。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 肺腺癌患者の血漿遊離 DNA を試料とし、
活性型 EGFR 変異ならびに EGFR T790M に代表
される耐性変異、Met 遺伝子増幅など既知の
遺伝子異常、さらに RAS 関連タンパクの変異
hot spot をターゲットに、デジタル PCR によ
る「超高感度」検出・定量プロトコールを確
立する。同時に ALK など獲得耐性の原因とな
る変異部位が広範に及ぶ遺伝子異常を検出
するため NGS による Targeted amplicon 
sequencing の最適化を図る。得られた血漿遊
離 DNA の変異プロファイルを腫瘍組織（外科
切除、生検、剖検等）と対比することで、
“total biopsy”という観点での液体生検の
優位性を明らかにする。 
(2) 薬剤耐性の獲得に至る kinetics を明ら
かにする。このため薬物治療を行う肺腺癌患
者の血漿を経時的に解析し、耐性に関連する
遺伝子異常の検出レベル（コピー数）の予後
判定における意義を検証する。さらに外科切
除組織の初代培養系を用いた薬剤負荷試験
を行い、耐性の初期応答機構を解析すること
により、血漿を用いた液体生検でのターゲッ
トとすべき新規耐性遺伝子を探索、特定する。 
 
３．研究の方法 

 
(1) 肺腺癌外科切除例を対象として手術前
後の血漿を得て、デジタル PCR と Targeted 
amplicon sequencing により遺伝子変異プロ
ファイルを取得し、切除組織から得られる情
報と対比する。このことで血漿遊離 DNA 解析
（液体生検）による total biopsy の可能性
を検証する。同時に活性型 EGFR 変異および
ALK 変異陽性例で、特異的阻害剤による治療
経過中の血漿をサンプリングし、体細胞変異
と増幅プロファイルの変化を前向きに追跡
し、腫瘍制御に貢献する薬剤投与期間を液体

生検の結果から検証する。さらに、腫瘍の初
代 3D 培養組織を特異的阻害剤で処理し、耐
性クローンとその培養上清を用いて、液体生
検による検出が可能な初期耐性のマーカー
となる新規遺伝子異常の特定を目指す。 
 
(2) デジタル PCR は活性型 EGFR 変異ならび
に遺伝子増幅を含む既知の代表的な耐性変
異、さらに RAS 関連タンパク（KRAS, NRAS, 
BRAF, PIK3CA, AKT）の変異 hot spot をター
ゲットとした系を研究室で確立している。
NGS 解析は Ion AmpliSeq Colon and Lung 
Cancer Research Panel v2 （ Life 
Technologies 社製）をベースにとした
Targeted amplicon sequencing 法を用いる。
いずれも既に大腸癌での予備的検討が終了
しており、直ちに稼働可能である。 

 
 薬剤耐性機構は多彩な遺伝子異常を背景
とするが、EGFR T790M など代表的な二次変異
は培養細胞への薬剤負荷により再現可能で
ある。そこで、耐性機構を包括的にスクリー
ニングするため、初代培養組織を用いた ex 
vivo 薬剤負荷試験を行う。腫瘍細胞の生理的
特性を忠実に再現する培養法として、井上ら
は CTOS 法を考案した（Kondo J, PNAS 2011）。
肺腺癌培養については安定的に薬剤負荷試
験が可能なプロトコールが報告されている
ため（Endo H, J Thoracic Oncol 2013）、本
研究ではこれに従う。次ページに示す様に数
mm 大の組織から、数百個の EpCAM 陽性細胞か
らなる organoid を採取することが可能であ
る。ひとつひとつの CTOS が異なる癌腺管に
由来しており、腫瘍の heterogeneity を背景
とした耐性スクリーニングが期待できる。 
 
 
４．研究成果 

 
(1) 肺腺癌外科切除例を対象とした手術前

後の血漿解析でのデジタル PCR による
EGFR、KRAS 遺伝子変異について解析を行



った。5 例から術前の血漿を同意を得て
取得し遺伝子解析を行った。5 例中２例
で EGFR 活性型遺伝子変異を検出し、肺
生検時の遺伝子型と一致していた。腫瘍
最大径 20～35mm と小型肺腺癌が大半を
占めたため、血漿中遊離 DNA 量が少ない
ため検出感度以下になることや、血漿へ
の遊離がない場合も考えられた。1 例は
KRAS G12D 症例であったが術後早期に
骨転移で再発し、術前からの腸骨転移の
存在が疑われたため実際は IV 期であっ
たとかが得られる。 以上の問題点から
当初目的としていた術後再発の早期検
出に関して、耐性クローンとその培養上
清を用いて、液体生検による検出が可能
な初期耐性のマーカーとなる新規遺伝
子異常の特定には多くの症例検討が必
要になるため、基礎データを取得した段
階で終了した。（図２） 

 
 

(2) 進行期肺癌の遺伝子変異解析 
進行期肺癌症例は 74 例、103 検体採取し
た。EGFR 遺伝子変異を検体、ALK 融合遺
伝子変異を 27 検体、KRAS 症例を１検体、
ROS1 融合遺伝子を１検体解析した。 
①  EGFR 遺伝子変異症例の T790M 検出

/C797S 変異検出 
本研究を実施中に、第 3 世代 EGFR
チロシンキナーゼ阻害薬であるオシ
メルチニブが承認発売され、該当患
者も使用されている。そこで、オシ
メルチニブ耐性変異の約２０％を占
めるといわれている、C797S 変異に
ついても追加解析した。さらに新規
耐性変異 C797S は T790M 変異と cis 
allele か tran allele かによって治
療選択が変わってくることが予想さ
れるようになった。組織を再生検で
取得できた症例については、NGS 解
析で Ion AmpliSeq Colon and Lung 
Cancer Research Panel v2 をしよう
し cis か trans かを区別できる。し
かし、デジタル PCR では T790M と
C797S が cis か trans かを区別でき
ない設計となっていた。今後の臨床
的な測定意義を考え、この２つのア
レルが PCR プライマーで挟まれるよ
うに再設計し、同時に測定可能で
cis/trans が区別できるプローブの
開発を行った。 

図３：T790M/C797S cis であれば左

上に高輝度として検出可能。 
 
現 在 は 当 研 究 室 で 開 発 し た
T790M/C797S プローブを応用し臨床
研究を開始し症例集積中である。 
「アファチニブ耐性後におけるオシ
メルチニブの治療効果に関する第Ⅱ
相試験（UMIN000028166）」 
 

② ALK 融合遺伝子の薬剤耐性変異検出 
ALK 融合遺伝子陽性肺癌において
ALK 阻害薬は有効な薬剤で、化学療
法の１次治療から使用することが推
奨されている（肺癌診療ガイドライ
ン 2017）。本邦においてクリゾチニ
ブ、アレクチニブ、セリチニブが承
認発売されている。いずれの薬剤も
継続使用する中で耐性遺伝子変異を
獲得することが知られている。薬剤
によって耐性変異の感受性が異なる
ために、今後耐性を確認して治療の
選択をすることが必要になってくる。 
しかし、ALK 耐性変異は 10 種類以上
報告があり、デジタル PCR を 10 回繰
り返すことは検体採取量の観点から
困難である。我々は、ALK 遺伝子変
異を multiplex で解析可能な市販の
デジタルPCRプローブを使用して27
例の患者群で耐性変異を検討した。 
 

 
 
 



中でも ALK G1202R 遺伝子変異はい
ずれの薬剤に対しても耐性を持つも
のとされている。現在、2 例の G1202R
症例の報告とプロトコール論文は投
稿済みである。 

 
現在、「ALK 融合遺伝子変異陽性肺癌
における低侵襲がん診断に関する前
向き観察研究 （UMIN000032676）」
として臨床研究で症例集積し、本解
析法の有用性について検討中である。 
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