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研究成果の概要（和文）：本研究において、内科的試料51例を用いて50遺伝子のホットスポット変異と治療応答
性との関連について検討を行った。その結果、5％以上に遺伝子変異を認めたのは、EGFR遺伝子変異（21例）と
TP53遺伝子変異（13例）であった。さらに解析対象となる症例を治療応答群（治療により腫瘍が30％以上縮小し
た）と不応答群（それ以外）の二群に分けて5%以上の頻度で変異が認められたEGFR変異並びにTP53変異に関して
関連解析を実施した。その結果、EGFR変異を持つ症例では治療応答性が良い傾向を示し、TP53変異を持つ症例で
は治療応答性が悪い傾向を示したものの、統計学的に有意な差は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：We performed the targeted sequencing of 51 DNA samples using the Ion 
AmpliSeqTM Cancer Hotspot Panel v2. As a result of sequencing, genes detected in 5% or more genomic 
mutation were EGFR and TP53, and 21 patients with EGFR gene mutation and 13 patients with TP53 gene 
mutation in this study. Patients were divided into two categories: responders were those with 
complete response and partial response, and non-responders were those with stable disease and 
progressive disease. Next, we examined whether hotspot mutations in EGFR and TP53 genes were 
associated with response to chemotherapy in 51 advanced lung adenocarcinoma patients. Patients with 
the TP53 mutation tended to better respond to chemotherapy than patients without the TP53 mutation, 
however, the association was not statistically significance.

研究分野： ゲノム生物学

キーワード： 治療応答性　遺伝子変異　肺腺がん　次世代シークエンス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は進行肺腺がん症例に対する治療効果に関わる遺伝子異常の同定を目的としており、同定された場合より
効果の高い治療方法の選択に繋がると考えられる。内科試料よりDNA抽出を行ったが、DNA量並びに質が悪かった
ため目標症例数まで確保できなかった。しかしEGFR変異陽性肺腺がんでは化学療法応答性が良い傾向が示され
た。今後は術後再発された症例も加えて解析することで、本結果が再現されるか検証する予定である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年のゲノム研究の進歩により、複数の分子標的薬が開発されているが、一時的に劇的な効

果が認められるものの、多くのがん患者が再発する。そのため、治療標的となる遺伝子変異が
認められなかった進行性肺がん患者や再発した患者の多くが、二次治療として昔から使われて
きた白金製剤を含む 2剤併用療法を受ける。従って、状態管理が難しい高齢者や病状が思わし
くない患者に対して、治療を受ける前に治療効果が期待できるようなバイオマーカーの同定は
極めて重要である。申請者は、国立がん研究センター中央病院にて非小細胞肺がんと診断され
た進行性肺がん患者 640 例を対象に研究同意が得られた血液試料より DNA を抽出し、TaqMan 法
などを用いて 30個の DNA 修復遺伝子多型を決定した。これらの多型情報と治療応答性との関連
解析を行い、TP53 遺伝子多型が治療応答性と関連することを見出した（Shiraishi et al, J. 
Clin. Oncol, 2010）。一方で、治療応答性に関わると考えられるがん組織中での microRNA が複
数報告されているが、臨床検体を用いた検討は少なかった。そこで上記の 640 例の内、原発性
肺がんに対する外科的治療を受けた後再発し、化学療法を受けた症例 103 例を抽出し、治療応
答能を予測できる 3つの microRNA を同定した（Saito et al, Clin. Cancer Res. 2014）。また
Stage IIIA で放射線化学療法を受けた非小細胞肺がん症例より得られた内科試料を用いた体細
胞変異解析により、EGFR 変異を伴う場合とそれ以外と比べた場合予後が良好であり、一方で
KRAS 変異を伴うとそれ以外に比べて予後が不良であることを報告した（Yagishita  et al., 
Int J Radiat Oncol Biol Phys. 2015, Yagishita et al., Cancer Sci. 2015）。一方で、早期
肺腺がん症例由来の 200 例の肺がん組織を対象とした全エクソン・RNA シークエンスを行い、
ALK 融合、ROS 融合、RET 融合遺伝子を伴うがん組織中での遺伝子変異の蓄積が、EGFR 変異肺腺
がんや他のドライバー変異を伴う肺腺がんに比べて優位に遺伝子変異の蓄積が少ないことを明
らかにした（Saito et al., Cancer Res. 2015）。また、2,000 例近くの非小細胞肺がんを対象
とした HER2 並びに BRAF 遺伝子の変異頻度を測定したところ、全体として数％に HER2, BRAF
遺伝子変異が認められている (Suzuki et al., Lung Cancer 2015, Kinno et al., Ann. Oncol. 
2014)。 
以上のように今までの研究では手術検体を主に解析を行ってきたが、本研究では進行肺腺が

ん症例から診断のために採取された内科試料（Biopsy sample）を用いてゲノム解析を行うこと
で、より現状に沿った治療応答性との関連性を検討した。 
 
２．研究の目的 
進行性肺がんや術後に再発を来たした患者の多くが白金製剤を含む 2剤併用療法を受けるが、

治療前に治療効果が分かれば、高齢者や病状が思わしくない患者に対する治療選択になりうる。  
そこで本研究では、 
① Stage III-IV の進行性肺腺がん症例を対象に診断目的に採取された余剰試料を用いて遺

伝子変異検索を行い、白金製剤を含む 2剤併用療法に対する治療応答性と体細胞由来の遺伝子
異常との関連並びに体細胞と胚細胞変異との交互作用の有無について検討した。 
② ①の情報を基に、外科的手術を受けた早期肺腺がん症例（既取得体細胞の遺伝子変異情報）

と比べることで、術後再発・がんの進行度に関わる遺伝子異常の抽出・比較検討を行った。 
本研究では、化学療法施行前の内科試料を用いて 50のがん関連遺伝子の変異を検索し、治療応
答性や術後再発・がんの進展に関わる胚細胞・体細胞変異を同定することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

2000 年から 2008 年に国立がん研究センター中央病院にて進行肺腺がん症例と診断され、白
金製剤を含む 2剤併用療法を受けた 549 例を選別した。症例は、外科的手術を受けた後に再発
を来した 91 例と初診で進行肺腺がん
と診断された 439 例からなり、本研究
では初診で進行肺腺がんと診断され
た症例を解析対象とした。439 例の内、
病理診断のために採取されかつ余剰
生検試料が得られた 183 例を選択し、
FFPE からの DNA 抽出を行った。そのう
ち、 Ion AmpliSeq Cancer Hotspot 
Panel v2 を行うために必要な DNA 量 
1.5ng/ul 8ul に満たなかった 91 例を
解析から除外し、92 例を Cancer 
Panel の解析対象とした。ライブラリ
ー作成は、キットに添付されているプ
ロトコールに従い行い、全例のシーク
エンスを Ion Proton システムを用い
て行った。平均 depth 量が 1000 以上
でかつシーケンスクオリティスコア
である Q20（1％で誤りが認められる確
率）が全リードの 90％以上を示した症

Eligible for this study (n=51)

Platinum-based doublet chemotherapy (n=640)

Squamous cell carcinoma (n=91)

Adenocarcinoma (n=549)

Cases who have recurrence after undertaking 
surgery (n=85)

Adenocarcinoma (n=464)

Cases without biopsy samples (n=256)
Cases without insufficient DNA amount (n= 91)
Not passing the criteria of cancer panel (n= 41)

図1. 症例選択の流れ



例をQuality Controlをパスした症例としたところ、
最終的には 51例となった（図 1）。Quality Control
をパスしなかった理由としては、DNA が断片化した
ため、精度の高いシークエンスデータが得られなか
ったためと考えられる。選別された肺腺がん症例 51
例は、男性が 62.8％、非喫煙者が 36.4％を占めてお
り、一般的な肺腺がんに類似する集団であることを
確認した（Table1）。 

次に 51 症例で認められた遺伝子変異の意義付け
を行う前に、まず遺伝子多型ではないことを確認す
るため、東北メディカルバンクに登録されている
3,552 例の健常群において、1％以上で認められたバ
リアントを除外した。さらに ClinVar で pathogenic
もしくは likely pathogenic  mutation として登録
されているか、また OncoKB で oncogenic mutation
と登録されている遺伝子変異群のみを抽出し、これ
らを病的意義のある変異とした。51例の内、何かし
らの遺伝子異常が認められた症例は 26 例であった。
その中で、5％以上に遺伝子変異を認めた遺伝子は
EGFR 変異（21例）と TP53 遺伝子変異（13 例）であ
った。さらに解析対象となる症例を治療応答群（治
療により腫瘍が 30％以上縮小した）と不応答群（それ以外）の二群に分けて 5%以上の頻度で変
異が認めらえた EGFR 変異並びに TP53 変異に関して関連解析を実施した。その結果、EGFR 変異
を持つ症例では治療応答性が良い傾向を示し、TP53 変異を持つ症例では治療応答性が悪い傾向
を示したものの、統計学的に有意な差は認められなかった。また TP53 遺伝子多型と TP53 体細
胞変異との交互作用の有無を検討したものの、症例数が少なく、統計学的な有意差は得られな
かった。 
 
４．研究成果 
 本研究において、内科的試料 51例を用いて 50遺伝子のホットスポット変異と治療応答性と
の関連について検討を行った。その結果、5％以上に遺伝子変異を認めたのは、EGFR 変異（21
例）と TP53 遺伝子変異（13 例）であった。さらに解析対象となる症例を治療応答群（治療に
より腫瘍が 30％以上縮小した）と不応答群（それ以外）の二群に分けて 5%以上の頻度で変異が
認めらえた EGFR 変異並びに TP53 変異に関して関連解析を実施した。その結果、EGFR 変異を持
つ症例では治療応答性が良い傾向を示し、TP53 変異を持つ症例では治療応答性が悪い傾向を示
したものの、統計学的に有意な差は認められなかった。以前の研究で、手術検体を用いた肺腺
がん症例に対する体細胞変異解析により、約半数が EGFR 変異を伴う肺腺がんであることを示し
ていることから、進行期では EGFR 変異陽性腺がんの頻度が低い可能性が考えられた。今後は外
科的手術を受けた後に再発を来した 91 例に対して、50 遺伝子のホットスポット変異と治療応
答性との関連について検討を行う予定である。また本研究で得られた遺伝子変異情報や治療応
答性に関わる情報については、他研究にも二次利用した。 
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