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研究成果の概要（和文）：目標としていた肺癌患者の気管支洗浄液２０検体を収集した。当初の計画通り、マイ
クロ免疫診断チップで上皮成長因子受容体（EGFR）の遺伝子型を分析し、その結果を従来の分析法による診断結
果と比較した。比較の結果、気管支洗浄液を対象とした２つの分析法の一致率は、胸水沈渣を対象とした場合と
比較して低いことが明らかになった。これは、気管支洗浄液中に含まれるがん細胞数が胸水よりも非常に少ない
ことが原因であると考えられる。また、独自に開発したL858R遺伝子変異型EGFR抗体の性能を評価したが、市販
の抗体との比較で大きな性能の差は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：I gathered 20 bronchoalveolar lavage fluid samples of the patients with lung
 cancer. According to the plan of this research, genotype of epidermal growth factor (EGFR) included
 in these samples was analyzed by using our microfluidic immunoassay devices and then the test 
results were compared with those obtained by using conventional genetic method. The investigation 
revealed that the concordance rate between them was lower than that for pleural effusion. This is 
because the cancer cell population in bronchoalveolar lavage fluids is less than that in pleural 
effusions. Also, I established the new antibody for L858R mutated EGFR. The sensitivity and 
specificity of the antibody were evaluated; however, significant difference between the antibody and
 commercial one was not recognized.

研究分野：マイクロ・ナノ科学
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１．研究開始当初の背景 
がん患者数は世界中で急速に増加し、早期
診断や新規治療法の開発等によるがん死亡
の減少が人類にとって大きな課題である。本
邦においても平成２６年には、３７万人が悪
性新生物で死亡（厚生労働省：平成２６年人
口動態統計月報年計）しており、男女とも死
因の第一位となっている。悪性腫瘍の中では
肺癌が第一死因である上、現在も急増してお
り、その対策が重要である。平成２６年に閣
議決定された健康・医療戦略や、平成２７年
に閣議決定された科学技術イノベーション
総合戦略２０１５において、オーダーメー
ド・ゲノム医療の実現が重点的に取り組むべ
き課題として取り上げられ、その達成目標と
して、抗がん剤等の治療反応性の予測診断の
確立があげられている。肺癌においてオーダ
ーメード・ゲノム医療を考えた場合に重要な
体細胞変異として、ＥＧＦＲ遺伝子変異があ
り、ＥＧＦＲ阻害薬が著効することが既に多
くの臨床試験で示されている。よって、日本
肺癌学会の肺癌診療ガイドラインでは、化学
療法を開始する前にこれらの体細胞変異検
索を行う様強く推奨されている。だが現在の
手法は、長い時間と高いコスト、専門的技術
を要するため、患者の身体的・精神的・経済
的負担の軽減や医療費抑制を実現する次世
代の診断法が望まれている。また新興国では、
深刻な大気汚染により肺癌患者が急増して
いるが、検体を輸送するためのインフラや、
大型の分析装置を設置・運営するだけの設備
が整っておらず、先進国と同じ手法は実施困
難である。これまでに研究代表者は、愛知県
「知の拠点」重点研究プロジェクトにおいて、
マイクロ免疫診断チップ（特願２０１５-０６
０８４５）を開発し、臨床検体（胸水沈渣の
溶解液）３サンプルを分析した。迅速（ター
ンアラウンドタイム：３０分）、低コスト（１
分析２００円）なアッセイで、わずかな検体
（１Ｌ）を分析し、野生型と遺伝子変異型
のＥＧＦＲの判別に成功した。さらに最近の
研究で、本診断チップの感度は、分析に数時
間～１日を要するＥＬＩＳＡ法と同等であ
り、受託臨床検査会社が採用しているＰＣＲ
ベースの手法より１０倍以上高感度である
ことが明らかになっている。 

 
２．研究の目的 
 がんの個別化医療実現のため、腫瘍の遺伝
子変異を診断する重要性が高まっている。研
究代表者はこれまでに、名古屋大学医学部呼
吸器内科の長谷哲成助教と共同で、極微量
（１L）の臨床検体（胸水沈渣の溶解液）か
ら、遺伝子変異型の上皮成長因子受容体（Ｅ
ＧＦＲ）を迅速（２０分）・低コスト（２０
０円）・高感度・免疫学的に検出するマイク
ロ免疫診断チップを開発したが、胸水貯留が
認められる肺癌患者の割合が低い（約２
０％）ことが課題であった。本研究では、含
まれる腫瘍細胞数は少ないが、より多くの患

者から採取可能な気管支洗浄液を分析し、遺
伝子変異型ＥＧＦＲを検出する。肺癌患者２
０人分の臨床検体を、診断チップと、受託臨
床検査会社による従来法で分析する。診断チ
ップ開発を通じて、患者の負担軽減、医療費
削減、肺癌患者が急増する新興国に輸出可能
な遺伝子変異診断技術を構築することが研
究の最終目的である。 
本申請では、高感度を有する本診断チップ
を用いて、これまでの研究成果を発展させ、
胸水よりも多くの肺癌患者から検体を採取
できる気管支洗浄液を分析し、２種類の遺伝
子変異型ＥＧＦＲ（Ｅｘｏｎ１９欠損型とＬ
８５８Ｒ点置換型）を検出する。胸水は肺癌
患者の約２０％からしか採取できないが、気
管支洗浄液は肺癌の確定診断に重要な気管
支鏡検査において容易に採取できるため、重
要な検査対象となる。本研究では、同一患者
の検体を診断チップと従来法で分析し、結果
の一致率を調べ、診断チップの信頼性を評価
する。患者数は２０人を予定している。 

 
３．研究の方法 
①市販の遺伝子変異型ＥＧＦＲ抗体を搭載
した診断チップで気管支洗浄液を分析 
②気管支洗浄液およびその他の検体を、受託
臨床検査会社で従来法により分析 
③市販品は特異性が低いＬ８５８Ｒ点置換
変異型ＥＧＦＲ抗体を独自に開発 
④独自開発した抗体を搭載した診断チップ
で、同じ気管支洗浄液を再分析 
⑤①と④の結果から、市販抗体と独自開発抗
体を、特異性と検出感度の観点で比較 
⑥①または④の結果と②の結果から、診断チ
ップの分析結果と、受託臨床検査会社による
従来法の分析結果の、一致率を見積もり、診
断チップの信頼性を評価する。 
 
【平成２８年度研究計画】 
Ｌ８５８Ｒ点置換型変異とＥｘｏｎ１９
欠損変異のＥＧＦＲ抗体（共に市販品）を用
いて、気管支洗浄液２０検体の分析を研究代
表者がマイクロ免疫診断チップで行う。市販
のＬ８５８Ｒ点置換型変異ＥＧＦＲ抗体は
特異性が低いため、独自抗体の開発も行う
（㈱鎌倉テクノサイエンスに外注予定）。受
託臨床検査会社に、気管支洗浄液２０検体と、
同一患者の気管支洗浄液以外の検体２０検
体の分析を依頼する。（気管支洗浄液が感度
不足により分析できない場合に備えて、従来
法では気管支洗浄液以外の検体も分析を行
う。） 
【平成２９年度研究計画】 
前年度に開発したＬ８５８Ｒ点置換型変
異ＥＧＦＲ抗体を用いて、前年度の２０検体
を研究代表者が本診断チップで再分析する。
平成２９年度の最後に、市販の抗体と独自開
発の抗体の分析結果を元に、特異性や検出感
度を比較する。また、診断チップの分析結果
と、受託臨床検査会社の分析結果の一致率を



評価する。 
 
４．研究成果 
 目標としていた肺癌患者の気管支洗浄液
２０検体を収集した。マイクロ免疫診断チッ
プで分析し、その結果を従来の分析法による
診断結果と比較した。その結果、気管支洗浄
液を対象とした２つの分析法の一致率は、胸
水沈渣を対象とした場合と比較して低いこ
とが明らかになった。これは、気管支洗浄液
中に含まれるがん細胞由来の遺伝子変異型
ＥＧＦＲ分子数が少ないことが原因である
と考えられる。また、独自に開発した L858R
抗体の性能を評価したが、市販の抗体との比
較で大きな性能の差は認められなかった。  
 気管支洗浄液などの微量にしかがん細胞
が含まれない検体を分析し、高精度に診断す
るためには、さらに診断チップの検出感度を
向上させる必要があると考えている。また、
E746-A750 欠損については、症例は少ないが
欠損の範囲が異なるものや、挿入変異など多
くのバリエーションが存在することがわか
った。これらの患者にも EGFR チロシンキナ
ーゼ阻害薬が有効な場合があるため、これら
の変異 EGFR を検出可能な抗体の開発も重要
であることがわかった。 
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