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研究成果の概要（和文）：EGFR遺伝子変異陽性非小細胞肺癌患者22例の検討で、EGFRチロシンキナーゼ阻害薬
（EGFR-TKI)獲得耐性機序であるT790M変異の検出状況を組織再生検とliquid biopsyで比較し、両者の特徴と両
者を組み合わせでより効果的な治療戦略に貢献できる可能性について検討した。
また、分子標的治療薬の標的となるような遺伝子変異を有する再生検部位推定のため、T790M変異陽性癌細胞に
結合可能な薬剤を放射線同位元で標識してマウスに投与後SPECT撮影を行うことで、T790M陽性の転移巣と陰性の
転移巣を識別できるかの検討を行ってきたが、薬剤の腫瘍特異的な集積が得られず期間内に達成できなかった。

研究成果の概要（英文）：We performed a retrospective analysis of 22 patients with EGFR 
mutation-positive non-small cell lung cancer who exhibited 1st/2nd generation EGFR-TKI resistance to
 consider appropriate application of liquid and re-biopsy through analysis of current status in 
practice. T790M detection rate was 52% with re-biopsy and 58% with liquid biopsy. The concordance 
between tissue and plasma was 58%. Liquid biopsy reflects the whole body, whereas re-biopsy is 
useful for spatial diagnosis. In an effort to discover a noninvasive method for predicting cancer 
lesion harboring T790M mutation, we tried to develop SPECT imaging agents which selectively target 
the T790M positive EGFR. We completed mouse model which harbor T790M positive and negative 
metastatic lesions and tried to detect T790M
positive metastatic lesions by administration SPECT imaging agent. However, specific accumulation of
 SPECT imaging agents to tumor lesion could not been detected.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の検討から、治療薬の対象となる遺伝子変異を有する癌細胞が体内に存在するかという全身的な評価には
liquid biopsyが優れているが、どの病巣に治療の標的となる遺伝子変異が認められ、使用する薬剤にて縮小が
期待できるかについては、現時点ではそれぞれの転移巣の組織再生検を行わないと判断が難しいことが確認され
た。今回の研究期間内には結果を出すことができなかったものの、放射線同位元素で標識した薬剤を投与後に
SPECT撮影を行うことで目的とする遺伝子変異を有する病変を推定するという試みは、複数個所の再生検という
侵襲をさけつつ治療効果を予測する点で期待がもたれる検査法ではないかと考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

第 1 世代 EGFR チロシンキナーゼ阻害剤（EGFR-TKI）の獲得耐性機序として T790M
変異は約 50～60％と大きな割合を占めており（Yano , J Thorac Oncol, 2011）、T790M 変
異に対しても有効な第 3 世代 EGFR-TKI の開発がすすめられた。第 3 世代 EGFR-TKI で
ある osimertinib は T790M 変異陽性症例に対して奏効率約 61％、無造悪生存期間中央値
9.6 カ月と良好な効果を認めている（Janne N, New Engl J Med, 2015）。osimertinib は
re-biopsy にて採取した組織から T790M 変異を検出することが使用条件となっており、
今後も新たな獲得耐性機序に対する新規薬剤が開発されていく中で、耐性化機序を評価
し、適切な薬剤を選択することは非常に重要になる。 
しかし、獲得耐性機序評価のための re-biopsy には次のような問題がある。 
① 盲目的な再生検で治療標的となる耐性化機序を検出できるのか 

薬剤耐性化後の肺がんは腫瘍不均一性が高く、再生検の部位により適切な耐性化遺伝子の
検出ができない場合がある。肺がん症例での re-biopsy と liquid biopsy の一致率は、
EGFR-TKI 治療前 EGFR活性型遺伝子では 80－90％に対し、耐性化後 T790M では 50～60％
で、別の転移部位から再再生検を行うことでその一致率が上昇したと報告された
（Sunderman TK, Clin Cancer Res, 2015）。このように re-biopsy は適切な部位で行わなけれ
ば偽陰性となり、患者は有効な薬剤を使用する機会を失う可能性がある。 

② 侵襲を伴い、頻回な検査が困難 
re-biopsy を複数個所で行えば耐性化遺伝子の検出率は上昇するが、患者に大きな負担を
かけることになる。全身状態が悪い患者では、侵襲ゆえに re-biopsy が困難となり治療選
択肢が狭まることになる。 
 
一方、血漿を用いた分子マーカーの測定（liquid biopsy）は非侵襲的で繰り返し行うこと
が可能である。liquid biopsy は、re-biopsy の代用として耐性化機序モニタリングの有用な
手段となりうることが期待されるが、腫瘍量や転移の状況などにより一定割合の偽陰性
が生じることが避けられないという問題点がある。 
 患者が耐性化機序に応じた適切な治療を受ける機会を逃さないためにも、re-biopsy と
liquid biopsy のそれぞれの特徴を理解し、お互いを相補的に活用していくことが重要であ
る。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、臨床的検討および動物モデルを用いて獲得耐性後の治療法決定に最も有
効な re-biopsy の方法を明らかにし、さらに liquid biopsy との併用により、効果的な薬剤
耐性化遺伝子診断が可能か検討する。 
これらの目的のために、以下のテーマについて検討する 
１． 耐性化遺伝子検出のためのより適切な re-biopsy 方法の検討 
２． 再発形式による liquid biopsy 陽性率の検討 

 
 
３．研究の方法 
１． 耐性化遺伝子検出のためのより適切な re-biopsy 方法の検討 
（１） 臨床的検討：EGFR-TKI 獲得耐性後血漿 T790M 陽性症例において、再生検部位、

臨床背景における組織 T790M 陽性率と osimertinib 効果を検討する  
（２） 動物モデルを用いた検討：SPECT を用いて適切な re-biopsy 部位決定が可能か 

第三世代 EGFR-TKI の osimertinib は T790M 変異陽性 EGFR に対しても結合し効
果を発揮するが、第一世代 EGFR-TKI の gefitiinib は結合できない。その点を利用
し両者の集積の違いで T790M 変異陽性細胞を有する転移巣を同定する。  
１） SPECT 撮影のための放射線標識を行った gefitinibRI、osimertinibRI の作成 
２）EGFR-TKI 獲得耐性モデルマウスの作成 
３）gefitinibRI、osimertinibRI の集積状況による、T790M 陽性転移巣予測の検討 



２． 再発形式による liquid biopsy 陽性率の検討 
（１） 臨床的検討：EGFR-TKI 耐性化後組織 T790M 陽性症例において、転移部位、臨床

背景による血漿 T790M 陽性率の検討 
（２）動物モデルを用いた検討：SPECT を用いた再発形式と血漿 T790M 陽性率の検討 
   １）gefitinibRI、osimertinibRI を用いた、T790M 陽性転移巣のモニタリング 
   EGFR-TKI獲得耐性マウスにgefitinibRI、osimertinibRIを投与してSPECT撮影を行い、

osimertinibRI のみが集積する T790M 陽性転移巣の数や分布を経時的にモニタリング
する。 

   ２）T790M 陽性転移巣の割合、分布による血漿 T790M 検出率の比較検討 
   

４．研究成果 

耐性化遺伝子検出のためのより適切な re-biopsy 方法の検討 
（１） 臨床的検討：EGFR-TKI 獲得耐性後血漿 T790M 陽性症例において、再生検部位、 

臨床背景における組織 T790M 陽性率と osimertinib 効果を検討する 
 

当院にて第一世代、第二世代 EGFR-TKI を投与され、その後獲得耐性となった EGFR 遺伝子
変異陽性非小細胞肺がん患者 22 例について組織再生検、liquid biopsy における T790M 検
出状況と、その後の第三世代 EGFR-TKI である osimertinib の治療効果についてレトロスペ
クティブに検討した。T790M 変異の検出率は組織再生検で 52％、liquid biopsy で 58％で
あり、両者の一致率は 58％であった。症例の中には liquid biopsy では T790M 陽性である
にもかかわらず組織再生検では T790M 変異が検出されず、複数回、複数部位の再生検を繰
り返してやっと T790M 変異が検出された症例があった。また、Figure 1A,B に示すように
リンパ節転移からは T790M 変異が検出されたが肝転移からは T790M が検出されなかった症
例もあり、この症例では T790M 陽性であったリンパ節転移は osimertinib が有効であった
が、T790M 陰性であった肝転移では無効であった。これらの結果から、ある患者において
T790M 変異陽性の病巣があるかどうかの全身的な評価にには liquid buipsy が優れている
が、どの転移巣で T790M 変異が陽性か、すなわちどの病巣に対して osimertinib の効果が
期待できるかの評価には組織再生検が必要であると考えられた。 

 
 
（２）動物モデルを用いた検討：SPECT を用いて適切な re-biopsy 部位決定が可能か 
T790M 陽性の転移巣を同定するために複数個所の再生検を行うことは侵襲が強く、部位に
よっては再生検が不可能な場合もある。そこで、SPECT を用いて画像的に T790M 変異が陽
性の転移巣と陰性の転移巣が識別できないかを検討した。 
 
１） EGFR-TKI 獲得耐性モデルマウスの作成 
我々はすでに肺癌細胞株を皮下移植することで血行性、リンパ行性の転移を認める肺がん
転移モデルマウスを作成し、報告している（Sueoka-Aragane, PLos one, 2014）。今回はこの
肺がん転移モデルマウスを応用し、T790M 陽性と陰性の転移巣が混在する EGFR-TKI 獲得



耐性時の肺癌患者と同様の病態を再現できる EGFR-TKI 獲得耐性モデルマウスを作成した。
Balb/c DKO (Balb/c Rag2-/-/Jak3-/-)マウスに、EGFR活性化型変異（L858R）を有する H838肺癌
細胞株、L858R と耐性化変異である T790Mを共に有する H1975肺癌細胞株（共にルシフェラー
ゼ導入）を皮下移植した。IVIS で肺転移、リンパ節転移などの遠隔転移はおこっていることを確
認し、その後マウスを解剖して各転移巣の遺伝子変異解析を行ったところ、L858R のみ陽性の
H838由来の転移巣と L858R、T790M共に陽性の H1975由来の転移巣が混在していることが確
認できた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

２） SPECT 撮影の為の分子イメージングプローブの作成 
 SPECT 分子イメージングプローブの作成は、京都大学、京都薬科大学で行った。 

AZD9291（osimertinib）及び CO-1686 を用いて、L858R のみ及び L858R/T790M を共に有
する EGFR に対する阻害活性を評価し、T790M 変異に対する選択性の有無を確認した。IC50

値（nM）を Table 1 に示す。AZD9291（osimertinib）は、両方の EGFR-TKI に同程度の阻
害活性を示し、T790M 変異に対する選択性は見られなかった。一方、CO-1686 は、
L858R/T790M を有する EGFR に対し約 35 倍高い阻害活性を示した。CO-1686 が
L858R/T790M 有する EGFR 対して相対的に高い阻害活性を示したことから、CO-1686 は
L858R/T790M に対し、高い選択性があることが示唆された。この結果より L858R/T790M
を標的とした PET/SPECT 用分子イメージングプローブのリード化合物に、CO-1686 を用
いることとした。 

 

Table1 IC50 (nM) 

test compounds EGFR (L858R) EGFR (L858R/T790M) 

AZD9291 19 ± 5 14 ± 2 

CO-1686 763 ± 239 19 ± 5 

 
化合物を標識する放射線同位元素として 123I 核種を導入し CO-1686 誘導体（[123I]RT-23）
を設計した。RT-23 は 2 次変異 EGFR（L858R/T790M）に対する選択性は、CO-1686 に比
べ低下したものの、選択性を示す可能性があることが示唆された（Table 2）。 
 
 



Table2 IC50 (nM) 

 Compounds EGFR (L858R) EGFR (L858R/T790M) 

RT-23 238.1 73.85 

CO-1686 763 ± 239 19 ± 5 

 
BALB/c slc-nu/nu ヌードマウスの左肩に H3255 細胞株（L858R 陽性）、右肩に H1975 細胞
株（L858R/T790M 陽性）をそれぞれ皮下移植し、[125I]RT-23 を 0.5% Tween80 生理食塩水
で 23.3 kBq/100 µL となるように調製したものを 1 匹あたり 23.3 kBq /100 µL ずつ尾静脈注
射し、10、30、60、120 分後 （n=4）、それぞれの血液、膵臓、心臓、肺、胃、小腸、大腸、
肝臓、脾臓、腎臓、骨を摘出した。その後、各臓器をガンマカウンターで測定し、単位重
量当たりの放射能の集積量（% injection dose/g）を算出した。各臓器のタイムポイントごと
の[125I]RT-23 の単位重量当たりの放射能の集積量（% injection dose/g）を Figure 3 に示
す。 
 
Figure 3 

投与後 10 分の H1975 腫瘍へは、バラツキが見られたものの、同じく投与後 10 分の H3255
腫瘍に比べ高い集積が見られた。しかし、継時的に集積量の減少が見られた。 [125I]RT-23
は H1975 腫瘍に対して良好な集積が認められた一方で、EGFR（L858R/T790M）との持
続した結合性が低いことが示唆された。一方、甲状腺へは継時的に高い集積が見られ、化
合物のヨウ素が脱離したためだと考えられた。肝臓に集積後、継時的に小腸や大腸への集
積が増加していたことから、 [125I]RT-23 は主に肝臓で代謝を受け、その後、腸管循環す
ることが示唆された。このように[125I]RT-23 は EGFR（L858R/T790M）に高い特異性と
長時間の集積を認める薬剤とまではいかず、SPECT 撮影も試みたが、H1975 腫瘍の画像
化に成功する事はいまだ出来ていない。そのため今回の研究期間中に EGFR-TKI 獲得耐
性モデルマウスを用いた SPECT 撮影までには至らなかった。 
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