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研究成果の概要（和文）：本研究では、分子バーコード技術を用いた次世代シーケンサー（分子バーコード
NGS）解析手法の有用性を検討した。技術的再現性を確認した後、上皮成長因子受容体（EGFR）変異陽性の肺腺
がん64症例を解析したところ、7症例において、E709G/K、D761Y、G598V、R776Hの副たるEGFR遺伝子変異の複合
変異（compound mutation）を検出した。また、治療に抵抗性を示したALK融合遺伝子陽性の肺腺癌症例を対象
に、治療前と治療後の試料の解析を実施した。治療前のサンプルからはALK融合遺伝子を検出し、治療後のサン
プルからALK阻害剤に耐性を示す遺伝子変異を高感度に検出した。

研究成果の概要（英文）：In this research, we examined the clinical usefulness of the next-generation
 sequencer analysis method using molecular barcode technology (molecular-barcoding NGS). After 
confirming the technical reproducibility of molecular-barcoding NGS, we applied it for 64 cases of 
lung adenocarcinoma with epithelial growth factor receptor (EGFR) mutation, and found that in 7 
cases, the minor EGFR gene mutations, such as E709G/K, D761Y, G598V, and R776H, were detected. 
We also applied the molecular-barcoding NGS method for a lung adenocarcinoma case with ALK fusion 
gene mutation, who showed resistance to the ALK inhibitor treatment. The ALK fusion gene mutation 
was detected in the sample obtained before treatment, and the gene mutation causing resistance to 
the ALK inhibitor was also detected in the sample obtained after treatment. Altogether these results
 showed clearly the clinical beneficial for the diagnosis of lung adenocarcinoma cases with EGFR 
and/or ALK mutation. 

研究分野：バイオインフォマティクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
EGFRのG719Xを有する症例で統計学的に有意に複合変異（compound mutation）が検出されることが分かった。ま
たTCGAのPan-Lung cancerデータセットから660症例の肺腺癌症例を抽出・解析したところ、同様の傾向が確認さ
れたことから、G719X遺伝子変異陽性の肺腺癌症例に対する診断への応用が期待される。
ALK阻害剤治療に耐性を示し、急激に増悪した症例のサンプルの解析を実施したところ、治療後のサンプルから
はALK阻害剤への耐性を示すALK G1202R変異を引き起こす遺伝子変異が検出されており、ALK融合遺伝子陽性の肺
腺癌症例に対する診断への応用が期待される。

※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 
 
様々ながんで大規模なゲノム配列解析が実施され、その「青写真」が公開されるに至っている。しか

しながら、その解析精度は 5％程度と見積もられており、今後 1％～0.1％程度の超低頻度体細胞変異
を検出する事が、最適な治療法の選択に基づく『Precision medicine の実現』に求められている。 
（１）背景１：Engelman らにより、耐性獲得メカニズムとして、既に存在する（pre-existing）耐性株による
早期耐性獲得と、新規（de novo）耐性獲得株による遅発性耐性獲得メカニズムが存在すること（Nature, 
2016）が報告されている。 
（２）背景２：渡辺・洪らにより、0.1％以上の頻度検出で約 4％のサンプルから、0.01%以上の頻度検出で
は 75％超のサンプルから、既に存在する（pre-existing）T790M 陽性の耐性株が検出されること
（Clin.Can.Res, 2015）が報告されている。 
（３）背景３：徳毛・豊岡らにより、T790M と L858R、D761Y と L858R の co-mutation を有する症例は
EGFR-TKI に耐性を示すこと（Lung cancer, 2006）、Jӓnne らにより、Exon 19 del/L718Q, L858R/L718Q
などの組合せで、EGFR-TKI の感受性が変化すること（Clin.Can.Res, 2015）が報告されている。 
以上から、主たる変異のみならず、共存する超低頻度体細胞変異を検出することが、効果的な薬剤の
選択・組合せに必須であることに疑念の余地は無い。 
 
 
２．研究の目的 
 
分子バーコード技術を用いた次世代シーケンサー（NGS）解析により 0.1％レベルの超低頻度体細胞

変異を検出することが可能となる。5％程度の解析精度で実施された大規模がんゲノムデータベース
の常識を超え、共存する遺伝子変異（co-mutation）や、膨大な機能未知遺伝子変異（VUS）が明らかと
なり、その機能解析が期待されている。 
本研究では、上皮成長因子受容体（EGFR）変異陽性の肺腺がんを対象に分子バーコード技術を用

いた NGS 解析を実施し、A)既存の臨床遺伝子検査との整合性の確認と、B)共存＆機能未知遺伝子リ
ストを作成し臨床病理との関連性を解析する。さらに、C)本研究手法を用いて、ドライバー遺伝子変異
陽性肺腺癌についても co-mutation や低頻度体細胞変異を解析し、分子標的薬に対する感受性との
相関を解析する。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究計画では、外科的に切除された上皮成長因子受容体（EGFR）変異陽性の肺腺がんを対象に、
既存の臨床遺伝子検査と分子バーコード NGS 解析技術を用いた解析結果との整合性を確認する。そ
の結果をふまえて、共存変異（co-mutation）＆機能未知遺伝子変異（VUS）リストの作成と臨床病理と
の関連性解析を実施する。 
C)ドライバー遺伝子変異陽性肺腺癌について分子バーコード技術を用いたシークエンス解析を実施し、
co-mutation や低頻度体細胞変異を解析する。また分子標的治療薬を用いた治療効果との相関を解
析し、低頻度の遺伝子変異の機能評価を実施する。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）分子バーコード NGS 解析を用いて上皮成長因子受容体（EGFR）遺伝子変異における代表的な遺
伝子変異（L858R, Exon19del, G719X,T790M）を有する 64 症例を対象に、分子バーコードを用いた低頻
度の遺伝子変異プロファイルを解析した（図１）。その結果ころ、7 症例において、E709G/K、D761Y、
G598V、R776H の遺伝子変異を検出した（参考文献１）。 

図１ EGFR 遺伝子変異陽性肺腺癌の遺伝子変異プロファイル解析結果  
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複合変異（compound mutation）が見つかった 7 症例の分布を解析したところ、統計学的に有意に
G719X を有する症例で複合変異が検出されることが分かった。この結果をふまえて、TCGA の Pan-
Lung cancer データセットから 660 症例の肺腺癌症例を抽出したところ、G719X を有する症例で高頻度
に複合変異が検出されることが確認され、我々の解析結果を支持する結果が得られた（図２）。 

図２ 代表的案 EGFR 遺伝子変異陽性肺腺癌における co-mutation の分布 
 
（２）ALK 融合遺伝子陽性の肺腺癌症例を対象に、分子バーコード NGS 解析を実施した。ALK 阻害剤
治療に耐性を示し、急激に増悪した症例の治療前の原発巣と治療後の原発巣と転移巣の組織サンプ
ルから DNA を抽出し、ALK 遺伝子を含む 47 遺伝子の変異解析を実施した（図３）。 
治療後のサンプルからは ALK 阻害剤への耐性を示す ALK G1202R 変異を引き起こす c. 3604 G>A の
遺伝子変異とともに、同じく ALK G1202R 変異を生じる(c. 3604 G>C 遺伝子変異が検出されており、複
数の治療耐性遺伝子変異獲得メカニズムが生じていたことが明らかになった（参考文献２）。 

図３ 分子バーコードを用いた ALK 遺伝子変異陽性肺腺癌のサンプル解析 
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