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研究成果の概要：新規遺伝子変異検索技術 SMAP 法を用い、臨床検体を用いた EGFR 及び K-ras

変異検出の検証、パラフィン切片からの検出、摘出組織をそのまま鋳型とした検出系を検討し

た。また EGFR 変異検出システムの改良を行った。結果、検出限界は 1%未満であり、パラフィ

ン切片からの診断もほぼ全例で可能であった。摘出組織をそのまま鋳型とした検出では、摘出

から約 1 時間という超迅速診断の開発に成功した。EGFR exon19 変異検出においては PNA を応

用することでほぼ全ての変異型を検出可能にした。以上のことより、SMAP 法は臨床現場での遺

伝子診断に有用であることが確認された。 
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１．研究開始当初の背景 
癌関連遺伝子に関する多くの基礎的研究を
背景に、癌治療の現場も標準化から個別化へ
と移行してきている。特に肺癌においては上
皮成長因子受容体 (EGFR) 遺伝子の変異と
EGFR チロシンキナーゼ阻害剤 (EGFR-TKI) 
の効果が相関し、さらに K-ras 遺伝子の変異
が存在する患者には EGFR-TKI が無効である
という報告がなされ EGFR 遺伝子や K-ras 
遺伝子の変異解析は保険適応にまでなって
いる。また 2008 年の ASCO では大腸癌に対
するセツキシマブ (抗 EGFR 抗体) の有効性

を検証した CRYSTAL 試験の結果が発表され、
K-ras 遺伝子が正常型の大腸癌でのみ、セツ
キシマブが有効であることが証明された。日
本人の肺腺癌においては約 40%-50% に EGFR 
の変異が認められ、EGFR-TKI の恩恵にあず
かる可能性がある一方で、約 5%程度に重篤な
副作用として間質性肺炎が発症したために、
その保険適応の是非におよぶ訴訟も起きて
いる。また、分子生物薬剤を用いた治療には
EGFR-TKI にして月に約 20 万円、セツキシマ
ブにして月に約 60 万円の費用がかかり、人
によっては効果が期待できず、重篤な副作用



が発症する恐れがあるこれらの薬剤をやみ
くもに投与することは倫理的にも問題があ
り、医療経済にも大きな負担を与える。この
ような背景から、今後これらの投与を受ける
場合は EGFR や K-ras の遺伝子変異解析を行
うことが必要不可欠になる可能性が高い。し
たがって、現時点で最も重要な癌分野におけ
る研究は、これらの遺伝子変異を簡便、迅速、
正確に解析できるシステムを開発し、送球に
実地臨床に導入することである。これまでに
EGFR の変異解析においては sequence 法、
PNA-LNA PCR clamp 法、SARMS 法などの変異
解析技術が開発され、臨床応用されている。
しかし、いまだに K-ras に対する安定した変
異解析法は確立されていない。さらに、上記
の解析法は PCR 法の原理の応用であり、多く
の時間、特別な装置や試薬を必要とする上、
検査をすればするほど PCR や蛍光試薬、測定
機器の特許料が外国に流れ国益にはならな
い。そこで近年、PCR に代わり得る新規技術
SMart Amplification Process (SMAP) 法が
理化学研究所らのグループにより開発され
た。これは極めて高い精度と感度を持つこと
に加え、PCR 法とは異なり、60 度の等温条件
下で解析できることから特別な装置を必要
とせず、また解析操作も簡便なため、遺伝子
診療の均填化にも貢献できる。また、本邦発
の遺伝子解析技術でもあることから、早急な
実地臨床応用が望まれている。 
 
２．研究の目的 
本研究にて新規迅速遺伝子診断技術 SMAP 法
の臨床現場での有用性の検証、実地臨床応用
に向けた既存キットの改良を行い、実地臨床
への応用を進める。また、主として摘出組織
はパラフィンを用いて固定し、保管されるこ
とが多いが、一方でパラフィン固定処理の過
程にてサンプル中 DNA が断片化されるため、
PCR 法を用いた既存の技術ではこれらのサン
プルから遺伝子診断を行うことが難しく、臨
床現場での問題点とされていた。そこで、
SMAP 法を用いたパラフィン切片からの遺伝
子診断系を確立することを目的とした。さら
に、PCR 法を用いた技術を用いるにはサンプ
ルから DNAを抽出・精製する必要があったが、
今後の術中遺伝子診断等への応用や更なる
簡便化を考慮し、摘出組織から DNA の抽出を
介さず、組織摘出から 1時間程度で遺伝子診
断を可能にするシステムを構築することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
SMAP 法の有用性を検証し、実地臨床応用のた
めの問題点を抽出するため、群馬大学病院で
切除した肺癌組織から、患者の同意を得た後
に DNA を抽出し、以下の検討をおこなった。
EGFR 遺伝子診断の評価として、SMAP 法で変

異を診断し、同様に標準的な既存技術として
PCR-based direct sequencing、交換検出法
として PNA-enriched sequencing で変異を検
出し、これらの結果を比較した。また K-ras
遺伝子診断の評価として、SMAP 法、標準的な
既存技術としての PCR-based direct 
sequencing、高感度検出技術として
Enzyme-enriched sequencing を用いて K-ras 
遺伝子変異を解析し、それぞれの結果を比較
した。 
次に EGFR 遺伝子変異のうち、exon19 の変異
には多くの種類が存在するが、既存技術では
そのうちの 1種類しか検出できず、これは
EGFR exon19 の遺伝子変異のうちの約 40%程
度を占める程度であることが確認できたた
め、既存の EGFR変異検出システムに peptide 
nucleic acid (PNA) を clamp probe として
応用することで、EGFR exon19 変異のうち報
告されているほぼ全ての変異型を 1回の測定
で検出できるシステムを構築した。改良した
キットについても切除症例から抽出した DNA
を解析し、既存技術での結果と比較した。 
また、PCR 法の原理を応用した既存の技術で
は難しく、臨床現場での問題点とされてきた
パラフィン切片からの遺伝子解析法の確立
として、肺癌患者から得たパラフィン包埋切
片 43 例を対象に、SMAP 法及び PCR-based 
direct sequencing で遺伝子診断を行い、そ
の結果を比較した。PCR-based direct 
sequencing については増幅産物の塩基長と
増幅の可否を考慮し、増幅塩基長が異なるよ
うに 3種類のプライマーセットを用いて検討
した。 
摘出組織や胸水サンプルをそのまま鋳型と
した、DNA 抽出を介さない遺伝子診断システ
ムの確立としては、前処理として短時間の加
熱や遠心分離のみを必要とする系を検討し、
この診断系を用いて実際の摘出組織及び胸
水 58 例を対象に遺伝子診断を行い、これら
の摘出組織から抽出した DNAを用いた診断結
果と比較した。 
 
４．研究成果 
検出感度について細胞株から定法により抽
出した DNA を用いて行った検討では SMAP 法
は検体DNA中に1%の変異型DNAを含む場合明
確 に 変 異 の 存 在 を 確 認 で き た が 、
mutant-enriched assays ではそれぞれ 5%程
度が検出限界であり、PCR-based direct 
sequencingでは 10%-20%程度の変異がなけれ
ば検出できないことが確認された。 
実際の肺腺癌患者から摘出した組織より抽
出した DNA を対象にした検討では、SMAP 法を
用いた場合、172 例中 EGFR exon19, exon21, 
K-ras codon12 の変異をそれぞれ 40 例、36
例、31 例に認めた。一方 PCR-based direct 
sequencing ではそれぞれ 30 例、22 例、16 例



本邦を早急に実地臨床に導入することで、個
別化医療の早期実現、癌治療の発展、遺伝子
診断結果に基づく治療の全国均填化は勿論、
本邦が国産技術であることからも

であり、mutant-enriched assays では 38例、
37 例、28 例であった。 
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