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研究成果の概要： 
本研究室で開発した EGFR遺伝子変異高感度迅速検出法である PNA-LNA PCR clamp法を用い、

約2000例の解析結果より、およそ30％の患者にgefitinib感受性EGFR遺伝子変異の存在を有する
ことを明らかにした。このEGFR遺伝子変異に関与する患者因子について、ロジスティック回帰分
析により、喫煙歴及び癌組織型がEGFR遺伝子変異の存在に強く関連することを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 本研究の目的は、GeneChip による全ゲノ
ム SNP 解析データを用いて、非小細胞肺癌の
関連遺伝子をホモ接合指紋法、およびホモ接
合ハプロタイプ法にて同定することであっ
た。 
 
(2)いくつかの報告により、EGFR 遺伝子変異
は非喫煙アジア人女性の腺癌に高率に認め
られることが明らかになっていた。 
 
(3) 日本全国の肺癌死亡数が約5万名である
ことを考えると、その原因となる因子の検索
は、国民衛生上喫緊の課題である。 
 
(4) EGFR遺伝子変異検査における変異検出感
度、特異度、およびコストの面を全て満たす

ことができる高感度迅速検査方法として、
PNA-LNA PCR clamp 法を開発した。同法は 1 %
の変異を検出することが可能である。 
 
(5)臨床上 EGFR遺伝子変異検査の重要性が増
し、EGFR 変異関連患者因子を明らかにする必
要性が出てきた。同遺伝子変異の関連因子と
して、女性、腺癌、非喫煙者に多いことが報
告されていた。 
 
２．研究の目的 
(1) 2005年より当院を受診した非小細胞肺癌
患者全例に対して、PNA-LNA PCR clamp 法に
よる EGFR 変異検査を行っている。同患者検
体情報を用い、EGFR 変異関連因子を明らかに
する。 
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(2)病理診断に用いる検体の一部を使用する
ことで、EGFR 遺伝子変異検査を行うに当たり、
患者に負担のない変異検査システムを確立
する。そのために、高感度に変異を検出でき
るシステムの確立を試みる。 
 
(3)EGFR-TKI 治療において、gefitinib 耐性
獲得変異の存在がいくつか明らかにされた。
そのうち最も多い変異として、Exon 20 T790M
変異の存在が明らかにされた。Gefitinib 耐
性機構のおよそ 50% 程度は、同耐性変異に起
因することが報告された。よってPNA-LNA PCR 
clamp 法に、同耐性変異 T790M を検出するシ
ステムを導入することを試みる。 
 
３．研究の方法 
(1)①患者検体は、2004 年から 2008 年の間に
埼玉医科大学病院を受診した、約 300 例の非
小細胞肺癌患者より、同意を取得した患者検
体を使用した。 
 
②各々の患者検体から得られた喀痰、胸水、
気管支鏡細胞診、生検組織細胞診およびパラ
フィン包埋組織の病理検体は、全て 2分割し
た。1方は病理診断に使用し、病理診断上検
体に肺癌細胞が存在することが確認された
検体について、EGFR 遺伝子変異解析を行った。 
 
③肺癌と診断された検体の残りの 1方を用い、
PNA-LNA PCR clamp 法による EGFR 遺伝子変異
解析を行った。EGFR 遺伝子変異種として、
gefitinib 感受性変異種である、Ex18 G719C, 
G719S, Ex21 L858R, L861Q, および Ex19 
deletions(7 種)を PNA-LNA PCR clamp 法によ
って検出した。 
 
④検体に実際に含まれる癌細胞の量を計測
する為、病理診断に使用したスライドガラス
検体から、ランダムに抽出した約 60 例の検
体を用い、100～200 倍の顕微鏡下において、
1検体当たり 5視野における癌細胞の存在率
を計測した。 
 
(2)①上記期間に受診した約 300 例の患者情
報を用い、EGFR 遺伝子変異の有無に関しての
関連性を明らかにするために、ロジスティッ
ク回帰分析による多変量解析を行った。 
 
②同時に上記期間に約 30 施設からの約 1700
検体について、EGFR 遺伝子変異を解析し、変
異存在率を計測した。 
 
(3)耐性変異 Ex20 T790M を検出するシステム
を作製するため、プライマーおよびプローブ
等の設計を行った。また、Ex20 T790M 変異陽
性細胞株 H-1975 を用いて同システムの検出
感度の確認を行った。 

 
４．研究成果 
(1)①EGFR 遺伝子変異を検出するシステムと
して、4つの Step に分けて解析を行うシステ
ムを構築した。4つの Step について、以下に
簡単に記す(図 1）。 Step1: 検体を 2 分割す
る。Step2: 一方を病理診断に使用し癌細胞
の存在を確認する。Step3:肺癌の病理診断が
確定した残りの 1 方を用い、PNA-LNA PCR 
clamp 法による EGFR 遺伝子変異解析を行う。
Step4:PNA-LNA PCR clamp 法では検出できな
いいくつかの Ex19 deletions 種について、
PNA-LNA PCR clamp 合 成 産 物 を direct 
sequence によって解析することで、変異種を
同定した。 
 

図 1 PNA-LNA PCR clamp 法を用いた EGFR 遺
伝子変異検査システムの流れ 
 
②上記 EGFR 遺伝子変異検査システムにおい
て、病理診断時における癌細胞の存在率を計
測する為、病理診断に使用されたスライドガ
ラス上の癌細胞数を計測し、その存在率を求
めた。ランダムに抽出した約 60 例の検体に
おいて、いずれも１％以上の癌細胞が存在す
ることが解った（図 2）。また、1 ％程度の癌
細胞を含む検体においても、EGFR 遺伝子変異
を検出することが可能であった（図 2）。 
 
③上記に記した4つのステップを介したEGFR
遺伝子検査システムを確立した。このシステ
ムを用い、約 30 以上の研究協力施設からの
臨床検体を用いたスクリーニングを行い、変
異解析を含む第二相臨床試験（終了済）およ
び第三相臨床試験に参加した。同臨床試験に
おいて解析結果の個別化治療へ応用が検討
され、同システムを臨床的に応用することが
可能となった。 
 
(2)①当院を受診した非小細胞肺癌患者約
300 例の患者情報（性別、年齢、喫煙歴、肺
癌組織型、病期等）と PNA-LNA PCR clamp 法
による EGFR 遺伝子変異解析システムにて解



析した EGFR 遺伝子変異との相関性について
明らかにするため、各々の因子について、カ
イ 2乗検定による相関解析を行った。その結
果、性別、組織型および喫煙歴との関連が見
られた（表 1）。この結果は、以前より EGFR
遺伝子変異と関連する因子（女性、腺癌、非
喫煙者）として報告されている結果と一致し
た(表 1)。 
 

図 2 病理細胞診検体に含まれる癌細胞の存
在率 
 

表 1 EGFR遺伝子変異と患者背景因子との関
連性について（1） 
 
②喫煙歴および組織型は、各々が性差と強い
関連性を持つことが知られている。また喫煙
歴と組織型についても強い関連性を持つこ
とから、これらの交絡関係の影響を考慮し、
患者背景因子と EGFR 遺伝子変異との相関性
について、ロジスティック回帰分析による多
変量解析を行った。その結果、EGFR 遺伝子変
異と強い関連性を示す因子として、肺癌組織
型（腺癌および腺扁平上皮癌; odds ratio = 
3.18; p-value = 0.006）および喫煙歴（20 

pack-year 未満; odds ratio = 3.84; p-value 
< 0.0001）に強い相関性を持つことが解った
(表 2)。同時に、性差による影響について、
有意差がないことが明らかになった（男性; 
odds ratio = 0.69; p-value =0.3）(表 2)。 
 
③EGFR 遺伝子変異には大きく分けて二群あ
る。すなわち、点突然変異（Exon18 および
Exon21）と、欠失変異(Exon19)が存在する。
これらの変異種に関連する患者因子につい
て、サブグループ解析としてのロジスティッ
ク回帰分析を行った。その結果を(表３)に示
すが、Exon19 欠失変異は、性別特に男性と
強い関連性があることが明らかとなった
（odds ratio = 5.10; p-value = 0.0011）。
一方、EGFR 遺伝子変異の有無と強い関連性を
示した組織型および喫煙歴に関しては、変異
種に対しての関連性は低いことが明らかと
なった(表 3)。 
 

表 2 EGFR遺伝子変異と患者背景因子との関
連性について(2) 

 
表 3 EGFR遺伝子変異種と患者背景因子との
関連性について 
 
④2004年から2008年の間に約30施設からの
約 1700 検体について、EGFR 遺伝子変異を解
析した。そのうち、検体情報があり解析が可
能であった約 1200 検体分についての変異存
在率を図 3に示す。陽性率は 31％であり、こ
の結果は EGFR 変異存在率について幾つか報
告されている結果および全ての 1700 検体の
解析結果とほぼ一致した。 

図 3 EGFR 遺伝子変異陽性率 
 



⑤同変異検査結果について、変異種別の存在
率は、Exon 18 = 3%、Exon 19 = 55.7%、Exon 
21 = 41%、Exon 19 + Exon 21 = 0.3% であ
った。変異陽性率およびこれらの変異存在率
は、埼玉医科大学に受診した約 300 検体の解
析結果とほぼ一致した。 
 
⑥EGFR 遺伝子変異の有無と患者背景因子に
関して、交絡関係を考慮した統計学的解析結
果の報告は、今回の研究結果が始めてである。
ロジスティック回帰分析の結果、EGFR 遺伝子
変異の存在に対する性差の寄与が低いこと
が明らかになった。よって、非小細胞肺癌患
者に対する gefitinib 治療において、性別に
よる治療の選択は行わないことが望ましい
と考えられる。 
 
(3)①PNA-LNA PCR clamp 法による gefitinib 
耐性変異の Exon20 T790M を検出するために、
陽性コントロールとして NCI-H1975細胞株を
使用した。同細胞株はヘテロな T790M 変異を
有する。変異陰性であるコントロールゲノム
DNA 1 に対して、NCI-H1975 細胞由来ゲノム
DNA を 1, 0.1, 0.01, 0.001 添加し、PNA-LNA 
PCR clamp 法による変異検出を行った。結果
を図 4に示すが、変異 1%を含む条件下でも十
分感度よく変異を検出することができた（図
4）。 
 

図 4 Ex20 T790M 変異の検出 
 
②当院受診の患者に関して、T790M の変異有
無について解析を行ったところ、4例の T790M
変異を検出した。何れの患者も gefitinib 治
療前には T790M 変異は検出されなかったが、
治療開始後に治療抵抗性になった検体から
T790M 変異が検出された。 
 
③現在、PNA-LNA PCR clamp 法による変異解
析システムに Exon20 T790M 解析系を導入し、
全ての検体に対して解析スクリーニングを
施行中である。T790M 変異に関して、体細胞
変異を有する場合があるとの報告がなされ
ていることから、同検出システムに導入する
ことで、gefitinib 治療前における治療抵抗
性変異の情報を付加し、個別化治療戦略に重
要な情報を提供できると考えられる。 
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