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研究成果の概要（和文）： 

分子標的抗腫瘍薬 TKI（tyrosine kinase inhibitor）は EGFR 変異陽性肺癌に有効であるが、

奏効例の殆どは最終的に薬剤耐性を獲得する。本研究では、一部の TKI 治療後腫瘍は主に野生

型 EGFR を持つ腫瘍細胞からなり、変異型腫瘍細胞が消失或いは極端に減少し、その治療前腫瘍

に野生型腫瘍細胞が混在していることを明らかにした。また、TKI 未治療の外科切除肺癌を用

いた分析でも、多くの EGFR 変異陽性症例に野生型 EGFR を持つ腫瘍細胞が混在していた。そこ

で、EGFR の二次性 T790M 変異や Met 遺伝子の増幅の他、変異陽性症例に元々存在していた野生

型EGFRを持つTKI耐性クローンの選択的な生き残りも肺癌のTKI耐性獲得に寄与すると考えら

れた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Tyrosine kinase inhibitor (TKI) is effective for lung cancers with EGFR mutation, but 
these tumors eventually acquire drug resistance. In the present study, we found that some 
TKI-treated tumors mainly composed of EGFR-wild tumor dells while the EGFR-mutant ones 
vanished or markedly decreased, and their pre-treated tumors contained EGFR-wild tumor 
cells. Furthermore, with surgically resected TKI-untreated cases, we showed that most 
EGFR-mutant tumors also contained EGFR-wild tumor cells. Thus, multiple mechanisms 
underline acquired TKI resistance, and besides the reported secondary EGFR T790M mutation 
and adaptive Met amplification, the selective survival of the preexisting TKI-resistant 
EGFR-wild tumor cells also contributes to the drug acquisition. 
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１．研究開始当初の背景 
    イレッサを代表とするチロシンキナーゼ
抑制剤(TKI）は、EGFR(上皮成長因子受容体)
遺伝子変異を有する非小細胞肺癌(NSCLC)に
対して劇的な治療効果を示すが、殆どの腫瘍
は TKI 耐性能を獲得する。その分子機構とし
て、EGFR 遺伝子の二次的変異の誘導や適応的
な Met 遺伝子の増幅が関与していると報告さ
れている。然し、EGFRの二次性T790M変異は、
TKI 耐性を獲得した NSCLC 症例の約 1/2～1/3
にしか検出されない。また、その変異を生じ
た各症例においても、T790M は少数の腫瘍細
胞のみに検出される(Proc Natl Acad Sci USA 
2005)。また、Met 増幅は TKI 耐性を獲得した
NSCLC 症例の約 1/5 にしか検出されない
（Science 2007, Proc Natl Acad Sci USA 
2007）。従って、約半数の NSCLC の TKI 耐性
能の獲得は、EGFR の二次的変異や適応的 Met
増幅というメカニズムだけでは説明出来ず、
依然、その機序は全く不明である。 
 
 
２．研究の目的 

我々は、TKI 奏効かつ薬剤耐性を獲得した
1症例のEGFR変異陽性NSCLCを分析したとこ
ろ、その治療後再発腫瘍は野生型 EGFR 遺伝
子を有する腫瘍細胞のみから構成され、治療
前の EGFR 変異型細胞が完全に消失する事を
見出した。我々は「同一腫瘍内に変異型 EGFR
を持つ TKI 感受性のある腫瘍細胞と野生型
EGFR を持つ TKI 耐性細胞が混在し（EGFR 
genetic heterogeneity）、TKI 耐性能獲得に
は EGFR 野生型クローンの選択的な生き残り
も重要な役割を果たす」という作業仮説を打
ち立てた。本研究の目的は、既報された EGFR
の二次的変異や Met 増幅以外に、EGFR 変異の
ヘ テ ロ ジ ェ ネ イ テ ィ （ EGFR genetic 
heterogeneity）とそれと TKI 耐性獲得との
関与を解明し、新たな側面をアプローチとし
て肺癌の TKI 耐性獲得機序多様性を証明する
ことである。 

 
 
３．研究の方法 
① 外科切除された TKI 未治療肺癌症例を無
作為に抽出し、チロシンキナーゼ抑制剤
（TKI）抗腫瘍薬の効果を規定する EGFR 遺伝
子変異の hot spot である exon 19 の欠損と
exon 21 の L858R の点変異を、通常 PCR と
direct sequencing 法を用いて検索した。各
変異陽性例より、laser microdissection に
て微量の腫瘍細胞（cell luster）を 8 カ所
以上から別々に採取し、nested PCR による
DNA 増幅後 direct sequencing にて各 cell 

cluster の EGFR 変異を解析した。 
 
② TKI 耐性獲得した症例の治療前・後病変よ
り laser capture microdissection にて腫瘍
成分を採取し、EGFR 変異状況と二次性変異の
有無を nested PCR と direct sequencing 法
にて比較検討した。 
 
③ TKI 治療前・後腫瘍の Met 増幅を、FISH
（Fluorescence in situ hybridization）法
にて比較検討した。 
 
④新たに開発された EGFR 変異の特異的抗体
を用いた免疫染色的検討。 
 
４．研究成果 
① 134 症例の外科切除肺癌より、35 (26.1%)
症例に EGFR 変異が確認され、そのうち exon 
19 欠損例は 17 例（type A delE767-A750 8
例、type B delE740-A750 3 例、delL747-T751 
4 例、delL747-E749, A750P 1 例、delL747-S752, 
P753S 1 例）、exon 21 点変異例は 18 例であ
った。変異例のうち 32 症例(exon 19→15 例, 
exon 21→17 例)から laser microdissection
にて微量腫瘍細胞（cell cluster）を採取し、
nested PCR による DNA 増幅後に遺伝子変異を
分析した。Exon 19 欠損例からは 97 個（平均
6.47 個/例）の cell cluster を分析し、その
うち 25 個は野生型、72 個は変異型、15 例の
うち 11 症例は野生型と変異型の何れの cell 
cluster も有していた（表１）。 

 

 
Exon 21 点変異例から採取した 119 個（平

均 7.0 個/例）の cell cluster を分析した結
果は野生型 44 個、変異型 75 個であり、17 例
のうち 14 症例は野生型と変異型両方の cell 
cluster を有していた（表２）。 

纏めると、25/32 (78.1%)症例の EGFR 変異
にはヘテロジェネイティ性があることが明
かとなった。 



 
② 活性化 EGFR 変異陽性かつ TKI 耐性を獲得
した8症例の剖検例におけるEGFR変異とMet
増幅の解析。 
A. 全ての症例の TKI 投与前生検・細胞診材
料からは、EGFR 活性化変異が検出された。し
かし、剖検で得られた 2症例の TKI 治療後再
発・転移腫瘍には、その治療前生検材料より
検出された EGFR 変異が検出されなかった。
Mutant enriched peptide-nucleic-acid 
(PNA)-mediated PCR clump-sequencing 法に
よる解析ではそのうち１症例から EGFR 変異
が検出されたが、残り 1症例はやはり野生型
であった。TKI 治療前の細胞診・生検材料よ
り 微 小 な 腫 瘍 細 胞 cluster を
microdissection し、各 cluster の EGFR 変異
を分析したところ、8 症例中の 4 症例は TKI
治療前腫瘍から野生型 EGFR を持つ腫瘍成分
も検出された。そこで、変異型 EGFR を持つ
TKI感受な腫瘍細胞クローンと野生型EGFRを
持つ TKI 耐性クローンとが同時に存在し、変
異型クローンは TKI 治療により抑制・消滅さ
れたが、TKI 耐性の野生型クローンが選択的
に生き残った可能性があると推測された。 
 
B. 8 剖検例から計 51 箇所の TKI 治療後病変
を採取・分析した。5 症例の 34 病変中の 14
病変から EGFR の T790M 二次性変異が検出さ
れた。 
 
C. 1 症例の 5病変中の 3病変からは、Met 増
幅が検出された。 
 

③ EGFR exon 19 の delE746-A750 に特異性の
ある 6B6 抗体と exon 21 の L858R 変異に特異
性のある 43B2 抗体の免疫染色を行った。6B6
抗体の免疫染色では、direct sequencing 法
にて確認した 11 例の delE746-A750 症例のみ
が陽性であった。Direct sequencing にて確
定した 18例の L858R 症例は全て 43B2 免疫染
色陽性であったが、direct sequencing にて
変異が検出されなかった 4症例にも部分的な
陽性染色像を認めた。何れの抗体も、特に 6B6
抗体は相応の EGFR 変異に対する特異性と感
度が極めて高かったため、TKI 投与症例のス
クリーニングに有用であると考えられた。ま
た、7/11 の 6B6 陽性症例と 22/22 の 43B2 陽
性症例においての発色は heterogeneous であ
り、明らかな陽性部分を認める一方、弱陽性
や陰性の部分も混在しており、肺癌における
EGFR 遺伝子変異のヘテロジェネイティが示
唆された。 
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