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研究成果の概要（和文）：肺癌は本邦の癌死因の1位を占める予後不良の疾患である。EGFR遺伝子は肺癌の代表的な癌
遺伝子である。近年の報告で、EGFR遺伝子変異の80－90％を占めるExon19の欠失変異およびL858RがEGFRのチロシンキ
ナーゼ阻害薬に対する薬剤感受性に関わる遺伝子変異であることが明らかになっている。しかし、相対的に頻度の少な
いEGFR遺伝子変異については、薬剤感受性などの解析が充分になされていない。我々は相対的に頻度の少ないEGFR遺伝
子変異群であるexon20の挿入遺伝子変異について、EGFＲチロシンキナーゼ阻害薬に対する薬剤感受性を明らかにした
。

研究成果の概要（英文）：Lung cancer is a leading cause of cancer related death in Japan. EGFR is one of 
the most common driver oncogenes in non-small cell lung cancer. The most common EGFR mutations, exon 19 
deletion and L858R, account for about 80-90% of EGFR mutations in non-small cell lung cancer. For these 
classic EGFR mutations, sensitivity to EGFR tyrosine kinase inhibitors are well studied. However, for 
other relatively rare EGFR mutations, the sensitivity to EGFR tyrosine kinase inhibitors have not been 
clarified. I this project, we focused on EGFR exon 20 insertion mutations. We clarified the sensitivity 
of multiple EGFR exon 20 insertion mutations to EGFR tyrosine kinase inhibitors.

研究分野： 癌生物学
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１．研究開始当初の背景 
肺癌は、世界中で年間 100 万人以上の新規
患者が発生する最も頻度の高い癌の一つで
あり、人類の健康の増進にとって大きな障害
となっている。現在までに、肺癌の原因遺伝
子の同定に関わる研究が世界中で活発に行
われてきており、その中で数多くの肺癌の原
因遺伝子が同定された。肺癌の原因遺伝子の
中で、最も有名で頻度の高いものの一つが
EGFR 遺伝子である。肺癌における EGFR 遺伝
子変異については多くの研究がなされ、すで
に多くの報告がされている。 
  
EGFR 遺伝子変異のうち、exon19 の欠失型変
異および exon21 point mutation(L858R)は肺
癌における全 EGFR 遺伝子変異の 80-90%を占
め、いわゆる「古典的」EGFR 遺伝子変異群で
ある。 
2004 年に肺癌の「古典的」EGFR 遺伝子変異
が、EGFR-TKIs である gefitinib や erlotinib
への感受性を示す予測因子であることが報
告された。具体的には、これら遺伝子変異を
認めない肺癌ではEGFR-TKIsの効果（奏功率）
は 10％前後であるが、遺伝子変異を有する肺
癌での奏功率は 80％前後である。この報告以
降、化学療法の必要な肺癌患者では、まず腫
瘍組織を用いて EGFR 遺伝子変異の有無を調
べ、EGFR 遺伝子変異を認めた場合、EGFR-TKIs
が治療薬として選択されている。このように
遺伝子変異のタイプ毎に薬剤への感受性が
予測可能になることで、EGFR-TKIs によって
治療効果を得やすい患者と得にくい患者が
治療の前に判定でき、適切な EGFR-TKIs での
治療が可能になっている。 
  
しかし、残りの 10-20%の EGFR 遺伝子変異群
に関しては、世界中で年間 3－5 万人以上の
新規患者が発生しているにも関わらず、充分
な研究がなされておらず詳細な感受性の解
析データは存在しない。研究の進まない理由
としては、その 10-20％の中に 50 種類以上に
及ぶ遺伝子変異が存在すること、各変異が
「古典的」遺伝子変異と比較して相対的に稀
であることなどがあげられる。 
そのため実際にこれら「新奇あるいは稀な」
遺伝子変異を有する患者では、EGFR-TKIs へ
の感受性が予測できず、適切な EGFR-TKIs を
使った治療が行われていない。 
 
２．研究の目的 
新規あるいは稀な EGFR 遺伝子変異の中に

も、EGFR-TKIs に感受性の遺伝子変異がある
はずであるが、感受性のデータが存在しない
ため、それら遺伝子変異を有する患者では効
果を示すはずのEGFR-TKIsによる治療を受け
る機会を失っている。実際我々は、稀な EGFR
遺伝子変異の中から、EGFR-TKIs に感受性の
遺伝子変異を同定した。 
我々は、この「忘れられた」遺伝子変異に以
前より注目し研究を行ってきた。稀な EGFR

遺伝子変異の中の一群の遺伝子変異である
EGFR exon 20 の挿入型遺伝子変異の頻度や
EGFR-TKIs への感受性を 2011 年に Lancet 
Oncologyに報告した。 
この様な研究背景から、本研究で我々が考

えている目的は以下の通りである。 
(1)新規あるいは稀な EGFR 遺伝子変異の

EGFR-TKIs への感受性を in vitro で評価
すること。 

(2)得られた各EGFR遺伝子変異の感受性デー
タの結果を公開し、報告することで、臨
床の現場で、これら新規あるいは稀な
EGFR 遺伝子変異を有する肺癌患者が適切
な EGFR-TKIs による治療が受けられるよ
うになること。 

 
３．研究の方法 
今までにEGFR-TKIsに対する感受性が明ら

かになっていない稀な EGFR 遺伝子変異の
erlotinib に対する感受性を総合的に評価す
るため以下の 4 つの手法での研究を行った。 
 
(1) EGFR遺伝子変異を有するEGFRを恒常的
に発現させた細胞株(Stable cell line)の作
成 
 まず固形癌の遺伝子変異のデータベース
である COSMIC database のデータをもとに、
感受性を解析する遺伝子変異を決定する。そ
の 後 PCR 法 を 用 い た site-directed 
mutagenesisにより目的のEGFR遺伝子変異を
作成し、それを retrovirus vector (MigR1)
に組み込みクローニングする。これを用いて
retrovirus を作成し、マウスの pro B cell
である Ba/F3 細胞に感染させる。これにより
目的の変異を有する EGFR 蛋白を恒常的に発
現する Ba/F3 stable cell line を作成する。 
Ba/F3 細胞は、癌遺伝子の機能を評価するた
めにすでに多くの研究で使われている細胞
株である。また内在性の EGFR を発現してい
ないため、我々が外因性に発現させた EGFR
の機能を純粋に評価することが可能で、本研
究計画を進めるにあたって最適な細胞株で
ある。 
 ここで作成した細胞株を下記(2)－(4)の
実験で使用する。 
 
(2) EGFR 発現細胞株の増殖能を抑制する
erlotinib の濃度（IC50 値）の決定 
erlotinib が上記細胞株の増殖能に与える
影響を評価するために MTS assay を行う。MTS 
assay には Promega 社の MTS solution を使用
する。具体的には、各種 EGFR 遺伝子変異を
有する細胞株を 96 well plate にまいた後、
各種濃度の erlotinib と共に 3日間培養する。
3日後 MTS solution を加え、発色レベルを評
価することで、erlotonib の増殖能に与える
影響を評価する。得られた数値からグラフを
作成し IC50 値を決定する。 
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こ れ ら
Translational Medicine
Sci Transl Med 2013)
 
 また、同様の内容を、肺癌診療に携わる医
師や、研究者が多く参加する日本呼吸器学会
および日本肺癌学会において報告した。
 
 現在、次世代シークエンサーなどのテクノ
ロジーの進歩に伴い、癌細胞における体細胞
遺伝子変異の同定が急速な勢いで進んでい
る。これに伴い今後、多種類におよぶ相対的
に稀な
とが予想される。しかし、これら遺伝子変異
が同定されるのみでは、その癌における生物
学的な役割や、薬剤感受性は不明のままであ
り、それら相対的に稀な遺伝子変異を有する
癌患者の予後を改善することはでき
今後も、本研究同様の

を改善するためには必要であると思われ、積
極的に進めていく必要があると考える。
我々は現在も、相対的に稀な

変異に注目し解析を続けている。
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