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研究成果の概要（和文）：Digital PCRを用いたEGFR遺伝子変異に関するmultiplex検出系確立のために、基礎的検討と
してプラスミド・細胞株を用い高感度系を確立した。これを単独の遺伝子変異の検出系と比較し、非常に高い相関（R2
 = 0.99）が得られることを確認した。続いて前向き研究として臨床検体（進行期肺癌患者60例、健常人17例）を用い
た測定を行った。肺癌患者の末梢血において、腫瘍組織と比較した遺伝子異常検出の感度66％、特異度100％であった
。中でも遠隔臓器に転移を有する症例では感度78%と高く、今後こうした検討を行う上でのよい対象と考えられた。

研究成果の概要（英文）：To establish multiplex assay of EGFR mutation using digital PCR, we first develop 
highly sensitive assay with plasmid and cell-lines. Next, we compared multiplex assay with duplex assay. 
Sensitivity was highly correlated (R2 = 0.99) between these assays. Thus, we subsequently analyzed 
clinical samples (60 advanced lung cancer patients and 17 healthy volunteers). Compared with tumor 
tissues, multiplex assay using plasma samples demonstrated sensitivity of 66% and specificity of 100%, 
respectively. Of those, patients who had distant metastasis demonstrated higher sensitivity (81%). Thus, 
this population may be suitable to further clinical trial.

研究分野： 臨床腫瘍学

キーワード： リキッドバイオプシー　EGFR遺伝子変異
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１．研究開始当初の背景 
近年、oncogenic driver と称される強力な

癌関連遺伝子が複数同定され、特異的分子

標的治療薬の開発が進んできた。今後、診

断から遅滞なく複数の遺伝子異常を検索す

る事が必須となりつつあるが、これらを包

括的かつ高感度に検出する系の確立は重要

な課題である。また、阻害剤耐性例につい

ても、再度組織採取を行って得た新たな分

子プロファイルに準じて治療を検討する方

法が模索されている。しかしながら、肺癌

の臓器特異的な問題として十分量の組織採

取が難しい事が多く、採取の容易な液性検

体を用いた解析手法の開発は今後重要度を

増すと考えらる。 

 
２．研究の目的 
羅的遺伝子変異解析・定量的高感度 PCR

解析の時代において肺癌の臓器特異的な課

題である組織採取の困難性を、末梢血検体

の利用により解決可能かを探索的に検討す

る。 

 

３．研究の方法 

血漿より抽出したDNAを用いて次世代シーク

エンサーを利用した網羅的遺伝子変異解析

の測定プラットフォームを確立する。その際、

同一症例の原発組織検体についても次世代

シークエンサーによる網羅的遺伝子変異解

析を行い、両者の異同について検討する。最

も頻度の多い EGFR 遺伝子変異陽性例につい

ては治療前後の末梢血検体を用いて高感度

PCR 法（digital PCR 法）による遺伝子変異

陽性細胞の定量的解析を行う。この結果と臨

床情報の関連について解析を行い、治療効果

などとの相関を検討するとともに、耐性化や

再発予測など病態モニタリングのための診

断ツールとしての可能性について検討を行

う。 

 

 

４．研究成果 

(1)プラスミド・細胞株を用いて Digital PCR

における EGFR 遺伝子変異の multiplex 検出

系（exon 19欠失・exon 20 T790M・exon 21 L858R

点突然変異）を確立した（プラスミドによる

検討を下に示す）。 

 

次に確立した multiplex assay を用いて変異

毎の Duplex assay と検出率を比較したとこ

ろ、いずれも R2 = 0.99 と非常に高い相関を

示した（下図）。 

 

なお、各変異における陽性のカットオフにつ

いては下図のように疑陽性イベント数から、

Poissonモデルの95％信頼区間を元に決定し

た。 

 

 

(2)続いて臨床検体を用いた前向き研究とし

て、進行期肺癌患者 60 例、健常人 17例を用

いた測定を行った。それぞれ末梢血 6mL を用

い、肺がん患者では全ての検体で DNA 抽出が

可能であった。解析結果は、同時期に採取さ

れた腫瘍組織における EGFR 遺伝子変異の有



無と比較され、感度 66％、特異度 100％、一

致率 80%であった。中でも遠隔臓器に転移を

有する症例では感度 78%と高く、今後こうし

た検討を進める上でより適切な対象と考え

られた（下図）。 

 

また、主に耐性例において確認される T790M

変異については今回8例において末梢血より

検出したが、うち 3例では組織検体の採取が

困難な症例であった。近年 T790M 変異に対す

る阻害剤が臨床導入されており、このような

組織採取困難例についても liquid biopsy を

用いた耐性変異検出の有用性が示された。 

この結果を元に、我々は多施設共同での前向

き臨床研究として、EGFR 遺伝子変異陽性進行

肺腺癌に対するアファチニブ療法における

liquid biopsy の意義を探索する第 II相試験

(WJOG8114LTR）を施行した。昨年時点で 55

例の症例集積を完了し、現在解析を進めてい

る。 
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