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研究成果の概要（和文）：VHL変異を有する悪性胸膜中皮腫における分子生物学的特性に関する検討を行った。
VHL変異悪性胸膜中皮腫細胞株においてはHIF-1の恒常的活性化を認め、HIF-1阻害剤でのアポトーシスの誘導に
よる増殖抑制効果を認めた。HIF-1のノックダウン実験の結果からは、純粋なHIF-1阻害のみでは増殖抑制には十
分でないことが示され、HIF-1は重要な治療標的であるが、単独での阻害では十分な効果が得られない可能性が
示唆された。今後は併用療法を含めたさらなる検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：We previously reported on VHL mutations in malignant pleural mesothelioma 
(MPM) patients’ samples. Here we conduct in vitro study to access the therapeutic approaches in 
VHL-mutant MPM. MPM cell lines with or without VHL mutation were used in this study. Molecular 
targeted agents were tested for growth-inhibitory effect and the effects of HIF-1α knockdown by 
siRNA were also evaluated in these cell lines.
NCI-H28 MPM cells harboring VHL L89H mutation were sensitive to YC-1, known as a hypoxia inducible 
factor (HIF)-1α inhibitor, and YC-1 treatment induced massive apoptosis. YC-1 had no effect in the 
other MPM cells without VHL mutations. Knockdown of HIF-1α by siRNA partially inhibited the growth 
of NCI-H28 cells, suggesting additional blockade may be required for complete shutdown of growth 
signaling. Further investigation is necessary to detect other molecules relevant to VHL-HIF pathway 
for the development of better therapeutic approaches.

研究分野：腫瘍生物学

キーワード： 悪性胸膜中皮腫　VHL変異　がん個別化医療

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）わが国における悪性新生物による死亡
数において、肺がんが男性では第 1位、女性
では第 2位となっており、治療成績の向上が
喫緊の課題である。近年、その発症および進
行に関与する重要な遺伝子異常が同定され、
それらに対する分子標的薬剤の開発も進ん
でいる。進行期肺がんにおいては現在４つの
標的遺伝子の変異に対してそれぞれ分子標
的薬が開発され、いくつかは保険収載されて
いる。上皮成長因子受容体（Epidermal Growth 
Factor Receptor；以下、EGFR）遺伝子変異
陽性例に対するチロシンキナーゼ阻害剤
（TKIs: gefitinib, erlotinib, afatinib）
がそれまでの標準化学療法を凌駕する治療
効果を示し、未分化リンパ腫リン酸化酵素
（Anaplastic Lymphoma Kinase）融合遺伝子
異常に対する crizotinib および BRAF 遺伝子
変異に対してはvemurafenibがそれぞれ高い
治療効果を示している。KRAS 変異に対しては、
CD4/6 阻害剤が期待されており、現在臨床開
発中である。 
 
（２）申請者は、肺がんを中心とした悪性腫
瘍における新薬開発に長年従事し、多施設臨
床試験グループにおいて数多くの臨床試験
を遂行し、標準治療法を確立してきた。その
中で、バイオマーカーや薬理ゲノミクスを中
心に、特に次世代シークエンシングを利用し
たゲノム研究を通じて「個別化医療」の改善
に関する研究を行ってきた。申請者はこれら
の研究を通して、肺がんの究極的個別化医療
の実現のためには、治療標的となる遺伝子に
おける低頻度変異アリルの検出を可能とす
る、高感度および高精度の検出法の確立が不
可欠であるとの認識を持つに至った。また高
感度検出系は、侵襲性が低く繰り返し採取可
能な末梢血を中心とした液性検体を用いた
診断法（いわゆるリキッドバイオプシー）の
確立においても不可欠である。本研究におい
ては、既存の方法を遙かに凌駕する感度
（0.001％）を実現したデジタル PCR 技術を
用いての変異検出法の確立および複数の遺
伝子変異を同時に検出できるマルチプレッ
クス検出系の開発および確立に取り組む。デ
ジタルPCR技術を用いたマルチプレックス検
出については克服すべき技術的な課題があ
るが、実現できれば、スループットとコスト
における問題解決にもつながり、意義は大き
い。以上より、実臨床に応用可能なデジタル
PCR 法を用いた超高感度マルチプレックス変
異検出法の開発とその臨床的意義を検討す
る研究の提案に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、高感度かつ定量的に遺伝子変異を
検出する技術であるデジタルPCR法を用いて、
肺がん治療の標的となる複数の遺伝子変異
を高感度かつ効率的に測定することを可能
とする遺伝子変異測定パネルを開発する試

みである。 
 
３．研究の方法 
（１）標的遺伝子変異をクローニングしたプ
ラスミドを用いて、複数の遺伝子変異を同時
に検出できるデジタルPCRの測定パネルを確
立する。具体的には 3 種類の EGFR 遺伝子変
異（L858R、Exon19 Deletion、T790M）を同
時に検出する5つのパネル検出系の確立を目
指す。 
 
（２）上記で確立したパネルを用いて、肺が
ん患者から採取した臨床検体を用いて遺伝
子変異検出の評価を行う。既存の方法で検出
した変異情報をレファレンスとしてその異
同について詳細に検討する。組織検体を用い
て検出条件を最適化した後に、末梢血検体と
原発組織検体における遺伝子変異の比較を
行う。本申請のような広範な遺伝子変異の検
出にデジタル PCR を活用した例はなく、臨床
における実用化を視野に入れた高感度変異
検出手法の開発を目指す。 
 
（３）上記で確立した解析手法を多施設共同
臨床試験において前向きに評価する。腫瘍生
検を用いた既存の方法と液性検体を用いた
デジタルPCRパネル法との遺伝子変異結果の
異同だけでなく、検体の輸送や試料の調整方
法を含めて、解析手法の実臨床における忍容
性の評価を行う。さらに、測定結果と臨床情
報の関連について解析を行い、治療効果、耐
性獲得や再発予測等の病態モニタリングの
ための診断ツールとしての可能性を検討す
る。 
 
４．研究成果 
（１）非小細胞肺がんにおいて重要な 3種類
のEGFR変異（L858R、exon 19 deletion、T790M）
を同時に測定できるマルチプレックス検出
系の確立について、ドロップレット式デジタ
ル PCR 法を用いて取り組んだ。（図 1）。 

 
図１．ドロップレット式デジタル PCR 法 
 
まずはプラスミドDNAを用いた系で検討を行
った後に、EGFR活性化変異であるL858R、exon 
19 deletion と EGFR阻害剤に対する耐性獲得
の原因遺伝子変異であるT790Mを有する肺が
ん細胞株から抽出したゲノムDNAを用いての
検討を行った（図２）。 



 
図２．EGFR 変異のマルチプレックス測定 
 
その検討の結果、３つの EGFRE 変異について
一回のPCR反応によって同時に測定できるこ
とを確認した。加えて、鋳型 DNA 量を希釈し
ての検討においても検出感度とともに線形
性が良好に保たれることを確認した。 
 
（２）マルチプレックス検出系を確立した後
に、本検出系の臨床的応用を探索する臨床試
験を実施した（図３）。 
 

 
図３．試験シェーマ 
 
本臨床試験は日本国内にける多施設共同の
前向き試験であり、EGFR 阻害剤であるアファ
チニブ治療を初回治療として受ける EGFR 変
異陽性の進行非小細胞肺がん患者を対象と
してものである。治療前から増悪までの 8ポ
イントにおいて経時的に血液を採取し、血漿
より抽出した DNA を用いて EGFR 変異の推移
を観察し、治療効果及び臨床情報との相関に
ついて解析を行う研究である。 

 
図４．EGFR 阻害剤に対する奏功 

その結果であるが、最終的には 56 例の解析
対象の登録があり、その内訳は男性 26 例、
年齢中央値 69 歳、非喫煙者 31 例、病期
IIIB/IV/術後再発 2/38/16 例であった。全体
の奏功率は 78.6％であり、既報と大きな違い
を認めなかった（図４）。登録された症例の
各ポイントにおいて採取された血液から抽
出した血漿DNA用いて上記で確立したデジタ
ル PCR 法を利用したマルチプレックス EGFR
変異検出法にて EGFR 変異の有無とそのアリ
ル頻度の測定を行った。 
 

 
図５．血漿 DNA における EGFR 変異検出の有
無と無増悪生存期間の解析（a：治療開始後 2
週、b：治療開始後 4週） 
 
治療開始前に血漿 DNA において EGFR 変異を
検出した症例において、治療開始後２週と 4
週の時点での EGFR 変異の有無を検討したと
ころ、2週目もしくは 4週目の時点で EGFR 変
異を検出しなかった症例群は、EGFR 変異を検
出する症例群と比較して無増悪生存期間
（progression free survival, PFS）が有意
に長いことが示された（図５）。このことは
治療前のみならず、治療後の早期の時点にお
いて血漿 DNA を用いて EGFR 変異を測定する
ことが、EGFR 治療（本試験ではアファチニブ）
を受ける患者の中でも、より恩恵を受けるこ
とができる患者と、効果が乏しい患者を選別
できる可能性があることを示している。本試
験結果は治療後の EGFR 変異を血漿 DNA で測
定することの臨床的意義を示した始めての
報告であり、非常に大きな意義がある。 
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