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研究成果の概要（和文）：肺癌治療戦略では癌遺伝子変異に基づくプレシジョンメディスンが必須である。日本
人肺癌患者で高頻度であるEGFR遺伝子変異に関し感受性および耐性変異（T790M）の最適な検出方法を検討し
た。EGFR阻害剤耐性肺癌患者の組織・血液を採取し本邦で広く行われていた高感度PCR法（PNA-LNA PCR Clamp
法）と欧米で主に行われていたreal-time PCR法（Cobas法）を比較した。組織での結果は検査法に関わらず一致
していたが血液検体との一致率は感受性変異と耐性変異で異なった。血漿と血清での検出感度は同様に有意義で
あった。検体毎の特性を留意し複数回の検査により感度を高めることが重要である。

研究成果の概要（英文）：EGFR mutations is very important for decision making to treat lung cancer. 
We prospectively evaluated the detection methods of EGFR mutations in tissue re-biopsy and liquid 
biopsy (plasma and serum) using high sensitivity method (PNA-LNA PCR clamp, mainly done in JAPAN) 
and new PCR-based method (COBAS ver2, mainly done in USA and EU). 
Detection of EGFR mutation by COBAS ver2 and by PNA-LNA method was almost the same in tissue. The 
detection rate of T790M was lower than that of the original EGFR mutation in liquid biopsy compared 
to that in tissue re-biopsy. The detection of T790M in serum exhibited a higher specificity and 
positive predictive value than that in plasma.The detection sensitivity of T790M was similar in 
plasma and serum. Plasma, serum, and tissue genotyping can have complementary roles for detecting 
EGFR-T790M. Repeated tests with different samples and different methods may improve accuracy of EGFR
 mutation detection and will lead to the maximum benefit for the patient.

研究分野： 医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺癌のバイオマーカーとしてのEGFR遺伝子変異に関して、治療方針決定のための感受性変異および耐性変異検出
方法を前向き研究により検討した。血液を用いたリキッドバイオプシーの有用性と限界、血漿と血清での差を詳
細に検討し、EGFR阻害剤耐性肺癌患者での変異検出方法に関して本邦でも広く行われるようになったCobas法に
関して基礎的な情報を与えるものとなった。英文論文（Onco Targets Ther 2018)、学会発表（2019年世界肺癌
学会、2018年日本肺癌学会、他)により公表した。さらに、基礎的なEGFR阻害剤耐性肺癌細胞株での耐性機序に
関して検討し発表した（2019年日本肺癌学会）。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
近年の肺癌治療の大きな進歩の一つが標的癌遺伝子の発見である。申請者らが発見した上皮

成長因子受容体（EGFR）活性化遺伝子変異を有する肺癌（Paez JG, Naoki K, et al. Science 2004）
は日本人の肺癌の 50％程度を占め、EGFR チロシンキナーゼ阻害剤（EGFR-TKI）治療によりそれ
までの進行肺癌の平均余命 1年前後が 3年前後へと画期的に延長した。EGFR-TKI 治療に耐性化
した場合50-60％の症例で耐性遺伝子変異EGFR T790Mが原因であり、T790M変異特異的EGFR-TKI
（osimertinib）の臨床導入により無増悪生存期間が 9～12ヶ月延長し全生存期間の延長が見込
まれている。 
このような遺伝子異常に基づく肺

癌治療の選択は 2015 年米国大統領声
明にある precision medicine（個別化
精密化医療）である。診断時のみなら
ず 耐 性 化 時 に 組 織 を 採 取 す る
「re-biopsy（再生検）」により T790M
変異を含む耐性機序を検討し、これま
で難治であった耐性肺癌の予後を画
期的に改善することができる。一方、
precision medicine の問題点は量
的・質的に遺伝子検査に耐える癌組織の必要性である。体内の深部に病変があり合併症（出血、
臓器障害など）の危険性が高い場合や、全身状態が悪く組織採取が安全にできない場合もある。
より低侵襲な方法として、血液中の癌細胞由来 DNA（circulating tumor DNA, ctDNA）を用い
た診断（liquid biopsy）が期待されている。しかし、組織診断との一致率、感度・特異度を考
慮する必要がある。組織内においても癌の特性や遺伝子異常の不均一性が報告されており、組
織検体と ctDNA との詳細な比較検討が必要である。申請者は、診断時における EGFR 遺伝子変異
検査の異なる組織間での一致率や標準検査との比較を報告し（Naoki K, et al. Int J Clin Oncol 
2011)、世界肺癌学会を含む複数の学会の共同ガイドラインで引用されている（Lindeman NI, et 
al. J Thorac Oncol 2013）。検査法・検体間の一致率などの詳細な検討は、このような世界的
なガイドラインへ反映されるなど将来への貴重なデータとなる。さらに、ALK 融合遺伝子を有
する肺癌は肺癌の 2-5％前後の頻度であるが、EGFR と同様、ALK チロシンキナーゼ阻害剤
（ALK-TKI）の有効性と、その後の耐性化（L1196M 変異など）が報告されている。申請者は ALK-TKI
耐性化の機序に関し、再生検組織での免疫染色を含めて報告した（Miyawaki M, Naoki K, et al. 
Mol Cancer Res 2016)。ALK-TKI 耐性肺癌に関しても組織再生検、liquid biopsy による耐性化
機序の検討が、将来の治療戦略を検討する上で重要となる。最近の大きな治療の進歩が免疫チ
ェックポイント阻害薬の開発である。Nivolumab が肺癌治療に導入され、さらに複数の
PD-1/PD-L1 抗体が開発中である。それらの効果予測因子は十分明らかになっていないが、癌組
織での PD-L1 発現や腫瘍浸潤リンパ球数が有用な可能性があり、組織での検討が必要である。
しかし、免疫チェックポイント阻害薬耐性例や EGFR-TKI 耐性例でどのような変化が起こるかに
関しての報告は乏しい。また、PD-L1 発現が EGFR-TKI により修飾されるとの報告がある。治療
前後の腫瘍の再生検と、低侵襲に採取できる血液検体を含め、癌遺伝子異常や免疫関連タンパ
ク・腫瘍浸潤免疫細胞の変化を観察し、治療効果予測因子を明らかにすることは適切な医療の
提供において貴重な判断材料になる。 
 
これらの目的で申請者は院内の倫理審査委員会の承認を得て検体バンクの整備を開始した。

現在、手術検体を中心に 60 例以上の検体を収集しているが、治療に耐性化した組織・胸水検体
や血液検体の収集を拡充していく。再生検検体は癌細胞数が少ないため、直接免疫不全マウス
に移植し（patient-derived xenograft、PDX モデル）、癌細胞の増殖効率を上げる工夫が必要
であり、現在 preliminary な検討を行っている。さらに申請者は大学病院と関連施設において
KLOG（Keio Lung Oncology Group）というグループを形成し、肺癌に関する臨床諸問題を検討
し、肺癌治療の前向き臨床試験（Miyawaki M, Naoki K, et al. Mol Clin Oncol 2016）や、肺
癌患者・家族における QOL 調査（佐藤、猶木ら、2015 日本緩和医療学会発表）を報告している。
この枠組みを使用し基礎から臨床への橋渡しとなる臨床研究を行う。現在、免疫チェックポイ
ント阻害剤使用患者の多施設共同症例集積研究を行っており、治療効果に関連する諸因子を検
索している（小林、猶木ら、2017 年日本呼吸器学会総会で発表）。Preliminary な結果である
が、EGFR 変異陽性など癌遺伝子陽性肺癌では陰性肺癌に比べ奏効率が低いこと、一方、ステロ
イドホルモンなど免疫抑制剤使用の有無と奏効率には相関がないことが判明した。このような
臨床因子とともに、腫瘍検体や血液検体で効果予測因子が明確になればより適切な治療選択が
可能となる。EGFR 変異肺癌は欧米では肺癌の中で 10％前後だが、本邦およびアジア諸国では
50％と多く、EGFR-TKI 耐性肺癌に対する治療戦略を検討することは本邦にとって重要である。 
 
 
 



２．研究の目的 
Liquid Biopsy と腫瘍再生検により肺癌診療へ即時応用可能な precision medicine を目指す。 
 
（１）腫瘍検体と liquid biopsy を用いて、最適な治療薬を検討する際の癌遺伝子異常および
免疫関連因子に関して、特に EGFR 遺伝子変異に焦点を置いて検討する。 
① EGFR-TKI 耐性変異の検出において、腫瘍検体と血液検体を用い、欧米で承認されているコ
ンパニオン診断薬と本邦で広く行われている高感度法の感度・特異度・一致率を検討する。 
② ALK 融合肺癌は比較的、頻度が少ないため、多施設共同の枠組みを利用して症例を集積し、
腫瘍検体・血液検体からの耐性変異の検出方法・臨床的意義を検討する。 
③ PD-L1/PD-1 抗体を使用する前後の血液検体と腫瘍検体を用いて、免疫関連因子の変化など、
治療効果予測因子を検討する。 
（２）上記を遂行するため、肺癌組織バンクを拡充し、血液検体・ctDNA の保管・解析を行う。 
 
 
３．研究の方法 
（１）薬剤耐性肺癌において liquid biopsy および腫瘍再生検を行い、以下の項目を検討する。 
① EGFR 変異検出における組織検体と血液検体を用いた検査方法の比較：EGFR-TKI 耐性肺癌患
者の組織検体・血液検体を採取し、PNA-LNA PCR Clamp 法と Cobas 法での検出感度・一致率を
比較検討する。Liquid biopsy 検体において、血漿と血清での検出感度を比較し、どちらも遺
伝子変異解析に使用可能かに関し検討する。 
② ALK 融合肺癌において、上記と同様、組織と血液検体を用いて検討する。再生検した腫瘍
組織、および、血液由来の ctDNA を用い、ALK 阻害剤使用後に耐性化した症例に関して、既存
の耐性変異（L1196M 変異など）を PCR 法で検出するとともに、新たな耐性機序に関して検討す
る。さらに稀な HER2、ROS、RET といった癌遺伝子異常肺癌に関しても、腫瘍及び血液検体で、
当初の遺伝子異常とともに付加的な遺伝子異常が検出されるか検討する。 
③ 免疫チェックポイント阻害薬に関しては、組織での PDL-1 タンパク発現は複数の抗体・検
査法があり、薬剤ごとに「コンパニオン診断薬」が異なる。臨床現場で複数の類似の検査を行
うことは、組織の有限さ、検査に関わる人的・時間的資源などから困難が予想される。それら
検査法の一致率や問題点を明らかにし、検査法の適正化、組織・人的資源の有効活用の道筋を
つける。 
（２）肺癌組織バンク、血液・ctDNA バンクの拡充 
手術検体に加え、耐性肺癌の再生検検体、血液検体・ctDNA を集積する。それらのヒト肺癌

細胞を免疫不全マウスへ直接移植（PDX）し、癌細胞の増殖・保存・細胞株樹立を図る。増殖し
た腫瘍から肺癌細胞株を樹立し in vitro での薬剤感受性の検討などの実験を行う。 
 
 
４．研究成果 
（１）EGFR 変異検出における組織検体と血液検体を用いた検査方法の比較を行った。 
 EGFR 変異検出法には、本邦で広く行われている高感度 PCR 法（PNA-LNA PCR Clamp 法など）
と、欧米で主に行われている real-time PCR 法を用いた Cobas 法がある。EGFR 阻害剤耐性変異
（T790M）特異的な新薬 Osimertinib を使用する臨床試験で、組織から耐性変異を検出する「コ
ンパニオン診断薬」として Cobas 法が使用され米国および本邦で承認された。しかし、高感度
PCR 法と比較し感度が低い（J Thorac Oncol 2016）。さらに、これまでは組織からの耐性変異
検出が基本であったが、Cobas 法による血液を用いた耐性変異検出が 2016 年秋に米国で承認さ
れた。しかし、本研究申請時点では血液を用いた Cobas 法は本邦では未承認で、本邦で広く行
われている高感度法との比較は十分されていなかった（ただし、2017 年 7 月より本邦でも保険
承認となった）。 
 申請者は、組織検体・血液検体を用いた前向き研究を計画し実施した。EGFR 阻害剤耐性肺癌
患者の組織検体・血液検体を採取し、PNA-LNA PCR Clamp 法と Cobas 法で検出感度・一致率を
比較検討した。組織での結果は検査方法に関わらず一致していたが、血液検体との一致に関し
ては感受性変異と耐性変異では異なる結果であった。血漿と血清での検出感度の比較では同様
に有意義な結果であった。 
これらを英文論文にて発表し（Kobayashi K, Naoki K, et al. Onco Targets Ther 2018)、

2018 年日本肺癌学会ではワークショップ演題に採択され発表した（小林、猶木、他。第 59 回
日本肺癌学会学術集会 2018 年 11 月）。実臨床での検討として、異動後の施設である北里大学に
おいて組織と血液での比較検討を行い、学会発表を複数、行った（楠原、猶木、他、第 41回日
本呼吸器内視鏡学会学術集会 2018 年 5 月；間中、猶木、他、第 59 回日本肺癌学会学術集会 2018
年 12 月)。さらに、追加データを含め、2019 年度に学会発表した（小林、猶木、他。第 59 回
日本呼吸器学会学術講演会 2019 年 4 月）。 
 
（２）研究代表者の異動に伴い、上記、研究を継続するとともに、異動後の施設において実

臨床での臨床情報を含め、引き続き癌遺伝子変異に関連する precision medicine の検討を行っ
た。EGFR 遺伝子変異に関して、その感受性変異、耐性変異の検出などについて北里大学病院に



おける組織と血液での比較検討をまとめて複数の学会で発表した（笠島、猶木、他、第 42回日
本呼吸器内視鏡学会学術集会 2019 年 7 月、他)。ALK 遺伝子変異に関連して、遺伝子パネル検
査を応用した耐性機構の解明とそれに基づいた治療戦略に関して学会発表を行った（曽根、猶
木、他、日本内科学会ことはじめ 2018 年 4月）。  
また、precision medicine の実践としての遺伝子パネル検査の運用の実際を発表した（福井、

猶木、他、第 23回日本がん分子標的治療学会学術集会 2019 年 6 月）。 
 
（３）基礎的な検討として、EGFR 変異陽性肺癌細胞株を用いて EGFR 阻害剤耐性株を作成し、

耐性機序の検討を行い、発表した（石原、猶木、他、第 60 回日本肺癌学会学術集会 2019 年 12
月）。肺癌組織バンクでの検体収集を継続し、予後予測マーカーを検討中である。 
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