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研究成果の概要（和文）：血漿中のcfDNA をdroplet digital PCRを用いて高感度にEGFR変異を検出する方法を
検討し、T790M後のosimertinib治療に対する抵抗性が出現した一部の症例でT790M/C797Sの出現が確認でき、画
像より早期に薬剤耐性の兆しを認識できる手法と期待できる結果を得た。
令和2年12月からは、C797S耐性変異陽性進行EGFR肺癌に対するブリガチニブ+パニツムマブ併用療法の多施設共
同第I/II相試験（AMED革新がん研究）において、実際の症例登録が開始され進行中である。申請者も研究開発分
担者として役割を果たすにあたって、上記の知見は大きな利点になると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We investigated a highly sensitive method for detecting EGFR mutations in 
plasma cfDNA using droplet digital PCR, and confirmed the appearance of T790M/C797S in some patients
 who developed resistance to osimertinib treatment after T790M. Moreover, we found that our ddPCR 
system is expected to be a method for recognizing signs of drug resistance earlier than imaging.
In December 2020, a multi-center Phase I/II study of brigatinib plus panitumumab combination therapy
 for C797S-resistant mutation-positive advanced EGFR lung cancer (AMED Innovative Cancer Research) 
started and is now underway. We believe that the above findings will be of great benefit to the 
applicant in our role as an investigator.

研究分野： 肺癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
EGFR阻害剤による肺癌治療は、患者ごとの最適化治療が急速に進歩しているとともに、耐性出現後の克服法の重
要性が非常に大きくなっている。現在EGFR阻害剤として最も重要視されるのはosimerinibであるが、本研究によ
りosimertinib耐性を生じるC797S変異を血漿から検出可能であることを検出でき、CTなどによる標準的な効果判
定よりも早期に耐性を予見できたことは大きな意味を持つ。すなわち、osimertinib後の治療開発を進めるにあ
たり、対象となる症例を簡便かつ正確に抽出できる手法の確立に貢献すると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
非小細胞肺癌は、肺癌全体の 85%程度を占めており、本邦においては 30-40%に上皮成長因子受
容体（EGFR）遺伝子変異が認められることがわかっている。EGFR 遺伝子変異陽性肺癌症例に
対しては EGFR チロシンキナーゼ阻害剤（EGFR-TKI）が開発されたことにより、それまでの
標準治療であったプラチナ製剤中心の抗癌剤治療による予後が 1 年程度に限られていたところ
から、およそ 3 年程度に改善され、EGFR-TKI は非常に大きな役割を果たす治療薬として確立
している。 
 第 1、第 2 世代の EGFR-TKI の投与症例においては、およそ半数で T790M 変異出現による
獲得耐性が生じることで薬効が失われる。第 3 世代 EGFR-TKI である osimertinib は、T790M
変異によって耐性となった肺癌症例に対して有効性が示されたため、2015 年 11 月の米国での
承認を皮切りに実臨床での使用が可能となり、我が国でも 2016 年 5 月より保険償還されてい
る。 
 しかしながら、Osimertinib の共有結合部位である 797 番目のシステインがセリンに置
換する C797S が追加されて C797S/T790M（3 重変異）を生じると、やはり耐性によって
効果が失われる。C797S/T790M 変異は現在使用可能な EGFR-TKI 全てに対して高度に
耐性であり、臨床導入を試みられている標的治療は現時点では存在しない。有効性の確
立した治療法が存在しない C797S/T790M 変異に対する治療法を開発することは、今後
osimertinib の投与を受ける患者が増加していくことが確実な現状にあっては喫緊の課
題であると考えられ、その克服法を研究することは非常に大きな意義を有すると考えら
れる。 
 
 
２．研究の目的 
 我々は、高度耐性である C797S/T790M 変異に対して brigainib と抗 EGFR 抗体の併用治療
が有望な治療法候補であることを前臨床の実験により明らかにした。この治療を実臨床に導入
していくための臨床試験を計画していく過程で、対象となる患者の頻度がどの程度であるかを
把握し、いかにして迅速に診断するかという課題が浮上してくるため、C797S/T790M を検出す
る方法の確立を本研究の目的の１つとした。digital PCR によるものと免疫組織化学染色による
ものを目指しているが、後者によってこの変異検出を目指すことは独自性が高く、免疫染色が通
常の診療レベルでも汎用性が高く創造性に優れていると考える。 
 
 
３．研究の方法 
我々が発見した brigatinib＋抗 EGFR 抗体の併用治療を、C797S/T790M 耐性変異症例へ迅速に

投与することを目指すために、まずは我が国において osimertinib に対して耐性となった症例
から C797S/T790M 陽性を検出する方法の確立を以下の様に進める。 
(a) 血漿中の cell free DNA を digital PCR を用いて高感度に検出する方法を validate し、実
際の臨床検体（組織検体と血漿検体の両方）を用いて検出と一致について検証する。 
(b) EGFR 変異蛋白（T790M、C797S、C797S/T790M）を認識できるモノクローナル抗体を作成する。
具体的には、T790M および C797S 周辺の配列をタンデムに複数回つないだ抗原を GST 融合たんぱ
く質として産生させ、精製し、マウスに免疫、タイターの上昇を確認の上でミエローマとの融合
を経てハイブリドーマの作製を行い特異的抗体の取得を目指す。 
 
 
４．研究成果 
(1) C797S 耐性変異の検出について 
がん研有明病院にて T790M 変異の出現によって EGFR-TKI 耐性を生じたのちに Osimertinib 治

療が行われた症例を抽出し、Osimertinib が奏功後に獲得耐性で無効となった 26 例の耐性機構
を解析した。血漿より抽出した cfDNA の droplet digital PCR(ddPCR)解析から 4例(15.4%)にお
いて C797S の出現が認められ、既報の出現率と合致したものと考えられる(図 1A)。また、耐性
時のサンプルとして cfDNA と腫瘍細胞をペアとして採取可能であった 9 例を検討したところ、
C797S の一致率は 88.9%であった。以上から、C797S の検出法として cfDNA を用いる有用性が示
されたと考えられる(図１B) 。 



               
   
 
 

 
なお、旭川医大の佐々木らとの共同研究により、独自にデザインしたプライマーを用いて

ddPCR の検証を行った。今回確立した測定系は、EGFR の活性化変異、T790M による耐性変異に加
えて、Osimertinib 耐性をもたらす C797S 変異を検出可能とするものであるが、大きな特徴とし
て C797S が T790M 変異の存在するアリールと cis 位に存在するか trans 位に存在するかまで確
認できることである(図 2)。上記の C797S が出現 4例のうち 1例では trans 位であることが証明
された。 
 
     【図 2】独自プライマーによる C797S の cis/trans 検出 

 
 
 T790M 変異と C797S 変異が cis 位、trans 位のどちらにあるかの識別は、そのいずれかによっ
て克服可能な治療薬の候補が異なるため非常に重要な命題である。すなわち、後者で耐性に至っ
た場合には、Osimertinib に第 1 世代 EGFR-TKI である gefitinib や erlotinib を併用すること
が有効であると基礎実験で示されているが、前者の cis 位で耐性に至った場合には既存の EGFR-
TKI にはすべからく耐性であり、新たな治療戦略が必要となる。我々はこの C797S/T790M に対す
るBrigatinib＋抗EGFR抗体の併用療法の有効性についての前臨床のデータをすでに報告してい
る。 
 このデータをもとに、令和 2年 12月からは、C797S 耐性変異陽性進行 EGFR 肺癌に対するブリ
ガチニブ+パニツムマブ併用療法の多施設共同第 I/II 相試験（AMED 革新がん研究）が開始され
ており、自らも研究分担者として参画し実際の症例登録が進行中である。将来的にこの併用療法
が臨床導入されるに至った段階では、本研究に基づく cis 位の C797S/T790M 変異の検出は大き
な意義を持つものと期待される。 
 
 また、本研究では EGFR 変異蛋白（T790M、C797S、C797S/T790M）を認識するモノクローナル抗
体の作製も進めた。ハイブリドーマから抗体の取得までは完了し、immunoblotting により C797S
変異を特異的に認識できることを確認している。今後は、実際の EGFR 変異陽性症例から得られ
た FFPE 検体を用いて、免疫組織化学染色によって前述の変異 EGFR タンパクを検出するよう条
件検討を重ねていく予定である。免疫染色による検出が可能になれば、上述の検証由来サンプル

【図 1B】 
腫瘍/血漿ペア検体での EGFR 変異
の検出 

【図 1A】 
Osimertinib 耐性での C797S 出現頻度 



による ddPCR よりもさらに安価で簡便に C797S 耐性変異を発見できることになり、実臨床にお
ける EGFR-TKI 耐性の評価法の発展に寄与すると考えられる。 
 
 
（2）Osimertinib 治療中の cfDNA を用いた EGFR 遺伝子変異の追跡について 
我々は、T790M 変異陽性 EGFR-TKI 耐性症例に対する Osimertinib 治療経過において、連続し

た血漿 cfDNA の採取を行い、上述の ddPCR を用いて解析した。奏功を得られた症例では、
Osimertinib 開始時に認められた EGFR 活性化変異（ex19 del または L858R）と T790M のコピー
数が速やかに減少してほぼ検出不能レベルとなったのちに、画像的に病勢進行が確認される数
か月前から再びコピー数が上昇してくる経過をたどっていることが確認された(図 3)。これは、
これまでの実臨床においては感知できなかったような段階から osimertinib の効果減衰を予見
できるという点でEGFR-TKI治療のさらなる効率化に大きく貢献すると考えられる。特にcaseA7、
A16においては耐性変異であるC797Sの出現が検知できており、本研究の主眼であるC797S/T790M
陽性を検出する方法の確立に向けて、今回採用したような ddPCR 解析系が十分機能することが
示された。 
 

 【図 3】Osimertinib 治療中における血漿 cfDNA 中の EGFR 変異の推移(ddPCR 解析) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、EGFR-TKI 耐性症例の解析を進めるなかで重要な知見を発見することができたので報告

する。臨床検査で ex19 del と判定され EGFR 変異陽性肺癌として治療が行われていたが、実際に
は NGS 解析により L747P の point mutation であったと判明した症例を経験した。この L747P は
EGFRキナーゼドメインにおけるβ3からαC helixに至るループ構造に位置しているアミノ酸置
換であるため、746-750 が欠失する ex19 del とは本質的に異なる構造変化をもたらす。しかし
ながら、一般臨床で行われている検査（EGFR Cobas Ver.2、Scorpion-ARMS）では、ex19 del と
して結果が報告されてしまうことを確認した。これらの検査は target PCR を基盤とした体系と
なっており、プライマーとの親和性によって L747 位の point mutation を含んだ配列を誤認す
るためと考えられる。 
この変異自体は第 1世代 EGFR-TKI に対して低感受性であることが少数例報告されており、新

規性は高くない。一方で、この変異が第 1世代 EGFR-TKI のみならず第 3世代である Osimertinib
にもやや低感受性でありながら、第 2 世代である afatinib や dacomitini には一定の感受性を
示すことを明らかにした点は新たな知見といえる(図 4A,B)。実際に当該変異を発見する基とな
った症例においても、gefitinib に耐性後に osimertinib が使用できなかったため（T90M 検出さ
れず）、Afatinib を使用したところ著明な腫瘍縮小効果が得られた経過であった。 



 
 
【図 4A】                 
EGFR 変異ごとの EGFR-TKI 感受性 
（L858R, del19, L747P） 

 

 
 
 
 

 
さらに、共同研究により in silico computational simulation において L747P のアミノ酸置

換はαC helix の構造的な膠着性を誘導していることを示しており、構造的な変化が機能的な変
化をもたらす経緯を解明できたという点で非常に重要な発見であると考えている(図 5)。 
 
【図 5】EGFR 変異ごとにおけるαC helix の活性化/不活性化状態の推移 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Ex19 del と誤認識されている L747P 症例の頻度はさほど高くないことが想定されるが、EGFR-
TKI の効果が低い症例は一定の頻度で存在することを考慮すると、この知見は解決の一端を示し
ていると想定され、今後治療不応性症例の原因として重要な知見を得られたと言える。 
 
 
 
 
 
 

【図 4B】 
L747P 変異に対する各種阻害剤の EGFR
リン酸化抑制効果           

不活化状態 

活性化状態 
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