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研究成果の概要：  

肺癌に対する抗癌剤である Gefitinibは、よく効く症例がある反面、まったくの無効例や重篤

な副作用を発症する症例も多く、その奏効予測因子の同定が求められている。我々は EGFRのリ

ン酸化が Gefitinib感受性と高度に相関することを見出した。この知見に基づき、Gefitinib

投与前にその奏功性をより簡便、迅速かつ正確に予測する診断法を確立した。 
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１．研究開始当初の背景 

Gefitinib（商品名 Iressa）は、

Epidermal growth factor receptor（EGFR：

上皮成長因子受容体）のチロシンキナーゼ

活性を阻害する分子標的物質で、非小細胞

肺癌に対する抗癌剤として用いられている。

劇的な腫瘍消失・縮小効果をみる症例があ

る反面、まったくの無効例や、急性肺障害・

間質性肺炎等の重篤な副作用を発症する症

例も多く、その奏効予測因子の同定が重要

となっている。これまで、Gefitinibの感

受性に関与する臨床的な背景因子として、

「非喫煙者」、「腺癌」、「女性」、「日

本人（東洋人）」が明らかにされていたが、

2004年、EGFR 遺伝子に変異を有する肺腺癌

症例では Gefitinibの感受性が極めて高い

ことが報告され（N Engl J Med. 2004, 50, 

2129-2139、Science. 2004, 304, 

1497-1500）、EGFR 遺伝子の変異と

Gefitinib感受性の有意な相関性が指摘さ

れた。しかしながら、遺伝子解析は煩雑で

高度な技術が必要なため、一般の病院で施

行することは困難であった。 

 

２．研究の目的 

我々は、EGFR 蛋白質の 992番目のチロシ
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ンのリン酸化を特異的に認識する抗体

（pEGFR Tyr992 抗体）を用いた染色結果が治

療効果ときわめてよく相関することを発見

した。この知見に基づき、Gefitinib感受性

をより簡便、迅速かつ正確に判定する診断法

の確立を試みた。 

 

３．研究の方法 

(1) Gefitinib感受性と EGFR遺伝子変異、

EGFRリン酸化の相関 

原発肺腺癌切除後再発に対して Gefitinibを

投与された 21症例について、手術時に採取

された癌組織を用いて EGFR 遺伝子解析およ

び免疫組織化学的解析を行った。 

 

(2) Gefitinib感受性診断キットの開発 

pEGFR Tyr992を特異的に認識するモノクロー

ナル抗体およびポリクローナル抗体を作製

して、ELISA 法を用いた pEGFR Tyr992検出キ

ットを構築する。 

 

４．研究成果 

(1) イレッサ奏功性と EGFR遺伝子変異、EGFR

リン酸化の相関性 

リン酸化 EGFRを特異的に認識する抗体を用

いて 21例のイレッサ投与例を免疫組織学的

に解析したところ、イレッサが有効であった

9 例では全例（100%）EGFRのリン酸化を確認

した（図 1、表１）。 

 

図 1．リン酸化 EGFR特異的抗体を用いた免疫

組織化学 

EGFR変異がない肺癌組織（左）と、EGFR変

異がある肺癌組織（右） 

 

表１. イレッサ奏功性と、EGFR 遺伝子変異お

よび EGFR リン酸化の相関性 

 

奏功性 

EGFR遺伝子変異*  EGFRリン酸化** 

なし あり 陰性 陽性 

有効 

(n=9) 
0 9  0 9 

無効 

(n=12) 
10 2  9 3 

合計 10 11  9 12 

* P=0.0002   **P=0.0011 
 

pEGFR Tyr992の免疫組織化学は、EGFR遺伝

子の変異解析を代替する有効な Gefitinib感

受性予測検査となり得ることが示された。 

 

(2) マウス抗 pEGFR Tyr992 モノクローナル

抗体の作製 

pEGFR Tyr992を含む合成ペプチドでマウスを

免疫して、ミエローマ細胞との細胞融合、

ELISA 法による１次スクリーニングを行い、

有望なクローンを数個得た（図 2）。 

 

図 2．リン酸化 EGFR特異的モノクローナル抗

体の樹立 

ELISA の結果を示す。左のプレート非リン酸

化ペプチドをコートしたもの、右のプレート

は免疫に用いたリン酸化ペプチドをコート

したものである。それぞれのプレートにハイ

ブリドーマ（免疫したマウスの脾細胞とミエ

ローマ細胞の融合細胞）の培養上清を加えた。 

赤丸のウェルはいずれのプレートにも発色

している。これに対して、緑丸のウェルはリ

ン酸化ペプチドのみに発色しており、リン酸

化ペプチド特異的抗体であることがわかる。 

 

(3) マウス抗 pEGFR Tyr992 モノクローナル

抗体の大量精製 

上述のハイブリドーマを無血清培地にて大

量培養して、培養上清を回収、濃縮した後、

プロテイン Gカラムを用いて、抗体を精製し

た。 

 

(4) ウサギ抗 pEGFR Tyr992 ポリクローナル

抗体の大量精製 

マウスの免疫に用いた pEGFR Tyr992 を含む

合成ペプチドで、ウサギを免疫して、抗血清

を採取する。これをアフィニティーカラムで

精製して、抗体を得た 

 

(5) pEGFR Tyr992 を検出する ELISAシステ

ムの構築 

pEGFR Tyr992を特異的に認識するマウスモノ

クローナル抗体およびウサギポリクローナ

非リン酸化ペプチド  リン酸化ペプチド 

 

  



 

 

ル抗体を用いてサンドウィッチELISAシステ

ムを組んだ（図3）。 

 

 

図 3. pEGFR Tyr992 ELISAシステムの原理 

 

陽性サンプルは免疫に用いたpEGFR Tyr992を

含む合成ペプチドで、陰性サンプルは非リン

酸化ペプチドである。陽性サンプルにのみ発

色が確認されれば、次に培養細胞の溶解液を

サンプルとする。あらかじめEGFで刺激して

EGFRが高リン酸化状態にある細胞の溶解液

は、未刺激の細胞の溶解液に比べ、強く発色

することを確認する。 

 

(6) 臨床検体を用いた ELISA システムの検

証 

構築された ELISAシステムが組織の pEGFR 

Tyr992を特異的に検出するか調べた。外科的

切除された未固定の肺癌組織から非癌部と

癌部を採取して、それぞれ組織溶解液を抽出

し、ELISAを試行した。免疫染色にて、pEGFR 

Tyr992は癌細胞のみならず、気管支上皮細胞

や血管内皮細胞でも軽度の染色性を示すこ

とを確認している。そのため、非癌部や pEGFR 

Tyr992陰性癌組織の溶解液も、ELISAである

程度の発色性は示した。現在、バックグラウ

ンドの軽減化と、カットオフ値の算定を進め

ている。 
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