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研究成果の概要（和文）：原発性肺癌の5年生存率は不良で集学的治療が必須である。腫瘍内遺伝子多様性は治
療の感受性や耐性を規定する重要な因子である。まず非小細胞肺癌の手術症例194例の腺癌からEGFR変異81例、
ALK4例、KRAS4例、RET1例、ERBB-2 1例を検出した。局所進行非小細胞肺癌患者4例の術後再発時の血漿のNGS遺
伝子解析にて遺伝子変異の時間的多様性を解析し、血漿における分子モニタリングを提示した。さらに、手術を
施行した非小細胞肺癌患者26症例から血漿cfDNAを解析し、再発症例において、腫瘍マーカーが上昇する前から
cfDNAの上昇を認め、再発を早期に予測できる可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：The 5-year survival rate of primary lung cancer is not satisfactory, and 
multidisciplinary treatment is essential. Intratumor genetic heterogeneity is an important factor 
that determines the sensitivity and resistance of treatment. First, EGFR mutations were detected in 
81 cases, ALK in 4 cases, KRAS in 4 cases, RET in 1 case, and ERBB-2 in 1 case, in 194 surgical 
cases of lung adenocarcinoma. The genetic mutations in the plasma were investigated by NGS analysis 
at the time of postoperative recurrence in 4 patients with locally advanced non-small cell lung 
cancer, and molecular monitoring was presented. Furthermore, plasma cfDNA was analyzed from 26 cases
 of non-small cell lung cancer patients who underwent surgery, and in cases of recurrence, cfDNA was
 elevated before tumor markers increased, suggesting the possibility of early prediction of 
recurrence.

研究分野： 呼吸器外科、腫瘍外科

キーワード： 遺伝子多様性　非小細胞肺癌　肺腺癌　進化系統樹　EGFR　分子モニタリング　バイオマーカー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ドライバー遺伝子変異陽性非小細胞肺癌の治療成績の向上のためには、分子標的治療の感受性をあげ、かつ耐性
を克服することが重要である。本研究により、個々の症例の腫瘍内遺伝子多様性（不均一性）を正確に解析・理
解することが腫瘍の進展の予測に有用で、経時的な分子モニタリングの手法を確立する一助となる。さらなるモ
ニタリングの手法の確立が患者の予後向上に寄与することとなる。
肺癌は全癌の中で最も死亡数の多い悪性腫瘍であり、その予後向上は社会的に極めて重要である。

※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 

毎年約13万人が新たに原発性肺癌と診断され、2018年には74,322人が死亡し、悪性新生物で

の全死亡（373,547人）の5分の1を占めており、その診断と治療成績の向上は急務である。局所

進行肺癌であるII～III期では完全切除が行われても再発率は約50%あり、5年生存率も40-60%と

未だ満足すべき成績とはいえない。2000年以降の分子標的治療の発達や免疫療法の開発により

進行肺癌の予後は向上しつつあるものの、手術を含めた集学的治療のより正確な適応基準の解

明は重要な課題である。 

近年の研究により、非小細胞肺癌の薬物療法としての治療戦略は、ドライバー遺伝子陽性で

あれば低分子化合物（チロシンキナーゼ阻害剤）を、陰性であれば免疫チェックポイント阻害

剤や殺細胞性抗癌剤の適応となる。その場合の腫瘍内の細胞環境や相互作用は、各々の薬剤の

治療効果や耐性機序に大きく関わっている。非小細胞肺癌においては、他癌腫に比較して癌細

胞における遺伝子変異量(tumor mutation burden: TMB)が多いことが知られている。癌細胞の

遺伝子変化は、初期においては単一の変化（単一クローン）であるが、増殖・進展とともに

種々の遺伝子変異が加わり遺伝子多様性・腫瘍内不均一性(intratumor heterogeneity)が増

し、すなわち種々のサブクローンが形成されることになる。これらはcancer evolution理論と

して多彩な癌細胞の進化系統樹を形成していくことが明らかにされており、病気の進展ととも

に動的な進化過程を経る可能性がある。このような腫瘍内の時間的・空間的な遺伝子多様性を

正確に予測することは極めて困難である。これらの遺伝子多様性を原発腫瘍から種々の転移巣

までの空間的多様性を解析し、また診断時、再発時、薬剤耐性時などの病変および血液の解析

（時間的多様性）を次世代シーケンサ(NGS)にて行うことにより、その腫瘍の遺伝子学的性質と

変異獲得機序を明らかにし、遺伝子学的性質から集学的治療の適応を決定する。さらに血液

（liquid biopsy）からの解析で再発早期発見や薬剤耐性などのモニタリングを確立することの

意義は大きい。特に早期変異(clonal)主体の癌細胞と進展時の変異(subclonal)を有する癌細胞

での生物学的特性の相違を明らかにできれば、免疫治療を含め種々の治療の指標となる。 

 
２．研究の目的 

本研究では、非小細胞肺癌の手術症例のドライバー遺伝子陽性症例と陰性症例の、原発巣お

よびリンパ節転移巣・遠隔転移巣から核酸を抽出し、NGSにより網羅的遺伝子解析を行い、遺伝

子変異の進化系統樹(phylogenetic tree)を作成することで遺伝子多様性・腫瘍内不均一性（空

間的多様性）を明確にする。近年のNGSを用いた遺伝子診断技術の向上により、血液検体からの

cell free DNA (cfDNA)での変異遺伝子の検出精度が向上している。同一患者の術後経過観察中

の血液を定期的に採取し、cfDNAを調整し、NGSによる遺伝子解析を行い、切除検体試料に認め

られた遺伝子変異の検出を試みる。さらに術後再発症例やその治療経過中の組織検体と血液検

体(cfDNA)からのNGS解析（時間的多様性）により、腫瘍クローンを追跡し、治療効果との関連

や耐性との関係を解析し、新たな治療体系の構築・開発に結び付けることを目的とする。 

 
３．研究の方法 

(1) 腫瘍内遺伝子多様性（空間的多様性）の解析 

術後再発の可能性の高い、リンパ節転移を伴う病理病期II～III期の非小細胞肺癌患者の手術

摘出検体の原発腫瘍、リンパ節転移部位を対象に、各々の摘出試料から核酸を抽出し、NGSによ

る網羅的遺伝子解析で遺伝子多様性の解析を行う。この遺伝子変異の系統樹(phylogenetic 



tree)を作成し、早期変異(clonal)主体の癌細胞と進展変異(subclonal)を有する癌細胞という

空間的多様性を検討する。同時に各々の生体試料のTMBを測定する。また、パラフィン包埋切片

を用いて変異遺伝子の免疫組織化学的解析による各種蛋白発現の多様性解析を行う。系統樹に

関しclonal主体の癌細胞とsubclonalを有する癌細胞について、TMBや各種蛋白の結果との解析

から悪性度の評価を行う。 

(2) 経時的遺伝子多様性（時間的多様性）の解析 

病理病期II～III期の非小細胞肺癌患者の術後経過観察中の血液を定期的（約6か月毎）に採

取し、cfDNAを調整し、NGSによる遺伝子解析を行い、手術時の切除検体試料に認められた遺伝

子変異の検出を確認するとともに、相違点を解析する。再発時、薬剤投与後耐性時には血液採

取とともに再発組織を採取しNGS解析を行い、再発の因子を検討する。この遺伝子変異の系統樹

(phylogenetic tree)を作成し、時間的多様性を検討する。 

手術時検体になく再発時検体に検出された遺伝子変異(specific subclone)に関して、経時的に

採取した血液検体の遺伝子変異と比較し、臨床的に再発と診断される前の血液検体にspecific 

subcloneが検出されれば、その時点で再発予測に用いることができる。すなわち血液のcfDNA解

析による再発の早期発見を目的としたモニタリング(molecular monitoring)に応用できる。 

 
４．研究成果 

(1) 遺伝子多様性（空間的多様性）の解析 

非小細胞肺癌の手術症例のドライバー遺伝子陽性症例と陰性症例について、手術症例の原発

巣および転移巣から核酸を抽出し、NGS 解析を行い、その遺伝子多様性（空間的多様性）を解析

した。2020 年 4 月から 2022 年 12 月までの 194 例の腺癌のうち EGFR 変異 81 例、ALK4 例、KRAS4

例、RET1 例、ERBB-2 1 例を認めた。これらドライバー遺伝子変異陽性症例のうち II、III 期は

EGFR7 例(L858R 4 例、19del 3 例)、ALK 2 例であった。 

 

(2)-① 遺伝子多様性（時間的多様性）の解析 

局所進行非小細胞肺癌患者4例の術後経過観察中・再発時の血液（血漿）を定期的に採取し、

cfDNAを調整しNGSによる遺伝子解析を行い、手術時の切除検体試料に認められた遺伝子変異の

時間的多様性を解析した。EGFR陽性局所進行肺癌（II-IV期）手術後（4症例）の血液分子モニ

タリングをAVENIO ctDNA Expanded Kitを用い解析したところ、術前の血漿で、手術検体と同じ

EGFR変異を認めた症例は4例中1例のみであった。定期観察中に再発を認めた2症例のうち1症例

に腫瘍由来と考えられる複数の遺伝子変異を認めた。また、再発を認めなかった2症例でも、

PTEN、MAP2K1、IDH1、RETの変異を認め、これらの変異は腫瘍由来である可能性がある。1症例

で、原発巣はEGFR exon21 L858R変異のみであったのが、EGFR-TKI(gefitinib)治療中の脈絡膜

再発巣（oligometastasis）からL858R＋E709Kを検出した。脈絡膜再発時の血漿でEGFR L858R変

異のみが検出、転移巣摘出後の血漿ではEGFR L858R変異は消失した。再発部の手術により腫瘍

由来のctDNAが消失した可能性が示唆され、血漿における分子モニタリングを提示した症例とな

った。 

 

(2)-② 血漿中のcfDNA解析（liquid biopsy）による術後再発予測（分子モニタリング） 

手術を施行した非小細胞肺癌患者（26症例）から血漿を採取しcfDNAを測定することにより、

cfDNAの再発予測としての有用性を検討した。術後のcfDNAの推移は、非再発6症例のうち5例で

は、術後1か月でcfDNAが一過性に上昇した後、術後3か月以降は低下していた。再発5症例で

は、4例でcfDNAが術後低下することなく経時的に上昇を認めた。また、再発症例において、腫



瘍マーカーが上昇する前からcfDNAの上昇を認め、cfDNAの推移が再発を早期に予測できる可能

性を示唆した。 

 

本研究により、個々の症例の腫瘍内遺伝子多様性（不均一性）を正確に解析・理解すること

が腫瘍の進展の予測に有用で、経時的な分子モニタリングの手法を確立する一助となる。さら

なるモニタリングの手法の確立が患者の予後向上に寄与することとなる。肺癌は全癌の中で最

も死亡数の多い悪性腫瘍であり、その予後向上は社会的に極めて重要である。 
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