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研究成果の概要（和文）：非小細胞性肺癌と診断された133患者を対象に，PNA-LNA PCR clamp assay(PCR)と免疫組織
・細胞化学を施行した．免疫染色の結果は，陽性判定37患者(27.8%), 陰性判定85患者(63.9%) であり，不確かな判定
が11患者(8.3%)みられた．PCR法との相関性は，陽性判定で94.6%，陰性判定で90.6%の一致率であった．EGFR-TKI治療
がなされた42患者において，EGFR遺伝子変異抗体陽性患者は陰性患者に比べ，再発期間の延長を認めた(P = 0.002)．
これらの結果より，EGFR遺伝子変異抗体を用いた免疫染色は，患者治療に役立つ新しい迅速な検出方法である．

研究成果の概要（英文）：To establish a testing algorithm for EGFR mutation status in NSCLC patients, we ut
ilized PNA-LNA PCR clamp assay and immunostaining. In the 133 samples, positive, negative and equivocal re
sults for EGFR mutation-specific antibodies were observed in 37 patients (27.8%), 85 patients (63.9%) and 
11 patients (8.3%), respectively. Thirty-seven patients showed positive EGFR expression by immunostaining,
 and 35 (94.6%) of these also tested positive in the DNA-based assay. Of 85 EGFR-negative patients by immu
nostaining, 77 (90.6%) also tested negative in the DNA-based assay. In NSCLC patients treated with EGFR-TK
Is, the progression-free survival after the start of EGFR-TKIs treatment was significantly longer in patie
nts with EGFR positive expression than in those with equivocal and negative expression (P = 0.002). Our re
sults suggest immunostaining for EGFR mutation-specific antibodies are a new test for EGFR-TKI inhibition 
and could be a useful indicator with regard to patient management.
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１．研究開始当初の背景 
肺癌は世界的に増加傾向をしめている癌の
１つであり、特に女性肺癌の増加が著しい。
近年、上皮増殖因子受容体（Epidermal growth 
factor receptor: EGFR）の遺伝子変異を伴
う患者はイレッサやタルセバなどの抗がん
剤に効果を示すことが明らかとなり、現在の
肺癌治療には EGFR 遺伝子変異の確認は必要
不可欠である。EGFR 遺伝子変異を伴う肺癌患
者は、非喫煙者・アジア人・女性・腺癌とい
う特徴があり、本邦での肺癌患者の 30～50％
はこの EGFR 遺伝子変異を有すると考えられ
ている。EGFR 遺伝子変異検索には、一般にダ
イレクトシークエンス法が用いられている
が、特異性は高いが感度が低く、がん組織切
片がなければ施行できないという大きな欠
点がある。一方、我々は高感度である peptide 
nucleic acid – locked nucleic acid 
(PNA-LNA) polymerase chain reaction(PCR) 
clamp法を用いて肺癌EGFR遺伝子変異検出を
試みている。 
EGFR 遺伝子変異検索においてダイレクトシ
ークエンス法や PNA-LNA PCR clamp 法は組織
/細胞サンルプルから DNA 抽出を行い、特殊
な機器を使用しなければならないため、検出
時間に加えコストが掛かる。近年、EGFR 遺伝
子のエクソン 19（delE746-A750）およびエク
ソン 21（L858R）の変異を特異的に認識する
抗体が発売され、どの肺癌細胞が遺伝子変異
を伴っているのかが可視化できるようにな
った。本邦では我々が世界に向けていち早く
報告した。さらに、進行肺癌患者はがん切除
することができないため、微量の生検サンプ
ルを用いた免疫組織化学において EGFR 遺伝
子変異検索が可能であることを証明した。 
 
２．研究の目的 
我々は、既に上述する EGFR 遺伝子変異抗体
の特異性と有効性を確認していたため、次に 
免疫組織/細胞化学を用いて迅速なEGFR遺伝
子変異検出のためのアルゴリズムの確立を
目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）迅速な EGFR 遺伝子変異検出のための
アルゴリズムを確立するための133患者情報
や臨床所見、肺癌外科サンプル、細胞診サン
プルは、通常の病理診断の中でルーチンに得
る。イレッサ/タルセバの治療効果は内科・
外科学から提供され、随時データの更新を行
う。 
（２）肺癌患者の EGFR 遺伝子変異の確認の
ために、EGFR 遺伝子変異抗体を用いた免疫染
色と PNA-LNA PCR clamp 法を併用した DNA 遺
伝子解析を行い、それぞれの両者の相関を明
らかにする。 
①組織および細胞サンプルの免疫染色

(immunostaining)   
切除された組織を 10％ホルマリン固定後、脱
水処理し作成したパラフィンブロックを 4μ

m の厚さで薄切し、コーティングガラスに切
片をのせる。脱パラフィン後、内因性ペルオ
キシダーゼ処理を 5 分反応させる。pH9.0 の
クエン酸緩衝液を用いて熱処理を 99℃30 分
間行う。1 次抗体は、EGFR specific 抗体の 
E746-A750del （ 200 × , #2085S; Cell 
Signaling）と L858R mutant specific（200
×, #3197S; Cell Signaling）を用いて 4℃
で 1 晩反応させる。2 次抗体は、ChemMate 
ENVISION kit（DAKO）を用いて室温で 30 分
反応させる。DAB にて 5 分間発色し、対比染
色はヘマトキシリンで核染色する。細胞サン
プルは基本的に組織サンプルと同様のプロ
トコールを用いるが、１次抗体は室温で 30
分間の反応とする。 
②DNA遺伝子変異解析：PNA-LNA  PCR clamp

法 
8μm×5 枚の組織片あるいはアルコール固定
された細胞サンプルから QIAamp DNA Micro 
kit (QIAGEN, Valencia, CA)を用いて DNA を
抽出する。Invitrogen Inc (Carlsbad, CA)
によって合成された PCR primers と FASMEC 
(Kanagawa, Japan)から購入した LNA mutant 
probesをそれぞれSDS-7500 System (Applied 
Biosystems, Foster City, CA)を用いて反応
させる。エクソン 19 (delE746-A750) とエ
クソン 21 (L858R)の遺伝子変異は、陽性コ
ントロールと同じピークを示した症例とす
る。 
 
４．研究成果 
（1）EGFR 遺伝子変異特異的抗体を用いた染
色結果 
EGFR 遺伝子変異特異的抗体は組織および細
胞材料共に、良好な染色性を示した。我々は
133症例について染色標本を陽性(score 2+)、
陰性(score 0)および判定不能 (score 1+)の
ようにスコア化した結果(図 1)、score 2+が
37 患者 (27.8%)、score 0 が 85 患者 (63.9%)
で score 1+の判定不能が 11患者 (8.3%)であ
った。37 陽性患者において、17 患者(45.9%)
がE746-A750del抗体陽性で、20患者 (54.1%)
が L858R Mutant Specific抗体陽性であった。
判定不能であった 11 患者は、5 患者(45.5%)
が E746-A750del 抗体に、6 患者(54.5%)が
L858R Mutant Specific 抗体であった。さら
に、判定不能であった 11 患者は、細胞材料
が 11 患者中 6患者(54.5%)みられ、切除およ
び生検材料に比べやや高い比率を示した。 
 
（2）DNA を用いた EGFR 遺伝子変異検索 
次に我々は DNA 検査をベースとした EGFR 遺
伝子変異の検索を行った。免疫染色陽性であ
った 37 患者は 35 患者(94.6%) に DNA 検査
においても変異を認めた。一方、免疫染色陰
性であった 85 患者は 77 患者(90.6%)に DNA
検査においても変異を認めなかった。判定不
能とした 11 患者は、DNA 検査において 8 患
者(72.7%)が遺伝子変異陽性であった。判定
不能とした11患者を除くEGFR 遺伝子変異特



異的抗体は、感度 81.4%、特性 97.5%、陽性
的中率 94.6%、陰性的中率 90.6%であった。 
 
（3）肺癌治療前患者の T790M の検出 
133 患者において耐性遺伝子である T790M が
認められた患者は 1 名(0.75%)のみだった。
この患者は免疫染色および DNA 検査で L858R
の遺伝子変異を示していた。 
 
（4）ゲフィチニブを投与された 42 患者の臨
床的特徴 
ゲフィチニブ/エルロチニブを投与された 42
患者において、平均年齢 70 歳 (range, 33–
82)で 26 患者が女性、28 患者が非喫煙者であ
った。17患者がエクソン19の遺伝子変異で、
15 患者がエクソン 21 の遺伝子変異だった。
EGFR-TKI 治療がなされた患者の 164.5 日 
(10–637)の観察期間において、EGFR 遺伝子変
異抗体陽性患者は陰性患者に比べ、再発期間
の延長を認めた(P = 0.002)（図 2）。 
 
これらの結果より、我々は免疫染色における
EGFR 遺伝子変異抗体陽性患者は、EGFR-TKI
治療を迅速に投与できることを提案し、EGFR
遺伝子変異抗体を用いた免疫染色は、患者治
療に役立つ新しい迅速な検出方法である（図
3）。 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
図 1.免疫組織／細胞化学の所見 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
図 2.EGFR-TKI 治療の効果 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3.免疫組織／細胞化学を用いたアルゴリ
ズム 
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