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研究成果の概要（和文）：5名のEGFR-TKI 耐性腫瘍の解析を行い、EGFR T790Mを2例、小細胞癌への転化を1例認めた。
神経内分泌のマーカー(NCAM, Synaptophysin)の発現はTKI治療前の癌組織にごく少量認めた。TKI治療前後の癌組織のN
GS解析にて、コピー数増加、コピー数低下を認めた。粘液産生性肺腺癌のNGS解析にて、K-RASとLKB1変異を検出した。
コピー数多型（CNV）解析にて、FGFR3、NOTCH1、AKT1、LKB1の4遺伝子が、各々1 copyに減少していた。以上から、薬
剤の耐性機序には、癌の多様性(heterogeneity)が、大きく関与していると推察された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is establishment of biomarker based medicine. We 
analyzed five samples of EGFR-TKI resistant materials, and detected EGFR T790M in two samples and SCLC 
transformation in one sample. In SCLC transformation cases, the expression of neuroendocrine marker such 
as NCAM and synaptophysin, was detected in small part of cancer tissue pre-treated by gefitinib, 
immunohistochemically. These data suggests that resistant mechanism for EGFR-TKI exist in early stage of 
lung cancer. NGS analysis showed gain of gene copy in 5q, 9p, 14q(AKT1), 17q(ERBB2), 19p, and loss of 
gene copy in 8q. In mucinous adenocarcinoma of the lung, next generation sequencing analysis showed 
mutation of LKB1(STK11) and K-RAS. The analysis for copy number variation (CNV) showed copy loss in 
FGFR3, NOTCH1, AKT1, and LKB1.
In conclusion, cancer heterogeneity such as mutation burden is suggested to be associated with resistant 
mechanism for molecular targeted therapy.

研究分野： 呼吸器外科
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１．研究開始当初の背景 

(1) 上皮成長因子受容体(EGFR)の活性型遺
伝子変異症例には、そのチロシンキナーゼ阻
害剤(EGFR-TKI)が奏効するが、通常 1年程度
で獲得耐性がみられ、早急に克服すべき課題
である。現在までに確認された獲得耐性因子
としては、EGFR の T790M 二次的遺伝子変異、
MET遺伝子増幅、肝細胞増殖因子(HGF)の過剰
発現などがあるが、耐性症例全てに認められ
る異常ではなく、また耐性の程度、時期も異
なる。また、2007 年に発見された EML4-ALK
融合遺伝子に対する TKI治療でも耐性機序に、
C1156Y や L1196M などの獲得耐性変異も報告
されている。したがって、耐性機構の解明に
はさらなる研究が必要であるとともに、耐性
の克服に対して新しい薬剤の開発が重要な
課題である。 
 
(2) 分子標的薬治療で病状進行(PD)となっ
た後も、当該薬剤の投与を継続するいわゆる
“Beyond PD”の治療法は注目され、研究代
表者は、当時 EGFR-TKI 耐性に関連した２つ
の臨床試験（九州肺癌研究機構：LOGIK）を
推進中であった。この試験においては、TKI
治療前、画像的 PD（耐性）時、ほぼ完全に耐
性細胞のみの時点の 3点で生体試料の収集が
可能である。このような耐性過程での試料収
集はこれまでになく、貴重な資料となる。ま
た、実地臨床での EGFR-TKI 治療前後の生体
試料も包括同意の上で収集され、当研究施設
に保存されている。これらの試料から得られ
る遺伝子情報を解析し、TKI 耐性への詳細な
機序を解明することを目的とする。 
 
２．研究の目的 

臨床試験や実臨床から得られる生体試料
の遺伝子情報を解析し、TKI 耐性への詳細な
機序を解明することを目的とする。これらの
ゲノム情報により、既知のバイオマーカーの
変化の推移、新たなバイオマーカーの探索を
行い、基礎研究に還元し、ファーマコゲノミ
クスに基づき、分子標的薬の効果予測、耐性
への対応をより正確に行い、バイオマーカー
を指標にした Biomarker Based Medicine を
確立し、より安全で適切・確実な薬物療法を
含めた肺癌の集学的治療を構築することが
大きな目標である。 
 

３．研究の方法 

(1) 臨床試験および実地臨床で得られた、
EGFR-TKI 治療前、EGFR-TKI 治療後に再燃が
確認された時点（耐性）で生検されたの生体
試料を対象とする。EGFR-TKI 治療の自然耐性
と獲得耐性の各々に対して、同一症例から経
時的に得られた検体を用いて、次世代シーク
エンサーを用いたゲノミクス解析およびデ
ータ解析を施行する。この比較解析によって、
EGFR-TKI に対する耐性を規定する既知の因
子や新たな耐性候補遺伝子の同定を試みる。 
 

(2) EGFR-TKI感受性と耐性機序の解析のため、
当初予定していた九州肺癌研究機構(LOGIK)
で企画し進めていた“Beyond PD”臨床試験
については、同様の内容で行われていた国際
的な臨床試験(IMPRESS 試験)の結果、分子標
的薬(EGFR-TKI)に抗がん剤を上乗せする方法
は、その効果が期待できないことが報告され
た。したがって、LOGIK で行われていた臨床
試験は途中中止となり、そのため、その臨床
試験の登録症例から生体試料を得るバイオ
マーカー付随研究そのものが困難となった。
これらの理由で、当初予定していた EGFR-TKI
耐性の解析は実臨床から得られる生体試料
を用いて行うこととなった。 
 
(3) 粘液産生性肺腺癌の発生に関与する遺
伝子解析：2010 年から 2014 年に外科切除さ
れた粘液産生性肺癌 15例を対象とし、K-Ras
の遺伝子変異（Scorpion ARMS 法)、LKB1 の
遺伝子変異（direct sequencing）を解析し
た。このうち、説明同意が取得され、解析可
能な症例においては、次世代シークエンサー
（ion AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2 を
用いた target sequence）にて解析を行った。
さらに、癌抑制遺伝子である LKB1 の広汎な
deletion や、homozygous deletion を検出す
るため、MLPA 法を用いたコピー数解析を施行
した。LKB1の癌部における不活性化を解析す
るため、免疫組織化学的に LKB1 の蛋白発現
について検討した。 

 
４．研究成果 
(1) 実臨床において、EGFR変異陽性患者に対
して EGFR-TKI(gefitinib)が投与され、奏効
した後に耐性となった 5名の患者の再燃腫瘍
の再生検(re-biopsy)を行い、生体試料を得
た。耐性前の TKI 感受性変異は、エクソン 19
欠失が 3 例、エクソン 21 L858R が 2 例であ
った。耐性後の試料における獲得耐性の機序
は、EGFR エクソン 20の T790M が 2例、EGFR
の獲得変異がなかった症例が 3例あり、その
うち小細胞癌への転化が 1例であった。 
 
(2) 小細胞癌への転化症例の解析：79歳女性
の IV 期肺腺癌に対し EGFR-TKI (gefitinib)
投与し 18 ヶ月で耐性となった症例。耐性と
なった気管分岐部下リンパ節から得られた
生検試料の病理学的解析で、小細胞癌転化が
認められた。免疫組織化学的に神経内分泌
のマーカー(NCAM, Synaptophysin)を検
索した結果、TKI治療前の癌組織において、
ごく少量の神経内分泌産生細胞を有してい
ることを見出した（図１）。すなわち耐性と
なる素因が早い時期から存在しており、こ
のような原発癌の heterogeniety が、癌治
療の耐性機序に関与していることを示した。 



 

 

 
（図１ 免疫組織化学解析） 

さらに、TKI 治療前と耐性後の癌組織を次世
代シークエンサー（ion AmpliSeq Cancer 
Hotspot Panel v2 を用いた target sequence）
にて解析した結果、TP53 の変異率の増加を認
め、コピー数の増加を 5q22.2-35.1, 9p24.1- 
p21.3, 14q32.33(AKT1), 17q12 (ERBB2), 
19p13.3-p13.11 に 、 コピ ー 数 の 低 下を
8q11.23 に認めた。 
 
(3) 粘液産生性肺腺癌の発生に関与する遺
伝子解析： 

K-Ras G12D 変異が認められた症例について、
次世代シークエンサーによる解析を行った
結果、K-Ras 変異(19.4%)に加え、LKB1 変異
(I161F, 14.6%)が検出された（図２）。その
他の 48 のがん関連遺伝子に有意な変異は検
出されなかった。正常組織を対照としコピー
数多型（CNV）解析を行ったところ、FGFR3、
NOTCH1、AKT1、LKB1の 4遺伝子においてコピ
ー数の有意な相違を認め、それぞれ 1 copy
に減少していると考えられた。特に、LKB1を
含む 19p13.3-11 では、16MB に及ぶ広範な欠
失が推測された（表１）。さらに RB1 の位置
する 13q14.2のコピー数の低下が認められた。
これらは、粘液産生性肺腺癌のうち Kras 遺
伝子変異陽性例では CDKN2A/2B 遺伝子変
異を伴うものが多いという報告に一致する。 
 
（図２） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

表１ Ion Reporter 4.0 software による正常部-腫瘍部比較 

(Copy number variation: CNV 解析) 
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