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研究成果の概要（和文）：2013年7月～2015年3月に近畿大学で診断された肺癌110例を前向きに解析しホルマリ
ン固定パラフィン包埋腫瘍検体からDNA, RNA抽出後遺伝子変異解析実施例は、それぞれ95％、96％と高率で実施
可能であった。少なくとも1つ以上のアミノ酸置換を生じる遺伝子変異は69％の症例に認められ、薬剤感受性に
関与するActionable遺伝子変異は40%に同定され、Actionable遺伝子変異有り且つ分子標的薬導入群は、変異無
し群、及び、Actionable遺伝子遺伝子変異有り且つ分子標的薬導入無し群と比較し、有意に全生存期間を延長す
ることを示しマルチ遺伝子パネルの臨床的有用性を示すことができた。

研究成果の概要（英文）：Tumor specimens from 110 patients with lung cancer recruited between July 
2013 and March 2015 were analyzed. The most common genetic alterations were TP53 mutations in 42 
patients, followed by EGFR mutations in 25, STK11 mutations in 12, and KRAS mutations in 10. 
Potentially actionable mutations were identified in 44 patients including 50% of those with 
adenocarcinoma and 14% of those with squamous cell carcinoma. The OS of patients with advanced or 
recurrent cancer who had an actionable mutation and received targeted therapy (median OS not 
achieved) was significantly longer than that of those with no mutation (18.1 months, P = 0.041) or 
of those with a mutation not so treated (6.1 months, P = 0.0027).Multiplex genomic testing was 
performed on formalin-fixed, paraffin-embedded tumor specimens with a success rate of -95%. Such 
testing can assist physicians in matching patients with approved or experimental targeted 
treatments.

研究分野： 臨床腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、腫瘍の増殖・転移の鍵となる分子を標
的とした分子標的治療の研究は目覚しい進
歩を遂げている。肺癌に於いては、上皮成長
因 子 受 容 体 （ epidermal growth factor 
receptor:EGFR）遺伝子の活性型変異陽性肺
癌に対する EGFR チロシンキナーゼ阻害剤
（EGFR-TKI）、及び EML4-ALK 陽性肺癌
に対する ALK チロシンキナーゼ阻害剤であ
るクリゾチニブの著明な抗腫瘍効果が示さ
れている。しかし、これらドライバー遺伝子
変異陽性肺癌に於ける分子標的薬剤の無増
悪生存期間は、約 10～12 ヶ月と未だ満足で
きるものではない。また、奏効割合及び無増
悪生存期間も症例毎に大きく異なることか
ら、これらのドライバー遺伝子変異陽性肺癌
も、一様の患者集団ではないことが考えられ
る。我々は、EGFR 遺伝子変異陽性肺癌に於
ける EGFR-TKI の奏効と生存期間に与える
影響について解析を行い、完全奏効(CR)/部分
奏効(PR)症例は、非奏効(SD)症例と比較し、
無増悪期間および全生存期間が有意に延長
することを示した (Takeda M, et al. J 
Thorac Oncol. 2014）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 上記の結果より、EGFR 遺伝子変異陽性肺
癌に於いて、如何に奏効させるかが更なる治
療効果改善に重要となってくる。我々は以前、
EGFR 遺伝子変異陽性肺癌に於いて、
EGFR-TKI に初期耐性（PD）を示す症例に
ついて注目し、PD 症例には、診断時組織で
EGFR 変異以外に KRAS 変異を高頻度に認
め、CR/PR 症例には認められないことを報告
した (Takeda M, et al. J Thorac Oncol. 
2010）。つまり、初期耐性のメカニズムとし
て、EGFR 遺伝子変異の下流遺伝子である
KRAS に活性型変異があると、EGFR を
EGFR-TKI で阻害しても KRAS からの増殖
シグナルは阻害されない為、薬剤耐性を示す
と考えられた。この様に、ドライバー変異陽
性肺癌に於いて、個体間のヘテロジェナイテ
ィが存在することが示唆され、EGFR 変異及
び KRAS 変異が共存する症例に於いては、
KRAS もしくはその下流蛋白を阻害するこ

とで更なる治療効果が期待される。 
本 研 究 で は 、 EGFR 遺 伝 子 変 異 や 、
EML4-ALK 変異等のドライバー遺伝子異常
を有する肺癌に於いて、分子標的薬の感受性
の違いが共発現する遺伝子異常によるとの
仮説のもと、ドライバー遺伝子以外の遺伝子
解析を実施し、新たな分子異常を同定するこ
とで、分子標的薬の治療効果を改善させうる
治療標的かどうか基礎的検討を行う。 
 
 
２．研究の目的 
 
EGFR 遺伝子変異や、EML4-ALK 変異等の
ドライバー遺伝子変異陽性肺癌は、分子標的
薬の登場により、従来の治療法を上回る効果
が得られている。我々は、EGFR 遺伝子変異
陽性肺癌に於いて、EGFR チロシンキナーゼ
阻害剤への奏効が、生存期間に関連する因子
であることを見出した(Takeda M, et al. J 
Thorac Oncol. 2014）。本研究は、分子標的薬
の感受性の違いが共発現する遺伝子異常に
よるとの仮説のもと、診断時腫瘍の遺伝子解
析を実施し、ドライバー遺伝子異常以外の新
たな分子異常を同定することで、分子標的薬
の治療効果を改善させうる治療標的かどう
か基礎的検討を行い、新たな治療ストラテジ
ーを構築することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
 進行非小細胞肺癌の微量な組織検体から
の効率的な遺伝子変異、発現解析を可能とす
るために MassARRAY システムを導入し、解
析系の構築に成功している（Sakai K, Takeda 
M, et al. J Thorac Oncol. 2012, Takeda M, 
et al. Ann of Oncol. 2012）。本研究におい
ては当院にてクリゾチニブが投与された
EML4-ALK 陽性肺癌、EGFR-TKI（ゲフィチニブ、
エルロチニブ）が投与された EGFR 変異陽性
肺癌のうち、解析可能なパラフィン包埋組織
が残存する症例を対象として、MassARRAY を
用いて複数の体細胞遺伝子変異の網羅的解
析を行い、得られた遺伝子変異情報と治療効
果、予後等の臨床情報との関連性を検討する。 
1) ドライバー変異陽性肺癌に於ける
MassARRAY による体細胞遺伝子変異解析 
当 科 に て ク リ ゾ チ ニ ブ が 実 施 さ れ た
EML4-ALK 陽性非小細胞肺癌症例、及び
EGFR-TKI（ゲフィチニブ、エルロチニブ）が
投与されたEGFR変異陽性肺癌のうちのうち、
解析可能なパラフィン包埋組織が残存する
症例（ALK 変異肺癌 30 例、EGFR 変異肺癌 70
例）を対象とし、MassARRAY を用いて体細胞
遺伝子変異解析を行う。 MassARRAY システム
の OncoCarta® パネルでは現在 600 以上の遺
伝子変異部位の測定が可能とされているが、
これらのパネルの中から我々は非小細胞肺
癌にて報告されている主要な癌遺伝子及び 

図１ 

〔図 1〕EGFR 遺伝子変異陽性肺癌に於
ける EGFR-TKI の奏効と生存期間。
CR/PR 症例は SD 症例と比較し、無増
悪生存期間及び全生存期間で有意に
延長することが示された。 



癌抑制遺伝子を選別し、肺癌に対する遺伝子
変異解析パネル(LungCarta パネル)を構築
した。変異解析を予定している候補遺伝子変
異 (変異部位数)は以下の通りである。EGFR 
(20), KRAS(18), ERBB2(8), NRAS(18), 
ERBB3(1), BRAF(28), MET(5), AKT1(7), 
FGFR1(2), PIK3CA(16), FGFR2(2), CDKN2A(7), 
FGFR4(5), PTEN(14), PDGFRα(10), RB1(11), 
p53(11)。本測定ではパラフィンスライド 3
～4 枚より DNA を抽出し Whole Genome 
Amplification (WGA)にて DNA を増幅し体細
胞変異解析を行う。気管支鏡検査、針生検で
得られた微量腫瘍組織を用いた予備的な実
験においてこれらの測定系は確立されてお
り、直ちに実施可能である。 
2) ドライバー変異陽性肺癌に於ける体細胞
遺伝子変異と分子標的薬剤の治療効果との
相関解析 
MassARRAY で測定された遺伝子変異測定パネ
ルの結果をもとに、治療効果、予後等の臨床
情報との相関解析を行う。具体的には、奏効
例（CR/PR）と非奏効例（SD もしくは PD）の
2 群間で、頻度の異なる遺伝子変異に注目す
ることで、分子標的薬の感受性に寄与してい
る候補遺伝子を抽出する。今回の解析対象と
なるクリゾチニブ既治療ALK融合遺伝子肺癌
30 症例、EGFR-TKI 既治療 EGFR 変異肺癌 70
例の臨床情報データベースは構築されてお
り(Takeda M, et al. J Thorac Oncol. 2010
＆2014、Takeda M, et al. Ann of Oncol. 2012）、
遺伝子変異解析結果が取得できれば直ちに
臨床情報との相関解析を実施可能である。 
3)薬剤感受性に寄与する候補遺伝子の in 
vitro に於ける強制発現及び siRNA による発
現抑制による感受性変化の検討 
上記検討から得られた候補遺伝子について、
EGFR 変異肺癌細胞株、EML4-ALK 肺癌細胞株
を用い、候補遺伝子をレトロウイルスベクタ
ーを用いた強制発現やsiRNAによる発現抑制
により、EGFR-TKI、クリゾチニブの感受性に
関わるかを検討する。本研究室では、レトロ
ウイルスを用いた種々の遺伝子の強制発現
系を確立しており(Okamoto W, et al. Mol 
Cancer Ther. 2010)、手技的には問題ない。 
また、EGFR変異肺癌細胞株PC-9、KT-2、KT-4、
Ma-1、H1650 (Okabe T, et al. Can Res. 2007)、
及びEML4-ALK肺癌細胞株であるH2228、H3122
を所持している(Tanizaki J, et al. Br J 
Cancer. 2012)。候補遺伝子変異の強発現株
と、その親株の肺癌細胞株において、薬剤暴
露により引き起こされる下流シグナルの変
化とアポトーシスについて、それぞれ、
Westernblot 法と Annexin 法にて比較検討す
る。これらの系はすでに我々の研究室にて確
立しており実施可能であり、候補遺伝子の生
物学的意義を明らかにする。 
本研究を遂行する上での具体的な工夫 
ALK 陽性非小細胞肺癌 30 症例の検体は、ALK
融合遺伝子陽性非小細胞肺癌に対する白金
製剤の治療効果を検討した症例(Takeda M, 

et al. Ann of Oncol. 2012）、EGFR 変異肺癌
約 70 例の検体は、EGFR 遺伝子変異陽性肺癌
に於いて、EGFR-TKI の治療効果を検討した症
例(Takeda M, et al. J Thorac Oncol. 2010
＆2014)を利用する為、本研究に於けるパラ
フィン包埋組織からのDNA抽出作業の一部を
省くことができる。 
 
 
４．研究成果 
2013 年 7 月～2015 年 3 月に近畿大学で診断
された肺癌110例を前向きに解析しホルマリ
ン固定パラフィン包埋腫瘍検体からDNA, RNA
抽出後遺伝子変異解析実施例は、それぞれ
95％、96％と高率で実施可能であった。少な
くとも1つ以上のアミノ酸置換を生じる遺伝
子変異は 69％の症例に認められ、薬剤感受性
に関与するActionable遺伝子変異は40%に同
定され、Actionable 遺伝子変異有り且つ分子
標的薬導入群は、変異無し群、及び、
Actionable 遺伝子遺伝子変異有り且つ分子
標的薬導入無し群と比較し、有意に全生存期
間を延長することを示しマルチ遺伝子パネ
ルの臨床的有用性を示すことができた。 
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