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遺伝子発現解析による非小細胞肺癌の

ゲフィチニブに対する感受性予測

柿内聡司1・矢野聖二1・曽根三郎1

要旨━━目的．上皮成長因子受容体（epidermal growth factor receptor: EGFR）チロシンキナーゼ阻害剤ゲフィチニ
ブ（イレッサⓇ）は再発を来した進行非小細胞肺癌に有効な薬剤であるが，その効果は一部の症例に限られる．EGFR
の活性型変異が本薬剤の劇的な抗腫瘍効果と関連するが，stable disease（SD）症例では検出されないことが知られて
いる．SD症例の中には長期生存例が存在することから，complete response�partial response（CR�PR）症例だけでな
く長期 SD症例をも予測しうるバイオマーカーの同定が急務となっている．そこでわれわれは本薬剤の感受性と相関す
る分子の同定と，遺伝子発現に基づいた感受性予測システムの構築を目的に以下の検討を行った．方法．ゲフィチニブ
治療前に採取した再発非小細胞肺癌生検組織 33 検体の遺伝子発現プロファイルをDNAマイクロアレイによって取得
し，random permutation test によって感受性群，耐性群で発現の異なる遺伝子を同定した．次にweighted vote 法によ
りこれらの遺伝子の発現パターンに基づいた感受性予測スコアを算出し，leave-one-out cross validation と追加症例に
よってシステムの正確性を検証した．結果．感受性群と耐性群で発現の異なる 51 遺伝子を同定し，うち 12 遺伝子の発
現に基づいて感受性を予測するスコアリングシステムを構築した．このシステムによって PR，PD症例全例の感受性
が正しく判定された．また，SD症例については time to progression（TTP）が 4ヶ月以上の症例は感受性，4ヶ月未
満の症例は耐性と判定された．結論．遺伝子の発現パターンによって，ゲフィチニブにより腫瘍の縮小もしくは長期間
腫瘍の増大を阻止できる症例とこれらの効果が期待できない症例の予測が可能であることが示唆された．（肺癌．2006;
46:245-251）
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Prediction of Sensitivity of Non-small Cell Lung Cancers to Gefitinib by
Gene Expression Profiling

Soji Kakiuchi1; Seiji Yano1; Saburo Sone1

ABSTRACT━━ Objective. Gefitinib（Iressa）, an inhibitor of epidermal growth factor receptor-tyrosine kinase（EGFR-
TK）, has shown favorable anti-tumor activity to a subset of patients with advanced non-small cell lung cancer
（NSCLC）. However, gefitinib failed to significantly prolong survival in comparison to placebo in an unselected popula-
tion . Consequently , selection of patients who would benefit from this treatment is clinically important . EGFR-
activating mutations are potent markers of dramatic response, but do not seem to be associated with stable disease.
Because stable disease seems to contribute to the overall survival benefit derived from EGFR-TKI treatment, EGFR
mutations do not qualify to be used as a predictive biomarkers for selection of NSCLC patients for treatment with
EGFR inhibitors. The goal of this study was to identify gene expression that correlated with gefitinib sensitivity, and
to establish a prediction system of clinical outcome of NSCLC patients treated by gefitinib. Methods. To establish a
scoring system to predict the response of NSCLC patients to gefitinib, we used a genome-wide DNA microarray to
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はじめに

EGFRチロシンキナーゼ阻害剤ゲフィチニブ（イレッ
サ）は進行非小細胞肺癌の一部の症例に対して劇的な臨
床効果が認められる．しかしその一方で，患者選択を行
わなかった場合，プラセボと比較し有意な生存期間の延
長が認められないことが示され，1 治療前に本薬剤の有
効性を予測できるバイオマーカーの同定が急務となって
いる．
近年，DNAマイクロアレイによる網羅的遺伝子発現

解析により癌の個性を遺伝子発現パターンとして認識す
ることが可能になり，個々の症例の予後や薬剤感受性を
予測する試みがなされるようになってきた．本稿では遺
伝子発現に基づいた非小細胞肺癌のゲフィチニブに対す
る感受性予測システムについて紹介する．

感受性予測の必要性

ゲフィチニブは，従来の抗癌剤が奏功しなかった再発
非小細胞肺癌を対象とした臨床試験において有効性が示
されたほか，劇的な著効例が経験されたこと，経口投与
が可能であることなどから大きな期待を受けて爆発的に
使用された．しかしその奏功率は他の抗癌剤と同様に約
20～30％程度に過ぎないことから，2,3 過半数が無効な
治療を受けていることになる．本薬剤による治療が一日
薬価約 7,000 円にものぼることから，無制限な使用は医
療経済的にも重大な問題である．また，有害事象として
急 性 肺 障 害・間 質 性 肺 炎（interstitial lung disease:
ILD）が我が国では約 5.8％に発症し，約 2.3％が死亡し
たことが判明し，4 本薬剤の使用になんらかの制限が必
要と考えられるようになった．

ゲフィチニブによる ILDは西日本胸部腫瘍臨床研究
機構（West Japan Thoracic Oncology Group: WJTOG）に
よって行われた多変量解析によると，男性，喫煙歴，特
発性間質性肺炎の合併の 3つが危険因子として挙げられ
た．5 また，IDEAL1 の多変量解析2等にて女性，腺癌，喫
煙歴のない患者などに本薬剤の有効率が高いことが示さ
れている．臨床の現場ではこれらの疫学的なデータをも
とに，有効性が見込めかつ致死的な有害事象のリスクの
低い患者を選別し本薬剤を投与することになる．しかし，
選択肢が限られる再発を来した進行非小細胞肺癌の治療
においては，本薬剤に対する期待は極めて大きい．疫学
的なデータからは傾向はつかめるものの，実際に個々の
患者と向き合ったとき，本薬剤を投与すべきか悩ましい
ケースが多い．つまり集団としてどうなのかではなく
個々の症例で有効なのかどうかという情報が求められて
おり，疫学的なアプローチだけでなく個々の患者におけ
る本薬剤の有効性を予測するシステムの構築が求められ
ている．

EGFRの活性型変異と感受性

ゲフィチニブの感受性と関連する因子として，まず標
的分子であるEGFRの発現量と感受性との関連を検討
した結果，両者に相関がないことが報告された．3 相反す
る報告も散見されるものの，6 少なくとも患者選択に資
するマーカーとはなり得ないと考えられる．また，臨床
背景としては，女性，腺癌，非喫煙者に効果が高いこと
が知られているが，その機序は不明であった．
2004 年，非小細胞肺癌患者のEGFRチロシンキナーゼ

ドメインに，以下へのシグナル伝達が増強される活性型
変異が同定された．7,8 この遺伝子異常は非小細胞肺癌の

analyze 33 biopsy samples of advanced NSCLC from patients who had been treated with gefitinib monotherapy. We
carried out a random permutation test to identify a set of genes expressed differentially responders and non-
responders. The gefitinib response score（GRS）reflecting gene expression was calculated by a weighted vote method
and this numerical scoring system was validated by the leave-one-out approach and independent test cases. Results.
We identified 51 genes the expression of which differed significantly between responders and non-responders to the
drug. We selected the 12 genes that showed the most significant differences to establish a numerical scoring system
for predicting response to gefitinib treatment. This system clearly separated the responders and non-responders with-
out any overlap, and accurately predicted responses to the drug in additional NSCLC cases. Moreover, this system en-
abled separation of intermediate tumor responses（SD）into two groups, one representing patients who succeeded in
maintaining the tumor-static effect for a long period and the other representing patients who failed to do so; the for-
mer group was a good target for this treatment and the latter was not. Conclusion. Our results suggest that the clini-
cal outcome of NSCLC patients treated with gefitinib could be predicted by gene expression profile.（JJLC. 2006;46:245-
251）
KEY WORDS━━Gefitinib, Personalized medicine, Gene expression, DNA microarray, Non-small cell lung cancer
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Figure 1. Schematic presentation of the strategy for establishing a scoring system to predict the efficacy of gefitinib 

treatment based on the gene expression profile.

うち，日本人・女性・腺癌・非喫煙者というゲフィチニ
ブに感受性の高い患者群に高頻度に認められ，実際に本
薬剤が著効した症例の約 80％に遺伝子変異が認められ
た．つまり，肺腺癌の中には，活性型変異によるEGFR
シグナル伝達系の亢進を特徴とするサブクラスが存在
し，そのサブクラスこそがゲフィチニブの著効する患者
群であることが示された．また，肺腺癌の発生への関与
が報告されているK-ras の活性型変異とEGFRの活性
型変異が完全に exclude されることから，これらの知見
は肺腺癌の分子生物学的分類や，発癌のメカニズムの観
点からも非常に興味深い発見である．
しかし，感受性予測のバイオマーカーとしてはいくつ

かの問題点を指摘されている．まず，有効症例でも約
20％には EGFR活性型変異が認められず，変異がない症
例でも腫瘍が縮小するか，増大を阻止できる症例（SD
以上）が約 30％存在することがその後の追試により示さ
れた．6 ゲフィチニブと同様のEGFR阻害剤であるエル
ロチニブの臨床試験にて SDでも予後の改善効果がみら
れることが示唆されており，長期間 SDを維持できる症
例はEGFR阻害剤の適応と考えるべきである．進行非小
細胞肺癌の治療において，本邦で使用可能で 2nd line 以
降で有効性が示されている薬剤は本薬剤とドセタキセル
のみである現状を考慮すると，EGFRの活性型変異の有
無のみでの患者選択は一部の患者から有効な治療を受け
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Figure 2. Laser microdissection.

In view of significant differences in the proportions of cancer cells and various 

types of parenchymal cells that are present from one tumor to another, microdis-

section is essential to obtain precise gene expression profiles. Therefore we 

stained 8 μm-thick frozen sections with hematoxylin and eosin and collected can-

cer cells selectively, using the μCUT laser-microbeam microdissection system

（Molecular Machines & Industries AG, Glattbrugg, Switzerland）．In this sys-

tem tissue sections are mounted on a thin supporting polyethylene membrane 

that will be cut together with the target tissue; a pulsed-ultraviolet（UV） narrow-

beam-focus laser cuts out cancer cells along a pre-selected track that can be ob-

served on a video screen.

る機会を奪う恐れがある．

網羅的遺伝子発現解析を用いたゲフィチニブに対す
る感受性予測の試み

癌は増殖速度，治療応答性，臨床転帰など様々な生物

学的特性が個々の症例によって異なっており，不均一な
疾患群であるといえる．ヒトゲノムには 20,000 以上の遺
伝子が含まれており，これらの発現の有無や程度により
その細胞の性質が規定されている．したがって癌の個性
を単独の遺伝子や分子で説明することは困難であり，そ
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Table 1. List of Candidate Genes for Discriminating Responders（PR）and Non-responders 

（PD）to Gefitinib（The Top 12 of 51 Genes）

Predominantly 
expressed class

Gene nameSymbolGenBank IDRank

PDhypothetical protein FLJ22662FLJ22662AK0263151

PDamphiregulinAREGM307042

PDcoronin, actin binding protein, 1CCORO1CAB0306563

PDapoptosis, caspase activation inhibitorAVENAF2835084

PDdual specificity phosphatase 3 DUSP3AL0494175

PDhypothetical protein dJ473B4DJ473B4AI0268366

PDtumor suppressing subtransferable candidate 3TSSC3AF0354447

PDRNA binding motif protein 7RBM7AK0020158

PDESTAI3815129

PDoncostatin M receptorOSMRAI43602710 

PDglutamate-cysteine ligase, catalytic subunitGCLCAI97113711 

PDcollagen, type I V, alpha 3 binding proteinCOL4A3BPAW07023512 

のメカニズムの理解には数万に上る遺伝子の発現を網羅
的に解析する必要がある．DNAマイクロアレイはガラ
ス基盤上に数万のDNAを高密度に配列したデバイスで
あり，サンプル由来の cDNA（もしくは cRNA）をハイ
ブリダイゼーションさせることにより数千から数万遺伝
子の発現情報を同時に取得することを可能にする技術で
ある．
EGFRの活性型変異は非小細胞肺癌のゲフィチニブに

対する感受性を規定する最も重要な因子である．しかし
変異の有無のみで多様な疾患群である非小細胞肺癌の本
薬剤に対する感受性のすべてを説明できないことは上に
述べたとおりである．したがってより広範に感受性に関
わる因子を検索する必要がある．筆者らは文部科学省の
ミレニアムプロジェクトの一環である「総合がん・疾患
遺伝子プロジェクト」の疾患遺伝子薬剤反応性研究（代
表 東京大学分子細胞生物学研究所 鶴尾隆教授）とし
て，DNAマイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解
析により非小細胞肺癌におけるゲフィチニブに対する感
受性を規定する遺伝子を同定し，さらに遺伝子の発現パ
ターンに基づいて個々の症例の感受性を予測するシステ
ムの構築を試みた．9 なお症例の登録，検体採取，治療は
徳島大学病院のほか，近畿大学附属病院（腫瘍内科 福
岡正博教授）で行われ，遺伝子発現解析は東京大学医科
学研究所ヒトゲノム解析センター（中村祐輔教授）にて
行われた（Figure 1，2）．
具体的にはまず従来の化学療法に抵抗性を示した進行

非小細胞肺癌患者を対象とした臨床試験を実施し，治療
開始前に経気管支生検等により 33 例から腫瘍組織を採
取し，DNAマイクロアレイにより各症例における癌細
胞の約 28000 遺伝子からなる発現プロファイルを取得し
た．次に感受性群（CR�PR症例）と耐性群（progressive

disease（PD））の遺伝子発現パターンを比較し，両群間
で発現の異なる 51 遺伝子を同定した．これらはゲフィチ
ニブの感受性と関連する遺伝子と考えられ，耐性症例で
はEGFRのリガンドで癌細胞のアポトーシスを阻害す
ることが報告されている amphiregulin や，10 細胞内で
の薬物代謝に関与し様々な薬剤の耐性化との関連が報告
されている glutamate-cysteine ligase11 などが高発現し
ていた．これらの分子はEGFR阻害剤の耐性克服の新た
な治療標的分子となりうると考えられる．
さらにこれらのうち 12 個の遺伝子（Table 1）の発現パ

ターンが感受性群に近いのか，耐性群に近いのかを
weighed vote 法により数値化し，感受性を予測するスコ
アリングシステムを構築したところ，感受性群，耐性群
の全症例の感受性が正しく判定でき，長期間 SDを維持
できた症例は感受性群に近いスコアが，TTPが 3ヶ月未
満の SD症例は耐性群と同様のスコアが得られた．この
ことから 12 個の遺伝子の発現パターンをみることで治
療の適応となる症例（CR，PR，長期 SD症例）と，本薬
剤の投与を避けるべき症例を識別できる可能性が示唆さ
れた（Figure 3）．ただし，DNAマイクロアレイによる判
定は，時間的にも医療経済的にも一般臨床に応用するの
は困難である．そこでわれわれはより簡便で迅速な real
time RT-PCR法による感受性予測法を確立し，実地臨床
への応用を目指している．real time RT-PCR法では
DNA マイクロアレイの数十分の一の組織量で十数遺
伝子の発現量が測定できるため，経気管支生検組織のよ
うな微量の組織でも数切片で判定可能である．また，1～
3日で判定できるため臨床応用可能と考えられ，今後前
向き臨床試験を予定している．また，遺伝子数を絞り込
んだ上で組織免疫染色などによる感受性予測が実現でき
れば特殊な設備なしに一般病院で比較的低コストで本薬
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Figure 3.　Schematic distinction of learning PR cases, 

learning PD cases and“test cases”verified by the scoring 

system to predict the sensitivity of NSCLC to gefitinib 

based on gene expression. Gefitinib response scores （GRS） 

to predict the efficacy of gefitinib treatment were calcu-

lated based on the relative expression levels of 12 genes 

listed in Table 1. Patients with positive values were pre-

dicted as“responders”, and those with negative values 

were predicted as“non-responders”. GRS values range 

from ―100 to 100; the higher an absolute value of GRS, the 

stronger the prediction. Additional （“test”） cases were 

completely independent of the “learning” cases used for 

establishing the system. Red diamonds denote prediction 

scores for learning PR cases and blue diamonds represent 

learning PD cases. Red triangles indicate test PR cases that 

had not been used for establishing this scoring system, and 

blue triangles indicate test PD cases. Yellow triangles indi-

cate test SD cases whose time to progression were over 

four months （defined as“long SD”），and green triangles 

indicate test SD cases whose time to progression were 

within three months（文献9より改変）．

剤の感受性を予測することが可能になると期待してい
る．

おわりに

本薬剤の感受性を予測する試みについては上述のほ
か，FISHによる EGFRの遺伝子増幅の有無，6,12 下流の
シグナル伝達に関わる分子であるAkt のリン酸化な
ど，13 さまざまなバイオマーカーが報告されている．い
ずれも単独での臨床応用は困難であるが，複数の方法を
組み合わせることにより精度を向上させる試みも検討さ
れている．これらの試みはこれまで疫学的なデータと経
験に基づいて薬剤を選択してきた非小細胞肺癌の治療に
おける個別化医療の第一歩となりうると考えている．
また個別化医療の実現には感受性予測だけでなく，有

害事象の予測も必要である．SNPs を多型マーカーとし
て用いた体系的遺伝子多型解析は有害事象情報との相関
解析により有害事象を予測する一助になるものと期待さ
れる．
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