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ORIGINAL ARTICLE

EGFR遺伝子変異陰性非小細胞肺癌のErlotinib 治療例における
EGFR遺伝子変異の再解析

小原さやか1・牛島友則2・棚井千春1・田中良明1・
野田裕道1・堀内 啓2・臼井一裕1

Reanalysis of the EGFRMutation Status in Non-small Cell Lung Cancer
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ABSTRACT━━ Objective. This study aims to clarify whether there are epidermal growth factor receptor (EGFR)
mutation false-negative results among non-small cell lung cancer (NSCLC) patients without an EGFR mutation
who exhibit a good response to erlotinib treatment.Methods.We analyzed NSCLC patients without an EGFR mu-
tation who received erlotinib treatment at NTT Medical Center Tokyo. The EGFR mutation status was reexam-
ined using the modified PNA-LNA PCR clamp method. The efficacy of erlotinib and the prognosis were re-
estimated. Results. Of the 20 patients, seven were male and 13 were female, with a median age of 64 years (range:
44 to 77). The histological subtype was adenocarcinoma in 18 patients and NSCLC NOS in two patients. Thirteen
patients had c-Stage of IV disease, two patients had IIIB disease and five developed postoperative recurrence.
The performance status of the patients was PS 0-1: 16, PS 2-: 4, and the median number of erlotinib treatment
days was 144. The median progression-free survival and overall survival since erlotinib treatment were 127 days
and 357 days, respectively. Of the 20 patients enrolled, six showed a partial response (PR), five exhibited stable
disease (SD) and nine exhibited progressive disease (PD), giving a response rate of 30.0％. Of the 16 patients in
whom the EGFR mutation status was reanalyze using the modified PNA-LNA PCR clamp method, eight patients
were found to have an EGFR mutation. The response rate of the eight patients without an EGFR mutation was
0％, whereas that of the eight patients with an EGFR mutation was 62.5％. Among the patients without an EGFR
mutation, the median progression-free survival and overall survival since erlotinib treatment were 47 days and
218 days, respectively. Among the patients with an EGFR mutation, the median progression-free survival and
overall survival since erlotinib treatment were 387 days and 836 days, respectively. Conclusions. There are false-
negative results regarding the EGFR mutation status determined using the PNA-LNA PCR clamp method.
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要旨━━目的．Erlotinib が有効な EGFR遺伝子変異陰
性非小細胞肺癌において，EGFR遺伝子変異偽陰性が存
在するかを明らかにする．方法．当院でErlotinib 治療を
受けたEGFR遺伝子変異陰性非小細胞肺癌のEGFR遺

伝子変異をmodified PNA-LNA PCR clamp 法で再検査
し，Erlotinib の治療効果，予後について検討した．結果．
患者数 20．年齢中央値：64（44～77）歳．性別：女性 13．
組織型：腺癌 18，分類不能 2．臨床病期：IIIB 2，IV 13，
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術後再発 5．PS 0～1�2～：16�4．Erlotinib 投与日数中央
値：144 日．Erlotinib 開始後生存期間中央値（OS）：357
日．Erlotinib 開始後無増悪生存期間中央値（PFS）：127
日．最良効果：PR 6，SD 5，PD 9．奏効率：30.0％．EGFR
遺 伝 子 変異再解析が可 能 で あ っ た 16 例 中 8例
（50.0％）で陽性．奏効率：陰性 0％，陽性 62.5％．PFS：

陰性 47 日，陽性 387 日（p＝0.0022）．OS：陰性 218 日，
陽性 836 日（p＝0.1118）．結語．従来法では，EGFR遺伝
子変異偽陰性が存在する．
索引用語━━Erlotinib，非小細胞肺癌，PNA-LNA PCR
clamp 法，EGFR遺伝子変異陰性，ホルマリン固定パラ
フィンブロック

はじめに

Erlotinib は epidermal growth factor receptor-
tyrosine kinase inhibitor（EGFR-TKI）で あ り，EGFR
遺伝子変異陽性肺癌に対する key drug である．1-3 一方
で，EGFR遺伝子変異陰性の非小細胞肺癌においても有
効性を示すことがあり，4 EGFR遺伝子変異陰性例のう
ち，Erlotinib によってより高い効果が得られる患者群を
同定しようとする試みがなされている．BR.21 試験のサ
ブ解析では，非喫煙者で良好な成績が示されており（haz-
ard ratio（HR）0.42），OLCSG0705 試験の喫煙歴別のサブ
解析においても，喫煙者の無増悪生存期間（progression-
free survival：PFS）中央値が 1.9 ヵ月，中央生存期間
（median survival time：MST）が 8.6 ヵ月であったのに
対して，非喫煙者の PFSは 4.3 ヵ月，MSTは 12.9 ヵ月と
良好であった．5 EGFR遺伝子変異陰性の非喫煙者およ
び軽度喫煙者のみに限定して，2次治療以降でのEr-
lotinib 単 剤 療 法 の 有 用 性 を 検 討 し たNEJ006�
TCOG0903 試験では，主要評価項目である奏効率が
15.2％，stable disease（SD）以上の抗腫瘍効果が得られ
た患者における PFS中央値は 303 日と良好な成績が得
られている．6 しかしながら，NEJ006�TCOG0903 試験で
は，EGFR遺伝子変異の有無を再検査したところ，陽性例
が含まれていることが報告されている．EGFR遺伝子変
異陰性患者を対象としたErlotinib の臨床試験には，
EGFR遺伝子変異の偽陰性例が少なからず含まれている
ことが予想され，真のEGFR遺伝子変異陰性症例での
Erlotinib の臨床効果については不明な点が多い．
今回，我々は，EGFR遺伝子変異偽陰性症例を減らすた

め，nested PCR法 を 加 え たmodified PNA-LNA PCR
clamp 法を開発した．この方法を用いて，当院で診断時
EGFR遺伝子変異陰性と診断され，Erlotinib 治療を受け
た肺癌患者を対象に，診断時に用いられた検体から
DNAを抽出し，EGFR遺伝子変異の有無を再検討し，Er-
lotinib の臨床効果との関係を検討した．

方 法

対象と方法

2006 年から 2012 年までの間に非小細胞肺癌と診断さ
れ，NTT東日本関東病院にてErlotinib 治療が行われた
58 例のうち，Erlotinib 治療前の臨床検体から PNA-LNA
PCR clamp 法7で EGFR遺伝子変異を認めなかった 20
例を対象とした．
各症例の年齢，性別，組織型，病期分類，performance

status（PS），喫煙歴，治療，予後について retrospective
に調査した．
さらに，肺癌診断時の検体から再抽出したDNAを用

いて，modified PNA-LNA PCR clamp 法にて EGFR遺伝
子変異の有無を再検査した．
EGFR遺伝子変異検査方法

再検査可能な症例については，以下の nested PCR法
を加えたmodified PNA-LNA PCR clamp 法で，EGFR
遺伝子変異を再検査した．いずれも，Erlotinib 治療前に
採取された，50 μm厚のパラフィン包埋切片，ないしは細
胞診検体からDNAを抽出し，EGFR遺伝子変異検査を
実施した．
Modified PNA-LNA PCR clamp 法

検体から抽出したDNAを用いて，EGFR遺伝子の
exon 18，19，21 に対する 6種類の primer（exon 18 for-
ward primer CTTACACCCAGTGGAGAAGC， back-
ward primer GGACCTTACCTTATACACCG；exon 19
forward primer TGTCATAGGGACTCTGGATCC ，
backward primer AGCAGAAACTCACATCGAG；
exon 21 forward primer CTTGGAGGACCGTCGCTTG，
backward primer CCACCTCCTTACTTTGCCTC）を各
300 nM，1.5 mM MgCl2，AmpliTaq GoldⓇ（Life Tech-
nologies）1 unit を加え，全体で 10 μl となるように調整
し，Multiplex PCR反応を 25 サイクル（95℃，20 秒→
52℃，120 秒→72℃，120 秒）実施した．Multiplex PCR
法でのDNA増幅が特異的に起こっていることを確認す
るため， PCR産物を 4000 倍に希釈して template とし，
EGFR遺伝子の各 exon に対する 2種類の primer を 300
nM，1.5 mMMgCl2，2X SYBR Premix Ex Taq（タカラ
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Table　1.　Patient Characteristics

Total number of patients 20

Age (median, range) 64, 47-77
Gender
Female 13
Male  7
Histology
Adenocarcinoma 18
NSCLC NOS  2
Clinical stage of NSCLC
IIIB  2
IV 13
Recurrence  5
Smoking status
Never 11
Current/Ex-smoker  9
Pack-years of smokers (median) 34
Performance status
0-1 16
2-  4
Number of treatments before erlotinib treatment
None  2
1  2
2  8
3  5
4  3

NSCLC: non-small cell lung cancer; NOS: not otherwise speci-
fied.

Table　2.　Response to Erlotinib Treatment

Response

CR 0
PR 6
SD 5
PD 9

ORR (%) 30.0% (95%CI: 8.0-52.0)
DCR (%)  55.0% (95%CI: 31.1-78.9)

CR: complete response, PR: partial response, 
SD: stable disease, PD: progressive disease, ORR: 
overall response rate; DCR: disease control rate; 
95%CI: 95% confidence interval.

バイオ）を加え，全体を 25 μl に調整し，real time PCR
法（95℃，5秒→56℃，30 秒）を 35 サイクル行った．各
exon に対する primer を用いた real time PCR法での Ct
値が 13～20 サイクルであることを確認後，melting
curve analysis によりDNAの非特異的増幅がないこと
を確かめた．最後に，Multiplex PCR法で得られた PCR
産物を用いて，通常の PNA-LNA PCR clamp 法を実施し
た．
統計学的解析

PFS，全生存期間（overall survival：OS）は，Erlotinib
治療開始日を起点として調査し，Kaplan-Meier 法を用い
て算出した．統計学的解析には，IBM SPSS statics 20
を使用した．p＜0.05 を統計学的に有意と判定した．

結 果

臨床背景

症例背景はTable 1 に示す．EGFR遺伝子変異陰性非
小細胞肺癌 20 例の年齢中央値は 64 歳（47～77 歳），性別
は男性 7例，女性 13 例であった．喫煙者が 9症例で，喫
煙者の smoking index 中央値は 34 pack-years であっ
た．病理組織型は腺癌が 18 例，non-small cell lung can-
cer, not otherwise specified（NSCLC NOS）が 2例であっ

た．検体は，経気管支肺生検検体組織 12 例，手術検体組
織 5例，胸水や心嚢液の細胞は 3例であった．
臨床病期は IV期が 13 例，IIIB 期が 2例，術後再発が

5例であった．Erlotinib 投与期間中央値は 144 日（2～773
日）であった．
治療成績

治療成績をTable 2 に示す．Partial response（PR）6
例，SD 5 例で，奏効率は 30.0％，病勢制御率は 55.0％で
あった．Erlotinib 投与開始後の PFS中央値は 127 日
（Figure 1A），OS中央値は 357 日であった（Figure 1B）．
EGFR遺伝子変異検査結果

20 例のうち 16 例については，肺癌診断時の検体から
DNAを抽出してmodified PNA-LNA PCR clamp 法にて
EGFR遺伝子変異を再検査した．結果はTable 3 に示す．
再検査できた 16 例のうち 8例においてEGFR遺伝子変
異陽性（exon 19 欠失 5例，L858R 変異 3例）を認めた．
Modified PNA-LNA PCR clamp 法によるEGFR遺伝子
変異の有無別の治療成績をTable 3 に示す．EGFR遺伝
子変異陰性 8例では，SD 1 例，progressive disease（PD）
7例で，奏効率 0％，病勢制御率 0％であった．EGFR
遺伝子変異陽性 8例においては，PR 5 例，SD 2 例，PD
1 例で奏効率 62.5％，病勢制御率 87.5％と，陽性例におい
てErlotinib の臨床効果が高かった．Erlotinib 投与開始
後の PFS中央値はEGFR遺伝子変異陰性例で 47 日で
ある一方，陽性例で 387 日（p＝0.0022，Figure 1C）と陽
性例で有意な延長がみられた．OS中央値においても陰
性例 218 日，陽性例 836 日（p＝0.1118）で，陽性例で延
長した（Figure 1D）．以上からmodified PNA-LNA PCR
clamp 法を用いたEGFR遺伝子変異検査での陽性症例
はErlotnib の有効性を認めた．

考 察

当院でErlotinib 治療を行った，EGFR遺伝子変異陰性
進行非小細胞肺癌 20 例を retrospective に検討したとこ
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Figure　1.　A) Progression-free survival of the patients without an EGFR mutation treated with erlo-
tinib. B) Overall survival of the patients without an EGFR mutation treated with erlotinib. The median 
progression-free survival and overall survival times estimated according to the Kaplan-Meier method 
were 127 days and 357 days, respectively. C) Progression-free survival of the 16 patients treated with 
erlotinib with/without an EGFR mutation analyzed according to the modified PNA-LNA PCR clamp 
method. D) Overall survival of the 16 patients treated with erlotinib with/without an EGFR mutation 
analyzed according to the modified PNA-LNA PCR clamp method. The median progression-free sur-
vival estimated according to the Kaplan-Meier method was 47 days in the patients with a wild type 
EGFR mutation and 387 days in the patients with an EGFR mutation (p＝0.0022). The overall survival 
time estimated according to the Kaplan-Meier method was 218 days in the patients with a wild type 
EGFR mutation and 836 days in the patients with an EGFR mutation (p＝0.1118). ＋: censored patient.

A

C

B

D

Table　3.　EGFR Mutation Status Determined Using the 
Modified PNA-LNA PCR Clamp Method and the Response 
to Erlotinib Treatment in 16 Patients

EGFR mutation status

Wild type Mutation type

8
Exon 19 deletion: 5

L858R: 3

Response CR 0 0
PR 0 5
SD 1 2
PD 7 1

ORR (%) 0.0% 62.5% (95%CI: 19.2-100)
DCR (%) 12.5% (95%CI: 0-42.1) 87.5% (95%CI: 57.9-100)

EGFR mutation status: EGFR mutation status reanalyzed using 
the modified PNA-LNA PCR clamp method.

ろ，6 例（30％）で Erlotinib が奏効していた．Nested
PCR法を応用したmodified PNA-LNA PCR clamp 法に
より，16 例で EGFR遺伝子変異を再検査したところ，8
例（50％）に EGFR遺伝子変異（exon 19 欠失変異 5例，
L858R 変異 3例）が認められた．Modified PNA-LNA
PCR clamp 法で EGFR遺伝子変異陽性となった患者で
奏効が認められたのに対し，陰性患者では奏効が認めら
れなかった．Erlotinib 使用に際しては，EGFR遺伝子変
異の有無を確定することが重要であり，modified PNA-
LNA PCR clamp 法はその一助となると考えられた．
診断当初EGFR遺伝子変異が検出されず，再検査で

EGFR遺伝子変異が確認された症例は，すべてホルマリ
ン固定パラフィンブロックから抽出したDNAを用いて
いた．従来法でEGFR遺伝子変異が検出されなかった理
由としては，ホルマリン固定などによりDNAの断片化
が起こるため，良質なDNAを抽出できず，正確な遺伝子
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変異検査ができなかったことが考えられる．PNA-LNA
PCR clamp 法によるEGFR遺伝子変異検査の感度をあ
げるためには，腫瘍検体から良質なDNAを抽出するこ
とが重要である．ホルマリン固定パラフィンブロックか
らではなく，気管支鏡擦過細胞などの固定前の検体から
DNAを抽出し，検査を実施することが望ましい．しか
し，実臨床では，DNA検査に不適当なホルマリン固定パ
ラフィンブロックから抽出された検体で，EGFR遺伝子
変異検索を実施せざるを得ない場合もある．今回，我々
はホルマリン固定パラフィンブロックから抽出された検
体においてもmodified PNA-LNA PCR clamp 法を用い
て，より高感度なEGFR遺伝子変異検査を実施すること
ができることを示した．そして，より高感度なEGFR
遺伝子変異検査により検出されたEGFR遺伝子変異陽
性肺癌に対して，Erlotinib が高い臨床効果を示していた
ことが明らかとなった．
本研究の限界としては，retrospective な少数例を対象

とした単一施設の検討であり，他の高感度遺伝子変異検
査方法との比較検討は実施していないため，他の検査方
法で偽陰性例が存在するかは不明である．また，良質な
検体が得られやすい細胞診検体から直接抽出された
DNAで偽陰性例が存在するのかは不明である．
EGFR-TKI の適正な使用をする上で，EGFR遺伝子変

異検査は必須である．IPASS 試験では，Gefitinib の有益
性があるのは，EGFR遺伝子変異陽性群であり，陰性群
では殺細胞性抗がん剤の有益性が勝っていることが示さ
れている．8,9 したがって，EGFR-TKI を選択する場合，よ
り正確なEGFR遺伝子変異検査結果による治療選択が
望まれる．Modified PNA-LNA PCR clamp 法を併用する
ことで，一定の頻度で偽陰性症例を減らすことが可能と
思われるが，ホルマリン固定後の検体からのDNAを使
用してEGFR遺伝子変異を検討するのには限界があり，
より良質なDNA検体による正確なEGFR遺伝子変異
検査のために，rebiopsy も検討すべきと考える．
EGFR遺伝子変異陰性Erlotinib 治療例の EGFR遺伝

子変異を再解析したところ，偽陰性例が存在することが
明らかとなった．従来の臨床試験におけるEGFR陰性肺
癌に対するEGFR-TKI の臨床試験の結果の解釈には，偽
陰性症例が含まれている可能性があり，検体の種類や遺
伝子変異検査方法を踏まえての解釈が必要であると思わ
れる．また，適切な分子標的薬剤を患者に届ける上でも，
適切な検体の採取，処理，検査を考える必要があると思

われる．

本論文内容に関連する著者の利益相反：なし
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