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変異の測定に関するガイダンス」の利益相反事項の開示について
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2. 企業等の効果安全性評価委員または独立データモニタリング委員に就任しています。
3. 企業等の代表者・役員・業務執行者となっているか、もしくは株式・出資金・その他により10％以上の持分を有しています。
4. 企業等から講演料等として年間50万円以上の支払を受けています。
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8. 研究責任者となっている企業との共同研究（知的財産権についての一定配分が生じる研究）に対し、企業等から年間200万円以上の研究費の提供を受けています。
9. 「名宛人」としてその所属機関に対し年間200万円以上の研究助成（寄付）を受けています。
10. 裁判に際して、企業等からの依頼を受けて、専門的な証言・鑑定・助言・評価・コメント等に対し、年間100万円以上の報酬を得ています。
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0. 要約 
「大腸がん患者におけるKRAS遺伝子変異の測定に関するガイダンス(第1版)」1)は、公開

から5年が経過し一定の役割を果たしたものの、大腸がんの治療体系の変化や新たな抗

EGFR抗体薬効果予測因子としてのRAS遺伝子(KRAS/NRAS遺伝子）変異に関する知見が報

告されたため、より適切にRAS遺伝子の測定を行うためにガイダンスの改訂が必要になっ

た。2013年12月より上記作成委員による改訂作業を開始し、独立した評価委員による評価

を2014年2月から3月に行い、以下に示す改訂版を作成した。本ガイダンス改訂版には、抗

EGFR抗体薬療法の恩恵を得られない可能性の極めて高い患者群を選別するために行われ

るRAS遺伝子変異の測定に関する5つの基本的要件が記述されている。 

 

1) RAS 遺伝子（KRAS/NRAS 遺伝子）変異を有する患者は、抗 EGFR 抗体薬投与により

利益（延命効果、腫瘍縮小）が得られない可能性が高い。そのため現行で KRAS エクソン

2（コドン 12, コドン 13）遺伝子変異の測定のみが行われ野生型と判断されている症例に

対しても、それ以外の KRAS/NRAS 遺伝子変異の有無を追加測定することが望ましい。 

2) RAS 遺伝子変異の測定に際し、頻回の測定は不要と考えられる。測定に用いる材料は原

発巣でも遠隔転移巣でも良い。測定時期は抗 EGFR 抗体薬の投与前が推奨される。 
3）推奨される RAS 遺伝子変異検査法は、ダイレクトシークエンス法 (マニュアルダイセ

クション併用)、Allele-specific PCR 法などである。 
4) 推奨される検査材料は、ホルマリン固定パラフィン包埋組織ブロックの薄切標本である。

また、薄切標本に対応する HE 染色標本で、検査方法に応じた十分量の腫瘍細胞を確保で

きることを確認する。 
5) RAS 遺伝子変異検査は、技術および結果の質が保証された枠組みの下で実施されるべき

である。 
 

  

本ガイダンスは、刻々と進歩する大腸がん治療ならびに RAS 遺伝子を含むバイオマーカ

ーに関する新たな知見により今後も適時改訂されることに留意されたい。 
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1. はじめに 
1.1 大腸がんと EGFR 経路 
上皮成長因子受容体（epidermal growth factor receptor; EGFR）はHER1、erbB1とも呼

ばれる170kDaの膜貫通型糖蛋白受容体チロシンキナーゼであり、大腸がんの約80%に

EGFRの高発現が認められる2)。EGFRは、細胞外から上皮成長因子（epidermal growth factor; 

EGF）、amphiregulin、epiregulinなどのリガンドが結合すると、EGFRもしくは他のHERフ

ァミリー分子との二量体を形成し、細胞内チロシンキナーゼドメインの自己リン酸化を介

して活性化され、下流へのシグナル伝達が起こる。下流のシグナル経路としては

RAS/RAF/MAPK経路、PI3K/AKT/MTOR経路、JAK/STAT経路などが存在する3)。これらEGFR

経路は正常組織では細胞分化、増殖、維持に重要な役割を果たす一方、大腸がん組織では

機能亢進によりがんの増殖、浸潤、転移、生存、血管新生などに関与している4)。 

 

1.2 大腸がんに対する抗 EGFR 抗体薬 
セツキシマブはEGFRに対するマウス/ヒトキメラ型IgG1サブタイプモノクローナル抗体

薬である。細胞膜上のEGFRの抗原エピトープに結合し、リガンドとの結合を阻害すること

で細胞増殖抑制を生じる。切除不能進行再発大腸がんを対象とした臨床試験で有効性が認

められ5)、本邦では2008年7月に製造販売承認された。一方、パニツムマブはEGFRに対す

る完全ヒト型IgG2サブタイプモノクローナル抗体薬である。標準治療不応例を対象とした

臨床試験で有効性が認められ6)、本邦では2010年4月に製造販売承認された。 

 

1.3 RAS 遺伝子と RAS 遺伝子変異 
 RAS タンパクは 188-189 個のアミノ酸から成る約 21kDa の低分子グアノシン三リン酸

（GTP）結合タンパクであり、KRAS、NRAS、HRAS の３種類のアイソフォームが存在す

る 7,8)。EGFR など上流からの刺激により、グアノシン二リン酸（GDP）が RAS 分子から

離れ、代わりに細胞質から GTP が結合することで RAS は活性型となる。活性型 RAS は、

RAF、PI3K、RALGDS など 20 種類に及ぶエフェクタータンパクと結合し、下流のシグナ

ルカスケードを活性化する。一方、活性型 RAS は自身のもつ GTP 加水分解活性（GTPase）

により不活性型となる。RAS 遺伝子は、KRAS が 12 番染色体、NRAS が 1 番染色体、HRAS

が 11 番染色体に位置し、それぞれ 4 つのエクソンと 3 つのイントロンからなる。RAS 遺伝

子変異によりアミノ酸置換が生じると RAS の GTPase としての機能が低下して、恒常的な

活性化状態となり、下流にシグナルを送り続ける。この過剰なシグナルが、発がんやがん

の増殖に関与しているとされる。大腸がんでの RAS 遺伝子変異の頻度は、COSMIC

（Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer）データベースによれば KRAS 遺伝子 34.6%、

NRAS 遺伝子 3.7%、HRAS 遺伝子 0.2%と報告され 9)KRAS エクソン 2（コドン 12，コド

ン 13）の変異が多くを占める。 
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1.4 KRAS 遺伝子変異の測定に関するガイダンス第１版の作成 
2008年以降、国際学会や様々な論文で抗EGFR抗体薬の効果とKRASエクソン2（コドン

12，コドン13）変異との関連が報告され、腫瘍のKRAS遺伝子変異は抗EGFR抗体薬の負の

効果予測因子となることが明らかとなった。抗EGFR抗体薬投与前にKRAS遺伝子変異を測

定し、その効果を予測することは、患者の治療選択に非常に有益であると考えられた。し

かし、本邦では2008年当時KRAS遺伝子検査が保険償還されていなかったこと、体外診断薬

が未承認であったこと、各施設や委託臨床検査所での測定方法や検体材料の取扱いの基準

が明確でなかったこと、等多くの問題点があった。そのような背景の中、KRAS遺伝子変異

の測定をどのように実施し治療に反映するのが適切か、測定の基本的要件を明らかにする

目的で、2008年11月に「大腸がん患者におけるKRAS遺伝子変異の測定に関するガイダンス

第1版」が発行された。 

 

1.5 本邦における KRAS 遺伝子変異測定の普及 
2008年11月にKRAS遺伝子変異の測定に関するガイダンスが開示されて以降、2009年2月

にはKRAS遺伝子変異の測定が第2項先進医療（先進医療A）として承認、2010年4月には

KRAS遺伝子変異の測定が保険償還された。また、セツキシマブの薬剤添付文書も、2010

年4月にはセツキシマブの使用が初回治療への適応拡大と同時に効能・効果（使用上の注意

内）に「KRAS遺伝子変異の有無を考慮した上で、適応患者の選択を行う」と記載された。

2010年4月に製造販売承認されたパニツムマブは、効能・効果として「KRAS遺伝子野生型」

の大腸がんに適応が限定された。その後、2011年5月にはKRAS遺伝子変異の体外診断薬が

初めて保険償還され、現在では「MEBGEN™ KRAS 遺伝子変異検出キット」「TheraScreen 

®: K-RAS Mutation Kit」「OncoGuide KRAS 遺伝子変異検出キット」 が体外診断用医薬品

として承認されている（表1）。現在、「大腸癌治療ガイドライン2014年度版」10)でもKRAS

遺伝子変異型に対する抗EGFR抗体薬の使用は推奨されておらず、抗EGFR抗体薬投与前の

KRAS遺伝子変異の測定は広く普及している。 
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1.6 KRAS 遺伝子変異の測定に関するガイダンス改訂の必要性 
第1版の公開から5年が経過したが、その間、新規薬剤の承認や抗EGFR抗体薬を用いた新

規併用療法の確立により、大腸がんに対する治療体系は変化してきた。さらに2013年に入

って抗EGFR抗体薬の効果予測因子関する新しい知見が報告された。 

① 切除不能進行再発大腸がんの治療体系の変化 

大腸がんに対する抗EGFR抗体薬は当初、後方治療ラインでの治療開発が行われた。そ

の後、初回治療や二次治療における有効性も示された。また、標準治療不応例を対象に

レゴラフェニブなど後方治療で有効性を示す新規薬剤が上市され、切除不能進行大腸が

んにおける抗EGFR抗体薬療法の位置づけが変化してきている。 

② 新たな効果予測因子としてのRAS遺伝子変異の登場 

RAS遺伝子変異の測定は、最も変異が多いとされるKRASエクソン2（コドン12、コド

ン13）遺伝子で行われてきた。しかし、2013年4月以降、KRASエクソン3、エクソン4領

域ならびにNRASエクソン2、エクソン3、エクソン4領域の遺伝子変異を有する症例に対

しても、抗EGFR抗体薬が無効であることが複数の臨床試験の後解析より報告された11-16)。

また、この患者群は従来のKRAS野生型（KRASエクソン2野生型）患者の約20%と無視

できない集団であり、一次治療としてのFOLFOX療法など一部の化学療法では抗EGFR抗

体薬を併用することで元来期待される治療効果が減弱する可能性が示唆されている。 

 

1.7 RAS 遺伝子変異の測定に関するガイダンス第 2 版の目的 
本ガイダンス改訂版の目的は、RAS遺伝子変異の測定に関わる臨床医や検査担当医に

対し、RAS遺伝子変異の測定をどのように実施し治療に反映するのが適切か、RAS遺伝

子変異の測定の基本的要件を明らかにすることである。 
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2. RAS遺伝子変異を測定する基本的要件 
 

1) RAS 遺伝子（KRAS/NRAS 遺伝子）変異を有する患者は、抗 EGFR 抗体

薬投与により利益（延命効果、腫瘍縮小）が得られない可能性が高い。 
 

【注釈1】KRASエクソン2遺伝子変異症例に対する抗EGFR抗体薬の治療成績 
切除不能進行再発大腸がん患者を対象に初回治療として行われた標準的化学療法±抗

EGFR抗体薬併用療法とのランダム化比較試験（OPUS試験17）、CRYSTAL試験18)、COIN試

験19)、NORDIC-VII試験20) 、PRIME試験21)）、化学療法既治療例を対象とした化学療法±抗

EGFR抗体薬併用療法との第III相試験（EPIC試験22）、20050181試験23)、PICCOLO試験24)）、

標準治療不応例を対象とした抗EGFR抗体薬単独療法とbest supportive care (BSC)との第

Ⅲ相試験（CO.17試験25）、20020408試験26)）における解析から、KRASエクソン2（コドン

12、コドン13）遺伝子変異を有する患者群は、抗EGFR抗体薬による奏効率の上乗せや、

無増悪生存期間、全生存期間の延長を認めなかった。この傾向は、抗EGFR抗体薬の種類（セ

ツキシマブ、パニツムマブ）、治療ライン、併用化学療法の有無や種類に関わらず再現性が

認められた。また、本邦でも少数例の検討ではあるものの後ろ向きコホート研究27)や前向き

臨床試験の後解析28)から、KRASエクソン2（コドン12，コドン13）遺伝子変異が抗EGFR

抗体療法の負の効果予測因子であることが示され、欧米のエビデンスは本邦でも外挿可能

であると考えられた。一方、セツキシマブに関するランダム化比較試験（CRYSTAL試験、

OPUS試験）の後解析において、KRAS エクソン2コドン13D（G13D）変異型はKRASエク

ソン2野生型と同様にセツキシマブの効果が期待できる可能性が示唆された29)。しかし、セ

ツキシマブを用いた別の第III相試験であるCOIN試験やパニツムマブを用いた第III相試験

（PRIME試験、20050181試験、20020408試験）の後解析30)では、KRAS G13D変異型は他

のKRASエクソン2変異型と同様、抗EGFR抗体薬による効果は認められなかった。以上か

ら、KRASエクソン2（コドン12、コドン13）遺伝子変異型に対しては、どの治療ラインに

おいてもセツキシマブ、パニツムマブ投与による利益が得られない可能性が高く、抗EGFR

抗体薬の投与は推奨されない10)。 

 

【注釈 2】 RAS 遺伝子変異に関する新しい知見 
2013 年 4 月以降、パニツムマブに関する第 III 相試験（PRIME 試験 11）、20050181 試験

12)、20020408 試験 13)）において、KRAS エクソン 2（コドン 12、コドン 13）以外の KRAS

エクソン 3、エクソン 4 領域ならびに NRAS エクソン 2、エクソン 3、エクソン 4 領域の遺

伝子変異の有無とパニツムマブの効果に関する追加解析が報告された。結果、KRAS/NRAS

変異を認めない RAS 野生型ではパニツムマブの効果が期待できる一方、KRAS エクソン 2

以外の KRAS エクソン 3、エクソン 4 領域、NRAS エクソン 2、エクソン 3、エクソン 4 領

域の変異を有する症例ではパニツムマブの上乗せ効果が期待できない結果であった（表 2、
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表 3）。さらに、KRAS エクソン 2 変異型とそれ以外の KRAS/NRAS 変異型で分けた解析で

も、同等にパニツムマブの上乗せ効果が期待できない結果であった。 

また、セツキシマブのランダム化比較試験（OPUS 試験 14））でも同様に、KRAS/NRAS

変異を認めない RAS 野生型でのみセツキシマブの効果が期待できる傾向が認められた。さ

らに、初回治療例を対象に抗 EGFR 抗体薬併用療法とベバシズマブ併用療法を比較したラ

ンダム化比較試験（FIRE-3 試験 15）、PEAK 試験 16)）においても、RAS 野生型ではベバシ

ズマブ群と比較し抗 EGFR 抗体薬併用群で生存期間の延長が認められた。以上、ランダム

化比較試験のサンプルを用いた prospective-retrospective analysis31)の結果、従来の KRAS

エクソン 2 変異だけでなく、KRAS エクソン 3、エクソン 4 領域、NRAS エクソン 2、エク

ソン 3、エクソン 4 領域の変異型に対し、抗 EGFR 抗体薬投与による利益が得られない可

能性が高く、欧米のガイドライン 32)や添付文書 33, 34)では抗 EGFR 抗体薬の投与は推奨され

ていない。 
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細胞株を用いた検討で、RAS 遺伝子のコドン 12, 13, 59, 61, 117, 146 変異は、RAS タン

パクの恒常的活性化、腫瘍細胞増殖速度の上昇、下流の増殖シグナルの活性化が誘導され

る。一方、変異 RAS が腫瘍細胞に与えるこれらの影響が、それぞれの変異コドンや変異ア

ミノ酸により異なるかどうかについては、現在のところ明確になっていない 35-38)。また、

臨床においても KRAS 遺伝子コドン 146 変異型大腸がんで、後方ラインの抗 EGFR 抗体（＋

イリノテカン）併用療法によって奏効が認められたといういくつかの報告があり 39)、現在

のエビデンスでは、全てのコドン変異が同様に抗 EGFR 抗体薬による利益が得られないの

か充分なデータが揃っているとは言えない。しかし、各臨床試験で測定されたコドン（表 4）

に多少の違いはあるものの、RAS 変異型で抗 EGFR 抗体薬の上乗せ効果がなかった点は再

現性があり、よって、RAS遺伝子変異の測定に際してはKRAS/NRAS遺伝子のコドン12, 13, 

59, 61, 117,146 変異の有無を測定することが望ましい。そのため、現行で KRAS エクソン

2（コドン 12, 13）遺伝子変異の測定のみが行われ野生型と判断されている症例に対しても、

それ以外の KRAS/NRAS 遺伝子変異の有無を追加測定することが望ましい。 
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【注釈 3】 RAS 変異不明例の取扱い 
RAS 遺伝子変異の測定を試み、いずれかのエクソンに変異が認められれば、他のエクソ

ンが測定不能であった場合でも RAS 変異型とする。測定不能・未測定のエクソンがあり、

かつ測定可能な他のエクソン領域に変異が認められなかった場合は、RAS 野生型とも RAS

変異型とも判断せず RAS 不明例として扱う。測定不能の原因としては検体および検査方法

の 2 つが考えられる。測定不能の原因が検体不良であると考えられる場合には、可能な限

り保存腫瘍組織の再提出や新たな腫瘍組織の採取を試みる。検査方法が原因と考えられる

場合は、後述する 2. RAS 遺伝子変異を測定する基本的要件 5) を満たした検査法で再検査

を行うことを推奨する。RAS 不明例に対する抗 EGFR 抗体薬投与の是非は、①測定不能・

未測定のエクソン（またはコドン）の変異頻度、②RAS 変異型であった場合に治療効果が

得られないこと、③抗 EGFR 抗体薬の副作用、④抗 EGFR 抗体薬以外の別の治療選択肢等

を勘案して判断する。 

 

【注釈 4】RAS に対する規制当局などの動向 
欧州医薬品庁は前述した 1) 注釈 2 のエビデンスに基づき、2013 年 9 月に「パニツムマ

ブの投与対象を RAS 野生型に限定して推奨することに変更した添付文書」を掲載した。ま

た、セツキシマブも同様に投与対象を RAS 野生型に限定する旨の改訂が行われた。本邦な

らびに米国食品医薬品局（FDA）でも同様の改訂に向けた審議が行われている。また、米

国の NCCN ガイドライン 32)でも 2014 年 Version 3 より抗 EGFR 抗体薬投与の適応が治療

ラインに関わらず KRAS 野生型から KRAS/NRAS 野生型に変更となった。現在、本邦では

KRAS 遺伝子変異の測定の保険適用に関しては、「D004-2 悪性腫瘍組織検査」として保険

償還されている（患者１人につき１回限りの算定）が、NRAS を含む RAS 遺伝子変異の測

定は現時点で保険未承認である（備考を参照のこと）。  

11

RAS遺伝子変異ガイダンス第2版v1.0



2) RAS 遺伝子変異の測定に際し、頻回の測定は不要と考えられる。測定に用

いる材料は原発巣でも遠隔転移巣でも良い。測定時期は抗 EGFR 抗体薬の投

与前が推奨される。 
 

【注釈 1】RAS 遺伝子変異の頻度 
RAS 遺伝子の点突然変異は大腸がんの初期に起こると報告されており、大腸がんの病期

に関わらず一定の頻度で検出される（表 5）40,41)。KRAS エクソン 2（コドン 12、コドン

13）変異の頻度は大腸がんの約 35-40％であり、欧米と本邦の報告で差を認めない。欧米を

中心に行われた臨床試験によると、KRAS エクソン 3、4 ならびに NRAS エクソン 2、エク

ソン 3、エクソン 4 の頻度は合わせて 10-15% (KRAS エクソン 2 野生型の約 20%)である（表

6）。なお、NRAS エクソン 4（コドン 117, 146）変異の頻度は、全大腸がんの 0.3%未満と

極めてまれである。日本人での KRAS エクソン 2 以外の KRAS/NRAS 遺伝子変異頻度に関

する詳細な報告は少なく、今後の検討課題である。 
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【注釈 2】原発巣と転移巣との RAS 遺伝子変異の一致 
大腸がん原発巣と転移巣での RAS 遺伝子変異を比較検討した報告によれば、原発巣に

RAS 遺伝子変異を伴えば転移巣でも一致して変異を有するとされ、その一致率はメタアナ

リシスにて 93%と報告されている 42)。 

 

【注釈 3】手術組織検体と内視鏡下生検検体での RAS 遺伝子変異の一致 
RAS 遺伝子変異は大腸がん発生の初期に起こることから、腫瘍の粘膜と浸潤部での RAS

遺伝子変異の有無は概ね一致すると考えられ、同一症例にて手術組織検体と内視鏡下生検

検体での KRAS エクソン 2 遺伝子変異の一致率は 97%以上と報告されている 43)。 

 

【注釈 4】二次的な RAS 遺伝子変異 
抗 EGFR 抗体薬を含まない化学療法では、二次的な RAS 遺伝子変異はまれである 44)。

一方、抗 EGFR 抗体薬を含む治療を行った後には二次的な RAS 遺伝子変異の出現が報告さ

れている 45)。ただし、この獲得変異が抗 EGFR 抗体薬の効果予測因子となるかを含め臨床

的な意義は現時点では不明である。 
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3) 推奨される RAS 遺伝子変異検査法は、ダイレクトシークエンス法 (マニュ

アルダイセクション併用)、Allele-specific PCR 法などである。 

 

【注釈 1】推奨される RAS 遺伝子変異検査法 
腫瘍 DNA から目的遺伝子領域を増幅し、直接塩基配列を明らかにするダイレクトシーク

エンス法（サンガー法など）は、RAS 遺伝子変異の検査法として推奨される。また、アリ

ル特異的なプライマーを用いて増幅し、標的とした変異の増幅の有無を判定する

allele-specific PCR 法も、RAS 遺伝子変異の検査法として推奨される。ダイレクトシークエ

ンス法は、未知の遺伝子変異も検出することができる利点がある一方、その測定感度限界

は腫瘍含有量で 10-25%（正常細胞の中に RAS 遺伝子変異を含む腫瘍細胞が 10-25%以上の

とき RAS 遺伝子変異が検出可能）であり、allele-specific PCR 法と比較すると低い。よっ

て、ダイレクトシークエンス法による RAS 遺伝子変異検査を行う場合は、腫瘍細胞の割合

ができるだけ高くなるように領域をマーキングし、その後マーキング部分の腫瘍組織を用

手的に採取する方法（マニュアルダイセクション）46)等を併用することが必須である。 

 

【注釈2】最適な測定感度 
各臨床試験で実施されたRAS遺伝子変異の検査法は、ダイレクトシークエンス法（PRIME

試験、20050181試験、20020408試験、PEAK試験）、SURVEYOR法（PRIME試験、20050181

試験、20020408試験、PEAK試験）、次世代シークエンサー法（20020408試験）、パイロシ

ークエンス法（FIRE-3試験）、BEAMing法（OPUS試験）である。これらの検査法の測定感

度限界は、最も感度の低いダイレクトシークエンス法では10-25%、最も感度の高い

BEAMing法で1%未満、それ以外の検査法の測定感度は概ね1-10%であったが47-49)、検査法・

検出感度にかかわらずRAS変異型に対して抗EGFR抗体薬が無効であることが再現されて

いる。以上から、現時点では最適な測定感度は明らかでないものの、測定感度限界1-10%の

検査法を考慮すべきである。 
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4) 推奨される検査材料は、ホルマリン固定パラフィン包埋組織ブロックの薄切

標本である。また、薄切標本に対応するHE染色標本で、検査方法に応じた十分

量の腫瘍細胞を確保できることを確認する。 
 

【注釈1】推奨される検査材料 
検査材料としてはホルマリン固定パラフィン包埋組織ブロックが推奨される。検査方法

に応じた十分量の腫瘍細胞の存在が組織学的に確認できれば、新鮮凍結組織を検査材料と

して使用しても良い。また、腫瘍由来の血漿中遊離DNAや血液循環腫瘍細胞などを検体と

したRAS遺伝子変異検査の妥当性や有用性については、今後の検討課題である。 

 

【注釈2】検体を選ぶ際の注意点 
病理標本上で腫瘍細胞と正常細胞（間質細胞）の大まかな面積比率を確認し、がん組織

が全体の50％以上を占めているものを検体とするのが望ましい。腫瘍細胞の占める面積が

少ない検体を用いてダイレクトシークエンス法など測定感度の低い検査法によりRAS遺伝

子変異の検査を行う場合には、手術材料の場合にはマニュアルダイセクション等を併用し

腫瘍細胞の比率を高める。生検材料などの腫瘍細胞の選択的な回収が難しい場合にはでき

るだけ腫瘍細胞比の高い検体を用いるように努める。また、アポトーシスや壊死を起こし

ている部分は、すでにDNAが分解しているため、材料としては適さない。生検材料、原発

巣手術材料、再発後の肝転移巣手術材料など、複数の材料が存在する場合には、保存期間

が短い、組織内の腫瘍細胞量が多い、薬物療法や放射線療法などの前治療による組織への

影響が少ない、等を勘案して、RAS遺伝子変異検査に用いる材料を選定する。検査に必要

な薄切標本枚数は、生検材料か手術材料か、用いる測定方法等により大きく異なるため、

担当病理部門や検査会社等と事前に協議しておく。 

 

【注釈3】ホルマリン固定の注意点 
ホルマリン固定パラフィン包埋組織ブロックは、ホルマリン固定によるDNAの変性等に

より、DNAの断片化が生じる。そのため、特にダイレクトシークエンス法での検査を行う

場合には、各医療施設での病理標本固定条件（ホルマリン濃度、中性緩衝/非緩衝、浸漬時

間、固定組織の大きさや分割の仕方など）がDNAの保存性の良否を大きく左右することに

留意が必要である。固定液としては、10%中性緩衝ホルマリンが推奨される。 

また、固定時間は組織の大きさによるが、目安として6-48時間とされている。1週間を超

える浸漬時間ではDNAの断片化が進み遺伝子変異検査には適さないとの研究報告がある。

ホルマリン固定パラフィン包埋組織ブロックから切り出された薄切組織切片は、経時的劣

化が認められるため、薄切後できるだけ早くDNA抽出を行う50)。 
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5) RAS遺伝子変異検査は、技術および結果の質が保証された枠組みの下で実施

されるべきである。 
 

【注釈1】検査の質保証に関するガイドライン 
検査施設は、解析方法の質を設定し維持することにより、検査結果が妥当であることを

保証する責務がある。そのために、国際標準化機構（ISO）の定める国際規格（ISO/IEC 17025、

ISO15189など）等の認定を取得する、もしくはそれに類似する定期的な外部監査を伴う外

部審査が行われることが望ましい。検査の質保証（quality assurance (QA)）は、「OECD 

Guidelines for Quality Assurance in Molecular Genetic Testing」51)、「遺伝子関連検査に関す

る日本版ベストプラクティスガイドライン（暫定文書）」50)に準拠して行われるべきである。 

 

【注釈2】質保証に必要な検討項目 
検査は、標準操作手順書（SOP）を作製したうえで実施する。欧州のQAプログラムでは、

検査法のvalidationのための検討事項として、下記のとおり記載されている52)。 

・DNA抽出のために最低限必要な腫瘍組織量（割合）、切片の厚さ 

・検査実施に必要な固定方法の条件（パラフィン、凍結等） 

・検査実施に必要なDNAの質、量、濃度 

・変異アレルと正常アレルとを区別するのに必要なcut-off値 

・がん細胞株等のサンプル等による希釈系列を用いての感度測定 

・別の検査法との検査結果の正確度の比較 

・再現性の検討 

・ロバスト性検証（各DNA濃度における検討、手動・自動装置間の違い等を含む） 

また、各検査室は下記のsuccess rate（推奨レベル）を保証することが望ましい。 

・DNA抽出が95%以上のサンプルで可能であること 

・RAS遺伝子変異検査の正しい結果が97%以上のサンプルで得られること 

 

【注釈3】結果報告書に必要な記載項目 
RAS遺伝子変異検査の結果報告書には少なくとも次の内容を含むことが推奨される53, 54)。  

 ・検討（提出）組織の適切性（推定される腫瘍細胞占有率および固定状態）  

 ・検査に用いた方法（サンガー法、パイロシークエンス法、PCR-rSSO法など） 

・用いたダイセクションの方法（レーザーキャプチャーマイクロダイセクション法、顕微

鏡併用のマニュアルダイセクション法, 肉眼観察でのマニュアルダイセクション法,  

腫瘍細胞選択操作なし、など） 

・検査を行ったKRAS/NRAS遺伝子のコドン部位（試みたコドンをすべて記載） 

・各コドンの変異の有無（変異あり、変異なし、評価不能） 

・変異パターン（G12A, G12Dなど特定されたパターン、もしくは変異パターン不明） 
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3. 備考 
3.1  2014年4月現在、本邦においてRAS遺伝子変異の測定は保険適用未承認で

ある。 
 

KRAS遺伝子変異の測定はは「D004-2 悪性腫瘍組織検査」に「KRAS遺伝子検査（2,100

点）」として保険適用されている。しかし、NRAS遺伝子変異の測定が現時点で保険が適応

されないことから、真のRAS遺伝子変異測定は保険未承認である。臨床現場や各種学会か

らのRAS遺伝子変異測定への保険承認の要望が出ており、早急な対応が期待されている。

なお、日本臨床腫瘍学会から提出された厚生労働大臣への要望事項は下記のとおりである。 

 

＜要望事項＞ 

1．治癒切除不能な進行・再発大腸癌に対する抗 EGFR 抗体薬の RAS（KRAS および NRAS）

遺伝子変異例に対する投与条件追加（添付文書改訂）における承認 

2．RAS（KRAS および NRAS）遺伝子変異検査の迅速な体外診断薬承認かつ保険適用 

3．抗 EGFR 抗体薬の添付文書改訂と RAS 遺伝子検査保険償還の同時期承認 

4．現 KRAS 遺伝子測定における診療報酬の算定「D004－2 項」における KRAS 遺伝子か

ら RAS 遺伝子への変更、並びに、KRAS 検査後の RAS 後追検査の容認 

 

 

3.2 本ガイダンスは全委員による討議をもとに作成されたが、吉野委員は新規RAS遺伝子

変異検査試薬の臨床性能試験（UMIN000011784）の主任研究者のため2. RAS遺伝子変異を

測定する基本的要件3)の討議には加わらなかった。 
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