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研究成果の概要（和文）：ヒト胃癌検体から抽出されたDNAを用いて、アレイCGH法による包括的な遺伝子コピー
数解析を施行した。その結果から、血管内皮増殖因子A (Vascular endothelial growth factor A: VEGFA) を含
む染色体領域の増幅が示唆された。VEGFA遺伝子の増幅はFISH法により追認された。続いて胃癌におけるVEGFA遺
伝子増幅の頻度を算出したところ約4%であった。免疫組織学的検討により、遺伝子増幅の程度とタンパク発現の
強度には有意な正の相関が確認された。VEGFA遺伝子の増幅が確認された胃癌検体においては、腫瘍微小環境に
含まれるM2型マクロファージの減少が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Genome-wide copy number analysis in human gastric carcinoma identifed an 
amplified gene locus including vascular endothelial growth factor A (VEGFA). VEGFA gene 
amplification was validated by fluorescence in situ hybridization assay. The levels of VEGFA gene 
amplifications were positively associated with the levels of VEGFA protein expressions. VEGFA gene 
amplification with VEGFA overexpression suggested to be associated with decreased M2 macrophages at 
the tumor front in gastric cancer.

研究分野： 病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胃癌においては、現在、HER2に対する分子標的治療薬であるTrastuzumabおよびVEGFR2に対する治療薬である
Ramucirumabが使用されている。
　今後は臓器横断的な薬剤開発により、分子標的治療薬の急増が予想される。そしてこれらの治療薬の対象とな
る患者選定のための効果的なマーカーも必要とされることとなる。
　本研究における胃癌検体に対する包括的な遺伝子コピー数の解析の結果から、VEGFA遺伝子を含む染色体領域
の増幅が示唆された。VEGFAは分子標的治療であるBevacizumabの標的遺伝子であり、その遺伝子増幅は投薬の適
応となる患者選定のためのマーカーとして使用できる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1)切除不能な胃癌や再発した胃癌に対しては、薬物療法が主体となる。特に近年は、従来の化
学療法に加えて、分子標的治療薬として HER2に対する治療薬である Trastuzumabおよび VEGFR2
に対する治療薬である Ramucirumab、免疫チェックポイント阻害剤である Nivolumab が承認お
よび使用されている。 

HER2(human epidermal growth factor receptor 2) 陽性乳癌に対して有効である Trastuzumab
が、同じように HER2陽性胃癌にも有効であるとして治験が行われた経緯などから、今後は特定
の臓器を対象とするのではなく、臓器横断的にバイオマーカーを標的（biomarker oriented）
として薬剤開発が進められる可能性が示されたことになり、他の癌で既に承認されている多く
の分子標的治療薬が、その遺伝子の変異を有する胃癌に対しても適応される可能性が高いと予
想され、実際に行われようとしている。  

Trastuzumab による分子標的治療薬の対象となる患者の選定は、病理医による免疫組織学的
方法を用いた HER2 タンパクの過剰発現の判定あるいは、Fluolence in situ Hybridization 
(FISH)/Dual Color in situ Hybridization (DISH)による HER2遺伝子増幅の判定に基づく。そ
してその判定は、副作用や高額な医療費による患者の心理や医療経済への負担を考えると、よ
り厳密に行われるべきである。 
(2)分子標的治療薬には、「薬剤抵抗性」の問題もある。例えば、PIK3CA遺伝子の変異や、PTEN
遺伝子の欠損を有する患者は、Trastuzumab による治療に抵抗性を示すことが示唆されている
ため、その治療の対象からは除外される。分子標的治療薬が増加すると、多数の治療薬に対し
て「薬剤抵抗性」を示す症例を除外する必要が生じる。 
(3)分子標的治療薬の投与により一度腫瘍は縮小するが、そのほとんどは比較的短期間に再発す
る。そのメカニズムとしては、①分子標的治療薬の対象となる遺伝子あるいはシグナル伝達経
路上の遺伝子変異が新たに起こる、あるいは②別の独立した遺伝子あるいはシグナル伝達経路
によることが想定される。 
このような「薬剤耐性」を獲得した腫瘍を有する症例に関しても、治療対象から除外すること
が必要となる。 
 
２．研究の目的 
胃癌に対する分子標的治療薬およびその標的遺伝子が急増しつつあるため、またその治療薬に
対する「薬剤抵抗性」を示す症例を除外するため、さらに治療後の「薬剤耐性」を示す症例を
除外するために、胃癌の全ゲノムに対する遺伝子増幅の情報を包括的に得ることにより、それ
らに対する効果的なマーカーを検索することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 胃癌のホルマリン固定パラフィン包埋(Formarin fixed paraffin embedded: FFPE)検体を、
年齢、性別、壁深達度、リンパ節転移、遠隔転移、全生存期間(Over all survival: OS)、無増
悪生存期間(progression-free surviva: PFS)および、無病生存期間(disease-free survival: 
DFS)などの臨床病理学的な情報とともに収集した。 
(2)選出された胃癌の FFPE検体からゲノム DNAを抽出した後、そのゲノム DNAに対しアレイ CGH
法を施行することにより、全ゲノムにわたるコピー数変化に関するデータを得た。得られたデ
ータからは、専用のソフトウエアを用いることにより、ゲノム上の各々の遺伝子に対して対照
となる非癌部の DNAと比較することにより相対的なコピー数増加の程度を知ることができた。 
同様なアレイ CGH法による解析を胃癌検体５検体に対して行った。 
(3) アレイ CGH法の結果、非癌部と比較して４倍以上のコピー数の増加が示唆された染色体領
域に含まれる遺伝子から、Trastuzumab、Ramucirumabがそれぞれにおいて関与する上皮成長因
子(epidermal growth factor: EGF)、血管内皮増殖因子 (Vascular endothelial growth factor: 
VEGF)およびその受容体などのシグナル伝達経路からまず第一に、分子標的治療薬の対象となる
患者選別のためのマーカー遺伝子の候補として VEGFA遺伝子を選出した。 
(4)おおよそ 100 例の胃癌検体における VEGFA 遺伝子増幅の頻度を Multiplex 
Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)法を用いることにより測定し、胃癌総数に対
する頻度を算出した。 
(5)VEGFA 遺伝子増幅は、それぞれ FISH 法に
より確認された。 
(6)FISH 法において、遺伝子増幅が確認され
た検体および遺伝子増幅が認められない検
体に対して、それぞれ VEGFAタンパクに対す
る免疫染色を行い、その染色の強度を３段階
に分けて評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 胃癌の FFPE 検体に対するアレイ CGH
のプロファイルをに示す（図１）。ゲノムの
広い領域においてコピー数の増加が見られ 図１ 胃癌における遺伝子コピー数増減のプロファイル 

 



たが、高度な増幅（４倍以上）を示した領域に限るとそこに含まれる遺伝子はせいぜい 20程度
と意外に少ないことが推測された。 

それらの遺伝子のうち、胃癌においてすでに治療に使用されている Ramucirumab は、VEGFR2
を標的としているため、VEGFR2のリガンドとして知られている VEGFAが治療適応の判定のマー
カーとなりうるか検討することとした。 
(2) VEGFA 遺伝子増幅を確認するために、そ
の遺伝子を含む染色体領域に対して FISH 
probe を作成し、胃癌 FFPE検体約 100例に対
して FISH 法を施行した（図２）。胃癌検体全
体に対する VEGFA遺伝子増幅の頻度は約 4%で
あった。 
(3)VEGFA 遺伝子増幅を示す胃癌検体および
遺伝子増幅の見られない検体に対して、免疫
組織学的検討を行った。 

免疫染色は、その発現の強さにより評価し
３段階に分類した（図３）。 
VEGFA 遺伝子増幅の程度と VEGFA の発現強度
の相関を検討したところ、有意な正の相関が
確認された。  

(4) タンパクの過剰発現を伴う VEGFA遺伝子
増幅と、年齢、性別、進行度、リンパ節転移、
脈管侵襲などの臨床病理学的な因子との相関
を検討したが、有意な相関を示すものは得ら
れなかった。その原因としては、VEGFA 遺伝
子増幅を示す胃癌の頻度が 4%と低いため、統
計学的に十分な評価ができなかったことも関
与している可能性がある。 
(5) VEGFA 遺伝子増幅と臨床病理学的因子と
の関連が明らかではなかったため、腫瘍微小
環境に着目し、その遺伝子増幅が腫瘍内血管
密度 (Micro vessel density: MVD)に対する
影響を検索する目的で、VEGFA 遺伝子増幅を
示す胃癌検体および遺伝子増幅の見られない
検体に対して、CD34 および CD31 の免疫染色
行い、MVD を評価したが、統計学的に有意な
差は認められなかった。 
(6)続いて、腫瘍微小環境に含まれる炎症細胞の分布に着目した。腫瘍微小環境に存在する
炎症細胞のうち腫瘍細胞の近傍に見られるものは、腫瘍随伴マクロファージ (Tumor 
associated macrophage: TAM)と呼ばれ、腫瘍形成に関与していることが示唆されている。
腫瘍随伴マクロファージは M1型と M2型に分類されており、特に M2型マクロファージは腫
瘍形成に対して促進的に働くことが示唆されている。胃癌の腫瘍微小環境における M2マク
ロファージの数や分布と、VEGFA 遺伝子増幅との関連を検索するため、M2型マクロファー
ジで発現することが示唆されている CD163に
対する抗体を用いて免疫染色を行うことによ
り、腫瘍周囲における CD163 陽性細胞の数お
よび分布を検索した。VEGFA 遺伝子増幅が認
められた胃癌検体においては、増幅を認めな
い腫瘍と比較して腫瘍周囲における CD163 陽
性細胞数の減少が認められた（図４）。 
以上の結果から、約４%のヒト進行胃癌にお

いては、VEGF タンパクの過剰発現を伴う
VEGFA 遺伝子増幅がその形成に関与している
ことが示唆され、そのメカニズムとして

CD163陽性の M2型マクロファージの減少が関
与する可能性があることが示唆された。 
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