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研究成果の概要（和文）：　HER2タンパクを標的としたハーセプチンは、HER2陽性の転移性胃癌に対して使用さ
れているが、治療抵抗の機序については明らかになっていない。また、ハーセプチン治療中の腫瘍組織を用いた
研究の報告は数少ない。本研究により、治療後にHER2タンパクの発現が消失する症例が約4割ほど存在し、
IGF-1Rというタンパクが高発現する症例が治療後に増加することが示された。一方で、他の分子標的治療の効果
に抵抗性となるKRAS, BRAFの遺伝子変異を有する症例でも、ハーセプチン治療の効果が認められた。また、HER2
遺伝子(コピー数)の増幅がある症例では、ハーセプチン治療の効果が得られやすい傾向があった。

研究成果の概要（英文）：  Trastuzumab is an active HER2 targeted drug and approved for HER2-positive
 GC patients. The mechanism of the resistance to trastuzumab is unclear and there were few reports 
to evaluate the RTKs protein expression and genetic alterations by using tumor tissues during the 
treatment. Our study indicated that HER2 expression disappeared during the treatment of trastuzumab 
in 42% of HER2-positve GC patients. In addition, the frequency of patinets with high IGF-1R 
expression statistically increased after treatment. Somatic mutations such as KRAS and BRAF were 
observed in a part of patients. Although these mutations was reported as the resistance to several 
molecular target drugs, HER2-positive patients with these mutations achieved response to trastuzumab
 in our study. HER2 copy number was also evaluated by digital PCR. High copy number of HER2 at 
pre-treatment was associated with good response of trastuzumab and long duration of the treatment 
with trastuzumab.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 本研究は、転移性胃癌に対するハーセプチン治療中における腫瘍細胞のタンパク発現ならびに遺伝子変化を評
価した。これらの腫瘍細胞におけるタンパク発現や遺伝子変化は、分子標的治療薬の治療効果を予測するマーカ
ーとなったり、新たな治療標的として新たな治療開発に繋がる重要な知見となる。HER2発現のみならず、HER2以
外のタンパク発現や、癌関連遺伝子も、ハーセプチン治療中に変化が認められている。本研究で得られたたんぱ
く発現や遺伝子変化のプロファイルは、今後、血液を用いたcfDNAによる網羅的遺伝子解析や新たな治療開発に
発展させることが可能であり、学術的ならびに社会的意義は大きいと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 
(1) 近年の新規薬剤の開発における恩恵にも関わらず、切除不能進行胃癌は依然として予後不
良である。抗 HER2 抗体を含む化学療法は HER2 陽性胃癌に有効である一方で、抗体薬の耐性獲
得が問題となっている。HER2 陽性乳癌においては、ハーセプチン以外にも、ラパチニブ、ペル
ツズマブ、T-DM1 といった抗 HER2 治療薬の有用性が認められているが、胃癌においては T-DM1
の有用性は大規模試験では証明されなかった。乳癌と異なり、胃癌は形態学的、分子学的にも
不均一である特徴が影響している。 
 
(2) HER2 陽性乳癌では、HER2 細胞外ドメイン(ECD)の脱落、p95 HER2 の発現、PI3K/AKT 経路や
MARK 経路の活性化、PTEN 発現低下,、FcγRⅢa 遺伝子多型、MET 経路や IGF-1R 経路の活性化
などがハーセプチンの治療抵抗性に関与していると報告がされているが、HER2 陽性胃癌で同様
の結果になるとは限らない。HER2 陽性進行胃癌におけるハーセプチン治療の大規模なバイオマ
ーカー研究はなく、治療抵抗性に関わる機序に関してはいまだに不明な点が多い。抗 HER2 薬剤
の耐性獲得に関連する分子機構を解明し、新たな診療体系を構築することは非常に重要である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、HER2 陽性切除不能胃癌のハーセプチン治療の前向き臨床試験の治療前後、増悪
時の臨床検体を用い、抗 HER2 療法の治療効果、治療抵抗性にメカニズムを解明するために行う。
申請者がこれまで行ってきた消化器癌における抗体治療の予後ならびに抵抗性に関わる遺伝子
解析や血清タンパク解析を発展させ、治療開始前の抗 HER2 療法の治療効果予測・予後ならびに
治療抵抗性に関わる分子を同定する。具体的には、免疫生化学染色(IHC)、次世代シークエンス
(NGS)を用いて、経時的に腫瘍組織内の主要な受容体チロシンキナーゼ（RTK）の発現ならびに
網羅的な遺伝子変化を解析する。これまでの研究成果と本研究の解析結果を統合的に評価し、
今後の新たな前向き臨床研究につなげることを目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1) HER2 陽性切除不能進行胃癌に対するハーセプチン治療のバイオマーカー探索前向き臨床試
験では、約 20症例の登録が得られており、研究事務局で臨床情報をすべて管理している。すべ
ての参加施設は各施設の倫理委員会の承認を得ている。ハーセプチンを含む化学療法の治療開
始前、治療中、病勢増悪時に原発巣から生検が行われており、腫瘍組織は FFPE ブロックとして
保管されている。各施設で保管された FFPE ブロックは、免疫染色ならびに遺伝子解析に使用す
る未染色スライドとして匿名連結化のもとで、国立がん研究センター中央病院の研究事務局で
一旦保管された状態であることから、解析予定である金沢大学ならびに埼玉県立がんセンター
に郵送され、本申請者の研究室にて厳重に保管される。研究事務局は、患者背景、治療内容、
治療効果、生存期間などの臨床データを各施設から定期的に収集し、臨床情報のアップデート
を行う。本研究の解析結果がでるまで治療データの追跡を行い、臨床データをまとめる。 
 
(2) 胃癌のハーセプチン治療における治療前、治療中、病勢増悪時の FFPE ブロックから 3μm
厚の未染色スライドを作成し、現在治療標的薬が存在する代表的なRTKであるEGFR、HER2、HER3、
MET、IGF-1R、FGFR などの免疫染色を行う。RTK 発現スコアは、腫瘍組織の 10％以上を占める
最も強い発現強度と定義し、0（発現なし）～3+（強発現）で評価を行う。治療前の発現変化と
治療後に新たに現れる発現変化を別々に評価し、耐性機序を検討する。金沢大学ならびに埼玉
県立がんセンターにおいて FFPE 検体から DNA を抽出し、抽出した DNA の質ならびに濃度を評価
する。上記施設にある次世代シーケンサー（MiSeq）を用いて、網羅的な遺伝子変化を解析する。
治療前の遺伝子変化と治療後に新たに現れる遺伝子変化を、別々に評価する予定である。測定
ならびにデータ解析にあたって、研究協力施設である札幌医科大学フロンティア医学研究所の
指導を受ける。遺伝子変異、発現変化をとりまとめる。 
 
(3) RTKｓのタンパク発現(IHC)と NGS による遺伝子情報を統合し、患者ごとの分子プロファイ
ルを作成する。最終的に臨床情報をアップデートし、ハーセプチン治療における奏効ならびに
生存期間のデータを解析し、ハーセプチン治療における奏効群と非奏効群、予後良好群と予後
不良群における分子プロファイルの違いを検証する。治療開始前の分子プロファイルからは治
療効果予測や予後マーカーの検証を行い、治療後、病勢増悪時のプロファイルからは、初期耐
性、獲得耐性に関連する分子の同定を行う。 
 
４．研究成果 
 切除不能・進行再発胃癌に対するハーセプチンの耐性機序を評価するため、ハーセプチン治
療を行う HER2 陽性患者でハーセプチン治療を行う患者を前向きのバイオマーカー試験として
登録し、治療開始前、治療初期、治療中止時に腫瘍組織を採取した。最終的に、20 症例の患者
が登録され、臨床背景ならびに治療効果を評価した。採取した腫瘍組織から DNA を抽出し、IHC
による RTKs のタンパク発現、NGS による網羅的な遺伝子変異・増幅の変化(Ion AmpliSeq Cancer 
Hotspot Panel v2)、digital PCR による HER2 増幅の変化を評価した。 



 
(1) 腫瘍組織におけるタンパク発現（IHC）の変化 
 本研究では、HER2 以外にも、EGFR、HER3、c-MET、FGFR2、IGF-1R のタンパク発現を免疫染色
で評価した（図 1）。治療開始前の腫瘍組織で、HER2 の免疫染色を再度行ったところ、1症例が
HER2 陰性であることが分かり、19症例を対象に評価を行った。全例が HER2 陽性であり、75％
で IHC 3+、25%で IHC 2+/FISH 陽性であった。RTKｓの中では、FGFR2 のタンパク発現の頻度が
高い傾向が認められた。少数例の検討ではあるが、治療前の RTKs のタンパク発現とハーセプチ
ン治療効果の関連性は低かった。治療開始後ならびに治療中止時の発現に関しては、HER2 発現
は治療中止時には 42％の患者で消失していた。EGFR、HER3、c-MET などは、治療後も高発現（≧ 
IHC2+）の症例が 3割程度あった。FGFR2 高発現の症例が、治療中止時は最も頻度が高く認めら
れた。IGF-1R の発現に関しては、治療前は高発現の症例は少ないが、治療中止時には有意に高
発現の症例が増えていた。 

 
 

 
 

 
(2) 遺伝子変異の変化 
治療開始前から治療中止までの遺伝子変異の変化を図 2に示す。治療前の遺伝子変化として、
TP53 変異の頻度が最も高かった。また、少数例ではあるが KRAS、BRAF、SMAD4、CDKN2A の変異
が認められた。これらの遺伝子変異は、ハーセプチン治療に奏効した症例に認められることか
ら、ハーセプチンの初期耐性とは関連が少ないと考えられた。治療中の変化としては、TP53 変
異がどのタイミングにおいても最も頻度が高く、その他の遺伝子変異の頻度は低かったが、
PIK3CA、PTEN、PDGFRA に関しては、薬剤耐性の機序に関わっている可能性が考えられる。 

 
 
 

 
 
 

 
 
(3) HER2 遺伝子のコピー数の変化 
ハーセプチン治療を受けた 15 症例の抽出 DNA を用いて、治療前から治療中止までの HER2 遺伝
子のコピー数ならびに治療効果との関連を評価した（図 3）。腫瘍組織における免疫染色(IHC）
と HER2 遺伝子コピー数の関連性について評価をしたところ、HER2 IHC3+の症例ではコピー数が
高い傾向が認められたが、IHC 2+/DISH+ではコピー数は低値であった。また、HER2 IHC2+/DISH+
の症例では、ハーセプチン治療後にHER2 IHC発現が消失する症例が多い傾向が認められた。HER2
コピー数が高い症例は、ハーセプチン治療に奏効する割合が多く、治療成功期間が長い傾向が
認められた。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(4) 今後の展望 
 本研究の解析結果から、HER2 のタンパク発現が治療経過中に変化すること、治療開始前の
HER2 コピー数が治療効果を予測するのに有用である可能性が示された。また、他の RTK 発現や
遺伝子変異のプロファイルが明らかになり、今後は低侵襲である cfDNA を用いた網羅的な遺伝
子解析や HER2 コピー数による治療モニタリングなどを用い、HER2 陽性胃癌における個別化治
療の発展に繋げられるよう研究を継続していく予定である。 
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