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研究成果の概要（和文）：HER2不均一性胃癌では、早期の段階でHER2遺伝子増幅以外のドライバー変異や治療抵
抗性変異を有するサブクローンが生じ、HER2非依存性経路の形成ならびにトラスツズマブ治療抵抗性が獲得され
ると推察する。本研究では、これらに関わるサブクローンの存在を明らかにすることを目的に、HER2不均一性早
期胃癌の癌関連遺伝子について網羅的変異解析を行った。網羅的変異解析の結果より、HER2不均一性早期胃癌か
らPIK3CAなどの機能獲得型変異が検出された。このことより、HER2不均一性胃癌では早期の段階でHER2遺伝子増
幅以外のドライバー変異を有するサブクローンが出現することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In HER2 heterogeneous gastric cancer, we speculate that subclones harboring 
driver or treatment-resistant mutations other than HER2 gene amplification arise at an early stage, 
leading to the formation of HER2-independent pathways and the acquisition of trastuzumab treatment 
resistance. In this study, we performed a comprehensive mutational analysis of cancer-related genes 
in HER2 heterogeneous early gastric cancer with the aim of identifying the existence of subclones 
involved in these genes. Comprehensive mutation analysis revealed gain-of-function mutations such as
 PIK3CA from HER2 heterogeneous early gastric cancer. This suggests that subclones with driver 
mutations other than HER2 gene amplification appear at an early stage in HER2 heterogeneous gastric 
cancer.

研究分野：人体病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
トラスツズマブ療法はHER2陽性胃癌の重要な治療選択の一つであるが、HER2不均一性胃癌では治療抵抗性を示す
ことから、多くの患者が治療の恩恵を受けるためにもトラスツズマブ治療抵抗性を引き起こす分子メカニズムの
解明が重要となる。本研究成果において腫瘍内のゲノム進化の一部が解明され、HER2不均一性胃癌では癌の早期
段階でHER2遺伝子増幅と併存するドライバー変異や腫瘍全体で共通するドライバー変異の存在が明らかとなっ
た。これにより、HER2非依存性経路を同時に遮断する治療法やドライバー変異を標的とした新規治療法の開発に
繋がる可能性があることを示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍内不均一性(Intratumoral heterogeneity)は、1 つの固形腫瘍内部において様々な形質を
示す細胞集団が存在するもので、同一腫瘍組織内で互いに異なる遺伝子変異やタンパク発現を
示す細胞集塊、孤立散在性細胞として観察される。この腫瘍内不均一性は、分子標的治療薬の治
療抵抗性の原因の一つとして考えられており、乳癌では HER2遺伝子増幅の腫瘍内不均一性(以
下、HER2 不均一性)を示す症例においてトラスツズマブ投与に対する不応答性が報告されてい
るが、その頻度は少ない。しかし、研究対象の胃癌では乳癌に比べ HER2 不均一性を示す症例
が非常に多く、乳癌同様トラスツズマブ治療抵抗性を示し予後不良と報告されているため(1)、
トラスツズマブの十分な治療効果を得るためにも胃癌での HER2 不均一性の形成機序ならびに
トラスツズマブ治療抵抗性の分子メカニズムの解明が重要な課題とされている。しかし、それら
の分子メカニズムの完全な解明には至っていない。 

 
これらの背景を踏まえて我々は、胃癌における HER2 不均一性の形成機序とトラスツズマブ
治療抵抗性の分子メカニズムを解明するために、早期胃癌と進行胃癌の病理組織検体を用いて
HER2不均一性の頻度や腫瘍内の発現分布について詳細な解析を行ってきた。その結果、HER2
遺伝子増幅腫瘍細胞は癌の初期段階(粘膜内癌)から出現し不均一性を維持したまま腫瘍進展す
ること(2)、HER2 不均一性の形成にサブクローン同士の非自律性増殖が関与し治療抵抗性に寄
与する可能性があること(3)を突き止め、今回、癌の早期に HER2遺伝子増幅以外のドライバー
変異や治療抵抗性変異を有するサブクローンが生じることで非自律性増殖が起こり HER2 の不
均一性が維持され、トラスツズマブ治療抵抗性が獲得されるという仮説を立て検証を行った。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では HER2 不均一性を示す早期胃癌の癌関連遺伝子について網羅的変異解析を行い、
非自立性増殖および治療抵抗性に関わるサブクローンの存在を明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
1) HER2不均一性早期胃癌と HER2均一性胃癌症例の選定 

2015 年～2019 年の間に三重大学医学部附属病院で切除された早期胃癌組織を対象に HER2
免疫組織化学染色を行い、HER2不均一性早期胃癌と HER2均一性早期胃癌を抽出した。抽出
後、レーザーマイクロダイセクションならびにマクロダイセクションで腫瘍細胞をエンリッチ
メントし、DNA抽出を行った。DNA抽出後、AMPure XPで DNAを精製しリアルタイム PCR
法で断片化解析を行った。 
本研究では、HER2 陽性(3+)細胞と HER2 陰性(0)細胞が混在する腫瘍を HER2 不均一性、

HER2陽性細胞のみで構成されている腫瘍を HER2均一性と定義し解析を行った。 
 
2) 次世代シーケンサーを用いた癌関連遺伝子変異網羅解析 

1)で選定した HER2不均一性早期胃癌 3症例 4サンプル、HER2均一性早期胃癌 2症例 2サ
ンプルについて次世代シーケンサーを用いて網羅的変異解析を行った。網羅的変異解析には Ion 
AmpliSeqの Comprehensive Cancer Panel 409遺伝子を使用した。 
 
3) 意義の高い遺伝子変異の抽出 
検出された遺伝子変異は Ion Repoterで意義の高い変異のみに絞込みを行った。絞込みの基準
として Coverageが 100以上、タンパク機能への影響を予測する Shift score、Polyphen2 score
がそれぞれ 0.0-0.05、0.15-1.0 の範囲にあるものとした。さらに IGV でリード中の変異の位置
を確認し、リードの端に存在する変異は除外した。また、遺伝子変異の腫瘍生物学的影響につい
て、Clinvar、Cosmic、cBioPortal Cancer Genomicsのデータベースで確認を行った。 
 
 
４．研究成果 
網羅的遺伝子変異解析の結果、HER2不均一性早期胃癌では3症例ともにTP53変異(C141Y、

M237I、R158C)が検出された。これらの変異は検出アリル頻度から腫瘍内で共通する変異
(Truncal driver mutation)と推定された。さらに機能獲得型変異として PIK3CA変異(R108H、
E453K、H1047Y、G1049S)、BRAF変異(G596D)、KRAS変異(V14I、G12D、G12S)、NOTCH2
変異(R2400Ter)、HER2変異(S310F、G776S、V777M)が検出された。これらの変異はすべて検
出アリル頻度が 5%未満であったことからマイナー変異と推定され、HER2不均一性胃癌では早
期の段階で HER2 遺伝子増幅以外のドライバー変異を有するマイナーサブクローンが出現する
ことが本研究で明らかとなった。またこの知見は、これらの機能獲得型変異が brunching driver



として働き HER2 非依存性経路を早期癌で形成することを示唆する結果でもあり、患者予後に
影響を与える重要な知見と考える。 
一方、HER2均一性早期胃癌では 2症例とも腫瘍内で共通する変異として TP53変異(I251S、

H296fs)が検出されたが、HER2 不均一性早期胃癌で検出された PIK3CA などの機能獲得型変
異は認められなかった。このことから、HER2均一性胃癌は早期の段階では HER2依存性に増
殖しており、HER2不均一性胃癌と HER2均一性胃癌では腫瘍特性が異なる可能性があること
が示唆された。 
 また、近年、乳癌における HER2V777Lと PIK3CAH1047R変異の共存は pan-HER tyrosine 
kinase inhibitorに治療抵抗性を示すことが報告された(4)。PIK3CAH1047R変異は我々が以前
報告した進行胃癌の研究においてもマイナー変異として検出されている(5)。また、本研究でも、
PIK3CAH1047Y変異が検出されていることから、HER2不均一性胃癌では治療抵抗性変異をも
つサブクローンが早期の段階で存在し、マイナーサブクローンとして潜伏し続けることで治療
抵抗性を獲得している可能性が示唆された。 
 今回、研究期間内では検出された機能獲得型変異とトラスツズマブ不応答性の関連性につい
て十分に検証できなかったが、引き続き検証を行い研究成果を報告していく。 
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