
    

様式様式様式様式Ｃ－Ｃ－Ｃ－Ｃ－１９１９１９１９    

    

科学研究費助成事業科学研究費助成事業科学研究費助成事業科学研究費助成事業（（（（科学研究費補助金科学研究費補助金科学研究費補助金科学研究費補助金））））研究成果報告書研究成果報告書研究成果報告書研究成果報告書    
平成 24年 5月 31日現在 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

研究成果の概要（和文）：13 例の大細胞神経内分泌癌（以下 LCNEC）に関して、分子標的治療と

なるマーカーの遺伝子変異、蛋白発現解析を行った。c-kit、EGFR、K-ras に関しては遺伝子変

異、c-KIT、HER-2、VEGF については免疫染色により蛋白発現、さらに EGFR と HER2 に関しては

FISH 法による遺伝子発現を解析して、その結果を腺癌症例 14 例と比較検討した。結果として

VEGF の発現は LCNEC 症例で全例認められた。HER2 の発現は腺癌症例において HER2 スコア 1+の

発現が多くみられたが、HER2 スコア 2+以上の過剰発現については LCNEC 症例の 2例にのみ認め

られた。EGFR 遺伝子変異は、腺癌症例において有意に高頻度に存在しており、LCNEC 症例では

1 例（exon18）しか認められなかった。LCNEC 症例では、c-KIT の発現を 76.9％に認め、腺癌症

例と比較して有意に高頻度であったが、c-kit 遺伝子変異は認められなかった。LCNEC 症例では、

VEGF発現と c-KIT発現が高頻度で、一部の症例ではHER2の高発現が認められることから、VEGF、

c-KIT や HER2 を標的とした治療が有効な可能性がある。  

 

研究成果の概要（英文）：We analyzed LCNEC gene expression, gene mutation and 

immunohistochemical expression of known molecular targets and compared expression to that 

of lung adenocarcinomas. We analyzed 13 patients with primary LCNEC and 14 patients with 

adenocarcinoma (AC). We evaluated immunohistochemical (IHC) expression for c-KIT, human 

epidermal growth factor receptor type 2 (HER2), and vascular endothelial growth factor 

(VEGF), gene mutation for EGFR, K-ras and c-kit, and gene expression using fluorescence 

in situ hybridization (FISH) for EGFR. In cases with LCNEC, the IHC expression of c-KIT, 

HER2, and VEGF were 76.9%, 30.8%, and 100%, respectively. There was a significant 

difference in IHC expression in c-KIT and HER2 between LCNEC and AC. Two cases of LCNEC 

had overexpression of HER2, and EGFR gene mutation was greater in the AC group, with only 

a single EGFR mutation (exon 18) identified in the LCNEC group. Although LCNEC had a higher 

rate of expression of c-KIT by IHC, no c-kit gene mutations were found. These findings 

suggest a potential role for Anti-VEGF, Anti-c-KIT, and possibly Anti-HER2 targeted 

agents in the treatment of LCNEC. 
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１．研究開始当初の背景 

肺癌は現在本邦における死亡率第一位

の悪性腫瘍である。女性喫煙者の増加や、女

性の肺癌患者の増加とともに今後も肺癌全

体の患者数の増加が予想されている。行政に

より検診が広く行われ、早期発見、早期治療

に対する努力がなされているにもかかわら

ず早期肺癌症例は少なく、依然として肺癌の

根治切除可能な症例の割合は低い。また、術

前に早期肺癌と診断し、根治的手術を施行し

た患者においてもその 20％にリンパ節転移

や再発例を認める。その理由は、肺癌は組織

型をはじめとして多様な病態であるにも関

わらず、現時点でも小細胞癌、非小細胞癌と

いう非常に単純な枠組みで治療方法が決め

られており、個々の病態に対応できないこと

が一因であると考えている。例えば肺癌に対

する薬剤感受性に関しては、Epidermal 

Growth Factor Receptor-Tyrosine kinase 

inhibitor (EGFR-TKI)である gefitinib(イレ

ッサ)が、東洋人、女性、腺癌、非喫煙者に

有効であり(J Clin Oncol 2003,21,2237-46, 

JAMA 2003,290,2149-58)さらに EGFR の exon 

18-21における変異やEGFR遺伝子増幅がその

反応性と関連している可能性が報告され(N 

Engl J Med 2004,350,2129-39, Science 

2004,304,1497-00, J Natl Cancer Inst 

2005,97,643-55)、また、小細胞癌に対して

CDDP+CPT-11 が日本人に有効であるのに対し

て(N Engl J Med. 2002;346:85-91)、海外の

試験では有意差が認められなかったことは

(J Clin Oncol. 2006;24:2038-43, ASCO 2008 

abs#7512)、治療に対する反応性が、人種、

性別、組織型、さらに遺伝子型などによって

違うことを証明することとなった。今後、肺

癌に対する根治的治療の可能性を広げ、その

予後を改善するためには、単に、小細胞癌、

非小細胞癌という単純な枠組みでなく、分子

生物学的手法を用いた新しい診断基準に基

づくアプローチが必要である。 

  このような背景のもと、われわれは、以

前 か ら の 研 究 課 題 で あ る 基 盤 研 究

(C)(2)15591467（平成 15年度－平成 16 年度）、

基盤研究(C)(2)17591458（平成 17 年度－平

成 18 年度）、基盤研究(C) 19591610（平成 19

年度－平成 20 年度）において肺癌の外科切

除標本（原発巣）を対象とした網羅的な遺伝

子発現解析を行い、肺癌患者 100 例のプロフ

ァイリングを収得した。その後、患者の経過

を丹念に追跡し、肺癌の組織型、リンパ節転

移の有無、再発の有無により、肺癌原発巣の

遺伝子発現パターンが異なることを見出し

た。具体的には肺扁平上皮癌と肺腺癌、病理

組織学的にリンパ節転移陽性の肺癌とリン



パ節転移陰性の肺癌、さらに術後早期に再発

する肺癌と再発がみられない肺癌では異な

った遺伝子発現パターンを示すことである。

（Lung Cancer 2009;64:86-91）。この研究は

従来の病理学に、最新のゲノム科学の方法論

と知識を加味することで、より精度の高い診

断が可能となることを示した画期的な研究

である。現在肺癌は、術前の画像診断と、術

後の病理組織学的診断をもとに、TNM 分類に

したがって、病期分類しているが、今後、こ

れらにゲノム医学の手法を加えることによ

り、分子生物学的 TNM 分類と言えるような、

従来よりもさらに予後と密接に関連した病

期分類を新たに構築できる可能性が考えら

れる。このように患者の病態を個人のゲノム

レベルで診断できるようになることによっ

て、術前や、術後早期に悪性度の高い肺癌と

予測され、術後再発病巣の出現が強く疑われ

る場合には手術単独ではなく、術後に全身化

学療法や放射線療法などを併用した積極的

な集学的治療を行い予後の改善を図り、一方、

悪性度の低い肺癌と考えられる場合には、標

準治療よりも、より低侵襲の治療を行い、早

期回復を図ることにより、高危険群において

も合併症を予防できる可能性があり、治療の

選択肢を広げることができる。このように、

肺癌に対する画一的な治療の枠を超えて、

個々の患者に対応しうる多様性をもったテ

ーラーメイド医療を遂行することができる

ようになり、治療をより有効に無駄なく行え

る点で患者はもちろん医療経済にとっても

大きなメリットとなる。 

 

２．研究の目的 

本研究は、個人のゲノムレベルで診断す

ることによって、治療の選択肢を広げるよう

な個々の患者に対応しうる多様性をもった

テーラーメイド医療を遂行することができ

るように、治療をより有効に無駄なく行える

手法を開発することを目的とする。 

、。 

３．研究の方法 

(1)検体の採取 

本研究に関しては、ヒトゲノム・遺伝子解

析研究に関する申請書を北里大学倫理審査

委員会へ提出し、審査を受けすでに承認済み

である(平成 20 年 10 月 10日 受付番号 B倫

理 08-32)。肺癌と診断され、治療目的に北里

大学病院呼吸器外科の入院となり同意を得

られた患者を対象とし、以下に示す手順にて

治療を行い、検体を採取した。１）術前に研

究する説明を行い、同意を得る。同意書に署

名があることを確認する２）手術により標本

を摘出し、DNA と RNA 抽出用の凍結標本を腫

瘍部位と正常肺部位から採取し、冷凍庫に保

存する３）病理組織的検索と DNA 抽出のため、

ホルマリン固定、パラフィン包埋標本を作成

する。 

(2)既知の癌関連性遺伝子との関連の検討 

採取した組織検体に対して、以下の方法を

用いて検討した。epidermal growth factor 

receptor(EGFR) exon 18-21 における変異を

Direct Sequence法を用いて検出を行い、EGFR

遺伝子増幅は FISH 法により検出した。K-ras

遺伝子変異は、codon12,13 を中心に、Direct 

Sequence 法にて検出を行った。HER2 の過剰

発現解析に関しては、免疫染色により蛋白発

現を解析し、関連が疑われた場合にはさらに、

FISH法によってHER2遺伝子増幅を検討する。

c-KIT、VEGF に関しては、免疫染色を行い、

蛋白発現を中心に研究した。さらにｃ－KIT

高発現例に関しては、c-kit 遺伝子の exon 9, 

exon 11, exon 13 と exon 17 の遺伝子変異

を検討した。 

 

     



４．研究成果 

大細胞神経内分泌癌において、c-KIT の発現

（図１）が腺癌と比べて有意に高頻度であっ

たが、c-kit 遺伝子変異はみられなかった。

VEGF の発現（図２）は大細胞神経内分泌癌、

腺癌ともに高頻度であり、有意差を認めなか

った。EGFR 遺伝子変異（図３）は大細胞神経

内分泌癌に比べて腺癌において有意に高頻

度で、大細胞神経内分泌癌では EGFR 遺伝子

の exon 19、exon21 には明らかな変異は認め

られなかった。K-ras 遺伝子変異（図４）、FISH

法による EGFR 高発現（図 5）も腺癌にのみみ

られた。また、肺大細胞神経内分泌癌にのみ

HER2 蛋白の過剰発現（図 6）がみられ、HER2

遺伝子の過剰発現を FISH 法にて検討したが

遺伝子の過剰発現は認められなかった。以上

のことから、肺癌においては組織型別に

molecular marker の発現、変異に違いがある

ため、分子標的治療薬の選択には組織型に配

慮する必要があると考えられた。以上の結果

は「Iyoda A, Travis WD,et al. Expression 

profiling and identification of potential 

molecular targets for therapy in pulmonary 

large-cell neuroendocrine carcinoma. Exp 

Ther Med 2011;2: 1041-1045」として論文作

成し、掲載された。さらに付随研究として 

「Iyoda A, Hiroshima K, et al. Predictors 

of postoperative survival in patients with 

locally advanced non-small cell lung 

carcinoma．Surgery Today 2010; 40: 

725-728」 

「Iyoda A, Jiang SX,et al. Prediction of 

postoperative exacerbation of 

interstitial pneumonia in patients with 

lung cancer and interstitial lung disease. 

Exp Ther Med 2011;2: 1073-1076」を論文作

成し、掲載された。 

 

 

（図１Exp Therap Med 2011; 2: 1041-1045

より引用）c-KIT 発現 

 

 

（図２Exp Therap Med 2011; 2: 1041-1045

より引用）VEGF 発現 

 

 

（図３Exp Therap Med 2011; 2: 1041-1045

より引用）EGFR 遺伝子変異（腺癌） 

 

 

（図 4 Exp Therap Med 2011; 2: 1041-1045

より引用）K-ras 遺伝子変異（腺癌） 



 

 

（図 5 Exp Therap Med 2011; 2: 1041-1045

より引用）EGFR-FISH 高発現（腺癌） 

 

 

（図 6 Exp Therap Med 2011; 2: 1041-1045

より引用）HER2 発現 
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