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研究成果の概要（和文）：免疫組織化学と fluorescence in situ hybridization (FISH) を使って
475 例の胃癌を検索した結果、51 例に HER2 遺伝子増幅を持った癌細胞を認め、21 例(42%)
でその増幅は不均一であった。Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)及
び FISH では、HER2 と MYC の同一腫瘍細胞内での増幅が 8 例に、同じく MYC と FGFR2 また
は EGFR の同時増幅がそれぞれ 1 例にみられた。一方、HER2 と EGFR 、HER2/FGFR2 , 
HER2/MET/FGFR2 の同一腫瘍内で異なる細胞上での増幅がそれぞれ 7 例、1 例、1 例にみられ
た。この結果は、胃癌に対する、個別化分子標的療法を行う上で重要であると結論された。 
 
研究成果の概要（英文）：By combined analysis of immunohistochemistry and fluorescence in situ 
hybridization (FISH) on 475 formalin-fixed paraffin-embedded tissue, 51 gastric adenocarcinoma with 
HER2-amplified cancer cells. The heterogeneity of HER2 amplification, if defined as the existence of 
less than 50% of cancer cells positive for ERBB2 amplification, the 21 tumors (42%) would be 
heterogeneous.  The combined analysis of multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) 
and FISH revealed that, co-amplification in individual cells of HER2 and MYC were found in 8 tumors 
and MYC/FGFR2, and MYC/EGFR in a case respectively. On the other hand, co-amplification of 
HER2/EGFR in 7, HER2/FGFR2 in one tumor and  HER2/MET/FGFR2 in a tumor, however the 
respective genes were mutually exclusively amplified. In conclusion, the semi-comprehensive 
information of amplification status of HER2 and other genes obtained by the combined study of MLPA 
and FISH may be useful to plan individualized molecular target therapy against gastric cancers. 
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１．研究開始当初の背景 
 
固形癌に対する分子標的療法で最初に成

功をおさめたのは、抗 HER2 ヒト化モノクロ
ーナル抗体、trastuzumab (Herceptin)によ
る乳癌治療である。基礎研究が直接臨床医学
に貢献できた(“Bench to Bedside”)典型例
と言える。2009年の第４５回米国臨床腫瘍学
会年次学術集会（The American Society of 
Clinical Oncology, ASCO）では trastuzumab
を HER2陽性胃癌に用いた phase Ⅲ臨床試験
の結果（ToGA試験）が発表され、その延命効
果が証明され、胃癌に対する trastuzumabを
用いた ajduvant 治療が日本国内で保険適用
される可能性が高まってきた。我々は 1993
年以来、胃癌における HER2 遺伝子の増幅と
蛋 白 の 過剰 発 現に つい て 免疫 染 色と
fluorescence in situ hybridization (FISH)
を用いた詳細な検索をおこなってきた。その
結果は HER2 遺伝子の高度増幅は高度の蛋白
過剰発現と 95%一致し、これは乳癌に見られ
る HER2 遺伝子の変化と同様であることを報
告しており、trastuzumab の胃癌患者への適
応の可能性を提唱してきた。胃癌に対する
HER2 治療は再発転移胃癌に対する ajduvant
治療として用いられる可能性が高いが、今、
これに先立ち、数年後に転移再発をきたし、
治療対象となる可能性のある切除胃癌につ
いて、我が国における HER2 陽性胃癌の分子
生物学的性格、臨床病理学的特徴、さらに陽
性症例を screening する手段の algorism を
総括的に検討することは焦眉の急である。 
 
２．研究の目的 
 

胃癌に対する抗 HER2 ヒト化モノクローナ
ル抗体、trastuzumabを用いた ajduvant治療
が日本国内で保険適用される可能性が高ま
ってきた。本研究の目的はこの分子標的療法
の導入を視野にいれて、胃癌における（1）
HER２蛋白の発現と HER２遺伝子増幅の関係、
（2）その頻度、（3）HER2 陽性胃癌の臨床病
理学的特徴、（4）HER2陽性胃癌細胞のクロー
ナリティさらに（5）HER２遺伝子と同時増幅
が見られる遺伝子と排他的増幅遺伝子の関
係について総括的に検討することである。 
 
３．研究の方法 
 

当院外科で手術された胃癌について、フォ
ルマリン固定・パラフィン包埋組織を使って、
HER2 蛋白の過剰発現を免疫染色でスクリー
ニングし、陽性および偽陽性例について HER2
遺 伝 子 増 幅 を fluoresence in situ 
hybridization(FISH)で検索した。免疫染色
と FISH は連続切片を用いて行い、個々の細

胞レベルで蛋白の発現と遺伝子増幅が比較
できる精度を求めた。 
また、Multiplex ligation-dependent probe 
amplification（MLPA）を用いた増幅遺伝子
の包括的解析を行い、えられた結果をもとに
FISHを行い、同時増幅、排他的（mutually 
exclusive） 増幅の有無を検索した。 
(1) 免疫染色による HER2 蛋白過剰発現の検

討 
対象：ホルマリン固定・パラフィン胞埋さ
れた胃癌 475例について、それぞれ代表的
切 片２枚を選び、免疫染色を用いて HER2
および EGFR,の発現を検索し、２+および３
+の腫瘍についてホルマリン固定・パラフ
ィン包埋連続切片を用いた FISH 法を用い
て、HER2, EGFR, 遺伝子の増幅をしらべた。
Heterogeneity の認められた症例でリンパ
節転移が認められた１８例については、転
移巣すべてに免疫染色と FISHを追加した。 

(2) Multiplex ligation-dependent probe   
amplification（MLPA）を用いた増幅遺伝
子の包括的解析 
SALSA MLPA probemix P175-A2 Tumour Gain 
(HER2の他、MDM4, MYCN, ALK, PDGFRA, KIT, 
KDR, DHFR, EGFR, MET, SMO, BRAF, FGFR1, 
MYC, ABL1, RET, CCND1, CCND2, CDK4, MDM2, 
AURKB 遺伝子のコピー数の増減を 1 度に解
析できる kit）  および  SALSA MLPA 
probemix P231-A2 FGF10-FGFR2 （FGFR2遺
伝子増幅キットである）を用いて検索をお
こない、増幅あるいはコピー数の増加のあ
った症例について FISH で其の確認を行っ
た。 

 
４．研究成果 
 
(1) HER2遺伝子の増幅は 474 例中 51 例 

(10.8%)にみられた。増幅は未分化型腺癌
に比べて優位に分化型腺癌に頻度が高か
ったが、他の臨床病理学的要因との相関は
見つからなかった(表１)。 

(2) 51 例の HER2遺伝子増幅胃癌のうち、陽 
性 細 胞 の 頻 度 が 50% 以 下 の も の を
heterogenous amplification （不均一増
幅）と定義すると、21 例（41%）がこれに
相当した。 

(3) 51 例の MLPAの結果と、これに基づいて 
行った FISH の結果、HER2, MYC, EGFR, 
FGFR2, MET, CCND1, MET, TOP2A, AUKRA の
「増幅」/「コピー数増加」がそれぞれ、
31例/13例、5例/11例, 4例/6例, 2例/0
例, 1例/1例, 3例/0例, 1例/1例, 4例/ 
4例, 0例/ 6例にみられた。続いて行った
FISH では、HER2 と MYC の同一腫瘍細胞内
での増幅が 8 例に、同じく FGFR2 と MYC, 
EGFRと MYCの増幅がそれぞれ 1例にみられ



 

 

No. of patients (  BB2-positive tu   p
Number of patients 474 51
Male 337 (72) 40 (78)
Female 137 (28) 11 (22)
tubular adenocarcinoma 302 (63) 40 (78)
papillary adenocarcinoma 12 (3) 4 (8)
mucinous adenocarcinoma 4 (1) 0 (0)
poorly cohesive carcinoma 101 (21) 2 (4)
mixed carcinoma 42 (9) 4 (8)
carcinoma with lymphoid stroma 9 (2) 1 (2)
unclassified 4 (1) 0 (0)
Upper 97 (20) 13 (25)
Middle 183 (39) 22 (44)
Lower 170 (36) 15 (30)
unknown 24 (5) 1 (1)
T1 310 (66) 28 (55)
T2 101 (21) 17 (33)
T3 42 (9) 4 (8)
T4 21 (4) 2 (4)
Absent 351 (74) 34 (67)
Present 123 (26) 17 (33)
M 209 (44) 15 (30)
SM 101 (21) 13 (25)
MP 42 (9) 5 (10)
SS 69 (15) 16 (31)
SE 42 (9) 1 (2)
SI 11 (2) 1 (2)

Location 0.43

Table 1 Clinicopathological data of ERBB2-positive cases.

Sex 0.22

Histology
(WHO

classificatio
n)

0.0078

T stage 0.20

N stage 0.17

Depth 0.088

た。一方、HER2と EGFR 、HER2と FGFR2 , 
HER2 と MET および FGFR2 の同一腫瘍内で
異なる細胞上での増幅がそれぞれ 7 例、1
例、1例にみられた。 
HER2 と MYC の同時増幅のある症例では、
従来から Herceptinに対する感受性が高い
とされている。また、HER2と他の受容体型
チロシンキナーゼをコードするEGFR, MET, 
FGFR2 が相互排他的に同一腫瘍内で増幅し
ているという事実は、これらの腫瘍に対す
る治療に Herceptinに加えて、他の分子標
的薬を投与する必要があることをしめし
た。 
今回の結果は MLPA と FISH による HER2 お
よび関連した遺伝子の増幅に関する情報
は、胃癌に対する、個別化分子標的療法を
行う上で重要な情報を提供してくれると
結論された。 
今後、HER2遺伝子の不均一増幅のみられる
症例ににおける、Herceptin 療法の適応基
準を決定するための臨床的研究、および、
HER2 と EGFR, MET, FGFR2の同時増幅のあ
る症例のカクテル治療薬の効果について
明らかにしたい。 
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