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研究成果の概要（和文）：リンパ節転移を有した乳房外パジェット病の転移巣におけるHER2の陽性率を解析した結果、
26例中10例（38％）でHER2蛋白が過剰発現していた。更にこれら10例のHER2遺伝子増幅をDISH法も用いて検索し、HER2
対応する原発腫瘍とのHER2陽性および陰性の一致率を解析した結果、一致率は92％と良好であった。以上により、転移
巣への切除や生検が不可能な場合にも、原発巣のHER2ステータスを確認すれば、分子標的治療が有効かどうか判断でき
ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：THe study assessed the concordance of HER2 protein and gene status between 
primary and metastatic sites of extramammary Paget disease and evaluate whether they are suitable as 
target. Twenty-six metastatic sites of primary EMPD underwent evaluation . HER2 protein overexpression 
and gene amplification were detected in 38% and 19%, respectively. In 24 out of 26 cases (92%), there 
were no changes in HER2 status between the primary tumors and the corresponding lymph node metastasis 
(kappa coefficient 0.75). HER2 status was of good overall concordance between primary tumors and 
corresponding metastatic sites, suggesting there should be adaptation for HER2 targeted therapy in 
patients with HER2 positive EMPD.

研究分野： 内科系臨床医学
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１．研究開始当初の背景 
進行期の皮膚がんに対する薬物療法の治

療成績は悪く、特に進行期の non-melanoma 
skin cancer には標準治療が存在しない。高
齢化に伴い皮膚がんの患者数はこれまでに
ない程に増加している。テーラーメイド分子
標的治療を開発することは、特に進行期の皮
膚がん患者の治療に大きく貢献する。 
皮膚がんでは、主に乳房外 Paget 病での HER2
蛋白過剰発現報告例が多かった。当施設では、
既知の最大症例報告数 47 例を大きく上回る
104例の乳房外 Paget 病について、HER2の免
疫染色と遺伝子増幅検査に自動化装置とキ
ットを用い、手技によるエラーを最小化した。
また、効果判定は ASCO/CAP ガイドラインに
基づき行うことで、判定基準を統一した。そ
の結果、約 17％で HER2蛋白過剰発現を認め、
なかでも HER2 3+症例は全例で HER2 遺伝子
増幅を有しており、乳がんや胃がんと同様に
HER2 分子標的治療が効果的である可能性が
示唆された。また、HER2 陽性の傾向は深くま
で浸潤した症例やリンパ節転移を有する症
例に有意に多くみられ、HER2 分子標的治療が
より進行した 
症例にこそ効果的に適応できる可能性があ
る（Tanaka R et al. 2013）。 

また、これまでの後方視的な解析報告によ
りリンパ節転移を特に複数個有する乳房外
Paget 病は予後不良であることが、知られて
いる。 
 
２．研究の目的 
 Non-melanoma skin cancer に対するテーラ
ーメイド分子標的医療の開発を目的とした。
中でも HER2 を標的とした治療法の開発に着
目した。 
 
３．研究の方法 

本研究では HER2 発現を中心として、皮膚
がんの摘出標本を用い皮膚がんにおける
HER2 蛋白過剰発現と遺伝子増幅についての
後方的探索を行う。 

研究には当該施設で過去に手術ないし生
検により摘出されたホルマリン固定パラフ
ィン包埋標本を用いる。免疫組織化学染色で
HER2 蛋白過剰発現を評価し、 in situ 
hybridizationにより HER2遺伝子増幅を評価
する。原発巣に加え転移巣でも同様に評価を
行うことで、HER2発現の一致率についても考
察する。そして、本研究の結果をもとに HER2
陽性皮膚がんへの分子標的治療を目的とし
た医師主導臨床試験を計画する。 
 
1） 当施設で保管する皮膚がん患者のパラフ
ィンブロックを用い免疫組織化学染色を行
う。 
① 従来の組織形態学的分類に基づき

Tissue micro Array (TMA)を作成する 
② パラフィンブロックより４μm 切片の未

染標本を作成する 

③ 免疫組織化学染色には自動化装置と
HercepTest (K5205; Dako)を用いる 

④ 評価は最新の ASCO/CAP ガイドラインに
基づき行う。判定の困難な標本は個別に
染色する。（パラフィンブロックより４
μm 切片の未染標本を作成する）。 

 
2）HER2 蛋白過剰発現例と一部の発現してい
ない症例に in situ hybridization を行う。
判定方法は以下の通りに行う。 
 判定方法を適切に指導された少なくとも
２人が判定を行う。免疫組織化学染色の結果
は伏せて行う。 
１標本あたり、40 個（20個/人）のがん細胞
につき HER2 遺伝子と CEN17 をそれぞれ数え
る。合計し HER2/CEN17 の比が 2.2より大き
い場合を遺伝子増幅あり、1.8 より小さい場
合を遺伝子増幅なしと判定する。比が 1.8以
上または 2.2 以下場合には、再度 40 個のが
ん細胞につき同様に集計し、最終的なカット
オフ値は 2.0 とする。即ち、2.0 以上は遺伝
子増幅あり、2.0 より小さい場合には遺伝子
増幅なし、と判定する（ASCO/CAP ガイドライ
ン）。 
fluorescence in situ hybridization (FISH)
と dual-color in situ hybridization (DISH) 
それぞれの利点や改善点を明らかにするこ
とが可能となる。 
   HER2 遺伝子発現の有無についての評価時
には、免疫組織化学染色の結果は伏せて行う。 
    
3) 更に加えて HER2と関連が深い HERファミ
リー（EGFR、HER3、HER4）についても複合的
に後方的探索研究を行う。 
 
４．研究成果 
（1）Tissue micro Array と免疫組織化学染
色をも用いた網羅的な HER Family蛋白過剰
発現の解析。 
従来の組織形態学的分類に基づき TMAを作

成し、non-melanoma skin cancer の HER2 蛋
白の過剰発現につき免疫組織化学染色を用
いて網羅的に探索した。(図 1)  
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1 自動化装置と HercepTest (K5205; Dako)を用い

た HER2蛋白過剰発現の評価 

ASCO/CAPガイドラインに基づき 0から 3＋までの 4段

階でスコア化した。 
また、HER Family（EGFR、HER3、HER４）

ついても同様に免疫組織化学染色を用いて
網羅的に探索した。その結果、HER2との関連



 

 

や標的となる特徴は見出せなかった。 
（2）リンパ節転移巣での HER2発現について
の解析 
乳房外 Paget 病の HER2 発現に着目して in 
situ hybridization により、HER2 遺伝子増
幅につき更なる探索を行った(図 2)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 in situ hybridization による HER2遺伝子増幅像 

A FISH、HER2遺伝子はオレンジ、CEN17は緑で標識  

B DISH  HER2遺伝子は黒、CEN17は赤で標識 

 
原発標本に加え転移標本で、原発巣と転移巣
での HER2 発現率の関係を明らかにすること
で、特に進行した乳房外 Paget病での HER2 発
現の状態を知ることができると判断し、対象
は治療標的となり得る予後不良とされるリ
ンパ節転移を有する症例（n=26）とした。 
 
遺伝子増幅を認めた症例を陽性としたとき
の原発層とリンパ節転移での HER2 ステータ
スの一致率は 92％（ 24/26 例）  (kappa 
coefficient 0.75)と良好であった。 
しかしながら、原発層での HER2陽性 5例中 1
例がリンパ節転移で HER2陰性、陰性例 21 例
中 1 例が陽性リンパ節転移で HER2 陽性と
Heterogeneity を示す症例が少数ながら見ら
れた。（表 1） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 1 乳房外 Paget 病での原発層とリンパ節転移での

HER2ステータスの対比 

 
本研究は HER2 の検査および評価を標準化し
て行った。更にこれまでに検討されていなか
った乳房外 Paget 病転移症例 26 例を用いて
初めて HER2 蛋白の過剰発現と遺伝子増幅検
査を原発巣と転移巣で評価した研究となっ
た（論文投稿中）。in situ hybridization 法
として、DISH 法は FISH 法と同様に評価でき
る可能性が示唆されたが、本研究の対象症例
が 26 例であり、免疫組織化学染色（IHC法）
の結果が 2+であった場合に DISH 法を標準的
に用いるためには更なる症例集積が必要で
ある。 

本研究の成果により、乳房外 Paget 病でも乳
がんと同様に図 3のような治療アルゴリズム
を適応できることが示唆された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 抗 HER2抗体治療アルゴリズム 

 
今後は他施設での共同研究を行い、特に進行
期乳房外 Paget 病での HER2 発現の解析を本
研究と同様の手法を用いて行い、抗 HER2 抗
体治療アルゴリズムの検証を行う。医師主導
臨床試験を行う場合には、本研究の結果が重
要な基礎データとなり、アルゴリズムが患者
選択基準に採用されることが期待できる。 
 
 
また、分子標的治療を開発するにあたり、前
臨床試験が不可欠と考え、細胞株の樹立を目
指したが、HER2陽性乳房外 Paget 病の細胞株
は樹立できず、今後の課題となった。 
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