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研究成果の概要（和文）：治療抵抗性で予後不良な疾患である肺癌の治療において、発癌に関わる新たな分子機
序を解明することが重要と考えられてきた。我々は、ヒト上皮成長因子受容体関連物質2（HER2）遺伝子の新た
な変異を発見し、その発癌への寄与について明らかにした。また、HER2と結合してその活性化に関与すると考え
られる分子を見出し、新たな治療標的となる可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Recent developments in the genomic characterization of tumors have 
contributed to novel therapeutic approaches, and some molecular-targeted therapies based on the 
genetic profiles of tumors have improved patient survival. Human epidermal growth factor 2 (HER2) is
 a member of the HER family containing four receptor tyrosine kinases. Recently, we have identified 
novel mutations in the transmembrane domain of HER2 in lung adenocarcinomas. In this study, we 
clarified that these mutations could be oncogenic alterations of lung cancer. We also investigated 
the efficacy of afatinib as a HER2-targeted therapy in these HER2 altered lung cancer cells. In 
addition, we clarified a novel HER2 binding protein cytokeratin 19 (KRT19), and investigated the 
impact of KRT19 and HER2 interactions in signal transduction pathways to decode their possible roles
 in oncogenesis.

研究分野：胸部悪性腫瘍（肺癌・悪性胸膜中皮腫）おける治療感受性・抵抗性に関する研究、肺癌の外科治療
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１．研究開始当初の背景 
 肺の癌化においては、ヒト上皮成長因子受
容体（EGFR）をはじめとした様々な分子異常
が報告されているが未だに不明な点も多く、
新規治療法につながる新しい分子機構の解
明は重要な課題であった。我々は、ヒト上皮
成長因子受容体関連物質２（HER2, ERBB2）
遺伝子の膜貫通領域にミスセンス変異（HER2 
G660D および V659E）を世界で初めて発見し
た。この変異 HER2 は膜貫通領域内でのアミ
ノ酸の極性が大幅に変化するため、変異 HER2
に結合する共役受容体が EGFR 等の既知の受
容体と異なることが予想された。この場合、
変異 HER2-未知共役受容体複合体の下流シグ
ナル経路が、既知の癌化シグナル経路と異な
ることが予想され、新たな肺の癌化機構の発
見に至る可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々が発見した新規 HER2 遺
伝子変異が引き起こす肺の癌化に着目し、肺
癌の新しい分子機構・シグナル伝達系を解明
することを主要な目的とした。さらに、解明
された肺癌の新規異常分子機構に対する治
療法の確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
①In vitro での新規変異 HER2 の機能解析：
変異 HER2 が細胞に及ぼす機能についてシグ
ナル伝達経路を解析する。同時に変異 HER2
と複合体を形成する未知共役受容体につい
て明らかにし、この共役受容体のリガンド、
並びに下流シグナル伝達経路を同定する。 
②In vivo での新規変異 HER2 の発癌機能解
析：HER2 遺伝子変異を持つ遺伝子改変（Tg）
マウスを作製し、肺癌の発生・進展を確認す
る。 
③ヒト肺癌検体における解析：①・②の検討
で明らかになった新しい発癌経路に関係す
る分子について実際の肺癌検体を使用し、ヒ
ト肺癌での異常について解析する。 
④新規治療法の開発：HER2 膜貫通領域変異肺
癌に対する治療、さらには①-③の研究で同
定された肺癌の新規癌化機構・シグナル伝達
に関与する分子を標的とした治療法を開発
する。 
 
４．研究成果 
①In vitro での新規変異 HER2 の機能解析： 
我々が同定した新規 HER2 膜貫通領域の変
異（V659E, G660D）を正常気管支上皮細胞
（BEAS-2B）に導入し蛋白発現を検討したと
ころ、これまでに HER2 遺伝子の活性型変異
として知られるキナーゼドメインの変異
（ A775insYVMA, G776VC, G776LC, 
P780insGSP）を導入した時と同様に、野生型
HER2 導入時と比べて下流シグナルの HER2、
EGFR および AKT の過剰リン酸化を認めた（図
１）。 
 

 
これらの結果より、新規 HER２変異肺癌に
おいて、下流の EGFR および HER2 が新たな治
療標的である可能性が示唆された。 
一方で、野生型 HER2 遺伝子をヒト胎児腎
細胞（HEK293T）および肺癌細胞株（A549）
に遺伝子導入して過剰発現させ、免疫沈降法
を用いて HER2 複合体を回収し電気泳動およ
び銀染色したところ、A549 のみにタンパクバ
ンドが得られ、これを LC-Ms/Ms 解析したと
ころ、サイトケラチン 19(KRT19, CK19)が新
たな HER2 結合タンパクであることが明らか
となった（図２）。 

 
HER2とKRT19の結合についてさらに詳細な
検討を行ったところ、これらの結合がそれぞ
れ KRT19 の N末端（図３A,B）と HER2 の C末
端（図３C,D）で起きていることが判明した。 
 

図１．変異 HER2 遺伝子導入による下流シグナルの変化 既

知の HER2 キナーゼドメイン変異導入時と同様に、膜貫通領

域変異（V659E, G660D）変異導入時にも下流のHER2, EGFR, AKT

の過剰リン酸化を認めた 

図 2．HER2 新規結合タンパク KRT19 の発見 肺癌細胞株 A549

では HER2 遺伝子導入による過剰発現で、HER2 新規結合タン

パクである CK19 の存在が明らかとなった。 



 
さらに、HER2 および KRT19 の結合により活
性化される分子を検討したところ、KRT19 の
N末端およびHER2のC末端両者が存在するプ
ラスミドを遺伝子導入した場合において ERK
の過剰リン酸化が起きることが明らかとな
り、下流経路として非常に重要と考えられた
（図４）。 

 
 

以上の結果により、HER2 が過剰発現してい
る肺癌においては、HER2 下流分子とともに、
結合タンパクであるKRT19も治療標的となる
可能性が示唆され、さらにその結合部位も同
定できたことで、新たな治療法の開発につな
がる非常に興味深い研究結果が得られた。 
 
②In vivo での新規変異 HER2 の発癌機能解
析： 
ヒト野生型および変異型 HER2（G660D）を
有するトランスジェニックマウス作製を行
った。当初、野生型 HER2 を有するトランス
ジェニックマウスは得られたものの、変異型
HER2 を有するマウスは得られなかった。その
ため、Rosa26 locus へ CAG-loxP-STOP-loxP-
野生型または変異型 HER2 cDNA を導入するノ
ックインマウスの作製に切り替え、野生型お
よび変異型 HER2 を有するキメラマウス、そ
して F1 マウスおよび F2 マウスを作製した。
現在、全身性に Cre を発現するマウスと交配
することで食餌により HER2 を全身性に誘導
するマウスを作製し、変異型 HER2 マウスに
おいて肺癌あるいは他臓器の癌が発生する
かを検討しており、今後得られた結果を報告
する予定である。 
 
③ヒト肺癌検体における解析： 
主に①で得られた発癌経路に関係する分
子として、新規 HER2 結合タンパクである
KRT19 の発現を肺癌細胞株およびヒト肺癌検
体で検討した。 
 

 

図 3．KRT19 および HER2 結合部位の決定 KRT19 および HER2

それぞれのドメインを作製しHEK293T 細胞に遺伝子導入した

後に免疫沈降法を用いて回収し検討したところ、KRT19 の N

末端（A,B）と HER2 の C 末端（C,D）が結合に関与している

ことが明らかとなった。 

図 4．KRT19 および HER2 結合による下流シグナルの活性化 

KRT19の N末端およびHER2の C末端を含むプラスミドを同時

に遺伝子導入した場合にのみ、ERK の過剰リン酸化が見られ

た。 

図 5．HER2 新規結合タンパク質 KRT19 の発現と局在 （A）

HER2 高発現肺癌細胞株（NCI-H1781 および H2170）では KRT19

も同様に高発現していた。肺癌細胞株（B,C,D）およびヒト

肺癌検体（E,F）において、HER2 高発現肺癌検体では KRT19

が細胞質ではなく細胞膜に局在変化していた。 



 
 
 
 
 
 
 
 
まず、肺癌細胞株における HER2 および
KRT19 の発現について検討したところ、HER2
高発現肺癌細胞株（ NCI-H1781 および
HCI-H2170）では KRT も高発現しており（図
５A）、さらに普段は細胞質に存在する KRT19
が、HER2 高発現細胞株では細胞膜に局在を変
えて存在していることが判明した（図５
B,C,D）。実際の肺癌臨床検体でも同様に、
HER2高発現検体ではKRT19が細胞膜に高発現
していることを見出した（図５E,F および表
１）。 
 
④新規治療法の開発： 
HER2 膜貫通領域変異肺癌に対する治療、さ
らには①-③の研究で同定された肺癌の新規
癌化機構・シグナル伝達に関与する分子を標
的とした治療法を検討した。 
 まず、新規 HER2 膜貫通領域変異（V659E, 
G660D）によって下流の HER2 および EGFR が
活性化されることより、これら双方に対する
阻害効果を有するチロシンキナーゼ阻害剤
である Afatinib の効果を検討したところ、
Afatinib は従来のキナーゼドメインの変異
と同様に新規 HER2 変異に対しても下流経路
を効果的に阻害することが分かった（図 6）。 

 
さらに Afatinib の抗腫瘍効果を検討した
ところ、in vitro の実験では HER2 のコピー
数増幅（H2170, Calu3）あるいは HER2 キナ
ーゼドメインの活性型変異（H1781）により
いずれも HER2 の高発現を示す肺癌細胞株に
おいて、Afatinib 治療により細胞周期 G1 期
の増加を示し（図７(a)）、さらにアポトーシ
スマーカーである Cleaved PARP の発現が増
加していた（図７(b)）。 
 
 

  
また、マウスを用いた in vivo で Afatinib
の効果を検討したところ、HER2 遺伝子増幅細
胞株（H2170）、HER2 活性型変異細胞株（H1781）
いずれに対しても高い抗腫瘍効果を示した
（図８）。 

 
 一方で、HER2 新規結合タンパクである
KRT19 についても、治療標的として検討を行
った。si-RNA を用いて実験的に KRT19 の発現
を抑制したところ、H1781 および H2170 いず
れの細胞株においても細胞増殖が抑制され
た（図９）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表１．ヒト肺癌検体における HER2 発現と KRT19 局在 

図６．HER2 変異に対するチロシンキナーゼ阻害剤の効果 キ

ナーゼドメインの変異と同様に、膜貫通領域の変異（V659E, 

G660D）に対しても EGFR および HER2 のチロシンキナーゼ阻

害剤であるAfatinib が効果的に下流のシグナルを抑制した。 

図７．HER2 高発現肺癌細胞株（H2170, Calu3, H1781）にお

ける Afatinib の抗腫瘍効果（in vitro）Afatinib 投与によ

り、これらの細胞の(a)G1 期増加、あるいは（b）アポトーシ

スマーカーCleaved PARP の増加を示した。 

図８．マウスゼノグラフトモデルにおける Afatinib の抗腫

瘍効果 H2170(HER2 コピー数増幅)および H2781(HER2 変異)

いずれの肺癌細胞株においても、Afatinib が高い抗腫瘍効果

を示した。 

図９．肺癌細胞株に対する KRT19 ノックダウンの抗腫瘍効果

si-RNAを用いてKRT19を抑制したところ、H1781およびH2170

いずれも増殖が抑制された。 



⑤まとめ： 
 今回の検討により、肺癌における HER2 遺
伝子についての様々な知見が得られた。まず、
我々が発見した新規 HER2 遺伝子変異である
膜貫通領域の変異を有する細胞では、下流の
HER2 および EGFR の活性化を通して AKT が活
性化されており、これらを効果的に阻害する
チロシンキナーゼ阻害剤である Afatinib が
治療薬として有効である可能性が示唆され
た。一方で、HER2 と結合するたんぱく質とし
ての KRT19 の可能性を見出し、これらの複合
体および結合により活性化される下流の ERK
等が新たな治療標的となり得る可能性が考
えられた。 
 今回得られた知見については、世界的な評
価を得ている学術雑誌にその結果を発表し
た。これらはいずれも、治療が困難な肺癌に
対する新たな治療法の可能性を示す非常に
重要な知見と考えられた。 
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