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研究成果の概要：頭頸部扁平上皮癌において、遺伝子変異（Exon20 での SNP）と EGFR 蛋白

および EGFR mRNA 発現量が EGFR 阻害剤である gefitinib の感受性への効果予測因子とし

て関連している可能性が示唆された。また、gefitinib と HER2 阻害剤である trastuzumab と

の併用効果に関しては、幾つかの細胞で gefitinib 単剤と比較して 2 剤併用による感受性の増強

が認められた。 
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研究分野：頭頸部外科 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学 耳鼻咽喉科学 
キーワード：頭頸部癌、EGFR、遺伝子変異、gefitinib、HER2、遺伝子コピー数 
 
１．研究開始当初の背景 種々の癌に高発現しているepidermal growth 

factor receptor (EGFR)は、癌の進行度、転
移および予後に関係していると報告されて
いる。また EGFR のシグナルは細胞増殖だけ
でなく血管新生や DNA修復にも関与している
と考えられており、分子標的治療への応用が
行われている。頭頸部扁平上皮癌や非小細胞
肺癌において EGFR 阻害剤により増殖抑制効
果のあることが示されており、EGFR tyrosine 
kinase inhibitor や EGFR antibody が臨床に
導入されてきている。しかし、その臨床効果
には性別、人種、組織型あるいは喫煙歴など
により違いがみられており、また抗腫瘍作用

固形癌に対する従来の治療法である手術と
放射線治療の組み合わせのみでは、進行癌の
生存率は十分とはいえない。そこで生存率の
改善および臓器・機能の温存を目的として集
学的治療に化学療法が取り入れられ、生存率
や臓器温存率の改善は示されてきているも
のの、固形癌に対する効果は限られ、かなり
の有害事象を伴ってきた。そのため癌の増殖
を引き起こしている分子経路の異常を標的
とし癌細胞と正常細胞を見分け、少ない副作
用で高い奏効率を達成しようとする治療法
として分子標的治療が考えられている。 



（3）頭頸部扁平上皮癌培養細胞において
EGFR 遺伝子変異の有無による諸因子の発
現と EGFR 阻害剤処理後の変動につき検討
する。 

の機序については十分に解明されていない。
このような EGFR 阻害剤の効果の違いに関与
するものとして、EGFR 遺伝子変異に関心がも
たれている。 

Tyrosine kinase の反応経路に関与する因子
として ERK、AKT および STAT3 の発現と
変動を Western blotting で検討する。 

当科で樹立した多くの培養細胞においても
EGFR 阻害剤への感受性の違いがあり、EGFR
遺伝子変異が腫瘍増殖および EGFR 阻害剤へ
の感受性に関与している可能性がある。  

  
  
  
  
  
 （4）gefitinib 感受性に影響する作用機序に

関して、EGFR 遺伝子コピー数との関連性に
ついて Fish 法を用いて検討する。 

２．研究の目的 
頭頸部扁平上皮癌培養細胞において EGFR
阻害剤(gefitinib)による抗腫瘍効果を検討す
る。頭頸部扁平上皮癌培養細胞における
EGFR 遺伝子の解析、および蛋白質、mRNA
の発現量を同定する。これら培養細胞の
EGFR 遺伝子変異、蛋白質および mRNA の
発現量と EGFR 阻害剤への感受性との関連
性を検討し、その動態を把握する。Tyrosine 
kinase の反応経路である ERK、AKT および
STAT3 の発現を検討し、その作用機序につい
ても検討を行う。 

 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
（1）EGFR 蛋白質は全ての培養細胞におい
て発現しており、EGFR mRNA もまた全て
の培養細胞において発現していた。EGFR 蛋
白質の発現レベルは mRNA の発現レベルと
有意に相関し、gefitinib に対する IC50値とも
有意に相関していた。さらに、EGFR の
mRNA 発現レベルも gefitinib に対する IC50
値と有意に相関していた。 

 
 
 
 
 
  
３．研究の方法  
（1）頭頸部扁平上皮癌培養細胞において
EGFR 遺伝子変異の検索と EGFR の mRNA
および蛋白質の発現量を確認する。 

 
 
 
 ①培養細胞は当科で樹立した頭頸部扁平上

皮癌細胞株（16 種）および KB 細胞、A431
細胞を用いる。 

 
 

②EGFR 遺伝子（exon18－exon23）変異は
DNAサイクルシークエンス法にて検索する。 

 
 

③mRNA の発現・定量は real-time PCR で
評価する。 

 
 

④蛋白質の発現・定量は Western blotting で
評価する。 

 
 

  
  
  
  
  
  
（2）EGFR 阻害剤（gefitinib, trastuzumab）
で処理を行い、腫瘍増殖抑制効果を検討する。 

 
 

腫瘍増殖抑制効果の評価は MTT survival 
assay を用い、IC50 値を求める。 

 
 

  
  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
（2）頭頸部癌培養細胞 16 細胞中 9 細胞
（56.3%）と高頻度に exon 20 での single 
nucleotide polymorphism （SNP）を認め、
これは National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) SNP データベースに
rs1050171 として登録されている。この SNP
は silent mutation であり蛋白質の一次構造
には変化を与えない同義 SNP(synonymous 
SNP)（Q787Q）と考えられているが、今回の
検討では EGFR G/A 遺伝子型群は EGFR G/G 遺
伝子型群に比べて高い gefitinib感受性を示
した。但し、頭頸部癌において EGFR G/A 遺
伝子型が gefitinib感受性に影響する作用機
序に関しては、EGFR の下流シグナル伝達経路
である Ras-MAPK 経路、STAT 経路の検討から
は明らかにすることができなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
（3）EGFR 蛋白、HER2 蛋白ともに全細胞株で
発現していたが、gefitinib、trastuzumab そ
れぞれの腫瘍増殖抑制効果（IC50 値）との相
関は認められなかった。 gefitinib と
trastuzumab との併用効果に関しては、幾つ
かの細胞で gefitinib 単剤と比較して 2剤併
用による感受性の増強（IC50 値の低下）が認
められた。この効果は作用時間により異なり、
24 時間後、48 時間後、および 72 時間後でそ
れぞれ有効な細胞株が認められたが、1 細胞
においては全ての作用時間において有効性
が認められた。 
 
 
 
（4）EGFR 遺伝子コピー数と gefitinib に対
する感受性においては相関性を認めなかっ
たが、EGFR G/A 遺伝子型群と EGFR G/G 遺伝
子型群との比較で有意差が認められた。 
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