
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 23 年 5 月 23 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

 上皮増殖因子受容体(EGFR)と刺激伝達経路の因子の異常を解析した。肺癌ではEGFRの活性化
は37%に認められ、その増殖刺激の細胞内への伝達は11%に見られた。EGFR遺伝子の質的変化
は24%で見られ、これも増殖刺激の伝達や転移と関連していた。その下流因子の一種、Aktの遺
伝子増加は45%の症例で認め、これはEGFRとは排他的に増殖に関与していた。肉腫では、増殖
のみならず神経，横紋筋等の腫瘍の形態形成への関与も示唆された。  
 
研究成果の概要（英文）： 
 The involvement of epidermal growth factor receptor (EGFR) cascade was analyzed 
in lung carcinomas and in soft tissue sarcoma. Overexpression/activation of EGFR was 
observed in 37% and constitutive activation of cascade was found in 11%. Mutation of 
EGFR was observed in 24% and associated with cell proliferation and metastasis. 
Increase of AKT genes were found in 45% with reciprocal relation against increase of 
EGFR gene. In sarcoma, mTOR activation was associated with morphogenesis in 
tumors of neural and skeletal muscle origin. 
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１．研究開始当初の背景 

 国内外で増殖関連因子、特に受容体型チ
ロシンキナーゼは長年研究対象とされ続け、
また近年は遺伝子変化に対応した薬剤療法
を目指す分子標的療法という観点からも更
に注目されている。その中で癌遺伝子増幅
の視点からの抗癌剤創薬の研究は重要な柱

の一つをなす。我々はヒトの多臓器の腫瘍
で癌遺伝子の増幅，蛋白過剰発現を研究し，
特に肺癌、肉腫で EGFR 系の上流(膜)の遺
伝子、蛋白発現異常から下流(細胞内) 因子
の異常活性化の特異的関連を報告してきた。
その中で一元的な受容体抑制療法に否定的
見解も示してきた。国内外の細胞増殖の研
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究では、細胞周期抑制系の不活化、また抑
制系蛋白質の分解亢進などが明らかになり、
より複雑で丹念な解析を必要とする新しい
局面になった。我々も増殖関連蛋白分解系
に関しては肺癌の組織型(分化度)特異的分
解を報告したが，今回は EGFR の下流での
cdk 抑制因子の不活化も含めた詳細なカス
ケード解析を予定した。一方、転移に関し
ては細胞遊走因子 autocrine motility 
factor(AMF) の解析結果を報告したが，こ
れにも EGFR ファミリー分子の関与が示
唆され、下流の一因子として解析対象に加
えた。こうした複数の因子(群)の培養細胞
での機能解析とヒト腫瘍材料での解析から
治療標的の解明へアプローチするという研
究は、この分野における集約的研究として
位置づけているが、従来の報告は尐ない。
経緯：我々は肺癌、骨軟部肉腫を中心に、
個々の腫瘍症例に対して臨床・病理組織診
断のみからは推定が難しい”がんの悪性度
診断”という概念を考え、多方面からの包括
的な悪性形質の解析を継続してきた。具体
的には i) 特定の癌で注目された癌遺伝子
増幅が他の多臓器の癌でも認められる, ii) 
特定の複数癌遺伝子の増幅が complex と
して起きやすい, iii)臓器により癌遺伝子増
幅、蛋白過剰発現がシグナル伝達系に及ぼ
す活性化には特異性がある事などを報告し
てきた。 
 
２．研究の目的 

 上記のように肺癌、軟部肉腫の癌遺伝子、
特 に 上 皮 増 殖 因 子 受 容 体 (epidermal 
growth factor receptor;EGFR)とそのシグ
ナルカスケードに関する遺伝子、蛋白質群
の包括的解析から、増殖、形態維持、転移
等、個々の癌の悪性形質を制御する複数の
重要な因子、所謂”addicted gene”を解析
し、”多分子標的療法”のターゲットとする。
従来の画一的薬剤療法ではなく、個別化医
療に即した分子標的療法という概念を掲げ、
EGFR 系の全データを包括し、個々の癌の
形質に深く関与する上流，下流の複数
の”addicted gene”の解明を目標とした。 
 

３．研究の方法 

(2008 年度) 癌における形質変化と今回の研
究対象の遺伝子、蛋白発現の変化の因果関係
を解明するため、肺癌手術材料で EGFR カス
ケードの諸蛋白質の発現により群分けし、変
動する他の遺伝子を検索した。その結果をも
とに臨床検体で諸因子の発現異常、活性化を
検索する。最終的には個々のヒト腫瘍で
“EGFR 遺伝子の異常－シグナル伝達蛋白の
異常－分解系の関与”の一連の事象に特異性
を見い出し、生物学的悪性度との関連を解析
し、個々の症例別の”多分子標的療法”のための

データとする。 

(1). 病理組織検体における発現検索：肉腫と
肺癌に関して (肉腫 115 例、肺癌は 220 例)

で下記を検討した。新鮮試料は引き続き連携
協力者の山梨大学胸部外科、整形外科の協力
も得て収集した。 

① 抗体を用いた発現解析：A. 癌遺伝子蛋白
(EGFR, HER-2, c-myc),  B.  EGFR 経路下
流因子(Akt, mTOR, S6K 等),  C. 分解系
ligase 等，免疫組織染色, immunoblot で発現, 

局在、リン酸化レベルの検討を行った。 

② 遺伝子増幅, EGFR 変異の解析： EGFR, 

HER2, c-myc の増幅解析は、BAC clone (東
京医科歯科大学・稲澤教授より供与)のプロー
ブで FISH 解析を行った。EGFR は exon 

18-21 の clamp 法でシークエンスした。 

(2) シグナル伝達系の活性化の解析：  

EGFR の変化と下流因子の活性化： EGFR

の増幅と過剰発現，塩基配列解析、リン酸化
のカスケードの特異的活性化の解析を多数
例で、Gefitinib 感受性を念頭に Akt と下流
の mTOR, p70S6K, 4E-BP1 に関して上記と
同様にリン酸化の検索を、異なったリン酸化
部位を認識する複数種の抗体を用いて
immunoblot, 免疫染色を行った。 

 

(2009 年度以降) 
(1). 肺癌における mTOR 下流の最重要因子
の探索：mTOR 蛋白質の高/低発現により群
分けし、両群の発現遺伝子の差異を東レ社製
3D-Gene によりアレイ解析した。 

(2). cdk 抑制因子蛋白の不活性化と分解系の
解析の継続： 

Skp2, Pirh2と cdk-inhibitorの生化学的解析
は基質を p27 に絞り、培養細胞で発現の相関
とを解析した。また予備実験の意味無含め肺
癌の扁平上皮癌と類似した性格の癌として
口腔領域の扁平上皮癌で上記 3種蛋白の発現
をもとに臨床病理学的な解析を行った。 

(3). 2009年度以降新たに入手した臨床検体で、
EGFR の変異、HER2, c-myc 遺伝子増幅を有
する癌を 2008 年と同様に解析を継続した。 

(4). データの統計解析：上記で得た多種の蛋
白質の発現、活性、遺伝子増幅等の個々のデ
ータを総括し、臨床的なパラメータ (TNM 

因子,生存期間等) との相関を単変量、多変量
解析を含めて統計解析した。本研究では特に
EGFR 系で活性化される責任下流因子、特に
Akt-mTOR 系の解析と手術後の臨床経過、
Gefitinib 投与の有無、効果等の観点から検討
した。肺癌は遠藤、松原、骨軟部肉腫は柳川、
佐藤が臨床データを提供した。 

 
４．研究成果 
(1). EGFR関連蛋白質と下流因子の検索：山
梨大学，金沢大学との共同研究で収集した症
例中、解析可能な質的保存状態だったものは



 

 

肺癌150例, 肉腫120 例であった。このサンプ
ルでEGFRの異常と下流因子(Akt, mTOR, S6K, 
rS6, 4E-BP1蛋白)の特異的活性化の解析を行
った。 
① EGFR と下流因子の活性化：i) 肺癌：EGFR
蛋白質の過剰発現、活性化はいずれも約 37%
に認められたが、小細胞癌では 7%であり、そ
の関与は低かった。EGFR の活性化例の 55%

に Akt-mTOR 系 の 活 性 化 を 伴 い 、
EGFR/Akt/mTOR/rS6 の全体の構成的活性
化は非小細胞癌の 11%に見られた。特に腺癌
(AC)では 90%に、扁平上皮癌(SCC)では 40%

に mTOR の活性化を認めたが、いずれもそ
の 60%が下流の S6K/rS6 の活性化を伴って
いた。EGFR の遺伝子変異例は 24%に見られ、
高頻度に EGFR の活性化を伴い、50%の症例
が Akt/mTOR/rS6 全体の活性化を伴ってい
た。また EGFR 変異例では高頻度に EGFR の
活性化を伴い、50%の症例が Akt/mTOR/rS6

全体の活性化を伴っていた。この傾向は SCC

でも同様であった。EGFR 遺伝子変異例の
22%に EGFR 増幅を伴っていたが、下流因子
の活性化の特異性は認めなかった。Akt の活
性化は肺癌全体でリンパ節転移と相関し、組
織型別では SCC では mTOR, AC では rS6 の
活性化例で転移率が高かった。(以上、2009, 
2010, 2011 年, 日本病理学会、2010 年日本
癌学会, Cancer, 2009, Human Pathol. 2010, 

Front. Biosci.2010)  
② 骨軟部肉腫：骨軟部肉腫では EGFR の下流
分子のAktが 55%、mTORは 61%で活性化され，
特に mTOR は神経系，横紋筋腫瘍の他，上皮
性 形 態 を 示 す 腫 瘍 特 異 的 に 下 流 の
S6K/4E-BP1 も含めた系全体の活性化が見ら
れ, これらの腫瘍の分化, 形態形成への関
与が示唆された(2009 年、日本病理学会発表、
Mod. Pathol. 2009)． 

③ Akt 蛋白質の過剰発現, 遺伝子増幅の関
連： Akt の過剰発現は肺癌全体の 60%で、
活性化は 44%で認められた。また 13%に
AKT1,2 遺伝子いずれかの増幅を、32%で
polysomy を認めた。AKT1,2 増幅と高レベ
ル polysomy を示す症例では全例で Akt の活
性化を伴い、かつ EGFR の変化が無く、両遺
伝子の変化の排他性が示唆された(2011 年, 
日本病理学会)。 

④ mTOR 下流の最重要因子の探索：アレイ
解析により、肺癌における mTOR 下流での
高発現蛋白質で、増殖因子、癌遺伝子関連以
外の候補を数種類クローニングした。今後、
機能解析を含めた詳細な検討を継続する。 
(2). cdk抑制因子(CKI)の不活性化と分解系
の解析： CKIの一種，p27はubiquitin ligase 
のSkp2,の他、Pirh2により分解を受ける。 
① Skp2等とCKIの発現レベルの相関解析： 4
種の培養細胞株にPirh2のcDNA, あるいは
siRNAを導入すると，過剰発現の際にはp27の

発現は減弱し，抑制するとp27が亢進し，拮抗
的な関係が確認できた。 
② 手術材料での解析： 口腔癌57例でPirh2, 
p27の免疫組織染色により検索した結果，実際
の組織でも両者の発現レベルは拮抗的であり
，複数のp27分解蛋白質の中でもPirh2が主た
る蛋白である可能性が示唆された．またPirh2
過剰発現例は腫瘍径，stageと有意に相関し, 
また単変量解析では予後不良因子となった
(2010年日本癌学会, Cancer Sci. 2009)。 
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