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研究成果の概要（和文）： 従来、他癌腫で指摘されていた EGFR 阻害剤の効果に影響するであ
ろう遺伝子変化から 38 種類の Common Mutation を頭頸部癌細胞株 35 種類の中から同定でき
た。特に EGFR パスウエイの下流のうち、癌細胞の増殖、浸潤に大きく関与する PI3KCA-AKT
パスウエイでの遺伝子変化をいくつかの細胞株で同定できた。 
 
研究成果の概要（英文）： Thirty-eight types of mutation were found in 35 cell lines. Some of 
them were related with auto-activation of EGFR pathways. Among them, PI3KCA is a key 
signaling molecular connecting between EGFR and Akt pathway. Mutation in PI3KCA 
caused protein structural differences in poket-like portion which associated with 
protein-protein interaction.  
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１．研究開始当初の背景 

頭頸部癌は毎年世界で 50 万人以上が罹患
し、全癌中 6 番目に多い疾患である。この頭
頸部癌治療においては、再建術の発達や当科
で進めている動注化学療法・放射線同時併用
療法により治療成績の改善が期待されてき
ているが、更に大きな改善の余地が残されて
いる。個々の頭頸部癌は本質的に異なる特性
（腫瘍悪性度・放射線/抗癌剤感受性など）を
有しているが、これらの増殖・制御のメカニ
ズムや実地臨床に直結する評価法は未だに
ないのが現状であり、基礎的研究に裏打ちさ
れた臨床的 break through が強く求められて

いる。 
EGFR は分子標的治療のターゲットとして、

すでに Gefinitib や Cetuximab 等で臨床応用さ
れている。頭頸部癌はあらゆる癌の中で最も
EGFR 過剰発現をきたす率が高く、その治療
効果が期待されたが、その効果は限定的であ
った。肺癌における Gefinitib の効果は EGFR
の特異的な mutation にあよることが Science、
Lancet 誌に同時に報告され、このような遺伝
子変化が分子標的治療における薬剤感受性
に変化を与えることが示された。頭頸部癌に
おいてはいくつかの mutaion のタイプが報告
されており、VIII 型の mutation は近年注目さ
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れている EGFR 過剰発現に伴う遺伝子変化で
ある。しかし、いまだこの変化がシグナル伝
達や癌組織の増殖、転移に与える影響につい
ての詳細は不明である。 

最近の分子生物学の進歩から、癌は遺伝子
異常の多段階的蓄積で生じることが明らか
になり、様々な遺伝子異常をとらえることで
癌の本質が解明され、それが革新的な診断・
治療に結びつくことが期待された。しかし、
これまで報告されてきた分子マーカーや遺
伝子発現情報で臨床応用に至ったものはな
い。その理由として、１）現在報告されてい
るマーカーとなる少ない種類の遺伝子・タン
パク質では多彩な癌の形質が充分に反映さ
れていないこと、２）実際の機能を担うタン
パク質の発現が mRNA の発現と必ずしも対
応せず、遺伝子レベルだけでの網羅的解析だ
けでは不十分であることが挙げられる。 
 
２．研究の目的 

頭頸部癌検体から Laser microdissection 法
を用いて癌組織における EGFR 分子の過剰発
現の有無および mutation の形式を分類する。
これらの mutation のタイプによる遺伝子発現
の違いを Array CGH、cDNA microarray 等を用
いて検討する。すでに我々は同じ扁平上皮癌
である食道癌検体を用いたプロテオーム解
析研究にて、組織型によりその構成タンパク
質が全く異なることを確認し、癌化や分化に
関わるタンパク質群の他、予後やリンパ節転
移に関連したタンパク質群を同定している。
このプロテオミクス技術を用いてタンパク
質レベルでの変化についても検討し、癌の増
生、転移のメカニズムの核となる EGFR シグ
ナル伝達の異常を解明し、これに関わる新た
な標的分子、シグナル伝達機構の解明する。 

臨床への応用は従来からの簡便な免疫染
色や ELIZA 法を用いることで遺伝子・タンパ
ク発現レベルで癌組織を簡易に分類でき、
個々の癌組織の特性に基づいたテーラーメ
ード医療の提供が期待できる。本研究で得ら
れる知見によって、EGFR 過剰発現にや遺伝
子変異に基づいた癌の個性に関わる分子の
同定により頭頸部癌に関する極めて有用な
基礎的情報を提供するとともに、個々の症例
に適した治療法の選択や新しい治療標的分
子の同定などを通して、さらなる治療成績の
向上が期待される。 

 
３．研究の方法 
（1）頭頸部正常扁平上皮および癌組織から 
のタンパク質抽出 
生検、手術で得られた検体を凍結保存し、-20
度の状態で凍結切片を作製する。連続切片を
ヘマトキシリン染色のみ行い
Lasermicrodissection 法を用いて当該組織のみ
を採取し、DNA, mRNA, タンパク質をそれぞ

れ抽出する。 
 
（2）Mutation のタイプ別分類 

EGFR の発現を mRNA レベル、タンパク質
レベルで定量化する。さらにリン酸化された
EGFR もその発現量を定量する。Mutation の
有無については Wild type、VIII 型以外にもで
きる限り遺伝子変化の type 別に分類する。 

 
（3）Array CGH、cDNA microarray、２次元 
電気泳動及び発現解析 
抽出した DNA は Array CGH 法を用い、

mRNA は cDNAmicroarray、タンパク質は主に
２次元電気泳動にて展開する。データは膨大
な量になるためバイオインフォマティクス
アプローチにより解析する。従来の多変量解
析のほか、階層的クラスター分析、機械学習
法、自己組織化写像法を用いて検体の組織特
異性、臨床的背景に応じて変化する分子を遺
伝子、タンパク質レベルで層別化する。 
 
（4）質量分析および当該タンパク質の確認 
臨床背景に即した変化をしめすタンパク質
スポットをゲル上から分離し、トリプシン処
理後、四重極法による質量分析を行い、当該
タンパク質を同定する。他方、当該タンパク
質群の発現をウエスタンブロッティング法、
ELIZA 法、免疫染色法により確認する。 
 
（5）EGFR および関連タンパク質による免
疫沈降 
EGFR 過剰発現に関連するタンパク質を免
疫沈降法、質量分析にて同定する。 
これらのタンパク質は多数同定される可能
性が高いが、microarray や２次元電気泳動法
から得られたデータから取捨選択を行い、
EGFR 過剰発現に関連して増減する分子を絞
り込む。 
 
（6）RNA 干渉、遺伝子組み込みによる当該
分子の機能解析 

頭頸部癌細胞株を用い、当該分子の発現量
の変化に伴う EGFR もしくはそのシグナル伝
達に関する分子の発現・及び活性の変化を定
量する。当該分子のシグナル伝達、細胞周期
などに与える影響等の機能を評価する。 

 
（7）当該分子のモノクローナル抗体などを
用いた医療への応用 

モノクローナル抗体を精製し、扁平上皮癌
モデルマウスへの投与を試みる。 

 
（8）追加サンプルによるタンパク質発現再
現性の確認と域値の設定 
同様の臨床背景を持つ他検体を用いて同

様にタンパク抽出、ウエスタンブロット、
ELIZA 法を行いタンパク質の発現が同じ結



 

 

果を示すかどうかを検証し、臨床検査・治療
における域値の設定を行う。同検体から
mRNA を抽出して RT-PCR を行い、トランス
クリプトームレベルでの発現を検討し、臨床
応用に向けより敏感度、特異度が高く簡易な
検査法を確立する。 
 
４．研究成果 
今回の目的分子である EGFR の vIII 型の変

異をもつものは実際の検体では皆無であっ
た。しかし、EGFR の機能に大きく影響を与
えるであろう EGFR パスウエイの分子のシグ
ナル伝達活性化に関与するいくつかの
mutation を頭頸部癌細胞株で見つけることが
できた。従来、他癌腫で指摘されていた EGFR
阻害剤の効果に影響するであろう遺伝子変
化から38種類のCommon Mutationを頭頸部
癌細胞株 35 種類の中から同定することがで
きた。特に EGFR パスウエイの下流のうち、
癌細胞の増殖、浸潤に大きく関与する
PI3KCA-AKT パスウエイでの遺伝子変化を
いくつかの細胞株で同定できた。さらに
PI3KCA の変異については、そのタンパク構
造の変化に対するも検討を行っている。実際
に mutation により PI3KCA のポケット状構造
にあたる部位にアミノ酸変化をおこした口
腔癌由来の細胞株ではリガンドの有無によ
らずに、その下流の活性化が起こることを突
き止めている。 
今後は、これらの変異を認めた頭頸部癌細

胞株を用いて、リガンドや阻害剤の有無によ
る下流の活性化の変化を追うことで、その効
果のメカニズムの解明にあたりたい。この遺
伝子変化はこれまでに非肺小細胞癌でその
近位に遺伝子変化があることが分子標的治
療の効果に違いが生まれることが報告され
ており、頭頸部癌でも同様の機構があること
が予測される。これによりこの遺伝子変異に
よって起こるであろう頭頸部扁平上皮癌の
治療効果の変化だけでなく副作用の予測マ
ーカーとしても可能性があり、さらには当該
分子を標的とする分子標的治療も開発段階
である。従来の抗癌剤との併用や放射線治療
との併用によるより一層の頭頸部癌治療の
予後改善へのブレイクスルーとなることを
期待したい。 
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