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【要旨】原発性肺腺癌患者において上皮成長因子受容体（EGFR）とエストロゲン受容体α及びβ（ERα、

ERβ）の発現、　EGFR突然変異との関係、そしてoverall　survivalへの関与について検討した。

　対象は、原発「生肺腺癌患者（n＝82）でEGFR突然変異群（n＝43、以下MU（mutation）群と表記。それ

以外はWT　（wild　type）群と表記。）を含む。　EGFR突然変異の有無はシークエンス法により判定した。

DNAにおける各遺伝子の発現を定量的PCRによって測定した。

　EGFRの発現は、　MU群で有意に増加していた（ρ〈0．001）。　ERβの発現は、　MU群で増加している傾向が

あった（ρ一〇．06）。WT群でのEGFRの発現は、　ERβ（r＝一〇．68）の発現とは逆相関を示したが、　MU群で

は同様の関係はみられなかった。各遺伝子（EGFR、　ERα及びERβ）ではoverall　survivalに影響を及ぼさ

なかったが、EGFRの発現が低い群では、　ERβの発現の増加が予後に関与していたψ＝0．03）。これらの結

果より、特にEGFRの発現が低い症例群において、　ERβが肺腺癌の治療戦略上、新たな分子標的になる可

能性が示唆された。

はじめに

　わが国における、死因の第1位は悪性新生物である

が、全ての悪性新生物では、非小細胞性肺癌（Non－

small　cell　lung　cancer；NSCLC）が1998年以降、第1

位を占めている。わが国ばかりでなく、アメリカ合衆

国や、ヨーロッパにおいても同様のデータが出されて

いる1）。しかも、ここ十数年で新たな抗癌剤が出てきて

いるにもかかわらず、死亡者数は年々増加傾向にあ
る2）。

　これまでにも肺癌には様々な癌遺伝子、癌抑制遺伝

子の関与が考えられ、癌遺伝子に関しては、その発現

を抑制することにより癌細胞の増殖や転移を抑えら

れると期待されてきた3）。その中でも、ErbBファミ

リーの1つであるEGFRは、正常組織において細胞

の分化、発達、増殖、維持の調節に重要な役割を演じ

ているが、同時に様々な悪性腫瘍においても過剰発現

がみられることが報告されている4）。特にNSCLCで

は4（｝～80％の症例に過剰発現しており5）、この過剰発

現が生存期間の短縮につながっていると報告されて

いる6）。これまでもEGFRに対して様々な研究がなさ

れてきたが、近年報告されたEGFRの突然変異は、い
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くつかの新しい知見により多くの研究者にインパク

トを与えた7＞8）。それはこの突然変異が、我々日本人を

含めた東アジア人種の、非喫煙者の女性の肺腺癌に高

頻度で認められ、さらに突然変異のある肺癌患者には

EGFRのTyrosine　kinase　domainを標的にした阻害剤

（Tyrosine　kinase　inhibitors：TKIs）が非常に効果的で

あるという事実である。突然変異の存在と薬剤の有効

性とのメカニズムに関しては、これまでにいくつかの

報告があるが9）10）、その一つとしてEGFR遺伝子変異

は、EGFRのATP結合部位に構造変化を起こす結果、

リガンドの刺激がなくても恒常的に活性化するよう

になり、細胞の悪性化に関わる一方で、ゲフィチニブ

への親和性も高まり、癌細胞がアポトーシスを起こ

し、腫瘍縮小効果を示す事などが考えられている11）。

　大規模な臨床試験においても、阻害薬の一つである

ゲフィチニブが、非喫煙者、女性、腺癌、東洋人に高

い奏効率があることが明らかにされた’2）13）。また、ゲ

フィチニブに効果のあった肺癌検体の解析により

EGFRをコードする遺伝子のうち、エクソン19の

LREA領域の欠失とエクソン21コドン858の点突然

変異L858Rの2つで全体の85％を占めていた事など

も報告されている14）。

　しかし、EGFR遺伝子に突然変異が認められてもゲ

フィチニブを含むTKIsの効果がない症例や、逆に突

然変異がなくても効果のある症例がある。その原因と

して、以下の事柄が考えられている。それは、1）エク

ソン20に存在する点突然変異15）2）EGFR遺伝子の

増幅の有無　3）癌細胞増殖に関わるEGFR遺伝子以

外の遺伝子の関与などである。EGFRの増幅とTKIs

の効果に関してはCappuzzoらがFISH　（fluorescence

in　situ　hybridization）を用い、　EGFR遺伝子の発現が

強い症例ほど効果があると報告している16）。また

Nomuraらは、東アジア人種ではEGFRの突然変異が

2本鎖DNAのうちで、より増幅しているDNA鎖に

より多く存在している事などを報告し17）、EGFR遺伝

子の突然変異と増幅が結びつくことにより腫瘍活性

が高くなり、同時にTKIsによる治療効果が期待でき

る可能性を示唆した。しかし、EGFR以外の遺伝子の

肺癌における関与については、既にいくつかの遺伝子

の突然変異の報告がなされているが18）、それらすべて

を併せても全肺癌の大よそ半数をカバーするに過ぎ

ず、新たな遺伝子の発見が待望されている。

　エストロゲン受容体（estrogen　receptor：ER）は、乳

癌におけるホルモン療法のターゲットとして研究さ

れてきた。ERにはERαとERβという2種類の亜型

が存在する。ERαの遺伝子は第6染色体短腕に、　ERβ

の遺伝子は第14染色体の長腕にと別々に存在するが

DNA結合ドメインに高い相同性が認められ、同程度

の親和性でエストラジオールと結合する。しかし、ア

ミノ基末端領域の相同性は低く、リガンドの種類に

よって異なった生理作用を示すと考えられている。肺

癌においてはいくつかの報告で、両方のERが関与し

ている可能性が示唆されている19）。Stabileらは、　ERα

とERβがNSCLCの培養細胞や腫瘍組織、正常肺の

細胞から発現していることを示し、17βエストラジ

オールがNSCLCの発育の促進物質として作用する

ことを明らかにした20）。肺癌においても乳癌と同様に

EGFRとERが相互作用し、　EGFRの過剰発現はER

の発現を抑制すること、またその逆の作用が報告され

ている21）22）。また、ERの発現と生存期間に関しての報

告はあるが、コンセンサスは得られていない。EGFR

とERがお互いに影響しあう以上、これらの遺伝子を

同時に検討する必要がある。今回、我々は特に肺腺癌

患者において、これらの遺伝子の発現と相互関係、そ

して生存期間を含む臨床学的データに関して詳細な

比較検討を行った。

研究材料及び方法

　対象

　2002年～2004年までの問に、東京医科大学病院で

原発性肺腺癌と診断した症例の内、EGFRを測定しえ

た82例を対象とした。全例日本人、年齢は41歳から

81歳、平均年齢65歳、男性45例、女性37例であった。

全症例とも当院の倫理委員会で認められた承諾書が

得られている。

　DNAの抽出
　Gentra　Puregene　protocol（Gentra　Systems）を用いて

各症例からDNAを抽出した。まず、組織をCell　Lysis

Solution中に入れProteinase　K　Solutionを加えた上

で（55℃、3時問）インキュベートした。その後、細胞

懸濁液にRNase　A　Solutionを加え（37．C、30分間）イ

ンキュベートした。試料を室温まで冷却、Protein　Pre－

cipitation　Solutionを加え20秒間撹拝した後、

14，㎜×gで3分間、遠心分離した。次にDNAを含む

上清を2－propanolとGlycogen　Solutionの中に加え、

転倒混和した後、14，㎜×gで1分間、遠心分離した。

上清を捨て15分間、風乾した。得られたDNAの濃度

をND－1000　Spectrophotometer（Nanodrop　Technol一
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ogies）を用いてA260：A280の比で計算しlng／μ1と

なるようにDNAを調節した。

　：EG：FR遺伝子の突然変異の検出

　EGFR遺伝子変異のタイプと突然変異検出のため

の方法論については、既に発表されている方法に従っ

た23）。我々は、腫瘍組織のDNAを用いて、　EGFRチ

ロシンキナーゼ領域のエクソン18－21に対してPCR

を施行した後、同部位のシークエンスを行った。

　定量PCR（qPCR）

　蛍光色素としてSYBR　Green用いてABI　7㎜

PCR　system　（APPIied　Biosystems）にて定量PCR

（qPcR）を行った。反応系は、それぞれcDNA　lμ1、

2×　SYBR　Green　PCR　Master　Mix　（Applied　Biosystems）

12．5μ1、Water　I　O．5μ1、適当な濃度のprimerをあわせ

全量25μ1で、それぞれ2穴ずつ準備した。反応は、

MicroAmp　Optical　96－well　reaction　plates　（Applied

Biosystems）を用いた。反応条件は、　stage　l：95℃10

minを1サイクル、　stage　2：95℃15secとstage　3＝

60℃lminを1サイクルとして計40サイクル反応さ

せて終了とした。生成物の量はABI　7㎜で連続的に

計測した。primerに関しては以下のものを使用した。

なお、内因性コントロールとしてはβ一actinを使用し

た。使用したプライマーは以下の通りである。

6－actin：　5“AGTCCTGTGGCATCCACGAAACT－
　　　　　3’　（forward）

　　　　　5i－ACTGTGTTGGCGTACAGGT－
　　　　　CTTTG－3’　（reverse）

EGFR　i　5LATGAACTACTTGGAGGACCGTC－3i
　　　　（forward）

　　　　5LTGCCTCCTTCTGCATGGTATTC－3i
　　　　（reverse）

ERcr：　5L　ATGGTCAGTGCCTTGTTGGATGCT－3t
　　　（forward）

　　　5i－TGATCATGTGAACCAGCTCCCTGT－3’
　　　（reverse）

ERrs：　5LTGGGCACCTTTCTCCTTTAGTGGT－3’
　　　（forward）

　　　5i－TCTTGCTTCACACCAGGGACTCTT－3r
　　　（reverse）

　統計処理

　EGFR突然変異と臨床的事項の相関は、　Chi－square

testを用いた。生存曲線はKaplan－Meier法で行い、有

意差検定はlog－rank　testを用いた。なお、　p＜0．05を統

計学的に有意差ありとした。

結 果

　EGFR遺伝子の突然変異

　全82例中、突然変異の全体の頻度は、43例（52％）

であった。43例中、エクソン19の欠失は24例（56％）、

とエクソン21コドン858の点突然変異（L858R）

は、19例（44％）であった。全例においてエクソン20

のT790Mは認められなかった。　MT群は女性、非喫煙

者で有意に多かったψ＝0．007）。両群問で病期に差は

みられなかったψ＝0．66）（Table　l）。

　定量PCR（qPCR）

　定量PCRで得られた各遺伝子の発現データは、同

時に測定したβ一actinの発現データで補正し、　log値

で表わして比較した。EGFR遺伝子の発現（mean

（SD））はMT群では0．58（1．34）、　WT群では一〇．64

（0．98）であり、MT群で有意に増加していたψ〈

0．001）。ERαの発現はMT群で0．43（1．03）、　WT群で

は0．22（0．93）であり、有意差は認められなかった

ψ＝0．33）。ERβの発現は、　MT群で1．36（0．99）WT群

で0．85（0．75）であり、two－sample　t－testでは有意差を

認めたψ＝0．Ol）。しかし、多変量解析後には有意差は

認めなかったψ＝0．06）（Table　2）。

　WT群では、　EGFRとERαの発現は正相関を示し

たが（r＝0．68）、Mu群ではその関係は認められな

かった（r＝一〇．02）（Fig．　l　A）。さらに、　WT群では

EGFRとERβの発現は逆相関を示したが（r＝
一〇．68）、MU群ではその関係は認められなかった

Table　1　Association　between　EGFR　mutation　and

　　　　clinicopathological　factors

　　EGFR　mutation

　Positive　Negative
　（52．4％）　（47．6％）　P＊
（43samples）　（39　samples）

Age

　〈　60

　1　60

Gender

　Male

　Female

Smoking

　No

　Yes

Stage

　I／II

　III／IV

9

34

17

26

26

17

29

14

17

22

28

11

11

28

29

10

O．05

O．007

O．007

O．66

“continuity　adjusted　chi－square　test
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Table　2　The　expressions　of　EGFR，　ERa　and　ERP　by　EGFR　mutations

EGFR　mutation Mean　（SD） p“ p’“

Log　（EGFR）

Log　（ERa）

Log　（ERIB）

No

Yes

No

Yes

No

Yes

一〇．64　（O．98）

O．58　（1．34）

O．22　（O．93）

O．43　（1．03）

O．85　（O．75）

1．36　（O．99）
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Fig．　IA　The　association　between　expression　of　EGFR　and　that

　　　　　　of　ERa　depended　on　EGFR　mutations．　The　slope　of

　　　　　　EGFR　regressed　on　ERev　on　log　scale　was　一〇．02

　　　　　　（95e／o　CI：　一1．29　to　1．25）　in　positive　EGFR　mutations，

　　　　　　but　was　O．68　（O．31　to　1．05）　in　negative　mutations　after

　　　　　　adjusting　for　age　gender　and　smoking．

一1 o 1 2 3
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Fig．　IB　The　association　between　EGFR　and　ERf3　expressions

　　　　　　also　depended　on　EGFR　mutations　but　was　in　oppo－

　　　　　　site　direction．　The　slope　of　EGFR　regressed　on　ERIe

　　　　　　on　log　scale　was　023　（95％　CI：　一〇．10　to　O．56）　in

　　　　　　positive　EGFR　mutations，　but　was　一〇．68　（一1．15

　　　　　　to　一〇．21）　in　negative　mutations　after　adjusting　for

　　　　　　age，　gender　and　smoking．

（r　＝　O．23）　（Fig．　IB）．

　　生存曲線

　　Kaplan－Meier法を用いた生存曲線においては各遺

伝子の発現は単独では影響を及ぼさなかった。しか

し、EGFRの発現が低い症例群では高ERβ発現群に

おいて有意に予後が悪い結果であったψ＝o．03）（Fig．

2）o

考 察

　　これまで、乳癌においてERとEGFRの問に逆相

関関係が報告されており、近年、肺癌においても同様

の関係が確認されている。Stabile22）、　Levin24）らは、

EGFRの過剰発現はERの発現を抑制すること、また

その逆の作用などを報告している。肺癌においては、
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Fig．2　The　effect　of　ERi（3　expression　on　survival　was　observed

　　　　　to　be　different　in　those　with　lower　EGFR　levels　di－

　　　　　chotomized　by　median　value　（p＝O．03）．
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EGFRの突然変異の報告があるが、　ERの突然変異の

報告はなく、逆に乳癌ではERの突然変異は認められ

るが、EGFRの突然変異の報告はない。従って、肺癌

において、ERとEGFRの関係を調べるにはEGFR
の突然変異は避ける事の出来ない事象である。

　今回、我々はEGFRとERの関係をより明確にす

る目的で、EGFRの突然変異のある肺腺癌患者とない

肺腺癌患者をほぼ同数を作為的に選び出し検討した。

我々が対象としたEGFR遺伝子に突然変異のある群

（MU群）では、女性及び非喫煙者が有意に多く、以前

の報告と同様の結果であった12＞13）。EGFRの発現は

MU群ではWT群に比較して有意に高かった。両群で

ERsの発現を比較すると、　ERαでは雨竜間で差を認

めないが、ERβではMu群で高い傾向を示した。さら

に、EGFRとERsの相関関係を見るとWT群では

EGFRとERβの問に逆相関がみられたのに対し、

MU群ではその関係はみられなかった。これまでに、

肺癌のセルラインにおいて、EGFRとERβとの問に

逆相関が認められている22）。今回、我々は初めて臨床

検体でその関係を確認した。但し、この関係はWT群

のみに限られていた。MU群では逆に、　ERβの発現が

WT群に比較してより高い傾向を示した。　mutationに

よりEGFRの発現が増加すれぼ、一般的にはERの

発現が減少する事が予想される。しかし、その現象が

みられなかったという事は、EGFRのmutationが存

在する前からERβの発現増加が存在していた可能性

を示唆する。換言すれば、ERβの発現増加がEGFRの

mutationの成因に関与している可能性が考えられる。

この可能性に関しては、今後、培養細胞を用いた実験

が期待される。

　肺癌においては、以前からEGFRの突然変異の有

無は予後に影響を及ぼさないことが報告されてい

る23）。ERに関して、　Schwartzらは、　ERβが発現して

いる男性では有意に予後が悪く、男女全体では有意差

がないと報告し25）、逆にKawaiらは、性別にかかわら

ず、ERβの発現していない群では有意に予後が悪い

と報告しており26）、コンセンサスは得られていない。

乳癌の領域では、ERα陽性例のほうが、一般的に予後

が良いと報告されている27）28）。ERβ陽性例は、タモキ

シフェンなどの抗エストロゲン剤に対する反応がよ

く、良好な予後が得られるとしている。しかし、EGFR

のファミリーであるHer2が発現している症例では、

予後が悪い事が報告されている29）。今回の我々の検討

では、EGFR及びERの発現自体は予後に関係してい

なかった。しかし、EGFRの発現がより低い群では

ERβの発現の高い群で予後が悪化していた。これは、

Kawaiら26）の結果とは全く逆になるが、彼らの報告で

は腺癌以外の症例も含まれていること、EGFR遺伝子

の突然変異が考慮されていないこと、免疫組織化学的

染色の結果だけで陽性、陰性を判定していることなど

から、方法的な問題に起因するものと思われる。どち

らかと言えば、我々の結果は、東アジア人種以外では

EGFRの突然変異の頻度が低いことや、さらに男性で

は特に発現が低い症例が多く含まれている可能性な

どを考慮すると、Schwartzら25）の結果に近いものと考

えられる。

　EGFRチロシンキナーゼ阻害薬であるゲフィチニ

ブを用いた臨床試験では、プラセポと比較し有意な生

存期間の延長を示さない30）ことが報告され、より適切

な治療選択基準が求められている。今回の検討では、

肺腺癌の患者でEGFRの発現の低い群ではERβが

予後規定因子である可能性が示唆された。したがっ

て、ERβは、肺腺癌患者を治療する上で、新たなター

ゲットになる可能性が考えられる。
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Abstract

　　　We　investigated　the　relationship　between　three　genes，　（ERa，　ER6　and　EGFR）　and　with　clinical　data，　including　overall

survival　in　the　patients　with　primary　lung　adenocarcinoma　with　or　without　EGFR　mutations．　We　sequenced　exon　18－21　of

the　EGFR　gene　from　DNA　isolated　from　82　resected　lung　adenocarcinoma　samples　to　detect　EGFR　mutations．　The　number

of　the　patients　with　EGFR　mutations　was　43　（52％）．　Real－time　quantitative　PCR　was　carried　out　to　detect　expression　of　the

three　genes．　EGFR　expression　increased　significantly　in　positive　EGFR　mutations　（P〈O．oo　1）．　ERfi　expression　had　a

tendency　to　be　more　amplified　in　patients　with　major　EGFR　mutations　than　those　without　mutations　（p＝O．06）．　There　was

a　negative　correlation　between　the　amplification　of　the　ER6　gene　and　that　of　the　EGFR　gene　in　the　patients　without

mutations　（r＝一〇．68）．　The　intensity　of　amplification　of　ER6　gene　in　patients　with　lower　EGFR　subjects　was　associated

with　a　poor　overall　survival　（p＝O．03）．　These　findings　suggest　that　ERfi　may　become　another　target　of　the　strategy　of　lung

cancer　treatment，　especially　in　patients　with　lower　expression　of　EGFR．

〈Key　words＞ Epidermal　growth　factor　receptor　（EGFR），

clnoma

Estrogen　receptor　（ER），　Gene　mutation，　Primary　lung　adenocar一
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