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研究成果の概要（和文）：

抗 HER-2 モノクロ-ナル抗体である trastuzumab（HerceptinTM）に対する食道扁平上皮癌細
胞の耐性の機序、すなわち、癌の抗体依存性細胞傷害（ADCC）からの逃避のメカニズムを
検討した。その結果、NK細胞を分離し行った ADCC で有意な差を認め、Herceptin 耐性の機
序としてはNK細胞が重要な役割を果たすことが推察された。さらに、cloneに直接perforin
や granzyme を反応させ検討を行ったところ、感受性の違いを認め、これが癌の ADCC から
の逃避のメカニズムのひとつに関与すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：
We elucidated the mechanisms of escape from trastuzumab-mediated ADCC using
esophageal squamous cell carcinoma cell clones. The ADCC assay with purified NK cells
showed significantly susceptibility to trastuzumab-mediated ADCC in tumor cell
clones. These results indicated that the sensitivity to trastuzumab-mediated ADCC
was mainly due to the difference in susceptibility to NK cell-mediated ADCC.
Furthermore, the degree of permeabilization induced by PFN and apoptosis induced by
the combination of PFN with GrB in tumor cell clones was analyzed. As a result, lower
sensitivity for PFN/GrB on tumor clones was related to the reduced
trastuzumab-mediated ADCC. In conclusion, lower susceptibility to the
perforin-granzyme system is one of the important mechanisms explaining escape from
trastuzumab-mediated ADCC.
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１．研究開始当初の背景
HER-2 は、ヒト上皮増殖因子受容体（human

epidermal growth factor）family に属する
膜貫通型受容体であり細胞増殖に関与する。
それ自体のリガンドは同定されていないが、
HER-2 は、他の HER family（HER1,HER3,HER4）
とヘテロダイマーを形成し、おもに、HER-2
の細胞内ドメインの tyrosine kinase がリン
酸化され、その後の下流のシグナル伝達が活
性化され、細胞増殖に働くとされ、HER-2 の
過剰発現は乳癌の 20-30％に認められる。
我々は胃癌、食道癌の HER-2 の発現につき検
討し、胃癌の 15%に認められ（Kono K,
International Journal of Cancer, 2002）、
食道扁平上皮癌においても、30%に HER-2 の
過剰発現が認められる（Mimura K, British
Journal of Cancer, 2005）ことを報告して
きた。
抗 HER-2 抗体（Herceptin）は、すでに乳

癌において臨床応用されており、約 2-3 割の
臨床効果が証明されている。その作用機序と
しては、（1）腫瘍細胞における活性化シグナ
ル伝達のブロック、（2）HER-2 発現の down
regulation、（3）腫瘍細胞のアポトーシスシ
グナルの活性化、（4）抗体依存性細胞傷害活
性（ADCC）による免疫機序などが報告されて
い る 。 さ ら に 我 々 は 、 抗 HER-2 抗 体
（Herceptin）の食道癌への臨床応用を目指
した基礎的検討を行い、食道扁平上皮癌細胞
において、抗 HER-2 抗体（Herceptin）の抗
腫瘍効果の１つに ADCC が重要な役割を果た
すことを報告してきた（Mimura K, Clinical
Cancer Research, 2005）。すなわち、抗 HER-2
抗体（Herceptin）の食道癌への臨床応用が
可能であることが示唆された。さらに我々は、
HER family のひとつである HER1(EGFR)にも
注目し、食道癌における EGFR の発現状況、
および、抗 EGFR 抗体（ErbituxTM）の臨床応
用の可能性について検討した。その結果、食
道扁平上皮癌の約 35％に EGFR が発現し
（Kawaguchi Y, British Journal of Cancer,
2007）、さらに、抗 EGFR 抗体（Erbitux）は
食道扁平上皮癌に対して、ADCC および増殖抑
制作用により抗腫瘍効果を発揮することを
報 告 し た （ Kawaguchi Y, International
Journal of Cancer, 2007）。すなわち、食道
扁平上皮癌は、EGFR,HER2 ともに比較的高頻
度に発現し、また、抗 HER-2抗体（Herceptin）、
抗 EGFR 抗体（Erbitux）ともに、抗腫瘍効果
が認められることから、食道扁平上皮癌に対

する抗体療法の導入が期待されるものであ
る。
しかしながら、乳癌治療における検討から、

抗 HER-2 抗体（Herceptin）の治療を受けた
患者のほとんどが 1年以内に耐性を生じると
いう抗体療法の問題点が存在する。その耐性
のメカニズムとして、（1）p27kip1 levels の
減少、（2）PTEN の欠損、（3） insulin-like
growth factor-I receptor signaling の関
与などが報告されている。しかし、これらの
報告は、抗 HER-2 抗体（Herceptin）の腫瘍
に対する直接作用に関する耐性機序であり、
抗体依存性細胞傷害活性（ADCC）に注目した
抗 HER-2 抗体（Herceptin）の耐性の機序を
報告したものは皆無である。前述のごとく、
食道扁平上皮癌に対する抗 HER-2 抗体
（Herceptin）の作用機序は、ADCC が主体で
あり、食道癌における抗 HER-2 抗体療法の導
入においては、ADCC に対する耐性機序の解明
は、極めて重要な問題であり、なおかつ耐性
機序に対する対策が、食道癌における抗
HER-2 抗体療法の成功につながると考えられ
る。

２．研究の目的
以上のような過去の我々の基礎的検討、理

論的背景のもと、本研究は、HER-2 を過剰発
現した食道扁平上皮癌株から、ADCC に対する
種々の反応性を有するクローンを樹立し、抗
HER-2 抗体（Herceptin）による抗体依存性細
胞傷害活性（ADCC）に対する耐性の機序、す
なわち、癌の免疫逃避のメカニズムを解明す
ることを目的とする。

３．研究の方法
HER-2 を過剰発現した食道扁平上皮癌株

TE4 から、限界希釈法にて ADCC に対する種々
の反応性を有するクローンを樹立し、その
clone の中で、HER-2 の発現が同程度で、ADCC
活性が異なる clone を選択し、ADCC に関与す
る因子を検討した。さらに、ADCC の反応の違
いが perforin や granzyme の感受性によるも
のかどうかを clone に直接 perforin や
granzyme を反応させ、検討を行った。

４．研究成果
食道扁平上皮癌細胞株 TE4より限界希釈法



にて ADCC に対する種々の反応性を有する
clone を樹立し、それぞれの clone の HER-2
発現と ADCC を測定した。その clone の中で、
HER-2 の発現が同程度で、ADCC 活性が異なる
clone を選択し、ADCC に関与する因子を検討
した。その結果、63 個の clone が樹立でき、
その中で、HER-2 の発現が同程度の clone2 と
8 を選択し、検討を行った（図 1）。

（図 1）
これらの cloneの細胞増殖速度や、Herceptin
に対する細胞増殖抑制効果、アポトーシス誘
導能に差は認められなかった。
また、細胞形態も同じであり、DNA typing

の結果はどちらも HLA-A*0207/110101, HLA-
B*4601/5401, HLA-C*010201/010201 であっ
た。TGF-βの産生量は同程度であり、IL-10
の産生は認められなかった。

clone2 と 8 において、それぞれ 72%、43%
と ADCC の有意な差を認め（図 2-A）、NK 細胞
を分離したうえでのADCCもそれぞれ86%、64%
と有意な差を認めた（図 2-B）。なお、単球を
分離したうえでの ADCC には差を認めず、
clone2 と 8 の ADCC の違い、すなわち
Herceptin耐性の機序としてはNK細胞が重要
な役割を果たすことが推察された。

（図 2-A）

（図 2-B）

NK 細胞は細胞傷害を起こす際、perforin や
granzyme を分泌することが知られている。そ
こで、ADCC の反応の違いがこれらの感受性に
よるものかどうかを clone に直接 perforin
や granzyme を反応させ、検討を行った。そ
の結果、clone における感受性の違いを認め
た（図 3、図 4-A, B）。つまり、癌の ADCC か
らの逃避のメカニズムのひとつに perforin
や granzyme の感受性の低下が関与すると考
えられた。

（図 3）

（図 4-A）

（図 4-B）
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