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研究成果の概要（和文）：トラスツズマブのHER2 陽性胃癌に対する化学療法への上乗せ効果が示されたが、その耐性
機序は明らかではない。トラスツズマブ耐性胃癌細胞株を作成し、耐性に関与するmicroRNA (miR)の同定を試みた。①
トラスツズマブを持続曝露させ、耐性株(R株)を作成した。②R株と親株(P株)のmiR arrayで、トラスツズマブ耐性に関
与するmiRを同定した。③miR223-FBXW7に着目した。
①6カ月の持続曝露により耐性株を作成した。②miR arrayの結果、R株で5倍以上の発現上昇を認めた23種類のmiRを同
定した。③miR-223-FBXW7がトラスツズマブ感受性を制御していた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to identify microRNA- gene pathway that regulates the 
sensitivity of HER2-positive GC cells to trastuzumab. We performed following experiments: (i) 
trastuzumab-resistant GC cell: We cultured the HER2-positive cell line in the presence of trastuzumab 
(ii) microRNA array: We examined the miR expression profile using miR array analysis. (iii) novel 
miR-gene pathway: We focused on miR-223-FBXW7 pathway based on miRarray analysis.
Results: (i) We established resistant cell without significant changes in HER2 in the presence of 
trastuzumab continuously for 6 months. (ii) We identified 23 miRs up-regulated in the resistant cells. 
(iii) the miR-223/FBXW7 pathway regulates the sensitivity of a HER2-positive GC cell line to trastuzumab. 
In conclusion, this study suggested that the miR-223-FBXW7 pathway can be a crucial clue to the mechanism 
of resistance to trastuzumab in GC.

研究分野：微量癌細胞、抗癌剤耐性、microRNA
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１．研究開始当初の背景 
胃癌は罹患率、死亡率はいずれも高く、治
療法の確立されていない腹膜播腫をきたし
やすい難治性の癌腫である。胃癌に対して初
の分子標的治療薬であるトラスツズマブの
有効性が示され、治療成績の向上が期待され
るが、一方でその耐性が懸念される。実臨床
では免疫染色やFISH法でHER2の発現が評
価されるが、HER2陽性例においても病勢コ
ントロール率は 47%である。また、HER2以
外のトラスツズマブの感受性を規定する分
子生物学的マーカーは存在しない。 
 
２．研究の目的 
遺伝子発現調節機構として注目されてい
るmicroRNAに着目し、臨床検体を用いて新
た な マ ー カ ー と し て microRNA-gene 
pathwayを解明し、HER2陽性胃癌に対する
トラスツズマブ耐性機構を明らかにするこ
とで、より正確で効果的な個別化治療を確立
することを本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
胃癌に対する初の分子標的治療薬であるト
ラスツズマブの病勢コントロール率は HER2
陽性症例の約 50%である。実臨床では HER2 以
外のバイオマーカーは明らかではなく、未だ
その耐性に関する分子生物学的なメカニズ
ムの解明はなされていない。本研究では診断
のため必ず施行される内視鏡的生検組織と
末梢血を用いて、トラスツズマブ耐性を規定
する microRNA (miR)と現在、脚光を浴びてい
る FBXW7 遺伝子に着目し miR-gene pathway
の同定を試みる。microarray 解析を行うこと
によって網羅的に miR,の発現プロファイル
を明らかにし、トラスツズマブ耐性に真に関
わる miR, gene を pick up する。pick up さ
れた miR, gene について臨床サンプルを用い
て validation を行い、microarray データの
妥当性を検証し、新規 miR, gene のトラスツ
ズマブ耐性マーカーの有用性を確立する。ま
た、in vitro で miR-gene pathway を証明す
ることにより、トラスツズマブ耐性のメカニ
ズムが解明され、臨床応用への期待も高まる。 
 
４．研究成果 
① Trstuzumab 耐性株の作成と microRNA 
array 
Trastuzumabに対して感受性を示すHER2陽性
胃癌細胞株（NCI-N87）を用い、Trastuzumab 
100μg/ml を 6 か月間持続投与を行い、耐性
株を作成した。そこで、耐性株と親株で
microRNA array を行い、Trastuzumab 耐性に
関わると思われるmiRを同定した。これまで、
癌関連 microRNA と報告されている miR-21 に
着目した。 

②arrayにて同定されたmiR-21とその標的で
あることが報告されているPTENに注目した。
NCI-N87 を除く HER2 陽性株で、その発現を
real time PCR 法・Western blotting で確認
し、miR-2１と PTENの発現には逆相関を認め、
miR-21 高発現/PTEN 低発現株と miR-21 低発
現/PTEN 高発現株を同定した。 
③miR-21 の強制発現および発現抑制実験 
miR-21 の強制発現および発現抑制を行い、
PTEN の発現・その下流遺伝子である p-AKT 発
現の変化を確認した。miR-21 の発現抑制を行
ったところ、PTEN 発現は上昇し、その下流で
ある p-AKT の発現は低下した。また、miR-21
強制発現を行ったところ、PTEN 発現は低下し、
p-AKT の発現は上昇した。 
④miR-21の発現の変化によるTrastuzumab感
受性の変化 
miR-21強制発現にてTrastuzumabに対して耐
性を示すように変化したが、miR-21 の発現を
抑制するとTrastuzumabの感受性が増加した。 
⑤耐性機序の解明 
miR-21 強制発現株にて FACS を用いてアポト
ーシスの変化について検討したところ、
miR-21 強制発現株では、Trastuzumab 投与下
においてアポトーシスの割合が減少してい
た。 
Trastuzumab 耐性株の作成に成功し、
Trastuzumab耐性に関与する新たなmicroRNA
を検索した。そこで、本研究で着目する FBXW7
遺伝子をregulateするmicroRNAをmicroRNA 
array の結果から、in silico で候補 microRNA
として miR-223 を同定した。 
まず FBXW7 の siRNA による発現抑制行い、
FBXW7 発現低下で Trastuzumab 感受性が低下
することを確認し、FBXW7 が Trastuzumab 耐
性に関わることを明らかにした。ついで、
miR-223 が FBXW7 特異的に制御しうるかを
luciferase assay を用いて direct binding
することを確認した。そこで、同定した
miR-223 を HER2 陽性株化細胞へ強制発現 
(pre-miR)したところ、FBXW7 は低下し、
Trastuzumab 感受性が低下することをしまし
た。一方で、miR-223 を発現抑制 (anti-miR)
を行ったところ、FBXW7 の発現は上昇し、
Trastuzumab 感受性が増加した。次いで、耐
性の分子生物学的メカニズムの明らかにす
るために、FBXW7 の標的蛋白である MCL1 に着
目した。miR-223 を強制発現すると、FBXW7
は低下し、標的蛋白である MCL1 が上昇し、
Trastuzumab 感受性が低下した。その際、ア
ポトーシス関連蛋白の発現を確認すると、
MCL1 上昇により抗アポトーシス作用により、
感受性が低下することを明らかにした。 
現在は、耐性株を用いて、同定された
microRNA が存在する染色体の copy number を
確認し、genome レベルでの発現を確認してい



る。cDNA array, CGH array を行うことで、
耐性獲得で誘導されるゲノムレベルのダイ
ナ ミ ッ ク な 変 化 を 解 析 し て い る 。
Trastuzumab 耐性株を樹立し、Trastuzumab
耐性に関わる microRNA-gene pathway を同定
した。新規 microRNA を同定するために行っ
た microRNA microarray の結果から、約 30
個の Trastuzumb 耐性に関与する microRNA を
同定した。同定された microRNA の染色体上
の locus を確認したところ、ある特定の領域
に偏在していた。そこで、耐性株と親株を用
いて、CGH array を行い、ゲノムレベルでの
変化を網羅的に解析した。その結果、ある特
定の領域でゲノムの amplification や loss
がみられ、trastuzumab の二次耐性の獲得に
はゲノムレベルでのダイナミックな変化が
起きていることが明らかとなった。また、同
時に cDNA microarray を行い、ゲノムと連動
して、その発現が増加している遺伝子、減少
している遺伝子群を同定した。さらに
pathway 解析を行い、ECM receptor pathway
や MAPK pathway が連動して変化しているこ
とが明らかとなり、二次耐性に関わる
pathway を包括的に解析することができた。 
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