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研究成果の概要（和文）：ラパチニブとカペシタビンの併用療法は、トラスツズマブ耐性HER2陽性乳癌に対する標準治
療である。本研究では、ラパチニブによるEGFR・HER2 抑制によりE2F1 の制御を介して、感受性規定因子の発現を抑制
し、5-FU もしくはゲムシタビンとの併用で相乗効果がもたらされることを確認した。これによりPI3K-AKT抑制によるE
2F1抑制が重要な役割を果たしていることが示唆され、ラパチニブとゲムシタビンの併用がHER2陽性乳癌に対する新た
な治療法となり得るための基礎的根拠が示された。

研究成果の概要（英文）：HER2-targeting agent lapatinib plus the oral fluoropyrimidine, capecitabine, is 
an effective treatment option for trastuzumab-refractory HER2-positive metastatic breast cancer. This 
study indicates that lapatinib has a synergistic antitumor effect with capecitabine from downregulation 
of TS which is mediated by the major transcription factor E2F1. We showed not only the molecular 
mechanism of lapatinib and capecitabine, but also possibility of the interaction between lapatinib and 
gemcitabine or anthracyclines from the result of downregulation of RRM1 and TOP2A by lapatinib. Our 
findings provide a rationale for clinical evaluation of combination chemotherapy with lapatinib and 
gemcitabine for breast cancer with HER2 amplification.

研究分野： 乳腺外科
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１．研究開始当初の背景 
 
 乳癌の約 20～30％において HER2 の過剰
発現が認められ、一般的に予後不良であると
されてきた。しかし、HER2 に対するモノク
ローナル抗体であるトラスツズマブが、治療
成績を大きく改善し、現在 HER2 陽性乳癌の
治療に中心的な役割を果たしている。しかし
一方で、トラスツズマブ不応例や、トラスツ
ズマブを含む化学療法中に増悪するなどの
耐性獲得がしばしば経験される。 
 ラパチニブは EGFR と HER2 のチロシン
キナーゼドメインに当たる ATP 結合部位に
競合的に結合することで、チロシンキナーゼ
活性を可逆的に阻害し、下流のシグナル伝達
経路の活性化を抑制する経口低分子化合物
である。抗体薬であるトラスツズマブとは根
本的に異なる作用機序のため、トラスツズマ
ブ耐性例に有効であることが報告され
(Scaltriti M, J Natl Cancer Inst,2007)、トラ
スツズマブに長期間曝露して樹立した耐性
細胞株に対しても、ラパチニブの効果が実験
的に証明されている。(Konecny GE,Cancer 
Res, 2006) 
 臨床的には、ラパチニブ単独療法の有用性
を示すランダム化試験はないものの、トラス
ツズマブ既治療の HER2 陽性進行再発乳癌
400 例に対して、経ロフッ化ピリミジン系抗
悪性腫瘍剤(経口 5-FU 製剤)であるカペシタ
ビン単剤群とカペシタビン＋ラパチニブ併
用群とを比較した無作為第 III 相試験で、奏
効率および無増悪期間に有意な延長を認め、
その有用性が示されている。これにより本邦
ではラパチニブとカペシタビンの併用のみ
が認められ、HER2 陽性転移性乳癌患者に対
する標準治療の一つとされている。 
 我々はこの経口 5-FU 製剤とラパチニブの
関係性に着目し、以下に示す仮説を立て、前
実験を行ってきた。Thymidylate synthetase 
(TS)は経口 5-FU 製剤の効果発現に重要な役
割を果たし、TS 高発現腫瘍に対しては、よ
り多量の FdUMP が必要であるため、5-FU
の感受性が低いことが多くの研究によって
明らかとなっている。この TS は転写因子
E2F1 による制御を受けること、また E2F1
は PI3K-AKT シグナルによって制御を受け
ることが別々に報告されているが、我々はこ
れら知見から、ラパチニブによる EGFR・
HER2 の不活化が E2F1 発現抑制を誘導し、
これにより TS の抑制を誘導するのではない
かとの仮説を立てた。すなわち、このラパチ
ニブによる TS の抑制が経口 5-FU 製剤の効
果を高め、相乗効果を得ることで、臨床的に
有用な効果が認められると考えた。 
 さらに E2F1 は TS のほか、TOP2A や
ribonucleotide reductase(RNR)のサブユニ
ットである RRM1 を制御することも報告さ
れている。TOP2A は乳癌治療のキードラッ
グであるアンスラサイクリン系薬剤の感受
性に関わり、TOP2A 高発現腫瘍では感受性

が高まることが知られている。また RRM1
は腫瘍細胞への過剰発現によりゲムシタビ
ン耐性となることが報告されている。つまり、
アンスラサイクリン系薬剤、ゲムシタビンを
それぞれラパチニブと併用した場合、E2F1
抑制によってTOP2AおよびRRM1が抑制さ
れることで、アンスラサイクリン系薬剤の効
果は低下し、ゲムシタビンの効果は上昇する
ことが予想される。 
 我々は前実験において、HER2 陽性乳癌細
胞へラパチニブを添加することで、E2F1・
TS・TOP2A・RRM1 の mRNA 発現は著明
に抑制されることを確認し、これらは PI3K
阻害剤の使用においても同様の結果が得ら
れた。また薬剤併用による in vitro 細胞増殖
抑制実験において、ラパチニブは 5-FU・ゲ
ムシタビンに対しては相乗効果を示す一方
で、アンスラサイクリン系薬剤であるエピル
ビシンに対しては拮抗作用を認めた。これら
知見から、本研究を進めることで、ラパチニ
ブの E2F1 を介した遺伝子制御メカニズムが
解明され、臨床における新たな適応・用法の
可能性が示されると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
 過去の報告では、HER2 陽性胃癌細胞にお
いて、トラスツズマブによる TS 発現の抑制
が確認され、抗 HER2 療法と 5-FU における
相乗効果の可能性が示唆されている。(Mol 
Cancer Ther, 2010）前述のようにラパチニ
ブは臨床的にはカペシタビンとの併用療法
においてその有効性が示されているが、併用
による相乗効果や感受性変化の詳細なメカ
ニズムについては未だ明らかとなっていな
い。 
これらメカニズムを証明できれば、ラパチニ
ブとカペシタビンの相乗効果の裏付けとな
るばかりではなく、ゲムシタビンとの併用と
いう新たな併用治療の根拠となり、臨床試験
へと繋がると考えられる。よって、本研究は
基礎研究と臨床を繋ぐトランスレーショナ
ルリサーチを最終的な目的とするが、まずそ
の前段階としての基礎的な知見を得ること
を目指した。 
本研究課題において明らかにすべき詳細は
以下の項目を設定した。 
 
1) in vitro における PI3K 阻害剤およびラ

パチニブによる E2F1、TS、TOP2A、
RRM1 抑制の検証  
 

 2) ラパチニブに 5-FU（カペシタビン）、ア
ンスラサイクリン、ゲムシタビンを乳癌
細胞株へ併用投与した場合の感受性変
化の検討 

 
 3) E2F1 による TS・RRM1・TOP2A 制御

のメカニズムの解析。プロモーター領域
への結合の検証。 



 
 4) E2F1 を過剰発現またはノックダウンさ

せた細胞株における検討 
 
 5) 免疫染色による臨床検体における E2F1

発現と奏効率の解析 
 
 
３．研究の方法 
 
1) ラパチニブ・PI3K 阻害剤による E2F1 抑制
とこれに伴う TS・TOP2A・RRM1 抑制の検証 
 
 2 種の乳癌細胞株 T47D（ER陽性/HER2 陽性）
と SKBR3（ER 陰性/HER2 陽性）に、ラパチニ
ブ お よ び PI3K 阻 害 剤 の LY294002 ・
Wortmannin を添加した場合に、E2F1・TS・
TOP2A・RRM1 の mRNA の発現が抑制されること
を Real-time PCR 法によってすでに確認した。
さらにこの知見を進め、タンパク質レベルで
もこれら発現抑制を確認し、PI3K-AKT 経路の
脱リン酸化が E2F1 発現抑制、ひいては TS・
TOP2A・RRM1 の抑制を誘導するか検証した。 
 
2) ラパチニブと 5-FU・アンスラサイクリ
ン・ゲムシタビンの併用投与による薬剤感受
性の検討 
 
 我々の仮説に従えば、ラパチニブと 5-FU
またはゲムシタビンを併用した場合は TS・
RRM1 の抑制により相乗効果を認め、エピルビ
シンを併用した場合はTOP2Aの抑制により効
果が抑制されると考えられる。これら仮説を
in vitro において検証するため、T47D およ
び SKBR3 を用いてラパチニブと 5-FU、ゲムシ
タビン、エピルビシンをそれぞれ併用投与し、
MTT Assay により単剤投与との感受性の違い
を比較検討した。2 種の薬剤の組み合わせに
よって生ずる相乗効果や拮抗作用は、Median 
Effect 法（CalcuSyn software; Biosoft）に
より、CI (Combination Index)を用いて定量
化を行った。 
 
3) E2F1 による TS 制御のメカニズムの解析 
 
 E2F1 は癌抑制遺伝子である RB による制御
を受け、癌細胞の細胞周期に深く関わること
が広く知られている。しかし、標的遺伝子と
して直接 E2F1 が制御する遺伝子群について
の知見は、未だ限られている。そのため、ク
ロマチン免疫沈降(ChiP assay)により E2F1
が TS・TOP2A・RRM1 のプロモーター領域に直
接結合することを確認する。実際に pGL3 ル
シフェラーゼベクターに TS・TOP2A・RRM1 の
プロモーター領域を導入し、E2F1 高発現下に
おいて、プロモーター活性の上昇が生じるか
否かを検討すると同時に、ラパチニブや PI3K
阻害剤の添加により、これら活性がどのよう
に変化していくかを評価した。 
 

 
４．研究成果 
 
ラパチニブにより、E2F1 およびその下流二存
在する各抗癌剤の感受性を規定する因子が
抑制されることを示すため、乳癌細胞株 T47D
（ER 陽性/HER2 陽性）に、ラパチニブおよび
PI3K 阻害剤を添加した。その結果、E2F1・TS・
TOP2A・RRM1 の mRNA の発現が抑制されること
が確認された。SKBR3（ER 陰性/HER2 陽性）
においても同様の所見が確認されたが、T47D
では 48 時間の添加時間であったが、SKBR3 で
は 6時間の段階で各因子の発現抑制が認めら
れた。（図１） 
同様の所見が蛋白レベルでも認められるか
を確認するために、各内蛋白を抽出した上で、
ウェスタンブロット法にて蛋白発現を確認
したところ、mRNA 発現と同様に、24 時間の
ラパチニブの添加により、AKT のリン酸化の
著明な抑制効果が認められると同時に、E2F1
の発現抑制が確認された。（図 2） 

 

 
 

図 1. ラパチニブ・PI3K 阻害剤投与による

E2F1・TS・TOP2A・RRM1 の発現抑制 

図 2. ラパチニブ・PI3K 阻害剤投与による

AKT 活性化阻害と E2F1 の発現抑制 



In vitroにおけるラパチニブと細胞障害性薬
剤の併用効果を検討するために、前述の HER2
陽性乳癌細胞株 2種を用いて MTT Assay を施
行した。この結果に基づき、相乗効果や拮抗
作用を、CI (Combination Index)を用いて定
量化を行ったところ、ラパチニブと 5-FU、ラ
パチニブとゲムシタビンの組み合わせの CI
はいずれも 1を下回り、両薬剤の併用による
相乗効果が確認された。一方で、ラパチニブ
と代表的なアンスラサイクリン系薬剤であ
るエピルビシンとの併用において、CI は 1以
上となり、拮抗作用が存在することが確認さ
れた。（図 3） 
すなわち、ラパチニブの投与により E2F1 発
現の抑制が生じ、E2F1 により発現を制御され
る TS・RRM1・TOP2A の 3因子の発現が抑制さ
れたため、TS・RRM1 低下は 5-FU およびゲム
シタビンの感受性を亢進し、一方で TOP2A の
発現抑制はエピルビシンの感受性を低下さ
せたと考えられた。 
 

 

 
 
 

さらに、TS・RRM1・TOP2A の 3 因子が、E2F1
による直接の制御を受けることを確認する
ため、クロマチン免疫沈降(ChiP assay)によ
り E2F1 が TS・TOP2A・RRM1 のプロモーター
領域に直接結合するか否かを検証した。 
これによれば、TS・RRM1・TOP2A のプロモー
ター領域に E2F1 結合部位が存在し、この部
位への直接結合を通じて、各因子の発現制御
を行っていることが示唆された。今後、ルシ
フェラーゼアッセイを行い、さらに転写の活
性が制御されていることを示す予定である。
（図 4） 
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これらの結果から、標準治療であるラパチニ
ブとカペシタビン併用療法では、細胞増殖抑
制における相乗効果が認められ、PI3K-AKT
抑制による E2F1 抑制が重要な役割を果たし
ていることが示唆された。さらに本研究によ
り、ラパチニブとゲムシタビンの併用が
HER2 陽性乳癌に対する新たな治療法とな
り得るための基礎的根拠が示されたと考え
られる。 
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図 3. ラパチニブとの各種薬剤の併用による

相乗および拮抗作用 

図４. CHIP assay による E2F1 の各因子プ

ロモーター領域の結合 
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