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研究成果の概要（和文）：HER2遺伝子増幅を有する乳癌細胞株、胃癌細胞株にヘレギュリンを接触するとラパチ
ニブ、トラスツズマブに対する薬剤感受性が低下したが、T-DM1では低下しなかった。SKBR3、N87にヘレギュリ
ン遺伝子を導入し、ラパチニブとトラスツズマブに感受性が低下したが、T-DM1では低下しなかった。N87ヘレギ
ュリン導入株をマウスに移植し、ラパチニブ、トラスツズマブでは感受性低下が認められたが、T-DM1では変化
が認められなった。トラスツズマブに耐性となったHER2陽性乳癌、胃癌患者の治療後癌組織のヘレギュリン発現
が増加していた。

研究成果の概要（英文）：Recombinant heregulin desensitized HER2 positive breast or gastric cancer 
cell lines to trastuzumab, lapatinib, but not to T-DM1. The SKBR3 and N87 cells were transfected 
with heregulin gene and sensitivities of those cell to each drug were evaluated. The transfectants 
were desensitized to trastuzumab and lapatinib, but not T-DM1.  The resuls were likewise in the 
xenograft model innoculated with the heregulin-transfected N87 cells. In clinical specimens obtained
 from patinets with breast or gastric cancer who became resistant to trastuzumab, the expression 
levels of heregulin protein were upregulated compared to the pre-treatment samples, suggesting that 
heregulin is involved in the acquired resistance to anti-HER2 therapy, other than T-DM1.

研究分野：臨床腫瘍学
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１． 研究開始当初の背景 
 
近年の固形癌における薬物療法の進歩は
分子標的薬の出現と、その効果を予測するバ
イオマーカーの発見によるところが大きい。
ヒト化抗 HER2抗体である trastuzumabの
登場によりHER2陽性の乳癌、胃癌患者の予
後は改善した(Slamon DJ. N Engl J Med 
2001, Bang YM. Lancet 2010)。 
また、手術不能のHER2陽性乳癌患者にお
いて trastuzumab とドセタキセルに
pertuzumab を上乗せした治療の臨床的有用
性が大規模比較試験で証明された (Swain 
SM. Lancet Oncol 2013)。 
 さらに、HER2陽性の進行胃癌においても
pertuzmab を trastuzumab に上乗せした大
規模臨床試験が進行中である。これらHER2
陽性癌の中で pertuzumab や trastuzumab
の効果を予測する臨床病理学的因子は見つ
かっていない。   

HER2 のホモダイマーと比較して、
HER2,3のヘテロダイマーはより強力な下流
シグナルを伝達することでポトーシスを抑
制し、細胞増殖を促進すると考えられている。
また、trastuzumabへの耐性機序としてもこ
のヘテロダイマーの存在が注目されている。  
heregulin は HER3 のリガンドであり、
HER3へ結合することでHER2,3のヘテロダ
イマーが形成され、trasuzumab に対する癌
細胞の耐性を誘導すると考えられている
(Lipton A. Breast Cancer Res Treat 2013)。
pertuzumabはHER2のサブドメイン 2に結
合し、HER3との結合を阻害することで抗腫
瘍効果を発揮する。 
新たな抗HER2薬が開発されており、治療
成績をさらに向上させるためにはこれらの
薬剤に対する耐性メカニズムの解明が重要
である。Trastuzumabにメイテンシンと呼ば
れ る 微 小 管 阻 害 剤 を 結 合 さ せ た 、
Antibody-drug conjugate (ADC)が開発され
ており、trastuzumabを含む化学療法のレジ
メンに治療歴を有する乳癌患者において
lapatinib と capecitabine の併用と比較して
優越性が証明されている (Sunil Verma, N 
Engl J Med. 2012 Nov 8;367(19):1783-91.)。 
我々は 2011年にEGFRを標的とした抗体
治療薬である cetuximab の耐性機序として
HER2 と HER3 のヘテロダイマーが重要で
あり、このヘテロダイマーを阻害することで
cetuximab耐性を克服できることを報告した
（Yonesaka K. SciTransl Med 2011）。 
 ここで、大腸癌患者の血漿中の heregulin
を測定することで cetuximab の抗腫瘍効果
を予測するシステムを確立した(Yonesaka K. 
SciTransl Med 2011,図）。 
 この測定系を用いて HER2 遺伝子増幅を
有する乳癌、胃癌患者の治療前血漿中の
heregulin を 測 定 し 、 trastuzumab 、
pertuzumabなど抗HER2薬の効果や予後を
予測できるか検討する。 

２．研究の目的 
 
癌治療のテーラーメイド化を推進するため
に、治療効果を予測するバイオマーカーの同
定は重要である。HER2陽性乳癌、胃癌患者
の血漿や組織における heregulinのバイオマ
ーカーとしての意義を検討する。具体的には
抗 HER2 薬  (trastuzumab, lapatinib, 
T-DM1)の効果を予測するバイオマーカーと
しての意義を検討する。 
 
①HER2 陽性の乳癌、胃癌細胞における
heregulin高発現の機能解析。 
 
②heregulinによる抗HER2薬(trastuzumab, 
lapatinib, T-DM1)耐性の機序を解明する。 
 
③HER2陽性乳癌、胃癌患者の血漿や癌組織
の heregulin 発現量と予後、ならびに
trastuzumabやpertuzumabなどの抗HER2
薬の効果との関連を調べる。heregulin 発現
の臨床的意義を検討する。 
 
 
３．研究の方法 
 
①HER2 陽性の乳癌、胃癌細胞における
heregulin 高発現の機能解析： 
 
HER2 陽性乳癌(SKBR-3)、胃癌細胞(N87)に
HER3 遺伝子を導入し、強制発現させる。同様
に Moch 遺伝子を導入した細胞株と比較し、
細胞増殖能、抗 HER2 薬による細胞増殖能抑
制やアポトーシス誘導における感受性の違
いを in vitro で検討する。また、レコンビ
ナントheregulinで刺激することで細胞増殖
能や細胞死誘導に影響があるかを調べる。 
heregulin トランスフェクタント、Moch トラ
ンスフェクタントをマウスに移植し、細胞増
殖能や抗 HER2 薬による細胞増殖抑制への影
響を調査する。 
 
②HER2 陽性の乳癌、胃癌細胞における
heregulin による抗 HER2 薬耐性機序を解明： 
 
HER2 陽性乳癌(SKBR-3)、胃癌細胞(N87)にお
ける heregulin が増殖能、浸潤能、アポトー
シス作用への影響を検討し、herelugin の機
能解析を行う。最終的には in vivo における
マウスでの腫瘍増殖能に与える影響につい
ても検討する。 
HER2 陽性乳癌、胃癌細胞で heregulin の高発
現により下流のシグナルトランスダクショ
ン（Akt, Erk）に影響があるかを検討する。
Heregulin が誘導する抗 HER2 薬耐性が、Akt
などの下流シグナル分子の活性化により生
じているかどうかを検討する。 
また、Moch 株と heregulin 株で、抗 HER2 薬
と培養後に、アポトーシス関連蛋白質の発現
に差が認められるかを検討する。 



 
③HER2 陽性乳癌、胃癌患者の血漿や癌組織の
heregulin 発現量と、その予後、ならびに
trastuzumabやpertuzumabなどの抗腫瘍効果
との関連を調べる。 
臨床検体において各 50例の HER2 陽性乳癌と
胃癌を対象に癌細胞 mRNA を資料として
heregulin の発現レベルを検討する。
Heregulin の発現量は real time RT-PCR によ
って mRNA レベルで発現量を定量化する。ま
た、治療前に採取された血漿を用いて、
heregulin の発現を測定する。heregulin の
発現量とこれらの間に相関があるかを調べ
る。また、血漿 heregulin 値と生存期間や、
抗 HER2 薬（trastuzumab や pertuzumab）に
対する治療効果との関連を調べる。 
 
 
４．研究成果 
 
① HER2 陽性の乳癌、胃癌細胞における
heregulin 高発現の機能解析。 

② heregulin による抗 HER2 薬耐性の機序
を解明する。 

③ HER2 陽性乳癌、胃癌患者の血漿や癌組織
の heregulin 発現量と予後、ならびに
trastuzumab や pertuzumab などの抗
HER2 薬の効果との関連を調べる。 

 
上記の項目について検証を行うことで、HER2
陽性乳癌、胃癌患者の血漿や組織における
heregulinの発現の、抗HER2薬（trastuzumab, 
lapatinib, T-DM1）の効果予測因子としての
意義を検討した。 
 
in vitro の実験で HER2 遺伝子増幅を有する
乳癌細胞株、および HER2 遺伝子増幅を有す
る胃癌細胞株にレコンビナントの heregulin
を接触させると、HER2 シグナルの下流分子で
ある Akt リン酸化の上昇が認められ、
lapatinib、trastuzumab に対する抗腫瘍効果
に 関 す る 薬 剤 感 受 性 が 低 下 し た 。
trastuzumabと微小管阻害剤DM-1のコンジュ
ゲート（T-DM1)では感受性に低下は認められ
なかった。 
 各々、複数の細胞株（BT-474, MDA-MB-453, 
HCC1954, SNU216, 4-1ST）で検討しており、
再現性に問題はないと考えられた。この細胞
の中から SKBR3、N87 に heregulin 遺伝子を
導入し強制発現株を作成した。 
 MOCH 遺伝子導入株と比較し、lapatinib と
trastuzumab に対する感受性が低下したが、
T-DM1 の効果に変化は認めなかった。 
 さらに N87 の heregulin 導入株、MOCH 導入
株 を マ ウ ス に 移 植 し 、 lapatinib 、
trastuzumab へ、および T-DM1 の感受性に変
化がみられるか検討した。 
 in vitro の結果と同様に lapatinib、
trastuzumab では heregulin 導入株で抗腫瘍
効果に関する感受性低下が認められたが、

T-DM1 では変化が認められなった。 
 以上より、抗 HER2 薬の種類によって、
heregulin による耐性化の程度に差が認めら
れた。 
 trastuzumab を含む抗腫瘍薬で治療をなさ
れた HER2 陽性乳癌および胃癌患者の治療前
後における癌組織ではヘレギュリンの発現
が増加しており、耐性機序への関与が示唆さ
れた。同患者群において血漿中の heregulin
濃度を ELISA を用いて測定したが、組織での
発現とに相関は認めなかった。また、抗 HER2
薬への耐性獲得後の発現レベル上昇も認め
なかった。 
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