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研究成果の概要（和文）：トラスツズマブ感受性株であるNCI-N87を同定し、同株にトラスツズマブの持続投与
を６か月間行うことでトラスツズマブ耐性胃癌細胞株を作製した。耐性株と親株でmicroRNA（miR） microarray
 を用いて耐性に関与するmiRの網羅的に解析を行い、耐性に関与するmiR-21/PTEN pathwayと
miR-223/FBXW7-MCL1 pathwayを同定した。
miR-223強制発現株では、トラスツズマブ投与下においてアポトーシスの割合が減少し、さらに、アポトーシス
関連タンパクの発現低下を認めた。これらのことから耐性機序には抗アポトーシスが関与することが考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：We established the Trastuzumab resistance gastric cancer (GC) cell line with
 continuous Trastuzumab administration. Parent GC cell line and resistance GC cell line are 
subjected to miR microarray. We identified miR-21 which can regulate PTEN and miR-223, which can 
regulate FBXW7, using miR array analysis using by resistance cell lines which we established.
 Overexpression of miR-21 decreased PTEN expression and the sensitivity of gastric cancer cells to 
Trastuzumab, while suppression of miR-21 restored PTEN expression and the sensitivity of GC cells to
 Trastuzumab. Similarly, Overexpression of miR-223 decreased FBXW7 expression and the sensitivity of
 gastric cancer cells to Trastuzumab, while suppression of miR-223 restored FBXW7 expression and the
 sensitivity of GC cells to Trastuzumab. Moreover, overexpression of miR-223 significantly 
suppressed Trastuzumab-induced apoptosis.
These findings suggest that this pathway may be crucial to the mechanism of resistance to 
Trastuzumab in GC.

研究分野： 消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
胃癌は世界で 4 番目に頻度の高い癌であり、

癌関連死因としては 2番目の癌腫である。中

でも東アジア、東欧、中南米では有病率が高

く、年間 70 万人が胃癌で死亡している。早

期胃癌の予後が改善している一方で、切除不

能胃癌の予後は依然として不良である。その

ため胃癌の総死亡者数自体は低下しておら

ず、進行胃癌の予後向上は解決されるべき重

要な課題である。 

胃癌において切除不能進行・再発症例、あ

るいは非治癒切除症例は化学療法が治療の

基本となる。さらに近年、消化器癌の治療に

おいて分子標的薬剤が重要な役割を担って

いる。切除不能・再発胃癌に対する分子標的

薬 に 関 す る 比 較 第 Ⅲ 相 試 験 で は ，

Bevacizumab （ 抗 Vascular endothelial 

growth factor  (VEGF) ヒト化モノクローナ

ル抗体）、Trastuzumab（抗 Human epidermal 

growth factor receptor 2 (HER2)ヒト化モ

ノクローナル抗体）、Cetuximab（抗 Epidermal 

growth factor receptor (EGFR)ヒト化モノ

クローナル抗体）、Panitumumab（抗 EGFR 完

全ヒト型 IgG2 モノクローナル抗体）が検証

された。その結果，Bevacizumab、Cetuximab、

Panitumumab の上乗せ効果は実証されなかっ

たが、HER2 陽性進行再発胃癌に対して

Capecitabine＋CDDP（XP 療法）あるいは 5-FU

＋CDDP（FP 療法）に Trastuzumab を併用す

る群が化学療法群に比べて生存期間を有意

に延長した（MST : 13.8 カ月 vs. 11.1 カ月, 

p＝0.0046）。この結果は、胃癌における分子

標的治療薬の有効性を初めて示したもので

あった。この結果を受けて、本邦においても

2011 年に胃癌に対して Trastuzumab が保険

適用となり、HER2 陽性例に対しては XP 療法

あるいは FP 療法と Trastuzumab の併用療法

が標準治療となった。 

乳癌においては、Trastuzumab は 1998 年か

ら実臨床で使用され、元来予後不良とされて

いた HER2 陽性乳癌の予後を劇的に改善させ

た。しかし、実臨床でその耐性化が問題とな

っており、1 年以内に耐性化が出現するとの

報告もある。乳癌における Trastuzumab 耐性

獲得の分子生物学的メカニズムとしては、①

薬剤が結合する部位の二次的変異により、薬

剤が結合できなくなる②下流シグナルの変

化 ③ EGFR や HER3 のリガンドによる

HER2/EGFR や HER2/HER3 のヘテロダイマー形

成化などが報告されている。特に下流シグナ

ルの変化に関しては、Phosphoinositide 

3-kinase (PI3K) /Akt 経路を介した耐性機序

や microRNA(miR)の変化による耐性機序が報

告される。このように乳癌においては

Trastuzumab 耐性のメカニズムの解明が徐々

に進んでいるが、胃癌においてはまだ明らか

にされていないことが現状である。 

 

２．研究の目的 

HER2 陽性胃癌細胞株を用いて、Trastuzumab

耐性株を作製し、耐性株と親株を用いて miR 

マ イ ク ロ ア レ イ を 行 い 、 網 羅 的 に

Trastuzumab耐性に関わるmiRを解析し、HER2

下流シグナルの変化からTrastuzumab耐性機

序の解明を行うことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

乳癌細胞株を用いた先行論文に従って、

Trastuzumabを低濃度量である5µg/mlにて投

与を開始し、2 週間ごとに濃度を漸増させ最

終的に 100µg/ml にて 6 か月間培養を行い、

Trastuzumab 耐性胃癌細胞株を作成する。そ

の細胞株と親株を用いて、miR マイクロアレ

イを行い、耐性にかかわると思われる miR を

検出する。 

さらに同定された miR の下流シグナルの変

化や miR の強制発現や抑制を行い、

Trastuzumab 感受性の変化を観察する。 

 

４．研究成果 

① HER2 陽 性 胃 癌 株 化 細 胞 の う ち 、

Trastuzumab 感受性株である NCI-N87 を同定

し、同株に Trastuzumab の持続投与を６か月

間行った。親株と持続投与を行った株で、

Trastuzumab を用いて Growth assay を行うと、

耐性が形成され、Trastuzumab 耐性株が作成

さ れ た 。 Trastuzumab 耐 性 株 と 親 株 で

microRNA microarray を用いて耐性に関与す

る microRNA の網羅的に解析を行った。 

②今まで薬剤耐性にかかわることが報告さ

れている miR21 や miR223 を同定した。 

③ in silico で miR-21/PTEN 経 路 と

miR-223/FBXW7 経路を同定した。 

④胃癌細胞株において HER2 陽性で、miR-21

発現低下し、PTEN 発現が上昇している

NCI-N87 と miR-21 が発現上昇し、PTEN 発現



が低下している NUGC4 の 2種類の細胞株を用

いて以下の実験を進めた。NCI-N87 へ miR-21

の強制発現(mimic)をおこなったところ PTEN

発現が低下し、AKT のリン酸化が上昇した。

逆 に 、 NUGC4 に miR-21 の 発 現 抑 制 

(inhibitor)をおこなったところPTEN発現が

上昇し、AKT のリン酸化が低下した。同様に

miR-21 を NCI-N87 へ miR-21 の強制発現を行

い、Trastuzumab を用いて Growth assay を行

ったところ、元来 Trastuzumab に感受性を示

していた細胞株が、感受性が低下した。逆に、

NUGC4 に miR-21 の 発 現 抑 制 を 行 い 、

Trastuzumab を用いて Growth assay を行った

ところ、Trastuzumab に対して感受性が上昇

した。 

⑤次に miR-223/FBXW7 経路に注目した。

NCI-N87 を用い、FBXW7 を si にて発現抑制す

ると、Trastuzumab の感受性が低下した。

NCI-N87 親株に対して miR -223 の強制発現を

行ったところ、FBXW7 発現は低下し、その下

流である MCL1・c-Myc・c-Jun の発現は上昇

した。元来、Trastuzumab に対して感受性を

示していた細胞株が、miR -223 強制発現にて

Trastuzumab に対して耐性を示すように変化

した。NCI-N87 Trastuzumab 耐性株に対して

miR-223 の発現抑制を行ったところ、FBXW7

発現は上昇し、その下流である MCL1・c-Myc・

c-Jun の発現は低下した。miR -223 発現抑制

にて耐性化していた細胞が感受性を回復し

た。 

⑥耐性の機序の一因として、抗アポトーシス

による変化を考え、FACS を用いてアポトーシ

スの変化を観察した。miR-223 の強制発現に

より PI 陰性 かつ Annexin V 陽性細胞の割

合が有意に減少しており、アポトーシス細胞

が減少したと考えられた。アポトーシス関連

タンパクである cleaved PARP の発現も明ら

かに低下しており、Trastuzumab の感受性の

変化の一因として、アポトーシスが関与して

いることが示された。 

⑦また、miR-223-FBXW7 経路が Trastuzumab

に特異的な耐性かどうかを確認するために、

胃癌株化細胞（NCI-N87）とその Trastuzumab

耐性株を用いて、cisplatin との感受性につ

いて検討した。NCI-N87（miR-23 低発現）に

対して、miR-223 を強制発現させたところ、

cisplatinの感受性は上昇した。逆にNCI-N87 

Trastuzumab 耐性株（miR-223 高発現）に対

して、miR-223 を強制抑制したところ、

cisplatin の感受性は低下した。これは

Trastuzumab とは逆の効果であった。この事

象は miR-223 が FBXW7 を制御することで抗ア

ポトーシス効果を引き起こしTrastuzumab耐

性につながるという側面と、MCL1や c-Myc 、

c-Jun といった細胞周期を促進させるタンパ

ク質発現が上昇することで、細胞周期に依存

するcisplatinの感受性上昇につながるとい

う側面があることが考えられた。これらのこ

とにより、miR-223/FBXW7経路は Trastuzumab

に特異的な耐性経路であることが考えられ

た。 
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