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研究成果の概要（和文）：乳癌細胞の重要な生存増殖経路である、エストロゲンレセプター（ER）とHER2蛋白が
高発現するトリプルポジティブ乳癌の薬剤耐性機序を解明することを目的として以下の研究を行った。トリプル
ポジティブ乳癌細胞株：BT474と、BT474にHER2シグナルを遮断するトラスツズマブを長期投与し確立した
Bt474-R細胞を用い、細胞内シグナル伝達の変化、遺伝子発現変化の解析を行った。トラスツズマブに耐性を獲
得することで、もう一方の増殖経路であるERシグナルの蛋白発現が強くなり、エストロゲンを産生する遺伝子系
の活性化が認められ、HER2シグナルの長期遮断ではERへの依存度が強くなることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the mechanism of drug resistance on triple-positive breast 
cancer in which estrogen receptor (ER) and HER2 protein are highly expressed, which are survival and
 proliferative pathway.
Triple-positive breast cancer cell line: BT474 and BT474-R cells that had established long-term 
administration of trastuzumab that blocks HER2 signal to BT474 were used to analyze changes of some 
proteins in signal pathway and change of gene expression. By acquiring resistance to trastuzumab, 
protein expression of the ER signal was high expressed, and a group of genes producing estrogen were
 activated.

研究分野： 医学
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１．研究開始当初の背景 
 
乳癌の治療は、手術療法、薬物治療、放

射線療法の大きく３つに分かれている。初
期で診断された乳癌の第一選択治療は手術
療法であるが、進行乳癌・また転移再発乳
癌の治療の第一選択は、主に薬物療法とな
ることが多い。 
乳癌の薬物療法は、乳癌に発現している

エストロゲンレセプター（ER）と HER2
蛋白の有無により大きく４つのサブタイプ
に分けることによって選択されている。ER
陽性乳癌に対しての治療は、主に ER をタ
ーゲットとしたホルモン療法、HER2 陽性
乳癌に対しての治療は、HER2 蛋白を介し
たシグナル伝達系をターゲットとした分子
標的治療、や細胞周期をターゲットとした
殺細胞性をはじめとした化学療法が中心と
なっている。 
 ER の発現している乳癌は、生存に必要
なメインストリームとされる ER シグナル
パスウエイを使い、また HER2 が高発現し
ている乳癌は同様にメインストリームであ
るHER2シグナルパスウエイを使い蔵書K
していることは既知の事実である。ER 陽
性 HER2 陽性乳癌に対しての薬物療法は、
選択肢が多くはなるものの、2 つのどちら
のパスウエイを先に抑えるべきか、未だ一
定の見解はない。 
 それを裏付ける結果の１つとして、ER
陽性 HER2 陽性乳癌における治療効果は、
他のサブタイプ乳癌と比べて低いと報告さ
れている。表１に示すように HER2 陽性乳
癌に対する術前化学療法の完全奏効率を
ER 発現別に示すと、ER 陽性 HER2 陽性
乳癌に対する奏効率は、ER 陰性乳癌と比
べて低いことが示されている１）。 
 

表 1：HER2 陽性乳癌における ER 別化学
療法の完全奏効率の比較 1) 
A:アンスラサイクリン系薬剤 C:シクロフ
ォスファミド P：パクリタキセル H：ト
ラスツズマブ L：ラパチニブ 
 
 ER 陽性 HER2 陽性乳癌の奏効率が低い
理由として、HER2 シグナルパスウエイの
細胞内シグナル伝達経路である、発癌にお
いて重要なシグナル伝達経路とされ癌細胞
を分化・増殖へと導くRas-MAPK経路と、
癌細胞の生存延長につながる PI3K-Akt 経
路に加え、ER シグナルパスウエイも亢進
するというように、複数の増殖刺激伝達経
路間の相互連絡（クロストーク）が成立し
ていることが推測されている（図１）。多く

の研究者は、ER と HER2 のシグナル間に
何らかの因子が関与しており、その因子が
ER・HER2 の 2 つのパスウエイをコント
ロールしていると予測しているが、未だそ
の因子が同定できていないのが現状である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１：ER と HER2 のクロストーク 2) 

 
PI3K-Akt 経路の活性化を制御すると、

細胞分裂に関連する微小管が安定化するこ
とが近年報告されており 4) 、ER と HER2
とのクロストークの解明の因子となる可能
性が示唆されていた。 
我々は、以前 ER 陽性乳癌に対する薬物

療法耐性機序として、ERαの発現が化学療
法の 1 つであるパクリタキセルの感受性を
規定することを報告した 3)。ER のリガン
ドであるエストロゲンが ER の標的遺伝子
でもある HDAC6(細胞の微小管重合に関
連している脱アセチル化酵素)を介して
tubulin の脱アセチル化を引き起こし、細
胞の微小管の安定性低下・細胞運動性の上
昇を引き起こし、パクリタキセルの効果と
相反する作用を起こすことが薬物耐性の機
序の１つであることを報告しており、前述
のクロストークに ER の標的遺伝子、微小
管重合が何らかの影響を与えることが予測
された。 

 
 
２．研究の目的 
  

ER 陽性 HER2 陽性乳癌における薬物療
法耐性の機序が ER シグナルパスウエイと
HER2シグナルパスウエイによるクロスト
ークと関連していること、またその 2 つの
シグナルの橋渡しをすると考えられる調節
因子が存在することを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
 細胞実験では、ER 陽性 HER2 陽性細胞
株(BT474)、ER 陽性 HER2 弱陽性細胞株
（MCF7）を用いた。 
 
① BT474、MCF7 における、基本的なシ

グナルパスウエイの発現を確認する。
ER シグナルパスウエイと HER2 シグ
ナルパスウエイに関連する蛋白（ER、
PgR、HER2、Akt など）の発現の有無

 AC→P+H AC→P+H+L 

ER 陽性 46% 55% 

ER 陰性 58% 70% 

Total 49% 60% 



をウエスタンブロット法で確認した。 
 
② BT474 に対し、トラスツズマブを長期

に添加（最大濃度：1µM）継続するこ
とで、トラスツズマブ耐性細胞株
（BT474-R）を樹立した。BT474-R 細
胞株と、親株、親株に抗 HER2 薬であ
るトラスツズマブ（Tra）を投与した時
の細胞シグナル伝達変化を①と同様に
蛋白レベルで確認し比較検討した。
MCF7とMCF7を長期にエストロゲン
非添加培地で生存した細胞（MCF7-R）
での HER2、ER 蛋白についても同様に
比較検討した。とまた細胞株に対して
HER2 を介するシグナルの遮断は抗
HER2 薬（トラスツズマブ：Tra）を使
い、また ER を介するシグナルの遮断
は抗エストロゲン薬（タモキシフェ
ン：TAM）を使い、各薬剤単剤、また
2 剤併用での細胞増殖実験を行った。 
 
 

③ BT474 細胞がトラスツズマブに対する
耐性を獲得することで、細胞内シグナ
ル伝達の変化から、遺伝子レベルの変
化をきたすことが予測できる。そこで
BT474・BT474-R 各細胞株の遺伝子発
現の変化の有無につき、SurePrintG3 
Human GE microarray 8x60K Ver. 
3.0（Agilent 社）と DAVID(National 
Institute of Allergy and Infectious 
Diseases)を用い網羅的に遺伝子解析
を行った。 

 

 
４．研究成果 
 
① ER 陽性 HER2 陽性細胞である BT474

の蛋白発現は、HER2 シグナルパスウ
エイ系の HER2、その下流パスウエイ
の 1 つである、PI3K パスウエイである
Akt、pAkt、ER シグナルパスウエイ系
である ER、PgR ともに発現の亢進が
認められた。また、MCF7 においては、
ER、PgR の発現亢進は認められ、
HER2 の発現は認められたものの
BT474 と比較するとわずかな発現上昇
のみであった。 
 

② BT474 と BT474 に Tra を投与後、ま
た BT474-R での ER と HER2 シグナ
ルパスウエイにおける蛋白発現の変化
を図２に示す。BT474 に Tra を投与す
ると、親株では発現していた HER2 蛋
白の発現は明らかに低下したが、Tra
に対する耐性を獲得すると HER2 の発
現は上昇した。親株、Tra 投与後には
リン酸化 HER2 の変化は見られなかっ
たが、BT474-R において発現の上昇が

認められた。PI3K シグナルパスウエイ
について反映している、Akt の変化は、
total Akt の変化は認められなかったが、
リン酸化 Akt（S473）は Tra 投与直後
では発現が減弱したが、BT474-R にお
いては HER2 蛋白同様に発現上昇を認
めた。また ER 蛋白では、わずかでは
あるが BT474、親株に Tra 投与後と比
較すると BT474-R での発現上昇を認
めた。また ER の下流遺伝子の一つと
される PgR の発現においても、Tra 投
与により発現は低下し、Tra 耐性獲得
後にPgRの発現は親株レベルに近づく
ように上昇した結果となった。以上よ
り、HER2 のシグナルパスウエイを一
時的に遮断することで ER・HER2 どち
らものシグナルパスウエイが低下し、
また抗 HER2 薬に耐性獲得し、HER2
シグナルパスウエイとは異なる経路で
の生存方法を獲得すると、ER シグナル
パスウエイ系の蛋白が再発現するだけ
でなく、HER2 蛋白も再発現すること
が示された。 
また MCF7 と MCF7-R でのシグナル
パスウエイにおける蛋白の変化は、
HER2 の発現には変化を認めず、ER
の発現はやや亢進している程度で著変
を認めなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２：BT474 と BT474-R における蛋白発
現の変化 
 

 次に BT474 と BT474-R に対する
TAMとTraによる薬剤投与の細胞増殖
抑制試験の結果を図 3 に示す。TAM の
投与濃度、Tra の投与濃度どちらも１
μM で実験を行った。TAM の投与によ
り、両細胞株ともに細胞増殖抑制効果
が十分に認められ、特に BT474-R にお
いてより TAM 投与による細胞増殖抑
制の効果が認められた。また両細胞株
に対し Tra の投与を行ったところ、
BT474-Rは親株と比べ細胞増殖の抑制
効果は少ない結果となり、これより
BT474-RがTraに対する薬剤耐性を獲
得していることが示されている。そこ
で TAM と Tra を同時に２細胞株に投
与したところ、BT474 においては TAM

← 



投与、Tra 投与と比較し、薬剤投与の
相加効果が認められた。Tra 耐性であ
る BT474-R においても２剤投与によ
る相加効果が親株同様に認められた。
また BT474 よりも、より 2 剤投与の効
果を認めた。この結果より ER 陽性
HER2 陽性乳癌において、トラスツズ
マブに対する耐性を獲得しても、抗エ
ストロゲン薬との併用により強い細胞
増殖抑制効果を示すことがわかり、ト
ラスツズマブは HER2 受容体を介して
細胞増殖をコントロールするだけでな
く抗エストロゲン薬と併用することで
ER シグナルパスウエイを直接制御で
きる何らかの機能があるのではないか
ということが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図３：BT474、BT474-R 細胞に対する各薬
剤の細胞増殖抑制効果 
 (コントロールを１とした時の相対比) 
 
③ トラスツズマブに耐性を獲得すること

による細胞の遺伝子変化の有無を調べ
るため、BT474 と BT474-R 細胞株に
対して、マイクロアレイ遺伝子発現解
析を行った。30000近いRNAと、30000
以上の Long non-cording RNA を耐
性獲得前後で比較し、耐性獲得前後に
おいて４倍以上発現が変化していた遺
伝子は 307 遺伝子認められた。それら
遺伝子に対し、代謝経路やシグナル伝
達経路を中心に解析ができる、KEGG
パスウエイ解析を行った。その結果、
注目しうる変化があったとされる遺伝
子群としては、2-methoxyestrone、
2-methoxy-estradiol、 testosterone、
2-Hydroxy-estradiol-17βといった、エ
ストロゲンを産生するために必要な遺
伝子系の活性化が認められた。つまり、
HER2 シグナルを長期遮断することで、
ER シグナルパスウエイを維持するた
めに必要なリガンドであるエストロゲ
ンをはじめとするステロイドホルモン
を産生するために遺伝子が変化する可
能性が示唆できた。 
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