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研究成果の概要（和文）：複数のHER2標的薬について、肺癌・胃癌・乳癌細胞株を用いた感受性試験・獲得耐性
の機序に関する検討を行い、その成果を複数の英文論文で報告した。さらに、新規HER阻害剤タルロキソチニブ
の感受性を確認し、HER2変異を導入したBa/F3細胞を用いて、耐性化に関与する新たな変異HER2 exon C805S変異
を突き止め、英文論文報告した。また、肺扁平上皮癌患者におけるEGFR/HER2阻害剤アファチニブの有用性を検
証したLUX-Lung8試験で同定された、アファチニブ感受性がある新たなHER2変異スペクトルをBa/F3細胞株に導入
し、その病原性・薬剤感受性を検討し、英文論文報告した。

研究成果の概要（英文）：We conducted sensitivity testing and investigated the mechanism of acquired 
resistance using lung, gastric, and breast cancer cell lines for several HER2-targeting agents, and 
reported the results in several English papers. In addition, we confirmed the sensitivity of a novel
 HER inhibitor, Tarloxotinib, and identified a new resistance-related mutation, HER2 exon C805S, 
involved in resistance using Ba/F3 cells transfected with HER2 mutation, which was reported in an 
English paper. A new afatinib-sensitive HER2 mutation spectrum identified in the LUX-Lung8 study, 
which evaluated the efficacy of the EGFR/HER2 inhibitor afatinib in patients with squamous cell lung
 cancer, was introduced into the Ba/F3 cell line and its pathogenicity and drug sensitivity were 
investigated and reported in an English paper.

研究分野：呼吸器外科、肺癌分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HER2異常肺癌の頻度は5%程度であるが、HER2異常は複数の癌腫で認められ、HER2標的療法は個別化治療として期
待される。HER2異常スペクトル別にHER2標的薬の効果とその獲得耐性の克服を検討することで、HER2異常肺癌に
対するプレシジョン・メディシンの確立を目指した基礎的検討を実施した。HER2異常細胞株を用いて、複数の
HER2標的薬の効果を検討し、長期暴露による薬剤耐性株や人工的なHER2変異導入細胞株の樹立により、耐性機序
の解明とその治療法の開発を行い、複数の報告を行っている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
臨床検体の大規模な遺伝子解析が行われ、頻度は低いものの癌のドライバー異常が多く発見
されている。一方、臨床的意義が明らかでない異常も多い。HER2異常は、乳癌・胃癌で遺
伝子増幅の頻度が比較的高く、HER2 標的療法が保険収載される。肺癌での頻度は 5%程度
と低く、肺癌に対する HER2標的療法の有効性は十分検討されていない。HER2異常は膀胱
癌・大腸癌など多くの悪性腫瘍で認められるが、治療標的となり得るかは不明である。申請
者らは、これまで肺癌における新規 HER2異常の発見と HER2標的薬の効果、乳癌・胃癌で
の HER2標的薬の効果と耐性化の研究を行い、HER2標的療法には、①HER2異常の多様性
を考慮した治療法の確立、②治療による獲得耐性の克服、が必要であることを実感している 

 
２．研究の目的 
本研究では、治療法が確立されていない HER2異常肺癌に対するきめ細かな治療法の確立に
向けた基礎的検討を実施し、肺癌の治療成績の改善につながるプレシジョン・メディシンの
実現を目指す。なお、申請者らの経験（Yamamoto Hら:Oncologist. 2018）では、この知見
は肺癌にとどまらず、HER2異常を有する臓器を超えた様々な癌腫に適応できる可能性があ
り、本邦の死因の第一である癌に対する治療成績の改善に寄与することが期待される。 

 
 
３．研究の方法 
(1) HER2 異常タイプ別の HER2 標的薬の効果の検討 (in vitro & vivo):  
HER2 異常肺癌細胞株（G776VC 変異 H1781; 増幅 H2170, Calu3）、HER2 増幅乳癌 (BT-474)・
胃癌 (NUGC4・N87) 細胞株 、正常気道上皮細胞株（BEAS-2B）、BALB/c 系統マウス由来の IL-
3 依存性細胞株（Ba/F3）を使用する。HER2 変異の種類については、研究協力者である米国ス
ローンケタリング癌センターの Ladanyi 教授が主導する癌の網羅的遺伝子解析プロジェクト 
(MSK-IMPACT) のデータ、公共データベース（TCGA 等）を参考に、HER2 の複数変異（co-mutation）
も含め、頻度が高い変異を優先的に検討する。（in vitro）HER2 野生型・各 HER2 変異の発現
ベクターを導入した BEAS-2B 細胞・Ba/F3 細胞を作成する。上記 HER2 異常細胞株に対する各
HER2 標的薬の効果を MTT アッセイにより検討する。効果不良株に対しては、各分子標的薬と
の併用効果を検討する。（in vivo）マウス Xenograft モデルを作成し、HER2 標的薬単剤、お
よび他薬との併用効果を in vivo で検討する。 
 
(2) HER2 標的薬耐性細胞株の樹立とオミックス解析による耐性機序の解明： 
HER2 異常細胞株に対して、我々が確立した薬剤曝露法である Step-wise 法、High-dose 法に
より各 HER2 標的薬を曝露し耐性細胞株を作成する。乳癌の抗 HER2 抗体療法の耐性機序とし
て、不完全な HER2 不活化、MET/IGF1R 等の側副経路活性化、PI3K/Akt/mTOR 活性化、などが
報告されている。HER2 チロシンキナーゼ阻害薬 (TKI) の耐性機序は一部の薬剤に対するゲ
ートキーパー変異以外あまり知られていないが、同じ HER ファミリーの EGFR-TKI の肺癌にお
ける耐性機序として、MET などの側副路活性化、形質変化（EMT 形質獲得・幹細胞特性）、染
色体異常などが報告されている。耐性細胞株の耐性機序機序が不明であれば、次世代シーク
エンサー（DNA/RNA 異常）、SNP アレイ（遺伝子増幅・欠失）、mRNA 発現アレイ、リン酸化アレ
イによるオミックス解析により親株と耐性細胞株を比較検討し、耐性機序同定に繋げる。同
定した原因については、原因に応じた方法で対応し、対応後の薬剤感受性の回復を検証する。
さらに、同定した遺伝子異常について、臨床検体を用いて、その頻度などを確認する。 
 
(3) 獲得耐性例の治療法および耐性例出現の抑制法の開発： 
耐性原因に対する標的薬が存在する場合は、単剤および他剤との併用によりその効果を評価
する。耐性原因が不明の場合は、有効な既存薬を推測し、その効果を検証する。同定した薬
剤については、単剤および併用療法の最適な投与濃度・投与タイミング・有害事象などを in 
vitro&vivo で検討する。HER2 標的療法において、耐性化出現の抑制や時期の延長も重要な治
療戦略となる。①種類の異なる HER2 標的薬の併用、②同定した耐性化に有効な薬剤と HER2
標的薬の併用、などを行い、HER2 標的薬単独と比較して、耐性獲得までの時期を検討する。
HER2 ノックインマウスや細胞株マウス Xenograft モデルでも、単剤と併用療法を比較し、マ
ウスの生存期間・有害事象などを検討する。 
 
 
４．研究成果 
(1) Takeda T et al., YES1 activation induces acquired resistance to neratinib in HER2-
amplified breast and lung cancers Cancer Sci 2019:111:849-856 
 



乳癌（BT-474）・肺癌（H2170）HER2
異常細胞株を用いて、分子標的薬で
ある Neratinib を長期間様々な条件
で暴露させ、薬剤耐性株を樹立した
（BT-474-NR、H2170-NR）。また、獲
得耐性株について、耐性化の要因の
検討し、SRC ファミリー分子の一つ
である YES1 遺伝子が耐性獲得後に
増幅する細胞株を認めた（右上図）。 
 
 siRNA を用いて YES1 発現の Knockdown を用いたところ、Neratinib に対する耐性株の感受
性が改善し、HER2、AKT、MAPK などの
シグナル分子の downregulation^を
引き起こした。 
 
次に SRC 阻害剤である Dasatinib を
用いたところ、Neratinib に対する耐
性株の感受性が改善し、HER2、AKT、
MAPK な ど の シ グ ナ ル 分 子 の
downregulation^を引き起こし、マウ
スモデルにおいて、Dasatinib と
Neratinib の併用療法は、耐性株に対
して抗腫瘍効果を示した（右下図）。
これらの結果により、YES1 遺伝子が
HER2 標的療法に対する獲得耐性の一
因である可能性が示唆され、
Dasatinib の併用により獲得耐性を
克服できる可能性が示唆された。 
 

(2) Koga T et al., Activity and mechanism of acquired resistance to tarloxotinib in 
HER2 mutant lung 
cancer: an in 
vitro study Transl 
Lung Cancer Res 
2021:10:3659-3570 
 
新規汎HER阻害剤で
ある Tarloxotinib
を用いて、変異型
HER2 と野生型 HER2
の発現ベクターを
それぞれ導入した
Ba/F3 細胞株や、
HER2 変異陽性肺癌細胞株 H1781 に対する感受性を評価した（右上図）。 
前述の Ba/F3 細胞株と H1781 細胞株を N-ethyl-N-nitrosourea (ENU)に曝露させて、人工的
にランダムに遺伝子変異を惹起さ
せた後に、Tarloxotinib 長期間暴露
させて残存した薬剤耐性クローン
の HER2 遺伝子変異を検索すること
で、薬剤耐性に関わる HER2 遺伝子
変異として、HER2 exon20 の C805S
変異を同定した（右下図）。H1781 細
胞株を長期間 Tarloxotinib に曝露
させて樹立した獲得耐性株の発現
を調べたところ、HER3 遺伝子が耐性
を獲得する前より高発現していた。
以上より、Tarloxotinib は HER2 変
異陽性細胞に対して感受性を示す
こと、また、HER2 exon20 C805S 変
異や HER3 高発現が、Tarloxotinib
耐性化への関与していることが示
唆された。 
 
 



(3) Hamada A et al., In vitro validation study of HER2 and HER4 mutations identified 
in an adhoc secondary analysis of the LUX-Lung 8 randomized clinical trial Lung 
Cancer 2021:162:79-85 

 
転移性扁平上皮肺癌に対し
て、Afatinib と Erlotinib の
治療効果を比較検証した第
Ⅲ相国際共同治験 LUX-Lung 
8試験において、HER2/HER4遺
伝子変異が、Afatinib の治療
成績に関与している可能性
が示唆された（右上図）。 
 
 
本研究では、LUX-Lung 8 試
験で同定されたHER2/HER4遺
伝子変異および病原性が不
明な HER2 変異スペクトルの
ベクターをそれぞれ導入し
た Ba/F3 細胞株について、インターロイキン３（IL-3）非存在下での増殖の有無により、遺伝子
変異の病原性を評価した。HER2  E395K、G815R、R929W 変異を導入した Ba/F3 は、IL-3 非存在下
でも増殖し、Afatinib を含む
第 2/3世代汎 HERチロシンキ
ナーゼ阻害剤は高い感受性
を示した（右下図）。以上よ
り、LUX-Lung 8 試験で同定さ
れた HER2/4 変異のほとんど
は病原性がないが、一部の扁
平上皮癌はまれな HER2 変異
が原因となっており、第 2/3
世代汎 HERチロシンキナーゼ
阻害剤が有効である可能性
が示唆された。 
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