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研究成果の概要（和文）： 
HER2 陽性乳癌患者において、抗 HER2 モノクローナル抗体である Trastuzumab を投与する

ことで、HER2 特異的細胞性免疫応答がされるかどうか検証した。患者末梢血中に、HER2 特

異的細胞障害性 CD8 陽性 T 細胞が誘導されるかどうかテトラマーアッセイと ELISPOT アッ

セイを用いて検討した。進行乳癌患者においては、trastuzumab 投与後に HER2 特異的 CD8
陽性 T 細胞をテトラマーアッセイにて検出する症例があった。しかしながら原発腫瘍の根治手

術後、術後 trastuzumab 療法後においては検出困難であった。原発腫瘍の摘出後であるため、

腫瘍量が少ないことから HER2 特異的 CD8+T 細胞の誘導が検出できない可能性があった。し

かしながら技術的な問題点として、HLA-A2402 に拘束される HER2 エピトープの検出力が低

いことが挙げられた。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have investigated whether HER2-specific cellular immunity could be induced after 
trastuzumab therapy in HER2-positive breast cancer patients. We analyzed the 
induction of HER2 specific CD8+T cells before and after trastuzumab therapy by 
tetramer assay and ELISPOT assay. HER2p369 specific CD8+T cells after 
trastuzumab were detected in only HER2-positive metastatic breast cancer patients. 
We could not detect HER2-specific CD8+T cells in early breast cancer patients after 
trastuzumab.  
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 抗HER2ヒト化モノクローナル抗体であ
るトラスツズマブは HER2 陽性転移再発乳
癌に対する分子標的薬として、我が国では
2001 年より一般臨床で使用が開始された。
以来、トラスツズマブは HER2 陽性転移再発
乳癌患者の予後を大きく改善し、HER2 陽性
乳癌の治療体系を大きく変革した。また
HERA 試験では、HER2 陽性早期乳癌患者に
対してトラスツズマブを術後標準化学療法
後に 1 年間投与すると、2 年の観察期間では
あるが、観察群にくらべて再発リスクを 36%
減少させ、死亡リスクも 34%減少させるとい
う高い再発抑制効果が示された。これを受け
て、2008 年 2 月から我が国でも早期乳癌で
の adjuvant 療法での使用が可能となった。 
 
(2)HER2 は染色体 17q21 に位置する癌遺伝
子であり、遺伝子産物である HER2 蛋白はチ
ロシンキナーゼ活性を有する分子量 185kD
の細胞膜を貫通する糖蛋白である。HER2 蛋
白は多くの分子によって細胞内シグナルを
transduce し、その下流にある MAP-kinase
や PI3-kinase につながり、細胞の増殖や癌
化が促進される。トラスツズマブは HER2 蛋
白の細胞外ドメインを認識する抗体であり、
単一の分子シグナルをブロックするのでは
なく、HER2 発現そのものをブロックするた
め細胞増殖抑制は効果的である。しかし、こ
れらの治療を実施しても早期に耐性を獲得
する症例が出現することが経験的にわかっ
てきた。 
 
(3) 抗体は細胞表面抗原を認識し、結合する
ことにより標的分子シグナルの増強・抑制、
補体経路の活性化、Fc レセプターを介した殺
細胞効果によりその効果を発揮することが
示されてきた。トラスツズマブはヒト化モノ
クローナル抗体(IgG1)であり、Fc 部分を介し
た免疫担当細胞による抗体依存性効果も抗
腫瘍効果の一部を担っていると考えられて
いる。一方、抗 CD20 抗体であるリツキシマ
ブと違い、トラスツズマブ投与患者において
ADCC 効果が抗腫瘍効果の中でどの程度占
めているのかは現時点では不明であるが、ト
ラスツズマブ投与中の腫瘍周辺にはNK 細胞
が点在していることが確認されており、この
現象は化学療法のみでは認められない。しか
し、NK細胞等が関与するADCC効果の有無、
強弱によって治療効果の持続を説明するこ
とは困難である。 
 
(4) 一方、近年 in vitro で、抗体が抗原と複
合体(Immuno-complex)を形成することで、
通常の外来抗原が抗原提示される MHC 

class II pathway に加えて MHC class I 
pathway に提示されること、HER2 陽性腫瘍
細胞株はトラスツズマブを作用させること
で、MHC class Ⅰへの抗原提示能が上がる
こと、動物モデルにより、抗 HER2 抗体投与
により特異的 CD8+T 細胞が誘導され、これ
らの細胞はメモリー型であることが示され
た。そこで本研究では下記の可能性を推測し、
検討する。 
1. トラスツズマブが結合した腫瘍細胞は、抗
体の直接作用、ADCC 効果により NK 細胞な
どのエフェクター細胞によって破壊される 
2. 細胞断片、すなわち腫瘍抗原が周囲に放出
され、トラスツズマブと結合することにより
抗原抗体複合体（immuno-complex）が形成
され、マクロファージに貪食されたり、樹状
細胞に取り込まれる 
3. 取り込まれた HER2 抗原は MHC class II 
pathway に抗原提示されるとともに、抗体が
抗原と複合体(Immuno-complex)を形成する
ことで、通常の外来抗原が抗原提示される
MHC class II pathway に加えて MHC class 
I pathway に提示され、抗原特異的 CD8+T
細胞に認識され、免疫記憶を誘導する。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1) HER2 陽性早期乳癌患者に術後 adjuvant
療法としてトラスツズマブを投与すること
で、患者体内に細胞性免疫応答が誘導された
かどうかを末梢血単核球にて検討する。これ
らの患者において、細胞性免疫応答誘導と抗
体の治療効果の持続との相関を腫瘍増悪ま
での期間を比較検討することで抗体と細胞
性免疫との関わりを明らかにする。 
 
現在経験的に明らかになってきたトラスツ
ズマブ投与による臨床効果の持続性の違い
に関して、細胞性免疫応答の関与という独自
の観点から解析する。これにより、トラスツ
ズマブによる抗腫瘍効果の新規メカニズム
の解明が期待できるとともに、細胞性免疫応
答を誘導しやすい患者群を同定することで、
トラスツズマブ長期投与の必要性の有無を
早期に推測することが可能となる。これは抗
体の長期投与による心毒性の懸念や治療費
が高額となることも回避できる可能性を秘
めている。更に免疫誘導をおこしにくい患者
群においては再発予防に他のがんワクチン
療法を施行する等の新たな治療法の必要性
を早期に明らかにするバイオマーカー開発
にもつながると考えられ、研究成果は極めて
意義深いと考えられる。 
 
 



３．研究の方法 
 
【対象症例】 
 
(1)HER2陽性乳癌患者＊で、トラスツズマブ療
法＊＊の適応のある症例 
①早期乳癌術後、②進行・再発乳癌 
 
＊HER2発現；腫瘍組織上での免疫組織染色

にての評価 3+、あるいは FISH法にて HER2遺
伝子増幅ありの症例に限る。 
 
＊＊術後トラスツズマブ療法；初回 8mg/kg、

2回目以降 6mg/kgにてトラスツズマブを 3週
間毎に 18回（1年間）投与する。 
 
(2)既に HER2の MHC class Iエピトープが同
定され、テトラマーが有用である
HLA-A0201(日本人の発現頻度 10.7%)、
HLA-A2402（日本人の発現頻度 38.8%）を有
する症例。 
 
①②を満たし、かつ本研究に対するインフォ
ームドコンセントを行い承諾が得られた症
例。 
 
【方法】 
 
(1) 患者末梢血約 50mlをトラスツズマブ投
与前、投与中（約 6ヵ月後）、投与終了後に
採取し、末梢血単核球(PBMC)に分離した。ま
た末梢血を用いて HLA-A0201, A2401発現を
解析した。 
 
(2) PBMCから単離した CD8+T細胞を、HLA 
classⅠに認識される HER2エピトープ
(A0201;p369-377, A2402;p63-71)ペプチドを
パルスし、放射線照射した抗原提示細胞
（non-CD8+T細胞）とともに7-10日間、IL-2、
IL-7存在下に培養した。 
 
後に HLA-A2402に認識される HER2エピトー
プのペプチド 4種類(p8-16, p342-350, 
p485-492, p553-561)を加えて培養・解析し
た。 
 
(3)特異的 CD8+T細胞誘導を以下の方法によ
り解析した。 
  
1. ELISPOT assayを行い、HER2特異的 IFNg
産生 CD8+T細胞が誘導されるかどうか解析し
た。 
 
2. HLA class Ⅰに認識される数種類の HER2
ペプチド・HLA-A*0201/A*2402テトラマーを
使用し、フローサイトメトリーにて HER2特
異的 CD8細胞の誘導を確認した。 

 
Positive control： 
HLA-A0201:CMV特異的 CD8+T細胞の認識する
エピトープを用いた。 
HLA-A2402:EBNA特異的CD8+T細胞の認識する
エピトープを用いた。 
 
 
４．研究成果 
 
実験計画では術後トラスツズマブ療法適応
患者に限定して解析する予定であったが、そ
の後、進行・転移再発症例にも適応を拡大し
て解析した。 
 
(1) 進行再発症例での HER2 特異的 CD8+T 細
胞の誘導 
 
症例 1：(HLA-A0201) StageⅣ。HER2 陽性進
行乳癌、多発肺転移、皮膚転移、がん性リン
パ管症例 
 
Trastuzumab治療前；HER2特異的 CD8+T細胞
は Tetramer assay、ELISPOT assayともに検
出できなかった。 
 
Trastuzumab併用化学療法施行後； 
 
Tetramer assay;  
1) 1 ヵ月後：末梢血中に HER2p369-377 特異
的 CD8+T細胞を約 1.0%検出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fig. 1   抗原特異的 CD8+T細胞の誘導 
上段；Flu特異的 CD8+T細胞の誘導（positive 
control）。 
下段；HER2p369-377特異的CD8+T細胞の誘導。 
 
 
2) 6ヵ月後：HER2p369-377特異的 CD8+T細
胞約は 0.5%検出。 
 



 
ELISPOT法; 
IFNγ産生 HER2特異的 CD8+T細胞は、１ヵ月
後、6ヵ月後ともに検出できなかった。 
 
 
(2) 術後adjuvant療法としてのTrastuzumab
使用症例 
早期乳癌術後に術後化学療法終了後にトラ

スツズマブ療法を 1年間実施した症例の末梢
血を解析した。トラスツズマブ採取前、6 ヵ
月後、12ヵ月後を解析している。 
 
HLA-A0201症例（n=2） 
 
Tetramer assay; 投与前、6ヵ月後、12ヵ月
後いずれも HER2 特異的 CD8+T 細胞の誘導は
検出できなかった。 
 
ELISPOT assay; 同様に HER2 特異的 IFNg 産
生 CD8+T細胞は検出できなかった。 
 
 
HLA-A2402症例(n=7) 
 

Positive control として、EBNA3A 特異的
CD8+T細胞の誘導を測定した。 
当初、三重大学が報告した HLA-A2402が認

識する HER2ペプチド p63-71のみで測定して
いたが、以前より検出力が低いことが問題で
あった。当研究においても、HER2p63 特異的
CD8+T 細胞したが、テトラマーアッセイでも
ELISPOT でも検出できなかった。そこで、当
研 究 で は 過 去 の 報 告 （ Breast Cancer 
Research and Treatment 86:19-29,2004）を
参考として HLA-A2402 が認識する他の HER2
エピトープを解析に用いることにした。新た
に HER2エピトープ 4種類(p8-16, p342-350, 
p485-492, p553-561)* のペプチドを新たに
作成した。Tetramerは未作成のため、ELISPOT 
assayを行った。 
 今回新たに用いたペプチドを使用した
ELISPOT assay では、trastuzumab 投与前に
HER2 特異的 IFNg 産生 CD8+T 細胞を認める症
例があった。 
 今後、HLA-A2402 を有する症例において、
これらのペプチド 5種類を用いて解析をすす
める予定である。 
 
 
（まとめ） 

当研究では HER2 陽性乳癌患者において、
trastuzumab 療法を実施した症例において、
HER2 特異的細胞性免疫が誘導されることを
検証するものである。今回解析に用いたエピ
トープであるが、HLA-A0201が認識する HER2
エピトープ(p369-377)は海外で施行された

HER2 がんワクチンに用いられたこともあり、
比較的検出しやすいペプチドと言える。本研
究においても、HLA-A0201 を有する進行症例
での解析では、少ないながらも HER2 特異的
CD8+T 細胞を検出することができた。しかし
ながら術後療法として trastuzumabを使用し
た症例においては、1 年後でも HER2 特異的
CD8+T 細胞の誘導は検出できなかった。これ
は腫瘍量が少ないことに起因すると考えら
れる。ただし検討した症例数が少なく、結論
は 出 せ ない 。 ただ し日 本 人に お ける
HLA-A0201 症例は約 10%と少なく、今後も症
例集積が困難であることが予想される。 

一方、HLA-A2402 を有する症例の場合、症
例は集積しやすいが、HER2特異的 CD8+T細胞
の検出が困難である。そこで本研究において
は、途中から検出するペプチドの種類を増や
したため、今後はこの 5種類のペプチドで解
析をすすめる予定である。 
 また今後は、局所進行乳癌症例も含めて、
解析をすすめていく予定である。 
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