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研究成果の概要（和文）： 
Trastuzumab（ハーセプチン）はヒト上皮増殖因子受容体 2 型（HER2）を標的分子とするヒト
化モノクローナル抗体であり、HER2 陽性の乳癌、胃癌における有用性が証明されている。わ
れわれは、HER2 陰性あるいは HER2 抵抗性となったヒト癌細胞に HER2 の非機能性の細胞外
ドメイン（Extracellular domain; ECD）を発現させることで、ADCC（ antibody-dependent 
cell-mediated cytotoxicity、抗体依存性細胞介在性障害作用）増強による trastuzumab の感受性誘
導を確認した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Trastuzumab, a humanized antibody targeting HER2, exhibits remarkable therapeutic efficacy against 
HER2-positive breast and gastric cancers. We found that exogenous HER2-extracellular domain (ECD) 
expression had no apparent effect on the signaling pathway, but strongly enhanced antibody-dependent 
cellular cytotoxicity (ADCC) activity in low HER2-expressing or trastuzumab-resistant human cancer 
cells.  
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2010 年度 7,900,000 2,370,000 10,270,000 

2011 年度 4,900,000 1,470,000 6,370,000 

2012 年度 2,100,000 630,000 2,730,000 

総 計 14,900,000 4,470,000 19,370,000 

 
研究分野：消化器外科学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・消化器外科学 
キーワード：HER2、ADCC、乳癌、胃癌、アデノウイルス、分子標的医薬品、抗体医薬品、ト

ラスツズマブ trasutuzumab 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、細胞内の特定の分子を標的としてそ

の機能を抑えることで治療効果を発揮する分

子標的治療が注目されており、癌の増殖や転

移に必要な分子を特異的に抑制する低分子化

合物や抗体医薬品が日常臨床に応用されてい

る。分子標的治療では、創薬の段階から狙い

撃ちする細胞内のシグナル伝達経路が明らか

であるため、治療前に採取した癌組織を解析

することで効果が期待できる患者集団を選別

することが可能である。しかし、実際にはそ

の割合はごく限られており、ヒト上皮増殖因



子受容体2型（HER2）を標的分子とする分子

量148 kDaのヒト化モノクローナル抗体であ

るtrastuzumab（ハーセプチン）が有効である

HER2/neu遺伝子の増幅を伴う乳癌患者は約

25%であり、胃癌では約20％とされている。

すなわち、分子標的薬剤の効果が期待できな

い患者の割合はかなり高率であり、これらの

症例に対する新たな治療戦略の開発が必要と

考えられる。 

 
２．研究の目的 
 抗体医薬品の作用機構の主体は抗体結合に

よる細胞内シグナル伝達の阻害であるが、免

疫細胞によるADCC（antibody-dependent 

cell-mediated cytotoxicity、抗体依存性細胞介在

性障害作用）もその治療効果に関与している

と考えられている。したがって、癌細胞表面

にシグナル伝達機能を持たない標的分子の細

胞外ドメイン（ECD、extracellular domain）の

みを人工的に過剰に発現させれば、HER2分子

の細胞外領域のエピトープ（aa529-625）を認

識するtrastuzumabの結合を促進し、ADCC活性

を選択的に増強させることができる。 

 本研究では、テロメラーゼ依存性に増殖す

る腫瘍融解アデノウイルスTelomelysinをベク

ターとして、HER2の膜貫通領域を含むECDを

コードする遺伝子配列を搭載し、細胞融解効

果とtrastuzumab存在下でのADCC活性の増強

効果を有する新たなウイルス製剤を開発する

ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）HER2/ECD発現プラスミドの作成 

全長のHER2遺伝子から膜貫通領域を含む

細胞外ドメインをコードする遺伝子配列を制

限酵素処理にて切り出し、pcDNA3発現プラス

ミドベクターのマルチクローニング部位に挿

入した。HER2低発現ヒト胃癌細胞にプラスミ

ドをトランスフェクトし、G418添加培養によ

りHER2/ECD安定発現株を樹立した。 

（2）Ad-HER2/ECDウイルスの作成 

当初、本研究ではテロメラーゼ依存性に増

殖する腫瘍融解アデノウイルスTelomelysinを

ベクターとしてHER2/ECD発現を計画してい

たが、腫瘍融解ウイルス自体も抗腫瘍効果を

有するため、HER2/ECD発現によるADCC活性

の増強を検証できないことが明らかになった。

そこで、HER2/ECD発現非増殖型アデノウイ

ルスベクターAd-HER2/ECDを作成した。 

（3）HER2/ECD蛋白質の発現 

HER2/ECD安定発現株およびAd-HER2/ECD

感染細胞で、HER2の細胞外ドメイン、シグナ

ル伝達ドメイン、それぞれを選択的に検出す

る抗体を用いてウエスタンブロット解析を行

い、目的とする蛋白質を発現・産生すること

を検証した。また、フローサイトメトリー解

析にて、trastuzumabの認識エピトープが膜表

面に発現していることを確認した。 

（4）HER2/ECD発現のtrastuzumabのADCC活

性への影響の検討 

ECD過剰発現のADCC活性に及ぼす影響を

検討するため、trastuzumab存在下に末梢血単

核球（PBMC）のHER2/ECD発現細胞に対する

51Cr遊離アッセイを行った。 
 
４．研究成果 

（1）Trasutuzumab長期暴露によるHER2発現 

 HER2陽性ヒト乳癌細胞を長期間（3ヶ月）

trasutuzumabに暴露することで、HER2発現が

低下し、ASDCC活性の低下が認められた。す

なわち、trasutuzumab抵抗性の分子機構の1つ

はHER2発現低下であると考えられる。 

（2）Ad-HER2/ECDによるHER2発現 

Ad-HER2/ECDの感染によって非常に強力

なHER2-ECD発現が誘導されることを、ウエ

スタンブロット解析、フローサイトメトリー

解析にてヒト乳癌細胞MCF-7、MDA-MB-231、

およびヒト胃癌細胞MKN1、MKN28で検証し



た。また、それぞれのAd-HER2/ECD感染細胞

でtrasutuzumabの結合能が増強していること

をフローサイトメトリーにて確認した。さら

に、HER2発現が低下した抵抗性胃癌細胞にお

いて、Ad-HER2/ECD感染で外因性にECD発現

が増強できることを明らかにした。 

（3）HER2/ECD発現によるADCC活性の増強 

プラスミドにてHER2/ECDを発現させるこ

とで、低HER2発現ヒト癌細胞にPBMC存在下

にtrasutuzumabのADCC活性の増強が認められ

た。また、Ad-HER2/ECD感染MCF-7、

MDA-MB-231、MKN1、MKN28細胞を標的細

胞とし、trastuzumabとPBMCを加えた51Cr遊離

アッセイを行ったところ、すべての細胞にお

いて有意なADCC活性の増強が認められた。 

 

これらの結果より、外因性のHER2/ECD発

現はHER2陰性あるいは発現低下したヒト癌

細胞のtrastuzumab感受性を増強し、臨床的に

も有用と考えられる。 
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