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研究成果の概要（和文）：HER2陽性胃癌に対してはHER2の分子標的薬トラスツズマブと抗癌剤の併用療法が第一選択と
なっているが，十分な治療効果が得られていないのが現状である．近年，新たな抗腫瘍療法として腫瘍溶解ウイルスが
期待されている．今回我々はHER2陽性胃癌細胞におけるトラスツズマブと腫瘍溶解性レオウイルスの併用による抗腫瘍
効果を検討した．HER2陽性胃癌細胞に対するトラスツズマブとレオウイルスの併用は，カスパーゼ3／7を介したアポト
ーシス誘導により抗腫瘍効果を増強すると考えられた．

研究成果の概要（英文）：Trastuzumab is the key drug against HER2-positive gastric cancer. However, the ant
i-tumor effect is not enough. Recently oncolytic virus is expected as new anticancer therapy. We examined 
antitumor effect by the combination of trastuzumab and oncolytic reovirus in HER2-positive gastric cancer 
cells this time. The combination of trastuzumab and reovirus for HER2-positive gastric cancer cells was th
ought to reinforce antitumor effect by apoptotic instruction through caspase 3/7.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
胃癌は世界的に癌死亡率の第 2の主要な原因
である。進行再発胃癌は、フルオロピリミジ
ン誘導剤を含む多剤併用化学療法によって、
主に治療を行う。最近では、細胞障害性化学
療法に分子標的治療を併用することによっ
て全生存期間に延長をもたらした。しかし、
胃癌患者の全生存期間はまだ 1年程度である。
このため、更に有効な治療が必要とされる。 
ヒト上皮成長因子受容体 2（HER2/neu）は
上皮成長因子受容体ファミリーのメンバー
と二量体化を通して活性化される膜貫通受
容器チロシンキナーゼである。そして、
Ras/Raf/mitogen-activated プロテインキナ
ーゼの下流の信号伝達とラパマイシン経路
のホスファチジルイノシトール-3'-キナーゼ
（PI3K）/Akt/哺乳動物標的を含んでいるイ
ベントのカスケードに至る。これらのシグナ
リング・カスケードは、HER2 陽性の癌細胞
と関連した急速な細胞発育、分化、生存に関
与する。 
胃癌の場合、HER2 過剰発現と増幅は、患者
の 10%-20%で認められる。ヒト化抗 HER2
抗体（トラスツズマブ）は、HER2 を過剰発
現させている癌細胞の発育を阻止するため
に開発された。 
トラスツズマブがリガンドから独立した
HER2 シグナリングを阻害することを通し
てその抗腫瘍作用を示すことが示唆される。
そして、抗体依存性細胞障害（ADCC）活性
をもたらす。そして、p95HER2 の形成を妨
害して、腫瘍脈管形成を抑制する。 
胃癌において、トラスツズマブが化学療法に
加えられたとき、HER2 陽性の切除不能・進
行胃癌（ToGA 試験）に関するトラスツズマ
ブ第 III 相臨床試験では生存を延長した。そ
して、トラスツズマブは HER2 陽性の転移性
胃癌の治療のために承認された。 
腫瘍溶解性レオウイルスは、エンベロープの
ない二重鎖ＲＮＡウイルスである。 
レオウイルス感染は通常上気道および胃腸
管に感染し、しばしば無症候性である。 
しかしながら、レオウイルスは特定のタイプ
の悪性細胞で、劇的な細胞溶解反応を示す。 
腫瘍形成の Ras-シグナリング経路の活性化
はさまざまなヒト癌でレオウイルスによる
腫瘍溶解をもたらす。しかし、最近の報告で
は他のシグナリング経路がレオウイルスの
殺細胞効果に関与すると報告されている。 
レオウイルスは、in vitro で多種多様な培養
細胞においてアポトーシスを誘発する。 
本研究において、in vitro においてレオウイ
ルスがトラスツズマブとの併用で細胞増殖
やアポトーシスにおける効果を検討した。ま
たヒト胃癌細胞によるマウスモデルにおけ
る抗腫瘍効果を検討した。 
 
２．研究の目的 
抗癌薬とヒト上皮成長因子受容体 2（HER2）
-ターゲッティング薬剤（トラスツズマブ）を

使用する併用療法は、HER2 を過剰発現させ
ている胃癌に対する最善の治療であること
が報告された。 
トラスツズマブと腫瘍溶解性レオウイルス
を使用している併用療法が新しいより有効
な治療的なオプションであることを HER2
を過剰発現する胃癌において我々は検討し
た。このため我々は in vitro および in vivo
でトラスツズマブと共にレオウイルスの抗
腫瘍効果を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)HER2 高発現胃癌細胞株（NCI-N87 細胞）
に対するレオウイルスおよびトラスツズマ
ブ併用による殺細胞効果を WST-8 アッセイ
を用いて検討した。(2)アポトーシス誘導効果
をカスパーゼ３／７活性の測定にて検討し
た。 (3)PCR マイクロアレイにて併用抗腫瘍
効果に重要な役割を果たす遺伝子を検索し
た。(4)マウス皮下移植 xenograft モデルを用
いて腫瘍縮小効果を検討した。 
 
４．研究成果 
HER2過剰発現胃癌細胞NCI-N87が本研究で使
用された。HER2 発現はウエスタンブロット法
で確認した（図 1）。 
 
図 1 

次にトラスツズマブとレオウイルスの単独
の殺細胞効果及び併用の殺細胞効果を調べ
た。それぞれ単独でも殺細胞効果を認めたが
併 用 に て 相 乗 効 果 を 認 め た 。 更 に
caspase-3/7 assay ではレオウイルスとトラ
スツズマブの併用はトラスツズマブ単独よ 
りアポトーシスを誘導した（図 2）。 
 
図 2 



次にトラスツズマブとレオウイルスによる
処理が癌細胞障害をもたらす分子メカニズ
ムについて検討した。89 種類のアポトーシス
関連遺伝子を調べることのできる PCR array
を用いた。Caspase1、BIRC8、TRAIL、CIDEA、
が増幅されていた。PCR array の結果を確認
するために定量的リアルタイムPCRを行った。
これによりTRAILの発現がトラスツズマブや
レオウイルスにより誘導され、併用によって
更に増強されることが示された（図 3）。 
 
図 3 

 
ウエスタンブロットにてもトラスツズマブ
やレオウイルス単独で TRAIL が誘導され、さ

らに併用では増強されることが示された。加
えてレオウイルス感染はcaspase-3の活性化
と PARP cleavage をもたらすことが示された。
一方でトラスツズマブ単独ではcaspase-3の
活性化や PARP cleavage は認めなかった。そ
してレオウイルスとトラスツズマブの併用
ではレオウイルス単独と同様の結果であっ
た。アポトーシスにおける TRAIL の関与を示
すために、TRAIL 抗体を用いて細胞生存率を
検討した。TRAIL 抗体により優位に併用療法
による殺細胞効果が抑制された。 
HER2 高発現細胞は増殖を高めるために抗ア
ポトーシス経路である PI3K/Akt が活性化さ
れていると報告されている。これを調べるた
めにウエスタンブロットによってAktのリン
酸化や caspase cleavage を測定した。トラ
スツズマブで処理された細胞においてAktの
リン酸化が確認された。さらにレオウイルス
とトラスツズマブ併用においては更なる Akt
リン酸化が確認された。これによってレオウ
イルスとトラスツズマブの併用はAktリン酸
化の抑制とcaspase-3活性化を介したアポト
ーシス誘導によって HER2 陽性胃癌細胞株の
増殖と発育を抑制することが示された（図 4）。 
 
図 4 



in vitro にて HER2 高発現胃癌細胞の増殖が
トラスツズマブとレオウイルスの併用によ
って抑制されることが示されたため、次に in 
vivo での実験を行った。マウスにおけるヒト
胃癌モデルに対してコントロール、レオウイ
ルス単独、トラスツズマブ単独、及び併用に
よって処置をし、腫瘍径を測定した。併用療
法により有意に腫瘍径の増大を抑制した。ま
た組織学的検査によって併用群において有
意にアポトーシス細胞が多いことが示され
た(図 5)。 
 
図 5 

 
また caspase-3 陽性細胞の増加や Ki-67 陽性
細胞の低下が観察された。これによって in 
vivo でもレオウイルスとトラスツズマブの
併用効果があることが示された（図 6A-F）。 
 
図 6A-F 
 

 

 
考察 
この研究によって腫瘍溶解性レオウイルス
は HER2 高発現胃癌細胞に対してアポトーシ
スを誘導することを示した。またトラスツズ
マブとレオウイルスの併用がHER高発現胃癌
細胞に対して、それぞれの単剤と比較し増強
効果があることを in vitro と in vivo で示
した。 
トラスツズマブとレオウイルスが癌細胞に
与える分子メカニズムを明らかにするため
に、まず我々はHER高発現胃癌細胞株NCI-N87
における遺伝子発現の変化を検討した。われ
われのデータはトラスツズマブ及びレオウ
イルスそれぞれ単剤でTRAILの発現を誘導す
ることを示す。さらにこれらの併用は更に
TRAIL の発現を増強させることを示した。
TRAIL は tumor necrosis factor ファミリー
に属し、in vitro および in vivo で様々な腫
瘍細胞に対してアポトーシスを誘導する。し
かし、正常細胞には障害はもたらさない。こ
のためTRAILは抗腫瘍薬につながる代表的な
ターゲットである。TRAIL を介したアポトー
シスシグナルは表面デスレセプターを介し
て誘導される。 
以前の報告で重要なことは HER2 高発現胃癌
における Akt の恒常的活性化である。Ak 
pathway はアポトーシス抑制や細胞周期の活
性に関連する。我々の研究でレオウイルスの
感染がAktをターゲットにすることを見い出
した。これにより Akt 活性化が抑制され、ト
ラスツズマブとの併用において効果の増強
をもたらす。 
トラスツズマブに対する耐性は他の抗癌剤
との併用によって対応することができる。
我々の研究では細胞内のシグナル伝達の解
析がレオウイルスとトラスツズマブの併用
のメカニズムに重要であることを明らかに
した。Akt リン酸化の抑制や caspase-3、PARP
の活性化である。 
我々はトラスツズマブとレオウイルスの併



用効果を in vivo においても明らかにした。
トラスツズマブの効果は ADCC を介して行わ
れるため in vivo での解析はレオウイルスと
トラスツズマブの併用効果をより正確に表
すと考えられる。BALB-nu/nu マウスは ADCC
活性をもたらす動物モデルであるため、我々
はこれを用いた実験を行った。ヒト胃癌細胞
NCI-N87 によるマウスモデルに、レオウイル
スやトラスツズマブを投与した。我々はレオ
ウイルスとトラスツズマブの併用効果を明
らかにした。 
これまでに多くの抗腫瘍効果のある物質が
報告されているが、単剤では効果が乏しいの
が現実である。このため 2剤以上の抗腫瘍剤
が投与されているが相加効果だけではなく、
相乗効果がもたらされることが望ましい。そ
して、そのメカニズムが明らかになっている
ことが期待される。我々の研究ではレオウイ
ルスとトラスツズマブの併用が in vivo と in 
vitro 両方においてアポトーシスを介して相
乗効果があることをもたらすことを明らか
にした。 
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