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研究成果の概要（和文）：HER2の分子標的薬であるトラスツズマブは、HER2陽性乳癌の予後を劇的に改善した。しかし
、今やトラスツズマブ耐性乳癌の克服が、臨床上の重要な課題となっている。本研究では、トラスツズマブの持つ抗体
依存性細胞傷害活性(ADCC)に対し耐性を獲得する分子機構の解明を行った。ADCC耐性乳癌細胞株の遺伝子発現解析から
、耐性の獲得には、細胞膜の膜輸送に関わるvATPase(vacuolar type ATPase)が関与していることを見出した。構成ユ
ニットのなかでもB1をコードするATP6V1B1が特異的に耐性機構に関わっており、今後パーフォリン・グランザイム経路
との関連が注目される。

研究成果の概要（英文）：HER2-targeted therapy using trastuzumab has dramatically improved the prognosis 
of HER2-positive breast cancer. However, it becomes the important clinical issue how to overcome 
tastuzumab-resistant breast cancer. In this study, we addressed the molecular mechanism for acquired 
resistance to trastuzumab which can activate antibody dependent cell mediated cytotoxicity (ADCC). Gene 
expressing profile using ADCC-resistant breast cancer cell line showed that vacuolar type ATPase 
(vATPase) which drives active membrane transport was associated with ADCC-resistance. ATP6V1B1 
gene　coding subunit B1 might be specifically responsible for acquired resistance in terms of 
perforin/granzyme pathway.

研究分野：乳腺外科学
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１．研究開始当初の背景 
HER2陽性乳癌は乳癌全体の15-25%を占

め、その増殖、転移能の高さから予後不良乳

癌とされていた。しかし、HER2 を標的とした

ヒト化単クローン抗体であるトラスツズマ

ブの登場により予後は著明に改善するに至

った。トラスツズマブの作用機序については

不明な点が多いが、HER2 分子との結合による

細胞内への取り込みとライソゾームでの分

解やHER2/HER3をはじめとする二量体形成の

阻害による細胞内シグナル伝達の遮断、そし

て抗体依存性細胞傷害活性（antibody 

dependent cell mediated cytotoxicity ；

ADCC)による抗腫瘍免疫の活性化などが知ら

れている。 しかし、すべての HER2 陽性乳

癌に対してトラスツズマブが有効ではなく、

約 40％はトラスツズマブによる奏効が得ら

れず、また奏効例でも治療開始 1年未満に病

勢の進行が見られることも少なくない。 

  現在、トラスツズマブ耐性に関する研究は、

HER2 陽性乳癌細胞株をトラスツズマブ存在

下で長期間 in vitro で培養し、そこで得られ

た細胞をトラスツズマブ耐性株として利用し

ていることが多い。そのため、耐性と細胞内

シグナル伝達経路の変化に関する研究はすす

んでいるものの、もうひとつの重要なトラス

ツズマブの作用機序である抗腫瘍免疫に視点

をおいた検討はほとんどなされていない。

ADCC 活性については、宿主の FcγRIIa/IIIa

遺伝子多型によって活性に差があることやト

ラスツズマブ heavy chain Asn297 のフコース

を除去した脱フコーストラスツズマブが

ADCC 活性を増強し、通常型とくらべて有意に

予後を改善することが知られている(Suzuki 

E, et al. Clin Cancer Res 2007.)。しかし、

ADCC 耐性が獲得される機序については不明

な点が多く、腫瘍とエフェクター細胞の両面

からこの ADCC 耐性の機序を調べることによ

って新しい免疫学的なルールを見出すことが

期待できる。そしてこの成果から、あらたな

抗 HER2 治療法の開発につながる可能性があ

り、臨床上非常に重要であると考えられる。     

以上を背景としてトラスツズマブ耐性獲

得に関わる分子機構を解析し、耐性を克服す

る新規治療法 開発のための基礎的検討を

行う研究を計画した。 

 
２．研究の目的 
(1) HER2 陽性ヒト乳癌細胞株を用いて、トラ

スツズマブを介した抗体依存性細胞傷害活

性（ADCC）抵抗性の細胞株を樹立する。 

(2) ADCC 耐性株を用い、トラスツズマブ存在

下の細胞傷害活性を親株と比較検討する。 

(3) ADCC耐性株の遺伝子発現パターンを親株

と比較し、耐性獲得において発現が増強もし

くは低下している遺伝子を同定する。 

(4) 同定した遺伝子の発現が、親株と ADCC

耐性株の間で差があるのかを比較検討する。

さらに親株に対して同定した遺伝子の発現

調整（ノックダウン等）を行い、ADCC に対す

る感受性に変化があるかを検討する。 

(5) 以上の検討からトラスツズマブ耐性の

分子機構を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) ADCC 耐性株の樹立 

 HER2陽性乳癌細胞株であるSKBR3と健常者

末 梢 血 よ り 分 離 し た 末 梢 血 単 核 球

(peripheral mononuclear cell; PMBC)をト

ラスツズマブ 1μg 存在下に 4-9 時間培養す

る。その後、この細胞混合液より MACS cell 

separation system を用いて CD45陽性細胞を

除去し、残った SKBR3 を回収する。同様の操

作を７回行い、最終的に残った SKBR3 を ADCC

耐性株とする。 

(2) トラスツズマブを用いた ADCC 活性の測

定 

 親株および樹立した ADCC 耐性株を標的と

して、健常者 PMBC をトラスツズマブ存在下

に E/T 比 10:1 で共培養し、LDH assay 法

によって ADCC 活性を測定する。 



(3) DNA マイクロアレイを用いて親株と ADCC

耐性株のDNA発現プロファイルを比較検討し、

ADCC 耐性に関わる遺伝子候補を抽出する。 

(4) 抽出した遺伝子の発現が、実際に 親株

と ADCC 耐性株との間に差かあるのかを

real-time PCR 法を用いてmRNAレベルで評価

する。 

(5) 親株である SKBR3 に対して sh-RNA によ

って遺伝子ノックダウンを行なった細胞を

標的として ADCC アッセイを行い、同定遺伝

子と ADCC 耐性との関連を確認する。 

 

  ４．研究成果 

(1) トラスツズマブ存在下において E/T 比

10:1 で行った ADCC 活性において、ADCC 耐性

株である SKrは親株である SKBR3 と比較して

抵抗性を示した（図１） 

 

 
図１ ADCC 耐性細胞と親株と ADCC の比較 

 

(2) ＤＮＡマイクロアレイにおいて親株と

比較して発現に差のあった遺伝子のなかで

特に細胞膜輸送に関わる vATPase(vacuolar 

type ATPase)の構成分子の一つである、

ATP6V1B1 の有意な減弱がみられた。vATPase

は細胞膜やエンドソームや小胞、リソソーム

などの細胞小器官の膜上に存在し、主に H+

を取り込み、膜内部を酸性化することにより

pH を調節し、その結果膜輸送に関与している

とされる。実際、qRT-PCR 法による遺伝子発

現解析でも ATP6V1B1 の発現は、SKBR3 とくら

べ SKr で有意に減弱していた（1.0 vs 0.5）。  

図２ ADCC 耐性株 SKr における ATP6V1B1 発

現 

 

(3) sh-RNA を用いて親株の ATP6V1B1 遺伝子

をノックダウンした細胞株 shATP6V1B1 を作

製した。ノックダウン細胞では、親株と比べ

ATP6V1B1 遺伝子発現は低下し（図３）、細胞

傷害アッセイでも有意に低い ADCC 活性を示

した（図４）。 

図３ ATP6V1B1 ノックダウン細胞における

ATP6V1B1 遺伝子発現 

 

 



図４ ATP6V1B1 ノックダウン細胞における

ADCC 活性 

 

以上より、ATP6V1B1 は ADCC 耐性獲得に関わ

る因子の一つであることをより強く示す重

要な成果となり、かつ V1B1 分子が特異的に

耐性機構に関わっていることが示唆された。 

 

(4) これまでの結果から、ATP6V1B1 が ADCC

耐性に関わる特異的分子であることが強く

示唆された。現在 ADCC 耐性株獲得メカニズ

ムにおいて、パーフォリン/グランザイム経

路で惹起される標的細胞のアポトーシス経

路の膜輸送の過程において、vATPase が関与

していると仮説を立てている。今後はこの仮

説を検証するため、パーフォリン/グランザ

イムのリコンビナントを用い、耐性株/ノッ

クアウト細胞で ADCC 活性の低下がみられる

かを検証する予定である。この実験で仮説通

りであれば、次にパーフォリン/グランザイ

ムの細胞内移動と、ATP6V1B1 の関係について

焦点をあてていきたい。また、親株と作製し

たノックアウト細胞をマウスに移植し同様

の結果が得られるか、vivo での実験を予定し

ている。 
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