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研究成果の概要： 
HER2 過剰発現乳がん細胞株において、PIK3CA 遺伝子変異が trastuzumab および小分子 HER2 キ

ナーゼ阻害薬に対する耐性の原因になることが示唆された。また、trastuzumab や小分子 HER2

キナーゼ阻害薬の効果と相関するバイオマーカとして、リン酸化型 S6K が有用であることが示

唆された。さらに、これら細胞では、PIK3CA の遺伝子型に関わらず PI3K 経路に依存しており、

PI3K 阻害薬に感受性を示した。 

 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007 年度 1,900,000 0 1,900,000 

2008 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,300,000 420,000 3,720,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：医療系薬学 
キーワード：癌、分子標的治療、個別化治療、乳がん、PI3K、PIK3CA 
 
１．研究開始当初の背景 
抗HER2モノクローナル抗であるtrastuzumab
の耐性機構は十分明らかになっていない。近
年乳がんを含む固形がんで発見された
PIK3CA の活性型変異は、理論上受容体非依存
的な PI3K 経路活性化につながるため、
trastuzumab の耐性機構となりうる。 
 
２．研究の目的 
(1) HER2 過剰発現細胞株において、PI3K の
活性化機構（PIK3CA 遺伝子型、PTEN の発現、
ErbB3 の活性化、他の RTK の活性化）を解明
し trastuzumab感受性との関係について明ら

かにする。さらに、それらの臨床的意義を、
臨床検体をもちいて明らかにする。 
 
(2) 患者血漿をプロテオミクス解析し、
trastuzumab 感受性を規定する血漿タンパク
プロファイルを探索する。 
 
３．研究の方法 
(1) 薬剤：trastuzumab (抗 HER2 モノクロー
ナル抗体)、CL-387,785 (HER2 小分子キナー
ゼ阻害薬)、LY294002 (PI3K 阻害薬) 
 
 



(2) 小 分 子 HER2 キ ナ ー ゼ 阻 害 薬
(CL-387,785)の感受性についても探索した
ところ、trastuzumab の場合と同様、PIK3CA
変異が耐性の原因になることが示唆された
（下図）。 

(2) 細胞：17 種類の乳がん細胞株。そのうち、
8 種類は HER2 過剰発現株。８種類のうち、3
種類は PIK3CA 野生型（wt）であり、その他
は変異型であった。ただし、BT474 でみられ
る、K111N はキナーゼ活性が低く、形質変換
能も低いと報告されているため、この研究で
は野生型グループとして扱った。 

 
 

 

Cell line Genotype of 
PIK3CA 

BT474 K111N 

ZR75-30 wt 

SKBR-3 wt 

HCC1419 wt 

MDA-MB-361 E545K 

MDA-MB-453 H1047R 

HCC1954 H1047R 

UACC893 H1047R 

 
(3) 増殖抑制試験：MTS assay 
(4) 遺伝子型検索；direct sequence 
(5) 細胞内シグナル伝達検索：Western blot 
(6) phospho-RTK array 
(7) 血漿プロプロテオミクス 
 
４．研究成果 
(1)17 種類の乳がん細胞株をスクリーニング
したところ、trastuzumab に感受性を示す細
胞株はすべて HER2 を過剰発現していること
を確認した (図上)。一方、HER2 過剰発現株
の中にも非感受性株があり、それらは PIK3CA
の活性化型変異を有する傾向にあった（図
下）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(3) 我々は、trastuzumab 感受性株である
BT474をtrastuzumabに長期間暴露した。徐々
に trastuzumab に対する耐性を獲得し、11 カ
月 の 時 点 で 二 次 耐 性 モ デ ル 株 と し た 
(BT474-TR)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
(4) PIK3CA 活 性 化 型 変 異 を 有 す る
trastuzumab 一次耐性株とは対照的に、
BT474-TR では CL-387,785 に感受性が保たれ 
た。 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)次に、trastuzumab および CL-387,785 作
用下の HER2 シグナルへの影響を Western  
blot 法で評価した。PIK3CA 野生型株（図上）
ではリン酸化型(p-)Akt または p-S6K が
trastuzumab で抑制されるのに対して、
PIK3CA 変異株（図下）では抑制はみられなか
った。CL-387,785 に対しても、p-Akt や p-S6K
の抑制は PIK3CA 野生型株でより顕著であっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(5) trastuzumab および CL-387,785 作用下で
の、p-HER2、p-Akt、p-S6K、p-ERK1/2 の抑制
と細胞増殖抑制の相関をみると、p-S6K が最
も密接に相関していることがわかった（図、
相関係数 0.811）。p-HER2 や p-ERK1/2 との相
関は高くなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(6)HER2 過剰発現乳がん細胞株における、
PI3K 経路の重要性が示唆されたため、PI3K
阻害薬である、LY294002 に対する感受性を探
索した。その結果、PIK3CA 遺伝子にかかわら
ず、ZR75-30 を例外として、LY294002 10 M
に対して、30%以上の細胞増殖抑制がみられ
た（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(7)次に我々は、24 時間血清フリーにした状
態で、p-Akt と p-ERK1/2 の発現を検索した。
その結果、HER2 感受性株では、PIK3CA の遺
伝子型に関わらず p-Aktの明らかな発現がみ
られた（下図）。そのレベルは HER2 の過剰発
現を有さず PTEN を欠失する MDA-MB-468 や、
同じく HER2 過剰発現を有さず PIK3CA 活性型
変異をもつ T47D と同等であった。一方、HER2
の過剰発現、PTEN 欠失、PIK3CA 活性型変異
の い ず れ も 有 さ な い MDA-MB-231 と
MDA-MB-435S では p-Akt は非常に低い発現量
であった。 
一方、この血清フリーの環境下では、
p-ERK1/2 は全ての HER2 過剰発現株において
非常に低い発現量をみるのみであった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



(8)結論 
① HER2 過剰発現乳がん細胞株において、
PIK3CAの活性化型変異がtrastuzumabのみな
らず小分子 HER2 キナーゼ阻害薬耐性の原因
となることが示唆された。 
 
② trastuzumab の 2 次耐性では HER2 に対す
る依存性が保持され、小分子 HER2 キナーゼ
阻害薬が有効である可能性が示唆された。 
これらは、HER2 キナーゼ阻害薬、Lapatinib
が臨床応用された今日の臨床において、非常
に有用な情報である。 
 
③ 抗 HER2 療法の効果を予測する
pharmakodynamic marker として、p-S6K が有
用である可能性が示唆された。 
 
④ HER2 過剰発現のある乳がん細胞株では、
PIK3CA 遺伝子型に関わらず、PI3K 経路に依
存性があり、PI3K 阻害薬が有効である可能性
が示唆された。 
 
 
(9)今後 
① PIK3CA が野生型でありながら、
trastuzumab に比較的抵抗性を示す細胞株
(HCC1419, BT474-TR)については、その耐性
機構が不明であり、今後明らかにするための
研究を継続する。 
 
② 当初計画していた臨床検体を用いた研究
と、血漿プロテオミクスには着手できなかっ
た。今後これらに着手する予定である。 
 
③ 今後乳がんで得られたこれらノウハウを
アジアに多い癌腫である胃がんに応用し、
PI3K 活性化機構と分子標的薬の感受性に関
する研究を行う予定である。 
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