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は じ め に

乳癌患者の治療においては個々の乳癌の増殖様式に
応じた『個別化医療』が提唱されており，乳癌の生物
学的特徴を理解することは重要である．その為には遺
伝子の発現解析やタンパクの機能解析が必須となる
が，多くのタンパクは単独では機能せず他のタンパク
との相互作用により種々の機能を生じる．したがって
タンパク質間相互作用（PPI : Protein-protein interac-

tion） と乳癌の生物学的特徴との関係を解明すること
で，単独の機能解明よりも実際の機能に近い結果を得
ることが期待される．このため，従来のようにあるタ
ンパクの発現を検討するだけではなく，PPIの検索が
重要であると考えられる．病理診断におけるタンパク
発現の解析は，ヒト組織をホルマリン固定・パラフィ
ン包埋した切片を用いた免疫組織化学が主となってい
る．一方，PPIの評価は免疫沈降法のように培養細胞
を用いた in vitroでの解析が主であり，実際の臨床検
体であるパラフィン切片上で PPIを評価する方法は，
これまで報告がなかった．そこで，本研究ではパラフィ
ン切片上で PPIを可視化することで，PPI可視化技術
の臨床検査としての可能性も検討した．本研究では
carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 

（CEACAM） 6に着目し，以下の 2点を解明すること
を目的とした．すなわち ① CEACAM6 および
CEACAM8が相互作用することで，乳癌細胞にどのよ
うな影響を与えているのか ?　② HER2 （Human epi-

dermal growth factor receptor 2）陽性乳癌における
CEACAM6および HER2との相互作用が HER2阻害
剤トラスツズマブの奏功性に何らかの影響を及ぼして
いるのか ?という 2点である．

CEACAM6は CEA familyの中でも様々な癌でその
発現が報告されているが，生物学的意義は十分に解明
されていない．しかし近年，結晶構造解析から

CEACAM6と CEACAM8がヘテロダイマーを形成す
ることが報告されたため，CEACAM6の機能の解明に
は CEACAM8を始めとする他のタンパクへの結合タ
ンパクとしての作用に意義があるとして注目されてい
る1）．このため CEACAM6単独での検討では，その機
能は十分に解明されていないと考えられ，CEACAM8

とともに検討することで乳癌における新しい生物学的
意義が明らかになると考えられる．
一方，CEACAM6の結合タンパクとしての作用は細

胞膜上の受容体への関与も示唆されている．本研究で
は CEACAM6と乳癌の増殖に関与する因子として知
られる HER2に着目し，HER2および CEACAM6の
両タンパクが細胞膜上で結合することによって干渉し
あうのではと仮説を立て，両タンパクの PPIを検討し，
合わせて PPIが抗 HER2薬トラスツズマブの奏功性
に及ぼす影響も検討した．

CEACAM6および CEACAM8の 
タンパク質間相互作用の検討

ヒト乳癌組織を用いてCEACAM6およびCEACAM8

の免疫組織化学を行った．CEACAM6の発現と臨床病
理学的因子との関係を検討したところ，Histological 

gradeおよび臨床 Stageが低い症例群で有意に高かっ
た．同様の結果はCEACAM8でも認められた．さらに，
両タンパク陽性の症例で Histological gradeおよび臨
床 Stageも有意に低かった．次に，CEACAM8安定発
現細胞株を作製し，CEACAM6および CEACAM8の
PPIの可視化および増殖能・血管内皮細胞に対する浸
潤能に関して検討した．PPIの可視化には，近接ライ
ゲーションアッセイ法を用いた．その結果，
CEACAM6/8両方陽性細胞でのみ，PPIが確認できた．
また，増殖能については CEACAM6/8両方陽性細胞で
は CEACAM6単独陽性細胞および CEACAM8単独陽
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性細胞と比較して抑制されたが，CEACAM8単独陽性
細胞では他の細胞と比べて促進された．血管内皮細胞
に対する浸潤能は CEACAM6/8両方陽性細胞では有意
な差は得られなかったが，CEACAM8単独陽性細胞で
CEACAM6単独陽性細胞と比較して促進された．血管
内皮に対する浸潤能との関係に着目し，転移との関係
を検討するため，乳癌の肺転移症例および骨転移症例
を用いて CEACAM6および CEACAM8の免疫組織化
学を行った．CEACAM6は肺転移症例と比較して骨転
移症例で有意に発現が高かった．一方，CEACAM8は
骨転移症例と比較して肺転移症例で発現が高かった
が，統計学的な有意差は得られなかった．
本研究では，初めて乳癌におけるCEACAM8の発現，

CEACAM6および CEACAM8両タンパクの発現と臨
床病理学的因子との関係を明らかにする事が出来た．
乳癌組織を用いた検討および In vitroの結果から両タ
ンパクが共に発現している乳癌ではその悪性度が低下
すると考えられた．一方，近接ライゲーションアッセ
イ法では CEACAM6/8両方陽性細胞で細胞膜と細胞質
に両タンパクのヘテロダイマーが検出され，
CEACAM6および CEACAM8のヘテロダイマーの可
視化を初めて示した．さらに，CEACAM6は乳癌の骨
転移症例で肺転移症例と比較して有意にその発現が高
かった．これまで CEACAMファミリーの発現動態と
乳癌の転移との関係は明らかにされていないが，同じ
細胞接着分子である ALCAM （Activated leukocyte cell 

adhesion molecule） は乳癌皮膚転移巣で高発現する2） 

と報告されており，乳癌の転移に関しては接着分子の
転移臓器における特異性が報告されている．そのため，
乳癌の骨転移および肺転移に関しては CEACAM6お
よび CEACAM8それぞれが関与している可能性が考
えられた．In vitroで増殖能・浸潤能を検討した結果
では両タンパク高発現細胞は血管内皮細胞に対する浸
潤能および増殖能は低かった．一方 CEACAM6単独
陽性細胞では増殖能および浸潤能双方が高かった．こ
の事から，CEACAM6および CEACAM8がヘテロダ
イマーを形成することで，上記の CEACAM6単独で
の作用が抑制され，血管内皮細胞への結合が阻害され
るため，血行性転移は抑制されると示唆された3）．

CEACAM6および HER2の相互作用の検討

ま ず，HER2 陽 性 乳 癌 培 養 細 胞 株 を 用 い て
CEACAM6がトラスツズマブの効果に与える影響を検
討した．CEACAM6高発現でかつトラスツズマブ感受
性が高い BT-474 および HCC-1419 にて 2 種類の

siRNAを用いて CEACAM6をノックダウンし，トラ
スツズマブ感受性を WST-8 assay および In vitro 

ADCC assayにて評価した．その結果，BT-474と
HCC-1419両方の細胞でWST-8 assayの結果で示され
る HER2シグナルの抑制および抗体依存性細胞傷害
活性で CEACAM6ノックダウンによるトラスツズマ
ブ感受性の低下が認められた．また，CEACAM6のノッ
クダウンにより HER2タンパクの細胞膜領域の割合
が減少し，細胞内領域の割合が増加したことで，
HER2タンパクのインターナリゼーションの促進が認
められた．さらにトラスツズマブ高感受性の BT-474

および HCC-1419だけではなく，低感受性の MDA-

MB-361でも CEACAM6が高発現していていた．この
事よりトラスツズマブ感受性が CEACAM6の発現量
で規定されているわけではないという仮説の下，高感
受性細胞と低感受性細胞の相違点を検討するため，
CEACAM6および HER2の PPIを検討した．解析に
は近接ライゲーションアッセイ法および免疫沈降反応
を用いた．その結果， BT-474，HCC-1419で PPIが検
出されたが，MDA-MB-361では検出されなかった．
次に，HER2陽性ヒト乳癌組織を用いて近接ライゲー
ションアッセイ法にて CEACAM6および HER2の
PPIを検討し，さらに PPI陽性細胞と CEACAM6タ
ンパク発現との関係を検討したところ，両者の間に有
意な関係は認められなかった．一方で，術前生検標本
（その後トラスツズマブ療法施行）でも CEACAM6お
よび HER2の PPIの検討を行ったところ，PPIの陽性
率が高い症例で有意にトラスツズマブ療法の治療効果
が高かった．
以上の結果から，in vitroで CEACAM6ノックダウ

ンによりトラスツズマブ感受性の低下と HER2タン
パクのインターナリゼーションの促進が認められ，
CEACAM6が HER2のインターナリゼーションを抑
制することが分かった．EGFRではそのインターナリ
ゼーションおよびデグラデーションの異常調節により
EGFR阻害剤への獲得耐性に関与することが報告され
ている4,5）．同様にHER2においてもHER2のインター
ナリゼーションが抗 HER2薬への耐性に関与すると
考えられている6）．これらの報告を考慮すると，本研
究結果から HER2は CEACAM6が存在しない状態で
は細胞内に取り込まれるため，CEACAM6をノックダ
ウンするとトラスツズマブ感受性が低下したと考えら
れた．以上より，CEACAM6は HER2のインターナ
リゼーションに関与し，その結果トラスツズマブ感受
性に影響を与えることを本研究で初めて示した．
さらに，乳癌培養細胞およびヒト乳癌組織において
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HER2と CEACAM6の PPIが検出され，この PPIは
術前トラスツズマブ治療の治療効果に正の相関がある
ことも明らかにした．乳癌細胞において CEACAM6

および HER2の PPIを明らかにしたのは本研究が初
めてであり，この相互作用がトラスツズマブ感受性に
関与していることが示唆された．以上のことから，
CEACAM6と HER2が結合することで HER2を細胞
膜に留め，トラスツズマブと結合することを可能にし
ているのではないかと考えた．そして，この結合は
HER2シグナル経路による細胞傷害活性の抑制および
抗体依存性細胞傷害活性の双方で効果があった．
Khouryらはマイクロアレイを用いた検討において
CEACAM6の発現が低い乳癌細胞でトラスツズマブと
の反応性が増加することを報告しているが 7），本研究
によりトラスツズマブ感受性に関与するのは
CEACAM6の発現量ではなく，HER2との PPIである
ことを示した．したがって，CEACAM6および HER2

の PPIの有無を評価することで，乳癌患者のトラス
ツズマブ奏功性を予測できる可能性が示唆された8）． 

お わ り に

CEACAM6は CEACAM8と相互作用をすることで
乳癌細胞の増殖を抑制し，癌の悪性度を低下させるこ
とが示唆された．CEACAM6単独陽性細胞では増殖能
および浸潤能が高くなり，また骨転移にも関連を及ぼ
す可能性が示唆され，CEACAM8と相互作用をするこ
とでこれらの作用が抑制されると考えられる．一方で，
乳癌培養細胞株において CEACAM6は細胞膜で HER2

と結合し，HER2のインターナリゼーションを抑制す
ることでトラスツズマブの奏功性に関与する可能性が
示唆された （図）．ヒト乳癌組織においても CEACAM6

と HER2の PPIはトラスツズマブの治療効果と正の

相関関係を示したため，この PPIを評価することに
より乳癌患者のトラスツズマブ奏功性を治療前に予測
できると考えられた．また，PPI解析は通常の病理組
織標本で実施できる技法であることから，新規検査法
としての展開が期待される．
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