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薬剤抵抗性に関与する遺伝子の解析とその臨床応用 
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《研究の概要》 

 

抗癌剤を用いた癌の化学療法は、外科手術、放射線治療と共に、癌の治療の大きな部分

を占める。しかしながら現在の癌化学療法の有効性はまだ十分なものとは言えない。抗癌

剤は、癌の種類によって、また個々の患者ごとに、その有効性が大きく異なっている。し

たがって、癌のどのような性質が抗癌剤抵抗性と結びついているかを調べることは、癌の

化学療法の治療成績の向上に役立つと期待される。 

細胞が抗癌剤耐性を獲得する機序を遺伝子レベルの変異としてとらえると、(A)遺伝子

発現の亢進、(B)遺伝子発現の低下、(C)遺伝子変異、の 3 種類が考えられる。本研究では

それぞれの遺伝子変化に応じて、抗癌剤耐性の原因となりうる標的分子の研究を行った。 

(A)遺伝子発現の充進、としては、細胞に高発現させると抗癌剤耐性になる遺伝子とし

て ABC 輸送体に着目し、ヒト多剤耐性遺伝子 MDR1 および新規 ABC 輸送体 BCRP(ABCP)を中

心に研究を進めた。BCRP の種々の変異体を作製し、BCRP の 5 番目の膜貰通部位が抗癌剤の

認識に重要であることを明らかにした。また、変異型 BCRP 遺伝子の導入により、野生型

BCRP による抗癌剤耐性が克服できることを示した。 

(B)遺伝子発現の低下、では、遺伝子の発現の低下によって細胞が抗癌剤耐性となるサ

プレッサー型耐性遺伝子として、3 種の既知遺伝子、および Adriamycin 感受性に関与する

新規遺伝子 TASP を単離した。ヒト、マウスの TASP は 450 アミノ酸よりなり、細胞膜を 7

回貰通する G-protein 受容体と推定された。 

(C)遺伝子変異、では、camptothecin 耐性細胞より単離された変異型あるいは部分欠損

型 DNA topoisomerase I の研究を進め、533 番目のアミノ酸が Asp から Gly に変異した DNA 

topoisomerase I が dominant な抗癌剤耐性遺伝子であること、耐性細胞で exon3-9 を欠失

した DNA topoisomerase I が発現することなどを示した。 

また、本研究では、癌治療の新しい標的分子としてのテロメラーゼの研究を行い、テロ

メラーゼの構成分子であるhTERT蛋白質と特異的に結合する分子として14-3-3ファミリー

蛋白質（14-3-3theta および 14-3-3zeta）を同定した。hTERT と 14-3-3 蛋白質の結合を阻

害すると hTERT の核移行が顕著に阻害されることが明らかになった。 

抗癌剤耐性の研究の現時点における集大成というべきものが、抗癌剤耐性遺伝子を用い

た遺伝子治療の臨床研究である。本臨床研究では、抗癌剤多剤耐性遺伝子を癌患者の正常

骨髄細胞に導入して発現させることにより、患者の骨髄細胞を抗癌剤に抵抗性とし、抗癌

剤の骨髄毒性を回避させることを目指している。本臨床研究は全ての準備と審査を終え、

平成 12 年度より開始される予定である。 
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研究報告 

 

Ⅰ 研究目的 

 

抗癌剤を用いた癌の化学療法は、外科手術、放射線治療と共に、癌の治療の大きな部分

を占める。しかしながら現在の癌化学療法の有効性はまだ十分なものとは言えない。 

抗癌剤は、癌の種類によって、また個々の患者ごとに、その有効性が大きく異なってい

る。たとえば小児のリンパ性白血病などには抗癌剤は非常な効果を示すが、大腸癌などの

消化器系の固形癌に対しては、抗癌剤はあまり効かない。これは、大腸癌の細胞が元々抗

癌剤が効きにくい性質を持っていることに由来する。これを癌の抗癌剤に対する自然耐性

という。また、白血病の治療などでは、治療初期には有効であった抗癌剤がやがて効かな

くなっていく例が多い。これを獲得耐性という。これまでの研究で、自然耐性と獲得耐性

は同一のメカニズムによって起こることがわかってきた。 

癌および正常細胞の抗癌剤感受性、耐性を規定する因子の分子生物学的研究は、抗癌剤

の効果の予測、それらの因子を標的とした耐性克服法の開発などを通して癌化学療法の治

療効果の向上に寄与すると期待される。しかしながらこれまでの経験では、臨床の抗癌剤

耐性癌が既知の耐性遺伝子の機能発現で説明される例は少なく、まだ癌を抗癌剤耐性とす

る未知の因子は数多く存在すると考えられている。本研究は、細胞の抗癌剤に対する耐性・

感受性を規定する因子を同定してその機能を明らかにするとともに、得られた成果をもと

に、癌の化学療法の有効性をより向上させるための戦略を開発する事を目的とする。 

 

細胞が抗癌剤耐性を獲得する機序としては、(A)遺伝子発現の尤進、(B)遺伝子発現の低

下、(C)遺伝子変異、の 3 種類がある。こうした抗癌剤の耐性・感受性に関与する遺伝子に

ついて、細胞への導入実験を通してこれらの遺伝子の機能を調べると共に、治療への応用

について研究を行った。また、これらの遺伝子については、正常細胞、癌細胞及び抗癌剤

治療後の抗癌剤抵抗性癌細胞での発現を調べ、癌治療の指標となるかを検討した。 

(A)遺伝子発現の亢進、としては、dominant に抗癌剤耐性の形質を発現させる遺伝子と

して ABC 輸送体に着目し、ヒト多剤耐性遺伝子 MDR1 および新規 ABC 輸送体 BCRP(ABCP) を

中心に研究を進めた。 

(B)遺伝子発現の低下、では、遺伝子の発現の低下によって細胞が抗癌剤耐性となるサ
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プレッサー型耐性遺伝子の単離と解析を進めた。これまでの抗癌剤耐性の研究は、上記の

MDR1 など、いわゆる抗癌剤耐性細胞で過剰発現している遺伝子を中心に行われてきた。し

かし、癌抑制遺伝子の例にみられるように、細胞における形質発現が負の遺伝子制御を受

けている例は多い。本研究では、こうした遺伝子発現の低下、抑制による抗癌剤耐性化に

関わるサプレッサー型耐性因子を同定することを目的とし、antisense mRNA あるいは

dominant-negative peptide を発現させる retrovirus expression library を用いて、遺

伝子導入による抗癌剤耐性化を指標にスクリーニングを行った。得られた遺伝子産物の機

能の解析を行い、抗癌剤感受性のメカニズムを明らかにした。 

(C)遺伝子変異、では、camptothecin 耐性細胞より単離された変異型あるいは部分欠損

型 DNA topoisomerase I の研究を進めた。抗癌剤耐性の研究の現時点における集大成とい

うべきものが、抗癌剤耐性遺伝子を用いた遺伝子治療の臨床研究である。本臨床研究では、

抗癌剤多剤耐性遺伝子を癌患者の正常骨髄細胞に導入して発現させることにより、患者の

骨髄細胞を抗癌剤に抵抗性とし、抗癌剤の骨髄毒性を回避させることを目指している。 

また、本研究では、癌治療の新しい標的分子についての研究を行い、癌治療への応用に

ついて検討した。テロメラーゼは 9 割以上の癌で活性が検出され、殆どの正常体細胞では

検出されないという意味で理想的な癌分子標的である。本研究ではテロメラーゼの活性を

制御する触媒サブユニット hTERT についての研究を行った。 

 

Ⅱ 研究計画及び材料と方法 

 

l 遺伝子発現の低下による抗癌剤耐性化に関与するサプレッサー型耐性遺伝子の単離と

解析 

この研究では、Genetic suppressor element（GSE）法を用いて、その遺伝子の発現の

低下あるいは機能の阻害によって細胞を抗癌剤耐性にする新しい抗癌剤感受性規定因子の

検索を行った。得られた新規遺伝子について、その全長 cDNA を単離し、構造を決定した。

この研究は以下の手順を踏んで行われた。 

(1)antisense mRNA、dominant-negative peptide を発現させる retrovirus expression 

library の作成 

ヒト HeLa 細胞、マウス NIH3T3 細胞より、それぞれ約 107 個の独立なクローンにより構

成される retrovirus 発現 library の構築を行った。まず、細胞の mRNA を鋳型に cDNA 

library を合成した。これに ATG コドンを含む linker を結合させて pLNCX retrovirus 

vector plasmid に組み込み、library を作成した。 

(2)標的細胞への遺伝子導入 

作成した retrovirus 発現 library を retrovirus packaging 細胞である PA317 に

lipofectamineを用いて導入した。培養上清中に一過性に放出されるretrovirusを約 2xl07

個の標的細胞に加え、遺伝子導入を行った。遺伝子導入された細胞は G418 で選択した。通

常 10-30%の細胞に 1 コピーの retrovirus が導入されるので、library あたり数回の遺伝子

導入とスクリーニングを行った。 

(3)抗癌剤耐性細胞の選択 

遺伝子導入された細胞を全体で G418 耐性コロニー数の 10 倍程度のなるようにまきなお
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した細胞を 6 グループ作り、Adriamycin、paclitaxel、cisplatin、etoposide、mitomycin 

C あるいは camptothecin の各薬剤を加えて耐性細胞を選択した。この時に、薬剤処理によ

る誘導型耐性細胞の出現を抑えるため、薬剤処理は最初の 3-4 日間のみ行った。やがて出

現する耐性細胞を単離、培養した。 

(4)導入遺伝子が抗癌剤感受性に関与していることの確認 

得られた耐性細胞に retrovirus の構成蛋白を発現する pSAM plasmid を導入し、培養上

清中に再放出される retrovirus（この場合はクローン）を再度標的細胞にかけ、遺伝子導

入された細胞が抗癌剤耐性を獲得するか否かを調べた。この試験では、抗癌剤誘導性に耐

性を獲得したクローンあるいは retrovirus の insertional mutagenesis によって耐性を獲

得したクローンからは抗癌剤耐性細胞が得られないので、最初に導入された retrovirus

の発現が抗癌剤耐性に関与しているクローンのみを選び出すことが可能である。 

(5)導入遺伝子の回収と同定 

得られた耐性細胞より DNA を抽出して PCR により retrovirus の insert を回収して塩基

配列を決定した。この insert を再度 pLNCX に同じ方向で組み込み、細胞に導入して耐性化

を確認した。 

(6)遺伝子の単離と解析 

得られた遺伝子断片を元に、全長 cDNA を単離し、全構造を決定した。全長 cDNA を発現

ベクターに組み込み、DNA transfection によって細胞で過剰発現させた。 

 

2 Half-molecule 型 ABC 輸送体 BCRP/ABCP に関する研究 

抗癌剤の細胞膜輸送に関与していると推定される新規 ABC 輸送体 BCRP についての研究

を行った。 

(1)ヒト BCRP の cDNA を単離し、翻訳領域の全長を含む cDNA をレトロウイルスベクター

に組み込んで BCRP レトロウイルスを作成した。このレトロウイルスの導入による細胞の抗

癌剤耐性化について調べた。 

(2)BCRP と相互作用する蛋白の解析 

BCRP は homodimer として存在すると考えられる。この証明のため、HA タグで標識した

BCRP と Myc タグで標識した BCRP を作成し、これらをそれぞれ neomycin 耐性遺伝子あるい

は methotrexate 耐性遺伝子(DHFR) をもつ bicistronic retrovirus vector に組み込んで

細胞に共導入する。HA タグで標識した BCRP と Myc タグで標識した BCRP の複合体の形成を

免疫沈降法および Western blot 法で調べた。 

(3)BCRP に対する抗体の作製 

BCRP の第 5 膜貫通領域と第 6 膜貰通領域の間の細胞外ドメインのペプチドを合成し、こ

れをウサギに免役して BCRP に対する抗体を作成した。得られた抗血清は affinity 

chromatography で精製した。 

(4)変異体を用いた BCRP の機能の解析 

複数の人由来の胎盤の cDNA から BCRP の cDNA の全長を PCR により単離して

pHaL-IRESDHFR retrovirus vector に組み込んだ。この時、分子あたり 1 個から 3 個のア

ミノ酸変異が導入されるように PCR の条件を設定した。この組み換え retrovirus を細胞に

導入し、methotrexate で選択して retrovirus の組み込まれた細胞の population を得た。
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この mixed population の mitoxantrone と SN-38 に対する耐性を調べた。抗癌剤耐性の変

化がみられたクローンについては、Adriamycin、paclitaxel などの他の抗癌剤に対する感

受性が変化したかどうか調べた。 

 

3 Retrovirus insertion mutagenesis による抗癌剤耐性に関する研究 

マウス NIH3T3 細胞に LNCX retrovirus を導入したところ、ETOPOSIDE、paclitaxel に耐

性な細胞が得られた。この耐性化の原因を調べた。 

 

4 変異型 DNA topoisomerase I による抗癌剤耐性に関する研究 

(1)533 番目のアミノ酸が Asp から Gly に変異した DNA topoisomerase I Camptothecin

耐性ヒト白血病細胞より得られた、533 番目のアミノ酸が Asp から Gly に変異した DNA 

topoisomerase I を発現させるレトロウイルスを作成して細胞への導入実験を行い、この

変異 DNA topoisomerase I の発現による camptothecin 感受性の変化について調べた。 

(2)部分欠失型 DNA topoisomerase I 

Camptothecin 耐性ヒト大腸癌細胞では、野生型より約 700 塩基短い DNA topoisomerase I 

mRNA が発現していた。この mRNA を発現させるレトロウイルスを作成して細胞への導入実

験を行い、遺伝子導入細胞における camptothecin 感受性の変化について調べた。 

 

5 ASK1 の阻害による抗癌剤耐性に関する研究 

アポトーシス情報伝達系は癌細胞の抗癌剤感受性を左右する一要因と考えられる。蛋白

質リン酸化酵素 ASK1 は TNF 刺激によるアポトーシスに関与することが知られている。我々

は ASK1 のドミナントネガティブ変異体が癌細胞の抗癌剤耐性を誘導することを見出して

いる。この抗癌剤耐性がアポトーシス機能の低下によるものであることが。 

 

6 テロメラーゼの研究 

テロメラーゼは 9 割以上の癌で活性が検出され、殆どの正常体細胞では検出されないと

いう意味で理想的な癌分子標的である。このテロメラーゼについての研究を行った。 

(1)種々の微小環境ストレスが癌細胞のテロメラーゼ活性に及ぼす影響、およびこのと

きの活性変化の分子機構を解析した。 

(2)テロメラーゼ触媒サブユニット hTERT の遺伝子発現変化に依存しないテロメラーゼ

活性制御機構として翻訳後蛋白質相互作用の存在を仮定し、酵母ツー・ハイブリッド法に

よるテロメラーゼ結合蛋白質遺伝子の単離同定を試みた。ヒトテロメラーゼ触媒サブユ

ニット hTERT を bait とし、HeLa 細胞 prey cDNA ライブラリーより陽性クローンを単離し

た。さらに、これらの遺伝子産物が試験管内および細胞内において hTERT と結合するか検

討した。 

(3)テロメラーゼの機能に対するヒトテロメラーゼ触媒サブユニット（hTERT）とその結

合蛋白質である 14-3-3 蛋白質の相互作用の生理的意義を明らかにすることを目的として、

まず 14-3-3 非結合型 hTERT 変異体（hTERT-3A）の作製を試みた。次に、同変異体蛋白質の

細胞内局在およびテロメラーゼ活性を解析した。さらに、14-3-3 蛋白質の dominant 

negative 変異体を作製し、hTERT の細胞内局在に対する同変異蛋白質の影響を調べた。 
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7 多剤耐性遺伝子 MDR1 とアルキル化剤耐性遺伝子 MGMT の共発現に関する研究 

多剤耐性遺伝子 MDR1 とアルキル化剤耐性遺伝子 MGMT を共発現させるレトロウイルス

Ha—MDR-IRES-MGMT および Ha-MGMT-IRES-MDR をマウスの正常骨髄細胞に導入し、レトロウ

イルスの導入による骨髄細胞の抗癌剤耐性の獲得および抗癌剤誘導突然変異に対する抵抗

性の獲得について調べた。 

 

8 MDR1 伝子治療の臨床研究 

進行乳癌患者に対する自己造血幹細胞移植併用超大量化学療法時に、患者に再移入する

正常造血細胞にヒト多剤耐性遺伝子 MDR1 を導入して患者の骨髄を抗癌剤に抵抗性とする

MDR1 遺伝子治療の臨床研究の計画を進めた。 

 

Ⅲ 研究成果 

 

1 遺伝子発現の低下による抗癌剤耐性化に関与するサプレッサー型耐性遺伝子の単離と

解析 

(1)Genetic suppressor element（GSE）法を用いて、その遺伝子の発現の低下あるいは

機能の阻害によって細胞を抗癌剤耐性にする新しい抗癌剤感受性規定因子の検索を行った。

ヒト HeLa 細胞の GSE retrovirus library をヒト HeLa 細胞に導入することにより樹立した

Adriamycin 耐性細胞クローンより 1 種、CDDP 耐性細胞クローンより 4 種、Mitomycin C 耐

性細胞クローンより 7 種、KRN5500 耐性細胞クローンより 4 種の合計 16 種の cDNA を単離

した。得られた遺伝子断片のうち、rad21DNA double strand break repair protein が細

胞の mitomycin C 感受性に関与していることを見いだした。同様にマウス NIH3T3 細胞した

Adriamycin 耐性細胞クローンより 19 種、paclitaxel 耐性細胞クローンより 10 種、

ETOPOSIDE 耐性細胞クローンより 13 種、CDDP 耐性細胞クローンより 2 種、camptothecin

耐性細胞クローンより 3 種、mitomycin C 耐性細胞クローンより 7 種の cDNA を単離した。

これらのうち、NADH-ubiquinone oxidoreductase の chain5 および vacuolar assembly 

protein VPS41 が細胞の抗癌剤感受性に関与していることを見いだした。 

(2)同様にして Adriamycin 耐性細胞 Ac2 株よりとられた遺伝子は、その発現を阻害する

と細胞が Adriamycin 耐性となる新規遺伝子であり、TASP と名付けられた。ヒト、マウス

の TASP 全長 cDNA がコードする蛋白はともに 450 アミノ酸よりなり、細胞膜を 7 回貫通す

る構造をもつ G protein 受容体と推定される p40 と高い相同性を示した。TASP の発現は調

べた全組織で見られたが、とりわけヒト、マウスとも testis で高い発現を示した。Ac2 株

に組み込まれていた retrovirus は TASP の antisense を発現するものであったが、この

retrovirus を新たに NIH3T3 細胞に導入して G418 で選択したところ、遺伝子導入細胞は

Adriamycin 耐性と paclitaxel 耐性を同時に獲得した。よって TASP は細胞の Adriamycin

感受性と paclitaxel 感受性に関与していると推定された。 

 

2 Half-molecule 型 ABC 輸送体 BCRP/ABCP に関する研究 

抗癌剤の細胞膜輸送に関与していると推定される新規 half-molecule 型 ABC 輸送体 BCRP
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の cDNA を単離し、翻訳領域の全長を含む cDNA をレトロウイルスベクターに組み込んで

BCRP レトロウイルスを作成した。このレトロウイルスを導入された細胞は抗癌剤

mitoxantrone および SN-38 に耐性を獲得した。 

1）BCRP の種々の変異体を作製して Ha-IRES-DHFR bicistronic retrovirus vector に組み

込み、細胞に導入して methotrexate で選択することにより、multiclonal な遺伝子導入細

胞を樹立し、抗癌剤耐性の変化を調べた。その結果、(1)Myc epitope あるいは HA epitope

を N 末に付加した BCRP は野生型と同じ抗癌剤耐性を示した。(2)BCRP の ATP 結合部位の活

性中心と推定される Lys に変異を導入すると、抗癌剤耐性は失われた。(3)BCRP の 5 番目

の transmembrane region に変異を導入すると、mitoxantrone に対する耐性は変化せずに

SN-38 に対する耐性のみが低下した。この部位は、BCRP の抗癌剤認識に関与すると推定さ

れた。(4)抗癌剤耐性を示さない BCRP 変異体の導入により、野生型 BCRP による抗癌剤耐性

が失われた。不活性型 BCRP による dominant-negative な BCRP 機能の阻害は、BCRP による

耐性の克服に応用可能であると考える。 

 

3 Retrovirus insertion mutagenesis による抗癌剤耐性に関する研究 

マウス NIH3T3 細胞に LNCX retrovirus を導入したところ、ETOPOSIDE、paclitaxel に耐

性な細胞が得られた。ETOPOSIDE 耐性クローン VQ2、paclitaxel 耐性クローン TX1、TY1 の

3種の耐性クローンについて、mdr1 遺伝子の発現を Westem blot で調べたところ、ETOPOSIDE

耐性クローン VQ2 ではマウス mdr1a が、paclitaxel 耐性クローン TX1 および TY1 ではマウ

ス mdr1b が高発現していた。これらのクローンでは、それぞれ mdr1a、mdr1b に特徴的な交

差耐性パターンを示した。Southern blot 解析により、これら 3 種の細胞では、いずれも 1

分子のretrovirusがゲノムに組み込まれたことが明らかになった。PCRにより得られたVQ2

細胞に組み込まれた provirus を含むゲノム断片の塩基配列を調べたところ、LNCX がマウ

ス mdr1a 遺伝子の上流に組み込まれていた。以上より、retrovirus の挿入変異により mdr1

遺伝子が活性化して抗癌剤耐性となる、という現象が示された。 

 

4 変異型 DNA topoisomerase I による抗癌剤耐性に関する研究 

(1)533 番目のアミノ酸が Asp から Gly に変異した DNA topoisomerase I を発現させるレ

トロウイルスを導入した細胞は camptothecin に約 2 倍の耐性を獲得した。この遺伝子導入

細胞には野生型酵素と変異型酵素が共発現しているが、変異型酵素の発現により細胞の酵

素活性は camptothecin に抵抗性を増した。野生型 DNA topoisomerase I は発現量が低下す

ると抗癌剤耐性になる遺伝子であり、DNA topoisomerase I の変異型遺伝子が dominant な

抗癌剤耐性遺伝子であることを示したのはこの研究が初めてである。 

(2)HT-29 細胞の camptothecin 耐性株 HT-29/CPT で発現している野生型より短い DNA 

topoisomerase I mRNA は、 DNA topoisomerase I 遺伝子の exon3 から exon9 までが欠損

したものであった。この欠損型 cDNA の全長を発現ベクターに組み込み、マウス NIH3T3 細

胞に導入したが、遺伝子導入細胞の camptothecin 感受性は変化しなかった。よって、この

耐性細胞では、DNA topoisomrase I 遺伝子の一方の allele の変異により、camptothecin

に感受性な DNA topoisomerase I 蛋白の発現が減少し、耐性となっている、と推論された。 
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5 ASK1 の阻害による抗癌剤耐性に関する研究 

ASK1 ドミナントネガティブ変異体を一過性に発現させた細胞の抗癌剤感受性、抗癌剤に

よるカスパーゼ活性化様式を解析し、ASK1が CDDP、ETOPOSIDE などの抗癌剤によるアポトー

シスに関与していることを見出した。 

 

6 テロメラーゼの研究 

(1)テロメラーゼ活性に対する種々の微小環境ストレスの影響を解析し、低酸素が固形

癌細胞のテロメラーゼ活性を増強することを見出した。この活性増強には血清の存在、MEK1

から ERK/MAPK への情報伝達が必要であることもわかった。 

(2)HeLa 細胞 cDNA ライブラリーを用いてテロメラーゼ結合蛋白質遺伝子のツー・ハイブ

リッドスクリーニングを実施し、hTERT 蛋白質と特異的に結合する分子として 14-3-3 ファ

ミリー蛋白質（14-3-3theta および 14-3-3zeta）を同定した。ツー・ハイブリッド法、お

よび試験管内の検討により、hTERT と 14-3-3 は互いのカルボキシル末端を介して結合する

ことが明らかになった。また、hTERT と 14-3-3 はヒト 293T 細胞内においても会合してい

ることが明らかになった。 

(3)hTERT と 14-3-3 蛋白質の結合を阻害すると hTERT の核移行が顕著に阻害されること

が明らかになった。hTERT-3A は試験管内・細胞内いずれにおいても野生型 hTERT と同等の

テロメラーゼ活性を有していた。従って、14-3-3 蛋白質はテロメラーゼの活性自体には必

須でないが、hTERT の細胞内局在を制御することによってテロメラーゼの機能調節に関与

している可能性が考えられた。14-3-3 蛋白質は増殖・アポトーシス・チェックポイント制

御といった様々な細胞内情報伝達に機能する分子であることから、今回得られた知見は、

テロメラーゼ翻訳後制御系の存在および細胞内情報伝達に対するテロメラーゼの機能的関

与を示唆するものである。 

 

7 多剤耐性遺伝子 MDR1 とアルキル化剤耐性遺伝子 MGMT の共発現に関する研究 

多剤耐性遺伝子 MDR1 とアルキル化剤耐性遺伝子 MGMT を共発現させるレトロウイルス

Ha—MDR-IRES-MGMT および Ha-MGMT-IRES-MDR をマウスの正常骨髄細胞に導入し、レトロウ

イルスを導入された骨髄細胞が異なる作用機序をもつ複数の抗癌剤に対して同時に耐性を

獲得すること、ACNU が引き起こす DNA 傷害に対する抵抗性を獲得することを in vitro お

よびマウスの骨髄移植系を用いた in vivo の実験で証明した。 

 

8 MDR1 遺伝子治療の臨床研究 

4）進行乳癌患者に対する自己造血幹細胞移植併用超大量化学療法時に、患者に再移入する

正常造血細胞にヒト多剤耐性遺伝子 MDR1 を導入して患者の骨髄を抗癌剤に抵抗性とする

MDR1 遺伝子治療の臨床研究のプロトコールは、平成 10 年 2 月 24 日に癌研究会の遺伝子治

療臨床研究に関する審査委員会で承認され、平成 10 年 7 月 14 日に文部大臣、厚生大臣に

臨床研究の申請された。遺伝子治療の臨床研究の審査をする文部省、厚生省の合同作業部

会および文部省、厚生省の部会の審査を経て、平成 12 年 2 月 24 日に文部大臣、厚生大臣

より、臨床研究を実施して差し支えないとの意見書が出された。国による遺伝子治療の臨

床研究の正式な承認が得られたので、平成 12 年度より臨床研究を開始する。 
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Ⅳ 考察 

 

1 遺伝子発現の低下による抗癌剤耐性化に関与するサプレッサー型耐性遺伝子の単離と

解析 

新たに抗癌剤感受性に関与する遺伝子として、rad21 DNA double strand break repair 

protein、NADH-ubiquinone oxidoreductase の chain5 および vacuolar assembly protein 

VPS41 が細胞の抗癌剤感受性に関与していることを見いだした。また、Adriamycin 感受性

に関与する新規遺伝子 TASP を単離した。ヒト、マウスの TASP は 450 アミノ酸よりなり、

細胞膜を 7 回貫通する G-protein 受容体と推定された。 

G-protein 受容体が抗癌剤感受性に関与することを示したのはこの研究が初めてであり、

細胞増殖のシグナル伝達と抗癌剤感受性、アポトーシス感受性との関連が示唆されて、興

味深い。 

 

2 Half-molecule 型 ABC 輸送体 BCRP/ABCP に関する研究 

抗癌剤の細胞膜輸送に関与していると推定される新規 ABC 輸送体 BCRP の種々の変異体

を作製し、細胞に導入して抗癌剤耐性の変化を調べた。その結果、(1)BCRP の ATP 結合活

性は抗癌剤耐性の発現に必須である。(2)BCRP の 5 番目の transmembrane region は、BCRP

の抗癌剤認識に関与する。(3)抗癌剤耐性を示さない BCRP変異体の導入により、野生型 BCRP

による抗癌剤耐性が克服できる、などの知見を得た。 

BCRP は MORI、MRP などの過去に報告された抗癌剤耐性に関与する ABC 輸送体の半分の大

きさであり、ABC 輸送体の抗癌剤排出機構を調べるのに適したモデルである。また、SN-38

（CPT-11 の活性化体）、mitoxantrone といった臨床上有用な抗癌剤の耐性に関与するとい

う面からも、重要な分子である。 

 

3 Retrovirus insertion mutagenesis による抗癌剤耐性に関する研究 

マウス NIH3T3 細胞に LNCX retrovirus を導入したところ、retrovirus がマウス mdr1a、

あるいはmdr1b遺伝子の上流に挿入されることによりmdr1遺伝子が活性化して抗癌剤耐性

となる、という現象を明らかにした。virus の挿入変異は臨床の癌でも起こる現象であり、

耐性遺伝子の転写制御機構の上からも興味深い。 

 

4 変異型 DNA topoisomerase I による抗癌剤耐性に関する研究 

533 番目のアミノ酸が Asp から Gly に変異した DNA topoisomerase I が dominant な抗癌

剤耐性遺伝子であることを示した。DNA topoisomarase I は抗癌剤 CPT-11 の標的分子であ

り、今後、固形癌に効く抗癌剤を開発する上で有望なターゲットである。 

 

5 ASK1 の阻害による抗癌剤耐性に関する研究 

ASK1 の dominant-negative 変異体を一過性に発現させた細胞の抗癌剤感受性、抗癌剤に

よるカスパーゼ活性化様式を解析し、ASK1が CDDP、ETOPOSIDE などの抗癌剤によるアポトー

シスに関与していることを見出した。抗癌剤によるアポトーシスには多くの制御分子が働
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いているが、ASK1 はその中でも比較的上流に位置する分子であり、ASK1 の活性の制御は抗

癌剤の効果増強につながると考えられる。 

 

6 テロメラーゼの研究 

テロメラーゼ活性に対する種々の微小環境ストレスの影響を解析し、低酸素が固形癌細

胞のテロメラーゼ活性を増強することを見出した。この活性増強には血清の存在、MEK1 か

ら ERK/MAPK への情報伝達が必要であることもわかった。 

テロメラーゼの構成分子である hTERT 蛋白質と特異的に結合する分子として 14-3-3

ファミリー蛋白質（14-3-3theta および 14-3-3zeta）を同定した。hTERT と 14-3-3 蛋白質

の結合を阻害すると hTERT の核移行が顕著に阻害されることが明らかになった。 

テロメラーゼはほとんどの癌で発現しているが正常細胞ではほとんど発現がみられな

いということで、癌治療の理想的な標的である。こうした基礎研究の成果として癌細胞の

テロメラーゼ活性を制御する方法を見つけることは、新しいがん治療の戦略の構築につな

がる。 

 

7 多剤耐性遺伝子 MDR1 とアルキル化剤耐性遺伝子 MGMT の共発現に関する研究 

多剤耐性遺伝子 MDR1 とアルキル化剤耐性遺伝子 MGMT を共発現させるレトロウイルス

Ha—MDR-IRES-MGMT および Ha-MGMT-IRES-MDR をマウスの正常骨髄細胞に導入し、レトロウ

イルスを導入された骨髄細胞が異なる作用機序をもつ複数の抗癌剤に対して同時に耐性を

獲得すること、ACNU が引き起こす DNA 傷害に対する抵抗性を獲得することを in vitro お

よびマウスの骨髄移植系を用いた in vivo の実験で証明した。 

この技術は、2 種の耐性遺伝子の共発現のみならず、MDR1 遺伝子を薬剤選択マーカーと

して用いてもうひとつの治療用遺伝子を発現する細胞を選択的に増幅させる技術としても

応用可能である。 

 

8 MDR1 遺伝子治療の臨床研究 

進行乳癌患者に対する自己造血幹細胞移植併用超大量化学療法時に、患者に再移入する

正常造血細胞にヒト多剤耐性遺伝子 MDR1 を導入して患者の骨髄を抗癌剤に抵抗性とする

MDR1 遺伝子治療の臨床研究を開始するための準備、審査を終えた。本臨床研究については、

平成 12 年 2 月 24 日に文部大臣、厚生大臣より、臨床研究を実施して差し支えないとの意

見書を受け取った。国による遺伝子治療の臨床研究の正式な承認が得られたので、平成 12

年度より臨床研究を開始する。 

本臨床研究は我が国で初めての耐性遺伝子治療の臨床研究であり、乳癌に対する遺伝子

治療として、また、造血幹細胞を標的とした遺伝子治療として、我が国で最初のものであ

る。最近、欧米の遺伝子治療臨床研究で、造血幹細胞への高効率な遺伝子導入と遺伝子発

現がみられた、という報告が相次いで出されており、本臨床研究の妥当性、有効性を示唆

している。 
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