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《研究の概要》 

 
これまで、がん細胞の組織特異性やがん遺伝子・抑制遺伝子 status の違いで薬剤感受

性が変わることが数多く報告されている。その原因や本態に迫るには抗がん剤に対する初

期細胞応答のみならず、後期のゲノム応答の理解が大切と考えている。しかし、ゲノム応

答としては遺伝子発現に関して多くの報告があるものの、その反応の基盤を支えるクロマ

チン複合体の解析は全くといってよい程なされていない。本研究は固形がん治療に有力な

白金製剤の細胞反応性に重要な蛋白の同定とその機能解明を目指す。白金製剤は固形がん

化学療法における中心的薬剤として認知されており、その薬剤反応性の解析は感受性／耐

性診断や副作用の解明に大切である。白金製剤の細胞内標的の 1 つは DNA であり、DNA 損

傷シグナルを誘導する。この時の入力処理基盤の本態はシグナル伝達分子群や解毒・薬剤

排出システムである。一方、最終的な薬剤反応性の出力基盤は、ゲノムすなわちクロマチ

ンに帰結する。 

 白金製剤は現在固形がんのがん化学療法には必要不可欠の抗がん剤であり、白金製剤は

治療効果も高いことから現在も新薬が開発されている。オキサリプラチンは大腸がんなど

の固形がん治療薬として最近臨床導入され、シスプラチン耐性にも対応可能とされている。

シスプラチンの細胞レベルでの制がん作用に関わる分子機序は大きく 2 つに分類できる。

１つは DNA に形成されるシスプラチン付加体の認識と修復に関連し、もう１つは DNA 損傷

ストレスに対する細胞応答のシグナル伝達に関連するものである。この２つの機序に関わ

る最終的なキープレイヤーは転写因子を中心としたクロマチン複合体と考えられる。個々

の分子とその相互会合を対象とした創薬に向けた分子標的としての評価を含めて研究を提

案した。転写因子のなかに時計遺伝子も含まれており、個体レベルで制がん作用を制御す

る機序として概日リズムとの関連も合わせて解析することとした。 

本研究により、白金製剤に対するがん細胞の感受性が多くの転写因子とその標的遺伝子

により制御されていることが、耐性細胞の解析などから判明した。さらに耐性細胞で高発

現している転写因子のプロモーター解析から新たな転写因子の関与も明らかになった。さ

らにシスプラチン付加体の認識分子としての High Mobility Group(HMG)蛋白の新たな役割

も解明できた。これらの分子群は基本的に薬剤による増殖抑制・細胞死からの回避に関連

することから、がん細胞の増殖を支えており、有力な分子標的と考えられ、一部について

は特許申請した。細胞内時計分子は転写因子でもあり、その発現と薬剤感受性を個体レベ

ルで解析するために担がんマウス実験を開始した。その過程で概日リズムの破綻が移植

HeLa 細胞の腫瘍増殖と VEGF 非依存性の血管・間質新生を促進することを見出した。病理

学的解析は、概日リズム破綻ストレスによる血管新生の機序として、既存のがん周囲正常

組織より同時に発生する血管新生を内包する間質新生が基盤となっており、責任分子が

WNT10A であることを明らかにした。すなわち、概日リズム破綻によるがん増殖には血管新

生を内包した間質新生という概念の分子其盤の本態が明らかになっただけでなく、さらに

この結果から時間治療を含む間質新生を標的とした新しいがん治療の新戦略開発に基盤と

なる情報の提供が出来た。 
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研究報告 

 

Ⅰ．研究目的 

 薬剤感受性の本態に迫るには、抗がん剤に対する初期細胞応答のみならず、後期のゲノ

ム応答の理解が大切と考えている。しかし、ゲノム応答としての遺伝子発現に関して多く

の報告があるものの、その反応の基盤を支えるクロマチン複合体の解析の報告は少ない。

本研究は、固形がん治療に有力な白金製剤の細胞反応性に重要な転写制御蛋白の同定とそ

の機能解明を目指す。白金製剤は固形がん化学療法における中心的薬剤として認知されて

おり、その薬剤反応性の解析は感受性／耐性診断や副作用の解明に大切である。また、概

日リズム制御分子の Clockや Per2がシスプラチン耐性や DNAダメージシグナリングに関与

することが我々を含め最近報告された。そこで、個体レベルでも概日リズム制御を受けて

いる臨床腫瘍の時間治療学的解析のための基礎情報も提供するため、耐性細胞株の樹立、

新規分子会合とクロマチンの複合体解析に加えて、ヌードマウス移植系で、飼育環境での

腫瘍増殖の違い、その腫瘍での遺伝子発現プロファイルの違いについて検討を目指した。 

 本研究を進めるにあたって、まず白金製剤により損傷された DNA を認識する蛋白群や耐

性細胞で高発現している転写因子に着目し解析する。この中にヒストンアセチル化活性を

もつ概日リズム転写因子 Clock も含まれる。これらの蛋白をコアとするクロマチン複合体

の薬剤処理前後における会合分子解析を行い、新しい分子の同定も進める。 

 本研究により、薬剤設計の基盤となる分子標的の同定だけでなく、がんの診断治療のバ

イオマーカーの発見につながる。勤労者の健康維持は医療費抑制だけでなく国力に密接に

関わることから、重要な行政課題である。産業医科大学での研究目的は勤労者の健康維持

に向けた産業医学研究である。本研究は、交替勤務者(Shift Worker)の健康維持や疾病予

防、特にがんの増殖と概日リズムの関連と新しい間質新生という概念の分子基盤を明らか

にするだけでなく、がんに対応する患者のための生活・治療指針の確立にも関連するもの

で社会的貢献度の高い研究と考えている。 

 

Ⅱ．研究計画および材料と研究方法 

【耐性細胞株の樹立と解析方法】 

 培養がん細胞を用いて、制がん剤の濃度を徐々に増加して樹立する。前立腺がんPC3、膀

胱がんT24、大腸がんDLD1等を使用する。制がん剤としてまずオキサリプラチン耐性細胞の

樹立を進める。コントロールとしてGCバインダーであるミスラマイシン耐性細胞株も樹立

する。薬剤感受性はWST法とコロニー形成法を用いる。これまでの研究成果から既知の分子

群についての発現解析は市販抗体や作成したオリジナル抗体を用いてウエスタンブロット

を行う。発現プロファイルの変化はDNAマイクロアレイによる網羅的な遺伝子解析を行う。

発現遺伝子についてはレポーターアッセイによりプロモーター解析も合わせて行う。 
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【会合分子の単離とその解析方法】 

 既知及び新規の薬剤応答に関与する転写因子群、ヒストンH1および損傷DNA認識蛋白群、

さらに薬剤不応性を獲得した新しい耐性細胞で高発現している転写制御蛋白群について市

販のcDNAライブラリーからPCR法で全長cDNAをクローン化しGST融合蛋白として発現させる

会合する分子はプルダウンアッセイで解析する。次に動物細胞発現系に移し共免疫沈降法

を行う。ベイト蛋白候補としてYB-1, ZNF143, Tip60, Twist, HMGB蛋白群を用いる。 

 

【遺伝子発現の制御方法】 

 GFPおよびFlag-HAを融合した発現プラスミドを作製し、培養がん細胞に導入して過剰発

現細胞を樹立する。タグ抗体による二重免疫沈降で会合分子をSDS-PAGEによるゲルプロフ

ァイルの比較から、ゲル内トリプシン消化、ペプチド抽出、質量分析により新しい会合分

子と離脱分子を同定する。会合分子のアミノ酸配列から候補遺伝子をデータベースから検

索し、cDNAのクローン化と抗体作製を行う。抗体については臨床試料を用いての免疫組織

染色可能なものを作り、検証する。発現抑制（ノックダウン）はsiRNAを用いる。 

 

【遺伝子導入細胞の機能解析】 

 強制発現系、ノックダウン系を用いて細胞増殖や抗がん剤感受性を検討する。核酸結合

ドメインをもつ蛋白についてはDNA損傷認識能をゲルシフト法で行う。強制発現細胞を用い

て薬剤ストレスによる細胞内局在変化等を焦点レーザー顕微鏡で観察描出する。細胞分画

を行い、細胞内局在様式をウエスタンブロットでも解析する。転写因子関連分子場合はそ

の標的遺伝子の解析のために、強制発現系、ノックダウン系を用いてDNAマイクロアレイに

よる網羅的な遺伝子解析を行う。 

 

【新規分子の臨床腫瘍での発現解析と評価法】 

 白金製剤の感受性が異なる腫瘍での発現を耐性細胞株や種々の臨床試料（主に大腸がん

などの消化器がん）を用いて網羅的に免疫組織染色法で比較解析する。 

上皮系・非上皮系腫瘍による発現の違いも明らかにする。浸潤・転移さらには予後による

違いも明らかにする。 

 

【概日リズム環境の違いと腫瘍増殖・遺伝子発現解析と評価法】 

 p53の正常及び異常のがん細胞株を用いてヌードマウス移植系で腫瘍増殖の違いを見る。

飼育環境として、まずBlack/Light（普通の環境・L/B）、Light/Light（24時間明環境・L/L）

で行う。腫瘍での発現プロファイル解析をDNAマイクロアレイで行う。細胞増殖に関わる責

任分子の発現について抗体作成し免疫組織染色を行う。強制発現細胞を樹立し、再移植で

再現性を確認する。増殖因子の可能性については、初代培養系で評価する。腫瘍での血管

新生レベル、ヒト臨床組織の等での発現評価も同時に行う。 

 

Ⅲ．研究成果 

オキサリプラチン耐性細胞株を 2 つの大腸がん細胞株から別個に樹立した。DNA マイク
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ロアレイで発現プロファイルの変化を解析した。DNA 修復との関連はみられなかった。い

くつかのオキサリプラチン耐性細胞は弱いながらもシスプラチンに交差耐性を示した。発

現プロファイル解析から転写因子 NF-IB が共通に過剰発現していること、その強制発現と

発現抑制の実験から、NF-IB が新しいオキサリプラチン耐性のバイオマーカーであること

を証明した。ミスラマイシン耐性細胞を膀胱がん細胞株より樹立した。耐性細胞は酸化ス

トレスに応答する転写因子 Foxo3a が高発現していることを見出している。シスプラチン耐

性細胞のさらなる解析から、高発現しているクロマチン関連分子として、ヒストンアセチ

ル化酵素として概日リズム転写因子 Clock と Tip60 を見出した。さらに Tip60 が Clock の

標的遺伝子であることも明らかにした。 

ヒストンアセチル化酵素として概日リズム転写因子 C と Tip60 と分子会合する分子につ

いて解析をすすめた。現在まで報告されていない 2 つの DNA 修復酵素との分子会合を見出

している。ヒストン脱アセチル化酵素として Sirt1 との会合分子についても解析をすすめ

ている。この Sirt1 はシスプラチン耐性細胞で高発現している。そして、転写因子 Twist, 

DNA 修復酵素やクロマチン再構成複合体分子との会合が新たに確認された。現在その詳細

について解析中である。ミトコンドリア転写因子 mtTFA とチオレドキシン 2 の分子会合を

報告した。大変興味があることに、mtTFA が核内でクロマチンに強固に結合して複合体形

成に関わっていることがわかりその検証を進めた。核内発現が抗アポトーシス分子のサバ

イビンの発現を制御していること、さらにがん細胞の増殖のアクセル機能を持つことを明

らかにした。すなわち、mtTFA の役割はがん細胞の増殖と細胞死からの回避というがんの

ホールマークを支える分子と考えられた。臨床腫瘍での mtTFA の発現と予後や治療反応性

等その意義についても同時に解析し報告した。 

現在白金製剤の耐性克服はまだ有効な手段がない状況である。オキサリプラチン及びシ

スプラチン耐性細胞の両者で過剰発現しているクロマチン結合タイプのオーロラキナーゼ

の阻害剤が白金製剤の作用増強すること、耐性細胞がオーロラキナーゼ阻害剤に高感受性

であることを発見したので近々報告予定である。 

 時計遺伝子で制御されている転写因子ATF4はグルタチオン代謝とABCトランスポーター

発現に関与し、その過剰発現細胞は、多剤耐性形質を示すが、この転写因子 ATF4 が酸化ス

トレスで Nrf2依存性の転写レベルと 5’非翻訳領域依存性の翻訳レベルで二重に制御され

ていることを明らかにした。シスプラチン耐性細胞で過剰発現しているリボフラビンキナ

ーゼは酸化ストレス耐性とシスプラチン耐性に関わることを報告した。 

 概日リズムの乱れとがんとの関連性を分子生物学的に検討した報告はほとんどなく、概

日リズムの乱れによって生じるがん発症率上昇やがん患者の生存期間の短縮の分子メカニ

ズムは不明である。そこで本研究では、概日リズムの乱れと腫瘍増殖との関連性を検討す

ることを目的とし、ヌードマウスを用い分子生物学的検討を行った。ヒトがん細胞を移植

したヌードマウスを常時明環境で飼育する場合 (L/L) と、12 時間周期で明環境と暗環境

を交替して飼育する場合 (L/D) とでマウスを飼育し、腫瘍増殖の評価およびがん微小環境 

(血管新生、間質新生) の評価を行った。新規血管、間質新生因子として示唆された WNT10A

の機能、局在、発現解析を行った。機能解析の結果、WNT10A は血管新生亢進作用・間質新

生亢進作用を有することが示された。次にヒト腫瘍における WNT10A 局在解析では、WNT10A

はがん細胞自身には発現しておらずがんの間質に発現していることが示された。また、ケ
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ロイド組織の間質には正常皮膚組織の間質と比較して WNT10A が過剰に発現していること

が示された。機能解析と局在解析の結果から、WNT10A はがんの間質細胞の増殖を促してい

ることが示唆され、また創傷治癒においても WNT10A 重要な因子として機能している可能性

が考えられる。WNT10A の発現解析では、WNT10A は酸化ストレスによって誘導されることが

示された。 

 

Ⅳ．考察 

 本研究は結果的に創薬をめざす分子標的の探索研究に非常にプラスになったと考えてい

る。がん細胞やがん幹細胞は抗がん剤の増殖抑制作用に対していかに生存シグナルを維持

または増幅して生き残るかをゲノム応答で対応する。シスプラチン等の白金製剤に対する

耐性細胞には DNA 損傷シグナルに対する多くのゲノム応答の変化が維持されており、鍵を

にぎる転写因子を発現レベルの変化として捉えられるよいモデル細胞といえる。多くの転

写因子が薬剤耐性形質の発現に関わるだけでなく、細胞の増殖に必須の転写システムに組

み込まれていることが多いことがわかってきた。 

 すでにかなりの数の分子標的薬が臨床応用されている。いわゆる Oncogene Addiction

を対象に、活性化しているがん遺伝子産物を標的に創薬され、がん細胞特異的に作用し正

常細胞には作用せず、殺細胞効果も副作用も少ないと思われていた。しかし、その使用は

特異ながんを対象に限られるだけでなく、中には、殺細胞効果も示すこともあり、思わぬ

副作用が出現することもわかってきた。一方、耐性の出現も既存の抗がん剤と同様にみら

れ、すべてが夢の新薬とはいかない。最近新しい概念が注目されている。がん遺伝子では

なく、正常細胞の生存には必須ではないものの、がん細胞の増殖には必須の分子もよい分

子標的になる。すなわち Non Oncogene Addiction を対象にした創薬もはじまっている。で

は、転写因子は創薬対象として適切な分子だろうか？基本的に転写因子は遺伝子発現を制

御する重要な分子であることから副作用の回避が難しいとされ、創薬対象としては過去も

現在でもリスクが高いことから敬遠されてきている。例外的にホルモン依存性の増殖をす

るがんに対してホルモン受容体作用薬があるものの、それ以外に転写因子が標的の薬剤は

ない。創薬対象としてとりあげられた代表的な転写関連分子として、NF-kB や Myc などが

あげられる。これらもがん遺伝子であり、対象となるがんは限られてくる可能性が高い。 

がん遺伝子ではないが、細胞増殖・細胞周期に関わる重要な分子群はすべてのがんを対

象にした分子標的と考えられる。これらの分子群の中で、個々の分子に対する正常細胞と

がん細胞の増殖に対する依存度、またがん細胞間の増殖に対する依存度は異なることが予

想される。これが創薬の難しい点である。 

細胞増殖・細胞周期に関わる重要な分子の核内発現量は、ユビキチン・プロテオソーム

経路の蛋白分解系からの検討が先行しているが、その制御機構の特異性は少ないと思われ

る。一方、転写レベルでの合成系の解析は全くわかっていない。細胞増殖・細胞周期に関

わる分子に対する依存度の違いを回避し、殺細胞作用も少なく、効果的に広範ながんを対

象にするには、細胞増殖・細胞周期に関わる重要な分子の核内発現量を制御できるマスタ

ー遺伝子を探索しその制御をすることが望まれる。我々はシスプラチン耐性で高発現して

いる転写因子のなかに細胞増殖・細胞周期に関わる重要な分子群の転写制御に関わるマス

ター遺伝子候補 ZNF143 を見出した。そこでこれを標的とした創薬をめざしてスクリーニン



- 7 - 
 

グ系を立ち上げ、国際特許の取得を進めた。さらにシスプラチン耐性で高発現している細

胞増殖・細胞周期に関わる重要な分子オーロラキナーゼの阻害剤が白金製剤の感受性増強

や耐性克服に有用であることがわかり、今後の in vivo 研究での検証が待たれる。 

YB-1 が各種がん細胞だけでなくその腫瘍血管で発現しているということを明らかにし

た。培養血管内皮細胞において YB-1 の発現を抑制すると、G1 cell cycle arrest による

細胞増殖抑制がおこることから、YB-1 は内皮細胞においても細胞周期制御に関わっている

と考えられる。YB-1 陽性細胞は増殖の cell cycle に入っていることを意味していると考

えられる。YB-1 を抑制することにより、がん細胞だけでなく腫瘍血管内皮細胞の制御も同

時にできる可能性があり、分子標的治療に向けた研究を進めていきたい。現在臨床応用さ

れている分子標的治療薬として、チロシンキナーゼ阻害(TKI, EGFR)があるが、これは単純

にチロシンキナーゼを阻害する薬剤である。一方 YB-1 は非常に多機能であるために、どの

機能を阻害すると有効であるかは予想しにくい。このような場合、RNA 製剤が有効と考え

られる。今後は有効な DDS を用いてマウスへの投与実験などを行っていく必要があると考

える。 

腫瘍内におけるがん細胞の増殖・浸潤・転移といった性質は、がん細胞周囲の栄養状態、

低酸素状態といった腫瘍内環境 (tumor microenvironment) による影響に加え、血液中の

生理活性物質や免疫機構、神経細胞の活動などの生体内環境によっても影響を受け日光や

気温、生活する場所といった生体外環境によっても影響を受けると考えられる。近年 Cao L

らは、ヒトの腫瘍を移植したマウスを通常のゲージよりも広くかつマウスの遊び道具を多

く設置し低ストレス条件下にて飼育した場合腫瘍の増殖が抑えられ、そのメカニズムとし

て視床下部から分泌される BDNF の上昇とそれに付随して生じる白色脂肪組織からの

Adiponectin の分泌上昇および Leptin の分泌減少によることを報告した。近年、科学技術

の発達により夜間にも『光』を使用できるという生体外環境の変化が生じた。照明器機な

どの発達が人類の文明発展に寄与した一方、夜間に光を浴びることにより生じる概日リズ

ムの乱れが様々な問題を引き起こしている。それら問題の 1 つにがんの発症率上昇や、が

ん患者の生存期間の短縮といった報告がなされている。しかしながら、概日リズムの乱れ

とがんとの関連性を分子生物学的に検討した報告はほとんどなく、概日リズムの乱れによ

って生じるがん発症率上昇やがん患者の生存期間の短縮の分子メカニズムは不明であった。

そこで今回、概日リズムの乱れと腫瘍増殖との関連性を検討し、新しい血管・間質新生の

責任分子の一つとして WNT10A を明らかにした。時計転写因子で制御される転写因子 ATF4

が酸化ストレスで誘導されることから、今後概日リズムのリセットと酸化ストレスの関連

を明らかにすることが重要な研究課題となる。 
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