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研究成果の概要（和文）：　タキソール耐性咽頭癌細胞株T3M-1Txではタキソール刺激後に細胞周期解析におい
てG2M期に誘導される細胞の割合が有意に減少し、G1/S期停止の割合が増加していた。PCRアレイでG1期停止に関
与する遺伝子を解析し、その1つのCDKN3に着目した。T3M-1TxにおいてCDKN3を抑制すると、タキソール耐性が減
弱することがフローサイトメトリー、MTTアッセイ、コロニーアッセイにおいて示された。またT3M-1Txはタキソ
テールへの交叉耐性も持っているが、CDKN3抑制によりタキソテール耐性も減弱した。本研究によりCDKN3をター
ゲットとした頭頸部癌におけるタキサン耐性克服の可能性が示された。

研究成果の概要（英文）： We established paclitaxel-resistant cancer cell line T3M-1 TX, from T3M-1 
human oropharyngeal cancer cell line. T3M-1TX cells have docetaxel resistance in addition to 
paclitaxel. T3M-1TX cells show that paclitaxel treatment induces G1/S arrest and G2/M transition of 
the cell cycle. In the result of PCR array, we focused on Cyclin dependent kinase inhibitor 3 
(CDKN3), a regulator of G1/S arrest and G2/M transition. The specific siRNA for CDKN3 reduced the 
expression of CDKN3, resulting in enhanced apoptosis after paclitaxel and docetaxel treatment. The 
MTT assays and clonogenic cell survival assays proved that inhibition of CDKN3 reduced cell 
viability after paclitaxel and docetaxel treatment. CDKN3 is a novel molecular target to overcome 
taxane-resistance of head and neck cancers.

研究分野：耳鼻咽喉科、頭頸部癌

キーワード： CDKN3　タキサン耐性　頭頸部癌
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１．研究開始当初の背景 

当教室では頭頸部癌のタキソール耐性のメカ

ニズムを探るために、ヒト咽頭癌細胞株 T3M-1

においてタキソール耐性株 T3M-1TX を樹立し

た。T3M-1TX においてタキソール投与 6時間後

のmRNAの発現変化をPCRアレイにて網羅的に

解析すると24の遺伝子においてその発現がコ

ントロールと比較し 2 倍以上に上昇すること

が分かった。これらの遺伝子の３分の 1 は細

胞周期において G1/S 期停止や G2/M 期移行を

誘導するものであった。 

実際にタキソール投与 12 時間後の T3M-1 と

T3M-1TX の細胞周期をフローサイトメトリー

で解析すると、T3M-1 では G2/M 期に細胞が誘

導されるのに対し、T3M-1TX では細胞は G2/M

期へ誘導される細胞の割合が減少し、G1 期に

誘導される細胞が増加していることが分かっ

た。そこで先に行った PCR アレイで発現が上

昇していた遺伝子のうち、発現が 4 倍以上に

増加した Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 

3 (CDKN3)に着目した。 

CDKN3 の機能を解析するために、T3M-1TX にお

いて RNAi で CDKN3 の発現を抑制し、タキソー

ルで処理して24時間後の細胞生存率をMTTア

ッセイにて解析すると、初期データではある

が、生存率が低下することが分かった。また、

タキソール投与24時間後の細胞周期を解析す

ると、CDKN3 を抑制するとアポトーシスに誘導

される細胞が約 50％に増加するという結果が

得られた。このことから CDKN3 が T3M-1TX に

おいてタキソール耐性に関わっていることが

示唆された。 

 
２．研究の目的 

T3M-1TX のタキソール耐性機序の仮説をた

てた。T3M-1TX においては、タキソール投与

によってCDKN3の発現が上昇することにより、

早期に有糸分裂を脱出しスピンドルチェッ

クポイントで生じるアポトーシスを逃れる。

また、G1 期停止を誘導して M期にリエントリ

ーするのを阻害しアポトーシスを逃れると

いうものである。この仮説を証明することで、

CDKN3 がタキソール耐性を克服するターゲッ

ト分子であるかどうかを明らかにし、タキソ

ール耐性癌治療へ応用するための基盤とす

る。 

 

３．研究の方法 

（1）タキソール耐性咽頭癌細胞株 T3M-1TX

においてタキソール処理によってCDKN3が

誘導されることを確認する。T3M-1TX にお

いてタキソール刺激後に細胞周期がどの

ように変化しているか解析する。 

（2）CDKN3 を抑制することによってタキソー

ル耐性能を減弱できるかを、MTT アッセイ、

フローサイトメトリーで解析する。 

（3）他の頭頸部癌細胞株においてタキソー

ル耐性株を作成し、CDKN3 がタキソール耐

性に関わっているかを解析する 

（4）T3M-1TX がタキソールと同じタキサン系

薬剤であるタキソテールにも交叉耐性が

あるのか検討する。 

４．研究成果 

（1）タキソール耐性咽頭癌細胞株 T3M-1 に

おいてCDKN3の発現がタキソール刺激後に誘

導されることをリアルタイムPCRにて確認し

た。T3M-1TX においてタキソール刺激後に細

胞周期解析を行ったところ、コントロールと

比較しG2M期に誘導される細胞の割合が有意

に減少しており、細胞が早期の M期脱出をし

ていること、タキソール刺激が G1 期停止に

関与していることが分かった。（図 1） 

 



（2）タキソール耐性株 T3M-1TX において、

siRNA を用いて CDKN3 を抑制できることをリ

アルタイム PCR で確認した。 

①この siRNA を用いて T3M-1TX 株において

CDKN3 を抑制すると、タキソール耐性が減弱

し、アポトーシスに陥る細胞数が増加するこ

とがフローサイトメトリーにて確認できた。

（図 2） 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

②MTT アッセイにおいても同様に siRNA で

CDKN3 を抑制すると、タキソール耐性が減弱

し、細胞生存率が低下することが確認できた。

（図 3） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

③コロニーアッセイにおいても同様に siRNA

で CDKN3 を抑制すると、タキソール耐性が減

弱し、細胞生存率が低下することが確認でき

た。（図 4） 

 
 
 
 
 
 

 
 

（3）T3M-1 以外のタキソール耐性頭頸部癌細

胞株においてもCDKN3がタキソール耐性に関

与しているか検証を行うため、SAS、HSC-3、

Ho-1-u-1 においてタキソール耐性株の作成

を試みた。しかしながら、これらの細胞株で

はタキソールの濃度を上昇させていく過程

において細胞死、細胞変形が生じたため、タ

キソール耐性株の作成は成し得なかった。 

 

（4）T3M-1TX がタキソールと同じタキサン系

のタキソテールにも交叉耐性があるのかを

検討した。 

①MTT アッセイにおいて T3M-1TX はドセタキ

セル耐性も獲得していることを確認した。 

②そこで T3M-1TX において CDKN3 を siRNA で

抑制し、タキソテール添加後に MTT アッセイ

行ったところ、タキソテール耐性が減弱し、

細胞生存率が低下することが分かった。（図

5） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 



③コロニーアッセイにおいても siRNA で

CDKN3 を抑制するとタキソテール耐性が

減弱し、細胞生存率が低下することが分か

った。（図 6） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

以上の結果から、T3M-1TX ではタキソール刺

激後、G2/M 分画が減少し、G1 分画が増加す

るが、CDKN3 の発現を抑制することによって、

G1/S 期停止が解除され、T3M-1TX のタキソー

ル耐性を減弱させることが分かった。同様に

CDKN3 抑制によってタキソテールへの交叉耐

性も減弱することが示された。 
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