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研究成果の概要（和文）：ヒト大腸癌細胞株WiDr（親株）に5-fluorouracil（5-FU）を曝露することで、耐性が
出現した細胞株（耐性株）を樹立した。耐性株では、親株と比較してHeat Shock Protein 27（HSP27）の発現が
増強していた。耐性株において増強したHSP27を再抑制することで、一旦出現した耐性の緩和を認めた。特に大
腸癌化学療法中の耐性出現時における、HSP27を標的とした新たな治療の開発に向けた重要なデータである。

研究成果の概要（英文）：We generated the drug-resistant subclone of human colon cancer cell line 
WiDr by exposure to 5-fluorouracil (5-FU). Higher Heat Shock Protein 27 (HSP27) level was 
demonstrated in drug-resistant subclone than in na&iuml;ve cell line. Down-regulation of 
overexpressed HSP27 suppressed generated 5-FU resistance in drug-resistant subclone. These data is 
important to develop a new therapy targeted on HSP27, especially to overcome generated resistance 
during chemotherapy in colon cancer.

研究分野：外科学
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）切除不能進行・再発大腸癌に対する化
学療法と薬剤耐性 
切除不能進行・再発大腸癌の予後は不良であ
り、近年飛躍的な進歩を遂げた化学療法によ
っても生存期間は 2年程度にとどまる。その
主な原因が化学療法に対する薬剤耐性であ
り、耐性メカニズム解明と克服に向けたさら
なる基礎研究は、今後の大腸癌治療において
極めて重要である。 
 
（２）本研究に至る我々の研究成果 
Fluorouracil（5-FU）は大腸癌化学療法にお
ける key drugである。これまで我々は、「大
腸癌における Heat Shock Protein 27
（HSP27）の発現は、5-FU 感受性を規定し
ている。」という仮説を証明すべく研究を進
めてきた。HSP27 は正常細胞においてもス
トレスによって誘導され細胞保護作用を有
するが、この作用が逆に癌細胞では 5-FU耐
性をもたらすと我々は考えた。 
 
まず、6 種類のヒト大腸癌細胞株において
HSP27発現と 5-FU感受性は逆相関した（図
1）。次に、HSP27高発現株（5-FU低感受性）
にHSP27 siRNAを導入して発現を抑制する
と 5-FU 感受性が上昇した（Tsuruta et al. 
Oncol Rep. 2008）。さらに、HSP27高発現
株に HSP27 shRNA を導入して発現を抑制
した細胞株を移植したマウスでは、親株（非
抑制株）移植マウスと比較して 5-FU感受性
が上昇した（Hayashi et al. Oncol Rep. 
2012）。 
 
これらの結果は、我々の仮説通り大腸癌にお
ける HSP27 発現と 5-FU 耐性の強い関連を
示唆しており、HSP27 抑制をターゲットと
して 5-FU耐性を克服する新たな薬剤の臨床
化に寄与する。実際に現在、HSP27 mRNA
の翻訳阻害により発現を抑制する薬剤であ
る Apatorsenを用いて、5-FU耐性の克服を
目指している。HSP27高発現株（5-FU低感
受性）に対する Apatorsen曝露により濃度依
存性にHSP27発現が抑制され、5-FU感受性
が上昇した（図 2）。さらに、HSP27 高発現
株を移植したマウスにおいて、5-FU と
Apatorsenの併用による抗腫瘍効果の増強を
検討している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
２．研究の目的 
 
これまでの我々の研究は、HSP27 高発現の
大腸癌が 5-FUに対する自然耐性を有するこ
とを明らかにした。一方で、進行大腸癌に対
する一次化学療法の奏効率は 50%以上と比
較的良好である。すなわち、臨床的により重
要な予後不良因子は、むしろ同一化学療法の
反復投与により出現する薬剤耐性（獲得耐
性）である。 
 
そこで本研究は、HSP27が 5-FUに対する獲
得耐性にも関与することの証明を目的とす
る。さらに、一旦出現した獲得耐性が休薬に
より改善する現象（いわゆる stop and go）
が臨床的に知られており、これと HSP27 の
関連も明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
今回我々は、HSP27が 5-FU反復投与により
出現する獲得耐性にも関与すると考え、これ
を証明する。 
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図 1 ヒト大腸癌細胞株において、HSP27

発現と 5-FU感受性は逆相関した（IC50：

MTT assay において、cell viability を% 

controlで 50%とするために必要な濃度） 
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図 2 HSP27高発現株（5-FU低感受性）に

対する Apatorsen曝露により、濃度依存性

に 5-FU感受性が上昇した（MTT assayで

cell viabilityが速やかに低下） 



 
方法は以下の三段階である（図 3）。 
（１）5-FU に対して獲得耐性が出現したヒ
ト大腸癌細胞株（5-FU耐性株）の樹立 
（２）5-FU耐性株においてHSP27が誘導さ
れていることの確認 
（３）一旦誘導された HSP27 の低下や抑制
による獲得耐性改善の確認 
① 5-FU 休薬による HSP27 低下と獲得耐
性改善 
② Apatorsen（HSP27 mRNAの翻訳を阻
害する薬剤）曝露による HSP27 抑制と獲得
耐性改善 

 
４．研究成果 
 
（１） 実験結果 
上記で計画した研究目的・方法に基づき、以
下の三段階の実験結果を得た。 
 
① 5-FU に対して獲得耐性が出現したヒト
大腸癌細胞株（5-FU 耐性株）の樹立： 
比較的 5-FU に対する感受性が高く、HSP27 発
現量が低いヒト大腸癌細胞株 WiDr に 5-FU を
曝露し、5-FU 耐性株を樹立した。具体的には
150μg/mlの5-FUをWiDrに24時間曝露させ、
生存した細胞を培養し、耐性株モデルとした。
親株（WiDr）および樹立に成功した耐性株
（WiDr-R）のIC50はそれぞれ2.4、46.9μg/ml
であり、耐性の獲得が確認された（図 4）。 
 
② 5-FU耐性株においてHSP27が誘導されて
いることの確認： 
WiDr-PおよびWiDr-R150におけるHSP27発現
を real-time RT-PCR（図 5）および Western 
blot（図 6）で評価したところ、ともに、WiDr-R
で HSP27 発現が増強していた。耐性獲得に伴
い、HSP27 が誘導されたと考えられた。 
 
③ 一旦誘導されたHSP27の低下や抑制によ
る獲得耐性改善の確認： 
耐性株において誘導された HSP27 を、HSP27 
siRNA 導入により再抑制することで、一旦獲

得した耐性が緩和された。一方で、親株にお
いて少ないながらも発現したHSP27を抑制し
ても、さらなる 5-FU 感受性の増強は認めな
かった。 
 
（２）得られた結果の意義 
これまでの我々の研究は、大腸癌の 5-FU に
対する自然耐性におけるHSP27の役割を解明
し、HSP27 発現を抑制する Apatorsen と 5-FU
を併用する新たな治療法の可能性が示唆さ
れた。一方で、臨床的にしばしば苦慮するの
はむしろ獲得耐性であり、Apatorsen を全症
例に化学療法開始当初より併用することは
費用対効果（分子標的薬は非常に高価であ
る）や副作用等の点から現実的ではない。す
なわち、Apatorsen の臨床化に向けては、適
切な症例選択や投与タイミングに関するさ
らなる基礎的研究が必須である。本研究は、
例えば 5-FU を含む一次化学療法の反復によ
り治療不応となった症例に限った Apatorsen
の併用といった、臨床に即した投与方法を裏
付ける極めて重要なデータとなる。これらの
知見は、より費用対効果や副作用制御に優れ
たオーダーメイド大腸癌化学療法の確立に
寄与する。 
 
一方で、現時点では in vitro における siRNA
を用いた検討にとどまっており、in vivo に
おける同様の検討、および実際に Apatorsen
を用いた検討が今後必要である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 5-FU 耐性株の樹立 
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図 3 本研究のシェーマ 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 5-FU 耐性株における HSP27 誘導
（real-time RT-PCR） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図6 5-FU耐性株におけるHSP27誘導（Western 
blot） 
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