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研究成果の概要（和文）：がんを既存の抗がん剤で治療して効果がない場合、耐性を獲得してい

る。この耐性獲得機序と耐性そのものの機序を解析することで、如何にがん細胞の増殖を制御

するかという創薬・治療に直結する一連の分子群（YB-1 等）の発見成果を報告した。一方、

がん組織はがん細胞のみならず、間質新生を伴うことから、多面的な視点から治療方法の考案

を行うことが求められる。概日リズムの破綻により加速する腫瘍増殖の機序として新しい血

管・間質新生因子を同定した。 
 
研究成果の概要（英文）：Based on the analysis of drug resistant cells, we found several 
molecular targets such as YB-1, ZNF143, Clock and so on. These molecules are useful for 
cancer treatment. Molecular clocks in peripheral tissues control cell-proliferation rhythms 
by regulating the expression of cell-cycle genes. We also found the novel Wnt signaling 
pathway by which circadian disruption can induce malignant progression of tumor through 
angio/stromagenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
 がん遺伝子、がん抑制遺伝子、細胞周期制
御因子やアポトーシス制御分子等の細胞増
殖や薬剤感受性への関与が報告されてきて
いるが、一方でこれらが、がん化学療法の分

子標的として有用であることもわかってき
た。一方、個々の抗がん剤により活性化され
るシグナル伝達系の解析からのアプローチ
は、抗がん剤で誘導されたり耐性細胞で過剰
発現している様々な遺伝子群の情報を提供



してきたが、その個々の機能解析や発現制御
機序の解明は進んでいない。さらに、固形が
んで最も有力な薬剤であるシスプラチンや
オキサリプラチンを用いて DNAダメージシグ
ナル伝達が解析され始めてきたが、損傷 DNA
を認識する DNA／クロマチン周辺分子からみ
た DNAダメージサーベイランスシステムの解
析は少ない。従って、この２つのアプローチ
は新規の分子標的を見い出せる研究課題と
考える。 
２．研究の目的 
 抗がん剤の中でも DNA障害を惹起するシス
プラチンは、固形腫瘍のがん化学療法で現在、
最も重要かつ必須の薬剤である。シスプラチ
ンを用いた DNA損傷のシグナル伝達の解析は、
シスプラチンを基盤にした全てのがん化学
療法の効果増強を考える上で大切であるだ
けでなく、アポトーシスを誘導できる新しい
分子標的の発見につながると考えられる。 
 シグナル伝達による核内及びミトコンド
リア内分子会合を解析することにより、がん
細胞の持つ DNAダメージサーベイランスシス
テムを DNA損傷認識可能なクロマチン周辺分
子から明らかにし、効果増強法の考案のみな
らず分子標的治療薬剤の開発に資する分子
標的の探索を目指すものである。 
 
３．研究の方法 
大きく 2つの基礎研究から分子標的治療の可
能性を検証し、最終的に有用性を評価する。 
(1) DNA 損傷応答に関与するモデル遺伝子
群の解析 
 耐性細胞及び薬剤処理細胞を用いたディ
ファレンシャルディスプレイ法や DNAマイク
ロアレイ法により単離された遺伝子群の解
析をさらに進める。特に損傷認識可能な DNA
／クロマチン周辺の分子や新しい転写因子
系を中心に機能解析を進める。抗体作製を行
い、発現レベルと増殖や分化、アポトーシス、
薬剤感受性との関連について解析し、転写因
子についてはその標的遺伝子から発現意義
を明らかにする。その他レドックス分子や pH
制御分子についても、強制発現や siRNA によ
る増殖能、細胞死、薬剤感受性や浸潤・転移
への影響を検討する。見い出された新規分子
群については、薬剤により惹起されるシグナ
ル伝達の標的かどうかについての検証も併
せて行う。 
 
(2) DNA ダメージサーベイランスシステム
の基盤となる分子会合解析 
 DNA ダメージサーベイランスシステムに関
与する分子の中で、特に損傷認識蛋白をコア
としたクロマチン複合体の分子会合を解析
するためのベイト蛋白としてクロマチン蛋
白、DNA 修復蛋白及び転写因子を用いる。DNA
ダメージ（X線、シスプラチン、オキサリプ

ラアチン、トポイソメラーゼ阻害剤、紫外線
照射を用いる）の有無により、会合するプレ
イ蛋白のゲルプロファイルの変化を検討し
新しい会合分子を同定する。 
 方法として既知の DNA損傷の認識に関与す
る蛋白群の cDNA をクローン化し、GST, 
ThioHis, Flag あるいは HAタグ融合蛋白の作
製を行い、相互の in vivo、in vitro での分
子会合を検証する。未知の会合分子の同定は、
Flag-HA ダブルタグのベクターを用い共沈し
てくる会合分子のアミノ酸配列を決定して
いく。遺伝子を同定後、強制発現系やノック
ダウン等により細胞の生死を決定する DNA損
傷耐容のメカニズムへの関与と各々の会合
分子の意義を検証し、分子標的としての評価
を行う。 
 
 
４．研究成果 
(1) シスプラチン耐性細胞で高発現してい
る転写因子として Twistを見出した。さらに、
YB-1の発現制御は転写因子Twistによること
を明らかにした。また Twist によるがん細胞
増殖が YB-1 の発現を介していること、すな
わち、増殖に関わる Twist の主たる標的が
YB-1 であることも示した。 
(2) DNA 損傷のがん細胞応答に関わる転写
関連分子として長年解析してきた YB-1 につ
いて新しい発見があった。がん細胞での高発
現は数多くの報告があるものの、がん間質組
織での発現に着目した報告はなかった。今回、
がん間質組織に存在する新生血管内皮細胞
に YB-1 が高発現していること見出した
（Cancer Sci. in press）。すなわち、YB-1
はがん細胞からのシグナルに反応して、血管
内皮細胞が増殖サイクルに入っていること
を示すバイオマーカーとなる可能性を示し
ている。さらにこの事実は、YB-1 ががん細胞
のみならず、腫瘍血管をも標的にできる新し
いタイプの分子標的であることを示唆して
いる。 
(3) ZNF143 転写因子はシスプラチン耐性に
関わるだけでなく、多くの DNA 修復遺伝子群
を制御するマスター遺伝子の可能性につい
て報告した。さらに転写因子 ZNF143 の標的
遺伝子については、これまでの in silico の
データとは実際は異なることがわかった。
siRNA を用いた細胞周期解析から、発現抑制
が G2/M 期停止を誘導すること、マイクロア
レイ解析から、標的遺伝子の中に多くの DNA
合成・複製と細胞周期関連の遺伝子が含まれ
ていることがわかった（現在投稿中）。その
後の解析から、ZNF 転写因子は、その特徴的
な DNA 結合配列と、標的遺伝子からがんやそ
の他の増殖性疾患の創薬ターゲットになり
うる可能性が高いと考えられた。正常組織と
比べ、がん組織で発現が高いことも確認でき



たことから、ZNF143 は、がん細胞増殖のマス
ター遺伝子の可能性があり、有力な分子標的
となると考え特許出願を行った。 
(4) 概日リズム転写因子である Clock と
ATF4 の転写制御系が酸化ストレスの防御シ
ステムとして重要なグルタチオン合成に関
与することを示し報告した。このシステムが
DNA 損傷シグナルを誘導する抗がん剤のみな
らず、多くの薬剤の感受性を規定することを
明らかにした。このことは、人間の日内活動
において発生する活性酸素に対する防御シ
ステムと概日リズムが密接に関わることを
示すもので興味深い。また、薬剤のグルタチ
オン抱合が概日リズム制御を受けることに
関連して、時間薬理学や治療学の面からも重
要と考えている。Clock はヒストンアセチル
化酵素活性を持ち、その標的遺伝子の１つで
ある Tip60 と共働して、ヒストンのアセチル
化に働くことから、クロマチンリモデリング
が概日リズムで制御されることを示したも
のとも言える。 
(5) 概日リズムに関連する転写因子が抗が
ん剤感受性に関わる分子機序について報告
してきたが、さらにヒトがん細胞移植動物研
究から、人工照明ストレスが腫瘍増殖と血
管・間質新生を誘導することを見出した。そ
の責任分子として、Wnt10A を同定した。その
分子機序として、人工照明ストレスが酸化ス
トレスを惹起し、Wnt10A の発現が誘導され、
血管内皮細胞と線維芽細胞の増殖を促し、血
管新生を含む間質新生ががん細胞の増殖に
有利に働くのではないかと考えられた。
Wnt10A が血管・間質新生を標的とした新しい
分子標的になる可能性を示唆している（投稿
中）。 
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