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１．研究計画の概要 
肝門部胆管癌は、その根治切除例の 5年生存
率は 20－30％であり胆膵領域癌の治療成績
は未だ満足すべきものではない。現在の治療
法だけによる胆膵領域癌の治療には限界が
あり、新たな治療法の開発が必要である。わ
れわれはこれまで、Nek2 を標的とした分子標
的治療の開発を行ってきた。癌は多段階の遺
伝子変異により発生し、複数の癌特異的遺伝
子の発現により癌の複雑な病態が作り出さ
れると考えられる。Nek2 siRNA の単独投与の
ような単一遺伝子のみを標的にした分子標
的治療には限界があると考えており、効果的
な癌治療のためには、Nek2 siRNA 分子標的治
療と既存の抗癌剤治療、放射線治療を融合さ
せた新たな包括的治療の開発が重要である。
本研究の目的は Nek2 siRNA を用いた包括的
な癌分子標的治療のトランスレーショナル
リサーチを行い、早期臨床応用を目指すもの
である。 
 
２．研究の進捗状況 
＜Nek2 の基礎的研究と臨床病理学的研究＞ 
胆管癌細胞株 HuCCT1、膵癌細胞株 KLM へ Nek2 
siRNA の投与し、その 24 時間後の遺伝子発現
に関して、DNA アレイ法による網羅的遺伝子
解析をおこなった。 Nek2 siRNA の投与の有
無により異なる遺伝子群の発現を認めており、
そのシグナル伝達系に関して解析を行ってい
る。 
胆管癌症例 29 例の癌組織での Nek2 の発現に
関して real time PCR を行ない、その発現量
と術後生存期間を比較検討した。Nek2 の高発
現症例における術後生存期間は、低発現量症
例より有意に短く、予後不良であった。また
Nek2 の発現量と腫瘍マーカーCA19-9 には相

関を認めたが、CEAには相関を認めなかった。 
＜抗癌剤との併用による包括的治療法の開
発＞ 
胆管癌細胞株 HuCCT1、膵癌細胞株 KLM を用い
て Nek2 siRNA と抗癌剤（5FU、CDDP、ジェム
ザール、タキソテール）併用時の効果につい
て検討した。増殖能については MTTアッセイ、
細胞死についてトリパンブルー色素排出試
験を行った。いずれの抗癌剤においても抗癌
剤単独投与時と比較して Nek2 siRNA 併用時
に増殖抑制、細胞死の増強を認めた。また胆
管癌細胞株 HuCCT1、膵癌細胞株 KLM への Nek2 
siRNAと抗癌剤CDDPの併用投与後の遺伝子発
現について DNAアレイ法を用いた網羅的遺伝
子解析を行った。併用投与群においては Nek2 
siRNA 単独投与、抗癌剤単独投与群の場合と
は異なる遺伝子群を同定した。これらの同定
した遺伝子について shRNA (short haitpin 
RNA)を発現させるウイルスベクターを作成
した。現在このウイルスベクターを膵癌細胞
株 KLM に導入し、恒常的にこの遺伝子の抑制
が可能な細胞株の樹立を行っている。 
＜担癌動物実験モデルを用いた包括的治療
法の効果および安全性の検討＞ 
1）蛍光色素標識 Nek2 siRNA を用いた投与法
の検討 
膵癌肝転移モデルを作成し、蛍光標識した
Nek2 siRNA を投与した。蛍光顕微鏡により
Nek2 siRNA の肝臓への導入は認めたが、肝転
移への特異的な集積は認めなかった。 
2）皮下発癌モデルによる包括的治療法の効
果の検討 
大腸癌皮下発癌モデルに対して Nek2 siRNA
と抗癌剤 TS1 による併用効果の検討を行った。
Nek2 siRNA の単独投与群は TS1 単独投与群と
ほぼ同様の効果があり、大腸癌においても
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Nek2 siRNA は有効性であった。しかし Nek2 
siRNA と TS1 同時投与群では Nek2 siRNA の単
独投与群、TS1 単独投与群と比較して有効性
を認めるも有意差はなかった。 
<担癌動物実験モデルを用いた包括的治療法
の効果および安全性の検討> 
膵癌細胞株 KLMによるマウス腹膜播種モデル、
ラット肝転移モデルを用いて抗癌剤投与時
の Nek2 siRNA 同時投与による癌細胞への導
入効率、副作用の検討を行った。併用による
副作用等は認めなかった。 
 
３．現在までの達成度 
Nek2 siRNA と抗癌剤 CDDP の併用による相加
効果を認めており、Nek2 siRNA と抗癌剤治療
との融合による包括的治療に関する基礎的
な研究については成果があがっている。 
しかし、トランスレーショナルリサーチの実
施までまだ至っていず、まだ達成度としては
不十分である。 
 
４．今後の研究の推進方策 
<Nek2 の基礎的研究と臨床病理学的研究> 
胆管癌症例 29例において Nek2 の発現と術後
生存期間が相関することを明らかにした。さ
らに遠隔転移、リンパ節転移等のその他の因
子との関連性についても検討を行い、バイオ
マーカーとしての有効性を明らかにする 。 
<抗癌剤との併用による包括的治療法の開発
>網羅的遺伝子解析により同定した遺伝子に
ついて shRNA (short haitpin RNA)を発現さ
せるウイルスベクターを作成した。現在この
ウイルスベクターを膵癌細胞株 KLMに導入し、
恒常的にこの遺伝子の抑制が可能な細胞株
の樹立を行っている。この細胞株に対して、
抗癌剤および阻害剤を用いてシグナル伝達
系などメカニズムに関する研究を行う。 
<担癌動物実験モデルを用いた包括的治療法
の効果および安全性の検討> 
胆管癌、膵癌由来細胞株によるマウス腹膜播
種モデル、ラット肝転移モデルを用いて抗癌
剤投与時の Nek2 siRNA 同時投与による癌細
胞への抗腫瘍効果、副作用の検討を継続する。 
<外科手技を併用した薬剤投与法の開発> 
腹膜播種モデルでのリザーバーを用いた
siRNA 腹腔内注入など腫瘍局所に持続的投与
法の確立およびその効果を検討する。 
<ヒト標本等における siRNA 導入効率などの
機能解析> 
胆管癌、膵癌腹膜播種症例から腹腔内遊離癌
細胞を回収し、その細胞を用いて、抗癌剤と
Nek2 siRNA の併用投与時の Nek2 siRNA の導
入効率、副作用の有無の検討をおこなう。 
<Nek2 siRNA 包括的分子標的治療法のトラン
スレーショナルリサーチ> 
GMP 基準の Nek2 siRNA を作成し、倫理委員会
承認後、膵癌手術不能症例に対して Nek2 

siRNA の局所投与によるトランスレーショナ
ルリサーチをおこなう。 
 
５. 代表的な研究成果 
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