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研究成果の概要（和文）：D40 遺伝子に特異的な合成二重鎖 RNA（D40 siRNA）を用いて複数のヒ

ト培養がん細胞株に RNA 干渉を惹起させ D40 蛋白の発現を特異的に抑制することで、その増殖

を抑制することに成功した。D40 siRNA はがん細胞に p53 非依存的な細胞死「分裂破局死」を

誘導することを明らかにした。さらに、D40 siRNA は実験動物に移植されたがん細胞に対して

も増殖抑制効果を示した。D40 分子に対する RNA 干渉を利用した分子標的療法は将来のがんの

治療に有望である。 

研究成果の概要（英文）：Synthetic double-stranded RNA specific to D40 gene (D40 siRNA)  
human cancer cell lines. D40 siRNA caused a p53 independent cell death, “Mitotic 
Catastrophe”. Further, D40 siRNA treatment to tumor-burden experimental animals 
induced inhibitions of the tumor growth. The molecular therapy targeting to D40 protein is 
encouraging in human cancer treatment in future.  
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１．研究開始当初の背景 
 (1) 「分裂破局死」とは,広義には細胞分裂  

  期に分裂異常を伴って細胞死が起こる現象 

  を指すが、狭義には分裂異常を伴いp53に 

   依存しない細胞死を指す。本研究では「分   

  裂破局死」を後者の意味で用いる。 

 (2) 申請者はヒトゲノム中に新しい遺伝子 

  D40（別名CASC5,AF15q14, KIAA1570）を見  

  出し、そのcDNAをクローニング後、この遺 

  伝子・蛋白の性状と機能について研究して 
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  きた。(Br.J Cancer 86,1757, 2002) 

 (3) D40遺伝子は、正常では精巣にのみ高発 

  現する一方で、種々の臓器・組織由来の   

 ヒト癌培養細胞株及び肺癌を初めとする多  

 くのヒト原発癌に発現する。 

(4) RNA干渉法を用いてD40分子の発現を抑制 

 すると、培養ヒト癌細胞HeLa細胞の増殖が著

明しく抑えられるという予備的結果を得た。 

２．研究の目的 
  本研究では、研究期間内に、以下の事を明

らかにする。即ち 

(1) D40に対するRNA干渉法(D40 RNAi)を用い   

 てD40分子の発現を抑制することで、多くの 

 ヒト培養癌細胞に「分裂破局死」を誘導し、 

 その増殖を抑制できること。 

(2) p53の発現が全く認められない癌細胞    

 (p53 null細胞)においても、D40 RNAi 

 が細胞死と増殖抑制効果を示すか否か。 

(3)坦癌動物を用いた個体レベルの実験にお 

 いても、D40 RNAiが腫瘍の増殖抑制効果 

 を示すこと。 

これらの実験により、ヒト癌に対する優れた

分子標的療法を開発することを目指す。 

 
３．研究の方法 
D40分子の発現を抑制するため、D40遺伝子に

対するRNA干渉法を用いることにより、培養ヒ

ト癌細胞株に「分裂破局死」を誘導すること、

およびこの方法は複数の癌細胞に対する増殖

抑制効果を示すことを明らかにする。さらに、

本研究ではこの効果が培養系のみならず、担

癌動物の個体レベルにおいても有効であるこ

とを示す。 

(1)D40遺伝子に対するRNA干渉を起こすため

に、化学合成した21塩基対二重鎖RNAよりなる

short inhibitory RNA (siRNA)を用いる。こ

のD40 siRNAを用いたRNA干渉によって、複数

のヒト培養癌細胞の増殖が抑制され、細胞死

が起こること、さらに、この細胞死がp53に依

存しないことを明かにする。 

(2) この目的のため、ヒト癌培養株の中でも、

p53遺伝子の両Alleleが変異欠失を起こ 

したためp53蛋白の発現が全く認められない 

p53 null細胞（前立腺がんPC-3M)を用いて実

験を行なう。 

(2) D40 siRNAによるRNA干渉により、

PC-3M細胞内におけるD40蛋白の発現が減少す

ることを、Western Blot法により示す。 

(4) 細胞増殖抑制効果の検討のために、D40 

siRNAをリポフェクション法を用いて、PC-3M

細胞にtransfectionし、その後経時的に細胞

数をコントロールと比較算定し、それぞれの

増殖曲線を求める。細胞増殖曲線の作成には、

Luciferase活性を指標する（恒常的に

Luciferase  を発現するPC-3M細胞の亜株

PC-3M-Luc-C6を用いる）。 

(5) 細胞死のassayには、Hoechst33342により

核染色を行い、核の凝縮、断片化を検討した。

さらに、Propidiudm Iodine核染色によりFACS

を用いた定量的な細胞周期解析を行い、

subG1期の細胞の有無を検討した。ミトコン

ドリアから細胞質へのcytochrome c の漏出

をELISA法（Quantikine, Human Cytochrome c 

Immunoasay, R&D System Inc.）を用いて測定

し、caspase 3の活性化は（Apo-One Homogenous 

Caspase 3/7 Assay, Promega）を用いて測定

した。 

(6) p53 null細胞においてもD40 siRNAが増殖 

抑制効果を示し、分裂期においてcaspase 3

の活性化を伴う細胞死を誘導するならば、 

D40 siRNAによる細胞死はp53非依存的な「分

裂破局死」と考える。 

(7)担癌状態の実験動物に対し、D40遺伝子の

塩基配列に対する二重鎖RNA(D40 siRNA)を、 

生体への導入効率の良いDrug Delivery 



System(DDS)と共に投与することで、治療実験

を行なう。 

 DDSとしては、アテロコラーゲンを用い、こ

れとD40 siRNAとの至適な複合体を作製する。

これを経静脈的全身投与することで、

PC-3M-Luc-C6細胞が左心室腔へ注入され全身

に播種（転移）した担癌ヌードマウスの治療

を行なう。 

(8)治療効果の判定には、ヌードマウスの腹腔

にluciferinを投与した後、PC-3M-Luc-C6細胞

の持つluciferaseによってluciferinから生

づる光子を体外からImaging測定する。

ImagingにはIVIS imaging system (Xenogen)

を用いる。 

 以上の実験により、D40に対するsiRNAのin 

vitro, in vivoにおける有効性を示し、D40 

分子を標的とした新しい分子標的剤の創薬を

目指す。 

４．研究成果 

(1)D40 siRNA を子宮頚癌 HeLa 細胞, 肺癌

PC-10 細胞に Transfection し、D40 蛋白が減

少するかを検討した。コントロールの合成二

重鎖 RNA (control siRNA) を導入された細

胞と比較し、D40 siRNA 導入された細胞で

は control siRNA を導入された細胞に比べ、

transfecstion 後２日目、３日目において、

明らかな D40 蛋白の発現の減少が認められた。 

(2) HeLa 細胞 , PC-10 細胞に D40 siRNA 
transfection し、その後経時的に trypan blue 
dye exclusion 法により生細胞数を算定した。

control siRNA を導入された細胞と比較し、

それぞれの増殖曲線を求めた。その結果、D40 
siRNA を導入された細胞では、コントロール

に比べ、明らかな細胞増殖の抑制が認められ

た。 

(3) HeLa 細胞に於いて、Hoechst33342 により

核染色を行ったところ、D40 siRNA を導入さ

れた細胞では、control siRNA を導入された

細胞に比べ、核の凝縮、断片化した細胞の増

加を認めた。さらに、Propidiudm Iodine 核

染色の後の細胞を FCMを用いた定量的な細胞

周期解析したところ、D40 siRNA を導入され

た細胞では control siRNA を導入された細胞

に比べ、subG1 期の細胞の増加を認めた。 

 またD40 siRNAを導入されたHeLa細胞では、

ミトコンドリアから細胞質へのcytochrome c 

の漏出とcaspase 3の活性化を検出した。これ

らの結果からD40 siRNAはHeLa細胞に細胞死

を誘導することで、細胞の増殖を抑制してい

ることが、明かになった。 

(3)  p53 null細胞である前立癌PC-3M細

胞においても、D40 siRNAを導入することによ

り、細胞増殖の抑制が認められた。また、ミ

トコンドリアから細胞質へのcytochrome c 

の漏出とそれによりcaspase 3の活性が上昇

していることを明らかにした。これらの結果

から、D40 siRNAはp53非依存性に細胞死(分裂

破局死)を誘導することが示された。 

(4) 動物レベルの実験において、D40 siRNA

ががん細胞の増殖を抑制できるか検討した。

ヌードマウスに PC-3M-Luc-C6 細胞を移植

(左心室注入)し、D40siRNA/アテロコラーゲ

ン複合体を数回静注投与した。その結果、

D40siRNA が PC-3M 細胞の増殖（転移）を抑

制した。 
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