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研究成果の概要（和文）： 
 Death-associated Protein Kinase(DAPK)発現制御による抗癌剤多剤耐性克服法について、以下の
研究成果を得た。 
 (1) DAPK ノックダウンによる抗癌剤感受性制御解析： 
① 子宮内膜癌細胞の DAPK ノックダウンは、Fas/TRAIL シグナルを増強し、癌細胞をアポトーシスに
導くことを証明した。 
②抗癌剤無効の子宮癌肉腫細胞、子宮平滑筋肉腫細胞にも、DAPK ノックダウンがアポトーシスを誘
発できることを証明した。 
③DAPK ノックダウンは、子宮内膜癌細胞株の 5FU 感受性を亢進したが、VP16 感受性には影響せず、
CDDP 感受性を部分的に改善した。しかし、５FU 耐性株の５FU 感受性は回復しなかった。 
(2)脱メチル化処理による DAPK 発現制御が、特定の抗癌剤感受性を回復することを証明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
     This study was performed to investigate a possibility of anticancer molecular targeting therapy of 
Death-associated Protein Kinase (DAPK).  
(1) DAPK knockdown regulated anticancer drug-sensitivities of cancer cells. i) Targeted DAPK 
knockdown by DAPK-specific siRNA transfections enhanced the Fas/TRAIL-mediated apoptotic 
susceptibility in human endometrial adenocarcinoma cells. These results indicate that DAP kinase can 
be a powerful candidate of anticancer molecularly targeting therapy for human endometrial cancer 
patients. ii) Targeted DAPK knockdown induced apoptosis in human uterine carcinosarcoma cells and 
human uterine leiomyosarcoma cells. The results suggest that DAP kinase can be a candidate of 
anticancer molecularly targeting therapy for uterine carcinosarcoma and sarcoma patients in addition 
to endometrial adenocarcinoma patients. iii) Targeted DAPK knockdown enhanced 5FU-sensitivity but 
not VP16-sensitivity, and enhanced partially CDDP-sensitivity in human endometrial adenocarcinoma 
cells. However, it did not improve their 5FU-sensitivities in the 5FU-resistant cells. These results 
indicate that the molecular targeting therapy of DAPK can be applied to restricted anticancer 
chemotherapies. 
(2) Regulation of DAPK expression by demethylation improved some of anticancer drug-sensitivities in 
anticancer drug-resistant cervical cancer cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 抗癌剤治療法の進歩は、進行期癌患者の生
存期間を確実に延長してきているが、完治率
は必ずしも十分な改善をみていない。進行期
癌患者の完治率が頭打ちとなる最大理由は、
長期的および頻回の抗癌剤治療経過中に発
生する抗癌剤耐性獲得現象である。抗癌剤に
対する自然耐性および獲得耐性の分子機構
を明らかにし、耐性癌に対する新しい抗癌剤
耐性克服化学療法を開発することが現在の
癌治療における最大課題のひとつである。
我々は長年の抗癌剤耐性機序の研究の中で、
子宮頸癌、子宮内膜癌、卵巣癌の複数の細胞
株から多数の抗癌剤耐性変異株を樹立し、そ
れらの遺伝子発現プロファイリングを行っ
てきた。一方で抗癌剤感受性を回復ないし増
感させる方法を探し続けてきた。その研究過
程で、DAP kinase が直接的にある種の抗癌剤
感受性を特異的に制御するという大発見を
するに至った。同時に、抗癌剤多剤耐性癌細
胞が DAP kinase および関連分子のプロモー
ター脱メチル化処理で一時的に回復できる
ことも実証した。 
 

２．研究の目的 
 これまでの我々の研究成果を土台として、
DAP kinaseタンパク発現制御に伴う抗癌剤
感受性の変化を臨床的に応用する方法を見
つけること、および DAP kinase遺伝子発現
制御の中心的役割を担っているプロモータ
ー領域メチル化現象による抗癌剤感受性の
変化を臨床的に応用する方法を見つけるこ
と、を本研究の主たる目的としている。多剤
耐性克服現象では、DAP kinase以外の分子
群の発現変動も抗癌剤多剤耐性化克服の原
因であり、このメカニズムの解明は抗癌剤治
療最大の難問である抗癌剤多剤耐性化現象
に画期的治療法を導入できる可能性を示唆
している。(1) DAP kinaseによる抗癌剤感受
性制御の分子機序解析と、(2) 脱メチル化処
理による抗癌剤多剤耐性克服関連分子群の
同定と個々の作用機序の解明の２方向から
解析を進めることで、確実な成果を得る戦略
をとる。 
 

３．研究の方法 
<1> DAP kinase による抗癌剤感受性制御の分
子機序解析： 
DAP kinase siRNA による一部の抗癌剤感受性
回復現象、ある条件下での脱メチル化処理に
伴う抗癌剤多剤耐性細胞の感受性回復現象

に関しては、さらに詳細な抗癌剤耐性克服メ
カニズムを遺伝子レベルおよび蛋白レベル
で解析する。①DAP kinase ノックダウンによ
る抗癌剤感受性回復現象の特異性の解析：1) 
DAP kinaseノックダウンによる抗癌剤感受性
回復現象の実験系における、既知の抗癌剤多
剤耐性遺伝子の発現変動の関与を検証する。
2) DAP kinase ノックダウンによる抗癌剤感
受性回復現象の可能性の検証。②DAP kinase
ノックアウトマウス由来細胞を用いた DAP 
kinase 関連の抗癌剤感受性制御機構の解
析：DAP kinase ノックアウトマウスの子宮及
び卵巣由来の細胞を実験に使用する。③DAP 
kinase ノックダウンによる特定の抗癌剤感
受性回復機能と脱メチル化処理に伴う多剤
耐性回復現象における分子発現の差異の解
析を行う。 
<2>脱メチル化処理による抗癌剤耐性克服関
連分子群の同定と個々の作用機序の解明： 
ある条件下での脱メチル化処理はDAP kinase
プロモーター以外の複数の遺伝子発現制御
に影響し、多種類の抗癌剤感受性を一時的に
回復できる。すなわち多剤耐性克服現象では、
DAP kinase以外の分子群の発現変動が抗癌剤
多剤耐性化克服の原因であり、このメカニズ
ムの解明は抗癌剤治療最大の難問である抗
癌剤多剤耐性化現象に画期的治療法を導入
できる可能性がある。 
①抗癌剤多剤耐性化癌細胞の抗癌剤感受性
回復現象において大きく発現変動する DAP 
kinase 以外の分子群の同定： エピジェネテ
ィクス制御による抗癌剤耐性克服現象で
mRNA 発現が変動する遺伝子群をスクリーニ
ングし、抗癌剤耐性克服分子候補を同定する
我々は、多数の抗癌剤耐性変異癌細胞株を樹
立しているので、複数の安定した抗癌剤耐性
細胞株を用いて全細胞に共通して発現が変
動する分子群の選別スクリーニングを行な
うことで、偽陽性遺伝子の捕捉を避ける。 
 
４．研究成果 
 大学附属の動物実験施設の長期間のウイ
ルス汚染による動物実験中止により、予定し
ていた動物実験は十分には実施できなかっ
た。 
(1) DAP kinase (DAPK)による抗癌剤感受性
制御の分子機序解析 ： 
① 子宮内膜癌細胞の DAPKノックダウンは癌
細胞の Fas シグナルを増強し（Eur J Obst 
Gynecol 2011）、TRAIL mRNA 産生促進、TRAIL
分子分泌促進、TRAIL 受容体である DR4 およ



び DR5 の発現促進、などから自分泌・傍分泌
機序により、癌細胞をアポトーシスに導くこ
とを証明した。これらの結果は、DAPK が癌免
疫増強、アポトーシス増強による癌の分子標
的治療の効率的分子標的の有力候補になる
ことを証明した（Int J Oncol 2010）。 
② これまで抗癌剤が全く無効で予後が極め
て悪いと考えられてきた子宮癌肉腫細胞、子
宮平滑筋肉腫細胞が、DAPK ノックダウンによ
り、アポトーシスが誘発されることを証明し
た（Int J Oncol 2010）。これは DAPK が広範
囲な分子標的治療の対象になり得ることを
実証した。 
③ DAPK ノックダウンによる抗癌剤感受性回
復現象の特異性の解析：子宮内膜癌細胞株を
用いた DAPK ノックダウンにより、5FU 感受性
が亢進されたが、VP16 感受性は全く変化せず、
CDDP 感受性は部分的に改善されることを証
明した（Oncol Rep 2010)。しかし、独自に
樹立した５FU 耐性株（Int J Oncol 2010）を
用いた DAPK ノックダウンでは５FU 感受性は
回復しなかった（論文執筆中）。DAPK に対す
る分子標的治療に併用効果が期待される抗
癌剤、有効な併用方法への知見を得た。 
(2) 脱メチル化処理による DAPK 発現の調節
と抗癌剤耐性度変化の解析： 
抗癌剤耐性子宮頸癌株を用いた実験系で、脱
メチル化処理により DAPK 発現を制御するこ
とにより、特定の抗癌剤感受性が回復できる
ことを証明した。さらに、随伴各種制御分子
の発現変動を証明した（論文執筆中）。 
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