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研究成果の概要（和文）：本研究は，スフェロイドという環境における plk2を含む発現が増
強された遺伝子群の基礎的解析及び治療への応用展開を図ることが目的である。その中で

も Plk2 遺伝子に着目し、RNAi を利用して、その発現を抑制することで、前立腺がん細胞株
DU145のスフェロイド形成への影響等を含めた同遺伝子の機能解析を目的とした。これら遺伝
子群は、スフェロイド成長の抑制あるいは抗がん剤併用による抗がん剤の効果増強を確認

した。 
 
研究成果の概要（英文）：Some genes including the Plk2 were extracted as a candidate gene related 

with spheroid formation.  We analyzed effects of the Plk2 on the spheroid characterization and 

anticancer drug resistance in DU-145 spheroids by suppressing plk2 with RNAi.  The results indicate 

that the Plk2 may be involved in suppression of tumor growth and acquisition of anticancer drug 

resistance. 
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１．研究開始当初の背景 
前立腺がんの基礎･臨床上の研究課題は、ホ
ルモン不応性獲得および浸潤･転移能である。
不応性獲得および浸潤・転移により前立腺が
ん患者に不幸な結末をもたらすことになる
が、前立腺がんが局所で制御されるなら、予
後も変わりうる。癌の浸潤・転移過程は，が
ん細胞が作り出す微小環境下で生存をはか

る細胞集合体で関与する場合、周囲の間質を
含む微小･局所環境との相互作用が生じてい
る場合などがあると考えられる。スフェロイ
ド培養はこのように局所，特に無血管がん細
胞モデルとして考えられ、我々は一般的に使
用される 2次元培養とスフェロイド培養にお
ける前立腺がん株の遺伝子発現の違いを明
らかにした。 
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２．研究の目的 
腫瘍微小環境を表すと言われる LNCaP前立
腺がんスフェロイドにおける plk2 を含む発
現が増強された遺伝子群が抽出され、これら
遺伝子群の基礎的解析及び治療への応用展
開を図る。具体的には、(1)LNCaP 以外の細
胞株における plk2 関与の検討、(2)plk2 遺伝
子 の 機 能 解 析 、 (3) 他 の 抗 が ん 剤 と
siRNA(plk2)の組み合わせで、抗がん剤効果の
検討、 (4)他の候補遺伝子の siRNAを用いて、
同様の解析を行い臨床への応用展開を図る
ことを目的とする。 
３．研究の方法 
(1)細胞株および 2次元培養とスフェロイド
培養：がん細胞株(LNCaP、DU-145、A549)
を通常の 2次元培養および細胞非接着培養器
を用いたスフェロイド培養を行った。 
(2)siRNAを用いた抽出遺伝子の発現抑制：
抽出された遺伝子（plk2、SEPTIN6等）をそ
れぞれの siRNAにて、発現を抑制した。 
(3)抽出遺伝子の機能解析：siRNA処理時、
非処理時におけるスフェロイド形成能（大き
さ、細胞数、形態）、cell viability、細胞接着
遺伝子の発現を RT-PCRあるいは Real-time 
PCRにて解析した。フローサイトメトリーを
用いて、抗がん剤あるいは併用時の apoptosis
を測定した。 
４．研究成果 
(1)スフェロイドにおける plk2 遺伝子のノッ
ク ダ ウ ン 効 率 ： 10 あ る い は 100nM 
siRNA(plk2)を細胞播種時、3 日目に導入し、
再度各細胞株のスフェロイド形成および同
遺伝子ノックダウン効率を解析した。 両濃
度で、7日目において 70-80%のノックダウン
効率を得た。 
(2)スフェロイド形成に対する plk2 遺伝子の
関与：LNCaP前立腺がん細胞株スフェロイド
と同様に DU-145 前立腺がん細胞株スフェロ
イドは plk2 遺伝子をノックダウンする事に
より体積は有意な減少を認めた（図 1）。また、
スフェロイド周囲が粗雑になり、細胞がこぼ
れ落ちる像を認めた。一方、A549 細胞株の
スフェロイドの体積は減少するが、有意差は
認めなく，また細胞がこぼれ落ちる像も少な
かった。Plk2遺伝子はスフェロイド形成に関
与するが、細胞株によりその程度は異なると
考えられた。 
(3)抗がん剤(docetaxel:DTX)と siRNA(plk2)
を併用した時のスフェロイドへの影響：図 2
に示すように DTXを単剤として加えた時より
効果が上がるも、siRNA濃度には左右されな
かった。これらは subG1 期の細胞が増加し、
apoptosisが誘導されている事を確認した。一
方、A549 スフェロイドの場合は単剤と併用
の間に差は認められなかった。 
 

 

図１各条件によるスフェロイド体積の経時
変化 
 (4)DU-145 スフェロイドにおける接着関連
遺伝子発現の解析：siRNA(plk2)添加、あるい
は非添加スフェロイドにおいて、際簿の接着
に重要な遺伝子、E-cadherin と Integrinα5 の
発現を比べるも、有意な変化は認められなか
った。Plk2遺伝子のノックダウンによる薬剤
感受性の上昇は他の接着遺伝子や薬剤排泄
にかかわる遺伝子の関与の可能性が考えら
れた。 
(5)他の抽出遺伝子群（SEPTIN6、ACPP、NF1）
のスフェロイド形成および抗がん剤の感受
性について：SEPTIN6および NF1では、siRNA
によるノックダウンにてスフェロイド成長
の抑制および併用による抗がん剤効果増強
を認めた。ACPP では、併用による抗がん剤
効果増強のみを確認した。このようにスフェ
ロイドに特異的な遺伝子を抽出したが、その
働きはここにより異なると考える。 

 

図 2  DU-145 スフェロイドにおける
siRNA(plk2)と DTXの効果について 
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