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研究成果の概要（和文）：肺癌細胞株に対してドセタキセルおよびペメトレキセドを添加培養した時のRNA修飾
酵素遺伝子の発現解析を行い、発現レベルが大きく変化するRNA修飾酵素遺伝子を同定した。そのRNA修飾酵素4
遺伝子を個別にノックダウンした肺癌細胞株を作製し、ドセタキセルおよびペメトレキセドを添加培養した時の
細胞増殖を観察したところ、ドセタキセルではノックダウン細胞株は感受性を示したが、ペメトレキセドでは感
受性を示さなかった。RNA修飾酵素4遺伝子を同時にノックダウンした細胞株を作製し、ペメトレキセドを添加培
養した時の細胞増殖を観察したところ、ノックダウンした細胞株は、ペメトレキセドに対して抵抗性を示す結果
であった。

研究成果の概要（英文）：RNA modified enzyme genes were upregulated in RERF cells in the presence of 
docetaxel and pemetrexed. Although individually knocked down cells for four RNA modified enzyme 
genes indicated susceptibility to docetaxel, individually knocked down cells for four RNA modified 
enzyme genes did not indicate susceptibility to pemetrexed. Simultaneously  knocked down cells for 
four RNA modified enzyme genes did not indicate susceptibility to pemetrexed.

研究分野： 癌研究

キーワード： 抗癌剤抵抗性　RNA修飾酵素

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
薬物療法において、ドセタキセルおよびペメトレキセドは重要な薬剤であるが、その抗癌剤抵抗性に関する機序
は十分に解明されていない。近年、RNA修飾に関する研究で、DNAから転写されたmRNAが修飾を受けることで翻訳
されるタンパク質の産生量が変化することが報告されており、癌におけるRNA修飾酵素の役割が注目されている
ことから、抗癌剤抵抗性とRNA修飾に着目して研究を実施した。RNA修飾酵素をノックダウンした細胞株では、ド
セタキセルは感受性を示したが、ペメトレキセドは感受性を示さなかった。この結果は、癌細胞の抗癌剤に対す
る複数の耐性機構を同時に抑制する必要があることを示唆していると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
非小細胞肺癌に対する薬物治療において、第３世代抗癌剤であるドセタキセルやペメトレキ

セドは白金製剤との併用もしくは単独で用いられる重要な役割を担う薬剤である。しかし、治療
経過中に癌細胞が抗癌剤に対する抵抗性を獲得することで治療効果が得られなくなり、癌のコ
ントロールが困難となることは大きな問題である。 
微小管阻害剤であるドセタキセルの抵抗性に関しては、mdr-1 遺伝子によってコードされる P

糖蛋白が薬剤を細胞外へ排出することで得られるとされる多剤耐性能によるものや(Cellular 
Pharmacol.1995;2:303-309)、ドセタキセルの標的であるチューブリンの変異によるもの等が知
られている (J.Clin.Oncol.1999;17:1786-1793)。一方、葉酸代謝拮抗剤であるペメトレキセド
に関しては、葉酸代謝酵素の発現が高い細胞では抵抗性があるとする報告が散見される (Cancer 
2006;107:1589-1601)。しかし、これらの抗癌剤抵抗性に関与するとされる遺伝子の発現レベル
が変化する機序は不明である。 
近年、DNA からの転写産物である RNA が修飾されるエピトランスクリプトームという概念が注

目を集めており、現在までに 100 種類以上の RNA 修飾が報告されている (Cell. 2017;169:1187-
1200)。DNA から転写された mRNA は様々な酵素（RNA 修飾酵素）により修飾を受けており、修飾
を受けた mRNA は安定性が増加することで多くのタンパク質の産生を促すことや、修飾を受けた
mRNA が分解されやすくなりタンパク質の産生が少なくなることが判明しており、RNA 修飾を起
こす RNA 修飾酵素に関する研究が行われている。 
RNA 修飾酵素の 1 つである METTL3 (methyltransferase-like 3、別名 MTA70)は EGFR 

(epidermal growth factor receptor) と TAZ（transcriptional coactivator with. PDZ-binding 
motif）の mRNA を修飾し、EGFR mRNA と TAZ mRNA の翻訳が促進されることで非小細胞肺癌の悪
性度を高めることが報告された (Mol Cell. 2016;62:335-45)。また、この METTL3 が、microRNA-
33a により抑制されると、非小細胞肺癌の増殖が抑制されたことが報告されている (Biochem 
Biophys Res Commun. 2017;482:582-589)。また、METTL3 が、膵癌細胞株において、抗癌剤抵抗
性に関与していることが報告されているが (Int J Oncol. 2018;52:621-29.)、肺癌では RNA 修
飾酵素と抗癌剤抵抗性の報告はない。 
 
 
２．研究の目的 
 ドセタキセルおよびペメトレキセドの存在下における、肺癌細胞株の RNA 修飾酵素遺伝子の
発現解析、および、肺癌細胞株の RNA 修飾酵素遺伝子のノックダウンによる影響を解析する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）肺癌細胞株 
肺癌細胞株は日本人由来の RERF-LC-AI を使用した。 

 
（２）ドセタキセルおよびペメトレキセドの存在下での RNA 修飾酵素遺伝子の qPCR 解析 
 ドセタキセルおよびペメトレキセドをそれぞれ最終濃度が 100nM になるように添加した培地
で、RERF-LC-AI を 48 時間培養後、total RNA 抽出、cDNA 作製を行い、qPCR で、代表的な RNA 修
飾酵素遺伝子の発現変化を qPCR で解析した。 
 
（３）RNA 修飾酵素遺伝子ノックダウン細胞株 
 RERF-LC-AI に対して、shRNA レンチウイルスベクターを導入することで、RNA 修飾酵素遺伝子
である AHCY、FTO、TRMT61A、YTHDF2 をノックダウンした細胞株を作製した。 
AHCY、FTO、TRMT61A、YTHDF の 4 つの遺伝子それぞれに対する特異的な配列を導入した shRNA

を 2 つずつ作製し、ノックダウン効率を qPCR で解析した。 
また、AHCY、FTO、TRMT61A、YTHDF の 4 つの遺伝子を同時にノックダウンするために、4つの

shRNAレンチウイルスベクターを同時に細胞株に導入し、ノックダウン効率をqPCRで解析した。 
 

（４）RNA 修飾酵素遺伝子ノックダウン細胞株に対するドセタキセルおよびペメトレキセドの 
細胞増殖効果 

 AHCY、FTO、TRMT61A、YTHDF2 を個別にノックダウンした細胞株に対して、ドセタキセルおよび
ペメトレキセドを単独で様々な濃度で添加培養することで、ノックダウン細胞株の細胞増殖を
顕微鏡で観察した。 
AHCY、FTO、TRMT61A、YTHDF2 を同時にノックダウンした細胞株に対して、ドセタキセルおよび

ペメトレキセドを単独で様々な濃度で添加培養することで、ノックダウン細胞株の細胞増殖を
顕微鏡で観察した。 
 



４．研究成果 
（１）ドセタキセルおよびペメトレキセドによる RNA 修飾酵素遺伝子の発現解析 
ドセタキセルの添加（図 1）では、12 種類の遺伝子のうち AHCY、FTO、TRMT61A、YTHDF2 の 4

種類の遺伝子の発現がコントロールに比べ 10 倍以上上昇した。 
 ペメトレキセドの添加（図 2）では 12 種類の遺伝子のうち AHCY、FTO、HENMT1、HNRNPC の 4 種
類の遺伝子の発現がコントロールに比べ 10 倍以上上昇した。 
 

 
 
 

 
 
 
（２）RNA 修飾酵素遺伝子の個別ノックダウン細胞株 
 AHCY、FTO、TRMT61A、YTHDF2 の 4 遺伝子それぞれに対して異なる 2 箇所に特異的な配列を発
現する shRNA レンチウイルスベクターを導入した RERF-LC-AI に対して、qPCR 解析を行ったとこ
ろ、AHCY、FTO、TRMT61A、YTHDF2 の 4 遺伝子が、個別にノックダウンされていることを確認し
た（図 3）。 
 
 
 
 



 
 
（３）ノックダウン細胞株に対してドセタキセルおよびペメトレキセドを単独添加した時の 

細胞増殖効果 
AHCY、FTO、TRMT61A、YTHDF2 を個別にノックダウンした細胞株にドセタキセル（50nM）を添加

した結果、すべての遺伝子において細胞が死滅し、ドセタキセルに対する感受性が認められた
（図 4）。 

 
 
AHCY、FTO、TRMT61A、YTHDF2 を個別にノックダウンしたペメトレキセド（50μM）の添加では

細胞は生存しており、抗癌剤に対する抵抗性が認められた（図 5）。 

 
 



（４）RNA 修飾酵素 4遺伝子の同時ノックダウン細胞株 
 RERF-LC-AI に対して、AHCY、FTO、TRMT61A、YTHDF2 を個別にノックダウンする shRNA レンチ
ウイルスベクターを同時に導入し qPCR 解析を行ったところ、AHCY、FTO、TRMT61A、YTHDF2 の 4
遺伝子がノックダウンされていることを確認した（図 6）。 
A 株と B株は、AHCY、FTO、TRMT61A、YTHDF2 それぞれの No1 と No2 の shRNA レンチウイルスベク
ターをそれぞれ導入して作製した。 
 

 
 
（５）RNA 修飾酵素 4遺伝子の同時ノックダウン細胞株に対するペメトレキセドの 

細胞増殖効果 
RNA 修飾酵素 4 遺伝子の同時ノックダウン細胞株に対して、ペメトレキセド（50nM）の添加で

は細胞は生存しており、抗癌剤に対する抵抗性が認められた（図 7）。 
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