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研究成果の概要（和文）：今回我々は p53 status 及びオートファジーの活性が大腸癌における抗癌剤感受性に与える
影響について検証することを目的とした。
1.大腸癌細胞株において、p53Knockdown(KD)細胞及びcontrol細胞にDNA障害を加えた所、オートファジーの誘導が認め
られ、p53KD細胞においてLC3IIの集積が強かった。また、siATG5で処理したのちに5-FUによるDNA障害を加えた所、p53
KD細胞はアポトーシスの程度が低い傾向が認められた。
2.化学療法後の大腸癌肝転移切除サンプルを用いてオートファジー関連蛋白の免疫組織染色を行った。ある分子は高発
現群においてリンパ管浸潤が有意に高かった。

研究成果の概要（英文）：Autophagy is a celluar response to adverse environment and stress. Recent evidence
 suggests that tumor cells induce autophagy during treatment of anticancer drugs. However, the effect of t
hese events on cancer is not known. The aime was to evaluate the effect of p53 status and autophagy activi
ty on the chemosensitivity of colorectal cancer.
1.Autophagy was induced in response to DNA damage in p53 wild-type and p53 knockdown(p53-KD) colorectal ca
ncer cells. The accumulation of LC-II  was more intense in p53-KD cell than that in p53-cont cell. Further
emore, we confirmed that apoptosis was induced in response to DNA damage in p53-cont and p53-KD cells afte
r treating with siATG5. Apoptosis in p53-KD cell was less than that in p53-cont cell. 
2.Immunohistochemical staining of resected liver tumor revealed that hte expression of some autophagic rel
ated protein(Protein A) was markedly decreased. Patients in high Protein A expression group was associated
 with lymphphatic invation.
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１．研究開始当初の背景 
わが国における大腸癌の死亡者数は一貫
して増加傾向にあり、2008 年部位別がん死
亡率では第 3位であり、今後も大腸癌への対
策が重要である。大腸癌肝転移症例では外科
的切除が最も治療効果が高いが、切除可能症
例は肝転移症例全体の 30％にも満たず，切除
不能例に対する化学療法が奏功し、ダウンス
テージングさせて手術を行えるかが重要な
要素となっている。 
このため、抗癌剤感受性に対する新たなバ
イオマーカーの開発が期待されている。 

 
 
２．研究の目的 
オートファジーとはすべての体細胞に備
わる主要な細胞質内の分解機構である。今回
我々は p53 statusおよびオートファジーの活
性程度と大腸癌における抗癌剤感受性の関
連を明らかにし、オートファジー活性化の有
無が大腸癌化学療法の治療効果に対する新
規バイオマーカーとして機能するかを in vivo
実験および臨床サンプルを用いて検証する。 
 
（１）大腸癌細胞株を用いた in vitro実験にお
いて、p53 statusとオートファジー活性が抗
癌剤(oxaliplatin、irinotecan、5-FU)の感受性
と関連があるかを検証する。 
（２）大腸癌細胞株では抗癌剤投与によって
起こるオートファジーは細胞死の機構また
は細胞防御の機構のどちらが優位なのかを
確認する。 
（３）実際に化学療法後の大腸癌肝転移サン
プルにおいて p53 statusとオートファジー活
性が抗癌剤感受性および臨床的予後と関連
があるか明らかにし、オートファジー関連分
子が新たな抗癌剤感受性のバイオマーカー
となることを期待する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
３．研究の方法 
（１）大腸癌細胞株を用いた実験では、siRNA
にてp53およびオートファジー関連遺伝子の
発現を knockdown させた後に抗癌剤処理
(5-FU, oxaliplatin, irinotecan)を行うことで、
p53発現とオートファジー活性化が抗癌剤処
理後の細胞死に与える影響を検証する。 

 

 
（２）化学療法後の大腸癌肝転移切除サンプ
ルを用いて、オートファジー関連蛋白と p53
蛋白の免疫組織染色を行い、in vivo実験で示
された抗癌剤感受性の要素が実際のヒト癌
切除サンプルで認められるかを確認する。 
 
 
４．研究成果 
（１）LS174T大腸癌細胞株(p53wt)における
p53 knockdown(KD)細胞株と control 細胞株
を用いて飢餓状態及び5-FUによるDNA障害
時のオートファジー誘導確認ならびにアポ
トーシスの誘導確認を行った。 
 
（２）p53KD細胞及び control細胞をオート
ファジーのコントロールとしてまず飢餓状
態に置いた後、オートファジーの誘導を LC3
及び p63の蛋白発現にて確認した。p53wt及
び p53 KDいずれの状態においてもオートフ
ァジーの誘導が認められたが、p53KD細胞に
おいてLC3IIのaccumulationが強い傾向にあ
った。 

（３）p53KD細胞及び control細胞を 5-FU
による DNA障害を加えた後、オートファジ
ーの誘導を LC3及び p63の蛋白発現にて確
認した。飢餓状態と同様に p53wt及び p53KD
細胞いずれの状態においてもオートファジ
ーの誘導が認められたが、p53KD細胞におい
てLC3IIのaccumulationが特に後期において
強い傾向にあった。 

（４）p53KD細胞及び control細胞に 5-FU
による DNA障害を加えアポトーシスの誘導
を確認した。p53KD細胞ではアポトーシスの
誘導は起きなかった。 

（５）p53KD細胞及び control細胞を siATG5
で処理したのちに5-FUによるDNA障害を加
え、アポトーシスの誘導を確認した所、
p53KD細胞は control細胞と比較してアポト
ーシスの程度が低い傾向が認められた。 

以上の結果より、大腸癌細胞株においてオ
ートファジーは DNA障害時にアポトーシス
を促進する働きを持っていることが示唆さ
れた。 
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化学療法後の大腸癌肝転移切除サンプル
を用いてオートファジー関連蛋白の免疫組
織染色を行った所、ある分子は大腸癌での発
現が著しく低下していた。この分子を発現レ
ベルによって高発現群と低発現群に分けた
所、高発現群においてリンパ管浸潤が有意に
高いことが判明した。 
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