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研究成果の概要（和文）：ヒト遺伝子を対象としたshRNAを発現するウィルスベクターライブラリーを用いて、
発現の抑制が食道癌細胞株に抗癌剤感受性の変化をもたらす遺伝子を探索した。
Positive selectionとしてライブラリーを導入した食道癌細胞(KYSE170株)にシスプラチンを投与し、耐性亜株
で発現が抑制されている遺伝子を特定した。
Negative selectionとしてライブラリーを導入した食道癌細胞を2つに分け、片方にシスプラチンを投与した後
に増減したshRNA配列を比較した。ヌクレオチド除去修復やヒストン修飾に関わる遺伝子の抑制はシスプラチン
感受性を高めることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we explored genes whose knockdown promotes esophageal cancer 
cells increased sensitivity or resistance to anticancer drugs using genome-wide RNA interference 
screening.
First, we performed positive-selection screening. We infected esophageal cancer cells (KYSE170) with
 shRNA pool and then treated cells with cisplatin. We obtained a dozen sublines from KYSE170 that 
were resistant to cisplatin. We identified genes whose inhibition rendered esophageal cells 
resistant to cisplatin.
Next, we performed negative-selection screening. We divided shRNA-infected KYSE170 cells into two 
groups and administered cisplatin to one group. Then we compared the abundance of each shRNA. We 
found that the inhibition of genes involved in nucleotide excision repair and histone modification 
increased cisplatin sensitivity of esophageal cancer cells.

研究分野：臨床腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 
 食道癌周術期や放射線治療と併用する化
学療法として、5-フルオロウラシルにシスプ
ラチンを加えた FP療法が一般的に行われて
いる。しかし、食道癌根治治療後の再発率は
依然として高い。標準化学療法とされている
FP 療法に約半数の患者が自然耐性であるこ
とから、治療効果は不十分である。また、無
効の患者にも化学療法が行われているとい
う事実は医療経済面からも早急な対策が必
要である。 
 多数の基礎研究やトランスレーショナル
リサーチが行われているにも関わらず、臨床
における化学療法の効果予測や薬剤選択に
有用なマーカーは非常に少ない。従来、抗癌 
剤の効果や有害事象を予測することを目的
として、薬剤代謝酵素やトランスポーターの
遺伝子多型が研究されてきた。さらに近年、
DNA 修復に関わる遺伝子の多型がシスプラ
チンを含むプラチナ製剤の治療効果、有害事
象発現の予測に有用であると報告されてい
る。ただし、これらの検討は患者が生来持つ
性質に焦点をあてており、腫瘍が形成し進行
する過程でみられる遺伝子機能の変化は考
慮されていない。 
 癌の分子病理学的な側面から眺めると、多
段階発癌モデルでも示されているように、複
数の癌遺伝子の活性化や癌抑制遺伝子の不
活性化が腫瘍の発生と進展に関わっている。
遺伝子変異、増幅、欠失とならんで、プロモ
ーター領域の DNA メチル化にともなう遺伝
子発現の抑制が癌抑制遺伝子不活性化の機
序として重要と考えられるようになってい
る。細胞の増殖、細胞周期調節、 アポトー
シスに関わる遺伝子群は多くの癌で変異が
報告されており、腫瘍の悪性度だけでなく抗
癌剤感受性・耐性とも強く関連することが示
唆されている。よって、発現を抑制すること
により 抗癌剤感受性を変化させる遺伝子の
探索は重要な情報をもたらすと考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 

(1) 食道癌細胞において、発現抑制が抗
癌剤感受性変化をもたらす遺伝子の
スクリーニング 
 RNA 干渉  (RNA interference, 
RNAi)は、任意の遺伝子の発現を抑
制して、その影響を検討するための
技術として広く利用されている。さ
らに近年、ヒト遺伝子を網羅的に発
現抑制することが可能なライブラリ
ーの構築がなされている。ヒト遺伝
子を網羅的にノックダウンすること
を目的とした shRNA 発現レンチウ
ィルスプールを食道癌細胞株に導入
して、抗癌剤感受性の変化をもたら
す遺伝子を選別する。 

(2) 標的遺伝子発現抑制と抗癌剤感受性
の関連を検討 
 スクリーニングで選別された候補
遺伝子について、各々の発現を抑制
することによって抗癌剤感受性が変
化するかを確認する。また候補遺伝
子のうち、過去の文献でその機能が
明らかにされているものについては、
その情報を利用して抗癌剤感受性と
の関連を考察する。さらに、抗癌剤
感受性に影響をもたらす候補遺伝子
のリストから、特定の機能が集中し
て現れる遺伝子セットを機能グルー
プ解析により明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 

(1) snRNA 発現レンチウィルスライブ
ラリーの食道癌細胞株への導入 
 プール型レンチウィルス shRNA
ライブラリー(Decipher Lentiviral 
shRNA Library 27k)を食道癌細胞株
で あ る KYSE-30, KYSE-70, 
KYSE-170 株に導入し、安定発現細
胞をピューロマイシン投与により選
択した。レンチウィルスの導入効率
やクローニングの簡便さから、以降
KYSE-170 株を主に使用して実験を
進めた。 

(2) 抗 癌 剤 耐 性 株 の 選 択 (positive 
selection) 
 shRNA 安定発現細胞をシスプラ
チンの存在下で 72 時間培養したの
ち、抗癌剤耐性細胞をクローニング
した。各クローンよりゲノム DNAを
抽出し、PCRで各 shRNA配列に特
異的なバーコード配列を増幅してシ
ークエンスした。 

(3) 発現抑制が抗癌剤感受性をもたらす
遺伝子の選別(negative selection) 
 レンチウィルスライブラリーを導
入した KYSE-170株を、抗癌剤を投
与する実験用サンプルと投与しない
対象サンプルに分け、実験用サンプ
ルにシスプラチンを投与した後、実
験用サンプルと対象サンプルの両者
からゲノム DNA を抽出した。ゲノ
ム中に挿入された各 shRNA 配列に
特異的なバーコード配列を PCR に
て増幅し、次世代シークエンサーを
用いてシークエンスを行なった。シ
スプラチン投与により増減したバー
コード配列を対象サンプルと比較す
ることで発現抑制がシスプラチン感
受性をもたらす遺伝子を同定した。  

(4) スクリーニングで選別された遺伝子
の発現抑制と抗癌剤感受性との関連 
 両 ス ク リ ー ニ ン グ (positive 
selection, negative selection)で選別
された遺伝子の発現抑制が実際に抗



癌剤感受性の変化をもたらすか確認
するため、shRNAがターゲットとし
ている遺伝子に対して RNAi をひき
おこす二本鎖 RNAを作成した。ヒト
遺伝子に相同配列のないネガティブ
コントロールの二本鎖 RNA を導入
した KYSE-170細胞とターゲット遺
伝子に対する二本鎖 RNA を導入し
た細胞のシスプラチン感受性を比較
検討した。さらに、選別された遺伝
子を抑制した細胞でシスプラチン投
与による細胞周期停止やアポトーシ
ス導入の状態に変化があるか、フロ
ーサイトメータで解析した。 
 

 
４．研究成果 
 
(1) Positive selection 
 snRNA 発現レンチウィルスライ
ブラリー導入食道癌細胞KYSE-170に
シスプラチン 10μg/mL、72 時間投与
し耐性細胞をクローニングした。
shRNA のターゲットとなっている遺
伝子が実際に発現抑制されているこ
とを確認した。別途作製した二本鎖
RNA、もしくは shRNA 発現ベクターの
導入によりシスプラチン耐性がもた
らされる遺伝子を抽出した。 
(2) Negative selection 
 ライブラリー導入食道癌細胞をシ
スプラチン投与する実験用サンプル
と投与しない対象サンプルに分け、
シスプラチン投与により増減したバ
ーコード配列を次世代シーケンサー
で比較した。発現抑制がシスプラチ
ン感受性を大きく変化させた遺伝子
には、過去の文献情報などにより予
測されていたヌクレオチド除去修復
に関わる遺伝子が含まれており、実
験系の妥当性が確認された。加えて
ヒストン脱アセチル化酵素やヒスト
ンメチルトランスフェラーゼなどヒ
ストン修飾に関わる遺伝子が複数個
重複して抽出された。 
 ヒストン修飾に関わる遺伝子の抑
制がシスプラチン感受性を高める可
能性が示唆されたため、ヒストン脱
アセチル化酵素阻害剤である
vorinostatや trichostatin Aの併用
が食道癌細胞のシスプラチン感受性
を変化させるか検討した。食道癌細
胞株(KYSE-30, KYSE-70, KYSE-170)
を低濃度の vorinostat もしくは
trichostatin A で前処置すると、シ
スプラチンの感受性が増加すること
が示された。さらにヒストン脱アセ
チル化酵素阻害剤とシスプラチンの
併用は食道癌細胞株に相乗効果をも
たらすことが示された。 

(3) 本研究では、ヒト遺伝子を網羅する
shRNA 発現ウィルスベクタープール
を高効率かつレパートリーを保った
状態で食道癌細胞株に導入し、薬剤
感受性に変化を与える遺伝子のスク
リーニングを行なった。ヒトゲノム
全塩基配列が利用可能となった現在、
ターゲットとなる遺伝子配列を狙っ
て表現型を得る方法として RNA 干渉
は格好のツールとなっており、網羅
的RNAiスクリーニングは抗癌剤感受
性変化という特定の表現型に影響す
る遺伝子群の探索に有用であった。
さらに、ヒストン修飾に関わる遺伝
子の抑制がシスプラチン感受性を高
めるという結果より、合理的な薬剤
併用のレジメンが確立できる可能性
を示すことができた。 
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