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研究成果の概要（和文）：抗がん剤の耐性機序としては、がん細胞の薬剤排出の亢進、増殖因子などによる生存
シグナルの活性化など様々な因子の関与が知られている。また、腫瘍中にがん幹細胞が存在することが判明して
おり、その特徴として、P-糖タンパク質やBCRPといったABCトランスポーターが過剰発現していることが知られ
ている。これらの発現は、がんが多剤耐性を示す原因の１つでもある。近年、新しい治療薬や治療法が開発さ
れ、次々とがん分子標的薬剤が登場し脚光を浴びているが、これらの薬剤に対しても耐性を示す腫瘍が出現し治
療の障害となっている。患者に適切な医療を提供するためにさらに科学的な根拠に基づいた業務・研究を行う必
要がある。

研究成果の概要（英文）：Mechanisms of anti-cancer drug resistance include various factors, such as 
the increased drug efflux by cancer cells, activation of survival signaling pathways by growth 
factors.  In addition, cancer stem cells have been found in tumors.  Cancer stem cells are 
characterized by the overexpression of ABC transporters, such as P-glycoproteins and breast cancer 
resistance protein.  The expressions of the transporters partially explain the multidrug resistance 
of cancer.  Novel anti-cancer agents and therapies have been developed every year.  Besides 
conventional anti-cancer agents, molecular target drugs for cancer play important roles in the 
management of cancer therapy.  However, some tumors become resistant to these drugs.  Medical 
practice and research based on more scientific evidence are demanded to provide appropriate and 
high-quality treatments for patients.  

研究分野： 医療系薬学
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1. 研究開始当初の背景 

ABC トランスポーターは、ヒトでは約 50

種類存在する。そのうち P-糖タンパク質

（MDR1/ABCB1）、MRP1（ABCC1）、

BCRP（ABCG2）は、抗がん剤を細胞内か

ら細胞外に排泄する排出トランスポーター

として知られており、これら遺伝子発現に

よってがん細胞の薬剤耐性を誘導する因子

であることが分かっている。また、腫瘍中

に、がん幹細胞が存在することが分かって

きており、がん幹細胞の特徴の１つとして、

P-糖タンパク質（P-gp）や BCRP といった

ABC トランスポーターが過剰発現してい

る。 がん幹細胞は、抗がん剤に抵抗性を

示し、その後再び増殖してくる。これらの

トランスポーターの発現は、がんが多剤耐

性を示す原因の１つでもある。悪性腫瘍に

対する抗がん剤耐性やがんの再発は大きな

問題であり、耐性・進展の機序を解明し、

実用的な耐性克服薬や再発予防薬を開発す

ることは重要且つ緊急課題であると考えら

れる。 

一方、1986 年にラットより vault が細胞

内オルガネラとして coated vesicle から単

離された。電子顕微鏡による解析から、形

態がゴシック様式の大聖堂のアーチ型に似

ているため vault と名付けられた。Vault

は中空になっており、その中に 70S 大腸菌

リボゾームを数個取り込めるほど大きく、

今日まで報告されている中で最大のリボ核

蛋白体を形成している。Vault は、100kDa

の LRP/MVP (Lung Resistance 

Protein/Major Vault Protein)のほかに、

240kDa(p240)、193kDa(p193)の蛋白質と

1 種類の vault RNA (vRNA)から構成され

ている。また、LRP はラットの vault の 70% 

以上を占める major vault protein (MVP) 

と 88%のアミノ酸相同性を有していること

などから、ヒトの MVP であることが分っ

た。LRP/MVP だけでは多剤耐性形質を付

与するのに不十分であり、vault 粒子の数の

増加が耐性の獲得に必要であると考えられ

ている。 

2.  研究の目的 

本研究では、がん幹細胞の抗がん剤の耐

性化およびがんの再発の機序を解明し、が

ん幹細胞を標的とする新規がん分子標的治

療薬の開発を行うことを目的とした。プレ

ート表面を特殊加工して細胞が接着しない

条件で培養すると、腫瘍細胞のほとんどは

死滅するが、がん幹細胞と考えられる一部

の細胞は sphere を形成することから、がん

幹細胞のモデルとして有用である。がん幹

細胞モデルを用い、がん幹細胞の発現分子

を詳細に解析し、実用的な新規がん幹細胞

を標的とする新規がん幹細胞分子標的治療

薬の開発を目的とした。 

3. 研究の方法 

 Sphere 形 成 能 を 基 に し た cancer 

stem-like cells (CSCs：がん幹細胞様細胞) 

モデルを用いて研究を実施した。細胞株と

して、ヒトグリオーマ細胞株 U251 を使用

した。抗がん剤感受性試験を MTT アッセ

イ法にて調べた。遺伝子発現は、RT-PCR

法を用いた。網羅的遺伝子解析には、マイ

クロアレイ法にて実施した。 

4.  研究成果 

Sphere 形 成 能 を 基 に し た cancer 

stem-like cells (CSCs：がん幹細胞様細胞) 

モデルを用いて研究を実施した。特殊加工

して細胞がプレート表面に接着しない条件

で培養すると、腫瘍細胞のほとんどは死滅



するが、CSCs と考えられる一部の細胞は

sphereを形成し細胞死から回避することが

分かっている。このがん幹細胞モデルを用

いて sphere 化した細胞が親細胞と比較し

て、どの程度抗がん剤耐性になるか調べた。

ゲムシタビン、パクリタキセル、カルボプ

ラチンを用いて抗がん剤感受性試験を

MTT アッセイ法にて調べたところ、一度

sphere 化した細胞集団は、ゲムシタビン、

パクリタキセルに対して親細胞と比較して

抵抗性を示した。一方、カルボプラチンに

対しては影響が認められなかった。 

ABC トランスポーターである ABCB1、

ABCC1、ABCG2 等は、抗がん剤を細胞内

から細胞外に排泄する排出トランスポータ

ーとして知られている。Sphere 化した細胞

の ABC トランスポーターの発現を

RT-PCR法で親細胞とsphere化した細胞集

団とで比較したところ、ABCB1、ABCC1、

ABCG2、ABCB5 の発現亢進が sphere 化

した細胞集団で認められた。また、vault

の構成成分である MVP の発現について、

コントロール細胞と sphere 化した細胞集

団とで比較したところ sphere 化した細胞

集団で MVP の発現亢進が認められた。 

また、sphere 化させた細胞と親細胞の

遺伝子発現の変動をマイクロアレイにて網

羅的に解析した。その結果、複数の遺伝子

発現の変動が認められ、特に secretogranin 

II （ SCG2 ） , carbonic anhydrase XII

（ CA12 ） , lysosomal-associated 

membrane protein family, member 5

（LAMP5）, immediate early response 3

（ IER3 ） , diacylglycerol 

O-acyltransferase 2-like 6（DGAT2L6）, 

SMAD family member 5, peptidyl 

arginine deiminase type III（PADI3）は、

コントロール細胞と比較して 20 倍以上

sphere化した細胞集団で遺伝子の発現の亢

進が認められた。 さらに、マイクロアレイ

解析の結果より、CSCs に重要なシグナル

伝達経路として、Akt シグナル伝達経路の

関与が示唆された。Akt は、多くの腫瘍で

強く活性化されており、 phosphatidyl 

inositol 3-kinase (PI3K) に よ る

phosphatidyl inositol (3,4,5) triphosphate 

(PIP3) の産生によって活性化される。

CSCsのAktシグナル伝達経路の活性化が、

抗がん薬耐性にも寄与している可能性が示

唆された。 
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