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研究成果の概要（和文）：薬剤耐性再発卵巣がんにおける新たな治療標的を同定するために、機能的スクリーニ
ングを行った。RNA干渉を利用した次世代shRNAライブラリーを用いて、発現を抑制することで、薬剤耐性卵巣癌
細胞の増殖を抑制したり、プラチナ製剤に対する感受性を高める遺伝子を探索した。
また、薬剤耐性の機序の一つであると考えられているがん幹細胞の性質を反映するスフェロイド形成能が高い卵
巣癌細胞株で微小管重合阻害薬のエリブリンメシル酸塩が増殖抑制に有効であること、この作用が、がん幹細胞
の性質に関わるテロメラーゼの触媒サブユニットであるhTERTを介していることを見出し発表した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to identify new targets for treatment of 
chemoresistant ovarian cancer. To achieve this aim, we performed a functional screening, taking 
advantage of a next generation shRNA library based on RNA interference. We screened for the genes 
whose inhibition results in growth inhibition or high sensitivity to cisplatin in chemoresistant 
ovarian cancer cells. 
Cancer stem cells (CSCs) are considered to be one of the reasons for chemoresistance. We also found 
that eribulin mesylate, a compound that modulates microtubule dynamics, has high activity against 
ovarian cancer cells that exhibit high spheroid formation efficiency, a characteristic that might 
reflect cancer stem cell-like phenotype. We demonstrated that eribulin mesylate is likely to target 
telomerase catalytic subunit (hTERT), which has been reported to promote CSC-like traits. 

研究分野：卵巣癌
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
卵巣がんは、婦人科がんの中で最も死亡数の
多いがんであり、我が国では、その罹患数・
死亡数は、ともに年々増加傾向にある。卵巣
がんは、早期発見が困難であるため、約 7割
が進行した状態で発見され、進行卵巣がんで
は、プラチナ製剤とタキサン系薬剤の組み合
わせによる化学療法が標準治療となってい
る。進行卵巣がんの予後はタキサン系薬剤の
導入以降の約 20 年間ほとんど改善がみとめ
られていない。初回治療時の奏功率が 8割以
上と高いにも拘らず、再発率も約 8割と非常
に高く、再発時には化学療法抵抗性となる場
合が多い。特に key drug であるプラチナ製
剤に耐性となった再発卵巣がんの予後は極
めて不良であり、このような卵巣がんに対す
る新規薬剤の開発が急務であると考えられ
た。 
 
再発および薬剤耐性獲得の機序の一つとし
て、がん幹細胞(CSC)の存在が示唆されてお
り、がんの根治には CSC の根絶が必要と考え
られているが、その具体的な機構については
明らかにされていなかった。 
近年、テロメラーゼの触媒サブユニットであ
るテロメラーゼ逆転写酵素（hTERT）が、が
ん幹細胞の性質に重要であることがわかっ
てきた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、薬剤耐性卵巣癌に対する新
たな治療法につながる治療標的の同定であ
る。 
具体的には、以下の通りである。 
 
(1)次世代 shRNA ライブラリーを用いて、機
能抑制により薬剤耐性卵巣癌細胞株の増殖
が抑制される、またはプラチナ製剤感受性が
高まる遺伝子を同定し解析する。 
 
(2)卵巣癌細胞株で、がん幹細胞の性質を反
映すると考えられるスフェロイドの形成能
を解析する。既知の薬剤のうち、このスフェ
ロイド形成能が高い卵巣癌細胞株の増殖を
抑制する薬剤を同定し、作用機序を解明する。 
 
３．研究の方法 
 
(1)次世代 shRNA ライブラリーを用いたスク
リーニング 
薬剤耐性再発卵巣がんにおける新たな治療
法的を同定するために、機能的スクリーニン
グを行った。プラチナ製剤耐性再発卵巣癌か
ら樹立された細胞株 2種に、ターゲットとな
る遺伝子発現を抑制する次世代shRNAライブ
ラリー(DECIPHER)を導入した。この shRNA ラ
イブラリーは、5,043のmRNA に対する27,500
配列の RNAi 構造を一度の感染で導入でき、
次世代シーケンスによるクローンの定が可

能である。 
具体的には、遺伝子 X の Gain-of-function
が薬剤耐性を誘導する場合、RNAi による遺伝
子Xの発現抑制により細胞が感受性化するこ
とを利用する。 
①shRNA 導入直後と shRNA 発現後の細胞  
②shRNA 発現後、感受性株には有効であるが
耐性細胞株には無効な低濃度のプラチナ製
剤存在下と非存在下で培養した細胞  
を比較し、 
①発現後に有意に減少している（機能欠損で
死滅する）shRNA および 
②プラチナ製剤存在下で有意に減少してい

る shRNA とその標的遺伝子を解析した。 
①からは細胞の増殖に関わる遺伝子  
②からはプラチナ耐性の原因となる遺伝子
（図 1) が期待された。 
 
 
 
 
(2)薬剤耐性卵巣癌細胞株への既知薬剤の影
響 
複数の卵巣癌細胞株で、がん幹細胞の性質を
反映すると考えられる、無血清培地でのスフ
ェロイド形成能を評価した。 
これらの細胞株で、複数の既知の薬剤に対す
る感受性を解析し、特にスフェロイド形成能
が高い細胞株に対して増殖抑制作用の強い
薬剤を同定した。 
がん幹細胞の機能に関わると考えられる遺
伝子・蛋白にこのような薬剤がどのように作
用するかを解析した。 
 
４．研究成果 
(1)次世代 shRNA ライブラリーを用いたスク
リーニング 
RNAi を導入する実験を計 3回ずつ行い、結果
を検討した。②については、プラチナ非存在
下に比較してプラチナ存在下で3回とも減少
している RNAi 配列が、同一の mRNA に対して
複数同定されたものは無く、全体として再現
性が乏しいと考えられたが、①については、
発現前と比較して発現後に3回とも減少がみ
られた RNAi 配列が、同一の mRNA に対して複



数同定されたのは、計 47種の mRNA で、うち
7種のmRNAは2種類の株で共通して同定され
た。これらの mRNA に対する siRNA を用いて
増殖抑制の確認を行い、機能解析を行った。 
 
(2)薬剤耐性卵巣癌細胞株への既知薬剤の影
響 
プラチナ耐性の卵巣癌細胞株の一部に対し
て、微小管重合阻害薬であるエリブリンメシ
ル酸塩が増殖抑制に有効であることを見出
した。エリブリン感受性の卵巣癌細胞株では、
がん幹細胞の性質を反映するスフェロイド
形成能が高かった(図 2)。 

 
 
さらに、これらの細胞株では、がん幹細胞の
原因の一つと考えられているテロメラーゼ
の触媒サブユニットであるhTERTの発現量が
高いこと(図 3)、hTERT の発現抑制によりエ
リブリン感受性が低下すること(図 4)を見出
した。以上のことから、エリブリンは薬剤耐
性の卵巣癌細胞株でhTERTの機能を抑制する
ことで抗がん作用を発現すると考えられた。
以上の成果をとりまとめ、論文発表した
(Yamguchi et al, 2014)。 
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