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研究成果の概要（和文）： 

癌の病態は単一遺伝子によるものではなく、異なる複数の遺伝子の同時発現により複雑な病態と
して作り出されている。効果的な癌分子標的治療法の開発には単一遺伝子ではなく、機能の異な
る複数の癌特異的遺伝子を遺伝子群として標的にすることが重要である。本研究では癌特異的
遺伝子Nek2(NIMA related kinase 2)、FAK(Focal adhesion kinase)、TLK1(Tousled like kinase 
1)を標的とした癌分子標的治療法に関する研究と抗癌剤の併用に関する研究を行った。Nek2
とFAK、Nek2とTLK1のsiRNAによる同時抑制では、各遺伝子の抑制に相加効果を認め、増殖抑
制能、アポトーシス誘導能に関しても相加効果を認めた。 
Nek2 siRNAとCDDP併用投与は、Nek2 siRNAまたはCDDP単独投与と比較して、有意な増殖抑制
効果を認めた。Nek2 siRNAとCDDP併用投与群の遺伝子解析によりBCL2L1、APAF-1 (apoptotic 
protease activating factor 1)の亢進、FOSとJUNの減弱を認めた。TLK1 siRNAとCDDPの併
用投与は、TLK1 siRNAまたはCDDP単独投与と比較してアポトーシス誘導能の増強を認めた。
担癌動物モデルにおいてもNek2 siRNAとCDDP併用投与群は単独投与群より有意な増殖抑制効
果を認め、siRNAと抗癌剤の併用は相加作用ではあったが、有効であった。 
本研究により癌特異的遺伝子を標的にした siRNAと抗癌剤の併用による新規治療法の可能性が
示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The cancer progression is dependent on complicated conditions of cancer specific genes. It is important 

to target the plural genes for the development of an effective molecule targeted therapy. We performed 

analysis about cancer specific genes, such as Nek2 (NIMA related kinase 2), FAK (Focal adhesion 

kinase) and TLK1 (Tousled like kinase 1). The simultaneous suppression of Nek2 and FAK inhibited 

proliferation and induced apoptosis, compared with single suppression of Nek2 or FAK. The double 

restraint of Nek2 and TLK1 also inhibited the proliferation and induced apoptosis. The combination 

treatment of Nek2 siRNA and CDDP increased inhibitory effect in proliferation and cell survival in 

cancer cell. We identified the over expression of BCL2L1 and APAF-1 (apoptotic protease activating 

factor 1), the suppression of FOS and JUN in combination treatment. The concomitant usage of TLK1 

siRNA and CDDP enhanced apoptosis in comparison with TLK1 siRNA or CDDP treatment. 

Our data indicated the combination of siRNA and the anticancer agent may be a novel cancer targeted 

therapy. 
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１．研究開始当初の背景 

 われわれは、これまで胆管癌、膵癌をはじ

めとする様々な癌に対して網羅的遺伝子解析

にて同定した癌特異的遺伝子を標的にした

siRNAを用いた分子標的治療を開発してきた。

これまでの癌に対して分子標的治療をおこな

う上での問題として単一遺伝子しか標的にで

きないという点がある。癌の病態例えば増殖、

浸潤に関しては増殖関連遺伝子、浸潤関連遺

伝子が個別に発現しているのではなく同時に

発現して複雑な癌の病態を作り出していると

考えられる。単一遺伝子を標的にするのでは

なく、それぞれ機能の異なる複数の癌特異的

遺伝子を遺伝子群として標的にすることが必

要である。 

 

２．研究の目的 

 本研究では複数の癌特異的遺伝子の発現

の抑制による効果的な癌治療法を開発し、そ

の実用化として臨床応用を目指すものであ

る。最終目的は、複数遺伝子の抑制による効

果的な癌治療法の開発による治療成績の向

上である 

 

３．研究の方法 

【癌特異的遺伝子：Nek2,FAK,TLKを標的にし

た siRNAの開発】 

 胆管癌の網羅的遺伝子解析にて同定した

癌特異的遺伝子 Nek2(NIMA related kinase 2)

を標的にした Nek2 siRNA、FAK(Focal 

adhesion kinase)を標的にした FAK siRNA、

TLK1(Tousled like kinase 1)を標的にした

TLK1 siRNAを作成した。 

 

【癌細胞株を用いた siRNAの機能解析】 

 胆管癌細胞株、乳癌細胞株、膵癌細胞株、

大腸癌細胞株へ Nek2 siRNA、FAK siRNA、TLK1 

siRNAを導入し、ウェスタンブロティング法

により Nek2、FAK、TLK1のタンパク発現を検

討した。また Nek2 siRNAと FAK siRNAの同

時導入、Nek2 siRNA、TLK1 siRNAの同時導入

による Nek2、FAK、TLK1のタンパク発現をウ

ェスタンブロティング法により検討した。 

【癌特異的遺伝子：Nek2、FAK、TLKの基礎的

研究】 

 胆管癌細胞株、膵癌細胞株への Nek2 siRNA、

TLK siRNAの単独導入および同時導入後、DNA

アレイ法による網羅的遺伝子解析をおこな

い、シグナル伝達系を含めた作用機序につい

て検討した。 

【siRNAと抗癌剤の併用投与の有効性に関す

る検討】 

 siRNAと抗癌剤の併用療法の可能性につい

て Nek2 siRNA と 5FUまたは CDDPの癌細胞株

への併用投与による増殖能、アポトーシス誘

導能への影響、TLK1 siRNAと CDDPの癌細胞

株への併用投与による増殖能、アポトーシス

誘導能への影響について検討した。 

【担癌動物モデルを用いた siRNAの有効性お

よび副作用の検討】 

 大腸癌皮下発癌モデルへの Nek2 siRNAと

抗癌剤の併用投与により経時的な腫瘍体積

の変化を観察し、その有効性、副作用につい

て検討した。膵癌肝転移モデルに Nek2 siRNA

を導入し肝転移巣数および大きさの変化を

観察し、その有効性、副作用について検討し

た。 

 

４．研究成果 

【癌特異的遺伝子：Nek2,FAK,TLKを標的にし

た siRNAの開発】 

 胆管癌の網羅的遺伝子解析にて同定した

癌特異的遺伝子 Nek2(NIMA related kinase 2)

を標的にした Nek2 siRNAを 4種類、FAK(Focal 

adhesion kinase)を標的にした FAK siRNAを

4種類、TLK1(Tousled like kinase 1)を標的

にした TLK1 siRNAを 4種類作成した。 

【癌細胞株を用いた siRNAの機能解析】 

 胆管癌細胞株 HuCCT1、乳癌細胞株 MCF7、

Hs578T、MDA-MB231、膵癌細胞株 KLM1、Mia 

Paca2、大腸癌細胞株 DLD1へそれぞれ作製し

た 4種類の Nek2 siRNA、FAK siRNA、TLK1 siRNA

を導入した。それぞれの siRNAによる Nek2、

FAK、TLK1のタンパク発現の抑制は可能であ

り、その抑制効果は 50から 80％で siRNA毎

に異なっていた。 

 胆管癌細胞株 HuCCT1、乳癌細胞株 Hs578T

に Nek2 siRNAと FAK siRNAの同時導入を行

った。Nek2と FAKの両方のタンパク発現の抑

制が可能であったが、Nek2の抑制による FAK



タンパク発現の増強および減弱効果は認め

なかった。また FAKの抑制による Nek2タン

パク発現の増強および減弱効果も認めなか

った。 

 大腸癌細胞株 DLD1、膵癌細胞株 KLM1に対

して Nek2 siRNAと TLK1 siRNAの同時導入を

行った。Nek2と TLK1の両方のタンパク発現

の抑制が可能であったが、Nek2の抑制による

TLK1発現の増強および減弱効果は認めず、

TLK1の抑制による Nek2タンパク発現の増強

および減弱効果も認めなかった。Nek2、FAK、

TLK1の同時抑制による相乗効果は認めなか

った。 

【癌特異的遺伝子：Nek2、FAK、TLKの基礎的

研究】 

 胆管癌細胞株 HuCCT1、膵癌細胞株 KLM1へ

の Nek2 siRNA、TLK siRNAの単独導入および

同時導入後、DNAアレイ法による網羅的遺伝

子解析をおこなった。Nek2 siRNAの単独導入

での遺伝子発現と Nek2 siRNA と TLK siRNA

の併用導入によるに遺伝子発現は異なって

おり、シグナル伝達系を含めた作用機序につ

いて現在解析中である。 

【siRNAと抗癌剤の併用投与の有効性に関す

る検討】 

 胆管癌細胞株 HuCCT1に対する Nek2 siRNA 

と 5FUの併用投与は Nek2 siRNA 、5FU単独

投与と比較して、増殖の抑制とアポトーシス

を亢進した。しかし、この作用は相加効果で

あり相乗効果ではなかった。また胆管癌細胞

株 HuCCT1への Nek2 siRNA と 5FU併用投与

48時間後に、DNAアレイ法のよる網羅的遺伝

子解析を行った。 Nek2 siRNA と 5FU併用投

与群では Nek2 siRNA単独投与、5FU単独投与

群とは異なる遺伝子群の発現を認めており、

現在解析中である。 

 次に大腸癌細胞株 DLD1に関して Nek2 

siRNA 、CDDP単独投与と Nek2 siRNAと CDDP

併用投与では、併用投与群において増殖抑制

とアポトーシスの亢進を認め、この作用は相

加効果であり相乗効果ではなかった。また大

腸癌細胞株 DLD1に関して Nek2 siRNA 、CDDP

単独投与と Nek2 siRNAと CDDP併用投与 48

時間後の遺伝子発現について PCRアレイによ

る遺伝子解析を行った。この結果アポトーシ

ス関連遺伝子である BCL2L1およびカスペー

ス活性関連遺伝子である APAF-1 (apoptotic 

protease activating factor 1)の亢進を認

め、増殖に関連する遺伝子である FOSと JUN

の減弱を認めた。 

 さらに胆管癌細胞株において TLK1 siRNA

と CDDPの併用投与は、TLK1 siRNAと CDDP単

独投与と比較して増殖能には関与していな

かったが、アポトーシス誘導能を増強した。 

【担癌動物モデルを用いた siRNAの有効性お

よび副作用の検討】 

 大腸癌皮下発癌モデルに対して Nek2 siRNA

と 5FU製剤である TS1併用投与群では Nek2 

siRNAの単独投与群、TS1単独投与群と比較

して、腫瘍増殖抑制に関して有意差は認めな

かった。しかし Nek2 siRNAと CDDP併用投与

群においては単独投与群と比較して増殖抑

制効果を認め、この効果は併用による相加効

果であった。 

 膵癌細胞株 KP4を用いたヌードラット肝転

移モデルに脾静脈に留置したアクセスポー

トを用いて Nek2 siRNAを経門脈的に投与し

た。この結果、肝転移巣数の減尐および各肝

転移巣の腫瘍径の縮小を認め、アクセスポー

トを用いた門脈内への siRNAの薬剤投与法が

肝転移に対して有効であることを明らかに

した。 
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