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研究成果の概要（和文）： 

本研究はシスプラチン耐性化機序の解明を目的とし、以下の研究成果であった。 

（１）頭頸部扁平上皮癌細胞株において、52 個のシスプラチン感受性予測遺伝子を同定した。 

（２）IGF2（insulin like growth factor2）がシスプラチン獲得耐性に関与していることを発見した。

（３）マイクロ RNA アレイ解析を行い、シスプラチン耐性関与マイクロ RNA を 93 個同定し、その内、miR34a

が頭頸部癌におけるシスプラチン化学療法の予後因子となりうることを発見した。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 

 The identification of the resistance-related microRNA clusters was conducted between 

RPMI2650CR and RPMI2650 using microRNA microarray. Furthermore, clinical study 

showed that miR34a could be a strong prognostic biomarker of CDDP treated sinonasal 

squamous cell carcinomas.  
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１．研究開始当初の背景 

頭頸部癌治療は生命予後の改善と共に、咀嚼

嚥下機能、発声機能、視聴覚、嗅覚、味覚な

どの感覚機能、顔貌容姿等の機能温存が非常

に重要であり、機能温存治療としての非呪術

治療が重要な地位を占める。頭頸部癌化学療

法においてシスプラチンは世界標準といえ

る中心的薬剤であるが、その効果は個々の症

例で異なっており、オーダーメイド医療の実

現が切望されている。 

現在までシスプラチン耐性因子として遺伝

子発現を網羅的に検討した研究は少ない。申

請者は、cDNA マイクロアレイを用いて耐性機

構を研究しているが、近年、蛋白翻訳量の調

節機構としてマイクロ RNAの存在が明らかと

なり、癌細胞の薬剤応答性にも重要な働きを

持っていると予測される。 

 

２．研究の目的 

本研究はシスプラチン耐性化機序の解明の

為、マイクロ RNA アレイにて網羅的なマイク

ロ RNA の検討、発現制御による将来の頭頸部

癌征圧を目標とした研究を行う。具体的目標

としては、頭頸部癌細胞株、また申請者が人

為的に作成したシスプラチン耐性変異株に

おいて、マイクロ RNA アレイを施行し、CDDP

耐性獲得機序として、網羅的 mRNA 発現のほ

かにマイクロ RNAの関与も含めた総合的な検

討を行い、さらには RNA 発現の制御を行った

うえでの CDDP 耐性解除の研究を行い、シス

プラチン耐性解除による頭頸部癌征圧を目

指すことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）Microarray (Whole Human Genome オ

リゴ DNA マイクロアレイ キット, Human 

miRNA マイクロアレイ キット)      

頭頸部扁平上皮癌の CDDP 耐性変異株と各々

の親株につき、マイクロアレイにて遺伝子発

現、マイクロ RNA 発現の測定を行う。 また、

結果により得られた CDDP耐性遺伝子につき、

以下の実験を行う。 

（２）Real time PCR 

（３）Immunoblotting 

特異的抗ヒト抗体で ECL Detection Reagent

と LAS 1000 Plus with a Science Lab 99 Image 

Gauge にて可視化する。 

（４）耐性関与遺伝子導入による CDDP 耐性

化実験  

発現ベクターを lipofection 法にて遺伝子導

入、MTT assay にて CDDP IC50 の算出を行う。 

（５）RNAi を用いた CDDP 獲得耐性解除化の

検討 

  候補遺伝子における RNAi は、siRNA を購入

し、Oligofectamine(Invitrogen)にて細胞内

に導入する。 

（６）耐性関与 miRNA 導入による CDDP 耐性

化実験  

  miRNA precursor, inhibitor を導入後、

MTT assay にて CDDP IC50 の算出を行う。 

（７）尚、CDDP による薬剤応答性はMTT assay

による CDDP IC50 の算出と Flow cytometry

にて行う。 

（８）臨床検体(生検、手術検体)からの RNA

抽出と Real time PCR 

  

４．研究成果 

本研究はシスプラチン耐性化機序の解明の

為、頭頸部扁平上皮癌シスプラチン耐性変異

株の作成の上、以下の如くの研究の成果であ

った。 

（１）頭頸部扁平上皮癌 10 種類についての

シスプラチン応答性の解析と cDNA マイクロ

アレイを用いた網羅的遺伝子発現解析を行



 

 

い、52 個のシスプラチン感受性予測遺伝子を

同定した。 

（２）シスプラチン獲得耐性変異株を作成し、

これらの網羅的遺伝子発現解析を行い、IGF2

（insulin like growth factor2）がシスプ

ラチン獲得耐性に関与していることを初め

て報告した。 

（３）マイクロ RNA アレイ解析を行い、2 倍

以上の発現比をもって変化しているマイク

ロ RNA を 93 個同定し、その内、特徴的な発

現変化を認めた、miR34a、miR124 を解析した。

まず、定量 PCR 法にて、マイクロアレイデー

タを検証し、差がないことを確認した。次に、

マイクロ RNA 導入を行い、シスプラチン応答

性の変化を確認した。さらに、臨床検体を用

い、miR34a の発現変化とシスプラチン化学療

法の効果、予後を検討した。これらの研究結

果より、miR34a は頭頸部癌におけるシスプラ

チン化学療法の予後因子となりうることを

発見した。 
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