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研究成果の概要（和文）：転移性去勢抵抗性前立腺がんの予後は依然として不良であり、新たな治療法開発が喫
緊の課題である。本研究においては、CRISPRスクリーニング解析により、前立腺がんPARP阻害剤治療に関する67
 個の感受性関連遺伝子、103 個の抵抗性関連遺伝子を同定した。感受性関連遺伝子のうちMMS22L遺伝子を代表
とする10遺伝子以上を遺伝子バイオマーカーとして解明した。さらに抵抗性遺伝子としてRB1遺伝子、CHEK2遺伝
子を代表とする7遺伝子をPARP阻害剤耐性における遺伝子バイオマーカーとして解明した。本成果は前立腺がん
におけるPARP阻害剤の包括的な遺伝子バイオマーカーに関する初報告である。

研究成果の概要（英文）：In our CRISPR screening analysis combined with PARP inhibitor therapy in 
prostate cancer cell lines, we identified 67 sensitivity-related genes and 103 resistance-related 
genes. The identified sensitivity-related genes are mainly associated with DNA repair pathways, and 
more than 10 genes, including the MMS22L gene, have been elucidated as genetic biomarkers that 
confer high sensitivity to PARP inhibitors. Additionally, as resistance genes, 7 genes including the
 RB1 gene and CHEK2 gene have been elucidated as genetic biomarkers associated with PARP inhibitor 
resistance. These results represent the first comprehensive report on genetic biomarkers for PARP 
inhibitors in prostate cancer.

研究分野： 腫瘍

キーワード： 前立腺がん　PARP阻害　CRISPRｽｸﾘｰﾆﾝｸﾞ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでPARP阻害剤の有効性はBRCA1/2遺伝子変異のみに限定されており、現在その拡充、および耐性克服が課
題となっている。本研究における成果により、PARP阻害剤の有用性拡大の可能性が示されたと同時に、耐性克服
を可能とする新規治療法開発に繋がると考えられる。本成果は、前立腺がんPARP阻害剤治療包括的遺伝子バイオ
マーカーを同定した初報告であり、その研究発展性は非常に高く、転移性去勢抵抗性前立腺がんの予後改善に繋
がる成果であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 

 

 

１．研究開始当初の背景 

 前立腺がんは男性における罹患数が第一位（2017 年時点）の疾患であり、世界で年間約 130 万

人が新たに罹患している。進行前立腺がんの約 10-20％は 5年以内に去勢抵抗性前立腺がん（CRPC）

へと進行する。CRPC の 5 年生存率は依然として低く新たな治療法の開発が喫緊の課題となって

いる。PARP 阻害剤 Olaparib（AZD-2281）は、乳がん、卵巣がんなど治療抵抗性の様々な固形が

んにおいて有効性を示しており、転移性 CRPC 患者に対して Phase3 試験中の治療薬である。現時

点で前立腺がんに対する PARP 阻害剤の有効性は、相同組み換え修復（HRR）遺伝子である BRCA1/2

変異陽性の症例のみに示されており、その他の有効性を示す遺伝子変異の解明と薬剤抵抗性を

示す遺伝子変異の解明、およびその症例への代替治療薬の選択が今後の課題となっている。 

 

２．研究の目的 

 前立腺がん細胞株に対して Olaparib

治療を併用した約 19,000 遺伝子対象の

CRISPR スクリーニング（右図上参照）を

行うことにより、BRCA1/2のような、そ

の機能損失により PARP 阻害剤と合成致

死 を 誘 導 す る 遺 伝 子 （ Negative 

selection）、および薬剤抵抗性を示す遺

伝子(Positive selection)の判別が可

能となる(右図左下参照)。具体的な応用

として、Negative selection の結果か

ら前述の遺伝子変異陽性以外の治療対

象となり得る症例の判別と、PARP 阻害

剤との Combination therapy としてタ

ーゲットとなり得る遺伝子を同定する

ことができる。また、今後臨床的に PARP 阻害剤治療が進むに連れて薬剤抵抗性を示す症例が増

えてくることが予想されるが、Positive selection の結果からは薬剤抵抗性を示す遺伝子変異

およびそのメカニズムを解明することが可能となる。さらに申請者らは前立腺がん細胞株の中

から HRR 遺伝子変異陽性の細胞株（22Rv1; BRCA2 変異陽性）とその他 HRR 遺伝子野生型の細胞

株（LNCaP, C4-2B, DU145）計４つの細胞株に対して CRISPR スクリーニングを施行することによ

り、異なる腫瘍サブタイプを有する様々な症例における PARP 阻害剤に対する有効性および薬剤

抵抗性を示す遺伝子表現型の判別、さらにそのメカニズム解明を目指す。 

 本研究の最終的な目的は、転移性 CRPC 患者における PARP 阻害剤の BRCA1/2 変異以外の遺伝

子変異を有する症例への治療拡大と Combination therapy として可能性のある治療薬の提案、

および薬剤抵抗性を示す症例への代替治療薬の提案、さらには個別化医療 Precision Medicine

への応用へと発展させ、転移性 CRPC 患者の予後改善に寄与することである。 

 

３．研究の方法 

1) CRISPR スクリーニング 



  ４つの前立腺がん細胞株（LNCaP, C4-2B, 22Rv1, DU145）を用いた。これらに対して Olaparib 

治療を併用した CRISPR スクリーニング（右図上参照）を施行した。CRISPR library は Liu Human 

CRISPR knockout library (H1/H2)を用いた。治療期間は、8 doubling time とした。治療期間

終了後にコントロール群、治療群より DNA を抽出し、次世代シーケンサーを用いてそれぞれの遺

伝子に対応する sgRNA のリード数を解析した。次に、MAGeCK アルゴリズムを用いて、各 sgRNA に

おけるベータスコアを算出した。Negative selection、Positive selection により PARP 阻害剤

と合成致死を誘導する遺伝子、および薬剤抵抗性を示す遺伝子を同定した。 

2) 候補遺伝子の評価、およびノックアウト細胞株の作製と感受性検証 

 １．において同定した遺伝子のうち、前立腺がんに関する遺伝子バイオマーカーとしての有用

性を検討する上で、それぞれ遺伝子変異の頻度を解析した。最終的に同定した候補遺伝子の欠失

モデルを前立腺がん細胞株にて CRISPR/Cas9 を用いて作製した。ウエスタンブロット、およびシ

ーケンスにてそのノックアウトの Validation を行った。 

3) 薬効評価 

 作成したノックアウト細胞における Olaparib を含めた PARP 阻害剤に対する感受性を評価し

た。細胞株における薬効評価には alamar blue assayを用いた。さらに皮下移植モデルマウスに

おいても同様に薬効評価した。具体的には、作成したノックアウト細胞株、および野生型細胞株

を NOD.SCID マウスに皮下移植し腫瘍の生着を確認した後、マウスをランダム化し Olaparib、お

よび Vehicle の経口投与を施行し、腫瘍計の経時的変化を観察、および記録した。 

4) メカニズム解明 

 薬効評価により確認された感受性の変化を引き起こすメカニズムを免疫染色、免疫沈降、細胞

周期解析より機能解析を施行した。DNA 損傷の評価として γH2AX foci assay を、HRR 機能評価

として RAD51 foci assay を行った 

 

４．研究成果 

４つの細胞株のスクリーニング結果を包括的に解析することにより、Negative selection から

67 個の候補遺伝子、Positive selection から 103 個の候補遺伝子を判別した。Gene Ontology

解析からは Negative selection の遺伝子は DNA repair pathway に、また、Positive selection

の遺伝子は Cell cycle pathway に関連していることが示された。 



 

 次に申請者らは、Negative selection の中から前立腺がん患者の 14％にそのホモ欠失が存在

する MMS22L を同定した。MMS22L 欠失細胞株は、野生型細胞株と比較して Olaparib に対する非

常に高い感受性を示し、それは TP53 依存性であることが示された（下図参照）。さらに申請者

らは、そのメカニズムが、MMS22L 機能喪失により DNA 損傷部位への RAD51 誘導低下による、HRR

機能の低下によるものであることを解明した。さらに In vivo において MMS22L 欠失皮下移植モ

デルが PARP 阻害剤に対して高感受性であることを実証した。 

 

 上述の代表される成果の他、その他の感受性遺伝子、抵抗性遺伝子における検証を行っており、

PARP 阻害剤治療の更なる遺伝子バイオマーカー開発に繋がると考えられ、本研究の発展性は極

めて高いと考えられる。 
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