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研究成果の概要（和文）：本研究は、前立腺癌のドセタキセル感受性に関わる新規遺伝子を抽出することと、そ
のメカニズムを解明し、新規治療ターゲットの発見につなげることを目的とした。前立腺癌細胞株の1細胞あた
り1遺伝子がノックアウトされた細胞集団にドセタキセルを投与し、ドセタキセル投与下に生存することができ
た細胞からいずれの遺伝子がノックアウトされていたかを解析した。結果、抑制時に前立腺癌の進展を促す可能
性があることが近年報告された遺伝子が抽出された。新規遺伝子を発見するために、抽出されたその他の新しい
候補遺伝子の機能抑制を行った場合に前立腺癌細胞がドセタキセル抵抗性を示すのかを検討したが、有意な差を
認めなかった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research is to identify new genes associated with resistance
 to docetaxel in prostate cancer, to clarify the mechanisms. Using CRISPR/Cas9 knockout screening 
system, we extacted several candidate genes. We examined whether these candidate genes knockout 
increase docetaxel-sensitivity in prostate cancer cell line, but knockout of these genes showed no 
difference of sensitivity to docetaxel, comparing to control cells.

研究分野：泌尿器腫瘍

キーワード： 癌　薬剤耐性メカニズム　スクリーニング

  ４版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
去勢抵抗性前立腺癌に対しては、エンザル

タミドなどに代表される新規内分泌療法や

ドセタキセルを中心とした抗癌化学療法が

行われている。しかし、一時的な奏功期間の

後、薬剤抵抗性が獲得され、前立腺癌の進

行・癌死とつながるため、薬剤抵抗性獲得の

メカニズムの解明、ならびに新規治療法の開

発は社会的にも重要と考えられている。 

ドセタキセルへの抵抗性獲得に関しては、

抗癌剤の投与で Clusterinの発現上昇 1）2）3）

や Bcl2 の発現上昇 4）5）などが起こり、アポ

トーシス回避に働くことが明らかになり、こ

れらの遺伝子産物に対する阻害剤を用いた

臨床試験が行われてきたが、著明な効果を認

めたものはなかった 6)7）。一方、最近では去

勢抵抗性前立腺癌患者に対するエンザルタ

ミドなどの新規内分泌療法において、血中循

環腫瘍細胞におけるアンドロゲン受容体変

異体の検出が治療抵抗性と関連しているこ

とが報告されており 8）、前立腺癌の薬剤抵抗

性獲得のメカニズムを新たな視点から解明

すること、ならびに薬剤の感受性に関与する

遺伝子を探索することは、現在も重要な課題

であると考えられる。 

2013年、CRISPR/Cas9 systemという遺

伝子編集技術が報告された 9)。この方法は、

目的の遺伝子の配列に結合する相補的な配

列を有する guide RNA と、Cas9 という

endonuclease を発現するベクターを細胞に

導入することで、guide RNAが目的の遺伝子

に結合、これを Cas9 が認識し DNA 切断を

起こし、目的遺伝子のノックアウトを可能と

している。我々はこの技術を確立しており、

これまで配列の高度な相同性のため区別不

可能であった NANOG 遺伝子とその偽遺伝

子 NANOGP8 を個別にノックアウトした細

胞株を作成し、両遺伝子共に前立腺癌のドセ

タキセル感受性に関与していることを我々

はすでに報告している 10)。 

さらに2014年、この技術を利用した新しい

遺伝子スクリーニングの方法が報告された11)。

ゲノムワイドに1細胞1遺伝子をノックアウト

した細胞集団を作成し、この細胞集団を薬剤

に対する感受性によって選別し、残存した集

団に含まれるguide RNA発現領域を次世代シ

ーケンサーで解析することで、薬剤感受性に

関与する遺伝子をスクリーニングすることが

できる。これは、「表現型の変化に関わる遺

伝子を直接的に網羅的に」探索できる画期的

なスクリーニング手法である。我々は、この

手法を前立腺癌のエンザルタミド感受性に関

与する遺伝子の探索に利用しようと考えた。 
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２．研究の目的 



去勢抵抗性前立腺癌が、エンザルタミドやド 

セタキセルといった薬剤に対して耐性を獲 

得する際に関与する新規の遺伝子を同定し、 

そのメカニズムを解明することで、去勢抵抗 

性前立腺癌に対する新たな治療戦略の礎を 

確立する。 
 
３．研究の方法 
①Cas9 を発現させた前立腺癌細胞株に、レ

ンチウイルスを用いて GeCKO library を導

入し、これらの細胞を全滅させうる濃度のエ

ンザルタミド投与下に細胞を選択し、残存し

た細胞からDNAを抽出しguide RNA発現領

域を deep sequenceすることで、エンザルタ

ミド感受性に関与する遺伝子をスクリーニ

ングする。スクリーニングが計画通り進まな

い場合は、投与薬剤をドセタキセルへ変更し、

スクリーニングを行う予定である。解析は遺

伝子治療学教室の二村圭介准教授に依頼す

る。 

②スクリーニングで得られた候補遺伝子群

から、Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes (KEGG)などのバイオインフォマ

ティクスリソースを用いて、エンザルタミド

またはドセタキセル感受性に関わる既知の

遺伝子・パスウェイを省き、新規候補パスウ

ェイを選定し新規候補遺伝子を抽出する。初

年度にここまでの工程を終えることを目標

とする。 

③新規候補遺伝子を 1遺伝子ずつノックアウ

トした細胞株を作成する。その細胞株を用い

て、in vitroと in vivoで実際に薬剤感受性が

低下しているかを確認する。確認できた遺伝

子については、パスウェイ解析などを行う。

また、確認できた新規遺伝子については、感

受性低下に関与するメカニズムについて検

討を行う。 
 
４．研究成果 

本研究は、前立腺癌のエンザルタミドまた

はドセタキセル感受性に関わる新規遺伝子を

抽出することと、そのメカニズムを解明し、

新規治療ターゲットの発見につなげることを

目的とした。我々はまず、エンザルタミド感

受性に関わる新規遺伝子の探索を試みたが、

実験の根本となる細胞株に対するエンザルタ

ミドの最小致死濃度の設定がうまくいかなか

ったため、ドセタキセル感受性に関わる新規

遺伝子の探索へと目標を転換した。ドセタキ

セルにおいては最小致死濃度の設定が完了し

たため、前立腺癌細胞株（22Rv1）の各細胞に

対し各々1遺伝子をノックアウトすることが

できる実験系（上述）を用いて、遺伝子の機

能抑制（ノックアウト）スクリーニングを行

った。具体的には、1細胞1遺伝子がノックア

ウトされた細胞集団にドセタキセルを投与し、

ドセタキセル投与下に生存することができた

細胞からいずれの遺伝子がノックアウトされ

ていたかを次世代シーケンサーを用いて解析

を行った結果、遺伝子のノックアウトによっ

て前立腺癌細胞株のドセタキセル耐性が上昇

した可能性がある遺伝子名が抽出された。抑

制時に前立腺癌の進展を促す可能性があるこ

とが近年報告されたBACE2遺伝子や、膀胱癌で

抗癌剤感受性に関わることが報告された

mir1182（miRNA）、急性骨髄性白血病の発生

に寄与する可能性が報告されているMLLT10遺

伝子などが上位に挙げられたため、これらの

遺伝子のノックアウト細胞を前立腺癌細胞株

（22Rv1）から作成し、コントロールの22Rv1

細胞株と、ドセタキセルに対する耐性を比較

することとした。Mir-1182とBACE2、MLLT10

遺伝子を標的とするgRNAを作成しこれを細胞

株に導入した後、薬剤選択し、これら各遺伝

子をノックアウトした細胞株とコントロール

の細胞株にドセタキセルを投与し、細胞の生

存率をMTS assayにて評価した。しかし、ドセ

タキセルの投与濃度を0nMから20nMの間で変

化させたものの、各候補遺伝子がノックアウ

トされた細胞とコントロール細胞との間で、

ドセタキセル投与後の細胞生存率に、有意差



を認めなかった。スクリーニングで抽出され

た遺伝子の中から過去の文献から有望と考え

た3つの遺伝子を抽出したが、実際のin vitro

の実験では各遺伝子の欠損がドセタキセルに

対する感受性に関与するという結果が得られ

なかった。全ての上位候補遺伝子の欠損株を

作成したわけではないため断定はできないが、

スクリーニングの実験系としてうまく機能し

ているのか、不明であり、結果として、新規

遺伝子の発見には至らなかった。 
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