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研究成果の概要：プロモーター上にがんの浸潤・転移に関与する転写因子 NFκB の結合部位を

有するプロモーターマイクロアレイを作成し、卵巣癌の薬剤耐性化遺伝子の解析を行った。ヒ

ト卵巣癌細胞株および卵巣癌各症例において、IAP ファミリーの数種の遺伝子の関与が明らか

となった。 
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１．研究開始当初の背景 
卵巣癌は当初抗がん剤に感受性を示してい

てもしだいに耐性を示す場合が多く、生存率

が最も低い婦人科癌である。したがって、1st 

line のレジメンとして代表的なシスプラチ

ンおよびタキソールの耐性化の分子機構の

解析は分子標的治療の開発にむけて重要な

課題である。がんの浸潤・転移に関与する転

写因子 nuclear factor-κB (NFκB)がシスプラ

チンおよびタキソールの耐性化に関与し、そ

れらの分子をブロックすれば両薬剤の感受

性が増強することを in vitro および in vivo

において明らかにしてきた。分子標的治療の

ためにはより特異的に、かつ安全に標的分子

を阻害することが必要である。薬剤耐性化に

関与するシグナル経路を全て阻害すること

は、生体にとって有用なシグナル経路をも阻

害する可能性がある。そこで、薬剤耐性化に

関与するシグナル経路の標的遺伝子だけを 



 

 

阻害するほうがより特異的で、かつ安全であ

る。効率的・特異的に薬剤耐性化に関与する

シグナル経路の標的遺伝子をスクリーニン

グするためには、薬剤耐性化に関与するシグ

ナル経路が活性化され、プロモーター領域に

結合することにより標的遺伝子が誘導され

るスクリーニングシステムを用いて解析す

ることが必要である。我々は、DNA マイクロ

アレイには遺伝子のプロモーター領域を含

んでいないため、それを進化させたプロモー

ターマイクロアレイを開発し、シスプラチン

により誘導される JNKの標的遺伝子解析に成

功し、特許を得ている。 

 
２．研究の目的 

薬剤耐性化のみならず、がんの浸潤・転移に

関与する転写因子 NFκB の結合部位を含むプ

ロモーターマイクロアレイを作成し、シスプ

ラチンおよびタキソールにより NFκB を介し

てその発現が誘導され耐性化に関与する遺

伝子を同定することである。 

 
３．研究の方法 

（１）1～1.5 kb 上流のプロモーター上に  

NFκB の結合部位を有する遺伝子をコンピュ 

ーターリサーチし、アポトーシス関連遺伝子 

などの腫瘍関連の遺伝子のプロモーター領 

域を PCR 法にて増幅、精製した後、ハイブ 

リスライド上にアレイプリンティングし、プ 

ロモーターマイクロチップを作成した。 

（２）シスプラチン耐性ヒト卵巣癌細胞株 

Caov-3 細胞・タキソール耐性ヒト卵巣癌細胞 

株 SW626 細胞にシスプラチンおよびタキソ 

ールを添加し、転写因子NFκBは inhibitor of  

NFκB (IκB)がリン酸化されると核内に移行 

し転写活性が亢進するので、IκB のリン酸化 

特異的抗体を用い chromatin  

immuno-precipitation (CHIP)を施行するこ 

とによって、細胞内で活性化された転写因子 

NFκB が結合している DNA-protein  

complex (cross-linked DNA)を選択的に抽出 

した。その後、cross-linking を解除し、活

性化状態の転写因子 NFκB が結合している 

DNA (active DNA)のみを精製・抽出した。 

その DNA を蛍光色素 (Cye-dye) にてラベル 

し、プロモーターマイクロチップ上でハイブ 

リダイゼーションした。 

（３）５〜７週令のメスヌードマウスの腹腔 

内に Caov-3 細胞および SW626 細胞を注入し 

た。投与２週間して腫瘍が形成された後に、 

①シスプラチン(30 mg/kg)、②シスプラチン 

(30 mg/kg)+ siRNA 発現ウイルスベクター、 

③シスプラチン(30 mg/kg)+ scramble ウイ 

ルスベクター、➃タキソール(20 mg/kg)、⑤ 

タキソール(20 mg/kg)+ siRNA 発現ウイルス 

ベクター、⑥タキソール(20 mg/kg)+  

scramble ウイルスベクター、⑦vehicle  

(PBS)を週３回４週間腹腔内投与した。その 

間、腹囲と体重を週２回測定した。その後、 

炭酸ガスにて安楽死させ開腹し、腹水量及び 

腫瘍の大きさを計測した。腫瘍は 4%   

paraformaldehyde で固定し、パラフィン 

切片を作成し、TUNEL 法にてアポトーシ 

スを定量化した。また、siRNA 発現ウイルス 

ベクターによりIκBのリン酸化が抑制されて 

いることを免疫組織染色にて確認した。 

（４）初回手術により摘出した卵巣癌の各組 

織型の原発病巣と腹膜播種等の転移病巣、お 

よび初回手術後抗がん剤投与中に再発した 

症例の再発病巣を摘出したサンプルを 

homogenate し、cell lysate を作成。また、 

手術により摘出した卵巣癌の原発病巣と腹 

膜播種等の転移病巣のサンプルより初代培 

養細胞を作成しシスプラチンおよびタキソ 

ールを添加。その後、IκB のリン酸化特異的 

抗体を用い CHIP を施行し、活性化状態の転 



 

 

写因子 NFκB が結合している DNA のみを精 

製・抽出した。その DNA を Cye-dye にてラ 

ベルし、プロモーターマイクロチップ上でハ 

イブリダイゼーションし解析した。 
 

４．研究成果 

（１）転写因子 nuclear factor-κB (NFκB)

の結合部位を含むプロモーターマイクロア

レイを作成し、シスプラチンおよびタキソー

ルによりその発現が誘導され耐性化に関与

する遺伝子を同定した。 

（２）標的遺伝子の発現をブロックさせる

siRNA の効果を持続的に発現させるためにア

デノウイルスのベクターに組み込んだ siRNA

発現ウイルスベクターを用い、シスプラチン

およびタキソールの耐性性が解除され感受

性を示すようになることをマウス卵巣癌モ

デルを用い in vivo において確かめた。 

（３）卵巣癌各症例においてシスプラチンお

よびタキソールの耐性化に関与する遺伝子

が発現しているか否かをプロモーターマイ

クロアレイにより解析した結果、IAP ファミ

リーの数種の遺伝子とのハイブリダイゼー

ションを認めた。さらに、同定した遺伝子が、

シスプラチンおよびタキソールにより卵巣

癌症例の初代培養細胞で発現誘導されるこ

と、およびその遺伝子発現が NFκB 依存 

性であること確認した。それらの遺伝子の発 

現を siRNA 発現ウイルスベクターを導入し 

抑制すれば、シスプラチンとタキソールに対 

する耐性性が解除され感受性を示すように 
なった。 
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