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研究成果の概要（和文）：PLK阻害薬耐性細胞およびAURK阻害薬耐性細胞に高発現しているAKTが、染色体の以上
な分配を抑制する方向に働いていることを明らかにした。BET阻害薬耐性細胞に高発現しているTNIKが、細胞周
期の制御および阻害薬抵抗性に関与していることを明らかにした。BET阻害薬は、上皮間葉転換を誘導した
116/slug細胞のSP(+)細胞形質を阻害した。116/slug細胞は、GPX4阻害薬に高感受性を示した。MINPP1が多剤耐
性を担うトランスポーターであるP-糖タンパク質の発現を制御していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Upregulation of AKT3 was found in PLK inhibitor-resistant cells and AURK 
inhibitor-resistant cells. AKT3 lowered the frequency of multipolar spindle formation in mitotic 
cells. Upregulation of TNIK was found in BET inhibitor-resistant cells. TNIK was found to be 
involved in cell cycle control and drug resistance. 116/slug cells are SLUG-induced EMT cells with 
mesenchymal morphology and contain side population (SP) cells. BET inhibitors diminished the SP 
cells of 116/slug. 116/slug cells showed high sensitivity to GPX4 inhibitors. MINPP1 was shown to 
regulate the expression of multidrug efflux transporter P-glycoprotein.

研究分野：がん化学療法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、がん細胞の生存と増殖を制御する種々の分子に対する阻害薬が開発され、がん治療への応用が試みられて
いる。本研究では、PLK阻害薬、AURK阻害薬、BET阻害薬およびその耐性細胞を用いて、これらの阻害薬の作用機
構およびがん細胞の阻害薬耐性・感受性を決定する因子を明らかにした。また、上皮間葉転換、がん幹細胞、薬
物排出トランスポーターの関与する阻害薬耐性・感受性についても新しい知見を得た。こうした研究を積み重ね
ることにより、がんに対してより有効な薬物療法が構築できると考えている。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 現在、BCR-ABL阻害薬 imatinib、変異型EGFR阻害薬gefitinib、EML4-ALK阻害薬crizotinib
などの、がん細胞特異的に発現する driver oncogene産物のキナーゼ活性を阻害する分子標的治
療薬が臨床に導入されて高い効果を上げている。また近年は、がん細胞で活性化している増殖シ
グナルなどを阻害する分子標的治療薬も数多く開発されてきている。 
 こうした分子標的治療薬は、主に酵素活性を阻害するため、がん細胞の増殖を阻害するが、一
般にアポトーシス誘導能／殺細胞性は高くない。このため長期間の治療が必要であり、薬の投与
の中止はがんの再増悪を招く。こうした状況下、治療中に出現する耐性がんが大きな問題となっ
てきている。 
 近年、がん細胞で活性化している増殖シグナルなどの標的に対する新しい分子標的治療薬が
数多く開発され、一部は欧米で臨床に導入されている。研究代表者らは、polo-like kinase（PLK）
の阻害薬 volasertib（BI 6727）の耐性細胞、aurora kinase（AURK）の阻害薬 tozasertib（VX-
680）の耐性細胞、poly ADP-ribose polymerase 1（PARP1）の阻害薬 olaparibの耐性細胞、
Bromodomain and extra-terminal（BET）proteinの阻害薬 JQ1の耐性細胞などを作成して、
その効果規定因子の研究を行っている。 
 がん細胞が分子標的治療薬に治療抵抗性を獲得する機構の解明は、耐性の克服、新しい薬の開
発、より有効な併用療法の開発などにつながると考えている。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、がん細胞が分子標的治療薬に治療抵抗性を獲得する機構の解明である。がん
細胞が治療抵抗性を獲得する過程における変化の代表的なものとしては、（1）がん細胞における
遺伝子変異の蓄積による、標的分子などの遺伝子の変異や欠失、（2）がん細胞の分化状態の変化
や細胞転換による新しい機能の獲得、が考えられる。本研究では、研究代表者らのこれまでの研
究成果に基づいて、（A）生存シグナルの活性化による治療抵抗性の獲得、（B）細胞転換および
がん幹細胞による治療抵抗性の獲得、に焦点を当てて研究を行う。 
＜A：生存シグナルの活性化による治療抵抗性の獲得＞  
 研究代表者らは、独立に作成した PLK 阻害薬耐性細胞および AURK 阻害薬耐性細胞におい
て、ともに AKT3 の発現の亢進と活性化が起こっていることを示してきた。がん細胞は AKT3
の活性化によって分子標的治療薬存在下で生存を維持していると考えられる。これは、遺伝子変
異などを伴った耐性がんが出現する初期段階での、複数の分子標的治療薬に共通の治療抵抗性
メカニズムである可能性がある。本研究では、がん細胞における AKTの活性化の機構と、AKT
の下流シグナルががん分子標的治療薬に対する治療抵抗性を与える機構について解析する。 
 ＜B：細胞転換およびがん幹細胞による治療抵抗性の獲得＞  
 研究代表者らは、BET 阻害薬耐性細胞において上皮間葉転換（EMT）が起こっていること、
および SLUG 導入により EMT を誘導したがん細胞株が、幹細胞性を有し抗がん剤に治療抵抗
性を示す SP(+)細胞を高率に含むことを明らかにしてきた。EMTを起こした細胞やがん幹細胞
における抗がん剤治療抵抗性は、細胞転換により生じたと考えられる。本研究では、この SP(+)
細胞の形質を制御する機構の解明と、これを標的とした新しいがん分子標的治療の戦略の開発
を目指す。 
 
３．研究の方法 
 分子標的治療薬に対する耐性細胞は、がん細胞をそれぞれの分子標的治療薬で処理・選択する
ことにより樹立した。細胞の薬剤感受性は、coulter counter を用いた細胞数測定または cell 
counting kit-8 を用いた生細胞数測定により評価した。細胞の染色体分離の状況は、細胞のα-
tubulinを免疫蛍光染色して共焦点レーザー顕微鏡で写真撮影することにより、細胞集団の中か
ら M 期の細胞を選びだして観察した。染色体分離異常の中で、3 つ以上の紡錘体極が存在する
multipolar spindleの形成に着目して検討した。Traf2 and NCK-interacting kinase（TNIK）
が遺伝子の promoterに与える効果については、TNIK発現 plasmidの pIRES-puro-TNIK-FH
と CCNE1 promoter reporter plasmidの pGL4.10-CCNE1を用いた luciferase assayにより評
価した。116/slug細胞における SP(+)細胞の割合は、細胞を Hoechst 33342染色した後の FACS
で評価した。P-gpの発現に対するMINPP1の効果については、MINPP1の siRNA、shRNAの
導入後の、FACSおよび western blotにより評価した。 
 
４．研究成果 
 AKT は細胞の生存と増殖に重要な働きをする kinase である。当研究室で樹立したヒト大腸
がん細胞 HCT116由来の PLK阻害薬耐性細胞および AURK阻害薬耐性細胞では、AKT3の活
性化が起こっていた。HCT116細胞、および HCT116細胞に活性型の AKTである myr-AKT3
を安定発現させた HCT116/myr-AKT3-14細胞、HCT116/myr-AKT3-18細胞を用い、3つ以上
の紡錘体極が存在する multipolar spindle の割合を検討した。薬剤非存在下では、HCT116 細
胞、HCT116/myr-AKT3-14細胞、HCT116/myr-AKT3-18細胞のmultipolar spindleの割合は、



それぞれ 2%、3%、3%であり、ほぼ同様であった。これらの細胞を 50 nMの VX-680で 5時間
処理したところ、multipolar spindle の割合は、HCT116 細胞では 2%から 8%に増加した。し
かし HCT116/myr-AKT3-14 細胞、HCT116/myr-AKT3-18 細胞では、それぞれ 3%から 4%へ
と、わずかな増大にとどまった。この結果は、VX-680が誘導するmultipolar spindleの形成を
myr-AKT3が抑制したということを示している。次に、ヒト卵巣がん A2780細胞、および A2780
細胞に活性型の AKT である AKT3(E17K)を安定発現させた A2780/AKT3(E17K)-26 細胞、
A2780/AKT3(E17K)-27細胞を用い、multipolar spindleの割合を検討した。薬剤非存在下では、
A2780細胞のmultipolar spindleの割合は 12%であったのに対し、A2780/AKT3(E17K)-26細
胞、A2780/AKT3(E17K)-27細胞のmultipolar spindleの割合はそれぞれ 2%、3%で、A2780細
胞に比べて低かった。この結果は、A2780 細胞においては、薬剤非存在下で自発的に出現する
multipolar spindleの形成を AKT3(E17K)が抑制したということを示している。また、これらの
細胞を 50 nMの VX-680で 5時間処理したところ、multipolar spindleの割合は、A2780細胞
では 12%から 16%に増加した。また A2780/AKT3(E17K)-26細胞のmultipolar spindleの割合
は 2%から 9%に、A2780/AKT3(E17K)-27細胞のmultipolar spindleの割合は 3%から 7%に、
それぞれ増大した。この結果は、VX-680が誘導するmultipolar spindleの形成が、A2780細胞
に比べて A2780/AKT3(E17K)-26 細胞、A2780/AKT3(E17K)-27 細胞で低かったということを
示している。以上より、活性型 AKT3が multipolar spindleの形成に対して抑制的に働くとい
うことが考えられた。 
 PARP1は、DNAの 1本鎖切断の修復に関与する。olaparibは PARP阻害薬である。当研究
室で樹立したヒト卵巣がん細胞 A2780由来の olaparib耐性細胞では、PARP1の発現が低下し
ていた。PARP2の発現に変化はなかった。また、olaparib耐性細胞では、poly ADP-ribosyl化
の活性が低下していた。PARP1を強制発現させた olaparib耐性細胞は、olaparibに高感受性を
示した。olaparib 耐性細胞は、PARP 阻害薬の talazoparib、niraparib に対して耐性を示した
が、同じ PARP阻害薬である rucaparib、veliparibに対しては耐性を示さなかった。A2780細
胞を olaparibで処理すると、DNA傷害の指標であるγ-H2AX fociが増加したが、olaparib耐
性細胞ではその増加は少なかった。一方、rucaparib処理では、A2780細胞、olaparib耐性細胞
共に、γ-H2AX foci数の増加は少なかった。以上より、rucaparibは olaparibと異なる機構で
細胞増殖阻害作用を示すことが示唆された。 
 BET阻害薬は、BET familyタンパク質の bromodomainとアセチル化ヒストンとの結合を競
合的に阻害し、細胞周期を G1期で停止させてがん細胞の増殖を抑制する。当研究室で樹立した
ヒト大腸がん細胞 HCT116由来の BET阻害薬耐性細胞では、TNIK、cyclin D1、cyclin E1の
タンパク質および mRNAの発現が上昇していた。HCT116 細胞に TNIK 発現 plasmid である
pIRES-puro-TNIK-FH を導入すると、TNIK、cyclin D1、cyclin E1 のタンパク質発現および
mRNA発現が上昇した。BET阻害薬耐性細胞に、luciferase遺伝子の上流に CCNE1 promoter
を組み込んだ reporter plasmid である pGL4.10-CCNE1 を導入すると、親株の HCT116 細胞
よりも高い luciferase 活性が示された。HCT116 細胞に TNIK 発現 plasmid の pIRES-puro-
TNIK-FHと CCNE1 promoter reporter plasmidの pGL4.10-CCNE1を共導入した実験では、
細胞の luciferase 活性は TNIK 発現 plasmid の量に依存して上昇した。以上より TNIK は、
BET阻害薬耐性細胞において、CCNE1 mRNAの転写を活性化させて cyclin E1の発現を増大
させたと結論した。HEK293細胞に pIRES-puro-TNIK-FHを導入して puromycinで選択する
ことにより、3 株の TNIK 安定発現細胞を樹立した。このうち最も TNIK 発現量の高かった
HEK293/TNIK-6 細胞は、HEK293 細胞と比較して JQ1 に対して 2.3 倍の耐性を示した。
HEK293細胞を JQ1で処理すると、JQ1の標的である BET familyタンパク質 BRD4の発現が
低下し、p21の発現が増大したが、HEK293/TNIK-6細胞では BRD4、p21の発現変動は認めら
れなかった。これらの結果は、JQ1 耐性における TNIK、BRD4、p21 の関与を示唆している。
また、BET阻害薬耐性細胞は olaparibなどのPARP阻害薬に耐性を示した。この耐性にBRCA1、
Rad51の関与が示唆された。 
 当研究室で樹立した 116/slug細胞は、間葉系細胞の性質を持ち、また Hoechst 33342で染色
されない SP(+)細胞を含んでいる。BET阻害薬は、116/slug細胞の SP(+)細胞を SP(-)細胞に転
換させた。また、116/slug細胞は、glutathione peroxidase 4（GPX4）の阻害薬に抵抗性を示し
た。 
 抗がん剤・がん分子標的治療薬の耐性の原因となるトランスポーターである P-gpを発現する
ヒト大腸がん細胞 SW620-14-4 に、inositol polyphosphate の脱リン酸化酵素である MINPP1
の siRNA、shRNAを導入すると、細胞膜上の P-gpの発現が増大した。また、MINPP1をノッ
クダウンした細胞では、JNK1 cascade の target 遺伝子の発現が低下した。JNK1 阻害薬は、
SW620-14-4細胞の P-gpの発現を上昇させた。以上より、MINPP1が JNK cascadeを介して
P-gpの発現を制御していることが示唆された。 
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