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研究成果の概要： 
 本研究は、P2X7受容体を利用した新規がん遺伝子治療法の確立を目標としていた。そこで、

P2X7受容体発現量の違いによるがん増殖・転移への影響を検討した。その結果、P2X7受容体の

異常な発現増加はがん増殖を促進し、発現低下は癌転移を促進することを明らかにした。以上

より、P2X7受容体を利用した新規がん遺伝子治療法の確立は難しいものの、P2X7受容体発現量

の違いは、個々のがんの特性を知るための新規バイオマーカーとして利用することが期待され

る。 
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 直接経費 間接経費 合 計 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：薬学・創薬化学 
キーワード：ゲノム創薬 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）目標  
 本研究は、悪性化がん細胞を選択的に殺滅

する副作用の少ない新規遺伝子治療法の確

立のため、低酸素応答性転写因子により

P2X7受容体（細胞外ATP依存性細胞死を誘

導）を悪性がん細胞特異的に発現させ、高悪

性化がん細胞を選択的に殺滅する新規遺伝

子発現治療法の確立を目標としている。 
 
（２）必要性 

 現在のがん化学療法や放射線療法は非特

異的に細胞障害を惹起するため、正常細胞へ

のダメージが大きく、重篤な副作用が治療を

受ける患者の QOL を大きく損なう。また、

低酸素・低栄養・代謝産物（ATP など）蓄

積という悪条件下において腫瘍は悪性化し、

抗がん剤耐性、放射線抵抗性、転移・浸潤能

を獲得する結果、治療の断念、もしくは術後

の再発につながる。そのため、悪性化がん細

胞選択的な治療法の確立が求められている。 
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（３）新規治療法の開発  
 低酸素応答配列の下流にP2X7受容体遺伝

子を組み込んだベクター（HREx9-P2X7ベク

ター）を開発し、低酸素条件下の悪性化がん

細胞に選択的にP2X7受容体を発現させ、腫

瘍中心部において壊死細胞より放出された

高濃度ATPにより細胞死を誘導する新規抗

がん遺伝子治療法を開発する。 
 
（３）本研究の独創性と意義 
 申請者が考案するHREx9-P2X7ベクターの

特徴は、①低酸素領域でのみP2X7受容体発現

が誘導される ②細胞周囲に多量のATPが存

在する条件でのみP2X7受容体を介した細胞

死は誘導される という二段階調節により悪

性化がん細胞に選択性が高く、副作用を最小

限に抑えられる点である。申請者は、世界で

初めてP2X7受容体をがん治療に応用し、患者

のQOLに配慮した新規遺伝子治療法を確立

することにより、今後本格化するがんの治遺

伝子治療に新しい方向性を示すことができ

ると考えている。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、悪性化がん細胞を選択的に殺滅
する副作用の少ない新規遺伝子治療法の確
立のため、低酸素応答性転写因子によりP2X7
受容体（細胞外ATP依存性細胞死を誘導）を
悪性がん細胞特異的に発現させ、高悪性化が
ん細胞を選択的に殺滅する新規遺伝子発現
治療法の確立を目標としている。 
 本研究では、まず、基礎検討事項として
P2X7受容体のがんにおける発現量変化の生
理的影響とその有用性について検討をおこ
なった。そのため、１９年度では、P2X7受容
体発現量増加によるがん増殖への影響につ
いて検討し、２０年度では、P2X7受容体発現
低下によるがん増殖への影響について検討
した。 
 
３．研究の方法 
(1) P2X7受容体安定発現株およびP2X7受容体

ノックダウン細胞株の樹立 
 リポフェクション法によりP2X7受容体

発現ベクターあるいはP2X7受容体shRNA
をB16細胞に遺伝子導入し安定発現株を

作成した。 
(2) 遺伝子導入B16細胞におけるP2X7受容体発

現の解析 
① 上記で得られた遺伝子導入細胞において

P2X7受容体の発現をウェスタンブロット

法により検討した。 
② ATP刺激後15分後のアポトーシス様細胞

縮小を解析し、ATP刺激6時間後の細胞死

誘導活性を乳酸脱水素酵素の漏出を指標

に解析した。 
(3) P2X7受容体安定発現がん細胞およびP2X7

受容体ノックダウンがん細胞のマウスへ

の移植とがん増殖の変化の解析 
 P2X7受容体安定発現がん細胞および非

発現がん細胞をC57BL/6マウスの後肢に

移植あるいは尾静脈から移植する。その

後、1ヶ月間がん組織の大きさを計測、あ

るいは肺への生着を測定した。 
 

 
４．研究成果 

 19 年度は、がん細胞におけるP2X7受容体過

剰発現による抗がん作用について検討した。

まずB16 メラノーマにマウスP2X7受容体高発

現細胞株（P2X7high）を作製した（図１）。 
 

 
図１P2X7受容体高発現細胞の樹立 
 
 野生株（WT）、高発現株(P2X7high)および通

常量発現株(P2X7normal)をC57BL/6 マウスの後

肢に移植し、1 ヶ月間観察した。その結果、

野生株、通常量発現株に比べて高発現株にお

いて著しいがん組織の成長が認められた（図

２）。この成長促進はP2X7受容体阻害薬をマ

ウスに投与することによって阻害できた（図



３）。 
 

 
 
図２ P2X7受容体高発現細胞によるがん成長

促進効果 
 

 
図３ P2X7受容体阻害薬によるがん成長抑制

効果 
 
 以上の結果より、P2X7受容体発現は、がん

の成長促進に関与していることが明らかに

なった。今後、 P2X7受容体を用いた遺伝子

治療を考える際には、P2X7受容体発現を上げ

るのではなく、P2X7受容体の活性を下げる必

要がある。そのため、HREベクターに発現さ

せる遺伝子は、P2X7受容体に対するsiRNAに

変更し、がん細胞特異的にP2X7受容体をノッ

クダウンできるベクターにより抗がん作用

を検討していきたいと考え、20 年度の研究を

開始した。 

 20 年度は、P2X7受容体をノックダウンした

メラノーマ株を作成し、がん成長・転移能へ

の影響を検討した。B16 メラノーマにP2X7受

容体に対するshRNAを遺伝子導入した。各細

胞株のP2X7受容体活性の測定は、小孔形成、

細胞死誘導を指標とした。数十種のクローン

の中からP2X7受容体の発現が恒常的に低い

細胞株を選択した（P2X7-KD）。 
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図４ P2X7受容体低発現株の樹立 
 
P2X7-KDをマウスの後肢に移植し、1 ヶ月間

腫瘍の成長を測定した。その結果、わずかに

その増殖能が増加していることが明らかに

なった。しかし、移植しない状態でのin vitro
での増殖能には変化がなかった。一方、尾静

脈よりP2X7-KDを移植した結果、肺への生着

が著しく増加することが示唆された。 
 
  WT                     P2X7-KD 

     

 
図５ P2X7受容体発現低下による肺への転

移促進 



 
 以上の結果より、予想に反し、P2X7受容体

の発現低下はがん増殖は抑制せず、むしろ癌

の転移生着能増加を引き起こすことが示さ

れた。 
 
まとめ 
 最近では、P2X7受容体の発現量は、癌種に
よって異なることが明らかになり、発現増加
しているがんや発現低下しているがんとも
に報告されてきている。２年間の研究成果を
まとめると、P2X7受容体の発現量の多いがん
では、がん増殖能が高く、一方、P2X7受容体
の発現が低いがんでは特に転移・生着能が高
くなっていることが示唆された。当初の目的
の遺伝子治療法の確立は当面難しいことが
示唆されたが、一方でP2X7受容体のがん細胞
での役割を初めてin vivoレベルで明らかに
することができた。今後、P2X7受容体の発現
量の違いは、がん細胞の性質（成長力、転移
力）を予測するがん治療バイオマーカーとし
て本研究成果は重要な知見となると考えら
れる。 
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