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研究成果の概要（和文）：近年、前立腺癌の治療選択においてがんゲノムの重要性が高まっている。本研究で
は、前立腺癌細胞株を用いてCRISPR/cas9システムを用いた網羅的ノックアウト・スクリーニングを行い、放射
線増感ターゲット遺伝子の探索を行った。前立腺癌細胞株（PC3, 22RV1, LNCaP)において、共通して放射線増感
効果を示すトップランクの候補を同定した。放射線増感遺伝子をノックアウトした前立腺癌細胞株を樹立し
Colonyアッセイにて検証した。同細胞株では放射線治療後のDNA修復が遅れることをγH2AXアッセイ、コメット
アッセイにて確認した。今後はマウスモデルでの実験を追加し前立腺癌への治療応用を目指す。

研究成果の概要（英文）：Recently, cancer genomics has become important in the selection of treatment
 for prostate cancer. We performed a comprehensive knockout screen using the CRISPR/cas9 system in 
prostate cancer cell lines to identify radiosensitizing target genes. We identified top-ranked 
candidate genes that commonly exhibit radiosensitizing effects in the prostate cancer cell lines 
(PC3, 22RV1, and LNCaP). By the colony formation assay, the radiosensitization efficacy was 
confirmed using prostate cancer cells in which radiosensitization target genes are knocked out. The 
DNA repair after radiation therapy was delayed in the knock-out cells which was confirmed by the γ
H2AX assay and the Comet assay. Radiosensitivity was restored by knock-in of radiosensitizing target
 genes into the knock-out cell lines. We are planning additional experiment using mouse model in 
order to aim for therapeutic application to prostate cancer. 

研究分野： 泌尿器科学

キーワード： 前立腺癌　放射線治療

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
前立腺癌の治療においてがんゲノムの重要性が高まっている。放射線治療は前立腺癌に対する有効な治療法であ
り、近年骨転移を来した去勢抵抗性前立腺癌に対するRI内用療法が注目されている。しかし、RI内用療法単独の
治療効果は限定的で治療後の再発が問題となる。放射線治療に影響を及ぼすがんゲノムの研究は、治療選択や新
たな治療法の確立のためにも意義深い。本研究において、申請者らは放射線治療の感受性に影響を与えるターゲ
ット遺伝子を同定した。この放射線増感ターゲット遺伝子を前立腺癌特異的に抑制することで、正常組織への副
作用を軽減しつつ癌への放射線治療効果を高める新規治療法の開発が期待される。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
放射線治療は局所浸潤あるいは骨転移を来たした前立腺癌に対して適応となる。近年、RI 内

用療法が注目を集めており、骨転移を有する去勢抵抗性前立腺癌に対して塩化ラジウム 223 の
治療効果が示された。さらに、前立腺癌に高発現する PSMA に着目した 177Lu-PSMA 内用療法
に対する有効例が報告されている。しかしながら、RI 内用療法単独の治療効果は奏功期間が限
定的であり、治療後の再発が問題となる。去勢抵抗性前立腺癌では AR や TP53 の変異を約 50-
60%と高頻度に認めるが、近年、BRCA1、BRCA2、ATM など DNA 修復遺伝子の変異を約 20%
に認めることが報告された(Robinson D et al, Cell. 2015;161(5):1215-8.)。去勢抵抗性前立腺癌
における塩化ラジウム 223 の治療効果は既報の DNA 修復遺伝子の変異を有する群で優位に高
かったが、DNA 修復遺伝子の変異を認めない患者の中にも著効例がみられた (Isaacsson Velho 
P et al, Eur Urol. 2019;76(2):170-6.)。すなわち既報の DNA 修復遺伝子以外にも放射線増感タ
ーゲットとなりうる遺伝子が存在する可能性が高い。これまでに DNA-PK、ATR、WEE1 など
DNA 修復遺伝子の阻害剤が開発され癌に対する放射線増感効果が報告されている。しかしなが
ら、臨床試験において癌への特異的なデリバリーを行わずにこれらの阻害剤を投与し放射線治
療と併用すると、癌周囲の正常組織に対する強い放射線障害を惹起する結果となった(Brown 
JM, Int J Radiat Oncol Biol Phys. 2019;103(5):1182-3.)。したがって癌特異的な薬剤デリバリ
ー法の開発が必須であり、“周囲の正常組織を傷害することなく、いかに癌に対する治療効果を
高められるか”が今後の課題である。 
 
２．研究の目的 
 
 申請者らはこれまでに 810 種類の
microRNA を用いた機能的スクリーニン
グを行い、放射線感受性を高める
microRNA として miR-890、miR-744-3p
を同定した (Hatano K et al, Nucleic 
Acids Res. 2015;43(8):4075-86.) 。
CRISPR スクリーニングは癌における新
規治療ターゲットの網羅的探索と検証に
おける有用性が示されており、本研究で
は CRISPR/cas9 システムを用いたゲノ
ムワイドな網羅的スクリーニングにより
放射線増感ターゲット遺伝子を探索す
る。放射線感受性には、従来知られている
DNA 修復機構に加えて、癌の微小環境、
腫瘍免疫など様々なメカニズムが関与す
ることが近年報告されているがその詳細
は解明されていない。 

Prostate-specific membrane antigen (PSMA) は前立腺癌に特異的に高発現する膜タンパク
であり、前立腺癌の原発巣、骨転移、さらに去勢抵抗性癌においても高発現するため前立腺癌特
異的な診断および治療に有用である。本研究では、PSMA を標的として siRNA を前立腺癌特異
的にデリバリーすることで放射線治療の効果増強を目指す。申請者らはジョンスホプキンス大
学泌尿器科・Lupold 博士と共同研究を行い、“前立腺癌特異的に高発現する PSMA に結合する
RNA アプタマーの開発”を行ってきた(Ni X et al, J Clin Invest. 2011;121(6):2383-90.)。RNA
アプタマーは前立腺癌細胞膜上の PSMA と結合すると癌細胞内部にとりこまれ、RNA 切断酵
素である Dicer により修飾をうけて siRNA としての効力を発揮する。本研究では前立腺癌に特
異的に高発現する PSMA を標的として放射線増感ターゲット遺伝子に対する siRNA をデリバ
リーすることで、正常細胞への影響を最小限に抑え、癌に対する放射線治療効果を高める画期的
新薬の開発を行う。 
 
３．研究の方法 
 
 申請者らは 4種の前立腺癌細胞株(PC3, DU145, 22Rv1, LNCaP)にレンチウイルスベクターを
用いて Cas9 を導入し、Cas9 安定発現前立腺癌細胞株を樹立した。CRISPR スクリーニングにあた
り、sgRNA が導入された細胞で標的遺伝子が確実にノックアウトされることを確認するため、そ
れぞれの細胞株について複数のクローンの Cas9 機能効率を評価し、高効率にノックアウトを実
現するクローンを選定した。次に Cas9 安定発現前立腺癌細胞株に、レンチウイルスベクターを
用いて 18,010 種類の遺伝子を標的とする計 90,709 種類の sgRNA を含んだ CRISPR ライブラリー
を導入する(Tzelepis K, et al. Cell Rep. 2016;17(4):1193-1205.)。多重感染度を低く設定



して、1つの細胞につき 1つの遺伝子がノックアウトされた、ゲノムワイド変異細胞ライブラリ
ーを樹立する。この細胞ライブラリーを放射線治療群(4Gy, 6Gy)および無治療群にわけて 11 日
間培養する。各細胞群より抽出したゲノム DNA に含まれる sgRNA 配列を次世代シークエンサー
で解析し、各 sgRNA の存在数をコントロール細胞群と比較することで、ノックアウトされると放
射線治療への増感効果を示すターゲット遺伝子の候補を得ることができる。CRISPR スクリーニ
ングによって得られたトップランクの放射線増感ターゲット遺伝子に対して、siRNA による個々
の遺伝子ノックダウンを行い、複数の前立腺癌細胞株を用いて Clonogenic assay により放射線
感受性を検証する。 
臨床応用にむけて次に課題となるのが siRNA のデリバリー法である。本研究では、前立腺癌に

高発現する PSMA を標的として前立腺癌選択的に siRNA を導入可能な RNA アプタマーもしくはリ
ポソームを開発する。RI 内用療法に併用するためには siRNA を全身の癌転移巣にデリバリーす
る必要があるため、静脈投与により全身の遠隔転移巣に siRNA をデリバリーする。申請者らは既
に PSMA 特異的な薬剤デリバリーを実証するためのマウスモデルを確立している(Mukherjee A 
and Hatano K, et al. Mol Cancer Ther. 2016;15(10):2541-50.)。マウス前立腺腫瘍モデルと
しては、前立腺癌細胞株を用いた皮下腫瘍モデルに加えて、去勢抵抗性前立腺癌の患者検体より
樹立した PDX (Patient-derived tumor xenograft) モデルを用いる。申請者らは、前立腺腫瘍
による排尿障害改善のために経尿道的前立腺切除術を行う去勢抵抗性前立腺癌患者のうち、同
意を得られた患者の腫瘍検体を用いてマウス PDX モデルの作成を行っている。マウス PDX モデ
ルは超免疫不全マウス(NOD/SCIDg)の腎被膜下に前立腺腫瘍組織を移植して作成する (Lawrence 
MG, et al. Prostate. 2015;75(13):1475-83.)。マウス PDX モデルを用いることでより実臨床
に即した治療効果の検証が可能となる。本研究ではマウス前立腺腫瘍モデルを用いて、経静脈的
に PSMA を標的とした前立腺癌選択的な siRNA デリバリーを行い放射線治療との併用効果につい
て検討する。 
 
４．研究成果 
 
 はじめに CRISPR/cas9 システムを用いた網羅的ノックアウト・スクリーニングにより放射線
増感ターゲット遺伝子の探索を行った。申請者らは、3種の前立腺癌細胞株（PC3, 22RV1, LNCaP)
を用いて、CRISPR/Cas9 システムによる網羅的ノックアウト・スクリーニングを行い、放射線増
感ターゲット遺伝子の探索を行った。3種類の前立腺癌細胞株において、共通して放射線増感効
果を示すトップランクの候補遺伝子、および共通して放射線耐性効果を示す候補遺伝子の同定
を行った。さらに、放射線増感効果を示す各候補遺伝子を CRISPR システムによりノックアウト
した前立腺癌細胞株の樹立を行った。放射線増感ターゲット遺伝子ノックアウト前立腺癌細胞
株は Wild type の細胞株と比較して、放射線感受性が高まることを、Colony アッセイ、γH2AX
アッセイ、コメットアッセイにより確認した。放射線増感ターゲット遺伝子ノックアウト前立腺
癌細胞株に当該遺伝子をノックインすることで、放射線感受性は回復した。本研究成果は現在論
文作成中であり、2023 年度 日本泌尿器科学会総会において発表する予定である。 
 申請者らは、同意を得られた 12例の前立腺癌患者より腫瘍検体を採取して、マウス PDX モデ
ルを作成した。このうち、1 例の腫瘍検体において、マウス PDX モデルを確立し得た。今後は、
本モデルを用いて、経静脈的に PSMA を標的とした前立腺癌選択的な siRNA デリバリーを行い放
射線治療との併用効果を検討する。前立腺癌に高発現する PSMA を標的とした siRNA デリバリー
技術との融合を行い、画期的新薬（ファースト・イン・クラス）の開発を目指す。 
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