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研究成果の概要（和文）： 

 本邦の非小細胞肺癌の約 3 分の 2は進行期癌で，治療成績は未だ不良である．そのため，進行
期肺癌に対する新治療戦略の開発が急務である．これまでの研究から，様々な抗腫瘍剤標的分
子の腫瘍内過剰発現が，その抗腫瘍剤の耐性に関与することが報告されている．その中で最新
の我々の研究から，抗腫瘍剤標的分子が遺伝子治療のターゲットとなり，抗腫瘍剤標的分子発
現抑制ベクターにより抗腫瘍剤の感受性を獲得しうることが判明してきた．そこで我々は薬剤
耐性の進行期癌の治療として，抗腫瘍剤関連分子の発現抑制ベクターと抗腫瘍剤の併用療法に
よる化学・遺伝子治療の研究を行う．我々は臨床応用可能な shRNA 発現ベクターを，導入効率
の高いアデノウィルスベクターで作製し，癌細胞株での RNA interference (RNAi)実験後，実
験動物（担癌ヌードマウス）で標的分子抑制ベクターと抗腫瘍剤の併用療法による化学・遺伝
子治療の研究を行う．２２年度には、抗腫瘍剤標的分子に合成 siRNA による遺伝子治療実験を
実施し，siRNA のノックダウン効率を評価した．これにより得られた最適な siRNA 配列とルー
プ配列を含む shRNA 配列をプラスミドベクターに組み込み、shRNA 発現プラスミドベクターの
作成を完了した．２３年度には，２２年度の研究に基づき COS-TPC 法で shRNA 発現アデノウィ
ルスベクターを作製した．２４年度にはさらに，抗腫瘍剤標的分子（RRM1,TUBB4）の高発現癌
細胞株に対して，作製した shRNA 発現アデノウィルスベクターのノックダウン効率の評価し。
実験動物(担癌ヌードマウス)で標的分子抑制ベクターと抗がん剤の併用実験を行い遺伝子治療
の可能性を確認した。また，国内外の学会発表に通じて抗腫瘍剤標的分子をターゲットとした
発現抑制ベクターによる癌遺伝子治療が，進行期癌における新治療戦略となりうることを積極
に発信した。 
研究成果の概要（英文）： 
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１．研究開始当初の背景 

 進行期肺癌の治療向上には，有効な抗腫瘍
剤による化学療法は重要で，抗腫瘍剤標的分
子に基づく個別化化学療法を我々の臨床実
用 し て い る (Future Ocol 

2:289-99,2006).5-Fu 標的分子 thymidylate 

synthase (TS)の発現が少ない腫瘍が 5-FU

感受性であることを我々は示し(Br J Cancer 

95:607-15, 2006)，EGFR チロシンキナーゼ
拮抗剤に感受性である EGFR 変異腫瘍の検
出プロトコールも確率した (Oncol Rep 

15:1503-05)。しかし，TS低発現または EGFR

変異の腫瘍は肺癌全体の約 30%しかなく，多
くの進行期肺癌には更なる治療戦略が必要
である。そこで，我々は 5-FU 耐性腫瘍に対
する新療法として，TS 抑制ベクターによる
5-FU 増感遺伝子治療を研究した。その結果，
担癌ノードマウスの実験で，TS 高発現であ
る 5-FU 耐性腫瘍に強い抗腫瘍効果を示すこ
とを認めた(2009 AACR, #3792)。つまり，抗
腫瘍剤標的分子の抑制ベクターをその抗腫
瘍剤と併用すると，本来薬剤耐性であった腫
瘍に対して抗腫瘍効果が示された。この我々
の成果から，抗腫瘍表的分子をアーゲットと
した発現抑制ベクターにより癌遺伝子治療
が進行癌における新治療戦略となりうるこ
とが明らかとなった。同様な薬剤耐性の機序
として，ribonucleotide reductase subunit 

M1 (RRM1) の 腫 瘍 内 過 剰 発 現 が
gemcitabine 耐性に (Clin Cancer Res 10: 

1318-25, 2004), class III b-tubulin (TUBB4)

の腫瘍内過剰発現が Taxane 系抗腫瘍剤に耐
性に関与することが報告されている (Mol 

Cancer Ther 4:2001-7, 2005)。 

２．研究の目的 

 本邦の非小細胞肺癌の約３分の２は進行
期癌で，治療成績はまだ不良である。そのた
め，進行期肺癌に対する新治療戦略の開発は
急務である。これまでの研究から，様々な抗
腫瘍剤標的分子の腫瘍内過剰発現が，その抗
癌剤の耐性に関連することを報告されてい
る。その中で最新の我々の研究から，抗腫瘍
剤表的分子が遺伝子治療のターゲットとな
り，抗腫瘍剤標的分子発現抑制ベクターによ
り抗腫瘍剤の感受性を獲得しうることが判
明してきた。そこで我々は薬剤耐性の進行期
肺癌の治療として，抗腫瘍剤関連分子の発現
抑制ベクターと抗腫瘍剤の併用療法による
化学・遺伝子治療の研究を行う。我々は臨床
応用可能な shRNA 発現ベクターを導入高率
の高いアデノウイルスベクター作製し，癌細
胞株での RNA interference (RNA1)実験後，
実験動物(担癌ヌードマウス)で標的分子抑制
ベクターと抗腫瘍剤の併用療法による化
学・遺伝子治療の研究を行う。 

３．研究の方法 

非小細胞肺癌細胞株を用いて，抗腫瘍剤標的
分子として，gemcitabine の標的分子である
ribonucleotide reductase subunit M1 

(MMR1), Taxane 系抗腫瘍剤に関与する
class III b-tubulin (TUBB4)などを対象とす
る。 

これらの標的分子に対してそれぞれの発現
抑制ベクターを，shRNA 発現アデノウイル
スベクターで作成し，臨床実用できるレベル
までで精製する。まず癌細胞株の実験で，ベ
クターによる標的分子の発現抑制効果と，対
応する抗腫瘍剤との併用療法(RRM1 抑制ベ
クターと gemcitabine の併用；TUBB4 抑制
ベクターとTaxane系抗腫瘍剤の併用)による
薬剤耐性腫瘍細胞における抗腫瘍効果を評
価する。そこで我々は進行期肺癌に対する新
治療戦略を開発し， 
４．研究成果 
1). ２２年度には、抗腫瘍剤標的分子に合成
siRNA による遺伝子治療実験を実施し，
siRNA のノックダウン効率を評価した．これ
により得られた最適な siRNA 配列とループ
配列を含む shRNA 配列をプラスミドベクタ
ーに組み込み、shRNA 発現プラスミドベク
ターの作成を完了した(Figure１)． 

2). ２２年度の研究に基づき COS-TPC 法で
shRNA 発現アデノウィルスベクターを作製
した．また，非小細胞肺癌における RRM1

と -tubulin の腫瘍内過剰発現は非
小細胞肺癌における予後不良因子であるこ
とを証明した(第 28 回日本呼吸器外科学会総
会,2011; STS 48th Annual Meeting, 2012)。 

3). ２４年度にはさらに，抗腫瘍剤標的分子
RRM1 の高発現癌細胞株に対して，作製した
shRNA 発現アデノウィルスベクターのノッ
クダウン効率の評価し(Figure 2) in vivitro

で評価し(Figure 3)，標的分子抑制ベクター
と抗がん剤の併用実験を行い，遺伝子治療の
可能性を確認した (Figure 4)。また，実験動
物(担癌ヌードマウス)で標的分子抑制ベクタ
ーの遺伝子治療の可能性を確認した(Figure 

5). 
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Figure 1. Gene expressions in lung 

carcinoma A549 cells after transfection of 

small interfering RNAs (siRNAs) targeting 

RRM1 (A) and -tubulin (B). 

 

 

Figure 2. Gene expressions in 

RRM1-overexpressing human tumour cells 

after transduction with adenoviral vectors. 

(A) WRRM1 gene expressions in lung 

carcinoma A549 cells, (B) -tubulin gene 

expressions in head and neck carcinoma 

A549 cells. Analyses were performed at 72 

h after transduction with adenoviral 

vectors at a multiplicity of infection MOI of 

20. MOI, multiplicity of infection. 

Figure 3.  Cell viability evaluated by MTT 

assay after transduction with adenoviral 

vectors, in comparison to scramble vector 

in A549 cells. 

 

Figure 4.  Cell viability evaluated by MTT 

assay after transduction with adenoviral 

vectors, in combination with gemcitabine 

in A549 cells. 

 

 

 

 



Figure 5.  Tumour volumes of 

RRM1-overexpressing A549 xenografts in 

nude mice. 
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