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研究成果の概要（和文）：本研究では6650遺伝子からなるsiRNAライブラリーを利用したハイスループット・スクリー
ニングでCDDP投与と合成致死作用を示す分子を探索した。細胞膜タンパク質であるTIE-1を候補分子として同定したが
、TIE-1と卵巣がんや薬剤耐性との関わりは今までに報告されていない。卵巣がん患者におけるTIE-1発現の意義を検討
するためにin silico解析を行い、TIE-1高発現群では有意に予後不良となる事を確認した。またTIE-1過剰発現細胞はC
DDP投与時のアポトーシスおよびDNA二重鎖切断のマーカーであるγ-H2AXの発現もコントロールと比較して減少する事
を確認した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to search the molecules that can cancel the 
cisplatin resistance of cancer cells. We explore the molecules that show a synthetic lethal effect with a 
small amount of CDDP administration in a high-throughput screening using siRNA library consisting of 6650 
genes. As a result, a strong expression of TIE-1 was found to be decrease the sensitivity toward 
cisplatin in several ovarian cancer cell lines. The relationship among TIE-1, ovarian cancer and/or drug 
resistance has not been reported. In order to examine the significance of TIE-1 expression in ovarian 
cancer patients, in silico analysis was carried out. We confirmed that TIE-1 high expression group has a 
significantly poor prognosis by examination of the overall survival in 1582 ovarian cancer patients. 
Furthermore, we confirmed that apoptosis and γH2AX expressions, a marker for DNA-double strand breaks, 
were significantly decreased during CDDP administration in TIE-1 over-expressed cells.
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１．研究開始当初の背景 

婦人科がん治療において、化学療法は卵巣が

ん・子宮頸部・子宮内膜がんのいずれにおい

ても中心的な役割を果たしている。しかし化

学療法では、がん細胞が薬剤耐性を獲得し治

療抵抗性となる、という大きな問題点がある。

我々は今まで薬剤トランスポーターの発現

解析に焦点を絞った薬剤耐性機構の研究に

取り組んできた。 

一方で多数の候補分子/化合物を対象として

薬効・活性を示す分子を探し出すスクリーニ

ング技術が近年発展しており、未知の分子の

重要性が明らかになる例や新規バイオマー

カー、分子標的薬の開発につながる例があり、

特に創薬分野では重要性が増している。 

 

２．研究の目的 

薬剤耐性の克服に向けた治療戦略構築を目

的として、臨床で頻用される抗がん剤である

CDDP に焦点を絞り、全ゲノムスケール

siRNA および大規模化合物ライブラリーを

利用したハイスループット・スクリーニング

を利用する研究を行う。この研究では、現在

使用可能な低分子阻害剤をマウスモデルで

使用してその治療効果を検証する実験を含

んでおり、創薬につながる新規治療標的の同

定、および臨床応用への橋渡し研究につなが

る可能性が高いと考えている。 

 

３．研究の方法 

共同研究者から譲渡、または我々が樹立した

isogenicな薬剤耐性細胞株ペアーを複数用意

し、それぞれスクリーニングでの条件検討を

行う。スクリーニングに適した細胞株を、ハ

イスループットな大規模 siRNA および化合

物ライブラリーでのスクリーニングに使用

する。スクリーニングで得られた分子に関し

て、①スクリーニング結果②低分子阻害剤の

有無③抗がん剤耐性やがん形質との既知の

関連情報、の 3 基準をもとに選択して

bioinfomatics解析を行う。標的分子を絞り込

み、2次スクリーニングと in vitroおよび in 

vivo での検証実験を通じて分子の有用性を

調べる。最終的に translational researchと

して臨床への応用を目指す。 

 

４．研究成果 

共同研究施設であるワシントン大学

Quellous HTS core にて、384well フォーマ

ットで専用ロボットを用いて大量高速処理

で siRNA スクリーニングを行った。シスプラ

チン耐性卵巣がん細胞株にsiRNA導入後に対

象の抗がん剤処理群と無処理群に分けてそ

れぞれの生存率を測定した。抗がん剤処理群

での比較生存率が無処理群より著明に低下

した 113 遺伝子を Hit とした（下図 1）。 

（↑図１） 

これらの 113遺伝子を Bioinfomatics 解析に

よって 33 遺伝子に絞り込みを行い、さらに

異なる角度からの validation assays を行っ

た。スクリーニング結果が遺伝子特異的な現

象である事を確認するために、primary 

screening とは独立した 2 種類のシスプラチ

ン耐性細胞株ペアーである A2780/A2780CP70

および PE01/PE04 の 4 種の細胞株を使用、加

えてスクリーニングとは異配列のsiRNAを用

い て 合 成 致 死 作 用 の 有 無 に つ い て

validation assay を行った。また、シスプラ

チン添加前後の発現量解析を RT-PCR にて行

った。これらの実験結果を検討してシスプラ

チン感受性を改善する標的分子として4分子

を抽出した（下図 2）。 



（↑図２） 
 

最終候補となった４遺伝子について、それぞ

れ蛋白発現ベクターを作成し過剰発現によ

りシスプラチン感受性に変化が生じるかを

検討した。その結果、細胞膜タンパク質であ

る TIE-1(Tyrosine kinase immunoglobu-

lin-like and EGF-like domains 1)の強発現

でシスプラチン感受性の低下を確認した。今

までにTIE-1の卵巣がんや薬剤耐性との関わ

りは報告されていないので、卵巣がん患者に

おける TIE-1発現の意義を検討するために

in silico解析を行った。データベース解析で

卵巣がん患者 1582人の全生存期間を調べた

ところ、TIE-1高発現群では有意に予後不良

となる事を確認した（下図３）。 

（↑図 3） 

また、TIE-1を過剰発現させた細胞は、CDDP

投与時のアポトーシスおよび DNA 二重鎖切

断のマーカーであるγ-H2AX の発現もコン

トロールと比較して減少する事を確認した。

現在はTIE-1とアポトーシスとの関連につい

てメカニズム解析を行っている。 
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