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研究成果の概要（和文）：本研究では、薬剤耐性遺伝子をゲノムワイドで同定可能な新規遺伝子スクリーニング
法を用いて、卵巣癌細胞株における薬剤耐性遺伝子の同定を試みることを目的とした。また、ストレス応答・薬
剤耐性に関与する遺伝子マーカーと一塩基多型（SNP）との関連性の検証を行った。
薬剤耐性遺伝子スクリーニングのための卵巣癌細胞株の薬剤耐性コロニーの作成と基礎的なデータを得ることが
でき、実験系の条件設定の検証を行うことができた。しかしながら、一部の組織型由来の細胞株ではコロニーの
安定した樹立が困難であり、本手法の適用に課題を残した。また、タキサン代謝関連遺伝子上のSNPと抗がん剤
感受性との相関が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We aimed to identify drug resistance gene in ovarian cancer cell line using 
a novel wide gene screening method. We also examined the association between single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) and genetic markers involved in stress response or drug resistance.
We were able to obtain drug-resistant colonies of ovarian cancer cell lines for screening drug 
resistant genes and obtain basic data, and to verify experimental condition setting. However, it was
 difficult to stably establish colonies in cell lines derived from some histological types, leaving 
a problem in applying this method widely. In addition, a correlation between SNPs on taxane 
metabolism-related genes and sensitivity to cytotoxic drugs was suggested.

研究分野： 産婦人科学

キーワード： 薬剤反応性　抗がん剤　卵巣癌
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１．研究開始当初の背景 
 
卵巣癌に対しては可及的腫瘍減量術後に

初回化学療法としてパクリタキセル＋カル
ボ プ ラ チ ン 併 用 療 法
（Paclitaxel+Carboplatin; TC 療法）が標準
的に行われる。卵巣癌は初回化学療法には比
較的奏効するものの、半数以上の症例でその
後再発をきたす。また、再発例では初回治療
からの経過期間に応じて薬剤感受性が異な
ることが臨床的に知られ、治療法の選択が行
われる。このような背景から、薬剤耐性メカ
ニズムを解明することは、卵巣癌の治療戦略
上、きわめて重要である。さらに、薬剤耐性
が治療開始前に予測可能となれば、薬剤選択
の点からも非常に有用である。そこで我々は、
卵巣癌における薬物耐性遺伝子を同定する
ために、以下に示す新しい網羅的検索手法を
用いることとした。 
トランスポゾンとは、ゲノム上を完全にラ

ンダムに移動(transposition)できる塩基配
列であり、図 1に示すように両側の回文構造
の間に自分自身を切り出し（＝カット）、ゲ
ノム上のランダムな位置に挿入（＝ペース
ト）する働きを持つトランスポゼースという
酵素を併せ持っている。 
 
＜図 1＞トランスポゾン 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このトランスポゾンを導入した細胞

(transposon tagged cell: TTC)に薬剤投与
を行い、薬剤耐性コロニーを形成した場合、
その細胞が高発現している遺伝子が投与薬
剤に対する耐性遺伝子である可能性が考え
られる。 
また、複数のコロニーで同一の遺伝子発現

が増強されていれば、その遺伝子が薬剤耐性
遺伝子である可能性はさらに高まる。本手法
を用いてすでに乳癌細胞株において複数の
耐性遺伝子候補リストが得られており、この
中には既知の薬剤耐性遺伝子が含まれてい
ることから、本手法の妥当性・確実性は高い
と考えられる。 
 薬剤耐性遺伝子の探索は従来より様々な
手法がとられてきているが、その結果や解釈
は一致をみていない。本手法はヒトゲノム上
の全遺伝子を網羅可能である点、そしていか
なる癌種・いかなる薬剤を用いても耐性遺伝

子の検討が可能な点にあることから、従来に
ないアプローチでの卵巣癌薬剤耐性遺伝子
の検索が可能になるものと考えられた。 
また近年、薬物代謝に関与する一塩基多型

(SNP: single nucleotide polymorphism)も
数多く見出され，SNP 解析は薬物療法におけ
る個別化医療としての応用が期待されてい
る。肺癌や乳癌では、抗癌剤の毒性と治療効
果が相関し、これを規定する因子としての
SNP の存在が報告されている。このことは癌
宿主である個体の特性を規定している生物
学的・遺伝的因子が、癌細胞の特性をも共通
して規定しており、薬剤耐性・感受性にも影
響を与えている可能性を示唆するものであ
る（図 2）。 
 

＜図 2＞一塩基多型と薬剤耐性・感受性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の観点から、さらに SNP に着目するこ

とで、治療効果を予測する新規手法の構築の
みならず、がんの治療の個別化につながる知
見になることが期待される。 
 
 
２．研究の目的 
 
薬剤耐性遺伝子をゲノムワイドで同定す

るという本システムは従来にない新しい手
法である。このトランスポゾンを用いた手法
により、複数の卵巣癌細胞株と薬剤の組み合
わせを用いて、卵巣癌薬剤耐性に関与する遺
伝子の同定を試みる。 
また、抗癌剤の耐性、感受性に関与する SNP

が正常幹細胞より癌幹細胞に受け継がれ、抗
癌剤の効果および副作用に関与するという
仮説を立て、ストレス応答・薬剤耐性に関与
する遺伝子マーカーとSNPとの関連性を検証
する。 
卵巣癌治療において薬物療法は極めて重

要な位置づけにあり、その治療過程における
薬剤耐性化、病勢増悪は臨床的に重要な問題
である。本研究により卵巣癌薬剤耐性遺伝子
を同定および薬剤耐性化メカニズムを解明
し、卵巣癌患者それぞれの遺伝子発現状況に
応じた最適な薬剤選択、新たな治療開発、さ
らに卵巣癌個別化治療にむけた知見を得る
ことを目的とする。 
 
 



３．研究の方法 
 
卵巣癌の代表的な組織型である、漿液性腺

癌、明細胞腺癌、類内膜腺癌、粘液性腺癌と
いった生物学的特性が異なる各種組織型由
来の卵巣癌細胞株に、トランスポゾンシステ
ムを用いて CMV プロモーターとピューロマ
イシン耐性遺伝子を導入し、transposon 
tagged cell (TTC)を樹立する（図 3）。 
 
＜図 3＞transposon tagged cell の樹立と薬
剤耐性コロニーの獲得 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

この TTC に卵巣癌薬物療法で用いられる各
種薬剤投与を至適量で行い、薬剤耐性コロニ
ーを獲得する。 
これを単離培養したのちゲノム DNA を抽

出し、PCR 法 によりトランスポゾン導入部分
の DNA を増幅する。これを TOPO cloning 法
により、プラスミドへクローニングを行った
ものをシーケンスにより塩基配列を決定、耐
性コロニーで高発現している候補遺伝子を
同定する。これら候補遺伝子を、遺伝子デー
タベースを用いて解析を行い、耐性遺伝子と
して可能性の高いものを卵巣癌細胞株へ導
入し、MTT assay 法にて耐性の評価を行うと
ともに、臨床検体を用いて遺伝子発現状況と
耐性の相関性について評価を行う（図 4）。 
 
＜図 4＞薬剤耐性遺伝子の同定 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
化学療法の耐性・感受性を予測しうる一塩

基多型(SNP)としては、癌幹細胞、epithelial 
mesenchymal transition (EMT)、およびスト
レス応答・薬剤耐性等と関連したゲノム情報
から選別することで臨床的な意味づけを行
っていく。 

 
 
４．研究成果 
 
 準備段階として、トランスポゾンから 2 つ
のプラスミドを作製した。１つはトランスポ
ゾンの回文構造間に転写活性因子である CMV 
プロモーターとピューロマイシン耐性遺伝
子 を 組 み 込 ん だ プ ラ ス ミ ド
(pPB-SB-CMV-puro-SD)であり（図 5:①）、も
う１つはトランスポゼースを発現ベクター
へ組み込んだプラスミドである（図 5:②）。
これらプラスミドを細胞に導入することで、
CMV プロモーターをゲノム上のランダムな
位置に「カット＆ペースト」し、一つ一つの
細胞がランダムな遺伝子を高発現する「細胞
プール」を得ることができるようになる（図
3）。CMV プロモーターは約 50Kbp をカバーす
ることができると試算されることから、全ゲ
ノムを網羅することが可能となると考えら
れた。 
 
＜図 5＞プラスミドの作成 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次の段階として、卵巣癌の中で最も多くを

占める代表的な組織型である漿液性腺癌の
細胞株を選択し、CMV プロモーターが挿入さ
れた細胞プールである、transposon tagged 
cell を作成した（図 6）。卵巣癌治療におい
て治療薬剤として標準的に用いられるパク
リタキセルとカルボプラチンを選択し、これ
を添加した培地の transposon tagged cell
より、薬剤耐性コロニーの作成を行った。 
 

＜図 6＞CMV プロモーターの組み込み 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次の段階として、卵巣癌のその他の代表的

組織型である明細胞腺癌、類内膜腺癌、粘液
性腺癌の細胞株に対し、上記と同様の手順
（システム）を用いて、transposon tagged 
cell の樹立を試みた。こちらについても同様
に、パクリタキセルとカルボプラチンを添加



した培地の transposon tagged cell から薬
剤耐性コロニーの作成を行った。 
また、卵巣癌治療においてセカンドライン

以降に用いる各種薬剤や治療上有望とされ
ている新規分子標的治療薬剤についても選
定作業を行い、条件設定を試みた。 
以上の成果としては、薬剤耐性遺伝子スク

リーニングの実施のための薬剤耐性コロニ
ーの作成と基礎的なデータを得ることがで
きた。また実験系の条件設定につき、新たな
検証を行うことができた。しかしながら、卵
巣癌各種組織型由来の細胞株を用いた
transposon tagged cell の樹立に際しては、
導入効率が予想より低く安定した樹立が困
難であり、細胞株によっては本手法の適用に
関して課題を残した。 
 パクリタキセルおよびカルボプラチンの
薬物反応に相関しうる SNP としては、プラチ
ナ代謝関連遺伝子、タキサン代謝関連遺伝子、
ドキソルビシン代謝関連遺伝子、修復遺伝子、
解毒関連遺伝子を中心に探索した。その結果、 
タキサン代謝関連遺伝子に関わる SNP が、そ
の他の SNP に比較してより多く抽出された。
このことから、特定の SNP の有無といったゲ
ノム情報を調べることが化学療法時の薬物
反応の予測につながる可能性があることが
示唆された。 
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