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　シスプラチン (CDDP) は、抗癌剤の化学療法の中心的

薬剤である。薬剤の副作用はほぼ 100％近くの患者に出

現するが、臨床的効果は必ずしも良好とはいえず、症例

によってその効果にばらつきがあり、一部の患者には全

く奏効しない (1)。この耐性機構の解明と耐性克服方法

の開発を行うために、シスプラチン耐性を規定する遺伝

子群の同定を目的とした。

薬剤耐性は図 1 に示すように、単に薬剤を代謝・排泄

する機構ばかりではなく、増殖・分裂など多くの細胞の

機能に関連している。

　CDDP は図 2 に示すように、DNA に結合し、正常な

DNA 複製・細胞分裂を妨げることにより抗癌作用を発

現する。CDDP 耐性関連因子としては表 1 に示すような

因子が報告されているが、未だに、CDDP 感受性・耐性

を実際の症例で予測することは困難である。

【CDDP 耐性細胞株の樹立】

　2 種類の口腔扁平上皮癌由来細胞株（H-1, Sa-3）を

独自に樹立した。それら 2 種類の口腔扁平上皮癌由来細

胞株の他に KB 細胞をシスプラチン添加培養液で継続し

て培養し、それぞれ 3 種類の CDDP 耐性細胞株 (H-1R, 

Sa-3R, KBR) を樹立した。さらに、各親株・耐性株を

CDDP で処理し、MTT アッセイをおこない、50％増

殖抑制濃度 (IC50) を増殖曲線から求めた (2)。図 3 に

H-1 と H-1R の MTT アッセイの結果を代表例として示

す。H-1 と H-1R の相対的な耐性度は約 10 倍、Sa-3 と

Sa-3R の相対的耐性度は約 7.5 倍、KB と KBR の相対

的耐性度は 8.6 倍であった。

　これらの 3 種類の細胞株が CDDP 耐性であること

を遺伝子学的にも証明するため、薬剤耐性機構のうち、

ABC トランスポーター遺伝子の発現状況を RT-PCR 法

によって解析した。CDDP 耐性と関連があるといわれる

P- 糖タンパク質（MDR1, MRP1, MRP2）について調べ

たところ、耐性株では３種類の P- 糖タンパク質すべて

の強発現が認められた（図 4 にその代表例を示す）。
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【独自開発マイクロアレイによる CDDP 感受性・耐

性関連遺伝子の検索】

　次に、千葉大学大学院医学研究院機能ゲノム学講座

と共同開発したマイクロアレイ (3) を用いた解析によ

り、耐性株において２倍以上の発現亢進をした遺伝子と

0.5 倍以下の発現減弱が認められた遺伝子を抽出した（表

2-5）。

　これらの遺伝子の中から、機能や文献的検索を通じて

CDDP 耐性と関係ありそうな遺伝子についてそれぞれの

細胞中での発現量を確認した。

　我々が開発した口腔疾患診断用マイクロアレイの結果

を再確認する結果となった（図 5）。

【臨床検体による CDDP 耐性関連遺伝子検索】

　さらに、臨床検体によって抗癌剤の奏効率を予測しえ

る遺伝子群の検索を行った。特許等の関係で、ここでは

印刷中論文で扱った 1 つの遺伝子 Caveolin-1 に絞って

記載する。

　Caveolin-1 遺伝子は染色体 7q31.1 に存在する新規癌

抑制遺伝子である。Caveolin-1 遺伝子の強発現は前立

腺癌、食道癌、大腸癌、乳癌などで検出されており（4-9）、

Caveolin-1 遺伝子の強発現はこれらの癌の転移や予後

との関係が報告されている（9）。しかし、発現レベルと

臨床的諸指標との関連は、さまざまに報告され、今ひと

つ明確さに欠け、さらに、CDDP 耐性・感受性との関連

は報告されていない。

　和歌山医科大学医学部歯科口腔外科学講座における臨

床サンプルを用いて CDDP の効果と Caveolin-1 タンパ

ク発現状態を比較したところ、表 6 のように有意な相関

を認めた。いくつかの同様なマーカーを組み合わせるこ

とにより、実際の臨床で役に立つ CDDP 感受性・耐性判

定法を開発することが実現できることが期待される。
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【ヒト全遺伝子搭載マイクロアレイとクラスター解

析による CDDP 感受性・耐性関連遺伝子の探索】

　独自に樹立した 3 種類の CDDP 耐性細胞株（H-1R, 

Sa-3R, KBR）について、Affymetrix 社製 GeneChipTM

により耐性株とその親株である感受性株の各遺伝子の発

現状態を比較した。図 7 に示すように 3 種類の CDDP

耐性細胞株において共通に強発現を示した遺伝子が 17

種類、共通に発現減弱した遺伝子が 10 種類明らかにな

った。現在、これらの遺伝子の機能解析を行っている。

　さらに、これらの遺伝子発現状態から QT クラスタリ

ング解析を行った。図 8 に示すように、耐性株と感受

性株における遺伝子発現の差を 3 種類の細胞種それぞれ

図 1.  薬剤耐性を決定する分子標的

で各軸方向にとると、球状星団のように全ての遺伝子が

プロットされる（図 8 左）。それらの遺伝子間の距離が

少なく太陽系のように関連を持った群（クラスター）が

15 種類、図 8 右図の着色群のように検出された。

　これらの 15 種類のクラスターを 2 次元的に表現した

のが図 9 である。

　以上のように、基礎解析と臨床解析を組み合わせて、

かなり CDDP 感受性・耐性関連遺伝子を絞り込めた。各

クラスターや、個々の遺伝子の解析により、ごく近い将

来に、実際の臨床に有用な CDDP 感受性・耐性判定法確

立が期待できる。

Ⅲ． 遺伝子解析・タンパク解析



158 159

図 2.  CDDP の作用機序

図 3.  MTT アッセイの代表例。H-1 と H-1R 細胞
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図 4.  H-1 と H-1R 細胞における ABC トランスポーター遺伝子の発現量の比較 (Semiquantative RT-PCR)

図 5.  Semiquantitative RT-PCR による各細胞中における候補遺伝子群の mRNA 発現状態 
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図 6.  免疫染色による Caveolin-1 タンパクの口腔癌組織における発現の代表例

図 7.  3 種類の CDDP 耐性細胞株における発現増強遺伝子数。（GeneChip 解析）
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図 9.  QT クラスタリング解析（2 次元図。左から H-1R-H1, KBR-KB, Sa-3R-Sa3）

図 8.  QT クラスタリング解析。各細胞種の耐性株と感受性株における遺伝子発現量の差を、各座標軸に割り振って全て
の遺伝子を 3 次元的にプロットした。縦軸 Y が KBR-KB、右軸 X が H-1R-H-1,　左軸 Z が Sa-3R-Sa-3 である。
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表 2.  H-1R 細胞株における発現増強遺伝子

表 1.　現在までに報告されている CDDP 耐性関連因子
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表 4.  Sa-3R 細胞株における発現増強遺伝子

表 3.  H-1R 細胞株における発現減弱遺伝子
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表 6.  口腔扁平上皮癌における CDDP の奏功状態と Caveolin-1 タンパク発現の相関

表 5.  Sa-3R 細胞株における発現弱遺伝子
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