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Thesis

緒　言

　頭頸部癌は，世界的には全癌のうち第 6 位を占め，
本邦における罹患率は全癌の約 5％程度と推測され
ている 1)．しかし，人口の高齢化に伴い罹患率，死亡
率ともに増加傾向を示し，特に口腔・咽頭癌の罹患
率は1998 年度に6.9 人（人口 10 万人対）であったもの
が2008 年度には12.2 人（人口 10 万人対）と10 年間で

1.8 倍に増加している．下咽頭癌は，解剖学的特性から
初発症状段階での早期発見は困難で，嚥下困難，呼吸
困難，あるいは頸部リンパ節転移の出現など，進行し
てようやく診断される症例が多い．そのため，診断時
にIII，IV 期の進行癌が約 80％を占め，5 年粗生存率は
26 ～ 30％ 2, 3)と，頭頸部癌の中で最も予後の悪い疾患
の一つである．進行下咽頭癌の標準治療は手術治療が
主体であり，下咽頭に近接する喉頭摘出を余儀なくさ
れることが多い．喉頭摘出により声を失うことは患者
のQOLに大きく関わるため，QOL 保持の観点から，
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【背景・目的】下咽頭癌に対する化学療法は臓器温存希望症例や進行下咽頭癌切除不能症例に対する
放射線との同時併用療法のほかに，局所制御率や臓器温存率の改善を目的とした導入化学療法とし
て用いられる．進行下咽頭癌の導入化学療法として，TPF（docetaxel/cisplatin/5-fluorouracil）療法は，
標準レジメンであるPF（cisplatin/5-fluorouracil）療法に比べ，生存率や機能温存率において優れてい
る．しかしながら，TPF 導入化学療法を用いた順次治療の完遂には数か月を要すため，治療期間の
長期化に伴い，患者には身体的，経済的な負担も増大する場合がある．したがって，TPF 導入化学療
法に最適な症例を選択できるような効果予測システムの確立は急務であり，本研究では，咽頭癌由来
細胞株を用いた，TPF療法の治療効果予測候補因子の探索を試みた．
【方法・結果】咽頭癌由来細胞15株を用いてMTTアッセイを行い，TXT（docetaxel），CDDP（cisplatin），
5-FU（5-fluorouracil），各種薬剤に対するIC50（50％阻害濃度）を決定した．各細胞株から total RNA
を抽出し，SurePrint G3 Human GE マイクロアレイキット 8x60K（Agilent）によりmRNAおよび
non-coding RNAの網羅的遺伝子発現解析を行った．各細胞株におけるマイクロアレイで得られた
遺伝子発現レベルとIC50 値との相関解析を行い，16 種の感受性／耐性関連候補遺伝子を抽出した．
Real - time RT-PCR 法により，各細胞株でのこれらの候補遺伝子の発現量を定量的に測定し，IC50 値と
の相関について確認を行った．その結果，10 遺伝子（TXT : PED4D, AGR2, RAB15, SYNGR1; CDDP : 
NINJ2, PTGS1, KLK11, PED4D ; 5FU : SEPW1, CDC25B, RCAN3, AGR2, 重複含む）の発現量がIC50 値
と有意に相関することが確認された．そのうち，AGR2とNINJ2については，siRNAを用いたノックダ
ウン実験により，AGR2の遺伝子発現量の低下はUT-SCC-70 細胞におけるTXTのIC50 値の有意な低下
を引き起こし，一方，NINJ2の遺伝子発現量の低下によりUT-SCC-89 細胞のCDDPのIC50 値が有意に
増加することを確認した．
【結語】今回の研究により，咽頭癌細胞株でTXT，CDDP，5-FUの3 剤の感受性と発現量が強く相関す
る10個の遺伝子を見いだした．そのうち，AGR2とNINJ2については，siRNAを用いたin vitro実験で，
これらの遺伝子が各薬剤（TXT/CDDP）の感受性／耐性に直接影響を与えることが確認された．今後，
このようにして見つかったバイオマーカー候補について，臨床検体を用いた検証を行うと共に，その
作用機序についても明らかにしていく．
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非外科的治療として化学放射線同時併用療法を選択す
る症例は増加の一途をたどっている4)．
　下咽頭癌に対する化学療法は，臓器温存希望症例や
進行下咽頭癌切除不能症例に対する放射線との同時併
用療法のほかに，局所制御率や臓器温存率の改善を目
的とした導入化学療法としても用いられる4)．その標準
的レジメンは，白金製剤であるシスプラチン（cisplatin/
CDDP）とピリミジン系代謝拮抗薬フルオロウラシル

（5-fluorouracil/5-FU）の併用療法（PF 療法）であった
が，近年，PF 療法にタキサン系抗癌剤ドセタキセル

（docetaxel/TXT）を加えたTPF（docetaxel/cisplatin/5-
fluorouracil）3剤併用療法が注目されている．
　局所進行頭頸部扁平上皮癌を対象とする放射線療
法前の導入化学療法として，TPF 療法とPF 療法を比
較検討した第 3 相臨床試験（TAX323 試験）5)ならびに，
局所進行頭頸部扁平上皮癌を対象にしたカルボプラ
チン（carboplatin）併用化学放射線療法前の導入化学
療法としてTPF 療法とPF 療法を比較検討した第 3 相
試験（TAX324 試験）6)の結果が報告され，TPF 療法に
おいて全生存期間の有意な延長が認められた．また，
臓器温存の点においても同様に，導入化学療法として
進行喉頭癌および下咽頭癌を対象にした比較第 3 相試
験（GORTEC2000-01 試験）7)によって，TPF 療法はPF
療法と比較して喉頭温存率が有意に高いことが示さ
れている．これらの試験結果を鑑み，本院でも2007 年
4月よりTPF療法を開始し，2011年12月までに28例の
下咽頭扁平上皮癌症例に導入化学療法を行っており，
原発巣で75％，頸部リンパ節で60％の奏功率が得られ
ている．一方で，このレジメンではCTCAE（Commom 
Terminology Criteria for Adverse Events）version4.03 
Grade3/4の重篤な有害事象，特に白血球減少 19 例，
好中球減少 22 例，発熱性好中球減少 15 例が認められ
ている．そのため，こうした有害事象をコントロール
することがTPF療法の課題となっている．
　また，TPF 導入化学療法を用いた順次治療では，
導入化学療法を2 ～ 3クール行い，その治療効果によ
りその後の治療法が選択され，化学放射線療法や外科
手術が行われる．こうした一連の治療には数か月を要
し，治療期間の長期化に伴い，患者には身体的，経済
的な負担が大きくなることから，治療に適した症例を
選択するため，治療効果を予見するシステムの確立
が急務となっている．効果の予測システムが確立され
ると，治療に適した患者選択が可能となり，TPF 療法
によって不必要な喉頭摘出手術の回避や臓器温存が
図れ，なおかつ，治療効果の低い患者集団に対しては
有害事象のリスクを伴う無効な薬剤投与を避けること
が可能となる．
　これまで，これらの各薬剤に対するバイオマーカー
候補は，その代謝経路等のメカニズムから考慮し提
唱されてきている．TXTを含むタキサン系抗癌剤の

薬理効果には，多剤排出タンパク質（ABCB1/Pgpに
代表されるABCトランスポーター）8)，薬剤取り込み
タンパク質（SLCO1B3/OATP1B3）9, 10)，代謝関連酵素

（シトクロームP450s，CYP3A4やCYP3A5 等）11)，薬剤
標的（β β-チューブリン）12)，分裂ストレス応答性の
染色体凝集関連タンパク質（CHFR）13, 14) 等が関与する．
CDDPを含む白金製剤においては，白金の解毒化酵素 

（グルタチオン抱合酵素 GSTP1）15)，DNA 損傷修復酵
素（ERCC1） 16)の関与が想定されている．さらに，5-FU
に関しては，その薬剤標的（チミジン合成酵素，TS）
や不活化酵素（ジヒドロピリミジンデヒドロゲナーゼ，
DPD）などが薬剤応答のバイオマーカーとして挙げら
れている 17)．しかしながら，これらの研究は，主に薬
物代謝に関わる肝臓や，乳癌，肺癌等の治療対象とな
る腫瘍組織や細胞系で解析が行われており，遺伝子発
現プロファイルが組織によって大きく異なることを
考えると，頭頸部癌，特に咽頭癌に限定した評価を行
う必要性があるが，いまだこうした研究はなされてい
ない．
　また，既知の薬物代謝等のメカニズムからは想定で
きない，薬効に関与する新たな分子の存在も否定でき
ない．例えば，CDDPの治療効果を規定する因子とし
て，IFITM1，TMEM158，FBLP1といった遺伝子が
網羅的遺伝子発現解析により，食道癌ならびに非小
細胞肺癌細胞株を用いた実験で見つかってきている
が，いずれも既知の薬剤代謝経路との関連は見いださ
れていない 18, 19)．そこで本研究では，咽頭癌由来細胞
株を用いた網羅的遺伝子発現解析を行い，既知のパス
ウェイにとらわれず，下咽頭癌 TPF 療法の治療効果予
測に有用となる候補因子の探索を試みた．

材料・方法

1）薬剤
　CDDPはシグマ アルドリッチ社より，TXTはトロン
トリサーチケミカル社，5-FUは和光純薬より入手
した．その他の試薬は，ナカライテスク（株），和光純
薬（株）あるいはシグマ アルドリッチ社より入手した．
2）細胞株

FaDu20)，Detroit 56220) は ATCC（American Type 
C u l t u r e  C o l l e c t i o n ）から，BICR 6 21) は ECACC

（European Collection of Cell Cultures）より入手した．
HPC-921Y，MPC-881T， MPC-882Yは 横 浜 市 立 大 学 
矢 野 間 俊 介 博 士 よ り，UMB-SCC-74522)はUniversity 
Hospital Giessen and Marburg, Depar tment of 
Otolaryngology, Head & Neck Surgery Robert Mandic
博士より供与いただいた．また，UT-SCC-420), UT-SCC-
26A20), UT-SCC-26B20), UT-SCC-6223), UT-SCC-6624), 
UT-SCC-7025), UT-SCC-8925), UT-SCC-9425) はUniversity 
of  Turku and Turku University Hospital, Department 
of Otorhinolar yngology -Head and Neck Surger y 
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Reidar Grénman 教授より提供された．各細胞は，推奨
された培地に10％ FBSを加え，37℃，5％二酸化炭素
濃度下で培養した．
3）細胞毒性試験
　上記の咽頭癌由来細胞 15 株を用いてMTT アッセイ
を行い，TXT，CDDP，5-FU各種薬剤に対するIC50（50％
阻害濃度）を決定した．MTT アッセイはShimokuni
ら 26)の方法に従い，播種する細胞数などを改変して
行った．96ウェルプレート（コーニング）に播種した
細胞数は，1ウェルあたり4×103 〜1.2×10４個とした．
また，ジメチルスルホキシド（DMSO）150 µLを加える
前のインキュベーション時間は，1 ～ 3時間とした．
4）網羅的遺伝子発現解析
　 各 細 胞 株 か らNucleoSpin RNA 抽 出 キ ッ ト 

（Macherey-Nagel）を用いてtotal RNAを抽出・精製し，
Quick Amp Labeling Kit（Agilent）でcRNA 合成時にラ
ベリングを行い，SurePrint G3 Human GE マイクロア
レイキット 8x60K（Agilent）によってnon-coding RNA
を含め，網羅的遺伝子発現解析を行った．スキャン
した画像データはAgilent Feature Extraction ソフト
ウェア（Agilent）で数値化を行った．遺伝子発現のシ
グナル強度は，解析環境言語 R（http://www.r-project.
org/）を用いてAgilent 社の推奨するクオンタイル正規
化法により標準化を行った．
5）定量的遺伝子発現解析
　相関解析から選ばれた遺伝子について，Real-time 
RT-PCR 法により遺伝子発現量の測定を行った．各細
胞 株 か ら 抽 出 し たTotal RNAか ら，ReverTra Ace® 
qPCR RT Kit（東洋紡）を用いてcDNAを合成し，ロシュ
社のUniversal Probe Libraryアッセイデザインセン
タ ー（https://qpcr.probefinder.com/organism.jsp）に

て設計したプライマー（インビトロジェン），UPLプ
ローブ（ロシュ），ならびに増幅用試薬［qPCR Quick 
GoldStar Mastermix Plus（ニッポンジーン）あるいは
ABsolute QPCR Mix（サーモフィッシャー）］を用い
て，LightCycler480（ロシュ）にて測定を行った．使用
したプライマーとプローブはTable 1の通りである．
ACTBおよびGAPDH 遺伝子は，インビトロジェン社
のEndogenous Control（VIC ®/ MGB Probe, Primer 
Limited）を用いて測定した．各遺伝子の発現量は，
ACTB, GAPDHならびにHPRT1 遺伝子の相乗平均値を
用いて標準化を行った．
6）統計学的解析
　各細胞株におけるマイクロアレイで得られた遺
伝子発現量とIC50 値との相関解析（線形回帰分析）を
行い，相関係数（|R| ＞ 0.7）を用いて各種抗癌剤の感
受性／耐性関連候補遺伝子を抽出した．IC50の値が
離散傾向を示したTXTについては，IC50 値によって
Low，Medium，Highの3 群にカテゴリー化を行い，
各群間の遺伝子発現量について，パターンマッチン
グ相関解析で比較した．上記により選出された候補遺
伝子について，Real-time RT-PCR 法により各細胞株
での遺伝子発現量を定量的に測定し，IC50 値との相関
を線形回帰分析により確認した．その際 , 相関係数が
|R| ＞ 0.6のものを , 感受性／耐性関連候補遺伝子とし
て抽出した．TXTについては，IC50 値によってLow，
Medium，Highの3 群にカテゴリー化を行い，各群に
おける遺伝子発現量について一元配置分散分析と多重
比較解析（ダネット検定）を行った．
7）ノックダウン実験
　Stealth RNAi（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 ）：AGR2

（HSS116220, HSS173724,  HSS116219），NINJ2

Table 1.	 Primers and Universal Probe Library probes used for the real-time RT-PCR analysis
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（HSS107192, HSS181530, HSS107191）， な ら び に
Stealth RNAiネガティブコントロール（Hi GC Duplex, 
Med GC Duplex, Low GC Duplex）を 用 い て 実 験 を
行った．その際，RNAiのGC 含量を考慮して適切なネ
ガティブコントロールを選択し使用した．CUY21Pro-
Vitroエレクトロポレーター（ネッパジーン社）を用い
てエレクトロポレーション法により各細胞株にStealth 
RNAiを導入し，表記の時間インキュベーションした
後，RNAを抽出・精製し，Real-time RT-PCR 法によ
りノックダウン効率を評価した．エレクトロポレー
ションの条件は，ネッパジーン社のマニュアルに
従い，pCMV-EGFP（ネッパジーン社より供与）プラ
スミドを用いて，蛍光顕微鏡下での観察ならびに
BD FACS Caliburフローサイトメーター（ベクトン・
ディッキンソン）での解析により，導入効率ならびに
生細胞率を測定し，至適化を行った．使用したエレク
トロポレーションの条件は，ポアリングパルス（Pp）: 
275 V，パルス幅0.5 ms，パルス間隔50 ms; ドライビン
グパルス（Pd）: 20 V，パルス幅 50 ms，パルス間隔
50 ms；パルス回数 10回であった． 
　ノックダウン実験の評価は ,それぞれの遺伝子を
高発現していた細胞株を用いて行った．AGR2の評
価は，AGR2を高発現し，TXTのIC50が高値を示した
UT-SCC-70 細胞を，一方，NINJ2はNINJ2を高発現し，
CDDPのIC50が低値であったUT-SCC-89 細胞を用いて
行った．

結　果

咽頭癌由来細胞株を用いた薬剤感受性／耐性関連候補
遺伝子の抽出
　各細胞におけるTXT，CDDPならびに5-FU 3 剤そ
れぞれのIC50 値をMTT 法により決定した （Table 2）．
マイクロアレイで得られた遺伝子発現量と IC50 値との
相関解析（線形回帰分析）により，まず16 種の薬剤感
受性／耐性関連候補遺伝子を抽出した（Table 3）．これ
を検証するために，Real-time RT-PCR 法による定量的
遺伝子発現解析を行い，IC50 値との相関解析を行った
ところ，これらのうち10遺伝子（TXT : PDE4D, AGR2,  
RAB15, SYNGR1 ; CDDP : NINJ2, PTGS1, KLK11, 
PDE4D ; 5FU : SEPW1, CDC25B, RCAN3, AGR2, 重複
含む）の発現量が IC50 値と有意に相関することが確認
された（Table 4）．
　そのうち，AGR2はTXTのIC50 値との間に有意な正
の相関関係を示した（R2 ＝ 0.4864，p ＝ 0.0038）（Fig.  
1A）．TXTのIC50 値 が 離 散 傾 向 を 示 し て い た の で，
線形回帰分析の他に，TXTのIC50 値によって細胞株
を3つのグループに分け，各グループにおけるAGR2
の発現量を比較した．TXTのIC50 値が高いグループ
は低いグループに比べ，有意にAGR2の発現量が高
かった（p ＝ 0.0044，ダネット検定）（Fig. 1B）．また，

NINJ2の発現量はCDDPのIC50 値との間に統計学的に
有意な負の相関関係を示した（R2 ＝0.7279，p ＜ 0.0001）

（Fig. 2）．
ノックダウン実験
　各遺伝子の発現量が薬剤奏功性と関連しているかを
調べるために，各種のStealth RNAiを用いてノックダ
ウン実験を行った.
　最初に，各遺伝子に対するノックダウン効率の評価
を行った．UT-SCC-4にAGR2, PDE4D, UT-SCC-26Bに
KLK11, UT-SCC-89にPTGS1およびCDC25BのStealth 
RNAiを導入したときのそれぞれの遺伝子発現量は，
Stealth RNAiネガティブコントロールを導入した場合
と比較して，24時間後には5 ～ 35％に抑制されていた．
しかし，96 時間後のそれぞれの遺伝子発現量は50 ～
120％となり， MTTアッセイによる細胞毒性評価まで
発現抑制効果を維持できず，その後の解析を行うこと
ができなかった．
　 ま た，UT-SCC-26BにNINJ2, PTGS1, SEPW1 お よ
び CDC25BのStealth RNAiを導入したときのそれぞ
れの遺伝子発現量は，Stealth RNAiネガティブコント
ロールを導入した場合と比較して，24 時間後には5 ～
10％に，96 時間後には20 ～ 40％に抑制された . これ
らノックダウン効率が良好であったそれぞれの遺伝
子のStealth RNAiと，Stealth RNAiネガティブコント
ロールを導入したUT-SCC-26Bの間で，各薬剤（TXT : 
AGR2, CDDP : NINJ2, PTGS1, 5FU : SEPW1, CDC25B）
のIC50 値を比較した．その結果，いずれの場合もIC50

Table 2.	 IC50 values for TXT, CDDP and 5 -FU in various 
pharyngeal cancer cells

TXT(docetaxel), CDDP(cisplatin), 5 -FU(5 -fluorouracil)
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値に大きな変化が見られなかった．
　UT-SCC-70にAGR2のStealth RNAiを導入したとき
のAGR2の遺伝子発現量は，Stealth RNAiネガティブ
コントロールを導入した場合と比較して，24 時間後
にHSS173724で は17.0 ％ に，HSS116220で は28.9 ％
に（Fig. 3A），72 時間後にはHSS173724では18.3％に，
HSS116220では27.7％に抑制された（Fig. 3B）．次にこ
れらノックダウン効率が良好であった2 種類のAGR2
のStealth RNAiを導入したUT-SCC-70と，Stealth RNAi
ネガティブコントロールを導入したUT-SCC-70の間で
TXTのIC50 値を比較した．AGR2のStealth RNAiで処理
したものはStealth RNAiネガティコントロールで処理
したものと比較して，TXTのIC50 値は有意に低下した

［HSS116220：p ＜ 0.0001，HSS17372：p ＝ 0.0009（ダ
ネット検定）］（Fig. 3C）．
　 ま た，UT-SCC-89にNINJ2のStealth RNAiを 導 入

Table 3.	 A list of candidate genes extracted from association analyses of IC50 values and gene expression levels assessed with a 
microarray analysis in 15 pharyngeal cancer cells 

したときのNINJ2の遺伝子発現量は，Stealth RNAi
ネガティブコントロールを導入した場合と比較して
24 時間後にHSS181530では21.6％に，HSS107192では
17.3％に（Fig. 4A），96時間後にはHSS181530では3.5％
に，HSS107192で は10.7 ％ に 抑 制 さ れ た（Fig. 4B）．
これらノックダウン効率の良好であったNINJ2の
Stealth RNAiを 導 入 し たUT-SCC-89と，Stealth RNAi
ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル を 導 入 し たUT-SCC-89の
間 でCDDPのIC50 値 を 比 較 し た と こ ろ，NINJ2の
Stealth RNAi(HSS107192)で 処 理 し た も の はStealth 
RNAiネガティブコントロールで処理したものと比べ
て，CDDPのIC50 値は統計学的に有意に上昇したが，
HSS181530で処理したものはコントロールより高い
IC50 値であったものの，有意差は認められなかった

［HSS107192：p ＜ 0.0001; HSS181530，P＝0.28（ダネッ
ト検定）］（Fig. 4C）． 

R was correlation coefficient obtained by linear regression analyses. R for Cat＊ was correlation coefficient obtained by pattern 
matching correlation analyses. They were conducted for categorized groups by 3 categories of IC50 values: low (less than 1) 
medium (1-1000), and high (above 1000). Candidate genes, whose R values was bigger than 0.7 in absolute value in CDDP and 
5-FU, were extracted. Candidate genes, whose R values for Cat＊ was bigger than 0.7 in absolute value in TXT, were extracted.
TXT(docetaxel), CDDP(cisplatin), 5-FU(5-fluorouracil) , R(correlation coefficient)
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考　察

　今回，咽頭癌由来細胞株を用い，薬剤感受性／耐性
に関連する候補遺伝子として10 遺伝子（TXT : PDE4D, 
AGR2, RAB15, SYNGR1 ; CDDP : NINJ2, PTGS1, 
KLK11, PDE4D ; 5FU : SEPW1, CDC25B, RCAN3, 
AGR2, 重複含む）を選別した．これらの候補遺伝子は，
各薬剤に対するバイオマーカーとしてこれまでには
報告されていないものがほとんどであった．それは，
過去の知見が，薬剤代謝に関わる肝臓，あるいは乳癌，
肺癌などの腫瘍組織や細胞系を用いた解析から示さ
れたものであり，遺伝子発現のプロファイルが組織に
よって大きく異なることから，本研究のように，咽頭
癌の細胞株に限定しての解析がこれまでになされてい
なかったためと考えられる．また，過去に報告され
ているバイオマーカー候補の中には遺伝子変異の報告
も含まれているが，本研究で用いた発現解析手法では
変異に関するバイオマーカーは抽出できないため，今
後，検討する予定である． 
　本研究では，これらの候補遺伝子の機能解析として
siRNAを用いたノックダウン実験を行い，1) AGR2の
遺伝子発現量の低下がUT-SCC-70 細胞におけるTXTの
IC50 値の有意な低下を引き起こし，2) NINJ2の遺伝子
発現量の低下はUT-SCC-89 細胞のCDDPに対するIC50

Fig. 1.	Correlation between IC50 values for TXT and AGR2 expression levels in various pharyngeal cancer cells. The expression 
levels of AGR2 were positively correlated with IC50 values for TXT with a statistical significance (linear regression 
analysis, R2=0.4864, P=0.0038) (A). AGR2 expression levels were normalized against the geometric mean of GAPDH, 
ACTB and HPRT1 genes. When pharyngeal cells were divided into 3 categories, namely low, medium, and high IC50 
values for TXT: low (less than 1), medium (1-1000), and high (above 1000), the mean AGR2 expression level in high IC50 
group cells was significantly higher than that in low IC50 group cells (Dunnett’s test, P=0.0044) (B). TXT(docetaxel)

Table 4.	 A list of selected genes confirmed by association 
analyses of IC50 values and gene expression levels 
as assessed with a real-time RT-PCR analysis in 15 
pharyngeal cancer cells 

Genes with R2 values >0.36 are listed. PDE4D and AGR2 
genes in parentheses that revealed P-values <0.05 in other 
drugs are also shown. 
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値を有意に増加させることを示した．この結果は，各
咽頭癌細胞株におけるAGR2の遺伝子発現量とTXTの
IC50 値が正の相関関係を示し，NINJ2の遺伝子発現量
とCDDPのIC50 値との間には負の相関関係が見られた
ことと一致しており，AGR2とNINJ2が，単なるバイ
オマーカーではなく，各薬剤（TXT，CDDP）の感受性
／耐性に直接影響を与えることを示している． 
　AGR2 遺伝子は，腸管のゴブレット細胞に特異的に
発現する遺伝子として単離された 27)．AGR2タンパク
質は分子量が約 2 万で，タンパク質ジスルフィドイソ
メラーザの活性を有し，主に粗面小胞体に局在するこ
とが報告されており，腸管における粘液産生に必須
であることが示されている 28)．AGR2ノックアウトマ
ウスでは，ゴブレット細胞におけるMucin2が減少し，
微生物感染に対する腸管自然免疫を担当するパネー
ト細胞構造が顕著に拡大すると報告されている 29)．こ
れまでに，AGR2 遺伝子と様々な疾患（喘息，炎症性
腸疾患，等）との関連が明らかになってきており 30, 31)，
特に，腫瘍においては，エストロゲン受容体α（ERα）
陽性乳癌，高グレード漿液性卵巣癌および前立腺癌で
AGR2 遺伝子発現と予後との関連が報告されてい
る 32 -34)．さらに，in vitro 実験によって，AGR2の過剰
発現が乳癌細胞株の増殖を引き起こし，また，グリオ

Fig. 2.	Correlation between IC50 values for CDDP and NINJ2 
expression levels in various phar yngeal cancer 
cells. The expression levels of NINJ2 were inversely 
correlated with IC50 values for CDDP with a statistical 
significance (linear regression analysis, R2=0.7279, 
P<0.0001). NINJ2 expression levels were normalized 
against the geometric mean of GAPDH, ACTB and 
HPRT1 genes. CDDP(cisplatin)

Fig. 3.	Effect of AGR2 knockdown by siRNA on the TXT sensitivity in UT-SCC-70 cells. Treatment with siRNA specific for 
AGR2 decreased the relative expression levels of the AGR2 gene normalized against the geometric mean of GAPDH, 
ACTB and HPRT1 genes in UT-SCC-70 cells at 24hrs (A) and 72hrs (B) after transfection, and significantly attenuated 
the resistance of UT-SCC-70 cells to TXT(HSS116220 : p<0.0001, HSS17372 : p=0.0009)(C). Error bars expressed 
standard errors (SE). Relative IC50 values of TXT were expressed as taking the levels treated with NC siRNA to be 100%. 
TXT(docetaxel), NC (Negative Control)
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ブラストーマ細胞株では増殖と血管新生を亢進させる
ことが示された 35, 36)．一方で，AGR2のノックダウン
は前立腺癌細胞株の細胞老化を誘導し，膵癌細胞株の
浸潤能を抑えることが報告されている 37, 38)．さらに，
AGR2の強制安定発現はNIH3T3 細胞に足場非依存性
増殖能を獲得させるなど，形質転換を促し，ヌードマ
ウス移植系では腫瘍化する 39)というように， AGR2が
癌遺伝子として機能することが示されているが，その
詳細な作用機序についてはいまだ充分には明らかにさ
れていない．
　AGR2は，前立腺癌細胞株 PC3と，そのTXT 耐性株
であるPC3-Rxを比較したプロテオーム解析によって，
TXTの治療応答性に関わるバイオマーカー候補の一
つとして報告された 40)．PC3-RxではAGR2の発現量が
低下しており，親株であるPC3 細胞でAGR2 遺伝子を
ノックダウンすると，TXTに対するIC50 値が約 5 倍に
増大することが示された．この結果は，本研究で見い
だした結果と相反するものである．
　先に，AGR2はDNA 傷害に応答する癌抑制遺伝子
p53のSer15およびSer392のリン酸化を阻害し，p53の転
写因子としての活性化を抑制することが報告されてい
る 41)さらに最近，前立腺癌細胞株において，p53の
Ser15リン酸化がTXTの感受性を規定していることも報
告されている 42)．これらのことから，AGR2が，p53の

活性化に重要なリン酸化を抑制することによってTXT
に対する耐性獲得に寄与する可能性が考えられ，これ
は今回の観察結果と一致している．今後，咽頭癌細胞
株においてAGR2がどのような作用機序でTXTの耐性
を獲得するか，詳細に検討する必要がある．
　高グレード漿液性卵巣癌では，白金製剤ベースの標
準化学療法において，AGR2の高発現症例が予後不良
となることが報告されている 43)．この論文では白金製
剤ベースの標準化学療法の詳細について記述されてい
ないが，Gynecologic Cancer InterGroupが推奨する卵
巣癌の標準的な化学療法では，白金製剤と共にパクリ
タキセル（paclitaxel/TXL）のようなタキサン系抗癌剤
を併用するのが一般的である．今回の解析では，咽頭
癌細胞株においてAGR2の発現量とTXTのIC50 値との
間に有意な正の相関関係を示しており，卵巣癌におい
てもAGR2の高発現がタキサン系抗癌剤の耐性獲得に
関与している可能性が示唆される．これまでの報告で
示されているように，AGR2が腫瘍の増殖や浸潤能に
関与していることを考慮すると，AGR2の発現低下が
化学療法剤に対する感受性に寄与することは，充分に
頷ける結果であると考える．
　NINJ2タンパク質は細胞接着分子 NINJ1の相同体
として2000 年にArakiらが単離した 44)．相同体である
NINJ1は神経障害後にシュワン細胞で誘導される遺

Fig. 4.	Effect of NINJ2 knockdown by siRNA on the CDDP sensitivity in UT-SCC-89 cells. Treatment with siRNA (HSS181530, 
HSS107192) specific for NINJ2 decreased the relative expression levels of the NINJ2 gene normalized against the 
geometric mean of GAPDH, ACTB and HPRT1 genes in UT-SCC-89 cells at 24hrs (A) and 96hrs (B) after transfection, 
and significantly attenuated the sensitivity of UT-SCC-89 cells to CDDP(HSS107192 : p <0.0001) (C). Error bars 
expressed standard errors (SE). Relative IC50 values of CDDP were expressed as taking the levels treated with NC 
siRNA to be 100%. CDDP(cisplatin), NC (Negative Control)
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伝子として単離され 45)，NINJ2も同様に神経障害に
よって誘導されることが報告されている 44)．NINJ2
は，その分子量が約 2 万で，膜貫通ドメインを2 個有
する膜結合タンパク質である．末梢神経系の成熟感覚
ニューロン，腸管ニューロンに恒常的に発現し，初代
培養された後根神経節ニューロンで神経突起の伸長
を促進させた 44)．疾患との関わりでは，Genome Wide 
Association Study（GWAS）により，脳卒中の発症リ
ス ク とNINJ2の2つ のSNP，rs11833579とrs12425791
が 関 連 し て い る こ と が 報 告 さ れ， 注 目 さ れ た 46)．
その後，この相関は欧州人を対象としたメタ解析で
は否定されたものの 47)，アジア人を対象とした2つの
メタ解析で，rs12425791が有意に関連することが確
認された 48, 49)．また，NINJ2のrs11833579 多型がアル
ツハイマー病の低リスクと関連することも報告され
ている50)．
　しかしながら，腫瘍との関連についてはいまだ報告
がない．NINJ2の相同体であるNINJ1では，pTaなら
びにpT1の膀胱癌において，免疫染色で発現陽性のも
のが陰性のものに比べ，増悪のリスクが有意に低い
ことが報告されている 51)．NINJ2の生物学的機能に
ついては，いまだほとんど明らかにされていないが，
NINJ1ならびにショウジョウバエでの相同体である
Ninjurin Aでいくつかの報告がなされている．NINJ1 
のN 末にあるエクトドメインがMMP9に切断される
と，既知のケモカインと類似した構造をとり，この
NINJ1 可溶型はケモカイン様の誘因効果を示した 52)．
また，NINJ1はマクロファージにおいて，細胞 - 細胞
間接着を介して細胞死のシグナルを増加させることが
示唆されている53)．また，ショウジョウバエのNinjurin 
Aが非アポトーシス的な細胞死を誘導することも報
告されている 54)．これらの報告は，いずれもNinjurin 
ファミリータンパク質が細胞死に関与することを示し
ており，今回の観察結果である，NINJ2の発現抑制に
よるCDDPに対する感受性低下と矛盾しない．
　今回，AGR2およびNINJ2 以外の候補遺伝子につい
ても，siRNAを用いたノックダウン実験を行ってい
る．PDE4D, KLK11に 関 し て は， 使 用 し たStealth 
RNAiでは，MTTアッセイによる細胞毒性評価まで
発現抑制効果を維持できず，細胞毒性試験に至らな
かった．また，PTGS1, SEPW1 およびCDC25Bについ
ては，ノックダウンした細胞株を用いて細胞毒性試験
を行ったが，Stealth RNAiネガティブコントロールを
導入した細胞株と比較して，各薬剤（CDDP : PTGS1, 
5FU : SEPW1, CDC25B）のIC50 値に大きな変化が見
られなかった．これは，各遺伝子の遺伝子発現量は，
Stealth RNAiを導入して24 時間後には5 ～ 10％に，96
時間後では20 ～ 40％に抑制されていたものの，遺伝
子発現抑制が各遺伝子の機能阻害には至らなかった可
能性がある．

　このように，AGR2およびNINJ2 以外の候補遺伝子
については，siRNAを用いたノックダウン実験で機能
を確認することはできなかった．しかし，これらの候
補遺伝子についても，単なるバイオマーカーではな
く，各種薬剤の感受性／耐性に直接的に結びついてい
る可能性が考えられる．したがって，今後はこれらの
候補遺伝子が，各薬剤の感受性／耐性規定因子となり
得るかについて，安定発現形質転換株を用いた実験等
により検討を進める予定である．さらに，薬剤の感受
性との関連が明らかになった遺伝子は，その作用機序
についても明らかにしたい．
　現在，本研究と併行して，下咽頭癌に対するTPF 療
法の第2相臨床試験を進行中である．この試験では，1) 
進行下咽頭扁平上皮癌におけるTPF 療法の有効性と
安全性を検証すること，2) 治療効果ならびに有害事
象の予測因子として既存の遺伝子情報の有用性を検証
するとともに新たな個人応答の予測因子を策定するこ
とを目的としている．この研究では種々の臨床情報の
集積を行っており，併せて，治療前の内視鏡切除組織
ならびに末梢血リンパ球 DNAを収集している．検体
数が解析に耐え得る数まで到達した際には，今回の研
究で示唆されたTXT, CDDP, 5-FUの効果予測候補遺伝
子について，その発現量を定量し，腫瘍縮小効果や腫
瘍再発あるいは全生存期間の予測モデルが構築できる
かについて検討する．その際，新規バイオマーカー候
補を，既存の知見により得られている因子と比較検討
し，これらの因子を有機的に結びつけた多因子による
予測式の策定を行う予定である．

結　語

　本研究により，咽頭癌細胞株でTXT, CDDP, 5-FUの
3 剤の感受性と発現量が強く相関する10 個の遺伝子
を見いだした．そのうち，AGR2とNINJ2については，
siRNAを用いた in vitro 実験で，各薬剤（TXT / CDDP）
の感受性／耐性に直接影響を与えることが確認さ
れた．今後，これらのバイオマーカー候補について，
臨床検体を用いた検証を行うと共に，その作用機序に
ついても明らかにしていく．
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