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がん細胞の薬剤耐性制御機構の新展開

１． は じ め に

我が国の死因の一位を占めるのは「がん」であり，働き

盛りの年齢層における最大の死因でもあり，保健医療上の

重要性は極めて高い．がんの本態はゲノム不安定性を背景

に，多段階過程を通して複数の遺伝子構造・発現異常が体

細胞（がん細胞）に集積することに起因する．従ってがん

細胞・組織のゲノム解析は，診断・治療の分子標的を同定

し，個別化された予知医療を確立するために極めて有効で

ある．国内でも代表的ながんを対象にゲノム・遺伝子網羅

的解析が進み，新たながん関連遺伝子・治療応答性関連遺

伝子やその候補領域が多数同定され，機能解析から医薬へ

の応用がはかられようとしている．

がんの予後を左右する因子としては，転移と薬剤耐性が

あげられる．この二つの問題をどうコントロールするかが

患者の存命の鍵となるが，いずれもそのメカニズム解明が

様々に検討されているものの，その基礎研究の成果が十分

に臨床に反映されていないのが実情である．例えばタキサ

ン系の抗がん剤として知られるドセタキセルはチューブリ

ンの重合を促進して微小管を安定化し，細胞分裂を停止さ

せ，がん細胞のアポトーシスを誘導する薬剤である．ドセ

タキセルは乳がん治療に有効な薬剤であるが，患者の約半

数には奏効せず，奏効者においても乳がん細胞が次第にド

セタキセル耐性化することが治療の障害となっている．し

かしながら，ドセタキセル感受性や薬剤耐性化を予測する

有用な診断キットは一般にはひろまっておらず，薬剤感受

性を増感するための治療標的分子も見つかっていないこと

から，抗がん剤治療の臨床の現場での患者や医師の苦悩は

解決していない．本稿では，筆者らの研究室で発見された

薬剤耐性メカニズムを制御する新たな分子の概説と，最近

のトピックスである，薬剤耐性のメカニズム理解と根絶に

寄与することが期待される microRNAの関与についての知

見を紹介する．

２． 薬剤耐性機構の新たな主役の発見

RNA干渉法を利用した網羅的な遺伝子機能解析セルト

ランスフェクションアレイによって，薬剤耐性を解除する

分子を検索した．まず，ドセタキセル非奏効者の乳がん組

織で発現上昇している遺伝子の small interfering RNA

（siRNA）を合成し，ドセタキセル耐性乳がん細胞株に導

入して，RNA干渉（RNAi）による機能スクリーニングを

実施した．その結果，ribophorin II（RPN２）に対する siRNA

は，ドセタキセル存在下で強い細胞増殖抑制とアポトーシ

ス誘導を示し，RPN２は乳がんの薬剤耐性化に関与してい

ることが明らかになった１）．RPN２の機能を個体レベルで

検証するため，薬剤耐性乳がんマウスにドセタキセルと同

時に RPN２siRNAを投与したところ，著しい腫瘍の縮小

が認められ，ドセタキセルへの感受性が回復することが確

認された．

３． 薬剤耐性における RPN２の機能と糖鎖修飾

RPN２分子とがんとの関わりは，今までほとんど報告さ

れていない．図１左に示すように RPN２は，粗面小胞体に

局在する I型膜タンパク質で，オリゴ糖転移酵素（oligosac-

charyl transferase：OST）複合体を構成する成分のひとつで

ある２）．OSTは，新生ポリペプチド鎖に N -結合型糖鎖を

付加する機能を持ち，糖タンパク質の品質管理機構に関与

しているとされることから，OST複合体の１成分である

RPN２の役割に着目した．

がん細胞の薬剤耐性化に関与する糖タンパク質として，

P-糖タンパク質（P-gp）は広く認知されている．実際に，

薬剤耐性MCF７-ADR細胞では，P-gpの発現がその親株

MCF７に比べ著しく亢進しており，ドセタキセルの排出ポ

ンプとして働いている．P-gpは１４０kDaの新生タンパク

質として合成され，糖鎖付加により１７０kDaの糖タンパク

質となる．１７０kDaの P-gpは細胞膜に移動したうえでリ

ン酸化を受け，ようやく薬剤排出ポンプとして機能する

（図２）．そこで，RPN２のノックダウンが P-gpの糖鎖修飾

を抑制し，薬剤排出能を阻害するかをウエスタンブロッ

ティング法により確認した．その結果，コントロール

siRNAでは１７０kDaの成熟型糖鎖の P-gpが主であったの
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に対し，RPN２ siRNAでは１７０kDaのメインバンドは明ら

かに減弱したスメアーなパターンとなり，１４０kDaの糖鎖

未修飾 P-gpが明確に検出されたことから，RPN２をノッ

クダウンした薬剤耐性細胞では，P-gpが部分的な糖鎖修

飾あるいは未修飾の状態で存在し，糖鎖修飾が不完全であ

ることがわかった．また，薬剤耐性細胞では通常細胞膜表

面に強く局在する P-gpが，RPN２をノックダウンするこ

とで細胞膜から完全に消失しており（図１右上），さらに，

Rhodamin-１２３の取り込みによる薬剤排出能試験でも，

RPN２をノックダウンした細胞では，P-gpの基質である

Rhodamin-１２３は排出されず，細胞内に蓄積していた（図１

右下）．これらのデータは，RPN２のサイレンシングが，

P-gpの糖鎖修飾を抑え，細胞膜への移動を阻害し，薬剤

排出ポンプの機能を失わせることによって，MCF７-ADR

のドセタキセル感受性を増感することを示唆している．

RPN２は，OST活性の必須分子ではないとされており４），

P-gp糖鎖修飾の促進因子あるいは安定化因子として，P-

gpによる薬剤排出能をコントロールしていると考えられ

る（図２）．また RPN２は乳がんだけではなく，肺がんや

大腸がんの薬剤耐性にも関係しており，ドセタキセル以外

の薬剤への耐性にも機能している．以上のことから，

RPN２は新たな薬剤応答性マーカーや RNAi医薬の標的と

して期待されている３，４）．

４． 薬剤耐性を制御するmicroRNAの働き

新たな発現調節分子として non-coding small RNAである

microRNA（miRNA）が注目され，がんの薬剤耐性獲得と

の関連についてもその実態が明らかになりつつある．

miRNAは，ヒトでは８００種類ほどが登録されており，生

物の発生から老化をはじめ，発がん，転移等の疾患にも関

与することが明らかになりつつある．その最大の特徴は，

たった一つの miRNAが，多くの標的となる分子（時には

数百から千を越える）や複数のパスウェイを制御している

点である．

抗がん剤の耐性の獲得においても，様々な miRNAの発

現の変動を伴うことが発見され，その制御機構や標的分子

の探索により，新たな標的分子が明らかにされつつある．

各種がんの薬剤耐性に関与すると考えられている miRNA

を表１にまとめた．以下に薬剤耐性にかかわる miRNAを

がん種ごとにまとめてみた．

図１ RPN２分子の特徴と薬剤耐性メカニズム
RPN２分子は粗面小胞体に存在する膜貫通型の塩基性タンパク質である．
この分子は糖転移酵素である OST複合体のコンポーネントであることがわかっているが，がんとの関連はこれまで報
告が無かった．RPN２は薬剤耐性のがん細胞で高発現しており，siRNAなどでノックダウンすると，ABCトランス
ポーターである P-gpは薬剤耐性のがん細胞の膜表面から消失し（局在の変化），P-gpの基質である Rhodamin-１２３が
細胞内に流入する結果となり，がん細胞は薬剤耐性能力を失う．
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図２ RPN２による薬剤耐性化機構の概説
薬剤感受性細胞（図左）では，ABCトランスポーターの一種であり，薬剤を細胞外に排出する P-gp
の産生は低く，N -結合型糖鎖修飾に働く転移酵素である OST複合体も活発に働いていないため，薬
剤は細胞内に到達しやすい．ところが薬剤耐性がん細胞（図右）では，P-gpが盛んに合成されると
ともに，RPN２が高発現しており，OST複合体は P-gpに糖鎖（G）を付加，P-gpは細胞膜に移動し，
薬物を排出する．このため細胞は薬剤耐性を示すことになる．一方，RPN２を siRNAなどでサイレ
ンシングすると，P-gpの糖鎖修飾が低下し，細胞膜への移動が阻害され，P-gpはリン酸化されるこ
とも無く薬剤排出能を失い，細胞内にドセタキセルを保持，感受性が回復する．

表１ がんの薬剤耐性を制御する microRNAs

がんの種類 耐 性 薬 剤
microRNA

発 現 上 昇 発 現 低 下

乳 が ん ドキソルビシン ２１，２８，１０６a，２０６ let-７，２７b，３４a，１２７，２００c
タモキシフェン ３２，１７１，１８１b，２０３，２１３，２２１／２２２，３７５ ２１，２３，２４，２７，２００，３４２，４８９
シスプラチン他 １b-１，２２，１２６，１５２，１９６a，１９８，２１４，２１６，

２２３，３７０，５１９e，５２０，５２１
let-７i，-３２１，-５０９

卵 巣 が ん ドキソルビシン ２７a，９９a，１００，１２５b１，４５１
シスプラチン １b-１，２２，１２５b，１２６，１５２，１９６a，１９８，２１４，

２１６，２２３，３７０，５２０，５２１，５１９e
Let-７e，let-７i，３０c，１３０，３２１，３３５，５０９

パクリタキセル let７e ３０c，１２５b，１３０，３３５
胆 管 が ん ゲムシタビン -２１，-２００b
前立腺がん カンプトテシン ３４a
胃 が ん ビンクリスチン他 ３０２b，４９２ let-７a，１５b，１６，１７-５p，２０a，２３b，１０６a，

１０６b，１９６a，３２０
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４―１． 乳がん

Kovalchukらは，ヒト乳がん細胞株のドキソルビシンに

対する感受性株と耐性株との間の miRNAの発現を

miRNAアレイにより比較した結果，microRNA-２１（miR-

２１），-２８，-１０６a，-２０６が薬剤耐性株で発現が上昇し，逆

に miR-２７b，-１２７，-３４a，-２００c，let-７の発現は減少してい

ることを明らかにした５）．そしてそれぞれの miRNAの

データベースで予測される標的遺伝子の抑制も実際にタン

パクレベルで確認できた．また，ドキソルビシン耐性株で

は miRNAのプロセッシングに必要な Dicerと Argonaute２

の発現が抑制されており，乳がん細胞の薬剤耐性化には，

miRNAの発現だけでなく，miRNAの成熟過程の異常が関

与することも示唆した．さらに，P-gpのMDR１を抑制す

ることが予測される，miR-４５１を耐性株に導入した場合，

ドキソルビシンに対する感受性が回復することを見いだし

た．しかし，Zhuらは，ドキソルビシン耐性の卵巣がん細

胞で miR-４５１と miR-２７aを過剰発現させると，MDR１の

発現は上昇し，逆に miR-４５１と miR-２７aを抑制すると

MDR１の発現と薬剤排出能は低下すると報告しており６），

miR-４５１の機能解明にはさらなる解析が必要とされる．ま

た，Millerらの報告によれば，タモキシフェンに対して耐

性を示す乳がん細胞株では前述のドキソルビシン耐性株と

異なり，miR-２２１，-２２２，-１８１が感受性株と比較して上昇

し，miR-２１，-３４２，-４８９は減少していた７）．よって，抗が

ん剤によって耐性獲得に関与する miRNAが異なることが

考えられる．さらに同グループはヒトの乳がん組織におい

て，Her２陽性の乳がんで miR-２２１／２２２の発現が高いこと

から，内分泌療法抵抗性と miR-２２１／２２２の発現上昇にも

関連があることを示した．また miR-２２１／２２２の標的遺伝

子については，p２７Kip１を挙げており，p２７Kip１の発現抑制が

がんの悪性化に寄与していると推測した．この miR-２２１／

２２２の発現上昇が，乳がん細胞株のタモキシフェン耐性に

関与することは，Zaoらも報告しているが，彼らは miR-

２２１／２２２が estrogen receptor alpha（ERalpha）を抑制するこ

とを見いだし，抗エストロゲン療法に対する抵抗性との関

与を示唆した８）．そして，この現象を複数のヒト乳がん細

胞株でも確認し，miR-２２１／２２２の難治性乳がんにおける重

要性を示した．

４―２． 胆管がん

それ以前の２００６年のMengらの報告では，胆管がん細

胞において良性腫瘍細胞株と比較して発現の高かった

miRNAのうち，miR-２１，-２００bを抑制すると，ゲムシタ

ビンに対する感受性が亢進することを示した９）．さらに，

マウスへ腫瘍の移植実験では，ゲムシタビンの投与により

移植腫瘍中の miR-２１の発現が上昇すること，さらに miR-

２１はがん抑制遺伝子である PTENを抑制し，がんの悪性

化に寄与することを示唆した．この PTENを標的とした

miRNAについては Yangらも注目し，miR-２１４をヒト卵巣

がん細胞株へ導入すると，PTENを抑制し，プロテインキ

ナーゼである AKTを活性化し，シスプラチンに対し耐性

を示すことを報告した１０）．

４―３． 前立腺がん

前立腺がん細胞においても Fujitaらの報告があり，miR-

３４aは p５３により転写調節を受けるが１１～１３），p５３がホモ欠

損のヒト前立腺がん細胞株である，PC-３細胞や，p５３の

変異を持つ DU１４５細胞は，野生型 p５３を持つ LnCaP細胞

と比較し，miR-３４aの発現が著しく低下しており，PC-３

細胞へ miR-３４aを過剰発現させると，SIRT１，CDK６，サ

イクリン D１，E２F３，E２F１，BCL２の発現が抑制され，さ

らにカンプトテシンに対して耐性を示すことを示した．

我々は miR-１６が前立腺がんの細胞株や臨床検体でその発

現が loss of heterozygosity（LOH）によって低下している

ことを見いだした．この前立腺がんの骨転移モデルを用い

たイメージング実験により，miR-１６の補充療法は抗がん

作用を示すことが判明した１４）．miR-１６と薬剤耐性やホル

モン応答性との関連は明らかではない．

４―４． その他のがん

胃がんに関して Xiaらは，多剤耐性の胃がん細胞株とそ

の親株とを比較し，耐性株で発現の低下していた miR-１５b

と miR-１６を過剰発現させることにより BCL２の発現を抑

制し，複数の薬剤に対する感受性を亢進させた１５）．miR-

１５bと miR-１６の発現が慢性リンパ性白血病で LOHにより

発現低下がみられ，標的遺伝子が BCL２であることは報告

されているが１６），薬剤耐性にも関与を示す点は興味深い．

５． miRNAによる薬剤耐性予測

これらの報告のように，ヒトがん細胞株の親株と薬剤耐

性株の間の，miRNAの発現を比較する実験が，薬剤耐性

に関与する miRNの探索では最も多く行われている．ま

た，miRNAは培養細胞への導入，抑制が容易に行えるた

め，網羅的解析で候補に挙げられた miRNAが実際に培養

細胞の薬剤耐性に影響を与えるか否か，迅速な検証が可能

である．Yangらの臨床サンプルによる解析では，卵巣が
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ん患者のうち，化学療法に完全寛解を得た患者４２例，一

部寛解または非寛解２７例の原発巣の凍結検体における

miRNAを比較検討した結果，let-７iが化学療法耐性の患者

で低下しており，薬剤耐性と予後の新規のバイオマーカー

となりうることを示唆した１７）．このように，薬剤耐性とそ

の発現が強い相関を示す miRNAは，化学療法を行う際の

薬剤の選択や，予後予測の判断因子として臨床への応用が

期待できる．特に miRNAは，血液等の体液中にも安定に

存在することがわかってきており，将来的には薬剤耐性や

転移等の病態を即座に血液中の miRNAの変動でモニター

可能になる時代がくるかもしれない．

６． お わ り に

本研究では，実際の乳がん患者の遺伝子発現プロファイ

ルをもとに，RPN２という薬剤耐性乳がんの治療標的分子

を同定した．従来の遺伝子機能解析では，予め期待される

機能を有する候補遺伝子に絞りこむといった，かなり偏り

のある解析が通例行われてきたが，われわれはセルトラン

スフェクションアレイという偏りの無い解析を実施するこ

とにより，薬剤耐性の鍵を握る新規標的分子 RPN２を見い

だすことに成功した．RPN２は粗面小胞体に局在する膜タ

ンパク質であり，今までの創薬概念では創薬不可能な標的

といえる．しかし，RNAiの出現により創薬の可能性は大

きく広がり，RPN２を標的とする RNAi医薬が薬剤耐性乳

がんの分子標的薬として利用できると期待される．現在

は，この RPN２分子を制御する microRNAの同定にも成功

し，その miRNAが薬剤耐性やリンパ節転移と相関する可

能性が見いだされており，miRNAのような non-coding

small RNAが制御する薬剤耐性化機構の全容解明は本研究

分野に大きなインパクトを与えるに違いない．
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