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研究成果の概要（和文）：オキサリプラチン(L-OHP)は大腸癌治療のキードラッグである。Prohibitin1(PHB1)タ
ンパク質発現量は、L-OHPの感受性と相関があることが以前の検討により解明された。本研究ではPHB1のL-OHP効
果予測バイオマーカーへの展開を目的とし、PHB1のL-OHP作用機序への関与と、臨床検体での相関を検討した。
PHB1の発現抑制によりL-OHPの感受性が低下する。この原因はPHB1発現抑制による抗アポトーシスの増加がL-OHP
が導くアポトーシスを抑制する結果と示唆された。患者血清を用いた検討よりPHB1と抗腫瘍効果にも有意な相関
が確認され、効果予測バイオマーカーへの可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Oxaliplatin (L-OHP) is a key drug used for the treatment of colorectal 
cancer (CRC). However, approximately half of patients who receive FOLFOX gain no benefit despite the
 incidence of side effects. In this study, we aimed to identify a predictive marker of response to 
L-OHP in human CRC cells. Proteomics analysis by 2D-DIGE was performed to compare between low and 
highly sensitive cell lines. Prohibitin1 (PHB1) was identified by proteomics analysis. Protein 
expression of PHB1 was correlated with IC50 value for L-OHP by immunoblot. Knockdown of PHB1 by 
siRNA decreased the sensitivity to L-OHP in human CRC cell lines. The knockdown of PHB1 reduced 
apoptosis that L-OHP induced and the expression of anti-apoptosis factor increased. Furthermore, 
ELISA analysis of clinical samples indicated that PHB1 expression in serum correlated with antitumor
 effect. This study found that PHB1 is considered a potential biomarker predictive of response to 
L-OHP for CRC.

研究分野： 生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
日本国内において大腸癌（結腸癌＋直腸

癌）は癌による死亡率が男性では 3位、女性

では1位を占める。大腸癌の標準治療である、

フルオロウラシル(5-FU)/ロイコボリン(LV)

に、オキサリプラチン(L-OHP)やイリノテカ

ンを併用した FOLFOX 療法や FOLFIRI 療法に

より、進行性・再発大腸癌の生存期間は約 20

ヶ月、奏効率は 50%にまで到達した。しかし

逆の見方をすれば、これらの治療を受けたほ

ぼ全員の患者に副作用が発現するにも関わ

らず、効果が得られるのは半分に過ぎないと

いう現状であり、薬物投与前に個々の治療に

対する感受性予測が出来るバイオマーカー

の確立が必要であることを示している。現在、

L-OHP 感受性因子の探索研究としては、DNA

修 復 に 関 わ る excision repair 

cross-complementation group 1(ERCC1)の遺

伝子多型をバイオマーカーとした、FOLFOX 療

法の予後予測の大規模臨床試験が試みられ

た。その結果、ERCC1 が感受性予測バイオマ

ーカーとして有効であるという報告[Br J 

Cancer 108, 1238-1244 (2013)]もある一方、

それを否定する報告[Mol Diagn Ther 5, 

277-83 (2011)] もあり、またこれら以外に

も多くの候補因子が報告されているにも関

わらず未だに実用化に至っているバイオマ

ーカーはない。加えて感受性因子の研究には

薬効発現本体であるタンパク質レベルでの

作用機序解明が必須である。  

研究代表者は、9 種類のヒト大腸癌細胞株

を用いて L-OHP 感受性を MTS assay により検

討した。IC50 を元に L-OHP に感受性の最も高

い方から 3細胞株を、最も低い方から 3細胞

株をピックアップし、2D-DIGE 法によりタン

パク質発現量に差の見られるスポットを 16

個見つけた（p<0.001）。続いて、ショットガ

ン解析により 10 種類のタンパク質が同定さ

れた。それぞれのタンパク質の発現量を 9種

類の大腸癌細胞株で Western Blotting 法に

より解析し、発現量と感受性（IC50）に相関

の見られたタンパク質が 6種類得られた。こ

れら 6種類のタンパク質はそれぞれ L-OHP 感

受性予測バイオマーカーとして報告はなく

新しい知見であった（2014 年特許出願済み）。 

申請者はこれら6種類のタンパク質の中から

癌抑制遺伝子として知られている PHB1 に注

目した。PHB1 は L-OHP 感受性が高い細胞株で

発現量が高いタンパク質である（図 1）。  

PHB1 の発現量の変化に伴い、L-OHP の感受性

も変化することを確かめるためにDLD-1細胞

を用い siRNA により PHB1 をノックダウンし、

オキサリプラチンの感受性の変化を調べた

ところ PHB1 ノックダウンにより L-OHP の感

受性は有意に低下した（図 2）。 

 

PHB1 は生物種を越えて高度に保存されたタ

ンパク質であり、アポトーシス、細胞周期制

御、シグナル伝達、老化などへの関与が示唆

されている多機能性タンパク質である。癌に

おいて PHB1 の発現量と癌化や悪性度の報告

は組織により異なり、癌に対して抑制的に働

くのか促進的に働くのか明らかではない。薬

剤感受性の報告では、子宮頸癌においてシス



プラチンが誘導するミトコンドリアの断片

化によるアポトーシスが、シスプラチン耐性

細胞株で PHB1 の発現量が少なく Opa1 と P53

の複合体が減りミトコンドリの断片化が進

まずアポトーシスが誘導されない[J Biol 

Chem. 289(39),27134-45 (2014)]というシス

プラチン耐性機序に PHB1 が関与している報

告がある。また、臨床血液検体において正常

者と比べ大腸癌患者ではPHB1/PHB2抗体の血

中濃度が高い[oncogene 23,  7430-7435 

(2004) ]などの報告がある。PHB1 と L-OHP 感

受性の関与は新規かつ独創的な知見であり、

本研究課題は、これまで進めてきた研究をさ

らに発展させ、抗癌剤感受性予測バイオマー

カーとて臨床応用へ展開する研究である。 

 
２．研究の目的 
(1) PHB1の L-OHP感受性に関わるメカニズム

の解明 

(2) PHB1のバイオマーカーとしての臨床応用

に向けた検討 

 
３．研究の方法 
(1) PHB1の L-OHP感受性に関わるメカニズム

の解明 

① PHB 過剰発現による L-OHP 感受性の

評価 

p-CMV6_PHB1 をトランスフェクションし

過剰発現させたヒト大腸癌細胞株

（HCT116）を用いて、PHB1 過剰発現によ

る L-OHP 感受性の変化を MTS assay で評

価する。 

② その他の抗癌剤におけるPHB1の感受

性への関与の検討 

ヒト大腸癌細胞株を使用し siRNA を用い

て PHB1 を抑制し、L-OHP 以外の大腸癌で

使用される抗癌剤シスプラチン(CDDP)、

フルオロウラシル(5-FU)、SN-38 への感

受性を MTS assay により評価する。PHB1

が L-OHP 感受性予測において単剤のバイ

オマーカー、もしくは、その他の抗癌剤

の感受性にも関与しているか検討した。 

③ PHB1 の発現調節を用いた感受性に関

わる経路の解析  

ヒト大腸癌細胞株（DLD-1）を用い、PHB1

発現抑制による L-OHP 感受性の低下が、

L-OHP が生じるアポトーシスを抑制して

いることが原因か検討した。その後、

L-OHP の作用機序、または PHB1 の関わる

アポトーシス経路に対してどのように関

わっているかWestern blottingにより解

析した。 

(2) PHB1のバイオマーカーとしての臨床応用

に向けた検討 

① PHB1 の ELISA 法の確立 

ELISA 法の確立：ヒト大腸癌患者の血液検体

を用い、PHB1のELISAの系を確立する。また、

評価に使用する定量方法を確立する。 

② 臨床検体を用いた血清中 PHB1 発現解析 

①で確立した ELISA 法を使用して、化学

療法未治療の進行・再発大腸癌患者に対

する FOLFOX + Bevacizumab 療法の治療開

始前と初回画像診断時の血清中の PHB1

を ELISA によって分析した。 

 

４．研究成果 

(1) PHB1の L-OHP感受性に関わるメカニズム

の解明 

① PHB 過剰発現による L-OHP 感受性の

評価 

p-CMV6_PHB1をトランスフェクションしPHB1

を 一 過 性 発 現 し た ヒ ト 大 腸 癌 細 胞 株

(HCT116)を用い、L-OHP 感受性の変化を MTS 



assay で評価した(図 3.)ところ、過剰発現に

よるL-OHPの感受性に有意な差は認められな

かった。原因として PHB1 自体の発現量が多

く過剰発現による発現量増加が影響を与え

ない程度だと考えられた。 

② その他の抗癌剤における PHB1 の感

受性への関与の検討 

他の薬剤においても PHB1 が関与するのか検

討するために、PHB1 発現抑制を用いて、大腸

癌で使用する 5-FU、CDDP、SN38 に対する細

胞毒性試験を実施した(図 4)。 

PHB1発現抑制によりCDDPとSN38の感受性に

影響は得られなかった。しかし、5-FU の感受

性は L-OHP 同様に有意に低くなった。以上の

結果より、PHB1 は L-OHP の感受性に影響を与

えていると示唆された。また、5-FU の感受性

への関与も示唆された。

 

③ PHB1 の発現調節を用いた感受性に

関わる経路の推定   

まず、PHB1 発現抑制による L-OHP の感受性の

低下がアポトーシスの抑制が原因となるの

か、PHB1 発現抑制を用いて、L-OHP 曝露 24

時間後のアポトーシスに関連するタンパク

質の発現量を確認した(図 5.)。 

 

L-OHP 曝露により生じる cleaved caspase9 と

cleaved PARP の発現上昇が PHB1 発現抑制に

より減少することから、PHB1 発現抑制による

L-OHP 感受性の低下はアポトーシスの減少が

関わっていると示唆された。その後、L-OHP

の作用機序、または PHB1 の関わるアポトー

シス経路に対してどのように関わっている

か Western blotting により解析した。PHB1

の発現抑制により、リン酸化 ERK や Akt など

の細胞の生存に関わるタンパク質の発現が

増加し、Bcl-2 や Bcl-xL の抗アポトーシスを

促進するタンパク質の発現も増加すること

を確認したことから、PHB1 はこれらの経路を

調節することでL-OHPによるアポトーシスを

制御していると考えられた。 

 

(2)PHB1 のバイオマーカーとしての臨床応用

に向けた検討 

ヒト大腸癌患者の血液検体を用い、PHB1 の

ELISA の系を確立し、この方法を使用して化

学療法未治療の進行・再発大腸癌患者に対す

る FOLFOX + Bevacizumab 療法の治療開始前

と初回画像診断時の血清中の PHB1 を ELISA



によって分析した。試験治療期間中の最大腫

瘍縮小効果をもとに Responder（CR+PR)と

Non-responder (SD+PD)に分け、血清中のPHB1

量と効果の相関を解析した（図 6）。

 

初回画像診断時の血清中の PHB1 発現量と抗

腫瘍効果に有意な差が確認できた。この結果

は細胞の結果と同じ傾向を表していて、バイ

オマーカーとしての可能性を示した。 

 PHB1 とオキサリプラチン感受性の関与は

国内外ともに新規かつ独創的な知見であっ

た。また、PHB1 が L-OHP が生じるアポトーシ

スを抑制することでL-OHPの効果を減少させ

るという作用機序も明らかになり、臨床検体

での比較とも相関した。以上より、PHB1 の抗

癌剤感受性予測バイオマーカーとて臨床応

用へ可能性を示した。 
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