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研究成果の概要（和文）：ヒトゲノム上に存在する全ての遺伝子をスクリーニング可能であるトランスポゾンを
用いて、食道癌に対するシスプラチン、5-FU、放射線耐性遺伝子の新しい網羅的解析に関する研究において、37
種類のシスプラチン耐性遺伝子を発見した。そのうちTRIM16L overexpression細胞株に関してシスプラチン耐性
をMTT assayにて検証し、シスプラチンへの耐性を証明した。TRIM16 knockdown細胞株に関してシスプラチンへ
の耐性が減少することを確認した。TRIM16L overexpression細胞株のマウスxenograftでのシスプラチンに対す
る耐性をin vivoにて確認した。

研究成果の概要（英文）：Multimodal therapies including surgery, chemotherapy, and radiotherapy are 
necessary for advanced esophageal cancer. However, patients with resistance to chemo or radiotherapy
 cannot derive benefit from the therapy but suffer side effects. Therefore, detecting resistant 
genes and mechanisms is essential for tailoring treatment to improve the prognosis.We used a novel 
method involving transposons to screen and identify drug-resistant genes and radio-resistant genes. 
The new gene screening technique was useful for detecting candidate of drug-resistant genes in 
esophageal squamous cell carcinoma. We identified 37 candidate genes responsible for CDDP resistance
 in the two cell lines derived from ESCC cells. TRIM16 is one of the candidate of CDDP resistant 
gene. We confirmed TRIM 16 overexpression cell has CDDP resistant using MTT assay and resistance is 
decreased by knocking down TRIM 16. We also confirmed TRIM 16 overexpression cell has CDDP resistant
 in vivo xenograft model.

研究分野：食道癌

キーワード： 薬剤耐性　放射線耐性　トランスポゾン　食道癌　網羅的解析　5-FU　シスプラチン　放射線

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、食道癌に対する根治的治療法は手術、化学療法、放射線療法を組み合わせた集学的治療が行われている。
しかし、化学療法、放射線療法の奏効率は決して高くなく、奏効しない症例にとっては有害事象のみの無駄な治
療となる。また、治療の経過中に薬剤耐性が生じることで治療不応性となることが問題である。以上より化学療
法および放射線耐性のメカニズムの解明が治療戦略に非常に重要と考えられる。トランスポゾンを用いたシスプ
ラチン、5-FU、放射線耐性遺伝子の新しい網羅的解析により、進行食道癌の新たな治療戦略の開発と治療成績の
向上が可能である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

 ⾷道癌は早期にリンパ節転移をきたしやす
く、切除可能であっても予後不良な疾患であ
る(Fig1.)。⼿術成績は向上しているが、⼿術
単独治療では根治が限界であるため、現在、
⾷道癌に対する根治的治療法は⼿術、化学療
法、放射線療法を組み合わせた集学的治療が
⾏われている。⼿術療法を選択した場合もシ
スプラチン、5-FU、ドセタキセル等による術
前化学療法が推奨されている(JCOG9907)。欧
⽶では術前化学放射線療法が標準である。(CROSS study)。しかし、化学療法、放射線療
法の奏効率は決して⾼くなく、奏効しない症例にとっては有害事象のみの無駄な治療とな
る。切除可能⾷道癌に対する術前治療は、⾮奏効例では術前治療中に病状が進⾏し、切除
不能になってしまうこともある。施⾏前に⾮奏効症例が予測可能であれば、それらの症例
は速やかに⼿術をすることで根治が可能となる。化学療法、放射線療法施⾏前にそれらの
感受性を予測できれば、無駄な治療が回避できるとともに、他の薬剤による化学療法や、
他の治療法に速やかに変更することが可能になる。治療抵抗性の⾷道癌はもともと化学療
法耐性遺伝⼦、放射線療法耐性遺伝⼦を有していることや、治療経過中に薬剤耐性が⽣じ
ることが原因と考えられる。薬剤および放射線耐性のメカニズムの解明が治療戦略に⾮常
に重要と考えられる。また、それらのメカニズムが解明したら、将来的に耐性遺伝⼦の遺
伝⼦治療によって、化学療法、放射線療法の感受性を⾼めることによって、奏効率、⽣存
率を向上することができる可能性がある。  
われわれはトランスポゾンを⽤いた網羅的遺伝⼦解析によって、37 種類のシスプラチン

耐性遺伝⼦を同定し報告した。トランスポゾン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る。動く遺伝⼦、転移因⼦ (Transposable element) と
も呼ばれる。1940 年に Barbara McClintock がトランスポゾンの転移によってトウモロコ
シの実に斑を⽣じることを発⾒したが、Sleeping Beauty(⿂類), piggyBac(昆⾍)などのト
ランスポゾンが存在し、これらはヒトやマウスの細胞でも機能することが⽰されている。
遺伝⼦をはさんだ両端に回⽂配列や挿⼊配列があり、この部分が必要な酵素を指定し、挿
⼊の対象となる部位の塩基配列の重複回数を決めるなど、転移に重要な役割を果たしてい
る。トランスポゾンは⾃⾝に含まれるトランスポゼーゼという酵素によりʻカットʼ&ʻペース
トʼされ、ゲノム上のランダムな位置に挿⼊されるが、前述の回⽂構造の間に転写活性配列
（CMV プロモーター）を組み込むことで、ランダムに転移した先の遺伝⼦発現を誘導可能
となる(Fig.3)。また遺伝⼦上に転移した場合はその遺伝⼦発現を抑制する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
２． 研究の⽬的 

われわれは、トランスポゾンを⽤いたシスプラチン、5-FU、放射線耐性遺伝⼦の新しい
網羅的解析により、進⾏⾷道癌の新たな治療戦略の開発と治療成績の向上を⽬指す。 

 
３． 研究の⽅法 

トランスポゾン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
る。動く遺伝⼦、転移因⼦ (Transposable element) とも呼ばれる。トランスポゾンは⾃
⾝に含まれるトランスポゼーゼという酵素によりʻカットʼ&ʻペーストʼされ、ゲノム上のラ
ンダムな位置に挿⼊されるが、前述の回⽂構造の間に転写活性配列（CMV プロモーター）
を組み込むことで、ランダムに転移した先の遺伝⼦発現を誘導可能となる。また遺伝⼦上
に転移した場合はその遺伝⼦発現を抑制する。⾷道癌細胞にトランスポゾンを導⼊するこ
とで、ある特定の遺伝⼦を増幅もしくは抑制させた無数の細胞を作成することができる。
その細胞集団に対し、任意の薬剤環境下や放射線照射下で培養し、⽣き残った細胞の DNA
解析を⾏うことで、耐性遺伝⼦を特定することができる 

Fig.1 2000 年 (国立がんセンター中央病院) 



 
４． 研究成果 

 
食道癌細胞において Transposon tagged cell を樹立した。各種細胞へトランスポゾン
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、ピューロマ
イシンによる selection を行い、細胞一つ一つにおいて CMV プロモーターがゲノム上
のランダムな位置に挿入された細胞プールである、Transposon tagged cell を樹立し
た。トランスポゾンを用いた網羅的遺伝子解析の手法によって 37 の候補遺伝子が同
定され、その中には MRP1 (Multidrug resistance protein1)を含んでおり、既知の耐
性遺伝子を含んでいることより、この実験手法が十分に機能していることが確認でき
た。候補遺伝子のうち TRIM16 に関して実際に Real time PCR にて遺伝子の
overexpressionを認めた。JAK2遺伝子に関してはReal time PCRにて遺伝子のdown 
expression を認めた。TRIM16 overexpression 細胞株と野生型細胞株にシスプラチン
を暴露し、シスプラチン耐性を MTT assay にて検証し、シスプラチンへの耐性を証
明した。食道癌細胞株 TE4,5,9,15 の他に、KYSE 細胞株において Transposon tagged 
cell の樹立に成功した。KYSE 細胞株での野生型細胞株がシスプラチンで全滅する薬
剤濃度を決定した後、樹立した transposon tagged cell を用いて、その濃度の薬剤を
添加した。CMV プロモーターにより薬剤耐性に関与する遺伝子を過剰発現した細胞
は single cell として生き残り、3 週間程度培養することでコロニーを形成した。KYSE
細胞株についてシスプラチン耐性株を獲得した。4 シリーズで同定された 37 種類のシ
スプラチン耐性遺伝子 37 のうち薬剤耐性と関係のありそうな TRIM16L に関して
Real time PCR にて遺伝子の overexpression を認めた。TRIM16 overexpression 細
胞株と野生型細胞株にシスプラチンを暴露し、シスプラチン耐性を MTT assay にて
検証し、シスプラチンへの耐性を証明した。TRIM16 を有する食道癌野生型細胞株か
ら siRNA にて TRIM16 を knockdown し、シスプラチンへの耐性が減少することを確
認した。マウス xenograft での薬剤耐性の判定した。食道癌野生株と、耐性遺伝子を
導入した治療耐性株のマウス xenograft モデルを作成し、シスプラチンに対する耐性
を in vivo にて確認した。 
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