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ERCC1 excision repair cross complementing group 1 

FBS fetal bovine serum 

HPF high-power field 

HSP70 heat shock protein 70 
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IC50 50% inhibitory concentration 

L-15 Leibovitz 15 
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MAGEA1 melanoma-associated antigen 1 
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nSMase2 neutral sphingomyelinase 2 
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RPL27 ribosomal protein 27  
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SW620/OxR oxaliplatin-resistant SW620  

TGF-β transforming growth factor-β 

uPA urokinase plasminogen activator 

xCT cystine/glutamate transporter 
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悪性新生物は 2014年の日本における死因別順位において第 1位であり、全体の約 30%

を占めた 1)。その中でも、大腸がんによる死亡数は年々増加しており、2014年の悪性新

生物による死亡数において女性では第 1位を示し、男性では肺がん、胃がんに次いで第

3 位であった (Fig. 1)2)。特に、肝臓や肺などへ遠隔転移を認めるステージⅣの大腸がん

患者の 5 年生存率は未だ 20%以下と著しく低く、有効な治療法が乏しい現状にある 

(Table 1)3)。したがって、大腸がんの治療成績を向上させることが望まれている。 

 

Fig. 1.  Changes in Death Numbers by Cancers in Japan, 1950-20142) 

 

Table 1. Five-Year Relative Survival Rate of Patients with Colorectal Cancer (CRC) in Japan3) 

  Five-Year Relative Survival Rate 

Stage I 0.984  

Stage II 0.905  

Stage III 0.791  

Stage IV 0.178  
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る (Fig. 3, 4)4,7)。また、カペシタビンと併用され、1サイクルを 3 週間間隔で繰り返し

実施される XELOX 療法 (CapeOX療法) が、FOLFOX 療法と同様に用いられる。

FOLFOX療法や XELOX 療法が術後の補助化学療法として、外科的切除後の患者にも用

いられている。術後補助化学療法としては FOLFOX療法が 12サイクル、XELOX 療法

が 8サイクル繰り返し実施される。ステージⅢの大腸がん患者に対する術後補助化学療

法として用いることで、再発が抑制されることや、生存期間が延長することが示された

4)。しかし、サイクルが進行することで L-OHPの投与回数が増加する。その結果、残存

する大腸がん細胞が L-OHP に対して抵抗性を獲得することが知られており、抵抗性克

服が大きな問題の一つとなっている。大腸がん細胞が L-OHP 抵抗性を獲得する一因と

して、ATP-binding cassette (ABC) トランスポーターがある。ABC トランスポーターは

細胞外に薬物を排出することにより、抗悪性腫瘍薬の細胞内取り込みを抑制する。

L-OHP 抵抗性を獲得した大腸がん細胞では、ABC トランスポーターである multidrug 

resistance protein 2 (MRP2) の発現が増加することが報告された 8)。さらに、大腸がん細

胞において、ABC トランスポーターの breast cancer resistance protein (BCRP) を過剰発現

させることで L-OHPの感受性が低下することが示された 9)。また、ABC トランスポー

ター以外にも、銅流入トランスポーターである copper transporter 1 (CTR1)、CTR2及び

銅流出トランスポーターATP7A、ATP7Bなどの銅トランスポーターは、L-OHPなどの

白金錯体を細胞内に流入させることや細胞外に流出させることで、白金錯体の感受性に

影響を与えることが認められた 10,11)。 しかし、Mirakhorli らは、MRP2 の発現量と

FOLFOX4療法の治療成績に相関性がないことを報告した 12)。L-OHP抵抗性の要因とし

て、トランスポーター以外にも様々な報告がなされている。例えば、アポトーシス促進

因子である caspase 3や Baxは、L-OHPの感受性と関連することが報告された 13)。また、

Seetharamらの報告において、遺伝子修復を行う excision repair cross complementing group 

1 (ERCC1) は、L-OHPの感受性にも影響を及ぼすことが示唆された 14)。しかし、L-OHP

に対する抵抗性を獲得した大腸がんに対する治療法は確立されていない。そのため、

L-OHP に対して抵抗性を克服する治療法を開発することは大腸がんの治療において重

要な課題である。 
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Fig. 3. Regimen of FOLFOX and XELOX7) 
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Fig. 4.  Algorithm of Systemic Chemotherapy for CRC Patients with Distant Metastasis4) 
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IRI: Irinotecan
Bmab: Bevacizumab
Cmab: Cetuximab
Pmab: Panitumumab

FOLFIRI: 5-FU＋LV＋IRI
FOLFOXIRI: 5-FU＋LV＋L-OHP＋IRI
IRIS: IRI ＋S-1
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がんの遠隔転移を制御する機構として、mRNA の生成を抑制する microRNA (miRNA) 

の重要性が認められている。miRNA はタンパク質をコードしていない 20から 25塩基

程度の一本鎖 RNA である。miRNA の 5’末端側の 2 塩基目から 8塩基目までの配列は

seed領域と呼ばれ、mRNA 配列の 3’非翻訳領域 (3’UTR) と seed領域が相補的に結

合することで、mRNA の分解、またはタンパク質への翻訳抑制が誘導される (Fig. 6A)。

上皮細胞の特性を示す多くのがん細胞においては、miRNA-200 (miR-200) ファミリー 

(miR-200a、miR-200b、miR-200c、miR-141、miR-429) が特異的に発現する 19)。また、

miR-200ファミリーはmiR-200b/200a/429とmiR-200c/141の 2つのクラスターを形成し、

それぞれ 1つの RNA として転写後、切断され、各 miRNA となる。miR-200ファミリー

や miR-205は、EMT の誘導因子である ZEB1 mRNAの 3’UTR と相補的に結合し、ZEB1

の発現低下を介し、EMT を抑制することが報告されている (Fig. 6B)19-21)。また、近年

miR-200ファミリーのプロモーター領域が CDH1 のプロモーター領域と同様に、E-box

配列を持つため、その発現がZEB1により抑制されることが明らかになった (Fig. 6B)22)。 

 

 

Fig. 6.  Regulation of EMT by ZEB1 and miR-200 Family Members 

 

miR-200ファミリー以外にも、転移を抑制する miRNA として let-7ファミリーがある。

let-7 ファミリーは let-7a、let-7b、let-7c、let-7d、let-7e、let-7f、let-7g及び let-7i などか

ら構成される。let-7ファミリーはがん抑制関連 miRNA として、転移や細胞増殖、アポ

トーシスなどに関与する多くの遺伝子の発現に影響を及ぼす 23-28)。転移を認めた大腸が

ん患者で let-7cの発現量が有意に低下し、転移能に関連していることが示唆された 27)。
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さらに、let-7gの発現低下により、肝がん細胞において Snailのタンパク質発現量が増加

し、EMT が誘導されることが報告された 28)。 

浸潤能などのがん細胞の特性を示す指標として、exosomeの内容物が有用であると期

待されている。exosomeは粒子径が約 100 nmほどの小さな膜小胞で、血液などの体液

中に存在し、タンパク質や RNA を含有する。これらの含有物は exosome膜により体液

中の分解酵素から保護され、安定した状態で存在する。また、その発現レベルは放出し

た細胞の特性や生理条件を反映することが明らかになっている。exosome中の miRNA

などの血液中に存在する miRNA ががん患者の診断や治療のためのバイオマーカーとし

て有用である可能性が示されている。例えば、大腸がん患者の血液中に存在する

exosomeにおいて、非大腸がん患者に比べ、let-7aや miR-21などの発現量が高いことが

報告された 29)。浸潤能の相違するがん細胞間では、それらの細胞から放出されたexosome

の miRNA 発現レベルも相違することが知られている。例えば、高浸潤性卵巣がん細胞

において let-7ファミリーが exosomeに選択的に移行するため、exosome中の let-7ファ

ミリーの発現レベルが低浸潤性卵巣がん細胞と比べ、高いことが報告された 30)。一方、

高浸潤性卵巣がん細胞において miR-200ファミリーの exosome中の発現レベルは、細胞

内の miR-200ファミリーと同様に低いことが報告されている 30)。 

がん転移には、DNA 塩基配列の変化を伴わない遺伝子発現制御機構であるエピジェ

ネティック修飾として知られている DNA のメチル化も関与することが明らかになって

いる。DNA のプロモーター領域に存在するグアニンとシトシンの繰り返し配列である

CpGアイランドのシトシンがメチル化することで、RNA への転写が抑制される。近年

の研究により、一部のがん転移に関連する mRNA や miRNA の発現が DNA のメチル化

により制御されることが示された。例えば、各種がん細胞の EMT 及び MET が

miR-200b/200a/429や miR-200c/141をコードしている DNA のメチル化により制御され

ることが報告された 31,32)。DNA のメチル化は DNA メチル化酵素ファミリーに分類され

る DNA メチル基転移酵素 (DNMT) により制御される。DNMT には DNA の複製の際に

DNA のメチル化状態を保持する役割を担う DNMT1 や、新たなメチル基を導入する

DNMT3 などが存在することが知られており、様々な遺伝子の発現制御に関わっている 

(Fig. 7A)。DNMT を阻害する薬として、2’-デオキシシチジン類似体であるデシタビン 

(DAC)、シチジン類似体であるアザシチジン (AC) やゼブラリン (Zeb) などがある 

(Fig. 8)。これらの DNMT 阻害薬はシチジンや 2’-デオキシシチジンと同様に、
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concentrative nucleoside transportersや equilibrative nucleoside transportersなどの核酸トラ

ンスポーターにより細胞内に流入し 33)、その後、DAC は代謝されて DNA に、AC 及び

Zebは代謝されて DNA もしくは RNA に組み込まれる (Fig. 7B)。DNA に組み込まれた

DNMT 阻害薬は、主に DNMT1 と強固に結合し、その活性を抑制する。そのため、DNA

のメチル化状態が保持されず、本来抑制されている遺伝子の発現が誘導され、様々な細

胞の性質を変化させる。さらに、がん抑制遺伝子などにも作用すると考えられており、

DNMT 阻害薬などのエピジェネティック修飾に影響を与える薬は新たな作用機序の抗

悪性腫瘍薬として期待され、開発が進められている。また、DNMT 阻害薬により、が

ん転移や EMT が抑制されることも報告された 34-41)。ただし、がん細胞や DNMT 阻害薬

の種類により影響を及ぼす遺伝子が異なることも認められている 36,37,42,43)。しかし、

L-OHPに対する抵抗性を獲得したヒト大腸がん細胞における DNMT 阻害薬の浸潤能な

どへの影響についての報告は乏しい。 

 

Fig. 7.  Regulation of DNA Methylation by DNMTs  

 (A) DNA methylation is caused by DNMTs and inhibits RNA transcription.  (B) DNMT 

inhibitors are taken up by nucleoside transporters and are incorporated into DNA. 

 

 

Fig. 8.  Structure of Cytidine, 2’-Deoxycytidine and DNMT Inhibitors 
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L-OHP は全身化学療法や術後補助化学療法に用いられる大腸がん治療の中心的薬物

の一つである。しかし、L-OHP に対する抵抗性を獲得した大腸がん細胞に対する治療

法は確立されていない。さらに、L-OHPはその長期処置により L-OHP抵抗性を獲得す

るだけでなく、EMT の誘導により転移能が亢進することが明らかになっている 17)。そ

のため、大腸がんの転移能を抑制するがん化学療法を開発することは重要な課題である。

EMT を抑制する一部の miRNA の発現などは DNA のメチル化の影響を受けるため、

DNMT 阻害薬は転移能獲得を抑制することも考えられる 35-42)。しかし、DNMT 阻害薬

の影響は細胞の特性により異なるにもかかわらず、L-OHP 抵抗性を獲得し転移能が亢

進したヒト大腸がん細胞における DNMT 阻害薬の影響についての報告は乏しい。 

ヒト大腸がん細胞株を用いた各種薬物の殺細胞効果や転移能への影響についての検

討が行われており、同一患者から単離されたヒト大腸がん細胞株で、低浸潤性を示す原

発巣由来の SW480細胞と、高浸潤性を示すリンパ節転移巣由来の SW620細胞を用いた

比較検討も進められている 44-46)。そこで、著者は SW480細胞及び SW620細胞を用いて

L-OHP抵抗性ヒト大腸がん細胞の作製を試み、浸潤能に及ぼす DNMT 阻害薬の影響に

ついて比較検討を行った。次に、exosome中の miR-200ファミリーや let-7 ファミリー

の発現レベルとがん細胞の浸潤能との関係や、DNMT 阻害薬による exosome中の

miR-200ファミリーや let-7ファミリーの発現レベルの変動についても検討を行った。 

すなわち、第 1章では、L-OHP抵抗性を示す SW620細胞を作製し、その細胞の EMT

関連因子や miRNA の発現量について検討した。第 2 章では SW620/OxR細胞、SW480

細胞及び SW620細胞を用いて、浸潤能や exosome中の miR-200ファミリーの発現レベ

ルに及ぼす DAC の影響について検討した。第 3章においては、これら 3細胞を用いて、

浸潤能に及ぼす各種 DNMT 阻害薬の影響について比較した。そして、exosome中の let-7

ファミリーの発現レベルに及ぼす Zebの影響について検討した。
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本 論 

 

第 1 章 オキサリプラチン抵抗性 SW620 細胞における 

上皮間葉転換の誘導と miR-200c 及び miR-141 の発現量の変化 

 

序 論 

上皮性がん細胞では EMT の過程で、上皮細胞マーカーである E-cadherinの発現が抑

制され、細胞間接着能を失い、並行して vimentinなどの間葉系細胞マーカーの発現が上

昇する。また、miR-200 ファミリーは上皮細胞に選択的に発現し、EMT を制御してい

る 19-21)。その他にも Mashitaらは、standard CD44 isoform (CD44s) と variant 9 isoform 

(CD44v9) の mRNA 発現量比 (CD44s/CD44v9 ratio) が上皮細胞と比較して間葉系細胞

で高いことや、CD44 の抑制により運動能及び浸潤能が抑制されることを報告した 47)。

また、活性酸素 (ROS) が EMT を誘導しており、CD44の影響を受けるトランスポータ

ーであるcystine/glutamate transporter (xCT) により、細胞内ROS量が制御されている 48)。 

EMT と抗悪性腫瘍薬に対する感受性との関連性は数多く報告されている。例えば、

薬物を細胞外に排出する ABC トランスポーターの遺伝子には、プロモーター領域に

EMT 誘導因子が結合する E-box配列が存在する塩基配列がある。そのため、TGF-β を

処置し EMT を誘導することで ABC トランスポーターの発現が増加する 49)。また、膵

臓がん細胞において EMT の誘導因子である ZEB1 の発現上昇はシスプラチン (CDDP) 

や 5-FUなどに対する感受性を低下させることが Arumugam らにより報告された 50)。一

方、Snail の過剰発現によりがん細胞のがん幹細胞化が促進され、抗悪性腫瘍薬に対す

る感受性が低下することも認められている 51)。さらに、抗悪性腫瘍薬に対する感受性へ

の miRNA の関与については、EMT を抑制する miR-200cが乳がんにおける多剤耐性化

の一因となる P-糖タンパク質の発現を抑制することも最近明らかにされた 52)。 

抗悪性腫瘍薬に対する抵抗性を獲得したがん細胞は、間葉系細胞の特性を示すことが

知られている。Yangらは L-OHPに対する耐性を獲得したヒト大腸がん細胞株 KM12L4

細胞及び HT29細胞において、E-cadherinの発現低下及び Snailや vimentinの発現上昇

といった EMT の特徴を報告した 17)。しかし、ヒト大腸がん細胞が L-OHP抵抗性を獲得

する過程での EMT の誘導において、miR-200ファミリーの関与は明らかになっていな



第 1 章 

12 

 

い。一方、ヒト前立腺がん細胞株 PC3細胞及び DU-145細胞において、ドセタキセルに

対する抵抗性獲得の過程で EMT が誘導され、両細胞で ZEB1の発現上昇だけでなく、

miR-200c及び miR-205の発現の低下を認めたとの報告もある 18)。そのため、ヒト大腸

がん細胞株では、L-OHPに対する抵抗性を獲得する過程において、EMT の誘導に関与

する miRNA の発現量が変化することで、EMT が誘導されている可能性が考えられた。

そして、miRNA の内、EMT を抑制する miR-200ファミリーなどが、L-OHP抵抗性獲得

による EMT 誘導を抑制するための新たな治療標的となる可能性が期待される。 

ヒト大腸がん細胞株である SW480細胞及び SW620細胞は、同一の白人男性の結腸が

ん原発巣 (50 歳時) 及びリンパ節転移巣 (51 歳時) からそれぞれ株化されたことが

1976年に報告された上皮性がん細胞である 53)。SW480細胞と比較して、SW620細胞は

より転移能の高い間葉系細胞の特性を示すため、しばしば転移に関する研究に用いられ

ている 44-46)。 

そこで、著者は本章において、SW480細胞及び SW620細胞を用いて L-OHP の長期

処置を行い、L-OHP 抵抗性ヒト大腸がん細胞の作製を試みた (第 1 節)。そして、作製

した L-OHP抵抗性 SW620細胞を用い、CDDPや大腸がんの治療に用いられる抗悪性腫

瘍薬に対する交叉耐性の有無について検討した (第 2 節)。さらに、EMT 関連因子の発

現量、運動能、浸潤能及び EMT の誘導を抑制する miR-200ファミリーの発現量の変化

について検討を行った (第 3節)。 
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第 1 節 オキサリプラチン抵抗性 SW620 細胞の作製 

 

日本では現在、L-OHPを使用するがん化学療法である FOLFOX療法や XELOX 療法

は再発予防を目的とする補助化学療法や切除不能な大腸がんに対する全身化学療法と

して治療に用いられる 4,7)。しかし、L-OHPの長期処置により、大腸がんが L-OHP抵抗

性を獲得することがある。L-OHP 抵抗性を獲得した大腸がん細胞に対する治療法を開

発することは大腸がんの治療において重要な課題である。そのためには、L-OHP 抵抗

性大腸がん細胞の特性について検討する必要がある。 

本節では L-OHP に対する抵抗性を獲得した細胞の特性について検討するために、

SW480細胞及び SW620細胞に L-OHPの長期処置を行い、L-OHPに対する抵抗性を獲

得した細胞の作製を試みた。 

 

第 1 項 実験材料と方法 

1-1 実験材料 

 ヒト大腸がん細胞株 SW480 細胞及び SW620 細胞は、各々American Tissue Culture 

Collection (Manassas, VA, USA) 及び DS Pharmabiomedical (Osaka, Japan) より購入した。

Leibovitz 15 (L-15) 培地は Life Technologies Corp. (Carlsbad, CA, USA) より購入した。

L-OHP は Wako Pure Chemical Industries (Osaka, Japan) より購入した。ウシ胎児血清 

(FBS) は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) より購入した。Penicillin及び streptomycin

は Nacalai Tesque (Kyoto, Japan) より購入した。  

 

1-2 細胞培養及び L-OHP 抵抗性細胞の作製 

 SW480 細胞及び SW620 細胞は 10% FBS、100 U/mL penicillin 及び 100 µg/mL 

streptomycinを加えた L-15培地において 37℃で培養した。SW480細胞または SW620細

胞を 1.0 × 103 cells/60-mm dishで播種し、5 µM L-OHPを含む培地で 2週間培養した 54)。

2 週間後、生存細胞を回収し、4.0 × 105 cells/60-mm dishで播種し、継代培養を繰り返し

た。SW620細胞に暴露させる L-OHPの濃度は 5 µM、20 µM、40 µM、80 µM と段階的

に上昇させた (Fig. 9)。また、SW480細胞に暴露させる L-OHPの濃度は 5 µM、10 µM、

20 µM、40 µM と段階的に上昇させた (Fig. 9)。本研究において、L-OHP抵抗性の獲得

を L-OHPに対する IC50値が 10倍以上に上昇することに設定した。 
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Fig. 9.  Schedule of Long-term Treatments with L-OHP 

 

1-3 殺細胞作用 

 細胞に対する抗悪性腫瘍薬の殺細胞作用は WST-8 アッセイにより測定した。細胞を

3.0 × 103 cells/wellで 96-wellプレートに播種し、24時間後、抗悪性腫瘍薬を培地で希釈

し、各 well に添加後、37℃で 72 時間培養した。72 時間後、各 well の培地を除き、抗

悪性腫瘍薬を含まない 100 µL 培地及び 10 µL WST-8 reagent solutionを加え、1-4時間後

に Model 550 Microplate Reader (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) により測定波

長 450 nm、参照波長 655 nmで吸光度を測定した。各細胞における抗悪性腫瘍薬の IC50

値 (細胞増殖を 50%阻害する薬物濃度) は、以下の式を用いて算出した 55)。 

 

E = Emax × Cγ / (Cγ+IC50
γ) 

 

E: surviving fraction (% of control)  

Emax: surviving fraction maximum 

C: drug concentration in the medium 

IC50: 50% inhibitory concentration 

γ: sigmoid factor 

 

 

 

 

 

 

L-OHP : 5 μM 20 μM 40 μM 80 μM

day 33 day 68 day 110 day 155day 0

SW620 cells

L-OHP : 5 μM 10 μM 20 μM 40 μM

day 36 day 75 day 111 day 156day 0

SW480 cells
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第 2 項 結 果 

 SW480細胞及び SW620細胞に対し、L-OHPを 4ヶ月以上処置した。Fig. 10及び Table 

2 に示すように、L-OHPの長期処置により SW620細胞の L-OHPに対する抵抗性は徐々

に増大し、L-OHPの 155日間処置により L-OHPの IC50値は約 16倍に上昇した。一方、

SW480細胞に対し、L-OHPの長期処置を行っても L-OHPに対する抵抗性の顕著な増大

は観察されなかった (Table 3)。 



 

 

Fig. 10

Control SW620 cells and SW620 cells treated with L

were incubated with various 

viability was measured by the WST

experiments.

 

10.  Comparison of the Sensitivity of L

Control SW620 cells and SW620 cells treated with L

were incubated with various 

viability was measured by the WST

experiments. 

.  Comparison of the Sensitivity of L

Control SW620 cells and SW620 cells treated with L

were incubated with various 

viability was measured by the WST

.  Comparison of the Sensitivity of L

Control SW620 cells and SW620 cells treated with L

were incubated with various concentrations of L

viability was measured by the WST-8 assay.  Each value represents the mean ± S.E.M. of four 

16 

.  Comparison of the Sensitivity of L-OHP-treated SW620 Cells to L

Control SW620 cells and SW620 cells treated with L

concentrations of L-OHP for 72 h in a 96

8 assay.  Each value represents the mean ± S.E.M. of four 

treated SW620 Cells to L

Control SW620 cells and SW620 cells treated with L-OHP for 33, 68, 110, and 155 days 

OHP for 72 h in a 96

8 assay.  Each value represents the mean ± S.E.M. of four 

treated SW620 Cells to L-OHP 

OHP for 33, 68, 110, and 155 days 

OHP for 72 h in a 96-

8 assay.  Each value represents the mean ± S.E.M. of four 

第

 

OHP  

OHP for 33, 68, 110, and 155 days 

-well plate.  Cell 

8 assay.  Each value represents the mean ± S.E.M. of four 
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OHP for 33, 68, 110, and 155 days 

well plate.  Cell 

8 assay.  Each value represents the mean ± S.E.M. of four 
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Table 2.  IC50 Values of L-OHP in SW620 Cells Treated with L-OHP 

L-OHP treatment IC50 (µM) Relative resistance 

control 13.4 1.0 

Day 33 30.2 2.2 

Day 68 40.2 3.0 

Day 110 110.0 8.2 

Day 155 215.6 16.1 

Relative resistance was calculated by dividing each IC50 value in SW620 cells treated with 

L-OHP by that in control SW620 cells. 

 

 

 

Table 3.  IC50 Values of L-OHP in SW480 Cells Treated with L-OHP 

L-OHP treatment IC50 (µM) Relative resistance 

control 39.3 1.0 

Day 33 70.2 1.8 

Day 75 66.9 1.7 

Day 111 72.9 1.9 

Day 156 No growth* - 

Relative resistance was calculated by dividing each IC50 value in SW480 cells treated with 

L-OHP by that in control SW480 cells.  *: Concentration of L-OHP; 40 µM. 
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第 3 項 考 察 

 L-OHPの 155日間処置により、L-OHPの IC50値が約 16倍以上に上昇した SW620細

胞が得られ、この細胞を L-OHP抵抗性 SW620細胞 (SW620/OxR細胞) として以下の検

討に用いた。 

L-OHP 抵抗性 SW480細胞を得られなかったことから、原発巣由来の SW480細胞と

比較して、リンパ節転移巣由来の SW620細胞において 53)、L-OHPの耐性化が誘導され

やすいことが示唆された。 
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第 2 節 SW620 細胞のオキサリプラチン抵抗性獲得に伴う交叉耐性について 

の検討 

 

銅流入トランスポーターである CTR1、CTR2及び銅流出トランスポーターATP7A、

ATP7Bなどの銅トランスポーターは L-OHPや CDDPなどの白金錯体の細胞内外への流

入や流出に関与し、白金錯体の感受性に影響を与えることが知られている 10,11)。また、

抗悪性腫瘍薬に対する抵抗性を獲得した細胞において、しばしば、細胞増殖速度の遅延

や交叉耐性を認めることがある。そこで、SW620/OxR細胞及び control SW620細胞にお

ける銅トランスポーターの mRNA 発現量、細胞増殖速度及び CDDPや大腸がん患者の

治療に用いられる抗悪性腫瘍薬の感受性について比較した。 

 

第 1 項 実験材料と方法 

1-1 実験材料 

 CDDP は Tokyo Chemical Industry (Tokyo, Japan) よ り 購 入 し た 。 Reverse 

transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) で用いたプライマーは Invitrogen 

(Carlsbad, CA, USA) より購入した。5-FUは Nacalai Tesque (Kyoto, Japan) より購入した。

CPT-11、SN-38は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) より購入した。 

 

1-2 細胞培養 

 本章第 1節で作製したSW620/OxR細胞及び control SW620細胞を用い、10% FBS、 100 

U/mL penicillin 及び 100 µg/mL streptomycinを加えた L-15培地において、37℃で培養し

た。SW620/OxR細胞は 80 µM L-OHP を含む培地で培養し、検討に用いる前に L-OHP

を含まない培地で一度継代培養した。 

 

1-3 RT-PCR による mRNA 発現量の定量 

Total RNAを RNeasy Mini kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) を用い、細胞から抽出した。

ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with gDNA Remover (TOYOBO, Osaka, Japan) により

total RNAを cDNA に逆転写し、MiniOpticon System (BioRad, Tokyo, Japan) により SYBR 

Green を用いた Real-time PCRを以下の条件で行った。初めに 95°C 、30秒で熱変性さ

せた後、95°C 5秒 (denaturation)、55°C 10秒 (annealing)、72°C 20秒 (extension) を 40
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サイクル行った。サイクル後、融解曲線分析により、産生物が単一であるか検討した。

各 mRNA 発現量は、ハウスキーピング遺伝子である ribosomal protein 27 (RPL27) によ

り標準化し 56)、相対発現量として、2−∆∆Ctで表した。本検討に用いたプライマーの配列

を Table 4に示す。 

 

Table 4.  Real-time RT-PCR Primers for mRNA Expression 

Gene Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) 

RPL27 ATCGCCAAGAGATCAAAGATAA TCTGAAGACATCCTTATTGACG 

CTR1 ACCATCACCCAACCACTTCAGCC ACACTGCCACAAAAGCTCCAGCC 

CTR2 TGGCAAAGCCAAGCTGCTCAAC AGCCGATGACCACCTGGATGAC 

ATP7A TGGCTGGCAAGGCAGAAGTAAGG ACGCAGGAGGCACACGTCATTC 

ATP7B TTGGAAACCGTGAGTGGCTGAGG AGCGTCTGCGATTGCGATCATCC 

 

1-4 殺細胞作用 

 本章第 1節第 1項 1-3と同様に殺細胞作用を評価した。 

 

1-5 細胞増殖 

 細胞を 5.0 × 103 cells/wellで 96-wellプレートに播種し、 24、48または 72時間培養し

た。培養後、各 well の培地を除き、新しい 100 µL 培地及び 10 µL WST-8 reagent solution

を加え、1時間後に Model 550 Microplate Readerにより、測定波長 450 nm、参照波長 655 

nmで吸光度を測定した。 

 

1-6 統計学的処理 

 データは平均値±標準誤差で表し、2 群間の比較検討には Unpaired Student's t-testを用

いた。 
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第 2 項 結 果 

SW620/OxR細胞及び control SW620細胞における銅流入トランスポーターである

CTR1、CTR2 及び銅流出トランスポーターATP7A、ATP7B の mRNA 発現量について比

較した。その結果、SW620/OxR細胞において、control SW620細胞と比較して、CTR1、

CTR2 及び ATP7A の mRNA 発現量が有意に低下していた (Fig. 11)。 

CDDPの IC50値は、SW620/OxR細胞と control SW620細胞との間で有意な差を認めな

かった (Table 5)。さらに、大腸がんの化学療法に用いられる 5-FU、CPT-11、及び CPT-11

の活性代謝物である SN-38に対する SW620/OxR細胞の感受性について検討した。その

結果、SW620/OxR細胞において、control SW620細胞と比較して、5-FU の IC50値はわ

ずかに高い値を示し、CPT-11及び SN-38の IC50値はわずかに低い値を示した (Table 5)。 

細胞倍加時間について検討したところ、SW620/OxR細胞の細胞倍加時間は約 28時間

であり、control SW620細胞の細胞倍加時間は約 20時間であった (Fig. 12)。この結果か

ら、SW620/OxR細胞の細胞増殖速度は、control SW620細胞と比較して遅いことが示唆

された。 
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第 3 項 考 察 

 SW620/OxR細胞において、白金錯体の細胞内への流入や細胞外への流出に関与する

銅トランスポーターである CTR1、CTR2 及び ATP7A の mRNA 発現量が抑制されている

ことを認めた。しかし、CDDPの IC50値は、SW620/OxR細胞及び control SW620細胞に

おいて、有意な差を認めなかった。これらの結果から、SW620 細胞において、銅トラ

ンスポーターの発現量の変化は白金錯体への感受性に影響しないことが示唆された。そ

のため、SW620細胞の L-OHP抵抗性の獲得には、銅トランスポーターの発現量の変化

以外の因子の関与が推測された。 

 L-OHP に対する感受性には銅トランスポーター以外にも様々な因子が関与する。例

えば、アポトーシス促進因子である caspase 3や Baxは、L-OHPに対する感受性と関連

することが報告されている 13)。しかし、これらの因子は L-OHPだけでなく CDDPに対

する感受性にも関連する。本検討において、SW620/OxR細胞と control SW620細胞の

CDDP に対する感受性に有意な差を認めなかった。そのため、SW620/OxR細胞におけ

る L-OHP抵抗性にこれらの因子は関与していないと考えられた。 

 SW620細胞において、5-FU、CPT-11及び SN-38に対する感受性は L-OHP 抵抗性獲

得により有意に変化した。しかし、その変化はわずかなものであり、SW620/OxR細胞

は L-OHPに選択的な抵抗性を示すことが示唆された。 
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第 3 節 SW620 細胞のオキサリプラチン抵抗性獲得による上皮間葉転換の  

誘導及び miR-200 ファミリーの発現量の変化についての検討 

 

Yangらは、L-OHPに対する抵抗性を獲得したヒト大腸がん細胞株 KM12L4 細胞及び 

HT29細胞では、EMT により転移能が亢進することや、間葉系細胞の性質を獲得したこ

とを報告した 17)。そこで、本節では第 1節で作製した SW620/OxR細胞においての EMT

関連因子の発現量や、運動能及び浸潤能について検討した。さらに、EMT 関連因子の

発現を制御する miR-200ファミリー及び miR-205の発現量について検討した。 

 

第 1 項 実験材料と方法 

1-1 実験材料 

 Matrigelは Corning (New York, NY, USA) より購入した。Monoclonal mouse anti-β-actin

抗体、goat anti-mouse IgG-horseradish peroxidase (HRP) 抗体及び goat anti-rabbit IgG-HRP

抗体は Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) より購入した。Monoclonal rabbit 

anti-E-cadherin抗体、monoclonal rabbit anti-vimentin抗体及び monoclonal rabbit anti-ZEB1

抗体は Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA) より購入した。 

 

1-2 細胞培養 

 SW620/OxR細胞及び control SW620細胞は、本章第 2節第 1項 1-2と同様に培養した。

また、SW480細胞は、本章第 1 節第 1項 1-2と同様に培養した。 

 

1-3 運動能及び浸潤能の評価 

8.0-µm Transwell Insertを用い、Morelli らの方法により運動能及び浸潤能を評価した

57)。運動能の評価には Matrigelでコートしていない 8.0-µm Transwell Insertを用いた。浸

潤能の評価には、Matrigelでコートした 8.0-µm Transwell Insertを用いた。細胞を 2.0 × 105 

cells/insertで播種し、well 内に 10% FBSを含む培地を加えた。24時間後、insert内の培

地を無血清培地に、well 内の培地を 20% FBSを含む培地に交換した (Fig. 13) 57)。37℃

で 72時間培養後、Transwell Insertのメンブレンを Diff Quik reagent (Sysmex, Kobe, Japan) 

で染色し、200倍の倍率で観察した。5 つの視野で細胞をカウントし、平均値を用い運

動能及び浸潤能を評価した。 
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Fig. 13.  Migration or Invasion Assay 

 

1-4 RT-PCR による mRNA 発現量の定量 

 本章第 2 節第 1 項 1-3 と同様の方法で mRNA 発現量を定量した。本検討に用いたプ

ライマーの配列を Table 6に示す。 

 

Table 6.  Real-time RT-PCR Primers for mRNA Expression 

Gene Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) 

RPL27 ATCGCCAAGAGATCAAAGATAA TCTGAAGACATCCTTATTGACG 

CDH1 ACAAGCCCGAATTCACCCAGGAG AAGCGATGGCGGCATTGTAGGTG 

CDH2 ACAGTGGCAGCTGGACTTGATCG ACGGCCGTGGCTGTGTTTGAAAG 

Vimentin AACCAATGAGTCCCTGGAACGCC CACGAAGGTGACGAGCCATTTCC 

Snail TCGGAAGCCTAACTACAGCGAGC AGATGAGCATTGGCAGCGAGGC 

ZEB1 ACTCAACTACGGTCAGCCCTGC CCGCATTTTCTTTTTGGGCGGTG 

ZEB2 AACACCCCTGGCACAACAACGAG ATTGCGGTCTGGATCGTGGCTTC 

CD44s AAAGGAGCAGCACTTCAGGA TGTGTCTTGGTCTCTGGTAGC 

CD44v9 ACCATCCAACAACTTCTACTCTGACA CCTTCAGAATGATTTGGGTCTCTT 

xCT TGGCAGTGACCTTTTCTGAGCGG AGCAAACACACCACCGTTCATGG 

 

1-5 Western blot によるタンパク質発現量の測定 

 M-PER Mammalian Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) を

用い、タンパク質を細胞から抽出した。各タンパク質サンプルは 10%または 4-12% 

NuPAGE polyacrylamide gel electrophoresis Bis-Tris gel (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) を

用いて、4-morpholinepropanesulfonic acid buffer pH 7.7 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) に

より電気泳動した。電気泳動後、 iBlot (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) を用い

day 0 day 1

Replace
serum-free medium

Replace 
20% FBS

seed 2.0 x 105/200 μL
(10% FBS medium)

10% FBS
800 μL

day 4

fix and stain 
Diff Quik reagent

Migration assay: Matrigel (-)
Invasion assay: Matrigel (+)

Initiation of 
chemical attraction
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polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜にタンパク質を転写した。PVDF 膜を室温において

Blocking One (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) 中で 30分間振盪後、一次抗体と室温で 1 時

間、または 4℃で一晩反応させた。その PVDF膜を Tris-buffered saline-0.1% Tween 20で

洗浄後、二次抗体を室温で 1 時間反応させた。タンパク質は Chemi-Lumi One Super 

(Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) により可視化した。 

 

1-6 細胞内 ROS 量の測定 

 細胞を 3.0 × 103 cells/wellで 96-wellプレートに播種し、24時間培養した。24時間後 10 

µM L-OHP を加え、さらに 6時間培養した。ポジティブコントロールとして、200 mM 

H2O2を 1 時間処置した細胞を用いた。その後、培地を除き、新たに 10 µM 

2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, 

Japan) を含む培地 100 µL を加えた。1 時間後、細胞を PBSで 2 回洗浄し、各 well に 100 

µL PBSを加え、Infinite F200 PRO (Männedorf, Switzerland) により、励起波長 480 nm、

発光波長 535 nmで蛍光強度を測定した。細胞内の ROS量は各ポジティブコントロール

により標準化した。 

 

1-7 Wound-healing assay による運動能の評価 

運動能を wound-healing assayにより評価した。細胞を播種し、コンフルエントとした

後、1000-µL ピペットチップの先端により創傷を作製し、その幅を測定した。37℃で 48

時間培養後、創傷の幅を測定し、以下の式を用いて pearcentage of migration rateを算出

し、運動能を評価した。 

 

Percentage of migration rate  

= ((wound length at 0 h) - (wound length at 48 h)) × 100/ (wound length at 0 h) 

 

1-8 RT-PCR による miRNA 発現量の定量 

 Sepasol-RNA I Super G (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) を用い、200塩基以下の RNA を

含む total RNAを細胞より抽出した。Mir-X miRNA First Strand Synthesis Kit (Takara Bio 

Inc., Otsu, Japan) により total RNAを逆転写し、real time-PCRを以下の条件で行った。

初めに 95°C 、10秒で熱変性させた後、5 秒 95°C 、20秒 60°Cを 40サイクル行った。
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サイクル後、融解曲線分析により産生物が単一であるか検討した。各 miRNA 発現量は、

U6 small nuclear RNA (snRNA) により標準化した。本検討に用いたプライマーを Table 7

に示す。また、U6 snRNAの発現量は Mir-X miRNA First Strand Synthesis Kitに含まれる

プライマーを使用し定量した。 

 

Table 7. Real-time RT-PCR Primers for miRNA Expression 

miRNA Sequence (5’-3’) 

miR-200a TAACACTGTCTGGTAACGATGT 

miR-200b TAATACTGCCTGGTAATGATGA 

miR-429 TAATACTGTCTGGTAAAACCGT 

miR-200c TAATACTGCCGGGTAATGATGGA 

miR-141 TAACACTGTCTGGTAAAGATGG 

miR-205 TCCTTCATTCCACCGGAGTCTG 

 

1-9 統計学的処理 

 データは平均値±標準誤差で表し、2 群間の比較検討には Unpaired Student's t-testを用

いた。 
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第 2 項 結 果 

 SW620/OxR細胞は control SW620細胞と比較して、より楕円形の形状を示した (Fig. 

14A)。次に、EMT 関連因子の発現量について検討した結果、SW620/OxR細胞において、

CDH1 の mRNA 発現量は低下し、vimentin 及び ZEB1 の mRNA 発現量は増加した (Fig. 

14B)。一方、Snail の mRNA 発現量に有意な変化は認めなかった (Fig. 14B)。同様に、

SW620/OxR細胞において、E-cadherinのタンパク質発現量は低下し、 vimentin及びZEB1

のタンパク質発現量は増加した (Fig. 14C)。また、間葉系細胞のマーカーとされる

N-cadherinをコードしている CDH2 及び ZEB2 の mRNA 発現量は、control SW620細胞

及び SW620/OxR細胞において観察されなかった。次に、運動能及び浸潤能について検

討したところ、SW620/OxR細胞の運動能及び浸潤能は control SW620細胞と比較して有

意に亢進していた (Fig. 14D)。これらの結果より、SW620細胞と比較して SW620/OxR

細胞はより間葉系細胞の特徴を示すことが示唆された。 

SW620細胞において、CD44s と CD44v9 の mRNA 発現量が L-OHP抵抗性の獲得によ

り低下した (Fig. 15A)。さらに、Mashitaらの報告 47)と同様に、CD44s/CD44v9 ratioは

control SW620細胞と比較して、より間葉系細胞の特徴を示す SW620/OxR細胞において

著しく高値を示した (Fig. 15B)。 

その他、ROS により EMT が誘導されることが報告されている 48)。しかし、SW620

細胞において、細胞内の ROS量及び xCT の mRNA 発現量に、L-OHP 抵抗性の獲得に

よる有意な変化は認めなかった (Fig. 16)。 

L-OHP を 111日間処置した SW480細胞において、control SW480細胞と比較して、

CDH1 及び vimentin の mRNA 発現量は有意に増加したが、運動能は L-OHPの長期処置

により変化しなかった (Fig. 17)。これらの結果より、SW480細胞においては L-OHPの

長期処置により間葉系細胞の特性を獲得しなかったことが示唆された。 

SW480細胞及び SW620細胞における miR-200ファミリーの発現量について比較検討

したところ、SW480細胞では、SW620細胞と比較して、miR-200ファミリーの発現量

が著しく髙かった (Fig. 18)。 

次に、SW620/OxR細胞及び control SW620細胞における miR-200 ファミリー及び

miR-205 の発現量について比較検討した。その結果、SW620/OxR細胞において、クラ

スターを形成する miR-200c及び miR-141の発現量が有意に低下した (Fig. 19)。一方、

miR-200a、miR-200b、miR-429 及び miR-205 の発現量は SW620/OxR細胞及び control 
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SW620細胞において、差は認められなかった (Fig. 19)。 
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Fig. 15.  Comparison of CD44 in SW620/OxR Cells and Control SW620 Cells 

(A) The mRNA expression of CD44s and CD44v9 was detected in SW620/OxR cells and 

control SW620 cells by real-time RT-PCR and normalized by RPL27 mRNA expression.  (B) 

CD44s/CD44v9 ratio was determined using the data shown in (A).  Each column represents the 

mean ± S.E.M. of three independent experiments (Unpaired Student’s t-test, **p <0.01 

significantly different from control SW620 cells). 

 

 

Fig. 16.  Comparison of Intracellular ROS and xCT in SW620/OxR Cells and Control SW620 

Cells 

(A) The intracellular ROS levels were detected in SW620/OxR cells and control SW620 

cells by DCFH-DA and normalized by intracellular ROS levels of each positive control 

treatment.  (B) The mRNA expression of xCT was detected in SW620/OxR cells and control 

SW620 cells by real-time RT-PCR and normalized by RPL27 mRNA expression.  Each column 

represents the mean ± S.E.M. of three independent experiments. 
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Fig. 17.  EMT-related mRNA Expression Levels and Migration Activity in SW480 Cells 

Treated with L-OHP for 111 Days and Control SW480 Cells 

The mRNA expression of CDH1 (A) and vimentin (B) in SW480 cells treated with L-OHP 

for 111 days and control SW480 cells was detected by real-time PCR analysis and normalized 

by RPL27 mRNA expression.  (C) Cells were scratched with a 1000-µL pipette tip and 

photographed immediately after scratching (0 h).  After a 48-h incubation, the lengths of the 

wounds were taken to calculate the migration rate.  Each column represents the mean ± S.E.M. 

of three independent experiments (Unpaired Student’s t-test, **p <0.01 significantly different 

from control SW480 cells). 
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第 3 項 考 察 

 EMT 関連因子の mRNA 及びタンパク質の発現量より、SW620細胞において、L-OHP

に対する抵抗性を獲得する過程で、ZEB1の発現量が増加し、間葉系細胞の特性を示す

ことを認めた。また、ROS量及び xCT の mRNA 発現量に有意な差を認めなかったこと

から、ROS 量以外の因子により間葉系細胞の特性が誘導されることが示唆された。そ

の例として、L-OHP の感受性を低下させるだけでなく、EMT の誘導により増加する

ERCC1がある 13,58)。しかし、ERCC1は Snailの発現と相関することも知られている 58)。

そのため、Snail の mRNA 発現量に有意な変化を認めなかったことから、本検討におい

て ERCC1は SW620細胞での L-OHP抵抗性の獲得に関与していないと考えられた。 

L-OHPの長期処置を行った SW480細胞において、vimentin の mRNA 発現量は増加し

たが、CDH1 の mRNA 発現量も増加し、運動能は亢進しなかった。この結果より、SW480

細胞は L-OHPの長期処置により、間葉系細胞の特性を獲得しにくいことが示唆された。

なお、間葉系細胞の特性を持つ乳がん細胞は、抗悪性腫瘍薬に対する抵抗性を生じやす

いことが示唆されている 59)。そのため、L-OHPの長期処置を行った SW480細胞は間葉

系細胞の特性を獲得しにくく、L-OHP に対する抵抗性を獲得しなかった可能性が考え

られた。さらに、SW480細胞では SW620細胞と比較して、miR-200ファミリーの発現

量が著しく高いことを認めた。 

 SW620/OxR細胞において、クラスターを形成する miR-200c及び miR-141の発現量が

有意に低下した。この結果は L-OHP 抵抗性大腸がん細胞において、miR-200ファミリ

ーの発現が抑制されていることを初めて明らかにした。さらに、miR-200c及び miR-141

の発現抑制が本検討において観察されたL-OHP抵抗性の獲得やEMTの誘導を促進する

可能性が示唆された。 

Zhouらは三種類の大腸がん細胞株とその L-OHP抵抗性細胞株における miRNA 発現

量を比較したが、L-OHP抵抗性の獲得による miR-200cの発現量抑制は観察されなかっ

たことを報告し、miR-141の発現量は検討していなかった 60)。しかし、その三種類の大

腸がん細胞株の一つである HT29細胞では、L-OHP抵抗性獲得の過程で、ZEB1以外の

EMT 誘導因子により EMT が誘導されている可能性が報告された 18)。そのため、本検討

において miR-200c及び miR-141の発現抑制は L-OHP抵抗性獲得の過程における EMT

を誘導する一因である可能性を示したが、それ以外の要因によっても EMT が誘導され

る可能性があり、大腸がん細胞の特性などさらなる検討が必要と考えられた。 
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小 括 

 

 L-OHP抵抗性ヒト大腸がん細胞の作製を試み、浸潤能及び EMT 関連因子の発現量に

ついて SW480細胞と SW620細胞を用いて比較検討し、以下の結果を得た。 

 

1. L-OHP の 155日間処置により、L-OHP の IC50値が約 16 倍以上に上昇した SW620

細胞が得られ、この細胞を L-OHP抵抗性 SW620細胞(SW620/OxR細胞) として検

討に用いた。一方、SW480細胞への L-OHP の長期処置によって、L-OHP 抵抗性

SW480細胞を得ることはできなかった。 

 

2. SW620/OxR細胞において、白金錯体である CDDP及び大腸がんのがん化学療法に

用いられる 5-FU、CPT-11、及び CPT-11の活性代謝物である SN-38に対する感受

性に、control SW620細胞と比較して、大きな相違は認めなかった。 

 

3. SW620細胞において、L-OHPに対する抵抗性を獲得した場合、ZEB1の発現量が増

加することを認めた。 

 

4. SW480細胞では、SW620細胞と比較して、miR-200ファミリーの発現量が著しく

高かった。 

 

5. SW620/OxR細胞において、クラスターを形成する miR-200c及び miR-141の発現量

が SW620細胞に比べ、有意に低下した。 
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第 2 章 オキサリプラチン抵抗性 SW620 細胞における浸潤能と exosome 中の

miR-200c 及び miR-141 の発現レベルに及ぼすデシタビンの影響 

 

序 論 

 L-OHP は、FOLFOX 療法や XELOX 療法などの多剤併用療法として、大腸がん患者

に対し用いられる。しかし、過去の報告や本研究の第 1 章において、大腸がん細胞が

L-OHPに対する抵抗性を獲得する過程で EMT の誘導により、浸潤能が亢進することを

明らかにした。そのため、高浸潤性の大腸がん細胞だけでなく、L-OHP に対する抵抗

性を獲得した大腸がん細胞に対し、転移を抑制することは重要な課題である。 

CDH1 などのがん転移に関連する一部の遺伝子の発現制御に DNA のメチル化が関与

している 31,32,34-41,61-66)。さらに、DNMT を阻害する 2’-デオキシシチジン類似体である

DAC 処置ががん細胞の転移に影響することが報告された 34-39)。すなわち、Shinらは、

胃がん細胞においてタイトジャンクションの形成により、DAC が運動能及び浸潤能を

抑制することを報告した 35)。また、DAC を処置した肝がん細胞において、insulin-like 

growth factor binding protein 7の再発現により浸潤が抑制されることや 38)、上皮細胞マー

カーである E-cadherinのタンパク質発現量が増加することが報告された 65)。さらに、多

くの腎がん細胞では DAC 処置により上皮細胞マーカーの発現量が増加したことも報告

された 61)。また、Hur らは、転移を認める大腸がん患者のがん組織でも、がん細胞の

EMT 及び MET は miR-200c/141をコードする DNA のメチル化により制御されることを

報告した 66)。一方で、Chik らは、DAC を処置した非浸潤性乳がん細胞において、浸潤

能が亢進することを報告した 36)。さらに、DAC を処置した正常腎細胞では間葉系細胞

マーカーの発現量が増加したことも報告された 61)。このように、近年の研究において

DACによるEMT関連因子や転移能に及ぼす影響はがん細胞の特性により異なることが

示されている。しかし、L-OHP に対する抵抗性を獲得し、浸潤能が亢進した大腸がん

細胞の浸潤能や EMT 関連因子の発現量に及ぼす DAC の影響についての報告は乏しい。 

近年、がん細胞の浸潤能や DAC による DNA 脱メチル化の進行の指標として、exosome

の内容物が有用であると期待されている。exosomeは分泌した細胞の特性や生理条件に

対応するタンパク質や mRNA、miRNA などを内包する。そのため、exosomeの内容物

が大腸がんなどの診断のためのバイオマーカーとして有用ではないかと注目を集めて

いる。過去の報告では、血漿中の exosomeにおいて、がん抑制因子である tumor protein 
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p73 のアイソフォームである ∆Np73 の mRNA 発現レベルや、exosome中の miR-21 や

let-7aなどの miRNA の発現レベルは大腸がん患者で増加していた 29,67)。さらに、高浸潤

性がん細胞のexosome中にmiR-200ファミリーの発現レベルが低浸潤性がん細胞に比べ、

低いことが報告されている 30)。その他にも、human leucocyte antigen-1などの exosome

中のタンパク質の発現レベルは DAC 処置により増加することが報告された 68)。しかし、

exosome中の miRNA 発現レベルに及ぼす DAC の影響についての報告は乏しい。 

 以上の知見から、L-OHP 抵抗性大腸がん細胞の転移能及び EMT 関連因子に、DAC

が影響を及ぼす可能性が考えられた。そこで著者は、同一患者から単離されたヒト大腸

がん細胞株である SW480細胞、SW620細胞及び第 1 章で作製した SW620/OxR細胞を

用い、運動能及び浸潤能に及ぼす DAC の影響を比較検討した (第 1節)。そして、EMT

関連因子の発現量に及ぼす DAC の影響についても検討した (第 2節)。さらに、exosome

中の miR-200 ファミリーの発現レベルが各細胞の浸潤能の指標となることが考えられ

たため、exosome中の miR-200ファミリーの発現レベルに及ぼす DAC の影響について

検討した (第 3節)。 
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第 1 節 オキサリプラチン抵抗性 SW620 細胞の運動能及び浸潤能に及ぼす  

デシタビンの影響についての検討 

 

近年の研究において DAC による EMT 関連因子や転移能に及ぼす影響ががん細胞の

特性により異なることが示唆されている。しかし、L-OHP に対する抵抗性を獲得し、

浸潤能が亢進した大腸がん細胞における DAC の影響についての報告は乏しい。そこで、

SW480細胞、SW620細胞及び SW620/OxR細胞を用い、運動能及び浸潤能に及ぼす DAC

の影響を比較検討した 

 

第 1 項 実験材料と方法 

1-1 実験材料 

 DAC は Wako Pure Chemical Industries (Osaka, Japan) より購入した。DAC と同様に  

2’-デオキシシチジン類似体であるが DNMT 阻害作用を示さないシタラビン (Ara-C) は

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) より購入した。 

 

1-2 細胞培養 

 SW480細胞、SW620細胞及び SW620/OxR細胞を用い、10% FBS、 100 U/mL penicillin 

及び 100 µg/mL streptomycinを加えた L-15 培地において、37℃で培養した。SW620/OxR

細胞は 80 µM L-OHPを含む培地で培養し、検討に用いる前に L-OHPを含まない培地で

一度継代培養した。 

 

1-3 薬物処置 

 種々のがん細胞株において、DNMT 阻害薬は細胞増殖を約 20%抑制する濃度で、シ

トシンの脱メチル化が誘導されることが報告されている 69)。2.0 µM DAC を 72時間処置

することで、それぞれ細胞増殖が 1-30%抑制された (Fig. 20)。この結果より、SW480

細胞、SW620細胞及び SW620/OxR細胞に 2.0 µM DAC を 72時間処置し、以下の検討

を行った。また、Ara-C の 72 時間処置では、細胞増殖の抑制効果が 3 種類の細胞で大

きく異なり 3 種類の細胞すべてで適切な濃度を決定できなかった。そのため、SW480

細胞及び SW620細胞で細胞増殖を 20-30%抑制する 0.3 µM Ara-Cを 72時間処置し、ネ

ガティブコントロールとして以下の検討を行った。 
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Fig. 20.  Viability of CRC Cells Treated with DAC and Ara-C 

CRC cells were incubated with 0.3 µM Ara-C or 2.0 µM DAC for 72-h in a 96-well plate.  

Cell viability was measured by the WST-8 assay.  Each column represents the mean ± S.E.M. 

of three to four experiments.  

 

1-4 RT-PCR による mRNA 発現量の定量 

 第 1 章第 2 節第 1 項 1-3と同様の方法で mRNA 発現量を定量した。本検討に用いた

プライマーの配列を Table 8に示す。 

 

Table 8.  Real-time RT-PCR Primers for mRNA Expression 

Gene Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) 

RPL27 ATCGCCAAGAGATCAAAGATAA TCTGAAGACATCCTTATTGACG 

MAGEA1 AGGTTTCCATTCTGAGGGACGGC TTCTCCTTGGTGCTCCTCTGTGG 

 

1-5 運動能及び浸潤能の評価 

第 1章第 3節第 1項 1-3と同様の方法で細胞の運動能及び浸潤能を評価した。 

 

1-6 統計学的処理 

 データは平均値±標準誤差で表し、3 群間の比較検討には Student-Newman-Keuls test

を用いた。 
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第 2 項 結 果 

 Melanoma-associated antigen 1 (MAGEA1) の mRNA 発現量が脱メチル化の進行により

増大することが報告されている 70,71)。コントロール及び Ara-C処置を行った 3 種の細胞

株では、MAGEA1 の mRNA 発現は検出されなかった (Fig. 21)。一方、DAC を処置した

3 種の細胞株において、MAGEA1 の mRNA 発現が検出された (Fig. 21)。この結果から、

SW480細胞、SW620細胞及び SW620/OxR細胞において、MAGEA1 の DNA は DAC 処

置により脱メチル化されたことが示唆された。 

 次に、運動能及び浸潤能について検討したところ、SW480細胞では、Ara-Cを処置し

た細胞と DAC を処置した細胞の間で運動能及び浸潤能に有意な差は認めなかった 

(Table 9, 10)。一方、SW620細胞において、Ara-C処置を行った細胞と比較して、DAC

を処置した細胞の浸潤能が抑制された (Table 10)。また、SW620/OxR細胞において、

Ara-C処置を行った細胞と比較して、DAC を処置した細胞の運動能及び浸潤能が抑制さ

れた (Table 9, 10)。 
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Fig.21 Effects of the DAC Treatment on the mRNA Expression Level of MAGEA1 in CRC 
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Table 9. Effects of Ara-C and DAC Treatment on Migration Ability of CRC Cells 

Cell line 
Migration cells/ High-power field (×200) 

control Ara-C DAC   

SW480  8.8 ± 0.9  7.4 ± 0.5 5.5 ± 0.8* 

SW620 17.5 ± 1.9 15.7 ± 1.8 12.1 ± 1.4 

SW620/OxR 20.8 ± 1.2 20.2 ± 0.7 16.1 ± 0.7*† 

Cells were treated, and migration assay was performed.  Each value represents the mean ± 

S.E.M. of three independent experiments (Student–Newman–Keuls test, *p <0.05 significantly 

different from control cells, † p <0.05 significantly different from Ara-C treatment cells). 

 

 

 

Table 10. Effects of Ara-C and DAC Treatment on Invasion Ability of CRC Cells 

Cell line 
Invasion cells/ High-power field (×200) 

control Ara-C DAC   

SW480  4.7 ± 0.4    2.4 ± 0.2**  1.9 ± 0.3** 

SW620 36.1 ± 2.9 30.6 ± 1.7  20.9 ± 0.6**† 

SW620/OxR 65.5 ± 3.3   45.9 ± 2.5**   31.4 ± 2.4**†† 

Cells were treated, and invasion assay was performed.  Each value represents the mean ± 

S.E.M. of three independent experiments (Student–Newman–Keuls test, **p <0.01 significantly 

different from control cells, † p <0.05, †† p <0.01 significantly different from Ara-C treatment 

cells). 
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第 3 項 考 察 

 DAC を処置した SW480細胞、SW620細胞及び SW620/OxR細胞において、MAGEA1

の mRNA の発現が検出されたため、DAC 処置により DNMT を阻害することで、DNA

の脱メチル化反応が進行したことが考えられた。 

運動能及び浸潤能について検討したところ、DNA のメチル化を阻害しない Ara-C 処

置と比較して、DAC 処置により SW620細胞及び SW620/OxR細胞の浸潤能が抑制され

た。さらに、SW620細胞の運動能は DAC 処置により抑制されなかったが、SW620/OxR

細胞の運動能が DAC 処置により有意に抑制された。これらの結果は、L-OHP抵抗性大

腸がん細胞の運動能及び浸潤能が DAC による DNA 脱メチル化によって抑制される可

能性を初めて示した。 

SW620/OxR細胞でのみ Ara-Cを処置した細胞と比較して、DAC を処置した細胞の運

動能が抑制された。このことから、SW620細胞の運動能は DNA の脱メチル化の影響を

受けないが、L-OHP抵抗性を獲得することで DNA の脱メチル化により抑制される様に

なった。そのため、L-OHP抵抗性の獲得の過程において、DNA メチル化された遺伝子

の mRNA 発現が抑制され、運動能が亢進している可能性が示唆された。しかし、

SW620/OxR細胞における運動能抑制は、浸潤能抑制と比較すると大きな変化ではなか

った。そのため、L-OHP抵抗性大腸がんを含む高浸潤性の大腸がんに DAC を処置する

ことで、DNA の脱メチル化反応が進行し、高浸潤性大腸がんの浸潤、転移を抑制でき

る可能性が推測された。 
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第 2 節 オキサリプラチン抵抗性 SW620 細胞の上皮間葉転換関連因子の発現量 

に及ぼすデシタビンの影響についての検討 

 

前節では、L-OHP抵抗性大腸がん細胞の浸潤能が、DAC により抑制されることが示

唆された。そこで、その浸潤能抑制に E-cadherinや miR-200c、miR-141などの EMT 関

連因子の発現量増加が関与するかについて、SW480細胞、SW620細胞及び SW620/OxR

細胞を用い、DAC の影響を比較検討した。 

 

第 1 項 実験材料と方法 

1-1 実験材料 

 miR-200c及び miR-141の miRNA mimicは Bioneer (Seoul, Korea) より購入した。メチ

ル化感受性高解像能融解曲線 (Methylation-sensitive High Resolution Melting: MS-HRM) 

解析に用いた CDH1 に対するプライマー (Table11) は Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) よ

り購入した。 

 

Table 11.  MS-HRM Primers for DNA Methylation 

Gene Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) 

CDH1 GAGTTTGCGGAAGTTAGTTTAGATTTTAG CGACTCCAAAAACCCATAACTAACC 

 

1-2 細胞培養及び薬物処置 

 本章第 1節第 1項 1-2、1-3と同様の方法で細胞を培養し、薬物を処置した。 

  

1-3 Western blot によるタンパク質発現量の測定 

 第 1章第 3 節第 1 項 1-5と同様の方法でタンパク質発現量を測定した。 

 

1-4 RT-PCR による miRNA 発現量の定量 

 第 1 章第 3 節第 1 項 1-8と同様の方法で miRNA 発現量を定量した。本検討に用いた

プライマーの配列を第 1 章第 3 節第 1項 Table 7に示す。 
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1-5 miRNA mimic の導入と浸潤能の評価 

 Opti-MEM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) で希釈した Lipofectamine RNAiMAX 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) を用い、SW620/OxR細胞に miRNA mimicの導入を行っ

た。FBS、penicillin 及び streptomycinを含まない培地で 10 nM miRNA mimicを 6 時間処

置後、培地で洗浄した。その後 24時間培養し、第 1 章第 3 節第 1 項 1-3と同様の方法

で浸潤能を評価した。 

 

1-6 MS-HRM 解析による CDH1 の DNA メチル化状態の評価 

 MS-HRM解析により CDH1 の DNA メチル化率を定量することにより、CDH1 の DNA

メチル化の状態を評価した。DNeasy Blood&Tissue Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) を

用いて、細胞から DNA を抽出し、亜硫酸ナトリウム処置による変性を EpiTect Bisulfite 

Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) により行った。EpiTect HRM PCR kit (QIAGEN, 

Valencia, CA, USA) を用い、以下の条件の PCRにより、変性させた DNA を増幅させた。

初めに 95°C 、5分で熱変性させた後、10秒 95°C (denaturation)、30秒 55°C (annealing)、

10秒 72°C (extension)を 45サイクル行った。このサイクル後、65°Cから 95°Cまで 0.1°C/2

秒で上昇させ、MS-HRM 解析を行った。DNA メチル化率は methylated and unmethylated 

EpiTect Control DNA (QIAGEN, Valencia, CA, USA) を用いた検量線により定量した。 

 

1-7 統計学的処理 

 データは平均値±標準誤差で表し、3 群間の比較検討には Student-Newman-Keuls test

を用いた。相関性は Pearson's correlation testを用い判定した。コントロールと多群間の

比較には、Dunnett's testを用い検討した。 
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第 2 項 結 果 

 上皮細胞に発現するE-cadherin及び間葉系細胞に発現する vimentinのタンパク質発現

量に及ぼす DAC の影響について検討した。SW480細胞では、Ara-Cを処置した細胞と

DAC を処置した細胞間で E-cadherinのタンパク質発現量に差は認めず、処置の有無に

関わらず vimentinのタンパク質発現量は検出限界以下だった (Fig. 22A)。一方、SW620

細胞及び SW620/OxR細胞において、Ara-C処置と比較して、DAC 処置により E-cadherin

のタンパク質発現量は増加し、vimentin のタンパク質発現量は変化しなかった (Fig. 

22A)。 

上皮細胞において、細胞内の miR-200c及び miR-141の発現量は、間葉系細胞と比較

して、高値を示すことが報告されている 19)。そこで、細胞内の miR-200c及び miR-141

の発現量について検討した。その結果、SW620細胞及び SW620/OxR細胞において、細

胞内の miR-200c及び miR-141の発現量は、コントロール及び Ara-C処置と比較して、

DAC 処置により有意に増加したが、SW480細胞では、DAC 処置による増加は認めなか

った (Fig. 22B)。さらに、細胞内の miR-200c及び miR-141の発現量と浸潤能の間に強

い負の相関を認めた (Fig. 23)。 

miR-200c 及び miR-141 の発現量増加が浸潤能に及ぼす影響を観察するため、

SW620/OxR細胞において、miR-200c mimicまたは miR-141 mimicを導入し、浸潤能の

変化について検討した。その結果、miR-200c mimicまたは miR-141 mimicを導入した細

胞では、浸潤能は低下した (Fig. 24)。 

 SW480細胞、SW620細胞及び SW620/OxR細胞において、Fig. 25Aに示す検量線によ

り CDH1 の DNA メチル化率を算出したところ、CDH1 の DNA メチル化率は約 30%で

あった (Fig. 25B)。また、コントロール、Ara-C処置細胞及び DAC 処置細胞において、

CDH1 の DNA メチル化率に有意な差は認めなかった (Fig. 25B)。これらの結果から、

SW620細胞及び SW620/OxR細胞における、DAC 処置による E-cadherinのタンパク質

発現量の増加に、CDH1 の DNA の脱メチル化が関与していないと考えられた。 
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Fig. 23.  Correlations between Invasion Ability and Intracellular miRNA Expression Levels 

Logarithmic correlations were performed using the data shown in Table 10 and Figure 22B.  

Each value represents the mean of three independent experiments.  The expression level of 

miRNA was transformed into logl0 before performing Pearson's correlation test.  Each point 

represents the mean ± S.E.M. of three experiments.  r: Pearson correlation coefficients 

 

 

Fig. 24.  Effects of miR-200c Mimic and miR-141 Mimic on Invasion Ability in CRC Cells 

Invasion assay was performed in SW620/OxR cells after the 6-h treatment with 10 nM 

miRNA mimic.  Each column represents the mean ± S.E.M. of four independent experiments 

(Dunnett's test, **p <0.01 significantly different from control cells). NC: negative control  

HPF: High-power field (×200) 
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Fig. 25.  Effects of Ara-C and DAC Treatment on DNA Methylation of CDH1 in CRC Cells 

The DNA methylation of CDH1 was detected by MS-HRM analysis.  (A) DNA 

methylation was normalized 0% methylated DNA standards (left panels) and was plotted 

standard curve (right panels).  (B) The percentages of CDH1 DNA methylation were calculated 

by standard curve.  Samples of DNA from cultured cells after the 72-h treatment with 0.3 µM 

Ara-C or 2.0 µM were prepared.  Each column represents the mean ± S.E.M. of three 

independent experiments. 
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第 3 項 考 察 

 DNA のメチル化を阻害する DAC が E-cadherinの発現量を増加させ、SW620細胞のみ

でなく、L-OHP抵抗性大腸がん細胞である SW620/OxR細胞の浸潤能を抑制することを

初めて示した。 

 DAC は SW480細胞において、コントロールと比較して運動能及び浸潤能を抑制した

が、E-cadherin及び miR-200c、miR-141の発現量に影響を与えなかった。影響を与えな

かった原因として、SW480細胞は、SW620細胞やSW620/OxR細胞と比較して、E-cadherin

及びmiR-200c、miR-141の発現量が高値を示すことから、SW480細胞においてE-cadherin

及び miR-200c、miR-141の発現量は DNA メチル化により制御されていない可能性が推

測された。加えて、DAC を処置した SW480細胞と Ara-Cを処置した SW480細胞の間

で運動能及び浸潤能に差は認められなかった。この結果から、SW480 細胞において、

DACによるDNAの脱メチル化は運動能及び浸潤能の抑制に関与しないことが示唆され

た。 

 Hur らは、miR-200b/200a/429をコードしている DNA のメチル化が転移において、重

要な役割を担っていないことを報告した 66)。さらに著者は、第 1 章で示したように、

SW620/OxR細胞においてmiR-200c及びmiR-141の発現量が低下し、miR-200a、miR-200b

及び miR-429の発現量が有意な変化を示さないことを認めた。そのため、miR-200ファ

ミリーではあるが miR-200a、miR-200b及び miR-429は、SW620/OxR細胞における EMT

の制御に重要でないと考えられ、以降の検討を行わなかった。 

SW480細胞、SW620細胞及び SW620/OxR細胞において、CDH1 の DNA メチル化率

は、DAC 処置により低下しなかった。その原因として各コントロールの CDH1 の DNA

メチル化率が 30%程度と低かったことが考えられた。これらの結果により、DAC によ

る E-cadherinのタンパク質発現量増加に CDH1 の DNA の脱メチル化は直接的に関与し

ていないことが示唆された。 

 



第 2 章 

52 

 

第 3 節 オキサリプラチン抵抗性 SW620 細胞 exosome 中の miR-200c 及び 

miR-141 の発現レベルに及ぼすデシタビンの影響についての検討 

 

近年、exosome中の miRNA の発現レベルは、exosomeを放出した細胞の特性や生理

条件により異なることが報告された 30)。高浸潤性卵巣がん細胞において、miR-200ファ

ミリーは細胞内だけではなく、その exosome中においても高い発現レベルを示すことが

Kobayashiらにより報告された 30)。そのため、exosome中の miR-200ファミリーの発現

レベルががん細胞の浸潤能を表す指標となることが考えられた。さらに、exosome中の

miR-200ファミリーの発現レベルが DAC 処置による浸潤能の低下に伴って変化する可

能性を考え、各細胞における exosome中の miR-200c及び miR-141の発現レベルに及ぼ

す DAC の影響及び浸潤能との相関性について検討した。 

 

第 1 項 実験材料と方法 

1-1 実験材料 

 Monoclonal mouse anti-heat shock protein 70 (HSP70) 抗 体 は Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) より購入した。 

 

1-2 細胞培養及び薬物処置 

 本章第 1節第 1項 1-2、1-3と同様の方法で細胞を培養し、薬物を処置した。 

 

1-3 超遠心分離法による培地からの exosome 中の RNA の抽出 

 exosomeを超遠心分離法により培地から回収した (Fig. 26A)29)。細胞を無血清培地で

48時間培養後、細胞破片を除去するために培地を 500 × g で 5分遠心後、上清を回収し、

16,500 × g で 20分間遠心した。遠心後の上清を回収し、0.20 µmフィルターでろ過後、

120,000 × g、4°Cで 70分間超遠心した。さらに、超遠心分離法を行い、SW620細胞の

培地から回収した沈殿物を western blot法により、細胞内及び exosome中で発現してい

るHSP70、または細胞内でのみ発現している β-actinのタンパク質発現量の測定を行い、

沈殿物が exosomeであることを確認した (Fig. 26B)。超遠心後の沈殿物から exosome中

の RNA を Total Exosome RNA & Protein Isolation Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) によ

り抽出した。 
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第 2 項 結 果 

 SW480細胞では、SW620細胞及びSW620/OxR細胞と比較して、exosome中のmiR-200c

及びmiR-141の発現レベルは著しく高値を示した (Fig. 27A)。コントロールまたはAra-C

を処置した SW480細胞と比較して、DAC を処置した SW480細胞において、exosome

中の miR-200c及び miR-141の発現レベルに差は認められなかった (Fig. 27A)。一方、

DAC を処置した SW620細胞及び SW620/OxR細胞において、コントロールまたは Ara-C

を処置した SW620細胞及び SW620/OxR細胞と比較して、exosome中の miR-200c及び

miR-141 の発現レベルは有意に増加した (Fig. 27A)。さらに、これらの exosome中の

miR-200c及びmiR-141の発現レベルは浸潤能と強い負の相関を示した (Fig. 27B)。また、

exosome中の miR-200c及び miR-141の発現レベルはそれぞれ細胞内の miR-200c (r = 

0.957、p <0.001) 及び miR-141 (r = 0.854、p = 0.003) の発現量と強い正の相関を示した。 
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Fig. 27.  Effects of Ara-C and DAC Treatment on Exosomal Expression Levels of miR-200c 

and miR-141 in CRC Cells 

Samples of exosomes from cultured cells after the 72-h treatment with 0.3 µM Ara-C or 2.0 

µM were prepared, and exosomal RNA was extracted.  (A) The exosomal expression levels of 

miR-200c and miR-141 were detected by real-time RT-PCR and normalized by miR-451a 

expression levels.  Each column represents the mean ± S.E.M. of three independent 

experiments (Student-Newman-Keuls test, *p <0.05, **p <0.01).  (B) Logarithmic correlations 

were performed using the data shown in Table 10 and (A).  Each point represents the mean ± 

S.E.M. of three independent experiments.  The expression level of miRNA was transformed 

into logl0 before performing Pearson's correlation test.  r: Pearson correlation coefficients 
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第 3 項 考 察 

 低浸潤性の SW480細胞において、exosome中の miR-200c及び miR-141の発現レベル

が著しく高値を示した。さらに、DAC 処置により浸潤能が抑制された SW620細胞及び

SW620/OxR細胞において、exosome中の miR-200c及び miR-141の発現レベルが有意に

増加することを認めた。また、その発現量と各細胞の浸潤能とに強い負の相関も示した。

これらの結果から、exosome中の miR-200c及び miR-141の発現レベルがヒト大腸がん

細胞の浸潤能を示す指標となる可能性を示し、さらに DAC 処置による浸潤能抑制によ

っても exosome中の miR-200c及び miR-141の発現レベルが、変化することが示唆され

た。 

SW480細胞は SW620細胞や SW620/OxR細胞と比較して、より上皮細胞の性質を示

す。さらに、本章第 2 節の結果により、DAC 処置による浸潤能の抑制が E-cadherinな

どの上皮細胞マーカーの発現増大と共に誘導されていることが示唆された。また、細胞

内の miR-200c及び miR-141の発現量は上皮細胞マーカーの発現を反映し 19)、本検討に

おいても exosome中の miR-200c及び miR-141の発現レベルと細胞内のこれらの発現量

の間には強い正の相関を認めた。そのため、exosome中の miR-200c及び miR-141は、

浸潤能だけでなく非侵襲性の上皮細胞のバイオマーカーとなることが示唆された。 

これまでに、各種の miRNA は、選択的に exosomeに取り込まれることが報告されて

いる 29,72,73)。しかし、本検討において、miR-200c 及び miR-141 の細胞内の発現量と

exosome中の発現レベルは正の相関を示したため、miR-200c及び miR-141は選択的に

exosomeに取り込まれていないことが示唆された。 

 Chengらや Toiyamaらは、転移を認めない大腸がん患者と比較して、転移を認める大

腸がん患者の血清中 miR-200c及び miR-141の発現レベルが高値を示すことを報告した

74,75)。そのため、転移能が亢進した大腸がん細胞は miR-200c及び miR-141を細胞外に

移行させるため、細胞外でそれらの miRNA 発現レベルが高値を示す可能性が考えられ

た。しかし、本検討において、原発巣由来の SW480細胞と比較して、転移能が亢進し

ているリンパ節転移巣由来のSW620細胞において、exosome中のmiR-200c及びmiR-141

の発現レベルは低値を示した。血清中では exosomeの外にも miRNA が存在する 76)。し

たがって、転移を認める大腸がん患者の血清中では、exosomeに含有されていない

miR-200c及び miR-141の発現レベルが高値を示す可能性が考えられる。血清中に存在

する exosome内のこれらの miRNA と大腸がん患者でのがんの転移との関係は明らかに



第 2 章 

57 

 

なっておらず、さらなる検討が必要であると考えられた。 
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小 括 

 

 原発巣由来の大腸がん細胞 (SW480 細胞) 及びそのリンパ節転移巣細胞 (SW620 細

胞) 並びにその L-OHP 抵抗性ヒト大腸がん細胞 (SW620/OxR細胞) を用い、浸潤能、

EMT 関連因子及び exosome中の miRNA の発現レベルに DAC が及ぼす影響を比較検討

し、以下の結果を得た。 

 

1. DAC または Ara-Cを処置した SW480細胞の浸潤能及び E-cadherinのタンパク質発

現量に差は認めなかった。 

 

2. SW620細胞及び SW620/OxR細胞において、DAC 処置により浸潤能が抑制され、

E-cadherinのタンパク質発現量が増加した。 

 

3. 細胞内の miR-200c及び miR-141の発現量は、SW620細胞及び SW620/OxR細胞に

おいて、DAC 処置により有意に増加したが、SW480細胞では、有意な増加は認め

なかった。 

 

4. SW480 細胞では、SW620 細胞及び SW620/OxR細胞と比較して、exosome中の

miR-200c及び miR-141の発現レベルは著しく高値を示した。 

 

5. SW620細胞や SW620/OxR細胞において、exosome中の miR-200c及び miR-141の

発現レベルは DAC 処置により有意に増加した。 

 

6. 各細胞のコントロール、Ara-C処置細胞及びDAC処置細胞の exosome中のmiR-200c

及び miR-141の発現レベルと浸潤能は強い負の相関を示した。そのため、exosome

中の miR-200c及び miR-141の発現レベルの増加が浸潤能の抑制を表す指標となる

可能性が示唆された。 

 



第 3 章 

59 

 

第 3 章 オキサリプラチン抵抗性 SW620 細胞における浸潤能と 

上皮間葉転換関連因子の発現量に及ぼす 

各種 DNA メチル基転移酵素阻害薬の影響と exosome 中の 

let-7b の発現レベルに及ぼすゼブラリンの影響 

 

序 論 

DNMT を阻害する薬として、2’-デオキシシチジン類似体である DAC 以外にもシチジ

ン類似体である AC や Zebなどが開発されており、新たな作用機序のがんに対する治療

薬として期待されている。現在、日本では AC が骨髄異形成症候群治療薬として承認さ

れ 77)、DAC は AC と同じく骨髄異形成症候群治療薬として臨床試験が行われているが、

DNMT 阻害薬は固形がんに対する抗悪性腫瘍薬としては承認が得られていない。した

がって、DNMT 阻害薬が大腸がんなどの固形がんの治療においても有用であることを

検討するために、基礎研究での知見の蓄積が必要である。 

第 2章において、DAC により、SW620/OxR細胞の浸潤能が抑制されることを認めた。

しかし、各種 DNMT 阻害薬が開発されているが、Flothoらは個々の DNMT 阻害薬によ

っては、それぞれ影響を及ぼす遺伝子が異なることを報告した 43)。また、各種 DNMT

阻害薬は DNA に組み込まれ、主に DNMT1 と強固に結合し、その活性を抑制するが、

AC は RNA にも組み込まれ、タンパク質合成阻害を引き起こすことでも殺細胞作用を

示す 77)。さらに、Zebは DNMT 以外にも DNMT 阻害薬の不活化酵素であるシチジン脱

アミノ化酵素を阻害する 78)。この様に各種 DNMT 阻害薬には、それらの作用に様々な

差異があることが明らかになっている。 

Wongらは miRNA である let-7ファミリーの発現量が AC 処置では増加せず、Zeb処

置によって増加することを見出した 42)。let-7ファミリーは 8種類の miRNA により構成

され、がん抑制関連 miRNA として、転移や細胞増殖、アポトーシスなどに関与する多

くの遺伝子に影響を及ぼす 23-28)。胃がん細胞において、let-7b及び let-7gが AKT2 を抑

制することで AKT シグナル経路を阻害し、細胞増殖や浸潤能を抑制することが報告さ

れた 25)。一方、転移を認めた大腸がん患者のがん細胞では、転移を認めない大腸がん患

者のがん細胞と比較して、let-7cの発現量が有意に低下していることから、let-7cが転移

を抑制することが報告された 27)。さらに、肝がん細胞において、let-7gの発現低下によ

り、Snailのタンパク質発現量が増加し、EMT が誘導されることが報告された 28)。 
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がん細胞の浸潤能の相違により細胞内の let-7 ファミリーの発現量だけでなく、

exosome中の let-7 ファミリーの発現レベルも変化する。let-7 ファミリーが exosomeに

選択的に移行することが示唆され、その選択性は細胞によって異なることが明らかにな

っている 72)。卵巣がんでは、高浸潤性がん細胞と低浸潤性がん細胞における細胞内 let-7

ファミリーの発現量に大きな差はないが、exosome中では、高浸潤性がん細胞に比べ、

低浸潤性がん細胞の let-7ファミリーの発現レベルが低いことが報告されている 30)。 

本章では、L-OHP抵抗性ヒト大腸がん細胞を用い、浸潤能及び EMT 関連因子の発現

量に及ぼす DNMT 阻害薬である DAC、AC 及び Zebの影響について比較検討した (第 1

節)。さらに、転移を抑制する miRNA である let-7ファミリーの細胞内及び exosome中

の発現レベルに及ぼす Zebの影響について検討を行った (第 2節)。 
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第 1 節 オキサリプラチン抵抗性 SW620 細胞の浸潤能と上皮間葉転換関連因子

の発現量に及ぼす各種 DNA メチル基転移酵素阻害薬の影響について

の比較検討 

 

2’-デオキシシチジン類似体またはシチジン類似体である DAC、AC 及び Zebは、低

毒性濃度で処置することで DNMT を阻害する。また、これらの DNMT 阻害薬や DNA

メチル化ががん転移能に影響を与えることが報告された 34-41)。しかし、L-OHP抵抗性ヒ

ト大腸がん細胞における DNMT 阻害薬の影響についての比較検討を行った報告は乏し

い。そこで、本節では、浸潤能や EMT 関連因子の発現量に及ぼす DNMT 阻害薬の影響

について検討した。 

 

第 1 項 実験材料と方法 

1-1 実験材料 

 AC は Wako Pure Chemical Industries (Osaka, Japan) より購入した。Zeb は Tokyo 

Chemical Industry (Tokyo, Japan) より購入した。 

 

1-2 細胞培養及び薬物処置 

 第 1章第 2 節第 1 項 1-2と同様の細胞を用い、同様の方法で培養した。 

 2 µM DAC、 3 µM AC、あるいは 150 µM Zebを 72時間処置することで、それぞれ

10-30%まで細胞増殖が抑制された (Fig. 28)。この結果より、SW480細胞、SW620細胞

及び SW620/OxR細胞に 2 µM DAC、 3 µM AC、あるいは 150 µM Zebを 72時間処置し、

以下の検討を行った。 
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Fig. 28.  Viability of CRC Cells Treated with DAC, AC, or Zeb 

CRC cells were incubated with 2 µM DAC, 3 µM AC, or 150 µM Zeb for 72-h in a 96-well 

plate.  Cell viability was measured by the WST-8 assay.  Each column represents the mean ± 

S.E.M. of three to four experiments.  

 

1-3 RT-PCR による mRNA 発現量の定量 

 第 1章第 2 節第 1 項 1-3と同様の方法で mRNA 発現量を定量した。本検討には、第 2

章第 1節第 1 項 Table 8に示す配列のプライマーを用いた。 

 

1-4 浸潤能の評価 

第 1章第 3節第 1項 1-3と同様の方法で浸潤能を評価した。 

 

1-5 Western blot によるタンパク質発現量の測定 

 第 1章第 3 節第 1 項 1-5と同様の方法でタンパク質発現量を測定した。 

 

1-6 RT-PCR による miRNA 発現量の定量 

 第 1 章第 3 節第 1 項 1-8と同様の方法で miRNA 発現量を定量した。本検討に用いた

プライマーの配列は第 1 章第 3 節第 1項 Table 7に示した。 

 

1-7 統計学的処理 

 データは平均値±標準誤差で表し、コントロールと多群間の比較検討には Dunnett's 

testを用いた。 
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第 2 項 結 果 

 MAGEA1 の mRNA 発現は、DAC または AC を処置した各ヒト大腸がん細胞において

検出されたが、コントロール及び Zeb処置では検出されなかった (Fig. 29)。 

浸潤能の変化について検討したところ、SW480 細胞、SW620 細胞及び SW620/OxR

細胞において、コントロールと比較して、DAC 処置及び Zeb処置により浸潤能が抑制

された (Table 13)。また、SW620細胞及び SW620/OxR細胞において、コントロールと

比較して、AC 処置により浸潤能が亢進した (Table 13)。 

次に、EMT 関連因子に及ぼす各種 DNMT 阻害薬の影響について検討した。その結果、

SW480細胞では、DAC、AC または Zeb処置により E-cadherinのタンパク質発現量は変

化せず、各処置の有無に関わらず、vimentinのタンパク質発現量は検出限界以下であっ

た (Fig. 30A)。一方、SW620 細胞及び SW620/OxR細胞において、DAC 処置により

E-cadherinのタンパク質発現量が増加したが、Zeb処置により E-cadherin及び vimentin

のタンパク質発現量が低下した (Fig. 30A)。また、SW620細胞及び SW620/OxR細胞に

おけるDAC処置及びAC処置では、vimentinのタンパク質発現量は変化しなかった (Fig. 

30A)。さらに、miR-200c及び miR-141の発現量について検討したところ、SW480細胞

において、DAC 処置、AC 処置及び Zeb処置により変化しなかった。一方、SW620細

胞及び SW620/OxR細胞において、DAC 処置及び AC 処置により miR-200c及び miR-141

の発現量がともに増加した。しかし、SW620/OxR細胞において、Zeb処置によりmiR-200c

の発現量のみが増加した (Fig. 30B)。 
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Fig. 29.  Effect of DNMT Inhibitors Treatment on mRNA Expression Level of MAGEA1 in 

CRC Cells  

Samples of total RNA from cultured cells after 72-h treatment with 2 µM DAC, 3 µM AC, 

or 150 µM Zeb were prepared.  MAGEA1 mRNA expression level was detected by real-time 

PCR analysis and was normalized by RPL27 mRNA expression level.  Each column represents 

the mean ± S.E.M. of three independent experiments.  ND: not detected 

 

 

Table 13. Effect of DNMT Inhibitors Treatment on Invasion Ability of CRC Cells 

Cell line 
Invasion cells/ High-power field (×200) 

Control DAC AC Zeb 

SW480  8.3 ± 0.5  2.9 ± 0.3 **  6.9 ± 0.3 5.1 ± 1.0 * 

SW620 61.6 ± 4.1  41.5 ± 2.0 **   85.7 ± 2.9 ** 27.5 ± 1.5 ** 

SW620/OxR  87.7 ± 11.1 40.0 ± 2.8 ** 122.7 ± 9.1 * 30.9 ± 2.1 ** 

Cells were treated, and invasion assay was performed.  Each value represents the mean ± 

S.E.M. of three independent experiments (Dunnett's test, *p <0.05, **p <0.01 significantly 

different from control cells.). 
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第 3 項 考 察 

 MAGEA1 の mRNA 発現量は、がん細胞株の DNA 全体のメチル化に相関することが報

告されている 70,71)。Zeb処置により、変化するものとしては let-7ファミリーが知られて

いるが 42)、ほとんどの遺伝子の mRNA 発現量が Zeb処置で変化しない 43)。同様に Flotho

らは、白血病細胞において同程度の細胞増殖抑制作用を示す DAC 処置や AC 処置と比

較して、Zeb 処置により発現量が変化する遺伝子が少なく、DNA 全体のメチル化状況

を反映するマーカーも変化しないことを報告した 43)。したがって、MAGEA1 の mRNA

発現は、Zeb処置を行っても検出されなかったことが考えられた。 

本検討において、DAC 処置または Zeb処置により、L-OHP抵抗性大腸がん細胞を含

むヒト大腸がん細胞の浸潤能が抑制された。また、SW620細胞及び SW620/OxR細胞に

おける DAC 処置による浸潤能抑制は、第 2 章で明らかにしたように、上皮細胞マーカ

ーである E-cadherinの発現量が増加することにより誘導されていると考えられた。しか

し、Zeb処置では E-cadherinの発現量の増加を認めなかった。そのため、Zeb処置では、

その他の要因により浸潤能が抑制されたことが示唆された。 

DAC を処置した SW480細胞においても、浸潤能が有意に抑制された。第 2章で示し

たように、DNMT 阻害作用を示さない Ara-C処置によっても、SW480細胞の浸潤能は

抑制された。さらに、DAC 処置細胞と Ara-C 処置細胞の浸潤能には、有意な差は認め

なかった。そのため、この SW480細胞における DAC による浸潤能の抑制に、DNMT

阻害による DNA の脱メチル化は関与していないと考えられた。 

SW620細胞及びSW620/OxR細胞において、AC処置により浸潤能が亢進するが (Table 

13)、間葉系細胞マーカーの vimentin の発現量が増加しなかった (Fig. 30A)。urokinase 

plasminogen activator (uPA) は細胞外マトリックスを分解し、浸潤能を亢進することが知

られている 41)。さらに、前立腺がん細胞において uPA の mRNA 発現量は AC 処置によ

り増加することが報告された 41)。そのため、本検討における AC 処置による浸潤能の亢

進が、uPAの発現量の増加により誘導される可能性が考えられた。今後さらなるこれら

の関連因子の検討が必要と考えられた。 

  



第 3 章 

67 

 

第 2 節 オキサリプラチン抵抗性 SW620 細胞の細胞内及び exosome 中の 

let-7 ファミリーの発現レベルに及ぼすゼブラリンの影響に 

ついての検討 

 

前節の結果より、Zeb 処置による浸潤能の抑制には、上皮細胞マーカーである

E-cadherinの発現量の増加は伴っていなかった。そこで、本節では Zeb処置による浸潤

能抑制の要因について let-7ファミリーに着目し、検討した。 

let-7ファミリーはがん抑制関連 miRNA として、転移や細胞増殖などを亢進する多く

の遺伝子に影響を及ぼし、Zeb処置により発現量が増加することが報告された 23-28,42)。

さらに、let-7ファミリーは高浸潤性卵巣がん細胞において、exosomeに選択的に移行す

ることが示唆された 30)。そこで、let-7 ファミリーであり、転移能に影響を及ぼすこと

が報告されている let-7a、let-7b、let-7c及び let-7gの細胞内及び exosome中の発現レベ

ルに及ぼす Zeb処置の影響について検討した。また、exosomeの放出を促進する neutral 

sphingomyelinase 2 (nSMase2) などの因子が exosome量だけでなく、個々の exosome中

に含有される miRNA の発現レベルを抑制することが報告されている 79,80)。そのため、

nSMase2のタンパク質発現量について比較検討した。 

 

第 1 項 実験材料と方法 

1-1 実験材料 

 Polyclonal rabbit anti-nSMase2抗体は Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) 

より購入した。 

 

1-2 細胞培養及び薬物処置 

 本章第 1 節第 1 項 1-2、1-3 と同様の細胞を用い、同様の方法で培養と薬物処置を行

った。 

 

1-3 RT-PCR による細胞内 miRNA 発現量の定量 

 第 1 章第 3 節第 1 項 1-8と同様の方法で miRNA 発現量を定量した。本検討に用いた

プライマーの配列を Table 14に示す。 
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Table 14. Real-time RT-PCR Primers for miRNA Expression 

miRNA Sequence (5’-3’) 

let-7a TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT 

let-7b TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTT 

let-7c TGAGGTAGTAGGTTGTATGGT 

let-7g TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 

 

1-4 超遠心分離法による培地からの exosome 中の RNA の抽出 

 第 2章第 3 節第 1 項 1-3と同様の方法で exosome中の RNA を抽出した。 

 

1-5 RT-PCR による exosome 中の miRNA 発現レベルの定量 

 第 2章第 3節第 1項 1-2と同様の方法で exosome中のmiRNA発現レベルを定量した。

本検討に用いたプライマーの配列を Table 14に示す。各 exosome中の miRNA 発現レベ

ルは、RNU6 snRNAにより標準化した。RNU6 snRNAの発現量は Human RNU6B miScript 

Primer Assay (QIAGEN, Valencia, CA, USA) をプライマーとして使用し、定量を行った。 

 

1-6 Western blot によるタンパク質発現量の測定 

 第 1章第 3 節第 1 項 1-5と同様の方法でタンパク質発現量を測定した。 

 

1-7 統計学的処理  

 データは平均値±標準誤差で表し、2 群間の比較検討には Unpaired Student's t-testを用

いた。相関性は Pearson's correlation testを用い判定した。 
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第 2 項 結 果 

 Zeb処置により、SW480細胞では細胞内の let-7 ファミリーの発現量は変化しなかっ

た。また、SW620細胞において細胞内の let-7b及び let-7cの発現量が、SW620/OxR細

胞において細胞内の let-7b及び let-7gの発現量が、Zeb処置によりそれぞれ有意に増加

した (Fig. 31A)。 

次に、exosome中の let-7 ファミリーの発現レベルについて検討した。SW480細胞で

は、SW620細胞と比較して、Zeb処置の有無に関わらず exosome中の let-7ファミリー

の発現レベルは著しく低値だった (Fig. 31B)。一方、SW620細胞において、exosome中

の let-7b 及び let-7g の発現量が Zeb 処置により有意に減少した (Fig. 31B)。しかし、

SW620/OxR細胞では、高い浸潤能を示すにも関わらず、exosome中の let-7ファミリー

の発現レベルは、SW480細胞と同様に著しく低値だった (Fig. 30B)。 

nSMase2のタンパク質発現量について比較検討したところ、SW480細胞と比較して、

SW620細胞及び SW620/OxR細胞において、nSMase2のタンパク質発現量は低レベルで

あった (Fig. 32)。そして、SW620細胞と SW620/OxR細胞の間に顕著な差は認められな

かった (Fig. 32)。 
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第 3 項 考 察 

 SW620細胞において、Zeb処置により細胞内の let-7bの発現量は増加したが、exosome

中の let-7bの発現レベルは低下した。この結果から、Zeb処置により let-7bの exosome

への移行が阻害されため、exosome中の let-7bの発現レベルの低下したことが示唆され

た。一方で、SW480細胞及び SW620/OxR細胞において、let-7 ファミリーの exosome

中の発現レベルは、SW620細胞と比較して著しく低値を示した。Kobayashiらは、低浸

潤性卵巣がん細胞において、高浸潤性卵巣がん細胞と比べ、細胞内の let-7 ファミリー

の発現量は変化しなかったが、exosome中の let-7ファミリーの発現レベルが低値を示す

ことを報告した 30)。その報告と同様に、let-7 ファミリーの exosome中の発現レベルが

低値を示す SW480細胞の浸潤能は、SW620細胞と比較して低かった。しかし、SW480

細胞と同様に let-7ファミリーの exosome中の発現レベルが低値を示すSW620/OxR細胞

の浸潤能は、SW620 細胞と比較して、高かった。そのため、L-OHP 抵抗性の獲得が

exosomeを介した細胞外への let-7ファミリーの移行を阻害することでexosome中の let-7

ファミリーの発現レベルが低値を示す可能性が示唆された。 

Zeb処置や L-OHP抵抗性による let-7ファミリーの exosome中の発現レベル低下の一

因として、exosome放出の制御因子の変化や、miRNAsの exosomeへの選択的な移行の

阻害が考えられた。近年、nSMase2などの exosome放出の制御因子が exosome中の

miRNAsの発現レベルを抑制することが報告されている 79,80)。さらに、nSMase2を阻害

する GW4869を処置することで、L-OHP に対する抵抗性を獲得することも報告された

81)。そのため、L-OHP抵抗性獲得に nSMase2の発現量が関与する可能性が考えられる。

しかし、SW620細胞及び SW620/OxR細胞において、nSMase2のタンパク質発現量に差

は認められなかった。この結果から、SW620/OxR細胞での L-OHP 抵抗性の獲得は

nSMase2による exosomeの放出に影響を与えないことが示唆された。また、nSMase2以

外にも exosome放出の制御因子として、Rab27aや Rab27bなどが知られており 82-84)、そ

れらの因子が関与する可能性が考えられた。 

miRNAs の exosomeへの選択的な移行には、いくつかの機序が提唱されている。

Villarroya-Beltri らの報告では、miRNAsの exosomeへの移行が RNA 結合タンパク質の

SUMO 化及び miRNA の特定の配列により制御されることが示された 73)。また、

Koppers-Lalicらは miRNA の 3’末端がウラシル化された miRNA もしくは 3’末端にウラ

シルが存在する miRNA は exosomeに移行しやすいことを明らかにしている 85)。let-7フ
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ァミリーは 3’末端がウラシルであるため、Zeb処置や L-OHP抵抗性による let-7ファミ

リーの exosomeを介した細胞外への移行の阻害に、3’末端のウラシルが関わる可能性が

考えられた。 

 SW480細胞において、Zeb処置により浸潤能が抑制されたが、let-7ファミリーに有意

な変化は認めなかった。しかし、Zeb処置による浸潤能抑制は DAC 処置時と大きな差

はなく、第 1 節で示した DAC による浸潤能抑制と同様の理由で、この Zeb処置による

浸潤能の抑制に DNMT 阻害作用は関与していないと考えられた。 

 SW620細胞及び SW620/OxR細胞において、let-7bの近くにコードされ、let-7bとクラ

スターを形成する let-7aの発現量は Zeb処置により増加しなかった。この結果から、Zeb

処置による let-7b の発現量増加には転写制御ではなく、miRNA の成熟や分解における

制御が関与する可能性が考えられた。Nishi らは let-7b の発現量が let-7b をコードする

DNA のメチル化により制御されることを示した 86)。しかし、今回の結果によると、Zeb

処置による let-7bの発現量増加は let-7bをコードする DNA の転写抑制機構である DNA

メチル化によっては制御されていないことが示唆された。また、未成熟の miR-145の 5’

末端のリン酸基がジメチル化されることで成熟経路が阻害され、その発現量が低下する

ことが報告された 87)。その他にも、6 種類の miRNA から構成されるクラスターである

miR-17~92の成熟経路において、miR-92などの一部の miRNA が核内 exosomeに取り込

まれ、その発現量が低下することが認められている 88)。このような成熟経路での制御が

Zeb処置による let-7bの発現量増加に関与するかを明らかにするためには、さらなる検

討が必要である。 
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小 括 

 

原発巣由来の大腸がん細胞 (SW480 細胞) 及びそのリンパ節転移巣細胞 (SW620 細

胞) 並びにその L-OHP 抵抗性ヒト大腸がん細胞 (SW620/OxR細胞) を用い、浸潤能と

EMT 関連因子の発現量に及ぼす各種 DNMT 阻害薬の影響について検討した。さらに、

細胞内及び exosome中の let-7ファミリーの発現レベルに及ぼす Zebの影響について検

討し、以下の結果を得た。 

 

1. SW620細胞及び SW620/OxR細胞において、Zeb処置により上皮細胞マーカーであ

る E-cadherinのタンパク質発現量が増加することなく、浸潤能が抑制された。 

 

2. Zeb処置により、細胞内の let-7bの発現量は、SW620細胞及び SW620/OxR細胞に

おいて有意に増加したが、SW480 細胞ではコントロールと比較して増加は認めな

かった。 

 

3. SW620細胞において、exosome中の let-7bの発現レベルは Zeb処置で有意に低下し

た。そのため、exosome中の let-7bの発現レベルの低下が浸潤能の抑制を表す指標

となる可能性が示唆された。 

 

4. SW480細胞及び SW620/OxR細胞において、exosome中の let-7ファミリーの発現レ

ベルは Zeb処置の有無に関わらず SW620細胞と比較して著しく低値を示した。 

 

5. SW480細胞と比較して、SW620細胞及び SW620/OxR細胞における nSMase2のタ

ンパク質発現量が低いことを示したが、SW620細胞と SW620/OxR細胞の間に顕著

な差は認められなかった。 
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総 括 

 

本研究では、新たに著者が作製した L-OHP 抵抗性ヒト大腸がん細胞を用い、L-OHP

抵抗性獲得や、DNMT 阻害薬の処置による浸潤能の変化を観察し、EMT 関連因子や

miRNA の発現量を解析することで、L-OHP抵抗性獲得や DNMT 阻害薬による浸潤能抑

制の一因を明らかにすることを試み、以下の知見を得た。 

 

1)   オキサリプラチン抵抗性 SW620 細胞における上皮間葉転換の誘導及び 

miR-200c 及び miR-141 の変化 

ヒト大腸がん細胞株 SW620細胞において、L-OHPに対する抵抗性を獲得する

過程で、E-cadherinの発現量低下や vimentinの発現量増加などの EMT の特徴を

示した。さらに、L-OHP抵抗性獲得により、細胞内 miR-200c及び miR-141の発

現量は低下した。また、SW620細胞と比較して、miR-200ファミリーの発現量が

著しく高い SW480細胞では、L-OHP長期処置により、L-OHPに対する抵抗性を

獲得しなかった。 

 

2)   オキサリプラチン抵抗性 SW620 細胞における浸潤能及び 

exosome 中の miR-200c 及び miR-141 の発現レベルに及ぼすデシタビンの影響 

SW620 細胞だけでなく、L-OHP に対する抵抗性を獲得し浸潤能が亢進した

SW620/OxR細胞においても、DAC 処置により浸潤能が抑制され、E-cadherinの

発現量は増加した。一方で、SW480細胞では、DAC 処置により浸潤能は抑制さ

れなかった。また、SW620細胞及び SW620/OxR細胞において、DAC 処置により

exosome中の miR-200c及び miR-141の発現レベルは増加した。さらに、exosome

中の miR-200c及び miR-141の発現レベルが大腸がん細胞の浸潤能と負の相関を

示した。 
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3)   オキサリプラチン抵抗性 SW620 細胞における浸潤能と上皮間葉転換関連因子の

発現量に及ぼす各種 DNA メチル基転移酵素阻害薬の影響と exosome 中の let-7b

の発現レベルに及ぼすゼブラリンの影響 

SW620細胞及び SW620/OxR細胞において、Zeb処置により細胞内の let-7bの

発現量は増加し、浸潤能は抑制された。また、SW620細胞において、Zeb処置に

より、let-7bの exosome中の発現レベルは低下した。SW480細胞及び SW620/OxR

細胞では、SW620細胞と比較して Zeb処置の有無に関わらず exosome中の let-7

ファミリーの発現レベルは、著しく低値を示した。 

 

 本研究で、大腸がん細胞が L-OHP 抵抗性を獲得する過程において、miR-200c 及び

miR-141 の発現抑制とともに、EMT が誘導され、浸潤能が亢進することを認めた。そ

して、L-OHP 抵抗性ヒト大腸がん細胞を含むヒト大腸がん細胞の浸潤が、DNMT 阻害

薬である DAC 及び Zebにより抑制される可能性を示した。さらに、DAC による exosome

中の miR-200c及び miR-141の発現レベルの増加や、Zebによる exosome中の let-7bの

発現レベルの低下が浸潤能の抑制を表す指標となる可能性が示唆された。 

これらの本研究による成果は、大腸がんの遠隔転移を抑制し、治療成績を向上させる

DNMT 阻害薬を用いた L-OHP抵抗性を示す大腸がんに対する新たながん化学療法の開

発に有用な資料になるものと考えられた。 
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