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研究成果の概要（和文）：本研究は、スフェロイドに微小環境が加わった前立腺癌細胞の新組織切片培養で、発
現が増強される遺伝子群よりKIF22遺伝子が抽出され，その機能的解析及び診断・治療への応用展開を目的とし
た。いずれの細胞株においても、細胞成長は抑制され、G2/M期に停止し、またアポトーシスも増加することが認
められた。２Dおよびスフェロイド培養において、KIF22遺伝子に対するsiRNA併用による抗癌剤（ドセタキセ
ル）の効果増強を確認することができた。これらの結果により、KIF22遺伝子の前立腺癌への関与および治療へ
の応用の可能性を示すことが出来た。

研究成果の概要（英文）：In our previous study, the prostate cancer-related genes were identified in 
the new tissue culture system.  Among these genes showing enhanced expression in the new tissue 
culture system, the KIF22 gene was extracted as one of candidate genes related with prostate cancer 
behavior.  In this study, we analyzed proliferation, apoptosis, and cell cycle of the prostate 
cancer cells (DU-145 and LNCaP) treated with KIF22 siRNA.  The inhibition of KIF22 mRNA using siRNA 
affected cell proliferation in spheroids and monolayers of both cancer cell lines.  This suppression
 also caused G2/M arrest and apoptosis in both cell lines. These results suggest involvement of the 
KIF22 gene in prostate cancer behavior.

研究分野：腫瘍病理、ナノメディシン
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１．研究開始当初の背景 
本邦の前立腺癌は，高齢化および社会生
活の西洋化に伴い着実に上昇し，2020年
にはその罹患数は男性の癌罹患数の第二
位となり，米国と同様に社会的にも憂慮
される癌である。研究代表者は分子病理
学的手法を用いて，前立腺癌に関連する
遺伝子変異を解析し，遺伝子変異の頻度
差や欧米人と異なる変異様式を指摘し，
このような遺伝子変異の差が前立腺癌の
発生の人種差に連結すると報告した
[Carcinogenesis, 18(7), 1355-8, 1997]。また、
ホルモン不応性獲得において，アンドロ
ゲンレセプタ−遺伝子発現制御にメチル
化が関与することなど前立腺癌関連遺伝
子のエピジェネティクスな制御について
も報告した[Lab Invest, 80(12), 1789-96, 
2000; Lab Invest, 81(7), 1049-57, 2001; Int J 
Cancer,106(3), 382-7, 2003; Cancer Sci, 94, 
536-9, 2003等]。 
 いずれの研究も，癌細胞が主体の前立
腺癌細胞株の 2次元培養による in vitro系
の利用が主体であった。しかしながら，
癌細胞と周囲の微小環境との相互作用が
癌の浸潤・転移の進展に重要な役割を担
っていると考えられ，新たな培養系（組
織切片培養およびスフェロイド培養）の
前立腺癌研究への応用展開を図った[萌
芽研究（平成 19，20年度），基盤研究(C)
（平成 21-23年度）]。組織切片培養担体
には，生体組織の微細構造と様々な生体
分子が領域特異的に残存し，これらが領
域特異的なシグナルを培養細胞に伝達出
来ると考えられた。萌芽研究では，研究
代表者は同培養系を前立腺癌の浸潤，播
種，転移のモデルの可能性を見いだし，
組織切片培養担体は組織特異的な微小環
境を保持していると報告した。スフェロ
イド培養は，特に無血管癌細胞モデルと
して考えられている。研究代表者は前立
腺癌細胞株のスフェロイド培養を利用し
て，増殖･アポトーシス，薬剤抵抗性など
について解析を行い，また前立腺癌細胞
株の 2 次元培養とスフェロイド培養時の
遺伝子発現の網羅的解析を行い，
Polo-like kinase 2 (Plk2)遺伝子を抽出した。
前述の組織切片培養担体は組織特異的な
微小環境を保持しているが，3 次元的構
造の欠如があるため，スフェロイドと厚
みを与えた組織切片担体を組み合わせた
単純な前立腺癌細胞培養系を構築した。
類似した培養系として，ヒト癌細胞株と
異種/同種脳組織切片の培養は既に報告
されている[Glia, 61, 1331-46, 2013; PLOS 
ONE, 7(9), e45559, 2012, 他]。スフェロイ
ド培養(first selection)で発現が上昇した遺
伝子群で、複数の遺伝子の発現を再解析
した。 
２．研究の目的 
本研究では，スフェロイドに微小環境が

加わった新組織切片培養における KIF22
を含む発現が増強される遺伝子群が抽出
され，これら遺伝子群の機能的解析及び
診断・治療への応用展開を目的とした。
具体的には，前立腺癌細胞における
KIF22 遺伝子の機能的解析を目的とした。
また、新組織切片培養は類似の培養系（脳
腫瘍，乳癌）の報告があるが，長期の培
養が難しい，異種間にかかわる反応など
不明瞭な問題などがあり，系の構築を含
む同方法の標準化も目的とした。 
３．研究の方法 
前立腺癌細胞株における KIF22 遺伝子
の機能的解析および新組織切片培養法の
標準化を以下の方法で行った。 
(1)siRNAを利用した前立腺癌細胞株
（DU145, LNCaP）における同遺伝子の機
能解析：siRNA処理時・非処理時における
motility, cell cycle, invasion, wound healing 
migration assayを行った。また，前立腺癌
細胞株（DU145, LNCaP）のスフェロイド
培養における、siRNA処理時・非処理時の
スフェロイド形態，増殖を解析した。 
(2)KIF22遺伝子と抗癌剤抵抗性について
の解析 [Anticancer Res.,1A,45-53, 2007]：
記述のようにdocetaxelに対する抗癌剤感
受性をsiRNA処理時・非処理時のスフェロ
イドの形態および増殖を解析した。 
(3)癌細胞株（DU145，A549）の新組織切
片培養の標準化：細胞接着阻害剤を塗布
したウエルでスフェロイド培養した。一
方，正常ラット組織の凍結組織を作製し
た後にミクロトームで一定の厚さに薄切
し，スライド上に伸展させた。培養液が
入った特殊なウエル内に、スライドを置
き，スフェロイドを組織片上で培養の前
実験を行った。今回はラット(F344)より
得られた組織切片担体を作成した [Glia, 
61, 1331-1346, 2013; Int J Clin Exp Pathol, 6, 
546-560, 2013]。 
４．研究成果 
(1)前立腺癌細胞株におけるKIF22遺伝子の
機能解析：siRNAを用いて，細胞のKIF22
遺伝子の発現を抑制させた。いずれの細
胞株においても、約70%程度のタンパクレ
ベルでの発現抑制を確認した。2次元培養
において，その細胞成長が有意に抑制さ
れる事が確認された。さらに、細胞周期
およびアポトーシスについて解析した。
いずれの細胞株においても、G2/M期に停
止し、集積が起こり、またアポトーシス
も増加することが認められた。一方、細
胞の遊走能や浸潤能には影響が認められ
なかった。KIF22遺伝子が属するkinesin 
superfamilyは微小管に結合するモーター
たんぱく質であり、同遺伝子と癌との関
係の報告は１報のみである。少なくとも
前立腺癌細胞株においては、細胞周期お
よびアポトーシスに関与することが明ら
かに出来た。 



(2) KIF22遺伝子と抗癌剤抵抗性についての
解析： KIF22遺伝子siRNAの処理の下での
抗癌剤（ドセタキセル）の効果は、２D
およびスフェロイド培養において、抗癌
剤の効果増強を確認することが出来た。
これらの結果により、KIF22遺伝子の前立
腺癌への関与および治療への応用の可能
性を示すことが出来た。 

 
図 DU145細胞におけるKIF22遺伝子と
apoptosisの関係 
(2)癌細胞株の新組織切片培養の標準化：3
から4日程度で作製されたスフェロイド
を組織切片担体およびシランコーティン
グ上でそれぞれ培養し，形態および変化
を観察した。シランコーティング上での
培養では、スフェロイドは1から2日内に
崩壊したが，組織切片担体上では、スフ
ェロイドは緩やかに山状の構造に変化し、
その状態を維持しながら培養することが
出来た。スフェロイドの形成，構造維持
には，培養条件およびE-cadherin，integrin
などの細胞接着因子が重要な役割を果た
すが，組織切片担体という培養環境がス
フェロイド構造維持に重要な役割を果た
し、また生体に近似した3次元構造を維持
した新しいin vitro培養系として発展する
可能性を見出した。 
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