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第 1 章	 研究の背景  

 

1. 1 MDM2、MDM4 同時ノックダウンによる p53 の再活性化  

1. 1. 1 癌抑制遺伝子 TP53 と癌遺伝子 MDM2、MDM4  

	 癌抑制遺伝子である p53は細胞周期やアポトーシス、DNA修復などを制御する様々

な遺伝子を司る転写因子である[1-4]。TP53遺伝子は約半数の癌において変異あるいは

欠失しており[5]、TP53の不活化は癌の進展に重要な役割を果たしている。残りの半数

の癌では野生型 TP53を有しているが、その機能は上流あるいは下流遺伝子などにより

阻害されている[3, 6]。 

	 MDM2遺伝子は p53のN末端転写活性ドメインに結合してその機能を抑制する主な

因子であり[7, 8]、さらに MDM2は RINGフィンガー領域を介して E3リガーゼとし

て機能し、p53 をポリユビキチン化しプロテアソームを介して分解する働きがある

[9-11]。逆に MDM2は p53の転写標的遺伝子でもあり、自己制御のフィードバックル

ープを形成している[12, 13] 。様々な癌種におけるMDM2遺伝子の増幅は 10%以上の

頻度でみられる[14, 15]。 

	 MDM2 のホモログであり、非常に類似した構造である MDM4 もまた TP53 を制御

している。MDM2 と同様に、MDM4 も p53 の転写活性ドメインに直接結合し、転写

活性を抑制している[16]。MDM4 も RING ドメインを有するが E3 リガーゼの活性を

欠くため、p53を直接分解することはできない。しかしMDM2と互いの RINGドメイ

ンを介してヘテロダイマーを形成することにより p53に対するE3リガーゼの活性を増

強することができる[17, 18]。MDM4遺伝子の増幅あるいは過剰発現は 10-20%の頻度

で報告されている[19, 20]。 
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	 さらに、MDM2はユビキチン化によりMDM4を分解することも知られている[21]。 

	 ここまでに述べた野生型 p53、MDM2、MDM4の関係性を図１に示す[22]。 

 

図 1 野生型 p53 と MDM2、MDM4 の関係  

Marine, J.C., et al., MDMX: from bench to bedside. J Cell Sci, 2007.より引用。一部改変。 

 

	 MDM2 と MDM4 の癌遺伝子としての機能や、その発現傾向については様々な癌種

で報告されており、野生型 TP53 の培養系癌細胞は MDM2 高発現タイプと MDM4 高

発現タイプの 2つのタイプに分けられることが報告されている[23]。さらに、この研究

ではMDM2高発現のタイプはMDM4の発現が非常に低く、MDM4高発現のタイプは

MDM2の発現が中程度であることも示された（図 2）。 
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図２  野生型 TP53 培養系癌細胞における MDM2、MDM4 の発現パターン  

Hirose, M., et al., MDM4 expression as an indicator of TP53 reactivation by combined 

targeting of MDM2 and MDM4 in cancer cells without TP53 mutation. Oncoscience, 2014.よ

り引用。 

 

1. 1. 2 MDM2、MDM4 を標的とした創薬 

	 野生型 TP53 腫瘍における p53 の機能修復はアポトーシスや細胞の老化を引き起こ

すことで腫瘍退縮を促すため、癌治療に適していると考えられており[24]、上述のよう

な p53 を抑制する MDM2、MDM4 は癌治療において良い標的となる。これまでに

MDM2-MDM4-p53 の相互作用を阻害する数々の小分子化合物やペプチドが開発され

ている[25-28]。この中でも MDM2 と p53 の結合を阻害する小分子化合物である

nutlin-3は idasanutlinとして悪性リンパ腫や急性骨髄芽球性白血病に対していくつか

の臨床試験が行われる段階まで進んでいる[29-31]。nutlin-3は、MDM2の N末端に存

在する p53結合ドメインのポケットに結合し、MDM2と p53の結合を阻害する。その
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結果、p53の発現を増加させ、さらに TP53標的遺伝子の転写活性を促すことで細胞増

殖抑制、アポトーシスを誘導し抗腫瘍効果を示す。 

	 遠藤らは nutlin-3 を用いて種々のヒト胃癌細胞株に対する抗腫瘍効果を検討し、

TP53野生型の細胞株に対して一様に高い抗腫瘍効果があることを報告した[32] （図 3）。

また、nutlin-3の投与により p53の発現量が増加し p21/WAF1や Noxaの誘導も確認

され、p53の活性化による抗腫瘍効果が裏付けられる結果が得られている。 

 

図 3	 野生型 TP53 胃癌細胞に対する nutlin-3 の抗腫瘍効果  

Endo, S., et al., Potent in vitro and in vivo antitumor effects of MDM2 inhibitor nutlin-3 in 

gastric cancer cells. Cancer Sci, 2011.より引用。 

 

1. 1. 3 RNAi を利用した MDM2、MDM4 の発現抑制と p53 の活性化 
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	 遺伝子の発現抑制方法として siRNAを用いる方法があり、癌や他疾患の有望な治療

戦略の一つとして精力的に研究されてきた[33-35]。siRNA はしばしば部分的な相補配

列により非標的遺伝子の発現まで抑制してしまう（オフターゲット効果）が[36, 37]、

siRNA のガイド鎖のシード領域とパッセンジャー鎖の相補配列を DNA 置換し二本鎖

RNA-DNAキメラ（dsRDC)とすることでオフターゲット効果を回避することができる

[38]。廣瀬らはこの dsRDC を利用して MDM2、MDM4 を特異的にノックダウンする

DNA修飾型 siRNAを合成し、p53を再活性化させることにより抗腫瘍効果を発揮する

ことを報告した（図 4-1）[23]。さらに、MDM4高発現タイプの野生型 TP53腫瘍に対

しては MDM4 と MDM2 を同時にノックダウンすることが相乗的な効果を示すことを

報告した（図 4-2）。 

 

 

図 4-1	 MCF-7(野生型 TP53 乳癌細胞 )に対する MDM2、  MDM4 を標的とし

た dsRDC による MDM2、MDM4 の発現抑制  
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図 4-2	 MCF-7(野生型 TP53 乳癌細胞 )に対する MDM2、  MDM4 を標的とし

た dsRDC（chimera, chi）の併用による抗腫瘍効果の増強  

図 4-1、4-2はいずれも Hirose, M., et al., MDM4 expression as an indicator of TP53 

reactivation by combined targeting of MDM2 and MDM4 in cancer cells without TP53 

mutation. Oncoscience, 2014. より引用した。 

 

 

1. 2. 消化器癌に対する薬物療法  

1. 2. 1 切除不能進行・再発消化器癌に対する薬物治療 

	 切除不能進行・再発消化器癌に対する薬物治療は分子標的薬等の発展により治療選択

は多岐にわたる。胃癌と大腸癌の化学療法のアルゴリズムを図 5、図 6に示す。 
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図 5	 切除不能進行・再発胃癌に対して推奨されている化学療法レジメン  

胃癌治療ガイドライン 2018年第 5版より抜粋した。 
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図 6	 切除不能進行・再発大腸癌に対する化学療法のアルゴリズム  

大腸癌治療ガイドライン 2016年版より抜粋した。 
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切除不能進行・再発胃癌に対する分子標的薬としては、HER2陽性である場合はトラス

ツズマブを 5-FUやシスプラチン等の殺細胞性抗腫瘍薬と併用することや[39]、二次療

法として抗VEGFR-2抗体であるラムシルマブをパクリタキセルに併用すること[40]が

推奨されており、さらに抗 PD-1抗体薬の有効性も報告される[41]など、予後の改善が

見込まれる。切除不能進行・再発大腸癌に対しては、殺細胞性抗腫瘍薬の組み合わせに、

KRAS変異の有無によって一次治療で選択する分子標的薬が異なることや、三次治療以

降でもマルチキナーゼ阻害薬が使用できることなど、選択肢は多くアルゴリズムのよう

に四〜五次治療まで行われることもあり、予後は大きく改善してきた。しかし、生存中

央値は切除不能進行・再発胃癌で約 6-13ヶ月、切除不能進行・再発大腸癌で約 30ヶ月

と未だに短く、薬物療法による治癒はほとんど望めないのが現状である。 

 

1. 2. 2 MDM2 標的治療薬と抗腫瘍薬の併用  

	 消化器癌に対する薬物治療の現状の限界から、新たな治療戦略としてMDM2、MDM4

をターゲットとした治療と、様々な癌種に投与されている抗腫瘍薬を併用した研究は多

く報告されている[28]。遠藤らは、MDM2 阻害薬である nutlin-3 と 5-FU あるいはシ

スプラチンの併用が野生型 TP53 胃癌細胞株に対して相加あるいは相乗的な効果があ

ったことを報告した[32]。この研究では in vivo でもその併用効果を検証しており、

nutlin-3と 5-FUの併用による抗腫瘍効果の増強を示した（図 7）。 
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図 7	 野生型 TP53 を有する胃癌細胞（MKN-45）を使用した皮下異種移植腫瘍

に対する nutlin-3 と 5-FU の併用による抗腫瘍効果  

Endo, S., et al., Potent in vitro and in vivo antitumor effects of MDM2 inhibitor nutlin-3 in 

gastric cancer cells. Cancer Sci, 2011.より引用。 

 

 このようなMDM2阻害薬と抗腫瘍薬を併用した研究は多くみられるが、MDM4阻害
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薬との併用は報告が少ない。さらに、MDM４高発現腫瘍に対する MDM2 と MDM4

の同時阻害はそれぞれの単独阻害より強い効果があることは示されてきたが[23, 42, 

43]、同時阻害と抗腫瘍薬の併用効果に関しては不明である。 

 

 

第 2 章	 目的  

 

	 5-FU は消化器癌の治療において最も重要な薬剤のひとつであり、他の抗腫瘍薬と

様々な組み合わせで投与され生存率の改善に寄与しているが、生存期間は未だ短く、化

学療法による治癒はほとんど望めないのが現状である[44-48]。この現状を打開するた

めには新たな治療戦略が必要である。 

	 MDM4 高発現かつ野生型 TP53 を有する腫瘍に対して MDM2、MDM4 の同時ノッ

クダウンによる抗腫瘍効果の有用性や、MDM2 阻害薬と 5-FU の併用がその効果を増

強することはこれまでの研究で立証されている。 

	 本研究では、MDM4 高発現かつ野生型 TP53 を有する消化器癌に対して MDM2、

MDM4の同時ノックダウンが 5-FUの抗腫瘍効果に及ぼす影響について評価した。 

 

 

第 3 章	 方法  

 

3. 1 細胞株と 5-FU 

	 4 種類の野生型 TP53 を有する培養細胞株を使用した。HCT116、LoVo は大腸癌細
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胞株であり、SNU-1と NUGC-4は胃癌細胞株である。HCT116は Horizon Discovery 

Ltd、LoVoと SNU-1は American Type Culture Collection、NUGC-4は理研バイオ

リソースセンターセルバンクよりそれぞれ購入した。HCT116、SNU-1、NUGC-4 は

10%のウシ胎児血清を添加した RPMI1640培養液（Sigma-Aldrich）で培養した。LoVo

は 10%のウシ胎児血清を添加した Nutrient mixture F-12 HAM（Sigma-Aldrich）で

培養した。 

	 5-FUは協和発酵キリンより購入した。nutlin-3は Calbio-chemより購入した。 

 

3. 2 siRNA とその導入 

	 この研究で使用した DNA修飾型 siRNA（dsRDC, chimera）の配列は以下の通りで

ある。大文字はリボヌクレオチド、小文字はデオキシリボヌクレオチドを示す。 

chimera Control (chiCtrl) 

センス鎖	 5′-GUACCGCACGUCAttcgtatc-3′ 

アンチセンス鎖	 5′-tacgaaUGACGUGCGGUACGU-3′ 

chimera MDM2 (chiMDM2) 

センス鎖	 5′-CAGCCAUCAACUUctagtagc-3′ 

アンチセンス鎖	 5′-tactagAAGUUGAUGGCUGAG-3′ 

chimera MDM4 (chiMDM4) 

センス鎖	 5′-CCCUCUCUAUGAUatgctaag-3′ 

アンチセンス鎖	 5′-tagcatAUCAUAGAGAGGGCU-3′ 

chimera Control (chiCtrl)	 （動物実験時に使用） 

センス鎖	 5′-gtaGUACCGCACGUCAttctc-3′ 
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アンチセンス鎖	 5′-gaaUGACGUGCGGUACtacGU-3′ 

 chiCtrlはヒトとマウスの遺伝子に最少の相同性を持つように設計した。培養実験で使

用した chimera はカートリッジ精製である（Sigma-Aldrich）。動物実験で使用した

chimeraは HPLC精製である（ST Pharm. Co. Ltd.）。 

 培養細胞実験での siRNA の細胞への導入は Lipofectamine RNAiMAX（Inverogen）

を使用した。動物実験での siRNAの導入は AteloGene Local Use（高研）を使用して

行った。 

 

3. 3 細胞生存実験 

	 WST-8実験は細胞増殖／細胞毒性測定用試薬（同仁化学研究所）を使用した。siRNA

を細胞へ導入後 5日間培養し、iMark microplate reader（Bio-Rad）で測定した。吸

光度は波長 450 nmと 620 nmの設定とした。 

 

3. 4 コンビネーションインデックス（Combination Index, CI） 

	 chiMDM2と chiMDM4を混合したものと 5-FUの併用における相乗効果を定量化す

るため、CalcuSyn software（Biosoft）を用いて CIを算出し、Chou-Talalay方式で決

定した。 

 

3. 5 免疫ブロット法 

	 SDS-PAGE と免疫ブロット法は過去の報告と同様の方法で行った[23]。使用した１

次抗体と 2次抗体は次の通りである。 

MDM2（2A10）マウスモノクローナル抗体(Abcam) 
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MDMX（D-19）ヤギポリクローナル抗体（Santa Cruz Biotechnology） 

抗 TP53マウスモノクローナル抗体 (BP53-12; Cell Sciences） 

p21 Wafl/Cip1（DCS60）マウスモノクローナル抗体（Cell Signaling Technology） 

p53 upregulated modulator of apoptosis (PUMA)ウサギポリクローナル抗体（Cell 

Signaling Technology） 

βアクチンウサギポリクローナル抗体（Medical & Biological Laboratories） 

HRP標識抗マウス IgG抗体（GE Healthcare） 

HRP標識抗ウサギ IgG抗体（GE Healthcare） 

HRP標識抗ヤギ IgG抗体（Sigma Aldrich） 

	 化学発光検出は ECL select Western Blotting Detection Reagent（GE Healthcare）

と Ez-Capture Imaging System（アトー）で行った。 

 

3. 6 Quantitative reverse transcription -polymerase chain 

reaction (qRT-PCR) 

	 RNAサンプルは細胞融解液から抽出し、96ウェルプレートの１ウェルあたり 40 μ

Lの RealTime ready Cell Lysis reagent（Roche Diagnostics）を用いた。cDNAは 2

μL（0.2 μg）の RNA と 8 μL の Transcriptor Universal cDNA Master (Roche 

Diagnostics) を 20 μL の反応液内で合成させた。qRT-PCR は Applied Biosystems 

7500 Fast Real-Time PCR system（Applied Biosystems）を用いて 96ウェルプレー

トで行った。p21 とβアクチンのプライマーと TaqMan プローブは Applied 

Biosystems より購入した。反応は 5 μL の cDNA、900 nM のプライマー、250 nM

のプローブ、10 μLの TaqMan Gene Expression Mater Mix（Applied Biosystems）
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で計 20 μLとし、標準的な熱サイクル下で施行した。標的とした p21 mRNAの量は

βアクチンの量で標準化した。 

 

3. 7 細胞周期解析 

	 各細胞は 60 mmディッシュに 1×105個を撒き、chimera（濃度 0.5 - 2 nM）の導入

24 時間後に 5-FU（濃度 4 μM）を投与して 2 日間培養した。細胞は Accutase（US 

Biotechnologies）を投与して室温で 10分間置いた後、静かにディッシュから剥がして

回収した。PBSで一度洗浄し、Cycletest Plus DNA reagent kit （BD Bioscience）を

用いて染色した。フローサイトメトリーは FACSCalibur flow cytometerと CellQuest 

software（BD Bioscience）を用いた。それぞれの細胞周期における細胞の割合はModFit 

LT software（Verity Software House）で算出した。 

 

3. 8 動物実験における抗腫瘍効果の検討 

	 全ての動物実験は筑波大学の動物実験委員会による承認を得て行った。生後 5 週の

BALB/cヌードマウス（雌）をチャールズリバージャパンより購入し、無菌の状態で適

切な温度と湿度の環境下で管理した。HCT116 を生理食塩水（大塚製薬）で 5×104個

／μL の細胞融解液とした。この細胞融解液 100 μL を麻酔下でマウスの右脇腹に皮

下注射した。接種 10日後、皮下異種移植腫瘍が約 50 mm3になったマウスを無作為に

4グループ（各グループ 5匹ずつ）にわけた。グループは chiCtrl（1 mg/kg）群、chiMDM4

（0.5 mg/kg）＋chiMDM2（0.5 mg/kg）群、chiCtrl（1 mg/kg）＋5-FU（4 μM）群、

chiMDM4（0.5 mg/kg）＋chiMDM2（0.5 mg/kg）＋5-FU（4 μM）群とした。chimera

は AteloGeneを用いて週１回局所注射で直接腫瘍内へ投与した。5-FUは週 3回腹腔内
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投与した。腫瘍体積は週 3 回計測し、体積＝長径×短径 2×0.5 の公式を用いて算出し

た。健康状態を管理するために、マウスの体重は週 3 回計測し、毎日状態を観察した。

腫瘍体積が 2000 mm3に到達する前に実験は終了とした。 

3. 9 統計解析 

	 培養細胞実験での各グループ間の有意差は、Dunnett法または Tukey法を用いて評

価した。動物実験での各グループ間の有意差は repeated ANOVA法を用いて評価した。

統計学的有意差は p値＜0.05とした。これらの統計解析は SPSS version 25.0を用い

て行なった。 

 

 

第 4 章	 結果  

 

4. 1  野 生 型 TP53 を 有 す る 大 腸 癌 ・ 胃 癌 細 胞 株 に 対 す る

MDM4 /MDM2 ノックダウンと 5-FU による細胞増殖抑制 

	 MDM4とMDM2のノックダウンにより 5-FUの抗腫瘍効果が増強されるかどうかを

検討するため、大腸癌細胞 2種（HCT116、LoVo）と胃癌細胞 2種（SNU-1、NUGC-4）

を用いて、これらの細胞増殖性を WST-8 を用いて評価した。図 8 (a)に示すように、

HCT116細胞に対する chiMDM4と chiMDM2の混合投与（chiMDM4/chiMDM2）と

5-FU 単独投与は濃度依存性に腫瘍増殖を抑制した。chiMDM4/chiMDM2 と 5-FU の

併用はそれぞれを単独投与した場合よりもさらに腫瘍増殖を抑制した。LoVo (b)や

SNU-1 (c)、NUGC-4 (d)でも同様に 5-FUの増殖抑制が chiMDM4/chiMDM2によって

さらに増強することが確認できた。 
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	 chiMDM4/chiMDM2と 5-FUの併用によるコンビネーションインデックス（CI）を

算出し、結果を表 1 にまとめた。HCT116 が最も低い CI であり、続いて NUGC-4、

LoVo、SNU-1の順であった。この CI値より、MDM4とMDM2を同時にノックダウ

ンすることは 5-FUの効果を、HCT116と NUGC-4においては相乗的に増強し、SNU-1

と LoVoにおいては相加的に増強することがわかった。 

 

図 8 MDM4 と MDM2 の同時ノックダウンと 5-FU による抗腫瘍効果  
大腸癌細胞 2種（HCT116、LoVo）と胃癌細胞 2種（SNU-1、NUGC-4）に対して chiCtrl

あるいは同濃度の chiMDM2/chiMDM4の混合液を導入後、5-FUを投与し、chimera導入

後 5日後にWST-8を用いて細胞生存を評価した。細胞生存率は chiCtrlを投与した群と比

較して算出した。 
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表 1  chiMDM4/chiMDM2と 5-FUの併用によるコンビネーションインデック

ス  

CI>1.1,拮抗効果; CI = 0.9–1.1,相加効果; CI<0.9, 相乗効果 

 

さらに HCT116と NUGC-4において、chiMDM2の代用として MDM2阻害薬である

nutlin-3を用い、chiMDM4と nutlin-3による 5-FUの抗腫瘍効果の増強についても検

討した（図 9）。HCT116においては chiMDM4と nutlin-3の投与により 5-FUの効果

が相乗的に増強することがわかったが、NUGC-4 においては相加あるいは拮抗効果で

あった（表 2）。 

 

細胞株	 chiMDM4 (nM) chiMDM2 (nM) 
5-FU  

( 4µM) 

Combination Index 

(CI) 

HCT116 
0.250 0.250 + 0.28 

0.500 0.500 + 0.29 

NUGC-4 
0.500 0.500 + 0.83 

1.000 1.000 + 0.77 

LoVo 
0.500 0.500 + 0.90 

1.000 1.000 + 0.97 

SNU-1 
0.125 0.125 + 0.95 

0.250 0.250 + 0.97 
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図 9 MDM4 のノックダウンと nutlin-3、5-FU による抗腫瘍効果  
大腸癌細胞 1種（HCT116）と胃癌細胞 1種（NUGC-4）に対して chiCtrlあるいは chiMDM4

を導入後、nutlin-3と 5-FUを投与し、chimera導入後 5日後にWST-8を用いて細胞生存

を評価した。細胞生存率は chiCtrlを投与した群と比較して算出した。 

 

表 2  chiMDM4/nutlin-3 と 5-FU の併用によるコンビネーションインデック

ス  

細胞株	 nutlin-3 (µM) chiMDM4 (nM) 
5FU 

(4µM) 

Combination Index 

(CI)  

HCT116 

2.0 0.5 + 0.55 

5.0 0.5 + 0.93 

2.0 1.0 + 0.48 

5.0 1.0 + 0.66 

NUGC-4 

2.0 1.0 + 0.82 

5.0 1.0 + 1.06 

2.0 2.0 + 1.19 

5.0 2.0 + 1.42 

CI>1.1,拮抗効果; CI = 0.9–1.1,相加効果; CI<0.9, 相乗効果 
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4. 2 MDM4 と MDM2 のノックダウンによる MDM2、MDM4、p53

とその下流分子の発現 

	 大腸癌細胞と胃癌細胞における、chiMDM4/chiMDM2によって増強される 5-FUの

抗腫瘍効果の作用機序を解明するため、同じく大腸癌細胞 2 種（HCT116、LoVo）と

胃癌細胞 2 種（SNU-1、NUGC-4）を用いて、MDM2、MDM4、p53、p21、PUMA

の発現変化を免疫ブロット法で解析した（図 10）。 

 

 
図 10  MDM4 と MDM2 のノックダウンによる MDM2、MDM4、p53 とその下流分

子の発現  

大腸癌細胞 2種（HCT116、LoVo）と胃癌細胞 2種（SNU-1、NUGC-4）に対して chiCtrl

あるいは同濃度の chiMDM2/chiMDM4の混合液を導入後、5-FUを投与し、その 24時間

後に回収した蛋白を用いて免疫ブロット法で解析した。MDM2、MDM4、p53、p21、PUMA

の発現を評価し、βアクチンをコントロールとした。 

 

	 HCT116はMDM4の野生型と変異対立遺伝子を持つことが知られている。変異対立

遺伝子はコドン 279 の 3 つ目のヌクレオチドに 1 塩基の欠失があるためフレームシフ
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トが起こり、早期終止となる。これにより 289アミノ酸の短い蛋白が形成されるが[49]、

この蛋白も p53結合領域は保たれており、p53阻害機能を有する。chiCtrlを導入した

HCT116細胞が 80 kDaと 40 kDaの 2つのバンドを発現しており、それぞれ野生型と

変異型のMDM4であることを示している。 

免疫ブロットのバンドを定量化した結果を表 3に示した。 
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表 3 図 10 の免疫ブロットバンド定量結果  

細胞株 /actin chiCtrl chiMDM4/chiMDM2 
chiCtrl 

+ 5-FU 

chiMDM4/chiMDM2 

+ 5-FU 

HCT116 

MDM2 1.00 0.27 4.24 1.10 

MDM4 

(80kDa) 
1.00 0.09 0.54 0.03 

MDM4 

(40kDa) 
1.00 0.09 0.61 0.04 

p53 1.00 2.22 1.53 2.29 

p21 1.00 6.35 1.40 7.45 

PUMA 1.00 2.96 1.43 2.86 

LoVo 

MDM2 1.00 0.29 3.30 0.98 

MDM4 1.00 0.26 0.71 0.24 

p53 1.00 2.75 2.40 5.30 

p21 1.00 4.12 0.99 5.32 

PUMA 1.00 2.00 1.56 2.41 

SNU-1 

MDM2 1.00 0.75 1.38 1.23 

MDM4 1.00 0.56 0.84 0.46 

p53 1.00 2.85 1.88 6.27 

p21 1.00 44.53 7.85 61.31 

PUMA 1.00 2.50 1.63 3.74 

NUGC-4 

MDM2 1.00 0.65 8.79 3.64 

MDM4 1.00 0.10 0.45 <0.01 

p53 1.00 3.00 8.26 11.85 

p21 1.00 2.71 3.50 4.79 

PUMA 1.00 3.77 7.90 5.26 

 

	 chiMDM4/chiMDM2の処理により、HCT116では野生型と変異型 MDM4の発現が

抑制された。MDM4の発現は、HCT116と NUGC-4においてそれぞれの chiCtrl処理

群と比較して 11倍、10倍の抑制を認め、これは LoVoの 3.8倍、SNU-1の 1.8倍より
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も強い抑制を示していた。また、chiMDM4/chiMDM2 の処理により MDM2 の発現抑

制も認めており、全ての細胞で chiCtrl 処理群と比較して 1.3-3.7 倍の抑制を示した。

MDM4とMDM2の同時ノックダウンにより p53の蓄積が起こり、その下流の p21と

PUMAが誘導された。p53の発現はいずれの細胞においても同程度であった（2.2 - 3.0

倍）。 

	 5-FU は p53 を増加させ、それに伴って MDM2、p21、PUMA を様々な程度で増加

させた。5-FU による MDM2 の増加は、NUGC-4 と HCT116 でそれぞれ 8.8 倍、4.2

倍と LoVoの 3.3倍、SNU-1の 1.4倍よりも多かった。その一方、MDM4の発現レベ

ルはMDM2の発現と反比例しており、MDM2の誘導によりMDM4が不安定になって

いることが示唆された。 

	 chiMDM4/chiMDM2 と 5-FU の併用では全ての細胞において、5-FU 単独よりも

MDM2 の発現が弱まり、MDM4 の発現は最も強く抑制され、p53 と p21 は

chiMDM4/chiMDM2単独や 5-FU単独よりも強く誘導されていた。 

	 MDM2と p21は p53反応性に誘導されるが、HCT116と LoVoでは 5-FUによる p21

の 誘 導 が MDM2 の 誘 導 よ り 弱 か っ た 。 そ の た め 、 HCT116 に 対 し て

chiMDM4/chiMDM2単独、5-FU単独、chiMDM4/chiMDM2と 5-FUの併用のそれぞ

れの治療による p21 mRNAのレベルを qRT-PCRで解析した（図 11）。chiCtrlと比較

して、5-FU単独、chiMDM4/chiMDM2単独、chiMDM4/chiMDM2と 5-FUの併用で

は p21 mRNAレベルがそれぞれ 2.4倍、4.1倍、5.1倍に増加していた。この結果より

5-FUに暴露された細胞は MDM2の誘導により p21が不安定化していることが示唆さ

れた。 
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図 11  HCT116 における p21 の mRNA 発現  

HCT116 に chiCtrl あるいは同濃度の chiMDM2/chiMDM4の混合液を導入後、5-FUを投

与し、その 24時間後に回収した細胞に対して qRT-PCRを用いて p21の mRNAの発現量

を解析した。chiCtrlを投与した細胞と比較した p21mRNAの発現レベルをグラフとして示

した。 

 

4. 3 細胞周期変化とアポトーシス 

	 chiMDM4/chiMDM2単独、5-FU単独、chiMDM4/chiMDM2と 5-FUの併用による

細胞周期変化とアポトーシスを評価するためフローサイトメトリーを行った（図 12）。 

	 HCT116では chiMDM4/chiMDM2によりG1期分画が増加し、S期分画が低下した。

5-FUにより G1期分画が低下し、S期分画が増加した。このことからMDM4とMDM2

の同時ノックダウンはG1期停止を、5-FUはS期停止を惹起していることが示された。

chiMDM4/chiMDM2と 5-FUの併用は強力に G1期停止を誘導し、さらには subG1分

画として検出されているアポトーシスも誘導した。 
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	 SNU-1と LoVoは chiMDM4/chiMDM2による G1期停止を認めた。5-FU単独投与

により LoVoではわずかな G1期増加を、SNU-1では明らかな変化は見られなかった。

chiMDM4/chiMDM2と 5-FUの併用ではSNU-1ではアポトーシスを起こしたが、LoVo

では見られなかった。 

	 NUGC-4では、chiMDM4/chiMDM2単独も 5-FU単独も G1期停止を誘導するがア

ポトーシスは誘導しなかった。chiMDM4/chiMDM2 と 5-FU の併用は 5-FU 単独、

chiMDM4/chiMDM2単独と比べて、ほぼ変化は認めなかった。 

 

図 12  MDM4 と MDM2 のノックダウンと 5-FU による細胞周期への影響  
大腸癌細胞 2種（HCT116、LoVo）と胃癌細胞 2種（SNU-1、NUGC-4）に対して chiCtrl

または同濃度の chiMDM2/chiMDM4の混合液を導入後、5-FUを投与し、その 24時間後

に回収した細胞を用いてフローサイトメトリーで細胞周期解析を行なった。 
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4. 4 動物実験における抗腫瘍効果 

	 chiMDM4/chiMDM2 が in vivo でも腫瘍増殖を抑制し、さらには 5-FU の抗腫瘍効

果を増強できるか否かを検証するため、HCT116 を皮下異種移植させたマウスで実験

を行なった。chiMDM4/chiMDM2 単独と 5-FU 単独投与では chiCtrl 群よりも緩やか

な腫瘍増殖を示し（図 13）、MDM4とMDM2の同時ノックダウンは 5-FUと同様に in 

vivoでも腫瘍増殖を強く抑制できることが示された。chiMDM4/chiMDM2と 5-FUの

併用では、それぞれの単独投与よりもさらに強い腫瘍増殖抑制効果を明らかにすること

ができた。 

 

                    

*P=0.03, **P<0.001 

 
図 13  HCT116 皮下異種移植モデルにおける MDM4 と MDM2 のノックダウ

ンと 5-FU による抗腫瘍効果  

chiCtrl投与群と各群の腫瘍体積の平均値±標準誤差を比較した。 
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第 5 章	 考察  

 

5. 1 本研究で明らかにしたこと 

	 5-FUは大腸癌、胃癌、乳癌などを含む様々な癌に対して広く使用されている薬剤で

ある。また、廣瀬らによって chiMDM4/chiMDM2 を用いた MDM4 と MDM2 の同時

ノックダウンが野生型 TP53かつMDM4高発現の腫瘍に対して相乗的に抗腫瘍効果を

示すことが報告された[23]。本研究では、野生型 TP53 かつ MDM4 高発現の大腸癌、

胃癌細胞で MDM4 と MDM2 の同時ノックダウンが 5-FU の抗腫瘍効果を増強するこ

とを示した。 

	 本研究で使用した細胞株では、5-FUの投与により p53の活性化とそれに伴うMDM2

の誘導が見られた。MDM2の蓄積により p53に対するネガティブフィードバック機構

が働き、p53 を介した抗腫瘍効果は減弱する。chiMDM4/chiMDM2 の併用は MDM2

ノックダウンによりこのネガティブフィードバックを断ち切り、5-FUの抗腫瘍効果を

増強するものと考えられる。 

 

5. 2 細胞により異なる相加効果と相乗効果 

	 細胞により 5-FUの抗腫瘍効果を chiMDM4/chiMDM2が増強する程度が異なるのは、

MDM4 の抑制程度と関連していると考えられる。相乗効果が見られた HCT116、

NUGC-4では相加効果であった SNU-1、LoVoよりも 5-FU投与によるMDM4抑制が

より強く見られた。これらの細胞でどのように 5-FUによるMDM4の発現抑制が起こ

るのかは不明である。可能性の一つとして、5-FU 投与により p53 が活性化し MDM2

が誘導され、この誘導された MDM2 が MDM4 をユビキチン化し不安定にすることが
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考えられる。 

chiMDM4/chiMDM2によるMDM4ノックダウンは、HCT116、NUGC-4では SNU-1、

LoVo よりも効果的であった。もともと MDM4 の発現レベルは細胞毎に異なっており

（図 14）、相乗効果の見られた HCT116、NUGC-4は、相加効果であった SNU-1、LoVo

より MDM4 の発現レベルが高く、これらの細胞では腫瘍増殖能を MDM4 に、より強

く依存している可能性が考えられた[50, 51]。 

 
図 14  細胞による MDM4 発現の違い  

大腸癌細胞 2種（HCT116、LoVo）と胃癌細胞 2種（SNU-1、NUGC-4）のMDM4発現

レベルを免疫ブロット法を用いて比較した。 

 

 

5. 3 細胞により異なる 5-FU の作用機序 

	 この研究で使用した野生型 TP53 かつ MDM4 高発現の細胞では、5-FU による p53

の蓄積は同程度で起こっていたが、細胞周期の観点からすると 5-FUの効果は細胞毎に

異なっていた。HCT116では 5-FU投与により早期 S期停止が起こり、LoVoとNUGC-4

では G1期停止が起こっていた。5-FUには 2つの異なる作用機序がある[52-54]。１つ

はチミジン合成阻害による DNA複製を阻害することで、これにより早期 S期の停止が
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起こる。もう１つは、リボゾーマル RNAの中に取り込まれてその行程を阻害すること

による核小体ストレスを起こすことで、これにより p53の活性化を導き、G1期停止や

アポトーシスを誘導している。本研究では 5-FU による p53 の活性化は、HCT116 よ

り LoVoと NUGC-4の方が強く見られた（図 10、表 3）。多くの癌細胞では DNA複製

阻害が 5-FUの主な作用機序と考えられているが、核小体ストレスの程度は細胞によっ

て異なり、LoVoや NUGC-4では、リボゾーマル RNAに取り込まれるフルオロウリジ

ンの効果による G1期停止が現れているものと考えられる。HCT116では 5-FUによる

早期 S期停止が見られたが、chiMDM4/chiMDM2と 5-FUを併用すると p53の活性化

により、細胞周期分画は早期S期停止からG1期停止に大きく変化した。この結果から、

HCT116では chiMDM4/chiMDM2を加えることで 5-FUの主な作用機序を DNA複製

阻害から p53の活性化による G1期停止にシフトさせる可能性が考えられた。 

 

5. 4 MDM4、MDM2 のノックダウンによる治療の利点 

	 本研究では、動物実験でも MDM4 と MDM2 の同時ノックダウンが腫瘍増殖を抑制

し、5-FUの抗腫瘍効果を増強することを示し、かつ、目立った毒性は見られなかった。

約 50%の癌で野生型の TP53 を発現しているが[5]、その一部は MDM2、あるいは

MDM2 と MDM4 の両方によって機能が抑制されている。そのような癌に対する治療

として、MDM2とMDM4は良い標的であり、最近ではMDM2とMDM4を標的とし

た小分子化合物やペプチド製剤の研究が盛んである[26]。しかし、その多くは MDM2

と p53の結合を阻害して p53を増加させるものであり、同時にMDM2の発現も増加さ

せてしまう。MDM2自身には p53非依存性に細胞増殖や腫瘍形成を促す機能が報告さ

れており、薬剤効果の持続性が懸念される[55]。本研究においても、MDM2 ノックダ
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ウンの代わりに MDM2 阻害薬である nutlin-3 を用いて、MDM4 ノックダウンとの併

用による 5-FU の抗腫瘍効果の増強を評価したところ、chiMDM2 を用いて MDM2 を

ノックダウンした場合に比べて 5-FU の効果を増強する程度は弱かった（図 9、表 2）。

特に NUGC-4では投与濃度によっては拮抗効果であった。NUGC-4においては、5-FU

によって誘導される MDM2 が多く、nutlin-3 の投与によりさらに MDM2 が蓄積する

ため、p53や p21、RB、E2F1などのMDM2によって直接不活化される増殖抑制因子

の不活化が起こるものと考えられた。また、TP53 欠失型の腫瘍では MDM2 を欠失さ

せると腫瘍増殖抑制が起こり、これは TP73 を介する p53 反応性遺伝子の転写活性化

の抑制によるものと報告されている[56]。p73は p53と類似の機能を有し、また同様に

MDM2によりユビキチン処理されている。MDM4とMDM2のノックダウンによる治

療は TP53欠失型の腫瘍においても有益である可能性がある。 

本研究で使用した DNA-RNA chimeraは血中での安定性を増し、さらには off-target

効果を減弱させるよう工夫してあるものの、ヒトへの応用には未だデリバリーの問題を

残している。siRNA を搭載した治療薬の開発を目指して、オリゴ核酸のデリバリーシ

ステムの研究を進める必要がある。 

 

 

第 6 章	 結論  

 

	 野生型 TP53 かつ MDM4 高発現であるヒト大腸癌/胃癌細胞において MDM4 と

MDM2の同時ノックダウンは 5-FUの抗腫瘍効果を増強することが示された。MDM4

と MDM2 を標的とした siRNA 薬と 5-FU を含む細胞毒性抗癌剤を組み合わせた治療
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は新たな治療戦略となるだろう。 
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利益相反  

	 本研究に関わる利益相反はない 
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