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■■キキーーワワーードド：： （1）大腸がん 
 （2）L-アスコルビン酸 
 （3）細胞毒性 
 

■■  ははじじめめにに  
大腸がんは結腸・直腸を含む大腸に発生するがんで、

腫瘍ががん化したものと、正常な粘膜から直接発生するも
のがある.日本人ではS字結腸と直腸の発生することが多く、
大腸の粘膜に発生したがんは次第に粘膜下層、筋層、漿
膜へと浸潤し、やがて腹腔内に広がり腹膜播種を起こす. 

L-アスコルビン酸（以下AsA）は、抗酸化作用、免疫の
向上、コラーゲンやステロイドホルモンの生成、酵素の補
助、メラニンの抑制などの生理機能が知られている. また、
AsAは、大腸がんに対して抗酸化作用があることが報告さ
れている.AsAの抗がん作用メカニズムは、フェトン反応に
よる活性酸素の発生や酸化型AsAの還元による内因性抗
酸化物質の減少によると考えられており、高濃度のAsAが
投与されたがん組織ではフェトン反応による細胞外のROS
が原因となり過剰なストレスと酸化型AsAの還元作用が関
与していることも明らかにされている（図1）. 
本研究では大腸がん細胞株COLO205に対するAsAに

よる薬剤感受性増強機構について詳細に解析することを
目的とし、最終的には、本研究を通じてがん細胞の治療抵
抗性に関する新たな知見を創出し、将来的な治療戦術の
開発につながる研究に発展させることを目指す. 

 
■■  活活動動内内容容  
１．細胞培養 
  本研究ではヒト大腸がん細胞株由来であるCOLO205を
用いて実験を行った.培地にはRPMI1640に非働化した
FBSを10%、ペニシリン（10,000 units/mL）-ストレプトマイシ
ン(10,000μg/mL)溶液を1%加えたものを使用し、37℃、
5 %CO2存在下で培養した.次に細胞の増殖能を検討する
ために、φ35mmディッシュ内に105cells/mLの細胞を播種
し、細胞数を24時間ごとに計測した.その結果、COLO205
細胞を播種時は10万、24時間後で30万、48時間後で60万、
72時間後で136万個の細胞数であった.よってCOLO205細
胞は1mLあたり10万個の細胞数で播種すると24時間ごとに
約2倍の細胞数に増殖していることが示唆された. 
 
２．細胞毒性 

COLO205細胞に対するAsAの毒性を調べるために、
AsAを様々な濃度（0.625 mM、1.25 mM、2.5mM、5mM）で
添加し、48時間後の細胞毒性を検討した（図2）.その結果、
濃度依存的に細胞の生存率が減少した. 
 

３．今後の展望 
AsA存在下でのCOLO205細胞の増殖試験やフローサ

イトメータによるアポトーシス誘導や細胞周期の解析をす
る. 

AsAに対するCOLO205耐性細胞株を作製して、機能を
解析する.   
さらに、COLO205細胞、AsA感受性復帰細胞、AsA耐

性細胞に対する既存の様々な抗がん剤（シスプラチンや
5-FUなど）の活性などを検討する. 
また、この細胞におけるBCL-2やBAX等の遺伝子発現

を検討する. 
 

図 1：AsAの再生経路メカニズム 
（出典：トピックス AsA再生経路と酸化ストレス 図 1） 
 
 
 

図 2：播種後 48時間COLO205細胞におけるAsAの毒性
試験 
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■■キキーーワワーードド：：（1）大腸がん 
（2）腫瘍微小環境 
（3）KRAS遺伝子 

 
 

■■  ははじじめめにに  

大腸がんは、日本で患者数の多いがんの一つで死亡

率も高く、女性では死亡原因の第１位、男性では第３位

となっている。そのため、新たな治療戦略の開発などが

求められている。 
がん遺伝子のひとつである KRAS 遺伝子は、細胞増

殖を促進するシグナルを細胞内で伝達する役割を担っ

ている。大腸がんでは全症例の約 40%という極めて高い

頻度でこの遺伝子に変異が起こる。変異が起こると、無

秩序な細胞増殖のシグナルを出し続けるため、多くの薬

剤に対する治療抵抗性の原因となる。KRASに対する阻

害剤が開発されたが、大腸がんでの奏効率は低い傾向

にある。その理由として、KRAS阻害後、細胞増殖のシグ

ナルを伝える経路が別のものに切り替わることで、耐性

を獲得していると考えられている。しかし、薬剤投与後の

耐性を獲得する過程で、腫瘍微小環境がどのように変

化し、耐性を誘導するのかについては解明されていな

い。 
本研究では、がん細胞が薬剤耐性を獲得する前後で

腫瘍微小環境の変化を細胞数や細胞の形態、シグナル

伝達経路等を解明し、KRAS 変異をもつ大腸がん腫瘍

微小環境におけるKRAS阻害剤の耐性獲得に関与する

中心的な細胞集団と、その分子メカニズムを明らかにす

ることを目的とした。特に細胞のDNA損傷応答において

中心的役割を担う、腫瘍抑制遺伝子であるｐ５３タンパク

質に注目し、解析を行った。P53 は変異が起きると、細

胞周期が止まらなくなることや、アポトーシスが起きず異

常細胞が生き残るなど、がんがさらなる悪性化や転移性

を獲得しやすくなることが報告されている。 
  

■■  活活動動内内容容  

１．細胞培養実験 

本実験では、ヒト大腸がん患者から樹立された

COLO205 を用いて薬剤耐性株の作製に必要な細胞数

(１×１０６cells/mL)まで増殖させ、どのくらいの日数で増

殖するのか実験を行った。RPMI１６４０に１０％FBS、１％

ペニシリン/ストレプトマイシンを加えた培地を使用し、

37℃、５％二酸化炭素の環境下にあるインキュベーター

で培養した。 

 結果を図 1に示す。結果として時間依存的に増殖し、

24 時間後までは緩やかに、24 時間後から 48 時間後ま

では急速に増殖速度が上昇した。48 時間後には、約 3

倍に増えており、目的の細胞数まで増殖していることを

示している。 

 

     図１  COLO205総細胞数の経時変化 

 

■■  今後の展望 

COLO205 の、KRAS G12C阻害剤である Adagrasib に対

する IC50 を測定し、Adagrasib に対する薬剤耐性細胞

株を作製する。その後、p53 タンパク質の発現や変異が

起きているかをコントロール群と比較し観察する。 

 

 
図 2 p53 タンパク質の役割とがん細胞中での働きの

変化 
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