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研究成果の概要（和文）：Metforminは２型糖尿病の第一選択薬として一般的に使用されている。Metforminを処
方されている患者は、他の処方患者に比べてがんのリスクが低いことが知られており、がん予防薬としての可能
性が強調されている。腫瘍細胞環境で特異的な低血糖下において、Metforminは腫瘍細胞内で特定のDNA損傷を誘
発し、それが致死的な遺伝子病変であることを本研究で明らかにした。このことは、Metforminががん細胞に対
し特異的な致死作用を有する可能性を示唆しており、Metforminを副作用の少ない抗がん剤として応用するうえ
で、致死誘導の原因と生成機序の理解の基盤となる情報を提供した。

研究成果の概要（英文）：Metformin is commonly used as a first-line drug for type 2 diabetes. 
Patients prescribed metformin are known to have a lower risk of cancer than those prescribed other 
drugs, highlighting its potential as a cancer preventive. According to this study, under 
hypoglycemia, which is specific to the tumor cell environment, Metformin induces specific DNA damage
 in tumor cells, leading to a lethal genetic lesion. This suggests that metformin may have specific 
lethal effects on cancer cells and provides fundamental information for understanding the cause and 
mechanism of lethal induction when applying metformin as an anticancer drug with fewer side effects.

研究分野： 放射線生物学　細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
既存の抗がん剤は正常細胞にも強く影響するため副作用がデメリットの一つである。Metforminは糖新生を抑制
し血糖値を下げる作用から糖尿病治療薬として使用されており、一方、抗がん剤開発研究分野では、腫瘍細胞に
特異的致死効果を与える研究が進んでいる。腫瘍組織は血管不良に伴う低グルコース（低血糖）や低酸素など特
徴的な微細環境下にあり、それら環境要素は腫瘍の悪性化、また、放射線や化学療法の抵抗性獲得に関わってい
る。腫瘍組織環境下でのMetforminの作用機序と腫瘍細胞特異的致死効果を解明することは、新規抗がん剤や増
感剤の開発、がん患者の負担軽減を目指す治療計画への知見として有益である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 
 Metformin は、2 型糖尿病の治療薬として医療の第一線で投与されている薬剤である(Fig.1)。
「Metformin 処方患者は、他の薬剤処方患者より発癌リスクが 31％低い」との疫学的報告があり
（Cancer Prev Res (Phila), 2010, 3(11): 1451-1461）、Metformin のがん予防薬としての潜在
性が注目されていた。一方、抗がん剤開発研究分野では、腫瘍組織微細環境に着目し、腫瘍細胞
に特異的致死効果を与えることで、正常細胞が副次的に受ける影響を抑える研究が進んでいる。 
 申請者らは、Metformin による DNA 損傷誘発とその応答機構に視点を当て、ニワトリ DT40 細
胞を用いて、(1) 腫瘍細胞特徴的環境の低グルコース下 Metformin 処理において高い致死効果
が認められること、(2) DNA 架橋損傷(DPCs)修復に関与する FANCONI 遺伝子群の FANCC，FANCL
欠損細胞でより高い致死感受性を示すこと、以上二点を見いだし報告した（PLOS ONE, 2017, 
12(9): e0185141）。低副作用と腫瘍細胞特異的致死効果を併せ持つ Metformin の抗がん剤応用
を考える時、安全性と有効性の両面で期待値の大きい薬剤であるが故に、その作用機序を根本か
ら解明する基礎研究が不可欠であると考えた。 
 
２．研究の目的 
 
 以下の４つを目的とした。 
(1) ヒトへの薬剤評価の指標となる基礎データを得るため、実験に使用する細胞は、これまでの

トリ B リンパ細胞由来の DT40 細胞を用いた系からヒトリンパ細胞 TK6 の系にシフトする。 
(2) 低グルコース培養下で、Metformin により誘発されると予想される初期の DNA 損傷につい

て、損傷の同定と生化学的な定量を行うための実験系を構築する。 
(3) Metformin により誘発される損傷が、Biguanide 系薬剤として一般化されるものであるか否

かを検証する。 
(4) さらに、マウス実験系を用いて、腫瘍細胞内の微細環境下で Metformin が腫瘍細胞特異的

な致死効果をもたらすか否かについての検証を行い、より生体に近いレベルでの解析の系
を探索する。 

 これらの目的の初期設定は、Metformin の腫瘍環境特異的抗がん作用の検証実験にとどまらず、
正常細胞と腫瘍細胞における細胞内 DNA 機構の損傷誘発の相違点についても基礎的な知見を得
るものとして期待される。 
 
３．研究の方法 
 
 基本的な戦略は、ヒト B リンパ細胞由来の TK6 を用いた逆遺伝学的なアプローチによる実験
を行い、その結果をもとに、マウス実験系を用いた生体レベルでの再現、検証を行う。主な方法
は以下の通りである。 
(1) Metformin が誘発する初期 DNA 損傷の同定と定量を行う。 
(2) 低グルコース下の Metformin 処理により、DPCs 型の DNA 損傷を形成されることを示唆する

結果は得ているが、形成される DPCs の同定と定量には至ってないため、細胞から直接 DNA
を精製し、DPCs を同定、定量する。さらに、種々の抗体を用いて、DPCs を形成するタンパ
ク種を同定する系を設定し解析する。 

(3) 染色体断裂を指標とした致死損傷誘発について解析する。 
(4) 低グルコース下 Metformin 処理による初期 DNA 損傷（DPCs）が致死損傷を誘導することに

ついて、致死 DNA 損傷である染色体断裂を指標に解析を進める。同様に、染色体分配異常の
指標となる小核形成についても並行して解析する。 

(5) 腫瘍環境特異的抗がん剤や増感剤の開発につなげるため、マウス移植実験系を試みる。 
 
４．研究成果 
 

（Fig.1）Structure of Metformin 



(1) TDP1 欠損細胞は種々の DNA タンパククロスリンク（DPCs）損傷に感受性を示す 
 

 ニワトリ DT40 細胞における解析結果をもとに、ヒト B リンパ細胞由来の TK6 についても、
種々の DNA タンパククロスリンク（DPCs）誘発薬剤に対する感受性を比較した（Fig.2）。TDP1 欠
損細胞が、従来の報告にある Camptothecin（CPT）に加えて Etoposide（VP-16）、Formaldehyde
（FA）、Azacytidine（AzdC）に対して感受性を示すことを見いだした。さらに、低グルコース下
の Metformin に対して感受性を示すことを見いだした。この結果は、低グルコース下で、
Metformin が DPCs 様の DNA 損傷を誘発することを示唆した（Chem. Res. Toxicol., 2022, 
35(11): 2059-2067）。 

 

 

(2) TDP1 は、TOPO1-DPCs のみならず FA が誘発する DPCs の除去にも関与する 
 

 TDP1 は、Topoisomerase 1（TOPO1）と DNA の異常結合（TOPO1-DPCs）の解除に関わるとされ
てきた。FA 処理した細胞から DNA を精製し、FITC ラベルで DPCs 総量を定量した結果、TDP1 が
FA 誘発 DPCs の除去に直接関与することを明らかにした（Fig.3）。これは、DNA 鎖切断を伴わな
いDPCsの除去にTDP1が関与するという初めての報告となる（PLOS ONE, 2020,15(6):e0234859）。 

 

 

(3) Dnmt1-DPCs の除去には SPRTN と TDP1，TDP2 が関与する 
 

（Fig.2）SPRTN and TDP1–/–TDP2–/– TK6 cells are hypersensitive to 5-azadC. 

（Fig.3）Repair of formaldehyde-induced DPCs is compromised in tdp1 cells. 



 
 

 

 AzdC は、DNA methyltransferase 1（Dnmt1）を選択的に DNA 上にトラップし、Dnmt1-DPCs を
形成する。ヒト TK6 細胞の SPRTN 欠損細胞が AzadC に感受性を示した。これは、AzadC で誘発
される Dnmt1-DPCs の分解に SPRTN が関わることを示す。AzadC で処理した細胞から DNA を直接
精製し、抗 Dnmt1 抗体を用いて定量を行った結果、① SPRTN 欠損細胞では Dnmt1-DPCs の除去
が遅れること、② SPRTN/TDP1/TDP2 三重欠損細胞ではこの遅延が増大することから、DNMT1-
DPCs の除去に SPRTN，TDP1，TDP2 が直接関与することを見いだした。これは TDP1 と TDP2 が、
Dnmt1-DPCs の解除に SPRTN と相補的に関わる最初の報告でもある（Fig.4）。さらに、初期損傷
である Dnmt1-DPCs は細胞分裂過程で染色体分配異常による小核を形成し、最終的に致死損傷で
ある染色体裂を誘発することを見いだし報告した（Chem. Res. Toxicol., 2022, 35(11): 
2059-2067）。 

 

（Fig.4）Removal of 5-azadC-induced DNMT1-DPCs is delayed in SPRTN–/– TK6 cells. 
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