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研究成果の概要： 
これまでの我々の DNA-PK(DNA 依存性プロテインキナーゼ)の研究成果を臨床応用に近づけ
ることを目標として、DNA-PK活性を阻害して、放射線による殺細胞効果を増感する方法の開
発を目指した。そこで、ギメラシルに注目して研究を行った。ギメラシルは、抗癌剤 TS-1 の
一成分であり、肝臓での 5-FU の分解を阻害し、血中 5-FU 濃度を高値に保つ作用をもつ。し
かし、ギメラシル自体が放射線増感効果を持つことが報告されており、その放射線増感の分子

メカニズムを検討した。 
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１．研究開始当初の背景 
癌細胞の放射線感受性及び患者の照射に対
する耐容能力に応じた個別化した放射線治
療が求められている。細胞の本質的放射線感
受性に関しては、最近の基礎研究により、X
線による細胞死に最も関係する DNA２重鎖切
断(DSB)の修復メカニズムが急速に解明され
つつある。 
 
 
 

 
 
２．研究の目的 
X 線が細胞に照射されると様々な種類の
DNA 損傷が引き起こされるが、その中でも
２本鎖 DNA 切断は最も修復が困難な DNA
損傷で、X線による細胞死に最も関係する事
象は、２本鎖 DNA 切断である。腫瘍細胞の
本質的放射線感受性は、２本鎖 DNA 切断の
修復能に大きく影響されることが判明して
いる。ここまでは、２０年前に既に判明して
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いたのであるが、２本鎖 DNA 切断修復の分
子メカニズムは、しばらく不明なままであっ
た。しかし、ここ１０年の分子生物学を応用
した放射線生物学の急速な進歩により、２本
鎖 DNA 切断の修復メカニズム及びその過程
に関わるタンパク質の全容が解明されつつ
ある。その概略は、DNA２本鎖切断は相同組
換え修復と非相同末端結合修復の少なくと
も 2経路により再結合され、両経路は状況に
応じて使い分けられる。相同組換え修復とは、
切断された DNA と相同の姉妹染色体の
DNA を鋳型とした DNA 合成により修復を
行うもので、NBS1、MRE11 と RAD50、
RAD51、RAD54 などの蛋白が関与し、全細
胞周期で働く。非相同末端結合修復の概略は、
DNA-PK(DNA 依存性プロテインキナーゼ)
が、２本鎖 DNA断端に結合し、リガーゼ IV
と結合している XRCC4蛋白をリン酸化し、
リガーゼ IV を活性化して、リガーゼ IV が
DNA切断を再結合するというものであるが、
姉妹染色体が必要なため細胞周期の late S、
G2期でしか作用しない。 
 我々は、抗癌剤 TS-1 の一成分であるギメ
ラシルの放射線増感効果を検討してきた。ギ
メラシルの放射線増感効果は、検討した１０
種類以上のすべての細胞でみられ、また、ギ
メラシル自体には殺細胞効果はみられなか
った。また、in vitro の実験で最大の増感効
果を得るのに必要なギメラシル投与量は、こ
れまでの動物実験やTS-1の臨床データより、
臨床上十分投与可能と考えられる。また、ギ
メラシルは毒性が少ないため分割照射期間
中連日投与が可能である可能性があり、大き
な増感効果が得られることが期待される。 
 本研究では、ギメラシルで放射線増感効果
の分子メカニズムの解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）DNA-PK(DNA依存性プロテインキナ
ーゼ)活性を欠損し、非相同末端結合(NHEJ)
に障害がある細胞とその親の細胞の計 3組 6
種類の細胞を用い、Colonogenic assayを施
行した。M059K・M059J、CHO-K1・Xrs5、
V79・XRV15Bの 3組 6種の腫瘍細胞を用い、
CDHPを 1000μM添加した群と添加しない
群の 2群に分け、24時間後に 0，1，2，4Gy
の照射を行った。14日間培養後 Colony数を
カウントした。上記 6 種の細胞群に CDHP
を 0，200，1000，2500，5000μM 加えた。
24 時間後に 0、4Gy の放射線照射を照射し、
14日後に染色、Colony数をカウントした。 
（２）非相同末端結合(NHEJ)経路に障害の
ある細胞株とその親 株の 3 組 6 種類の細胞
（ M059K/M059J 、 CHO-K1/ Xrs5 、
V79/XRV15B）に、1mM ギメラシル添加２
４時間後に 4Gy照射、照射後 24時間の残存
γH2AX フォーカス数を計測 した。またフ

ォーカス数の Time course を見るために、
4Gy 照射後 1,4,8,24 時間後のフォーカス数
を計測した。 
（３） SCneo は、部位特異的な DNA 二重
鎖切断の相同組換え修復アッセイ系である。
SCneoは、薬剤耐性遺伝子 neoを相同組換え
の対象とし、I-Sce Iという制限酵素による部
位特異的な DNA 二重鎖切断の導入を行なう
事で、10-6~10-7 レベルでの組換えイベント
が検出可能である。DT40 細胞（ニワトリ B
リンパ球細胞）、HeLa細胞を用いて、１mM
のギメラシル 48 時間で処理し、相同組換え
頻度を、コントロールと比較した。（１）
DNA-PK(DNA 依存性プロテインキナーゼ)
活性を欠損し、非相同末端結合(NHEJ)に障
害がある細胞とその親の細胞の計 3組 6種類
の細胞（M059K/M059J、CHO-K1/ Xrs5、
V79/XRV15B）を用い、1mM ギメラシル添
加２４時間後に 4Gy、照射後 24時間の残存
γH2AX フォーカス数を計測 した。またフ
ォーカス数の Time course を見るために、
4Gy 照射後 1,4,8,24 時間後のフォーカス数
を計測した。 
 
４．研究成果 
（１）照射 24 時間後の残存γH2AX フォー
カス数は、 DNA２重鎖切断の修復能の指標
となる事が報告されている。非相同末端結合
修復を欠損している M059J、Xrs5、XRV15B
細胞では、ギメラシル添加による照射 24 時
間後の残存フォーカス数はギメラシル非添
加群に比べて高かった。親細胞の残存γ
H2AXフォーカス数には、ギメラシル添加に
よる 影響がみられなかった。これはギメラ
シルの放射線増感効果が DNA２重鎖切断修
復を阻害することによることを示唆する。ま
た、残存γH2AXフォーカス数を指標にした
ギメラシルの放射線増感効果が非相同末端
結合修復欠損細胞にのみみられたことによ
り、ギメラシルによる放射線増感効果は相同
組み替え修復の阻害によることが推察され
た。また、Time courseの検討では、照射後
1,4 時間まではフォーカス数に明らかな差が
なく、8,24 時間後で差が見られた。 
（２）ギメラシルによる増感効果は、親細胞
より、M059J、Xrs5、XRV15B の DNA-PK
活性欠損細胞でより大きくみられた。もし、
ギメラシルが非相同末端結合修復を阻害す
るならば、DNA-PK活性欠損細胞は非相同末
端結合修復が機能していないため、ギメラシ
ルの増感効果はみられないはずである。しか
し、結果は、親細胞より DNA-PK 活性欠損
細胞でギメラシルによる放射線増感効果は
大きくみられたことより、ギメラシルは、相
同組み替え修復を阻害することが推察され
た。また、ギメラシルの濃度と放射線増感効
果の関係を検討すると、ギメラシルの濃度が



 

 

0.2 から 1mM で放射線増感効果の上昇を認
め、放射線増感効果は 1mM にてプラトーに
達した。 
（３）処理が I-SceIのみの群に比べ、I-SceI
＋ギメラシル(1mM,48h) 群は、相同組み替
え修復による gene conversion頻度が１５％
程度低下した。細胞の生存率はギメラシル 48
時間処理で全く低下しなかった。HeLa 細胞
でも同様の結果であった。また、ギメラシル
の濃度を変化させ、 HR による gene 
conversion頻度を測定した所、ギメラシルの
濃度が 1mMで HR頻度の抑制も飽和した。
これは、clonogenic assayにおいて、ギメラ
シルの放射線増感効果が 1mM で飽和する結
果と一致した。この結果より、ギメラシルの
放射線増感効果は、DNA 二重鎖切断の相同
組換え修復の阻害によるものと考えられる。 
 
以上、（１）（２）（３）を総合すると、ギメ
ラシルの放射線増感効果は、放射線照射によ
る DNA２重鎖切断の修復メカニズムの中の
相同組換え修復を阻害することによること
を解明した。 
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