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研究成果の概要： 
膵癌は腫瘍内の DNA 修復酵素であるメチルグアニンメチル基転移酵素（MGMT）活性が高値

であるためメチル化剤に対して耐性を示すとされている。O6-benzylguanine (O6-BG) MGMT
を抑制する分子標的治療薬であり、これを用いて膵癌腫瘍細胞内の MGMT を不活化し、新規

メチル化抗癌剤である temozolomide（TMZ）と組み合わせた、膵癌の生物学的特性を逆にタ

ーゲットとしたに対する新たな分子標的治療を確立する目的で本研究を行った。その結果、本

療法の有用性が示唆された｡ 
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１．研究開始当初の背景 
Temozolomide (TMZ)は新規に開発されたメ
チル化剤であり、米国において神経芽細胞腫、
メラノーマに対して臨床研究が進んでおり、
その有用性は N Engl J Med にも報告されて
いる。TMZ は DNA の O6-guanine をメチル
化し、抗腫瘍活性を示すが、DNA 修復酵素
であるメチルグアニンメチル基転移酵素(O6- 
methylguanine-DNA methyltransferase: 
MGMT)により不活化される。すなわち、腫
瘍細胞内 MGMT 活性の上昇は TMZ に対し

て耐性を有することを意味し、MGMT の抑
制により TMZ の抗腫瘍効果は増強する。一
方、膵癌は腫瘍内の MGMT 活性が高値であ
るため、メチル化剤に対して耐性を示すとさ
れ、ほとんど臨床で使用されることはない。
O6-benzylguanine (O6-BG)は MGMT 活性を
選択的に一時的に不活性化させる分子標的
治療薬として注目されている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は分子標的治療薬である O6BG
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にて膵癌腫瘍細胞内 MGMT を不活化し、新
規メチル化抗癌剤である TMZ と組み合わせ、
膵癌の生物学的特性をターゲットとした膵
癌に対する新たな有効な分子標的治療の戦
略を展開することにある｡ 
 
３．研究の方法 
(1) 移植細胞の検討 
細胞内の DNA 修復酵素であるメチルグアニ
ンメチル基転移酵素（MGMT）をコードして
いる MGMT 遺伝子のプロモーター領域のメ
チル化は MGMT 活性を低下させるため、実
験動物に移入する膵癌細胞株の MGMT 遺伝
子のプロモーター領域のメチル化の同定は、
本分子標的治療を評価する上において重要
な意味をもつ。そのため教室で保有し、動物
実験に使用可能な膵癌細胞株（YPK-1、
YPK-2、YPK-3、 YPK-4、YPK-5、YPK-6、
YPK-8、YPK-9、 YPK-10）の MGMT 遺伝
子のプロモーター領域のメチル化の有無と
その程度について検討した。それぞれの細胞
株を培養し、genomic DNA を抽出し、Bis
処理を行った後、methylation specific PCR
を施行した。いずれも triplicate で行った。 
 
(2) 分子標的治療薬およびメチル化剤の至適
投与量の検討 
以前報告したヌードラットの検討をもとに、
O6BGは0.35 mg/kg、1.75 mg/kg、3.5 mg/kg、
7 mg/kg の腹腔内投与を行い至適投与量の
検討を行った。TMZ は 150 mg/kg、350 
mg/kg 500 mg/kg、750 mg/kg、1500 mg/kg
の腹腔内投与を行い至適投与量の検討を行
った。 
 
(3) ヌードマウスにおける移入膵癌細胞に対
する本治療の効果 
実験(1)で選択された膵癌細胞株を 5×106個
に調整しヌードマウスの腹壁に移入した。移
植腫瘍の最大長径が１cm を越えた段階で①
～④群に割り付けを行った。実験(2)の結果を
踏まえ、O6BG は 3.5mg/kg、TMZ は
750mg/kg の腹腔内投与を行なった。 
 
①無治療群 
40% polyethylene glycol-400 (PEG) を腹腔
内投与し、2時間後にTMZの溶媒である 10% 
dimethyl sulfoxide (DMSO) を 含 む
phosphate buffered saline (PBS) 腹腔内投
与する。 
 
②O6BG 単独投与群 
3.5 mg/kg の O6BG を腹腔内投与し、2 時間
後に10% DMSOを含むPBSのみを腹腔内投
与する。 
 
③TMZ 単独投与群 

O6BGの溶媒である 40% PEGを含むPBSの
みを腹腔内投与し、2 時間後に 750mg/kg の
TMZ を腹腔内投与する。 
 
④O6BG および TMZ 投与群 
3.5 mg/kg の O6BG を腹腔内投与し、2 時間
後に 750mg/kg の TMZ を腹腔内投与する。 
 
４．研究成果 
 (1) 移植細胞の検討 
YPK-1、YPK-2、YPK-3、 YPK-4、YPK-5、
YPK-6、YPK-8、YPK-9、 YPK-10 をそれ
ぞれ培養し、genomic DNA を抽出し、
methylation specific PCR を施行し、MGMT
遺伝子のプロモーター領域のメチル化の有
無ならびにその程度について検討を行った
結果を示す（図１～３）。 
 
 
 
 
 
 
(2) 分子標的治療薬およびメチル化剤の至適
投与量の検討 
ヌードラットの検討に基づき、O6BGは 1.75、
3.5、7.0mg/kg で毒性を検討したところ、
3.5m 
 
 
 

 
図１ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ 
 
 
 
 



 

 

図１および２上段は MGMT 遺伝子のプロモ
ーター領域がメチル化されているときにバ
ンドが検出されるプライマー（M）を、下段
は非メチル化されているときにバンドが検
出されるプライマー（U）を用いている。図
１の YPK-2 は M-U+、YPK-5 は M-U+と判
定されるが、YPK-1、YPK-3、YPK-4 につい
てはいずれもバンドの検出が不明瞭であっ
たため、PCR のアニーリングの温度を下げ、
再度検討したところ、いずれも M+U-と判定
でき MGMT 遺伝子のプロモーター領域がメ
チル化されていることが判明した（図２） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 
 

 
図３ 

 
 
 
図３の YPK-6、YPK-8、YPK-9、 YPK-10
の検討では、いずれも M-U+と判定でき、
MGMT 遺伝子のプロモーター領域が非メチ
ル化されていることが判明した。 
 
以上の結果から、YPK-1、YPK-3、 YPK-4
は MGMT 遺伝子のプロモーター領域がメ
チル化されており、YPK-2、YPK-5、YPK-6、
YPK-8、YPK-9、 YPK-10 がいずれも
MGMT 遺伝子のプロモーター領域はメチ
ル化を受けていないことが判明した。 
そこで、YPK-2、YPK-5、YPK-6、YPK-8、
YPK-9、 YPK-10 をヌードマウスの腹壁に
移入したところ、生着率のよい最もよかっ
た YPK-10 を実験(3)における至適細胞と判
断した。 
 
(2) 分子標的治療薬およびメチル化剤の至適
投与量の検討 
 
ヌードラットの検討から O6BG は 0.35 
mg/kg、1.75 mg/kg、3.5 mg/kg、7 mg/kg の
腹腔内投与を行い至適投与量の検討を行っ
た。TMZ は 150 mg/kg、350 mg/kg 500 

mg/kg、750 mg/kg、1500 mg/kg の腹腔内投
与を行い至適投与量の検討を行った。その結
果、O6BG は 3.5mg/kg、TMZ は 750mg/kg
の腹腔内投与がヌードマウスに対して、毒性
なく至適投与量と判断した。 
 
(3) ヌードマウスにおける移入膵癌細胞に対
する本治療の効果 
 
実験(1)で得られた結果をもとに、YPK-10 を
5×106 個に調整し、P ヌードマウスの腹壁
に移入し、移植腫瘍の最大長径が１cm を越
えた段階で４群に割り付け、それぞれの治療
効果を検討した。図４に結果を示す。 
 
 
 
         a    b    c         d 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４ 
 
 
 
a が無治療群、b が O6BG 単独投与群、c が
TMZ 単独投与群、d が O6BG および TMZ 投
与群である。 
 
3.5 mg/kg の O6BG を腹腔内投与し 2 時間後
に 750mg/kg のTMZを腹腔内投与した群(d)
に有意な腫瘍縮小効果と生存率の向上を認
めた。 
 
メチル化剤に対して耐性を示す膵癌細胞移
植腫瘍において、分子標的薬である O6BG で
腫瘍内 MGMT 活性を抑制することで、抗腫
瘍活性の増強を認めたことから、生物学的特
性を逆にターゲットとした本療法の有用性
が示唆されたといえる｡ 
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