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研究成果の概要（和文）：抗がん薬の作用機序におけるPARPと活性酸素(ROS)について検討した。PARPの働きは
PARP阻害薬(Olaparibなど）の有無で評価した。H2O2(反応時間：4 h)は、HL-60細胞に対して細胞生存率を低下
させた。この低下はPARP阻害薬によって抑制された。Pirarubicin (THP)(反応時間：4 h)は細胞生存率を低下さ
せ、この低下はOlaparibの影響を受けなかった。一方、THP(24 h)は細胞生存率を低下させ、この低下は
Olaparibにより抑制された。Doxorubicin (DOX)(24 h)は細胞生存率を低下させ、この低下はOlaparibにより増
強された。

研究成果の概要（英文）：PARP and ROS signalling mechanisms in the mechanism of action of anticancer 
drugs were investigated. The function of PARP was assessed with and without PARP inhibitors (e.g. 
olaparib).  H2O2 (reaction time: 4 h) induced apoptosis and reduced cell viability in HL-60 cells. 
Pirarubicin (THP) (4 h) reduced cell viability in HL-60 cells and this reduction was not affected by
 olaparib.  In contrast, THP (24 h) reduced cell viability against HL-60 cells, which was inhibited 
by olaparib.  Doxorubicin (DOX) (24 h) reduced cell viability against HL-60 cells, which was 
enhanced by olaparib. This reduction was potentiated by olaparib. 

研究分野： 医療系薬学

キーワード： 抗がん薬　PARP阻害薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗がん薬の作用機序におけるPARPと活性酸素（ROS）シグナル伝達機構について検討することにより、抗がん薬
の作用機序におけるPARPの働きを明らかにした。PARP, ROS,および関連する分子が抗がん薬治療の新しいバイオ
マーカーに成り得ることを示唆しており、新しいがん治療標的分子の提案につながり、これらを用いた新しいが
ん化学療法の開発と創薬への基盤情報となり得る。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 がんは、わが国の死因の第一位を占め、現在もなお死亡数は増加傾向にある。がん治療には、
手術療法、放射線療法、薬物療法（化学療法、分子標的療法）があり、薬物療法（化学療法）と
して抗がん薬の投与が広く行われており、抗がん薬に対する国民の期待は高い。多くの抗がん薬
はDNAを始めとする細胞内器官や細胞内物質にまず作用し、細胞内を各種シグナルが伝達され、
最終的に細胞死（アポトーシスなど）を誘導することにより抗がん効果を発揮するが、現在でも
その作用機序には不明な点が多い。 
 近年、PARP (poly ADP ribose polymerase) はがん治療の標的分子としての注目を受け、PARP 阻
害薬の分子標的治療薬としての有用性が確認されている。PARP 阻害薬は、DNA 修復阻害の他、
NF−κB 阻害、NAD 枯渇・ポリ(ADP-リボース)産生抑制、BRCA 変異・相同組換え修復異常を標
的とする合成致死効果などの多彩な作用を持つ薬剤である。また、PARP 阻害薬は開発中の薬剤
も多く、PARP 阻害薬単独ばかりでなく抗がん薬との併用療法も試みられているが、効果の増強、
減弱、不変など一定の評価が得られていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、単に PARP 阻害薬が抗がん薬に及ぼす影響を明らかにするだけでなく、PARP 阻
害薬併用時の PARP と活性酸素種 (reactive oxygen species: ROS) による酸化ストレスマーカーと
活性酸素シグナル伝達との関係を明らかにすることで、抗がん薬の作用機序に関する有益な基
盤情報を構築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 ヒト培養がん細胞を抗がん薬で処理し、細胞毒性、アポトーシスに顕著な核 DNA 断片化（DNA
ラダー）の検出、ミトコンドリア傷害の指標であるミトコンドリア膜電位の変化、アポトーシス
の実行過程の１つである caspase 活性を解析する。細胞毒性と caspase 活性については、CytoTox-
Glo™ Assay や Caspase-Glo® 3/7 Assay など(共に Promega)を用い発光プレートリーダー(GloMax® 
Navigator, Promega)で測定する。ミトコンドリア膜電位の変化は、蛍光試薬である DiOC6(3)を用
い、細胞を染色しイメージングサイトメーター（Tali®, Invitrogen™）により解析する。これら細
胞を用いた実験では、PARP 阻害薬を併せて用いることで、それぞれの抗がん薬によるアポトー
シスイベントと PARP との関係を解析する。 
 
４．研究成果 
（１）DNA損傷能を有する過酸化水素（H2O2）に対する PARP 阻害薬の効果 
 抗がん薬による検討の前段階として、DNA 損傷能を有する ROS の１つである過酸化水素
（H2O2）を用いて、H2O2の細胞毒性に対する PARP 阻害薬の影響を検討した。 
 PARP 阻害薬として Olaparib、Veliparib、Niraparib を用い、細胞としてヒト前骨髄性白血病細
胞 HL-60 を使用した。細胞生存率は CellTiter-Glo Assay (プロメガ)を用い、発光プレートリーダ
ー（GloMax Navigator System、プロメガ）で測定した。細胞死のマーカーとして、ミトコンドリ
ア膜電位、細胞内 ROS、Caspase-3/7 活性、DNA ラダーを測定した。 
 H2O2（濃度：50，100，200 μM；反応時間：4 h）は、HL-60 細胞に対してアポトーシスを誘導
し、細胞生存率を低下させた。この細胞生存率の低下は PARP 阻害薬によって抑制された。また、
H2O2によるミトコンドリア膜電位の低下も PARP 阻害薬によって抑制された。しかしながら、
細胞内 ROS、Caspase-3/7 活性、DNA ラダーについては、PARP 阻害薬による顕著な効果は認め
られなかった。PARP 阻害薬による細胞生存率の低下の抑制は、PARP 阻害薬がミトコンドリア
に対する保護作用を有するものであると考えられる。 
（２）アントラサイクリン系抗がん薬の Pirarubicin (THP)に対する PARP 阻害薬の効果 
 抗がん薬としてアントラサイクリン系抗がん薬の Pirarubicin(THP)を用い、THP の細胞毒性に
対する PARP 阻害薬の影響を検討した。 
 PARP 阻害薬として Olaparib を用い、細胞としてヒト前骨髄性白血病細胞 HL-60 を使用した。
細胞生存率は PI (propidium iodide)を用い、Tali™ Image-Based Cytometer (Invitrogen) で測定した。
細胞死のマーカーとして、ミトコンドリア膜電位、細胞内 ROS、Caspase-3/7 活性を測定した。 
 THP（濃度：0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10 μM；反応時間：4 h）は、HL-60 細胞に対し細胞生存率を低下
させ、この低下は Olaparib の影響を受けなかった。一方、THP（濃度：0.05, 0.1, 0.2, 0.5 μM；反
応時間：24 h）は、HL-60 細胞に対し細胞生存率を低下させ、この低下は Olaparib により抑制さ
れた。また、THP によるミトコンドリア膜電位の低下も Olaparib によって抑制された。さらに、
細胞内 ROS の上昇、Caspase-3/7 活性の上昇についても Olaparib により抑制された。Olaparib に
よる効果は、Olaparib がミトコンドリアに対する保護作用を有するものであると考えられる。 
（３）アントラサイクリン系抗がん薬の Doxorubicin (DOX)に対する PARP 阻害薬(Olaparib)の効
果 
 抗がん薬としてアントラサイクリン系抗がん薬の Doxorubicin (DOX)を用い、DOX の細胞毒性



に対する PARP 阻害薬の影響を検討した。 
 PARP 阻害薬として Olaparib を用い、細胞としてヒト前骨髄性白血病細胞 HL-60 を使用した。
細胞生存率はトリパンブルーを用い、Countess™ Automated Cell Counter (Invitrogen) で測定した。
細胞死のマーカーとして、蛍光顕微鏡（EVOS FLoid Imaging System, Invitrogen）でのヘキスト
33342 によるクロマチン凝縮、Tali™ Image-Based Cytometer (Invitrogen)による細胞サイズとミト
コンドリア膜電位を測定した。 
 DOX（濃度：0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 μM；反応時間：24 h）は、HL-60 細胞に対し細胞生存率を
低下させ、この低下は Olaparib により増強された。また、DOX によるミトコンドリア膜電位の
低下も Olaparib によって増強された。一方、クロマチン凝縮、細胞サイズの低下については、
Olaparib により抑制された。DOX の細胞毒性は、Olaparib により増強が見られたが、相反するデ
ータもあり、さらなる検討が必要である。 
（４）アントラサイクリン系抗がん薬の Doxorubicin (DOX)に対する PARP 阻害薬(Veliparib と
Niraparib)の効果 
 PARP 阻害薬として Veliparib と Niraparib を用い、細胞としてヒト前骨髄性白血病細胞 HL-60
を使用した。細胞生存率はトリパンブルーを用い、Countess Automated Cell Counter (Invitrogen) で
測定した。細胞死のマーカーとして、蛍光顕微鏡（EVOS FLoid Imaging System, Invitrogen）を用
いたヘキスト 33342 染色によるクロマチン凝縮、AO/EtBr 染色によるクロマチン凝縮と生死判
定、DiOC6(3)によるミトコンドリア膜電位を測定した。 
 DOX（濃度：0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 μM；反応時間：24 h）は、HL-60 細胞に対し細胞生存率を
低下させ、この低下は Veliparib と Niraparib により抑制された。また、DOX によるミトコンドリ
ア膜電位の低下も Veliparib と Niraparib によって抑制された。一方、クロマチン凝縮、細胞サイ
ズの低下については、Veliparib と Niraparib により抑制された。したがって、DOX の細胞毒性は、
Veliparib と Niraparib により抑制が見られたが、相反するデータもあり、さらなる検討が必要で
ある。 
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