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研究成果の概要（和文）：研究室で所有するqPCR測定機器を使い、実績のある研究室と協力してdNTPの検量線を
作成を試みた。再現性に問題があり予定より時間を要したが、最終的に半定量的に評価できるようになった。
5-FU使用でOVCAR5, OVCAR3細胞株のdTTP濃度が低下たことは確認できた。臨床サンプルの測定は難しいが、in 
vitroでの条件変化を把握するには有効で、dNTP測定を続ける予定。代謝の世界の探索としては、脂肪酸変化に
よる細胞増殖抑制効果を見出し、学会発表や論文発表に繋げた。qPCRを用いた研究の基礎を築き、今後は核酸代
謝が婦人科悪性腫瘍に及ぼす影響を探索し、新たな治療法提案を目指す。

研究成果の概要（英文）：We used our lab's qPCR equipment and collaborated with an experienced 
laboratory to attempt creating a calibration curve for dNTP. Although there were issues with 
reproducibility and it took longer than expected, we eventually managed to evaluate it 
semi-quantitatively. It was confirmed that the dTTP concentration in OVCAR5 and OVCAR3 cell lines 
decreased with the use of 5-FU. Measuring clinical samples is challenging, but this method is 
effective for understanding condition changes in vitro, and we plan to continue measuring dNTP. In 
exploring the world of metabolism, we discovered that changes in fatty acids inhibit cell growth, 
leading to conference presentations and paper publications. Having established the foundation for 
research using qPCR, we aim to further explore the impact of nucleic acid metabolism on 
gynecological malignancies and propose new therapeutic approaches.

研究分野： 婦人科悪性腫瘍

キーワード： 卵巣癌　核酸　dNTP
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研究成果の学術的意義や社会的意義
dNTPの代謝動体の変化を詳細に探索する当初の研究目標は、期限内に達成することができなかったが、測定方法
の基礎を築くことはできた。今後は、核酸代謝（dNTP）の動態評価を加えることが可能になったので、より深く
代謝が受ける影響を探索することができると考えている。また、核酸ではなく脂肪という側面ではあるが、
Oncogenic pathwayに直接影響を及ぼす薬剤を使わずとも、周囲からの代謝への影響で、がん細胞の増殖を抑制
できうることも本研究の派生で示すことができた。今後も引き続き、核酸代謝が特に婦人科悪性腫瘍に及ぼす影
響を探索し、新たな切り口からの治療法提案につなげたいと考えている。

※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 
卵巣癌は腹膜播種を伴う進行した状態になって判明することが多い。そのため手術と薬物療法
を組み合わせた集学的治療が必須であり、特に薬物加療の果たす役割は大きい。しかし、当初は
シスプラチン製剤に対する感受性が高いものの、再発を繰り返すにつれて薬剤耐性を容易に獲
得することが特徴である。近年登場した PARP 阻害剤も抜本的な解決策とはならず、引き続き、
新規治療基軸が求められていた。 
卵巣癌の遺伝子学的特徴として、TP53 変異の頻度が高いこと、それによりコピー数変化を伴う
ことが非常に多いことが挙げられる。そのため、単一の Oncogenic pathway に依存しているこ
とはなく、いわゆる小分子化合物による効果は限定的なことが、肺がんや乳がんなど Common
な悪性腫瘍と卵巣がんの大きな違いであり、課題である。そのため pathway に依存しない治療
基軸が求められていて、その中で注目されている切り口が、代謝に関連した治療戦略である。 
細胞は生きていくために脂質代謝、糖代謝など様々な代謝経路を制御する必要があるが、その一
種として核酸代謝が存在する。核酸は細胞にとって必須な RNA, DNA の原料であるため、その
代謝メカニズムは癌細胞の生存にとって非常に重要であり、増殖能力が基本的に高いとされる
がん細胞では、特に重要な代謝経路である。抗がん剤の中にも核酸代謝経路を標的としたものは
存在していて、卵巣癌に承認されているものも存在する（ジェムシタビン：GEM）。しかし単剤
での効果は、期待するほど高くないのが背景として知られていた。その理由として、さまざまな
核酸代謝経路の全てを阻害できるわけではないため、他の経路から容易にサルベージされて医
しまう可能性が懸念されていた。また、核酸代謝が特に鍵となる集団を判別するバイオマーカー
が存在しないことも、臨床上の課題であった。 
 
 
２．研究の目的 
第一の目的は、「がん細胞（特に婦人科悪性腫瘍）におけるダイナミックな核酸代謝の動態を、
まず詳細に把握すること」とした。加えて、どのような経路を阻害すると、最も細胞に対する効
果が得られるかも検討に加えた。そして、例えば低酸素環境、あるいはシスプラチン暴露下、な
ど様々な環境に置いた上で、核酸代謝経路がどのように変化するか探索することも目的に加え
た。 
加えて、そもそも、「がん患者は、特殊な代謝環境にあるのかどうか」をきちんと示すことも重
要である。そこで第二の大きな目的として、臨床サンプルや患者情報から、がん患者で生じた代
謝面やがんの性質を反映した特異的な変化につき、探索を行なった。 
 
 
３．研究の方法 
元来、核酸は LC-MS を用いて測定する必要があるが、測定に高額な費用を要し、簡便に測定でき
るものではない。そこで我々は、qPCR の手法を応用した測定方法の導入を試みた。 
既報に習ってプローベを設計・購入し、細胞内の核酸測定をおこなった。核酸には様々な種類が
あるが、我々は中でも、直接 RNA, DNA の材料となるデオキシ拡散（dNTP）の測定を試みた。 
ついで、核酸合成阻害を標的とした抗がん剤（5-FU やジェムシタビン）を投与した際に、dNTP
の濃度がどのように変化するか検証することとした。核酸合成はまた、大きく二つの経路（de 
novo 経路、salvage 経路）により合成される。特に前者については、Brequinar や Leflunomide
など臨床応用されている核酸合成阻害剤があるため、これを投与した際にがん細胞における核
酸代謝動態の変化を探索した。そして salvage 経路については TEAD4 をカスケードの頂点とす
る制御機構があるため、TEAD4 を阻害した際にどの程度変化するか探索した。 
第２の目的については、当科が所有する臨床サンプルや臨床データをふんだんに用いて、後方視
的検討を行なった。特に核酸経路阻害剤が使用される卵巣明細胞癌、それが属する内膜症関連の
卵巣がんに着目して解析した。 
 
 
４．研究成果 
まず当研究室が所有している qPCR 測定機器を用いて、すでに経験のあるハンガリーの研究室と
密に連携しながら導入を進めた。dNTP（dUTP. dCTP. dTTP. dATP）を異なる濃度で含んだ溶液を
作成して検量線を描いたところ、それなりの精度で検量線を描くことができた(AUC=0.80 程度)。
ただ再現性を得るステップで、想定以上の問題に直面した。 
共通機器室に存在する qPCR 機器の使用でも、根本的な改善には至らなかったことから、やむな
く、ハンガリーの研究室が使用しているものと同様の qPCR 測定機器を購入した。その結果、完
全に定量化するには至らないものの、ある条件に暴露した際に核酸の量が増加したか、減ったか
を、半定量的に評価できる程度には、改善することができた。これにより、有名な葉酸経路阻害
剤である 5-FU を使用すると、OVCAR5, OVCAR3 細胞株にて、dTTP のみ濃度が低下することが確認



でき、この計測法の信頼性が確認できた。 
またこの経験を通じて、さまざまな不純物が含まれる臨床サンプルを用いた核酸量を、本手法で
測定は難しいことも明らかとなった。それでも、in vitro の特殊な環境ではあるが、様々に条
件を変化させた際の前後変化を把握するにおいては、都度 LC-MS を提出するのではなく、本方法
（qPCR を用いた方法）でスクリーニングのように dMTP の動態変化を探索することができる、と
わかった。当初の予定よりは時間を要したが、今後、in vitro の系で、dNTP の測定を様々な条
件で行い、変化が大きい条件（抗がん剤の前後、低酸素の前後など）を探索したい。 
他方、細胞内のシグナル経路を変えずとも、周囲の環境が変えて核酸も含めた様々な代謝経路が
変化することで、がん細胞の増殖抑制効果が出るかもしれない、という着想がそもそも正しいの
か、臨床面での検討も同時に行なった。まず、特定の脂肪酸を変化させるだけで、卵巣がん細胞
については明らかな細胞増殖抑制効果をもたらすことを見出し、複数の学会発表と、論文発表に
つなげた。また実臨床において、核酸合成経路が標的に含まれる抗がん剤：ジェムシタビンは特
に卵巣明細胞癌に対して使われることが多い。卵巣明細胞癌は、異所性子宮内膜を由来とする悪
性疾患であるが、異所性子宮内膜は明細胞癌以外の悪性腫瘍の発癌母地であることも知られて、
具体的には、類内膜がん、漿液粘液性境界悪性腫瘍という組織型も内膜症に由来する。ただこれ
らは明細胞癌とは違い、ジェムシタビンが頻用されるとは言い難い。同じ母地にも関わらず異な
る性質を有することが、症状の面でも明らかとなるか探索した。その結果、類内膜がんでは炎症
を背景とした症状が多い一方、明細胞癌では嚢胞の大きさに起因する症状が多いことがわかっ
た。これについては学会発表並びに論文報告をおこなっている。明細胞癌はより、細胞の増殖と
いう側面が強いと推測され、それがために核酸を多く要し、核酸合成阻害剤が比較的奏功してい
るのかもしれない。 
さらに、日常臨床診療の中にこそ病態解明のヒントがあると考え、日常診療で経験した、異所性
内膜症が絡んだ稀有な悪性疾患について一例ずつ検討し、学会発表をおこなった。内膜症は非常
に多彩な発癌経路を示しており、臨床的には腹膜癌のように発癌する症例や、時間的空間的に異
なるタイミングで、同様の腫瘍が発生する場合もあり、いずれも我々の常識をこえる事象がある
ことがわかった。これらと代謝能に相関がある可能性はもちろんあるため、本研究で確立した核
酸測定手法を用いて、深く探索していきたいと考えている。 
以上、qPCR 機器をふんだんに用いて、dNTP の代謝動体の変化を詳細に探索する当初の研究目標
は、期限内に達成することができなかったが、測定方法の基礎を築くことはできた。これからの
我々の検討により、核酸代謝（dNTP）の動態評価を加えることが可能になったので、より深く代
謝が受ける影響を探索することができると考えている。また、核酸ではなく脂肪という側面では
あるが、普通に生体内にありうる産物でも（Oncogenic pathway に直接影響を及ぼす薬剤を使わ
ずとも）、周囲からの代謝への影響で、がん細胞の増殖を抑制できうることも本研究から派生し
た検討で示すことができた。今後も引き続き、核酸代謝が特に婦人科悪性腫瘍に及ぼす影響を探
索し、新たな切り口からの治療法提案につなげたいと考えている。 
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