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研究成果の概要（和文）：本研究は、5-フルオロウラシル（5-FU）による骨髄抑制と酸化スト

レスの因果関係を明らかにし、骨髄と腫瘍組織の応答性の差異から副作用発現に関わる組織特

異的機序の解明を目指した。5-FU による骨髄毒性は、酸化ストレスで活性化される転写因子

Nrf2 やグルタチオン量と直接関連することを示し、5-FU による骨髄毒性に一部酸化ストレス

が関与することを明らかにした。また、移植がん組織と骨髄では 5-FU に対する p53 の応答性

が異なることから、その相違が 5-FU 毒性の臓器選択性と関連する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to clarify whether 5-fluorouracil 
(5-FU)-induced myelotoxicity is a cause of oxidative stress and to demonstrate machinery 
involved in tissue-specific development of adverse-drug reactions. 5-FU-induced 
myelotoxicity in mice was directly linked to intracellular glutathione and activity of Nrf2, 
indicating that oxidative stress is involved in the process. In addition, 5-FU induced 
different responses of p53 in the bone marrow and tumor xenografts, which could be 
participated in the tissue selectivity of the 5-FU-mediated toxicity. 
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１．研究開始当初の背景 

古典的抗がん剤の多くは核酸合成や機能

を標的とし、腫瘍細胞のみならず分裂周期の

短い正常組織細胞の増殖も阻害する結果、消

化器、骨髄、皮膚などを中心に多彩な副作用

を引き起こす。これらの副作用は、患者 QOL

を損なうだけでなく、時として治療の用量規

定因子となる。これら抗がん剤の副作用を積

極的にコントロールできる支持療法が開発

されれば、新規レジメンとして極めて有効な

がん治療の武器になりうる。抗がん剤の副作

用は、その薬効本態と同様に主に遺伝子複製

や核酸機能を阻害することにより正常組織

に対しても細胞死を誘導するものとされて

きた。それに加えて、近年では一部の抗がん

剤では酸化ストレスが細胞障害において重

要な役割を演じていることが明らかになっ

てきている。しかし、報告のほとんどがドキ
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ソルビシンやシスプラチンなど濃度依存性

（細胞周期非依存性）抗がん剤であり、本邦

で固形がんに対する化学療法に最も汎用さ

れている 5-フルオロウラシル（5-FU）をはじ

めとする時間依存性（細胞周期依存性）抗が

ん剤での報告はほとんどなされていない（水

谷, 薬学雑誌 127, 1837-1842, 2007）。一方、

消化器症状、特に口内炎では時間依存性薬剤

の基礎的エビデンスがほとんどないにもか

かわらず、酸化ストレスが主要な初期原因で

あるように考えられており、その支持療法の

開発戦略において機構解明への本格的な取

り組みが急務となっている。 

5-FUなど抗がん剤の骨髄抑制は、主に血球

前駆細胞の増殖阻害やストローマ細胞を含

めた細胞毒性の結果と理解されてきた。一方、

骨髄造血組織はベンゼンをはじめとする環

境汚染物質が引き起こす酸化ストレスに対

して感受性が高いことが広く知られている

(Subrahmanyam VV et al., Free Radic Biol 
Med. 11, 495-515,1991)。従って、抗がん剤

による骨髄毒性にも酸化ストレスが関与す

ることを予測することは可能であるが、それ

を示した報告は驚くべきことにこれまで全

くなされていない。 

我々は本研究に先立つ予備的検討におい

て、5-FU が in vivo でマウス骨髄細胞の活性

酸素発生を増加させ、酸化ストレスに鋭敏に

反応するマーカータンパクである Heme 

oxygenase-1（HO-1）を誘導する実験事実を

掴んでいた。またこのようなストレスマーカ

ーは、5-FUによる骨髄細胞毒性と並行して生

じていた。これらの結果は、5-FUの骨髄抑制

に酸化ストレスが関連することを示唆する。

一方、5-FUはがん細胞の核酸機能障害を介し

てがん抑制遺伝子産物 p53を活性化すること

が知られており、それが薬効発現と密接に関

連することが示されている(Longley DB et 
al., Nat Rev Cancer, 3, 330-8, 2003) 。

また、p53 は抗酸化ストレスタンパクの抑制

性転写因子である Bach1を介して酸化ストレ

ス応答に関与することが報告（Dohi Y et al., 
Nat Struct Mol Biol. 15, 1246-54, 2008）

されている。このような実験事実や報告は、

5-FU が骨髄細胞では多くのがん細胞と異な

る作用機序により細胞障害作用を発揮して

いることを示唆する。 

 

２．研究の目的 

本研究では、5-FUの骨髄組織の p53 やその

調節因子に対する作用をがん細胞と比較検

討する。さらに、p53 と相互作用する Bach1

と相反して抗酸化ストレスタンパクを正に

制御する転写因子 Nrf2(Numazawa S & Yoshida 

T, J Toxicol Sci, 29, 81-89, 2004)に対す

る作用を詳細に解析することにより、骨髄抑

制と酸化ストレスの因果関係を明確にし、そ

の発症機序と酸化ストレスとの関連性を明

らかにする。これらの検討により、5-FUを用

いた化学療法に起因する副作用克服戦略の

基盤を構築することを本申請の最終目的と

する。 

 

３．研究の方法 

 雄性 C57BL/6または Nrf2-/-マウスに、5-FU 

(75 mg/kg, ip. または 150 mg/kg, ip.)を投

与した。一部の実験では FM3A 乳がん細胞を

移植した雄性 C3Hマウスを用いた。骨髄毒性

は、骨髄細胞を IL-3、IL-6 および SCF を含

むメソカルト培地で 10 日間培養し、生じた

コロニー数をカウントすることにより評価

した。遺伝子発現は、全 RNA を逆転写後、

TaqManプローブを用いた定量 PCR法により検

出した。タンパクレベルは免疫ブロット法に

より検出した。グルタチオン量は DTNB-グル

タチオンレダクターゼリサイクリングアッ

セイにより求めた。遺伝子発現の網羅的解析

は、アジレント社マイクロアレイを用いて行

った。細胞周期は、ヨウ化プロピジウムで染

色後フローサイトメーターを用いて測定し

た。 

 

４．研究成果 

 5-FUを投与したマウスの骨髄において、酸

化ストレスのバイオマーカーである heme 

oxygenase-1 (HO-1)やシスチン/グルタミン

酸トランスポーターが用量および時間依存

的に誘導された。また、5-FU による HO-1 誘

導は in vitro でも認められた。一方、5-FU

による HO-1誘導作用は Nrf2欠損マウスでは

減弱して認められた（図 1A）。さらに Nrf2欠

損マウスでは 5-FU の骨髄毒性が野生型に比

べ顕著に出現した（図 1B）。5-FUのマウスへ

の投与は骨髄グルタチオン量を 48時間後に 
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減少させたが、N-アセチルシステイン（250 

mg/kg, ip.）の前投与はグルタチオンに対す

る 5-FU の効果を無効とした。5-FU 投与によ

り認められた骨髄毒性は、N-アセチルシステ

イン前処置によりほぼ完全に回復した（図 2）。 
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 Keap1は Nrf2 の阻害タンパクで、その遺伝

子欠損により恒常的な Nrf2活性化が生じる。

Keap1 のヘテロ欠損動物では、5-FU による骨

髄毒性の軽減が認められた。さらに Keap1ホ

モ欠損胎児から得た繊維芽細胞（MEF 細胞）

では、5-FU の増殖抑制作用が減弱した。これ

らの結果より、5-FU は骨髄において Nrf2 依

存性に抗酸化ストレスタンパクの誘導を引

き起こすことが明らかになった。Nrf2の活性

化は Keap1の不活性化が引き金となることか

ら、5-FUは Keap1のレドックス状態を酸化状

態に変化させることが示唆された。従って、

5-FU による骨髄毒性には一部酸化ストレス

が関与することが明らかになった。 

 次に 5-FU が骨髄において惹起する生化学

的応答を解析する目的で、遺伝子発現の網羅

的解析を実施した。その結果、5-FU投与初期

(12～24 時間後)に細胞周期関連遺伝子が一

群として変動していることが明らかになっ

た。特に、G1 期の制御に関連し、p53が直接 
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図３ 5-FUによる骨髄中 p21 waf1/cip1誘導 

 

転写活性を促す標的遺伝子であるサイクリ

ン G1 と p21WAF2/CIP1 の発現増加（図 3、定

量 PCRの結果）は、p53が 5-FUにより活性化

していることを示す明らかな証拠であり、 

 

 

 

 

 

 

図４ 5-FU 投与による骨髄細胞の細胞周期変

化 

5-FU によりがん細胞と同様に骨髄細胞でも

DNA 障害に伴う p53 の活性化が生じているこ

とが示唆された。さらに多くの E2F 依存性遺

伝子がダウンレギュレートされており、フロ

ーサイトメトリーの結果（図 4）と合わせて、

骨髄細胞において主に G1 arrest が生じてい

ることが明らかとなった。一方、酸化ストレ

スに応答する遺伝子発現はいずれも投与 24

時間以後に認められたことから、5-FUは骨髄

細胞に対して初めに DNA障害による細胞周期

停止を惹起し、その後ストレス応答遺伝子を

含む細胞応答を誘導していることが示唆さ

れた。 

網羅的解析の結果より p53に着目し、FM3A

乳がん細胞を移植した C3H マウスにおいて、

5-FU に対する応答性が骨髄とがん種で異な

るかどうかを検討した。5-FU はがん種 p53を

誘導したが、骨髄では逆に p53の遺伝子発現

とタンパクレベルが低下することが明らか

となった。一方、リン酸化（Ser15）p53のレ

ベルはがん種では 5-FU の用量に依存して増

加したのに対し、骨髄では非線形性に増加す

ることが判明した。以上の結果より、5-FUの

p53 に対する作用は、同一個体において移植

がん組織と骨髄で異なる応答性を示すこと

が明らかになり、その相違が 5-FU 毒性の臓

器選択性と関連する可能性が示唆された。特

に化学療法剤による p53のダウンレギュレー

ションは、腫瘍細胞では知られていないこと

から、5-FUの骨髄細胞への特徴的作用である

ことが示唆された。 

一方、5-FU により骨髄中で生じる p53 応

答およびそれに引き続く G1 停止と、その後

に認められる酸化ストレス惹起との関連性

に関して本研究で明らかにするには至らず、

今後の課題として残された。今後この点に関

する詳細な解析により、5-FU などの化学療法

剤による副作用克服への補助療法戦略の立

案に繋がるともの考える。 
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