
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成25年6 月7日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

研究成果の概要（和文）：卵巣癌(明細胞腺癌）、子宮体癌、子宮頚癌治療における抗癌剤作用機

序をDNA傷害、アポトーシス誘導、および細胞周期の変化を関連させて検討ができた．細胞周

期と関連づけて DNA 傷害を検出することが可能となり, また抗悪性腫瘍薬によって引き起こ

される DNA 傷害の存在を免疫組織化学的手法によって明瞭な個々のドットとして捉えること

が可能であった.  卵巣癌ではcarboplatin (CBDCA)はcisplatin (CDDP) 耐性の明細胞腺癌株

にも効力を発揮し、かつS期およびG2/M期細胞にDNA傷害を引き起こしapoptosisへ移行させ

るという結果が得られた。しかし、CDDPと CBDCAは細胞株間で感受性の違いがみられ，また

paclitaxel(PTX)も殺細胞効果より細胞周期停止効果が主体であり、日本人に多い卵巣明細胞腺

癌に特化した解析ではTC療法に低感受性である可能性が示唆された.γH2AXの免疫組織学的検

出はDNA傷害程度を判定量的に評価できる可能性が示唆された．子宮類内膜腺癌では key drug

である doxorubicin は細胞株によりアポトーシスと senescence の両方, あるいはいずれか

を誘導することが示された. CDDPを添加すると全細胞株で明らかなγH2AXの増加がみられ, γ

H2AX の増加を維持したまま細胞周期が進行し, 後にアポトーシスに陥っていくのが観察され

た. γH2AX のグラフは馬蹄形を呈しておりS期を中心としたγH2AX の上昇を示していた. 同

一薬剤であっても作用する細胞周期の違い, アポトーシスや senescence 誘導の有無において

細胞間で違いがみられ、患者間で差があることが示唆された。子宮頸癌放射線治療後γH2AXの

免疫組織学的検出はDNA傷害程度を判定量的に評価できる可能性が示唆された．本手法は、抗

がん薬の抗腫瘍効果をみる上で極めて有用と考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）：Differences in the incidences and types of DNA damage induced by 

antitumor agents for clear cell carcinoma (CCC) of the ovary, endometrioid adenocarcinoma 

of the uterine corpus, and squamous cell carcinoma of the cervix were determined using 

phosphory- lation of histon H2AX (γH2AX ). 

1. Clear cell adenocarcinoma of the ovary (CCC): After administration of cisplatin(CDDP), 

DNA damage was frequent in S-phase cells, while cell-cycle arrest occurred in the G1 and 

G2/M phases and γH2AX did not increase in CDDP-resistant cells. Sensitivities to CDDP 
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and carboplatin(CBDCA) differed between the two cell lines. The antitumor effect of 

paclitaxel(PTX) is induced by G2/M arrest, and combination treatment with CBDCA, inducing 

DNA damage in G2/M-phase cells, might be effective.This is the first study in Japan to 

evaluate the antitumor activity of anticancer agents by focusing on the relationship 

between the cell cycle and DNA damage using γH2AX as an indicator. The immunocytochemical 

method used in this study detects γH2AX, which indicates DNA damage even at very low 

concentrations and with high sensitivity. Therefore, a promising method of easily and 

rapidly identifying agents potentially effective against CCC.  

2.Endometrioid adenocarcinoma of the uterine corpus: The study revealed significant 

differences among the cell lines in the effects of DNA damage vis-a-vis cell cycle phase 

specificity, induction of apoptosis or senescence following drug treatment. doxorubicin 

(DOX) treatment showed little cell cycle specificity in terms of induction of γH2AX, 

and its mechanism, which is similar to another anthracycline DNA topoisomerase II 

inhibitor mitoxantrone, may involve oxidative DNA damage modulated by other factors. 

Treatment with CDDP and 5-fluorouracil (5-FU) led to phosphorylation of H2AX 

preferentially in S-phase cells, consistent with the induction of replication stress. 

The response of Ishikawa cells expressing wt p53 was different compared to other cell 

lines. The data suggest that the treatment of endometrioid adenocarcinoma with these drugs 

may have to be customized to individual patients. 
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１．研究開始当初の背景 

婦人科がんの治療は手術と化学療法が重要

である．化学療法においてはタキサン製剤に

加えてDNAに障害を及ぼす白金製剤，トポイ

ソメラーゼ阻害剤、アルキル化剤，代謝拮抗

剤等が用いられる．これらの薬剤の作用機序

は概ね判明しているが，個々の腫瘍における

詳細な細胞増殖抑制機序は不明な点が多い。

抗がん剤の推奨は多くの臨床試験結果に基

づいており、薬剤自体の作用機序に基づくこ

とは少ない． 

その一方、婦人科がん領域でも分子標的薬

の開発が加速しており、特に高頻度である
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mutation/methylationが問題となっている．

血 管 新 生 阻 害 剤 と と も に

poly(adenosinediphosphate{ADP}-ribose)p

olymerase (PARP)はDNA修復に重要な役割を

有することが明らかにされ、この阻害も重要

な治療戦略と期待されており、DNA障害を惹

起する抗がん剤との併用の検討がその機序

を含めて重要な研究に位置づけられる。これ

らの背景から以下に示す本研究を行ない、今

後の分子標的薬への研究と繋げる． 

いずれの抗がん剤も一次的あるいは二次的

にDNAを標的とするがDNA傷害の詳細は殆ど

解明されていない．その一つの要因として

DNA傷害（DNA断裂）を検出する有効な方法

がなかったことが挙げられる．今までDNA断

裂の検出にはコメットアッセイが用いられ

てきたが，この方法はゲルに個々の細胞を包

埋し断裂したDNAを電気泳動することで断片

化したDNAによってできるスメアを測定して

DNA断裂の程度を調べるものであり感度は高

くはない． 

 近年，DNA傷害のうち最も重篤な二本鎖断

裂（DSB）の際には ataxia telangiectasia 

mutated protein（ATM）が活性化し，活性化

ATMがDSB周辺のDNAコアヒストンを形成す

るヒストン H2AXの特定部位をリン酸化する

ことが判明した（図1）．このリン酸化ヒスト

ンH2AXはγH2AXと呼ばれる．γH2AXの作用

は不明であるがDNA修復に係わることが想定

されている．活性化 ATMは同時に Chk2，p53

など細胞周期関連タンパクを活性化し細胞

周期を停止させる作用も有する．すなわち

ATMからのカスケードは薬剤や放射線などに

よって惹起されたDNA傷害の際に細胞周期を

停止させてDNA修復を行う極めて重要な機構

である．DSBの際には DSB周囲のメガベース

レベルの領域のヒストン H2AXがリン酸化さ

れるため，γH2AXの特異抗体を用いれば個々

のDSBを可視化することができ，またγH2AX

量を測定することでDSBを定量化できる． 

 本研究ではこのことに着目し，培養細胞に

各種抗がん剤を加えて培養した後，H2AX

とDNAを蛍光二重染色によりFCMで同時測定

し，DNA量を指標にした細胞周期の上からγ

H2AX量を検出することで抗癌剤の作用機序

を解明することを第一の目的とする．図2に

本方法を用いた予備的実験結果を示す．この

実験ではトポイソメラーゼ阻害剤によりS期

細胞のみに特異的にDSBが生じているのが分

かる．4時間後にはトポイソメラーゼ阻害剤

によって生じた一次的DBSの検出量を遙かに

超えた量のγH2AXを有する細胞集団がみら

れる．これらの細胞集団がアポトーシスであ

ることは今までの実験で証明している

（Huang X, et al Cell Prolif 2005）． 

このように本方法はDNA傷害因子によっても

たらされる一次的DSBはもとより，アポトー

シスによるDSBも検出でき，両者はγH2AX検

出量の違いによって明確に区別されるので

ある．すなわち細胞周期の如何なる時期に

DSBが生じアポトーシスになるのか，DNA傷

害を主たる作用効果とする抗がん剤の作用

機序解明に欠かせない細胞周期，DSB，およ

びアポトーシスの三者を解析できる優れた

方法である．培養細胞を用いて基礎的実験を

行った後は，本方法を用い個別治療への応用

を検討する．さらに今までは病理切片のヘマ

トキシリンエオジン染色によっていた抗が

ん剤や放射線の治療効果判定を，病理切片上

で免疫組織化学的にγH2AXを検出すること

によってより客観的に評価する方法を確立

する。 

 

２．研究の目的 

DNA損傷マーカーγH2AXを用いて，(1)婦人

科腫瘍に用いられる抗癌剤の作用機序を細



胞周期におけるDNA傷害の点から明らかにし，

(2)個別治療への応用を図るとともに，(3)病

理切片上での治療効果判定法を確立する．婦

人科で用いられる抗癌剤の多くはDNAを標的

とするが，DNA損傷を検出するよい方法が無

かったため詳細なDNA傷害の機序は不明であ

る．γH2AXは免疫化学的に検出できる優れた

DNA損傷マーカーでありフローサイトメトリ

ー（FCM）により細胞周期とともに検出する

ことで詳細な薬剤の作用を調べる．またγ

H2AXを組織切片に応用することで腫瘍細胞

の DNA-傷害状況を把握でき抗癌剤効果を客

観的に評価できる。 

 

３．研究の方法 

（1）抗癌剤の作用機序を DSBに焦点を置き

細胞周期との関連において解析する 

卵巣漿液性・明細胞腺癌，子宮内膜癌の培養

細胞株に，臨床で用いられる抗癌剤を加えて

培養し，FCMにより細胞周期の変化や，DSB

およびアポトーシスを細胞周期との関連か

ら調べる．  

 

（2）細胞間で抗がん剤効果が異なる機序を

調べる 

１の結果細胞間での抗がん剤の効果の違い

が見られた場合，p53等のがん抑制遺伝子の

欠失や，細胞周期関連蛋白の発現の相違が抗

がん剤応答の違いになって表れる可能性が

考えられ，これらの蛋白の発現を調べること

で抗がん剤の作用機序に迫る． 

  

（3）細胞増殖停止がアポトーシスか

senescenceによるものかを調べる 

１の結果，アポトーシスによらない細胞周期

停止が見られた場合，senescenceの可能性が

ある．そこで senescenceのマーカーである

p16や senescence β-galactosidaseの発現

を細胞化学的に調べる．  

 

（4）病理組織切片でのγH2AXの免疫組織化

学的検出による抗がん剤や放射線効果の判

定 

 

４．研究成果 

DNA傷害の定量的な検出法はなく、いかに標

的細胞でDNA傷害が誘導され細胞増殖抑制が

導かれるかの詳細な検討は行われてこなか

った．コアヒストン蛋白の構成要素の一つに

ヒストンH2AX蛋白がある．近年、DNA二本鎖

断裂時、断裂部位近傍のヒストンH2AXの139

番セリンのリン酸化が生じる事がわかり、γ

H2AXと呼ばれる．一カ所のDNA二本鎖断裂が

生じた際にその近傍に数千分子のγH2AXが

生じるため、γH2AXの特異抗体を用いれば

DNA二本鎖断裂部位をドット状に検出できる．

γH2AXを蛍光抗体で検出すれば蛍光顕微鏡

下にDNA二本鎖断裂部位をドット状に観察す

ることも可能であり、フローサイトメトリー

ではDNA二本鎖断裂の程度を判定量的に測定

できる．さらにアポトーシスによる二本鎖断

裂においてもγH2AXが生じ、かつその量は抗

癌剤等によってもたらされる一次的な二本

鎖断裂を遙かに凌ぐ断裂を生じるために、検

出されるγH2AXの量的違いとして認識可能

である． 

 最終年度、培養腫瘍細胞に抗癌剤を加え、

経時的にγH2AXとDNA量をフローサイトメト

リーで検出することにより，細胞周期と関連

してDNA二本鎖断の判定量的測定およびアポ

トーシス誘導の測定により抗癌剤効果を調

べた．本研究では婦人科系腫瘍における、本

法による抗癌剤作用機序をDNA傷害、アポト

ーシス誘導、および細胞周期の変化を関連さ

せて検討した．また、子宮頸がん放射線治療

後の病理組織検体を用い、DNA傷害を免疫組



織学的にγH2AXを検出することによって治

療効果を調べた．抗γH2AX抗体を用いた免疫

染色では、HE染色所見で放射線効果がみられ

るものはγH2AXが強く検出された．さらに

HE染色で核に明かな異常がない腫瘍細胞に

もγH2AXが検出されるものがあった．よって

γH2AXの免疫組織学的検出はDNA傷害程度を

判定量的に評価できる可能性が示唆された． 
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