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研究成果の概要（和文）：放射線療法及び化学療法の効果モニタリングに適したマーカーは殆どない。ポリADP-リボシ
ル化反応はDNA損傷後活性化し、ポリ(ADP-リボース)は細胞死に伴い血中に漏出しうる。そこで本研究では、ポリ(ADP-
リボース)代謝物の動態を調べ、特異的代謝物の定量系を確立し、その動態を細胞及びマウスモデルで調べた。ポリ(AD
P-リボース)はマウスに静注後、血流において速やかに代謝され、蓄積が防がれていることが示唆された。LC-MS法によ
る検出条件と感度の至適化を進め、良好な条件の確立が達成できた。ガンマ線照射後のポリ(ADP-リボース)の特異的代
謝物の解析を行い、血中で代謝物の検出が行えた。

研究成果の概要（英文）：To identify a good biomarker for monitoring effectiveness of radiation therapy and
 chemotherapy, here we focused on the specific metabolites of poly(ADP-ribose) and evaluated their signifi
cance. We have established a measurement system for the metabolites of poly(ADP-ribose). The metabolism of
 poly(ADP-ribose) was analyzed in mouse bloodstream and urine. When poly(ADP-ribose) was intravenously inj
ected into mice, poly(ADP-ribose) was rapidly degraded and the metabolites appeared in urine. We have furt
her improved the pretreatment conditions of samples and optimized for LC-MS conditions for the measurement
. After gamma-irradiation, the metabolites of poly(ADP-ribose) were detected in the mouse blood samples.
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１．研究開始当初の背景 

腫瘍の放射線療法及び化学療法の効果モニタ

リングに適した腫瘍細胞死を反映するマーカ

ーは殆どない。ポリADP-リボシル化反応はDNA

損傷後活性化する。ポリ(ADP-リボース)合成

酵素(PARP)はDNA修復応答に関わり

PARP阻害剤はBRCA等の相同組み換え修

復能が異常ながん細胞に対し合成致死を示

し（Bryant et al., Nature, 2005, Farmer, 

et al., Nature 2005）、乳がんや卵巣がんな

どを対象に臨床試験が進んでいる。ポリ

(ADP-リボース)は細胞死に伴い血中に漏出し

うる。そこで本研究ではポリ(ADP-リボース)

代謝物の動態を調べ、特異的代謝物として同

定したリボシルアデノシン及びリボシルイノ

シンの定量系を確立し、DNA損傷刺激後の動態

を細胞及びマウスモデルで調べ、バイオマー

カーとしての有用性を検討する。ポリ(ADP-

リボース)の特異的代謝物リボシルアデノ

シン及びリボシルイノシンはマーカーとし

て新規性･優位性ともに高く、申請者らの測

定手法も新規なものであり、マーカーとし

ての先行技術はない。また、本マーカーは

細胞死を伴う、虚血性疾患、炎症、または

自己免疫疾患、広範な組織障害などのモニ

タリングにもマーカーとして有効である可

能性が高く、種々の疾病への応用の可能性

が考えられる。 

 

２．研究の目的 

ポリADP-リボシル化反応はDNA損傷後活性化

し、ポリ(ADP-リボース)は細胞死に伴い血中

に漏出する。申請者らはポリ(ADP-リボース)

の特異的代謝物としてリボシルアデノシン及

びリボシルイノシンを血中、尿中において同

定した(特許査定2011年２月)。これらは抗が

ん剤や放射線療法の効果モニタリングのマー

カーとなる可能性がある。そこでリボシルア

デノシン及びリボシルイノシンのマウスモデ

ルでの動態を調べ、放射線療法及び抗がん剤

療法の効果予測マーカーとしての有効性を明

らかにする。また、細胞、マウス血液及び尿

検体からのリボシルアデノシン及びリボシル

イノシンの分析条件の検討を進め、分析工程

を至適化する。さらにマウスモデルでのリボ

シルアデノシン、リボシルイノシンの動態に

ついて放射線照射やDNA損傷後の血液検体及

び尿検体についての検討を行う。 

 

３．研究の方法 

(1)細胞及びマウスモデルでのリボシルアデ

ノシン、リボシルイノシンの動態の検討。 

以前作成した方法（Shimokawa, et. al., 

Organic Chemistry Insights, 2009, 2:1-5.）

で大腸菌を用いてヒトPARP-1のリコンビ

ナントタンパク質を調製し、ポリ(ADP-リ

ボース)の大量調製を行う。ポリ(ADP-リボ

ース)を酵素的手法を用いて分解し、HPLC

による分析でリボシルアデノシン、リボシル

イノシンの標品を作成し、検出条件と感度の

至適化を質量分析計を用いて検討する。回収

率をモニターできる内部標準物質を合わせて

選定し、分析工程を決定する。 

(2) マウス体内におけるポリ(ADP-リボース)

の代謝と分布を検討する。 

(3)放射線照射後のリボシルアデノシン、リボ

シルイノシンの血中、尿中での変動の解析。 

マウスに放射線照射後、経時的に血液、尿を

採取し、前処理後、リボシルアデノシン、リ

ボシルイノシンをLC-MS解析により定量する。 



 

動物実験については、各研究機関の「動物

実験に関する指針」を遵守する。 

 

４．研究成果 

平成24年度にはポリ(ADP-リボース)の静注を

行ったマウス検体における代謝物の組織分布

と分解を経時的に分析した。静注５分後には

血液、肝臓、腎臓において酸可溶性の低分子

画分に代謝物としての移行が認められた。投

与1時間後には尿中に代謝物を見いだした。従

ってポリ(ADP-リボース)は血流において速や

かに代謝され蓄積が防がれていると考えられ

る。マウス血漿検体からのリボシルアデノシ

ン及びリボシルイノシンについてもLC-MSに

よる分析の条件検討を行った。回収率をモニ

ターできる内部標準物質を選定して、ほぼ至

適化された方法を確立した。平成24年度の検

討を踏まえて、平成25年度にはマウス血漿及

び尿サンプルの前処理法を改良し、LC-MS法に

よるリボシルイノシンの検出条件と感度の至

適化を行った。ガンマ線照射後のリボシルア

デノシン、リボシルイノシンの血中、尿中で

の変動の解析を行った。ガンマ線照射後、血

中のリボシルアデノシン、及びリボシルイノ

シンが経時的に検出された。 

本研究においてはLC-MS法によるリボシルア

デノシン、及びリボシルイノシンの高感度な

測定のためのサンプルの前処理条件の検討

に時間を要したが、内部標準を用いて、良好

な条件の確立が達成できた。 

放射線照射後以外に、抗がん剤などの DNA 損

傷条件での処理後のマウス試料における測

定を進め、リボシルアデノシン、リボシルイ

ノシンの動態を検討し、抗がん剤や放射線療

法の効果モニタリングのマーカーとなる可

能性を検討する予定である。また、マウスで

の体内動態の測定結果を踏まえて、ヒトの臨

床検体においての測定条件の検討を進める。 
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