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研究成果の概要（和文）：本研究は、化学療法による口腔顎顔面領域のがん治療増感を目的に、DNA修復経路が抗がん
剤の増感効果をもたらす分子標的となり得るか否かについて、特に5-FUに関して検討を行った。様々なDNA修復酵素欠
損細胞を用いて、殺細胞効果を高める候補をDNA修復経路の中から検討したところ、5-FUによってもたらされるDNA二本
鎖切断（DSBs）の修復には、相同組み換え修復機構（HR）が非相同末端結合修復機構（NHEJ）よりも重要な役割を果た
していることが明らかとなり、HRの中でも特にBRCA2が重要と考えられた。さらに、ヒト口腔扁平上皮癌細胞へBRCA2の
siRNAを導入することで5‐FUの増感効果を認めた。

研究成果の概要（英文）：5-FU is widely used in clinical cancer therapy. 5-FU induces DNA double-strand bre
aks (DSBs). The aim of this study was to learn more about pathways which are involved in the repair of 5-F
U-induced DSBs. Cell survival after drug treatment was examined with colony forming assays using Chinese h
amster lung fibroblast cells, or Chinese hamster ovary cell lines which are deficient in DSB repair pathwa
ys involving the homologous recombination repair-related genes BRCA2 and XRCC2, and the non-homologous end
 joining repair-related genes DNA-PKcs and Ku80. It was found that BRCA2 was involved in such repair, and 
might be effectively targeted to inhibit the repair of 5-FU damage. Observations showed that a knockdown o
f BRCA2 using small interference RNA suppression increased sensitivity to 5-FU in human oral cancer SAS an
d HSC3 cells.  These findings suggest that down regulation of BRCA2 might be useful for sensitizing tumor 
cells during 5-FU chemotherapy.
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1．研究開始当初の背景 

口腔がんは治療法の進歩により治療成績は向

上しつつあるが、化学療法や放射線療法に対

して抵抗性を示すことがあり問題となってい

る。これらの抵抗性を克服し、有効な治療法

の開発が重要な課題である。5-Fluorouracil 

(FU)は抗がん剤治療において広く使われてお

り、口腔がんでは単剤もしくは他の抗がん剤

や放射線と併用で使われことが多い。抗がん

剤の多くは DNAを標的としているが、抗がん

剤によって生じる DNA損傷がどのような種類

の傷であるのか、またこれらの損傷がどのよ

うに修復されるかについては十分に明らかに

されていないのが現状である。我々は近年、

5-FUがDSBを引き起こすことを確認し、すで

に各種 DNA修復遺伝子の欠損細胞を用いたス

クリーニングで候補遺伝子をいくつか同定し

ている。そこで、5-FUをはじめとした抗がん

剤に関して、DNA修復機構における抗がん剤

の増感標的候補を明らかにすることで、新規

増感剤の開発や治療効果予測指標として臨床

に応用出来るのではないかと考えた。 

 

2．研究の目的 

今回我々は、各種 DNA修復酵素欠損 Chinese 

hamster lung fibroblast由来の細胞を用い

て、DNA修復経路における5-FUの殺細胞効果

を高める標的候補を明らかにすることを目的

とした。 

 

3．研究の方法 

(1)細胞：Chinese hamster lung fibroblast

由 来 の BRCA2 deficient 細 胞 、 XRCC2 

deficient 細胞、ku80 deficient細胞および

DNA-PKcs deficient細胞とそれぞれの親株細

胞を用いた。 

(2)生存率の測定：各種濃度の 5-FUを培地中

に添加して24時間、37℃処理し、コロニー形

成法にて生存率を算出した。 

(3)DNA二本鎖切断量の測定：フローサイトメ

トリーによって、5-FUによる 24時間処理後

のγH2AX量を経時的に測定し、DNA二本鎖切

断量を比較検討した。 

(4)細胞周期の経時的変動の解析：フローサイ

トメトリーによって、5-FUによる 24時間処

理後の細胞周期の経時的変動を解析した。 

(5)ヒト細胞での増感効果の検討：ヒト口腔扁

平上皮癌細胞へ標的になると考えられた

BRCA2 siRNAを導入し、5-FUの増感効果を検

討した。 

 

4．研究成果 

(1)図 1は、それぞれの修復酵素欠損細胞の

50％生存率の薬剤濃度をその親株細胞の50％

生存率の薬剤濃度と比較し％表示したもので

あり、BRCA2欠損細胞が 17％と最も小さくな

り、BRCA2が5-FUの増感標的に成り得るので

はないかと考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2)図2は、BRCA2 deficient細胞およびその

親株細胞を用いて、5-FU処理後の DNA２本鎖

切断量の経時的変化を解析するために

γH2AVXを指標としてフローサイトメトリー

 

図１ 



により定量化したものである。BRCA2 

deficient細胞（黒グラフ）では、その親株

細胞(白グラフ)に比べて、5-FU処理によって

生じる DNA二本鎖切断の修復遅延も確認され

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（3）図3は、BRCA2 deficient細胞およびそ

の親株細胞を用いて 5-FU処理後の細胞周期

の変動を示した図である。 

図3のヒストグラムA～Hと棒グラフA～Hは

それぞれ対応している。それぞれの上段A～D

は親株細胞、下段のE～Hはdeficient細胞を

示している。また、棒グラフの黒色は G1期、

灰色はS期、白色はG2/M期を示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

どちらの細胞も処理直後はS期でのarrestを

認めた。親株細胞では、16時間後には、ほぼ

無処理のものと同じ細胞周期に戻っていたの

に対し、deficient細胞では16時間後もS期

からG２/M期での細胞周期の停止を認めてい

た。 

（4）図４は、ヒト口腔扁平上皮癌細胞への

BRCA2 siRNA 導入により、5-FU の増感効果が

得られた結果を示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 

 

 

図 3 

 

図 4 

SAS cells HSC3 cells 



図の上段は、BRCA2 siRNAを導入による

BRCA2のタンパク発現抑制がウエスタンブロ

ット法を用いて確認されたことを示している。

Lane1はコントロールsiRNA、Lane2はBRCA2 

siRNAをそれぞれ導入した結果である。 

下段は、siRNA導入後の5-FU処理による殺細

胞効果を比較したものであり、どちらの細胞

においても、コントロールsiRNA（白グラフ）

と比較しBRCA2 siRNAを導入した細胞（黒グ

ラフ）の方が 5-FUの増感効果を認めた。SAS

細胞では３割、HSC3細胞では５割程度の生存

率の減少を認めた。 

 

以上の結果から、DNA修復経路におけるBRCA2

は、5‐FU増感の標的になると考えられ、そ

の発現阻害により 5-FUによるより効果的な

がん治療が期待されるものと考えられた。 

（図5のAは、5-FUのもたらすDNA損傷メカ

ニズムを示し、Bは本研究から得られた結果

を示している。） 
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