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研究成果の概要（和文）：オキサリプラチンは5-フルオロウラシルをベースとした併用化学療法に用いられている。興
味深いことに、癌細胞内のdUTPase遺伝子の発現はオキサリプラチン処理によって抑制されることが知られていたがそ
の詳細な分子機構は解明されていなかった。本研究の結果からdUTPase遺伝子の発現抑制効果は代表的な白金系抗癌剤
であるシスプラチンやカルボプラチンでは観察されず、オキサリプラチンに特徴的な化学構造によって誘起されている
ことが明らかとなった。この特異なDNA損傷応答の結果として複数の核酸代謝に関わる遺伝子の発現が抑制され、併用
薬である5-フルオロウラシルの薬効が増強されることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Oxaliplatin is used in 5-fluorouracil-based combination chemotherapy. Interestingl
y, the dUTPase gene expression was reportedly suppressed by p53 stabilization after oxaliplatin treatment,
 however, the detailed molecular mechanisms were unclear. We found that the suppression was not observed w
hen colon cancer cells were treated with cisplatin and carboplatin. Because oxaliplatin and its analog, da
chplatin, can suppress dUTPase expression, the DNA damage response induced by 1,2-diaminocyclohexane (DACH
) carrier ligand would be critical for the suppression effect. Our results suggested that oxaliplatin coul
d enhance the cytotoxicity of 5-fluorouracil by regulating the expression of the genes that are implicated
 in thymidylate biosynthesis.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 進行性の大腸癌に対する標準的な併用化
学療法としてフォリン酸、5-フルオロウラシ
ル、オキサリプラチンの 3 剤併用療法
（FOLFOX）が用いられているが、白金系抗癌
剤の一種であるオキサリプラチンが 5-フル
オロウラシルと相乗的な効果を発揮する分
子メカニズムは十分に明らかとなっていな
かった。 
 
２．研究の目的 
 5-フルオロウラシルは癌細胞内で 5-フル
オロデオキシウリジン一リン酸（FdUMP）へ
と代謝され、dUMP を基質として dTMP を合成
する酵素であるチミジル酸合成酵素の機能
を阻害することで癌細胞内におけるDNA合成
を抑制している。近年、オキサリプラチンが
誘起するDNA損傷応答の結果としてチミジル
酸合成に関わる遺伝子群の発現が抑制され
ることが報告された。なかでも、細胞内に蓄
積した dUTP を加水分解してチミジル酸合成
酵素の基質である dUMP を産生する酵素であ
るdUTPaseの遺伝子発現がオキサリプラチン
によって抑制されることに注目し、その分子
メカニズムを解明することで新規な白金系
抗癌剤や併用化学療法の開発につながる学
術的基盤を確立することを目的として研究
を行った。 
 
３．研究の方法 
 第一世代型の白金系抗癌剤であるシスプ
ラチンは古くから様々な癌種に対して使用
されてきた。その一方でシスプラチンの副作
用や薬剤耐性の問題を解決するために次世
代型の白金系抗癌剤としてカルボプラチン
やオキサリプラチンが開発された経緯があ
る（図 1）。第三世代型の白金系抗癌剤である
オキサリプラチンによってdUTPaseなどの核
酸代謝に関わる酵素群の遺伝子発現が抑制
されることが報告されていたが、他の白金系
抗癌剤について同様の現象が誘起されうる
かは不明である。そこで臨床的に用いられる
上記の白金系抗癌剤と合わせて研究用試薬
として市販されているシスプラチンやオキ
サリプラチンなどの類縁化合物を用い、代表
的な大腸癌細胞株におけるdUTPase遺伝子の
発現抑制効果を検討することで本現象を誘
起するために必要な白金系抗癌剤の化学構
造を解明した。 
 

 
図 1 代表的な白金系抗癌剤の化学構造 
 
 オキサリプラチンによるdUTPase遺伝子の
発現抑制効果はこれまでに大腸癌細胞株

HCT116 でのみ検証がなされており、HCT116
親株では抑制効果が観察される一方で癌抑
制遺伝子 p53 を欠損した HCT116 株では本現
象が観察されないとされていた。そこで本研
究では HCT116 の他に様々な遺伝的バックグ
ラウンドを有する大腸癌細胞株を用いて検
証を行い、p53 の遺伝子変異や大腸癌細胞株
で頻繁に観察されるミスマッチ修復遺伝子
の変異と本現象との関連性を明らかにした。 
 シスプラチンやオキサリプラチンなどの
白金系抗癌剤はDNA中のグアニン塩基と反応
し二本鎖 DNA 間のクロスリンクや一本鎖 DNA
内に白金付加体を形成することでDNA複製を
阻害することが知られている。歴史的な背景
からシスプラチンによって誘起されるDNA損
傷応答の詳細は明らかとなっているが、オキ
サリプラチンによって誘起されるDNA損傷応
答の詳細は明らかとなっていない。そこで
chk1 や chk2 などの DNA 損傷応答に関わる重
要なキナーゼの発現量やリン酸化の状態を
ウエスタンブロッティングにより観察して
オキサリプラチンによるDNA損傷応答の詳細
を明らかにした。また、各種 siRNA やキナー
ゼ阻害剤を用いてオキサリプラチン作用後
の p53安定化に関わる Ser15 のリン酸化をも
たらす責任キナーゼの同定を試みた。 
 核型の dUTPaseの発現はプロモーター領域
での転写因子 SP1 と E2F1 の結合によって制
御されていることが明らかとなっている。先
行論文ではオキサリプラチンの作用による
p53 安定化とそれに伴う SP1 の機能阻害につ
いて議論がなされたがオキサリプラチン処
理後の E2F1 の挙動については明らかとなっ
ていないため、経時的な E2F1 蛋白質の変化
を観察した。 
 
４．研究成果 
(1)白金系抗癌剤の化学構造的要因 
 p53正常型の大腸癌細胞株HCT116を臨床的
な血中濃度に近い濃度の白金系化合物で処
理し、dUTPase 遺伝子の発現量や dUTPase 蛋
白質量を調べた結果、dUTPase の発現抑制は
オキサリプラチンとその類縁化合物である
ダッハプラチンでのみ観察された（図 2）。 

 
図 2 オキサリプラチンによる dUTPase の発
現抑制効果 
HCT116 細胞をシスプラチン、オキサリプラチ
ンで 48 時間処理したのちにウエスタンブロ
ッティングにより細胞内のdUTPase量を定量
した。 
 
 オキサリプラチンとダッハプラチンは共
通して 1,2-diaminocyclohexane(DACH)を担



体配位子（図 1中、オキサリプラチンが有す
る Pt の左側の化学構造）として持つことか
ら、DACH-Pt 付加体の形成に伴う DNA 損傷応
答がdUTPaseの発現抑制効果において重要で
あることが明らかとなった。市販されている
様々な類縁化合物についても試験を行った
が、オキサリプラチンと同様の作用を持つ化
合物は発見できなかった（図 3）。 
 また、オキサリプラチンは細胞内において
代謝を受け、遊離基であるシュウ酸を生じさ
せることが知られているが、ダッハプラチン
との比較実験の結果からこのシュウ酸は
dUTPase の発現抑制において必要ではないこ
とが明らかとなった。シュウ酸によるカルシ
ウムイオンなどのキレートがオキサリプラ
チンによる末梢神経毒性に関与していると
の報告があるが、本現象とは無関係であるこ
とが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 試験に用いた白金化合物の化学構造 
 
(2)大腸癌細胞株の遺伝的バックグラウンド 
 大腸癌細胞株としてHCT116 wt, HCT116 p53 
null, HCT116+chr3, LoVo, SW480 などを用い
てオキサリプラチンによるdUTPase発現抑制
効果を試験したところ、p53 の機能が正常な
細胞株でのみ本現象が観察された。したがっ
てオキサリプラチンによるdUTPase発現抑制
による相乗効果はp53正常型の癌患者でのみ
観察される可能性がある。また、ミスマッチ
修復遺伝子の変異の有無と本現象に直接的
な関連は観察されなかった。興味深いことに、
LoVo などではウエスタンブロッティングに
よって分子量の異なる核型の dUTPase
（DUT-N）とミトコンドリア型の dUTPase
（DUT-M）の両方が検出されたが、オキサリ
プラチンによる発現抑制は核型のdUTPaseで
のみ観察された。これはオキサリプラチンに
起因するDNA損傷応答によって特定のプロモ
ーター構造をもつ遺伝子の発現が特異的に

抑制されうることを示す結果であると考え
られた。ミトコンドリアの DNA 合成のタイミ
ングは細胞の DNA 合成（S 期）と一致してい
ないため、オキサリプラチンによってミトコ
ンドリア型のdUTPaseの発現が抑制されない
ことは静止期にある細胞のミトコンドリア
合成時に dUTP の取り込みを防ぐ機構が維持
されることを示唆している。 
 
 (3)オキサリプラチンによるDNA損傷応答と
p53 の安定化 
 同濃度のシスプラチンとオキサリプラチ
ンによって HCT116 を処理した場合、chk1、
chk2 の状態に大きな差が見られた。シスプラ
チンではこれまでの報告通り、chk1 のリン酸
化が観察され、ATR-chk1 パスウェイの活性化
が示唆された。オキサリプラチンでは逆に
chk1 蛋白質量の明らかな現象が観察され、
p53 タンパク質の安定化との明瞭な逆相関が
認められた。またこの時、chk2 の蛋白質量も
若干の減少が観察された。オキサリプラチン
処理では同濃度のシスプラチン処理と比べ
て p53 が効率的に安定化され、対応するよう
に p53の標的遺伝子である p21の蛋白質量の
増加も観察された。p21 の CDK インヒビター
としての機能に起因する chk1 遺伝子の発現
抑制は既に報告されている。しかしながら、
オキサリプラチンによるdUTPaseの発現抑制
にp21遺伝子は不要であることが既に示され
ていることから、chk1 の発現抑制と dUTPase
の発現抑制は全く別の機構であることが明
らかとなった。 
 オキサリプラチン処理後に p53の Ser15 に
おける明確なリン酸化をウエスタンブロッ
ティングにより確認したが、これまで報告さ
れているように siRNA による DNA損傷応答キ
ナーゼ（ATM, ATR, chk1, chk2 など）のノッ
クダウンはp53のリン酸化および安定化に明
確な影響を与えなかった。そこでオキサリプ
ラチン処理時にp53をリン酸化する責任キナ
ーゼを明らかにするために各種siRNAやキナ
ーゼ阻害剤を利用したスクリーニングを実
施したが同定に至らなかった。今後はキナー
ゼ遺伝子を標的とした siRNA や shRNA のライ
ブラリーより網羅的なスクリーニングを行
う必要があると考えられる。 
 
(4)dUTPase 発現抑制における転写因子 E2F1
の役割 
 前述のように核型のdUTPase遺伝子の発現
は転写因子 SP1 と E2F1 によって調節されて
いる。オキサリプラチン処理後、3, 6, 9, 12, 
24, 48 時間後の p53の安定化とそれに対応す
る p21 の発現量、E2F1 の発現量を観察したと
ころ、p53の安定化は3時間後から観察され、
E2F1 蛋白質の発現量は 24 時間後にオキサリ
プラチン処理前と比べて 50%程度まで減少し、
48 時間後にはウエスタンブロッティングに
よる検出限界まで低下した。これと呼応する
ように核型のdUTPase蛋白質の減少も観察さ



れ、p53 安定化後の E2F1 蛋白質の減少と
dUTPase 蛋白質の減少に明確な相関があるこ
とが明らかとなった。 
 p53 は DNA 損傷やその他の細胞内ストレス
により安定化され転写調節因子として働く
ことでp21などの細胞周期の停止に関わる遺
伝子群の発現を上昇させる役割を有するこ
とが知られている。その一方でオキサリプラ
チン処理時に観察されるようなp53安定化後
の遺伝子発現抑制のメカニズムの詳細は明
らかとなっていない。発現抑制のターゲット
となる遺伝子のプロモーター領域に対して
p53 が競合的に結合することで転写因子の機
能を阻害する場合やSP1に関して報告されて
いるようにp53が転写因子に直接結合してそ
の機能を阻害するメカニズムなどが提唱さ
れている。また、近年では p53 の安定化に伴
い転写が活性化されるノンコーディング RNA
の一種であるマイクロ RNA（miRNA）による蛋
白質翻訳阻害によって特定の遺伝子の機能
が抑制されるメカニズムが提唱されている。
例えばp53の安定化によって発現が誘導され
る mir-34 ファミリー（mir-34a, mir-34b, 
mir34c）によって細胞周期の進行やアポトー
シスに関与する蛋白質群の機能が抑制され
ることが報告されている。なかでも E2F1 の
転写を制御する E2F3 が mir-34a の標的であ
ることが知られているため、この経路による
dUTPase の発現抑制も十分に考慮すべきであ
る。将来的にこのような観点からオキサリプ
ラチンによるdUTPase発現抑制の分子メカニ
ズムが解明されることが期待される（図 4）。 
 

 
図 4 オキサリプラチンによる p53 安定化と
転写因子群の抑制効果（概念図） 
SP1 の機能は p53 の直接的な作用により抑制
を受け、E2F1 の機能は p53 によって発現が活
性化されたmiRNAによって間接的に抑制を受
ける。 
 
 また、dUTPase 遺伝子と同様にして転写因
子 SP1 と E2F1 によって発現が調節されてい
る遺伝子群が存在する。主に細胞周期の G1
から S期への移行の際に活性化される遺伝子
においてこのプロモーター構造が多く見ら
れることから、オキサリプラチンの作用によ
って dUTPase のみならず他の DNA合成に関わ
る遺伝子群の発現も抑制されている可能性

があり、今後はシスプラチン処理時とオキサ
リプラチン処理時の遺伝子発現パターンを
比較した網羅的解析などを計画している。こ
れにより 5-FU とオキサリプラチンの併用効
果を説明する新たな遺伝子の発見につなが
るものと考えられる。 
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