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研究成果の概要（和文）：我々が見出したヌクレオチド除去修復阻害化合物（NERi）が、シスプラチンの抗腫瘍作用増
強剤となりうるか検討を行った。まず、胃癌由来KKLS細胞および卵巣癌由来A2780細胞を用いたコロニーアッセイで、N
ERiは２～３倍の増強を示すことがわかった。また、シスプラチンで誘発される1,2-GpG架橋損傷の修復が、NERiの前処
理により阻害されることを確認した。そこで、マウス肺癌由来LLC細胞をC57BL/6マウスに移植し、シスプラチンとNERi
との併用効果を調べたところ、シスプラチン単独処理に比べて有意に高い抗腫瘍作用が観察された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have analyzed whether a small-molecule inhibitor of nucleotide 
excision repair (NERi) we recently found can potentiate the cytotoxic effects of cisplatin in cancer 
cells. The clonogenic survival assay revealed that NERi treatment increases the cisplatin-sensitivity of 
KKLS stomach cancer cell lines and A2780 ovarian cancer cell lines 2-3 fold. Using an immunoassay with 
damage-specific antibody, we showed that the removal of cisplatin-induced DNA intrastrand crosslinks is 
markedly attenuated by NERi treatment. Furthermore, in vivo experiments using murine Lewis lung carcinoma 
and C57BL/6 mice revealed that a combination of cisplatin and NERi significantly suppresses tumor growth, 
compared with cisplatin alone.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： ヌクレオチド除去修復　阻害剤　抗癌剤　シスプラチン　低分子化合物　増感作用

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 シスプラチンで誘発される DNA 損傷は、
塩基付加体、DNA 鎖内架橋、DNA 鎖間架橋
の３種類が知られているが、全体の 95%程度
にあたる前二者はヌクレオチド除去修復
（nucleotide excision repair; NER）機構で、残
りは DNA 鎖間架橋修復（DNA interstrand 
crosslink repair; ICLR）機構で修復される。
ERCC1-XPF 複合体はこの両方の修復機構で
働く構造特異的エンドヌクレアーゼであり、
損傷の 5’側の DNA主鎖に切断を入れる役割
をもつ。最近、非小細胞肺癌において、ERCC1
陰性癌ではシスプラチン投与により５年生
存率の改善が見られたが、ERCC1陽性の場合
は改善が見られなかったことが報告された
（文献①）。その後も、大腸癌、上部消化管
癌、卵巣癌等でも同様の報告があり（文献②）、
ERCC1 の発現レベルとシスプラチン治療の
予後との関係が注目されている。 
 最近、我々は NER 能を評価するセルベー
ス ド ア ッ セ イ 系 （ microplate-formatted 
cell-based immunoassay for NER of UV 
photoproducts; M-CINUP）を開発し（文献③）、
理化学研究所・天然化合物バンク(NPDepo)の
ケミカルライブラリーをスクリーニングし
た結果、HeLa細胞の NER反応を顕著に阻害
する化合物（NERiKU001 と仮に命名）を見
出した。さらに、この化合物は ERCC1-XPF
複合体の分解を誘導することが明らかにな
り、本研究計画の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、（１）NERiKU001の細胞内標
的因子を同定してその機能を解析し、
ERCC1-XPF の分解誘導メカニズムを解明す
る、（２）様々な培養癌細胞を用いて
NERiKU001 がシスプラチンや他の抗癌剤の
致死効果を増強できるか検討し、ERCC1発現
レベルとの関係や耐性化した癌細胞への効
果にも注目する、（３）マウス癌移植系を用
いたインビボ実験で、NERiKU001 がシスプ
ラチンの腫瘍増殖抑制、転移抑制、延命効果
を増強できるか調べる、ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）標的因子の特定には化合物結合ビーズ
を利用し、理研で開発された官能基不要の光
を利用した方法（文献④）と、特定官能基に
結合するナノ磁性微粒子（FG ビーズ）を利
用した方法（文献⑤）で作製した。細胞粗抽
出液との反応後の結合分画からMS解析によ
り候補因子を同定し、siRNAによるノックダ
ウン等で NERiKU001 効果への影響を検討し
た。 
 
（２）シスプラチン損傷の 9割を占める DNA
鎖内架橋損傷に特異的なモノクローナル抗
体を入手し、ELISAを用いた検出定量系を導
入した。また、インビトロの増感試験ではコ
ロニー形成法を使用し、胃癌由来KKLS細胞、

卵巣癌由来 A2780 細胞に対する NERiKU001
の増感作用を調べた。 
 
（３）マウス肺癌由来 LLC 細胞を C57BL/6
マウスに移植し、未処理、NERiKU001単独、
シスプラチン単独、NERiKU001＋シスプラチ
ン併用、の４群に分けて、８匹ずつで腫瘍体
積の増加を追跡し、抗腫瘍効果を比較検討し
た。 
 
４．研究成果 
（１）結合ビーズを用いた解析により
NERiKU001 の標的因子候補は同定されたも
のの、 siRNA によるノックダウン下で
NERiKU001 処理後の NER 阻害や ERCC1 分
解に大きな影響はなく、擬陽性と判断した。
そこで、Dignam 法により細胞質分画と核分
画を分けて抽出液を調製し、再度ビーズ精製
を試みたところ別の候補因子が見つかり、現
在検証を行っている。 
 一方、ERCC1-XPF の分解はプロテアソー
ムに依存し、実際に NERiKU001 の処理後に
ERCC1 のポリユビキチン化体を検出するこ
とに成功した。 
 
（２）NERiKU001の NER阻害は、これまで
紫外線誘発 DNA 損傷の 6-4 光産物で調べら
れてきたが、シスプラチンで生じる DNA 損
傷に対する修復が阻害されるかはまだ確認
されていない。そこで、シスプラチン損傷の
9 割を占め、NER の基質となる DNA 鎖内架
橋損傷について、検出定量系を導入して調べ
た。その結果、NERiKU001 はシスプラチン
の DNA 鎖内架橋損傷の修復も阻害すること
が明らかになった。 
 
 そこで、NERiKU001 がシスプラチンの細
胞毒性を増強できるか検討し、2 種類の癌細
胞において 2〜3 倍の増感作用を観察した。
他の白金製剤やアルキル化剤についても検
討したところ、薬剤の種類によって増感効果
に差があることがわかり、新規の白金製剤の
中に高い増感作用を示すものが見つかった。
また、他の DNA 損傷応答因子の阻害剤との
併用試験も行い、PARP1/2 阻害剤 olaparib の
細胞毒性を顕著に増強することがわかった。 
 一方、ERCC1の発現レベルが高いシスプラ
チン耐性卵巣癌細胞である OVCAR10および
C200を米国 Fox Chase Cancer Centerから入手
し（文献⑥）、NERiKU001を処理したところ、
ERCC1 が検出限界レベルまで減少すること
がわかった。この結果は、このような耐性癌
の治療に NERiKU001 が有効となる可能性を
示している。 

 



 
（３）マウス癌移植系を用いたインビボ試験
において、NERiKU001 がシスプラチンの抗
腫瘍作用を増強するか検討したところ、併用
群ではシスプラチン単独投与群と比較して
有意に腫瘍体積増加が抑制されることがわ
かった。 
 
 以上の成果より、NERiKU001 は紫外線誘
発 DNA 損傷のみに限らず、シスプラチンで
誘発される DNA 鎖内架橋損傷の修復も阻害
し、癌細胞のシスプラチン感受性を増感させ
ることが明らかになった。この増感作用はイ
ンビボ試験でも同様に認められたことから、
NERiKU001 はシスプラチンの増感剤として
臨床応用が期待でき、今後この可能性を追求
していきたい。 
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