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研究成果の概要（和文）：PARP阻害剤は合成致死性により細胞死を誘導する薬剤で「優れた腫瘍選択性」，「低
い毒性」から次世代の抗腫瘍薬として注目されているが，その単剤での効果は十分とはいえず，より効果的な治
療法の検討が必要と考える．我々はテモゾロミド（TMZ）がPARP阻害剤の併用薬の候補であり，その相乗効果を
報告してきた．また，TMZ単剤においては，MGMTの発現，MSIによる感受性の影響が報告されている．本研究では
大腸癌における，PARP阻害剤，TMZ感受性の関連遺伝子について詳細に解析を進めるた．また臨床検体を用いた
関連遺伝子の発現・変異の解析により，PARP阻害剤，TMZの大腸癌への個別化治療の確立を目指した．

研究成果の概要（英文）：PARP inhibitors are drugs that induce cell death by synthetic lethality, and
 are attracting attention as next-generation antitumor drugs due to their "excellent tumor 
selectivity" and "low toxicity", but the effect of the single agent is not sufficient. So, it is 
necessary to consider more effective treatment methods. We have reported that temozolomide (TMZ) is 
a candidate for a concomitant drug with a PARP inhibitor and its synergistic effect. In addition, 
the effects of MGMT expression and MSI susceptibility on TMZ monotherapy have been reported. In this
 study, we will analyze in detail the genes related to PARP inhibitors and TMZ susceptibility in 
colorectal cancer. We also aimed to establish clinically personalized treatment of PARP inhibitor 
TMZ for colorectal cancer by analyzing the expression and mutation of related genes using clinical 
specimens.

研究分野： 消化器内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
TMZの抗腫瘍作用，さらにPARP阻害剤による増感作用に．また，臨床検体を用い大腸癌組織におけるMGMT修復，
ミスマッチ修復の意義について検討することはPARP阻害剤による消化器癌治療を臨床応用するための重要な研究
であると考える．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
近年，我々は新規分子標的薬の中でも，DNA 修復に異常を来した細胞に特異的に作用し、細胞
死を誘導する PARP 阻害剤に注目し，研究協力者の National Cancer Institute（NCI），NIH の
Pommier 教授の研究室と共同研究を施行していた．PARP 阻害剤の最大の利点は「優れた腫瘍細
胞選択性」，「低い毒性」にあり過去の臨床試験においても有害事象はほぼ皆無であった．しか
し，その単剤投与での効果は十分とはいえず，他剤との併用療法を含めたより効果的な治療法
の検討が必要と考えた．我々は数十種類の薬剤の中からテモゾロミド（TMZ）が PARP 阻害剤と
の併用により高い相乗効果を示すことより，PARP 阻害剤の併用薬の候補となることを報告して
おり，この相乗効果にはPARP阻害剤により不活性化されたPARPに集積する未修復の一本鎖DNA
よりも，高い細胞毒性を有する捕捉された PARP–DNA 複合体が関与していることが考えられた．
TMZ は、アルキル化薬に属し，生体内でメチルジアゾニウムイオンとなり，DNA をメチル化する
ことにより DNA 損傷を引き起こし，細胞周期の停止およびアポトーシスを誘導することにより
細胞増殖を抑制する抗悪性腫瘍薬である．神経膠腫をはじめとし様々な癌種に使用されており，
欧米では大腸癌における第Ⅱ相臨床試験が報告されていた．DNA 修復酵素の O6-メチルグアニ
ン-DNA メチルトランスフェラーゼ（MGMT）が高発現する腫瘍細胞では TMZ による O6-メチルグ
アニンを介する治療効果がすることが神経膠腫では知られていた．我々が癌ゲノムアトラス
（TCGA：The Cancer Genome Atlas）研究ネットワークデータより解析したところ，神経膠腫
（61.5%）だけでなく，大腸癌（85.4%）においても高い頻度での MGMT の高発現が認められた．
また，神経膠腫においては MGMT を介さず，Mismatch repair(MMR)の関連遺伝子欠損による MSI
による TMZ 耐性獲得も報告されていた．MSI は全大腸癌の 10～20％を占めるといわれており，
MSI 癌は遺伝性非ポリポーシス大腸癌(HNPCC)と散発性 MSI 癌の 2 つのグループに分けられる．
HNPCC の患者では、MMR 関連遺伝子の変異により MSI となるのに対し、散発性大腸 MSI 癌の多く
は MMR 遺伝子である MLH1 の異常メチル化により引き起こされると報告されていた． 
 
２．研究の目的 
 
我々は，すでにヒト B 細胞株を用いて TMZ 単剤において MGMT の発現，MSI が TMZ 耐性に作用す
ることを確認していた．このことより PARP 阻害剤，TMZ の感受性におけて，MGMT 発現と MSI
が重要な役割を果たしていることが予想された．大腸癌における TMZ の PARP 阻害剤よる増感性
作用の関連遺伝子を中心にメカニズム解明し，最終的には臨床の場での個別化治療の確立を目
指した． 
 
３．研究の方法 
 
(1) 大腸癌における MGMT 発現や MSI と PARP 阻害剤，TMZ の効果の検討． 
10 種類の大腸癌細胞株を用い，MGMT の発現ついてウエスタンブロット法により確認する．次に
MSI についてはマイクロサテライトマーカーを用いた MSI 検査に加え，MMR 関連遺伝子（MLH1，
MSH2，MSH6，PMS2）の発現をウエスタンブロット法で確認することにより評価した．各細胞株
の MGMT 発現・MSI を確認した後，TMZ と PARP 阻害剤の効果を，Clonogenic survival assay，
WST−1 assayなどの細胞増殖アッセイにより評価し，MGMT 発現や MSI と PARP 阻害剤，TMZ 感受
性の相関を解析した．さらに大腸癌細胞株のゲノム DNA を抽出し，ダイレクトシークエンス法
により，PARP 阻害剤，TMZ の感受性と関連した MGMT 遺伝子，MMR 関連遺伝子の遺伝子変異，プ
ロモーター領域のメチル化の検索を行った． 
 
(2) 大腸癌における PARP 阻害剤，TMZ の感受性における MGMT 発現と MSI の役割の検討． 
MGMT 高発現，大腸癌細胞株を選択し，CRISPR/Cas9 システムを利用し MGMT knockout 大腸癌細
胞株を樹立する．細胞増殖アッセイにより，コントロール細胞，MGMT knockdown 細胞の PARP
阻害剤，TMZ への感受性を比較検討した．次に MSI に関しても同様に，マイクロサテライト安
定性（MSS）の大腸癌細胞株を選択し CRISPR/Cas9 システムにより MMR 関連遺伝子（MLH1，MSH2，
MSH6，PMS2）knock out 細胞をそれぞれ樹立した．PARP 阻害剤，TMZ の感受性を評価し，MGMT，
それぞれの MMR 関連遺伝子の PARP 阻害剤，TMZ 感受性への影響を比較検討する．また，細胞周
期の制御，アポトーシスの誘導，また遺伝子の発現制御を検討することにより，MGMT 発現，MSI
の役割を検討した． 
 
(3) PARP 阻害剤，TMZ 併用における感受性，作用メカニズムの検討. 
MGMT knockout 細胞，MMR 関連遺伝子 knockout 細胞，およびコントロール細胞に PARP 阻害剤，
TMZ を併用投与する．その後，フローサイトメトリーを用い，Propidium Iodide（PI）染色，
BrdU の取り込み率により細胞周期の解析を，アポトーシスの解析は，Annexin V，PI 染色を用
いたフローサイトメトリーによる解析，ウエスタンブロット法による cleaved caspase-3，
cleaved-PARP の検出，TUNEL 染色により行い，MGMT 発現や MSI の有無での相違を評価する．ま
た MGMT knockout 細胞，MMR 関連遺伝子 knockout 細胞およびコントロール細胞から mRNA を抽
出し，PCR アレイを用い，DNA 修復，抗癌剤耐性に関連した遺伝子の発現変化について検討す



る． 
 
４．研究成果 
 
(1) 大腸癌における MGMT 発現や MSI と PARP 阻害剤，TMZ の効果の検討． 
大腸癌における MGMT 発現や MSI と PARP 阻害剤，TMZ の効果の検討の結果，大腸癌においても
MGMT の発現が高発現、低発現の細胞株があることを確認し，MGMT の発現のほとんどなく，かつ
MSS の細胞については TMZ 単剤でも高い感受性を示すことがわかった． 
  
(2) 大腸癌における PARP 阻害剤，TMZ の感受性における MGMT 発現と MSI の役割の検討． 
MGMT を強制発現するかもしくは、MSH2,MLH1 等のマイクロサテライトに関わる遺伝子をノック
アウトすると TMZ 単剤での感受性が明らかに低下することがわかった． 
 
(3) PARP 阻害剤，TMZ 併用における感受性，作用メカニズムの検討． 
これまで TMZ 単剤では効果をみとめなかった MGMT 低発現細胞株，MSI の細胞株に対しても PARP
阻害剤，TMZ 併用することにより大腸がんにおいても感受性をあげることができた．またアポ
トーシスの誘導が上昇していることがフローサイトメトリーやウエスタンブロット法により確
認できた．さらにこの際には PARP-DNA 複合体の形成が起きていることがクロマチンバンドのウ
エスタンブロット法により確認することができた． 
 
上記の結果をまとめ現在英文誌への報告の準備中である． 
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