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研究成果の概要（和文）：がんの特性であるゲノム不安定性は、正常なDNA複製が妨げられることによるストレ
ス（複製ストレス）が原因と考えられているが、その内在的要因としてRNA転写中間体（R-loop）が提唱されて
いる。申請者は抗がん剤トリフルリジン（FTD）作用による複製ストレスへのR-loop関与について検証した。FTD
の作用により活性化したFancD2は転写を担うRNAポリメラーゼIIと核内で近接した。転写抑制剤によりFancD2活
性化は抑制され、FancD2欠損時にはFTDによるDNA障害が重篤化した。抗がん剤に対する細胞応答において、
FancD2によるR-loop解消が重要な役割を果たすと考えられる。

研究成果の概要（英文）：DNA replication stress is the trigger of genome instability, a hallmark of 
cancer. One critical endogenous cause of DNA replication stress is R-loop, an intermediate DNA-RNA 
hybrid structure during RNA transcription. We investigated the possible contribution of R-loop in 
the DNA replication stress induced by a chemotherapeutic drug, trifluridine (FTD). FancD2 was 
activated by FTD and closely associated with RNA polymerase II in the nucleus. Transcription 
inhibitors suppressed FTD-induced FancD2 activation and FancD2 deficiency caused severer FTD-induced
 DNA damage. FancD2 contributes to resolve R-loop during mild replication stress. Our data indicate 
that FancD2 plays an important role in the cellular response to FTD via resolving R-loops. 

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 複製ストレス　RNA転写中間体　FancD2

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗がん剤の作用メカニズムは複雑で、それぞれの理解は重要である。申請者の研究成果は、DNAに作用する抗が
ん剤の作用においてRNAの関与を裏付けるものであり、その意義は大きい。FTD/TPIは進行再発直腸結腸癌に対す
る治療薬として2014年に本邦で認可を受け、現在では、米欧、アジアでも広く治療に用いられている。近年、胃
癌に対する適応も取得し、消化器癌に対する治療薬としての重要度も増している。申請者の研究成果は、
FTD/TPIの抗腫瘍効果を担うFTDの作用メカニズムを理解する上でも重要な知見である。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

「がんの特性」を生み出すための性質として「ゲノム不安定性」があり、様々ながんにおける共

通の性質として認識されている。多くのがんにおいて、DNA 複製ストレスが染色体レベルでの

ゲノム不安定性を引き起こす要因とされている。DNA 複製ストレスとは、DNA 損傷や dNTP

枯渇など、不完全な環境で正常な DNA 複製進行が妨げられる状況を指すが、近年、DNA 複製

進行を妨げる外的な要因がない場合でも、自然発生する因子が引き金となり、DNA 複製ストレ

スが発生していることが知られるようになっていた。その要因の１つとして、RNA 転写中間体

（R-loop, RNA-DNA ハイブリッド構造）の存在と、R-loop と DNA 複製 Machinery との物理

的な衝突があると複数のグループから提唱されていた。しかし、この R-loop を介したメカニズ

ムが、悪性化した腫瘍に対する抗がん剤治療の際の抗腫瘍効果発現メカニズムとして機能して

いるか否かについては、まだ明確な結論が得られていなかった。申請者は、新規抗がん剤

FTD/TPI の抗腫瘍成分であるトリフルリジン(FTD)が DNA 複製ストレスを惹起し、抗腫瘍効

果を発揮することを見いだしていたが、DNA 複製ストレス誘導の具体的なメカニズムについて、

まだ詳細には明らかになっていなかった。 

 

２．研究の目的 

抗がん剤、特に FTD の作用によって惹起される DNA 複製ストレスについて、R-loop の関与の

有無を検証することを目的とした。また、R-loop 構造の安定化及び解消を通じて、抗がん剤の

抗腫瘍効果を高めるための革新的な戦略を見いだすことを目指した。 

 

３．研究の方法 

抗がん剤による DNA 複製ストレス惹起について、DNA 複製ストレス応答因子の活性化は、

Chk1 のリン酸化、FancD2 のモノユビキチン化を指標として検出する。がん細胞のゲノム DNA

上に存在する R-loop については、R-loop 特異的な抗体（S9.6）を用い、蛍光免疫染色や DNA

スロットブロット法により定性的、定量的に評価する。R-loop と DNA 複製フォークとの近接に

ついては、FancD2 と S9.6 あるいは FancD2 と RNA polymerase II との共局在を in situ 

proximity ligation アッセイによって評価する。転写抑制剤として、RNA polymerase II 阻害剤

である5,6-Dichloro-1-β-D-ribofuranosylbenzimidazole (DRB)、CDK阻害剤であるFlavopiridol 

(Alvocidib)、核酸系抗生物質である 3’-deoxyadenosine (Cordycepin)を用いる。 

 

４．研究成果 

抗がん剤 FTD による DNA 複製ストレス発生時における RNA 転写中間体の関与の有無につい

て、検証を行った。FTD（IC50 濃度＝3 microM）曝露 24 時間後に効率よく Chk1 Ser345 リン

酸化、FancD2 モノユビキチン化が観察された。2019 年に京都大学の高田教授のグループから

FancD2 に RNA プロセシング因子群を呼び寄せて、R-loop を解消する働きがあることが報告さ

れた（Okamoto et al. FEBS J. 286: 139-150, 2019）。この知見を受けて、FTD 曝露時に RNA 

polymerase II と FancD2 との近接について in situ proximity ligation assay (PLA)により検証

したところ、シグナルが検出され、両者の核内での近接が確認された。転写活性を阻害する薬剤

のうち、DRB, Flavopiridol 添加により、FTD による Chk1 Ser345 リン酸化、FancD2 のモノ

ユビキチン化が有意に抑制されたが、Cordycepin 添加では抑制効果は見られなかったことから、

RNA polymerase II の活性そのものを抑えることが R-loop と DNA 複製 machinery との衝突を

防ぐ上で重要であると考えられた。申請者はヒトがん細胞において、FTD 曝露により発生する



複製ストレスに起因して、S 期完了後の間期にも核内に RPA32 フォーカスとして可視化できる

1 本鎖 DNA が形成されることを見出した。FancD2 の発現抑制による、この RPA32 フォーカ

ス形成に対する影響について検証したところ、RPA32 フォーカスの数は変化がなかったが、1 つ

1 つのフォーカスの蛍光輝度が強まっていた。このことは、FancD2 欠失により、S 期終了後間

期に核内に発生する 1 本鎖 DNA 領域の発生頻度は変化がないが、それぞれの領域が拡大してい

ることを意味している。FancD2 による R-loop 解消がうまく作動しないことで、FTD による

DNA 損傷を重篤化し、その抗腫瘍効果に影響を及ぼしていると考えられる。 
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