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研究成果の概要（和文）：テモゾロミド(TMZ)、ニムスチン(ACNU)は悪性グリオーマ（膠芽腫、

退形性星細胞腫）の化学療法に使用されるアルキル化剤である。これらの治療効果は薬剤抵抗

性の獲得のために限界がある。薬剤抵抗性のメカニズムには、多くの DNA 修復経路が関与し、

薬剤効果はその寄与に強く左右されることが示唆されてきた。TMZ および ACNU による DNA
損傷の修復に DNA-DNA 鎖間修復として知られている Fanconi anemia 修復経路が関与し、そ

の因子である FANCD1 が増感の標的候補となることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：Nimustine (ACNU) and temozolomide (TMZ) are DNA alkylating agents 
which are commonly used in chemotherapy for glioblastomas. ACNU is a DNA cross-linking 
agent and TMZ is a methylating agent.  The therapeutic efficacy of these agents is limited 
by the development of resistance.  In this work, the role of the Fanconi anemia (FA) repair 
pathway for DNA damage induced by ACNU or TMZ was examined.  Cultured mouse embryonic 
fibroblasts were used: FANCA-/-, FANCC-/-, FANCA-/-C-/-, FANCD2-/- cells and their parental 
cells, and Chinese hamster ovary and lung fibroblast cells were used: FANCD1/BRCA2mt, 
FANCG-/- and their parental cells. Cell survival was examined after a 3 h ACNU or TMZ 
treatment by using colony formation assays. All FA repair pathways were involved in 
ACNU-induced DNA damage.  However, FANCG and FANCD1/BRCA2 played notably important roles 
in the repair of TMZ-induced DNA damage.  The most effective molecular target correlating 
with cellular sensitivity to both ACNU and TMZ was FANCD1/BRCA2.  In addition, it was 
found that FANCD1/BRCA2 small interference RNA efficiently enhanced cellular sensitivity 
toward ACNU and TMZ in human glioblastoma A172 cells.  These findings suggest that the 
down-regulation of FANCD1/BRCA2 might be an effective strategy to increase cellular 
chemo-sensitization towards ACNU and TMZ. 
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１．研究開始当初の背景 
(１)テモゾロミド(TMZ)、ニムスチン(ACNU)
は悪性グリオーマ（膠芽腫、退形性星細胞腫）
の化学療法に使用されるアルキル化剤であ
る。20 年以上 ACNU を放射線治療と併用し
ていたが、放射線単独の治療に比べて生存期
間延長効果を認めていなかった。2005 年
TMZ を使用した臨床試験では、放射線単独
の治療に比べて、平均生存期間が 12 カ月か
ら14.5カ月と2.5カ月延長した（1）。その後、
2006年より日本でTMZが使用されるように
なり、ACNU は再発の治療に用いられている。
しかし、いまだ膠芽腫の生存期間は１年半に
満たず、治癒にはほど遠い。これら治療効果
は薬剤抵抗性の獲得のために限界がある。薬
剤抵抗性のメカニズムは複雑で、多くのDNA
修復経路が関与し、薬剤効果は DNA 修復の
寄与に強く左右されることが示唆されてき
た。 
(2) TMZ は DNA のグアニンの O6 部位をメ
チ ル 化 し O6-methylG に す る 。 こ の
O6-methylGは Tとミスマッチペアを形成し、
ミスマッチリペアが働きますが、修復できず 
複製の停止、崩壊、 DNA 二本鎖切断(DSB)
に至る。 ACNU はグアニンの O6 部位をク
ロロエチル化し O6-chloroethylG となり、
DNA 鎖間架橋を形成する。 この鎖間架橋も
複製の停止、崩壊、DSB に至る。  
(3)O6 メチルグアニン DNA メチルトランス
フェラーゼ(MGMT)はこのO6-methylGまた
は O6-chloroethylG を O6-G に修復する酵素
です。 この修復酵素の MGMT はアルキル化
剤の効果を増強する分子標的として注目さ
れ色々な試みがなされてきましたが、 多く
の腫瘍細胞では MGMT の発現量、活性に差
があるために十分な成果は得られていませ
ん。新たなアルキル化剤の増感効果を高める
標的が求められています。 
 
２．研究の目的 
悪性脳腫瘍の治療効果の向上を目的とする。 
アルキル化剤であるテモゾロミド(TMZ)およ
びニムスチン(ACNU)による DNA 損傷の修
復に DNA-DNA 鎖間修復として知られてい
る Fanconi anemia 修復経路が関与するかど
うか、増感の標的候補となるかどうかを明ら
かにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)ノックアウトマウスから確立された MEF
細胞 FANCA -/-、FANCC -/-、FANCD2 -/- CHO 

細胞由来の FANCD1mt、FANCGmt およびそれ
ぞれの親株細胞を用いる。TMZ、ACNU を培
地中に添加して 3 時間、37℃処理し、コロニ
ー形成法にて生存率を算出する。 
(2)標的とする siRNA によって、ヒトグリオブ
ラストーマ A172 細胞の ACNU、TMZ による
がん治療効果が増感するのかを検討する。 
(3) FA 修復経路を介して、Homologous 
Recombination (HR)修復が進むことが知られ
ているので、TMZ および ACNU 処理後に生
じた DNA 損傷が HR 修復経路によって修復
されるかどうかを Recombination Assay 
(Helleday T, et al, Carcinogenesis 19: 973-978, 
1998.)によって調べる。 
(4) さらに薬剤の増感の標的となる FANCD1
の siRNA を、A172 細胞に導入した場合 TMZ
および ACNU 処理後、HR 修復経路にどのよ
うに影響するかを免疫細胞染色法によって
HR の因子である Rad51 の foci を定量的に数
えて検討する。 
 
 
４．研究成果 
(1)それぞれの細胞のD50 (50％生存率の薬剤
濃度)を正常型の D50 と比較し、％表示した
相対的 D50値を用いて細胞間で比較検討した。
その結果、FANCGmt、FANCD1mt の TMZ の相対
的 D50 値は 13.3％、4％を示した。FANCGmt、
FANCD1mt の ACNU の相対的 D50 値は 10％、
5.7％を示した。相対的 D50 値は TMZ および
ACNU で FANCD1mt が最小となった。FANCD1 は
グリオブラストーマを TMZ および ACNU で治
療する際の増感の標的候補となることが示
唆された。このことから、薬剤の増感の標的
となる FANCD1 の siRNA を、ヒトグリオブラ
ストーマ A172 細胞に導入し、TMZ および ACNU
による殺細胞効果が増感するのかを検討す
る。 
 
 
(2) FANCD1 の siRNA を、ヒトグリオブラスト
ーマ A172 細胞に導入し、TMZ および ACNU に
よる殺細胞効果が増感するのかを検討して
みた。その結果、FANCD1 のノックダウンによ
って、TMZ および ACNU の殺細胞効果は著しく
増感されることが確認できた。 
 
 
 
 
  



 
   

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3) TMZ および ACNU 処理後、Homologous 
Recombination (HR)修復が誘導されることが
確認できた。 
 
(4) A172 細胞に FANCD1 siRNA を導入し、TMZ
および ACNU の処理をすると Negative 
control siRNA を導入した細胞に比べて著し
く Rad51 の foci 形成が抑制された。結論と
して、FANCD1 をノックダウンすると、HR 修
復が抑制されることにより TMZ および ACNU
の殺細胞効果の増感が得られることが明ら
かになった。 
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