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研究成果の概要（和文）：2本鎖DNA切断（DSB）修復に関わる蛋白NBS1の変異型遺伝子（mNBS1）を導入したウイルスベ
クターAd-NBS1の腫瘍細胞への導入効率、抗腫瘍効果、シスプラチン治療増感効果を確認した。また1本鎖DNA切断（SSB
）修復に関わるPARPの阻害薬を併用することでさらに著明な抗腫瘍効果の増強を確認した。シスプラチン耐性のメカニ
ズムは転写因子p63を介したDNA修復蛋白の産生亢進が関与するが、Ad-NBS1の作用機序はp63を介さず直接MRN蛋白の発
現抑制を引き起こし、DSB近傍でのγH2AX発現を端緒としたDNA修復機構の不活化がシスプラチン増感効果のメカニズム
であることが示された。

研究成果の概要（英文）：We used reconbinant adenovirus vector(Ad-NBS1) introduced mutant type of NBS1 
protein which is associated with double strand breaks(DSB) repair of DNA. We confirmed good introduction 
rate of Ad-NBS1 for tumor cells , significant antitumor effect of Ad-NBS1, and obvious sensitization in 
using with cisplatin in vitro. In addition, by using PARP inhibitor which suppresses the repair of single 
strand breaks (SSB) as well as the combination of cisplatin and Ad-NBS1, more significant sensitization 
of antitumor effect was observed. The increase of production in DNA repair proteins such as MRE11, NBS1 
and RAD50(MRN) through a transcription factor p63 was associated with cisplatin resistant of tumor cells. 
However, the functional mechanism of Ad-NBS1 was not through p63, but directly suppressed MRN proteins 
and resulted in not working DNA repair function through γH2AX near DSB normally.

研究分野：遺伝子治療
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１．研究開始当初の背景 シスプラチンは、

頭頸部癌化学療法における key drug である。

腫瘍細胞に取り込まれた後、その DNA に結

合または架橋を作り 1本鎖 DNA障害（SSB）

を引き起こす。この SSBは、腫瘍細胞が分裂

する際に起こるDNAの複製時に 2本鎖DNA

切断（DSB）という細胞にとって致死的な

DNA障害に変化する。これがシスプラチンの

抗癌作用のメカニズムである。しかし一部の

頭頸部癌はシスプラチンに耐性を持ってお

り、また感受性を示す頭頸部癌においても化

学療法の使用回数に応じて体制を獲得する

ことが知られている。その耐性獲得に SSBあ

るいは DSB 修復機能の亢進が関与するとの

仮説に基づき、以下そのメカニズムの解明、

および DNA 修復機能の阻害によるシスプラ

チン増感効果が得られるかについて検討す

る。 

２．研究の目的 

（１） 頭頸部癌のシスプラチンへの耐性の

作用機序の一つとしてDSB修復活性

の向上が関与しているとの仮説を立

て、そのメカニズムの解明を目指し

た検討を in vitroで行う。 

（２） DSB 修復活性において主要な役割を

果たす NBS1 蛋白質に着目し、その

変異遺伝子（mNBS1）を導入したウ

イルスベクター(Ad-NBS1)を作成し、

これを用いたシスプラチンの増感効

果およびそのメカニズムの解明を行

う。 

（３） さらに 1本鎖 DNA障害（SSB）の修

復に重要な役割を持つ PARP-1 の阻

害剤（PARP 阻害剤）を Ad-NBS1 に

併用し SSB、DSB 双方の修復阻害を

行うことでより一層のシスプラチン

増感効果が期待できると予想される。

その証明及びメカニズムの解明を行

う。 

３．研究の方法 

（１） MTTアッセイにて、各種頭頸部癌細   

    胞株に対する Ad-NBS1、Ad-GFPの 

    抗腫瘍効果を in vitroにて検討した。 

（２） 中性条件下のコメットアッセイを用 

    いてそれぞれの治療群における 

    DSB量を測定した。 

（３） シスプラチン耐性頭頸部扁平上皮癌  

    株（JHU006）に対して、シスプラチ   

    ンと Ad-NBS1の併用治療を in vitro 

    で検討した。 

（４） Ad-NBS1 に加え PARP-1 という 1 本  

鎖DNA修復酵素の阻害剤を用いて in 

vitro においてヒト頭頸部扁平上皮癌

の増殖抑制効果を MTT assayで検討

した。 

（５） アルカリおよび中性条件下のコメッ

トアッセイにより 1本鎖DNA損傷お

よび 2本鎖DNA損傷の量の検討を行

った。 

（６） p63 は NBS1 と複合体を形成する

Mre11, Rad50 の転写因子である。そ

こで頭頸部扁平上皮癌由来のシスプ

ラチン感受性細胞株とシスプラチン

耐性細胞株に対し、in vitroでシスプ

ラチンによる刺激を行い各 mRNA, 

蛋白の発現変化を RT-PCR およびウ

エスタンブロットで検討した。 

（７） Ad-NBS1 をシスプラチンとともに加

えた際の、各種蛋白量の変化をウエ

スタンブロットで半定量的に検討し

た。 

（８） Ad-NBS1 のシスプラチン増感効果の

作用機序として、p63以外の経路とし

て H2AX に着目し、ウエスタンブロ

ットおよび免疫沈降法によるメカニ

ズムの検討を行った。 

４．研究成果 

（１） MTT アッセイの結果、Ad-GFP(コン

トロールベクター)は治療群に比較し

ても抗腫瘍効果を示さなかったが、



Ad-NBS1 は MOI=5 において有意な

抗腫瘍効果を示した。 

 
（２） 中性条件下のコメットアッセイの結

果 Ad-NBS1 治療群において DSB 量

の有意な増加がみられ、Ad-NBS1 に

よるDSB修復阻害効果が抗腫瘍効果

に役割を果たしていることが示唆さ

れた。 

 
 

（３） 

JHU006 に対して、シスプラチンと

Ad-NBS1の併用治療を in vitroで検討

した結果Ad-NBS1はシスプラチン治

療において有意な増感効果を示すこ

とが判明した。 

（４） MTT assayで検討した結果、シスプラ

チンに併用した際の効果として変異

型 NBS-1導入単独に比べ PARP阻害

薬（GPI-15427）を併用した群におい

て細胞増殖抑制効果が強く見られた。 

 
 
（５） アルカリおよび中性条件下のコメッ

トアッセイにより PARP 阻害薬を併

用した群では、変異 NBS1 導入のみ

の群と比較して 1本鎖DNA損傷の量

が増加しただけでなく 2本鎖DNA損

傷の量も有意に増加した。これは

PARP 阻害薬によりシスプラチンに

より形成された 1本鎖DNA損傷の修

復が阻害されたままに残り、細胞分

裂時により多くの 2本鎖DNA損傷を

生み出し細胞死へ導かれたと考える

ことができる。 

 



 
（６） RT-PCR およびウエスタンブロット

の結果、シスプラチン投与前のベー

スラインでは発現量に大きな差は認

めなかったが、シスプラチン刺激後

mRNAは24時間後をピークとする発

現亢進が、蛋白は 24時間～72時間後

まで、感受性株に比較し耐性株にお

いて各蛋白（p63,Mre11,Rad50,NBS1）

の発現亢進が見られ、DNA修復機能

が亢進していると考えられた。次に

siRNA にて p63 をノックダウンする

とMre11, Rad50の蛋白産生が抑制さ

れることが示された。 

（７） Ad-NBS1 をシスプラチンとともに加

えると変異型 NBS1(mNBS1)蛋白の

発現を確認でき、またそれに伴い野

生型 NBS1 の発現の抑制が起こるこ

とが示された。この時、Mre11, Rad50

の発現も抑制されているが p63 の発

現には変化がなかった。以上のより、

シスプラチン耐性には転写因子 p63

を介した DNA 修復蛋白の産生更新

が関与するがAd-NBS1の作用機序は

p63を介さずMRN蛋白の発現抑制が

起こっていることが判明した。 

 
（８） Ad-NBS1 のシスプラチン増感効果の

作用機序として、p63以外の経路とし

て H2AXに着目した。二本鎖 DNA障

害（DSB）が生じると、その物理的

近傍で H2AX のリン酸化が起こり

γH2AXとなる。今年度の研究でウエ

スタンブロットにて、頭頸部癌細胞

株に対するシスプラチン投与により

γH2AXが増加していること、コメッ

トアッセイにより、これが DSBの増

加に比例していることが判明した。

また共役免疫沈降法にて野生型

NBS1 は γH2AX に結合するが、

Ad-NBS1 に挿入した変異型 NBS1 は

γH2AXとの結合部位を有さず H2AX

のリン酸化を維持できないことが示

された。以上より Ad-NBS1投与によ

り DSB 近傍での γH2AX 発現を端緒

とした DNA 修復機構が働かないこ

とがAd-NBS1によるシスプラチン増

感効果のメカニズムと考えられた。 
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