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研究成果の概要（和文）：本課題では、Fucci (Fluorescent ubiquitination-based cell cycle indicator) を
導入し、細胞周期動態を生きたままリアルタイムで可視化した舌癌細胞株を用いて、微小管阻害剤・放射線増感
剤として報告されているKPU-300の細胞周期動態に与える影響と放射線増感治療戦略について解析した。KPU-300
存在下にSAS-Fucci細胞をタイムラプス撮影すると、多くの細胞が死ぬものの、KPU-300抵抗性の生存した
SAS-Fucci細胞も混在していた。死んだ細胞はコロニー上に一塊にまとまり、その周囲から絶えず細胞増殖し、M
期での同調は得られなかった。

研究成果の概要（英文）：KPU-300 is a novel colchicine-type anti-microtubule agent derived from 
pulinabulin (NPI-2358). We characterized the effects of KPU-300 on cell cycle kinetics and 
radiosensitization using SAS cells, oral tongue cancer cell line, expressing the fluorescent 
ubiquitination-based cell cycle indicator (Fucci). KPU-300 was reported as a potent radiosensitizer 
which is due to the synchronization of cells in M phase. However, SAS-Fucci cells did not do that; 
cells tend to be arrested in G1 phase and dead cells were gathered with the center of colony.

研究分野：口腔がん
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１．研究開始当初の背景 
細胞周期を可視化する Fucci (fluorescent 
ubiquitination-based cell cycle indicator) を導入
した HeLa細胞(以下、HeLa-Fucci細胞)を用い
て、新規合成された 2-ピリジン基を有するベ
ンゾフェノン-ジケトピペラジン型微小管重
合阻害剤 KPU-300 による細胞周期動態に及
ぼす影響並びに放射線感受性に対する影響
を解析した。まず、HeLa-Fucci細胞に 30 nM
で 16 時間 KPU-300 を作用させた後、β チュ
ーブリンを免疫染色すると、 
ほぼすべての M 期細胞において紡錘糸の形
成阻害を認めた。フローサイトメトリーによ
り DNA 量、Fucci の蛍光を解析したところ、
30 nM以上のKPU-300で処理されたほぼ全て
の細胞は、M期に同調することを確認した。 
一方、30 nMの KPU-300を作用させること 
により、M期の丸い形態を呈したまま Fucci 
の mAGと mKO2が同時発現する異常蛍光が
出現し、M期のマーカーであるリン酸化ヒス
トン H3も同等に推移した。この Fucciの異常
蛍光は初期 M 期にあることを過去に報告し
ている(Honda-Uezono et al.BBRC,2012)。 
フローサイトメトリー上では、30 nM の
KPU-300を 24 時間作用後、Fucciの正常な分
画とは明らかに区別できる分画 (緑色および
赤色の同時陽性) にほぼすべての細胞が分布
した。この異常蛍光はスフェロイドにおいて
も観察されたが、スフェロイド内部を構成す
る G0 期にある静止細胞は、薬剤処理後に増
殖期に移行し、M期まで進め、同調させるこ
とが分かった。単層培養下での放射線照射と
の併用では、30 nM以上の濃度の KPU-300 
を 16 時間以上作用させた後に照射が行われ
た場合、放射線増感効果を認めた。この増感
効果は KPU-300 による細胞周期の M期への
同調に起因すると考えられた。これを検証す
べく、M期細胞を分離する shake-off法を用い
たが、この方法だけでは多くの初期 G1 期細
胞が混入することがわかった。そこで、Fucci
の蛍光特性を組み合わせることでソーティ
ングを行い、M期初期の細胞を分離した。こ
の細胞に 4 Gy 照射して得られた生存率は、
KPU-300 によって M 期に同調した細胞に 4 
Gy を照射して得られた生存率を補正したも
のと一致し、KPU-300 の放射線増感効果は、
M 期初期への同調に起因することが示され
た。VDAは固形腫瘍内部の未熟な血管内皮細
胞に特異的に作用して腫瘍血管を遮断し、中
心部に広範な壊死を生じる。一方、腫瘍辺縁
部の比較的成熟度の高い血管は VDA 抵抗性
のため、同部からの腫瘍再発が問題となる。
従って、VDAと放射線の併用では、放射線の
腫瘍辺縁部への効果のみを考慮すればよい
ことになる。本研究で、スフェロイドを用い
た実験に見られたように、KPU-300処理によ
り、増殖の盛んな外層の細胞間結合が疎にな
り、あるいは細胞死が起こり、低酸素細胞分
画に酸素が到達することで再酸素化が生じ、
引き続き増殖期へのリクルートメントが起

こると、KPU-300 による M 期初期への同調
が誘導される。腫瘍周辺部においても腫瘍血
管から 70～100µm 離れた領域では低酸素分
画が存在するので、M期初期に同調したこの
タイミングで放射線を照射すれば、本薬剤が
奏功しない腫瘍辺縁部における再酸素化と
放射線感受性周期相への同調という効果的
な放射線増感が期待できるものと考えられ
た。 
 
２．研究の目的 
KPU-300 の 水 溶 性 プ ロ ド ラ ッ グ
(KPU-300WA)が合成されている。現在、口腔
がん治療は臨床における専門分野であり、中
でも舌癌細胞株である SASに着目した。以前
所属していた東京医科歯科大学大学院医歯
学総合研究科口腔放射線治療学分野では、
SASに Fucciを導入した SAS-Fucci細胞株の
樹立に成功しており、HeLa-Fucci 細胞の他、
本細胞を用いても KPU-300WAへの毒性や放
射線増感効果を検証することとした。予備実
験として KPU-300WA(30nM)を 24 時間
SAS-Fucci細胞に作用させた後にMTTアッセ
イにて生存率を求めたところ、HeLa-Fucci細
胞と同程度であったが、KPU-300WA 作用後
に放射線照射し、コロニー形成法によって生
存率を求めると、HeLa-Fucci細胞でみられた
放射線増感効果は得られなかった。すなわち、
細胞株間の KPU-300WAの反応性に解離を認
めた。SAS-Fucci 細胞で放射線増感が得られ
なかった原因を検索し、その因子を阻害する
ことで KPU-300WAを用いた放射線増感効果
を得るための方法について検討することを
本課題の目的とした。 
 
３．研究の方法 
SAS-Fucci細胞に KPU-300WAを 24時間作用
後、コロニー形成法および MTT アッセイを
行い、生存率を求める。続いて、KPU-300WA
存在下にタイムラプス撮影にて Fucci の動態
を観察する。またはフローサイトメトリーを
用いて Fucci の蛍光動態を定量解析する他、
Western blottingによって Fucciの蛍光タンパ
クの定量解析を行う。初期M期細胞の定量に
ついてはリン酸化ヒストン H3 の免疫染色法
を用い、フローサイトメトリー上で解析する。
実際、SAS-Fucci 細胞を用いてコロニー形成
法による KPU-300 の放射線増感効果を評価
すると、HeLa-Fucci細胞にみられたM期への
同調を起因とする強力な放射線増感は得ら
れなかった。これには KPU-300WAの効果を
排除する SAS-Fucci細胞に備えられたいくつ
かの防御機構があると考えられた。まず第一
に、損傷した DNA二重鎖切断(DSB : Double 
strand break)修復力が高い可能性が挙げられ
る。つまり DSBダメージ応答、DNA修復タ
ンパクの合成・輸送が KPU-300WAの影響を
受けないことが考えられる。これら主要な
DNA修復タンパク(ɤH2AX, 53BP1等)の発現
をWestern blottingを用いて定量解析し、この



仮説の是非を検証する。第二に、細胞内に取
り込まれた KPU-300WAの細胞膜外への排出
ポンプ機能が高い可能性も考えられ、この機
能の仕組みが特定できれば、KPU-300WA 抵
抗因子が特定できる。これについてはWestern 
blotting によるタンパク発現の定量解析を行
う。タンパクが特定できれば、不活化後に
KPU-300WA 存在下にタイムラプス像を撮影
する。その結果、KPU-300WA の効果が十分
に作用するようになり、これまで確認できな
かった SAS-Fucci 細胞の M 期への同調や、
Fucci の異常蛍光を確認できるようになると
いう仮説を検証し、過去の報告(Okuyama et al. 
PLoS One e0145995,2015)のように、それらに
起因した強力な放射線増感効果を付与でき
る可能性がある。さらに、その他の未知の因
子が KPU-300WA抵抗性を生じている可能性
も否定できないが、前者の実験結果を踏まえ
て適宜必要な実験計画を立案する。その他、
免疫組織化学染色や免疫沈降反応を用いる
ことによって標的タンパクが結合している
特異的ゲノム DNA断片をみたり、DNAの増
幅領域を特定することができる。このように
多方面から遺伝子・タンパク発現の検討が可
能である。 
KPU-300に対する SAS-Fucci細胞の主要な防
御機構を探り、それらを阻害することで
SAS-Fucci 細胞、ひいては微小管重合阻害剤
抵抗性な各種細胞系についても、細胞周期を
M 期へ同調させて放射線増感効果を与える
方法を特定する。 
 
４．研究成果 
KPU-300WA 存在下に SAS-Fucci 細胞をタイ
ムラプス撮影すると、確かに多くの細胞が死
ぬものの、KPU-300WA 抵抗性の生存した
SAS-Fucci 細胞も少なからず混在していた。
それらは G2/M期を示す緑色細胞が多い傾向
にあった。また死んだ細胞はコロニー上に一
塊にまとまり、その直下もしくは周囲から絶
えず細胞が増殖する様子がみられ、最終的に
は HeLa-Fucci 細胞でのタイムラプス像に見
られたような M 期で同調する様子は見られ
なかった。さらに、この現象は SAS-Fucci細
胞にモノクローナル抗体である Cetuximabを
作用させた場合においても認められたこと
から、KPU-300WA 特異的な現象ではないこ
とが分かった。詳細を見てみると、Cetuximab
存在下に SAS-Fucci 細胞の培養を開始し、5
日程度までは単調に増殖してコロニーを形
成するが、それ以上コロニーは増大しなかっ
た。また、Cetuximab 群では、投与 120 時間
経過時には、コロニー内の大半の細胞が G1
期で停止していることが明らかとなった。両
者には G2/M 期の緑色細胞優位となるか G1
期の赤色細胞優位となるかの違いはあるも
のの、コロニーの動態としては同様の現象で
ある。この現象を解明し、放射線抵抗性であ
る G1 期を脱する因子が解明されれば、
KPU-300WA を併用して放射線感受性である

M 期へ細胞周期を同調させる方法が可能と
なり、今後の検討課題としている。 
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