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研究成果の概要（和文）：がん化学療法において、細胞死を伴わなくとも細胞増殖を不可逆的に停止する「治療
誘導性細胞老化」と呼ばれる現象が近年注目されている。申請者は、抗がん剤FTD/TPIの薬効成分トリフルリジ
ン（FTD）が細胞レベルで非常に効率よく細胞老化を誘導すること、さらにその誘因としてDNA複製ストレスがあ
ることを見出した。FTDはがん細胞のDNA複製過程でDNAに取り込まれるが、その際DNA複製効率を低下させる。そ
の結果、ゲノム上に傷が残り、p53が活性化され、細胞老化に至る。また、p53が欠損したがん細胞ではＭ期に染
色体がうまく分かれず、細胞死に至る。

研究成果の概要（英文）：Therapy-induced senescence is now recognized as an important mechanism that 
elucidates irreversible cell cycle arrest induced by chemotherapeutic drugs. In this research 
project, we found that trifluridine, a cytotoxic component of chemotherapeutic drug FTD/TPI, 
efficiently induced cellular senescence in the cell culture condition and DNA replication stress 
induced by trifluridine was the trigger. In tumor cells, trifluridine, as a fluorinated thymidine 
analog, was incorporated into genomic DNA during DNA replication process. At that process, 
trifluridine decreased the efficiency of DNA replication. As a result, single-strand DNA was exposed
 in the nucleus, p53 was activated, and cellular senescence was induced. In the tumor cells with p53
 deficiency, apoptosis was induced as a result of abnormal sister chromatid separation.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 抗がん剤　DNA複製ストレス　治療誘導性細胞老化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
FTD/TPIは進行大腸癌・胃癌に対する抗がん剤として世界で広く治療に用いられている。本研究成果は、FTD/TPI
の抗腫瘍効果を担うFTDの作用メカニズムの理解に必須の知見である。さらに、悪性度を増したヒト腫瘍で多く
見られ、抗がん剤耐性に繋がるとされるp53欠損を持つがん細胞であってもFTDが抗腫瘍効果を発揮するという結
果は、このメカニズムに基づく抗がん剤治療がp53変異に関わらず有効であることを示唆しており、今後の抗が
ん剤開発を考える上でも意義は大きい。

※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 

がん化学療法の究極の目的はがんの根治・消失であるが、状況によっては根治が見込めず、がんの進

行を食い止めるために治療を行う場合がある。実際、抗腫瘍薬によって不可逆的な増殖停止である細

胞老化が誘導されることがあり、「治療誘導性細胞老化」という新たな治療のコンセプトとして注目されて

いた。申請者は当初、新規抗腫瘍薬 FTD/TPI の薬効成分でフッ化チミジンアナログであるトリフルリジ

ン（FTD）が細胞レベルで非常に効率よく細胞老化を誘導することを見出した。また、その誘因として

FTD による DNA 複製過程で発生するストレスがあることを示唆する結果を得ていた。 

 

２．研究の目的 

FTD を１つの例として「抗腫瘍薬によってどのような複製ストレスが惹起され、どのような過

程を経て治療誘導性細胞老化が引き起こされるのか」についてその詳細な分子メカニズムを明

らかにすることを目的とした。そのことを通じて、「複製ストレス惹起による細胞老化誘導」に

基づく新たながん治療戦略のための理論基盤を構築することを目指した。 

 

３．研究の方法 

精製ヒトタンパク質を用いた試験管内 DNA 複製反応系により、FTD３リン酸体を dTTP の代

わりに dNTP プールに加えた条件での DNA 複製効率の変化を評価した。さらに、上記反応系

を用いて、鋳型鎖に FTD が組み込まれたものでの DNA 複製効率についても評価を行った。3

連 4 重極質量分析器を用いて、FTD 曝露時の細胞内ヌクレオシド代謝物の変動について評価を

行った。ある特定の抗 BrdU 抗体が FTD を特異的に認識するという知見（Kitao et al. Sci 

Rep.2016）を元に、DNA への FTD の取込みについて、蛍光免疫染色法により評価を行った。

複製ストレスに対する細胞応答については、Chk1 Ser345 のリン酸化、FancD2 のモノユビキ

チン化を指標として、ウェスタンブロット法により解析した。間期の細胞周期進行を可視化でき

る Fucci システムによる生細胞蛍光ライブイメージング技術を用いて、FTD に曝露されたがん

細胞がどのような細胞周期進行を経て、細胞老化に至るのかについて追跡した。ゲノム編集技術

を用い、p53 遺伝子破壊株を樹立し、抗がん剤感受性、複製ストレス応答因子の活性化や細胞周

期進行、細胞運命決定について詳細に解析した。 

 

４．研究成果 

試験管内 DNA 複製反応系において、dTTP の代わりに FTD３リン酸体の存在下で反応を行う

と、DNA 複製効率が極端に低下した。また、鋳型鎖に FTD を連続して挿入すると、その部分

の複製効率が極端に低下した。つまり、FTD は DNA 複製の過程で DNA に取り込まれる時と

DNA に取り込まれた FTD が鋳型鎖に移行し、その上を DNA 複製 machinery が通過する時に

DNA 複製進行阻害が起こることが生化学的に証明された。 

ヒトがん細胞株 HCT-116（p53 が正常）に FTD を曝露した時、FTD の代謝物 FTD３リン酸体

が細胞内に蓄積し、複製伸長速度が低下し、複製ストレス応答因子 Chk1 のリン酸化、FancD2

のモノユビキチン化が誘導された。FTD は DNA 複製過程で DNA に取り込まれる時に複製進

行が妨げられた結果、複製ストレスが誘導されていると考えられた。Fucci システムによる生細

胞ライブイメージングでは、FTD 曝露により、S 期の遅延が見られた。興味深いことに 1 周目

の S 期よりも２周目の S 期の方が極端に遅延していた。M 期を一回経て、鋳型鎖に入った FTD

の複製進行阻害効果が働き、S 期の進行をさらに遅らせていることが予想された。 

長い時間をかけて S 期を完了した HCT-116 細胞では、G2 期から M 期を経ずに G1 期に移行す



る M 期スキップが高頻度で観察された。細胞老化誘導時には M 期スキップが観察されることが

知られており（Johmura et al. Mol Cell 2014）、FTD による効率のよい細胞老化誘導が説明で

きた。さらに、p53 欠損 Fucci 細胞を樹立し、FTD 曝露後の細胞運命を観察すると、S 期の遅

延は HCT-116 細胞と同等に見られたが、M 期スキップは全く観察されず、M 期に進行する細胞

がほとんどであった。しかし、これらの細胞では姉妹染色分体の腕部が絡み合った構造をしてい

る影響で染色体分配が完了できなかった。これらの細胞はその後細胞死に至った。つまり、FTD

はがん細胞に DNA 複製ストレスを与えることにより、p53 変異の有無に関わらずその増殖を抑

制することが期待できることが明らかとなった。このようなメカニズムに基づく抗がん剤治療

が p53 変異に関わらず有効であることを示唆しており、今後の治療戦略を考える上で重要な知

見である。 
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