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研究成果の概要： 
 
本研究は、メソトレキセート(MTX)、6-MP、Ara-C といった抗癌剤が DNA 複製を障害する分

子メカニズムを明らかにし、この過程を修飾する諸因子を明らかにすることで、これら因子群

を薬剤感受性バイオマーカーとして開発することを目的とした。Ara-C、6-MP などの塩基ア

ナログ、および MTX などの葉酸拮抗剤が、DNA 合成において DNA ポリメラーゼがヌクレオ

チドを取り込む反応を阻害する具体的な分子メカニズムを明らかにするために、ヒト細胞にお

いて主にDNA複製を担うDNAポリメラーゼのひとつ、pol delta複合体の精製をおこなった。

また、このような精製標品や細胞粗抽出液を用いて、DNA 複製反応におけるこれら抗癌剤の

効果を観察するために、2 本鎖環状 DNA(プラスミド)基質を用いた gap-filling アッセイ系を構

築した。さらに、ヌクレオチド・プール不均衡がどのように DNA 複製を修飾するのか、5-FU
によりもたらされるヌクレオチド・プール不均衡をモデルとして、基礎的検討を行うことを計

画した。ヌクレオチド・プール不均衡は、チミジル酸合成酵素遺伝子発現の多寡によって修飾

される。チミジル酸合成酵素遺伝子発現レベルを薬剤によって調節可能な細胞株が樹立された

ため、この系を用いて、今後詳細な観察を行う。 
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１．研究開始当初の背景 
 
あらかじめ抗癌剤の効果を予測し、化学療法

をより効果的で、且つ効率良いものにする。

これは、「個別化」や「テーラー・メイド」

といったフレーズが用いられるようになる

前から、一貫して腫瘍臨床に携わるものが共

有していた願いである。抗癌剤感受性研究の

歴史は長い。細胞の抗癌剤感受性を規定する

関数をそのままブラックボックスとする抗

癌剤感受性試験の立場と、敢えて関数の中の

重要な変数を捜そうとする感受性因子研究

の立場とがとられてきた。これまで感受性因

子としてみつかってきたものは、細胞膜上の

トランスポーター分子や細胞質内の解毒機

構などであった。現在、DNAマイクロアレイ

に象徴される大規模スクリーニング技術の

発達とポストゲノムの情報とが一体となっ

て、新たな感受性因子探索が行われている。

しかし、抗癌剤のバラエティーに目をやると、

ビンカアルカロイドやタキサン系薬剤以外

のすべての抗癌剤がDNA代謝阻害剤である

ことに気付く。DNA代謝の諸過程、すなわち

複製、転写、修復過程が、これら抗癌剤の作

用点であることは明らかである。しかし、こ

れまでDNA修復をはじめとするDNA代謝過

程が感受性因子として注目されることは少

なかった。最近になって漸く、DNA修復の感

受性因子としての意義がクローズ・アップさ

れるようになったが、DNA代謝諸活性の抗癌

剤感受性因子としての意義はまだまだ追求

されねばならない。とくに、DNA複製は、小

児悪性腫瘍の抗癌剤治療において主要な役

割を演じるメソトレキセート(MTX)、6-MP、
Ara-Cといった薬剤において、重要な作用点

となっている。これらの薬剤は、以下のよう

に、それぞれ異なった機序でDNA複製を阻害

していることが予想される。 
 
A. ヌクレオチド・プール不均衡によるDNA

複製障害 – MTX, 5-FU etc 
B. ミスマッチ修復の活性化によるDNA複

製障害 – 6-MP, 5-FU(?) etc 
C. DNA単鎖伸長反応の阻害によるDNA複

製 障 害  – Ara-C, Fludarabine, 
Gemcitabine etc 

 
これらの薬剤が実際にどのように DNA 複製

を障害し、また、どのような因子がその過程

を修飾するのかを明らかにすることで、強力

な感受性因子が発見されることが予想され、

ひいては、臨床の現場において有用な治療ア

ルゴリズムが策定できる可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、メソトレキセート(MTX)、6-MP、
Ara-C といった抗癌剤が DNA 複製を障害す

る分子メカニズムを明らかにし、この過程を

修飾する諸因子を明らかにすることを目的

とした。さらに、このような感受性因子候補

の多様性を実際の腫瘍細胞/組織で探索する

検査技術を開発し、得られた解析結果と治療

効果との関係をレトロスペクティブに検討

し、プロスペクティブな臨床研究をデザイン

することをも目標とした。最終的には、これ

ら感受性因子による治療アルゴリズムを提

案したい。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)塩基アナログの作用機序 
DNA複製機構において、ポリメラーゼは塩基

アナログ、Ara-C、6-MPをヌクレオチドとし

て取り込むと考えられている。したがって、

まずヒト複製型ポリメラーゼとしてDNAポ

リメラーゼデルタ(pol delta) を精製するこ

とを計画した。 
このポリメラーゼは４個サブユニットか

らなるが、その中のひとつのサブユニット

p12を、FRAG-tagを付してHEK293細胞で発

現させることで、FLAG-tagによりpol delta
複合体が精製可能である。精製したpol delta
複合体を使って、プライマー伸長反応により、

Ara-C、6-MP存在下で、どのようにDNA合

成が停止するか観察することを計画した。停

止したpol delta複合体に結合した蛋白質は質

量分析等を用いて同定可能であり、このよう

なタンパク質をコードする遺伝子を明らか

にすることで、複製停止反応の詳細が明らか

にできる。 
新規の修飾因子の候補となったものにつ

いてはまず、遺伝子発現解析、感受性解析な

ど、in vitroの詳細な検討を行うこととした。



その後、臨床検体を用いた発現解析などを計

画した。 
(2)メソトキセート(MTX)の作用機序 
MTXや5-フルオロウラシル(5-FU)などの代

謝拮抗剤は、ヌクレオチドプール不均衡をも

たらすものと考えられている。ヌクレオチド

プール不均衡がDNA複製をどのように修飾

するのか、プライマー伸長反応や2本鎖環状

DNA(プラスミド)基質を用いたgap-filling反
応を用いて、in vitroや培養細胞系で再現され

たヌクレオチドプール不均衡の効果を検証

することが可能である。また、この効果は、

ヌクレオチド不均衡の程度を修飾すること

が可能な系では、より詳細に観察することが

できる。複製が停止した部位における構造は、

プラスミド基質を大腸菌ホストに回収する

ことで、PCRやDNAシーケンシングにより明

らかにできる。 
 
 
４．研究成果 
 
平成 19 年度は、Ara-C、6-MP などの塩基ア

ナログ、およびメソトキセート(MTX)などの

葉酸拮抗剤が、DNA 合成において DNA ポリ

メラーゼがヌクレオチドを取り込む反応を

阻害する具体的な分子メカニズムを明らか

にするために、ヒト細胞において主に DNA
複製を担う DNA ポリメラーゼ epsilon や

delta 複合体の精製を開始した。このような

精製標品を用いて、プライマー伸長反応や 2
本鎖環状 DNA(プラスミド)基質を用いた

gap-filling 反応により、in vivo の DNA 複製

を再現する系を構築することができる。この

ような系において、上述した薬剤の DNA 複

製に対する効果を観察することができる。と

くに、複製が停止した部位における構造を、

プラスミド基質を大腸菌ホストに回収する

ことで、PCR や DNA シーケンシングにより

明らかにできる。このような DNA ポリメラ

ーゼ複合体の精製は現在も継続して行って

いる。また、細胞粗抽出液を用いることによ

っても同様な観察がおこなえる。平成 20 年

度からは、2 本鎖環状 DNA(プラスミド)基質

を用いた gap-filling アッセイ系の構築を開

始した。また、MTX、5-FU などの代謝拮抗

剤が、DNA 合成において DNA ポリメラーゼ

がヌクレオチドを取り込む反応を阻害する

具体的な分子メカニズムを明らかにするた

めに、ヌクレオチド・プール不均衡がどのよ

うに DNA 複製を修飾するのか、5-FU により

もたらされるヌクレオチド・プール不均衡を

モデルとして基礎的検討を行うことを計画

した。現在、M13mp18 を用いた gap-filling
アッセイ系がほぼ確立され、細胞粗抽出液を

用いて、DNA 複製の基本的なカイネティッ

クスを明らかにしつつある。この系において、

今後上述した薬剤の DNA 複製に対する効果

を詳細に観察する。一方、5-FU によりもた

らされるヌクレオチド・プール不均衡は、チ

ミジル酸合成酵素遺伝子発現の多寡によっ

て修飾される。チミジル酸合成酵素遺伝子発

現レベルを薬剤によって調節可能な細胞株

が樹立されたため、この系を用いて、今後ヌ

クレオチド・プール不均衡がどのようにDNA
複製を修飾するのか、詳細な観察を行いたい。 
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