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研究成果の概要（和文）：翻訳後修飾の一つであるポリADP-リボシル化はpoly(ADP-ribose) polymerase (PARP)-1、PA
RP-2、PARP-3等により触媒され、DNA修復応答やクロマチン制御、細胞死誘導に関与する。乳がん等の治療で使用され
始めたPARP阻害剤の効果を規定する因子を解析し、PARP阻害剤のエピジェネティック制御の作用点について解析した。
またpoly(ADP-ribose)の主要な分解酵素であり、DNA修復応答に関わるpoly(ADP-ribose) glycohydrolase (PARG)を分
子標的とする新規抗がん剤増強剤及び抗がん剤としての基礎的検討を行った。

研究成果の概要（英文）：Poly(ADP-ribosylation) reaction is catalyzed by poly(ADP-ribose) polymerase, 
PARP-1, PARP-2, PARP-3 and other PARP family proteins and is involved in DNA repair response, chromatin 
regulation, and cell death. We analyzed the sensitivity restricting genes for PARP inhibitors and their 
mechanisms. We also analyzed the effects of PARP inhibitors on epigenome regulation. Poly(ADP-ribose) 
glycohydrolase (PARG )is a major enzyme for poly(ADP-ribose) degradation and participates in DNA damage 
response. We studied the possibility of PARG inhibitors as a cancer therapeutic agent using biochemical 
strategies.

研究分野： 薬学、生化学、腫瘍学、分子生物学

キーワード： PARP　PARG　NAD　gamma-irradiation　cancer
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１．研究開始当初の背景 

 翻訳後修飾のポリ ADP-リボシル化を行う

ポリ(ADP-リボ-ス)合成酵素-1(PARP-1)が

DNA 修復に機能し、その阻害剤ががん細胞株

においてDNAを標的とする抗がん剤の致死効

果を増強したことから抗がん剤の増強剤と

しての開発が行われてきた。英国で特異性が

高く、強力な PARP 阻害剤が開発され、また

相同組み換え修復に機能するがん抑制遺伝

子 BRCA１及び BRCA2に変異がある場合、PARP

阻害剤のみでがん細胞に致死効果を示すこ

とが英国で報告された（Bryant et al., 

Nature, 2005, Farmer, et al., Nature 2005）。

この効果は2遺伝子欠損の組み合わせにより

致死作用が出るという「合成致死（synthetic 

lethality）」の概念に当てはまる。現在、国

内外で乳がんをはじめとして PARP 阻害剤の

第 2-3 相の臨床試験が進みつつある(Fong et 

al., N Engl J Med, 2009)。また PARP 阻害

剤は BRCA 以外の相同組み換えに関わる遺伝

子が機能しないがん細胞に対しても単独で

致死作用を示す。しかし、抗がん剤の増強剤

として用いられる場合、あるいは単独で抗が

ん剤として用いられる場合も、PARP 阻害剤が

有効に作用しない場合が頻繁に認められる。

従って PARP 阻害剤の効果を規定する因子を

同定する必要がある。また、BRCA遺伝子変異

以外に PARP 阻害と合成致死作用を示す遺伝

子としては PTEN 及びある種の protein 

kinase が報告されているのみである(Turner, 

EMBO J, 2008)。 

 ポリ(ADP-リボース)グリコヒドロラーゼ

(PARG)はポリ(ADP-リボース)の主な分解酵

素である。申請者らが作成した Parg 欠損 ES

細胞はアルキル化剤、シスプラチン及びガン

マ線照射に対して致死感受性の亢進を示し、

PARG の阻害剤は抗がん剤の増強剤になると

考えられているが、抗がん剤増強剤及び抗が

ん剤としての研究は進んでいない。 

２．研究の目的 

(1) PARP阻害剤の効果規定因子の探索と新規

阻害法の開発  

 乳がん等の治療で使用され始めた PARP 阻

害剤の効果を規定する因子を synthetic 

lethality 法などの手法から同定し検証する。

PARP 阻害剤のエピジェネティック制御の作

用点についても解析する。  

(2)PARG を分子標的とする新規抗がん剤増強

剤及び抗がん剤としての基礎的検討 

 がんの放射線及び化学治療の増強剤とし

ての PARG 阻害剤を検討し、作用機序を明ら

かにする。Synthetic lethality 法などで

PARG 阻害の感受性増強因子の同定を行い、

PARG 阻害剤の単独での抗がん剤効果を検討

する。PARG 阻害剤候補の阻害評価系樹立に必

要な検討を行う。 

３．研究の方法 

(1)PARP 阻害剤の効果規定因子の探索と新規

阻害法の開発 

 文献情報、synthetic lethality screening

法などによる PARP 阻害剤の効果規定因子候

補の同定を行う。また、PARP のエピジェネテ

ィック制御における機能と PARP 阻害剤のエ

ピジェネティック制御を作用点とする解析

を行う。 

(2)PARG を分子標的とする新規抗がん剤増強

剤及び抗がん剤としての検討 

 放射線照射、重粒子線照射における PARG

阻害による致死増強効果の検討、Synthetic 

lethality screening 法等による PARG阻害の

感受性増強因子の検索系の検討、PARG のクロ

マチン制御における機能解析、PARG 阻害剤の

新規開発のための阻害評価系樹立に必要な

検討を行う。 

 ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理

指針、疫学研究に関する倫理指針、厚生労働

省の所管する実施機関における動物実験等

の実施に関する基本指針を遵守して行う。組

換えＤＮＡ実験については各実施機関の規

程を遵守する。 

４．研究成果 

(1) PARP阻害剤の効果規定因子の探索と新規

阻害法の開発 

 ポリ (ADP-リボース)合成酵素(PARP)阻害

剤はBRCA以外の相同組み換えに関わる遺伝子

が機能しないがん細胞に対しても単独で致死

作用を示す。しかし、抗がん剤の増強剤とし

て用いられる場合、あるいは単独で抗がん剤

として用いられる場合も、PARP阻害剤が有効

に作用しない場合が頻繁に認められる。本研

究ではPARP阻害剤の作用機構を明らかにし、

効果を規定する因子を同定することを目的と

して研究を進めた。 

 本研究においてPARP阻害剤が細胞増殖シグ

ナル系を阻害することを見出し、PARPにより

産生する特異的代謝物のマウスにおけるマー



カーとしての検討も進めた。PARP阻害剤の効

果規定因子についてsiRNAによる個別遺伝子

機能阻害による検討を行った。PARP阻害剤は

BRCA変異を有する場合、cytotoxic作用を示し

た。一方、PARP阻害剤によるcytostatic作用

が顕著ながん細胞株も認めた。Cytotoxic作用

はDNA修復阻害による致死的DNA損傷によると

考えられるが、cytostatic作用はDNA修復以外

のエピジェネティック制御などを作用点とす

る可能性が考えられ、この点を検討した。 

 PARP阻害剤は5-aza-2’-deoxycytidine 

(5-aza-dC)による細胞毒性を数種のがん細胞

株において増強した。5-aza-dC と併用するこ

とでPARP阻害剤はエピジェネティック変化を

誘導し、広範な遺伝子発現変化を誘導するこ

とことを認めた。PARP阻害剤AZD2281のクロマ

チン制御への作用機序を検討した。DNMT3を高

発現するヒト肺がん細胞株A549ではPARP阻害

剤処理後、DNMT3bの発現低下とともにサイレ

ンシングされていた癌抑制遺伝子の発現が

promoterの脱メチル化とともに回復し、細胞

増殖が抑制された。これらのことからPARP阻

害剤がDNMT3の発現低下を作用点とするエピ

ジェネティック制がん剤として機能する可能

性が示唆された。 

 さらにPARP阻害剤の効果を規定する因子候

補を文献情報の収集やsynthetic lethality

法などの手法から同定し検証した。 

PARP阻害剤の効果規定因子についてshRNA を

用いた遺伝子機能阻害による検討のためのが

ん細胞株へtransfection条件などの検討を行

った。スクリーニング系について文献情報な

どをもとに検討し、レンチウイルスをベクタ

ーとして選定し、shRNAをヒトがん細胞株に導

入する予備実験とスクリーニングに用いる

PARP阻害剤の選択と濃度の条件を比較検討し

た。PARP阻害剤としては臨床試験に用いられ

ている薬剤を候補として検討した。ヒトがん

細胞株をPARP阻害剤で処理し、shRNA 

transfectionからDNAの調製、効果規定因子候

補の同定の過程を進めた。PARP阻害剤として

は現在治験で検討されているAZD2281及び

ABT888の2種類を使用し、negative selection

を行った。機能分類をしたところ、クロマチ

ン制御因子、分化、細胞増殖などに関連する

因子が標的候補として抽出された。また、相

同組み換え修復系に関わるCtIP、非相同末端

結合修復系に関わる53BP1及びRIF1のsiRNA 

による合成致死性を調べた。合成致死性はコ

ロニー形成法やMTT assayを用いて検討した。

CtIP siRNAは2種のPARP阻害剤AZD2281及び

ABT888に対して合成致死性を示したが、53BP1

及びRIF1 のsiRNAは合成致死性を示さなかっ

た。CtIP siRNAのPARP阻害剤の合成致死性は

AZD2281の方が、顕著であった。以上のように

、PARP阻害剤は非相同末端結合修復経路因子

に対して合成致死性を示さなかった。相同組

換え修復に関わるCtIPのsiRNAとの合成致死

性にはPARP阻害剤によるPARP－１のDNA切断

端への固定能が関与することが考えられる。

DNA切断修復応答において、CtIPによりPARP-1

の機能が制御される可能性が示唆された。 

 

(2)PARG を分子標的とする新規抗がん剤増強

剤及び抗がん剤としての基礎的検討 

 がん治療における単独での抗がん剤及び

放射線及び化学療法の増強剤としての可能

性を検討し、作用機序を明らかにすることを

第目的とし、PARG の DNA 損傷応答における機

能解析を行った。PARG の機能阻害はマウス

ES 細胞において、低 LET（線エネルギー付与）

放射線のガンマ線及び高LET放射線の炭素線

の致死増強作用を示した。PARG 阻害剤が低−

高LET放射線の増感剤として有効である可能

性が示唆された。 

 また、がんの放射線及び化学療法の増強剤

としてのPARP阻害剤とPARG機能阻害の影響を

比較検討し、作用機序を明らかにする研究を

進めた。PARP阻害剤とPARG機能阻害ともにガ

ンマ線照射後、mitotic catastrophを介して

細胞死の誘導が亢進することが示唆された。

さらにがんの放射線及び化学療法の増強剤と

なるPARG阻害剤の作用機序をDNA損傷応答及

び細胞死誘導について細胞株及びマウスモデ

ルを用いて検討した。PARG機能阻害により、

ガンマ線や炭素線という低〜高LETの放射線

の致死作用が増感される機構として、二本鎖

DNA切断修復の遅延を介することを示した。 

 Hela 細胞を用いてテトラサイクリン依存

的に PARG をノックダウンできる誘導型 PARG

機能阻害細胞を樹立した。PARG レベルは低

下し PARG のノックダウン誘導により、細胞

増殖が約 70%に抑制された。G1 期の減少が認

められ同時に S期の増加傾向を認めた。細胞

増殖・細胞死経路に関わるタンパク質リン酸

化レベルがわずかに亢進していたが、細胞老



化には影響を与えなかった。HeLa 細胞に対し

ては PARG のノックダウンはアルキル化剤と

ガンマ線照射に対して増感効果を示さなか

った。これはヒト膵癌 MIA PaCa2 細胞株で見

られたアルキル化剤やγ線照射に対する増

感と対照的である。PARG 機能阻害下での効果

規定因子の検討に本細胞株は有用と考え、

shRNA ライブラリーを用いて検討を進めた。 
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