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研究成果の概要（和文）：1.大腸癌のFANCJ過剰発現がMLH1を介して癌細胞の5-FU耐性化を引き起こす。
2.p53正常なヒト大腸癌細胞株で、トリフルリジン・チピラシル塩酸塩（TAS-102: TFTD）接触与時に、複製ストレス応
答の活性化、p53-p21経路の活性化、細胞周期のG2期での停止、M期への進行抑制、M期進行に必須のCyclinB1-Cdk2が消
失する。
3.オキサリプラチン(L-OHP)によるdTTP枯渇は、5-FU（FdUMP）によるTS阻害時のdUTP/dTTP量比増加を亢進させ、dUTP
のゲノムDNAへの取込みを促進し、L-OHPと5-FU併用による抗腫瘍効果を高めると予想される。

研究成果の概要（英文）：1.In vitro, Fanconi anemia protein, FANCJ overexpression was correlated with 5-FU 
resistance in MLH1 pro&#64257;cient HCT116 3-6 cells but not in MLH1-de&#64257;cient HCT116 cells. FANCJ 
could be a useful biomarker to predict the response to 5-FU and prognosis of CRC, particularly in tumors 
with normal MLH1 expression.
2.Although numerous ssDNA and dsDNA breaks were induced by FdUrd, few DNA strand breaks were detected in 
Tri&#64258;uridine (FTD)-treated HCT-116 cells despite massive FTD misincorporation into genomic DNA, 
suggesting that the antiproliferative effect of FTD is not due to the induction of DNA strand breaks.
3.The diaminocyclohexane (DACH) carrier ligand in oxaliplatin triggers signaling via the p53-miR-34a-E2F 
axis, leading to transcriptional regulation that ultimately results in accumulation of deoxyuridine 
triphosphate (dUTP) and reduced thymidine triphosphate (dTTP) biosynthesis, potentially enhancing 5-FU 
cytotoxicity.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： 胃十二指腸外科学　5-FU感受性　DNA修復系関連遺伝子
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１．	 研究開始当初の背景 
我が国で罹患率の高い胃・大腸癌の治療は

外科治療と化学療法により治療成績が向上
してきたが、高度進行・転移再発癌に対して
は化学療法の治療効果を高めることが望ま
れる。個々の症例で癌組織の抗癌剤に対する
感受性は異なるので、各々の薬剤作用の分子
機序を明らかにし、治療効果を予測する
predictive marker を探索し、その標的分子
を応用したより効果的な治療法の開発を目
指す。 

 
２．	 研究の目的 
本研究の目的は、消化器癌、特に胃・大腸

癌 に お い て 標 準 治 療 で 用 い ら れ る
5-fluorouracil (5-FU), Irinotecan (CPT), 
Platinum (CDDP, L-OHP), Taxanes 
(Docetaxel, Paclitaxel) の各々の薬剤につい
て作用点を探索して感受性を規定している
分子を同定し、治療効果の predictive marker
の確立と感受性規定因子を標的とした治療
法の開発を目指すことである。 
 
３．研究の方法 
(1) 5-FU感受性を規定する DNA修復系関連
遺伝子の同定:   

5-FU 感受性を規定する DNA 修復関連遺
伝子を同定し、predictive markerを確立し、
感受性亢進因子の過剰発現系を構築して、癌
細胞特異的な発現と細胞死への誘導の可能
性を検証する。 
(2) トリフルリジン・チピラシル塩酸塩
（TAS-102: TFTD）の抗腫瘍効果の解明: 
ヒト結腸癌細胞株を用いた治療実験で、誘

導される mRNA および蛋白を同定し、細胞
周期に与える影響を調べる。 
(3) オキサリプラチン(L-OHP)と 5-FU 併用
による抗腫瘍効果の分子機序: 
ヒト結腸癌細胞株に L-OHP を曝露させ、

誘導される microRNA を解析する。DNA合
成経路の代謝産物の変化を調べ、L-OHP と
5-FUの併用抗腫瘍効果を検証する。 
	 
４．研究成果	 
(1) 大腸癌におけるDNA修復遺伝子FANCJ
発現と 5-FU感受性の関連: 
小 児 遺 伝 性 疾 患 の フ ァ ン コ ニ 貧 血

（Fanconi Anemia, FA）の原因遺伝子の一
つである FANCJは遺伝性非ポリポーシス大
腸がん原因遺伝子 MLH1 とも会合している
ことが報告され、FANCJ が FA 原因遺伝子
であるだけでなく、家族性乳癌発症や家族性
大腸癌、さらには他の散発性癌発症抑制にも
深く関わっている可能性がある。九州大学消
化器・総合外科で外科手術を施行された 219
例の大腸癌患者より提供を受けた標本を用
い、組織免疫染色法により FANCJを染色し
た。 
癌部においては、非癌部に比べ、有意に

FANCJ発現が亢進していた。中でも FANCJ

発現の高い群においては、5-FU を用いた術
後化学療法の治療効果が少なかった。MLH1
発現が正常な癌においては、上記の関係が見
られたが、MLH1発現が見られない癌におい
ては、FANCJ 発現と 5-FU による治療効果
との間に有意な相関が見られなかった。
MLH1 を欠損した大腸癌細胞株 HCT116 と
MLH1 発現を回復した HCT116 3-6 株に
FANCJ を過剰発現させたところ、HCT116 
3-6 でのみ 5-FU に対し耐性を示した。以上
の結果から、FANCJ過剰発現がMLH1を介
して癌細胞の 5-FU 耐性化を引き起こすこと
が原因で、FANCJ 発現が高い症例で 5-FU
を含む術後化学療法の治療効果が少なくな
ることが示唆された。(Nakanishi R, et al. 
Ann Surg Oncol 2012) 

 
(2) 大腸癌におけるトリフルリジン・チピラ
シル塩酸塩（TAS-102: TFTD）の抗腫瘍効果: 

Trifluridine (FTD)は腫瘍組織のチミジン
代謝経路へ働きかけ、抗癌作用を発揮すると
考えられている。ヒト結腸癌細胞株 
HCT-116，  RKO およびヒト肺癌細胞株 
A549 に IC50 の濃度で FTD と FdUrd を
処理したところ，FTD は三つの細胞株全て
で細胞周期を G2 期に停止させた。一方，
FdUrd による細胞周期の停止は細胞間で差
がみられた。ウエスタンブロット法を用いた
解析では，FTD 処理により DNA 複製スト
レスの指標の一つである  Chk1 蛋白 
Ser345 のリン酸化が一過的に誘導され，続
いて p53 と p21 蛋白の蓄積が認められた。
p53 遺伝子をノックアウトした  HCT-116 
細胞［HCT-116 p53(-/-)］および siRNA に
より p53 発現を抑制した細胞（HCT-116，
A549） においては，HCT-116，A549 で認
められた G2 期停止がみられなかったこと
から，FTD 処理による G2期停止は p53 に
依存していると考えられた。 

FTD 処理により  G2 期に停止した
HCT-116 細胞において Cyclin B1／Cdk1 
の mRNA および蛋白量を評価したところ，
染色体分離，細胞分裂を完了していないにも
かかわらず mRNA 発現低下および各蛋白
質の消失が認められた。このような現象は，
ヒト正常細胞株の細胞老化誘導時において
報告されており，その際の Cyclin B1 消失
には mRNA レベルでの発現低下に加え，
p21 による核内移行とプロテアソーム APC
／CCdh1による蛋白質分解が関与する。そこ
で， siRNA法で p21の発現を抑制した場合，
あるいはプロテアソーム阻害剤（MG132）を
処理した場合の FTD 処理による Cyclin B1
局在変化と蛋白量変動を，細胞免疫染色法お
よびウエスタンブロット法により検討した。
p21 発現を抑制した場合および MG132 を
処理した場合，いずれにおいても FTD 処理
時にみられる Cyclin B1消失は部分的に緩和
された。これらの結果から，FTD による G2
期停止時にみられる Cyclin B1消失は細胞老



 

 

化誘導時と同様にp21とプロテアソームが関
与することが明らかとなった。 
以上より、p53が正常に機能するヒト癌細

胞株において、FTD 接触与時に、1) 複製ス
トレス応答が活性化すること、2) その後
p53-p21経路が活性化すること、3) 細胞はゲ
ノムDNAが複製を完了したG2期で停止し、
M 期への進行が抑制されること、4) M 期進
行に必須の CyclinB1-Cdk2 のタンパク量が
消失することが明らかになった。(Matsuoka 
K, et al. Mol Cancer Ther 2015)	 
	 

(3) オキサリプラチン(L-OHP)と 5-FU 併用
による抗腫瘍効果の分子機序:  
プラチナ製剤は癌治療において、併用化学

療法の１つの要素として様々な癌腫に対し
て使用され、5-FU の抗腫瘍効果を高める作
用があると考えられる。ヒト大腸癌細胞株
HCT116 にオキサリプラチンを曝露させる
と早い時間から miR-34a 前駆体が発現誘導
されることを確認し（図 1A）、miR-34a模擬
産物を細胞内に導入すると E2F1 発現抑制、
核型 dUTPase 発現抑制が誘導されることを
確認した（図 1B）。(Kiyonari S, et al. Mol 

Cancer Ther 2015) 
	 

図 1. A: オキサリプラチン曝露による
miR-34a発現誘導の p53依存性, B: miR-34a
模擬産物によるE2F1, 核型dUTPaseの発現
消失（NS:有意差なし, *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001) 
	 

dTTP 生合成に関わる因子をコードする遺
伝子の発現調節領域の構造には、核型
dUTPase に加え、dihydrofolate reductase
（DHFR）、Thymidine kinase 1（TK1）、
Thymidylate synthase （TS） の転写調節
領域に Sp1, E2F結合配列が存在し、いずれ
もp53野生型の細胞においてオキサリプラチ
ン曝露時に強い発現抑制が観察された。オキ
サリプラチン曝露 48時間後の HCT116細胞

内 dTTP量は検出困難なレベルにまで低下し
た（図 2）。(Kiyonari S, et al. Mol Cancer 

Ther 2015)	 
図 6. オキサリプラチン曝露による p53 依存
的な dTTP枯渇（**p<0.01)	 
	 
このようなオキサリプラチン曝露による

dTTP 枯渇は、5-FU（FdUMP）による TS
阻害時の dUTP/dTTP量比増加をさらに亢進
させ、dUTP のゲノム DNA への取込みを促
進すると考えられ、DNA 鎖切断を介する細
胞殺傷能、ひいては抗腫瘍効果を高めること
に貢献していると予想される。   
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