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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、抗がん剤と活性酸素(ROS) との関係に注目し、抗がん剤の効果・副作用の
発現を酸化ストレスの観点から明らかにすることである。今回、薬物としてマイトマイシンC (MMC)、ピラルビシン (T
HP)、カルノシン酸 (CA)を使用した。THP, CAは、Cu(II)存在下では濃度依存的にDNAを損傷し、この損傷にはROSが関
与していた。また、培養細胞の実験で、MMC, THP, CAの細胞死において共にH2O2の関与を示唆しており、これらの細胞
死誘導因子すなわち抗がん作用因子としてROSの1つであるH2O2が重要であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research is to clarify effects and adverse effects of the 
anticancer drugs from an oxidative stress point of view, to take notice of relationship between 
anticancer drugs and reactive oxygen species (ROS). Mitomycin C (MMC), pirarubicin (THP) and carnosic 
acid (CA) were used in this research. THP and CA induced oxidative DNA damage in concentration-dependent 
under Cu (II), and ROS participated in this DNA damage. Participation of H2O2 is suggested together in 
cell death of MMC, THP and CA by experiments of culture cell lines. As these cell death inducer, or 
factor of anticancer action, it is revealed that H2O2, one of ROS, is an important factor.

研究分野：がん治療薬学、酸化ストレス学、医療薬剤学
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１．研究開始当初の背景 
	 がんは、わが国の死因の第一位を占め、現
在もなお死亡数は増加傾向にある。がん治療
の主要な方法の１つとして抗がん剤の投与
が広く行われており、抗がん剤に対する国民
の期待は高い。多くの抗がん剤は DNA を始
めとする細胞内器官や細胞内物質にまず作
用し、細胞内を各種シグナルが伝達され、最
終的に細胞死（アポトーシス）を誘導するこ
とにより抗がん効果を発揮する。 
	 研究代表者らは、トポイソメラーゼ I, II阻
害剤 TAS-103 やアントラサイクリン系抗が
ん剤ドキソルビシン (慣用名：アドリアマイ
シン) のアポトーシス誘導に ROS が関与し、
この ROS生成には NADPH oxidaseの活性化
が関係していることを明らかにした [水谷ら, 
J. Biol. Chem. (2002); 水谷ら, Life Sci. (2005)]。
他の抗がん剤や天然生理活性物質において、
アポトーシス誘導時に ROSの生成や ROSに
よる酸化ストレスの関与が報告されている
［Russellら, Anticancer Res. (2012); Zhouら, 
Mol. Cancer Res. (2012)など］。一方、アポトー
シス誘導と ROS 産生とは関係ないという報
告［Bernuzziら, Chem. Biol. Interact. (2009); 
Zhangら, Cancer Biol. Ther. (2007)］も散見さ
れ、抗がん剤によるアポトーシス誘導時の
ROSの役割や生成機構、活性酸素シグナル伝
達機構については、必ずしも十分に解明され
ていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
	 抗がん剤によるアポトーシス誘導時にお
ける ROSの関与を明らかにし、アポトーシス
誘導時の ROS による酸化ストレスマーカー
と活性酸素シグナル伝達との関係を明らか
にすることで、抗がん剤の作用機序に関する
有益な基盤情報の構築を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）プラスミド DNA (pBR322など) を用い、
抗がん剤と DNAをリン酸緩衝液( pH7.8 )中、
37℃ で反応させる。反応後、アガロースゲ
ル電気泳動を行い、トランスイルミネーター
で DNA 損傷を検出する。各種フリーラジカ
ルスカベンジャーを併せて用いることによ
り、ROSとの関わりを解析する。シトクロム
c 還元法による 550 nm における吸光度を測
定することで活性酸素種の１つである O2

-生
成の測定を行う。さらに DNAと ROSとの反
応によって生成する酸化修飾 DNA のマーカ
ーである 8-ヒドロキシデオキシグアノシン 
(8-OHdG) の生成量は、ELISA 法により測定
する。 
（２）ヒト培養がん細胞を抗がん剤で処理し、
細胞毒性、アポトーシスに顕著な核 DNA 断
片化（DNAラダー）の検出、ミトコンドリア
傷害の指標であるミトコンドリア膜電位の
変化、アポトーシスの実行過程の１つである
caspase 活性を解析する。細胞毒性と caspase
活性については、CytoTox-Glo™ Assay や

Caspase-Glo® 3/7 Assay など(共に Promega)を
用い発光プレートリーダーで測定する。ミト
コンドリア膜電位の変化は、蛍光試薬である
DiOC6(3)を用い、細胞を染色しイメージング
サイトメーター（Tali®, Invitrogen™）により
解析する。これら細胞を用いた実験では、
HL-60 細胞由来のカタラーゼ過発現株である
HP100 細胞（HP100 は HL-60 の 18 倍のカタ
ラーゼ活性を持ち、H2O2に対し 340倍の耐性
を示す）を併せて用いることで、それぞれの
抗がん剤によるアポトーシスイベントと
ROSとの関係の有無を解析する。 
 
４．研究成果	
（１）キノン系抗がん性抗生物質マイトマイ
シン C (MMC)で 24 h処理後の DNAラダーは、
HL-60において 0.5µMから観察されたのに対
して、HP100では 2.0µMから観察された。ま
た、核凝縮、LDH 遊離を指標とした細胞死、
Caspase-3/7活性についてもHL-60で顕著であ
り、HP100において MMCによるアポトーシ
スの抑制が認められた。また、細胞内 ROS
産生は、1 h後、2 h後では認めらなかったが、
18 h後において認められ、その産生は、HL-60 
> HP100であった。以上により MMCのアポ
トーシス誘導因子すなわち抗がん作用因子
として ROSの 1つである H2O2が重要である
ことが明らかになった。 
（２）アントラサイクリン系抗がん性抗生物
質ピラルビシン (THP)のプラスミド DNA の
実験において、THP単独では DNA 損傷は認
められなかったが、Cu(II)存在下 THPは濃度
依存的に DNA を損傷した。この損傷は
methional および Cu(I) と特異的に結合する 
bathocuproine により抑制され、catalase で抑
制されたが、フリー OH ラジカルスカベンジ
ャーでは抑制されなかった。また、シトクロ
ム c 還元法により、Cu(II) 存在下で THP は 
O2

-を生成した。細胞実験において、THPによ
る細胞死と核凝縮は HL-60 > HP100であり、
Caspase-3/7活性、ミトコンドリア膜電位の変
化、ROS産生についても HL-60で顕著であっ
た。以上により THP は Cu(II) 存在下で活性
酸素種を生成し、DNA を損傷することが判
明し、その活性種は  OH ラジカルよりも 
Cu(I) と  H2O2 とによる complex と考えら
れた。ヒト培養細胞での結果も H2O2 の関与
を示唆しており、THPのアポトーシス誘導因
子すなわち抗がん作用因子として ROS の 1
つである H2O2 が重要であることが明らかに
なった。 
（３）西洋ハーブのローズマリー含有成分の
１つであるカルノシン酸  (Carnosic Acid : 
CA)のプラスミド DNA の実験において、CA
単独では DNA 損傷は認められなかったが、
Cu(II)存在下で CAは DNAを損傷した。この
損傷は methional および Cu(I) と特異的に結
合する  bathocuproine により抑制され、
catalase で抑制されたが、フリー OH ラジカ
ルスカベンジャーでは抑制されなかった。ま



 

 

た、Cu(II) 存在下で CA は O2
-を生成した。

また、CA は細胞毒性を示し、その毒性は
HP100に比べHL-60で強かった。CAは Cu(II) 
存在下で活性酸素種を生成し、酸化的に DNA
を損傷することが判明した。さらに培養細胞
の実験において CA により DNA ラダーが形
成され、Caspase-3/7 活性が上昇した。CA に
よる細胞生存率は、2hでは HL-60 ≒ HP100
であったが、4h, 24hでは HL-60 ＜ HP100で
あった。また、ミトコンドリア膜電位の変化
は、2h, 4h共に HL-60 ＞ HP100であった。
CAによる DNAラダー形成、Caspase-3/7活性
上昇が見られたことから、CA による細胞死
はアポトーシスであることが示唆された。CA
による細胞生存率、ミトコンドリア膜電位の
変化における HL-60 と HP100 との差異は、
HP100がHL-60由来のカタラーゼ過発現株で
あることから、CAによる細胞死には ROSが
関わっていると考えられた。さらに CAがア
ポトーシスを誘導することは、CA 誘導体が
抗がん剤のリード化合物に成り得ることを
示唆している。 
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