
表 題 大腸癌における SN-38 と olaparib の併用効果に関する基礎的検

討

論 文 の 区 分 博士課程

著 者 名 田原 真紀子

担当指導教員氏名 安田 是和 教授

所 属 自治医科大学大学院医学研究科

地域医療学系 専攻 

消化器疾患学 分野 

2014 年 5 月 1 日申請の学位論文 



目次

第1章 研究背景と目的 

1－1) 大腸癌の疫学と治療 

1－2) Microsatellite Instability (MSI) 陽性大腸癌について 

1－3) Topoisomerase I 阻害剤の作用機構 

1－4) Poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) 阻害剤について 

1－5) DNA 損傷に対する細胞内応答 

1－6) 本研究の目的 

第2章 実験方法 

2－1) 使用細胞株と薬剤 

2－2) MSI 解析 

2－3) シークエンス解析 

2－4) In vitro での細胞増殖アッセイ 

a. [3H]-チミジン取り込みアッセイ

b. セルカウントアッセイ

c. コロニー形成アッセイ

2－5) 細胞周期解析 

2－6) アポトーシス解析 

2－7) 定量的 real-time RT-PCR 

2－8) Western blot 法 

2－9) 蛍光抗体二重染色法 

2－10) siRNA を用いた蛋白発現の抑制 

2－11) In vivo での腫瘍増殖抑制効果の分析 

2－12) 統計学的解析 

1 



第3章 実験結果 

3－1) ヒト大腸癌細胞株における MSI 解析と遺伝子異常 

3－2) DNA 修復関連分子の発現解析 

3－3) ヒト大腸癌細胞株における PARP 阻害剤 (olaparib：AZD2281) の効果 

3－4) ヒト大腸癌細胞株における SN-38 と olaparib の併用効果 

a. 細胞増殖抑制効果 

b. 細胞周期解析とアポトーシス解析 

c. コロニー形成アッセイ 

d. 二本鎖 DNA 損傷修復関連マーカー (53BP1、γH2AX、Rad51) および

細胞周期マーカー (BrdU) を用いた蛍光抗体二重染色法による検討 

3－5) 二本鎖 DNA 損傷修復関連タンパク (Mre11、Rad50、Rad51) 発現抑制

による SN-38 と olaparib 感受性への影響 

3－6) In vivo での irinotecan と olaparib の腫瘍増殖抑制効果と有害反応の検

討 

3－7) Rad51 阻害剤 (B02) と SN-38、olaparib の併用効果 

   

第4章 考察 

 

第5章 結論 

 

第6章 引用文献 

 

第7章 謝辞 

2 
 



 

第1章 研究背景と目的 

 

1－1) 大腸癌の疫学と治療 

 

本邦における大腸癌の罹患率は 1990 年代前半までは増加し、その後は横ばい

である。大腸癌死亡率は 1990 年代半ばまで増加し、その後は漸減傾向である。

2011 年の部位別がん死亡数において大腸癌は男性では肺癌、胃癌に次ぎ第 3 位、

女性では第 1 位である (1)。近年の手術手技の向上や従来の抗がん剤のみならず

新たな分子標的薬を含めた化学療法の進歩に伴い、大腸癌死亡率の増加は抑え

られているものの、固形腫瘍の中では罹患率、死亡率いずれも上位を占めてい

る。 

遠隔転移を伴う切除不能大腸癌 (stage IV) はおよそ 20％であり、5 年生存率

は約 19％とされている (2)。切除不能大腸癌および術後補助療法における化学

療法は現在 5-FU を中心とした治療が第一選択とされているが、再発あるいは増

悪時には 5-FU 抵抗性となることが多く (3)、新たな治療法の開発が望まれる。

現在切除不能進行大腸癌において、National Comprehensive Cancer Network 

(NCCN) ガイドラインによれば topoisomerase I 阻害剤 である irinotecan は

5-FU やロイコボリンとの併用であるいは分子標的薬との併用で一次治療から

三次治療まで幅広く用いられている (4)。 

 

1－2) Microsatellite Instability (MSI) 陽性大腸癌について 

 

ヒトゲノム DNA 中には 1－数塩基の単純な繰り返し配列 (マイクロサテライ

ト) が数十万コピー以上存在することが知られている。腫瘍組織においてこれら

マイクロサテライト反復配列が正常組織と異なる反復回数を示す場合、マイク

ロサテライト不安定性 (microsatellite instability：MSI) と呼ばれ、これらは
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MLH1、MSH2、MSH6、PMS2 などの DNA ミスマッチ修復 (mismatch repair：

MMR) 遺伝子の異常により起こる (5)。MMR は DNA 複製時に生じたミスマッ

チを MutS (MSH2 と MSH3 の二量体、あるいは MSH2 と MSH6 の二量体) が

認識し、MutL (PMS2 と MLH1 の二量体) とさらに 4 量体を形成してミスマッ

チ部位を除去、修復する (6) (図 1A)。MMR 異常の結果、様々な遺伝子の異常

が積み重なり発癌に至る (図 1B)。MSI 陽性大腸癌の一部は MMR 遺伝子の生

殖細胞系列変異が原因で生じる遺伝性非ポリポーシス大腸癌  (hereditary 

non-polyposis colorectal cancer： HNPCC または Lynch 症候群) であり全大腸

癌の約 2-3％に認められる (7)。臨床的に認められる MSI 陽性大腸癌の多くは

MLH1 遺伝子のプロモーター領域のメチル化により生じたエピジェネティック

変異が原因であることが知られており、全大腸癌の約 15％に認められる (8) (図

1C)。MSI 陽性大腸癌では他の様々な遺伝子のフレームシフト変異を誘導する。

例えば、BAX は p53 を介するアポトーシスと関連し、MSI 陽性癌の約 50％に

変異がみられる (9, 10)。TGFBR2 はがん抑制遺伝子で MSI 陽性癌の約 75％に

変異がみられる (9)。DSB 修復に関わる MRE11 あるいは RAD50 にもフレーム

シフト変異が報告されており、それぞれ約 74－80％、30％とされている (11-15)。

また、MSI 陽性大腸癌の他の特徴としては、細胞増殖に関わるがん遺伝子であ

る KRAS 変異とは互いに排他的な関係にあるとの報告や、特にメチル化形質を

持つ大腸癌には、細胞増殖に関わる BRAF 遺伝子の変異が多い (約 53％) との

報告がある (16, 17)。一方 Lynch 症候群では KRAS の codon13 のグリシンから

アスパラギン酸への変異 (G13D) 変異が多く、これらの患者は予後が良いと報

告されている (18)。p53 は外的ストレスに対して細胞周期停止やアポトーシス

など様々な細胞内応答に関連するがん抑制遺伝子であり、大腸癌においては約

半数に変異をもつと言われており、MSI 陽性大腸癌では p53 野生型が多いとさ

れている (17)。以上のことから、MSI 陽性大腸癌は様々な特徴を有し一般の散

発性大腸癌とは抗がん剤感受性が異なる可能性がある。薬剤感受性に関しては、

MSI 陽性大腸癌は topoisomerase I 阻害剤に対し高感受性であるとの報告があ
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る (19-22)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. ミスマッチ修復タンパクの修復機能と遺伝子プロモーター領域のメチル化 

A：ミスマッチ修復タンパクは MutS の 2 量体がミスマッチ部位を認識し、続いて MutL と 4

量体を形成し、ミスマッチを含む領域の DNA を除去する。B：ミスマッチ異常の結果、様々な

遺伝子のフレームシフト変異が起こる。C：遺伝子のプロモーター領域のメチル化により遺伝子

発現の不活化が起こる。 

 

1－3) Topoisomerase I 阻害剤の作用機構 

 

Topoisomerase I 阻害剤である irinotecan は抗がん性植物アルカロイドのひ

とつで、本邦で開発された薬剤であり、生体内では carboxylesterase によって

加水分解され、活性型代謝物である SN-38 (7-ethyl-10-hydroxy-camptothecine) 

に変換される (23, 24)。Topoisomerase Iは通常、DNA複製時や翻訳時にDNA‐

topoisomerase I 複合体を形成し、一本鎖 DNA の状態を作ることで DNA 二重

らせん構造を緩和させ、その後 DNA を再結合する。SN-38 は DNA‐

topoisomerase I 複合体を安定化させることで DNA 再結合を阻害し、最終的に

二本鎖 DNA 切断 (double strand break：DSB) を引き起こし、細胞死へと誘導

する (25) (図 2)。 
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図 2. Topoisomerase I 阻害剤の作用と細胞内応答 

Top I は遺伝子の転写や複製時に二本鎖 DNA の一方を切断して再結合させる役割を果たす。

SN-38 は Top I -DNA 複合体を安定化することによって再結合を阻害し、最終的に二本鎖 DNA

損傷を引き起こす。 DNA 損傷部位においてヒストン H2AX がリン酸化（γH2AX）されると、

引き続いて 53BP1 や Nbs1、BRCA1 などがリクルートされ、さらに他のシグナル分子を損傷部

位に集積させる。DNA 損傷が認識されると、細胞内で細胞周期停止、修復、アポトーシス誘導

などの様々な反応が起こる  (HR：homologous recombination, NHEJ：non-homologous 

end-joining)。 

 

1－4) Poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) 阻害剤について 

 

近年、がん治療において DNA 修復機構が新たな標的として注目を浴びている。

poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) family は 17 種類 (PARP-1、PARP-2 等) 
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の分子が存在し、NAD を基質としてタンパク質に ADP-ribose 残基を鎖状に付

加重合し poly(ADP-ribose) (PAR) を合成する翻訳後修飾を行う。PARP は一本

鎖 DNA 損傷 (single strand break：SSB) を認識し、PAR を合成することでさ

らに他の修復タンパク (DNA ligase III、DNA polymeraseβ、XRCC1 等) をリ

クルートし、塩基除去修復 (Base Excision Repair：BER) に関わるほか、細胞

分化や遺伝子調節等に関わる (26-28)。PARP 阻害剤は主に PARP-1、PARP-2

を標的とし、特に DSB 修復機構に関わる BRCA1 や BRCA2 変異をもつ遺伝性

乳がん卵巣がん症候群 (hereditary breast/ovarian cancer：HBOC) に対し合成

致死性による DNA 損傷を与えることで有用性が示され、現在臨床試験が進行中

である (29, 30) (図 3A)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3．PARP 阻害剤の作用と使用薬剤の化学構造式 

A：一本鎖 DNA 損傷を修復する PARP の機能を阻害すると、二本鎖 DNA 損傷修復機構がもと

もと欠損した細胞では細胞死が誘導される。 B：SN-38、olaparib、B02 の化学構造式。 

 

近年 PARP は DSB 修復機構である非相同末端再結合 (non-homologous 
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end-joining：NHEJ) や相同組み換え (homologous recombination：HR) との

関連も報告されているが (31-33)、PARP の DSB 修復における役割はまだ解明

されていない。PARP 阻害剤の一つである olaparib (AZD2281) は現在乳癌・卵

巣癌において臨床第 II 相、第 III 相試験が行われている。 

Topoisomerase I 阻害剤は前述のように最終的に DSB を引き起こすが、PARP

阻害剤を加えることで合成致死性と類似した機序により併用効果が期待され、

これらの併用治療の有用性も報告されている (34-39)。しかしながら PARP 阻害

剤が Topoisomerase I 阻害剤の感受性を増加させる作用機序は未だ明らかでは

なく、また、MMR 機構との関わりも知られていない。 

 

1－5) DNA 損傷に対する細胞内応答 

 

DNA 損傷に対する培養細胞株での細胞内応答は様々であり、この DNA 損傷応

答の違いが薬剤感受性に影響を与えている。放射線や抗がん剤などの外的因子

によって起こる細胞内の DNA 損傷に対し、ゲノム安定性を維持するためには迅

速なDNA損傷の認識とDSB修復が効果的に行われることが必要である (図2)。

DSB 部位においては、ヒストンリン酸化 (γH2AX) が広範囲に起こり、その後

に引き続く Mre11-Rad50-Nbs1 (MRN) 複合体や 53BP1、BRCA1 などの DNA

損傷応答タンパクをDSB部位にリクルートする (40)。これらのタンパクのDSB

部位への集積は、蛍光抗体法による観察で核内の foci 形成として認められる。

DNA 損傷を感知すると atasia telangiectasia mutated (ATM) や ataxia 

telangiectasia and Rad3-related protein (ATR) などの transducer タンパクを

介し、様々な effecter タンパクへとシグナル伝達され、細胞内において DNA 修

復、細胞周期停止、アポトーシスの誘導などが引き起こされる (図 2)。現在、

二本鎖 DNA 損傷マーカーとして γH2AX や 53BP1 タンパクが広く用いられて

いる。 

一本鎖 DNA 損傷 (SSB) 修復機構には MMR、BER、ヌクレオチド除去修復 
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(NER：Nucleotide Excision Repair) が挙げられる。さらに致死的なダメージ

と な る DSB の 修 復 機 構 と し て 、 相 同 組 み 換 え 修 復  (homologous 

recombination：HR) と非相同末端再結合 (non-homologous end joining：

NHEJ) がある (図 2)。Mre11 と Rad50 は Nbs1 とともに MRN 複合体を形成

し、ATM チェックポイントキナーゼを活性化し、DSB の sensor molecule と

して作用するが、一方Rad51やBRCA1/2はHRに不可欠な分子である (41-46)。 

 

1－6) 本研究の目的 

 

大腸癌は前述のようにMMR異常などの分子生物学的な特徴が異なる細胞群が

存在し、それに伴い抗がん剤感受性も異なる可能性がある。また現在の化学療

法においては薬剤耐性や有害反応による治療継続困難などにより治療効果に限

界があり、新たな治療法の開発が不可欠である。本研究では DNA 修復機構に着

目し、MMR 異常をもつ大腸癌細胞株を用いて、これら細胞株の分子生物学的な

特徴を明らかにするとともに、MMR異常がSN-38あるいは irinotecanとPARP

阻害剤の一つである olaparib との併用治療に与える影響を検討することを目的

とした。また、作用機序を解明することにより、DNA 修復機構を標的とした新

たな癌治療の可能性について検討した。 

 

第2章 実験方法 
 
2－1) 使用細胞株と薬剤 
 

SN-38 と irinotecan (CPT-11) はそれぞれ Sigma-Aldrich (USA)、SANDOZ 

(東京)より購入した。Olaparib (AZD2281) は AstraZeneca 株式会社 (大阪) よ

り供与頂いた。Rad51 阻害剤である B02 (47, 48) は Sigma-Aldrich より購入し

た (図 3B)。SN-38、olaparib、B02 は dimethyl sulfoxide (DMSO) に溶解して

10 mM とし、使用時まで‐20℃で保存した。Irinotecan は in vivo の実験で使
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用時まで常温で保存した。 

ヒト大腸癌細胞株 SW48、RKO、HCT116、HT29 は American Type Culture 

Collection (ATCC, USA) より購入した。LoVo はヒューマンサイエンス研究資

源バンク (大阪) より購入した。C-1、SW1116、colo320HSR は国立がんセンタ

ーより供与頂いた。HCT-15 は東北大学加齢医学研究所より供与頂いた。いずれ

も 10%ウシ胎児血清 (fetal bovine serum：FBS) と 100 μg/ml のカナマイシン 

(Sigma) を加えた RPMI1640培地 (Life Technologies Japan, 東京) を用いて、

37℃、5％CO2 の条件下で培養し、3－7 日間ごとに継代を行った。  

SW48 と RKO は MLH1 のプロモーター領域のメチル化により発現が低下し、

MSI を示す (49)。 HC116、LoVo と HCT-15 は MMR 遺伝子変異をもち、それ

ぞ れ  MLH1 (p.S252X) 、  MSH2 (p.R359fsX8) 、 MSH6 (p.L290fsX1, 

p.D1171fsX4) の変異をもつ (50)。 

 

2－2) MSI 解析 

 

細胞株より DNA 抽出を行う際は、フェノール・クロロホルム抽出法にて行っ

た。MSI 解析には、国際的に用いられている Bethesda マーカーの中でも、感

度・特異度の高い BAT25 (4 番染色体 遺伝子内の 1 塩基 (A) リピート) と

BAT26 (2 番染色体 遺伝子内の 1 塩基 (A) リピート) を用いた (51)。これら

特異的プライマーを用いて PCR を行った (52)。プライマーの配列を以下に示し

た。 

BAT25：Forward  5’-TGACTACTTTTGACTTCAGCC-3’ 

         Reverse  5’-AACCATTCAACATTTTTAACC-3’ 

BAT26：Forward  5’-TCGCCTCCAAGAATGTAAGT-3’ 

         Reverse  5’-TCTGCATTTTAACTATGGCTC-3’ 

PCR は 10x PCR buffer、1.25 mM dNTP、0.2 μmol/l プライマー、0.125 U 

AmpliTaq Gold DNA polymerase (Life Technologies Japan、東京)を含む 25 μl 
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の反応液により行われた。PCR 反応は 94℃12 分の後、94℃30 秒、58℃30 秒、

74℃30 秒を 35 サイクル行った。その後 74℃7 分の伸長反応を行った。1 μl の 

PCR 産物をホルマミドと ROX size standard を含む 12 μl の loading buffer と

混合し、95℃2 分変性させた。その後、ABI 310 PRISM sequencer (PerkinElmer 

Japan, 神 奈 川 ) で 泳 動 し た 。 解 析 は GeneScan analysis software 

(PerkinElmer) にて行った。正常血液の DNA を control として用いた。 
 
2－3) シークエンス解析 
 
表 1．シークエンス解析に用いた PCR プライマー 

 

 

使用した細胞株の分子生物学的特徴を調べるために、主に MSI との関わりが

報告されている癌関連遺伝子変異を調べた。KRAS の exon2、BRAFの exon15、

また、MSI 陽性大腸癌でフレームシフト変異が報告されている遺伝子群 (BAX、

TGFBR2、MSH3、MSH6、MRE11、RAD50) の特異的なプライマーを作成し 

(表 1)、細胞株より DNA 抽出を行い、PCR を行った。PCR は 10x PCR buffer、

1.25 mM dNTP、 0.5 μM プライマー、 0.125 U AmpliTaq Gold DNA 

polymerase を含む 25 μl の反応液により行われた。PCR 反応は 95℃10 分の後、

94℃30 秒、56℃30 秒、72℃1 分を 35 サイクル行った。その後 72℃10 分の伸

長反応を行った。PCR 産物は Big-Dye Terminator v1.1 Sequencing Standard 

Kit (Life Technologies Japan) を用いて、 3100 Genetic Analyzer (Life 
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Technologies Japan) によるダイレクトシークエンス法により解析した。 
 
2－4) In vitro での細胞増殖アッセイ 

 
a. [3H]-チミジン取り込みアッセイ 

 

放射性物質であるトリチウム (3H) で標識したチミジンを細胞内に取り込ま

せ、シンチレーションカウンターで放射性物質を測定することで直接的に DNA

合成量を測定する方法である。96-well plate に 2-4 x 103 個 / well の細胞を播

種し、100 μl の培地で 24 時間培養した。その後各濃度の SN-38 または olaparib

を添加し、さらに 48 時間培養した。olaparib は SN-38 を添加する 1 時間前に

添加した。48 時間後に well 内の細胞が 80-90% confluent になるようにした。

48 時間培養の後、1％の[3H]-チミジンを含む培地を 100 μl 添加した  (1  

µCi/well)。1 時間培養の後、培地を除去し、phosphate buffered saline (PBS)

で洗浄後、10％TCA で氷上 10 分間固定した。上清を除去し、50 μl NaOH を添

加し 37℃で 10 分間インキュベートし細胞を溶解した。各 well あたり 30 μl を

96-well luma plate (PerkinElmer) に移しかえて乾燥させ、TopCount NXT 

microplate scintillation counter (PerkinElmer) にて放射能 (CPM：count / 

minites) を測定した。全ての測定は replicate (n = 6) で行い、独立して 3 回施

行した。浮遊細胞である colo320HSR は本方法で測定できなかったため対象外

とした。各 well の細胞生存率 (％コントロール) は以下の計算式を用いて算出

した。 

細胞生存率 (％コントロール) ＝ (各 well の CPM － background) x 100 / 

(コントロール well の CPM － background) 

細 胞 生 存 率 を GraphPad Prism V5.0 software (GraphPad Software, 

Inc.,USA) を用いて薬剤量-反応曲線 (dose-response curve) にて近似し、50％

細胞生存率を示す薬剤濃度を IC50値として算出した。 
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b. セルカウントアッセイ 

 

ハンディ型のセルカウンターである Scepter 2.0 cell counter (Merck Millipore, 

USA) はチップ内の電圧測定にて細胞数を計測するとともに細胞の大きさや体

積も同時に測定可能である。我々は大腸癌細胞株に SN-38 を投与し、Scepter 2.0 

cell counter により細胞数と同時に細胞径を測定することで、G2/M 期細胞周期

停止やアポトーシスの変化を同時に解析できることを報告した (53)。 

24-well plate に 1-3 x 104 個 / well の細胞を播種し、500 μl の培地で 24 時間

培養した。その後各濃度の SN-38 または olaparib を添加し、さらに 48 時間培

養した。その後、トリプシン-EDTA にて細胞を剥離し、一定量の培地で希釈し

た。各 well の細胞数および細胞径を Scepter 2.0 cell counter にて測定し、

Scepter Software Pro 2.1 computer software (Merck Millipore) を用いて解析

した。測定は triplicate で行った。 

 
c. コロニー形成アッセイ 

 

6-well plate に 1-2 x 102 個 / well の細胞を播種し、2 ml の培地で 24 時間培養

した。その後各濃度の SN-38 または olaparib を添加し、6、12、24、48 時間培

養した。各時間培養した後、薬剤を除いた培地でさらに 7-10 日間培養し、コロ

ニーを形成させた。コロニーは 0.25％クリスタルバイオレットを含むエタノー

ルで染色し、細胞が 50 個以上のコロニーをカウントした。コントロール細胞の

コロニー形成能に対する、薬剤添加細胞のコロニー形成能の比率を計算した。

測定は triplicate で行った。 

 

2－5) 細胞周期解析 

 

IN Cell Analyzer 1000 (GE Healthcare, 東京) による細胞周期解析は
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propidium iodide (PI) 染色により核の蛍光強度を測定し細胞周期を解析する方

法である。過去に、大腸癌細胞株にSN-38を投与した後、Scepter 2.0 cell counter 

により得られた細胞径のデータを、IN Cell Analyzer 1000 による細胞周期解析

と比較検討し、細胞径の増加は G2/M 期細胞周期停止を反映することを報告し

た (53)。本研究では IN Cell Analyzer 1000 による細胞周期解析を行うととも

に、Scepter 2.0 cell counter により細胞径測定を行い、G2/M 期細胞周期停止

の代用マーカーとした。 

IN Cell Analyzer 1000 による解析については、96-well plate に 2-4 x 103 個 / 

well の細胞を播種し、100 μl の培地で 24 時間培養した。その後各濃度の SN-38

または olaparib を添加し、さらに 48 時間培養した後、PBS で洗浄し、70％エ

タノールを添加し 4℃で 60 分間インキュベートし、細胞を固定した。次にエタ

ノールを除去し、0.2%の Triton X-100、1 μl の PI (BioVision, USA)、 1 μl の 

RNase A (Worthington Biochemical Co., USA) を含む 100 μl の PBS を添加

し、室温 60 分間インキュベートし核染色を行った。IN Cell Analyzer 1000 に

てウェルごとに 9 視野のイメージをスキャンし、IN Cell Investigator software 

(GE Healthcare) にて PI の蛍光強度を測定した。 

 

2－6) アポトーシス解析 

 

細胞の早期アポトーシスの検出には、早期アポトーシス細胞膜内のホスファチ

ジルセリンに結合する annexin V の染色を用いて行った。6-well plate に 5-10 x 

104 個 / well の細胞を播種し、2 ml の培地で 24 時間培養した。その後各濃度の

SN-38 または olaparib を添加し、さらに 48 時間培養の後、トリプシン-EDTA

で細胞を剥離した。2 x 105個の細胞を採取し、annexin V Apoptosis Detection 

kit (BioVision, USA) を用いてビオチン標識した annexin V を室温 5 分間の反

応で結合させ、Cy5 標識 streptavidin (フナコシ株式会社、東京) と生細胞染色

として用いた calcein-AM (Life Technologies Japan) を室温 10 分間の反応で染
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色した。この後、Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technology, USA) を用い

て Apoptosis fast protocol にて早期アポトーシス解析を行った。 

 また、過去の報告で我々は大腸癌細胞株に SN-38 を投与した後、annexin V、

calcein-AM、PI で染色し蛍光顕微鏡観察にてアポトーシスの解析を行い、

Scepter 2.0 cell counter により得られた細胞径のデータと比較した。早期アポ

トーシス細胞は annexin V と calcein-AM により染色され、後期アポトーシス細

胞は annexin V と PI により染色される。細胞径測定により得られた小細胞分画

は後期アポトーシス細胞を反映することが確認された (53)。本研究では Agilent 

2100 bioanalyzer による解析の他、Scepter 2.0 cell counter により細胞径測定

を行い、小細胞分画をアポトーシスの代用マーカーとした。 

 

2－7) 定量的 real-time RT-PCR 

 

細胞株より RNA 抽出を行う際は、QuickGene SP kit RNA cultured cell HC 

(富士フィルム株式会社、東京) を使用し、プロトコールに従って行った。1 μg

の total RNA より PrimeScript 1st strand cDNA Synthesis kit (タカラバイオ株

式会社、滋賀) を用いて cDNA を作成した。使用した細胞株の DNA 修復に関わ

る遺伝子の発現量を検討した。QIAGEN 株式会社 (東京) より関連遺伝子の

RT-PCR 用プライマーを購入した：PARP-1 (カタログ No.：QT00032690)、

PARP-2 (QT00063525)、53BP1 (QT01886990)、RAD51 (QT00072688)、BRCA2 

(QT00008449) 、 MRE11 (QT00037926) 、 RAD50 (QT00037170) 、 NBN 

(QT00075775)。TOP1 と β-actin においては以下に示す特異的プライマーを作

成した。   

TOP1： Forward  5’-TCCGGAACCAGTATCGAGAAGA-3’ 

Reverse  5’-CCTCCTTTTCATTGCCTGCTC-3’ 

β-actin： Forward  5’-GGCACCCAGCACAATGAAGATCAAGAT-3’ 

Reverse  5’-CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGAT-3’  
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LightCycler 480 system (Roche Applied Science, USA) と Syber Green 

Master Mix (タカラバイオ株式会社) を用いて PCR 反応を行った。PCR 反応は

95℃15 分の後、94℃15 秒、55℃30 秒、72℃30 秒を 40 サイクル行った。定量

は⊿⊿CT 法を用いて行い、β-actin を内在性コントロールとした。 

 

2－8) Western blot 法 

 

目的の細胞を 100 mm ディッシュに播種し、10 ml の培地で 24 時間培養した。

その後各濃度の SN-38 または olaparib を添加し、さらに 24 時間培養した。治

療後、培地を除去して PBS で洗浄し、Protease inhibitor cocktail (Sigma) を

添加した RIPA buffer (Sigma) を用いて溶解した。溶解液を 4℃、8000g で 10

分間遠心し、上清を、解析を行うまでに－80℃で保存した。DC プロテインアッ

セイキットⅡ (Bio-Rad, USA) を用いて Lowry 法に基づく比色定量法を使用し、

タ ン パ ク 質 定 量 を 行 っ た 。 BECKMAN COUNTER と DU7500 

spectrophotometer を使用して吸光度を測定し、サンプルのタンパク定量を行っ

た。10-20 μgのタンパクを10％アクリルアミドゲル (READY GELS J, Bio-Rad 

Laboratories) で電気泳動し、ニトロセルロース膜に転写した。1%カゼインを

用いて 1 時間ブロッキングした後、0.1％の Tween-20 を含む Tris-buffered 

saline (TBS, pH 7.4) で溶解した一次抗体を用いて 4℃で一晩インキュベート

した。二次抗体はHRP標識抗マウスあるいは抗ラビット IgG抗体 (Santa Cruz, 

USA) を用い、室温で 1 時間反応させた。検出は ECL Prime Western Blotting 

Detection System (GE Healthcare Japan) を用いて行った。 

使用した一次抗体は以下の通りである：マウスモノクローナル抗 PAR (10H)

抗体 (GeneTex, USA), マウスモノクローナル抗 PARP-1 抗体 (Santa Cruz)、

マウスモノクローナル抗 PARP-2 抗体 (Merck Millipore)、ウサギポリクローナ

ル抗 Mre11 抗体 (Cell Signaling Technology, USA)、マウスモノクローナル抗

Rad50抗体 (GeneTex)、ウサギポリクローナル抗Nbs1抗体 (Novus Biologicals, 
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USA)、ウサギポリクローナル抗 Rad51 抗体 (Santa Cruz)。マウスモノクロー

ナル抗 β-actin 抗体 ( Santa Cruz) を内在性コントロールとした。 

 

2－9) 蛍光抗体二重染色法 

 

目的の細胞をポリリジンコーティングされた chamber slide に播種し、1 ml

の培地で 24 時間培養した。その後各濃度の SN-38 または olaparib を添加し、

一定時間 (6-48 時間) 培養した。その後、培地を除去し PBS で洗浄し、４％パ

ラホルムアルデヒド (PFA) にて 4℃で 20 分間固定した。Rad51 染色に関して

は固定前に cytoskeleton buffer (10 mM PIPES (pH: 6.8), 100 mM NaCl, 300 

mM sucrose, 3 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 0.5% Triton-X 100) にて 4℃、5 分間

の透過処理を行った。BrdU 染色の場合は、固定前に BrdU 10 µM / well を添加

し、37℃で 1 時間培養し、PBS 洗浄後、0.5％ TritonX-100 にて室温で 15 分間

反応させた。BrdU 染色の場合はブロッキングの前に 1 規定 塩酸にて 4℃で 10

分間、2 規定 塩酸にて室温 10 分間、2 規定 塩酸にて 37℃20 分間の DNA 変性

処理を行い、その後 0.1 M ホウ酸バッファにて室温 12 分で中和を行った。PBS

洗浄後、2-5%の正常ヤギ血清にて室温で 30-60 分間ブロックした。一次抗体を

室温 1 時間で反応させた。PBS 洗浄後、1000 倍希釈の DAPI を含む二次抗体：

Alexa Fluor 647 標識抗マウス IgG 抗体 (Life Technologies Japan)、Alexa 

Fluor 488 標識抗ラビット IgG 抗体 (Life Technologies Japan) (いずれも 250

倍希釈 )を用いて、室温で 30 分間反応させた。PBS 洗浄後スライドを

Fluoromount Plus (Cosmo Bio, 東京) にて封入した。蛍光顕微鏡観察には

BIOREVO BZ9000 (Keyence, 大阪) を用いた。画像データはBZ-Ⅱ Analyzer 

1.10 Software (Keyence) を用いて記録、解析した。細胞核の観察には少なくと

も 4 視野、100－200 個の核の観察を行った。BrdU 染色細胞のカウントには少

なくとも 6 視野、200－1300 個の細胞を観察した。 

使用した一次抗体は以下の通りである：ウサギポリクローナル抗 53BP1 抗体
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(Abcam, UK)、ウサギポリクローナル抗 Rad51 抗体 (Santa Cruz)、マウスモ

ノクローナル抗 γH2AX 抗体 (Merck Millipore)、マウスモノクローナル抗

BrdU 抗体 (Sigma-Aldrich)。 

 

2－10) siRNA を用いた蛋白発現の抑制 

 

Mre11、Rad50、Rad51 のタンパク発現を RNA 干渉により抑制するために、

ターゲットに対する siRNA (small interfering RNA) と、タンパク発現を抑制

しないネガティブコントロール siRNA を Life Technologies Japan より購入し

た。購入した siRNA は以下の通りである：Silencer Select siRNA；Mre11 (カ

タログ  No.：4390824 s8960)、Rad50 (4390824 s792)、Rad51 (4392420 

s11734) 、ネガティブコントロール (AM4613)。HCT116 細胞株に対しては購

入したネガティブコントロール siRNA により細胞毒性がみられたため、

Silencer siRNA construction Kit (Life Technologies Japan) を用いてネガティ

ブコントロール siRNA を作成した。Rad51 に対する siRNA の交錯配列をもと

に以下のように作成した。 

Forward  5’-ACGTATGGATCTAAGATGGtt -3’ 

Reverse  5’-CCATCTCGATCCATACGTat-3’ 

24-well plate に 1-3 x104 個 / well の細胞を播種し、500 μl の培地で 24 時間

培養した。その後 Lipofectamine RNAiMAX transfection reagent (Life 

Technologies Japan) を用いて 10 nMの siRNAをプロトコールに従い細胞内に

導入した。さらに 24 時間後に培地を交換し、各濃度の SN-38 または olaparib

を添加し 48 時間培養した。その後細胞をトリプシン-EDTA にて剥離しセルカ

ウントアッセイを行った。Western blot 解析においては 100 mm ディッシュに

て培養し、siRNA 導入後 24 時間で細胞を剥離し解析を行った。 

 

2－11) In vivo での腫瘍増殖抑制効果の分析 
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 5 週齢の SCID Hairless Outbred (SHOTM) マウス (Crl:SHO-PrkdcscidHrhr) 

(Charles River Japan, 横浜) の皮下に 5 x 106 個の HT29 あるいは SW1116 細

胞を注射し腫瘍移植片モデルを作成した。腫瘍体積が 100 mm3に達したところ

でマウスを以下のように無作為に 4 群に割り付けた：コントロール群、olaparib

単独治療群、irinotecan 単独治療群、olaparib と irinotecan の併用治療群。治

療開始を day 0 とした。olaparib (50 mg / kg) は 9％β-シクロデキストリンにて

溶解し (54)、経口投与で 5 日間投与 (day0-4)、2 日間休薬 (day5-6) を繰り返

した。Irinotecan (10 mg / kg) は腹腔内投与で週 2 回投与 (day0、day3) を繰

り返した。併用治療においては irinotecan 投与の 1 時間前に olaparib を投与し

た。腫瘍の長径：a(mm) と短径：b (mm) を週 3 回測定し、腫瘍体積 (tumor 

volume：TV) を以下の式にて算出した：TV = (a x b2) / 2 (mm3)。同時に週 3

回体重測定を行った。相対腫瘍体積 (relative tumor volume：RTV) は day 0

に対する day X の体積とした。SW1116 の移植マウスにおいては day 30 で血液

を採取し、SRL (東京) に依頼して血液サンプルの解析を行った。 

 

2－12) 統計学的解析 

 

In vitro で得られたデータは平均 ± 標準偏差 (SD) で表示した。In vivo で得

られたデータは平均 ± 標準誤差 (SEM) で表示した。2 群間の差の検定には

Student’s t-test を用いた。4 群間の差の検定には analysis of variance (ANOVA) 

分散分析を用いて、P < 0.05 の場合に各群の比較には Tukey’s test あるいは

Tukey-Kramer method を用いた。P < 0.05 を有意とみなした。統計学的解析は

全て GraphPad Prism V5.0 software を用いて行った。 
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第3章 実験結果 

 
3－1) ヒト大腸癌細胞株における MSI 解析と遺伝子異常 
 

 本研究で使用したヒト大腸癌細胞株の分子生物学的特徴を調べるため、まず

MSI 解析を行った (図 4)。SW48、RKO、HCT116、LoVo、HCT-15 の 5 種類

の細胞株はいずれも BAT25、BAT26 にフレームシフト変異を認めた。但し、

LoVo は MSH2 遺伝子変異をもつため、MSH2 遺伝子内のリピート配列を検出

するマーカーである BAT26 は検出されなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4．MSI 解析 

SW48、RKO、HCT116、LoVo、HCT-15 において MSI が認められた。 

 

MSI 陽性癌において報告されている遺伝子のフレームシフト変異をシークエ

ンス法により解析した (図 5、表 2)。BAX は HCT116 と LoVo で変異がみられ

た。TGFBR2 は MSI 陽性株すべてにおいて変異がみられた。MLH1 異常株で

ある SW48、RKO、HCT116 において、MutS の構成成分である MSH3 または

MSH6 において変異が確認された。さらに、MSI 陽性株において、DSB 修復に
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関わる因子である MRE11 の両アレルまたは片アレルのフレームシフト変異を

認めた。RKO、HCT116、LoVo の 3 株で RAD50 に片アレルのフレームシフト

変異を認めた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5．シークエンス法による frameshift 変異解析 

HCT116 細胞株の DNA を用いて各遺伝子 (BAX、TGFBR2、MSH3、MSH6、MRE11、RAD50)

のモノヌクレオチドリピート配列をシークエンス法にて調べた。HCT116 はいずれもリピート

配列の異常がみられた。 

表 2．大腸癌細胞株における MMR 異常と各遺伝子の frame shift 変異 

cell line doubling 
time (h) MSI MMR gene 

status 

BAX 
exon3 
(G)8 

TGFBR2 
exon4 
(A)10 

MSH3  
exon7 
(A)8 

MSH6 
exon5 
(C)8 

MRE11 
intron4 
(T)11 

RAD50 
exon13 

(A)9 

SW48 35 MSI-H* MLH1 
methylation  wt*** -1 / -2 wt wt / +1 -1 / -1 wt 

RKO  18 MSI-H MLH1 
methylation  wt wt / -2 -1 / -1 wt -1 / -2 / -3 wt / -1 

HCT116 14 MSI-H MLH1(-/-) wt / -1   -1 / -1 -1 / -1 wt / +1 -1 / -2 wt / -1 

LoVo 24 MSI-H MSH2(-/-) +1 / -1 -1 / -2 wt wt -1 / -1 wt / -1 

HCT-15 20 MSI-H MSH6(-/-) wt wt / -1 wt wt -2 / wt wt 

C-1 36 MSS** 
 

wt wt wt wt wt wt 
colo320 

HSR 22 MSS 
 

wt wt wt wt wt wt 

HT29 24 MSS 
 

wt wt wt wt wt wt 

SW1116 24 MSS 
 

wt wt wt wt wt wt 

*: microsatelite instability-high, **: microsatelite stable, ***: wt: wild-type 

BRAF と KRAS の遺伝子変異をシークエンス法にて解析した (表 3)。MSI
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陽性癌である RKO と microsatelite stable (MSS)である HT29 に BRAF の

codon600 のバリンからグルタミン酸への変異 (V600E) がみられた。HCT116、

LoVo、HCT-15 においては KRAS の codon13 のグリシンからアスパラギン酸へ

の変異 (G13D) がみられた。IARC TP53 database により TP53 変異を調べた 

(55) (表 3)。C-1 に関しては我々の研究室にて以前 TP53 変異を解析し、野生型

であることを確認している。MSI 陽性細胞株の中では HCT-15 のみが TP53 変

異型であった。 

表 3. 大腸癌細胞株における遺伝子変異 

cell line KRAS exon2  BRAF exon15  TP53*** 
status mutational type  status mutational type  status mutational type 

SW48 wt*   
wt   

wt  RKO wt   
mut c.1799T>A, 

p.V600E  
wt  

HCT116 mut** c.38G>A, 
p.G13D  

wt   
wt  

LoVo mut c.38G>A, 
p.G13D  

wt   
wt  

HCT-15 mut c.38G>A, 
p.G13D  

wt   
mut 

 c.1101-2A>C (hetero)                
substitution intronic , c.722C>T 

(hetero), p.S241F  

C-1 mut c.35G>T, 
p.G12V  

wt   
wt  

colo320HSR wt   
wt   

mut c.742C>T (homo), p.R248W  

HT29 wt   
mut c.1799T>A, 

p.V600E  
mut c.818G>A (homo), p.273H 

SW1116 mut c.35G>C, 
p.G12A  

wt   

 
mut c.476C>A (homo), p.A159D  

*: wild-type, **: mutant-type, ***: IARC TP53 database 

 

3－2) DNA 修復関連分子の発現解析 

 

使用細胞株 9種類におけるTOP1とDNA修復関連遺伝子 (PARP1、PARP2、

TP53BP1、MRE11、RAD50、NBN、RAD51、BRCA2) の mRNA 発現を定量

的 real-time RT-PCR法により解析した (図6)。TOP1、PARP1、PARP2、RAD51、

BRCA2 においては正常血液細胞より癌細胞株において mRNA 発現が高い傾向

にあった。 
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図 6．大腸癌細胞株における TOP1 と DNA 修復関連遺伝子の mRNA 発現 

大腸癌細胞株 9 種における TOP1 と DNA 修復関連遺伝子の mRNA 発現を定量的 real-time 

RT-PCR 法により解析した。測定値は triplicate の平均±SD にて表示した。内在性コントロー

ルには β-actin を用いた。 

 

 

 

 

また、DNA 修復関連遺伝子のタンパク発現を Western blot 法により解析した 

(図 7)。MRE11 の両アレルあるいは RAD50 の片アレルにおけるフレームシフ
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ト変異のある細胞株では mRNA 発現とタンパク発現ともに低い傾向にあった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7．大腸癌細胞株における DNA 修復関連分子のタンパク発現 

大腸癌細胞株 9 種における DNA 修復関連分子のタンパク発現を Western blot 法により解析し

た。内在性コントロールには β-actin を用いた。 

 

3－3) ヒト大腸癌細胞株における PARP 阻害剤 (olaparib：AZD2281) の効果 

 

 Olaparib の効果を評価するために、まず olaparib 単剤における細胞増殖抑制

効果を[3H]-チミジン取り込みアッセイにより調べた (図 8A)。olaparib 単剤の

IC50値を比較すると、HCT116 が最も感受性が高く IC50値は 2.5 µM であり、

SW1116 が最も感受性が低く、IC50値は 100 µM 以上であった。次に、HCT116

細胞株を用いて、olaparib による PAR 合成抑制効果を調べるため、SN-38 また

は oplaparib 投与後の PAR、PARP-1、PARP-2 のタンパク発現を Western blot

法により調べた (図 8B)。HCT116 に 1 nM の SN-38 を投与すると PAR 合成が

増加した。これに各濃度の olaparib を併用すると、濃度依存性に SN-38 による
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PAR 合成が阻害され、特に 10 nM 以上の濃度の olaparib で PAR 合成抑制効果

が著明であった。一方、PARP-1 や PARP-2 の発現レベルは不変であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8．大腸癌細胞株における olaparib の細胞増殖抑制効果と PAR 合成阻害効果 

A：大腸癌細胞株 9 種において olaparib を 48 時間持続接触させ、細胞増殖抑制曲線を[3H]-チ

ミジン取り込みアッセイにより解析し IC50値を測定した。測定は n = 6 で行い、独立して 3 回

施行し、平均 ± SD にて表示した。B：HCT116 細胞株を用い、1 nM の SN-38 または各濃度

の olaparib を 24 時間持続接触させ、PAR、PARP-1、PARP-2 のタンパク発現を Western blot

法により解析した。内在性コントロールには β-actin を用いた。 
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次に、MMR 異常をもつ HCT116 と MMR 正常である HT29 (それぞれ SN-38

に対する感受性が異なる(19, 22, 53)) の二つの細胞株を用いて、各濃度の

olaparib による SN-38 の感受性変化を、[3H]-チミジン取り込みアッセイを用い

て検討した (図 9)。HCT116 において、0.5 nM あるいは 1 nM の SN-38 による

細胞増殖抑制効果は、10 nM 以上の olaparib を併用することにより有意に増強

した (P < 0.01)。また、HT29 においても同様に、2.5 nM あるいは 5 nM の

SN-38 による細胞増殖抑制効果は、10 nM 以上の olaparib を併用することによ

り有意に増強した (P < 0.0001)。10 nM の olaparib は細胞に対する増殖抑制が

見られない一方で、PAR 合成を抑制し、SN-38 感受性増強効果が有意に得られ

ることが確認された。以上の結果より、以後の実験では 10 nM の olaparib を用

いることとした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9．olaparib の SN-38 感受性増強効果の検討 

HCT116 細胞株と HT29 細胞株において、各濃度の SN-38 および olaparib を 48 時間持続接触

させ、細胞増殖抑制効果を[3H]-チミジン取り込みアッセイにより調べた。測定値は n = 6 の平

均±SD にて表示した。 SN-38 単剤と、SN-38＋olaparib の併用の 2 群間の比較は Student’s 

t-test により解析した (*, P < 0.01; **, P < 0.001; ***, P < 0.0001)。 

 

3－4) ヒト大腸癌細胞株における SN-38 と olaparib の併用効果 
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a. 細胞増殖抑制効果 

 

OlaparibのSN-38感受性増強効果がMMR異常の違いに関わるかどうかを調

べるため、MMR の状態が異なる大腸癌細胞株を用いて各種の細胞増殖アッセイ

にて SN-38 と olaparib の併用効果を検討した。まず各細胞株に SN-38 または

olaparibを 48時間持続接触させ、[3H]-チミジン取り込みアッセイによりSN-38

の IC50値を算出した。10 nM の olaparib の併用の有無により SN-38 の IC50値

を比較した (図 10)。HCT-15 以外の細胞株で olaparib は SN-38 の IC50値をお

よそ半分に有意に低下させた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10．olaparib の有無による SN-38 の IC50値の比較 

大腸癌細胞株 8 種において SN-38 単剤、あるいは 10 nM の olaparib を併用した時の SN-38 の

IC50値を[3H]-チミジン取り込みアッセイにより測定した。測定は独立して 3 回施行し、平均 ± 

SD にて表示した。各細胞株において、 SN-38 単剤と、SN-38＋olaparib の併用の 2 群間の比

較は Student’s t-test により解析した (*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; NS, not 

significant) 。 

 

b. 細胞周期およびアポトーシス解析 
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次に MMR の状態が異なる 4 つの細胞株 (HCT116、HT29、RKO、SW1116)

を用いて、SN-38 または olaparib を 48 時間持続接触させ、Scepter 2.0 cell 

counter にてセルカウントと細胞径測定を行った (図 11)。 
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図 11．SN-38 および olaparib 投与後の細胞数計測および細胞径測定 

A：4 種類の細胞株を用いて SN-38 または olaparib 投与後、Scepter 2.0 cell counter にてセル

カウントと細胞径測定を行った。SN-38 濃度は IC50値をもとに HCT116、RKO、SW1116 に

ついては 1 nM、HT29 については 4 nM とした。グラフ内の数値は large-diameter cells の平

均細胞径 (µm) (n = 3)を示す。いずれの細胞株においても one-way ANOVA で P < 0.0001 であ

り、コントロールと治療群の 2 群の比較は Tukey’s test により行った (*, P < 0.001)。B：セル

カウントは large-diameter cells を計測し、アポトーシス細胞は small-diameter cells の全細

胞数に対する割合で示した。測定値は n = 3 の平均±SD にて表示した。いずれも one-way 

ANOVA で P < 0.0001 であり、コントロールと治療群の 2 群の比較は Tukey’s test により行っ

た (*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001)。  

 

SN-38 の投与濃度はそれぞれの細胞株の IC50 値をもとに HCT116、RKO、

SW1116 については 1 nM、HT29 については 4 nM とした。セルカウントアッ

セイにより測定された SN-38 の細胞増殖抑制効果は、DNA 合成量を直接反映

する[3H]-チミジン取り込みアッセイにより測定された細胞増殖抑制効果より

も見かけ上低いが、これは SN-38 により細胞周期停止を起こした細胞はセルカ

ウントではカウントされるのに対し、[3H]-チミジン取り込みアッセイではカウ
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ントされないためであると考えられる (53)。Scepter 2.0 cell counter による測

定の結果、いずれの細胞株においても olaparib は SN-38 による細胞増殖抑制

効果をさらに増強させた (SN-38 vs. SN-38 + olaparib：HCT116, P < 0.05; 

HT29, RKO, SW1116, P < 0.001) 。また、olaparibは細胞集団 (large-diameter 

cells) の平均細胞径を増加させ (SN-38 vs. SN-38 + olaparib：HCT116, P < 

0.01; HT29, RKO, SW1116, P < 0.001)、相対的な小細胞分画 (small-diameter 

cells) を増加させた (SN-38 vs. SN-38 + olaparib：各細胞株とも P < 0.001) 

(図 11)。MMR 異常の有無に関わらず、olaparib は G2/M 期細胞周期停止とア

ポトーシスを誘導し、SN-38 感受性を増強させることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 12．SN-38 および olaparib 投与後の細胞周期解析 

HCT116 細胞株と HT29 細胞株を用いて各濃度の SN-38 または olaparib 投与後、In Cell 

Analyzer 1000 による細胞周期解析を行った。 

 

さらに、 IN Cell Analyzer 1000 による細胞周期解析と Agilent 2100 

bioanalyzer による早期アポトーシス解析を行った (図 12、13)。細胞周期解析

では HCT116 と HT29 において、olaparib は SN-38 による G2/M 期細胞周期

停止をさらに誘導し、また、olaparib は SN-38 を 2 倍濃度添加した場合と同
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等の効果をもたらした (図 12)。アポトーシス解析ではいずれの細胞株におい

ても olaparib は SN-38 との併用により早期アポトーシス細胞の増加をもたら

し、特に RKO と SW1116 においては著明なアポトーシスの増加を認めた (図

13)。しかしながら、olaparib 単独ではセルカウントのみならず、細胞周期や

アポトーシスにも変化がみられなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 13．SN-38 および olaparib 投与後の早期アポトーシス解析 

4 種類の細胞株を用いて SN-38 および olaparib 投与後、Agilent 2100 bioanalyzer にて早期ア

ポトーシス解析を行った。SN-38 濃度は HCT116、RKO、SW1116 については 1 nM、HT29

については 4 nM とした。数値は annexinV と calcein-AM により染色される早期アポトーシス

細胞の割合を示した。 

 

c. コロニー形成アッセイ 
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本研究にて使用した大腸癌細胞株の doubling time (1 回の細胞分裂にかかる

時間) は 14-36 時間と異なる (表 2)。薬剤の接触時間が治療効果に与える影響を

検討するために、MMR の状態および doubling time が異なる 2 つの細胞株 

(HCT116、HT29) を用いて、SN-38 または olaparib を各時間 (6、12、24、48

時間) で持続接触させ、コロニー形成アッセイを行った (図 14)。 

いずれの細胞株においても、12 時間以上の持続接触により olaparib と SN-38

の併用群ではコントロールと比較しコロニー形成能を有意に抑制した。さらに

24時間以上の持続接触ではSN-38単剤においてもコロニー形成能を有意に抑制

したが、olaparib は SN-38 によるコロニー形成抑制率をさらに低下させた

(SN-38 vs. SN-38 + olaparib：HCT116, P < 0.05 (24h), P < 0.01 (48h); HT29, P 

< 0.05 (24h), P < 0.001 (48h))。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 14. コロニー形成アッセイ 
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HCT116 細胞株と HT29 細胞株を用いて SN-38 または olaparib を各時間持続接触させた後、コ

ロニー形成アッセイを行った。SN-38 濃度は HCT116：1 nM、HT29：2 nM とした。測定値は

n = 3 の平均 ± SD にて表示した。4 群の比較で one-way ANOVA で P < 0.05 であった場合、

コントロールと治療群の 2 群の比較は Tukey’s test により行った (*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, 

P < 0.001)。  

 

d. 二本鎖 DNA 損傷修復関連マーカー (53BP1、γH2AX、Rad51) および細胞

周期マーカー (BrdU) を用いた蛍光抗体二重染色法による検討 

 

 SN-38 は DSB を誘導することが報告されており、一方 PARP 阻害剤は SSB

の修復阻害あるいは DNA 修復に関わるタンパクの PAR 合成阻害が報告されて

いる (26-28, 56, 57)。Olaparib が SN-38 により起こる DSB を増加させるかど

うかを評価するため、DSB マーカーである 53BP1 の核内 foci 形成を蛍光抗体

法により調べた。まず、HCT116 細胞株を用いて SN-38 および olaparib を各時

間 (6、12、24、48 時間) で持続接触させ、S 期特異的な細胞周期マーカーであ

る BrdU と 53BP1 に対する抗体を用いて蛍光抗体二重染色を行い蛍光顕微鏡に

て観察した (図 15)。48 時間の持続接触により、SN-38 と olparib の併用治療は

SN-38 単剤治療に比較し有意に BrdU の取り込みを低下させ、DNA 合成停止を

反映した (SN-38 vs. SN-38 + olaparib：P < 0.01) (図 15A)。これは[3H]-チミ

ジン取り込みアッセイによる DNA 合成能の評価と一致した結果であった。 

一方、SN-38 単剤あるいは SN-38 と olaparib の併用治療では 6-12 時間の短

時間持続接触で 53BP1 の核内 foci 形成が BrdU の取り込みとともに観察され、

S 期特異的に DSB が生じていることを示した。24 時間以上経過すると BrdU の

取り込みがなく 53BP1 の核内 foci のみが残存する細胞が増加した (図 15B)。以

後の実験において S 期特異的な DSB を検出するため、薬剤の持続接触時間を

12 時間と設定した。 
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図 15. BrdU と 53BP1 による蛍光抗体二重染色法 

HCT116 細胞株を用いて SN-38 または olaparib を各時間持続接触させた後、BrdU と 53BP1

に対する抗体を用いて二重染色を行った。A：BrdU 染色細胞の割合を測定した。測定値は n = 6

の平均 ± SD にて表示した。4 群の比較で one-way ANOVA で P < 0.05 であった場合、コント

ロールと治療群の 2 群の比較は Tukey’s test により行った (*, P < 0.05; **, P < 0.01)。 B：6

時間あるいは 24 時間持続接触させた後、BrdU 染色細胞と 53BP1 の核内 foci 形成を観察した。 
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 次に、MMR の状態が異なる 2 つの細胞株 (HCT116、HT29) を用いて、SN-38

または olaparib を 12 時間持続接触させ、53BP1 の核内 foci 形成を蛍光抗体法

により検討した (図 16)。いずれの細胞株においても、olaparib 単剤ではコント

ロールと比較し変化がなかったが、SN-38 投与により 53BP1 の核内 foci 形成が

有意に増加し、また olaparib を加えることにより SN-38 による foci 形成はさら

に増加した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 16. 53BP1 の核内 foci 形成の比較 

HCT116 細胞株 (A) と HT29 細胞株 (B) を用いて SN-38 または olaparib を 12 時間持続接触

させた後、53BP1 の核内 foci をカウントした。測定値は n = 77-147 の平均 ± SD にて表示し

た。4 群の比較では one-way ANOVA で P < 0.0001 であった。2 群の比較は Tukey-Kramer 

method により行った。 
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次に、DSB 後の修復機能を調べるため、HT29 細胞株を用いて SN-38 または

olaparib を 12 時間持続接触させた後、53BP1 と同様の DSB マーカーである

γH2AX の核内 foci 形成と、DSB の主な修復経路である相同組み換え修復 

(homologous recombination：HR) に不可欠な分子である Rad51 の核内 foci 形

成を蛍光抗体二重染色法により検討した (41-46) (図 17)。Olaparib 単剤ではコ

ントロールと比較し変化がなかった。SN-38 投与により γH2AX と Rad51 の核

内 foci 形成はともに有意に増加し、両者は同部位に集積した。また olaparib を

加えることにより γH2AX と Rad51 の foci 形成はさらに増加した。この結果よ

り olaparib は SN-38 による DSB 部位への Rad51 の集積をさらに増加させるこ

とが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 17. Rad51 および γH2AX の核内 foci 形成の比較 

HT29 細胞株を用いて SN-38 または olaparib を 12 時間持続接触させた後、 Rad51 および

γH2AX の核内 foci をカウントした。測定値は n = 61-193 の平均 ± SD にて表示した。4 群の

比較では one-way ANOVA で P < 0.0001 であった。2 群の比較は Tukey-Kramer method によ

り行った。 
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各細胞株の DNA 損傷修復に関わるタンパク (PARP-1、PARP-2、Mre11、

Rad50、Nbs1、Rad51) の発現レベルは異なるものの (図 7)、これら発現レベ

ルの違いは olaparib の SN-38 感受性増強効果とは関連がなかった。また、

HCT116、HT29、RKO、SW1116 の 4 つの細胞株において SN-38 または olaparib

を 48 時間持続接触させた後、DNA 損傷修復に関わる Mre11、Rad50、Rad51、

PAR のタンパク発現を Western blot 法により調べた。PAR 合成は olaparib を

投与した細胞において抑制されていることが確認されたが、Mre11、Rad50、

Rad51 のタンパク発現は薬剤投与後の細胞においてコントロールと比較し変化

がなかった (図 18)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 18. SN-38 または olaparib 投与後の Mre11、Rad50、Rad51、PAR の発現解析 

4 種類の細胞株を用いて SN-38 および olaparib を 48 時間持続接触させた後、 Mre11、Rad50、

Rad51、PAR のタンパク発現を Western blot 法により調べた。 

 

3－5) 二本鎖 DNA 損傷修復関連タンパク (Mre11、Rad50、Rad51) 発現抑制

による SN-38 および olaparib 感受性への影響 

 

Olaparib の SN-38 感受性増強効果に関与する DSB 修復因子を検討するため
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に、DSB 修復関連タンパクである Mre11、Rad50、Rad51 をターゲットとして、

siRNA を用いてそれぞれ単一ノックダウンを行い、SN-38 および olaparib の感

受性変化を検討した。細胞株は、MMR 異常がなく MRE11 と RAD50 が 

wild-type であり、siRNA の導入が良好であった SW1116 細胞株を用いた (図

19)。SW1116 に Mre11、Rad50、Rad51 それぞれをターゲットとする siRNA

を導入し、24 時間後にタンパク発現を Western blot 法にて確認したところ、目

的のタンパク発現が抑制されていることが確認された。また、Rad51 に対する

siRNAを導入した細胞ではRad51の核内 foci形成が抑制されていることが確認

された(図 19)。SW1116 細胞に siRNA を導入し 24 時間後に SN-38 または

olaparib を 48 時間持続接触させ、Scepter 2.0 cell counter にてセルカウントア

ッセイを行うとともに細胞径測定により細胞周期やアポトーシスの変化を検討

した (図 19、20)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 19. Mre11、Rad50、Rad51 の発現抑制による SN-38 および olaparib 感受性への影響-1 

SW1116 細胞株を用いて Mre11、Rad50、Rad51 をターゲットとする siRAN を導入し、24
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時間後にタンパク発現を Wstern blot 法により確認したところ、それぞれ効果的にノックダウン

されていた。また、Rad51 のノックダウン細胞では Rad51 の核内 foci 形成が抑制されているこ

とを確認した。siRAN 導入 24 時間後に、SN-38 (1 nM) または olaparib (10 nM) を 48 時間持

続接触させた後、 Scepter 2.0 cell counter を用いてセルカウントアッセイを行った。コントロ

ール siRNA とターゲットの siRNA の 2 群間の比較は Student’s t-test を用いて行った (*, P < 

0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.0001)。 

 

Rad51 ノックダウン細胞においてはネガティブコントロールと比較し、

SN-38 単剤、SN-38 と olaparib の併用のみならず、olaparib 単剤においても感

受性が増加した (図 19)。また、平均細胞径は Rad51 ノックダウン細胞におい

て olaparib 単剤、SN-38 単剤、SN-38 と olaparib の併用、それぞれにおいて

増加がみられ、G2/M 期細胞周期停止が誘導されたことを示唆した。また、小細

胞分画も同様に Rad51 ノックダウン細胞において olaparib 単剤、SN-38 単剤、

SN-38 と olaparib の併用、それぞれにおいて増加がみられ、アポトーシスが増

加したことを示唆した(図 20)。一方、Mre11 または Rad50 ノックダウン細胞に

おいてはネガティブコントロールと比較し、感受性の増強はみられなかった。 
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図 20. Mre11、Rad50、Rad51 の発現抑制による SN-38 および olaparib 感受性への影響-2 

SW1116 細胞株を用いて Mre11、Rad50、Rad51 をターゲットとする siRAN を導入し、24

時間後に SN-38 または olaparib を 48 時間持続接触させた後、 Scepter 2.0 cell counter を用い

てセルカウントアッセイと同時に細胞径測定を行った。グラフ内の数値は large-diameter cells

の平均細胞径 (µm) (n = 3)を示す。各ノックダウン細胞株の平均細胞径は one-way ANOVA で P 

< 0.01であり、コントロールと治療群の 2群の比較はTukey’s testにより行った (*, P < 0.05; **, 

P < 0.01; ***, P < 0.001)。  

 

 

MMR 異常があり MRE11 と RAD50 にフレームシフト変異を認める HCT116

細胞株においても、Rad51 をノックダウンし、同様に SN-38 および olaparib

の感受性を評価した (図 21)。siRNA を導入 24 時間後に Rad51 タンパク発現を

Western blot 法にて確認し、Rad51 発現が抑制されていることを確認した (図

21A)。SW1116 細胞株と同様に Rad51 ノックダウン細胞においてはネガティブ

コントロールと比較し、olaparib 単剤、SN-38 単剤、SN-38 と olaparib の併用、
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いずれにおいても感受性が増加した (図 21B)。また、細胞径測定により、Rad51

ノックダウン細胞においては olaparib 単剤、SN-38 単剤、SN-38 と olaparib

の併用、それぞれにおいて G2/M 期細胞周期停止やアポトーシスが増加してい

ることが示された (図 21C)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 21. Rad51 の発現抑制による SN-38 および olaparib 感受性への影響 

HCT116 細胞株を用いて Rad51 をターゲットとする siRAN を導入し、24 時間後にタンパク発

現を Wstern blot 法により確認したところ、効果的にノックダウンされていた (A)。siRAN 導

入 24 時間後に、SN-38 (1 nM) または olaparib (10 nM) を 48 時間持続接触させた後、 Scepter 

2.0 cell counter を用いてセルカウントアッセイ (B) および細胞径測定 (C) を行った。B：コン

トロール siRNAとターゲットの siRNAの 2群間の比較はStudent’s t-testを用いて行った (*, P 

< 0.05; **, P < 0.001; ***, P < 0.0001)。C：グラフ内の数値は large-diameter cells の平均細胞

径 (µm) (n = 3)を示す。各ノックダウン細胞株の平均細胞径は one-way ANOVA で P < 0.001 で
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あり、コントロールと治療群の 2 群の比較は Tukey’s test により行った (*, P < 0.05; **, P < 

0.01; ***, P < 0.001)。 

 

3－6) In vivo における irinotecan と olaparib の腫瘍増殖抑制効果と有害反応の

検討 

 

In vivo 実験において irinotecan と olaparib の併用治療の腫瘍増殖抑制効果

を検討するために、SN-38 感受性の異なる 2 つの細胞株 (HT29、SW1116) の

マウス移植片モデルを作成した。それぞれのマウスモデルにおいて、コントロ

ール群、olaparib 単独治療群、irinotecan 単独治療群、olaparib と irinotecan

の併用治療群の 4 群に分けて治療を開始した。 

HT29 のマウス移植片モデルにおいて、irinotecan 単剤群ではコントロール群

と比較し有意な抗腫瘍効果が得られなかったが、olaparib と irinotecan 併用群

において有意に腫瘍増殖を抑制した (図 22)。一方 SW1116 のマウス移植片モデ

ルにおいては、irinotecan 単独群、olaparib と irinotecan の併用群それぞれに

おいてコントロール群と比較し有意に腫瘍増殖を抑制し、irinotecan 単独群と

olaparib と irinotecan の併用群の間では有意差が得られなかったが、trend test

では併用群が単独群より腫瘍増殖を抑制する傾向にあった (図 22)。両細胞株の

マウス移植片モデルにおいて、olaparib と irinotecan の併用治療群はコントロ

ール群と比較し有意な体重減少や下痢などの消化器症状は見られなかった (デ

ータ未掲載)。 
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図 22. In vivo における irinotecan と olaparib の腫瘍増殖抑制効果 

HT29 細胞株と SW1116 細胞株を用いてマウス移植片モデルを作成し、コントロール群、

olaparib 治療群、irinotecan 治療群、olaparib と irinotecan の併用治療群の 4 群に分けて治療

を開始した。olaparib (50 mg / kg) は経口投与で週 5 日投与（day0-4）、irinotecan (10 mg / kg) 

は腹腔内投与で週 2 回投与 (day0、day3) を繰り返した。測定値は平均±SEM にて表示した。 

4 群の比較では one-way ANOVA で P < 0.01 であった。2 群の比較は Tuley-Kramer method に

より行った。また各群で linear trend test を行った。 

 

また、他の有害反応として血液毒性や肝機能障害を調べるために、SW1116
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のマウス移植片モデルにおいて day30 で血液サンプルを採取し、血液検査を施

行した。本研究で使用した irinotecan あるいは olaparib の用量では血液毒性や

肝機能障害の有害反応は見られなかった (表 4)。 

 

表 4. SW1116 細胞株移植 SHO マウスの day30 における血液データ 

    WBC (/ul)  Hb (g/dl)  Plt (x10
4
/ul)  T-bil (mg/dl)  ALT (IU/l)  ALP (IU/l) 

control   883 ± 319  
14.9 ± 0.71   85.2 ± 23.3   0.17 ± 0.08   48.7 ± 18.1   196 ± 81 

olaparib 
 

1400 ± 804   
14.7 ± 0.69   

107.6 ± 23.5   
0.18 ± 0.10   

42.7 ± 13.6   
184 ± 65.4 

irinotecan 
 

1100 ± 428   
15.0 ± 0.78  

92.2 ± 22.7   
0.1 ± 0.0   

29 ± 6.5  
262 ± 80 

irinontecan 
+ olaparib   1214 ± 527    14.3 ± 0.51   128.7 ± 18.0**   0.14 ± 0.08    28.1 ± 9.6*   248 ± 46 
測定値は平均 ± SD にて表示した。4 群の比較では one-way ANOVA で P < 0.05 であった場合

に、2 群の比較は Tuley-Kramer method により行った (*, P < 0.05; **, P < 0.01)。 

 

3－7) Rad51 阻害剤 (B02) と SN-38、olaparib の併用効果 

 

 Rad51 をターゲットとした癌治療の可能性について検討するため、Rad51

阻害剤であるB02を用いて SN-38および olaparibとの併用効果を in vitro にて

検討した。Huang らは high-throughput screening (HTS) により選択的に

Rad51 を阻害する化合物 B02 を同定した (46, 47)。B02 の Rad51 阻害効果を

確認するため、HT29 細胞株を用いて各濃度 (0、1、5、10 μM) の B02 を 24

時間持続接触させた後、10 nM の SN-38 を 2 時間接触させて DSB を誘発し、

その後 γH2AX と Rad51 の核内 foci 形成を蛍光抗体二重染色法により観察した 

(図 23A)。SN-38 の投与により γH2AX と Rad51 の核内 foci 形成はともに増加

するが、10 μM の B02 を 24 時間持続接触させた細胞においては γH2AX の foci

形成はみられるものの、Rad51 の foci 形成は減少することが確認された。一方、

同細胞株において各濃度 (0、1、5、10 μM) の B02 を 24 時間持続接触させた

後、Rad51 のタンパク発現を Western blot 法により調べたところ、Rad51 タン

パク発現レベルは B02 の添加によって変化がなかった (図 23B)。細胞株の感受
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性試験においては 10 μM の B02 を用いることとした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 23. B02 の Rad51 阻害効果 

A：HT29 細胞株を用いて、各濃度 (0、1、5、10 μM) の B02 を 24 時間持続接触させた後、10 

nM の SN-38 を 2 時間接触させて DSB を誘発し、その後 γH2AX と Rad51 の核内 foci 形成を

蛍光抗体二重染色法により観察した。B：各濃度 (0、1、5、10 μM) の B02 を 24 時間持続接触

させた後、Rad51 のタンパク発現を Western blot 法により調べた。 

 

次にMMRの状態が異なる 2つの細胞株 (HCT116、HT29) を用いて、SN-38、

olaparib、B02 を 48 時間持続接触させ、Scepter 2.0 cell counter にてセルカウ

ントと細胞径測定を行った (図 24)。 

B02 と olaparib は SN-38 を添加する 1 時間前に添加した。B02 単剤の投与に
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よって約 40％から 60％の細胞増殖抑制効果がみられた。いずれの細胞株におい

ても SN-38 単剤あるいは B02 単剤と比較し SN-38 と B02 の併用投与により細

胞増殖抑制効果が増強した。SN-38、B02 と olaparib の 3 剤併用投与により、

HCT116 においてはさらに細胞増殖が抑制されたが、HT29 においては、SN-38

と B02 の 2 剤併用投与と変わらなかった (図 24)。細胞径測定においては、B02

単剤あるいは SN-38 単剤と比較し、SN-38 と B02 の併用投与によって平均細胞

径が増加し、G2/M 期細胞周期停止が促進された。HCT116 においては SN-38、

B02 と olaparib の 3 剤投与によりさらに G2/M 期細胞周期停止が促進された 

(データ未掲載)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 24．B02 の SN-38 および olaparib に対する感受性増強効果の検討 

HCT116 細胞株と HT29 細胞株を用いて B02、SN-38 および olaparib を 48 時間持続接触後、

Scepter 2.0 cell counter にてセルカウントを行った。SN-38 濃度は HCT116 については 1 nM、

HT29 については 4 nM とした。測定値は n = 3 の平均±SD にて表示した。いずれも one-way 

ANOVA で P < 0.0001 であり、2 群の比較は Tukey’s test により行った。 

 

第4章 考察 

 

本研究では MMR の状態が異なる大腸癌細胞株を用いて、SN-38 あるいは

irinotecan と PARP 阻害剤の一つである olaparib との併用効果を in vitro また
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は in vivo にて検討した。Vilar らは MSI 陽性大腸癌が MRE11 と RAD50 の変

異によって irinotecan に感受性が高いとしている (22)。本研究においてもこれ

までの報告と同様に MSI 陽性大腸癌において MRE11 や RAD50 に高率にフレ

ームシフト変異を認めた (表 2)。また、SN-38 単剤の IC50値は MRE11 変異を

もつ MLH1 異常株で低く、MRE11 異常が topoisomerase I 阻害剤の高感受性

と関わることが示唆された (図 10)。 

MRE11 異常をもつ大腸癌細胞株では DNA 修復機構の破綻が考えられるため、

topoisomerase I阻害剤とPARP阻害剤との併用治療においても影響を与える可

能性が推測されたが、[3H]-チミジン取り込みアッセイによる解析では MMR 異

常の有無に関わらず、olaparib は SN-38 の IC50 値をおよそ半分に低下させた 

(図 10)。また、Scepter 2.0 cell counter によるセルカウントアッセイおよび細

胞径測定の結果では、MMR 異常の有無に関わらず olaparib は SN-38 の細胞増

殖抑制効果をさらに増強し、G2/M 期細胞周期停止やアポトーシスを誘導した 

(図 11-13)。特に RKO や SW1116 細胞株においてはアポトーシスを誘導しやす

い傾向にあった が MMR 異常とは関わりがなかった (図 13)。 

Olaparib による SN-38 感受性増加の作用機序を検討するために、DNA 損傷

修復関連マーカーを蛍光抗体法により観察した。まず、S 期特異的な細胞周期マ

ーカーである BrdU と DSB マーカーである 53BP1 に対する抗体を用いて蛍光

抗体二重染色を行った。SN-38 を 6-12 時間の短時間持続接触させると 53BP1

の核内 foci 形成が BrdU の取り込みとともに観察され、olaparib はこれを増強

した。24 時間以上経過すると BrdU の取り込みがなくなり 53BP1 の核内 foci

のみが残存する細胞が増加した (図 15)。また、コロニー形成アッセイにおいて

も SN-38 単剤あるいは SN-38 と olaparib を 24 時間以上持続接触させることに

よりコロニー形成能を有意に抑制した(図 14)。Wu らは SN-38 による DSB は二

相性であると報告しており、初期相は S 期特異的であり、遅延相はアポトーシ

スと関連するものであるとしている (57)。本研究において 12 時間までに観察さ

れた DSB は S 期特異的に DSB が生じていることを示し、24 時間以降に観察さ
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れた DSB は細胞死に関連するものと考えられた。 

S 期特異的な DSB を観察するために 2 つの細胞株 (HCT116、HT29) を用い

て、SN-38 または olaparib を 12 時間持続接触させ、53BP1 の核内 foci 形成を

蛍光抗体法により検討した。両細胞株において SN-38 感受性は異なるものの、

olaparibを加えることによりSN-38による foci形成はさらに増加した (図16)。

Olaparib による SN-38 感受性増加作用は、各細胞の SN-38 感受性や MMR 異

常の影響はないと考えられた。 

Olaparib単剤の IC50値は今回使用した細胞株においては 2.5 µM以上であり、

10 nM の olaparib は細胞毒性が見られなかった (図 8)。さらに、10 nM の

olaparib 単剤ではコントロールと比較して DSB の増加はなく、また細胞周期や

アポトーシスにも変化は見られなかった。しかしながら SN-38 と併用すること

で DSB を増加させ、G2/M 細胞周期停止やアポトーシスを引き起こしたことか

ら、単純な相加作用ではなく、SN-38 との相乗作用があることが示された。 

 HT29 細胞株において SN-38 投与により、DSB マーカーである γH2AX の核

内 foci が増加するとともに、それと共存して HR に不可欠な分子である Rad51

の foci も増加し (図 17)、SN-38 による DSB は Rad51 を介した DNA 修復経路

が関わることが示された。Olaparib は SN-38 による DSB 部位への Rad51 の集

積をさらに増加させたことから、Rad51 に対する直接的な阻害作用はないと考

えられた (図 17)。Mre11、Rad50、Nbs1 は 3 量体の MRN 複合体を形成し、

DSB の感知や修復、ATM キナーゼの活性化などに関わる (41, 42, 44-46)。前

述のように SN-38 高感受性が MRE11 変異による MRN 複合体の異常によるも

のであれば、Mre11 も SN-38 による DSB 修復経路に関わり、同時に Rad51 を

介した修復経路と関連していると推測された。そこで、olaparib の SN-38 感受

性増強効果に関連する DSB 修復因子を明らかにするために、MMR 異常がない

SW1116 細胞株を用いて Mre11、Rad50、Rad51 をターゲットとしてそれぞれ

ノックダウンを行い、SN-38 または olaparib の感受性変化を検討した。その結

果、Mre11 や Rad50 のノックダウンでは変化がなく、Rad51 をノックダウンし
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た細胞においてのみ SN-38 単剤または SN-38 と olaparib の併用、あるいは

olaparib単剤の投与でさえ細胞増殖を有意に抑制した (図19、20)。また、MRE11

変異をもつ HCT116 細胞株を用いて Rad51 のノックダウンを行ったところ、同

様に SN-38 あるいは olaparib の感受性増強効果がみられた (図 21)。 

以上の結果より、SN-38 により S 期特異的 DSB が誘導され、これは Rad51

を介する DSB 修復経路により修復されることが示され、olaparib を併用するこ

とによりこれらのDSBの増加とそれに伴うHRによる修復経路の活性化が示唆

された。p53 との関わりにおいては、野生型 p53 では Rad51 発現が抑制される

との報告があるが (58, 59)、本研究においては p53 の変異の有無に関わらず

olaparib の SN-38 感受性増強効果がみられたことから、p53 は重要な役割は果

たしていないと考えられた。Olaparib の作用機序としては、ひとつは PARP 阻

害に伴う SSB 修復阻害が考えられた。SN-38 により生じた SSB の一部は PARP

を介して修復されていると考えられ、この SSB 修復を阻害することで SN-38

による DSB を促進する効果があると推察された (図 25)。Olaparib 単剤では細

胞増殖抑制効果がなかったことから、単純に olaparib が直接 DSB を引き起こ

すことが主な機序ではないと考えられた。一方、PARP-1 が DSB 修復に関わる

Mre11 の集積に必要との報告や (60-62)、PARP 阻害により BRCA1 や Rad51

の発現が抑制されるとの報告があり (33)、2 つ目の olaparib の作用機序として、

DSB 修復への直接的な阻害作用が推測されたが、本研究においては、Rad51 を

介する DSB 修復経路への直接的な阻害作用は確認できなかった。但し、PAR 合

成阻害に伴い、DSB 修復経路への何らかの間接的な阻害効果があることは否定

できない。Rad51 をノックダウンした細胞では olaparib 単独でも細胞増殖を抑

制したことから、相互に何らかの関わりがあることが推測される。ひとつの仮

説としては、olaprib 単独でもわずかな DSB が誘導されており、迅速な HR を

介する修復が行われているために細胞増殖には影響がなく、本研究におけるア

ッセイでは DSB が検出できなかった可能性が考えられる。もう一つの仮説とし

ては、Rad51 をノックダウンした細胞では DSB 修復経路として HR を介する経
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路は機能しないため、代替経路として NHEJ が主な DSB 修復機構となる可能

性がある。PARP は DSB 部位での PAR 合成による NHEJ 関連タンパクのリク

ルートに関わるとする報告があり (63)、olaparib は HR 修復に関しては直接的

な阻害効果はないものの、NHEJ を介する修復経路を阻害することで DSB 修復

が行われなくなり、細胞死が誘導されるのではないかと推測される (図 25)。3

つ目の olaparib の作用機序として、細胞膜輸送体への作用が挙げられる。SN-38

の薬剤抵抗性の原因のひとつとして、細胞膜輸送体による細胞外排出がある。

細胞膜輸送体である ABC transporters の中で、ABCB1/P-gp (ATP-binding 

Cassette sub-family B Menber 1 / P-glycoprotein) や  ABCG2/BCRP 

(ATP-binding Cassette sub-family G Menber 2 / Breast Cancer Resistace 

Protein) が SN-38 の細胞外排出に関わるとする報告 (64, 65) がある。一方、

olaparib も ABCB1/P-gp の基質であるとする報告 (66, 67) があり、olaparib

が ABCB1/P-gp の作用を減弱させることにより SN-38 の細胞外排出が減少し、

SN-38 濃度が上昇する可能性がある。 

いずれにしても PARP の作用機序についてはさらなる検討が必要である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 25．Olaparib の SN-38 感受性増強効果の作用機構のモデル 

 

Mre11の異常のみではSN-38あるいは olaparibの感受性への影響は確認でき
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なかったことから、MRN 複合体が DNA 損傷のセンサーとして働いているもの

の DSB 修復には必要不可欠とは言えないと考えられた。しかしながら、

Oplustilova らは Mre11 の異常細胞で PARP-1 阻害剤の感受性が増加したこと

を報告しており (68)、PARP 阻害剤と Mre11 との関連は未だ明らかでない。 

マウス移植片モデルを用いて irinotecan と olaparib の併用効果を検討し、in 

vivo と同様に併用効果の有効性が示されるとともに (図 22)、体重減少や下痢な

どの消化器症状、血液毒性や肝機能障害などの有害反応は見られなかった (表

4)。Tentori らはラットモデルにおいて PARP 阻害剤は irinotecan による腸管毒

性を回避すると報告している (38)。Irinotecan は臨床の場では消化器症状や血

液毒性、肝機能障害などの有害反応が問題となることが多いが、olaparib は毒

性がより少ないとされ、併用治療は irinotecan の減量を可能とし治療コンプラ

イアンスの向上が期待される。 

mRNA の発現解析では、MRE11 や RAD50 と異なり RAD51 や BRCA2 は大

腸癌細胞株全般で発現が高い傾向にあることからも、Rad51 が新たな癌治療の

ターゲットとして大腸癌に広く応用できるものと期待された (図 6)。今回、

Rad51 阻害剤である B02 を用いて SN-38 および olaparib との相乗作用を検討

し、B02 と SN-38 の 2 剤併用あるいは B02、SN-38 と olaparib との 3 剤併用

効果の有効性が確認されたが (図 24)、B02 はスクリーニングにより同定された

薬剤であり、Rad51 を効果的に阻害する濃度が 10 μM と高く、Rad51 阻害以外

の作用が働いている可能性があることを否定できない。今後 Rad51 のみをター

ゲットとした効果的な薬剤の開発が待たれる。 

  

第5章 結論 

 

 本研究において SN-38 あるいは irinotecan と olaparib の併用治療が MMR

異常の有無に関わらず幅広く大腸癌細胞に有用であることが示された。

Olaparib の作用機序としては、SSB 修復阻害による SN-38 の DSB 促進効果あ

51 
 



るいは HR を介する修復経路への間接的な阻害効果、また、細胞膜輸送体への

関与などが考えられた。In vivo の実験において olaparib は有害反応を増加させ

ることなく irinotecan の抗腫瘍効果を増強し、今後臨床への応用が期待された。

さらに、topoisomerase I、PARP に加えて、Rad51 が癌治療の新たなターゲッ

トとなり得る可能性が示唆された。 
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