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序章 

本邦において、食道がん患者の5 年生存率は他の消化器がんと比較して低く、また多くの食道がん

患者において診断時に既にがんの浸潤・転移が認められている。そのため、食道がんの治療には、全

身的な治療が可能であるがん化学療法を欠かすことができない。食道がん化学療法の一次療法として、

主に 5-フルオロウラシル (5-FU) 及びシスプラチン (CDDP) を用いた FP 療法が実施されており、奏

功率は60％と比較的高い。しかしながら、一次療法に対して不応性を示す患者が一定数存在すること、

さらには二次療法以降に有効な薬剤に乏しいことが、食道がんの治療における問題点である。 

オラパリブは、DNA 損傷応答を促進するポリ ADP リボースポリメラーゼ (PARP) 1 を標的とした

分子標的薬であり、乳がん感受性遺伝子1 または2 (BRCA1/2) に変異を有する卵巣がん及び乳がんの

治療に単剤での使用が認められている。食道がんの場合、in vitro では細胞増殖阻害作用が認められて

いるものの、BRCA1/2 に変異を有する患者の割合が数%とわずかであるため、PARP 阻害薬単独処置

による治療への応用に向けた検討はほとんどなされていない。一方、オラパリブは、BRCA1/2 変異を

問わず卵巣がん患者の抗がん薬治療に追加されることで無増悪生存期間を有意に延長させることから、

食道がんにおいても既存の抗がん薬との組み合わせにより治療効果を向上させる可能性が考えられる。

しかしながら、食道がん細胞において、オラパリブが既存の抗がん薬による細胞増殖阻害作用に対し

てどのような影響を及ぼすのかは、未だ不明である。 

そこで本研究では、食道がんの治療においてオラパリブと組み合わせるべき既存の抗がん薬に関す

る情報を得る目的で、食道がん細胞の抗がん薬感受性に及ぼすオラパリブの影響について基礎的検討

を実施した。 
第1章 食道がん細胞の抗がん薬感受性に及ぼすオラパリブの影響 
食道がん細胞KYSE70 (BRCA1/2 野生型) 及びKYSE140 細胞 (BRCA1 変異型) を用いて、抗がん薬

の感受性に及ぼすオラパリブの影響を検討した。抗がん薬として、既存の代表的な抗がん薬である

CDDP、イリノテカンの活性代謝物であるSN-38、ドキソルビシン、テモゾロミド、5-FU 及びドセタ

キセルを選択した。オラパリブは、2 種類の食道がん細胞に対して、単独の処置により細胞増殖阻害

作用を示し、特にKYSE140 細胞において高い感受性が認められた。また、オラパリブは、使用した6

種類の抗がん薬の細胞増殖阻害曲線をそれぞれ低濃度側へシフトさせ、特にCDDP、SN-38、ドキソル

ビシン及びテモゾロミドの50%増殖阻害濃度 (IC50) 値を大きく低下させた。さらに、これら4 種の抗

がん薬による細胞増殖阻害作用は、BRCA1/2 野生型のKYSE70 細胞においてオラパリブにより相乗的

に増強されることが認められた。一方、BRCA1 変異を有するKYSE140 細胞においては、オラパリブ

による CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテモゾロミに対する相乗的な感受性増強効果は認められ

なかった。次に、KYSE70 細胞において、抗がん薬によるコロニー形成阻害作用に及ぼすオラパリブ

の影響を検討した。オラパリブは、CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテモゾロミドのそれぞれによ



るコロニー形成阻害作用をいずれも顕著に増強させた。さらに、これら抗がん薬によるコロニー形成

阻害作用は、オラパリブによって相乗的に増強されることが示された。なお、オラパリブは、5-FU及

びドセタキセルのコロニー形成阻害作用を増強したものの、その作用は相加的であった。したがって、

オラパリブは、食道がん細胞において DNA損傷を誘導する抗がん薬であるCDDP、SN-38、ドキソル

ビシン及びテモゾロミドの感受性を増強し、その作用は BRCA1 変異型の KYSE140 細胞ではなく

BRCA1/2 野生型のKYSE70 細胞において相乗的であることが明らかとなった。 

第 2 章 BRCA1/2 野生型の食道がん細胞におけるオラパリブによる DNA 損傷応答を介した抗がん

薬感受性の増強機序の解明 

BRCA1/2 野生型であるKYSE70 細胞において、オラパリブによる抗がん薬感受性増強効果に関する

機序を明らかにする目的で、PARP1 が関連する DNA 損傷応答に着目した検討を実施した。BRCA1/2

野生型であるKYSE70 細胞において、PARP1 活性化の指標となるタンパク質のポリADP リボース化 

(PAR) が、抗がん薬 (CDDP、SN-38、ドキソルビシン、テモゾロミド、5-FU及びドセタキセル) 処置

の有無に関わらず認められた。また、オラパリブは、いずれの条件下においてもPARをほぼ完全に抑

制した。次に、KYSE70 細胞において、CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテモゾロミドは、DNA損

傷が生じていることを示す指標となる核内リン酸化ヒストン H2AX (γH2AX) の集積を誘導した。ま

た、オラパリブは、これら4 種類の抗がん薬が誘導する核内γH2AXの集積量を有意に増大させた。し

かしながら、5-FU 及びドセタキセルの場合には、オラパリブの共存による核内γH2AX の集積量の増

大は認められず、それはオラパリブ単独処置時とほぼ同等であった。これらの結果は、KYSE70 細胞

におけるCDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテモゾロミドに対する感受性の相乗的増強効果が、オラ

パリブによるPARP1 活性の阻害に基づいたDNA損傷の増大に起因していることを示唆している。一

方、オラパリブは、BRCA1/2 変異型のがん細胞において DNA 修復エラー頻度が高い古典的非相同末

端結合を亢進させることで細胞における染色体異常を蓄積し、細胞毒性を誘導することが知られてい

る。そこで、BRCA1/2 野生型であるKYSE70 細胞におけるオラパリブによる抗がん薬に対する感受性

の相乗的増強効果への古典的非相同末端結合の関与について確認することとした。古典的非相同末端

結合の主要な因子であるDNA 依存性プロテインキナーゼ (DNA-PK) に対する阻害薬であるNU7441

は、KYSE70 細胞におけるオラパリブと抗がん薬による細胞増殖阻害作用を減弱させなかった。この

結果は、BRCA1/2 野生型の食道がん細胞におけるオラパリブによる抗がん薬感受性の相乗的増強効果

に古典的非相同末端結合が寄与しない可能性を示している。 

したがって、BRCA1/2 野生型の食道がん細胞において、オラパリブはPARP1 活性を阻害することで

CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテモゾロミドに対して相乗的増強効果を誘導し、その機序はDNA

損傷の増大に起因する可能性を明らかとした。 

総括 

本研究では、BRCA1/2 野生型の食道がん細胞において、オラパリブがCDDP、SN-38、ドキソルビシ

ン及びテモゾロミドに対する感受性を DNA 損傷の増大に起因して相乗的に増強する可能性を明らか

にした。本知見は、食道がん細胞において、オラパリブが感受性を増強させうる抗がん薬の特徴を明

確にするものであり、オラパリブなどの PARP 阻害薬を用いた食道がん化学療法構築のための基礎的

な知見になると考えられる。 
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略語一覧 

 

5-FU  5-フルオロウラシル (5- fluorouracil) 

53BP1  p53 結合タンパク質1 (p53-binding protein 1) 

AKT  RAC-αセリン/スレオニンプロテインキナーゼ  

(RAC-αserine/threonine-specific protein kinase ) 

BRCA  乳がん感受性遺伝子 (breast cancer susceptibility gene) 

BCRP  乳がん耐性タンパク質 (breast cancer resistance protein) 

CDDP  シスプラチン (cisplatin) 

CI  Combination Index 

D-MEM  ダルベッコ改変イーグル培地 (dulbecco's Modified Eagle Medium) 

DMSO  ジメチルスルホキシド (dimethyl sulfoxide) 

DNA-PK  DNA依存性プロテインキナーゼ (DNA-dependent protein kinase) 

EGFR  ヒト上皮成長因子受容体 (epidermal growth factor receptor) 

EXP  期待値 (expected value) 

FBS  ウシ胎仔血清 (fetal bovine serum) 

FDA  アメリカ食品医薬品局 (food and drug administration) 

IC50  50 %細胞増殖阻害濃度 (half maximal inhibitory concentration) 

mTOR  ラパマイシン標的タンパク質 (mammalian target of rapamycin) 

PAR  ポリADPリボース化 (Poly ADP-ribosylation) 

PARP  ポリ (ADP-リボース) ポリメラーゼ (poly (ADP-ribose) polymerase) 

PBS  リン酸緩衝生理食塩水 (phosphate-buffered saline) 

P-gp  P糖タンパク質 (P-glycoprotein) 

R.S.  相対感度 (relative sensitivity) 

SDS  ドデシル硫酸ナトリウム (sodium dodecyl sulfate) 

S.E.  標準誤差 (standard error) 

SN-38  7-エチル-10-ヒドロキシカンプトテシン (7-Ethyl-10-hydroxycamptothecin) 

VEGF  血管内皮増殖因子 (vascular endothelial growth factor) 

γH2AX  リン酸化ヒストンH2AX (phosphorylated histone H2AX) 
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序論 

がんとは、細胞増殖を抑制するがん抑制遺伝子の欠失並びに過剰な増殖能を促進する遺伝

子変異及び染色体領域の増幅により、細胞分裂の抑制機能が破綻し細胞が無秩序な増殖能を

獲得した状態を示す。細胞における遺伝子異常は、一般的な生活環境において生じる紫外線

暴露、炎症及び酸化ストレスなどによる DNA 損傷が誘発される。がん細胞は、その損傷を修

復する際に誘発される DNA 修復エラーにより遺伝子異常が蓄積し、多段階的に無秩序な増

殖能を獲得すると考えられている 1-2)。 このように細胞の DNA 修復機構は、非常に低い頻度

ではあるものの、正常な遺伝子において塩基の挿入や欠失、または染色体領域の欠失や増幅

を引き起こし、遺伝子異常を蓄積する。そのため、平均寿命が伸長した現代社会では、長寿

に伴い遺伝子異常が蓄積する可能性が高くなるため、がんを罹患するリスクが増大する 3)。以

上のような背景をもとにがんは、脳血管疾患及び心血管疾患に次いで全人類の主要な死因と

なっている 4)。2012 年には、全世界でがんに年間 1400 万人が罹患している 5) 。さらには、今

後とも世界の平均寿命が延びることが予想されるため、2030 年には全世界で 2160 万人がが

んに罹患すると予想されている 6)。本邦おいて、既に 1981 年から死亡原因の第 1 位は、がん

である。そして日本人の生涯のうち 2 人に 1 人が罹患し、3 人に 1 人ががんにより死亡する

とされている 7)。すなわちがんは、本邦において誰にでも起こりうるありふれた病気と考えら

れる。 

近年におけるがんの治療成績は、飛躍的に向上しており、がん患者全体の 5 年生存率は 1963

年と 2008 年を比較すると、男性で 29.5%から 58.8%、女性で 50.5%から 66.0％と大幅に改善

している 8)。これは、主にコンピュータ断層撮影や核磁気共鳴画像法を用いたがんの早期発見

技術の向上や、5-フルオロウラシル (5-FU)、シスプラチン (CDDP) などを始めとする各種抗

がん薬に加え、分子標的治療薬の登場など治療薬の開発によるところが大きい 8)。本邦におけ

るがん患者の生存率は (Figure Ι)9)、1993-1996 年診断例から 2006-2008 年診断例において、全
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部位と比較して低い数値を示すがん種が存在している。具体的には、全部位において 53.2%

から 62.1%と生存率が改善したことと比較して、食道では 26.9%から 37.2%、肝臓では 21.2%

から 32.6%、すい臓では 6.5%から 7.7%及び肺がん 22.5%から 31.9%と低値を示すがんが見受

けられる。このようにがん全体の生存率が高まる一方で、生存率は改善しているものの、他

のがんと比較して生存率が低いがん種 (食道がん、肝臓がん、すい臓がん及び肺がん) も存在

している。食道がんは、本邦においてその罹患率が第 10 位と、患者数は他のがん種と比較し

て決して多いとは言えない。しかしながら、食道がん患者の 5 年生存率は 36％であり、全が

んでは 60％以上であることを考慮すれば、食道がんは長期生存が困難ながんの一つと言え

る 10)。その要因として、食道がんは初期症状に乏しく早期発見が難しいこと、食道にはリン

パ節が数多く存在するため、他の臓器へ転移し易いことなどが考えられる。実際に、食道が

ん患者の半数以上は、診断時に原発巣から多臓器へと浸潤・転移している 11)。がん患者の死

亡原因の 7 割は、がんの浸潤・転移により生じる臓器機能の障害に起因している 12)。さらに

がんの浸潤・転移は、局所的な治療である外科的切除や放射線治療を適用が困難である場合

が多い。すなわち、食道がん患者における生命予後の改善には全身的な治療が重要であり、

そのため抗がん薬によるがん化学療法が不可欠な治療となっている。 

現在、食道がん化学療法は、一次療法として 5-FU 及び CDDP を用いた FP 療法が用いら

れており、その奏効率は 60％と高い治療成績を示している 13)。また、FP 療法にドセタキセル

を加えた DCF 療法の臨床開発が進められており、高い治療効果を有する治療法として確立さ

れつつある 14)。また、これらがん化学療法は、術前がん化学療法として外科的切除と組み合

わせることで、食道がん患者の生存期間を延長することも知られており 14-15)、食道がん治療

において標準的に用いられている。しかしながら、一定数の患者が、これらがん化学療法に

対し治療抵抗性を示し、さらに治療の過程で薬剤に抵抗性を獲得し治療の継続が困難となる

患者も存在する。一般的に、このような治療抵抗性を示す患者に対しては、二次療法として

薬剤の変更が試みられる。しかしながら食道がん化学療法において、生存率のより低い膵が

ん、肺がん、肝臓がんなどと比較して、分子標的薬の臨床開発も進んでいないなど、二次療

法に用いられる有効な治療薬が不足している 16)。近年、免疫チェックポイント阻害薬である

ニボルマブ及びペムブロリズマブが進行性食道がんにおいて、既存の二次療法と比較して、

全生存期間を延長するなど 17-18)、新たな治療薬の拡充を目指した臨床試験が進められている。

しかしながら、依然として二次療法以降に食道がんに使用できる薬剤の選択肢は少ないため、

生存率の向上のためには、有効性を示す新たな治療薬の拡充が今後とも必要である。 

ポリ (ADP-リボース) ポリメラーゼ (PARP) 阻害薬の一つであるオラパリブは、乳がん感

受性遺伝子 (BRCA) 1/2 に変異を有する卵巣がん及び乳がんに対する治療薬として承認され

た新規分子標的薬である 19-20)。BRCA1/2 は、DNA 二本鎖損傷修復反応の一つである相同組み

換え修復を促進するがん抑制遺伝子であり 21)、その遺伝子変異はオラパリブの感受性を増強

する。その詳細な機序を Figure Ⅱ22-24)に示す。通常 BRCA1/2 野生型のがん細胞において DNA

二本鎖損傷が誘導されると、BRCA1/2 を介した相同性のある染色体を用いた相同組み換え修

復が促進され DNA 損傷が修復され細胞は生存する。その一方で、BRCA1/2 変異型のがん細胞
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においては、相同組み換え修復機能が低下しているため、DNA 損傷が細胞に誘発されると

PARP1 依存性の代替的な非相同末端結合が促進される。また、PARP1 タンパク質の発現量及

び活性は、野生型のがん細胞と比較して BRCA1/2 変異型の細胞において増大している 25, 26)。

すなわち、BRCA1/2 変異型の細胞において PARP1 依存的な修復機構が亢進していると考えら

れる。またオラパリブは、BRCA1/2 変異型のがん細胞において PARP1 依存性の DNA 損傷修

復経路を阻害することで、代替的に DNA 修復エラー頻度の高い古典的非相同末端結合を促

進させ、細胞に染色体異常を蓄積し、synthetic lethal cytotoxicity すなわち合成致死性の細胞毒

性を誘導する。オラパリブは、乳がんや卵巣がんだけでなく、臨床試験第Ⅲ相 POLO 試験 27) 

及び PROfound 試験 28) において、BRCA1/2 変異を有するすい臓がん及び前立腺がん患者にお

ける無増悪生存期間をそれぞれ延長することが報告されている。さらに、他の PARP 阻害薬 

(ベリパリブ、タラゾパリブ、ルカパリブ及びニラパリブ) も BRCA1/2 変異を有する卵巣がん

や BRCA1/2 変異かつ HER2 陰性の乳がんに対して臨床開発が進められ、アメリカ食品医薬品

局 (FDA) に承認されている (Table Ⅰ)。その一方で、PARP 阻害薬は、BRCA1/2 変異に限らず、

他の相同組み換え修復機能低下に繋がる遺伝子異常 (HDRness) を有するがん細胞において

高い感受性を示すことが知られている 29)。オラパリブは、HDRness を有する前立腺がんにお

いても、腫瘍縮小などの臨床効果を示す 30)。そのため、PARP 阻害薬は、BRCA1/2 変異以外の

遺伝子変異を有する患者に対して、その適応の範囲を広げられる可能性が高い。したがって、

オラパリブを含む PARP 阻害薬の単独使用は、現在の BRCA1/2 変異に留まらず、臨床におい

て対象となる患者が増大し、今後はさらに重要な治療薬として用いられていくと考えられる。 

PARP 阻害薬は、BRCA1/2 に遺伝子変異を有するがんに対する単独使用に加え、BRCA1/2 野
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生型のがんに対して既存のがん化学療法と組み合わせた臨床試験が多く実施されている 34)。

具体的な PARP 阻害薬との組み合わせは、白金製剤、テモゾロミド、FOLFOX (5-FU/フォリン

酸/オキサリプラチン) または FOLFIRI 療法 (5-FU/フォリン酸/イリノテカン)、トポテカンで

あり、種々のがんの治療成績向上を目指した研究が行われている。特に、オラパリブは多く

の抗がん薬並びに分子標的薬と組み合わせた臨床試験が進められている (Table Ⅱ) 35)。具体的

にオラパリブは、乳がんや食道がんにおける放射線照射、頭頸部がんにおけるセツキシマブ 

(ヒト上皮成長因子受容体: epidermal growth factor receptor (EGFR) 阻害薬) 及び放射線照射、

すい臓がんにおけるイリノテカン、CDDP 及びメトトレキサート、卵巣がんにおけるカルボ

プラチン及びパクリタキセル、前立腺がんにおけるアビラテロン、乳がんにおけるセジラニ

ブ (血管内皮増殖因子: vascular endothelial growth factor (VEGF) 阻害薬)、卵巣がんにおけるラ

パマイシン標的タンパク質 (mammalian target of rapamycin: mTOR) 阻害薬または RAC-αセリ

ン/スレオニンプロテインキナーゼ (RAC-alpha serine/threonine-protein kinase: AKT) 阻害薬と

と組み合わせた臨床試験が行われている。それら臨床試験の中で、PARP 阻害薬であるオラパ

リブやベリパリブを卵巣がん患者においてカルボプラチン及びパクリタキセルを組み合わせ

た TC 療法に加えることで、BRCA1/2 変異の有無に関わらず無増悪生存期間を延長させるこ

とが報告されている 36-37)。またオラパリブは、卵巣がん患者において VEGF 阻害薬であるセ

ジラニブとの併用 38)、前立腺がんにおいてアビラテロンとの併用療法 39)により患者の生存期

間を延長させることが報告されている。すなわち、オラパリブは、相同組み換え修復の機能

が低下した腫瘍に対する単独の使用でだけではなく、相同組み換え修復の機能が正常ながん

に対する抗がん薬と組み合わせる治療薬として用いられていくと考えられる。加えて、食道

がん患者の 2 割が HDRness となる遺伝子変異を有していることも考慮すると 40-41)、食道がん

の治療に対する PARP 阻害薬の利用は今後有望となる可能性が考えられる。さらには、PARP

阻害薬は既存のがん化学療法と組み合わせることで治療成績を向上させる薬剤であることか

ら、HDRnes を有していない食道がんにおいても他の治療薬と組み合わせた有効性の高い治療

法を確立できると考えらる。 
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そこで本研究では、食道がんにおけるオラパリブの単独及び既存の抗がん薬と組み合わせ

た際の有効性に関する情報を得る目的で、BRCA1/2 野生型及び変異型の食道がん細胞を用い

て、単独処置及び抗がん薬感受性に及ぼすオラパリブの影響について基礎的検討を試みた。

本研究では、第 1 章において食道がん細胞の抗がん薬感受性に及ぼすオラパリブの影響を、

第 2 章では BRCA1/2 野生型の食道がん細胞におけるオラパリブによる DNA 損傷応答を介し

た抗がん薬感受性増強効果について検討した。以下、得られた結果を論述する。  
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第1章 食道がん細胞の抗がん薬感受性に及ぼすオラパリブの影響 

 

第1節 緒言 

PARP1 は (Figure 1-1)、主に NAD+を NADH に変換することにより、ADP リボースを PARP1

自身や他の標的タンパク質に修飾しポリ ADP リボース化 (Poly ADP-ribosylation: PAR) する。

その後、PAR 修飾された PARP1 は、DNA 損傷応答である DNA 修復機構の促進や DNA 損傷

に応答した遺伝子発現を促進し細胞生存に寄与する 42)。そのため、PARP 阻害薬であるオラ

パリブは、PARP1 の酵素活性を阻害することで、これら DNA 損傷応答を抑制し、細胞増殖

阻害作用を誘導する。これら機序によりオラパリブは、臨床においても既存のがん化学療法

や分子標的薬など様々な薬剤の治療成績を向上させる可能性がある。現在、食道がんにおけ

るオラパリブの基礎的な知見の集積は限られるものの、in vitro において単独処置により細胞

増殖阻害作用 43) や 放射線照射の感受性を相乗的に増強することが報告されている 44)。すな

わち、食道がんにおいてもオラパリブをはじめとする PARP 阻害薬は、有効な治療薬となる

可能性が想定される。 

がん化学療法は、全身的な治療効果が期待できるものの、その一方で、骨髄抑制などしば

しば治療継続が困難な副作用が生じる場合が存在する。がん化学療法は、複数の治療薬を組

み込み合わせることで、がんに対して単独で薬剤を使用する以上の治療成績を得ることがで

きる 45)。すなわち、がんに対して抗がん薬を組み合わせその作用が高まる組み合わせを明ら

かにすることは、がん化学療法を構築するうえで重要な基礎的知見となり、治療効果を維持

したまま、薬剤の投与量を下げ、副作用の減弱を目指す治療法を確立するための基礎的な知

見ともなり得る。しかしながら、食道がんにおいてオラパリブと抗がん薬と共に用いた基礎

的な知見は殆ど存在していない。 

そこで本章では、食道がんに細胞におけるオラパリブの基礎的な知見を集積するため、

BRCA1/2 遺伝子変異の有無が異なる食道がん細胞を用いて、オラパリブにより感受性が特に

増強する抗がん薬を in vitro にて探索した。 
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第2節 実験方法 

1. 試薬 

CDDP 及びドキソルビシンは、富士フイルム和光純薬株式会社 (Osaka、Japan) から購入し

た。ドセタキセル、7-エチル-10-ヒドロキシカンプトテシン (SN-38) 及びテモゾロミドは、東

京化成工業株式会社 (Tokyo、Japan) より購入した。5-FU は、Sigma-Aldrich (St. Louis、MO、

USA)、オラパリブは、LKT Laboratories (St. Paul、MN、USA) から購入した。本研究では食道

がん化学療法に用いられる抗がん薬として 5-FU、CDDP 及びドセタキセルを選択した。さら

に、固形がんに対するがん化学療法に汎用される抗がん薬としてドキソルビシン、SN-38 及

びテモゾロミドを用い、代表的な PARP 阻害薬としてオラパリブを選択した。各抗がん薬の

作用機序を Table 1-1 に示す。CDDP は、DNA 架橋形成薬としてグアニン及びアデニンへの結

合作用 46)、ドキソルビシン及び SN-38 は、それぞれトポイソメラーゼⅡ及びΙ阻害薬として、

トポイソメラーゼΙ及びⅡによる DNA 再結合の阻害作用 47-48)、テモゾロミドは、DNA アルキ

ル化薬としてグアニン残基のメチル化作用を有する 49)。5-FU は、代謝拮抗薬として DNA 及

び RNA 合成の阻害作用 50)、ドセタキセルは微小管脱重合阻害薬として、微小管の安定化作用

を有する 51)。オラパリブは、PARP 阻害薬として PARP1 酵素活性の阻害に加え PARP1 の DNA

損傷部位への捕捉作用を有する 52)。 

 

2. 細胞 

ヒト食道がん細胞は、食道扁平上皮がんの日本人患者から樹立した食道がん細胞である

KYSE70 及び KYSE140 細胞をヒューマンサイエンス研究資源バンク (Osaka, Japan) より購入

した 53)。BRCA1 変異は、KYSE140 細胞 (p.I1058V; 1058 番目のイソロイシン→バリン) にお

けるミスセンス突然変異が認められ、KYSE70 細胞は BRCA1/2 野生型である。また、その遺

伝子情報は、がん細胞株における遺伝子情報をデータベース化した the Cancer Cell Line 

Encyclopedia54) (https://portals.broadinstitute.org/) から取得した。 

 

3. 細胞培養液の調製 
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細胞の培養液には、ダルベッコ改変イーグル培地 (D-MEM、Thermo Fisher Scientific、

Waltham、MA、USA) を用いた。D-MEM は、発熱性物質を取り除いた超純水に 3.7 g の炭酸

水素ナトリウムと共に溶解し、ペニシリン-ストレプトマイシン混合溶液 (終濃度 ペニシリ

ン 100 U/mL、ストレプトマイシン 100 µg/mL、ナカライテスク株式会社、Kyoto、Japan) を

添加した後 30 分間攪拌した。その後、121°C、20 分間にて高圧蒸気滅菌 (LSX-500、TOMY、

Tokyo、Japan) したメディアボトルに対して、クリーンベンチ内で D-MEM を 0.22 µm のメン

ブランフィルターを使用し濾過滅菌を行い、さらにウシ胎仔血清 (FBS、終濃度 10 v/v%、GE 

Healthcare、Little Chalfont、UK) を 0.45 µm のメンブランフィルターを使用し濾過滅菌を行い

添加した。調製後 4°C で保存し、使用時には投込式恒温装置サーモメイト (BF 400、ヤマト

科学株式会社、kyoto、Japan) により 37°C に維持した温浴中で加温したものを用いた。 

 

4. 細胞培養法 

細胞は、10% FBS 含有細胞培養液中で、37°C、5% CO2条件下にて培養し、3 又は 4 日ごと

に継代した。継代操作は以下のように行った。100 mm ディッシュ (AGC テクノグラス株式会

社、Shizuoka、Japan) に培養した細胞を 37°C に加温した滅菌リン酸緩衝生理食塩水 (PBS) 2 

mL で 2 回洗浄した。1×トリプシン-EDTA 溶液 (ナカライテスク) 2 mL を添加し 37°C で数分

間加温することによりディッシュから細胞を剥離した。その後、加温した細胞培養液を 8 mL

添加し、回収した細胞懸濁液を 190×g、室温、6 分間 (Model 6200、株式会社クボタ、Osaka、

Japan) で遠心分離をした。上清を吸引除去した後、細胞ペレットに培養液を 10 mL 添加し、

よく撹拌した。その後、血球計算盤を用いて細胞数を測定し、1 培養皿あたり 2×105 cells/mL

の細胞密度にて 100 mm ディッシュに 10 mL の細胞懸濁液を播種し継代培養することで細胞

を維持した。 

 

5. 細胞増殖阻害実験 

5-1. 薬液調製 

CDDP、SN-38、ドキソルビシン、ドセタキセル及びオラパリブはジメチルスルホキシド 

(DMSO、富士フイルム和光純薬) に、テモゾロミドは D-MEM に、5-FU は超純水に溶解した。

薬物を溶解した溶液における DMSO 濃度は、細胞増殖阻害作用を示さない 0.5%以下にした。

オラパリブによる細胞増殖阻害作用の評価では、溶解した薬物を D-MEM で 1000 倍希釈する

ことで最高濃度 (200 µM) の薬液を調製し、順次 2 倍系列希釈することで濃度が 9 段階にな

るよう調製した。KYSE70 細胞においては、最高濃度から順次 2 倍 (CDDP、SN-38、ドキソ

ルビシン、5-FU 及びドセタキセル) または、3 倍 (テモゾロミド) 系列希釈することで、濃度

が 9 段階になるようにした。また、各抗がん薬の最高濃度はそれぞれ CDDP: 20 µM、SN-38: 25 

nM、ドキソルビシン: 1000 nM 及びテモゾロミド: 1000 µM、5-FU: 40 µM 及びドセタキセル: 10 

nM とした。KYSE140 細胞においては、調製した濃度から、順次 3 倍 (SN-38、ドキソルビシ

ン及び 5-FU)または、4 倍 (CDDP、テモゾロミド及びドセタキセル) 系列希釈することで、濃

度が 9 段階になるよう調製した。また、各抗がん薬の最高濃度はそれぞれ、CDDP: 20 µM、
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SN-38: 50 nM、ドキソルビシン: 1000 nM、テモゾロミド: 1000 M、5-FU: 40 M及びドセタ
キセル: 10 nMとした。KYSE70及び KYSE140細胞におけるオラパリブ併用時の処置濃度は、
各細胞に対するオラパリブ単独処置時の細胞増殖阻害作用が 10-20の濃度となるよう、それ
ぞれ 5 及び 1 Mとした。 
 
5-2. 細胞播種及び薬液の添加 
各細胞を 96穴細胞培養プレート (Corning、Corning、NY、USA) に 1000 cells/well/100 L
の細胞密度で播種し 37C、5% CO2条件下にて 24時間培養した。その後、薬物含有培養液を 50 
Lずつ添加し、37C、5% CO2条件下にて 1週間培養した。 
 
5-3. 生細胞数の測定 
生細胞数の測定には、CellQuanti-BlueTM Cell Viability Assay Kit (BioAssay Systems、Hayward、

CA、USA) を用いた。96穴細胞培養プレートの培養液を吸引除去し、CellQuanti-BlueTM試薬

含有培養液 (CellQuanti-BlueTM試薬: 培養液＝1 : 10) を 110 Lずつ添加した。37℃、5 % CO2

条件下にて 5時間反応させた後、各穴の蛍光強度 (励起波長: 535 nm、蛍光波長: 590 nm) を
Power scan HT multi-mode microplate reader (DSファーマバイオメディカル株式会社、Osaka、
Japan) を用いて測定した。 
 
5-4. 50 細胞増殖阻害濃度の算出 

50 細胞増殖阻害濃度 (IC50値) は、次式 (1) に従い非線形最小二乗法 (Solver、Microsoft 
Excel) により算出した 55)。 

𝐸𝐸 = 𝐸𝐸𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 × (1 − 𝐶𝐶
𝐶𝐶+𝐼𝐼𝐼𝐼50

)                                  (1) 

なお E 及び Emaxは、それぞれ細胞増殖率 ( of control) 及び最大生存率を示し、C及びは
それぞれ細胞培養液中の薬物濃度及びシグモイド係数を示している。 
 
5-5. 相対感度による感受性増強効果の評価 

5-4において算出した抗がん薬の IC50値に及ぼすオラパリブの感受性増強効果の評価は、相

対感度 (relative sensitivity: R.S.) を式 (2)に従い算出した。R.S.≧2の場合に強い感受性増強作
用を示したと判定した。 

𝑅𝑅. 𝑆𝑆.＝ 抗がん薬のIC50
オラパリブ共存下の抗がん薬の𝐼𝐼𝐼𝐼50

 

                          (2) 
 

5-6. Combination indexによる併用効果の判定 
5-3 項での細胞増殖阻害実験における抗がん薬とオラパリブとの併用効果の判定は、

combination index (CI 値) を Chou-Talalay ら 56)が算出した式 (3) に従い、CompuSyn software 
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(http://www.combosyn.com/) により算出した。薬物の各細胞増殖阻害作用における併用効果を
評価するため CI値を縦軸に、細胞増殖阻害率 (fraction affected; Fa) を横軸にすることで Fa-
CIプロット図を作成し、Faが 0.25以下の範囲内を細胞増殖阻害率が低値、Faが 0.75以上の
範囲内を細胞増殖阻害率が高値と判定し、低値及び高値を除く Faにおいて CI < 0.7を示す場
合を相乗作用と判定した 57, 58)。 

CI =  (𝐷𝐷)1
(𝐷𝐷𝑋𝑋)1

+ (𝐷𝐷)2
(𝐷𝐷𝑋𝑋)2

                                 (3) 

なお Dx並びに Dは、それぞれ単独で Faを得るための薬物濃度並びに併用した際に Faを
得るための濃度を示している。 
 
3. コロニー形成法 
6-1. 薬液の調製 

CDDP、SN-38、ドキソルビシン、ドセタキセル及びオラパリブは DMSOに、テモゾロミド
は D-MEMに、5-FUは超純水に溶解した後、D-MEMで 1000倍希釈することで薬液を調製し
た。各薬物単独処置時の処置濃度は、それぞれ CDDP: 0.5、1及び 2 M、SN-38: 1.25、2.5及
び 5 nM、ドキソルビシン: 10、20及び 40 nM、テモゾロミド: 0.5、1及び 2 M、5-FU: 0.5、1
及び 2 µM、ドセタキセル: 0.25、0.5及び 1 nM及びオラパリブ: 2.5及び 5 Mとした。各抗が
ん薬とオラパリブ併用処置時の薬物処置濃度は、それぞれ、CDDP: 2 M、SN-38: 5 nM、ドキ
ソルビシン: 20 nM、テモゾロミド: 2 M、5-FU: 1 µMドセタキセル: 0.5 nM及びオラパリブ: 2.5 
Mとした。なお、各抗がん薬及びオラパリブの併用時の処置濃度は、KYSE70細胞に対する
コロニー形成阻害作用が 0-50となる濃度とした。 
 
6-2. 細胞播種及び抗がん薬添加 

KYSE70細胞を 1000 cells/well/2 mLの細胞密度で 6穴細胞培養プレート (Corning) に播種
し、37C、5% CO2条件下にて 24時間培養した。その後、培養液を吸入除去し、調製した薬
液を 2 mLずつ添加し、37C、5% CO2条件下にてさらに 2週間培養した。 
 
6-3. コロニー面積の測定 
コロニー面積の測定は、Jun ら 59) の報告を参考に解析した。6 穴細胞培養プレートの培養

液を吸引除去し、PBS 1 mLを用いて 2回洗浄した後 60%メタノールを用いて 0.1 w/v%に調製
したメチレンブルー (富士フイルム和光純薬) 溶液を 1 mL ずつ添加し、室温にて 30 分静置
することで細胞を固定及び染色した。その後、超純水で 6 穴細胞培養プレートの各穴を洗浄
し、1又は 2日乾燥させた後、スキャナー (RICOH IPSiO SP C241F、株式会社リコー、Tokyo、
Japan) で画像を取り込み、画像処理ソフトウェア Image J (Ver.1.52a、National Institutes of Health、
Bethesda、MD、USA) を用いて、各穴のコロニー面積を測定し数値化した。 
 
6-4．期待値の算出 
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オラパリブと抗がん薬の各コロニー形成阻害作用を用いて期待値 (expected value: EXP) を
次式 (4) により算出した。 
 

 

(4) 
 
6-5. Drewinko’s fraction法による相乗作用の判定 
オラパリブと抗がん薬のコロニー形成阻害作用が相乗、相加又は拮抗のいずれであるかの

判定は Drewinko’s fraction法を用いて評価した 60)。すなわち、抗がん薬とオラパリブ併用処置

時の平均コロニー面積の標準誤差 (S.E.) 上限が、EXP を下回った場合を相乗作用、S.E.を含
む平均コロニー面積が EXP又は抗がん薬単独の S.E.の上下限の範囲と同程度であれば相加作
用、S.E.の上限を含む平均コロニー面積が EXPと比較して高値ならば拮抗作用と判断した。 

 
7. 統計学的処理 
全ての統計解析は Graph Pad Prism (Ver. 8.31、エムデーエフ、Tokyo、Japan) を使用して行

った。得られた実験値は全て平均値 ± 標準誤差 (S.E.) で表示した。また二群間の比較には、
F 検定により分散を評価した後に、等分散の場合は Student’s t 検定を適用し、非等分散の場
合は、Welch’s t検定を適用した。多群間の比較には、Bartlett検定により分散を評価し、等分
散の場合は、一元配置分散分析の後に Dunnett 検定又は反復測定二元配置分散分析の後に
Tukey 検定を適用し、非等分散の場合は Kruskal-Wallis 検定を行った後に Steel-Dwass の多重
比較を適用した。なお全ての検定において、危険率 5%未満 (両側) を有意差ありとした。 

𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸 (%) ＝抗がん薬処置時のコロニー面積
コントロールのコロニー面積

×オラパリブ処置時のコロニー面積
コントロールのコロニー面積

× 100 
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第3節 結果 

1. 食道がん細胞に対するオラパリブの細胞増殖阻害作用 

オラパリブは、2 種類の食道がん細胞において、濃度依存的な細胞増殖阻害作用を示した。

KYSE140 細胞におけるオラパリブ (0.00019、0.00076、0.0030、0.012、0.19、3.13、12.5、50 及

び 200 µM: F(11:33) =65.45、P = 0.0011 (0.0030 µM)、0.033 (0.012 µM)、0.0051 (0.19 µM)、0.0031(50 

µM)、0.03 (200 µM) 及び P < 0.001 (0.00019、0.00076、3.13 及び 12.5 µM)) の細胞増殖阻害曲

線は、KYSE70 細胞のものと比較し低濃度側に位置した。また、KYE140 細胞におけるオラパ

リブの IC50値は、KYSE70 細胞よりも有意に低値を示した (Figure 1-2; t (3:3) = 0.35, P < 0.001)。 
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2. 食道がん細胞株における抗がん薬の細胞増殖阻害作用に及ぼすオラパリブの影響 

CDDP、SN-38、ドキソルビシン、テモゾロミド、5-FU 及びドセタキセルは、KYSE70 細胞 

(Figure 1-3) 及び KYSE140 細胞 (Figure 1-4) のいずれにおいても、濃度依存的に細胞増殖を

阻害した。またオラパリブは、KYSE70 及びKYSE140 細胞において、それぞれCDDP (KYSE70、 

0.16、0.32、0.63、1.25、2.5 及び 5 µM: F(9:27) =128.6、P < 0.001; KYSE140、0.031、0.063 及び

0.125 µM: F(9:27) =118.7、P = 0.006 (0.031 µM) 及び P < 0.001 (0.063 及び 0.125 µM))、SN-38 

(KYSE70、0.39、0.78、1.56、3.13 及び 6.25 nM: F(9:27) =533.3、P < 0.001; KYSE140、0.61、1.85

及び 5.56 nM: F(9:27) =120.40、P < 0.001)、ドキソルビシン (KYSE70、31.25、62.5 及び 125 nM: 

F(9:27) =127.3、P < 0.001; KYSE140、4.12 及び 12.34 nM: F(9:27) =21.37、それぞれ P = 0.0045 及び

P < 0.001)、テモゾロミド(KYSE70、4.12、12.34、37.03、111.11 及び 333.33 µM: F(9:27) =43.21、

P = 0.0013 (4.12 µM)、P < 0.001(12.34、37.03、111.11 及び 333.33 µM); KYSE140、0.97、43.91

及び 15.63 nM: F(9:27) =92.96、P = 0.0027 (0.97 µM) 及び P < 0.001 (43.91 及び 15.63 nM))、5-FU 

(KYSE70、0.63、1.25、2.5 及び 5 µM: F(9:27) = 32.12、P < 0.001; KYSE140、0.49 µM: F(9:27) = 3.29、

P = 0.025)、ドセタキセル (KYSE70、0.31 及び 20.63 nM: F(9:27) =7.31、P < 0.001; KYSE140、

0.0024、0.0098、0.039 及び 0.14 nM: F(9:70) = 27.08、P = 0.046 (0.0024 nM)、0.024 (0.0098 nM)、

P < 0.001 (0.039 及び 0.14 nM)) の増殖曲線を低濃度側へシフトさせた (Figure 1-3)。  
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オラパリブは、KYSE70 及び KYSE140 細胞において、CDDP (KYSE70、P < 0.001; KYSE140、

P < 0.001)、 SN-38 (KYSE70、P < 0.001; KYSE140、P < 0.001)、ドキソルビシン (KYSE70、P 

< 0.001; KYSE140、P < 0.001)、テモゾロミド (KYSE70、P < 0.001; KYSE140、P < 0.001)、5-

FU (KYSE70、P < 0.001; KYSE140、P = 0.029) 及びドセタキセル (KYSE70、P < 0.001; KYSE140、

P < 0.001) の IC50値を有意に低下させた。さらに、オラパリブにより CDDP、SN-38 及びテモ

ゾロミドの R.S. は、2 以上となり、ドキソルビシンにおいても KYSE70 細胞において 2 以上

の R.S.を示し、それぞれ強い感受性増強が認められた (Table 1-2)。 
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3. 食道がん細胞における抗がん薬とオラパリブの併用効果の判定 

薬物の併用効果の判定に用いられる CI 値は、0.7 未満を示した場合を相乗的な併用効果と

判定する 57, 58)。KYSE70 細胞において、CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテモゾロミドは、

Fa が 0.25 以上及び 0.75 以下の範囲内でオラパリブとの CI 値が 0.7 未満であり、相乗的な作

用であった。一方で、5-FU とオラパリブとの併用は、CI 値が 0.7 以上となり、ドセタキセル

とオラパリブの併用は、Fa が高値である 0.9 以上を除き CI 値は 0.7 以上となり、両薬剤とも

相乗的な併用効果は認められなかった (Figure 1-5)。  



20 
 

KYSE140 細胞において、CDDP、ドキソルビシン、SN-38 及びテモゾロミドは、オラパリブ

と併用した時の細胞増殖をFaが高値である 0.75以上においてCIが 0.7未満であったものの、

Fa が 0.75 未満では CI 値は 0.7 以上であった。一方 5-FU とオラパリブの併用は、CI 値が 0.7

以上となり、ドセタキセルとオラパリブの併用は、Fa が高値である 0.75 以上を除き CI 値は

0.7 以上であり、両薬剤とも相乗的な併用効果は認められなかった (Figure 1-6)。 

  



20 
 

KYSE140 細胞において、CDDP、ドキソルビシン、SN-38 及びテモゾロミドは、オラパリブ

と併用した時の細胞増殖をFaが高値である 0.75以上においてCIが 0.7未満であったものの、

Fa が 0.75 未満では CI 値は 0.7 以上であった。一方 5-FU とオラパリブの併用は、CI 値が 0.7

以上となり、ドセタキセルとオラパリブの併用は、Fa が高値である 0.75 以上を除き CI 値は

0.7 以上であり、両薬剤とも相乗的な併用効果は認められなかった (Figure 1-6)。 

  

21 
 

4. KYSE70 細胞におけるオラパリブによる抗がん薬のコロニー形成阻害に及ぼす影響 

オラパリブ、CDDP、SN-38、5-FU 及びドセタキセルは、コントロールと比較して濃度依存

的に KYSE70 細胞のコロニー面積を減少させ、ドキソルビシン及びテモゾロミドにおいては、

検討した濃度範囲においてKYSE70細胞のコロニー面積を減少させなかった (Figures 1-7A及

び 1-7B)。またそれらコロニー面積を画像解析した結果、オラパリブ、CDDP、SN-38、5-FU

及びドセタキセルのコロニー形成阻害作用が認められた (Figures 1-7C 及び 1-7D)。また以上

検討より、併用時の薬物濃度をオラパリブ: 2.5 µM、CDDP: 0.5 µM、SN-38: 2.5 nM、テモゾロ

ミド: 5 µM、5-FU: 1 µM、ドセタキセル: 40 nM とした。 

 

 

Figure 1-7. continued. 
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KYSE70 細胞において、オラパリブ (2.5 µM) 共存下の CDDP (0.5 µM)、SN-38 (2.5 nM)、ド

キソルビシン (40 nM) 及びテモゾロミド (5 µM) は、コントロールと比較してコロニー面積

の顕著に低下させた (Figure 1-8A)。それらコロニー面積に対する画像解析の結果では、オラ

パリブ (2.5 µM) は、CDDP (0.5 µM: F (3: 6) = 41.76, P < 0.001)、SN-38 (2.5 nM: F (3: 6) = 248.8, P < 

0.001)、ドキソルビシン (40 nM: F (3: 6) = 93.91, P < 0.001) 及びテモゾロミド (5 µM: F (3: 6) = 210.1, 

P < 0.001) のコロニー形成阻害作用を抗がん薬単独処置時よりも有意に増強し、EXP よりも

低値を示した。一方、オラパリブによる 5-FU (1 µM: F (3: 8) = 22.34, P = 0.14) のコロニー形成阻

害作用は、コントロールと同程度であり、ドセタキセル (40 nM: F (3: 6) = 14.85, P = 0.041) で

は、抗がん薬単独時と比較して有意に増強が認められた。さらに、オラパリブ共存下の 5-FU

及びドセタキセルのコロニー形成阻害作用は、それぞれ EXP と同程度であった (Figure 1-8B)。 
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第4節 考察 

オラパリブは、食道がん細胞 KYSE70 及び KYSE140 細胞において濃度依存的な細胞増殖

阻害作用を示し、特に KYSE140 細胞において高い感受性が認められた (Figure 1-2)。さらに、

KYSE70 及び KYSE140 細胞においてオラパリブは、CDDP、SN-38、ドキソルビシン、テモゾ

ロミド、5-FU及びドセタキセルの感受性を増強し(Figures 1-3及び 1-4、Table 1-2)、特にCDDP、

SN-38、ドキソルビシン及びテモゾロミドに対する感受性を顕著に増強し、その作用は

KYSE70 細胞において相乗的であった (Figures 1-5、1-6 及び 1-8)。 

PARP1 は、その酵素活性に依存して細胞の DNA 損傷応答 (DNA 修復機構の亢進及び DNA

修復関連因子の転写促進) や遺伝子転写の制御 (細胞増殖及び細胞生存シグナル) を調節す

ることが知られている 42)。またオラパリブは、PARP1 酵素活性を競合的に阻害する作用に加

えて、PARP1 をアロステリックに阻害することが知られている 61)。PARP 阻害薬による PARP1

のアロステリック阻害は、PARP1-DNA 複合体を安定化させ、DNA 上に PARP1 タンパク質を

捕捉する作用を示す 62)。DNA 上に捕捉された PARP1 タンパク質は、DNA ヌクレアーゼによ

りタンパク質-DNA 複合体が切除され、DNA 損傷を誘発することが知られている 62)。特にオ

ラパリブは、同じ PARP 阻害薬であるベリパリブと比較して、PARP1-DNA 捕捉作用が高く、

強い細胞増殖阻害作用を示すことが報告されている 63)。すなわち、食道がん細胞において、

オラパリブは、PARP1 酵素活性の阻害作用並びに DNA 上への PARP1 捕捉作用により濃度依

存的に細胞増殖阻害したと推測される。 

The Cancer Cell Line Encyclopedia54) によれば、KYSE70 及び KYSE140 細胞は、それぞれ

BRCA1/2 野生型及び BRCA1 変異型 (p.I1058V: ミスセンス突然変異, 1058 番目のイソロイシ

ン→バリンへの変換) の食道がん細胞であるとされている。BRCA1 の機能抑制は、卵巣がん

細胞において相同組み換え修復の機能を低下させることにより、オラパリブの細胞増殖阻害

作用を増強する。さらにその増殖阻害作用は、オラパリブ共存下のがん細胞に蓄積する染色

体異常に起因する 64, 65)。BRCA1 は、がん抑制因子である p5366)や相同組み換え修復に必須で

ある Rad5167)並びに BRCA2 と結合し複合体形成することで、DNA 損傷応答反応を誘導する 68)。

BRCA1 における p.I1058V 変異 は、BRCA1 及び Rad51 との結合部位に存在してること 69)、

さらに、BRCA1 における p.I1058V 変異は、細胞における相同組み換え修復機能を低下させ

ることが in silico により予測されている (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic)70)。すなわち、オラ

パリブが KYSE70 細胞と比較して KYSE140 細胞において高い感受性を示した要因には、

BRCA1 変異 (p.I1058V) による相同組み換え修復の機能低下が関与すると考えられる。 

オラパリブは、PARP1 依存性の DNA 修復機構の阻害 52)や PARP1 の DNA 上への捕捉作用

に加え 52)、S 期における DNA 合成の阻害 71)、ゲノムストレスの増加による G2/M 期の細胞周

期の停止 72)、AKT シグナルの阻害を介した抗アポトーシス作用の抑制 73) など様々な作用を

細胞に引き起こす。大腸がん細胞において、5-FU は DNA 複製を阻害することで細胞毒性を

示すこと 74)、また乳がん細胞においてドセタキセルは、AKT 経路の活性化により感受性が低

下することが報告されている 75)。さらに、肺がん細胞、乳がん細胞、頭頸部がん細胞及び多

形性膠芽腫細胞において、それぞれ CDDP76)、ドキソルビシン 77)、SN-3878)及びテモゾロミド 79)
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第4節 考察 
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による DNA 損傷を誘発することが認められている。すなわち、食道がん細胞においてオラパ

リブは、PARP1 活性を誘発する抗がん薬の感受性を増強させることが示唆された。 

PARP1 酵素活性の阻害は、DNA 損傷を誘発する典型的な抗がん薬であるメタンスルホン酸

メチルやヒドロキシウレアの細胞毒性を相乗的に増強する 80, 81)。さらに、CDDP 及びドキソ

ルビシンは、子宮頸がん細胞及び乳がん細胞において DNA 損傷の誘発することで、それぞれ

PARP1 発現及び活性を増大させること 82, 83)、SN-38 が誘発する DNA 損傷は、PARP1 活性に

依存した DNA 末端の切り出しにより修復されること 84)、テモゾロミドは、アデニンの N3 や

グアニンの N7 をメチル化し、その DNA 損傷は、PARP1 依存的な塩基除去修復により修復が

行われる 85)。すなわち、食道がん細胞において、オラパリブは CDDP、SN-38、ドキソルビシ

ン及びテモゾロミドが誘発する PARP1 依存性の DNA 損傷修復を阻害するため、相乗的な感

受性増強効果を示すと考えられる。 

5-FU は細胞内にてリン酸化及び代謝されることで、5-fluoro-2’-deoxyuridine 及び 2'-deoxy-5-

fluorouridine 変換され、それぞれ DNA 及び RNA 合成を阻害する 86)。卵巣がん細胞におい

て、5-FU の活性代謝産物である 5-fluoro-2’-deoxyuridine は、単独処置により DNA 損傷を誘発

するとともに、オラパリブ及びベリパリブが感受性を相乗的に増強する 87)。その一方で、5-

FU においては、単独処置により DNA 損傷を細胞に誘発せず、PARP 阻害薬による相乗的な

感受性増強作用が認められていない 87)。つまり、卵巣がん細胞において 5-FU は、2'-deoxy-5-

fluorouridine でなく主に 5-fluoro-2’-deoxyuridine に変換されることで細胞増殖阻害作用を示し

ていると推察される。またドセタキセルと同じ微小管脱重合阻害剤であるパクリタキセルは、

メタンスルホン酸メチルと比較して、細胞に対する DNA 損傷をほとんど誘発しない 88)。す

なわち、BRCA1/2 野生型の食道がん細胞において 5-FU は、DNA 合成を阻害する代謝物へ変

換されないため、ドセタキセルは、DNA 損傷を誘発する機序を有していないため、オラパリ

ブは、これら抗がん薬の感受性を相乗的に増強しなかったと考えられる。 

BRCA1 変異を有する KYSE140 細胞では、オラパリブは DNA 損傷を誘発する抗がん薬との

併用において、Fa が高値を示す場合を除き相乗作用を示さなかった (Figure 1-6)。BRCA1 野

生型の前立腺がん細胞において、オラパリブは CDDP 及びドキソルビシンの感受性の相乗的

な増強を生じる 89, 90)。その一方で、BRCA1 変異型の前立腺がん細胞では、CDDP 及びドキソ

ルビシンと同じトポイソメラーゼ Ⅱ 阻害薬であるエトポシドとオラパリブの併用は、相乗作

用を示さなかった 58)。一方 BRCA1 は、p53 結合タンパク質 1 (53BP1)と共役することにより

DNA 修復エラー頻度の高いマイクロホモロジー末端結合を促進する 91)。さらに、我々は

BRCA1/2 野生型である KYSE70 細胞において、オラパリブは DNA 損傷を誘発する抗がん薬

に対して 53BP1 を介した DNA 損傷応答に依存し相乗作用を示す可能性を報告している 92)。

すなわち、これらのことを考え併わせると、BRCA1/2 野生型の食道がん細胞においてオラパ

リブは、BRCA1 を介した経路により DNA 損傷を誘発する抗がん薬の感受性を相乗的に増強

する可能性が示唆されている。 

オラパリブは、乳がん耐性タンパク質 (BCRP) 及び P 糖タンパク質 (p-gp) の基質/阻害剤

である 93)。P-gp 及び BCRP は、ATP 結合カセット輸送体であり、細胞内に蓄積した異物を細
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胞外へ排出する薬物トランスポーターとしての役割を有する 94)。これらトランスポーターは、

抗がん薬の細胞内蓄積量に影響を及ぼし、高発現することで、抗がん作用を減弱させること

が知られている 95)。本研究で使用した 6 種類の抗がん薬について、5-FU 及びドキソルビシン

は BCRP の基質であり 96)、ドセタキセル及びドキソルビシンは P-gp の基質である 97, 98)。すな

わち、食道がん細胞でのオラパリブによる抗がん薬の感受性増強作用には、薬力学的な機序

のみならず、抗がん薬の細胞内蓄積量の増加といった薬物動態学的な機序も関与している可

能性が考えられる。KYSE70 細胞においてオラパリブは、5-FU 及びドセタキセルに対する感

受性を相加的に増強させ、ドキソルビシンに対する感受性を相乗的に増強した(Figures 1-5 及

び 1-8)。したがって、オラパリブによるこれら抗がん薬の感受性増強作用には、薬物の細胞

内濃度の変化が一部関与すると考えられる。そのため今後、薬物の細胞内蓄積量の評価など

の詳細な検討が必要である。 

以上よりオラパリブは、食道がんにおいても BRCA1 変異型の食道がん細胞において高い感

受性を示した。さらにオラパリブは、BRCA1 野生型及び変異型の食道がん細胞において、

CDDP、ドキソルビシン、SN-38、テモゾロミド、5-FU 及びドセタキセルの感受性を増強し、

BRCA1 変異型ではなく BRCA1/2 野生型の食道がん細胞において CDDP、ドキソルビシン、

SN-38 及びテモゾロミドの感受性を相乗的に増強することが示された。 
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第5節 小括 

本章では、食道がん細胞の抗がん薬感受性に及ぼすオラパリブの影響について検討した結

果、次の知見を得た。 

 

食道がん細胞においてオラパリブは、 

 

1 濃度依存的に細胞増殖阻害作用を示し、特に BRCA1 変異を有する KYSE140 細胞は

BRCA1/2 野生型である KYSE70 細胞と比較して高い感受性を示した。 

 

2 BRCA1/2 変異の有無に関わらず CDDP、ドキソルビシン、SN-38、テモゾロミド、5-

FU 及びドセタキセルの感受性を増強した。 

 

3 特に DNA 損傷を誘発する抗がん薬である CDDP、ドキソルビシン、SN-38 及びテモ

ゾロミドの感受性を増強し、その作用は BRCA1/2 野生型の KYSE70 細胞において相

乗的であった。 
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第2章 BRCA1/2 野生型の食道がん細胞におけるオラパリブによる DNA 損傷応答を介した抗

がん薬感受性の増強機序の解明 

 

第1節 緒言 

第 1 章では、BRCA1/2 変異が患者の数％と限られる食道がんにおいて、BRCA1/2 野生型で

あっても PARP 阻害薬と DNA 損傷を誘発する抗がん薬を組み合わせることにより良好な治

療効果を得られる可能性を明らかにした。 

PARP1 は、1 本鎖損傷に対する DNA 修復機構である塩基除去修復などの修復経路に加え、

相同組み換え修復の補完的な DNA 二本鎖損傷修復経路である代替的末端結合を促進する 99)。

さらに PARP1 はその酵素活性により DNA 損傷部位への Mre11- Rad50-Nbs1 (MRN) 複合体な

どの DNA 修復因子を呼び込むことで、相同組み換え修復の開始に関与する 42)。したがって、

PARP1 を標的とするオラパリブは、細胞における様々な DNA 修復反応に影響を及ぼすと考

えられる。また食道がん細胞において、DNA 損傷マーカーである核内リン酸化ヒストン H2AX 

(γH2AX) 集積量の増加と、オラパリブ自身の感受性の増強が相関することが報告されてい

る 43)。すなわち、BRCA1/2 野生型の食道がん細胞においてオラパリブによる PARP1 酵素活性

の阻害は、DNA 損傷応答反応を抑制することにより CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテ

モゾロミドの感受性を相乗的に増強すると推測される。 

PARP 阻害薬は、相同組み換え修復能力が低下している BRCA1/2 変異型のがん細胞におい

て、DNA 修復エラー頻度の高い古典的非相同末端結合を亢進させ、強い細胞増殖阻害作用を

示す 26)。その一方で、相同組み換え修復は、修復可能な期間や能力が限られるため 100)、BRCA1/2

野生型のがん細胞において過剰な DNA 損傷が誘導された場合には、修復能力の高い古典的

非相同末端結合が亢進する 101)。すなわち、BRCA1/2 野生型の食道がん細胞におけるオラパリ

ブによる CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテモゾロミドの相乗的な感受性増強作用にも、

古典的非相同末端結合の亢進が関与することが予想される。 

そこで本章では、BRCA1/2 野生型の KYSE70 細胞におけるオラパリブによる PARP1 の DNA

損傷応答に対する阻害作用による CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテモゾロミドの相乗的

な感受性増強機序を明らかにするため in vitro にて検討した。 
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えられる。また食道がん細胞において、DNA 損傷マーカーである核内リン酸化ヒストン H2AX 

(γH2AX) 集積量の増加と、オラパリブ自身の感受性の増強が相関することが報告されてい

る 43)。すなわち、BRCA1/2 野生型の食道がん細胞においてオラパリブによる PARP1 酵素活性

の阻害は、DNA 損傷応答反応を抑制することにより CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテ

モゾロミドの感受性を相乗的に増強すると推測される。 

PARP 阻害薬は、相同組み換え修復能力が低下している BRCA1/2 変異型のがん細胞におい

て、DNA 修復エラー頻度の高い古典的非相同末端結合を亢進させ、強い細胞増殖阻害作用を

示す 26)。その一方で、相同組み換え修復は、修復可能な期間や能力が限られるため 100)、BRCA1/2

野生型のがん細胞において過剰な DNA 損傷が誘導された場合には、修復能力の高い古典的

非相同末端結合が亢進する 101)。すなわち、BRCA1/2 野生型の食道がん細胞におけるオラパリ

ブによる CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテモゾロミドの相乗的な感受性増強作用にも、

古典的非相同末端結合の亢進が関与することが予想される。 

そこで本章では、BRCA1/2 野生型の KYSE70 細胞におけるオラパリブによる PARP1 の DNA

損傷応答に対する阻害作用による CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテモゾロミドの相乗的

な感受性増強機序を明らかにするため in vitro にて検討した。 
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第2節 実験方法 

1. 試薬 

DNA 依存性プロテインキナーゼ (DNA-PK) 阻害薬である NU7441 は、富士フイルム和光

純薬から購入した。CDDP、SN-38、ドキソルビシン、テモゾロミド、5-FU、ドセタキセル及

びドセタキセルは、第 1 章、第 2 節で述べたものを使用した。 

 

2. 細胞 

ヒト食道がん細胞である KYSE70 細胞は、第 1 章、第 2 節で述べたものを使用した。 

 

3. 細胞培養液の調製 
細胞の培養液には、第 1 章、第 2 節で述べた D-MEM を用いた 

 

3. 細胞培養法 

細胞培養は、第 1 章、第 2 節で述べた方法にて行った。 

 

4. ウエスタンブロット 

4-1. 薬液の調製 

使用した薬物は、第 1 章、第 2 節で述べた方法にて溶解した。処置濃度は、Table 1-2 にお

ける KYSE70 細胞に対する各薬物の IC50値付近になるよう設定し、それぞれ、5-FU: 5 µM、

CDDP:5 µM、ドセタキセル: 2 nM、ドキソルビシン: 100 nM、SN-38: 50 nM、テモゾロミド: 100 

µM 及びオラパリブは 10 µM とした。 

 

4-2. 細胞播種及び抗がん薬の添加 

KYSE70 細胞を 2×106 cells/well/5 mL の細胞密度で 60 mm ディッシュ (AGC テクノグラス

株式会社) に播種し、37°C、5% CO2条件下にて 47 時間培養した。その後、培養液を吸引除去

し、0.1%DMSO 含有 D-MEM 又はオラパリブ (10 µM) 含有培養液を添加した。そして、オラ

パリブ添加から 1 時間後に再び培養液を除去し、各薬物を添加し、37°C、5% CO2 条件下に

て 24 時間培養した。 

 

4-3.試薬調製 

4-3-1. 6×サンプルバッファー 

Tris-HCl (富士フイルム和光) 6.06 g を超純水に溶解後、0.1M HCl にて pH 6.8 とし、100 mL

にて溶解した 0.5 M Tris HCl (pH 6.8) 350 µL、ドデシル硫酸ナトリウム (SDS、富士フイルム

和光) 0.1 g、β-メルカプトエタノール (Sigma-Aldrich) 300 µL、グリセロール (富士フイルム和

光) 300 µL、1％ブロモフェノールブルー (富士フイルム和光) 50 µL を混合し調製した。調製

後は室温にて保存した。 

 



32 
 

4-3-2. 1×泳動バッファー 
Tris-HCl 30.3 g 及びグリシン (富士フイルム和光純薬) 144.1 g を超純水にて 1L にメスアッ

プすることで 10×泳動バッファーを作成し、その 300 mL に SDS 3 g を溶解して 3L とするこ

とで調製した。調製後は室温にて保存した。 

 

4-3-3. ブロッティングバッファー 

Tris-HCl 9.084 g、グリシン 43.24 g、メタノール (ナカライテスク) 0.6 L、超純水 2.4 L を溶

解し混合することで調製した。 調製後は室温にて保存した。 

 

4-4. 検体の回収及び調製 

CelLyticTM-M Cell Lysis Reagent (Sigma-Aldrich) 1 mL に対し、DMSO に溶解した 10 mg/mL

フッ化フェニルメチルスルホニル (富士フイルム和光純薬) を 5 µL を加え、細胞溶解液を調

製した。細胞を氷冷 PBS で 2 回洗浄した後、氷冷 PBS を添加しスクレイパーにて細胞を剥離

した。得られた細胞懸濁液を 4°C、1,700×g で 5 分間遠心分離 (Model 6200、株式会社クボタ) 

した。その後、上清を吸引除去し、細胞ペレット対して調製した Lysis 試薬 50 µL を添加し、

細胞を溶解させた。得られた細胞懸濁液は、10 分間氷冷下にて静置し、4°C、9100×g、15 分

間遠心分離した後に、その上清を回収した。回収した上清におけるタンパク量は、プロテイ

ンアッセイブラッドフォード試薬 (富士フイルム和光純薬) を用いてブラッドフォード法 101)

にて測定した。その後、各細胞懸濁液のタンパク質量を細胞溶解液で 2 µg/µL に希釈した。

希釈した検体は、調製した 6×サンプルバッファーとそれぞれ 5：1 の割合にて混合した

後、95°C、5 分間処置 (My cycler、Bio-Rad Laboratories、Hercules、CA、USA) することで熱

変性処理を行い以降の実験に用いた。 

 

4-5. 電気泳動 

7.5% (PAR) または 10% (β-actin) の SuperSepTMAce (富士フイルム和光純薬) を用い、ゲル

一枚当たり 20 mA の定電流を AE-8135 マイパワーII 300 (アトー株式会社、Tokyo、Japan) を

用いて 1×泳動バッファー内で通電することにより電気泳動を行った。電気泳動時のタンパ

ク質量は、PAR の検出に 20 µg 及びβ-actin の検出に 10 µg とした。 

 

4-6. ブロッティング及びブロッキング 

電気泳動終了後、冷却しながら POWER PAC 1000 (Bio-Rad Laboratories) を用いて 100 V の

低電圧にて 1 時間通電することにより、あらかじめメタノールにより 5 分間親水化処置を行

ったポリフッ化ビニリデンメンブレン (Clear TransSP PVDF Membrane、富士フイルム和光純

薬) に転写した。その後、1％スキムミルク (富士フイルム和光純薬) 含有 PBS-T (0.1% 

Tween20 含有 PBS) を用いて、転写後のメンブレンを 37°C、1 時間振盪することによりブロ

ッキングを行った。 
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4-3-2. 1×泳動バッファー 
Tris-HCl 30.3 g 及びグリシン (富士フイルム和光純薬) 144.1 g を超純水にて 1L にメスアッ

プすることで 10×泳動バッファーを作成し、その 300 mL に SDS 3 g を溶解して 3L とするこ

とで調製した。調製後は室温にて保存した。 

 

4-3-3. ブロッティングバッファー 

Tris-HCl 9.084 g、グリシン 43.24 g、メタノール (ナカライテスク) 0.6 L、超純水 2.4 L を溶

解し混合することで調製した。 調製後は室温にて保存した。 

 

4-4. 検体の回収及び調製 

CelLyticTM-M Cell Lysis Reagent (Sigma-Aldrich) 1 mL に対し、DMSO に溶解した 10 mg/mL

フッ化フェニルメチルスルホニル (富士フイルム和光純薬) を 5 µL を加え、細胞溶解液を調

製した。細胞を氷冷 PBS で 2 回洗浄した後、氷冷 PBS を添加しスクレイパーにて細胞を剥離

した。得られた細胞懸濁液を 4°C、1,700×g で 5 分間遠心分離 (Model 6200、株式会社クボタ) 

した。その後、上清を吸引除去し、細胞ペレット対して調製した Lysis 試薬 50 µL を添加し、

細胞を溶解させた。得られた細胞懸濁液は、10 分間氷冷下にて静置し、4°C、9100×g、15 分

間遠心分離した後に、その上清を回収した。回収した上清におけるタンパク量は、プロテイ

ンアッセイブラッドフォード試薬 (富士フイルム和光純薬) を用いてブラッドフォード法 101)

にて測定した。その後、各細胞懸濁液のタンパク質量を細胞溶解液で 2 µg/µL に希釈した。

希釈した検体は、調製した 6×サンプルバッファーとそれぞれ 5：1 の割合にて混合した

後、95°C、5 分間処置 (My cycler、Bio-Rad Laboratories、Hercules、CA、USA) することで熱

変性処理を行い以降の実験に用いた。 

 

4-5. 電気泳動 

7.5% (PAR) または 10% (β-actin) の SuperSepTMAce (富士フイルム和光純薬) を用い、ゲル

一枚当たり 20 mA の定電流を AE-8135 マイパワーII 300 (アトー株式会社、Tokyo、Japan) を

用いて 1×泳動バッファー内で通電することにより電気泳動を行った。電気泳動時のタンパ

ク質量は、PAR の検出に 20 µg 及びβ-actin の検出に 10 µg とした。 

 

4-6. ブロッティング及びブロッキング 

電気泳動終了後、冷却しながら POWER PAC 1000 (Bio-Rad Laboratories) を用いて 100 V の

低電圧にて 1 時間通電することにより、あらかじめメタノールにより 5 分間親水化処置を行

ったポリフッ化ビニリデンメンブレン (Clear TransSP PVDF Membrane、富士フイルム和光純

薬) に転写した。その後、1％スキムミルク (富士フイルム和光純薬) 含有 PBS-T (0.1% 

Tween20 含有 PBS) を用いて、転写後のメンブレンを 37°C、1 時間振盪することによりブロ

ッキングを行った。 

 

33 
 

4-7. 抗体反応及び検出 

一次抗体は、Can Get SignalImmunoreaction Enhancer Solution Ⅰ (東洋紡株式会社、Osaka、

Japan) を希釈液として用い調製したマウス由来抗ヒト PAR 抗体 (Catalog No. 4335-MC-100-

AC、Clone No.10HA、1000: 1、TREVIGEN、Gaithersburg、MD、USA) 及び PBS-T を希釈液と

して調製したマウス由来抗ヒトβ-actin 抗体 (Catalog No. 010-27841、Clone No. 2F3、1000: 1、

富士フイルム和光純薬) を使用した。PAR 及びβ-actin における二次抗体は、それぞれ Can Get 

SignalImmunoreaction Enhancer Solution Ⅱ (東洋紡株式会社) 及び PBS-T を希釈液として用い

調製したペルオキシダーゼ標識抗マウスモノクローナル IgG 抗体  (PAR、10000: 1、β-

actin、25000: 1、GE Healthcare) を使用した。ブロッキング後のメンブレンを PBS-T で洗浄

し、4°C にて一次抗体を一晩反応させた。メンブレンを PBS-T で洗浄した後、ImmunoStar LD 

(富士フイルム和光純薬) に浸し、5 分間静置することで、HRP 反応を起こした。HRP 反応の

検出は、VersaDOCTM5000 (Bio-Rad Laboratories) により検出した。 

 

5. 細胞免疫蛍光染色法  

5-1. 薬液の調製 

薬物は第 1 章、第 2 節に述べた方法を用いて溶解した。各抗がん薬の濃度は、それぞれ

CDDP: 1、5 及び 10 µM、SN-38: 20、50 及び 100 nM、ドキソルビシン: 200、500 及び 1000 nM、

テモゾロミド: 100、500 及び 1000 µM、5-FU: 1、5 及び 10 µM 及びドセタキセル: 1、5 及び 10 

nM とし、オラパリブは 5 µM となるようにした。なお抗がん薬の処置濃度は、Figure 1-3 に

おける KYSE70 細胞における細胞増殖阻害実験に使用した最高濃度をもとに設定した。 

 

5-2. 細胞播種及び抗がん薬の添加 

KYSE70 細胞を 2×104 cells/well/ 100 µL の細胞密度で黒色 96well plate (Corning) に細胞播種

し、37°C、5% CO2 条件下にて 24 時間培養した。その後、培養液を吸入除去し、調製した薬

液を 100 µL ずつ添加し、37°C、5% CO2条件下にてさらに 24 時間培養した。 

 

5-3. 細胞固定及び透過処理 

黒色 96well plate の D-MEM を吸引除去し、細胞を氷冷 PBS で 2 回洗浄した。その後、4%

パラホルムアルデヒド (富士フイルム和光純薬) 含有 PBS を添加し、氷冷下にて 15 分静置す

ることで細胞を固定した。その後細胞を 2 回洗浄し、0.2%ポリオキシレン (10) オクチルフェ

ニルエーテル (富士フイルム和光純薬) 含有 PBS を添加し室温で 30 分静置した。 

 

5-4. 免疫蛍光染色 

細胞を PBS で 2 回洗浄した後、1%ウシ血清由来アルブミン (富士フイルム和光純薬) 含有

PBS-T を添加し、室温で 60 分間静置し、ブロッキングを行った。次に、細胞を PBS-T で 2 回

洗浄した後、1次抗体として PBS-Tを用いて 200倍に希釈した抗 γH2AX (ser139)、clone JBW301 

(Merck Millipore、Billerica、MA、USA) を 40 µL/well ずつ添加し、4°C にて一晩反応させた。
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その後細胞を PBS-T で 2 回洗浄し、二次抗体として PBS-T を用いて 500 倍希釈した抗マウス

IgG (H+L), F(ab')2 フラグメント、Alexa Fluor488 Conjugate (Cell Signaling Technology、Danvers、

MA、USA) を 40 µL/well ずつ添加し、室温で 60 分間静置した。 

 

5-5. 蛍光測定 

細胞を PBS-T で 2 回洗浄した後、PBS-T にて 0.2 µg/mL に希釈した DAPI を添加し、室温

で 10 分間静置することで細胞核を染色した。次に、細胞を PBS-T で 1 回洗浄した後、蛍光退

色防止剤として 2% 1,4-ジアザビシクロ[2.2.2]オクタン (Sigma-Aldrich) 含有 PBS 及びグリセ

ロール (富士フイルム和光純薬) を 1:8 で混合した溶液を 1 well 当たり、 1、2 滴ずつ添加し

た。作成した検体は、細胞イメージング＆アナリシス機器 Operetta (PerkinElmer、Waltham、

MA、USA) を用いて、40 倍の倍率にて蛍光画像データを取得した。その後、Harmony software 

(PerkinElmer) を用いて画像内の DAPI 染色領域 (細胞核) を認識し、各細胞核内に存在する

Alexa Fluor488 の蛍光強度を評価し、各 96 穴の平均蛍光強度を算出した。各検体における核

内 γH2AX の集積量は、1 well あたり 100 個以上の細胞を測定し、それら細胞における Alexa 

Fluor488 の平均蛍光強度を算出した。 

 

6. 細胞増殖阻害実験 

6-1. 薬液調製 

NU7441 は DMSO に溶解した。オラパリブ、CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテモゾロ

ミドは、第 1 章、第 2 節に述べた方法を用いて溶解した。さらに薬液は最高濃度から、順次 2

倍 (CDDP、SN-38、ドキソルビシン、5-FU、ドセタキセル及び NU7441）系列希釈または、3

倍 (テモゾロミド) 系列希釈することで、 濃度が 9 段階になるようにした各抗がん薬の最高

濃度はそれぞれ、CDDP: 20 µM、SN-38: 25 nM、ドキソルビシン: 1000 nM、テモゾロミド: 1000 

µM、5-FU: 40 µM、ドセタキセル: 10 nM、オラパリブは 5 µM 及び NU7441: 100 µM とした。

なお抗がん薬及びオラパリブと NU7441 併用時における処置濃度は 0.5 µM とした。各抗がん

薬の処置濃度は、Figure 1-3 における KYSE70 細胞の細胞増殖阻害実験に使用した最高濃度を

もとに設定し、NU7441 の併用時における濃度は、KYSE70 細胞に対し増殖阻害作用を示さず、

DNA 依存性プロテインキナーゼ (DNA-PK) の機能を阻害することが報告されている濃度を

用いた 102)。 

 

6-2. 細胞播種及び薬液の添加 

第 1 章、第 2 節に述べた方法にて行った。 

 

6-3. 生細胞数の測定 

第 1 章、第 2 節に述べた方法にて行った。 

 

7. 統計学的処理 
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その後細胞を PBS-T で 2 回洗浄し、二次抗体として PBS-T を用いて 500 倍希釈した抗マウス

IgG (H+L), F(ab')2 フラグメント、Alexa Fluor488 Conjugate (Cell Signaling Technology、Danvers、

MA、USA) を 40 µL/well ずつ添加し、室温で 60 分間静置した。 

 

5-5. 蛍光測定 

細胞を PBS-T で 2 回洗浄した後、PBS-T にて 0.2 µg/mL に希釈した DAPI を添加し、室温

で 10 分間静置することで細胞核を染色した。次に、細胞を PBS-T で 1 回洗浄した後、蛍光退

色防止剤として 2% 1,4-ジアザビシクロ[2.2.2]オクタン (Sigma-Aldrich) 含有 PBS 及びグリセ

ロール (富士フイルム和光純薬) を 1:8 で混合した溶液を 1 well 当たり、 1、2 滴ずつ添加し

た。作成した検体は、細胞イメージング＆アナリシス機器 Operetta (PerkinElmer、Waltham、

MA、USA) を用いて、40 倍の倍率にて蛍光画像データを取得した。その後、Harmony software 

(PerkinElmer) を用いて画像内の DAPI 染色領域 (細胞核) を認識し、各細胞核内に存在する

Alexa Fluor488 の蛍光強度を評価し、各 96 穴の平均蛍光強度を算出した。各検体における核

内 γH2AX の集積量は、1 well あたり 100 個以上の細胞を測定し、それら細胞における Alexa 

Fluor488 の平均蛍光強度を算出した。 

 

6. 細胞増殖阻害実験 

6-1. 薬液調製 

NU7441 は DMSO に溶解した。オラパリブ、CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテモゾロ

ミドは、第 1 章、第 2 節に述べた方法を用いて溶解した。さらに薬液は最高濃度から、順次 2

倍 (CDDP、SN-38、ドキソルビシン、5-FU、ドセタキセル及び NU7441）系列希釈または、3

倍 (テモゾロミド) 系列希釈することで、 濃度が 9 段階になるようにした各抗がん薬の最高
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6-2. 細胞播種及び薬液の添加 

第 1 章、第 2 節に述べた方法にて行った。 

 

6-3. 生細胞数の測定 

第 1 章、第 2 節に述べた方法にて行った。 

 

7. 統計学的処理 
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全ての統計解析は Graph Pad Prism (Ver. 8.31、エムデーエフ) を使用して行った。得られた

実験値は全て平均値 ± 標準誤差 (S.E.) で表示した。多群間の比較には、Bartlett 検定により

分散を評価し、等分散の場合は、一元配置分散分析後に Dunnett 検定を、反復測定二元配置分

散分析の後に Tukey 検定を適用し、非等分散の場合は Kruskal-Wallis 検定を行った後に Steel-

Dwass の多重比較を適用した。なお全ての検定において、危険率 5%未満 (両側) を有意差あ

りとした。  
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第 3 節 結果 

1 PARP 活性に及ぼすオラパリブの影響 

KYSE70 細胞において PARP 活性の指標である PAR タンパク質の発現量に及ぼすオラパリ

ブの影響を検討した。その結果、KYSE70 細胞において抗がん薬処置の有無に関わら

ず 70-210kDa の PAR タンパク質の発現が認められた。オラパリブは、抗がん薬の共存下及び

非共存下のいずれにおいても 70-210kDa の PAR タンパク質の発現を顕著に減少させた 

(Figure 2-1)。 
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2 抗がん薬が誘導する核内γH2AX の集積に及ぼすオラパリブの影響 

PARP1 は DNA 一本鎖及び二本鎖損傷修復を促進するため、抗がん薬共存下における DNA

損傷マーカーである核内γH2AX の集積に及ぼすオラパリブの影響を検討した。その結果、

CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテモゾロミドにおいて DAPI (細胞核) 染色された領域に、

顕著なγH2AX の免疫活性が認められ、オラパリブ処置によりその増強が確認できた 

(Figure 2-3)。一方、5-FU 及びドセタキセルに関しては、細胞核領域でのγH2AX の免疫活性

は、オラパリブ処置群においてのみ検出された (Figure 2-2)。 

 

  



38 
 

Figure2-2 に示した画像における核内γH2AX 蛍光強度を定量解析した結果、KYSE70 細胞に

おいてオラパリブ (5 µM: F (3:6) = 7.43、P < 0.001)、CDDP (1、5 及び 10 µM: F (3: 6) = 7.43、P < 

0.001)、SN-38 (10、50 及び 100 nM: F (3: 6) =3.51、P < 0.001)、ドキソルビシン (500 及び 1000 

nM: F (3: 6) =21.02、それぞれ P ＝ 0.01 及び P < 0.001) 及びテモゾロミド (100、200 及び 1000 

µM: F (3: 6) = 20.55、P < 0.001) は、核内 γH2AX の集積を顕著に増大させた。一方、5-FU (1、5

及び 10 µM: F (3:16) = 73.67、それぞれ P = 0.99、0.91 及び 0.99) 及びドセタキセル (1、5 及び 10 

nM: F (7:16) =50.24、それぞれ P = 0.99、0.67 及び 0.32) は、KYSE70 細胞における核内 γH2AX

の集積を誘発しなかった。さらに、オラパリブ (5 µM) と CDDP (1 及び 5 µM: F (3: 6) = 7.43、

それぞれ P < 0.001 (1 µM) 及び P = 0.0011)、SN-38 (10 及び 50 nM: F (3: 6) = 3.51、それぞれ P = 

0.0015 及び 0.013) 及びドキソルビシン (500 nM: F (3: 6) =21.02、P < 0.001) の共存は、最大濃

度以外の抗がん薬における核内 γH2AX の集積を有意に増強した。しかしながら、オラパリブ

は、テモゾロミド (100、200 及び 500 µM: F (3:6) = 20.55、P < 0.001) との共存において、最高

濃度も含めテモゾロミドが誘発する核内 γH2AX の集積を有意に増強した。一方、オラパリブ

共存下における 5-FU (1、5 及び 10 µM: F (3: 6) = 2.51、それぞれ P ＝ 0.48、0.33 及び 0.99) 及

びドセタキセル (1、5 及び 10 nM: F (3: 6) =50.24、それぞれ P ＝ 0.99、0.25 及び 0.99) が誘導

する核内 γH2AX の蓄積はオラパリブと同程度であった。したがって KYSE70 細胞において、

オラパリブはテモゾロミド濃度依存的に誘導する核内 γH2AX の集積を濃度依存的に増大さ

せ、CDDP、SN-38 及びドキソルビシンにおいては、誘導する核内 γH2AX 蓄積量の相加的な

増強が認められた (Figure 2-3)。 
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3 オラパリブ共存下の抗がん薬感受性に及ぼす DNA-PK 阻害薬の影響 

BRCA1/2 変異型のがん細胞に対するオラパリブの細胞増殖抑制作用は、DNA-PK が中心的

な役割を担う DNA 修復エラー頻度の高い古典的非相同末端結合の亢進に依存する 22)。その

ため本研究では、BRCA1/2 野生型の食道がん細胞における抗がん薬感受性の相乗的な増強効

果に、古典的非相同末端結合の亢進が関与すると考えた。そこで DNA-PK 阻害薬である

NU7441 の使用濃度について検討したところ、KYSE70 細胞において、100 µM の NU7441 (F 

(11:36) = 18.09、P < 0.001) における細胞増殖阻害作用が認められ、100 µM 以下の NU7441 は、

細胞増殖に影響しなかった (Figure 2-4)。 

 
  



40 
 

3 オラパリブ共存下の抗がん薬感受性に及ぼす DNA-PK 阻害薬の影響 

BRCA1/2 変異型のがん細胞に対するオラパリブの細胞増殖抑制作用は、DNA-PK が中心的

な役割を担う DNA 修復エラー頻度の高い古典的非相同末端結合の亢進に依存する 22)。その

ため本研究では、BRCA1/2 野生型の食道がん細胞における抗がん薬感受性の相乗的な増強効

果に、古典的非相同末端結合の亢進が関与すると考えた。そこで DNA-PK 阻害薬である

NU7441 の使用濃度について検討したところ、KYSE70 細胞において、100 µM の NU7441 (F 

(11:36) = 18.09、P < 0.001) における細胞増殖阻害作用が認められ、100 µM 以下の NU7441 は、

細胞増殖に影響しなかった (Figure 2-4)。 

 
  

41 
 

抗がん薬の細胞増殖阻害作用へ及ぼす DNA-PK 阻害薬 NU7441 の影響を検討したところ、

KYSE70 細胞において 0.5 µM の NU7441 はドキソルビシン (F (9:27) = 35.1、P < 0.001) の細胞

増殖阻害曲線を低濃度側へシフトさせたものの、CDDP、SN-38 及びテモゾロミドの細胞増

殖阻害作用には影響を及ぼさなかった (Figure 2-5)。 
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オラパリブによる抗がん薬の相乗的な感受性増強作用に及ぼす DNA-PK 阻害薬 NU7441 の影

響は、KYSE70 細胞において 0.5 µM の NU7441 は、オラパリブ共存下における CDDP、

SN-38 及びテモゾロミドの細胞増殖阻害曲線に影響しなかったものの、オラパリブ共存下に

おけるドキソルビシン (3.91、7.81、15.63 及び 31.25 nM: F (9:27) = 44.03、P ＝ 0.033 (3.91) 及

び P < 0.001(7.81、15.63 及び 31.25 nM)) の細胞増殖阻害曲線をさらに低濃度側へシフトさせ

た (Figure 2-6)。 
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第4節 考察 

オラパリブは、KYSE70 細胞において、抗がん薬の共存下及び非共存下における PAR タン

パク質を抑制した (Figure 2-2)。さらにオラパリブは、CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテ

モゾロミドが誘導する核内γH2AX の集積量を有意に増大させた (Figure 2-4)。しかしながら、

DNA-PK 阻害薬である NU7441 は、オラパリブによるこれら抗がん薬の感受性増強効果を減

弱しなかった(Figure 2-6)。したがって、BRCA1/2 野生型である食道がん細胞におけるオラパ

リブによる抗がん薬の相乗的な感受性増強作用には、PARP1 活性の抑制による DNA 損傷の

増大に起因すると推察される。 

膀胱がん細胞における PARP の活性は、細胞周期の G1 期から S 期への移行に必要なサイ

クリン E の発現を増大させ細胞増殖を促進する 103, 104)。つまり、抗がん薬非存在下の食道が

ん細胞における PAR タンパク質の発現誘導は、細胞における PARP1 依存性の細胞増殖を示

している。一方、CDDP、SN-38、ドキソルビシン、テモゾロミド、5-FU 及びドセタキセルは、

それぞれ肝臓がん細胞 105)、子宮頸がん細胞 106)、ヒト胎児腎細胞 107)、大腸がん細胞 108)、乳が

ん細胞 109) 及びメラノーマ細胞 110) において PAR タンパク質の発現を誘導する。PARP1 は、17

種存在する PARP ファミリーの中で、細胞において最も発現量が多い 111)。また、オラパリブ

は、PARPファミリーのなかでもPARP1特異的に酵素活性を阻害する 112)。したがって、KYSE70

細胞における PARP 活性は、オラパリブにより PAR タンパク質がほぼ完全に消失したことか

ら、PARP1 依存的であることが示されている。したがって、BRCA1/2 野生型の食道がん細胞

においてオラパリブは、細胞の PARP1 活性を阻害することで CDDP、SN-38、ドキソルビシ

ン、テモゾロミド、5-FU 及びドセタキセル対する感受性を増強する可能性が考られる。 

核内γH2AX の集積は、DNA 損傷応答チェックポイント因子である ataxia telangiectasia 

mutated によりヒストン H2AX がリン酸化されることにより増大する 113)。その一方で核内

γH2AX の集積は、DNA 損傷に対する修復経路である古典的非相同末端結合や相同組み換え

修復を行う因子を損傷部位へ集積させ、DNA 損傷修復を促進し、必要に応じて細胞死経路を

亢進させる 114)。乳がん細胞においてオラパリブ単独処置時の核内γH2AX 集積量は、オラパリ

ブ非感受性細胞と比較して感受性細胞において多い 115)。食道がん以外のがん種において

PARP 阻害薬は、CDDP116)、ドキソルビシン 117)、SN-38118)及びテモゾロミド 119) が誘導する

DNA 損傷量を増大させることで細胞死を誘導することが認められている。さらに我々は、

KYSE70 細胞においてオラパリブは、CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテモゾロミドが誘

発する核内γH2AX を増大させ、比例して核内γH2AX の下流因子である 53BP1 の集積を増大

させることを明らかにしている 92)。すなわち、53BP1 の DNA 損傷部位への集積はオラパリ

ブの感受性を増強することから、これら知見はオラパリブが核内γH2AX 集積量の増大を介し

て、抗がん薬の相乗的な感受性増強作用を誘導している可能性を示唆している。 

前立腺がん細胞において SN-38 と同じトポイソメラーゼⅠ阻害薬であるカンプトテシンや

CDDP と比較して、オラパリブは、テモゾロミド処置時における PARP1-DNA 複合体形成量

を増大させる 58)。またオラパリブ共存下のテモゾロミドは、PARP1 の DNA への捕捉作用の

増強を介して相乗的な感受性増強作用を示し、その一方でカンプトテシンに対しては PARP1
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酵素活性の阻害により相乗的な感受性増強を示すことが認められている 58)。DNA 上に捕捉さ

れたタンパク質は、DNA ヌクレアーゼによって、DNA を切除することで除去され 84)、DNA

損傷を誘発することが報告されている 63)。すなわち KYSE70 細胞において、CDDP、SN-38 及

びドキソルビシンと比較して、オラパリブがテモゾロミドにより誘導される DNA 損傷量を

増大させた要因には、DNA 上に捕捉される PARP1 が関与していると推測される。 

DNA-PK 阻害薬である NU7441 は、トポイソメラーゼⅡ阻害薬が誘導する DNA 損傷に対す

る修復を遅延させ 120)、抗がん薬感受性を増強する 121)。細胞では、抗がん薬が誘導する DNA

損傷に対して、その損傷様式に応じた特異的な DNA 修復経路を亢進させる 122)。各抗がん薬

と特異的な DNA 修復経路は、CDDP などの DNA 架橋形成薬は相同組み換え修復、損傷乗り

越え DNA 合成並びに塩基除去修復、SN-38 を含むトポイソメラーゼⅠ阻害薬は相同組み換え

修復及び一本鎖損傷修復、ドキソルビシンを含むトポイソメラーゼⅡ阻害薬は古典的非相同末

端結合、そしてテモゾロミドを含む DNA アルキル化薬は一本鎖損傷修復及び塩基除去修復

である 122)。また、DNA-PK の阻害は、細胞における古典的非相同末端結合を阻害する 123)。す

なわち KYSE70 細胞における NU7441 は、ドキソルビシンが誘導する DNA 損傷に対して特

異的な古典的非相同末端結合を阻害することで、オラパリブ共存下及び非共存下の感受性を

増強し、その一方で他の抗がん薬の感受性には影響を及ぼさなかったと推察される。 

BRCA1/2 変異型の卵巣がん細胞における PARP 阻害薬の細胞増殖阻害作用は、DNA-PK 阻

害薬である NU7441 により減弱し 22)、同様に DNA-PK が重要な役割を担う古典的非相同末端

結合を促進する shieldin 複合体の阻害によっても減弱することが報告されている 124, 125)。すな

わち、BRCA1/2 変異を有するがん細胞におけるオラパリブの細胞増殖阻害作用には、DNA 修

復エラー頻度の高い古典的非相同末端結合が重要な働きをすると考えられる。そのため、

BRCA1/2 野生型である KYSE70 細胞における PARP 阻害薬による CDDP、SN-38、ドキソルビ

シン及びテモゾロミドに対する相乗的な感受性増強作用には、古典的非相同末端結合の亢進

が寄与する可能性が考えられる。しかしながら DNA-PK の阻害は、オラパリブ共存下の CDDP、

SN-38、ドキソルビシン及びテモゾロミドに対する感受性を減弱しなかった (Figure 2-7)。す

なわち、BRCA1/2 野生型の食道がん細胞におけるオラパリブによる相乗的な感受性増強効果

には、BRCA1/2 変異型のがん細胞におけるオラパリブの細胞増殖阻害作用と異なり古典的非

相同末端結合は関与していないと推察される。一方で、第 1 章では、古典的非相同末端結合

とは異なる BRCA1 及び 53BP1 に依存した DNA 損傷エラー頻度の高い修復経路の亢進がオ

ラパリブによる CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテモゾロミドに対する相乗的な感受性増

強作用に寄与する可能性を示唆している。そのため、BRCA1/2 野生型の食道がん細胞におけ

るオラパリブによる相乗的な感受性増強効果には、BRCA1 に着目した更なる検討が必要と考

えられる。 

以上、オラパリブは、BRCA1/2 野生型の食道がん細胞において抗がん薬に対する感受性を

PARP1 活性の阻害を介して DNA 損傷を増大させ、CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテモ

ゾロミドの感受性を相加的に増強することを明らかにした。また、その機序として DNA 修復

エラー頻度が高い古典的非相同末端結合は関与しない可能性を示した。  
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第5節 小括 

本章では、BRCA1/2 野生型 KYSE70 細胞を用いて、オラパリブによる PARP1 依存性の DNA

損傷応答の阻害を介した抗がん薬感受性増強作用について検討した結果、次の知見を得た。 

 

BRCA1/2 野生型の食道がん細胞においてオラパリブは、 
 

1. DNA 損傷を誘発する CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテモゾロミドの感受性を相

乗的に増強し、その作用はオラパリブによる PARP1 活性の阻害に基づく DNA 損傷

量の増大に起因していた。 

2. 特にテモゾロミドが誘発する DNA 損傷を増大した。 

3. CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテモゾロミドの相乗的な感受性増強効果は、DNA-

PK 非依存的であった。 
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総括 

本論文では、食道がん細胞を用いた in vitro 実験系において、抗がん薬の感受性に及ぼすオ

ラパリブの影響について検討した結果、次の知見を明らかにした。 

 

第 1 章においてオラパリブは、KYSE70 細胞及び KYSE140 細胞において細胞増殖を阻害

し、BRCA1 変異を有する KYSE140 細胞において高い感受性が認められた。一方でオラパリ

ブは、CDDP、SN-38、ドキソルビシン及びテモゾロミドに対する感受性を増強し、特にBRCA1/2

野生型の KYSE70 細胞において相乗的であることを示した。しかしながら、その作用は BRCA1

変異を有する KYSE140 細胞においては認められなかった。 

 

第 2 章において、オラパリブによる DNA 損傷を誘発する CDDP、SN-38、ドキソルビシン

及びテモゾロミドに対する感受性の相乗的増強は、PARP1 活性の阻害に基づく DNA 損傷量

の増大に起因することを示した。 

 

これら本知見は、食道がん細胞において、オラパリブが感受性を増強させる抗がん薬の特

徴を明確にするものであり、オラパリブは、DNA 損傷を誘発する CDDP、SN-38、ドキソル

ビシン及びテモゾロミドの組み合わせることで、BRCA1/2 野生型の食道がんに有用性を示す

可能性を明らかにした。したがって、本研究の成果は BRCA1/2 野生型の患者が大部分を占め

る食道がんにおけるオラパリブなどの PARP 阻害薬を用いたがん化学療法構築のための基礎

的な知見になるものと考えられる。 
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