
学位論文 

 

 

ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC） 

阻害剤 depsipeptideによるヒト大腸癌 

細胞株に対する 5-fluorouracil（5-FU）の  

効果増強に資する基盤的研究 

 

 

 

 

 

 

岩手医科大学薬学研究科 

 

岡田浩司 

 

2017 



目 次 

 

略語表・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・1 

 

第 1章 序論・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・3 

 

 

第 2章 HDAC阻害剤 depsipeptideと 5-FUの併用効果とマイクロアレイによる網羅的 

遺伝子解析および遺伝子オントロジー解析を用いた分子遺伝学的検討 

 

1. 緒 言・・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・8 

2. 材料および方法・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・8 

3. 結 果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・13 

4. 考 察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・26 

5. 小 括・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・31 

 

 

第 3章 HDAC阻害剤 depsipeptide併用による 5-FUの効果増強に関連する周辺事象の 

検討 

 

1. 緒 言・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・32 

2. 材料および方法・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・33 

3. 結 果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・34 

4. 考 察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・36 

5. 小 括・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・37 

 

 

第 4章 総合考察および結論・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 38 

 

 

謝辞・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 40 

 

 

引用文献・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 41 

 

 



1 

 

略語表 

 

略語 英語表記 日本語表記 

   

5-FU  5-fluorouracil 5-フルオロウラシル 

ACTB beta-actin ベータアクチン 

ADP adenosine diphosphate ribose アデノシン二リン酸 

ANOVA analysis of variance 分散分析 

Api apicidin アピシジン 

ATCC American type culture collection アメリカンタイプカルチャー

コレクション 

BC bacitracin バシトラシン 

BCL2 B-cell lymphoma 2 B細胞リンパ腫 2 

CBP CREB-binding protein CREB結合タンパク 

CDKN1A cyclin dependent kinase inhibitor 1A サイクリン依存性キナーゼ阻

害因子 1A 

cDNA complementary DNA 相補的 DNA 

CI combination index 併用係数 

CIITA class II major histocompatibility 

complex transactivator 

主要組織適合遺伝子複合体ク

ラス IIトランス活性化因子 

CREB cAMP response element binding protein cAMP応答配列結合タンパク 

CTCL cutaneous T-cell lymphoma 皮膚 T細胞リンパ腫 

CyA cyclosporine A シクロスポリン A 

Dep depsipeptide デプシペプチド 

DMEM Dulbecco's modified Eagle's medium ダルベッコ改変イーグル培地 

DMSO dimethyl sulfoxide ジメチルスルホキシド 

DNA deoxyribonucleic acid デオキシリボ核酸 

DNMT DNA methyltransferase DNAメチル基転移酵素 

DRI dose reduction index 減量係数 

dTMP deoxythymidine monophosphate デオキシチミジン一リン酸 

dUMP deoxyuridine monophosphate デオキシウリジン一リン酸 

Fa fraction affected 作用分画 

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

FdUMP 5-fluoro deoxyuridine monophosphate フルオロデオキシウリジン一

リン酸 

   



2 

 

略語 英語表記 日本語表記 

   

HAT histone acetyltransferase ヒストンアセチル基転移酵素 

HDAC histone deacetylase ヒストン脱アセチル化酵素 

HLA human leukocyte antigen ヒト白血球抗原 

IC50 50% inhibitory concentration 50%阻害濃度 

IARC International Agency for Research on 

Cancer 

国際がん研究機関 

KEGG Kyoto encyclopedia of genes and 

genomes 

京都遺伝子ゲノム百科事典 

MHC major histocompatibility complex 主要組織適合遺伝子複合体 

mRNA messenger RNA 伝令 RNA 

OXM oxamflatin オキサムフラチン 

PANTHER Protein Analysis THrough Evolutionary 

Relationships 

 

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

PCAF P300/CBP-associated factor P300 / CBP関連因子 

PCNA proliferating cell nuclear antigen 増殖細胞核抗原 

PTCL peripheral T-cell lymphoma 末梢性 T細胞リンパ腫 

qRT-PCR quantitative reverse transcription 

polymerase chain reaction 

定量的逆転写ポリメラーゼ連

鎖反応 

RLU relative light unit 相対光単位 

RNA ribonucleic acid リボ核酸 

SEM standard error of the mean 標準誤差 

TS thymidylate synthase チミジル酸合成酵素 

TSA trichostatin A トリコスタチン A 

TYMS thymidylate synthase（coding gene） チミジル酸合成酵素（コード遺

伝子） 

UMP uridine monophosphate ウリジン一リン酸 
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第 1 章 序論 

 

国際がん研究機関（IARC）は，大腸がんは世界で 3 番目に多く診断されたがんであり，

がん関連死亡原因の第 4 位であることを報告している．国内でも患者は増加傾向にあり

2016 年に報告されたがんの統計‘15 によると 2014 年のがん種別死亡数の第 2 位，2012

年のがん種別罹患数第 1位となっており 1），臨床においても重要ながん種のひとつである．

近年，薬剤の組み合わせ，投与プロトコルおよび分子標的薬の開発により大腸がん化学療

法の成績は大きく向上したが，現在でもピリミジン系代謝拮抗剤である 5-fluorouracil

（5-FU）は，大腸がん治療において最も重要な化学療法剤である（図 1）． 

 

 

図 1．5-fluorouracil（5-FU）の構造 

  

 

 

  図 2．5-FUの作用機序（5-FU®注インタビューフォームより引用） 
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5-FU の抗腫瘍効果は主としてチミジル酸合成酵素（thymidylate synthase：TS）の不

活化を引き起こすことによる DNA 合成阻害に基づくと考えられています．腫瘍細胞内に

取り込まれた 5-FU はウラシルと同じ経路で 5-fluoro-deoxy UMP（FdUMP）に転換され

る．FdUMPは deoxy UMP（dUMP）と拮抗してチミジル酸の合成を抑制することにより，

DNA 合成が阻害されると考えられている．FdUMP は TS，活性型葉酸

（5,10-methylene-tetra- hydrofolate：5,10-CH2-THF）と共有結合三重複合体（covalent 

ternary complex）を形成する．即ち，FdUMP の 5 位の炭素に co-factor である活性型葉

酸のメチレン基が結合し，FdUMP の 6 位の炭素に TS の求核基が結合する．dUMPも同

様に共有結合三重複合体を中間体として形成するが，5 位の炭素がメチル化されて deoxy 

thymidine monophosphate（dTMP）を生じ反応は完結する．しかし，FdUMP の三重結

合体ではこの反応が完了せず TS は不活性化され，その結果 dTMP が不足して DNA合成

が阻害されると考えられている．他方，5-FU はウラシルと同じ経路を経て RNA に組み込

まれて fluoro-RNA を生成することや，リボゾーム RNA の形成を阻害することも知られて

おり，これらのことも本剤の抗腫瘍効果発現に関与すると考えられている．（図 2） 

 

 

 

 

 

図 3．切除不能進行再発大腸がんに対する化学療法のアルゴリズム（日本大腸癌研究会 大腸がん治療

ガイドライン医師用 2016より引用 赤字は 5-FU含有レジメン） 
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がん化学療法ではいくつかの例外を除き，単剤による化学療法の効果は限られているた

め，最大の治療効果をあげる目的で多剤併用化学療法が実施される．併用化学療法の目的 

としては，①複数の薬剤を用いることによる効果の増強 ②がん細胞の多様性に対して抗

がん作用のスペクトラムを広げる ③耐性細胞の出現を予防または遅延させる点があげら

れる．そして，その実施には①標的腫瘍に対して単剤でも効果が確立している ②作用機

序の異なる薬剤を使用する ③毒性が重複しない薬剤を使用することが基本原則とされて

いる 3)．5-FUは現在臨床で繁用されているオキサリプラチンを添加した FOLFOX レジメ

ン，イリノテカンを添加した FOLFIRIレジメンにおける中心的な薬剤であり，これらの併

用化学療法は，奏効率，無増悪生存および全生存の有意な改善をもたらし 4,5)，国内でも標

準治療となっている．（図 3） 

ヒストンアセチル化および脱アセチル化は，クロマチン構造の修飾を調節する生物学的プ

ロセスであり，遺伝子発現調節に重要である．近年，DNA メチルトランスフェラーゼ

（DNMT）阻害剤およびヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害剤など，エピジェネテ

ィクスをターゲットとしたいくつかの抗がん剤が開発されている．DNMT阻害剤，HDAC

阻害剤は，DNA脱メチル化および抑制性複合体の分解を引き起こすとされている．これは，

エピジェネティック変化の逆転による，がん抑制遺伝子の再活性化，免疫調節機構，細胞

シグナル伝達経路、アポトーシスなどを含む複数の細胞プロセスのリセット（正常化）を

図 4．エピジェネティクス薬剤の抗がんメカニズム（Cell Research 21: 502–517, 2011)より引用） 
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とおしたがん細胞増殖抑制につながると報告されている 6,7)．例えば，p53 および Bcl-2 の

ようなアポトーシス促進分子および抗アポトーシス分子の過剰発現または発現抑制を様々

な HDAC 阻害剤によって調節することができると報告されている 8)．azacitidine や

zebularineのような DNMT阻害剤は，様々ながん種および前がん病態について臨床試験が

実施され 9），骨髄異形成症候群に対し臨床応用されている．また，HDAC 阻害剤は，アポ

トーシス，細胞周期進行の遅延，がん細胞分化，抗がん剤抵抗性解除を含む効果を発揮す

ることが知られており 10-13)，多数の HDAC阻害剤の臨床応用が研究されている．現在アメ

リカ食品医薬品局（FDA）では vorinostat，entinostat，panobinostat，belinostatおよび

depsipeptide が皮膚 T 細胞リンパ腫（CTCL）などの悪性リンパ腫で承認され臨床で使用

されている 14)．（図 4） 

depsipeptide（Dep，FR901228，FK228，Romidepsin，Istodax®）は，Chromobacterium 

violaceum株WB968から単離された非システインジスルフィド架橋を有する独特の環状ペ

プチドである．(図 5) 

 

 

本薬は，プロドラッグとして作用し，構造中のジスルフィド結合は細胞内で還元され，

亜鉛に結合するチオール基が生じる．このチオール基は亜鉛依存性ヒストン脱アセチル化

酵素の結合ボケット中の亜鉛原子と可逆的に相互作用し，その活性を妨げる 15,16)．多くの

HDAC阻害剤と同様に，がん抑制遺伝子の正常な発現を回復させ，細胞周期の停止，分化，

アポトーシスをもたらすことによって，抗がん作用を示すとされている 17)． 

一方，HDAC阻害剤と既存の抗がん剤，または DNMT阻害剤の相乗的，相加的併用効

果については多くの基礎研究が報告されている 18-21)．大腸癌細胞に対してはHDAC阻害剤

と 5-FUの組み合せによる，相乗的または相加的な効果についても多くの基礎的研究の報告

がある．Leeらは，トリコスタチン A（TSA）が大腸癌細胞において TYMSのmRNAお

よびTSタンパクの両方の発現を下方制御することにより 5-FUの細胞傷害性を増強するこ

図 5．depsipeptideの構造 

より引用） 
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とを報告している 22)．Tumberらは，in vitro および in vivoで belinostatと 5-FUの併用

により DNA断片化，ポリ ADP-リボースポリメラーゼ切断，および TYMSのダウンレギ

ュレーションをもって相乗的に作用することを報告している 23)．Di Gennaroらは，

vorinostatによる TYMSおよび p53発現の調節が，5-FUまたは raltitrexed との組み合わ

せで相乗的抗腫瘍効果をもたらすことを見出している 24)．Fazzoneらは，panobinostatが

大腸癌細胞において TYMS遺伝子発現を抑制し，フルオロピリミジンと相乗作用すること

を報告している 25)．  

大腸がん治療においては前述の化学療法の進歩にもかかわらず，薬剤耐性などにより病

勢進行となるケースも多い．さらに，進行大腸がん患者においては，これらの化学療法で

は十分に病勢コントロールできないことも少なくない．既存の抗がん剤とエピジェネティ

クス治療剤の併用療法の確立はこのような状況を改善する有望な治療法として注目されて

いる．大腸癌細胞に対する 5-FUと Depの併用効果については報告がなく，メカニズムに

ついても不明である．本研究では，ヒト大腸癌細胞株を用いて 5-FUと Dep の併用効果，

マイクロアレイ分析を用いた細胞ベースモデルにおける薬物‐薬物相互作用の遺伝子発現

変動の検討，および関連メカニズムの解明を目的とした． 
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第 2章 HDAC阻害剤 depsipeptideと 5-FUの併用効果およびメカニズムに関

する検討 

 

1．緒言 

 

序論で述べたとおり，既存の抗がん剤とエピジェネティクス治療剤の併用療法の確立は

薬剤耐性や標準治療の無効例といった状況を改善する有望な治療法として注目されている．

大腸癌細胞に対する depsipeptide（Dep）の抗腫瘍効果についての報告はこれまでにも散見

されるが，他の抗がん剤との併用による効果およびメカニズムについては報告がない．Dep

単剤による抗腫瘍活性については様々ながん種の細胞株において報告されており，抗がん

剤併用による効果も期待できると考えられる． 

本章では，ヒト大腸癌細胞株を用いて 5-FU と Dep の併用効果，マイクロアレイ分析を

用いた細胞ベースモデルにおける薬物‐薬物相互作用の遺伝子発現変動の検討を行った． 

 

 

2．材料および方法 

 

2-1 細胞培養および試薬 

 

ヒト大腸癌細胞株HCT-116 （no. CCL-247），HT-29 （no．HTB-38）および SW48 （no．

CCL-231）［すべてアメリカンタイプカルチャーコレクション（ATCC），Manassas，VA，

USA］を，10%ウシ胎児血清（HyClone，South Logan，VT，USA）および 1% 

penicillin-streptomycin（Gibco，Grand Island，NY，USA）を添加したダルベッコ修飾

イーグル培地（DMEM; 4.5g/L D-グルコース; Gibco，Grand Island，NY，USA)にて，37℃，

5% CO2インキュベーター内で培養，継代した．depsipeptide は Selleck Chemicals LLC

（Houston，TX，USA）から，5-FUは Sigma Chemical Co.（St. Louis，MO，USA）か

ら購入した．使用された他のすべての試薬は，入手可能な高純度のものを使用した． 

 

2-2 薬剤曝露 

 

HCT-116 ではコロニー形成阻害アッセイおよび遺伝子発現解析において溶媒（DMSO）

単独，5-FU 単独，Dep 単独および 5-FU と Dep の併用を 7 日間作用させた．コロニー形

成阻害アッセイで用いた 5-FU の濃度は 0.875，1.25，1.75 および 2.5μM，Dep の濃度は

0.5，1，1.5 および 2nMであった．5-FUと Depの併用では 5-FU（0.875μM）+Dep（1nM），

5-FU（1.25μM）+Dep （1nM），5-FU（1.75μM）+Dep（1nM）とした．HDAC 活性ア

ッセイでは 5-FU単剤 0.11，0.44，1.75，7，28μM，Dep単剤 0.06，0.25，1，4，16nM，
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TSA 単剤（ポジティブコントロールとして）0.31，1.25，5，20，80μM を，および 5-FU

（1.75μM）+ Dep（1nM）併用を作用させた．Caspase-3/7 活性アッセイおよび遺伝子発

現解析では 5-FU（1.75μM），Dep（1nM），および 5-FU（1.75μM）+Dep（1nM）を用い

た．コロニー形成阻害アッセイを用いた薬剤併用評価では Combination_A として

Concentration ratio 5-FU：Dep = 1.25μM：1nM (5-FU:1.25μM + Dep:1nM， 5-FU:1.75μM 

+ Dep:1.4nM，5-FU:2.5μM + Dep:2nM)，Combination_B として Concentration ratio 

5-FU ：Dep = 1.75μM：1nM (5-FU:1.25μM + Dep:0.7nM， 5-FU:1.75μM + Dep:1nM， 

5-FU:2.5μM + Dep:1.4nM)，Combination_C として Concentration ratio 5-FU：Dep = 

2.5μM：1nM  (5-FU:1.25μM + Dep:0.5nM， 5-FU:1.75μM + Dep:0.7nM，5-FU:2.5μM + 

Dep:1nM)を作用させた．5-FU 単独高濃度処理による遺伝子発現解析では 2.5，3.5，およ

び 5μMを用いた． 

HT-29 ではコロニー形成阻害アッセイにおいて溶媒（DMSO）単独，5-FU 単独，Dep

単独および 5-FUと Depの併用を 10日間作用させた．5-FUの濃度は 0.313，0.438，0.625

および 0.875μM，Dep の濃度は 0.125，0.25，0.375 および 0.5nM とした．5-FU と Dep

の併用では 5-FU（0.313μM）+Dep（0.375nM），5-FU（0.438μM）+Dep (0.375nM)， 5-FU

（0.625μM）+Dep (0.375nM)とした．遺伝子発現解析では 5-FU（0.625μM），Dep（0.375nM），

および 5-FU（0.625μM）+Dep（0.375nM）を用いた． 

SW48 ではクリスタルバイオレットアッセイにおいて溶媒（DMSO）単独，5-FU 単独，

Dep 単独および 5-FU と Dep の併用を 7 日間作用させた．5-FU の濃度は 0.438，0.625，

0.875 および 1.75μM，Dep の濃度は 0.125，0.25，0.375 および 0.5nM とした．5-FU と

Dep の併用では 5-FU（0.438μM）+Dep（0.2nM），5-FU（0.625μM）+Dep（0.2nM），

5-FU（0.875μM）+Dep（0.2nM）とした．遺伝子発現解析では 5-FU（0.875μM），Dep

（0.2nM），および 5-FU（0.875μM）+Dep（0.2nM）を用いた． 

 

2-3 コロニー形成アッセイ 

 

HCT-116 はトリプシン処理後計数し，20,000 細胞/60-mm ディッシュでコロニー形成ア

ッセイのために播種した． HT-29はトリプシン処理後，計数し 10,000細胞/60-mmディッ

シュでコロニー形成アッセイのために播種した．7〜10日間のインキュベーション後，コロ

ニーをクリスタルバイオレットで染色し，陽性コロニーの数を数えた． 50個を超える細胞

を含むコロニーを陽性とみなして計数し，各アッセイをトリプリケートで別日に 3 回実施

した． 

 

2-4 クリスタルバイオレットアッセイ 

 

SW48 はコロニー形成能力が低いため，クリスタルバイオレットアッセイ 26)を用いて細
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胞を直接染色することにより細胞生存率を測定した．SW48細胞をトリプシン処理した後計

数し，6ウェルプレートに 50,000細胞/ウェルで播種した．7日間のインキュベーション後，

培地を除去し，接着細胞を 10%ホルムアルデヒド（in PBS）でプレートに固定した． 次い

で，細胞を 0.5%クリスタルバイオレット水溶液で染色し，33%酢酸水溶液で色素を溶出さ

せた．マイクロプレートリーダー Infinite F500（Tecan Group Ltd.，Männedorf，

Switzerland）を用いて 550nm での吸光度を測定した．各アッセイはトリプリケートで別

日に 3回実施した． 

 

2-5 Combination Index(CI)および Dose Reduction Index（DRI)の算出 

 

 CIはTing-Chao Chouらが報告 27)したMedian Effect 法にもとづいて複数薬物の用量と

効果 (dose-effect) を計算することにより，薬剤の併用効果を客観的に評価する指標である．

CI <0.9は相乗的， CI=0.9-1.1は相加的， CI>1.1は拮抗的併用効果とされている．また，

DRIは，CI理論を応用した指標で，各薬剤単独の用量と比較してそれぞれの効果レベルで，

各薬剤の用量をどれくらい減少させることができるかの尺度である．DRI>1 は Favorable 

Dose Reduction，DRI<1は Unfavorable Dose Reduction とされている．5-FUの IC50付

近濃度を基準として，Dep を一定の濃度比で添加し，HCT-116 を用いてコロニー形成アッ

セイを行い Ting-Chao Chouらが開発した Compu Synソフトを用いて CI，DRIの算出を

行った． 

 

2-6  HDAC活性測定 

 

HDAC活性測定を，製造者の指示書（HDAC-Glo TM I/II Assay； Promega，Madison，

WI，USA）に従って実施した．HCT-116を白壁の 96ウェルプレート（4,000細胞/ウェル）

の各ウェルに播種し，処理薬剤を添加し 1時間インキュベートした．HDAC-Glo TM試薬を

添加し 30 分間インキュベートした後，マイクロプレートリーダーInfinite F500（Tecan 

Group Ltd.）を用いて HDACの酵素活性を測定した．細胞培養およびアッセイ試薬に関連

するバックグラウンド（ブランク反応）を実験値から差し引いた．4レプリケートの平均値

を用いてHDAC活性を表した．データは測定値のまま輝度（luminescense）として示した． 

 

2-7 カスパーゼ 3/7活性測定 

 

発光カスパーゼ-3/7 活性化アッセイを，製造者の指示書（Caspase-Glo TM 3/7 assay； 

Promega，Madison，WI，USA）に従って実施した．HCT-116を白壁の 96ウェルプレー

ト（4,000細胞/ウェル）の各ウェルに播種し，処理試薬を添加し，0，24および 48時間イ

ンキュベートした．Caspase-Glo TM試薬で 1時間インキュベートした後，マイクロプレー
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トリーダーInfinite F500（Tecan Group Ltd.）を用いてカスパーゼ-3/7の酵素活性を測定

した．細胞培養およびアッセイ試薬に関連するバックグラウンド（ブランク反応）を実験

値から差し引いた．4レプリケートの平均値を用いてカスパーゼ-3/7活性を表した．データ

を細胞タンパク質含有量でノーマライズするために，ローリーアッセイ 28)を製造者の指示

書（Protein Assay Lowry kit；Nacalai Tesque，Kyoto，Japan）に従って実施した．デー

タはタンパク質の相対発光量（RLU）/ μgとして示した． 

 

2-8 RNA抽出および定量的リアルタイム PCR 

 

3つの独立したHCT-116培養物からRNeasy Miniキット（Qiagen，Dusseldorf，Germany）

を使用し，トータルRNAを抽出し，1μgを cDNA synthesis kit（Roche，Basel，Switzerland）

に使用した．1本鎖 cDN A を用いて，7500 Real-Time PCR system（Applied Biosystems，

Tokyo，Japan）を用いてリアルタイム PCRを実施した．増幅プライマーの配列を表 1．に

示す． 

 

表 1．定量的リアルタイム PCRにおいてmRNAレベル測定に使用したオリゴヌクレオチドプライマーの配列 
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2-9 マイクロアレイ解析 

 

 DNA マイクロアレイ分析のために，Low Input Quick Amp Labeling kit（Agilent 

Technologies，Inc.，Santa Clara，CA，USA）を用いて，トータル RNA（50ng）をシア

ニン-3で標識した．標識された標的を SurePrint G3 Human 8x60K oligo DNA microarray

にハイブリダイズさせ，ハイブリダイゼーションされたマイクロアレイを Agilent 

Microarray Scanner（いずれも Agilent Technologies，Inc.から）を用いてスキャンした．

画像解析および生アレイデータ生成は，Feature Extraction ソフトウェア（Agilent 

Technologies，Inc.）により処理した．GeneSpring ソフトウェアを使用し，生アレイデー

タのノーマライゼーションを行った．これらのマイクロアレイ解析に関わる工程は北海道

システム・サイエンス株式会社（札幌，日本）に委託して行った。 

 

2-10 遺伝子オントロジー解析 

 

生データのノーマライゼーション後，データセットはNon Uniformity Outlier （ピクセ

ルの不均一性），Population Outlier（アレイ内のムラ），および gIsWellAboveBG（バック

グラウンドとの有意差）を含む信号のノイズをフィルタリング（Agilent Technologies，Inc.

のプロトコルによる）することによって減少させた．最後に，少なくとも 1.5倍のアップレ

ギュレーションまたはダウンレギュレーションを示した遺伝子リストを同定した．

PANTHER classification system（www.pantherdb.org/tools/genexAnalysis.jsp）を遺伝子

の機能的分類に使用した．Miらは，タンパク質ファミリーツリーおよび機能を分析するた

めのウェブツールであるPANTHERを用いてタンパク質を分類するための手順について次

のように示している 29)．PANTHER Protein Libraryのデータ生成の全体的なプロセスは，

3つの主なステップ：ファミリークラスタリング，系統樹の構築，ツリーノードのアノテー

ションにより成り立っている．ファミリークラスターの要件としては，1)ファミリーは，少

なくとも 1つの遺伝子が遺伝子オントロジー（GO）参照ゲノムとして列挙されなければな

らず，少なくとも 5つのメンバーを含まなければならない，2)系統学的な推論を支持し，適

切なファミリークラスターの作成のために，十分なアラインメントの長さ（少なくとも 30

のアミノ酸配列がファミリーの 75％以上にわたって整列している）を持つこととされてい

る．各分子機能，生物学的プロセスまたは細胞成分について，統計学的エンリッチメント

テストを行った．特定のオントロジー用語に関連する遺伝子は，全体的な値の分布からラ

ンダムに描かれた遺伝子の数値の可能性に従って評価した．マン・ホイットニーU 検定を

用いて P 値を決定した．マイクロアレイ分析によって大部分誘導された多数の遺伝子を，

PANTHER 分類システムによって実施された多数の統計学的テストに従って分類した．使

用方法の詳細は，PANTHER 9.0の PANTHERユーザーマニュアルに記載されている． 
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2-11 統計解析 

 

データは，平均±標準誤差（SEM）として表し，一元配置分散分析（ANOVA），事後検

定として Tukey-Kramer検定を行い統計学的有意性について分析した．P値 0.05未満を統

計学的に有意な結果を示すものとした． 

 

 

3．結果 

 

3-1 HCT-116の 5-FUに対する細胞感受性 

 

HCT-116 に対する 5-FU の IC50値は約 1.90μM であった．一方，Dep は HCT-116のコ

ロニー形成能を阻害する濃度において，5-FUと比較してほぼ 2,000倍の活性であった． 図

6Aおよび Bは，それぞれ 5-FUおよび Depの用量反応を示す．図 6Cは，5-FUと Depの

併用，5-FU単独，および Dep単独について濃度依存的なコロニー形成率の低下を示してい

る．1.75μM の 5-FU と 1nM の Dep の組み合わせは，5-FU 単独と比較してコロニー形成

率を約 30%抑制した．これは統計学的に有意であった（P <0.01）．  

 

3-2 HT-29の 5-FUに対する細胞感受性 

 

HT-29に対する 5-FU の IC50値は約 0.68μMであった．一方，Depは HT-29のコロニー

形成能を阻害する濃度において，5-FU と比較してほぼ 2,000 倍の活性であった．図 6Dお

よび Eは，それぞれ 5-FUおよび Depの用量反応を示す．図 6Fは，5-FUと Depの併用，

5-FU 単独，および Dep 単独について濃度依存的なコロニー形成率の低下を示している．

0.625μMの 5-FUと 0.375nMの Depの組み合わせは，5-FU単独と比較してコロニー形成

率を約 35%抑制した．これは統計学的に有意であった（P <0.01）． 

 

3-3 SW48の 5-FUに対する細胞感受性 

 

SW48に対する 5-FU の IC50値は約 1.15μMであった．一方，Depは SW48のコロニー

形成能を阻害する濃度において，5-FU と比較してほぼ 5,000 倍の活性であった．図 6Gお

よびHは，それぞれ 5-FUおよび Depの用量反応を示す．図 6Iは，5-FUと Depの併用，

5-FU 単独，および Dep 単独について濃度依存的なコロニー形成率の低下を示している．

0.875μMの 5-FUと 0.2nMの Depの組み合わせは，5-FU単独と比較してコロニー形成率

を約 25%抑制した．これは統計学的に有意であった（P <0.01）． 
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図 6． HCT-116に対する（A）5-FU，（B）Depおよび（C）5-FUと Dep併用によるコロニー形成能阻害効果． HT-29

に対する（D）5-FU，（E）Dep および（F）5-FU と Dep 併用によるコロニー形成能阻害効果．SW48 に対する（G）

5-FU，（H）Depおよび（I）5-FUと Dep併用による細胞増殖阻害効果． x軸は薬剤濃度を表し，y軸は生存率（すな

わち， 5-FU 0μMに対するコロニー形成能，または細胞増殖能）を表す． * P <0.05，** P <0.01（対 Dep 0nM） 
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3-4 HCT-116における 5-FU+Dep の薬剤併用解析 

  

 Fa（fraction affected）-CI Plot を図 7A に，Fa-DRI Plot を図 7B，7C，7D に示す．

Combination_A（併用比 5-FU : Dep = 1.25μM : 1nM）においては，Fa=0.5の CIは 1.19，

Fa=0.9の CIは 0.97であった．Combination_B（併用比 5-FU : Dep = 1.75μM : 1nM）に

おいては，Fa=0.5 の CI は 1.36，Fa=0.9 の CI は 1.06 であった．Combination_C（併用

比 5-FU : Dep = 2.5μM : 1nM）においては，Fa=0.5の CIは 1.43，Fa=0.9の CIは 1.12

であった．また，Fa=0.5 の DRI は Combination_A，B，C それぞれ 2.49，1.86，1.43 で

あった．Fa=0.9の DRIは Combination_A，B，Cそれぞれ 8.20，5.61，3.99であった． 

 

 

 

 

 

 
 

図 7．HCT-116における薬剤併用解析  Fa-CI Plot(A)，Fa-DRI Plot(B-D) 

Combination_A：Concentration ratio 5-FU : Dep = 1.25μM : 1nM (5-FU:1.25μM + Dep:1nM， 5-FU:1.75μM + 

Dep:1.4nM， 5-FU:2.5μM + Dep:2nM) 

Combination_B：Concentration ratio 5-FU : Dep = 1.75μM : 1nM (5-FU:1.25μM + Dep:0.7nM， 5-FU:1.75μM + 

Dep:1nM， 5-FU:2.5μM + Dep:1.4nM) 

Combination_C：Concentration ratio 5-FU : Dep = 2.5μM : 1nM  (5-FU:1.25μM + Dep:0.5nM， 5-FU:1.75μM + 

Dep:0.7nM， 5-FU:2.5μM + Dep:1nM) 

 

 

A 

B 

 

C 

 

D 
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3-5 HCT-116における 5-FU（1.75μM）単独，Dep（1nM）単独および 5-FU（1.75μM）

+Dep（1nM）併用作用による HDAC活性  

 

図 8に示すように，5-FU単剤，Dep単剤，TSA 単剤および 5-FU（1.75μM）と Dep（1nM）

併用のHCT-116における HDAC活性を測定した．5-FU単剤（図 8A）では HDAC活性は

0.11μM でコントロールの 64%，1.75μMでコントロールの 75%に低下したが，5-FU濃度

の上昇と共に増加を示し，28μM ではコントロールの 129%となった．Dep 単剤（図 8B）

ではHDAC活性は Dep 1nMでコントロールの 64%に低下したが，それ以上の濃度でもさ

らなる低下は示さなかった．ポジティブコントロールとして用いた TSA 単剤（図 8C）で

は濃度依存的に明瞭な HDAC 活性低下作用を示し，コントロールに比較し 5nM で 28%，

80nMで 2.2%に低下した．図 8D は溶媒コントロール（F-D-）に対する 5-FU 1.75μM 単

剤（F+D-），Dep 1nM単剤（F-D+），5-FU 1.75μMと Dep 1nM併用（F+D+）の HDAC

活性比である．5-FU 1.75μMと Dep 1nM併用の HDAC活性はコントロールに対して 66%

であり Dep 1nM単剤（F-D+）と同等であった． 

 

 

図 8．（A）5-FU，（B）Depおよび（C）トリコスタチン A（TSA）で処理した HCT-116における HDAC活性を示す．

データは生の発光値として表される． x軸は薬物濃度を表し，y軸は発光値を表す．（D）は 以下で処理した後のHCT-116

における HDAC活性の変化率を示す．溶媒コントロール（F-D-）， 5-FU（1.75μM）単独（F+D-），Dep（1nM）単独

（F-D+）， 5-FU（1.75μM）+ Dep（1nM）併用（F+D+）処理を表す． *は統計学的に有意であることを示す（P <0.05）． 
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3-6 HCT-116における 5-FU（1.75μM）単独，Dep（1nM）単独および 5-FU（1.75μM）

+Dep（1nM）併用作用によるカスパーゼ 3/7活性  

 

図 9 に示すように，5-FU（1.75μM）単独，Dep（1nM）単独，および 5-FU と Dep 併

用後の HCT-116 におけるカスパーゼ-3/7 活性の経時的変化を調査した．24 時間後，5-FU

と Dep の併用では，溶媒コントロールと比較してカスパーゼ-3/7 活性化が著しく増強した

（3.8倍に変動，P <0.01）．Dep単独でも溶媒コントロールと比較して 2.0倍の増加を示し

た（P <0.01）．48時間後，5-FUと Depの併用では，溶媒コントロールと比較してカスパ

ーゼ-3/7活性化が増加した（2.8倍変化，P <0.01）．5-FU単独および Dep単独は，溶媒コ

ントロールと比較してカスパーゼ-3/7活性化はわずかに増加した（それぞれ 1.4倍，P <0.05;

および 1.5倍，P <0.01）． 

 

図 9．溶媒コントロール（白色），5-FU（1.75μM）単独（薄青），Dep（1nM）単独（青），および 5-FU（1.75μM）+ Dep

（1nM）併用（濃青）で処理後の HCT-116 におけるカスパーゼ-3/7 活性化の時間経過を示す．データはタンパク質量

に対する相対光単位（RLU）/μgとして表される．x軸は処理期間（h）を表し，y軸は RLU /μgを表す．* P <0.05ま

たは** P <0.01は有意差を示す． 

 

3-7 HCT-116における 5-FU（1.75μM）単独，Dep（1nM）単独および 5-FU（1.75μM）

+Dep（1nM）併用 7日間作用による作用機序，細胞周期，アポトーシス関連遺伝子の発現

解析 

 

qRT-PCR 法を用いて，5-FU 単独，Dep 単独または 5-FU と Dep の併用で処理した

HCT-116 における様々な遺伝子によってコードされる mRNA の発現レベルを調べた（図

10）．TYMS 遺伝子によってコードされる TS mRNA の発現レベルは，5-FU と Dep の併

用処理で統計的有意性（P <0.01）をもって 42%減少した．わずかではあるが，5-FUと Dep 
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図 10．HCT-116における作用機序，細胞周期およびアポトーシス関連遺伝子発現変動 (A)TYMS，(B)HDAC1，(C)p16，

(D)p21，(E)TP53，(F)BCL2，(G)BAK1，(H)BAXを示す．溶媒コントロール（F-D-）， 5-FU（1.75μM）単独（F+D-）， 

Dep（1nM）単独（F-D+），5-FU（1.75μM）+ Dep（1nM）併用（F+D+）による処理を表す．mRNAレベルを qRT-PCR

によって評価し，各点での ACTB mRNA レベルによって補正した． y 軸は，ACTB mRNA に対する目的の遺伝子の

mRNAレベルを表す． * P <0.05または** P <0.01は有意差を示す． 
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の併用処理した細胞でHDAC1 mRNAについて統計学的に有意なダウンレギュレーション

が観察された．Dep単独および 5-FU と Dep の併用では， p16 mRNA の発現レベルをそ

れぞれ 60および 64%低下させた．Depの存在にかかわらず，5-FUは p21の発現を誘導し

た．5-FU 単独で 396%，5-FU と Dep の併用で 764%と，p21 発現レベルの顕著な変化が

いずれも統計学的有意性（P <0.01）をもって観察された．TP53の発現レベルは Dep単独

で 75%，5-FU単独で 42%減少した．5-FU単独では，BCL2の mRNA発現レベルを 59%

に低下させたが，Dep の存在下では明らかに回復した（5-FU と Dep の併用では 103%）．

5-FU 単独または Dep 単独のいずれかを用いた処理後の細胞における BAK1 の mRNA 発

現レベルには顕著な変化は観察されなかった（それぞれ 138および 86%）．5-FUと Depの

併用では，BAK1 のmRNA 発現レベルを 160%まで増加させた．これは，溶媒コントロー

ルと比較（P <0.05），および Dep 単独と比較（P <0.01）して統計学的に有意であった．

BAX に関しては，5-FU 単独で mRNA 発現レベルを 163%まで増加させた．Dep と 5-FU

の併用では，溶媒コントロールと比較して，BAX mRNA 発現レベルを 49%に減少させた

（P <0.05）． 

 

3-8 HCT-116における 5-FU（1.75μM）単独，Dep（1nM）単独および 5-FU（1.75μM）

+Dep（1nM）併用 7日間作用による TP53経路関連遺伝子のマイクロアレイによる発現解

析 

 

 KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes）pathwayデータベース（http://www. 

genome.jp/kegg/pathway.html）に公開されている p53 signaling pathway - Homo sapiens 

(human)に掲載の遺伝子発現レベルをマイクロアレイによる発現解析よりまとめた（表 2）． 

5-FU（1.75μM）+Dep（1nM）併用処理で 1.5倍以上の発現上昇を示した遺伝子は，IGFBP3， 

p21，SERPINA1，SESN3，THBS1，GADD45G，SERPINB5，CD82，PPM1D，TP73，

CYCS ，ZMAT3，DDB2，FAS，EI24，MDM2，CCNB3，SNF，PTEN，APAF1 であ

った．5-FU（1.75μM）+Dep（1nM）併用処理で 1.5倍以上の発現低下を示した遺伝子は，

CDK4，ATM，MDM4，GORAB，PIDD1，GTSE1，BID，BBC3，SIAH1，CASP8，CHEK1，

CDKN2A ，TP53 であった．p21 の大きな上昇と TP53 の著しい低下は qRT-PCR の結果

と一致した． 

 

3-9 HCT-116における 5-FU（1.75μM）単独，Dep（1nM）単独および 5-FU（1.75μM）

+Dep（1nM）併用 7 日間作用による遺伝子発現プロファイルおよび 遺伝子オントロジー

解析 

 

薬剤曝露後の遺伝子発現プロファイルを調べるために，材料と方法に記載されているよ

うに溶媒コントロール，5-FU単独，Dep単独，および 5-FU と Depの併用で 7日間処理 
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表 2．HCT-116 におけるマイクロアレイ解析による TP53 経路関連遺伝子の発現変化（赤字は 1.5 倍以上の発現上昇，

青字は 1.5倍以上の発現低下を示す．太字はそれぞれ 3倍以上の変動を示す．データは F1.75D1の降順） 
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表 3．溶媒コントロールに対して 1.5倍以上の発現上昇を示した上位 1,000遺伝子による遺伝子オントロジー解析  

 

 



22 

 

表 4．溶媒コントロールに対して 1.5倍以上の発現低下を示した上位 1,000遺伝子による遺伝子オントロジー解析 

したHCT-116のマイクロアレイ分析を行った．遺伝子発現プロファイルの結果を遺伝子オ

ントロジーで分析し，各薬剤単独または 5-FU と Dep の組み合わせでどの遺伝子群がアッ

プレギュレートされたか（表 3），ダウンレギュレートされたか（表 4）を明らかにした． 

併用処理によって影響を受ける細胞プロセスの生物学的意義を示すために，表 3 および 4

に Fold enrichment（特定の遺伝子群に属する遺伝子数に対する発現変動遺伝子数の割合と

全ゲノム数に対する発現変動遺伝子数の割合の比）の降順で列挙した．PANTHER GO-Slim 

Biological Processおよび Cellular Componentの分析では，5-FU と Dep の併用において
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MHC（major histocompatibility complex）クラス関連遺伝子オントロジー（それぞれ GO：

000254および GO：0042611）の Fold enrichmentスコアの顕著な上昇が明らかになった． 

 

3-10  HCT-116における 5-FU（1.75μM）単独，Dep（1nM）単独および 5-FU（1.75μM）

+Dep（1nM）併用作用によるMHCクラスⅡおよび I遺伝子の発現解析 

 

5-FU 単独，Dep 単独，および 5-FU と Dep の併用で処理した HCT-116 細胞において，

qRT-PCRによりMHCクラス IIおよび I mRNAの発現レベルを調べた（図11）．HLA-DPB1，

HLA-DQB1，HLA-DRA，および HLA-DRB1 を含む MHC クラス II 遺伝子は，5-FU と

Dep の併用では溶媒コントロールに比べ，それぞれ 432，298，667 および 847%と顕著に

アップレギュレートした（P <0.01）．Dep 単独処理では，HLA-DPB1，HLA-DQB1，

HLA-DRA および HLA-DRB1 を含む MHC クラス II 遺伝子の発現レベルは，それぞれわ

ずかに 52，38，157および 168%増加した．Dep単独と比較して，5-FUと Depの併用は，

これらの MHC クラス II 遺伝子，すなわち HLA-DPB1，HLA-DQB1，HLA-DRA および

HLA-DRB1のmRNA レベルを統計学的に有意に（P <0.01）著しく上昇させた．HLA-A，

HLA-B-HLA-Cを含むMHCクラス I遺伝子のレベルの変化は，5-FU，Dep，または 5-FU 

+ Dep併用処理のいずれにおいても観察されなかった． 

 

 

 

図 11．溶媒コントロール（白色），5-FU（1.75μM）単独（薄青），Dep（1nM）単独（青），および 5-FU（1.75μM）+ 

Dep（1nM）併用（濃青）で処理後の HCT-116におけるMHCクラス IIおよびMHCクラス I遺伝子発現変動を示す．

mRNAレベルは，各点での ACTB mRNAレベルによって補正した．x軸はMHCクラス IIおよびMHCクラス I遺伝

子を示す．y軸は ACTB mRNAに対する目的の遺伝子のmRNAレベルを表す． * P <0.05または** P <0.01は有意差

を示す． 
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3-11 HT-29および SW48における 5-FU単独，Dep単独および 5-FU+Dep併用作用によ

る HLA-DRAの発現解析 

 

5-FU単独，Dep単独，および 5-FUと Depの併用で処理した HT-29および SW48細胞

において，qRT-PCR により MHC クラス II 遺伝子である HLA-DRA の発現レベルを調べ

た（図 12）．HT-29では溶媒コントロールに比べ 5-FUと Depの併用で 550%と有意に（P 

<0.01）増加した．SW48では溶媒コントロールに比べ 5-FUと Depの併用で 786倍と有意

に（P <0.01）著しく増加した． 

 

図 12．（A）HT-29，（B）SW48 における HLA-DRA 遺伝子発現変動を示す．溶媒コントロール（F-D-）， 5-FU

（HT-29:0.625μM，SW48:0.875μM）単独（F+D-）， Dep（HT-29:0.375nM，SW48:0.2μM）単独（F-D+），5-FU

（HT-29:0.625μM，SW48:0.875μM）+ Dep（1nM）併用（HT-29:0.375nM，SW48:0.2μM）による処理を表す．mRNA

レベルを qRT-PCRによって評価し，各点での ACTB mRNAレベルによって補正した． y軸は，ACTB mRNAに対す

る目的の遺伝子のmRNAレベルを表す． **は有意差を示す（P <0.01）． 

 

3-12 HCT-116 における高濃度 5-FU 単独作用による TYMS，p21，HLA-DRA 遺伝子の

発現解析 

 

5-FU単独で処理した HCT-116細胞において qRT-PCRにより TYMS，p21，HLA-DRA

の発現レベルを調べた（図 13）．TYMS の発現レベルはコントロールに比較して 5-FU 

3.5μM で 68%，5μM で 59%に低下し統計学的有意であった（P <0.01）．p21 の発現レベ

ルはコントロールに比較して 5-FU 2.5μM で 482%，3.5μM で 585%，5μM で 674%と濃

度依存的に上昇しいずれも統計学的に有意であった（P <0.01）．HLA-DRA の発現レベル

はコントロールに比較して 5-FU 2.5μMおよび 3.5μMではわずかな上昇であったが，5μM

では 194%と有意に上昇した（P <0.01）．  
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図 13．HCT-116における（A）TYMS，（B）p21，（C）HLA-DRA遺伝子発現変動を示す．mRNAレベルを qRT-PCR

によって評価し，各点での ACTB mRNAレベルによって補正した．x軸は 5-FU濃度を表し， y軸は，ACTB mRNA

に対する目的の遺伝子のmRNAレベルを表す． * P <0.05または** P <0.01は有意差を示す． 

 

3-13 HCT-116における 5-FU（1.75μM）単独，Dep（1nM）単独および 5-FU（1.75μM）

+Dep（1nM）併用下のMHC クラスⅡ遺伝子の転写制御に関係する遺伝子のマイクロアレ

イによる発現解析 

 

我々はさらに，MHC クラス II 遺伝子の分子調節に関与する遺伝子に焦点を当て，網羅

的遺伝子発現解析の結果を分析した．表 5 に記載されているように，5-FU と Dep の併用

処理後の PCAF（P300/CBP-associated factor，K(lysine) acetyltransferase 2B (KAT2B),

としても知られている），CREB3（cAMP responsive element binding protein 3），CREB5

（ cAMP responsive element binding protein 5），および CIITA（ class II, major 

histocompatibility complex, transactivator）の発現レベルの増加が大きいことを見出した．

ヒストンアセチル基転移酵素（HAT）である PCAF はアポトーシス細胞プロセスに関連し

ており，CREB3，CREB5および CIITAはMHCクラス II遺伝子発現に関連している．一

方，CREB ファミリーのメンバーである ATF4 は，5-FU または Dep 単独による処理後に

わずかに発現抑制され，5-FUと Depの併用によって著しい発現低下を認めた． 
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表 5．HCT-116におけるマイクロアレイ解析によるMHCクラス II遺伝子の発現調節に関与する遺伝子発現変化（赤字

は 1.5倍以上の発現上昇，青字は 1.5倍以上の発現低下を示す．太字はそれぞれ 3倍以上の変動を示す．データはF1.75D1

の降順） 

 

 

 

4．考察 

 

ヒト大腸癌細胞における Depによる 5-FU感受性増強 

 

本研究では，ヒト大腸癌細胞におけるコロニー形成能の阻害を通して HDAC 阻害剤 Dep

が 5-FUの細胞傷害性を増強することを見出したことが一つ目の重要な成果である（図 6）．

CI による薬剤併用効果の解析では Fa=0.9 レベルで相加的という結果であった．5-FU の

DRI はいずれの条件においても 1 を上回ったことから，Dep の併用は 5-FU 単独と比較し

同じ効果レベルにおいて，5-FUの用量を減少できる可能性がある．同じ治療強度において，

抗がん剤である 5-FU の投与量を減量し副作用の削減に寄与できる可能性は臨床的に意義

深い．一方，大腸がんに対するHDAC阻害剤の有用性については，癌細胞株および動物実

験における基礎研究では効果が示されながら，ヒトに対する臨床試験では十分な成果が得

られていない．既治療歴のある進行大腸がん患者に対する Dep の第Ⅱ相試験 30)では，25

名の患者に 28日間のサイクルの 1日目，8日目および 15日目に 13mg / m2の用量で 4時

間かけて静脈内注入を行ったが，4 名が不変で残りの 21 名が病勢進行であった．研究の結

論としてはこの投与方法では有効でなく，他の抗がん剤等との併用の検討が必要であると

述べられている．また，5-FU治療歴のある転移性大腸がん患者に対する 5-FU＋vorinostat

の第Ⅰ/Ⅱ相試験 31)では，10 名の患者に 14 日間のサイクルで 1 日目から 6 日目まで
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vorinostatを400mg経口投与，6日目と7日目に5FU＋ロイコボリンを静注投与されたが，

1 名が不変で 9 名が病勢進行だった．期待された一貫した腫瘍内の TYMS 発現レベルの減

少が見られたのは 1 名のみであり，投与スケジュールの見直しが必要であると締めくくら

れている．現在，我が国で臨床使用されている HDAC 阻害剤は vorinostat（ゾリンザ®），

panobinostat （ファリーダック®）の 2 剤である．既存薬剤のなかにも分子種特異性は低

いもののHDAC阻害作用をもつものがあり，抗てんかん薬である valproic acid（デパケン

®）は抗がん剤に比較すると安全性が高いことから他の抗がん剤との併用で開発が進行して

いる．本研究で取り扱った Dep（depsipeptide；Istodax®）も FDA ではすでに承認され，

国内でも国際共同開発治験が終了し再発又は難治性の末梢 T 細胞リンパ腫 （PTCL）に対

して承認申請中であり，まもなく上市予定である． Depも臨床用薬として使用が予定され

ていることから人に対する安全性がある程度確認された薬剤であるといえる．このことは，

将来的に既存の抗がん薬との併用化学療法が開発される場合において有利であると考える

が，本研究で観察された Dep による 5-FU の感受性増強が動物実験等で同様に観察される

か，HDAC 阻害剤による進行大腸がん患者に対する臨床試験の結果を踏まえてどのような

投与量および投与スケジュールが最適であるか十分な検討が必要である． 

 

HCT-116における Depによる 5-FU感受性増強メカニズムとしての HDAC 活性低下，p21

発現上昇，TYMS発現低下，およびカスパーゼ活性増強 

 

HCT-116においてDepが 5-FUの効果を増大させるメカニズムとして，HDAC活性低下，

p21 発現上昇，TYMS 発現低下，およびカスパーゼ活性増強が観察されたことが重要な知

見である． 

HDAC 活性の検討では Dep 単独および 5-FU と Dep の併用処理でコントロールの約 3

分の 2に低下した．Depに比較し 5-FUと Depの併用でさらに HDAC活性が低下すること

はなかったものの，多くの遺伝子発現変動に関与する HDACの活性低下が，薬剤処理 1時

間という短時間で観察されたことから，細胞が薬剤に曝露してから早い段階で遺伝子発現

制御の変動が起きる可能性が示唆された．他の HDAC阻害剤においても，比較的短時間で

TP53遺伝子が誘導されることが証明されている 24,32,33)．興味深いことに Depの HDAC阻

害作用は TSAとは異なり用量依存性を示さなかった．Depはプロドラッグであり細胞内に

取り込まれ環状構造から直線構造になってHDAC阻害活性を示す 34)ことが影響している可

能性がある． 

HCT-116細胞の 5-FUへの曝露は p21の発現を上昇させ，5-FUと Dep の併用は p21の

発現をさらに増強した（図 10）．テトラサイクリン誘導性ベクター系を用いた p21 の誘導

実験により，p21が腫瘍細胞における増殖停止の誘導において重要な役割を果たすことが示

されている 35)．また，p21の重要な役割は，5-FUの細胞傷害性の重要なメディエーターで

あると報告されている 36)．これらの知見からも，本研究で観察された p21 の発現上昇は細
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胞増殖抑制に寄与していると推察される．本研究で行った HCT-116に対する 5-FUの高濃

度（2.5µM，3.5µM，5µM）処理では濃度依存的な p21 の発現上昇を認め，5µM では 6.7

倍の上昇が観察された（図 13）．5-FU（5µM）と同等かそれ以上の p21発現上昇が，5-FU

（1.75µM）と Dep（1nM）の併用（p21の発現が 7.6倍に上昇）によりもたらされること

が確認され，Depの併用により 5-FUの用量を減少できる可能性が示唆された．一方，5-FU

による p21 の発現上昇は p53 依存性であるとされ 37)，5-FU 処理によるタンパク発現レベ

ルのタイムコースを示した報告 35)では p21，p53ともに 48時間がピークとされている．本

研究の遺伝子発現レベルの解析（マイクロアレイ，定量的リアルタイム PCR）はすべて薬

剤処理 7 日間の時点で行っているため，最終的に細胞増殖抑制が観察された時点での遺伝

子発現状態を示している．図 16 に HCT-116 における 5-FU（1.75μM）＋Dep（1nM）7

日間作用による TP53 経路の遺伝子変動（表 2 に示したマイクロアレイ解析結果による）

をマッピングしたもの示す．TP53 の下流にあり，TP53 が発現調節を行っているとされる

ターゲット遺伝子の多くが発現上昇し，TP53 経路の活性化が示唆された．TP53 自体が大

きく発現低下するメカニズムは明らかではないが，5-FUによる DNAダメージや HDAC 

 

図 16．HCT-116における 5-FU（1.75μM）＋Dep（1nM）7日間作用による TP53経路の遺伝子変動（マイクロアレイ

解析結果による）■（濃赤）は 3倍以上の発現上昇，■（赤）は 1.5~3 倍の発現上昇，■（薄桃）は 1.5 倍未満の発現

上昇，■（水色）は 1.5倍未満の発現低下，■（青）は 1.5~3倍の発現低下，■（濃青）は 3倍以上の発現低下を示す．

なお，TP53の発現上昇後のネガティブフィードバックによる下方制御は予測に基づく． 
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活性低下などにより発現上昇し，その後ネガティブフィードバックにより著しく発現低下

したと考えることは本研究で示された遺伝子発現変動を考える上で矛盾しない． 

TYMS の発現低下も 5-FU と HDAC 阻害剤併用効果に関する多くの先行研究 23)-26)と同

様に観察されたが，TP53 の発現上昇が TYMS の発現に対して負の調節がされるという報

告 38)もあり，同様の機序が起きている可能性がある．本研究で行った HCT-116 に対する

5-FU の高濃度（2.5µM，3.5µM，5µM）処理では濃度依存的な TYMS の発現低下を認め，

5µM ではコントロールの 59%に低下した（図 13）．5-FU（5µM）と同等の TYMS 発現低

下が，5-FU（1.75µM）と Dep（1nM）の併用（TYMS の発現が 58%に低下）によりもた

らされ，p21発現上昇の結果とよく一致した． 

HCT-116における 5-FUと Dep併用処理によるカスパーゼ活性化の主な経路は不明であ

るが，CytC，Apaf-1といったカスパーゼ活性化経路の重要な遺伝子が発現上昇しているこ

とが本研究で示された．Dep は BCL2 ファミリーメンバーの発現を抑制することにより，

ミトコンドリア経路を介して小細胞肺癌細胞においてカスパーゼ依存性アポトーシスを誘

導するという報告 39）があるがその可能性も考えられる． 

今回観察された p21 の発現上昇，TYMS の発現低下，カスパーゼ活性上昇が TP53 経路

の活性化に基づくことを明確に裏付けるためには TP53 経路の遺伝子発現レベルのタイム

コースをとること，TP53のノックダウンあるいは TP53変異細胞株を用いて同様の薬剤処

理をした場合の阻害効果の変動について検討する必要がある．  

 

5-FUと Dep併用処理によるMHCクラス II遺伝子の発現上昇 

 

マイクロアレイおよびそれに引き続き行った遺伝子オントロジー解析により，5-FU と

Dep の併用が MHC クラス II 遺伝子，すなわち HLA-DPB1，HLA-DQB1，HLA-DRA，

および HLA-DRB1 の mRNA レベルを著しく増加させることを明らかにした（HLA-DRA

で 6.7倍）．定量的リアルタイム PCRによる HCT-116におけるMHCクラス II遺伝子の発

現解析でも同様の結果が得られ，他の大腸癌細胞株（HT-29，SW48）でもHLA-DRAの発

現上昇が観察された（HT-29で 5.5倍，SW48で 786倍）．HCT-116に対する 5-FUの高濃

度（2.5µM，3.5µM，5µM）処理でも HLA-DRA の発現上昇は観察されたものの 5-FU と

Depの併用に比較して軽度であった（5µMで 1.9倍）．非小細胞肺癌細胞においては HDAC

阻害剤 entinostatによるMHCクラス II遺伝子の発現上昇の報告 40)がある．また，胆管癌

細胞に対する，gemcitabine と valploic acid の併用効果とマイクロアレイ解析を行い，併

用処理によりMHCクラス II遺伝子の発現上昇を示した Iwahashiらの報告 41)と一致する．

MHCクラス II遺伝子発現の顕著な活性化は 1.75μMの 5-FU単独または 1nMのDep単独

処理では認められず，5-FU と Dep の併用処理した場合のみ観察され，これと同時に p21

の発現上昇，TYMS の発現低下，およびカスパーゼ 3/7 活性化を引き起こした． MHC ク

ラス II発現上昇は，細胞周期の停止，DNA合成阻害，および細胞アポトーシスプロセスと



30 

 

何らかの関係を有する可能性がある． 

Tingら 42）は NF-Y，CREB，および RFXを含む DNA結合因子および補体活性化因子，

CIITA，一般的な転写因子，および P300 / CBP関連因子（PCAF）を含むヒストンアセチ

ルトランスフェラーゼ（HAT）を介しMHCクラス II遺伝子が発現制御されることを著し

ている．MHC クラス II 転写の正の調節因子として，ヒストンアセチル化が重要であると

いう報告もある 43,44)．本研究の網羅的遺伝子発現解析では，5-FU と Dep の併用により

PCAF，CREB3，CREB5，および CIITA の発現上昇が観察された（表 5）．大腸癌細胞株

Colon26 における検討では HDAC 阻害剤は CIITA 非依存性に MHC クラス II 遺伝子発現

を増強するが，他の癌細胞種では CIITA依存的に発現増強することが報告 45)されている． 

本研究では 5-FUと Depの併用によりHATである PCAFとともに CIITA，CREBの発現

上昇が認められたことから，これらが MHC クラス II 遺伝子の著しい発現上昇の機序にな

ることが推察される．一方，PCAF は，肝細胞癌細胞株において抗アポトーシス細胞プロ

セスに対抗することによって癌細胞のアポトーシスを加速する 46)，乳癌細胞株においてp53

の共活性化因子である 47)と報告されている． また，一般的に HDAC 阻害剤による p21 発

現上昇は p53 に非依存的である 48)とされているが，その機序に関連して PCAF は histone 

methyltransferaseである G9aと関連して p21の発現制御に関与しているという報告 49)が

ある．以上のことを本研究結果に合わせると，薬剤曝露直後から起きていると予想される

TP53活性化，TP53が下方制御された薬剤処理 7日間後における p21発現上昇，および 

図 15．MHCクラス IIプロモーターのトランスクリプトームモデルと HATを介したMHCクラス II ，p21，p53遺伝

子発現上昇メカニズムに関する予測図 

 

MHCクラス II遺伝子発現上昇は，HATである PCAFの発現上昇が関与している可能性が

考えられる（図 15）．これらのことを裏付けるためには PCAF，CBPなどのHAT，CIITA，

CREBなどのMHCクラス II 遺伝子転写調節因子を特異的に阻害あるいは，ノックダウン
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することによって MHC クラス II，p21，TP53 遺伝子発現が変化するかを検証する必要が

ある． 

さらに，MHC クラス II 遺伝子発現の臨床的な意義として胃癌モデルを用いた検討では

HLA-DR 抗原の発現と腫瘍細胞の分化との間の密接な相関が示され 50,51)，MHC クラス II

遺伝子の発現低下は，早期結腸直腸がんの転移能と関連する 52)ことも報告されており，腫

瘍細胞中の MHC クラス II 遺伝子発現上昇はがんの予後良好のマーカーの一つであるとさ

れている．本研究で観察された MHC クラス II 遺伝子発現上昇が癌細胞増殖抑制と関連性

を有するという可能性と一致する．5-FUベースの化学療法後のMHCクラス II遺伝子発現

誘導が効果予測マーカーとなり得る可能性があるが，in vivoで同様の遺伝子発現変動が起

きるか，もし，効果予測マーカーとなり得る場合でも腫瘍細胞内の遺伝子発現変動をどの

ように評価するかなどさらなる検討が必要である． 

 

 

5．小括 

 

 HDAC 阻害剤 Dep の併用は，ヒト大腸癌細胞 HCT-116，HT-29 および SW48 に対する

5-FUの感受性を増強させることがはじめて確認された．また，HCT-116における感受性増

強は，p21 の発現上昇によって引き起こされる細胞周期停止，TYMS の発現低下，カスパ

ーゼ-3/7 活性化によって示されるアポトーシス誘導の誘発を介して起こることが示唆され，

これらには TP53経路の活性化，およびヒストンアセチルトランスフェラーゼである PCAF

の活性化を背景とする可能性がある．さらに，HCT-116 における感受性増強は，MHC ク

ラス II 遺伝子発現上昇と並行して観察されたが，これらには PCAF をはじめとした MHC

クラス II遺伝子転写制御因子の発現上昇を背景とする可能性がある． 
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第 3章 HDAC阻害剤 depsipeptide併用による 5-FUの効果増強に関連する周

辺事象の検討 

 

1．緒言 

 

第 2章では，ヒト大腸癌細胞 HCT-116において，HDAC阻害剤 depsipeptide（Dep）は

主要組織適合遺伝子複合体クラスⅡ（MHC class II）および p21遺伝子発現レベルの上昇，

TYMSの発現レベル低下，カスパーゼ 3/7活性化を伴い 5-フルオロウラシル（5-FU）の抗

腫瘍活性を増強することについて述べた． 

第 2章では Depの IC50レベルの濃度をもって 5-FUとの併用を行ったが，HDAC阻害剤

単独では細胞毒性を起こさない低濃度域において 5-FU の効果増強を誘導する可能性につ

いても検討の価値があると考える．ここでは，Dep に加え医薬品としての承認には至って

いないものの，高い抗腫瘍活性の報告がある apicidinおよび oxamflatinについてもあわせ

て検討を行うこととした．apicidinは真菌の代謝産物から生成されたHDAC阻害剤であり，

p21 およびゲルソリンの誘導を介して腫瘍細胞の増殖を阻害すると報告されている 53)．

oxamflatin はヒドロキサム酸基を有する芳香族スルホンアミド誘導体であり，NIH3T3 細

胞の形態学的突然変異を誘導する化合物として化学ライブラリから同定された．腫瘍細胞

に対しては p21およびゲルソリンの誘導を介して増殖を阻害すると報告されている 54)． 

さらに，Dep は構造として環状ペプチドを持つ薬剤であるが，環状ペプチドはその特殊

な化学構造により，天然ペプチドよりも生体内安定性が高く，標的への親和性も高いため

に，特異的な薬効を有していると考えられている 55)．環状ペプチド構造を有する医薬品と

しては cyclosporin A，bacitracinなどがある．Depの 5-FU抗腫瘍効果増強作用が環状ペ

プチド構造に由来するものであるとすれば興味深い．cyclosporin Aは，真菌が産生する環

状ポリペプチド抗生物質の一つであり，1969 年にノルウェーの土壌に含まれていた

Tolypocladium inflatum から発見された 56)．D-アミノ酸を 1つ含む 11のアミノ酸からな

る．T リンパ球によるインターロイキン-2,4,5,13 やインターフェロン-γなどのサイトカイ

ン転写を特異的かつ可逆的に抑制し，ひいてはサイトカイン産生と遊離を抑制するが，こ

れはカルシニューリンによる細胞内情報伝達阻害によると考えられている．臨床では臓器

移植による拒絶反応の抑制や自己免疫疾患の治療に使用される．ヒト大腸癌細胞において

はカルシニューリンパスウェイに依存せず細胞周期の進行を遅らせ，ネクローシスを誘導

する作用 57），また，p21の発現上昇と PCNA（proliferating cell nuclear antigen）の発現

低下を伴って細胞増殖抑制を示す 58)ことについて報告がある． 

bacitracin は枯草菌が産生する抗生物質で，バシトラシン A を主成分とする環状ポリペ

プチドの混合物である．細菌の細胞壁内膜を取り巻くペプチドグリカンの構成要素を支持

する分子の脱リン酸化反応を妨げ，これにより細胞壁合成を阻害することによって抗菌作

用を示す 59)． 
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本章では，第 2 章で述べた 5-FU と Dep の併用効果についての知見を補完するために，

低濃度HDAC阻害剤併用による 5-FU抗腫瘍活性の変化，Depと同様の環状ペプチド構造

をもつ薬剤と 5-FUの併用効果およびMHC class II遺伝子の発現変動について検討を行っ

た． 

 

 

2．材料および方法 

 

2-1 細胞培養および試薬 

 

ヒト大腸癌細胞 HCT-116（no CCL-247，アメリカンタイプカルチャーコレクション

（ATCC），Manassas，VA，USA）を，10%ウシ胎児血清（HyClone，South Logan，VT，

USA）および 1% penicillin-streptomycin（Gibco，Grand Island，NY，USA）を添加し

たダルベッコ修飾イーグル培地（DMEM; 4.5g /L D-グルコース; Gibco)にて，37℃，5% CO2

インキュベーター内で培養，継代した．apicidin と oxamfatin は Sigma-Aldrich Co.（St. 

Louis，MO，USA），cyclosporin Aと bacitracinは和光純薬株式会社（大阪，日本），5-FU

は Sigma Chemical Co.（St. Louis，MO，USA）からそれぞれ購入した．使用された他の

すべての試薬は，入手可能な高純度のものを使用した． 

 

2-2 薬剤曝露 

 

コロニー形成阻害アッセイで用いた 5-FU の濃度は 0.625，0.875，1.25，1.75 および

2.5μM であった．5-FU との併用で使用した Dep は 1nM，apicidin は 0.5μM，oxamfatin

は 0.1μM であった．環状ペプチド併用実験では cyclosporin A 単剤 0.5μM，bacitracin単

剤 1M，5-FU との併用では 5-FU（1.25μM）+cyclosporin A（0.5μM）または bacitracin

（1M）， 5-FU（1.75μM）+cyclosporin A（0.5μM）または bacitracin（1M）を用いた．  

 

2-3 コロニー形成アッセイ 

 

HCT-116 をトリプシン処理後計数し，20,000 細胞/60-mm ディッシュでコロニー形成ア

ッセイのために播種した．7日間のインキュベーション後，コロニーをクリスタルバイオレ

ットで染色し，陽性コロニーの数を数えた． 50個を超える細胞を含むコロニーを陽性とみ

なして計数し，各アッセイをトリプリケートで別日に 3回実施した． 

 

2-4 クリスタルバイオレットアッセイ 
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HCT-116細胞をトリプシン処理し後計数し，6ウェルプレートに 15,000細胞/ウェルで播

種した．7日間のインキュベーション後，培地を除去し，接着細胞を 10% ホルムアルデヒ

ド（in PBS）でプレートに固定した． 次いで，細胞を 0.5% クリスタルバイオレット水溶

液で染色し，33% 酢酸水溶液で色素を溶出させた． マイクロプレートリーダー Infinite 

F500（Tecan Group Ltd.，Männedorf，Switzerland）を用いて 550nmでの吸光度を測定

した．各アッセイはトリプリケートで別日に 3回実施した． 

 

2-5 RNA抽出および定量的リアルタイム PCR 

 

3つの独立したHCT-116培養物からRNeasy Miniキット（Qiagen，Dusseldorf，Germany）

を使用し，トータルRNAを抽出し，1μgを cDNA synthesis kit（Roche，Basel，Switzerland）

に使用した．1本鎖 cDN A を用いて，7500 Real-Time PCR system（Applied Biosystems，

Tokyo，Japan）を用いてリアルタイム PCR を実施した．HLA-DRA の増幅プライマーの

配列を表 1．に示す． 

 

2-6 統計解析 

 

データは，平均±標準誤差（SEM）として表し，一元配置分散分析（ANOVA），事後検

定として Tukey-Kramer検定を行い統計学的有意性について分析した．P値 0.05未満を統

計学的に有意な結果を示すとした． 

 

 

3．結果 

 

3-1 低濃度 HDAC阻害剤併用による HCT-116の 5-FUに対する細胞感受性 

 

HDAC 阻害剤 depsipeptide，apicidin，oxamflatin の HCT-116 に対する IC50はそれぞ

れ 1.09nM，5.60μM，0.76μM であった．HDAC 阻害剤単独では細胞増殖阻害作用を示さ

ない濃度（概ね IC50の 1/10程度）を 5-FUと併用させた．図 16A，B，Cは，それぞれ Dep，

apicidin，oxamflatinと 5-FUの併用による用量反応を示す．0.1nM Depの併用では 5-FU

濃度 0.875および 1.25μMレベルで 5-FUの感受性をそれぞれ 10.8%，15.1%低下させるこ

とが観察され，これは統計学的に有意であった．0.05μM apicidinの併用でも同様に 5-FU

濃度 0.625および 1.25μMレベルで 5-FUの感受性低下を示す傾向が見られたが統計学的に

有意ではなかった．0.1μM oxamflatinの併用では 5-FU濃度のいずれのレベルにおいても

感受性変動を示さなかった． 
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図 16．HCT-116に対する（A）5-FUと Dep併用，（B）5-FUと apicidin（Api）併用（C）5-FUと oxamflatin（OXM）

併用によるコロニー形成能阻害効果． x軸は薬剤濃度を表し，y軸は生存率（すなわち， 5-FU 0μMに対するコロニー

形成能）を表す． * P <0.05（対 HDAC阻害剤 0nMまたは 0μM） 

 

3-2 環状ペプチド併用による HCT-116の 5-FUに対する細胞感受性 

 

 環状ペプチド cyclosporin A，bacitracinのHCT-116に対する IC50はそれぞれ 0.56μM，

1.10M であった．cyclosporin A，bacitracin の IC50付近の濃度（それぞれ 0.5μM，1M）

と 5-FUの併用を行ったが，5-FU濃度 1.25，1.75μMいずれのレベルにおいても HCT-116

に対する 5-FUの増強作用は示さなかった（図 17A，B）．  

 

図 17．HCT-116に対する（A）5-FUと cyclosporin A（CyA）併用，（B）5-FUと bacitracin（BC）併用による細胞増

殖阻害効果． x軸は薬剤濃度を表し，y軸は生存率を表す． 
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3-3 HCT-116における 5-FU（1.75μM）単独，cyclosporin A（0.5µM）単独および 5-FU

（1.75μM）+ cyclosporin A（0.5µM）併用作用による HLA-DRA遺伝子の発現解析 

 

5-FU単独，Dep単独，および 5-FUと cyclosporin A（CyA）の併用で処理した HCT-116

細胞において，qRT-PCR により MHC クラス II 遺伝子である HLA-DRA の発現レベルを

調べた（図 18）．溶媒コントロールに比べ CyA単独では変動なく，5-FUと CyA の併用で

1.5倍とわずかに増加した（P <0.01）． 

 

 

図 18．HCT-116における HLA-DRA遺伝子発現変動を示す．溶媒コントロール（F-C-）， 5-FU（1.75μM）単独（F+C-）， 

CyA（0.5μM）単独（F-C+），5-FU（1.75μM）+ CyA（0.5μM）併用（F+C+）による処理を表す．mRNA レベルを

qRT-PCRによって評価し，各点での ACTB mRNAレベルによって補正した． y軸は，ACTB mRNAに対する目的遺

伝子のmRNAレベルを表す． ** P <0.01は有意差を示す． 

 

 

4．考察  

 

低濃度 HDAC 阻害剤併用による HCT-116 の 5-FU に対する細胞感受性増強の可能性に

ついて検討したが，IC50の 10%程度の Dep，apicidin，oxamflatin を併用しても 5-FU の

効果増強は観察されなかった．むしろ，Depおよび apicidinでは 5-FU濃度 0.625~1.25μM

レベルで感受性低下を示す傾向が見られ，Dep では統計学的に有意であった．これら低濃

度 HDAC阻害剤の作用としては，標的は不明であるものの細胞増殖を促進する方向へ遺伝

子発現制御が行われている，あるいは 5-FUの作用機序を低下させる相互作用が起きている

ことが原因であると推測される．HDAC 阻害剤のひとつであるボリノスタットの併用はヒ

トリンパ球腫瘍細胞における Brentuximab vedotinの有効性を低下させるという報告もあ

る 60)．この相互作用メカニズムには Brentuximab vedotin がターゲットとする CD30の下

方制御が関連しているとしている．FDA で承認され皮膚 T細胞リンパ腫治療に使用されて
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いる Dep（Istodax®）の添付文書情報によると，14 mg/m2を 4時間以上かけて点滴静注投

与した際の最高血中濃度（Cmax）は 377 ng/mL（697nM）とされているが，併用効果につ

いて述べた前章の Dep 濃度 1nM はこの約 700 分の 1 に相当する．癌細胞レベルで毒性を

示す濃度であっても，生体内では必ずしも毒性が問題にならない濃度であることも考えら

れる．以上のことから，今後，5-FUと Depの併用効果が in vivo で検討される場合は Dep

の作用濃度が極めて重要である． 

環状ペプチド併用による HCT-116の 5-FU に対する細胞感受性変動に関する検討では，

今回使用した cyclosporin A，bacitracinともに併用効果増強という点では否定的な結果と

なった．また，MHC class II であるHLA-DRA遺伝子の発現レベルは 5-FU と cyclosporin 

A の併用において 1.5倍とわずかに上昇したが，5-FUと Depの併用に比べ軽度であった．

cyclosporin Aと抗がん剤の併用効果については，P糖タンパクを高発現するラット大腸癌

細胞において cyclosporin A の併用でドキソルビシン，ダウノルビシンに対する感受性が増

強されたが，シスプラチンに対する感受性は増強されなかったという報告がある 61)．これ

は cyclosporin AのP糖蛋白阻害により抗がん剤のP糖蛋白を介した排出が抑制されたため

と考えられている．また，ヒト胃癌細胞において cyclosporin A は，NF-κB 活性化の阻害に

よりドセタキセル誘発アポトーシスを増強するという報告がある 62)．本研究で観察された

結果とこれらの情報を踏まえると，DepによるHCT-116の 5-FUに対する細胞感受性増強

作用は，環状ペプチド構造物質の併用によりもたらされるものではないことが推察される． 

 

5．小括 

 

0.1nM Depをはじめとする低濃度HDAC阻害剤併用によるHCT-116の 5-FUに対する細

胞感受性増強の可能性について検討したが，併用効果は認められなかった．しかし，併用

効果を示した 1nM Depも Depの臨床血中濃度に対しては極めて低濃度であり，5-FUの感

受性増強作用薬剤として有望であると考える．一方，5-FUは Depと同様の環状ペプチド併

用では感受性増強を示さないことが示された．  
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第 4 章 総合考察および結論 

 

本研究で得られた知見は次のとおりである．HCT-116に対する 5-FU+Depの効果増強メカ

ニズムの予測を図 19に示す． 

 

・HDAC 阻害剤 depsipeptide の併用は，ヒト大腸癌細胞 HCT-116，HT-29 および SW48

に対する 5-FUの感受性を増強させることがはじめて示された． 

・HCT-116において 1nM Depの 1時間処理でHDAC活性は約 3分の 2に低下した．5-FU

（1.75μM）と Dep（1nM）処理のHDAC活性低下は Dep単剤と同等であった． 

・HCT-116 において Dep が 5-FU の効果を増大させるメカニズムとして p21 発現上昇，

TYMS発現低下，およびカスパーゼ活性増強が観察された．これらには HDAC 活性の低

下による TP53発現上昇後の TP53経路の活性化，TP53およびおよび p21制御因子とさ

れるHATのひとつである PCAFの発現上昇が背景にある可能性がある． 

・ HCT-116における感受性増強はMHCクラス II遺伝子発現上昇と並行して観察された． 

・0.1nM Depなどの低濃度 HDAC阻害剤併用による HCT-116の 5-FUに対する細胞感受

性増強の可能性について検討したが，併用効果は認められなかった． 

・5-FU との併用効果を示した 1nM Dep は Dep の臨床血中濃度に対して，約 700 分の 1

と極めて低濃度であった． 

・Depと同様の環状ペプチド構造を持つ cyclosporin A，bacitracinと 5-FU併用では感受

性増強を示さなかった．また，MHC class II遺伝子の発現上昇は軽度であった． 

図 19． HCT-116に対する 5-FU+Depの抗腫瘍効果増強メカニズムの予測 
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このように，本研究では 5-FU と Dep の併用による HCT-116 の増殖阻害には，DNA ダ

メージとHDAC活性低下作用の共調による TP53経路の活性化，MHCクラス II遺伝子と

p21 共通の制御因子であるヒストンアセチルトランスフェラーゼである PCAF の発現上昇

が関与している可能性を示した．かつては，MHCクラス I分子はほとんどすべての細胞に

発現しているが，MHC クラス II 分子は抗原提示機能を有するマクロファージや樹状細胞

といった，ある特定の免疫担当細胞に発現するものと考えられ，上皮細胞や固形癌細胞に

おける存在性や機能についてはあまり明らかになっていなかった．近年，結腸直腸癌腫に

おける HLA クラス II 抗原発現は良好な予後マーカーであるという報告 63)，正常な結腸粘

膜および腺腫と比較した免疫組織学的および組織病理学的分析により，MHC クラス II 発

現の消失は、腫瘍浸潤性 T 細胞の減少および結腸直腸癌の転移能の増加と関連するという

報告 64)などがあり，MHC クラス II 遺伝子高発現は，がんの制御に重要な意味をもつこと

が主に臨床データより示されている．これらのことからも，本研究で観察された MHC ク

ラス II 遺伝子の発現レベルを評価することは，大腸がんの抗がん剤治療による細胞増殖抑

制の目印として活用が期待できる． 

以上より，大腸がんに対する 5-FU 治療における Dep によるエピジェネティックな遺伝

子発現調節は 5-FUの作用増強に対して有効である．MHCクラス II遺伝子の発現上昇機序

の解明は 5-FU効果予測因子を探索する上でも新たな研究課題として意義があると考える．  
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