
hon p.1 [100%]

1837

金城学院大学薬学部医療薬学分野(〒4638521 名古屋

市守山区大森 21723)
e-mail: mizu＠kinjo-u.ac.jp
本総説は，平成 18 年度日本薬学会東海支部学術奨励賞

の受賞を記念して記述したものである．

1837YAKUGAKU ZASSHI 127(11) 1837―1842 (2007)  2007 The Pharmaceutical Society of Japan

―Reviews―
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A number of anticancer drugs exert their eŠect by causing DNA damage and subsequent apoptosis induction. Reac-
tive oxygen species (ROS), such as hydrogen peroxide (H2O2) and super oxide anion (O－

2 ), participate in apoptosis
and DNA damage induced by some anticancer drugs, however, the precise mechanism of apoptosis via ROS formation
remains to be clariˆed. I investigated the mechanism of apoptosis and DNA damage induced by anticancer drugs, espe-
cially topoisomerase inhibitors, using human cultured cells. TAS-103, a topoisomerase inhibitor, induces apoptosis
through DNA cleavage and subsequent H2O2 generation mediated by poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) and
NAD(P)H oxidase activation. Doxorubicin (DOX), an anthracycline antibiotic and topoisomerase inhibitor, induces
apoptosis through direct oxidative DNA damage leading to indirect H2O2 generation mediated by PARP and NAD(P)H
oxidase activation. DOX caused site-speciˆc oxidative DNA damage in the presence of copper(II), which may contrib-
ute to apoptosis. These ˆndings suggest that ROS formation plays important roles in apoptosis induced by anticancer
drugs. Furthermore, these studies may provide an insight into the development of new eŠective chemotherapeutic drugs.

Key words―apoptosis; reactive oxygen species (ROS); DNA damage; hydrogen peroxide; topoisomerase inhibitor;
doxorubicin

1. はじめに

多くの抗がん剤は，がん細胞にアポトーシスを誘

導させることによりその作用を発現する．これらの

抗がん剤の多くは DNA を標的とし，アポトーシス

誘導において DNA 損傷が重要な役割を果たす．一

方，抗がん剤によるアポトーシス誘導過程で，過酸

化水素（H2O2）及びスーパーオキシド（O－
2 ）を代

表とする活性酸素種（reactive oxygen species: ROS）

の生成が報告されている．15) ROS 生成及び DNA

損傷を介したアポトーシス誘導機構としては，1)

抗がん剤自身より生成された ROS による DNA 損

傷からアポトーシスに至る場合，及びわれわれが新

規機構として見い出した，2) 抗がん剤による

DNA 損傷を介して二次的に ROS が生成し，アポ

トーシスに至る場合が考えられる．しかしながら，

抗がん剤による ROS 生成機構については，アント

ラサイクリン系抗がん性抗生物質の報告1)があるの

みで詳細な検討はほとんど行われていない．本総説

では，これらの抗がん剤を介したアポトーシス誘導

における ROS 生成と DNA 損傷の役割及びその分

子機構について，筆者の研究を中心に概説する．

2. トポイソメラーゼ，阻害剤 TAS-103 のア

ポトーシス誘導機構6)

TAS-103(6-[[2-(dimethylamino)ethyl]amino]-3-

hydroxy-7H-indeno [ 2,1-c ] quinolin-7-one dihydro-

chloride）は，大鵬薬品工業株で合成されたキノリ

ン骨格を有するトポイソメラーゼ阻害剤であり，

DNA トポイソメラーゼⅠとⅡの両方を阻害する．

その阻害活性により DNA を切断し，抗がん作用を

発現する．TAS-103 の細胞毒性（IC50: 0.00300.23

mM）は，カンプトテシンやエトポシドより強力で

あり，イリノテカンの代謝活性物の SN-38 と同程

度であり，各種固形がん細胞に対しても有効である
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Table 1. Time Course and Intensity of Apoptotic Events In-
duced by TAS-103

Apoptotic events
Time of apoptotic

events
Comparison of

apoptotic events'
intensityHL-60 HP100

DNA cleavage 1 h 1 h HL-60＝HP100

H2O2 Generation 3 h 3 h HL-60＞HP100

Dcm 4 h 5 h HL-60＞HP100

Activation of caspase 3 4 h 5 h HL-60＞HP100
DNA ladder 4 h 6 h HL-60＞HP100
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ことが報告されている．7) TAS-103 は，他の抗がん

剤と同様にアポトーシスを誘導するが，その分子機

構については，十分解明されていない．

筆者らは，TAS-103 によるアポトーシス誘導機

構をヒト前骨髄性白血病細胞 HL-60 とそのカタ

ラーゼ過発現株 HP100 を用いて検討した．HP100

は親細胞の HL-60 に比べ 18 倍のカタラーゼ活性を

持ち，H2O2 に対して 340 倍耐性である．8)パルスフ

ィールドゲル電気泳動法による巨大 DNA 断片（1

2 Mb）の検出，すなわちトポイソメラーゼ阻害に

よる DNA 切断は，1 時間後から起こり HL-60 と

HP100 との間で差がなかった．一方，DNA のラ

ダー状の断片化は，HL-60 は 4 時間後に HP100 は

6 時間後に明瞭に形成された．したがって，

TAS-103 のトポイソメラーゼ阻害による DNA 切断

には H2O2 は関与しないが，さらに下流のアポトー

シス誘導には関与することが示唆された．細胞内の

過酸化物の生成は蛍光色素 2′,7′-dichloro‰uorescin

diacetate (DCFH-DA）を，ミトコンドリア膜電位

の 変 化（ DCm ） は 3,3 ′-dihexyloxacarbocyanine

iodide [DiOC6(3)］を用いてフローサイトメトリー

により測定した．カスパーゼ 3 活性は，その合成基

質 ［ z-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-tri‰uoromethyl

coumarin (DEVD-AFC)］を用いて測定した．その

結果，それぞれの現象は，HL-60 細胞に比しカタ

ラーゼの活性が高い HP100 細胞で遅延や減弱がみ

られたことから，H2O2 が関与していることが示唆

された．経時的な変化は，1) 細胞内 H2O2 の上昇，

2) ミトコンドリア膜電位の変化，3) 細胞内カス

パーゼ -3 活性の上昇，4) 核 DNA 断片化の順にみ

られた（Table 1）．

さらに，筆者らは TAS-103 のアポトーシス誘導

における H2O2 生成機構について検討した．DNA

cleavage の修復機構として poly(ADP-ribose)poly-

merase ( PARP ） が 活 性 化 す る 点 ，9) PARP が

NAD＋ を基質とする点10)に注目し，「PARP の活性

化が NAD＋ の大量消費をもたらし，消費された

NAD＋ を補給するために NAD(P)H oxidase が活

性化され，H2O2 が生成する」という作業仮説を立

て，これを検証した．HL-60 における TAS-103 に

よる DNA ラダー形成は，PARP 阻害剤である 4-

amino-1,8-naphthalimide (ANI), 6(5H)-phenan-

thridinone (PHEN）で抑制され，細胞内 H2O2 の上

昇とミトコンドリア膜電位の変化も ANI により抑

制された．また，TAS-103 による DNA ラダー形成

は，NADPH oxidase 阻害剤である diphenyleneio-

donium chloride (DPI), apocynin (APO）で抑制さ

れたが，xanthine oxidase 阻害剤である allopurinol

(ALLO）では抑制されなかったことから，DNA ラ

ダー形成は，NADPH oxidase が関与し，xanthine

oxidase は関与しないことが示唆された．さらに，

TAS-103 により細胞内 NAD＋ と NADP＋ の有意な

減少が認められた．したがって，TAS-103 のアポ

トーシス誘導には PARP の活性化が重要であり，

細胞内 H2O2 生成とミトコンドリア膜電位の変化に

先駆けて起こることが示された．また，NAD＋ と

NADP＋ の減少を補うために NADPH oxidase が活

性化し，細胞内で O－
2 及び H2O2 が生成される．さ

らに H2O2 によりミトコンドリアが傷害され，ミト

コンドリア膜電位の変化を生じ，11)チトクローム c

の放出に伴い，カスパーゼ -3 が活性化し，DNA ラ

ダーが形成する．

以上の結果から，TAS-103 のアポトーシスカス

ケードとして，トポイソメラーゼ阻害による DNA

切断に伴う PARP の活性化と NAD＋ の消費が重要

であり，この消費により NAD(P)H oxidase が活性

化され，H2O2 が生成する．そして H2O2 により，

mitochondrial permeability transition pore が開き，11)
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Fig. 1. Proposed Mechanism of TAS-103-induced Apoptosis Mediated by H2O2 Generation
PT pore: permeability transition pore, CAD: caspase-activated DNase, ICAD: inhibitor of caspase-activated DNase. Modiˆed from Ref. 6).

Table 2. Time Course and Intensity of Apoptotic Events In-
duced by DOX

Apoptotic events
Time of apoptotic

events
Comparison of

apoptotic events'
intensityHL-60 HP100

H2O2 generation 1 h ― HL-60＞HP100
8-OxodG 1 h ― HL-60＞HP100

Dcm 4 h 5 h HL-60＞HP100

Activation of caspase 3 4 h 6 h HL-60＞HP100

DNA ladder 7 h 8 h HL-60＞HP100
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カスパーゼ -3 活性が上昇し，DNA ラダー形成に至

るという新規機構を証明した（Fig. 1）．

3. 抗がん性抗生物質ドキソルビシンのアポトー

シス誘導機構12)

ドキソルビシン（DOX，慣用名アドリアマイシ

ン）は，アンラサイクリン系の抗がん性抗生物質で

あり，現在最も臨床で使用されている抗がん剤の 1

つである．DOX の抗がん活性機序はいまだ不明な

点が多いが，トポイソメラーゼ II 阻害や ROS 生成

により生じる DNA 損傷が関与すると考えられてい

る．1)

筆者らは，DOX によるアポトーシス誘導機構を

HL-60 及び HP100 を用いて検討した．DOX は，

HL-60 及び HP100 においてアポトーシスを誘導し

た．核 DNA 断片化，細胞内過酸化物の生成，ミト

コンドリア膜電位の変化，カスパーゼ -3 の活性の

上昇は，HL-60 に比しカタラーゼの活性が高い

HP100 で減弱されたことから，DOX のアポトーシ

ス誘導には H2O2 が関与していると考えられた．さ

らに，酸化的 DNA 損傷の指標の 1 つである 8-oxo-

7,8-dihydro-2′-deoxyguanosine ( 8-oxodG）の生成

の増加は，HL-60 で認められたが，HP100 細胞で

は認められなかった．これらの現象の経時的な変化

は，1) 細胞内 H2O2 の上昇及び 8-oxodG の生成，

2) ミトコンドリア膜電位の変化，3) 細胞内カス

パーゼ -3 活性の上昇，4) 核 DNA 断片化の順にみ

られた（Table 2）．

次に DOX のアポトーシス誘導時の H2O2 生成機

構について検討した．DOX が分子内にパラキノン

残基とパラハイドロキノン残基の両方を有すること

から，分子内レドックス反応が進行することにより，

H2O2 が生成する1)と考えられた．これは，酸化的

DNA 損傷の指標である 8-oxodG が 1 時間という早

期から上昇することからも支持される．一方，

PARP 阻害剤と NADPH oxidase 阻害剤によって

DOX のアポトーシス誘導が減弱された．したがっ

て，DOX のアポトーシス誘導にも，PARP と

NADPH oxidase の活性化が関与していることが示

唆された．一方，cell-free の系で DOX は，Cu(Ⅱ）

存在下で単離 DNA を損傷したが，TAS-103 では損
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Fig. 2. Comparison of Site Speciˆcity of DNA Cleavage Induced by DOX in the Presence of Cu(Ⅱ) or Cytochrome P450 Reductase
(A) The reaction mixture contained the 32P-5′-end-labeled 341-bp fragment (XbaI 1906AvaI 2246), 2 mM/base of calf thymus DNA, 20 mM CuCl2 and 20 mM

DOX in 200 ml of 10 mM phosphate buŠer (pH 7.8) containing 2.5 mM DTPA. The mixture was incubated at 37°C for 30 min. (B) The reaction mixture contained
the 32P-5′-end-labeled 341-bp fragment (XbaI 1906AvaI 2246), 2 mM/base of calf thymus DNA, 20 mg/ml of cytochrome P450 reductase, 2 mM NADPH and 400
mM DOX in 200 ml of 0.4 M Tris-HCl (pH 8.0) containing 2.5 mM DTPA. The mixture was incubated at 37°C for 60 min. After the incubation, followed by the piperi-
dine treatment, the DNA fragments were electrophoresed on an 8％ polyacrylamide/8 M urea gel using a DNA-sequencing system, and the autoradiogram was ob-
tained by exposed X-ray ˆlm to the gel. The relative amounts of oligonucleotides produced were measured by a laser densitometer (LKB 2222 UltroScan XL). The
piperidine-labile sites of the treated DNA were determined by direct comparison with the same DNA fragment after undergoing DNA sequence reaction according to
the Maxam-Gilbert procedure. The horizontal axis shows the nucleotide number. Reproduced from Ref. 13).
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傷しなかった．DOX と TAS-103 はそれぞれトポイ

ソメラーゼ阻害活性を有し，DOX はそれ自身で

ROS を生成するが，TAS-103 は生成しない．した

がって，DOX のアポトーシス誘導には，ROS によ

る酸化的 DNA 損傷がトポイソメラーゼ阻害より大

きく寄与する可能性が示唆された．以上のことから

DOX のアポトーシス誘導機構として，細胞内で

DOX 自身から H2O2 が生成し，DNA が酸化的に損

傷され，PARP と NADPH oxidase の活性化，ミト

コンドリア傷害を経て，カスパーゼ -3 が活性化さ

れ，アポトーシスが誘導される経路の存在が示唆さ

れた．

4. 抗がん性抗生物質ドキソルビシンの酸化的

DNA 損傷機構13)

前項において，DOX のアポトーシス誘導に酸化

的 DNA 損傷が重要な役割を果たしていることが示

された．DOX の酸化的 DNA 損傷機構として

NADPH-cytochrome P450 reductase による還元型

セミキノンラジカルを介した反応14)が知られてい

る．しかしながら，DOX は，酸化型セミキノンラ

ジカルをとること15)も可能であり，このラジカルを

介した酸化的 DNA 損傷が起こる可能性も十分考え

られる．そこで，金属イオン存在下での DOX の酸

化型セミキノンラジカルを介した DNA 損傷機構に

ついて検討した．

実験としては，32P でラベルした DNA (c-Ha-

ras-1 ヒトがん原遺伝子及び p53 がん抑制遺伝子）

を用い，DOX と金属イオンをリン酸緩衝液（pH

7.8）中，37°C で反応させた．ピペリジン処理後，

ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行い，オートラ

ジオグラムで DNA 損傷を検出した．Maxam-Gil-

bert 法を併用し，オートラジオグラムをレーザーデ
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Fig. 3. Proposed Mechanisms for DNA Damage Induced by DOX
Reproduced from Ref. 13).
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ンシトメーターでスキャンし，DNA 損傷性と塩基

配列特異性を解析した．1618)

その結果，DOX 単独では DNA 損傷は認められ

なかったが，Cu(Ⅱ）存在下で DOX は，020 mM

の間で濃度依存的に DNA を損傷した．一方，

NADPH-cytochrome P450 reductase 存 在 下 で ，

DOX は DNA を損傷させたが，Cu(Ⅱ）存在下で

の 20 倍の DOX が必要であり，かつ DNA 損傷は，

Cu(Ⅱ）存在下の場合と比較すると弱かった．一

方，他の金属イオン存在下では，Fe(Ⅱ）で若干の

DNA 損傷は認められたが，それ以外の金属では，

DNA 損傷は認められなかった．Cu(Ⅱ）存在下で

の DNA 損傷は，methional 及び Cu(Ⅰ）のキレー

ト剤である bathocuproine により抑制され，カタ

ラーゼで部分的に抑制されたが，フリー OH ラジ

カルスカベンジャーでは抑制されなかった．したが

って，この DNA 損傷には，H2O2 と Cu(Ⅰ）から

生成される金属酸素錯体のようなクリプト OH ラ

ジカルが関与していることが示唆された．

Maxam-Gilbert 法を併用した DNA 損傷性と塩基

特異性の検討では，Cu(Ⅱ）存在下での DOX によ

る DNA 損傷は，G, T に特異的であり，特に，5′-

GG-3′, 5′-GT-3′, 5′-TG-3′が強く損傷されたのに対

し，5′-GC-3′の G の損傷は弱かった（Fig. 2(A)）．

これに対し，ヒト P450 reductase＋NADPH 存在下

での DOX の DNA 損傷には，塩基特異性は認めら

れず，Cu(Ⅱ）存在下との比較において大きな差異

が認められた（Fig. 2(B)）．さらに，Cu(Ⅱ）存在

下において，DOX は酸化的 DNA 損傷の指標であ

る 8-oxodG を 050 mM の間で濃度依存的に増加さ

せた．

以上の結果より，DOX は Cu（Ⅱ）存在下で

ROS を生成し，DNA を酸化的に損傷することが判

明した．その活性種は，H2O2 と Cu(Ⅰ）とによる

金属酸素錯体と考えられ，酸化型セミキノンラジ

カルを介することが明らかになった．この損傷機構

は ， 数 百 mM が 必 要 な ヒ ト P450 reductase ＋

NADPH 存在下での還元型セミキノンラジカルを

介した場合とは異なり，生体内 DOX 濃度1,19)に近

い低濃度での反応であることから，酸化型セミキノ

ンラジカルが DOX の作用発現，すなわちアポトー

シス誘導に重要な役割を演じていると考えられる

（Fig. 3）．

5. おわりに

抗がん剤のアポトーシス誘導機構及び DNA 損傷

機構について，筆者は ROS が果たす役割を中心と
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して解析した．抗がん剤がそれ自身で生成する

ROS による DNA 損傷機構に加え，筆者らが提唱

した「抗がん剤による DNA 損傷→PARP の活性化

→NAD＋ の消費→NAD(P)H oxidase の活性化→

H2O2 の生成」という新規の分子機構は，抗がん剤

のアポトーシス誘導に重要な役割を果たしているも

のと考えられる．今後，こうした研究の成果が，新

規抗がん剤の開発や抗がん剤の耐性機構や併用理論

の構築，さらに抗がん剤の副作用の軽減化へと発展

し，「医薬品の適正使用」に貢献できることを期待

したい．
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