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総 説 

細胞内のデオキシヌクレオシド三燐酸濃度の制御と抗癌治療への応用 

松本吉博 

中部大学応用生物学部 

 

１． はじめに 

細胞の DNA 複製と修復のために、４つのデオキシヌ

クレオシド三燐酸 (dNTP)，すなわち dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP は基質として必須である．細胞の dNTP の含有量

（dNTPプール）とその構成比を適切な状態に保つことが，

正確な DNA 複製と修復に必要であることが知られてい

る．たとえば1979年には，CHO (Chinese Hamster Ovary) 

細胞の dTTP 合成欠損株が高い頻度で突然変異を起こ

すことが報告されており（Meuth et al. 1979），同様に

dNTP の生合成を乱す変異を持つ細胞において高頻度

の突然変異が観察される報告が相次いだ（Weinberg et al. 

1981; Meuth 1983）．また in vitro DNA合成系を用いた研

究では，dNTP の過剰あるいは欠乏による間違ったヌク

レオチドの取り込み，dNTP の過剰による校正機能の阻

害やフレームシフトを惹き起こすことが示された 

(Mathews 2006)．これらの観察から，正常状態の細胞で

は dNTP プールはかなり厳密に管理されていることが判

る．ここで注意すべきは，真核生物の DNA 複製と修復

は，核とミトコンドリアで別々に起こるため，それぞれで

dNTPプールを調節すること，また核におけるDNA複製

は S期でのみ起こるため，核DNAのために使われる細

胞質の dNTPプールは細胞周期によるコントロールを受

けることである．実際に細胞における dNTPの

代謝の調節はどのように行なわれているかを

次章で概説する． 

 

2．dNTPの生合成の調節 

哺乳類細胞において dNTP の合成が新規

合成  (de novo synthesis) と再利用径路 

(salvation pathway) の２通りの径路で行われ

ていることは，よく知られている（図1）．  

新規合成径路は，細胞周期 S 期において

必要とされる大量の dNTP合成を担っている．

この径路では，細胞内に豊富に存在するリボ
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図 1 細胞内における dNTP の代謝径路． 
A 新規合成径路．B 再利用径路．各々の反応を触媒する酵素は枠で囲

ってある．本文に説明のある反応は番号で示してある． 
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ヌクレオシド二燐酸 (NDP) をリボヌクレオチドレダクター

ゼ (ribonucleotide reductase, RR) によりデオキシヌクレオ

シド二燐酸 (dNDP) に還元した後（図 1 反応①），NDP

キナーゼ (NDPK；図1反応②) によりdNTPが合成され

る．この径路の律速段階はリボヌクレオチドレダクターゼ

による還元反応であり，この酵素活性をアロステリック的

に制御することにより個々の dNTPの量を調整している． 

４つの dNTP の合成径路のうち，dTTP の合成径路が

他の 3つにくらべ複雑になっている．これは，チミン塩基

を直接合成せず，dUMPのウラシルをメチル化して（図1

反応④）利用するためである．この反応は通常 dTTP 合

成の律速段階ではないが，チミジル酸シンターゼ

（TYMS）は dTTPの新規合成に必須であり，S期に発現

が増加する． 

チミジル酸シンターゼの基質，dUMP の生成は，

dCMP から dCMPデアミナーゼ（dCMPD；図 1反応⑤）

によって作られる径路とdUTPがdUTP脱ピロリン酸化酵

素（DUT；図 1反応③）によって分解されて作られる径路

があるが，通常は 80％以上が dCMP デアミナーゼの径

路で生成される (Bianchi et al. 1987)．dCMPデアミナー

ゼの酵素活性もアロステリック的に制御されている． 

再利用径路は，細胞内で核酸が分解されて生じたり，

あるいは細胞外から取り込まれたヌクレオシドや核酸塩

基を材料としてdNTPの合成を行なう径路であり，後述す

る抗癌剤として使われる化合物の多くも再利用径路によ

って活性化される．この径路ではデオキシヌクレオシド

の一リン酸化反応（図1反応⑥）が律速段階となっている．

この反応は，細胞質ではチミジンキナーゼ 1 (TK1；チミ

ジンを担当) とデオキシシチジンキナーゼ (dCK；A, C, 

G を担当)が働き，ミトコンドリアではチミジンキナーゼ２ 

(TK2；チミジンを担当) とデオキグアノシンキナーゼ 

(dGK；A, C, Gを担当) が働く． 

これらの dNTP合成経路の中で，dNTPプールの保全

のために特に重要な酵素についてそのメカニズムなど

を個々に概説する． 

 

２−１．リボヌクレオチドレダクターゼ酵素活性のアロステ

リック制御 

リボヌクレオチドレダクターゼは，４つのNDPすべてを

基質としてそれぞれの dNDP を生成することができる酵

素である (Ahmad & Dealwis 2013)．その構造は， αサ

ブユニットとβサブユニットからなるヘテロ複合体を形成

し，α2β2やαn(β2)m (n = 4または 6，m = 1, 2または

3 ) のような形をとる（図 2）． 

αサブユニットは，アロステリック制御のためのエフェ

クター結合部位が２種類あり，全体的な活性を制御する

A部位と基質特異的な制御を行なう S部位が存在する．

A部位には，ATPか dATPのどちらかが結合し，ATPが

結合するとリボヌクレオチドレダクターゼを活性化し，

dATPが結合すると不活化する．ATPとdATPの濃度比は

増殖中の細胞で数百倍，休止中の細胞では千倍以上の

差になるが，A部位への結合性はdATPの方がATPより

10~100 倍強い．最近のリボヌクレオチドレダクターゼの

構造研究（Fairman et al. 2011）から，A部位へのATPの

結合はαサブユニットの二量体形成を促進し，dATP の

結合は六量体形成を促すというモデルが提出されてい

る．リボヌクレオチドレダクターゼの活性部位はαサブユ

ニットとβサブユニットの結合面にあり，αサブユニット

の二量体とβサブユニットの二量体は活性のある結合が

できるが，αサブユニットの六量体とは活性の出るように

βサブユニットが結合できないと考えられる． 

 

図 2 リボヌクレオチドレダクターゼα2β2 の構造の

模式図.  

アロステリック制御のための A部位と S 部位および活性部

位とそれぞれの部位に結合しうるエフェクターあるいは基

質のリストを示してある． 
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S部位での制御については，ATPまたはdATPが結合

した場合CDPあるいはUDPが活性部位に結合すること

が促進され，dTTPがS部位に結合した時はGDPが，同

様に dGTPがS部位に結合した時はADPが，それぞれ

活性部位に結合する．しかしながら dCTPが S部位に結

合することはない． 

ヒトのリボヌクレオチドレダクターゼでは、αサブユニ

ットはRRM1タンパク質 (90 kDa)だけだが，βサブユニ

ットとしてRRM2 (51 kDa)とRRM2B (41 kDa)の２種があ

る．RRM2は増殖中の細胞の S期で発現しており，核の

DNA複製に必要な dNTPの新規合成にたずさわってい

る．これに対し RRM2B は，休止中の細胞でも構成的に

発現しており，また p53によって誘発され，DNA 修復や

ミトコンドリアDNA複製に必要な dNTP新規合成のため

に働いていると考えられる． 

リボヌクレオチドレダクターゼの遺伝子に変異を持っ

たマウスの培養細胞の dNTP の量比を調べた研究が報

告されている (Weinberg et al. 1981)．RRM1の S部位に

起きた変異のために dGTP と dTTPによるフィードバック

制御が働かなくなった細胞では，dCTPが約 2倍，dGTP

が約3倍に増加していた．これに対しA部位に変異を持

つ細胞では，dCTPとdTTPが約3倍，dATPが約10倍，

dGTPは約7倍に増加していた．またどちらの細胞株も，

突然変異の発生率が顕著に上昇しているのが観察され

た． 

以上のようにリボヌクレオチドレダクターゼは dNTP の

生合成に重要な役割を果たしているので，これを癌治療

のターゲットとしてその阻害剤の開発研究が行われてき

た (Chapman & Kinsella 2012) (図3) ．ヒドロキシウレア 

(hydroxyurea) はその最初期の薬剤の１つで，細胞周期

をS期で止めるために培養細胞の研究でもよく使われて

いるが，これは RRM2 サブユニットを不活化して dNTP

合成を阻害する．ヒドロキシウレアを放射線治療の増感

薬として組み合わせる臨床試験がいろいろな条件で行

なわれてきたが，骨髄抑制や白血球球減少などの副作

用の強さや体内での半減期の短さ，リボヌクレオチドレ

ダクターゼへの結合性の低さなどから実用化には至って

いない． 

しかしながらヒドロキシウレアが放射線の効果を増強

することは確実であるので，抗癌剤の候補としてのより良

いリボヌクレオチドレダクターゼの阻害剤の探索が行わ

れた (Chapman & Kinsella 2012)．トリアピン (triapine) 

は，ヒドロキシウレアと同様にリボヌクレオチドレダクター

ゼのβサブユニットをターゲットとしている．ヒドロキシウ

レアが RRM2Bには RRM2に比べ 1/3の阻害活性しか

ないのに対し，トリアピンはどちらのβサブユニットに対

しても同程度に強く阻害する．細胞レベルの研究では，

トリアピンはヒドロキシウレア耐性あるいはゲムシタビン

（後述）耐性細胞にも効果があったと報告されており，放

射線治療との組み合わせで現在，臨床試験中である． 

リボヌクレオチドレダクターゼのαサブユニットをター

ゲッ ト とする薬剤の１つとして，ゲムシタビン 

(gemcitabine) がある．ゲムシタビンは，膵臓癌への効果

が認められた数少ない薬剤の１つであるが，その作用機

序は二燐酸に変換された後αサブユニットの活性部位

に結合してリボヌクレオチドレダクターゼの六量体の形

成を促すことによる．他に，αサブユニットの A 部位をタ

ーゲットとするフルダラビン (Fludarabine)，クラドリビン 

(Cladribine)，クロファラビン (Clofarabine)は，癌治療薬と

して承認されているが，いずれも体内で三燐酸に代謝さ

 

図 3 リボヌクレオチドレダクターゼの阻害剤の構造 
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れた後 A 部位に結合しリボヌクレオチドレダクターゼの

六量体形成を促進する (Ahmad & Dealwis 2013)．これ

ら A 部位をターゲットとする薬剤の代謝物はしばしば S

部位にも結合しうるため，この結合によるリボヌクレオチド

レダクターゼの基質特異性の変化も dNTP 合成に影響

すると考えられる． 

 

２−２．チミジル酸シンターゼによるdTMP生成反応 

チミジル酸シンターゼは、dTTP の新規合成反応径路

の要に位置する酵素である．dUMP にメチル基を付加し

て dTMP を生成する際，5,10-メチレンテトラヒドロ葉酸を

メチル基供与体として利用し，ジヒドロ葉酸を生成する．

チミジル酸シンターゼを癌の治療のターゲットとするの

は，1957年に開発されたフルオロウラシル (fluorouracil) 

で，現在も抗癌剤として広く使われている．チミンの類似

体であるフルオロウラシルは，細胞内で FdUMP に変換

された後，dUMP の代りにチミジル酸シンターゼと 5,10-

メチレンテトラヒドロ葉酸に結合して強固な複合体を形成

し，チミジル酸シンターゼを不活化する．その結果，細

胞内の dTTPの量が減少するとともに他の dNTP との量

比のバランスが崩れ，DNA 合成が阻害され細胞死に至

る．フルオロウラシルはこのままの形で使われる以外に，

いろいろなプロドラッグや様々な派生物が開発されてい

る．代表的なものを図 4 に示す．これらは体内の代謝径

路で活性化される．  

フルオロウラシルによってチミジル酸シンターゼを効

果的に不活化するには充分量の 5,10-メチレンテトラヒド

ロ葉酸が必要なので，葉酸のリサイクルを活発にするた

めロイコボリン (leucovorin) が組み合わされることが多

い．また逆に，5,10-メチレンテトラヒドロ葉酸を枯渇させ

て直接チミジル酸シンターゼを不活化する目的で，葉酸

のリサイクルを阻害するメトトレキサート (methotrexate) 

やラルチトレキセド (raltitrexed) が抗癌剤として使われる

場合もある．これらはすべて葉酸類縁化合物である (O’

Connor 2005)． 

 

２−３．dCMPデアミナーゼのアロステリック制御 

dCMPデアミナーゼの酵素活性は，アロステリック制御

を受け，dCTP によって活性化され，dTTP によって阻害

される (Maley & Maley 1990)．dCMPデアミナーゼはホ

モ六量体として機能し，dCTP が制御部位へ結合する時

は六量体を安定化するのに対し，dTTP の同じ場所への

結合は六量体構造を不安定にする．このような dCMPデ

アミナーゼの活性制御が，細胞内の dCTP と dTTPの量

と構成比を調整しているのである． 

dCMPデアミナーゼの活性を失った細胞は，すぐに死

に至るわけではないが，過剰量の dCTP と極端に減少し

た dTTP というアンバランスな構成比になり，突然変異の

発生率が非常に高くなる (Weinberg et al. 1981)．この場

合，細胞の培地にデオキシシチジンとデオキシチミジン

を加えることにより変異の発生率の上昇を抑えられた．

別の dCMP デアミナーゼ変異細胞株を使った研究では，

G1期が短くなりその分 S期が長くなるのが観察され，培

地にデオキシチミジンを添加するとG1期が長くなり S期

が短くなった (Eriksson et al. 1984) ． 

dCMP デアミナーゼの阻害薬としてテトラヒドロデオキ

シウリジン (thUdR) が詳しく研究されてきた．培地に

thUdRに加えることにより，dCMPデアミナーゼはほぼ完

全に阻害される．その際 dCTP量が約8倍まで増加する

が，他の 3 つの dNTP については殆ど影響がなかった 

(Heinemann & Plunkett 1989)．今までのところ dCMP

デアミナーゼを直接ターゲットにする抗癌剤は開発され

ていない．これは dCMPデアミナーゼがなくても，dUTP

の脱ピロリン酸化酵素による分解からある程度 dUMP が

 
図 4 フルオロウラシルおよびその派生物の構造 
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供給されるからと考えられる．興味深いことに，リボヌクレ

オチドレダクターゼの阻害薬で抗癌治療に使われてい

るゲムシタビンは dCMP デアミナーゼによって不活化さ

れる (Heinemann et al. 1992)．このことは，dCMPデアミ

ナーゼの阻害薬たとえば thUdRを組み合わせることによ

りゲムシタビンの制癌効果を高められる可能性を示唆す

る． 

 

３．細胞内dNTP量の測定 

３−１．dNTP量の測定の方法 

細胞内で dNTPプールがどのように維持されているか，

あるいはその生合成に関わる遺伝子の変異や阻害因子

によってどのように変動を受けるかを調べるには，実際

に細胞内にある dNTPの量を直接定量する必要がある．

その方法として，(1) HPLCを用いてそれぞれのdNTPを

分離して解析する；(2) DNA ポリメラーゼを使ってプライ

マーの延長効率により個別の dNTP を定量する；の主に

２つの手法が使われている．だが，一般に DNA ポリメラ

ーゼを使った方法が HPLCを用いる方法より感度が高く，

少量にサンプルの解析に向いている．最近 LC-MS/MS

を使った高感度の方法も開発されたが，dGTP の検出に

問題があり４つの dNTP のバランスを検証するには不適

当である (Chen et al. 2009)．したがってここでは，DNA

ポリメラーゼを用いた測定について詳しく見ていく． 

典型的な DNA ポリメラーゼによるアッセイでは，合成

オリゴヌクレオチドのプライマー：鋳型鎖を用いる．鋳型

鎖としては，A, C, G, Tのそれぞれの測定に適したオリゴ

ヌクレオチド，すなわち測定したいヌクレオチドに相補的

なヌクレオチドを多く含む鋳型鎖を 4種用意する．そして

このプライマー：鋳型鎖上で，細胞から抽出したヌクレオ

チドプールと，測定したいヌクレオチド以外の充分量の

dNTP とその中の 1 種の放射性三燐酸を基質として，エ

キソヌクレアーゼ活性を持たない DNA ポリメラーゼで

DNA 合成を行う．ヌクレオチドプール内の個々の dNTP

の量は，DNAに取り込まれた放射活性を計測することに

より，求められる．この方法では，20万個の細胞から抽出

されたヌクレオチドプールでも充分定量することができる 

(Sherman & Fyfe 1989)． 

しかし最近，この方法で注意すべき点があることが報

告された (Ferraro et al. 2010)．それまでDNAポリメラー

ゼによるアッセイには，Klenow 酵素が用いられることが

多かったが，この酵素はある程度リボヌクレシド三燐酸も

基質として取り込むことが示された．通常の方法で抽出

したヌクレオチドプールには，dNTP の数百倍もの NTP

が含まれているため，Klenow 酵素を用いた場合には

dNTP 量を過大評価する恐れがある．Ferraro らは，Taq 

DNAポリメラーゼとThermo SequenaseがNTPの影響が

少ない酵素として dNTP濃度測定アッセイに使うことを勧

めている．これに対し，筆者の研究室では，Sequenase 

Ver.2も NTPの取り込みが低く，dNTP濃度測定アッセイ

に使えることを確認している（未発表データ）． 

これまでに発表された DNA ポリメラーゼによるアッセ

イの殆どは放射性dNTPの取り込みを測ることにより高い

感度を達成している．これに対しWilsonらは，Taqmanプ

ローブを応用して蛍光色素で高い感度を得る測定法を

開発している (Wilson et al. 2011)． 

 

3−2．dNTP濃度の実測例 

実際に細胞内の dNTP 濃度を測定した場合，その値

は細胞の種類，培養条件，アッセイの方法によってある

程度変化することが予想される．ただ一般的な傾向とし

て細胞内に存在する dNTP の量の目安として，これまで

に報告されたデータから代表的なものを表1に挙げてお

く．また抗癌剤による dNTP量への影響の一例として，フ

ルオロウラシル, フルオロデオキシウリジンによる dTTP

の量の変化を表2に示す． 

表 1 増殖中の培養細胞中の各 dNTP の量（pmol/106 cells） 
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4．おわりに 

以上、細胞内における dNTP濃度の調整とこれをター

ゲットとする抗癌剤について概説してきたが，抗癌剤の

作用はここで述べたメカニズムだけが起こるわけではな

い．たとえばフルオロウラシルは，チミジル酸シンターゼ

を阻害する以外に，デオキシ三燐酸として DNA ポリメラ

ーゼによりDNAに取り込まれた結果，DNA修復酵素に

よりダメージと認識され修復反応を誘導する．またリボ三

燐酸として RNAポリメラーゼにより RNAに取り込まれ，

RNAのプロセシングや翻訳に障害を起こす．ゲムシタビ

ンの場合も同様に，デオキシ三燐酸に変換されてから

DNAに取り込まれDNA合成を阻害することが知られて

いる．このように核酸塩基やヌクレオシドの類縁化合物

の場合は，正常なヌクレオチドの代謝径路によって様々

な派生物に変換されながら，それぞれを認識する酵素

の活性にも影響を及ぼすと考えられる．したがってこの

ような薬剤の作用を評価する際には，もともと考えられて

いたターゲット以外への影響も合わせて検証することが

必要である．  
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