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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　質量分析計において、ｍ／ｚ＝１４９．０５～１４９．０６の陰イオンとして検出され
る分子、ｍ／ｚ＝１５２．９９～１５３．００の陰イオンとして検出される分子、ｍ／ｚ
＝７２４．３４～７２４．３５の陽イオンとして検出される分子、グリセロール３リン酸
、ジヒドロビオプテリン、ＧＡＢＡ、乳酸、アスパラギン、アスパラギン酸、２－メチル
ブチロイルカルニチン、１－メチルアデノシン及びグルタチオンから選ばれる１以上の分
子からなる、イリノテカン、ＳＮ－３８及びそれらの塩から選ばれる抗がん剤の大腸がん
感受性判定マーカー。
【請求項２】
　アスパラギン及びアスパラギン酸の比を測定するものである請求項１記載の抗がん剤の
大腸がん感受性判定マーカー。
【請求項３】
　イリノテカン、ＳＮ－３８及びそれらの塩から選ばれる抗がん剤の大腸がん感受性を判
定する目的で、検体中の、質量分析計において、ｍ／ｚ＝１４９．０５～１４９．０６の
陰イオンとして検出される分子、ｍ／ｚ＝１５２．９９～１５３．００の陰イオンとして
検出される分子、ｍ／ｚ＝７２４．３４～７２４．３５の陽イオンとして検出される分子
、グリセロール３リン酸、ジヒドロビオプテリン、ＧＡＢＡ、乳酸、アスパラギン、アス
パラギン酸、２－メチルブチロイルカルニチン、１－メチルアデノシン及びグルタチオン
から選ばれる１以上の分子を測定する方法。
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【請求項４】
　検体が、大腸がんを有する被験者由来の生体試料である請求項３記載の測定方法。
【請求項５】
　検体が、抗がん剤を投与された、大腸がんを有する被験者由来の生体試料である請求項
３又は４記載の測定方法。
【請求項６】
　検体中の、質量分析計において、ｍ／ｚ＝１４９．０５～１４９．０６の陰イオンとし
て検出される分子、ｍ／ｚ＝１５２．９９～１５３．００の陰イオンとして検出される分
子、ｍ／ｚ＝７２４．３４～７２４．３５の陽イオンとして検出される分子、グリセロー
ル３リン酸、ジヒドロビオプテリン、ＧＡＢＡ、乳酸、アスパラギン、アスパラギン酸、
２－メチルブチロイルカルニチン、１－メチルアデノシン及びグルタチオンから選ばれる
１以上の分子を測定するためのプロトコールを含むことを特徴とする請求項３～５のいず
れか１項記載の測定方法を実施するためのキット。
【請求項７】
　質量分析計において、ｍ／ｚ＝１４９．０５～１４９．０６の陰イオンとして検出され
る分子、ｍ／ｚ＝１５２．９９～１５３．００の陰イオンとして検出される分子、ｍ／ｚ
＝７２４．３４～７２４．３５の陽イオンとして検出される分子、グリセロール３リン酸
、ジヒドロビオプテリン、ＧＡＢＡ、乳酸、アスパラギン、アスパラギン酸、２－メチル
ブチロイルカルニチン、１－メチルアデノシン及びグルタチオンから選ばれる１以上の分
子の発現変動を指標とするイリノテカン、ＳＮ－３８及びそれらの塩から選ばれる抗がん
剤の大腸がん感受性亢進剤のスクリーニング方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、対象となる患者のがんが、抗がん剤に治療反応性を有するか否かを判定する
ために用いる抗がん剤感受性判定マーカー及びその応用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　抗がん剤には、アルキル化剤、白金製剤、代謝拮抗剤、抗がん性抗生物質、抗がん性植
物アルカロイド等の種類がある。そしてこれらの抗がん剤にはがんの種類によって効果を
示す場合と効果を示さない場合がある。しかし、有効であると認められている種類のがん
であっても、個々の患者によって効果を示す場合と効果を示さない場合があることが知ら
れている。このような個々の患者のがんに対して抗がん剤が効果を示すか否かを抗がん剤
感受性という。
【０００３】
　塩酸イリノテカン（ＣＰＴ－１１）は日本で開発されたｔｏｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅＩ
阻害という作用機序を有する抗がん剤である。日本において、ＣＰＴ－１１は、非小細胞
肺癌、小細胞肺癌、子宮頸癌、卵巣癌に有効な薬剤として１９９４年１月に認可され、さ
らに１９９５年７月に胃癌、結腸・直腸癌、乳癌、有棘細胞癌、悪性リンパ腫に対する適
応が認められている。ＣＰＴ－１１は特に大腸癌の領域で多剤併用療法のｆｉｒｓｔ　ｌ
ｉｎｅ　ｄｒｕｇあるいはｓｅｃｏｎｄ　ｌｉｎｅ　ｄｒｕｇとして世界的な標準治療薬
の位置を占め、その有用性が認められている（非特許文献１～６）。
　進行性・転移大腸癌に対する化学療法は、１９９０年代に登場したＣＰＴ－１１、オキ
サリプラチンなどのｋｅｙ　ｄｒｕｇと、それまで大腸癌治療の中心的薬剤であったフル
オロウラシル（５－ＦＵ）を中心とするフッ化ピリミジン製剤とを併用することにより、
生存率をはじめとする臨床成績が劇的に改善された。しかしそれでもなお奏効率はおよそ
５０％程度であり、重篤な副作用という高リスクを冒して抗がん剤が投与された患者の半
分では効果が得られていないのが現状であり、個々の治療反応性（レスポンダー・ノンレ
スポンダー）を判別する抗がん剤感受性予測マーカーの確立は急務である。
　一般的に、がん化学療法の治療スケジュールは長期に渡り、副作用の発現を見ながら何
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クールか繰り返し治療を行った後で、効果が得られているか、そのまま投与を続けるべき
か判断するが、それまでには長い時間と高額な医療費がかかり、副作用の発現も起こって
いるのが事実である。よって、個々の患者に対し、効果が得られるかどうかを治療前ある
いは治療早期に予測できる手段があれば、患者の負担や副作用の発現を軽減し、医療費を
削減することができる。
【０００４】
　ＣＰＴ－１１はそれ自体抗腫瘍活性を有するものの、体内でＣａｒｂｏｘｙｌ　ｅｓｔ
ｅｒａｓｅにより活性化され、ＣＰＴ－１１に比べおよそ１００～数千倍強い抗腫瘍活性
を有する７－ｅｔｈｙｌ－１０－ｈｙｄｒｏｘｙｃａｍｐｔｏｔｈｅｃｉｎ（ＳＮ－３８
）へと変換される。ＣＰＴ－１１とＳＮ－３８が同時に体内に存在することで抗腫瘍効果
を呈すると考えられている。ＳＮ－３８は肝細胞内でＵＤＰ－グルクロン酸転移酵素（Ｕ
ＧＴ：ＵＤＰ－ｇｌｕｃｕｒｏｎｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）によりグルクロン酸
抱合を受け、細胞毒性のないＳＮ－３８グルクロン酸抱合体（ＳＮ－３８Ｇ）となり、お
もに胆汁中に排泄され腸管へと移行し、その後は便中に排泄される。腸管に排泄されたＳ
Ｎ－３８Ｇの一部は、腸内細菌が有するβ－グルクロニダーゼにより脱抱合され再び活性
型のＳＮ－３８となり、腸管上皮のトランスポーターを介し再吸収され腸肝循環、腸上皮
細胞内でのＵＧＴによるグルクロン酸抱合化などのステップを経ながら代謝・排泄を受け
る（非特許文献７）。この際に、ＳＮ－３８が腸管粘膜を障害し、下痢を誘発すると考え
られている。また、細胞分裂の活発な骨髄にも影響をおよぼし、赤血球減少・白血球減少
・血小板減少を引き起こすことが認められている。
　重篤な下痢や好中球減少症などの副作用は、ＵＧＴ１Ａ１遺伝多型がもたらすＳＮ－３
８体内曝露量の変化が一因であることが示されている。しかし治療効果に関しては、プロ
ドラッグであるＣＰＴ－１１から活性代謝物ＳＮ－３８への変換とその解毒、さらに腸管
循環の過程におけるＳＮ－３８の再生成や、ＣＰＴ－１１自体の代謝と代謝物からのＳＮ
－３８の生成といった体内動態の複雑性により、また、抗腫瘍効果が腫瘍側の要因により
規定されることが多いため、薬物動態により治療効果を予測できるとする報告は未だなさ
れていない。末梢血単核球細胞のカルボキシルエステラーゼｍＲＮＡ発現量がＳＮ－３８
とＳＮ－３８ＧのＡＵＣ比とは相関するものの腫瘍縮小効果とは相関がなかったとする報
告もなされている（非特許文献８）。
【０００５】
　ＣＰＴ－１１感受性もしくは耐性に関与する腫瘍側の因子としては、ＳＮ－３８の標的
であるｔｏｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅＩの変異の有無や発現量、ＣＰＴ－１１からＳＮ－３
８への変換に関与するカルボキシルエステラーゼ活性（非特許文献９）、ＣＰＴ－１１や
ＳＮ－３８の細胞内蓄積量に影響するトランスポーター（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ　ｒｅｓｉ
ｓｔａｎｃｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ（ＭＲＰ）－１、ＭＲＰ－２、Ｂｒｅａｓｔ　ｃａｎｃｅ
ｒ　ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ（ＢＣＲＰ）／ＡＢＣＧ２）の関与が報告され
ており、その他、細胞増殖抗原Ｋｉ－６７、がん抑制遺伝子ｐ５３などもＣＰＴ－１１を
用いた治療への反応性との関連が検討されている。ごく最近、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて
抗がん剤感受性データとマイクロアレイのデータを組み合わせることで体系的に抗癌剤感
受性を予測しようとする試みがなされており、カンプトテシン類ではトポテカンについて
検討されている（非特許文献１０）。臨床研究においては、抗アポトーシス作用をもつＴ
ｉｓｓｕｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ｏｆ　ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－１　（
ＴＩＭＰ－１）の血漿中レベルが、転移結腸・直腸癌に対するＣＰＴ－１１＋５－ＦＵ併
用療法の臨床予後と有意に相関することが最近報告されている（非特許文献１１）。この
ようにＣＰＴ－１１感受性予測バイオマーカーの必要性が認識され多くの研究がなされて
いるが、標的であるｔｏｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅＩについても、５－ＦＵ感受性予測因子
とされるチミジル酸合成酵素とともに５－ＦＵ＋ＣＰＴ－１１併用療法の治療反応性との
間に明確な関連性を見出せなかったとする報告もあるなど（非特許文献１２）、治療反応
性を予測し得る明確なバイオマーカーは確立されていない。
【先行技術文献】
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【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｏｎｃｏｌ　１９９３；１１：９０９－９１３．
【非特許文献２】Ｓｅｍｉｎ　Ｏｎｃｏｌ　１９９９；２６（１　Ｓｕｐｐｌ　５）：６
－１２．
【非特許文献３】Ｌａｎｃｅｔ　１９９８；３５２：１４０７－１４１２．
【非特許文献４】Ｐｒｏ　ＡＳＣＯ　２００５；Ａｂｓｔｒａｃｔ　＃３５０６．
【非特許文献５】Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ　２０００；３４３：９０５－９１４．
【非特許文献６】Ｌａｎｃｅｔ　２０００；３５５：１０４１－１０４７．
【非特許文献７】Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　１９９１；５１：４１８７－４１９１．
【非特許文献８】Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　２００５；１１：６９０１－６９０
７．
【非特許文献９】Ｐｈａｒｍａｃｏｇｅｎｅｔ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　２００７；１７：１
－１０．
【非特許文献１０】Ｎａｔ　Ｍｅｄ　２００６；１２：１２９４－１３００．
【非特許文献１１】Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　２００７；１３：４１１７－４１
２２．
【非特許文献１２】Ｉｎｔ　Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ　２００４；１１１：２５２－２５８．
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明の目的は、個々の患者の治療反応性を判別できる抗がん剤感受性判定マーカー及
びそれを利用する新たながん治療手段を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　そこで本発明者らは、ヒトがん細胞株を培養し、ＳＮ－３８曝露後の細胞内代謝変動に
ついてキャピラリー電気泳動－飛行時間型質量分析計（ＣＥ－ＴＯＦＭＳ）を用いて網羅
的に解析し、抗がん剤感受性判定マーカーの探索を行ったところ、ＳＮ－３８低感受性細
胞でＳＮ－３８曝露後細胞内レベルの顕著な上昇が認められるピーク或いはＳＮ－３８高
感受性細胞でＳＮ－３８曝露後細胞内レベルの顕著な上昇が認められるピークを見出し、
そのピークが、質量分析計において、本体もしくはそのフラグメントがｍ／ｚ＝１４９．
０５～１４９．０６の陰イオンとして検出される分子、ｍ／ｚ＝１５２．９９～１５３．
００の陰イオンとして検出される分子、ｍ／ｚ＝７２４．３４～７２４．３５の陽イオン
として検出される分子、グリセロール３リン酸、ジヒドロビオプテリン（Ｄｉｈｙｄｒｏ
ｂｉｏｐｔｅｒｉｎ；ＢＨ2）、γ－アミノ酪酸（ＧＡＢＡ）、乳酸、２－メチルブチロ
イルカルニチンであることを見出した。また、ＳＮ－３８高感受性細胞或いはＳＮ－３８
低感受性細胞でＳＮ－３８曝露後コントロール群と異なる細胞内レベルの変動をアスパラ
ギン、アスパラギン酸が示すことを見出し、ＳＮ－３８曝露時のアスパラギンの対アスパ
ラギン酸比をＳＮ－３８非曝露時のアスパラギンの対アスパラギン酸比で除することによ
って算出される値が抗がん剤の感受性判定マーカーとなることを見出した。さらにまた、
本発明者らは、８種類のヒトがん細胞株を培養し、それらの細胞内代謝物についてＣＥ－
ＴＯＦＭＳを用いて抗がん剤感受性判定マーカーの探索を行ったところ、抗がん剤に対す
る感受性の低下に伴い細胞内レベルが上昇する代謝物を見出し、その代謝物がＧＡＢＡ、
１－メチルアデノシン、グルタチオン（ＧＳＨ）が関与する代謝系上の物質であることを
見出した。かかる知見に基づき、さらに検討した結果、がん患者由来の生体試料中のこれ
ら代謝物の濃度や上記代謝物濃度の比を指標とすれば、当該がん患者のがんが抗がん剤に
対する感受性を有するか否かを判定できること、また、これら代謝物の濃度や変動、上記
代謝物濃度の比を指標とすれば抗がん剤感受性亢進剤のスクリーニングが可能になること
、さらに当該抗がん剤感受性亢進剤と感受性亢進の対象となる抗がん剤を併用すれば、当
該抗がん剤の治療効果が飛躍的に向上することを見出し、本発明を完成した。
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【０００９】
　すなわち、本発明は、質量分析計において、本体もしくはそのフラグメントがｍ／ｚ＝
１４９．０５～１４９．０６の陰イオンとして検出される分子（以下、代謝物Ａという）
、ｍ／ｚ＝１５２．９９～１５３．００の陰イオンとして検出される分子（以下、代謝物
Ｂという）、ｍ／ｚ＝７２４．３４～７２４．３５の陽イオンとして検出される分子（以
下、代謝物Ｄという）、グリセロール３リン酸、ジヒドロビオプテリン、ＧＡＢＡ、乳酸
、アスパラギン、アスパラギン酸、２－メチルブチロイルカルニチン、１－メチルアデノ
シン、グルタチオン及びそれら分子が関与する代謝系上の物質から選ばれる１以上の分子
からなる抗がん剤感受性判定マーカーを提供するものである。
　また、本発明は、検体中の上記の物質を測定することを特徴とする抗がん剤感受性の判
定方法を提供するものである。
　また、本発明は、上記の物質を測定するためのプロトコールを含むことを特徴とする抗
がん剤感受性の判定方法を実施するためのキットを提供するものである。
　さらに本発明は、上記の物質の発現変動を指標とする抗がん剤感受性亢進剤のスクリー
ニング方法を提供するものである。
　さらにまた本発明は、上記のスクリーニング方法により得られた抗がん剤感受性亢進剤
を提供するものである。
　さらに本発明は、上記の抗がん剤感受性亢進剤と、感受性亢進の対象となる抗がん剤と
を組み合せてなるがん治療用組成物を提供するものである。
　さらに本発明は、抗がん剤感受性を判定するための上記の物質を提供するものである。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明の抗がん剤感受性判定マーカーを用いれば、個々の患者の抗がん剤治療反応性が
抗がん剤投与前、或いは抗がん剤投与開始後早期に適確に判定できる結果、より治療効果
の高い抗がん剤の選択が可能となり、その結果として治療効果の期待できない抗がん剤の
継続投与に伴うがんの進行、副作用の増大を防止でき、さらには患者の負担軽減、医療費
の削減も期待できる。また、このマーカーを用いれば、抗がん剤感受性を亢進させる薬剤
がスクリーニングでき、その対象となった抗がん剤と抗がん剤感受性亢進剤とを併用すれ
ば、がん治療効果が飛躍的に向上する。本発明の抗がん剤感受性判定マーカーの測定試薬
は、抗がん剤感受性判定試薬として有用である。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】５０ｎｍｏｌ／Ｌ　ＳＮ－３８曝露時におけるＨＴ－２９、ＨＣＴ－１１６細胞
の平均生存率の経時的変化を示す図である。
【図２】ＨＴ－２９、ＨＣＴ－１１６におけるＳＮ－３８曝露後の代謝物Ａの細胞内レベ
ルの経時的変化を示す図である。
【図３】ＨＴ－２９、ＨＣＴ－１１６におけるＳＮ－３８曝露後の代謝物Ｂの細胞内レベ
ルの経時的変化を示す図である。
【図４】ＨＴ－２９、ＨＣＴ－１１６におけるＳＮ－３８曝露後の２－メチルブチロイル
カルニチンの細胞内レベルの経時的変化を示す図である。
【図５】ＨＴ－２９、ＨＣＴ－１１６におけるＳＮ－３８曝露後のＢＨ2の細胞内レベル
の経時的変化を示す図である。
【図６】ＨＴ－２９、ＨＣＴ－１１６におけるＳＮ－３８曝露後の代謝物Ｄの細胞内レベ
ルの経時的変化を示す図である。
【図７】ＨＴ－２９、ＨＣＴ－１１６におけるＳＮ－３８曝露後のグリセロール３リン酸
の細胞内レベルの経時的変化を示す図である。
【図８】ＨＴ－２９、ＨＣＴ－１１６におけるＳＮ－３８曝露後のＧＡＢＡの細胞内レベ
ルの経時的変化を示す図である。
【図９】ＨＴ－２９、ＨＣＴ－１１６におけるＳＮ－３８曝露後の乳酸の細胞内レベルの
経時的変化を示す図である。
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【図１０】ＨＴ－２９、ＨＣＴ－１１６におけるＳＮ－３８曝露後のアスパラギンの細胞
内レベルの経時的変化を示す図である。
【図１１】ＨＴ－２９、ＨＣＴ－１１６におけるＳＮ－３８曝露後のアスパラギン酸の細
胞内レベルの経時的変化を示す図である。
【図１２】ＨＴ－２９、ＨＣＴ－１１６におけるＳＮ－３８曝露時のアスパラギンの対ア
スパラギン酸比をＳＮ－３８非曝露時のアスパラギンの対アスパラギン酸比で除すること
によって算出される値（［アスパラギン／アスパラギン酸］SN-38／［アスパラギン／ア
スパラギン酸］Control）の経時的変化を示す図である。
【図１３】定常状態におけるＧＡＢＡの細胞内レベルと各がん細胞株におけるＳＮ－３８
感受性との関係を示す図である。
【図１４】８種類のヒト大腸癌細胞株のＳＮ－３８に対する感受性を示す図である。
【図１５】定常状態における１－メチルアデノシン、ＧＡＢＡ、ヒポタウリン、グルタチ
オン、１－メチルニコチンアミドの細胞内レベルと各がん細胞株におけるＳＮ－３８感受
性との関係を示す図である。
【図１６】定常状態におけるグルタチオン代謝系上の物質の細胞内レベルと各がん細胞株
におけるＳＮ－３８感受性との関係を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　本発明における抗がん剤感受性判定マーカーは、代謝物Ａ、Ｂ、Ｄ、グリセロール３リ
ン酸、ジヒドロビオプテリン、ＧＡＢＡ、乳酸、アスパラギン、アスパラギン酸、２－メ
チルブチロイルカルニチン、１－メチルアデノシン、グルタチオン、及びこれらの分子が
関与する代謝系上の物質から選ばれる分子（以下、「代謝系物質」ということもある。）
である。このうち、代謝物Ａ、Ｂ、Ｄとしては、キャピラリー電気泳動－飛行時間型質量
分析計（ＣＥ－ＴＯＦＭＳ）において、本体もしくはそのフラグメントがｍ／ｚ＝１４９
．０５～１４９．０６の陰イオンとして検出される分子、本体もしくはそのフラグメント
がｍ／ｚ＝１５２．９９～１５３．００の陰イオンとして検出される分子、本体もしくは
そのフラグメントがｍ／ｚ＝７２４．３４～７２４．３５の陽イオンとして検出される分
子である。また、これらの分子の濃度を変動させる代謝系上のすべての物質が含まれ、当
該物質としては、これらの分子への代謝を亢進する物質、阻害する物質、これらの分子か
らの代謝を促進する物質、阻害する物質などが挙げられる。
【００１３】
　本発明における抗がん剤感受性判定マーカーの一つは、グリセロール３リン酸又はこれ
が関与する代謝系上の物質（グリセロール３リン酸代謝系物質ともいう）であり、当該物
質としてはグリセロール３リン酸の他、代謝系においてグリセロール３リン酸の濃度を変
動させるすべての物質が含まれ、グリセロール３リン酸への代謝を亢進する物質、阻害す
る物質、グリセロール３リン酸からの代謝を促進する物質、阻害する物質などが挙げられ
る。これらのうち、グリセロール３リン酸が特に好ましい。
【００１４】
　本発明における抗がん剤感受性判定マーカーの一つは、ジヒドロビオプテリン（ＢＨ2

）又はこれが関与する代謝系上の物質（ＢＨ2代謝系物質ともいう）であり、当該物質と
してはＢＨ2の他、代謝系においてＢＨ2の濃度を変動させるすべての物質が含まれ、ＢＨ

2への代謝を亢進する物質、阻害する物質、ＢＨ2からの代謝を促進する物質、阻害する物
質などが挙げられる。これらのうち、ＢＨ2が特に好ましい。
【００１５】
　本発明における抗がん剤感受性判定マーカーの一つは、ＧＡＢＡ又はこれが関与する代
謝系上の物質（ＧＡＢＡ代謝系物質ともいう）であり、当該物質としてはＧＡＢＡの他、
代謝系においてＧＡＢＡの濃度を変動させるすべての物質が含まれ、ＧＡＢＡへの代謝を
亢進する物質、阻害する物質、ＧＡＢＡからの代謝を促進する物質、阻害する物質などが
挙げられる。これらのうち、ＧＡＢＡが特に好ましい。
【００１６】
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　本発明における抗がん剤感受性判定マーカーの一つは、乳酸又はこれが関与する代謝系
上の物質（乳酸代謝系物質ともいう）であり、当該物質としては乳酸の他、代謝系におい
て乳酸の濃度を変動させるすべての物質が含まれ、乳酸への代謝を亢進する物質、阻害す
る物質、乳酸からの代謝を促進する物質、阻害する物質などが挙げられる。これらのうち
、乳酸が特に好ましい。
【００１７】
　本発明における抗がん剤感受性判定マーカーの一つは、アスパラギン、アスパラギン酸
又はこれらが関与する代謝系上の物質である。アスパラギン及びアスパラギン酸の場合に
はこれらの比が重要であり、具体的にはアスパラギンとアスパラギン酸の濃度から算出さ
れるアスパラギンの対アスパラギン酸比、より具体的には抗がん剤曝露時のアスパラギン
の対アスパラギン酸比を抗がん剤非曝露時のアスパラギンの対アスパラギン酸比で除する
ことによって算出される値
【００１８】
【数１】

【００１９】
が挙げられる。当該比の算出に使用される物質としてはアスパラギン、アスパラギン酸の
他、アスパラギン、アスパラギン酸が関与する代謝系上の物質（アスパラギン代謝系物質
、アスパラギン酸代謝系物質ともいう）を使用することができ、代謝系においてアスパラ
ギン、アスパラギン酸の濃度を変動させるすべての物質が含まれ、アスパラギン、アスパ
ラギン酸への代謝を亢進する物質、阻害する物質、アスパラギン、アスパラギン酸からの
代謝を促進する物質、阻害する物質などが挙げられる。これらのうち、アスパラギン、ア
スパラギン酸が特に好ましい。
【００２０】
　本発明における抗がん剤感受性判定マーカーの一つは、２－メチルブチロイルカルニチ
ン又はこれが関与する代謝系上の物質（２－メチルブチロイルカルニチン代謝系物質とも
いう）であり、当該物質としては２－メチルブチロイルカルニチンの他、代謝系において
２－メチルブチロイルカルニチンの濃度を変動させるすべての物質が含まれ、２－メチル
ブチロイルカルニチンへの代謝を亢進する物質、阻害する物質、２－メチルブチロイルカ
ルニチンからの代謝を促進する物質、阻害する物質などが挙げられる。これらのうち、２
－メチルブチロイルカルニチンが特に好ましい。
【００２１】
　本発明における抗がん剤感受性判定マーカーの一つは、１－メチルアデノシン又はこれ
が関与する代謝系上の物質（１－メチルアデノシン代謝系物質ともいう）であり、当該物
質としては１－メチルアデノシンの他、代謝系において１－メチルアデノシンの濃度を変
動させるすべての物質が含まれ、１－メチルアデノシンへの代謝を亢進する物質、阻害す
る物質、１－メチルアデノシンからの代謝を促進する物質、阻害する物質などが挙げられ
る。これらのうち、１－メチルアデノシンが特に好ましい。
【００２２】
　本発明における抗がん剤感受性判定マーカーの一つは、グルタチオン又はこれが関与す
る代謝系上の物質（グルタチオン代謝系物質ともいう）であり、当該物質としてはグルタ
チオンの他、代謝系においてグルタチオンの濃度を変動させるすべての物質が含まれ、グ
ルタチオンへの代謝を亢進する物質、阻害する物質、グルタチオンからの代謝を促進する
物質、阻害する物質などが挙げられる。これらのうち、グルタチオン、ヒポタウリン、１
－メチルニコチンアミド、タウリン、グルタチオンジスルフィド（ＧＳＳＧ）、Ｓ－アデ
ノシルホモシステイン、ニコチンアミド、γ－グルタミルシステイン（γ－Ｇｌｕ－Ｃｙ
ｓ）、スペルミンが好ましく、特にグルタチオン、ヒポタウリン、１－メチルニコチンア
ミドが好ましい。
【００２３】
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　代謝物Ａ、Ｂ、２－メチルブチロイルカルニチンは、後記実施例に示すように、ＳＮ－
３８曝露後、ＳＮ－３８低感受性であるＨＴ－２９で細胞内レベルの顕著な上昇が認めら
れた。一方、ＳＮ－３８高感受性であるＨＣＴ－１１６では細胞内レベルの顕著な変動は
認められなかった。従って、これらの物質は、特にＣＰＴ－１１、ＳＮ－３８等の抗がん
剤感受性判定マーカーとして有用である。
【００２４】
　代謝物Ｄ、グリセロール３リン酸、ＢＨ2、乳酸は、後記実施例に示すように、ＳＮ－
３８曝露後、ＳＮ－３８高感受性であるＨＣＴ－１１６で細胞内レベルの顕著な上昇が認
められた。一方、ＳＮ－３８低感受性であるＨＴ－２９では細胞内レベルの顕著な変動は
認められなかった。従って、これらの物質は、特にＣＰＴ－１１、ＳＮ－３８等の抗がん
剤感受性判定マーカーとして有用である。
【００２５】
　ＧＡＢＡは、後記実施例に示すように、ＳＮ－３８曝露後、ＳＮ－３８低感受性である
ＨＴ－２９で細胞内レベルの顕著な上昇が認められた。一方、ＳＮ－３８高感受性である
ＨＣＴ－１１６では細胞内レベルの顕著な変動は認められなかった。また、もともとの代
謝物レベルとして、ＳＮ－３８低感受性であるＨＴ－２９で細胞内レベルが高く、ＳＮ－
３８高感受性であるＨＣＴ－１１６で細胞内レベルが低かった。さらに、８種類のヒトが
ん細胞株を用いて検討したところ、ＳＮ－３８に対する感受性の低下に伴い細胞内ＧＡＢ
Ａレベルが上昇した。従って、ＧＡＢＡは、特にＣＰＴ－１１、ＳＮ－３８等の抗がん剤
感受性判定マーカーとして有用である。
【００２６】
　アスパラギンは、後記実施例に示すように、ＳＮ－３８高感受性であるＨＣＴ－１１６
でＳＮ－３８曝露後コントロール群と異なる細胞内レベルの変動を示したが、ＳＮ－３８
低感受性であるＨＴ－２９ではＳＮ－３８曝露群とコントロール群で細胞内レベルに差は
認められなかった。また、アスパラギン酸は、後記実施例に示すように、ＳＮ－３８低感
受性であるＨＴ－２９でＳＮ－３８曝露後コントロール群と異なる細胞内レベルの変動を
示したが、ＳＮ－３８高感受性であるＨＣＴ－１１６ではＳＮ－３８曝露群とコントロー
ル群で細胞内レベルに差は認められなかった。ＳＮ－３８曝露時のアスパラギンの対アス
パラギン酸比をＳＮ－３８非曝露時のアスパラギンの対アスパラギン酸比で除することに
よって算出される値（［アスパラギン／アスパラギン酸］SN-38／［アスパラギン／アス
パラギン酸］Control）は、ＳＮ－３８高感受性であるＨＣＴ－１１６で顕著な上昇が認
められ、一方でＳＮ－３８低感受性であるＨＴ－２９では顕著な減少が認められた。従っ
て、当該アスパラギンとアスパラギン酸濃度の比は、特にＣＰＴ－１１、ＳＮ－３８等の
抗がん剤感受性判定マーカーとして有用である。
【００２７】
　１－メチルアデノシン、グルタチオン代謝系物質は、後記実施例に示すように、８種類
のヒトがん細胞株を用いて検討したところ、ＳＮ－３８に対する感受性の低下に伴い細胞
内のこれらの物質のレベルが上昇した。従って、１－メチルアデノシン、グルタチオン代
謝系物質は、特にＣＰＴ－１１、ＳＮ－３８等の抗がん剤感受性判定マーカーとして有用
である。
【００２８】
　本発明の抗がん剤感受性判定マーカーの対象となる抗がん剤としては特に限定されない
が、例えばＣＰＴ－１１、ＳＮ－３８、オキサリプラチン、シクロフォスファミド（ｃｙ
ｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ）、イフォスファミド（ｉｆｏｓｆａｍｉｄｅ）、チオテ
パ（ｔｈｉｏｔｅｐａ）、メルファラン（ｍｅｌｐｈａｌａｎ）、ブスルファン（ｂｕｓ
ｕｌｆａｎ）、ニムスチン（ｎｉｍｕｓｔｉｎｅ）、ラニムスチン（ｒａｎｉｍｕｓｔｉ
ｎｅ）、ダカルバジン（ｄａｃａｒｂａｚｉｎｅ）、プロカルバジン（ｐｒｏｃａｒｂａ
ｚｉｎｅ）、テモゾロミド（ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ）、シスプラチン（ｃｉｓｐｌａ
ｔｉｎ）、カルボプラチン（ｃａｒｂｏｐｌａｔｉｎ）、ネダプラチン（ｎｅｄａｐｌａ
ｔｉｎ）、メトトレキサート（ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ）、ペメトレキセド（ｐｅｍｅ
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ｔｒｅｘｅｄ）、フルオロウラシル（ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ）、テガフール／ウラシ
ル（ｔｅｇａｆｕｌ・ｕｒａｃｉｌ）、ドキシフルリジン（ｄｏｘｉｆｌｕｒｉｄｉｎｅ
）、テガフール／ギメラシル／オテラシル（ｔｅｇａｆｕｌ・ｇｉｍｅｒａｃｉｌ・ｏｔ
ｅｒａｃｉｌ）、カペシタビン（ｃａｐｅｃｉｔａｂｉｎｅ）、シタラビン（ｃｙｔａｒ
ａｂｉｎｅ）、エノシタビン（ｅｎｏｃｉｔａｂｉｎｅ）、ゲムシタビン（ｇｅｍｃｉｔ
ａｂｉｎｅ）、６－メルカプトプリン（６－ｍｅｒｃａｐｔｏｐｕｒｉｎｅ）、フルダラ
ビン（ｆｌｕｄａｒａｂｉｎ）、ペントスタチン（ｐｅｎｔｏｓｔａｔｉｎ）、クラドリ
ビン（ｃｌａｄｒｉｂｉｎｅ）、ヒドロキシウレア（ｈｙｄｒｏｘｙｕｒｅａ）、ドキソ
ルビシン（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ）、エピルビシン（ｅｐｉｒｕｂｉｃｉｎ）、ダウノ
ルビシン（ｄａｕｎｏｒｕｂｉｃｉｎ）、イダルビシン（ｉｄａｒｕｂｉｃｉｎｅ）、ピ
ラルビシン（ｐｉｒａｒｕｂｉｃｉｎ）、ミトキサントロン（ｍｉｔｏｘａｎｔｒｏｎｅ
）、アムルビシン（ａｍｕｒｕｂｉｃｉｎ）、アクチノマイシンＤ（ａｃｔｉｎｏｍｙｃ
ｉｎ　Ｄ）、ブレオマイシン（ｂｌｅｏｍｙｃｉｎｅ）、ペプレオマイシン（ｐｅｐｌｅ
ｏｍｙｃｉｎ）、マイトマイシンＣ（ｍｙｔｏｍｙｃｉｎ　Ｃ）、アクラルビシン（ａｃ
ｌａｒｕｂｉｃｉｎ）、ジノスタチン（ｚｉｎｏｓｔａｔｉｎ）、ビンクリスチン（ｖｉ
ｎｃｒｉｓｔｉｎｅ）、ビンデシン（ｖｉｎｄｅｓｉｎｅ）、ビンブラスチン（ｖｉｎｂ
ｌａｓｔｉｎｅ）、ビノレルビン（ｖｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅ）、パクリタキセル（ｐａｃ
ｌｉｔａｘｅｌ）、ドセタキセル（ｄｏｃｅｔａｘｅｌ）、ノギテカン（ｎｏｇｉｔｅｃ
ａｎ、ｔｏｐｏｔｅｃａｎ）、エトポシド（ｅｔｏｐｏｓｉｄｅ）、プレドニゾロン（ｐ
ｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅ）、デキサメタゾン（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ）、タモキシ
フェン（ｔａｍｏｘｉｆｅｎ）、トレミフェン（ｔｏｒｅｍｉｆｅｎｅ）、メドロキシプ
ロゲステロン（ｍｅｄｒｏｘｙｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ）、アナストロゾール（ａｎａ
ｓｔｒｏｚｏｌｅ）、エキセメスタン（ｅｘｅｍｅｓｔａｎｅ）、レトロゾール（ｌｅｔ
ｒｏｚｏｌｅ）、リツキシマブ（ｒｉｔｕｘｉｍａｂ）、イマチニブ（ｉｍａｔｉｎｉｂ
）、ゲフィチニブ（ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ）、ゲムツズマブ・オゾガマイシン（ｇｅｍｔｕ
ｚｕｍａｂ　ｏｚｏｇａｍｉｃｉｎ）、ボルテゾミブ（ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ）、エルロ
チニブ（ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ）、セツキシマブ（ｃｅｔｕｘｉｍａｂ）、ベバシズマブ（
ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ）、スニチニブ（ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ）、ソラフェニブ（ｓｏｒ
ａｆｅｎｉｂ）、ダサチニブ（ｄａｓａｔｉｎｉｂ）、パニツムマブ（ｐａｎｉｔｕｍｕ
ｍａｂ）、アスパラギナーゼ（ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ）、トレチノイン（ｔｒｅｔｉ
ｎｏｉｎ）、三酸化ヒ素（ａｒｓｅｎｉｃ　ｔｒｉｏｘｉｄｅ）、又はそれらの塩、又は
それらの活性代謝物等が挙げられ、このうち植物アルカロイド系抗がん剤、例えばＣＰＴ
－１１、ＳＮ－３８又はそれらの塩が好ましい。
【００２９】
　本発明の抗がん剤感受性判定マーカーを用いて抗がん剤感受性を判定するには、検体中
のこれら代謝系物質を測定すればよい。ここで、検体としては、がんを有する被験者（が
ん患者）由来の生体試料、例えば血液、血清、血漿、尿、腫瘍組織・細胞、腹水、胸水、
脳脊髄液、便、喀痰等が挙げられるが、血清が特に好ましい。
【００３０】
　また、本発明の対象となるがんとしては、咽頭がんを代表とする口唇、口腔及び咽頭が
ん、食道がん、胃がん、結腸・直腸がんなどを代表とする消化器がん、肺がんを代表とす
る呼吸器及び胸腔内臓器がん、骨及び関節軟骨がん、皮膚の悪性黒色腫、有棘細胞がん及
びその他の皮膚のがん、中皮腫を代表とする中皮及び軟部組織がん、乳房がん、子宮がん
、卵巣がんを代表とする女性性器がん、前立腺がんを代表とする男性性器がん、膀胱がん
を代表とする尿路がん、脳腫瘍を代表とする眼、脳及び中枢神経系がん、甲状腺及びその
他の内分泌腺がん、非ホジキンリンパ腫やリンパ性白血病を代表とするリンパ組織、造血
組織及び関連組織がん、及びこれらを原発巣とする転移組織のがん等が挙げられるが、特
に非小細胞肺がん、小細胞肺がん、子宮頸がん、卵巣がん、胃がん、結腸・直腸がん、有
棘細胞がん、悪性リンパ腫に対して好適に利用できる。
【００３１】
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　検体中のこれら代謝系物質の測定手段は、被測定対象物質により適宜決定すればよく、
例えばＣＥ－ＴＯＦＭＳ、Ｇａｓ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓ　ｓｐｅｃ
ｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＧＣ－ＭＳ）等の各種質量分析装置、ＨＰＬＣ、免疫学的測定法、生
化学的測定法等により測定可能である。
【００３２】
　代謝物Ａ、Ｂ、２－メチルブチロイルカルニチンについて、対象とする抗がん剤に対す
る感受性を判定するには、抗がん剤投与前及び投与後のがん患者由来の生体試料中のこれ
ら代謝系物質濃度を測定し、抗がん剤投与前に比べて投与後におけるこれら代謝系物質の
濃度が上昇すればそのがんは抗がん剤感受性ではなく、抗がん剤投与前後におけるこれら
代謝系物質の濃度が変化しなければそのがんは抗がん剤感受性であると判定できる。
　また、抗がん剤投与後初期の段階において、これら代謝系物質の濃度が所定の標準濃度
より高いと判断される濃度を有する場合は、そのがんは対象とする抗がん剤に対して感受
性がないと判定できる。対象とする抗がん剤に対して感受性を有さない場合は、その薬効
を期待することができず、このような薬効の期待できない抗がん剤の投与が続けられた場
合、がんの進行、副作用の増大が危惧される。このように、本発明における抗がん剤感受
性判定マーカーは、抗がん剤治療反応性の判定のみならず、薬効の期待できない抗がん剤
の継続投与に伴う副作用の増大を防ぐことにも大きく貢献する。
【００３３】
　代謝物Ｄ、グリセロール３リン酸、ＢＨ2、乳酸について、対象とする抗がん剤に対す
る感受性を判定するには、抗がん剤投与前及び投与後のがん患者由来の生体試料中のこれ
ら代謝系物質濃度を測定し、抗がん剤投与前に比べて投与後におけるこれら代謝系物質の
濃度が上昇すればそのがんは抗がん剤感受性であり、抗がん剤投与前後におけるこれら代
謝系物質の濃度が変化しなければそのがんは抗がん剤感受性ではないと判定できる。
　また、抗がん剤投与後初期の段階において、これら代謝系物質の濃度が所定の標準濃度
より低いと判断される濃度を有する場合は、そのがんは対象とする抗がん剤に対して感受
性がないと判定できる。対象とする抗がん剤に対して感受性を有さない場合は、その薬効
を期待することができず、このような薬効の期待できない抗がん剤の投与が続けられた場
合、がんの進行、副作用の増大が危惧される。このように、本発明における抗がん剤感受
性判定マーカーは、抗がん剤治療反応性の判定のみならず、薬効の期待できない抗がん剤
の継続投与に伴う副作用の増大を防ぐことにも大きく貢献する。
【００３４】
　ＧＡＢＡについて、対象とする抗がん剤に対する感受性を判定するには、抗がん剤投与
前及び投与後のがん患者由来の生体試料中のこれら代謝系物質濃度を測定し、抗がん剤投
与前に比べて投与後におけるこれら代謝系物質の濃度が上昇すればそのがんは抗がん剤感
受性ではなく、抗がん剤投与前後におけるこれら代謝系物質の濃度が変化しなければその
がんは抗がん剤感受性であると判定できる。
　また、抗がん剤投与前あるいは投与後初期の段階において、これら代謝系物質の濃度が
所定の標準濃度より高いと判断される濃度を有する場合は、そのがんは対象とする抗がん
剤に対して感受性がないと判定できる。対象とする抗がん剤に対して感受性を有さない場
合は、その薬効を期待することができず、このような薬効の期待できない抗がん剤の投与
が続けられた場合、がんの進行、副作用の増大が危惧される。このように、本発明におけ
る抗がん剤感受性判定マーカーは、抗がん剤治療反応性の判定のみならず、薬効の期待で
きない抗がん剤の継続投与に伴う副作用の増大を防ぐことにも大きく貢献する。
【００３５】
　アスパラギン、アスパラギン酸の濃度の比について、対象とする抗がん剤に対する感受
性を判定するには、抗がん剤投与前及び投与後のがん患者由来の生体試料中のアスパラギ
ンとアスパラギン酸の濃度を測定し、抗がん剤投与前に比べて投与後におけるアスパラギ
ンの対アスパラギン酸比が上昇すればそのがんは抗がん剤感受性であり、抗がん剤投与前
後においてアスパラギンの対アスパラギン酸比が減少すればそのがんは抗がん剤感受性で
はないと判定できる。
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　また、抗がん剤投与後初期の段階において、アスパラギンの対アスパラギン酸比が所定
の基準より低いと判断される数値を有する場合は、そのがんは対象とする抗がん剤に対し
て感受性がないと判定できる。対象とする抗がん剤に対して感受性を有さない場合は、そ
の薬効を期待することができず、このような薬効の期待できない抗がん剤の投与が続けら
れた場合、がんの進行、副作用の増大が危惧される。このように、本発明における抗がん
剤感受性判定マーカーは、抗がん剤治療反応性の判定のみならず、薬効の期待できない抗
がん剤の継続投与に伴う副作用の増大を防ぐことにも大きく貢献する。
【００３６】
　１－メチルアデノシン、グルタチオン代謝系物質について、対象とする抗がん剤に対す
る感受性を判定するには、抗がん剤投与前の段階において、これら代謝系物質の濃度が所
定の標準濃度より高いと判断される濃度を有する場合は、そのがんは対象とする抗がん剤
に対して感受性がないと判定できる。対象とする抗がん剤に対して感受性を有さない場合
は、その薬効を期待することができず、このような薬効の期待できない抗がん剤の投与が
続けられた場合、がんの進行、副作用の増大が危惧される。このように、本発明における
抗がん剤感受性判定マーカーは、抗がん剤治療反応性の判定のみならず、薬効の期待でき
ない抗がん剤の継続投与に伴う副作用の増大を防ぐことにも大きく貢献する。
【００３７】
　本発明の抗がん剤感受性の判定方法を実施するには、検体中のこれら代謝系物質を測定
するためのプロトコールを含むキットを用いるのが好ましい。当該キットには、これら代
謝系物質測定試薬、測定試薬の使用方法、及び抗がん剤感受性の有無を判定するための基
準等が含まれる。当該基準には、これら代謝系物質の標準濃度や標準比、高いと判断され
る濃度や比、低いと判断される濃度や比、測定結果に影響を与える要因とその影響の程度
等が含まれ、これらの濃度は対象とする抗がん剤ごとに設定することが可能である。当該
基準を用いて、前記のように判定することができる。
【００３８】
　抗がん剤曝露後における代謝物Ａ、Ｂ、２－メチルブチロイルカルニチン、ＧＡＢＡ、
１－メチルアデノシン、グルタチオン代謝系物質の発現変動、具体的には変動の抑制或い
は濃度の低下を指標とすれば、抗がん剤感受性亢進剤がスクリーニングできる。すなわち
、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ又はｉｎ　ｖｉｖｏにおいて代謝物Ａ、Ｂ、２－メチルブチロイルカ
ルニチン、ＧＡＢＡ、１－メチルアデノシン、グルタチオン代謝系物質の抗がん剤曝露前
における濃度を低下させる物質、抗がん剤曝露後における変動を抑制或いは濃度を低下さ
せる物質は、抗がん剤感受性を亢進する。例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて、抗がん剤
曝露前に各種がん細胞株をある物質で処理した時、細胞内における代謝物Ａ、Ｂ、２－メ
チルブチロイルカルニチン、ＧＡＢＡ、１－メチルアデノシン、グルタチオン代謝系物質
の濃度を低下させる物質は、当該抗がん剤の感受性を亢進する物質（抗がん剤感受性亢進
剤）である。また、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて、各種がん細胞株における抗がん剤曝露後
の細胞内における代謝物Ａ、Ｂ、２－メチルブチロイルカルニチン、ＧＡＢＡ、１－メチ
ルアデノシン、グルタチオン代謝系物質の変動を抑制する物質は、当該抗がん剤の感受性
を亢進する物質（抗がん剤感受性亢進剤）である。また、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいては、担
癌動物における抗がん剤曝露前の代謝物Ａ、Ｂ、２－メチルブチロイルカルニチン、ＧＡ
ＢＡ、１－メチルアデノシン、グルタチオン代謝系物質の濃度を低下させる物質、抗がん
剤曝露後の代謝物Ａ、Ｂ、２－メチルブチロイルカルニチン、ＧＡＢＡ、１－メチルアデ
ノシン、グルタチオン代謝系物質の変動を抑制或いは濃度を低下させる物質は、当該抗が
ん剤の感受性を亢進する物質（抗がん剤感受性亢進剤）である。
【００３９】
　また、抗がん剤曝露後における代謝物Ｄ、グリセロール３リン酸、ＢＨ2、乳酸の発現
変動、具体的には変動の促進或いは濃度の上昇を指標とすれば、抗がん剤感受性亢進剤が
スクリーニングできる。すなわち、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ又はｉｎ　ｖｉｖｏにおいて代謝物
Ｄ、グリセロール３リン酸、ＢＨ2、乳酸の抗がん剤曝露後における変動を促進或いは濃
度を上昇させる物質は、抗がん剤感受性を亢進する。例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて
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、各種がん細胞株における抗がん剤曝露後の細胞内における代謝物Ｄ、グリセロール３リ
ン酸、ＢＨ2、乳酸の変動を促進する物質は、当該抗がん剤の感受性を亢進する物質（抗
がん剤感受性亢進剤）である。また、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいては、担癌動物における抗が
ん剤曝露後の代謝物Ｄ、グリセロール３リン酸、ＢＨ2、乳酸の変動を促進或いは濃度を
上昇させる物質は、当該抗がん剤の感受性を亢進する物質（抗がん剤感受性亢進剤）であ
る。
【００４０】
　また、抗がん剤曝露後におけるアスパラギンの対アスパラギン酸比の変動、具体的には
比の上昇を指標とすれば、抗がん剤感受性亢進剤がスクリーニングできる。すなわち、ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏ又はｉｎ　ｖｉｖｏにおいて、抗がん剤曝露後におけるアスパラギンとア
スパラギン酸濃度の比を上昇させる物質は、抗がん剤感受性を亢進する。例えば、ｉｎ　
ｖｉｔｒｏにおいて、各種がん細胞株における抗がん剤曝露後の細胞内におけるアスパラ
ギンとアスパラギン酸濃度の比を上昇させる物質は、当該抗がん剤の感受性を亢進する物
質（抗がん剤感受性亢進剤）である。また、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいては、担癌動物におけ
る抗がん剤曝露後のアスパラギンとアスパラギン酸濃度の比を上昇させる物質は、当該抗
がん剤の感受性を亢進する物質（抗がん剤感受性亢進剤）である。なお、これらの濃度の
比として、抗がん剤曝露時のアスパラギンの対アスパラギン酸比を抗がん剤非曝露時のア
スパラギンの対アスパラギン酸比で除することによって算出される値を用いてもよく、こ
の値を用いた場合、感度よく鋭敏に抗がん剤感受性亢進剤をスクリーニングすることがで
きる。
【００４１】
　また、代謝物Ａ、Ｂ、２－メチルブチロイルカルニチン、ＧＡＢＡ、１－メチルアデノ
シン、グルタチオン代謝系物質を指標とすれば、抗がん剤がスクリーニングできる。すな
わち、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ又はｉｎ　ｖｉｖｏにおいて、ある物質によりこれら代謝系物質
の濃度が変動すれば、その物質は抗がん剤である。例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでは、ある
物質を各種がん細胞株に曝露後、曝露前に比べて代謝物Ａ、Ｂ、２－メチルブチロイルカ
ルニチン、ＧＡＢＡ、１－メチルアデノシン、グルタチオン代謝系物質の濃度が変動すれ
ば、その物質は抗がん剤である。また、担癌動物にある物質を投与した後、これら代謝系
物質の濃度が変動すれば、その物質は抗がん剤である。薬効が期待できる抗がん剤であれ
ば、これら代謝系物質の濃度変動は腫瘍の縮小あるいは殺細胞効果よりも早く現れるため
、これら代謝系物質を指標としたスクリーニングにより、より短時間の検討で当該物質が
抗がん剤として有用であるかどうかを判定することができる。抗がん剤開発に伴う労力や
費用の削減という面からも大きな効果が期待できる。
【００４２】
　また、代謝物Ｄ、グリセロール３リン酸、ＢＨ2、乳酸を指標とすれば、抗がん剤がス
クリーニングできる。すなわち、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ又はｉｎ　ｖｉｖｏにおいて、ある物
質によりこれら代謝系物質の濃度が上昇すれば、その物質は抗がん剤である。例えば、ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏでは、ある物質を各種がん細胞株に曝露後、曝露前に比べて代謝物Ｄ、グ
リセロール３リン酸、ＢＨ2、乳酸代謝系物質の濃度が上昇すれば、その物質は抗がん剤
である。また、担癌動物にある物質を投与した後、これら代謝系物質の濃度が上昇すれば
、その物質は抗がん剤である。薬効が期待できる抗がん剤であれば、これら代謝系物質の
濃度上昇は腫瘍の縮小あるいは殺細胞効果よりも早く現れるため、これら代謝系物質を指
標としたスクリーニングにより、より短時間の検討で当該物質が抗がん剤として有用であ
るかどうかを判定することができる。抗がん剤開発に伴う労力や費用の削減という面から
も大きな効果が期待できる。
【００４３】
　また、アスパラギンの対アスパラギン酸比を指標とすれば、抗がん剤がスクリーニング
できる。すなわち、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ又はｉｎ　ｖｉｖｏにおいて、ある物質によりアス
パラギンとアスパラギン酸濃度の比が上昇すれば、その物質は抗がん剤である。例えば、
ｉｎ　ｖｉｔｒｏでは、ある物質を各種がん細胞株に曝露後、曝露前に比べてアスパラギ
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ンとアスパラギン酸濃度の比が上昇すれば、その物質は抗がん剤である。また、担癌動物
にある物質を投与した後、アスパラギンとアスパラギン酸濃度の比が上昇すれば、その物
質は抗がん剤である。薬効が期待できる抗がん剤であれば、アスパラギンとアスパラギン
酸濃度の比の上昇は腫瘍の縮小あるいは殺細胞効果よりも早く現れるため、アスパラギン
とアスパラギン酸濃度の比を指標としたスクリーニングにより、より短時間の検討で当該
物質が抗がん剤として有用であるかどうかを判定することができる。抗がん剤開発に伴う
労力や費用の削減という面からも大きな効果が期待できる。
　なお、アスパラギンとアスパラギン酸濃度の比として、被検査物質曝露時のアスパラギ
ンの対アスパラギン酸比を被検査物質非曝露時のアスパラギンの対アスパラギン酸比で除
することによって算出される値を用いてもよく、この値を用いた場合、感度よく鋭敏に抗
がん剤をスクリーニングすることができる。
【００４４】
　かくして得られた抗がん剤感受性亢進剤と感受性亢進の対象となる抗がん剤とを併用す
れば、当該抗がん剤の治療効果が飛躍的に向上する。抗がん剤感受性亢進剤と感受性亢進
の対象となる抗がん剤とを組み合せた形態としては、それらの成分の両方を含む一の組成
物であってもよく、それぞれ別個の製剤の組み合せであってもよい。また、それらの成分
はそれぞれ別の投与経路であってもよい。ここで用いられる対象となる抗がん剤としては
、前記と同様であり、ＣＰＴ－１１、ＳＮ－３８、オキサリプラチン、シクロフォスファ
ミド（ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ）、イフォスファミド（ｉｆｏｓｆａｍｉｄｅ
）、チオテパ（ｔｈｉｏｔｅｐａ）、メルファラン（ｍｅｌｐｈａｌａｎ）、ブスルファ
ン（ｂｕｓｕｌｆａｎ）、ニムスチン（ｎｉｍｕｓｔｉｎｅ）、ラニムスチン（ｒａｎｉ
ｍｕｓｔｉｎｅ）、ダカルバジン（ｄａｃａｒｂａｚｉｎｅ）、プロカルバジン（ｐｒｏ
ｃａｒｂａｚｉｎｅ）、テモゾロミド（ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ）、シスプラチン（ｃ
ｉｓｐｌａｔｉｎ）、カルボプラチン（ｃａｒｂｏｐｌａｔｉｎ）、ネダプラチン（ｎｅ
ｄａｐｌａｔｉｎ）、メトトレキサート（ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ）、ペメトレキセド
（ｐｅｍｅｔｒｅｘｅｄ）、フルオロウラシル（ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ）、テガフー
ル／ウラシル（ｔｅｇａｆｕｌ・ｕｒａｃｉｌ）、ドキシフルリジン（ｄｏｘｉｆｌｕｒ
ｉｄｉｎｅ）、テガフール／ギメラシル／オテラシル（ｔｅｇａｆｕｌ・ｇｉｍｅｒａｃ
ｉｌ・ｏｔｅｒａｃｉｌ）、カペシタビン（ｃａｐｅｃｉｔａｂｉｎｅ）、シタラビン（
ｃｙｔａｒａｂｉｎｅ）、エノシタビン（ｅｎｏｃｉｔａｂｉｎｅ）、ゲムシタビン（ｇ
ｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ）、６－メルカプトプリン（６－ｍｅｒｃａｐｔｏｐｕｒｉｎｅ）
、フルダラビン（ｆｌｕｄａｒａｂｉｎ）、ペントスタチン（ｐｅｎｔｏｓｔａｔｉｎ）
、クラドリビン（ｃｌａｄｒｉｂｉｎｅ）、ヒドロキシウレア（ｈｙｄｒｏｘｙｕｒｅａ
）、ドキソルビシン（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ）、エピルビシン（ｅｐｉｒｕｂｉｃｉｎ
）、ダウノルビシン（ｄａｕｎｏｒｕｂｉｃｉｎ）、イダルビシン（ｉｄａｒｕｂｉｃｉ
ｎｅ）、ピラルビシン（ｐｉｒａｒｕｂｉｃｉｎ）、ミトキサントロン（ｍｉｔｏｘａｎ
ｔｒｏｎｅ）、アムルビシン（ａｍｕｒｕｂｉｃｉｎ）、アクチノマイシンＤ（ａｃｔｉ
ｎｏｍｙｃｉｎ　Ｄ）、ブレオマイシン（ｂｌｅｏｍｙｃｉｎｅ）、ペプレオマイシン（
ｐｅｐｌｅｏｍｙｃｉｎ）、マイトマイシンＣ（ｍｙｔｏｍｙｃｉｎ　Ｃ）、アクラルビ
シン（ａｃｌａｒｕｂｉｃｉｎ）、ジノスタチン（ｚｉｎｏｓｔａｔｉｎ）、ビンクリス
チン（ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ）、ビンデシン（ｖｉｎｄｅｓｉｎｅ）、ビンブラスチン
（ｖｉｎｂｌａｓｔｉｎｅ）、ビノレルビン（ｖｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅ）、パクリタキセ
ル（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ）、ドセタキセル（ｄｏｃｅｔａｘｅｌ）、ノギテカン（ｎｏ
ｇｉｔｅｃａｎ、ｔｏｐｏｔｅｃａｎ）、エトポシド（ｅｔｏｐｏｓｉｄｅ）、プレドニ
ゾロン（ｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅ）、デキサメタゾン（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ）
、タモキシフェン（ｔａｍｏｘｉｆｅｎ）、トレミフェン（ｔｏｒｅｍｉｆｅｎｅ）、メ
ドロキシプロゲステロン（ｍｅｄｒｏｘｙｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ）、アナストロゾー
ル（ａｎａｓｔｒｏｚｏｌｅ）、エキセメスタン（ｅｘｅｍｅｓｔａｎｅ）、レトロゾー
ル（ｌｅｔｒｏｚｏｌｅ）、リツキシマブ（ｒｉｔｕｘｉｍａｂ）、イマチニブ（ｉｍａ
ｔｉｎｉｂ）、ゲフィチニブ（ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ）、ゲムツズマブ・オゾガマイシン（
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ｇｅｍｔｕｚｕｍａｂ　ｏｚｏｇａｍｉｃｉｎ）、ボルテゾミブ（ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ
）、エルロチニブ（ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ）、セツキシマブ（ｃｅｔｕｘｉｍａｂ）、ベバ
シズマブ（ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ）、スニチニブ（ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ）、ソラフェニ
ブ（ｓｏｒａｆｅｎｉｂ）、ダサチニブ（ｄａｓａｔｉｎｉｂ）、パニツムマブ（ｐａｎ
ｉｔｕｍｕｍａｂ）、アスパラギナーゼ（ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ）、トレチノイン（
ｔｒｅｔｉｎｏｉｎ）、三酸化ヒ素（ａｒｓｅｎｉｃ　ｔｒｉｏｘｉｄｅ）、又はそれら
の塩、又はそれらの活性代謝物等が挙げられる。このうち、植物アルカロイド系抗がん剤
、例えばＣＰＴ－１１、ＳＮ－３８又はそれらの塩が特に好ましい。
【実施例】
【００４５】
　次に実施例を挙げて本発明をさらに詳細に説明する。
【００４６】
実施例１
（１）方法
（ａ）使用細胞
　２種類のヒト大腸癌細胞株（ＨＣＴ－１１６、ＨＴ－２９）を用いた。これらの細胞は
株式会社ヤクルト本社より入手した。
　培養は、φ１００ｍｍ／Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｄｉｓｈ（ＩＷＡＫＩ）にて
、培地（Ｄｏｕｌｂｅｃｃｏ‘ｓ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ’ｓ　Ｍｅｄｉｕｍ、
１０％　Ｆｅｔａｌ　Ｂｏｖｉｎｅ　Ｓｅｒｕｍ）、３７℃、５％ＣＯ2の条件下にて行
った。
（ｂ）薬剤
　ＳＮ－３８原末は、株式会社ヤクルト本社より入手した。ＳＮ－３８はＤＭＳＯに溶解
し、各実験で培地中のＤＭＳＯの濃度が０．１％以下となるように希釈して使用した。
【００４７】
（ｃ）ＳＮ－３８に対する感受性の評価
　両細胞について、５０ｎｍｏｌ／ＬのＳＮ－３８に２４、４８、７２時間曝露後の細胞
生存率をＭＴＳ　ａｓｓａｙ（ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ９６TMＡＱueous　Ｏｎｅ　Ｓｏｌｕ
ｔｉｏｎ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　Ａｓｓａｙ、Ｐｒｏｍｅｇａ）にて
評価した。感受性の評価は異なる継代数の細胞にてｔｒｉｐｌｉｃａｔｅで３回行い、そ
の平均値と標準偏差を算出した。
【００４８】
（ｄ）ＳＮ－３８の曝露と細胞内代謝物の採取
　両細胞に対して、５０ｎｍｏｌ／ＬのＳＮ－３８を含む培地に交換することにより抗が
ん剤曝露を開始した（ＳＮ－３８のみを除いた培地を用いたものをコントロール群とした
）。０ｈｒ、３ｈｒ、８ｈｒ、２４ｈｒ曝露後に氷上にて５％マンニトール（４℃）で細
胞を洗浄後、素早くメタノール（４℃、内部標準物質含有）を添加することにより酵素を
失活させ、－８０℃で保存した。なお、細胞数算出用の細胞を代謝物抽出用の細胞とは別
に準備し、同様の処理を行った後セルカウントを行い、細胞数補正に用いた。
【００４９】
（ｅ）メタボロームサンプルの調製
　－８０℃保存メタノール溶液に、クロロホルムとミリＱ水を加え液―液抽出を行い、夾
雑成分を除去した。代謝物を含む水―メタノール層を採取し、分画分子量５０００Ｄａの
遠心限外ろ過フィルターを用いて除タンパクを行った後、ろ液を減圧乾燥し、－８０℃に
て保存した。測定直前にミリＱ水に溶解させ、メタボローム測定に供した。
【００５０】
（ｆ）メタボローム測定
　細胞内代謝物の網羅的測定はＡｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社のキャピラ
リー電気泳動―飛行時間型質量分析計（ＣＥ－ＴＯＦＭＳ）にて行った。陽イオン性代謝
物の網羅的測定ではキャピラリーの出口が陰極となるように電圧を印加し、また、陰イオ
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ン性代謝物の網羅的測定ではキャピラリーの出口が陽極となるように電圧を印加し、ｍ／
ｚ＝５０～１０００の代謝物を一斉に定量分析した。
【００５１】
（２）結果
　ＭＴＳ ａｓｓａｙにより５０ｎｍｏｌ／ＬのＳＮ－３８曝露後の経時的な細胞生存率
について検討したところ、各細胞の生存率は２４ｈｒ曝露後においてはほとんど差が認め
られなかった。しかし、曝露時間が長くなるにつれて各細胞の生存率は低下し、その差は
経時的に拡大した。７２ｈｒ曝露後における細胞生存率はＨＴ－２９で約８５％、ＨＣＴ
－１１６で約３５％となり、ＨＴ－２９がＨＣＴ－１１６に比べＳＮ－３８低感受性であ
ることが確認された（図１）。
【００５２】
　ＣＥ－ＴＯＦＭＳを用いた網羅的メタボローム解析手法により、ＳＮ－３８曝露に伴う
細胞内メタボローム変動を網羅的に解析した。両細胞について、ＳＮ－３８に２４時間曝
露した群とコントロール群を比較し、両群で差の大きいピークを抽出した。それらのピー
クについてＳＮ－３８曝露後の経時的変動をグラフ化し、特徴的な変動を示す以下の代謝
物を見出した（図２～７、９～１１）。
（１）ＳＮ－３８曝露後、ＨＴ－２９で細胞内レベルの顕著な上昇が認められた代謝物・
ｍ／ｚ＝１４９．０５～１４９．０６（陰イオン）
・ｍ／ｚ＝１５２．９９～１５３．００（陰イオン）
・ｍ／ｚ＝２４６．１６～２４６．１７（陽イオン）
（２）ＳＮ－３８曝露後、ＨＣＴ－１１６で細胞内レベルの顕著な上昇が認められた代謝
物
ｍ／ｚ＝１７１．００（陰イオン）
ｍ／ｚ＝２４０．１０～２４０．１１（陽イオン）
ｍ／ｚ＝７２４．３４～７２４．３５（陽イオン）
ｍ／ｚ＝８９．０２（陰イオン）
（３）ＨＣＴ１１６でＳＮ－３８曝露後コントロール群と異なる細胞内レベルの変動を示
すピーク
ｍ／ｚ＝１３３．０６（陽イオン）
（４）ＨＴ－２９でＳＮ－３８曝露後コントロール群と異なる細胞内レベルの変動を示す
ピーク
ｍ／ｚ＝１３４．０４（陽イオン）
【００５３】
　ｍ／ｚ＝１７１．００のピークに関して、解析ソフトＡｎａｌｙｓｔTM　ＱＳ（Ａｐｐ
ｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）を用いて、組成の推定を進めた。親ピーク
に対するアイソトープの割合、精密質量等の情報から組成を特定した結果、候補ピークと
したｍ／ｚ＝１７１．００のイオン組成はＣ3Ｈ8Ｏ6Ｐであった。京都大学が作製したＫ
ＥＧＧ：生命システム情報統合データベース（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｋｅｇｇ．ｊｐ／
）の代謝データベースを用いて、このイオン組成から推定される物質を検索したところ、
このピークがグリセロール３リン酸であることが判明した。グリセロール３リン酸標品を
用いた検討により、キャピラリー電気泳動の移動時間の一致も確認された。
【００５４】
　ｍ／ｚ＝１４９．０５～１４９．０６（陰イオン）のピークに関して、Ｃａｐｉｌｌａ
ｒｙ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ－ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ　ｔｉｍｅ－ｏｆ－ｆｌ
ｉｇｈｔ　ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＣＥ－ＱＴＯＦＭＳ）を用いて組成の
推定を進めた。その結果、ｍ／ｚ＝１４９．０５～１４９．０６のイオン組成はＣ5Ｈ9Ｏ

5と考えられた。
　また、ｍ／ｚ＝１５２．９９～１５３．００（陰イオン）のピークに関して、ＣＥ－Ｑ
ＴＯＦＭＳを用いて組成の推定を進めた。その結果、ｍ／ｚ＝１５２．９９～１５３．０
０のイオン組成はＣ3Ｈ6Ｏ5Ｐと考えられた。
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　また、ｍ／ｚ＝２４６．１６～２４６．１７（陽イオン）のピークに関して、ＣＥ－Ｑ
ＴＯＦＭＳを用いて組成の推定を進めた。その結果、ｍ／ｚ＝２４６．１６～２４６．１
７のイオン組成はＣ12Ｈ24ＮＯ4であった。Ｈｕｍａｎ　Ｍｅｔａｂｏｌｏｍｅ　Ｄａｔ
ａｂａｓｅ（ｈｔｔｐ:／／ｗｗｗ.ｈｍｄｂ.ｃａ／）を用いて、このイオン組成から推
定される物質を検索したところ、このピークが２－メチルブチロイルカルニチンであるこ
とが判明した。２－メチルブチロイルカルニチン標品を用いた検討により、キャピラリー
電気泳動の移動時間の一致も確認された。
　また、ｍ／ｚ＝２４０．１０～２４０．１１（陽イオン）のピークに関して、ＣＥ－Ｑ
ＴＯＦＭＳを用いて組成の推定を進めた。その結果、ｍ／ｚ＝２４０．１０～２４０．１
１のイオン組成はＣ9Ｈ14Ｎ5Ｏ3であった。Ｈｕｍａｎ　Ｍｅｔａｂｏｌｏｍｅ　Ｄａｔ
ａｂａｓｅ（ｈｔｔｐ:／／ｗｗｗ.ｈｍｄｂ.ｃａ／）を用いて、このイオン組成から推
定される物質を検索したところ、このピークがジヒドロビオプテリンであることが判明し
た。ジヒドロビオプテリン標品を用いた検討により、キャピラリー電気泳動の移動時間の
一致も確認された。
【００５５】
　ｍ／ｚ＝８９．０２のピークに関して、解析ソフトＡｎａｌｙｓｔＴＭ　ＱＳ（Ａｐｐ
ｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）を用いて、組成の推定を進めた。親ピーク
に対するアイソトープの割合、精密質量等の情報から組成を特定した結果、候補ピークと
したｍ／ｚ＝８９．０２のイオン組成はＣ3Ｈ5Ｏ3であった。京都大学が作製したＫＥＧ
Ｇ：生命システム情報統合データベース（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｋｅｇｇ．ｊｐ／）の
代謝データベースを用いて、このイオン組成から推定される物質を検索したところ、この
ピークが乳酸であることが判明した。乳酸標品を用いた検討により、キャピラリー電気泳
動の移動時間の一致も確認された。
【００５６】
　また、コントロール群について両細胞を比較し、差の大きいピークを抽出した。そのう
ち、ｍ／ｚ＝１０４．０７０のピークについて、ＳＮ－３８低感受性であるＨＴ－２９で
細胞内レベルが高く、ＳＮ－３８高感受性であるＨＣＴ－１１６で細胞内レベルが低かっ
た。また、ＳＮ－３８曝露後の経時的変動をグラフ化したところ、特徴的な変動を示した
ことから、ＳＮ－３８感受性と関連する代謝物と考えられた（図８）。このピークに関し
て、解析ソフトＡｎａｌｙｓｔTM　ＱＳ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎ
ｃ．）を用いて、組成の推定を進めた。親ピークに対するアイソトープの割合、精密質量
等の情報から組成を特定した結果、候補ピークとしたｍ／ｚ　１０４．０７０のイオン組
成はＣ4Ｈ10ＮＯ2であった。京都大学が作製したＫＥＧＧ：生命システム情報統合データ
ベース（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｋｅｇｇ．ｊｐ／）の代謝データベースを用いて、この
イオン組成から推定される物質を検索したところ、このピークがγ－ａｍｉｎｏｂｕｔｙ
ｒｉｃ　ａｃｉｄ（ＧＡＢＡ）であることが判明した。ＧＡＢＡ標品を用いた検討により
、キャピラリー電気泳動の移動時間の一致も確認された。
【００５７】
　ｍ／ｚ＝１３３．０６のピークに関して、解析ソフトＡｎａｌｙｓｔＴＭ　ＱＳ（Ａｐ
ｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）を用いて、組成の推定を進めた。親ピー
クに対するアイソトープの割合、精密質量等の情報から組成を特定した結果、候補ピーク
としたｍ／ｚ＝１３３．０６のイオン組成はＣ4Ｈ9Ｎ2Ｏ3であった。京都大学が作製した
ＫＥＧＧ：生命システム情報統合データベース（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｋｅｇｇ．ｊｐ
／）の代謝データベースを用いて、このイオン組成から推定される物質を検索したところ
、このピークがアスパラギンであることが判明した。アスパラギン標品を用いた検討によ
り、キャピラリー電気泳動の移動時間の一致も確認された。
　また、ｍ／ｚ＝１３４．０４のピークに関して、解析ソフトＡｎａｌｙｓｔＴＭ　ＱＳ
（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）を用いて、組成の推定を進めた。
親ピークに対するアイソトープの割合、精密質量等の情報から組成を特定した結果、候補
ピークとしたｍ／ｚ＝１３４．０４のイオン組成はＣ4Ｈ8ＮＯ4であった。京都大学が作
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製したＫＥＧＧ：生命システム情報統合データベース（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｋｅｇｇ
．ｊｐ／）の代謝データベースを用いて、このイオン組成から推定される物質を検索した
ところ、このピークがアスパラギン酸であることが判明した。アスパラギン酸標品を用い
た検討により、キャピラリー電気泳動の移動時間の一致も確認された。
【００５８】
　さらに、アスパラギンの対アスパラギン酸比（［アスパラギン／アスパラギン酸］）を
算出し、ＳＮ－３８曝露時の［アスパラギン／アスパラギン酸］をＳＮ－３８非曝露時の
［アスパラギン／アスパラギン酸］で除した（［アスパラギン／アスパラギン酸］SN-38

／［アスパラギン／アスパラギン酸］Control）。その結果、ＳＮ－３８高感受性である
ＨＣＴ－１１６では上記の値に顕著な上昇が認められた。一方、ＳＮ－３８低感受性であ
るＨＴ－２９では上記の値に顕著な減少が認められた（図１２）。
【００５９】
実施例２
（１）方法
（ａ）使用細胞
　８種類のヒト大腸癌細胞株（ＨＣＴ－１１６、ＨＴ－２９、ＨＣＴ－１５、Ｌｏｖｏ、
ＬＳ１７４Ｔ、ＳＷ４８０、ＳＷ６２０、ＷｉＤｒ）を用いた。ＨＣＴ－１１６、ＨＴ－
２９は株式会社ヤクルト本社より、Ｌｏｖｏ、ＳＷ４８０、ＷｉＤｒは大日本住友製薬株
式会社より、ＨＣＴ－１５、ＬＳ１７４Ｔは東北大学加齢医学研究所医用細胞資源センタ
ーより、ＳＷ６２０は住商ファーマインターナショナル株式会社より入手した。
（ｂ）薬剤
　ＳＮ－３８原末は、株式会社ヤクルト本社より入手した。ＳＮ－３８はＤＭＳＯに溶解
し、各実験で培地中のＤＭＳＯの濃度が０．１％以下となるように希釈して使用した。
【００６０】
（ｃ）ＳＮ－３８に対する感受性の評価
　各細胞について、０ｎｍｏｌ／Ｌ～５μｍｏｌ／ＬのＳＮ－３８に７２時間曝露後の細
胞生存率をＭＴＳ　ａｓｓａｙ（ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ９６TMＡＱueous　Ｏｎｅ　Ｓｏｌ
ｕｔｉｏｎ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　Ａｓｓａｙ、Ｐｒｏｍｅｇａ）に
て評価し、ＩＣ50値（ＳＮ－３８未処理ｗｅｌｌに対して細胞数を５０％抑制する濃度）
を算出して各細胞におけるＳＮ－３８感受性とした。実験はｔｒｉｐｌｉｃａｔｅで２回
行った。
【００６１】
（ｄ）細胞内代謝物の採取
　定常状態における各細胞に対して、培地を除去し氷上にて５％マンニトール（４℃）で
細胞を洗浄後、素早くメタノール（４℃、内部標準物質含有）を添加することにより酵素
を失活させ、－８０℃で保存した。なお、細胞数算出用の細胞を代謝物抽出用の細胞とは
別に準備し、同様の処理を行った後セルカウントを行い、細胞数補正に用いた。実験はtr
iplicateで２回行った。
【００６２】
（ｅ）メタボロームサンプルの調製
　－８０℃保存メタノール溶液に、クロロホルムとミリＱ水を加え液―液抽出を行い、夾
雑成分を除去した。代謝物を含む水―メタノール層を採取し、分画分子量５０００Ｄａの
遠心限外ろ過フィルターを用いて除タンパクを行った後、ろ液を減圧乾燥し、－８０℃に
て保存した。測定直前にミリＱ水に溶解させ、メタボローム測定に供した。
【００６３】
（ｆ）メタボローム測定
　細胞内代謝物の網羅的測定はＡｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社のキャピラ
リー電気泳動―飛行時間型質量分析計（ＣＥ－ＴＯＦＭＳ）にて行った。陽イオン性代謝
物の網羅的測定ではキャピラリーの出口が陰極となるように電圧を印加し、陰イオン性代
謝物の網羅的測定ではキャピラリーの出口が陽極となるように電圧を印加し、ｍ／ｚ＝５
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０～１０００の代謝物を一斉に定量分析した。
【００６４】
（ｇ）ＧＡＢＡとＳＮ－３８感受性との相関分析
　各細胞サンプルからＣＥ－ＴＯＦＭＳにより検出されたＧＡＢＡを示すピークについて
、ピークエリアと各細胞のＩＣ50値（５０％細胞増殖抑制濃度）の関係について相関分析
を行った。
【００６５】
（２）結果
（ａ）８種類のヒト大腸癌細胞株におけるＳＮ－３８感受性の評価
　各細胞におけるＩＣ50値は０．７４±０．２３～６８．９４±６．８３ｎｍｏｌ／Ｌで
あり、その感受性には大きな幅が認められた（図１３）。
（ｂ）ＧＡＢＡとＳＮ－３８感受性との相関分析
　ＣＥ－ＴＯＦＭＳにより検出されたＧＡＢＡを示すピークについて、ピークエリアと各
細胞のＩＣ50値の関係について相関分析を行ったところ、高い正の相関が認められた（図
１３）。
【００６６】
実施例３
（１）方法
　実施例２と同様の実験をもう一度ずつ繰り返し、それぞれ合計３回の実験から得られた
データについて、さらに詳細な解析を進めた。各細胞サンプルからＣＥ－ＴＯＦＭＳによ
り検出されたピークについて、既にｍ/ｚ及び移動時間が明らかとなっている２７８の標
品データとの照合により、いずれかの細胞で検出が確認された１４６の代謝物を同定した
。この１４６の代謝物について、８種類のヒト大腸癌細胞における細胞内量とそれぞれの
細胞のＬｏｇ［ＩＣ50］との関係を単回帰分析により検討した。
【００６７】
（２）結果
（ａ）８種類のヒト大腸癌細胞株におけるＳＮ－３８感受性の評価
　８種類のヒト大腸癌細胞株（ＨＣＴ－１１６、ＨＴ－２９、ＨＣＴ－１５、Ｌｏｖｏ、
ＬＳ１７４Ｔ、ＳＷ４８０、ＳＷ６２０、ＷｉＤｒ）における感受性はＭＴＳ　ａｓｓａ
ｙによって算出されるＩＣ50を指標として評価した。その結果、ＷｉＤｒのＩＣ50(６３
．２７±１０．９５ｎＭ)が最も高く、ＳＮ－３８低感受性を示した。一方、ＬＳ１７４
ＴのＩＣ50(０．７１±０．１８ｎＭ)が最も低く、ＳＮ－３８高感受性を示した(図１４)
。
【００６８】
（ｂ）細胞内代謝物量とＳＮ－３８感受性との関係
　８種類のヒト大腸癌細胞から細胞内代謝物を抽出し、ＣＥ－ＴＯＦＭＳにて一斉分析し
た。得られたデータについて、当研究室で所有する２７８の標品データと照合し、いずれ
かの細胞で検出が確認され、同定できた１４６の代謝物について、８種類のヒト大腸癌細
胞における細胞内量とそれぞれの細胞のＬｏｇ［ＩＣ50］との関係を単回帰分析により検
討した。その結果、細胞内量とＬｏｇ［ＩＣ50］との間に有意な関連が認められた代謝物
として（ｐ＜０．０１、Ｒ2≧０．７）、１－メチルアデノシン、ＧＡＢＡ、ヒポタウリ
ン、グルタチオン（ＧＳＨ）、１－メチルニコチンアミドが得られた（図１５）。これら
の代謝物はいずれもＳＮ－３８高感受性細胞で細胞内レベルが低く、ＳＮ－３８低感受性
細胞で細胞内レベルが高かった。
【００６９】
　さらに、ヒポタウリン、グルタチオン、１－メチルニコチンアミドといったグルタチオ
ン代謝系の物質の細胞内量とＳＮ－３８感受性との間に有意な関連が認められたことから
、グルタチオン代謝系に属するその他の物質の細胞内レベルとＳＮ－３８感受性の関係に
ついて調べてみると、ヒポタウリン、グルタチオン、１－メチルニコチンアミドに加えて
、タウリン（Ｒ2＝０．６８８）、グルタチオンジスルフィド（ＧＳＳＧ、Ｒ2＝０．６３
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４）、Ｓ－アデノシルホモシステイン（Ｒ2＝０．４９６）、ニコチンアミド（Ｒ2＝０．
３５７）、γ－グルタミルシステイン（γ－Ｇｌｕ－Ｃｙｓ、Ｒ2＝０．３１９）、スペ
ルミン（Ｒ2＝０．２９５）についてもその細胞内代謝物レベルとＳＮ－３８に対する感
受性との間に関連が認められた（図１６）。

【図１】

【図１２】

【図１４】
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【図１５】 【図１６】

【図２】
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【図３】

【図４】
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【図５】

【図６】
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【図７】

【図８】



(24) JP 5548695 B2 2014.7.16

【図９】

【図１０】



(25) JP 5548695 B2 2014.7.16

【図１１】

【図１３】



(26) JP 5548695 B2 2014.7.16

10

20

30

フロントページの続き

(74)代理人  100111028
            弁理士　山本　博人
(72)発明者  谷川原　祐介
            東京都新宿区信濃町３５番地　慶應義塾大学医学部内
(72)発明者  鈴木　哲也
            東京都新宿区信濃町３５番地　慶應義塾大学医学部内
(72)発明者  西牟田　章戸
            東京都新宿区信濃町３５番地　慶應義塾大学医学部内
(72)発明者  杉本　伸二
            東京都港区東新橋１丁目１番１９号　株式会社ヤクルト本社内
(72)発明者  五十嵐　義晃
            東京都港区東新橋１丁目１番１９号　株式会社ヤクルト本社内

    審査官  廣田　健介

(56)参考文献  国際公開第２００９／０９６１８９（ＷＯ，Ａ１）　　
              特開２００５－３４１８６２（ＪＰ，Ａ）　　　
              特開２００３－０３８２００（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２００７－５０３８０９（ＪＰ，Ａ）　　　
              国際公開第２００９／０９６１９６（ＷＯ，Ａ１）　　
              国際公開第２００８／０３６６９１（ＷＯ，Ａ２）　　
              Tomoko Ohyama et al.，Prediction of Anthracycline sensitivity by CDK profiling in comb
              ination with glutathione level，第６７回日本癌学会学術総会予稿集，２００８年，390

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｇ０１Ｎ　３３／４８－３３／９８
              Ｇ０１Ｎ　２７／６０－２７／７０
              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

