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研究成果の概要（和文）：本研究では、DNA修復機構の重要な因子であるATMおよびATRを標的とした消化管癌に
対する新規治療の有用性について検討を行った。ATMおよびATRの下流因子であるChk1の阻害は単独で抗腫瘍効果
を示すこと、既存の抗腫瘍薬であるL-OHPの効果を増強させることを明らかとした。またATM阻害剤およびChk1阻
害剤の併用は相乗的な抗腫瘍効果を示し、in vivoの検討から、これらのDNA修復機構を標的とした薬剤により腫
瘍免疫が誘導される可能性が示された。今回の検討では、DNA修復機構を標的とした薬剤のバイオマーカーとし
てKRASやBRAFの遺伝子変異が有用であるかについては明らかとされなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the usefulness of novel therapies for 
gastrointestinal cancers targeting ATM and ATR, which play crucial role in DNA repair mechanisms. We
 found that inhibition of ATM and Chk1, a downstream factor of ATR, alone had antitumor effects and 
enhanced the effects of L-OHP, a conventional antitumor drug. Combinations of ATM and Chk1 
inhibitors showed synergistic antitumor effects, and in vivo studies have shown that drugs that 
target these DNA repair mechanisms may induce tumor immunity. In this study, the usefulness of KRAS 
and BRAF gene mutations as biomarkers for anticancer drugs targeting DNA repair mechanisms was not 
clear.

研究分野： 消化器病

キーワード： DNA修復機構　消化管癌

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、DNA修復機構を標的とした新規抗腫瘍薬が消化管癌に対して有効であることを示した。またDNA修復
機構を標的とした薬剤が、単独での抗腫瘍効果だけではなく既存の抗がん剤に対する増感作用を有することや、
最近注目されている腫瘍免疫の誘導作用をも有することを明らかとした。本研究でえられた知見は、消化管癌に
対する新規治療薬の開発に寄与できるものと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

DNA 修復機構に関連した因子は DNA 損傷に応答し DNA 修復、細胞周期制御、アポトーシス

などの誘導を介し発がんに対し抑制的に作用しているが、ひとたび癌が形成されると、癌の進

展や治療への抵抗性を促進することが報告されている。これまでに申請者らは、DNA 障害型の

抗腫瘍薬に対する抵抗性獲得の要因として DNA 修復遺伝子の発現が関与していることを明ら

かとし報告してきた（BMC Cancer, 2013 ）。さらに DNA 修復機構を標的とした薬剤が、CPT-11

や CDDP などの DNA 障害誘導型の抗癌剤や放射線照射など対する増感作用を有することを確

認している（Cell Cycle, 2014）。また、DNA 修復機構に関連した遺伝子の変異や、KRAS や BRAF

など細胞増殖シグナルに関連した遺伝子の変異を伴う癌では、常に DNA 損傷が誘導されてお

り、その生存が DNA 修復に関連した遺伝子に依存的であるため、DNA 修復機能の阻害により

選択性の高い殺細胞効果、いわゆる合成致死が誘導されることが予測される。さらに最近注目

されている腫瘍免疫においても、DNA 修復機構は細胞内 DNA センサーの活性化を介した腫瘍

免疫誘導と関連していることが報告されている。以上の背景から DNA 修復機構を標的とした

治療は、新たながん治療として有用であると推察される。 
 
２．研究の目的 

本研究は、消化管癌への DNA 修復機構を標的とした新規治療の臨床応用に向けた研究を行う

ことを目的として立案した。研究対象とした DNA 損傷修復因子は、これまで研究をすすめて

きた Ataxia telangiectasia （ATM）および Ataxia telangiectasia and RAD3-related（ATR）に焦点を

絞り、これらの DNA 損傷修復因子の阻害によりもたらされると予測される、化学療法の増感

作用、合成致死の誘導、腫瘍免疫誘導の点から研究を行った。ATR は主に一重鎖 DNA 損傷の

修復機能を有するが、同時に ATM と協調、一部の機能はオーバラップし DNA 損傷修復に重要

な役割を果たしている。本研究では ATR 阻害については、すでに開発され臨床研究に使用され

ている ATR の下流シグナル因子である Chk1 の阻害剤を用いて、ATR 阻害の有効性を評価した。 
 
３．研究の方法 

本研究では、消化管癌における DNA 修復機構、なかでも ATM、ATR を標的とした治療の有

効性、作用メカニズムについて解析した。 

① ATM 阻害、Chk1 阻害による抗腫瘍薬増感作用の解析 

ATM 阻害剤、Chk1 阻害剤による既存の化学療法の増強作用についてヒト大腸癌細胞株、マウ

ス腫瘍移植モデルを用いて検討した。DNA 障害を誘導する抗腫瘍薬 L-OHP を各細胞株に投与

し、細胞増殖アッセイ、アポトーシスアッセイを用い、抗腫瘍効果について評価した。次に抗

腫瘍薬と ATM 阻害剤（KU-559403，KU-60019）もしくは Chk1 阻害剤（LY2606268）を併用投

与し、抗腫瘍効果を評価し、ATM、Chk1 阻害剤による抗腫瘍薬への感受性増感作用を解析し

た。細胞実験で増感作用が確認された薬剤については、マウス腫瘍移植モデルを用いた検討も

行った。免疫不全マウスの皮下に細胞株を移植し、抗腫瘍薬単独もしくは ATM 阻害剤、Chk1

阻害剤と併用で投与し、経時的に腫瘍の大きさを測定し、阻害剤による抗腫瘍薬への増感作用

について評価した。 

② ATM 阻害、Chk1 阻害による合成致死誘導の解析 

大腸癌細胞株を用い、DNA 障害の誘因となる活性酸素種、Reactive Oxygen species（ROS）の定

常状態における活性を、細胞透過性プローブ DCFH-DA および H2O2アッセイにより評価した。

さらにH2AX 抗体、リン酸化 ATM 抗体、リン酸化 ATM 抗体による蛍光免疫染色を用い、DNA

損傷、ATM、ATR 活性について評価した。ATM 阻害剤もしくは Chk1 阻害剤単独での殺細胞効

果を評価し、DNA 障害ストレス強度と薬剤効果の相関について解析した。大腸癌の治療薬選択

の指標である KRAS や、予後予測因子の BRAF の遺伝子変異を有する大腸癌細胞への ATM 阻害



剤もしくは Chk1 阻害剤による合成致死の誘導について検討した。 

③  ATM 阻害、Chk1 阻害による腫瘍免疫賦活化作用の解析 

大腸癌細胞株を用いた実験により、ATM 阻害による細胞内 DNA センサーを介した I 型 INF 産

生による腫瘍免疫の誘導について検証した。ATM 発現大腸癌細胞に抗腫瘍薬 L-OHP を単独も

しくは ATM 阻害剤と併用で投与し、薬剤により刺激した細胞から細胞質成分を抽出、アガロ

ースゲル電気泳動法により細胞質内の DNA 断片を測定し、ATM 阻害による細胞質内への DNA

断片の蓄積を評価した。また大腸癌細胞株に L-OHP 単独もしくは ATM 阻害剤と併用で投与し、

培養液中の INF-mRNA を定量 PCR により計測した。ATM 阻害による腫瘍免疫誘導について

マウス同種移植モデルを用いて検討した。免疫不全のない BALB/c マウスにマウス大腸癌細胞

株 CT26 を皮下移植した。L-OHP を単独もしくは ATM 阻害剤もしくは Chk1 阻害剤と併用でマ

ウスに投与し、経時的に腫瘍径を計測し、薬剤の併用効果について検討した。同時にマウスか

ら採血し、ELISA 法により血中 INF-濃度についても経時的に測定した。薬剤投与した担癌マ

ウスから腫瘍を核出し、腫瘍組織の単細胞懸濁液を調整し、各種マーカーを用い、フローサイ

トメトリーにより腫瘍に浸潤した免疫細胞のフェノタイプを解析した。 

 
４．研究成果 

ヒト大腸癌細胞 HCT-116 を用いて、ATM 阻害剤、Chk1 阻害剤の抗腫瘍効果を検討した。ATM

阻害剤としては、KU-55933、より ATM 選択性の強い KU-60019 を使用し、Chk１阻害剤として

は、LY2606268 を使用した。ATM 阻害剤、Chk1 阻害剤はともに単独で濃度依存的に抗腫瘍効

果を示した。また ATM 阻害剤、Chk1 阻害剤はともに L-OHP との併用により、その抗腫瘍効果

を増強させた。さらに ATM knockdown HCT-116 細胞では、Chk1 阻害剤に対する抗腫瘍効果が

増強され、Chk1 の感受性に ATM 発現が関与している可能性が示された。マウス腫瘍移植モデ

ルを用いた検討でも、同様の結果が得られた。大腸癌細胞株における KRAS や BRAF の遺伝子

変異と ATM 阻害剤、Chk1 阻害剤に対する薬剤感受性については、明らかな相関は認められな

かった。 

次にマウス大腸癌細胞株 CT26 を用いて同様の検討を行った。In vitro の検討では、DNA 修復

阻害剤の単独および併用効果について検討した。CT26に対しL-OHP 単独およびATM 阻害剤、

または Chk１阻害剤との併用を、さらに ATM 阻害剤、Chk１阻害剤の併用投与による腫瘍細胞

の増殖抑制効果を検討した。ATM 阻害剤、Chk１阻害剤はともに L-OHP の殺細胞効果を増強し

た。さらに ATM 阻害剤、KU-55933 と Chk1 阻害剤、LY2606268 の併用では相乗的な抗腫瘍効

果は認められなかったが、ATM 選択性の高い ATM 阻害剤、KU-60019 と LY2606268 との併用

では相乗的な抗腫瘍効果が認められた。また抗酸化能の測定では、KU-60019 と LY2606268 と

の併用により腫瘍細胞の ROS 活性が誘導され、カスパーゼアッセイでは、強力なアポトーシス

が誘導されていることを確認した。In vitro の実験で得られた結果から ATM 阻害剤、KU-60019

と Chk１阻害剤、LY2606268 との併用が強力な抗腫瘍効果をもたらす可能性が高いと判断し、

in vivo での検討を行った。In vivo の検討では、腫瘍免疫についても検討するため、マウス大腸

がん細胞株、CT26 を用いた同種移植大腸癌モデルマウスを作製して実験を行った。薬剤を担

癌マウスの腹腔内に投与し抗腫瘍効果および腫瘍免疫の誘導について検証した。抗腫瘍効果は

経時的な腫瘍径の計測および、腫瘍の免疫染色により評価した。また腫瘍免疫の誘導について

は、抗腫瘍薬投与後の担癌マウスから摘出した腫瘍から単細胞懸濁液を調整し、CD3, CD4, CD8, 

CD11b, CD25, Gr-1, FoxP3 などなどの各免疫細胞の表面マーカーで染色し、FACS により免疫細

胞のプロファイリングを行った。In vivo の検討では、ATM 阻害剤、KU-60019 と Chk１阻害剤、

LY2606268 の併用による優れた抗腫瘍効果が認められ、腫瘍免疫の検討では、両薬剤の投与に

より、癌微小環境において、細胞傷害性 T 細胞の集積が誘導されること、すなわち両薬剤の併



用により腫瘍免疫が賦活化されることが示された。またマウス血漿中の INF-濃度が薬剤投与

により上昇していることからも、両薬剤の併用が腫瘍免疫活性をもたらしている可能性が示さ

れた。以上から、ATM および Chk1 の阻害により強力な抗腫瘍効果がもたらされること、また

腫瘍免疫が誘導される可能性が示された。一方、今回の検討では、DNA 修復機構の阻害剤が

KRASや BRAF の遺伝子変異をもつ大腸癌に対して優れた有効性をもつことは示されなかった。   

DNA 修復機構を標的としたがん治療薬は、これまでに臨床実用化された薬剤としては PARP

阻害剤のみで、その殆どが開発段階にある。また、その作用機序や効果判定バイオマーカー、

がん免疫療法への有効性などについては不明な点が多く残されている。本研究では、これらの

明らかとされていない課題の解明に取り組み、いくつかの新たな知見を得ることができた。本

研究の成果は、DNA 修復機構を標的とした新規がん治療、特に消化管癌への治療薬開発に貢献

しうるものであると考える。 
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