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研究成果の概要（和文）：がん治療応用が期待されるCheckpoint kinase 1 (CHK1)阻害剤の臨床応用に向けて、
感受性遺伝子を探索した。神経芽腫細胞株において当該薬剤の感受性の低いものに対しては、DNA損傷修復の主
要分子であるATMまたはDNA-PKの阻害剤の併用が効果的だった。一方、感受性の高い細胞株では染色体の欠失に
ともなうfibroblast growth factor receptor 2 (FGFR2)の発現低下が関連することが判明した。FGFR2は
MEK/ERK経路の活性化を誘導することから、FGFR2の高発現を認めるがんではCHK1阻害剤とMEK1/2阻害剤との併用
が有効と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Selective inhibitors of checkpoint kinase 1 (CHK1)  are undergoing clinical 
evaluation for various human malignancies. We reported that ATM inhibitor and DNA-PK inhibitor 
potentiated CHK1 inhibitor-mediated cell death in neuroblastoma cell line. Furthermore, the 
decreased expression of fibroblast growth factor receptor 2 (FGFR2) was causally related to CHK1 
sensitivity. Since FGFR2 activated MEK/ERK pathway for cell proliferation, our data suggested that 
loss of FGFR2 expression might be possible utilization for determination of CHK1 inhibitor 
sensitivity in patients with neuroblastoma, whereas the increase expression of FGFR2 might be a 
candidate biomarker for combination therapy with MEK inhibitor.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： CHK1阻害剤　神経芽腫　DNA損傷応答　CEP131　FGFR2
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　CHK1阻害剤は、非臨床において高い抗腫瘍効果が示されているにもかかわらず、臨床試験の結果はいまだ十分
でないことから、治療応用には感受性遺伝子の同定が急務である。本研究では、CHK1の機能阻害に対してATMま
たはDNA-PKのDNA損傷修復機構及びFGFR2の細胞増殖効果が補完的に働くことが明らかとなった。この成果は、が
ん細胞におけるCHK1の機能的役割に新しい知見を与える学術的意義が高いと考えられ、またこれらの感受性に関
連するがん細胞の遺伝子背景は、効果予測および適応決定の指標として今後の適切なCHK1阻害剤の臨床試験デザ
インに有用であり、また併用治療薬の選択に臨床的意義が高いと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景  
細胞周期の S期及び G2/M 期の適切な進行に中心的な役割を担う Checkpoint	kinase	1(CHK1)蛋
白質 checkpoint	kinase	1 に対する阻害剤(以下、CHK1 阻害剤)は、非臨床において高い抗腫瘍
効果が示されているにもかかわらず、臨床試験の結果はいまだ十分でないことから、その感受
性を決定するバイオマーカーの同定が急務といえる。 
 
２．研究の目的  
本研究は、CHK1 阻害剤の感受性に関わる特徴的な遺伝的背景を探索することによって効果予測
および適応決定に臨床応用可能な感受性遺伝子を同定し開発につなげることを目的とした。 
 
３．研究の方法  
数種の神経芽腫細胞株を用いて CHK1 阻害剤(PF-477736)に対する感受性を検討した結果、CHK1
阻害剤に感受性の低い SK-N-BE 細胞および NB-39nu 細胞において p53 タンパク質の発現が高い
特徴が見られた(Figure1A)。NB39-nu 細胞における CHK1 阻害剤処理前後の遺伝子発現変化をマ
イクロアレイで検討した結果、p53 の転写活性化標的である p21 および MDM2 の発現上昇が顕著
だった(Figure1B)。このことから、CHK1 阻害剤により誘導される p53 に関連した DNA 損傷応答
が低感受性に関連していることが示唆された。そこで DNA 損傷応答センサーの主要な分子であ
る ATM または DNA-PK に対する阻害剤(Ku55933 または NU7441)を CHK1 阻害剤に併用処理して細
胞増殖に及ぼす効果を調べたところ、アポトーシス誘導を伴う顕著な増殖抑制が見られた。
Figure1C に CHK1 阻害剤と ATM 阻害剤との併用効果を示す。	
	

	
さらに、CHK1 阻害剤処理に誘導された MDM2 の新規結合分子を質量分析で検討した結果、神経
芽腫の予後不良に関連する centrosome-associated	family	protein	131	(CEP131)が同定され
た(Figure	2A	and	2B)。そこで CEP131 遺伝子を NB-39nu 細胞にレンチウイルスを用いて導入し
たところ、CHK1 阻害剤に対する感受性が低下することが判明した。	
	

	
	 次に、CHK1 阻害剤の完全奏功を期待しうるがんの遺伝子背景の探索を行なった。CHK1 阻害剤
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Q9ULH1 Arf-GAP with SH3 domain, ANK repeat and PH domain-containing protein 1, ASAP1 125.4
Q9UPQ0 LIM and calponin homology domains-containing protein 1, LIMC1 121.8
Q69YQ0 Cytospin-A, CYTSA 124.5
Q14157 Ubiquitin-associated protein 2-like, UBP2L 114.5
Q7L2E3 Putative ATP-dependent RNA helicase DHX30, DHX30 133.9
Q9UHB7 AF4/FMR2 family member 4, AFF4 127.4
Q6WCQ1 Myosin phosphatase Rho-interacting protein, MPRIP 116.5
Q08211 ATP-dependent RNA helicase A, DHX9 140.9
Q9NPG3 Ubinuclein-1, UBN1 121.4
P26640 Valine--tRNA ligase, SYVC 140.4
Q9UPN4 Centrosomal protein of 131 kDa, CP131 122.1
Q8N3X1 Formin-binding protein 4, FNBP4 110.2
P53621 Coatomer subunit alpha, COPA 138.3
O95347 Structural maintenance of chromosomes protein 2, SMC2 135.6
P30876 DNA-directed RNA polymerase II subunit RPB2, RPB2 133.8
O14974 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12A, MYPT1 115.2
Q9Y5B9 FACT complex subunit SPT16, SP16H 119.8
P48553 Trafficking protein particle complex subunit 10, TPC10 142.1
Q86V48 Leucine zipper protein 1, LUZP1 120.2
Q9Y2W1 Thyroid hormone receptor-associated protein 3, TR150 108.6
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に対して高感受性を示す神経芽腫細胞株CHP134細胞および低〜中等度の感受性を示すSK-N-BE,	
NBL-S,	SH-SY5Y,	SK-N-AS,	SMS-SAN 神経芽腫細胞株についてアレイ CGH 法を用いて比較した結
果、10 番染色体長腕のコピー数の低下が CHP134 細胞に特徴的であることが判明した。同細胞
株の公開されている RNAseq データ、および遺伝子発現マイクロアレイを用いて当該欠失領域に
含まれる既知のがん関連遺伝子群の発現を検討したところ、いずれの結果においても FGFR2 遺
伝子が発現低下している可能性が見出された。そこで FGFR2 遺伝子を CHP134 細胞にレンチウイ
ルスを用いて導入したところ、CHK1 阻害剤に対する感受性が低下することが判明した(Figure	
3A)。この CHK1 阻害剤低感受性が誘導された FGFR2 を恒常的に発現する CHP134 細胞株は、下流
の細胞増殖シグナルとして知られる MEK/ERK 経路の活性化が誘導されていた(Figure	3B)。そこ
で、CHK1 阻害剤と MEK1/2 阻害剤とを併用処理したところ、相乗的に感受性が高くなることが
明らかとなった(Figure	3C)。	
	

	
４．研究成果	
ATM および DNA-PK の DNA 損傷応答遺伝子に対する阻害剤が CHK1 阻害剤の細胞増殖抑制効果を
増強することを見出した。がん細胞におけるこれら DNA 損傷応答が CHK1 阻害剤の感受性低下を
引き起こすと考えられたことから、一方では、がんにおけるこれら遺伝子の欠陥が CHK1 阻害剤
の synthetic	lethality となる可能性が示唆された。また、ATM および DNA-PK 阻害剤は CHK1
阻害剤低感受性がんにおける効果的な併用薬候補と考えられた。本研究成果は、International	
Journal	of	Molecular	Sciences 誌に報告した。	
	 CHK1 阻害剤低感受性細胞株において、MDM2 の結合分子 CEP131 が同定されたことから、中心
体制御因子が新規治療標的となる可能性が示唆された。本研究成果は、Journal	of	Oncology
誌に報告した。	
	 10 番染色体長腕の欠失に起因する FGFR2 遺伝子の機能喪失が CHK1 阻害剤に対する高感受性
をもたらしている可能性が強く示唆された。このことは、10 番染色体の欠失が CHK1 阻害剤の
完全奏功が期待しうるがんの遺伝子背景の一つである可能性を示唆している。本研究成果は、
Cancer	Science 誌に報告した。	
	 本研究では、CHK1 の機能阻害に対して ATM または DNA-PK の DNA 損傷修復機構及び FGFR2 の
細胞増殖効果が補完的に働くことが明らかとなった。この成果は、がん細胞における CHK1 の機
能的役割に新しい知見を与えるばかりでなく、がん細胞のこれら遺伝子背景を評価することに
よって CHK1 阻害剤の適切な臨床試験デザインにおける効果予測および適応決定の指標として
有用であり、また併用治療薬の選択に臨床的意義が高いと考えられた。これらの研究成果は総
論として Biomolecules 誌に報告した。	
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