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研究成果の概要（和文）：　CX-4945はCK2阻害剤として知られているが、近年、スプライシングが関与するCLK
の阻害効果が報告されている。今回、副腎皮質癌細胞株H295Rにおいて、副腎皮質のマスター・レギュレーター
であるNR5A1のmultiple exon skipping、さらにステロイド代謝酵素遺伝子の転写抑制による異常ステロイドホ
ルモン産生低下、さらに、オートファジー誘導による増殖抑制を発見した。
　そして、H295R細胞株の担癌ヌードマウスにおいて、CX-5945を腹腔内投与したところ、腫瘍重量、腫瘍体積の
減少という知見を得た。

研究成果の概要（英文）：　CX-4945 is a so-called casein-kinase 2 inhibitor but recent reports show 
that it works as a CLK2 inhibitor, a splicing inhibitor that is. We found that it induces multiple 
exon skipping of the master regulator of the adrenal cortex, NR5A1, resulting in lack of 
transactivation of steroidogenic enzymes and concomitant steroid production. It also induces 
autophagy in H295R cells to inhibit its growth.
 Most importantly, it reduces tumor weight and volume of H295R cells transplanted to nude-mice.

研究分野： 内分泌、腫瘍、RNAスプライシング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　副腎皮質癌は、現在の標準的治療であるミトタン-EDP療法では、全生存期間14.8か月で、最新のチエックポイ
ント阻害薬（ペムブロリズマブ）でも全生存期間は、24.9か月である。
　今回、発見したCX-4945の副腎皮質癌細胞株H295Rに対する、NR5A1のmultiple exon skippingによる発現抑
制、これによる異常ステロイドホルモン産生低下、CX-4945によるH295R細胞のオートファジー誘導による増殖抑
制、H295R担癌ヌードマウスにおける腫瘍重量、腫瘍体積の減少、という新知見を得た。
　本成果は、悪性度の高い進行副腎皮質癌の治療に役立つことを願っている。

※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 

 副腎皮質腫瘍には、副腎癌やステロイド産生副腎
腫瘍などが知られているが、薬物による治療は限定
的で摘出が原則である。申請者および分担者は 293

細胞において、ステロイド合成酵素遺伝子の発現解
析を進める過程で、casein-kinase 2(CK2)阻害剤であ
るCX-4945がステロイド産生を制御するマスター遺
伝子である NR5A1 遺伝子の発現抑制に寄与してい
ることを見つけた。 

（１）CX-4945 は、副腎癌のステロイド産生 H295R

細胞株において数μM のレベルで細胞死が認められ
た（既存薬のミトタンの 5 倍の活性）（図１(A））。 

（２）CX-4945 は、ステロイド合成に重要な転写因子である NR5A1（Ad4BP/SF-1）遺伝子の
mRNA 発現を抑制した（図１(B））。 

 

２．研究の目的 
 CX-4945 が、NR5A1 遺伝子をどのように発現抑制し、副腎皮質癌におけるステロイドホルモン
の異常産生および異常増殖にどのように影響を与えるか解明し、臨床応用の可能性を探りたい。 
 
３．研究の方法 
（１）H295R細胞に CX-4945 を添加し、オートファジーとアポトーシスの誘導を解析した。 
（２）H295R細胞に CX-4945 を添加し、マイクロアレイを行なった。 
（３）H295R細胞に CX-4945 を添加し、NR5A1の発現を RT-PCR, ウエスタン解析にて解析した。 
（４）ヒト NR5A1 プロモーター解析により CX-4945の NR5A1の転写レベルの影響を検討した。 
（５）H295R細胞に CX-4945 を添加し、ステロイドホルモンを測定し、影響を検討した。 
（６）H295R 細胞をヌードマウスに移植し、CX-4945 の経口投与による腫瘍増殖への影響を検討
した。 
 
４．研究成果 
（１）H295R細胞に CX-4945 を添加し、
オートファジーとアポトーシスの誘導
を解析したところ、lysotracker染色に
より、著明なオートファジー誘導が認め
られた（図 2a）。また、caspase 3 の切
断（図 2b）と TUNEL 陽性細胞の増加（図
2c）がみられ、CX-4945によりオートフ
ァジー関連アポトーシスが誘導される
ことが認められた。そこで、CX-4945を
添加したときの遺伝子発現を網羅的に
解析するためにマイクロアレイを行な
った。 
 
 
 
（２）H295R細胞に CX-4945
を添加し、マイクロアレイ
を行ったところ、CX-4945
は H295R 細胞において、ス
テロイド関連遺伝子（図
3a）や 選択的スプライシン
グに関与する遺伝子（図
3b）の発現を低下させるこ
とが示唆された。この二つ
の知見より NR5A1 の選択的
スプラシングが示唆された
ため、NR5A1 遺伝子の全長
に近い部分を RT-PCR によ
り解析することにした。 
 

 
図１ (A) 副腎癌 H295R 細胞に対する

CX-4945 の効果 (MTS assay)と(B) CX-

4945 の Ad4BP/SF-1 mRNA に対する効

果 (RT-PCR) 

 
図 2. CX-4945 による H295R 細胞のオートファジ
ー関連アポトーシス誘導 
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図 3. CX-4945 を添加した H295R細胞のマイクロアレイ解析 



（３）マイクロアレイの結果、たし
かに NR5A1 遺伝子の発現低下を認
めた（図 4a）。そこで、H295R 細胞
に CX-4945 を添加し、NR5A1 の発現
を RT-PCR を行なったところ、全長
（full length）がほぼすべて、
NR5A1 ex1,2,3,7（エキソン 4,5,6
の multiple exon skipping による
生じたアイソフォーム）と NR5A1 
ex1,2,7（エキソン 3．4,5,6 の
multiple exon skippingによる生
じたアイソフォーム）にほぼすべて
変化した（図 4b:lane 1 DMSO コン
トロール、lane 2 CX-4945 10 µM）。 
 
（４）ヒト NR5A1プロモーター解析
により CX-4945 の NR5A1 の転写レ
ベルの影響を検討したところ、CX-
4945 10 µMでは活性の低下を認め
たが、有意ではなく CX-4945 は、NR5A1 の転写活性へ影響しないと考えた（図 4c）。また、CX-
4945 添加した H295R 細胞の NR5A1 のウエスタン解析を行なったところ、発現低下がみられた。
図 4b lane 2の CX-4945により生じたアイソフォームの発現プラスミドを作製し、StAR プロモ
ーターの活性を検討したところ、
NR5A1 全長のようなステロイド関
連遺伝子の転写活性化能は認めら
れなかった。 
 
（５）CX-4945による H295R細胞の 
ステロイド関連遺伝子の mRNA 発
現への影響を調べたところ、NR5A1
の発現低下と同じ低下がみられた
（StAR(図 5a), CYP11A1(図 5b), 
HSD3B2(図 5c)）。また、H295R細胞
に CX-4945 を添加し、ステロイド
ホルモンを測定し、影響を検討し
たところ、アルドステロンの産生
低下（図 5d）とコルチゾール(図
5e)の産生低下を認めた。以上よ
り、CX-4945は、NR5A1 の異常スプ
ライシングにより NR5A1 発現低下
によるステロイドホルモンの産生
低下およびオートファジー関連ア
ポトーシスを誘導したことより、
つぎに担癌マウスにおいて CX-4945 の効果を試すことにした。 
 
 
（６）H295R細胞をヌードマウス
に移植し、CX-4945の経口投与に
よる腫瘍増殖への影響を検討し
たところ、腫瘍重量（図 6a）と
腫瘍体積（図 6b）の減少傾向が
みられ、マウスにおいて CX-4945
の H295R 副腎皮質癌に対し、抗
腫瘍効果を認めた。 
 このような化合物による組織
のマスター遺伝子の異常スプラ
イシングの誘導による発現抑制
は初めての知見（図 6c）である
とともに、予後が悪い副腎皮質
癌の治療に適応されることを願
っている。 
 

 
図 4. CX-4945 による H295R 細胞における NR5A1 遺伝
子の異常スプラシング 

 

図 5. CX-4945 による H295R 細胞のステロイドホルモ
ン産生能の低下 

 
図 6.  H295R 細胞移植ヌードマウスに CX-4945 を腹腔投
与したところ、（a）腫瘍重量と（b）腫瘍体積の現象が見ら
れた。（c）モデル図 
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