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研究成果の概要（和文）：卵巣明細胞癌に特異的に過剰発現しているHepatocyte Nuclear Factor-1β (HNF-1
β)はUSP28を介して、Claspinのユビキチン化を抑制することでCheckpoint kinase1 (Chk1)を活性化させ細胞周
期の停止を誘導する。HNF-1β-USP28-Claspin-Chk1経路を阻害することで細胞周期を回復させると、卵巣明細胞
癌のブレオマイシンに対する薬剤感受性が増幅することを示した。これによりHNF-1β-USP28-Claspin-Chk1経路
の阻害は卵巣明細胞癌における新たな治療戦略となりうる。

研究成果の概要（英文）：Transcription factor hepatocyte nuclear factor 1-beta (HNF-1β) enhances 
checkpoint kinase 1 (Chk1) activation and promotes G2/M cell cycle progression in ovarian clear cell
 carcinoma (CCC) following exposure to diverse genotoxic agents including bleomycin. 
Loss-of-function studies using RNAi-mediated gene silencing indicated that HNF-1β facilitated the 
Claspin expression after treatment with a genotoxic agent bleomycin, resulting in accumulation of 
phosphorylated Chk1 (p-Chk1) and promotion of survival in CCC cell lines. This study showed for the 
first time that USP28, a de-ubiquitinase crucial for Claspin expression, is one target gene of HNF-1
β. Knockdown of endogenous USP28 suppressed the Claspin expression and p-Chk1 activation and cell 
viability.
Our findings identify a novel pathway of the HNF-1β―USP28―Claspin―Chk1 axis in checkpoint signal
 amplification in response to DNA damage. Targeting this pathway may represent a putative, novel, 
anticancer strategy in ovarian CCC.

研究分野：腹腔鏡下手術
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研究成果の学術的意義や社会的意義
卵巣明細胞癌は細胞周期監視機構の異常によって抗癌剤に対する治療抵抗性を獲得していることが示唆されてい
る。本研究により、細胞周期監視機構に異常を誘発する原因の1つとされるHNF-1β-USP28-Claspin-Chk1経路を
阻害することで、卵巣明細胞癌の抗癌剤への感受性が増幅することが示された。
細胞周期監視機構を標的とした治療法が確立されることにより、従来、予後不良とされていた卵巣明細胞癌に対
する化学療法の治療成績の向上が見込まれる。

※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 
 卵巣明細胞癌は、本邦の上皮性卵巣癌の内 25％以上を占め早期癌でも化学療法に抵抗性
で、残存・再発病変のコントロールは難しく予後不良である。このため、本邦において卵巣
明細胞癌の薬剤耐性機構を解明して新たな治療戦略を構築することは、今後の治療成績を
向上させるために喫緊の課題である。正常細胞には、生じた DNA 損傷を感知し、細胞周期
を一旦停止させる細胞周期チェックポイント機構が存在する。細胞周期が停止している間
に損傷が修復・除去されると、チェックポイントの働きが解除され、再開される。一方、修
復不能であった細胞は細胞死に誘導される。卵巣明細胞癌に特異的に発現する転写因子で
ある HNF-1β は細胞周期チェックポイント機構を破綻させる。つまり、細胞周期が停止し
た状態であるために DNA 損傷が修復されない細胞が増殖し、結果的に悪性度が高まり、抗
癌剤抵抗性を獲得すると考えられている。 

HNF-1β は臨床応用する上で有望な標的遺伝子産物であるが、転写因子である HNF-1β 
の発現自体を操作する遺伝子治療の開発は困難を伴う。そこで、HNF-1βの下流遺伝子を探
索した結果、Claspin-Chk1 複合体が DNA 修復遺伝子の制御ならびに細胞周期調節に関与
することが判明した。Claspin は複合体形成後、Chk1 の活性化を増強・安定化し細胞周期
を停止させる蛋白として近年同定された。生体内に存在する蛋白分解機構(ユビキチン-プロ
テアソームシステム)によって分解され Chk1 が減弱し、チェックポイントが解除され細胞
周期は正常に復する。卵巣明細胞癌では HNF-1βが Claspin の発現を介して Chk1 の持続
的リン酸化をもたらし、チェックポイント解除を抑制することで抗癌剤耐性・発癌に関与し
ている可能性が明らかにされてきた。また、クラスピンの発現は、USP28 の過剰発現によ
りユビキチンが分解されることで維持されることも明らかになった。しかし、どの因子を抑
制すれば最も効果的なのかは定かでない。 
 
２．研究の目的 
 HNF-1β―USP28―Claspin―Chk1経路により細胞周期チェックポイント機構が障害され
るが、これらの蛋白をノックダウンし働きを阻害することで、抗癌剤抵抗性を改善できるか
を検証する。 
 
３．研究の方法 
 HNF-1β が発現している卵巣明細胞癌の細胞株（TOV21G、RMG-1、RMG-2、TU-OC-
1、KOC-7c）と HNF-1βが発現していない卵巣明細胞癌の細胞株（ES2、MCAS、RMUG-
L、RMUG-S、SKOV3）をウェスタンブロットで同定し、TOV21G, KOC-7c を HNF-1β陽
性細胞として使用した。 
 HNF-1β, USP28, Claspin をターゲットとした si-RNA を用いてそれぞれの遺伝子をノッ
クダウンした細胞株を作成し、それらのブレオマイシンへの感受性をユビキチン化分析、細
胞生存率分析などを用いて測定した。 
 
４．研究成果 
①HNF-1βをノックダウンした TOV-21G はコントロール群と比較して p-Chk1、Claspin

の発現が低く、HNF-1βによって p-Chk1、Claspin が過剰発現していることが示唆された。
(図 1)これらの過剰発現により、卵巣明細胞癌細胞の細胞周期チェックポイント機構が破綻
されると考えられた。 
②Polo-Like-Kinase1(PLK1)は USPファミリー以外の経路によって Claspin の発現を制

御していると考えられているが、TOV21G の HNF-1βをノックダウンしても、PLK1 のリ
ン酸化には変化が見られなかった(図 2）。また、TOV21G に対して HNF-1β をノックダウ
ンすると、USP28 は発現を抑制されるが、USP29 の発現は影響を受けなかった(図 3）。以
上から、HNF-1βは USP28 を特異的に発現させることが判明した。 
③TOV-21G の USP28 をノックダウンすることで Claspin、p-Chk1 の発現が抑制された

(図 4）。以上から、USP28 は HNF-1β 陽性細胞において Claspin、p-Chk1 を発現する際
に、主たる働きをすることが分かった。 
④si-HNF-1β を導入することで細胞内の Claspin がポリユビキチン化することから、

HNF-1β は Claspin のポリユビキチンを阻害することで Claspin の安定化させる作用があ
ることが示唆された(図 5）。 
⑤HNF-1β、Claspin、USP28 をそれぞれノックダウンした TOV-21G はいずれもブレオ
マイシンの感受性が増し、細胞生存割合が低下した(図 6）。 

 
結論： 
以前より卵巣明細胞癌は HNF-1β を特異的に発現させていることは知られていたが、



 

 

HNF-1β阻害剤は腎臓、肝臓、膵臓、消化管など多臓器に臓器障害が出現するため、実用性
は低いとされてきた。本研究により、HNF-1β は USP28 を特異的に発現させ、USP28 が
主として Claspin、p-Chk1 を過剰発現させることで、細胞周期チェックポイント機構が破
綻し、卵巣明細胞癌は治療抵抗性を得ていることが判明した。細胞周期は正常細胞において
は複数の経路で制御されているが、HNF-1β 陽性細胞においては、Claspin、p-Chk1 の発
現は USP28 に依存しているため、USP28 を阻害することで正常細胞に影響が少なく HNF-
1β―USP28―Claspin―Chk1経路を阻害できる可能性が示唆された。 

 
＜ 引 用 文 献 ＞ Oncotarget. 2018 Apr 3;9(25):17512-17522. doi: 
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(図 1) HNF-1β、Claspin 遺伝子を阻害することによる Claspin、p-Chk1 蛋白発現への影響 
HNF-1β をノックダウンした細胞をブレオマイシンで 24 時間処理した後、p-Chk1 と

Claspin を定量した。データには示していないが、ブレオマイシン処理の 24 時間後に si-
HNF1βによるノックダウン効率は 85％になり、最も高かった。HNF-1βの干渉の有無が p-
Chk1 と Claspin の発現へどう影響するかを検討した。 HNF-1β の干渉は Chk1 の発現総

量には影響しない。HNF-1βの干渉によりp-Chk1およびClaspinの発現が減少した(A, B)。 
ブレオマイシン処理後の p-Chk1 タンパク質の発現に対する Claspin 干渉の効果。この図

は、si-Claspin を導入した TOV-21G 細胞と si-ctl を導入した TOV-21G 細胞をブレオマイ

シン処理した際に、時間経過によって p-Chk1 蛋白質がどう発現するかを示す(C)。 
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(図 2）HNF1-βの PLK1 発現に対する影響  
si-HNF-1βを導入した TOV21G 細胞において PLK1 のリン酸化に変化はなかった。 
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(図 3）ブレオマイシン投与後の HNF-1βによる USP28，USP29 の蛋白発現 
si-HNF-1β または si-ctl を導入した TOV-21G 細胞における USP28 および USP29 のタン

パク質発現量を示す。内在性の HNF-1βをノックダウンすると、USP28 の蛋白発現は減少

したが USP29 の蛋白発現は減少しなかった。 
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(図 4) ブレオマイシン処理後の USP28 が Claspin、p-Chk1 蛋白発現に与える影響 
ウェスタンブロットによる si-USP28 または si-ctl を導入した TOV-21G 細胞における

Claspin と p-Chk1 の蛋白質発現レベルを示す。ブレオマイシン処置後に内在性 USP28 を

ノックダウンすることで Claspin と p-Chk1 の発現は減少した(A)。Claspin に対する免疫

ブロットの濃度比較の結果である(B)。p-Chk1 に対する免疫ブロットの濃度比較の結果で

ある(C)。 
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(図 5) HNF1-βによる Claspin 蛋白の安定化 
TOV-21G si-ctl 細胞 (レーン 1 およびレーン 3) および TOV-21G si-HNF-1β細胞 (レーン

2 およびレーン 4) に Flag-Claspin と HA-Ubiquitin を 48時間導入し、ブレオマイシンで

24時間処理した。細胞回収の 2時間前にプロテアソーム阻害剤である M132 を添加し、ユ

ビキチン化した Claspin を抗 Flag 抗体 (レーン 1 およびレーン 2)もしくはコントロール

IgG (レーン 3 およびレーン 4) で免疫沈降させ、抗 HA で免疫ブロッティングを行った。

免疫沈降分析にて、si-HNF-1βを導入した群では、コントロールと比較して、Claspin がポ

リユビキチン化し、高分子量 (>250ｋDa) となることが明らかになった(A)。HNF-1ß が効

率よく抑制されていることを確認した(B)。 
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(図 6）HNF-1β、Claspin、USP28 の各 si-RNA を導入することによる TOV-21G の生存率

への影響 
Claspin、HNF-1β、コントロールの siRNA を 2 回(1 日目と 3日目)導入した後、4 日目に

TOV21G 細胞にブレオマイシン(42μM)を加えてさらに 48時間培養した(A)。 
別の実験において、USP28、HNF1-β、コントロールの siRNA を 1日目に導入し、3日目
にブレオマイシンで処理した。48 時間培養し、細胞生存率をトリパンブルー添加試験で行

っ た (B) 。 細 胞 生 存 率 ( ％ ) ＝ 生 存 細 胞 数 / 総 細 胞 数 × 100
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