
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年 ３月３１日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：癌抑制遺伝子 CHFR は細胞周期 M 期チェックポイント機能を有し、

E3 ユビキチンリガーゼをコードするが、その標的基質分子および制御機構は不明な点が多い。

本研究では、CHFR 結合分子として PARP-1 を同定し、CHFR がこの標的分子である 1 本鎖切断

DNA 結合性の DNA 修復関連タンパク PARP-1 のポリユビキチン化およびタンパク分解を介し

て M 期チェックポイントを制御していることを突き止めた。また Chfr 欠損マウスおよびヒト

口腔癌由来の細胞において PARP-1 タンパクレベルが有意に上昇していることを確認した。本

研究はタキサン系抗癌剤抵抗性メカニズムの解明に貢献し、この抵抗性を示す口腔癌細胞にお

いて微小管阻害剤と PARP 阻害剤とが有効な併用効果をもたらす分子機序を提唱する。 
 
研究成果の概要（英文）：The mitotic checkpoint gene CHFR is silenced by promoter hypermethylation 
or mutated in various human cancers, suggesting that CHFR is an important tumor suppressor. Recent 
studies have reported that CHFR functions as an E3 ubiquitin ligase, resulting in the degradation of 
these proteins. To better understand how CHFR suppresses cell cycle progression and tumorigenesis, we 
sought to identify CHFR-interacting proteins using affinity purification combined with mass 
spectrometry. Herein, we showed poly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1), which catalyzes 
polyADP-ribosylation, to be a novel CHFR interacting protein. In CHFR expressing cells, mitotic stress 
induced the autoPARylation of PARP-1, resulting in an enhanced interaction between CHFR and 
PARP-1 and an increase in the polyubiquitination/degradation of PARP-1. The decrease in PARP-1 
protein levels promoted cell cycle arrest at antephase, suggesting that the cells expressing CHFR were 
resistant to microtubule inhibitors. By contrast, in CHFR-silenced cells, polyubiquitination following 
autoPARylation of PARP-1 was not induced in response to mitotic stress. Thus, PARP-1 protein levels 
did not decrease, and cells progressed into mitosis under mitotic stress. Furthermore, we found that cells 
from Chfr knockout mice and CHFR-silenced primary gastric cancer tissues expressed higher levels of 
PARP-1 protein, strongly supporting our data that the interaction between CHFR and PARP-1 plays an 
important role in cell cycle regulation and cancer therapeutic strategies. Based on our studies, we 
demonstrate a significant advantage for use of combinational chemotherapy with PARP inhibitors for 
cancer cells resistant to microtubule inhibitors. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 口腔癌においては根治性の向上のみ
ならず、咀嚼、嚥下、言語および呼吸道
としての口腔機能を温存することが重
要である。現在の課題は、術前化学療法
の術前予測と効果不良の難治性癌の治
療法の開発である。 
 
(2) 口腔癌において細胞分裂期(M 期)チ
ェックポイント制御に関与する CHFR
遺伝子の発現消失が高頻度に検出され
ることを我々は見出した。さらに、CHFR
発現消失した口腔癌細胞株ではタキサ
ン系微小管阻害剤に対する感受性が高
いことを報告した。しかしながら、CHFR
は E3 ユビキチンリガーゼ活性を持つこ
とがわかっているが、その機能の詳細に
ついては不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、この新規癌抑制遺伝子
CHFR の機能と制御を解明し、新たな診
断法の確立および分子標的治療の開発
の研究基盤を築き、臨床研究への橋渡し
をすることを目的とする。 
(2) CHFR は口腔癌の新しい診断・治療法
開発の有力な分子標的と考えられるが、
その機能、制御機構は未知な点が多い。
このため、相互作用分子を手がかりに
CHFR の機能とその制御メカニズムを解
明し、臨床への応用を目的として結合分
子を探索する。 
 
３．研究の方法 
(1) CHFR 結合分子の同定 
 CHFR は E3 ユビキチンリガーゼに属
し、複数の基質となるタンパク質の分解
を制御していると考えられるが、現在基
質としては polo-like kinase 1(Plk1)および
aurora A kinase が報告されているのみで
ある。本研究では、Flag-CHFR および
HA-ubiquitin を 293T 細胞で共発現させ、
免疫沈降後に共沈殿された分子群を
LC-MS/MS および MASCOT を利用した
質量分析によるプロテオミクス解析を
試行し、CHFR E3 ユビキチンリガーゼ基
質タンパクの同定を行った。さらに分子
生物学的手法を用いて、そのタンパク分
解制御を解析した。 
 
 

(2) CHFR によるタキサン系抗癌剤抵抗性メ
カニズムの解明 
 我々は既にCHFR遺伝子の活性化がタキサ
ン系抗癌剤抵抗性に関与していること、さら
にCHFR発現消失させることでこれら抗癌剤
への感受性を改善できることを報告してい
る。本研究で同定した新規 CHFR 基質 PARP-1
のタンパク分解制御を介した細胞周期 M 期
の調節機構の解析を行った。 
 
(3) Chfr ノックアウトマウスおよび臨床検体
における CHFR とその基質タンパク PARP-1
の発現解析 
 口腔癌をはじめ乳がん、胃癌、大腸癌や白
血病において、プロモーター領域の DNA メ
チル化により CHFR 遺伝子は発現消失し、不
活性化していることが多い。本研究では、こ
の DNA メチル化を PCR により高感度に検出
する系を確立する。次に、Chfr 遺伝子欠損マ
ウスを作成し、そのマウスおよび正常マウス
由来の線維芽細胞(MEF)における PARP-1 タ
ンパクの発現解析を行った。また、免疫組織
化学的解析により、口腔癌や胃癌の臨床検体
における PARP-1 タンパク発現量を検討し、
CHFR のメチル化との相関関係を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) CHFR 結合分子としての PARP-1 タンパク
の同定 
 タンパク免疫沈降法および質量分析を利
用したプロテオミクス解析によってCHFR結
合分子を探索し、ポリ (ADP-リボシル )化 
(PAR 化)酵素 PARP-1 タンパクを新規に同定
した。次に、CHFR と PARP-1 が結合するこ
とを in vitro および in vivo で確認した。CHFR
は PARP-1 をポリユビキチン化し、一方、
PARP-1 は CHFR を PAR 化することを見出し
た。次に、CHFR/PARP-1 の相互作用は PARP-1
の PAR 化活性により制御されていることを
明らかにした。 
 
(2) CHFR と PARP-1 の相互作用による細胞周
期 M 期制御機構の解明 
 CHFR は微小管阻害剤に応答して活性化さ
れるチェックポイント遺伝子であることか
ら、細胞周期 M 期に焦点を絞り、さらに分子
生物学的な解析を行った。微小管阻害剤に応
答して、PARP-1 は自己 PAR 化され、PAR 化
された PARP-1 は CHFR 依存的にポリユビキ
チン化され、その結果タンパク分解が促進さ
れることを明らかにした。したがって、微小



管ストレスに応答して、CHFR は自己
PAR化されたPARP-1と結合してPARP-1
をポリユビキチン化する。その結果、
PARP-1 がプロテアソーム経路でタンパ
ク分解されることにより、細胞周期を M
期で停止させるチェックポイントとし
て機能するという新しい分子メカニズ
ムを提唱することができた。 
 
(3) Chfr ノックアウトマウスおよび臨床
検体における CHFR とその基質タンパ
ク PARP-1 の発現解析 
 口腔癌細胞において CHFR 遺伝子を
siRNA によりノックダウンすると、微小
管阻害剤依存的な PARP-1 の分解が抑制
された。この結果は、CHFR の発現消失
が PARP-1 の過剰発現の原因の１つであ
ることを強く示唆している。本研究で作
成した Chfr ノックアウトマウス由来の
線維芽細胞(MEF)における PARP-1 タン
パクの発現解析を行い、正常型 Chfr マウ
ス由来 MEF と比較してノックアウト
MEFにおいて PARP-1が過剰に発現して
いることを確認した。この結果は、
PARP-1 が E3 ユビキチンリガーゼ CHFR
によってポリユビキチン化される標的
タンパクであることを強く示唆してい
る。 
 さらに、口腔癌および胃癌臨床検体に
おける CHFR のメチル化状況と PARP-1
タンパク発現を解析したところ有意に
相関関係がある知見を得た。今後は予後、
ステージ分類、治療感受性、再発率等の
臨床病理学的因子との相関関係につい
て明らかにし、予後診断への臨床応用を
目指す予定である。 
 
(4) PARP阻害剤併用によるCHFR依存的
タキサン系抗癌剤抵抗性の改善 
 本研究の CHFR 機能解析から、細胞周
期M期チェックポイントがPARP阻害剤
によって抑制されることが予測できる。
この仮説を実証するために、タキサン系
抗癌剤に抵抗性を示す口腔癌細胞にお
いて、PARP阻害剤との併用によりCHFR
依存的な抗癌剤抵抗性を改善できうる
かどうかの可能性の検討を行った。その
結果、複数の口腔癌細胞株においてタキ
サン系抗癌剤/PARP阻害剤の相乗効果に
よる抗癌剤抵抗性の減少がみられ、エビ
デンスに基づく新しい治療法の可能性
が示唆された。 
 
(5) 本研究成果の国内外における位置づ
けとインパクト 
 現在の課題は、術前化学療法の術前予
測と効果不良の難治性口腔癌の治療法

の開発である。本研究は、細胞周期 M 期チェ
ックポイント CHFR と 1 本鎖切断 DNA 結合
タンパク PARP-1 の相互作用を明らかにし、
CHFR/PARP-1 がタキサン系抗癌剤効果予測
分子となりうるだけでなく、治療標的分子に
しても重要であることが明らかになった。本
研究で E3 ユビキチンリガーゼ CHFR の新た
な基質分子として同定された PARP-1 は発癌
への関与が強く示唆されており、近年、PARP
阻害剤は最も有力な抗癌剤候補として注目
され、現在 9 種類の PARP 阻害剤の臨床治験
が 行 わ れ て い る 。 特 に 、 BSI-201 
(Sanofi-Aventis)は Phase III での有効性が報告
されており、その作用機序の解明、効果予測、
効果的な治療法の確立は世界が関心を寄せ
ている。 
 
(6)今後の展望 
 本研究により、CHFR と PARP-1 の分子相
互作用に着目し解析することによって、これ
まで未知であったCHFRの機能と制御の分子
機構や、タキサン系抗癌剤および PARP 阻害
剤に対する応答機構の解明の突破口を開く
可能性がある。タキサン系抗癌剤が臨床医療
において広く使用されているにもかかわら
ず、その細胞死誘導メカニズムは未知の点が
多い。本研究結果は、新規分子標的治療法や
予後予測診断法の確立のみならず、より有効
な抗癌剤効果予測や治療抵抗性改善薬の開
発という大きな貢献につながる有意義な研
究であると確信できる。 
 我々はこれまでCHFRを分子標的としたト
ランスレーショナルリサーチを目指した研
究を行ってきた実績がある。本研究も基礎的
研究にとどまらず、臨床応用への橋渡し的研
究であるという点で社会への高い波及効果
が期待できる展望が開けることが大いに期
待できる。 
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