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研究成果の概要（和文）：本研究では、消化器癌なかでも胃癌を中心に、PARP阻害剤の有効性について検討を行った。
これまでに、胃癌におけるAtaxia telangiectasia mutated (ATM) 蛋白発現レベルとPARP阻害剤の有効性には有意な相
関を認めること、またPARP阻害剤の効果は、ATM阻害剤により増強することを見出した。PARP阻害剤とATM阻害剤の併用
効果は、特にp53変異を有する胃癌細胞株で顕著に認めた。
本研究により、胃癌患者においてPARP阻害剤のバイオマーカーとしてATMが有用である可能性、PARP阻害剤とATM阻害剤
の併用がp53変異を有する胃癌に対し有効である可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we revealed the efficacy of PARP inhibitor is significantly 
associated with the expression level of Ataxia telangiectasia mutated (ATM) protein. Additionally, we 
showed that ATM inhibitor sensitized the effect of PARP inhibitor in gastric cancer cell lines with p53 
disruption. Our study demonstrated the utility of ATM as a biomarker of PARP inhibitor for gastric cancer 
patients. Moreover, our date revealed the possibility that PARP inhibitor in combination with ATM 
inhibitor is effective for p53-mutant gastric cancer.

研究分野：消化器腫瘍

キーワード： 消化器癌　ATM　PARP阻害剤
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１．研究開始当初の背景 
ATM は毛細血管拡張性失調症の原因遺伝子産
物として同定された因子で，DNA 修復応答に
おけるマスター制御タンパク質として広く
知られている．ATMはDNA損傷に応答し，Chk2，
p53 などのリン酸化を介し，DNA 修復，細胞
周期停止，アポトーシスなどを誘導し，発が
んに対し抑制的に作用している. 最近では，
ATM は活性酸素種による酸化ストレスに応答
し，細胞増殖の抑制やオートファジーを誘導
すること，また腫瘍の浸潤・転移能の増強，
病的血管新生促進などの機能があることも
報告されている．発がんリスクのバイオマー
カーとしてのATMの有用性を示す報告も散見
され，特定の一塩基多型は，乳癌，肺癌，白
血病，リンパ腫などで，その発症と関連があ
ることが報告されている．我々は，Calgary
大学との共同研究により，ATM 発現と PARP 阻
害剤感受性の関連について検討を行ってき
た．PARP 阻害剤は BRCA1/2 変異のある乳癌に
特異的に細胞死を誘導することが報告され
ており，その作用機序として DNA 修復機能に
異常を有する癌との合成致死性が知られて
いる．DNA 二重鎖切断の修復機構には，相同
組み換え（homologous recombination, HR） 
と非相同末端組み換え (non homologous end 
joining, NHEJ) の２種類の経路が存在する
が，PARP 阻害剤は HR が欠損した癌に選択的
に細胞死を誘導する．ATM は HR の重要な因子
の一つで，その機能失活型の変異は PARP 阻
害剤と合成致死の関係にあると考えられる
（Turner N, et al. EMBO, 2008 参照）．我々
は PARP 阻害剤とマントル細胞リンパ腫
（mantle cell lymphoma, MCL）の検討から，
PARP阻害剤はATM低発現MCLに合成致死を誘
導すること，癌抑制遺伝子 p53 の変異が，ATM
低発現 MCL の PARP 阻害剤に対する感受性を
増強することを明らかにした．また PARP 阻
害剤・ATM 阻害剤の併用投与は p53 変異を有
する腫瘍に有効である可能性を見出した
（Williamson C, Kubota E, et al. EMBO Mol 
Med, 2012）．消化器癌における ATM 発現に関
しては，胃癌の約 60％，大腸癌の約 20％で
発現低下を認め，ATM 低発現は予後不良の指
標となることが報告されている (Kang B, et 
al. Mut res, 2008; Grabsch H, et al. Clin 
Cancer Res, 2006 参照).  
 
２．研究の目的 
本研究においては，現在までに得られた知見
をもとに，ATM 発現と PARP 阻害剤の感受性に
関する研究対象を MCL のみではなく，胃癌な
どの消化器癌に拡大，発展させ，PARP 阻害剤
の消化器癌への臨床応用を目指す. 
 
３．研究の方法 
 (1）胃癌における PARP 阻害剤の感受性にお
ける ATM の役割 
胃癌細胞を用い,ATM の発現ついてウエスタ
ンブロット法により確認する．ATM の機能は，

doxorubicin により DNA 損傷を誘導した後，
細 胞 か ら タ ン パ ク 質 を 抽 出 し ，
p53,Chk2,Kap1 などの ATM 下流エフェクター
の活性化をウエスタンブロット法で確認す
ることにより評価する．各細胞株のATM発現，
機能を確認した後，PARP 阻害剤の効果を，WST
−1 assay, clonogenic survival assay によ
り評価し，ATM 発現と PARP 阻害剤の感受性の
相関を解析する．ATM 高発現胃癌細胞株を選
択し，ATM 阻害剤,PARP 阻害剤併用投与の効
果を検討する．shRNA vector を用い ATM 
knockdown 胃癌癌細胞株を樹立し，ATM 
knockdownのPARP剤の感受性に与える影響に
ついて評価する．  
(2） ATM 阻害剤による PARP 阻害剤の感受性
増強のメカニズム解析 
ATM 阻害剤は，HR による DNA ダメージの修復
を阻害することにより，PARP 阻害剤の効果を
増強していると考えられる．そこで ATM 阻害
剤による PARP 阻害剤の効果増強を DNA 二重
鎖切断の指標であるリン酸化H2AX foci およ
びHRによるDNA修復の指標であるRad51 foci
の評価により確認する．ATM 発現胃癌細胞に，
PARP 阻害剤単独，もしくは PARP 阻害剤，ATM
阻害剤を併用投与する．薬剤の投与 24 時間
後に細胞を固定し，リン酸化 H2AX，Rad51 抗
体を用いた蛍光抗体法で各々の発現を解析,
定量化し, ATM 阻害剤投与による影響を比較
検討する. 
(3) p53 変異と PARP 阻害剤，ATM 阻害剤併用
投与の効果についての検討 
PARP 阻害剤の細胞増殖抑制効果に加えて，細
胞周期の制御，アポトーシスの誘導，また遺
伝子の発現制御などについて，p53 の機能と
の関連から詳細に検討する．まず shRNA 発現
vector を用い p53 knockdown 胃癌細胞を樹
立し，PARP 阻害剤単独で，もしくは PARP 阻
害剤，ATM 阻害剤を併用で投与する．その後，
フローサイトメトリーを用い，Propidium 
Iodide（PI）染色，BrdU の取り込み率により
細胞周期を解析する．アポトーシスの解析は，
Annexin V，PI 染色を用いたフローサイトメ
トリーによる解析，ウエスタンブロット法に
よる cleaved Caspase-3,cleaved-PARP の検
出，TUNEL 染色により行う．同時に p53 の標
的遺伝子であり，アポトーシス誘導因子であ
る，PUMA, Noxa, Bax などの発現について定
量的 RT-PCR を用い確認する. 
(4）マウスモデルを用いた ATM 発現と PARP
阻害剤の効果に関する検討 
In vitro の実験で得られた結果から，ATM 高
発現胃癌細胞，ATM 低発現胃癌細胞を選択す
る．これらの腫瘍細胞を免疫不全マウスの皮
下に移植し，皮下腫瘍マウスモデルを作成す
る．経皮的にPARP阻害剤をマウスに投与し，
腫瘍体積を経時的に測定し，PARP 阻害剤によ
る腫瘍縮小効果をATM蛋白発現レベルの点か
ら比較検討する．  
(5) PARP阻害剤による抗癌剤増感作用につい
ての検討 



胃癌細胞株にPARP阻害剤と抗腫瘍薬，CPT-11
または CDDP を併用投与し，PARP 阻害剤の増
感作用について，細胞増殖アッセイを用い検
討する．また ATM 発現レベルからみた増感作
用について検討する． 
 
４．研究成果 
胃癌細胞株における Ataxia telangiectasia 
mutated (ATM)発現レベルおよび，その機能
をウエスタンブロット法により確認した．同
時に各々の胃癌細胞株の PARP 阻害剤に対す
る感受性を clonogenic survival assay を用
いて評価した．ATM 低発現胃癌細胞株は PARP
阻害剤に対する感受性が強く，ATM 蛋白発現
レベルと PARP 阻害剤の効果は有意な相関を
示した（相関係数=0.814）．Rad51，BP53，XRCC1
などの DNA 修復蛋白発現と PARP 阻害剤の感
受性との相関についても検討したが，統計学
的に有意な相関は認めなかった． 
次に，ATM knockdown の PARP 阻害剤感受性に
及ぼす影響を検討した．ATM knockdown によ
り ATM 高発現胃癌細胞株，KATOⅢの PARP 阻
害剤に対する感受性が増強された．同様に，
ATM 阻害剤と PARP 阻害剤との併用により，
KATOⅢの PARP 阻害剤に対する感受性が増強
された．一方，KATOⅢと同じく ATM 高発現胃
癌細胞株である STKM-2 については，ATM 
knockdown，ATM 阻害剤はともに PARP 阻害剤
に対する増感作用を示さなかった．STKM-2 は
野生型 p53，KATOⅢは機能失活型の p53 変異
を有する．そこで STKM-2 にレンチウイルス
システムを用い，shp53 を導入し，p53 
knockdown STKM-2 細胞を作製した．p53 
knockdown STKM-2細胞を用いて検討したとこ
ろ，ATM 阻害剤，ATM knockdown はともに PARP
阻害剤の作用を増強させた． 
以上の結果から，PAPR 阻害剤，ATM 阻害剤の
併用はp53変異を有する胃癌に対して有効で
あ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は，
ATM高発現胃癌細胞株STKM-2およびATM低発
現細胞株 NUGC4 を使用した．PARP 阻害剤はマ
ウスに移植したATM高発現胃癌細胞株STKM-2
に対しては有効性を示さなかったが，ATM 低
発現細胞株NUGC4に対しては腫瘍増殖の抑制
効果を示した．この結果は，ATM 蛋白発現レ
ベルと PARP 阻害剤の感受性に有意な相関を
認めた in vitro の実験データに矛盾しない
結果であった． 
PARP 阻害剤の抗癌剤増感作用については，胃
癌の治療で広く用いられている CPT-11 を用
いて検討した．胃癌細胞株に対する PARP 阻
害剤単独での効果，PARP 阻害剤，CPT-11 の
併用効果について比較検討したところ，PARP
阻害剤は濃度依存的に CPT-11 の増感作用を
示し，特に ATM 蛋白発現レベルの低い細胞に
おいて強い増感作用を認めた．さらに ATM 
knockdown，もしくは ATM 阻害剤の併用によ
り，PARP 阻害剤の増感剤としての効果は増強
された． 

以上の結果から，PARP 阻害剤と CPT-11 の併
用は相乗的な抗腫瘍効果をもたらし，特に
ATM 蛋白低発現胃癌に対して有効である可能
性が示された．  
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