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研究成果の概要（和文）：明細胞腺癌に発現する転写因子HNF-1βは、DNA損傷チェックポイントで働くChk1の過剰なリ
ン酸化を誘発し抗癌剤耐性を獲得することを発見した。Chk1はDNA損傷部位を認識するATM/ATRからのシグナルで活性化
するため、これらをノックダウンしたがChk1の過剰なリン酸化は維持された。Chk1と複合体を形成してその活性化を促
進させるClaspinに着目した結果、HNF-1βはClaspinの発現を介してChk1の自己リン酸化を活性化させ、Clapsinをノッ
クダウンすると抗癌剤感受性を改善させた。Clapsin-Chk1複合体は明細胞腺癌において新たな治療標的になることが示
された。

研究成果の概要（英文）：We have found that transcription factor HNF-1β expressed in clear cell 
adenocarcinoma induced hyperphosphorylation of Chk1 acting on DNA damage checkpoint, leading to 
acquisition of anticancer drug resistance. Chk1 is activated through the signals from ATM/ATR which 
recognize damaged DNA sites. Despite knockdown of these proteins, hyperphosphorylation of Chk1 was 
maintained. With focusing on Claspin, which can form a complex with Chk1 and facilitate its activation, 
it was found that HNF-1β activated autophosphorylation of Chk1 through the induction of Claspin 
expression. Accordingly, knockdown of Claspin led to improvement in sensitivity to anticancer drugs. The 
Clapsin-Chk1 complex was shown to be a novel therapeutic target in the clear cell adenocarcinoma.

研究分野：産婦人科
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１．研究開始当初の背景 
上皮性卵巣癌のうち明細胞腺癌は、早期癌
であってもシスプラチンなどの白金製剤を
中心とした化学療法に低感受性で、残存・再
発病変のコントロールは極めて難しく、予後
が不良である。このため明細胞腺癌の薬剤耐
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。 
我々は DNA マイクロアレイによる網羅的
解析と免疫染色による予備実験より、卵巣明
細胞腺癌において核内に発現する転写因子
の一つである HNF-1β が他の組織型には発
現せず、卵巣明細胞腺癌に特異的であること
を発見した（下図、Kajihara H, Kobayashi H. 
Int J Gynecol Pathol. 2012.）。またノックイ
ン・ノックダウン実験の結果、HNF-1β遺伝
子は DNA 損傷に対し、センサー・エフェク
ターとして作用するタンパクのリン酸化・活
性化を誘発し、細胞周期停止を持続させ、抗
がん剤耐性を獲得することを発見した。 

 
すなわち、DNA損傷を修復するためには、
修 復 部 位 を 認 識 す る た め 、
ATR-ATRIP-Claspin-Chk1 複合体が形成さ
れセンサーとして作用し、最終的に Chk1の
リン酸化を起こすことにより細胞周期を停
止させ、その間に DNA 修復を行う。その後
Chk1のリン酸化が解除さ 
れるため、修復困難と判断され細胞死に至
る。しかし、明細胞腺癌ではHNF-1βの過剰
発現のため、Chk1 タンパクのリン酸化が起
こったままとなり、細胞周期停止が持続する
ため、抗がん剤に耐性を示すことを確認した。
しかしその実行タンパクはまだ同定できて
いない。 
 
２．研究の目的 
卵巣明細胞腺癌において Chk1の過剰なリ
ン酸化が抗がん剤抵抗性を示す要因である
ため、Chk1 の過剰なリン酸化を制御する機
序の解明と、これらの機能を修飾することに
より細胞周期制御や薬剤耐性克服を引き起
こせるかどうかを明確にすることを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
(1)卵巣明細胞腺癌（初発・再発）の臨床検

体を用いたチェックポイント関与因子の検
討 
 集積された卵巣明細胞癌症例の組織検体
（初発例および転移再発例、また化学療法に
感受性を示した症例と抵抗性を示した症例）
を対象に、細胞周期とチェックポイントに関
与する遺伝子および遺伝子産物を調べる。ホ
ルマリン包埋切片組織標本の HNF-1β と関
連因子の多重免疫組織染色を行う。ターゲッ
トはチェックポイントシグナルセンサー
ATR-ATRIP キナーゼ、トランスデューサー
Chk1・Chk2、エフェクターCdc25A、そし
てメディエーターClaspinなどを予定した。 
 
(2)明細胞腺癌培養細胞を用いた研究 
  HNF-1βが DNA損傷に対する Chk1の過
剰なリン酸化を引き起こす機序を解明する
ために、DNA 損傷チェックポイント機構に
おいて Chk1 活性化に関わるタンパク
(ATM,ATR, Claspin：下図)の発現をそれぞれ
評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
①ATM/ATR の発現とノックダウン実験 
 DNA 損傷刺激に対して、HNF-1β の有無
によってATM/ATRの発現が異なるかをウェ
スタンブロッドで評価した。また、ATM/ATR
をノックダウンして Chk1の過剰なリン酸化
が解除され、細胞周期停止がおこらないかを
フローサイトメトリーを用いて評価した。 
 
②Claspin の発現とノックダウン実験 

Chk1 と複合体を形成し、Chk1 の自己リ
ン酸化を促進させ細胞周期を停止させる
Claspinの発現に着目した。DNA損傷に対し
て、HNF-1βの有無により Claspinの発現に
差があるのかをウェスタンブロッドを用い
て評価した。また、Claspin をノックダウン
することで、Chk1 の過剰なリン酸化が解除
され、細胞死を誘導できるかを評価した。 
 
４．研究成果 
(1)明細胞腺癌の臨床検体を用いて HNF-1β
は良好に核内に染まり、DNA 酸化損傷マー
カーである 8OHdG や H2A も染まった。し
かし、市販されている免疫組織染色が可能な



Claspin 抗体は種類が少なく、様々な条件検
討を行って検討を重ねたが、非特異的な染ま
りが多く評価が困難であった。今後も臨床検
体においては、検討を継続していく必要があ
る。 
 
(2)HNF-1β を発現している卵巣明細胞腺癌
株 TOV21G を用いて以下の実験を行った。
ブレオマイシンは金属イオンを補因子とし
てキレートし、分子状酸素を活性化すること
フリーラジカルを作って DNA を損傷すると
考えられている。卵巣内膜症性嚢胞内の過剰
鉄による DNA 損傷のモデルになり得ると考
え、DNA 損傷刺激としてブレオマイシンを
用いた。 
①HNF-1βを一過性ノックダウンし、ブレオ
マイシンを添加した際のAMTとATRの発現
をウェスタンブロッドで評価した。結果、両
者とも差はなかった。ATMと ATRのリン酸
化活性も評価したが差はなかった。 
 さらにそれぞれを一過性ノックダウンし
た。結果、ATMをノックダウンしても Chk1
のリン酸化に変化はほとんど認めなかった
(下図)。ATR を一過性ノックダウンした際、
Chk1 のリン酸化は減少したが、それでもな
おHNF-1β陽性の場合は陰性と比較し、Chk1
の過剰なリン酸化活性によって細胞周期の
停止が引き起こされていた(下図)。以上の結
果から、HNF-1β は ATM/ATR を介さずに
Chk1 の過剰なリン酸化を引き起こしている
可能性が示された。 

 
②HNF-1βを一過性ノックダウンし、ブレオ
マイシンを添加した際のClaspinの発現をウ
ェスタンブロッドで評価した。結果、HNF-1β
は Claspin の過剰な発現を介して Chk1の自
己リン酸化を促進していることが示された。
また、HNF-1β陽性細胞に Claspinを一過性
ノックダウンしたところ、Chk1 の過剰な自
己リン酸は解除され、HNF-1β陰性細胞と同
様の挙動を示した。 
 HNF-1β陽性細胞は Chk1のリン酸化が維
持されるため細胞周期停止が持続し、抗がん
剤抵抗性を示すため、ブレオマイシン添加後
48時間後の生存率は、HNF-1β陰性細胞と比
較し有意に高い。次に、HNF-1β陽性細胞に
Claspin をノックダウンし、ブレオマイシン
を添加した結果、48 時間後の生存率は
HNF-1β陰性細胞と同レベルまで有意に低下

した。従って、Chk1-Claspin 複合体は卵巣
明細胞腺癌の抗がん剤抵抗性を改善させる
新たな治療標的となる可能性が示唆された。 
 現在、HNF-1βは Claspinの発現を転写レ
ベルで制御しているのか、分解系(ユビキチン
化)を抑制しているのかを検証中である。また、
Chk1-Claspin 複合体を修飾する薬剤として、
Chk1 阻害剤などと様々な抗がん剤との併用
療法も検討中である。 
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