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研究成果の概要（和文）：DECIPHERバーコードshRNAライブラリーを用いた機能ゲノミクス探索により、ポリ
(ADP-リボシル)化酵素タンキラーゼの阻害剤に対して合成致死性を示す遺伝子Xを同定した。タンキラーゼ阻害
剤はβ-カテニンシグナルを遮断することでAPC変異大腸がんの増殖を阻害するが、遺伝子Xの枯渇はβ-カテニン
シグナルとは異なる作用点を介して、タンキラーゼ阻害剤のがん細胞増殖抑制効果を増強することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Employing a functional genomic screening with DECIPHER barcode short hairpin
 RNA libraries, we identified a gene X, which exhibited synthetic lethality with inhibitors for the 
poly(ADP-ribose) polymerase called tankyrase. While tankyrase inhibitors downregulate beta-catenin 
signaling and block proliferation of APC-mutated colorectal cancer cells, we found that depletion of
 gene X enhances the anticancer effects of tankyrase inhibitors in a beta-catenin-independent 
manner.

研究分野： 腫瘍生物学、分子標的治療

キーワード： 合成致死　分子標的治療　shRNAライブラリー　スクリーニング　ポリ(ADP-リボシル)化　がん　タンキ
ラーゼ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我が国では年間37万人以上の人ががんで死亡している。治癒切除不能な再発・転移がんの根治薬物療法は未確立
であり、新たな創薬シーズとしてタンキラーゼ阻害剤の開発・提供が切望されている。合成致死の概念は選択的
で効果的な薬物療法に有用である。本研究ではじめて同定されたタンキラーゼ阻害剤の合成致死因子は、阻害剤
の適用がふさわしいがん患者の予測法や、より効果的な併用薬物療法の開発に役立つものと期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

がんゲノムプロジェクト TCGA（The Cancer Genome Atlas）は、25種類以上のがん種から１
万件以上のがんゲノム情報を解読し、本研究課題の開始年度（2016年度）当時は、一部の臓器
がんを除いて段階的に終了しつつある状況であった。これらのビッグデータから、特定分子パ
スウェイ内で生じる遺伝子変異の相互排他性（mutual exclusivity）を読み解くことにより、
ドライバーが不明瞭であったがん種からも標的候補となる遺伝子変異を発見することが出来る
ようになってきた（Leiserson et al. Nat Genet, 2015）。但し、同定されたドライバー変異が
がん抑制遺伝子の機能喪失型変異である場合、がん遺伝子の機能獲得型変異（上皮成長因子受
容体 EGFR の L858R 変異など）とは異なり、その“不在性”を直接の薬剤標的とすることは不可
能である。その場合、合成致死（synthetic lethality）と呼ばれる概念（遺伝子 Aもしくは遺
伝子 B のいずれかが単独で機能欠損を起こしたときは致死性を与えないが、両者が同時に機能
欠損を起こすと致死性が生じること）を利用した創薬戦略が有望である。例として、がん抑制
遺伝子 BRCA1 もしくは BRCA2 の欠損に対してポリ(ADP-リボシル)化酵素（PARP-1/2）阻害剤が
合成致死を誘導するため、PARP-1/2 阻害剤オラパリブが BRCA 変異陽性卵巣がんの治療薬とし
て 2014 年に欧米で認可された（日本でも 2018 年に「白金系抗悪性腫瘍剤感受性の再発卵巣癌
における維持療法」を効能・効果として同剤が認可された）。同様に、がん抑制遺伝子 ARID1A
の欠損とヒストンメチル化酵素 EZH2 の阻害が合成致死の関係にあることが報告されている
（Bitler et al. Nat Med, 2015）。これらのことは、合成致死の原理を利用することにより、
すでに失活して不在となったがん抑制遺伝子に対しても標的治療を行うことが可能であるのに
加え、PARP 阻害剤や EZH2 阻害剤など、それまで適応がん腫が必ずしも明確でなかった抗がん
候補薬剤の効果予測因子をゲノムレベルで明確に規定しうることを示している。 

 
染色体末端のキャップ構造であるテロメアは、ゲノムの維持と継承に必須の DNA タンパク質

複合体である。ヒトがん細胞においてテロメア反復配列の伸長を促進するタンキラーゼ
（tankyrases）は、PARP 酵素活性を有し、テロメア再生酵素であるテロメラーゼ（telomerase）
の阻害剤耐性因子となる一方（Seimiya et al. Cancer Cell, 2005）、Wnt/β-カテニンシグナ
ルの増強因子でもある（Huang et al. Nature, 2009）。後者の場合、タンキラーゼはβ-カテニ
ンの負の制御因子アキシンをポリ(ADP-リボシル)化して分解に導くことで、β-カテニンを細胞
内に蓄積させる。我々がこれまでに開発を進めてきたタンキラーゼ特異的 PARP 阻害剤（以下、
タンキラーゼ阻害剤）は、がん抑制遺伝子 APC 変異陽性の Wnt/β-カテニンシグナル依存性大
腸がんの増殖を細胞およびマウスゼノグラフトモデルの両レベルで抑制することが確認されて
いる。一方、我々は、タンキラーゼが分子内アンキリン領域の ARCs（ANK repeat clusters）
と名付けた保存領域を介して様々な結合タンパク質と相互作用し、テロメア伸長のみならず、
細胞分裂や細胞運動といった多様ながん悪性形質の発現に関与していることを見出してきた
（Seimiya et al. JBC, 2002; MCB, 2004; Cancer Cell, 2005; Ohishi et al. Cancer Res, 2010）。
すなわち、タンキラーゼは結合因子の多様性から様々な機構を介してがん形質に関与している
と予想される。これらの背景を踏まえ、我々は、タンキラーゼ阻害剤は Wnt/β-カテニンシグ
ナル以外の作用点からも制がん効果を発揮しうるのではないかと推論した。 

 
２．研究の目的 
本研究は、新たな制がん剤として期待されるタンキラーゼ阻害剤について、APC 変異陽性大腸
がん以外のがん種にも著効を示す、合成致死性のがんゲノム変異を「薬効予測因子」として同
定することにより、それらの変異を有するがんに対する革新的な治療法を開発すること、ある
いは同因子の働きを阻害することでタンキラーゼ阻害剤の制がん効果を増強させる併用療法を
開発することを目的とする。具体的には、タンキラーゼの PARP 酵素活性を阻害することにより
合成致死を示す遺伝子変異（実際には shRNA クローン）を同定し、その分子作用メカニズムを
解明することを達成目標とする。 
 
３．研究の方法 
(1) バーコード shRNA ライブラリーを用いた合成致死因子の探索：shRNA ライブラリーを用い
た機能ゲノミクス探索は、バイアスの全くかからない（＝分子機能から類推される仮説に頼ら
ない）有用な機能分子探索アプローチである。我々は同法により既に、前立腺がん幹細胞の機
能分子として、TRIB1 と呼ばれるシグナルアダプター因子を同定することに成功している
（Mashima et al. Cancer Res, 2014）。そこでまず、DECIPHER shRNA ライブラリー（＝のべ約
15,000 の標的 mRNA に対する shRNA クローンを収載したプール型ライブラリー）のレンチウイ
ルスベクターを作製し、子宮頸がんHeLa 細胞に感染させた。ピューロマイシンでウイルス感染
細胞を選択後、タンキラーゼ阻害剤 G007-LK を処理し、8 日間培養した。この細胞からゲノム
DNA を抽出し、shRNA ベクターに含まれるバーコード配列について次世代シークエンシングによ
り頻度分布解析を行い、タンキラーゼ阻害剤によって選択的に頻度が低下する shRNA クローン
（合成致死候補クローン）を同定した。 
 
(2) ヒット shRNA クローンの初期確認および高次評価に向けての選抜方針：上述のヒットクロ
ーン標的遺伝子が構成する分子シグナル経路を in silico 探索するとともに、標的となる個々



の遺伝子が実際のがんでどの程度変異・欠失もしくは発現低下を起こしているか、がん抑制遺
伝子としての記述はないか、公的データベースおよび文献検索で確認した。標的遺伝子とタン
キラーゼの間でどのようなメカニズムを介して合成致死が成立するのか考察し、がん治療応用
の観点でフィージビリティが明らかに欠けるものは以降の解析から除外した。 
 
(3) 標的遺伝子ノックダウン細胞を用いた合成致死の検証：上述の初期確認を経て絞られた
shRNA クローンのレンチウイルスベクターを作製し、HeLa 細胞もしくは大腸がん COLO-320DM
細胞に感染導入して標的遺伝子の枯渇細胞を樹立した。同細胞に対してタンキラーゼ阻害剤を
処理し、これらの薬剤に対する高感受性が認められるか検証した。本実験に先立つ予備検討で
は、shRNA の代わりに小分子干渉 RNA（siRNA）を用いてタンキラーゼ阻害剤感受性の変化を調
べた。遺伝子操作によるオフターゲット効果の影響を排除するため、標的遺伝子の外来発現ベ
クターを導入し、合成致死性が解消するか確認した。 
 
４．研究成果 

DECIPHER バーコード shRNA ライブラリーを用いた合成致死因子の探索を行うため、タンキラ
ーゼ阻害剤 G007-LK を HeLa細胞に処理し、薬力学的バイオマーカー（ここではタンキラーゼタ
ンパク質の安定化に伴う細胞内蓄積）が明瞭に変動し、かつ細胞増殖には大きな影響を与えな
い薬剤濃度を決定した。shRNA ライブラリーのレンチウイルスベクターを作製し、クローン化
した HeLa 細胞にこれを感染させ、上記検討で決定した濃度の G007-LK を処理し、8日間培養後
の細胞からゲノム DNA を抽出した。shRNA ベクターに含まれるバーコード配列について、次世
代シークエンシング解析データを取得した。 

このデータを解析した結果、G007-LK の存在下で選択的に頻度低下を示す shRNA クローンが
11種類同定された。これらの shRNA の標的遺伝子は、もとのがん細胞株で実際に発現している
ことが確認された。そこで、各ヒットクローンの標的遺伝子に対する siRNA を新たにデザイン
してがん細胞株（HeLa 細胞および COLO-320DM 細胞）に処理し、逆転写定量 PCR 法でノックダ
ウン効果を確認した。そのうえで、タンキラーゼ阻害剤 G007-LK および IWR-1 に対する感受性
への影響を調べた。その結果、遺伝子 X のノックダウンがこれらの細胞株のタンキラーゼ阻害
剤感受性を顕著に増強することが確認された。そこでさらに、複数の異なる shRNA 発現ウイル
スベクターを用いて遺伝子 Xが恒常的にノックダウンされたがん細胞株を樹立した。これらの
がん細胞株について精査したところ、同細胞株は G007-LK および IWR-1 に高感受性を示すこと
が確認された。shRNA 耐性の外来性遺伝子 X を安定復帰導入したがん細胞株では、当該 shRNA
を導入してもこれらのタンキラーゼ阻害剤の効果増強は観察されなかった。このことから、遺
伝子 Xのノックダウンによるタンキラーゼ阻害剤の効果増強は、当該 shRNA のオンターゲット
効果によるものであると判断された。一方、この阻害剤感受性の増強効果は、タンキラーゼと
は異なる PARPメンバーである、PARP-1 および PARP-2に対する阻害剤（オラパリブおよびベリ
パリブ）に対しては全く認められなかった。以上の結果から、遺伝子 X の機能欠損ないし発現
低下は、タンキラーゼ阻害剤のがん細胞増殖抑制効果を選択的に増強すると判断された。 

大腸がん COLO-320DM 細胞では、APC の機能喪失型変異によりβ-カテニンの安定化および核
内蓄積が認められ、タンキラーゼ阻害剤はβ-カテニンの分解を促進することで同細胞の増殖を
阻害する。重要なことに、遺伝子 XのノックダウンはCOLO-320DM 細胞の定常状態におけるβ-
カテニンの発現量およびタンキラーゼ阻害剤によるβ-カテニンの分解の程度には顕著な影響
を与えないことが判明した。さらに、遺伝子 X のノックダウンによるタンキラーゼ阻害剤の効
果増強は、β-カテニン非依存的な HeLa 細胞（＝β-カテニンのノックダウンは COLO-320DM 細
胞の増殖を阻害したが、HeLa 細胞の増殖は阻害しなかった）でも認められたため、本研究で同
定された遺伝子 Xの発現ないし機能の阻害は、Wnt/β-カテニン経路とは異なる作用点を介して
タンキラーゼ阻害剤と合成致死の関係を示すものと推定された。これまでにタンキラーゼ阻害
剤と合成致死の関係にある因子の報告は国内外ともになく、本研究成果はタンキラーゼ阻害剤
の適用がふさわしいがん患者の予測法や、より効果的な併用薬物療法の開発に役立つものと考
えられる。 
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（JCA-Mauvernay Award 受賞講演（招待講演））、第 75回日本癌学会学術総会、2016 年 

⑮ 清宮啓之、がん創薬に向けたテロメア研究の進歩（招待講演）、第 14回日本臨床腫瘍学会
学術集会、2016 年 

 
〔その他〕 
ホームページ等 
① https://www.jfcr.or.jp/chemotherapy/department/molecular_biotherapy/index.html 
② https://www.jfcr.or.jp/chemotherapy/department/molecular_biotherapy/research/00

3.html 
 
アウトリーチ活動 
① 清宮啓之、がんとは何でしょう、中学生職場訪問（がん研究会、東京）、2018/7/25 



② 清宮啓之、がんとは何でしょう、中学生職場訪問（がん研究会、東京）、2017/12/21 
③ 清宮啓之、がんとは何でしょう、中学生職場訪問（がん研究会、東京）、2017/7/24 
④ 清宮啓之、がんとは何でしょう、中学生職場訪問（がん研究会、東京）、2016/8/23 
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