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第 1章 緒言 

 近年、個々の患者に最も適した医療を施す個別化医療（personalized medicine）や精密医療
（precision medicine）の実現に高い期待が寄せられている。これはすべての患者に同じ標準治
療を施すのではなく、個々の患者の遺伝子情報などを基に最良の治療法を選択し治療する医療
である（図表 1-1）1,2。この考え方はがん治療の領域では早期から取り入れられており、すでに
いくつかのがんでは標準療法となっている。まず診断薬を用いて患者を層別化し、効果が期待さ
れる患者を絞って薬剤を処方しすることで、その薬剤は非常に高い奏効率を示すことが期待さ
れる。特に肺がん治療では、がん化の原因となったがん遺伝子の活性を抑制する薬剤が高い抗腫
瘍効果を発揮している。EML4-ALK融合遺伝子を有するがんに対する ALK阻害剤、変異型 EGFR

を有するがんに対する EGFR阻害剤などが臨床において顕著な成績をあげている 3,4。 

一方で、がんの原因が明らかになっても有効な治療薬が存在しないがんは多く存在する。活性
を阻害する薬剤の創出が困難ながん遺伝子で誘導されたがんや、がん抑制遺伝子の機能欠損に
よって誘導されたがんである 5。このようながんに対しては、細胞ががん化する際に生み出され
た脆弱性を標的とする薬剤の研究開発が活発に行われている 6-8。この戦略で成功した抗がん剤
として DNA 修復酵素の 1 つである PARP を阻害する薬剤があげられる 9,10。近年、家族性の乳
がんや卵巣がんの原因遺伝子として同定された BRCA1/2が機能不全のがんに対して、PARP阻
害剤は臨床で顕著な効果を発揮している（図表 1-2）。これは相同組換 DNA修復機構の重要な分
子である BRCA1/2の機能欠損ががん化の要因となると同時に、PARP阻害によって起こる DNA

損傷を修復することができなくなることを狙った戦略である。 

今回、がんの脆弱性を狙った 2 つの薬剤について報告する。第 2 章では異常な pre-mRNA ス
プライシング機構を有するがんを標的とした薬剤を報告する。近年、ある種の血液がんでは pre-

mRNA スプライシング因子に高頻度で変異が入っていることが明らかになっている（図表 1-3）
11。この pre-mRNA スプライシング因子の変異は排他的であり、複数の pre-mRNA スプライシ
ング因子に変異を有するがんは非常に稀であることから pre-mRNA スプライシング因子変異間
で合成致死が誘導される可能性が考えられている。また異常な pre-mRNA スプライシング機構
を有するがん細胞はさらなる pre-mRNA スプライシング変化を誘導する薬剤に対して脆弱性を
示すことが示唆されている 12。続いて第 3章では DNA複製ストレスを標的とした薬剤の研究に
ついて報告する。DNA複製ストレスはがんの特徴の 1つと考えられている（図表 1-4）。これは
がん細胞が多くのDNA変異や染色体異常を有していることから正常細胞よりも大きなストレス
が DNA 複製にかかっているためと考えられている 13。また DNA 損傷修復に関連する分子の機
能不全や、RASやMYCなどのがん遺伝子の活性化もDNA複製ストレスの増大に繋がっている
と考えられており、DNA 複製ストレスを誘導する薬剤はこれらのがんにより大きな効果を発揮
することが期待されている。
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図表1-1 個別化医療（personalized medicine）および精密医療（precision medicine）の概念
（上）従来の患者集団に対して標準治療を施す医療。（下）患者を層別化し、個々にもっとも適
した薬剤を施す医療。
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図表1-2 合成致死の概念とPARP 阻害剤の臨床成績
（a）BRCA変異とPARP阻害剤による合成致死。（b）PARP阻害剤であるNiraparibの⽣殖細胞
BRCA変異を有する卵巣がん患者での臨床第三臨床試験の成績（N. Engl. J. Med., Mirza et al.,
Niraparib maintenance therapy in platinum- sensitive, recurrent ovarian cancer, 375, 2154–2164. 
より引⽤）。
Reprinted by permission from Springer Nature, Nature Reviews Drug Discovery, Synthetic lethality 
as an engine for cancer drug target discovery, 2019.
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図表1-3 がんにおけるpre-mRNAスプライシング因⼦の変異
（a）Pre-mRNAスプライシング因⼦変異を有する患者の割合をがん種ごとに⽰した。（b）それ
ぞれの変異の分布を⽰した。
Reprinted by permission from Springer Nature, Nature. Frequent pathway mutations of splicing 
machinery in myelodysplasia, Yoshida K. et al., 2011.
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図表1-4 がんの特徴とDNA複製ストレス
（a）DNA複製ストレスはがんの特徴のひとつと考えられている。
Reprinted by permission from Springer Nature, Nat Rev Mol Cell Biol., Genomic instability — an 
evolving hallmark of cancer, Negrini S et al., 2010.
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第 2 章 新規 CLK 阻害剤による pre-mRNAスプライシング機構および MYC 脆弱性を標的とし
た抗腫瘍作用（Anti-tumor efficacy of a novel CLK inhibitor via targeting RNA splicing and 
MYC-dependent vulnerability） 

2.1 背景 
Pre-mRNA スプライシングは、発生や分化など様々な生物学的プロセスにおいて重要な役割

を果たすことが知られている。また同時に pre-mRNA スプライシング機構の異常は多くの疾患
との関連も示唆されている 14-16。近年、骨髄異形成症候群（MDS）、慢性骨髄単球性白血病（CMML）、
急性骨髄性白血病（AML）といった血液がんにおいて非常に高頻度に SF3B1 や SRSF2 などの
スプライシング関連因子に変異が認められことが明らかになった 17-19。これらスプライシング関
連因子の変異は、血液がんだけではなく、肺がん、乳がん、すい臓がんなど様々な固形がんにお
いても認められている 12。この臨床における高頻度の変異発見と並行して、これら変異のがん化
における役割に関する研究、さらには pre-mRNA スプライシング機構をターゲットとした抗が
ん剤の研究に対して高い注目が集まっている 11,12,20-22。

Cdc2-like kinase（CLK）は pre-mRNAスプライシングに重要な役割を果たすキナーゼである。
CLK ファミリーには CLK1 から CLK4 まで 4 つのキナーゼが報告されており、CLK は RNA 結
合タンパク質である SR タンパクをリン酸化することで pre-mRNA スプライシング機構を制御
している。CLKによってリン酸化された SRタンパクは、Spliceosomeに移行し、pre-mRNAに
結合することで、pre-mRNA機構におけるエクソン認識を促進する（図表 2）23-26。RNAi による
CLKのノックダウンおよび低分子化合物によるCLKの阻害はエクソンスキッピングを中心とし
た選択的スプライシング変化を誘導すること、またその結果として細胞の増殖を抑制させるこ
とが報告されている 27-30。 

最近、がん遺伝子である MYC が pre-mRNA スプライシングを制御していること、また
Spliceosome阻害剤はMYCが活性化したがんに対して有望な治療戦略となりえることが発表さ
れた 31,32。転写因子であるMYCはもっとも有名ながん遺伝子の 1つであり、種々のがんにおい
て変異や遺伝子増幅、遺伝子融合によって活性化していることが知られている 33,34。これまで
MYC が活性化したがんをターゲットとした研究は多数報告されているが、いまだに治療法が確
立していない非常に重要なターゲットの 1つである 35-39。 

2.2 結果 
2.2.1 CLK阻害剤 T-025の創出およびキナーゼ阻害プロファイル 

T-025 （ N2-methyl-N4-[pyrimidin-2-ylmethyl]-5-[quinolin-6-yl]-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidine-2,4-

diamine）は武田薬品において創出された新規の CLK阻害剤である。CLK2阻害活性の測定およ
び CLK2 との結晶構造解析を用いた最適化研究の結果、強力な CLK2 阻害活性かつ経口投与可
能な低分子阻害剤として見出された（図表 2-1A）。共結晶構造解析の結果から、T-025 は CLK2

の ATP結合部位に挿入され、CLK2のヒンジ部位である Glu244および Leu246に作用すること
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A B

C

Kd (nM)
% inhibition

(300 nM)

CLK

CLK1 4.8 99.4
CLK2 0.096 93.1
CLK3 6.5 90.2

CLK4 0.61 100

DYRK

DYRK1A 0.074 100
DYRK1B 1.5 99.6

DYRK2 32 98.6

HIPK

HIPK1 55 94.6
HIPK2 96 96.0
HIPK3 N.T. 95.1

HIPK4 N.T. 95.6
YSK4 33 97.5
IRAK4 54 94.8

FLT3 D835H 94 98.8
FLT3 D835Y N.T. 93.3

ERK8 140 94.8
440 kinases N. T. < 90

N

N

N
H

NH

N
H

NN
N

CH3

図表2-1 新規CLK阻害剤T-025
（A）T-025の化学構造。（B）T-025とCLK2のX線構造。（C）T-025のCLKおよびDYRKファミリー
キナーゼおよびほかの様々なキナーゼに対するKd値。N.T.は、not testedを表す。468キナーゼに対す
るT-025の300 nMの阻害率を測定した（n = 2）。
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で CLK2 活性を阻害することが示唆されている（図表 2-1B）。Kinome-Scan を用いたキナーゼ
プロファイリングによって T-025 を評価したところ、T-025 は CLK ファミリーおよび DYRK1

ファミリーに対する強力な活性を示した（CLK1、CLK2、CLK3、CLK4、DYRK1および DYRK1B

に対する Kd値はそれぞれ 4.8 nM、0.096 nM、6.5 nM、0.61 nM、0.074 nMおよび 1.5 nM）（図
表 2-1C）。一方で、それ以外のキナーゼに対しては Kd 値が 30 nM 異常であり、T-025 は
CLK/DYRK1選択的なキナーゼ阻害剤であることが明らかになった。

2.2.2 In vitro培養化のMDA-MB-468細胞株に対する T-025の増殖阻害効果 
荒木らは、CLK阻害剤がMDA-MB-468乳がん細胞株に対して細胞死を伴う増殖効果作用を示

すことを報告している 40。また同時に CLK 阻害剤が SR タンパクのリン酸化（1H4 マウスモノ
クローナル抗体で検出）を低下させること、選択的スプライシング変化を誘導することも明らか
にしている。荒木らの報告の結果と同様に、T-025をMDA-MB-468細胞に処理すると、SRタン
パクのリン酸化低下、増殖抑制、またアポトーシス誘導（FACS解析での Sub-G1期増加）が検
出された（図表 2-2A–C）。さらに細胞内における CLK 阻害をより確実に検出するために CLK2

の Ser98 のリン酸化を認識する新規リン酸化 CLK2 抗体を作成した（pCLK2 抗体）。CLK2 の
Ser98 は自己リン酸化サイトであることが報告されているとともに 41、新たに実施した in vitro

キナーゼアッセイでも確認された。pCLK2抗体および CLK2抗体を用いて、WBを行った結果、
pCLK2 および CLK2 両方が T-025 処理によって減少することが明らかになった。バンドの強度
を定量した結果、濃度依存的に CLK2 のリン酸化が減少することが確認された（図表 2-2A）。
CLK2のキナーゼ活性が CLK2タンパクの安定化に寄与しているを考慮すると 41、これらの結果
は T-025がMDA-MB-468細胞内で CLK2の活性を抑制したことによって CLK2の分解が誘導さ
れていると考えらる。

2.2.3 In vitro培養化のMDA-MB-468細胞株における T-025によって誘導される選択的スプライ
シングの変化  
次に CLK阻害によって誘導される選択的スプライシングの変化について検討した。CLK阻害

によって変化が誘導されることが知られている選択的スプライシングとして RPS6KB1 のエク
ソン 7のスキッピングがある 40。T-025を 6時間処理したMDA-MB-468細胞のRPS6KB1 mRNA

を RT-PCR で解析すると RPS6KB1 のエクソン 7 のスキッピングが誘導されていた。またそれ
に引き続いて S6K タンパクの減少が認められた（図表 2-3A および B）。続いて T-025によって
引き起こされる選択的スプライシング変化を網羅的に解析した。増殖抑制 IC50値近辺である 30、
100、300 nMの T-025を処理したMDA-MB-468細胞から RNAを回収し、全トランスクリプト
ーム RNA シークエンス（RNA-Seq）および MISO 解析ソフト 42を用いたバイオインフォマテ
ィクス解析によって解析した。その結果、選択的スプライシングイベント、特にエクソンスキッ
ピングタイプの選択的スプライシングイベントが濃度依存的に大きく変化することが明らかに
なった（図表 2-3C）。さらに詳細に検討した結果、BCLAF1 のエクソン 11 のエクソンスキッピ
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図表2-2 T-025のin vitro MDA-MB-468細胞における効果
（A）T-025のCLKの基質に及ぼす影響。 T-025を6時間処理したMDA-MB-468細胞から回収した細
胞ライセートを⽤いてWBを実施した。バンド強度を定量し算出したpCLK2/CLK2の⽐率も⽰す。
（B）T-025をMDA-MB-468に72時間処理した増殖阻害曲線。細胞増殖をATP量を指標に評価した。
点線はT-025処理前のATP量を表す。データは、平均±SDで表す（n=3）。（C）T-025の細胞周期
に及ぼす影響および細胞死誘導。MDA-MB-468に300 nM T-025をそれぞれの時間処理後、細胞周期
解析を⾏った。Sub-G1細胞の割合を記載した（n=1）。（D）T-025のRPS6KB1エクソン7スキッピ
ングに及ぼす影響。 T-025を6時間処理したMDA-MB-468細胞から回収したRNAを⽤いてRT-PCRを
実施し、PSIを算出した（n=1）。（E）T-025がS6Kタンパクに及ぼす影響。T-025を48時間処理し
たMDA-MB-468細胞から回収した細胞ライセートを⽤いてWBを実施した。
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図表2-3 網羅的選択的スプライシング解析
（A）T-025によって変化される選択的スプライシングイベントの数およびその種類。T-025を6時間
処理したMDA-MB-468細胞から抽出したRNAを⽤いてRNA-Seqを実施した。MISOを⽤いて選択的ス
プライシングを解析した。選択的スプライシングイベントの中で、BFが20より⼤きく、|ΔPSI|が0.1
より⼤きいイベントの数を選択的スプライシングの種類によって記載した（SE：skipped exon、
RI：retained intron、A5‘SS：alternative 5’-splice-site、A3‘SS：alternative 3’-splice-site、MEE：
mutually exclusive exon、AFE：alternative first exon、ALE：alternative last exon）。（B)T-025に
よって誘導されるBCLAF1選択的スプライシング変化。
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ングが最も感受性が高い（変化の程度が大きい）選択的スプライシングの 1 つとして同定され
た（図表 2-3D）。これら in vitro 培養化の MDA-MB-468 細胞を用いた結果より、T-025 は他の
CLK 阻害剤や RNAi によるノックダウンで報告のある現象と類似した作用を伴う増殖阻害作用
を示すことが明らかになった。

2.2.4 MDA-MB-468ゼノグラフト腫瘍に対する T-025の抗腫瘍効果 
次に T-025 を動物モデルで評価した。50 mg/kg の T-025 をヌードマウスに経口投与し PK を

評価したところ、投与後 2、4、8 時間後の T-025 のフリー血漿中濃度はそれぞれ 554 nM、97 

nM、104 nM であり（図表 2-4A）、これらの濃度は T-025 が CLK 依存的なリン酸化の抑制およ
びエクソンスキッピングを誘導するのに十分な濃度であった。そこで 50 mg/kgの用量でMDA-

MB-468ゼノグフラフ腫瘍を用いた PD試験を実施した。その結果、投与 2から 8時間後にかけ
て pCLK2シグナルの低下が免疫染色およびWBで認められ、また RPS6KB1エクソン 7および
BCLAF1エクソン 11 のスキッピングの誘導（PSIの低下）が認められた（図表 2-4A–C）。 

MDA-MB-468 ゼノグラフト腫瘍に対する T-025 の抗腫瘍試験を、1 日 2 回投与を週 2 回行う
レジメンで実施した。投与によって顕著な抗腫瘍効果が確認され、3 週間の投与終了後にでは、
投与開始前と比較して腫瘍の退縮が認められた（図表 2-4D）。更に投与による体重減少は、最も
ひどい時点でも 10%未満であり、この投与は忍容であった（図表 2-4E）。これら MDA-MB-468

ゼノグラフト腫瘍を用いた試験の結果より、T-025は下流マーカーの変化を誘導し、忍容性のあ
る用量で抗腫瘍効果を示すことが明らかになった。

2.2.5 240種のがん細胞を用いた増殖阻害活性プロファイリング 
T-025の抗がん剤としての特徴を明らかにするために、240種のがん細胞株を用いた増殖阻害

パネル試験（OncoPanel 240）およびそれに引き続くバイオインフォマティクス解析を実施した。
結果として、T-025は血液がん・固形がん細胞株両方の広範ながん細胞に対して IC50値 30から
300 nMの濃度で増殖抑制効果を発揮すること、および感受性は細胞株の由来臓器や由来疾患に
依存しないことが明らかになった（図表 2-5A）。無作為のバイオインフォマティクス解析の結果、
感受性と相関するいくつかのバイオマーカー候補がリストアップされた。上位 25%の高感受性
株と下位 25%の低感受性株を比較したmRNA発現量の解析では、高感受性細胞株群で統計的優
位に高発現、または低発現しているmRNAがリストアップされた。その中で CLK2 が高感受性
株群で優位に高発現していることが明らかになった（図表 2-6A）。CLK2の p値は 1.58×10-9で
あり、他の CLK ファミリーキナーゼや DYRK1 ファミリーキナーゼと比較して明らかに低値で
あった。T-025のターゲットが CLK2であること、CLK2が乳がんにおいてがん遺伝子としての
機能を持つという報告を考えると 43、CLK2高発現のがん細胞は自身の生存を CLK2キナーゼ活
性に依存しているという仮説が考えられた。もう 1 つの無作為解析である遺伝子変異および遺
伝子コピー数を用いた解析では、14 のバイオマーカー候補遺伝子に統計的に相関が認められ、
その中には MYC 増幅および変異も含まれていた（図表 2-6B）。Spliceosome 阻害は MYC 活性
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図表2-4 T-025によるMDA-MB-468ゼノグラフトモデルでの抗腫瘍効果
（A）（B）（C）T-025経⼝投与によって誘導されるリン酸化低下および選択的スプライシング変化。
MDA-MB-468ゼノグラフト腫瘍担がんマウスにT-025を50 mg/kgの⽤量で経⼝投与後、回収した腫瘍
から抽出したサンプルをWB、免疫染⾊、RT-PCRで解析した。データは、平均±SDで表す（n=3）。
また⾎漿中のフリー体T-025の濃度も⽰す。（D）（E） MDA-MB-468ゼノグラフト腫瘍におけるT-
025の抗腫瘍効果。T-025は50 mg/kgの⽤量で1⽇2回、週2回（⾚⽮印）経⼝投与した。データは、平
均±SEMで表す（n=5）。統計解析は、unpaired Student’s t-testを実施した。
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図表2-5 T-025による増殖阻害効果
（A）T-025の240細胞株に対する増殖阻害IC50値。灰⾊の円が個々の細胞を⽰す。細胞を由来組織お
よび疾患によって分類した。（B）（C）固形がん細胞株（150細胞株）におけるMYCファミリーの
増幅とT-025感受性の関係。それぞれの縦棒がそれぞれの細胞株を表す。⾊付けされた縦棒は図表中
に記載のMYCファミリーの遺伝⼦増幅（Amp）の有無を⽰す。（D）固形がん細胞株（150細胞株）
におけるCLK2の発現量とT-025感受性の関係。それぞれの縦棒がそれぞれの細胞株を表す。⾊付け
された縦棒は図表中に記載のCLK2の発現レベルを⽰す。統計解析は、Mann-Whitney testを実施した。
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Gene Change
p-value

Q-value Effect
Student's t-test Fisher's exact test

ZFP106 Mut 1.11E-03 2.83E-03 5.93E-02 Sensitive
FBN3 Mut 1.11E-03 3.13E-03 5.92E-02 Sensitive

AUTS2 Mut 1.20E-03 8.34E-04 6.15E-02 Sensitive
PCM1 Mut 1.69E-03 8.34E-04 7.39E-02 Sensitive

SensitiveCREBBP Mut 4.99E-03 4.63E-03 1.25E-01
UBR4 Mut 5.24E-03 1.20E-03 1.29E-01 Sensitive
CHD7 Mut 5.61E-03 9.63E-03 1.36E-01 Sensitive

ROBO2 Mut 6.60E-03 7.69E-03 1.49E-01 Sensitive
MYC Mut or Amp 6.66E-03 8.32E-03 2.67E-01 Sensitive

ARFGEF1 Mut 7.96E-03 9.83E-03 1.65E-01 Sensitive
ODZ2 Mut or Del 8.12E-03 4.86E-03 4.14E-01 Sensitive

LRRN3 Mut or Del 8.17E-03 1.28E-03 2.78E-01 Sensitive
ASXL1 Amp 9.39E-03 1.77E-03 3.42E-01 Resistant

P-Value
Rank Gene Probe

Fold 
Change P-Value Q-Value

Sensitive 
Mean

Sensitive 
StdDev

Resistant 
Mean

Resistant 
StdDev

1 WDR18 209461_x_at -1.78 5.86E-13 2.51E-08 1149.9 387.3 646.7 262.9

2
RBMX_SNORD6

1 213762_x_at -1.42 5.95E-13 1.28E-08 8631.4 1888.6 6083.9 1435.0
3 CD63 200663_at 1.61 6.22E-13 8.89E-09 7476.3 2994.3 12065.6 3062.3
4 CAD 202715_at -1.78 7.39E-13 7.92E-09 2144.3 767.7 1202.0 432.1
5 SFXN4 229236_s_at -1.88 1.22E-12 1.04E-08 742.8 239.6 395.3 226.0
6 SFXN4 225143_at -1.86 2.67E-12 1.91E-08 1485.1 483.1 799.6 453.3
7 PDCD11 212422_at -1.69 3.53E-12 2.16E-08 1092.7 373.0 647.7 218.2
8 GTPBP3 213835_x_at -1.33 1.11E-11 5.94E-08 1391.3 284.4 1049.4 190.0
9 ANXA5 200782_at 1.97 2.35E-11 1.12E-07 4240.1 2296.0 8333.1 3505.5

10 APEX1 210027_s_at -1.39 2.83E-11 1.21E-07 9272.5 2106.1 6649.9 1674.7

70 CLK2 203229_s_at -1.47 1.58E-09 9.66E-07 2207.8 670.0 1501.2 461.9

CLK1 214683_s_at -1.21 3.69.E-02 1.35.E-01 561.8 275.9 466.2 203.5
CLK3 238072_at 1.06 1.09.E-01 2.79.E-01 154.1 31.5 162.7 24.6
CLK4 228751_at 1.11 2.34.E-01 4.47.E-01 117.8 43.4 130.2 66.2
CLK4 241403_at -1.06 2.54.E-01 4.69.E-01 63.2 19.0 59.4 16.3
CLK3 202140_s_at -1.05 3.38.E-01 5.53.E-01 1014.9 318.5 968.9 171.0
CLK4 1568836_at -1.03 6.00.E-01 7.65.E-01 40.5 10.8 39.4 11.3
CLK4 210346_s_at 1.01 8.84.E-01 9.40.E-01 439.9 156.6 444.6 186.2

DYRK1A 209033_s_at -1.20 9.53.E-03 5.17.E-02 1970.1 747.7 1644.7 560.2
DYRK1A 211079_s_at -1.06 8.83.E-02 2.43.E-01 109.3 20.2 103.0 19.2
DYRK1B 217270_s_at -1.03 4.19.E-01 6.26.E-01 179.0 31.2 174.2 32.8
DYRK1A 239308_at 1.02 4.78.E-01 6.74.E-01 137.5 19.1 140.4 24.2
DYRK1A 211541_s_at 1.01 5.38.E-01 7.21.E-01 313.7 42.6 318.2 35.3
DYRK1B 204954_s_at 1.01 8.57.E-01 9.27.E-01 214.6 38.6 216.2 56.6

B

A

図表2-6 増殖阻害パネル試験の無作為バイオインフォマティクス解析
（A）T-025の感受性と相関する遺伝⼦発現。⾼感受性株と低感受性株を⽐較し、感受性と相関する
遺伝⼦をそれぞれのp値の順で⽰した。CLKおよびDYRK1ファミリーについても⽰した。（B）T-
025の感受性と相関する遺伝⼦特徴。Student’s t-testおよびFisher’s exact test両⽅で統計的に優位で
あった遺伝⼦特徴について⽰した。
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化によって誘導されたがんにより有効であるという報告が同時期に発表されたため 31,32、MYC

増幅および変異を有するがんが T-025 により高感受性であるという結果をさらに検討をするこ
ととした。 

2.2.6 MYC遺伝子増幅または CLK2高発現の固形がん細胞株は T-025に対する感受性が高い 
さらなるバイオインフォマティクス解析を、発現量、コピー数、変異情報が CCLE データベ

ース 44に記載されている 150 種の固形がん細胞株を用いて行った。150 細胞株の MYC 遺伝子
の変異部位を詳細に検討したところ、すべてはパッセンジャー変異と考えられる変異であり、
MYC が活性化していると考えられる細胞株は MYC 遺伝子増幅がん細胞株のみであった。再解
析したところ MYC 遺伝子増幅がある固形がんはやはり T-025 に対して感受性が高いことが確
認された（図表 2-6B、p値 0.0042）。他のMYCファミリーがん遺伝子である N-MYCや L-MYC

は、MYCと同じ機能をいくつかもっていることが知られている 45。N-MYCおよび L-MYCも含
めた解析も行った結果、MYC ファミリー遺伝子に増幅をもつ固形がん細胞株は、増幅をもたな
い細胞株に比べて T-025 に対する感受性が高いことが示された（図表 2-6C、p 値 0.0010）。感
受性が高い上位 20%の 30 細胞株のうち、半数の 15 細胞株は MYC ファミリー遺伝子に増幅を
有していた。 

続いて CLK2の発現量について解析を行った。細胞株を CLK2高発現量、中発現、低発現の 3

グループ（各 50 細胞株）に分けて解析したところ、CLK2 高発現の固形がん細胞株は低発現の
固形がん細胞株に比べて統計的優位に感受性が高かった（図表 2-6D、p 値 0.0001 以下）。以上
の解析より、MYC遺伝子増幅または CLK2高発現の固形がん細胞株は T-025に対する感受性が
高いことが示された。 

2.2.6 CLK2高発現細胞株がん細胞株および低発現正常細胞株に対する T-025の薬効 
バイオインフォマティクス解析によって明らかになった仮説をさらに評価するために、まず

CLK2のタンパク発現量と T-025の感受性について検討した。これは CLK2のタンパク量はユビ
キチン分解機構によって分解によっても制御されていることが報告されているためである 46。
CLK2タンパクが高いがん細胞株 3株（NCI-H1048、COLO320HSR、MDA-MB-468）は、T-025

に対して高い感受性を示す一方、タンパク発現が低いがん細胞株（786-O）および正常細胞株 2

株（Wi38、BJ）は感受性が低かった（図表 2-7A および B）。CLK2 タンパク発現量が特に高い
ことが明らかになった NCI-H1048 肺がん細胞株について、ゼノグラフトモデルを作成し T-025

への感受性を評価した。その結果、T-025 は顕著な抗腫瘍効果を NCI-H1048 ゼノグラフトモデ
ルにも発揮し、この時統計学的に優位な体重減少は認められなかった（図表 2-7Cおよび D）。

2.2.7 T-025によって誘導される選択的スプライシング変化は細胞の CLK2発現量に依存する 

CLK2 高発現が T-025 に対する感受性にどのように影響を与えているのかを明らかにするた
めに、CLK2の発現量および T-025に対する感受性が異なる 3種のがん細胞株を用いて T-025に
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A

Name Origin
IC50  (nM)

Oncopanel
NCI-H1048 Lung cancer 84.4 -

COLO320HSR Colorectal cancer 91.8 30.1
MDA-MB-468 Breast cancer 79.8 47.1

786-O Kidney cancer 340 239
Wi38 Normal Lung fibroblast 257 -
BJ Normal skin fibroblast 355 -
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図表2-7 T-025によるCLK2⾼発現細胞株NCI-H1048ゼノグラフトモデルでの抗腫瘍効果
（A）（B）がん細胞株および正常細胞株におけるCLK2タンパク発現量とT-025の感受性。細胞株の
CLK2およびpCLK2レベルをWBで検出した。それぞれの細胞株に対するT-025の増殖阻害IC50値を⽰
した。（C）（D）NCI-H1048ゼノグラフト腫瘍におけるT-025の抗腫瘍効果。T-025は50 mg/kgの⽤
量で1⽇2回、週2回（⾚⽮印）経⼝投与した。データは、平均±SEMで表す（n=5）。統計解析は、
Mann-Whitney testおよび unpaired Student’s t-testを実施した。
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図表2-8 T-025によるCLK2発現量に依存した選択的スプライシング変化の強さ
（A）（B）T-025によって変化される選択的スプライシングイベントの数およびその種類。T-025
300 nMを6時間処理したNCI-H1048（H1048）、COLO320HSR（COLO320）、786-O細胞から抽出
したRNAについてRNA-Seqを⾏いMISOを⽤いて選択的スプライシングを解析した。選択的スプライ
シングイベントの中で、BFが20より⼤きく、|ΔPSI|が0.1より⼤きいイベントの数を選択的スプライ
シングの種類によって記載した。 MDA-MB-468（MB-468）は図表2-3のデータ。|ΔPSI| が0.4より⼤
きな選択的スプライシングイベントをクラスタリングし作成したヒートマップをBに⽰した。（C）
T-025による選択的スプライシングの変化の程度。すべての4細胞株の300 nM処理において、BFが20
より⼤きく、|ΔPSI|が0.4より⼤きいエクソンスキッピングタイプのイベント（T-025依存スキッピン
グエクソン、125イベント）の|ΔPSI|を⽰した。統計解析は、Steel-Dwass testを実施した。（D） T-
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よる選択的スプライシング変化を検討した。具体的には、CLK2高発現で T-025に対する感受性
が高い NCI-H1048肺がん細胞株（増殖阻害 IC50値 84.4 nM）および COLO320HSR大腸がん細
胞株（増殖阻害 IC50値 91.8 nM）、CLK2低発現で T-025に対する感受性が低い 786-O脾臓がん
細胞株である（増殖阻害 IC50値 340 nM）。追加した 3細胞株およびMDA-MB-468細胞株の RNA-

Seqの結果を、MISOによって選択的スプライシング解析を行ったところ、すべての細胞株にお
いてスキッピングエクソンタイプの選択的スプライシングイベントが誘導されていた（図表 2-

8A）。さらに T-025処理によって変化が引き起こされる選択的スプライシングはすべての細胞株
で類似しており（図表 2-8B）、個々の細胞株の CLK2発現量とは無関係に T-025処理によって変
化がある選択的スプライシングイベントが決まっていることを示唆していた。そこで次に選択
的スプライシングの変化の程度と CLK2 発現量の関係を検討した。エクソンスキッピングタイ
プの選択的スプライシングイベントの中で、全細胞株で共通して変化した選択的スプライシン
グイベントを抽出し、その変化の程度を細胞株間で比較した。その結果、変化は NCI-H1048 細
胞株でもっとも大きく、786-Oでもっとも小さかったことから、CLK2の発現量と、T-025処理
によって誘導される選択的スプライシングの変化の程度が相関することが示唆された（図表 2-

8C）。T-025処理によって共通に変化した選択的スプライシングイベントの遺伝子をパスウェイ
解析すると、細胞周期や DNA 修復、RNA スプライシング、RNA 移送といったパスウェイがヒ
ットした（図表 2-8D）。以上の結果より、T-025がこれら細胞の生存に必須のパスウェイにある
遺伝子の選択的スプライシングを変化させることで細胞死を誘導すること、またその変化の程
度は CLK2発現量に依存していることが明らかになった。 

2.2.9 CLK阻害とMYC活性化は相乗的にアポトーシスを誘導する 

次に、MYC の活性化が T-025 に対する感受性を亢進するのかを検討した。薬剤添加で MYC

が誘導できる MYC 誘導 SK-MEL-28 悪性黒色腫細胞株を作成し、Dox の添加によって MYC の
転写活性が上昇することを確認した（図表 2-9A）。Dox を SK-MEL-28細胞に事前に処理し、そ
の後 T-025を処理して T-025による増殖阻害効果を検討した結果、MYC活性化条件化において
T-025 に対する感受性が亢進することが明らかになった（図表 2-9B）。また MYC 活性化条件化
で T-025 を処理するとアポトーシスの指標である切断型 PARP1 が WB で認められた（図表 2-

9C）。続いてさらなる証明のために、違ったメカニズムでMYC活性化を誘導する U2OS細胞株
を作成して評価した。この細胞では、4OHT の添加によって MYC の核内移行が誘導され MYC

が活性化する（図表 2-9D）。MYC 誘導 U2OS 細胞においてもMYC 活性化条件化で T-025 に対
する感受性が亢進し（図表 2-9E）、またMYC 活性化条件化での T-025 処理で切断型 PARP1 が
WB で検出された（図表 2-9F）。最後に MYC 遺伝子増幅を有する乳がん細胞株である SK-BR3

細胞株およびMCF7細胞株を用いてRNAiによるMYC発現低下が感受性に影響を及ぼすのかを
検討した。その結果、siRNAの処理によるMYC発現低下によって T-025に対する感受性が低下
することが明らかになった（図表 2-9Gおよび H）。これらの結果は、MYC活性化はがん細胞株
を T-025に対して脆弱にすることを示している。
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2.2.10 異なった骨格をもつ CLK阻害剤 T3による検証 

本章におけるこれまでに検討によって、T-025が複数のがん細胞株に共通したエクソンスキッ
ピングタイプの選択的スプライシング変化を誘導すること、および CLK2高発現やMYC活性化
がんに対してより効果が高いことが明らかになった。そこで次にこれらの現象がほかの CLK 阻
害剤でも認められるのかを検証するために、T-025とは異なった骨格およびキナーゼ阻害プロフ
ァイルを有する CLK 阻害剤 T3 を用いた検討を行った 47（図表 2-10A）。最初に、T-025 によっ
て複数のがん細胞株で共通して変化が誘導されるエクソンスキッピングタイプの選択的スプラ
イシングイベント（125イベント）が T3でも変化誘導されるのかを検討した。Funnel ら 47によ
って報告されている HCT116 大腸がん細胞株での T3 処理による選択的スプライシング変化を
用いて比較した結果、T3の 500 nM処理では、125イベント中 73イベント（58.4%）、1,000 nM

では 125イベント中 97イベント（77.6%）について変化が認められた（図表 2-10B）。次に T3

の 60種の固形がん細胞株に対する増殖阻害効果を調べ T-025と比較した。 その結果、T-025の
増殖阻害プロファイルと T3 の増殖阻害プロファイルには高い相関が認められた（r2値 0.783、
図表 2-10C）。最後に、T3をMYC誘導 SK-MEL-2細胞で評価したところ、T3もMYC活性化条
件化で高い増殖阻害作用を示すことが明らかになった（図表 2-10D）。以上のように T3が T-025

と類似の結果を示したことは、T-025 によって認めらえた効果が主に CLK 阻害によって誘導さ
れていたことを示唆している。

2.2.11 MYCによる CLK転写制御を介さない選択的スプライシング制御 

MYC 活性化がんが CLK 阻害に対して脆弱なことが明らかになったため、次に MYC と CLK

の分子的なつながりについて検討した。MYC は SRSF1 や PRMT5 などの Spliceosome の中心
的因子を転写制御することで選択的スプライシングを制御していることがすでに報告されてい
る 32,48。そこで、MYCが CLK2やほかの CLKファミリーキナーゼの転写も制御している可能性
を検討した。MYC誘導SK-MEL-28細胞にDoxを添加しMYCの転写活性を上昇させるとPRMT5

と SRSF1 のmRNA 量の増加が認められた。しかし、CLK2 や他の CLK ファミリーキナーゼの
mRNA 量の上昇は認めらえず、CLK ファミリーキナーゼは MYC の直接の転写ターゲットでは
ないことが示唆された（図表 2-11A）。また MYC 誘導 SK-MEL-28 細胞を用いた RNA-Seq の結
果でも、MYC 誘導はいくつかの選択的スプライシングに関連する因子の発現を上昇させたが、
CLK ファミリーキナーゼの発現上昇は認めらなかった（図表 2-11B）。一方で RNA-Seq の結果
を用いて選択的スプライシング変化を解析した結果、今回用いた MYC 誘導 SK-MEL-28 細胞に
おいても MYC 誘導によって選択的スプライシングに変化が起こることが確認された（図表 2-

11C）。MYC が CLK ファミリーキナーゼの転写制御を伴わない選択的スプライシング変化を誘
導したことから、T-025によって変化が誘導される選択的スプライシングイベントとMYC活性
化によって変化が誘導され選択的スプライシングイベントは重複しない（排他的）という可能性
を検証した。その結果、試験した 4 種のがん細胞株で共通に変化が誘導された 546 の選択的ス
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プライシングイベントのうち MYC 活性化によっても変化が誘導された選択的スプライシング
イベントはわずか 5 イベントであった（図表 2-11D）。以上の結果より、MYC は CLK 転写制御
を介さず選択的スプライシングを制御しており、MYC によって変化が誘導される選択的スプラ
イシングイベントと T-025 によって変化が誘導される選択的スプライシングイベントは排他的
であることが示された。
次に MYC 活性化条件化での T-025 の効果を検討した。これまでの結果から、MYC 活性化は

CLK2 の発現亢進を誘導しないこと、および T-025 による選択的スプライシング変化の程度は
CLK2発現量に依存していることが明らかになっている。つまりMYC活性化条件においても T-

025 の選択的スプライシングに及ぼす影響は MYC 非活性条件と同じであることが推定される。
実際に MYC 誘導 SK-MEL-28 細胞で検討した結果、T-025 による RPS6KB1 エクソン 7 スキッ
ピングおよび S6Kタンパク減少はMYC活性条件でもMYC非活性条件と同程度認められた（図
表 2-11Eおよび F）。そこで次にMYCの直接の転写ターゲットの選択的スプライシングを T-025

が制御している可能性を検討した。MYCの転写ターゲットであることが報告されている NOP16

（別名HSPC111）49のエクソン3スキッピングをT-025が制御していることが明らかになった。
NOP16エクソン 3のスキッピングはフレームシフトタイプの転写バリアントを誘導する。MYC

誘導 SK-MEL-28細胞でMYC誘導すると、NOP16の転写が誘導された。そこに T-025を処理す
ると、MYC非活性条件化と同程度（同レベルの PSI値変化）でエクソン 3スキッピングが誘導
され、その結果エクソン 3を含む NOP16の発現量は抑制された（図表 2-11Gおよび H）。これ
らの結果によって T-025 は選択的スプライシング変化によって MYC の転写ターゲットである
NOP16の発現を抑制していることが示唆された。 

2.2.12 MYCによって誘導された自然発症乳がんのアログラフトモデルに対する T-025の薬効 
T-025 が MYC 活性化がんに対して有効であることをさらに証明するために、MYC 活性化に

よって誘導された腫瘍に対する効果を検討した。MMTV-MYC遺伝子改変マウスに自然発症した
乳がんからアログラフトモデルを作成し、そのアログラフトモデルにおける T-025 の抗腫瘍効
果を評価した。その結果、T-025は体重減少を引き起こすことなく、顕著な抗腫瘍効果を発揮し
た（図表 2-12A および B）。この結果は、CLK 阻害剤が MYC 活性化乳がんに対して有効である
可能性を示唆している。 

2.2.13 MYC遺伝子増幅および CLK2高発現の乳がんは予後不良である 
CLK 阻害剤が CLK2 高発現および MYC 遺伝子増幅がんに対して有効であるという仮説が臨

床での患者層別化マーカーとして有用化どうかを検討するため、公知の臨床データを用いて
CLK2高発現かつMYC遺伝子増幅乳がんの予後を検討した 50,51。まず CLK2高発現およびMYC

遺伝子増幅のそれぞれが予後に及ぼす影響を検討すると、CLK2高発現は予後には影響を及ぼさ
ないが、MYC 遺伝子増幅は予後不良と相関した。続いて CLK2 高発現および MYC 遺伝子増幅
の両方を有する乳がんの予後を検討した結果、両マーカー陽性の乳がんの予後は、単独のマーカ
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図表2-12 MYC誘導⾃然発症乳がんアログラフトモデルにおけるT-025の抗腫瘍効果
（A）（B）MYC誘導⾃然発症乳がんアログラフト腫瘍におけるT-025の抗腫瘍効果。T-025は50 
mg/kgの⽤量で1⽇2回、週2回（⾚⽮印）経⼝投与した。データは、平均±SEMで表す（n=8）。統
計解析は、unpaired Student’s t-testおよびunpaired Student’s t-test with Welch’s correctionを実施した。
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図表2-13 CLK2およびMYC遺伝⼦増幅の乳がんの予後に及ぼす影響
（A）MYC遺伝⼦増幅およびCLK2⾼発現乳がん患者のカプランマイヤー⽣存曲線。患者はMYC遺伝
⼦増幅の有無およびCLK2発現量によってグループ分けし、カプランマイヤー⽣存曲線を描いた。⽣
存期間中央値も表⽰した。統計解析は、Log rank testを実施した。
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ー陽性の乳がんと比較してさらに予後不良であることが明らかになった（図表 2-13A）。これら
のCLK2高発現かつMYC遺伝子増幅を有する乳がんが予後不良であるという臨床での観察結果
は、CLK 阻害剤がこれらの予後不良の患者に対する有効な治療オプションとなりうることを示
している。 

2.3 考察 
CLK阻害を介した T-025の作用 

本章で明らかにした種々の in vitroおよび in vivoモデルにおける T-025の抗腫瘍作用は、CLK

阻害剤が抗がん剤としてのポテンシャルを有していることを示唆している。T-025 は DYRK1A

をはじめとするいくつかのほかのキナーゼを阻害するが、T-025 による抗腫瘍効果は CLK 阻害
による効果であると考えられる。その根拠として、（１）異なった骨格をもつ別の CLK阻害剤で
ある T3が T-025 と類似した選択的スプライシング変化や MYC活性化条件での強い増殖阻害効
果を含む増殖阻害プロファイルを示した。また T3 による選択的スプライシング変化は
CLK1/2/3/4の siRNA処理によって引き起こされる選択的スプライシング変化と類似している報
告されており 47、T-025による選択的スプライシング変化もまた CLKsのノックダウンによって
引き起こされる選択的スプライシング変化と類似していることが示唆される。（２）T-025 によ
る効果が細胞株の CLK2の発現レベルに依存している。具体的には、T-025によって誘導される
選択的スプライシング変化は CLK2 が高発現の NCI-H1048 では程度が大きく、CLK2 低発現の
786-O では小さい。また 150 種の固形がん細胞株に対する T-025 の増殖阻害作用解析では細胞
株の CLK2 発現量との相関が認められ、これらは T-025 による効果が CLK2 を介していること
を示唆している。（３）本研究で検討した T-025の効果において、DYRK1A阻害の寄与は認めら
れていない。RNAi で DYRK1A をノックダウンした MCF7 細胞および SK-BR3 細胞でも T-025

による増殖阻害に変化がなかった。さらに CCLE に情報が記載されている細胞株の中で
DYRK1A発現が最も低い細胞株の 1つである U2OS細胞（Log2 CNV = −1.55、発現の Z-Score

= −2.65）においても、T-025の細胞増殖阻害およびMYC活性化による感受性亢進効果が認めら
れた。DYRK1A 阻害の細胞増殖における役割には多くの議論があり、また細胞背景に依存して
いることが知られている 52。T-025 の広範な細胞に対する増殖阻害効果は CLK 阻害を介した効
果であり、CLK阻害剤が抗がん剤としてのポテンシャルを有していることが示唆される。

MYC活性化と CLK阻害の合成致死のメカニズム 

本研究で明らかになった CLK 阻害剤が MYC 活性化したがんにより効果を発揮するという結
果は、MYCで誘導されたがんは Spliceosome阻害に対して脆弱性を示すという報告 31,32と一致
する結果である。MYC 活性化によってがん細胞は CLK 阻害剤に対し高感受性になり、また、
MYC 増幅の固形がん細胞株は T-025 に対して統計学的に高い感受性を示した。この CLK 阻害
剤と MYC 活性化が合成致死を誘導するメカニズムについては 2 つの仮説が考えられる。（1）
CLK 阻害による選択的スプライシング変化と MYC 活性化による選択的スプライシング変化は
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別々の選択的スプライシングパスウェイであり、相乗的な選択的スプライシング変化で合成致
死を誘導したという仮説。細胞株の MYC ステータスは CLK 阻害剤によって引き起こされる選
択的スプライシング変化には影響がないことが示唆されている。T-025 は MYC 増幅の
COLO320HSR 細胞を含む 4 種のがん細胞株対して類似した選択的スプライシング変化を誘導
した。さらに Funnell らは、MYC が増幅した大腸がん細胞株である HCT116 とがん化していな
い正常上皮細胞である hTERT では T3 が誘導する選択的スプライシング変化は多くが重複して
いた（~75%）と報告している 47。さらに本研究では CLK ファミリーの転写は、MYC 活性とは
独立して制御されていること、MYC 誘導によって起こる選択的スプライシング変化イベントと
T-025 によって誘導される選択的スプライシング変化イベントの重複がほとんどないことも明
らかになった。これらの結果は、CLK阻害剤とMYC活性化は別々の選択的スプライシングパス
ウェイを制御していることが考えられる。2つのスプライシングパスウェイを変化させることに
よる合成致死は、臨床の血液がんでスプライシング関連因子の変異が排他的に発生しているこ
と（複数のスプライシング因子に変異がある血液がんがない）11,12,53、および SF3B1 阻害剤が
SRSF2 または U2AF1 変異がんを選択的に細胞死を誘導すること 54,55、などによって広く提唱
されている。（2）CLK2とMYCが協調的に pre-mRNA産生と成熟を制御し、がん細胞の生存を
促進しているという仮説。CLKキナーゼの直接の基質であり、かつMYCの直接の転写ターゲッ
トでもある SRSF1 は 48、乳腺上皮細胞のがん化を促進することが報告されている 56。また
NOP16 の pre-mRNA は転写段階では MYC に、選択的スプライシング段階では CLK 阻害剤に
よって制御されることを本研究で明らかにした。CLK2 高発現は MYC 非増幅の乳がんでは予後
不良因子ではないが、MYC 増幅の乳がんでは予後不良因子である。これらの結果から MYC に
よって誘導されたがんは CLKにより高い依存をしている可能性が考えられる。今後、CLK阻害
剤によって誘導される細胞死の詳細なメカニズムが明らかになることで、MYC によって誘導さ
れたがんが CLK阻害剤に対して脆弱性を示すメカニズムの解明につながることが期待される。

今後の本研究の発展 

本研究においては、CLK 阻害剤の血液がんに対する作用について十分な検討はなされていな
い。無作為のバイオインフォマティクス解析においては、CREBBP 変異や ROBO2 変異が感受
性と相関することが示唆されている。CREBBP 変異は AML やびまん性大細胞型 B 細胞リンパ
腫（DLBCL）で高頻度に発見されており 57,58、また ROBO2変異はMDS患者で見つかっている
59。 さらなる研究によって、CLK 阻害剤はこれらの変異を有する血液がんにも有用な治療オプ
ションとなりえることが検証されることが期待される。

2.4 実験材料および手法 

細胞株 

293T細胞は理研（日本、埼玉県）より購入した。786-O、BJ、COLO320HSR、MDA-MB-468、
MCF7、NCI-H1048、SK-BR3、SK-MEL-28、U2OS、Wi38細胞は ATCC（アメリカ、バージニ
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ア)より購入した。それぞれの細胞株は推奨された培地を用いて培養し、マイコプラズマ陰性で
あることを確認している。

MYC誘導株を取得するためにSK-MEL-28細胞に空のpTRIPXベクター（Open Biosystems/GE 

Healthcare Dharmacon Inc.、アメリカ、コロラド）または Ter依存的プロモーターの下流でMYC

を発現するベクターをレトロウィスルで安定的に発現させた、geneticin を用いてセレクション
した。同様に U2OS細胞に空の pBABEベクター（Cell Biolabs, Inc.、アメリカ、カリフォルニ
ア）またはMYC-estrogen receptor transgeneを発現させ、puromycinを用いてセレクションし
た。

抗体および試薬 

Dox は Sigma-Aldrich（アメリカ、ミズーリ）より、4OHTは Clontech Laboratories（アメリ
カ、カリフォルニア）より購入した。下記に示す抗体を使用した。anti-phospho-SR monoclonal

antibody（1H4）（Invitrogen/Thermo Fisher Scientific、アメリカ、カリフォルニア、カタログ番
号 339400）、 anti-cleaved PARP1（Cell Signaling Technology Inc. [CST]、アメリカ、マサチュ
ーセッツ、カタログ番号#9541）、anti-S6K（CST、カタログ番号#9202）、 anti-CLK2（Abcam、
イギリス、ケンブリッジ、カタログ番号 ab86147）、anti-MYC（CST、カタログ番号#5605）、anti-

GAPDH（EMD Millipore、アメリカ、マサチューセッツ、カタログ番号MB374）、anti-HSP90（CST、
カタログ番号#4874）。Horseradish peroxidase-linked anti-rabbit and anti-mouse IgG F(ab)2

fragments （GE Healthcare, アメリカ、イリノイ）を二次抗体として使用した。
ラビットモノクローナルリン酸化 CLK2 抗体は、黒川らの手法を参考に武田薬品において作

成した 60。pCLK2 抗体は、WB では 1/1000 または 1/5000 希釈で、免疫染色では 1/100 希釈で
使用した。T-025および T3は武田薬品において合成した。 

キナーゼプロファイリング酵素試験
DiscoverX Corporation（アメリカ、カリフォルニア）が提供するKINOMEScan試験を利用し

評価した。 

T3と T-025の CLK1/2/3および DYRK1A/B阻害活性試験 

T3の IC50値は、Funnellらによって報告された値を引用した。T-025は Funnellらによって報
告された方法と同じ手法で評価した 61。 

細胞増殖アッセイおよびCaspase-3/7アッセイ 

細胞増殖はCellTiter-Glo luminescent cell viability assay（Promega, アメリカ、ウィスコンシ
ン）を用いて、Caspase-3/7活性はCaspase-Glo 3/7 Assay（Promega）を用いて測定した。各ウ
ェルの発光はARVO Light (PerkinElmer Inc.、アメリカ、マサチューセッツ)を用いて測定した。
IC50値はGraphPad Prism 5（GraphPad Software, Inc.、アメリカ、カリフォルニア）を用いて算
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出した。 

WB 

同一タンパク量のサンプルを 7.5%–15% Perfect NT Gel（DRC CO ltd., 日本、大阪）を用い
て電気泳道を行った。ゲルは、ニトロセルロースメンブレンに iBlot system（Invitrogen）を用い
て転写し、その後 PBS containing Block-Ace （DS Pharma Biomedical Co., Ltd., 日本、大阪）
に浸しブロッキングを行った。Can Get Signal Immunoreaction Enhancer solution 1（TOYOBO, 

日本、大阪）で希釈した 1 次抗体にメンブレンを 4℃で 1 晩以上軽く振とうを加えながら浸し
た。PBSTによる洗浄を 10分間 3回行った後に、メンブレンを Can Get Signal Immunoreaction 

Enhancer solution 2 (TOYOBO)で 1:10000 で希釈した 2 次抗体に室温で 30 分間軽く振とうを
加えながら浸した。PBS-Tによる洗浄を 10分間 3回行った後に、ECL™ Western blotting analysis 

system （GE Healthcare、アメリカ、イリノイ）と用いてシグナルを検出した。画像の検出には
LAS3000 Luminescent Image Analyzer （Fujifilm、日本、東京）をバンドの定量にはMulti Gauge 

V3.1（Fujifilm）を用いた。 

免疫染色 

5 μm にカットした切片は、Leica Bond Rx（Leica Biosystems、ドイツ、, ヴェツラー）を用
いて染色した。スライドは、H2バッファーで 20分間予備処理をした後、hydrogen peroxideで
5分、PVDF Blocking Reagentで 10分間ブロッキングを行い、1:100で希釈した pCLK2抗体と
30 分間インキュベートした。Bond Polymer system および Leica IHC Refine Kit （Leica 

Biosystems）を用いて検出を行った。 

siRNAのトランスフェクション 

siRNAのトランスフェクションは、Lipofectamine™ RNAiMAX Transfection Reagent (Thermo 

Fisher Scientific)を用いたリバーストランスフェクション法で実施した。化合物を処理する24時
間前に、10 nM siRNAを細胞にトランスフェクションした。siRNAはAmbion (Thermo Fisher 

Scientific)より購入した以下のsiRNAを使用した。 

- siMYC_1 (s9129) 5′-AGA CCU UCA UCA AAA ACA Utt-3′

- siMYC_2 (s9130) 5′-GAG CUA AAA CGG AGC UUU Utt-3′

- siDYRK1A_1 (s4400) 5′-CCG UAA ACU UCA UAA CAU Utt-3′

- siDYRK1A_2 (s4401) 5′-GCU GAC UAC UUG AAG UUC Att-3′

- Silencer™ Select Negative Control No. 1 siRNA (4390843)

- Silencer™ Select Negative Control No. 2 siRNA (4390846)

RNA調整、定量的 RT-PCR、PSI値算出 

トータル RNA は RNeasy Miniprep kit（QIAGEN、ドイツ、ハイデン）を用いて抽出した。
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cDNAs は TaqMan Reverse Transcription Reagent kit (Applied Biosystems/Thermo Fisher 

Scientific)を用いて作成した。 RT-PCR は、 ViiA7 Real-Time PCR system （ Applied 

Biosystems/Thermo Fisher Scientific）で行った。TaqMan Universal PCR MasterMix (Applied 

Biosystems/Thermo Fisher Scientific)および FAM-labeled probe and primer mix (Applied 

Biosystems/Thermo Fisher Scientific)を使用した。PCR 条件は、50℃ 2 分間、95℃ 10 分間、
そして 40サイクル、94℃ 15秒間および 60℃ 1分間を行った。各サンプルの FAM蛍光量を測
定し、ViiA7 Real-Time PCR system を用いて Ct値を算出した。それぞれのバリアントのコピー
数は、化学合成した標準オリゴヌクレオチドの Ct 値から算出した。PSI 値は以下の計算式で算
出した。 

PSI ＝（エクソンを含むバリアントのコピー数）÷（エクソンを含まないバリアントのコピー数
＋エクソンを含むバリアントのコピー数） 

BCLAF1の選択的スプライシングの解析には下記のプライマー、プローブ、標準オリゴヌクレオ
チドを使用した。
- BCLAF1 (Ex10–11)_F, 5′-CAG GAG TTA GCC GAC CAC G-3′

- BCLAF1 (Ex10–11)_FAM, 5′-AAC CTT TTT TCG AAT TAG AGG CA-3′

- BCLAF1 (Ex10–11)_R, 5′-GTT TGG ACC AGT ATT TGT CCC AG-3′

- BCLAF1 (Ex10–12)_F, 5′-TGC AGG AGT TAG CCG ACC AC-3′

- BCLAF1 (Ex10–12)_FAM, 5′-AAC CTT TCA TGA CGA CAG AG-3′

- BCLAF1 (Ex10–12)_R, 5′-TTG GCC CAA TAA TCC ACA CC-3′

- BCLAF1 (Ex10–11), 5′-CTT TGC AGG AGT TAG CCG ACC ACG AGG AAC CTT TTT TCG

AAT TAG AGG CAG AGG AAG AGC CAG AGG AGT TTT TGC TGG GAC AAA TAC TGG

TCC AAA C-3′

- BCLAF1 (Ex10–12), 5′-AGG CTT TGC AGG AGT TAG CCG ACC ACG AGG AAC CTT TCA

TGA CGA CAG AGA TGA TGG TGT GGA TTA TTG GGC CAA AAG AGG-3′.

NOP16の選択的スプライシングの解析には下記のプライマー、プローブ、標準オリゴヌクレオ
チドを使用した。
- NOP16 (Ex2–3)_F, 5′-CGC TAA ATC GGT ACG GCA GA-3′

- NOP16 (Ex2–3)_FAM, 5′-TAA GAG AAA GGT GAA GGC C-3′

- NOP16 (Ex2–3)_R, 5′-GCA CAT AGG GCT TCC GTA CAA G-3′

- NOP16 (Ex2–4)_F, 5′-ACC ACG CTA AAT CGG TAC GG-3′

- NOP16 (Ex2–4)_FAM, 5′-AAA GAC CTG GAG GCA GAA-3′

- NOP16 (Ex2–4)_R, 5′-GTC AAT GAG GTC CCG AGA CAG-3′

- NOP16 (Ex2–3), 5′-GAC CAC GCT AAA TCG GTA CGG CAG AAC CTG GCC GAG ATG

GGG TTG GCT GTG GAC CCC AAC AGG GCG GTG CCC CTC CGT AAG AGA AAG GTG
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AAG GCC ATG GAG GTG GAC ATA GAG GAG AGG CCT AAA GAG CTT GTA CGG AAG 

CCC TAT GTG CTG AAT-3′. 

- NOP16 (Ex2–4), 5′-CTG GGA CCA CGC TAA ATC GGT ACG GCA GAA CCT GGC CGA GAT 

GGG GTT GGC TGT GGA CCC CAA CAG GGC GGT GCC CCT CCG TAA GAG AAA GAC

CTG GAG GCA GAA GCC AGC CTT CCA GAA AAG AAA GGA AAT ACT CTG TCT CGG

GAC CTC ATT GAC TAT GT-3′

RPS6KB1 の選択的スプライシングの解析は荒木らによって報告されたプライマー、プローブ、
標準オリゴヌクレオチドを使用した 40。 

以下に示す FAM-labeled probeと primer mixを Thermo Fisher Scientificより購入し、使用した。 

- CLK1 Hu00269734_m1

- CLK2 Hs00241874_m1

- CLK3 Hs00357427_m1

- CLK4 Hu00982806_m1

- SRSF1 Hs00199471_m1

- PRMT5 Hs01047356_ml

RNA-Seqおよび選択的スプライシングのバイオインフォマティクス解析 

RNA-Seqは Takara Bio Inc.（日本、滋賀）またはMacrogen, Inc.（韓国、ソウル）で HiSeq2000

または HiSeq4000（Illumina Inc.、アメリカ、カリフォルニア）を用いて実施した。MISO を使
った選択的スプライシング解析、および Cytoscape を用いたパスウェイ解析は Funnell らによ
って報告された手法を同様の手法で実施した 47,61。優位に変化した選択的スプライシングイベ
ントは、以下のクライテリアで算出した。（１）比較する 2 サンプル間の PSI 値の差の絶対値
（ΔPSI）が 0.1以上である（２）選択的スプライシングで変化する 2つのリード数の和が 10よ
り大きい。（3）選択的スプライシングによる 2つの産物間の確率を定量化したBayes factor（BF）
が 20 より大きい。クラスタリングには、ΔPSI が 0.4より大きく、BF が 20 より大きく、個々
の選択的スプライシングイベントの PSI の標準偏差が 0.2 より大きな 1320 イベントを使用し
た。.

増殖阻害パネル試験およびバイオインフォマティクス解析 

増殖阻害パネル試験および付随したバイオインフォマティクス解析は Eurofins Inc.（アメリカ、
ミズーリ）の Oncopanel240または Oncopanel60を利用して実施した。
細胞を 384ウェルプレートに播種し、24時間後に化合物を添加した。72時間のインキュベー

ト後、細胞を固定し核染色した。それぞれのウェルの核の数をカウントし標準化した後、
nonlinear regression to a sigmoidal single-site dose responseモデルで IC50値を算出した。
それぞれの遺伝子の遺伝子変化（特徴）を次の 6つのカテゴリーに分類した。遺伝子変異、遺
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伝子増幅、遺伝子欠損、過剰発現、変異または増幅、変異または欠損である。2つの統計解析を
実施してそれぞれの遺伝子の変化について解析した。（1）Student’s t-test。上記のそれぞれの遺
伝子の特徴について、その特徴を有する細胞株の IC50と有さない細胞株の IC50を比較した。等
分散を仮定して、Unpaired t-testを実施し、p値を算出した。（2）Fisher’s exact test。感受性が
上位から 25%、50%、25%の細胞株を「感受性」「中間」「抵抗性」と分類した。Fisher’s exact 

testを行い、遺伝子特徴を有する細胞株が「感受性」または「抵抗性」に入る頻度が統計学的優
位に高いかを検討した。q値（a false-discovery rate-adjusted p-value）は次の計算式で算出した。 

q = (p/rank) × N 

rankは p値の順番であり、Nはテストを行った数である。 

細胞株の遺伝子変異、コピー数、発現情報 

CCLEに格納されている細胞株の遺伝子情報はcBioPortal for Cancer Genomics62,63より取得し
た。各細胞株の各遺伝子の増幅・欠損の判定および個々の遺伝子変異の役割についても
cBioPortal for Cancer Genomicsより取得した。cBioPortalによると各遺伝子の増幅および欠損は、
CCLEより取得したデータをGISTIC2によって解析し決定した。変異の種類はOncoKB database

より取得した64。 

臨床データ解析 

臨床データも同様にcBioPortal for Cancer Genomicsから取得した。各サンプルのMYC遺伝子
の増幅の判定もcBioPortal for Cancer Genomicsより取得したものを使用した。CLK2高発現の定
義は、細胞株の解析と同様に上位1/3を高発現サンプルとして定義した。カプランマイヤー生存
曲線の作成およびその統計解析はGraphPad prism 5.0を用いて行った。 

In vivo試験 

すべての動物試験は、武田オンコロジーまたは武田湘南リサーチセンターの Institutional 

Animal Care and Use Committeesによって承認されたプロトコルに従って実施した。両施設と
も AAALAC Internationalに認定されている。 

MMTV-MYCモデル 65はMouse Models of Human Cancer Consortium より入手した。アログ
ラフトモデルを作成するために、このモデルの雌マウスに発生した腫瘍から細胞を単離し、生存
している細胞 1 × 105細胞をマトリゲルと混合し 12 週齢の雌 Balb/c nude miceに移植した。2

回の in vivo継代後の腫瘍を液体窒素中に凍結保存した。凍結腫瘍を in vivoに継代し、小さな腫
瘍片を 7から 8週齢の雌 Balb/c nude miceに移植し増殖した腫瘍を抗腫瘍試験に使用した。

5 × 106個のMDA-MB-468細胞または NCI-H1048細胞はマトリゲルと混合し、7から 8週齢
の雌 Balb/c nude mice に皮下移植した。皮下移植腫瘍が十分な大きさに成長したところで、腫
瘍径を測定し、以下の計算式で腫瘍体積を算出した。 
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腫瘍体積 = 長径 × 短径 × 短径 × （1/2） 

腫瘍体積が約 200 mm3のマウスを薬効試験および PD試験に使用した。T-025は 0.5%メチル
セルロース溶液に溶解させた。薬効試験では、無作為的に群分けを行った。T-025は、1日 2回
投与を週 2回のスケジュールで投薬し、2または 3週間の薬効試験を実施した。腫瘍体積および
体重測定は 2から 3日に 1度実施した。

統計解析手法 

正規分布は、Kolmogorov–Smirnov テストで検証した。正規分布が認められた場合は、パラメ
トリック検定（unpaired Students t-testまたは unpaired Student’s t-test with Welchs correction、
Tukey’s test、Dunnett’s test）をその分散によって実施した。正規分布が認められなかった場合
は、ノンパラメトリック検定（Mann–Whitney testまたは Steel–Dwass test）を実施した。統計
解析は、GraphPad Prism 5.0または EXSUS version 8.0（CAC Croit Corporation、日本、東京）
を用いて解析した。図表中の n.s.、*、**、***はそれぞれ p値 0.05以上、< 0.05、< 0.001、< 0.0001

を表している。

2.5 小括 
本研究で創出した T-025 は、動物モデルで抗腫瘍効果を示した最初の CLK 阻害剤である。ま

た T-025 を用いた検討によって CLK 阻害剤と MYC 活性化による新規の合成致死を明らかにし
た。これらの結果は、新規のスプライシング調節剤である CLK 阻害剤が抗がん剤として、特に
CLK2 高発現および MYC 活性化がんに対して、有望な治療法となりうることを示している。本
研究成果が、臨床試験実施中の CLK 阻害剤などを介して、がん患者にとって有益な結果につな
がることを期待される。 
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第 3章 新規 CDC7選択的阻害剤 TAK-931の分子メカニズムおよび有効な対象疾患探索 
（Molecular Mechanism and Potential Target Indication of TAK-931, a Novel CDC7-
Selective Inhibitor） 

3.1 背景 
がんの特徴の 1 つとして、高頻度の遺伝子変異やゲノムの再編成といったゲノム不安定性が

挙げられており、ゲノムの不安定性はがんの悪性化や治療に対する耐性化と関連することも知
られている 66,67。このゲノム不安定性をもたらす要因の 1 つとして DNA 複製ストレス（RS）、
つまりDNA複製フォークの遅延や停滞を引き起こす不効率なDNA複製、が挙げられている 68,69。
DNA複製フォークの停滞によってDNA DSBsおよび細胞分裂における姉妹染色体の不完全な分
離を誘導され、これがゲノム不安定につながると考えられている 70。がん細胞では多くの内在的
および外来的な刺激、例えば、ヌクレオチドや DNA複製因子の不足、ヌクレオチドの誤った取
り込み、DNA 巻き戻しの欠損、DNA 構造の異常などによって RS が生み出している 71,72。これ
ら DNA 構造への直接的な影響に加えて、がん遺伝子活性化によっても RS が誘導されることが
明らかになっている 70,71,73-75。具体的には、KRAS 変異、MYC 遺伝子増幅や活性化、E2F 活性
化、cyclin E過剰発現、CDC25A過剰発現、RB1変異、p53変異、S期移行関連因子の異常など
が RSを誘導すると報告されている 71。がんの特徴である RSを標的としたがん治療には古くか
ら高い関心がもたれており、実際に RSを誘導する化学療法剤は固形がん、血液がん両方に対し
広く使用されている 66,71。また次世代のがん治療薬として DNA 複製に重要な働きをするタンパ
クを阻害する薬剤に高い注目が注がれている。

DNA 複製を制御するタンパクとして、セリン・スレオニンキナーゼである CDC7（DBF-

dependent kinase、DDK としても知られる）は有望なターゲットとして注目されている 76-82。
CDC7 は G1 期後期から S 期への移行において DBF4 を結合することで活性化され、クロマチ
ン上にローディングされた MCM 複合体をリン酸化することで DNA 合成開始を促す（図表 3）
83-85。さらに CDC7 は DNA 複製フォークの維持や DNA 修復応答にも重要な役割を果たしてい
ることが知られている 86。また臨床データから DLBCLや卵巣がん、トリプルネガティブ乳がん
において CDC7の発現亢進が予後不良と相関することが明らかになっている 87。

3.2 結果 

3.2.1 TAK-931は高い選択性を持つ CDC7キナーゼ阻害剤である 
TAK-931 （ 2-[(2S)-1-azabicyclo[2.2.2]oct-2-yl]-6-(3-methyl-1H-pyrazol-4-yl)thieno[3,2-

d]pyrimidin-4(3H)-one hemihydrate）は、武田薬品において創出された低分子 CDC7阻害剤であ
る（図表 3-1A）。TAK-931は CDC7の酵素活性を 0.3 nM以下の IC50値で阻害する一方で、対照
となる CDK2に対する活性は非常に弱く IC50値で 6300 nMであった（図表 3-1B）。さらにキナ
ーゼ選択性を評価したところ、評価したほかの 317 キナーゼに対する活性は弱く、CDC7 に対
する活性と比較して 120倍以上の選択性があった（図表 3-1C）。
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図表3 CDC7の分⼦機能
CDC7はMCMをリン酸化することでDNA複製の開始を制御する。
Reprinted from Clinical Cancer Research, 2010, 16, 4503-4508, Montagnoli et al., Targeting Cell 
Division Cycle 7 Kinase: A New Approach for Cancer Therapy, with permission from AACR.
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図表3-1 CDC7選択的阻害剤TAK-931
（A）TAK-931の化学構造（B）TAK-931のCDC7およびCDK2に対する酵素阻害活性。（C）TAK-
931のキナーゼ選択性。317キナーゼ試験に対するTAK-931の1,000 nMにおける阻害率⽰す。阻害率
が⾼かったキナーゼは濃度依存性試験を実施し、IC50値を算出した。（D） TAK-931のCDC7および
CDK9の基質に及ぼす影響。 TAK-931を4時間処理したCOLO205細胞から回収した核ライセートを
⽤いてWBを実施した。
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つぎに TAK-931の細胞での効果をCOLO205大腸がん細胞株を用いて検討した。MCM2 Ser40

のリン酸化（pMCM2）は CDC7キナーゼの選択的な基質であることが知られている 84,88,89。ま
た、RNA polymerase II Ser2 (pPOL II)は、キナーゼ選択性試験で 2番目に TAK-931の活性が強
かった CDK9 がリン酸化することが知られている 90。pMCM2 および pPOL II を CDC7 および
CDK9 の標的阻害 PD マーカーとして使用し、また CDC7・CDK9 デュアル阻害剤である
PHA767491を対照化合物として用いた 77。WBで検討した結果、TAK-931による濃度依存的な
pMCM2 抑制が 10 から 100 nM で認められ、それ以上の濃度で完全な抑制が認めらえた。一方
で、TAK-931による pPOL IIの抑制は 1000 nMでも認められなかった。PHA767491は、pMCM2

の抑制が 10,000 nMで認められた一方で、濃度依存的な pPOL II抑制が 1,000 から 10,000 nM

で認められた（図表 3-1D）。この結果は、TAK-931が細胞レベルでも高い選択性を有しているこ
とを示している。これ以降の細胞試験では、pMCM2がほぼ完全に検出できなくなる 300 nMで
TAK-931を使用した。 

 

3.2.2 TAK-931は DNA複製開始点の発射数を減少させる 
TAK-931が DNA複製に対してどのような影響を及ぼしているのかを検討するために HeLa細

胞を用いて DNAファイバー試験を実施した（図表 3-2A）91,92。その結果、TAK-931を処理した
細胞では、複製フォークの開始数が顕著に減少した（図表 3-2B）。一方で、複製フォークのスピ
ードは、抑制されず、むしろ増加した（図表 3-2C）。この結果は、すでに報告されている別の
CDC7阻害剤で認めれた現象と類似していた 77,93。この結果は CDC7活性が DNA複製開始点の
発射に重要な働きを示していること、さらに、フォークの進行に関しては活性が逆に負に制御し
ていることを示している 91,92。  

 

3.2.3 TAK-931は S期延長および RSを誘導する 
次に TAK-931による S期進行に対する影響を、ダブルチミジンブロックで細胞周期を同調さ

せた HeLa細胞を FACSで解析し検討した 94。同調からのリリース後 12時間の時点で、（DMSO

を処理した）対照細胞はすでに次のG1期に入っているのに対して、TAK-931を処理した細胞で
は S期後期からG2期での細胞の蓄積が認められた（図表 3-3A）。DNA合成を検出する BrdU取
り込み試験を実施すると TAK-931 を処理した HeLa 細胞は S 期後期から G2 期に細胞が蓄積し
ていることが示された（図表 3-3B）。これらの結果より、TAK-931は DNA複製フォークの開始
を完全には抑制できず、また活動している少数の DNA複製フォークのスピードは速めるが、全
体としては S 期進行を遅延さることで S 期後期から G2 期での細胞の蓄積を誘導していると考
えられた。 

TAK-931 処理 24 時間後では、WB によって RS のマーカーであるユビキチン化 FANCD2 お
よび S/G2 期のマーカーである cyclin B1 の蓄積が認められた（図表 3-3C）。また免疫蛍光染色
を実施したところ、TAK-931を処理した HeLa細胞では、DNA SSBsのマーカーである FANCD2

のフォーサイフォーメーションを有する細胞が増加したが、DSBs のマーカーである 53BP1 の
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進⾏に及ぼす影響。代表的な図を⽰した。データは、平均±SDで表す（n=3）。統計処理は、
unpaired Student’s t-testで実施した。
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フォーサイフォーメーションを有する細胞は増加しなかった（図表 3-3D）。これらの結果から
TAK-931は SSBsを誘導する RSを伴う S期の進行遅延を引き起こすことが明らかになった。 

 

3.2.4 TAK-931によって誘導された RSは中心体の過剰複製を引き起こす 
TAK-931 によって、その後どのような細胞死が誘導されるのかを検討した。M 期のマーカー

である histone H3 Ser10のリン酸化（pHH3）を用いた時間依存的な細胞周期解析を実施した結
果、TAK-931 を処理した細胞の pHH3 陽性細胞数は時間経過とともに徐々に減少し、これは S

期進行の遅延を表していると考えられた。その後、24 時間から 48 時間にかけて pHH3 陽性細
胞の数は増加した（図表 3-4A）。この結果から TAK-931 による S/G2 期での停止から脱出した
細胞は、次に異常なM期が誘導されM期延長が引き起こされている可能性が示唆された。また
同時に、DNA数が 1N から 2N（M1）または 4N から 8N（M2）の細胞が 24 時間以降で増加し
ていることが明らかになり、染色体の分離異常によって異数体が誘導されていることが示唆さ
れた（図表 3-4B）。 

染色体の分離異常は中心体の異常と密接にかかわっていることから、TAK-931 を処理した
HeLa細胞の中心体の数、局在および形態について検討した。中心小体のマーカーである centrin-

2（RFPタグ融合）を安定発現した HeLa細胞を使用して中心体および中心小体の顕微鏡観察を
実施した。対照として、細胞周期を同調していない HeLa 細胞（AS 細胞）および G2 期で同調
した HeLa細胞（G2細胞）を使用した。中心体のマーカーである γ-tubulinの免疫蛍光染色を実
施したところ TAK-931 を処理した細胞において中心体が 3 以上の細胞の割合が優位増加してい
た（図表 3-4Dおよび E）。さらに中心小体の数も TAK-931 を処理した細胞では増加していた。
4 つ以上の中心小体がある細胞は TAK-931 処理細胞では 27%だったのに対し、G2 細胞および
AS 細胞ではそれぞれ 2%および 1%であった。しかし、TAK-931 処理において中心体ごとの中
心小体の数の増加は、ほとんど認められず AS細胞とほぼ同数であった。また電子顕微鏡による
中心小体の形態異常についても確認できなかった（図表 3-4F）。これらの結果は TAK-931 によ
って中心体の過剰複製を伴った M 期の異常が誘導され、その結果がん細胞に増殖抑制効果を示
していることが示唆された。  

 

3.2.5 TAK-931による増殖および DNA複製に対する影響には多様性がある 
TAK-931による増殖阻害効果の普遍性および抗がん剤としての有用性を検証するために、245

種のがん細胞株および 1 種の正常細胞株、合計 246 細胞株に対する増殖阻害パネル試験を実施
した（図表 3-5A）。TAK-931 は細胞株間で幅広い増殖阻害活性を示し、GI50値は 30.2 nM から
10 μM 以上であった（中央値は 407.4 nM）。GI50値が 100 nM 以下の細胞株が 33 細胞株、100

から 1000 nMが 156細胞株、1000 nM以上が 57細胞株であった。 

TAK-931 に対して比較的感受性が高い COLO205 大腸がん細胞株（GI50値 85 nM）と感受性
が低い RKO大腸がん細胞株（GI50値 818 nM）を用いて、TAK-931が pMCM2および S期進行
に及ぼす影響を検討した（図表 3-5B）。pMCM2 阻害の阻害濃度域は RKO と COLO205 で同等

40



B
D

E

0%

25%

50%

75%

100%
T

A
K

-9
31 G

2

A
S

>3

2

1

0%

25%

50%

75%

100%

T
A

K
-9

31 G
2

A
S

>4

3-4

1-2

0%

25%

50%

75%

100%

T
A

K
-9

31 G
2

A
S

>4
3-4
1-2

Centrosomes Centrioles
Centrioles/

centrosomes

0 h 24 h 48 h

γ-tubulin

10 μm

centrin-2 DAPI Merged

T
A

K
-9

31
G

2

A

0 200 400 600 800 1000

M1

M2

0 200 400 600 800 1000

M1

M2

0 200 400 600 800 1000

M2M1

PI (DNA)

M1: 0.9%
M2: 1.9%

M1: 2.0%
M2: 1.8%

M1: 15.6%
M2: 8.6%

0h 24h 48h

TAK-931 treatment (h)

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

10.0

0 h 4 h 8 h 24 h 48 h

DMSO

TAK-931

pH
H

3 
po

si
tiv

e 
ce

lls
 (

%
)

TAK-931 treatment

0

5

10

15

20

0 h 4 h 8 h 24 h 48 h 72 h

1N-2N (M1)

4N-8N (M2)

an
eu

pl
oi

d 
ce

lls
 (

%
)

TAK-931 treatment

C

F

図表3-4 TAK-931はHeLa細胞に中⼼体の過剰複製を誘導する
（A）（B）（C）TAK-931の⻑時間処理はM期の蓄積および異数体を誘導する。HeLa細胞にTAK-
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体細胞数の割合を解析した。データは、平均±SDで表す（n=3）。（D）（E）TAK-931は中⼼体
数が3以上の細胞数を増やす。Centrin-2-RFPを発現させたHeLa細胞にTAK-931を24時間処理し、免
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D

42



であったが、RKO 細胞では COLO205 細胞と比較して TAK-931 による S 期停滞が軽度であっ
た（図表 3-5Cおよび D）。次に DNA polymerase 阻害剤である Aphidicolinを低濃度（200 nM）
で処理し、低いレベルの RSをかけられた状態の RKO細胞に対して、TAK-931がどのように作
用するのかを検討した。TAK-931 単独では RKO 細胞の S 期進行に軽度な影響しか及ぼさない
が、TAK-931 と Aphidicolinを併用して処理すると S期の顕著な遅延を誘導した（図表 3-5E）。
さらに、低濃度の Aphidicolin 処理は RKO細胞における TAK-931 の増殖阻害効果を顕著に増加
させた（図表 3-5F）。これらの結果は、低感受性株に対しては TAK-931単独では十分な RSを誘
導できないことを示唆しており、細胞株によって TAK-931 による RS に多様性があることを示
唆している。 

 

3.2.6 正常細胞およびほかのがん細胞に対する TAK-931の影響 
続いて他のがん細胞株および正常細胞株に対する TAK-931 の効果を検討した。S 期の遅延は

SW948大腸がん細胞株、PACN1すい臓がん細胞株でも認められたが、正常細胞株に対する TAK-

931 の S 期遅延効果は比較的緩やかであり（図表 3-6A）、過去の siRNA での報告と一致してい
た 95。WB の結果、TAK-931 は正常細胞株である MRC5 に対して COLO205 と同様に S/G2 期
マーカー（cyclin B1、リン酸化 CDC2）および S/G2チェックポイント活性化マーカー（リン酸
化 Chk1）を上昇させたが、DNA損傷マーカーである γH2A.Xやアポトーシスマーカーである切
断型 PARP1は誘導しなかった（図表 3-6B）。また TAK-931は正常細胞株に対しては、COLO205

や HeLaと比較して弱い増殖阻害効果を示した（図表 3-6C）。 

 

3.2.7 TAK-931による増殖阻害効果は ATR経路を介している 
TAK-931 による増殖阻害が RSによって引き起こされているのかを検討するために ATR 阻害

剤（VE-821）によるレスキュー試験を実施した 96。ATR は DNA 複製フォークの停滞などの異
常な DNA 複製をモニターする S期チェックポイントの中心タンパクであり、ATR 阻害は TAK-

931 によって誘導される RS に関連したシグナル伝達を抑制させることが期待される。VE-821

は COLO205細胞における TAK-931の増殖阻害効果を顕著に減弱させ（図表 3-7A）、SW948お
よび PANC1 細胞での TAK-931 による S 期停滞作用も減弱させた（図表 3-7B）。さらに TAK-

931による作用における ATR経路の関与を確認するために、TAK-931の ATR hypomorphic変異
（A2101G/A2101G）97および CHK1 変異（S317/-）DLD1 大腸がん細胞株における増殖阻害作
用を親株と検討した。その結果、ATR hypomorphic 変異体および CHK1 変異体の両株とも親株
と比較して TAK-931 による増殖阻害作用は低下した（図表 3-7C）。この結果は、ATR を介した
RSが TAK-931による増殖阻害作用における重要なイベントであることを示している。 

 

3.2.8 バイオインフォマティクス解析 
続いて 3.2.5 で実施した 256 細胞株に対する増殖阻害試験の結果をバイオインフォマティク

ス解析した。最初に細胞株の増殖速度および病理学的な分類と GI50 値の相関を検討したが、ど
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PTEN 19 174 6.42 ± 0.13 6.38 ± 0.04 0.03 ± 0.13 0.78

RB1 21 172 6.43 ± 0.12 6.38 ± 0.04 0.05 ± 0.12 0.70

BRAF 27 166 6.29 ± 0.11 6.40 ± 0.04 -0.11 ± 0.11 0.32

図表3-8 増殖阻害パネル試験のバイオインフォマティクス解析
（A） TAK-931の246細胞株に対する増殖阻害pGI50値。灰⾊の円が個々の細胞を⽰す。細胞を由来
組織および疾患によって分類した。（B）細胞の増殖速度とTAK-931の増殖阻害活性との関係。
（C）CDC7およびDBF4のmRNA量とTAK-931感受性の関係。TAK-931⾼感受性株（上位1/3、82細
胞株）と低感受性株（残り2/3、164細胞株）のCDC7およびDBF4発現量を⽐較した。発現量は
CCLEより⼊⼿した。統計解析は、unpaired Student’s t-testを実施した。（D） CDC7およびDBF4
のタンパク量とTAK-931感受性の関係。7細胞株のライセートをWBで解析した。（E）がん遺伝⼦
の変異とTAK-931感受性の関係。がん遺伝⼦（KRAS、NRAS、HRAS、TP53、PTEN、RB1、
BRAF）の変異はCCLEより⼊⼿した。RASはKRAS、NRAS、HRASのいずれかの変異を有する細
胞株。変異を有する細胞株のpGI50値と野⽣型の細胞株のpGI50値を⽐較した。統計解析は、
unpaired Student’s t-testを実施した。
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ちらも優位な相関は認められなかった（図表 3-8Aおよび B）。また細胞株の CDC7および DBF4

の発現と TAK-931 に対する感受性の相関を検討したが、mRNA 量およびタンパク量とも TAK-

931の感受性との明確な相関は認められなかった（図表 3-8Cおよび D）。 

そこで次にがん遺伝子の変異が TAK-931の増殖阻害活性に及ぼす影響を検討した。RAS変異
株細胞株群（KRAS 変異株、HRAS 変異、NRAS 変異株）の GI50 値は RAS 野生型細胞株群の
GI50値に比べて優位に低かった（p値 0.0004）が、BRAF（p値 0.323）、PTEN （p値 0.775）、
RB1 （p値=0.702）、TP53 （p値=0.203）変異では統計的優位な相関は認められなかった（図
表 3-8E）。 

 

3.2.9 KRAS変異は細胞の TAK-931に対する感受性を亢進する 
RAS ファミリー変異の TAK-931 に対する感受性への影響を確認するために、2 種類の KRAS

の isogenic 細胞株を用いて検討した。（1）KRAS が野生型である SW48 大腸がん細胞株に変異
KRAS（G12Vまたは G12D）を導入した isogenic細胞および（2）KRASが変異型（G13D）で
ある DLD1細胞の変異 KRAS alleleを除去した isogenic細胞（WT [KO]）を用いた。細胞内の活
性化状態の Rasの量を Raf-1の Ras-binding domainを用いた免疫沈降によって検討すると、そ
れぞれの活性化 RAS タンパク量が増加していることが確認された（図表 3-9A）。SW48 および
DLD1 の両方の isogenic ペア細胞において、TAK-931 は KRAS 変異を有する細胞に対してより
強い増殖阻害効果および強い Caspse3/7活性化効果を示した（図表 3-Bおよび C）。WBを実施
したところ、両細胞株ペアにおいて TAK-931による核内の FANCD2タンパク量の増加は KRAS

変異株のほうが高いことが明らかになった（図表 3-9D）。これらの結果より KRAS 変異株にお
いて TAK-931 はより高い RS を誘導すること、またそれが KRAS 変異株に対して強い増殖阻害
効果を示すメカニズムである可能性が考えられた。 

 

3.2.10 TAK-931の増殖阻害プロファイルと既存化学療法剤との比較 
TAK-931 の増殖阻害プロファイルをほかの化学療法剤の増殖阻害プロファイルと比較した。

比較対象として、白金製剤（Cisplatin、Carboplatin、Oxaliplatin）、トポイソメラーゼ阻害剤（SN-

38 および Doxorubicin）、代謝拮抗薬（Gemcitabine、Methotrexate）、チューブリン阻害剤
（Paclitaxel）を用いた。これらの in vitroでの増殖阻害 IC50値は Eurofins Panlabs, Inc.より入手
した。それぞれの細胞に対する TAK-931 の増殖阻害 IC50値とほかの化学療法剤の増殖阻害 IC50

値の相関を検討した（図表 3-10Aおよび B）。Carboplatinと Cisplatinとの間での R値は 0.72で
あり、同じクラスの化学療法剤の増殖阻害プロファイルは高い相関を示した（図表 3-9B）。TAK-

931 は、Doxorubicin（R 値 0.51）または Oxaliplatin（R 値 0.47）と中程度の相関を示したが、
ほかの化学療法剤との相関は比較的低かった（R値 0.2から 0.4）。さらに、TAK-931とは違い、
RAS 変異を有する細胞株への強い増殖阻害作用は Doxorubicin および Cisplatin では認められな
かった（図表 3-10C）。これらの結果は、TAK-931が、抗がん剤候補として既存の化学療法剤と
は違ったユニークな増殖阻害プロファイルを有することを示している。 
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図表3-9 TAK-931はKRAS変異を有する細胞に強い増殖阻害活性を発揮する
（A） KRAS遺伝⼦isogenic細胞株の活性化RAS量。各isogenic細胞株の活性化RASをGSTタグが結
合したRaf1 Ras-binding domainによる免疫沈降で回収し、WBで検出した。Active Ras Detection kit
を⽤いた。（B）KRAS遺伝⼦isogenic細胞に対するTAK-931の増殖阻害。SW48 KRAS G12V変異株、
SW48 KRAS G13D変異株とSW48親株、DLD1 WT (KO)株およびDLD1親株にTAK-931を72時間処
理し増殖阻害活性をATP量を指標として解析した。データは、平均±SDで表す（n=3）。（C）
KRAS遺伝⼦isogenic細胞に対するTAK-931のCaspase-3/7活性化効果。 SW48 KRAS G12V変異株、
SW48 KRAS G13D変異株とSW48親株、DLD1 WT (KO)株およびDLD1親株にTAK-931を48時間処
理しCaspase-3/7活性を解析した。データは、平均±SDで表す（n=3）。（D）TAK-931によるRS
にKRAS遺伝⼦変異が及ぼす影響。SW48 KRAS G12V変異株、SW48 KRAS G13D変異株とSW48親
株、DLD1 WT (KO)株およびDLD1親株にTAK-931を24時間処理し、回収した細胞ライセートを分画
して、WBで解析した。
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TAK-931 Doxorubicin Oxaliplatin SN-38 Carboplatin Paclitaxel Cisplatin Gemcitabine Methotrexate

TAK-931 ‐ 0.51 0.47 0.36 0.35 0.33 0.32 0.29 0.28
Doxorubicin 0.51 ‐ 0.56 0.53 0.45 0.65 0.50 0.36 0.37
Oxaliplatin 0.47 0.56 ‐ 0.45 0.46 0.33 0.46 0.22 0.41

SN-38 0.36 0.53 0.45 ‐ 0.41 0.35 0.41 0.28 0.38
Carboplatin 0.35 0.45 0.46 0.41 ‐ 0.21 0.72 0.34 0.30
Paclitaxel 0.33 0.65 0.33 0.35 0.21 ‐ 0.28 0.13 0.15
Cisplatin 0.32 0.50 0.46 0.41 0.72 0.28 ‐ 0.45 0.37

Gemcitabine 0.29 0.36 0.22 0.28 0.34 0.13 0.45 ‐ 0.20
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pIC50 (Cisplatin) 

pI
C

50
(T

A
K

-9
31

)

R=0.32

TAK-931 vs. Cisplatin

pI
C

50
(C

ar
bo

pl
at

in
)

pIC50 (Cisplatin) 

R=0.72

Carboplatin vs. Cisplatin

Cisplatin Doxorubicin
n.s. n.s.

pI
C

50

pI
C

50

RAS-
Wild

RAS-
Mutant

RAS-
Wild

RAS-
Mutant

図表3-10 TAK-931と化学療法剤との増殖阻害プロファイルの⽐較
（A）TAK-931と化学療法剤の増殖阻害プロファイルの⽐較。TAK-931のIC50値を化学療法剤のIC50

値と⽐較した。相関係数を⽰した。（B）TAK-931とCisplatinおよびCarboplatinとCisplatinの⽐較。
灰⾊の円が個々の細胞を⽰す。相関係数も表⽰した。（C）RAS変異がCisplatinおよびDoxorubicin
の感受性に及ぼす影響。変異を有する細胞株のpIC50値と野⽣型の細胞株のpIC50値を⽐較した。統
計解析は、unpaired Student’s t-testを実施した。
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3.2.11 TAK-931の PD試験および薬効試験 
続いて TAK-931 を動物モデルで評価した。TAK-931 に対して比較的感受性が高い COLO205

細胞株のゼノグラフトモデルを用いて、TAK-931の PD試験および抗腫瘍試験を実施した。TAK-

931は経口投与で COLO205ゼノグラフト腫瘍担癌マウスに投与した。80 mg/kgの TAK-931を
投与後、pMCM2は 8から 24時間にかけて減少し、48時間後には回復することが明らかになっ
た。また用量および時間依存性を調べた結果、TAK-931 は用量および時間依存的に pMCM2 を
減少させることが明らかになった（図表 3-11Aおよび B）。 

次に COLO205 ゼノグラフトモデルにおける TAK-931の抗腫瘍試験を実施した。TAK-931 を
1日 2回、2週間、担がんマウスに投与した結果、TAK-931は深刻な体重減少を引き起こすこと
なく、用量依存的に抗腫瘍効果を発揮した。また休薬期間をいれた間欠投与での連投試験におい
ても TAK-931 は顕著な抗腫瘍効果を発揮し、TAK-931 の投与レジメンに依存しない抗腫瘍効果
が示された（図表 3-11Cおよび D）。  

 

3.2.12 PDXモデルに対する TAK-931の抗腫瘍試験 
最後に前臨床第二相様試験と名付けられた 93種の PDXモデル（大腸がん 40モデル、肺がん

25 モデル、卵巣がん 3 モデル、すい臓がん 25 モデル）に対する TAK-931 の薬効試験を実施し
た。TAK-931を 60 mg/kgで 1日 2回、3日間投与 4 日間休薬を 1サイクルとして、3から 5サ
イクルの投与を実施した。前臨床カプランマイヤー生存解析は、腫瘍体積が 600 mm3になった
時点を死亡の代替エンドポイントとして実施した。生存解析の結果、TAK-931 投与は生存を統
計学的優位に改善した（Hazard Ratio：0.13、95%信頼区間：0.09-0.20、p値 0.0001）（図表 3-

12A）。また 93 モデル中 43 モデル（46.2%）において抗腫瘍効果が認めらえた（%TGI 60%以
下）。%TGIの中央値は全モデルでは 56.5%、大腸がんでは 43.8%、肺がんでは 76.8%、卵巣が
んでは 57.4%、すい臓がんでは 70.1%であった。In vitroでの増殖阻害パネル試験の結果と同様
に、PDXモデル腫瘍の増殖速度と抗腫瘍効果（%TGI）に相関は認められなかった（R2値 0.01831）
（図表 3-12Bおよび C）。 

PDX モデルには 42 モデルの KRAS 野生型腫瘍と 51 モデルの KRAS 変異型腫瘍が含まれて
いた。KRAS野生型腫瘍と KRAS変異型腫瘍に対する TAK-931の抗腫瘍活性を比較した。大腸
がんおよび肺がんにおいては%TGI 値に統計的な有意差はなかったが、すい臓がんにおいては
KRAS 変異型すい臓がん PDX に対して強い抗腫瘍活性を示した。すい臓がん PDX モデルの大
部分（25モデル中 22モデル）は KRAS変異型であり、これはすい臓がん患者の大多数が KRAS

変異を有することと一致している。パラメトリック検定である Student’s t-test およびノンパラ
メトリック検定であるWilcoxon-Mann-Whitney testの両方において統計学的優位に KRAS変異
型すい臓がん PDXモデルは KRAS野生型 PDXよりも TAK-931に対する感受性が高いこと示さ
れた（図表 3-12Dおよび E）。KRASのステータスがすい臓がん PDXにおいて TAK-931感受性
と相関することが示されたが、KRAS 変異の TAK-931 感受性への寄与に関してより強い確証を
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図表3-11 TAK-931のCOLO205ゼノグラフトモデルにおける抗腫瘍効果
（A）（B） COLO205ゼノグラフト腫瘍におけるTAK-931のPD効果。担がんマウスにTAK-931の単
回経⼝投与し、回収した腫瘍から抽出したサンプルのpMCM2をWBで解析した。データは、平均
±SDで表す（n=3）。（C）（D）COLO205ゼノグラフト腫瘍におけるTAK-931の抗腫瘍効果。T-
025は図表中に⽰された⽤量およびレジメンで経⼝投与した。データは、平均±SEMで表す（n=5）。
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図表3-12 TAK-931の前臨床臨床第⼆相様試験
（A）TAK-931によるPDX担がんマウスの⽣存改善。93種のPDXモデルに対してTAK-931の抗腫瘍
効果を検討した。TAK-931は60 mg/kgの⽤量で1⽇2回、3⽇間投与4⽇間休薬のサイクルで投薬を
⾏った。600 mm3を死亡の代替エンドポイントとした際のカプランマイヤー⽣存曲線を⽰す。
（B）TAK-931のがん種ごとの抗腫瘍効果。%TGI値をがん種ごとに分類し表⽰した。（C）TAK-
931の抗腫瘍効果と腫瘍増殖速度。PDXモデルの腫瘍増殖速度とTAK-931による%TGIを表⽰した。
（D）（E）KRAS遺伝⼦変異がTAK-931の抗腫瘍効果に及ぼす影響。 %TGI値をがん種および
KRAS変異の有無で分類し表⽰した。統計解析は、Wilcoxon-Mann-Whitney testを実施した。
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得るにはさらなる試験が必要である。 

3.3 考察 

TAK-931による増殖阻害効果の分子メカニズム 

本研究において TAK-931 が他の化学療法剤とは異なった増殖阻害プロファイルを有すること
が明らかになった。この TAK-931 の増殖阻害プロファイルは、TAK-931 がユニークな増殖阻害
メカニズムを有していることに基づくと考えられる。TAK-931 は S 期進行遅延および RS を誘
導ｓ、HeLa 細胞においては TAK-931 は中心体の過剰複製および M 期の異常を誘導し細胞増殖
を阻害していた。染色体の不安定性が引き起こされるのを防ぐために、中心体複製は DNA複製
と同様に 1 回の細胞周期において 1 回の複製しか起こらないよう厳密に制御されている 98。近
年の報告から DNA複製に関わる因子、例えば ORC1、MCM5、geminin、CDC6などが中心体の
複製にも関与していることが明らかになっている 99-104。これら複製に関わる因子に加え、CDC7

のキナーゼ活性も中心体複製と DNA複製の両方を制御している可能性が考えらる。

TAK-931による増殖阻害効果の分子メカニズム 

薬効予測または患者層別化バイオマーカーを同定することは、分子標的薬の開発において非
常に重要である。本研究にて実施した in vitroでの大規模な増殖阻害試験の結果、TAK-931に対
する感受性は疾患分類、増殖速度、CDC7 や DBF4 発現量には依存していないものの、RAS 変
異を有するがん細胞株は RAS野生型細胞株より感受性が統計学的優位に高いということが明ら
かになった。TAK-931 が KRAS野生型の細胞株に比べて KRAS変異細胞株により高い RSを誘
導することは、KRAS 活性化による下流シグナルと TAK-931 が合成致死を誘導している可能性
が考えられる。7,837遺伝子に対する RNAi の作用を 398細胞に対して調べた大規模な RNAi ス
クリーニング結果が最近報告された 105。その中で CDC7のノックダウンと KRASのノックダウ
ンは類似した増殖阻害プロファイルを示すことが明らかになった（図表 3-13）。この機能欠損試
験の結果は、KRAS 経路阻害に対する脆弱性と CDC7 経路阻害に対する脆弱性が緊密に関連し
ていることを示しており、CDC7 経路の阻害が KRAS に生存を依存したがん細胞に対してより
効果を発揮するという仮説を支持している。しかしながら、KRAS 経路と CDC7 経路が機能的
にどのようにつながりっているのかを検討するさらなる試験が必要である。

今後の研究の発展 

本研究での非臨床試験において変異 RAS を有するがんが TAK-931 の標的となりうることが
示されたが、いくつか明確に説明できない点が残っている。第一に RAS変異の有無が統計学的
優位に感受性と相関するが、RAS 変異が明確に感受性細胞株と非感受性細胞株を分けることが
できていない。第二に前臨床第二相様試験の結果、KRAS 変異をもつがんに対する高い効果は、
すい臓がんでは差がみられたが、肺がん、大腸がんでは差は認められなかった。これらの結果は、
RAS変異による TAK-931への高感受性はがん細胞の背景依存していることが考えられる。今後、
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GENESYMBOLS Correlation

ARHGAP15 -0.30

CASR 0.35

DBF4 0.37

DCAF7 0.31

FBXO5 0.33

KDM4A 0.30

KIF5A 0.32

KRAS 0.30

NEUROD2 -0.30

NOTCH3 0.31

PVRL3 0.37

SEC13 0.30

SEC62 0.30

TCF7 0.30

A B

図表3-13 CDC7ノックダウンとKRASノックダウンは類似した増殖阻害プロファイルを⽰す
（A）CDC7ノックダウンによる増殖阻害効果と類似する増殖阻害効果を⽰した遺伝⼦リスト。
CDC7ノックダウン効果との相関が0.3以上のものを表⽰した。（B）CDC7ノックダウンとKRAS
ノックダウンのパスウェイ解析の結果。正相関を緑、負相関を⾚で表⽰した。線の太さは相関の強
さを⽰す。Project DRIVEよりデータおよび図表を取得した。
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他のがん遺伝子による RS、例えばMYC増幅、E2F活性化、RB1変異、p16欠損などによる RS71

が TAK-931 による RS 誘導にどのように関与しているのかを明らかにすることで、より明確に
RAS 変異と RS、および TAK-931 感受性の関係が明らかになると考えられる。また、がん細胞
がもつ内在性の RS の程度を臨床サンプルおよび PDX 腫瘍などで検出する方法を確立すること
で、TAK-931がより効果を発揮する腫瘍が明確にすることが期待される。 

3.4 実験材料および手法 

細胞株 

HeLa、COLO205、RKO、PANC1、SW948、MRC5は ATCCより購入した。SW48（KRAS）、
DLD1（KRAS、ATR、CHK1）の遺伝子変異株は Horizon Discovery Ltd（イギリス、ケンブリッ
ジ）より購入した。それぞれの細胞株は推奨された培地を用いて培養した。 

抗体および試薬 

以下の抗体を使用した。anti-pMCM2（EPITOMICS, Inc./Abcam、カタログ番号 3378-1）、anti-

MCM2（Santa Cruz Biotechnology、アメリカ、テキサス、カタログ番号 sc-9839）、anti-pPOLII 

（Millipore、カタログ番号 04-1571）、anti-POLII（Millipore、カタログ番号 05-952）、anti-Lamin 

B1（Abcam、カタログ番号 ab16048）、anti-FANCD2（Santa Cruz Biotechnology、カタログ番
号 sc-20022）、pChk1（CST、カタログ番号#2348）、anti-Chk1（CST、カタログ番号# 2345）、
anti-pCDK1（CST、カタログ番号# 9111）、anti- CDK1（Santa Cruz Biotechnology、カタログ番
号 sc-954）、anti-gH2AX（CST、カタログ番号# 2577）、anti-PARP1（CST、カタログ番号# 9542）、
anti-CyclinB1（Santa Cruz Biotechnology、カタログ番号 sc-752）、anti-γ-tubulin （Sigma-Aldrich、
カタログ番号 T9026）。

TAK-931は武田薬品において合成した。PHA767491は KNC Laboratories Co. Ltd（日本、神
戸）において合成した 77。VE-821 および Aphidicolin はそれぞれ Sigma-Aldrich および Wako 

Pure Chemical Corporation（日本、大阪）より購入した。 

CDC7酵素阻害試験 

全長 DBF4 と共発現させた全長 CDC7 は Carna Biosciences, Inc.（神戸、日本）より購入し
た。CDC7/DBF4複合体の酵素活性は Transcreener ADP Assay® （Cisbio, Inc.、アメリカ、マ
サチューセッツ）を用いて検出した。酵素反応は、キナーゼバッファー（20 mM 4-(2-

hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid [HEPES], pH 7.5, 10 mM magnesium acetate, and 

1 mM dithiothreitol）に 1.0 µM ATP、10 µg/mL MCM2、0.1 µg/mL CDC7/DBF4を添加して行っ
た。酵素反応開始前に TAK-931 と CDC7/DBF4 を 10 分間インキュベートした。酵素反応は、
ATP添加によって開始され、90分間室温で反応させた。IC50値は、XLfit version 5（ID Business 

Solutions Ltd、イギリス、サリー）を用いて算出した。 
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キナーゼ選択性試験 

TAK-931 の 1000 nM における 308 キナーゼ（317 試験）に対する阻害活性は、Invitrogen の
SelectScreen Kinase Profiling Serviceを利用して測定した。  

 

WB、細胞増殖アッセイおよび Caspase-3/7アッセイ 

第 2章に記載した手法と同様の手法で評価した。細胞増殖試験については、CyQUANT® Direct 

Cell Proliferation Assay kit（Thermo Fisher Scientific, Inc.）も並行して使用した。 

 

コロニーフォーメーション試験 

低密度で細胞を 12 ウェルプレートに播種し、翌日に化合物を添加した。7 日間培養後、細胞
コロニーを染色した。コロニー数は GELCOUNT（Oxford Optronix Ltd.、イギリス、オックスフ
ォード）を用いて計測した。 

 

DNAファイバー試験 

DNAファイバー試験は、Genomic Vision（フランス、バニュー）の EasyCombサービスを利
用して実施した。TAK-931を処理した HeLa細胞を CldUおよび IdUと続けてインキュベートし
た。その後 FiberPrep® DNA extraction kit (Genomic Vision)を用いアガロースプラグにはめ込ん
だ。ラベル化された DNAを含むサンプルは high-end FiberVision® scanner platformでスキャン
され、FiberStudio®を用いて画像解析した。 

 

免疫蛍光試験 

免疫蛍光染色は大橋らによって実施された方法で行った 106。HeLa 細胞を 4% 

paraformaldehyde を含む PBS で 15 分間インキュベートした後に、Triton X-100 を含むバッフ
ァーで 5分間透過処理を行った。画像はPlan-APOCHROMAT 100× oil lensを用いAxiovert 200M 

microscope（Carl Zeiss、ドイツ、オーバーコッヘン）で取得した。 

 

細胞周期の同調 

細胞周期をG1/S期で同調させるためにダブルチミジンブロックを行った。2 mMの thymidine

（Sigma-Aldrich）を 16 時間細胞に処理後、thymidine を含まない培地で 8 時間培養した。その
後、細胞を再び 2 mM の thymidine で 16 時間処理した。その後再び thymidine を含まない培地
で培養し、それぞれの時間経過後、細胞を回収した。 

 

FACS解析 

細胞は 70%エタノールで固定後、2% FBS、100 µg/mL RNase A（Sigma-Aldrich）、1 µg/mL 

Alexa Fluor® 488-conjugated pHH3抗体（CST、カタログ番号# 3465）を含む PBSで 30分間
インキュベートした。BrdU取り込み試験では、固定した細胞は 1.5 N HCl、0.5 % Triton-Xを含
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む PBSで 30分間インキュベートした後に FITC-conjugated BrdU抗体（BD BioScience、アメ
リカ、ニュージャージー、カタログ番号 556028）。洗浄後、細胞は 50 µg/mL propidium iodide

(Sigma-Aldrich)とインキュベートした。1万個の細胞を FACSCalibur™ flow cytometer（Becton-

Dickinson、アメリカ、ニュージャージー）で解析した。

電子顕微鏡観察 

電子顕微鏡観察は Tokai Electron Microscopy, Inc.（日本、愛知）で実施した。サンプルは、2% 

paraformaldehyde、2% glutaraldehydeを含む 0.1 M phosphate buffer（pH 7.4）および 2% osmium 

tetroxideで固定した。固定したサンプルはエタノール（50、70、90、100%）で脱水し、その後、
resin（Quetol-812; Nisshin EM CO.、日本、東京）にトランスファーして 60℃で重合させた。ブ
ロックは ultramicrotome（ULTRACUT UCT; Leica）を用いて 70 nmに切断し、2% uranyl acetate、
lead stain solution（Sigma-Aldrich）で染色した。サンプルは 80 kV で transmission electron

microscope（JEM-1400Plus; JEOL Ltd.、日本、東京）を用いて観察した。電子画像は CCD camera

（VRLRTA; Olympus Soft Imaging Solution GmbH、日本、東京）で撮影した。

増殖阻害パネル試験 

増殖阻害パネル試験は第2章と同様にEurofins Inc.（旧Panlab）において実施した。またRAF、 

KRAS、NRAS、HRAS、PTEN、RB1、TP53の遺伝子変異データも第 2章と同様に CCLEより
取得した。GI50 値の統計解析は変異株細胞株と非変異細胞株間で Student’s t-test を実施し、評
価した。 

COLO205ゼノグラフト腫瘍を用いた PK、PDおよび薬効試験 

COLO205細胞は、3から 5×106細胞で 7週齢の雌 BALB/c nude miceに皮下移植した。TAK-

931は、0.5%メチルセルロース溶液に溶解させ、経口投与で担がんマウスに投与した。 

単回投与後、腫瘍および血漿をそれぞれの時間後に回収した。pMCM2はWBまたは免疫染色
を実施して検出した。抗腫瘍試験では、100 から 250 mm3のゼノグラフト腫瘍を担がんするマ
ウスを選択し、無作為的に群分けを実施した（各群 5匹）。図表中に示されたレジメンで担がん
マウスに TAK-931を経口投与した。T/C（%）は以下の式で計算した。

T/C (%)＝（TAK-931投与群の投与最終日の腫瘍体積－TAK-931投与群の投与前の腫瘍体積）÷
（vehicle投与群の投与最終日の腫瘍体積－vehicleTAK-931投与群の投与前の腫瘍体積）×100 

すべての動物試験は、武田湘南リサーチセンターの Institutional Animal Care and Use 

Committeesによって承認されたプロトコルに従って実施した。 

PDXモデルでの抗腫瘍試験 
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TAK-931の PDXモデルに対する抗腫瘍活性は、Crown Bioscience Inc.（アメリカ、カリフォ
ルニア）の HutrialTM Servicesで検討した。2~3 mmの PDX腫瘍片を BALB/c nude miceに皮
下移植した。PDX腫瘍のサイズが 200から 250 mm3に達した際に、担がんマウスは無作為的に
vehicle群または TAK-931群に群分けした（各群 3匹）。TAK-931は 60 mg/kgの用量で、1日 2

回を 3日間投与 4日間休薬のスケジュールで 2または 3サイクル投与した。TGI（%）は下記の
計算式で計算した。

TGI（%）＝［1－（TAK-931投与群の腫瘍体積÷vehicle投与群の腫瘍体積）］×100 

カプランマイヤー生存曲線は、腫瘍体積が 600 mm3に達した時点を死亡の代替エンドポイン
トとして作成した。統計解析には、log-rank testを実施した。
本試験のプロトコルおよび手法は試験開始前に Crown Bioscience Inc.の Institutional Animal

Care and Use Committeesによってレビュー、承認された。動物実験は AAALACの基準に則っ
て実施した。 

統計解析 

Shapiro-Wilk normality test および Gaussian distribution test で正規分布および等分散が認め
られた場合、Students t -testによるパラメトリック検定で統計解析を実施した。それ以外の場合
には、Wilcoxon–Mann–Whitney test によるノンパラメトリック検定を実施した。統計解析は
GraphPad Prism または R version 3.3.0を用いて実施した。 

3.5 小括 

本章での研究において CDC7 選択的阻害剤である TAK-931 を創出し、また TAK-931 は
いくつかの非臨床モデルで抗腫瘍効果を示すことを明らかにした。また分子生物学的解析
から TAK-931 処理によって誘導される RS ががん細胞に増殖阻害を引き起こすメカニズム
を明らかにすることができた。これらの知見が臨床および非臨床段階にある CDC7 阻害剤
の開発の一助となることを期待される 85。  
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第 4章 総括 
 本研究において、新規作用を有する抗腫瘍化合物、CLK 阻害剤である T-025 および CDC7 阻
害剤である TAK-931 を創出した。これらの化合物を用いた分子メカニズム解析およびバイオイ
ンフォマティクス解析によって、ターゲットの阻害によって変化が誘導されるマーカーおよび
薬剤の感受性と相関する因子を同定した。この結果は、非臨床の研究結果を臨床に橋渡しするト
ランスレーショナルリサーチ研究として有用であると考えられる。免疫染色や RT-PCR で検出
可能な PDマーカーは、臨床試験においても PDバイオマーカーとして活用可能である。またが
んの遺伝子変異・増幅の有無を明らかにする検査は、患者層別化のバイオマーカーとなりうる。
本研究結果が、T-025 および TAK-931 に加えて同じ分子をターゲットとした薬剤群の今後の臨
床開発につながることが期待される。
また同時に本研究結果は KRAS および MYC 活性化によって引き起こされる新たな脆弱性の

発見となった。これらのがん遺伝子に対する治療法はまだ確立しておらず、数多くの研究がおこ
なわれている。本研究結果が、KRASおよびMYCの分子機能に関する基礎研究にも貢献するこ
とが期待される。 
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