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研究のねらい  

細胞周期のチェックポイントは細胞に様々なストレスが加えられた際、細胞がストレスに対応

するため、細胞周期を停止させ、問題を修復することに重要である。がんにおいては、しばしば

細胞周期のチェックポイントに関与する遺伝子に異常が起き、その分子機構について報告され

てきた。われわれは、これまで報告が少ない有糸分裂期チェックポイントに関連する CHFR につ

いて、がんにおける異常メチル化によるサイレンシングについて報告した(Proc Natl Acad Sci 

USA, 2003)。CHFRは ring finger domain を有する、ユビキチンリガーゼで、G2期から分裂期への

途中 prophase において、微小管ストレスがあった際、核膜が崩壊するか否かのチェックポイント

に関与する。しかし、チェックポイントの分子機構や生理的役割、ユビキチンの基質などについて

は未知の点が多い。本研究では、CHFR による分裂期チェックポイントの分子機構を明らかにし、

がんにおける微小管阻害剤感受性予測への応用や、分子標的としての可能性について検討す

る。また、CHFR 不活化の機構として、DNA メチル化を有するがんの特徴を明らかにする。さらに、

ノックアウトマウスの作成による、個体における機能解析や発がんにおける役割の解析を行う。           

 

研究成果 

１） CHFR 遺伝子の異常メチル化を指標とした微小管阻害剤感受性の予測および癌診断 

CHFR が異常メチル化を示すがん細胞株は、微小管阻害剤処理により、Cyclin B1 の核への蓄

積、Histone H3ser10 のリン酸化、核の凝集など Prophase チェックポイントの異常を示した。

CHFR が異常メチル化を示すがん細胞株は、paclitaxel や docetaxel などの微小管阻害剤により

誘導されるアポトーシスに高い感受性を示した。口腔扁平上皮癌臨床例の術前化学療法におい

ても、CHFRの異常メチル化は、docetaxel によるネオアジュバント治療の感受性予測に有用と考

えられた。CHFR が正常に機能している腫瘍細胞は微小管阻害剤投与により、G2 期に停止して

しまい、薬剤抵抗性を示す。そこでわれわれは、CHFR をノックダウンすることにより、微小管阻

害剤の作用を増強出来るか検討した。CHFR ノックダウンするための shRNA ベクターを作成し、

CHFRが発現している細胞株に導入したところ、CHFRの発現抑制を認め、微小管阻害剤処理に

よる mitotic index の増加や薬剤感受性の増強を認めた(図１)。これらの結果より、CHFR は微小



管阻害剤の感受性を増強する重要な分子標的と考えられた。また、CHFR の異常メチル化は、

便や胃液、膵液、胆汁液からも検出可能であり、癌の分子マーカーとして有用である可能性が

示唆された。大腸癌や胃癌以外でも、口腔扁平上皮癌、成人 T 細胞性白血病において、CHFR

の異常メチル化による発現消失を認め、その不活化は幅広い腫瘍において重要であることが示

唆された。 
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図１. CHFR のノックダウンにより微小管阻害剤、Docetaxel、Paclitaxel に対する薬剤感受性が増強した。 

２） CHFR 遺伝子の異常メチル化と CpG island methylator phenotype、EB ウイルス 

CHFR がメチル化している腫瘍の特色を明らかにする目的で、CHFR 以外の遺伝子のジェネティ

ックあるいはエピジェネティックな異常の解析を行った。大腸癌や胃癌においては、CHFRの異常

メチル化は、ゲノムワイドな異常メチル化、CpG island methylator phenotype (CIMP)を示す腫瘍

に特異的に認められた(図２)。これらの腫瘍は、K-rasあるいはBRAF遺伝子の異常が非常に高

率で、p53 の遺伝子変異をほとんど有しない、などの特徴を有した。胃癌においては、

Epstein-Barr ウイルス陽性の胃癌において CHFR のメチル化を高率に認めた。以上の結果から、

異常メチル化はランダムに起きているのではなく、メチル化の制御機構に異常を有する腫瘍に特

異的に起こっている可能性が示唆された。 
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図２. CHFR の異常メチル化は、ゲノムワイドな異常メチル化、CpG island methylator phenotype (CIMP)を

有する腫瘍で高率に認められる。 



３） CHFR が関与するシグナル伝達経路の解析 

CHFR が関与するシグナル伝達経路の解析する目的で、adenovirus vector により CHFR を遺伝

子導入し、発現が変動する遺伝子を cDNA microarray による網羅的解析を行った。CHFR の導

入により、IL-8 をはじめとする NF-kB の標的遺伝子の発現が抑制されており、CHFR が NF-kB

を抑制する可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３. CHFR の遺伝子導入により発現が上昇(赤字)あるいは減少した遺伝子(緑字)と NF-kB 経路 

CHFR 導入により発現が変動した遺伝子をマイクロアレイで解析し、Ingenuity にて可視化した。 

 

また、CHFR により発現が抑制される遺伝子群には、Jun を始めとする MAPK 経路の下流遺伝

子が多数存在し、CHFR による微小管ストレス応答にMAPK経路の抑制が関与する可能性が示

唆された。ルシフェラーゼアッセイにより、CHFRをHCT116細胞に遺伝子導入するとNF-kBの転

写活性が抑制されることが明らかとなった。また、この転写抑制は ring finger ドメインを欠く変異

体にも認められ、CHFR が E3 活性非依存的に NF-kB を抑制していることが示唆された。クロマ

チン免疫沈降法により、CHFR による、IL-8 の発現抑制には、p65 のプロモーターへの結合が阻

害されていることが関与すると考えられた。 

 

４） CHFR ノックアウトマウスの作成  

CHFR-/-マウスは正常に発生し、CHFR は個体の発生には必須でないことが示唆された。



CHFR-/-マウス由来のMEFは、docetaxel処理により、8n細胞の出現、アポトーシスの増強を認

めた。CHFRが染色体の安定性の維持に重要であることが示唆された。CHFRノックアウトマウス

を作製し、バッククロスにより、C57B6 のバックグラウンドを持ったヘテロ欠失マウスを作製中で

ある。 
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図４. CHFR ノックアウトマウス由来のMEF(KO)は、decetaxel 処理により、8N および subG1 分核の細胞が

WT マウス由来MEF(WT)に比べ優位に多い。 

 

今後の展開  

CHFR による分裂期チェックポイントの分子機構に関しては、現在でも不明な点が多い。Yu ら

は、CHFR が Aurora-A をユビキチン化により分解し、G2/M チェックポイントに作用すると報告し

た(Nat Genet, 2005)。Aurora-A はしばしばがんにおいて過剰発現しているので、CHFR のメチル

化による消失がAurora-Aの過剰発現を介して癌化に関与する可能性がある。しかし、実際の腫

瘍細胞、臨床例では、CHFR と Aurora-A の発現は必ずしも逆相関しておらず、Aurora-A 以外の

基質の存在が示唆される。一方、CHFR が微小管ストレスをどのように察知し、そのシグナルを

伝へ、核膜崩壊を遅らせるのかについて、明確な答えは無い。がん細胞においては、既に様々

な遺伝子異常が蓄積しており、メチル化によりCHFRを欠損している細胞にCHFRを導入しても、

生理的なユビキチン化の基質を同定できない恐れがある。今後、CHFR-/-マウス由来のMEFに

微小管ストレスを与えた際、wild type MEF にくらべ、発現量が亢進する分子を同定することが必



要と考えられる。 

CHFR が NF-kB の経路に関与することは予想外であったが、癌抑制遺伝子としての機能や、

炎症への関与を考えると興味深い。生化学的実験では、NF-kB 抑制における、CHFR の作用点

をピンポイントで抑えることができておらず、今後の課題である。今後、ノックアウトマウスを用い

た個体レベルでの解析により、炎症や癌の感受性に CHFR 欠損がどのような役割を果たしてい

るか明らかにする。 

遺伝子メチル化解析に関しては、CHFRがメチル化している大腸癌や胃癌の分子異常を網羅

的に解析し、メチル化陽性腫瘍の特徴を明らかにした。今後異常メチル化がなぜ起こるのかに

ついて、前癌病変の解析を詳細に行いたい。また、最近では、DNAメチル化に、RNA依存性遺

伝子サイレンシングが関与する可能性も見出し、今後さらに研究を進める予定である。 
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