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1. 概要 

オーロラキナーゼ A は，様々ながんで過剰発現している細胞周期に関わるキナーゼであり，

有望な抗がん剤のターゲットと考えられている．本研究では，経口投与可能な新規のオーロラ

A 阻害剤である TAS-119 の前臨床評価を行った．  

TAS-119 は，リコンビナントオーロラ A を用いた化合物活性測定試験において強い阻害効果

を示し，IC50 値は 1.04 nmol/L であった．また TAS-119 は，リコンビナントオーロラ B を用い

た化合物活性測定試験では，IC50 値は 95 nmol/L を示し，オーロラキナーゼ B と比較して，オ

ーロラ A に選択的に強い阻害活性を示した．さらに，TAS-119 はその他ヒトキナーゼに対して

もオーロラ A に選択的に強い阻害活性を示した． 

次に、TAS-119 の細胞内オーロラ A 阻害について，HeLa 細胞を用いて検討した. TAS-119 処

理において，細胞内オーロラ A の阻害と M 期の細胞周期マーカーであるヒストン H3 のリン

酸化の蓄積が観察された．TAS-119 はオーロラ A の阻害を介して，細胞周期を M 期に遅滞さ

せることが示唆され，一般的なオーロラ A タンパク阻害による表現系と一致する結果が得られ

た． 

TAS-119 の感受性マーカーの探索を行うために，240 株のがん細胞株を用いた細胞株感受性

試験を行った．TAS-119 は，様々ながん細胞株の増殖を抑制したが，特に MYC ファミリーの遺

伝子増幅や CTNNB1 の遺伝子変異を有するがん細胞株の増殖を強く抑制した．また、TAS-119

は、MYC 増幅を有するヒト肺がん細胞株や CTNNB1 変異を有するヒト大腸がん細胞株の in vivo

異種移植モデルにおいて，忍容性の高い用量で強い抗腫瘍活性を示した． 

次に、MYCN が増幅した神経芽細胞腫株を用いて、TAS-119 処理による MYC ファミリー増幅

株に対する増殖抑制効果の作用機序を探索した．TAS-119 は，N-Myc 分解を促し，N-Myc の下

流の転写標的である P53 や CDK4 などの発現誘導も阻害した．TAS-119 はこの作用機序を介し

て，MYCN 遺伝子増幅を有する細胞株の増殖抑制に寄与していることが示唆された． 

また，TAS-119 はトロポミオシン受容体キナーゼ（TRK）A，TRKB，TRKC に対する阻害作

用も有することから、TAS-119 の NTRK 融合によって、TRK 経路が亢進した株を用いた検討を

行った．TAS-119 処理は，RIP-TRKA 発現 NIH3T3 細胞において、TRKA 阻害を介した ERK や
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AKT のリン酸化の阻害や、PARP や Caspase3 の開裂といった細胞死マーカーの誘導を示した．

また，TAS-119 処理は，RIP-TRKA 発現 NIH3T3 細胞を用いた in vivo 異種移植モデルにおいて，

TRK 経路の阻害を介した，腫瘍の強力な増殖抑制作用を示した． 

本研究は，TAS-119 の抗がん剤としての可能性を示すもので，特に，MYC ファミリー遺伝子

増幅，CTNNB1 遺伝子変異，NTRK 融合を有するがんに対して，TAS-119 の抗がん剤としての

可能性が示された．  
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2. 序論 

オーロラキナーゼファミリーは，セリン/スレオニンキナーゼに属するキナーゼファミリー

であり，細胞周期の制御に重要な役割を果たす事が報告されている[1]．また，オーロラキナ

ーゼファミリーは，オーロラA，B，Cの3つのメンバーで構成される事が知られている（図

1a）[2]．その中でも，オーロラAとBは，ともに有糸分裂期に働くことが知られているが，そ

の機能は異なっている．有糸分裂の前駆期において，オーロラAは，染色体の分離と紡錘体の

形成を制御することで，適切なセントロメアの形成を司っている[3]．ヒトの細胞において，

オーロラAをサイレンシングすると， G2/M期の細胞の蓄積，紡錘体の形態異常，紡錘体形成

チェックポイント（SAC）の活性化などが起こる（図1b）[4,5]．一方でオーロラBは，有糸分

裂初期にはセントロメアに局在し，有糸分裂後期および細胞質分裂期には中央紡錘体領域

(mid-zone)，赤道面，中央体(mid-body)へと移動する染色体パッセンジャータンパク質である

事が知られている[3,6,7]．オーロラBをサイレンシングすると，SACが不活性化され，染色体

の整列異常や細胞質分裂の失敗が引き起こされる[8]．オーロラCの機能については，非常に限

られた報告しかない． 

オーロラAは，様々な腫瘍細胞で過剰発現しており，腫瘍形成に重要な役割を果たしてい

ることが示唆されている[9]．例えば，食道扁平上皮がんにおいて，オーロラAの過剰発現

は，細胞の増殖を促進し，アポトーシスを抑制する事が報告されている[10]. その他，オーロ

ラAの増幅および過剰発現は，さまざまながんの50%以上で検出されており，オーロラAは，

抗がん剤の魅力的なターゲットと考えられている[1]． 

現在までに複数のオーロラキナーゼ阻害剤が開発され、臨床試験で評価されている．阻害

剤の大部分は，VX-680，PHA-739358，AMG-900などのオーロラキナーゼ選択性のない，汎オ

ーロラキナーゼ阻害剤である．また，一部には，オーロラAサブタイプ選択的阻害剤（MK-

5108，alisertib，LY3295668）や オーロラBサブタイプ選択的阻害剤（AZD1152）などがある

[11-17]．これまで数多くの研究がなされてきたにもかかわらず，これらの阻害剤はいずれも

上市されていない．近年，汎オーロラキナーゼ阻害剤投与による好中球減少が，オーロラB阻

害による事が報告され，オーロラAサブタイプ選択的阻害剤が，汎オーロラキナーゼ阻害剤よ

りも優れていることが示唆された[16]．しかし，オーロラキナーゼファミリーのアイソフォー
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ム間での活性部位は、類似性が非常に高いため，サブタイプ選択的なオーロラ阻害剤を設計

することは困難であると考えられてきた．この課題を克服するために，我々は高選択的で経

口投与可能なオーロラA阻害剤，TAS-119を開発した[18]．TAS-119は，大鵬薬品工業株式会社

内のメディシナルケミストリー研究で発見された新規低分子阻害剤である．その化学構造を

図2aに示す．本研究では，TAS-119のオーロラAに対する効力と選択性を，他の301種のキナー

ゼと比較して検討した．また，MYCファミリーの増幅，CTNNB1変異，NTRK融合を有する

細胞株を用いて，in vitroおよびin vivoでの抗がん作用を評価した． 
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図 1：  オーロラキナーゼファミリーについて 

a オーロラキナーゼファミリーを構成するタンパク質とその相同性について示した．b オー

ロラ A とオーロラ B が阻害された際に報告された表現系について示した．  
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3. 実験方法 

3.1 細胞株 

ヒト子宮頸がん株HeLaと神経芽細胞腫株IMR-32はHealth Science Research Resources Bank（ 

(Tokyo, Japan)から購入した．ヒト子宮頸がん株HeLa-lucはCaliper Life Science（現在のPerkin 

Elmer, Inc,（Waltham, MA, USA）から購入した．ヒト肺がん株NCI-H446（H446）は，

American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA)から購入した．すべての細胞は，入手元

のプロトコールに従い継代維持した． 

3.2 被験物質 

TAS-119は，大鵬薬品工業株式会社内で国際特許出願WO2013129443に記載されている通り

に合成された．TAS-119のフリー体は，実施例1として，上記特許内に記載されている．MK-

5108およびalisertibは，Selleck Chemicals LLC(Houston, TX, USA)から購入した．LY3295668

は，MedChemExpress LLC (Monmouth Junction, NJ, USA)から購入した． 

3.3 リコンビナントタンパクを用いたキナーゼ阻害活性の測定 

リコンビナントタンパクを用いた化合物のキナーゼ阻害活性は，カルナバイオサイエンス

株式会社において，IMAP™ Mobility Shift Assayを用いて評価された． 

3.4 細胞を用いたキナーゼ阻害活性の測定 

オーロラキナーゼのリン酸化に関しては，HeLa細胞を6ウェルプレートに播種し，37℃で一

晩培養した後，0.33μmol/Lノコダゾールで16時間処理し，細胞をM期に同調させた．その

後，同調させた細胞を各濃度のTAS-119または他オーロラキナーゼ阻害剤で2時間処理し，細

胞を回収後，ウエスタンブロッティングで分析した．また，TRKAのリン酸化に関しては，非

同調培養条件下で，NIH3T3細胞を各濃度のTAS-119で1時間処理し，細胞を回収後，ウエスタ

ンブロッティングで分析した．示したデータは，少なくとも2回の独立した実験の代表データ

である． 

3.5 化合物による細胞増殖抑制効果の測定 

細胞パネルアッセイは，Ricerca Biosciences, LCC（現在のFrontage Laboratories, Inc,（Exton, 

PA, USA）で行われた．384ウェルプレートに細胞を播種後，化合物またはジメチルスルホキ

シド(DMSO）を添加し，5%CO2, 37℃条件下で72時間培養した．細胞の増殖については，IN 
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Cell Analyzer 1000（GE Healthcare, Chicago, IL, USA）を用いた自動蛍光測定により，核内に取

り込まれた色素のシグナル数を用いて定量化した．Time 0（化合物を添加した時間）における

細胞数についても検出を行い，50%成長阻害濃度（GI50）を決定した． 

また，細胞株の遺伝子異常に関するデータは，以下のデータベースから収集した． 

Cancer Cell Line Encyclopedia (http://www.broadinstitute.org/ccle/home); 

Cancer Genome Project, Sanger (http://www.sanger.ar.uk/research/projects/cancergenome/); 

Catalogue of Somatic Mutations in Cancer 

(http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic/) 

3.6 ウエスタンブロッティング 

タンパク質は，プロテアーゼ阻害剤及びフォスファターゼ阻害を加えたタンパク質抽出液

を使用して，各細胞から抽出した．タンパク質抽出液の濃度は，Pierce® BCA Protein Assay Kit

（Bio-Rad）により測定した．各タンパク質抽出液は，ウエスタンブロットによりポリアクリ

ルアミドゲルを用いたSDS-PAGEにより分離し，PVDFメンブレン（Bio-Rad）にブロッティン

グした．メンブレンは5%(w/v) skim milk/トリス緩衝生理食塩水(T-TBS)でブロッキングした後

1次抗体と反応させた．一次抗体の希釈には，5%ウシ血清アルブミンを含むブロッキングバッ

ファーを用い，一次抗体は，下記を使用した．phospho-Aurora A (Thr288)/Aurora B 

(Thr232)/Aurora C (Thr198), phospho-tropomyosin receptor kinase(TRKA) (Tyr674/Tyr675), phospho-

protein kinase B (AKT)(Ser473), phospho-extracellular signal-regulated kinase(ERK) (Thr202/Thr204), 

phospho-phospholipase Cγ(PLCγ) (Tyr759), cleaved poly-ADP ribose polymerase(PARP), cleaved 

caspase-3, B cell lymphoma 2 (BCL2)(Cell Signaling Technologies, Inc., Danvers, MA, USA), IAK1 

(Aurora A antibody), AIM-1 (Aurora B antibody) (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, 

NJ, USA), phospho-histone H3 (Ser28) (pHH3) (Assay Designs, Enzo Life Science, Inc., Farmingdale, 

NY, USA), histone H3 (Upstate, Merck Millipore, Burlington, MA, USA), and TRKA (Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, TX, USA). 

続いて 5%(w/v)スキムミルク/TBSで希釈した適切な二次抗体とインキュベートした後，化

学発光シグナルをSuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate (Thermo Fisher Scientific, 

Inc., Waltham, MA. USA) を用いて誘導し，Lumino Image Analyzer LAS-3000（富士フイルム株
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式会社）で検出した． 

3.7 phospho-histone H3 (pHH3)の検出 

96ウェルプレートに播種したHeLa細胞を異なる濃度のTAS-119もしくは0.4μg/mLのノコダ

ゾールで16時間処理した後，氷冷したメタノールで細胞を固定し，0.5％（v/v）Triton X-100/

リン酸緩衝生理食塩水（PBS）で細胞膜の透過処理を行った．抗ウサギpHH3（Ser28）抗体お

よび抗ウサギCy-5抗体（Chemicon, Merck Millipore, Burlington, MA, USA）を用いて細胞を染色

した．また，核はDAPIを用いて染色した．免疫染色した細胞の画像を，10倍の対物レンズを

備えたIN-Cell Analyzer 1000を用いて取得した．TAS-119処理群については，各サンプルにつ

いて，全核数に対するpHH3陽性細胞数の割合を算出し，0.4μg/mLのノコダゾール処理細胞の

陽性割合を用いて補正した． 

3.8 In vivo 薬効試験 

動物の飼育及び取り扱い等動物を使用する際には，「大鵬薬品工業株式会社における動物実

験等の実施に関する規程」に従い動物を適正に使用した． 

5週齢のBALB/cヌードマウスを日本クレア株式会社から購入し，1週間の検疫期間の後使用

した．腫瘍移植は，Matrigel（Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA）と1:1の

割合で混合した腫瘍細胞をマウスの脇腹に皮下移植することで行った．群分けは，腫瘍移植

後，腫瘍体積（Tumor Volume，以下TV）を次の式：TV（mm3）=（長径）×（短径）2 / 2より

算出し，TVが100～300 mm3になったマウスを選別し，各群の平均TVが均等になるように，層

別化割付により各群5-6匹ずつに割り付けた．群分け後，動物にTAS-119またはTAS-119の溶媒

（0.5% w/vヒドロキシプロピルメチルセルロース）を投与した．腫瘍径は，Day 15までの間に

1週間2回の頻度で測定した．体重変化（Body Weight Change，%，以下BWC）を次の式：

BWC =［（測定日の体重）－（群分け日の体重）］/（群分け日の体重）× 100より算出した． 

コントロール（溶媒投与）群とTAS-119投与群との間の腫瘍体積の差を評価するために

Dunnett's testを用いた．P < 0.05の結果を統計的に有意とした． 

HCT116およびA427細胞を用いた動物実験は，Charles River Laboratories, Inc. (Morrisville, NC, 

USA)で同様の方法で行われた． 
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3.9 In vivo 薬力学的試験 

pHH3の評価においては，HeLa-luc細胞を50%Matrigel/50%PBSの溶液に懸濁し，ヌードマウ

スの脇腹に皮下移植した．TAS-119またはTAS-119の溶媒（0.5%ヒドロキシプロピルメチルセ

ルロース）を単回投与した4時間後に腫瘍サンプルを採取し，凍結保存した．凍結保存された

腫瘍サンプルは，0.4 mol/L塩酸を含む酸抽出緩衝液で溶解後，ウエスタンブロッティングを

用いて解析された． 

phospho-TRKAの評価においては，NIH3T3 RIP-TRKA細胞を50%Matrigel/50%PBSの溶液に懸

濁し，ヌードマウスの脇腹に皮下移植した．TAS-119またはTAS-119の溶媒（0.5%ヒドロキシ

プロピルメチルセルロース）を単回投与した後，特定の時間で腫瘍サンプルを採取した．凍

結した異種移植モデルの腫瘍サンプルは，標準的な溶解バッファーで溶解後，ウエスタンブ

ロッティングで解析された． 
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4. 結果 

4.1 TAS-119 は強力かつ選択的なオーロラ A と TRK ファミリー阻害剤である 

まず，TAS-119のヒトリコンビナントオーロラA，B及びCに対する阻害活性をin vitroで測定

した．オーロラA，B及びCに対するTAS-119のIC50値は，それぞれ1.04±0.09，95±11，36.5±

6.2 nmol/Lであった（図2a）．TAS-119のオーロラAに対する阻害活性は、オーロラBやCの阻害

活性に対して，91倍と35倍の乖離があることが分かった．また， TAS-119は，TRKA，

TRKB，TRKCに対しても強い阻害作用を示し，IC50値はそれぞれ1.46±0.16，1.53±0.12，1.47

±0.04 nmol/Lであった（図2a）． TAS-119の細胞内オーロラA，B及びCに対する活性と選択性

を，ヒト子宮頸がん株HeLaを用いて測定した．一般的に，オーロラキナーゼの活性はM期に

最も高いことが報告されているため，ノコダゾール処理で細胞周期をM期に同期させた上で

化合物の評価を行った[19]．TAS-119は，10-100 nmol/LでHeLa細胞内のオーロラAの自己リン

酸化を用量依存的に阻害し，IC50値は13.9 nmol/Lであった（図2b）．オーロラAの自己リン酸化

は，100 nmol/L以上のTAS-119処理でほぼ完全に阻害されたが，オーロラBおよびCの自己リン

酸化は10,000 nmol/Lの濃度まで阻害されなかった． 

4.2 TAS-119 処理によって細胞周期の有糸分裂期（G2/M 期）への同調が認められる 

G2/M期の細胞の特徴としてpHH3の蓄積が認められるため，pHH3の増加は細胞周期をG2/M

期に誘導するオーロラAの細胞内における優れた薬力学的マーカーとなる[20]．細胞周期非同

調のHeLa細胞において，TAS-119処理は用量依存的にpHH3を誘導した（図2c）．TAS-119処理

によるpHH3誘導のED50値は，105.8±18.4 nmol/Lであった．また，300 nmol/Lから10,000 

nmol/LのTAS-119の濃度域において，pHH3は強く誘導された．一方で、10,000 nmol/Lの濃度

において，pHH3陽性細胞のわずかな減少が認められた．これは，HH3がオーロラBキナーゼ

の基質であることから，オーロラBの阻害に起因すると考えられる． 

次に，TAS-119によるオーロラAの阻害を介したpHH3の誘導が，in vivo動物モデルにおいて

も確認できるか，HeLa-lucを用いた異種移植ヌードマウスモデルで検討した．TAS-119単回経

口投与後4時間において，TAS-119投与群のpHH3シグナルは，10，30，100 mg/kgでコントロー

ル群よりも亢進し，用量依存的な増加が認められた（図2d）．このことから，in vivo動物モデ
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ルにおいてもTAS-119の投与はオーロラAを阻害し，移植腫瘍の細胞周期をG2/M期に同調する

ことが示唆された． 

 

 

 

 

図 2：  TAS-119 の標的阻害活性及び選択性 

a TAS-119 の化学構造と，生化学的アッセイにおけるオーロラキナーゼファミリーと TRK

ファミリーの阻害活性作用を示した．3 回の独立した実験の平均 IC50値（nmol/L）を平均±
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SD で示す． b HeLa 細胞におけるオーロラキナーゼファミリーに対する TAS-119 の自己リン

酸化阻害効果を示した．c  HeLa 細胞における，TAS-119 処理によって誘導される pHH3 の蓄

積を示した．ノコダゾールは 100％コントロールとして使用している（平均±SD，n＝4）．d 

TAS-119 を用いた in vivo での薬力学的解析を示した．HeLa-luc 移植マウスから切除した腫瘍

を，ウエスタンブロッティングを用いて解析した（平均±SD，n＝3）． 
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4.3 TAS-119 と他のオーロラ A 阻害剤との比較 

TAS-119 と、過去に報告のあるオーロラ A 選択的阻害剤 MK-5108，alisertib，LY3295668 と

の比較を行った．これらの化合物の細胞内オーロラ A に対する活性とオーロラ B 及び C に対

する選択性を，M 期に同期した HeLa 細胞で検討した（図 3）．4 化合物はいずれも 10-100 nmol/L

の濃度範囲でオーロラ A の自己リン酸化を強く阻害した．TAS-119，MK-5108，LY3295668 は

オーロラ B と C に対する活性は低く，10,000 nmol/L までオーロラ B と C を阻害しなかった．

しかし，alisertib は他の 3 阻害剤に比べてオーロラ B および C に対する選択性が低く，1,000 

nmol/L 以上の濃度でオーロラ B と C を阻害した． 

 

 

 

 

図 3：  TAS-119 は選択的に細胞内オーロラ A 阻害を示す 

TAS-119，MK5108，alisertib 及び LY3295668 の細胞内のオーロラキナーゼファミリーに対す

る影響を示した．HeLa 細胞を Nocodazole で終夜処理後，各濃度のオーロラキナーゼ阻害剤で

2 時間処理した． 
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4.4 MYC 増幅と CTNNB1 遺伝子変異は TAS-119 の感受性を規定する 

240 種のヒトがん細胞株パネルを用いて，TAS-119 単剤での細胞増殖抑制効果を検討した．

がん細胞株 240 株の TAS-119 に対する感受性は，IC50値が 0.01 μmol/Lから 10 μmol/Lまで多様

であった（図 4a）．最も感受性の高かった 10 細胞株のうち，4 細胞（NCI-H69，IMR-32，CHP-

212，MC-IXC）が MYC 増幅（MYCN または MYC）を持ち，4 細胞（SW48，AGS，HCT116，

A427）が CTNNB1 変異を持っていたことより，MYC と CTNNB1 について精査した．（図 4a）． 

240 細胞株のうち，26 細胞株で MYC，MYCN，または MYCL の増幅が認められた．全体とし

て，TAS-119 は，MYC が増幅された細胞株では，増幅されていない細胞株に比べて，有意に，

強力な細胞増殖抑制効果を示した（P<0.01）（図 4b）．また，神経芽細胞腫の 6 細胞株のうち，

4 細胞株が MYCN または MYC の増幅を有しており，これらの細胞の IC50値は 10-100 nmol/L で

あった（図 4c）．他にも，肺がん細胞株の 18 細胞株のうち，4 細胞が MYCN，MYCL，または

MYC の増幅を持っていた．これらの細胞の IC50 値は 10-100 nmol/L であった（図 4f）．これら

の結果から，MYC 増幅の細胞は，TAS-119 に対して比較的感受性が高いことが示された． 

大腸がん細胞株の 27 細胞株のうち，3 細胞が CTNNB1 の変異を持っていた．そのうち SW48

（CTNNB1 S33Y 変異）と HCT116（CTNNB1 S45 欠損）は TAS-119 に高い感受性を示し，IC50

値は 100 nmol/L 以下であった（図 4e）．また，胃がん細胞株の 6 細胞株のうち AGS は CTNNB1 

G34E 変異を持ち，肺がん細胞株の 18 細胞株のうち A427 は CTNNB1 T41A 変異がそれぞれ認

められた．これらの CTNNB1 変異株は，TAS-119 に対して高い感受性を示し，IC50 値は 100 

nmol/L 以下であった（図 4d および f）．CTNNB1 の N 末変異は，タンパク質の安定化や転写の

活性化に関係しているとされている[21]． 

TAS-119 の in vivo 動物モデルでの抗腫瘍作用について，NCI-H446（小細胞肺がん株，MYC 増

幅）を用いたヌードマウスの異種移植モデルで検討した．TAS-119 は 1 日 2 回 60 mg/kg から

200 mg/kg の用量において，用量依存的な増殖抑制効果を示した（図 5a）．また，TAS-119 はい

ずれの投与量でもマウスの忍容性が高く，体重減少を引き起こすことはなかった（図 5b）．さ

らに，HCT116 と A427 の異種移植モデルでは，連続投与と間欠投与の 2 種類の投与スケジュ

ールで抗腫瘍効果を比較した．HCT116（大腸がん株，CTNNB1 S45 欠損）の異種移植モデルで

は，TAS-119 は連続投与と間欠投与のいずれにおいても腫瘍の増殖を有意に抑制した（図 5c）．
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A427（肺がん株，CTNNB1 T41A 変異）異種移植モデルでは，TAS-119 は 120 mg/kg/day の連続

投与，120 および 200 mg/kg/day の間欠投与により，腫瘍の増殖を有意に抑制した（図 5d）． 
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図 4：  TAS-119 は MYC 増幅株及び CTNNB1 変異株に対して増殖抑制効果を示す 

a がん細胞株 240 株における TAS-119 処理によるの IC50値を示した．また，TAS-119 感受性

上位 10 株における MYC ファミリーの遺伝子増幅及び CTNNB1 の遺伝子変異情報を示した．b 

MYC ファミリーの遺伝子増幅または CTNNB1 の遺伝子変異の有無における TAS-119 の IC50値

の分布を示した．2 群間は，Welch's t test で比較した． c-f 神経芽細胞腫（c），胃がん（d），

大腸がん（e），肺がん（f）のがん細胞の種類によって分類した結果を示した．MYCN，

MYC，MYCL の遺伝子増幅は，それぞれ濃い青，青，水色で示した．CTNNB1 の遺伝子変異は

赤色で示した．MYC 及び CTNNB1 野生型および遺伝子情報未報告の細胞株は，それぞれ灰色

および白のボックスで示した． 
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図 5：  TAS-119 は MYC 増幅株及び CTNNB1 変異株を用いた動物モデルにおいて腫瘍増殖

抑制効果を示す 

a NCI-H446 移植マウスモデルに，コントロール溶媒または TAS-119 塩酸塩を 1 日 2 回，1 日

目と 8 日目から 4 日間，各用量で経口投与した際の腫瘍の増殖を示した（平均±SD，n＝6）．

*, コントロール溶媒投与マウスと比較して P < 0.05 (Dunnett's test). b ヌードマウスの体重を初

日の体重に対する変化率で示した． c, d HCT116 (c) または A427 (d) 移植マウスモデルに，

コントロール溶媒または TAS-119 ナトリウム塩を 1 日 2 回，14 日間または 1 日目と 8 日目か

ら 4 日間，各用量で経口投与した (平均±SEM, n = 10). *, コントロール溶媒投与マウスと比

較して P < 0.05 (Dunnett's test)   
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4.5 TAS-119 処理は神経芽細胞腫株において N-Myc の分解を誘導する 

MYCN 増幅神経芽細胞腫株 IMR-32 を用いて，N-Myc の安定性に対する TAS-119 の効果を評

価した（図 6a）．N-Myc の発現レベルは，IMR-32 において TAS-119 処理によって用量依存的に

減少した．細胞パネルの結果において，TAS-119 は IMR-32 細胞の増殖を用量依存的に阻害し，

その IC50 値は 14 nmol/L であることから，TAS-119 が細胞増殖抑制を示す濃度域と矛盾はなか

った．また，IMR-32 においても 10 nmol/L 以上の濃度でオーロラ A を選択的に阻害し，1,000 

nmol/L までの濃度ではオーロラ B は阻害されず, M 期のマーカーである pHH3 も 10 nmol/L 以

上の濃度で誘導された．さらに細胞死マーカーである PARP の開裂も認められた（図 6a）． 

さらに，TAS-119 で処理した IMR-32 細胞における，N-Myc のターンオーバーを評価した．

図 6b に示すように，TAS-119 を投与しない場合の N-Myc の半減期は 66 分と推定された．TAS-

119 とインキュベートした後の N-Myc の半減期は 35 分であったため，TAS-119 は N-Myc の分

解を促進していることが示唆された．また，N-Myc の発現減少が，N-Myc の生理的な機能であ

る転写活性の抑制につながることを示すために，下流遺伝子である CDKN1A（p21Cip1），TP53，

およびサイクリン依存性キナーゼ 4（CDK4）の発現の変動を確認した．N-Myc は，下流の標的

として TP53，CDK4 および CDKN1A の転写を正または負に制御している[22-24]．IMR-32 細胞

に TAS-119 を投与したところ，p21 の発現が増加し，p53 と CDK4 の発現が減少した（図 6c）． 

.  
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図 6：  TAS-119 処理は神経芽細胞腫株において N-Myc の分解を誘導する 

a HeLa および IMR-32 細胞を各濃度の TAS-119 で 16 時間処理した後，ライセートをウエスタ

ンブロッティングで解析した． b IMR32 細胞に対して DMSO または 500 nmol/L の TAS-119

で 24 時間処理した後，細胞をシクロヘキシミドで処理し，各時間に回収した．各群はウエス

タンブロッティングで解析された．c IMR-32 細胞を表示濃度の TAS-119 で 24 時間処理した

後，ライセートをウエスタンブロッティングで解析した． 
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4.6 TAS-119 処理は TRK 融合陽性細胞においても抗腫瘍作用を示す 

TRK 阻害剤としての TAS-119 を評価するために，NTRK1 融合タンパク質，すなわち RIP-

TRKA と CD74-TRKA を安定発現させた NIH3T3 を用いて，TAS-119 の有効性を評価した．TAS-

119 は，NIH3T3 で過剰発現している TRKA の自己リン酸化を，100 nmol/L 以上の濃度で用量

依存的に阻害した（図 7a）．下流のシグナル伝達経路である AKT，ERK1/2，PLCγのリン酸化

は，TRKA の阻害と同程度の濃度で TAS-119 によって阻害された（図 7a）．NIH3T3 RIP-TRKA

と NIH3T3 CD74-TRKA の増殖は，TAS-119 によって濃度依存的に阻害され、GI50値がそれぞれ

82 nmol/L と 96 nmol/L であった（図 7b）．さらに，TRKA を阻害すると，BCL2 の発現が低下

し，cleaved-PARP と caspase-3 の誘導が引き起こされたことから，細胞死が誘導されているこ

とが示唆された（図 7c）．一方で，TRKA を過剰発現していない NIH3T3 では，TAS-119 は限定

的な増殖抑制効果しか示さなかった（GI50値＝1855 nmol/L，図 7b）．これらの結果より，NIH3T3 

RIP-TRKA および CD74-TRKA の増殖は TRKA に依存しており，TAS-119 が TRKA およびその

下流のシグナルを阻害することで，細胞の増殖が抑制され，アポトーシスが誘導されることが

示された． 

TAS-119 の in vivo 抗腫瘍効果について，NIH3T3 RIP-TRKA を移植したヌードマウスで評価

したところ，体重の減少なしに有意な抗腫瘍効果が認められた（P < 0.05, Dunnett's test，図 7d, 

e）．薬力学的試験において，TAS-119 を 60 mg/kg または 100 mg/kg の濃度で単回投与すること

により，腫瘍における TRKA のリン酸化の抑制された（図 7f）．TAS-119 投与後 1 時間でほぼ

完全な TRKA のリン酸化の抑制が認められたが，6 時間後にはこの阻害は部分的に回復した．

このことは，TAS-119 のマウス薬効試験において行われる 1 日 2 回の投与スケジュールと矛盾

しない． 
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図 7：  TAS-119 は TRK 融合細胞株において，腫瘍増殖抑制効果を示す 

a NIH3T3 RIP-TRKA を各濃度の TAS-119 で 1 時間処理後，各群をウエスタンブロッティング

で解析した． b NIH3T3 親株及び NTRK 融合タンパク安定発現 NIH3T3 の TAS-119 の細胞増

殖抑制効果を示した．c NIH3T3 RIP-TRKA 細胞を各濃度の TAS-119 で 24 時間処理した．各群

はウエスタンブロッティングで解析された． d, e NIH3T3 RIP-TRKA 異種移植マウスにコント

ロール溶媒または TAS-119 塩酸塩を各用量で 1 日 2 回，14 日間経口投与した（平均±SD, n = 
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6）．*, コントロール溶媒投与マウスと比較して P < 0.05 (Dunnett's test). f NIH3T3 RIP-TRKA 移

植マウスモデルに各用量の TAS-119 単回投与後 1 時間または 4 時間で腫瘍を回収した．各群

はウエスタンブロッティングで解析された．  
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5. 考察 

TAS-119 は，約 1 nmol/L で強力にオーロラ A，TRKA，TRKB，TRKC を阻害する化合物であ

る．また，TAS-119 は，オーロラ B 及びオーロラ C と比較して，オーロラ A に対して 25 倍以

上選択的であった． 

これまでに，MK-5108，LY3295668，alisertib とそのプロトタイプである MLN8054 の 4 種類

のオーロラA選択的阻害剤が臨床試験で評価されている[14-16]．TAS-119，MK-5108，LY3295668

は，いずれも 2-アミノピリジン構造を含んでおり，化学構造が類似している．我々は，細胞ア

ッセイを用いて，これら 3 つの阻害剤の直接比較を行った．その結果，TAS-119，MK-5108 及

び LY3295668 は，細胞内オーロラ A に対する阻害活性が類似しており，オーロラ B 及び C よ

りもオーロラ A に対して選択性が高いことがわかった．Alisertib は，細胞内オーロラ A と B

の両方をそれぞれ 100 nmol/L と 1000 nmol/L の濃度で阻害した．このことから，Alisertib は

MK-5108，LY3295668 及び TAS-119 と比較して，オーロラ B に対するオーロラ A の細胞内選

択性が相対的に低いことが示唆され、この結果は過去の報告と矛盾しない（図 3）[25]． 

本研究では，240 細胞株で TAS-119 の細胞増殖抑制効果を検討し，TAS-119 の感受性を規定

するバイオマーカーを探索した．まず，MYC ファミリーの増幅は TAS-119 感受性マーカーと

なる可能性が考えられた．この考察は，MYC が小細胞肺がんのオーロラ A 阻害剤感受性のゲ

ノムマーカーであるという先行研究の結果と一致している[26,27]． 

N-Myc のタンパク質分解は，オーロラ A のキナーゼ非依存的な機能によって部分的に制御

されているという報告がある．オーロラ A は N-Myc や Myc と直接相互作用し，神経芽細胞腫

および肝細胞がんにおいて N-Myc や Myc の分解を阻害する[28,29]．オーロラ A 阻害剤はオー

ロラ A に直接結合し，オーロラ A のコンフォメーションを変化させ，オーロラ A-Myc 相互作

用を解離させ，Myc の分解を誘導するとされている．過去の報告内では，Alisertib は N-Myc と

オーロラ A の直接的な相互作用を阻害し，N-Myc の分解を誘導し，さらに，他の汎オーロラ

キナーゼ阻害剤である VX680 や CD532 も，N-Myc の分解を誘導した[30]．しかし，高選択的

なオーロラ A 阻害剤である MK5108 は，N-Myc の分解を誘導しないことから，MK-5108 のオ

ーロラ A への結合様式は，alisertib，VX680，CD532 とは異なることが示唆されていた[28]．興

味深いことに，本研究内では TAS-119 は MK-5108 と同様の構造クラスの化合物に属するにも
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かかわらず，N-Myc の分解を誘導した．今のところ，TAS-119 とオーロラ A の結合様式は解析

されていない．今後の解析により，TAS-119 が Myc タンパク質の分解を誘導する機序が明らか

になるかもしれない．また、IMR-32 は，MYCN が増幅された神経芽細胞腫の細胞株であり，こ

の細胞株の増殖は，N-Myc シグナルに依存していることが報告されている[31]．IMR-32 を TAS-

119 で処理すると，N-Myc の発現レベルの低下が認められた．また，この N-Myc の発現レベル

の低下は，負の細胞周期制御因子である p21 の誘導と正の細胞周期制御因子である CDK4 の発

現抑制に関連していた．p21 と CDK4 の転写は N-Myc によって制御されていることが知られて

おり，TAS-119 による N-Myc の発現レベルの低下は，これらの細胞周期制御因子の発現量変化

をもたらすと考えられる．全体として，この細胞株における TAS-119 による細胞増殖抑制のメ

カニズムは，N-Myc シグナルの阻害が最も重要であると考えられる．しかし，N-Myc の分解と

細胞増殖の抑制に必要な TAS-119 の濃度には相違があった．TAS-119 を 10-30 nmol/L の濃度で

処理すると，細胞増殖の抑制と PARP 切断の誘導が観察されたが，N-Myc の分解は 100 nmol/L

以上の濃度で観察された．興味深いことに，10-30 nmol/L の濃度では、TAS-119 を処理するこ

とによって，p21 の誘導，および p53 と CDK4 の減少が観察された．これは，N-Myc の発現低

下に必要な濃度よりも低い濃度で，TAS-119 により N-Myc の機能が阻害されたためと考えられ

る． 

また，TAS-119 を接触させると，IMR32 細胞の分裂期マーカーである pHH3 の蓄積が誘導さ

れた（図 5）．このことは，IMR32 細胞のある集団が G2/M 期に集積されたことを示唆してい

る．この G2/M 期の細胞の蓄積が，どのようにして細胞増殖の抑制や細胞死に寄与しているの

かは明らかではなく，今後の研究が必要である． 

なお，今回の細胞パネルでは，TAS-119 に対する感受性が比較的低い MYC 増幅細胞が数細

胞株認められた．これは，MYC 増幅以外の別の特性が TAS-119 の感受性を決定していること

を示唆している．一つの可能性は，がん細胞株の由来組織の違いである．我々のパネルには MYC

増幅を持つ大腸がん細胞株があり，これらの細胞株の IC50 値は比較的高かった（Colo320 HSR 

= 298 nmol/L, SW620 = 539 nmol/L, HT-29 = 865 nmol/L, SW480 = 1340 nmol/L）．特定の遺伝子

の変化が，特定の腫瘍組織タイプではがんのドライバーとして作用しても，別の腫瘍組織タイ

プでは作用しないことがある．例えば，BRAF V600E の変異は，メラノーマではドライバー変
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異であるが，大腸がんではドライバー変異ではないことが報告されている[32,33]．これは，大

腸がんはゲノム変化の不均一性が高いため，単一の発がん因子に依存しないためではないかと

考えられる． 

TAS-119 は，CTNNB1 変異を有する細胞株で増殖抑制作用を示した（図 3）．また，CTNNB1

は，汎オーロラキナーゼ阻害剤である VX-680 の感受性マーカーとしての報告がある[34]．し

かし，CTNNB1 変異を有する細胞株におけるオーロラ A 阻害の分子機構を明らかにした研究は

わずかしかない．オーロラ A の siRNA による阻害は，AGS 細胞において，GSK3βのリン酸化

阻害を介して β-catenin の発現を抑制する事が報告されている[35]．我々の細胞パネルでは，

CTNNB1 変異陽性細胞の IC50値を野生型細胞の IC50値と比較しても，TAS-119 の感受性に有意

な違いは認められなかった（図 3b）．より多くの CTNNB1 変異陽性細胞を用いた更なる調査が

必要である． 

また，TAS-119 に感受性が高いが，MYC 増幅や CTNNB1 変異を持たない細胞株も認められ

た．例えば，我々の研究で最も感受性の高い 20 細胞株のうち，SW-13，CRO-AP2，MDA-MB-

453，KPL-1，SR，Daoy，G-401，CAMA-1 は MYC 増幅も CTNNB1 変異も報告されていない．

また，CEMC1，BeWo，KHOS-240S の遺伝子情報は不明である．また，240 細胞株の中に NTRK

が融合した細胞株はなかった． 

近年，別のオーロラ A 阻害剤である LY3295668 が，RB 変異を持つがん細胞に対して増殖抑

制能を持つことが報告された[16]．LY3295668 に感受性の RB 変異をもつがん細胞は，TAS-119

にも感受性が認められた．具体的には，NCI-H69，NCI-H446，MDA-MB-468，HeLa 細胞などで

あった．しかし，我々の研究では，TAS-119 は HCT116 や A427 などの CDKN2A 欠損細胞にも

活性を示した．これは，CTNNB1 変異などの他のマーカーがこれらの細胞では優勢であること

によると考えられる．MYC，CTNNB1，RB，NTRK 以外の予測マーカーを特定するためには，

パネルデータのさらなる解析が必要である． 

オーロラ A 選択的阻害剤のうち，alisertib の臨床活性は複数の臨床試験で幅広く検証されて

いるが，上市までには至っていない．alisertib の臨床試験では副作用として，好中球減少が認め

られた．これは，我々の研究や先行研究で観察されたように，オーロラ B に対する選択性が相

対的に低い（我々の実験では約 10 倍；図 3）ことに起因していると考えられる[25]．また，MK-
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5108 の臨床試験は，主にドセタキセルとの併用で行われた．しかし，ドセタキセル/MK-5108

併用の臨床第一相試験は，予想される薬物動態上の曝露目標量以下の用量で MK-5108 の毒性

が認められたため，早期に終了した[36]．現在進行中の LY3295668 と TAS-119 の臨床試験は，

高選択的なオーロラ A 選択的阻害剤として，その臨床的安全性と有効性を示す可能性がある．

最近，TAS-119 単剤療法の臨床第一相試験の予備的結果が報告された[37]．TAS-119 は，安全

性と忍容性が良好で，薬力学的試験を通じて，標的を阻害していることが確認された．TAS-119

は，これまでに報告されているオーロラ A 阻害剤と比較して，オーロラ A 選択的阻害剤の有

用性を臨床的に証明するために好ましい化合物であると考えている． 

さらに，以下のような新しい知見が TAS-119 の臨床開発に貢献すると考えている．まず，私

たちと他の研究者は，前臨床モデルにおいて，オーロラ A 選択的阻害剤に対する腫瘍細胞の感

受性を示すいくつかのバイオマーカー（MYC，CTNNB1，RB）を特定した[16]．このような遺伝

子異常を持つがん患者を対象とした臨床試験は，オーロラ A 阻害剤の臨床試験の成功率を高め

る可能性がある．次に，TAS-119 は他の阻害剤との併用が有効であると考えられる．オーロラ

A はパクリタキセルなどのタキサン系薬剤のエンハンサーとして知られている[38]．最近の報

告では，オーロラ A が第三世代の EGFR 阻害剤や KRAS G12C 阻害剤の耐性メカニズムに関与

しているとされているため，TAS-119 はそれらの阻害剤との併用で効果を発揮する可能性があ

る[39,40]．最後に，TAS-119 の柔軟な投与スケジュールについてである．今回の研究では，TAS-

119 は連続投与と間欠投与の両方で抗腫瘍効果を発揮した．図 5a に示すように，TAS-119 を間

欠的に投与すると，200 mg/kg までの濃度で用量依存的に抗増殖効果を示した．また，TAS-119

の 200 mg/kg を間欠的に投与した場合，120 mg/kg を連続的に投与した場合とほぼ同等の効果

が得られた（図 5c,d）．TAS-119 はどちらの投与スケジュールでも抗増殖効果を示したことか

ら，臨床試験において柔軟に投与スケジュールを組むことが出来，単剤療法や併用療法で予測

されない毒性に対応することも可能であると考えられる． 

TRKA は，TRKB と TRKC を含む受容体チロシンキナーゼの TRK ファミリーのメンバーで

ある[41]．TRK ファミリーは，RAS-MAPK，PI3K-AKT，PLCγ-PKC などの下流のシグナル伝

達経路を活性化することができる．TPM3-NTRK1，RIP-NTRK1，CD74-NTRK1 などの NTRK 遺

伝子融合体は，大腸がんや肺がんなどの様々な悪性腫瘍で観察されている[42,43]．この種の融
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合タンパク質は，TRK の二量体化を促進し，そのキナーゼ機能を活性化する．TRK 阻害剤であ

る LOXO-101 は，NTRK 融合タンパク質陽性のがん患者に対して強い阻害力を持つことが報告

されている[44]．我々は，NTRK 融合タンパク安定発現細胞株において，TAS-119 による TRKA

とその下流である ERK，AKT，PLCγの強い阻害と，in vitro および in vivo 両方での増殖の阻

害を確認した．これらの結果から，TAS-119 は，NTRK 融合遺伝子の変化を有するがん患者に

有用であると考えられる． 

現在のところ，オーロラ A と TRK のデュアルキナーゼ阻害剤がシングルキナーゼ阻害剤よ

りも優れているかどうかを示す証拠はない．一方で、オーロラ A は，BCL2 阻害剤である BIM

のリン酸化を介して，EGFR 阻害剤に対する抵抗性に寄与することが報告されている[39]．も

しオーロラ A が他の受容体チロシンキナーゼ阻害剤に対する耐性にも関与しているのであれ

ば，TRK とオーロラ A のデュアル阻害剤は，TRK のみに対する阻害剤よりも優れている可能

性がある．NTRK 融合タンパク質を保有する患者にとって，TAS-119 が優れた治療法であるか

どうかを明らかにするには，さらなる研究が必要である． 

結論として，TAS-119 は，in vitro および in vivo において，オーロラ A の高活性かつ選択的

な新規の阻害剤である．また，MYC 増幅と CTNNB1 変異を有する細胞の増殖を阻害した．

TAS-119 は TRK 阻害剤としても有用である．今後，前臨床試験や臨床試験を重ねることで，

TAS-119 のがん患者に対する臨床的有用性が示されると考えている． 
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