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研究成果の概要（和文）：体内のストレス防御反応において中心的な役割を果たしている遺伝子発現を制御する
タンパク質Nrf2を活性化する低分子化合物であるBardoxolone-methyl（BAR）に焦点を当て、その細胞遊走能、
およびグルコース代謝に対する効果をヒト乳がん細胞株MCF-7を用いて検討した。その結果、細胞内の活性酸素
消去作用を持つグルタチオンの減少によると思われる活性酸素の増加によって、解糖系や酸化的リン酸化という
グルコース代謝に影響し、がん細胞の遊走能を阻害することがわかった。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the effects of Bardoxolone-methyl (BAR), a small molecule 
activating agents of Nrf2 transcription factor, on cell migration and glucose metabolism in human 
breast cancer MCF-7 cells. BAR inhibited glycolysis, mitochondrial oxidative phosphorylation, and 
cell migration via increase in intracellular reactive oxygen species and decrease in glutathione 
level.

研究分野：分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) ワールブルグ効果とは、がん細胞は有酸
素下でもミトコンドリアの酸化的リン酸化
よりも解糖系で ATP を産生する現象であり、
ピルビン酸キナーゼ（PKM2）が主要な調節因
子である。PKM2 活性を低く保つことで、細胞
分裂に必要なバイオマス（核酸、脂質、アミ
ノ酸など）とエネルギー（ATP）産生のバラ
ンスを取り、効率的に細胞分裂を起こす。 
 
(2) PKM2の活性調節機構の研究が進んでいる。
これまでに、増殖因子受容体シグナルによる
Tyr-105 リン酸化は PKM2 活性を低下させ、同
時に ERKによる Ser-37 リン酸化が PKM2 の核
移行を誘導し、遺伝子発現を調節している。
また、PKM2 は浸潤・転移に関わる上皮間葉転
換（EMT）やがん幹細胞機能にも関わってい
る。 
 
(3) 我々は炎症によるがん悪性化機構に関
する実績があり、その中で ERK/p38 を介した
EGF シグナルと TNF-シグナルの機能的相互
作用を見出した。さらに、TNF-および EGF
がチロシンキナーゼ型受容体 EphA2 の
Ser-897 リン酸化を起こし、細胞運動能を調
節していることを報告するなど、炎症シグナ
ルと増殖因子シグナルのクロストークを中
心にがんの悪性化研究を進めている。 
 
(4) Bardoxolone-methyl（BAR）は、体内の
ストレス防御反応において中心的な役割を
果たす転写因子 Nrf2 を活性化する低分子化
合物（合成トリテルペノイド）である。２型
糖尿病による慢性腎障害やなどの治療薬と
して臨床開発が進んでいる。 
 
(5) BAR は正常細胞と比して乳がん細胞に選
択的に作用することが明らかにされている。
その抗がん作用のメカニズムは明らかにさ
れていないが、ミトコンドリア機能や解糖系
に作用している可能性が示唆されている。ま
た、NF-B の活性化を抑えるなど、Nrf2 とは
異なる別の標的分子が存在すると考えられ
ている。 
 
２．研究の目的 
(1) がん細胞は好気的条件下でも解糖系に
よる ATP 産生を優先的に行っており、この現
象をワールブルグ効果と呼ぶ。解糖系の律速
酵素 PKM2 が、この効果の重要な調節因子で
ある。PKM2 はリン酸化などにより活性が調節
されており、EGF などの増殖因子刺激により
核移行して転写を活性化することも知られ
ている。炎症はがんの悪性化因子であるが、
PKM2 活性に対する影響は全く解析されてい
ない。我々は、TNF-シグナルと EGF シグナ
ルの機能的相互作用によるがん悪性化機構
の研究で実績がある。 
そこで本研究では、炎症シグナルと増殖因
子シグナルのクロストークが PKM2 活性にど

のような効果を及ぼすかを網羅的に検討す
る。がん細胞特性の本質に迫る必要不可欠で
喫緊の研究課題であり、細胞内シグナルと代
謝系をつなぐ新たな調節機構を見出し、がん
研究の発展に貢献する。 
 
(2) BAR はがん細胞の様々な作用を及ぼし、
新しい抗がん剤となることが期待されてい
る。そこで本研究では、BAR が乳がん細胞の
細胞遊走能に対する効果を検証するととも
に、その作用機構として糖代謝やミトコンド
リア機能に注目して解析を進める。本研究は、
BAR の新たな活性化見出すことが期待され、
今後の臨床開発にも貢献する。 
 
３．研究の方法 
(1) 炎症性サイトカインや増殖因子による
PKM2 リン酸化を、次に示す方法で検討した。
ヒト肺がん細胞株 A549（KRAS 変異）および
PC-9（EGFR 変異）に、EGF または TNF-を作
用した。その後、経時的に細胞抽出液を調製
し、Phos-tag を用いたウェスタンブロット法
にてPKM2のバンドシフトを解析した。また、
PKM2 の Ser-37 および Tyr-105 リン酸化を特
異的に認識する市販抗体を入手し、上記の刺
激でリン酸化レベルに変化が生じるのかを
解析した。 
 
(2) BAR の効果を検討するために、エストロ
ゲン受容体陽性のヒト乳がん細胞株MCF-7細
胞を用いた。細胞遊走能は、スクラッチアッ
セイで行った。細胞播種の翌日に BAR を添加
し、細胞遊走に対する効果を検討した。 
 
(3) ミトコンドリア代謝は、MTT アッセイで
測定した。また、ミトコンドリアにおけるス
ーパーオキシドの産生は、細胞に MitoSOX を
30 分間処理後、フローサイトメーターで測定
した。さらに、酸素消費速度（OCR）および
細胞外酸性化速度（ECAR）は、XF-24 システ
ムを用いて測定した。 
 
(4) BARの細胞内シグナル伝達分子の発現は、
ウェスタンブロット法にて行った。解析には、
Akt, NF-B やヒストン H2AX などに対するリ
ン酸化特異抗体を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 網羅的なメタボロミクス解析を行う条
件設定を目的として、A549 および PC-9 細胞
を用いて PKM2 リン酸化の検出を行った。EGF
および TNF-を、それぞれ単独および同時刺
激によって PKM2 のリン酸化誘導されるのか
をウェスタンブロット法で検討した。これま
で報告のある Ser-37 および Tyr-105 に対す
るリン酸化特異抗体を用いた。その結果、
TNF-によって若干ではあるがSer-37リン酸
化の変動が確認されたが、その変動幅は小さ
く、有意な変動とは認識することができなか
った。EGF においてはリン酸化の変動は認め



られなかった。一方、Tyr-105 は刺激する前
から強くバンドが認められたが、これが PKM2
に由来するのか、あるいは非特異的なバンド
であるのか判別することができなかった。 
 
(2) 部位特異的リン酸化抗体を用いたウェ
スタンブロット解析で期待した結果が得ら
れなかったことから、リン酸化部位の特定は
できないものの、リン酸化の有無をバンドシ
フトで検出可能な Phos-tag ウェスタンブロ
ットを行った。Phos-tag はリン酸基を特異的
に捕捉する低分子化合物であり、これをアク
リルアミドに共有結合させて Phos-tag アク
リルアミドを作製した。しかしながら、この
場合においても、EGF および TNF-刺激によ
って PKM2 のリン酸化を示すシフトバンドは
認められなかった。 
以上の結果から、実験に用いた肺がん細胞
では、増殖因子や炎症性サイトカインによっ
て PKM2 のリン酸化が起こっていることを確
認することができなかった。PKM2 のリン酸化
が確認できなかったのは、検出系の問題なの
か、それともリン酸化自体が起こっていない
のかはわからなかった。当初の予定では、メ
タボロミクス解析を行う条件設定としてこ
れらの実験を位置付けていたこと、また網羅
解析には本研究費のかなりの部分が必要と
なることから、リスクを冒してまでプロテオ
ミクス解析を行うこと適当ではないと判断
した。 
 
(3) 体内のストレス防御反応において中心
的な役割を果たしている転写因子 Nrf2 を活
性化する低分子化合物であるBARに焦点を当
て、その細胞遊走能、およびグルコース代謝
に対する効果を検討した。スクラッチアッセ
イにおいて、MCF-7 細胞に BAR（50 nM）を処
理すると、細胞の遊走能が有意に抑制された。
また、MTT アッセイを行うと、ミトコンドリ
ア活性の抑制も認められた。これらの結果が、
BARがNrf2に作用したものよるのかを確認す
るため、Nrf2 の代表的な標的遺伝子である酸
化還元に関与する遺伝子の発現を解析した。
その結果、グルタチオン合成に関わる
Glutamate- cysteine ligase catalytic 
subunit (GCLC) 、および酸化的リン酸化の
エネルギーを生成する前に、膜間のプロトン
勾配を浪費することができるミトコンドリ
アの内膜のタンパク質をコードする
Uncoupling protein-1 (UCP-1)の mRNA 発現
が変化していた。実際、細胞内の還元型グル
タチオン濃度が減少し、ミトコンドリアにお
けるスーパーオキシド量が有意に上昇した。 
 
(4) BAR のグルコース代謝系に及ぼす効果を
検討した。その結果、BAR は酸素消費速度
（OCR）を低下させた。また、細胞外酸性化
速度（ECAR）も低下した。これらのことから、
BAR は解糖活性や酸化的リン酸化の両方を阻
害することがわかった。これらの BAR による

ミトコンドリア活性の低下は、抗酸化剤の N-
アセチルシステイン(NAC)前処理によって回
復したことから、活性酸素が関与しているこ
とがわかった。一方、パルミチン酸によって
も同様にミトコンドリアの ROS 産生が増加、
細胞遊走能や酸化的リン酸化の抑制が起こ
ったが、この場合は NAC では回復しなかった
ことから異なる経路の存在が示唆された。 
 
(5) BAR の細胞内シグナルに対する効果を検
討した。その結果、少し高濃度(1 M)ではあ
るが、刺激 1時間後に Aktを強く活性化した。
また、刺激 6時間後には NF-B の活性化も認
められた。さらに、DNA 損傷マーカーである
ヒストンのリン酸化(pH2AX)の増加が認めら
れた。実際、細胞数の減少が認められた。 
 以上の解析から、BAR による細胞運動能の
抑制は、解糖系やミトコンドリア機能の阻害
に基づくものと考えられた。 
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