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研究成果の概要（和文）：転写因子NRF2は、酸化ストレスからの生体防御に重要な役割を果たしている一方、多
くのがん細胞で異常に活性化し、その悪性化をもたらしている。本研究ではNRF2陽性難治性がんの克服を目指
し、がんにおけるNRF2活性化が、宿主の抗腫瘍免疫との関係において果たす腫瘍形成能促進のメカニズムの解明
に挑んだ。その結果、NRF2活性化は、がん細胞の抗腫瘍免疫回避をもたらすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：NRF2 is a master transcriptional activator playing a critical role in the 
defense mechanism against oxidative insults. NRF2 activates genes encoding cytoprotective enzymes 
and antioxidant proteins in response to electrophiles and reactive oxygen species (ROS), conferring 
resistance against xenobiotic and oxidative stress. While NRF2 activation is beneficial to our 
health, NRF2 is responsible for the malignant progression of various human cancers.  To develop a 
new anti-cancer therapy for NRF2-addicted malignant cancers, we examined molecular mechanisms how 
NRF2 activation influences on the cancer evasion from the anti-cancer immunity.   We found that NRF2
 in cancer cells reduces expression of MHC class I and other genes involved in the antigen 
presentation, suggesting that NRF2 promotes the cancer evasion from the anti-cancer immunity.  

研究分野： 生化学・分子生物学

キーワード： 転写因子　がん　がん遺伝子　酸化ストレス応答

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 転写因子 NRF2 は、生体防御系遺伝子群
を統括的に活性化することで、細胞の解毒
代謝・酸化ストレス応答における中心的役
割を果たしている。一方、NRF2 は多くの
がんで異常に活性化してその悪性化をもた
らしていることが、申請者を含む複数の研
究者から報告されている。このようながん
細胞ではいわゆる「NRF2 依存」が成立し
ており、NRF2 機能を阻害するとがん細胞
の増殖は抑制され、化学療法や放射線療法
に対する治療効果が高まると期待される。
しかし、担がん患者に NRF2 阻害剤を投与
すると、解毒機能の低下から薬剤の副作用
が増悪する恐れがある。そして、マウスを
用いた実験から、担がん宿主の造血細胞で
NRF2 機能が抑制されると骨髄由来免疫抑
制細胞 (MDSC) が活性化され、がんの転移
が促進されてしまうことも報告されている。
したがって、がん治療として、NRF2 自体
を標的とする NRF2 機能阻害剤を使用する
ことには多くの困難が伴うと予想される。 
 そこで、申請者はこれまで、NRF2 依存
性難治がんの克服を目指して、がん細胞に
おいて NRF2 活性化と合成致死性を示す因
子を探索してきた。その経過の中で、NRF2
の恒常的な活性化に、RAS 経路の過剰な活
性化が伴うと、細胞の増殖能には影響が認
められないものの、担がん宿主による抗腫
瘍免疫の攻撃を受け易くなり腫瘍が退縮し
てしまい腫瘍形成に至らないという興味深
い現象を見出した。これは、NRF2 がドラ
イバーとして悪性化をもたらしているがん
細胞は、RAS シグナルの過剰な活性化によ
り抗腫瘍免疫感受性を獲得し、生体内での
腫瘍形成能を失うことを意味している。
RAS 経路の活性化によるこうした効果は、
NRF2 依存を示さないがん細胞に対しては
認められない。したがって、この現象の背
後には、NRF2 依存性難治がんに対して特
異的に腫瘍形成抑制をもたらす効果的なア
プローチにつながる分子メカニズムが潜ん
でいるといえる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、NRF2 依存性難治がん細胞
が抗腫瘍免疫に対する抵抗性を有している
かを検討し、抗腫瘍免疫に対する抵抗性を
有するなら、そのメカニズムを明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）NRF2 陽性がん細胞モデルの作成 
 近年がん細胞の挙動の理解にはそれを取
り巻く微小環境との相互作用を考慮するこ
とが重要であることが明らかにされている。
そこで、本研究では、がん細胞と微小環境
の相互作用が存在する環境においてがん細
胞中の NRF2 機能を解析するために、マウ
スへの同種移植が可能な NRF2 陽性がん細

胞の作成を行った。Keap1 欠損マウスの胎
児線維芽細胞を樹立し、SV40 T 抗原と活性
化型 HRAS 変異体（HRASG12V）を導入し、
Keap1–/–-TR MEF を得た。同時に、野生型
マウスの胎児線維芽細胞からも同様の処理
を行った細胞 WT-TR MEF を得た。これら
の細胞を用いてC57BL/6マウスへの移植実
験を行い、がん細胞としての腫瘍形成能や
遺伝子発現、宿主の炎症性細胞浸潤を解析
した。 
 
（２）NRF2 陽性腫瘍における IL-11 の重要
性の検討 
 遺伝子発現解析から、IL-11 が NRF2 依存
性の腫瘍形成に重要であることが予想され
た た め 、 CRISPR-Cas9 法 を 用 い て
Keap1–/–-TR MEF において Il11 遺伝子をノ
ックアウトし、得られた Il11 欠損細胞の腫
瘍形成能をC57BL/6マウスと抗腫瘍免疫が
ほとんど機能しないヌードマウスとに移植
して検討した。 
 
（３）ヒト乳がん症例における NRF2-IL-11
協調作用の重要性の検討 
 マウス線維芽細胞から作成したがん細胞
モデルで観察されたNRF2-IL11の協調関係
がヒトのがんでも観察されるかどうかを検
討するために、NRF2 も IL-11 も予後悪性化
因子であるという報告がなされていた乳が
ん症例を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）NRF2 陽性がん細胞モデルの作成 
 まず、Keap1–/–-TR MEF と WT-TR MEF
において NRF2 経路の活性化状態を確認し
た。前者では NRF2 が恒常的に活性化し、
その標的遺伝子の発現レベルも顕著に上昇
していることが確認された。In vitro での培
養において WT-TR MEF と  Keap1–/–-TR 
MEF の増殖速度に違いは認められなかっ
た。ところが、これらの細胞を同数 C57BL/6
マウスの皮下に移植すると、WT-TR MEF
では腫瘍を形成しかけるも退縮してしまっ
たのに対して、Keap1–/–-TR MEF では腫瘍
形成が認められた。抗腫瘍免疫がほとんど
機能しないヌードマウスに移植すると、
WT-TR MEF も遅いながら腫瘍形成が可能
であった。したがって、Keap1–/–-TR MEF
は、抗腫瘍免疫に対する抵抗性を有してい
るものと予想された。 
 これらの細胞には活性化型HRAS変異体
を導入しているため、遺伝子変異の蓄積が
加速されている可能性がある。そこで、腫
瘍形成能の違いが本当に KEAP1 欠損に由
来することを確認するため、HA タグ付き
の KEAP1 を Keap1–/–-TR MEF へ導入して、
腫瘍形成能を調べたところ、WT-TR MEF
と同様に腫瘍形成がみとめられなくなった。
したがって、Keap1 欠損により腫瘍形成能
が獲得されていることがわかった。 



 さらに、NRF2 の活性化に依存した腫瘍
形成促進であることを確認するため、
Keap1–/–-TR MEF で Nrf2 をノックダウンし
て、同様に腫瘍形成能を調べた。その結果、
腫瘍形成能は顕著に抑制されていることが
わかった。以上のことから、Keap1–/–-TR 
MEF は、NRF2 に依存して腫瘍形成が認め
られる NRF2 陽性がん細胞モデルであると
言える。 
 NRF2 陽性がん細胞モデルにおける遺伝
子発現を明らかにするために、WT-TR MEF
と Keap1–/–-TR MEFを用いてマイクロアレ
イ解析を行った。In virto での培養では両者
に増殖速度の違いを認めないものの、
C57BL/6 マウスの皮下における腫瘍形成で
は顕著な違いが認められたことから、特に
腫瘍形成の促進に関わる NRF2 の下流因子
を同定したいと考えた。そこで、in vitro で
の培養条件（2D 条件）とマウス皮下での腫
瘍形成条件（3D 条件）とで遺伝子発現の違
いを検討した。C57BL/6 マウスへの移植で
は、WT-TR MEF がほとんど腫瘍を形成で
きないため、レシピエントをヌードマウス
に変更し、腫瘍サンプルを得た。 
 NRF2 の典型的な標的遺伝子である抗酸
化遺伝子や解毒系遺伝子などは、2D、3D
いずれの条件においても、Keap1–/–-TR MEF
のほうで発現上昇が認められた。2D 条件と
3D 条件での変化が大きく異なる遺伝子と
して、Il11、Il6 などのサイトカイン遺伝子、
Ptgs1、Ptgs2 などのプロスタグランジン代
謝 系 遺 伝 子 が 見 出 さ れ た 。 一 方 、
Keap1–/–-TR MEF の 3D 条件下では、MHC 
class I や抗原提示に関わる遺伝子発現が顕
著に低下しており、NRF2 の活性化状態が
抗腫瘍免疫からの回避を促していることが
明らかになった。 
 
（２）NRF2 陽性腫瘍における IL-11 の重要
性の検討 
 IL-11 は２D 条件においては、WT-TR 
MEF と Keap1–/–-TR MEF のいずれにおい
てもほとんど発現が認められないが、3D 
条件にすると NRF2 依存的に Keap1–/–-TR 
MEF で IL-11 の発現増加が認められた。こ
のことは、がん細胞をとりまく微小環境か
ら何らかのシグナルが NRF2 と協調するこ
とにより Il11 遺伝子の転写を活性化できる
ものと考えられる。 
 そこで、NRF2 陽性がん細胞の腫瘍形成
における IL-11の重要性を検証するために、
CRISPR-Cas9 システムによるゲノム編集を
行い、Keap1–/–-TR MEF で Il11 遺伝子を欠
失させた。Il11 欠失 Keap1–/–-TR MEF は、in 
vitro の培養では細胞の増殖速度に変化は
認められなかったが、C57BL/6 マウス皮下
への移植によりその増殖は顕著に抑制され
た。以上のことから、NRF2 陽性がん細胞
の腫瘍形成は IL-11 に大きく依存している
ことがわかった。しかし、 Il11 欠失

Keap1–/–-TR MEF は、ヌードマウスへの移
植でも全く腫瘍形成が起こらず、IL-11 の作
用としては、抗腫瘍免疫の回避促進という
よりも、腫瘍形成自体を促進しているもの
と考えられた。 
 
（３）ヒト乳がん症例における NRF2-IL-11
協調作用の重要性の検討 
 乳がん 44 症例を、NRF2 と IL-11 の抗
体でそれぞれ染色し、陽性症例の相関を調
べた。半数の 22 症例が IL-11 陽性、残り
の 22 症例が IL-11 陰性であった。乳がん
の他のパラメーターに比較して、IL-11 陽
性は NRF2 陽性と特に強い相関を示した。
以上の結果から、ヒト乳がんにおいて、
NRF2-IL-11 の協調作用がその悪性化をも
たらすことが明らかになった。 
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