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研究成果の概要（和文）：小胞体ストレスタンパク質の一種である標的とした酸化還元調節酵素は、正常細胞に
比べ種々の癌細胞株で高発現している。過剰発現系およびRNA干渉を用いたノックダウン解析から、癌化、さら
に癌幹細胞形成に重要な役割を果たしていることが判明した。この酵素誘導性の癌化および癌幹細胞形成は各組
織で普遍的に起きている可能性が高く、この癌化および癌幹細胞形成メカニズムの解明により新しい創薬シーズ
の発見や、最終的には癌幹細胞の撲滅・癌根治につながることが期待される。また、次世代シーケンサーを用い
た解析から、分化に関与する転写因子だけでなく、複数のミトコンドリア関連タンパク質を制御していることが
判明した。

研究成果の概要（英文）：We focused on the oxidation-reduction regulatory protein which is one of the
 endoplasmic reticulum stress protein.  This protein was highly expressed in various cancer cell 
lines as compared with normal cells. From overexpression analysis and knockdown analysis using RNA 
interference, it plays an important role in tumorigenesis and furthermore, cancer stem cell 
formation. It is highly probable that these effects caused by our target protein are universally 
occurring in each tissues.by elucidating the mechanisms of these effects, it is expected to generate
 novel anticancer drugs or therapies. Moreover, we found the transcription factors involved in the 
differentiation, such as FOX and RUNX, and several mitochondrial related proteins by using next 
generation sequencer analysis.

研究分野： タンパク質・ペプチド化学
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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 
標的とした酸化還元調節酵素は酸素を消費

して、様々なタンパク質のジスルフィド結合
形成を触媒する酸化還元酵素の調節タンパ
ク質として働き、小胞体内でのタンパク質の
成熟に重要な役割を担っている。正常組織と
比較して酸化還元調節酵素が種々の癌細胞
株および癌組織において高発現しているこ
とを確認した。一方で、RNA 干渉による酸化
還元調節酵素のノックダウンによって腫瘍
増殖能の減少が見られたことから、腫瘍形成
において酸化還元調節酵素の重要性が明確
となり、酸化還元調節酵素の高発現によって
腫瘍増殖能が亢進することが明らかとなっ
た。当初、この酸化還元調節酵素は腫瘍増殖
において、ジスルフィド結合を有する血管内
皮増殖因子VEGFなどの増殖因子産生制御に
直接的役割を果たしていると考えていたが、
共同研究グループの田村らがケモカインの
産生に関与していることを報告し、免疫系に
働き血管新生を誘導していることを示した
[1]。酸化還元調節酵素の制御は薬剤耐性・転
移に関与する癌幹細胞への制癌効果も大い
に期待できる。腫瘍は恒常的な低酸素環境に
曝されていることを考えると、酸化還元調節
酵素の発現増強による新生血管の誘導は理
にかなっているが、一方で酸化還元調節酵素
の発現に依存性が高い腫瘍にとってはアキ
レス腱となる。つまり、酸化還元調節酵素の
機能発現を抑制することで腫瘍増殖・転移を
制御でき、癌の根治につながることを示唆し
ている。 
 
２．研究の目的 
現在まで多数の酸化還元調節酵素機能につ
いての報告がなされているが、癌への関与を
示す研究報告は他のグループからはほとん
どなされていない。2005 年に Kesshet らによ
ってこの酸化還元調節酵素が仲介する
Hypoxia-inducible factor-1（HIF-1）による血管
新生；発癌メカニズムがただ一報のみ提唱さ
れている[2]。これは酸化還元調節酵素の過剰
発現により基質である細胞内の酸素が過剰
消費され低酸素状態を誘導し、転写因子であ
る HIF-1 が活性化され、VEGF の誘導を介し
て新生血管が癌細胞に張り巡らされ癌増殖
能に著しい亢進を引き起こす経路である。申
請者は酸化還元調節酵素を有用な創薬標的
と見なし、現在報告されている阻害剤を探索
したところ、Ron らによって酸化還元調節酵
素阻害剤の報告がなされていた[3]。この報告
は酸化還元についてのみ言及しており、さら
に低阻害能、高細胞毒性なために有効な阻害
剤とは言い難かった。そこで、申請者は１万
化合物ライブラリーからスクリーニングを
行い、新規阻害化合物を同定し、それらの構 

 
造展開からRonらの化合物よりも高い阻害活
性および溶解性を有する阻害化合物 HE-I を
得た。現在までに、癌幹細胞化は言うまでも
なく、癌化についても田村らの提示するケモ
カイン経路および HIF-1 経路の双方について、
その過程の詳細な分子機序は解明されてお
らず、癌根治のためにはこの酸化還元調節酵
素誘導性の発癌分子機序解明が重要である。
そこで本研究では、我々が開発した新規酸化
還元調節酵素阻害化合物 HE-I（図１）を用い
てE酸化還元調節酵素誘導性の癌化および癌
幹細胞化の分子機序の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 酸化還元調節酵素関連タンパク質の同定
–次世代シーケンサーと質量分析計によるタ
ンパク質解析–   
 酸化還元調節酵素による発癌メカニズム
の分子機構解明のために、次世代シーケンサ
ーおよび質量分析装置を用いて酸化還元調
節酵素と関連のあるタンパク質の同定を目
指す。細胞は酸化還元調節酵素の発現量の多
いヒト大腸癌 SW480 細胞株を用いてセルソ
ーターによって調製した癌幹細胞を用いる。
蛍光試薬を用いて薬剤排泄能を指標に癌幹
細胞様細胞と考えられる細胞を分取し、濃縮
した[4]。さらに、この非常に量の少ない細胞
群から幹細胞マーカーを用いて分画・培養す
ることで癌幹細胞を得る（使用セルソータ
ー：SH800 (Sony)、細胞系確立済）。この癌幹
細胞、HE-I 添加癌幹細胞、および通常の癌細
胞から調整された RNA の品質チェック後ラ
ベル化し、CAGE 法によりタンパク質の発現
パターン変動を解析することで、 HE-I 添加
時に細胞内タンパク質発現量などの変化を
引き起こしたタンパク質を同定する。用いる
解析セットはヒト遺伝子発現用のチップを
用いて CAGE 法を行う。また、直接的に酸化
還元調節酵素と相互作用しているタンパク
質を解析するために、HE-I 添加および無添加
の癌幹細胞抽出液から酸化還元調節酵素を
免疫沈降後、二次元電気泳動により分画し、

図 1 新規 ERO1阻害剤の阻害能比較 



HE-I の有無で変化のあったタンパク質バン
ドを切り出す。タンパク質を含むゲルをトリ
プシンによる消化後、ゲルからペプチド断片
を抽出する。ペプチド断片を UPLC-MS/MS
により解析することで、データベース（Mascot, 
NCI, NIH）から相互作用タンパク質を同定す
る。 
 関連タンパク質の発現量および親和性は
HE-I 添加後から細胞抽出を行う時間によっ
て大きく変化することが考えられる。そこで、
酸化還元調節酵素阻害により発現量が変化
する VEGF をその目安とし、既に VEGF 量が
減少する時間を ELISA により解析している
（HE-I 40 M、14 時間で平衡化）。 
 
(2) 酸化還元調節酵素ノックアウト細胞の作
成 
 この酸化還元調節酵素による癌化のメカ
ニズム解析のため、すでにノックダウン細胞
株を RNA 干渉を用いて作成しているが、最
も効率よくノックダウンしている細胞株で
も 70%程度、この酸化還元調節酵素の発現を
抑制しているに留まっている。そこで、完全
にこの酸化還元調節酵素の発現を抑えるた
め、Crispr/Cas9 を用いたノックダウン細胞を
作成し、 次世代シーケンサー解析のコント
ロールとするとともに、癌幹細胞形成能につ
いて解析を行った。細胞系はこの酸化還元調
節酵素が過剰発現している大腸癌細胞株
SW480 および乳癌細胞株 MDA-MB-231 を用
いて、ノックアウト細胞を作成した。また、
SW480 はすでに癌幹細胞様細胞を分取して
いるが、MDA-MB-231 からも同様な癌幹細胞
様細胞を分取するべく、セルソーターを用い
て上述のフローサイトメトリー・セルソーテ
ィングを行い、癌幹細胞様細胞を分取した。 
 
(3) 酸化還元調節酵素阻害剤HE-Iによる癌幹
細胞形成能解析 
 作成した癌幹細胞並びにノックアウト細
胞を用いてセルソーターによる癌幹細胞形
成能解析を行った。この解析では、上述の解
析だけでなく、細胞表面マーカーを用いて癌
幹細胞を定量した。SW480 系の細胞を用いた
場合、癌幹細胞マーカーとして、CD133 およ
び CD26 を用いた。さらに乳癌における幹細
胞マーカーとして、CD44 および CD24 を用
いて、蛍光標識抗体により複合的に癌幹細胞
形成能を解析した。また、細胞生存アッセイ
を行い HE-I による効果が癌幹細胞にも作用
するか解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 酸化還元調節酵素関連タンパク質の同定
–次世代シーケンサーと質量分析計によるタ
ンパク質解析–   

 まず、直接的に酸化還元調節酵素と相互作
用するタンパク質を同定するため、SW480 細
胞を用いて細胞抽出液に His タグをもつ精製
した酸化還元調節酵素を添加し、インキュベ
ーション後、Ni-NTA 樹脂である HisTrap によ
り酸化還元調節酵素を回収し、それに結合し
ているであろうタンパク質を用いて、電気泳

動し、その後、自作の等電点電気泳動ゲル自
作の SDS-PAGE ゲルにより、二次元電気泳動
を行なった。その結果、非常に多くのタンパ
ク質が含まれていることが判明し、分離が難
しいことがわかった。そこで、SDS-PAGE ゲ
ルを市販の 5-20％のグラジエントゲルに変
更して再度 SDS-PAGE を行なったところ、あ
る程度分離可能なタンパク質バンドを検出
可能であることが判明した。そこで、比較対
象サンプルとして、すでに作成している癌幹
細胞様細胞を用いて、同様の解析を行ったと
ころ、分離可能な領域に変化はなかった。
HisTrap を磁気ビーズに変更し、洗浄を入念
に行うことで、非結合のタンパク質を除去し
たが、同条件ではコントロールと比較可能な
バンドは検出できなかった。また、二次元電
気泳動の結果から、まだ分離が困難であり、
非常に多くのタンパク質と相互作用してい
ることが判明した。そこで、内在性の酸化還
元調節酵素を分取可能な系を構築中である。 
 次世代シーケンサーを用いた CAGE 法に
よる解析では、初めに RNeasy mini kit
（Qiagen）を用いて、通常の SW480 および癌
幹細胞様細胞から RNA の抽出を行った。品
質チェック後、CAGE 法を行った。その結果、
癌幹細胞様細胞では SW480 に比べて FOX や
RUNX といった複数の転写因子が活性化し
ており、また、ミトコンドリアに局在する複
数のタンパク質において発現量に変化が見
られることが判明した（表１）。さらに、糖
鎖関連タンパク質や解糖系に関与する分解
酵素や興味深いことに染色体の安定化に関
与するタンパク質にも発現変化が起きてい
ることがわかった。 
 また、癌幹細胞様細胞を用いて、酸化還元
調節酵素阻害剤である HE-I を添加した場合、
これらの変化のあったタンパク質の多くは
逆の発現変化を示したことから、この酸化還



元調節酵素の有無によって発言変化が制御
されていることが考えられ、癌幹細胞形成に
おいて、この酸化還元調節酵素が重要な役割
を示していることが示唆された。 
 
(2) 酸化還元調節酵素ノックアウト細胞の作
成 
 ノックダウン細胞では比較に不足が出る
ため、ノックアウト細胞を作成した。
Crispr/Cas9 システムを用いて大腸癌細胞株
SW480 から酸化還元調節酵素が発現しない
細胞を作成した。また、同様に酸化還元調節
酵 素 が過剰 発 現して い る乳癌 細 胞 株
MDA-MB-231 からもノックアウト細胞を作
成した。さらに、これらのノックアウト細胞
を用いて、癌幹細胞形成能解析をフローサイ
トメトリーにより行なったところ、ノックア
ウト細胞はその元になった通常のがん細胞
に比べて幹細胞数が極めて少ないことが判
明 し た。ま た 、その 過 程で検 出 し た
MDA-MB-231 の癌幹細胞様細胞を抽出し、濃
縮することで乳癌幹細胞系を確立した。 
 
(3) 酸化還元調節酵素阻害剤HE-Iによる癌幹
細胞形成能解析 
 作成した癌幹細胞様細胞の HE-I 添加時・
非添加時における癌幹細胞形成能解析を解
析した。その結果、低濃度の HE-I 存在下で
は癌幹細胞だと考えられるフラクションの
量が減少することがわかった。また、この癌
幹細胞様細胞の詳細な幹細胞解析のため、細
胞表面マーカーである CD133、CD26、CD44
および CD24 を用いてそれぞれ解析を行った。
SW480 から分取した癌幹細胞様細胞ではそ
のマーカーである CD133, CD26 の陽性細胞
は増加していることが判明した。しかしなが
ら、MDA-MB-231 から分取した癌幹細胞様細
胞では、その幹細胞マーカーであると報告の
あった CD44+/CD24-の細胞は増加しておら
ず、どちらも陰性の細胞しか検出することが
できなかった。現在、このフローサイトメト
リー結果の真偽を確かめるべく、それぞれの
抗体が陽性を示す細胞系の準備を行ってお
り、作成次第、解析を進める。また、
MDA-MB-231 の癌幹細胞様細胞は他の幹細
胞マーカーとして知られるタンパク質も発
言が見られなかったことから、MDA-MB-231
の性質であることも考えられ、別の乳癌細胞
株である MCF7 を用いて、同様の癌幹細胞様
細胞を分取する準備を行っている。 
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