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研究成果の概要（和文）：腫瘍において鉄およびROSの代謝のリプログラミングは細胞のがん化とその後の生存
に重要である。しかしながらリプログラミングそのものを制御する因子は明らかにされていない。我々はミトコ
ンドリア内膜に局在するATPトランスポーターAbcb10の機能解析から、Abcb10はヘムの合成に必須であり、また
Abcb10を欠損する血球細胞はヘムの前駆体であるPPIXと鉄が著明に蓄積し、ROS障害性の細胞死を呈することを
示した。本研究ではABCB10の欠損や発現変化により生じた過剰鉄によって腫瘍細胞内の鉄代謝のリプログラミン
グが誘導され、腫瘍細胞の発生や悪性化または薬剤感受性にどのような影響を与えるか検討した。

研究成果の概要（英文）：The reprogramming of iron and ROS(reactive oxygen species) metabolism is 
important matter for canceration and survival in tumor cells. However, the major factor for 
regulating the reprogramming is unproved. The functional analysis of Abcb10 (ATP binding cassette 
sub-family B10) that localized in mitochondrial inner membrane showed that Abcb10 is essential for 
Heme-biosynthesis and the myeloid cells lacking Abcb10 accumulate the Heme precursors both of PPIX 
and iron and undergo ROS mediated cell death. The purpose of research is to examine that the 
abundance iron-accumulation by the loss and change in Abcb10 expression whether induce the 
reprogramming of iron metabolism and influence on development, malignancy and drug-sensitive of 
tumor-cells.

研究分野：分子生物学

キーワード： ROS

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ABCB10の発現変化はThe Cancer Genome Atlas（TCGA）を用いた解析において肺がん、乳がん、膀胱がん患者の
生存期間に有意差を認めるが発現比は微細であり、ABCB10が予後因子であることを判断することは難しい。一
方、in vitroにおいてTICから分化した通常細胞との間における遺伝子発現変化を比較・解析する方法は、その
表現形質を明確に分けて解析することを可能としており、腫瘍環境に依存したROSの代謝経路のリプログラミン
グにABCB10が関与すること、およびリプログラミングを受ける因子を明らかにすることで、腫瘍に対する特異的
かつ効果的な治療薬の創薬が期待できると考えた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

鉄はイオン価数（Fe2+と Fe3+）が変化する遷移金属であり、生体内の電子の移動を伴

う呼吸や電子伝達系、その他多くの酸化還元反応を担う酵素類の補因子として利用され

ており、その生理作用は多岐にわたることから、細胞内の鉄の挙動と代謝は厳密に制御

されている。鉄の過剰摂取や代謝異常による鉄の蓄積は、鉄が触媒するフェントン反応

(Fe2+→Fe3+による HO・と HO-の産生)によって ROS の産生が亢進し、ROS による DNA ダ

メージの蓄積は腫瘍化を促進する。一方で、フェントン反応による ROS の過剰な産生は、

脂質を過酸化脂質へと変換し、Ferroptosis を誘導することで腫瘍化した細胞の除去応

答としても機能している（Cell.2017:273-285）。すなわち細胞内における鉄の挙動や代

謝の異常による ROS の産生はがんの発生と抑制という相反する作用を持つことから、

ROS を制御する治療戦略も ROS の除去と増強という二つの方向性が検討されているが、

その治療効果は腫瘍環境における ROS の挙動について理解されていないことと同様に

限定的である。 

転移性のヒトメラノーマ細胞の血流への流入は高レベルの酸化ストレスを受けるた

め、生き残って腫瘍を形成する転移細胞は減少するが、転移に成功したごく少数の細胞

は、酸化ストレス耐性を高める NADPH 産生を亢進する代謝リプログラミングを生じ、実

際に抗酸化剤を投与することで転移が増加することが示された（Nature.2015:186–191）。

また腫瘍細胞における鉄代謝のリプログラミングによって低酸素誘導因子（HIF）およ

び WNT を介したシグナル経路が変化することで、腫瘍化した細胞が異なった表現形質を

獲得することが示された（Nat Rev Cancer.2013:342-55）。このように、ROS によるがん

化の促進と、がん細胞が ROS 誘導性の細胞死に感受性が高くなることも事実として捉え

られており、がん発生と進行過程において ROS の応答変化をもたらすリプログラミング

の存在が示されているが、そのリプログラミングを引き起こす責任分子とメカニズムは

明らかにされていない（Nat Rev Cancer. 2013:342-355）。 
 
２．研究の目的 

細胞内の ROS の産生と消化にはその活性にヘムを必要とする多くのヘムタンパクが

関与する。ヘムの合成は 7段階に及び、ミトコンドリアと細胞質間を移動しながら進行

する。我々はミトコンドリア内膜に局在する ATP 駆動性のトランスポーターAbcb10 に

注目し、その機能解析を行なった結果、Abcb10 をホモに欠損するマウスは自己造血不

全とヘムの減少によって胎生致死(11.5 日胚)であり、また Abcb10 を欠損する血球細胞

はヘムの前駆体である PPIX と補欠分子である鉄が著明に蓄積し、ROS 障害性の細胞死

を呈することを示した。このことから Abcb10 はヘムの合成経路最終段階における PPIX

と鉄の結合に必須の分子であることを明らかにした（Mol Cell Biol.2014:1077-84）。

ABCB10 は鉄のトランスポーターである Mfrn1 や Heme 合成経路最終段階の PPIX と鉄の

結合を触媒する FECH と複合体を形成することで安定性と機能を協調する（PNAS 

2009:16263-8）。FECH は乳がん患者に変異が認められ（NatCommun.2015:8554）、また Mfn1

は膀胱がんにおける PPIX の蓄積に関与する(PLoS One.2015:e0122351)。このことから

同じヘムの合成経路に位置する ABCB10 の発現変化ががん患者の生存期間にどのように

影響するかを The Cancer Genome Atlas（TCGA）を用いて解析を行なった。その結果

ABCB10 の発現変化は肺がん、乳がん、膀胱がん患者の生存期間に有意差(P<0.05)を認め



るが、生存期間に対する各患者の発現比は微細であり、ABCB10 の発現が明確な予後因

子であることを TCGA の解析から判断することは困難であった(未発表データ)。一方、

近年開発された in vitro において Tumor initiation cells(TIC)から分化した通常細

胞との間における遺伝子発現変化を比較・解析する方法は、その表現形質を明確に分け

て解析することを可能としており（Nature. 2013:328–337）、同様の方法で腫瘍環境に

依存した ROS の代謝経路のリプログラミングに ABCB10 が関与すること、およびリプロ

グラミングを受ける因子を明らかにすることで、そのカスケードを操作する薬剤開発は

腫瘍に対する特異的かつ効果的な治療薬としての創薬が期待できると考えた。本研究で

は ABCB10 の欠損や発現変化により生じた過剰鉄によって腫瘍細胞内の鉄代謝のリプロ

グラミングが誘導され、腫瘍細胞の発生や悪性化または薬剤感受性にどのような影響を

与えるか検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

（１）マウスメラノーマ細胞（B16）、および Lewiss 肺がん細胞株（LLC）のドキシサイ

クリン（DOX）誘導性 Abcb10 発現抑制株(B10KD および LB10KD）を作製した。 

（２）デキサメタゾン（DEX）、カンプト テシン（CPT）、パクリタキセル（PTX）などに

加えて腫瘍細胞内の Ros を直接増加させる鉄剤(ホロトランスフェリン)やアルテミシ

ミン(抗マラリア薬)などを用いて、Abcb10 発現変化による薬剤感受性を MTT アッセイ

から細胞生存率を算出して比較した。 

（３）B10KD 株とそのコントロール株について RNAseq を行い、Abcb10 発現抑制時にお

ける遺伝子発現変動について網羅的解析を行った。 

（４）Abcb10 の発現の発現を抑制した B10KD 及び LB10KD について、接着培養時とスフ

ェア形成時における Heme の合成や鉄や ROS の代謝に関連する遺伝子の発現変化を検討

した。 
 
４．研究成果 

（１） B16 および LLC 細胞に TetO promotor 制御される sh 配列（ 5’-

gatccccGCCAACTTTGTTGCTGTCCacgtgtgctgtccgtGGACAGCAACAAAGTTGGCtttttggaaa-3’）を

導入されたクローンは、DOX 誘導後 48 時間において内在性 Abcb10 の発現が 1/10 程度

に抑制されていた。 

（２）Abcb10 の発現変化による抗がん剤感受性がどのように変化するかを検討するこ

とを目的として B16 と B10KD、および LLC と LB10KD 株についてデキサメタゾン（DEX）、

カンプトテシン（CPT）やパクリタキセル（PTX）に 48 および 72 時間暴露した際の細胞

生存率を比較した。  

DEX は Smac/Diablo を介して XIAP を抑制することでアポトーシスを亢進する。また

ミトコンドリア膜電位の上昇をきたし Ros を産生する。B10KD では Abcb10 発現抑制 す

ることで細胞内 Ros の蓄積を誘導し、DEX 誘導性の Ros の産生をさらに亢進することで

細胞毒性が増感することを期待したが、野生型と B10KD 間で細胞毒性の感受性 に変化

は認められなかった。また、CPT はトポイソメラーゼ Iを阻害することで DNA 複製を阻

害し、P53 依存性にアポトーシスを誘導する。P53 は Heme 依存性に分解されることが知

られており、B10KD では Heme の合成不全から P53 の安定性が増加し、アポトーシスが

亢進することを予想したが、野生型と B10KD 間で細胞死に変化はな かった。一方 PTX

は微小管の脱重合阻害により JNK 依存性（P53 非依存性）にアポトーシスを誘導する。



JNK活性化によるアポトーシスはRosによっても活性化することが知られており、B10KD

において Ros が産生されることで PTX の細胞毒性が亢進することを期待したが、野生型

と B10KD 間で細胞の生存率に変化はなかった。 

またホロトランスフェリンやアルテミシミンを用いた薬剤感受性を比較したが、野生

型と B10KD 間で細胞の生存率に変化はなかった。これらの薬剤について Heme を含む血

清の存在下・非存在下に加えて Heme と PPIX の前駆体である 5-Aminolevulinic acid 

(5Ala)を添加することで B16 では Heme の産生による Ros の消化と B10KD では PPIX の

産生による Ros の蓄積を促すことで薬剤感受性が増感することを期待したが、これに

ついても Abcb10 の発現に依存した薬剤感受性の変化は見られなかった。 

（３）B10KD 株とそのコントロール株について RNAseq を行い GSEA を行った結果、①

FATTY_ACID_CATABOLIC_PROCESS 、 ② CELLULAR_LIPID_CATABOLIC_PROCESS 、 ③

FATTY_ACID_BETA_OXIDATION、④LIPID_OXIDATION などにかかわる遺伝子の発現が

Abcb10KD 株において亢進していた（図 1）。これらは Abcb10 が欠損することでフェロト

ーシス初期応答に見られる、脂質酸化に応答性の遺伝子群の発現が亢進していることを

示しており、細胞内鉄の検出とキレートによる中和化などでこれらの遺伝子発現に影響

を与えるかどうかの精査が必要である。 

（４）B16 と B10KD、および LLC と LB10KD 株について、接着培養時とスフェア形成時に

おける Hemeの 合成や鉄や ROSの代謝に関連する遺伝子の発現変化を検討した。 通常培

養時には Abcb10が発現低下する B10KDおよび LB10KDでは野生型 B16や LLCに比較

してポルフィリン誘導体をミトコンドリア膜間スペースに能動輸送するAbcb6 の発現が補



完的に上昇していたが、スフェア形成時においては Abcb10が発現低下する B10KDおよび

LB10KD において著名な Abcb6 の発現減少が観察された。 同様に、その変動に程度の差

は認められるものの、ミトコンドリアに鉄を輸送する Mfrn1 や Fe-S クラスターを形成し

細胞内 Rosの消化に働く Epas1、Ireb1、Aco1の 発現も減少していた。 このことから、

通常培養時においては Abcb10 が発現低下することで Heme 合成系に関与する遺伝子群の

発現が補完的に上昇し、また Ros消化に機能する遺伝子群も 発現が上昇するが、スフェア

形成時においてはそれらの遺伝子の発現はいずれも減少傾向を示した（図 2，3）。 このこ

とから通常培養とスフェアを形成する細胞では、鉄および Ros 代謝に関する遺伝子発現の

リモデリングが存在し、それは Abcb10 の発現変化によって変動することが示唆された。 

スフェア形成時の Ros や鉄の蓄積を定量化する必要がある事から、引き続きこれらの解析

系を構築し研究を進めていく。 
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