
東北大学・医学系研究科・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

後天的なNrf2活性化の獲得による食道がんの進展

Development of esophagus cancer acquired Nrf2 activation

２０４６６５２７研究者番号：

田口　恵子（TAGUCHI, Keiko）

研究期間：

１９Ｋ０７３９５

年 月 日現在  ４   ６ １０

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：食道上皮細胞においてNrf2の発現が後天的に変動するモデルマウスを作製して、化学
発がん剤による食道発がんの進展にNrf2がどのように働くかを調べた。食道上皮組織における部分的なKeap1欠
失細胞の出現は、Keap1発現細胞にDNA損傷を与え、発がんの促進に寄与した。本研究は、食道扁平上皮がんの約
30%を占めると言われているNrf2活性化がんの形成の理解に役立つ成果になると期待できる。

研究成果の概要（英文）：We examined how Nrf2 plays roles in esophageal cancers developed by a 
chemical carcinogen, using two model mice that harbor acquired deletion of Nrf2 or Keap1 genes in 
esophageal epithelium. Partial appearance o Keap1-deleted cells in esophageal epithelium conferred 
DNA damage to Keap1-expressing cells, resulting in 4NQO-induced tumor promotion. Nrf2-addicted 
cancers are found approximately 30% of esophageal squamous cell carcinoma. This study is useful to 
understand development of Nrf2-addicted cancers. 

研究分野：生化学

キーワード： Nrf2　食道　がん　細胞競合

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Nrf2活性化がんは、食道がんのみならず様々な癌腫で見つかっており、がん形成におけるNrf2の貢献は興味深い
テーマである。Nrf2活性化を賦与した細胞からはがんは形成されず、むしろ組織から排除される細胞競合が観察
された。本研究から、Nrf2の活性化自体は細胞のがん化には寄与しないことが明らかになった。Nrf2の活性化は
がん形成の過程で獲得されて、がん細胞の生存に働くことが考えられた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
NRF2 は生体防御遺伝子群の発現を制御する転写因子である。通常環境では、NRF2 は KEAP1-
CUL3 ユビキチン E3 リガーゼ複合体の基質となり、迅速にタンパク質分解を受ける。一方、活
性酸素種（ROS）や毒物に曝露された細胞では、KEAP1 による NRF2 分解の促進制御が崩壊し
て、NRF2 は分解を免れて蓄積し、核に移行して転写因子としての機能を発揮する。核に蓄積し
た NRF2 は抗酸化剤応答配列（ARE；CsMBE と総称される DNA 配列）に結合して、下流の標的
遺伝子の発現を亢進する。NRF2 の標的遺伝子には抗酸化や解毒代謝に関わる酵素群をコードす
るものが多く、NRF2 活性化は生体防御に働くことが理解される。 

正常細胞からがん細胞に視点を変えると、NRF2 の活性化はがん細胞の悪性化促進に転ずる。実
際に、ヒトがん組織では NRF2 の機能亢進を招来する NRF2 や KEAP1 遺伝子の体細胞変異が高
頻度に見出される。これらのがん細胞では KEAP1 による精密な NRF2 の分解制御は破綻してお
り、NRF2 が恒常的に活性化している。 

食道がんは扁平上皮がんと腺がんに大別されるが、本邦では食道がんの 90%は扁平上皮がんで
あり、喫煙や飲酒がリスクファクターとなる。さらに、日本人の扁平上皮がんの約 90%はがん抑
制遺伝子 P53 の変異を伴う。また、P53 変異がんは NRF2 の転写活性化能を増強により抗酸化力
を高めて、がん細胞の増殖を有利にすることが報告され（Lisek et al. Oncotarget, 2018）、がん細胞
における P53 と NRF2 の相互作用による標的遺伝子の発現調節は非常に注目されている。 

食道扁平上皮がんを惹起する化学発
がんモデルとして、申請者の研究室
において、4-ニトロキノリン-1-オキ
サイド（4NQO）飲水発がんモデルを
検討したところ、野生型マウスと比
較して Nrf2 欠失マウスは発がんし
易いのに対して、Nrf2 が恒常的に活
性化している Keap1部分欠失マウス
は発がんし難かった（Ohkoshi et al. 
Cancer Prev Res 2013）。我々はこの結
果より、Nrf2 の恒常的な活性化が
4NQO による食道発がんに対して防
御に働くと結論づけた（右図）。 

Keap1 部分欠失マウス食道ではケラ
チン遺伝子群の発現が活性化して上皮が過角化しているため、組織肥厚が物理的な防御となり
発がんを妨げているという可能性も否定できない。また、ヒトがん組織でみられる NRF2 遺伝子
変異は発がん過程において獲得されるものであり、先天的に Nrf2 や Keap1 を欠失したマウスで
はヒト発がんを再現するモデルとして相応しくないことも考えられた。これらの課題を解決す
るためには、食道に過角化を起こさない Nrf2 活性化マウスの構築が必要であった。腫瘍形成の
過程で Nrf2 活性化を獲得するがん細胞の特色を考えて、後天的に Nrf2 や Keap1 遺伝子を欠失
する食道がんモデルの構築が必須であると考えた。 
 
２．研究の目的 
所属研究室で作製した上皮細胞特異的にタモキシフェン誘導的に欠失する Keratin5-CreERT2
（K5-CreERT2）マウスを利用して、後天的に上皮細胞で Nrf2または Keap1遺伝子を欠失するモ
デルマウスを作製して、4NQO による食道発がんの進展に Nrf2 の活性化がどのように働くかを
調べる。先天性の上皮細胞特異的 Keap1欠失（Keap1:K5-Cre）マウスは、全身性 Keap1部分欠失
マウスと同様に、食道の基底細胞の増殖が亢進して過角化を引き起こすため、発がんモデルを構
築できない。Nrf2 はがん細胞の増殖を促進するが、正常細胞における Nrf2 活性化は上皮組織基
底細胞で特異的に細胞増殖を引き起こす。申請者ら独自のマウスモデルをツールとして、がん細
胞において Nrf2 が果たす役割について本質的な問いの解決に挑む。 
 
３．研究の方法 
(1) 後天的な上皮特異的 Nrf2 または Keap1欠失マウスの作製 

K5-CreERT2 マウスと Rosa stop TdTomato（Rosa）レポーターマウスの交配から K5-
CreERT2::Rosaマウスを得る。タモキシフェン投与により Cre 酵素を発現させた当該マウスの
食道を採取して、蛍光顕微鏡にて Keap1 の発現組織特異性を調べた。さらに、Nrf2floxまたは
Keap1floxマウスとK5-CreERT2マウスを交配させて、上皮特異的Nrf2欠失（K5CreERT2-Nrf2F/F）
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マウスと上皮特異的 Keap1欠失（K5CreERT2-Keap1F/F）マウスを得た。 
 
(2) 後天的な上皮特異的 Nrf2欠失マウスにおける食道の表現型と腫瘍形成 

上皮特異的・タモキシフェン誘導的 Nrf2欠失（Nrf2flox/flox::K5-CreERT2）マウスに、タモキシ
フェン投与により Cre 発現を誘導して、Nrf2 遺伝子の欠失効率と、各遺伝子およびタンパク
質の発現量と食道上皮細胞の表現型を調べた。 
化学発がん剤 4NQO 飲水投与の順番は、タモキシフェン投与（遺伝子欠失）→4NQO投与（発
がん）と、4NQO投与（発がん）→タモキシフェン投与（遺伝子欠失）の２パターンを行い、
Nrf2 が活性化する時期が腫瘍形成に与える影響を調べた。食道を採取して、ヘマトキシリン
-エオジン（HE）染色から病理診断した。免疫染色および遺伝子発現解析により、腫瘍部にお
ける Nrf2 活性化の有無を確認した。RNA より Nrf2 や Nrf2 標的遺伝子の発現をリアルタイ
ム PCR により解析した。 
 

(3) 後天的な上皮特異的 Keap1欠失マウスにおける食道の表現型と腫瘍形成 
上皮特異的・タモキシフェン誘導的 Keap1 欠失（Keap1flox/flox::K5-CreERT2）マウスにタモキ
シフェン投与により Cre 発現を誘導して、Keap1 遺伝子の欠失効率と、各遺伝子およびタン
パク質の発現量と食道上皮細胞の表現型を調べた。 
タモキシフェン投与（Keap1
遺伝子欠失）後に 4NQO 飲
水投与（発がん）によって食
道がんを形成させた。食道を
採取して、ヘマトキシリン-
エオジン（HE）染色から病理
診断した。免疫染色および遺
伝子発現解析により、腫瘍部
における Nrf2 活性化の有無を確認した。RNA より Nrf2 や Nrf2 標的遺伝子の発現をリアル
タイム PCR により解析した。 
 

４．研究成果 
(1) 後天的な上皮特異的 Nrf2 または Keap1欠失マウスの作製 

Rosaマウスを用いて、タモキシフェン誘導１週間および 3週間後の K5-CreERT2 の発現を調
べた。扁平上皮組織である食道をはじめ、舌、前胃、皮膚において K5-CreERT2 の発現が確
認できた。そこで、Nrf2floxまたは Keap1floxマウスと K5-CreERT2マウスを交配させて、上皮
特異的 Nrf2欠失（K5CreERT2-Nrf2F/F）マウスと上皮特異的 Keap1欠失（K5CreERT2-Keap1F/F）
マウスを得た。 

 
(2) 後天的な上皮特異的 Nrf2欠失マウスにおける食道の表現型と腫瘍形成 

K5CreERT2-Nrf2F/Fマウスを用いて食道における Nrf2 DNA欠失を調べた。タモキシフェン誘
導１週間および 12週間後において、対照群である Nrf2F/Fマウスに比べて、K5CreERT2-Nrf2F/F

マウスでは約 50%の Nrf2 DNA欠失が確認できた。Nrf2 DNA欠失に合わせて、Nrf2 mRNA は
約 30%、代表的な Nrf2 標的遺伝子である Nqo1 mRNA は約 50%発現が低下した。通常条件下
において Nrf2 タンパク質は常に分解されているため発現していない。食道上皮において、恒
常的に発現する Nqo1 タンパク質の発現は、K5CreERT2-Nrf2F/Fマウスにおいて部分的に欠失
した。 
タモキシフェンによる Nrf2欠失誘導１週間後から 4NQO を 12週間飲水投与した。タモキシ
フェンにより約 50%まで欠失した Nrf2 DNA は 4NQO投与 12 週間後にはほぼ正常レベルに
回復した。同様に、Nrf2 標的遺伝子産物であるキノン酸化還元酵素 1（Nqo1）の発現は 4NQO
投与 10 日後には約 20%まで減少したが、4NQO 投与 50 日後には約 50%まで回復した。
K5CreERT2-Nrf2F/Fマウスでは、対照群である Nrf2F/Fマウスに比べて、4NQO投与 10 日後に
おいて、異形成の程度が悪い食道組織が大半を占めた。 
タモキシフェンによる Nrf2欠失誘導１週間後から 4NQO を 12週間飲水投与した後、通常水
に戻してさらに 12 週間観察した。腫瘍の数や大きさは変化しなかった。興味深いことに、
Nrf2 を欠失した K5CreERT2-Nrf2F/F マウスにおいて、対照群である Nrf2F/F マウスと同様に
Nqo1陽性がんが大半を占めた。 
一方、4NQO を 12 週間飲水投与した後に、タモキシフェンにより Nrf2 欠失を誘導すると同
時に、通常水に変えて 12週間観察すると、Nrf2欠失は腫瘍形成には影響しなかったが、Nrf2
欠失がんが形成された。 



 

 

 
(3) 後天的な上皮特異的 Keap1欠失マウスにおける食道の表現型と腫瘍形成 

K5CreERT2-Keap1F/Fマウスを用いて食道における Keap1 DNA欠失を調べた。タモキシフェン
誘導１週間後において、対照群である Keap1F/Fマウスに比べて、K5CreERT2-Keap1F/Fマウス
では約 40%の Keap1 DNA欠失が確認できた。Keap1欠失マウス食道と同様に、タモキシフェ
ン誘導１週間後の食道上皮組織では基底細胞の配列の乱れや過角化が観察された。食道上皮
層における Nqo1 の発現は斑らで、4週間後には Nqo1 の発現は減少し、食道上皮組織の変化
も穏やかになった。基底層における Keap1欠失細胞集団と、Nrf2 の核蓄積と Nqo1 発現はよ
く相関したので、Nqo1陽性細胞を Nrf2 活性化細胞とみなした。Nqo1陽性細胞集団はコラー
ゲン 17a1 の発現が低下しており、基底膜への接着が減弱して管腔側へ押しやられていた。こ
のデータを強化するため、対照群である Keap1F/Fマウスと K5CreERT2-Keap1F/Fマウスの食道
上皮細胞を単離して、Nqo1 高発現細胞と Nqo1低発現細胞についてシングルセル RNAseq 解
析を行った。予想通り、Nqo1低発現細胞に比べて、Nqo1 高発現細胞では NRF2経路や ROS
経路に関わる遺伝子群の発現が確認できた。さらに、細胞周期に関わる E2F 標的遺伝子や
G2M チェックポイントに関わる遺伝子の変化が見出された。これら２つの経路は対照群の細
胞と Nqo1低発現細胞の比較でも見出された。 
そこで、タモキシフェンによる Keap1 欠失誘導１週間後から 4NQO を 12 週間飲水投与した
後、通常水に戻してさらに 12週間観察した。すると、対照群である Keap1F/Fマウスに比べて
K5CreERT2-Keap1F/Fマウスの方が腫瘍形成が促進された。興味深いことに、Keap1 欠失を誘
導した K5CreERT2-Keap1F/Fマウスでは、Keap1欠失細胞は管腔側に排除されて消失しており、
Keap1陽性がんが形成された。つまり、Keap1欠失細胞は消失するが、Keap1欠失細胞の出現
によって Keap1 発現細胞に DNA損傷が誘導されて 4NQO による発がんが促進された。 
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