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研究成果の概要（和文）：肺がんは難治がんの一つで死亡率・罹患率は増加傾向にある。そこで、

肺がんの細胞増殖に関与する新規経路の探索を行った。その結果、転写因子という蛋白質が肺

がんの細胞増殖能経路で重要な役割を果たしていることがわかった。さらに、乳がんの手術組

織および細胞株を用いて、がん部特異的に働いている蛋白質の解析を行った。その結果、DNA

複製因子という蛋白質が乳がんの細胞増殖能経路で重要な役割を果たしていることがわかった。  

 
研究成果の概要（英文）：The lung cancer is one of intractable cancers, and a tendency to 
increase has the death rate, the prevalence. Therefore I searched for the new system that 
participated in cell proliferation of the lung cancer. As a result, I identified that 
the protein called the transcription factor played an important role in lung cancer cell 
proliferation. Furthermore, I analyzed the gene expression in tissues and cell lines of 
breast cancer. As a result, I identified that the protein called the DNA replication factor 
played an important role in breast cancer cell proliferation.  
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１．研究開始当初の背景 
(1)日本では毎年 7 万人以上が肺がんによっ
て死亡しており、更にその死亡率、罹患率は
増加傾向にある。肺がんは手術による治療が
中心であるが、術後再発や転移によって死亡
する症例も多く、有効な抗がん剤の開発に対
する期待は高い。しかし、肺がんに対して抗

がん剤の効果は非常に低いのが現状である。
最近、幾つかのがんで分子標的薬がその効果
を発揮することが示されているが、肺がんに
おいては上皮成長因子受容体 EGFR や血管
内皮細胞増殖因子 VEGF を標的とした薬剤の
効果が報告されているに過ぎない。従って、
肺がんにおいても主要な腫瘍増殖経路を見
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出し、それら経路で働く因子を分子標的とし
た新薬の開発に対する期待は高い。そこで、
申請者は遺伝子発現解析を利用して肺がん
において発現が亢進している遺伝子を探索
し、診断マーカーや分子標的として利用可能
な因子の探索を行うことを目的に研究を進
めてきた。肺がん由来の培養細胞 12 株を用
いて転写因子 Nrf2 の下流因子の発現量を調
べてみたところ、実に 6株の培養細胞株で発
現量が高いことがわかった。そこで、これら
細胞 6 株を用いて Nrf2 蛋白質の細胞内局在
を調べたところ全ての細胞で核内に局在し
ていることを見出した。通常酸化ストレス非
存在下において、Nrf2 蛋白質は Keap1 蛋白質
によって細胞質内に留め置かれ核内に移行
しないように厳密に抑制されていることか
ら、これら細胞において KEAP1 あるいは NRF2
遺伝子に変異が入っているのではないかと
予想を立て遺伝子異常を解析した。その結果、
4 株の細胞で KEAP1 遺伝子に、2 株の細胞で
NRF2 遺伝子に変異を見出した。次いで肺がん
手術組織を解析したところ肺腺がん 30 症例
中 7 症例（約 25％）で KEAP1 遺伝子に変異を
同定し、また、扁平上皮肺がん 60 症例中 12
症例（約 20％）で NRF2 遺伝子に変異を同定
した。さらに、見出した変異をもつ Keap1 お
よび Nrf2 蛋白質の機能解析を行ったところ、
どちらの変異においてもKeap1蛋白質とNrf2
蛋白質の結合活性が失われていることを見
出した。つまり、KEAP1 あるいは NRF2 遺伝子
に変異が導入された肺がん細胞は酸化スト
レス非存在下においても Nrf2 が核内に流入
し、恒常的に Nrf2 が活性化されていたので
ある。そこで、申請者は Nrf2 の活性化が腫
瘍細胞の増殖に影響しているのかをみるた
め、siRNA を作用させ NRF2 遺伝子の発現をノ
ックダウンさせてみた。その結果、NRF2 遺伝
子の発現をノックダウンさせた場合、腫瘍細
胞の増殖が著しく阻害されることを見出し
た。この結果から、転写因子 Nrf2 の恒常的
活性化は肺がんの細胞増殖亢進に関与する
ことがわかった。さらに、申請者らは活性型
NRF2 遺伝子をもつ肺がん患者さんの予後が
極めて悪いことを見出しており、肺がんにお
いて転写因子 Nrf2 の異常活性化による細胞
増殖亢進は患者さんの予後と強く相関する
ことがわかった。 
 
（2）現在、日本人女性のがん罹患率のトッ
プは「乳がん」であり、その罹患率は今後も
増加することが予想されている。乳がんは転
移能が高く、他の臓器に転移すると治療に困
難が生じ亡くなる人も少なくない。従って、
化学療法に対する期待は高い。しかし、乳が
んに対する抗がん剤の効果は未だ不十分で
あり、有効な抗がん剤の開発が強く望まれて
いる。近年、乳がんで過剰発現している HER2

遺伝子のがん増殖への関与が見出され、HER2
遺伝子産物を標的とした抗がん剤ハーセプ
チンが開発され効果を示し始めた。しかし、
まだ標的となる因子の数が絶対的に不足し
ているため、分子標的の探索は今後重要な課
題である。 
 
 
２．研究の目的 
（1）以上の背景(1)から、転写因子 Nrf2 の
恒常的活性化による細胞増殖亢進の作用機
序が理解できれば、将来、この経路で働く因
子を標的とした薬剤開発に応用でき、肺がん
患者さんの生存期間の延長および死亡率の
大幅な減少が期待できるのではないかと考
えた。そこで、本研究は転写因子 Nrf2 の下
流で働く細胞増殖亢進がどのような分子機
構で引き起こされているのか解明すること
を目的とした。 
 
(2)以上の背景(2)から、乳がんで過剰発現し
ている因子を理解できれば、将来、この経路
で働く因子を標的分子とした薬剤開発に応
用でき、乳がん患者さんの生存期間の延長お
よび死亡率の大幅な減少が期待できるので
はないかと考えた。そこで、乳がん特異的に
発現の亢進している因子を検出し、その中か
ら治療の標的分子となりうる因子の探索と
その因子の機能解析を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（1）転写因子 Nrf2 の活性化によって引き起
こされる肺がん細胞株の増殖制御機構のエ
ンドポイントの探索：恒常的に転写因子 Nrf2
が活性化された肺がん細胞株（KEAP1 遺伝子
および NRF2 遺伝子に変異が見出されている
肺癌由来の培養細胞）において NRF2 遺伝子
特異的な siRNA を作用させ（NRF2 遺伝子の発
現をノックダウンさせ）、細胞増殖阻害を誘
発させる。次に、増殖阻害のかかった細胞を
用いてカスパーゼの活性やゲノム DNA の分解
等を解析し、アポトーシス誘導が起こってい
るのか観察する。また、増殖阻害のかかった
細胞を FACS (fluore- scence activated cell 
sorting)で解析し、細胞が特異的な細胞周期
で停止しているのか測定し、細胞増殖阻害が
どのようなメカニズムで起こっているのか
解析する。上記解析でアポトーシスや細胞周
期停止が観察されない場合が想定される。そ
の場合には、恒常的に Nrf2 が活性化された
肺がん細胞株において NRF2 遺伝子特異的な
siRNA を作用させ、その細胞を生きたまま顕
微鏡下で数日間時系列的に観察し、細胞の形
状や分裂速度の変化（遅延等の変化）から細
胞増殖阻害がどのように引き起こされるの
か推察する。 



 

 

 
（2）転写因子 Nrf2 の恒常的活性化によって
引き起こされる肺がん細胞株の増殖亢進カ
スケードの探索：上記（1）と同様に恒常的
に Nrf2 が活性化された肺がん細胞株（KEAP1
遺伝子および NRF2 遺伝子に変異が見出され
ている肺癌由来の培養細胞）において NRF2
遺伝子特異的な siRNA を作用させ、NRF2 遺伝
子の発現をノックダウンさせる。次に、NRF2
遺伝子の発現がノックダウンした細胞から
RNA を抽出し、DNA チップ（アフィメトリッ
クス社）を用いて網羅的な遺伝子発現解析を
行なう。この解析から、恒常的に Nrf2 が活
性化された肺がん細胞内で、Nrf2 依存的に活
性化されている遺伝子を抽出する。上記解析
で Nrf2 依存的に活性化されている遺伝子の
数が多数出てきて絞り込みが出来ない場合
が想定される。その場合には、肺がん手術組
織を用いた遺伝子発現解析から得た遺伝子
リストや NRF2 欠失マウス-Keap1 欠失マウス
の遺伝子発現解析から得た遺伝子リストを
用いて Nrf2 依存的に活性化されている遺伝
子を絞り込む。 
 
（3）転写因子 Nrf2 蛋白質複合体の解析：こ
れまでの研究から、細胞核内では Nrf2-sMaf
ヘテロ複合体蛋白質が形成されていること、
CBP 蛋白質や ATF4 蛋白質等が Nrf2 蛋白質の
活性化を助けることが知られている。最近、
申請者は BRG1 蛋白質も上記補助因子として
働くことを見出しており、細胞核内において
Nrf2 蛋白質は他の多くの蛋白質と複合体を
形成していることが予想される。そこで、N
末端に His6-Flag-tag を挿入した NRF2 遺伝
子を発現させた細胞を作成し、細胞核内にお
いて形成される Nrf2 蛋白質複合体を分離し、
Flag 抗体を用いたアフィニティーカラム精
製を行い、Nrf2 蛋白質複合体を精製する。精
製票品を質量分析器を用いて解析し、その構
成因子を見出す。 
 
（4）乳がんで過剰発現している因子の探
索：乳がんの手術検体および培養細胞株の
DNA マイクロアレイによる網羅的解析を行い、
乳がん特異的に発現の亢進している因子を
抽出し、その中から治療の標的となりうる因
子の探索を行う。 
 
 
４．研究成果 
（1）転写因子 Nrf2 の活性化によって引き起
こされる肺がん細胞株の増殖制御機構のエ
ンドポイントの探索：恒常的に Nrf2 が活性
化された肺がん細胞株（KEAP1 遺伝子および
NRF2 遺伝子に変異が見出されている肺癌由
来の培養細胞）において NRF2 遺伝子特異的
な siRNA を作用させ（NRF2 遺伝子の発現をノ

ックダウンさせ）、細胞増殖阻害を誘発させ、
カスパーゼ活性の変化を調べてみたが、コン
トロール siRNA を作用させた場合と差がなく
アポトーシス誘導は起こっていないことが
わかった。そこで、恒常的に Nrf2 が活性化
された腫瘍細胞において NRF2 遺伝子特異的
な siRNA を作用させ、その細胞を生きたまま
顕微鏡下で 2日間時系列的に観察したところ、
ある特定の細胞周期で止まるのではなく、細
胞周期全体の速度が遅延することがわかっ
た。 
 
（2）転写因子 Nrf2 の活性化によって引き起
こされる肺がん細胞株の増殖亢進カスケー
ドの探索：恒常的に Nrf2 が活性化されてい
る肺がん細胞株（KEAP1 遺伝子および NRF2 遺
伝子に変異が見出されている肺癌由来の培
養細胞）において NRF2 遺伝子特異的な siRNA
を作用させ、NRF2 遺伝子の発現をノックダウ
ンさせた。この細胞から RNA を抽出し、DNA
チップ（アフィメトリックス社）を用いて網
羅的な遺伝子発現解析を行なった。その結果、
恒常的に Nrf2 が活性化された肺がん細胞内
で、Nrf2 依存的に活性化されている遺伝子約
200 個を抽出した。これら遺伝子の中には解
毒カスケードや酸化ストレスカスケードで
働く因子が 80％以上含まれていた。これら２
つのカスケードで働く因子を除く遺伝子約
40 個の siRNA を用いて、腫瘍細胞の増殖亢進
に関与する遺伝子探索を行っているが、足場
依存細胞増殖能、あるいは、足場非依存細胞
増殖能に影響する遺伝子の発見には至って
いない。 
 
（3）転写因子 Nrf2 蛋白質複合体の解析：N
末端に tag を挿入した NRF2 遺伝子を発現さ
せた細胞を用いて細胞核内における Nrf2 蛋
白質複合体の精製を試みたが、質量分析解析
に使える量を得ることが出来なかった。この
理由として、Nrf2 は細胞内で分解が速く起こ
っていることが挙げられる。そこで、Nrf2 蛋
白質の分解に関わっている N 末端領域の 100
アミノ酸を欠失し、その N末端に tag を挿入
し、細胞内での分解が抑制される変異型 NRF2
を恒常的に発現する細胞の構築に成功した。
この細胞株を用いて細胞核内における Nrf2
蛋白質複合体の部分精製を行ったところ、分
子量は２Md を超す、巨大な複合体を形成して
いることがわかった。現在、この細胞株の大
量培養を行っており、今後、転写因子 Nrf2
蛋白質複合体の分離・精製を行い、質量分析
器を用いてその構成因子を見出す予定であ
る。 
（4）乳がんで過剰発現している因子の探
索：5人の患者さんのがん部および非がん部
組織から mRNA を精製し、DNA マイクロアレイ
による網羅的発現解析を行った。その結果、



 

 

5 人中 3 人で共通してがん部組織特異的に発
現亢進している遺伝子が約 40 個見出した。
これら 40 個の遺伝子の発現を、乳がん細胞
株で解析したところ、12 個の遺伝子が正常乳
腺細胞株より発現が亢進していることがわ
かった。12 個の遺伝子の中から、今までがん
との関係が報告されていなかった Psf1 因子
に注目し、siRNA を用いて、乳がん細胞株で
の影響を観察したところ、細胞の増殖抑制効
果があることがわかり、乳がん治療の標的分
子となりうる可能性を見出した。 
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