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研究成果の概要（和文）：呼吸鎖複合体IのNADH脱水素酵素を阻害すると、NAD+レベルの低下に伴いp21Cip1が発
現誘導される。この時、NAD+の低下によりSIRT7の活性が低下し、p21Cip1の転写開始点付近において、H3K18の
アセチル化が亢進することが明らかとなった。さらに、NAD+の低下はSIRT3の活性低下も引き起こし、これは
p21Cip1を翻訳レベルで増加させることを見出した。以上のことから、癌細胞は呼吸鎖複合体I活性によりNAD+を
産生することでp21Cip1の発現を抑制し、増殖能を維持していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, I found that inhibition of NADH dehydrogenase activity in 
respiratory chain complex I induces expression of p21Cip1, accompanying a decrease in NAD+ levels 
within cells. The decrease in the NAD+ increased acetylation of H3K18 in the region proximal to 
p21Cip1 promoter by downregulation of SIRT7. Furthermore, a reduction in NAD+ levels result in a 
decline in SIRT3 activity, which increased p21Cip1 expression at the translational level. These 
findings suggest that cancer cells maintain their proliferative potential by suppressing 21Cip1 
expression by regenerating NAD+ through respiratory chain complex I activity. Importantly, high 
expression levels of complex I core subunits correlated with poor prognosis in patients with the 
hormone receptor (+)/HER2(-) subtype of breast cancer. Therefore, NADH dehydrogenase and SIRT3/7 
have emerged as promising therapeutic targets against the breast cancer subtype.

研究分野：腫瘍細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
癌細胞の代謝は一般に解糖系に依存しているが、一方で、本研究の成果によると、呼吸鎖複合体ⅠによるNADHか
らのNAD+の再生が十分に行われないと、SIRT3/SIRT7の活性が低下して翻訳/転写レベルでp21Cip1が誘導され、
癌細胞は増殖できなくなる。従って、呼吸鎖活性も癌細胞の増殖能維持に必須である。実際、複合体Ⅰの構成サ
ブユニットの高発現はLuminal型乳癌の予後不良因子であった。従って、呼吸鎖複合体Ⅰ活性を標的とする癌治
療はLuminal型乳癌に有望なアプローチとなることが期待できる。

※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 
ミトコンドリアは呼吸鎖による ATP 産生をはじめ、アミノ酸、脂肪酸代謝などに関わる多機
能のオルガネラであり、癌細胞の増殖にとっても重要な機能を果たしている。中でも TCA 回路
は、グルタミン代謝などを通して、癌細胞の増殖に必須の生体高分子の材料を提供している。一
方、呼吸鎖については不明な点が多い。特に、ATP 産生を解糖系に依存する傾向にある癌細胞に
おいて、ATP 産生以外の呼吸鎖機能が癌細胞の増殖にどのように関わっているかについてはほ
とんど解明されていない。 
申請者はこれまで癌細胞における呼吸鎖機能の生物学的意義に関して検討を重ねてきた。そ
の結果、主な成果として、癌細胞は呼吸鎖機能を増殖能維持のために必要としていることを明ら
かにした。さらに解析を進めた結果、呼吸鎖複合体のうち複合体 I の機能が、NAD+の産生を介
して細胞周期阻害因子 p21Cip1の発現を転写レベルで制御し（p53 非依存的）、乳癌細胞の増殖能
維持に働いていることを見出した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では乳癌と肝細胞癌に焦点を当てて、それぞれの細胞株についてミトコンドリア呼吸
鎖機能のうち複合体 I の NADH 脱水素酵素 NDUFV1 による NAD+の産生に着目し、NAD+によ
る細胞周期制御機構の詳細を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）責任酵素の特定 
 複合体 I が産生する NAD+による p21Cip1発現制御機構について、p21Cip1プロモーター上のヒ
ストン H3 の特異的リジン残基のアセチル化の関与が示唆された。P53 非依存的な p21Cip1発現
制御にはヒストン脱アセチル化酵素の関与が知られている。そこで、本研究ではまず、脱アセチ
ル化酵素の候補として NAD+依存的に脱アセチル化活性を示すサーチュイン(SIRT)に着目した。
SIRT はヒトでは 7種類のサブタイプが存在するため、SIRT1̃SIRT7 について RNAi 法によりノ
ックダウンし、p21Cip1発現に関わる SIRT の特定を行った。 
 
（２）特定した責任酵素による p21Cip1発現制御メカニズムの解明 
 特定した SIRT によるヒストン修飾制御を受ける p21Cip1プロモーター領域を決定するために、
ChIP Assay を行った。また、転写レベルの関与を明らかにするためにDual Luciferase Reporter 
Assay を行った。 
 さらに、解析を進める中で post-transcriptional な p21Cip1発現制御機構も介在することが示唆
された。そこで、p21Cip1 のタンパク質レベルの制御についても明らかにするために、
Cycloheximide Chase Assay によりタンパク質の安定性について調べるとともに、翻訳レベル
の制御についてクリックケミストリーを利用した BONCAT(Bioorthogonal non-canonical 
amino acid tagging)法により検討した。 
 
４．研究成果 
p21Cip1の発現制御に関わる SIRTs を同定するた
め、乳癌および肝細胞癌由来細胞株を用いて
SIRT1-7 をノックダウンし、スクリーニングを行っ
た。その結果、多くの細胞で共通して SIRT7 が
p21Cip1 の転写を抑制的に制御していることが示唆
された。SIRT7 は H3K18 の脱アセチル化に関わる
ことが知られている。ChIP Assay を行ったところ、
呼吸鎖複合体 IのNADH脱水素酵素NDUFV1のノ
ックダウンによるNAD+低下時に、p21Cip1の転写開
始点近傍におけるH3K18のアセチル化が亢進して
いた。このアセチル化の亢進は、野生型 SIRT7 の
発現により抑制され、脱アセチル化活性を持たない
変異型 SIRT7 の発現は影響が見られなかった。さ
らに、SIRT7 が p21Cip1の転写制御に関わっている
ことを明らかにするために、NDUFV1 ノックダウ
ン条件下、野生型 SIRT7 または変異型 SIRT7 を発
現させ、Dual Luciferase Assay を行った。NDUFV1
のノックダウンで上昇した転写活性は、アセチル化
レベルと同様に、野生型 SIRT7 でのみ抑制された。
以上のことから、癌細胞において呼吸鎖複合体 I が
産生する NAD+は SIRT7 の活性化を介して p21Cip1



の転写を抑制していることが示唆された。 
また、解析を進める中で新たに発見した post-transcriptional な p21Cip1 発現制御機構には
SIRT3 が関与していることが明らかとなった。Cycloheximide Chase Assay により、NDUFV1
および SIRT3 の活性は p21Cip1タンパク質の半減期には影響がないことが示されたため、翻訳レ
ベルの制御の可能性を考えた。BONCAT 法を行ったところ、新生 p21Cip1タンパク質が、NDUFV1
および SIRT3 ノックダウン時に増加する結果が得られたことから、SIRT3 が p21Cip1タンパク質
の翻訳過程の抑制的制御に関わることがわかった。また、NDUFV1 ノックダウン条件下、SIRT3
の基質である SOD2 のアセチル化が亢進することから、SIRT3 は呼吸鎖複合体 I で産生される
NAD+を利用していることが考えられた。 
以上のことから、癌細胞の増殖を支えるミトコンドリア代謝と増殖カップリング機構として
NAD+-SIRT3/7-p21Cip1 経路が存在していると結論付けた。この経路は癌細胞の増殖に必須であ
り、NADH脱水素酵素ならびに SIRT3/7 は、抗悪性腫瘍薬の標的となりうることが示された。 
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