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研究成果の概要（和文）：P-糖タンパク質（Pgp）の発現に差がある細胞を用いて、DNAマイクロアレイやタンパ
ク質の網羅的解析を行い、がんの悪性化に関与しているNrf2及びKeap1について調べた。その結果、Pgpの発現が
強いと、Keap1の発現は減少していた。Nrf2は、膜・オルガネラにおいてKeap1と同様に減少し、核では増加して
いた。一方、Pgpの発現が弱いと顕著にKeap1の発現が増加した。一般的にNrf2はKeap1と細胞質に共存している
が、K562細胞においては、Nrf2の細胞質での存在が確認されなかった。このことから、Pgpの発現には
Keap1-Nrf2制御系と新たな因子が存在する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Keap1-Nrf2 pathway plays a critical role in the protection of cells against 
several stresses. P-glycoprotein (Pgp) transports a broad range of anticancer drugs out of the 
cells. We examined whether Keap1-Nrf2 pathway may affect the expression of Pgp using the 
Doxorubicin-resistant K562 cells. Keap1 level in the cytosolic fraction decreased in the abundantly 
expressing Pgp cell. Interestingly, Keap1 level in the cytosolic fraction was increased in the 
weakly expressing Pgp cell. Whereas, the expression of Nrf2 in the cytosolic fraction was not 
detected, Nrf2 level in the membrane-bound organellar fraction was alike in Keap1. The resistant 
cells treated with MG-132 were investigated for Keap1 and Narf2 level. Keap1 level in the cytosolic 
fraction was not changed. However, Keap1 level in the membrane-bound organellar fraction increased. 
Collectively, these observations suggest that Keap1-Nrf2 pathway may be involved in the expression 
of Pgp.

研究分野： 生化学、タンパク質の機能解析
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１．研究開始当初の背景 
細胞におけるストレス応答は、外界から

の様々な刺激が受容体や細胞膜を通過し、
細胞内にその情報が伝達されると細胞は運
動能の獲得や形態変化をもたらす。さらに
細胞内ではストレス応答性のカスケードを
利用して、様々な遺伝子発現やタンパク質
の発現が行われる。抗がん剤による治療は、
がん細胞にとってはある意味ストレス応答
と考えられ、その結果として薬物耐性能や、
転移能を獲得する要因となる。がん細胞の
薬剤耐性化に関与する糖タンパク質として、
P-糖タンパク質は広く認知されており、P-
糖タンパク質は 140kDa の新生タンパク質
として合成され、糖鎖付加により 170kDa
の糖タンパク質となる。170kDa の P-糖タ
ンパク質は細胞膜に移動したうえでリン酸
化を受け、薬剤排出ポンプとして機能し、
抗がん剤からのアポトーシスなどの細胞死
から逃れる。また、がん細胞がある抗がん
剤に対して耐性を示すようになると、構造
も作用機序もまったく異なる数種の抗がん
剤に対しても耐性となる現象が古くから知
られている。このがん細胞の多剤耐性化は
現在でも、がん化学療法における障害とな
っている。多剤耐性についても、P-糖タン
パク質が、抗がん剤多剤耐性がん細胞の細
胞膜上に発現し、抗がん剤を細胞外へ排出
し、多剤耐性の実体であることが、これま
での研究で明らかにされている。申請者は、
平成 23-25 年度の科学研究補助金によって、
P-糖タンパク質の発現にグアニンヌクレオ
チド交換タンパク質（guanine nucleotide 
exchange protein; GEP ） で あ る
ARF-GEP100 が、関与しているか否かを
Doxorubicin 耐性細胞や Spiruchostatin B
耐性細胞を作成し検討した。その結果、P-
糖タンパク質の発現が確認されると、
ARF-GEP100 の発現の増加が見られ、細
胞膜画分においても ARF-GEP100 の増加
が確認された。耐性細胞を作り P-糖タンパ
ク質の発現を確認していた過程で、ヒト由
来骨髄性白血病細胞株である K562 細胞に
Doxorubicin を処置した時、同じ抗がん剤
を同じ細胞株を用いているにも関わらず、
P-糖タンパク質の発現に要する時間や発現
量に違いがあることに気付いた（図 1）。 

 
２．研究の目的 
我が国の死亡原因第１は1981年から「が

ん」であり、2006 年には死因の 30％を占
め、働き盛りの年齢層における最大の死因

でもある。がんの予後を左右する因子とし
ては、転移能と薬剤耐性があげられる。こ
の 2 つの問題をいかにコントロールするか
が患者のQOLの向上と余命につながるが、
いずれもそのメカニズム解明が色々と行わ
れているものの、基礎研究の成果が十分に
臨床の現場に反映されていないのが実情で
ある。 
そこで今回我々は、抗がん剤の耐性をが

ん細胞のストレス応答のひとつと考え、P-
糖タンパク質の発現における速さと量の違
いに着目し、P-糖タンパク質の発現する速
さと量を規定する因子を分子生物学的手法
や免疫学的手法を用いて明らかにする。 
３．研究の方法 
すでに、P-糖タンパク質の発現の違いが見
られている K562 細胞を用いて、DNA マ
イクロアレイを行い解析する。また、P-糖
タンパク質の発現の違いが見られている
K562 細胞を用いて、細胞可溶性画分を作
成し、iTRAQ 法および SWATH 法により、
網羅的プロテオミクス解析を行う。そして、
候補となる因子を Western blotting で解析す
る。 
４．研究成果 

P-糖タンパク質の発現量や期間に差があ
る K562 細胞を用いて、DNA マイクロア
レイやタンパク質の網羅的解析（iTRAQ 試
薬と SWATH）を行った。その結果、ユビ
キチン関連酵素などが候補として上がって
きた。そこで、生体の酸化ストレス防御機
構において注目されている Keap1-Nrf2 制
御系について検討した。恒常的な Nrf2 の
安定化は、がんの悪性化に関係しているこ
とが報告されていることから、Nrf2 の変動
をP-糖タンパク質の発現量違うK562細胞
を用いて Western blotting で検討した。その
結果、P-糖タンパク質の発現が強い細胞に
おいては、Nrf2 のタンパク質の発現が減少
していた。一般的に、がん細胞において、
がんの悪性化を担う因子である Nrf2 は、
Keap1 と細胞質に共存しており、酸化スト
レスによって、Keap1 が不活化され、
Keap1 から Nrf2 が離れて核へ移行し、抗
酸化酵素や解毒酵素などを合成し、細胞内
の恒常性を維持している。そこで、P-糖タ
ンパク質の発現量の違う K562 細胞を用い
てプロテオーム分析細胞成分分画キットを
使い、細胞分画を行った。そして、細胞質
画分、膜・オルガネラ画分および核画分に
おける Keap1 および Nrf2 の発現を
Western blotting で検討した。その結果、
図 2 に示すように、P-糖タンパク質が強く
発現している細胞においては、細胞質画分
と膜・オルガネラ画分の Keap1 の発現は低
下していた。さらに興味深いことに、P-糖
タンパク質の発現が弱いと細胞質画分の
Keap1 の発現が増加していることが確認
された。さらに、細胞質画分には、Keap1
だけが存在し、膜・オルガネラ画分に



Keap1 と Nrf2 の存在が確認され、Nrf2 の
発現はWhole cell lysateを用いた時と同じ
結果を示し、核画分への移行が認められた。 

図 2 細胞成分分画の違いによる Keap1 
および Nrf2 の変動 

最近、HepG2 細胞において、Keap1 の
分解がp62を介したオートファジーによる
ことが報告されている。そこで、p62 の関
与について抗体を用いて検討した。その結
果、p62 のタンパク質の増加は、P-糖タン
パク質の発現の強弱に関わらず大きな変動
は認められなかった。さらに、p62 のリン
酸化についても検討したところ、いずれの
細胞においても、変化は認められなかった。 

図 3 MG-132 処置による Keap1 および
Nrf2 の変動 

そこで、P-糖タンパク質の発現が強い細胞
において、Keap1 や Nrf2 の発現が減少し
たことから、プロテオソームの関与を検討
するために、プロテオソームの代表的な阻
害剤である MG-132 を処置し、それらタン
パク質の変動について検討した。 
その結果、図 3 に示すように、細胞質画

分での Keap1 の大きな変動は認められな
かったが、膜・オルガネラ画分においては、
MG-132 処置によって、Keap1 の分解は抑
えられ、増加する傾向が認められた。一方、
Nrf2 においては、MG-132 処置によっても、
細胞質の Nrf2 は確認されなかった。そし
て、膜・オルガネラ画分においては、
MG-132 処置により、その発現の減少が抑
えられ、核への移行も減少した。 
これらのことから、P-糖タンパク質の発

現量には、細胞質および膜・オルガネラ画
分における Keap1 の減少が、関与している
可能性が示唆された。そのメカニズムは、
細胞質画分とオルガネラ画分で異なること、

さらには、p62 を介したオートファジーに
よるものではないことが明らかとなった。
今後、さらに詳細なメカニズムを検討して
行く予定である。 
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