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研究成果の概要（和文）：NRF2は酸化ストレス応答、解毒代謝の鍵因子であるが、一部のがん細胞の悪性化をになって
いることが明らかにされている。NRF2の抑制は、がん細胞の増殖を抑制し抗がん剤感受性を高めるものの、正常組織に
おいては、抗がん剤の副作用の増悪など様々な不利益をもたらすと予想される。したがって、がん細胞特異的にNRF2活
性化の効果を解消する戦略が必要である。本研究ではNRF2と合成致死性をしめす因子を探索するためのスクリーニング
系の構築を行った。

研究成果の概要（英文）：NRF2 is a master transcriptional activator playing a critical role in the defense 
mechanism against oxidative insults. NRF2 activates genes encoding cytoprotective enzymes and antioxidant 
proteins in response to electrophiles and reactive oxygen species (ROS), conferring resistance against 
xenobiotic and oxidative stress. While NRF2 activation is beneficial to our health, NRF2 is responsible 
for the malignant progression of various human cancers. Inhibition of NRF2 activity is considered to be 
effective for the regression of tumors, but it also gives disadvantage to cancer-bearing hosts by 
reducing the anti-cancer immunity and stress response ability. In this study, we have established a 
screening system for the exploration of synthetic lethal factors with NRF2 in cancer cells.

研究分野：生化学・分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 転写因子 Nrf2は、様々な生体防御系遺伝子
群を統括的に活性化することにより、レドッ
クス維持機構の中心的役割を果たしている。
一方、様々なヒトがん組織において Nrf2は異
常に活性化して、予後悪性化因子となってい
る。がん細胞での Nrf2機能抑制は有効な抗が
ん治療になると予想されるものの、Nrf2は正
常細胞において恒常性維持を担う重要な因
子であり、担がん患者へ Nrf2阻害剤を投与す
ることは、薬剤の副作用を増悪させ、がん免
疫の抑制効果によりその転移を促進させる
恐れがある。したがって、がん治療として、
Nrf2 自体を標的とする Nrf2 機能阻害剤を使
用することには多くの困難が伴うと予想さ
れる。そこで我々は、がん細胞における NRF2
活性化状態を抑制しなくても、NRF2 と合成
致死を示す因子を明らかにすることができ
れば、それを治療標的として NRF2依存性の
悪性度が高いがんを克服できると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、静止期の細胞における Nrf2
機能には影響せず、増殖の盛んな細胞で機能
が増強している Nrf2 と合成致死性を示す因
子を探索して、その有効性を評価することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
 我々はこれまでに、Nrf2ががん細胞の悪性
化に寄与する分子メカニズムの解明に挑み、
Nrf2が、グルコースやグルタミンの代謝に関
わる酵素群を制御することで、細胞の代謝リ
プログラミングに貢献してがん細胞の増殖
を促進することを明らかにした。そして、
PI3K-Akt 経路の活性化状態において Nrf2 の
機能が増強し、機能増強した Nrf2 はさらに
PI3K-Akt経路の活性化を亢進させる、という
ポジティブフィードバックの存在を見いだ
した。このポジティブフィードバックががん
の悪性化を推進する駆動力になっている可
能性が大きいと考え、Nrf2 と PI3K-Akt 経路
のポジティブフィードバックと合成致死性
を示す因子の探索を試みることにした。 
 具体的には、Nrf2 活性化状態で細胞増殖
が促進されている細胞に、shRNAレンチウ
イルスライブラリーを導入し、一定期間の
後、shRNAレンチウイルスのプロファイル
の変化を次世代シーケンサーで検出するこ
とにより、NRF2 と合成致死性を示す因子
を同定することを目指し、予備実験を実施
した。 
 
（１）マウス個体へのウイルス導入条件の検
討 
 まず、生後２日目のマウス肝臓への遺伝子
導入法の確立を試みた。 
 生後２日目のマウスに、GFPを発現するレ
ンチウイルスを腹腔内接種して１０日後の
肝臓における GFP発現を調べた。 

 同様に、生後２日目のマウスに、GFPを発
現する AAV ウイルスを腹腔内接種して１０
日後の肝臓における GFP発現を調べた。 
 
（２）Pten:Keap1２重欠損マウスのレスキュ
ー実験 
 AAV ウイルスによる肝臓への遺伝子導入
で良好な効率が得られたので、Pten:Keap1２
重欠損マウスに対して、Nrf2 shRNAを発現す
る AAVウイルス、Pdpk1 shRNAを発現する
AAV ウイルスをそれぞれ腹腔内接種して、
Pten:Keap1２重欠損マウスにおける肝臓の肥
大、生後３週間めでの致死性が回避されるか
どうかを調べた。 
 肝臓におけるノックダウンが不十分であ
ったことから、同様の系で、恒常的活性化型
Gsk3beta (Gsk3beta S9A)をAAVにより導入し、
Pten:Keap1２重欠損マウスの表現型がレスキ
ューされるかどうかを調べた。 
 
（３）マウス胎児線維芽細胞を用いた NRF2
依存性がん細胞の樹立 
 マウス個体へのウイルス接種による遺伝
子導入効率が、スクリーニングに耐えるほど
高くはないことがわかってきた。そこで、腫
瘍細胞の移植のシステムを利用してスクリ
ーニングを実施することとし、マウスへ移植
可能な NRF2依存性がん細胞の樹立を行った。 
 
４．研究成果 
（１）マウス個体へのウイルス導入条件の検
討 
 生後２日のマウスにレンチウイルスを接
種するも、ほとんど肉眼的に GFPを観察する
ことができなかった。同様にして肝臓への感
染効率が高いとされる AAV8 を用いて GFP 
cDNA の導入を行ったところ、良好な導入効
率が得られた。しかし、AAV8 はゲノムへの
挿入がないため、細胞が増殖するにつれて、
１細胞あたりの GFP cDNA 導入量が減少し
GFP蛍光が弱くなることもわかった。 
 
（２）Pten:Keap1２重欠損マウスのレスキュ
ー実験 
 Nrf2 shRNA を発現する AAV ウイルス、
Pdpk1 shRNAを発現する AAVウイルスを, 
それぞれ生後２日目の Pten:Keap1２重欠損マ
ウスに接種したが、Nrf2や Pdpk1の遺伝子ノ
ックダウ効率が半分にも満たないことがわ
かり、実際、Pten:Keap1２重欠損マウスの表
現系のレスキューもみとめられなかった。 
 そこで、Pten欠失により失活する Gsk3beta
に対して、恒常的活性化型変異体である
Gsk3beta S9A を過剰発現することで、
Pten:Keap1２重欠損マウスの表現型のレスキ
ューをこころみた。その結果、NRF2 のタン
パク質量の軽度な減少と NRF2標的遺伝子の
発現の軽度な抑制が観察されたものの、肝臓
の大きさに顕著な変化はみとめられなかっ
た。やはり、Gsk3beta S9Aの発現量が不足し



ているものと考えられた。特に、ゲノムに組
み込まれない AAV8は、日数の経過にともな
って発現量が低下してしまうことが原因と
思われた。 
 
（３）マウス胎児線維芽細胞を用いた NRF2
依存性がん細胞の樹立 
 これらの結果から、Pten:Keap1２重欠損マ
ウスの肝臓の表現型を指標にしたスクリー
ニングは困難であると判断し、腫瘍細胞の移
植を用いたスクリーニング系を構築するこ
とにした。 
 マウス胎児線維芽細胞 (MEF) を、Keap1
欠損マウスと野生型マウスから樹立した。得
られたMEFを T抗原の導入により不死化し、
さらに、KRAS変異体を導入した。これらは
マウスの皮下移植により腫瘍を形成した。 
Keap1欠損マウス由来のMEFに、Keap1を戻
すと、高発現していた NRF2標的遺伝子の発
現が低下し、かつ、マウスへの皮下移植での
腫瘍形成がみとめられなかった。このことか
ら、Keap1欠損マウス由来のMEFから、NRF2
依存性のがん細胞が樹立できたといえる。今
後は、同細胞に対して shRNA ライブラリー
を導入し、培養皿での培養では変化がないが、
皮下移植し腫瘍を形成させた場合にのみ変
化がみられる shRNA を探索する。そして、
それが、NRF2に依存しない野生型MEFから
樹立した腫瘍に対しては効果が小さいこと
を証明する。 
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