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研究成果の概要（和文）：メラノーマは高転移性や薬剤耐性など悪性度が高く、転移癌の効率的な治療法の確立が重要
である。メラノーマで見つかったKEAP1変異がNRF2を活性化することで細胞増殖およびシスプラチンやダカルバジンへ
の抵抗性に寄与することが分かった。本研究ではNRF2の標的遺伝子であるNQO1が17-AAGなどのキノン系抗癌剤を還元し
活性化することから、KEAP1変異を持つ細胞株が17-AAGに感受性であるか解析した。その結果、KEAP1変異を持つ細胞株
だけでなくNQO1高発現細胞株は17-AAG感受性であった。また、NQO1低発現細胞株に対してシスプラチンと17-AAGの併用
により相乗効果が見られた。

研究成果の概要（英文）：KEAP1 mutation found in malignant melanoma leads constitutive NRF2 activation and 
gene expression that confers cell proliferation and drug resistance to cisplatin and dacarbazine. NQO1 is 
a target gene of NRF2 and an enzyme catalyzing quinone reduction that convert HSP90 inhibitor 17-AAG to 
an active structure. 17-AAG efficiently eliminated not only melanoma cell lines with KEAP1 mutation but 
also cell lines with high NQO1 expression. Because cisplatin or dacarbazine produces reactive oxygen 
species that activate NRF2, toxicities of cisplatin and 17-AAG, or dacarbazine and 17-AAG combinations to 
cell lines with low NQO1 expression were analyzed. Cisplatin and 17-AAG combination showed synergistic 
effect in four out of five cell lines with low NQO1 expression but not in cell line with KEAP1 mutation. 
These data indicate that 17-AAG can be a potential chemotherapy for melanoma that acquires NRF2-mediated 
drug resistance.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
メラノーマは高転移性や薬剤耐性など悪

性度の高い癌であり、最近では標準治療に加
え、高頻度で見られる癌遺伝子 BRAF の
V600E に 対 す る 分 子 標 的 薬 で あ る
Vemurafenib が臨床で使用されつつあるも
の、Vemurafenib 耐性獲得の報告も多い。ま
た、アジア人に多い末端黒子型では BRAF 変
異の頻度は少ないため（表１）、新規ドライ
バー変異の探索およびそれを標的とした新
規治療法の確立が重要である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究室では次世代シーケンサーを用い、

メラノーマ細胞株の遺伝子変異の網羅的解
析を行った結果、KEAP1 遺伝子のフレーム
シフト変異を同定した。KEAP1 は酸化スト
レスに応答して活性化する転写因子 NRF2
の E3 ユビキチンリガーゼであり、通常は
NRF2 をユビキチン化し分解しているが、酸
化ストレスにより KEAP1 のシステイン残基
が酸化することでリガーゼ活性を失い、
NRF2 が安定化し転写因子として働く。
NRF2は抗酸化や薬物代謝に関わる酵素群の
発現を誘導し酸化ストレスに応答する。
KEAP1 のフレームシフト変異より NRF2 が
恒常的に活性化されることで、メラノーマの
標準化学療法で用いられる cisplatin や
dacarbazine に対して抵抗性を示すことが分
かった。また、最近 NRF2 がペントースリン
酸経路やグルタミン代謝に関わる酵素群の
発現を誘導することで腫瘍増殖に寄与する
ことが明らかになり、メラノーマにおいても
KEAP1/NRF2 経路が腫瘍増殖および薬剤耐
性の両方に寄与するドライバー変異である
可能性が考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
２．研究の目的 
 

NRF2の標的遺伝子のひとつであるNQO1
は様々な分子のキノン構造を還元する薬物
代謝酵素として知られる。キノン構造をもつ
抗癌剤である 17-AAG、mitomycin C および
β-lapachoneはNQO1により細胞内で還元さ
れることで生理活性化する（図２）。本研究
では KEAP1 変異を持つメラノーマが
cisplatinやdacarbazineに対して抵抗性を示
す一方、17-AAG などのキノン系抗癌剤には
感受性になる可能性が考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
 
メラノーマ細胞株における NRF2 および

NQO1 の発現量についてウェスタンブロッ
トにより比較した。17-AAG による細胞毒性
は Cell Counting Kit-8（Dojindo）を用いて
解析した。また、NQO1 依存的な感受性化を
評価するため、NQO1 特異的阻害剤である
ES936 の有無での毒性を比較した。NQO1
低 発 現 細 胞 株 に 対 し て cisplatin や
dacarbazine と 17-AAG 併用により相乗効果
が見られるか検討した。 
 
４．研究成果 
 
メラノーマ細胞株および正常メラノサイ

トにおける NRF2 および NQO1 の発現を比
較した結果、KEAP1 変異のあるメラノーマ
である A7 細胞では NRF2 および NQO1 の
高発現が見られた。また、野生型 KEAP1 を
持つ正常メラノサイトおよび複数のメラノ
ーマ細胞株で NQO1 高発現が見られた。（図
３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表１ メラノーマ全体および末端黒子(Acral 
lentiginous)における遺伝子変異(COSMICのデー
タベースを元に作成) 

 

図１ BRAFおよびNRF2の活性化変異が細胞増殖
と抗酸化ストレス応答を促進する 

 

図２ 17-AAGの構造と NQO1による阻害活性化 

図３ 正常メラノサイト(HEM)およびメラノーマ細胞
株における NRF2および NQO1の発現 



17-AAG による細胞毒性については
KEPA1 変異のある A7 細胞が最も感受性で
あり、KEAP1 および NRF2 野生型だが
NQO1 高発現の C32 細胞も 17-AAG 感受性
であった。一方、NQO1 低発現の SK-MEL-31
およびGAKは17-AAG耐性であった（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以前、NQO1 発現と 17-AAG 感受性が報告

されている非小細胞肺癌でも同様の傾向で
あり、NQO1 発現量と 17-AAG IC50に負の相
関が見られた。また、NQO1 阻害剤との共処
理により 17-AAG 耐性が確認された。（表２） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
正常メラノサイトにおける NQO1 高発現

について、ヒト線維芽細胞およびヒト臓器サ
ンプルでの NQO1 発現を比較した。その結果、
胎児由来の線維芽細胞（NHDF-neo.）で弱い
NQO1 の発現が見られたものの、若年および
成人由来の線維芽細胞（NHDF-adu., -juv.）
では発現は認められず、正常メラノサイト
（HEMn）ではドナーの皮膚色によらず
NQO1 高発現であった（図５A）。また、組織
サンプルでは皮膚組織で弱い NQO1 発現が
見られたが、肝臓および心臓では発現が見ら
れなかった（図５B）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

KEAP1 や NRF2 に変異の見られない正常
メラノサイトおよびメラノーマで NQO1 が
恒常的に発現する機構について、N-acetyl 
cysteine による内在性の活性酸素種の除去や
PI3K 経路の阻害を検討したが、NQO1 発現
の減少は見られなかった。また、NQO1 遺伝
子の増幅が発現亢進に影響している可能性
について解析したが、NQO1 遺伝子のコピー
数と発現量に相関は見られなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

NQO1 の恒常的発現に NRF2 が関与する
かについて、siRNA を用いて NRF2 のノッ
クダウンを行ったところ、正常メラノサイト
およびメラノーマ細胞株で NQO1 の発現が
有意に抑制された。このことから、活性化機
構は不明なものの NRF2 を介した発現誘導
であることが分かった（図７）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ NQO1高発現細胞株は 17-AAG感受性である 

 

表２ NQO1発現は 17-AAG感受性と逆相関する 

 

図５ 正常メラノサイトにおけるNQO1の高発現 

図７ 野生型 KEAP1/NRF2の細胞株における NQO1
発現機構 

 

図６ メラノーマ細胞株におけるNQO1遺伝子コピー
数と NQO1発現量の比較 

 



NQO1 低発現の細胞株は 17-AAG 耐性で
あったが、cisplatin および dacarbazine によ
る活性酸素種が NRF2 を活性化させること
から、これらの抗癌剤を併用することで相乗
効果が見られるか検討した。 

NQO1 低発現であるメラノーマ細胞株５
種類および KEAP1 変異のある A7 細胞を、
17-AAGと cisplatinの併用あるいは 17-AAG
と dacarbazineの併用による細胞毒性を単剤
に よ る 毒 性 と 比 較 し 、 相 乗 効 果 を
combination index として求めた（表３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その結果、17-AAG と cisplatin の併用では

GAK、MeWo、SK-MEL-2 および G-361 細
胞で相乗効果（combination index < 0.8）が
見られたが、A7 細胞では相乗効果が見られ
なかった。一方、dacarbazine との併用では
一部相乗効果が見られたものの、IC90での比
較では逆に抑制効果が見られた。 

17-AAG は HSP90 を阻害することでタン
パク変性ストレスを誘導し細胞毒性を示す
と考えられるが、HSP90 阻害により活性化
する転写因子である HSF1 が HSP70 など別
のシャペロンタンパク質の発現を誘導する
熱ストレス応答経路が知られている。
Cisplatin は HSF1 の転写活性を阻害するこ
とが知られており、17-AAG と cisplatin 併用
では NRF2 経路に加え熱ストレス応答経路
を阻害することで相乗的に細胞毒性を示し
た可能性が考えられた（図８）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果から、メラノーマに対する化学

療法を選択する上で NQO1 をバイオマーカ
ーとして、17-AAG あるいは 17-AAG と

cisplatin を併用することで効率的な化学療
法を選択できる可能性が示された。 
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表３ 17-AAGと cisplatin (CDDP)および
dacarbazine (DTIC)併用による相乗効果 

 

図８ 17-AAGと cisplatinによる NRF2およ
び HSF1経路のクロストーク 

 


