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研究成果の概要（和文）：Nrd1は、細胞外でADAMプロテアーゼを活性化し、核内でNCoR/SMRT複合体と協調して
HDAC活性を制御する。本研究では、Nrd1が癌細胞の「内と外」で大腸癌を進展させるメカニズムを検討した。そ
のため、（１）Nrd1 KO、Nrd1 floxed KOマウスの腸腫瘍における上皮間質相互作用や、TNF-alpha、EGFファミ
リーを中心とするサイトカイン・増殖因子の活性化を包括的に解析した。（２）ヒト大腸癌細胞株とスフェロイ
ド培養系を用いて、Nrd1、 HDAC、p53の機能的関連を検討した。これらの検討により、新たな大腸癌治療シーズ
としてのNrd1の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Nrd1 activates extracellular ADAM proteases, and regulates the nuclear 
activity of HDAC in coordination with NCoR/SMRT. In this study, we investigated the mechanisms in 
which Nrd1 promotes colorectal cancer. First, we determined the expression of various growth factors
 and cytokines in the intestinal tumors in Nrd1 KO and Nrd1 floxed mice. Next, we also examined 
functional association among Nrd1, HDAC, and p53 in human colon cancer cells and tumor spheroids. 
These experiments suggest that Nrd1 may be a novel therapeutic target against colorectal cancer.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 大腸癌
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 癌はゲノムの変異、エピゲノムの変化が積
み重なって生じ、免疫応答や血管新生など、
癌微小環境の影響を受けながら進展する。し
かし、臓器ごとにドライバーとなる変異や変
化は異なり、炎症を含めた免疫応答の役割も
多彩である。このように多くの原因および修
飾因子が「負のループ」を形成する癌に対し
ては、複数の因子を一括して制御する分子を
治療標的として、「負のループ」を随所で断
ち切る工夫が必要である。本研究では、その
ような治療標的の候補として、新規メタロプ
ロテアーゼ Nardilysin (以下 Nrd1)に着目し
た。Nrd1 は ADAM プロテアーゼ（とくに
ADAM10/17）の「過剰な活性化」をもたら
し、TNF-alpha や EGF ファミリーなど、癌
進展に関わる複数の重要な因子を活性化す
る（JBC, 31164-, 2006; Nat Neurosci, 1506-, 
2009）。さらに最近、Nrd1 が核内にも存在し、
PGC-1alpha や NCoR/SMRT 複合体を介し
てヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）の活
性を制御することが明らかとなった（JBC, 
10089-, 2012; 科研報告書：20390255）。
PGC-1alpha の強制発現はマウス腸発癌を抑
制し（PNAS, 6603-, 2011）、HDAC 阻害剤
は癌治療を目指して多数の臨床試験が行わ
れている。研究代表者らの予備検討では、大
腸癌患者では癌組織で Nrd1 が高発現し、
Nrd1 ノックアウト（KO）マウスでは、炎症
性 発 癌 モ デ ル (azoxymethane/dextran 
sulfate sodium; AOM/DSS)でも、多段階発癌
モデル（ApcMinマウス）でも、腸腫瘍形成が
非常に顕著に抑えらる傾向にあった。すなわ
ち、Nrd1 は、大腸癌進展過程で細胞外と細
胞核内の双方で機能するユニークな因子と
考えられた。 
 
２．研究の目的 
 細胞外と細胞核内の双方で機能するユニ
ークな因子である Nrd1 が、大腸癌進展過程
で果たす役割を検討する。すなわち、（１）
細胞外で Nrd1 が活性化するサイトカイン・
増殖因子の相互ネットワーク、（２）核内で
の Nrd1 によるヒストン修飾を中心とする転
写制御機構を解析する。さらに、新規の大腸
癌治療法開発へ向けたシーズとして Nrd1 の
可能性を検証する。 
 
３．研究の方法 
 Nrd1 が癌細胞の「内と外」で複数の因子
を制御し、大腸癌を進展させるメカニズムを
明らかにする。また、臨床応用へ向けたシー
ズとしての Nrd1 の意義を確かめる。そのた
め、以下のふたつの項目を検討することとし
た。 
（１）癌微小環境で Nrd1 が活性化するサイ

トカイン・増殖因子ネットワークの解明：
Nrd1 KO、Nrd1 floxed KO マウスの腸腫瘍
における上皮間質相互作用や、TNF-alpha、
EGF ファミリーを中心とするサイトカイ
ン・増殖因子の活性化を包括的に解析する。 
（２）核内での Nrd1 によるヒストン修飾を
中心とする転写制御機構の解明：マウス腸腫
瘍とヒト大腸癌スフェロイド培養系を用い
て、Nrd1 と NCoR/SMRT との関係、とくに
クラス I HDAC に焦点をあて、その活性と下
流因子の解析を行う。 
 
４．研究成果 
 本研究課題において、Nrd1 が癌細胞の「内
と外」で複数の因子を一括制御して大腸癌を
進展させるメカニズムを検討し、同時に大腸
癌の新規治療シーズとしての Nrd1 の意義検
証を行い、以下のような研究成果を得た。 
（１）癌微小環境で Nrd1 が活性化するサイ
トカイン・増殖因子ネットワークの解明: 
ヒト胃癌、大腸癌細胞株を用いた実験では、
Nrd1 のノックダウンで癌細胞自身の
TNF-alpha のシェディングが抑制されるこ
とにより、癌細胞増殖も抑制されていた。さ
らに Nrd1 KO マウスを用いた検討でも、マ
ウス腸管における TNF-alpha のシェディン
グが抑制され、それとともに、2% DSS の 7
日間連続投与によるマウス実験的腸炎が顕
著に抑制された。また、AOM を投与し、そ
の後 2% DSSの週 5日間連続投与を隔週 3ク
ール反復する実験系で、Nrd1 KO マウスの
炎症性腸腫瘍形成が著明に減弱した。そこで、
サイトカイン・増殖因子の活性化、ネットワ
ークを包括的に検討することとした。Nrd1 
KO マウスではほとんど腫瘍が生じないため、
本研究に先立って作出した腸管上皮特異的
Nrd1 トランスジェニックマウスを用い、
DSS 投与、AOM/DSS 投与および ApcMinマ
ウスとの交配による表現型を検討した。する
と、Nrd1 KO マウスとは正反対に、DSS 腸
炎は増悪、AOM/DSS 投与による腸腫瘍形成
は促進、ApcMinマウスの腸腫瘍形成も促進さ
れた。さらに、これら上皮を中心とする Nrd1
の gene dosage 依存性に示された顕著な炎症、
腫瘍形成に関わる効果の主体が上皮か間質
かをより詳細、かつ最終的に決定するために、
Nrd1 コンディショナル KO マウスによる腸
炎、腸腫瘍形成実験を行った。新たに作出し
た Nrd1 floxed KO マウスと Villin-cre、
LysM-cre 等の cre マウスとの複合変異マウ
スを用いて、DSS 投与による腸炎を検討した
ところ、Villin-cre; Nrd1 floxed KO マウスで
は腸炎が有意に抑制され、その抑制の程度は
Nrd1 全身 KO マウスとほぼ同程度に近いも
のであった。その一方、LysM-cre; Nrd1 
floxed KO マウスでは腸炎はほとんど抑制さ



れず、野生型コントロールマウスとほぼ同程
度であった。また、ApcMinマウスとの交配も
行い、非炎症環境下での腸腫瘍形成に及ぼす
Nrd1 の影響を解析したところ、ApcMin; 
Villin-cre; Nrd1 floxed KO マウスで有意に
腸腫瘍形成は抑制される一方、ApcMin; 
LysM-cre; Nrd1 floxed KO マウスでは、コン
トロール ApcMin マウスとほぼ同等の腸腫瘍
形成を認めた。これらの ApcMinマウスを用い
た実験系では、腸腫瘍局所で TNF-alpha、
Cxcl1、Ccl2 などの炎症性サイトカイン産生
に、Nrd1 の有無による有意な差が認められ
なかった。したがって、炎症の有無にかかわ
らず、上皮細胞の Nrd1 の有無が腸腫瘍形成
に決定的な役割を果たしていることが示さ
れた。 
（２）核内での Nrd1 によるヒストン修飾を
中心とする転写制御機構の解明: 
上述の（１）で、炎症環境下でも非炎症環境
下でも、上皮細胞の Nrd1 が炎症、腫瘍形成
に必要なことが示されたため、上皮細胞内で
の Nrd1 の役割をより仔細に検討することと
した。まず ApcMinマウスの腸腫瘍の細胞増殖、
アポトーシスを調べたところ、細胞増殖には
有意な差を認めなかったが、アポトーシスに
ついては ApcMin; Nrd1 トランスジェニック
マウスにおいて有意に減少していることが
判明した。そこでいくつかのアポトーシス関
連蛋白の発現を調べたところ、Bax、p53、
ｐ21，PARP、cleaved Caspase 3 などに差を
認めた。すなわち、Nrd1 欠損の場合はそれ
ら蛋白が増加する一方、Nrd1 過剰発現の場
合はそれら蛋白が減少していた。これらのア
ポトーシス関連蛋白の変動は、ヒト大腸癌細
胞株を用いた Nrd1 ノックダウン実験でも
同様に確認された。さらに、これらの効果は
大腸癌細胞株におけるp53のノックダウンに
よって消失することも確認した。そこで研究
代表者らは、p53 の発現がアセチル化修飾に
よって安定化し、その調節には HDAC によ
る脱アセチル化酵素が重要な役割を果たす
ことに着目した。in situ proximity ligation 
assay では Nrd1 とクラス I HDAC、とくに
HDAC1 は大腸癌細胞株で核内に共存するこ
とが確認された。大腸癌細胞株で Nrd1 のノ
ックダウンを行うと、HDAC による脱アセ
チル化が減少し、p53 のアセチル化が亢進し
て、その発現が安定化することが明らかとな
った。すなわち、Nrd1の減少とともに p53 発
現が安定化、上昇することでアポトーシスが
誘導され、その結果大腸がんの発症・進展が
抑制される可能性が示唆された。実際、大腸
癌細胞株を用いた検討で、p53 のプロモータ
ーに Nrd1 が HDAC1 とともに結合すること
も明らかとなった。これらの結果は、ApcMin

マウスの腸腫瘍から樹立したオルガノイド

培養系の増殖が、HDAC 阻害剤 trichostatin 
A、MDM2 阻害剤 nutlin 3a の投与によって
著明に抑制を受けたことからも支持された。 
 これらの研究を通じて、Nrd1 を中心とし
た多岐にわたるサイトカイン・増殖因子ネッ
トワークの活性化機構を明らかにし、ヒスト
ン修飾を中心とする Nrd1 が p53 の脱アセチ
ル化を通じて、大腸癌進展をもたらすメカニ
ズムを学術的に探究した。本研究は、Nrd1
のもつ空間的、機能的多面性を明らかにし、
ヒト大腸癌に対する個別化医療への展開も
視野にいれ、新規の大腸癌治療法開発に直結
するシーズとしての Nrd1 の可能性を強く示
唆するものと考えられた。 
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tro.html 
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