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研究成果の概要（和文）：本研究では大腸癌において K-ras 変異により誘導される GST-πの意

義を検討した。まず K-ras 野生型大腸細胞に変異 K-ras 遺伝子を導入したところ、いずれの細

胞も GST-π発現が誘導され、RAF/MEK/ERK が活性化して細胞増殖が促進し、JNK, p53 が

抑制されてアポトーシスが抑制された。また、GST-πsiRNA を用いて GST-πknockdown 細

胞を樹立したところ、逆に細胞増殖能は低下し、アポトーシスが亢進した。抗 RAF 抗体及び

抗 JNK 抗体を用いた免疫沈降では、GST-πが RAF や JNK と直接結合していることが示唆さ

れた。つまり、GST-πは RAF と結合することにより RAF/MEK/ERK を活性化して細胞増殖

活性を亢進し、JNK と結合して p53 などの発現を抑制してアポトーシスを抑制することが示

唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the role of GST-πin growth promotion and 
apoptosis resistance of colorectal cancer. When a mutated K-ras gene was transfected into 
K-ras wild colon cancer cell line, GST-πexpression was induced. The transfectant cells 
showed enhanced growth promotion activity via RAF/MEK/ERK activation and apoptosis 
resistance by inhibited JNK and p53 pathway. In contrast, GST-πknockdown cells showed 
growth inhibition and apoptosis enhancement by the inverse action mechanisms. 
Immunoprecipitation revealed that GST-π was directly interacted with RAF and JNK 
respectively. These results indicate that GST-π promote cell growth via direct binding to 
RAF and subsequent RAF/MEK/ERK activation, and inhibit apoptosis via direct binding to 
JNK and subsequent p53 apoptosis pathway. 
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１．研究開始当初の背景 
 大腸癌の死亡率は世界的に増加の一途を

たどり、その発生機序の解析と有効な治療法、
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腸発癌過程の初期病変である aberrant crypt 
foci (ACF)においては K-ras 変異が高率に認
め ら れ 、 こ の 変 異 に よ り Glutathione 
S-transferase(GST)-πが誘導されること、ま
た GST-π は発癌に促進的に作用することを
報告した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、K-ras 野生型大腸細胞(GST-
π陰性)に変異 K-ras 遺伝子を導入し、細胞
増殖やアポトーシスの変化等を調べ、大腸発
癌における GST-πの役割を明らかにした。ま
た、GST-π高発現大腸癌細胞の GST-π
knockdown 実験も行い、GST-π の細胞増殖
促進及びアポトーシス抑制効果とその機序
を検討する。さらに、免疫沈降法により、
GST-πと RAF や JNK などの蛋白との結合
性の有無を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) K-ras 野生型大腸癌細胞に対する変異
K-ras 遺伝子の導入 
 変異 K-ras 遺伝子の発現ベクターを K-ras
野生型大腸細胞 CoCM-1 にリポフェクション
法により遺伝子導入し、G418 耐性細胞
CoCM/RAS1-3 を樹立した。MTT assay 及び
TUNEL 染色により細胞増殖とアポトーシスを
調べた。 
 
(2) K-ras 変異陽性大腸癌細胞株への
GST-πsiRNA ベクターの導入 
 K-ras 変異陽性の大腸癌細胞株 M7609 に
GST-πsiRNA ベクターを導入し、stable な
GST-πKD 細胞(M7609GSTKD)を樹立し、同様に
細胞増殖とアポトーシスを調べた。 
 
(3)GST-π KD 大腸癌細胞における各種 MAP 
kinase の発現及び活性 
 M7609GSTKD1,2 細胞における p38, リン酸
化 ERK 及び JNK の発現を Western blot 法で
調べた。 
 
 (4)大腸癌細胞における GST-π 発現と ERK 
カスケード関連酵素の発現 
 GSTKO/RAS1,2 細胞におけるリン酸化 RAF, 
MEK, ERK の発現を Western blot 法により検
討した。 
 
 (5) GSTKO/RAS1,2 細胞における抗 RAF 抗体
を用いた免疫沈降 
 GSTKO/RAS1-3を可溶化して抗RAF抗体を用
いて免疫沈降を行い、抗 GST-π抗体で
Western blot 解析を行った。 
 
(6) GSTKO/RAS1,2細胞における抗 JNK抗体を
用いた免疫沈降 
 同様に、抗 JNK 抗体を用いて免疫沈降を

行い、得られた沈降物を抗 GST-π抗体で
Western blot 解析を行った。 
  
４．研究成果 
(1) CoCM/RAS1 及び CoCM/RAS2 細胞を培養し
て MTT assay を行ったところ、いずれも
CoCM/neo に比べ細胞増殖能が高まっていた。
また、CoCM/RAS1 及び CoCM/RAS2 のデオキシ
コール酸(20μM)存在下で TUNEL 染色を行っ
たところ、CoCM/neo に比べアポトーシスが抑
制されていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2) M7609GSTKD の細胞増殖活性を MTT assay 
により調べたところ、親株に比べて有意に低
下していた。 
 
 
 
 
 

 



(3) M7609GSTKD1,2細胞のいずれにおいても、
リン酸化 ERK の発現は低下し、リン酸化 JUN
の発現は亢進していた。P38 は変化を認めな
かった。各酵素の活性も同様であった。 
 
 
 

(4) M7609GSTKD1,2細胞のいずれにおいても、
リン酸化 RAF, MEK の発現は低下していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

(5) 免疫沈降後の Western blot 解析では、
21kDa に GST-πを示すバンドが認められ、
GST-πが RAF と結合していることが示唆さ
れた。他の MAP kinase 関連蛋白では GST-
πとの結合を示唆する結果は得られなかっ
た。同様に、21kDa に GST-πを示すバンド
が認められ、GST-πと JNK の結合が示唆さ
れた。一方、MEK や ERK の免疫沈降ではバ
ンドは認められず、これらの蛋白と GST-π
との結合は否定された。 

 
 以上より、大腸癌細胞において GST-πは
RAF, MEK, ERK などの MAPkinase を活性化す
ることにより細胞増殖活性を亢進させてい
ることが明らかとなった。一方、JNK, p53 を
抑制することによりアポトーシスを抑制す
ることが明らかとなった。また、GST-πは RAF
と結合して RAF/MEK/ERKカスケードを活性化
し、JNK と結合して JNK, p53 経路のアポトー
シスを抑制することが示唆された。 
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