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研究成果の概要（和文）：がん細胞における活性化ERK-MAPキナーゼ経路の遮断は、エピジェネティック異常を
是正する新しい抗がん剤、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤（HDACi）感受性の上昇を生じるが、その感受性を
規定する分子機構は未だ不明である。本研究では、エストラジオール添加によってERK経路の活性化が誘導でき
る二つの3T3-Raf-ER細胞とLK2-Raf-ER細胞において、アポトーシス誘導因子Bimに対する応答がHDACi感受性決定
には非常に重要であることを明らかにした。すなわち、BimはHDACi感受性バイオマーカーとなる可能性がある。
さらに、今後はERK経路下流のキナーゼMNKについても解析を進める。

研究成果の概要（英文）：Blockade of constitutive activation of ERK-mitogen activated protein kinase
(MAPK) pathway in cancer cells increases the sensitivity of cells for new anticancer and epigenetic 
drug, histone deacetylase inhibitor(HDACi), however, the molecular mechanism which prescribes its 
sensitivity is now, unclear. In two model cells, 3T3-Raf-ER cells (normal cell model) and LK2-Raf-ER
 cells (cancer cell model) in which activation of ERK-MAPK pathway is induced by estradiol, 
proapoptotic factor Bim was very important to determine the HDACi-sensitivity in both cells. Bim 
could be a biomarker for determining HDACi-sensitivity. Next, we are planning to analyze the 
downstream kinase MNK as a new molecular target. 

研究分野： 生化学　分子生物学
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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 
近年、遺伝子の突然変異（ジェネティック

異常）を伴わない、DNA のメチル化やヒスト
ンのアセチル化などのエピジェネティック
異常による遺伝子発現異常と発がんとの関
与が明らかになり、その異常を改善するエピ
ジェネティック薬、ヒストン脱アセチル化酵
素阻害剤（HDACi）は新しい抗がん剤として
注目されている。しかし、その抗腫瘍効果発
現のための重要な標的や、治療予測バイオマ
ーカーも不明確であり、未だに適応は皮膚 T
細胞リンパ腫のみで、抗がん剤としての適応
がん種は限られたままである。一方、申請者
は、これまで 10 年以上 HDACi の抗がん作用
に注目し、以下のような知見を明らかにした。
細胞増殖シグナルの中心である ERK-MAP キ
ナーゼ経路が、多くのがん細胞で EGFR、Ras、
B-Raf 等の活性型変異（ジェネティック異常）
により恒常的に活性化していることに注目
し、その経路遮断剤(MEK 阻害剤)による制
がんを試みる過程で、HDACi との併用が劇的
な活性酸素蓄積、細胞死増強を誘導すること
を発見した（図 1）[Biochem. Biophys. Res. 
Commun. (2006) (2010) (2013)]➡すなわち
ERK活性がHDACi感受性を低下させている
可能性を見出した（成果 A）  

そこで、成果 A を踏まえ、ERK 経路の活
性化を誘導できる培養細胞システムを用い
て HDACi 感受性と ERK 活性化レベルとの相

関について
詳細に検討
した。図 2
の 様 に
Estradiol(E2)
処理により
活 性 化 型
Raf-1 が誘
導され、下
流のERK経

路が活性化される NIH3T3:ΔRaf-1:ER[Martin 
McMahon 博士より供与、Mol.Cell.Biol.13: 
6241(1993)]（以下 3T3-Raf-ER 細胞）に加え
て、申請者らの研究室で同様のシステムをヒ
ト 肺 が ん 細 胞 株 LK-2 に 導 入 し た
LK2-Raf-ER 細胞に対して、E2 処理前後の
HDACi 感受性の変化を解析したところ、両シ
ステムで、全く逆の結果となった。ERK 活性
化誘導により、3T3-Raf-ER 細胞では HDACi
感受性の上昇、LK2-Raf-ER 細胞では HDACi

感受性が低下した。➡すなわち ERK の活性
化によって HDACi 感受性は変化するが、細
胞のタイプによっては全く逆の結果になる
可能性を見出した。（成果 B）   

ERK 経路と HDACi 感受性に関しては、他
のグループの報告があり、活性化 Ras の誘導
により、HDACi 感受性の上昇が見られた
[Cancer Res. 67: 8477-8485(2007)]。この結果は、
活性化 ERK の上昇が HDACi 感受性を増強す
るという点で、申請者らの 3T3-Raf-ER 細胞
と同様の現象であるが、RAS /RAF の活性化
起点の違いから、申請者らとは異なるメカニ
ズムである可能性を見出しつつある。 
次に、今後の HDACi の固形がんへの適応

拡大を視野に入れた、ヒト各種固形がん細胞
株に対する HDACi（HC-toxin）感受性の解析
の結果、p53変異型の高感受性グループとp53
野生型の低感受性グループに分かれた。さら
に、RNAi 法による発現抑制実験により、
HDACi感受性規定因子として、p53ではなく、
p53 ターゲット遺伝子であり、HDACi で誘導
されることが知られる CDK インヒビター
p21 を見出した。HDACi で誘導される p21 発
現を抑制すると、apoptosis mediator である
Bim の発現上昇とともに HDACi 誘導性細胞
死が増加した [第 18 回日本がん分子標的治
療学会学術集会（2014）発表] ➡HDACi によ
って誘導されるp21がBimを阻害して細胞死
を抑制している可能性を見出した(成果 C)
（図 3）。HDACi 感受性と p21 との関係につ
いては、HDAC 阻害物質と考えられる
Butyrate による大腸がん細胞のアポトーシス
を p21 は 阻 害 し て い る [Oncogene 20, 
3387-3398 (2001)] や、 p21 は、そもそも
apoptosis 阻害分子である[Mol Cancer Ther 1, 
639-649 (2002]との報告がある。 

 
２．研究の目的 

DNA メチル化やヒストン修飾による遺伝
子発現の制御＝エピジェネティックスの異
常を是正する新しい抗がん剤、ヒストン脱ア
セチル化酵素阻害剤（HDACi）は、がん選択
性の高い薬剤であるが、未だに適応は難治性
皮膚 T 細胞リンパ腫のみである。今後、個々
のがんの遺伝子情報に基づいた「がんの個別
化治療」において、適応がん種を拡大し、よ
り有効な HDACi 使用のためには、がん細胞
の HDACi 感受性を予測するためのバイオマ



ーカー研究は急務である。申請者は、これま
でがん細胞における活性化 ERK-MAP キナー
ゼ経路の遮断が劇的な HDACi 感受性の上昇
を生じること、p53 野生型がん細胞ではその
下流の p21 が HDACi 感受性の低下に働くこ
とを見出している。そこで、本研究では、
(1)ERK 活性化レベルと HDACi 感受性との関
係と(2)p21 による HDACi 感受性低下の分子
機構の二点に焦点をあてて解析することで、
HDACi 感受性を規定する分子機構の解明を
めざした。 
 
３．研究の方法 

 (1)成果 A & B から、ERK 活性レベルと

HDACi 感受性は相互に関連すると考えられ

るが、ERK 経路活性化誘導モデルでは、二

種類の細胞タイプによって全く逆の結果に

なることから、ERK 下流にその感受性を正、

負に調節しうる規定因子が存在する可能性

が あ る 。 従 っ て 、 3T3-Raf-ER 細 胞 と

LK2-Raf-ER 細胞について、ERK 下流シグナ

ルを比較検討した。また、正常、がん細胞、

p53 遺伝子型の違いで、応答が異なる可能性

も視野に入れて検討した。 

(2)成果 C から、HDACi による Bim 発現と p53

由来の p21発現によるBimの阻害効果とのバ

ランスが HDACi 感受性を規定する可能性が

あり、p21 と Bim の発現を解析した。 

➡これらの 2 項目の解析を中心にすすめ、

HDACi 感受性を規定する分子機構の解明を

めざした。 
 
 
 
 

４．研究成果 

１）図5の様に、2つのRaf-ERシステム、

3T3-Raf-ER細胞とLK2-Raf-ER細胞について、

ERK活性化誘導がHDACi感受性に関して異なる

結果を生じる。エストラジオール(E2)添加に

よってERK-MAPキナーゼ経路の活性化が誘導

できる3T3-Raf-ER細胞において、ERK経路の活

性化が一過性の場合でも程度は小さいものの、

ERK経路を持続的に活性化させた場合と同様

に、HDAC阻害剤に対する感受性が亢進した。

この結果は、ERK経路が一過性に活性化された

だけで、HDAC阻害剤感受性が亢進した細胞に

スイッチされることを示している。さらに、

その感受性変化に関与する分子としてアポト

ーシス促進因子Bimに注目した。BimはERKによ

ってリン酸化されることが報告されている分

子であるが、HDAC阻害剤によって発現誘導さ

れると同時に、ERKの活性化がすでに鎮静化し

た一過性活性化細胞においても顕著なバンド

シフトを示すことが分かり（下図）、ERK経路

によるHDAC阻害剤感受性の制御を担う分子の

一つとして重要な因子となる可能性を見出し

た。 

 

 
 



一方、LK2-Raf-ER 細胞においては、Bim がア
ポトーシス誘導因子、p21 はアポトーシス抑
制因子として働き、がん細胞ではこれらが重
要なHDACi感受性マーカーであることに間違

いなかった。 
すなわち、いかなる細胞に対しても Bim に対
する応答がHDACi感受性決定には非常に重要
であることが改めて判明した。 
 

２）これまでERK経路遮断薬であるMEK阻害

剤とHDAC阻害剤との併用効果に関する数々

の制がん研究実績から、がん細胞のHDAC阻

害剤に対する感受性決定にはERK活性化レベ

ルが大きな意味をもつことを明らかにしてき

た。 一方、ERK経路下流のキナーゼでタン

パク質合成翻訳開始マシーナリーの制御中心

であるMNKは、近年MAPキナーゼ（ERK/p38）

制御下で発がん・がん細胞の増殖に関与する

分子と考えられ、新規がん分子標的として注

目されつつある。 MNKを分子標的とし、こ

れまでの申請者らの研究成果を生かして

MNK阻害剤とHDAC阻害剤との併用効果に

ついて検討した。 

ERK経路の恒常的活性化がみられるヒトが

ん細胞において、ERK経路遮断薬であるMEK

阻害剤とHDAC阻害剤との併用効果に近いレ

ベルの相乗効果を、下流のMNKキナーゼ阻害

剤(CGP57380) とHDAC阻害剤との併用によ

っても再現できた。一方、構造の異なるMNK

阻害剤(ETP-45835) とHDAC阻害剤との併用

効果はほとんど見られなかった。さらに、ERK

経路下流のキナーゼでタンパク質合成翻訳開

始マシーナリーの制御中心であるMNKは、現

在まで二つのMAPキナーゼであるERKおよび

p38の制御下で調節されると報告されている

が、各種MAPキナーゼ阻害剤を用いて再検討

した結果、三つ目のMAPキナーゼであるJNK

もMNK上流MAPキナーゼとして働く可能性

を見出した。しかも、MNK1とMNK2アイソフ

ォームでそれぞれ固有のシグナル経路を有し

ていると考えられた。このことは、MNK1と

MNK2に対する阻害効果の特異性が微妙に異

なる二種類のMNK阻害剤(CGP57380および

ETP-45835)とHDAC阻害剤との併用効果の違

い(一貫性のない結果)を反映している可能性

もある。 

今後は、さらに詳細にMNK1とMNK2各アイ

ソフォーム特異的シグナル経路明らかにする

とともに、ERK経路下流のがん治療標的とし

ての可能性をアイソフォームごとに解明して

いく必要がある。 
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