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研究成果の概要（和文）：1.肺癌細胞における解析：肺癌細胞株を用いてグルタミン依存性増殖、mTORC1活性、
オートファジー誘導能に関してグルタミノリーシス抑制後の変化を解析した。LC3-IIレベルを オートファジー
誘導能の指標をして測定した。グルタミノリーシスを抑制することでmTORC1 シグナル抑制とオートファージ誘
導を介して細胞増殖が抑制されることが判明した。 
２．血管内皮障害モデル：マウスモデルでは血管内皮が虚血や加齢などのストレスに曝されるとp53の発現が増
強することが判明した。オートファジーではp62が関与すると考えられているがＰ５３とＰ６２の直接の関連は
不明で、今後検討を要する。

研究成果の概要（英文）：1. Analysis in lung cancer cells: Changes after glutaminolysis suppression 
regarding glutamine-dependent proliferation, mTORC1 activity, autophagy induction ability were 
analyzed using a lung cancer cell line. LC3 - II level was measured as an index of autophagy 
induction ability. It was found that cell proliferation was suppressed via mTORC1 signal suppression
 and autophage induction by suppressing glutaminolysis.
2. Vascular endothelial damage model: In the  mouse model, expression of p53 was found to be 
enhanced when the vascular endothelium was exposed to stress such as ischemia and aging. It is 
thought that p62 is involved in autophagy, but the direct association between P53 and P62 is 
unknown, and further study is required.

研究分野： 胸部外科学
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１．研究開始当初の背景 
生体を構成する主要成分であり、生命現象を
支えるタンパク質は、細胞内で絶えず合成と
分解を繰り返しており、きわめて動的な再生
処理システムを構成している。この新陳代謝
の主役であるオートファジーは、栄養素の確
保や細胞内に生じた不良品・不用品の効率的
な除去のために積極的に作動されている。従
来オートファジーは、栄養飢餓に応答して発
動される非選択的なタンパク質分解システ
ムとして、自己タンパク質を壊してアミノ酸
を供給する究極的な生存戦略とみなされて
きた。しかし、最近の研究により低いレベル
で起こっている恒常的なオートファジー が
神経変性疾患や癌の発症を防いでいること
が明らかになりつつある。更に、“選択的オ
ートファジー”という新概念が提唱され、オ
ートファジー減弱に伴う異常タンパク質や
オルガネラの蓄積が加齢疾患の起因となる
ことが明らかになってきた。胸部外科が対象
とする疾患は、このオートファジーが疾患の
制御に関与する可能性が高いが、これまでオ
ートファジーに着目した病態解明の研究は
行われていない。 
 
２．研究の目的 
オートファジーの破綻により細胞内恒常性
維持が破綻し、酸化ストレス亢進やゲノム不
安定化が起こると、臓器障害や腫瘍促進など
の疾患を発生する可能性がある。大動脈瘤や
肺癌といった加齢に伴う疾患において、オー
トファジーの破綻が疾患の発症や臓器障害
に及ぼす影響を解明するために肺癌、血管内
皮障害を材料としてその分子機構と病態生
理学的意義の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）肺癌切除検体の解析：肺腺癌４例、肺
扁平上皮癌３例、肺小細胞癌１例、腺癌の正
常肺部分１例を用いて p62/SQSTM1 抗体、リ
ン酸化 p62/SQSTM1 抗体、NRF2 抗体を用いた
ウエスタンブロットを行った。陽性コントロ
ールとして、p-p62 が蓄積し NRF2 が活性化し
ていることを確かめてあるHCV陽性肝細胞癌
を使用した。 
 
（２）癌ゲノム解析：肺腺癌 100 例、肺扁平
上皮癌 67 例のホルマリン固定標本から DNA
を抽出し、次世代シークエンサーによるゲノ
ムのエキソーム解析を行った。 
 
（３）培養細胞の解析：肺扁平上皮癌 5種類
の cell line（Sq-1, LK-2, LC-1/sq, EBC-1 
RERF-LC-AI)を用いてグルタミン依存性増殖、
mammalian target of rapamycin complex 1 
(mTORC1)活性、オートファジー誘導能を解析
した。グルタミノリーシス抑制後の変化
LC3-II レベルを オートファジー誘導能の指
標をして測定した。 
 

（４）オートファジー測定：RERF-LC-AI およ
び QG56 細胞を RPMI 培地中の 6ウェルプレー
トで培養し 24 時間後、培地を Gln を除いた
RPMI 培地に交換し 2 時間、または 10μM の
BPTES含有培地中で22時間培養した。 次に、
細胞をリソソームプロテアーゼ阻害剤（10μ
g/ mL E64d およびペプスタチン）を加えたあ
るいは加えない培地で 2 時間培養した。 細
胞溶解物を NuPAGE に供し抗 LC3 抗体による
免疫ブロット分析を行った。 
 
（５）血管内皮障害の解析 
動脈瘤モデル：マウスに高脂肪食を与えアン
ギオテンシン II を静脈注射することで動脈
瘤が形成されモデルでオートファジーに関
連する LoX を測定した。 
培養実験では human vascular smooth muscle 
cells (HVSMC)を用いて研究を行った。 
 
４．研究成果 
（１）切除検体の p62/SQSTM1 抗体、リン酸
化 p62/SQSTM1 抗体、NRF2 抗体を用いたウエ
スタンブロットの結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ 肺癌における p62、p－p62 発現 
 
図１に示すように、No. 3 の扁平上皮癌の検
体において p62, p-p62 ともに増加が認めら
れた。正常肺組織の No. 9 に比べると No. 1, 
4, 5, 7, 8 と腺癌３例、扁平上皮癌の２例で 



p-p62 の上昇を認めた。NRF2に関してはNo. 3
の扁平上皮癌例でバンドがわずかに確認で
きたが、他の検体では検出できなかった。 
 
（２）切除検体を用いた網羅的遺伝子解析
（NGS）でのオートファジー関連因子の検討 
扁平上皮癌切除例６７例を対象にホルマリ
ン固定標本からDNAを抽出し次世代シークエ
ンサーによる網羅的遺伝子解析を行った。 
図２に扁平上皮癌における変異遺伝子の頻
度の高いものを示した。TP53,CDNK2B, 
CDKN2A,PTEN の遺伝子変異頻度が高かったが、
オートファジーと関連するKEAP1は６７名中
７名の頻度であった。 
（Ann Surg Oncol.2018 25(6):1564-1571.） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ 肺腺癌における遺伝子解析結果 
 
腺癌切除例１００例を対象に同様の解析を
行ったが、KEAP１は本研究ではでは 2.0％で
あった。TCGA データでは 17.1％の頻度が報
告されており、日本人データと人種差を認め
た。（Sci Rep. 2018 Jan 17;8(1):1005.） 
 
（３）肺癌培養細胞におけるオートファジー
解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３グルタミン依存性細胞株におけるオー
トファジー 
 
図３は RERF-LC-AIおよびQG56細胞株をグル
タミン枯渇培地で 24 時間処理した際の、内
因性 LC3-II レベルをイムノブロッティング
分析の結果を示した。。各群 5 回の独立した
実験の平均を示した（n = 5、* p <0.05、** 
p <0.01）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４グルタミン依存性細胞株におけるオー
トファジー 
 
図４は、10μMBPTES で 4 時間処理した
RERF-LC-AI および QG56 細胞株の内因性
LC3-II レベルをイムノブロッティング分析
し、表示した。各群 5回の独立した実験の平
均を示した（n = 5、* p <0.05、** p <0.01）。 
医徐湯の結果から、グルタミノリーシスを抑
制することで mTORC1 シグナル抑制とオート
ファジー誘導を介して細胞増殖が抑制され
ることが示された。 
 
（４）加齢による血管疾患モデル 
加齢や肥満による血管内皮障害の仮説を下
図のように考え、各々の段階で寄与する分子
機構をオートファジーの関与を考慮しなが
ら検討した。 
マウスに高脂肪食を与えアンギオテンシン
II を静脈注射することで大動脈壁の脆弱化
が起こる。リシルオキシダーゼ（LOX）は、
コラーゲンおよびエラスチン前駆体中のリ
シン残基からアルデヒドの形成を触媒する
細胞外銅依存性酵素であるが、LOX の減少は
血管壁の脆弱化の指標となると考え、モデル
マウスで LoX を測定した。 
図５のグラフに示すように、高脂肪食＋アン
ギオテンシン II 静脈群で低下を認めた。 
LoX はオートファジーに関与することが報告
されており、LOX 低下で血管壁の基質の露出、
その後のオートファジ―による除去が誘導
されることが想定される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５ 正常（NC）と動脈瘤モデル（HFD）に
おける LOX 発現 
 
 
 



 
（５）血管内皮障害モデル： 
糖尿病マウスモデ、ｂｖｃ8.ルでは血管内皮
が虚血や加齢などのストレスに曝されると
p53 の発現が増強することが判明した。オー
トファジーで は p62 が関与すると考えられ
ているが両者の関係を検討中にHVSMCを用い
た培養実験で laminine A を介した DNA ダメ
ージの修復障害が血管障害を引き起こすこ
とが 判明した。 オートファジーとの直接の
関連は不明であるが、両者の関連を検討する
価値はあると考えている 
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