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研究成果の概要（和文）：p62-Keap1-Nrf2経路は、肝がん細胞株や肝がん患者組織では恒常的に活性化されてお
り、がん細胞の増殖に有利な代謝リプログラミングや薬剤耐性に寄与している。しかし現在まで、
p62-Keap1-Nrf2経路の制御に関わる決定的因子は同定されていない。今回、(1)ヒト全ゲノムsiRNAライブラリー
（約18,000遺伝子）を用いてp62の制御因子群のスクリーニングを試みた。(2)リン酸化p62とKeap1の結合阻害剤
化合物の誘導体評価を行った。さらに、(3)リン酸化p62を指標とするオートファジー活性の評価システムの構築
に取り組んだ。

研究成果の概要（英文）：We have previously reported that phosphorylation of p62 at Ser349 markedly 
increases p62’s binding affinity for Keap1, an adaptor of the Cul3-ubiquitin E3 ligase complex 
responsible for degrading Nrf2, and induces expression of cytoprotective Nrf2 targets 
(p62-Keap1-Nrf2 axis). Further, we have demonstrated that the S349-phosphorylated p62 causes 
rearrangement of glucose and glutamine metabolism through persistent activation of Nrf2, which 
provides HCC cells with both tolerance to anti-cancer drugs and proliferation potency. However, the 
molecular mechanisms regulating the p62-Keap1-Nrf2 axis are not yet fully understood. In this study,
 we performed high-content screening with human whole siRNA library. Further, we established 
derivatives of K67, inhibitor for the Keap1-phosphorylated p62 interaction, and developed 
fluorescent K67-derivertive.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
p62-Keap1-Nrf2経路は、p62のリン酸化を介して転写因子Nrf2が活性化される経路である。重要なことに、本経
路は肝がん細胞株や肝がん患者組織では恒常的に活性化されており、がん細胞の増殖に有利な代謝リプログラミ
ングや薬剤耐性を介してがんの悪性化に寄与している。すなわち、p62-Keap1-Nrf2経路を制御することが、がん
の有効な治療手段となる。しかしながら、p62-Keap1-Nrf2経路の制御機構については十分に理解されていない。
本研究課題ではp62-Keap1-Nrf2経路の制御に関わる新規な低分子化合物を同定し、そのメカニズムを明らかにし
た。さらに制御因子の探索を進めた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
p62-Keap1-Nrf2 経路は、p62/SQSTM1（以下、p62 とする）のリン酸化を介して転写因
子 Nrf2 が活性化される経路である。重要なことに、本経路は肝がん細胞株や肝がん患者
組織では恒常的に活性化されており、がん細胞の増殖に有利な代謝リプログラミングや薬
剤耐性に寄与している。すなわち、p62-Keap1-Nrf2 経路が亢進しているがんでは、リン
酸化 p62の制御が有効な抗がん治療となる。しかしながら、がん細胞の p62-Keap1-Nrf2
経路の制御に関わる決定的因子は同定されていなかった。 
２．研究の目的 

p62-Keap1-Nrf2 経路の制御に関わる決定的因子の同定、およびその分子機構を明らかに

することを目的とした。 
３．研究の方法 

(1) リン酸化 p62の動態を基盤とするハイコンテントスクリーニング系を構築し、ヒト全

ゲノム siRNAライブラリー（約 18,000遺伝子）を用いた p62の制御因子群のスクリーニ

ング。 

(2) p62-Keap1-Nrf2経路を化合物で制御するためリン酸化 p62と Keap1の結合阻害剤化

合物の誘導体の評価。 

(3) p62-Keap1-Nrf2経路をモニターするためのツールとしてリン酸化p62を指標としたオ

ートファジー活性判定システムの構築。 
 
４．研究成果 

(1) p62制御因子のスクリーニング 

Huh1を Control siRNA、p62 siRNA、ATG3 siRNAでノックダウンした後、抗リン酸化

p62特異的抗体を用いて蛍光免疫染色を行った結果、p62遺伝子のノックダウンによるp62

シグナルの減少、および ATG3遺伝子のノックダウンによる p62シグナルの増強が認めら

れた。以上の結果は、スクリーニングのネガティブ、またはポジティブコントロールとし

て p62と ATG3の siRNAが利用可能であることを示している（図１）。 

 

 

 

CellInsight CX5 (Thermo Scientific) を用いて細胞質に存在するリン酸化p62集合体の蛍

光シグナルを検出し、細胞１個あたりの p62ドット数を自動計測することで p62のシグナ

ルの増減を指標としたスクリーニングを実施した(図２)。 



 
 

ヒト全ゲノム siRNAライブラリーを用いて、p62が顕著に蓄積ないしは減少させる候補遺

伝子を取得した。これら候補遺伝子については現在解析中である。p62 リン酸化に関連す

る遺伝子を同定することで p62-Kea1p-Nrf2システムの制御機構の詳細を明らかにしてい

く。 

 

(2) K67誘導体の検証 

オートファジー異常によって蓄積するリン酸化 p62 と KEAP1 の結合を阻害する化合物

K67の構造改変体を作製し、水溶性に富む 6種の化合物を取得した。特に、そのうちの一

つは、リン酸化 p62と KEAP1の結合だけでなく、NRF２と KEAP1との結合も強く阻害

した（図 3）。近年、がん細胞での NRF2 活性化はがんの悪性化に繋がる一方で、がん微

小環境における NRF2活性化は腫瘍の抑制効果を示すという報告がなされている。この知

見に基づくと、新規化合物はがん微小環境における NRF2活性化剤として利用可能である

ことから、引き続きマウス個体レベルでの検証へ進む。 

 
 

(3) オートファジー活性判定を目的とする K67誘導体の蛍光標識化合物 

K67 誘導体を BODIPY で標識した化合物を新規に作成した。インビトロ実験で本化合物

と Keap1の結合を定量解析することに成功している（図 4）。Keap1は p62と結合するこ

とでオートファジーに依存して分解される。したがって、Keap1結合蛍光標識化合物の細

胞内蓄積、ないしは局在を観察、定量化することで、p62-Keap1-Nrf2 経路の活性化状態

の判定が可能となる。現在、蛍光標識化合物の細胞内への取り込み効率の改善を進めると



同時に、その細胞内局在の解析を進めている。 
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