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研究成果の概要（和文）：私達は、転写因子NRF2が恒常的に活性化している予後不良なNRF2活性化がんにおい
て、NRF2が、一時的な活性化では生じない特徴的なエンハンサーを形成して、NRF2活性化がん特異的な標的遺伝
子群を活性化していることを明らかにした。その中で、NOTCH3を制御するエンハンサーは、腫瘍幹細胞性の維持
に重要であることを明らかにした。私達はさらに研究を進め、NRF2はCEBPBと協調的に作用することで、NOTCH3
を制御するエンハンサーに加えて、薬剤耐性に関わる遺伝子群のエンハンサーを制御し、がんの悪性化をもたら
すことを証明した。

研究成果の概要（英文）：We found that persistently activated NRF2 in non-small cell lung cancer 
generates enhancers at gene loci that are not normally regulated by transiently activated NRF2 under
 physiological conditions. These enhancers regulate NRF2-activated cancer specific target genes. 
Elevated accumulation of CEBPB in NRF2-activated NSCLCs is found to be one of the prerequisites for 
establishment of the unique NRF2-dependent enhancers, among which the NOTCH3 enhancer is shown to be
 critical for promotion of tumor-initiating activity. Enhancer remodeling mediated by NRF2-CEBPB 
cooperativity promotes not only tumor-initiating activity but also drug resistance and drives 
malignancy of NRF2-activated NSCLCs.

研究分野：肺がんの基礎研究

キーワード： NRF2　NOTCH3　CEBPB

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
私達は、NRF2活性化がんに特徴的なNRF2の働きを明らかにすることで、がん幹細胞性に必須なゲノム領域を同定
した。そして、その領域の働きにより産生されるNOTCH3タンパク質が、NRF2活性化がんという難治性がんに対す
る新しい治療標的として有効であることを見出した。NRF2活性化がんは、がんの遺伝子変異の解析から診断可能
であることから、本研究成果は、がんの遺伝子診断に基づいたオーダーメイドがん治療のさきがけとなることが
期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
転写因子 NRF2 は、活性酸素種や親電子性毒物などの刺激により一過性に活性化さ
れ、抗酸化タンパク質や解毒酵素を誘導し、生体防御機構における中心的役割を果たし
ている。一方、非小細胞性肺がんや頭頸部がんなどでは NRF2が恒常的に活性化し、が
んの悪性化をもたらしている。このような NRF2活性化がんは、その高い悪性度を NRF2
に大きく依存しており、NRF2 の阻害が顕著な抗腫瘍効果をもたらす。しかしながら、
生体防御における NRF2が担う重要な役割を鑑みれば、担がん患者に NRF2阻害剤を投
与することには様々なリスクが伴うと予想される。そこで、私達は複数の NRF2活性化
がん細胞株と NRF2非活性化がん細胞株を用いて、NRF2活性化がんに特異的な標的遺
伝子を複数同定した。次に私達は、腫瘍幹細胞性を支える分子に着目して解析を行い、
NRF2活性化がん特異的標的遺伝子の中で、NOTCH3が幹細胞性の維持に大きく貢献し、
悪性化を支えていることを明らかにした。さらに、NOTCH3を制御するエンハンサー領
域（NOTCH3エンハンサー）を同定し、もう一つの転写因子である CEBPBが NRF2と
協調的に働くことが、NOTCH3エンハンサーの活性化に重要であることを見出した。 
 
 
２．研究の目的 
私達は NOTCH3を含むNRF2活性化がんに特異的な NRF2標的遺伝子群を同定 
したが、本研究では、その詳細な分子基盤を明らかにすること、NRF2活性化がんにお
ける NOTCH3 エンハンサーの生物学的意義を検証することを目的とした。また、
NOTCH3エンハンサーの制御機構として明らかにした NRF2-CEBPB連携の、ゲノム
ワイドな転写活性化への貢献を調べることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 

NRF2 活性化がん細胞である A549 細胞を用いて、NRF2 をノックダウンしてヒス
トン H3K27ac アセチル化（H3K27ac）抗体によるクロマチン免疫沈降シーケンス
（ChIPシーケンス）を行い、NRF2活性化がんにおける、NRF2依存的なエンハンサ
ーの形成について検証した。続いて、3 種類の NRF2 活性化がん細胞株を使用し、
NOTCH3 エンハンサーのゲノム配列を CRISPR-CAS9 システムにより改変した細胞
（ΔN3E 細胞）を作成し、異種移植実験モデルなどを用いて、その生物学的重要性を
検証した。また、A549細胞を用いて、CEBPBをノックダウンしてH3K27ac抗体によ
る ChIP シーケンスと RNA シーケンスを行うなどして、NRF2 活性化がんにおける
NRF2と CEBPBによる協調的な転写活性化機構について、ゲノムワイドに解析した。 
  



 
４．研究成果 
私達は ChIPシーケ
ンスを用いた一連の解
析を行い、NRF2 活性
化がん細胞では NRF2
非活性化がん細胞には
存在しない特徴的なエ
ンハンサーが形成され
ることで、NRF2 活性
化がん特異的な標的遺
伝子群を活性化してい
ることを明らかにし
た。そして、その多く
の 領 域 に お い て
CEBPBが結合し、転
写活性化に寄与して
いることを明らかに
した。次に、NRF2活
性化がん細胞に特徴
的なエンハンサーの
一つである NOTCH3 エンハンサーを改変したΔN3E 細胞を使用し、腫瘍幹細胞を濃
縮する特殊な培養方法やマウスへの異種移植実験、連続移植実験などを行い、NRF2活
性化がんで NOTCH3 エ
ンハンサーが、その腫瘍
幹細胞性を担う重要なエ
ンハンサーであることを
証明した（図 1）。一方、
NRF2-CEBPB 連携のゲ
ノムワイドな検証では、
CEBPBはNRF2の標的
遺伝子であり、ゲノム上
複数の箇所で NRF2 と
CEBPB が非常に近接
していること、同部位
においてお互いが協調
して結合することによ
りエンハンサーを制御
していることを証明した。また、ChIP シーケンスと RNA シーケンスを用いた解析か
ら、NRF2活性化がんでは、NRF2と CEBPBは NOTCH3を介した腫瘍幹細胞性の維
持のみならず、AKR1C1 を含む多くの薬剤耐性遺伝子の制御を協調して担っているこ
とを明らかにした（図 2）。 
私達は以上の研究成果をまとめ、2020年にNature communications誌に、また 2022
年に The Journal of Biochemistry誌に論文を投稿し、受理されている。 
 

図１ ゲノム上での NRF2の結合部位を調べると、NRF2活性化がん細胞
では、正常細胞や通常のがん細胞とは異なる部位に NRF2の結合が認め
られる。NRF2 は、もう一つの転写因子 CEBPB と協調的に働くことに
より、NRF2 活性化がんに特徴的な遺伝子座に作用できるようになる。
その一つが NOTCH3遺伝子座であり、NRF2が結合することでエンハン
サーが形成されて NOTCH3 遺伝子の発現が強力に活性化されている。
NOTCH3は、NRF2活性化がん細胞の幹細胞性を増強し、悪性化に寄与
する。 

図２ NRF2活性化がんにおいて、NRF2は CEBPBを標的遺伝子とし
て活性化し、両者がゲノム上で協調的に働くことで、NOTCH3のみな
らず、AKR1C1や AKR1C2、HMOX1など薬剤耐性に働く遺伝子群を
活性化し、NRF2活性化がんの悪性化に貢献する。 
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