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研究成果の概要（和文）：本研究では数多くのNFE2L2経路のうち、前述のヘムオキシゲナーゼが関与する経路
（経路①）とGPX4が関与する経路（経路②）に注目し、細胞内のヘム量の変化がメラノーマの浸潤能と生存能に
及ぼす効果を検討した。
　まず、経路①について、ヘミンを投与することで細胞内のヘム量を増加させ、メラノーマの浸潤能を検討し
た。その結果、有意なメラノーマの浸潤低下が確認された。次に、経路②について、GPX4阻害剤とヘミンの併用
効果について検討した。その結果、ヘミンの投与区分では有意にメラノーマの生存が低下した。以上から、メラ
ノーマ治療戦略としての、ヘミンの有効性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：  In this study, we focused on two pathways among the numerous NFE2L2 
pathways: pathway 1 involving the aforementioned heme oxygenase and pathway 2 involving GPX4, and 
investigated the effects of changes in cellular heme levels on the invasive and survival abilities 
of melanoma.
  First, regarding pathway 1, we examined the invasive ability of melanoma cells by increasing 
cellular heme levels through administration of heme. As a result, a significant decrease in melanoma
 invasion was observed. Next, regarding pathway 2, we investigated the combined effects of a GPX4 
inhibitor and heme. As a result, significant reduction in melanoma survival was observed in the heme
 administration group. Therefore, the effectiveness of heme as a melanoma treatment strategy is 
suggested.

研究分野： 分子生物学

キーワード： NFE2L2　HO-1　GPX4　ヘミン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　メラノーマ治療では分子標的治療薬ベムラフェニブが注目されるが、適用対象はBRAFV600E変異をもつものに
限られる。しかし日本人においてBRAFV600E変異タイプは25％以下であり、欧米人に比べ低い。本研究では、ベ
ムラフェニブが奏効しないメラノーマ細胞株につき、腫瘍細胞の浸潤抑制においてはNFE2L2とその制御下にある
下流因子HO-1が候補となること、また現在、急性ポルフィリン治療薬として実際に使用されているヘミンが、こ
れら因子を介して有意に浸潤抑制すること、また同じくNFE2L2の制御下にあるGPX4の阻害による抗腫瘍細胞効果
は、ヘミンにより増強されることを明らかにした。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 メラノーマは予後不良の固形腫瘍の一種であり、我が国でも近年患者数は増加傾向にある。
メラノーマ治療薬として近年注目されるベムラフェニブは、活性型BRAF変異タンパク質
（BRAFV600E）を標的とし、BRAFV600Eを有するメラノーマに対して強い抗腫瘍効果を認める
が、ベムラフェニブに対する薬剤耐性が比較的早期に現れることが問題として挙げられる[1][2]。
一方、その他の薬剤としてシスプラチンやダカルバジン系薬剤が用いられるが、その奏功率は
10％程度と低いとされる。これら既知の薬剤治療が奏功しない場合、多くは肺や骨へ転移がみ
られ、患者の生存率を低下させる大きな原因となっている。このように、腫瘍転移抑制は薬剤
耐性の克服と並び、治療奏功率向上のための重要な鍵となる。 
 約30％の非小細胞肺がんは、レドックス系を制御する転写因子Nuclear factor (erythroid-
drived 2)-like 2 (NFE2L2)を高発現し、高浸潤・転移を示すことが知られていたが、その具体
的な機構は長年不明であった。近年、非小細胞肺がんにおいて、NFE2L2からヘムオキシゲナ
ーゼを介しBACH1に至る転移遺伝子群の制御系（NEF2L2経路）の存在が明らかになった[3][4]。 
 申請者はこれまでに、NFE2L2をユビキチン化するKEAP1遺伝子のフレームシフト変異に
よりいくつかのメラノーマ細胞株や手術検体（約10％）において、NFE2L2が安定化している
ことを見出している[5]。 
 一方、ベムラフェニブは転写共益因子PGC1を誘導し、インテグリンを介した浸潤転移を強
力に抑制することが示されている[6]。しかし申請者は、PGC1経路により浸潤が抑制されない
メラノーマ細胞株を見出している。 
 以上から、本研究では、「NFE2L2経路に注目し、その中間因子であるヘムオキシゲナーゼ活
性を抑制もしくは細胞内ヘム量を増減する薬剤によりベムラフェニブに耐性を示すメラノー
マの浸潤・転移を抑制できるか」を主要な問いとして検討する。 

 
２．研究の目的 
 メラノーマは化学療法剤や放射線治療が効きにくい上に転移能が高く、また転移発見後の生
存率が極めて低い難治性腫瘍である[6][7]。メラノーマ治療において分子標的治療薬ベムラフェ
ニブが注目されるが、適用対象は細胞内シグナル分子に特定の変異（BRAFV600E 変異）をもつ
ものに限られる。しかし日本人において BRAFV600E 変異タイプは 25％以下であり、欧米人（約
40〜50％）に比べ低い[8][9]。また、BRAFV600E 変異をもつものであっても早期に薬剤耐性が現
れやすい[1][2]。これらはメラノーマ治療の困難性の一因となっており、新たな治療標的が望ま
れる。 
 そこで本研究の目的は、メラノーマにおける NFE2L2 経路の位置づけを明らかとするとと
もに、ベムラフェニブが奏効しないメラノーマの転移抑制に NFE2L2 経路の抑制が有効であ
るかを検討することである。 

 
３．研究の方法 
 培養細胞レベルでの基礎的知見を得るために、メラノーマ細胞株を用いて以下の方法により
検討した。①NFE2L2 経路の各因子の浸潤能獲得への関与について、NFE2L2 を iRNA 法に
より減少することで、ヘムオキシゲナーゼや BACH1 の変化をウェスタン法により評価した。
つぎに、②NFE2L2 経路の各々の因子を iRNA 法により減少した条件で、マトリゲル法により
細胞浸潤への影響を検討した。また、③ヘムオキシゲナーゼの活性を制御することで、メラノ
ーマの転移を抑制できるか、各種メラノーマ細胞株に、ヘムオキシゲナーゼ阻害剤および急性
ポルフィリン症治療薬であるヘミンを作用させ、マトリゲル法により浸潤能を解析した。さら
に、④ヘミンの細胞増殖への効果についても検討した。 

 
４．研究成果 
（１）治療標的としての NFE2L2 の有効性—細胞浸潤抑制との関係について 
 本研究ではおもに BRAFV600E 変異を有する G361 細胞株と、NRASQ61 変異を有する A７細
胞株を用いた。これら細胞株について、まずは、メラノーマの浸潤機構に関与が知られる
PGC1経路と NFE2L2 経路の関係について検討した(Fig1)。メラノーマ細胞の浸潤抑制機構
として、転写共益因子 PGC1によるインテグリンを介した機構が知られている[6]。G361 細胞
においてベムラフェニブにより PGC 1は誘導されるが、NFE2L2 の発現は逆に抑制された
(Fig1A Lane2)。一方、スルフォラファンにより、NFE2L2 は PGC1非依存的に安定化するこ
とが認められた(Fig1A Lane3)。これらは、PGC1の下流経路が NFE2L2 にクロストークし
ている可能性を示唆する。 

 
 

  
 
 



 
 
Figure 1 説明：(A) G361 細胞を 2M ベムラフ

ェニブ(vem)、10 M スルフォラファン(SUL)で
24 時間処理し、RIPA バッファーに溶解後、

PGC1、NFE2L2 をそれぞれの抗体により検出

した。(B) A7 細胞を 2 M ベムラフェニブ、また

はNFE2L2siRNAの有無の組み合わせにより24
時間処理して、RIPA バッファーに溶解後、

BACH1、NFE2L2 をそれぞれの抗体により検出

した。(*印は非特異的バンド) (C)G361 または A7
細胞を浸潤測定チャンバーに 5x105細胞入れ、10 
M ベムラフェニブの有無の条件下で、24 時間

処理し浸潤細胞を染色した。(D)A7 細胞をそれぞ

れの表記 siRNA により 24 時間処理後、浸潤測

定チャンバーに 5x105細胞入れ、さらに 24 時間

処理し浸潤細胞を染色した。 
 

 次に、NFE2L2 経路に依存的な浸潤制御機構[3][4]について検討した。A7 細胞は NFE2L2 の
分解系に関与する KEAP１遺伝子に変異があり、その結果、恒常的に NFE2L2 が安定化して
いる[5]。また、NFE2L2 の下流には転写因子 BACH1 が存在し、細胞浸潤に関与する種々の因
子の発現を制御している。A７細胞で siRNA 法により NFE2L2 の発現量を低下させると、
BACH1 の発現量が低下することが確認された(Fig1B Lane3, 4)。 
 ベムラフェニブにより誘導される PGC1は、細胞浸潤を抑制することが知られている[6]。
G361 細胞において、ベムラフェニブによる細胞浸潤の抑制が確認された(Fig1C G361)。一方、
ベムラフェニブにより PGC 1が誘導されない細胞では、細胞浸潤の抑制が認められなかっ
た(Fig1C A7)。一方、A7 細胞は siRNA 法により NFE2L2 の発現量を低下した状態では、細
胞浸潤が低下することが認められた(Fig1D)。 
 以上の結果は、BRAFV600E 変異をもたずベムラフェニブが奏効しないメラノーマにおいて、
NFE2L2 が転移抑制の治療標的となりうることを示唆する。 

 
（２）ヘミンの浸潤抑制薬としての有効性 
  

Figure 2 説明：(A) A7、G361 細胞株を 10~40 
M のヘミンで 24 時間処理し、RIPA バッファ

ーに溶解後、NFE2L2、HO-1 をそれぞれの抗体

により検出した。(*印は非特異的バンド) (B) A7、
G361 細胞株を 10 M のヘミンで 0~5 時間処理

し、RIPA バッファーに溶解後、NFE2L2、HO-
1 をそれぞれの抗体により検出した。(*印は非特

異的バンド) (C) A7細胞株を浸潤測定チャンバー

に 5x105細胞入れ、0~20 M ヘミンの存在下で、

24 時間処理し浸潤細胞を染色した。(D) (C)につ

いてランダムに４ヶ所選択し、細胞数を計測し

た。その平均値と誤差を示した。C: control, H10
と H20 はそれぞれヘミン 10, 20M を示す。

*p<0.05 
 
 
 

 細胞内の遊離ヘムはヘムオキシゲナーゼ−１(HO-1)によって代謝される一方、過剰なヘムは
BACH1 の分解系を促進することで細胞浸潤を抑制する[3][6]。本研究ではヘミンの浸潤抑制薬
としての有効性を検討するために、急性ポルフィリン症の治療薬としても利用されるヘミンで
細胞株を処理し、NFE2L2 と HO-1 の発現量を検討した。ヘミン処理により、それぞれの細胞
株において時間依存的、ヘミン用量依存的な NFE2L2 と HO-1 の発現量の増加を認めた（Fig.2 
A, B）。これは、HO-1 によりヘミンが代謝される過程で生じた活性酸素種によると予想され
る。このような条件下では、細胞浸潤は有意に抑制された(Fig.2C, D)。 
 以上の結果は、現在、急性ポルフィリン症の治療薬としても利用されるヘミンの、マラノー
マの浸潤抑制薬としての有効性を示唆する。 

  



 
（３）ヘミンの抗腫瘍薬としての有効性 
 
 Figure 3 説明：(A) A7、

A375、G361 細胞株を 10 
M のベムラフェニブで

10 日間処理し、生存細胞を

染色した。(B) A7、A375、
G361 細胞株を 1M の

ML210、2M のフェロス

タチンまたはそれらの共

存下で 10 日間処理し、生

存細胞を染色した。(C)A7
細胞株を 0~0.5 M の

ML210、または 10 M の

ヘミン共存下で 10 日間処

理し、生存細胞を染色し

た。H: ヘミン、各処理区

分: n=3 
 
 

 
 遊離ヘムは HO-1 により代謝される過程で活性酸素種を生成する。これにより HO-1 をはじ
め、NFE2L2 下流の遺伝子群が誘導される(Fig2A, B)。NEF2L2 の制御下にある他の抗酸化因
子 GPX4 は、鉄依存的な細胞膜の酸化を抑制することで腫瘍細胞の生存に寄与することが知ら
れている[10]。そこで本研究では、GPX4 が関与する経路にも注目し、細胞内のヘム量の変化が
メラノーマの生存に及ぼす効果についても検討した。 
 BRAFV600E 変異をもつメラノーマ(A375, G361)はベムラフェニブが奏効するが、変異をもた
ないメラノーマ(A7)は奏効しない(Fig3A)。一方、GPX4 は鉄依存的な細胞膜の酸化による細
胞死（フェロトーシス）を抑制することで細胞生存に寄与することが知られてる。本研究にお
いて、その阻害剤 ML210 は、A7 細胞株に対してもフェロトーシスを誘導することが確認され
た(Fig3B)。さらに、ML210 の抗腫瘍細胞効果は、ヘミンの共存下で増強されることも確認さ
れた(Fig3C)。これは、ヘミンが HO-1 により代謝される過程で生じる活性酸素が関与するも
のと予想している。 
 
 以上、ベムラフェニブが奏効しないメラノーマ細胞株において、活性酸素種の代謝機構に注
目してその治療薬開発の標的となりうる因子について解析を行ってきた。その結果、腫瘍細胞
の浸潤抑制においては NFE2L2 とその制御下にある下流因子 HO-1 が候補となること、また
現在、急性ポルフィリン治療薬として実際に使用されているヘミンが、これら因子を介して有
意に浸潤抑制することが明らかとなった。さらに、同じく NFE2L2 の制御下にある GPX4 の
阻害による抗腫瘍細胞効果は、ヘミンにより増強されることが明らかとなった。 
 これらはメラノーマ治療戦略としての NFE2L2 経路の重要性、更にはその経路を簡便に制御
しうるヘミンの有効性を示すものである。 
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