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研究成果の概要（和文）：　本研究の目的は、膵臓ガンにおいて転写因子NRF3が乳酸産生を誘導する可能性を解
析し、その阻害が与えるT細胞への影響を解明し、免疫チェックポイント阻害療法を奏功させる新たな治療法を
開発する点にあった。しかしながら今回、残念ながら膵臓がんにおける乳酸合成酵素LDHAの発現において、NRF3
は転写誘導するが、タンパク質レベルの発現は増加させないことがわかった。これはLDHAタンパク質自体が正常
時から高発現しているためと考察した。その代わり、膵臓がんの増殖にNRF3がきわめて重要な機能をもつことを
発見した。この予想外の結果は、NRF3が難治性である膵臓がんの新たな治療ターゲットになることを意味する。

研究成果の概要（英文）：The objective of this investigation was to examine the plausibility of the 
transcription factor NRF3's capacity to promote lactate production in pancreatic cancer, explore the
 impact of its suppression on T cells, and develop a novel treatment approach to address immune 
checkpoint inhibition therapy. Unfortunately, our findings have demonstrated that NRF3 enhances the 
mRNA expression but fails to augment the protein-level expression of the lactate synthase LDHA in 
pancreatic cancer. This is because of the substantial expression of the LDHA protein in normal 
cells. Instead, our study has uncovered a critical role of NRF3 in pancreatic cancer growth. This 
unexpected outcome implies that NRF3 could serve as a fresh therapeutic target for refractory 
pancreatic cancer.

研究分野：腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　医学の発展により、がんは早期発見されれば治療できる疾患になりつつあるが、膵臓がんは未だに５年生存率
が10％を切り、難治性のままに至っている。したがって膵臓がんの克服は喫緊の課題になっている。膵臓がんが
難治性である要因の1つに、奏功する抗がん剤が少ない点にある。したがって本研究成果は、膵臓がんの新たな
治療ターゲット候補として、NRF3が有用であることを意味する。NRF3の転写因子としての活性はタンパク質切断
酵素DDI2により制御されていることから、DDI2阻害剤はNRF3の阻害を介した膵がん治療薬につながる可能性が期
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。
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１．研究開始当初の背景 
本研究の目的は、膵臓ガンの乳酸産生メカニズムを解明し、その阻害が与える T細胞への影響

を解明することで、免疫チェックポイント阻害療法を奏功させる新たな治療法を開発する点に
ある。ノーベル生理学医学賞を授与された免疫チェックポイント阻害療法（以後、ガン免疫療法
とよぶ）はガン治療に革命をもたらしたが、奏功しないガンも多い。例えば、膵臓ガンは大量に
乳酸を分泌することで攻撃してきた T 細胞や NK 細胞等を不活化するため、同治療法が奏功しな
い（Brand A (2016) Cell Metabolism）。したがって膵臓ガンの乳酸産生メカニズムを解明し、
これを阻害する薬剤を開発すればガン免疫療法の膵臓ガン治療効果を高めるはずである。しか
し現時点では、そのような薬剤はまだ開発できていない。 
 
２．研究の目的 
我々は、膵臓がんにおける乳酸合成酵素 LDHA の発現誘導が転写因子 NRF3 により制御されて

いる可能性を見出した。そこで本研究では、そのメカニズムを詳細に解明し、NRF3 の阻害によ
る T 細胞を再活性化するという、膵臓ガン治療におけるガン免疫療法の問題点を克服すること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）培養細胞レベルの解析 
膵臓がん細胞における NRF3 の機能を解明するために、ヒト膵臓がん由来 PANC-1 細胞を培養

し、NRF3 標的遺伝子の発現をマクロアレイ解析、RT-qPCR、ウエスタンブロットで測定した。ま
た同細胞の NRF3 をノックダウンさせた細胞株を樹立した。 
 

（２）免疫不全マウスへの異種移植実験 
 膵臓がんにおける NRF3 の機能をマウス個体レベルで検証するために、上述した NRF3 ノック
ダウン PANC-1 細胞を免疫不全マウスの膵尾に移植した。形成された腫瘍を組織学的に解析した。 
 
４．研究成果 
（１）NRF3 による LDHA 遺伝子発現制御機構 
 ヒト膵臓がん由来 PANC1 細胞において siRNA で NRF3 をノックダウンしたことで、発現低下す
る遺伝子をマイクロアレイ解析で網羅的に同定した。その結果、乳酸合成酵素 LDHA の発現が低
下することを見出した。発現変動解析の定量性をあげるためにリアルタイム PCR も行い、およそ
半分以下に低下することを確認した。しかしながらNRF3ノックダウンしても、残念なことにLDHA
タンパク質の量に顕著な変動はなかった。考察するに、LDHA は細胞の代謝に重要な機能をもつ
タンパク質であることから、細胞内に非常に大量にタンパク質が発現しており、またタンパク質
としても比較的安定であるために、NRF3 ノックダウンにより LDHA mRNA が低下しても、LDHA タ
ンパク質の量の変動には至らないと考えた。この考察は、膵臓がん細胞が LDHA 誘導による大量
な乳酸の分泌を介して、T細胞などの免疫細胞を疲弊させ攻撃を回避しているという論文（Brand 
A (2016) Cell Metabolism）の知見とは食い違う。その要因はまったく不明であるが、本仮説は
反証されたため、このプロジェクトを中止した。 
 
（２）NRF3 阻害剤である HIV治療薬のドラッグリポジショニング 
 近年、我々は NRF3 が腫瘍増大ならびに悪性化に関わることを報告している(Kobayashi A. 
(2021) Cancers)。したがって NRF3 の機能阻害は、新たながん治療につながる可能性が高い。
NRF3 は通常小胞体にアンカーされ、さらに小胞体関連タンパク質分解機構 ERAD によりタンパク
質分解されている。そして、まだ未同定であるが生体の NRF3 活性化シグナルにより、NRF3 はタ
ンパク質切断酵素 DDI2 による切断を受けることで一連の抑制機構を回避し、様々な遺伝子を発
現誘導し、腫瘍増大・悪性化をもたらす。ここで DDI2 の阻害剤としては、HIV プロテアーゼ阻
害剤である同疾患の治療薬である nelfinavir が利用可能である。なぜなら DDI2 と HIV プロテ
アーゼの触媒ドメインは相同性が高いため、nelfinavir は DDI2 のタンパク質切断活性を阻害す
る。したがって nelfinavir は NRF3 を抑制することが強く期待される。実際、メラノーマ細胞に
おいて、nelfinavir は NRF3 によるメラニン産生を抑制することを我々は見出している（Waku T. 
(2023) Cell reports）。これは HIV治療薬から NRF3 が作用するがんに対する治療薬というドラ
ッグリポジショニングに当たる。 
  そこで nelfinavir添加により、膵臓がんにおける NRF3 の機能阻害が可能か検証した。しかし
ながら、nelfinavir投与により NRF3 タンパク質の抑制が確認できたが、予想外に膵臓がん細胞
における NRF3 標的遺伝子の１つである CTGF 等の発現は低下しなかった。さらに NRF3 による浸
潤能の抑制も観察できなかった。この結果は、おそらく nelfinavir投与により NRF3 は抑制され
るが、関連因子であるNRF2が活性化し、NRF3の機能低下をレスキューする可能性が考えられた。
よって、このプロジェクトに関してもここで中止した。 



 
（３）NRF3 による膵臓の腫瘍悪性化機構の解明 
 以上の実験（１）、（２）の結果から研究プロジェクトの方向性を再考し、NRF3 による膵臓の
腫瘍悪性化機構の解析にフォーカスを絞った。 
まず NRF3 による膵臓の腫瘍悪性化を in vivo で証明するために、NRF3 ノックダウンさせた膵

臓がん細胞を免疫不全マ
ウスの膵尾に移植する実
験を行った。移植細胞と
して、恒常的 NRF3 ノック
ダウンPANC-1細胞 (図１
左、shNRF3 PANC-1 #1,2) 
を樹立した。上記細胞に
おいて、NRF3 とその下流
遺伝子であるCTGFのmRNA
およびタンパク質の発現
が、コントロール細胞 
(shCtrl PANC-1) と比較
して有意に低下している
ことを確認した。さらに
NRF3 ノックダウン細胞の
細胞増殖能について測定
した結果、増殖能に影響がないことを確かめた。以上の結果から、in vitro の通常培養では NRF3
ノックダウンは PANC-1 細胞の増殖に影響を与えないことを見出した。 
次に、同細胞を免疫不全マウスの膵尾へ移植した。移植７週間後に解析した結果、予想外にも
腫瘍が増大しないことを発見した（図１右）。そこで、移植組織を組織学的に解析した結果、や
はり NRF3 ノックダウン PANC-1 細胞の腫瘍は増大していないことを確認した。さらに shCtrl 
PANC-1 由来の腫瘍周辺はマッソントリクローム染色において顕著に陽性になり、線維化が亢進
するのに対して、NRF3 ノックダウン PANC-1 細胞では顕著な線維化を確認できなかった。ここで
重要な点は、上述したように、NRF3 ノックダウン PANC-1 細胞は、通常培養では増殖するが、免
疫不全マウスへの移植では腫瘍が形成されなかったことである。すなわち本結果は、NRF3 は膵
臓がんにおける腫瘍微小環境中の増大メカニズムに関わることを強く意味する。 
 
（４）NRF3-CTGF経路による膵臓がん細胞の浸潤・遊走能の活性化 
次に NRF3 による膵臓の腫瘍悪性化機構の分子メカニズムを解明するために、NRF3 標的遺伝子

を同定するマイクロアレイ解析を行った。具体的には、PANC-1 細胞において siRNA で NRF3 をノ
ックダウンさせた時の遺伝子発現変動を解析した。その結果、結合組織成長因子 CTGF が NRF3 標
的遺伝子である可能性を見出した。そこで RT-qPCR、ウエスタンブロッティングそしてクロマチ
ン免疫沈降実験により、NRF3 が膵臓がん細胞の CTGF 遺伝子を直接的に発現誘導することを明ら
かにした。次に、CTGF は癌細胞の増殖とともに、浸潤・遊走能を高めることが知られているた
めに、スクラッチおよびトランスウェルアッセイにおいて、NRF3 が CTGF を介して膵臓がん細胞
の遊走・浸潤能を亢進することを見出した（図２）。最後に、NRF3 により誘導された CTGF がオ
ートクライン的に膵臓がん細胞自身に作用しているのか検証するために、CTGF の代表的な下流
因子である ERK をウエスタンブロッティングにより検出した。その結果、活性化の指標となる
ERK のリン酸化（p-ERK）が NRF3 ノックダウン
により減少し、この減少は CTGF 発現ベクター
との co-transfection によりレスキューでき
た。したがって、膵臓がん細胞において NRF3 は
CTGF を介して ERK を活性化させることを見出
した。さらに、NRF3-CTGF経路が発現誘導する
浸潤関連遺伝子についても検討した。CTGF は
ERKを介してMMP-2の発現量を上昇させること
で、浸潤能を亢進させるという報告がある。そ
こで、NRF3 ノックダウン条件下での MMP-2 の
mRNA 量を RT-qPCR にて解析した。その結果、
MMP-2の mRNA発現量の有意な低下を見出した。
以上の結果より、本研究では膵臓がん細胞にお
いて NRF3 が CTGF の発現誘導を介して ERK を
活性化させ、MMP-2 の発現量を上昇させること
で、浸潤能を亢進させる可能性が高いと結論づ
けた。 
 

 
図１ 膵臓の腫瘍増大に関わる転写因子NRF3 5
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図２ NRF3-CTGF経路による 
    膵臓がん細胞の浸潤能亢進 
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