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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、乳癌幹細胞維持に関わる NFκB 標的遺伝子の特定と乳癌細胞株におけるタンパク

質キナーゼ NIK 恒常的活性化機構の解析を行った。前者の解析では、乳癌幹細胞維持に関わる

NFκB 標的遺伝子として NOTCH リガンドの一つである JAG1 を同定した。後者の解析では、プロ

テオーム解析により NIK の活性化を促進する新規タンパク質としてユビキチン化修飾酵素 A20

を同定した。以上より、JAG1 や A20 が乳癌の新規治療標的になる可能性が見いだされた。	 

 
研究成果の概要（英文）：	 

In	 this	 study,	 we	 analyzed	 NFκB	 target	 genes	 that	 leads	 to	 maintenance	 of	 breast	 

cancer	 stem	 cells	 and	 molecular	 mechanisms	 that	 leads	 to	 constitutive	 activation	 of	 

a	 protein	 kinase	 NIK.	 We	 found	 that	 NFκB	 induces	 maintenance	 of	 the	 breast	 cancer	 

stem	 cells	 through	 expression	 of	 JAG1,	 a	 NOTCH	 receptor	 ligand.	 We	 also	 found	 that	 

an	 ubiquitin-editing	 enzyme	 A20	 promotes	 stabilization	 and	 activation	 of	 NIK	 in	 

breast	 cancer	 cells.	 These	 results	 suggest	 that	 JAG1	 and	 A20	 may	 be	 new	 therapeutic	 

targets	 for	 the	 malignant	 type	 of	 breast	 cancer.	 
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１．研究開始当初の背景	 

	 NFκB は様々な癌細胞において恒常的に活

性化し細胞増殖や転移・浸潤、血管新生など

に関わる様々な遺伝子の発現を誘導して癌

の悪性化をもたらす。従って NFκB は抗癌剤

の格好の標的であるが、NFκB 阻害剤の開発

は難航していること、および NFκB は免疫制

御や骨代謝制御などの多様な生理機能を有

することから、癌細胞において NFκB 恒常的

活性化を導く上流のタンパク質や癌の悪性

化に関わる標的遺伝子に対する阻害剤の開

発が必要とされている。そこで我々は、ヒト

癌細胞株を用いて NFκB恒常的活性化の分子

機構と標的遺伝子の解析を行ってきた。	 

	 これまでに我々は、乳癌や膵癌などのヒト

癌細胞株 125 種を収集し、各株の NFκB 活性

をゲルシフト法にて定量化したデータベー

スを作成した。私は 35 種の乳癌細胞株を担
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当し、高悪性乳癌細胞において特異的に NF

κB が恒常的に活性化していることを明らか

にした。さらに、これらの乳癌細胞株ではエ

ピジェネティックな機構により NIK 遺伝子が

過剰発現し NFκB恒常的活性化を導いている

こと、この NFκB 恒常的活性化は細胞増殖に

必要な役割を果たしていることを明らかに

した。	 

	 興味深いことに、高悪性乳癌細胞は、乳癌

幹細胞（表面マーカーの発現が CD24-/CD44+

の細胞集団）を多く含むことが報告されてい

る。そこで、これらの癌細胞株における NF

κB 恒常的活性化の度合いと乳癌幹細胞の割

合の比較を行ったところ、両者に正の相関が

あることがわかった。NFκB 活性化を誘導す

るタンパク質キナーゼの NIK や IKKβの過剰

発現によりこれらの株の NFκB活性化を増強

させると、乳癌幹細胞の割合が増加した。一

方、NFκB 抑制因子の IκBαの過剰発現によ

り NFκB を抑制すると、乳癌幹細胞の割合は

減少した。表面マーカー発現にて検出した乳

癌幹細胞の割合は、スフィア形成能や

NOD/scid マウスへの造腫瘍活性とも正の相

関があり、確かに乳癌幹細胞が増減している

ことが機能的にも確かめられた。以上のこと

から、NFκB の活性化が乳癌幹細胞の維持に

寄与していることが考えられた。次に、乳癌

幹細胞において NFκBが強く活性化している

と予想し、フローサイトメーターにて乳癌幹

細胞画分と非幹細胞画分を分離してゲルシ

フト法にて NFκB 活性の比較を行った。しか

し、予想に反して両者の間に明確な差は認め

られなかった。そこで、周りの細胞の NFκB

活性化が乳癌幹細胞の維持に寄与している

と考え、NFκB 活性化を調節した株に少量の

GFP 標識した株を混合し、GFP 標識した株の

乳癌幹細胞の増減を調べた。すると、IKKβ

発現にて NFκB活性化を増強した株と混合す

ることにより GFP 標識した株の乳癌幹細胞が

増加し、一方 IκBα発現にて NFκB 活性化を

抑制した株との混合では GFP 標識した株の乳

癌幹細胞が減少することがわかった。以上の

結果から、NFκB は乳癌幹細胞において強く

活性化しているのではなく、周りの細胞の NF

κB 標的遺伝子が乳癌幹細胞に作用してその

維持に働いていると考えられた（図１）。	 

 
２．研究の目的 
	 上記の結果より、NIK 依存的に恒常的活性

化を示す NFκBシグナルとその標的遺伝子が

乳癌幹細胞維持に寄与しており、これらやこ

れらの制御因子が乳癌の治療標的になるこ

とが示された。そこで、戦略１：乳癌幹細胞

の維持に関わる NFκB 標的遺伝子の探索と、

戦略２：NFκB 恒常的活性化に関わる NIK 活

性化の制御機構の解析を進めることにより、

NFκB による乳癌幹細胞維持の分子機構解明

を進め乳癌治療の新たな治療標的分子を同

定することを目的とした。 
 
３．研究の方法	 

	 戦略１では乳癌幹細胞の維持に関わる NF

κB 標的遺伝子を同定する。IKKβ発現による

NFκB 活性化にて発現誘導される遺伝子、お

よびIκBα発現によるNFκB抑制にて発現低

下する遺伝子をマイクロアレイ解析にて特

定し、これらの遺伝子の中から過剰発現や

RNAi にて乳癌幹細胞が増加もしくは減少す

る遺伝子を同定する。フローサイトメーター

にて乳癌幹細胞画分を分離し、特定した遺伝

子によるシグナル伝達系が確かに乳癌幹細

胞において特異的に活性化していることを

確かめる。戦略２では、乳癌細胞株における

NIK の過剰発現機構や活性化機構の詳細な解

析を進める。これまでの解析で乳癌細胞株で

は NIK の遺伝子レベルの過剰発現が NIK の機

能亢進と NFκB恒常的活性化の一因となって

いることを明らかにした。しかし、NIK 遺伝

子の過剰発現がどの転写因子・シグナル伝達

系によって促進されているのかは明らかに

なっておらず、これらを解明する必要がある。

また、NIK は活性化の際にタンパク質分解が

抑制されて安定化し、自己リン酸化により活

性化するという興味深い性質をもつが、NIK

の分解・安定化や活性化の制御機構にはまだ

不明な点が多く、これらの破綻が NIK の活性

化亢進に繋がっている可能性も考えられる。

従って、プロテオームにより NIK 結合因子を

解析し、NIK の分解・安定化や活性化の制御

機構の全貌を明らかにする。	 

	 具体的な方法としては、戦略１では、まず、

NFκB 活性化や抑制を誘導した高悪性乳癌細

胞株のアレイ解析を行い、NFκB 標的遺伝子

リストを作成する。次に、フローサイトメー

ターにて乳癌幹細胞（CD24-/CD44+）を分離

してアレイ解析を行い、乳癌幹細胞にて特異



 

 

的に活性化しているシグナル伝達系を特定

する。特定したシグナル伝達系を参考にして、

NFκB 標的遺伝子リストの中から過剰発現や

発現抑制にて乳癌幹細胞が増加や減少する

遺伝子を特定する。戦略２では、NIK 遺伝

子のプロモーター解析とプロテオーム解析

による結合因子探索を行う。プロモーター

解析では、レポーター解析により転写に必

要な領域を特定し、転写因子結合配列を調

べて NIK 遺伝子の発現に関わる転写因子を

同定する。プロテオーム解析では高純度な

複合体解析が可能な Tandem	 affinity	 

purification	 (TAP)法を行う。	 

	 

４．研究成果	 

	 戦略１においては、乳癌幹細胞維持に関わ

る NFκB 標的遺伝子として NOTCH リガンドの

一つである JAG1 を同定した。マイクロアレ

イ解析から、NFκB 活性化と発現量に相関の

ある遺伝子群を同定し、この中に乳癌幹細胞

維持に関わることが知られた NOTCH シグナル

のリガンドである JAG1 を見いだしたため解

析を進めた。実際に JAG1 の mRNA,	 タンパク

質発現を解析すると、NFκB 恒常的活性化レ

ベル並びにサイトカイン刺激による NFκB活

性化レベルと正の相関が認められた。乳癌細

胞の NFκB	 を遺伝子導入やサイトカイン刺

激により上昇させると乳癌幹細胞の割合が

増加することを見いだしていたが、JAG1 の発

現抑制によりこの増加は顕著に抑制された。

また、NOTCH 阻害薬の添加によっても同様に

抑制された。乳癌幹細胞を精製して NOTCH シ

グナルの標的遺伝子発現を解析すると、確か

にこのシグナル系の標的遺伝子が高く発現

しており、それが NFκB 活性化によって上昇

した。乳癌組織の構成細胞である繊維芽細胞

やマクロファージにサイトカイン刺激を加

えて NFκB を活性化させると、乳癌細胞と同

様に JAG1 発現が増加した。このことから、

乳癌細胞やそれを取り巻く正常細胞群の NF

κB が活性化されると、JAG1 の発現が増加し

て NOTCH シグナルが活性化し乳癌幹細胞の増

加に寄与すると考えられた。	 

	 戦略２においては、プロテオーム解析によ

り NIK の活性化を促進する新規タンパク質と

してユビキチン化修飾酵素 A20 を同定した。

A20 は NIK 活性化乳癌細胞株において高く発

現しており、RNAi ノックダウンにて発現を抑

制すると NIK 恒常的活性化は抑制され、さら

に NFκB の活性化も低下した。ノックダウン

細胞では細胞増殖が低下し、さらに抗癌剤耐

性も下がっていた。A20 遺伝子を欠損するマ

ウス繊維芽細胞を用いて NIK 活性化を導くサ

イトカイン刺激を行うと、NIK の活性化が顕

著に減弱した。従って、このタンパク質は乳

癌細胞のみならず、正常細胞においても NIK

活性化を促進する重要因子であると考えら

れた。A20 は脱ユビキチン化活性とユビキチ

ンリガーゼ活性の異なる酵素活性を有する

が、NIK の活性化にはその酵素活性は必要な

いことも明らかにした。詳細な機能解析の結

果、A20 は NIK の分解を誘導するユビキチン

E3リガーゼcIAP1の制御を介してNIKを安定

化していることも見いだした。A20 と cIAP1

との結合は、A20 の C 末端の Zinc	 finger も

チーフを介しており、既知の酵素活性を担う

領域とは異なっていることも明らかにした

（図２）。現在、A20 が cIAP1 を制御する分子

機構について in	 vitro 再構築系などを用い

て詳細な解析を進めている。	 

	 NIK プロモーター解析も進めており、転写

開始点近傍に転写活性化に重要な領域があ

ることを突き止めた。現在、in	 silico 解析

にてその領域に結合配列を持つ転写因子を

特定しており、過剰発現やノックダウン解析

を行っているところである。今後、Chip アッ

セイなども行って、NIK 遺伝子発現に関わる

転写因子を特定する予定である。	 

	 以上より、本研究によって、JAG1 や A20 が

乳癌の新規治療標的になる可能性が示され

た。JAG1 は細胞外タンパク質であり、抗体医

薬の開発が可能である。従って、今後は JAG1

と NOTCH 受容体の結合を阻害するモノクロー

ナル抗体を作製し、この抗体を用いて乳癌幹

細胞を抑制できるかどうか検討する予定で

ある。また、A20 は cIAP1 を抑制して NIK 安

定化を導くことから A20 と cIAP1 の結合を抑

制する低分子化合物は NIK-NFκB経路を抑制

できると予想される。タンパク質間相互作用

を抑制する低分子化合物開発は一般的には

困難とされているが、Birecore など分子間相

互作用解析装置を用いた開発も進められて

おり、必ずしも不可能ではない。既に A20 と
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cIAP1 の大腸菌リコンビナントタンパク質作

製系は構築しているため、今後はこれらを用

いて A20 と cIAP1 の結合阻害薬についても開

発を進めたいと考えている。	 
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