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研究成果の概要（和文）：サイレントキラーと呼ばれ国民に脅威をあたえている難治性卵巣癌の治療成績を向上させる
ためには、卵巣癌の分子生物学的特徴を明らかにし、その分子生物学的特徴にターゲットを絞った創薬が必要である。
我々はDigital Karyotypingを用いて、卵巣癌の新規増幅癌遺伝子NAC1を発見し、NAC1の機能を抑制すると卵巣癌細胞
株が死滅することを明らかにした。現在、NAC1の構造解析を基にNAC1の機能を阻害する新規リード化合物をin silico 
スクリーニングしている。また、NAC1発癌モデルマウスを樹立し、動物個体レベルにおける化合物の評価方法を確立す
る。

研究成果の概要（英文）：Ovarian cancer remains the most lethal gynecologic malignancy, largely due to the 
lack of effective chemotherapeutic agents in the setting of platinum resistant disease. Chemotherapeutic 
agents targeting critical molecular pathways hold promise for improving survival in these patients. 
Understanding the critical molecular pathways is central to the development of such agents. With digital 
karyotyping, we discovered a new amplified oncogene, NAC-1. Repression of NAC-1 induced apoptosis of 
ovarian cancer cells.NAC-1 dimerization is integral to its function. Based on the structural analysis of 
the NAC-1 BTB domain, we screened candidate inhibitors of NAC-1 dimer formation.We have begun development 
on a carcinogenic mouse model of NAC-1 in which inhibitors will be tested prior to being introduced in 
the clinical setting.

研究分野： 外科系臨床医学

キーワード： 卵巣癌　分子標的治療　がん遺伝子　遺伝子増幅
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

申請者がこれまでに行ってきた研究を

総括すると、 

 卵巣がん組織と正常卵巣上皮での遺

伝子発現を比較した結果、１６個の

BTB ファミリー遺伝子が卵巣がん組

織で有意に上昇していた。発現が亢進

していた BTB ファミリー遺伝子のう

ち、発現が最も高かったものが NAC1

（ 下 図 参 照 ） で あ っ た 。 Digital 

Karyotyping により NAC1 は増幅遺伝

子である事も同定した。（Nakayama, et 

al. PNAS, 2006）（Shih, Nakayama, et al. 

Mod Pathol., 2011） 
 

 
   
 NAC1 遺伝子の発現は、卵巣がんの悪

性度が高いものでより亢進しており、

また原発巣に比べ再発卵巣がんでは

さらに亢進していた。  
 原発巣でNAC1の高発現を認めた

症例は、認めない症例に比べ１年

以内の再発率が有意に高かった。

これらの結果、NAC1 は卵巣がん

の再発に関与しており、NAC1 の

発現が早期再発の予測マーカー

として有効であることが示唆さ

れた。また、子宮頸がんでも NAC1

の高発現は独立予後因子であり、

分子標的の可能性が示された。

（Yeasmin, Nakayama, et al. Clin. 

Cancer Res., 2008） 
 

 NAC1発現陰性細胞株にNAC1遺伝子

を安定導入すると、細胞増殖能の亢進

を認めた。またヌードマウスに NAC1

を安定導入した細胞株を皮下注する

と腫瘍形成を認めた。その腫瘍は

NAC1 タンパク質が高発現していた。

これらの結果から NAC1 は卵巣癌の

発がんに関与することが示唆された。  
 NAC1 高発現細胞株に BEN 領域を含

む C 末端を欠損した変異型 NAC1 遺

伝子導入するとアポトーシスが誘導

された。NAC1 高発現細胞株に siRNA

を投与し NAC1 遺伝子の発現を抑制

するとアポトーシスが誘導された。  
 NAC1 を強制発現させた細胞株に

おいて遺伝子レベルが低下する遺

伝子群をマイクロアレイ法により

検討し、NAC1 の下流の遺伝子と

して GADD45GIP1 を同定した。

GADD45GIP1 はアポトーシスを誘

導し、NAC1 は GADD45GIP1 遺伝

子の転写を抑制的に制御している

と 考 え ら れ た 。（Nakayama, et al. 

Cancer Res., 2007）  
 卵巣がんにおいて現行化学療法の

第一選択剤であるタキソールに抵

抗性を示す卵巣がん細胞株では、

タキソール感受性細胞株と比較し

て有意に NAC1 が高発現していた。

また、siRNA 投与により NAC1 遺

伝子の発現を抑制するとタキソール

に 対 す る 感 受 性 が 回 復 し た 。

（ Ishibashi, Nakayama ,et al. Clin. 

Cancer Res., 2008） 
 
平成２１年度より島根大学 重点研究プ
ロジェクトのサポートを受け、共同研究
マッチングにより、産科婦人科学講座と
病態生化学講座（浦野 健 教授）との共
同研究を開始した 

 

２．研究の目的 

1) NAC1 の機能を阻害する新規リード

化合物を in silico スクリーニングする。 

2) 細胞レベルで NAC1 の機能を抑制す

るリード化合物の絞り込みを行う。 

3) NAC1 発がんモデルマウスを樹立し、

動物個体レベルにおける化合物の評価

方法を確立する。 

３．研究の方法 

１） NAC1 の構造解析（横浜市立大学 朴

三用教授との共同研究で進行中） 

His タグ-TEV 認識部位を有する融合タ

ンパク質として NAC1 タンパク質の全長

（1-527）、N 末端（1-250）および C 末端

（251-527）を大腸菌から大量精製し、

TEV 酵素により切断後、構造解析を行う。

結晶安定化のため、全長および C 末端に

関しては、申請者が同定した結合 DNA 配

列と、あるいはモノクローナル抗体（樹立

したモノクローナル抗体はすべて C 末端

を認識）と共結晶化して構造解析する。 

２）NAC1 の下流遺伝子群の網羅的解析 

開発した NAC1阻害剤の副作用予測、治 

療効果の予測などのため、申請者らが

作成した抗 NAC1モノクローナル抗体を

用いて染色体免疫沈降後次世代シーク



エンサー解析を行い、NAC1 が制御して

いる下流遺伝子を網羅的に検索する。 

３）in silico スクリーニング（産業技術総

合研究所 広川貴次チームリーダーとの

共同研究） 

NAC1 の構造解析のデータを基に、広川

博士が開発したアルゴリズムを用いて、

スーパーコンピューター（日立）を利用し

た in silico スクリーニングを行う。昨年

夏にヒト NAC1(1-124)の構造解析（PDB 

3GA1）が他の研究者から報告された。こ

の情報を基に、先行してスクリーニング

を行う。 
 

平成 25 年度以降 

１）in silico スクリーニング（産業技術総

合研究所 広川貴次チームリーダーとの

共同研究） 

NAC1 の構造解析のデータを基に、さら

に in silico スクリーニングを行う。 

２）細胞アッセイ系による検証（本学 浦

野 健教授との共同研究） 

 NAC1 の細胞内動

態観察中に、NAC1

のある点突然変異

体が核内でドット

状となることに気

付いた（右図参照、

白黒反転させてい

る）。詳細に検討し

た結果、動的な構造

体で NAC1 の二量 

体化を阻害すると

構造体が消失する

ことが判明した。す

なわち、この変異体

を有する細胞株を

用いれば、機能発現

に必須であるNAC1

の二量体化の阻害

を可視化できる。 
 
４．研究成果 

１．NAC1のホモダイマー阻害 

ホモニ量体で機能する NAC1 の、ダイマ

ー形成を阻害することで、NAC1の機能を抑

制出来ることを発見した。さらに、ダイマー

形成ドメインである BTB ドメイン内の、ホ

モダイマー形成に最も重要なアミノ酸を同

定した（図１）。このアミノ酸をアラニンに

置換したものではホモダイマー形成が完全

に阻害されることから、このアミノ酸残基

をターゲットとした創薬開発を進めている。 

 

２．NAC1の核移行シグナルの阻害 

また、新たな創薬のストラテジーとして、

NAC1の核移行シグナルに着目した。NAC1に

は種を超えて核移行シグナル (NLS) が存

在し、NLS依存的に核移行することを発見し

た(図 2)。さらに NAC1の機能発現が核移行

に依存していることも発見した。内在性の

NAC1を siRNA処理すると GADD45GIP1 の発

現が見られるが、siRNA 耐性の NAC1 を遺

伝子導入し、NAC1 siRNA で処理しても、

GADD45GIP1 発現は見られず、NAC1の機

能はレスキューされた。さらに、siRNA

耐性でかつ核移行シグナルに変異を入れた

NAC1は、siRNAによる内在性 NAC1の機能阻

害をレスキューできなかった(図 3)。即ち、

核移行シグナルの変異体 NAC1 は核移行が

出来ず、下流遺伝子である GADD45GIP1 の

発現を抑制できなかった。以上の結果

より NAC1の核移行シグナル阻害は創薬

へ繋がる可能性が示された。 



 

 

３．NAC1の DNA結合阻害 

NAC1 タンパク質は、2008 年にコンピュ

ータ解析により同定された機能未知のドメ

イン、BENドメインを有する。試験管内結合

実 験 に よ

り、BENドメインを介して NAC1タンパクは

直接 DNAと結合することを証明した。PCRを

利用したランダムオリゴ DNA 結合スクリー

ニング法により、NAC1が BENドメイン特異

的に認識する塩基配列を決定した。この DNA

配列は GADD45GIP1 遺伝子のプロモータ

ー領域に４カ所存在した。試験管内結合

実験により NAC1タンパクは BENドメインを

介して GADD45GIP1 遺伝子のプロモータ

ー配列に直接結合する事を発見した。

現在、BEN ドメインについては構造解析中

であり、その結果を基に DNA 結合能を阻害

する低分子化合物のスクリーニングを予定

している。 
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