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研究成果の概要（和文）：近年肺がんなどの固形癌においてNrf2の機能亢進が報告されており、癌の悪性化に貢献して
いることが知られている。また、癌細胞において特異的にNrf2の機能を阻害することはがんの治療にきわめて有効であ
ると期待されているが、Nrf2が核局在タンパク質であることから創薬の標的として難易度が高いと考えられ、その阻害
剤の開発は全く進んでいない。そこで本研究ではハイスループットスクリーニングを行い、Nrf2の阻害剤スクリーニン
グを行いヒット化合物候補として数十種類の化合物まで絞り込むことに成功した。

研究成果の概要（英文）：Recently it is reported that Nrf2 play an important role for cancer malignancy. 
So it is thought that the inhibitor of Nrf2 is effective for cancer therapy. In this study we tried to 
screening for the inhibitor of Nrf2. And we succeeded to get the many kinds of inhibitor of Nrf2.

研究分野： 腫瘍内科

キーワード： 癌　発現制御　薬学
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１．研究開始当初の背景 
NF-E2-related factor 2 (NRF2)は、塩基性

ロイシンジッパー構造を持つ転写因子であ

り、Keap1-Nrf2 制御系は細胞の酸化スト

レス応答に重要な役割を果たしていること

が知られている。通常 Nrf2 は Keap1 によ

り抑制された状態にあり、細胞の内外から

親電子性物質や活性酸素などの酸化ストレ

スが加わった際に活性化されることが知ら

れている。近年肺癌などの固形腫瘍におい

て、NRF2 の機能亢進が報告され、癌の悪

性化に貢献していることが知られている。

NRF2 陽性の症例では極めて予後が不良で

あることが複数の施設から報告されている。

その原因として NRF2 は癌の放射線耐性

の増強に加え、ペントースリン酸経路の酵

素遺伝子や、NADPH 産生に関与する酵素

の遺伝子を直接的に活性化することで、細

胞増殖を促進することが明らかとなってい

る(図 1)。癌細胞において特異的に Nrf2 の

機能を阻害することは、がんの治療に極め

て有効であると期待されている。一方 Nrf2

は核局在タンパク質であり、創薬の標的と

しては難易度が高いとされており、Nrf2 阻

害剤の開発は全く進んでいない。 
 
２．研究の目的 
癌は我が国の死亡原因第一位である。消化器

癌はその大半を占め、その根治は国民的喫緊

の課題である。癌医療改善の加速施策に資す

るために、固形癌細胞の悪性度を決定する

Nrf2 及び Nrf2 が直接関与する標的代謝酵素

を標的とする効率の良い阻害部位及び阻害

剤研究開発を目的とする。Nrf2 と代謝に関す

る報告はこれまで多数あるが、癌細胞代謝マ

スター遺伝子 Nrf2 とそれが制御する下流の

代謝酵素を含めた阻害による癌のメタボリ

ックリプログラミング及び阻害剤のハイス

ループットスクリーニングは世界初である。 

癌幹細胞のメタボリックリプログラミング

により癌の悪性度を低下させることは世界

初。本研究終了後には癌幹細胞の悪性度合い

を決定する代謝メカニズムが解明されるだ

けでなく、Nrf2 及びその下流酵素制御により

代謝をリプログラミングすることで根絶す

るというこれまでに無かった全く新しい治

療法の開発にもつながる。 
 
３．研究の方法 
①効果的阻害部位の検討 

Nrf2 はペントースリン酸経路の酵素遺伝子

や、NADPH 産生に関与する酵素の遺伝子を直

接的に活性化することが知られており、癌の

悪性度に関わる因子として注目されている。

しかし、Nrf2 が活性化す様々な代謝経路のど

こが癌の悪質形質に関与するのかは未知で

ある。そこで、Nrf2 が活性化する各種代謝関

連酵素を一つずつ阻害し、Proliferation ア

ッセイ、MTT アッセイ、Invasion アッセイま

た、FACS で癌幹細胞を含む画分(CD44+, 

ALDH+)の増減をみることで癌細胞への影響

を見る。これらの結果から効果的な阻害部位

のセットを決定した。 

②阻害による癌幹細胞の挙動の検討 

癌幹細胞を含む画分(CD44+, ALDH+)の細胞の

①で決定した部位を阻害しメタボローム解

析等を用いて癌幹細胞の代謝機構の変化を

確認した。 

③阻害剤のハイスループットスクリーニン

グ 

低分子化合物ライブラリー(約 6万種)を用い

て Tm シ フ ト ア ッ セ イ (Differential 

Scanning Fluorimeter)を行う。しかし、Tm

シフトアッセイのみでは目的以外の化合物

がヒットしてくる可能性があるため、2nd ス

クリーニングとして蛍光法(FEBS Journal 

2012)また、APADH 定量法を用いて IC50 が一

桁μM オーダーになる化合物のスクリーニン

グを行う。 

④同定した新規阻害剤の効果確認(in vitro) 

ハイスループットスクリーニングにより同

定した阻害剤を大腸癌細胞株培養培地へ添



加し、Proliferation アッセイ、MTT アッセ

イ、Invasion アッセイを行い、阻害剤の癌細

胞への効果を確認する。また、メタボローム

解析を行うことで同定した阻害剤の代謝へ

の影響を確認する。 

⑤阻害剤の効果確認(in vivo) 

患者由来転移性大腸癌細胞をマウス生体内

へ移植し、その後阻害剤をマウスへ投与する

ことで、腫瘍への影響をみる(造腫瘍能の確

認)。副作用の確認として、各種マウス正常

組織を組織切片、メタボローム解析等で確認

する。 

 

４．研究成果 

Nrf2 を過剰発現又はノックダウンした大腸

がん細胞株を用いてメタボローム解析を行

い Nrf2 活性化時に活発に動く代謝経路の同

定を行った。結果 Nrf2 を過剰発現した細胞

に比べて Nrf2 ノックダウン細胞ではグルタ

ミン代謝系、TCA サイクル、ペントースリン

酸経路などの代謝経路へ大きな影響を及ぼ

すことが明らかとなった。また、Nrf2 をノッ

クダウンした大腸がん細胞株では増殖能の

低下、浸潤能の低下、薬剤への感受性の増加、

アポトーシス細胞の増加が認められ、癌の悪

性形質の減弱につながることが明らかとな

った。次に siRNA を用いて本研究により明ら

かとなったグルタミン代謝系、TCA サイクル、

ペントースリン酸経路を担う各種代謝酵素

のノックダウン実験を行った。それぞれの代

謝酵素をノックダウンした細胞を用いて細

胞増職能、浸潤能、抗癌剤感受性などへの影

響を確認した。その結果グルタミン代謝系酵

素をノックダウンした細胞で顕著に増殖能

の低下、浸潤能の低下、薬剤への感受性の増

加が認められた。また、低分子化合物ライブ

ラリー(約 6 万種)を用いて Tm シフトアッセ

イ(Differential Scanning Fluorimeter)を

行った。しかし、Tm シフトアッセイのみでは

目的以外の化合物がヒットしてくる可能性

があったため、2nd スクリーニングとして蛍

光法(FEBS Journal 2012)また、APADH 定量法

を用いてIC50が一桁μMオーダーになる化合

物のスクリーニングを行った。結果として本

研究ではハイスループットスクリーニング

を行い、Nrf2 の阻害剤スクリーニングを行い

ヒット化合物候補として数十種類の化合物

まで絞り込むことに成功した。このハイスル

ープットスクリーニングにより同定した阻

害剤を大腸癌細胞株培養培地へ添加し、

Proliferation アッセイ、MTT アッセイ、

Invasion アッセイを行い、阻害剤の癌細胞へ

の効果を確認した。その結果阻害剤を加えた

群において優位に増殖能の低下、浸潤能の低

下が認められ、さらに患者由来転移性大腸癌

細胞をマウス生体内へ移植し、その後阻害剤

をマウスへ投与することで、腫瘍への影響を

確認したところ造腫瘍能に関しても優位に

低下することが明らかとなった。 
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