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研究成果の概要（和文）：オートファジーは細胞内のタンパク質の品質管理を担う機構として注目されている。
オートファジーの機能破綻は、p62タンパク質の異常蓄積を介して転写因子Nrf2を活性化する。オートファジー
の機能破綻マウスは肝腫瘍を形成するが、本研究において、オートファジーの機能破綻により活性化したNrf2が
肝腫瘍の発症に関わることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Autophagy is a mechanism to maintain protein quality in cells.  impaired 
autophagy leads to Nrf2 activation through aberrant accumulation of p62 protein.  Autophagy-impaired
 mice develop hepatic tumors.  In this study, Nrf2 activation contributes to tumor formations.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 

Nrf2 は、内因性および外因性の酸化ストレス
に対して生体防御に働く転写因子である。通
常、Nrf2 はユビキチンリガーゼアダプターで
ある Keap1 と結合しており、ユビキチン化
されてプロテアソームにより分解される。酸
化ストレスによる Keap1 タンパク質の修飾
や、Keap1 や Nrf2 の発現低下などにより、
Keap1-Nrf2 結合が破綻すると、Nrf2 はユビ
キチン化を免れて安定化し、核に蓄積（活性
化）する。Nrf2 の下流遺伝子群には、異物代
謝や抗酸化など、生体防御に貢献する遺伝子
産物が多く含まれている。さらに最近、申請
者らは、マイクロアレイ、ChIP シークエン
ス、およびメタボロームの網羅的解析により、
Nrf2 の新規標的遺伝子として、がん細胞の増
殖促進に働く遺伝子群を新たに同定した
（Mitsuishi & Taguchi et al. 2012）。この発
見により、恒常的に活性化した Nrf2 は、が
ん細胞の増殖を促進する、負の作用を示すこ
とが分かってきた。 

オートファジーはタンパク質の品質管理を
担う機構として注目されている。申請者らは、
小松雅明教授（新潟大学）との共同研究によ
り、オートファジーが機能破綻したときに異
常蓄積する p62 が Keap1-Nrf2 の結合を阻害
して、Nrf2 を活性化することを明らかとした
（Komatsu et al. 2010）。オートファジーに
必須の Atg7 遺伝子を肝臓特異的に欠損させ
たマウス（Atg7-Alb マウス）の肝臓では、オ
ートファジー不全によりp62が異常蓄積する。
この Atg7-Alb マウスは肝傷害を呈するが、
その原因は p62 の蓄積そのものではなく、
p62 の蓄積が引き起こす Nrf2 の活性化であ
ることを、申請者らは報告した（Taguchi et al. 
2012）。p62 の異常蓄積は、古くから組織学
的な解析により、肝がんなど肝臓疾患でよく
みられる現象として知られていた。Atg7-Alb
マウスは１年齢で肝良性腫瘍を発症する。こ
の Atg7-Alb マウスにおける腫瘍形成は、p62
を欠損することにより抑制されることから、
オートファジー不全により蓄積するp62が肝
が ん の 原 因 で あ る こ と が 分 か っ た
（Takamura et al., 2011）。それでは、p62
の蓄積により活性化するNrf2はAtg7-Albマ
ウスにおける腫瘍形成に寄与するのだろう
か？これまでに、Atg7-Alb マウスにおける肝
腫瘍に Nrf2 の寄与があるか否かは申請時に
は解析されていなかった。 
 
２．研究の目的 

オートファジーはタンパク質分解機構とし
て生体の恒常性を維持している。その機能破
綻は、タンパク質の異常蓄積をもたらして、
細胞に傷害を与える。オートファジー不全マ
ウスを長期的に観察すると肝腫瘍を発症す
る。これまでに申請者らは、オートファジー
不全により異常蓄積するp62タンパク質が転

写因子 Nrf2 を恒常的に活性化する分子メカ
ニズムを明らかとした。一方で、多くのがん
細胞では、Nrf2 の恒常的な活性化ががん細胞
の生存を有利にしている。本研究では、オー
トファジーの機能破綻による肝腫瘍に Nrf2
が関与するか否かを調べることを目的とし
て、マウス個体レベルにおける病態変化と、
分子レベルにおける Nrf2 の活性化を解析す
る。 
 
 
３．研究の方法 

Nrf2 はオートファジーの機能不全がもたら
す肝腫瘍形成に関与するか、関与がある場合
に Nrf2 の寄与はどこにあるのかを調べるた
めに、１年齢のオートファジー不全マウスと
Nrf2 欠 損 マ ウ ス の 二 重 欠 損
（Atg7-Alb::Nrf2–/–）マウスの肝臓を解析す
る。個体レベルにおいて Atg7-Alb マウスが
発症する肝腫瘍の病態解析から、分子レベル
における遺伝子・タンパク質発現解析を行い、
オートファジーの機能破綻が引き起こす肝
腫瘍形成における Nrf2 の役割を明らかとす
る。 
 
【オートファジー不全マウスと Nrf2 の二重
欠損マウスの作製】 

肝臓特異的 Albumin-Cre（Alb）トランスジ
ェニックマウス、オートファジー不全
（Atg7-Alb）マウス、Nrf2 欠損（Nrf2–/–）
マウスを交配して、Atg7::Nrf2 二重欠損
（Atg7-Alb::Nrf2–/–）マウスを作製した。こ
れまでの解析から、この二重欠損マウスは若
齢において Atg7-Alb マウスにおける肝傷害
を軽減するので、Nrf2 の恒常的活性化が肝臓
に傷害を与えることが明らかとなっている。
そこで Atg7-Alb::Nrf2–/–マウスを、、肝良性
腫瘍を発症する Atg7-Alb マウスと同様に１
年齢まで経過観察した。 

 
【オートファジー不全マウスの肝腫瘍にお
ける Nrf2 の寄与】 

１年齢の Atg7-Alb および Atg7-Alb::Nrf2–/–

マウスの肝臓を解析した。組織学的解析によ
り、肝病態を観察して、病理学者による診断
を受けた。さらに、免疫染色およびリアルタ
イム PCR により、Atg7-Alb マウス肝臓で蓄
積する p62 の組織内分布や発現を調べた。
Nrf2 の活性は、核画分における Nrf2 の蓄積
としてウェスタンブロットにて評価した。 
 
４．研究成果 

Atg7-Alb マウスは、既報通りに１年齢におい
て肝良性腫瘍を発症し、１年齢以降で死亡例
がみられた。一方、Atg7-Alb::Nrf2–/–マウス
は肝良性腫瘍の形成は著しく抑制され、死亡
率も減少した。Atg7-Alb マウスにおいて、オ



ートファジーの不全により蓄積するp62は肝
細胞に蓄積するが、興味深いことに、
Atg7-Alb::Nrf2–/–マウスでは肝細胞ではなく
胆管細胞に p62 の蓄積が観察された。
Atg7-Alb::Nrf2–/–マウスに発生する腫瘍部は
p62 陽性であり、肝細胞ではなく胆管細胞に
由来する可能性が考えられた。Atg7-Alb マウ
スは、p62 の異常蓄積により Nrf2 を活性化
させるが、Atg7-Alb::Nrf2–/–マウスは Nrf2
が欠失しているために Nrf2 の活性化はみら
れなかった。 

オートファジー関連遺伝子（18 種）が Nrf2
の標的遺伝子である可能性を考えて、Nrf2
活性化剤ジエチルマレイミド（DEM）処理し
た Hepa1 細胞におけるクロマチン免疫沈降
シークエンス（ChIP）データ（Hirotsu et al. 
2012）と、Nrf2 が活性化した Keap1-Alb マ
ウスや Atg7-Alb マウス（若齢）におけるマ
イクロアレイ解析データを用いて、オートフ
ァジー関連遺伝子における Nrf2 と MafG の
結合と遺伝子発現を網羅的に解析した。マイ
クロアレイにおいて、オートファジー関連遺
伝子の発現変化はみられなかったが、Atg7
遺伝子と Atg10 遺伝子内には Nrf2 と MafG
が重複して結合すると考えられる抗酸化剤
応答配列（ARE）がいくつか見出された。 

Atg7floxマウスではなくAtg5floxマウスにより
作出した Atg5-Alb::Nrf2–/–マウスにおいて腫
瘍形成が著しく抑制されることは報告され
たが（Ni et al. J Hepatol 2014）、詳細な解
析はなされていなかった。本研究の解析によ
り、Atg7-Alb::Nrf2–/–マウスにおいて Nrf2
を欠失することによりオートファジー機能
破綻による腫瘍形成が抑制されること、また、
本マウスではp62発現が胆管細胞に限局され
ることなど新たなデータが得られた。さらに、
小松雅明教授（新潟大学）との共同研究によ
り、全身性 Nrf2 欠損マウスではなく、条件
付 Nrf2flox マウスを用いて作出した肝臓特異
的 Atg7:Nrf2（Atg7:Nrf2-Alb）欠損マウスの
肝臓をメタボローム解析に提供した。p62 が
蓄積した肝臓がん細胞株を用いた解析にお
いて、p62 が Nrf2 依存的な代謝リプログラ
ミングを介して肝腫瘍の悪性化に寄与する
ことを明らかとした（Saito et al. 2016）。 
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