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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
和文 
 KEAP1-NRF2 システムは、細胞のストレス応答（抗酸化応答、解毒）に関わる遺伝子群を統一的に制

御することにより、細胞を環境ストレスから防御する。KEAP1-NRF2 システムの体細胞変異が、肺腺が

ん、肺および頭頸部の扁平上皮がんなどの固形腫瘍において、高頻度で見つかっている。また、肝細胞

がんでは、オートファジー異常によってリン酸化 p62 が蓄積し、KEAP1 機能が阻害されている。これら

の体細胞変異やオートファジーの異常は、転写因子である NRF2 の恒常的な活性化をもたらし、がん細

胞のストレス応答や薬物代謝を促進する。そのため、NRF2 活性化を伴うがん細胞は、抗がん剤や放射線

治療に対する抵抗性を獲得し、患者の予後を著しく悪化させる。このような治療抵抗性がみられる悪性

化がんの治療には、抗がん剤や放射線とともに NRF2 阻害剤を適用することが望ましい。本研究は、NRF2

阻害剤の開発を目指し、山本グループによる「KEAP1-NRF2 システムの体細胞変異を伴う治療抵抗性が

んを標的とした NRF2 阻害剤の開発」と小松グループの「オートファジー異常を伴う治療抵抗性がんを

標的とした NRF2 阻害剤の開発」の二つの軸で行っている。 

 平成 28 年度、山本グループではまず、NRF2 の活性化を伴うがん細胞で特異的に発現するマーカー分

子（サロゲートマーカー）を取得するために、NRF2 活性化および非活性化がん細胞株を用いてメタボロ

ーム解析を行った。その結果、両細胞株間で変化が認められる 17 代謝物を見いだした。また、山本グル

ープでは、KEAP1 体細胞変異をもつ肺腺がん細胞株を用いたスクリーニングによって NRF2 阻害活性を

もつ化合物ハロフジノン（HF）を同定している。平成 28 年度は、NRF2 活性化を伴うがん細胞株（KYSE70、

A549）、NRF2 活性化を伴わないがん細胞株（ABC1、COR-L105）、および非がん細胞株（BEAS-2B、

NCC16-P11）を用いて、HF の抗がん剤感受性増強効果および毒性の評価を行った。まず HF 単剤投与に

よる影響を検討したところ、非がん細胞ではがん細胞に比べて毒性が低いことが確認できた。次に、HF

単独では毒性を示さない濃度において、抗がん剤シスプラチンおよびドキソルビシンとの併用投与を行

ったところ、NRF2 活性化を伴うがん細胞において特異的に抗がん剤感受性の増強がみられた。このこと

から、HF とこれらの抗がん剤との併用投与による治療の有効性が示唆された。また、より詳細な抗がん

剤感受性増強効果および毒性評価のために、NRF2 活性化肺腺がんモデルマウスの樹立を行った。さらに、

HF 以外の NRF2 阻害剤を取得するために、新規のスクリーニングおよびスクリーニングで得た新規骨格

化合物の最適化を進めた。 

 小松グループでは、蛍光標識したリン酸化 p62 ペプチドと KEAP1 DC ドメインのリコンビナントタン

パク質を用いた蛍光偏光法によるスクリーニングにより、リン酸化 p62 と KEAP1 の結合を特異的に阻害

する低分子化合物 K67 を同定している。ヒト肝細胞株の担癌モデルを用いた in vivo の薬効を確認したと

ころ、K67 投与による有意な抗腫瘍効果を認めた。K67 の誘導体を作製した。アロステリックに阻害す

る化合物の取得のために、p62 リコンビナントタンパク質の精製を進めた。 
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英文 
 

KEAP1-NRF2 system serves as cell defense against oxidative and xenobiotic stresses. In several types of solid 

tumors such as lung adenocarcinoma, squamous cell carcinoma of lung, head and neck, somatic mutations in 

KEAP1 and NFE2L2 (encoding NRF2) genes have been identified. These mutations result in constitutive activation 

of NRF2 in cancer cells. In addition, aberrant accumulation of phosphorylated p62 is frequently observed in 

hepatocellular carcinoma. Phosphorylated p62 binds to KEAP1 and inhibits NRF2 degradation, which also results 

in constitutive activation of NRF2. NRF2 is a transcription factor that activates expression of genes including 

detoxifying enzyme genes, antioxidative stress genes, glutathione biosynthesis enzymes, ABC transporters and 

pentose phosphate pathway enzymes. Thereby, constitutive activation of NRF2 enhances the resistance of tumors to 

chemo- and radio-therapies. Indeed, cancer patients with NRF2-activated cancers exhibit poor prognosis. Therefore, 

NRF2 inhibitors would be effective and necessary therapeutic agents against cancer cells exhibiting NRF2 

accumulation. 

 

This project consists of two main axes. One is development of NRF2 inhibitors for tumors with somatic mutations 

of KEAP1-NRF2 system by Yamamoto group. The other is development of NRF2 inhibitors for tumors with 

defects of autophagy by Komatsu group. 

 

In Yamamoto group, to identify specific makers for NRF2-addicted tumors (surrogate makers), we performed 

metabolome analysis using NRF2-addicted and non-addicted cancer cell lines. We found that the levels of 17 

metabolites were different between NRF2-addicted and non-addicted cancer cell lines. In our previous project, we 

identified halofuginone (HF) as an NRF2 inhibitor by chemical library screening. HF represses protein synthesis 

via an amino acid starvation response elicited by inhibition of prolyl-tRNA synthetase. In this year, we examined 

efficacy and toxicity of HF using NRF2-addicted cancer cells, non-addicted cancer cells and normal epithelial cells. 

We found that HF treatment enhanced the sensitivity of NRF2-addicted cancer cells to anti-cancer drugs both in 

vitro and in vivo. In addition, we found that NRF2-addicted cancer cells are more susceptible to HF treatment than 

normal epithelial cells. These results demonstrate that HF serves as a chemo-sensitizer by inhibiting NRF2 

accumulation in NRF2-addicted cancer cells. 

 

Komatsu group has identified a chemical compound K67 by a fluorescence polarization-based high-throughput 

screening using recombinant Keap1 DC domain and phosphorylated peptide of p62. K67 binds to Keap1 and 

specifically inhibits the interaction between KEAP1 and p62, resulting in degradation of NRF2. We confirmed the 

anti-tumor activity of K67 in xenograft model. We then developed the derivatives of K67 and have a plan to test the 

activity in cells. To screen small compounds that inhibit the interaction between Keap1 and p62 allosterically, we 

purified p62 recombinant protein.  
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国内） 

22. Nadine Keleku-Lukwete, Harit Panda, Mikiko Suzuki, Masayuki Yamamoto. Amplification of Nrf2 

signaling in sickle cell mice contributes to the disease improvement. AMED-CREST 慢性炎症領域 若
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S, Uruno A, Yamamoto M. Identification and Evaluation of Isothiazole-Based Novel Nrf2 inducers. The 

35th National Medicinal Chemistry Symposium, Chicago, June 26-29, 2016（口頭発表、国外） 

24. 田口恵子, 増井紗帆, 山本雅之.Nrf2 の恒常的活性化はヘム合成阻害剤による肝毒性を軽減する. 
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28. Takanori Hidaka, Eri H Kobayashi, Takafumi Suzuki, Masayuki Yamamoto. Air pollution activates Aryl 

hydrocarbon receptor of un-differentiated keratinocytes, leading to Atopic dermatitis-like pathologiesn. 
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Munich, Munich, Germany, September 7-10, 2016 (Oral＆ Poster、国外) 

29. 一戸理沙, 田口恵子, 山本雅之. Nrf2 は Pten 欠失による脂肪肝炎から肝臓がんへの進展に関与す

る. フォーラム 2016：衛生薬学・環境トキシコロジー, 昭和大学, 東京, 2016 年 9 月 10 日（口頭・
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89 回日本生化学会大会, 仙台, 2016 年 9 月 25-27 日（ポスター発表、国内） 

34. 吉田瑛紀, 鈴木隆史, 長沼絵理子, 小林枝里, 守田匡伸, 山本雅之. Nrf2 活性化は骨形成低下を引
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underlying the importance of Nrf2 in sickle cell disease. 第 89 回日本生化学会大会, 仙台国際センタ
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ンフラマソーム活性化を介して黄色ブドウ球菌感染を制御する. 第 70 回日本細菌学会東北支部

会. 北里大学獣医学部 十和田. 2016.8.18-19.（口頭、国内） 
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（３）「国民との科学・技術対話社会」に対する取り組み 
 

1. 山本雅之「環境ストレス応答の分子基盤」、第 57 回 新潟生化学懇話会, 新潟大学新潟医療人育

成センター、2016 年 6 月 25 日（国内） 
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