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略語 

本論文において、以下の略語を使用した。 

 

ARE: antioxidant responsive element 

ChIP: chromatin immunoprecipitation 

DCFDA: 2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate 

EMT: epithelial-mesenchymal transition 

HO-1: heme oxygenase-1 

Keap1: kelch-like ECH-associated protein 1 

NAC: N-acetylcysteine 

NICD: notch intracellular domain 

NOX4: NADPH oxidase 4 

Nrf2: nuclear factor erythroid-derived 2-related factor 2 

ROS: reactive oxygen species 

siRNA: small interfering RNA 

TGF: tumor growth factor 
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第1章  序論 

1．上皮間葉移行（Epithelial Mesenchymal Transition, EMT） 

EMT は、上皮細胞が細胞極性と細胞間接着を失い、浸潤性、遊走性といった

間葉系細胞の表現型を獲得する細胞プロセスであり (1)、胚発生や創傷治癒など

の発生学・生理学的プロセス、ならびに癌や臓器線維症などの病理学的プロセス

において重要な役割を果たす (2) (Fig. 1)。様々なサイトカインや成長因子、低酸

素環境などが EMT を誘導するが、中でも細胞の分化、増殖、アポトーシスに関

与する多機能サイトカインである TGF-β1 は EMT を強力に誘導する (3)。 

TGF-β1 で誘導される EMT は、Snail、ZEB、および bHLH ファミリーなどの

転写因子により媒介される。これらの転写因子は、上皮細胞のマーカー遺伝子の

発現を抑制し、逆に間葉系細胞のマーカー遺伝子の発現を増強させる (4)。肺胞

上皮細胞では、Snail ファミリーの転写因子である Snai1、Snai2 が、TGF-β1 誘導

EMT に関与している (3)。これらの転写因子の発現は、特発性肺線維症患者の肺

胞上皮細胞でも確認され、Snail を介した EMT の病態への関与が示唆される (3)。

また肺腺癌から樹立した細胞である A549 においても、TGF-β1 にて EMT が誘

導され (3, 5)、EMT の確立したモデルとして広く用いられている。 

 
2．Notch シグナルと TGF-β1誘導 EMT 

Notch シグナルは細胞同士の直接的な接触により活性化されるシグナル経路
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である。哺乳類では、4 つの受容体 (Notch 1–4) と 5 つのリガンド (Delta-like 

ligand 1、3、4、および Jagged 1、2) が存在する (6)。Notch 受容体は膜貫通型タ

ンパク質であり、リガンドと結合した Notch 受容体はプロテアーゼとγセクレ

ターゼにより切断され、細胞膜から Notch 細胞内ドメイン (Notch intracellular 

domain, NICD) が遊離する (Fig. 2)。NICD は核内へ移行し、転写制御因子 RBP-

J/CSL およびコアクチベーターと複合体を形成し、標的遺伝子の転写を誘導する 

(Fig. 2)。Notch シグナルの機能は細胞の種類や文脈に依存しており、恒常性維持

や細胞の運命決定において重要な役割を担っている (7)。 

我々の研究室は、TGF-β1 誘導 EMT において Notch シグナルが重要な役割を

担うことを報告した (8)。A549 細胞において、TGF-β1 は Jagged1、Notch2、Notch4

の発現を増加させるとともに、Notch シグナルを活性化させ、Snai1 転写の直接

的な活性化を通して EMT を誘導していた (Fig. 3A, 3B)。一方、Notch4 は TGF-

β1 未刺激下では発現レベルが低く、TGF-β1 誘導 EMT において特異的な役割を

担う可能性が示唆された (Fig. 3B)。しかし、TGF-β1 による Notch シグナル活性

化の分子メカニズムは不明のままであった。 

 

3．活性酸素種 (Reactive Oxygen Species, ROS) と Nrf2 による酸化ストレス応答 

ROS は、外因性または内因性の供給源に由来する、反応性の高い化学中間体
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である。ROS にて誘発された酸化ストレスは、生体分子に損傷を与え、慢性炎

症や腫瘍形成を引き起こし得る (11)。Nrf2 (nuclear factor erythroid-derived 2-related 

factor 2) は、酸化ストレスに対する細胞防御を担う塩基性ロイシンジッパー型転

写因子である。通常環境下において、Nrf2 はユビキチン E3 リガーゼのアダプタ

ー分子である Keap1 (kelch-like ECH-associated protein 1) と結合して、細胞質内に

存在している (Fig. 4) (12)。この状態の Nrf2 はユビキチン化修飾を受け、プロテ

アソームにより分解される。酸化ストレス下では、Nrf2 は Keap1 から解除され

ることで分解を免れ、核内へ移行する (13)。活性化した Nrf2 は、標的遺伝子の

プロモーター領域にある抗酸化応答配列 (anti-oxidant responsive element, ARE) 

へ結合し、それらの転写を誘導する (Fig. 4)。標的遺伝子には抗酸化酵素や解毒

代謝酵素などが含まれ、その働きによって細胞の恒常性が維持されている。 

 

4．ROS の細胞内シグナル伝達物質としての役割 

前述の酸化ストレス誘発とは別に、近年、シグナル伝達物質としての ROS の

役割が注目されている (14, 15)。TGF-β シグナル伝達系においても、TGF-β1 に

より産生された ROS がセカンドメッセンジャーとして機能することが報告され

ている。肺胞上皮細胞 (9) や A549 細胞 (10)を含めた様々な細胞において、TGF-

β1 は NADPH オキシダーゼ 4 (NOX4) の発現増加を介して ROS を産生させる。
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TGF-β1 が誘導する線維芽細胞の筋線維芽細胞への分化や細胞外マトリックス産

生の亢進において、ROS は TGF-β シグナルで重要な役割を担う Smad の活性化

に必要であった (16, 17) 。また TGF-β1 により誘導される肝細胞のアポトーシ

スでは、ROS はアポトーシスの調節因子であるカスパーゼ 3 を活性化させてい

た (18)。しかし、TGF-β1 誘導 EMT における ROS 産生の有無、シグナル伝達物

質としてのその役割、は不明である。 

近年、Nrf2 と Notch シグナルのクロストークの重要性が、肝臓の組織再生 (19)

や 気道基底細胞の恒常性維持 (20) において報告されている。Nrf2 は Notch1 プ

ロモーター上の ARE を認識し、Notch1 の転写制御を通して Notch シグナルの活

性を調節していた (19)。TGF-β1 誘導 EMT で重要な役割を担う Notch 関連分子

の中では、Notch4 においてのみ、プロモーターに ARE となりうる配列が確認さ

れる。しかし、TGF-β1 による Nrf2 の活性化の有無、Nrf2 が Notch4 の転写と

Notch シグナルに及ぼす影響は不明である。 

 
5．小括 

EMT は癌や臓器線維化の進展に寄与する。TGF-β1 で誘導される EMT では、

活性化された Notch シグナルが重要な役割を担うが、Notch シグナル活性化の分

子メカニズムはまだ明らかになっていない。 

TGF-β1 により産生された ROS はシグナル伝達物質としても機能しうる。ま
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た ROS にて活性化された Nrf2 は、Notch シグナルとのクロストークを通して、

重要な細胞機能を担う可能性がある。しかし、TGF-β1 が誘導する A549 細胞の

EMT において、TGF-β1 による ROS-Nrf2 活性化の有無、これが Notch シグナル

や EMT へ及ぼす影響については明らかになっていない。 
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第 1 章 図 
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Figure 1. EMT と疾患への関与 

EMT は、上皮細胞が細胞極性と細胞間接着を失い、間葉系細胞の表現型を獲

得する細胞プロセスである。形態学的には、上皮細胞の敷石状外観から、間葉

系細胞を示唆する紡錘形へ変化する。E-cadherin や Cytokeratin などの上皮マー

カー遺伝子発現は低下し、N-cadherin、Vimentin などの間葉系マーカー遺伝子発

現が上昇する。腫瘍細胞において、EMT は浸潤能、転移能をもたらし、癌の進

行に寄与する。また EMT は、創傷治癒、臓器線維症においては、線維芽細胞の

重要な起源である。文献 2 より引用、改変。 
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Figure 2. Notch シグナル 

隣接する細胞上のリガンドと結合した Notch 受容体は切断され、細胞膜から
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Notch 細胞内ドメイン (NICD) が遊離する。NICD は核内へ移行し、転写制御因

子 RBP-J/CSL、コアクチベーターと複合体を形成し、標的遺伝子の転写を誘導さ

せる。文献 21 より引用、改変。 
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Figure 3. Notch シグナルと TGF-β1誘導 EMT 

(A) TGF-β1誘導EMTにおけるNotchシグナルの役割を示した概略図。Notch2、

Notch4 は TGF-β1 により活性化され、Snai1 転写を活性化し、EMT を誘導する。 

(B) リアルタイム RT-PCR にて解析された Notch2、Notch4、Jagged1 の mRNA 発

現。TGF-β1 刺激にて Notch2、Notch4、Jagged1 の発現は上昇し、NICD の切断を
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阻害するγセクレターゼインヒビター (GSI) 処理にていずれの発現も減弱した。

TGF-β1 未刺激下では Notch4 mRNA の発現は極めて低いレベルであった。文献

8 より引用、改変。 
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Figure 4. Nrf2-ARE 経路 

Nrf2はKeap1と結合して細胞質内に存在しており、ユビキチン化修飾を受け、

プロテアソームにより分解される。ROS などの酸化ストレスは Keap1 と Nrf2 の

結合を減弱させ、分解を免れた Nrf2 が活性化する。活性化した Nrf2 は核内へ移

行し、抗酸化酵素などの標的遺伝子のプロモーター領域にある抗酸化応答配列 

(ARE) へ結合して転写を誘導する。 
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第2章   

上皮間葉移行における ROS-Nrf2 経路の役割 

1．目的 

本研究は、TGF-β1 が誘導する A549 細胞の EMT において、ROS-Nrf2 経路の

活性化の有無と、これが Notch シグナルや EMT 誘導で担う役割を明らかにす

ることを目的とする。プロモーターに ARE の候補配列を有する Notch4 につい

て、Nrf2 による直接的な転写調節の有無を明らかにし、TGF-β1 による Notch

シグナル活性化の分子メカニズムの解明を目指す (Fig. 1)。 

 

2．方法 

細胞培養 

American Type Culture Collection (Manassas, VA) よりヒト 2 型肺胞上皮細胞株

A549 を購入し、10% ウシ胎児血清 (FBS) と 1% ペニシリン/ストレプトマイ

シンを添加した Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) にて維持した。

A549 細胞を 12 ウェルプレートに 1 ml/well の培地あたり 4× 104 cells の濃度で

一晩培養し、2 ng/ml の recombinant human TGF-β1 (R&D systems, Minneapolis, 

MN) にて 72 時間刺激した。N-アセチルシステイン (NAC) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO) 処理では、TGF-β1 存在下または非存在下で、5 mM の NAC ととも

に 72 時間培養した。 
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ROS 産生の測定 

細胞内 ROS レベルは 2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFDA)-Cellular 

ROS Assay Kit (Abcam, Cambridge, UK) を用い、添付文書に従い測定した。細胞

を 20 mM の DCFDA で 37℃、30 分処理した後、FACSCalibur flow cytometer 

(BD Biosciences, San Jose, CA) にて解析した。 

 

Small Interfering RNA (siRNA) 処理 

Nrf2 をターゲットとした siRNA とネガティブコントロールは Invitrogen 

(Carlsbad, CA) より購入した。トランスフェクションのために Lipofectamine 

RNAiMAX reagent (Invitrogen) を用い、細胞に 20 nM の siRNA を導入し、44 時

間培養した。 

 
RNA 抽出とリアルタイム逆転写 PCR (リアルタイム RT-PCR) 

Total RNA は TRIzol (Invitrogen) を用いて抽出され、1 µg の total RNA より

cDNA へ変換された。リアルタイム RT-PCR は GeneAmp 7500 Sequence 

Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA) を用いて施行された。リア

ルタイム RT-PCR で使用した全てのプライマーとプローブは、Applied 

Biosystems より購入した。結果は 2-ΔΔCT法を用い、GAPDH をリファレンスとし

た発現量の比で表した。 
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抗体 

Snai1、E-cadherin、N-cadherin に対する一次抗体は Cell Signaling Technology 

(Danvers, MA) より購入した。抗 Nrf2 抗体、抗 lamin B 抗体、GAPDH 抗体は

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) より入手した。ホースラディッシュペ

ルオキシダーゼで標識された抗マウス IgG 抗体、抗ウサギ IgG 抗体は Cell 

Signaling Technology より購入した。クロマチン免疫沈降用の抗 Nrf2 抗体、抗ヒ

ストン H3 抗体は Cell Signaling Technology より購入した。 

 

ウェスタンブロット解析 

細胞を PMSF が添加された Cell Lysis Buffer (Cell Signaling Technology) で溶解

した。Nrf2 と lamin B においては、Nuclear Extraction Kit (Cayman, Ann Arbor, 

MI) を用いて抽出された核タンパク質にてタンパク質発現を解析した。タンパ

ク質濃度は Bradford 法にて定量された。SDS サンプルバッファーを細胞溶解物

に加え、10 分間煮沸した。全てのタンパク質は、25 mM Tris、192 mM グリシ

ン、0.1％ SDS バッファー内の 12％ SDS-PAGE で分離された。次に、25 mM 

Tris、192 mM グリシン、20％ メタノールバッファー内のニトロセルロースへ

タンパク質を転写した。0.1% Tween 中の一次抗体、および TBS 中の 5% ミル

クとともにメンブレンを 4℃で一晩インキュベートした。3 回洗浄した後、

0.1% Tween TBS で 1：2000 に希釈した二次抗体とともにメンブレンを室温で 1
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時間インキュベートした。3 回洗浄した後、ECL Western blotting reagents (GE 

Healthcare, Little Chalfont, UK) を用い、タンパク質を視覚化した。各 band の濃

度は ImageJ software (National Institutes of Health, USA) を用いて定量化し、対応

する GAPDH または lamin B の強度と比較した。 

 

プラスミドと変異導入 

A549 細胞から精製したゲノム DNA を使用し、転写開始部位から-2060 – +64

の間に位置する Notch4 プロモーター配列を、5’-

ATCTCGAGGTTGCCGTGAGCCCAGGAATTC-3’、5’-

ATAAGCTTAGCCACCTCCTCTGCTCCCACTG-3’ のプライマーペア(5’および 3’

末端にそれぞれ XhoI と HindIII 部位を含む) による PCR にて増幅した。プロ

モーター断片を pGL4.10 luciferase vector (Promega, Madison, WI) の XhoI/HindIII

部位に結合させ、intact ARE (ARE mut-) を含む Notch4 プロモーターのレポータ

ーコンストラクトを生成した。部位特異的変異導入は KOD-Plus-Mutagenesis Kit 

(TOYOBO, Japan) を用い、添付文書に従って施行された。Notch4 プロモーター

のレポーターコンストラクトに含まれる候補 ARE のうち、転写開始部位の上

流-1993 から -1985 bp にある ARE では 5’-TGACAGAGC-3’から 5’-

AACCAGAGC-3’へ (ARE1 mut+)、また-1872 から-1864 bp にある ARE では 5’-
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GCTGGCTCA-3’から 5’-GCTGGCGTA-3’へ (ARE2 mut+)、変異を導入した。コ

ンストラクトの塩基配列は、DNA シークエンシングにて確認した。 

 

ルシフェラーゼアッセイ 

A549 細胞を 12 ウェルプレートに 1 ml/well の培地あたり 8× 104 cells の濃度

で 24 時間培養した。候補 ARE 部位に点突然変異のある、または変異のない

Notch4 プロモーターのレポーターコンストラクト (ARE1 mut+、ARE2 mut+、

または ARE mut-) 0.4 µg、pGL4.74 (Promega) 0.01 µg、Lipofectamine LTX reagent 

(Invitrogen) を 1 ml/well の培地に添加し、トランスフェクションを 8 時間かけ

て施行した。次に、細胞を TGF-β1 存在下または非存在下で 24 時間培養し、そ

の後 Dual Luciferase Assay System (Promega) にて firefly と Renilla のルシフェラ

ーゼ活性を測定した。ルシフェラーゼ活性は、トランスフェクションの効率を

補正するため、firefly ルシフェラーゼ活性を Renilla ルシフェラーゼ活性で相対

化して計算された。  

 

クロマチン免疫沈降 (ChIP) アッセイ 

ChIP アッセイは SimpleChIP Plus Sonication ChIP Kit (Cell Signaling Technology) 

を用い、添付文書に従って施行された。細胞を 1 ml/well の培地あたり 10× 104 

cells の濃度で 24 時間培養し、その後 TGF-β1 存在下または非存在下で 24 時間
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培養した。次に 1% ホルムアルデヒドを用いてタンパク質-DNA 架橋 (クロス

リンク) を施行し、kit に付属の lysis buffer で溶解した。クロスリンクされた

DNA を超音波処理にて 200–1000 bp の長さに剪断した後、溶解物を希釈した。

5 µg のウサギ抗 Nrf2 抗体、ポジティブコントロールとして抗 Histone H3 抗

体、ネガティブコントロールとしてウサギ IgG のいずれかを使用し、等量のク

ロマチンで免疫沈降を施行した。PCR は 5’-CAGAAAGCAAATTGAGACCC-

3’、5’-GCATTTTTGGGCACGAG-3’ のプライマーペアを用いて施行し、Notch4

プロモーターの候補 ARE 部位 (-1963 – -1820)を含む DNA を検出した。PCR 産

物は 2％アガロースを用いたゲル電気泳動によって分離した。band の濃度を

Image J を用いて定量化し、抗 Nrf2 抗体で免疫沈降した DNA の濃度を対応す

る Input の濃度と比較した。 

 
統計解析 

結果は means (±SEM) として表記した。データの比較は両側 t 検定、または

one-way ANOVA にて施行され、p 値が 0.05 未満の場合を統計学的に有意と判断

した。 

 

3．結果 

TGF-β1は A549 細胞において ROS 産生と Nrf2 活性化を誘導する 

TGF-β1 で処理された A549 細胞における ROS の産生を評価するため、DCFDA
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染色にて細胞内 ROS レベルを測定した。2 ng/ml の TGF-β1 にて 72 時間培養し

たところ、ROS レベルは有意に増加した (Fig. 2A)。この結果と一致して、肺胞

上皮細胞における ROS の主要な供給源である NADPH オキシダーゼ 4（NOX4）

(2) の mRNA 発現は、TGF-β1 処理によって有意に増加した (Fig. 2B)。次に TGF-

β1 処理後の Nrf2 活性化の有無を評価するため、核内の Nrf2 発現レベルをウェ

スタンブロッティングによって解析した。Nrf2 タンパク質レベルは TGF-β1 処

理により明らかに増加していた (Fig. 2C)。また Nrf2 により誘導される抗酸化酵

素ヘムオキシゲナーゼ-1 (HO-1) の mRNA 発現は、TGF-β1 により有意に上昇し

ていた (Fig. 2D)。これらの結果より、A549 細胞において、TGF-β1 は ROS の産

生と Nrf2 の活性化を誘導することが明らかとなった。 

 

NAC は TGF-β1で誘導される ROS の産生、Nrf2 と Notch シグナルの活性化、

EMT を制御する 

EMT における ROS-Nrf2 経路の役割を解明するため、ROS スカベンジャーで

ある NAC 処理の影響を解析した。まず NAC による ROS 産生の低下を確認する

ため、DCFDA アッセイを施行した。 TGF-β1 刺激下において、NAC 処理細胞で

は、コントロールと比較し、ROS レベルが有意に低下していた (Fig. 3A)。また

TGF-β1 刺激細胞への NAC 処理は、Nrf2 の核内移行 (Fig. 3B)、および HO-1 の
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転写レベル (Fig. 3C) を減弱させた。これらの結果より、TGF-β1 による Nrf2 活

性化は ROS に依存していることが明らかとなった。 

次に、EMT に対する NAC の影響を評価した。形態学的には、過去の報告と同

様、TGF-β1 により、細胞の外観は敷石状から紡錘形に変化した (Fig. 3D) (2)。

NAC は TGF-β1 未処理細胞の外観を変化させなかったが、TGF-β1 によって誘導

された形態学的変化を減弱させた (Fig. 3D)。さらに、EMT 関連遺伝子の発現を

解析した。NAC は、mRNA およびタンパク質レベルで、TGF-β1 による Snai1 発

現誘導を有意に減弱させた (Fig. 3E)。それに伴い、NAC は TGF-β1 によって誘

導される N-cadherin の発現を抑制し、E-cadherin の発現を上昇させた (Fig. 3E)。

E-cadherin に関しては、NAC は TGF-β1未刺激下でもその発現を上昇させた (Fig. 

3E)。 

Notch シグナル活性化における ROS の役割を解明するため、Notch シグナルの

代表的な標的遺伝子である Hey1 の発現、および EMT に関連する Notch 分子の

発現に対する NAC 処理の影響を解析した。過去の報告通り、TGF-β1 は Hey1、

Jagged1、Notch4 の転写レベルを有意に上昇させたが、NAC はこれらすべての発

現を有意に減弱させた (Fig 3F)。以上より、TGF-β1によって産生されたROSが、

Nrf2 の活性化、Notch 分子の発現誘導と Notch シグナル活性化、そして EMT に

必要であることが示唆された。 
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Nrf2 発現の抑制は、ROS レベルを変化させることなく、TGF-β1で誘導される

Notch 分子の発現誘導と Notch シグナルの活性化、EMT を抑制する 

EMT における Nrf2 活性化の役割を解明するため、siRNA による Nrf2 発現の

抑制が EMT に及ぼす影響を検討した。最初に、siRNA による Nrf2 の抑制を

mRNA レベルで確認した (Fig. 4A)。Nrf2 siRNA は、TGF-β1 による HO-1 mRNA

の発現誘導も抑制しており (Fig. 4A)、Nrf2 の活性化を効率的に抑制したことが

示唆された。次に siRNA 処理後の ROS レベルを解析した。Nrf2 siRNA は HO-1

の発現を低下させたが、TGF-β1 の有無を問わず、ROS レベルは変化させなかっ

た (Fig. 4B)。続いて Nrf2 の抑制が、EMT と関連した表現型に与える影響を解析

した。Nrf2 発現の抑制は、TGF-β1 で誘導される細胞の形態学的な変化を減弱さ

せ (Fig. 4C)、これと一致して、Snai1 と N-cadherin の発現を抑制した (Fig. 4D)。

一方、Nrf2 siRNA は、TGF-β1 の有無に関係なく、E-cadherin の発現を上昇させ

た (Fig. 4D)。次に、Notch シグナル活性化における Nrf2 の役割を検討した。TGF-

β1 で誘導される Hey1、Jagged1、Notch4 mRNA の発現は、Nrf2 siRNA により有

意に低下していた (Fig. 4E)。これらの結果より、TGF-β1 による Nrf2 の活性化

は、Notch 分子の発現誘導、Notch シグナルの活性化、EMT に必要であることが

明らかとなった。 
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TGF-β1は Nrf2/ARE に依存したメカニズムにより Notch4 の転写を活性化する 

Notch2、Notch4 を介した Notch シグナルの活性化は、TGF-β1 誘導 EMT にお

いて重要な役割を担う (1)。これらの遺伝子の転写開始部位から 2000 塩基対上

流までのプロモーター領域について ARE (TGAC/GnnnGC) となりうる配列を検

索したところ、Notch4 においては転写開始部位の上流-1993 から -1985 塩基対 

(ARE1)と、-1872 から -1864 塩基対 (ARE2) の 2 か所に存在が確認された (Fig. 

5A)。一方、Notch2 プロモーターには ARE の存在が確認されなかった。Notch4

の候補 ARE が実際に機能しているかどうかを検証するためルシフェラーゼアッ

セイを行った。A549 細胞に、Notch4 プロモーターのレポーターコンストラクト

と Renilla 発現ベクターをトランスフェクションした後、TGF-β1 処理を行った。

ARE 候補の役割を明らかにするため、ARE1 または ARE2 のいずれかに点突然

変異を有するレポーターコンストラクト (ARE1 mut+、ARE2 mut+) を調製した 

(Fig.5A)。ARE 候補に変異のない Notch4 プロモーター (ARE mut-) の活性は、

TGF-β1 によって有意に上昇した (Fig. 5B)。ARE1 の変異は、TGF-β1 処理に関係

なく、プロモーター活性を変化させなかったが、ARE2 の変異は、TGF-β1 存在

下におけるプロモーター活性を有意に低下させた (Fig. 5B)。これらの結果より、

TGF-β1 による Notch4 プロモーターの活性化は、ARE2 に依存していることが明

らかとなった。次に、TGF-β1 による Nrf2 の ARE2 への動員の有無を明らかにす
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るため ChIP アッセイを行った。精製された DNA を鋳型とし、ARE2 をターゲ

ットにしたプライマーを使用して PCR を施行した (Fig. 6A)。ARE2 を含む DNA

フラグメントは、TGF-β1 未処理細胞より TGF-β1 処理細胞において、Nrf2 によ

る免疫沈降物の中に濃縮されていた (Fig. 6B)。以上より、Nrf2/ARE2 に依存し

たプロモーターの活性化が、TGF-β1 による Notch4 の転写誘導に必要であるこ

とが明らかとなった。 

 

4．考察 

EMT は、上皮細胞が形質転換して間葉系細胞の表現型を獲得する細胞プロセ

スである。 EMT は癌や臓器線維症などの難病の進行に重要な役割を果たしてお

り、その分子メカニズムの解明は、これらの疾患に対する新規の診断・治療戦略

を開発する上で急務となっている。Notch シグナルは TGF-β1 誘導 EMT におい

て重要な役割を担うが (1)、Notch シグナル活性化の分子メカニズムは明らかで

なかった。本研究では、ROS-Nrf2 経路と Notch シグナルのクロストークに着目

し、TGF-β1 誘導 EMT におけるその役割を検討した。TGF-β1 により活性化され

た ROS-Nrf2 経路は、Notch シグナルの活性化と EMT の誘導に必要であった。

また TGF-β1 による Notch4 の転写活性化は、Nrf2 の活性化に依存していた。こ

れらの結果より、ROS-Nrf2 経路が、Notch シグナルとの直接的な相互作用を介

して TGF-β1 誘導 EMT において重要な役割を果たすことが明らかとなった。 
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 TGF-β1 は NADPH オキシダーゼを誘導することで ROS 産生を増加させ (3)、

ある種の細胞では Nrf2 を活性化させる (4)。A549 細胞においては、TGF-β1 が

プロモーターに ARE を有する HO-1 の発現を誘導すること (5)、これが p38 マ

イトジェン活性化プロテインキナーゼの活性化を介すること (6)、が過去の研究

で示されている。p38 は酸化ストレスセンサーとして機能し、ROS による Nrf2

の活性化を仲介する (7)。 本研究では、TGF-β1 により Nrf2 の核内移行が増加

し、これが NAC にて抑制された。これらの結果は、A549 細胞において、TGF-

β1 が ROS 依存的に Nrf2 を活性化させることを明示している。 

 ROS-Nrf2 経路と Notch シグナルの間のクロストークが、様々な細胞プロセス

で報告されている。肝臓の再生 (8)、肺癌細胞のアポトーシス (9)、気道基底幹

細胞の恒常性維持 (10) では、Nrf2 が誘導する Notch1 発現と Notch シグナルの

活性化が重要な役割を担っていた。肝細胞では、活性化した Nrf2 が Notch1 プロ

モーターの ARE に結合して転写を活性化させていた (8)。本研究は、TGF-β1 で

誘導される Notch4 転写と Notch シグナルの活性化が、ROS-Nrf2 経路に依存する

ことを明らかにした。プロモーター解析を通して、Notch4 プロモーター上で ARE

を新規に特定した。一方、ARE が存在するにも関わらず (8, 10)、TGF-β1 により

Notch1 の発現は誘導されなかった (1)。TGF-β1 による Notch 分子の発現誘導で

は、Nrf2/ARE 経路の活性化は必要ではあるものの十分ではないことが示唆され、
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その詳細なメカニズムの解明にはさらなる研究が必要と考えられた。 

 TGF-β1 と Notch シグナルの間のクロストークについても、すでにいくつかの

報告がある (11)。TGF-β1 シグナルの細胞内トランスデューサーである Smad3 は、

Notch1 の細胞内ドメインと直接相互作用して、その標的遺伝子の転写を活性化

させた (11)。本研究では、このクロストークの役割は検討していないが、TGF-

β1 存在下で、NAC または Nrf2 siRNA が Hey1 転写産物を著しく減少させたこと

を考慮すると、このクロストークの Notch シグナルの活性化への寄与は比較的

限定されたものであると考えられた。 

 従来、癌の病態において、Nrf2 は酸化ストレスと炎症の制御を通して、発癌

に対して抑制的に作用すると考えられてきた (12–14)。しかし近年の報告から、

癌細胞における Nrf2 の活性化は、癌の進行、転移 (15, 16)、そして治療抵抗性 

(17, 18) を促進させることが明らかになってきている。肺癌の約 30％で、不活性

化を起こす Keap1 変異または安定化をもたらす Nrf2 変異による Nrf2 の恒常的

な活性化が認められ、これが予後の悪化と関連していた (19, 20)。EMT は癌細

胞に遊走能および浸潤能を付与するため、転移を開始するための重要なプロセ

スと考えられる。矛盾する結果も存在するが (21, 22)、Nrf2 が EMT を促進させ

ることを示す報告が増えてきている (23–27)。Keap1-Nrf2 経路は、A549 細胞を

含む肺癌細胞の運動性を制御していた (24)。また Nrf2 の過剰発現は、EGFR チ
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ロシンキナーゼ阻害剤に対する耐性を獲得した肺癌細胞において、浸潤能と遊

走能を増加させた (25)。さらに近年の研究では、Nrf2 に依存した抗酸化物質に

よって安定化し、EMT を増強させる転写因子である Bach1 (28, 29) が、肺癌の

転移を促進させることが報告された (30, 31)。これらの結果は、Nrf2 が、EMT お

よび癌の転移に促進的に作用することを強く示唆している。したがって、癌細胞

特異的に Nrf2 やその下流の経路を不活性化することは、EMT と転移の制御を目

指した新規治療戦略となりうると考えられた。 

Notch4 は、当初、乳腺のがん原遺伝子として同定された (32)。 正常組織では、

Notch4は主に内皮細胞に発現し (33) 、血管新生の調節因子として機能する (34)。

A549 細胞において定常状態での Notch4 の転写は、予想通り低いレベルであっ

た。一方、Notch4 の異常発現と EMT や転移との間の関連が、様々な癌で報告さ

れている (35–38)。Notch4 は、細胞の種類や文脈ごとにその機能を明らかにする

必要はあるものの、その発現が限定していることから、同定し標的とする上で有

用な分子となりうると考えられた。 

E-cadherin は、細胞間の接着結合を形成し、上皮組織の機能維持において重要

な役割を担う。E-cadherin の喪失は、細胞に浸潤能・遊走能を与えることから (39)、

EMT における主要な特徴と考えられている (40)。本研究では、E-cadherin の発

現が TGF-β1 処理に関わらず NAC または Nrf2 siRNA 処理にて上昇しており、
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ROS-Nrf2 経路が E-cadherin の発現を抑制することが示唆された。これを支持す

るものとして、E-cadherin プロモーターに、転写活性を低下させる ARE が存在

することが示されている (4)。以上の結果から、Nrf2 は ARE 依存性と非依存性

の両方のメカニズムを介して、E-cadherin の転写を抑制することが示唆された。 

結論として、ROS-Nrf2 経路は TGF-β1 により活性化され、Notch シグナル活性

化と EMT のいずれにも必要であった (Fig. 7)。TGF-β1 による Notch4 転写の活

性化は、ARE を介して、Nrf2 によって直接制御されていた (Fig. 7)。本研究は

A549 細胞のみを対象としていることから、今後他の細胞などを用いさらなる解

析が必要であるが、ROS-Nrf2 経路は、癌や臓器線維化の進行を抑えるための、

新規の治療標的となりうると考えられた。  
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第 2 章 図 

 

 

Figure 1. TGF-β1で誘導される EMT において ROS-Nrf2 経路が担う役割の仮説 

シグナル伝達物質としての ROS に着目し、ROS とこれによる Nrf2 の活性化

が、Notch シグナルへの作用を介して EMT の進行に影響を及ぼすとの仮説を立

てた。 
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Figure 2. A549 細胞において TGF-β1は ROS 産生と Nrf2 活性化を誘導する 

A549 細胞を TGF-β1 (2 ng/ml) 存在下または非存在下で 72 時間培養した。 

(A) DCFDA により測定された細胞内 ROS レベル。(B) リアルタイム RT-PCR に

よって解析された NADPH オキシダーゼ 4 (NOX4) mRNA 発現。(C) ウェスタン

ブロッティングによる Nrf2 の核内発現 (左) と濃度測定によるバンドの相対強

度 (右)。細胞を TGF-β1 存在下または非存在下で 30 分培養した後、核タンパク

質を抽出した。ローディングコントロールとして lamin B を使用した。(D) リ

アルタイム RT-PCR によって解析されたヘムオキシゲナーゼ-1 (HO-1) の

mRNA 発現。(B)、および (D) では、内在性コントロールとして GAPDH を使

用した。データは 3 つの独立した実験の代表値であり、mean +/− SEM (n = 3) 

として示した。* p < 0.05。 
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Figure 3. NAC は、TGF-β1で誘導される Notch シグナルの活性化と EMT を抑

制する 

A549 細胞を、TGF-β1 (2 ng/ml) 存在下または非存在下で、NAC (5 mM) とと

もに培養した。(A) DCFDA にて測定された、72 時間の培養後の細胞内 ROS レ

ベル。(B)ウェスタンブロッティングにて評価された、30 分間の培養後の Nrf2 の

核内発現。ローディングコントロールとして lamin B を用いた。(C)リアルタイ

ム RT-PCR により解析された、72 時間の培養後の HO-1 の mRNA 発現。(D) TGF-

β1 非存在下 (上) または存在下 (下) で、溶媒 (左) または NAC (5 mM) (右)と

ともに 72 時間培養した細胞の形態学的解析。位相差顕微鏡を用い、100 倍の倍

率にて観察した。(E) リアルタイム RT-PCR およびウェスタンブロッティングで

解析された、72 時間の培養後の Snai1、E- cadherin、N- cadherin の mRNA (上) お

よびタンパク質 (中、下) の発現。 (F) リアルタイム RT-PCR によって解析され
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た、72 時間の培養後の Jag1、Notch4 および Hey1 の mRNA 発現。 (C)、(E)、(F) 

では、内在性またはローディングコントロールとして GAPDH を使用した。デー

タは 3 つの独立した実験の代表値であり、mean +/− SEM (n = 3) として示した。

* p < 0.05。 
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Figure 4. Nrf2 発現の抑制は、TGF-β1 で誘導される Notch シグナル活性化と

EMT を減弱させる 

A549 細胞に対し、Nrf2 に対する small interfering RNA (siRNA) またはコント

ロール siRNA を用い、44 時間かけて一過性のトランスフェクションを行った。

続いて TGF-β1 (2 ng/ml) 存在下または非存在下で 72 時間細胞を培養した。(A) 

リアルタイム RT-PCR にて解析された Nrf2 (左) と HO-1 (右) の mRNA 発現。

(B) DCFDA を用いて測定された細胞内 ROS レベル。(C) コントロール siRNA 

(左) または Nrf2 siRNA (右) のトランスフェクション後、TGF-β1 非存在下 (上) 

または存在下 (下) で培養された細胞の形態学的解析。位相差顕微鏡を用い、100

倍の倍率で観察された。(D) リアルタイム RT-PCR およびウェスタンブロッティ

ングで解析された、Snai1、E- cadherin、N- cadherin の mRNA (上) およびタンパ

ク質 (中、下) の発現。(E) リアルタイム RT-PCR によって解析された、Jag1、
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Notch4、Hey1 の mRNA 発現。(A)、(D)、(E) では、内在性またはローディング

コントロールとして GAPDH を使用した。データは 3 つの独立した実験の代表

値であり、mean +/− SEM (n = 3) として示した。* p < 0.05。 
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Figure 5. TGF-β1は、ARE に依存したメカニズムを介して Notch4 の転写を活性

化させる 

(A) Notch4 プロモーターのコンストラクトの概略図。ARE に変異のないもの 

(ARE mut-、上)、 Notch4 の転写開始部位の上流-1993 から -1985 bp に位置す

る ARE に変異を有するもの (ARE1 mut +、中央)、または-1872 から -1864 bp
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に位置する ARE に変異を有するもの(ARE2 mut+、下)。(B) ARE mut-、ARE1 

mut +、ARE2 mut +のいずれかと pGL4.74 を 8 時間かけてトランスフェクショ

ンした後、TGF-β1 存在下または非存在下で 24 時間培した細胞のルシフェラ

ーゼアッセイ。結果は ARE mut-がトランスフェクションされ、TGF-β1 非存在

下で培養された細胞を基準とし、Renilla ルシフェラーゼ活性で補正されてい

る。 データは 3 つの独立した実験の代表値であり、mean +/− SEM (n = 3) と

して示した。* p < 0.05。 
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Figure 6. TGF-β1は、Notch4 プロモーター上の ARE への Nrf2 の結合を増強さ

せる 

(A) Notch4 の転写開始部位の上流-1872 から -1864 bp に位置する ARE の候補

(ARE2)、および ChIP アッセイで増幅された DNA 配列 (-1963 – -1752 bp) を示

す概略図。(B) TGF-β1 存在下または非存在下で 24 時間培養後の細胞の ChIP 解

析。抗ヒストン H3 抗体 (Histone)、抗 Nrf2 抗体 (Nrf2)、および正常 IgG (IgG) を

使用し、タンパク質-DNA 複合体を免疫沈降させた。抽出された DNA を鋳型と

し、ARE2 をまたぐプライマーを用い、PCR により DNA 断片を検出した。デー

タは 3 つの独立した実験の代表値であり、mean +/− SEM (n = 3) として示した。

* p < 0.05。  
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Figure 7. ROS-Nrf2-Notch 経路による TGF-β1誘導 EMT の制御を示した概略図 

TGF-β1 によって活性化された ROS-Nrf2 経路は、直接的な転写活性化により

Notch4 の発現を誘導し、Notch シグナリングの活性化を通して EMT に寄与する。 
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第3章  総括 

 癌の転移、臓器線維症に寄与する EMT は、これまでも様々な研究が行われて

きたが、それを標的とした治療薬の実用には至っていない。本研究では、TGF-

β1 誘導 EMT における ROS-Nrf2 経路と Notch シグナルのクロストークに焦点を

あて、その分子メカニズムを解明し、新規治療標的としての可能性を検討するこ

とを目的とした。その結果、TGF-β1 により活性化された ROS-Nrf2 経路は Notch

シグナル活性化と EMT の誘導に必要であること、そのメカニズムとして Nrf2 が

ARE を介して Notch4 の転写を直接活性化させること、を明らかにした。Notch

シグナリングの役割は細胞や環境ごとに評価する必要があるが、ROS-Nrf2 経路

や Notch4 は、EMT に対する新規の診断・治療法開発において重要な標的となる

可能性があり、さらに研究を発展させることで臨床応用が期待できると考えら

れた。 
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