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研究成果の概要（和文）：酸化・抗酸化のホメオスタシス維持のKeap1-Nrf2システムは、その異常が癌の伸展にも深く
関与していることがいくつかの癌で知られていることから、本研究では皮膚悪性腫瘍における異常を変異、欠失、DNA
メチル化に着目して検討した。悪性黒色腫、有棘細胞癌、基底細胞癌など合計72例の臨床手術材料を収集して対象とし
た。KEAP1の変異は1例のみに見られた。NRF2のKEAP1結合部位の変異とKEAP1座位の欠失は無かった。KEAP1のメチル化
は72例中4例(6%)で見られたが、部分的な弱いメチル化に留まっていた。以上より、皮膚悪性腫瘍ではKeap1-Nrf2シス
テム破綻の関与が少ないことがわかった。

研究成果の概要（英文）： Keap1-Nrf2 system is known as redox homeostasis system, and also involved carcino
genesis. In this study, disruption of Keap1-Nrf2 system in skin cancers was analyzed. Seventy-two skin can
cer specimens were collected and analyzed. The mutation of KEAP1 was found in only 1 specimen, and the mut
ation of NRF2 and LOH in KEAP1 locus were not found. Aberrant methylation of KEAP1 was found in 4 of 72 (6
%) specimens; however the methylations were weak to shutoff the expression. In conclusion, disruption of K
eap1-Nrf2 system in skin cancers is rare event.
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１．研究開始当初の背景 
(1)Keap1-Nrf2 システムによる抗酸化機構 
 生体は，酸化-抗酸化(レドックス)のバラ
ンスを調節し，細胞内酸化還元状態を一定に
維持している。酸化-抗酸化のバランスが酸
化の方向に傾いた状態(酸化ストレス)は，
様々な疾患に関与していることが知られて
いる。ほ乳類におけるレドックスのホメオス
タシス維持には Keap1-Nrf2 システムがその
中心的役割を果たしている。 
 非ストレス下では，Nrf2(Nuclear factor 
erythroid-2 related factor 2)は細胞質ア
ク チ ン 細 胞 骨 格 に 局 在 す る
Keap1(Kelch-like ECH-associated protein 
1)に捕捉されユビキチン化されて分解され
る。親電子性物質，活性酸素，小胞体ストレ
スや血管ずり応力を感知することで，Keap1
の抑制を離れて核に移行する。Nrf2 は核内で，
抗酸化剤/親電子性物質応答配列に結合し，
酸化ストレス防御遺伝子群，抗炎症性遺伝子
群などを統一的に誘導し，酸化ストレスに対
する恒常維持機構として働く。（伊藤健:実験
医学 25, 2007） 
 
(2)Keap1-Nrf2 システムのがんにおける働き 
 上記の作用から，Keap1-Nrf2 システムは酸
化ストレスによる炎症や発がんに抑制的に
働くと考えられ，Keap1 を阻害したり，Nrf2
を活性化する薬剤は，創薬のターゲットとな
っている。その反面，最近，ヒト肺がんにお
いて KEAP1 遺伝子の Nrf結合部位の体細胞変
異や同遺伝子の欠失，DNA メチル化によるサ
イレンシングが報告されている。これは，
KEAP1の機能喪失がNRF2を活性化することで
がん細胞の発展に有利に働くことを示唆し
ている。実際に，NRF2 の活性化が肺がん細胞
の酸化ストレス抵抗性を増し，より活発な増
殖能や薬剤耐性をもたらすことが確認され
ている (鈴木隆史，山本雅之:実験医学 24, 
2006, Hayes JD and McMahon M: Trends in 
Biochemical Sciences 34, 2009) 。 
つまり，Keap1-Nrf2 システムの亢進は，発
がんには防御的に働くものの，ひとたび細胞
ががん化した後には促進的に働く，という逆
説的な役割を果たしている。がんの増殖，治
療抵抗性を考えるとき，Keap1-Nrf2 システム
異常に関する解析が必要になる。 
 
(3)皮膚悪性腫瘍における酸化ストレスの関
与 
 肺は呼吸に伴う強い酸化ストレスにさら
されているのと同様，皮膚も紫外線や種々の
化学物質など強い酸化ストレスにさらされ
る臓器である。皮膚発がんにおいて紫外線や
慢性炎症，外傷などの酸化ストレスが重要な
危険因子であることはよく知られており，こ

れに対して抗酸化物質の予防効果（Briganti 
S and Picardo M: Journal of the European 
Academy of Dermatology and Venereology 17, 
2003）や，Keap1-Nrf2 システムの働き(Beyer 
TA, et al.: Cell death and differentiation 
14, 2007)も調べられている。 
ところが，皮膚がんにおける Keap1-Nrf2
システム異常は全く調べられていないのが
現状で，本研究申請時点で PubMed にて検索
しても一つの報告も見つからなかった。 
 
(4)研究代表者のこれまでの業績との関連 
 研究代表者は，これまで悪性黒色腫や皮膚
扁平上皮がんにおけるDNAメチル化異常を中
心に研究を進めてきた。DNA メチル化とはシ
トシンの 5 位がメチル化されることを指し，
特に CpG アイランド（シトシン・グアニンの
配列が密集している部位）ではほぼ一様にメ
チル化，あるいは非メチル化に制御されてい
る。遺伝子の約半数は遺伝子のプロモーター
領域にCpGアイランドを有しており，このCpG
アイランドがメチル化されるとヒストンア
セチル化と協働してクロマチン構造が緊密
になり，転写複合体の結合が強く抑制される
結果，その下流遺伝子の転写がほぼゼロに抑
制される。すなわち，遺伝子プロモーター領
域CpGアイランドがメチル化されていること
はその遺伝子のスイッチがオフになってい
る状態である，と言うことができる。正常で
は発生や分化にあたって不必要な遺伝子が
発現しないように制御するための仕組みと
して存在していると考えられており，がんに
おいてはがん抑制遺伝子の不活化機構とし
て欠失，変異と並んで重要視されている。 
研究代表者は，悪性黒色腫と皮膚扁平上皮
がんにおいて，多数のがん抑制遺伝子とがん
で高頻度にメチル化される遺伝子，がん精巣
抗原のメチル化異常を網羅的に検索し報告
した（Furuta J, et al.:Cancer Science 95, 
2004）。また，悪性黒色腫抑制機能を持つ
Trombomodulin が実際に悪性黒色腫細胞株お
よび臨床検体でDNAメチル化によって不活化
されることを示した (Furuta, et al.: 
Melanoma Res. 2005)。正常メラノサイト培
養細胞と悪性黒色腫細胞株のメチル化状態
をゲノムワイドに比較することにより，抗酸
化 作 用 と 細 胞 増 殖 抑 制 作 用 を 持 つ
Peroxiredoxin 2 が悪性黒色腫において DNA
メチル化により不活化されることを見いだ
した(Furuta, et al.: Cancer Res. 2006)。
また，われわれの研究グループでは別の研究
課題において，紫外線発がんと Keap1-Nrf2
システムについて調べてきた(Kawachi, 
Furuta, et al.: J Invest Dermatol, 2008)。 
このように，研究代表者を含むわれわれ研
究グループはこれまでに，皮膚悪性腫瘍にお



けるがん抑制遺伝子の不活化機構，および皮
膚悪性腫瘍と Keap1-Nrf2 システムについて
検討してきた。これを融合させ，皮膚悪性腫
瘍における Keap1-Nrf2 システム異常を DNA
メチル化を含むがん抑制遺伝子の不活化機
構の側面から検討することを着想した。 
 
２．研究の目的 
皮膚悪性腫瘍における Keap1-Nrf2 システ
ム異常の有無とその分子機構を検討する。 
具体的には，皮膚悪性腫瘍のなかでも頻度お
よび悪性度の点から特に臨床的に重要な悪
性黒色腫と扁平上皮がんに着目し，細胞株や
臨床材料を用いて KEAP1 の変異，欠失，DNA
メチル化および，NRF2 の KEAP1 結合部位の変
異を検索する。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞株 
 悪性黒色腫細胞株は、われわれのこれまで
の研究に用いてきた皮膚悪性黒色腫細胞株
13 種を用いた。一方、扁平上皮癌細胞株は皮
膚由来のものは代表的 cell bank である ATCC
や RCBでも保有しておらず入手できなかった。
このため、細胞株での実験は悪性黒色腫細胞
株のみで行った。正常対照として購入したヒ
トメラノサイトおよび表皮角化細胞初代培
養細胞を使用した。常法に従って培養し収集
した細胞ペレットは、DNA 抽出まで-80℃で保
存した。 
 
(2)臨床検体 
 Keap1-Nrf2 システムの異常を検出するの
に十分な症例数を用意する必要があった。肺
の非小細胞がんでは，KEAP1の変異は19%,LOH
は 41%でみられたという報告がある(Singh A, 
et al.:PLoS Medicine, 2006)。これよりや
や低頻度であったとしても十分に検出でき
ることを期待し，症例数は悪性黒色腫，扁平
上皮がんそれぞれ 25 例を目標として収集を
開始した。最終的に、悪性黒色腫 18 例、有
棘細胞癌 25 例、基底細胞癌 23 例、血管肉腫
や隆起性皮膚線維肉腫などその他の皮膚が
ん 6例の合計 72 例を収集した。 
臨床検体ではホルマリン固定パラフィン包
埋標本を基本とし，新鮮凍結標本も用いた。
同時に収集した正常組織からもペアでDNAを
抽出した。 
 
(3)DNA 抽出 
細胞株および臨床検体新鮮凍結標本から
は、proteinase K で溶解した後にフェノー
ル・クロロホルム抽出によりDNAを抽出した。 
ホルマリン固定パラフィン包埋標本では，20
μmに薄切しスライドガラスにマウントし脱
パラフィンした後に，実体顕微鏡観察下に 5
μm厚 HE 染色標本を参照しながら，注射針を

用いて組織を掻き取った。腫瘍標本では腫瘍
組織が大部分を占めるように掻き取った。掻
き取った組織からWaxFree™ Paraffin Sample 
DNA Extraction Kitを用いてDNAを抽出した。 
いずれも、濃度を定量した後に，解析まで
は-20℃で保存した。 
 
(4)変異検索 
抽出したゲノム DNA を用いて、KEAP1 およ
び NRF2 の KEAP1 結合部位の塩基配列を決定
し、ゲノムデータベースと比較して変異を検
索した。差異が見つかった場合には、手術材
料では正常組織のそれと比較することで多
型か体細胞変異かを検討した。 
 
(5)欠失検索(LOH アッセイ) 
 KEAP1 座位(19p13.2)のマイクロサテライ
トマーカーを利用し、Applied Biosystems 
3130 と GeneMapper ソフトウェアにより、手
術材料と正常組織を比較した相対定量によ
り LOH を検索した。 
 
(6)DNA メチル化解析 
KEAP1 プロモーター領域 CpG アイランドの
DNA メチル化を、MSP( methylation-specific 
PCR）法により解析した。MSP 法は、非メチル
化シトシンをウラシルに変換することでメ
チル化状態の違いを塩基配列の違いに変換
するバイサルファイト処理後，メチル化状態
に特異的なプライマーを用いたPCRを行うこ
とでメチル化状態を定性的に検討する方法
である。 
 
４．研究成果 
(1) DNA ライブラリの作成 
 以下の細胞や臨床検体から DNA を抽出し、
本研究以降も活用しうる皮膚悪性腫瘍に関
する DNA ライブラリが作成できた。それは、
メラニン細胞初代培養細胞 3種、表皮角化細
胞初代培養細胞 3 種、悪性黒色腫細胞株 13
種、悪性黒色腫 18 例、有棘細胞癌 25 例、基
底細胞癌 23 例、軟部肉腫 6例からなる。 
 
(2) KEAP1 および NRF2 の KEAP1 結合部位の変
異検索 
 KEAP1の変異は72例中1例のみで見いださ
れたが、極めて低率であった。その内訳は、
悪性黒色腫 0/18、有棘細胞癌 1/25、基底細
胞癌 0/23、軟部肉腫 0/6 であった。また、悪
性黒色腫細胞株 13 種にも変異はなかった。 
 また、NRF2 の KEAP1 結合部位の変異は見ら
れなかった。 
 
(3) KEAP1 の欠失検索 
 KEAP1 座位(19p13.2)の LOH アッセイでは、
検索した 72 例の中では欠失はまったく検出
できなかった。 



(4)DNA メチル化解析 
 KEAP1 プロモーター領域 CpG アイランドの
DNAメチル化は、72例中 4例(6%)で見られた。
その内訳は、悪性黒色腫 1/18、有棘細胞癌
3/25、基底細胞癌 0/23、肉腫 0/6 であった。
MSP 法では PCR 産物を示すバンドの濃さで半
定量的にメチル化状態を観察できるが、得ら
れた過剰メチル化を示すバンドは非メチル
化のそれと比べてかなり弱く、部分的なメチ
ル化に止まり mRNA 転写をシャットオフする
には至らない程度であった。 
 このため、本来予定していた免疫染色によ
る発現消失の確認は行わなかった。 
 
(5)結論 
以上より、皮膚悪性腫瘍では Keap1-Nrf2
システム破綻の関与が少ないことがわかっ
た。 
 
(6)派生的成果 
 本研究の中で派生的に、色素性母斑におけ
る悪性黒色腫抑制遺伝子 RASSF1A(Ras 
association domain family member 1)の DNA
メチル化についても検討した。メラニン細胞
の良性腫瘍である色素性母斑でも 43 例中 5
例(12%)で RASSF1A のプロモーター領域 CpG
アイランドの DNA メチル化が見られた。そこ
で免疫染色による発現消失を調べたが、DNA
メチル化の有無と蛋白発現の有無は相関し
なかった。メチル化の程度が不完全であるた
めと考えた。 
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