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1. 序論 

 

1-1. 腫瘍微⼩環境における代謝リプログラミングと mTORC1 の役割 

腫瘍微⼩環境はがん細胞、間質細胞、免疫細胞などの細胞成分とコラーゲンやサイ
トカイン、グルコースやアミノ酸などの栄養素といった⾮細胞成分からなる（図 1）
(Lyssiotis and Kimmelman, 2017) 。がん細胞はその環境の中で免疫細胞による攻撃から
逃れつつ、急速かつ持続的な細胞増殖のために多量の栄養素を必要とする。しかし、
腫瘍微⼩環境では⾎管から遠ざかるほどに低栄養状態になっており、そのような環境
に適応するためにがん細胞は細胞内代謝をリプログラミングしている（図１） (Ward 

and Thompson, 2012)。 mechanistic/mammalian Target of Rapamycin Complex 1 (mTORC1)

はリソソーム膜上に存在するセリン / スレオニンキナーゼ複合体であり、細胞内の栄
養状態を感知し、細胞増殖を制御している (Dibble and Manning, 2013) 。興味深いこと
にmTORC1阻害剤であるラパマイシンはがんの進展を抑制することが報告されており
(Vignot et al., 2005)、がんの代謝リプログラミングにおけるmTORC1の重要性が⽰唆さ
れている。⼀⽅で、ラパマイシンはがん細胞の増殖を抑制するものの、免疫細胞の活
性化も抑制する効果があり、がん免疫の観点から⾒ると腫瘍促進性であることが指摘
されている (Law, 2005)。以上からmTORC1シグナルの複雑なネットワークのさらなる
理解が必要であるが、アミノ酸レベルに応答したmTORC1のタンパク質レベルでの活
性制御は明らかになってきているものの、転写レベルでの制御は報告が乏しい。 

 

1-2. 転写因⼦ Nuclear factor erythroid 2-related factor 3 (NRF3) のがんにおける⽣理学
的機能 

NRF3 は1999年に cap‘n’collar (CNC) ファミリー転写因⼦の⼀つとして同定された
(Kobayashi et al., 1999a)（図２）。 Nrf3は胎盤で発現が⾼いものの、ノックアウトマウ
スが表現型を⽰さないため (Derjuga et al., 2004) 、その⽣理学的機能は⻑らく未解明で
あった。また後述するように NRF3 はストレス誘導性の転写因⼦であると考えられて
いるが、その⽣理的な活性化シグナルは解明されていない（図３）。そのような状況
の中で、近年、当研究室をはじめとして様々な研究室が、がん細胞における NRF3 の
機能を報告している。具体的には NRF3 がさまざまながん組織で⾼発現しており（図
4 ）、 ⼤腸がんでは (adenomatous polyposis coli) APC の遺伝⼦変異に起因する WNT/β
-Catenin 経路の活性化によって発現亢進している（図 5） (Aono et al., 2019)。また、
NRF3 ががん抑制タンパク質である p53やレチノブラストーマ（ Rb ）のプロテアソ

ームによる分解を介してがんを進展させることも報告している（図 5）(Waku et al., 

2020a)。さらに、他の研究グループが膵がんおよび甲状腺がんにおける NRF3 の転移
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促進機能を報告している(Wang et al., 2017, Wang et al., 2018)。最近では、当研究室で
NRF3 がコレステロール⽣合成の主要な調節因⼦であるsterol-responsive element-

binding protein 2 (SREBP2) を活性化すると同時に、 RAB5 の発現制御を介してエンド
サイトーシスの⼀種であるマクロピノサイトーシスを介した細胞外からのコレステロ
ールの取り込みを促進することを報告している（図 5） (Waku et al., 2021)。⼀⽅で、
脂肪酸代謝の主要な調節因⼦である SREBP1 はmTORC1シグナルを介して NRF3 のホ
モログである NRF1 の遺伝⼦発現を発現を誘導することが報告されている (Zhang et 

al., 2014)。これらの知⾒から NRF3 ががんの代謝制御とmTORC1シグナルに関連する
ことが⽰唆されるが、その詳細は未解明であった。 

 

1-3. 転写因⼦ NRF3 の活性制御機構 

CNC ファミリーには p45/NF-E2 、 NRF1 、 NRF2 、 NRF3 、 BACH1 、 BACH2

が属している (Motohashi et al., 2002)（図２）。 CNC ファミリー転写因⼦は、 DNA

結合ドメインとして CNC 型の塩基性ロイシンジッパー (bZip) を持っており、MAFK

やMAFF などの⼩ Maf 因⼦群とヘテロ⼆量体を形成する (Motohashi et al., 2002)。これ
らの転写因⼦は標的遺伝⼦プロモーター上の抗酸化応答配列 (antioxidant response 

element; ARE)や MAF 認識配列（ MAF recognition elements; MAREs ）を認識して転写
を調節する (Motohashi et al., 2002)。 CNC ファミリーの中でも NRF3 はタンパク質の
構造上 NRF1 、 NRF2 と相同性が⾼く (Chevillard and Blank, 2011) 、 NRF3 の活性制御
メカニズムは NRF1 の知⾒を基に明らかにされてきている。 NRF3 タンパク質は N末
端から順に N-terminal homology box 1 (NHB1) ドメイン、 N-terminal homology box 2 

(NHB1) ドメイン、 CNC/bZip ドメインを持つ (Kobayashi et al., 1999)。膜貫通領域を
持つ NHB1 ドメインを介して⼩胞体膜に繋がれており、Synoviolin (HRD1)によってポ
リユビキチン鎖が付加され、 valosin containing protein (VCP) によってプロテアソーム
に運ばれ分解されている。細胞がプロテアソーム阻害などの刺激を受けると、 NRF3

はアスパラギン酸プロテアーゼである DNA damage-inducible a homolog 2 (DDI2) による
プロセシングを受け、 NHB2 ドメインで切断される (Chowdhury et al., 2017a) 。それに
より活性化した NRF3 はMAFKやMAFF などの⼩ Maf群とヘテロ⼆量体を形成し、標
的遺伝⼦のプロモーター上のAREに結合し転写を活性化する（図３） (Kobayashi et al., 

1999) 。核内ではβ-Transducin repeat containing protein (β-TRCP)によってユビキチン化
され、プロテアソームによって分解される(Chowdhury et al., 2017)。また、 NRF3 のホ
モログである NRF1 は NRF3 と同様に活性制御されており、 NGLY1 による脱糖鎖や
ポリユビキチン鎖が DDI2 による切断に必要であることが⽰唆されている(Dirac-

Svejstrup et al., 2020; Lehrbach et al., 2019)。 
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⼀⽅、 NRF3 関連因⼦であり酸化ストレス応答の遺伝⼦発現を制御する NRF2 の活
性制御機構については、⾮酸化ストレス下で NRF2 は細胞質でユビキチン転移酵素の
アダプター / 酸化ストレスセンサータンパク質である Kelch-like ECH-associated 

protein 1 (KEAP1) および E3 ユビキチン転移酵素である Cullin3 (CUL3) と複合体を形
成し、プロテアソームによって分解されている (Kobayashi et al., 2006)。酸化ストレス
や親電⼦性物質などの刺激にさらされると、 KEAP1 のシステイン残基が酸化修飾さ
れ構造が変化する(Itoh et al., 2004)。それにより、 NRF2 を分解を逃れ、グルタチオン
合成酵素などの抗酸化ストレスに関連する遺伝⼦の発現を誘導する (Yamamoto et al., 

2018) 。以上のように NRF3 は NRF1/NRF2 と同様にストレス誘導性転写因⼦である
と推察されるが、具体的な⽣理的刺激は未解明な点が多い。 

 

1-4. mTORC1の⽣理学的機能 

mTORC1は mTOR 、RAPTOR、 PRAS40 、 mLST8 、DEPTORからなるタンパク質
複合体である。それに対し、mTORC2は mTOR 、 RICTOR 、 mSin 、 mLst8 、
Protor1/2 、DEPTORからなるタンパク質複合体である。どちらもセリン / スレオニン
キナーゼ活性を持つが、その標的タンパク質は異なっている。mTORC1はp70 

ribosomal protein S6 kinase (S6K) 、 4E-binding protein 1 (4E-BP1) 、unc-51 like autophagy 

activating kinase 1 (ULK1)などをリン酸化し（図６）、 mTORC2は AKT やPKCをリン
酸化する。mTORC1はタンパク質や脂質、核酸など、細胞の構成成分の⽣合成といっ
た同化反応を促進する⼀⽅で、オートファジーといった異化反応を抑制する（図６）
(Ben-Sahra et al., 2016; Hara et al., 1998; Hosokawa et al., 2009; Matsubara et al., 2012; 

Porstmann et al., 2008) 。具体的には、mTORC1は S6K と 4E-BP1 のリン酸化を介して
タンパク質合成を促進する (Hara et al., 1998) 。また、細胞増殖に必要な脂質を供給す
るために、 Lipin1 のリン酸化を介してコレステロール⽣合成を活性化する (Peterson et 

al., 2011)。さらに、mTORC1は c-MYC や hypoxia inducible factor 1 (HIF1) の発現およ
び活性制御を介してグルコース代謝を酸化的リン酸化から解糖系にシフトすると同時
に、核酸合成のためにペントースリン酸経路を活性化する (Du et al., 2010)。それに加
えて、ミトコンドリアの品質管理にも重要である (Sikstro et al., 2013) 。⼀⽅で、unc-

51 like autophagy activating kinase 1 (ULK1) のリン酸化を介してオートファジーを抑制
する (Hosokawa et al., 2009) 。つまり、mTORC1は細胞内の異化・同化のバランスを制
御することで細胞増殖に寄与している（図６）。  

 

1-5. アミノ酸およびインスリンによる mTORC1 の活性制御機構 

mTORC1活性は栄養状態やストレスなどの環境に応じてリソソーム膜上に存在する
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Ras homolog enriched in brain (Rheb) とRag GTPaseファミリーによって調節されている
（図７） (Sancak et al., 2008, 2010; Saucedo et al., 2003) 。 Rheb の活性はGAP活性を持
つ tuberous sclerosis complex 1 および 2 (TSC1/2) によって制御されている。⼀⽅で、
Rag GTPaseファミリーは RagA または RagB （ RagA/B ）と RagC または RagD

（ RagC/D ）がヘテロ⼆量体を形成しており、その Rag複合体はヘテロ六量体の⾜場
タンパク質であるRagulatorおよびアルギニントランスポーターであるSLC38A9によっ
てリソソーム膜に繋ぎ留められている (Sancak et al., 2010) 。Rag-Ragulator複合体はア
ミノ酸（特にロイシンおよびアルギニン）に応答して、mTORC1のリソソーム膜上へ
の誘導を促進する (Bar-Peled et al., 2013; Wang et al., 2015; Wolfson et al., 2016) 。具体的
には、ロイシンは細胞質で Sestrin2 と GATOR2 の結合を阻害し、それによりGAP活性
を持つGATOR1 が抑制され、 RagA/B がGDP結合型に変化するのを阻害することで
mTORC1との親和性が上昇する。アルギニンはSLC38A9によって感知され構造変化を
起こす。それにより、 Ragulator-SLC38A9 がGEF活性を持ち、 RagA/B をGTP結合型
にすることでmTORC1との親和性を増加させる。 RagC/D はGAP活性を持つ
folliculin-FNIP によってGDP結合型に変化し、mTORC1との親和性が上昇する。なお、
RagC/D に対するGEF活性を持つ分⼦は不明である。それらのアミノ酸による

mTORC1のリクルートに続いてインスリンなどの増殖因⼦が PI3K-AKT のリン酸化を
介した TSC1/2 の阻害によって Rheb のGTP結合を促進しmTORC1にリン酸化活性を
付与する（図７）。以上のようにmTORC1活性化のタンパク質レベルでの分⼦メカニ
ズムは明らかにされてきているが、mTORC1の活性制御メカニズムを、各因⼦の転写
という視点で解析した研究はほとんど存在しない。 

 

1-6. ラパマイシンによる mTORC1 阻害 

mTORC1阻害剤であるラパマイシンは Streptomyces hygroscopicus から単離されたマ
クロライド化合物の⼀種である。ラパマイシンは細胞内でFKBP prolyl isomerase 1A 

(FKBP12) と複合体を形成し、その複合体は mTOR タンパク質のFRBドメインに結合
することでmTORC1の活性を阻害する。ラパマイシンは IL-2 シグナル伝達を抑制する
ことによる免疫抑制作⽤をもち、臓器移植の拒絶予防に使⽤されてきた (Mukherjee 

and Mukherjee, 2009)。また、マウスにおいて寿命延⻑効果があることが報告されてい
る (Harrison et al., 2009)。さらに近年、がん細胞の増殖抑制効果も報告されており臨床
研究が進められている(Vignot et al., 2005)。 

 

1-7. 本研究の⽬的と概要 

本研究は、 NRF3 のがんにおける⽣理的意義を明らかにすることを⽬的として⾏い、
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NRF3 がアルギニン⽋乏誘導性の転写因⼦である可能性を⾒出し、アルギニン依存的
なmTORC1活性化を介して腫瘍を増⼤させることを発⾒した。具体的には、 NRF3 は
アルギニンレベルに応じてSLC38A9および RagC の発現を制御することでmTORC1の
リソソーム膜上へのリクルートを誘導することを明らかにした。さらに、 NRF3 は
mTORC1活性化のために、⾮選択的なマクロピノサイトーシスや選択的なアミノ酸ト
ランスポーターによるアルギニン取り込みを活性化することも⽰した。メタボローム
解析から NRF3 とグルコース代謝の関連が⽰唆され、 NRF3-mTORC1 軸はミトコンド
リア機能の維持およびがん細胞の⽣存に寄与することを明らかにした。それと⼀致し
て NRF3-mTORC1 軸の増強は腫瘍を増⼤させ、いくつかのがん種において予後不良と
なることを明らかにした。最後に、Nrf3による腫瘍微⼩環境での免疫抑制の可能性を
⽰した。これらの結果は、今まで未解明であった NRF3 の活性化ストレスおよび転写
レベルでのmTORC1活性制御を明らかにするとともに、 NRF3 のアルギニン依存的な
mTORC1活性化を介したがんの代謝や進展への寄与を⽰している。 

 

2. 実験⽅法 

 

2-1. 細胞株・細胞培養 

HCT116 細胞およびDLD-1細胞（ヒト⼤腸癌）は DMEM/ ⾼グルコース培地
(Wako Pure Chemical Industries) で培養した。H1299 細胞（ヒト肺癌）および PK-45H

細胞（ヒト膵臓癌）は、 RPMI-1640 培地 (Nacalai Tesque) で培養した。すべての培地は、
10% FBS (Nichirei Bioscience) 、40 μg/mLストレプトマイシン、40 units/mL ペニシリン
(Wako Pure Chemical Industries) を添加し、37℃、 5% CO2 インキュベーターで培養し

た。 NRF3 およびGFPを安定的に発現する H1299 細胞  (H1299-oeNRF3/H1299-oeGFP)

は、以前に作製した(Waku et al., 2020a)。Nrf3ノックダウンおよびコントロールノック
ダウン RenCa 細胞（RenCa_shNrf3/RenCa_shCtrl）はNrf3およびコントロールターゲッ
ト配列を挿⼊した piGENE hU6 プラスミドとピューロマイシン耐性プラスミドを共ト
ランスフェクションし、10 μg/ml ピューロマイシンで薬剤選択した（ TJEM ）。
GFP-LC3-RFP-LC3G プローブ (Kaizuka et al., 2016) を安定的に発現する HCT116 細胞を
作製するために、 HCT116 細胞を pMRX-IP-GFP-LC3-RFP-LC3G をトランスフェクシ
ョンし、 1 μg/ml ピューロマイシンで薬剤選択した。 

 

2-2. トランスフェクション 

プラスミド DNA および siRNA のトランスフェクションはそれぞれpolyethylenimine

および RNAiMAX (Invitrogen) で⾏った。 siRNA の配列は表 1 で⽰した。 
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2-3. ウエスタンブロット 

NRF3 タンパク質を抽出するために、細胞を1×SDSサンプルバッファー (50 mM 

Tris-HCl [pH6.8]、 10% グリセロール、 1% SDS) で溶解し、 DNA を剪断するために
超⾳波処理した後、 2% 2- メルカプトエタノールを加え95℃で 5 分間煮沸した。
NRF3 以外のタンパク質抽出では、細胞を RIPA バッファー (20 mM Tris-HCl [pH 7.6] 、
50 mM フッ化ナトリウム、 10 mM NaCl 、 10 mM ピロリン酸ナトリウム、10 mM 

β-グリセロリン酸、 1 mM EDTA 、 10% グリセロール、 1% NP-40 、プロテアーゼ
阻害剤カクテル(Nacalai Tesque))で溶解した。細胞溶解液を 4℃、 13,000 rpm で10分間
遠⼼し、 5 × SDS サンプルバッファーと  2% 2- メルカプトエタノールを加え、95℃で
5 分間煮沸した。ただし、SLC36A1およびSLC38A9タンパク質の検出のために、細胞
溶解液を PNGase F (New England Biolabs) と反応させて脱糖鎖処理し、 5 × SDS サンプ
ルバッファーを添加し、95℃での煮沸は⾏わずに使⽤した。タンパク質量は BCA キ
ット (Wako Pure Chemical Industries) を⽤いて測定した。タンパク質を SDS-PAGE で分
離し、 PVDF 膜 (Sigma-Aldrich) に転写した。適切なブロッキング液を⽤いて室温で 1

時間ブロッキングおよび TBS-T (20 mM Tris-HCl [pH 7.6] 、 137 mM NaCl 、 0.1% 

Tween20)で洗浄した後、メンブレンを⼀次抗体溶液と 4℃  で⼀晩以上反応させ、
TBS-T で洗浄した。次に、メンブレンを horseradish peroxidase 標識⼆次抗体
(Invitrogen) と室温で１時間反応させ、 TBS-T で洗浄した。ECL Western Blotting 

Detection Reagents (GE healthcare) と反応させ、 X 線フィルム RX-U (FUJIFILM) に露光
して CEPROS SV (FUJIFILM) で検出した。使⽤した抗体は表 2 に⽰した。 

 

2-4. 免疫染⾊ 

カバーガラスに接着した細胞を 4% paraformaldehyde で37℃、15分間固定し、 PBS で
３回洗浄した後、ブロッキング溶液 (1% BSA、0.3% Triton X-100 in PBS)で 1時間ブロ
ッキング・透過処理をした。⼀次抗体液と 4℃、１⽇間反応させ、 PBS で 3回洗浄し
た後、 Alexa Fluor 488 、 Alexa Fluor 546 、 Alexa Fluor 594 、 Alexa Fluor 647標識した
⼆次抗体 (Invitrogen) と室温 1時間反応させた。このとき、核は4’,6’-diamidino-2-

phenylindole (DAPI) (Dojindo Molecular Technologies) で染⾊した。PBS で３回洗浄した
後、 mounting medium (Dako) で封⼊し、共焦点顕微鏡(LSM900、 Zeiss) で画像を取得
した。共局在定量解析はImageJの Mander’s coefficient プラグインで⾏った。使⽤した
抗体は表 2 に⽰した。 

 

2-5. RNA抽出および定量的リアルタイム PCR (RT-qPCR)  
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細胞をISOGEN II (NIPPON GENE)に溶解し、製品プロトコルにしたがって RNA の
抽出および精製を⾏った。 1 μg RNA を pd (N)6 random primer (Takara Bio) 、murine 

leukemia virus reverse transcriptase (Invitrogen) 、250 mM deoxy nucleoside triphosphate 

(Takara Bio)を⽤いて製品プロトコルに従い逆転写した。 cDNA にSYBR Premix Ex Taq 

II (Takara Bio)とプライマーを混合し、 Thermal Cycler Dice Real-Time System (Takara 

Bio) でRT-qPCRを⾏った。各遺伝⼦の発現量は β-actin の発現量で補正した。⽤いたプ
ライマーの配列は表 1 に⽰した。 

 

2-6. クロマチン免疫沈降（ ChIP ） 

この実験は、以前の報告に基づいている (Waku et al., 2021)。細胞を 1μM MG-132

（ Peptide Institute ）で16時間処理し、 1％ホルムアルデヒドで室温で10分間固定した
後、グリシンを加えて最終濃度を 0.125 M にした。プロテアーゼ阻害剤を加えた細胞
溶解バッファー（ 5 mM Tris-HCl [pH 8.0], 85 mM KCl, 0.5% NP-40 ）で細胞を溶解し、
2000 rpm, 4°Cで 3 分間遠⼼した。ペレットをさらに、プロテアーゼ阻害剤⼊りの核溶
解バッファー（ 50 mM Tris-HCl [pH 8.0], 10 mM EDTA, 1% SDS ）を⽤いて溶解した後、
超⾳波処理した。 15,000 rpm 、 8℃で10分間遠⼼分離後、上清を回収し ChIP 希釈バ
ッファー（16.7 mM Tris-HCl [pH 8.0], 167 mM NaCl, 1.2 mM EDTA, 1.1% TritonX-100, 

and 0.01% SDS ）に希釈した後、20μlの Dynabeads Protein G （ ThermoFisher Scientific）
で前洗浄した。次に、上清を 3μg の抗 NRF3 抗体（RCB4901） (Chowdhury et al., 

2017a) とインキュベートし、 20μL の Dynabeads Protein G （ ThermoFisher Scientific）
と反応させた。低塩洗浄緩衝液（ 20 mM Tris-HCl［ pH 8.0］ , 150 mM NaCl, 2 mM 

EDTA, 1% Triton X-100, および 0. 1%SDS ）、⾼塩洗浄緩衝液（20 mM Tris-HCl [pH 

8.0], 500 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% Triton X-100, and 0.1% SDS ）、 LiCl洗浄緩衝液（10 

mM Tris-HCl [pH 8.0], 250 mM LiCl, 1 mM EDTA, 1% deoxycholate sodium, and 1% NP-40 ）
の順で洗浄し、最後に1 mlの TE 緩衝液（ 10 mM Tris-HCl [pH 8.0], and 1 mM EDTA）
で 2回洗浄した。 100μl の溶出バッファー（ 50mM NaHCO3 および 1% SDS ）を加え
て免疫複合体を溶出させ、 200mM NaCl を加えて脱架橋した後、残ったタンパク質を
プロテイナーゼK で消化した。最後に標的領域に特異的なプライマーを⽤いてRT-

qPCR を⾏った。使⽤したプライマー配列は表 1 に⽰した。 

 

2-7. 共免疫沈降 

この実験は以前に報告されている⽅法を基にしている (Wolfson et al., 2016)。細胞に
指定されたプラスミド DNA をトランスフェクションし、翌⽇指定されたアミノ酸刺
激処理をした。細胞を Triton lysis buffer (40 mM HEPES [pH 7.4], 10mM β-glycerol 
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phosphate, 10 mM sodium pyrophosphate, 2.5 mM MgCl2, 1% Triton X-100, and protease 

inhibitor cocktail) で溶解し、 4℃、 13,000 rpm で10分間遠⼼して上清を回収した。
50%スラリー FLAG M2 アフィニティーゲルを Triton lysis buffer で３回洗浄した後、
細胞溶解液に加え、 4℃で 2時間振盪した。 Triton lysis buffer で１回洗浄した後、
500 mM NaCl を加えた Triton lysis buffer で３回洗浄した。免疫沈降したサンプルに等
量の 2 × SDS sample buffer を加え、ウエスタンブロットを⾏った。 

 

2-8. オートファジーフラックス解析 

この実験は以前に報告されている⽅法を基にしている (Kaizuka et al., 2016)。 GFP-

LC3-RFP-LC3ΔG を安定発現する HCT116 細胞に指定された siRNA をトランスフェク
ションし、 2⽇後に蛍光顕微鏡 (LX71, Olympus) を⽤いた画像取得およびフローサイ
トメトリー(FACSAriaII, BD Bioscience)を⽤いたGFPおよび RFP の蛍光強度の測定を⾏
った。 

 

2-9. ⼆分⼦蛍光相補法(BiFC) 

この実験は以前の報告に基づいている (Waku et al., 2016)。N末端/C末端 Venus-

DDI2ΔUBLを発現するプラスミドを作成するために、DDI2cDNAを pBiFC-VN173 

(addgene)およびpBiFC-VC155 (addgene)にクローニングした。各 BiFC プラスミドに加
えて pmCherry-N1 プラスミド（ Clontech）を内部標準としてトランスフェクションし
た。翌⽇、アミノ酸⽋乏培地で 3時間培養した。 Venus および mCherry の蛍光強度を
フローサイトメトリーで計測し、 mCherry陽性細胞における Venus 蛍光の中央値を算
出した。 

 

2-10. マクロピノサイトーシス解析 

この実験は以前の報告を基にしている (Waku et al., 2021)。細胞に 100 μM EIPAまた
はコントロールとしてDMSOで刺激し、1 mg/ml FITC-BSA (Invitrogen)を添加して 1時
間培養した。細胞を回収しFACS buffer (0.1% [w/v] sodium azide and 2% FBS in cold PBS)

PBS) で２回洗浄し、 500 μL FACS buffer に再懸濁した。その後、 FITC の蛍光強度
をフローサイトメーターで測定した。 

 

2-11. アポトーシス解析 

この実験はMEBCYTO Apoptosis Kit (Annexin V-FITC Kit) (MBL International)を⽤いて
製品プロトコルにしたがって⾏った。回収した細胞をAnnexin V-FITC (AV)および
propidium iodide (PI) を含むBinding bufferで再懸濁した。室温で15分間反応させた後、
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フローサイトメーターで測定した。 AV 陽性 /PI 陰性を早期アポトーシス、 AV 陽性
/PI 陽性を後期アポトーシスとした。 

 

2-12. 移植マウスモデル 

2-12-1. 異種移植 

この実験は以前の報告を基にしている(Waku et al., 2020a)。1 × 107個の H1299-

oeNRF3 または H1299-oeGFP 細胞を 4週齢の雌 BALB/cAJcl-Foxn1nu マウス (CREA 

Japan) に⽪下移植した。 1週間後、ラパマイシン (LC Laboratory) を1.5 mg/kgまたは
3.0 mg/kgで 2⽇に１回腹腔投与を開始した。腫瘍体積は 1/2 ×[ ⻑辺 ]× [短辺 ] ２ で算
出した。３週間後、腫瘍を摘出し重量を測定した。 

2-12-2. 同種移植 

この実験は以前の報告を基にしている (Waku et al., 2022)。5 × 105個のRenCa_shNrf3

または RenCa_shCtrl 細胞を 4週齢の雌 BALB/cCrSlc マウス(SHIMIZU Labolatory 

Supplies)または BALB/cAJcl-Foxn1nu/nu （CLEA Japan）に⽪下移植した。 3週間、腫瘍
体積を計測しつつ飼育した後、腫瘍を摘出し重量を測定した。なお、腫瘍体積の算出
は上記と同様に⾏った。 

 

2-13. DNA マイクロアレイ解析 

この実験は以前の報告を基にしている(Waku et al., 2020a)。 Renca-shNrf3または
shCtrl 細胞を移植し、４週間後に摘出した腫瘍組織から抽出した RNA を⽤いた。製
品プロトコルにしたがい、 RNA を Ambion WT Expression Kit (Affymetrix) を⽤いて断
⽚化・標識し、 GeneChip WT Terminal Labeling and Hybridization Kit (Affymetrix) で
Affymetrix Clariom S mouse array に相補結合させた。マイクロアレイの⼯程は、
GeneChip fluidics station 450 を使⽤し、蛍光シグナルは GeneChip scanner 3000-7 G で検
出した。また、 DNA マイクロアレイの全遺伝⼦の発現データは、Transcription 

Analysis Console (Affymetrix) を⽤いて取得した。 

 

2-14. メタボローム解析 

2-14-1. 機器 

キャピラリー電気泳動⾶⾏時間型質量分析 (CE-TOFMS) はAgilent 7100 capillary 

electrophoresis (Agilent Technologies) 、 Agilent 6230 LC/MSD TOF (Agilent Technologies) 、
Agilent1100 series binary HPLC pump 、G1603A Agilent CE-MS adapter-G1607A Agilent 

CE-ESI-MS sprayer kit で⾏った。陰イオン性代謝物の検出では、 Agilent stainless ESI 

needle を Agilent G7100-60041 platinum ESI needle (Soga et al., 2009) に変更して実施した。 
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システム操作とデータ取得は Agilent MassHunter Workstation で⾏い、データ解析は
Keio MasterHands software で⾏った。なお、本実験は慶應⼤学との共同研究で実施し

た。 

2-14-2. カチオン性代謝物の分析 

電解質として 1 M ギ酸を満たしたシリカキャピラリー ( 内径50μm×全⻑ 100 cm) を
⽤いて分離を⾏った (Soga et al., 2003, Soga et al., 2006) 。試料溶液約 5 nl を 50 mbar で
5秒間注⼊し、 30 kV の電圧をかけた。キャピラリーの温度は20℃に保ち、サンプル
トレイは 5℃以下に冷却した。0.01 μM Hexakis(2,2-difluoroethoxy)phosphazeneを含むメ
タノール / ⽔(50% v/v)をシース液として 10 μL/min で送液した。エレクトロスプレー
イオン化 (ESI)/ ⾶⾏時間型質量分析(TOFMS)は陽イオンモードで⾏い、キャピラリー
電圧は4000 Vに設定した。加熱乾燥窒素ガス ( ヒーター温度 300℃ ) の流量は 7 psig

に維持した。 TOFMS では、フラグメンター、スキマー、 Oct RFV電圧は、それぞれ
75 V、50 V、 500 V に設定した。各スペクトルの⾃動再較正は、標準物質の質量を⽤
いて⾏った。プロトン化メタノール⼆量体の 13C 同位体イオン（ [2MeOH+H]+ 、m/z 

66.0631 ）および Hexakis(2,2-difluoroethoxy)phosphazene ([M+H]+ 、 m/z 622.0290)から
精密質量測定⽤のロックマスを決定した。 

2-14-3. アニオン性代謝物の分析 

市販の COSMO(+) (chemically coated with cationic polymer)キャピラリー ( 内径 50 

μm×全⻑ 105 cm) (Nacalai Tesque) を⽤い、電解質として 50 mM 酢酸アンモニウム溶
液 (pH 8.5) を⽤いた (Satoh et al., 2017; Soga et al., 2009)。試料溶液30 nlを 50 mbar で30

秒間注⼊し、 -30 kV の電圧をかけた。酢酸アンモニウム (5 mM) を0.01 μM 

Hexakis(2,2-difluoroethoxy)phosphazene を含むメタノール / ⽔(50% v/v)に溶解した溶液
をシース液として10 μl/minで送液した。 ESI-TOFMS はマイナスイオンモードで⾏い、
キャピラリー電圧は 3,500 V に設定した。 TOFMS では、フラグメンター電圧は 100 

V 、スキマー電圧は50 V、 Oct RFV電圧は 500 V に設定した。脱プロトン化酢酸⼆量
体の 13C 同位体イオン ([2CH3COOH-H]-, m/z 120.0384) および Hexakis + 脱プロトン化
酢酸 (m/z 680.03554)から精密質量測定⽤のロック質量決定した。 

 

2-15. ⽣存曲線解析 

臨床解析は、ウェブサーバー GEPIA2 を⽤いて⾏った (Tang et al., 2019) 。 

 

2-16. 統計処理 

データは平均値 ±標準偏差(SD)で表⽰した。 2群間および複数群間の⽐較には、それ
ぞれ Welch’s t-test および⼀元配置分散分析 (ANOVA) 、 Tukey’s test を⽤いた。メタボ
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ロミクスデータの統計解析およびエンリッチメント解析は、メタボロミクスデータ解
析専⽤の総合プラットフォームである MetaboAnalyst を⽤いた (Xia et al., 2009)。 

 

3. 結果 

 

3-1. NRF3 は mTORC1 活性化に寄与する 

 

3-1-1. NRF3 は mTORC1 関連遺伝⼦の発現を制御する可能性がある 

NRF3 が 20S プロテアソームのシャペロン POMP の発現誘導を介して腫瘍増⼤させ
ることが明らかにされているが、さらに NRF3 によるがんにおける⽣理機能の全容を
解明するために、まず NRF3 がガン細胞において発現制御する遺伝⼦群の網羅的な解
析を⾏った。当研究室が以前⾏ったヒト⼤腸がん細胞 HCT116-siRNA による NRF3 ノ
ックダウン (HCT116-siNRF3) 、コントロール (HCT116-siCtrl) の DNA マイクロアレイ
データセット (Waku et al., 2021) を⽤いて gene set enrichment analysis (GSEA) を⾏った。
GSEA は全遺伝⼦を対象に発現量の差分からランク付けする閾値を⽤いない、バイア
スのない解析である。結果として、 NRF3 発現が「mTORC1シグナル」遺伝⼦セット
と正の相関を⽰した（図８A & ８ B ）。同様の結果は、他のヒト肺がん細胞データセ
ット H1299-NRF3 過剰発現(H1299-oeNRF3)およびコントロールGFP過剰発現 (H1299-

oeGFP) でも得られた（図 8C & 8D ）。以上の GSEAから、 NRF3 はmTORC1シグナ
ル伝達系を転写レベルで制御している可能性が強く⽰された。 

 

3-1-2. NRF3 ノックダウンは mTORC1 活性を低下させる 

そこで NRF3 とmTORC1シグナル伝達系との相関を詳細に調べるために、 HCT116

細胞に対して siNRF3 トランスフェクションがmTORC1活性に与える影響を調べたと
ころ、 NRF3 ノックダウンによりmTORC1活性化のマーカーである S6K のリン酸化レ
ベル (p-S6K) が低下することを⾒出した (Hara et al., 1998) （図９）。ここで siNRF3

のトランスフェクションにより、 NRF3 関連遺伝⼦である NRF1 および NRF2 の
mRNAレベルに変化がないことを確認した（図１０）。このことから、 NRF3 ノック
ダウンによる上記の効果は、 NRF1 および NRF2 に対するオフターゲットによるもの
ではないことが⽰された。さらに、他のがん細胞においても NRF3 によるmTORC1活
性の制御が存在するかを調べるために、 NRF3 が内在的に⾼く発現しているヒトがん
細胞株（⼤腸癌DLD-1、膵臓癌 PK-45H 細胞、 H1299 細胞）を⽤いた。結果として、
これらのがん細胞でも NRF3 ノックダウンにより p-S6K レベルが低下した（図１１）。
以上から、複数のがん細胞において、 NRF3 はmTORC1活性化に寄与していることを
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明らかにした。 

 

3-1-3. NRF3 ノックダウンはオートファジーを誘導する 

NRF3 による S6K リン酸化亢進に続き、他のmTORC1活性指標を調べるため、
mTORC1の活性化によって抑制されるオートファジーへの影響を検討した (Hosokawa 

et al., 2009)。オートファジーフラックス解析は GFP-LC3-RFP-LC3ΔG プローブ
(Kaizuka et al., 2016) を⽤いた。このプローブは細胞内で翻訳後直ちにGFP-LC3と
RFP-LC3ΔG に切断され、GFP-LC3はオートファジーの基質として、 RFP-LC3ΔG は

細胞内コントロールとして機能する。結果として、 NRF3 のノックダウンにより
GFP/RFP⽐が減少し、オートファジー活性化、すなわちmTORC1不活性化を⽰すこと
がわかった（図１２）。これらの結果は、 NRF3 がmTORC1活性化に関与しているこ
とを⽰している。 

 

3-2. NRF3 はmTORのリソソーム膜上への局在を誘導する 

 

3-2-1. NRF3 はアミノ酸による mTORC1 のリソソームへの局在を誘導することで
mTORC1 を活性化する 

アミノ酸⽋乏後の再刺激（以下、⽋乏と再刺激のセットを「刺激」と呼ぶ）により、
mTORC1活性化が強く誘導されることが知られている (Hara et al., 1998) 。そこで、
NRF3 によるmTORC1活性化にアミノ酸刺激が重要であるかどうかを検討した。アミ

ノ酸刺激により p-S6K レベルが増加したが、 NRF3 ノックダウンによりアミノ酸依存
的な p-S6K レベルの増加は抑制された（図１３）。さらに、DLD-1、 H1299 、 PK-

45H といった他のがん細胞においても、 NRF3 ノックダウンによってアミノ酸依存的
な p-S6K レベルが減少した（図１４）。アミノ酸刺激は、mTORC1をリソソーム表⾯
へ局在させることで活性化の起点となる（図７） (Sancak et al., 2008) 。そこで、
NRF3 がアミノ酸刺激によるmTORC1のリソソームへの局在を制御しているかどうか
を調べた。まず、 mTOR とリソソームマーカーとして lysosomal-associated membrane 

protein 1 (LAMP1) に対する抗体を⽤いて免疫染⾊を⾏った (Carlsson et al., 1988; Viitala 

et al., 1988)（図１５）。 mTOR タンパク質はアミノ酸⽋乏下で LAMP1 タンパク質と
ほとんど共局在していなかったが (AA-dep.) 、アミノ酸再刺激に応答して LAMP1 タ
ンパク質と mTOR タンパク質の共局在が増強された（図１５、 siCtrl, AA-dep.→AA-

res. ）。⼀⽅で、 NRF3 ノックダウンによりこの共局在は消失した（図１５、
siNRF3, AA-dep.→AA-res. ）。これらの免疫染⾊の結果は、 NRF3 がアミノ酸刺激に

応答して mTOR のリソソームへ局在を促進することを⽰しており、上記の p-S6K の結
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果と⼀致している（図１３）。  

 

3-2-2. NRF3 によるアミノ酸依存的な mTORC1 のリソソームへの局在はインスリン
による mTORC1 への活性付与に必要である 

アミノ酸刺激に応答してリソソーム表⾯にリクルートされたmTORC1は、インスリ
ン -Rheb シグナルによってキナーゼ活性が付与されることで最終的に活性化する（図
７）。そこで、 NRF3 によるアミノ酸依存的なmTORC1活性化に対するインスリン刺
激の影響を検討した。HCT116-siCtrl細胞または siNRF3 細胞をアミノ酸および⾎清不
含培地にて培養した後、アミノ酸再刺激およびインスリン刺激を⾏った。 siCtrl 細胞
では、アミノ酸とインスリン刺激の両⽅が S6K のリン酸化に重要であることがわかっ
た（図１６、 siCtrl ）。⼀⽅、 NRF3 をノックダウンすると、アミノ酸とインスリン
の存在下で、 S6K のリン酸化が減少した（図１６、 siNRF3 ）。これらの結果は、
NRF3 によるアミノ酸依存的なmTORC1のリソソームへの局在が、インスリン刺激に

よるmTORC1活性化にまで影響を与えることを⽰している。 

 

3-3. アルギニンは NRF3 による mTORC1 活性化において重要なアミノ酸である 

 

3-3-1. ロイシンおよびアルギニンは NRF3 による mTORC1 活性化に必要である可能
性がある 

次に、どのアミノ酸がどのように NRF3 依存的なmTORC1活性化をもたらすのかを
調べた。これまでの研究で、ロイシンとアルギニンがmTORC1の活性化に特に重要で
あることが報告されている（図７）(Hara et al., 1998; Yao et al., 2008)。そこで、 NRF3

によるmTORC1活性化におけるこれらのアミノ酸の重要性を検討した。ロイシンおよ
びアルギニン⽋乏後に両⽅で再刺激すると p-S6K レベルは増加したが、 NRF3 ノック
ダウンはその p-S6K レベルの増加を抑制した（図１７）。このことから、 NRF3 によ
るmTORC1活性化においてもロイシンとアルギニンが重要であることが⽰唆された。 

 

3-3-2. ロイシンセンサーである Sestrin2 は NRF3 による mTORC1 活性化に重要では
ない 

ロイシンは Sestrin2 に結合し、 Sestrin2 を GAP activity toward Rag 2 (GATOR2) 複合
体から解離させることでmTORC1を活性化する（図７） (Wolfson et al., 2016)。また、
グルタミンはロイシン取り込みの交換基質として作⽤することで細胞質ロイシンレベ
ルを上昇させ、mTORC1を活性化する (Nicklin et al., 2009) 。そこで、ロイシンおよび
グルタミン（ロイシン / グルタミン）の刺激が Sestrin2 タンパク質の GATOR2複合体
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からの解離に与える影響について検討するため、 GATOR2複合体の構成要素である
WDR24 に FLAG タグを融合したタンパク質を発現するプラスミドを⽤いて、共免疫

沈降実験を⾏った (Bar-Peled et al., 2013) 。アミノ酸⽋乏下で、 FLAG-WDR24 タンパ
ク質と結合する Sestrin2 タンパク質を確認し（図１８、レーン 3 ）、続くアミノ酸再
刺激により結合する Sestrin2 タンパク質が減少し、 p-S6K レベルが増加した（図１８、
レーン 3 vs. 4 ）。同様の結果は、ロイシン / グルタミンの再刺激によっても得られた
（図１８、レーン 3 vs.5 ）。しかし予想外にも、 NRF3 ノックダウンはアミノ酸また
はロイシン / グルタミンの再刺激による FLAG-WDR24 からの Sestrin2 の解離に影響
を与えなかったことから（図１８、レーン 6 vs. 7, 8 ）、 ロイシンおよびグルタミンは
NRF3 によるmTORC1活性化にとって重要なアミノ酸ではない可能性があることが⽰
唆された。 

 

3-3-3. アルギニンは NRF3 による mTORC1 活性化に重要なアミノ酸である 

次に、 NRF3 によるmTORC1活性化におけるアルギニンの寄与を調べるために、ア
ルギニンの単独刺激を⾏った。 NRF3 ノックダウンによりアルギニン依存的な p-S6K

レベルの上昇が消失し（図１９ A ）、 さらに重要なことに、 NRF3 ノックダウンによ
ってアルギニン刺激による mTOR と LAMP1 の共局在も減弱した（図１９ B ）。これ
らの結果は、 NRF3 がアルギニンを利⽤してmTORC1のリソソームへのリクルートを
促進する可能性を⽰している。この詳細な分⼦機構について、以降のセクションでさ
らに検討した。 

 

3-4. NRF3 はアルギニン⽋乏に応答して活性化する 

 

3-4-1. NRF3 はアルギニン⽋乏に応答して切断され核移⾏する 

NRF3 タンパク質は⼩胞体膜に位置し、その後プロテアソームによって分解される
（図３）。細胞が MG-132 などのプロテアソーム阻害やストレスを受けると、 NRF3

タンパク質は切断され、核に移⾏して転写が活性化される（図３） (Chowdhury et al., 

2017a)。しかし、⽣理的ストレスによる NRF3 の活性化は未だ報告がないが、本研究
からアミノ酸、特にアルギニンレベルに応答している可能性が⽰唆される。アミノ酸
刺激に応じた内在性 NRF3 タンパク質の切断を調べたが、 NRF3 タンパク質が分解さ
れてしまい検出できなかった（データ未掲載）。そこで、 NRF3 を過剰発現させた
H1299-oeNRF3 細胞を⽤い、 MG-132 処理に応答して外因性 NRF3 タンパク質がプロ

セシングされ、核移⾏することを確認した（図２０、 MG-132 ）。次に、この細胞株
を⽤いてアミノ酸刺激が NRF3 タンパク質の切断に与える影響について検討した。そ
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の結果、アミノ酸刺激により、切断され核移⾏した NRF3 タンパク質が増加すること
が分かった（図２０、 AA stimulation ）。その後、アルギニン刺激下でも検討したと
ころ、同様の結果が得られた（図２０、 Arg stimulation ）。前述したように「刺激」
は「⽋乏」と「再刺激」のセットと定義している。そこで、⽋乏と再刺激のうち、ど
の処理が NRF3 の活性化に重要かを検討した。その結果、アミノ酸やアルギニン⽋乏
の時点で NRF3 タンパク質は切断され、再刺激の時点でも保たれていることが明らか
になった（図２１ A ）。最後に、切断された NRF3 タンパク質が核移⾏していること
を確認するため、免疫染⾊を⾏なった。その結果、アミノ酸またはアルギニンの枯渇
が NRF3 タンパク質の核内移⾏を増加させることを確認し（図２１ B ）、 アミノ酸、
特にアルギニン⽋乏が、 NRF3 タンパク質の切断及び核移⾏における重要な因⼦であ
ることが⽰唆された。 

 

3-4-2. アミノ酸⽋乏は DDI2 の⼆量体化を促進する 

次に、 NRF3 タンパク質を切断するアスパラギン酸プロテアーゼである DDI2 に対
するアミノ酸またはアルギニン枯渇の影響を調べた (Chowdhury et al., 2017a) 。 DDI2

は、ユビキチン様（UBL）ドメインとレトロウイルスプロテアーゼ様（RVP）ドメイ
ンを持つ。また、 DDI2 はホモ⼆量化により活性部位が形成される (Sivá et al., 2016) 。
興味深いことに、FLAG-またはHA-DDI2を発現する 2つのプラスミドを⽤いた共免疫
沈降実験から、アミノ酸の⽋乏により FLAG-DDI2 とHA-DDI2間の相互作⽤が増加し
た（図２２ A 、 Full ）。同様の結果は、UBLを⽋失した DDI2 を⽤いても得られた
（図２２ A 、 ΔUBL ）。また、 Venus 蛍光タンパク質断⽚を⽤いた⼆分⼦蛍光相補法
（ BiFC ）から、⽣細胞においてもアミノ酸⽋乏に応答して DDI2 の相互作⽤が増加
することを確認した（図２２ B ）。これらの結果は、アミノ酸の⽋乏が DDI2 の⼆量
体化とそれに続く NRF3 タンパク質切断のトリガーになっていることを⽰唆している。
最後に、アミノ酸⽋乏による NRF3 核移⾏の DDI2 依存性を調べた。その結果、上述
の結果と⼀致して、 DDI2 ノックダウンによってアミノ酸またはアルギニン⽋乏によ
る NRF3 の核移⾏が減弱することを明らかにした（図２３）。以上の結果は、アミノ
酸⽋乏による DDI2 の⼆量体化によって、 NRF3 タンパク質の切断・核移⾏が促進す
ることを⽰している。 

 

3-5. NRF3 はアルギニン刺激に応答して SLC38A9 および RagC の発現を誘導するこ
とで mTORC1 を活性化する 

 

3-5-1. NRF3 はアミノ酸刺激下で RagC および SLC38A9 の発現を誘導する 
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次に、アミノ酸依存的なmTORC1活性化に必要な NRF3 標的遺伝⼦を検討した。
Sestrin2 は細胞質におけるロイシンセンサーとして、SLC38A9はリソソームにおける

アルギニンセンサーとしてmTORC1活性化に寄与する（図７） (Wang et al., 2015)。ま
た、SLC38A9はRagulatorと複合体を形成し、アルギニンによって活性化にされると
RagA/B からのGDP放出を促進することが報告されている（図７） (Shen and Sabatini, 

2018) 。 RagA/B はGTP結合型、 RagC/D はGDP結合型のときに mTOR との親和性が
強くなることでリソソーム表⾯へのリクルートをもたらす（図７） (Sancak et al., 

2008) 。 NRF3 はアルギニン依存的なmTORC1活性化に関わることを⽰されているこ
とから、 NRF3 が上記のアルギニン依存的なmTORC1活性化に重要なSLC38A9、
RagA 、 RagB 、 RagC 、 RagD の 5つのRagulator関連遺伝⼦を制御していることが
⽰唆される。RT-qPCRの結果、 NRF3 ノックダウンにより、アミノ酸またはアルギニ
ン刺激下でSLC38A9および RagC のmRNAレベルが有意に減少した（図２４）。また、
SLC38A9と RagC 遺伝⼦のプロモーター領域にはAREが含まれており、そこには
NRF3 のヘテロ⼆量体パートナーであるMAFKの ChIP-seq ピークが存在していた（図

２５ A ）。そこで、 H1299-oeNRF3 または oeGFP 細胞を⽤いて、 ChIP-qPCR 解析を⾏
った。その結果、 NRF3 は RagC 遺伝⼦プロモーターのARE領域に結合する可能性が
⽰されたが、予想外にもSLC38A9遺伝⼦プロモーターには結合しなかった（図２５
B ）。  

 

3-5-2. NRF3 は SLC36A1 の発現制御を介して SLC38A9 の発現を誘導する可能性が
ある 

以前の研究で、SLC38A9タンパク質はリソソーム表⾯でSLC36A1タンパク質と相互
作⽤し、これらのトランスポーターは互いの遺伝⼦発現レベルを⾼めることが報告さ
れている (Wang et al., 2021)。さらに、SLC36A1遺伝⼦のプロモーター領域にはAREが
含まれており、そこには NRF3 のヘテロ⼆量体パートナーであるMAFKの ChIP-seq ピ
ークが存在していることも確認した（図２５ A ）。そこで、 NRF3 はSLC36A1の発現
制御を介して、間接的にSLC38A9の発現を制御すると仮説を⽴てた。予想通り、
NRF3 ノックダウンにより、アミノ酸やアルギニン刺激下でSLC36A1の遺伝⼦発現が

低下し（図２６）、 SLC36A1遺伝⼦プロモーターのARE領域に NRF3 が結合する可能
性が⽰された（図２５ B ）。これらの結果から、 NRF3 は直接 RagC の発現を誘導す
る⼀⽅で、SLC36A1の直接的な遺伝⼦発現を介して間接的にSLC38A9の発現を誘導し
ていることが⽰唆された。 

 

3-5-3. NRF3 は RagC および SLC38A9 の発現制御を介して mTORC1 を活性化する 
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アミノ酸によるmTORC1活性化における RagC およびSLC38A9の依存性を確認する
ため、 siRNA によるノックダウンを⾏なった。その結果、 NRF3 ノックダウンと同様
に、SLC38A9または RagC をノックダウンによってもアミノ酸刺激下での p-S6K レベ
ルが低下することを確認した（図２７）。そこでさらに、 NRF3 によるmTORC1活性
化が RagC およびSLC38A9を介しているかを確認するために、SLC38A9および RagC

遺伝⼦の発現が低下しているHCT116-siNRF3細胞に各遺伝⼦のプラスミドをトランス
フェクションし、発現を回復させる実験を⾏った。その結果、アルギニン刺激下での
NRF3 ノックダウンにより低下した p-S6K レベルは、SLC38A9および RagC 両遺伝⼦

を導⼊したときに回復した（図２８）。これらの結果は、 NRF3 がSLC38A9と RagC

の遺伝⼦発現を誘導し、それによりアルギニン依存的にmTORC1を活性化することを
⽰している。 

 

3-5-4. NRF3 は通常培養下でも RagC 、 SLC38A9 、 SLC36A1 の発現を制御する 

3-1-2 （図９）で⽰したように、 NRF3 は通常培養下でもmTORC1活性を制御する。
そこで、⾮アミノ酸刺激下での NRF3 標的遺伝⼦を調べた。その結果、アミノ酸刺激
がなくとも、 NRF3 ノックダウンによってSLC38A9、 RagC 、SLC36A1の発現が
mRNAおよびタンパク質レベルで減少した（図２９&３０）。したがって、アミノ酸
刺激を⾏っていない状態でも NRF3 ノックダウンにより p-S6K レベルが低下するとい
う結果から（図９）、 NRF3 はこれらの遺伝⼦発現を介して基底状態のmTORC1活性
にも寄与していることが⽰唆される。 

 

3-6. NRF3 は RAB5 を介したマクロピノサイトーシスと SLC7A1 を介した輸送によっ
てアルギニン供給を促進する 

 

3-6-1. NRF3 は RAB5 を介したマクロピノサイトーシスによって mTORC1 を活性化
する 

エンドサイトーシスの⼀種であるマクロピノサイトーシスは、細胞外タンパク質や
アミノ酸を⾮選択的に取り込み、それを栄養としてmTORC1を活性化するのに重要で
あることが報告されている (Commisso et al., 2013; Wyant et al., 2017) 。当研究室での最
近の研究では、 NRF3 がマクロピノサイトーシスを誘導し、細胞外タンパク質や脂質
の取り込みを促進することを⽰している (Waku et al., 2021)。本研究では、アミノ酸刺
激下での NRF3 によるマクロピノサイトーシスの誘導を蛍光分⼦を融合した基質であ
る FITC-BSA の取り込みを指標に調べた。その結果、 NRF3 ノックダウンによっ
FITC の蛍光強度が低下することを確認し（図３１）、 NRF3 がアミノ酸刺激下でも
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マクロピノサイトーシスを誘導することが⽰唆された。次に、 NRF3 がmTORC1活性
化においてマクロピノサイトーシスを利⽤するかを確かめるために、 NRF3 をノック
ダウンまたはマクロピノサイトーシスを阻害し、細胞をアミノ酸および FBS ⽋乏培地
で培養した後、BSAで刺激した。その結果、BSA刺激によって p-S6K レベルは増加し、
マクロピノサイトーシス阻害剤である EIPA および NRF3 ノックダウンによってその
増加は消失した（図３２ A ）。同様の結果は、アミノ酸またはアルギニン刺激下でも
得られた（図３２B & ３２ C ）。さらに、BSAおよびアミノ酸依存的な p-S6K レベル
の増加は、どちらも NRF3 の過剰発現によりさらに増強されるという⼀貫した結果が
得られた（図３３）。これらの結果は、マクロピノサイトーシス誘導が、 NRF3 が細
胞外のタンパク質およびアミノ酸を利⽤してmTORC1活性化するのに重要であること
を⽰している。以前、当研究室では RAB5A 、 RAB5B 、 RAB5C を含む RAB5 を、
マクロピノサイトーシスを誘導する NRF3 標的遺伝⼦として同定している (Waku et al., 

2021) 。そこで本研究でも、 NRF3 は RAB5 を介したマクロピノサイトーシスによっ
てmTORC1活性化に寄与すると考えた。予想通り、アミノ酸またはアルギニン刺激下
で NRF3 ノックダウンにより RAB5 遺伝⼦の発現量が減少した（図３４）。また、
RAB5 ノックダウンによってBSAまたはアルギニン依存的な p-S6K レベルの増加が減
弱することを確認した（図３５）。したがって、 NRF3 は RAB5 を介したマクロピノ
サイトーシスを誘導することでmTORC1活性化のためのアミノ酸を供給することが明
らかになった。 

 

3-6-2. NRF3 は SLC7A1 を介した選択的アルギニン輸送によって mTORC1 を活性化
する 

細胞外からアミノ酸を供給する経路として、マクロピノサイト―シス以外に選択的
なトランスポーターが考えられる。そこで細胞外からアルギニンを取り込む可能性の
ある 5つのアミノ酸トランスポーター SLC7A1 、 SLC7A2 、 SLC7A3 、 SLC7A9 、
SLC6A14に着⽬した。これらトランスポーター遺伝⼦のうち、 NRF3 ノックダウンに
よって SLC7A1 の遺伝⼦発現のみが減少し（図３６ A ）、 SLC7A1 プロモーターの
ARE領域への NRF3 の結合も認められた（図３６B & ３６ C ）。この結果から、
NRF3 によるアミノ酸依存的なmTORC1活性化において、 SLC7A1 が関与しているこ

とが⽰唆された。そこで、この点を検証するために siSLC7A1 によるノックダウンを
⾏った（図３７ A ）。その結果 NRF3 ノックダウンと同様に、 SLC7A1 ノックダウン
によりアミノ酸またはアルギニンの刺激によって増加する p-S6K レベルが減少するこ
とが確認された（図３７B & ３７ C ）。したがって、これらの結果は NRF3 が
SLC7A1 を介した選択的輸送を誘導し、mTORC1活性化のためにリソソームへのアル



 19 

ギニン供給を促進していることを⽰唆している。 

 

3-7. NRF3-mTORC1軸の阻害はミトコンドリア機能を障害しがん細胞の⽣存を低下さ
せる 

 

3-7-1. NRF3 はグルコース代謝経路を制御する可能性がある 

mTORC1は様々な代謝プロセスを制御している。そこで、 NRF3-mTORC1 軸が代謝
制御に与える影響を調べるために、 HCT116-siNRF3/siCtrl 細胞、あるいは H1299-

oeNRF3/oeGFP 細胞のメタボローム解析を⾏った。まず、HCT116-siNRF3細胞および
siCtrl 細胞はアミノ酸刺激を⾏い、 H1299-oeNRF3 細胞および oeGFP 細胞はアミノ酸

刺激なしで培養を⾏った。そして、各細胞の代謝物データを３セット取得した。クラ
スター解析および主成分分析（PCA）により、各細胞の３サンプル間で良好な再現性
が⽰された（図３８）。続いて、対照サンプル間で有意に変化した代謝物を探索し、
HCT116-siNRF3/siCtrl 細胞間では82種類の代謝物が変化し、 H1299-oeNRF3/oeGFP 細

胞間では 120 種類の代謝物が変化していた（図３９ A ）。これらの代謝物のうち、55

種類は共通しており（図３９ B ）、 なかでも解糖系、ペントースリン酸経路（ PPP ）、
TCAサイクルなど、ワールブルグ効果に関連するいくつかのグルコース代謝経路に集
中していた（図３９C & ３９ D ）。このことから、 NRF3 はミトコンドリアおよび
TCAサイクルを含むグルコース代謝経路を制御する可能性が⽰唆された。 

 

3-7-2. NRF3-mTORC1 軸はアミノ酸刺激下においてミトコンドリア機能の維持に重要
である 

解糖系−TCAサイクルは細胞内ATP産⽣の中⼼である (Koppenol et al., 2011) 。そこ
で、アミノ酸刺激下での ATP産⽣における NRF3 の役割を検証するために、ルシフェ
ラーゼ発光を利⽤したアッセイを⽤いて、細胞内の ATP 量を測定した。アミノ酸刺激
下では、 NRF3 ノックダウンにより細胞内ATP 量が減少し、これはmTORC1阻害剤で
あるラパマイシンによる処理と同様の結果であった（図４０）。続いて、mTORC1活
性はミトコンドリア機能維持に必要であると報告されていることから（図７）
(Sikstro et al., 2013) 、ミトコンドリアによる ATP産⽣に重要なミトコンドリア膜電位
（ MMP ）を調べた。CMXRosはカチオン性蛍光⾊素であり、 MMP の負電荷依存的
にミトコンドリア内部に濃縮される。この MMP 指標を⽤いて、 NRF3 ノックダウン
またはラパマイシン処理により、アミノ酸またはアルギニン刺激下でのCMXRosの蛍
光強度が低下することを明らかにした（図４１ A ）。そこでさらに、プラスミドを⽤
いてSLC38A9および RagC を発現させると、 NRF3 ノックダウンによる MMP の低下
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が回復した（図４１ B ）。  

ミトコンドリア機能はミトコンドリアの伸⻑・断⽚化といったダイナミクスと密接
に関連している。具体的には、飢餓などのストレスを受けるとミトコンドリアは伸⻑
し、さらにストレスを受けると断⽚化されアポトーシスが誘導される (Shutt and 

Mcbride, 2013) 。そこで NRF3 によるミトコンドリアの形態への影響について
TOM20 抗体を⽤いた免疫染⾊で調べた結果、アミノ酸刺激下における NRF3 ノック

ダウンまたはラパマイシン処理によってミトコンドリアは断⽚化した（図４２A & ４
２ B 、siCtrl vs. siNRF3、 siCtrl vs. Rapamycin ）。同様の結果は NRF3 標的遺伝⼦であ
るSLC38A9および RagC のノックダウンでも観察された（図４２ A 、 siCtrl vs. 

siSLC38A9 、 siCtrl vs. siRagC ）。また、以上の結果と⼀致して、細胞内 ATP/AMP ⽐
の低下をトリガーとするAMPKのリン酸化 (p-AMPK) も NRF3 ノックダウンや
mTORC1阻害によって増加した（図４３）。  

上述したようなミトコンドリア機能の障害はアポトーシスを引き起こす可能性が考
えられる (Green and Reed, 1998)。そこで次に、Annexin V-FITC (AV)およびpropidium 

iodide（PI）を⽤いたフローサイトメトリー解析によってアポトーシス細胞を検出し
た。予想通り、 NRF3 ノックダウンによってアミノ酸刺激下での初期アポトーシス細
胞（ AV+/PI- ）および後期アポトーシスまたはネクローシス細胞（ AV+/PI+）が増加
した（図４４、siCtrl vs. siNRF3 ）。同様の結果は、SLC38A9または RagC のノックダ
ウンまたはラパマイシン処理によっても得られた（図４４、 siCtrl vs. siSLC38A9 、
siCtrl vs. siRagC 、 siCtrl vs. Rapamycin ）。したがって、これらの結果は、 NRF3-

mTORC1軸がミトコンドリア機能を維持し、がん細胞外の環境で変動するアミノ酸レ
ベルに適応していることを⽰唆している。 

 

3-7-3. NRF3-mTORC1 軸は通常培養において DRP1 の S637 のリン酸化によってミト
コンドリア機能を制御する可能性がある 

NRF3 は⾮アミノ酸刺激下、すなわち通常培養においてもmTORC1活性を制御する
（図９）。そこで、アミノ酸刺激がない状態で NRF3 、SLC38A9、 RagC のノックダ
ウンまたはラパマイシン処理を⾏なった。その結果、ミトコンドリアは伸⻑し（図４
５ A ）、 p-AMPK レベルは増加した（図４５ B ）。これらの結果は、上述の NRF3 が
基底状態のmTORC1活性にも寄与しているという推察と⼀致して（図９）、 NRF3-

mTORC1軸によるミトコンドリア制御が正常条件下でも存在することを⽰唆している。 

最後に、 NRF3-mTORC1 軸によってミトコンドリアのダイナミクス関連遺伝⼦であ
る Mitofusin 1 (MFN1) 、 Mitofusin 2 (MFN2) 、 Optic Atrophy 1 (OPA1) 、Dynamin-

related protein 1 (DRP1) の発現が制御されるかどうかを調べた (Westermann, 2010) 。し



 21 

かし、 NRF3 ノックダウンやラパマイシン処理によって、遺伝⼦の発現に影響を与え
なかった（図４６ A ）。同様に、mTORC1活性化によって増加し、ミトコンドリア分
裂に寄与すると報告のある mitochondrial fission process 1 (MTFP1) のタンパク質レベル
も変化がなかった（図４６ B）(Morita et al., 2017)。⼀⽅、ミトコンドリア分裂に重要
である DRP1 の機能を負に調節する S637 のリン酸化レベルは(Cereghetti et al., 2008; 

Cribbs and Strack, 2007)、 NRF3 ノックダウンやラパマイシン処理によって増加したこ
とから（図４６ B ）、 DRP1 のリン酸化が NRF3-mTORC1 軸によるミトコンドリア制
御に関与していることを⽰唆している。 

 

3-8. NRF3-mTORC1軸の活性化は腫瘍を増⼤させ予後不良と相関する 

3-7-2 で⽰したアポトーシス解析の結果から（図４４）、 NRF3-mTORC1 軸はがん
細胞の⽣存に重要であることが⽰された。予想通り、アミノ酸刺激下でのがん細胞の
in vitroでの増殖が、 NRF3 、SLC38A9、 RagC のノックダウンおよびラパマイシン処
理によって減少することを複数のがん細胞株で確認した（図４７ A ）。また、アルギ
ニン刺激下でも同様の結果が得られた（図４７ B ）。  

さらに、 NRF3-mTORC1 軸の in vivo での腫瘍形成への影響を確認するために、
H1299-oeNRF3/oeGFP 細胞を免疫不全マウスへ⽪下移植し、ラパマイシンを腹腔投与

した。その結果、 NRF3 依存的に腫瘍が増⼤し、それはラパマイシン投与により抑制
された（図４８）。  

最後に、がん患者の予後と本研究で着⽬した NRF3-mTORC1 遺伝⼦群（ NRF3 、
RagC 、SLC36A1、SLC38A9、 RAB5A 、 RAB5B 、 RAB5C 、 SLC7A1）の発現と

の臨床的関連性を検証した。 The Cancer Genome Atlas に存在する33種類のがんのうち、
副腎⽪質がん（ ACC ）、脳低悪性度グリオーマ（ LGG ）、肝細胞がん（ LIHC ）、
中⽪腫（MESO ）、膵管腺癌（ PAAD）患者の全⽣存率または無病⽣存率は、 NRF3-

mTORC1遺伝⼦群の発現レベルと負の相関があった（図４９ A ）。同様に、これらの
がん患者のカプラン・マイヤープロットから、 NRF3-mTORC1 遺伝⼦群の発現レベル
が⾼いほど予後が悪いことが明らかになった（図４９ B ）。これらの結果は、がん進
展における NRF3-mTORC1 軸の病態⽣理学的な重要性を⽰している。 

 

3-9. NRF3 は腫瘍微⼩環境において腫瘍免疫を調節する可能性がある 

腫瘍微⼩環境におけるがん細胞のmTORC1活性化は、腫瘍免疫による排除からの回
避をもたらす。そこで NRF3 の腫瘍微⼩環境における役割を調べるために、野⽣型マ
ウスへの同系移植を⾏った。まず、マウス腎がん RenCa 細胞にshRNAを導⼊すること
で、安定的Nrf3ノックダウン（RenCa_shNrf3）およびコントロール（ RenCa_shCtrl）
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細胞を樹⽴し、Nrf3の発現を確認した（図５０ A） (Waku et al., 2022)。これらの細胞
を野⽣型マウスに⽪下移植した結果、Nrf3ノックダウンによって腫瘍は退縮した（図
５０B-５０ D） (Waku et al., 2022)。次に、摘出した腫瘍から RNA を抽出し、 DNA

マイクロアレイ解析を⾏った。 GSEA の結果、RenCa_shNrf3では免疫応答に関連する
遺伝⼦セットが集中していたことから（図５１） (Waku et al., 2022) 、Nrf3はがん微⼩
環境において免疫による排除からの逃避に関わる可能性が⽰唆される。そこで、Nrf3

ノックダウンによる腫瘍退縮における T 細胞依存性を調べるために、 T 細胞が⽋如し
たマウス（ヌードマウス）に RenCa_shCtrl 細胞およびRenCa_shNrf3細胞を⽪下移植し
た。その結果、上述した野⽣型マウスへの移植実験とは対照的に、Nrf3ノックダウン
による腫瘍退縮効果は⾒られなかった（図５２）。以上の結果から、がん細胞におけ
るNrf3は T 細胞による抗腫瘍免疫からの逃避に寄与することを⽰唆している。 

 

4. 考察 

 

4-1. 本研究の総括 

がん細胞ではmTORC1が活性化しており、細胞外環境変化への適応と急激な増殖を
可能にする。本研究では、 CNC ファミリー転写因⼦である NRF3 によるアルギニン
依存的なmTORC1の活性化機構が、がん進展に関与していることを⽰した（図５２）。
アルギニンが⽋乏すると、 NRF3 は RagC 、SLC38A9、SLC36A1の遺伝⼦発現を直接
的、または間接的に誘導し、アルギニン再刺激に応じてmTORC1のリソソーム上への
リクルートを引き起こす。そして、アルギニン依存的にmTORC1を活性化するために、
NRF3 は RAB5 を介したマクロピノサイトーシスと、 SLC7A1 を介した選択的輸送に

よって、アルギニンのリソソームへの供給も促進する。続いて、メタボローム解析に
より、 NRF3 はワールブルグ効果に関連したグルコース代謝のリプログラミングに関
与している可能性が⽰唆された。さらに、 NRF3-mTORC1 軸を阻害すると、細胞内
ATP が減少し、ミトコンドリア膜電位⽋損によるアポトーシスが誘導されることがわ
かった。このように、 NRF3-mTORC1 軸の発現増加は腫瘍の成⻑を促進し、がん患者
の⽣存率と負の相関を⽰した。結論として本研究は、アルギニンによるmTORC1活性
化における NRF3 の⽣理的役割を明らかにし、それはがん進展に繋がることを⽰した。
ここで、これらの知⾒ががん細胞のアルギニン依存性やミトコンドリアの品質管理に
与える影響について考察した。そして、アルギニンによる NRF3 の活性化機構の可能
性と、 NRF1 、 NRF2 、 NRF3 によるmTORC1シグナルの複雑な制御機構について議
論した。 
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4-2. がんにおけるアルギニンの重要性 

アルギニンは、クレアチン、ポリアミン、⼀酸化窒素、尿素を合成するために必要
な⾮必須アミノ酸である (Morris, 2006)。通常、⾷物からのアルギニンに加えて、尿素
サイクルを通じてアスパラギン酸およびシトルリンからも合成される (Wu et al., 2009)。
しかし、⼀部のがん細胞は細胞内で⼗分なアルギニンを合成できないことが報告され
ている。（Patil et al.、2016年）。例えば、細胞外のアルギニンをシトルリンに代謝す
る酵素であるアルギニンデイミナーゼ（ADI）を処理することにより、肝細胞癌およ
びメラノーマのin vitroおよび in vivo 増殖が減少する知⾒を得ている (Ensor et al., 2002)。
実際、リコンビナント ADI タンパク質は、アルギニン要求性の⾼い肝細胞癌、メラノ
ーマ、およびいくつかのがん種の治療のために臨床試験が⾏われている (Ascierto et 

al., 2005)。つまり、これらの知⾒は、がん細胞は細胞外のアルギニンに依存している
ことを⽰している。また、本研究では、 NRF3 がマクロピノサイトーシスとトランス
ポーターによる輸送の両⽅を誘導することで、mTORC1活性化に必要なアルギニンを
供給することを⾒出した。さらに、 NRF3-mTORC1 軸はミトコンドリアの機能維持に
重要であることも⾒出している。このように、 NRF3 は細胞外アルギニンに依存して
いるがん細胞において、アミノ酸の取り込み促進とミトコンドリア機能維持という重
要な役割を持つと推察される。この問題を明らかにするために、さらなる研究が必要
である。 

 

4-3. mTORC1によるミトコンドリア制御の可能性 

ミトコンドリアは、 ATP を⽣成する主な動⼒源であるだけでなく、細胞の⽣存とア
ポトーシスの中枢でもある (Green and Reed, 1998)。ミトコンドリアの品質は、融合と
分裂のバランスを調整することによって管理されており、細胞分裂の際にはミトコン
ドリアは適切に分裂し分配される (Westermann, 2010) 。本研究では、 NRF3 ノックダ
ウンおよびラパマイシン処理によりアミノ酸刺激下でミトコンドリア機能が低下し、
ミトコンドリアの断⽚化が起こるとともに、アポトーシス細胞が増加することを明ら
かにした。これは、mTORC1によるミトコンドリア機能の制御に関するこれまでの知
⾒と⼀致している (Ramanathan and Schreiber, 2009)。また、アミノ酸刺激のない培養条
件での NRF3 ノックダウンおよびラパマイシン処理により、 DRP1 タンパク質が
Ser637でリン酸化され、ミトコンドリアの分裂が阻害された(Cereghetti et al., 2008; 

Cribbs and Strack, 2007)。 MTFP1 はmTORC1シグナルによって翻訳が亢進するタンパ
ク質で、 DRP1 リン酸化の重要な調節因⼦である(Morita et al., 2017)。しかし、本研究
では NRF3 ノックダウンおよびmTORC1阻害によって MTFP1 タンパク質レベルが変
化せず、 NRF3-mTORC1 軸によるミトコンドリア形態の制御は DRP1 のリン酸化依存
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的であるが、 MTFP1 ⾮依存的であることを⽰唆している。マイトファジーは、ミト
コンドリア品質管理システムの⼀つであり、ダメージを受け機能不全になり断⽚化し
たミトコンドリアをオートファジーで分解する(Youle and Van Der Bliek, 2012)。最近、
当研究室での他の研究により、 NRF3 がオートファジー関連遺伝⼦の発現を誘導する
ことを⽰している（投稿中）。これらの知⾒は、 NRF3 ノックダウンやmTORC1活性
抑制によって DRP1 のリン酸化依存的に断⽚化したミトコンドリアが適切に分解され
ず、アポトーシスが誘導される可能性が考えられる。しかし、現在そのような報告は
なく、この点については今後検討の余地がある。 

 

4-4. アミノ酸⽋乏による DDI2 の構造変化 

また本研究から、アミノ酸、特にアルギニンの⽋乏が NRF3 を活性化することが⽰
唆され、それは DDI2 のノックダウンによって消失することが明らかになった。
DDI2 のRVPドメインは活性部位であり、UBLドメインはユビキチン結合能を持つこ

とから、ユビキチンが結合した NRF3 を認識すると推察できる (Sivá et al., 2016) 。ア
ミノ酸の⽋乏は DDI2 のホモ⼆量化を促進し、それはUBLドメインを⽋損させた
DDI2ΔUBLでも同様であった。以上から、アミノ酸⽋乏による DDI2 の⼆量体化は活
性部位であるRVPドメインを介していると推測できるが、その構造的な根拠は不明で
ある。そこで、この問題を議論するために、 DDI2-RVP と構造的に類似した HIV-1 プ
ロテアーゼ（ PR ）に注⽬した。 DDI2-RVP で保存されている PR のシステイン残基
が PR の活性に重要であることが⽰されており、興味深いことに、 PR 活性はグルタ
チオンやシステイン修飾によって制御されている (Davis et al., 1996, 1999) 。アルギニ
ン供給がグルタチオン合成を誘導することから (Petrović et al., 2009) 、アルギニンがグ
ルタチオンによるシステイン修飾を介して DDI2 ホモダイマー化を促進し、タンパク
質切断と NRF3 の転写活性化をもたらすことを⽰唆している。 

 

4-5. NRF転写因⼦と mTORC1 の階層性 

mTORC1を活性化する NRF3 とは異なり、 NRF1 および NRF2 はmTORC1によって
活性化される。具体的には、mTORC1は SREBP1 を活性化し、それによって NRF1 の
発現が誘導されプロテアソームの産⽣が促進される (Zhang, 2014)。また、mTORC1は
オートファジーアダプタータンパク質である p62 をリン酸化し、kelch-like ECH-

associated protein 1 (KEAP1)のオートファジーによる分解を促進することで NRF2 を活
性化し、肝細胞がんが増殖することが報告されている(Ichimura et al., 2013)。以前、当
研究室では NRF3 が翻訳制御因⼦である cytoplasmic polyadenylation element-binding 

protein 3 (CPEB3) を誘導することにより NRF1 の翻訳を抑制することを報告している
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(Waku et al., 2020b) 。さらに、 NRF3 は SREBP1 と連関する SREBP2 の転写活性化に
より脂質代謝のリプログラミングも⾏うことも報告している(Horie et al., 2013; Waku et 

al., 2021)。同様に、本研究ではアミノ酸刺激に応答して NRF3 を介したmTORC1活性
化を明らかにした。これらの知⾒は、これら 3つのNRFによるmTORC1シグナルの複
雑なネットワーク制御を⽰唆するものである。 

 

4-6. がん微⼩環境における NRF3 の重要性 

がん微⼩環境はがん細胞、間質細胞、免疫細胞などの細胞成分とコラーゲンやサイ
トカイン、グルコースやアミノ酸などの栄養素といった⾮細胞成分からなる（図 1 ）。
がん細胞はmTORC1を介して解糖系を亢進させることで乳酸を産⽣し、細胞外 pH を
低下させる(Hujber et al., 2017)。それにより微⼩環境中の免疫細胞のアポトーシスが誘
導され、がん細胞は免疫細胞による攻撃から逃れる (Fischer et al., 2007) 。また、
mTORC1はミトコンドリア機能を調節し、低栄養環境でのがん細胞の⽣存・増殖を可
能にする (de la Cruz López et al., 2019) 。さらに、がん微⼩環境ではしばしばアルギニ
ン代謝酵素である Arg1 が細胞外放出されることによってアルギニンが枯渇しており、
それにより免疫細胞の活性化が抑制される (Rodriguez et al., 2004) 。本研究で、 NRF3

は細胞外からのアルギニン取り込みを促進し、mTORC1を活性化することでミトコン
ドリア機能を維持することを明らかにした。さらに、野⽣型マウスへの移植実験から、
Nrf3ノックダウンによって腫瘍は退縮し、そこでは免疫が活性化している可能性が⽰
唆された。これらの知⾒から NRF3 はがん微⼩環境におけるアルギニンの枯渇や栄養
の独占利⽤によるがん免疫逃避を介してがん進展に寄与する可能性が⽰唆され、今後
の研究が必要である。 
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5. 結⾔ 

本研究では、 NRF3 はmTORC1を転写レベルの制御によって活性化することを明ら
かにした。具体的には、 NRF3 はアルギニンレベルに応じてmTORC1のリソソーム表
⾯へのリクルートを誘導した。それに加えて、マクロピノサイトーシスおよび選択的
輸送による細胞外からのアルギニン取り込みを誘導した。このNRF3- mTORC1軸はミ
トコンドリア機能の維持とがん細胞の⽣存に寄与し、その活性化は⽣存率と逆相関す
ることを明らかにした。さらに本研究では、Nrf3はがん免疫からの逃避をもたらす可
能性も⽰した。 
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図１. 腫瘍微⼩環境のモデル図 
⾎管から遠ざかるほど酸素や栄養素の濃度、pH が低下する。図は Servier Medical Art
を使⽤して作成し、Creative Commons Attribution 3.0 Unported License のもとで許諾され
ている。ECM：extra cellular matrix、TAM：tumor associated macrophage、CAF：cancer 
associated fibroblast 
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図２. CNC ファミリー転写因⼦の系統図 
CNC ファミリー転写因⼦は転写調節領域として塩基製ロイシンジッパー(bZip)ドメイ
ンを持ち、small MAF群転写因⼦と共役する。右側に各転写因⼦の機能を⽰した。 
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図３. NRF3 活性制御のモデル図 
NRF3 は⼩胞体膜に膜貫通ドメインを持ち、繋ぎ留められている。プロテアソーム阻害
などの刺激を受けると DDI2 によって切断され核移⾏し、標的遺伝⼦の転写を活性化
する(Chowdhury et al., 2017b)。 
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図４. がん組織におけるNRF3発現量 
Human Multiple Tissue Expressionアレイを⽤いたNRF3のRNAドットブロット解析。76
の異なるヒト組織から抽出したmRNAを、ユビキチンmRNA量で補正している(Aono et 
al., 2019)。 
N：がん周辺の正常組織、T：がん組織 
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図５. NRF3 研究の背景 
APC変異に起因する WNT/β-catenin 経路の活性化によって発現誘導された NRF3 は
POMP、SREBP2、RAB5 などの遺伝⼦を転写活性化する。POMP はプロテアソームの
組み⽴てを触媒することで、がん抑制タンパク質である P53やレチノブラストーマ
(Rb)の分解を促進する。SREBP2 はコレステロール⽣合成経路をリプログラミングして
メバロン酸の⽣合成を促進し、Rab5 はマクロピノサイトーシスによる細胞外取り込み
を誘導する。 
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図６. mTORC1 の⽣理的機能 
mTORC1 はアミノ酸やインスリン、ATP などによって活性化し、タンパク質のリン酸
化を介して様々な⽣理的経路を制御する。例えば、タンパク質合成尾や脂質合成など
の同化反応を促進し、オートファジーといった異化反応を抑制する。 
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図７. mTORC1 の活性化経路 
mTORC1 の活性化経路はアミノ酸による Rag タンパク質を介した局在制御と、インス
リンによる RHEB タンパク質を介した活性付与に⼤別される。 
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図８. HCT116-siNRF3/siCtrl細胞およびH1299-oeNRF3/oeGFP細胞のGSEA解析 
(A-D) 以前に報告しているDNAマイクロアレイデータ(Waku et al., 2021)を、GSEAソフ
トウェアv.3.0 (Subramanian et al., 2005)を⽤いて解析した。(A)と(C)では、遺伝⼦セット
のランクをnormalized enrichment score (NES)の⾼い順に並べた。(A)と(C)は、"mTORC1 
signaling"のエンリッチメントプロットを⽰している。(NOM p-val: nominal p value, FDR 
q-val: false discovery rate q value) 
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図９. mTORC1 活性に対する NRF3 ノックダウンの影響 
HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、1⽇間培養した。全⻑ NRF3 タンパ
ク質は⿊⽮印で、切断された NRF3 タンパク質は⽩⽮印で⽰した。 
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図１０. siNRF3 の NRF1 と NRF2 mRNA に対する影響 
HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、1⽇間培養した。(***: p<0.005, n.s.: 
not significant, ANOVA followed by Tukey's test, n=3) 
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図１１. H1299、DLD-1、PK-45H 細胞における mTORC1 活性に対する NRF3 ノックダ
ウンの影響 
H1299、DLD-1、PK-45H 細胞に siRNA をトランスフェクションし、1⽇間培養した。
コントロールとして、各細胞に siCtrl をトランスフェクションし、10 μM ラパマイシン
で 1⽇培養した。NRF3 タンパク質の全⻑を⿊⽮印で、切断された NRF3 タンパク質を
⽩⽮印で⽰した。 
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図１２. NRF3 ノックダウンのオートファジーへの影響 
GFP-LC3-RFP-LC3ΔG を安定的に発現している HCT116 細胞に、siRNA をトランスフ
ェクションし、2⽇間培養した。左図は、代表的な画像を⽰している。右のグラフ
は、GFP および RFP の蛍光強度をフローサイトメトリーで測定し、GFP/RFP⽐を算出
した。Scale bar: 10 μm (***: p<0.005, ANOVA followed by Tukey's test, n=3) 
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図１３. アミノ酸刺激による mTORC1 活性化に対する NRF3 ノックダウンの影響 
HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、2⽇間培養した。さらにアミノ酸⽋
乏培地で 5時間培養した後、15 分間アミノ酸で刺激した。 
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図１４. H1299、DLD-1、PK-45H 細胞におけるアミノ酸依存的な mTORC1 活性化に対
する NRF3 ノックダウンの影響 
H1299、DLD-1、PK-45H 細胞に siRNA をトランスフェクションし、2⽇間培養した。
その後、H1299 と PK-45H 細胞はアミノ酸⽋乏培地で 16時間培養し、その後アミノ酸
で 15 分間再刺激した。DLD-1 細胞は、アミノ酸⽋乏培地で 16時間培養し、その後ア
ミノ酸で 1時間再刺激した。 
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図１５. アミノ酸刺激によるリソソーム上への mTOR リクルートに対する NRF3 ノック
ダウンの影響 
(A) HCT116 細胞を図６と同様に培養・刺激した。⽩点線囲んだ部分を右側に拡⼤して
いる。Scale bar: 10 μm。 
(B) (A)における LAMP1 と mTOR の共局在定量。LAMP1 に重なる mTOR の割合を
Mander’s colocalization coefficients (MCC)で算出した。(***: p<0.005, ANOVA followed by 
Tukey's test, n>100) 
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図１６. アミノ酸およびインスリン刺激による mTORC1 活性化に対する NRF3 ノック
ダウンの影響 
HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、1⽇間培養した。その後、アミノ酸
および FBS を含まない培地で 5時間培養し、アミノ酸または 400 nM インスリンで 30
分間再刺激した。  
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図１７. アルギニンおよびロイシンによる mTORC1 活性化に対する NRF3 ノックダウ
ンの影響 
HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、1⽇間培養した。その後、アルギニ
ンおよびロイシン⽋乏培地で 5 時間培養し、アルギニンおよびロイシンで 15 分間再刺
激を⾏った。 
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図１８. ロイシンによる Sestrin2-GATOR2 相互作⽤に対する NRF3 ノックダウンの影
響 
HCT116 細胞に siRNA および、pcDNA3.1 (empty)または pRK5 FLAG-WDR24（FLAG-

WDR24）プラスミドをトランスフェクションし 2⽇間培養した。さらに、アミノ酸⽋
乏培地で 5時間培養した後、指定したアミノ酸で 15 分間再刺激した。抗 FLAG抗体で
免疫沈降（IP:FLAG）したタンパク質抽出液を、指定の抗体を⽤いてウエスタンブロ
ットで解析した。 
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図１９. アルギニン刺激による mTORC1 活性化に対する NRF3 ノックダウンの影響 
(A) HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、2⽇間培養した。さらにアルギ
ニン⽋乏培地で 5時間培養した後、15 分間アルギニンで刺激した。 
(B) HCT116 細胞を(A)と同様に培養・刺激した。⽩点線囲んだ部分を右側に拡⼤してい
る。Scale bar: 10 μm。 
(C) (B)における LAMP1 と mTOR の共局在定量。LAMP1 に重なる mTOR の割合を
Mander’s colocalization coefficients (MCC)で算出した。(***: p<0.005, ANOVA followed by 
Tukey's test, n>100) 
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図２０. NRF3 タンパク質切断(A)・核移⾏(B)に対するアミノ酸またはアルギニン刺激
の影響 
(A & B) H1299-oeNRF3 細胞を、アミノ酸またはアルギニン⽋乏培地で 24時間培養した
後、15 分間アミノ酸またはアルギニンで再刺激した。なお、ポジティブコントロール
として、細胞を 1 μM MG-132 で 24時間刺激した。NRF3 タンパク質の全⻑を⿊⽮印
で、切断された NRF3 タンパク質を⽩⽮印で⽰した。 
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図２１. NRF3 タンパク質切断(A)・核移⾏(B)に対するアミノ酸またはアルギニン⽋乏
の影響 
(A & B) H1299-oeNRF3 細胞を、アミノ酸またはアルギニン⽋乏培地で 24時間培養し
た。なお、ポジティブコントロールとして、細胞を 1 μM MG-132 で 24時間刺激し
た。NRF3 タンパク質の全⻑を⿊⽮印で、切断された NRF3 タンパク質を⽩⽮印で⽰し
た。 
  

no
sti
m
ula
tio
n

AA
sti
m
ula
tio
n

Ar
g

sti
m
ula
tio
n

Ar
g

de
ple
tio
n

AA
de
ple
tio
n

Processed

Full length
NRF3

α-Tubulin

− 48

− 100

(A)

(kDa)

(B)

si
C
trl

NRF3 DAPI Merge Enlarge

M
G
-1
32

D
-M
EM

Ar
g-
de
p.

AA
-d
ep
.



 58 

 
 
図２２. DDI2 タンパク質の⼆量体化に対するアミノ酸刺激の影響 
(A) HCT116 細胞に FLAG-/HA-DDI2（Full、⽩⽮印）または FLAG-/HA-DDI2ΔUBL
（ΔUBL、⿊⽮印）を発現するプラスミドをトランスフェクションした。その後、アミ
ノ酸⽋乏培地で 3時間培養し、FLAG抗体で免疫沈降した（IP:FLAG）タンパク質抽出
液を指定の抗体を⽤いてウエスタンブロットで解析した。 
(B) HCT116 細胞に N末端/C末端 Venus-DDI2ΔUBL プラスミドをトランスフェクション
し、(A)と同様に刺激した。フローサイトメトリーで mCherry 陽性細胞における Venus
蛍光強度の中央値を測定した。(*: p<0.05, Welch’s t-test, n=3) 
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図２３. アミノ酸またはアルギニン⽋乏による NRF3 の核移⾏に対する DDI2 ノックダ
ウンの効果 
H1299-oeNRF3 細胞に siDDI2 をトランスフェクションし、図 14 と同様に刺激した。
scale bar: 10 μm。 
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図２４. アミノ酸(A)またはアルギニン(B)刺激下での Ragulator 関連遺伝⼦の発現に対す
る NRF3 ノックダウンの影響 
(A & B) HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、48時間培養した。その後、
アミノ酸(A)またはアルギニン(B)⽋乏培地で 5時間培養し、それぞれアミノ酸(A)また
はアルギニン(B)で 15 分間再刺激した。(***: p<0.005, *: p<0.01, n.s.: not significant, 
ANOVA followed by Tukey's test, n=3) 
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図２５. SLC38A9、RagC、SLC36A1 のプロモーターへの NRF3 の結合 
(A) ヒトゲノム（GRCh37/hg19）における SLC38A9、RagC、SLC36A1 のプロモーター
領域。MAFK の ChIP-seq シグナルを⻘いヒストグラムで⽰し、ChIP-qPCR を⾏った領
域を⾚い四⾓で⽰した。また、UCSC Genome Browser (Kent et al., 2002)を⽤いて、候補
ARE の配列を⽰した。 
(B) H1299-oeNRF3/oeGFP 細胞に 1μM MG-132 で 16時間刺激した。ChIP のターゲット
領域は(A)で⽰した。(*: p<0.05, n.s.: not significant, Welch's t-test, n=3) 
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図２６. アミノ酸またはアルギニン刺激下での SLC36A1 遺伝⼦の発現に対する NRF3
ノックダウンの影響 
HCT116 細胞を図 17 と同様に培養・刺激した。(***: p<0.005, ANOVA followed by 
Tukey's test, n=3) 
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図２７. アミノ酸刺激による mTORC1 活性化に対する SLC38A9 および RagC ノックダ
ウンの影響 
HCT116 細胞に各 siRNA をトランスフェクションし、48時間培養した。その後、図
17(A)と同様に刺激した。 
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図２８. HCT116-siNRF3 細胞におけるアルギニン刺激による mTORC1 活性化に対する
SLC38A9 と RagC回復の効果 
HCT116 細胞に p3×FLAG-CMV10-GFP (FLAG-GFP)、pRK5 FLAG-SLC38A9.1 (FLAG-
38A9、⿊⽮印)、pRK5 FLAG-RagC (FLAG-RagC、⽩⽮印)をトランスフェクションし、
1⽇間培養した。その後、siRNA をトランスフェクションし、1⽇間培養した。さら
に、アルギニン⽋乏培地で 5時間培養した後、アルギニンで 15 分間最刺激した。 
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図２９. 通常培養下における SLC38A9 および RagC の mRNA およびタンパク質発現へ
の NRF3 ノックダウンの影響 
(A & B) HCT116 (A)、H1299、DLD-1、PK-45H (B)細胞における SLC38A9 および RagC
の mRNA 発現への NRF3 ノックダウンの影響。siRNA をトランスフェクションし、2
⽇間培養した。(A) (***: p<0.005, **: p<0.01, *: p<0.05, n.s.: not significant, ANOVA 
followed by Tukey's test, n=3)、(B) (***: p<0.005, n.s.: not significant, Welch's t-test, n=3) 
(C & D) HCT116 (C)、H1299、DLD-1、PK-45H (D)細胞における SLC38A9 および RagC
のタンパク質発現への NRF3 ノックダウンの影響。siRNA をトランスフェクション
し、2⽇間培養した。⾮特異的なバンドは*で⽰した。  
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図３０. 通常培養下における SLC36A1 の mRNA (A)およびタンパク質(B)発現への
NRF3 ノックダウンの影響 
(A & B) HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、2⽇間培養した。(***: 
p<0.005, Welch's t-test, n=3) 
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図３１. アミノ酸刺激下でのマクロピノサイトーシス誘導に対する NRF3 ノックダウン
の影響 
HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、1 μM EIPA を添加して 1⽇間培養し
た。その後、アミノ酸⽋乏培地で 5時間培養し、アミノ酸および 1 mg/ml FITC-BSA で
15 分間再刺激を⾏った。FITC の蛍光強度の中央値(MFI)をフローサイトメトリーで測
定した。(***: p<0.005, ANOVA followed by Tukey's test, n=3) 
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図３２. BSA (A)、アルギニン(B)、アミノ酸刺激(C)による mTORC1 活性化に対する
NRF3 ノックダウンおよびマクロピノサイトーシス阻害の影響 
(A) HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、1⽇間培養した。その後、FBS
およびアミノ酸⽋乏培地で 5時間培養し、5% BSA を含む培地で 4時間再刺激した。コ
ントロールとして、HCT116-siCtrl 細胞に 100 μM EIPA を添加し同様の操作を⾏った。 
(B) HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、1⽇間培養した。その後、FBS
およびアミノ酸⽋乏培地で 5時間培養し、アミノ酸で 4時間再刺激した。コントロー
ルとして、HCT116-siCtrl 細胞に 100 μM EIPA を添加し同様の操作を⾏った。 
(C) HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、1⽇間培養した。その後、FBS
およびアルギニン⽋乏培地で 5時間培養し、アルギニンで 4時間再刺激した。コント
ロールとして、HCT116-siCtrl 細胞に 100 μM EIPA を添加し同様の操作を⾏った。 
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図３３. BSA (A)、アミノ酸刺激(B)による mTORC1 活性化に対する NRF3過剰発現とマ
クロピノサイトーシス阻害による影響 
(A & B) H1299-oeNRF3/oeGFP 細胞を FBS およびアミノ酸⽋乏培地で 5時間培養し、
5% BSA (A)またはアミノ酸(B)で 4時間刺激した。なお、コントロールとして H1299-
oENRF3 細胞に 100 μM EIPA を添加し同様の操作を⾏った。 
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図３４. アルギニン(A)またはアミノ酸(B)刺激下での RAB5 遺伝⼦の発現に対する
NRF3 ノックダウンの影響 
(A & B) HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、48時間培養した。その後、
アルギニン(A)またはアミノ酸(B)⽋乏培地で 5時間培養し、それぞれアルギニン(A)ま
たはアミノ酸(B)で 15 分間再刺激した。(***: p<0.005, **: p<0.01, **: p<0.05, n.s.: not 
significant, ANOVA followed by Tukey's test, n=3) 
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図３５. BSA (B)、アルギニン(C)刺激による mTORC1 活性化に対する RAB5 ノックダ
ウンの影響 
(A) siRAB5 のノックダウン効率。HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、2
⽇間培養した。なお、siRAB5 は siRAB5A、siRAB5B、siRBA5C の混合である。(***: 
p<0.005, Welch's t-test, n=3) 
(B) HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、1⽇間培養した。その後、図
24(A)と同様に培養・刺激した。 
(C) HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、1⽇間培養した。その後、図
24(B)と同様に培養・刺激した。 
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図３６. アルギニン刺激下でのアルギニントランスポーター遺伝⼦の発現に対する
NRF3 ノックダウンの影響 
(A) HCT116 細胞を図 17(B)と同様に培養・刺激した。(***: p<0.005, **: p<0.01, ANOVA 
followed by Tukey's test, n=3) 
(B) ヒトゲノム（GRCh37/hg19）における SLC7A1 のプロモーター領域。MAFK の
ChIP-seq シグナルを⻘いヒストグラムで⽰し、ChIP-qPCR を⾏った領域を⾚い四⾓で
⽰した。また、UCSC Genome Browser (Kent et al., 2002)を⽤いて、候補 ARE の配列を
⽰した。 
(C) H1299-oeNRF3/oeGFP 細胞に 1μM MG-132 で 16時間刺激した。ChIP のターゲット
領域は(B)で⽰した。 
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図３７. アルギニン(B)、アミノ酸(C)刺激による mTORC1 活性化に対する SLC7A1 ノッ
クダウンの影響  
(A) siSLC7A1 のノックダウン効率。HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクション
し、2⽇間培養した。(***: p<0.005, Welch's t-test, n=3) 
(B & C) HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、1⽇間培養した。その後、
アルギニン(B)またはアミノ酸(C)⽋乏培地で 5時間培養し、それぞれアルギニン(B)ま
たはアミノ酸(C)で 15 分間再刺激した。 
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図３８. メタボロームデータのクラスター解析(A)および PCA 分析(B) 
(A & B) HCT116-siNRF3/siCtrl 細胞(左)、H1299-oeNRF3/oeGFP 細胞(右)を⽤いた。
HCT116 はアミノ酸刺激を⾏った。 
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図３９ メタボロームデータのエンリッチメント解析 
(A) 図 30 における有意差分析。変動のあった代謝物を同定した。 
(B) HCT116-siNRF3 および H1299-oeNRF3 で共通して変動のあった代謝物の抽出。55
の代謝物が同定された。 
(C) (B)で同定された代謝物のエンリッチメント解析。 
(D) NRF3 が影響を及ぼす代謝物と代謝経路を⽰す模式図。(C)で⽰した「ワールブルグ
効果」に含まれる代謝物を⾚⾊で表⽰した。 
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図４０. アミノ酸刺激下での細胞内 ATP レベルに対する NRF3 ノックダウンまたはラパ
マイシンの影響 
HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、48時間培養した。その後、アミノ
酸⽋乏培地で 5時間培養し、さらにアミノ酸で 15 分間再刺激した。なお、コントロー
ルとして HCT116-siCtrl 細胞に 10 μM ラパマイシンを加えてアミノ酸刺激した。(***: 
p<0.005, *:p<0.05, ANOVA followed by Tukey's test, n=3) 
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図４１. アミノ酸またはアルギニン刺激下での NRF3 ノックダウンまたはラパマイシン
のミトコンドリア膜電位への影響 
(A) HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、48時間培養した。その後、ア
ミノ酸またはアルギニン⽋乏培地で 5時間培養し、さらにアミノ酸またはアルギニン
で 15 分間再刺激した。なお、コントロールとして HCT116-siCtrl 細胞に 10 μM ラパマ
イシンを加えてアミノ酸刺激した。その後、細胞を CMXRos で染⾊し、フローサイト
メトリーにより蛍光強度の中央値(MFI)を測定した。 
(B) HCT116 細胞を図 21 と同様に培養・刺激した。その後、細胞を CMXRos で染⾊
し、フローサイトメトリーにより蛍光強度の中央値(MFI)を測定した。 
(***: p<0.005, **p<0.01, *p<0.05, ANOVA followed by Tukey's test, n=3) 
  

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

1 2 3

■ siCtrl
■ siNRF3 #1
■ RapamycinM

FI

(A)
***

Arg stimulationAA stimulation
0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

***

**

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500
siC
trl

em
pt
y

siN
RF
3

em
pt
y

siN
RF
3

38
A1
+R
ag
C

mitochondrial
membrane potential

■ siCtrl + empty
■ siNRF3 + empty
■ siNRF3 + 38A9 & RagC

Arg stimulation

(B)
M
FI

*** *



 78 

 
  

si
C

trl
si

N
R

F3
 #

1
si

SL
C

38
A9

si
R

ag
C

R
ap

am
yc

in

TOM20 Enlarge

AA
 s

tim
ul

at
io

n

(A)

(B)

si
C

trl
si

N
R

F3
 #

1
R

ap
am

yc
in

TOM20 Enlarge

H1299

AA
 s

tim
ul

at
io

n

DLD-1

TOM20 Enlarge

PK-45H

TOM20 Enlarge



 79 

図４２. アミノ酸刺激下でのミトコンドリア形態に対する NRF3 ノックダウンまたは
mTORC1 阻害の影響 
(A) HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、図 32 と同様に刺激した。 
(B) H1299、DLD-1、PK-45H 細胞に siRNA をトランスフェクションし、2⽇間培養し
た。その後、アミノ酸⽋乏培地で 16時間培養し、さらにアミノ酸で 15 分間再刺激し
た。なお、コントロールとして HCT116-siCtrl 細胞に 10 μM ラパマイシンを加えてアミ
ノ酸刺激した。 
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図４３. アミノ酸刺激下での AMPKα リン酸化レベルに対する NRF3 ノックダウンまた
は mTORC1 阻害の影響 
HCT116 細胞を図 34 (A)と同様に培養・刺激した。 
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図４４. アミノ酸刺激下でのアポトーシスに対する NRF3 ノックダウンまたは mTORC1
阻害の影響 
HCT116 細胞を図 34 (A)と同様に培養・刺激した。その後、細胞をアネキシン V
（AV）および PI で染⾊し、フローサイトメーターで検出した。AV+をアポトーシス細
胞とし、その内、AV+/PI-を早期アポトーシス、AV+/PI+を後期アポトーシスとした。
(***: p<0.005, ANOVA followed by Tukey's test, n=3) 
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図４５. 通常培養下におけるミトコンドリア形態(A)および AMPKα (B)リン酸化レベル
に対する NRF3 ノックダウンまたは mTORC1 阻害の影響 
(A & B) HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、2⽇間培養した。なお、コ
ントロールとして HCT116-siCtrl 細胞に 10 μM ラパマイシンを加えて 2⽇間培養した。 
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図４６. 通常培養下におけるミトコンドリア融合・分裂遺伝⼦の mRNA およびタンパ
ク質・リン酸化レベルに対する NRF3 ノックダウンまたはラパマイシンの影響 
(A & B) HCT116 細胞を図 37 と同様に培養・刺激した。(n.s.: not significant, ANOVA 
followed by Tukey's test, n=3) 
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図４７. アミノ酸またはアルギニン刺激下でのがん細胞の in vitro 増殖に対する NRF3
ノックダウンまたは mTORC1 阻害の影響 
(A) HCT116 細胞に siRNA をトランスフェクションし、2⽇間培養した。アミノ酸⽋乏
培地で 5時間培養し、さらにアミノ酸で 15 分間再刺激した。その後、⾎球計数盤で細
胞数をカウントした。なお、コントロールとして HCT116-siCtrl 細胞を 10 μM ラパマイ
シンで 2⽇間処理し、アミノ酸刺激を⾏った。 
(B) HCT116、H1299、DLD-1、PK-45H 細胞に siRNA をトランスフェクションし、2⽇
間培養した。アルギニン⽋乏培地で 16時間培養し、さらにアルギニンで 15 分間再刺
激した。その後、⾎球計数盤で細胞数をカウントした。なお、コントロールとして各
細胞を 10 μM ラパマイシンで 3⽇間処理し、アルギニン刺激を⾏った。(***: p<0.005, 
**: p<0.01, *: p<0.05, ANOVA followed by Tukey's test, n=3) 
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図４８. マウス異種移植モデルにおける NRF3 依存的な腫瘍増⼤に対するラパマイシン
の効果 
(A-C) H1299-oeNRF3/oeGFP 細胞を BALB/cAJcl-Foxn1nuマウスに⽪下移植した後、1週
間後にラパマイシン（1.5 mg/kgまたは 3.0 mg/kg）を 2⽇に 1回腹腔内投与した。移植
後 4週間の腫瘍の写真および重量を(A)および(B)に⽰し、腫瘍体積を経⽇変化を(C)に
⽰した。scale bar: 5mm。(***: p<0.005, n.s.: not significant, ANOVA followed by Tukey's 
test, n=5, 6) 
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図４９. 各がん種における NRF3-mTORC1 軸と⽣存率の相関 
(A) NRF3-mTORC1 軸遺伝⼦(NRF3、SLC38A9、RagC、SLC36A1、RAB5A、RAB5B、
RAB5C、SLC7A1)の発現量と全⽣存期間または無病⽣存期間の有意差マップ。Mantel-
Cox検定とハザード⽐（HR）を⽤いて推定した。 
(B) 中⽪腫（MESO）、副腎⽪質がん（ACC）、低悪性度グリオーマ（LGG）、肝細胞が
ん（LIHC）、膵菅腺がん（PAAD）患者における NRF3-mTORC1 軸遺伝⼦の発現量と全
⽣存期間または無病⽣存期間を⽐較したカプランマイヤープロット。 
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図５０. 野⽣型マウス同種移植モデルにおける Nrf3 ノックダウンの腫瘍増⼤への影響  
(A) RenCa-shNrf3 細胞のノックダウン効率。RenCa-shNrf3/shCtrl 細胞を 48時間培養し
た。 
(B-D) RenCa-shNrf3/shCtrl 細胞を BALB/cCrSlc マウスに⽪下移植した。3週間後の腫瘍
の写真および重量を(B)および(C)に⽰し、腫瘍体積の経⽇変化を(D)に⽰した。(***: 
p<0.005, *: p<0.05, ANOVA followed by Tukey's test, n=4) 
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図５１. 野⽣型マウス移植腫瘍のマイクロアレイ解析 
(A & B) RenCa-shNrf3/shCtrl腫瘍のGSEA解析。RenCa-shNrf3/shCtrl細胞をBALB/cCrSlc
マウスに⽪下移植して得た腫瘍のマイクロアレイ解析データを⽤いて、GSEAを⾏っ
た。(A)では遺伝⼦セットのランクをnormalized enrichment score (NES)の低い順に並べ
た。(B)は、"IFN-γ response"および"IFN-α response"のエンリッチメントプロットを⽰し
ている。(NOM p-val: nominal p value, FDR q-val: false discovery rate q value) 
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図５２. T 細胞⽋如マウス同種移植モデルにおける Nrf3 ノックダウンの腫瘍増⼤への影
響 
(A-C) RenCa-shNrf3/shCtrl 細胞を BALB/cAJcl-Foxn1nu/nuマウスに⽪下移植した。3週間
後の腫瘍の写真および重量を(A)および(B)に⽰し、腫瘍体積の経⽇変化を(C)に⽰し
た。(n.s.: not significant, ANOVA followed by Tukey's test, n=4) 
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図５３. 本研究のモデル図 
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表１. オリゴヌクレオチド配列 
 

 
  

表1. オリゴヌクレオチド配列

RT-qPCR
Target gene Forward primer Reverse primer
human NRF1 TGGAACAGCAGTGGCAAGATCTCA GGCACTGTACAGGATTTCACTTGC
human NRF2 TACTCCCAGGTTGCCCACA CATCTACAAACGGGAATGTCTGC
human NRF3 CTGACTGGGAGGCAGAAAAG TCAGGCTGTGATGAAAGCAA
human SLC38A9 AGGCTACCTGGCTCGTGT CCATGATCACTCCAGCTCCC
human RagA CCTGGTGCACAAAATGGATCTG AGGCTTTGTAGAGCGTCTCATC
human RagB TTGAACCTGTGGGATTGTGGT TTTCGGAAGATGTTGTCCCGT
human RagC TTGCAGATGCTGGGCTAGAAA TAGGTTTTCCAAGGTCGGCAG
human RagD GGCTCTCGTTTGCTTTGTCAG GCAGCCGATTCTGAACCTTTC
human SLC36A1 TCCAAGGCAGCATAACCCTC ATCTCAGCCGGGACGTAGAA
human RAB5A ACAGCTGGTCAAGAACGA GACTTGCTTGCCTCTGAA
human RAB5B TGGAGACTTCAGCCAAGA TGTTCTGCTGGGACTGTT
human RAB5C GGTGAAGGAGCTACAGAGG ATGTCTCCATGAACAGCAA
human SLC7A1 CGAGTTTGGTGCTCGGGT GCCCTCGCTACGCTTGAA
human DRP1 GCTCCAGGACGTCTTCAACA TAGCACTGAGCTCTTTCCGC
human OPA1 ACGGCGTTTAGAGCAACAGA CTATATTGGCCAGCGGCTCT
human MFN1 TCCGGAACTTGATCGAATAGCC AGCTCTTCCCACTGCTTGTC
human MFN2 TCTCCCGGCCAAACATCTTC ACCAGGAAGCTGGTACAACG
human β-actin CCAACCGCGAGAAGAT CCAGAGGCGTACAGGG
mouse Nrf3 ACCGAGGCTAGGAACGAGA CACTGAGATGCCCTCCAGA
mouse β-actin TGTCCACCTTCCAGCAGATGT AGCTCAGTAACAGTCCGCCTAG

ChIP-qPCR
Target region Forward primer Reverse primer
human SLC38A9 GAGGGGTAGTAGAAGGAATGCAA CTAGACGACGGAGGGAGCAT
human RagC CTACTCGAGAGCAGCAGGGTAG CATCTCCATAGCGGTGCTCT
human SLC36A1 AGTCCTCTCCCTTTTTAGCTGTC CTATCTTCCCAGAAGCACATTCC
human SLC7A1 GACTTCAACTCTTCCAGCAACTC CTCTCTGCACAAATCCAAGTCAC

siRNA
Target gene Sense Antisense
human NRF3 #1 GGAUCAAAGUGAUUCUGAUTT AUCAGAAUCACUUUGAUCCAA
human NRF3 #2 GCAAAGAAGGAAACUCUUATT UAAGAGUUUCCUUCUUUGCUU
human DDI2 GCCAAGUAGUGAUGCUUUATT UAAAGCAUCACUACUUGGCTT
human SLC38A9 GUUUAUUGGGUGCUUAUGUTT ACAUAAGCACCCAAUAAACTT
human RagC GACAUGAUCGAUGUUGUAATT UUACAACAUCGAUCAUGUCTT
human RAB5A CAAUGUACCCGUAAUUUGUTT ACAAAUUACGGGUACAUUGTT
human RAB5B CUUACAACUGGCUCAUAUUTT AAUAUGAGCCAGUUGUAAGTT
human RAB5C CAAUGAACGUGAACGAAAUTT AUUUCGUUCACGUUCAUUGTT
human SLC7A1 GCUUCAAUGAGUUUAAGGATT UCCUUAAACUCAUUGAAGCTT
Control siRNA (siCtrl) UUCUCCGAACGUGUCACGUTT ACGUGACACGUUCGGAAATT

shRNA
Target gene Sense Antisense

Ctrl TCGAGG TTCTCCGAACGTGTCACGT TTCAAGAGA
ACGTGACACGTTCGGAGAA TTTTTT ACGCGTA

AGCTTACGCGT AAAAAA TTCTCCGAACGTGTCACGT
TCTCTTGAA ACGTGACACGTTCGGAGAA CC

mouse Nrf3 CACC CTGTCGTAAATGTAAACTTGA GTGTGCTGTCC
TCTAGTTTACGTTTACGGCAG TTTTTT

GCAT AAAAAA CTGCCGTAAACGTAAACTAGA
GGACAGCACAC TCAAGTTTACATTTACGACAG
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表２. 抗体リスト 
 

 

表2. 抗体リスト

Target メーカー カタログ#
Rabbit monoclonal phospho-p70 S6 kinase (Thr389) (108D2) antibody Cell Signaling Technology Cat# 9234; RRID:AB_2269803
Rabbit monoclonal p70 S6 kinase (49D7) antibody Cell Signaling Technology Cat# 2708; RRID:AB_390722
Rabbit polyclonal phospho-Akt (S473) antibody Cell Signaling Technology Cat# 9271; RRID:AB_329825
Rabbit monoclonal Akt (pan) (C67E7) antibody Cell Signaling Technology Cat# 4691; RRID:AB_915783
Rabbit monoclonal mTOR (7C10) antibody Cell Signaling Technology Cat# 2983; RRID:2105622
Mouse monoclonal LAMP-1 (H4A3) antibody Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-20011; RRID:AB_626853
Rabbit polyclonal Sestrin2 antibody Proteintech Cat# 10795-1-AP; RRID:AB_218540
Mouse monoclonal FLAG M2 antibody Sigma-Aldrich Cat# F1804; RRID:AB_262044
Rabbit polyclonal SLC38A9 antibody Sigma-Aldrich Cat# HPA043785; RRID:AB_10961859
Rabbit monoclonal RagC (D8H5) antibody Cell Signaling Technology Cat# 9480; RRID:AB_10614716
Rabbit polyclonal SLC36A1 antibody Abcam Cat# ab189441
Mouse monoclonal TOM20 (F-10) antibody Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-17764; RRID:AB_628381
Rabbit monoclonal phospho-AMPKα (Thr172) (40H9) antibody Cell Signaling Technology Cat# 2535; RRID:AB_331250
Rabbit polyclonal AMPKα antibody Cell Signaling Technology Cat# 2532; RRID:AB_330331
Rabbit monoclonal phospho-DRP1 (S637) (D3A4) antibody Cell Signaling Technology Cat# 6319; RRID:AB_10971640
Rabbit monoclonal DRP1 (D6C7) antibody Cell Signaling Technology Cat# 8570; RRID:AB_10950498
Rabbit polyclonal MTP18 antibody Abcam Cat# ab198217
Mouse human NRF3 (#9408) antibody RIKEN-BRC RCB4901
Mouse monoclonal α-Tubulin antibody Sigma-Aldrich Cat# T9026; RRID:AB_477593
Mouse monoclonal GFP (B-2) antibody Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-9996; RRID:AB_627695
Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Secondary antibody, HRP Thermo Fisher Scientific Cat# 65-6120; RRID:AB_2533967
Goat anti-Mouse IgG (H+L), horseradish peroxidase conjugate Thermo Fisher Scientific Cat# G-21040; RRID:AB_2536527
Goat anti-Rabbit IgG (H+L), Alexa Fluor 488 Thermo Fisher Scientific Cat# A-11034; RRID:AB_2576217
Goat anti-Mouse IgG (H+L), Alexa Fluor 546 Thermo Fisher Scientific Cat# A-11030; RRID:AB_2534089
Goat anti-Mouse IgG (H+L), Alexa Fluor 488 Thermo Fisher Scientific Cat# A-11029; RRID:AB_2534088


