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第 1章 序論 

1.1.がん転移の学術的パラダイム 

がん転移(Metastasis)は、1829年に Recamierらが、腫瘍が原発巣から原発巣

に隣接していない臓器に観察される病態として命名した(Talmadge and Fidler, 

2010)。その後、がん転移の機序解明を目指し、現在に至るまで様々な転移研究

が展開されてきた。1889年の Pagetによる研究では、乳がん患者 735検体の死

体解剖報告書をもとに、乳がんにおける転移巣を調べることで、高頻度で肺や

肝臓の遠隔臓器に転移巣が形成されることが明らかになり、この発見から”Seed 

and Soil”仮説が新たに提唱された(Fidler, 2003; Paget, 1889)。“Seed and Soil”仮

説は、植物の種子を様々な場所に蒔いたとき、適した土壌のみ成長できるとい

う様子を、がん細胞(Seed)と転移巣(Soil)になぞらえた仮説である。つまり、血

管やリンパ管の循環系を経て、体内へ蒔かれたがん細胞は、適した微小環境で

のみ転移巣を形成することができるという仮説である。実際に、乳がん転移は

肺や骨、肝臓、脳への臓器指向性があるのに対し、胃がんや大腸がん転移は肺

や肝臓への臓器指向性を示すことから、それぞれのがん種において転移の起こ

りやすい臓器が異なっている(Valastyan and Weinberg, 2011)。現在の転移研究に

おいても、この”Seed and Soil”仮説は転移の臓器指向性機構を考えるうえで重要

な仮説となっている。また、Ewingが提唱した、Anatomical-Mechanical仮説も

転移の臓器指向性を考えるうえで重要な仮説となっている。これは、Seed and 

Soil仮説の Seedにあたるがん細胞の移動は体内のリンパ液や血液循環を介する

ため、転移の臓器指向性は循環系・リンパ系の解剖学的位置関係に依存してい

るという考え方である(Langley and Fidler, 2011)。したがって、実際の転移は、

どちらか一方の仮説だけで成り立つのではなく、これらの二つの仮説に基づく

転移機構が複雑に絡み合っていると考えられている。 
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このような複雑な転移機構や臓器指向性機構を研究するためには、動物実験

等によって実験的に転移を再現する必要がある。この実験的な転移モデル技術

の始まりとなった先駆研究として 1915年の Takahashiの研究が挙げられる。

Takahashiは皮下移植や尾静脈移植を用いて肉腫や肺がん細胞を移植すること

で、実験的にマウスモデルでがん転移を初めて再現することに成功し、がん種

や細胞株によって転移能が異なることが示された(Takahashi, 1915)。その後、

1973年の Fidlerによる研究では、尾静脈移植によって肺転移したがん細胞株を

回収し、再び移植することで肺転移能が亢進することを初めて確認した。この

研究結果より、がん転移は、血管内のがん細胞による塞栓といった物理的要因

だけではなく、がん細胞自体の特性にも影響を受けることが示唆された 

(Fidler, 1973)。この Filderの発見から、遠隔臓器へのがん転移を模倣した移植

手法の確立が行われ、この移植の繰り返しによって転移能が亢進した高転移株

の樹立が行われてきた。例えば、骨転移においては、1988年に Arguelloが確立

した左心室移植手法を用いて(Arguello et al., 1988)、Kangや Yonedaが骨高転移

株の樹立を行った(Kang et al., 2003; Yoneda et al., 2001)。 

これらの移植手法を用いた高転移株の樹立が行われた後に、それぞれの高転

移株の遺伝子発現解析を中心に転移機構の解明が行われてきた。1988年の

Steegらの研究では、尾静脈移植を用いた肺高転移株と親株のノーザンブロッ

トによる遺伝子発現比較を行うことで、特定の遺伝子の発現低下が確認され、

転移機構は遺伝子によって制御されることを初めて見出した(Steeg et al., 

1988)。この研究から転移機構を制御する転移制御遺伝子の探索・同定が行われ

てきた。2000年代からは DNAマイクロアレイによる遺伝子発現解析技術の発

達が転移制御遺伝子の同定を加速した。たとえば、Massagué らはヒト乳がん

細胞株であるMDA-MB-231を免疫不全マウスに血中移植することで、骨、
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肺、脳などの各遠隔臓器への転移能が亢進した高転移株を樹立し、高転移株の

遺伝子発現解析を行った(Bos et al., 2009; Kang et al., 2003; Minn et al., 2005)。そ

の結果、各遠隔臓器に転移する際に重要な転移制御遺伝子が同定され、それら

が乳がん患者の予後不良と相関していることを報告した(Oskarsson et al., 2011; 

Valiente et al., 2014; Zhuang et al., 2017)。  

近年、次世代シーケンサーの発達に伴い、膨大なゲノムデータやシングルセ

ルレベルでのゲノム解析が可能となったことで、原発巣と転移巣を構成するが

ん細胞の比較を行い、転移巣を構成するがん細胞の由来となる原発巣のがん細

胞を特定することで、転移性がん細胞の特徴を明らかする研究が行われている

(Berthelet et al., 2021; Davis et al., 2020; Hu et al., 2020; Simeonov et al., 2021)。例え

ば、乳がんにおいては、原発巣と転移巣におけるがん細胞の遺伝子変異のプロ

ファイルが異なり、変異によって駆動される転移機構の存在が懸念される(Hu 

et al., 2020)。また、臓器ごとに単一細胞および多細胞によって形成される転移

巣が存在するが(Berthelet et al., 2021)、微小転移巣において、がん細胞の発現プ

ロファイルが原発巣と異なることから(Davis et al., 2020)、転移巣での遺伝子発

現の複雑性を獲得することが、転移巣の発達に重要であるとされている

(Esposito et al., 2021)。つまり、がん転移の重要な要因として、原発巣や転移巣

における遺伝的多様性の拡大や、柔軟な epigenetic・phenotypic可塑性の獲得が

重要であると考えられており、これらの獲得機構を標的とすることが、新たな

治療戦略に繋がると考えられている(Esposito et al., 2021)。 

腫瘍・転移組織内はがん細胞のみならず、免疫細胞や血管・リンパ管内皮細

胞、線維芽細胞の多彩な細胞種によって構成されている。そして、がん細胞と

その周囲の実質細胞や間質細胞の細胞間相互作用が、がんの悪性化や抑制に寄

与している(Celià-Terrassa and Kang, 2018; Liu and Cao, 2016)。これまで、特定の
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細胞種との相互作用が主な研究対象であったが、一細胞レベルでの発現解析技

術の発展に伴い、腫瘍組織内の多様な細胞種のプロファイリングが盛んに行わ

れている(Longo et al., 2021; Wu et al., 2021)。これらの研究により、腫瘍組織内

の間質細胞に対する包括的な理解に留まらず、間質細胞の細分化・機能解明、

超局所部位における細胞間現象の解明を可能としている(Lavie et al., 2022; 

Longo et al., 2021)。また、疾患に特異的なサブポピレーションの特定によっ

て、悪性化機構の解明や新たな治療標的の探索に繋がっている(Longo et al., 

2021; Wu et al., 2021)。一方で、具体的な機能評価や経時変化は十分に行われて

おらず、今後の研究展開が期待されている(Ding et al., 2022; Jia et al., 2022)。 
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1.2.がん転移の分子機構 

がん転移は、遺伝子変異などによって生じたがん細胞が原発巣から、血管や

リンパ管の循環系・リンパ系を介して遠隔臓器に移動し、そこで増殖する過程

を指す。この多段階にわたる過程は、原発巣の形成、血管内浸潤、循環系での

生存維持、血管外浸潤、転移巣の形成に分類されている(図 1.1) 。多くの先行

研究から、各ステップにおいて重要な転移制御遺伝子が同定され、分子生物学

的観点から、がん転移機構の分子メカニズムが明らかになりつつある(Lambert 

et al., 2017; Suhail et al., 2019; Valastyan and Weinberg, 2011) (図 1.1)。 

がん細胞の異常増殖によって原発巣が増加すると、がん細胞が上皮細胞層と

間質細胞層を区切る基底膜に接触する。基底膜はラミニンやⅣ型コラーゲンな

どによって構成されており、がん細胞は、マトリックスメタロプロテアーゼ 

(MMP) を発現することで基底膜を構成しているタンパク質を分解し、基底膜

を突破する(図 1.1)。また、がん細胞が間質組織を浸潤する際も、周囲に存在す

る細胞外マトリクスをMMPによって分解することで、転移を促進している

(Gupta et al., 2007)。また、がん細胞は TGF-β/SMADシグナルの活性化等によっ

て、SNAI1/2や ZEB1などの転写因子による遺伝子の発現誘導を行うことで、

上皮様の細胞形態から間葉様へと形質転換する上皮間葉転換 (EMT)を行う。

EMTによって E-cadherin発現低下に基づく細胞間接着の低下や、アクチン骨格

の再構成が起きることで、がん細胞の遊走・浸潤能が亢進することが明らかに

なっている(Nieto et al., 2016)。さらに、遠隔臓器に転移したがん細胞は、EMT

とは逆の間葉上皮転換(MET)を行うことで、細胞増殖能を回復させ、転移巣の

形成を行う(Lambert et al., 2017; Nieto et al., 2016)。その一方で、EMTを誘導す

る SNAI1または TWIST1遺伝子のノックアウト(KO)や EMT様のがん細胞の転

移能が変化しないことも確認されており(Fischer et al., 2015; Zheng et al., 2015)、
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がん転移における EMT意義は物議が醸されている。近年、背反的な形態変化

と考えられてきた上皮間葉変化には中間体が存在し、連続的な形態変化である

ことが示されている(McFaline-Figueroa et al., 2019)。なかでも、間葉系に近い中

間形態が他の状態に比べ転移能が高いことが示唆されており(Simeonov et al., 

2021)、in vivo内におけるがん細胞の可塑的表現型の理解や、その機構のさらな

る解明が求められている(Esposito et al., 2021)。 

次に、がん細胞は、血管内皮増殖因子 (VEGF) やシクロオキシゲナーゼ-2 

(COX-2) の分泌を介して、血管内皮細胞を誘引し、血管新生を亢進させること

で、がん細胞の循環系への浸潤や液性因子や酸素の供給を促進している(Gupta 

et al., 2007; Valastyan and Weinberg, 2011)。がん細胞によって誘引された毛細血

管は、血管内皮細胞同士の結合が弱く、周皮細胞による保護機能も低下してい

ることから、がん細胞が透過しやすい構造となっている(Carmeliet and Jain, 

2011)。 

血管内浸潤したがん細胞は、好中球やナチュラルキラー細胞を含む免疫細胞

から逃れるため、がん細胞は P/L-selectinを細胞膜上に発現させ、血小板を周り

に接着させることで、免疫細胞による除去を回避している(Joyce and Pollard, 

2009) (図 1.1)。 

次に、循環系に存在するがん細胞が血管外浸潤を行うために、乳がん細胞は

L1CAMを介して血管内皮細胞に接着し、ANGPTL4によって内皮細胞同士の接

着を抑制し、血管透過性を亢進することで、血管外浸潤を促すことが明らかと

なっている(Padua et al., 2008; Zhang et al., 2012)(図 1.1)。 

転移巣の形成では、転移したがん細胞が生着し増殖しやすい転移ニッチ形成

が重要であると考えられている(Kaplan et al., 2005; Psaila and Lyden, 2009)。たと

え、早期にがん細胞は遠位組織に転移したとしても、その組織において、がん
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細胞が増殖し転移巣が形成できる環境でないと休眠状態になることが知られて

いる(Lambert et al., 2017)。したがって、転移巣ニッチの形成はがん細胞の転移

巣形成において非常に重要視されており、がん細胞から分泌されるエクソソー

ムや多様な液性因子が、様々な細胞種と相互作用することで、がん細胞にとっ

て生存しやすい環境を形成している(Celià-Terrassa and Kang, 2018; Lambert et al., 

2017; Liu and Cao, 2016) (図 1.1)。また、がん転移の臓器指向性の分子メカニズ

ムに着目した先行研究として、乳がん細胞から放出されるエクソソームが臓器

指向性を決めているという報告がある(Hoshino et al., 2015)。エクソソームに含

まれる細胞接着分子インテグリンの種類によって、エクソソーム輸送先の臓器

指向性が生まれることが明らかになっており(Hoshino et al., 2015)、がん細胞由

来のエクソソームは、転移したがん細胞が生存・増殖しやすい転移ニッチの形

成を行うことで転移巣の形成を促進する。したがって、がん細胞から放出され

るエクソソームのインテグリンパターンによって、がん転移の臓器指向性が制

御されている(図 1.1)。  
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図 1.1 多段階に渡るがん転移機構と転移微小環境 

がん細胞の転移過程は多段階に分かれている。遺伝子変異などによって生じたがん細胞

は、無秩序な細胞増殖によって原発巣を形成し、間質組織に浸潤していくことで、血管や

リンパ管を介して、循環系やリンパ系に侵入する。その後、遠隔臓器の近接する血管やリ

ンパ管からがん細胞が浸潤し、その臓器でがん細胞が増殖することで、転移巣を形成す

る。この転移巣を形成する過程で、がん細胞が様々な細胞種との相互作用を通して、がん

細胞が生存・増殖し易い環境を構築する。がん細胞から分泌される細胞外小胞や分泌タン

パク質等が、遠近に位置する細胞に届くことで、抗腫瘍性の細胞除去や、がん細胞の増

殖・生存を促進する。
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1.3.NF-κBシグナル経路 

NF-κB経路は、NF-κBファミリーと呼ばれる 5つのタンパク質 p105/p50(NF-

κB1)、p100/p52(NF-κB2)、RelA(p65)、RelB、cRelを中心としたシグナル経路で

ある。1986年に、活性化 B cellの immunoglobin κ light chain 遺伝子のエンハン

サー領域に含まれる 5’ GGGACTTTCC 3’の塩基配列に結合するタンパク質とし

て p50や RelAが同定され(Sen, Baltimore, 1986)、その後、NF-κBファミリーは

ホモまたは、ヘテロ二量体を形成し、転写因子として標的遺伝子の発現を誘導

することで、免疫応答や炎症、細胞死や細胞分化といった生命現象を制御する

重要なシグナル経路であることが明らかになっている(Huxford, Ghosh, 2009)。

NF-κB経路は、活性化を受けるリガンドの違いやシグナル伝達因子の違いか

ら、古典的と非古典的の二種類の経路に分類される(Hoesel, Schmid, 2013; 

Huxford, Ghosh, 2009; Shostak, Chariot, 2011)(図 1.2)。 

古典的経路(canonical signal)では、LPSなどの細菌・微生物由来抗原、UV刺

激、TNFαなどのサイトカインによって活性化され、p105/p50と RelAを主とし

たシグナル経路である(Hoesel, Schmid, 2013; Huxford, Ghosh, 2009; Shostak, 

Chariot, 2011)。これらの刺激によって IKKα、IKKβ、IKKγを含む IKK複合体

が活性化することで、IKKβによって IκBαがリン酸化され、プロテアソームに

よって分解される。定常状態では、IκBファミリーである IκBαが p50-RelA複

合体に結合し、p50の核内移行シグナル(NLS)をふさぐことでシグナルを不活化

している。しかし、細胞に刺激が入ると、IκBαの分解が起きることで、p50の

NLSが露出し、p50-RelA複合体の核内移行が起きる。その後、標的遺伝子のプ

ロモーター領域やエンハンサー領域に存在する特定の領域に結合し、遺伝子発

現を調節する(図 1.2)。 
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一方で、非古典的経路(non-canonical signal)は、特定の TNFSFに含まれる

CD40L(TNFSF5)や RANKL(TNFSF11)、TWEAK(TNFSF12)などのリガンドによ

って活性化され、p100/52と RelBを主としたシグナル経路である(Sun, 2011; 

Tegowski , Baldwin, 2018)。定常状態では、NF-κB inducing kinase(NIK:MAP3K14)

が、TRAF2-TRAF3-cIAP1/2と複合体を形成しており、E3リガーゼである

cIAP1/2によってユビキチン化修飾を受けることで、プロテアソームによって

分解される(Zarnegar et al., 2008)。そのため、NIKタンパク質量や非古典経路の

活性は非常に低い状態に維持されている。しかし、リガンド刺激によって、

TRAF3-TRAF2-cIAP1/2が受容体にリクルートされ、cIAP1/2による TRAF3の

分解が起きることで、NIKが蓄積される(Vallabhapurapu et al., 2008)。リガンド

依存的に cIAP1/2の分解標的が変化する機構については明らかになっていな

い。そして、NIKが IKKαのリン酸化によるホモダイマーの形成を誘導し、

IKKαによる p100のリン酸化を引き起こす。その後、p100は部分分解によって

p52になり、RelBと共に核内へ移行し、標的遺伝子の発現を誘導する(図 1.2)。 

それぞれの経路は完全に独立しているわけではなく、互いのシグナル伝達因

子が相互作用することで、シグナルの調節を行っている。非古典的経路のメイ

ンファクターである RelBは古典的経路の標的遺伝子であることから(Bren et al., 

2001)、非古典的経路の活性化には古典的経路の活性化が必要になっている。一

方で、RelBは RelAとヘテロダイマーを形成することで、RelAの DNA結合能

を抑制し、双方のシグナル経路の調節を行っている(Marienfeld et al., 2003)。ま

た、それぞれの経路の標的遺伝子には、それぞれの経路において促進的もしく

は抑制的に働くシグナル構成因子が含まれるため、正や負のフィードバック機

構による複雑な調節が行われていると考えられている(Tegowski, Baldwin, 

2018)。 
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図 1.2 古典的・非古典的 NF-κB経路の概要図 
NF-κB経路はリガンドやシグナル伝達因子の違いから、古典的・非古典的経路の二種類

に分類されている。古典的経路は主に TNFαや IL-1βなどの刺激による NF-κB1(p50)や

RelAを介したシグナル伝達であるのに対し、非古典的経路は RANKLや TWEAKなどの刺

激による、NF-κB2(p52)や RelBを介したシグナル伝達である。 
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1.4.NIKの発現制御機構と疾患における機能 

NIKは、yeast-two-hybrid法を用いたスクリーニングによって、TRAF2に結

合する NF-κBの転写活性化遺伝子として同定された(Malinin et al., 1997)。その

後、非古典的経路の活性化に重要な kinaseであること(Xiao et al., 2001)、

TRAF2-TRAF3-cIAP1/2複合体による分解機構の存在が明らかになっている

(Zarnegar et al., 2008)。 

NIKの発現制御機構は、前述の分解機構に加え、異なる制御機構・因子の存

在が近年明らかになりつつある(Valiño-Rivas et al., 2019)。 

翻訳後修飾に伴う NIKの発現制御機構として、NIKの新たな E3リガーゼと

して CHIP, DCAF2,PELI1が同定され、これらの因子が Non-canonical NF-κB経

路を抑制していることが示された(図 1.3)(Huang et al., 2018; Jiang et al., 2015; Liu 

et al., 2018)。また、NIKが Rab5+エンドソーム上で AKT/IKKαと複合体を形成

しており、エンドソームを足場とした新たな NIK安定化機構が、血管内皮細胞

における Non-canonical NF-κB経路の活性化を担っていることが示された(図

1.3)(Jane-wit et al., 2015)。さらに NIKは Caspase8による切断を受けることが明

らかになった(Gehlhausen et al., 2019)。この切断によって、分解因子

(TRAF2/3,cIAP1/2)との結合部位がなくなる一方で、Kinaseドメインを保持した

切断タンパク質が形成されるため、Caspase8による切断は NIKの新たな活性化

機構になると考えられている(図 1.3)(Valiño-Rivas et al., 2019)。 

NIKの分子機能としては、Non-canonical NF-κB経路の活性化のトリガーとな

る IKKαのリン酸化を引き起こすことが知られている。これに加え、NF-κB非

依存的な NIKの機能も明らかになっている。エピジェネティック修飾に関する

機能として、NIKが間接的に Histon3K9のアセチル化や Hisotn3のリン酸化を

誘導することが示され、炎症関連遺伝子の発現亢進に寄与することが示唆され
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ている(図 1.3)(Chung et al., 2011; Gye et al., 2006)。さらに、NIKの基質タンパク

質について IKKαのリン酸化だけではなく、STAT3や CREBのリン酸化を起こ

すことで、転写活性を促進する(図 1.3)(Nadiminty et al., 2007; Sheng et al., 

2012)。また、NIKが Drp1のリン酸化することで、ミトコンドリアへの誘引を

促し、ミトコンドリアの分裂を促すと伴に、遊走能の亢進を引き起こす(図

1.3)(Jung et al., 2016)。 

NIKの生理学的機能の解析は、機能欠損型変異マウスを用いた検証が、先行

して行われてきた(Shinkura et al., 1999)。このマウスでは、リンパ形成不全、B

細胞や NK T細胞の分化・機能不全等の免疫不全を示す表現型が観察され、

NIKが免疫機能の恒常性維持に重要な遺伝子であることが示されている(図

1.3)(Brightbill et al., 2015; Noma et al., 2015; Shinkura et al., 1999)。また、近年、

NIKの分解誘導遺伝子の KOマウスが作製され、NIKの過剰発現によって自己

免疫様の表現型が観察されている(Huang et al., 2018; Liu et al., 2018)。これらの

結果から、NIKの発現バランス制御が免疫機能において重要であると考えられ

ている。 

これまで免疫細胞における NIKの生理学的機能が研究されてきた一方で、近

年、NIKの異常な発現変動が、腎臓・肝臓・膵臓・筋・骨組織における機能不

全を引き起こすことが報告されている。 

急性腎障害においては、尿細管上皮細胞自身による TWEAK分泌によって尿

細管上皮細胞の NIKタンパク質の発現上昇が確認されている(Ortiz et al., 2017; 

Sanz et al., 2010)。そして、この NIK増加が非古典的 NF-κB 経路の活性化を通

して、T細胞や線維芽細胞の誘引による尿細管間質性線維症を引き起こす(Sanz 

et al., 2008)。また、NIKの機能欠損型変異マウスにおいて、TWEAK刺激によ
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る腎障害症状が緩和され、死亡率の低下に繋がることが観察されている(Ortiz et 

al., 2017; Valino-Rivas et al., 2016) (図 1.3)。 

肝疾患モデルマウスや臨床検体において、肝細胞における NIK の mRNAレ

ベルの発現上昇が観察されている(Shen et al., 2014)。この NIKの増加によって

非古典的 NF-κB 経路を介したサイトカインの発現が促進され、過度な炎症反

応や酸化ストレス、マクロファージ由来の肝細胞死を引き起こす(図 1.3)(Jiang 

et al., 2015; Shen et al., 2014)。一方で肝細胞における NIK KOによって、肝炎や

脂質合成が低下することで、高脂肪食誘導性の脂肪肝形成が抑制される(Liu et 

al., 2017)。また、CCl4誘導性の劇性肝障害時も肝細胞において NIKが増加して

おり、NIK阻害剤によって、障害性の表現型を緩和することが確認されている

(Ren et al., 2017)。 

糖尿病に伴う NIKの発現異常が多臓器(膵臓・肝臓・筋細胞)において生じて

おり、協調しながら悪性化を助長していることが示唆されている(図

1.3)(Valiño-Rivas et al., 2019)。遺伝性・食事性の肥満を誘導した際に膵島での

NIKの上昇や非古典的 NF-κB 経路の活性化が観察されている。そして、この

活性化が β細胞におけるインスリン分泌の機能不全を誘導する(図 1.3)(Malle et 

al., 2015)。また、肝細胞において NIKを過剰発現させるとグルカゴンに対する

応答性が上がり、糖新生が亢進することが確認されている(図 1.3)。一方で、

NIKを KOした肥満マウスにおいて、血糖値上昇や耐糖能異常を抑制できるこ

とから、肝細胞における NIKの過剰発現が糖尿病の悪性化に寄与することが示

唆されている(Sheng et al., 2012)。さらに、肥満患者の筋細胞において NIKの発

現が上昇しており、インスリン応答によるグルコース取り込み量が低下するた

め、インスリン抵抗性に寄与している(図 1.3)(Choudhary et al., 2011)。 
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骨組織においても NIKは重要な役割を担っている。骨組織における RANKL

を介した NIK・非古典的 NF-κB 経路の活性化は破骨細胞の分化に重要であ

る。それゆえ、NIKの機能欠損型変異マウスは大理石骨病様の表現型を促す

(Zeng et al., 2015)。また、NIKの異常な発現上昇は破骨細胞の増加、骨量の低

下、骨粗鬆症様の表現型を呈する(Yang et al., 2010)。したがって、NIKの発現

レベル制御が骨組織の恒常性の維持に重要であると考えられている(図

1.3)(Valiño-Rivas et al., 2019)。 

したがって、NIKの発現量は様々な機構を介して厳密に制御されており、特

定の条件化における NIKの発現上昇が組織の恒常性維持に寄与していることが

示唆されている。  
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     図 1.3 NIKの新規発現制御機構と機能 
従来の E3 ligaseである cIAP1/2に加え、新たな E3 ligaseの存在や、Rab5陽性エンドソ

ームや Caspase8の部分分解による翻訳後の発現制御機構が存在する。 

分子生物学的機能としては、NIKが、STAT3や CREBのリン酸化による転写機能の活性

化や、間接的にヒストンの翻訳後修飾を誘導することで免疫関連遺伝子の発現促進に寄与

する。また、NIKがミトコンドリア分裂を仲介する Drp1をリン酸化することで、Drp1の

ミトコンドリアへの収束を促進し、ミトコンドリア分裂を促す。 

生理機能として、NIKは免疫細胞の機能維持をはじめ、様々な臓器における機能的恒常

性の維持に働いている。骨、腎臓、肝臓、膵臓、骨格筋においては NIKの過剰な発現増加

に伴い糖代謝の機能不全や炎症を引き起こすことで、疾患に繋がる。免疫細胞において

は、NIKの欠損によって免疫機能の低下、過剰発現によって自己免疫疾患様の症状を呈す

ることから、発現量のバランスを取ることが重要と考えられている。  
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1.5.乳がんにおける非古典的 NF-κB経路の役割 

がんと NF-κB経路の関係を示した発端は、1960年代の研究に遡る。カンザ

ス州において、リンパ腫症様の症状を示す七面鳥から、実験的に他の鳥類に対

しても同様の腫瘍病変を引き起こすウイルスが見つかり(Robinson and Twiehaus, 

1974)、細網内皮系細胞における異常増殖が観察されることから、細網内皮症ウ

イルス(Rev-T)と名付けられた(Theilen et al., 1966)。そして、このウイルスに特

徴的かつ形質転換をもたらす oncogeneとして v-Relが同定された(Barth et al., 

1990; Beug et al., 1981; Lewis et al., 1981)。さらに、この v-Relが、哺乳類のイム

ノグロブリン遺伝子の κB配列に結合することが判明していた p50を含む NF-

κB複合体と幅広い配列類似性を有していることが示された(Ghosh et al., 1990; 

Kieran et al., 1990; Nolan et al., 1991; Ruben et al., 1991)。これらの研究を皮切りに

NF-κBのがんにおける機能的意義の研究が現代に渡り行われてきた(Gilmore, 

1999)。 

正常な乳腺上皮細胞における、NIK・非古典的 NF-κB経路の活性化も、前項

に述べたように、厳密な制御機構によって調節されている(Fomicheva and 

Macara, 2020; Yamamoto et al., 2019)。また、この活性化が、乳腺小葉の形成や

乳汁分泌といった、乳腺発達・機能において重要な役割を担っていることが報

告されている(Cao et al., 2001; Yamamoto et al., 2019; Zhang et al., 2013)。一方

で、様々ながん種において非古典的 NF-κB経路が恒常的に活性化することで、

がん悪性化に寄与していることが報告されている(Sun, 2011; Tegowski, Baldwin, 

2018)。乳がんにおいては、Luminal乳がん細胞株に比べ、トリプルネガティブ

乳がん細胞株は NIK mRNAの発現が亢進していることで、非古典的経路の恒

常的活性化が誘導されており、この活性化がトリプルネガティブ乳がん細胞株

の細胞増殖に寄与していることが報告されている(Yamaguchi et al., 2009; 
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Yamamoto et al., 2010)。そして、kinase活性を不活化した IKKα変異体マウス

や、NIK KOマウスと、ErbB2乳がん発症モデルのMMTV-neuマウスを交配さ

せたトランスジェニックマウスでは、原発巣の形成遅延や縮小が確認されてお

り(Zhang et al., 2013)、乳がんの原発巣形成においても非古典的経路の活性化が

重要だと考えられる。また、乳がんにおける NIKの発現増加は、非古典的 NF-

κB経路活性化を通して、NOTCHのリガンドである JAG1の発現を誘導し、が

ん幹細胞に対して NOTCH経路の活性化を誘導することで、がん幹細胞性の維

持に働くことが報告されている( Yamamoto et al., 2013)。さらに、乳がん細胞の

染色体不安定性によって生成される細胞内 DNA断片が、cGAS-STING経路を

介して非古典的経路の活性化を誘導し、転移能を亢進していることが明らかに

なっている(Bakhoum et al., 2018)。以上のことから、乳がんにおける非古典的経

路の活性化は、腫瘍能や転移能の亢進に寄与している。 
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1.5.本研究の目的 

従来の転移研究における転移制御遺伝子の探索は、血中移植手法を用いた高

転移株の樹立とその遺伝子発現解析から多くの転移制御遺伝子が同定されてき

た。しかし、この高転移株は、がん細胞をマウスの血管内に移植する血中移植

手法を用いて樹立されているため(Bos et al., 2009; Fidler, 1973; Kang et al., 2003; 

Minn et al., 2005)、血管内浸潤以降の転移ステップを模倣したモデルと考えられ

る(図 1.4)。そのため従来の転移研究では、原発巣の形成や、血管内やリンパ管

内浸潤、原発巣の形成段階から行われる転移微小環境の調節に関与する転移制

御遺伝子を取りこぼしている可能性が考えられた。そこで当研究室では、ヒト

乳がん細胞(MDA-MB-231)をマウスの乳房部位に移植することで、より自然発

生的な転移を模倣できる同所性移植手法によって新たに乳がん肺転移株を樹立

した(Nakayama et al., 2017)。MDA-MB-231が属するトリプルネガティブ乳がん

では、他の乳がんのサブタイプと比べ、肺転移の割合が高いことが報告されて

いる(Gong et al., 2017)。それを踏まえ、本研究では、同所性移植による肺転移

株を研究対象としている。この同所性乳がん肺転移株は、乳房に移植したがん

細胞が原発巣を形成した後に、肺転移したものを薬剤選択によって回収し、再

び移植して回収する操作を繰り返した乳がん細胞株である(図 1.4)。この細胞株

は、移植する前の親株や従来の血中移植高転移株と比べ、造腫瘍能及び、転移

能の亢進が確認されており、高い悪性度を示す乳がん細胞株である。また、遺

伝子発現プロファイルが他の細胞株と比べ大きく異なることが明らかになって

いる(Nakayama et al., 2017)。しかし、これらの樹立された乳がん肺転移株の詳

細な表現型や、それに寄与するシグナル経路の解析は行われていなかった。ま

た、従来の転移制御遺伝子の探索は、樹立した高転移株の DNAマイクロアレ

イによる網羅的遺伝子発現解析から、mRNAレベルで変化が確認された遺伝子
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について着目していた(Bos et al. 2009; Kang et al. 2003; Minn et al. 2005;Nakayama 

et al. 2017)。そのため、mRNAレベルでは発現変化が確認できなかった遺伝子

が、翻訳後修飾などによりタンパク質レベルで発現変化を受けることで、転移

機構を制御する可能性が十分に検討されていなかった。 

以上の問題点を踏まえ、私は、同所性肺転移株を用いて、ウェスタンブロッ

トによるシグナル解析を行うことで、従来の実験系の性質上加味されていなか

った、悪性化に寄与する遺伝子の探索および同定を行うことを目的とした(図

1.4)。 
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図 1.4 がんの多段階転移機構における各移植手法の関係性と本研究の実験概要

図 

がんの多段階転移機構と各移植手法における模倣ステップ(左図)。血中移植は循環系で

の生存維持以降のステップを含むのに対し、同所性移植は原発巣形成段階から、より自然

発生に近い転移機構を模倣していると考えられる。本研究では、同所性移植(Orthotopic 

Xenograft)と尾静脈移植(Tail Vein Injection)を用いた肺転移モデルを作成し、乳がん細胞の

回収と各移植手法を繰り返し行うことで肺高転移株を作製した。そしてウェスタンブロッ

トを用いて、各移植手法で樹立した肺高転移株と親株(MDA-MB-231)のシグナル解析を行

った。 
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第 2章 材料と方法 

2.1. 細胞培養 

Plat-Eは、東京大学医科学研究所 北村俊雄博士より分与いただいた。また、

TIG-3細胞は、国立がん研究センター ゲノムストレス応答ユニット 塩谷文章

博士より分与いただいた。これらの細胞は、10%非働化

FBS(10270106,Gibco™)、Antibiotic-Antimycotic (15240096,Gibco™)を含む

DMEM(4.5g/l Glucose) with L-Gln, without Sodium Pyruvate, liquid (08459-35,ナカ

ライテスク)を用いて、5%CO2、37℃の環境下にて培養した。また、MDA-MB-

231- mSlc7a1-HygromycinR-PEF1-luc2-IRES-BlastcidinR (以下 Parent) (Nakayama et 

al., 2017)や、この Parentをマウスに同所性移植したのち肺転移した同所性乳が

ん細胞株(以下 LM05,06,07)、Parentを尾静脈移植によって肺転移させた尾静注

乳がん肺転移株 (以下 LM1-2-1) は、10%非働化 FBS、Antibiotic-Antimycoticを

含む RPMI 1640 with L-Gln, liquid (30264-85,ナカライテスク)を用いて、

5%CO2、37℃の環境下にて培養した。 

 

2.2. 過剰発現ベクターと shRNA発現ベクターの作製 

NIK発現ベクターとして、東京大学医科学研究所 井上純一郎教授、山本瑞

生博士より分与いただいた pMXs-TAP-NIK-IRES-Puromycin(puro)R(Yamaguchi et 

al., 2013)と、pmCherryC1(CLN632524,Clontech)を用いて、TAP tagを取り除き、

薬剤耐性遺伝子を Neomycinに変えた pMXs-NIK-SV40P-Neomycin(neo)Rを作製

した。TAP tagを取り除くために、pMXs-TAP-NIK-IRES-puroR を templateとし

て、表 1に示すプライマーと Q5 High-Fidelity DNA Polymerase(M0491L,NEW 

ENGLAND Biolabs)を用いて Inverse PCRを行った。この PCR産物で DH5αを

形質転換させたのち、Self-ligationにより pMXs-NIK-IRES-puroRを作製した。さ
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らに Puromycin耐性遺伝子から Neomycin耐性遺伝子に変えるため、pMXs-

NIK-IRES-puroRを SalⅠ(1080,TAKARA)による制限酵素処理を 37℃、3時間行

ったのち、アガロースゲル電気泳動にて目的のバンドを QIAGEXII Gel 

Extraction kit(20021,Qiagen)を用いて回収した。pmCherryC1を templateとして、

表 1に示すプライマーと Q5 High-Fidelity DNA Polymeraseを用いて、SV40P-

NeomycinR配列を PCRにより増幅した。その後、PCR産物を SalⅠによる制限

酵素処理を 37℃、3時間行ったのち、アガロースゲル電気泳動にて目的のバン

ドを QIAGEXII Gel Extraction kitによって回収した。pMXs-NIK-IRES-puroRの

SalⅠ処理産物と SV40P-neoR配列の SalⅠ処理産物を Ligation high(LGK-101, 

TOYOBO) を用いて、16℃、一晩 Ligation反応させたのち、DH5αを形質転換

させることで、pMXs-NIK- SV40P-neoRを作製した。この NIKの配列は Homo 

sapiens mitogen-activated protein kinase 14 (MAP3K14)(NCBI Reference Sequence: 

NM_003954.5)由来である。 

HA tag Ubiquitin(HA-UB)発現ベクターを作製するにあたり、愛媛大学プロテ

オサイエンスセンター 東山繁樹教授、前川大志博士より分与いただいた

pcDNA3.1-HA-UBを templateとして、表 1に示すプライマーを用いて、HA-UB

領域を Q5 High-Fidelity DNA Polymerase による PCRで増幅し、アガロースゲル

電気泳動にて目的のバンドを QIAGEXII Gel Extraction kitによって回収した。

その後、pMXs-Venus-IRES-puroRの BamHⅠと XhoⅠ処理産物と HA-UB配列を

In-Fusion HD Cloning Kit(639648,Clontech)を用いて、50℃、15分 In-fusion反応

させたのち、DH5αを形質転換させることで、pMXs-HA-UB-IRES-puroRを作製

した。cIAP1発現ベクター(pMMLV-BIRC2-IRES-PuroR)は、VectorBuilder社から

購入したもの(VB211123-1472ash,VectorBuilder)を使用し、pMXs-Venus-IRES-

puroRは当研究室で所有しているものを使用した。IGF2BP1発現ベクターは、
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表 1に示したプライマーを用いて、293T細胞の cDNAライブラリーから、

IGF2BP1の CDS配列を Q5 High-Fidelity DNA Polymerase による PCRで増幅し

た。その後、アガロースゲル電気泳動にて目的のバンドを QIAGEXII Gel 

Extraction kitによって回収し、HA-UB発現ベクターと同様に、pMXs-Venus-

IRES-puroRの BamHⅠと XhoⅠ処理産物と In-Fusion HD Cloning Kitを用いて In-

fusion反応させた。そして、DH5αを形質転換させることで、pMXs-IGF2BP1- 

IRES-puroRを作製した。 

NIKを標的とした shRNA発現ベクターは、東京大学医科学研究所 井上純一

郎教授より供与していただいた pSUPER-shNIK-SV40P-puroRを用いた(Yamamoto 

et al., 2013)。NIKに対する shRNAの配列情報は表 2に示す。cIAP1を標的とし

た shRNA発現ベクター作製するにあたり、pSUPER-shNIK-SV40P-puroRを

templateとして、表 2.1に示すプライマーと Q5 High-Fidelity DNA Polymerase 

を用いた Inverse PCRによって、shRNAを挿入する両端にMluⅠと BglⅡの制

限酵素サイトを付加した pSUPER-MluⅠ-BglⅡ-SV40P-puroRを作製した。そし

て、この pSUPER-MluⅠ-BglⅡ- SV40P-puroRをMluⅠ(1071A,TAKARA)と BglⅡ

(1021B,TAKARA)による制限酵素処理を 37℃、一晩行ったのち、アガロースゲ

ル電気泳動にて目的のバンドを QIAGEXII Gel Extraction kitによって回収し

た。また、cIAP1を標的とした shRNA配列を決定するため

siDirect(http://sidirect2.rnai.jp/)を用いて、cIAP1の CDSおよび 3’UTRを標的とし

たオリゴヌクレオチドを 3組設計した。cIAP1に対する shRNAの配列情報は表

2.2に示す。設計したオリゴヌクレオチドを T4 polynucleotide 

kinase(2021A,TAKARA)を用いて、37℃、1時間 30分リン酸化反応させたの

ち、アニーリングを行うため、99℃から 15℃まで 10秒で 1℃ずつ低下させた。

そして、pSUPER-MluⅠ-BglⅡ- SV40P-puroRのMluⅠと BglⅡ処理産物とアニー
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リングさせた cIAP1の shRNA配列の二本鎖オリゴヌクレオチドを Ligation high

を用いて、16℃、一晩 Ligation反応させたのち、DH5αを形質転換させること

で、pSUPER-shcIAP1- SV40P-puroRを作製した。 

 

2.3. レトロウイルスの作製と安定発現株の樹立 

6well plateに Plat-E細胞を 4×105cells/well播種し、5%CO2、37℃にて一晩培養

したのち、Polyethyreneimine (24765-2,Polysciences) 8µg と 各ベクター 2µg 、

エンベロープ発現ベクターである VSV-G(G glycoprotein of vesicular stomatitis 

virus) ベクター(LV500A1, System Biosciences) 0.132µgを血清および抗生物質不

含の DMEM 200µl に懸濁し、各ウェルに添加しトランスフェクションを行っ

た。5%CO2、37℃にて 24時間培養したのち、通常培養で使用する DMEM培地

に交換した。そして、5%CO2、37℃にて 30~36時間培養したのち、培地上清を

回収し、4℃, 3000rpm, 5分間遠心し、上清をウイルス溶液として-80℃で保存し

た。 

12 well plateにレトロウイルスを感染させる宿主細胞を 1.5×105cells/well播種

し、5%CO2、37℃にて一晩培養した。その後、培地を取り除き、宿主細胞の培

地 245µLとウイルス溶液 250µL、800µg/mL Polybrene溶液(H9268, Sigma-

Aldrich)5µLの混合溶液を添加した。さらに、5%CO2、37℃にて 24時間培養

後、培地を取り除き、PBS(166-23555,Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation)で

washを行い、通常培養で使用する RPIM-1640培地に交換した。その後 90%コ

ンフルエント程度になった時点で、6well plateにスケールアップした。薬剤選

択は 3µg/mL Puromycin(166-23153,Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation)を含

む培地で 3日間の培養、もしくは、1mg/mL G418(070-05183,Fujifilm Wako Pure 

Chemical Corporation)を含む培地で 6日間の培養を行った。 
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2.4. ウェスタンブロッティング 

6 well plateに RPMI-1640培地を 2mL/well加え、その後、各細胞株

3.0×105cellsを播種し、5%CO2、37℃にて一晩培養した。もしくは、12 well plate

に RPMI-1640培地を 1mL/well加え、その後、各細胞株 2.0×105cellsを 6 well 

plateに播種し、5%CO2、37℃にて一晩培養した。その後、氷上静置したうえで

4℃の D-PBS(-)(166-23555,Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation)で 2回 wash

をおこない、D-PBS(-)除去後に Sampling Buffer (50mM Tris-HCl (pH6.8)(35434-

34,ナカライ) 、2%SDS(586-84576,SERVA)、0.4M 2-Mercaptoethanol(138-

14342,Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation)、0.1%Bromophenol Blue(021-

02911,Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation)、10% Glycerol(17045-65,ナカラ

イ)、5%β-メルカプトエタノール(138-14342,Fujifilm Wako Pure Chemical 

Corporation))を 180µL/well添加することで細胞を溶解し、1.5mLチューブに集

めた。その後、密閉式超音波細胞破砕装置(Bioruptor,UCD-250)を用いて、30秒

間ソニケーションと 30秒のインターバルを計 3分間行ったのち、95℃で 5分間

ヒートブロック(TAITEC,DTU-N)をおこない、これを全画分 lysateとした。 

細胞質や核画分 lysateを作製する際は、上記の条件と同様に細胞を播種し、

wash後に D-PBS (-)を 1mL/well加え、セルスクレーパー(MS-93100,住友ベーク

ライト)で細胞をはがし、1.5mLチューブに集めた。そして、4℃、4000rpm、3

分遠心後、上清を除去した後で 180µL Hypotonic Buffer (10mM HEPES-

KOH(pH7.9)、1.5mM MgCl2(133-15051,Fujifilm Wako Pure Chemical 

Corporation)、10mM KCl(163-03545,Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation)、

cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail、0.15mM DTT(045-08974,Fujifilm Wako 

Pure Chemical Corporation)を加え、ピペッティングをおこない、5分おきにタッ
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ピングを行い、計 15分間氷中で静置した。そして 4℃、15000rpm、3分遠心

後、 120µLの上清と 60µLの 3×Sampling Bufferと混ぜ計 3分間ソニケーション

したのち、95℃で 5分間ヒートブロックをおこない、これを細胞質画分 lysate

とした。さらに、残ったペレットは、もう一度 400µL Hypotonic Bufferでピペ

ッティングを行い、4℃、15000rpm、3分間遠心を行った。その後、上清を取り

除き Sampling Bufferを 180µL加え、vortexかけた後、計 3分間ソニケーション

おこない、95℃、5分間ヒートブロックで加熱して、これを核画分 lysateとし

た。 

Proteasome inhibitorを添加した lysateを回収する際には、上記の条件と同様

に細胞を播種し、10μM MG132 (C2211-5MG, Sigma-Aldrich)を含む RPMI-1640

培地で 4時間培養したのち、全画分 lysateと同様の方法でサンプルを回収し

た。また、シクロヘキシミドを添加した lysateを回収する際は、上記の条件と

同様に細胞を播種し、10 µg/mL cycloheximide (033-20993, Fujifilm Wako Pure 

Chemical Corporation)を含む RPMI-1640培地で各時間培養したのち、全画分

lysateと同様の方法でサンプルを回収した。 

各細胞を同所性移植したのちに形成した、腫瘍を用いた lysateを作成する際

には、腫瘍を切除後、素早く冷やした D-PBS(-)に浸け、付着した体毛や血液を

簡便に取り除いた。その後、ハサミを用いて細断し、ホモジェナイザー

(KT8855100022, Avantar)に入れ、M-PER(78501, Thermo Fisher Scientific)を使用

した腫瘍重量(mg)の２倍量(μL)加え、氷上で破枠した。その lysateを 4℃、

15000rpm、5分間遠心を行い、上清を回収後、3×Sampling Bufferと混合し、

95℃、5分間ヒートブロックで加熱して、これを腫瘍 lysateとした。 

 SDS-PAGEにおいては、各 lysateを 4–15% ミニプロティアン TGX™ プレキ

ャストゲル(#4561086,BIO-RAD)を用いて、100V、1時間 15分電気泳動を行っ
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た。トランスファーにおいては、PVDFメンブレンン(IPVH00010,Millipore)をあ

らかじめ、メタノールで振盪 5分間、MQで振盪 5分間により親水化処理を行

い、100V、1時間トランスファーを行った。ブロッキングにおいては、

Blocking-ONE(03953-95,ナカライテスク)を用いて 1時間振盪した。表 3に示し

た希釈倍率で一次抗体を 10% Blocking-ONE/0.05%TBSTに希釈して、4℃、一晩

振盪させた。その後、0.05%TBSTで 5分、三回 washしたのち、二次抗体(Anti-

mouse or Rabbit IgG, HRP-linked Antibody,NA934-1LM,NA931-1LM,Cytiva)を、

0.05%TBSTを用いて 1:5000希釈し、室温にて 1時間振盪した。そして

0.05%TBSTで 5分、三回 washしたのち、Western Lightning Plus-ECL 

(NEL105001EA,Perkin Elmer) に数分浸した後、ヨウポリ袋にメンブレンを挟

み、Fusion Solo7S (SOLO.7S.EDGE,Vilber-Lourmat)で発光を検出した。撮影後、

画像データを機器に付属されているアプリケーションを用いて、定量的な評価

を行った。 

 

2.5. 免疫沈降 

 10 cm dishに RPMI-1640培地を 8mL/dish加え、その後、HA-UBを発現させ

た各細胞株を播種し、70%～80%コンフルエントになるまで 5%CO2、37℃にて

培養した。そして、10µM MG132を含む培地で 4時間 5%CO2、37℃にて刺激を

加えた。その後、氷上静置したうえで 4℃の D-PBS(-)で 2回 washをおこない、

D-PBS(-)除去後に、TNE Buffer(20mM Tris-HCl(pH8.0)、150mM NaCl、1%NP-

40(25223-75, ナカライテスク)、2mM EDTA、25mM NaF(194-01971,Fujifilm 

Wako Pure Chemical Corporation)、17.5mM β-glycerophosph(191-02042,Fujifilm 

Wako Pure Chemical Corporation)、1mM Na3VO4(198-09752,Fujifilm Wako Pure 

Chemical Corporation)、cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail) を 500µL/dish添加
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することで細胞を溶解し、1.5mLチューブに集めた。その後、vortexを行い、5

分間氷中に静置した。さらに、ソニケーションを計 3分間行ったのち、4℃、

15000rpm、10分遠心を行った。上清を新しい 1.5mLチューブに移し、その一

部を 3×Sampling Bufferと混ぜたのちに、95℃で 5分間ヒートブロックをおこな

い、これを Input lysateとした。残りのライセートは、BCA Protein Assay 

Kit(23225, Thermo Fisher Scientific)を用いてタンパク定量を行い、タンパク量が

等量(1mg)になるように計算した lysate量を新しい 1.5mLチューブに加えた。

その後、免疫沈降を行う Sepharose ビーズに対し非特異的に結合するタンパク

質を除去するため、lysateに対し 15µL ProteinA Sepharose 4 FF(17-5280-04, GE 

Healthcare)を加え、4℃、1時間回転混和させたのち、4℃、5000rpm、2分遠心

を行った。そして、上清を新しい 1.5mLチューブに移し、約 140ngの NIK抗

体(#4994,CST)、もしくは、Rabbit IgG(12-370, Millipore)を加え、4℃、一晩回転

混和させた。その後、20µL ProteinA Sepharose 4 FFを加え、4℃、3時間回転混

和させたのち、4℃、5000rpm、2分遠心を行った。上清を取り除き、500µLの

TNE Bufferで 5回 washを行った後に、50µL Sampling Bufferを加え、95℃で 5

分間ヒートブロックをおこない、4℃、5000rpm、2分遠心を行った。最後に上

清を新しい 1.5mLチューブに移し、これを IP lysateとし、ウェスタンブロット

に用いた。 

 

2.6. Click反応による翻訳後タンパク質の精製 

 6 cm dishに RPMI-1640培地を 5mL加え、その後、各細胞株 5.0×105cellsを播

種し、5%CO2、37℃にて一晩培養した。その後、D-PBS(-)で 1回 washをおこな

い、D-PBS(-)除去後に、10%非働化 FBS、Antibiotic-Antimycotic、GlutaMAX 

(Thermo Fisher Scientific)、55 μg/mL L-cystine (039-05291, Fujifilm Wako Pure 
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Chemical Corporation)を含む methionine-free RPMI 1640(R7513, Sigma-Aldrich Co.)

を加え、5%CO2、37℃にて 4時間培養した。その後、この培地に 50 μmol/L L-

homopropargyl glycine (L-HPG) (11785, Cayman Chemical)を加えた状態で、

5%CO2、37℃にて 24時間培養した。コントロールの細胞は、この 24時間にお

ける培養を通常培養時に使用する培地にて培養した。その後、氷上静置したう

えで 4℃の D-PBS(-)で 2回 washをおこない、D-PBS(-)除去後に、Lysis buffer 

(50 mM HEPES-KOH (pH 7.3), 150 mM NaCl, 0.1% NP-40, cOmplete™ Protease 

Inhibitor Cocktail)を 300μL/dish加えることで細胞を溶解し、1.5mLチューブに

集めた。その後、vortexを行い、5分間氷中に静置した。さらに、ソニケーシ

ョンを計 1分間行ったのち、4℃、15000rpm、10分遠心を行った。その後、

BCA Protein Assay Kit(23225, Thermo Fisher Scientific)を用いてタンパク定量を行

い、500μg分の各 lysateを Click-iT™ Protein Reaction Buffer Kitを用いて、4℃、

一晩 click反応を行った。その後、600μLのメタノールと 150μLのクロロホル

ム、400μLのMQを加えることで、タンパク質沈殿を行い、200μLの TNE 

bufferを用いて再溶解した。さらに、Click反応によってビオチン化された新生

タンパク質を精製するため、20μLの Dynabeads™ M-280 Streptavidin(DB11206, 

VERITAS)を加え、4℃、一晩、回転攪拌した。その後、マグネットスタンドを

用いて、ビーズを吸着させることで、上清を除去した。そこに新しい TNE 

bufferを加え、vortexと吸着による wash操作を 5回行った。最後に 50µL 

Sampling Bufferを加え、95℃で 5分間ヒートブロックをおこない、マグネット

スタンドを用いて、ビーズを吸着させることで、lysateを回収した。これを

Click reaction lysateとして、ウェスタンブロットに用いた。 
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2.7. Soft agar assay 

 9.5mg/mL RPMI粉末 (05918,日水製薬) 、10%非働化 FBS、Antibiotic-

Antimycotic、GlutaMAX、0.75%炭酸水素ナトリウム (199-01301,Fujifilm Wako 

Pure Chemical Corporation) を含む 1×RPMI、及び 2×RPMIと、SeaPlaque GTG 

Agarose (50110 , Lonza) を用いて 1.6% アガロース溶液を作成した。そして、ア

ガロースの終濃度 0.6%になるように各培地とアガロース溶液を混合し、Bottom 

mediumを作成した。また、アガロースの終濃度が 0.3%になるように、各培地

とアガロース溶液を混合し、Upper mediumを作製した。まず、6well plateに

1.5mL/well の Bottom mediumを添加し、アガロースが固まるまで室温で静置し

た。その後、4.0×104cells/mL の細胞を含む Upper mediumを上から 1mL/well添

加し、アガロースが固まるまで室温で静置した。5%CO2、37℃にて 3週間培養

したのち、4%PFA (163-20145,Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation)を

1mL/well添加し、室温.で 1時間固定処理を行った。そして、4%PFAを除去

し、0.005%Crystal violet染色液(V5265, Sigma-Aldrich)を 1mL/well添加し、室温

で 30分静置した。その後、0.005%Crystal violet染色液を除去し、MQで一日お

きに三日間、脱色処理を行った。脱色後、デジタルカメラ (D5100, Nikon) を用

いて撮影を行い、Image Jを用いることで、コロニー数を計測した。 

 

2.8. Flow cytometry 

 10cm dishに播種した各細胞を 0.25%Tripsin(15090-061, Gibco™)を用いて剥が

したのち、2倍量の培地を加え、15mLチューブに回収後、1000rpm、3min遠心

した。その後、上清を除去し、PBSを加え細胞懸濁液を作成した。1×106cells

になるように FACS用チューブに分与したのち、1000rpm、3min遠心した。そ

の後、FACS buffer(D-PBS(-), 5%FBS, 500μM EDTA)を用いて再懸濁し、APC-

CD24抗体(311118, BioLegend)、FITC-CD44抗体(338803, BioLegend)、コントロ
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ール抗体(APC-mouse IgG(400122,BioLegend),FITC-mouse IgG(400109, 

BioLegend))を添加した。軽くタッピングしたのち、4℃、30分静置し、

1000rpm、3min遠心処理を行った。その後、FACS bufferを用いて三回 washを

行い、1mLの FACS bufferでピペッティングを行った。その後、細胞懸濁液を

35μmメッシュつきセルストレーナー(352235, CORING)に通過させた後に、S3e 

Cell Sorter (#1451008J1,Bio-Rad Laboratories)および、FlowJo software (v10.8, 

Becton Dickinson and Company)用いて解析を行った。 

 

2.9. Mammosphere assay 

MammoCult medium (MammoCult Basal Medium, MammoCult Proliferation 

Supplements, 4 μg/mL heparin(H3149, Sigma-Aldrich), 0.48 μg/mL 

hydrocortisone(H0396, Sigma-Aldrich), 0.5% methylcellulose(M7027, Sigma-Aldrich)) 

(ST-05620,VERITAS)を作成し、そこに 1.5×104cells/mLになるように、各細胞の

懸濁液を混合した。その後、低吸着性 24 well plateに 1mLずつ添加し、

5%CO2、37℃にて 1週間培養した。その後、顕微鏡撮影(BZ-X700, Keyence)を

行い、Image Jを用いて、sphere数を計測した。 

 

2.10. Transwell assay 

24well plateに培地を 1mL/well加え、その後、各細胞株 1.5×104cellsを播種

し、5%CO2、37℃にて一晩培養した。その後、Advanced RPMI1640 medium 

(12633012,Thermo Fisher Scientific)に培地交換を行い、5%CO2、37℃にて二日間

培養した。その後、上部から、8μm トランズウェル インサート

(353097,CORING)を設置し、インサート内に 1×104cellsの TIG-3細胞を含む無

血清培地を添加した。5%CO2、37℃にて 12時間インキュベーションした後、

インサートを 4%PFA溶液に 15分間漬け、固定処理を行った。さらに、
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0.005%Crystal violet染色液に 5分間漬けることで、染色を行った。その後、イ

ンサートの上部側に付着している非遊走細胞を、綿棒を用いて擦り取った。そ

して、顕微鏡撮影を行い、Image Jを用いて、インサートの下部へ遊走している

細胞数を計測した。 

 

2.11. 線維芽細胞との共培養 

6well plateに培地を 2mL/well加え、その後、TIG-3細胞を 5×103cells/well播

種し、5%CO2、37℃にて一晩培養した。その後、上部から、0.8μm トランズウ

ェル インサート(353090,CORING)を設置し、インサート内に 1×104cellsの各細

胞を含む培地を添加した。5%CO2、37℃にて 7日間培養した後、インサートを

取り除き、ウェスタンブロットの項目に記載した方法によって lysateを回収

し、ウェスタンブロットに用いた。免疫染色を行う際は、インサート除去後に

D-PBS(-)で 2回 washをおこない、D-PBS(-)除去後に、4%PFAを 1mL/well添加

し、室温で 30分固定処理を行った。4%PFAを除去した後、0.1% Triton X-100-

PBSを 1mL/well添加し、室温で 15分間透過処理を行った。さらに、0.1% 

Triton X-100-PBSを除去した後、Blocking-ONEを 1mL/well添加し、室温で 1時

間ブロックキング処理を行った。その後、各一次抗体(α-SMA (#19245, Cell 

Signaling Technology), Vimentin (V2258, Sigma-Aldrich Co.))を 0.1% Triton X-100-

PBSに 1:200の希釈倍率で希釈し、各ウェルに添加した。4℃にて一晩静置した

後、0.05%TBSTで 5分、三回 wash処理を行った。そして、二次抗体(Anti-

Mouse IgG, HRP-Linked Whole Ab Sheep (NA931,Cytiva), Anti-Rabbit IgG, HRP-

Linked Whole Ab Donkey(NA934,Cytiva))を、0.05%TBSTを用いて 1:500希釈

し、室温にて 1時間振盪した。そして 0.05%TBSTで 5分、三回 washしたの
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ち、Hoechst 33342 (H3570, Invitrogen)を含む PBSを 1mL/well添加し、室温で 30

分静置した。そして、PBSに置換後、顕微鏡撮影を行った。 

 

2.12. 動物実験 

造腫瘍能や転移能を評価するため、NOD/SCIDマウス(NOD. CB-17-

Prkdc<scid>/J mice, Charles River)雌マウス(5~6週齢)を用いて同所性異種移植を

行った。具体的な手順として、各がん細胞株を D-PBS(-)で 1×106cells/10µLに調

整した後、NOD/SCIDマウスをイソフルラン (099-06571,Fujifilm Wako Pure 

Chemical Corporation) による呼気麻酔下にて、マウスの腹部を切開し、第 4乳

腺に各がん細胞株をマイクロシリンジ (MS-N25, 伊藤製作所) で 10µL移植し

た。移植後、1週間ごとにノギスを用いて原発巣の縦、横、幅の大きさを計測

し、楕円体として原発巣の体積を算出した。また、in vivo imaging system 

(IVIS)(PerkinElmer)と D-Luciferin(LUCK-1G,Gold Biotechnology)を用いること

で、移植したがん細胞株の発現する Luciferaseによる発光を非侵襲的に測定し

た。測定する際は、200µL の 15mg/mL D-Luciferinを腹腔内投与し、5分ごとに

計 20分間特定の条件で測定を行った。そして、原発巣の体積が 300mm3以上に

なった時点で、イソフルランによる吸入麻酔下にて、原発巣を切除した。さら

に、原発巣切除から 2週間後において、ex vivo imagingにて肺転移巣の確認お

よび測定を行った。肺転移巣を取り出す前に、あらかじめ D-Luciferinを腹腔内

投与し、マウス体内での発光反応をさせた。その後、肺転移巣を 900µL D-

PBS(-)の入った 12well plateに移し入れ、100µL D-Luciferinを添加し、発光を

IVISによって測定した。 
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2.13. 原発巣、転移巣の組織学的解析 

切除した原発巣、肺転移巣は D-PBS (-) で wash後、PBSを溶媒とした

4%PFAによって 4℃、 2日間固定を行った。パラフィンブロック及び切片の作

成は江東微生物研究所(株)に依頼した。Tissue microarrayは Biomax社より購入

した組織切片(BC081116d and BC081116e)を用いた。 

HE染色を行う場合、切片をキシレンで 5分 2回、100%、 90%、 80%、 

70%、 50%エタノール(057-00451,Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation)でそ

れぞれ 5分間振盪させることで、脱パラフィン処理を行った。さらに水道水に

5分間振盪させることで、親水化処理を行った。次に、マイヤー・ヘマトキシ

リン (1mg/mLヘマトキシリン(17539-92,ナカライテスク)、 0.2mg/mLヨウ素酸

ナトリウム(31521-62,ナカライテスク)、 50mg/mL硫酸カリウムアルミニウ

ム・十二水和物(010-02005,Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation)、 1mg/mL

クエン酸(038-06925,Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation)、 50mg/mL抱水ク

ロラール(038-02162,Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation)) で 10分間染色を

行った。その後、水道水で一度 washしたのち、37℃の 0.1%飽和炭酸リチウム

(124‐01131,Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation)溶液にて 5分間振盪させる

ことで、色出しを行った。さらに、水道水で一度 washしたのち、エオジン Y

溶液(1% eosin (056-06722,Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation) 、0.02% 

glacial acetic acid(017-00251,Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation))にて 10分間

染色した。その後、素早く 90%、 100%エタノールでエオジンの脱色分別を行

ったのち、キシレンで 5分 2回、脱水処理を行った。最後にMGK-S (FK00500,

松浪硝子) とカバーガラス (C024551,松浪硝子) を用いて封入を行い、顕微鏡

を用いて観察を行った。 
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免疫組織化学染色(IHC)を行う場合、HE染色と同様に脱パラフィン、親水化

処理を行った後、pH6.0、10mMクエン酸バッファー(クエン酸、クエン酸三ナ

トリウム二水和物(191-01785,Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation))を用い

て、抗原賦活化処理(オートクレーブで 121℃、20分間加熱)を行った。そし

て、室温で 30分以上冷ましたのちに、水道水で一度 washした。その後、3%過

酸化水素・H2Oに 30分間振盪させ、内在性のペルオキシダーゼの不活化処理

を行った。次に PBSで 5分間の washを 2回行ったのち、Vector Laboratories 

ABC kit(PK-6200, Vector Laboratories)の Blocking溶液を切片の上に滴下し、室温

で 20分間静置させた。その後、一次抗体反応を下記の表 4の希釈倍率に従

い、Blocking溶液で希釈したものを切片の上に滴下し、4℃で一晩もしくは、室

温で 1時間反応させた。その後、TBSTによる washを 5分間 3回行った。次

に、Vector Laboratories ABC kitに含まれる二次抗体溶液を用いて、室温で 30分

間二次抗体反応を行った。その後、TBSTによる washを 5分間 3回行い、

Vector Laboratories ABC kitに含まれる ABC反応溶液を用いて、室温で 20分間

静置した。さらに、TBSTによる washを 5分間 3回行った後、DAB Peroxidase 

Substrate Kit(SK-4100,Vector Laboratories)を用いた発色反応を行った。適度な発

色反応が起こるまで 30秒から 5分間室温で静置した。その後 TBSTによる

washを 5分間 1回行い、ギル・ヘマトキシリン(25%エチレングリコール(055-

00996,Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation)、8mg/mlヘマトキシリン、

0.2mg/mLヨウ素酸ナトリウム、17.6mg/mL硫酸カリウムアルミニウム・十四水

和物、2%酢酸(017-00251,Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation)による染色を

30秒間行った。そして、水道水による washを 5分間行った。さらに、50%、 

70%、 80%、 90%、 100%エタノールでそれぞれ 5分間浸透させた後、キシレ
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ンで 5分 2回振盪させることで、脱水化処理を行い、MGK-Sとカバーガラス

を用いて封入を行った。プレパラートは顕微鏡を用いて観察を行った。 

 

2.14. RNA回収とリアルタイム PCR 

RNAを回収するため、6 well plateに 8.0×105cells/wellを播種し、5%CO2、

37℃にて一晩培養したのち、QIAzol (79306,QIAGEN)を用いて細胞を溶解後、

QIAzol推奨プロトコルに従い、total RNAを抽出した。さらに、5µg total RNA

と SuperScript Ⅲ First-strand Synthesis System(18080085, Life Technologies)を用い

て、oligo dTプライマーによる逆転写反応を行い、cDNA製した。ΔΔCt法によ

るリアルタイム PCRを行うため、cDNA溶液を 10倍希釈したテンプレート溶

液と THUNDERBIRD SYBR qPCR mix(QPS201,TOYOBO)を用いることで、Step 

One Plus(Applied Biosystems)による測定を行った。リアルタイム PCRに用いた

プライマーは下記の表 5に示す。 

 

2.15. RNAシークエンス(RNA-seq)解析 

 前項の RNA回収方法を用いて、各細胞の RNAを回収した後、DNBSEQ-

G400 (MGI tech)を用いた RNA-seq解析を Azenta Life Scienceに依頼した。シー

クエンスによって得られた、データ(fastqファイル)は、Trim-Galore (v0.6.4)を用

いてアダプター配列及び、低クオリティのリードを除去した。その後、

HISAT2 (v2.2.0)を用いて、リード配列をリファレンス配列 GRCh38/hg38 

(GENCODE)に対してマッピングし、StringTie (v2.1.2)を利用して、各遺伝子あ

たりのリードカウントを算出した。その後、R (v3.6.2)上において、低発現遺伝

子の除去、及び edgeRを用いることで、有意な発現変動を示す遺伝子の抽出を

行った。さらに、Gene Set Enrichment Analysis (GSEA; https://www.gsea-

msigdb.org/gsea/index.jsp) と Ingenuity Pathway Analysis (IPA; 
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https://digitalinsights.qiagen.com/products-overview/discovery-insights-

portfolio/analysis-and-visualization/qiagen-ipa/)を用いることで、この遺伝子群の機

能的特徴を調べた。 

 

2.16. 統計処理 

本研究における Student t-test、Mann–Whitney U test、one-way ANOVAによる

統計処理は、Graph pad prism 7 (GraphPad Software) を用いた。 

  

https://digitalinsights.qiagen.com/products-overview/discovery-insights-portfolio/analysis-and-visualization/qiagen-ipa/
https://digitalinsights.qiagen.com/products-overview/discovery-insights-portfolio/analysis-and-visualization/qiagen-ipa/
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第 3章 結果 

3.1. 同所性株における非古典的 NF-κB経路の活性亢進 

 所属研究室の中山は、ヒト乳がん細胞株であるMDA-MB-231を用いて、同

所性移植、尾静脈移植のそれぞれの移植手法による肺転移株を樹立した(図

3.1A)。同所性移植によって樹立した肺転移株(以下、同所性株：LM05)は、尾

静注移植によって樹立した肺転移株(以下、尾静注株：LM1-2-1)や親株に比べ

て、乳房部位における顕著な造腫瘍能の亢進が確認されている(図 3.1B)。本研

究では、この表現型に寄与する遺伝子、そして、先行研究で十分な検討がなさ

れていなかった翻訳以降の過程で発現変動を受ける遺伝子を探索するため、が

ん悪性化において主要なシグナル構成因子に対する、ウェスタンブロットを行

った。結果より、マウスに移植する前の親株(MDA-MB-231)と比べて、NF-κB2 

(p100)の部分分解を受けた、活性型 NF-κB2 (p52)のタンパク質量が、LM05にお

いて、増加していた(|Log2(Fold change)|>1) (図 1C, 表 6)。NF-κB経路はシグナ

ルの活性化に伴い NF-κBファミリーの p50(NF-κB1)、p52(NF-κB2)、

RelA(p65)、RelBが核内移行することが知られている(Hoesel and Schmid, 2013; 

Huxford and Ghosh, 2009)。そこで、NF-κB経路の活性評価を行うために、これ

らの核内移行量をウェスタンブロットによって確認した。その結果、古典的経

路を構成する p50や RelAの核内移行量に変化は観察されない一方で、非古典

的経路の構成する p52や RelBの核内移行量が同所性株において増加していた

(図 1D)。また、Whole cell lysateにおける RelBのタンパク質量も同所性株で増

加していた(図 1D)。RelBに関しては、p52と RelBによって転写誘導されるポ

ジティブフィードバック機構が知られており(Bren et al., 2001)、p52の核内移行

量の増加によって、同所性株における RelBの全体量が増加したと考えられ

る。また、RelB自体は NLSを保持しているが、対となる NF-κB2(p100)によっ
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て核内移行が抑制されており、p100が部分分解を受けて p52になることで、

RelBと p52の NLSが露出し、複合体が核内移行することが報告されている

(Sun, 2011)。そのため、RelBの核内移行量が増えているという結果は、p100か

ら p52のプロセッシングの亢進に起因すると考えられる。以上の結果から、同

所性株において、p100から p52への翻訳後の部分分解が促進し、非古典的 NF-

κB経路の活性が亢進していた。  
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図 3.1 LM05における非古典的 NF-κB 経路の活性亢進 
A. 同所性移植と尾静脈移植を用いた in vivo selection法の模式図 

ルシフェラーゼを発現するMDA-MB-231（親株）細胞を、同所性移植または尾静脈移植に

より NOD-SCIDマウスに移植した。その後、肺転移巣からがん細胞を回収した。 

これらの細胞を同じ異種移植モデルを用いて NOD-SCIDマウスに再移植し、より高い転移

能を持つ細胞を樹立した。 

B. 同所性移植時における各細胞株の造腫瘍曲線 

同所性株である LM05の造腫瘍能が、親株や LM1-2-1に比べ、顕著に亢進していた。

(lower, n=4 per group, two-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test)  

C. 本研究で対象としたシグナル経路の構成遺伝子におけるウェスタンブロット図と定量

後のヒートマップ図 

各遺伝子の活性型タンパク質量を、全タンパク質(非修飾)量とコントロール遺伝子(α-

tubulin)のタンパク量でノーマライズした後、親株のタンパク質量との比を Log2に変換し

た値を、ヒートマップして示した(数値データ:表 6)。LM05において、活性型 NF-κB2(p52)

が顕著な増加(|Log2(FC)|>1)を示した。 

D. 各細胞株の全画分、核画分、細胞質画分 lysateを用いた、NF-κBファミリー遺伝子の

ウェスタンブロット図 

古典的経路を構成する NF-κB1 (p50)や RelAの核内移行量に変化がない一方で、非古典的

経路を構成する活性型 NF-κB2 (p52)や RelBの核内移行量が、LM05細胞株において増加し

ていた。 

Hayashi et al.の図から引用 (Hayashi et al., 2023)。 
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3.2. cIAP1の翻訳低下に伴う NIKのタンパク質レベルの増加 

 次に、この非古典的 NF-κB経路の活性亢進機構を明らかにするため、上流の

重要な制御因子である NF-kappa-β-inducing kinase (NIK)の発現量を評価した。

通常状態では NIKは TRAF2-TRAF3-cIAP1/2を介したプロテアソームによる非

常に迅速な分解を受けるため、内在性レベルではウェスタンブロッティングに

よる検出はできない(図 3.2A上)。そのため、プロテアソームインヒビターであ

るMG132を添加したうえで、NIKの発現量を比較した。ウェスタンブロッテ

ィングによる結果から、MG132を添加時における NIKのタンパク質量が LM05

で増加していることが確認された(図 3.2A上)。一方で、NIKの mRNA量をリ

アルタイム PCRによって確認したところ、Parentと LM05における NIKの

mRNA量には変化がなかった(図 3.2A下)。したがって、NIKの翻訳後における

安定性の向上が、NIKのタンパク質レベルの増加に寄与していると考えられ

る。さらに、腫瘍内における p52(NF-κB2)と NIKタンパク量を評価するため、

親株と同所性株を同所性移植することで形成した腫瘍から lysateを作成し、ウ

ェスタンブロットを行った。その結果、in vitroの結果と同様に、同所性株にお

いて、NIKおよび p52(NF-κB2)の増加が確認された(図 3.2B)。腫瘍 lysateでは、

プロテアソーム阻害剤を投与しない条件で、NIKのバンドが検出されている

が、マウスの乳腺組織や腫瘍微小環境を構成する周辺細胞が、非古典的経路の

リガンド(RNAKL,TWEAK)を発現していることから(Dwyer et al., 2021; Fata et 

al., 2000; Michaelson et al., 2005; Schramek et al., 2010; Yin et al., 2013)、これらの

細胞からの供給によって、NIKが安定化したと考えている。 

次に、免疫沈降による NIKのユビキチン修飾を評価した。HAタグ付きユビ

キチンを過剰発現させた細胞株を用いて実験を行った結果、LM05における

NIKのユビキチン修飾が低下していた(図 3.2C)。さらに、この NIKの分解を担
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う TRAF2/3、cIAP1/2のタンパク量を評価したところ、cIAP1のタンパク質レ

ベルでの低下が確認された(図 3.2D)。つまり、この cIAP1のタンパク質レベル

の減少が、NIKのユビキチン修飾の低下と安定性の上昇に寄与していると示唆

される。そこで、親株において cIAP1のノックダウンした際には、NIKタンパ

ク質の増加が確認され(図 3.2E 左)、LM05において cIAP1を過剰発現させた際

には、NIKタンパク質の減少が確認された(図 3.2E 右)。したがって、この細胞

株においても、cIAP1による NIKの発現制御機構が働いていることが確認され

た。cIAP1をノックダウンした際も、MG132非添加の場合は NIKが検出され

ない(図 3.2E 左)。このことに関しては、NIKが、ユビキチンプロテアソーム分

解機構に加え、オートファージによる分解も受けるため(Qing et al., 2007)、

cIAP1ノックダウンだけでは、NIKのバンドが検出されなかった可能性や、

cIAP1ノックダウン細胞株において、cIAP1の発現が欠失した訳ではないた

め、残存した cIAP1の作用によって NIKが分解された可能性が考えられる。 

次に、cIAP1の減少機構を明らかにするため、まず、翻訳阻害剤であるシク

ロヘキシミド(CHX)を添加したうえで、タンパク質の安定性を評価した。その

結果、cIAP1の安定性の差異は見られないことから(図 2F)、翻訳量に差異が生

じている可能性が考えられた。そこで、メチオニンの類縁体である L-

Homopropargylglycine (L-HPG)と Click反応を用いて、新規合成タンパク質の精

製とウェスタンブロットによる cIAP1の翻訳量を評価した。その結果、全体的

な翻訳量やコントロール(α-Tubulin)の翻訳量に差異は見られない一方で(図

3.2F)、LM05において cIAP1の翻訳量が低下していた(図 3.2G)。これらの結果

から、LM05において cIAP1の翻訳量の低下が、NIKの安定性と非古典的 NF-

κB経路の活性亢進に寄与していると示唆される。 
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また、先行研究より、cIAP1 mRNAの 5’UTRには、internal ribosome entry 

site(IRES)が存在するのに加え、NF45や IGF2BP1がこの領域に結合し、cIAP1

の翻訳を亢進することが知られている(Faye et al., 2015; Graber et al., 2010)。そこ

で、NF45と IGF2BP1の発現量を確認したところ、LM05における IGF2BP1の

発現低下が確認された(図 3.2H)。さらに、同所性株において IGF2BP1の過剰発

現を行い、cIAP1のタンパク量を評価したところ、cIAP1タンパク質の微弱な

増加が観察された(図 3.2I)。しかし、親株と LM05程の差異ではないことか

ら、LM05における IGF2BP1の発現低下は、cIAP1の翻訳低下原因の一部であ

ると考えられる。 
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図 3.2 cIAP1の翻訳低下に伴う NIKのタンパク質レベルの増加 

A. 各細胞株における NIKのウェスタンブロット図とリアルタイム PCRによる発現評価 

プロテアソーム阻害剤(MG132)を添加した際に、NIKのタンパク質が検出され、親株や

LM1-2-1と比べ、LM05において NIKタンパク質が増加していた(上図)。 

その一方で、各細胞間における、NIKの mRNA発現レベルの差異は確認されなかった(下

図)。 (n=3, one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test)  

B. 親株および同所性株 LM05の同所性移植によって形成した腫瘍 lysateを用いた、NIK

と NF-κB2 (p52)のウェスタンブロット図 

各細胞株を同所性移植し、3週間後の腫瘍から作成した腫瘍 lysateを用いて、ウェスタン

ブロットを行った。その結果、腫瘍内においても、LM05細胞株における NIKの増加およ

び、下流の活性型 NF-κB2 (p52)の増加が確認された。 

C. HAタグ付きユビキチン(HA-UB)を過剰発現させた親株と LM05における、NIKの免

疫沈降によるユビキチン修飾評価 

NIKの免疫沈降した lysateにおいて、ユビキチンを示す HAブロットのスメアバンドが、

親株に比べ、LM05において薄く、NIKのユビキチン修飾が LM05において低下してい

た。同程度の NIKタンパク質量におけるユビキチン修飾を評価するため、実験的にあえて

Parentサンプル量を多くロードした。 

D. NIKの分解誘導遺伝子である cIAP1/2,TRAF2/3のウェスタンブロット図と、リアルタ

イム PCRによる cIAP1発現評価 

親株や LM1-2-1と比べ、LM05において cIAP1タンパク質が減少していた(左図)。その一

方で、両細胞間における、cIAP1の mRNA発現レベルの差異は確認されなかった(右図)。 

(n=3, Welch’s t-test)  

E. 親株における shRNAを用いた cIAP1のノックダウンと、LM05における cIAP1の過剰

発現時における NIKのウェスタンブロット図 

いずれの細胞株においても、cIAP1のノックダウンによって NIKの増加、cIAP1の過剰発

現によって NIKの発現低下が確認された。このWBで用いている cIAP1抗体が human特

異的であることから、マウスの cIAP1を過剰発現させた際にはWB上での発現増加が観察

されなかったと考えられる。 

F. シクロヘキシミド(CHX)添加時における cIAP1のウェスタンブロット図と定量評価 

各時点における cIAP1のタンパク量をコントロール遺伝子(α-tubulin)のタンパク量でノーマ

ライズした後、非添加時における cIAP1のタンパク質量との比をグラフに示した。両細胞

株における cIAP1の減少度合いに差異は見られなかった。(n=3, two-way ANOVA followed 

by Bonferroni's multiple comparisons test)  

G. メチオニンの類縁体である L-homopropargyl glycine(L-HPG)と Click反応を用いて精製

した新合成タンパク質 lysateのウェスタンブロット図 
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L-HPG添加時において、click反応によって新たに翻訳されたタンパク質にビオチンが付加

されるため、avidin-HRPによるスメアバンドやコントロール遺伝子の α-Tubulinのバンド

が確認でき、両細胞株における差異は見られない。その一方で cIAP1のバンドが LM05に

おいて減少していた。また、シクロヘキシミド(CHX)の共添加時においては、バンドが確

認できないことから、翻訳されたタンパク質が精製できていると判断した。 

H.  各細胞株における NF45および IGF2BP1のウェスタンブロット図と IGF2BP1のリア

ルタイム PCRによる発現評価 
親株に比べ、LM05における IGF2BP1タンパク質量(左図)および mRNA発現量(右図)が減

少していた。 (n=3, Welch’s t-test)  

I.  LM05における IGF2BP1の過剰発現時における cIAP1のウェスタンブロット図 

LM05において、IGF2BP1を過剰発現した際、微量の cIAP1タンパク質量の回復が観察さ

れた。 

Hayashi et al.の図から引用 (Hayashi et al., 2023)。 
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3.3. LM05における NIKの機能解析 

 次に、この NIKの増加が、LM05におけるどのような表現型に寄与している

のか明らかにするため、shRNAを用いて NIKノックダウン(KD)細胞株(LM05-

shNIK)を作製し、in vitroにおける表現型を調べた。まず、NIKノックダウンに

よって、NIKの発現低下(図 3.3A)、p52や RelBの核内移行量の低下が確認され

た(図 3.3B)。そして、細胞増殖能を培養プレート上及び、ソフトアガー中にお

いて評価したところ、平面培養時における細胞増殖には NIKは寄与しない一方

で(図 3C)、ソフトアガー中におけるコロニー数が NIK KDによって減少した(図

3.3D)。また、NIKは NOTCH経路や IKKαによる p27/Kip1のリン酸化を介し

て、乳がん細胞における幹細胞性の維持や自己複製能に寄与していることから

(Yamamoto et al., 2013; Zhang et al., 2013)、Mammosphere assayと FACSを用い

て、NIKの幹細胞性に対する寄与を調べた。その結果、コントロール細胞株と

NIK KD細胞株における、がん幹細胞マーカーである CD44high/CD24lowを呈する

細胞集団の割合や(図 3.3E)、スフィア形成数や(図 3.3F)に大きな差異は観察さ

れなかった。したがって、LM05における NIKの増加は、先行研究で提唱され

ているがん幹細胞性に対する機能ではなく、足場非依存的増殖な増殖に寄与し

ていると考えられる。 

 次に、NIKの造腫瘍能や肺転移能に対する影響を評価するため、NIK KD細

胞株を同所性移植し、原発巣の体積と重さ、および肺転移巣におけるがん細胞

の発光量と組織切片上の転移巣の面積を評価した。その結果、NIK KDによっ

て原発巣の経時的な腫瘍体積の低下や重さの減少が観察された(図 3.3G,H)。さ

らに、NIK KD細胞株に NIKの発現を戻した NIKレスキュー細胞株を作製し

(図 3.3I)、同様の評価を行ったところ、コントロールと同等ではないものの、

NIK KD細胞株と比べ、造腫瘍能の部分的な回復が確認された(図 3.3J)。次に、
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この NIK KDによる造腫瘍能の低下を考慮した上で肺転移能を評価するため、

各原発巣の大きさが約 300mm3の時点で原発巣を切除し、その後 2週間後の肺

転移巣を評価サンプルとした。その結果、NIK KDによる肺転移巣におけるが

ん細胞の発光量や転移巣の面積に大きな変化は観察されなかった(図 3.3K.L)。

したがって、LM05における NIKの増加は、転移能には影響せず、造腫瘍能の

亢進に寄与していると考えられる。また、先行研究より、LM05の直接的な肺

転移巣形成能を尾静脈移植によって評価したところ、親株との差異は観察され

ていない。したがって、LM05で上がっていた NIKが、尾静注によって評価す

る直接的な肺転移能には寄与していないと考えられる。  
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図 3.3 LM05における NIKの機能解析 
A. LM05における shRNAを用いた NIKのノックダウン時における NIKのウェスタンブ

ロット図とリアルタイム PCRによる発現評価 

NIKノックダウン細胞株において、NIKのタンパク質および mRNAの発現が低下してい

た。(n=3, one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test)  

B. NIKノックダウン細胞株の核画分 lysateにおける NF-κBファミリー遺伝子のウェスタ

ンブロット図 

NIKノックダウンによって、非古典的経路を構成する活性型 NF-κB2 (p52)や RelBの核内

移行量が低下した。 

C. NIKノックダウン細胞株の平面培養時における細胞増殖曲線 

NIKをノックダウンしても通常培養条件かにおける細胞増殖に差異は見られなかった。

(n=3, one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test) 

D. Soft agar assayにおける NIKノックダウン細胞株のコロニー観察図と定量評価 

NIKノックダウンによって、soft agar中のコロニー数が減少した。(n=5, one-way ANOVA 

followed by Tukey’s multiple comparison test) 

E. FACSによる NIKノックダウン細胞株の CD44と CD24発現分布図とがん幹細胞マー

カー(CD44high/CD24low)の陽性細胞の割合評価 

NIKをノックダウンしても CD44high/CD24low細胞の割合に差異は見られなかった。(n=3, 

one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test)  

F. Mammosphere culture assay における NIKノックダウン細胞株の sphere観察図と定量評

価 

NIKをノックダウンしても shpere数に差異は見られなかった。bar = 500μm (n=4, one-way 

ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test) 

G. 同所性移植によって形成した各細胞株の原発巣写真と質量(移植後 3週間目) 

NIKノックダウンによって原発巣の質量が低下した。bar = 1cm (n=4, one-way ANOVA 

followed by Tukey’s multiple comparison test )  

H. 各細胞株の同所性移植にしたマウスの IVISイメージ図と原発巣の造腫瘍曲線 

NIKノックダウンによって、原発巣の体積の低下が確認された。(n=6, two-way ANOVA 

followed by Tukey’s multiple comparison test)  

I. NIKノックダウン細胞株において NIKの発現量を回復させた NIK Rescue株と各細胞株

の NIKと NF-κBファミリー遺伝子のウェスタンブロット図 

NIK発現回復によって、非古典的経路を構成する活性型 NF-κB2 (p52)や RelBの核内移行

量が回復した。 

J. 各細胞株の同所性移植によって形成した原発巣の造腫瘍曲線 

NIK Rescueによって、部分的な造腫瘍能の回復が確認された。(LM05-shGFP(n=6), shNIK 

no.2(n=6), NIK rescue(n=4), two-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test) 
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K. 各細胞株の同所性移植によって形成した肺転移巣の ex vivoイメージング図とルシフェ

リンの発光量の定量評価 

各原発巣の大きさが約 300mm3の時点で原発巣を切除し、その後 2週間後の肺転移巣を取

り出し IVISによって発光量を測定した。NIKをノックダウンしても発行量に差異は見ら

れなかった。(LM05-shGFP (n=5), shNIK no.1 (n=4), shNIK no.2 cells (n=5) one-way ANOVA 

followed by Tukey’s multiple comparison test) 

L. 各細胞株の同所性移植によって形成した肺転移巣の HE染色、CAM5.2(ヒト特異的抗

ケラチン抗体)免疫染色像とその定量評価 

各転移巣において、転移結節が観察された(矢印)。NIKをノックダウンしても、肺転移巣

におけるがん細胞を示す CAM5.2陽性割合(面積比)に差異は見られなかった。bar = 100μm 

(n=4×5視野, one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test) 

Hayashi et al.の図から引用 (Hayashi et al., 2023)。 
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3.4. NIK KDによる炎症関連遺伝子の発現低下と線維芽細胞の誘引能低下 

 次に、NIK KDによって確認された造腫瘍能の低下がどのような機構に基づ

くのか明らかにするため、コントロール細胞株と NIK KD細胞株を用いた

RNA-seq解析を行い、NIK KDによって発現変動する遺伝子の抽出とパスウェ

イ解析を行った(図 3.4A,B,C,D)。RNA-seqによる各サンプルの遺伝子発現デー

タに基づき、QIAGEN社の Ingenuity Pathway Analysis(IPA)ソフトウェアを用い

て、NIK KDによって発現変動する遺伝子よってどのようなパスウェイや機能

が抑制されているのか調べた。IPAは、トランスクリプトームやプロテオー

ム、メタボロームといった多様なオミックスデータを基に、一遺伝子がそのパ

スウェイや機能に対して活性化・抑制に働くかを加味した上で、評価するソフ

トウェアとなっている。解析結果より、活性度合いを示す z-scoreがマイナス

(抑制)を示す経路に着目すると、NIK KDによって腫瘍微小環境や炎症性関節症

に寄与するパスウェイの機能低下が推定された(図 3.4B)。また、発現低下した

遺伝子群の転写制御因子や上流制御因子の推定を行い、kinaseに該当するもの

を黄色、receptorに該当するものを緑、ligandに該当するものをオレンジ、

transcription factorに該当するものを青で示した(図 3.4C,)。その結果、NF-κB経

路に関連する TNFや IL1A、IκBKBが含まれており、発現低下した遺伝子が

NF-κB経路によって制御を受けていると示唆される(図 3.4C)。さらに、これら

のパスウェイ解析では、各パスウェイや機能に関与する遺伝子リストに基づい

た推定が行われるが、発現変動している遺伝子が特定の遺伝子リストに偏って

いるか評価する Gene Set Enrichment Analysis(GSEA)を用いて同様に、NIK KD

によって発現変動する遺伝子がどのような経路や機能に関与しているのか調べ

た。その結果、NIK KDによって発現低下する遺伝子群が、NF-κB経路や炎症

に関連したパスウェイに偏っていることが推察された(表 7,図 3.4D)。これらの
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解析結果の validationのため、代表的な炎症関連遺伝子の発現をリアルタイム

PCRによって調べた。その結果、腫瘍微小環境において重要な IL-6や CXCL1

等の炎症性分泌因子が NIK KDによって発現低下していることが確認された(図

3.4E)。また、これらの遺伝子は親株に比べ LM05において発現上昇しているこ

とが確認されており、NIKの増加に伴い、これらの遺伝子の発現が亢進してい

ると考えられる(図 4F)。 

 さらに、RNA-seq解析の結果を踏まえ、原発巣における細胞増殖や腫瘍微小

環境の構成細胞のマーカー抗体を用いた免疫染色、死細胞を染色する TUNEL

染色を行った。その結果、細胞増殖マーカー(Ki67)陽性細胞の割合に差異は見

られない一方で(図 3.4G)、死細胞(TUNEL+)の陽性割合の増加、腫瘍関連線維芽

細胞(α-SMA+)や腫瘍関連マクロファージ(CD206+)の陽性割合が低下した(図

3.4G)。今回移植しているマウスは NOD-SCIDマウスであり、成熟した T cell B 

cellの欠損および、NK 細胞活性低下，マクロファージや樹状細胞の機能低下

が示されている(Gerling et al., 1992; Shultz et al., 1995)。NODマウスのマクロフ

ァージは、未成熟細胞マクロファージの特徴の多くを保持しており、サイトカ

イン等に対する応答や抗原応答が弱い(Serreze et al., 1993)。そのため、NIK KD

によって確認された腫瘍内の腫瘍関連マクロファージの減少という表現型が、

最終的に造腫瘍の低下に寄与している可能性が低いと考え、線維芽細胞に着目

して検討を行った。NIK KDによる腫瘍関連線維芽細胞(Cancer assciated 

fibroblast: CAF)の低下原因を明らかにするため、がん細胞による線維芽細胞か

ら CAFへの転換誘導および、線維芽細胞に対する誘引能を調べた。Transwell

を用いてヒト線維芽細胞と NIK KD細胞との共培養を行い、線維芽細胞の CAF

への活性化を促した。その結果、コントロール細胞(shGFP)と NIKKD細胞にお

ける、線維芽細胞の α-SMAタンパク量に差異は見られないことから、NIKは
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CAFへの転換誘導に寄与していないと考えられる(図 4.4H)。一方で、ヒト線維

芽細胞に対する NIK KD細胞の誘引能を調べたところ、NIK KDによって

chamberを通過する線維芽細胞が減少した(図 4.4I)。したがって、NIK KDによ

る造腫瘍能の低下は、がん細胞の線維芽細胞に対する誘引能の低下に伴う腫瘍

関連線維芽細胞の減少および、細胞死の増加に起因すると示唆される。  
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図 3.4 NIK KDによる炎症関連遺伝子の発現低下と線維芽細胞の誘引能低下 
A. RNA-seq解析から、NIK KDによって有意な発現変動(FDR <0.05, |(Log2(FC))|>1 )を示

した遺伝子群によるヒートマップ図 

NIKノックダウンによって発現上昇、減少を含む計 96遺伝子が抽出された。 

B. RNA-seqの発現データよる、IPAを用いたパスウェイ解析の結果 

各パスウェイにおいて、活性度合いを示す z-scoreと-log(p-value)を示した。NIKノックダ

ウンによって抑制を受けるパスウェイに、腫瘍微小環境や炎症性関節症に寄与するものが

含まれていた。 

C. RNA-seqの発現データよる、IPAを用いた上流制御因子解析の結果 

NF-κB 経路に含まれている IκBKBをはじめ、炎症関連の分泌(TNF,IL1A)タンパク質や受

容体(CCR2)が含まれていた。 

D. RNA-seqの発現データよる、GSEAを用いたパスウェイ解析の結果 

各パスウェイにおいて、発現変動遺伝子の偏り度合いを示す NES(Normalized enrichment 

score)とそのパスウェイに含まれる遺伝子数を示した。NIKノックダウンによって発現低

下する遺伝子が、炎症応答の機能に関与していた。 

E. NIKKD細胞株における炎症応答与遺伝子のリアルタイム PCRの発現評価 

これらの遺伝子においても NIKノックダウンによって発現が低下した。(n=3, one-way 

ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test )  

F. 親株および LM05における、上記の炎症関連遺伝子のリアルタイム PCRの発現評価 

これらの遺伝子は、親株に比べ LM05において発現上昇していた。(n=3, Welch’s t-test)  

G. 各細胞株の同所性移植によって形成した原発巣の HE染色、TUNEL染色(アポトーシ

ス)、Ki67(細胞増殖マーカー)、CD206(腫瘍関連マクロファージマーカー)、α-SMA(腫瘍関

連線維芽細胞マーカー)免疫染色像とその定量評価 

Ki67陽性細胞の割合に変化が見られない一方で、NIKノックダウンによって TUNEK染色

割合の増加、CD206陽性および α-SMA陽性領域の割合が増加していた。bar = 100μm 

(n=4×5視野, one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test) 

H. 各がん細胞と線維芽細胞の共培養実験系のスキーム図と共培養時における線維芽細胞

の α-SMAのウェスタンブロット図と免疫染色像 

共培養においては、液性因子は通過できるが細胞は通過できない 0.8μm孔のトランズウェ

ル インサートを用いて、7日間培養を行なった。NIKをノックダウンしても、線維芽細胞

における α-SMAのタンパク量に差異は見られなかった。bar = 50μm  

I. 各がん細胞と線維芽細胞の共培養実験系のスキーム図とインサートの下部に遊走した

細胞の撮影図とその定量評価 

チャンバーの下部でがん細胞を 3日間培養後、線維芽細胞を含むインサートを設置して、

インサートの上部から下部に遊走する線維芽細胞数を評価した。NIKノックダウンによっ
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て遊走した線維芽細胞数が低下した。bar = 500μm (n=3, one-way ANOVA followed by 

Tukey’s multiple comparison test) 

Hayashi et al.の図から引用 (Hayashi et al., 2023)。 
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3.5. ヒト乳がん検体における NIKの発現増加と cIAP1との発現相関の検討 

 これまで細胞レベルで検証していた NIKタンパク質の増加がヒトの乳がん悪

性化と関連するのか調べるため、乳がん組織切片を用いた NIKの免疫染色を行

った。その結果、NIK陽性領域の割合が、正常組織に比べ、stage I-IIIといった

腫瘍組織において増加していることが観察された(図 3.5A,表 8)。また、今回使

用している細胞株と同じサブタイプに当たるトリプルネガティブ乳がん(TNBC)

においても、NIK陽性領域の割合が増加していた(図 3.5B)。一方で、NIKの

mRNA量に基づき、TNBCにおける予後解析を行った結果、高発現群と低発現

群には予後の差異は見られなかった(図 3.5C)。これらの結果より、TNBCにお

ける NIKのタンパク質増加は悪性化に寄与している可能性が考えられる。 

そして、これまで確認されている NIKと cIAP1の発現関係を乳がん組織にお

いて検証するため、免疫染色による NIKと cIAP1の発現相関性を調べた。その

結果、両者の遺伝子における統計的に有意な相関性は認められなかった(図

3.5D)。その一方で、NIKと cIAP1が発現していた組織において、72%(40/55)の

組織が、NIKhigh/cIAP1low (NIK陽性割合>10%以上 かつ cIAP1陽性割合<10%以

下)もしくは NIKlow/cIAP1high (NIK陽性割合<10%以下 かつ cIAP1陽性割合>10%

以上)の傾向を示した(図 3.5E,表 9)。TNBCにおいても、同様に、両遺伝子の統

計的な相関性は認められないものの(図 3.5F)、一部のサンプル(9/17)において

NIKhigh/cIAP1lowもしくは、NIKlow/cIAP1highの傾向を示した。これらの結果よ

り、cIAP1の減少が部分的にもヒト乳がん検体における NIKのタンパク質の増

加に寄与している可能性があると考えられる。 
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図 3.5 ヒト乳がん検体における NIKの発現増加と cIAP1との発現相関の検討 

A. 乳がん組織切片の NIK免疫染色像とその定量評価 

各検体において NIK陽性領域が異なると伴に、正常組織(-)に比べ、腫瘍組織を含む検体に

おいて NIK陽性領域の割合が増加した。bar = 500μm (n=10 normal, n=6 stage I, n=72 stage II, 

and n=22 stage III, Ordinary one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison test)  

B. TNBCの組織切片における NIK免疫染色の定量評価 

TNBC検体において、正常組織(-)と比べ、腫瘍組織における NIK陽性領域の割合が増加し

た。(n=10 Normal, n=17 TNBC, Welch’s t-test)  

C. TNBCにおける NIKの生存解析 

KM-plotterを用いて(Lánczky and Győrffy, 2021)、TNBCにおける NIKの生存解析を行い、

高発現群と低発現群に全生存期間(OS)に差異は見られなかった。(low: n=154, high: n=155) 

D. 同一乳がん組織検体における NIKと cIAP1の染色陽性割合の評価 

片方の陽性領域の割合が 10%以上の切片を選別し、Graphpad prism7を用いて回帰分析を行

なった(回帰式、p値)。両者の陽性領域の割合に統計的な相関関係は見られなかった。 

(n=55) 

E. 同一乳がん組織検体の NIKと cIAP1免疫染色像 

検体によって NIK陽性/cIAP1陰性（上）、NIK陰性/cIAP1陽性（中）、NIK陽性/cIAP1

陽性（下）の染色パターンに分かれた。低倍率図 bar = 1m、高倍率図 bar = 100μm  
F. TNBC組織検体における NIKと cIAP1の染色陽性割合の評価 

TNBC検体において、片方の陽性領域の割合が 10%以上の切片を選別し、Graphpad prism7

を用いて回帰分析を行なった(回帰式、p値)。両者の陽性領域の割合に統計的な相関関係は

見られなかった。 (n=17) 

Hayashi et al.の図から引用 (Hayashi et al., 2023)。 
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第 4章 考察 

4-1. cIAP1と NIKの翻訳・翻訳後修飾異常に伴う非古典的 NF-κB経路の活性化 

ウェスタンブロットによるシグナル解析から、同所性肺転移株 LM05におい

て非古典的 NF-κB経路の活性亢進が確認された(図 3.1)。さらに、この活性亢

進は、cIAP1の翻訳低下に伴う NIKのユビキチン修飾低下による NIKの安定性

向上に起因していると示唆された(図 3.2)。先行研究では、乳がん細胞株だけで

なく多発性骨髄腫細胞株においても非古典的経路の恒常的活性化が報告されて

いる(Annunziata et al., 2007; Keats et al., 2007; Yamaguchi et al., 2009)。それらの報

告によれば、Basal likeや Claudin-lowサブタイプの乳がん細胞株では、エピジ

ェネティックな発現制御異常による NIKの mRNA量の増加が、非古典的経路

の恒常的な活性化に寄与している(Yamaguchi et al., 2009; Yamamoto et al., 

2010)。また、特定の多発性骨髄腫細胞株においては、cIAP1/2や TRAF2/3の遺

伝子欠損に伴い、NIKタンパク質が増加することにより、非古典的経路が過剰

に活性化している(Annunziata et al., 2007; Keats et al., 2007)。これらに対して、

本研究で明らかになった cIAP1の翻訳低下に伴う NIKタンパク質の増加機構

は、先行研究の活性化原因とは異なると考えられる。 

本研究結果より、LM05における cIAP1の翻訳減少が確認されたが、その減

少機構は依然として明らかになっていない。cIAP1遺伝子は約 1.4kbと長い

5’UTR領域を有しており、この 5’UTRには internal ribosome entry site(IRES)が

存在する。細胞種や状況によって異なるものの、NF45や IGF2BP1が IRESに

結合し、cIAP1の翻訳を亢進することが知られている(Faye et al., 2015; Graber et 

al., 2010)。そこで、親株と LM05における NF45と IGF2BP1の発現量を確認し

たところ、同所性株における IGF2BP1の発現低下が確認された(図 3.2G)。しか

しながら、同所性株において IGF2BP1の過剰発現を行い、cIAP1のタンパク量



71 

 

を評価したところ、cIAP1タンパク質量の増加が微小だったことから (図

3.2H)、LM05における cIAP1の翻訳低下は、IGF2BP1以外の因子も介している

と考えられる。 

先行研究では、同所性移植によって樹立した肺転移株 LM05に加え、同様の

方法を用いて樹立した LM06,07亜株が存在する。これらの細胞においても同様

に非古典的 NF-κB経路の活性亢進が見られるか、NF-κB2(p52)の核内移行量を

評価したところ、非古典的経路の活性化が誘導されているのは同所性肺高転移

株の中でも、LM05のみに確認された現象であった。様々な先行研究から、原

発巣形成後期に生じる腫瘍内の遺伝的不均一なサブクローンの中から、実際に

転移したがん細胞の遺伝子変異や発現が、同じ原発巣と転移巣であっても、患

者ごとに異なることが報告されている(Hu et al., 2020)。また、in vivo selecction

を用いた先行研究において、同一細胞株由来の同じ臓器に対する転移細胞株

（肺転移細胞株）でも、転移能の活性化機構が異なることが示唆される(Minn 

et al., 2005)。この理由として、肺転移は、ほかの転移巣と比べ、複数クローン

の転移が起こりやすいとされていることから(Berthelet et al., 2021)、肺転移巣に

おけるがん細胞や、転移に至る機構の多様性が高い可能性がある。そのため、

同所性株同士の活性化シグナルに差異が生じたと考えている。肺転移特異的

に、多クローンの転移が起こる原因は明らかになっていない。しかし、転移す

る際に、循環系中に存在するがん細胞が、複数細胞のクラスターを形成するこ

とで、液性因子を介した相互作用をしやすくしたり(Wrenn et al., 2020)、低酸素

状態を誘導することで(Donato et al., 2020)、がん細胞の転移を促進することが報

告されている。 

悪性化機構の解明を目指した研究方針として、複数の細胞株に共通した遺伝

子に着目する研究も行われている。そのため、本研究で着目した NIKが、全て
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の乳がんや TNBCにおいて共通の悪性化機構とは言えず、その悪性化への寄与

は限定的であると考えられる。また、現状の細胞レベルの検証結果からも、

NIKの増加は、がん悪性化の一般的な現象とは言い難いと考えられる。今後

は、様々な TNBC細胞株の NIK KDによる表現型の検証や、同所性肺転移株の

種類を増やし、NIK発現量を評価することで、現象と意義の一般性を検証して

行く必要がある。NIKの治療標的の有効性は、副作用の面も含めて、現段階で

は判断できないが、臨床検体においても NIKの発現量が TNBCの腫瘍組織に

おいて増加していること(図 3.5B)、先行研究で TNBC細胞株における NIK増加

が、がん幹細胞という一つの悪性化指標に寄与していることから(Yamamoto et 

al., 2013)、NIKの治療標的としての可能性は残されている。一方で、がん転移

機構は、同一臓器に対しても多様な機構が存在していることを踏まえると、共

通の機構だけでなく、悪性化に寄与する個々の遺伝子機能解析も重要な課題で

あると考えている。 

今回確認された翻訳や翻訳後修飾によるタンパク質レベルの発現変動は、先

行研究で多用されてきたマイクロアレイや RNA-seq解析による遺伝子発現解析

では対象にできない現象であった。近年、tRNA発現プロファイル変化やリボ

ソーム構成遺伝子の発現増加が、翻訳量の変化をもたらし、転移能の亢進に寄

与することが報告され(Ebright et al., 2020; Goodarzi et al., 2016)、転移機構におけ

る翻訳過程の重要性が高まっている。そして、転移初期過程に含まれる pre-

metastatic nicheの形成は、転移巣の形成において重要な役割を担っている

(Peinado et al., 2017)。近年、この niche形成に関わる機構が徐々に明らかになっ

ており、新たな転移治療戦略の一つとして、それらの遺伝子を標的とした臨床

試験も行われている(Wang et al., 2021b)。そのため、本研究を通して、転移初期
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過程への寄与やタンパク質レベルで発現変動する遺伝子を探索することの重要

性を再提示している。 
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4-2. 乳がん悪性化における NIKの機能 

先行研究において、Basal likeサブタイプの乳がん細胞株では、NIK mRNAの

発現上昇による非古典的 NF-κB 経路の活性化が、NOTCH 経路を介したがん

幹細胞性の維持に寄与していることが報告されている(Yamamoto et al., 2013)。

また、Claudin-lowサブタイプの乳がん細胞株も、NIK mRNAの発現上昇に伴

い、NF-κB活性亢進を示すが(Yamaguchi et al., 2009; Yamamoto et al., 2010)、こ

のサブタイプのがん悪性化に対する NIKの機能について十分に検討されていな

かった。本研究結果より、Claudin-lowサブタイプに分類される LM05細胞で

は、NIKの発現上昇が(図 3.2)、炎症関連遺伝子の発現上昇を介して(図

3.4E,F)、CAFの誘引やアポトーシスを抑制することで腫瘍形成の亢進に寄与す

ることが示唆された(図 3.4G,H,I)。現状のところ、サブタイプによって機能が

変化する機構は明らかになっていない。先行研究より、非古典的経路をふくむ

NF-κB活性が、ERの活性に伴い変化することから(Lee et al., 2011; Wang et al., 

2007)、サブタイプの差異による発現バックグラウンドやエピジェネティクな変

化によって機能が変化する可能性が考えられる。 

TNBCにおける NIKの機能解析は複数のがん細胞株を用いた検証がなされて

きた一方で(Yamaguchi et al., 2009; Yamamoto et al., 2010, 2013)、他のサブタイプ

における NIKの機能解析は十分に行われていない。今回のヒト乳がん検体を用

いた NIK免疫染色より、TNBC以外の Luminalや HER2サブタイプにおいて

も、NIK陽性面積の割合の増加が観察された(補足図 1)。この結果より、1. NIK

が他の subtypeでも悪性化に寄与する可能性 2. NIKが上がっていても悪性化に

寄与しない可能性の二つが考えられる。これを検証するためには、他のサブタ

イプの乳がん細胞株において、NIK過剰発現細させた際の造腫瘍能を評価する

こと、同所性移植による in vivo selection法で造腫瘍能が亢進した細胞株におい
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て NIKが亢進しているのか調べる方法が考えられる。ただし、過剰発現に関し

ては、NIKが非常に低いタンパク質レベルに管理されていることを踏まえる

と、過剰発現によって細胞にストレスを与え、適切な表現系を見られない可能

性が考えられる。先行研究より、実験系による過剰発現が、他のタンパク質の

結合や局在を阻害すること、発現に伴う RNAやアミノ酸の枯渇が、細胞増殖

を抑制することが報告されている(Moriya, 2015)。実際に、親株(MDA-MB-231)

で NIKを過剰発現させた際に、in vitroの平面培養状態では、細胞増殖の低下

は見られていないが、造腫瘍能の低下が確認されており(補足図 2A,B)、ストレ

ス(低栄養・低酸素など)状況下における細胞増殖能や抗アポトーシス能が減弱

していると考えている。したがって、現実的な方法としては、後者を取り組ん

で行く必要があると考えている。現在は、他のサブタイプの乳がん細胞株を用

いた同所性肺転移株を樹立できていないため、今後の検討課題と考えている。

また、先行研究より、Luminalタイプに発現している ERが p52を含む RelBの

発現抑制に寄与すること、NF-κB の標的遺伝子に対し転写抑制型のエピジェネ

ティックな変化を誘導することが報告されている(Lee et al., 2011; Wang et al., 

2007)。そのため、ER陽性乳がんにおいては、NIKの増加を介した非古典的

NF-κB 経路の活性化は悪性化に寄与しない可能性が考えられる。 

本研究結果から、NIKノックダウンによる造腫瘍能低下の一要因として、原

発巣内のアポトーシス領域の増加が示唆されている(図 3.4G)。ウェスタンブロ

ットによるシグナル解析より、同所性株は AKT経路の活性化が見られなかっ

たことから(Fig3.1C)、定常状態における NIIKの増加は、AKT経路を介した抗

アポトーシス機構には寄与しないと考えられる。しかし、CAFとの混合培養時

や、腫瘍内における、がん細胞の抗アポトーシス機構に寄与する経路の活性評

価ができていないため、腫瘍微小環境の影響を受けて、がん細胞の生存機能が
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亢進する可能性が残されている。先行研究より、CAFはがん細胞との相互作用

を介して、がん細胞の抗アポトーシス能の亢進を誘導することで、がん悪性化

に寄与していることが報告されている(Su et al., 2018; Weigel et al., 2014)。本研

究結果より、原発巣の CAF陽性領域と TUNEL陽性領域が重なり合わない様子

が観察されている(補足図 3A,B)。また、がん細胞の生存に寄与する CXCR4や

ITGB4が、NIK KDによって発現低下することが確認されている

(Fig3.4E)(Orimo et al., 2005; Sung et al., 2020; Wang et al., 2021a)。さらに、線維芽

細胞の誘引因子である IL6や CXCL1も、NIK KDによって発現低下しているこ

とを踏まえると(図 3.4E,F) (Buskermolen et al., 2017; Hendrayani et al., 2014)、こ

れらのパラクラインを介したがん悪性化機構が、NIKノックダウンによって減

弱している可能性がある。また、発現確認を行った CXCR4や IL6、CXCL1の

プロモーター領域には κB結合配列が存在し、NF-κBによって発現誘導を受け

ることが報告されている(Burke et al., 2014; Helbig et al., 2003; Matsusaka et al., 

1993)。すなわち、腫瘍微小環境において、がん細胞における NIKが、非古典

的 NF-κB 経路を介して、炎症関連遺伝子の発現制御をすることで、線維芽細

胞との相互作用に重要な役割を担っていると考えられる。また、本研究の

RNA-seqデータより、AKT経路以外にも、BIRC3や PTPRN2といった

DISC(death-inducing signaling complex)の形成を抑制する遺伝子の発現が、

NIKKDによって低下することが確認されている(Bertrand et al, 2008, Sorokin et 

al, 2015)。したがって、これらの遺伝子による抗アポトーシス機構の減弱によ

って、がん細胞自体の生存能が低下した可能性も考えられる。また、本研究で

使用しているMDA-MB-231細胞株は、元来、足場非依存的増殖能を獲得して

おり、このような細胞株では、細胞周期や抗アポトーシス能の亢進によっても

足場非依存的増殖能の亢進が報告されている(Deng et al., 2021; Han et al., 2019; 
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Hornsveld et al., 2016)。そのため、NIK KDによって観察されたコロニー形成能

の低下も、がん細胞自体の生存能が低下したことに起因する可能性があると考

えている。 

しかし、今回の NIK KDによって観察される表現型が、顕著ではないことを

踏まえると、NIKの下流の一遺伝子の機能評価が困難であると捉えており、下

流遺伝子群の総合的な影響が、今回の表現型に繋がっていると考えている。た

だし、NIK KD細胞における下流遺伝子の過剰発現によって、造腫瘍能をはじ

めこれらの表現型に寄与する遺伝子の評価は可能であり、今後の検討事項であ

る。また、本研究の in vivo実験系では、免疫不全マウスを用いているため、T

細胞やマクロファージなどの免疫細胞に対する NIKの機能解析は行えていな

い。そのため、今後は、マウス乳がん細胞株と Syngeneicマウスモデルを用い

て、NIKの免疫系に対する機能を調べる必要もあると考えている。 

LM05における NIKは、肺転移巣の形成能よりも造腫瘍能に顕著な影響を与

えることが示されている(図 3.3G,H,K,L)。この結果から、NIKは乳房組織に特

異的な造腫瘍亢進に重要な役割を担っている可能性がある。この仮説を検証す

るにあたり、先行研究にて行われた、親細胞と LM05の尾静脈移植による肺組

織における増殖能を評価結果に着目した。この結果では、尾静脈移植モデルに

おける、親細胞と LM05 細胞の肺組織の増殖能に有意な差は見られなかっ

た。LM05は、乳房部位への異種移植を繰り返し、この部位で増殖した細胞株

であるため、LM05の造腫瘍能亢進の一要因は、乳房組織の微小環境からもた

らされていると考えた。実際に、非古典的 NF-κB 経路の活性化リガンドであ

る TWEAKと RANKLは、乳腺の発達段階や腫瘍形成において発現し、重要な

機能を有していることが報告されている(Fata et al., 2000; Michaelson et al., 2005; 

Schramek et al., 2010; Yin et al., 2013)。また、in vitroにおいて、親株と LM05細
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胞株を TWEAK刺激すると、NIKおよび下流の NF-κB2(p52)の増加が確認され

た(補足図 4)。また、TWEAK刺激下においても、親株に比べて LM05におい

て、これらのタンパク質量が増加している(補足図 4)。したがって、LM05で

は、NIKの安定性が向上しており、乳房組織における、これらのリガンドによ

って非古典的経路の活性化を受けやすくなってため、造腫瘍能の亢進や NIKノ

ックダウンによる造腫瘍能への影響が顕著に現れた可能性が考えられる。 

一方、本研究では NIKは LM05における肺転移能の亢進を説明することがで

きなかった。そこで、LM05細胞で親株に比べ発現が増加し、NIKノックダウ

ンでは発現が減少しない遺伝子群の抽出を試みた。その結果、これらのグルー

プに、IL13RA2、TNS1、EMP1などの既知の肺転移制御遺伝子が含まれていた

(Ahmat Amin et al., 2018; Chang et al., 2020; Minn et al., 2005)。さらに、ウェスタ

ンブロットによるシグナル解析結果から、LM05において HIF1Aタンパク質の

増加が確認されている。HIF1Aに関しては、様々な先行研究から、乳がん転移

を促進することが報告されている(Hiraga et al., 2007; Lan et al., 2018; Liu et al., 

2015; Zhang et al., 2012)。今後は、これらの遺伝子を対象とした発現上昇機構や

機能解析を進めることで、LM05細胞における転移促進機構が明らかになる可

能性がある。 

ヒト乳がん組織を用いた組織学的解析により、NIKの陽性領域が腫瘍組織に

おいて増加していたのに対し(図 3.5A)、正常組織と腫瘍組織における cIAP1の

陽性面積の割合に顕著な変化はみられなかった(補足図 5A、表 9)。しかし、サ

ブタイプ別に比較すると、TNBCにおいては腫瘍組織において cIAP1陽性割合

の増加が確認されている(補足図 5B)。先行研究より、cIAP1は非古典的 NF-κB

経路において抑制的に働く一方で、アポトーシスの抑制に働くことが報告され

ており(Bertrand et al., 2008)、乳がんにおける cIAP1の発現増加が、薬剤耐性や
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造腫瘍能の亢進を介して、がん悪性化に寄与することが報告されている(Cheng 

et al., 2010; Wang et al., 2009)。実際に、今回使用した親株に対し、cIAP1を KD

すると、NIKの増加や下流の非古典的経路の活性は確認される一方で、soft 

agar assayではコロニー数の低下が確認された(図 3.2E、補足図 6A,B)。LM05の

cIAP1過剰発現株における評価はできていないが、先行研究と本結果を踏まえ

ると、cIAP1タンパク質の減少が、単純にがん悪性化に寄与するとは考えづら

い。そのため、LM05では、cIAP1補完機構を介して悪性化に寄与している可

能性が考えられる。先行研究より、cIAP1/2の KOによって誘導されるアポト

ーシスは、下流の Caspase8や RIPK3の KOによって阻止されることが報告さ

れている(Zhang et al., 2019)。また、ミトコンドリアから caspase活性誘導体チ

トクロム cの放出を抑制し、がん悪性化に寄与する BCL2A1が、マイクロアレ

イデータより、LM05において増加していた(D’Sa-Eipper et al., 1996; Nakayama 

et al., 2017; Sagara et al., 2016; Wang et al., 1999)。実験での検証が必要ではある

が、乳がん悪性化における cIAP1の役割は、発現増加もしくは減少に伴う二面

性の機能があり、減少によって悪性化に寄与する場合は、異なる抗アポトーシ

ス機構の亢進が必要になると考えられる。 

in vitroで確認された cIAP1と NIKの発現相関性は、乳がん組織では部分的

な検体のみで観察され(図 3.5D,E)、他の分子生物学的現象が NIKタンパク質の

増加に寄与している可能性が考えられる。先行研究では、TRAF2と TRAF3も

NIKタンパク質の分解遺伝子であり(Morrison et al., 2005; Zarnegar et al., 2008)、

他のがん種では、これらの遺伝子を欠失したり、不活性型の変異を有している

ことが報告されている(Zhu et al., 2018)。従って、乳がん組織おける NIKの増加

機構を明らかにするために、他の NIK分解遺伝子の発現を調べていく必要があ

ると考えられる。  
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4-3. NIKの治療標的としての可能性 

 NIKは、免疫系、骨形成、腎臓、肝臓、造血など、様々な組織機能の維持に

重要な遺伝子である(Valiño-Rivas et al., 2019)。がんでは、NIKの機能的な変異

報告はないが、原発性免疫不全症においては、Val345Metや Pro565Argの変異

に伴い、NIKキナーゼ活性が低下し、炎症応答が抑制されることが報告されて

いる(Schlechter et al., 2017; Willmann et al., 2014)。そのため、NIKの異常な活性

化や不活化は、がん、急性腎障害、全身性エリテマトーデス等の様々な疾患に

関与している(Valiño-Rivas et al., 2019)。そして、これらの研究から、NIKの治

療標的としての注目が近年集まっており、NIK阻害剤の探索・開発研究が活発

に行われている(Valiño-Rivas et al., 2019)。NIKの結晶データを用いた構造活性

相関やドッキングシミュレーションに基づいた阻害剤開発や、類似のキナーゼ

ファミリーの阻害剤や従来の NIK阻害剤を改変して、NIK阻害剤が開発されて

きた(Blaquiere et al., 2018; Pippione et al., 2018)。これらの研究により、NIK阻害

剤が、特定の炎症性肝疾患や全身性エリテマトーデスのマウスモデルにおいて

治療効果を示すことが確認されている(Brightbill et al., 2018; Ren et al., 2017)。ま

た、NIK阻害活性を有する天然化合物である mangiferinは、メラノーマ細胞株

における腫瘍形成および転移能を阻害することが報告されている(Takeda et al., 

2016)。しかしながら、これらの NIK阻害剤の他のがん種や疾患モデルに対す

る有効性は不明であり、その有効性を検証する必要がある。一方で、NIKの不

活性化変異は、成熟 B細胞や T細胞の数の減少や機能障害による免疫不全を引

き起こすことが示されている(Schlechter et al., 2017)。また、NIKは細胞傷害性

CD8+T細胞の糖代謝を調節することにより、抗腫瘍免疫において重要な役割を

担っている(Gu et al., 2021)。したがって、NIKが生体内で果たす機能を阻害し

ない、あるいは NIK経路阻害剤の開発を目指す必要がある。 
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第 5章 結論 

 本研究では、同所性移植を用いた in vivo selection法によって樹立された高悪

性化乳がん細胞株(LM05)のシグナル解析を行い、本細胞株は、NIKタンパク質

の増加に伴い、非古典的 NF-κB 経路の活性が亢進していることを見出した。

また、in vivo selection法による高悪性化株を用いた先行研究において検討が不

十分であった、タンパク質レベルで発現変動する遺伝子を探索することの重要

性を示唆した。本研究では、本細胞株における NIKの発現制御機構および機能

に関して次のことを明らかにした。 

I. NIKのタンパク質レベルの増加は、cIAP1の翻訳量の低下に伴う、NIKの

ユビキチン修飾の減少に起因する。 

II. NIKタンパク質の増加が、造腫瘍能の亢進に寄与している。 

III. NIKは、IL-6や CXCL1などの炎症関連の遺伝子発現を促進する。 

IV. NIKの増加は、原発巣内におけるアポトーシスの抑制および CAFの増加に

関与している可能性がある。 

V. NIKの増加は、がん細胞の線維芽細胞に対する誘引能に寄与している。 

VI. NIKの増加が、TNBCにおけるがん悪性化を助長している可能性がある。 

以上のことを踏まえ、本研究の概要を図 4にまとめた。つまり、同所性株にお

いて、cIAP1 の翻訳低下に由来する NIK のタンパク質レベルの増加によっ

て、非古典的 NF-κB 経路の活性亢進が誘導されていた。そして、この NIKの

増加は、炎症に関連する遺伝子の発現を促進することで、腫瘍内における CAF

の誘引や細胞死を抑制し、同所性株の造腫瘍能の亢進に寄与していることが示

唆された。本研究では、高悪性化乳がん細胞株において NIKの新たな異常発現

原因と機能を明らかにし、乳がんにおける NIKの重要性を示した。 



82 

 

 
図 4 LM05における翻訳・翻訳後制御機構の異常に伴う非古典的 NF-κB 経路
の活性と造腫瘍能の亢進 
Hayashi et al.の図から引用 (Hayashi et al., 2023)。 
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第 7章 補足図と表 

補足図 1. 乳がん組織切片における各サブタイプの NIK陽性面積の割合評価 
いずれのサブタイプにおいても、正常組織(Normal)に比べ、腫瘍組織を含む検体において

NIK陽性領域の割合が増加した。(n=10 Normal, n=39 LuminalA, n=27 LuminalB, n=17 HER2, 

and n=17 TNBC, Ordinary one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison test)  

補足図 2. 親株(Parent)の NIK過剰発現による造腫瘍能の低下 
A. 親株の NIK過剰発現した際における、NIKと NF-κB2 (p52)と RelBのウェスタンブロッ

ト図 

NIK過剰発現によって、親株の NIK増加、および下流の非古典的経路を構成する活性型

NF-κB2 (p52)や RelBの核内移行量が増加した。(同一メンブレン) 

B. NIK過剰発現細胞株を同所性移植した際における造腫瘍曲線 

NIK過剰発現によって、造腫瘍能の低下が確認された。(Parent-Venus(n=2), Parent-

NIK(n=2), two-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test) 

Hayashi et al.の図から引用 (Hayashi et al., 2023)。 
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図 3.原発巣の連続切片を用いた細胞増殖、死細胞、CAF領域の局在評価 
A. 原発巣の連続切片における HE染色、TUNEL染色、α-SMAと Ki67抗体を用いた免疫

染色図 

がん細胞の増殖領域と辺縁領域では、Ki67および α-SMAの発現が観察された一方で、

TUNEL陽性領域とは重なり合わなかった。 

A. 原発巣の連続切片における CAFおよび死細胞領域の局在評価 

CAF集積領域では細胞死領域が低下していることが観察され、一方で、TUNEL陽性領域

には CAFの集積は認められなかった。 

補足図 4.親株および LM05における、TWEAK添加時の非古典的経路の活性化 
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親株および LM05に 100ng/mLTWEAK刺激をした際に、NIKの蓄積および下流の NF-κB2 

(p52)増加が確認された。また、親株に比べ、LM05において TWEAK刺激時における NIK

や NF-κB2 (p52)のタンパク質量が増加していた。(同一メンブレン) 

 

補足図 5. 乳がん組織切片の cIAP1免疫染色像とその定量評価 
A. 乳がん組織切片における cIAP1免疫染色像と各 stageの cIAP1陽性面積の割合評価 

各検体において cIAP1陽性領域が異なるが、正常組織(-)と、腫瘍組織を含む検体における

cIAP1陽性領域の割合に顕著な差異は見られなかった。bar = 500μm (n=10 normal, n=1 stage 

I, n=72 stage II, and n=27 stage III, Ordinary one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple 

comparison test) 

B. 各サブタイプの cIAP1陽性面積の割合評価 

A 

B 
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常組織(Normal)に比べ、TNBCサブタイプの腫瘍組織において cIAP1陽性領域の割合が増

加した。(n=10 Normal, n=12 LuminalA, n=41 LuminalB, n=19 HER2, and n=28 TNBC, Ordinary 

one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison test) 

Hayashi et al.の図から一部引用。 

 

補足図 6. 親株(Parent)の cIAP1KDによるコロニー形成能の低下 
A. 親株の cIAP1 KDした際における、NF-κB2 (p52)と RelBのウェスタンブロット図 

cIAP1 KDによって、下流の非古典的経路を構成する活性型 NF-κB2 (p52)や RelBの核内

移行量が増加した。 

B. Soft agar assayにおける cIAP1KD細胞株のコロニー形成数の定量評価 

親株の cIAP1KDによって、soft agar中のコロニー数が減少した。(n=3, one-way ANOVA 

followed by Tukey’s multiple comparison test) 
  

A B 
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表 1. ベクター作製のために用いたプライマー 

名称 配列 

 TAP tag deletion Forward GCAGTGATGGAAATGGCCTG 

TAP tag deletion Reverse CATGGCGGATCCTTAATTAACTAGC 

SalⅠ-Neo Forward ACGCGTCGACAGCTGTGGAATGTGTGTC 

SalⅠ-Neo Reverse ACGCGTCGACATCGAAATCTCGTGATGGC 

HA-UB cloning Forward AGTTAATTAAGGATCCATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACG 

HA-UB cloning Reverse GAAGCTTGAGCTCGAGTTACCCACCTCTGAGACGGAG 

pSuper MluⅠ Forward GGAAGATCTGTGGTCTCATACAGAAC 

pSuper MluⅠ Reverse ACGACGCGTATCGATACCGTCGACCTC 

IGF2BP1 cloning Forward AGTTAATTAAGGATCCATGAACAAGCTTTACATCGGCAAC 

IGF2BP1 cloning Reverse GAAGCTTGAGCTCGAGTCACTTCCTCCGTGCCTG 

 

表 2. 各遺伝子を標的とした shRNA配列 

名称 配列 

shNIK no.1 GCAGCTGGAAATAGAATTA 

shNIK no.2 GAAGGCTCCCTGGTAGAATAC 

shcIAP1 no.1 TCATTAACTGTTTTATAGTTC 

shcIAP1 no.2 AAGCACCAAAGACAATTCGGC 

shcIAP1 no.3 AGTCTGCTTTGGTACTAATAA 

shGFP ACAACAGCCACAACGTCTATA 
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表 3. ウェスタンブロッティングにおいて使用した抗体と条件 

名称 メーカー 
希釈 

倍率 
型番 

p-EGFR (Y1068) (D7A5) XP(R) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #3777 

EGFR (D38B1) XP(R) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #4267 

p-c-Raf (S338) (56A6) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #9427 

c-Raf (D5X6R) M mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #12552 

p-MEK1/2 (S217/221) (41G9) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #9154 

MEK1/2 (L38C12) M mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #4694 

p-p44/42 MAPK (T202/Y204) (D13.14.4E) XP(R) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #4370 

p44/42 MAPK (ERK1/2) (137F5) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #4695 

p-JAK2 (Y1007/1008) (C80C3) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #3776 

JAK2 (D2E12) XP(R) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #3230 

p-STAT1 (Ser727) R pAb Cell Signaling Technology 1:1000 #9177 

STAT1 R pAb Cell Signaling Technology 1:1000 #9172 

p-STAT3 (Y705) (D3A7) XP(R) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #9145 

STAT3 (79D7) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #4904 

p-AKT (S473) (D9E) XP(R) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #4060 

AKT (pan) (C67E7) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #4691 

p-mTOR (S2448) (D9C2) XP(R) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #5536 

mTOR (7C10) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #2983 

p-p70 S6K (T389) (108D2) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #9234 

p70 S6K (49D7) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #2708 

p-GSK-3β (S9) (5B3) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #9323 

GSK-3β (D5C5Z) XP(R) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #12456 

p-SAPK/JNK (T183/Y185) (81E11) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #4668 

SAPK/JNK (56G8) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #9258 

p-c-JUN (S73) (D47G9) XP(R) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #3270 

c-JUN (60A8) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #9165 

NF-κB1 p105/p50 (D4P4D) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #13586 

NF-κB2 p100/p52 M mAb Merck 1:2000 #05-361 
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名称 メーカー 
希釈 

倍率 
型番 

NOTCH1 (D1E11) XP(R) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #3608 

NOTCH3 (D11B8) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #5276 

p-p38 MAPK (T180/Y182) (D3F9) XP(R) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #4511 

p38 MAPK (D13E1) XP(R) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #8690 

p-CREB (S133) (87G3) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #9198 

CREB (D76D11) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #4820 

NIK R pAb Cell Signaling Technology 1:2000 #4994 

TRAF2 (F-2) M mAb Cell Signaling Technology 1:1000 sc-136999 

TRAF3 (E8H3B) R pAb Cell Signaling Technology 1:1000 #4729 

c-IAP1 (F-4) M mAb 
SANTA CRUZ 

BIOTECHNOLOGY 
1:1000 sc-271419 

c-IAP2 (58C7) R mAb Cell Signaling Technology 1:1000 #3130 

RelB R mAb Cell Signaling Technology 1:2000 #4922 

RelA/ NF-κB p65 M mAb 
SANTA CRUZ 

BIOTECHNOLOGY 
1:1000 sc-8008 

NF45 (H-4) M mAb 
SANTA CRUZ 

BIOTECHNOLOGY 
1:1000 sc-365283 

IGF2BP1 (D-9) M mAb 
SANTA CRUZ 

BIOTECHNOLOGY 
1:1000 sc-166344 

HIF1A Cell Signaling Technology 1:1000  #36169 

HA-probe (Y-11) R pAb 
SANTA CRUZ 

BIOTECHNOLOGY 
1:2000 sc-805 

DYKDDDDK-tag (1E6) M mAb 

FUJIFILM Fujifilm Wako 

Pure Chemical Corporation 

Pure Chemical Corporation  

1:2000 014-22383 

Histone H3 (D1H2) XP(R) R mAb Cell Signaling Technology  1:2000 #4499 

α-Tubulin (10G10) M mAb 

FUJIFILM Fujifilm Wako 

Pure Chemical Corporation 

Pure Chemical Corporation  

1:2000 013-25033 

β-Actin (13E5) R mAb  Cell Signaling Technology  1:2000 #4970 

 

表 3の続き 
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表 4. 免疫組織化学染色において使用した抗体と条件 

名称 社名 希釈倍率 型番 

α-SMA Sigma-Aldrich 1:100 A2547 

MMR/CD206 R&D System 1:50 AF2535 

Ki-67 Abcam 1:200 ab16667 

CAM5.2  BD Bioscience 原液 #349205 

NIK Sigma-Aldrich 1:50 HPA027269 

cIAP1 Abcam 1:100 ab108361 

表 5. リアルタイム PCRにおいて使用したプライマー 

名称 配列 

NIK Forward TTCAGCCCCACCTTTTCAG 

NIK Reverse ACGCTTTCCCTTCCAACAC 

cIAP1 Forward TTCCAAGGTGTGAGTTCTTGATAC 

cIAP1 Reverse TCTCCAGTGGTATCTGAAGTTGAC 

CXCL1 Forward CCCAAACCGAAGTCATAGCC 

CXCL1 Reverse CAGGAACAGCCACCAGTGAG 

CXCR4 Forward CCTCTGACATTCACCAAGGTCTC 

CXCR4 Reverse CAAGATTTCCTCCAGGTCCATC 

IL6 Forward GGTACATCCTCGACGGCATCT 

IL6 Reverse GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC 

IGF2BP1 Forward TGAGACGGCAGTGGTGAATG 

IGF2BP1 Reverse GTCCCTGTGCTATCTGCTCATC 

β-actin Forward GGAGGAGCTGGAAGCAGCC 

β-actin Reverse GCTGTGCTACGTCGCCCTG 

 
表 6. 研究対象のシグナル経路における構成遺伝子のウェスタンブロット結果 

(親株と比較し、log2FC値を記載) 

Name LM05 LM1-2-1 

p-EGFR(Y1068) 0.287 0.077 

p-c-RAF(S338) 0.152 0.116 

Name LM05 LM1-2-1 
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p-MEK1/2(S217/221) 0.015 -0.070 

p-ERK1/2(T202/Y204) -0.129 -0.087 

p-JAK2(Y1007/1008) 0.208 -0.120 

p-STAT1(S727) 0.196 0.262 

p-STAT3(Y705) -0.183 0.155 

p-AKT(S473) 0.446 0.204 

p-mTOR(S2448) 0.009 -0.067 

p-S6K(T389) -0.011 0.010 

p-GSK3B(S9) 0.354 0.180 

p-SAPK/JNK(T183/185) 0.270 0.216 

p-c-JUN(S73) 0.177 0.018 

p50(NF-κB1) -0.126 -0.143 

p52(NF-κB2) 1.116 0.019 

NOTCH1(NICD) 0.259 0.040 

NOTCH3(NICD) 0.175 -0.120 

p-p38(T180/182) 0.273 0.433 

p-CREB(S133) 0.248 0.311 

 
表 7. GSEA解析による NIKノックダウンによって抑制を受けたパスウェイ一覧 

Name NES 
NOM 

p-val 
FDR q-val 

HALLMARK_INTERFERON_ALPHA_RESPONSE 1.9299747 0 0.004028283 

HALLMARK_CHOLESTEROL_HOMEOSTASIS 1.9148673 0.001788909 0.002714141 

HALLMARK_INTERFERON_GAMMA_RESPONSE 1.9007101 0 0.001809428 

HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NF-κB 1.8954331 0 0.001357071 

HALLMARK_INFLAMMATORY_RESPONSE 1.8647978 0 0.002242589 

HALLMARK_KRAS_SIGNALING_UP 1.7439446 0 0.006220839 

HALLMARK_COAGULATION 1.7017386 0.001672241 0.008939475 

HALLMARK_OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION 1.5756699 0 0.029181717 

HALLMARK_EPITHELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITION 1.4861348 0.006430868 0.063371636 

HALLMARK_COMPLEMENT 1.4472965 0.011235955 0.08092645 

Name NES NOM FDR q-val 

表 6の続き 



108 

 

p-val 

HALLMARK_MTORC1_SIGNALING 1.428844 0.007751938 0.08631504 

HALLMARK_NOTCH_SIGNALING 1.4078401 0.07835821 0.09223181 

 
表 8. ヒト乳がん組織を用いた NIKの免疫染色結果 

Sample number Grade NIK+ area/Total area 

1 IIIA 0.379 

2 IIA 0.475 

3 IIA 0.609 

4 IIA 0.767 

5 IIB 0.788 

6 IIA 0.356 

7 IIA 0.478 

8 IIA 0.466 

9 IIB 0.729 

10 IIIB 0.219 

11 - 0.175 

12 IIA 0.329 

13 IIB 0.566 

14 IIA 0.085 

15 IIB 0.586 

16 IIB 0.417 

17 IA 0.719 

18 IA 0.535 

19 IIA 0.108 

20 IIIA 0.109 

21 IIA 0.313 

22 - 0.257 

23 IIB 0.102 

24 IIA 0.114 

25 IIA 0.406 

表 7の続き 
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Sample number Grade NIK+ area/Total area 

26 IIIB 0.325 

27 IA 0.390 

28 IIA 0.246 

29 IIB 0.068 

30 IIIB 0.658 

31 IIA 0.523 

32 IIIA 0.184 

33 - 0.281 

34 IIA 0.053 

35 IA 0.231 

36 IIA 0.248 

37 IIA 0.115 

38 IIB 0.090 

39 IIIB 0.540 

40 IIA 0.678 

41 IIIA 0.162 

42 IIA 0.021 

43 IIIB 0.690 

44 - 0.053 

45 IIA 0.388 

46 IIIB 0.312 

47 IIA 0.259 

48 IIA 0.445 

49 IIB 0.250 

50 IB 0.381 

51 IIIB 0.562 

52 IIA 0.461 

53 IIA 0.369 

54 IIIB 0.280 

55 - 0.168 

表 8の続き 
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Sample number Grade NIK+ area/Total area 

56 IIB 0.533 

57 IIIB 0.261 

58 IIB 0.490 

59 IIB 0.000 

60 IIA 0.536 

61 IIA 0.180 

62 IIA 0.386 

63 IIIB 0.762 

64 IIA 0.379 

65 IIIB 0.300 

66 - 0.007 

67 IIIB 0.396 

68 IIA 0.275 

69 IIA 0.590 

70 IIA 0.807 

71 IIA 0.136 

72 IIA 0.437 

73 IIA 0.388 

74 IIA 0.272 

75 IIIB 0.322 

76 IIIB 0.659 

77 - 0.136 

78 IIA 0.225 

79 IIA 0.465 

80 IIA 0.303 

81 IIB 0.571 

82 IIA 0.210 

83 IIB 0.394 

84 IIIA 0.246 

85 IIA 0.434 

表 8の続き 
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Sample number Grade NIK+ area/Total area 

86 IIA 0.793 

87 IIB 0.237 

88 - 0.017 

89 IIA 0.469 

90 IIA 0.493 

91 IIB 0.613 

92 IIA 0.865 

93 IIA 0.415 

94 IIA 0.450 

95 IA 0.629 

96 IIIA 0.562 

97 IIA 0.011 

98 IIIB 0.200 

99 - 0.010 

100 IIIB 0.013 

101 IIA 0.104 

102 IIA 0.409 

103 IIA 0.075 

104 IIA 0.144 

105 IIA 0.319 

106 IIA 0.813 

107 IIB 0.351 

108 IIA 0.715 

109 IIA 0.064 

110 - 0.002 

 
  

表 8の続き 
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表 9. ヒト乳がん組織を用いた NIKと cIAP1の免疫染色結果 

Sample number stage cIAP1+ area/Total area NIK+ area/Total area 

1 IIA 0.040 0.094 

2 IIIA 0.008 0.034 

3 IIA 0.018 0.032 

4 IIA 0.001 0.084 

5 IIB 0.112 0.024 

6 IA 0.076 0.133 

7 IIB 0.012 0.195 

8 IIIA 0.115 0.374 

9 IIA 0.002 0.604 

10 IIA 0.003 0.131 

11 - 0.001 0.004 

12 IIA 0.049 0.205 

13 IIA 0.002 0.019 

14 IIIA 0.016 0.000 

15 IIIA 0.045 0.079 

16 IIA 0.055 0.015 

17 IIA 0.019 0.402 

18 IIIA 0.005 0.152 

19 IIB 0.000 0.000 

20 IIA 0.000 0.055 

21 IIIB 0.779 0.209 

22 - 0.002 0.001 

23 IIB 0.002 0.001 

24 IIB 0.004 0.006 

25 IIA 0.055 0.157 

26 IIA 0.065 0.122 

27 IIA 0.056 0.001 

28 IIB 0.092 0.152 

29 IIA 0.094 0.010 

30 IIA 0.296 0.059 
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Sample number stage cIAP1+ area/Total area NIK+ area/Total area 

31 IIIA 0.047 0.100 

32 IIA 0.462 0.071 

33 - 0.000 0.004 

34 IIA 0.005 0.004 

35 IIA 0.022 0.096 

36 IIA 0.017 0.103 

37 IIA 0.118 0.018 

38 IIIA 0.025 0.132 

39 IIIB 0.123 0.537 

40 IIIA 0.599 0.365 

41 IIA 0.393 0.406 

42 IIA 0.150 0.062 

43 IIB 0.002 0.050 

44 - 0.001 0.002 

45 IIB 0.135 0.027 

46 IIA 0.014 0.158 

47 IIA 0.005 0.004 

48 IIA 0.056 0.144 

49 IIA 0.312 0.028 

50 IIIB 0.008 0.011 

51 IIB 0.006 0.358 

52 IIIA 0.052 0.057 

53 IIIA 0.012 0.039 

54 IIA 0.087 0.065 

55 - 0.004 0.000 

56 IIIA 0.188 0.038 

57 IIA 0.002 0.069 

58 IIIA 0.024 0.310 

59 IIA 0.001 0.017 

60 IIA 0.002 0.162 

表 9の続き 
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Sample number stage cIAP1+ area/Total area NIK+ area/Total area 

61 IIIA 0.009 0.057 

62 IIA 0.000 0.015 

63 IIA 0.166 0.266 

64 IIIA 0.008 0.012 

65 IIIB 0.096 0.060 

66 - 0.000 0.002 

67 IIIB 0.002 0.000 

68 IIIA 0.365 0.001 

69 IIA 0.002 0.063 

70 IIB 0.193 0.089 

71 IIA 0.345 0.129 

72 IIIB 0.175 0.000 

73 IIA 0.417 0.348 

74 IIB 0.046 0.034 

75 IIA 0.115 0.641 

76 IIB 0.061 0.153 

77 - 0.013 0.019 

78 IIA 0.008 0.023 

79 IIA 0.042 0.059 

80 IIA 0.161 0.017 

81 IIA 0.000 0.019 

82 IIIA 0.003 0.219 

83 IIIA 0.000 0.003 

84 IIIC 0.077 0.007 

85 IIIB 0.098 0.127 

86 IIA 0.510 0.450 

87 IIA 0.002 0.000 

88 - 0.001 0.000 

89 IIB 0.008 0.000 

90 IIB 0.055 0.055 

表 9の続き 
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Sample number stage cIAP1+ area/Total area NIK+ area/Total area 

91 IIB 0.053 0.236 

92 IIA 0.137 0.077 

93 IIA 0.125 0.065 

94 IIB 0.006 0.171 

95 IIA 0.245 0.296 

96 IIA 0.007 0.097 

97 IIA 0.594 0.099 

98 IIIA 0.026 0.001 

99 - 0.003 0.003 

100 IIB 0.227 0.016 

101 IIA 0.057 0.007 

102 IIB 0.000 0.092 

103 IIA 0.001 0.002 

104 IIB 0.199 0.279 

105 IIIA 0.006 0.048 

106 IIB 0.036 0.153 

107 IIB 0.307 0.238 

108 IIA 0.406 0.250 

109 IIB 0.247 0.500 

110 - 0.002 0.004 

  

表 9の続き 
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