〈タイトル〉がん細胞は感覚受容の分子機構をハイジャックすることにより酸化ストレスに対する耐性を亢進させる
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〈要 約〉

　がん細胞は本来は細胞が生存できないようなさまざまなストレスにさらされており，厳しい環境においても増殖あるいは生存できるような変化，すなわち，ストレス応答能を発がんの過程において獲得している．がん細胞は通常の細胞に比べ高いレベルの活性酸素種にさらされているため，酸化ストレスに対する耐性はがん細胞にとり欠くことのできない重要な機能である．また，放射線治療や一部の化学療法は活性酸素種を発生させることによりがん細胞を攻撃するため，酸化ストレスに対する耐性は治療への抵抗性とも深くかかわる．しかし，がん細胞がどのような機構により酸化ストレスに対する耐性を示すのか，その詳細は明らかにされていない．この研究において，筆者らは，おもに感覚神経において活性酸素種のセンサーとして機能するCa2+透過型の陽イオンチャネルであるTRPA1について，多くのがん細胞において発現が上昇しており，酸化ストレスに対する耐性を亢進させることにより，がんの増殖および治療への抵抗性をひき起こすことを明らかにした．この発見により，これまで知られていた活性酸素種を消去する抗酸化系にくわえ，TRPA1を介した酸化ストレスに対する耐性という新たな機能の存在が示された．

はじめに

　好気性生物は生命の維持に必要なエネルギーを得るためミトコンドリアにおいてたえず酸素を消費する．これらの酸素の一部は代謝の過程において反応性の高い活性酸素種に変換されるため，これを消去する抗酸化系は好気性生物にとり欠くことのできない機能である．とくに，がん細胞は高い増殖性などさまざまな理由から，通常の細胞に比べ高いレベルの活性酸素種にさらされている．くわえて，細胞外マトリックスからの遊離はさらなる活性酸素種の産生をひき起こすため，がん細胞の特徴である足場に非依存的な増殖においてはとりわけ酸化ストレスに対する耐性が重要である1)．

　近年，発がんおよびがんの転移の過程において抗酸化系が必須であることがあいついで報告され2,3)，がんの分野における酸化ストレスに対する耐性にさらなる注目があつまっている．しかし，抗酸化系を標的にしたがんの治療法は通常の細胞に対する毒性が高く，臨床試験においても良好な結果は得られていない．

　抗酸化系における重要な制御タンパク質として，酸化ストレスにより発現の誘導される転写因子NRF2があげられる．NRF2は1997年に同定され4)，さまざまな抗酸化タンパク質の発現を誘導する．また，近年，NRF2は抗酸化タンパク質のみならず，解糖系にかかわるタンパク質の発現を誘導することが明らかにされ5)（新着論文レビュー でも掲載），代謝の観点からも注目されている．NRF2それ自体は酸化のセンサーとして機能するわけではなく，NRF2結合タンパク質であるKEAP1がセンサーとしてはたらきNRF2の活性を制御する．ここ数年，NRF2の恒常的な活性化をひき起こすNFE2L2遺伝子あるいはKEAP1遺伝子の変異および欠損がさまざまながんにおいて高頻度に認められることが明らかにされ，また，NRF2は発がんおよびがんの増殖に必須であることが明らかにされたため，がんの分野において非常に注目されている．

　われわれのからだにはKEAP1-NRF2系のほかにも酸化ストレスを感知あるいは応答するいくつかの系が備わっている．筆者らの研究グループは，細胞の内外のさまざまな環境の変化を感知するCa2+透過型の陽イオンチャネルであるTRPチャネルの一部が，細胞における酸化のセンサーとして機能することを明らかにした6,7)（文献7) は 新着論文レビュー でも掲載）．なかでも，おもに感覚神経や迷走神経の末梢側の神経終末に発現するTRPA1は酸化に対しもっとも高い感受性を示し7)，活性酸素種を含む内因性の炎症に関連する物質およびワサビの辛み成分であるアリルイソチオシアネート8) などの外因性の物質を感知し，疼痛，咳，呼吸活動の変化などの生体防御応答をひき起こす．また，TRPA1はいくつかの抗がん剤によっても活性化し，抗がん剤の投与にともなう疼痛にも関与する9,10)．ごく最近，TRPA1を含むいくつかのTRPチャネルの発現が一部のがんにおいて上昇していることが報告された11)．しかし，がんにおけるTRPチャネルの存在意義については事実上まったく明らかにされていなかった．細胞へのCa2+の流入にともないひき起こされるCa2+シグナルは増殖をはじめとするさまざまな細胞応答を惹起することが知られているため，酸化に感受性をもつTRPチャネルに着目したがんの研究はきわめて重要な課題であると考えられた．

1．TRPA1の発現はさまざまながんにおいて上昇している

　米国におけるがんゲノムに関する大型のプロジェクトであるThe Cancer Genome Atlas（TCGA）から公開されているデータにもとづき，28種類すべてのTRPチャネルのmRNAレベルでの発現をさまざまながんにおいて解析した結果，乳がん，腎がん，肺がんなどいくつかのがんにおいてTRPA1の発現がもっとも上昇していることが明らかにされた．また，ヒトの乳がんおよび肺がんに由来する切片を用いた免疫組織染色法により，TRPA1の発現はタンパク質のレベルでも上昇していることが確認された．さらに，TRPA1はさまざまながん細胞株においても高く発現し，TRPA1を特異的に活性化するアリルイソチオシアネートを用いたCa2+イメージング法により，TRPA1がこれらの細胞株において機能的に発現していることが明らかにされた．

2．TRPA1は細胞外マトリックスの遊離にともない産生される活性酸素種により活性化されアポトーシスを抑制する

　以前に，筆者らの研究グループは，がん細胞を3次元培養した際に形成される球状の密集体の内部の細胞外マトリックスから遊離した細胞においては，活性酸素種が高レベルで蓄積していることを見い出していた1)．そこで，TRPA1を高発現しているがん細胞を3次元培養し，活性酸素種およびCa2+をイメージングしたところ，TRPA1は活性酸素種の産生量には変化をおよぼさない一方，活性酸素種によるチャネルの活性化を介して細胞にCa2+を流入させることが見い出された．

　TRPA1を介した細胞におけるCa2+濃度の上昇がどのような細胞応答をひき起こすかを検討した．その結果，TRPA1は球状の密集体の内部においてひき起こされるアポトーシスをいちじるしく抑制することが明らかにされた．また，TRPA1のノックダウン，あるいは，TRPA1の阻害剤を処理したうえ，長期間にわたりがん細胞を3次元培養すると，内部に空洞をもつ球状の構造になった．以上のように，TRPA1は細胞外マトリックスの遊離にともない産生される活性酸素種により活性化し，細胞へのCa2+の流入をひき起こすことにより，アノイキス（anoikis，足場の欠損によるアポトーシス）を抑制することが示された（図1）．

3．TRPA1の阻害剤の投与はがんの増殖を抑制し抗がん剤の効果を向上させる

　TRPA1のノックダウン，あるいは，経口投与の可能なTRPA1の阻害剤であるAM-0902ががんの増殖におよぼす影響について，患者に由来する異種移植マウスモデルにより評価した結果，TRPA1のノックダウンあるいはTRPA1の阻害剤はアポトーシスを亢進させがんの大きさを有意に減少させることが見い出された．

　一部の化学療法は活性酸素種を発生させることによりがん細胞を攻撃するため，抗がん剤によるTRPA1の活性化は治療に対する抵抗性にかかわる可能性が考えられた．そこで，TRPA1がプラチナ製剤の一種であるカルボプラチンに対する抵抗性に関与するかどうか調べた結果，TRPA1のノックダウンあるいはTRPA1の阻害剤はカルボプラチンによるアポトーシスを亢進させ，がんの大きさのさらなる低下をひき起こすことが見い出された．

　免疫組織染色法および生化学的な手法によりがんにおける酸化の状態を評価した結果，TRPA1はがんにおける酸化の状態およびカルボプラチンによる活性酸素種の産生の増加に影響をおよぼさないこと明らかにされた．以上より，TRPA1は抗酸化系とは独立して，抗アポトーシスを介した酸化ストレスに対する耐性を亢進させることがわかった．

4．TRPA1を介した細胞へのCa2+の流入はRAS-ERK-AKT-mTORシグナル伝達経路の活性化を介し抗アポトーシスタンパク質の発現を誘導する

　逆相タンパク質アレイ法を用いた網羅的な解析の結果，TRPA1を介した細胞へのCa2+の流入がRAS-ERK-AKT-mTORシグナル伝達経路を活性化することが明らかにされた．くわえて，抗アポトーシスタンパク質であるMCL-1の発現も上昇させた．

　特異的な阻害剤および遺伝子のノックダウン法を用いた個別のアッセイにより，細胞へのCa2+の流入はCa2+感受性キナーゼであるPYK2の活性化を介しRAS-ERK-AKT-mTORシグナル伝達経路を活性化させることが見い出された．また，ヒトの乳がんにおいても，TRPA1の発現量とRAS-ERK-AKT-mTORシグナル伝達経路の活性化およびMCL-1の発現量とのあいだに正の相関がみられた．

5．がん細胞においてNRF2はTRPA1の発現を直接的に誘導する

　酸化ストレスがTRPA1の発現を誘導するかどうか検討した．TRPA1の発現のレベルの低いがん細胞株に活性酸素種の一種であるH2O2を処理したところ，TRPA1の発現が上昇した．ヒトの乳がんおよび肺がんにおいてTRPA1の発現と強い相関の認められる遺伝子を探索したところ，NRF2により制御される一連の抗酸化タンパク質をコードする遺伝子がヒットした．つまり，活性酸素種によるNRF2の活性化によりTRPA1の発現が誘導される可能性が示唆された．実際に，NRF2のノックダウンにより，活性酸素種によるTRPA1の発現の誘導は劇的に低下した．

　肺がんや頭頸部がんのおよそ20～30%において，NRF2の恒常的な活性化をひき起こす遺伝子の変異および欠損が認められる（乳がんにおいては，ほとんど認められていない）．NFE2L2遺伝子あるいはKEAP1遺伝子に変異の認められる肺がんや頭頸部がんにおいては，これらの遺伝子に変異の認められないがんと比べ，TRPA1の発現量が有意に増大していた．さらに，TRPA1を高発現する肺がん細胞株のすべてにおいて，NRF2の恒常的な活性化をひき起こすKEAP1遺伝子の変異が認められた．つまり，NRF2の恒常的な活性化がこれらの肺がん細胞株におけるTRPA1の発現に必須である可能性が示唆された．実際に，これらの肺がん細胞株においてNRF2をノックダウンしたところ，TRPA1の発現は劇的に低下した．以上より，活性酸素種によるNRF2の活性化にくわえ，NFE2L2遺伝子あるいはKEAP1遺伝子の変異にともなうNRF2の恒常的な活性化もTRPA1の発現を制御することが示された．さきに述べたとおり，乳がんにおいてNRF2の恒常的な活性化をひき起こす遺伝子の変異はほとんど認められないが，10%～20%の乳がんにおいてTRPA1遺伝子の増幅が確認されており（肺がんにおいては，ほとんど認められていない），乳がんにおいてはTRPA1遺伝子の増幅がその発現の誘導に重要であると思われた（図2）．
　NRF2が直接的にTRPA1の発現を誘導するのかどうか，ChIP-seq法による解析の結果，TRPA1遺伝子の上流および下流の2箇所にNRF2の結合が認められた．そこで，CRISPR-Cas9法によるゲノム編集によりこのNRF2結合部位に変異を導入し，NRF2との結合およびTRPA1の発現におよぼす影響について評価した．その結果，NRF2結合部位の変異はNRF2との結合を減弱させただけでなく，H2O2によるTRPA1の発現の誘導およびNRF2の恒常的な活性化にともなうTRPA1の発現の誘導を劇的に抑制させた．以上の結果より，NRF2はTRPA1の発現を直接的に制御することが示された．

　NRF2は抗酸化系を亢進することが知られているが，今回の発見により，TRPA1を介した酸化ストレスに対する耐性という抗酸化系に非依存的な機能までも亢進することが明らかにされた．このように，がん細胞は抗酸化系による活性酸素種の消去および酸化ストレスに対する耐性という2つの機能を亢進させることにより，厳しい酸化ストレスのもとにおいても増殖あるいは生存できるような戦略をとるものと思われた（図2）．

おわりに

　PubMedにてCa2+，channel，cancerというキーワードでここ10年間の論文数を調べると約300報しか存在しない．一方，同じ膜タンパク質である受容体，たとえば，growth factor receptorについて検索すると6万5千報もの論文が存在する．このように，Ca2+は細胞においてセカンドメッセンジャーとしてさまざまな細胞応答をひき起こすことが知られる一方，がんの分野においてはこれまであまり注目されていなかった．今回の研究を期に，イオンチャネルとがんという新たな研究領域の発展に貢献できたらと願っている．

　今回の発見は，TRPA1を標的としたがんの新たな治療法の確立に貢献する可能性がある．TRPA1の阻害剤は疼痛および喘息の新規の治療薬として米国において臨床試験中であり，現在のところ，中枢神経系を含めたおもだった副作用は報告されていない．そのため，TRPA1を標的とした新規のがん治療薬は臨床へと迅速に応用されるかもしれない．
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〈図説明〉

図1　TRPA1を介したアノイキスの抑制機構のモデル

図2　乳がんおよび肺がんにおけるTRPA1の発現の誘導のモデル
