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 がんの発生はがん遺伝子の変化の集積に起因し，活性型がん遺伝

子 に よ る 細 胞 増 殖 シ グ ナ ル の 異 常 な 活 性 化 は 現 在 の が ん 治 療 に お

いて重要な治療標的である．一方で，その後のがん細胞が微小環境

ストレス下で増殖を維持するためには，積極的なストレス適応応答

機構の活性化が重要である．従って，がん細胞のストレス適応応答

を制御することは有用ながん治療法として期待されるが，その詳細

な分子機序はあまり明らかにされていない．そこで本研究では，新

たながん治療戦略の分子基盤として，がん遺伝子によるストレス適

応応答の制御機構を明らかにすることを目指し，治療標的として重

要 な が ん 遺 伝 子 BRAF と 多 様 な ス ト レ ス に 応 答 す る Integrated  

stress  response  ( ISR)  を 結 ぶ 分

子機序の解明を研究目的とした．  

 ISR は代謝ストレスやウィルス

感染及びヘムの欠乏等，様々なス

トレスに対し活性化し，細胞のス

ト レ ス 適 応 に 寄 与 す る 重 要 な ス

トレス適応応答経路である．1 )  そ
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図1. Integrated Stress Response (ISR)



の基軸となるのは 4 種の eIF2αキナーゼ  (HRI， PKR， PERK また

は GCN2)  の活性化， e IF2αのリン酸化及び転写因子 ATF4 の発現

誘導である  (図 1)．ATF4 によってアミノ酸代謝やタンパク質の折

りたたみ，レドックス代謝等に関わるストレス関連遺伝子の転写が

促進され，それらの働きによって細胞はストレス適応を果たす．  

 近年，活性変異型 BRAF の選択的阻害剤である vemurafenib が

が ん 細 胞 に お い て ISR を 活 性 化 さ せ る こ と が 報 告 さ れ た ． 2 )  

Vemurafenib は BRAF 変異型メラノーマ患者の治療において奏効

率 60-80%の高い治療効果が報告されているが，完全にがん細胞を

死滅させることはできず，がん細胞の薬剤耐性化が課題となってい

る．このことから vemurafenib による ISR 活性化にも注目が集ま

り，その分子機序及び意義について議論されている．そこで本研究

で は ， BRAF に よ る ISR 制 御 機 構 の 解 明 に 向 け て ， は じ め に

vemurafenib に よ る ISR 活 性 化 機 序 の 解 析 を 行 っ た ． さ ら に ，

vemurafenib による ISR に対する選択的阻害剤の探索を行い，そ

の有用性を評価した．最後に，活性変異型 BRAF の新たな機能とし

て， ATF4 の発現を制御するメカニズムについて解析した．  

1 .  BRAF 変異型がん細胞は GCN2 を介した ISR を活性化させるこ

とで vemurafenib の作用から細胞を防御する  

 Vemurafenib は活性変異型 BRAF (V600E)  に高い選択性を有す

ることから， vemurafenib による ISR 活性化と BRAF 変異との関

係 を 検 討 し た ． BRAF 変 異 型 メ ラ ノ ー マ 細 胞 株 に お い て ，

vemurafenib は eIF2αのリン酸化及び ATF4 発現を誘導したが，

BRAF 野生型メラノーマ細胞株では vemurafenib によるそれらの

誘導は弱かった．このことから vemurafenib は BRAF 変異型細胞



選 択 的 に ISR 活 性 化 を 誘 導 す る こ と が 示 さ れ た ． さ ら に ，

vemurafenib による ISR 活性化は， vemurafenib の主要な作用機

序と考えられている MEK-ERK シグナル阻害とは独立して誘導さ

れることを見出した．  

次に， 4 種の eIF2αキナーゼをそれぞれ s iRNA を用いてノック

ダウンした結果， vemurafenib による ISR 活性化は GCN2 のノッ

ク ダ ウ ン に よ っ て 阻 害 さ れ る こ と を 見 出 し た  ( 図 2A) ． ま た ，

vemurafenib 処理によって GCN2 活性化の指標となる Thr899 の

リン酸化が誘導されることを確認した  (図 2B)．さらに， GCN2 が

細 胞 内 の ア ミ ノ 酸 の 枯 渇 を 感 知 す る ス ト レ ス セ ン サ ー 分 子 で あ る

ことに一致して， vemurafenib による ISR 活性化の下流ではセリ

ンの生合成及び代謝の応答が上昇することを見出した．なお，先行

研究では小胞体ストレスを感知する PERK が vemurafenib による

ISR に関与することが提唱されていたが，本研究において s iRNA

及び阻害剤を用いて検討した条件では vemurafenib による PERK

の活性化は認められなかった．  

 Vemurafenib による ISR 活性化が細胞増殖に与える影響につい

て検討した結果，ATF4 のノックダウンによって vemurafenib の細

胞 増 殖 阻 害 効 果

が 増 強 さ れ る こ

とを見出 した  (図

2C)． こ の こ と か

ら， GCN2 を介し

た ATF4 発現の誘

導は vemurafenib
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の作用に対して細胞防御に働くことが示された． 3 )  

2 .  Vemurafenib による ISR に対する選択的阻害剤の探索  

 次に vemurafen ib による ISR を選択的に阻害する低分子化合物

の探索を行った．  具体的には， vemurafenib 処理によって誘導さ

れる ATF4 を蛍光免疫染色法により検出することで，355 種のキナ

ーゼ阻害剤ライブラリーから  vemurafenib による ATF4 発現誘導

を抑制する阻害剤のスクリーニングを行った．その結果，強い ATF4

発現抑制作用を示した複数のキナーゼ阻害剤の中で，阻害剤 A が

他 の ス ト レ ッ サ ー 処 理 に よ る ATF4 発 現 に は 影 響 を 与 え ず ，

vemurafenib 処理による ATF4 発現誘導のみを選択的に阻害する

ことを見出した  (図 3A)．阻害剤 A による ATF4 発現抑制作用は未

だ 同 定 さ れ て い な い 新 た な 作 用 機 序 に よ っ て 発 揮 さ れ る も の と 考

えられた．遺伝子発現解析より，阻害剤 A は vemurafenib で誘導

さ れ る 細 胞 内 の ア ミ ノ 酸 代 謝 の 恒 常 性 を 維 持 す る た め の 応 答 を 抑

制することが示唆された．それに加えて，vemurafenib と阻害剤 A

の共処理は，それぞれの単独処理に比べて相乗的にアポトーシスを

誘導することで，強い細胞増殖阻害効果を示した  (図 3B-3C)．以上

より，阻害剤 A は vemurafenib による ISR 活性化及びその下流で

機能する アミ ノ酸

代謝の応 答を 抑制

し ， vemurafenib

と併用す るこ とに

よって相 乗的 な 細

胞死を導 くこ とを

明らかとした．  
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3.  活性変異型 BRAF は mTOR シグナルの活性制御を介して ATF4

発現誘導を制御する  

 これまでの結果より，vemurafenib の処理から 4 時間後に GCN2

を介した ATF4 の発現が誘導されるが， 24 時間後には ATF4 の発

現誘導が抑えられることを見出した  (図 2B)．そこで次に，ノック

ダウンによる BRAF の機能阻害が ISR に与える影響について検討

した．その結果，BRAF 変異型細胞株では，BRAF ノックダウンに

よって GCN2 を介した ATF4 発現が強く抑制された (図 4A)．一方

で，PERK を介した ATF4 発現は部分的に抑制された．また，BRAF

野生型細胞株ではいずれのストレス条件下においても BRAF ノッ

クダウンによる ATF4 発現への影響は認められなかった  (図 4A)．

次に，我々は BRAF 変異型細胞株において， vemurafenib を 24 時

間処理または BRAF をノックダウンすると mTOR シグナル及びそ

の下流で働く翻訳開始因子の活性が低下することを見出した．これ

と合致して mTOR 阻害剤処理によって GCN2 を介した ATF4 発現

誘導が強く抑制された  (図 4B)．さらにタンパク質の免疫沈降によ

る 検 討 よ り ，
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て増加することを見出した (図 4C)．以上より，活性変異型 BRAF 

による ISR 制御機構の一つとして，活性変異型 BRAF は mTOR シ

グナルの制御を介して，GCN2 を介した ATF4 発現誘導を制御する

ことを明らかとした．  

総括  

 これまでに活性変異型 BRAF は増殖及び生存シグナルにおける

役 割 に つ い て 中 心 的 に 解 析 さ れ て き た が ， 本 研 究 は 活 性 変 異 型

BRAF が mTOR シグナルの制御を介して， ISR における ATF4 発

現誘導を正に制御し，アミノ酸の不足等の代謝ストレスに対する適

応応答にも重要な役割を果たすことを見出した．興味深いことに，

BRAF に対するキナーゼ阻害剤である vemurafenib は，処理後 4 時

間の時点では BRAF の増殖シグナルとストレス適応応答の二面性

の機能を完全に阻害することはできず，かえって ISR 活性化を誘

発すると考えられる．このような BRAF の二面性の機能は，がん治

療の効果に影響を及ぼす可能性があり，実際に我々は ISR の活性

化が vemurafenib の作用に対し細胞防御に働くことを示した．そ

の 解 決 策 の 一 つ と し て ， vemura fenib と 阻 害 剤 A の 併 用 療 法 は

BRAF の 増 殖 シ グ ナ ル 及 び ス ト レ ス 適 応 応 答 の 両 機 能 を 抑 制 す る

ことによって合成致死に導く新しいがん治療法として期待できる． 
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