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研究成果の概要（和文）：化合物を基礎として生命科学の研究を進める上で、化合物の細胞内標的の同定は、非
常に重要だがとても困難な課題である。本研究では、プール型shRNAライブラリーを用いたスクリーニングによ
る遺伝学的解析を効率化して、化合物の標的同定と関連パスウエイの同定に用いた。この方法で海洋天然物オー
リライドBの解析を行った結果、ナトリウムポンプの触媒サブユニットATP1A1蛋白質が細胞のオーリライドBに対
する感受性を決める因子であることがわかった。ATP1A1蛋白質の阻害剤ウアバインをオーリライドBと共に細胞
に作用させると、単独の場合よりも低濃度でオーリライドBが細胞増殖抑制を引き起こした。

研究成果の概要（英文）：Genome-wide RNA interference (RNAi) with pooled and barcoded short-hairpin 
RNA (shRNA) libraries provides a powerful tool for identifying cellular components that are relevant
 to the modes/mechanisms of action of bioactive compounds. We used multiplex barcode sequencing 
technology which enables parallel analysis of multiple samples. An shRNA library screen with this 
system revealed that downregulation of ATP1A1, a catalytic subunit of Na+/K+ ATPase, conferred 
significant sensitivity to aurilide B, a natural marine product that induces mitochondria-mediated 
apoptosis. Combined treatment with ouabain which inhibits Na+/K+ ATPase by targeting catalytic 
subunits potentiated sensitivity to aurilide B.

研究分野：分子生物学

キーワード： 化合物　RNAi　スクリーニング
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
天然および合成化合物を基礎として生命
科学の研究を進める上で、生理活性を有する
化合物が得られたのちの細胞内標的の同定
は、非常に重要だがとても困難な課題である。
化合物の標的分子の同定には、化合物を修飾
して接合する分子を検出する方法、酵母など
のモデル生物を用いた遺伝学的方法、既知の
化合物との比較に基づくプロファイリング
法などが用いられてきているが、どの方法が
適しているかは化合物ごとに異なるため、複
数の方法を試す必要がある。動物培養細胞、
特にヒト培養細胞での RNA 干渉を利用した
shRNAライブラリースクリーニングは、遺伝
学的に化合物の標的分子に迫ることができ
る手法の一つである。予備実験でプール型
shRNA ライブラリーを導入した細胞を DNA
トポイソメラーゼ IIの阻害剤であるエトポシ
ドを処理すると、非処理細胞に比べ DNA ト
ポイソメラーゼ II の shRNA を持つ細胞が顕
著に増加したことから、この系が化合物の作
用機構同定に使えることが確かめられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、化合物の標的同定と変異細胞
の原因遺伝子に関連するパスウエイ同定の
方法として、プール型 shRNA ライブラリー
を用いたスクリーニングによる遺伝学的解
析を利用する。(1) shRNAライブラリーを導
入した細胞に、細胞増殖を抑制する化合物を
添加し、増殖抑制活性を指標にスクリーニン
グを行って、ノックダウンにより化合物に対
して抵抗性にする遺伝子やより感受性にす
る遺伝子を明らかにする。期間内に少なくと
も５つ程度の化合物のスクリーニングを行
う。(2) この標的同定法のスループットをあ
げるため、多検体を同時に配列解析する方法
を確立する。ハイスループット化により既知
薬剤のドラッグリプロファイリングに利用
できる系を作成する。(3) 遺伝子変異を持つ
培養細胞の増殖抑制を指標にスクリーニン
グを行い、合成致死遺伝子の候補を得る。 
 
３．研究の方法 
 培養細胞にまずバーコード付きレンチウ
イルスプール型 shRNA ライブラリーを導入
して、培養細胞のプールを作る。この細胞プ
ールを２つにわけ、一方を化合物処理群、他
方を非処理対照群とする。各細胞群のゲノム
DNAから shRNA特異的バーコード領域を増
幅し次世代シークエンス解析を行うことで
各 shRNA を持つ細胞の頻度を決めるが、こ

の増幅の際に多検体処理解析を行う方法を
確立する。増殖速度の差によって生じた
shRNAを持つ細胞の頻度の違いから、化合物
標的や作用機序が関与するパスウエイを明
らかにしたり、遺伝病の変異に対する合成致
死遺伝子を得る。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞増殖抑制を指標とした化合物の作用
機構解明に向けたスクリーニング 
 研究期間内に、6 つの化合物の shRNA ラ
イブラリースクリーニングを行い、各化合物
の細胞増殖抑制作用に関わる遺伝子群の同
定を行った。以下、海洋天然物オーリライド
Bとスプライシング阻害剤スプライソスタチ
ン Aの結果について述べる。 
① オーリライド B 
オーリライドBは海産ラン藻からアポトー
シス誘導活性を持つ化合物として単離され、
構造決定の結果、オーリライドと類似の構造
を持つことが報告されていた化合物である。
オーリライドについてはこれまでに、プロヒ
ビチンと結合しミトコンドリアの OPA1のプ
ロセシングを促進することによってアポト
ーシスを誘導することが報告されている。 
 shRNA ライブラリーを導入したヒト子宮
頸がん由来HeLa細胞を、6 ng/mlオーリラ
イド Bで 10日間あるいは 10 ng/ml オーリ
ライド Bで７日間処理し、非処理細胞と共に、
ゲノム DNAを調製した。つぎに、下の(2) の
方法でバーコード領域を PCR 増幅し、次世
代シークエンス解析によって各バーコード
のリード数を求めることで各 shRNA を持つ
細胞の頻度を決定した。オーリライド B処理
細胞と非処理細胞の間で、各 shRNA を持つ
細胞の頻度を比較し、一定の閾値以上減少し
た shRNA が標的とする遺伝子を、合成致死
遺伝子の候補として選択した。 



２種の処理条件で共通して得られた合成
致死遺伝子候補について siRNA で個々にノ
ックダウンした細胞の化合物感受性変化を
調べたところ、ATP1A1 遺伝子をノックダウ
ンした場合にオーリライドBに対して顕著に
感受性が高まることがわかった（図１）。同
様の結果は肺がん由来 A549 細胞および大腸
がん由来 HT29細胞でも得られた。 

ATP1A1蛋白質は Na/K ATPase （ナトリウ
ムポンプ）のサブユニットであり、その阻
害剤として強心配糖体が知られている。そこ
で、強心配糖体のひとつウアバインとオーリ
ライド Bを細胞に共処理したところ、単独の
場合よりもオーリライドB感受性が高まった。
さらに、アポトーシス誘導の指標である
PARP の切断が、ウアバインとの共処理によ
って促進されることが分かった。以上の結果
は、ATP1A1 蛋白質が細胞のオーリライド B
に対する感受性を決める因子であることを
示している。 
 白血病、腎臓がん、前立腺がんの細胞株に
おいて、オーリライド Bの感受性が高いこと
が知られており、強心配糖体もさまざまなが
ん細胞に対して選択的に増殖抑制活性を持
つ。オーリライド Bと強心配糖体の併用によ
り、特定のがん細胞に対する細胞増殖抑制効
果が強いのかなどを明らかにすることで、新
たな治療戦略につながる可能性が考えられ
る。 
 
②  スプライソスタチン A （SSA） 
 SSA は抗がん活性を持つ化合物 FR901464
の誘導体で、mRNAスプライシングに必要な
SF3b に結合してスプライシングを阻害する
ことが知られている。SSA（終濃度 1.5 nM）
を shRNA ライブラリースクリーニングに供
したところ、合成致死遺伝子の候補として複
数のスプライシング因子遺伝子がリストア
ップされた。この結果は、SSAによる細胞増
殖抑制が、スプライシング阻害によるもので
ある可能性を示唆している。選択されたスプ
ライシング因子遺伝子の多くはノックダウ
ンによって細胞死を引き起こしたので、増殖
必須遺伝子と考えられた。 
 
(2) shRNAライブラリースクリーニングの効
率化 
 我々が用いた shRNA ライブラリーでは、
shRNAの同定の際、サンプルごとに次世代シ
ークエンサーによる解析を行っていたため、
処理効率が低くコストが高いという問題が
あった。そこで、ゲノム DNA からバーコー

ド領域を PCR 増幅する際に、PCR プライマ
ーにインデックス配列を付加することで、シ
ークエンス後のサンプルの区別ができるよ
うにすることで処理効率の上昇を目指した。 
新たな PCRプライマーを用いたことから、
実験間の再現性やバーコード増幅の定量性
についても個別に検討した。再現性は、従来
の方法に比べ結果に影響がないことを確認
した。定量性については、ゲノム DNA に外
から３種のバーコードDNAを spike-inとして
添加してから PCR増幅を行い、シークエンス
解析によってこれらのバーコードの頻度が
添加量に応じ定量的に増加することを確認
した（図２）。 

 これまでに、同時に４つのサンプルをシー
クエンスした後に区別することが可能とな
り、処理効率が上がるとともにコストダウン
が図られ、(1)の結果に結びついた。 
 
(3) 遺伝子変異を持つ培養細胞での合成致死
遺伝子の探索 
 がん抑制遺伝子を発現しないことによって
がん化した培養細胞に shRNA ライブラリー
を導入し、一部からはゲノム DNA を調製し
（培養前サンプル）、残りは２週間ないし３
週間培養を行ったのちにゲノム DNA を調製
した（培養後サンプル）。培養後サンプルに
おいて特異的に減少した shRNA が標的とし
ている遺伝子をこのがん抑制遺伝子との合
成致死遺伝子候補としてリストアップした。 
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