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研究成果の概要（和文）： 
	
 リン脂質ヒドロペルオキシドグルタチオンペルオキシダーゼ（GPx4）は酸化ストレスによ
り生体膜に生じたリン脂質酸化一次生成物であるリン脂質ヒドロペルオキシドを直接還元する

抗酸化酵素である。GPx4 を欠損させると、様々な細胞が致死となる。この GPx4 欠損による
細胞死のメカニズムについて詳細な解析を行ったところ、本細胞死は典型的なアポトーシス、

ネクローシス、オートファジー性細胞死でもない新規の細胞死であることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase (GPx4) is one of the most important 
antioxidant enzymes that directly reduce phospholipid hydroperoxide generated in 
biomembrane by oxidative stress. Disruption of GPx4 induce cell death in in several tissues 
and MEF cells. Several experiments demonstrated that this cell death induced by depletion 
of GPx4 is not a canonical cell death, such as apoptosis, necrosis and autophagic cell death, 
but a novel cell death.  
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：薬学・生物系薬学 
キーワード：グルタチオンペルオキシダーゼ、細胞死、リピドミクス、化合物ライブラリー、 
ビタミンＥ、脂質酸化、非アポトーシス、セレン蛋白質 
 
１．	
 研究開始当初の背景 
	
 リン脂質ヒドロペルオキシドグルタチオ
ンオンペルオキシダーゼ（GPx４）は、酸化
ストレスなどによる活性酸素により生体膜
脂質が酸化された１次生成物であるリン脂
質ヒドロペルオキシド（PCOOH）をグルタ
チオン依存的に直接還元する抗酸化酵素で
ある。GPx4 は活性中心に微量元素セレンを

含む特殊なアミノ酸であるセレノシステイ
ンを有するセレン蛋白質のひとつである。GP
ｘ４のもう一つの特徴は、ひとつのゲノム遺
伝子から、転写開始点の違いにより、オルガ
ネラの局在の異なる３つのタイプの GPx４
（ミトコンドリア型、核小体型、細胞質、核
に存在する非ミトコンドリア型）が転写され
ることである。申請者はこれまでに、GPx４
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のノックアウトマウスの作成を行ったとこ
ろ、発生初期過程の 7.5 日から 8.5 日の間で
致死となること（ BBRC 305, 278-286 
(2003)）、3.5日受精卵を In vitroで培養する
と４日目以降、致死となり、Inner Cell Mass 
(ICM) 形成ができないことを見いだしてい
た。なぜ GPx4を欠損すると受精卵が致死と
なるのか？３つのタイプのうちどのタイプ
が細胞死と関連しているのか、またこの
GPx4 欠損による細胞死が受精卵特有の現象
であるのかは明らかではなかった。GPx4 の
全タイプのノックアウトマウスが致死とな
ったことから、組織特異的 GP4 欠損マウス
の作成、さらには３つのタイプのオルガネラ
選択的GPx4欠損マウスの作成を効率的に行
うために、トランスジェニックレスキュー法
の開発を試み、 loxP 配列で挟んだ正常の
GPx4 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 遺 伝 子
(GPx4-F-lox)により、内在性の GPx4が欠損
した際に起きる胚致死をレスキューさせた
TG-KO マウスの作成に成功した。このマウ
スは正常に育ち、組織特異的な Creの発現に
よりマウス個体において、組織特異的な
GPx4 欠損マウスを作成できることも明らか
となった。さらに申請者はこの TG-KO マウ
スより不死化 MEF 細胞の作成を行った。本
研究ではこのGPx4を欠損させることができ
る不死化 MEF細胞を用いて GPx4欠損によ
りおきる細胞死のメカニズムについて詳細
な解析を行った。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究の目的は、GPx４欠損による脂質酸
化が起因となる細胞増殖抑制、細胞死のメカ
ニズムを明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
	
 本研究では、GPx4 を欠損させる MEF 細
胞として、最終的に Cre-LoxP システムとタ
モキシフェン誘導型 CreERT2 システムを用
いた不死化 MEF 細胞を樹立して解析を行っ
た。先ず、loxP配列で GPx4マウスゲノムを
挟 ん だ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 遺 伝 子
（GPx4-F-lox）を導入したトランスジェニッ
クマウスを作成し、GPx4 ヘテロマウスと交
配し、さらに Tg 遺伝子で GPx4 KO による
胚致死をレスキューしたマウスを産ませた。
このマウスの 17.5日胎児からMEF細胞を得
た。さらに、アデノウィルス E1A 蛋白質を
発現できるレトロウィルスを感染させるこ
とにより不死化 MEF 細胞を樹立した。この
細胞にレトロウィルス感染系を用いて、核移
行シグナルを持つCre蛋白質を発現させると
感染した MEF 細胞は細胞増殖をせず、感染
後３－４日目に細胞死が誘導された（図１）。
このとき GPx４は２日目以降欠損した。ビタ
ミン E を培地中に添加しておくと細胞死は

抑制された。この結果から、MEF 細胞にお
いてもGPx4が欠損すると細胞死が誘導され
ることが明らかとなった。 
	
 樹立したMEF細胞は Cre蛋白質を発現さ
せると、LoxP配列に挟まれたGPx4-F-lox Tg
遺伝子が破壊され GPx4が欠損する。レトロ
ウィルス感染系でCre蛋白質を発現させると、
感染した際に IRES配列により同時に発現す
る蛍光蛋白質 GFP 陽性細胞は致死となる。
しかし、このときレトロウィルスが感染しな
かった MEF 細胞は致死とならない。レトロ
ウィルス感染系の感染効率は９０％ぐらい
であるが、感染した細胞は致死となるのに対
して、非感染性の細胞は致死とならず増殖す
るため、４日目には、死んでいない細胞が増
加してしまい、細胞死の詳細な解析が行えな
い。 
	
 そこでこの問題を解決するために、
Cre-ERT2 遺伝子をあらかじめ導入した不死
化MEF細胞（CRE-ERT2細胞株）をレトロ
ウィルス感染系を用いて樹立し、さらに、限
界希釈法によってシングルクローンを樹立
した。本細胞株は図１に示すように CreERT
２蛋白質（ER はエストロジェン受容体の変
異型）が細胞質に存在しており、通常では細
胞死は誘導されず正常に細胞増殖する。この
細胞の培地中にタモキシフェンを添加する
と、ER にタモキシフェンが結合し、核移行
シグナルが露出して、CRE-ERT2蛋白質は核
内に移行し、GPx4-F-lox Tg遺伝子を破壊す
ることにより、GPx4 を欠損させ、すべての
細胞に細胞死を誘導させることができる。 
	
 本研究はこの細胞を樹立して飛躍的に解
析を進めることができた。以後この細胞を
CRE-RET2細胞と呼ぶ。 
	
 細胞死の解析はこの細胞にタモキシフェ
ンを培地中に添加することにより行った。細
胞死のメカニズムの解析では、様々な抗体に
よる免疫染色法や、レトロウィルス感染系を
用いて蛋白質の高発現やｓｈRNA 発現レト
ロウィルスを用いて、特殊な遺伝子のノック
ダウン細胞を樹立して解析も行った 

	
 



４．研究成果	
 
（１）タモキシフェン誘導型 GPx4欠損細胞
における細胞死の経時的変化	
 
	
 CRE-RET2 細胞にタモキシフェンを添加
すると２４時間後にはGPx4蛋白質の発現が
著しく減少し、MTT アッセイの結果から、
２４時間後では増殖が見られなくなり４８
時間後から７２時間後に致死となった（図
２）。この細胞死はビタミン E の添加により
抑制された。また 3つのタイプの GPx4のう
ち、非ミトコンドリア型 GPx4を発現させた
とき、この細胞死は顕著に抑制された。この
結果から、非ミトコンドリア型 GPx４が細胞
の増殖、生存に必須であることが明らかとな
った。	
 

	
 
（２）GPx４欠損による細胞死のメカニズム
の解析	
 
	
 GPx４欠損による細胞死がアポトーシス
であるのかについて解析した。カスパーゼ阻
害剤であるｚ−Vad-FMK 処理や AIF の放出
を抑制する DHIQ 処理によっても細胞死は
抑制できなかった。また Bcl-xL の細胞内で
の高発現によっても細胞死は抑制できなか
った。実際、この細胞をスタウロスポリン処
理によりアポトーシスを誘導すると、チトク
ローム Cのミトコンドリアからの放出に伴い、
活性化カスパーゼ３の検出ができ、TUNEL 陽
性となる。しかし、タモキシフェン添加細胞
では、いずれの時間においてもチトクローム
C の放出は見られず、活性化カスパーゼ３の
検出も観察されなかった（図３）。一方、TUNEL
染色では核の一部に陽性部位が観察された
が、DNA の断片化は見られなかった。このこ
とから、GPx4 欠損による細胞死では DNA 障害
は起きるものの典型的なアポトーシスは起
きていないことが明らかとなった。	
 
	
 一般的に急激な酸化ストレスにより、脂質
が酸化されると細胞が膨張し、細胞膜が壊れ
て細胞死を引きおこすネクローシスが起き
ることが知られている。そこで GPx4欠損に
よる細胞死がネクローシスであるのかにつ
いて、ネクローシスを引きおこす tBuOOH
処理と比較し検討した。HMGB1は核に存在

しているが、ネクローシスの際、核から放出
されることが知られている。そこで HMGB1
の核からの放出の有無について、抗 HMGB1
抗体による免疫染色により解析を行った。そ
の結果、ｔBuOOH処理では HMGB1の核内
からの放出が観察されたが、タモキシフェン
添加によるGPx4欠損細胞死では全く放出は
観察されなかった（図３）。またタイムラプ
ス解析による死ぬ瞬間では細胞の膨張も観
察されず、電顕による細胞死時期の解析では、
細胞の膨張は見られずむしろ、細胞内に無数
の粒子が観察された。このことから、GPx4
による細胞死はネクローシスでもないこと
が明らかとなった。	
 
	
 次に細胞内に粒子様の構造が見られたこ
とから第３の細胞死であるオートファジー
性細胞死について解析を行った。	
 
	
 オートファジーが起きると LC-3II の誘導
がかかることが知られている。実際にタモキ
シフェンを添加すると LC３−II 蛋白質の増
加、及び電顕におけるオートファゴソームの
形成が観察された（図４）。そこでオートフ
ァジーの形成がGPx4欠損による細胞死に関
与するのかについて、オートファジー形成必
須因子である ATG5 のノックダウン細胞を
shRNA 発現レトロウィルスシステムを用い
て、ATG5 shRNA 発現細胞を樹立し解析を
行った。その結果、樹立した２つの ATG5ノ
ックダウン細胞のいずれにおいてもGPx4欠
損による細胞死の抑制効果は見られなかっ
た（図４）。よってこの細胞死はオートファ
ジー性細胞死でもないことが確認された。	
 



	
 さらに最近、アポトーシスが抑制されたと
きに起きる新しい細胞死として、ネクロプト
ーシスが報告された。本細胞死は、Rip1依存
的に細胞死が誘導されるが、Rip1のノックダ
ウン細胞を樹立したが、細胞死は抑制が見ら
れなかった。このことから、ネクロプトーシ
スでもないことが明らかとなった。以上の結
果から、GPx4 欠損による脂質酸化を伴う細
胞死はこれまで報告のあるアポトーシス、ネ
クロースス、オートファジー性細胞死、ネク
ロプトーシスでもない新規の細胞死である
あることが明らかとなった。	
 
	
 
（３）様々な抗酸化剤や抗酸化酵素の高発現
によるGPx4欠損による細胞死の抑制効果及
び細胞死過程での脂質酸化の検出	
 
	
 一般的に脂質の酸化反応は図５に示すよ
うに、ミトコンドリアや NADPHオキシダー
ゼにより産生されたスーパーオキシドがス
ーパーオキシドジスムターゼ（SOD）により
過酸化水素に変えられ、さらに鉄によるフェ
ントン反応によりヒドロキシラジカルが生
成して、リン脂質を酸化し、リン脂質ヒドロ
ペルオキシドを生成すると考えられている。	
 

	
 
	
 そこでGPx4欠損による脂質酸化による細
胞死がこのフェントン反応を介した細胞死
であるのかについて解析を行った。スーパー
オ キ シ ド の 消 去 剤 で あ る EUK-8 や
Mn-TBAP処理また、SOD1や SOD2の遺伝
子導入による高発現によってもGPx4欠損に
よる細胞死は全く抑制されなかった。一方過
酸化水素を消去する NAC(N アセチルシステ
イン)や細胞質型 GPｘ（GPｘ1）の遺伝子導
入によっても全く細胞死は抑制できなかっ
た。ヒドロキシラジカルのトラップ剤である
マンニトール処理によっても細胞死は抑制
できなかった。しかし、脂質の酸化を抑制で
きるビタミン Eやビタミン Eの誘導体のトロ
ロックス、及びプロブコールでは細胞死が抑
制できた。また非ミトコンドリア型 GPx4遺
伝子の導入では致死は抑制できたが、活性中
心をセリンに変えたものでは全く致死を抑

制できなかった。このことから、GPx4 やビ
タミン Eなどによる脂質酸化の抑制がこの細
胞死には重要であることが明らかとなった
（図５）。また GPx4 欠損による脂質酸化反
応は、いわゆるフェントン反応によるもので
はないことも明らかかとなった。これまでの
ところ脂質の酸化反応の別経路として 15-リ
ポキシゲナーゼ(15-LOX)によるリン脂質の
直接的な酸化反応が知られているが、我々は、
15−LOX KOマウスから樹立したMEF細胞
でもGPx4欠損により致死が起きることから、
新規の経路でリン脂質の酸化が起きている
と考えている。	
 
	
 そこで次に実際に脂質の酸化反応がいつ
起きているのかについて解析を行った。その
結果、タモキシフェン添加後２４時間後から
３６時間後で細胞内の脂質酸化反応が増大
した。この時間は細胞死が誘導される４８時
間後から７２時間後よりもかなり早い時間
である。細胞死を抑制できるビタミン Eの誘
導体（トロロックス）の添加時間を検討した
ところ、この細胞死は、タモキシフェン添加
後３６時間以降にトロロックスを添加する
と細胞死の抑制効果が急激に落ちることが
明らかとなり、２４時間から３６時間後に起
きる脂質酸化反応が細胞死の誘導に関与し
ていることが明らかとなった（図６）。	
 

	
 
	
 そこで実際に LC-ESI-MS/MS システムを
用いてタモキシフェン添加後の細胞死が起
きる過程の２４時間、３６時間、４８時間で
の脂質酸化物について検出を行ったところ、
ホスファチジルコリンの酸化１次生成物の
ホスファチジルコリンヒドロペルオキシド
(PCOOH)が２４時間後、３６時間後で増加
し、４８時間後には減少していることが明ら
かとなった。PCOOH の生成は、リノール酸よ
りもアラキドン酸、DHA 由来の脂肪酸で起き
ていることも明らかとなった。以上の結果か
ら GPx４欠損による新規細胞死ではリン脂質
の酸化ステップが細胞死の引き金となるこ
とが明らかとなった。	
 
	
 



（４）化合物ライブラリーを用いた新規細胞
死を抑制する化合物のスクリーニング	
 
	
 GPx４欠損による細胞死が新規細胞死で
あることを証明するためには、細胞死を抑制
する化合物とそのターゲット分子を明らか
にすることが重要である。そこで、タモキシ
フェン添加後、既知の蛋白質に対する約３０
０種類の阻害剤について細胞死を抑制する
活性及び、脂質酸化抑制能についてスクリー
ニングを行った。その結果、脂質酸化抑制能
を持たない、４種類の蛋白質に対する６種類
の阻害剤を見いだした。これらの蛋白質はこ
れまで細胞死の誘導に関与している報告が
ないことから、この細胞死が新規の細胞死で
あることが示唆された。	
 
	
 
（５）本研究の今後の展開	
 
	
 本研究によってGPx4欠損による細胞死が
新規の細胞死であることが明らかとなった。	
 
最近、ドイツのグループも GPx4欠損による
細胞死を報告したが、彼らは 15-LOX依存的
かつ AIF 依存的な細胞死であると報告して
いる。しかし我々が樹立した細胞では、
15-LOX	
 は発現しておらず、AIFのノックダ
ウンでも細胞死の抑制効果は見られなかっ
た。また 15−LOXは特異な組織、細胞にしか
発現しておらず普遍的ではないことから、本
研究で我々が見いだした細胞死が普遍的な
経路であると考えている。また本研究では新
たに新規細胞死を抑制する阻害剤を見いだ
しており、このターゲット蛋白質のノックダ
ウンが細胞死を抑制できるのか、見いだした
４種類の蛋白質群がどのような細胞死シグ
ナル経路を形成しているのかが今後の重要
な研究課題である。またこれらの阻害剤が、
実際に組織特異的 GPx４欠損マウスでの病
態を抑制できるのかも今後の重要な検討課
題である。	
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