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研究成果の概要（和文）：本研究では、RACK1とDHAの相互作用に着目しDHAの抗がん作用解明に取り組んだ。本
研究において、RACK1とPKCβまたはPKCθとの相互作用抑制効果が、脂肪酸の中でもDHA特異的は作用であるこ
と、DHAがPKCθとRACK1の細胞内局在を変化させること、DHAによる抗腫瘍効果がPKCθ発現細胞において発揮さ
れること、DHAはPKCシグナル伝達を抑制することを新たに見出した。これらの結果は、これまで知られていなか
った、DHAの抗がん作用に関する新たな作用機序であり、DHAがPKCθシグナル依存的に細胞増殖を行う細胞に特
に有効である可能性を示している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the interaction between RACK1 and the omega-3 
fatty acid DHA, aiming to elucidate the anti-cancer effects of DHA. Through our research, we 
discovered that the inhibitory effect on the interaction between RACK1 and either PKCβ or PKCθ is 
a DHA-specific action among fatty acids. Furthermore, we found that DHA alters the intracellular 
localization of PKCθ and RACK1, the anti-tumor effect of DHA is expressed in PKCθ-expressing 
cells, and DHA inhibits PKC signal transduction.
These results provide a novel mechanism of action for DHA's anti-cancer effect, previously unknown, 
suggesting that DHA may be particularly effective in cells that undergo cell proliferation dependent
 on PKCθ signaling.

研究分野：農芸化学、脂質生化学

キーワード： DHA　RACK1　PKCθ　抗がん作用
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、DHAの抗がん作用に関する新たな作用機序を示す結果であり、脂肪酸や脂肪酸代謝物によるがん
の予防や治療に関する新たな知見である。さらに、DHAがPKCθシグナル依存的に細胞増殖を行う細胞に特に有効
である可能性を示唆していることから、がん治療の新たな可能性を示す研究である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

脂質は３大栄養素の１つであり、植物由来のリノール酸（LA）やアルファリノレン酸
（ALA）は体内で合成できないために必須脂肪酸と呼ばれる。脂肪酸は鎖状のモノカルボン酸で
あり炭素数と二重結合の位置および数で分類される。オメガ（ω）３脂肪酸やω６脂肪酸という
のは、最初の二重結合がメチル基から数えて何番目の炭素
にあるかで分類した呼び名であり、LAはω６脂肪酸、ALA
はω３脂肪酸に分類される。ヒトは食品から摂取した LAか
らアラキドン酸（ARA）を合成し、炎症メディエーター前
駆体として利用する。ALAからはω３脂肪酸のエイコサペ
ンタエン酸（EPA）と DHA（図１）を合成し、炎症収束メ
ディエーターの前駆体として利用している。 

デンマーク人とイヌイットを対象とした疫学研究
を発端として、EPA・DHA摂取による心臓疾患予防効果が
見出され、魚油由来の EPA・DHAが世界中で利用されてい
る。EPA・DHAの作用機構としては、肝臓でのトリアシル
グリセロール（TAG）抑制と EPA・DHA代謝物による炎症
抑制がよく理解されているが、作用機構が解明されていな
い生理作用も多く存在する。我々は EPA・DHAの新たな作用機序解明を目指し、DHAのメラノ
ーマ細胞に対する増殖抑制効果について解析した。マウス由来メラノーマ細胞株（B16F10）は
DHAを 25µM添加し培養すると細胞増殖が抑制される。一方で、DHA以外の脂肪酸では B16F10
細胞増殖は抑制されない。また、ヒト正常メラノサイトにおいては DHAによる細胞増殖抑制は
観察されない。DHAによるメラノーマ特異的な細胞増殖抑制の作用機序を解明するために、DHA
を固定した磁気ビーズを用いて相互作用蛋白質解析を行い、Receptor of Activated Kinase C
（RACK1）と DHA の相互作用を見出した。RACK１は足場蛋白質で、活性型 Protein Kinase C
（PKC）と結合することで、PKCの細胞膜への移動と PKCによってリン酸化を受ける蛋白質と
PKCの相互作用を促進し、PKCシグナルを正に制御する。PKC活性化剤の Phorbol12-myristate13-
acetate（PMA）添加によってDHAによるメラノーマ細胞増殖抑制がキャンセルされたことから、
DHAによるメラノーマ細胞増殖は PKCシグナル抑制を介していると考えられた。さらに、DHA
による RACK1-PKC相互作用抑制について生物発光エネルギー転移法（NanoBRET）を用いて解
析し、DHA が RACK1 と PKCβ, θの相互作用を抑制することを見出した。これらの結果は、
DHA が RACK1 に結合することで、RACK1-PKC 相互作用を抑制し、PKC シグナル抑制に働く
ことを示唆する結果であった。 
 
２．研究の目的 

DHAには腫瘍形成と転移抑制作用が報告されているが、作用機序は未解明のままであ
る。本研究では RACK1-PKC 相互作用抑制に着目し、DHA による抗がん作用機序の解明を目
的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
１）脂肪酸の構造と RACK1-PKC 相互作用抑制効果解析 
NanoLuc 標識した RACK1 及び HaloTag 標識した PKCβ及びθの発現ベクターを B16F10 細胞にリ
ポフェクション方で導入し、脂肪酸添加による BRET シグナル変化を解析した。 
２）DHA による PKCθ及び RACK1 蛋白質局在変化の解析 
PKCθ抗体、RACK１抗体を用いて DHA 添加もしくは非添加の条件で培養した B16F10 細胞内の PKC
θと RACK1 局在を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
３）PKC 蛋白質発現と DHA による抗腫瘍作用の関係解析 
解析には、B16F10, Hela, HepG2,NIH-3T3, DLD1 細胞を用いた。PKC 蛋白質発現はウェスタンブ
ロット法を用いて解析した。DHA による抗腫瘍効果は、DHA を添加して培養 24 時間後の細胞数を
測定することで評価した。 
４）T細胞白血細胞に対する DHA の作用解析 
解析には、３種の T細胞白血細胞株 Jurkat, Molt-4F, CCRF-CEM を用いた。PKC 蛋白質発現はウ
ェスタンブロット法で、DHA の抗腫瘍増殖作用は細胞数を測定することで評価した。 
 
４．研究成果 
１）脂肪酸の構造と RACK1-PKC 相互作用抑制効果解析 
RACK1 と PKCβ、PKCθとの相互作用抑制効果について、脂肪酸９種類：ミリスチン酸（14:0）、
パルミチン酸（16:0）、ステアリン酸（18:0）、オレイン酸（18:1）、リノール酸（18:2）、αリノ
レン酸（18:3）、アラキドン酸（20:4）、EPA（20:5）、DHA（22:6）の作用を解析した。 

 

図１. DHAの構造 



RACK1 と PKCβ、PKCθとの相互作用抑制
効果を示したのは DHA のみであった。こ
のことから、RACK1 と PKCβ及び PKCθ
との相互作用抑制効果は DHA 特異的で
あることが明らかになった。 
 
２）DHA による PKCθ及び RACK1 蛋白質
局在変化の解析 
DHAによって細胞増殖が抑制されるメラ
ノーマ細胞株（B16F10）における PKC 発
現を解析したところ、PKCβ発現は観察
されず、PKCθ発現が観察された。この
ことから、DHA による PKC 蛋白質局在変
化の解析は、PKCθを対象として実施した。B16F10 細
胞を 1 µMの PMA で刺激した場合に、PKCθの細胞膜
への移行が観察された。一方で、PMA と共に 50µMの
DHA を加えた場合には、PKCθの細胞膜への移行が抑
制された。PKC 蛋白質の細胞膜への移行に RACK1 が
関わっていることが知られており、DHA は PKCθと
RACK1 の相互作用を抑制することで PKCθの細胞膜
移行を抑制したと考えられる。また、B16F10 細胞に
おいて RACK1 は核周辺部に局在しているが、PMA 刺
激によって細胞質に広く分布が変化した。しかしな
がら、PMA と DHA を同時に添加した場合には、PMA に
よる RACK1 の局在変化も抑制された。このことから、
DHA は PMA 刺激による RACK1 の細胞内局在変化も抑
制することが明らかとなった。 
 
３）PKC 蛋白質発現と DHA による抗腫瘍作用の関係
解析 
DHA による腫瘍増殖抑制作用は、がん細胞株に広く
観察される減少ではなく、DHA による抗腫瘍効果が
発揮されるがん細胞株とそうではないがん細胞株が
存在する。そこで、メラノーマ細胞株（B16F10）、子
宮頚がん細胞株（HeLa）、肝がん細胞株（HepG2）、大
腸がん細胞株（DLD1）、正常線維芽細胞株（NIH-3T3）
における PKC 蛋白質発現と DHA による腫瘍増殖抑制
効果について解析し、B16F10 細胞株のみに PKCθが
認められ、DHA によって細胞増殖が抑制されること
を明らかにした。さらに、B16F10 細胞においては、
PKC によるリン酸化の主要基質である JNK のリン酸
化レベルが DHA によって低下することを見出した。
この結果は、DHA による腫瘍細胞増殖とがん細胞における PKCθの関連を示唆する結果である。 
 
４）T細胞白血細胞に対する DHA の作用解析 
PKCθ発現と DHA の抗腫瘍効果についてさらに検討するため、T 細胞白血病細胞株に対する DHA
の作用を解析した。PKCθは T 細胞受容体の活性化シグナルを細胞内に伝達する鍵分子の一つで
あり、T細胞の増殖と成熟に必須の分子であることがよく知られている。そこで、T細胞白血病
細胞株３種に対する DHA の作用を検討したところ、B16F10 細胞に対するよりも強く細胞増殖を
抑制することを見出した。３つの T細胞株全てにおいて、PKCθ蛋白質発現と DHA による細胞増
殖抑制が観察された。これらの結果は、DHA による抗腫瘍効果が PKCθシグナル依存的に細胞増
殖しているがん細胞において発揮される可能性を強く示唆する結果である。 
 
 本研究において、RACK1 と PKCβまたは PKCθとの相互作用抑制効果が、脂肪酸の中でも DHA
特異的は作用であること、DHA が PKCθと RACK1 の細胞内局在を変化させること、DHA による抗
腫瘍効果が PKCθ発現細胞において発揮されること、DHA は PKC シグナル伝達を抑制することを
新たに見出した。これらの結果は、これまで知られていなかった、DHA の抗がん作用に関する新
たな作用機序であり、DHA が PKCθシグナル依存的に細胞増殖を行う細胞に特に有効である可能
性を示している。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図３. DHA による RACK１蛋白質局在の
変化. 
B16F10 細胞における RACK1 蛋白質の局
在を蛍光免疫染色法にて解析。A：PMA 非
添加、B：1µM PMA添加、C：1µM PMA添
加と同時に 50µM DHA添加。試薬添加 6
時間後の細胞を解析 
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