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研究成果の概要（和文）：PHGPx欠損細胞死の実行遺伝子を明らかにするために、網羅的shRNAライブラリー感染
により、生き残ることのできるshRNA配列を同定し、その遺伝子のcDNAのクローニングを行い、ノックダウン細
胞に再導入した際にPHGPx欠損細胞死が回復する遺伝子を６遺伝子、PHGPx欠損細胞死実行因子（Lipo遺伝子）を
見出した。Lipo遺伝子のノックダウン細胞は、抗がん剤エラスチン、RSL３によるフェロトーシスを全く抑制で
きなかった。以上の結果は、PHGPx欠損細胞死とフェロトーシスは異なる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）：To clarify the mechanism of PHGPx depleted novel cell death, we identified 
six PHGPx depleted lipid peroxidation dependent cell death (lipoxytosis) inducing genes (Lipo gene) 
by genome-wide shRNA library screening and cell death recovery screening by retransfection of cDNA 
for lipo gene into lipo gene knockdown cells. Knockdown cells of the Lipo gene failed to suppress 
ferroptosis by the anti-cancer agent erastin and RSL3. These results reveal that PHGPx-depleted cell
 death is different cell death pathway from ferroptosis by erastin and RSL3.

研究分野：医歯薬学　薬学　生物系薬学
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１．	 研究開始当初の背景 
	 リン脂質ヒドロペロキシドグルタチオン
ペルオキシダーゼ（PHGPx、GPx４）は、
酸化ストレス等で生体膜のリン脂質が酸化
され生成したリン脂質ヒドロペルオキシド
をグルタチオン依存的に直接還元できる抗
酸化酵素である。我々はこれまでに PHGPx
を様々な組織、細胞で欠損させると、脂質酸
化依存的でカスパーゼ非依存的な新規細胞
死が誘導されることを見出してきた。一方、
米国の Stockwellらは変異Ras依存的ながん
細胞のみを殺す抗がん剤エラスチンが、シス
チントランスポーターを阻害し、細胞内のグ
ルタチオンを枯渇させることにより、
PHGPx 活性を消失させ、遊離２価鉄依存的
な脂質酸化依存的な新規細胞死フェロトー
シスを引き起こすこと、またRSL3はPHGPx
に直接結合して酵素活性を阻害することに
より同様な鉄依存性の脂質酸化依存的なフ
ェロトーシスを引き起こすことから、
PHGPx がフェロトーシスの制御因子である
ことを報告した。その結果、現在では GPx
４欠損による細胞死と抗がん剤によるフェ
ロトーシスは同じ細胞死経路であると考え
られている。しかし、我々は、PHGPx 欠損
による細胞死は、１２時間で致死となる抗が
ん剤によるフェロトーシスに比べ、細胞死に
２〜３日かかることや、鉄のキレーターで抑
制できないことから、PHGPx 欠損細胞死と
フェロトーシスは異なる細胞死経路である
と考えている。 
 
２．	 研究の目的 
	 本研究では PHGPx欠損新規細胞死の実行
因子を明らかにし、抗がん剤によるフェロト
ーシスと致死のメカニズムが異なることを
明らかにすることを目的とした。これまでに
我々は、プール型の shRNA ライブラリーの
スクリーニングを行い、PHGPx 欠損細胞死
を抑制できる候補遺伝子を１５１遺伝子見
出し、さらに一つ一つの単独 shRNA を感染
させ、PHGPx 欠損細胞死を抑制できる遺伝
子を４２遺伝子明らかにした。そこで、本研
究ではこの４２遺伝子の cDNA をクローニ
ングして、ノックダウン細胞に、再導入する
ことにより、細胞死を回復させられるのか、
また PHGPx欠損細胞死の際にどのように機
能するのか、フェロトーシスにも関与するの
かについての解析を行った。 
 
３．研究の方法 
PHGPx 欠損細胞死は、我々が樹立したタモキ
シフェン誘導型 PHGPx 欠損 MEF 細胞を用いた。
本細胞は、培地にタモキシフェンを添加する
と、細胞質に発現したエストロゲン受容体に
結合した Cre リコンビナーゼが、核に移行し
て、LoxP 配列に挟まれた PHGPx ゲノム遺伝子
を破壊することができる。タモキシフェン添
加後、２４時間後に PHGPx タンパク質はほぼ
消失し、リン脂質ヒドロペルオキシドの生成

が起きる。その後、３６時間後に MEK	及び
ERK のリン酸化が起きて４８時間から７２時
間後に細胞死が誘導される。この細胞死は、
カスパーゼ阻害剤で抑制がかからないが、ビ
タミン Eで完全に抑制できる。この細胞に対
してプール型網羅的 shRNA ライブラリーを含
むレンチウィルスを感染させ、９６時間後に
生き残った細胞から導入された shRNA 配列を
Gene	Chip で同定し、候補遺伝子として１５
１遺伝子を同定した。さらに、個々の shRNA
を発現するレトロウィルスベクターを構築
して、感染し、実際に PHGPx 欠損細胞死を抑
制できる shRNA を評価した。MEK のノックダ
ウンより細胞死抑制効果が高かった遺伝子
４２遺伝子を脂質酸化依存的新規細胞死実
行因子（Lipo 遺伝子）として同定した。	
	 本研究ではまず、この４２遺伝子の cDNA
のクローニングを、タモキシフェン誘導型
PHGPx欠損 MEF細胞から回収したmRNAから行
った。クローニングできた cDNA を shRNA 耐
性に変異を入れた後に、それぞれの shRNA を
導入したノックダウン細胞に、レトロウィル
スを用いて再発現させた。再導入した細胞を
タモキシフェン添加することにより細胞死
が誘導されるようになる Lipo 遺伝子を同定
した順に番号をつけた。	
	 また得られた Lipo 遺伝子 cDNA と GFP 遺伝
子との融合タンパク質を作成し、細胞に発現
することで、細胞内での分布を明らかにする
とともに、タモキシフェン添加刺激における
細胞内局在の変化について、１２時間後、２
４時間後、３６時間後、４８時間後、６０時
間後に観察した、	
	 Lipo 遺伝子の機能部位を明らかにするた
めに、２６時間後に見られるリン脂質ヒドロ
ペルオキシドを蛍光色素 DCF による上昇によ
りフローサイトメトリーに解析した。さらに
４０時間後に見られる ERK のリン酸化はリン
酸化抗体による免疫染色により解析した。
Lipo 遺伝子のノックダウン細胞を用いて、脂
質ヒドロペルオキシド生成の上流か下流で
機能しているのか、また ERK のリン酸化の上
流か下流で機能しているのかについて解析
した。	
	 この細胞はフェロトーシスを起こすこと
ができた。エラスチン、RSL3、サルファサラ
ジンで細胞死が誘導できるが、いずれも１２
時間で致死が起きる。Lipo 遺伝子のノックダ
ウン細胞がフェロトーシスを抑制できるの
かについて解析を行った。	
	
４．	 研究成果	
（１）	Lipo 遺伝子の cDNA クローニングと

ノックダウン細胞への再導入細胞
の作成と細胞死の回復効果	

候補４２遺伝子の shRNA の配列から、cDNA を
探索し、cDNA のクローニングを行った。cDNA
のアノテーションがないノンコーディング
遺伝子や増幅ができない遺伝子もあった。得
られた４２遺伝子は、これまで細胞死に関与



していると考えられている遺伝子はほとん
どなかったことから、PHGPx 欠損細胞死が新
規の細胞死であることが予想できた。得られ
た cDNA のうち、それぞれのノックダウン細
胞にレトウィルス感染系を用いて、再導入し
たところ、再導入しただけで細胞死が誘導さ
れてしまうものも見られた。これらの遺伝子
は細胞死誘導活性が考えられたが、今回は対
象から外した。再導入したノックダウン細胞
を、タモキシフェン添加し７２時間後に細胞
死が誘導できたものを、PHGPx 欠損細胞死実
行因子（Lipo 遺伝子）と名付け６遺伝子同定
した。Lipo-1 は新規遺伝子、Lipo-2 は機能
未知遺伝子、Lipo-3 はそのホモローグが脂質
代謝活性を有する遺伝子ファミリー分子、
Lipo-4,5 はタンパク質分解に関与する遺伝
子、Lipo-6 はシャペロン様の活性が予想され
る機能未知遺伝子であった。Lipo-4 及び
Lipo-5 以外はほとんど機能が明らかになっ
ていない遺伝子であった。	
（２）	Lipo 遺伝子の GFP 融合タンパク質

を用いた解析	
	 得られた１９種類の cDNA と GFP の融合タ
ンパク質を細胞に発現させ、Lipo 遺伝子の細
胞内局在とタモキシフェン添加後に局在が
変化する遺伝子が存在するかいなかについ
て、12 時間おきに観察した。１９遺伝子のう
ち、細胞膜あるいは細胞膜と小胞体に発現し
ている Lipo 遺伝子が２つ、１つは核及び、
核小体に存在した。それ以外は細胞質に分布
した。Lipo1-6 遺伝子のうち、Lipo-3 遺伝子
は細胞膜、小胞体に分布が観察された。それ
以外は細胞質に存在した。タモキシフェン添
加後、局在が変化した遺伝子は残念ながら存
在しなかった。	
（３）	Lipo-１〜６遺伝子の機能部位の	
	 同定	

Lipo-1〜６のノックダウン細胞を用いて。タ
モキシフェン添加後、２６時間後の細胞内の
ヒドロペルオキシド生成が抑制されている
か、また４０時間後の ERK のリン酸化の上流
か下流で機能しているのかについて解析し
た。その結果、Lipo-1 はヒドロペルオキシド
生成を抑制した。Lipo-6 は ERK のリン酸化の
下流で機能していることが予想された。
Lipo-3 はヒドロペルオキシド生成の下流で
機能していたが、ERK リン酸化に関してはノ
ックダウン細胞においてベースのリン酸化
が高かったため、今後の解析が必要である。
Lipo-2,4,及び５はヒドロペルオキシド生成
の下流、ERK リン酸化の上流で機能している
と考えられた。	
		（４）Lipo 遺伝子のフェロトーシスへの関
与	
	 Lipo 遺伝子は、ノックダウンにより GPx４
欠損細胞死を抑制できる遺伝子として見出
された遺伝子群である。シスチントランスポ
ーター(xCT)を阻害してフェロトーシスを起
こすエラスチンやサルファサラジン、PHGPx	
に直接結合する RSL3 によるフェロトーシス

に対して、Lipo 遺伝子のノックダウン細胞が
抑制できるのかについて検討した。RSL3 及び
エラスチンは鉄のキレーターDFO で抑制され
るが、GPx4 欠損細胞死では DFO で全く抑制効
果が見られない。Lipo 遺伝子ノックダウン細
胞は全く、エラスチン、サルファサラジン及
び RSL３によるフェロトーシスを抑制できな
かった。図１は Lipo-4 及び Lipo-5 ノックダ
ウン細胞のデータを示す。タモキシフェン添
加による GPx4 欠損細胞死は Lipo-4 及び
Lipo-5 は抑制できるが、RSL3 やエラスチン
では全く抑制できなかった。	

	 以上の結果から、本研究では、GPx4 欠損細
胞死の実行因子を６遺伝子見出した。この遺
伝子のノックダウン細胞は全くフェロトー
シスを誘導する試薬エラスチン、サルファサ
ラジン、RSL3 に対して抑制効果を示さなかっ
た。このことから、GPx4 欠損細胞死と抗がん
剤によるフェロトーシスは全く異なる細胞
死経路を介する新規細胞死であることが明
らかとなった。我々は現在リポキシトーシス
と名付け解析を進めている。	
	 今後は同定した Lipo 遺伝子がどのように
新規細胞死の実行に関与しているのかにつ
いて詳細な解析が必要である。	
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