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研究成果の概要（和文）：本研究は、がん細胞のネクローシスとアポトーシスを制御する因子を同定して、その
腫瘍生物学的な意義を明らかにすることで、がん分子標的として応用可能な因子を見出すことを目的としてい
る。研究成果として、(1) プロテオミクスの手法を用いて、ネクローシスまたはアポトーシスを起こしている細
胞から細胞外に漏出するタンパク質を明らかにした。(2) 細胞死モデル細胞の全エクソンシークエンス解析を行
い、ネクローシスとアポトーシスの細胞死切替えに関与する変異遺伝子を同定した。(3) これまでの研究から見
出している細胞死制御因子について、抗がん標的としての有効性を検証し、有望なマイクロRNAを見出した。

研究成果の概要（英文）：We aimed to find and characterize anticancer target(s) in regulators of cell
 death-mode, necrosis or apoptosis, by genomic and proteomic approach. (1) Extracellular leaked 
proteins in necrosis or apoptosis were detected by proteomic approach; (2) Gene mutations related 
cell-death switching were found by whole exon sequencing; (3) We investigated the anticancer 
effectiveness for the previously reported cell-death regulators, and identified a possible 
anticancer microRNA. 

研究分野：細胞死制御

キーワード： ネクローシス　アポトーシス　マイクロRNA　細胞死制御因子　プロテオミクス　全エクソンシークエン
ス　がん分子標的　核酸化学
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１．研究開始当初の背景 
 細胞死の研究はがんを理解するうえで極
めて重要である。細胞死はその形態学的特徴
からネクローシスとアポトーシスの二つに
大別される。アポトーシスを起こした細胞は
縮小し、アポトーシス小体と呼ばれる細胞断
片を形成する。その後、生体内で貪食細胞に
よって取り除かれる。がん細胞がアポトーシ
スを起こした場合にはがんの消失、あるいは
減退がおこる。このようにアポトーシスを誘
導することが多くの抗がん剤の作用機構と
なっている。一方、ネクローシスは以前から
壊死と呼ばれており、細胞が膨張し、最終的
に細胞内容物が細胞外に漏出することで周
辺細胞（組織）に炎症を起こす。これは抗が
ん剤、放射線によるがん治療において副作用
として認識されている。また、腫瘍内に存在
する微小環境における壊死部位は抗がん剤、
放射線による治療に対して抵抗性であり、腫
瘍組織からの出血、浮腫の原因となるため、
ネクローシスの制御は臨床においても不可
避の課題となっている。 
 以前から申請者はマウス乳がん由来 FM3A
細胞に抗がん剤 5-fluorouracilのデオキシリボ
ース体である FUdRが誘導する細胞死の分子
機構の解析を行ってきた。FM3A細胞に FUdR
を作用させるとネクローシスを起こすが、継
代培養を続けていたところ FUdRを作用させ
るとアポトーシスを起こす形質の異なる細
胞が出現したためクローニングを行い、ネク
ローシスを起こす F28-7株からアポトーシス
を起こす F28-7-A株を樹立した。アポトーシ
スは細胞死に伴う DNA のヌクレオソーム単
位の断片化の出現、アポトーシス小体の形成、
ミトコンドリアからの cytochrome cの放出な
どにより特徴付けられる。F28-7株では FUdR
作用後ネクローシスに特徴的な細胞の膨張
が見られ、F28-7-A 株ではアポトーシス小体
が観察された。また、FUdR を作用させた
F28-7-A 株ではアポトーシスに特有の DNA
の断片化が検出できた。以上より、F28-7 株
はネクローシスを、F28-7-A 株はアポトーシ
スを起こしていることが確認できる。このよ
うに人為的に遺伝子を導入していない状態
で、一つの細胞株からアポトーシス及びネク
ローシスを起こす細胞株を樹立している例
は他にない。これら細胞株を樹立したことで、
細胞がネクローシスを起こすか、アポトーシ
スを起こすかを決定付ける因子の探索が可
能となった。そこで細胞死を決定付ける候補
因子の同定を目的として mRNA、タンパク質
レベルの発現量を網羅的にトランスクリプ
トームとプロテオーム解析を行い調べた。そ
の結果、候補因子として、ネクローシスを起
こす細胞で発現量の多い核膜タンパク質で
ある lamin-B1、細胞骨格タンパク質である
cytokeratin-19、転写因子の ATF3 を同定した
(Sato et al. Genomics 2008; Sato et al. J 
Proteome Res 2010)。得られた候補因子は、
siRNA を用いてノックダウンし、FUdR が誘

導する細胞死の形態変化を調べた。lamin-B1、
cytokeratin-19、ATF3をそれぞれノックダウン
すると、本来ネクローシスを起こす細胞が
FUdR を作用させることによってアポトーシ
スに特徴的な形態変化を示すことから、これ
らタンパク質が細胞死の形態を決める因子
であることを明らかにしている (Sato et al. 
Nucleosides Nucleotides Nucleic Acids 2008; 
Sato et al. Genomics 2008; Sato et al. J Proteome 
Res 2010; Sato et al. FEBS J 2014)。 
 申請者は翻訳阻害や mRNA の分解を介し
て遺伝子発現制御に関与する microRNA 
(miRNA)に着目し、miRNA発現アレイを用い
て、ネクローシスを起こす細胞とアポトーシ
スを起こす細胞で発現量の異なる miRNA を
見出している。これら miRNA について、
miRNA inhibitor 及び miRNA mimic（合成
miRNA）を用いて、細胞死の表現型における
その役割を検討した。その結果、アポトーシ
スを起こす細胞で発現量の多い miRNA につ
いて、ネクローシスを起こす細胞に miRNA 
mimic を導入し過剰発現させると、本来ネク
ローシスを起こす細胞が FUdRを作用させる
ことによってアポトーシスに特徴的な形態
変化を示すことを明らかにしている（Sato et 
al. PLOS ONE 2016）。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、がん細胞のネクローシスとアポ
トーシスを制御する因子を特定し、その腫瘍
生物学的な意義を明らかにすることで、がん
治療標的として応用可能な因子を見出すこ
とを目的としている。 
 
３．研究の方法 
 本研究課題では以下の手法を用いて研究
を実施した。 
(1) ショットガンプロテオミクスの手法を用
いて、細胞死モデル細胞（FM3A 細胞
F28-7細胞及び F28-7-A細胞）において、
ネクローシスまたは、アポトーシスを起
こしている細胞から培地中に漏出される
タンパク質を調べた。また、同定したネ
クローシスまたは、アポトーシス細胞か
ら特徴的に漏出するタンパク質について、
ネクローシスとアポトーシスの細胞死制
御における役割を解析した。 

(2) これまでの研究から見出している細胞死
制御因子（lamin-B1、cytokeratin-19、ATF3、
microRNAs）について、各種データベー
スを用いて組織、がん種による発現有無、 
発現レベル、その機能などを調査して、
がん治療標的としての有用性を評価した。
また、細胞死制御因子に特異的な siRNA、
miRNA mimic、miRNA inhibitorを用いて
種々のヒトがん細胞に対する抗がん効果
を評価した。 

(3) 細胞死モデル細胞（FM3A 細胞 F28-7 細
胞及び F28-7-A 細胞）の全エクソンシー



クエンス解析を行い、ネクローシスとア
ポトーシスの細胞死切替えに関与する遺
伝子の変異有無について解析した。また、
これまでの研究から見出している細胞死
制御因子（lamin-B1、cytokeratin-19、ATF3、
HSP90）の変異有無についても詳細に調
べた。 

(4) ネクローシスとアポトーシスの細胞死制
御性 miRNAsについて、データベースを
利用して、見出した miRNA とその標的
RNA の結合を阻害する低分子化合物の
探索を行った。また、miRNAと標的 RNA
の結合を評価可能なスクリーニングシス
テムを構築して、miRNA-mRNA結合阻害
候補化合物の評価を行った。 

 
４．研究成果 
本研究課題において、以下の研究成果を得た。 
(1) 細胞死モデル細胞（FM3A 細胞 F28-7 細
胞及び F28-7-A 細胞）において、ネクロ
ーシスを起こしている細胞または、アポ
トーシスを起こしている細胞から培地中
に漏出する特徴的なタンパク質を明らか
にした。また、これらタンパク質につい
て、ネクローシスまたはアポトーシスの
細胞死の表現型に与える影響を種々のヒ
トがん細胞株を用いて評価したところ、
ネクローシス細胞から漏出するタンパク
質を作用させるとネクローシス様の細胞
死を起こすヒトがん細胞株があることを
明らかにした。 
(2) これまでの研究から見出している細胞死
制御因子（lamin-B1、cytokeratin-19、ATF3、
microRNAs）について、siRNA、miRNA 
mimic、miRNA inhibitorを用いて種々のヒ
トがん細胞に対する抗がん効果を調べた
結果、ネクローシスとアポトーシスの細
胞死切替えに関与する miRNA に抗がん
治療標的としての可能性を見出した。今
後は、miRNA と標的 mRNA の結合評価
スクリーニング系を用いて、該 miRNA
と標的の RNA の結合を制御可能な低分
子化合物の探索を進めたい。 
(3) 細胞死モデル細胞（FM3A 細胞 F28-7 細
胞及び F28-7-A 細胞）の全エクソンシー
クエンス解析の結果、ネクローシスとア
ポトーシスの細胞死制御に関与すると考
えられる複数の遺伝子に特徴的な変異を
見出した。今後、本研究から見出した変
異遺伝子について、ネクローシスとアポ
トーシスの細胞死制御における役割を精
査したい。 
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