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研究成果の概要： 
 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 (PHGPx) は脂質ヒドロペルオ

キシドを直接還元できる細胞内唯一の酵素である。Thymidine 同調培養時で核小体型 PHGPx 高

発現株である N63 細胞、N120 細胞では、G1期で停止した。核小体型 PHGPx による細胞増殖抑制

のメカニズムについて詳細な解析を行った。G1期から S 期への移行に必要な Rb の Ser780 のリ

ン酸化は核小体型 PHGPx 高発現株では、S1 細胞と比較して、Rb の Ser780 のリン酸化が抑制さ

れていた。Rb のリン酸化に関わるサイクリン D1-CDK4 の発現について検討したところ、CDK4

の発現には変化はないが、サイクリン D1 の mRNA、およびタンパク質の発現、活性が N63 細胞、

N120細胞で著しく抑制されていた。サイクリンD1の発現低下のメカニズムについて検討した。 

 核小体型 PHGPx が癌形成を抑制するのかどうかについて検討した。in vitro において、癌細

胞で特徴的な足場非依存性増殖能の解析を行ったところ、核小体型 PHGPx 高発現株のみでコロ

ニー形成が抑制され。そこで次に、ヌードマウスに核小体型 PHGPx 高発現株を皮下注射し、腫

瘍形成能について検討した。その結果、核小体型 PHGPx 高発現株では S1 細胞に比べて著しく腫

瘍形成を抑制した。また、核小体型 PHGPx の腫瘍形成抑制能は、癌細胞の Thymidine の前処理

の有無に関わらず観察された。 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、バイオシグナルである活性酸素産

生を制御する抗酸化酵素は活性酸素毒性を

消去するだけでなく、生理機能を制御する

因子としても捉えられている。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（PHGPx）は脂質過酸化物を消去でき

る細胞内の唯一の抗酸化酵素である。PHGPx

はアポトーシス、発生、精子形成などに係

るなど、他の坑酸化酵素とは見られないさ

まざまな生理機能を示すことが明らかにな

ってきており、今日では、抗酸化酵素の中

でも PHGPx 研究は注目を集めている。 

 申請者らは一つの PHGPx 遺伝子から非ミ

トコンドリア型、ミトコンドリア型、核小

体型の 3 つの PHGPx サブタイプが生成し、

それぞれのサブタイプは異なった生理機能

を持つことが明らかとなった。非ミトコン

ドリア型 PHGPx はプロスタグランジンやロ

イコトリエン,血小板活性化因子などの脂

質性メディエーター産生を制御すること

(J.Bio.Chem.273,1990(1998):275,40028(2

000): J.Bio.Chem.277,5043(2002))、また、

ミトコンドリア型 PHGPx はミトコンドリア

特有の脂質の過酸化を阻止し、アポトーシ

スを抑制することを明らかとした（Biochem. 

J. 371, 799 (2003)）。さらに、重度の男性

不妊患者の約30％は精子中のPHGPxの発現

が著しく低下し、精子数が極めて少ないこ

とから、精子形成への PHGPx の関与が示さ

れ た  (Biology reproduction 64, 674 

(2001))。PHGPx をノックアウト(KO)すると、

多くの抗酸化酵素とは異なり、胎生致死と

なった。 (Biochem.Biophys.Res.Commun. 

305,278(2003))。最近、申請者らは核小体

型 PHGPx 高発現株の増殖が親株に比較して、

著しく遅くなり、同調培養をすることによ

り、G１で停止していることを見いだした。

このような現象は他の PHGPx サブタイプで

は見られない。これらのことは核小体型

PHGPx が細胞の分化、発生、増殖に関与し

ていることを示唆している。こうした背景

から、発生、分化、増殖の基本となる細胞

分裂と PHGPx について検討することとした。 

 
２．研究の目的 
① 核小体型 PHGPx高発現細胞での、増
殖抑制の分子機構について明らかにするた

め、G1 期停止に深く係る RB タンパク質
やサイクリン D1などをを主な標的分子と

して活性に対する影響について検討する。 
② 増殖系、非増殖系での核小体型

PHGPx と細胞周期制御因子の発現変動と
の相関 
 精子、血球細胞などの分化、老化、発ガ

ンの過程での核小体型 PHGPxの発現と細
胞増殖との関連を調べ、核小体型 PHGPx
の生理的意義を明らかにする。ガン増殖と

核小体型 PHGPx発現との関連が見られれ
ば、ガン細胞を移植したヌードマウスに

PHGPx を注入し、増殖への影響を明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
(1) 核小体型 PHGPx 高発現細胞の増殖抑
制機構の解析 



 

 

 細胞周期の制御に関与するサイクリン D1 

D2, D3の発現や図１に示したような細胞周期

関連タンパク質の発現変動について調べる。

細胞周期の制御因子の mRNA の転写レベル

での制御するユビキチン・プロテアソームタ

ンパク質分解系、核と細胞質のオルガネラ輸

送系についても検討する。よるブロット法、

ユビキチンリガーゼ活性を測定する。 
 
 

（２）同調培養時の核小体型PHGPxのRB蛋白

質リン酸化の抑制機構の解析 

 RB 蛋白質の活性制御はサイクリン

D-CDK4/6複合体で行われる。この活性は図

１に示す４つの経路で主に調節されている。

同調培養時に核小体型 PHGPxがこれらのど

の経路を抑制して RBのリン酸化による活性

制御しているのかについて検討する。 

I）ｐ16INK およびｐ21 によるサイクリン

D-CDK4/6 複合体活性抑制経路（経路①、②）

ii) Clip/Kip（ｐ27）によるサイクリン

D-CDK4/6 複合体安定化（経路③）、iii) サイ

クリン D の分解系、発現制御（経路④）、上

記３つの経路については主に関連する抗体

による発現量の変化について解析する。iv) 

サイクリン D-CDK4/6 複合体そのものの活性

変動について、抗 CDK4 抗体による核蛋白質

の免疫沈降により沈降させたサイクリン

D-CDK4/6 複合体の RB リン酸化活性を測定す

る。 

 
４．研究成果 

 (1)  核小体型 PHGPx による細胞周期停

止時期の分子解析 

 

① 核小体型 PHGPx における Thymidine 同

調後の細胞周期停止時期の解析 

 核小体型 PHGPx の高発現株である N63 細

胞を Thymidine 処理により同調培養を行う

と、細胞増殖が抑制される。PHGPx 高発現

細胞は3時間でS期へ移行し、6時間でG2/M

期、9 時間で G1期へ戻ったが、15 時間では

S 期へ移行しなかった。さらに 18 時間から

24 時間目まで G1期で停止した。N63 細胞は

細胞周期を一周した後、細胞の集団が G1期

で停止していることが明らかとなった。こ

の S 期停止は核の細胞質に PHGPx が高く発

現している非ミトコンドリア型 PHGPx の高

発現株である L9 細胞やミトコンドリアに

PHGPx を高発現させた M15 細胞では観察さ

れなかった。 

 

②サイクリン Dおよび CDK6に関する解析 

 外界からの増殖刺激を受けて G1 期の最初

に誘導されてくる G1 サイクリンのサイクリ

ン Dには、これまでに 3つの分子種が知られ

ている。S 期への移行に関与しているのがサ

イクリン D1 である。これらの分子種の核内

における発現変動について、Thymidine処理

後の同調培養の時間経過に伴って検討した。

PHGPx を高発現していない S1 細胞ではサ

イクリン D1 は細胞周期にそって、S 期直前
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図1 G1/S移行期におけるRBタンパク質のリン酸化機構 



 

 

に相当する 2~4時間、9 時間、21時間と増

加が見られたが、サイクリン D2 およびサイ

クリンD3では初めの2~6時間での顕著な増

加が確認されたが、それ以外は減少した。一

方、N63細胞はサイクリン D1の発現が非常

に低くなっていた。一方、サイクリン D3 は

S1細胞と比較して発現が上昇しており、細胞

増殖の停止した 15時間以降さらに増大した。

サイクリン D と複合体を形成しキナーゼ活

性を示す CDK6については、S1および N63

細胞間で発現の変動は見られなかった。 

 
③ pRbのリン酸化体の解析 

 細胞周期の G1期から S期への移行の際に、

サイクリンD1-CDK4/6複合体により pRbの

Ser780 がリン酸化されることが知られてい

る（図1）。S1細胞ではサイクリンD1-CDK4/6

複合体によりリン酸化される、Ser780 のリ

ン酸化体はS期より前にリン酸化が起きるこ

とが確認された。N63 細胞では未処理では

Ser780 はリン酸化されていたが、G1期で停

止した後、リン酸化の亢進は見られなかった。

このことは pRb のリン酸化の抑制により、

N63 細胞では G1期から S 期への移行が停止

していることを示唆している。 

 
④ p16の発現の解析 

 p16INK4aはストレスや老化などの際に誘導

されて、CDK4／6 と結合することによりサ

イクリンD1を遊離させ、CDK4/6によるpRb

のリン酸化活性を低下させ増殖を抑制する

ことが報告されている。核小体型 PHGPxの

高発現株による G1期停止に、p16INK4aの発現

変動が関与について検討したが、S1細胞およ

びN63細胞の p16INK4aの発現は非常に低く、

しかも、発現の差は見られなかった。このこ

とから、核小体型 PHGPx による pRb の

Ser780 のリン酸化抑制機構には p16INK4aは

関与していないことが示された。 

 
⑤ p53のリン酸化体の解析 

 p53の転写活性化により誘導された p21は、

サイクリン E-CDK2 およびサイクリン

D1-CDK4/6 を阻害することで、細胞周期を

G1期に停止させることが知られている。p53

の活性化について検討するために、p53のリ

ン酸化体（Ser15）について、解析を行った。

DNA障害時にp53のSer15はリン酸化され、

活性化される。S1 細胞では 2 時間後からリ

ン酸化が起こり、4時間をピークに減少した。

N63 細胞でも同様のリン酸化のパターンを

示し、有意な相違は見られなかった。 

 
⑥ p21、p19ARFの発現の解析 

 p53 によって転写活性化される p21 は S1

細胞、N63細胞共に検出できなかった。また、

INK ファミリー蛋白質の１つである p19ARF

のイムノブロットを試みたが検出できなか

った。MDM2と結合し、p53のユビキチン化

を阻害し、p53を安定化させる、核小体に存

在する蛋白質である p19ARF の発現破検出さ

れなかった。これらの結果は核小体型

PHGPxの G1期抑制機構には、p53経路は関

与していないことを示している。 

 

以上の結果より、核小体型 PHGPxはサイ
クリン D1 プロモーターを抑制し、サイク
リン D1 蛋白質発現の低下、CDK4 活性の
抑制、RbSer780 のリン酸化の抑制により
細胞増殖が抑制されていることが明らかと

なった。同調培養を行わない核小体型

PHGPx高発現株の細胞でも観察された。 

 
(2) 核小体型 PHGPx 高発現株細胞の主要系

性能の解析 

① 非同調培養時での核小体型PHGPx 高発現



 

 

株の足場非依存性増殖能の解析 

 in vitro における腫瘍抑制能を調べる方法

として、軟寒天培地における培養を行った。

核小体型 PHGPx を高発現させた N63 細胞、

N120 細胞、非ミトコンドリア型 PHGPx 高発現

株である L9 細胞を用いて、コントロール細

胞である S1 細胞と軟寒天培地上でのコロニ

ー形成能を比較した。培養 12 日目のコロニ

ーの大きさを測定したところ、S1 細胞に比べ

て N63 細胞、N120 細胞では、コロニーの大き

さが約 30%抑制された。 

 

② 同調培養時における核小体型PHGPx 高発

現株の足場非依存性増殖能の解析 

 Thymidine同調後のS1細胞では同調しない

培養時と同様にコロニーを形成するのに対

して、N63 細胞、N120 細胞ではほとんどコロ

ニーの増大は見られなかった。コロニーの大

きさを比較すると、核小体型 PHGPx 高発現株

では、S1 細胞に比べて、約 70% コロニー形

成が抑制されていた。非ミトコンドリア型

PHGPx 高発現株である L9 細胞も、S1 細胞に

比べて著しくコロニー形成能が上がってい

た。足場非依存性増殖能の解析から、in vitro

において、核小体型 PHGPx が、特に Thymidine

同調培養後に癌形成を著しく抑制すること

が示された。 

 

③ Thymidine 同調培養した癌細胞を用い

たヌードマウスにおける in vivo での腫瘍形

成能の解析 

 Thymidine 同調培養後の細胞を用いて、ヌ

ードマウスによる腫瘍形成の解析を行なっ

た。腫瘍形成能は、ヌードマウス 7匹を用い

て、腫瘍容積と重量で評価した。細胞をマウ

スに移植した後、7 日目より測定を行った。

腫瘍の容積は 15 日で、腫瘍容積に差が見ら

れるようになった。21 日目には、核小体型

PHGPx 高発現株 N63 細胞、N120 細胞では、コ

ントロール細胞である S1 細胞に比較して腫

瘍形成が抑制されているのが確認され、N120

細胞でその抑制効果が顕著であった。また、

非ミトコンドリア型 PHGPx 高発現株 L9 細胞、

ミトコンドリア型 PHGPx 高発現株 M15 細胞で

は S1 細胞に比較して腫瘍形成が亢進されて

いた（図２）。24 日目では、L9 細胞を移植し

たマウスで 1 匹、M15 細胞を移植したマウス

で 2 匹、死亡が確認された。全てのヌードマ

ウスの腫瘍を摘出し、重量を測定した。その

結果、核小体型 PHGPx 高発現株である N63 細

胞、N120 細胞を移植したマウスのみで、腫瘍

重量の増加の抑制がみられた。 

 

④ 同調培養を行わない癌細胞のヌードマ

ウスにおける in vivo での腫瘍形成能の解析 

 同調培養を行わないコントロール細胞で

ある S1 細胞、核小体型 PHGPx 高発現株 N63

細胞、N120 細胞、非ミトコンドリア型 PHGPx

高発現株 L9 細胞およびミトコンドリア型

PHGPx 高発現株 M15 細胞を用いて、ヌードマ

ウスに移植した。ヌードマウスに各細胞を移

植した後、7 日ほどで腫瘍がみられるように

なった。10 日目には S1 細胞と N63 細胞、N120

細胞に差が見られた。21 日目には S1 細胞を

移植したマウスで1匹死亡が確認されたため、

この時点で全てのヌードマウスの腫瘍を摘

出し、重量を測定した。その結果、核小体型

PHGPx 高発現株 N63 細胞、N120 細胞を移植し

たマウスのみで、腫瘍形成が抑制されていた。

また、非ミトコンドリア型 PHGPx 高発現株 L9

細胞をインジェクションしたマウスでは、同

調培養時とは異なり、腫瘍形成は S1 細胞と

変わらず、ミトコンドリア型 PHGPx 高発現株

M15 細胞をインジェクションしたマウスでは、

腫瘍形成が著しく亢進していた。核小体型



 

 

 

図２ PHGPx 高発現細胞を移植したヌードマ

ウスでの腫瘍形成 

 

PHGPx はヌードマウスを用いた in vivo 解析

から、Thymidine による同調の有無に関係な

く腫瘍形成を抑制できることが明らかとな

った。 
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