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研究成果の概要（和文）： 

N-acetyltransferase human (NATH)は、タンパク質の翻訳後修飾に関与し、アポトーシスへの関与

が報告されている。ヒト扁平上皮癌細胞において 5フルオロウラシルの(5-FU)の細胞毒性への

NATH の関与を調べた。5-FU は量依存的および時間依存的に NATH 遺伝子発現量を減少させた。

他の抗癌剤では NATH 遺伝子発現量は減少しなかった。NATH が 5-FU の細胞毒性で重要な役割を

果たすのを示す事が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

N-acetyltransferase human (NATH) participates in a posttranslational modification of the proteins and 

has been reported to play a role in apoptosis. In this study, the involvement of NATH in the cytotoxic 

action of 5-fluorouracil (5-FU) in human squamous cell carcinoma HEp-2 cells was examined. We found 

that 5-FU decreased NATH expression in a dose-dependent and time-dependent manner. No change was 

observed after treatment with other chemotherapeutics. The results of this study suggest that NATH plays 

an important role in the cytotoxic activity of 5-FU. 
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１．研究開始当初の背景 

口腔領域の悪性腫瘍の治療に際し，機能温存

という目的から当科では５フルオロウラシ

ル（5-FU）の持続動注を積極的に行っている。
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5-FU は臨床的に最も優れた抗腫瘍薬の一つ

であるが，分解酵素 (Dihydropyrimidine 

dehydrogenase; DPD)の存在により効果は臓

器および個々により多様である。事実、DPD

活性の低い大腸癌などと比べると、DPD 活性

が存在する頭頸部癌では 5-FU の効果は未だ

不十分である。申請者はこれまで 5-FU によ

る殺細胞効果の作用機序について、喉頭癌由

来 HEp-2 細胞株を用いて検討を行ってきた。

その結果、この細胞において 5-FU 処理によ

って N-acetyltransferase human（NATH）遺

伝子の発現が低下することを見出した。さら

に HEp-2の抗腫瘍薬に対する感受性について、

NATH 遺伝子の強制発現による低下と、逆に発

現抑制による感受性の増強を見出した。 

蛋白質のアセチル化は、翻訳後修飾の一つで

ある。ヒストンは、ヒストンアセチルトラン

スフェラーゼにより N- ε-アセチル化修飾を

うけ、細胞の増殖、分化、細胞死にとって重

要なプロセスとして報告されている。一方、

真核生物の可溶化蛋白の約 70%が N- α-アセ

チル化修飾を受けることが知られているが、

蛋白質の N-α-アセチル化修飾と細胞機能に

関してはあまり知られていない。近年、この

修飾に重要である N-α-acetyltransferase 

human（NATH）が甲状腺癌において正常組織

に比べ高発現していることや、細胞死に関与

することが報告されている。 

 

２．研究の目的 

本研究は、プロテオーム解析によって NATH

の標的分子を網羅的に解析し、癌細胞におけ

る NATH を中心とするアセチロームの重要性

を明らかにすることを目的としている。また

これによって、5-FU による NATH 遺伝子発現

抑制の意義を見出し、アセチロームを標的と

した新たな 5-FU の作用機序を解明する。さ

らに NATH 標的分子に対する遺伝子治療につ

いての検討を行うことにより、扁平上皮癌の

生存率の改善を目指した、アセチロームを標

的とする新規治療法の開発ならびに創薬の

有用性を確認する。 

 

３．研究の方法 

ヒト頭頸部扁平上皮癌細胞株 HEp-2、ヒト舌 

癌細胞株 HSC-3 および HSC-4、ヒト歯肉癌細

胞株 Ca9-22、ヒト食道癌細胞株 KYSE70、ヒ

ト膵癌細胞株 PANC-1、ヒト肝癌細胞株 HuH-7、

ヒト大腸癌細胞株 DLD-1 を用いた。mRNA 発現

量は real-time RT-PCR により、細胞生存率

は WST アッセイによりそれぞれ定量した。

NATH の発現ベクターおよび siRNA は、それぞ

れ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン お よ び

LipofectAMINE2000 により細胞内へ導入した。

アポトーシスの解析はフローサイトメータ

ー、Hoechst33258 染色およびウェスタンブロ

ット（caspase-9、PARP）により行った。ま

た、NATH 特異的 siRNA および陰性対照 siRNA

をそれぞれ導入した細胞においてプロテオ

ーム解析を行った。 

 
４．研究成果 

HEp-2 細胞を 5-FU を処理すると、NATH 遺伝

子発現量は、濃度および時間依存的に減少し

た（図①、②）。また、NATH 蛋白発現量も減

少した（図③）。 
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HEp-2、HSC-4、 Ca9-22、KYSE70、 HuH-7、 

DLD-1 の各細胞において、5-FU 処理により

NATH 遺伝子発現量が減少した。一方、siRNA

により NATH 遺伝子発現を抑制すると、フロ

ーサイトメーターにおいて subG1 の増大を認

め（図④）、また Hoechst33258 染色において

は NATH siRNA 群で核の凝縮を認め、そして

ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お い て は

pro-caspase-9 の減少と cleaved-PARP を認

めたことから（図⑤）、NATH siRNA によりア

ポトーシスが誘導されることが明らかとな

った。 

 

 

一方、NATH 遺伝子の強制発現により、HEp-2

細胞の増殖が促進された。5-FU 処理と NATH

の強制発現を同時に行うと、5-FU による細胞

死は部分的に抑制された。 

 

また、siRNA による NATH 遺伝子発現の抑制に

より、thymidylate synthase (TS)発現量は

減少したが、5-FU 処理では 100 mM でのみ TS

発現量は低下した。HEp-2 細胞株を種々の抗

癌剤（bleomycin、mitomycin C、nedaplatin、

methotrexate）で処理した際、NATH 遺伝子発

現量の減少を認めなかった。siRNA による

NATH 発現抑制のすると、プロテオーム解析に

より 34 蛋白質の発現変動を認めた．このう

ち 18 蛋白質は発現が上昇し、16 蛋白質は発

現が低下していた。 

 

ヒト頭頸部扁平上皮癌細胞株 HEp-2 は、5-FU

処理により NATH 発現量が低下した。また、

siRNAによりNATH遺伝子発現量を抑制すると、

アポトーシスが誘導された。さらに、NATH 遺

伝子の強制発現により HEp-2 細胞の増殖が促

進されることや、5-FU の作用が NATH の強制

発現により一部抑制されたことから、5-FU の

細胞毒性に NATH 発現低下が関与することが

示唆された。また、5-FU の細胞毒性作用に

TS が重要と報告されているが、NATH 遺伝子

発現抑制により TS 遺伝子発現が抑制される

ことも明らかとなった。しかし、bleomycin、

mitomycin C、nedaplatin、methotrexate に

より、NATH 遺伝子発現量は変化しないことか

ら、NATH 遺伝子低下は 5-FU に特異性が高い

ことが示唆された。またプロテオーム解析に

て発現低下した heat shock protein 70 

(HSP70)、enolase 1 (ENO1)や、発現増加し

た ras-related nuclear protein (RAN)は大

腸癌細胞株 SW480 において 5-FU 処理により

② 

③ 

④ 

⑤ 



同様の結果が報告されており、これらの蛋白

質の発現変動が 5-FU の細胞毒性に関連して

いる可能性が示唆された。 
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