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研究成果の概要（和文）： 
我々は、抗がん剤を作用させるとネクローシスを起こす哺乳動物細胞とこれとは異なる細胞株
でアポトーシスを起こす細胞を用いて、細胞がネクローシスで死ぬかアポトーシスで死ぬかを
決定づける因子の探索を行った。その結果、核膜の構造タンパク質である Lamin-B1、細胞骨格
タンパク質である Cytokeratin-19、およびネクローシスを起こしている細胞でのみ発現増加す
る転写因子が重要な役割を持っていることを明らかにした。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have investigated the cell-death mechanisms of necrosis and apoptosis induced by 
this anti-tumor drug.  We found that the nuclear inner membrane protein lamin-B1, the 
cytoplasmic intermediate filament-protein cytokeratin-19, and the transcription factor 
may have key roles in regulating cell-death morphology.  
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１．研究開始当初の背景 
細胞死の研究は癌、免疫、エイズ等の疾病を
理解するうえで極めて重要である。細胞死は

その形態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。癌細胞
がアポトーシスを起こした場合には癌の消
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。
これは癌治療において副作用として認識さ
れている。また、脳梗塞、心筋梗塞等の疾患
において組織の壊死は患者に大きなダメー
ジをもたらすため、ネクローシスの制御は臨
床においても不可避の課題である。 
 以前から我々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(Kakutani T., 
et al. Biochem. Biophys. Res. Commun., 
1998, 247, 773-779.)。人為的に遺伝子導入
をしていない状態で、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
調べた。mRNA レベルは両細胞株に FUdR を作
用させ、経時的にマイクロアレイを用いて調
べた。統計学的な手法を用いて膨大な遺伝子
発現データを解析した結果、ネクローシスと
アポトーシス誘導時に発現パターンの著し
く異なる 7因子を同定した(Sato A., et al. 
Genomics, 2008, 92, 9-17.)。また、タンパ
ク質レベルは二次元電気泳動法と質量分析
装置を用いて解析し、候補因子として 40 タ
ンパク質を同定した。得られた候補因子を
RNAi の手法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ている。
すでにこれら候補因子の中から、核膜の構造
維持に関与するタンパク質である Lamin B1
をノックダウンすると、本来ネクローシスを
起こす F28-7株が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おり、細胞
死の形態を決める一つの因子であることを
見出している(Sato A., et al. Nucleosides 
Nucleotides Nucleic Acids, 2008, 27, 
433-438.)。 
 
２．研究の目的 

本研究は、細胞がネクローシスで死ぬかアポ
トーシスで死ぬかを決定づける因子を見出し、
ネクローシスとアポトーシスの細胞死の分子
機構を明らかにすることを目的としている。
細胞死は大別するとネクローシスとアポトー
シスの二つに分類される。アポトーシスは近
年注目され、研究の進んでいる分野であるが、
ネクローシスの研究は進んでいないのが現状
である。我々は抗がん剤である5-fluoro-2’
-deoxyuridine(FUdR)を作用させるとネクロ
ーシスを起こす哺乳動物細胞FM3A細胞野生株
であるF28-7株とこれとは異なる細胞株でア
ポトーシスを起こすF28-7-A株を有しており、
すでにこれら両細胞株のネクローシス誘導時、
アポトーシス誘導時のmRNA、タンパク質の発
現パターンを明らかにしている。したがって、
本研究でネクローシスとアポトーシスの細胞
死を規定する制御因子の探索、同定を行い、
細胞がネクローシスとアポトーシスの選択を
どのように行っているのかという分子機構を
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
細胞がネクローシスで死ぬかアポトーシス

で死ぬかを決定づける因子を見出し、ネクロ

ーシスとアポトーシスの細胞死の分子機構

を明らかにすることを目的として、以下の計

画で研究を遂行した。 

（１）トランスクリプトーム及びプロテオー

ム解析で選別した候補因子に対して特異的

な siRNA を用いて、候補因子をノックダウン

させ、FUdR が誘導する細胞死の形態を調べた。 

（２）本来ネクローシスを起こす F28-7 株に

Hsp90 の阻害剤である Geldanamycin (GA)と

FUdR を併用するとアポトーシスを起こすこ

とから、FUdR と GA を F28-7 株に併用し、ト

ランスクリプトーム及びプロテオーム解析

を行った。 

（３）（２）の解析結果から、F28-7 株に FUdR

作用時のネクローシスと、FUdR と GA 併用時

のアポトーシスで mRNA、タンパク質レベルで

発現パターンの異なる因子を選抜した。 

（４）（３）の解析から、選抜した候補因子

に対して特異的な siRNA を用いて、候補因子

をノックダウンさせ、FUdR が誘導する細胞死

の形態を調べた。 

（５）（１）及び（４）の実験結果から有望

な因子については、細胞死の制御機構におけ

る機能解析を行った。また、Hsp90 との関連

性についても検討した。 

 
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）プロテオーム解析から見出した候補因
子について、siRNAを用いてノックダウンを行
い、FUdRが誘導する細胞死の形態（ネクロー
シス、アポトーシス）が変化するかを調べた。
結果、候補因子の中でF28-7-A株と比較すると
F28-7株で3.3倍多い細胞骨格タンパク質であ
るCytokeratin-19をノックダウンすると、本
来ネクローシスを起こすF28-7株が、アポトー
シスを起こすことが明らかになった。したが
って、Lamin-B1、Cytokeratin-19などの中間
径フィラメントの増減は、ネクローシスとア
ポトーシスの細胞死形態に影響を与えている
と考えられる。この研究成果はJournal of 
Proteome Researchに発表した。 
（２）F28-7株にHsp90の阻害剤であるGAと
FUdRを併用するとアポトーシスを起こすこと
から、トランスクリプトーム及びプロテオー
ム解析を行った。その結果、ネクローシス誘
導時と比較してFUdRとGAを併用したアポトー
シス、F28-7-A株にFUdRを作用させたアポトー
シス誘導時に共通して増加する因子として転
写、細胞死などに関与する因子を同定した。
また、アポトーシス誘導時にのみ減少する因
子として細胞骨格の維持、ストレス応答など
に関与する因子を同定した。 
（３）トランスクリプトーム解析から見出し
た候補因子について、siRNAを用いてノックダ
ウンを行い、FUdRが誘導する細胞死が変化す
るか調べた。結果、候補因子の中でネクロー
シスを起こしている細胞で時間依存的に発現
増加する転写因子Xをノックダウンすると、本
来ネクローシスを起こすF28-7株が、アポトー
シスを起こすことが明らかになった。 
（４）F28-7株にGAとFUdRを併用するとアポト
ーシスが起こるが、この時の転写因子XのmRNA
レベル、タンパク質レベルをReal-time PCR
及びWestern blottingで調べた。その結果、
F28-7株においてFUdRとGA併用によって起こ
るアポトーシスでは、転写因子Xの発現増加は
観察されなかった。以上の結果から転写因子X
の発現量の違いは、細胞がネクローシスで死
ぬかアポトーシスで死ぬかを決定づけている
と考えられる。 
 本研究課題において、細胞がネクローシス
で死ぬかアポトーシスで死ぬかを制御する因
子として、転写因子X、Cytokeratin-19、
Lamin-B1を見出した。これら因子はネクロー
シスを起こす細胞とアポトーシスを起こす細
胞でその発現パターンが大きく異なっており、
細胞内でのこれら制御因子の発現パターンの
違いが、細胞がネクローシスで死ぬかアポト
ーシスで死ぬかを決定づけていると考えられ
る。LeistとNicoteraの提唱(Leist M., 
Nicotera P. Biochem. Biophys. Res. Commun., 
1997, 236,1-9.)と同様に、我々はネクローシ
スもアポトーシスも途中まで同じ経路を経由
しており、あるポイントでスイッチのON/OFF

によって細胞死の形態が決定されるのではな
いかと考えている(Kakutani T., et al. 
Biochem. Biophys. Res. Commun., 1998, 247, 
773-779.)。本研究成果はこの仮説を立証する
一つであり、世界に先駆けてネクローシスと
アポトーシスの細胞内スイッチのON/OFFシス
テムの一端を明らかにした。今後、転写因子X、
Cytokeratin-19 、Lamin-B1、Hsp90などの細
胞死制御因子の詳細な機能解析を行い、さら
にこれら制御因子の関連性を調べることで、
ネクローシスとアポトーシスの細胞死分子機
構が明らかになると考える。 
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