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研究成果の概要（和文）：SODは有害活性酸素種スーパーオキシドを過酸化水素に触媒する。高等真核細胞では細胞内
局在性が異なる3種のSODが知られている。我々はニワトリDT40細胞のConditionalなSOD1，SOD2ノックアウト細胞を作
成し、これら遺伝子産物の枯渇が細胞内活性酸素代謝にどのような異常をもたらし、どの抗酸化物質がそれら異常を抑
制できるのかを明らかにするため、種々のROSプローブを用いて解析し以下のを得た。SOD1は細胞の生存に必須である
。SOD2は細胞増殖機能には重要な役割を担っている。両遺伝子産物の枯渇によるいかなる細胞内異常もアスコルビン酸
（APM）でしか抑制できない。

研究成果の概要（英文）：Superoxide dismutases (SODs) are antioxidant proteins converting superoxide to 
hydrogen peroxide. In vertebrate cells, SOD1 is present in the cytoplasm, with small levels found in the 
nucleus and mitochondrial intermembrane space. SOD2 is present in the mitochondrial matrix. We 
conditionally disrupted the SOD1 or SOD2 gene in DT40 cells and found that depletion of SOD1 caused 
lethality, while depletion of SOD2 led to growth retardation. The lethality in SOD1-depleted cells was 
rescued by ascorbic acid. We demonstrated that ascorbic acid off set growth defects observed in 
SOD2-depleted cells and lowered mitochondrial superoxide to physiological levels in both SOD1- or 
SOD2-depleted cells. Depletion of SOD1 or SOD2 resulted in the accumulation of intracellular oxidative 
stress. This oxidative stress was reduced by ascorbic acid. Our study suggests that ascorbic acid can be 
applied as an antioxidant that mimics the functions of cytoplasmic and mitochondrial SODs.

研究分野： 放射線生物学

キーワード： 活性酸素種　細胞内至適環境維持　ラジカルスカベンジャー
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１．研究開始当初の背景 

細胞内因性活性酸素種（ROS）は、ミトコ
ンドリアや細胞外刺激（増殖因子等）により
絶えず生じている。抗酸化酵素や蛋白の作用
で細胞内濃度と局在性が至適化されたROSは、
シグナル伝達のメディエイターとして正常
な生理機能を担っている。一方で、細胞内抗
酸化機能の不全によりROSが異常増加すると、
細胞内の高分子やオルガネラに損傷を与え、
細胞死や癌化を引き起こす。内因性 ROS によ
る細胞死や自然発癌の解明が待たれる中、こ
れまでは酸化剤や放射線照射といった外的
処理で副次的に損傷を発生させ、非特異的に
ROS レベルを増加させる手法での解析しかな
かった。 

我々は、これら外的処理とは異なる手法で
の内因性 ROS 解析を試みるべく、Super Oxide
（SOX）を H2O2 と O2 に変換する酵素 Super 
Oxide Dismutase（SOD）のトリ DT40 細胞条
件欠損株を作製した。この細胞は、ドキソサ
イクリン（DOX）存在下でヒト SOD cDNA の発
現を抑制し、放射線や環境因子に関わりなく
細胞内 SOX 濃度を上げることで、内因性 ROS
の評価が可能となる。この方法で、細胞質局
在 SOD1 とミトコンドリアマトリックス局在
SOD2 の条件欠損細胞を作製したところ、DOX
処理によって SOD1 が欠損すると細胞致死と
なり、SOD2 が欠損すると細胞増殖遅延が起こ
ることを見いだした。逆に、これら細胞死や
細胞増殖遅延を抑制できる物質は、SOX に特
異的な抗酸化作用があると考えられる。また、
アスコルビン酸が SOD1 あるいは SOD2 欠損に
よる細胞死や細胞増殖阻害を特異的に相補
することを報告した。この結果は、SOD 条件
欠損細胞がSOXに特異的な抗酸化物質のスク
リーニングに対し極めて有用であることを
示している。 

さらに、SODによりSOXから変換されたH2O2

を 適 正 濃 度 に 保 つ 酵 素 Peroxiredoxin
（PRDX1）の条件欠損細胞を作製して解析し
た結果、PRDX1 枯渇でも致死性を示した。こ
れらは、内因性 ROS の濃度適正化が破綻する
とシグナル伝達異常を介した細胞致死をも
たらすことを示しており、細胞内の ROS を巡
る至適環境維持の重要性を示唆する。 
 
２．研究の目的 

脊椎動物細胞内の抗酸化酵素や蛋白遺伝
子の条件欠損細胞を作製することで内因性
ROSを増加させ、その解析結果から内因性ROS
の生物影響評価とその至適環境維持機構の
生物学的意味を明らかにすることを目的と
する。自然環境に近い低レベル環境因子や低
レベル放射線影響に対する基礎データを提
供する。 

(1) SOD1 及び SOD2 欠損で生じた内因的 ROS
による複製鎖合成速度低下と内因性ROSの局
在性との関連性を検証する。また、損傷複製

に関わる他の複製酵素や染色体維持に関わ
る蛋白の遺伝子との多重変異を作り、内因性
ROS の遺伝的不安定性への関与を細胞レベル
で検証する。 

(2) SOD1，SOD2 条件欠損細胞に加え、PRDX1
条件欠損細胞においても酸化レベルが上昇
することから、内因性 ROS のターゲットであ
る非 DNA 損傷経由 ATM 経路が、ROS の増加に
伴って働くかどうか、非 DNA 損傷誘発のシグ
ナル伝達の機構について検証する。 

(3) ミトコンドリアマトリックスに局在す
る SOD2 と機能不全ミトコンドリアの除去に
関わる Parkin 遺伝子との多重変異株を作製
し、内因性 ROS のミトコンドリア損傷誘導と
機能不全ミトコンドリア除去システムとの
相互作用について検証する。 

(4) SOD１，SOD2 の条件欠損細胞を用いて、
細胞内局在性が異なるSOXを特異的に抑制で
きる抗酸化物質のスクリーニングや既存の
抗酸化剤の再評価を行う。さらに、マウス移
植腫瘍系を用いた in vivo の評価を通じて、
生体レベルでの ROS 維持機構の検証を行う。 
 
３．研究の方法 

(1) SOX 消去に関わる酵素 SOD1，SOD2 を主な
実験対象とし、条件欠損細胞を利用した細胞
生物学的解析とそれを利用したスクリーニ
ング、得られた抗酸化物質の in vivo 解析、
生体レベルでの解析とで実験を遂行する。こ
の２つの遺伝子に加えて、H2O2 を介したシグ
ナル伝達にかかわるPRDX1遺伝子についても
同様な手法で条件欠損細胞を作成し、人為的
な細胞内の活性酸素種のアンバランス状態
を誘導し、それによって生じる表現型、致死
性や増殖抑制の誘導を指標に細胞への影響
を解析する。 

(2) 活性酸素種が遺伝子DNA損傷を誘発する
か否かを染色体分析で解析する。内因性 ROS
が、染色体だけでなく細胞質も損傷の標的と
する可能性について、アクチンなどの細胞骨
格の異常を細胞組織染色で確認する。これら
条件欠損細胞の表現型を相補できる抗酸化
剤をスクリーニングすることにより、生理作
用によって生じる活性酸素種のアンバラン
スの是正する新規の抗酸化剤の探索の系を
作成する。 

(3) SOD1，SOD2 及び PRDX1 欠損細胞の表現型
に対する相補性を利用し、アスコルビン酸や
メルカプトエタノール以外の物質について、
抗酸化や類似作用のスクリーニングを行う。
塩基損傷修復関連遺伝子（FEN1 等）や染色体
構造維持（SMC）関連遺伝子との二重破壊株、
三重破壊株の作製を進める。SOD1， SOD2 欠
損で生じた内因性ROSによる複製鎖合成速度
の低下と ROS 局在性との関わりを検証する。 

(4) in vivo 組織切片の ROS 分布の視覚化に
より造腫瘍性が確認されている系を用いて、
これまでの生存率、小核テストとの結果、内



因性 ROS 分布との比較検証を行う。また、抗
酸化剤の抗腫瘍性能への判断基準を決める
ため、既存の抗腫瘍性薬剤の効果とそれによ
る内因性 ROS の定量的変動比較を行い、ROS
の腫瘍形成への関わりを検証する。 

 (5)スクリーニングで得られた抗酸化剤候
補と既存の抗腫瘍薬剤の in vivo 評価を、ROS
の定量的解析と視覚化解析から総括する。従
来の小核テストに加えて、in vivo 組織スラ
イドを用いたマーカー蛋白やアポトーシス
マーカーのデータを加味し、抗酸化効果の in 
vivo における評価を行い、内因性 ROS の生体
レベルでの生物影響を解析する。 
 
４．研究成果 

(1) 細胞質存在型 SOD1 枯渇による細胞致死
性はアスコルビン酸で相補できる。 

細胞質存在型 SOD1 の条件欠損 DT40 細胞が
致死性であること、それと同時に染色体損傷、
細胞内 ROS レベルの増加、細胞質とミトコン
ドリア分画のスーパーオキシドの増加が起
きることを明らかにした。さらに、SOD1 枯渇
状態で現れる上記一連の現象は、抗酸化剤ア
スコルビン酸により抑制できることを見出
した（Free Radical Res., 2013）。 

 

（図 1. SOD1 枯は細胞死、SOD2 枯渇は細胞増
殖遅延は誘発する。これらはアスコルビン酸
添加によってのみ相補することができる。） 

(2) 尿酸は SOD1 枯渇による細胞死を抑制で
きないが、染色体損傷誘発を抑制できる。 

我々の条件欠損細胞システムを用いて、
SOD1 枯渇による細胞死と染色体損傷を相補
可能な抗酸化薬剤のスクリーニングを行っ
た。N-アセチルシステインやタイロン、トロ
ッロクス、尿酸等の抗酸化剤はアスコルビン
酸のような致死効果からの回復は見いだせ
なかった。しかしながら、尿酸は致死効果の
抑制ができないにも関わらず、SOD1 枯渇によ
る細胞内酸化度の増加に伴う娘染色損傷（娘

染色体交差と染色体断裂）の頻度を有意に減
少させることを見出した。アスコルビン酸と
は異なり、尿酸では細胞致死の回復はできな
かったことから、細胞内酸化レベルの増加に
よる細胞致死は、必ずしも DNA 損傷を経由し
ないことも暗示された。さらに、抗酸化蛋白
PRDX1 の条件欠損細胞を作成したが、この細
胞も条件欠損で致死になることを見出した。 

 
（図 2. PRDX1 は DT40 細胞の増殖に必須であ
り、PRDX1 枯渇による細胞死はβメルカプト
エタノールにより相補される。） 

興味深いことに、PRDX1 枯渇下では細胞内
ROS の増加と細胞死は起こるが、染色体断裂
は起こらなかった。この細胞死と染色体損傷
はアスコルビン酸では相補されず、還元剤β
メルカプトエタノールで抑制された。この結
果も、細胞内 ROS の恒常性の異常による細胞
死が必ずしもDNA損傷を経由しないことを示
し て い る （ Gordon Reseach Conference; 
Genetic Instability, 2013）。 

 

（図 3. PRDX1 が枯渇すると細胞内酸化度は
上昇し、細胞内酸化度の上昇はβメルカプト
エタノールにより抑制される。） 

さらに、PRDX 条件欠損細胞を用いて条件変
異型のPRDX1変異蛋白の発現細胞のためのベ
クターの構築を行い、これら変異型蛋白を
Tet-Off 型で発現する細胞のスクリーニング
を行ったが、変異蛋白が PRDX1 の 2量体立体
構造を保てないためか、変異型細胞の分離は
できなかった。Prdx1 枯渇による細胞死がβ
メルカプトエタノールで回復することから、
Prdx1 で還元される標的タンパク質のうち、
還元化が細胞生存に必須のものかもしれな
いが、その特定には至らなかった。 



 
（図4. PRDX1が枯渇してもSister Chromatid 
Exchange (SCE) の増加は無い。） 

(3) BRCA1 と酸化損傷修復遺伝子産物 Polβ
の酸化損傷修復過程における作用機序の検
証。 

細胞内在性ROSの直接のターゲットの一つ
は染色体 DNA であり、主に塩基の酸化損傷で
あると考えられてきた。家族性乳がん原因遺
伝子の一つである BRCA1 は DNA 二本鎖切断
(DSBs)に対する相同組換え(HR)修復に加え
て、酸化塩基損傷に関わると示唆されていた
が、詳細は不明点が多かった。遺伝的均一性
が確保できないヒト腫瘍由来細胞での解析
の限界が認め、遺伝的に均一な DT40 細胞を
用いて BRCA1 と塩基損傷修復に関わる DNAポ
リメラーゼβ(Polβ)の二重欠損細胞を作成
し細胞性粒津学的、生化学的に検証行った。
細胞生物学的解析より、生化学解析よりこの
両者は直接結合することは無いことを確認
した。しかしながら、本来相同組換え修復に
関わる BRCA1 が塩基所修復に関わる Polβを
塩基損傷部位に維持することに関わってい
ることを示唆する結果を得た（Pros One, 
2013）。 

(4) ピペロングミンは染色体断裂を誘発す
ると共に HR 修復を抑制する。 

細胞内ROSバランスを攪乱する薬剤による
生理効果についても解析を始め、腫瘍細胞特
異的致死効果と細胞内ROS増加効果のあると
報告されている薬剤ピペロングミンの作用
機序について、DT40 修復遺伝子欠損細胞パネ
ルを用いて解析した。 
種々のDNA損傷修復欠損細胞に対して感受性
を示したが、予想に反して酸化塩基損傷の修
復に関与する DNA ポリメラーゼβ(Polβ)や
フラップエンドヌクレアーゼ I(FEN1)欠損細
胞に対しては、強い感受性は認められなかっ
た。一方で相同組換え損傷修復関連遺伝子で
ある RAD54, RSD51, BRCA1, BRCA2 等に対し
て強い感受性を示した。 
さらに、ピペロングミンが DNA 二本鎖切断

のよる染色体断裂を誘発することを見出し
た。このことは、ピペロングミンが直接染色
体致死損傷を誘発することを示している。し
かし、Ku80，DNAPKcs，あるいは LIGIV 等の

非相同末端修復遺伝子の欠損細胞では、ピペ
ロングミンによる感受性を見いだせなかっ
たので、この薬剤による DNA 二本鎖切断の修
復は相同組換えによるものと結論づけた。 

 

 
（図5.種々のDNA修復関連遺伝子欠損細胞に
対するピペロングミンの感受性。主に相同組
換え修復遺伝子欠損群に感受性を示すが、非
相同末端結合修復遺伝子群には感受性を示
さない。） 

一方で、人為的 DNA 鎖切断導入プラスミド
を用いたアッセイシステムを用いた解析か
ら、導入された DNA 鎖切断の相同組換え修復
を阻害するという予期せぬ結果を得たこと
から、ピペロングミンが染色体致死損傷のみ
ならず、その相同組換え修復をも阻害すると
いうことを明らかにした。 
また、BRCA1 欠損細胞がピペロングミンに

抗感受性になることを見出した。BRCA1 変異
型腫瘍細胞はポリADPリボースポリメラーゼ
I (PARPI)阻害剤に感受性になると知られて
いたが、PL と PARPI 阻害剤 Olaparib との同
時処理で相加的な致死性を認め、ピペロング
ミンがBRCA1変異型腫瘍への抗癌剤としての
可能性を有することを強く示唆した（Genes 
Cancer, 2014）。 
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