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研究成果の概要：ゲラニルゲラノイン酸 (GGA) の抗腫瘍作用のメカニズムの１つとして、ヒ

ト全ゲノム由来 RNAi ライブラリーを用いて肝癌培養細胞に対する細胞死誘導に関与する遺伝

子の解析を行い、カスパーゼ非依存性で、しかもミトコンドリア依存性のオートファジーを伴

う細胞死であることを、ライブセルイメージングや生化学的手法を駆使して細胞生物学的に明

らかにした。
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１．研究開始当初の背景
（１） コロンビア大学の Weinstein のグルー

プは、4,5-didehydroGGA による肝癌
細胞の増殖抑制は CyclinD1 の発現抑
制によるものと主張した。

（２） 東京大学の小俣らのグループは、4,5-
didehaydroGGA の肝癌細胞に対する効果
を網羅的に解析し、増殖抑制効果に FGF
受容体の発現抑制が重要であるとした。

（３） 東北大学の佐上らのグループは、マウス
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胸腺の系で GGA が生合成される可能
性 を 示 し 、 そ の 代 謝 産 物 2,3-
dihydroGGA に細胞死誘導活性や脂肪
的誘導活性のあることを示した。

（４） 一方、RNAiライブラリーに関しては、
国内外の試薬メーカーから種々の
shRNA 発現ライブラリーが市販され
るようになった。特に、Open Systems
社の shRNAmir ベクターは、本研究に
用いたものに最も類似している。

２．研究の目的
（１） GGA による細胞死誘導の分子メカニ

ズムの解明のために、ヒト全ゲノム
から作製した shRNA 発現ライブラリ
ーを用いて、細胞死誘導に関与する
遺伝子の網羅的解析を行うことを目
的とした。

（２） 癌遺伝子 bcl-2 遺伝子の導入による
GGA誘導性細胞死の阻害効果の解析。

３．研究の方法
（１）  ヒ ト bcl-2 cDNA を 組 換 え た

pcDNA3.1/bcl-2 を構築し、ヒト肝癌
由来細胞株 HuH-7 細胞に導入し、
bcl-2 遺伝子を構成的に発現してい
るクローン HuH-7/bcl-2 を樹立した
（図 1）。（文献①）図から明らかな
ように、対照として樹立した HuH-
7/neo 細胞には bcl-2 遺伝子は、
mRNAレベルでも(panel A)、タンパ
ク質レベルでも(panel B) 全く発現
していなかったが、HuH-7/bcl-2 細
胞では、いずれのレベルにおいて
も発現が確認できた。また、bcl-2
蛋白の発現はミトコンドリア画分
に局在していた。

図1：癌遺伝子 bcl-2 構成的発現肝癌細胞
HuH/bcl-2 細胞株の樹立

　A; HuH-7/neo (lane1)または HuH-7/bcl-2 細胞
(lane2)から調製した total RNAを用いた bcl-2 mRNA
の RT(reverse transcriptase)-PCR. B; HuH-7/neo の 3
つのクローン(lanes 1~3)と HuH-7/bcl-2 の 4 つのク
ローン(lanes 4~7)の細胞溶解液を用いた bcl-2 抗体
によるウェスタンブロット。C; HuH-7/neo (lanes a, 3,

7)と HuH-7/bcl-2細胞(lanes b, 4, 8)のミトコンドリア分
画 並びに HuH-7/neo (lanes c, 1, 5)と HuH-7/bcl-2細胞
(lanes d, 2, 6)のポストミトコンドリア分画を用いたウ
ェスタンブロット。抗 bcl-2抗体（lanes a, b, c, d）、抗
porin抗体（lanes 1, 2, 3, 4）、抗 LDH抗体（lanes 5, 6, 7,
8）。

（２）  GGA を HuH-7/bcl-2 細胞とその対照
細胞 HuH-7/neo 細胞に添加し、遺伝子
発現に与える影響を網羅的に解析した。

（３）  ヒト全ゲノム由来 shRNA 発現ライブ
ラリーを用いて、GGA 抵抗性クロー
ンを複数樹立した。

（４）  GGA 抵抗性クローンの遺伝子工学的
解析を行った。

４．研究成果
（１） bcl-2 導入細胞株 HuH-7/bcl-2 の樹立：ヒ

ト肝癌由来細胞株 HuH-7 に bcl-2 癌遺伝
子を導入し、構成的に発現する細胞株を、
その対照細胞株 HuH-7/neo と共に得た。
HuH-7/bcl-2 細胞は解糖系が亢進し、グ
ルコース依存性が強いことが判明した
（図 2）。（文献①）すなわち、図 2 から
明らかなように、HuH-7/bcl-2 細胞は
HuH-7/neo 細胞に比べて、より迅速に培
地中のグルコースを消費し、それに呼応
して乳酸の産生分泌をより早期に観察さ
れた。また、図には示していないが、
HuH-7/neo 細胞が観察期間中生存し続け
たのに対して、HuH-7/bcl-2 細胞は、培
養 9日目に急激に細胞死を遂げた。

図2：HuH-7/neo並びにHuH-7/bcl-2 細胞に
おけるグルコース消費と乳酸産生の経時的変動
　HuH-7/neo（白丸）と HuH-7/bcl-2（黒丸）を 4500 mg/L
グルコースを含む DME 培地で培養し、培地を交換す
ることなく、培地中のグルコース（実線）と乳酸（破

線）を経時的に定量した。

（２） HuH-7/bcl-2 細胞は、GGA による細胞死
誘導に対して抵抗性を示し、GGA によ
って誘導されるミトコンドリア内膜電位
の喪失に対しても抵抗性を示した（図
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3）。（未発表）図から明らかなように、
HuH-7/neo 細胞は、GGA の濃度に依
存して MitoTrackerRed で測定される
ミトコンドリア内膜電位が低下した。
一方、HuH-7/bcl-2 細胞は GGA 処理
に対して抵抗性を示し、GGA の濃度
を 10 µM まであげても、大部分の細
胞の膜電位は維持されていた。

図 3：HuH-7/neo 並びに HuH-7/bcl-2 のミ
トコンドリア内膜電位に与えるGGAの効果
　HuH-7/neo (A~D)と HuH-7/bcl-2 (E~H)に異なる
濃度の GGA (A,E: 0 µM, B,F: 1 µM, C,G: 5 µM,
D,H: 10 µM)を添加し、1 時間後にミトコンドリ
アの内膜電位を測定した。横軸は内膜電位の大き

さの相対的値、縦軸は細胞数。

（３） ヒト全ゲノム由来 shRNA 発現ライブ
ラリーを用いて、GGA 抵抗性クロー
ンをおよそ 60 個程度得た。現在、こ
れらの個々のクローンの遺伝子解析
を行っている。今後、数年かかる予
定である。

（４） 得られた GGA 抵抗性クローンの
shRNA の塩基配列から、その標的の
ゲノム配列を BLAST 探索すると、
caspase などのアポトーシスの実行遺
伝子に相当するものは一切見つから
ず。ATG4, ATG5, Beclin, LC3, ATG11,
ATG14 などのオートファジー関連遺
伝子の近傍の塩基配列が検出された。

GGA により誘導される細胞死にはオー
トファジーが何らかの形で関与している
ものと考えられた。

（５） マウス LC3 遺伝子を EGFP (enhanced
green fluorescent protein) で標識した
plasmid を用いて、HuH-7/LC3 細胞を樹
立し、Live-cell imaging 技術により、生
細胞におけるオートファゴソームの形成
を可視化した。一般に、多くの細胞はア
ミノ酸欠乏の培地で培養するとオートフ
ァジーを起こし、オートファゴソームの
形成が観察されるといわれている。とこ
ろが、HuH-7/LC3 細胞はアミノ酸の含
まれていない HANKS 培地で培養しても
オートファゴソームは観察されなかった。
ところ、アミノ酸リッチな DME 培地に
GGA を添加すると、添加後 15 分以内に
オートファゴソームの形成が誘導され、
16 時間後まで、オートファゴソームは
蓄積した。しかも、PI3K の阻害剤であ
る Wortmannin 処理により GGA による
オートファゴソームの蓄積は阻害された
（図4）。（投稿中）

図 4：HuH-7/LC3 細胞における GGA 誘導性
オートファゴソームの観察
　HuH-7/LC3 細胞は、アミノ酸欠乏状態にしてもオ
ートファゴソームは観察されなかったが、アミノ酸

リッチな DME 培地に GGA を添加するとオートファ
ゴソームが観察された。さらにこのオートファゴソ

ームの形成は PI3キナーゼの阻害剤であるWortmaninn
の共存により阻害された。

（６） ウェスタンブロッティングにより、オー
トファジー関連遺伝子産物の細胞内動態
を解析すると、GGA 添加 15 分後には
LC3-I から LC3-II への変換がみられ、16
時間後まで LC3-II の蓄積が観察された。
すなわち、GGA 処理により速やかに
Cytosol 中に溶存している LC3-I にホス
ファチジルアミンが付加した LC3-II が
生成され、単離膜の形成がなされたもの
と考えられる。単離膜の生成に関与する



ATG4 や Beclin, ATG7 などの細胞内レ
ベルは GGA 添加後 1 時間までは増加
したが、その後 16 時間後まで徐々に
減少した（図 5）。ところ、図 5 から
明らかなように、p62タンパクは GGA
処理後 30 分から増加し始め、その後
24 時間まで蓄積した。p62 タンパク
は、scaffold protein として知られてい
るが、LC3 結合ドメインとユビキチ
ン結合ドメインを保持した興味ある
タンパクである。しかも、肝炎や肝
硬変、肝癌などでの発現亢進が報告
されていること、細胞毒性があるこ
となど GGA による細胞死誘導におい
て興味深い遺伝子である。（投稿中）

図 5：HuH-7 細胞における GGA 添加後のオ
ートファジー関連遺伝子の発現の経時的変
動
　それぞれの特異的抗体を用いて、GGA 添加後
のオートファジー関連遺伝子の発現の変動をウェ

スタンブロットにより観察した。

（７） コロンビア大学の Weinstein のグルー
プと同様に、GGAによってもCyclinD1
の細胞内含量が劇的に減少すること
を見出した。しかも、その効果は図 6
から明らかなように、極めて迅速で
GGA 添加後 30 分にはその効果が認め
られた。GGA 誘導体による Cyclin D1
の down-regulation に関してはすでに
報告があるが、Weinstein らの 4,5-
didehydroGGA による観察（24 時間後
に半減）とは異なり、GGA は非常に
迅速に CyclinD1を減少させた。 　　　

図６：ウェスタンブロッティング法により測定
した CyclinD1 の細胞内含量の GGA 添加後の
経時的変動
　　GGA 処理により HuH-7/neo 並びに HuH-

7/bcl-2細胞のいずれにおいても Cyclin D1含量は、

ほぼ同じ程度に減少した．

　　Cyclin D1 の細胞内含量はユビキチ
ン･プロテアソームによる分解系によっ
て調節されていることが知られているの
で、20S プロテアソームの阻害剤 MG132
の効果を観察した。その結果、図 7 に示
したように、GGA の抑制効果が半減し
た。つまり、GGA によるプロテアソー
ム系の亢進が考えられるが、それ以外の
転写調節なども関与している可能性が考
えられる。現在、そのメカニズムを解析
中である。

図7：GGA処理によるCyclin D1タンパクの
劇的減少に対するプロテアソーム阻害剤MG-
132の抑制効果
　　MG-132の共存により HuH-7/neo並びに

HuH-7/bcl-2細胞のいずれにおいても GGA誘導

性 Cyclin D1含量の減少は、抑制された。
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