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研究成果の概要（和文）：細胞内PLA1のDDHD1の膵臓がんの細胞死との関連を検討した。培養膵臓がん細胞に
DDHD1を導入すると細胞死が亢進して、膵臓がんの抗がん剤に対する感受性が増大した。DDHD1の発現はミトコン
ドリア呼吸を亢進させた。がん細胞は必要なエネルギー（ATP）を解糖系で産生しすること、逆にミトコンドリ
ア呼吸が低く保たれており、その特徴的な代謝変化は“ワーブルグ効果”と呼ばれている。ミトコンドリア呼吸
が低いことが、不利な環境で生存すること、がん細胞の抗がん剤耐性と関連する。DDHD1発現による “ワーブル
グ効果”を解除は、難治がんの制圧の緒になることが考えられる。また、DDHD1の活性調節機構も調べた。

研究成果の概要（英文）：The effect of intracellular phospholipase A1 on the survival of pancreatic 
cancer cells was examined. The expression of DDHD1/PA-PLA1 reduced the cell growth and survival of 
PACN-1 cells through the arrest in the G2 in the cell cycle. The expression of DDHD1 also increased 
the respiration of mitochondria. DDHD1 also increased the sensitivity of anti-cancer drug. In cancer
 cells including pancreatic cancer cells, the glycolysis produces ATP for growth but respiration in 
mitochondria is lowered. This metabolic change is termed the “Warburg effect”. The cancelation of 
the “Warburg effect” by the expression of DDHD1 caused the reduced survival of PACN-1 cells. The 
pharmacological agent sodium dichloroacetate also canceled the “Warburg effect” and reduced the 
survival and increased the sensitivity of anti-cancer drug. The elucidation　of the mechanism of 
cancelation of the “Warburg effect” by DDHD1 phospholipase A1 will read to a novel strategy 
against intractable cancer.

研究分野：生化学、分子生物学

キーワード： DDHD1　ホスホリパーゼA1　ワールブルグ効果　ミトコンドリア呼吸　細胞生存　抗がん剤　リン酸化修
飾　細胞内局在変化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膵臓がんは抗がん剤が効きにくく、5年生存率が極めて低い。本研究は、細胞内ホスホリパーゼA1（PLA1）の
DDHD1を発現させると、がん細胞の“ワーブルグ効果”を解除し、抗がん剤の感受性が亢進することを見出し
た。DDHD1の“ワーブルグ効果”解除のメカニズムを明らかにすることは、難治がんの制圧の緒になることが考
えられる。メカニズム解明のひとつとしてDDHD1のリン酸化と細胞内局在変化を調べた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様式Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
ホスホリパーゼ A1（PLA1）はリン脂質
の sn-1 位の脂肪酸を加水分解する酵素
である。PLA1には細胞外に分泌されて
働く分泌型（細胞外）酵素と、細胞内（細
胞質）に存在する細胞内酵素がある（図
1A）。細胞内 PLA1は現在３つの酵素が
知られている。図 1に細胞内酵素の構造
と命名をまとめた。いずれも分子の中央
にリパーゼのコンセンサス配列を持つ
セリン酵素である。また C 末端側に
DDHDドメインが存在するので、私たち
は DDHD1~3と命名して併記している。
DDHD ドメインは N-terminal domain 
interacting-receptor/Drosophila 
retinal degeneration B (Nir/rdgB) に存
在する機能未知のドメインである（図
1B）。私たちは PA-PLA1/DDHD1 が新
規カンナビノイド受容体 GPR55の内在
性アゴニストの 2-アシル型リゾホスフ
ァチジルイノシトール（LPI）の産生に
関与することを報告した。また、DDHD1
の変異が遺伝性痙性対麻痺（hereditary 
spastic paraplegia）の亜種の SPG28の
原因となること同定した（図 1C）。 
 
２．研究の目的 
遺伝性痙性対麻痺は、臨床的には緩徐進
行性の下肢痙縮と筋力低下を主徴とし、
病理学的には脊髄の錐体路、後索、脊髄
小脳路の系統変性を主病変とする神経
変性症候群である。DDHD1の変異がど
のように神経変性・神経細胞死につなが
るかはわかっていない。本研究は
DDHD1と細胞死の関係が神経細胞以外
でもみられるか、特にがん細胞の細胞死
と DDHD1の関係を調べた。 
さかんに増殖するがん細胞は、必要なエ
ネルギー（ATP）を解糖系により産生し
ていることが知られている。逆に、クエ
ン酸サイクル、電子伝達系-酸化的リン酸
化などミトコンドリアを介する呼吸が
低く保たれていることも知られており、
その特徴的な代謝変化は“ワーブルグ効
果”と呼ばれている。また、がん細胞の
ミトコンドリアの活性が低いことが、が
んが不利な環境で生存することにつな
がることが想定されている。本研究では
DDHD1が膵臓がん細胞の細胞増殖や生
存に与える影響について検討した。エネ
ルギー産生をミトコンドリア呼吸にシ
フトさせた場合の細胞周期への影響を
調べた。また、DDHD1の活性調節機構
は分かっていないので DDHD1 のリン
酸化を調べた。 
 
３．研究の方法 
(1) 組換レトロウイルスベクター発現系を用いて、FLAG-DDHD1/PA-PLA1を発現した膵臓が
ん細胞（PANC-1）を樹立した。また、DDHD1の活性セリン残基をアラニンに置換した変異
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図２　DDHD1 とその変異体の細胞増殖、生存に対する影響
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酵素 S537Aを発現した PANC-1細胞も樹立した。これらの細胞の増殖および生存に対する
DDHD1の影響を調べた。また、ワールブルグ効果を検討するため、これらの細胞のミトコン
ドリア呼吸活性を調べた。さらに生存活性を評価するため、抗がん剤エトポシドに対する感受
性に関して調べた。 
(2) DDHD1のリン酸化の解析を行う際は、FLAG-DDHD1を発現させたHEK293細胞を増殖
培地で培養して FLAG-DDHD1を精製した。精製タンパク質を消化した後、MALDI-TOF-
MS/MSを用いてリン酸化プロテオミクスを行った。セリン残基をアラニンに置換したリン酸
化を受けない変異酵素や、セリン残基をグルタミン酸に置換したリン酸化模倣酵素を用いて、
リン酸化の機能を調べ
た。 
 
４．研究成果 
(1) DDHD1 の細胞増殖
に対する影響 
増殖性の細胞すなわち
膵 臓 が ん 細 胞 に
DDHD1/PA-PLA1 また
は活性変異体（S537A）
を導入して、細胞増殖に
対する影響を調べた。
DDHD1および S537A変異体の発現により、細胞増殖が低下することが示された（図２A）。特
に S537A 変異体を導入した際に、増殖の低下効果が大きかった。ヨウ化プロピジウムで DNA
を染色し細胞周期を解析すると、DDHD1または S537A変異体の導入により、細胞周期が G2/M
期で停止すること（G2/Mアレスト）が示唆され
た（図２B）。ヒストン H3 の S10 残基のリン酸
化は有糸分裂期に上昇することが知られている
が、Western blottingでリン酸化を検出すると、
DDHD1 および S537A 変異体の発現により H3 
S10のリン酸化が低下し、細胞周期が G2 期で停
止していることが示唆された（図２C）。 
細胞を低密度で播種しコロニーの形成を調べる
と、DDHD1 発現細胞はコロニー形成の低下が見
られた（図２D）。また、S537A 変異酵素を発現
した細胞で、コロニー形成の顕著な低下が観察さ
れた。DDHD1または S537A変異酵素の発現に
より、膵臓がん細胞の増殖および生存が低下する
ことを示唆した。 
  
(2) DDHD1のミトコンドリア呼吸に対する影響 
DDHD1の変異（SPG28）患者のリンフォブラストはミトコンドリア呼吸が低下していたので、
DDHD1の発現により、ミトコンドリアの呼吸活性が変化するかどうかを調べた。MitoTracker
は呼吸に依存したミトコンドリア染色プローブである。MitoTracker の取り込みを測定するこ
とにより、呼吸活性を評価すると、プローブの取り込みは、DDHD1および S537A活性変異体
の発現により増加し、ミトコンドリアの呼吸が亢進することが示された（図 3A）。ミトコンドリ
ア外膜タンパク質の Tom20の発現をWestern blottingで調べると、DDHD1および S537Aの
発現により変化が無く、ミトコンドリアの量的な変化は無いことが示唆された（図 3B）。ミトコ
ンドリア呼吸活性の増大はミトコンドリア量の増加ではなく、呼吸活性自身が増加することが
考えられた。 
PANC-1 細胞をジクロ
ロ酢酸ナトリウムで処
理してミトコンドリア
呼吸を促進すると、
G0/G1 期の細胞が減少
し G2/M 期の細胞が増
加した（図 4）。ジクロ
ロ酢酸ナトリウムはピ
ルビン酸デヒドロゲナ
ーゼキナーゼを阻害し、
その結果、ピルビン酸デ
ヒドロゲナーゼの阻害
を解除することで、ピルビン酸デヒドロゲナーゼ活性を亢進する。ミトコンドリア呼吸が亢進す
ることになる。ミトコンドリアの呼吸が亢進すると、細胞周期が G2 期で一部停止することが考
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図 4　ジクロロ酢酸ナトリウムによる
　　　　　　細胞周期への影響
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えられた。また、ジクロロ酢酸ナト
リウムは細胞死も誘導した。これら
の結果は、DDHD1 および S537A
の発現により、細胞周期が変化した
こと、細胞死が亢進したことを示
し、これにはミトコンドリアの呼吸
亢進が起因することが考えられた。 
 
(3) DDHD1およびS537A変異体の
抗がん剤感受性に対する影響 
空ベクター、DDHD1および S537A
活性変異体を導入した PANC-1 細
胞をエトポシドで処置して細胞の
生存を解析した。PANC-1細胞は培
養膵臓がん細胞で、抗がん剤に耐性
を示し、高濃度のエトポシドで処置
しても大部分の細胞が生存してい
た（図 5A）。DDHD1または S537A
変異体を導入すると、エトポシドの感受性が増加した。PolyADPリボシルポリメラーゼ（PARP）
はカスパーゼにより切断されて活性化されるので、Cleaved PARP はアポトーシスの進行を表
す。Western blottingで Cleaved PARPの検出を行うと、DDHD1および S537A変異体の導入
により、より低濃度のエトポシドでアポトーシスが誘導されることが分かった（図 5B）。DDHD1
と S537A変異体は、抗がん剤の感受性を増大することが示された。 
がん細胞は解糖系により必要なエネルギー（ATP）を産生しており、クエン酸サイクル、電子
伝達系-酸化的リン酸化などミトコンドリア呼吸が低く保たれている。その特徴的な代謝変化は
“ワーブルグ効果”と呼ばれている。がん細胞のミトコンドリアの活性が低いことが、がんが不
利な環境で生存することにつながることが想定され、がん細胞が抗がん剤に耐性になる機序の
ひとつである可能性がある。
PANC-1 細胞に DDHD1 や
S537A変異体を発現させると、
抗がん剤のエトポシドに対する
感受性が増大し、細胞死が誘導
された。DDHD1 や活性変異体
S537Aの発現だけでなく、薬理
学的にピルビン酸デヒドロゲナ
ーゼキナーゼを阻害して、ミト
コンドリア呼吸を亢進しても、
細胞周期を G２期に停止させ細
胞死を亢進した。本研究で明ら
かとなった「DDHD1による“ワ
ールブルグ効果“の解除」は、が
ん細胞のミトコンドリア呼吸を
亢進させることで、細胞周期を
変化させ細胞死に導くことは、
難治がんの抗がん作用の制がん
へ応用への緒になることが考え
られる（図 6）。 
 
(4) DDHD1 のリン酸化による
調節 
FLAG-DDHD1 を発現させた
HEK293細胞から得た細胞抽出
物を、リン酸基と親和性がある
Phos-tag アクリルアミドを用
いた Phos-tag SDS-PAGEによ
り解析した。通常の増殖培地で
培養した場合でも、DDHD1 は
複数のバンドとして観察され、
血清刺激下で複数の部位でリン
酸化されていることが示された
（図7AB）。抽出物をアルカリホ
スファターゼで処理すると、

図 7　DDHD1 のリン酸化とその責任キナーゼ 
                  および PLA1 活性に対する影響
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Phos-tag SDS-PAGE による移動度が増加し、リン酸化 DDHD1 が脱リン酸化されたことが示
された。細胞をオカダ酸（プロテインホスファターゼの阻害剤）で処理すると、さらに移動度が
低くなり高度にリン酸化されることが示された（図 7A）。DDHD1 由来のリン酸化ペプチドを
MALDI-TOF MS/MSに供すると、10以上のリン酸化アミノ酸の同定され、通常の増殖培地で
の培養条件下で 4つのセリン残基（S8、S11、S723、S727）が強くリン酸化されることを確認
した。リン酸化されるアミノ酸残基をアラニンに置換した変異体を Phos-tag SDS-PAGE によ
り解析すると、アラニンに置換しない酵素と比較して移動度が増加し、置換アミノ酸残基がリン
酸化されることが確かめられた（図 7B）。 
DDHD1 のアミノ酸配列をもとにリン酸化に関与するキナーゼを予測した。組換プロテインキ
ナーゼと DDHD1を ATPとともにインキュベートし、in vitro kinase assayを行った（図 7C）。
3種類のキナーゼ（CDK1、CDK5、CK2α1）で反応の進行に伴う Phos-tag SDS-PAGEでの移
動度の低下が観察され、これらのキナーゼによりリン酸化されることが示された。そのうち細胞
増殖に関与する CDK1/ cyclin A2が DDHD1の S8、S11、S727 残基をリン酸化すること、細胞
周期や神経変性疾患と関わりが深い CDK5/p35 が DDHD1 の S11、S727 残基をリン酸化する
ことが示された（図 7D）。 
リン酸化されるセリン残基をグルタミン酸残基に置換してリン酸化を模倣した場合の PLA1 活
性を測定した（図 7E）。S11/727Eなどリン酸化模倣体の PLA1活性は低下したが、活性低下は
最大 20％程度で大きなものではなかった。 
 
ALFA タグを付加し
た DDHD1を COS-
7 細胞に発現させる
と、DDHD1が細胞
質に一様に分布す
るだけでなく、器壁
との接着部位に点
状に局在する様子
が観察された。点状
の構造はパキシリ
ンαと共局在する
ことから、DDHD1
は接 着 点（ Focal 
adhesion）に存在す
ることが示された
（図 8A）。リン酸化
模 倣 変 異 体
（S11/727E）とリン
酸化されない変異
体（S11/727A）を共
発現させたところ、
S11/727E 変異体は
S11/727A 変異体と
比べ明らかに多く
接着点へ局在する
ことが確認された
（図 8BC）。DDHD1
の リ ン 酸 化 は 、
PLA1 活性の大きな
変化はないものの
細胞内局在を変化
させ、細胞質から接着点への局在を促進することが明らかになった。 
 
まとめ DDHD1は膵臓がん細胞のミトコンドリアの呼吸を亢進し、細胞の増殖・生存を低下さ
せることが考えられた。がん細胞の“ワールブルグ効果“による代謝変化は抗がん剤への耐性な
ど生存の亢進に関与することが想定されている。DDHD1および活性変異体による“ワールブル
グ効果の解除“は、がん細胞の細胞増殖や生存を低下させるので、難治がんの制がんに貢献する
ことが考えられる。“ワールブルグ効果の解除“のメカニズムが明らかになれば制がんへ応用も
可能となる。以上より学術的独自性・創造性が高く波及効果も期待できる。また、DDHD1はリ
ン酸化されるタンパク質であることが示された。リン酸化により PLA1 活性は大きく変化しな
いが、接着点に局在することを示した。接着点は細胞の接着や形態変化、増殖などのシグナル伝
達に関与する。接着点でのリン脂質の分解・消去やリゾリン脂質の産生の生理的意義の解明は今
後の課題である。 

図 8　DDHD1 のリン酸化と接着点への局在
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