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研究成果の概要（和文）：酸化ストレスは細胞死を引き起こすことにより様々な疾患の

原因になっている。私はこれまでに活性酸素種による細胞死を抑制すると考えられ

る数種類の遺伝子を得ている。本研究では、このうち 1 種類の遺伝子に着目し解析

を行った。まず、この遺伝子を高発現する細胞株では幾つかの因子の発現量やリン酸化レベ

ルが変動していることが明らかになった。次に、この遺伝子を高発現するトランスジェニック

マウスは白内障を引き起こすことが明らかになった。 

 

研究成果の概要（英文）：Oxidative stress induces cell death, leading to various diseases. 

We have previously identified cDNAs that inhibit cell death induced by reactive oxygen 

species (ROS). In this study, we focused on one of the isolated cDNAs and characterized. 

First, expression and phosphorylation of some factors altered in the cells overexpressing 

this gene. Next, we observed that transgenic mice overexpressing this gene developed 

cataract.    
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１．研究開始当初の背景 

活性酸素種は、酸化ストレスシグナル伝達

経路を通して細胞死を引き起こすことによ

り様々な疾患の原因になっている。活性酸素

種による酸化ストレスは、様々な細胞内シグ

ナルを誘導し、転写因子の活性化による遺伝

子発現を誘導し、細胞死を引き起こすことが

知られている。近年になり、このシグナル伝

達経路の過程でレドックス制御が関わって

いることも明らかになってきている。また、
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酸 化 ス ト レ ス は ミ ト コ ン ド リ ア か ら 

cytochrome c の放出を促進し、caspase を

活性化し、アポトーシスを促進することも報

告されている。活性酸素種への防御方法とし

ては主に、生成した活性酸素を分解消去する、

あるいは活性酸素種によってすでに引き起

こされた細胞死シグナルを抑制する、という

戦略が考えられる。活性酸素種を分解する因

子としてはすでにいくつかの因子が報告さ

れている。ポリフェノール、フラボノイド、

ビタミンCなどの物質や、SOD (superoxide 

dismutase)、catalase、GPx (glutathione 

peroxidase) などの酵素は特に有名な因子

である。しかし一方で、すでに活性酸素種に

よって引き起こされた細胞死シグナルを抑

制する因子およびその分子機構に関しては、

未だ不明な点が多い。すでに酸化ストレスに

より発症した様々な疾患の治療を考える上

で、細胞死シグナルを抑制する機構を解明す

ることは非常に重要であると考えられる。 

 

２．研究の目的 

私はこれまでに、レトロウィルスを用いた

発現クローニング法を用いて、マウス cDNA 

ライブラリーを NIH/3T3 細胞に導入し、酸

化ストレスによる細胞死を抑制する遺伝子

群の探索を行い、過酸化水素による細胞死に

抵抗性を示す細胞株 200 株を樹立した。得ら

れた細胞株から導入された遺伝子を回収、解

析し、現在までに、過酸化水素による細胞死

を抑制すると考えられる数種類の遺伝子を

得ている。このうち 5種類の遺伝子について

は、過酸化水素による細胞死を抑制するとい

う報告を行った (Nagano-Ito, M. et al. 

FEBS Letters 2009, 583, 1363-1367) 。本

研究では、発現クローニング法により得られ

た数種類の遺伝子のうち 1 種類の遺伝子に

着目し、その作用機序について明らかにする

ことを目的とする。私はこれまでに、この

遺伝子を一過性発現および安定発現させ

た細胞において、過酸化水素による細胞死

を抑制することを確認しており、またこの

遺伝子の siRNA を一過性発現させた細胞

においては細胞死が起きることを明らか

にしている。 

 

３．研究の方法 

(1) 既知の細胞死関連因子の発現量の解析 

得られた遺伝子の cDNA を動物細胞に導

入し過剰発現させ、RT-PCR 法やウェスタン

ブロット法を用いて、細胞死に関与する既知

の因子の発現量の変化について解析を行っ

た。以前、発現クローニング法により遺伝子

を単離してきた過程で、人工的な酸化ストレ

スのモデルとして過酸化水素を用いたこと

から、ここで解析する既存の因子としては、

過酸化水素による細胞死を誘導することが

すでに報告されている因子を中心に行った。

過酸化水素による酸化ストレスは、レドック

ス制御を含む様々な細胞内シグナルを誘導

し、転写因子の活性化による遺伝子発現を誘

導し、細胞死を引き起こすことが知られてい

る。したがって、ここで解析する因子として

は、レドックス制御として重要な役割を担う

因子について解析を行った。 また、これら

の因子によって活性化される転写因子につ

いても解析を行った。さらに、過酸化水素に

よる酸化ストレスは、ミトコンドリアから 

cytochrome c の放出を促進し、caspase を

活性化し、アポトーシスを促進する経路も報

告されている。したがって、過酸化水素が引

き起こすアポトーシスに関与する因子につ

いても解析を行った。 

(2) 細胞死抑制経路の解明 

 過酸化水素による細胞死誘導に関与する

既存の因子のうち、上記の実験結果にもとづ

き、本遺伝子の過剰発現により発現量が大き

く変動する因子を特定した。過酸化水素によ

る細胞死には、いくつかの経路が報告されて

いるが、同定した遺伝子がいずれの経路にお

いても共通に関与する因子であるのか、また

は、特定の経路にのみ作用する因子であるの

かについて解析を行った。また、この遺伝子

が過酸化水素以外の細胞死についても抑制

するか検討を行った。 

(3) 動物個体を用いた機能解析  

得られた細胞死抑制遺伝子の動物個体

における影響を調べた。得られた遺伝子の

高発現マウスを作製し、様々な疾患への影

響について検討を行った。トランスジェニ

ックマウスの作製は、受託作製を行ってい

る会社に委託した。まず、得られた遺伝子

の DNA 溶液を委託先の会社に送り、次に、

委託先の会社において、受精卵前核に DNA

溶液をインジェクションし、この受精卵を

偽妊娠状態にした雌マウスの卵管へ移植

した。仮親雌マウスの帝王切開により産仔

を摘出し、離乳後、離乳したマウスを委託



 

 

先の会社から受け取った。その後、研究室

内において、PCR 法およびサザンブロット

法により、遺伝子が導入されたマウスのス

クリーニングを行った。この方法により、

目的の遺伝子を高度に発現しているトラ

ンスジェニックマウスの作製を行った。作

製したトランスジェニックマウスを解析

することで疾患への影響について検討を

行った。 

 

４．研究成果 

(1) 既知の細胞死関連因子の発現量の解析 

得られた遺伝子の cDNA を動物細胞に導

入し過剰発現させ、ウェスタンブロット法を

用いて、細胞死に関与する既知の因子の発現

量について解析を行った。以前、発現クロー

ニング法により遺伝子を単離してきた過程

で、活性酸素種の一つである過酸化水素を用

いたことから、過酸化水素による細胞死に関

係することがすでに報告されている因子を

中心に解析を行った。その結果、得られた遺

伝子を高発現する細胞株においては、幾つか

の既知の因子の発現量やリン酸化レベルが

変動していることが明らかになった。また、

この遺伝子が過酸化水素以外の細胞死につ

いても抑制するかヘキスト染色法を用いて

検討を行った結果、セカンドメッセンジャー

であるセラミドによる細胞死についても抑

制することが明らかになった。一方、トポイ

ソメラーゼIの阻害剤であるカンプトテシン

やRNA合成を阻害するアクチノマイシンDに

よる細胞死に対しては抵抗性を示さなかっ

た。 

(2) 動物個体を用いた機能解析  

得られた細胞死抑制遺伝子の動物個体に

おける生物学的な役割について解明するた

め、得られた遺伝子を高度に発現するトラン

スジェニックマウスの作製を行った。作製し

たトランスジェニックマウスからゲノム DNA

を抽出し PCR 法により発現コンストラクトが

導入されたマウスのスクリーニングを行っ

た。その結果、約 15％がファウンダートラン

スジェニックマウスであることが明らかに

なった。次に、サザンブロット法を用いてゲ

ノム内に取り込まれた導入遺伝子の検出を

行った。また、交配により導入遺伝子を高度

に発現する系統の樹立を行った。さらに、ト

ランスジェニックマウスの様々な組織から

RNA を抽出し、RT-PCR 法により内在の遺伝子

および導入遺伝子の組織における発現量に

ついて解析を行った。その結果、内在の遺伝

子と導入遺伝子はいずれの組織においても

発現していたが、内在の遺伝子は眼球におけ

る発現量が尐なかったが、導入遺伝子は眼球

における発現量が多いことが明らかになっ

た。トランスジェニックマウスの眼が白く濁

ることから、眼球の切片を作製し、ヘマトキ

シリン・エオシン染色を行ったところ、トラ

ンスジェニックマウスは白内障を引き起こ

すことが明らかになった。眼の水晶体を形成

している繊維細胞は、分化の過程でアポトー

シスによりオルガネラが分解・除去されると

考えられている。作製したトランスジェニッ

クマウスは、水晶体繊維細胞のアポトーシス

を抑制しているのではないかと考えられる。 
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