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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでに様々な細胞において酸化リン脂質を還元するリン脂質ヒドロペルオキシド
グルタチオンペルオキシダーゼ（PHGPx）を欠損すると脂質酸化依存的な新規細胞死が誘導されることを見出している
。本研究では、タモキシフェン誘導型PHGPx欠損MEF細胞を用いて化合物ライブラリーやshRNA ライブラリーをスクリー
ニングすることにより新規細胞死に関与するシグナル分子の同定を目的に研究を行った。その結果、致死を抑制する化
合物６種類、致死を抑制する20以上の遺伝子の同定に成功した。これらの分子はこれまで報告のある既知の細胞死誘導
因子とは異なるもので有り、この細胞死が新規細胞死であることが裏付けられた。

研究成果の概要（英文）：Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase (PHGPx) is an intracellular anti
oxidant enzyme that directly reduces peroxidized phospholipids From analysis of our tissue-specific PHGPx 
knockout mice, we clarified that depletion of PHGPx can induce novel cell death via generation of phosphol
ipid hydroperoxide in several tissues. This novel lipid hydroperoxide dependent cell death can be complete
ly suppressed by addition of vitamin E. To clarify the mechanism of novel cell death pathway, we screened 
chemical library and shRNA library using tamoxifen inducible PHGPx knockout MEF cells. We found six inhibi
tors and about 20 genes to suppress the novel lipid hydroperoxide dependent cell death.
Knockdown of target genes against inhibitors can be suppressed novel cell death. These identified genes we
re not different from that regulating apoptosis, necroptosis and autophagic cell death. These results mean
s that lipid hydroperoxide dependent cell death is novel programmed cell death.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 リン脂質ヒドロぺルオキシドグルタチオ
ンペルオキシダーゼ（PHGPx）は、生体膜
脂質の酸化で生じたリン脂質ヒドロペルオ
キシドをグルタチオン依存的に直接還元す
る酵素である。我々はこれまでに様々な組織
特異的 PHGPx 欠損マウスを作成し個体レベ
ルでの機能解析を行っている。精巣特異的
PHGPx 欠損マウスでは精母細胞が致死とな
り、精子数が著しく減少し男性不妊となるこ
と、肝臓特異的 PHGPx 欠損マウスでは、１
６．５日以降肝細胞死が誘導され、出生直後
死となること、心臟特異的 PHGPx 欠損マウ
スでは、１７．５日に心筋細胞が致死となり、
１８．５日では浮腫を起こし産まれてこない
ことなどを見いだしている。興味深いことに
これらの各組織での PHGPx 欠損による細胞
死では母親にビタミン E 添加食を与えるこ
とで完全に個体レベルでの致死が抑制され、
正常に成育できるようになる。一方、ビタミ
ン E 添加食で正常に成育できた心臟特異的
PHGPx 欠損マウスは、通常食に換えると約
１０日で致死となることを見出している。こ
のことはPHGPxとビタミンEにより脂質酸
化を抑制することが、細胞および個体の生存
にとって極めて重要であることを示してい
る。 
 このように PHGPx の欠損による脂質酸化
が起因となる細胞死のメカニズムを明らか
にするために、我々はタモキシフェン誘導型
PHGPx 欠損細胞を用いて、細胞死の形態に
ついて詳細に検討したところ、これまで報告
のあるアポトーシス、ネクローシス、オート
ファジー性細胞死やネクロトーシスとも異
なる新規の細胞死であることを見出してい
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、この脂質酸化が起因となる新
規細胞死の致死のメカニズムを明らかにす
る目的で、既知のターゲットが明らかになっ
ている約３００種類の化合物ライブラリー
をスクリーニングし、細胞内のどのシグナル
系が致死に関与しているのかについて検討
を行った。また shRNA ライブラリーもスク
リーニングを行い、細胞死を抑制できる
shRNA を同定し、新規細胞死の実行因子を
明らかにすることを試みた。 
 
３．研究の方法 
 （１）タモキシフェン誘導型 PHGPx 欠損 MEF
細胞 
スクリーニングに用いた細胞は、我々が樹立
したタモキシフェン誘導型 PHGPx 欠損 MEF 細
胞である。この細胞では、培地にタモキシフ
ェンを添加すると、添加後２４時間で PHGPx
が欠損し、細胞内でリン脂質ヒドロペルオキ
シドが生成し、細胞死は４８時間後から７２
時間後の間で致死となる。この細胞死は、タ
モキシフェン添加と同時に２００μＭのビ

タミン Eやビタミン Eの誘導体であるトロロ
ックスの添加で、完全に細胞死が抑制され、
正常に増殖できる。 
（２）化合物ライブラリーのスクリーニング 
この細胞を用いて、化合物ライブラリーを、
タモキシフェン添加と同時に添加し、72時間
後においても細胞死が起きていない阻害剤
について検討を行った。 
 約 300 種類の既知の酵素に対する阻害剤ラ
イブラリー（文科省科研費・新学術領域・が
ん支援・化学療法基盤支援活動班・標準阻害
剤キット）を用い、96 穴プレートにまいたタ
モキシフェン誘導型 PHGPx 欠損 MEF 細胞株に、
タモキシフェンを終濃度１μＭおよび 10μ
Ｍで添加した場合の、72 時間後の細胞死を抑
制できる化合物を 1 次スクリーニングした。 
 １次スクリニーニングで陽性を示した化
合物については、スケール UP と濃度依存性
について解析を行った。２次スクリニーニン
グによって、濃度依存的に再現よく細胞死を
抑制できる化合物を８種類みいだした。 
（３）In vitro リン脂質自動酸化抑制能の
解析 
 ビタミン Eのように、脂質の酸化を抑制す
る化合物は、脂質酸化そのものを抑えるため、 
新規細胞死を抑制することができる。そのた
め、キナーゼ等のシグナル伝達系とは異なる。
そこで、２次スクリーニングでも陽性だった
化合物が、In vitro における自動酸化による
リン脂質ヒドロペルオキシドの生成を抑制
できるのか（リン脂質自動酸化抑制能を有し
ているか否か）について検討した。 
 イムロン１プレートにリノール酸含有ホ
スファチジルコリン（PC）のエタノール溶液
を加え、37 度で 12 時間放置する。エタノー
ルは乾固した後、PC の自動酸化が起きる。12
時間後、脂質ヒドロペルオキシドと反応し蛍
光を発するジヒドロローダミンを反応させ、
PC ヒドロペルオキシドの生成量を蛍光量で
側定した。被験化合物の濃度をふり、コント
ロールとしてビタミン Eと比較検討した。被
験化合物の濃度は、実際の細胞死を抑制する
ことができた濃度あたりから濃度依存性に
ついて検討した。 
 (4)レトロウィルス感染系を用いた標的蛋
白質のノックダウンによる細胞死抑制効果
の確認 
 標的遺伝子のノックダウンを行うために、
レトロウィルス感染系を用いたshRNAの発現
ベクターの作成をまず行った。shRNA ベクタ
ーは,piMG dr-U6 を用い、Packing 細胞株で
あるPlatE細胞にリポフェクトアミン法を用
いて遺伝子導入を行い、２日間培養し、培養
上清中にレトロウィルスの産生を行った。培
養上清を回収し、ポリブレンを加えた後に、
タモキシフェン誘導型PHGPx欠損細胞に加え、
レトロウィルスを感染させることによりノ
ックダウン細胞を作成した。標的遺伝子がノ
ックダウンされているのかについては定量
的 real time PCR 法にて確認を行った。 



（５）ノックダウン細胞への遺伝子の再導入
実験 
 遺伝子の再導入実験もレトロウィルス感
染系を用いて行った。標的遺伝子の cDNA を
MEF 細胞から PCR 法によりクローニングし、
塩基配列を確認した後、発現ベクター
（pMXs-IR）に導入し、上述した方法にてレ
トロウィルスを作成して、ノックダウン細胞
に感染させた。この導入した cDNA はノック
ダウンに使用しているshRNAが結合しない耐
性の cDNA を導入した。具体的には、マウス
ではなくヒト遺伝子を導入する場合と、
shRNA 結合塩基についてアミノ酸配列に変化
がないような形で、変異をいれた cDNA を導
入した。 
 （６）心臟特異的 PHGPx 欠損マウスのビタ
ミンE低下により起きる心不全による突然死
に対する阻害剤の効果 
 我々はこれまでに心臟特異的PHGPx欠損マ
ウスが発生過程の１７．５日に心筋細胞の突
然死により、個体が致死となること、母親に
ビタミン E添加食を与えることにより、致死
が抑制され、正常に育つことを報告している。
ビタミンE添加食で正常に成育した心臓特異
的 PHGPx 欠損マウスを通常食に換えると、心
臟のビタミン E の減少に伴い、約 10 日でほ
とんどのマウスが不整脈性の心不全により
突然死を引き起こすことを明らかにしてい
る。本実験では、新規細胞死を抑制すること
を見いだした阻害剤で、ビタミンＥ添加食か
ら通常食に変えた後 10 日で起きる突然死に
対して、治療効果がみられるのかについて検
討した。投与は通常食に換えてから、腹腔に
阻害剤を毎日投与し、致死時期の変化につい
て解析した。 
 （７）shRNA ライブラリーのスクリーニン
グ 
 レンチウィルスマウスshRNAライブラリー
（SBI 社製）を用いて、タモキシフェン誘導
型 PHGPx 欠損 MEF 細胞に感染させた。それか
ら、タモキシフェン添加、未添加後 96 時間
後でも生存している MEF細胞から RNAの抽出
を行い、細胞内に導入されたshRNA配列をPCR
による増幅を行い、プローブとしてマイクロ
アレイ解析を行った。タモキシフェン未添加
細胞に比べ、添加後 96 時間においてシグナ
ル強度が増加した遺伝子のうち上位151遺伝
子を細胞死誘導に関与する候補遺伝子とし
た。 
 次に 151 遺伝子個々にレトロウィルス
shRNA の感染系を構築し、ノックダウン細胞
を作成し、タモキシフェン添加による細胞死
の抑制効果について実際に検討した。その結
果、阻害剤 Aで見出した標的蛋白質 Aのノッ
クダウンによる細胞死の抑制効果よりも、高
い細胞死抑制効果を示した遺伝子を 17 遺伝
子見出した。 
 
４．研究成果 
（１）PHGPx 欠損 MEF 細胞株を用いた新規細

胞死のメカニズムの解析 
 我々はこれまでに、タモキシフェン誘導型
PHGPx 欠損 MEF 細胞において、カスパーゼ非
依存的でかつ典型的なアポトーシスではな
く、HMGB1 の核からの放出もみられず、タイ
ムラプスの解析から、ネクローシスでもない
細胞死であることを報告してきた。またオー
トファジー性細胞死の可能性についてもオ
ートファジーの責任分子である ATG5 のノッ
クダウン細胞でも細胞死の抑制効果は全く
みられなかったことからオートファジー性
細胞死とも異なると結論ずけた。 
 本研究では、新たな細胞死経路として、ネ
クロトーシスやフェロトーシス（鉄依存性細
胞死）の可能性について検討した。ネクロト
ーシスは、カスパーゼが機能しない細胞死に
おいて、RIP1 キナーゼおよび RIP３キナーゼ
複合体の活性化によって起きる新しい細胞
死である。阻害剤として、RIP1 キナーゼの阻
害剤 Nec-1 が知られている。我々の細胞死で
は、Nec-1 でも抑制効果がみられたが、Nec-1
は一方で強力なリン脂質の自動酸化に対し
ても抑制効果を示した。さらに細胞内のヒド
ロペルオキシドもNec-1によって下がること
からビタミンEのように脂質酸化を抑制して
細胞死を抑制していると考えられた。実際、
RIP1 のノックダウン細胞では細胞死は抑制
できなかった。このことから本細胞死はネク
ロトーシスとも異なると考えられた。一方、
最近、変異 RAS がん細胞を殺す抗がん剤によ
る細胞死で、鉄依存性の脂質酸化を介した細
胞死フェロトーシスが報告された。本細胞死
もビタミン Eで抑制効果がみられた。 
 そこで、我々の細胞死における鉄のキレー
ター並びにフェントン反応による脂質酸化
の可能性について検討した。その結果、鉄の
キレーターやスーパーオキシドの消去剤
Mn-TBAP や N アセチルシステインでは、細胞
死の抑制効果はみられなかった。またスーパ
ーオキシドジスムターゼ（SOD1、2）や過酸
化水素の消去酵素、細胞質型グルタチオンペ
ルオキシダーゼの高発現細胞株を作成して
も細胞死は抑制できなかったことから、
PHGPx 欠損による脂質ヒドロペルオキシドの
生成には、フェントン反応以外の経路が関与
していると考えられた。実際、蛍光色素
DCFH-DA を用いた細胞内ヒドロペルオキシド
生成について、フローサイトメトリーを用い
て解析したところ、タモキシフェン添加後 24
時間後のヒドロペルオキシドの上昇は、ビタ
ミン E同時添加では抑制されたが、鉄のキレ
ーター存在下では抑制されなかった。フェロ
トーシスを引き起こすことが知られている
xCT トランスポーターの阻害剤処理では、ヒ
ドロペルオキシドの生成がみられ、鉄のキレ
ーターによって抑制された。このことからも、
PHGPx 欠損によっておこるヒドロペルオキシ
ド生成はフェントン反応以外のシステムで
おこると考えられた。以上の結果は、PHGPx
欠損による細胞死はフェロトーシス様では



あるが、異なるメカニズムが存在することが
考えられた。 
 
（２）化合物ライブラリーによる新規細胞死
に関与するシグナル伝達経路の解析 
 これまでのところ、我々が見出した PHGPx
欠損による脂質酸化依存的新規細胞死経路
に関わるシグナル伝達経路は全く明らかに
なっていない。またフェロトーシスにおいて
も脂質酸化の下流で働く遺伝子については
明らかではない。そこで我々は既知のシグナ
ル伝達系の約 300 種類の阻害剤を用いて、既
知の酵素のうちどのようなシグナル経路が
この細胞死に関与しているのかについて解
析を行った。その結果、300 種類のうち、８
阻害剤が、新規細胞死を抑制できることを明
らかにした。このうち、ひとつは Nec-1 であ
るが、先に述べたようにこの化合物は強い、
リン脂質酸化抑制能（抗酸化活性）をもつこ
とから，他の７つの阻害剤についても同様に
検討した。その結果、もうひとつの阻害剤も
本来のターゲット分子以外に強い抗酸化活
性をもつことが明らかとなった。 
 よって抗酸化活性をもたない阻害剤とし
て、6 個の阻害剤を見出した。興味深いこと
にそのうち 2個は MEKの阻害剤であり（図１）、
別の 2 個は MAPK とは異なるキナーゼ A の阻
害剤 Aであった。その他はそれぞれ異なるキ
ナーゼの阻害剤で有り、合計 4種類のターゲ
ットタンパク質を見出した。 
 

 
（３）ターゲットキナーゼタンパク質のノッ
クダウンおよび、再導入実験による新規細胞
死への関与の検討 
 4 つのキナーゼのノックダウン細胞をレト
ロウィルス感染系を用いて作成したところ、
MEK およびキナーゼ A のノックダウン細胞で
は、タモキシフェン誘導型 PHGPx 欠損細胞死
を強く抑制できることが明らかとなった。ま
た、ノックダウン細胞に shRNA 耐性の cDNA
（MEK およびキナーゼＡ）を戻すと致死が回
復した。このことから MEK およびキナーゼＡ
は新規細胞死の実行経路として機能してい
ることが明らかとなった。キナーゼ活性をつ
ぶした cDNA を再導入しても細胞死は抑制で
きなかったことから、PHGPx 欠損による新規
細胞死は MEKおよびキナーゼ Aの活性が必要

であることが明らかとなった。実際、MEK の
下流で働くと考えられるERKのノックダウン
でも細胞死は抑制された。一方、他の MAPK
経路でありアポトーシスの際に関与する p38
および JNKの阻害剤は全く抑制効果は示さな
かった。 
 残りの 2つのキナーゼのノックダウン細胞
では弱い細胞死の抑制効果は観察されたが、
その抑制効果は阻害剤に比べてかなり弱か
ったことから、阻害剤のターゲット分子が他
にも存在する可能性が考えられた。 
 次に MEKの活性化が PHGPx 欠損細胞死にお
いて観察されるのかについて、リン酸化 ERK
およびリン酸化MEKの抗体を用いて検討した
ところ、致死の後期において活性化が検出さ
れた。このリン酸化の亢進はビタミン Eの添
加により抑制されたことから、脂質酸化の下
流で活性化されていることも明らかとなっ
た。またこれらの阻害剤は心臟特異的 PHGPx
欠損マウスのビタミンＥ低下による個体レ
ベルの突然死に対しても抑制効果がみられ
た。すなわち、このことは In vivo において
も、この新規細胞死経路が寄与していること
が考えられた。 
 
（４）レンチウィルス感染系を用いた shRNA
ライブラリーのスクリーニング 
 プール型のレンチウィルスマウスshRNAラ
イブラリー（SBI 社製）を用いて、タモキシ
フェン添加９６時間後でも生存している
shRNA 配列の同定を、Genechip 解析によって
行った。この shRNA 配列は Genechip の結合
配列を利用して作られており、マイクロアレ
イ解析から、PHGPx を欠損しても生き残った
細胞のゲノムに取りこまれた shRNA を含む
RNA からプローブを作ることにより、導入
shRNA 配列の同定と shRNA の濃縮が観察され
ると考えられた。実際、２回の実験から共通
して配列がみられ、未刺激時よりも濃縮され
た shRNA 配列の候補遺伝子を約 150遺伝子見
出した。この 150 遺伝子配列について、マウ
スレトロウィルス感染系に置き換えて、一つ
一つの遺伝子をノックダウンすることによ
り、細胞死が抑制されるのかについて検討し
たところ、強く細胞死を抑制できたキナーゼ
A のノックダウンによる細胞死抑制効果より
も強く細胞死を抑制できる shRNA 配列を 17
遺伝子同定することに成功した。これらの遺
伝子は、いずれもこれまでに、アポトーシス、
ネクローシス、オートファジー性細胞死、ネ
クロトーシスに関与することが知られてい
る遺伝子を含んでいなかった。 
 以上の結果からもPHGPx欠損による脂質酸
化依存的な細胞死は、これまで報告のある既
知の細胞死とは異なることが予想された。こ
れらのノックダウン細胞では、脂質酸化を抑
えていそうな細胞やERKの活性化を抑えてい
るものなども見出しており、実際に新規の細
胞死経路に関与する分子であることが予想
された。今後は、それぞれの遺伝子がどのよ



うに脂質酸化依存的な細胞死の実行に関与
しているのかについて明らかにする必要が
ある。 
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