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研究成果の概要（和文）：本研究は、細胞がネクローシスで死ぬかアポトーシスで死ぬかを制御する因子の探索とその
機能解析を行い、細胞死の決定機構を明らかにすることを目的としている。本研究から、ネクローシスとアポトーシス
の細胞死を制御するmicroRNA(miRNA)を見出した。アポトーシスを起す細胞で多く発現しているmiRNAを、本来ネクロー
シスを起す細胞に過剰発現させるとその細胞死がアポトーシスに変化することを明らかにした。また、このmiRNAを過
剰発現した細胞では核膜の構造タンパク質であるlamin-B1がタンパク質レベルで減少することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Using mouse tumor cells in culture, we have been studying mechanisms of cell-death
, necrosis and apoptosis, caused by an anti-cancer drug.  A cellular microRNA (miRNA) was found to regulat
e the two death-modes.  This miRNA is up-regulated in apoptosis-fated cells but not in necrosis-fated cell
s.  We introduced to the necrosis-fated cells an over-expression of the miRNA by transfecting an miRNA-mim
ic, and found that the cells then underwent apoptosis.  We then found that the cells now changed to die by
 apoptosis show a decrease in the nuclear scaffold protein lamin-B1.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
 細胞死はその形態的特徴からネクローシ
スとアポトーシスの二つに大別される。アポ
トーシスを起こした細胞は縮小し、アポトー
シス小体と呼ばれる細胞断片を形成する。そ
の後、生体内で貪食細胞によって取り除かれ
る。がん細胞がアポトーシスを起こした場合
にはがんの消失、あるいは減退がおこる。こ
のようにアポトーシスを誘導することが多
くの抗がん剤の作用機構となっている。一方、
ネクローシス（壊死）は、細胞が膨張し、最
終的に細胞内容物が細胞外に漏出すること
で周辺細胞、組織に炎症を起こす。これはが
ん治療において副作用として認識されてい
る。また、脳梗塞、心筋梗塞等の疾患におい
て組織の壊死は患者に大きなダメージをも
たらすため、ネクローシスの制御は臨床にお
いても不可避の課題となっている。  
 研究代表者はマウス乳がん由来FM3A細胞
に抗がん剤 5-fluorouracil のデオキシリボース
体である 5-fluoro-2’-deoxyuridine (FUdR)が誘
導する細胞死の分子機構の解析を行ってき
た。FM3A 細胞に FUdR を作用させるとネク
ローシスを起こすが、継代培養を続けていた
ところ FUdR を作用させるとアポトーシスを
起こす形質の異なる細胞が出現したためク
ローニングを行い、ネクローシスを起こす
F28-7 株からアポトーシスを起こす F28-7-A
株を樹立した。そこで、細胞死を決定付ける
候補因子の同定を目的として mRNA、タンパ
ク質レベルの発現量を網羅的に調べた。
mRNA レベルは両細胞株に FUdR を作用させ、
経時的にマイクロアレイを用いて調べた。ネ
クローシスとアポトーシス誘導時に発現パ
ターンの著しく異なる 6 遺伝子を同定した 
(Sato et al. Genomics 2008)。また、タンパク質
レベルは二次元電気泳動法と質量分析装置
を用いて解析し、候補因子として核膜の構造
タンパク質である lamin-B1 と細胞骨格タン
パク質である cytokeratin-19 を同定した(Sato 
et al. J Proteome Res 2010)。得られた候補因子
は、siRNA を用いてノックダウンし、FUdR
が誘導する細胞死の形態変化を調べた。
Lamin-B1 と cytokeratin-19 をそれぞれノック
ダウンすると、本来ネクローシスを起こす
F28-7 株が FUdR を作用させることによって
アポトーシスに特徴的な形態変化を示すこ
とから、これらタンパク質が細胞死の形態を
決める因子であることを明らかにしている 
(Sato et al. Nucleosides Nucleotides Nucleic 
Acids 2008; Sato et al. J Proteome Res 2010)。 
 研究代表者は FUdR を作用させるとネクロ
ーシスを起こす F28-7 株に heat shock protein 
90 (Hsp90)の阻害剤である geldanamycin (GA)
を併用すると細胞死の形態がアポトーシス
に変化することを見出しており、Hsp90 もし

くはHsp90クライアントタンパク質がネクロ
ーシスとアポトーシスの細胞死制御に関与
することを明らかにしている (Sato et al. 
Genomics 2008)。また、F28-7 株に FUdR を作
用したネクローシス誘導時と、FUdR と GA
を併用したアポトーシス誘導時のプロテオ
ーム解析から lamin-B1、cytokeratin-19がFUdR
と GA を併用したアポトーシス誘導時に減少
していることが明らかになっている。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、細胞がネクローシスで死ぬかア
ポトーシスで死ぬかを決定づける因子を見
出し、その機能解析を行うことでネクローシ
スとアポトーシスの細胞死分子機構を明ら
かにすることを目的としている。 
 これまでに、細胞死のモデル細胞を用いた
研究から、ネクローシスとアポトーシスの細
胞死を制御する因子（lamin-B1、cytokeratin-19、
Hsp90）、及び制御する候補因子を見出してい
る。したがって、本研究ではネクローシスと
アポトーシスの細胞死制御機構における制
御因子の役割を明らかにし、細胞がネクロー
シスとアポトーシスの死の選択をどのよう
に行っているか理解する。 
 
 
３．研究の方法 
 ネクローシスとアポトーシスの細胞死を
決定する制御因子について機能解析を行い、
細胞が死の選択をどのように行っているか
明らかにすることを目的として、以下の計画
で研究を実施した。 
(1) これまでの研究から見出している細胞

死制御因子の候補について、siRNA を用
いて機能解析を行い細胞死の表現系に
与える影響を調べた。また、siRNA によ
る各因子のノックダウン効果をリアル
タイム PCR 及びウエスタンブロット法
で調べた。 

(2) FUdR を作用させるとネクローシスを起
す細胞に、Hsp90 阻害剤 GA を併用する
と、アポトーシスを起すが、この時の各
細胞死制御因子の mRNA、タンパク質レ
ベルをリアルタイム PCR 及びウエスタ
ンブロット法で調べた。 

(3) これまでの研究から見出している細胞
死制御因子 (lamin-B1、cytokeratin-19、
Hsp90、転写因子)について、各因子に対
する siRNA によるノックダウン及び免
疫沈降法を用いて各因子間の関連性を
調べた。 

(4) マイクロアレイを用いて、ネクローシス
を起す細胞とアポトーシスを起す細胞
で特徴的に発現している microRNA 
(miRNA)を調べた。また、特徴的に発現
している miRNA について、その発現量
をリアルタイム PCR で解析した。 



(5) ネクローシスを起す細胞とアポトーシ
スを起す細胞で発現量の異なる miRNA
について、miRNA mimic 及び miRNA 
inhibitor を用いて miRNA の過剰発現ま
たは阻害実験を行い、細胞死の表現系に
与える影響を調べた。 

(6) 細胞のネクローシスとアポトーシスを
決定づける miRNA について、lamin-B1、
cytokeratin-19、ATF3 の発現制御におけ
る役割を調べた。 

 
 
４．研究成果 
 本研究課題において、以下の研究成果を得
た。 
(1) ネクローシスを起している細胞で発現

量が増加する２つの転写因子 (activating 
transcription factor 3; ATF3、転写因子 X)
を、それぞれノックダウンすると、FUdR
を作用させると本来ネクローシスを起
す細胞がアポトーシスを起すことを明
らかにした。ATF3 に関する研究成果は
FEBS Journal に発表した  (Sato et al. 
FEBS J 2014)。 

(2) FUdR を作用させるとネクローシスを起
す細胞に、Hsp90 阻害剤 GA を併用する
と、アポトーシスを起す。この時、ネク
ローシスを起す細胞で発現が増加する
２つの転写因子 (ATF3、転写因子X)が、
Hsp90 の阻害により、mRNA レベルで抑
制されることを明らかにした。ATF3 に
関する研究成果は FEBS Journal に発表
した (Sato et al. FEBS J 2014)。 

(3) これまでの研究から見出している細胞
死制御因子 (lamin-B1、cytokeratin-19、
Hsp90、ATF3)について、それぞれの
siRNA を用いてノックダウンしても他
の因子の発現量は変化しないことが明
らかになった。また、分子シャペロン
Hsp90 と lamin-B1、cytokeratin-19、ATF3
との直接的なタンパク質—タンパク質相
互作用は見られなかった。 

(4) マイクロアレイを用いた解析から、ネク
ローシスを起す細胞とアポトーシスを
起す細胞でそれぞれ特徴的に発現して
いる miRNA を見出した。 

(5) アポトーシスを起す細胞で多く発現し
ている miRNA を、本来ネクローシスを
起す細胞に過剰発現させると、その細胞
死がアポトーシスに変化することを明
らかにした。 

(6) ネクローシスを起す細胞に、細胞死を制
御する miRNA を過剰発現させると、タ
ンパク質レベルで lamin-B1 が減少する
ことを明らかにした。また、cytokeratin-19
及び ATF3 の発現は、この miRNA を過
剰発現しても影響を受けないことが明
らかになった。 

 
 本研究課題から、新たにネクローシスとア

ポトーシスを制御する miRNA を見出した。
また、この miRNA はこれまでの研究から見
出している細胞死制御因子の中で、核膜の構
造タンパク質である lamin-B1 の発現を制御
している可能性が明らかになった。今後、新
たに細胞死の制御因子として同定した
miRNA とこれまでに見出している制御因子
との関連性を詳細に調べることで、ネクロー
シスとアポトーシスの制御機構の一端が明
らかになると考える。 
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