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第 1 部 第 1 章 緒言 

 

1-1.  アポトーシス 

通常生体内では、恒常性を維持するため老化した細胞は速やかに除去され、新しい細胞

へと置き換えられる。一方、ウイルスに感染した細胞、癌化した細胞はリンパ球などの白

血球細胞によって攻撃され体内から除去される。このように生体内では毎日、個体をより

よい状態に保つために引き起こされるプログラムされた細胞死によって、数億の細胞が死

滅する(1)。このような細胞死はアポトーシスと呼ばれている。1885 年に Flemming はラッ

トの卵胞においてアポトーシスを始めて発見した(2)。1972 年に Kerr は肝虚血時に死細胞

の染色体が細かくなることを発見し、生物学における細胞死の一つとしてアポトーシスと

名付けた(1)。 

アポトーシスは固体の生命を維持するために、遺伝子により制御された能動的な細胞死

である。細胞の異常増殖による癌化や何らかの異常が生じた際にアポトーシスが誘導され、

不要な細胞を除去し、正常な細胞が維持される(3)。この過程では、カスパーゼといわれる

一群のプロテーゼが順次、活性化され、種々の細胞内コンポートネントを切断し、細胞膜

湾曲、核の凝縮と断片化を引き起こし、死へと導かれる。また、アポトーシスの最終段階

では染色体 DNA がヌクレオソーム単位へと断片化される。cysteine aspartic acid 

protease(カスパーゼ)はアポトーシスにおけるシグナル伝達機構の上流および下流で働く

システインプロテアーゼであり、部位特異的に切断されて活性化状態になり、更に他の分

子を切断し活性化に導く、現在は 14 種が同定されており、このうちカスパーゼ-11 はマウ

スでのみ同定されているがヒトでは相同体としてカスパーゼ-4,-5 が同じ役割をしていると

考えられ、自然免疫応答やパイロトーシスに関与していることが知られている(4、5)。 カ

スパーゼ-13 はウシでのみ同定されている(6)。さらにアポトーシスを誘導するカスパーゼは

アポトーシス誘導を開始するイニシーターカスパーゼ(カスパーゼ-2, -8, -9, -10) とアポト

ーシスを実行するエフェクターカスパーゼ(カスパーゼ-3, -6, -7) に分けられている(6)。カ

スパーゼ-3 は caspase-activated DNase(CAD)を活性化し、アポトーシスに特異的な DNA

のヌクレオソーム単位での断片化を誘導する(1)。 

アポトーシスは内因性経路と外因性経路に大別され、前者の経路はミトコンドリアを介

する経路で Bcl-2 family によって制御されている。Bcl-2 family にはアポトーシスを誘導す

るタンパク(Bax, Bcl-XS, Bad, Bak)とアポトーシスを抑制するタンパク(Bcl-2, Bcl-XL, A1, 

Mcl-1, BAG-1)があり、作用が反するタンパク同士でヘテロダイマーを形成している(7、8)。

Bax が作用するためには Bcl-2 との相対量が重要であり、Bcl-2 と Bax がヘテロダイマーを

形成している状態から、Bax が過剰になることで Bax のホモダイマーが形成されるとアポ

トーシスが誘導され、Bcl-2 が過剰になることで Bcl-2 のホモダイマーが形成されると細胞

は生き延びる(9)。そのため、Bcl-2 や Bcl-XL の過剰発現は抗癌剤によるアポトーシスから

回避させ、抗癌剤に対して耐性させる (10、 11、12)。ミトコンドリア外膜には
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voltage-dependent anion channel(VDAC)があり、シトクロム C がここから放出され、ミ

トコンドリア膜電位が低下し、細胞内活性酸素の上昇と細胞膜リン脂質の酸化が惹起され

る(13、14)。細胞質に放出されたシトクロム C と Apaf-1 が複合体を形成し、イニシエータ

ーカスパーゼであるカスパーゼ-9 を活性化し下流のエフェクターカスパーゼであるカスパ

ーゼ 3、6、7 を活性化することでアポトーシスが誘導される(15)。外因性経路は、デスレセ

プター(DR1、DR2、DR3、DR4、DR5、DR6)にデス因子(TNF、Fas-L、TRAIL)が結合す

るとシトクロム C の放出は起こらずにカスパーゼ-8 の活性化を介してカスパーゼ-3 を活性

化してアポトーシスを誘導する(16、17、18)。 

細胞膜の脂質二重膜の構成リン脂質である phosphatidylserine(PS)はアミノリン脂質ト

ランスロカーゼにより、ATP のエネルギーで細胞質側に移動されているが、アポトーシス

の進行に伴い、この反応が止まるため PS は細胞表面に露出する。マクロファージは、この

細胞表面に露出した PSを認識してアポトーシス細胞を貪食するため、アポトーシス細胞の

内容物は周囲に分散されることがない。細胞死にはアポトーシスとは形態学的、生化学的

特徴から異なるネクローシスがある(19、20)。ネクローシスは、細胞が膨張し、最終的には

細胞の内容物が周囲に漏出することで周辺細胞に炎症を惹起してしまうため、これまでの

抗癌剤や放射線治療における副作用として考えられている。アポトーシスによって腫瘍の

形成と成長が未然に防がれており、アポトーシスが正常に機能しないことで癌細胞は腫瘍

を形成するので、アポトーシスが自ら引き起こせない癌細胞に対してアポトーシスを誘導

させる薬剤の効果は抗癌作用として用いられている。本研究では、アポトーシスを誘導す

る化合物の構造的特徴と癌細胞の防御機構を解明することを目的とした。 

 

1-2.  オートファジー 

 オートファジーは元来、細胞が飢餓状態に陥った際に自らの細胞内構成成分をアミノ酸

レベルにまで分解し、再利用する細胞保護的な作用である(21)。まず、細胞内に隔離膜が生

成され、細胞内小器官や異常タンパク質などを取り込み、オートファゴソームが形成され

る。そこへ加水分解酵素を含むリソソームが融合することでオートリソソームとなり、リ

ソソーム酵素によって取り込んだ細胞内小器官、タンパク質が分解される(21)。現在、唯一

のオートファジーマーカーとして用いられている LC3 は細胞質で翻訳後、直ちに C 末端を

切断され LC3-I となる。 LC3-I はオートファジー進行に伴い phosphatidyl 

ethanolamine(PE)と結合し、LC3-Ⅱとなってオートファゴソーム膜に繋がれる(図 1) (21)。 
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図 1. オートファジー 

LC3 はオートファジー誘導によってその発現増強、リソソームとの共局在、LC3-I から

LC3-Ⅱへの変換が見られる。これは各細胞内小器官を特異的に取り込み分解するマイトフ

ァジーやペキソファジーといったあらゆるオートファジーに共通してみられる現象である

(22)。 

 

オートファジーの歴史は、1963 年に Christian によって自己の構成成分を分解する細胞

内過程としてオートファジーという言葉が導入された(23)。1967年には Christianと Deter

が絶食したラットの肝臓でグルカゴンにより誘導されるオートファジーを観察した(24)。 

1973年にBolenderとWeibelは細胞小器官が選択的にオートファジーによって分解される

ことを初めて見出した(25)。1993 年以降、Ohsumi は酵母によるアプローチから分子機構

解明を進め、1997年に最初のオートファジー関連遺伝子であるATG1を同定した(26)。2001

年には Mortimore によって肝臓において正常な生理状態ではオートファジーがバルクなタ

ンパク質を非選択的に分解する主要な経路であることが証明された(27)。 
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図 2. オートファジーの分子機構 

これまでに酵母遺伝学によって 35 のオートファジー関連分子である ATG 分子が同定さ

れている(28、29、30)。ATG1-10、12-14、16-18、29、31 がオートファゴソーム形成に必

須であり、ATG 分子は機能的役割から、ATG1/ULK 複合体、クラスⅢPI3 キナーゼ複合体、

ATG9、ATG2-18 複合体、ATG12-ATG5 複合体、ATG8/LC3-PE 結合体に分けられている。 

 

1-2-1.  非選択的オートファジー 

 非選択的オートファジーは、主に栄養飢餓によって誘導される。細胞内の栄養シグナル

は、mTORC1 複合体を介したリン酸化シグナルにより制御されており、豊栄養条件化では

インスリンやアミノ酸により mTORC1 が活性化されることでタンパク合成や細胞成長が

促進されている。mTORC1 は ULK1 複合体(ULK1-ATG13-FIP200-ATG101)と直接結合し

てオートファジーを抑制しているが飢餓時にはULK1複合体は小胞体膜へATG9と移動し、

小胞体膜状に局在化する。クラスⅢPI3 キナーゼ複合体(ATG14-Beclin 1-VPS34-p150)は、

ULK1複合体依存的に小胞体膜状に局在化することでPI3Pを産生し、下流で機能するPI3P

結合タンパク質 WIPI 複合体(ATG2-WIPI)などのオートファゴソーム形成起点への局在化

を促す。隔離膜の伸長には現在 2 種類のユビキチン様結合システムが必要であると考えら

れている。まず ATG12 が E1 酵素 ATG7、E2 酵素 ATG10 を介して ATG5 と共有結合し、

ATG12-ATG5 結合体は ATG16L1 と複合体を形成して隔離膜の外側に局在する。隔離膜が

閉じてオートファゴソームになるときに ATG12-ATG5-ATG16L1複合体は隔離膜から離脱

する。次に前駆体 LC3 が合成後、システインプロテアーゼである ATG4 により C 末端が切

断され、グリシン残基を露出した LC3- I form になる。LC3-I は E1 酵素 ATG7、E2 酵素

ATG3、ATG12-ATG5 複合体が E3 酵素様の働きをして、PE と共有結合し、LC3-PE(LC3-
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Ⅱ form)になる。LC3-Ⅱは隔離膜やオートファゴソームに局在し隔離膜の伸長と閉じる働

きを行っている。そのためオートファゴソームマーカーとして広く利用されている。オー

トファジーが誘導されている条件化で細胞質中には LC3-Ⅱを含む小胞構造の増加が観察さ

れる。しかし、オートファゴソームの蓄積はリソソームの阻害によっても引き起こされる

ためオートファジー誘導とリソソーム阻害のどちらに起因するのか区別する必要がある。

その後オートファゴソームに STX17 や YKT6 がリクルートされ、リソソームとの融合を誘

導する。オートファジーが生じると、主要な産物としてアミノ酸が供給され、細胞質中に

十分量のアミノ酸が供給されると mTORC1 が活性化され、オートファジーは不活性化する。 

 

1-2-2.  選択的オートファジー 

 

1-2-2-1. p62/SQSTM1 

 オートファゴソームには選択性が無く、ターゲットを選択的に分解するときは分解され

る物質とオートファゴソームをつなぐアダプタータンパク質が必要となる。現在最も有名

なアダプタータンパク質は p62/Sequstosome1(p62/SQSTM1)である。p62/SQSTM1 は

1996 年に Shin によってヒトのリンパ球におけるチロシンキナーゼ p56lck の SH2 ドメイ

ンに結合するタンパク質として発見された(31)。p62/SQSTM1 は aPKC、RIP、TRAF6 な

どのシグナル伝達を担う様々な分子と相互作用することが報告されている。また、Komatsu

とPankivはp62/SQSTM1とオートファゴソーム膜形成に関わるLC3と結合ドメインを持

つことから相互作用し、オートファジーによって選択的に分解される基質であることを明

らかにした(32、33)。そしてユビキチン鎖と結合するドメインを有しており、Ser407 と

Ser403 がリン酸化されるとポリユビキチン鎖との親和性が上昇し、脱分極したミトコンド

リアやポリユビキチン化されたタンパク質の凝集体などをオートファジーに導くことが知

られている。肝臓特異的オートファジー欠損マウスにおいて、肥満症、メタボリックシン

ドロームの誘導や p62/SQSTM1 が過剰に蓄積し、ユビキチン・p62/SQSTM1 陽性の封入

体が形成されている。さらに、アルコール性肝炎、脂肪肝、肝癌患者組織においてもユビ

キチン・p62/SQSTM1 陽性封入体が観察されることから、疾患の発症におけるオートファ

ジーと p62/SQSTM1 代謝の関係が研究されている。mTORC1 によって p62/SQSTM1 の

Ser349 がリン酸化されると p62/SQSTM1 と Keap1 との親和性が増し、Keap1 と結合して

いた Nrf2 が離れて核移行シグナルを誘導する。Nrf2 はストレス応答転写因子としてスト

レス耐性遺伝子の発現亢進やp62/SQSTM1の遺伝子発現亢進も誘導しポジティブフィード

バック機構として働くことが知られている(34、35、36)。Keap1 と結合したリン酸化

p62/SQSTM1 は LC3 Interacting Region(LIR)を介して、LC3 と相互作用することでオー

トファジーのターゲットとして分解される。選択的オートファジーの破綻は様々な疾患と

関連しており、肝癌では恒常的に p62/SQSTM1 の Ser349 がリン酸化されており、Nrf2 が

持続的に活性化しているため抗がん剤などのストレスに耐性がある。また、家族性パーキ
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ンソン病やアルツハイマー病ではタンパク質の凝集体や脱分極したミトコンドリアの除去

が行えず、神経細胞がダメージを受け脳機能の低下が起こる(37)。 

 

図 3. p62/SQSTM1 のドメイン構造 

p62/SQSTM1 はグルタミン酸、プロリン含量が高く複数のタンパク質と相互作用を介し

て細胞内シグナル伝達を調整する多機能タンパク質である。 

 

1-2-3.  マイトファジー 

 マイトファジーは、オートファジーを介したミトコンドリアの選択的分解機構であり、

異常なミトコンドリアや古くなったミトコンドリアの代謝に関与していると考えられてい

る。1957 年に Clark が電子顕微鏡観察によってミトコンドリアがオートファジーによって

分解されていることを発見した(38)。ミトコンドリアは、酸化的リン酸化によって細胞が消

費するエネルギー産生の他に、脂肪酸のβ酸化やアポトーシスの制御など様々な働きをし

ている。一方、ミトコンドリアは細胞内で最大の活性酸素(reactive oxygen species : ROS)

産生オルガネラであり、自身が産生したROSにより絶えず酸化ストレスに暴露されている。

そのためミトコンドリア内では抗酸化酵素により ROS の影響を軽減し、傷害を受けたミト

コンドリア DNA やタンパク質は修復・分解することで品質管理を行っている。この品質維

持能力を上回る傷害をミトコンドリアが受けた際に、細胞はオートファジーを利用して機

能不全に陥ったミトコンドリアを分解して品質管理を行っていると考えられている。 

 

1-2-3-1. Parkin と PINK1 

 マイトファジーの実行には、パーキンソン病原因遺伝子である PARK2 と PINK1/PARK6
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にそれぞれコードされるParkinとPTEN-induced putative kinase protein 1 (PINK1)が重

要な役割を果たしている(39)。まず、ミトコンドリアが脱分極して不良ミトコンドリアにな

ると PINK1 がミトコンドリア上に安定して局在し、PINK1 に Parkin が結合することでミ

トコンドリア外膜上に Parkin が集積する。次に、PINK1 が Parkin の UBL ドメイン内の

Ser65 をリン酸化することでユビキチンリガーゼ活性を活性化し、不良ミトコンドリアの外

膜にユビキチンが付与され、このユビキチンが認識されることでマイトファジーが実行さ

れると考えられている(40、41、42)。 

 

図 4. 不良ミトコンドリアにおける PINK1 蓄積メカニズム 

健常なミトコンドリアでは PINK1 は、ミトコンドリア外膜(OMM)の TOM 複合体を介し

てミトコンドリア内膜(IMM)の TIM 複合体に輸送される。その後 PINK1 の膜貫通ドメイ

ンの Ala103 と Phe104 の間が mitochondrial processing peptidase(MPP)および

presenilin-associated rhomboid-like protease(PARL)によって切断され、N 末端が欠失形

態の PINK1 は細胞質に放出されて分解される(43、44)。この連続的な輸送及び分解サイク

ルによって健常なミトコンドリアではPINK1の局在は低レベルで維持されている。しかし、

ミトコンドリアの脱分極が起きると TIM複合体によるミトコンドリア内膜への輸送が阻害

され、PINK1 は TOM 複合体と 2:1 のモル比でミトコンドリア外膜上に未切断の状態で蓄

積する(45、46)。 

 

1-2-4. リポファジー 

 2009 年に Singh は肝細胞の脂肪滴がオートファジーによって分解されることを発見し、

リポファジーと名付けられた(47)。リポファジーは脂肪滴内部または脂肪滴近傍で形成され

たオートファゴソームが脂肪滴を取り込み、オートファゴソームはリソソームと融合し、
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オートリソソームとなり、コレステロールエステルは酸性リパーゼの作用を受けて分解さ

れる。 

 

1-2-4-1. 脂肪滴 

細胞内における脂質のほとんどは脂肪滴に貯蔵されており、栄養飢餓時に脂肪酸に分解

されてβ酸化を介してエネルギーに変換される。脂肪滴は、コレステロールエステル、ト

リアシルグリセロール、ジアシルグリセロールなどの脂質エステルでコア部分が形成され

ており、脂肪細胞以外の細胞ではコレステロールエステルが主成分であり、表面はリン脂

質一重層覆われている(48)。リン脂質一重層にはホスファチジルコリン、ホスファチジルエ

タノールアミン、リゾホスファチジルコリンなどが含まれている(図 5)。脂肪滴に貯蔵され

ている脂質エステルの分解は、脂肪トリグリセリドリパーゼ(ATGL)によってトリアシルグ

リセロールを加水分解し、ジアシルグリセロールになり、ホルモン感受性リパーゼ(HSL)

によってさらに加水分解されるが、脂肪滴に存在するタンパク質である Perilipin、ADRP、

TIP47、CGI-58 によって制御されている(49)。 

 

図 5. 脂肪滴の構造 

 中心に脂質エステルによるコアがあり、その周囲をリン脂質一重層が覆い、Perilipin、

ADRP、CGI-58 などの脂肪滴タンパク質がアンカーとして存在している。 
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1-3. Tamoxifen 

1966 年にステロイドホルモンである 17β-estradiol に結合するタンパク質として発見さ

れた estrogen receptor(ER)は Jensenと Jordanによって同定された(50)。1986年にGreen

によって cDNA配列が決定され、その生物学的特性についての研究が進み1996年にKuiper

がラット前立腺の cDNAライブラリーから第 2のERとしてER-βが発見された(51、52)。

この二種類のアイソフォームはそれぞれ ERαと ERβと呼ばれ、独立した遺伝子 ESR1 と

ESR2 から産生されており 6 つのドメイン構造を持っていることが知られている。17β

-estradiol が ER と結合すると複合体を形成し核内へ移行して DNA 上のエンハンサー配列

である ERE と結合して転写活性化を引き起こし、転写因子として働くようになる(53)。そ

のため 17β-estradiol は癌細胞の増殖を促進する作用を有しており、乳癌の患者組織にお

いて健常者と比較して ER の発現が上昇していることが報告されている(54)。 

Tamoxifen(TAM)は、ステロイドホルモン受容体陽性乳癌の予防や治療に広く利用されて

いる抗癌剤である。主に CYP2D6(シトクロム P450、family 2、sudfamily D、polypeptide 

6)により代謝されて 4-Hydroxytamoxifen および Endoxifen などの活性型代謝産物に変換

されて ER との親和性が増加し、17β-estradiol とアンタゴニストとして働くことにより、

細胞増殖抑制能を有するようになる(55、56、57、58)(図 6)。しかし、近年 TAM は ER を

持っていない癌細胞にもアポトーシスを誘導することが知られている(59、60)。 

 

図 6. 4-Hydroxytamoxifen と ER との結合モデル 

 Shiauらによって 4-Hydroxytamoxifenの水酸基がERとの結合に必要であることが明ら

かにされた(61)。 
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図 7. Tamoxifen の代謝経路と代謝産物 
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TAM は、ヒトの肝臓で第 1 相反応、第 2 相反応を受ける(図 7)。主要な代謝体である

N-DesmethyltamoxifenはCYP3A4とCYP3A5を触媒として形成され、CYP2D6、CYP1A1、

CYP1A2、CYP2C19、CYP2B6 も関与していると考えられている(62、63、64)。さらに

N-Desmethyltamoxifen は CYP2D6 による水酸化の対象となり、活性型代謝体である

Endoxifen に変換される(65、66)。もう 1 つの活性型代謝体である 4-Hydroxytamoxifen は

CYP2D6、CYP3A4、CYP2C9、CYP2B6、CYP2C19 などによって触媒されて TAM の 4

位水酸化かフェニル環の para 位での水酸化によって生成される(64、67、68、69、70)。

CYP2B6 と CYP2D6 は他のフェニル環の 4’位で水酸化を起こすことで 4’

-Hydroxytamoxifen になり、4’-Hydroxy-N-desmethyltamoxifen になる。また、他の水

酸化代謝産物として CYP3A4 によってα-Hydroxytamoxifen が生産される(62、63、71、

72)。CYP1B1、CYP2B6、CYP2C19 によって 4-Hydroxytamoxifen は異性化されて

cis-4-Hydroxytamoxifen に な る 。 Tamoxifen の 代 謝 に は 水 酸 化 だ け で な く

flavin-containing monooxigenase(FMO) 1 と 3 による N-酸化のルートもあり、この反応は

CYP2A6、CYP1A1、CYP3A4 などに還元されて Tamoxifen が生成する反応と共に起こる

(73、74)。第 2 相反応では、硫酸化とグルクロン酸抱合が主なメカニズムであり、

4-Hydroxytamoxifen は UDP-グルクロノシルトランスフェラーゼである UGT1A4、

UGT2B15 、 UGT2B7 、 UGT1A8 に よ っ て O- グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 さ れ

4-Hydroxytamoxifen-O-glucuronide が生産される(75、76、77)。Endoxifen は UGT1A10

と UGT1A8 によってグルクロン酸抱合されて Endoxifen-O-glucronide になる。スルフォ

タ ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ で あ る SULT1E1 、 SULT1A1 、 SULT2A1 に よ っ て

4-Hydroxytamoxifen は硫酸化されて 4-Hydroxytamoxifen-sulfate になる(74、78)。 

 

1-4. Ridaifen 

 

Ridaifen(RID)は TAM から派生した類縁体であり、TAM の合成において産生されてしま

う構造異性体の除去プロセスの簡略化や ER 非依存的なアポトーシスに注目してスクリー

ニングされた類縁体が RID-B である(図 8)。新規抗癌物質のスクリーニングに用いられる

JFCR panel と呼ばれる 39 種の癌細胞株に RID-B を作用させ、癌細胞ごとの感受性パター

ンからその活性を測定したところ、TAM よりも強い癌細胞増殖抑制活性を示し、低濃度で

細胞死を誘導することが明らかになった(79)。また、COMPARE 解析により既存の抗癌剤

との相同性が低いため、薬剤耐性のある癌細胞などにも効果が期待される。他にも、RID-B

がオートファジーを引き起こすことが明らかになっている(80、81)。しかしながら RID-B

は、癌細胞に対してオートファジーやアポトーシスを誘導するが RID-B の持つどのような

構造的特徴がオートファジー及びアポトーシスを誘導しているかは未だに明らかになって

いない。本研究では、新規に合成された RID-B の構造類縁体を用いてオートファジー、ア

ポトーシスを引き起こす構造的特徴およびオートファジー、アポトーシスとの関係を明ら
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かにすることを目的とした。 

 

 

図 8. Tamoxifen と Ridaifen-B の構造 

 RID-B は TAM のアミンをピロリジンに置換し、4 位にもピロリジン側鎖を付加させるこ

とで CYP2D6、CYP3A4、CYP2C9、CYP2B6、CYP2C19 などによって水酸化されること

が無いため ER とは結合しにくいと考えられ、対称型となり合成における異性体を分離する

工程が要らない。 
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第 1 部 第 2 章 RID-B および RID 構造類縁体のアポトーシスの検出 

 

2-1. 背景 

 

 これまでに RID-B が Jurkat 細胞に対してアポトーシスを誘導することが報告されてい

る。抗癌剤や紫外線、活性酸素による酸化ストレスなど様々な刺激によって Bax および Bak

の活性化を通じてミトコンドリアの膜透過性を亢進させ、ミトコンドリア内膜と外膜の間

に局在するアポトーシス誘導 タンパク質であるシトクロム C や second 

mitochondria-derived activator of caspases(Smac)/Diablo を細胞質に放出させる。Bcl-2

ファミリータンパク質はミトコンドリアの膜透過性を制御することでアポトーシス誘導タ

ンパク質の細胞質への放出を抑制する(82)。細胞質に放出されたシトクロム C と Apaf-1 が

複合体を形成し、イニシエーターカスパーゼであるカスパーゼ 9 を活性化し下流のエフェ

クターカスパーゼであるカスパーゼ 3、6、7 を活性化することでアポトーシスが誘導され

る(15)。Bcl-2 を過剰発現した細胞に対して RID-B の誘導するアポトーシスが抑制されるこ

とから RID-B はミトコンドリアを介したアポトーシスを誘導すると考えられている。しか

しながら、RID-B の誘導するアポトーシスの分子機構やどのような構造的特徴がアポトー

シスに関与しているのかは明らかになっていない。そこで新規 RID 構造類縁体を合成する

ことで構造活性相関を行った。RID-B には CYP2B6、CYP2D6、CYP2C19 によって代謝

され得る可能性のあるフェニル基が存在しているためフェニル基を持たない化合物として

RID-SB シリーズを合成した。合成は東京理科大学椎名研究室が行った。また、RID-B が

TAMと大きく異なる構造である 2本のピロリジン側鎖の関係を検討するために 1本欠いた

構造類縁体も合成した(図 9)。 

 

図 9. RID 構造類縁体 
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2-2. 実験方法 

 

2-2-1. 細胞培養 

  

HepG2 細胞の培養には DMEM 培地 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium low 

glucose)(Sigma) 10 g/L、5 mM HCl(Wako)、3.5 μM 2-メルカプトエタノール(Wako)、

100mg/L ストレプトマイシン (Thermo Scientific)、 100U/mL ペニシリン (Thermo 

Scientific)、2 g/L NaHCO3（Wako）を用い非働化済みの FBS を 10%になるように添加し、

0.02 μm フィルターを通して滅菌したものを用いた。また培養条件は、インキュベーター

(ESPEC)内で CO2濃度 5%、37 ℃で培養を行った。 

 

2-2-2. 細胞に対する薬剤の作用方法 

  

直径 100 mm細胞培養ディッシュ(Thermo Scientific)を用い、DMEM 培地 10 mL 中に

1×106 cells/dish となるように播種し、RID-B 及び RID 構造類縁体を 3 μM で 24 h、CO2

濃度 5%のインキュベーター内で 37℃で作用させた。RID-B 及びその他の RID 類縁体は東

京理科大学理学部椎名勇教授より提供された。これらの薬剤は全て Ethanol (Wako)を溶媒

とした。 

 

2-2-3. MTT assay 

 

96 well plate(Thermo Scientific)を用い、DMEM 培地 80 μL 中に 1×104 cells/well とな

るように播種し、一晩、37 ℃、5% CO2下で培養し、細胞を 96 well plate に接着させた。

RID-B及びRID構造類縁体を2～40 μMで23 h、CO2濃度5%のインキュベーター内で37℃

で作用させた時点で 5mg/ml MTT 溶液（Wako）を 10 μL ずつ各 well に添加し、37℃で 1 

h 作用させた。上清を捨て、DMSO（Wako）を 100 μL ずつ加え、マイクロプレートリー

ダー（Awareness Technology）を用いて、570 nm の吸光度を測定した。 

 

2-2-4. フローサイトメトリー 

  

細胞は RID-B 及び RID構造類縁体を作用させた後、PBS によって、5 min、4 ℃、300 

gで遠心洗浄を行い上清を除去後、70%エタノールで 30 min、-20 ℃で冷やして固定し、5 

min、4 ℃、300 gで遠心後、上清を除去した。0.1% Triton X-100(Wako)に懸濁して50 μg/mL 

RNaseA を加えて室温で 15 min 置き、5 μg/mL Propidium iodide を加えて暗所で 10 分作

用させた。作用後、フローサイトメーターである FACS Calibur (Becton Dickinson)で細胞
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周期を測定した。 

 ミトコンドリア膜電位を測定する際は、細胞は RID-B 及び RID 構造類縁体を作用させた

後、PBS によって、5 min、4 ℃、300 g で遠心洗浄を行い上清を除去後、DMEM 培地と

100 nM 3,3’-dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOC6)(Molecular Probes)を加えて暗所、

37 ℃、5%CO2インキュベーターで 15 min 作用させた。作用後、PBS で 3 回洗浄し、フ

ローサイトメーターである FACS Calibur で測定した。 

 

2-2-5. ウェスタンブロット法 

  

2-2-2. で示した方法で RID-B 及び RID 構造類縁体を細胞に作用させた。作用終了後、上

精を除去し、リン酸生理緩衝液(PBS)で洗浄し、可溶化液 (50 mM HEPES（Dojindo）, 150 

mM NaCl（Wako）, 10% glycerol（Wako）, 1% Triton X-100（Wako）, 1.5 mM MgCl2

（Wako）, 1 mM EGTA（Dojindo）, 1% protease inhibitor cocktail（Sigma）、pH7.5) で

可溶化を行った。細胞は 20 min 氷上に静置し、15 min、4℃、14,000 gで遠心を行い上清

をタンパク質サンプルとして回収した。サンプルはドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリル

アミド電気泳動法(SDS-PAGE)によりタンパク質を分離した。SDS-PAGE には分離用ゲル

として 12%アクリルアミドゲルを用い、濃縮用ゲルは 4%を用いた。サンプルはそれぞれ

20 μg/well となるように調整し、 sample application buffer (10% SDS, 10% 

2-mercaptoethanol, 125 mM Tris-HCl(pH6.8), 20% glycerol, bromophenol blue)をサンプ

ルと等量を加えたのち、100 ℃, 3 min 加熱した。各 well には 20 μL のサンプルを加え泳

動を行った。条件は、50 V, 30 min から 100 V, 90 min を行った。泳動後のゲルは親水処理

を施したポリフッ化ビニリデン(PVDF)膜へタンパク質を転写した。親水処理はメタノール

に30 s, 超純水に3 min, ブロッティングバッファー(48 mM Tris-HCl, 39 mM Glycine, 1.3 

mM SDS, 20% methanol)に 3 min 順次浸していった。転写後、ブロッキング液(3% 

skimmed milk)を 1 h作用させ、1:1000の割合で希釈した一次抗体液 rabbit anti-caspase-3、

(Santa cruz)、rabbit anti-β-actin(Cell Signaling Technology)を作用させた。二次抗体

anti-rabbit IgG- Horseradish peroxidase  (HRP) (Cell Signaling Technology)を 1:2000

の割合で希釈し作用させ、PBS で 5 回洗浄した。洗浄終了後、Pierce ECL Western Blotting 

Substrate を 1 min 作用させ、ImageQuant LAS 4000(GE Healthcare)によってタンパク

質を検出した。 

 

2-2-6 統計的解析 

  

有意差検定にはスチューデント t 検定を用いて行い、検定の結果が p<0.05 であるとき、

統計的に有意であるとみなした。 
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2-3. 結果 

 

2-3-1. MTT assay による RID-B と RID 構造類縁体の細胞傷害性 

 

 RID-B のフェニル基をアルキル鎖にすることで、どの程度細胞傷害性に影響が生じるか

MTT assay を用いて HepG2 細胞の生存率より検討した。表Ⅰに RID-B 及びその構造類縁

体を作用させたときの細胞生存率が 50%となるときの濃度を示す IC50値を算出してまとめ

た。その結果、RID-B に対し、側鎖のアルキル鎖が 2～7 である RID-SB10, SB22, SB23, 

SB17, SB24, SB25 は同等の細胞傷害性を有していた。しかし、側鎖のアルキル鎖が短い

RID-SB9 や側鎖のアルキル鎖が長い RID-SB26～SB18 の細胞傷害性は減弱することが明

らかになった。さらに、RID-SB10 が 2 つ持つピロリジン構造が 1 つしかない RID-SB10

構造類縁体である RID-S10-(B/Me)の細胞傷害性は非常に弱いことが明らかになった。 

 

表Ⅰ. RID-B 及び RID 構造類縁体の細胞傷害性 

conmpound name IC50 (μM) Clog P alkyl chain length 

RID-B 2.45±0.23 8.19  

RID-SB9 8.35±2.41 6.62 1 

RID-SB10 2.71±1.03 7.68 2 

RID-SB22 4.68±1.98 8.73 3 

RID-SB23 2.64±0.53 9.79 4 

RID-SB17 2.59±0.30 10.85 5 

RID-SB24 3.96±0.95 11.91 6 

RID-SB25 4.96±0.88 12.97 7 

RID-SB26 15.11±3.38 14.02 8 

RID-SB27 36.54±16.99 15.08 9 

RID-SB28 32.83±16.80 16.14 10 

RID-SB18 16.65±3.99 17.20 11 

RID-S10-(B/Me) 34.80±9.78 6.90 2 

 HepG2細胞にRID-B及びRID構造類縁体を2～40 μMで24 h作用させた後、MTT assay

にて細胞傷害率を測定した。化合物の脂溶性を示す値である ClogP 値は ChemBioDraw 

Ultra 13.0 にて算出した。 

 

2-3-2. フローサイトメトリーによる Sub-G1 期細胞の検出 

 

 アポトーシスの特徴として、細胞の形態変化(細胞膜変性、水泡様変形)、核クロマチンの

形態変化(アポトーシス小体形成、凝縮、断片化)、DNA の断片化などがある。アポトーシ
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スを起こしている細胞では低分子 DNA が漏出し、Propidium iodide に染色される DNA 量

が少なくなり、G1 期よりも低い DNA 含有量を示す細胞をフローサイトメトリーで検出す

ることが可能であり Darzynkiewicz と Bedner は Sub-G1 期の検出がアポトーシスを同定

する方法として有効であると報告している(83、84)。ウェスタンブロットでは RID-B 及び

RID 構造類縁体によってカスパーゼの開裂(活性化)を確認した。さらにフローサイトメトリ

ーによって RID-B および RID-B 構造類縁体の RID-SB10～SB25 は Sub-G1期の細胞が検

出された(図 10)。よって本実験に用いた RID-B および RID-B 構造類縁体も HepG2 細胞に

エフェクターカスパーゼのカスパーゼ-3 を活性化させ、アポトーシスを誘導することが示

唆された。 

 

図 10. Sub-G1 期細胞の検出 

 HepG2細胞に最終濃度が 3 μMになるようにRID-B及びRID構造類縁体を添加し、24 h

作用させた。その後、Propidium iodide で DNA を染色しフローサイトメトリーによって

Sub-G1 期細胞を検出した。*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005. 

 

2-3-3. ウェスタンブロット法による Caspase-3 の活性化の検出 

 

 この RID-B 構造類縁体の細胞傷害性が、RID-B 同様アポトーシスによるものかどうか確

認するため、アポトーシスの指標の 1 つである caspase-3 の開裂による活性化を検出した。

図 11 より、RID-B および RID-B 構造類縁体の RID-SB10～SB25 までは開裂されて生じた

活性型の caspase-3 のバンドがみられたことから、RID-B 構造類縁体も RID-B 同様カスパ

ーゼを介したアポトーシスを誘導することが推察された。また、RID-SB9、RID-S10-(B/Me)

は caspase-3 の開裂が起きなかった。 
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図 11. RID-B 及び RID 構造類縁体による caspase-3 の活性化 

HepG2細胞に最終濃度が 3 μMになるように RID-B及びRID構造類縁体を添加し、24 h

作用させた。その後、得られたサンプルを SDS-PAGE で分離し、anti caspase-3 Antibody

でウェスタンブロッティングによってカスパーゼの開裂状態を解析した。 

 

2-3-4. フローサイトメトリーによるミトコンドリア膜電位解析 

 

 アポトーシス時のミトコンドリアからシトクロム C が放出する際にミトコンドリア膜透

過性遷移孔が開き、ミトコンドリア膜の電位差(ΔΨm)が消失することが知れている(85、86)。

そこでシアニン系のミトコンドリア膜電位感受性色素である DiOC6 を用いて RID-B 及び

RID 構造類縁体を添加したときのミトコンドリア膜電位への影響を確認した(図 12)。細胞

傷害性の高い化合物はミトコンドリア膜電位の低下を引き起こすことが明らかになった。 

 

図 12. RID-B 及び RID 構造類縁体によるミトコンドリア膜電位の低下 

 HepG2細胞に最終濃度が 3 μMになるようにRID-B及びRID構造類縁体を添加し、24 h

作用させた。その後、DiOC6染色し、蛍光をフローサイトメトリーで解析した。*p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.005. 

 

2.4. 考察 
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 RID-B を作用させると HepG2 細胞に対してアポトーシスを誘導する。本実験の結果、

RID-B は側鎖のアルキル鎖が細胞傷害性に影響を与えること、細胞傷害性には二つのピロ

リジン側鎖が必要であることが示唆された。また、アポトーシスが誘導されるとミトコン

ドリアからシトクロム C の放出と同時にミトコンドリア膜電位の低下が起こるが、細胞傷

害性の高い RID 構造類縁体は膜電位低下を引き起こし、切断を受けた活性化したカスパー

ゼ-3 が検出できた。さらに CADが DNA をヌクレオソーム単位(180 bp)で切断し生成する

が CAD の活性化はカスパーゼ-3 の活性化が必要であり、アポトーシス時に観察できる

Sub-G1 期の細胞が検出できたことから RID-B と同様にアポトーシスを誘導していること

が明らかになった。このアポトーシスを図 9.の 4-OH-TAM の Ar3に対応するフェニル基が

無い RID-SB10、RID-SB17 も誘導していることからアポトーシス誘導にはフェニル基が必

要ないことが示唆された。化合物は一般的に脂溶性が高くなるほど細胞膜を通過しやすく

なるため活性が高くなると考えられているためアルキル鎖を長くすることで脂溶性の増加

を試みたが、細胞傷害性と脂溶性の相関性は得られなかった(87)。また、RID-SB26 よりア

ルキル鎖が長い RID 構造類縁体は急激に細胞傷害性が低下したが、これは非エンドサイト

ーシス性の物質の取り込みでは一般的に分子量 700 が限界であるため、分子量 631 の

RID-SB26 は分子量が大きくなりすぎて細胞に取り込まれなくなってしまったと考えられ

る。以上の結果より、RID 構造類縁体は HepG2 細胞に対しミトコンドリア膜電位を低下さ

せ、下流のカスパーゼ-3 を活性化させるとともにアポトーシスを誘導していた。 
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第 1 部 第 3 章 RID-B 及び RID 構造類縁体によるオートファジーの検出 

 

3-1. 背景 

 

 RID-B は Jurkat 細胞に対してオートファジーを誘導する(81)。しかしながら誘導されて

いるオートファジーがどのように誘導されているのか、必要な構造的特徴は明らかになっ

ていない。肝癌細胞はオートファジーをよく起こす細胞であり、オートファジー研究は肝

癌細胞で最も行われている。よって本章では HepG2 細胞を用いてオートファジーに必要な

構造的特徴を調べることを試みた。 

 オートファゴソーム構成タンパク質である LC3-Ⅱは、オートファジーの誘導に依存して

細胞内に一時的に蓄積することからオートファジーのマーカーとして利用されているが、

リソソームの阻害などにもよって蓄積してしまうため、LC3-Ⅱの蓄積だけではオートファ

ジー誘導の有無が決定できず、オートファジーの研究においてリソソームなどの分解系の

活性を評価することも重要である。そこで RID-B が誘導するオートファジーにおけるオー

トファジーフラックスやリソソーム活性、リソソーム分解酵素であるカテプシン B の酵素

活性も検討した。 

 

3-2. 実験方法 

 

3-2-1. 細胞培養 

 

 実験に用いた HepG2 細胞の培養は 2-2-1.項に詳述した。MEF 細胞も HepG2 細胞と同様

の方法で培養した。 

 

3-2-2. 細胞に対する薬剤の作用方法 

 

直径 60 mm 細胞培養ディッシュ(Thermo Scientific)を用い、DMEM 培地 5 mL 中に

0.5×106 cells/dish となるように播種し、一晩培養してディッシュに接着させた。RID-B 及

び RID 構造類縁体を 1 μM で、E64d(10 μg/mL)と pepstatin A(10 μg/mL)で、24 h、CO2

濃度 5%のインキュベーター内で 37 ℃で作用させた。 

 

3-2-3. ウェスタンブロット法 

 

 3-2-2. で示した方法で RID-B 及び RID 構造類縁体を細胞に作用させた。作用終了後、上

精を除去し、リン酸生理緩衝液(PBS)で洗浄し、可溶化液 (50 mM HEPES(Dojindo), 150 

mM NaCl(Wako), 10% glycerol(Wako), 1% Triton X-100(Wako), 1.5 mM MgCl2(Wako), 1 
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mM EGTA(Dojindo), 1% protease inhibitor cocktail(Sigma)、pH7.5) で可溶化を行った。

細胞は 20 min 氷上に静置し、15 min、4 ℃、14,000 gで遠心を行い上清をタンパク質サ

ンプルとして回収した。サンプルはドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミド電気泳動

法(SDS-PAGE)によりタンパク質を分離した。SDS-PAGE には分離用ゲルとして 15%また

は 12%アクリルアミドゲルを用い、濃縮用ゲルは 4%を用いた。サンプルはそれぞれ 20 

μg/well と な る よ う に 調 整 し 、 sample application buffer(10% SDS, 10% 

2-mercaptoethanol, 125 mM Tris-HCl(pH6.8), 20% glycerol, bromophenol blue)をサンプ

ルと等量を加えたのち、100 ℃, 3 min 加熱した。各 well には 20 μL のサンプルを加え泳

動を行った。条件は、50 V, 30 min から 100 V, 90 min を行った。泳動後のゲルは親水処理

を施したポリフッ化ビニリデン(PVDF)膜へタンパク質を転写した。親水処理はメタノール

に30 s, 超純水に3 min, ブロッティングバッファー(48 mM Tris-HCl, 39 mM Glycine, 1.3 

mM SDS, 20% methanol)に 3 min 順次浸していった。転写後、ブロッキング液(3% 

skimmed milk)を 1 h作用させ、1:1000の割合で希釈した一次抗体液 rabbit anti-LC-3(Cell 

Signaling Technology)、 rabbit anti-p62/SQSTM1(MBL ライフサイエンス )、 rabbit 

anti-LAMP1(Cell Signaling Technology)、mouse anti-Cathepsin B(Santa cruz)、rabbit 

anti-β-actin(Cell Signaling Technology)を作用させた。二次抗体 anti-rabbit IgG- 

Horseradish peroxidase(HRP)(Cell Signaling Technology) または anti-mouse IgG- 

Horseradish peroxidase(HRP)(Cell Signaling Technology)を 1:2000 の割合で希釈し作用

させ、PBSで 5 回洗浄した。洗浄終了後、Pierce ECL Western Blotting Substrate を 1 min

作用させ、ImageQuant LAS 4000(GE Healthcare)によってタンパク質を検出した。 

 

3-2-4. 共焦点顕微鏡 

 

0.01% Poly-L-lysineコートしたφ15mm Microscope Cover Glass(松浪硝子)を 12穴プレ

ート(Corning)内で 1.0×105 cells/well に調整した HepG2 細胞を一晩、37 ℃、5% CO2下

で培養し、0.01% Poly-L-lysine コートしたφ15mm Microscope Cover Glass に HepG2 細

胞を接着させた。そこへ、3-2-2. で示した方法で RID-B 及び RID 構造類縁体を細胞に作用

させた。その後、PBS で 2 回洗浄し、1.0 nM LysoTracker Red(TaKaRa Bio)含有培地で

37 ℃、5% CO2下で 1 h 培養し、リソソームを標識した。その後、PBSで 2 回洗浄し、4% 

Paraformaldehyde で 20 min 細胞を固定した。PBS で 2 回洗浄し、0.1% Triton X-100 を

添加し、7 min室温で透過処理を行った。PBSで 3回洗浄し、3 % BSA-PBSを加えて 30 min

室温で静置してブロッキング処理をした。 1:100 rabbit anti-LC3(Cell signaling 

technologies)を37 ℃で1 h反応させ、0.5% BSA-PBSで洗浄後100倍希釈したAlexa Fluor 

488 標識 goat anti-rabbit IgG Antibody(Life technologies)で 37 ℃の条件下で 60 min 蛍

光標識した。 
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3-3. 結果 

 

3-3-1. ウェスタンブロット法によるオートファジーの検出 

 

3-3-1-1. オートファゴソームマーカーLC3-Ⅱの検出 

 

 RID-B はオートファジーを誘導することから(63)、RID-B 構造類縁体も同様にオートフ

ァジーを誘導するのか、オートファジー進行に伴い PE と結合する LC3 のⅠ型からⅡ型へ

の遷移をウェスタンブロッティングで検出した。結果、RID-SB9～SB25 は LC3 のⅡ型へ

の遷移が確認できた(図 13)。 

 

 

図 13. ウェスタンブロットによる LC3-Ⅱの検出 

 HepG2 細胞に RID-B 及び RID 構造類縁体を 1 μM になるように添加し、24 h 作用させ

た後、細胞を可溶化させた。15%アクリルアミドゲルを用い、ウェスタンブロット法によっ

て LC3 の遷移状態を解析した。LC3-Ⅱは PE が結合するため分子量は大きくなるが PE が

疎水性であるため、LC3-I より速く泳動するため LC3-I の下部に LC3-Ⅱのバンドを確認す

ることができる。 

 

3-3-1-2. オートファジーフラックスの検出 

 

LC3-Ⅱの蓄積が確認できたことからオートファジーが誘導されてオートファゴソームが

形成されていることが示唆されたが、オートファジーの分解まで行われているかは区別す

ることができない。そこでシステインプロテアーゼ阻害剤の E64d とアスパラギン酸プロテ

アーゼ阻害剤の pepstatin A でオートファジーの分解を阻害し、分解の前後を比較すること

でオートファジーの分解が行われているのか判断することにした。RID-B と RID-SB10 を

作用させた HepG2 細胞では E64d と pepstatin A を併用することでより LC3-Ⅱが蓄積し、

差が確認できた。しかし、RID-SB17 は差が確認できなかった。また、p62/SQSTM1 は選

択的オートファジーにおける分解のターゲットになる。LC3-Ⅱと同様に RID-B 及び

RID-SB10 作用時に差が確認できた(図 14)。 
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図 14. オートファジーフラックスアッセイ 

 HepG2細胞にRID-B及びRID構造類縁体を1 μMに、リソソーム酵素阻害剤としてE64d

と pepstatin A をそれぞれ 10 μg/mL なるように添加し、24 h 作用させた後、細胞を可溶化

させた。阻害剤未作用サンプルも作成し、15%アクリルアミドゲルを用い、ウェスタンブロ

ット法によって LC3-Ⅱの遷移状態及び p62 の量を解析した。 

 

3-3-1-3. RID-B 誘導オートファジーにおける Atg5 の相関性 

 

 オートファジーは Atg ファミリーによって制御される。そこで RID-B 及び RID 構造類

縁体が誘導していたLC3-Ⅱの蓄積はAtgファミリーに制御されているのかを検討するため

に MEF Atg5+/+細胞と MEF Atg5-/-細胞に作用させたところ MEF Atg5+/+細胞にのみ LC3-

Ⅱの蓄積が確認できた(図 15)。 

 

 

図 15. MEF 細胞に対するオートファジー誘導の検出 

 MEF Atg5+/+細胞と MEF Atg5-/-細胞に RID-B 及び RID 構造類縁体を 1 μM になるよう

に添加し、24 h 作用させた後、細胞を可溶化させた。15%アクリルアミドゲルを用い、ウ

ェスタンブロット法によって LC3-Ⅱの遷移状態及び Atg5 の量を解析した。 

 

3-3-2. 共焦点顕微鏡によるオートリソソームの検出 

 

 オートファジーにより隔離膜が形成された後、リソソームと融合しオートリソソームと

なる。RID-Bを作用させるとLC3とリソソーム(Lysotracker)の共局在が確認できた(図16)。 
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図 16. オートリソソーム形成の検出 

 HepG2 細胞に RID-B を 1 μM で 24 h 作用させた後、Lysotracker でリソソームを染色

し、LC3 を免疫蛍光染色して共焦点顕微鏡によりオートリソソーム形成を観察した。 

 

3-3-3. リソソーム解析 

 

3-3-3-1. 共焦点顕微鏡によるリソソーム形成の検出 

 

 RID 構造類縁体の RID-SB10 はオートファジーを誘導したが、RID-SB17 のオートファ

ジーフラックスは亢進していなかった。そこでオートファジーフラックスに関係するリソ

ソームへの影響を検討していった。リソソーム膜タンパク質である LAMP1 を免疫蛍光染

色し、細胞内の酸性小胞を Lysotrackerで染色したところ RID-B 及び RID-SB10 はリソソ

ームを増加させていたが RID-SB17 には変化は見られなかった(図 17)。 

 

 

図 17. 共焦点顕微鏡によるリソソーム形成の検出 
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 HepG2 細胞に RID-B を 1 μM で 24 h 作用させた後、Lysotracker でリソソームを染色

し、LAMP1 を免疫蛍光染色して共焦点顕微鏡によりリソソーム形成を観察した。*p<0.05,  

***p<0.005. 

 

3-3-3-2. ウェスタンブロット法によるリソソーム形成の検出 

 

 リソソーム膜タンパク質である LAMP1 をウェスタンブロットで定量化したところ共焦

点顕微鏡で観察した結果と同様に RID-B 及び RID-SB10 では増加し、RID-SB17 では変化

は見られなかった(図 18)。 

 

 

図 18. ウェスタンブロット法によるリソソーム形成の検出 

 HepG2 細胞に RID-B 及び RID 構造類縁体を 1 μM になるように添加し、24 h 作用させ

た後、細胞を可溶化させた。12%アクリルアミドゲルを用い、ウェスタンブロット法によっ

て LAMP1 の量を解析した。 ***p<0.005. 

 

3-3-3-3. カテプシン B 酵素活性の検出 

 

 リソソームの活性化には、リソソームの形成だけでなく消化活性が向上することも重要

である。そこで消化活性を検討するため、リソソーム内の分解酵素であるカテプシン B に

よって基質特異的に加水分解されて蛍光を発する Magic Red-Cathepsin B を用い、酵素活

性を観察した。RID-B 及び RID-SB10 を作用させると顕著なカテプシン B の活性化が確認

できたが RID-SB17 では変化は見られなかった(図 19)。 
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図 19. Magic Red 染色によるカテプシン B 酵素活性の検出 

 HepG2 細胞に RID-B 及び RID 構造類縁体を 1 μM で 24 h 作用させた後、Magic 

Red-Cathepsin B 含有培地で培養して共焦点顕微鏡によりカテプシン B の酵素活性を観察

した。*p<0.05. 

 

3-3-3-4. ウェスタンブロット法によるカテプシン B 活性化体の検出 

 

 カテプシン B 酵素活性の増加の際には酵素自体の活性化が促進されたのか、あるいは酵

素量が増加したのかを検討するためにウェスタンブロット法にてカテプシン B の酵素量を

確認した。RID-B 及び RID-SB10 を作用させると pro 体と活性化体の増加が確認できた(図

20)。 

 

 

図 20. ウェスタンブロット法によるカテプシン B 活性化体の検出 

 HepG2 細胞に RID-B 及び RID 構造類縁体を 1 μM になるように添加し、24 h 作用させ

た後、細胞を可溶化させた。12%アクリルアミドゲルを用い、ウェスタンブロット法によっ

て Cathepsin B の量を解析した。pro 体 Cathepsin B は 37kDa であり、活性化体の
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activated Cathepsin B は 25kDa である。*p<0.05. 

 

 

3.4. 考察 

 

 前章ではアポトーシスの誘導について検討を行ったところ RID-SB10～25 は細胞傷害性

に大きな差は無くカスパーゼ-3 を介したアポトーシスを誘導していることが明らかになっ

た。本章では RID-B が Jurkat 細胞に対してオートファジーを誘導することが明らかにな

っているためオートファジー誘導について構造活性相関を検討した。オートファジーが誘

導されると LC3 がⅡ型の LC3-Ⅱへと遷移するためウェスタンブロットで確認した結果、

RID-BだけでなくRID-SB9～SB25もLC3-Ⅱの遷移が確認できたことからオートファジー

を誘導していると考えられる。また、RID-SB26～SB18 の構造類縁体はオートファジーを

誘導しておらず、やはり分子量が大きいため細胞に取り込まれていないと考えられる。さ

らにピロリジン側鎖が 1本欠けたRID-S10-(B/Me)はオートファジーを誘導していないこと

から RID-B 様の活性には 2 本のピロリジン側鎖が必要であると考えられる。LC3-Ⅱの蓄積

が確認できたことからオートファジーが誘導されてオートファゴソームが形成されている

ことが示唆されたが、この結果だけではオートファジーの分解まで行われているかは区別

することができない。そこでシステインプロテアーゼ阻害剤の E64d とアスパラギン酸プロ

テアーゼ阻害剤の pepstatin A でオートファジーの分解を阻害し、分解の前後を比較するこ

とでオートファジーの分解が行われているのか判断することにした。ウェスタンブロット

の結果よりRID-Bを作用させたHepG2細胞ではE64dと pepstatin Aを併用することでよ

り LC3-Ⅱが蓄積し、差が確認できたことからオートファジーフラックスを亢進していると

考えられる。構造活性相関については MTT assay の結果、細胞傷害性が同等であり LC3-

Ⅱの蓄積が確認できた RID-SB10 と RID-SB17 の誘導するオートファジーを比較していく

ことで検討した。興味深いことに RID-SB10 はオートファジーフラックスを亢進している

のに対して RID-SB17 ではオートファジーフラックスの亢進が起きていなかった。

RID-SB10 と RID-SB17 の作用は異なる可能性が示唆された。また、オートファジーは Atg

ファミリーに制御されているため RID-B、RID-SB10 及び RID-SB17 の誘導するオートフ

ァジーに Atg5 が関与するのか MEF Atg5+/+細胞と MEF Atg5-/-細胞が誘導するオートファ

ジーを検討した結果、MEF Atg5+/+細胞でのみ LC3-Ⅱの遷移が確認できたことから Atg5

に依存したオートファジーを誘導しており MEF Atg5-/-細胞にはオートファジーを誘導し

ないと考えられる。オートファジーによって隔離膜が形成された後、リソソームと融合し

オートリソソームとなり内容物の分解をもって完了するためオートリソソームの形成を

Lysotracker によりリソソームを染色し、隔離膜の構成タンパクである LC3 を免疫蛍光染

色した。共焦点顕微鏡観察の結果、リソソームと LC3(隔離膜)の共局在が確認できたことか

らオートリソソーム形成も行われていると考えられる。通常、オートファジーが誘導され
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ると細胞内の消化活性が向上しリソソーム形成が増加する。RID-B と RID-SB10 を HepG2

細胞に作用させるとリソソーム膜構成タンパク質である LAMP1 の増加と Lysotracker で

染色される細胞内酸性小胞が増加することから消化活性が向上していると考えられる。し

かし、RID-SB17 を作用させた HepG2 細胞ではリソソーム形成の増加が確認できず、オー

トファジーフラックスを亢進していないことと関連していると考えられる。リソソームの

形成だけでなくリソソーム内消化酵素の 1 つであるカテプシン B の酵素活性とタンパク質

量を検討したところRID-B及びRID-SB10では酵素活性の増加と酵素量の増加が確認でき

たが RID-SB17 では確認できなかった。これらの結果から RID-B 及び RID-SB10 はオート

ファジーに伴いリソソーム形成の増加と消化酵素の増加により消化活性が向上しオートフ

ァジーを完了していると推察できる。しかし、脂溶性の高い RID-SB17 はリソソームが活

性化しないためオートファジーフラックスが亢進せずオートファジー不全を誘導している

と考えられる。また、RID-B 及び RID-SB10 を作用させてオートファジーフラックスを検

討した際に p62 も差が見られたことからオートファジーの中でも選択的オートファジーを

誘導していることが示唆された。 
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第 1 部 第 4 章 RID-B 及び RID 構造類縁体によるマイトファジーの検出 

 

4-1. 背景 

 

 前章では、RID-B 及び RID 構造類縁体がオートファジーを誘導していることを LC3-Ⅱ

の遷移やオートファジーフラックスアッセイにより検討した。前章の実験結果の中で

RID-B及びRID-SB10は p62のフラックスに差があることから選択的オートファジーを誘

導している可能性が示唆された。以前に RID-B はミトコンドリアを介したアポトーシスを

誘導することが報告されており、ミトコンドリア傷害を誘導することが明らかになってい

る(63)。本章では、RID-B がミトコンドリア傷害を誘導することによってミトコンドリア選

択的オートファジーであるマイトファジーが誘導されているのではないかと推察し、マイ

トファジーの検出やp53が欠損しているためマイトファジーを誘導しやすいHep3B細胞を

用いることでマイトファジーであるかを検討した。 

 

4-2. 方法 

 

4-2-1. 細胞培養 

 

実験に用いたHepG2細胞の培養は2-2-1.項に詳述した。MEF細胞、Hep3B細胞もHepG2

細胞と同様の方法で培養した。MEF 細胞は東京大学医学部分子生物学分野の水島昇教授よ

り提供された。 

 

4-2-2. 細胞に対する薬剤の作用方法 

 

 直径 60 mm 細胞培養ディッシュ(Thermo Scientific)を用い、DMEM 培地 5 mL 中に

0.5×106 cells/dish となるように播種し、一晩培養してディッシュに接着させた。RID-B 及

び RID 構造類縁体を 1 μM で 24 h、CO2濃度 5%のインキュベーター内で 37 ℃で作用さ

せた。 

 

4-2-3. 共焦点顕微鏡観察 

 

0.01% Poly-L-lysineコートしたφ15mm Microscope Cover Glass(松浪硝子)を 12穴プレ

ート(Corning)内で 1.0×105 cells/well に調整した HepG2 細胞を一晩、37 ℃、5 % CO2下

で培養し、0.01% Poly-L-lysine コートしたφ15mm Microscope Cover Glass に HepG2 細

胞を接着させた。接着後、無血清 DMEM 培地で 2 回洗浄し、無血 DMEM に 100 nM 

Mtphagy Dye(Dojindo)を加え、37 ℃、5 % CO2下で 30 min 培養しミトコンドリアに結合
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させた。無血清 DMEM 培地で 2 回洗浄し、10%FBS 入り DMEM を加えた。そこへ、4-2-2. 

で示した方法で RID-B 及び RID 構造類縁体を細胞に作用させた。その後、PBS で 2 回洗

浄し、1.0 μM Lyso Dye(Dojindo)含有培地で 37 ℃、5% CO2下で 30 min 培養し、リソソ

ームを標識した。その後、PBSで 2 回洗浄して共焦点顕微鏡にて観察した。 

 

4-2-4. ウェスタンブロット法 

 

 4-2-2. で示した方法で RID-B 及び RID 構造類縁体を細胞に作用させた。作用終了後、上

精を除去し、リン酸生理緩衝液(PBS)で洗浄し、可溶化液 (50 mM HEPES(Dojindo), 150 

mM NaCl(Wako), 10% glycerol(Wako), 1% Triton X-100(Wako), 1.5 mM MgCl2(Wako), 1 

mM EGTA(Dojindo), 1% protease inhibitor cocktail(Sigma)、pH7.5) で可溶化を行った。

細胞は 20 min 氷上に静置し、15 min、4 ℃、14,000 gで遠心を行い上清をタンパク質サ

ンプルとして回収した。サンプルはドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミド電気泳動

法(SDS-PAGE)によりタンパク質を分離した。SDS-PAGE には分離用ゲルとして 12%アク

リルアミドゲルを用い、濃縮用ゲルは 4%を用いた。サンプルはそれぞれ 20 μg/well となる

ように調整し、sample application buffer(10% SDS, 10% 2-mercaptoethanol, 125 mM 

Tris-HCl(pH6.8), 20% glycerol, bromophenol blue)をサンプルと等量を加えたのち、

100 ℃, 3 min 加熱した。各 well には 20 μL のサンプルを加え泳動を行った。条件は、50 V, 

30 min から 100 V, 90 min を行った。泳動後のゲルは親水処理を施したポリフッ化ビニリ

デン(PVDF)膜へタンパク質を転写した。親水処理はメタノールに 30 s, 超純水に 3 min, ブ

ロッティングバッファー(48 mM Tris-HCl, 39 mM Glycine, 1.3 mM SDS, 20% methanol)

に 3 min 順次浸していった。転写後、ブロッキング液(3% skimmed milk)を 1 h 作用させ、

1:1000 の 割 合 で 希 釈 し た 一 次 抗 体 液 rabbit anti-p53(EnoGene) 、 mouse 

anti-parkin(abcam)、rabbit anti-β-actin(Cell Signaling Technology)を作用させた。二次

抗体 anti-rabbit IgG- Horseradish peroxidase(HRP)(Cell Signaling Technology)または

anti-mouse IgG- Horseradish peroxidase(HRP)(Cell Signaling Technology)を 1:2000の割

合で希釈し作用させ、PBS で 5 回洗浄した。洗浄終了後、Pierce ECL Western Blotting 

Substrate を 1 min 作用させ、ImageQuant LAS 4000(GE Healthcare)によってタンパク

質を検出した。 

 

4-2-5. MTT assay 

 

96 well plate(Thermo Scientific)を用い、DMEM 培地 80 μL 中に 1×104 cells/well とな

るように播種し、一晩、37 ℃、5% CO2下で培養し、細胞を 96 well plate に接着させた。

RID-B 及び RID 構造類縁体を 2,4 μM、E64d(10 μg/mL)と pepstatin A(10 μg/mL)を併用

して 23 h、CO2濃度 5%のインキュベーター内で 37 ℃で作用させた時点で 5 mg/ml MTT
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溶液（Wako）を 10 μL ずつ各 well に添加し、37 ℃で 1 h 作用させた。上清を捨て、DMSO

（Wako）を 100 μL ずつ加え、マイクロプレートリーダー（Awareness Technology）を用

いて、570 nm の吸光度を測定した。 

 

4-2-6. SRB assay 

 

96 well plate(Thermo Scientific)を用い、DMEM 培地 100 μL 中に 1×104 cells/well とな

るように播種し、一晩、37 ℃、5% CO2下で培養し、細胞を 96 well plate に接着させた。

RID-B 及び RID 構造類縁体を 12 μM で 24 h、CO2濃度 5%のインキュベーター内で 37 ℃

作用させた時点でトリクロロ酢酸(ナカライテック)を 10%となるように添加して 1 h、4 ℃

で細胞を固定した。超純水で 3 回洗浄し、0.4%SRB(Sigma)を加え 10 min、室温で染色し

た。1%酢酸で 3 回洗浄し、plate を一晩乾燥させ、150 μL の 10 mM Tris を加えてマイク

ロプレートリーダー(Awareness Technology)を用いて、550 nm の吸光度を測定した。 

 

4-2-7. フローサイトメトリー 

 

細胞は RID-B 及び RID構造類縁体を作用させた後、PBS によって、5 min、4 ℃、300 

g で遠心洗浄を行い上清を除去後、DMEM 培地と 5 μM MitoSOX Red mitochondrial 

superoxide indicator (Molecular Probes)を加えて暗所、37 ℃、5%CO2インキュベーター

で 10 min 作用させた。作用後、PBSで洗浄し、フローサイトメーターである FACS Calibur

で測定した。 

 

4-3.  結果 

 

4-3-1.  蛍光色素によるマイトファジーの検出 

 ミトコンドリア選択的オートファジーであるマイトファジーを検出するために Mtphagy 

Dye(Dojindo)を用いた。まず、Mtphagy Dye はミトコンドリア膜電位依存的に集積し化学

結合をする。その後ミトコンドリア傷害が誘導され、マイトファジーが誘導されていきオ

ートリソソームを形成し、酸性条件化になると蛍光を発する色素である(図 21)。 

 HepG2 細胞に RID-B 及び RID 構造類縁体を作用させて Mtphagy Dye を用いてマイト

ファジーの検出を試みたところ、前章でオートファジーを誘導していた RID-B 及び

RID-SB10でMtphagy Dyeの赤色蛍光が観察できたことからマイトファジーを誘導してい

ることが示唆された。また RID-SB17 では赤色蛍光は観察できなかった(図 22)。 
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図 21. マイトファジー検出の原理 

 Mtphagy Dye は 2016 年に開発された新規マイトファジー検出試薬であり、マイトファ

ジーの最終段階であるリソソームと融合した状態になると赤色蛍光を発することでマイト

ファジーを可視化することができる(88)。 
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図 22. 共焦点顕微鏡によるマイトファジーの検出 

 Mtphagy Dye をミトコンドリアに結合させた HepG2 細胞に RID-B 及び RID 構造類縁

体を 1 μM で 24 h 作用させた後、Lyso Dye 含有培地で培養して共焦点顕微鏡によりマイト

ファジー由来のオートリソソームを観察した。 

 

4-3-2.  ウェスタンブロットによる p53 と Parkin の検出 

 

 マイトファジーが誘導されるには Parkin が必須であり、Parkin の量と働きによってマ

イトファジーはコントロールされている。Parkin と癌抑制遺伝子である p53 には相互作用

が知られており、p53 が細胞質で Parkin の RING0 ドメインと結合して Parkin のミトコ

ンドリア移行を阻害することでマイトファジーを阻害する(89)。Hep3B 細胞も肝癌細胞で

あるが p53 が欠損しているためマイトファジーを誘導しやすいことが知られている。そこ

で HepG2 細胞と Hep3B 細胞の p53 と Parkin の発現レベルを比較したところ Hep3B は

p53 が欠損していることが明らかとなり、どちらの細胞も Parkin が発現していることが確

認できた(図 23)。 
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図 23. HepG2 細胞と Hep3B 細胞の p53 及び Parkin 発現比較 

 HepG2 細胞と Hep3B 細胞を可溶化させた。12%アクリルアミドゲルを用い、ウェスタ

ンブロット法によって p53 及び Parkin の量を解析した。また、Image J にて定量化した。 

***p<0.005. 

 

4-3-3. マイトファジーと細胞傷害の相関 

 

4-3-3-1. HepG2 細胞と Hep3B 細胞への細胞傷害性の比較 

 4-3-2.の実験結果からHepG2細胞とHep3B細胞ではHep3B細胞の方がマイトファジー

を誘導しやすい細胞であると考えられる。そこで RID-B を作用させて細胞傷害性を比較し

たところマイトファジーを誘導しやすいHep3B細胞の方がより抵抗性があることが確認で

きた(図 24)。 

 

 

図 24. HepG2 細胞と Hep3B 細胞への細胞傷害性の比較 

 HepG2 細胞と Hep3B 細胞に RID-B 及び RID構造類縁体を 2 μM または 4 μM で 24 h
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作用させた後、MTT assay にて細胞傷害率を測定した。*p<0.05, ***p<0.005. 

 

4-3-3-2. マイトファジー阻害による細胞傷害性への影響 

 

 4-3-3-1.の結果よりマイトファジーを誘導しやすいHep3B細胞はRID-Bに対して抵抗性

があることが明らかとなった。E64d と pepstatin A を併用してマイトファジーを阻害して

RID-B を Hep3B 細胞に作用させたところ細胞傷害性が増強した(図 25)。 

 

 

図 25. マイトファジー阻害によるの細胞傷害性の比較 

 Hep3B 細胞に RID-B を 4 μM とマイトファジー阻害剤として E64d と pepstatin A をそ

れぞれ 10 μg/mL なるように添加し、で 24 h 作用させた後、MTT assay にて細胞傷害率を

測定した。***p<0.005. 

 

4-3-3-3. MEF 細胞への細胞傷害性の比較 

 

 4-3-3-1.と 4-3-3-2.の結果よりRID-Bが誘導するマイトファジーと細胞傷害性には関係が

あることが示唆されたため、次に 3-3-1-3.の結果よりマイトファジーを誘導できる MEF 

Atg5+/+細胞と誘導できない MEF Atg5-/-細胞に対して RID-B 及び RID 構造類縁体の細胞

傷害性を比較した。マイトファジーはミトコンドリアを分解してしまうためミトコンドリ

ア活性を評価する MTT assay では正確な傷害性を比較できないと考え、タンパク質量で細

胞増殖率を評価する SRB assay を行った。結果、RID-B 及び RID-SB10 はマイトファジー

を誘導できる MEF Atg5+/+細胞の方がより抵抗性があることが確認できた。しかし、

RID-SB17 の細胞傷害性にはどちらの細胞も抵抗性の差が確認できなかった(図 26)。 
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図 26. MEF 細胞への細胞傷害性の比較 

 MEF Atg5+/+細胞と MEF Atg5-/-細胞に RID-B 及び RID 構造類縁体を 12 μM で 24 h 作

用させた後、SRB assay にて細胞増殖率を測定した。***p<0.005. 

 

4-3-4. フローサイトメトリーによるミトコンドリア ROSの検出 

 

 マイトファジーが誘導されていることからミトコンドリアに傷害が起きているため、過

度な活性酸素種(ROS)を発生させて細胞傷害を引き起こしていると考えられる。そこで

RID-B 及び RID 構造類縁体を作用させたときのミトコンドリア特異的 ROS を測定した。

結果、ミトコンドリア ROS を発生させていることが確認できた(図 27)。 

 

 

図 27. フローサイトメトリーによるミトコンドリア ROSの検出 
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 HepG2細胞に最終濃度が 3 μMになるようにRID-B及びRID構造類縁体を添加し、24 h

作用させた。その後、MitoSOX Red 染色し、蛍光をフローサイトメトリーで解析した。

*p<0.05, **p<0.01. 

 

4-4. 考察 

 

 前章で RID-B と RID-SB10 はオートファジーを誘導していることが明らかとなったが、

Mtphagy Dye 染色により RID-B と RID-SB10 はオートファジーの中でもミトコンドリア

選択的オートファジーであるマイトファジーを誘導していることが推察された。また、オ

ートファジー不全を起こす RID-SB17 はマイトファジーを誘導していないと考えられる。

マイトファジーは、一般的には様々な要因で傷害を受けて不良ミトコンドリアとなったミ

トコンドリアが細胞に対してアポトーシスなどの細胞傷害を誘導するため、不良ミトコン

ドリアを分解し細胞自身を守ろうとする防御機構であると考えられている。そこで RID-B

の誘導する細胞傷害性とマイトファジーには関係性があると考え検討したところHepG2細

胞よりマイトファジーを誘導しやすい Hep3B 細胞には抵抗性があること、E64d と

pepstatin A でマイトファジーを阻害すると細胞傷害性が増強すること、マイトファジーが

誘導できないMEF Atg5-/-細胞にはMEF Atg5+/+細胞よりも強力に作用することが明らかと

なった。また、RID-B はミトコンドリア ROS を発生させていることからミトコンドリア傷

害を誘導していると考えられる。これらの結果から RID-B はミトコンドリア傷害を起こし、

この傷害に対して防御機構としてマイトファジーが誘導されて癌細胞は薬剤に抵抗してい

ると考えられる。RID-SB10 の細胞傷害性は RID-B と同様にマイトファジーによって抵抗

されていると考えられるが RID-SB17 はマイトファジーを誘導しておらずミトコンドリア

傷害と共にオートファジー不全を引き起こすためマイトファジーによって抵抗を受けずに

細胞傷害性を誘導できると考えられる。 
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第 2 部 第 1 章 緒言 

 

1-1. アテローム性動脈硬化 

 

 アテローム性動脈硬化症は 1575 年に Fallopiusによって動脈が骨のように変化すると最

初に報告された疾患である(90)。その後、1755 年に Haller によってアテローム(atheroma)

性動脈硬化症と名づけられた(90)。疾患としての症状は動脈の内側に粥状隆起が発生し、血

栓が生じることやその破片から塞栓が起こり、血流が遮断されてしまい、酸素や養分が輸

送できずに脳梗塞や心筋梗塞、狭心症などの様々な致死的な症状を引き起こす。 

血中内を循環しているリポタンパク質は血液中に不要な脂質を運搬する役割があり、

1949 年に Gofman によって血漿中には 5 種類のリポタンパク質があることが報告された

(91)。比重により軽い順番から chylomicron(CM)、very low density lipoprotein(VLDL)、

intermediate density lipoprotein(IDL)、low density lipoprotein(LDL)、high density 

lipoprotein(HDL)と呼ばれている。chylomicron は食事中に摂取された脂質から小腸で合成

されてリンパ管から血液に入り、肝臓に運ばれる。肝臓では取り込んだ脂質とメバロン酸

経路によって合成されたコレステロールなどの脂質から VLDL を合成し血中に分泌される。

分泌された VLDL は循環中に中性脂肪が分解され、引き抜かれていくことで粒子中のコレ

ステロールの割合が高くなり LDL となる。この LDL は抹消組織へのコレステロール輸送

の役割があるが、不安定であり酸化及びアセチル化しやすい。LDL は肝臓にある LDL 受容

体によって肝臓に取り込まれ、VLDL、HDL の合成などに利用される。酸化した LDL やア

セチル化したLDLはマクロファージのスカベンジャー受容体によって取り込まれてしまう。

マクロファージは変性した LDL を分解することができず泡沫化していき、特に血管内膜下

で泡沫化してしまうとマクロファージは血管に戻ることができず溜まり細胞死を起こす。

細胞死を起こしたマクロファージに溜まったLDLに含まれていたコレステロールや中性脂

肪がそのまま沈着してしまい内膜が厚くなり隆起(プラーク)を形成することでアテローム

性動脈硬化症を発症すると考えられている。 

 

1-1-1. LDL 受容体とコレステロール代謝 

 

LDL 受容体は細胞表面に存在するコーテッド・ピットに局在している。LDL 受容体に結

合した LDL は受容体と共に細胞内にエンドサイトーシスされて取り込まれ、クラスリンに

よって 36面体構造のコーテッド・ベシクルが作られる。その後クラスリンが外れることで、

コーテッド・ベシクルが互いに融合して初期エンドソームを形成する。このエンドソーム

の膜にはプロトンポンプが存在しており、エンドソーム内の pHを次第に下げていき pHが

低下することによって LDL と LDL 受容体は解離し、リサイクリング・ベシクルによって

細胞膜に戻る。エンドソーム内の LDL はリソソームで分解され、最も多く含まれているコ
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レステロールエステルが遊離コレステロールとなり小胞体に輸送される。供給されたコレ

ステロールは細胞膜の合成やステロイドホルモンの合成、胆汁酸の合成などに利用される。

また、遊離コレステロールが小胞体に輸送されると後述する sterol regulatory 

element-binding protein(SREBP)によって制御されているコレステロールの生合成の律速

酵素である 3-hydroxy-3-methylgultaryl coenzyme A 還元酵素(HMG-CoAr)遺伝子と LDL

受容体遺伝子の転写を抑制する。LDL 受容体は小胞体で N-結合糖を有する 120kDa の前駆

体として翻訳され、ゴルジ体で O-結合糖ドメインが糖鎖の修飾を受け、160kDa の N-結合

糖と O-結合糖を有する単一ポリペプチドとなり、細胞表面のコーテッド・ピットに運ばれ

る。ドメインの構造としては、LDL 結合ドメイン、EGF 前駆体相同ドメイン、O-結合糖ド

メイン、細胞膜貫通ドメイン、細胞質ドメインの 5 つのドメインで構成されている。この

うち LDL 結合ドメインは N 末端に存在し、システインに富む 40 アミノ酸の配列が 7 回繰

り返した構造をしている。O-結合糖ドメインにはセリンとスレオニンが局在しており、O-

結合糖によって修飾を受ける(92)。 

 

1-1-2. SREBP 

 

 SREBP-1 は Brown らによって 1993 年に LDL 受容体遺伝子の転写を制御していること

が報告され、1994 年に Wang によって SREBP-2 が発見された(93、94)。SREBP-1 は脂肪

酸制御、SREBP-2 はコレステロール代謝制御の役割があり、2 ヶ所の膜貫通ドメインを持

っており合成直後は小胞体膜上に膜タンパク質として局在している(95)。SREBP は小胞体

膜上に存在している状態では転写因子として働くことは無く、8 回膜貫通ドメインを持つ

SREBP cleavage-activating protein(SCAP)が小胞体膜上で細胞質側に飛び出た C 末端と

SREBP の C 末端が結合した二量体を形成する (96)。SCAP には sterol-sensing 

domein(SSD)があり、小胞体にコレステロールが多い状態だと SSD にコレステロールが結

合することで 6回膜貫通ドメインを持つ小胞体膜タンパク質の INSIGと結合した三量体を

形成することで小胞体膜に留まっている(97、98)。コレステロールが枯渇すると INSIG と

の結合が解除され SREBP-SCAP二量体となってCOPⅡ複合体の構成因子である Sec24に

結合して輸送小胞の膜を経由して小胞輸送によってゴルジ体に輸送される(99)。ゴルジ体の

内腔側に活性部位を持つ 1 回膜貫通型膜タンパク質のセリンプロテアーゼである site 1 

protease(S1P)によって SREBP の 2 ヶ所の膜貫通ドメインの間をつなぐループ部位が切断

される(100)。ループ部位で切断されると SREBP は N 末端部分と C 末端部分に分かれ、N

末端部分の構造が変わり、細胞質に突き出た部位が site 2 protease(S2P)によって切断され

る (101)。2 ヶ所の膜貫通ドメインの近傍が切断され、転写因子機能に必須な basic 

helix-loop-helix leucine zipper(bHLH-Zip)領域を持つ N 末端側が核移行し、LDL 受容体、

HMG CoA 合成酵素、HMG CoAr の遺伝子の sterol regulatory element(SRE)配列に結合

することで転写活性化される。さらに LDL 受容体の遺伝子には SRE 領域の近傍にユビキ
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タスな転写因子 Sp1 結合部位があり、Sp1 と SREBP は協調的に転写を促進する(図 28)。

SRE 配列は SREBP-2 遺伝子にも存在し、SRE 配列の近傍にユビキタスな転写因子である

NF-Y が結合することで自己転写活性化を引き起こす(102)。 

 

図 28. LDL 受容体のプロモーター領域 

 SREBP はロイシンジッパー領域を介してホモ二量体を形成して DNA 上の SRE 領域と

結合することで転写活性化を行う(103)。その両端には Sp1 が結合する領域がある。 

 

その後 SREBP は、Lys 残基がユビキチン化修飾を受けて速やかにプロテアソームによっ

て分解される(104、105)。また、一部の SREBP は small ubiquitin-like modifier(SUMO)

化を受けて転写因子活性を抑制する(102)。したがって SREBP による LDL 受容体の転写活

性化はユビキチン化による分解、SUMO 化による活性抑制を受けるため一過的である。 

 

1-2. 抗動脈硬化薬 

 

肝臓におけるコレステロール生合成経路で HMG-CoA 還元酵素は、HMG-CoA からメバ

ロン酸への変換反応を触媒する律速酵素である。最も多くの利用されている抗動脈硬化及

び高脂血症治療薬であるスタチンは、HMG-CoA 還元酵素を拮抗的に阻害してメバロン酸

の生成を抑制することで内因性コレステロールの低下を引き起こす(図 29)。その結果 1-6-2.

で述べた SREBP が活性化し LDL 受容体の転写活性化が促進され、肝臓における LDL の

取り込み能力が向上することで血中の LDL が減る。血中 LDL が減ることで変性する LDL

も減るためアテローム性動脈硬化症における予防や治療に効果を示す(106、107、108)。

HMG-CoA還元酵素阻害薬は 1973年にEndoによって Penicillium citrinumから初めてメ

バスタチンが発見され、これまでに 8 種類(ロバスタチン、ピタバスタチン、アトルバスタ

チン、セリバスタチン、フルバスタチン、シンバスタチン、プラバスタチン、ロバスタチ

ン)が製品化している(109)。しかしながらスタチンにも横紋筋融解症、末梢神経障害、ミオ

パシー、肝機能障害、血小板減少などの副作用が知られており、特に脂溶性の高いセリバ
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スタチンは横紋筋融解症による死亡例が確認されたため自主回収された(110、111、112、

113)。これらの副作用にはコレステロール生合成における代謝中間体や、代謝中間体の

Farnesyl diphosphate から別の経路で合成される Coenzyme Q10が減少することによって

引き起こされると考えられている(114、115)。 

 スタチンは、抗動脈硬化薬として利用されているが癌の発生や進行を抑制する効果が報

告されている(116、117)。スタチンの誘導する抗癌作用には癌細胞特異的なアポトーシスと

オートファジーが関与していることが示唆されているが未だに決定的な報告はない。RID-B

にも肝癌細胞に対する脂質の蓄積など抗動脈硬化薬に似た作用を有していることが明らか

になりつつあるので、RID-B に抗動脈硬化薬としての作用が認められるのか、スタチンと

作用が異なるのか、さらに抗動脈硬化作用を有する構造的特徴を同定することを本研究の 2

つ目の目的とした。 
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図 29. コレステロール生合成経路 



46 

 

第 2 部 第 2 章 RID-B の抗動脈硬化作用の検討 

 

2-1. 背景 

 

 現在の動脈硬化に対する治療戦略として最も有効な手段は、動脈硬化の原因である LDL

を効率よく肝細胞に取り込ませることである。スタチンは 1-7.で述べた作用で LDL 受容体

の量を増加させて細胞外の LDL 取り込みを促進させることで動脈硬化に効果を発揮する

(図 30)。RID-B も細胞傷害が起きない濃度で作用させると肝細胞に対してコレステロール

蓄積を誘導することから、細胞外から脂質の取り込みを促進することでコレステロールの

蓄積が生じているのではないかと推察し、抗動脈硬化作用を有しているのか検討した。 

 

図 30. 肝細胞におけるコレステロール代謝 

LDL 受容体に結合した LDL は受容体と共に細胞内にエンドサイトーシスされて取り込

まれ、初期エンドソームを形成する。エンドソーム内の LDL はリソソームで分解され、含

まれている遊離コレステロールが niemann-pick disease type C1(NPC1)によって小胞体に

輸送される。輸送されたコレステロールの一部は acetyl-coenzyme A:cholesterol 

acetyltransfarase(ACAT)1 と ACAT2 によってエステル化され、脂肪滴を形成する。コレ

ステロールの生合成は SREBP によって制御されている。SREBP と SCAP は小胞体膜上で

二量体を形成しているが、SCAP には SSDがあり、小胞体にコレステロールが多い状態だ

と、SSDにコレステロールが結合し、INSIG と結合した三量体を形成することで小胞体膜

に留まっている。コレステロールが枯渇すると INSIG との結合が解除され SREBP-SCAP

二量体となって小胞輸送によってゴルジ体に輸送される。ゴルジ体で SREBP は切断され、

核移行し、LDL 受容体、HMG CoA 合成酵素、HMG CoAr の遺伝子の SRE 配列に結合す
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ることで転写活性化される。 

 

2-2. 方法 

 

2-2-1. 細胞培養 

 

 実験に用いた HepG2 細胞の培養は 2-2-1.項に詳述した。無血清への馴化は下記の割合で

培地内 FBS を希釈していき 24 日目に無血清培地とし、馴化させた(表Ⅱ)。無血清培地は

DMEM(Sigma) 10 g/L、5 mM HCl(Wako)、3.5 μM 2-メルカプトエタノール(Wako)、

20mg/L ストレプトマイシン(Thermo Scientific)、20U/mL ペニシリン(Thermo Scientific)、

2 g/L NaHCO3（Wako）、10mg Insulin-Transferrin-Sodium Selenite Supplement(Sigma)

を用い 0.02 μm フィルターを通して滅菌したものを用いた。 

 

表Ⅱ．無血清培地への馴化手順 

日数(総計) 0 4 8 13 18 24 

無血清:10%FBS 0:1 3:1 15:1 63:1 255:1 1:0 

 

2-2-2. 細胞に対する薬剤の作用方法 

 

直径 60 mm 細胞培養ディッシュ(Thermo Scientific)を用い、DMEM 培地 5 mL 中に

0.5×106 cells/dish となるように播種し、一晩培養してディッシュに接着させた。RID-B 及

び RID 構造類縁体、Pitavastatin、Cytochalasin B を 1 μM で、24 h、CO2濃度 5%のイン

キュベーター内で 37 ℃で作用させた。 

 

2-2-3. 共焦点顕微鏡観察 

 

0.01% Poly-L-lysineコートしたφ15mm Microscope Cover Glass(松浪硝子)を 12穴プレ

ート(Corning)内で 1.0×105 cells/well に調整した HepG2 細胞を一晩、37 ℃、5% CO2下

で培養し、0.01% Poly-L-lysine コートしたφ15mm Microscope Cover Glass に HepG2 細

胞を接着させた。そこへ、5-2-2. で示した方法で RID-B を細胞に作用させた。その後、PBS

で 2 回洗浄し、0.5% Hoechst 33342(Dojindo)含有培地で 37 ℃、5% CO2下で 10 min 培養

し、核を標識した。その後、PBS で 2 回洗浄し、4% Paraformaldehyde で 20 min 細胞を

固定した。PBSで 2 回洗浄し、0.1% Triton X-100 を添加し、7 min 室温で透過処理を行っ

た。PBS で 3 回洗浄し、3% BSA-PBS を加えて 30 min 室温で静置してブロッキング処理

をした。1:100 rabbit anti-SREBP(Novus biologicals)を 37 ℃で 1 h 反応させ、0.5% 

BSA-PBS で洗浄後 100 倍希釈した Alexa Fluor 488 標識  goat anti-rabbit IgG 
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Antibody(Life technologies)で 37 ℃の条件下で 1 h 蛍光標識した。 

細胞内のコレステロールを染色する際は、RID-B 作用後に PBS で 2 回洗浄し、1.0 nM 

LysoTracker Red(TaKaRa Bio)含有培地で 37 ℃、5% CO2下で 1h 培養し、リソソームを

標識した。その後、PBSで 2 回洗浄し、4% Paraformaldehyde で 30 min 細胞を固定した。

PBSで 2 回洗浄し、Filipin 溶液(25 μg/mL Filipin Ⅲ、10% FBS)を 37 ℃で 1 h 反応させ、

PBSで洗浄後、共焦点顕微鏡で観察した。 

細胞に DiI-LDL(Alfa Aesar)を取り込ませる際は、無血清培地に馴化させた HepG2 細胞

に RID-B 作用後の 3 h に 5 μgの DiI-LDL を添加し 3 h 取り込ませた。その後 PBSで 2 回

洗浄し、1.0 nM LysoTracker Red(TaKaRa Bio)含有培地で 37 ℃、5% CO2下で 1 h 培養

し、4% Paraformaldehyde で 30 min 細胞を固定した。PBSで 2 回洗浄し、Filipin 溶液(25 

μg/mL Filipin Ⅲ、10% FBS)を 37 ℃で 1 h 反応させ、PBS で洗浄後、共焦点顕微鏡で観

察した。 

 

2-2-4. ウェスタンブロット法 

 

 2-2-2. で示した方法で RID-B 及び RID 構造類縁体を細胞に作用させた。作用終了後、上

精を除去し、リン酸生理緩衝液(PBS)で洗浄し、可溶化液 (50 mM HEPES(Dojindo), 150 

mM NaCl(Wako), 10% glycerol(Wako), 1% Triton X-100(Wako), 1.5 mM MgCl2(Wako), 1 

mM EGTA(Dojindo), 1% protease inhibitor cocktail(Sigma)、pH7.5) で可溶化を行った。

細胞は 20 min 氷上に静置し、15 min、4 ℃、14,000 gで遠心を行い上清をタンパク質サ

ンプルとして回収した。サンプルはドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミド電気泳動

法(SDS-PAGE)によりタンパク質を分離した。SDS-PAGE には分離用ゲルとして 12%アク

リルアミドゲルを用い、濃縮用ゲルは 4%を用いた。サンプルはそれぞれ 20 μg/well となる

ように調整し、sample application buffer(10% SDS, 10% 2-mercaptoethanol, 125 mM 

Tris-HCl(pH6.8), 20% glycerol, bromophenol blue)をサンプルと等量を加えたのち、

100 ℃, 3 min 加熱した。各 well には 20 μL のサンプルを加え泳動を行った。条件は、50 V, 

30 min から 100 V, 90 min を行った。泳動後のゲルは親水処理を施したポリフッ化ビニリ

デン(PVDF)膜へタンパク質を転写した。親水処理はメタノールに 30 s, 超純水に 3 min, ブ

ロッティングバッファー(48 mM Tris-HCl, 39 mM Glycine, 1.3 mM SDS, 20% methanol)

に 3 min 順次浸していった。転写後、ブロッキング液(3% skimmed milk)を 1 h 作用させ、

1:1000の割合で希釈した一次抗体液 rabbit anti-LDLr(abcam)、rabbit anti-SREBP(Novus 

biologicals)、rabbit anti-β-actin(Cell Signaling Technology)を作用させた。二次抗体

anti-rabbit IgG- Horseradish peroxidase(HRP)(Cell Signaling Technology)を 1:2000 の割

合で希釈し作用させ、PBS で 5 回洗浄した。洗浄終了後、Pierce ECL Western Blotting 

Substrate を 1 min 作用させ、ImageQuant LAS 4000(GE Healthcare)によってタンパク

質を検出した。 
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2-2-5. リアルタイム PCR 法 

 

2-2-2. で示した方法で RID-B 及び RID 構造類縁体を細胞に作用させた。作用終了後、上

精を除去し、リン酸生理緩衝液(PBS)で洗浄し、TRIzol Reagent(Thermo)を加えてピペッ

ティングしてクロロホルム(Wako)を加えて 10 min、4 ℃、12,000 gで遠心を行い、水相を

回収した。水相に 2-プロパノール(Wako)を加えて 10 min、4 ℃、12,000 gで遠心を行い、

上清を捨て、75%エタノール(Wako)を加えて 10 min、4 ℃、12,000 gで遠心を行い、上清

を捨てて沈殿物を超純水に溶かして RNA サンプルとした。RNA サンプルを RT-PCR 

Master mix(1×PSRT buffer、1 mM dNTP、1 μM Oligo dT Primer、10 U RRI、50 U 

primescript、1000 ng RNA サンプル)で混ぜ合わせて 42 ℃、30 min、70 ℃、15 min で

RT-PCR を行いサンプルを cDNA にした。qPCR Master mix(400 nM Forward primer、

400 nM Reverse primer、1×GeneAce SYBR qPCR Mixα、50 ng cDNA サンプル)を混ぜ

合わせて Stage1 (95 ℃、10 min)×1 回、Stage2 (95 ℃、30 sec→60 ℃、60 sec)×45 回、

Stage3 (95 ℃、15 sec→60 ℃、20 sec→95 ℃、15 sec)×1 回の 3 step PCR を ABI PRISM 

7000(Applied Biosystems)によって反応させ、Stage2 の蛍光を測定した。 

 

表Ⅲ．プライマー一覧 

GAPDH 
Forward 5V-ATCATCAGCAATGCCTCCTG-3V 

Reverse 5V-CTGCTTCACCACCTTCTTGA-3V 

LDLr 
Forward 5V-ACTGCGAAGATGGCTCGGATG-3V 

Reverse 5V-CATCTGACCAGTCCCGGCAGT-3V 

SREBP-1c 
Forward 5V-GCAGGGGTAGGGCCAACGGCCT-3V 

Reverse 5V-CATGTCTTCGAAAGTGCAATCC-3V 

SREBP-2 
Forward 5V-CTCTGACCAGCACCCACACT-3V 

Reverse 5V-CACACCATTTACCAGCCATAAG-3V 

 

2-3. 結果 

 

2-3-1.  細胞内コレステロール蓄積の検出 

 

 細胞内の遊離型コレステロールを特異的に染色することができるポリエン系抗真菌薬で

ある Filipin Ⅲを用いて細胞内のコレステロールを染色し、局在箇所の候補としてリソソー

ムであると推察し、リソソームを Lysotracker 染色し共焦点顕微鏡を用いて細胞内の局在を

観察した。RID-B を作用させるとリソソームにコレステロールが蓄積していることが確認

できた(図 31)。 
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図 31. 細胞内コレステロール蓄積の検出 

 HepG2 細胞に RID-B を 1 μM で 24 h 作用させた後、Lysotracker 含有培地で培養して

Filipin 染色を行い、共焦点顕微鏡により遊離型コレステロールとリソソームの局在を観察

した。 

 

2-3-2. 蓄積コレステロールの由来 

 

 コレステロールの代謝には細胞外から取り込まれたコレステロールか、細胞内で生合成

されたコレステロールがあり、RID-B によって蓄積するコレステロールがどちらに由来す

るコレステロールなのか明らかにするために、無血清培養することで、細胞外にリポタン

パク質が無い状況を作り RID-B がコレステロール蓄積を誘導するのか検討したところ、コ

レステロールの蓄積は確認できなかった(図 32)。 

 

 

図 32. 蓄積コレステロールの由来 

 無血清に馴化させた HepG2 細胞に RID-B を 1 μM で 24 h 作用させた後、Filipin 染色を

行い、共焦点顕微鏡により遊離型コレステロールを観察した。 

 

2-3-3.  LDL 取り込み能解析 
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 コレステロールを最も含有しているリポタンパク質は LDL であり、LDL を取り込む能力

を測定するために蛍光色素であるDiIを封入した LDLを用いて取り込み能を測定したとこ

ろ、RID-B を作用させると LDL の取り込みが増強することが確認できた(図 33)。 

 

図 33. LDL 取り込み能解析 

 無血清に馴化させた HepG2 細胞に RID-B 及び Pitavastatin、Cytochalasin B を 1 μM

で 24 h 作用させた後、DiI-LDL を 3 h 取り込ませて共焦点顕微鏡により取り込まれた

DiI-LDL を観察した。*p<0.05. 

 

2-3-3-1.  LDL 受容体発現の解析 

 

 LDL は細胞外から取り込まれるときに受容体を介して取り込まれるため、スタチンなど

の抗動脈硬化薬は LDL 受容体を増加させる作用を有している。RID-B の LDL 取り込みの

増加も LDL 受容体が関与していると推察し、LDL 受容体の量の時間変化を検討したところ

12 h から 16 h をピークに LDL 受容体の増加が確認できた(図 34)。 

 

 

図 34. LDL 受容体発現の解析 

 HepG2 細胞に RID-B を 1 μM になるように添加し、1 h、4 h、8 h、12 h、16 h、20 h、

24 h 作用させた後、細胞を可溶化させた。12%アクリルアミドゲルを用い、ウェスタンブ
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ロット法によって LDL 受容体の量を解析した。 

 

2-3-3-2.  LDL 受容体転写活性の解析 

 

 RID-B を作用させると LDL 受容体の増加が確認できたことから、この LDL 受容体の増

加が mRNA 発現増加によるか検討するために、LDL 受容体の mRNA の発現の時間変化を

リアルタイム PCR 法にて定量化した。結果、4 h～8 h 作用時に転写活性化が確認できた(図

35)。 

 

図 35. LDL 受容体転写活性の解析 

 HepG2 細胞に RID-B を 1 μM になるように添加し、1 h、4 h、8 h、12 h、16 h、20 h、

24 h 作用させた後、細胞から mRNA を抽出した。リアルタイム PCR 法によって LDLr の

mRNA を定量した。 

 

2-3-4.  SREBP 転写活性の解析 

 

 LDL mRNA を転写活性化させる転写因子として SREBP が知られており、SREBP も

SREBP によって自己転写活性を誘導するため SREBP である SREBP-1c と SREBP-2 の

mRNA の発現の時間変化をリアルタイム PCR 法にて定量化した。RID-B を作用させると

特に SREBP-2 は 4 h から 8 h をピークに発現の増加が確認できた(図 36)。 
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図 36. SREBP 転写活性の解析 

 HepG2 細胞に RID-B を 1 μM になるように添加し、4 h、8 h、12 h、16 h、20 h、24 h

作用させた後、細胞からmRNAを抽出した。リアルタイム PCR法によって LDLrのmRNA

を定量した。 

 

2-3-4-1.  SREBP-2 の活性化検出 

 

 LDL 受容体 mRNA の増加と SREBP mRNA の増加が確認できたことから SREBP が切

断されて転写活性因子である SRE として核周辺へ集積するか免疫蛍光染色し、共焦点顕微

鏡にて観察した。RID-B を作用させると核周辺に集積することが確認できた(図 37)。 

 

 

図 37. SREBP-2 の活性化検出 

 HepG2 細胞に RID-B を 1 μM で 24 h 作用させた後、Lysotracker でリソソームを染色

し、LAMP1 を免疫蛍光染色して共焦点顕微鏡によりリソソーム形成を観察した。 

 

2-3-4-2.  SREBP-2 切断の検出 
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 LDL 受容体 mRNA の増加と SREBP mRNA の増加が確認できたことから SREBP が切

断されて転写活性因子である SRE として核周辺へ集積するか免疫蛍光染色し、共焦点顕微

鏡にて観察した。RID-B を作用させると核周辺に集積することが確認できた(図 38)。 

 

 

図 38. SREBP-2 切断の検出 

 HepG2 細胞に RID-B を 1 μM になるように添加し、1 h、4 h、8 h、12 h、16 h、20 h、

24 h 作用させた後、細胞を可溶化させた。12%アクリルアミドゲルを用い、ウェスタンブ

ロット法によって SREBP-2 の切断状態を解析した。SREBP-2(precursor)は 120 kDa であ

り、ゴルジ体で切断された SREBP-2(mature)は 68 kDa である。 

 

2-3-5.  スタチンとの作用機序の比較 

 

 スタチンは HMG-CoA 還元酵素を阻害することでメバロン酸の産生が行われなくなるた

めコレステロールの生合成が阻害される。そこでメバロン酸を添加することでスタチンを

作用させてもコレステロールの生合成が行われるため、代謝産物を添加することでスタチ

ンと作用機序が異なるのか検討した。 

 

2-3-5-1.  メバロン酸添加時における LDL 受容体発現の検出 

 

 スタチンを作用させてもメバロン酸を添加することでコレステロールの生合成が行われ

るため抗動脈硬化作用が打ち消されることが知られている。RID-B が HMG-CoA 還元酵素

を阻害することで抗動脈硬化作用を有しているのか検討するためにメバロン酸を添加して

ウェスタンブロット法にて LDL 受容体の量を比較した。結果、メバロン酸を添加すると

Pitavastatin の作用が減弱することが明らかになったが RID-B の作用ではメバロン酸を添

加しても作用の減弱は確認できなかった(図 39)。 
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図 39. メバロン酸添加時における LDL 受容体発現の検出 

 HepG2 細胞に RID-B 及び Pitavastatin を 1 μM、Mevalonolactone を 100 μM になるよ

うに添加し、24 h 作用させた後、細胞を可溶化させた。12%アクリルアミドゲルを用い、

ウェスタンブロット法によって LDL 受容体の量を解析した。 

 

2-3-5-2.  メバロン酸添加時におけるオートファジー誘導の検出 

 

 スタチンはコレステロールの生合成の阻害と共にオートファジーを誘導することが知ら

れている(101、102)。スタチンが誘導するオートファジーは未だにその詳細が明らかにな

っていないが HMG-CoA 還元酵素を阻害することによってコレステロール生合成の過程で

産生されるゲラニルゲラニル二リン酸が枯渇することで誘導されると考えられている(103)。

そこでスタチンとの作用を比較するためにメバロン酸添加におけるオートファジー誘導へ

の影響を検討した。結果、メバロン酸を添加すると Pitavastatin 作用では LC3-Ⅱの蓄積が

control と同レベルまで低下したことからオートファジーがメバロン酸によって阻害された

が、RID-Bの誘導するオートファジーはメバロン酸添加によって阻害されなかった(図40)。 

 

図 40. メバロン酸添加時におけるオートファジー誘導の検出 

 HepG2 細胞に RID-B 及び Pitavastatin を 1 μM または 2 μM、Mevalonolactone を 100 

μM になるように添加し、24 h 作用させた後、細胞を可溶化させた。15%アクリルアミド

ゲルを用い、ウェスタンブロット法によって LC3 の遷移状態を解析した。 
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2-4. 考察 

 

 RID-B は抗癌作用があるため抗癌剤として研究されてきた(80、81)。しかし、細胞傷害

が起きない低濃度で作用させるとリソソームにコレステロールの蓄積を誘導することから、

蓄積したコレステロールの由来を検討したところ細胞外コレステロールであることが明ら

かとなったことから、RID-B は細胞外のコレステロールのキャリアーであり、リポタンパ

ク質である LDL の取り込みを促進する能力があると示唆された。そこでヒト LDL に赤色

蛍光色素である DiI を封入した DiI-LDL を 3 h 取り込ませることで取り込み能を検討した

ところ、RID-B を作用させると DiI-LDL の取り込み能が亢進していることが明らかとなっ

た。また、Cytochalasin B を添加しエンドサイトーシスを阻害すると DiI-LDL は取り込ま

れなくなることから DiI-LDL はエンドサイトーシスによって取り込まれていると考えられ

る。この結果より Filipin 染色により細胞内に蓄積しているように観察できたコレステロー

ルは細胞外から取り込みが促進した結果、観察された現象であり、RID-B には抗動脈硬化

作用があることが明らかとなり、抗動脈硬化薬であるスタチンと同様な作用を有している

と考えられる。そこで詳細な抗動脈硬化作用の詳細を検討するために LDL の取り込みに関

与する LDL受容体の発現を検討したところRID-Bを作用させることで LDL受容体の発現

が増加することが確認できたことから LDL受容体の転写活性に関与する SREBPを活性化

していると推察された。SREBP はゴルジ体で切断されて SRE となり、自己転写活性化や

核周辺への集積が確認できる。そこで SREBP の自己転写活性化をリアルタイム PCR によ

り検討したところ自己転写活性化が確認できた。さらに核周辺への集積を免疫蛍光染色に

よる共焦点顕微鏡観察にて検討したところ核周辺への集積が確認できた。そして SREBP

の切断はウェスタンブロットにて検討したところ SREBP の切断が確認できたことから

RID-B はスタチンと同様な抗動脈硬化作用を有していると考えられる。また、スタチンは

HMG-CoA 還元酵素を阻害することで LDL 受容体を増加させるが RID-B も HMG-CoA 還

元酵素を阻害していることで LDL 受容体の増加を引き起こしているのか検討するために、

コレステロール生合成において HMG-CoA 還元酵素によって産生されるメバロン酸を添加

し、LDL 受容体を増加させるか比較した。Pitavastatin を作用させた HepG2 細胞は LDL

受容体を増加させるが、メバロン酸を添加することで HMG-CoA 還元酵素が阻害されてい

てもコレステロール生合成が行われるためLDL受容体の増加が起きないことが確認できた。

しかし、RID-B を作用させた HepG2 細胞ではメバロン酸を添加しても LDL 受容体が増加

していたことから、HMG-CoA 還元酵素を阻害した結果、LDL 受容体が増えているのでは

ないと示唆された。さらにスタチンとの作用を比較するためにオートファジー誘導に着目

した。スタチンはコレステロールの生合成の阻害と共にオートファジーを誘導することが

報告されている(118、119)。スタチンが誘導するオートファジーは未だにその詳細が明らか

になっていないが HMG-CoA 還元酵素を阻害することによってコレステロール生合成の過

程で産生されるゲラニルゲラニル二リン酸が枯渇することで誘導されると考えられている



57 

 

(120)。メバロン酸経路が阻害されるとオートファジーが誘導されるため、メバロン酸を添

加することでオートファジーは誘導されなくなる。そこで、メバロン酸を添加することで

RID-B の誘導するオートファジーへの影響を検討した。Pitavastatin を作用させた HepG2

細胞では LC3-Ⅱの蓄積が確認できたことからオートファジーが誘導されていると考えられ、

メバロン酸を添加すると減少することからオートファジーが誘導されなくなったと考えら

れる。RID-Bを作用させるとメバロン酸を添加してもLC3-Ⅱの蓄積が減少しないことから、

メバロン酸を添加してもオートファジーを誘導できていると考えられる。上記の結果と考

察より、RID-B の誘導する抗動脈硬化作用はスタチンとは異なり HMG-CoA 還元酵素を阻

害していないと考えられ、コレステロールの生合成を阻害している場合は HMG-CoA 還元

酵素よりも下流の酵素を阻害しているか、全く異なる経路にて SREBP-2 の活性化を介した

LDL 受容体の増加を誘導していると考えられる。 
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第 2 部 第 3 章 総合討論 

 

RID-B はカスパーゼ-3 を活性化しアポトーシスを誘導する。本実験でも肝癌細胞株

HepG2 細胞に対し、RID-B を作用させるとカスパーゼ-3 の開裂を確認した。さらに、PI

染色によってSub-G1期細胞の確認やDiO6法によるミトコンドリア膜電位の低下の確認を

した。RID 構造類縁体でもアポトーシス誘導の確認を行ったところ RID-SB10、RID-SB22、

RID-SB23、RID-SB17、RID-SB24 においてカスパーゼ-3 を活性化させ、Sub-G1 期の細

胞が増え、ミトコンドリアの膜電位が低下していたことからアポトーシスを誘導すること

が確認できた。RID-SB10～RID-SB24 はフェニル基が無い RID構造類縁体であり、diethyl 

(SB10)、 dipropyl (SB22)、 dibutyl (SB23)、 dipentyl (SB17)、 dihexyl (SB24)とアル

キル鎖が長くなることから脂溶性が高くなる。脂溶性が高くなるほど細胞膜を通過しやす

くなるため細胞傷害性が高くなると考え、脂溶性の増加を試みたが細胞傷害性と脂溶性の

相関性は得られなかった(87)。しかし、RID-SB25 より脂溶性の高い、RID-SB26、RID-SB27、

RID-SB28、RID-SB18 は急激に細胞傷害性が低下した。これは脂溶性が高すぎるため培地

に溶けることができていないか、分子量が大きくなりすぎ細胞に取り込まれなくなってし

まったと考えられる。また、4 位のピロリジン側鎖を欠いた RID-S10-(B/Me)では細胞傷害

性やアポトーシスの誘導をしないことが確認できた。この結果より RID-B の誘導するアポ

トーシスにはフェニル基は必要ないが、2 本のピロリジン側鎖が必須であることが分かった。 

RID-B はオートファジーを誘導する。本実験でもオートファジーを起こしやすく、オー

トファジー研究で頻繁に利用されている肝癌細胞株 HepG2 細胞に対し、RID-B を作用させ

ると LC3-Ⅱの遷移によるオートファジーの誘導が確認できた。興味深いことに RID 構造類

縁体作用による LC3-Ⅱの遷移を確認したところ細胞傷害性が低い RID-SB9 においても

LC3-Ⅱの遷移が確認できた。オートファジーとアポトーシスには密接な関係があり、オー

トファジーによってアポトーシスが誘導されることやアポトーシスに対する抵抗としてオ

ートファジーが誘導されることがあり、細胞死において正負のどちらの役割もこなすこと

ができる。RID-SB9 がオートファジーを誘導していたことから、オートファジーによって

アポトーシスが誘導されているのではなく、アポトーシスに対してオートファジーが誘導

されている防御機構として働いていることが推察された。RID-SB10～RID-SB24 でもオー

トファジー誘導が確認できた。しかし RID-S10-(B/Me)では LC3-Ⅱの遷移が確認できなか

ったことからオートファジーの誘導においてもフェニル基は必要ないが、2 本のピロリジン

側鎖が必須であることが分かった。RID-B 及び RID 構造類縁体を作用させると LC3-Ⅱの

蓄積が確認できたことからオートファジーが誘導されてオートファゴソームが形成されて

いることが示唆されたが、オートファジーの分解まで行われているかは区別することがで

きない。そこでシステインプロテアーゼ阻害剤の E64d とアスパラギン酸プロテアーゼ阻害

剤の pepstatin A でオートファジーの分解を阻害し、分解の前後を比較することでオートフ

ァジーの分解が行われているのか判断するオートファジーフラックスを確認した。RID-B
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と RID-SB10 を作用させた HepG2 細胞では E64d と pepstatin A を併用することでより

LC3-Ⅱが蓄積し、差が確認できた。しかし、RID-SB17 は差が確認できなかった。RID-SB10

と RID-SB17 の作用は異なる可能性が示唆された。また、p62/SQSTM1 は選択的オートフ

ァジーにおける分解のターゲットになる。LC3-Ⅱと同様に RID-B 及び RID-SB10 を作用さ

せると差が確認できた。RID-B を作用させ LC3-Ⅱを免疫蛍光染色し、Lysotracker でリソ

ソームを染色し局在を確認したところ共局在しておりオートリソソームを形成しているこ

とが確認できた。また、オートファジーは Atg ファミリーに制御されているため RID-B、

RID-SB10及びRID-SB17の誘導するオートファジーにAtg5が関与するのかマウス胎児線

維芽細胞株 MEF Atg5+/+細胞と MEF Atg5-/-細胞が誘導するオートファジーを検討した。

MEF Atg5+/+細胞でのみ LC3-Ⅱの遷移が確認できたことから Atg5 に依存したオートファ

ジーを誘導しており MEF Atg5-/-細胞にはオートファジーを誘導しないと考えられる。通常、

オートファジーが誘導されると細胞内の消化活性が向上しリソソーム形成が増加する。

RID-SB10 と RID-SB17 の作用を比較するためにリソソームに対する影響を検討した。

RID-B と RID-SB10 を HepG2 細胞に作用させるとリソソーム膜構成タンパク質である

LAMP1の増加とLysotrackerで染色される細胞内酸性小胞が増加することから消化活性が

向上していることが確認できた。しかし、RID-SB17 を作用させた HepG2 細胞ではリソソ

ーム形成の増加が確認できず、オートファジーフラックスを亢進していないことと関連し

ていると考えられる。リソソームの形成だけでなくリソソーム内消化酵素の 1 つであるカ

テプシンBの酵素活性とタンパク質量を検討したところRID-B及びRID-SB10では酵素活

性の増加と酵素量の増加が確認できたが RID-SB17 では確認できなかった。これらの結果

からRID-B及びRID-SB10は作用が似ておりオートファジーに伴いリソソーム形成の増加

と消化酵素の増加により消化活性が向上しオートファジーを完了していると考えられる。

しかし、脂溶性の高い RID-SB17 はリソソームが活性化しないためオートファジーフラッ

クスが亢進せずオートファジー不全を誘導していると考えられる。また、RID-B 及び

RID-SB10 を作用させてオートファジーフラックスを検討した際に p62 も差が見られたこ

とからオートファジーの中でも選択的オートファジーを誘導していることが示唆された。 

よって RID-B が誘導しているオートファジーが選択的オートファジーであるのか明確に

するために RID-B がミトコンドリアを介したアポトーシスを誘導することに注目した。傷

害を受けたミトコンドリアはミトコンドリア選択的オートファジーであるマイトファジー

によって分解されて品質管理されている。RID-B はミトコンドリア傷害を引き起こすこと

が報告されているためマイトファジーによって傷害を受けたミトコンドリアが分解されて

いると考えられる。本実験でもミトコンドリア傷害が誘導されているのか MitoSOX Red 染

色し、フローサイトメーターで確認したところミトコンドリアからROSの発生が確認でき、

ミトコンドリア傷害の誘導が確認できた。そこで、マイトファジーを検出するため、

Mtphagy Dye 染色し、共焦点顕微鏡にて観察した。RID-B と RID-SB10 はマイトファジー

を誘導していることが確認できたが、RID-SB17 を作用させてもマイトファジーの誘導は確
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認できなかった。RID-B の誘導するマイトファジーの役割を検討するために HepG2 細胞よ

りマイトファジーを誘導しやすいと知られている Hep3B 細胞に RID-B を作用させたとこ

ろ HepG2 よりも抵抗性があることが確認できた。さらに E64d と pepstatin A でマイトフ

ァジーを阻害すると細胞傷害性が増強することが確認できた。そしてマイトファジーが誘

導できないMEF Atg5-/-細胞にはMEF Atg5+/+細胞よりも強力に細胞傷害を誘導することが

明らかとなった。これらの結果から RID-B はミトコンドリア傷害を起こし、この傷害に対

して防御機構としてマイトファジーが誘導されて癌細胞は薬剤に抵抗していると考えられ

る。RID-SB10 の細胞傷害性は RID-B と同様にマイトファジーによって抵抗されていると

考えられるが RID-SB17 はマイトファジーを誘導しておらずミトコンドリア傷害と共にオ

ートファジー不全を引き起こすためマイトファジーによって抵抗を受けずに細胞傷害性を

誘導できると考えられる。ここまでの結果より、RID 構造類縁体のオートファジーフラッ

クスにおいて脂溶性が関与していることが考えられる。RID-SB10 と RID-SB17 を比較す

ると脂溶性が低い方がオートファジーフラックスを亢進しやすくオートファジーによって

細胞に抵抗されやすいと考えられ、RID-SB9 はオートファジーを誘導していたがアポトー

シスを誘導していなかったのは細胞傷害よりもオートファジーによる防御機構が上回って

いるためだと推察される。RID-B や RID 構造類縁体はカチオン性両親媒性化合物であり、

カチオン性両親媒性化合物はリソソームに集積しリソソームの pH を上昇させることが報

告されている(121、122)。リソソームは様々な消化酵素を持っており、カチオン性両親媒

性化合物の影響が酵素の最適 pHと一致せず、酵素活性が低下する。カチオン性両親媒性化

合物は正電荷であるため負電荷のリソソーム酸性リン脂質のリン酸基に静電相互作用し結

合しやすいが、結合及び集積にはリソソーム静電相互作用だけではなく脂溶性が関与する

ことが報告されている(123、124、125)。RID 構造類縁体の中でも脂溶性の高い RID-SB17

はリソソームへ集積しリソソーム阻害を誘導していると考えられる。RID 構造類縁体のア

ルキル鎖の長さを変えることでオートファジーによる分解能をコントロールすることがで

きると考えられる(図 41)。そのため、マイトファジーによって抵抗を示す癌細胞には RID-B

や脂溶性の低い RID 構造類縁体ではなく RID-SB17 のように脂溶性の高い RID 構造類縁

体が有効であると示唆された。また、マイトファジーを阻害すると RID-B の細胞傷害性が

増強したことから抗癌治療において低濃度で細胞死を誘導できるようになるため副作用の

低下などマイトファジー阻害剤の併用の有効性も示唆された。 
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図 41. RID 構造類縁体の構造活性相関 

 細胞傷害性には 2 本のピロリジン側鎖が必要であり、アルキル鎖の長さを変えることで

脂溶性が変わり、オートファジーによる分解能を変えることができる。 

 

TAM は脂質代謝に影響を与えることが報告されている(126)。そこで RID-B を、細胞傷

害が起きない低濃度で作用させるとリソソームにコレステロールの蓄積を誘導することが

確認できた。蓄積したコレステロールの由来を明らかにするために無血清馴化した HepG2

細胞に細胞外に脂質がない無血清条件化で Filipin 染色をした。無血清条件化では RID-B

を作用させてもコレステロールの蓄積が起こらず、蓄積していたコレステロールは細胞外

コレステロールであることが明らかとなった。細胞外のコレステロールは不溶性であるた

めリポタンパク質に包まれた状態で存在している。最もコレステロールを含有しているリ

ポタンパク質は LDL であり、LDL の取り込みがコレステロールの蓄積に関与していると推

察し、ヒト LDL に赤色蛍光色素である DiI を封入した DiI-LDL を 3 h 取り込ませること

で取り込み能を検討したところ、RID-B を作用させると DiI-LDL の取り込み能が亢進して

いることが明らかとなった。この結果より Filipin 染色により細胞内に蓄積しているように

観察できたコレステロールは細胞外から取り込みが促進した結果、観察された現象であり、

RID-B には抗動脈硬化作用があることが明らかとなった。抗動脈硬化薬であるスタチンも

LDL の取り込みを促進させる作用があり、同様な作用を有していると考えられる。そこで

詳細な抗動脈硬化作用の詳細を検討するために LDL の取り込みに関与する LDL 受容体の

発現をウェスタンブロット法及びリアルタイム PCR 法で検討したところ RID-B を作用さ

せることで LDL 受容体のタンパク質、mRNA の発現が増加することが確認できた。LDL

受容体の転写活性に関与する SREBP を活性化していると推察された。SREBP の自己転写

活性化をリアルタイム PCR により、核周辺への集積を免疫蛍光染色による共焦点顕微鏡観

察にて、SREBP の切断はウェスタンブロットにて検討した。RID-B の作用により SREBP

の自己転写活性化、核周辺への集積、SREBP の切断が確認できたことから RID-B はスタ
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チンと同様な抗動脈硬化作用を有していると考えられる。また、スタチンは HMG-CoA 還

元酵素を阻害することで LDL 受容体を増加させる。RID-B も HMG-CoA 還元酵素を阻害

することで LDL 受容体の増加を引き起こしているのか検討するために、コレステロール生

合成において HMG-CoA 還元酵素によって産生されるメバロン酸を添加し、LDL 受容体を

増加させるか比較した。Pitavastatin を作用させた HepG2 細胞はメバロン酸を添加するこ

とでHMG-CoA還元酵素が阻害されていてもコレステロール生合成が行われるためLDL受

容体の増加が起きないことが確認できた。しかし、RID-B を作用させた HepG2 細胞ではメ

バロン酸を添加しても LDL 受容体が増加していたことから、HMG-CoA 還元酵素を阻害し

た結果、LDL 受容体が増えているのではないと示唆された。さらにスタチンとの作用を比

較するためにオートファジー誘導に着目した。スタチンはコレステロールの生合成の阻害

と共にオートファジーを誘導することが報告されている(118、119)。スタチンが誘導するオ

ートファジーは未だにその詳細が明らかになっていないが HMG-CoA 還元酵素を阻害する

ことによってコレステロール生合成の過程で産生されるゲラニルゲラニル二リン酸が枯渇

することで誘導されると考えられている(120)。メバロン酸経路が阻害されるとオートファ

ジーが誘導されるため、メバロン酸を添加することでオートファジーは誘導されなくなる。

そこで、メバロン酸を添加することで RID-B の誘導するオートファジーへの影響を検討し

た。Pitavastatinを作用させたHepG2細胞ではオートファジーが誘導されなかった。RID-B

を作用させるとメバロン酸を添加してもオートファジーを誘導していることが確認できた。

上記の結果と考察より、RID-B の誘導する抗動脈硬化作用はスタチンとは異なり

HMG-CoA 還元酵素を阻害していないと考えられ、コレステロールの生合成を阻害してい

る場合は HMG-CoA 還元酵素よりも下流の酵素を阻害しているか、全く異なる経路にて

SREBP-2 の活性化を介した LDL 受容体の増加を誘導していると考えられる。近年スタチ

ンは、抗動脈硬化薬としての作用だけではなく癌細胞に対して特異的にアポトーシスを誘

導することから抗癌剤としても研究されている(116、117)。コレステロール生合成における

メバロン酸経路では様々な代謝産物が合成され、中でも Farnesyl diphosphate から別の経

路で合成される Coenzyme Q10はミトコンドリアでの ATP 合成に必要であり、抗酸化機能

を有しミトコンドリアにおいて脂質の過酸化に伴う酸化ストレスを軽減しているため、

Coenzyme Q10 が減少するとミトコンドリア傷害を受ける(127、128、129、130)。スタチ

ンによってコレステロールの生合成を阻害すると Coenzyme Q10 も減少することが報告さ

れている(131、132、133、134、135)。スタチンはミトコンドリア傷害を誘導することが

示唆されており、マイトファジーが誘導されることが報告されている(136)。スタチンの抗

癌作用はオートファジーを阻害することで増強することも報告されており、スタチンの抗

癌作用は RID-B と似ていると考えられる(118、119、120)。RID-B は抗動脈硬化作用があ

ることから HMG-CoA 還元酵素の下流の酵素を阻害することで Coenzyme Q10の枯渇によ

ってミトコンドリア傷害を誘導し、抗癌作用を示している可能性が示唆された。 

よって本実験の結果、RID-B にはミトコンドリア傷害を介した抗癌作用と SREBP-2 の
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活性化を介した抗動脈硬化作用があることが明らかになった。  
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