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これまでの研究の背景、研究目的と独創的な点 
 

RNA干渉を研究ツールとして活用したり医学的に応用したりすることは広く試みられ、国

内外で顕著な成果が上がっている。RNA干渉とは線虫で発見された遺伝子発現の新しい制御

機構であり（Fire et al. Nature 1998）、その作用の鍵を担っているのが Dicer である。

2006年頃からミツバチが大量に失踪する現象が米国やヨーロッパなどの各地で起こってい

る。いわゆる CCD（蜂群崩壊症候群：Collony Collaps Disorder）であるが、大量死する

原因はいまだ判然としない。現在有力なのは、強力な殺虫剤や環境変化（温暖化や電磁波）

によるストレスなど複数の要因が重なってミツバチの免疫力が弱ったうえに、イスラエル

急性麻痺ウイルス（IAPV）に感染したことが原因だとする説である（Bromenshenk et al. PLoS 

One. 2010）。CCDに見舞われた巣箱のミツバチでは、細胞内の重要なタンパク質製造装置で

あるリボソームの破壊量が多く、殺虫剤にも菌の感染にも栄養不良にも対応できていない。

この問題解決をさらに進めるためには、ミツバチ細胞を用いた分子生物学的なアプローチ

が不可欠である。 

これまでのところミツバチ細胞株の樹立の報告はなく、材料の安定供給ができないこと

が研究進展の妨げとなっている(Hunter WB In Vitro Cell Dev Biol Anim. 2010)。 また、

分子生物学的な解析には細胞への遺伝子導入が不可欠であるが、多くの実験に使用する市

販の遺伝子導入試薬は高価である。ウイルスベクターによる遺伝子導入は非常に導入効率

が高いものの、操作が煩雑であり、多種類の調整遺伝子を導入するのには不向きである。

従って、限られた遺伝子解析しかできない制約がある。 

ミツバチ細胞に遺伝子を発現させて不死化できれば、ミツバチ細胞株が樹立できると考

えられる。ミツバチ細胞における遺伝子発現のためのプロモーターや不死化遺伝子の選択

がポイントである。この研究と並行して、同安価で効率の高い遺伝子導入試薬を自力で開

発すれば、その後の遺伝子機能解析に必要十分な量を賄うことができる。 

本研究の目的は、ミツバチ細胞株の樹立である。また本研究に必要な遺伝子導入試薬も、

食用油をベースとした低毒性で導入効率の高い独自のリポフェクション試薬を開発する。

樹立した細胞における RNA 干渉のメカニズムを追求する。そして、正常細胞内遺伝子制御

機構に RNAinterference（RNAi； RNA干渉）が備わっていることをウイルス感染対策など

に医薬・農薬として応用することが研究目的である。 

セイヨウミツバチ幼虫（Apis Mellifera）から得られた初代培養細胞に、種々の遺伝子

（v-src, c-erbB2, p53,tob, EGFRなど）の発現プラスミドを独自に開発している遺伝子導

入試薬を用いて導入し、15％牛胎児血清添加グレース培地・30℃恒温槽における培養条件

で長期継代培養を試みる。このリポフェクション試薬は、研究室内で共同開発し改良して

きた中で、最も効率が高く低毒性のものを用いる。継代できた培養細胞のゲノムを抽出し、

導入遺伝子やミツバチ固有の遺伝子プライマーを用いた PCR（polymerase chain reaction）

で増幅し、ミツバチ細胞由来であることを確認する。対照としてヒト培養細胞株ゲノム遺

伝子を用いた PCR解析も行った。また、細胞内における Dicerなど RNAiに関連する分子発

現も調べた。 

 本研究は、RNA干渉を用いた新しい概念で、細胞外からのウイルス制御を可能とする技術

を開発する点に特色がある。これまで研究のネックになっていた細胞株の樹立や長期細胞

培養の必要性は、CCDの出現以降極めて高い。ヒトがん研究で明らかになっているオンコジ

ーンの機能を本研究でミツバチ細胞に応用する点が独創的である。樹立した細胞を用いて、

次の RNA干渉による細胞内情報伝達経路の修飾とミツバチ細胞への応用へと展望を開くこ

とができる。本研究はその基盤となる重要な研究である。この技術は今後の医学や生化学

領域の研究開発にも画期的な進歩をもたらす可能性が高い。RNA干渉の高い特異性から変異

遺伝子の siRNAが正常細胞に取り込まれても作用しないことに着眼点があるが、類似の先
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行研究はミツバチ細胞では特にない。今後起こり得る有害な未知のウイルス感染症に対し

ても素早い対応が可能となる。この方法が有効ならば、がんやウイルス感染などの難治性

疾患についても治療の糸口を提供できる。また、本研究成果がもたらす正確な科学情報や

遺伝子技術革新は産業界や医学界への貢献も大きい。 

 

研究経過と得られた結果と本博士論文研究の着想に至る経過 

RNA干渉を研究ツールとして活用することやその生化学的応用は広く試みられ、国内外で

顕著な成果が上がっている。そこで、RNA干渉のミツバチ細胞などにおけるウイルス感染症

への農学的応用を目指した。すでに、食用成分をベースとした細胞に低毒性である新規遺

伝子導入試薬を用いることにより、特定の遺伝子（c-mycなど）が導入されたミツバチ初代

培養細胞は継代培養が可能となった。また、RNA干渉を惹起させる DNA カセットを考案し、

非コード RNA がどのようなメカニズムで働くのかという課題に対して、エフェクター分子

の同定を踏まえて、非コード RNAの動作原理を解析した。さらに、遺伝子と試薬の混和溶

液を霧状にして噴霧し、同時に強力な赤外線照射を行うことで、1メートル以上離れたシャ

ーレ上の培養細胞に遺伝子導入できる装置を開発中である。種々の動物種でのフィールド

応用も可能と考えられ、技術移転の可能性が高い。GFP遺伝子を精製し（1ｍｇ以上）トラ

ンスフェクションに使用可能な状態で保存している。実際に浮遊 DAUDI細胞を用いて GFP

遺伝子を導入したところフローサイトメーターでおよそ 15％の導入効率が得られた。現在

も赤外線の波長や強度を変えつつ至適な条件を整えているが、これまでの実験結果から、

遺伝子導入効率は、赤外線電球によって照射した場合、Jurkatや Daudiヒト浮遊細胞での

検討結果、およそ 20％の上昇が確認された。赤外線照射による遺伝子導入効率の増加は、

単に研究用途のみならず、蛋白質発現 DNAやマイクロ RNAなどの細胞調節機能誘導を介し

て、種々のウイルス感染対策などに使用できる。ヒトへの応用ばかりではなく、ペットや

農作物などへの利用も十分可能であり、開発が進展すれば産業への社会貢献も大きいと思

われる。この点に関し RNA 干渉などのアレルギーへの応用について総説論文を発表してい

る。 

食用成分をベースとした細胞に低毒性である新規遺伝子導入試薬を用いることにより、特

定の遺伝子（c-myc）が導入されたミツバチ初代培養細胞は、遺伝子導入後およそ 8か月を

超える時点においても継代培養が可能となった。樹立したミツバチ細胞は公表済である

（Kitagishi et al. In vitro Cell. Dev. Biol. Animal 2011）。ゲノム PCR解析から、こ

の継代培養細胞は確かにミツバチ由来であると同時に IAPV感染は陰性であったので、以後

の研究に十分活用できる。また、新たに開発した新規遺伝子導入試薬は従来のものと同等

以上の遺伝子導入効率が認められるうえ、コストは極めて低い画期的なものである。一般

的に困難とされている浮遊細胞への遺伝子導入も成功し、ヒト B細胞由来の Daudi 細胞で

GFP発現細胞株を容易に作製できた。この遺伝子導入試薬開発については、共著者論文とし

て発表した(Yoshida et al. Int J Curr Res 2010)。 

細胞内でのシグナル伝達系を中心に RNAiの機能解析も行った。さて、食欲不振や拒食症

は医学的にも重要な問題を含み治療が難しい。古来様々な香辛料の適度の摂取が、こうし

た場合に安全な食欲増進効果をもたらし、一部に良好な結果を得てきたことが知られてい

る。近年のバイオ研究から、食欲の調節には短鎖ペプチドなどからなる摂食ホルモンが重

要な役割を担っていることが明らかになっている。紫外線や放射線あるいは発がん物質な

どによる DNA損傷は、遺伝子変化や染色体異常の引き金になる。これらの蓄積は老化や発

がんと関係していることが、DNA修復分子の機能解析によって明らかになっている(PNAS 

108:1525-30, 2011)。通常は損傷した DNAは DNA修復分子群によって補修されるが、その

メカニズムは複雑でまだ完全には解明されていない。国内外における研究成果から、DNA修

復機構には様々な分子群が関与している。また、食要因での DNA損傷やエピジェネティッ
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クな制御が報告されている（J Nutr. 133S3:96573, 2003, Ext Biol Med. 232:176-83, 2007）。

これら分子群遺伝子に着目し、DNA修復分子群の遺伝子発現の制御や変化がどのようなメカ

ニズムで起こるのかをエピジェネティックな解析を加えていくと共に、環境要因とりわけ

食環境との関わりを解明して、食健康の増進に資することが目的である。免疫系に関与す

る新しい食欲関連メカニズムや食欲因子（食成分やマイクロ RNAなど）が明らかになる。

世界中で薬味や調味料として用いられてきた香辛料やハーブの大部分は安全な食品であり、

医薬品のもたらす副作用などをそれほど考慮することなく、また早期に食生活への応用が

可能な実用性を有する研究といえる。香辛料の食欲増進効果を科学的に検証し、摂食障害

やがんの化学治療などによって免疫力の低下が著しいケースに、適切で安全な食事療法を

提案することにある。マイクロ RNAの解析は斬新であり、細胞生物学的にも未知の知見を

もたらす可能性が高い。PPAR(peroxisome proliferator-activated receptor)や

ER(estrogenreceptor)などの転写活性化を介した免疫増強メカニズムの分子基盤を明らか

にすることで（Curr Med Chem. 2010;17:1450-1467）食健康の細胞生化学的理解にも貢献

することが示唆されており、本博士論文研究の着想に至った。 

①エピジェネティックな変異が遺伝子に起こると、ゲノムの正確性維持が損なわれること

が多数報告されている(Adv. Genet. 70:309-323, 2010)。そして DNA メチル化は遺伝子発

現制御や DNA 修復系において重要な役割を果たすため、これらの遺伝子を、本エピジェネ

ティック解析のコアに据えて研究を進める。メチル化の過剰もしくは過少はいずれも発が

んと関わることも明らかになっているが、特にがん抑制遺伝子もしくはそのプロモーター

の過剰なメチル化は予後不良と相関している。既に発がんに関わる 1000 近い遺伝子がエピ

ジェネティックな制御を受けていることが確認されており、エピジェネティックな変異を

もたらす機構の制御は新たな発がん抑制法として注目されている(Front Biosci 17:2682-94, 

2011)。RNA 干渉を用いた DNA 修復分子群のノックダウンも DNA 修復機構の解明の有用

な解析手段と考えている。標的細胞での作用点の明確化が期待できることが、一般的な生

化学研究と比し独創的な点である。老化や発がんは、高齢化社会を迎えた現代日本人すべ

ての重大な関心事である。これらは互いに類似した病態機構を示しており、免疫システム

の関与も大きい。本研究の実りある成果が、タンパク質機能の新たな理解と疾病への対策

を生み出す。 

②エピジェネティックな変化は遺伝子変化と異なり可逆的であるため、エピジェネティッ

クな変化がもたらした病的な状態は回復できる可能性がある。このため、DNA修復分子群の

変化がもたらす老化や発がんのリスクを低減するための有効かつ効果的な方法が浮上して

くる。既に脱メチル化剤は抗がん剤として成功している。転写因子受容体が刺激されると

細胞核内の遺伝子発現調節系が活動し、種々の遺伝子発現が調節される。特定の食品成分

刺激がもたらす遺伝子発現解析することにより、新たな食品の機能性が明らかになる。 

 

本論文全般における実験方法と材料 
分子生物学的な手法の多くは、参考文献などに記載されている常法に従った。また、独

自のリポフェクション試薬は、研究室内で共同開発し改良してきた中で、最も効率が高く

低毒性のものを用いた。 

 

Ａ．１．遺伝子精製 

当研究室にて独自に作製・保存されているプラスミドを再度精製し、実験に使用した。

本研究で用いたプラスミドは、インビトロジェン株式会社の、C末端に GFPの付いた

pcDNA3.1/CT-GFP-TOPOと、N末端に GFPの付いた pcDNA3.1/NT-GFP-TOPOの vector（資料１）

に各 Doppel遺伝子断片が組み込まれている。 
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1）Materials 

 LB broth (+Amp)              3ml 

 TE buffer                  600µl 

  7x Lysis buffer            100µl 

 Neutralization buffer      350µl 

  Endo wash buffer           200µl 

  Zyppy wash buffer          400µl 

  Elution buffer              30µl 

（7x Lysis bufferから Elution bufferは Zyppy plasmid mini prep kitの付属品） 

 

2）Methods 

 ① -20度にて保存されている目的のプラスミドを持つ大腸菌を無菌操作にて LB broth

（＋Amp）に植菌し、37℃、over night で振盪する 

 ② ①で培養した大腸菌から 1mlを採取したものをエッペンドルフチューブに移し、

10000rpmにて遠心した上清を捨ててペレットを作製する。同じチューブを用いて 3回繰

り返し、3ml相当のペレットを作製したチューブに TE bufferを加えて懸濁させる。 

 ③ 37℃インキュベーター内にて温めておいた 7x Lysis bufferを加え、4～6 回ほど攪拌

し、2分以内に Neutralization bufferを加えて更に攪拌する。 

 ④ 11000～16000rpmにて 4分間遠心する。 

 ⑤ ④の上清を Kit付属のチューブに取り付けたカラムに通して、15秒間遠心する。 

⑥ ⑤のフロースルー液を捨て、カラムをチューブに再度セットし、Endo wash bufferを

加えて 15秒間遠心する。 

⑦ Zyppy wash bufferを加えて 30秒間遠心する。 

⑧ カラムを新しいエッペンドルフチューブにセットし、37℃インキュベーター内にて温

めておいたElution bufferをカラムの中央に注入し、1分間放置した後15秒間遠心する。 

 

Ａ．２．細胞培養 

 【本研究で使用した培養細胞】 

HEK293（human,Primary embryonal kidney:ヒト胎児由来腎臓細胞） 

Daudi cell, K562 cell, Jurkat cell  

 

1）Materials 

・medium 

  RPMI1640もしくは 

Dulbecco’s modified Eagle medium（DMEM）に 5％の calf serumを入れ、medium500ml

につきペニシリン、ストレプトマイシン 1mlを加えたものを使用した。 

・0.5mM EDTA PBS 

Trypsin-PBS-EDTA、cell banker 

・グレース培地+１５％ fetal calf serum 

 

2）Methods  

◎継代 

 一週間に 2回、顕微鏡でシャーレを見て、あまり細胞が増えていなかったら、DMEMを吸

引し、新しい DMEMに変える。細胞が増殖し、密度がかなり高くなっていたら、次の手順で

細胞を剥がして継代する。 

① DMEMを吸引し、0.5mM EDTA PBSで洗う。 
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② trypsin-PBS-EDTA を適量入れ、37℃に置く。 

③ 新しいシャーレに DMEMを入れ、そこに剥がれた細胞を加える。 

◎凍結・保存 

 trypsin-PBS-EDTAで細胞を剥がした後、セラムチューブに細胞と等量の細胞保存液（cell 

banker）を加え、液体窒素中に保存する。 

 

◎融解 

① 凍結・保存しておいた細胞のセラムチューブを 37℃恒温槽で急速に解凍させる。 

② DMEMをセラムチューブに直接加え、なるべく泡を立てないようにピペッティングして

混ぜる。 

③ ②をそのまますべて DMEMの入った新しいシャーレに加える。 

 

Ａ．３．遺伝子導入 

 本研究では、株式会社 Invitrogenの Lipofectamineという試薬を用いて細胞に DNAを導

入するリポフェクション法を採用した。リポフェクション法は、正に荷電しているリポソ

ームと DNAが、負に荷電している細胞膜に融合するという性質を利用して導入する方法で

ある。DNAを初め、mRNAなどを効率よく導入できる。 

1）Materials 

3.5cmディッシュ  

Lipofectamine                           各 1µl 

DNA solution(Ａ．２．において遺伝子導入用に精製したもの)    0.5～2.0µl 

DMEM（serum free, pcsm free） 

DMEM（5%cs, pcsm free） 

 

2）Method 

◎遺伝子導入前の準備 

 遺伝子導入前日に、導入する数の 3.5cmディッシュに細胞を等分に分注する。 

① 細胞をトリプシン処理する 

② ①を適量の DMEM（5%cs,pcsm free）に懸濁させ、ピペットで吸い取る。 

③ ②を 2.0mlの DMEM（5%cs, pcsm free）を加えておいたディッシュへ等量に分注し、

over nightで細胞を接着させる。 

 

◎遺伝子導入 

① 遺伝子導入するディッシュの数だけマイクロチューブを取り出し、各々に DMEM（serum 

free,pcsm free）を 100μl入れ、その後だいたい 1.6µgになる量の DNA solution（agarose

電気泳動の際にマーカーとサンプルの濃さと比較することにより濃度を計算する）を 0.5

～2.0µl加えて混ぜる。 

② Lipofectamineを①のチューブに 1µlずつ加えよく混ぜ、37℃、20分間インキュベー

トする。 

③ ディッシュに分注した細胞を PBSで洗い、②を加えて細胞表面によくなじませた後、

mediumを 1ml加え、37℃に設定した CO２インキュベーターに入れる。 

④ ③の作業から 1.5 時間後、ディッシュの中の mediumを全て吸引し、DMEM（5%cs,pcsm

入り）を 2ml入れる。24～72時間後に発現が見られる。 

 

Ａ．４．UPS分解阻害 

1）Materials 
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 ALLN（DMSOにて溶解し、25mMに調節した）   3.5cmディッシュ 1枚につき 1～2µl 

 RIPA buffer                               各 1ml 

 

2）Methods 

 ALLNは、ユビキチン・プロテアソーム系のタンパク質分解（UPS分解）を阻害する試薬

である。これを遺伝子導入の際に培養細胞に添加することで、細胞内で生じるタンパク質

の UBS分解が阻害され、ポリユビキチン化されたタンパク質が細胞内に蓄積するかどうか

を検討する。 

遺伝子導入直後に添加すると毒性により細胞が死んでしまうので、遺伝子導入 1日後に

添加し、2日後に RIPA bufferを 1ml加えて細胞抽出液を回収してチューブに移し、

15000rpm・10分間遠心した上清を-80℃にて保存し、これを次の実験のサンプルとした。 

 

Ｂ．１．免疫沈降および抗 Ub抗体を使用したウエスタンブロット法（IP Western Blot） 

1）Materials 

◎免疫沈降 

 RIPA buffer 

 抗 GFP抗体（chicken由来）                   各 1µl 

 Protein G sepharose（20％エタノールに溶解）  70µl（3サンプル分） 

 

◎ウエスタンブロット法／SDS-PAGE 

・Lower gel（10％） 

Lower buffer            3ml 

30% polyacrylamide      3.3ml 

H2O                     6.7ml 

10%APS                  100µl 

TEMED                   20µl 

 

・Upper gel 

Upper buffer            2ml 

30% polyacrylamide     1.2ml 

H2O                    4.8ml 

10%APS                60μl 

TEMED                 12μl 

 

① Lower gelを混ぜて泳動装置のガラス板の間に流し込み、その上に 100％EtOHを入れ、

境界面を平らにする。 

② 固まったら、100％EtOHを取り出し、つづいて Upper gelを流し込み、EtOH で拭いた

コームをさす。 

③ 固まったら泳動装置にセットして、1×running bufferを装置内に流し込み、gelの

下端にたまった泡を注射器で取り除く。コームの溝をピペットで掃除する。 

 

〔Others〕 

1×running buffer 

1×transfer buffer 

1×TBST 

ブロッキング剤（2.5%スキムミルク／1×TBST） 
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Methanol 

Membrane 

17chr paper 

3mmchr paper 

抗ユビキチン（Ub）抗体（一次抗体：マウス由来） 

抗マウス抗体（二次抗体） 

Can Get Signal 1&2（TOYOBO社・抗体希釈液） 

ウエスタンブロッティング用発色液 

 

2）Methods 

◎免疫沈降 

 ① RIPA bufferにて細胞を溶解・遠心して回収した上清をサンプルとし、-80℃で保存し

たものを 3本 1組として用意し、室温で溶解する。以降の作業は全て氷上または 4℃にて

行う。 

 ② Protein G sepharose を 1mlの RIPA bufferを加えたマイクロチューブ内に懸濁する。 

③ 3000rpmにて FLASHさせ、上清をピペットマンを使って捨て、新しい RIPA bufferを

0.95ml程度加える。この作業を 3回繰り返し、総量が 1ml程度になる Protein G sepharose

液を調製する。 

④ ①で用意したサンプルのチューブに③を 100µlずつ分注し、キャップをはめて 4℃内

ローテーターで 20分間混和させ、Protein G sepharoseに特異的な物質を結合させる。 

⑤ 新しいマイクロチューブをサンプル数用意し、抗 GFP抗体を 1µlずつ壁面を使って分

注する。 

⑥ ④の混和が終了したサンプルを 3000rpmにて FLASHし、上清を⑤のチューブに加える。 

⑦ 再びキャップをはめて 4℃内ローテーターで 90 分回転混和する。 

⑧ 混和終了後、各チューブに Protein G sepharose 液を 220µl 程度、等量に分注する。 

⑨ 再びキャップをはめて 4℃内ローテーターで 30～120分攪拌する。 

⑩ 3000rpmで FLASHした上清を捨て、RIPA bufferを 800ml加えて 3回攪拌し、3000rpm

にて FLASHし、上清を捨てて、Protein G sepharoseを洗浄する。この洗浄作業を 4回繰

り返す。 

11 最後の洗浄時は上清を面から 1mm程度の水位になるように吸い取り、2×Sample 

bufferを 30µlずつ分注する。 

12 沸騰している湯の中で 3分間加熱し、5分ボルテックスしたものをウエスタンブロッ

ティングのサンプルとして使用する。 

 

◎ウエスタンブロッティング／SDS-PAGE 

① SDS PAGE gelにサンプルを注入後、Upper gel通過時は 130Vの電圧をかけ、Lower gel

との境界面まで流す。 

② Lower gel通過時には 240Vの電圧をかけ、Lower gelの下端から 5mm上まで泳動させ

る。 

③ 泳動終了後、gelを取り出し１×transfer bufferで 10分間 washする。 

④ membraneを methanolに 2分浸し、その後 1×transfer bufferに浸し、その上に 3mmchr 

paperをのせておく。また、⑤のトランスファーで使う 17chr paperも１×transfer buffer

で浸しておく。 

⑤ トランスファー装置に、下から順に 17chr paperを 3枚、3mmchr paper1枚、membrane、

gel、3mmchr paper1枚、17chr paperを 3枚となるように重ねていく。この作業は、各々

一枚ずつ重ね、トランスファー中に membraneが焦げてしまわないようにその都度１×
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transfer bufferをかけていく。 

⑥ トランスファーの準備ができたら、トランスファー装置で電流を 90分間流す。 

⑦ 終了後、membrane を取り出し、表面（gelと接触していた側）を上にしてブロッキン

グ剤に浸す（室温にて 60分間振蕩、または 4℃にて over night） 

⑧ きれいに洗浄されたプラスチックケースに 2mlの Can Get Signal solution 1を置き、

その中に一次抗体 1.0μlを入れてよく混ぜる。このとき泡が立っていたらピペットです

べて取り除いておく。 

⑨ membraneの表面と抗体液が接触するように membraneを浸し、室温で 60分間置く。30

分毎に membraneを一度持ち上げ、抗体液を満遍なく接触させる。 

⑩ 60分経過後、membraneを取り出して 1×TBST の入ったケースに移し、9min×3回 wash

する。 

⑪ きれいに洗浄されたプラスチックケースに 2mlの Can Get Signal solution 2を置き、

その中に二次抗体 1.0µlを入れてよく混ぜる。このとき泡が立っていたらピペットです

べて取り除いておく。 

⑫ membraneの表面と抗体液が接触するように membraneを浸し、室温で 60分間置く。30

分毎に membraneを一度持ち上げ、抗体液を満遍なく接触させる。 

⑬ 60分経過後、membrane を取り出して 1×TBSTの入ったケースに移し、7分×3回 wash

する。 

⑭ プラスチックケースに発色液を 2ml置き、membraneの表面が下になるようにして発色

液によくつけ、遮光して 5～30分間、発色を待つ。 

 

Ｃ．１．免疫沈降および抗 HSP70抗体を使用したウエスタンブロット法（IP Western Blot） 

 ※免疫沈降はＢ．１．と同様の手順で行った。また、ウエスタンブロット法については

使用する一次抗体を抗 HSP70抗体へと変更して同様の作業を行った。 

 

使用した試薬など 

◎vector 

・pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO（株式会社 Invitrogen） 

・pcDNA3.1/NT-GFP-TOPO（株式会社 Invitrogen） 

 

◎LB broth（+Amp） 

NaCl                    5g 

Bacto yeast extract     5g 

Bacto tryptone          10g 

H2O                  to 1ℓ 

※オートクレーブ後、0.1gの ampicillinを加え、室温保存。 

◎PBS（株式会社コスモバイオ） 

◎細胞培養液 

＊medium 

・D-MEM(High glucose)（株式会社 Wako） 

＊serum 

・Bovine Serum（株式会社 Invitrogen） 

・Calf Serum（株式会社 Invitrogen） 

・one shotTMFetal Bovine Serum（株式会社 Invitrogen） 

＊抗生剤 

・ペニシリンストレプトマイシン（pcsm）液（株式会社 SIGMA） 
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※mediumは、用途に合わせて 5～15％の serumを加え、遺伝子導入用以外は抗生剤を

1ml/500ml加え、4℃保存。 

 

◎0.5mM EDTA PBS 

250mM EDTA               2ml 

PBS                   1000ml 

※オートクレーブ後、室温保存。 

◎trypsin-PBS-EDTA 

0.2% trypsin 

0.02% EDTA 

PBS 

※フィルター滅菌後、4℃保存。 

◎cell banker（NZK BIOCHEMICALS） 

 

◎RIPA buffer 

 Sodium Deoxycholate           10g 

  Triton X 100                  10ml 

  PMSF                最終濃度 0.2mM 

  Tris (pH7.3)         最終濃度 50mM 

  H2O                      to 1000ml 

 

◎30%acrylamide 

acrylamide                       58g 

Ｎ,Ｎ’- methylene bisacrylamide   2g 

H2O                        to 200ml 

※4℃保存。 

 

◎10%APS 

ammonium persulfate    0.4g 

H2O                  to 4ml 

※4℃保存。 

 

◎Lower buffer 

1.5M Tris(pH8.8)      160ml 

10%SDS                  8ml 

H2O                to 200ml 

※室温保存。  

 

◎Upper buffer 

0.5M Tris(pH6.8)      160ml 

10%SDS                  8ml 

H2O                to 200ml 

※室温保存。   

 

◎10×running buffer 

Tris(powder)          30.3g 
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glycine                144g 

SDS                     10g 

H2O               to 1000ml 

※室温保存。  

 

◎10×transfer buffer 

Tris(powder)          30.3g 

glycine              144.1g 

H2O               to 1000ml 

※室温保存。  

 

◎10×TBST 

2MTris-HCl(pH7.2～7.6)100ml 

NaCl                 87.66g 

H2O               to 1000ml 

TritonX 100            15ml 

※室温保存。 

 

◎2×Sample buffer（SB） 

Upper buffer         10.4ml 

10%SDS               23.6ml 

100％ glycerol          8ml 

2-ME                    4ml 

BPB                   ～2mg 

H2O                     34ml 

※4℃保存。  

 

◎Marker 

・rainbow marker（BIO RAD,Amersham） 

◎Western blotting発色液（HRP発色法） 

・TMB Ez West Blue for HRP（株式会社 ATTO） 

 

◎antibody 

＊抗 GFP抗体 

・一次抗体：GFP(Santa Cruz Biotechnology) 

・二次抗体：Anti-chicken HRP-linkd IgG(H&L)(Cell signaling technology) 
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第 1 章 

 

がん細胞に対する食品成分の作用 
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1-1 がん細胞に対するシグナル伝達系の調節 
 

効果的な薬の発展のために研究が行われているが、がんの死因は今のところ大きいまま

だ。ハーブががんや他の慢性の病気の進行を防ぐことの可能性を示した。現在、RUN 可能

な抗がん剤の開発の可能性を探究するために包括的に調査されている。より多くの情報が

回答と標的分子について特定のハーブのために必要とされる。ある種の薬草と細胞をがん

から守る腫瘍抑制分子の間には関係があるように思われる。その抗がんの役割に対する特

定のフォーカスと分子機構が、この分野のさらなる研究のために、ハーブに関する最近の

研究の進歩を最初に要約する。 

古来より、多くのハーブが健康上の利点のために使われてきた[1-3]。 薬草は治療の特性

のために使われたのだ。薬理学的に有用な薬の多くが薬用植物のような天然資源から得ら

れることは、広く認識された事実である[4,5]。そこで、ハーブでかつてない新たな薬分子

を捜すことは合理的だ。 実際に、ハーブによって得られた化合物から魅力的な可能性を見

出せた。 生薬生産物は、健康を改善するために補助栄養剤として提供される。 ハーブが

健康促進において興味深い可能性を引き起こす間に、より多くの情報が反応と標的分子に

ついて特定のハーブのために必要とされる。  

疫学的事実が多数の抗がんの特徴で食事の構成要素として同じくハーブを示す[6]。 薬草

から利益を達成するための適切な戦略を定義することは重要だと思われる。 研究がハーブ

アポトーシス遺伝子を抑制し、そしてアポトーシス遺伝子を活性化することができること

を示す[7,8]。 それらの有効性に理論的根拠を提供することに対して、薬草のアクティブな

コンポーネントの組織的な特徴描写とメカニズムは重要だ。 そのために、バイオ工学が有

効性の証拠を提供して、ハーブの使用に有効な化合物を得た。薬草とある種の腫瘍抑制分

子の間の関係は遺伝子発現と翻訳後の修正のフォーカスに基づいて再検討されている。 

アジア諸国では、昔から生薬が悪性腫瘍を治療するために用いられてきた[9]。生の野菜

やハーブやスパイスをより多く摂取している人は、がんになるリスクが低いことが示され

た[10]。 実際に、ハーブあるいはスパイスが抗がん作用を持っていることが実証された[11]。 

例えば、 クルクミン（カレーターメリック粉の成分） の消費は結腸がんの発生率の低さ

に関係しているという報告がある[12]。 加えて、etoposide のような多くの細胞毒素の化学

療法の物質や分子がハーブから精製される。 ２つのメカニズムがハーブとスパイスの抗が

ん作用に対して責任があるために提案されました。 １つは細胞毒素の効果によって直接的

に働き、そしてもう 1 つは免疫学の modulatory の動きを通して間接的に働く。 がん細胞

の発生は細胞あるいは細胞のアポトーシスの抑制の異常な拡散によって経路をもたらされ

るかもしれません。 多くの種類の遺伝子ががん細胞の増殖あるいはアポトーシス調節に関

係している。 近年、免疫調節に対して影響のある、ある種のハーブの有効成分の１つは、

合成多糖体の形であることが判明した[13]。  

細胞増殖と細胞死のバランスは様々なシグナル伝達形の調節を通して維持されているの

だが、それが崩壊すると、腫瘍の発生が早まる恐れがある。同じくプログラム細胞死とし

て知られているアポトーシスは、DNA 損傷を含む種々な細胞傷害によって引き起こされる

[14]。 種々な細胞増殖とアポトーシスの情報伝達経路は、がん遺伝子とがん抑制遺伝子（例

えば p53 とその下流の因子）の間で複雑なネットワーク上に作られることが示された[15]。 

例えば、腫瘍抑制因子 p53 は種々な遺伝子の発現をコントロールし、細胞増殖と情報伝達

経路の調整において重要な役割を果たす。 DNA 損傷後の細胞内の p53 の蓄積が誘導を細

胞周期停止とアポトーシスに導く。加えて、p53 は損傷を受けた DNA の修復に関係して

おり、突然変異の蓄積を防ぎ、腫瘍発育を抑制する[16]。 腫瘍細胞の拡散とアポトーシス

は、がん遺伝子やがん抑制遺伝子の調整を通して、薬、放射線、薬草などのような様々な

要因と経路からの影響を受ける。ある種の植物が伝統的習慣からがん治療のために使われ
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たように、それらの有効性を評価するためには更なる研究が必要だ。そこでの有効性は分

子機構に基づいている。 

腫瘍抑制分子の活性化と不活性化が細胞をがんから守る。 がん抑制遺伝子が機能を失う

とき、細胞は他の遺伝的障害と共にがん化するかもしれない。 がん抑制遺伝子が DNA 損

傷修理、細胞増殖、細胞分化、細胞遊走とプログラム細胞死を含めて様々な細胞の活動を

調節する（図 1-1）。 重要な腫瘍抑制機構は p53 腫瘍抑制機構だ。 腫瘍を抑制する遺伝子

は他にも Rb 、 PTEN 、 p21WAF1 、 p27KIP1 、 APC などが挙げられる（図 1-2）

[17]。 これらの遺伝子の劣性の特徴は両方の対立遺伝子上に突然変異があることだ。 p53 

遺伝子産物は細胞周期の進行を阻止する転写要因だ。 p53 遺伝子の突然変異はしばしば多

くのヒトのがんで見いだされ、変化は遺伝子の限られた領域で局地的に制限される[18]。 発

がんの間に、 p53 は突然変異の結果として不活性化される。そしてそれは標的遺伝子を活

性化することも、腫瘍を抑制することもできない。 ２つのタイプの p53 遺伝子、野生型 

p53 遺伝子と突然変異種 p53 遺伝子がある[19]。 がん性の p53 突然変異は通常、残って

いる野生型遺伝子の上に突然変異種タンパク質をもたらす。 さらに、多くの突然変異型 p53 

の形は優勢のネガティブ活性化をもたらし、発がん性を増加することもある [20]。 p53 の

これらの活動は同じく翻訳後修飾によって調節される。リン酸化とアセチル化、細胞内局

在化と他の細胞のタンパク質付きの相互作用は p53 の機能に影響を与える可能性が高い

[21]。 酸化ストレスと DNA 損傷にさらされている細胞では、例えばその安定化と活性化

を促進する様々な翻訳後修飾を通して、p53 はそのユビキチンリガーゼ MDM2 を分離す

る[22]。Rb 遺伝子産物の Rb 遺伝子変化あるいは機能的な不活性化が同じく数種類のがん

で報告された。 pRb のリン酸化は細胞周期に従ってサイクリン依存のキナーゼによって調

節される[23]。リン酸化された野生型 pRb は核マトリックスと強固に結合しており、細胞

増殖の抑制において重要であるようだ。 過剰リン酸化 は pRb の不活性化の生理学的メカ

ニズムだ[24]。 多くの細胞周期調節分子がそのリン酸化状態を通して pRb の機能を調整す

る。 G1 サイクリンとサイクリン依存のキナーゼのアクティブ複合体がそのリン酸化を通

して pRb を非活性化する一方、 p21WAF1 と p27KIP1 がサイクリン依存のキナーゼを抑

制する[25]。 pRb タンパク質は G1 後期でサイクリン依存のキナーゼによって不活性化さ

れるまで、Ｓ期に必要な転写因子と他のタンパク質の機能を妨げるようだ。G1 期で調節さ

れなかった pRb の不活性化は、細胞変化の基礎をなす普遍的なメカニズムに起因している

かもしれない。可逆性のあるタンパク質リン酸化が細胞内シグナリングの調節で中心的役

割を果たすように、リン酸化を調節するメカニズムの調節不全はがんの発生と維持におい

て重要な役割を果たすかもしれない。悪性変異における特定のタンパク質ホスファターゼ

の役割に研究の焦点が合わせられた[26]。 

がん細胞の表現型は、遺伝子発現における遺伝性の状態を変えるかもしれないエピジェ

ネティックなイベントから生ずるかもしれない。がん抑制遺伝子のエピジェネティックな

停止は確立した発がん性プロセスで[27]、がん治療のためにがん抑制遺伝子の再活性化が注

目されている。DNA のメチル化のようなエピジェネティックな変化も、通常の組織分化と

器官形成の連続的な不可逆イベントと関連があるようだ [28]。CpG アイランドの過剰メチ

ル化（DNA 塩基配列の変化を伴わないエピジェネティックなイベント）はがん抑制遺伝子

を非活性化する代替メカニズムとなり、発がんの主な原因となる [29]。 ヒストン脱アセチ

ル化とメチル化の結果、CpG アイランドの過剰メチル化が遺伝子の活動停止の状態を確立

する。多くのデータが、がんの進行の初期に CpG アイランドの過剰メチル化が起こること

を示している[30]。  

多くのハーブに抗腫瘍活性がある。ハーブの抗腫瘍効果について、病院からの報告もあ

る [31]。 他方、多くの種類のがん抑制遺伝子ががん細胞の細胞増殖とアポトーシスの調節

に関係していることが判明している。 ハーブと腫瘍抑制因子の間には大きな関係があるか
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もしれない。（図 1-3） 

 

種々の代表的がん抑制遺伝子産物の特徴とハーブなどとの関連について 

p53  

コガネバナはがんの化学療法において免疫増強剤として用いられる。治療後に変化した

細胞のタンパク質発現によって、細胞の成長抑制とアポトーシスがその細胞毒性の潜在的

なメカニズムであることが判明した。 アポトーシスの増加と関係がある重要なタンパク質

のがん細胞における p53 の発現量が増加した[32]。シナサイカチの棘も、G2 / Ｍ期に細胞

増殖の減少と細胞周期停止の増加を示す薬草として用いられる。細胞周期の停止は p53 の

増加とサイクリン B1 の減少と関連づけられる[33]。カンライト（Coix の種からの抽出物）

を摂取しても、野生型 p53 遺伝子の mRNA レベルは増加する。カンライトが腫瘍細胞のア

ポトーシスを誘発するかもしれない p53 タンパク質の半減期を延長すると想定される 

[34]。 ジンセノシド （アメリカの朝鮮人参の成分の１つ）がバックスタンパク質の発現量

を増加し、p53 腫瘍抑制分子を活性化して細胞死を誘発する[35]。 p53 のノックアウトは

アポトーシスを飛躍的に減少させる。そして、がん細胞でジンセノシドによって誘発され

るアポトーシスに p53 が関与していることを示唆する。チモキノン（ブラックシードに最

も多く含まれている物質）は抗元作用のある食事由来の化学的予防物質だ。 チモキノン に

よるアポトーシスは p53 mRNA と p53 の下流の標的遺伝子の発現増加と結び付けられる

[36]。p53 に特異的な抑制剤による治療は p21WAF1 の発現量を初期状態に戻し、細胞周期

の停止とアポトーシスを抑制する。以上のことから、チモキノンによるアポトーシス効果

は p53 と関連付けられる。 

Rb  

ホオノキノール（東洋のハーブ・シナホオノキの成分）の摂取は、G0 - G1 期細胞周期を

停止させ、濃度と時間依存的な方法でヒトの前立腺がん細胞 PC–3 と LNCaP の生存能力

を減少させる。ホオノキノールを投与された PC–3 細胞と LNCaP 細胞は E2F1 の転写活

動の抑制と関連した全体の網膜芽細胞腫タンパク質（Rb）の顕著な減少を示した[37]。ト

リプトリド（ハーブ・Tripterygium wilfordii hook F からの抽出物）は抗増殖性でアポト

ーシス前駆機能を示す。トリプトリドへの暴露が p21（cip1）の発現量を増加させ、pRb

リン酸化を減少させた[38]。 Acanthopanax gracilistylus（薬草）は MT2、Raji、HL60、

TMK-１、HSC2 といったいくつかのがんの細胞株の拡散を抑制する[39]。細胞増殖抑制の

メカニズムは G(0)/ G(1)期における細胞周期の停止を伴う。それは、酸化された pRb タン

パク質の減少と Cdk2 と Cdk4 の減少を伴う。 Licochalcone はハーブ・甘草の根から抽出

される新たなエストロゲン・フラボノイドで、様々なヒトの細胞株で抗腫瘍活性を示す。

Licochalcon も pRb（特に S780 のリン酸化）を抑制し、転写調節因子 E2F、サイクリン

D1 、Cdk4、Cdk6 の発現量を減少させる[40,41]。 同様に、ケープアロエ抽出物由来のジ

クロロメタンが細胞増殖を抑制する。これはpRbリン酸化の減少とも結び付けられる[42]。

複数のハーブから成る抗炎症性薬品 Zyflamend は pRb タンパク質のリン酸化を減少させ

る[43]。  

PTEN  

ホオノキノールはヒトの内皮細胞の血管新生作用を弱めることが判明している。ヒトの

内皮細胞は Akt リン酸化の発現低下と PTEN （染色体 10 番上で削除されるホスファター

ゼとテンシン相同体）の発現上昇によって信号を送っている PI3K / Akt / mTOR（哺乳類

におけるラパマイシンの標的分子）を弱めることができる [44,45]。 mTOR 抑制剤ラパマ

イシンとホオノキノールの組み合わせががん細胞のアポトーシスを誘発することに対して

相乗効果を生む。クルクミン（ウコンの根茎から取れる有効成分）は抗がん作用を持つ。 

PTEN はクルクミンによって誘発されたアポトーシスを強めるのに対し、非活性の PTEN 



19 

 

（G129E と G129R）は クルクミンによって誘発されたアポトーシスを抑制する[46]。In 

vitro の研究によって、クルクミンとレスベラトロールが相乗的に細胞増殖を抑制し、アポ

トーシスを誘発することが明らかとなった[47]。リン酸化された Akt、サイクリン D1 、

mTOR、アンドロゲン受容体を含む標的分子は、PTEN の活性化の結果生じる化合物によ

って発現減少する。このことは、ある種のハーブが PTEN の機能を通じてがん発生率を減

らすかもしれないことを示唆している。 しかし、ローズマリーに含まれているある要素が 

K562 骨髄細胞系細胞で PTEN の発現を抑制する[48]。 

p21WAF1 と p27KIP1  

シナホオノキの抽出物が培養された泌尿器のがん細胞で細胞増殖を抑制する。細胞増殖

の抑制は G1 細胞周期の停止と関連している。シナホオノキ による治療が CDK 抑制因子

である p21WAF1 と p27 KIP1 の発現を増加させる[49]。 p21WAFI によって生成された

タンパク質は、細胞の成長を弱めることができる複合体を形成するために、環状タンパク

質 Cdks と増殖している細胞核抗原と結合できる。 シナホオノキの抽出物による細胞の成

長抑制は p21WAF1 の発現を通して p38 MAP キナーゼの活性化とも関連づけられるよう

だ [49]。 p38 MAP キナーゼに特異的な抑制剤が p21WAF1 の発現を抑制する。 バイカ

リン（ハーブから抽出されたフラボノイド化合物）は多数の経路を通じてがん細胞でアポ

トーシスと腫瘍抑制を誘発することが知られている。 バイカリンは前立腺がんを含む悪性

腫瘍のための補助療法に用いることができるかもしれない。バイカリンは LNCaP と PC3 

前立腺がん細胞系の増殖を抑制する。同時に、バイカリンは LNCaP 細胞内でサイクリン

依存キナーゼ抑制剤、p27 Kip1 の発現を増加させる[50]。血管平滑筋細胞にシナサイカチ

の棘のエタノール抽出物を添加すると、細胞周期における G2 / M 期で細胞が抑制されて、

細胞の成長が抑制される。これは p21WAF1 の発現上昇と関係している[51]。 p21WAF1

の発現は p38 MAPK に特異的な抑制剤 SB203580 によって抑制される。p53 タンパク質

の発現を上昇させる一方で、カンライトは p21WAF1 の発現量を上昇させることもできる。

このことは、カンライトが p53 に依存する経路を通してがん細胞のアポトーシスを誘発で

きることを示唆している。 しかし、トウヒレン属の酢酸エチル抽出物の投与は、PC3 細胞

において、G1 期細胞周期の停止とアポトーシスによって成長を抑制する。また、この処置

は p53 経路から独立している p21WAF1 と p27KIP1 の発現を誘発する[52]。興味深いこと

に、p38 の活性化が食物成分によって影響を受ける。（図 3-3、図 3-4、図 3-5） 

APC  

トリコサンチン（ハーブから抽出される生理活性因子）を投与すると、HeLa 細胞で腺

腫様多発結腸ポリープ（APC）のがん抑制遺伝子の mRNA とタンパク質発現が上昇した 

[53]。メチル化に特異的な PCR（MSP）によって、トリコサンチンが HeLa 細胞で脱メチ

ル化を促進すること、この脱メチル化は DNMT1 の発現減少と DNMT1 酵素の活動減少に

よって付随して起こることが明らかになった。トリコサンチンはメチル化によって抑制さ

れたがん抑制遺伝子を再び発現させることができる。 それはがんの臨床治療において脱メ

チル化物質として用いることができる。Carnosol （ローズマリーの成分）は、Ｅ‐カドヘ

リンに媒介される接着性を強化し、β-カテニンチロシンリン酸化を抑制する能力によって、 

APC によって誘発される発がんを防ぐ[54]。 carnosol の摂取が腸のがん細胞の成長を抑

制するかもしれない。 

 

以上より、薬草ががんの治療に有効かもしれないことが判明した。ここに述べた情報は、

がんの治療に用いられているハーブの臨床的使用に起因する分子機構に更なる洞察を提供

するかもしれない。これはがんのような病気の合理的な治療の発達の根拠を表すかもしれ

ない。 このような研究は、治療に対する個々のがん患者の反応を予測するのにも役立つと

考えられる。 天然ハーブ由来の物質を用いた薬の開発は、従来の製薬パターンと異なる形
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でアプローチされるべきだ。化学構造の解明は、化学的に合成された化合物に相当する薬

理学的かつ分子生物学的調査を可能にする。しかし、どのがん患者の個別の症例が提案さ

れた治療に反応するか予測することはできない。 個々に適用された腫瘍治療の概念は伝統

的な生薬のために重要だ。がん治療の有効性の向上と正常組織に与える副作用の緩和のた

めに、近い将来、ハーブの影響に対する詳細なメカニズムは広範囲から調査されるべきだ

と思われる。  
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図 1-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-1 

p53 、 Rb 、 PTEN、BRCA1 などのがん抑制遺伝子産物を介した細胞内シグナル伝達系

を示す。 
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図 1-2 

 
 

 

 

 

 

 

 

図 1-2 

p53 、 Rb 、 PTEN の蛋白質構造模式図 
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図 1-3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-3 

ハーブや薬草などががん抑制遺伝子を活性化することによって引き起こされる抗がん作用

のイメージ図。たとえば、あるハーブによってがん抑制遺伝子の発現量が増加した場合、

そのハーブは抗腫瘍活性があるということになる。 
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1-2 PPAR受容体やビタミン D受容体とがん細胞の情報伝達経路 
 

核受容体ファミリーは２つのグループに分けられる。 第一のグループはエストロゲン、

アンドロゲン、プロゲステロンとミネラルコルチコイド受容体を含み[56]、第二のグループ

はビタミン D 受容体（VDR）、甲状腺受容体（TR）、レチノイン酸受容体（RAR）、レチノ

イド X 受容体（RXR）とペルオキシソーム増殖因子活性化受容体（PPARs）を含む[57]。 受

容体の第二グループは互いにヘテロダイマーを形成することができて、遺伝子上のレベル

で適切なリガンドと相互作用することを通して、機能することができる[56,57]。 特に、 

PPARs と VDR は多くの病気の理解と治療のための主要な研究目標だ[58]。 リガンドを通

して、PPARs と VDR は RXR でヘテロダイマーを組織し、様々なヒトのがんに抗腫瘍効

果を誘発する[59]。 そのため、これらの経路はがんの治療と予防で重要な役割を果たすか

もしれない。さらに PPAR 情報伝達経路を調整することは発がんと進行を抑制する斬新な

戦略かと思われる。 

PPARs は、脂肪酸の酸化や輸送や DNA 結合性ヘテロダイマー複合体の形成を通してタ

ンパク質を調整している代謝を含む、哺乳類の代謝の遺伝子の調節に関与している、リガ

ンドを活性化された転写因子だ[60-62]。これらの受容体は細胞の拡散と分化、腫瘍の促進、

アポトーシスと免疫反応および炎症にも関連していることが示された。遺伝的かつ機能的

に、PPAR アイソフォーム、PPARs （PPARαと PPARβ/δと PPARγ）の違いが記述さ

れた。 PPAR αが、成人の肝臓、心臓、腎臓、大腸、骨格の筋肉のように、脂肪酸を分解

する組織の高いレベルで発現する[63]。 PPARβ/δ mRNA は、消化管と胎盤で発現が変

化する[64]。 PPARγは主に脂肪組織と免疫機構で発現し[65]、細胞分化と新陳代謝におい

て重要となる。特に DNA 結合ドメインとリガンド結合ドメインで、すべての異なる PPARs 

サブタイプは組織分布のはっきりしたパターンを示し、他のスーパーファミリーと組織上

高い相同関係を共有する[60,62,66]（図 1-4）。 それぞれのアイソタイプは異なる遺伝子の

産物だ。 Retinoic Ｘ受容体（RXR）は PPAR の機能的なパートナーだ。 RXR αと PPAR 

γは新陳代謝の病気で強く作用し、糖尿病治療薬のための重要な目標ともなっている。 

RXRαと PPARγの同時活性化は、共にグルコースと脂質代謝に影響をもたらすと考えら

れる [67]。PPARs のそばの 転写調節はレチノイドＸ受容体（RXR）でヘテロダイマー化

を必要とする（図 1-5）。 PPARs は感応的な遺伝子のプロモーター領域に存在している様々

な PPAR 反応要素（PPREs）に結合する[68]。生体内における PPARs の選択的な活動は、

利用可能な共同因子のそれぞれの時点に、相互作用から生じる。 RXRs は多種多様な遺伝

子の転写に影響を与えうる。なぜなら、PPARs は PPARｓや VDR や TR などを含む他の関

連した核内受容体と、ホモダイマーあるいはヘテロダイマー として DNA 上の特定の部位

に結合することによって、遺伝子の転写を活性化できるからだ[69-71]。 様々な化合物が 

PPARs リガンドと認知された。合成のリガンドの間で、フィブレートとチアゾリジンジオ

ンはそれぞれ  PPARαと PPARγへ作用する  [72]。  PPARαに特異的なリガンド

（8S-HETE）と PPARγに特異的なリガンド（PGJ と 15-deoxy-delta12 と 14 プロスタグ

ランジン J2）とペルオキシゾーム増殖因子（clofibrate）はすべて PPARαと PPARγ両方

の発現を誘発できる[73-75]。エコノサイド（脂質低下薬）と抗糖尿病の薬を含む種々な

PPAR リガンドが発見されている [76,77]。 PPAR γはプロスタグランジンとロイコトリ

エンによっても活性化する[78]。不飽和脂肪酸（リノール酸、 リノレン酸とアラキドン酸

を含む）のような天然リガンドの他に、多数の合成 PPAR リガンドが識別された。インス

リン抵抗性改善薬とィブレート（bezafibrate と clofibrate）の一種である、チアゾリジン

ジオン（トログリタゾンとピオグリタゾン）のような薬が臨床的に用いられている。それ

は脂質降下薬として用いられ、PPARs に結合している[79]。 リガンドが認識される場合、

ガンド結合領域の構造的な変化は活性化補助因子タンパク質または抑制因子タンパク質を

http://ejje.weblio.jp/content/%E3%83%9A%E3%83%AB%E3%82%AA%E3%82%AD%E3%82%B7%E3%82%BE%E3%83%BC%E3%83%A0%E5%A2%97%E6%AE%96%E5%9B%A0%E5%AD%90
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補充する。これらのタンパク質は標的遺伝子の転写活動を開始させるタンパク質複合体と

関連している[80,81]。 

ビタミン D の栄養学的な形態は 1,25（OH）2D3 （calcitriol）（ビタミン D の活性化し

た形（aVitD））とされている[82]。 aVitD の効果の多くは核に局在する VDR によって行

なわれていると思われる。VDR のリガンドは受容体を複製する以前に発見された。VDR は

親近感の高いホルモン受容体であり、RXR の複製を許容しないパートナーだ[83]。VDR と

結合したリガンドは、 VDR-RXR が最も効果的に DR３反応エレメントと結合する場所で

の直接的な活性化を含む種々な分子機構を経由して、遺伝子発現を調節できる[84]。 VDR 

の機能は内部の部品でカルシウム吸収を促進して、骨の通常のミネラル添加を可能にする

ために適切な血清カルシウムとリン酸塩濃度を維持するのに欠かせない[85]。それは骨芽細

胞と破骨細胞による骨の成長と再合成のためにも必要だ。VDR は人体におけるたいていの

組織で発現する。また、ビタミン D は多くの生活習慣病、がん、自己免疫疾患、伝染病と

心臓血管病のリスクを減少させることにおいて重要な役割を果たす[86]。ビタミン D2 （エ

ルゴカルシフェロール）はヒトでビタミン D ステータスを高め、ビタミン D3 として同様

形式で代謝される。 紫外線Ｂ（UVB）が皮膚を通過すると、ビタミン D3 が皮膚で合成さ

れる[87]。正常細胞とがん細胞を含む様々な細胞で、aVitD と遺伝経路によって調節された

VDR は、細胞増殖と細胞分化を調節する。 VDRE はヒトのビタミン D24-ヒドロキシラ

ーゼ （CYP24）を含むビタミン D 反応遺伝子と報告された[88,89]。 ビタミン D 代謝の不

活性化は 24-ヒドロキシル化で重要な酵素である CYP24 によって引き起こされる。  

PPARs と VDR はレチノイドＸ受容体（RXR）を有するヘテロダイマーを形成できる。

VDR と PPAR はいずれも主要なヘテロダイマー化パートナー、RXR を求めており、標的

遺伝子の複雑な転写調節が期待されるかもしれない [90,91]。VDR はビタミン D と関連し

ており、RXR でヘテロダイマーを形成して、標的遺伝子のビタミン D 反応要素（VDREs）

への結合を通じて活動を開始する。脂肪細胞で、ビタミン D と VDR が PPARγ活性化と脂

肪生成の両方を抑制する[90,92]。ヒトの PPAR 促進者での効力がある VDRE がある[93]。 

それで、PPAR は VDR と PPAR 情報伝達経路がそれぞれの転写調節因子 mRNA レベル

の交差調節レベルで相互に結び付けられる反応遺伝子だ。 この交差調節は同様のヘテロダ

イマー化パートナー、RXR と VDREs の存在と ペルオキシソーム増殖因子反応要素

（PPREs）のために競合するかもしれない。PPAR リガンドとビタミン D 類似物両方が腫

瘍進行と細胞の分化に関連することが知られている。リガンドを通した活性化の後、PPARs

と VDR の形態は変化して安定化し、結合の分裂と転写活性化補助因子の産出をもたらす。 

PPARs と VDR は、いずれかが他の活動に影響を与えることが可能であるという双方向性

を持つ。 PPARγが VDR に結合し、ビタミン D によって介在されたトランス活性化を抑

制することも判明している[94]。遺伝子発現能力のために重要であり、細胞増殖、細胞分化、

免疫反応、アポトーシスを含む様々な細胞の機能のために多重の重要な遺伝子を調節する。

VDR と PPARs の情報伝達経路は多数のがん細胞ラインで相互に結び付けられる[95,96]。

しかし、VDR と PPAR 情報伝達経路の間の完全なメカニズムはまだ解明されていない。も

し解明されたなら、aVitD や他のビタミン D リガンドによる PPAR 情報伝達経路の活性化

から、がんの治療または予防のために新たな展望が見出されるかもしれない。 

一般に、非ステロイド系の核受容体ががん発達において主要な役割を果たす。PPARs リ

ガンドの抗増殖性効果が異なる細胞系で実証された。現在糖尿病の治療に用いられている

Thiazolidinedione （PPAR リガンド）ががん細胞の増殖を抑制する[97,98]。 加えて、 

PPAR 活性化に対応するリガンド（例えば、fenofibrate）は Akt シグナリングの発現低下

によって転移の可能性を減少させる [99]。これらの抗増殖効果は PPAR に依存する経路を

通って調整される。そのため、PPAR 情報伝達経路を調整することは発がんとその進行を

抑制する戦略で重要だ。ビタミン D は前立腺から生じる細胞系を含む様々ながん細胞タイ
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プで抗増殖性効果を引き出す。 抗がんのメカニズムは、転移の抑制と同様、細胞周期停止、

分化の促進、血管形成の抑制を含む。 aVitD は、p27kip1 と p21cip1 のような サイクリ

ン依存性キナーゼ抑制剤の発現を増加させることによって、細胞周期の G1/S チェックポイ

ントに対する重要な抑制効果を及ぼす[100]。 細胞の腫瘍が抑制される際、aVitD もまた

様々な悪性疾患を静止させる [101,102]。 また、ビタミン D と AKT 抑制剤が細胞サイク

ルの誘導を通して相乗的に前立腺がんの成長を抑制する[103]。 そのメカニズムには、ビタ

ミン D によってＥカドヘリンが発現上昇する一方、腫瘍浸潤が抑制と、セリン・プロテイ

ナーゼの発現抑制を含む転移抑制も含まれる [104]。VDR 遺伝子は上皮間葉転移（EMT）

プロモーターに働きかける [105]。 VDR と PPARs の標的遺伝子を考えると、これらの核

要因は種々なメカニズムを経由して正常細胞とがん細胞の拡散と分化を調整するかもしれ

ない。リガンド と PPAR と VDR 情報伝達経路に影響を与えている他の物質や分子は、

様々なヒトのがんで腫瘍の抑圧的な活動を調整することによって、化学的予防効果がある

かもしれない[96]。今後、PPARs と VDR ががんの悪性さを抑制してするかどうか、研究に

よって明らかにされる必要がある。VDR と RXRs と PPARs における遺伝子のエピジェネ

ティックなイベントが必要とされるかもしれない[106]。 

PPARs と VDR の情報伝達経路は様々な細胞の機能のために多重の重要な遺伝子を調節

する。従って、この研究の調査結果はがんの治療や予防のために新たな展望を見出すかも

しれない（図 1-6）。ビタミン D による PPARγの発現調節における細胞的かつ分子的メカ

ニズムの包括的な解明を進めるため、より深い研究が必要だ。がん細胞における PPARs や

RXRs や VDR の機能のより深い研究は、クリティカルな発がん性があるプロセスに共通の

経路を示し、重要ながんの研究に興味あるフォーカスを提供するかもしれない。PPARs と

VDR が及ぼす複雑なメカニズムを解明するために、機能的なゲノムのアプローチを使った

研究が必要だ。 PPAR と VDR 情報伝達経路の間の繋がりは、がん治療の新たな化学療法

の合成に役立つかもしれない。   
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図 1-4 

 
 

 

 

 

図１-4 

VDR と PPAR タンパク質の構造模式図。重要なドメインのみを表記。 
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図 1-5 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-5 

VDR のメカニズムと PPARs の核内の動きのモデル。 他の核ホルモン受容体に類似して

いて、 リガンド が転写調節因子を活性化したとき、 VDR と PPARs は行動を共にする。

ビタミン A やビタミン D や脂肪酸などの場合、核内受容体のヘテロダイマーを介して標的

遺伝子の発現を調節していることが判明している。 
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図 1-6 

 

 

 

 

 

 

図 1-6 

VDR や RXR ・PPARs が果たすがんの抑制での役割。 Hammerheads は抑制。 
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第 2 章 

 

がん抑制遺伝子産物 PTEN の機能 
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2-1 老化とがんにおける PTEN の レドックス制御 
 

 

細胞は連続的に活性酸素（ROS）にさらされる。ROS は病原体への細胞反応の間だけで

なく、ミトコンドリア酸化性代謝の間にも発生する。それはシグナル分子として、細胞増

殖、分化、アポトーシス、転移を含む種々な生理学的プロセスを調整する[1-3]。 さらに

ROS によるタンパク質と脂質の酸化が健康の重要な決定要素となる。多くの実験によって、

ROS が哺乳動物の細胞で細胞の老化を決定する役割を担っていることが判明した [4]。酸

化ストレスの増加は高分子の破損を増加させ、アテローム性動脈硬化症、糖尿病、肥満、

がんといった種々の病気に関係する[5]（図 2-1）。内因性 ROS は、主に ATP の形でエネル

ギーを生産するために酸化的リン酸化を行うプロセスでミトコンドリアから発生する[6]。

加えて、ROS は細胞内の酸化酵素によって生産される。炎症は組織における ROS の主要

源だ。DNA を含む細胞内の高分子を損傷する前に、ROS を中和することは、細胞にとっ

て重要だ。過剰な ROS によって引き起こされた DNA 損傷が修復されないまま放置された

場合、オキソデオキシグアノシンが産出される[7,8]。突然変異の蓄積がいくつかの老化プ

ロセスの主な原因であり、酸化ストレスは老化および老化に関連するテロメアを短くする

ことが知られている[9,10]。ROS の増加に対する異常な反応が健康と老化に影響を与えるも

のと思われる。ROS はいくつかの重要な酵素の活動を修正し、アクチン細胞骨格（細胞遊

走の癒着と刺激）を再編する。ROS は、PKC、MAPK、PI3K、チロシンホスファターゼ、

PTEN といった標的分子の可逆的な調節を通して影響を及ぼすのかもしれない[11]。しかし、

ROS によるシグナル分子の最初の調節系についての詳細は判明していない。細胞の ROS 

代謝はレドックス・メカニズムに関係している様々なタンパク質によって調節される。 

いくつかの情報伝達経路の適切な操作は、いくつかの増殖因子と ROS の産出を誘発する

サイトカインの働きに依存する[12]。酸化ストレスに応じて酸化ストレス抑制遺伝子の発現

を活性化し、酸化防止の役割を担う。がん抑制遺伝子が DNA 損傷の修復、細胞周期の停止、

細胞増殖、細胞分化、転移とアポトーシスを含む様々な細胞の活動を調節するのだが、 

PTEN は様々なヒトのがんで突然変異や欠損が認められるがん抑制遺伝子だ[13]。PTEN 

の活性化が細胞にROSを減らすよう命令するPI3K / AKT を調整することも判明している

[14]。  

ヒトのPTENは、403アミノ酸リーディングフレームを開けるよう指示する5.5kb mRNA 

をコード化している染色体 10q23.3 上で、９つのエクソンから成る[15,16]。 翻訳産物はテ

ンシンと相同性のある 53kDa のタンパク質とチロシン脱リン酸化酵素タンパク質だ。

PTEN は初期の胚形成を通して偏在的に発現する[17]。 ペルオキシソーム増殖因子は

PPARγを活性化し、がん抑制遺伝子p53がPTENの発現を上昇させることができる[18,19]。 

興味深いことに、ローズマリーからの抽出物を K562 細胞（白血病の培養細胞）に添加する

と、PTEN の発現が抑制される[20]。PTEN プロモーターのメチル化は、PTEN 遺伝子の

転写を停止する[21]。酵素の PTEN 活性化は、リン酸化やアセチル化や酸化を含む翻訳後

の調節によって調節される[22]。PTEN 遺伝子はしばしば突然変異し、ヒトのがんで機能を

失う。ヘテロ接合喪失の研究によって、PTEN が進行したがんで重要な役割を果たすこと

が示唆された[23]。腫瘍の PTEN 遺伝子の変化は予後診断と結び付けられる[24]。 PTEN

ヘテロ接合マウスも多くのがんを進行させるが、それと対照的に、PTEN の過剰発現は G1 

静止を促進することによって、細胞増殖の抑制を誘発する[25]。 

図 1-2 に PTEN タンパク質の概要の構造を示す。 PTEN タンパク質はＮターミナルホ

スファターゼと C ターミナル C2 とドメインを結合している PDZ（PSD-95、DLG1、ZO-1）

から成る。PTEN CX5R (S/T)モチーフは、PTEN ホスファターゼ活性のために重要な 3 つ

の基本的な残基で触媒中心部を囲む活性部位に存在する。そのような構造をしているため、
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PTEN は PIP3 のような酸性リン脂質基板に対する結合性を有する。PTEN 脂質ホスファ

ターゼ活性化は細胞増殖とアポトーシスと転移を調節している PIP3 レベルの調節を通し

て AKT キナーゼ経路を調節する。加えて、AKT 活性化が低酸素誘導因子１を（HIF１）

安定化に導くのに対し、 PTEN は低酸素によって調節された HIF１安定化を弱める[26]。 

HIF１は低酸素状態に適応するために重要な遺伝子の転写調節のために重要な要素である。 

変異体 PTEN の不安定性と HIF1 分解の減少はタンパク質の相互作用を伴うことが知られ

ている[27]。 

PIP3 は生存キナーゼ AKT に合図する受容体チロシンキナーゼを調節する PI3K 経路

の主要な 2 番目の因子だ。PTEN は PIP3 を PIP2 に変換することを通して、PI3K / AKT 

の活動をネガティブに調節する。膜で PIP3 レベルが増加すると、共存のために AKT のよ

うな PH ドメインを含むタンパク質が生成され、キナーゼによってリン酸化と活性化がも

たらされる[28]。活性化した AKT は、細胞生存、細胞サイクリング、血管形成、代謝に関

与するタンパク質をリン酸化する。そのような活性化シグナルに対し、RTEN は PIP3 の基

底レベルを維持する調節機構として働く。細胞の増殖と生存と運動性の増加は、PIP3 レベ

ルの増加と関連した細胞への主な影響だ。PIP3 レベルの増加は腫瘍形成にも繋がる。実際

に、PI3K / AKT 経路の調節不全が多くの悪性がんで見られた[29]。PTEN は PIP3 を脱リ

ン酸化することにより、腫瘍を抑圧する効果を及ぼす。そして、それによって AKT 活性化

といくつかの経路をネガティブに調節する。PIP3 レベルの上昇はがん細胞の増殖に有利だ

が、腫瘍で PTEN 遺伝子に突然変異が起こって非活性化することはよくあることのようだ。 

興味深いことに PTEN の発現は食物成分によって変化しうることが見出されている（図 2-2、

図 2-3）。 

PPARs は核ホルモン受容体 スーパーファミリーに属する転写因子である。ゲノム DNA

の感応的な成分は脂質輸送を含む脂質代謝とエネルギーホメオスタシスに関係している

様々な遺伝子に見いだされる[30]。 その発現は老化によって変化する。3 つのサブタイプ 

PPARαと PPARδ（これは PPARβとしても知られている）と PPARγが識別された。 異

なるPPARsの活性化が 3つのPPARサブタイプの特定の生物活性を説明するかもしれない。

脂肪酸はミトコンドリアの酸化を通して必要な酵素の発現上昇を誘導するPPARsと相互作

用することができる[31]。それから、脂質オーバーロードが ROS の産出量を増やす[32]。 

PPARs がミトコンドリア生合成と呼吸と ROS の解毒で不可欠であることから、この経路

の欠陥はミトコンドリア障害の原因となるようだ。例えば、PPARγ情報伝達経路は多くの

ミトコンドリア機能不全を改善する[33]。PPARγの活性化は PTEN の調節によって子宮内

膜の細胞の拡散を減少させる。加えて、siRNA による PTEN のノックダウンは、細胞の老

化に加えて ROS の生成においても PPARδによる効果をなくした[34]。さらに、リガンド 

を活性化された PPARδは PTEN の発現を上昇させ、 PI3K / AKT 経路を抑制する。活性

化された PPARδも PTEN の発現上昇によって、誘発された老化に抵抗する。そして、そ

れは血管の細胞で ROS の産出量を減らす。 マンガンスーパーオキシドジスムターゼがレ

スベラトロールによって誘発されることが報告されている。レスベラトロールは核内移行

と SIRT1 の活性化によって PPARα、β、γを活性化するかもしれない [35]。イースト相

同物 Sir2 として知られている哺乳類の SIRT1 は、長命と多様な代謝プロセルに関与する

脱アセチル化酵素だ[36]。 酵素活性は細胞のエネルギーによって調節されるかもしれない。

また、SIRT1 は酸化防止剤ステータスと関係のある、ある種の肥満のために重要な調節因

子として機能するかもしれない。PTEN は Lys 402（COOH ターミナル PDZ ドメイン結合

モチーフ）上でアセチル化され、PTEN の機能を調節する際にアセチル化の潜在的役割を

示す[37]。 SIRT1 の脱アセチル化は主に PTEN の脱アセチル化の原因となる。そのため、 

SIRT1 が不足すると PTEN のような標的分子のアセチル化レベルが上昇する。SIRT1 は代

謝疾患を含む加齢に関連した病気に有用な治療法を提示するかもしれない。正常組織と比



40 

 

較して、SIRT1 はがん組織で過剰に発現する。このことは、SIRT1 が腫瘍プロモーターの

役割を果たすかもしれないことを示唆している [38]。 実際に、SIRT1 は PI3K / AKT 情

報伝達経路を通して肝臓がんを促進する。 加えて、 SIRT1 は PTEN のアセチル化を減少

させ、その脱アセチル化依存の方法で機能経路を非活性化する[39]。 

ウェルナー症候群は早期老化や発がん率の上昇などで特徴付けられる病気で、まれな常

染色体疾患であり、RecQ によく似た DNA ヘリカーゼの WRN タンパク質の機能異常によ

って発症する[40]。二倍体繊維芽細胞株は短命で、広範囲のゲノムが不安定だ。WRN タン

パク質は DNA 修復、複製、転写、テロメアの維持に関与しているヘリカーゼだ。 テロメ

アでの酸化 DNA 損傷を含む DNA 損傷修復メカニズムには、WRN が不可欠だ。WRN は

ヘリカーゼのプロセス終了とエキソヌクレアーゼの活動のために、破損した二本鎖修復メ

カニズムを最適化する。3’-5’ ヘリカーゼの活性化に加えて、WRN タンパク質はエキソヌ

クレアーゼも活性化することが判明した[41]。 また、RNAi ノックダウンによる WRN タ

ンパク質の除去が細胞の老化表現と DNA 損傷を速める[42]。WRN タンパク質の枯渇は

HIF１複合体の安定化と活性化も増加させる[43]。 HIF１は老化の分子機構にも関連して

いる。WRN が欠乏した状態で HIF１の活性化が起こると、ミトコンドリアで ROS が生成

される。 WRN タンパク質がミトコンドリアの ROS 生産に影響を与えることによって、 

HIF１活性化を調整することが判明している。PI3K / AKT 経路の活性化が HIF１を安定

化するのに対し、PTEN は HIF１の安定化を弱める。PTEN の突然変異も HIF１を不安定

にする。WRN 相同体のヘリカーゼドメインを欠いたマウスは、野生型に比べてより短命で

あるのに加えて、ワーナー症候群の表現型の特徴を多く示す[44]。ビタミン C の補充が 

WRN 変異型マウスを延命し、いくつかの異常から回復させる[45]。AKT 相同体の削除は

年齢依存的な欠陥を保護することから、PTEN / AKT 経路を調整することによって時期尚

早な老化症候群を治療できるかもしれない。PTEN の発現による PI3K / AKT 情報伝達経路

の抑制によって、年齢依存の DNA 損傷が回避できるかもしれない。種々ながんがワーナー

症候群で観察されている。 

PTEN の触媒活動は ROS によって調整される。そして細胞の PTEN ホスファターゼ活

性は酸化ストレスによって抑制される[46]。PTEN の不活性化は細胞の PIP3 レベルを増加

させ、原形質膜における PIP3 の蓄積と AKT を含む PIP3 の下流の標的での活性化を引き

起こす。そして、細胞内 ROS を増加させるために機能的な役割を示す。それに加えて、PI3K 

/ AKT シグナリングの活性化が細胞生存に関わるいくつかの遺伝子の発現を増やすようだ。 

大型食細胞の内在性オキシダントの生産が細胞内の PTEN を非活性化するが、これは下流

に合図するオキシダント依存的な活性化と関連する [47]。ROS レベルが PTEN のリン酸

化や不活性化と連動して網膜の色素上皮細胞で増加するとの報告がある[48]。細胞内のリン

酸化 PTEN の不活性化と結果として生じる AKT の活性化は、酸化防止剤による治療で抑

制される。ROS は PTEN 不活性化を調節するが、PTEN の発現には影響を及ぼさないよう

だ。他方、ミトコンドリアの PTEN タンパク質レベルが N–アセチルシステインによって

減少され、H2O2 によって増加される[49]。ミトコンドリアにおける PTEN の増加は細胞

内でより多量の ROS を生産させるかもしれない。しかし、精製された PTEN を H2O2 へ

暴露すると、時間と濃度に依存して PTEN の不活性化をもたらされる[50]。種々なシステ

イン突然変異体の分析によって、PTEN の活性部位内の Cys 残基が特に酸化する間に二硫

化物結合を形成することが判明した [51]。ROS が制御されていない場合、PTEN 機能を

抑制すると細胞が増殖するかもしれない。 実際、PTEN の不活性化は前立腺がんの腫瘍化

に関連している。これは PIP3 とオキシダントが産出される発がん性のプロセスに何らか

の示唆を与えるかもしれない。 

老化の特徴の１つは、ROS による DNA 損傷の蓄積である。この DNA 損傷は通常の新

陳代謝と炎症反応の間に産出される。ROS はポイントミューテーションや削除といったゲ
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ノムの変化を誘発し、がん抑制遺伝子を抑制したりがん遺伝子を活性化したりすることが

知られている。 p53 もまた ROS の生産を促進し、アポトーシスに関与する[52]。ROS は

老化においても重要であり、ROS を増加させる p53 標的遺伝子も老化において重要な役割

を果たすかもしれない。ROS が PTEN を調節できるように、ROS の調整における PTEN

の役割はフィードバックループの一部を成しているかもしれない。早期老化においては、

AKT / ROS / p53 経路を通してアポトーシスが腫瘍抑制分子 PTEN の欠損を補っている。

さらに、ROS の増加はインスリン抵抗性を軽減するよう合図しているインスリンの強化に

も繋がる。ROS 依存的なインスリンシグナリングの増加は、PTEN の酸化と抑制を引き起

こす。代謝の調節における PTEN の重要性を考慮すると、PTEN を糖尿病と老化に関連づ

けているものは多いかもしれない。ROS と PTEN 経路を経由した老化の間にある関係のよ

り深い理解が、新薬発見のために ROS によって調節された老化経路への手がかりを提供す

るかもしれない。 
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図 2-1 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-1 

PI3K と AKT と PTEN のバランスで、健康か、がん或いは老化が規定されているとの報

告がある。 
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図 2-2 

 

 

 

 

図 2-2 

レモングラスやペパーミントのエタノール抽出液で JMJD1Bの遺伝子発現変化が起こるこ

とをリアルタイム PCR で確認した。 
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図 2-3 

 

 

 

 

 

図 2-3 

レモングラスやペパーミントのエタノール抽出液で JMJD1Bの遺伝子発現変化が起こるこ

とをウエスタンブロット法で確認した。 
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2-2 ホルモンががん細胞間の関係と DNAを修復する 
 

DNA 修復と DNA 損傷反応遺伝子での遺伝子欠陥がしばしばがん発生率を増加させる。 

欠陥はホルモン情報伝達経路の変調とも結び付けられる。DNA 修復活動の調節におけるエ

ストロゲンの直接的な役割は重要だ。ホルモンに依存する病気からホルモンに依存しない

病気へのがんの進行の分子的な研究も同じく重大な問題のままだ。 

乳房と前立腺のがんはホルモンが応答するタイプのがんであることが知られている[53]。 

がん細胞の増殖を促進することにおいて、ホルモンが何らかの役割を果たしていることを

示す証拠が多数ある。ホルモンに依存する病気からホルモンに依存しない病気へのある種

のがんが、がんのマネージメントで重大な問題を有したままだ。 最近、研究によって DNA

修復の欠陥とホルモン受容体の喪失の相関関係が報告された[54]。 DNA 修復システムの調

整はホルモンに依存しないがん発生に貢献することができる。 発がんとホルモンの内分泌、

そして DNA 修復システムの間に関係があるかもしれない。（図 2-4）がんはいくつかの分

子の変更によってより浸潤性が高く治療に対する抵抗力の強い性質を得ることができる複

雑な病気だ。 DNA 複製エラーが高い DNA 重複と共に蓄積するから、変異は増加した 増

殖性 活動で細胞に存在する[55-57]。 しかし、細胞にはゲノムに起こる様々な現象に応じ

てゲノムの完全性を維持するための仕組みがある。 ゲノムの条件の下で、DNA 損傷チェ

ックポイントを作動させることによって、細胞は正常な細胞周期ではなくなる[58-60]。 チ

ェックポイントは破損した DNA 傷害から細胞周期調節まで情報を伝達するプロセスの役

割を果たす。例えば、毛細血管拡張症によって突然変異する ATM はがんリスクの増加と結

び付けられた[61,62]。 ATM は、DNA 修復経路に関連していたがん抑制遺伝子産物 p53 

と BRCA1 を含めて、 DNA 損傷に応じて多くのタンパク質をリン酸化するチェックポイ

ント キナーゼ だ。 正常な細胞が DNA 修復機械の種々なメカニズムのバランスを示す。 

p53 腫瘍抑制分子は細胞増殖を阻止したり、アポトーシスを誘導することができるゲノム

のストレスに対する細胞の反応に関係しているいくつかの DNA 修復経路を調節したりす

る[63]。 p53 が同じく DNA 修復とアポトーシスに関係しているタンパク質をコード化し

ている遺伝子の 転写 調節における重要な役割を果たすから、 p53 の修正は細胞運命の枢

要な決定要素であるように思われるかもしれない。 発がん性がある進行の間に、 p53 は

突然変異させられるか、すべてのヒトのがんの半分近くで削除され、正常に機能できなく

なる[64,65]。 BRCA1 は重要な役割として乳がんと卵巣がんリスクで識別されるいくつか

の遺伝子の発現を調節する。 BRCA1 は細胞増殖のゲノムの完全性とコントロールの維持

管理と関係がある DNA 修復と組換えプロセスに関係している[66]。 大抵の BRCA1 突然

変異種がんがホルモンの要因が BRCA1 突然変異種がんの病因に関与するかもしれない

[67,68]。本当に、ホルモンの治療が困難な病気への移行に関する根本的な分子機構の理解

は、効果的な治療と予防の戦略の発展に欠かせない。 

ある種のホルモンが細胞増殖を促進するので[69]、ホルモンへのさらなる曝露は任意の

遺伝子のエラーを発展させる機会を促進する。 加えて、cytochrome p450 酵素によって触

媒作用を起こされたある種のホルモン酸化代謝産物が、DNA が突然変異に導くという状態

で、不安定な付加物を形成することができる[70]。 さらに、新陳代謝のプロセスはゲノム

DNA への 酸化ダメージの原因となる活性酸素生成物を作り出す。 絶え間ない mutagenic 

可能性はがんの発生に寄与するかもしれません。 実際に、エストロゲンへの長期の曝露は

乳がん発症リスクの増加と強く関連付けられる。（図 2-5） エストロゲンは主にエストロゲ

ンの様々な動きを調節するエストロゲン受容体に結合する。 他方、アンドロゲンは、DNA

損傷の反応を活性化することによって、アポトーシスを誘導するかもしれない[71]。 

BRCA1 タンパク質は乳房の上皮細胞拡散がエストロゲン受容体を抑制することによって、

経路に介在したことを隠すよう機能するかもしれない。 最近の研究によって、DNA 修復
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欠陥と特定のホルモン受容体の喪失の間に相関関係があることが示された[54]。エストロゲ

ンは単に乳房の成長と分化に欠くことができないだけでなく、p53 活動をも活性化する[72]。

発がんあるいは抗がんのためのホルモンの双方向性の機能は将来解決されるべきだ。  

p53 は多くの遺伝子を調節する鍵となる転写調節因子であり、ゲノムの不安定から保護

する。 p53 遺伝子の突然変異は乳がんで頻繁で見られ、それは程度が低い予後診断と結び

付けられる。 FAK（チロシンキナーゼ）が乳がんを含む様々なヒトの腫瘍で過度に発現す

る[73]。 FAK は細胞運動性の重要な分子で、その過剰発現は転移性の増加と結び付けられ

る。 FAK 発現はエストロゲンに応えて p53 に依存する形で減少させられた[74]。 p53 突

然変異細胞におけるFAKの発現低下の損失がエストロゲンの刺激によって増加した侵略能

力と関連づけられる。 このように、p53 は FAK の重要な下方の調整器で、乳がんにおけ

る p53 機能の喪失はエストロゲンに応答するがんの転移性に関係するかもしれない。 p53 

下流にある転写標的の１つ、 p21 / WAF – 1 は DNA 損傷に応じてエストロゲンによって

治療された細胞で増加する。 p53 はホルモンと DNA 修復によって調節される遺伝子によ

って結ばれたネットワークの中で中心を形成するかもしれない。 p53 とアンドロゲン受容

体信号の間における相互干渉は p53 の活性化が前立腺がんでホルモン療法の抗がん効果

を増大させるかもしれないことを示唆している[75]。 

大豆イソフラボンとクルクミンを同時に摂取すると前立腺特異抗原の血清レベル（PSA）

が減少する[76]。この組み合わせは ATM の発現とリン酸化に影響を及ぼし、前立腺がん細

胞の増殖を抑制する。テストステロン（アンドロゲン）が前立腺がんの最初の変異を押え

るかもしれない DNA 損傷反応の活性化を増大させる。 ビタミンＤもまた、がんを予防す

る活動を示す。 ビタミンＤが DNA 損傷を保護するという証拠がある[77]。ビタミン D は

ATM や Rad50 のような DNA 二重鎖切断（DSBs）を修復する DNA 修復遺伝子の発現量

を増やし、ストレスによってダメージを受けた DNA や発がんから細胞を守る[78]。 

DNA 修復メカニズムの DNA 損傷反応遺伝子そして／あるいは発現低下の遺伝子欠陥

が発がん[79]に導くことができる ゲノムの 不安定を促進する[79]。 細胞にはゲノムの安

定性の維持管理と発がんの抑制のために多数の DNA 修復メカニズムが設置されている。 

哺乳動物の細胞で利用可能な標準的な DNA 修復経路が homologous 修理や非 

homologous と単一ストランド修復などを含む[80]。 それらは DSBs を修復する異なる経

路だ。 DNA 修復システムは正常細胞とがん細胞両方の生存に欠かせない。 情報伝達経路

のセットが DSBs を検出し、DNA 修復生存あるいはプログラム細胞死を調節している。 

主な DNA 損傷認識分子は ATM で[81]、それは p53 と BRCA1 を含む、DNA 損傷に応

じて多くのタンパク質をリン酸化するチェックポイント キナーゼ だ（図 2-6）。 これらの

重要な分子の概要の構造を図 2-7 に示す。不完全な DNA 修復箇所が増加すると、物質や分

子にダメージを与える DNA への細胞の過敏症だ。 DNA 修復経路の抑制が発がん性の突然

変異のある箇所での生存に必要とされるメカニズムを阻止するように思われる。 DNA に

損傷を与えている物質や分子が DNA 修復欠陥でがん細胞における治療の効果に関与する

[82]。 DNA 修復箇所に関係している遺伝子の発現を調節することによってがん治療を強め

ることに対し、ヒストンの修正と DNA のメチル化といったエピジェネティックなメカニズ

ムが注目されている[83]。 

ストレスによって引き起こされた活性化を通して、p53 は細胞の遺伝子の完全性を守る

標的遺伝子の発現を誘発する。 p53 遺伝子は、 p53 ががんを防ぐのにおいて重大な役割

を果たし、多数のがん組織でしばしば突然変異させられる。 突然変異種 p53 が突然変異

タイプによって機能を喪失するか機能を獲得するタンパク質として分類されることができ

る[84]。 野生型 p53 は標準的な生理学の条件下では活性化せず、DNA に損傷を与えてい

る様々なストレスのタイプに応じて活性化する。 p53 活性化は既存の腫瘍性病変の復帰を

引き起こすかもしれないことから、がんの予防を進展させることにおいて重要となるかも
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しれない[85]。 DNA が修復されなければ、p53 によってプログラム細胞死が引き起こさ

れる。 p53 タンパク質はある特定のストレスに応じてリジンのアセチル化、 チロシンの

ニトロ化とセリン／トレオニン残基のリン酸化といった翻訳後の修飾を誘導する[86]。 加

えて、多数のメカニズムが特定の転写標的で p53 の選択性を決定する p53 活動を調節する

ことが明らかにされた。 p53 の転写の影響で、 p21WAF-1 が p53 依存型[87]と関連経路

[88]両方において重要な役割を果たすことが知られている。p21WAF１はサイクリン依存の 

キナーゼ （CDK）コンプレックスとの相互作用を通して細胞周期の進行を抑制する。  

BRCA1 もまた、その機能ががんの進行を妨げるがん抑制遺伝子の基準を満たす。 

BRCA1 遺伝性の乳がんは、DNA 修復経路の欠陥を有するがんの１タイプだ[89]。突然変

異は細胞内で増加したゲノムの不安定性と関係しており、それは他の重要な遺伝子の突然

変異を促進させる。研究によって、 DNA 損傷信号、DNA 修復プロセスと細胞周期チェッ

クポイントにおける BRCA1 の機能的な役割が確立された[90]。これらの機能的な役割と

一貫していて、BRCA1 で不十分な細胞が極端なゲノムの不安定と染色体の逸脱を示す。 

BRCA1 遺伝子突然変異は散発的な乳がんと卵巣がんでは稀にしか見られないが、 BRCA1 

タンパク質の発現は散発的な症例でしばしば減少している[91]。 BRCA1 cDNA は 1863

のチンクフィンガーモチーフと２つの一般に信じられている核局在化が信号を送る アミ

ノ末端を持っているタンパク質をコード化する（図 2-7）。アミノ末端領域は E3 ユビキチ

ンリガーゼ活動を所有する[92]。そして カルボキシル - ターミナルドメインは特定の 

phospho - タンパク質に結合することに関与する[93]。 細胞周期の制御における BRCA1 

の役割は、種々のサイクリンや CDKs と相互に作用する能力によって、CDKs 抑制剤 

p21WAF-1 と p53 を活性化すると判明した。 BRCA1 は、分子にダメージを与えている

DNA へ晒された後、過剰リン酸化する。そして、 BRCA1 の特定の機能はリン酸化によ

って調節されるようだ[94]。 DNA 損傷反応の調節における役割のほかに、 BRCA1 タン

パク質はエストロゲン受容体とアンドロゲン受容体と相互に作用して、それらの活動、抑

制的なエストロゲン受容体α活動と刺激的なアンドロゲン受容体活動を調節する[95]。 そ

れで、 BRCA1 の突然変異は各タイプのホルモンに応答するがんの調節的なリスクを上げ

げる。 つまり、BRCA1 の 突然変異を持つ人に対し、ホルモンは強烈ながんリスクの要因

となる。 

ホルモンとエストロゲン、プロゲステロンとアンドロゲンのような、発がんホルモンに

関係しているそのレセプター信号は特定のホルモン受容体によってしばしば発がんの発生

と促進に関係する。多くの候補遺伝子がホルモン合成や活性化や分泌作用を含むような乳

がんと前立腺がんのバイオマーカーとして認知されている[96]。さらに、ホルモン療法が一

般にがん細胞増殖を調節し、ホルモン関連の病気で生存確率を上げる。例えば、抗エスト

ロゲンはエストロゲン受容体に対して陽性の乳がんで効率的だ。そしてアンドロゲンの剥

離治療は進行した前立腺がんに対してよく行われる。 しかし、がん細胞における難治性の

ホルモンへの移行が重要な臨床上の問題のまま残っており、それらの治療法の利点を制限

している。 

エストロゲンは乳房の上皮の拡散と分化で重要な役割を果たすだけではなく、心臓血管

の脳と骨新陳代謝で多様な細胞のプロセスを調節する[97]。 加えて、いくつかの正常細胞

とがん細胞がエストロゲン受容体を発現する。それらの拡散は今度は DNA 損傷が存在す

るという可能性を増やすエストロゲンによって促進されます。 エストロゲンへの慢性的な

曝露がエストロゲン受容体陽性の細胞において発がんの要因となる。 しかし、エストロゲ

ンもまた、BRCA1 を含む DNA 損傷を修復できる遺伝子の発現を刺激する（図 2-5）。 乳

がんの進行における DNA 修復欠陥がホルモン独立への移行で見られるかもしれない。エス

トロゲンに結びついたレセプターは二量体化し、クロマチンと結合する。 二量体の受容体

は DNA 配列のモチーフ（エストロゲン反応要素）に直接結合する。 ERαと ERβという
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2 つのエストロゲン受容体がある。 ERαが増殖性であると思われるのに対し、ERβの活

性化がアポトーシスを誘導すると思われる。DNA 修復において重要なタンパク質、 MSH2 

が ERαの効力がある共同活性剤であることが知られている[98]。ERβレベルの増加が乳が

んリスクの減少と結び付けられるかもしれない[99]。その証拠に、ERβの発現が減少する

と前立腺がんのリスクが増加すると示している調査結果がある。 ERβは erαの動作に反

することによって、細胞の拡散を抑制するかもしれない[100]。 大豆のような植物に存在し

ているエストロゲンのような化合物であるゲニステインへの曝露が、後々乳がんになるリ

スクを減少させる[101]。 BRCA1 の発現は、BRCA1 がゲニステインのがん - 保護の効

果に介在することにおいて役割を果たすかもしれないことを示唆して、 思春期にゲニステ

インに曝露された乳線に影響する。しかし成人期に大豆を大量に摂取しても、乳がんにな

るリスクは軽減しない。 加えて、生理的に高いレベルのエストロゲンが発がんを促進する

と思われる。幼少期と青春期は特に乳がんを発症するか否かの感受性が高い期間であるか

もしれない。DNA 修復経路とその幼少期と成人期における相違について、より深い理解が

必要だ。 

前立腺がんのリスク要因はホルモンのメカニズムを通して作用するかもしれない。なぜ

ならアンドロゲンホルモン活性化を阻害する薬はがんリスクを減らすからだ。 加えて、あ

る種の散発的な前立腺がんの症例が、アンドロゲン活性化とその情報伝達経路に関係して

いる遺伝子の多型性に関連づけられる[102,103]。 アンドロゲンは正常な前立腺の成長をコ

ントロールすることに関与していることが分かっている。アンドロゲン受容体は男性の生

理学で重大な役割を果たす核受容体スーパーファミリーのリガンドで活性化する転写調節

因子で、その信号もアンドロゲンに反応する遺伝子の転写を調節することによって発がん

とがん進行の原因となる。 アンドロゲン感応的な遺伝子の１つ、PSA は前立腺がん治療の

診断と評価のために用いられる臨床的に重要なマーカーだ[104]。 アンドロゲンに感受性の

ある前立腺がんの進行の過程で、がん細胞の過半数はまだアンドロゲン受容体を発現する

が、多くの場合それは突然変異させられる。 アンドロゲン受容体の発現低下がプログラム

細胞死を誘発し、がん細胞増殖を抑制する。 そのために、合図しているアンドロゲンが前

立腺がん予防と治療のための重要な目標として認知された。  

エストロゲン受容体活動における変化もまた、前立腺がんリスクを変化させるかもしれ

ない[105]。チロシンキナーゼ抑制剤としてもよく知られているゲニステインのような フィ

トエストロゲンの消費量の増加は前立腺がんリスクの減少と関連付けられた[106]。 フィト

エストロゲンは遊離基を探し出すことによって、活性酸素生成物から細胞を守る。 これに

加えて、フィトエストロゲンは GSK-3βの発現量を増やすことによってβ-カテニン と結

合している GSK-3βを強化してアポトーシスを誘導し[107]、前立腺がん細胞の増殖を抑制

することができることを示唆している。フィトエストロゲン は同じく分裂促進因子活性化

キナーゼ （MAPK）経路で分子を抑制することが判明している[108]。 さらに、それは前

立腺がんで TGF-βによって p38 - MAPK の活性化を阻止できて[109]、がん細胞の侵入と

転移を防ぐ。MSH2 タンパク質の発現低下が前立腺がんの発生のリスクの増加と関連して

いる場合、前立腺がん細胞における MSH2 タンパク質の発現低下は全体的な再発のない間

隔と相関関係がある [110]。 MSH2 の発現は p53 の発現と関連があり、それは ER の発

現にネガティブに関係する[111]。 MSH2 遺伝子の発現低下は進行性の乳がんと前立腺が

んからのホルモン独立と関連付けられた。予後診断と関連づけられるように思われるPMS2

は前立腺がん患者で上昇する[112,113]。PMS2 の過剰発現は DNA 損傷耐性を高めるかも

しれない。 

ホルモン情報伝達経路はネットワークに信号を送る複雑な経路だ。DNA 修復システムは

破損したヌクレオチドの認識と修理を通してゲノムの正確性を維持する過程を編集してい

る非常に節約された DNA だ。 細胞増殖と DNA 修復機能の間の矛盾は DNA エラーの蓄積
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のため発がんを誘発するのかもしれない。DNA 修復機械におけるヒトの腫瘍感受性遺伝子

の役割は、ヒトのがんのリスク、診断、予防と治療を予測するための方法の発展のために

重要だ。 例えば、ホルモンの調節が腫瘍感受性遺伝子産物 BRCA1 の 発現の一因となるこ

とから、BRCA1 突然変異の乳がんのホルモン予防が効果的かもしれない。 他の分子の経

路の発見はホルモン独立の基本的なメカニズムをより深く理解する助けになるだろう。あ

るエビデンスによると、食事に含まれているセレン、ビタミンＤ、ビタミンＥ、リコピン

と大豆食品には、がんを抑制する効果がある[114,115]。トマトに含まれるカロチノイドで

あるリコピンは前立腺がんに対する有効な保護意識が強い食事の要因であるように考えら

れており、 DNA 損傷を防ぐために活性酸素生成物を探し出すことによって、酸化防止剤

の役割を果たす。 より多量のリコピンを摂取すると、前立腺がんになるリスクが顕著に減

少することが示されている。  
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図 2- 4 

 

 

 

図 2-4 

発がんとホルモン内分泌と DNA 損傷 DNA 修復システムとの関連性。 
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図 2- 5 

 

 

 

 

 

図 2-5 

BRCA1 と ERαの間の関連。BRCA1 が転写調節因子、OCT1 に依存する方法で ERαの

発現を調節する。 転写活性補助因子 p300 を含む ERα転写メカニズムによって、エストロ

ゲン刺激は BRCA1 の発現を増やす。また、BRCA1 タンパク質は下流の遺伝子を媒介する

ERαを抑制する。エストロゲンやイソフラボンの場合、核内のエストロゲンレセプターを

介して遺伝子発現が変化することが知られている。 
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図 2- 6 

 

 

 

図 2-6 

DNA 修復系の概観と細胞周期チェックポイント情報伝達経路との関連。  

 



53 

 

 

図 2- 7 

 

 

 

 

 

図 2-7 

ATM 、 p53 、 BRCA1 と ERαタンパク質のドメイン構造を示している概略図。  
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NAFLD における PI3K / AKT / PTEN 経路の役割 
 

アルコールを含まない脂肪肝臓病（NAFLD）は肝臓病状の最も普通の形態であり、肥満

と２型糖尿病のリスク増加と結び付けられる広範囲の脂肪肝臓病を表すメタボリックシン

ドロームと結び付けられる。 非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）は肝臓のメタボリ

ックシンドロームを意味し、世界的な健康問題になっている。 NAFLD は非アルコール性

脂肪肝から非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）まで及び、肥満や二型糖尿病やメタボリ

ックシンドロームとも関係している[1-5]。 インスリン抵抗が肝細胞内の体脂肪蓄積を誘発

し、肝臓をより病気にかかりやすくするようだ [6]。 加えて、活性酸素生成物（ROS）、内

毒素、炎症性サイトカインが病気を進行させる[7]。 タバコの煙、汚染物質、糖尿病、高血

圧と高コレステロール血症といったいくつかのストレス因子がすべて病気へのリスク要因

であることは知られている[8,9]。 脂肪肝臓浸潤の hepatic インスリン抵抗状態は遊離脂肪

酸（FFA）の増加によって特徴づけられ、酸化ストレスを増やす。なお、FFA は脂肪毒性

を引き起こし、内皮依存的な血管拡張を損なう。 更なる新陳代謝のリスク要因に、レプチ

ン、アディポネクチン、プラスミノーゲン活性剤抑制剤（PAI-１）が含まれる。そして、

それは酸化ストレスの増加と共に内皮機能不全を導く[10]。 炎症と繊維形成は密接に関連

しており、NAFLD 研究の主な目的だ。 しかし、NAFLD の正確な分子的発病メカニズム

はいまだ不明確だ。 

炎症は病気の背後にある主要な理由だと思われており、線維症と以降の肝硬変を進行さ

せるかもしれない［11,12］。 なぜなら、ホスファチジルイノシトール 3 キナーゼ （PI3K）

と セリンスレオニンキナーゼ AKT （プロテインキナーゼ B としても知られている）が重

要な炎症性サイトカインの調節によって免疫細胞を活性化させるようなので[13]、PI3K / 

AKT 情報伝達経路の変化は、NAFLD の特定の治療効果の原因となるかもしれない。PTEN 

の生理的機能は PI3K の活性化によって作られた２番目のメッセンジャーを脱リン酸化す

ることであり、それによって PI3K の下流に合図するインスリンの分泌量を減少させたり発

現を止めたりする[14]。  

肝細胞アポトーシスと関連する酸化ストレスの状態が ROS に誘導されて細胞に影響を

及ぼすことから、 PI3K / AKT / PTEN 経路が NAFLD の発病において重要な役割を果た

すと考えられている[15,16]。実際、 肝細胞アポトーシスは NASH への単純な脂肪症の進

行に関係する病因の重要な要素であるかもしれない[17]。ROS は炎症性サイトカインと細

菌の侵入に対する細胞反応でだけでなく、ミトコンドリア酸化性代謝の間にも生成される

[18,19]。 酸化ストレスが ROS をアンバランスにする。 ROS は様々なプロセスで MAP

キナーゼ、PI3K 、PTEN とタンパク質チロシン脱リン酸化酵素を含めて分子間で相互作

用する[20]。 そして、酸化ストレスが 高分子の損傷をもたらし、アテローム性動脈硬化症、

糖尿病、がんや老化といった種々な病気とも関連しており、それは NAFLD を含む合併症

とも結び付けられる。 酸化ストレスは AKT を含むセリン/トレオニン・キナーゼ系に関す

る一連のストレス経路を活性化することができ、それはインスリンに弊害を及ぼす[21]。 実

際、実験データはインスリン感受性と ROS レベルの逆の関係を示唆する[22,23]。 酸化性

環境下では、インスリン抵抗β細胞機能不全、耐糖能異常とミトコンドリア機能障害が進

行し、糖尿病に至りうる。高血糖症とカロリー摂取量をコントロールすることによって、

酸化ストレスは軽減することができる [24]。  

肝臓に特有の PTEN の発現量不足は肝臓脂肪症、炎症と線維症に関係しているかもしれ

ない。 実際に、PTEN 欠乏マウスが NASH における生化学的かつ組織学的な証拠を持つ

ことが知られている[25]。 この動物モデルの NASH のためのメカニズムは脂質生成の増加

と炎症と線維症が原因であるという報告がある。 低酸素状態下では、NASH を発症しかか

っている PTEN 欠乏マウスで観察された変化が速まる[26]。 PTEN 欠乏細胞における 
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AKT の活性化は GSK3βのリン酸化を導く。GSK3βは休止細胞で活性化しているが、リ

ン酸化によって非活性化される[27]。 GSK3βは、β-カテニン、 核因子κＢ（NF-κB）、

AP-1、NF-AT 、CREB を含む転写因子の集合の調節に関連づけられる[28]。 GSK3βの

活性変化はサイトカイン発現に対する種々な影響を引き起こす。 PI3K の活性化はタイプ

Ｉインターフェロン、IL-12、TNF-a といった炎症誘発物の産出を抑制する。 つまり、PI3K 

と mTOR は抗炎症性サイトカインを上方修正するように思われる[29,30]。  

PI3K 経路は新陳代謝と細胞増殖と細胞生存を制御していることで知られている[31]。 

PI3K の活性化した形態ががん遺伝子であるように、PI3K の活性化と突然変異は一般に多

くの種類のヒトのがんで見いだされる[31,32]。 哺乳動物の細胞の PI3K は構造、分布、

活性化のメカニズムに基づいて３つのクラスに分けられることができるファミリーを形成

する[33]。 クラスＩ PI3K は異なる関連アダプターに基づいてクラス IA とクラス IB に

分割される。 クラス IA PI3K は受容体チロシンキナーゼによって活性化され、クラス IB 

PI3K はＧタンパク質共役受容体によって活性化される。 これらの PI3K は p85 のよう

な調節サブユニットと p110 のような触媒サブユニットから成り立つヘテロダイマーだ。 

PI3Kによって発生したリン脂質第 2メッセンジャーは細胞内信号が導入される間の多数の

ステップで一般に働いている。 AKT は PI3K の主要な下流の標的だ。ヒトの AKT は

AKT1 、AKT2 、AKT3 という３つの アイソフォームを有する[34]。 PIP3（PI3K の産

物）は AKT と結合して AKT の膜を補充し、lekstrin homology （pH）ドメイン領域を通

してホスホイノシチド依存性キナーゼ 1（PDK1）にも結合する。そして、PDK1 はキナー

ゼ領域（AKT1のThr 308）でAKTをリン酸化する。 AKT の完全な活性化のために、 PDK2 

による AKT のカルボキシル・ターミナル調整領域（AKT1 のセリン 473）内のリン酸化が

必要だ[35]。 予測された AKT1 タンパク質の機能と構造は判明している。 いったん活性

化されると、AKT は細胞質と核へ移動する。そして、そこで様々な細胞の機能を調節する

ために、多くの下流の標的をリン酸化したり活性化したり抑制したりする（図 1-1）。 AKT

は TSC2 tuberin タンパク質をリン酸化することによって結節性硬化症１（TSC1）と 

TSC2 複合体の GTPase を活性化しているタンパク質（GAP）の活動を抑制し、mTOR

複合体の蓄積と活性化に至る[36]。 mTOR はリボソーム・タンパク質 S6 キナーゼのリン

酸化と、翻訳開始要素 eIF4E を分泌させる真核生物の翻訳開始要素 4E-結合タンパク質 1

を調整する[37]。 肝臓に特有の p70 S6 キナーゼの減少が肝臓脂肪症と体系的なインスリ

ン抵抗から保護する[38]。 GSK3 もまた、初めにインスリン受容体刺激に応じてグリコー

ゲン合成を調整する役割を果たしていることを最初に確認されたセリン/トレオニン・キナ

ーゼだ。この分子はグリコーゲン生成の調節に加えて、細胞増殖やプログラム細胞死、胚

形成と二十四時間周期の同調に関係していることも示されている[39]。 

PTENはPI3K の活性化に対抗するタンパク質ホスファターゼ活性と脂質ホスファター

ゼ活性を持っている二重選択性のホスファターゼだ[40,41]。 ヒトのゲノムにおける PTEN 

の位置は染色体 10q23.3 の上で 9 つのエクソンから成る。そして、403 のアミノ酸がリー

ディングフレームを開けるように指定する 5.5kb の mRNA をコード化する。翻訳産物はテ

ンシンとチロシンホスファターゼ（PTPs）に対して相同性のある 53kDa のタンパク質だ。 

予測された PTEN タンパク質の概要の構造を図 1-2 に示す。PTEN はホスファチジルイ

ノシトール 3、4、5-三リン酸塩（PIP3）を ホスファチジルイノシトール-4,5-二リン酸（PIP2）

に変換することを通じて PI3K / AKT の活動をネガティブに調節する。 PPAR 受容体γ、 

p53 をも活性化する。そして転写調節因子２の活性化は PTEN を転写して発現量を増加さ

せる一方、TGF β、NF-κB、JUN は PTEN の発現を下方調節する。 興味深いことに、

ローズマリー抽出物は K562 白血病の培養細胞において PTEN の発現を抑制する[42]。 

PTEN の活性化はリン酸化やアセチル化や酸化を含む転写後の調節によって調節されるこ

ともある[43]。 PTEN タンパク質はＮ末端ホスファターゼと C 末端 C2 から成り、PDZ 
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（PSD-95、 DLG1、ZO-1）が領域を結び付けている。PTEN CX5R (S/T)モチーフは PTEN 

脂質ホスファターゼ活性化のために重要な３つの塩基性残基内で触媒信号を囲む活性部位

の範囲に存在する。 その構造は PTEN に PIP3 のような酸性リン脂質基板に対する選択

を与える。 PTEN の C-領域はタンパク質分解に関係している２つのドメイン（proline 、

グルタミン酸、セリン、スレオニン）の連続を含む[44]。 AKT の活性化が HIF-1a を安

定化するのに対し、 PTEN は低酸素を調節された HIF-1a の安定化を弱める[45]。 突然

変異 PTEN の不安定と HIF1a 退廃の縮小はタンパク質相互作用を伴うとことが知られ

ている。PTEN のリン酸化によって調節されたカゼインキナーゼⅡの抑制が PTEN の活性

化を増加させ、AKT の活動を縮小させる[46]。  

２型糖尿病は膵臓のβ細胞の機能の衰退によって特徴づけられる。 β細胞内におけるイ

ンスリン信号がβ細胞の機能維持において重要な役割を果たすことが知られている。 基本

条件下で、PTEN 欠損によって拡張されたインスリン-PI3K 信号はβ細胞集団を増加させ

る[47]。 膵臓の細胞内で PTEN が欠乏しているマウスで、拡散増加とアポトーシス減少の

ためにβ細胞集団が増加した。 特に、 PTEN の機能と脂肪細胞に特有の脂肪酸結合タン

パク質 FABP4 の関係はβ細胞の信号において興味深い[48]。 FABP4 への PTEN の相互

作用は脂質代謝の調節と細胞分化におけるこのホスファターゼの役割を示唆する[49]。この

ようにして、 PTEN の削除を標的とする組織がインスリン受容組織でインスリン感受性を

向上させて糖尿病を防ぐ。 加えて、 PTEN はβ細胞内で剥離を合図しているインスリン / 

インスリン様成長因子-１のインスリン抵抗モデルで発現上昇することが知られている[50]。 

膵臓のランゲルハンス島における PTEN の発現量は２型糖尿病のモデルでも上昇する

[51]。 さらに、PTEN は in vitro と in vivo 両方でインスリンによって刺激されたブドウ

糖取り込みの重要な負調節因子だ[52]。 PTEN の部分的な縮小も拡張されたインスリン感

受性と耐糖能を引き出すのには十分だ。 それで、PTEN はβ細胞の機能に重大な弊害を及

ぼす。 したがって、２型糖尿病での PTEN はβ細胞の悪化を防ぐために治療の目標とな

り得た。 

PIP3 を PIP2 に変換することを通して、PTEN はネガティブに PI3K / AKT 信号の動

きを調節する。膜における PIP3 レベルの増加は、共存するために AKT や PDK -1 といっ

た PH 領域を含有するタンパク質を発生させ、キナーゼによってリン酸化と活性化がもた

らされる[53]。AKT と PTEN のレベルによって影響を受けている細胞周期調節にはフォ

ークヘッド転写因子とグリコーゲンシンターゼキナーゼ （GSK）が含まれている［54］。 そ

れで、PTEN は PIP3 の基底レベルを維持する。 低酸素状態だと、S6 リボソーム・タン

パク質のリン酸化が促進される。 S6 リボソーム・タンパク質は PI3K / AKT / PTEN / 

mTOR 情報伝達経路に属しており、この経路が活性化すると、p70 S6 キナーゼによって

リン酸化される。p70 S6 キナーゼから、インスリン抵抗促進のためにメカニズムを示して

いる上流の IRS（インスリン受容体基質） / PI3K / PDK1 / AKT インスリン情報伝達経路

まで、負のフィードバックループが働くことが示された[55]。 PI3K / AKT 信号は NOS と 

GSK3 βといったいくつかの下流の標的によって血管形成をも調節するかもしれない。そ

して、それは VEGF 転写活性化を誘発する HIF-1αの発現を一般に上方させる。 GSK3 β

の抑制は HIF-1α発現量を増加させることができ、β-カテニン活性化を促進する。 低酸素

下では、安定性が増加することから HIF-1αの生産が誘発され、HIF-1αに依存して VEGF 

発現を誘発する[56]。 

NAFLD を発症している動物で、炎症フォーカス、酸化ストレスの増加、高い血清肝臓

酵素レベル、調節不全の肝臓脂質代謝、炎症性サイトカイン、肝臓内のアポトーシス細胞

を含む組織学的な変化が見られる。 興味深いことに、グレリンの処理が PI3K / AKT 経路

の修復を伴うそれらの肝損傷を改善する[57]。 グレリン治療だけでは、健康なマウスの肝

臓に影響を及ぼさなかった。 その一方で、PTEN の過剰発現がインスリンシグナリングを
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減少させることが示された。インスリンシグナリングは AKT の活性化を減少させ、細胞膜

へ GLUT4 を移行させる。また、インスリン抵抗と NAFLD への進行を抑制する（図 3-１）

[58-60]。 それと対照的に、PTEN の発現低下がインスリンに応えて増加したブドウ糖の

取り込みにおいて反対の効果を及ぼす[61]。 しかし、逆説的に、PTEN の欠損が NAFLD と

肝臓がんを起こす[62]。このパラドックスのメカニズムはまだ解明されていない。PTEN 欠

損マウスで、 PI3K / AKT 活動を上方制御するために、 肝細胞内でトリグリセリドの合成

と貯蔵量が増やされる。 PTEN 活性化が欠如すると、肝細胞脂肪酸取り込みの増加と脂肪

酸合成の増加が起こるかもしれない（図 3-１）[63]。 

現在、PI3K / AKT シグナリングへの抑制剤は次に示すとおりだ。 Pan-PI3K 抑制剤、（ワ

ートマニンと LY294002）が一般にがん細胞増殖を抑制するために用いられる。 ワートマ

ニン は菌性の産物で、p110α触媒サブユニットの節約された Lys802 に共有結合相互作用

することによって、その効果を及ぼす。 ワートマニンと LY294002 両方が mTOR のよう

な PI3K 関連のキナーゼで交差反応して、それらを抑制する。 p110 δに特異的な抑制剤

（IC486068）が血管腫瘍の破壊を進める。 ペリホシンは細胞膜を通じた AKT の移動を抑

制する。 Inositol pentakisphosphate （PI3K / AKT 抑制剤の１つ）もまた、腫瘍の成長

と血管形成を抑制する。 9-methoxy-2-methylellipticinium acetate、インダゾール・ピリ

ジン A-443654、アイソフォームに特有の canthine アルカロイドの類似体などのようない

くつかの他の AKT 遮断薬もまた、識別されてがん細胞増殖を抑制し、アポトーシスを誘導

することを示された[64]。ラパマイシンのような mTOR 抑制剤とその類似物は FK506 結

合性タンパク質-12 に結合することによって、mTOR の活性化を抑制する[65]。そして、そ

れは AKT を含む上流の分子を活性化することができる[66]。グアノシンは PI3K / AKT / 

GSK3 シグナリングや抗酸化体酵素 HO-1 の誘導によってミトコンドリア酸化ストレスか

ら保護する [67]。動物モデルにおいて、メラトニンも AKT 依存的な HO-1 の発現を通し

て出血を伴うショックによって引き起こされる損傷を防止する。PI3K / AKT / GSK3 シグ

ナリングの活性化は単に HO-1 の発現を上昇させるだけでなく、この経路の保護の影響は

HO-1 の効果に結び付けられるかもしれない。糖尿病や NAFLD の治療のために、これら

の物質や分子の潜在的な効果を利用したり、最適な治療を行ったり、これらの抑制剤との

組み合わせを応用したりすることは重要だ。 

NAFLD は主に遺伝的な傾向と環境要因の相互作用によって調節された多因子性の病気

だ。炎症と NAFLD の間に、PI3K / AKT / GSK3 / mTOR 経路を含む普通の経路があるか

もしれない。NAFLD の変化を示す PI3K / AKT / PTEN / GSK3 / mTOR の正確な細胞内

メカニズムの理解は、 NAFLD に対してより効果的な新しい治療のアプローチの開発に対

する斬新な洞察を提供することができるだろう。 
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図 3-1 

 

 

 

図 3-1 

PI3K、AKT、PTEN、GSK3 は代謝経路に関係し、遊離脂肪酸（FFA）や低酸素や ROS

の作用を受けて、NAFLD や NASH といった肝臓病に関与している。 
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図 3-2 

 

 

 

図 3-2 

T 細胞は Th1 細胞と Th2 細胞に分化し、どちらが優位になるかで花粉症や喘息を発症し

やすくなるかどうかが決定されると考えられている。通常はこの 2 種類の細胞は相互にバ

ランスを保って免疫応答を制御しているが、なんらかの原因で Th１細胞が過剰になると細

胞性免疫が優位になり、その反対に Th2 細胞が多くなると液性免疫が優位になる。すなわ

ち、Th2 細胞に分化するものが多いと抗体の生産量が増え、花粉症を発症しやすくなると

考えられている。また、いったん Th1 細胞か Th2 細胞に分化したものは初期化することは

ない。AKT が活性化すると、RUNX1 や AML1、RNUX3 の遺伝子発現の上昇を通して免

疫細胞である Th1 細胞の活性化が起こり、花粉症の症状が緩和されると考えられる。また、

AKT の活性化は p38 キナーゼの活性化と相反しており、p38 キナーゼの活性化が起こると、

RUNX の遺伝子発現の低下を通して、免疫細胞の Th2 の活性化が引き起こされる。 
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図 3-3 

 

 

 

 

 

 

図 3-3 

リン酸化したｐ38 キナーゼとｐ38 キナーゼのウエスタンブロット解析の結果。H では、

他のものと比較してp38キナーゼの発現量が多いにもかかわらずpp38の発現量が少ないこ

とから、p38 キナーゼの活性化が抑制されたことが分かる。すなわち、H のハーブ抽出液

は p38 キナーゼの活性化を抑制すると考えられる。 
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図 3-4 

 

 

図 3-4 

リン酸化したｐ38キナーゼとｐ38キナーゼのウエスタンブロット解析。一番左が control、

右に行くに従ってハーブ抽出液 H の添加量を多くした。p38 の発現量がほとんど変化して

いないことから、細胞数はどのサンプルも同程度存在すると考えられるが、H の添加量が

多ければ多いほど pp38 の発現量は少なくなっている。すなわち、ハーブ抽出液 H は p38

キナーゼの活性化を量依存的に抑制していると言える。 
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図 3-5 

 

 

 

 

 

図 3-5 

RUNX1 とｐ38 キナーゼのウエスタンブロット解析。ハーブ抽出液 H は p38 キナーゼの発

現量は変化させず、RUNX1 を時間依存的に発現させることが分かる。 
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PPAR に関連する PI3K / AKT / PTEN 経路が外傷性の脳傷害で 
神経保護に働く 
 

PI3K / AKT / PTEN 経路は、細胞増殖を促進し、アポトーシスを抑制することによって

細胞耐久性を強化し、神経保護において中枢的役割を果たすことが知られている。PTEN は

その脂質ホスファターゼ活性化を通してネガティブに PI3K / AKT 経路を調節し、 糖尿病

とアルツハイマー病を含むいくつかの他の病気にも関係している。外傷性の脳傷害は死亡

率が高く、世界的な健康上の問題となっている[1,2]。結果として生じる脳症は複雑な病理

学的プロセスだが、有害なカスケードの主な原因は細胞レベルのミトコンドリアの損傷で

ある場合がある[3]。活性酸素生成物（ROS）とカスパーゼとアポトーシスがミトコンドリ

ア損傷の主な原因であるかもしれない。外傷性の脳傷害は脳障害による永久的な空間学習

機能障害と運動疾患を伴う[4]。 我々は外傷性の脳傷害の治療のために認可されている薬物

療法を受けない。外傷による影響を悪化させる損傷の後、大多数の外傷後神経変性が病理

生理学的なカスケードによって引き起こされるという事実に、効果的な治療の可能性が見

出される。 実験的な外傷性の脳傷害で明らかとなったメカニズムの１つは、活性酸素によ

って誘発された脂質とタンパク質と核酸への酸化ダメージを伴う[3,5]。 外傷性の脳傷害の

新たな治療法を見出すには神経保護のメカニズムの解明が必要だ[5]。ROS は病原体に対す

る細胞応答の間だけでなく、ミトコンドリア酸化性代謝の間にも生成される。それはシグ

ナル分子としての役割を果たし、細胞増殖、分化、アポトーシス、転移を含む種々な生理

学的プロセスを調節する[6-8]。 加えて、ROS によるタンパク質と脂質の酸化が脳の健康

における重要な決定要素となる。ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸（NADPH）

オキシダーゼは、虚血性期間に ROS を産出する複合体だ。それは ATP の形でエネルギー

を作り出す酸化的リン酸化プロセスの間にミトコンドリアから生成される内因性 ROS の

主要源でもある [9]。 加えて、ROS は細胞内 オキシダーゼによって生産される。炎症は

組織内で ROS と関係がある。ROS が細胞内高分子に損傷を与える前に、ROS を中和する

ことが重要だ。ROS が効果を及ぼすと考えられているメカニズムの 1 つは、PKC、MAPK、

PI3K、チロシンホスファターゼ、PTEN といった標的分子の可逆的な調節を通したもので

あるかもしれない[10]。 しかし、ROS によるシグナル分子の最初の調節についてはほとん

ど解明されていない。細胞の ROS 代謝はレドックス・メカニズムに関係している様々なタ

ンパク質によって調節される。 

外傷性の脳傷害は重要な病気や死と関連付けられる致命的な神経性の損傷だ。 効果的な

処置がないため、外傷性脳障害における脳機能障害の予防は公衆衛生における懸念事項と

なっている。食事のように変更可能な生活要因を含む疫学的研究によって、いくつかの潜

在的な予防が示唆された[11]。 研究によって、食事の選択が外傷性脳障害の神経保護にお

いて重要な役割を果たすことが明らかとなった。しかし、栄養の摂取と神経保護の関係の

疫学的分析は複雑で、1 つの要素が主要な役割を果たすということはなさそうだ。 ヒトの

食事の複雑さ（特に種々な栄養分や食物の影響における高い相乗的または拮抗的な相互関

係）は、それらの異なる影響を調べることを困難にする。加えて、生活における多くの要

因が脳機能に影響を与えることから、いくつかの処置は外傷性脳障害で脳機能障害の予防

において効果があるかもしれない。ここでは、特に高価不飽和のオメガ３脂肪酸（PUFAs）

と PI3K / AKT / PTEN 経路におけるクルクミンの役割に焦点を合わせて、潜在的な保護

要因と外傷性脳障害の原因に関連づけられている研究を再検討することを主な目的とする。 

また、いくつかの食事要因がシグナルを下流に伝達する際どのように関連するパートナー

と結合するのか、そして病気関連の生物学にとって何を意味しているのか、現在の研究を

要約する。 

外傷性の脳障害によって誘発された ROS の減少は、BBB ディスラプション（神経細胞
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の死と小膠細胞の活性化）を減少させる。この事実から、外傷性の脳傷害による神経細胞死

を減少させるために有効な治療法が見出されるかもしれない [12]。加えて、酸化ストレス

に対していくつかの抗酸化遺伝子の発現を上昇させることによって、腫瘍抑制タンパク質

に抗酸化作用を及ぼすことも判明した。がん抑制遺伝子は DNA 損傷修復、細胞周期停止、

細胞増殖、細胞分化、転移、アポトーシスを含む多様な細胞の活動を調節する[13]。PTEN

は様々なヒトのがんでしばしば欠損や突然変異が見られるがん抑制遺伝子だ。PTEN の発

現量が上昇すると、細胞に ROS 産生を減少させるよう合図している PI3K / AKT が調整さ

れる [14]。 PIP3 は生存キナーゼ AKT に信号を送る受容体チロシンキナーゼを調節する 

PI3K 経路の 2 番目の主要な因子である。 PTEN は PIP3 から PIP2 へ変換することを

通じて、PI3K / AKT の活動をネガティブに調節する。膜上で PIP3 レベルが増加すると、

AKT のような PH ドメイン含有タンパク質が細胞膜上に局在化され、キナーゼによって調

節されたリン酸化と活性化がもたらされる[15]。 活性化した AKT は、神経保護（図 4-1、

図 4-2）のために細胞生存や細胞周期や血管形成や代謝に関わる標的タンパク質をリン酸化

する。PI3K の抑制がシナプスにホメオスタシス AMPA 受容体の伝達を阻止するという研

究結果から、シナプス・スケーリングにおける PI3K / AKT の役割が示された[16]。 AKT 

とマーカーに信号を送っているリボソーム S6K の明確な分離は、脳の病理学上のプロセス

に関与している[17]。PS1 のリン酸化は細胞表面における発現を低下させる。そして、それ

は PI3K / AKT 細胞生存信号の活動を低下させる。PS1 は低酸素誘導因子-１α（HIF-1α）

の誘導をも調節する[18]。したがって、GSK3 βの異常な活性化は神経細胞の生存能力を

減少する[19]。言い換えると、GSK3βの過剰な活性化を伴う AKT の選択的な発現低下は、

脳機能障害の発症に関係しているかもしれない[20]。 最近、AKT の活性化が神経変性病で

治療的役割を果たすかもしれないことが判明した[21]。興味深いことに、GSK3βの発現レ

ベルも各種食物成分によって変化することが判明している（図 4-3、図 4-4、図 4-5）。 

PI3K / AKT 経路の遮断装置 PTEN は神経機能で重要な役割を果たすことが知られて

いる。そのレベルはアルツハイマー認知症(AD)を発症している脳で減少した[22,23]。 

PTEN は PIP3 から PIP2 への変換を通じて、PI3K / AKT シグナリングの活性をネガティ

ブに調節する。 PIP3 は生存キナーゼ AKT の上流にある受容体チロシンキナーゼを調節す

る PI3K 経路上の主要な因子である。膜上の PIP3 レベルが増加すると、PDK-1 と共同で

AKT のような PH 結合タンパク質が局在化される。そして、キナーゼによってリン酸化と

活性化が起こる [24]。活性化した AKT は、細胞生存と細胞分裂周期と代謝に関連する標的

タンパク質をリン酸化する。 AKT と PTEN の影響を受けている細胞周期調節因子には、

フォークヘッド転写因子と GSK3 が含まれる[25,26]。 PTEN は活性化を示しているそれ

らのために閾値を下まわって PIP3 の基底レベルを維持する調節器として働く。 細胞が細

胞外マトリックスとのコンタクトを失う時、PTEN はプログラム細胞死シグナルの誘導に

おいても重要な役割を果たす[27]。PI3K / AKT と AD の生理的機能と病因の重要な PTEN

を含む情報伝達経路で、PS は重要な役割を果たすかもしれない[28]。 PTEN はパーキン

ソン病のような病気にも関係しているかもしれない[29]。 

多種多様な合成物が PPARs リガンドであると特定された。n-3 PUFAs は、PPAR αと 

PPAR γを含む遺伝子転写因子を調節することによって、新陳代謝のリスク要因の大部分

に有益な影響を及ぼす[30]。 インスリンの感度を高める薬ピグタリオン（PPAR γ作用薬）

で細胞を刺激すると、 ROS 情報伝達経路が弱まる[31]。 外傷性の脳傷害でインスリンシ

グナルの調節不全を修正することは、潜在的な治療法の発見に繋がるかもしれない。 

PPARs タンパク質の概要の構造を図 1-4 に示す。リガンドは PPAR 反応要素（PPREs）

において、レチノイドＸ受容体（RXR）と結合したヘテロダイマーとして PPARs バインド

を活性化した。これは感応的な遺伝子のプロモーター領域で見られる反応だ[32]（図 1-5）。 

レチノイン酸は 2 種類のの受容体、レチノイン酸受容体（RARs）とレチノイド X 受容体
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（RXRs）の動きを通して、細胞増殖、細胞分化、形態形成、再生と発育を含む広範囲の生

理的プロセスにも影響を及ぼす[33]。 PPAR / RXR ヘテロダイマーによる転写調節もまた、

共同調節複合体で相互作用を必要とする[34]。 このように、生体内 PPARｓの選択的な働

きは、利用可能な共同因子の各々の時点に、相互作用から生じる。PPARγのヘテロダイマ

ーの結合パートナー、レチノイドＸ受容体（RXRs）に効く治療薬を用いると、RXR α活

性化によって調節される Aβの取り込みが増加する[35]。 PPARγ/ RXRαヘテロダイマー

を同時に活性化することは外傷性の脳傷害の予防に有効かもしれない。また、PPAR γが

関与するシグナリングシステムがニューラルネットワークを復元するようだ[36]。  

Ⅱ型糖尿病は膵臓のβ細胞の機能によって特徴づけられる。 β細胞内でインスリンシグ

ナリングがβ細胞の機能を維持する上で重要な役割を果たすことが知られている。 基本条

件の下で、PTEN の欠如を誘発するインスリン- PI3K の発現増加は、β細胞郡を増加させ

る [37]。PTEN の機能と脂肪細胞に特異的な脂肪酸を結合するタンパク質 FABP4 の関係

は、β細胞のシグナリングに関係があるようだ [38]。FABP4 への PTEN の相互作用は脂

質代謝と細胞分化の調節において、このホスファターゼへの役割を示す [39]。PTEN を削

除する組織がインスリン感受性のある組織内でインスリン感受性を高め、糖尿病を防ぐ[40]。 

他方、PPARs のリガンドが経口糖尿病薬として使われる[41]。PTEN は哺乳類で初期の胚

形成を通して遍在する[42]。 興味深いことに、ローズマリー抽出物を K562 白血病の培養

細胞に添加すると、PTEN 発現が抑制される[43]。PTEN タンパク質の概要の構造を図 1-2

に示す。PTEN タンパク質は N ターミナルホスファターゼとＣターミナル C2 とドメイン

を結合している PDZ （PSD-95、 DLG1 と ZO-1）から成る。PTEN CX5R (S/T)モチー

フは PTEN 脂質ホスファターゼ活性化のために重要な３つの基本的な残基で触媒サイン

を囲む活性部位の中に存在する。 その構造は PTEN に PIP3 のような酸性リン脂質基板

の選択を与える。主要なニューロンで抗アポトーシスのPI3K / AKT 経路を活性化すると、

PTEN が抑制されて神経保護に働くことが判明している[44]。 

In vivo の研究によって、クルクミンが未知の分子機構を通してマウスでアミロイド-β

関連の病状を減らすことが判明した[45]。クルクミンはシナプスの構造と柔軟性を改善し、

学習能力と記憶能力を高めることができる[46]。クルクミンの保護によって、インターロイ

キン-1b （炎症性サイトカイン）の発現が極端に減少する[47]。クルクミンはアクアポリン

4 の導入を逆転させる。アクアポリン 4 は、頭部外傷後に見られる細胞浮腫の発達に関与す

るアストロサイト・ウォーター・チャネルだ [47]。 クルクミンは培養されたアストロサイ

トにおいて、NFκB の p50 と p65 サブユニットの活性化を減少させることによって、アク

アポリン 4 によって誘発される Il. - 1b の発現を抑制する。興味深いことに、クルクミンは

ラットで流動性の衝撃を与えた後、シナプスの可塑性と認識機能を強化する[48]。このこと

は、クルクミンが外傷性の脳傷害後に有効な治療薬となり得るかもしれないことを示唆し

ている。クルクミンによる神経保護は PI3K / AKT 情報伝達経路によって調節されるかもし

れない [49]。 

ゲニステイン（大豆に多く含まれているフィトエストロゲン）はリンパ系細胞でユビキ

チン 1 の発現抑制を通してプレセニリンの発現を低下させる[50]。ゲニステインには種々な

がん細胞に効果がある抗腫瘍活性がある。ゲニステインはエストロゲンのような効能を有

しており、これは AD の可塑性にも有効だ [51]。 ゲニステインは Akt 経路の抑制によっ

てヒトの骨肉腫にゲムシタビンの抗がん効果を増強する[52]。 レスベラトロールも抗 AD

物質として有益であるようだ [53]。 レスベラトロールを投与すると、Aβの影響が抑制さ

れ、マクロファージ上のフィブリン Aβに対する炎症誘発が妨げられた[54]。n-3 PUFAs は

最適な細胞機能に関連している生理学的役割を持つ生物学的な活性脂肪酸だ。この活性脂

肪酸の最も単純な物質、α-リノレン酸はエイコサペンタエン酸（EPA）やドコサヘキサエ

ン酸（DHA）といった、生物学的により活動的で長い n-3 PUFAs に変換される。 いくつ
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かの研究によって、n-3 PUFAs を含む種々な PPAR リガンドの正体が判明した [55,56]。

加えて、リノール酸とγ-リノレン酸が PPAR δを抑制した[57]。すべての異なる PPAR サ

ブタイプ（PPARs（α、β、γ））は DNA 結合ドメインとリガンドと結合するドメインで、

上位物質と高度な構造的相同関係を共有する。PPAR リガンドが炎症や他の代謝性の病気の

ための潜在的治療となっている。オメガ 3 の不飽和脂肪酸は、AD の予防策となりうること

が判明している [58]。レチノイン酸は RAR と RXR の行動を通して様々な生理学的プロセ

スに影響を与える。RARα情報伝達経路への刺激は、Aβを除去して AD を治療するのに有

効かもしれない[59]。レチノイン酸は大人の脳内でシナプスの可塑性と記憶に欠かせないホ

メオスタシス制御に関与するという重要な役割を果たしている。レチノイドは細胞分化と

神経突起の成長を含む細胞調節のプロセスに関与するビタミンＡ誘導体であり、Aβの処理

にも影響するかもしれない[60]。以上のことから、ある特定の食事によって神経保護が可能

なようだ。 

ROS の増加はインスリン抵抗性を減らすインスリンシグナリングを強化できる。ROS 

依存のインスリンシグナリングが増加すると、PTEN が酸化し、抑制される。脳傷害のあ

る患者に対し、栄養状態が生化学指標の変更をもたらすかもしれない。 クルクミン、レチ

ノイン酸、n-3 PUFAs はいくつかの細胞レベルに効果を及ぼすと考えられる。食事は通常、

相乗的または敵対的に作用するかもしれない脂質や栄養の複雑な組み合わせから成る。こ

れらの食物の多面的な特性の１つは、PI3K / AKT / PTEN 経路の調整を通して病気を治療

する可能性を示した。 PTEN 関連の病気の治療のために、潜在的な治療法が提供されるか

もしれない。これらの重要な分子は、転写やタンパク質の安定化やリン酸化などを含む多

数のレベルで調節されるかもしれない。治療と新たな治療の効果的な計画のために、これ

らの調節を正確に理解しなければならない。正確な分子構造を理解し、適切な食事量が脳

機能の改善と関係があるかどうか決定し、脳の健康維持における役割を決定するために、

更なる研究が必要だ。 長期の臨床研究が外傷性の脳傷害の治療の効果を確定させるかもし

れない。 
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図 4-1 

 

 

 

 

 

図 4-1 

PTEN 、PI3K 、AKT などの経路と PPARs の関連性。他の核内ホルモン受容体に類似し

ていて、リガンドが転写調節因子を活性化した場合、PPARs は作用する。 ROS による制

御がない場合、PTEN 機能を抑制することによって、細胞増殖に寄付するかもしれない。 

PTEN 、PI3K 、AKT の調節上の経路はプレセニリンの機能にも関与しているかもしれな

い。 Hammerheads は抑制を意味する。  
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図 4-2 

 

 

 

図 4-2 

アルツハイマー病などの神経疾患において、PPAR や PTEN の経路と様々の食物成分が関

与していることを示すイメージ図。 
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図 4-3 

 

 

 

 

図 4-3 

リアルタイム PCR で解析したところ、食物成分によって GSK3βの遺伝子発現が変化した。 
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図 4-4 

 

 

 

 

 

 

図 4-4 

様々な食物をエタノールにつけて成分を抽出し、その抽出液でJurkat細胞を刺激した後、

PCR 解析を行った。その結果、GSK3βの遺伝子発現などが食物成分によって変化するこ

とが分かった。 
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図 4-5 

 

 

 

 

 

図 4-5 

様々な食物をエタノールにつけて成分を抽出し、その抽出液で K562 細胞を刺激した後、

PCR 解析を行った。その結果、GSK3βなどの遺伝子発現が食物成分によって変化するこ

とが分かった。 
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まとめと今後の展望 

細胞内物質輸送と遺伝子発現及びエピジェネティクス 
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5-1 細胞極性と膜輸送に関係しているタンパク質 
 

PI3K の下流にあるいくつかの分子が、 RUFY ファミリータンパク質のような小胞関連

の RUN タンパク質と相互に作用することによって、細胞内物質輸送に関係している。細胞

のコンポーネントと構造の非対称の組織化が細胞両極性と呼ばれる。（図 5-1）細胞両極性

の樹立はシグナル伝達カスケード [1]、細胞内膜輸送[2]、分化に関連している細胞骨格の動

力学[3] を含む多くのプロセスを必要とする。そして、それは種々な細胞質の有機体の分化

や増殖や形態形成に関連する [4]。 細胞の分極化が細胞で適切に作用することが必要だ。 

例えば、神経細胞における軸索突起の存在はシグナルの流れる方向を決定する。下方制御

されたタンパク質の最初の輸送がクラスリンによる内部移行とエンドソームの細胞内腔へ

の並べ替えによって行なわれることが知られている[5]。 細胞両極性の異常調節は発育障害

とがんを引き起こす [6]。 細胞両極性設立と細胞の膜通過の間の関連が研究によって明ら

かになった[2,7]。また、エンドソームによって関連づけられたタンパク質の機能は細胞両

極性に関連していた[8]。エンドソームの膜輸送の方向と選択性は、タンパク質受容体（低

分子 GTPases）とホスホイノシチドを含む種々な膜に関連する因子によって調節される

[9,10]。 

RUN ドメイン（RPIP8 、UNC-14、NESCA タンパク質から名付けられた[11]）は、低

分子 GTPase スーパーファミリーのエフェクターとして機能するかもしれない[12,13]。 

RUN ドメインは膜輸送に関係している[13]。これは、GTP 結合タンパク質に特徴的な機能

でおよそ 200 のアミノ酸でできているタンパク質モチーフである[11]。シーケンス分析から、

RUN ドメインは球形構造のコアを構成するいくつかのブロックから成ると予測された。

RUNドメインの全体的な結晶構造は８つのα螺旋で構成されている 1つの球形から成る襞

の形を取っている [14]。 しかし、それは GTPase を結び付ける RUN ドメインの唯一の

機能ではない。 RUN ドメインはモータータンパク質を含むある種の分子に結合し、糸状

のネットワークとの相互作用に関わっているのかもしれない[13]。NESCA 、NGF によっ

て調節された情報伝達経路でのシグナルのアダプタータンパク質はＮ末端において RUN

ドメインを含む[12]。NESCA の RUN ドメインは９つの螺旋から成り、それは他の RUN

ドメインを含有するタンパク質に似ている [15]。 NESCA の核内再局在は突然変異に不可

欠だということが示されている[12]。NESCA の RUN ドメインは、他の RUN ドメインと

比較して推定される GTPase と相互作用しているインタフェースにおいて、異なる表面上

の静電気分布を有している[15]。NESCA の RUN ドメインは TrkA の下流にあるシグナル

分子、H-Ras と結合できる。このことは、NESCA が NGF - TrkA 情報伝達経路に関わっ

ていることを示唆している[15]。 

RUN ドメインを含むタンパク質はエンドソームの融合を促進することが示されており、

これは小胞輸送において重要だ。加えて、RUN ドメインはディタージェントに溶けないエ

ンドソームのマイクロドメインの局在化のために必要とされるようだ[12,13]。野生型と変

異体タンパク質を用いたいくつかの生化学的な実験によって、RUN タンパク質と繊維状物

質間にある物理的な相互作用が確認された[13]。 低分子 GTPases と RUN タンパク質とモ

ータータンパク質の関連は細胞内で多孔状のタンパク質を輸送する上で、これらのタンパ

ク質に新機能を反映するかもしれない。オートフォゴソームを微小管分子モーターと Rab7 

に連結させるアダプターとして、FYCO1 が機能すると報告された。そして、それはファゴ

ソームの輸送と融合に関連している[16]。 カゼイン-1 は kinesin heavy chain と kinesin 

light chain で構成されたヘテロテトラマーだ。 UNC-14、RUN ドメインタンパク質はカ

ゼイン-1 と結合して、シナプス小胞局在性を調節する[17]。UNC-14 も Ras のよう複数

GTPase 情報伝達経路で重要な役割を果たすと予測される[18]。 RUN ドメインがしばし

ば Rab 系の低分子 GTPases の調節に関係しているタンパク質で見いだされることから、
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RUN ドメインは Rab を介する膜輸送に関係していることが示唆された。低分子 GTPases 

とモータータンパク質には RUN ドメイン関連のメカニズムに起因している共通機能があ

るように思われる。 

RUN と FYVE ドメインを含むものとして指定される RUFY タンパク質ファミリーはア

ミノ末端 RUN ドメインとカルボキシル・ターミナル FYVE ドメインを含み、それは初期

のエンドソームの膜にあるホスファチジルイノシトール 3-リン酸塩と結合する[19]。実際に、 

RUFY タンパク質は主に初期のエンドソームに局所化される。 RUFY タンパク質はしば

しばチロシンによってリン酸化され、リン酸化部位の不足している変異体はエンドソーム

に到達できない[19]。Rab10、Rab11、Rab14、RUFY タンパク質が脂肪細胞と骨格の筋肉

で Glut4 を運搬する上で重要な役割を果たすことが示唆された[20]。シーケンスとゲノム

分析によって、RUFY ファミリーが４種類のタンパク質から構成されていることが判明し

た。 

RUFY1（別名、RABIP4 または ZFYVE12）は細胞質と初期のエンドソーム膜に局在す

る 708 のアミノ酸タンパク質だ [19,21]。RUFY1 は精巣や肺や脳や腎臓でよく見られる

Etk タンパク質キナーゼの下流のエフェクターであることが確認された。 RUFY1 は PIP3 

を含むリン脂質小胞を結びつけるために機能し、初期のエンドソームの膜輸送に関与する

[19]。 FYVE フィンガードメインによって示される PIP3 結合モジュールを含むタンパク

質によって、PI3K シグナリングの下流の結果が調節される。 多くの FYVE ドメインを含

むタンパク質はエンドソームで局所化されて、エンドサイトーシスで重要な役割を果たす

[22]。Etk の SH3 と SH2 ドメインを通して Etk は RUFY1 と相互作用し、RUFY1 の

Tyr-281 とTyr-292をリン酸化する。それはエンドソームの局在化に不可欠だ [19]。Etk は 

PI3K の下流のエフェクターとして、エンドサイトーシスの調節において重要な役割を果た

す。2 つの螺旋状のコイルのドメインも RUFY1 のエンドソームの局在化を決定する[23]。 

PI3K 抑制剤 ワートマニン は RUFY1 のエンドソームの局在化を阻止する[23]。 Rab14 

は RUFY1 との GTP 依存的なインタラクションに関わる [24]。活性化した Rab14 はエ

ンドソームの膜上で RUFY1 を調節し、Rab4 はエンドソームの融合を促す[24]。 Rab14 は 

エンドソームに新たな RUFY1 を蓄積する主要な決定要素であるようだ。そして、FYVE

ドメインはPIP3が濃縮された初期エンドソーム内でRUFY1の機能を助けるかもしれない

[24]。Rab14 と RUFY1 は Rab4 に依存的な選別エンドソームに関係しており、RUFY1 に

よって調節された初期のエンドソームの拡大が Rab4 との相互作用を必要とする[25]。 

Rab4 がリサイクリングエンドソームや選別エンドソームの上に存在する一方、RUFY1 は

選別エンドソーム内に存在する[26]。このようにして、リサイクリングエンドソームから選

別エンドソームへの輸送路が確保されている。RUFY1 は Glut1 タンパク質の局在化の運

動パラメータを変化させることができる[26]。 

RABIP4R または ZFYVE13 としても知られている RUFY2 は、2 つの二重コイル構造の

ドメインによって切り離される RUN ドメインとカルボキシ末端 FYVE zinc finger を含む

[27]。 RUFY2 は核に局在し、脳と肺と精巣に発現する。 RUFY1 同様、RUFY2 も種々

な細胞プロセスの調節に関係しているチロシンキナーゼである Etk と相互作用する[19]。 

RUFY2 のカルボキシルドメインは Rab33A の抑制形に結合する[28]。RIPX または 

SINGAR1 として知られている RUFY も海馬ニューロンで局在化され、成長円錐と軸索で

蓄積される[29]。RUFY3 は余分な軸索の形成を抑制することによって、神経細胞の両極性

の安定を保証する。RUFY3 も RUN ドメインを含有し、Ras のような多くの GTPase 情報

伝達経路で重要な役割を果たすようだ。Rab5 はRUFY3とGTPに依存的に相互作用する。 

RUFY3 は活性化している Rab5 に結合でき、Rap2 に若干の影響を及ぼす[30]。RUFY3 が

異なる 2 つの低分子 GTPases のためにドッキングタンパク質として作用するかもしれな

い。 酸化 LDL を含む免疫の複合体がヒトの U937 単核球細胞における RUFY3 の遺伝子
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発現に影響を与えるという報告がある[31]。 RUFY4 はRUNドメインとFYVE zinc finger

ドメインを含む 571 のアミノ酸タンパク質だ[32]。 RUFY4 も亜鉛イオンの付着に関与し

ていると考えられている。 RUFY2 や RUFY4 が十分に特徴づけられていないように、正

確な細胞内機能についてはあまり知られていない。  

エンドソームの輸送は時空間的に規律正しいプロセスだ。エンドソームは小胞を形成す

るために膜から内側へ向かって伸びることができる。そして、それは遅発型のゴルジ複合

体からエンドサイトーシスと生合成の輸送物によって細胞表面から輸送物を受け取る[33]。

エンドサイトーシスによる輸送は、広範囲の発達過程において必要不可欠な多くの情報伝

達経路の重要な要素であることが知られている[34]。 加えて、エンドソームの輸送は様々

な細胞基質と膜に結合したタンパク質の連続的な作用によって調節される[35]。膜輸送の間

に起きる主要な出来事の多くが、研究によって解明された。例えば、Rab 系の低分子

GTPases やそのエフェクター、Ca2+レベル、ホスホイノシチドは極めて重要かもしれない。

これまでの研究によって、神経伝達において、エキソサイトーシスの膜融合における最後

の工程は Ca2+の流入によって誘発されることが明らかになった[36]。  

同様に、ホスホイノシチドが Rab 系タンパク質の作用と結合因子のために重要であるこ

とが知られている[37]。細胞膜チャネルは Rab タンパク質とホスホイノシチドによって調

節されることが知られている[38]。ホスホイノシチドは小胞の特長と膜輸送の方向を決定す

る分子である。 特に PIP3 は初期のエンドソームの膜輸送に欠かせない[39]。PIP3 は哺

乳動物の細胞において多量のエフェクタータンパク質を持っており、哺乳動物の細胞すべ

てに FYVE や pH ドメインのような PIP3 結合モチーフが含まれている[40]。PIP3 による

これらのエフェクターの選択的な補充は、侵入してくる小胞とエンドソームのための指向

性が確立されるメカニズムを決定するかもしれない。このように、PIP3 はエンドソームの

成熟と細胞内小器官による融合イベントのために重要だ[41]。同様に、ワートマニン（PI3K 

抑制剤）による PIP3 合成の中断が内部の小胞の形成とエンドソームの成熟に影響を及ぼ

す[42]。ホスホイノシチドが GTPases の活動を調節するためにホスホイノシチド結合タン

パク質を産出する間、GTPases は酵素を代謝している PIP の活動を抑制する。 

真核生物細胞は膜輸送経路を調節するために低分 GTPases の多様なファミリーを発達

させた。 エフェクタータンパク質と共に、Rab タンパク質と Rap タンパク質は小胞形成や

結合や融合の様々な状況を調整する[43,44]。膜融合と小胞形成を促進し、初期のエンドサ

イトーシス経路で重要な役割を果たすため、いくつかの Rab タンパク質はエフェクターを

補充する。 Rab タンパク質は、膜通過を調節するために、グアニン・ヌクレオチド依存的

な変更メカニズムを用いる[45]。 グアニンと結合することによって、ヌクレオチドは Rad

を活性化するタンパク質を交換する。ある特定のエフェクターは活性化した Rad タンパク

質の局所的なドメインを定義したり維持したりするのを助けるフィードバックループを確

立するために作用する。それから、Rad タンパク質は他のエフェクター分子を捕捉するの

に役立つ。 最近の実験結果によって、既知の Rab エフェクターの数が増加した。 Rab エ

フェクターにはソーティングアダプター、結合因子、脂質キナーゼと脂質ホスファターゼ

が含まれる。 これらはアクセプター・コンパートメントの表面に存在する。これらの異な

る作用はGTP 結合状態で特定のRabs に結合するエフェクター分子の多様な集合によって

実行される[45]。脂質キナーゼがさらに小胞の特長と膜輸送の方向を定義するためにホスホ

イノシチドを作成する間、結合因子は受容体膜上で分子と相互作用することによって小胞

融合を調節する。加えて、Rab シグナル伝達機構が膜通過に方向性を示す [45]。 

Rab タンパク質は特定の細胞小器官膜タンパク質で分類され、細胞小器官のアイデンテ

ィティーを定義するために基本的なタグを確立する。 Rab4、5、9 のようなエンドソーム

の Rab タンパク質が局在化とエフェクタータンパク質付きの機能的な相互作用によって特

徴づけられる[46]。Rab4 と Rab11 が別の経路を経由して初期のエンドソームから細胞表面
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まで受容体のリサイクリングを調節する[47]。Rab4 は初期のエンドソームレベルで機能し、

Rab11 はリサイクリングエンドソームを通して物質の輸送に関係している[48]。Rab4 も脂

肪細胞と骨格の筋肉と心筋細胞で Glut4 を輸送する重要な物質だ[49]。 Rab5 がクラスリ

ンによって調節されたエンドサイトーシスとエンドソーム融合において重要な役割を果た

す[50]。 EEA1（Rab5 エフェクター）が初期のエンドソームで選択的に補充されるのに対

し、 Rab5 はクラスリンで覆われた小胞と初期のエンドソームへ対照的に配布される[51]。 

Rab5 は初期のエンドソーム内で局地化される。対照的に、Rab7 は終期のエンドソームと

リソソームで局地化される[52]。エンドソームの輸送も低分子 GTPaserab6 によってコン

トロールされる。低分子 GTPaserab6 は多数の無関係なエフェクターを補充することでゴ

ルジレベルで小胞輸送を調節する。（図 5-2）エフェクター Rab6IP1 の 378 残基内部の断

片を有する複合体での Rab6-GTP の結晶構造が解明された[53]。Rab6 の柔軟性は組成的

に異なるα-螺旋形の二重コイルの認識を調整する。そして、そのコイルはエフェクター作

用で Rab6 の混乱状態を改善する[53]。Rab8 がゴルジ複合体から血漿膜への細胞外への膜

輸送で重要な役割を果たす[54]。Rab8 はオプチニューリンによってミオシン VI と関係し

ており、Rab8-オプチニューリン-ミオシン VI 複合体は分泌胞を原形質膜に提示することに

関与するかもしれない[55]。Rab9 はゴルジネットワークに輸送と関わっている [56]。 

Rab11 とアクチン動的関係の膜輸送と調節で役割を果たす Rab11 系の相互作用している

タンパク質 3 も糸状ビリオンの形成に必要だ [57]。Rab11 も血漿膜に戻るエンドソームの

リサイクルに関与する。 Rab14 は食胞と初期のエンドソーム融合に関連していた。Rab1

もゴルジ複合体に局地化される。 Rab27A は Slac2-a によって、間接的にメラノソーム上

に myosin Va を認識する[58]。Rab27B、Rab27A の密接に関連したアイソフォームも 

Alac2c / MyRIP を経由して Myosin Va. / VIIa と関連付けられる[59]。Rab27 と Slac2c / 

MyRIP は、アクチン細胞骨格で分泌顆粒の相互作用を調節する複合体の一部であり、エキ

ソサイトーシスの調節に関与する。 Rab35 が神経突起の派生物を調節する。それはアクチ

ンの力に対する直接的な影響によるものだ [60]。  

ラップタンパク質（Rap1a、- 1b、- 2a、- 2b）は Ras と密接な関係がある低分子 GTPases 

だ。Rap1 はインテグリンの作用による細胞接着やカドヘリンの作用による細胞間結合構造

の調節といった様々な細胞のプロセスに関係している。アクチン重合の重要な活性剤であ

る Rap 系タンパク質とプロフィリンⅡの間の相互作用が Rgl3（RalGDS 関連のタンパク

質）によって調節されることが明らかになった[61]。 RAPL（Rap1 を関連付ける分子）が

微小管上で局地化し、活性化した Rap1 と RAPL は血管内皮細胞の方向移動を調節する 

[62]。 Rap2 はアクチンフィラメントに直接結合することによって、血小板細胞骨格と相互

作用する。アクチンフィラメントはアクチンの単量体ではなく重合体だ[63]。アクチンフィ

ラメントと Rap2 の相互作用は結合したヌクレオチドから独立している。 

真核生物細胞は小胞輸送経路を調節するために多様な範囲のRab GTPasesを生み出した。 

Rab6 と結合相手である DENND5 （RUN ドメインタンパク質）はゴルジレベルでの小胞

のやり取りに関係している[64]。DENND5 の RUN ドメインはソーティングネキシンとの

関係を通してゴルジで分極化された輸送における重要な役割を果たす[65]。ソーティングネ

キシンは物質の分類を組織化することにおいて基本的な役割を担っているホスホイノシチ

ド結合性タンパク質だ[66]。RUN ドメインタンパク質と関係がある低分子 GTPases も、こ

のようにしてモータータンパク質や糸状分子と結合する。低分子 GTPases が膜輸送に欠か

せないのと同様、アクチンの再構築も重要だ。アクチンは粒子接着時に重合させられて、

膜を拡張させる。アクチン関連のタンパク質の多くは食細胞のカップで濃縮されて、食菌

作用で重要な役割を果たす[67]。それは膜輸送を調節するために機能的な相互作用を構成す

るエフェクター分子に対する低分子 GTPase タンパク質の相互作用による。しかし、エフ

ェクターによって引き出された生物学的な役割の細部は判明していない。 
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アルツハイマー病を含む神経変性病で時々不完全なエンドソームの輸送が見られる。 細

胞小器官ホメオスタシスを保証するためにエンドソームの輸送が必要だ。情報伝達経路に

おける膜輸送の機能的な有意性は確立されなければならない。実際、タンパク質を含むRUN

ドメインはこの分野の研究で重要視されている。ある種の細胞骨格成分に豊富に含まれる

エンドソームのマイクロドメインで RUFY タンパク質が活性化されるかもしれない。膜輸

送の間の RUFY タンパク質の局在化は動的であるようだ。特定の運動情報が必要とされる

が、RUFY と Rab タンパク質はエンドサイトーシスで抑制機能を有しているかもしれまな

い。それは神経細胞のシステムにおける Rab15 のケースに類似している[68]。この抑制は

エンドソーム・リサイクリングの負の調節から生じた。同様に、RUFY3 が余剰の軸索の形

成を抑制することによって、神経細胞の両極性の強さを確実にするかもしれない。RUFY3 

がどのように余剰の軸索の形成を抑制するかの分子的な詳細は、今後調査されるべき重要

な課題だ[29,69]。 正確なメカニズムの解明は、膜通過の調節におけるこれらのタンパク質

の生理学的役割への新しい洞察を提供するだろう[13]。 また網羅的なマイクロアレイによ

る解析などで遺伝子発現変化からアプローチすることも有用と考えられる。（図 5-2、図 5-3） 
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図 5-1 

 

 

 

 

図 5-１ 

多くの場合、細胞両極性が観察されるが、神経細胞は非対称だ。それは生化学的な構成

や機能と異なっている。 矢印が両極性の方向を示している。 
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図 5-2 

 

 

 

 

図 5-2 

細胞内の小胞輸送のイラスト。 簡略化のため、一部輸送ルートを省略した。 
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図 5-3 

 

 

 

 

 

 

図 5-3 

柿渋などの抽出液で細胞を刺激した後、マイクロアレイを用いた遺伝子発現の解析を行

った結果。横軸をコントロールとして、縦軸は刺激によってどのように遺伝子発現が変化

したかを示している。遺伝子の発現量に変化がなければ、斜めの直線になる。 
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図 5-4 

 

 

図 5-4 

柿渋などの抽出液で細胞を刺激した後、マイクロアレイを用いた遺伝子発現の解析を行

った結果。一番左端がコントロール。 
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5-2 DNA 修復系のジェネティックな変化とエピジェネティックな変
化ががん化と関連している 
 
酸化ストレスの増加が細胞の損傷をもたらす。DNA 損傷を修復するために、細胞には細

胞周期の進行を抑制して DNA 修復を誘導するプロセスを引き起こす多数の DNA 修復メカ

ニズムが備わっている [70,71]。酸化ストレスによって引き起こされるメカニズムの１つは、

PI3K や PTEN といったいくつかのキナーゼを含む標的分子の可逆的な調節を通してもた

らされるかもしれない [72]。 加えて、主な DNA 損傷認識分子は血管拡張性失調症で変異

が見出される原因遺伝子（ATM）だ。ATM は DNA 損傷に応じて p53 と BRCA1 を含む多

くのタンパク質をリン酸化するチェックポイントキナーゼだ（図 5-5）。p53 タンパク質は

ゲノムストレスと DNA 損傷に対する細胞の応答に関係していくつかの情報伝達経路を調

節する鍵となる転写調節因子だ。ストレスによって引き起こされた活性化を通して、p53 が

細胞の遺伝子の完全性を守る標的遺伝子の発現を誘発する[73,74]。多くの研究によって、

腫瘍抑制タンパク質が酸化ストレスに応じて抗酸化遺伝子の発現を上昇させていることが

明らかとなった。腫瘍抑圧因子は DNA 損傷の修復、細胞周期の停止、細胞の増殖、細胞

の分化、転移とアポトーシスを含む多様な細胞の活動を調節する[75]。正常な細胞では、

DNA 修復におけるこれらのメカニズムの間で絶妙なバランスが保たれている。 ATM の突

然変異は発がんリスクの増加と関係がある。加えて、p53 と BRCA1 がん抑制遺伝子の突然

変異ががんの原因となることも知られている。 

しばしば DNA 修復の欠陥によってゲノムが不安定になる。哺乳動物の細胞に備わってい

る標準的な DNA 修復経路には、相同修復、非相同の末端結合、一本鎖アニーリングなどが

含まれている。それらは DNA 二本鎖の欠陥（DSBs）を修復する異なる経路だ[76]。 DNA

修復は通常細胞とがん細胞両方の生存に欠かせない。精巧な情報伝達経路の 1 つが DSBs 

を発見し、DNA 修復を行って生き残るかプログラム細胞死を誘発するかを決定する[77,78]。

がんを治療するために DNA に損傷を与えている物質や分子は、アポトーシスによって引き

起こされる細胞死を誘発する物質だ。基礎科学における最近の研究から、発がんに関する

重要な分子の働きが判明した。発がん性のある DNA 損傷とがんにおける細胞の応答の観点

から、DNA 修復分子とがん抑制遺伝子産物（p53、BRCA1、PTEN）の機能や相互関係を

要約する（図 5-6）。 

DNA 修復システムは、破損したヌクレオチドの認識して修復することによってゲノムの

正確性を維持する、保存性の高いDNA編集プロセスだ。DNA損傷反応遺伝子の欠陥やDNA

修復メカニズムの発現低下はゲノムの不安定を促進し、その結果、発がんに至ることもあ

る[79]。 細胞にはゲノムの安定性を維持するために複数の DNA 修復メカニズムが備わっ

ている。主な DNA 損傷認識分子は ATM で[80]、それは DNA 損傷に応じて p53 と BRCA1

を含む多くのタンパク質をリン酸化するチェックポイントキナーゼだ（図 5-5）。DNA 修復

が不完全だと、物質や分子にダメージを与える DNA への細胞過敏症が起こる[81]。 DNA

修復経路の抑制は、発がん性の突然変異のあるところで生存に必要なメカニズムを阻止す

るようだ。DNA 修復に関わっている遺伝子の発現を調節することによってがん治療を進め

るには、ヒストンの修飾と DNA のメチル化といったエピジェネティックメカニズムに注目

しなければならないようだ [82]。p53 はストレスによって引き起こされた活性化を通して、

細胞の遺伝子の完全性を守る標的遺伝子の発現を誘発する。p53 は抗がんにおいて重大な役

割を果たしており、しばしば多数のがん組織で p53 遺伝子の突然変異が見られる。 突然変

異した p53 は、突然変異タイプによって、機能を喪失したか新たな機能を得たタンパク質

として分類される [83]。 野生型 p53 は標準的な生理学的条件の下で活性化しておらず、

DNA に損傷を与える様々なストレスのタイプに応じて活性化する。 p53 の活性化は既存

の腫瘍性病変を後退させるかもしれないことから、がん予防において重要であるかもしれ
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ない[84]。DNA 修復機能が十分機能していないと、p53 によってプログラム細胞死が誘発

される [85]。このように、p53 は DNA 修復とアポトーシスにおける役割を通してゲノム

の安定性の維持に重要な役割を果たしている。 

BRCA1 も、がんの発生を抑制するがん抑制遺伝子だ。突然変異は細胞内においてゲノ

ムの不安定性の増加と関連しており、ゲノムの不安定性は他の重要な遺伝子の突然変異率

と関わっている。 研究によって、DNA 損傷シグナリングや DNA 修復プロセスや細胞周期

チェックポイントにおける BRCA1 の機能的な役割が確立された[86]。これらの機能的な

役割と一貫して、BRCA1 が不足している細胞ではゲノムの不安定性と染色体の逸脱が多く

見られる。 BRCA1 cDNA がチンクフィンガーモチーフと推定上 2 つの核局在化信号を持

つ 1863 アミノ酸タンパク質をコード化する。 アミノ末端領域には E3 ユビキチンリガー

ゼ活性があり[87]、カルボキシル-ターミナルドメインは特定のリン酸化タンパク質に結合

することに関与する[88]。 BRCA1 は分子にダメージを与える DNA へ晒された後、過剰

リン酸化する。また、BRCA1 の特定の機能はリン酸化によって調節されるようだ [89]。 以

上より、DNA 修復レベルはがんの斬新な治療様式となるかもしれない。生存かアポトーシ

スかは、DNA 損傷と DNA 修復レベルの間のバランスによって決定されるのだが、それが

がんの治療に大きく関わってくるかもしれない。  

p53 は標準的な生理学的条件下で活性化しておらず、DNA 損傷を含む様々な細胞ストレ

スに応じて活性化する。p53 は低酸素や酸化性ストレスなどのようなストレスによって核内

で誘発されたり、活性化されたりもする。加えて、p53 はストレスに応じて翻訳後修飾さ

れる[90]。p53 タンパク質は細胞増殖の調節に関する多くの情報伝達経路に関係しており、

p53 の活性化を調節するのに関わっている多くのメカニズムが明らかにされた。それは特定

の転写標的のためにp53の選択性を決定し、結果としてp53の活性化をコントロールする。

p53 を活性化できる多くの分子が発見された。DNA 二重鎖の修復に 53BP1 が影響を与え

ることが判明した[91,92]。多くの p53 転写標的の間で、p21WAF1 は p53 に依存する経路

とそうでない経路の両方において重要な役割を果たすことが知られている  [93]。p21 

WAF1 はサイクリンと CDK 複合体との相互作用を通して細胞周期の進行を抑制する。研究

によって、すべてのヒトのがんの半分近くで p53 が突然変異を起こしたり欠損したりして

いることが判明した。これは、p53 ががんを防ぐことにおいて重大な役割を果たすことを

示唆している。腫瘍の進行中に、p53 はしばしば突然変異させられて正常な機能を損なう。

突然変異によって得られた機能を含む細胞の調節物質によって引き起こされる p53 の活性

化は、初期の腫瘍性病変を後退させるかもしれない。そのため、がん予防の研究において

重要であるかもしれない。  

がん抑制遺伝子 BRCA1 での突然変異は、乳がんと卵巣がんの進行するリスクを増加させ

る [94]。 特に、BRCA1 遺伝性の乳がんは DNA 修復経路の欠陥を持つがんの一種だ。が

ん感受性遺伝子 BRCA1 の一つの対立遺伝子の突然変異はヒトの乳房上皮細胞における増

ゲノムの不安定性の増加と関連しており[95]、それは他の重要な遺伝子の突然変異を促進す

る。BRCA1 のいくつかの機能が DNA 修復における役割を含む腫瘍抑制活動に関係してい

るのかもしれない。BRCA1 の遺伝子の突然変異は卵巣がんではほとんど見られないが、 

BRCA1 タンパク質の発現量はしばしば減少している。チェックポイントを活性化するため

に、BRCA1 は BRCA2、Rad50、Rad51 と共に重要な役割を果たす [96]。 例えば、BRCA1 

は Rad51（バクテリアの RecA タンパク質と関係がある DNA リコンビナーゼ）と共に局

地化される。標的分子にダメージを与えている DNA に曝露された後、 BRCA1 タンパク

質は過剰リン酸化されることから、BRCA1 の機能は DNA 損傷に応じて調節されているよ

うだ。化学療法にダメージを与えている DNA と結合するとき、ポリ ADP リボースポリメ

ラーゼの薬理学的抑制は特定の DNA 修復経路で突然変異して腫瘍細胞の死を誘発する。化

学療法や放射線治療によってダメージを受ける DNA を強化するべく、BRCA1 突然変異を
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持っている患者の治療のためにポリ ADP リボースポリメラーゼ抑制剤が研究された

[97,98]。細胞周期制御における BRCA1 の役割は、種々なサイクリンおよびサイクリン依

存キナーゼと相互作用する能力があることが判明した。BRCA1 は CDK を抑制する p21 と

p53 腫瘍抑制タンパク質を活性化させ、細胞周期チェックポイントをコントロールするい

くつかの遺伝子を調節する。  

PTEN 遺伝子はヒトのがんでしばしば突然変異して削除される、がん抑制遺伝子だ。 ヒ

トゲノムにおける PTEN は、染色体 10q23.3 上で 9 つのエクソンから成る。これは 403

アミノ酸リーディングフレームを開くよう指定する 5.5kb の mRNA をコード化していて

[99,100]、初期の肺形成で偏在している。翻訳産物はテンシンとタンパク質チロシン脱リン

酸化酵素に相同性のある 53kDa タンパク質だ。PTEN の活性化は、細胞の PIP3 レベルを

増加させるいくつかのがんの発症に関係している[102]。PIP3 レベルによって活性化した

PI3K / AKT シグナリングが、細胞生存のためにいくつかの遺伝子の発現を増やす。PTEN 

と p53 が転写やタンパク質レベルで相互作用し、互いを調節することが知られている（図

5-5）。これは生存と死を切り替えるための重要な制御機構だ。この相互干渉はしばしば互い

に拮抗的な経路で起こる。そして、その経路にはしばしばもう一つのがん抑制遺伝子 MDM2

が含まれる。この相互干渉は、がんに関係する重要な遺伝子の表出に対する更なる調整に

用いられるかもしれない。PTEN が p53 の安定性を調節し、それ自身の転写活動をも調節

することも明らかとなった。PTEN と p53 の複合体は p53 DNA の結合と転写活動を強め

る[103]。p53 の重要な機能は、細胞周期停止に関与している重要なタンパク質・21waf1 の

合成を増やすかもしれない感応性の高い遺伝子で特定の DNA に共通する配列に結合する

ことによって、転写調節因子の役割を果たすことだ[104]。p53 の転写標的には PTEN もあ

る。p53 が PIP3 の生産を間接的に抑制する方法の一つは、PTEN の発現を誘発することだ 

[105]。p53 と AKT は反対の方法でアポトーシスのプロセスに影響を及ぼす。 AKT はリ

ン酸化を通して Bad のようなプロ・アポトーシスタンパク質を抑制することによって、細

胞を生存させる [106]。タンパク質翻訳後修飾と同様に遺伝子の転写にも関与している

AKT と p53 も相互干渉している。p53 が間接的に PIP3 生産を抑制する一つの方法は、

PI3K の触媒サブユニットを抑制することだ。PTEN の発現によって誘発された p53 の発現

が、p53-PTEN 相互干渉を引き起こし、AKT 経路の細胞生存を抑制する。PTEN は標的遺

伝子転写のために必要とされる p53 アセチル化の維持管理のためにも必要だ[107]。 

G1/S や G2/M 移行のコントロールに関与している下流の因子に従って行動することによ

って、成長因子を活性化させる AKT シグナリングは細胞周期の進行を促進する。研究によ

って、AKT も DNA 損傷反応とゲノム安定性の調整に関与していることが明らかになった

[108]。従って、AKT は複雑な方法で下流のシグナルに変更される。また、PTEN も AKT 

に依存しない方法で p53 経路とのその相互作用を通して、DNA 損傷修復と DNA 損傷反応

に重大な役割を果たす[109]。さらに、核内 PTEN は p53 に依存する方法で腫瘍の発達を

抑制する。核内 PTEN が酸化ダメージから細胞を保護し、発がんを調節する独特の役割を

果たすことが示唆された [110]。PTEN の腫瘍抑制シグナリングは、p53 タンパク質の安

定化を通して腫瘍を抑制することもある。 PTEN は物理的に p53 と相互作用して、その

現象を防ぐことが知られている。ミスセンス変異と相関関係のある PTEN の不安定化はタ

ンパク質の相互作用を含むことが示された。ユビキチンによって調節されたプロテアソー

ムの減少（タンパク質レベルをコントロールする普通のメカニズム）によって、PTEN は

調節されるかもしれない。 

突然変異や削除といったゲノム上の変化によってがん抑制遺伝子が機能を失うと、細胞

は他の遺伝的変化と共にがん化するかもしれない。 がん細胞の表現型もまた、遺伝子発現

を変化させるかもしれないエピジェネティックイベントから生ずるかもしれない。がん抑

制遺伝子のエピジェネティックな沈黙は、確立された発がん性のプロセスにおいて修正可
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能だ[111]。通常、特に重要なエピジェネティックな修正は、DNA のメチル化 、ヒストン

のアセチル化、脱アセチル化とヒストンのメチル化によって他と異なるようにマークされ

る[114]。異なる環境が異なる細胞の修正のパターンを引き起こす。エピジェネティッメカ

ニズムと相互作用して、クロマチンの圧縮と転写調節因子へのアクセスしやすさを変更す

ることによって、特定の段階で起こる一時的な栄養上の刺激、または生物物理学的や生化

学的な刺激が、遺伝子発現に影響を与えるかもしれない[115]。 実際、がん抑制遺伝子の 

mRNA とタンパク質の発現量は、薬やホルモンによる治療あるいは食事の後に増加する。 

例えば、ローズマリーからの抽出物は、K562 細胞（白血病の培養細胞）において、PTEN 

発現を抑制する[116]。そのメカニズムを介して特定のがんを予防することが可能であるか

もしれないことから、ローズマリーの抽出物の効果は DNA 修復において注目された。がん

細胞のゲノムは不完全な DNA の修復の結果発生する。がん細胞に対する理解が、生物の細

胞内経路を標的とすることを可能にした。 いくつかの研究から、がんの治療における DNA

修復酵素抑制剤の役割が評価された [117,118]。今後、DNA にダメージを与える物質と

DNA 修復分子の組み合わせが抗がん効果を持っているかどうか、研究されるべきである。 
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図 5-5 

 

 

 

 

図 5-5 

細胞増殖における DNA 修復と細胞周期系の情報伝達経路。  
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図 5-6 

 

 

 

 

図 5-6 

がん細胞におけるがん抑制遺伝子発現調整は DNA 修復活動を変化させるかもしれない。

元抑制遺伝子の発現は遺伝的に、あるいはエピジェネティックに、あるいは転写の変化に

よって調節される。DNA 修復系の発現低下はゲノムの不安定に寄与する。 
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