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【略称】 

1D-PAGE One-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis 

2D-PAGE Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis 

8-OHdG 8-Hydroxydeoxyguanosine 

 

AcPAO N
1
-Acetylpolyamine oxidase 

ADC Arginine decarboxylase 

ADP Adenosine 5'-diphosphate 

ALDH Aldehyde dehydrogenase 

AP-1 Activator protein 1 

ATP Adenosine 5'-triphosphate 

AUH Agmatine ureohydrolase 

 

CA Carotid atherosclerosis 

Cat Catalase 

CBB Coomassie brilliant blue 

CBP CREB(cAMP response element binding protein)-binding protein 

cDNA Complementary deoxyribonucleic acid 

CHCl3 Chloroform 

CO2 Carbon dioxide 

CRP C-reactive protein 

Cys Cysteine 

 

D-MEM Dulbecco's modified Eagle medium 

DNA Deoxyribonucleic acid 

dNTP Deoxyribonucleotide triphosphate 

DTT Dithiothreitol 
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EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

EtOH Ethanol 

 

FBS Fetal bovine serum 

FDP-lysine N

-(3-Formyl-3,4-dehydropiperidino)lysine 

FM FM3A 

FM-ATD FM3A-ATD 

 

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GCL -Glutamylcysteine ligase 

GCLC -Glutamylcysteine ligase catalytic subunit 

-GC -Glutamylcysteine 

GSHS Glutathione synthetase 

 

H2O2 Hydrogen peroxide 

HA Hemagglutinin 

HCl Hydrochloric acid 

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid 

 

IC50 50% Inhibitory concentration 

IL-6 Interleuken-6 

IP Immunoprecipitation 

 

JNK c-Jun N-terminal kinase 

 

KOH Potassium hydroxide 

 

LC-MS/MS Liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

Lys Lysine 
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MAPK Mitogen-activated protein kinase 

MeOH Methanol 

MgSO4 Magnesium sulfate 

MOPS 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid 

MP-lysine N

-(3-Methylpyridinium)lysine 

mRNA Messenger ribonucleic acid 

 

N2a Neuro2a 

N2a-ATD Neuro2a-ATD 

NaCl Sodium chloride 

NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

NaOH Sodium hydroxide 

n.d. Not detected 

NF-B Nuclear factor- B 

NO Nitric oxide 

NP-40 Nonidet P-40 

n.s. Not significant 

 

ODC Ornithine decarboxylase 

 

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 

PBS(-) Phosphate-buffered saline(-) 

PC-Acro Protein-conjugated acrolein 

PC-HNE Protein-conjugated 4-hydroxynonenal 

PCR Polymerase chain reaction 

PUT Putrescine 

 

RNA Ribonucleic acid 
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S100 100,000 xg Supernatant 

SAMDC S-Adenosylmethionine decarboxylase 

SBI Silent brain infarction 

SDS Sodium dodecyl sulfate 

S.E. Standard error 

SMO Spermine oxidase 

SPD Spermidine 

SPDS Spermidine synthase 

SPM Spermine 

SPMS Spermine synthase 

SSAT Spermidine/spermine N
1
-acetyltransferase 

SSC Saline-sodium citrate buffer 

 

TBS-T Tris buffered saline with Tween 20 

TCA Trichloroacetic acid 

Tris Tris(hydroxymethyl) aminomethane 

TUNEL Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling 

 

WMH White matter hyperintensity 
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【序論】 

 

ポリアミンは窒素を含む低分子の塩基性生理活性物質であり、細菌から人に至るま

で生物界に広く存在する。現在までに 20 種類以上のポリアミンが同定されているが、

生体内で見出される主なポリアミンは、プトレスシン（PUT）、スペルミジン（SPD）、

スペルミン（SPM）の 3 種類である（Fig. 1）。このうち大腸菌などの原核細胞には PUT

と SPD が、酵母や哺乳類などの真核細胞には主に SPD と SPM が含まれている【1】。

ポリアミンは細胞内において、1 価カチオンを除いた低分子物質としては Mg
2＋、ATP

と共に三大構成成分であり、大腸菌や動物細胞には数 mM から数十 mM のオーダーで

存在する。3 種のポリアミンは同じような生理作用を発揮するが、その有効濃度は SPM 

< SPD < PUT であり、同じ作用を示すのに SPD は SPM の 3-5 倍、PUT は SPM の 50

倍以上の濃度が必要である【2】。 

 

 

ポリアミンの生合成 

 

大腸菌のポリアミン生合成は、オルニチンが出発物質であり、オルニチンデカルボ

キシラーゼ（ODC）により脱炭酸を受けると PUT が産生される。また、アルギニンを

出発物質とした経路も存在する。アルギニンはアルギニンデカルボキシラーゼにより

脱炭酸されるとアグマチンを合成し、アグマチンはアグマチンウレオヒドロラーゼに

より PUT を産生する。その後、PUT はスペルミジンシンターゼにより SPD へと変換

される。SPD の生合成に必要なアミノプロピル基は、S-アデノシルメチオニンが S-ア

デノシルメチオニンデカルボキシラーゼ（SAMDC）により脱炭酸されることにより産

生されるデカルボキシアデノシルメチオニンによって供給される（Fig. 2）【3】。 

一方、真核細胞のポリアミン生合成は、オルニチンが唯一の出発物質であり、ODC

により PUT が産生される。その後、PUT はスペルミジンシンターゼにより SPD へ、

SPD はスペルミンシンターゼにより SPM へと変換される。SPD と SPM の生合成に必

要なアミノプロピル基は、S-アデノシルメチオニンから SAMDC により産生されるデ
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カルボキシアデノシルメチオニンによって供給される（Fig. 2）【3】。 

ポリアミン生合成において ODC と SAMDC は律速酵素であり、これら酵素は精巧な

調整を受けている【4, 5】。ポリアミンは生合成の他にも、分解や輸送により、細胞内

の濃度が厳密に調節されている。 

 

 

ポリアミンの細胞内分布 

 

ポリアミンの細胞内分布は、大腸菌やウシリンパ球、ラット肝臓で報告されている

【6, 7】。SPD と SPM は遊離の状態で存在することはほとんどなく、PUT のみが大腸

菌において約 40%遊離状態で存在している。また、ポリアミンは大腸菌及びウシリン

パ球、ラット肝臓において主として RNA と結合している。大腸菌では PUT の 48%、

SPDの 90%、ウシリンパ球では SPDの 57%、SPMの 65%、ラット肝臓では SPDの 78%、

SPM の 85%が RNA と結合している。また、RNA に対するポリアミン結合量をヌクレ

オチドあたりに換算すると、大腸菌では PUT と SPD がそれぞれ 3.5、1.4 分子/100 ヌ

クレオチド、ウシリンパ球では SPD と SPM がそれぞれ 2.7 と 3.7 分子/100 ヌクレオチ

ド、ラット肝臓では SPD と SPM がそれぞれ 1.2 と 1.0 分子/100 ヌクレオチド結合して

いる。すなわち、RNA のリン酸基の約 15%はポリアミンとイオン結合しており、ポリ

アミンの生理作用は RNA との相互作用により引き起こされていることが強く示唆さ

れる。 

 

 

細胞増殖必須因子としてのポリアミン 

 

ポリアミンの生理的役割は多岐にわたり、その主なものとして、核酸、特に RNA と

相互作用することにより蛋白質や核酸合成を促進し、細胞増殖因子として機能するこ

とが知られている【8】。ポリアミンの増殖因子としての役割は、1949 年に乳酸菌の一

種である Hemophdus purainjluenzae の生育に PUT と SPD が必須であることが初めて報

告された【9】。その後、がん患者の尿中でポリアミンが増加することが報告され、ポ
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リアミンが細胞増殖に関与することが示唆された【10】。細菌では大腸菌でポリアミン

を合成できない菌株が分離され、外からポリアミンを加えるとその細胞増殖が著しく

増加することにより、ポリアミンの細胞増殖因子としての地位を確立した【11】。次い

で、酵母【12】やチャイニーズハムスター卵巣細胞【13】においてもポリアミンを合

成できない細胞株が分離され、ポリアミンを外から加えると細胞増殖が開始すること

が明らかとなった。また、SAMDC ノックアウトマウスは、+/-ヘテロ接合体では生存

可能であることが報告され、-/-ホモ接合体は 3.5 日胚までは卵由来の SPD により生存

できるが、3.5 日胚以降の生存は不可能であることが報告された【14】。しかし、3.5 日

胚は SPD を添加すると増殖が可能となったことから、細胞死は SPD と SPM に依存し

ており、真核細胞ではポリアミンが細胞増殖必須因子であることが明らかとなった。 

 

 

培地のポリアミン添加による細胞毒性 

 

ポリアミンは細胞増殖必須因子として機能するため、細胞培養系の培地によく添加

されるが、ウシ血清を含む培地に SPD 若しくは SPM を添加すると細胞増殖が阻害さ

れることが知られている【15】。これは血清アミンオキシダーゼにより添加したポリア

ミンが酸化され、細胞毒性の強い過酸化水素（H2O2）とアクロレイン（CH2=CHCHO）

を生じるために起きる【16】。当研究室では、この細胞増殖阻害が H2O2 とアクロレイ

ンのどちらによる現象なのか検討するため、これらの分解酵素であるカタラーゼ（Cat）

やアルデヒドデヒドロゲナーゼ（ALDH）を SPM と同時に培地中に添加する実験を行

った。その結果、H2O2の分解酵素である Cat を SPM と共に添加しても細胞増殖は回復

しなかったが、アクロレインの分解酵素である ALDH を SPM と共に添加することに

より細胞増殖が回復した（Fig. 3）【17】。SPD においても上記と同様の結果が得られた。

また、アクロレインを 10 M 添加すると細胞増殖阻害を示すのに対し、H2O2では 200 

M で同程度の阻害を示し、アクロレインの方が強い毒性を呈した（Fig. 3）。このこと

から、培地中へのポリアミン添加による細胞増殖阻害は、血清アミンオキシダーゼに

よりポリアミンから産生されたアクロレインが原因であることが明らかとなった。 
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ポリアミンの酸化分解とアクロレインの産生 

 

ポリアミンの細胞内濃度は厳密に保たれており、細胞内のポリアミン量が過剰にな

ると、SPMとSPDはいくつかのステップを介して至適濃度を保つように分解され、PUT

は直接細胞外へ排出される。 

細胞内におけるポリアミンの分解経路は 2 つ存在する（Fig. 4）。1 つは、SPM がス

ペルミンオキシダーゼ（SMO）により酸化分解を受け、SPD と 3-アミノプロパナール

を生じる経路である【18】。もう 1 つは、SPM 若しくは SPD がスペルミジン/スペルミ

ン N
1
-アセチルトランスフェラーゼ（SSAT）によりアセチル化を受け、さらに N

1
-アセ

チルポリアミンオキシダーゼ（AcPAO）により酸化分解され、それぞれ SPD と PUT

及び 3-アセトアミドプロパナールを生じる経路である【19】。2 つの分解経路には副生

成物に大きな違いがあり、SMO による分解経路で産生される 3-アミノプロパナールは

自発的にアクロレインに変換されるのに対し、SSAT と AcPAO による 3-アセトアミド

プロパナールからはアクロレインがほとんど産生されない【17】。このことから、ポリ

アミンの酸化分解により生じるアクロレインは、主に SPM が SMO により酸化分解を

受けてできると考えられている。 

 

 

アクロレインと疾患 

 

ポリアミンは細胞内で主に RNA-ポリアミン複合体として存在することから【6, 7】、

アクロレインは通常、積極的に産生されず、組織の梗塞など細胞障害を受けることに

より産生されると考えられる。このことから、当研究室では細胞障害性疾患とアクロ

レインの関連性に注目した。 

ポリアミンは尿毒症の毒素の一つであり、尿毒症の進行を促進することから【20】、

当研究室では腎不全患者を対象として血中ポリアミン量、SMO 活性及びアクロレイン

量の測定を行った。その結果、腎不全患者の血中では SPM 量の減少や、PUT 量、SMO

活性、遊離型及び蛋白質結合型アクロレイン（PC-Acro）量の増加が見られた。PC-Acro

量は健常者のおよそ 6 倍の増加を呈し、腎不全の重症度とよく相関していた【21】。こ
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れらの結果は、細胞障害を伴う他の疾患においても患者の血中 PC-Acro 量が増加して

いる可能性を示唆した。 

また、SPM の代謝産物である 3-アミノプロパナールが脳虚血モデルラットの細胞障

害に強く関連することが報告されていることから【22, 23】、当研究室では脳梗塞患者

の血中においても PC-Acro 量が増加するか検証した。脳梗塞により障害を受けた組織

は腎不全と比較して小さいため、SMO に加え AcPAO の活性も測定した。その結果、

脳梗塞患者の血中では SMO 活性、AcPAO 活性、及び PC-Acro 量の著しい増加が確認

された（Fig. 5）。脳梗塞の大きさは PC-Acro 量や総ポリアミンオキシダーゼ（SMO + 

AcPAO）活性に相関し、PC-Acro とポリアミンオキシダーゼが脳梗塞の良いバイオマ

ーカーとなることを見出した【24】。また、これらの測定に加え、インターロイキン-6

（IL-6）や C 反応性蛋白質（CRP）量を測定することにより、脳梗塞の前段階である

無症候性脳梗塞（Silent brain infarction: SBI）を 89%の感度と 91%の特異性で発見でき

ることを報告した【25】。脳梗塞の危険因子は SBI だけでなく、頸部動脈硬化（Carotid 

atherosclerosis : CA）や大脳白質病変（White matter hyperintensity : WMH）が知られてい

る【26, 27】。CA や WMH 患者においても血中 PC-Acro、IL-6 及び CRP 量が高く、脳

梗塞になる危険率は SBI > CA > WMH であることが示された【28】。 

さらに、涙腺や唾液腺を標的とする臓器特異的な自己免疫疾患の原発性シェーグレ

ン症候群患者の唾液中【29】や認知症の一つであるアルツハイマー病患者の血中【30】

においても PC-Acro 量が増加していることを明らかにし、細胞障害性疾患にアクロレ

インが深く関与することが示唆された。 

 

 

脳梗塞モデルにおけるアクロレイン 

 

臨床研究により、細胞障害性疾患ではアクロレインが関与していることが多数報告さ

れているものの、血漿レベルの解析でとどまっているため、近年、当研究室では脳梗塞

モデルマウスを用いて、脳梗塞部位におけるポリアミンとアクロレインの関係性につい

て解析が行われた。その結果、梗塞部位のPC-Acro量が約30倍に増加し、SPMやSPD量

が減少することを明らかにした【31】。またこれに対し、活性酸素由来の蛋白質結合型
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4-ヒドロキシノネナールや8-ハイドロキシデオキシグアノシンは2-3倍程度しか増加せ

ず、梗塞部位の細胞障害にアクロレインが関与していることが示唆された（Fig. 6）。さ

らに国内で脳保護剤として使用されているラジカルスカベンジャーのエダラボン（ラジ

カット）は、梗塞作成時に投与すると梗塞巣の拡大を有意に抑制したが、梗塞6時間後

投与では無効であった。これに対し、アクロレイン除去剤であるN-ベンジルヒドロキシ

ルアミンは梗塞作成時だけでなく、梗塞6時間後の投与でも梗塞巣の拡大を有意に抑制

し、脳梗塞の症状悪化にアクロレインが深く関与すること、またアクロレインの除去が

脳梗塞の治療に有効であることが実験的に証明された【32】。 

また、ポリアミンからアクロレインを産生するSMOを欠損したGyマウスを用いてポ

リアミン代謝と脳梗塞の関係性について調べられた。Gyマウスによる脳梗塞モデルマ

ウスでは、脳梗塞体積とPC-Acro量がそれぞれ約30、50%も減少し、SPMからSMOによ

り生じるアクロレインが細胞障害を引き起こしていることを支持した【32】。 

 

 

アクロレインの毒性 

 

酸化ストレスは、種々の疾患を引き起こすことが知られており、スーパーオキサイド

アニオン（O2·
-）やヒドロキシラジカル（·OH）、H2O2などの活性酸素とアクロレインや

4-ヒドロキシノネナール、マロンジアルデヒドのような不飽和アルデヒドが原因で細胞

障害が起きる。一般的には、活性酸素が主に細胞障害を引き起こすと考えられており、

活性酸素についてよく研究されている。しかしながら、当研究室ではアクロレインが

H2O2に比べて極めて毒性の強い物質であることや【17】、H2O2がDNA合成阻害作用を示

すのに対し、アクロレインは蛋白質合成を阻害することにより細胞毒性を発揮すること

を明らかにした【33】。また、アクロレインが細胞障害性疾患に深く関与することを明

らかにした【21, 24, 29, 30】。 

不飽和アルデヒドの中でも特にマロンジアルデヒドや4-ヒドロキシノネナールにつ

いては多数報告されている【34-40】。アクロレインも含めたこれら不飽和アルデヒドは

脂質過酸化により産生され、特にマロンジアルデヒドは脂質過酸化により産生される主

なアルデヒドであることや【35, 40】、4-ヒドロキシノネナールは広範な病理過程に関連
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することが知られている【34, 35, 41-45】。しかしながら、当研究室では、アクロレイン

が4-ヒドロキシノネナールより強い毒性を示すこと【31】、また、アクロレインは脂質

過酸化よりポリアミンの酸化分解により効率よく産生されることを明らかにした【24】。 

アクロレインは、システインのチオール基、リジンの-アミノ基、ヒスチジンのイミ

ダゾール基に対して選択的に反応する【46, 47】。アクロレインは特に、蛋白質中のシス

テイン残基と反応性が良く、マイケル付加反応を起こす【48】。また、2分子のアクロレ

イ ン が 蛋 白 質 中 の リ ジ ン 残 基 と 結 合 す る こ と に よ り 、 PC-Acro と し て

N

-(3-Formyl-3,4-dehydropiperidino)lysine（FDP-lysine）及びN


-(3-Methylpyridinium)lysine

（MP-lysine）を形成する【49, 50】。FDP-lysineは不飽和カルボニル基が存在し、これが

さらにグルタチオンのようなチオール化合物と反応し【51】、他の蛋白質の求核性部位

と架橋形成する【52】。このようにアクロレインは、蛋白質中のアミノ酸残基に結合す

ることにより、蛋白質を不活化させることが報告されている【53, 54】。しかしながら、

これまでに報告されたアクロレイン修飾を受ける蛋白質は、いずれも細胞増殖に直接関

与していないため、アクロレインの細胞増殖阻害機構は未だに不明な点が多い。 
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Fig. 1 ポリアミンの構造 

ポリアミンは窒素を含む低分子の塩基性生理活性物質であり、細菌から人に至るま

で生物界に広く存在する。生体内で見出される主なポリアミンは、プトレスシン（PUT）、

スペルミジン（SPD）、スペルミン（SPM）の 3 種類である。このうち大腸菌などの原

核細胞には PUT と SPD が、酵母や哺乳類などの真核細胞には主に SPD と SPM が含ま

れている【1】。 
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Fig. 2 ポリアミンの生合成 

 ポリアミンの生合成はオルニチンが出発物質であり、オルニチンからオルニチンデ

カルボキシラーゼ（ODC）によりプトレスシン（PUT）が合成される。また、大腸菌

ではアルギニンを出発物質とした経路も存在し、アルギニンはアルギニンデカルボキ

シラーゼ（ADC）によりアグマチンに変換され、アグマチンはアグマチンウレオヒド

ロラーゼ（AUH）により PUT に変換される。PUT はスペルミジンシンターゼ（SPDS）

によりスペルミジン（SPD）に、動物細胞では SPD はスペルミンシンターゼ（SPMS）

によりスペルミン（SPM）に変換される。SPD と SPM の合成に必要なアミノプロピル

基は、S-アデノシルメチオニンが S-アデノシルメチオニンデカルボキシラーゼ

（SAMDC）により脱炭酸されることにより産生されるデカルボキシアデノシルメチオ

ニンによって供給される【3】。 
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Fig. 3 スペルミン、アクロレイン及び過酸化水素の細胞毒性 

マウス乳がん細胞 FM3A（5 x 10
4
 cells/mL）を用いて 2% 胎児ウシ血清を添加した

ES 培地にて、スペルミン（SPM）とアクロレイン、過酸化水素（H2O2）の細胞毒性を

比較した。培地中に 30 M の SPM を添加すると、細胞増殖を著しく阻害した。SPM

添加による増殖阻害は、H2O2の分解酵素であるカタラーゼ（Cat）を添加しても回復し

ないが、アクロレインを分解する酵素であるアルデヒドデヒドロゲナーゼ（ALDH）

の添加により回復した。また、アクロレインは 10 M で細胞増殖を阻害するが、ALDH

を添加することにより回復が見られた。一方、H2O2は 200 M で細胞増殖阻害を示す

が、Cat を添加することにより回復が見られた。このことから、SPM を培地中に添加

した時の細胞毒性の原因はポリアミンの酸化分解により生じるアクロレインであるこ

とや、アクロレインは H2O2より強い毒性を示すことが明らかとなった【17】。 
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Fig. 4 ポリアミン酸化分解とアクロレイン産生 

アクロレインは 2 つのポリアミン酸化分解経路により産生される。スペルミン

（SPM）からスペルミンオキシダーゼ（SMO）により産生される 3-アミノプロパナー

ルより自発的にアクロレインが産生される経路と【18】、SPM 若しくはスペルミジン

からスペルミジン/スペルミン N
1
-アセチルトランスフェラーゼ（SSAT）及び N

1
-アセ

チルポリアミンオキシダーゼ（AcPAO）によって産生される 3-アセトアミドプロパナ

ールより生じる経路が存在する【19】。アクロレインは、3-アセトアミドプロパナール

より 3-アミノプロパナールから効率良く産生されることから【20】、主に SPM が SMO

に分解されて生じると考えられている。 
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Fig. 5 脳梗塞患者の血中ポリアミンオキシダーゼ活性及びアクロレイン量の

増加 

健常者と脳梗塞患者の血中ポリアミンオキシダーゼの活性及びアクロレイン量を比

較した。血中ポリアミンオキシダーゼの比較は、スペルミンオキシダーゼ（SMO）、

N
1
-アセチルポリアミンオキシダーゼ（AcPAO）及び両酵素を加えた総ポリアミンオキ

シダーゼ（total PAO）で行い、血中アクロレイン量の比較は蛋白質に結合したアクロ

レイン（FDP-lysine）で行われた。脳梗塞患者ではこれらの値が有意に増加しており、

バイオマーカーとして有用であることが提唱された【24】。**は p<0.01、***は p<0.001

を表す。 

 

 

年齢
患者: 70.7歳
健常人: 67.8歳

健常人 患者 健常人 患者
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Fig. 6 脳梗塞部位における PC-Acro の増加と活性酸素による PC-HNE 及び

8-OHdG 

脳梗塞モデルマウスを用いて、梗塞部位のアクロレインと活性酸素の発生量を比較

した。A. 白い部分が梗塞巣であり、   で示す。B, C. アクロレインの指標として蛋白

質結合型アクロレイン（PC-Acro）を、活性酸素の指標として蛋白質結合型 4-ヒドロキ

シノネナール（PC-HNE）と 8-ハイドロキシデオキシグアノシン（8-OHdG）を測定し

た結果、梗塞部位ではアクロレインがアルブミンと結合し（   ）、PC-Acro が大量に

発生していることを明らかにした。また、脳梗塞の細胞障害には活性酸素だけでなく

アクロレインが関与することを示唆した【31】。 
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第 1 章 

アクロレイン耐性細胞の樹立及び 

その毒性解除機構の解明 
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【目的】 

 これまでに、当研究室では腎不全や脳梗塞などの細胞障害性疾患において、患者血

中のポリアミンオキシダーゼ活性や蛋白質結合型アクロレイン（PC-Acro）量が有意に

増加していることを明らかにしてきた【21, 24】。また、脳梗塞モデルマウスの実験で、

アクロレイン除去剤であるN-ベンジルヒドロキシルアミンが梗塞巣の拡大を有意に抑

制し、梗塞部位の細胞障害にアクロレインが深く関与していることを明らかにした

【32】。細胞内において、アクロレインは mM オーダーで存在するグルタチオンと結合

して無毒化されるか【53, 56】、アルデヒドデヒドロゲナーゼにより分解されることが

知られているが【56】、アクロレインの細胞増殖阻害機構は未だに不明な点が多い。本

研究では、アクロレインの細胞毒性機序を明らかにすることを目的として、アクロレ

インの毒性除去に関わる重要な因子を解明するため、アクロレイン耐性細胞の樹立を

試みた。 

 

 

 



 

20 

【材料と方法】 

 

1. 細胞培養及びアクロレイン耐性細胞の作製 

 

 マウス乳がん細胞 FM3A（Japan Health Science Foundation）とマウス神経芽細胞腫

Neuro2a（DS Pharma Biomedical Co., Ltd.）を用いて、アクロレイン耐性細胞を作製し

た。FM3A（1 x 10
4
 cells/mL）は、D-MEM（Wako）に 2% 胎児ウシ血清（FBS）（GIBCO®）

を添加した培地で、37
o
C、5% CO2で培養した。Neuro2a（5 x 10

4
 cells/mL）は、D-MEM

に 10% FBS 及び非必須アミノ酸（SIGMA-ALDRICH®）を添加した培地で、37
o
C、5% 

CO2で培養した。アクロレイン若しくは過酸化水素（H2O2）の細胞毒性を見る際には、

アクロレイン（TOKYO CHEMICAL INDUSTRY CO., LDT.）若しくは H2O2（Wako）を

添加してから細胞培養を行った。細胞の生存数は 0.3% トリパンブルーで細胞を染色

し、顕微鏡下で血球計算盤を用いてカウントした。 

アクロレイン耐性細胞の作製は、Samata らの方法【57】を参考にして行った。対数

増殖期の FM3A 若しくは Neuro2a を 2 x 10
5
 cells/mL に調整し、 0.1% 

Ethylmethanesulfonate（SIGMA-ALDLICH®）で 3 時間処理を行った。処理した細胞を培

地で 3 回洗浄し、同培地で 3 日間培養した。後に、処理した細胞はアクロレインを添

加した選択培地にて培養した。選択培地のアクロレイン濃度は、6 ヶ月以上をかけて、

10 M から段階的に濃度を上げ、アクロレイン耐性細胞を選別した。 

 

 

2. 細胞内グルタチオン量の測定 

 

グルタチオンの定量は Northwest Life Science Specialties, LLC のグルタチオン測定キ

ットを用いて行った。細胞 5 x 10
6
 cells に対し 500 L の 10% TCA を添加し、氷中にて

30 分間放置し、4
o
C にて 15,000 回転で 10 分間遠心した。得られた上清は添付の assay 

buffer で 20 倍以上に希釈し、沈殿物は 0.2 M NaOH に溶解した。希釈した上清を 96 well 

plate に 50 L 入れ、添付の 5-5’dithiobis[2-nitrobenzoic acid]及びグルタチオンレダクタ
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ーゼを 50 L ずつ添加し、室温にて 3-5 分間放置し、酸化型グルタチオンを還元型グ

ルタチオンにした。続いて添付の NADPH 溶液を 50 L 加え、直ちに BIO-RAD Model 

550 MICROPLATE READER を用いて、1 分毎に 3 分間、405 nm で測定した。また、

NaOH に溶解した沈殿物中の蛋白質量は Bradford 法【58】に従い、Bio-Rad protein assay

（Bio-Rad）を用いて測定した。 

 

 

3. SDS-ポリアクリルアミド電気泳動（PAGE）及びウェスタンブロット解析 

 

細胞 2 x 10
6
 cells に対し 100 L の cell lysis buffer（20 mM Tris-HCl(pH7.5), 150 mM 

NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 50 M FUT175）で懸濁し、凍結融解を 3 回繰り返

した後に、ホモジナイズし、4
o
C にて 15,000 回転で 10 分間遠心し、得られた上清を細

胞可溶化液とした。細胞可溶化液の蛋白質濃度の測定は Bradford 法【58】に従い、

Bio-Rad protein assay（Bio-Rad）を用いて行った。 

細胞可溶化液（20 g 蛋白質相当量）を 2 x SDS-PAGE sample buffer（50 mM 

Tris-HCl(pH6.8), 10% Grycerol, 2% SDS, 2% Mercaptoethanol, 0.1% Bromophenol Bule）と

混ぜ、加熱処理した。続いて、7.5-12%のポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動し、

ゲルから蛋白質を Immobilon-P Transfer membrane（MILLIPORE）に 4

C にて 25 V で 16

時間転写した。メンブレンは 5% skim milk を含む TBS-T（10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 

mM NaCl, 0.05% Tween20）で 1 時間ブロッキングし、1 次抗体は室温にて 1 時間若し

くは 4
o
C にて一晩反応させた。2 次抗体（anti-rabbit antibody若しくは anti-mouse antibody

（1: 10000, GE Healthcare））は、室温にて 0.5-1 時間反応させた。Amersham
TM

 ECL
TM

 

Western Blotting Detection Reagents（GE Healthcare）を用いて、FUJIFILM LUMINESCENT 

IMAGE ANALYZER LAS-3000 にて定量を行った。上記で用いた抗体は TBS-T で希釈

した。また、PC-Acro（1: 2500）に対する 1 次抗体は NOF CORPORATION、-グルタ

ミルシステインリガーゼの catalytic subunit（GCLC, 1: 200）、グルタチオンシンテター

ゼ（GSHS, 1: 200）、c-Jun（1: 1000）、NF-B p65（1: 1000）、c-Jun N 末端キナーゼ 1（JNK1, 

1: 1000）に対する 1 次抗体は、Santa Cruz Biotechnology, Inc.、phospho-c-Jun（1: 1000）、

phospho-NF-B p65（1: 1000）、JNK2（1: 1000）、JNK3（1: 1000）、phospho-JNK1（1: 1000）、
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phospho-JNK2/3（1: 1000）に対する 1 次抗体は Cell Signaling Technology より購入した。 

 

 

4. ノーザンブロット解析 

 

 細胞 5 x 10
6
 cells に対して 1 mL の TRIzol®（Invitrogen

TM）に懸濁し、室温にて 5 分

間放置した。続いて、0.2 mL の CHCl3を添加し、4
o
C にて 10,000 回転で 15 分間遠心し、

得られた上層を 0.5 mL の isopropanol を添加し、4
o
C にて 10,000 回転で 10 分間遠心し

た。得られた沈殿物（total RNA）を 75% EtOH で洗浄し、手早く乾燥させ、RNase-free 

water に懸濁した後に、55
o
C で 10 分間加熱した。 

Poly(A)
+
 RNA の精製は、上記で得られた total RNA から Fast Track® 2.0 Kit 

（Invitrogen
TM）を用いて行った。1 mg の total RNA を EtOH で沈殿させ、洗浄、乾燥

をした後、100 Lの添付の Elution Bufferで懸濁した。次に 10 mLの Fast Track® 2.0 Lysis 

Bufferを添加し、65
o
Cにて 5分間加熱した後に、1分間氷中につけた。650 Lの 5 M NaCl

を添加し、穏やかに転倒混和した。oligo(dT) cellulose を添加し、1 時間穏やかに反転さ

せ、Poly(A)
 +

 RNA と反応させた。次に、室温にて 3000 xg で 5 分間遠心して oligo(dT) 

cellulose を沈殿させ、20 若しくは 10 mL の Binding Buffer で 2 回洗浄した。さらに 10 

mL の Low Salt Wash Buffer で 3 回洗浄した後に、800 L の Low Salt Wash Buffer に懸濁

し、スピンカラムへ移し、室温にて 5,000 xg で 10 秒間遠心した。また、500 L の Low 

Salt Wash Buffer でさらに 3 回洗浄した。次いで、スピンカラムを新しいチューブに移

し、200 L の Elution Buffer で 2 回溶出した。溶出液に 60 L の 2 M sodium acetate と 1 

mL の EtOH を添加し、-80
o
C にて 15 分間放置し、4

o
C にて 15,000 回転で 15 分間遠心

した。得られた沈殿物（poly(A)
+
 RNA）を 75% EtOH で洗浄し、手早く乾燥させ、20 L

の Elution Buffer に懸濁した。 

得られた total RNA 若しくは poly(A)
+
 RNA を核酸の濃度は分光光度計で測定し、total 

RNA（60 g相当量）若しくはpoly(A)
+
 RNA（3 g相当量）を、最終濃度が40% formamide、

5% formaldehyde、1 x MOPS（40 mM MOPS-KOH (pH 7.4), 4 mM Tricine-KOH (pH 7.4), 

0.05% Trisodium citrate, 0.1% (NH4)2SO4, 0.01% MgSO4･7H2O, 2 g/mL Thiamine, 50 mM 

NaCl）で 15 L となるように添加し、65
o
C で 5 分間加熱し変性させた。続いて、氷中
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に 5 分間置き、6 x Loading dye を 3 L 添加して、formaldehyde を含む 1.2% アガロー

スゲルで泳動した。泳動後、ゲルは 10 x SSC（1.5 M Sodium Chloride, 0.15 M Sodium 

Citrate, pH 7.0）で 3 回洗浄し、formaldehyde を除去した。ゲル中の RNA はキャピラリ

ーブロット法を用いて、GeneScreen Plus® Hybridization Transfer membrane（Perkin 

Elmer®）に転写した。転写後のメンブレンは 6 x SSC で洗浄し、UV crosslinker（CL-1000）

を用いて RNA を固定させた。 

Hybridization 及び Probe の標識化は、ECL Direct Nucleic Acid Labelling and Detection 

System（GE Healthcare）を用いて行った。添付の Hybridization Buffer 5 mL でメンブレ

ンを 42
o
C にて 1 時間振とうした。Probe（100 ng/10 L RNase-free water）は、5 分間煮

沸し、氷中に 5 分間置いた後に、10 L の DNA labeling reagent と 10L の glutaraldehyde

を添加し、37
o
C で 10 分間反応させてラベルした。ラベル化した Probe は Hybridization 

Buffer によく混ぜ、42
o
C で 16-20 時間反応させた。メンブレンは Primary wash buffer

（4 mg/mL SDS を含む 0.5 x SSC）と Secondary wash buffer（2 x SSC）で 2 回ずつ洗浄

し、FUJIFILM LUMINESCENT IMAGE ANALYZER LAS-3000 にて定量を行った。 

Probe は以下のように作製した。total RNA を Cloned AMV First-Strand cDNA Synthesis 

Kit（Invitrogen
TM）を用いて逆転写した。5 g の total RNA を鋳型として、添付の 50 M 

Oligo(dT)20を 1 L、10 mM dNTP Mix を 2 L 加え、65
o
C で 5 分間加熱した。次いで、

氷中で 5 x cDNA Synthesis buffer を 4 L、0.1 M DTT を 1 L、RNaseOUT
TM（40 U/L）

を 1 L、RNase-free water を 1 L、Cloned AMV RT（15 U/L）を 1 L 添加し、50
o
C で

1 時間、85
o
C で 5 分間反応させ、cDNA を得た。また、Random hexamers（50 ng/L）

を用いる場合は、Oligo(dT)20の代わりに Rndom hexamers を 1 L 添加し、25
o
C で 10 分

間、50
o
C で 50 分間反応させ、cDNA を得た。続いて、cDNA を鋳型として、Pfu DNA 

polymerase（Bioneer Corporation）及び Table 1 の Primer を用いて PCR 法より増幅した。

cDNA を 2 L、10 M Primer を 5 L ずつ、添付の 10 x Reaction buffer を 10 L、dNTPs 

mixure を 8 L、Pfu DNA polymerase を 1 L を混ぜて 100 L とし、Denaturation は 94
o
C

で 30 秒、Annealing は 55
o
C で 30 秒、Elongation は 72

o
C で 1-4 分の条件で 30-35 サイ

クル反応させ、増幅した。PCR 産物は 0.8% アガロース(L)ゲルを用いて低融点電気泳

動で分離し、ゲルより目的の配列を切り出した。目的の配列は、QIAquick® Gel Extraction 

Kit（QIAGEN）を用いて、ゲルより抽出した。ゲルの 3 倍量の Buffer QG を添加し、
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55
o
C で 10 分間、ゲルを溶解した。ゲルの 1 倍量の isopropanol を添加し、激しく混和

した後に、添付のスピンカラムに吸着させた。さらに 500 L の Buffer QG を添加し、

ゲルを除いた。次に 750 L の Buffer PE を加え、洗浄した。30-50 L の Buffer EB を添

加し、1 分間放置し、スピンカラムに新しいチューブを設置して溶出し、Probe として

用いた。 

 

Table 1 

Primer Sequence 

GCLC forward 

GCLC reverse 

GSHS forward 

GSHS reverse 

5’-TACGTGTCAGACATTGATTGTCGCTGGGGA-3’ 

5’-TCCAGATAGGAGTTCAGAATGGGGATGAGT-3’ 

5’-ACGCTTTTCCCCTCACCAGTACC-3’ 

5’-GTCGGTGCACAGCTGGAGTCC-3’ 

 

 

5. GCLC mRNA 及び genome DNA の塩基配列決定 

 

 total RNA を Cloned AMV First-Strand cDNA Synthesis Kit（Invitrogen
TM）を用いて逆転

写し、cDNA を得た。また、GCLC genome DNA は total RNA の精製と同様に、TRIzol®

（Invitrogen
TM）を用いて精製した。細胞 5 x 10

6
 cells に対して 1 mL の TRIzol®

（Invitrogen
TM）に懸濁し、室温にて 5 分間放置した。続いて、0.2 mL の CHCl3を添加

し、4
o
C にて 10,000 回転で 15 分間遠心し、得られた下層に 0.3 mL の EtOH を添加し、

反転させ、室温にて 2-3 分放置し、4
o
C にて 2,000 xg で 5 分間遠心した。得られた沈殿

物は 1 mL の 0.1 M sodium citrate-10% EtOH 溶液に懸濁し室温にて 30 分間放置し、4
o
C

にて 2,000 xg で 5 分間遠心した。これを 2 回繰り返した後に、1.5 mL の 70% EtOH で

洗浄し、手早く乾燥させ 300 L の 8 mM NaOH に懸濁し、4
o
C にて 10,000 回転で 10

分間遠心した。得られた上清（genome DNA）1 mL に対して 0.1 M HEPES を 101 L 添

加し、さらに最終濃度が 1 mM となるように EDTA-Na を添加した。 

得られた cDNA 及び genome DNA は Pfu DNA polymerase（Bioneer Corporation）及び

Table 1, 2 の Primer を用いて PCR 法により増幅し、0.8% アガロース(L)ゲルを用いて低
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融点電気泳動で分離し、ゲルより目的の配列を切り出した。目的の配列は、QIAquick® 

Gel Extraction Kit（QIAGEN）を用いてゲルより抽出し、BigDyeⓇ Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit（Applied Biosystems）を用いて反応させた。ゲルより抽出した鋳型に Table 

1, 2 の Primer（2 M）を 0.5L、添付の 5 x Sequencing Buffer を 1L、Sequencing RR-100

を 1L 添加し、Denaturation は 96
o
C で 10 秒、Annealing は 50

o
C で 5 秒、Elongation は

60
o
Cで 4分の条件で 25サイクル反応させた。得られた反応生成物をApplied Biosystems 

3130 Genetic Analyzer にて解析し、塩基配列を決定した。 

 

Table 2 

Primer Sequence 

GCLC forward_1 

GCLC forward_2 

GCLC forward_3 

GCLC forward_4 

GCLC reverse_1 

GCLC reverse_2 

GCLC forward_5 

GCLC forward_6 

GCLC forward_7 

GCLC forward_8 

GCLC reverse_3 

GCLC genome DNA 

forward 

GCLC genome DNA 

reverse 

5’-AGCGGAGCTGCGGCCGGGAGGAGA-3’ 

5’-ATGGGGCTGCTGTCCCAAGGCTCGCCACTG-3’ 

5’-ATCCTCCAGTTCCTGCAGATCTACCACGCA-3’ 

5’-CCATCCGACCCTCTGGAGACCAGAGTATGG-3’ 

5’-CTGGGGAATGAAGTGATGGTGCAGAGAGCC-3’ 

5’-TGTGAATCCAGGACAGCCTAGTCTGGGGAA-3’ 

5’-TAAACAAGCACCCCCGCTTCGGTACTCTAA-3’ 

5’-ATACACCTGGATGATGCCAACGAGTCTGAC-3’ 

5’-AACATGAAAGTGGCCCAGAAGCGAGATGCT-3’ 

5’-TCTGGAGAACTAATGACTGTTGCCAGGTGG-3’ 

5’-GTAAATTTCAGTGAATCAGGTCCCAGGTAG-3’ 

5’-TTTTGGCTTTCACTGGTGTGTTTATGAGTT-3’ 

 

5’-GTACTCACTAAACTCATCCCTTCTATAGCA-3’ 
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6. 統計処理 

 

 値は mean±S.E.（n = 3）で示し、親株群と耐性株群を Student の t 検定を用いて比較

した。 
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【結果】 

 

1. アクロレイン耐性細胞 FM3A-ATD の樹立及び FM3A-ATD の細胞増殖に対

するアクロレインの影響 

 

 アクロレインを外から加える場合、培地中に含まれるウシ血清とアクロレインが結

合することによって、アクロレインの細胞毒性が減弱するため、培地中のウシ血清が

低濃度で培養できる FM3A を用いてアクロレイン耐性細胞を作製した。FM3A は、対

数増殖期に変異導入剤 Ethylmethanesulfonate で処理し、培地中のアクロレイン濃度を 6

ヶ月かけて段階的に上昇させ、アクロレイン耐性細胞を選別し、FM3A-ATD（Acrolein 

toxicity decreacing FM3A）と命名した。 

FM3A-ATD のアクロレインに対する感受性を FM3A と比較したところ、FM3A に対

するアクロレインの IC50は 2.6 M、FM3A-ATD に対しては 7.6 M を示し、約 3 倍に

増加した（Fig. 7A）。また、細胞増殖速度を比較した（Fig. 7B）。その結果、アクロレ

イン非存在下で培養すると、FM3A-ATD は FM3A よりわずかに遅かった。4 M のア

クロレイン存在下で培養すると、FM3A の細胞増殖は著しく阻害されたが、FM3A-ATD

はあまり阻害されなかった。以上の結果より、FM3A-ATD はアクロレインに耐性を示

す細胞であることが示唆された。 

 

 

2. FM3A-ATD における細胞内グルタチオン量の増加 

 

アクロレインは、チオール基と良好に反応することが知られており【33】、細胞内の

主なチオール化合物であるグルタチオンについて検討した【53】。FM3A 及び

FM3A-ATDの細胞内グルタチオン量を測定したところ、FM3Aは47.2 nmol/mg protein、

FM3A-ATD は 98.9 nmol/mg protein を示し、FM3A-ATD は FM3A の約 2 倍のグルタチ

オン量を示した（Fig. 8A）。また、細胞内グルタチオン量はアクロレインを添加すると

一時的に低下するが、次第に回復することから、高濃度のアクロレインを添加した際



 

28 

の細胞内グルタチオン量を比較した。200 M のアクロレインで 1 時間処理すると、

FM3A の細胞内グルタチオン量は著しく低下し、検出することができなかった。その

一方で、FM3A-ATD の細胞内グルタチオン量は著しく低下したが、11.5 nmol/mg protein

のグルタチオンが存在することが確認できた（Fig. 8A）。この時の PC-Acro 量をウェス

タンブロット解析により確認したところ、FM3A の PC-Acro 量は FM3A-ATD より増加

していた。特に、高分子帯はアクロレインにより架橋し重合化が見られ（Fig. 8A）、高

分子帯における PC-Acro 量は FM3A-ATD の 2 倍以上を示し、細胞内グルタチオン量と

負の相関を示した。アクロレインの細胞毒性の一つに蛋白質の不活化が報告されてい

る【53】。したがって、細胞内グルタチオン量の増加はアクロレインの蛋白質への付加

を減らし、アクロレインの細胞毒性を軽減させることを示唆した。 

FM3A-ATD では、細胞内グルタチオン量が増加していたことから、グルタチオンの

生合成に関わる酵素について検討した。グルタチオンは、-グルタミルシステインリ

ガーゼ（GCL）と GSHS による 2 段階反応で産生されることが知られている【59, 60】。

グルタチオン生合成では、GCL が律速酵素であり、基質であるグルタミン酸とシステ

インが GCL の catalytic subunit（GCLC）に結合して、-グルタミルシステイン（-GC）

を合成する。次いで、GSHS が-GC にグリシンを結合させ、グルタチオンを合成する。

これらグルタチオン産生に関わる酵素の蛋白質及びmRNA発現量をウェスタンブロッ

ト解析やノーザンブロット解析を用いて比較した。その結果、FM3A-ATD では GCLC

の蛋白質発現量が約 2倍の増加を示したが、mRNA発現量に変化が見られなかった（Fig. 

8B）。また、GSHS の蛋白質及び mRNA 発現量は共に変化が見られなかった（Fig. 8B）。

これらの結果から、FM3A-ATD の GCLC が翻訳レベルで増加することにより、細胞内

グルタチオン量が増加したことが示唆された。 

そこで GCLC mRNA の塩基配列を確認したところ、FM3A では完全長の mRNA と

exon-7 の欠落した mRNA が同程度認められた（Fig. 9）。一方、FM3A-ATD は完全長の

mRNA のみが認められ、FM3A の完全長の mRNA と相違ない配列が確認された（Fig. 9）。

これらの結果から、FM3A の GCLC 遺伝子の対立遺伝子の一つが不活化しており、

FM3A-ATD はこれが再活性化したことが示唆された。そこで、GCLC genome DNA の

配列を確認したところ、FM3A では intron-7 に 11 塩基の欠落が見られたが、FM3A-ATD

では欠落した 11 塩基が挿入されていることが明らかとなった（Fig. 10）。 
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3. アクロレイン耐性細胞Neuro2a-ATDの樹立及びNeuro2a-ATDの細胞増殖に

対するアクロレインの影響 

 

FM3A の GCLC 遺伝子は、対立遺伝子の一つが不活化しており特殊であった。そこ

で、異なる細胞株を用いて同様にアクロレイン耐性細胞の樹立を行い、アクロレイン

毒性の耐性獲得にグルタチオンが関与するか検討した。Neuro2a は、FM3A 同様に変異

原処理を行い、得られたアクロレイン耐性細胞を Neuro2a-ATD（Acrolein toxicity 

decreacing Neuro2a）と命名した。Neuro2a-ATD のアクロレインに対する感受性を

Neuro2a と比較したところ、Neuro2a に対するアクロレインの IC50 は 4.2 M、

Neuro2a-ATD に対しては 8.4 M を示し、約 2 倍の増加を示した（Fig. 11A）。また、ア

クロレイン非存在下で培養した時の細胞増殖速度を比較したところ、Neuro2a-ATD は

Neuro2a よりわずかに遅く、6 M アクロレイン存在下で培養すると、Neuro2a は細胞

増殖を強く阻害されたが、Neuro2a-ATD はあまり阻害されなかった（Fig. 11B）。以上

の結果より、Neuro2a-ATD はアクロレイン耐性を示す細胞であることが示唆された。 

 

 

4. Neuro2a-ATD における細胞内グルタチオン量の増加 

 

FM3A と同様に細胞内グルタチオン量を測定したところ、Neuro2a は 20.4 nmol/mg 

protein を示し、Neuro2a-ATD は 33.9 nmol/mg protein を示した（Fig. 12A）。これに対し、

200 M のアクロレインに 1 時間処理した際の細胞内グルタチオン量は、Neuro2a では

著しく低下し検出できなかったが、Neuro2a-ATD では 5.7 nmol/mg protein を検出するこ

とができた（Fig. 12A）。また、この際の PC-Acro 量を比較したところ、Neuro2a はア

クロレインにより重合化した蛋白質が Neuro2a-ATD の約 1.5 倍に増加していた（Fig. 

12A）。これらの結果から、細胞内グルタチオン量の増加は、異なる細胞株の共通のメ

カニズムであり、アクロレイン毒性に対する耐性を得るための重要な役割を担ってい

ることを支持した。 

Neuro2a-ATD の細胞内グルタチオン量が増加するメカニズムを解明するため、グル

タチオンの生合成に関わる酵素について検討した。Neuro2a-ATD は Neuro2a と比較し
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て GCLC 及び GSHS の蛋白質や mRNA 発現量が増加し（Fig. 12B）、これらの酵素が転

写レベルで増加していることを示唆した。これまでに、GCLC 及び GSHS は c-Jun や

NF-B（Nuclear factor- B）のリン酸化による活性化によって転写が促進されることが

報告されている【61, 62】。そこで、Neuro2a-ATD の c-Jun と NF-B p65 の蛋白質発現

量及びそのリン酸化の程度をウェスタンブロット解析より比較した。その結果、c-Jun

及び NF-B p65 の蛋白質発現量に変化は見られなかったが、その活性型である

phospho-c-Jun 及び phospho-NF-B p65 が増加していた（Fig. 13B）。また、c-Jun 及び

NF-B のリン酸化は c-Jun N-末端キナーゼ（JNK）が担っていることが報告されている

【63】。そこで、JNK1-3 の蛋白質発現量及びその活性型の量を比較した。その結果、

Neuro2a と比較して、Neuro2a-ATD の JNK1-3 の蛋白質発現量に変化は見られなかった

が、活性型である phospho-JNK1-3 が増加した（Fig. 13C）。これらの結果から、

Neuro2a-ATD は、リン酸化による JNK の活性化を介してグルタチオン生合成酵素の活

性が高まり、細胞内グルタチオン量が増加したことを明らかにした。 

 

 

5. FM3A-ATD 及び Neuro2a-ATD の細胞増殖に対する過酸化水素の毒性 

 

活性酸素の一つである H2O2は、カタラーゼやグルタチオン存在下のグルタチオンペ

ルオキシダーゼにより水に代謝される【64, 65】。そこで、FM3A-ATD 及び Neuro2a-ATD

がアクロレイン毒性を軽減したように、H2O2毒性を緩和できるか検討した。コントロ

ールとして、アクロレインに対する毒性も検討した。アクロレイン（4-8 M）は、H2O2

（50-100 M）より低い濃度で毒性を示すことが明らかとなっている【33】。 

FM3A-ATD と Neuro2a-ATD の H2O2に対する耐性度は、アクロレインと比較すると

低かった。しかしながら、FM3A 及び Neuro2a と比較して、FM3A-ATD と Neuro2a-ATD

は H2O2の毒性を軽減していた（Fig. 14）。この結果は、グルタチオンはアクロレイン

だけでなく、グルタチオンペルオキシダーゼにより H2O2 も解毒するが、H2O2 よりも

アクロレインの解毒に関与していることを示唆した。 
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Fig. 7 マウス乳がん細胞 FM3A 由来アクロレイン耐性細胞 FM3A-ATD の細胞

増殖に対するアクロレインの影響 

A. アクロレイン濃度の異なる培地を用いて 3 日間培養し、FM3A 及び FM3A-ATD

に対するアクロレインの IC50を求めた。B. 4 M のアクロレインを含む培地で FM3A

及び FM3A-ATD を 3 日間培養し、細胞増殖を比較した。値は mean±S.E.（n = 3）で表

す。FM-ATD は FM3A-ATD を示す。 
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Fig. 8 FM3A-ATD におけるグルタチオン量の増加 

A. 200 M アクロレインで 1 時間処理した時の細胞内グルタチオン量と蛋白質結合

型アクロレイン（PC-Acro）量を比較した。アクロレインにより重合した蛋白質部分（角

括弧部分）の PC-Acro 量を相対量として%で表す。B. グルタチオンの生合成酵素であ

る-グルタミルシステインリガーゼの catalytic subunit（GCLC）とグルタチオンシンテ

ターゼ（GSHS）の蛋白質及び mRNA の発現量をウェスタンブロット解析及びノーザ

ンブロット解析を用いて比較した。値は mean±S.E.（n = 3）で表す。
n.s.
は p ≧ 0.05、

**は p < 0.01、
 n.d.

は not detected を表す。FM は FM3A、FM-ATD 若しくは ATD は

FM3A-ATD を表す。 
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Fig. 9 GCLC mRNA の塩基配列 

FM3A 及び FM3A-ATD の-グルタミルシステインリガーゼの catalytic subunit 

（GCLC） mRNA の塩基配列を確認した。細胞より得られた RNA を逆転写し、GCLC 

cDNA の塩基配列を決定した。GCLC cDNA のシーケンスの波形（exon-6-8）及び GCLC 

mRNA の全容を模した図を示す。シーケンスの波形で、波の重なりが確認できる部位

を で示す。また、FM-ATD は FM3A-ATD を表す。 

 

 

CTGTCTCCAGGTGACATTCCAAGCCTGCAGCATATCTGAGGCAAGATACCTTTATGATCAGCTGGCCACTATCTGCCCAATTGTTATGGCTTTGAGT
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Fig. 10 GCLC genome DNA の塩基配列 

FM3A 及び FM3A-ATD の-グルタミルシステインリガーゼの catalytic subunit 

（GCLC）genome DNA の塩基配列を確認した。GCLC genome DNA の exon-7 及び

intron-7 の一部を示す。FM3A の GCLC genome DNA の intron-7 で見られた 11 塩基の欠

落した配列を赤字で示し、欠落部位を で示す。FM-ATD は FM3A-ATD を表す。 

 

 

 

FM3A

ATGATCAGCTGGCCACTATCTGCCCAATTGTTGTAAGTAGAAAGTATGTCTCTCTTTAAATGCGTCTTTGTAGAAAATAAGACCATGTGCGATTTAA

ATGATCAGCTGGCCACTATCTGCCCAATTGTTGTATGTCTCTCTTTAAATGCGTCTTTGTAGAAAATAAGACCATGTGCGATTTAATGAACATATAG

ATGATCAGCTGGCCACTATCTGCCCAATTGTTGTAAGTAGAAAGTATGTCTCTCTTTAAATGCGTCTTTGTAGAAAATAAGACCATGTGCGATTTAA

exon-7 intron-7

exon-7 intron-7 (11nt lacked)

ATGATCAGCTGGCCACTATCTGCCCAATTGTTGTAAGTAGAAAGTATGTCTCTCTTTAAATGCGTCTTTGTAGAAAATAAGACCATGTGCGATTTAA

exon-7 intron-7

exon-7 intron-7

FM-ATD
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Fig. 11 マウス神経芽細胞腫 Neuro2a 由来アクロレイン耐性細胞 Neuro2a-ATD

の細胞増殖に対するアクロレインの影響 

A. アクロレイン濃度の異なる培地を用いて3日間培養し、Neuro2a及びNeuro2a-ATD

に対するアクロレインの IC50を求めた。B. 6 M のアクロレインを含む培地で Neuro2a

及び Neuro2a-ATD を 3 日間培養し、細胞増殖を比較した。値は mean±S.E.（n = 3）で

表す。N2a は Neuro2a、N2a-ATD は Neuro2a-ATD を示す。 
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Fig. 12 Neuro2a-ATD におけるグルタチオン量の増加 

A. 200 M アクロレインで 1 時間処理した時の細胞内グルタチオン量と蛋白質結合

型アクロレイン（PC-Acro）量を比較した。アクロレインにより重合した蛋白質部分（角

括弧部分）の PC-Acro 量を相対量として%で表す。B. グルタチオンの生合成酵素であ

る-グルタミルシステインリガーゼの catalytic subunit（GCLC）とグルタチオンシンテ

ターゼ（GSHS）の蛋白質及び mRNA 発現量をウェスタンブロット解析及びノーザン

ブロット解析を用いて比較した。値は mean±S.E.（n = 3）で表す。**は p < 0.01、
 n.d.

は not detected を表す。N2a は Neuro2a、N2a-ATD 若しくは ATD は Neuro2a-ATD を示

す。 
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Fig. 13 Neuro2a-ATD における GCLC 及び GSHS の共通の転写因子とそのリン

酸化 

A. -グルタミルシステインリガーゼの catalytic subunit（GCLC）とグルタチオンシン

テターゼ（GSHS）の共通の転写因子である AP-1（Activator protein 1、c-Jun 及び c-Fos）

と NF-B（Nuclear factor- B）の結合部位を模した図を示す。B, C. c-Jun、NF-B p65、

c-Jun N 末端キナーゼ（JNK1-3）の蛋白質発現量及びその活性型の量をウェスタンブロ

ット解析により比較した。値はmean±S.E.（n = 3）で表す。
n.s.
は p ≧ 0.05、*は p < 0.05、

**は p < 0.01 を表す。N2a は Neuro2a、N2a-ATD は Neuro2a-ATD を示す。 
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Fig. 14 FM3A-ATD 及び Neuro2a-ATD の細胞増殖に対する過酸化水素の毒性 

 細胞は 0-8 M のアクロレイン若しくは 0-50 M の過酸化水素（H2O2）の存在下で 3

日間培養し、アクロレインと H2O2の毒性による細胞増殖阻害の程度を比較した。値は

mean±S.E.（n = 3）で表す。*は p < 0.05、**は p < 0.01 を表す。 
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【考察】 

 

本研究では、細胞内におけるアクロレインの毒性解除機構を解明するため、アクロ

レイン耐性細胞を樹立した。FM3A と Neuro2a は共に、細胞内グルタチオン量の増加

によりアクロレインの毒性が減弱された。これらの結果は、グルタチオンがアクロレ

インの解毒に重要な因子であることを示唆した。通常、細胞内のグルタチオン濃度は

1-10 mM であることが知られているが【66】、FM3A-ATD 及び Neuro2a-ATD は、およ

そ 8-20 mM であった。それゆえ、これら耐性株よりも細胞内グルタチオン濃度が高く、

アクロレイン毒性をより軽減するような細胞株を得ることは困難であった。その理由

として、グルタチオン生合成にグリシンやシステイン、グルタミン酸量が非常に多く

必要であるためと考えられる。本研究結果は、アクロレインによる細胞死が細胞内グ

ルタチオン量の変化と密接に関係しているという知見と一致した【67-69】。 

FM3A-ATD と Neuro2a-ATD の耐性獲得の共通のメカニズムとして、グルタチオン含

量の増加が見られた。しかし、グルタチオン増加のメカニズムは 2 つの細胞株で異な

っていた。 

FM3A-ATD の細胞内グルタチオン量は、FM3A の約 2 倍を示し（Fig. 8A）、律速酵素

である GCLC の蛋白質発現量が約 2 倍に増加していた（Fig. 8B）。一方、GCLC の mRNA

発現量に変化が見られなかったため、GCLC mRNA の塩基配列を確認した。その結果、

FM3A では完全長と exon-7 の欠落した mRNA が同程度確認された（Fig. 9）。最近、マ

ウスの胚を用いて 2 種類の GCLC ノックアウトモデルが作製された【70, 71】。ノック

アウトモデルは、exon-1 若しくは exon-4-6 をホモ欠損すると胎生期 8 日で致死を示す

ことが報告されている。また、exon-4-6 のヘテロ欠損においては GCLC 蛋白質発現量

の減少及び酵素活性の低下、グルタチオン量の減少が起きていることが報告されてい

る【71】。これらの報告から、exon-7 が欠落した場合においても成熟した蛋白質が発現

されないことが推測される。また、FM3A の GCLC 遺伝子は、exon-7 の下流に位置す

る intron-7 の一部に 11 塩基の欠落が同程度見られたことから（Fig. 10）、exon-7 を巻き

込んでスプライシングが起こることにより、exon-7 の欠落した mRNA を発現し、成熟

した蛋白質を発現できないと考えられる。一方、FM3A-ATDにおいてGCLC mRNAは、
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FM3A と相違ない配列を持った完全長のみが認められ（Fig. 9）、GCLC 遺伝子は 2 本と

も通常のスプライシングを受けていることが示唆された。これらの結果より、FM3A

の GCLC 遺伝子は 2 種類の mRNA が存在するが、成熟した蛋白質は完全長の mRNA

由来のもののみであることが考えられる。したがって、FM3A-ATD は FM3A の GCLC

遺伝子の欠落を相補するように変異を生じ、GCLC の蛋白質発現量が 2 倍に増加した

と考えられる。また、マウス神経芽細胞腫 Neuro2a の GCLC mRNA の塩基配列も確認

したが、FM3A のように exon-7 を欠いた mRNA は見られなかった。そこで、FM3A と

同様に Neuro2a に変異原処理を行い、アクロレイン耐性細胞の樹立を行ったところ、

FM3A-ATD 同様にグルタチオン量が増加した株が得られた（Fig. 12A）。Neuro2a-ATD

の細胞内グルタチオン量は Neuro2a の約 1.5 倍を示し、グルタチオンの生合成酵素で

ある GCLC 及び GSHS の蛋白質、mRNA 発現量は共に増加していた（Fig. 12B）。 

Neuro2a-ATD において、両酵素の mRNA の増加が確認されたことから、これらの酵

素の共通転写因子について検討した。グルタチオン生合成酵素の発現に重要とされて

いる転写因子には、AP-1（Activator protein 1）及び NF-B が知られている【61, 62, 72】。

これらの転写因子は、酸化ストレスにより活性化されることが知られており、抗酸化

に関わる遺伝子群の制御に関わっている【73】。AP-1 は、Jun や Fos ファミリーと呼ば

れる蛋白質で構成されるホモ、若しくはヘテロ二量体の転写因子であり、DNA の AP-1

結合部位に結合して転写を促進する【74】。AP-1 の構成蛋白質である c-Jun の蛋白質発

現量に差は見られなかったが、活性型である phospho-c-Jun が増加した（Fig. 13B）。ま

た、NF-B はクラスⅠ（p50 及び p52）とクラスⅡ（p65、RelB 及び c-Rel）より構成

される二量体の転写因子であり、中でも p50 と p65 により構成されるものが一般的で

ある。クラスⅠは転写活性能を有しておらず、クラスⅡと二量体形成しないと転写活

性能がないことが知られている【75】。このことから、NF-B p65 を検討したところ、

蛋白質発現量に変化は見られず、活性型の phospho-NF-B p65 が 1.7 倍に増加した（Fig. 

13B）。c-Jun 及び NF-B p65 は、JNK よりリン酸化を受けることで活性化されること

が知られている【63】。また、JNK は酸化ストレスなど種々のストレスによる

Mitogen-activated protein kinase（MAPK）のカスケード反応により活性化されることが

報告されている【73, 76】このことから、Neuro2a-ATD では JNK より上流の因子に変

異があることが予想される。また、Nero2a-ATD では c-Jun 及び NF-B p65 のリン酸化
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が重要であり、これにより GCLC と GSHS の転写が促進し、細胞内グルタチオン量が

増加したと考えられる。また、FM3A の GCLC 遺伝子は特殊であるが、Neuro2a を用

いても同様にグルタチオンが上昇する耐性株が得られ、アクロレイン耐性の獲得にグ

ルタチオンが重要であることが明らかとなった。 

グルタチオンはアクロレインだけでなく、グルタチオンペルオキシダーゼを介して

H2O2を解毒する【64, 65】。しかしながら、H2O2の解毒に対するグルタチオンの寄与は

アクロレインより低かった（Fig. 14）。この結果は、グルタチオンによる H2O2の毒性

解除において、グルタチオンペルオキシダーゼの活性が律速であることを示唆した。

また、グルタチオンによる酸化ストレスの緩和は、H2O2の除去も部分的に行われるが、

主にアクロレイン除去によるものと考えられる。 

当研究室では、以前に腎不全や脳梗塞で血中 PC-Acro 量が増加していたことを報告

した【21, 24, 25, 28】。近年では、原発性シェーグレン症候群患者の唾液中【29】やア

ルツハイマー病患者の血中【29】においても PC-Acro 量が増加していることを明らか

にした。また、他のグループより、アクロレインが脊髄損傷に関与することや、グル

タチオンが損傷を和らげることも報告されている【77】。したがって、アクロレインは

細胞障害を示す種々の疾患によく関連しており、グルタチオンがアクロレイン毒性を

軽減する重要な役割を担っていることを明らかにした。 
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第 2 章 

アクロレイン抱合蛋白質の同定及び 

その細胞毒性機序の解明 
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【目的】 

 

 アクロレインは、過酸化水素（H2O2）に比べて極めて強い毒性を示す物質である【17】。

H2O2 が DNA 合成阻害作用を示すのに対し、アクロレインは蛋白質合成を阻害するこ

とにより、細胞毒性を発揮することが明らかとなっている【33】。また、アクロレイン

は、蛋白質中のシステイン、リジン、ヒスチジン残基と選択的に反応することが知ら

れている【46, 47】。特に、アクロレインはシステインのチオール基と良好に反応する

【33】。これまでに、アクロレインは、ADP/ATP トランスロカーゼ 1【78】、-アクチ

ン【79】、NF-B（Nuclear factor- B）【80】及びチロシンホスファターゼ 1B【81】の

システイン残基と反応し、不活化させることが報告されているが、いずれも実験系は

in vitro であり、細胞増殖への関与は明らかでない。このため、アクロレインの細胞増

殖阻害機構は未だに不明な点が多い。本研究では、細胞培養系を用いてアクロレイン

が抱合する蛋白質を同定し、細胞レベルで起こるアクロレイン毒性機序の解明を試み

た。 
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【材料と方法】 

 

1. 細胞培養 

 

 マウス乳がん細胞 FM3A（1-2 x 10
4
 cells/mL）は、D-MEM（Wako）に 2% 胎児ウシ

血清（FBS）（GIBCO®）を添加した培地で培養した。マウス神経芽細胞腫 Neuro2a（3-5 

x 10
4
 cells/mL）は、D-MEM に 10% FBS 及び非必須アミノ酸（SIGMA-ALDRICH®）を

添加した培地で培養した。アクロレインの細胞毒性を見る際には、アクロレイン

（TOKYO CHEMICAL INDUSTRY CO., LDT.）を添加してから細胞培養を行った。細胞

の生存数は 0.3% トリパンブルーで細胞を染色し、顕微鏡下で血球計算盤を用いてカ

ウントした。 

 

 

2. 免疫染色法によるアクロレイン付加体と GAPDH の検出 

 

FM3A（5 x 10
5
 cells/mL）は、0、50、100 M のアクロレインで 1 時間処理、若しく

は FM3A（1 x 10
4
 cells/mL）は、0、4、8 M のアクロレインで 6 時間処理した後に、

細胞 5 x 10
6
 cells に対し、1 mL の 2% paraformaldehyde と 0.2% picric acid を含む PBS(-)

（137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4）に懸濁し、4
o
C で一晩

固定した。固定した細胞は PBS(-)で 3 回洗浄し、poly-L-lysine でコートしたカバーガ

ラスに 10 分間吸着させ、よく冷やした MeOH で 6 分間、よく冷やした Acetone で 30

秒間処理し、細胞をカバーガラス上に完全に固定した。0.3% Triton X-100 を含む PBS(-)

で 30 分間、浸透化処理し、5% FBS と 200 g/mL RNase A を含む PBS(-)で 30 分間、ブ

ロッキングした。1 次抗体は PBS(-)で 100 倍に希釈し、4
o
C で一晩反応させた。次いで、

2 次抗体（anti-mouse IgG-Alexa Fluor 488（Invitrogen
TM））と Propidium iodode（Wako）

はそれぞれ 200 倍、50 g/mL となるように PBS(-)に添加し、室温で 1 時間遮光しなが

ら反応させた。カバーガラスは 0.3% Triton X-100 を含む PBS(-)で 3 回洗浄した後に

SlowFade® Gold antifade reagent（Invitrogen
TM）で封入し、LSM 510 META Laser Scanning 
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Microscope（Carl Zeiss）を用いて観察した。PC-Acro と DNA 結合型アクロレインに対

する 1 次抗体は NOF CORPORATION、GAPDH に対する 1 次抗体は Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.より購入した。DNA 結合型アクロレインに対する 1 次抗体を用いる

場合は、浸透化処理とブロッキングの間に以下のような操作を行った。100 g/mL 

RNase A を含む TNE buffer（50 mM Tris-HCl(pH 7.5), 140 mM NaCl, 5 mM EDTA）で 1

時間処理し、さらに 10 mg/mL Proteinase Kを含む100 mM Tris-HCl(pH 7.5)-10 mM EDTA

溶液で 10 分間処理した。次いで、DNA を変性させるために 2 M HCl で 5 分間処理し

た後に、2.5 倍量の 1 M Tris-base で中和した。 

 

 

3. SDS-ポリアクリルアミド電気泳動（PAGE） 

 

 細胞 2 x 10
6
 cells に対し 100 L の cell lysis buffer（20 mM Tris-HCl(pH7.5), 150 mM 

NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 50 M FUT175）で懸濁し、凍結融解を 3 回繰り返

した後に、ホモジナイズし、4
o
C にて 15,000 回転で 10 分間遠心し、得られた上清を細

胞可溶化液とした。さらに、細胞可溶化液は 4
o
C にて 100,000 xg で 1 時間遠心し、得

られた上清を S100 画分とした。蛋白質濃度の測定は Bradford 法【58】に従い、Bio-Rad 

protein assay（Bio-Rad）を用いて測定した。 

1 次元電気泳動では、S100 画分（20 g 蛋白質相当量）を 2 x SDS-PAGE sample buffer

と混和し、12%のポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動した。 

また、2 次元電気泳動では、S100 画分の蛋白質を TCA で沈殿させ、1 mL の

EtOH/Ether(1:1)で 2 回洗浄した。沈殿させた蛋白質 100 gを 125 L の Ready Strip
TM

 2D 

Starter Kit Rehydration/sample buffer （Bio-Rad）に溶解し、Ready Strip
TM

 IPG strips （7 cm, 

pH3-10）（Bio-Rad） にて PROTEAN IEF cell （Bio-Rad）で等電点電気泳動を行った。

REHYDRATION STEP は active@50V で、13 時間、FOCUSING STEP は S01 を 250 V、

SLOP（Linear）で 15 分間、S02 を 4,000 V、SLOP（Linear）で 1 時間、S03 を 4,000 V、

SLOP（Rapid）で 10,000 Vhours、S04 を 500 V、SLOP（Rapid）で 24 時間に設定し泳

動した。泳動した strip は Ready Strip
TM

 2D Starter Kit Equilibration Buffer I （Bio-Rad）

で 20 分間振とうし、次いで Ready Strip
TM

 2D Starter Kit Equilibration Buffer II （Bio-Rad）
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で 10 分間振とうすることにより平衡化した。平衡化した strip は 1% アガロースゲル

を用いて 12%の SDS-ポリアクリルアミドゲルに接着させ、電気泳動を行った。泳動し

たゲルはクマシーブリリアントブルー（CBB）を用いて染色した。 

 

 

4. Plasmid の作製 

 

FM3A 5 x 10
6
 cells に対して 1 mL の TRIzolⓇ（Invitrogen

TM）に懸濁し、total RNA を

精製した。得られた total RNA を Cloned AMV First-Strand cDNA Synthesis Kit

（Invitrogen
TM）を用いて逆転写し、GAPDH と-アクチンの mRNA の全長を Pfu DNA 

polymerase（Bioneer Corporation）及び Table 3 の Primer を用いて PCR 法により増幅し

た。増幅した配列（insert）と vector として使用する pcDNA3.1(+)（Invitrogen
TM）は、

BamH I 及び EcoR I で 3 時間以上処理した後に、0.8% アガロース(L)ゲルを用いて低融

点電気泳動を行い、目的の insert 及び vector を分離した。目的の配列をゲルより切り

出し、QIAquick® Gel Extraction Kit（QIAGEN）を用いて、ゲルより抽出した。続いて、

insert と vector を混合し、65
o
C で 5 分間加熱し、氷中で 5 分間放置した。そこに T4 DNA 

Ligase（Wako）と添付の 10 x Ligation Buffer を 2 L ずつ添加し、16
o
C で一晩反応させ、

insert と vector を連結し、pcDNA-GAPDH 及び pcDNA-GPADH(HA)、pcDNA--actin を

作製した。 

 

Table 3 

Primer Sequence 

GAPDH_forward 

GAPDH_reverse 

GAPDH(HA) _reverse 

 

-actin_forward 

-actin_reverse 

5’-CGTAAGGATCCCAAAATGGTGAAGGTCGGT-3’ 

5’-GGTGAATTCTTTCTTACTCCTTGGAGGCCA-3’  

5’-GTGAATTCTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTACTCCTTG

GAGGC-3’ 

5’-CGCCACGGATCCGCCATGGATGACGATATC-3’ 

5’-TCAGTAGAATTCCGCCTAGAAGCACTTGCG-3’ 
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5. アクロレイン抱合を受けた HA 標識 GAPDH の精製 

 

 Neuro2a（5 x 10
5
 cells/10 mL）を 48 時間培養し、4 g の pcDNA-GAPDH(HA)を下記

のように導入した。Transfection Reagent A として、 750 L の D-MEM、4 g の plasmid、

20 L の Plus
TM

 Reagent（Invitrogen
TM）を混合し、15 分間室温にて放置した。次に、

Transfection Reagent B として、 750 L の D-MEM、30 L の Lipofectamine
 TM

 Reagent

（Invitrogen
TM）を混合した。Transfection Reagent A と B を良く混ぜ、さらに 15 分間室

温にて放置し、Transfectin Reagent とした。培養した Neuro2a は PBS(-)で 3 回洗浄し、

5 mL の D-MEM 及び Transfection Reagent を添加し、37
o
C、5% CO2で 3 時間導入した。

その後、Transfection Reagent を除去し、新しい培地を添加し、24 時間培養した後に、

40 M のアクロレインで 9 時間処理した。細胞は PBS(-)で 2 回洗浄し、回収した。細

胞 2 x 10
6
 cells に対し 100 L の cell lysis buffer で懸濁し、細胞可溶化液を作製した。蛋

白質濃度の測定は Bradford 法【58】に従い、Bio-Rad protein assay（Bio-Rad）を用いて

測定した。細胞可溶化液は 500 g/1 mL に調整し、HA に対する抗体（Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.）を 10 g添加し、4
o
Cにて一晩反応させた。次に 50% protein G agarose

（GE Healthcare）を 60 L 添加し、4
o
C で 1 時間反応させた。Protein G agarose は IP Wash 

buffer（20 mM Tris-HCl（pH7.5）, 150 mM NaCl, 0.1% Triton X-100）で 3 回洗浄し、30 L

の 2 x SDS-PAGE sample buffer に懸濁した。蛋白質は 12% SDS-ポリアクリルアミドゲ

ルを用いて電気泳動より分離し、HA 標識 GAPDH をゲルより切り出した。 

 

 

6. 質量分析 

 

LC-MS/MS 解析は、Cai ら【46】と Seiner ら【82】の方法を参考にして行った。2 次

元電気泳動で得られた蛋白質、若しくはアクロレイン抱合を受けた HA 標識 GAPDH

は、DTT で還元し、アクリルアミドでプロピオンアミド化した。蛋白質は、トリプシ

ン若しくは AspN（Roche Applied Science, USA）を用いて 37
o
C にて一晩処理した後、

LCQ Deca XP を用いた nano LC-MS/MS（Finnigan, USA）により解析した。ペプチドは、

reversed-phase material（Inertsil ODS-3, 3 m, GL Science, Japan）を充填したナノスプレ
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ーカラム（100 m i.d. x 375 m o.d.）を用いて 400 nL/min の条件で分離を行った。質量

分光計は positive-ion mode で作動させ、data-dependent MS/MS mode で得られたスペク

トルは下記のパラメーターを用いて、NCBInr 20090606 database 若しくは Mascot 

Version: 2.3（Matrix Science, Boston, USA）の in-house database を利用して検索した。 

 

Taxonomy: Mouse (144,768 sequences); Type of search: MS/MS Ion Search; Enzyme: 

Trypsin and/or Asp-N-ambic, Fixed Modification: none, Variable modifications: 

Gln->pyro-Glu (N-term Q), Oxidation (M), Propionamide (C), and additional modifications 

(Acrolein adduct (C): C(3) H(4) O(1), Acrolein adduct (N-term): C(3) H(2), FDP-lysine (K): 

C(6) H(6) O(1), MP-lysine (K): C(6) H(4), Nim-propanalhistidine (H): C(3) H(4) O(1)); Mass 

values: monoisotopic; Peptide Mass Tolerance; ±2 Da, Fragment Mass Tolerance; ±0.8 Da, 

Peptide charge 1+, 2+ and 3+, Instrument ESI-TRAP and Allow up to 3 to 4 missed cleavages. 

 

 

7. GAPDH 活性及び細胞内 ATP 量の測定 

 

FM3A（1 x 10
4
 cells/mL）は 0、4、8 M のアクロレインを添加した培地で 6、12、

24 時間培養し、GAPDH 活性及び細胞内 ATP 量の測定を行った。GAPDH 活性は、

Ambion® KDalert™ GAPDH Assay Kit（Life Technologies
TM）を用いてマニュアルに従っ

て測定した。細胞 1 x 10
4
 cells に対し 100 L の KDalert

TM
 Lysis Buffer に溶解した。10 L

のサンプルと 90 LのKDalert Master Mixを 96 well brack plateに添加し、Varioskan Flash 

Multimode Reader（Thermo Scientific）にて excitation wavelength を 560 nm、emission 

wavelength を 590 nm に設定し、1 分毎に 5 分間測定した。 

細胞内 ATP 量は、ENLITEN® ATP Assay System Bioluminescence Detection Kit for ATP 

Measurement（Promega）を用いてマニュアルに従って測定した。細胞 1 x 10
6
 cells に対

し 100 L の 2% TCA を添加し、氷中で 10 分間放置した。次いで、4
o
C にて 15,000 回

転で 10 分間遠心して、ATP を抽出した。遠心より得られた上清は、2% TCA で

1/10000-1/1000 に希釈し、沈殿物は 0.2 M NaOH に溶解した。10 L の希釈したサンプ

ルと 100 L の rL/L Reagent を混合し、GloMax® 20/20n Luminometer（Promega）を用い
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て 10 秒間測定した。また、NaOH に溶解した沈殿物中の蛋白質量は Bradford 法【58】

に従い、Bio-Rad protein assay（Bio-Rad）を用いて測定した。 

 

 

8. GAPDH 若しくは-アクチン過剰産生株におけるアクロレイン毒性の感受性 

 

Neuro2a（5 x 10
5
 cells/10 mL）を 48 時間培養し、Lipofectamine

 TM
 Reagent（Invitrogen

TM）

を用いて 4 g の pcDNA-GAPDH、pcDNA--actin 若しくは pcDNA3.1(+)（vector）を形

質導入した。導入 24 時間後に、アクロレイン濃度の異なる培地（0-10 M）を用いて

細胞を 5 x 10
4
 cells/2 mL で播種し、3 日間培養し、細胞数を確認した。また、播種して

余った細胞は PBS(-)で 2 回洗浄し、細胞 2 x 10
6
 cells に対し 100 L の cell lysis buffer

で懸濁し、細胞可溶化液を作製した。細胞可溶化液の蛋白質濃度の測定は Bradford 法

【58】に従い、Bio-Rad protein assay（Bio-Rad）を用いて測定した。 

細胞可溶化液（10 g 蛋白質相当量）を 12%のポリアクリルアミドゲルにより電気

泳動し、ゲルから蛋白質を Immobilon-P Transfer membrane（MILLIPORE）に転写した。

メンブレンは、5% skim milk を含む TBS-T で 1 時間ブロッキングし、1 次抗体は室温

にて 1 時間反応させ、2 次抗体（anti-mouse antibody（1: 10000, GE Healthcare））は室温

にて 1 時間反応させた。Amersham
TM

 ECL
TM

 Western Blotting Detection Reagents（GE 

Healthcare）を用いて、FUJIFILM LUMINESCENT IMAGE ANALYZER LAS-3000 にて

定量を行った。上記で用いた抗体は TBS-T で希釈した。また、GAPDH（1: 2500）及

び-アクチン（1: 1000）に対する 1 次抗体は、Santa Cruz Biotechnology, Inc.より購入し

た。 

 

 

9. 細胞分画及びアセチル化 GAPDH の検出 

 

 FM3A（1 x 10
4
 cells/mL）は、8 M のアクロレインで 6 時間処理し回収した。細胞

分画は、Park らの方法【83】を参考に行った。細胞 4 x 10
6
 cells に対し 100 L の NP-40 

lysis buffer（10 mM Tris-HCl (pH7.5), 10 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 0.5%(v/v) NP-40, 50 M 
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FUT175）に懸濁し、4
o
C にて 500 xg で 5 分間遠心した。得られた沈殿物（核）は、0.5 

mL の NP-40 lysis buffer で洗浄し、NP-40 lysis buffer 若しくは cell lysis buffer に再懸濁

し、核画分とした。また、得られた上清は 4
o
C にて 5,000 xg で 10 分間遠心して核を除

去し、細胞質画分とした。各画分中の蛋白質濃度は Bradford 法【58】に従い、Bio-Rad 

protein assay（Bio-Rad）を用いて測定した。 

 各画分を 100 g/200 L に調整し、アセチルリジンに対する抗体（Cell Signaling 

Technology.）を 5 L 添加し、4
o
C にて一晩反応させた。次に 50% protein G agarose（GE 

Healthcare）を 20 L 添加し、4
o
C で 1 時間反応させた。Protein G agarose を IP Wash buffer

で 3 回洗浄し、20 L の 2 x SDS-PAGE sample buffer に懸濁した。 

各画分の蛋白質（10 g 蛋白質相当量）若しくは免疫沈降法より得られた蛋白質は、

12%のポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動し、ゲル中の蛋白質を Immobilon-P 

Transfer membrane（MILLIPORE）に転写した。メンブレンは TBS-T で洗浄した後に、

5% skim milk を含む TBS-T で 1 時間ブロッキングし、1 次抗体（GAPDH（1: 1000, Santa 

Cruz Biotechnology, Inc.）は室温にて 1 時間反応させ、2 次抗体（anti-mouse antibody（1: 

10000, GE Healthcare））は室温にて 1 時間反応させた。Amersham
TM

 ECL
TM

 Western 

Blotting Detection Reagents（GE Healthcare）を用いて、FUJIFILM LUMINESCENT IMAGE 

ANALYZER LAS-3000 にて、各画分の GAPDH を定量した。 

 

 

10. TUNEL assay を利用したアポトーシスの検出 

 

 FM3A（1 x 10
4
 cells/mL）は、0、4、8 M のアクロレインで 24 時間処理した後に、

In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein（Roche）を用いてマニュアルに従って行った。

細胞 1 x 10
6
 cells に対し 100 L の 2% paraformaldehyde に懸濁し、室温にて 1 時間固定

した。固定した細胞は PBS(-)で 1 回洗浄し、poly-L-lysine でコートしたカバーガラス

に 10 分間吸着させ、0.1% Triton X-100 を含む 0.1% sodium citrate を用いて氷上で 2 分

間、浸透化処理を行った。次いで、PBS(-)で 2 回洗浄し、0.5 g/mL Propidium iodode

を含む TUNEL reaction mixture を用いて 37
o
C にて 1 時間反応させた。続いて、PBS(-)

で 2 回洗浄した後に SlowFade® Gold antifade reagent（Invitrogen
TM）で封入し、LSM 510 
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META Laser Scanning Microscope（Carl Zeiss）を用いて観察した。 
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【結果】 

 

1. アクロレインの蛋白質及び DNA との相互作用 

 

 脳梗塞が起きると、アクロレインは DNA より蛋白質に影響を及ぼすことが明らかと

なっている【31, 82】。そこで、細胞培養系を用いて、DNA、蛋白質とアクロレインの

相互作用をについて検討した。FM3A を 0、50、100 M のアクロレインで 1 時間処理

し、PC-Acro 及び DNA 結合型アクロレインに対する抗体を用いて免疫染色を行った。

その結果、アクロレイン未処理細胞と比較して、PC-Acro はアクロレイン濃度に依存

的な増加を示した（Fig. 15A）。これに対し、DNA 結合型アクロレインは変化が見られ

なかった（Fig. 15B）。以上の結果より、アクロレインが DNA より蛋白質に強く結合す

ることが示唆された【32】。 

 

 

2. アクロレイン抱合蛋白質の同定 

 

 アクロレインは、蛋白質中のシステイン、リジン、ヒスチジン残基に選択的に反応

する【46, 47】。これまでに in vitro の実験系でアクロレインがいくつかの蛋白質に結合

することが報告されている【78-81】。本研究では、細胞培養系でより詳細な結果を得

るため、40 M のアクロレインで 9 時間処理した FM3A を用いてアクロレイン抱合蛋

白質の検討を行った。アクロレイン処理した FM3A を SDS-ポリアクリルアミドゲルで

電気泳動したところ、1 次元、2 次元電気泳動においてもアクロレイン処理により 37 

kDa 付近の蛋白質が著しく減少していることを見出した（Fig. 16A）。この結果から、

37 kDa の蛋白質は、アクロレイン抱合を受けることによって不溶化、若しくは細胞質

からミトコンドリアや核へ移行したことが示唆された。 

次に、アクロレイン未処理のゲルより消失した 37 kDa の蛋白質に相当するスポット

を切り出し、蛋白質分解酵素で処理した後に、アミノ酸配列を LC-MS/MS により解析

した。その結果、11 個のペプチド鎖が得られ（Fig. 16B）、これらの配列を解析したと
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ころ、グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）と同定された。マウ

ス GAPDH は 333 個のアミノ酸で構成されており、このうち 137 個のアミノ酸（41%）

を同定することができた。また、2 次元電気泳動において、アクロレイン未処理細胞

では 2 つのスポットを赤枠で示しているが（Fig. 16A）、LC-MS/MS 解析により 2 つと

も GAPDH であることが同定された。これらの結果より、GAPDH はアクロレイン抱合

を受ける蛋白質の一つであることが明らかとなった。 

 

 

3. GAPDH 上のアクロレイン抱合部位の同定 

 

アクロレイン処理した FM3A より得られた GAPDH 蛋白質は、GAPDH に対する抗

体に反応しなくなり、免疫沈降できなかった。そこで、ヘマグルチニン（HA）で標識

した GAPDH を Neuro2a に形質導入し、アクロレイン処理を行った。HA に対する抗体

を用いて HA 標識 GAPDH を免疫沈降し、SDS-ポリアクリルアミド電気泳動にて分離

し、ゲルより抽出した。抽出した HA 標識 GAPDH をトリプシン若しくは AspN で処

理し、LC-MS/MS でアクロレイン抱合部位を解析した。アクロレイン化されたシステ

イン残基は、ペプチド断片の N 末端アミノ基と距離が近いと分子内転位反応が起こり、

シッフ塩基を形成することが知られている【46】。そのため、アクロレイン化されたシ

ステイン残基は修飾のない形で検出される。また、アクロレイン化されなかったシス

テイン残基はプロピオンアミド化された形で検出される。これらの知見を基に解析し

た結果、アクロレインは GAPDH 上の Cys-150 及び Cys-282 の 2 つのシステイン残基

に抱合することが明らかとなった（Fig. 17）。また、他のシステインやリジン、ヒスチ

ジン残基にアクロレイン抱合は見られなかった。なお、Cys-150 は GAPDH の活性中心

であることが知られており【84】、アクロレイン抱合を受けることにより不活化するこ

とが考えられる。 

また、ヒト GAPDH の結晶構造（PDB ID: 1U8F）を基にマウス GAPDH の立体構造

モデルを作製し、Cys-150 及び Cys-282 の 2 つのシステイン残基の位置を確認したとこ

ろ、Cys-150とCys-282は蛋白質の表面に位置していることが明らかとなった（Fig. 18）。

また、GAPDH には Cys-150 と Cys-282 の他に、Cys-22、Cys-154、Cys,-245 の 3 つのシ
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ステイン残基が存在するが、立体構造モデルでは蛋白質の内部に位置していた。 

 

 

4. アクロレインによる GAPDH 活性の低下 

 

 FM3A を用いて細胞増殖に対するアクロレインの影響を比較したところ、4 M のア

クロレインを添加した培地で培養すると増殖速度に低下が見られ、8 M のアクロレイ

ンを添加した培地では増殖が停止した（Fig. 19A）。そこで、アクロレインを添加した

6、12、24 時間後の GAPDH 活性を比較した。その結果、4 M のアクロレインを添加

すると、GAPDH 活性は 6 時間後に一時的な低下が見られたが、12-24 時間の間に部分

的に回復した（Fig. 19B）。これに対し、8 M のアクロレインを添加すると、GAPDH

活性は 6 時間後より著しく低下し、12-24 時間の間に回復は見られなかった（Fig. 19B）。

また、この時の細胞内 ATP 量を比較したことろ、4 M のアクロレインでは細胞内 ATP

量に変化は見られなかったが、8 M のアクロレインでは経時的に細胞内 ATP 量が減

少した（Fig. 19C）。 

そこで、アクロレインによる細胞増殖の低下に GAPDH 活性の低下が関与している

か検討するため、GAPDH を過剰産生させた際のアクロレイン感受性を確認した。

Neuro2a に pcDNA-GAPDH、pcDNA--actin 若しくは pcDNA3.1(+)（vector）を形質導

入し、細胞増殖に対するアクロレイン毒性の影響を検討した。-アクチンは Cys-374

にアクロレイン抱合を受けることが報告されていることから【79】、同様の実験を行っ

た。GAPDH 過剰産生株における GAPDH の蛋白質発現量、また、-アクチン過剰産生

株における-アクチンの蛋白質発現量は、none や vector と比較して 2 倍以上に増加し

た（Fig. 20A）。その時のアクロレインによる細胞増殖への影響は、GAPDH を過剰産

生させることにより部分的に回復を示した。none、vector と GAPDH 過剰産生株に対す

るアクロレインの IC50は、それぞれ 2.7、2.9、4.3 M であった（Fig. 20B）。一方で、

-アクチンを過剰産生させても細胞増殖に変化は見られず、アクロレインの IC50は 2.9 

M を示した（Fig. 20B）。したがって、GAPDH の不活化がアクロレイン毒性を発揮す

る一因であることが示唆された。 
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5. アクロレイン抱合 GAPDH の局在とアポトーシス惹起作用 

 

GAPDH は Cys-150 に一酸化窒素（NO）が結合し、S-ニトロシル化を受けると不活

化し、E3 ユビキチンリガーゼである Siah と共に核内移行し、転写コアクチベーターの

p300/CBP を活性化させてアポトーシスを引き起こすことが知られている【85-87】。ア

クロレイン抱合を受けた GAPDH も核へ移行し、同様の現象を生じる可能性がある。

そこで、アクロレイン処理した際に GAPDH が核へ移行するか検討するため、アクロ

レイン処理した FM3A を分画し、ウェスタンブロット解析を行った。その結果、アク

ロレイン未処理細胞の GAPDH は細胞質に存在したが、8 M のアクロレインで 6 時間

処理した細胞の GAPDH は細胞質だけでなく核にも存在した（Fig. 21A）。免疫染色法

を用いて、同様に細胞内の GAPDH の局在を確認した結果、アクロレイン未処理細胞

では GAPDH（緑）と DNA（Propidium iodide、赤）の重複部分が見られなかったが、

4-8 M のアクロレインで処理した細胞では GAPDH と DNA が著しく重複（黄）し、

GAPDH が核へ移行していた（Fig. 21B）。また、不活化された GAPDH は、p300/CBP

により Lys-160 にアセチル化を受けることも報告されている【87】。そこで、各画分を

アセチルリジンに対する抗体を用いて免疫沈降し、GAPDH に対する抗体で検出した

ところ、8 Mのアクロレインで6時間処理した細胞より得られた核画分でのみGAPDH

が検出された（Fig. 21A）。これらの結果から、アクロレイン処理した GAPDH は、NO

処理した GAPDH と同様に核へ移行し、アセチル化を受けることが明らかとなった。 

また、アクロレイン処理した FM3A を用いて、TUNEL 陽性細胞の検出を行った結

果、アクロレイン処理により、TUNEL 陽性細胞が著しく増加した（Fig. 22）。TUNEL

陽性細胞は、0、4、8 M のアクロレインで 24 時間処理すると、それぞれ 1、39、78%

を示した（Fig. 22A）。これは、アクロレイン抱合 GAPDH が p300/CBP によりアセチル

化を受け、ニトロシル化 GAPDH と同様にアポトーシスを引き起こすことを示唆した

【87】。以上の結果から、アクロレインにより不活化した GAPDH が細胞増殖を部分的

に阻害することが考えられる。 
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Fig. 15 アクロレインの蛋白質及び DNA との相互作用 

 FM3A を 0、50、100 M のアクロレインで 1 時間処理し、蛋白質結合型アクロレイ

ン（A）及び DNA 結合型アクロレイン（B）を免疫染色法より検出した。蛋白質結合

型アクロレインはアクロレインとリジン残基の付加体を、DNA 結合型アクロレインは

アクロレインと 2’-デオキシアデノシンの付加体を検出した。 
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Fig. 16 アクロレイン処理により消失する蛋白質の同定 

A. FM3A を 40 M のアクロレインで 9時間処理し、S100 画分を調整し、1 次元（左）、

2 次元（右）電気泳動を行った。アクロレイン処理により 37 kDa の蛋白質が消失した

（赤枠）。B. LC-MS/MS 解析より、アクロレインにより消失する 37 kDa の蛋白質を同

定した。得られた 11 個のペプチド断片（下線部）のアミノ酸配列を解析した結果、グ

リセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）に相当することが明らかとな

った。 
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Fig. 17 GAPDH 上のアクロレイン抱合部位の同定 

 pcDNA-GAPDH(HA)を形質導入した Neuro2a を 40 M のアクロレインで 9 時間処理

した。HA 標識 GAPDH を免疫沈降し、LC-MS/MS で解析することにより、GAPDH 上

のアクロレイン抱合を受けたアミノ酸残基を同定した。144-160、277-282 番目のペプ

チド断片に、システイン残基に結合したアクロレインの MS/MS スペクトルが確認され

た。アクロレインは Cys-150 及び Cys-282 にマイケル付加し、ペプチドの N 末端アミ

ノ基と分子内転移反応を起こし、シッフ塩基を形成した。 
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Fig. 18 マウス GAPDH の立体構造モデル 

 ヒト GAPDH の結晶構造（PDB ID: 1U8F）を基に SWISS-MODEL Workspace を用い

て立体構造モデルを作製した。アクロレイン抱合を受けた Cys-150 と Cys-282 を赤で

示す。Cys-150 は活性中心である。 
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Fig. 19 アクロレインによる GAPDH 活性への影響 

 0、4、8 M のアクロレインで培養した時の細胞増殖（A）、GAPDH 活性（B）、細胞

内 ATP 量（C）に対する影響を検討した。A. 細胞増殖は、細胞の生存数をモニタリン

グした。B, C. GAPDH 活性及び細胞内 ATP 量の測定は、アクロレインを添加した 6、

12、24 時間後に行った。値は mean±S.E.（n = 3）で表す。 
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Fig. 20 GAPDH 過剰産生株におけるアクロレイン毒性の軽減 

 Neuro2a に pcDNA-GAPDH、pcDNA--actin 若しくは pcDNA3.1(+)（vector）を形質

導入し、細胞増殖に対するアクロレイン毒性の影響を検討した。A. 形質導入した 24

時間後の細胞を回収し、ウェスタンブロット解析により、GAPDH 及び-アクチンの発

現量を確認した。B. 形質導入した細胞は 24 時間後に、様々なアクロレイン濃度で 3

日間培養し、細胞の生存数を測定した。IC50を図中に示す。値は mean±S.E.（n = 3）

で表す。 
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Fig. 21 アクロレイン抱合 GAPDH の核内移行 

A. 0、8 M のアクロレインを添加した培地で FM3A を 6 時間培養した後に細胞質画

分、核画分を調整し、ウェスタンブット解析より GAPDH の局在を確認した。また、

アセチルリジンに対する抗体を用いて免疫沈降し、GAPDH に対する抗体でウェスタ

ンブロット解析を行った。B. 0、4、8 M のアクロレインを添加した培地で FM3A を 6

時間培養した後に、GAPDH に対する抗体（緑）及び DNA 染色の Propidium iodide（赤）

を用いて免疫染色を行った。検出には共焦点顕微鏡を用いた。バーは 20 m を示す。 
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Fig. 22 アクロレインによるアポトーシス惹起作用 

 0、4、8 M のアクロレインを添加した培地で FM3A を 24 時間培養した後に、TUNEL 

assay を行った。A. 約 500 cells における TUNEL 陽性の割合をグラフ化した。値は mean

±S.E.（n = 3）で表す。B. TUNEL 陽性（緑）及び DNA 染色の Propidium iodide（赤）

は、共焦点顕微鏡を用いて検出した。バーは 20 m を示す。 
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【考察】 

 

近年、当研究室では、脳梗塞などの組織障害は活性酸素よりアクロレインがより密

接に関与していることを報告してきた【32, 33】。本研究では、アクロレインにより生

じる細胞毒性のメカニズムについて検討した。その結果、GAPDH 活性の低下は細胞

増殖の低下に相関しており、pcDNA-GAPDH を形質導入することにより細胞増殖は部

分的に回復を示すことを明らかにした（Fig. 20B）。 

アクロレインは、蛋白質中のシステイン、リジン、ヒスチジン残基に選択的に反応

することが知られている【53, 54】。これまで、アクロレインは、ADP/ATP トランスロ

カーゼ 1【78】、-アクチン【79】、NF-B【80】、そしてチロシンホスファターゼ 1B【81】

に結合することが報告されている。これら蛋白質はアクロレインが結合すると不活化

するが、細胞増殖に直接関与していない。当研究室では、以前にアクロレインが、ア

ミノ基よりチオール基と良好に反応することを報告しており【33】、これら蛋白質にお

いてもシステイン残基は、GAPDH と同様に、活性中心に位置する。しかしながら、

アクロレインによるこれら蛋白質の不活化と細胞増殖阻害の関係については詳細な研

究がされていない。このことから、pcDNA--actin を Neuro2a に形質導入し、アクロレ

インの毒性を比較したが、変化は見られず（Fig. 20B）、細胞増殖に関与していないこ

とが示唆された。 

GAPDH は、エネルギー産生に関与する解糖系の酵素としての役割だけでなく、ヒス

トン遺伝子の発現を促進する転写因子、核膜融合蛋白質、DNA の不適切な核酸取り込

みを認識する因子、テロメア構造を維持する制御因子としての働きが知られている

【84】。しかし、GAPDH は NO により活性中心である Cys-150 に修飾を受けると、E3

ユビキチンリガーゼである Siah と複合体を形成して、核内移行し、細胞毒性を示す

【85-87】。本研究結果より、GAPDH の Cys-150 にアクロレイン抱合を受けても、NO

と同様に毒性を示すことが明らかとなった（Fig. 21, 22）。また、Cys-282 もアクロレイ

ン抱合を受けることが明らかとなった（Fig. 17）。ウサギ GAPDH を用いた実験では、

酸化ストレスにより GAPDH の凝集が誘導されるが、この凝集には活性中心である

Cys-149 が必要であること、Cys-281 が凝集を補助することが報告されている【88】。
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以上のことから、アクロレイン抱合を受けた Cys-282 もまた細胞毒性に関与している

ことが示唆された。本研究結果は、アクロレインにより不活化した GAPDH がアクロ

レインの細胞毒性に少なくとも部分的に関与していることを示した。また、不飽和ア

ルデヒドである 4-ヒドロキシノネナールは、脂質過酸化により産生され、細胞毒性を

示すことが知られており【89】、4-ヒドロキシノネナールもまた GAPDH のシステイン

残基を修飾し、不活化することが報告されている【90】。しかしながら、当研究室では

アクロレインと 4-ヒドロキシノネナールの毒性を比較したところ、アクロレインが 4-

ヒドロキシノネナールより強い毒性を示すことを明らかにした【31】。 

当研究室では以前、LC-MS/MS 解析より、脳梗塞患者の血中でアルブミンの Lys-557

と Lys-560 にアクロレインが抱合することを報告した【82】。この場合、GAPDH とは

異なり、アルブミンはアクロレインの毒性軽減に寄与していることが考えられる。 

本研究では、8 M のアクロレインを添加すると、アクロレイン抱合 GAPDH の核内

移行を介したアポトーシスを惹起するだけでなく、細胞内 ATP 量の減少を引き起こし

た（Fig. 19C）。アクロレインはミトコンドリア障害を起こすことが知られているが【91, 

92】、低濃度のアクロレインで処理した際のアクロレインによるミトコンドリア蛋白質

の障害は不明である。アクロレイン毒性による細胞内 ATP 量の減少は、GAPDH の不

活化とはまた別にアクロレインが毒性を示していることが予測される。アクロレイン

の細胞毒性を解明するためには、低濃度のアクロレイン（< 50 M）で不活化する蛋白

質を同定することは非常に重要であり、今後も詳細な検討が必要である。 
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【総括】 

 

本研究では、アクロレインの細胞毒性機序を明らかにすることを目的とし、アクロ

レイン耐性細胞の樹立やアクロレイン抱合蛋白質の同定を試みた。 

第 1 章では、アクロレインの毒性除去に関わる重要な因子を解明するため、アクロ

レイン耐性細胞 FM3A-ATD と Neuro2a-ATD を樹立した。FM3A の-グルタミルシステ

インリガーゼ（GCLC）遺伝子は対立遺伝子の一つが不活化しており、FM3A-ATD は、

GCLC の対立遺伝子を再活性化することより、細胞内グルタチオン量を増加させ、ア

クロレイン耐性を獲得した。Neuro2a-ATD は、リン酸化による c-Jun N-末端キナーゼ

（JNK）の活性化を介して、GCLC とグルタチオンシンテターゼ（GSHS）の発現を転

写レベルで促進することにより、細胞内グルタチオン量を増加させ、アクロレイン耐

性を獲得した。したがって、細胞内グルタチオン量の増加は、FM3A-ATD と

Neuro2a-ATD の共通のメカニズムであり、グルタチオンはアクロレイン毒性を解除す

る重要な役割を担っていることが明らかとなった。 

第 2 章では、細胞培養系を用いてアクロレイン抱合蛋白質の同定を試みた。アクロ

レイン抱合蛋白質の一つとして、グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ

（GAPDH）を同定した。アクロレインは GAPDH の活性中心である Cys-150 と Cys-282

に抱合した。アクロレインは、細胞内 ATP 量を低下させると共に、不活化した GAPDH

を核内移行し、アポトーシスを引き起こした。アクロレインの細胞毒性機序の一つと

して、アクロレインが GAPDH を不活化し、細胞死をもたらすことが明らかとなった。 

以上、本研究では、アクロレイン耐性細胞を樹立することによって、アクロレイン

の毒性解除にグルタチオンが重要であること示した。また、アクロレインは GAPDH

を不活化し、アポトーシスを引き起こすことにより、細胞毒性を示すことを明らかに

した。これらの結果を基に、アクロレイン修飾により細胞内 ATP 量の減少を引き起こ

す標的蛋白質を同定し、さらなるアクロレインの毒性機序を解明することは、脳梗塞

に代表される細胞障害性疾患に対する治療法の確立において重要な知見を与えること

が推察される。本研究成果が、アクロレインによる細胞障害性疾患に対する治療薬開

発の一助となることを期待する。 
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