
第 2 章 細胞増殖抑制メカニズムの解析

現在までに昆虫などの動物で､発育停止メカニズムについてはさまざまな研

究がなされてきた｡昆虫の休眠は大別して､外因性休眠と内因性休眠がある｡

外因性休眠は短日や気温低下など外部環境に反応して誘導され､内因性休眠は

外部環境に関係なく遺伝的に決定誘導される｡そして､このようにして休眠に

し

入った個体では呼吸､代謝､活動低下､貯蔵タンパク質 ･脂質 ･糖質などの昔

積､ス トレス耐性の向上といった特徴が認められる (Denlinger,2008)｡

休眠を誘導一覚醒する環境要因については古くから非常に多くの研究が積み

重ねられてきた｡そして､昆虫の発育や変態､そして生殖を制御するホルモン

としてよく知られているエクダイソンや幼若ホルモンが休眠制御に深くかかわ

っている例も多数報告されている｡近年では､これらの環境要因やホルモンに

よる生体反応が､どのような分子機構で休眠の制御に関わるかについても報告

されてきている｡カイコでは休眠ホルモンが食道下神経節から分泌され､G タ

ンパク質共役型受容体を介して卵巣に作用し､次世代の卵に休眠を誘導する

(Hommaetal.,2006)｡またカイコの休眠卵では､細胞内シグナル伝達経路のひ
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とつであるMAPキナーゼカスケー ドの構成要素であるp38とERKが､休眠の

前後で活性状態を変化させる (Fujiwaraetal.,2006a,b).同じくチョウ目昆虫で

あるヤガ科のHeliothisvirescensとタバコガ (Helicoverpaassulta)からは､カイ

コの休眠ホルモンと類似のペプチ ドが見つかっており､それらの遺伝子発現量

は休眠蛸では非休眠蛸と比べて低く､休眠虫削ここのペプチ ドを投与すると休眠

が覚醒する (XuandDenlinger2003;Zhaoetal.,2004)｡さらにコガタルリ-ムシ

(Gastrophysaatrocyanea)では､キチナ-ゼ活性を有する活動期特異的タンパク

質 (APAPIandII)が休眠中では減少しているが､RNAiでの発現抑制により休

眠覚醒を阻害し､休眠期特有の地中に潜る行動を引き起こす (Fujitaetal.,2006).

またキイロショウジョウバェでは､野外集団の間で休眠性の変異をもたらす遺

伝子座が解析され､ホスホイノシトール 3-キナーゼ (pI3K)遺伝子が原因遺

伝として同定された (William setal.,2006)｡しかし､これらの報告は休眠現象を

部分的に捉えた解析であり､休眠現象を総合的に説明するには至っていない｡

第 1章で明らかにしたYam am arinおよび C16-Yam am arinによる細胞増殖抑制

が､細胞レベルにおいて休眠化様現象を再現している可能性がある｡そこで本

章では､C16-Yamam arinを使用して細胞レベルでの休眠化様メカニズムの解析を
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目的として､ショウジョウバェ腫子に由来する培養細胞 (SchneiderS2)を用い

ながら､C16-Yam amarinによるup-regulationおよびdown -regulationの網羅的遺伝

子解析､ならびに細胞周期に及ぼす影響､そして細胞膜を透過化処理したミト

コンドリア様細胞の呼吸に及ぼす影響を解析した｡
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材料と方法

1.ラット肝がん細胞増殖抑制活性の可逆性実験

C16-Yam am arinによるラット肝がん細胞 (dRLh84)増殖抑制活性の可逆性実

験として､第 1章で述べた 96穴マイクロプレー トを5枚使用したMTT法によ

り､それぞれ 24､48､72､96､120hにおけるC16-Yamamarinの増殖抑制活性を

検討した｡なお､48hまでの培養をlstcultureとして25トLM のC16-Yam am arin

とともに培養し､その後48-72hを2ndcultureとしてC16-Yam am arinを含む培

地を除き､25pM のパルミチン酸を添加した新鮮な培地で培養した｡次に72-96

h を 3rdculture としてパル ミチン酸 を含む培地を除き､再び同濃度の

C16-Yam amarinを添加した新鮮な培地で培養し､最後の96-120hの4thculture

では C16-Yam am arinを含む培地を除いて､同濃度のパルミチン酸を添加した新

鮮な培地で培養する方法で検討した｡なお同濃度のパルミチン酸を添加し､培

地を新鮮なものに換えるタイミングを合わせたものをコントロールとして吸光

度を比較した｡また同様の操作を35Hm dish(BDFalcon)で培養した細胞に対
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してもおこない､それぞれの時間において C16lYamamarin区とパルミチン酸区

を顕微鏡下で形態観察した｡

2.昆虫培養細胞増殖抑制活性の可逆性実験

C16-Yam am arinによるショウジョウバェ培養細胞 (SclmeiderS2)増殖抑制活

性の可逆性実験として､前述のラット肝がん細胞の場合とまったく同様の方法

でWSTll法を使用した｡すなわち24､48､72､96､120hでC16-Yamam arinの

増殖抑制活性を追いながら 48hまでの培養を 1stcultureとして 12.5LLM の

C16-Yamam arin とともに培養 し､その後､48-72hを 2ndcultureとして

C16-Yamamarinを含む培地を除き､25pM のパルミチン酸を添加した新鮮な培地

で培養した｡また72-96hを3rdcultureとしてパルミチン酸を含む培地を除き､

再び同濃度のC16-Yam am arinを添加した新鮮な培地で培養し､最後の96-120h

の4血cult∬eでは､C16-Yam am arinを含む培地を除いて同濃度のパルミチン酸を

添加した新鮮な培地で培養する方法で検討した｡なお同濃度のパルミチン酸を

添加し､培地を新鮮なものに換えるタイミングを合わせたものをコントロール
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として吸光度を比較した｡また同様の操作を35mmdish(BDFalcon)で培養し

た細胞に対してもおこない､それぞれの時間において C16-Yam am arin区とパル

ミチン酸区を顕微鏡下で形態観察した｡

3.DNAマイクロアレイによる解析

全ゲノム配列が解読 (Myersetal.,2000)されているキイロショウジョウバェ

の腔子に由来するSchneiderS2細胞を用いて､可逆的細胞増殖抑制活性を遺伝子

レベルで解析した｡

1)細胞の培養

培養は第 1章で述べたSchneiderS2細胞の条件と同様に27oC､全暗条件で

FBSおよび抗生物質を含む Sclm占iderInsectMedium でおこなった｡フラスコ

(175cm2,BDFalcon)に5×104cells/mLに調整した培地を50mLずつ､計8

個調整し24h同条件で前培養した｡
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培養したフラスコは､可逆性実験と同様に48hまでの培養をlstcultureと

して12.5トLMのC16-Yam am arinとともに培養し､その後､48-72hを2ndculture

としてC16-Yam am arinを含む培地を軽い遠心(1,000g,5min)により取り除き､

同濃度のパルミチン酸を含む培地で培養した｡2ndculture後のフラスコ2個か

ら細胞を回収､洗浄した後に液体窒素で急速冷凍することで酵素などの働き

を抑制し､T1-1､-2として-80oCで保管した (Fig.14)｡なおコントロール区

としてC16-Yam am arinを添加せずに同濃度のパルミチン酸とともに72h培養

した細胞も回収し､同様の方法で凍結後､Control-1､-2として保管した｡

その他の細胞は遠心し洗浄後､新鮮な培地に再び同濃度の C16-Yamamarin

を添加して培養 (72-96h)し､3rdcultureとした｡3rdculture後のフラスコ2

個から細胞を回収および同様に冷凍し､T2-1､12として-80oCで保管した｡他

の細胞は C16-Yamamarin を含む培地を遠心により取り除き､パルミチン酸と

ともに96-120hの4血culhreをおこなった｡その後､細胞を回収および同様

に冷凍し､T3-1､-2として-80oCで保管した｡
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2)RNA抽出とNorthemblottingによる確認およびマイクロアレイ解析

それぞれの細胞からの RNA 抽出および精製には RNeasy⑧ MiniKit(50)

(QIAGEN)を使用し､プロトコールに従いtota1-RNAの抽出をおこなった｡

回収したtotal-RNAは微量分光光度計NanoDrop(スクラム)により定量し､

それぞれ 10pgずつをNorthem blottingにより確許 した (Fig.15)｡確認 した

RNAそれぞれ 10pgずつをRNasefreeMQ水で lpg/mLに調整 し､GeneChip

ExpressionArrayによる解析を㈱タカラバイオに依頼した｡得られたデータは

㈱東北化学薬品の遺伝子発現データ解析サービス 『MOGERA-GE』によりパ

スウェイデータとした｡
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Fig.14.Experimentallydesignofmicroarrayanalysis.S2cellswereexposedtothe

C16-Yamamarininthelstculture(0-48h),andtheywerewashedandculturedwith

palmiticacid(2ndculture:48-72h).At72h,TIwasrecoveredandacontrolsample

fromthecontrolexposedtopalmiticacid.Inthe3rdculture,theywereexposedtothe

C16-Yamamarin(72-96h)andT2werecollecteda洗erthisculture.Inthe4thculture,

cellsweregrowthwithpalmiticacid(96-120h)andT3wererecovered.
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Fig.15.Isolationoftotal-RNAfTromprolifTerationandarrestlngPhaseofS2cellsfor

microarrayanalysis.S2cellswereexposedtotheC16-Yamamarininthelstculture(0-

48h),andtheywerewashedandculturedwithpalmiticacid(2ndculture:48-72h).At

72h,TIwererecoveredandacontrolsamplefTromthecontrolexposedtopalmiticacid.

Inthe3rdculture,theywereexposedtotheC16-Yamamarin(72-96h)andT2were

collectedafterthisculture.Inthe4thculture,cellsweregrowthwithpalmiticacid(96-

120h)andT3wererecovered.RNAwereextracted丘omrecoveredcellsandseparated

byelectrophoresison1%agarose-MOPSgels.
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4.フローサイ トメ トリーによる細胞周期の解析

C16-Yam amarinによる細胞増殖抑制において､細胞周期に関係する経路で遺伝

子レベルにおける発現低下をマイクロアレイ解析により確認 した｡このため､

C16-Yam amarinにより停止 しているSclmeiderS2細胞の細胞周期を特定すること

を目的として､フローサイ トメ トリーによる解析をおこなった｡細胞培養条件

は前述のSchleiderS2細胞の培養と同様に27oC､全暗条件でFBSおよび抗生物

質を含む SchneiderInsectMedium により培養 した｡フラスコ (75cm21,BDFalcon)

に5×104cells/mLに調整 した培地を 10mLずつ､24h同条件で前培養 した｡培養

したフラスコに 12.5LIM と25LLM のC16-Yamam arin､およびコントロール区と

して同濃度のパルミチン酸を添加 し､48および 96h培養し､フラスコから細胞

を遠心 (1,000g,5min)により回収､PBS(-)で洗浄し､計測した後に70%冷エタ

ノールで一昼夜固定した｡

固定した細胞を 100LLg/mLRNaseAを含むPBS(-)で懸濁し､37oCで lhイン

キュベ- トした後に､100LLg/mLの Propidium Iodide(PI)を添加 して FACScan

(BectonDickinson)の488nmにおけるアルゴンレーザーを用いて 10,000個の
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細胞含有 DNA量のデータを測定し､CellFITprogram で解析することで GO/G1

期､S期､G2/M期のそれぞれの細胞周期を特定した｡

5.ミトコンドリアおよび細胞膜透過化処理細胞による解析

細胞小器官であるミトコンドリアは､真核生物でATP合成やプログラム細胞

死 (PCD)の中核を担っている (HandandMenze,2008)｡電子伝達系や付随する

ATP合成はミトコンドリア内膜で引き起こされる｡複合体Ⅱでの反応によりコ

ハク酸を消費してフマル酸を産生し､複合体Ⅳでの反応により 02を消費して

H20を産生し､これらの結果により複合体ⅤでPiおよびADPからATPを合成

する (Fig.16)｡このため､コハク酸による酸素消費を指標としたミトコンドリ

ア活性の測定が可能である (PivaandMcEvoy-Bowe,1998)｡

1)ミトコンドリアの回収

ミトコンドリアの回収はPivaandMcEvoy-Bowe(1998)の方法を改変して
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おこなった｡フラスコ(175cm2､BDFalcon)で培養 した対数増殖期のSchneider

s2細胞 1×109個を遠心(1,000g,5min)により回収およびPBS(-)で洗浄し､4oC

で冷蔵 したダウンス型およびポッタ-型ホモジナイザーと1mM のEGTAを

含むH-medium (210mM mamitol,70mM sucrose,0.5%BSA,5mM K-Hepes,

pH7.2)を用い､細胞を氷冷中で摩砕 した｡ トリパンブルー染色により全体の

60%程度の細胞が染色されるまでホモジナイズを続け､核などを除去するた

めに800g､15minの遠心をおこなった｡遠心後､上清を回収し､再び沈殿を

摩砕､遠心により上清を回収する工程を4回繰 り返した｡回収した上清は 1.5

mL容のチューブに移 して 10,000g､30minの遠心をおこない､沈殿をミトコ

ンドリア画分とした｡回収したミトコンドリア画分のタンパク質は Bradfbrd

紘 (1976)を用い定量した｡

2)細胞膜透過化処理細胞の調整

細胞膜透過化処理細胞の調整はHofhausら(1996)およびHakkaartら(2006)

の方法を改変しておこなった｡フラスコ (175cm2､BDFalcon)で培養 した対
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数増殖期のSchneiderS2細胞を遠心により回収およびPBS(-)で洗浄し､PBS(-)

に置換した後に細胞膜透過化処理剤のジギトニンを添加 して約 5分間常温で

放置した後､ トリパンブルー染色で全ての細胞が染色されることを確認し､

PBS(-)で洗浄および調整したものを細胞膜透過化処理細胞とした｡

3)酸素消費量抑制実験

回収したミトコンドリアおよび細胞膜透過化処理細胞での酸素消費量活性

の測定はPivaandMcEvoy-Bowe(1998)の方法に準じた｡酸素消費量はクラ

ークタイプのキュベット電極 (oxyl,Hansatechhstrumentlnc)を用い､溶存

酸素量を測定することで算出した｡ミトコンドリアおよび細胞膜透過化処理

細胞を検定用培地 (130mM KCl,2mM KH2PO4,2mM MgC12, 10mM

MOP/S-NaOH,pH7.2)に添加し､基質として5mM のコハク酸を使用した｡

時間ごとに溶存酸素量を測定して傾きを算出し､呼吸速度とした｡また可逆

性試験として試料を添加して呼吸速度を低下させた細胞膜透過化処理細胞を

1,000g､5minの遠心により回収し､5mMのコハク酸を基質として添加した

後の酸素消費速度を測定した｡
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MATRIX

Fig.16.Themodelofmitochondrialoxidativephosphorylationpathway.Oxygenation

oftheelectrontransportchainandATPsynthesisareachievedintheinnermembraneof

mitochondrion.
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結 果

1.C16-Yam am arinによるラット肝がん細胞の可逆的増殖抑制効果

C16-Yamamarinによるラット肝がん細胞 (dRLh84)での可逆的な増殖抑制活

性の検証をMTT法 (Fig.17A)と顕微鏡観察 (Fig.17B)によりおこなった｡そ

の結果､1stcultureで25pM C16-Yam am arinとともに培養した24h培養の結果､

コン トロール区に比べ 9.56%､48h~では 4.45%の増殖率であったのに対し､

C16-Yamamarinを除去して24h培養した72hの2ndcultWe後の細胞では19.93%

まで回復し､その後､再び C16-Yamamarinを添加して培養した 3rdcul仙re後の

細胞では5.12%､そこから再び C16-Yamama血 を除去した4血cult∬e後の細胞で

は 53.76%まで回復し､C16-Yamamarinは dRLh84の細胞増殖に対し可逆的な細

胞増殖抑制活性を示すことを確認した｡
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Fig.17.Reversiblearrestofcellproliferationandphase-contrastmicrographsofdRLh84cells

treatedwithC16-Yamamarin.(A)CellprolifTerationwasassessedwiththeMTTassayandthe

growthofculturetreatedwith25トLMC161Yamamarinwasexperlmentedin%ofthecellcounts

in仙econtrolculturethatwastreatedwiththesolvent(0.5% DMSO)alone(abscissa).The

assayculture(eachbar)wasexposedtoC161Yamamarinfわr24(violetbar)to48h(redbar)

(markedas+1stcultureininset)andthenfor24h(lightbluebar)tothecontrolmedium

(markedas-2ndculture,totalconsecutiveincubationof72h)･h 24h(pinkbar)ofthe

3rd-consecutiveculture(markedas+3rdculture,totalconsecutiveincubationof96h)也ecells

weretreatedagalnWkhC16-YamamarinandaRerwards仙eyweregrownincon什olmediumfわr

alone24h(graybar)(markedas-4thculture,totalconsecutiveincubationof120h)AResult

wereexpressedasmeansj=S･E･ofthreeindependentexperiments･(B)Phase-contrast

micrographicsofdRLh84cellsgrownaltemativelyineitherO･5%DMSO(control,upperrow)

orC16-Yamamarin(C16-Yamamarin25トlM,bottomrow)appliedinthesolvent.hcubation

time(h)isshownuponeachpanelandthepresence(+)andabsence(-)ofCl6-Yamamarin

beloweachpanel･Initialcelldensitywas5×104/mL･Scalebar-200LLm･
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2.C16-Yamamarinによる昆虫培養細胞の可逆的増殖抑制効果

C16-Yamamarinによる SchneiderS2での可逆的な増殖抑制活性の検証を

wsTJl法 (Fig.18A)と顕微鏡観察 (Fig.18B)によりおこなった｡

その結果､1stcultureで 12.5pMC16-Yamamarinとともに培養し24h後､コン

トロール区に比べ 59.89%､48hでは 51.72%の増殖率であったのに対 し､

へヽ

C16-Yamam arinを除去して24h培養した72hの2ndculture後の細胞では73.76%

まで回復し､その後､再び C16-Yamam arinを添加 して培養した 3rd̀culture後の

細胞では55.70%､そこから再びC16lYam amarinを除去した4thculture後の細胞

では 84.52%まで回復し､C16-Yamam arinは dRLh84の細胞増殖に対し可逆的な

細胞増殖抑制活性を示すことを確認 した｡
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Fig.18.Reversiblearrestofcellproliferationandphase-contrastmicrographsofSchneiderS2

cellstreatedwithC161Yamamarin.(A)CeHproliferationwasassessedwiththeWSTllassay

andthegrowthofculturetreatedwith12.5トIM CI伝-Yamamarinwasexperimentedin%ofthe

cellcountsinthecon廿olculturethatwastreatedwiththesameconcentrationofpalmiticacid

(C16)(abscissa).Theassayculture(eachbar)wasexposedtoC16-Yamamarinfわr24(violet

bar)to48h(redbar)(markedas+lstcultureininset)andthenfわr24h(lightbluebar)tothe

controlmedium(markedas12ndculture,totalconsecutiveincubationof72h).In24h(pink

bar)ofthe3rd-consecutiveculture(markedas+3rdculture,totalconsecutiveincubationof96

h)thecellsweretreatedagainwithC16-Yamamarinanda氏erwardstheyweregrownincontrol

mediumfbralone24h(graybar)(markedasl4thculture,totalconsecutiveincubationof120h)I

Resultwereexpressedasmeans土 S･E･ofthreeindependentexperiments･(B)Phase-contrast

micrographicsofS2cellsgrownaltemativelylneithersameconcentrationofpalmiticacid

(control,upperrow)orC16lYamamarin(C16-Yamamarin25LIM,bottomrow)appliedinthe

solvent.hcubationtime(h)isshownuponeachpanelandthepresence(+)andabsence(-)of

c16-Yamamarinbeloweachpanel･Initialcelldensitywas5×104/mLScalebar-200Llm･
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3.C16-Yam am arinによるRNA発現レベルでの変動

ほ乳類細胞と昆虫細胞の両者で､C16-Yamam arinによる細胞増殖抑制が可逆

的であることを明らかにした (Figs.17and18)｡この増殖抑制活性がどのような

メカニズムによるか解析する手段として､DrosophilaSchneiderS2細胞によるマ

イクロアレイ解析をおこなった｡前述の可逆性試験と同様に C16-Yam am arinと

の共培養とC16-Yamam arinの代わりにパルミチン酸 (C16)との共培養を交互に

おこない (Fig.14)､Control､Tl､T2､T3のそれぞれの細胞からtotal-RNAを回

収した (Fig.15)｡

回収したtota1-RNAはGeneChipExpressionArrayによる解析を.㈱タカラバイオ

に依頼した｡得られたデータは㈱東北化学の遺伝子発現データ解析サJtfス

『MOGERA -GE』によりパスウェイデータとし(Fig.19;Table1;Supp.Tables1-6)､

TlからT3における主要な各経路についてはヒー トマップで示した(Figs.20and

21)｡
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Control

Fig.19.Parallelcoordinatesdisplayofgeneexpressionpro丘lesacrosstimepolntS.

GraphofexpressionfわrallgenesshowlngnO-alizedvalues.Eachgeneisrepresented

asalinewithdiscontinuitiesresultingfTrom misslngdata.Thelinesarecolored

accordingtothequantitativechangeinexpressioninTl.X-axescorrespondtoa

successivetimepolnt･Y-axesdenotethenormalizedvaluesateachtimepointforeach

gene･
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Table1･Functionalcategoriesofdifferentiallyexpressedgenes

T1/ControI T2/Control T3/Control

I.5foldQCsig 1.5foldQCsig 1.5foldQCsig
Category up down up down up down

cellcycle

DNAreplication

celldeath

slgnaltiansduction

responsetostress

immuneresponse

development

metabolism

mitochondrion

transcription

translation

transport

2 5

(1.80) (5.32)
1 1

(0.90) (1.06)
6 3

(5.41) (3.19)
ill U1

0 2

(0.00) (2.35)0 1

(0.00) (1.18)
2 5

(5.00) (5.88)
3 12

0 3

(0.00) (2.59)0 1

(0.00) (0.86)0 7

(0.00) (6.03)
2 6

(9.91) (11･70) (7.50) (14.12) (15.38) (5.17)
12 1

(10.81) (1.06)
10 1

(9.01) (1.06)
22 16

(19.82) (17.02)
30 34

(27.03) (36.17)
2 6

(1.80) __(6.38)
9 6

(8.ll) (6.38)
1 1

(0.90) (1.06)
5 9

(4.50) (9.57)

8 3

(20.00) (3.53)
8 1

(20.00) (1.18)
6 15

(15.00) (17.65)
8 29

(20.00) (34.12)0 1

(0.00) (1.18)
3 5

(7.50) (5.88)
1 0

(2.50) (0.00)

il lil

0 7

(0.00) (6.03)
0 1

(0.00) (0.86)
1 18

(7.69) (15.52)
6 47

(46.15) (40.52)0 8

(0.00) (6.90)
1 7

(7.69) (6.03)0 3

(0.00) (2.5'9)
3 8

(2.50) (12.94) (23.08) (6.90)
Total 111 94 40 85 13 116

Thenumberofgenesassignedtoafunctionalcategoryandtheirprevalence(%)with

respecttothetotalnum berofdifferentiallyexpressedgenesinTl,T2andT3were

shown.
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これらの結果から､C16-Yamam∬inの添加により発現の低下した遺伝子が最

も多かったT3phaseに着目した (Table1)0 T3phaseはC16-Yam am arinによる増

殖停止と除去による増殖再開を2度ずつ経た細胞より抽出した total-RNA のマ

イクロアレイによる解析結果である｡Fig.21のヒー トマップ中T3phaseにおい

て変動した遺伝子群で､コントロールに対して 1.6以上もしくは -1.6以下の変

動を示した遺伝子が関連する経路は､細胞周期 (43遺伝子の発現低下と3遺

伝子の発現上昇)､DNA複製 (34遺伝子の発現低下と1遺伝子の発現上昇)､

電子伝達系 (44遺伝子の発現低下と2遺伝子の発現上昇)､解糖および糖新生

系 (12遺伝子の発現低下と12遺伝子の発現上昇)､TCA 回路(27遺伝子の

発現低下),mRNA プロセシング (76遺伝子の発現低下と14遺伝子の発現上

昇)､リボ-ゾ-ムタンパク質 (57遺伝子の発現上昇と12遺伝子の発現低下)､

翻訳因子 (20遺伝子の発現低下と16遺伝子の発現上昇)の8個であり(Table

2)､特に変動が大きかった遺伝子は 1)minichromosomemaintenance7(Mcm7)､2)

latheo(lat)､3)DNAreplicationprimer(DNAprim)､4)ecdysone-induciblegeneL3

(lmpL3)､5)pym vatedehydrogenasekinase(Pdk)､6)brun0-2;(bru-2)､7)B52(B52)､

8)ribosomal protein L28(RpL28)､9)hum an PERK kinasehomolog(PEE)､10)
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suppressorofvariegation3-9(Su(var)3-9)であった (Table3)｡このようにミトコン

ドリアやリボゾーム関連の代謝や細胞周期に関連する遺伝子などで顕著な変動

傾向が認められた｡

なお Supportingtable6に示したように､経路として抑制傾向を示したものは

細胞周期､DNA複製､電子伝達系､クレブス回路､mRNAプロセシングに関連

する遺伝子群であり､細胞周期関連での抑制はMcm7やIatなどの43遺伝子に

およんだのに対し､発現量の上昇傾向を示した遺伝子は3個のみであった｡同

様にDNA複製関連では発現抑制傾向を示した遺伝子群はDNAprim'などの34

遺伝子ある一方､上昇傾向を示した遺伝子は1個のみであり､また電子伝達系

では抑制は44遺伝子に対し2遺伝子でのみ発現量の増加､さらにクレプチ回

路では27遺伝子全てが抑制傾向を示し､mRNA プロセシング関連では抑制は

B52など76遺伝与でおきたのに対し上昇はbru-2など14遺伝子であった｡そ

の一方で､経路としての発現の上昇傾向を示したものは解糖および糖新生系､

-ツジホッグシグナル､リボソームタンパク質､翻訳因子に関連する遺伝子祥

であった｡また解糖および糖新生系の関連遺伝子群で発現上昇した遺伝子は

Imp13をはじめ12遺伝子あり､抑制は12遺伝子であった｡-ツジホッグシグ
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ナル関連での上昇は6に対し､抑制も6遺伝子､リボソームタンパク質経路で

は RpL28など57個の上昇遺伝子に対し､抑制 12遺伝子､翻訳因子関連では

PKEなどの上昇が16遺伝子あり､抑制はSu(var)3-9など20遺伝子であった｡
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Table2.FunctionalcategoriesofdifferentiallyexpressedonT3phase

T3/Control

GenMAPP nu;ebneersofp-valuefoldchangezscoreaVerage

cellcycleKEGG 46 0.003

DNAreplicationreactome 35 <0･001

electrontransportchain 46 <0loo1

glycolysisandgluconeogenesis 24 0.001
HedgehogNetpa也10 12 0.07

Krebs-TCAcycle 27 0.005

mRNAprocessmgreactome 90 0.104

ribosomalproteins 69 <0･001
translationfactors 36 0.009

-0.250 -3.003

10.328 14.554

-0.286 -4.022

0.021 '3.37 9

-0.02 1.84

-0.274 -2.82 7

-0.185 -1.62 8

0.050 6.74 8

-0.040 2.6 02

Thenumberofgenesassignedtoafunctionalcategoryandtheirprevalence(%)with

respecttothetotalnumberofgenesdifferentiallyexpressedinT3phaseareshown.
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Table3.FunctionalcategoriesofselectedgenesdifferentiallyexpressedinT3phase

GenMAPP genesymbol
fToldchange
(T3/Control)

CellcycleK.EGG

DNAreplicationreactome

glycolysisandgluconeogenesis

Krebs-TCAcycle

mRNAprocesslngreaCtOme

ribosomalproteins

translationfactors

Mcm7

(Minichromosomemaintenance7)
lat

(1atheo)
Mcm7

(Minichromosomemaintenance7)
lat

(latheo)

DNAprim
PNAreplicationprimer)

ImpL3
@cdysone-induciblegeneL3)

Pdk

O'yruvatedehydrogenasekinase)
bru-2

@runo12;translationalregulator
inDrosophilamelanogaster)

B52

OlumanSRp55homolog))
B52

(humanSRp55homolog)

RpL28
(RibosomalproteinL28)

PEK

OlumanPERKkinasehomolog)
Su(var)3-9

(Suppressorofvariegation3-9)

0.652

0.618

0.652

0.618

0.614

3.322

0.54

1.617

0.593

0.571

1.624

1.321

0.662

Alistofdifferentiallyexpressedgenesdiscussedin1.5foldchangesisshown .
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4.C16lYam am arinによる細胞周期の変動

マイクロアレイ解析の結果､ショウジョウバェの細胞周期に関連する複製前

複合体 (pre-RC)構成タンパク質MCM7をコー ドする遺伝子 (Mcm7)や複製開

始点認識複合体 (ORC)の6種のサブユニットのひとつ OrC3をコー ドする遺伝

千 (latheo)などで､RNAレベルでの発現の低下を確認した (Fig.21;Table3;Supp.

Table6)｡そこでC16-Yam am arinによるSclmeiderS2細胞増殖停止時の細胞周期

を特定することで､Yamam arinによるラット肝がん細胞 (dRLh84)'増殖停止時

の細胞周期 (Yangetal.,2004)やマイクロアレイでの結果と比較することができ

る｡

S2細胞を各濃度のC16-Yamamarinやパルミチン酸とともに培養し､各培養細

胞の細胞周期を測定し､GO/G1期 (Fig.22B)､S期 (Fig.22C)､G2/M期 (Fig.22D)

の割合を算出した｡その結果､C16-Yamam arinにより細胞増殖が抑制されるのに

対し (Fig.22A)､特定の細胞周期での停止は確認できなかったため､どの細胞

周期でも停止していることが示唆された (Fig.22B､C､D)0
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Fig.22.CellcycleanalysisofSchleiderS2cellstreatedwithC16-Yamamarin.(A)S2

cellweretreatedwith25and12.5トIM ofC16-Yamamarinandpalmiticacid(control)

fTor48and96h.Thesecellswerecollected,countedandfixedwithice-cold70%

ethanolovemight.ThecellswerethensuspendedinPBScontalnlngandlOOトIg/mL

RNaseA.After1hincubationat37oC,addedlOO卜g/mLpropidium iodideand

analysedwithaFACScan flOwcytometerequippedwithasingle488nm argonlaser.

Dataon10,000cellswereanalyzedusingModifitIJso氏ware.Thepercentage(%)of

cellsinGO/Gl(B)S(C)andG2/M(D)phaseswerecalculatedfrom3experiments.
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5.C16-Yamamarinによるミトコンドリアレベルの酸素消費活性の可逆的抑制効

果

マイクロアレイ解析の結果､SchneiderS2細胞においてC16-Yamamarin添加に

より電子伝達系やクレブス回路といった､ミトコンドリア機能に関連する経路

でRNAレベルでの発現低下を確認した (Fig.21;Supp.Table6)｡そのために､

C16-Yam am arinはミトコンドリアにまで影響を及ぼしていると考えられ､ミトコ

ンドリアでの解析をおこなった｡

コハク酸を基質としたミトコンドリア呼吸の活性について検討した結果､パ

ルミチン酸と比べてC16-Yam am arinの濃度依存な呼吸抑制活性を確認した (Fig.

23)｡またコハク酸と膜溶解剤ジギトニンによる細胞膜透過化処理 S2細胞での

呼吸も C16-Yam am arinにより濃度依存的に抑制され､抽出ミトコンドリアレベ

ルでの作用と同様の活性を示した (Fig.24)｡

さらに､100pM C16-Yam am arinにより有意に呼吸抑制した細胞膜透過化処理

S2細胞 (Fig.25A)を遠心LPBS(-)で洗浄後､コハク酸を基質とした呼吸活性

を測定したところ､コン トロール区との比較において有意差がなくなり､
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C16-Yamamarinにより抑制された呼吸がコントロール区と同等のレベルにまで

回復しており､このことは C16-Yamamarinによるミトコンドリアレベルでの呼

吸抑制作用が可逆的であることを示している (Fig.25B)｡
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考 察

本章ではラット肝がん細胞 (dRLh84)およびショウジョウバエ腔子由来のS2

細胞の両者で C16-Yam amarinによる可逆的な細胞増殖制御作用を確認すること

ができた.この C16-Yam am arinによる細胞レベルでの増殖停止と再開という反

応が個体レベルの休眠現象と酷似 してお り､細胞レベルでの休眠化の再現であ

るといえる (Yangetal.,2007)｡しかも動物界において､ほ乳類 (脊椎動物門)

と昆虫 (節足動物門)という､分類学上の距離が大きく離れる生物に由来する

2種類の細胞系統で､同様の休眠類似現象を確認できた｡この C16-Yam am arin

による可逆的細胞増殖制御活性の汎用性を理解するために植物培養細胞や微生

物など､さらに広範な生物種での検証が期待される｡

マウスなどほ乳類は受精後､細胞分裂をおこないながら胞腔を形成 し､子宮

内膜上皮に到達して着床する｡しかし､一部のほ乳類では環境要因 (気候や栄

養状態)が不適切であると着床が遅延することがある｡その際､腔は着床せず

に発生が停止し(Domancy)､環境要因が回復すると肱発生が再開し､着床する｡

この Domancyでは細胞の分化発生能に影響することなく細胞分裂を休止して
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いる (浜谷ら,2006)｡マウスにおける胞胚休眠 (Domancy)と活動期の遺伝子

発現を比較した研究 (Ham atanietal.,2004)および本研究結果を比較してみると､

マウスの休眠中の胞腔では細胞周期に関連するMcm5､本研究で使用したショウ

ジョウバエの培養細胞ではMcm7､炭水化物代謝に関連する遺伝子でマウスでは

Eno1､本研究ではEnoがそれぞれ発現の低下を示した (Supp.Table6)｡このよ

うに､マウスの休眠と C16-Yamamarinによるショウジョウバェ培養細胞の可逆

的細胞増殖抑制による細胞周期や代謝に関する遺伝子発現の挙動は類似してい

る｡C16-Yamam∬inによる可逆的な細胞増殖抑制は､マウスの休眠と同様にDNA

複製や転写といった細胞周期や､エネルギー代謝のような多細胞生物に共通す

る機構がRNAレベルで抑制されていると考えられる｡すなわち､C16-Yam am arin

による細胞増殖抑制時とマウスの休眠時に down -regulationしている遺伝子でも

同様な傾向があることを示唆している｡

カイコの場合には休眠中の腔子はG2/M期 (Nakagakietal.,1991)で､ニクバ

エの一種であるSarcophagacrassIPalpisの休眠時の脳 (Tamm arielloandDenlinger,

1998)や､マウスやラットなどでは休眠中にGO/G1期で休止する (Ren丘eeand

Shaw,2000)ことが知 られている｡またラット肝がん細胞 (dRLh84)での
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Yamam∬inの細胞増殖抑制活性では､細胞周期の GO/G1期で停止することが報

告されている (Yangetal.,2004)･｡本研究ではマイクロアレイの結果より､細胞

周期に関連する遺伝子群で発現の低下を確認した (Supp.Table6).そこでフロ

ーサイ トメ トリーを用いた細胞周期の検証をおこなったところ､細胞の増殖が

抑制されているにもかかわらず特定の細胞周期での停止は確認できなかったこ

とから､どの細胞周期でも停止していることが示唆された｡すなわちRNAレベ

ルでの細胞周期関連遺伝子群の発現の低下を､細胞周期全体の停止として理解

した｡本研究で使用したS2細胞の細胞周期が特定の周期で停止していなかった

理由として､カイコ (G2/M期)とニクバェやラットなど (GO/G1期)のように､

休眠中に停止する細胞周期が生物種により異なる事が報告されており (Lopeset

al.,2004)､また一方で､Yam amarinとC16-Yam am arinによる分子構造の違いに

よる可能性もある｡これらの検証のためにも､今後の更なる解析が期待される｡

休眠現象とは対照的な老化現象では､細胞内エネルギー代謝の顕著な変換が

起こることが知られている (RobertsandRosenberg,2006)｡また細胞レベルでの

生存には､核小体で合成されるリボソーム合成やそこで生産されるタンパク質

の合成で消費されるエネルギーと､ミトコンドリアのエネルギー生産小器官と
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してのATPレベルでのバランス制御が重要となっている(Murayamaetal.,2008)0

その一方で､休眠中の個体は外部からのエネルギーが供給されないことによる

一種の栄養欠乏状態であり､アルテミア (ArtemiaPanciscana)ではミトコンド

リアレベルで細胞死を防ぐ手段が構築されている (HandandMenze,2008)｡本研

究では C16-Yam am arinによるミトコンドリアレベルでの呼吸抑制活性とその可

逆性を明らかにした｡ミトコンドリアはエネルギー生産だけでなく､チ トクロ

ームC放出などにより細胞死も制御する細胞小器官 (HandandMenze,2008)で

あり､また進化的に高度に保存され､センチュウ (Caenorhabditiselbgans)では

個体レベルで寿命を制御するプロヒビチン (Arta1-SanzandTavemarakis,2009)を

保持している｡このようなミトコンドリアに対して C16-Yam amarinは呼吸レベ

ルで可逆的に抑制することから､ミトコンドリアのような細胞小器官での休眠

の再現､つまり個体としての休眠の本質につながる可能性がある｡以上のこと

から､個体レベルでの休眠によるエネルギー供給停止時の代謝低下と呼吸量の

減少､および長期間の生存が､C16-Yamamarinによるミトコンドリア小器官-の

直接的な抑制作用の結果として理解できるかもしれない｡
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摘 要

1.C16-Yamamarinをラット肝がん細胞 (dRLh84)とショウジョウバェ腔子由

来 S2細胞に添加 し､あるいは培養細胞から除去しながら､細胞増殖に与える影

響を検討 した｡その結果､両細胞と共培養することで細胞増殖を抑制し､培養

細胞から除去することで再び増殖は進行 した｡すなわち細胞の増殖-抑制-堰

殖の可逆的な反応が確認された｡

2.C16-Yamamarinによるショウジョウバェ腫子由来 S2細胞の増殖抑制に関連

する down -regulationおよび up-regulation遺伝子についてショウジョウバエ

GeneChipExpressionAm ayによる解析をおこなった｡その結果､down -regulation

されたものは細胞周期､DNA複製､電子伝達系､クレブス回路､mRNAプロセ

シングに関連する遺伝子群であり､up-regulationされたものは解糖および糖新生

系､-ツジホッグシグナル､リボソームタンパク質､翻訳因子に関連する遺伝

子群であった｡すなわち､C16-Yamamarinによる細胞増殖抑制の遺伝子発現は､

個体レベルの休眠化による遺伝子発現を反映していると考えられる｡

80



3.C16-Yamam arinによるショウジョウバェ胚子由来 S2細胞の増殖抑制と細胞

周期の関連性について､フローサイ トメ トリーによって解析した｡その結果､

GO/G1期､S期､G2/M期のどのステージでも停止することを明らかにした｡

4.ショウジョウバェ胚子由来のS2細胞からミトコンドリアまたはジギ トニン

処理による細胞膜透過化処理細胞を回収して､C16-Yamamarinによる酸素消費量

活性に及ぼす影響を解析した｡その結果､酸素消費量活性が可逆的に抑制され

ることを明らかにした｡
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総 合 考 察

動物の休眠 (Dormancy,Diapause)は､昆虫網などの節足動物門を含めた主要

な34､5門で報告されている (HandandMenze,2008)｡このように休眠現象は

動物界での普遍的な現象ではあるが､いまだに不明な点が多い｡特に細胞レベ

ルでの長期生存に関連する分子機構はほとんど知られていない｡そこで本研究

ではヤママユ (Antheraeayamamai)の休眠維持候補物質Yamamarinのひとつの

誘導体である C16-Yamamarin を使用して､細胞レベルにおける休眠様現象に類

似する可逆的な細胞増殖制御活性およびそのメカニズムの解析を試みた｡その

結果､C16-Yamamarinによる細胞レベルでの休眠化様の再現は昆虫とほ乳類によ

る生物種の違いを超えて共通であり､これがミトコンドリアレベルでの可逆的

な呼吸抑制による可能性を提案することができた｡すなわち動物の休眠に伴う

呼吸量の低下は､ミトコンドリアレベルにおける C16-Yamamarinのような分子

実体の存在を示唆するものである｡

Yamamarinは休眠中のヤママユ前幼虫体から同定され､C16-Yamamarinは細胞

レベルで休眠化様状態に誘導できる分子実体である｡そこで､C16-Yamamarin
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のこの機能性の応用開発を､医薬品候補物質の視点から検討することにした｡

臓器移植､特に肝臓などでは移植する臓器のviabilityがその後を左右する必要条

件となっている｡このviabilityは､肝ミトコンドリアの正常な膜電位の保持でき

る期間とよく一致している｡また､肝臓のviabilityを保護するために臓器の再か

ん流時の障害防止が求められていたが､プロスタグランジンなどでは臨床効果

は十分とはいえない状況である (山本,2004)｡このため､C16-Yamam ∬inの特異

的な機能であるミトコンドリアレベルでの呼吸阻害の可逆的活性が､viabilityの

高い状態でより長時間の臓器保存を可能にすると考えられる｡

またYam am arinとC16-Yam am arinのCDスペクトルやNMRなど分光解析の

結果より､-RGJNH2に起因する共通のランダムコイルの構造が確認されている

(Kam iyaetal.,2010)｡したがって､ヤママユ以外の昆虫を含めた他の生物種の

休眠においても､Yam am arin様の-RGINH2構造を有するヒトやマウスなどの脳

ペプチ ドホルモンVasopressinおよびタンパク質が細胞増殖と呼吸の抑制制御に

関与している可能性がある｡ヒトやマウスなどの Vasopressinは-RG-NH2構造

をとるArginineVasopressin(CYFQNCPRG-NH2)であり､マウスのがん細胞を使

用した実験ではcyclinDlの抑制とGO/G1期での細胞周期の停止､また増殖の阻
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害が報告されている (Schwindtetal.,2003)｡すなわち､ArginineVasopressinと

YamamarinおよびC16-Yamamarinは､機能面でも極めて類似している｡

さて､1910年代ではわが国の昆虫産業の代表的生産物である生糸の輸出

額は約 50%であり､文字通り経済や産業を支えていた｡しかし化学繊維の出現

以降､凋落の一途をたどってきた｡一方､カイコや桑を中心とする20世紀型

の養蚕学や養蚕業は大きく変貌しながら､21世紀型の昆虫バイオテクノロジ

ーの創出とその産業が生み出されようとしている｡カイコは有用タンパク質遺

伝子の組換体によるトランスジェニック昆虫として､αイ ンタープェロンをは

じめとして有望な医薬品候補物質の生産のために技術革新が進んでいる｡カイ

コの食餌植物の桑はヒトの健康を支えるQOL (QualityofLife)向上のための作

物として期待されている (鈴木ら,2006)｡

カイコ同様に絹糸昆虫であるヤママユにおいても､20世紀までは絹のダイ

ヤモンドとして高級絹織物の素材としてだけ活用されてきたが､わが国原産の

この昆虫種においても新しい学術と産業の創出が求められている｡それに対応

するようにヤママユのフィブロインタンパク質のパウダー化に成功した｡この

フィブロインタンパク質を利用して高級化粧品の開発に結びついた (鈴木ら,
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2006)｡またヤママユセリシンタンパク質のパウダー化にも成功し､ショウジョ

ウバェ腔子由来S2細胞の増殖能とマウスリンパ球細胞の増殖能がカイコセリシ

ンタンパク質よりも優れているという知見もでてきた (Cuietal.,2009)｡さらに､

本研究で明らかになったヤママユ休眠前幼虫由来の Yamamarin誘導体の

C16-Yamamarinによる細胞増殖抑制活性の普遍性と細胞小器官ミトコンドリア

レベルの呼吸阻害活性の可逆性は､昆虫の休眠研究の分子実体を提案するのみ

ならず､細胞増殖制御剤の開発 (鈴木･楊,2007)や新しい昆虫成長制御剤 (IGR)

の開発にも道を拓いていくと考えられる｡本研究成果はその第 1歩を踏み出す

ものと信じている｡
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