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cRNA：complementary RNA 
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dA：deoxyadenosine 
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DEPDC1：DEP domain containing 1 
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DMSO：dimethyl sulfoxide 
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dNTP：deoxynucleotide triphosphate 

DTT：dithiothreitol 

 

【E】 

E2F8：E2F transcription factor 8 

ERK：extracellular signal-regulated kinase 

eIF2：eukaryotic initiation factor 2 

ER：endoplasmic reticulum 
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HIST1H1B：histone cluster 1, H1b 

HRP：horseradish peroxidase 

HSE：heat shock element 

 

【I】 

IBMX：3-isobutyl-1-methylxanthine 

ICAM-1：intercellular adhesion molecule-1 

IL：interleukin 

IPTG：isopropyl thiogalactoside 

IRE1：inositol requiring enzyme 1 

 

【J】 

JNK：c-Jun N-terminal kinases 

 

【K】 

KIF11：kinesine family member 11 

 

【L】 

LB：Luria-Bertani 

LDL：low-density lipoprotein 

LEC：lymphatic microvascular endothelial cells 

LKB1：liver kinase B1 

LOX-1：lectin-like oxidized-LDL receptor-1 

LPS：lipopolysaccharide 

 

【M】 

MCP-1：monocyte chemoattractantprotein-1 

MEM：minimum essential medium 

miR：micro RNA 

MMLV-RT：moloney murine leukemia virus reverse transcriptase 

MMP：matrix metalloproteinase 

mRNA：messenger RNA 

mTORC1：mammalian target of rapamycin complex1 

MTP：triglyceride transfer protein 
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NFAT：nuclear factor of activated T-cells 

NF-B：nuclear factor-B 

NFY：nuclear factor Y 

NMDA：N-methyl-D-aspartate 

Nob：nobiletin 

NOR1：(±)-(E)-methyl-2-[(E)-hydroxyimino]-5-nitro-6-methoxy-3-hexenamide 
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OBX：olfactomy bulbectomy 
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PBS：phosphate-buffered saline 

PCR：polymerase chain reaction 
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PPAR：peroxisome proliferator-activated receptor 
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TMEM116：transmembrane protein 116 

TNF：tumor necrosis factor 
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＜序論＞ 

1. ノビレチン 

ノビレチン（nobiletin：Nob）（3',4',5,6,7,8-hexamethoxyflavone）（Fig. 1）は 6個の

メトキシ基を持った polymethoxyflavone であり、Citrus tangerina（ポンカン）、Citrus 

suhuiensis（オレンジ）、Citrus tachibana（タチバナ）や Citrus reticulata（マンダリン

オレンジ）といった柑橘類の果皮に多く含まれる 1, 2)。 

 

 

Fig. 1 Nobの構造式 

 

 Nobは病態モデル動物（in vivo）や培養細胞（in vitro）を用いた多くの研究の成果

に基づき、アルツハイマー病（Alzheimer’s disease：AD）を含む認知症、がんや生活

習慣病（糖尿病、脂質異常症、動脈硬化、肥満など）といった様々な疾患に対して

改善作用を発揮するものと期待されている。詳細については以下に述べていく。 

 

・AD改善作用 

ADの病態の中心は-amyloid peptide（A）の産生と蓄積であるというアミロイド仮

説3)を基に、Aを標的としたADモデル動物を用いた研究が進められている。A注入

ADモデルラットやA前駆体タンパク質であるヒトamyloid precursor protein（APP）695

過剰発現（APP-SL 7-5 Tg）マウスへのNob投与により記憶・学習能力の改善が認めら

れる4, 5)。ADの病理学的重症度の増加に伴ってN-methyl-D-aspartate（NMDA）受容体

のNR1/NR2Bサブユニット発現量は減少することがAD患者の脳で明らかになってい

るが6)、NMDA受容体阻害薬MK-801投与マウスで認められる記憶障害が50 mg/kgの

Nob投与により回復する7)。中枢神経におけるコリン作動性システムの変性により学

習・記憶障害が引き起こる嗅覚摘除（olfactomy bulbectomy：OBX）8, 9)を行ったマウ

スへ50-100 mg/kgのNobを11日間投与することにより、海馬でコリン作動性神経変性

の抑制が認められる10, 11)。AD患者での脳血流量減少は神経活動の低下と血液脳関門

（blood-brain barrier：BBB）機能障害を起こすが12)、マウスへの20分間の両側総頸動

脈閉塞（bilateral common carotid arteries occlusion：BCCAO）では、閉塞前7日間の50 
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mg/kgのNob投与で海馬CA1神経の遅発性神経細胞死が顕著に阻害される13)。上記のよ

うなAD病態モデル動物におけるNobの記憶障害改善作用や神経変性抑制作用は、脳の

記憶・学習能力と密接に関係するprotein kinase A（PKA）/extracellular signal-regulated 

kinase（ERK）/ cAMP response element（CRE）binding protein（CREB）シグナルをNob

が活性化する10, 14)ことが密接に関与すると考えられている。 

 

・発がん/がん細胞転移・増殖抑制作用 

 柑橘類果実の摂食はがん予防に有益であることが疫学調査で示されている15)こと

から、Nobをはじめとした柑橘類成分のがんに対する効果が検証されている。イニシ

エーターとして7,12-dimethylbenz[a]anthracene（DMBA）、プロモーターとして

12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate（TPA）を繰り返し塗布した2段階皮膚腫瘍形成モ

デルにおいて、TPA塗布前のNob投与により発がんプロモーションの抑制が認められ

ている16)。加えて、 (±)-(E)-methyl-2-[(E)-hydroxyimino]-5-nitro-6-methoxy-3-hexenamide

（NOR1）あるいは亜硝酸過酸化物をイニシエーターとして、TPAをプロモーターと

して使用した2段階皮膚腫瘍形成モデルにおいても、Nob投与により腫瘍形成が抑制さ

れる結果が得られている17, 18)。細胞外マトリックスタンパク質を分解するmatrix 

metalloproteinase（MMP）-2、MMP-3、MMP-9はがんの転移過程に関与するが19)、Nob

はこれらMMPのmRNAレベルやタンパク質レベルを低下させ20, 21)、また酵素活性を減

弱させる22)ことが細胞株を用いた実験で明らかにされている。さらにヒト胃癌細胞株

TMK-1を腹腔内投与した重症複合免疫不全（severe combined immuno-deficient：SCID）

マウスにおける腹膜播種結節の形成がNob投与により抑制される23)ことも示されてい

る。このほかにも、in vivo実験ではNob投与により、前立腺がん好発ラット（transgenic 

rats developing adenocarcinoma of the prostate ： TRAP ）での前立腺がん 24) 、

2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine（PhIP）誘発性前立腺がん25)、および

azoxymethane（AOM）誘発性結腸がん26)の腫瘍や異常腺窩形成抑制、またin vitro実験

ではNob処置により、ヒト前立腺がん細胞株LNCaP、DU145、PC3でのアポトーシス

誘導24)、ラット肝がん細胞株MH1C1およびヒト肝がん細胞株HepG2における細胞増殖

抑制、G2/M期細胞周期停止、アポトーシス誘導27)、ヒト胃がん上皮細胞株AGSの浸潤

抑制28)が認められることなどが報告されている。 

 

・抗生活習慣病作用 

HepG2へのNob処理により、low-density lipoprotein（LDL）受容体のmRNAレベル上

昇とmicrosomal triglyceride transfer protein（MTP）およびdiacylglycerol acyltransferase

（DGAT）1/2のmRNAレベルの低下が起こる29)ことに加え、LDLおよびVLDLとして

放出されるapolipoprotein B100分泌、コレステロール合成、トリグリセリド合成の顕著

な阻害が認められている29, 30)
 。レクチン様酸化LDL受容体（lectin-like oxidized-LDL 

receptor-1：LOX-1）による酸化LDLの取り込み量増加は、アテローム性動脈硬化発症
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の重要な要因となるが、TPAによるLOX-1遺伝子の発現上昇は、Nobにより顕著に抑

制されることがヒト急性単球性白血病由来細胞株THP-1による実験で明らかにされて

いる31)。マウス線維芽細胞株3T3-L1の脂肪細胞様（adipocyte-like）細胞への分化過程

において Nob を処理すると、 脂肪代謝関連転写因子である peroxisome 

proliferator-activated receptor（PPAR）、CCAAT/enhancer binding protein（C/EBP）の

mRNAレベル・タンパク質レベルの低下、脂肪蓄積抑制、AMP-activated protein kinase

（AMPK）リン酸化の上昇などを引き起こし、脂肪細胞様細胞への分化を抑制する32)。

加えてアディポネクチンの分泌上昇や、インスリン抵抗性因子であるmonocyte 

chemoattractantprotein-1（MCP-1）やレジスチンの分泌減少もNob処理により認められ

ている33, 34)。In vivo実験においてもNobの効果が検証されており、高脂肪食投与LDL

受容体欠損マウスにNob投与を行うと、脂肪酸酸化の増強、インスリン感受性と耐糖

能の上昇が認められ、大動脈洞のアテローム性動脈硬化が劇的に抑制される29)ことが

報告されている。さらに、Nob投与により血糖値や耐糖能、血漿アディポネクチン量

などの改善、白色脂肪組織におけるinterleukin（IL）-6、tumor necrosis factor（TNF）

-やMCP-1の発現低下、アディポネクチンやPPARの発現上昇、さらにglucose 

transporter（GLUT）4タンパク質発現レベルの上昇が、2型糖尿病および肥満モデルマ

ウス（ob/obマウス）35)や高脂肪食投与肥満マウス36)を用いた実験により明らかにされ

ている。 

 

・抗炎症作用 

ヒト新生児皮膚のリンパ管微小血管内皮細胞（lymphatic microvascular endothelial 

cells：LEC）におけるtoll-like receptor 4（TLR4）を介したlipopolysaccharide（LPS）誘

導性IL-6、IL-8、vascular cell adhesion molecule-1（VCAM-1）、intercellular adhesion 

molecule-1（ICAM-1）産生はNobの前処理により抑制することが報告されている37)。

またNobはLPS刺激によるnuclear factor-B（NF-B）依存的転写の活性化、炎症性サ

イトカイン産生、cyclooxygenase（COX）-2のmRNAレベル上昇を抑制する38, 39)ことや、

短波長紫外線（ultra vioret B：UVB）照射によるCOX-2のmRNAレベル上昇や細胞内ホ

スホリパーゼA2（cytosolic phospholipase A2：cPLA2）活性化を減弱させる40)ことも細

胞株を用いた実験で明らかにされている。In vivoの実験においてもその効果が検証さ

れており、剃毛したマウスの背中に局所的にNobを処置することによって、UVB照射

による経皮水分喪失、表皮の肥厚の減少が抑制されることが報告されている40)。 

 

2. 細胞ストレス調節タンパク質 TXNIP 

 Thioredoxin-interacting protein（TXNIP）は、細胞の主要な酸化防御システムの一つ

として働くthioredoxin（TRX）と結合し、その機能を阻害することで、酸化防御シス

テムに抑制的に働く41), 42)。TRXは、酸化ストレスを生じる原因である紫外線、放射線、

酸化剤、ウイルス感染、虚血再灌流障害、抗がん剤投与など、様々な要因によって発
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現誘導され43)、一重項酸素やヒドロキシルラジカルを消去するほか44)、TRX依存性ペ

ルオキシダーゼであるペルオキシレドキシンとの協調作用により、細胞内のROSを消

去する抗酸化物質として働く45)。したがってTXNIPはTRXのこれら作用を阻害するこ

とになる。TXNIPは、種々疾患の発症・増悪化と関係する小胞体（endoplasmic 

reticulum：ER）ストレス46)や酸化ストレス47)によって発現誘導され、TXNIPのmRNA

レベル・タンパク質レベルの増加は、2型糖尿病48), 49)、AD
50)、脳虚血再灌流における

神経細胞死51)、心筋梗塞による心室リモデリング52)などを含むいくつかの疾患の原因

因子になる可能性が示されつつあることから、TXNIPは細胞ストレス調節タンパク質

としてこれら疾患の治療標的となっている。TXNIPの発現上昇が認められる2型糖尿

病やADなどの疾患は、Nobが改善作用を示す可能性が期待されている疾患と類似して

いることから、Nob のTXNIP発現への影響に興味が持たれる。 

 

3. 本研究の目的 

 Nob は多くの研究により様々な疾患に対して改善作用を示す可能性が検証されて

いることから、ヒト疾患の治療や予防に向けた医薬品や機能性食品成分としての Nob

の応用が期待されている。Nobの臨床応用のためには、Nobの疾患改善作用発現機序

の詳細を明らかにすること、安全性を評価すること、そして、ヒトでの効果を検証す

ることが不可欠な項目となる。その中でも本研究では、まだ明確になっていないノビ

レチンの様々な疾患に対する改善作用発現機序と有害作用の有無について推測する

ことを目的として、まずは Nob処理により発現変動する遺伝子について複数種の細胞

株を用いたDNAマイクロアレイ解析を行った。DNAマイクロアレイ解析の結果より、

ER ストレスにより発現上昇しアポトーシスに促進的に働く ER ストレス関連タンパ

ク質をコードする遺伝子の発現変動が Nob により認められたことから、続いて Nob

と ER ストレス誘発性アポトーシスとの関係性について解析した。 
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＜第1章＞ 

3種細胞株の遺伝子発現に対するノビレチンの効果 

 

1-1. 緒言 

柑橘類果皮成分であるノビレチン（nobiletin：Nob）は、序論で示した通り、様々な

疾患に対する改善作用を発揮する可能性が示されている。そのため、これら疾患治療

への応用やNob含有機能性食品の開発が期待されているが、Nobの薬効発現の作用機

序に関しては、十分に解析されていないのが現状である。Nobの作用機序は、「がん」

「糖尿病」といったように、特定の疾患改善効果に的を絞って研究が行われてきた。

Nobの薬効発現作用機序の解明のためには、特定の疾患や組織を対象としたNobの作

用に限定せず、Nobが起こす生理作用の共通性を見出すことが重要であると考えた。

そこで、異なる組織由来の複数の細胞株、具体的にはヒト神経芽細胞腫株SK-N-SH細

胞を神経細胞モデル、ヒト肝がん細胞株HuH-7細胞を肝臓細胞モデル、ラット線維芽

細胞株3Y1細胞を正常細胞モデルとして用い、これらに共通してNobで変動する遺伝

子をDNAマイクロアレイ解析により網羅的に明らかにし、変動した遺伝子がコードす

るタンパク質の機能からNobの薬効発現機序や有害作用を推定することを目的とした。 

 

1-2. 実験材料 

1）試薬 

RNaseおよび DNase不含脱イオン滅菌水（RNase-free water）は Nippon Gene（Tokyo、

Japan）のものを用いた。Randome hexamer 、MMLV-RT、AmpliTaq Glod、dNTP、10 x 

PCR buffer、SYBR Green は Applied Biosystems（Foster City、CA、USA）のものを用

いた。QIAquick PCR Purification Kit 、QIA shredder、RNeasy mini kit は QIAGEN（Hilden、

Germany）から購入した。BCA
TM

 Protein Assay Reagent 、Pierce Western Blotting Substrate 

Plus は Thermo Fisher Scientific（Waltham、MA、USA）のものを用いた。現像には

FUJIFILM（Tokyo、Japan）のハイレンドール現像液、ハイレンフィックス定着液を用

い た 。 核 酸 不 含  改 変 Eagle minimum essential medium （ MEM ） 、

penicillin/streptomycin は GIBCO（Carlsbad、CA、USA）、kanamycin sulfate は明治製

菓（Tokyo、Japan）のものを用いた。2.5% Trypsin、TrypLE
TM

 Express 溶液、alamarBlue

試薬は Invitrogen（Carlsbad、CA、USA）のものを用いた。Dulbecco’s modified Eagle 

medium（DMEM）、L-glutamine、PBS（－）は日水製薬（Tokyo、Japan）のものを用

いた。ウシ胎児血清（FBS）は Sigma-Aldrich（St. Louis、MO、USA）より購入した。

Milli-Q水は超純水製造装置 Millipore（Darmstadt、Germany）を用いて 17 MΩ・cm 以

上の超純水を用いた。Nob は本学の大泉康客員教授から提供して頂いたものを用いた。 

なお、その他の試薬は、全て和光純薬（Osaka、Japan）のものを使用し、全ての試

薬は、特級以上のグレードを使用した。 
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2）使用機器、器具等 

PCR 反応には TAKARA BIO（Kusatsu、Japan）の Takara PCR Thermal Cycler MP 

TP3000、定量的 RT-PCR には Applied Biosystems（Foster City、CA、USA）の Applied 

Biosystems 7300 Real Time PCR System、電気泳動には Mupid （Tokyo、Japan）のMupid-2、

ゲル写真撮影には CANON（Tokyo、Japan）の CANON POWER SHOT G10、遠心分離

には TOMY（Tokyo、Japan）の TOMY MX-150（TMA-11ロータ）、KUBOTA（Tokyo、

Japan）のマイクロ冷却遠心機 3740（AF-2724A ロータ）、2.5 mL シリンジ、23G 注

射針は TERUMO（Tokyo、Japan）、タンパク定量および alamarBlue assayには Perkin 

Elmer（Waltham、MA、USA）のWallac 1420 ARVOsx multilabel counter を用いた。

SDS-PAGE 電気泳動は ATTO（Tokyo、Japan）の pageRun と e-PAGEL 既成ゲルを用

いて行った。転写には AE-6678 ホライズブロット（ATTO）および GE Healthcare

（Buckinghamshire、UK）の polyvinylidene fluoride（PVDF）membraneを用いた。現像

には High performance chemiluminescence film（GE Healthcare）を用いた。吸光度測定

器は SHIMADZU（Kyoto、Japan）の BioSpec-nano、顕微鏡は OLYMPUS（Tokyo、Japan）

の OLYMPUS IX70、顕微鏡用 USBデジタルカメラはWRAYMER（Osaka、Japan）の

WRAYCAM G500 を用いた。0.5 mL、1.5 mL、2.0 mLチューブは INA・OPTIKA（Osaka、

Japan）の BIO-BIKを用いた。15 mL、50 mLチューブ、および細胞培養の 60 mm デ

ィッシュ、100 mm ディッシュ、24穴プレートは Sanplatec（Osaka、Japan）の Nest を

使用した。 

 

3）培養細胞 

ラット線維芽細胞株 3Y1-B クローン 1-6（3Y1）細胞とヒト肝細胞癌細胞株 HuH-7

細胞は、Japanese Cancer Research Resources Bank のものを使用した。ヒト神経芽細胞

腫株 SK-N-SH細胞は、近畿大学の宮田信吾准教授に提供して頂いた。3Y1 細胞、HuH-7

細胞は 10% FBS、4 mMの L-glutamine、60 g/mlの kanamycin sulfateを添加したDMEM

を、SK-N-SH細胞は 10% FBS、penicillin/streptomycin（20 g/mL penicillin、100 U/mL 

streptomycin）を添加した MEM培地を用いた。これら細胞は 5%炭酸ガス、95%湿度

のもと、37℃にて培養した。細胞がコンフルエントに達したときに PBS（－）により

細胞を洗浄後、3Y1細胞および HuH-7細胞に対しては 0.25% Trypsin、SK-N-SH細胞

に対しては TrypLE
TM

 Express（GIBCO）を用いて細胞を剥離し、適当に希釈して 60 mm

または 100 mm ディッシュに継代した。 

 

1-3. 実験方法 

1）Nob調製 

 大泉康客員教授から提供して頂いたNob粉末は最終濃度が 100 mMとなるように溶

解し、これをストック溶液として-20℃で保存した。試薬刺激には室温に戻した Nob

のストック溶液を用いた。なお、Nobの可溶化は溶媒として dimethyl sulfoxide（DMSO）

を用いた。 
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2）試薬刺激 

3Y1 細胞、HuH-7 細胞、SK-N-SH 細胞を 24 時間前培養し、培養液を交換した。そ

の後、Nobが 100 M となるように Nobストック溶液を直接ディッシュに加えた。ま

た vehicleとして DMSO が最終濃度 0.1%となるように刺激を行った。なお、本研究で

用いた Nob の刺激濃度は、Nob の種々疾患の改善作用の機序解明を目指した in vitro

実験で用いられる平均的な濃度（100 M）を選択した。 

 

3）培養細胞からの total RNA 抽出 

 基本的には RNeasy mini kit の推奨プロトコルに従って行った。具体的には、培養細

胞の 100 mm ディッシュから培養液を除去した後、-mercaptoethanol（-ME）を最終

濃度 1%となるように添加した 600 Lの RLT buffer を素早く加え、細胞を溶解した。

QIA shredder columnに細胞溶解液を全量アプライし、マイクロ冷却遠心機 3740を用

いて遠心（室温、19,283 x g、2分間）した。得られたろ過液に 600 Lの 70% ethanol

を加え、混和後、RNeasy spin columnに前述の溶液のうち 600 Lを加えた後、遠心（室

温、9,838 x g、15秒間）した。ろ過液を捨て、さらに残りの溶液を RNeasy spin column

に加え、遠心（室温、9,838 x g、15秒間）した。ろ過液を捨て、RNeasy spin column

に 700 Lの RW1 buffer を加え、遠心（室温、9,838 x g、15秒間）した。ろ過液を捨

て、RNeasy spin column に 500 Lの RPE buffer を加え、遠心（室温、9,838 x g、15秒

間）した。ろ過液を捨て、さらに RNeasy spin columnに 500 Lの RPE buffer を加え、

遠心（室温、9,838 x g、2分間）した。ろ過液を捨て、columnnに新しい 2 mLチュー

ブをセットし、遠心（室温、9,838 x g、1分間）した。さらに新しい 1.5 mLチューブ

を columnにセットし、30 Lの RNase-free waterを加えて、遠心（室温、9,838 x g、1

分間）した。このろ過液を total RNA溶液とした。BioSpec-nano を用いて、RNA濃度

を算出した。 

 

4）DNAマイクロアレイ解析 

Nob 処理群（n=1）および vehicle （DMSO）処理群（対照群）（n=2）の各細胞株

の total RNA溶液を用いた。まず、Quick Amp Labeling kit（Agilent technologies、Santa 

Clara、CA、USA）を用いて cDNA 合成および cRNA ラベルと増幅を行った。500 ng

の total RNA、1.2 Lの T7 Promoter primer に Nuclease-free water を加え、全量 6.5 L

とした。RNA Spike In Kit（1カラー用）の Spike を Cy3 ラベルするサンプルに 5 L

加えた。65℃で 10分間インキュベート後、5分間氷上に置き、熱変性させた。8.5 L

の cDNA master mix（4 Lの 5 x First strand buffer、2 Lの 0.1 M DTT、1 Lの 10 mM 

dNTP mix、0.5 Lの RNase OUT、1 LのMMLV-RT）を加え、40℃で 2時間インキ

ュベートした。チューブを水浴から取り出し、65℃で 15 分間インキュベートし反応

を停止した後、氷上で 5分間冷却した。各サンプルに 2.4 Lの 10 mM Cyanine CTP

を加えた後、各反応チューブに 57.6 L の Transcription master mix（15.3 L の

Nuclease-free water、20 Lの 4 x Transcription buffer、6 Lの 0.1 M DTT、6.4 Lの 50% 
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PEG、0.5 Lの RNase OUT、8.6 Lの Inorganic pyrophosphatase、0.8 Lの T7 RNA 

polymerase）を加えた。40℃の水浴で遮光しながら 2 時間インキュベートした。続い

て、RNeasy mini spin column（QIAGEN）を用いてラベル化 cRNA精製を行った。20 L

の Nuclease-free water を反応チューブに加えた。350 Lの RLT bufferを反応チューブ

に加えた。250 Lの 100% ethanolを反応チューブに加えた。700 Lの cRNAサンプ

ルを column に移し、遠心（室温、13,000 rpm、1分間）した。ろ過液を別のチューブ

に移し、column をチューブに戻した。500 Lの RPE bufferを加え、遠心（室温、13,000 

rpm、1分間）した。上記の操作をもう一度繰り返し、column を 1.5 mLチューブに移

した。30 Lの Nuclease-free waterを加え、60 秒間静置した。遠心（室温、13,000 rpm、

1 分間）し、溶出した。上記の操作をもう 1 度行った。続いて、cRNA ターゲット溶

液の調製を行った。Cyanine3 ラベル化 cRNA を 1.65 g 、10 x Blocking Agent を 11 L

加え、 Nuclease-free waterで全量 52.8 Lになるように 2 x cRNAターゲット溶液（1

チューブ当たり）を調製した。2 x cRNAターゲット溶液に 2.2 Lの 25 x Fragmentation 

bufferを加えた。60℃の水浴で 30分間インキュベートした。Fragmentation を停止させ

るために、55 Lの 2 x Hybridization bufferを加えた。マイクロアレイに全量アプライ

し、65℃で約 17時間、ハイブリオーブンで撹拌しながら hybridisation を行った。室温

の Agilent Gene Expression wash buffer 1 で 1 分間洗浄した。37℃の Agilent Gene 

Expression wash buffer 2 で 1分間洗浄した。Agilent Technologies Microarray Scanner を

用いて 5 m の解像度でスキャンした。スキャンの結果得られた数値化データを

normalization しデータを作成した。なお、DNAマイクロアレイ解析操作は北海道シス

テム・サイエンス社（Sapporo、Japan）に依頼し、得られたデータは Subio Platform（Tokyo、

Japan）を用いて解析した。 

 

5）RT（reverse transcription）反応 

8連チューブ上で、4 Lの 0.25 g/L total RNA 溶液に 2 Lの 0.2 g/L Random 

hexamerと、4.5 Lの RNase-free waterを加えた。その後 65℃で 15分間加温し、氷水

で 3分間急冷した。これに、1サンプルあたり 4 Lの 5 x First strand buffer［250 mM 

Tris-HCl（pH 8.3）、375 mM KCl、15 mM MgCl2］、2 Lの 100 mM DTT、2 Lの 10 

mM dNTP、1 Lの 200 U/L MMLV-RT、0.5 Lの 40 U/L RNasin を混和した溶液を

9.5 L 加え、37℃で 45 分間反応させた。その後、98℃で 5 分間加熱し、酵素を失活

させた。この RT反応溶液 20 Lに 230 Lの RNase-free waterを加え希釈し、これを

RT mixtureとし、-20℃で保存した。 

 

6）PCR 法 

 5.0 Lの RT mixtureに 2.5 Lの 10 x PCR buffer［100 mM Tris-HCl（pH 8.3）、500 mM 

KCl、15 mM MgCl2、0.01%（w/v）gelatin］、2.5 Lの 2 mM dNTP、0.5 Lの 25 M forward 

primer、0.5 Lの 25 M reverse primer、および 0.5 LのAmpliTaq Gold
TMを加え、Milli-Q

水で全量 25 Lとし、PCR 反応を行った。なお、使用したプライマーの塩基配列と反
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応条件を Table 1に示した。 

 

7）アガロースゲル電気泳動法 

6.5 Lの PCR 反応溶液に 2 Lの dye（0.04% bromophenol blue、0.04% xylene cyanol 

FF、30% glycerol）を加えた後、そのうちの 6.5 Lを 2% agarose gel（10 ng / mL EtBr

を含む）でMupid-2を用いて電気泳動を行った。泳動終了後、紫外線照射下、CANON 

POWER SHOT G10により写真撮影した。 

 

8）定量的 RT-PCR 法 

 Applied Biosystems 社の Power SYBR Green PCR Master Mix を用いて反応を行った。

5 Lの RT mixtureに 6.5 Lの 2 x Power SYBR Green PCR Master Mix、0.5 Lの 25 M 

forward primer、0.5 Lの 25 M reverse primerおよび 12.5 LのMilli-Q 水を加えて全

量を 25 Lとし、定量的 RT-PCR 反応を行った。なお、使用したプライマーの塩基配

列と反応条件を Table 1 に示した。また、検量線作成のための標準サンプルは、PCR

反応によって増幅した PCR 産物を QIAquick PCR Purification Kit で精製し、RNase-free 

waterで順次 3倍または 5倍希釈した系を用いた。 

 

 

Table 1 PCRおよび定量的 RT-PCRに使用した primerの塩基配列と反応条件 

Gene 

(primer name) 

Product 

size (bp) 
Primer sequense 

Reaction condition 

Denaturation Annealing Elongation 

rat Gapdh 373 Forward 5'-TTC AAC GGC ACA GTC AAG G-3' 95℃, 1 min 60℃, 1 min 72℃, 2 min 

  
Reverse 5'-CAT GGA CTG TGG TCA TGA G-3' 

   
rat Txnip 101 Forward 5'-GGG CCT AAG CAG CCG GAC AT-3' 95℃, 30 sec 58℃, 30 sec 72℃, 30 sec 

  
Reverse 5'-AGC AAG GTG GAG CTT CTG GGG-3' 

   
rat Ddit3 140 Forward 5'-AGC TGA GTC TCT GCC TTT CGC CT-3' 95℃, 30 sec 58℃, 30 sec 72℃, 1 min 

  
Reverse 5'-ATT CTT CCT CTT CGT TTC CTG GGG A-3' 

   
rat Trib3 110 Forward 5'-AGA TGG CTA GTG CGG TGG CA-3' 95℃, 30 sec 58℃, 30 sec 72℃, 1 min 

  
Reverse 5'-CTC CAG CAC CAA CTT CGT CCT CTC-3' 

   
human GAPDH 181 Forward 5'-TGT TGC CAT CAA TGA CCC CTT C-3' 95℃, 30 sec 60℃, 30 sec 72℃, 1 min 

  
Reverse 5'-AGC ATC GCC CCA CTT GAT TTT G-3' 

   
human TXNIP 120 Forward 5'-CCT GGC TTG CGG AGT GGC TA-3' 95℃, 30 sec 58℃, 30 sec 72℃, 30 sec 

  
Reverse 5'-TTC TCA CCT GTT GGC TGG TCT TCC-3' 

   
human DDIT3 405 Forward 5'-GGA GCT GGA AGC CTG GTA TGA GG-3' 95℃, 30 sec 62℃, 30 sec 72℃, 1 min 

  
Reverse 5'-TCC CTG GTC AGG CGC TCG ATT TCC-3' 

   
human TRIB3 110 Forward 5'-AGA TGG CCA CCG CCC TGG CG-3' 95℃, 30 sec 62℃, 30 sec 72℃, 1 min 

    Reverse 5'-CTC CAG CAC CAG CTT CTT CCT CTC-3'       
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9）培養細胞からのタンパク質抽出 

培養液を除き PBS（－）で 2回洗浄後、氷冷した 0.4 mLの RIPA buffer［1 x PBS (pH 

7.4)、1% NP-40、0.5% sodium deoxycholate、0.1% SDS、phenylmethylsulfonyl fluoride

（PMSF）、aprotinin、sodium orthovanadate、protease inhibitor cocktail］を 100 mm ディ

ッシュに加え、4℃で 15 分間振盪し、その後セルスクレイパーで細胞を採取し、さら

に 0.1 mLの RIPA buffer でディッシュを洗い、細胞を採取し、23G注射針で DNAを

せん断した。4℃で 1時間転倒混和した後、遠心（4℃、10,000 x g、10 分間）し、タ

ンパク質溶液とした。 

 

10）タンパク質定量 

タンパク質溶液を 20 µLずつ 96穴プレートに入れ、BCA
TM

 Protein Assay Reagent

を 200 µL/well で加え、穏やかに混和し、37℃で 20分間インキュベートした。その後

Wallac 1420 ARVOsx multilabel counter で吸光度の測定を行い、BSA検量線の値から

タンパク質濃度を算出した。 

 

11）Western blotting法 

33.75 Lの 1 µg/µLタンパク質溶液に、9 Lの sample buffer［0.3 M Tris-HCl (pH 6.8)、

10% SDS、35% glycerol、0.025% bromophenol blue］と 2.25 Lの-MEを加えた。これ

を100℃で5分間煮沸し、氷冷した後サンプルとして用いた。タンパク質量が15 μg/lane

となるようにサンプルを 12.5% e-PAGELにアプライし、pageRun を用いてゲル 1枚当

たり 10 mAで 30分間、その後 20 mAで 60分間泳動した。続いて、AE-6678ホライ

ズブロットを用いて泳動分離したタンパク質を PVDF membraneにゲル 1 枚当たり

76.5 mA定電流で 90分間転写した。Membraneを、5%スキムミルクもしくは 5% BSA

を含む TBST buffer［10 mM Tris-HCl (pH 7.4)、150 mM NaCl、0.1% Tween20］を用い

て室温で 1時間ブロッキングした。その後、各一次抗体を用いて、4℃で一晩インキ

ュベートした。使用した一次抗体は Table 2 に示した。二次抗体には抗ウサギあるい

は抗マウス IgG horseradish peroxidase（HRP）結合抗体（Cell Signaling Technologies）

を使用した。検出は Pierce Western Blotting Substrate Plus を用い、High performance 

chemiluminescence film に現像した。なお、現像液として希釈したハイレンドール、停

止液として 1.5%酢酸溶液、定着液として希釈したハイレンフィックスを用いた。 

 

12）alamarBlue assay 

細胞を 24穴プレートに細胞懸濁液を 0.5 mLずつ 5 x 10
3
 cells/well で播種し、24時

間前培養した。培養液を交換し、50 L/well で alamarBlue試薬を添加し、37℃で 3時

間インキュベートした後上清を回収し、励起波長 550 nm/蛍光波長590 nmで測定した。

0、24、48、72、96時間刺激で測定を行い、各細胞株の 0時間で得られた蛍光を 100% 

fluorescence intensityとし、種々の処理細胞の蛍光をそれに応じて計算した。 
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Table 2 Western blotting に使用した一次抗体 

1st antibody 
M.W. 

(kDa) 
免疫原 クローン 交差性 

カタログ

番号 
メーカー 希釈率 

Asparagine synthetase (G-10) 64 mouse monoclonal H, M, R sc-365809 santa cruz 10000 

CHOP (L63F7) Mouse mAb 27 mouse monoclonal H, M, R 2895 Cell Signaling Technologies 2000 

Anti-TRIB3 antibody [EPR3151Y] 40 rabbit monoclonal H ab75846 abcam 5000 

Anti-Txnip/VDUP1 50 mouse monoclonal H, M, R K0205-3 MBL 2000 

β-actin 45 rabbit polyclonal H, M, R 4967 Cell Signaling Technologies 5000 

 各一次抗体は上記の希釈率で用いた。なお、交差性においては H=human、M=mouse、R=ratを示す。 

 

13）統計解析 

 結果は平均値±標準偏差で表した。2標本間の有意差検定には Student’s t-test を用い、

有意水準 p<0.05を有意差ありとした。 

 

1-4. 結果 

1）3種細胞株を用いたノビレチンによる網羅的遺伝子発現変動解析 

 異なる組織由来の3種細胞株（SK-N-SH細胞、HuH-7細胞、3Y1細胞）で共通してNob

により変動する遺伝子を明らかにするために、DNAマイクロアレイ法による網羅的遺

伝子発現変動解析を行った。SK-N-SH細胞、HuH-7細胞、3Y1細胞の3種細胞株へ100 M

のNobを24時間処理し、以下の条件で遺伝子の選定を行った（Fig. 2）。 

 

・0.1% DMSO処理（対照）群と比較してNob処理で 

2倍以上あるいは0.5倍以下の発現変動 

・対照群あるいはNob処理のいずれかでraw signalが20以上 

（発現が著しく低い遺伝子は除外） 

・対照群（n=2）間で2倍以上あるいは0.5倍以下の発現変動が認められない 

 

Fig. 2 DNAマイクロアレイ解析の概要図 

SK-N-SH細胞、HuH-7細胞、3Y1細胞の3種細胞株にvehicleとして0.1% DMSO（n=2）あるいは100 

MのNob（n=1）を24時間処理した後、抽出したtotal RNAを用いてDNAマイクロアレイ解析を実施

した。Nob処理により3種細胞株で共通して発現変動する遺伝子を選定した。 
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Table 3 3種細胞株における DNAマイクロアレイ解析の結果 

Gene symbol (human/rat) Gene name 

Fold change 

SK-N-SH Huh-7 3Y1 

     
Up-regulated 

    
ASNS/Asns asparagine synthetase (glutamine-hydrolyzing) 6.04  6.36  2.83  

DDIT3/Ddit3 DNA-damage-inducible transcript 3 19.05  4.95  2.71  

SLC6A9/Slc6a9 solute carrier family 6 (neurotransmitter transpoter, glycine), member 9 4.59  4.95  2.17  

  
2.79  2.77  2.32  

TMEM116/Tmem116 transmembrane protein 116 2.22  2.21  3.73  

TRIB3/Trib3 tribbles homolog 3 7.02  3.20  4.92  

     
Down-regulated 

    
CCNA2/Ccna2 cyclin A2 0.45  0.38  0.48  

CCNE2/Ccne2 cyclin E2 0.19  0.38  0.43  

  
0.32  0.46  

 
DEPDC1/Depdc1 DEP domain containing 1 0.38  0.33  0.46  

E2F8/E2f8 E2F transcription factor 8 0.26  0.30  0.48  

HIST1H1B/Hist1h1b histone cluster 1, H1b 0.39  0.31  0.42  

    
0.43  

KIF11/Kif11 kinesin family member 11 0.41  0.41  0.49  

TXNIP/Txnip thioredoxin interacting protein 0.02  0.18  0.36  

表の左側から、ヒトあるいはラットでの遺伝子記号、遺伝子名、各細胞株における対照群に対する Nob処理での発現変動率を示し

た。なお、同一遺伝子に対するプローブが復讐存在するものについては、それぞれのプローブについて変動率を示した。 

 

前述の条件で絞り込みを行ったところ、Nobにより発現上昇する遺伝子として5種、

発現低下する遺伝子として7種を見出した（Table 3）。なお、同一遺伝子に対するプ

ローブが複数存在するものについては、それぞれのプローブについて変動率を示した。 

 

2）定量的RT-PCR法によるDDIT3、TRIB3、TXNIP発現変動の解析 

 変動が認められた遺伝子の中で、Nobによる発現変化が大きく、生理機能が明確に

なっている遺伝子のうち、これまでに報告されているNobの作用発現に重要であると

推測された3種（DDIT3、TRIB3、TXNIP）を選択し、Nobによる3種細胞株での遺伝子

発現変動について再現性を解析した。電気泳動の結果をFig. 3Aに、定量的RT-PCRの

結果をFig. 3Bに示す。SK-N-SH細胞では、定量的RT-PCRの結果より、DDIT3が2.93倍、

TRIB3が1.21倍、TXNIPが0.22倍であった。マイクロアレイ解析の変動率と比較すると、

変動率が小さい結果となったが、いずれの遺伝子においても統計的に有意な変動が認
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Fig. 3 DDIT3、TRIB3、TXNIP 遺伝子発現量変動 

溶媒対照（vehicle：Veh）として 0.1% DMSO あるいは 100 M の Nob を 24時間処理した SK-N-SH

細胞、HuH-7 細胞、3Y1細胞の 3種細胞株から抽出した RNAから調製した cDNAを用いて、RT-PCR

および定量的 RT-PCR法により DDIT3、TRIB3、TXNIP、および GAPDH遺伝子発現量の変動について

解析を行った。値は平均値＋標準偏差で示した（n=3）。Student’s t-test, p<0.01 vs. vehicle control group. 
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められた。HuH-7細胞では、定量的RT-PCRの結果より、DDIT3が5.59倍、TRIB3が3.41

倍、TXNIPが0.33倍であり、マイクロアレイ解析の発現変動と同様の傾向が再現され、

いずれの遺伝子もNob処理により有意な変動が認められた。3Y1細胞では、定量的

RT-PCRの結果より、Ddit3が1.93倍、Trib3が2.79倍、Txnipが0.41倍であり、マイクロ

アレイ解析の発現変動と同様の傾向が認められ、いずれの遺伝子もNob処理により有

意に変動していた。 

 

3）Western blottingによるタンパク質発現の解析 

 定量的RT-PCR法で発現を解析したDDIT3、TRIB3、TXNIPがコードするタンパク質

発現をWestern blotting法により解析した。これに加え、Nobの作用に重要であると推

測されたが適切なプライマーが設計出来なかったため遺伝子発現については解析を

行わなかったASNSについても、その遺伝子がコードするタンパク質発現をWestern 

blotting法により解析した。Western blottingの結果をFig. 4Aに、それらのバンドの濃さ

を画像解析ソフトImageJで定量した結果をFig. 4Bに示す。SK-N-SH細胞では、ASNS

が、1.63倍、DDIT3が10.7倍、TRIB3が3.84倍、TXNIPが0.25倍であった。変動率は異

なるものの、いずれのタンパク質においても遺伝子発現変動と同様に有意な変動が認

められた。HuH-7細胞では、ASNSが、1.49倍、DDIT3が11.4倍、TRIB3が1.10倍、TXNIP

が0.26倍であった。HuH-7細胞のTRIB3の発現量については大きな変動が認められな

かったが、ASNS、DDIT3、TXNIPに関してはNob処理により有意な発現変動を示した。

3Y1細胞では、ASNSが、1.65倍、DDIT3が12.1倍、TXNIPが0.48倍であった。これら

はNob処理により有意な発現変動を示していた。なお3Y1細胞でのTRIB3については適

切な反応抗体が無かったため結果を示していない。 

 

4）ノビレチン処理による3種細胞株の細胞形態の変化 

 種々のがん細胞株を用いた解析により、Nobはアポトーシスを誘導する24, 27, 53, 54)こ

とが報告されている。本研究で用いた3種細胞株へのNob処理はアポトーシスを誘導す

るかどうかを推測するために、100 MのNobをSK-N-SH細胞、HuH-7細胞、3Y1細胞

にそれぞれ処理し、位相差顕微鏡で24時間後の細胞形態の観察を行った（Fig. 5）。

Nobを処理した3Y1細胞では、Veh処理と比較して細胞がわずかに細長くなっている様

子が観察されたが、Nobを処理したSK-N-SH細胞とHuH-7細胞では大きな形態変化は

認められなかった。また、いずれの処理群においても、アポトーシスの特徴である丸

く光りシャーレ面から剥離しかけた細胞は観察されなかった。 

 

5）ノビレチン処理による3種細胞株の細胞生存率の変化 

 位相差顕微鏡による細胞形態の観察に加え、本研究で用いた3種細胞株へのNob処理

のアポトーシス誘導性を推測するために、alamarBlue試薬を用いてNobの細胞生存率

への影響を解析した。SK-N-SH細胞、HuH-7細胞、3Y1細胞に100 MのNobを処理し、

0時間の蛍光値を100%として96時間後までの蛍光値の相対変化を示した（Fig. 6）。細 
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Fig. 4 DDIT3、TRIB3、TXNIP タンパク質発現量変動 

 溶媒対照（vehicle：Veh）として0.1% DMSOあるいは100 MのNobを24時間処理したSK-N-SH細胞、

HuH-7細胞、3Y1細胞の3種細胞株から抽出したタンパク質を用いて、Western blotting法によりASNS、

CHOP（DDIT3）、TRIB3、TXNIP、および-ACTINタンパク質発現量の変動について解析を行った。

値は平均値＋標準偏差で示した（n=4）。Student’s t-test, p<0.05, p<0.01 vs. vehicle control group. なお、

n. d. は検出不可能、n. s. は有意差なしを表す。 
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胞膜透過性の酸化還元試薬であるalamarBlueの蛍光値は生細胞数と比例することから
55)、蛍光値の変化は細胞生存率の変化として考えられる。SK-N-SH細胞、HuH-7細胞

および3Y1細胞のいずれの細胞株においても、溶媒対照群と比較してNob処理では全

てのタイムポイントにおいて有意な細胞生存率の低下が認められた。 

 

 

 

Fig. 5 Nob処理によるSK-N-SH細胞、HuH-7細胞、および3Y1細胞の形態変化 

溶媒対照（vehicle：Veh）として0.1% DMSOあるいは100 MのNobを24時間処理したSK-N-SH細胞、

HuH-7細胞、3Y1細胞の3種細胞株の形態を位相差顕微鏡下で観察した。 

 

 

 

 

 

Fig. 6 3種細胞株における Nob処理による alamarBlue蛍光値の変化 

溶媒対照（vehicle：Veh）として0.1% DMSOあるいは100 MのNobを上図の時間処理したSK-N-SH細

胞、HuH-7細胞、3Y1細胞の3種細胞株を用いてalamarBlue assayを行った。蛍光値は■で示した0時間（未

処理群）の値を100%とし、平均値±標準偏差で示した（n=8）。Student’s t-test, *p<0.01 vs. corresponding 

vehicle control group. 
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1-5. 考察 

 本章では、Nobによって発現変動する遺伝子を明らかにし、変動が認められた遺伝

子がコードするタンパク質の機能からNobの薬効発現機序や有害作用を推定するため

に、異なる組織由来の3種細胞株を用いたDNAマイクロアレイ解析を行った。その結

果、SK-N-SH細胞、HuH-7細胞、3Y1細胞の3種細胞株でNob処理により共通して発現

上昇する遺伝子として5種（ASNS、DDIT3、SLC6A9、TMEM116、TRIB3）、発現低下

する遺伝子として7種（CCNA2、CCNE2、DEPDC1、E2F8、HIST1H1B、KIF11、TXNIP）

を選定した。これら遺伝子がコードするタンパク質の機能とNobの作用との関連性に

ついて、以下のように考察する。 

 

1）Nobにより発現が亢進した遺伝子について 

 Nobにより上昇が認められた遺伝子のうち、ASNS、DDIT3、TRIB3がコードするタ

ンパク質は小胞体（endoplasmic reticulum：ER）ストレス負荷により発現が亢進する56-58)。

ERストレスとは、タンパク質の高次構造形成（折りたたみ）が行われるER内に、折

りたたみ不全タンパク質が蓄積した状態の細胞ストレスである。 通常、このERスト

レスは、ERストレス応答（unfolded protein response：UPR）と呼ばれる反応により解

消される58, 59)。軽度のERストレス負荷であれば、このUPRによりストレスは解消され

るが、慢性的あるいは過剰なERストレス負荷が生じると、UPRによってもストレス負

荷が解消されず、細胞は最終的にアポトーシスを誘導する60-62)（Fig. 7）。 

ASNSがコードするタンパク質asparagine synthetase（ASNS）は、ATPの加水分解に

より、アスパラギン酸やグルタミン酸からアスパラギンを生合成する酵素である63)。

ASNSはアミノ酸飢餓や炭水化物飢餓64, 65)、またERストレス誘導薬66)によるUPRシグナ

ル活性化により転写活性化されることから、ASNSの発現量上昇はERストレス負荷の

指標の1つとして考えられている。ERストレスによるASNSの転写活性化の意義につい

てはまだ不明な点も多いが、ASNSの発現上昇はアポトーシス誘導を促進すると考え

られている66, 67)。 

DDIT3がコードするタンパク質C/EBP homologous protein（CHOP）は、29 kDaの

CCAAT/enhancer-binding protein（C/EBP）ファミリーに属する転写因子である68)。DDIT3

は、ERストレス負荷時に最も発現が亢進する遺伝子の1つであることがヒト子宮頸が

ん由来細胞HeLaを用いたマイクロアレイ解析により示されている69)。CHOPの発現上

昇により、BCL-2ファミリータンパク質の発現制御70-72)、ERのROS上昇71, 73)、ERカル

シウムストアの枯渇74, 75)などを介してアポトーシスが誘導される。 

TRIB3はショウジョウバエのキナーゼ様分子tribblesのヒトでのホモログとして発見

された遺伝子76)でtribbles homolog 3（TRIB3）をコードする。TRIB3は前述のCHOPの

下流標的遺伝子である。TRIB3発現の抑制によりERストレス誘導性アポトーシスが弱

まることから77)、TRIB3はERストレス誘導性アポトーシスを促進すると考えられてい

るが、その詳細な機構についてはまだ明らかになっていない。 
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Fig. 7 ERストレスと UPRシグナル 

ERストレスが生じると、ER膜上に存在する3種のストレスセンサー（IRE1、ATF6、PERK）が活

性化し、UPRシグナルが伝達される。これにより翻訳抑制、分子シャペロンの誘導、蓄積タンパク質

の分解などを引き起こし、ERストレス負荷に対して適応反応を示す。一方、UPRで解消できない重度・

長期的なERストレス負荷が生じると、UPRは最終的にアポトーシスに促進的に作用するDDIT3などの

ERストレス関連遺伝子の発現上昇を引き起こし、細胞死を誘導する。 

  

 

ASNS、DDIT3、TRIB3の遺伝子あるいはタンパク質発現について3種細胞株で解析

を行ったところ、確かにマイクロアレイ解析の傾向と一致して発現変動が認められた

（FIg. 3、4）。NobはERストレス負荷により発現上昇しアポトーシス促進的に機能す

るASNS、DDIT3、TRIB3の遺伝子発現レベルを上昇させ、さらにそれら遺伝子がコー

ドするタンパク質発現を上昇させることから、ERストレス誘導性アポトーシスを起こ

す可能性が考えられた。なお、HuH-7細胞ではTRIB3タンパク質レベルでの変動は認

められなかった（Fig. 4）が、TRIB3は前述のCHOPの下流標的遺伝子であることから、

シグナル伝達のタイムポイントによる影響で、HuH-7細胞ではまだTRIB3タンパク質

としての変動が現れる前であったのではないかと考えられる。Nobは様々ながん細胞

株を用いた実験においてアポトーシス誘導作用を示すことが報告されており27, 54, 78)、

NobがERストレスを生じることが誘導要因となっている可能性がある。しかしながら、

本研究で用いたSK-N-SH細胞、HuH-7細胞、3Y1細胞へのNob処理では、明らかなアポ

トーシス様の形態変化は認められなかった（Fig. 5）。一方、alamarBlue試薬を用いた

細胞生存率の測定では、いずれの細胞株においてもNob処理により全てのタイムポイ

ントにて細胞生存率の有意な低下が認められた（Fig. 6）が、細胞形態の変化が認め
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られないことをふまえると、Nobによる細胞生存率の低下はNobの細胞増殖抑制作用

（後述）やミトコンドリア電子伝達系への影響により二次的に起こっている可能性が

ある。このことから、本章の結果からはNobにアポトーシス誘導作用があると断言す

るまでには至らなかった。Nobの機能性食品や臨床への安全な応用のためには、Nob

とERストレス、さらにそれに引き続くアポトーシスとの関連性をより詳細に解析する

必要がある。この点に関しては＜第2章 SK-N-SH細胞での小胞体ストレス誘導性ア

ポトーシスと細胞ストレス調節タンパク質TXNIP発現に対するノビレチンの作用＞

で解析した。 

SLC6A9がコードするタンパク質は、Na
+
/Cl

-依存性神経伝達物質トランスポーター

ファミリーSLC6のメンバーの1つであるグリシントランスポーターGLYT1である。

GLYT1は、シナプスのグリシン濃度を制御し、NMDA受容体を介した神経伝達に影響

を与えることが報告されている 79, 80)。TMEM116がコードするタンパク質は、

transmembrane protein 116である。TMEM116はヒトの腎明細胞がん組織において発現

が低下していることが報告されている81)。しかしながら、これらの遺伝子・タンパク

質の詳細な機能についてはまだ不明な点が多いのが現状であり、Nobの既知作用との

関わりを推定するには至らなかった。 

 

2）Nobにより発現が低下した遺伝子について 

CCNA2がコードするcyclin A2は、細胞周期のS期の通過とG2期の通過を正に制御す

る因子として、また、CCNE2がコードするcyclin E2は、細胞周期のG1期からS期への

移行を正に制御する因子として働く。E2F8がコードするE2F transcription factor 8（E2F8）

は、細胞周期のG1期からS期への移行を正に制御する82)。Nobは細胞周期を停止させ

細胞増殖抑制作用を示す24, 27, 54, 83)ことが種々がん細胞株で示されている。本研究で用

いたSK-N-SH細胞、HuH-7細胞、3Y1細胞の3種細胞株においても、Nobにより細胞増

殖が抑制される傾向を位相差顕微鏡下での観察で得ている（データ省略）。すなわち、

Nobは少なくとも一部はCCNA2、CCNE2、E2F8の発現低下を介して細胞周期の進行を

停止させ細胞増殖抑制作用を示していると考えられる。 

DEPDC1は、DEP domain-containing protein 1A（DEPDC1）をコードしており、膀胱

がんや肺腺がんで発現が上昇することが報告されている84, 85)。また、DEPDC1発現は

精巣以外のどの正常組織においてもほとんど発現していないことから、がん/精巣抗原

とみなされている85, 86)。また、E2F8については前述した細胞周期への関与だけでなく、

ヒト肝細胞がんにおいて強く発現上昇し、E2F8の異所性過剰発現は細胞増殖やコロニ

ー形成、腫瘍形成を促進する一方で、HuH-7細胞を含むヒト肝がん細胞におけるE2F8

のノックダウンはこれらの表現型を抑制することが報告されている87)。本研究では、

3種細胞株においてNob処理によりDEPDC1とE2F8の発現レベルの低下が見られたこ

とから、これらの作用がNobのがん細胞増殖抑制作用において重要な働きをしている

ことが推察された。 

HIST1H1Bがコードするタンパク質はリンカーヒストンであるhistone 1H1b（H1b）、
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KIF11がコードするタンパク質はモータータンパク質であるkinesin family member 11

（KIF11）である。H1bはヌクレオソームのリンカー部に結合し、クロマチン構築に

関わってDNA高次構造を安定化している88)。またKIF11は双極性紡錘体の形成に関与

しているタンパク質であり89)、ある種のがん細胞株においてKIF11の発現・機能を抑

制すると紡錘体チェックポイントが活性化され有糸分裂が停止、細胞死に至る90)こと

が明らかになっており、がん治療のターゲットとしてKIF11阻害薬が臨床試験に進ん

でいる91)。このことから、Nobの制がん作用発現に関与している可能性がある。 

TXNIPがコードするthioredoxin-interacting protein（TXNIP）は、細胞の主要な酸化防

御システムの一つとして働くthioredoxin（TRX）の内因性の結合分子である。TRXは

12 kDaのタンパク質で、ジスルフィド還元活性を有する。TRXは様々なストレス要因

によって発現誘導され43)、単独で一重項酸素やヒドロキシルラジカルを消去する44)ほ

か、TRX依存性ペルオキシダーゼであるperoxiredoxinとの協調作用により、細胞内の

ROSを消去する内因性の抗酸化物質として働く45)。TXNIPのTRXへの結合は、主に2

つの作用を生じる。1つ目がTRXの酵素活性の減弱92)である。TXNIPはTRXの還元活

性部位に直接結合し、その機能を阻害するため、TRXによるタンパクジスルフィド還

元作用とROS除去活性が減弱することになる。2つ目がTRXからのASK1の遊離と活性

化93)である。TRXはapoptosis signal-regulating kinase 1（ASK1）と直接結合し、ASK1

が活性体にコンフォメーション変化するのを阻害している。ASK1は活性化すると

c-Jun N-terminal kinase（JNK）の活性化を起こす。TXNIPがTRXと結合することによ

り、ASK1が遊離型となり、結果的にASK1依存性アポトーシスの誘発に繋がることに

なる。TXNIPと疾患の関係が近年注目されてきており、TXNIPの遺伝子・タンパク質

レベルの上昇が、2型糖尿病48, 49)やAD
50)、脳虚血再灌流における神経細胞死51)、心筋

梗塞による心室リモデリング52)などを含むいくつかの疾患の原因因子になる可能性

が証明されてきている。すなわちNobは、TXNIP発現を抑制することによりこれら疾

患の改善作用を示す可能性が考えられる。興味深いことに、近年、TXNIPはERストレ

ス負荷により発現亢進することが膵島細胞腫由来細胞株INS-1を用いた実験により報

告された46, 94, 95)。NobはASNSやDDIT3、TRIB3といったERストレスマーカーとなる遺

伝子の発現を上昇させたことは前述のとおりであるが、TXNIPの遺伝子あるいはタン

パク質発現は低下させた（Fig. 3、4）。すなわち、ERストレス負荷との関係で考える

と、これまでの報告とは相反する結果が得られたことになる。ERストレス負荷による

TXNIP発現上昇は、ERストレス誘導性アポトーシスに促進的に働く46, 94, 95)ことから、

Nobは実際にERストレスを負荷しているのか、またERストレス誘導性アポトーシスに

はどのように影響するのか興味が持たれた。この点に関しては＜第2章 SK-N-SH細

胞での小胞体ストレス誘導性アポトーシスと細胞ストレス調節タンパク質TXNIP発

現に対するノビレチンの作用＞でさらに詳細に解析を行った。 

 

以上、本章ではNobにより3種細胞株で共通して発現上昇する遺伝子として5種

（ASNS、DDIT3、SLC6A9、TMEM116、TRIB3）、発現低下する遺伝子として7種（CCNA2、
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CCNE2、DEPDC1、E2F8、HIST1H1B、KIF11、TXNIP）を見出した。定量的RT-PCR

法によりDDIT3、TRIB3、TXNIPの発現について解析したところ、Nobにより有意に発

現変動することが明らかとなった。さらにASNS、DDIT3（CHOP）、TRIB3、TXNIP

のタンパク質発現もこれとほぼ一致して変動が認められた。このため、ERストレスと

Nobの関係については詳細な解析が必要である。3種細胞株におけるNobの細胞増殖抑

制作用は、細胞周期を正に制御するCCNA2、CCNE2、E2F8の発現をNobが低下させる

ことによると考えられた。がん/精巣抗原であるDEPDC1、E2F8、KIF11の発現レベル

の低下は、Nobのがん細胞増殖抑制作用に関与することが推察された。SLC6A9、

TMEM116、HIST1H1Bの発現変動の意義については不明な点が多く、既知のNobが改

善作用を発揮すると期待されている疾患との関与を推定するには至らなかった。 

  



 

22 

 

＜第2章＞ 

SK-N-SH細胞での小胞体ストレス誘導性アポトーシスと 

細胞ストレス調節タンパク質TXNIP発現に対するノビレチンの作用 

 

2-1. 緒言 

第1章の結果より、NobはASNS、DDIT3、TRIB3といったERストレスで発現亢進しア

ポトーシスに促進的に作用するとされる遺伝子の発現量を増加させることから、ER

ストレス負荷、さらにそれに引き続きアポトーシスを誘導している可能性が考えられ

た。しかしながら、ERストレス負荷により発現が亢進し、ERストレス誘発性アポト

ーシスに関与することが最近報告されたTXNIPの遺伝子・タンパク質発現をNobは顕

著に減少させる結果が得られた。すなわち、Nobにより変動が認められたERストレス

誘導性遺伝子のうち、TXNIP発現に対しては他の遺伝子変動と相反する結果がNob処

理により得られた。ERストレスは神経疾患、糖尿病、非アルコール性肝障害、炎症性

腸疾患など様々な疾患の発症・増悪化の要因となる96, 97)ことから、NobがERストレス

を負荷すれば有害作用発現につながる可能性もある。そこで本章では、NobがERスト

レスを起こしうるのか、またERストレス負荷時の細胞におけるNobの影響を明らかに

することを目的とした。神経細胞はERストレスに対して特に脆弱であり、またAD、

パーキンソン病、筋委縮性側索硬化症（amyotrophic lateral sclerosis：ALS）、伝達性

海綿状脳症、ポリグルタミン病などの神経変性疾患の病態とERストレスとの関与が示

されている98)ことから、SK-N-SH細胞を神経細胞モデルとして用いることによりNob

とERストレスの関係性を明確にできると考え、本章での実験はSK-N-SH細胞を使用し

て解析を行った。 

 

2-2. 実験材料 

1）試薬 

Tunicamycin（TM）、thapsigargin（TG）は Sigma-Aldrich（St. Louis、MO、USA）

より購入した。Caspase-Glo® 3/7 assayは Promega（Madison、WI、USA）より購入し

た。Antioxidant Assay kit は Cayman Chemical Company（Ann Arbor、MI、USA）のも

のを使用した。なお、上記以外のその他の試薬は第 1章に準じるものを使用した。 

 

2）使用機器、器具等 

PAGE 電気泳動には ATTO（Tokyo、Japan）の AE-6290E レゾルマックス・二連ス

ラブ、電源装置として ATTOの CROSS POWER1000を用いた。Caspase-Glo® 3/7 assay、

Antioxidant assayには Beckman Coulter（Brea、CA、USA）のMultimode Detector DTX880

を測定に用いた。なお、上記以外のその他の試薬は第 1 章に準じるものを使用した。 
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3）培養細胞 

ER ストレスに対して特に脆弱である神経細胞モデルとして、家族性 AD の発症に

関与する presenilin 1 の変異体を構成的に発現する SK-N-SH細胞を用いた。基本的な

培養方法等は第 1章と同様に行った。 

 

2-3. 実験方法 

1）試薬調製 

 Nobストック溶液（100 mM）は第 1章と同様に調製した。TM は 1 mg/mL、TGは

0.05 mM となるように溶解し、これをストック溶液として-20℃で保存した。試薬刺激

には室温に戻したストック溶液を用いた。なお、Nob、TM および TG の可溶化は溶

媒として DMSOを用いた。 

 

2）試薬刺激 

SK-N-SH細胞を 24時間前培養し、培養液を交換した。特に記載がない場合は、Nob

が 100 M、TM が 1 g/mL、TG が 0.05 M となるように Nob、TM、あるいは TGの

ストック溶液を直接ディッシュあるいはプレートに加えた。また、vehicle として

DMSOが最終濃度 0.2%となるように刺激を行った。 

 

3）培養細胞からの RNA抽出 

 基本的な操作は第 1章と同様に行った。 

 

4）RT反応 

 基本的な操作は第 1章と同様に行った。 

 

5）PCR 法 

 基本的な操作は第 1章と同様に行った。なお、使用したプライマーの塩基配列と反

応条件を Table 4に示した。 

 

 

Table 4 PCRに使用したプライマーの塩基配列と反応条件 

Gene  

(primer name) 

Product 

size (bp) 
Primer set 

Reaction condition 

Denaturation Annealing Elongation 

human XBP1 71, 97 Forward 5'-TGG CCG GGT CTG CTG AGT CCG -3' 95℃, 30 sec 55℃, 30 sec 72℃, 30 sec 

    Reverse 5'-ATC CAT GGG GAG ATG TTC TGG-3'       

XBP1 primer は spliced XBP1（sXBP1）と unspliced XBP1（usXBP1）の両方を認識する。 

 



 

24 

 

6）PAGE電気泳動 

25 Lの PCR 反応溶液に dye［0.04% bromophenol blue、0.04% xylene cyanol FF、30% 

glycerol］を 15 L加えた後、そのうちの 20 Lを 15% PAGEで電気泳動を行った。

泳動終了後、0.2 g/mLの EtBr（Nippon Gene、Tokyo、Japan）とした 0.5 x TEB buffer 

(pH 8.2)で 30分間染色を行った。紫外線照射下、CANON POWER SHOT G10で写真撮

影した。 

 

7）培養細胞からのタンパク質抽出 

基本的な操作は第 1章と同様に行った。 

 

8）Western blotting 

基本的な操作は第 1章と同様に行った。Table 5に使用した一次抗体を示した。 

 

9）Caspase-Glo® 3/7 assay 

Caspase-Glo® 3/7 assay の推奨プロトコルに準じて行った。具体的には、

Caspase-Glo® Bufferを全量 Caspase-Glo® Substrate に加え、Caspase-Glo® Reagent を調

製した。その後、96 穴プレートで培養・刺激を行った SK-N-SH 細胞に培養液と等量

（110 L）の Caspase-Glo® Reagent を直接加え、細胞を溶解した。室温で 30分間イ

ンキュベーションしたのち、発光量を Multimode Detector DTX880 で測定した。 

 

10） Antioxidant assay 

Antioxidant Assay Kit の推奨プロトコルに準じて行った。具体的には、試薬刺激後の培

養液を除き PBS（－）で 2回洗浄後、氷冷した 0.4 mLの RIPA buffer［1 x PBS (pH 7.4)、

1% NP-40、0.5% sodium deoxycholate、0.1% SDS、PMSF、aprotinin、sodium orthovanadate、

protease inhibitor cocktail］を 100 mm ディッシュに加え、4℃で 15分間振盪した。その

後セルスクレイパーで細胞を採取し、さらに 0.1 mLの RIPA buffer で dish を洗い、細

胞を採取し、23G注射針で DNAをせん断した。4℃で 1時間転倒混和し、遠心（4℃、

10,000 x g、10分間）しサンプルとした。96穴プレートに各サンプルを 10 Lずつア

プライし、そこに 10 L の Metmyoglobin、150 L の Chromogen、および 40 L の

Hydrogen Peroxide を加え、30 秒間緩やかにボルテックスし、室温で 5 分間インキュ

ベーションした。その後、405 nm で吸光度を測定した。吸光度の値から、サンプル

10 Lに含まれる Trolox 換算抗酸化物質量を求め、タンパク質濃度で補正を行った値

を細胞内抗酸化物質レベル（mM）とし、Veh処理の値を 1として算出した。 

 

11）統計解析 

 結果は平均値＋標準偏差で表した。有意差検定には Dunnett’s test および

Tukey-Kramer’s test を用い、有意水準 p<0.05 を有意差ありとした。 
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Table 5 Western blotting に使用した一次抗体 

1st antibody 
M.W. 

(kDa) 
免疫原 クローン 交差性 

カタログ

番号 
メーカー 希釈率 

Asparagine synthetase (G-10) 64 Mouse Monoclonal H, M, R sc-365809 Santa Cruz 10000 

CHOP (L63F7) Mouse mAb 27 Mouse Monoclonal H, M, R 2895 
Cell Signaling 

Technologies 
2000 

Anti-TRIB3 antibody [EPR3151Y] 40 Rabbit Monoclonal H ab75846 Abcam 5000 

Anti-Txnip/VDUP1 50 Mouse Monoclonal H, M, R K0205-3 MBL 2000 

eIF2α Antibody 38 Rabbit Polyclonal H, M, R 9722 
Cell Signaling 

Technologies 
1000 

Phospho-eIF2α (Ser51) Antibody 38 Rabbit Polyclonal H, M, R 9721 
Cell Signaling 

Technologies 
1000 

ATF-4 (D4B8) Rabbit mAb 49 Rabbit Monoclonal H, (M, R) 11815 
Cell Signaling 

Technologies 
1000 

Anti-IRE1 antibody 110 Rabbit Polyclonal H, M, R ab37073 Abcam 1000 

Rabbit polyclonal to IRE1 

(phospho S724) 
110 Rabbit Polyclonal H, M, R ab48187 Abcam 1000 

BiP Antibody 78 Rabbit Polyclonal H, M, R 3183 
Cell Signaling 

Technologies 
2000 

Caspase-3 (8G10) Rabbit mAb 
17, 19, 

35 
Rabbit Monoclonal H, M, R 9665 

Cell Signaling 

Technologies 
1000 

PARP Antibody 89, 116 Rabbit Polyclonal H, M, R 9542 
Cell Signaling 

Technologies 
2000 

β-Actin Antibody 45 Rabbit Polyclonal H, M, R 4967 
Cell Signaling 

Technologies 
5000 

a-Tubulin Antibody 52 Rabbit Polyclonal H, M, R 2144 
Cell Signaling 

Technologies 
5000 

各一次抗体は上記の希釈率で用いた。なお、交差性においては H=human、M=mouse、R=ratを示す。括弧で示した交差性につ

いては、“反応する可能性がある”ことを示す。 

 

2-4. 結果 

1）SK-N-SH細胞に対する小胞体ストレス誘導薬の作用 

 過剰なERストレス負荷により、細胞はERストレス誘発性アポトーシスを生じる。

SK-N-SH細胞にERストレス負荷を与えた際にERストレス誘導性アポトーシスが生じ

るのか明らかにするために、まずはERストレス誘導薬tunicamycin（TM）および

thapsigargin（TG）によるアポトーシス誘導性について解析した。SK-N-SH細胞に0.1

から10 g/mLのTMあるいは0.01から1 MのTGを24時間処理し、Western blottingによ
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りアポトーシスの指標としてcaspase-3の活性化（cleaved caspase-3の生成）を解析した。

TMでは1 g/mLから、TGでは0.05 Mから、cleaved caspase-3（C-CASP3）の生成がは

っきりと認められた（Fig. 8）。細胞形態も、TMでは1 g/mL、TGでは0.05 Mからア

ポトーシスの特徴である丸く光りシャーレ面から剥離しかけたアポトーシス様の形

態変動が認められており、これはWestern blottingでC-CASP3の発現が認められた濃度

と一致していた（Fig. 8）。 

 

 

 

 

Fig. 8 SK-N-SH細胞での ERストレス負荷によるアポトーシス誘導 

溶媒対照（vehicle：Veh）として 0.1% DMSO および（A）0.1～10 g/mLの TM、あるいは（B）0.01

～1 M の TG を 24 時間処理した SK-N-SH 細胞から抽出したタンパク質を用いて、Western blotting

法により caspase-3 および-ACTIN タンパク質発現量の変動について解析を行った（n=2）。なお、

P-CASP3 は pro-caspase-3 を、C-CASP3 は cleaved caspase-3 を表す。下段には各刺激 24 時間での細胞

形態写真を示す。 
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2）SK-N-SH細胞でのノビレチンあるいはツニカマイシン処理によるアポトーシス 

誘導の解析 

TMやTGによるERストレス負荷によりアポトーシス誘導が生じることがSK-N-SH

細胞で明らかになった。TMとTG共にSK-N-SH細胞においてアポトーシス誘導が確認

できたため、以降の実験では、ERストレス誘導薬としてTMを用いることにした。続

いて、NobはSK-N-SH細胞のアポトーシス誘導を生じるのかを明ら 

かにするために、TMによるアポトーシス誘導とNobの作用について比較を行った。

SK-N-SH細胞に100 MのNobあるいは1 g/mLのTMを24時間処理し、Western blotting

によりC-CASP3の生成について解析した結果（Fig. 9A）、Nob処理ではC-CASP3の生

成は認められなかったのに対し、TM処理ではC-CASP3の生成の亢進が認められた。

加えて、caspase-3/7活性について測定した結果（Fig. 9B）、Nob処理では有意な活性

低下が、TM処理では有意な活性上昇が認められた。 

 

3）SK-N-SH細胞でのノビレチンあるいはツニカマイシン処理によるアポトーシス 

および細胞形態の変化 

 SK-N-SH細胞へのNob処理ではC-CASP3の生成は認められなかった（Fig. 9A）こと

から、NobはERストレス誘導性アポトーシスを生じないと考えられた。興味深いこと

に、Nob処理によりcaspase-3/7活性の有意な低下が認められた（Fig. 9B）ことから、

Nobはむしろアポトーシスの抑制に寄与する可能性が考えられた。そこで、TM誘導 

 

 

Fig. 9 Nobおよび TM刺激による C-CASP3生成と caspase-3/7活性の変化 

（A）溶媒対照（vehicle：Veh）として0.2% DMSO、100 MのNob、1 g/mLのTMを24時間処理した

SK-N-SH細胞から抽出したタンパク質を用いて、Western blotting法によりcaspase-3および-ACTINタン

パク質発現量の変動について解析を行った（n=2）。なお、P-CASP3はpro-caspase-3を、C-CASP3はcleaved 

caspase-3を表す。（B）SK-N-SH細胞に溶媒対照（Veh）として0.2% DMSO、100 MのNob、1 g/mL

のTM処理を24時間行いcaspase-3/7活性を測定した（n=9）。値は平均値＋標準偏差で示した。Dunnett’s 

test, *p<0.01 vs. vehicle group. 
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性アポトーシスに対しNobがどのような影響を示すのか推測するために、SK-N-SH細

胞に100 MのNob、および1 g/mLのTMを単独処理、あるいはNobとTMを同時処理

（Nob＋TM）することによるアポトーシス関連分子の発現変動についてWestern 

blottingにより解析したところ（Fig. 10A）、TM単独処理24時間で認められたC-CASP3

の生成や、C-CASP3の基質である poly(ADP-ribose) polymerase（PARP）の切断

（cleaved-PARP（C-PARP）の生成）は、NobとTMの同時処理では認められなかった。

加えて、24時間処理の時点での細胞形態の変化について観察を行ったところ（Fig. 

10B）、Veh処理と比較してTM処理では丸く光りシャーレ面から剥離しかけたアポト

ーシス様の形態変動細胞が認められた。一方、Nob単独処理やNobとTMの同時処理で

はその様な形態的変化は認められなかった。 

 

4）SK-N-SH細胞でのノビレチンとツニカマイシンのUPR関連タンパク質の発現 

変動比較 

NobとTMの同時処理ではTM単独処理で認められるC-CASP3の生成やC-PARPの生

成は認められず、またアポトーシス様の形態変化を生じなかったこと（Fig. 10）から、

NobとTMの同時処理ではアポトーシスは起こっていないと考えられた。NobとTMの

同時処理でアポトーシスが認められない要因として、NobがTMによるUPRシグナル伝

達を阻害している可能性を考えた。そこで、NobのUPRシグナルに対する影響を解析

した。SK-N-SH細胞に100 MのNob、1 g/mLのTM、あるいは100 MのNobと 

 

 

Fig. 10 Nobおよび TM刺激によるアポトーシス誘導と細胞形態の変化 

（A）溶媒対照（vehicle：V）として0.2% DMSO、100 MのNob、1 g/mLのTM、あるいは100 Mの

Nobと1 g/mLのTM同時処理（Nob＋TM）を3～24時間行ったSK-N-SH細胞から抽出したタンパク質を

用いて、Western blotting法により各種タンパク質発現量の変動について解析を行った。P-CASP3は

pro-caspase-3を、C-CASP3はcleaved caspase-3（活性型）を、C-PARPはcleaved PARP（不活性型）を示

す。（B）SK-N-SH細胞に溶媒対照（vehicle：Veh）として0.2% DMSO、100 MのNob、1 g/mLのTM、

あるいは100 MのNobと1 g/mLTMの同時処理（Nob＋TM）を24時間行った際の細胞形態写真を示す。  
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1 g/mLのTMの同時処理（Nob＋TM）を3、6、12時間行い、Western blotting法により

UPRシグナル関連タンパク質の発現変動について解析を行った（Fig. 11）。 

Protein kinase activated by double-stranded RNA-like ER kinase（PERK）経路では（Fig. 

11A）、Nob単独処理3～12時間で持続的なeukaryotic translational initiation factor 2

（eIF2）のリン酸化、3～12時間でわずかではあるがATF4の発現上昇、また12時間

でCHOPとTRIB3の明らかな発現上昇が認められた。ASNSについては3～12時間で持

続的に弱い上昇が認められた。一方TM単独処理においては、3～12時間で弱いeIF2

のリン酸化、また3～12時間でATF4の発現上昇が認められた。CHOPについては、3

時間から発現上昇が認められ、6～12時間でさらに発現が亢進した。TRIB3についても、

CHOPと同様に6～12時間に顕著な発現亢進が認められた。ASNSについては12時間で

わずかな上昇が認められた。Nob＋TM処理では、6、12時間をピークとして、eIF2

リン酸化が亢進していた。またATF4は12時間で顕著な発現上昇が認められた。CHOP

およびTRIB3については6時間から発現が上昇し、12時間ではさらに発現亢進が認めら

れた。ASNSについても、12時間にわずかな上昇がみられた。 

Inositol-requiring enzyme 1（IRE1）経路では（Fig. 11B）、6時間では認められな

いものの、Nob単独処理3および12時間ではわずかなIRE1のリン酸化が認められた。

加えて、XBP1の活性型であるspliced XBP1（sXBP1）の発現も3、6時間で認められた。

しかしながら、BiPについては明確な発現変動が認められなかった。一方、TM単独処

理については、3、6時間で強いIRE1のリン酸化、sXBP1の発現が認められ、さらに

12時間では顕著なBiPの発現誘導が引き起こっていた。Nob＋TM処理では、特に12時

間でのIRE1のリン酸化の増加、加えて3、6時間でのsXBP1発現の増加が認められた

が、BiPの発現についてはTM単独処理と同様の変動が認められた。 

 

5）SK-N-SH細胞でのノビレチンとツニカマイシンのTXNIPの発現変動比較 

NobとTMの同時処理では、TM単独処理でのUPRシグナル伝達と比較して、PERK

経路の遅延は認められたものの、UPRシグナルの活性化は起こっていた。すなわち、

NobとTMの同時処理ではTM単独処理で認められたようなアポトーシスが起こらない

要因は、NobがTMのUPR活性化を阻害することではないと考えた。第1章において、

NobはERストレス誘導性アポトーシスに促進的に作用するTXNIPの発現を顕著に抑

制していたことから、NobとTMを同時処理することによりTM単独処理で認められた

ようなアポトーシスが起こらないのは、NobがTXNIPの発現を抑制することが起因し

ているのではないかと推測した。そこで、NobとTMの同時処理でのTXNIPの発現レベ

ルの変動についてWestern blottingにより解析を行った（Fig. 12）。TXNIPの発現につ

いては、Nob単独処理では3時間から顕著な発現低下が認められた。一方、TM単独処

理では、6時間から強力に発現亢進していた。NobとTMの同時処理では、TM単独処理

と比較してTXNIPの発現がいずれの時間においても抑制されていることが明らかと

なった。 
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Fig. 11 Nobおよび TMの UPRシグナルの比較 

溶媒対照（vehicle：V）として0.2% DMSO、100 MのNob、1 g/mLのTM、あるいは100 MのNob

と1 g/mLのTM同時処理（Nob＋TM）を3～12時間行ったSK-N-SH細胞から抽出したタンパク質を用い

て、Western blotting法により各種タンパク質発現量の変動について解析を行った。（A）PERK経路に

よるタンパク質発現変動、（B）IRE1経路によるタンパク質発現変動について示す。XBP1のPCR結果

（27サイクル）における“u”は“unspliced XBP1”（不活性型）を、“s”は“spliced XBP1”（活性型）

を表す。また、V：vehicle、N：100 MのNob、T：1g/mLのTM、C：100MのNobと1 g/mLのTM同

時処理とした。 

 

 

 

Fig. 12 Nobおよび TM処理による TXNIPの発現変動 

 溶媒対照（vehicle：V）として0.2% DMSO、100 MのNob、1 g/mLのTM、あるいは100 MのNob

と1 g/mLのTM同時処理（Nob＋TM）を3～24時間行ったSK-N-SH細胞から抽出したタンパク質を用い

て、Western blotting法により各タンパク質発現量の変動について解析を行った。 
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6）ノビレチンおよびツニカマイシン処理による細胞内抗酸化物質レベルの変化 

 NobとTMの同時処理ではTM単独処理で認められるアポトーシスが起こらないのは、

NobがTXNIPの発現を抑制することが重要である可能性が考えられた。TXNIPの発現

上昇は細胞内抗酸化物質TRXの活性阻害につながり、細胞内のROS産生が増加する。

そこで、TM単独処理時と比較して、NobとTMの同時処理ではTXNIPの発現抑制が抗

酸化作用減弱の抑制に寄与しているのかを明らかにするために、NobあるいはTM処理

による細胞内抗酸化部質レベルの変化について解析した（Fig. 13）。細胞内抗酸化物

質レベルの測定は、 2,2’-Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonate]（ ABTS）を

MetmyoglobinによってABTS・＋に酸化する反応を阻害する能力を測定し、水溶性のト

コフェロール類似体であるTrolox等量（mM）としてサンプルの抗酸化活性を評価し

た。細胞内抗酸化物質レベルはVeh処理と比較して、有意差は認められなかったもの

の、Nob単独処理では増加傾向が見られた。一方、TM単独処理では有意な減少が認め

られたが、NobとTMの同時処理ではVeh処理と同程度まで回復していることが明らか

となった。 

 

 

 

 

 

Fig. 13 Nobおよび TM刺激による細胞内抗酸化物質レベルの変化 

SK-N-SH 細胞に溶媒対照（vehicle：Veh）として 0.2% DMSO、100 M の Nob、1 g/mLの TM、あ

るいは 100 M の Nob と 1 g/mLの TM 同時処理（Nob＋TM）を 24時間行った.。Antioxidant assayの

結果より、Veh処理に対する細胞内抗酸化物質レベルの比を示した（n=6）。Tukey-Kramer’s test, *p<0.05 

vs. vehicle group, ##p<0.01 vs. TM-treatment group. 
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2-5. 考察 

第1章において、NobはERストレス負荷により発現が上昇するASNS、CHOP（DDIT3）、

TRIB3の遺伝子・タンパク質レベルを上昇させたことから、NobはERストレスを負荷

し、ERストレス誘発性アポトーシスを起こす可能性が考えられた。そこで本章では、

NobとERストレスの関係性を明らかにするために、ERストレス誘導薬をポジティブコ

ントロールとして、SK-N-SH細胞でのNobのUPRシグナル関連タンパク質の変動とア

ポトーシス誘導について解析を行った。 

 

1）ERストレス誘導薬TMおよびTGによるアポトーシス誘導について 

 長期的あるいは解消できないような過剰な ER ストレス負荷によりアポトーシス誘

導が生じることが様々な細胞株を用いた実験で示されているが、SK-N-SH 細胞での

ER ストレス誘導性アポトーシスについては報告されていなかった。まずは代表的な

ERストレス誘導薬として使用されている TMおよび TGの 2種を選択し 99)、SK-N-SH

細胞における ER ストレス誘発性アポトーシス応答について解析を行った。TM は ER

でタンパク質高次構造形成と輸送に重要な役割を担っている N 型糖鎖付加の第一段

階に関与する GlcNAc リン酸転移酵素を阻害するため 100)、タンパク質への N 型糖鎖

付加が起こらず、折りたたみ不全タンパク質が ER 内に蓄積し、結果的に ER ストレ

スを生じる 101)。TG は小胞体カルシウム ATPase（sarcoplasmic/endoplasmic reticulum 

Ca
2+

-ATPase：SERCA）の機能を阻害するため、ER 内にカルシウムイオンが取り込ま

れず細胞質の Ca
2+が増加し、カルシウム恒常性が破綻することで、結果的に ER スト

レスを生じる 102, 103)。Western blottingの結果（Fig. 8）より、1 g/mLの TM あるいは

0.05M の TGの 24時間処理により、SK-N-SH細胞はアポトーシスを起こすことが明

らかとなった。ER ストレス負荷のメカニズムが異なる 2 種の ER ストレス誘導薬い

ずれにおいてもアポトーシス誘導が認められたため、以降の実験においては ER スト

レス誘導薬として TM を用いることにした。 

 

2）Nobと TM のアポトーシス誘導と UPR 関連タンパク質の発現変動比較について 

 TMをポジティブコントロールとしてNobのアポトーシス誘導作用について比較解

析を行ったところ（Fig. 9）、興味深いことに Nobはアポトーシスを誘導しないこと

が明らかとなった。また Nob 処理により caspase-3/7 活性の有意な低下が認められた

ことから、むしろアポトーシスの抑制作用を示す可能性が推測された。実際に Nob

と TM を同時処理してみると（Fig. 10）、TM 単独処理と比較して ER ストレス誘導

性アポトーシスの減弱が認められた。この時の UPR 関連タンパク質の発現変動につ

いて、以下のように考察した。 

 

・PERK 経路について 

 ER 内に折りたたみ不全タンパク質が蓄積すると、PERK はホモダイマーを形成し

自己リン酸化され活性化する。活性化した PERK は、eIF2の Ser51 残基をリン酸化
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する。リン酸化 eIF2の増加は、一般的には一時的な翻訳抑制を生じるが、eIF2がリ

ン酸化され翻訳開始効率が低下すると、リボソームは ATF4 の mRNAの上流にある複

数の短い open reading frame（ORF）では翻訳を開始せず、後方にある ORFまで到達

できるようになり、ATF4 の mRNA翻訳は増加する 99, 104)。このため、ATF4 以下の下

流シグナルは翻訳抑制の影響を受けずに伝達される（Fig. 11A）。 

Nob単独処理では、TM 単独処理と比較して CHOP や TRIB3 の発現レベルは低かっ

た（Fig. 11A）。すなわち、Nobは UPR 活性化を介して ASNS、CHOP、あるいは TRIB3

の発現上昇を起こすが、その発現上昇は ER ストレス誘導性アポトーシスを生じるま

でには至らないと考えられる。UPR シグナルは ER ストレスを解消するための適応反

応でもあるため、Nob による PERK 経路の活性化はストレスへの適応を促進するため

に生じている可能性がある。ER ストレス阻害薬 salubrinal は、eIF2の脱リン酸化を

阻害することにより、ER ストレス誘導性アポトーシスを抑制する 105)。Nobは CHOP

や TRIB3を発現誘導するにもかかわらずアポトーシス誘導を生じないのは、salubrinal

のようにNobが eIFのリン酸化を持続させることが一部関与している可能性も考え

られる。 

一方、Nobと TM の同時処理では、TM 単独処理と比較して CHOP の発現上昇の立

ち上がりが遅れる傾向が認められた（Fig. 11A）。CHOP の発現上昇は ER ストレス誘

発性アポトーシスにおいて最も重要であり 56)、また CHOP の発現上昇が最終的に

eIF2による翻訳抑制を解除しアポトーシス促進性タンパク質の翻訳を可能にするこ

とを考えると 106)、Nob と TM の同時処理では CHOP 発現が TM 単独処理と比較して

遅延したことが、ER ストレス誘導性アポトーシスの抑制に関与している可能性があ

る。 

 

・IRE1経路について 

 IRE1は3つのERストレスセンサーのうち進化の過程で最も古くから存在し、酵母

からヒトまで保存されている107, 108)。ER内に折りたたみ不全タンパク質が蓄積すると、

IRE1はホモダイマーを形成し、キナーゼ活性により自己リン酸化が起こる。続いて、

IRE1のキナーゼ活性部位にATPあるいはADPが結合することで、エンドリボヌクレ

アーゼ活性化が起こり109)、下流標的であるXBP1のmRNAから26 bpのスプライシング

を行い、転写因子として活性を有するsXBP1を発現させる107, 110)。XBP1はBiPなどの

分子シャペロンを発現誘導することから、XBP1の活性化はERストレスに適応するた

めにERの折りたたみ能力を増強する経路の1つであると考えられている111)。 

Nob単独処理では、IRE1のリン酸化はTM単独処理と比較して弱かった。またsXBP1

の生成はNob処理3、6時間において認められるものの、BiPの発現誘導はいずれの時間

においても認められないことから（Fig. 11B）、Nob単独処理で生成したsXBP1は、下

流標的因子の転写活性化を促すまでには至らず、Nob単独処理では実質的なIRE1経

路の活性化は起こっていないと考えられた。 

NobとTMの同時処理では、TM単独処理と比較してIRE1のリン酸化が持続してい
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る様子が認められ、特に12時間では強いリン酸化が認められた（Fig. 11B）。Nobと

TMの同時処理でのsXBP1の生成はTM単独処理よりも増強している傾向が認められた

が、BiPの発現はNobとTMの同時処理後12時間から明らかな発現上昇が認められてお

り、TM単独処理と同程度の発現上昇であった（Fig. 11B）。すなわちNobとTMの同時

処理では、TM単独処理と比べてIRE1経路の活性化は持続するがBiPの発現上昇は同

様の傾向を示すと考えられた。 

 

・ATF6経路について 

ATF6はERに局在する膜貫通型のタンパク質であり、ER内に折りたたみ不全タン

パク質が蓄積するとゴルジ体に移行し、Site 1 Protease（S1P）およびSite 2 Protease（S2P）

によって50 kDaの細胞質ドメインが切り取られ、膜アンカーから遊離する112, 113)。こ

の切断された50 kDaのATF6（cleaved ATF6）は転写因子として機能し、XBP1やBiP

の発現調節などを行っている114-116)。ATF6の活性化については、適切な検出系が確

立できなかったために、今回の解析では結果を示していない。ATF6は、ERストレ

ス負荷時におけるタンパク質の折りたたみ、分泌、分解を最適化し、ストレスからの

回復やストレスに対する耐性を促進するために必要であるとされている。Nobの作用

を明らかにする上で、ATF6経路の関与も今後解析が必要である。 

 

ERストレス負荷により通常は3つのERストレスセンサー（PERK、IRE1、ATF6）

は全て活性化されるが、活性化が解除されるタイミングは異なる117, 118)（Fig. 14）。 

 

 

Fig. 14 3つの ERストレスセンサー活性化のタイミングと細胞の運命 

（Lin et al., Science, 318(5852):944-949, 2007：文献 118)参照） 

ERストレスが生じると、細胞は 3 つの ERストレスセンサーを介して UPRを活性化させる。3つの

ER ストレスセンサーは ER ストレス負荷の時間に応じ、IRE1、ATF6、PERK の順に活性化解除が

生じる。3 つの ERストレスセンサーの活性化状態のバランスにより、UPRは保護反応と細胞死反応の

両方を起こす。細胞の生死の決定には、特に IRE1シグナルの減衰が重要であるとされている。 
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細胞にERストレス負荷がかかると、まずは全てのERストレスセンサーの活性化が起

こり、翻訳抑制、ERのタンパク質折りたたみ能力の増強、折りたたみ不全タンパク質

の除去といったストレスに適応するための細胞保護応答が起こる。これと同時に、

CHOPの発現誘導も起こるが、この時点ではBiPのようなmRNAおよびタンパク質の半

減期が相対的に長い分子が機能していることもあり119)、アポトーシス促進よりも細胞

保護応答の方が優勢となる。細胞にとって保護的なUPR応答が認められるこの時期は、

ストレスに対処するためにERの機能を再調節する重要なタイミングである。もし恒常

性の再構築がうまくいかなければ、IRE1シグナルと、それに引き続いてATF6シグ

ナルが減衰し、細胞は最終的にアポトーシスを誘導し消滅する。それゆえ、持続的な

ERストレスによるIRE1シグナルの減衰はUPR誘導後の細胞の生死を決定する重要

なステップであると考えられている118)。 

NobはわずかにERストレスを生じるが、PERK経路による一時的な翻訳抑制のみで

適応できる程度の軽度のストレスであり、NobによるCHOP発現上昇は、eIF2による

翻訳抑制を解除しERの恒常性を再構築するための機構なのではないかと予想される。

つまり、Fig. 14に従って考えると、Nob処理での細胞は「Cell protection」の状態であ

ると予想される。 

また、Nobと TM の同時処理での細胞は TM 単独処理と比較して持続的な IRE1の

活性化が認められたこと、さらに TM 単独処理と比較して CHOP 発現上昇の遅延が認

められたことから、Fig. 14 で示す「Cell protection」の期間が延長されている可能性が

考えられた。 

 

 なお、3つのストレスセンサーによるUPRのシグナル経路は、実際にはクロストー

クしている。例えばCHOPの発現誘導にはPERK経路の活性化が必須ではあるが120, 121)、

最大限のCHOPの発現誘導を起こすためには、ATF6経路やIRE1経路の活性化も必

要であるとされている69)。このようにERストレス応答分子の発現は複雑な制御を受け

ており、UPRシグナル伝達のクロストークについてはまだ不明な点が多いのが現状で

ある。しかしながら、ERストレス負荷が生じると3つのERストレスセンサーは全て活

性化することから、NobとTMの同時処理でもTM単独処理と同様にUPRの活性化は生

じていると考えられる。加えて、SK-N-SH細胞に100 MのNobを24時間前処理した後

に1 g/mLのTMを24時間処理した場合も、TM単独処理時と同様にCHOPの上昇が認め

られる結果を得ている（データ省略）ことから、NobがUPRシグナル伝達の阻害に寄

与する可能性は低いと考えられる。すなわち、TM単独処理と比較し、NobとTMの同

時処理ではアポトーシス誘導の抑制が認められたのは、UPRシグナル以外の別の因子

による影響であることが推測された。 

 

3）NobとTMのTXNIP発現変動について 

続いて、第 1 章において 3 種細胞株で Nob により変動した遺伝子の中から、Nob

のアポトーシス抑制作用に関与する遺伝子を推測した。Nob は ER ストレス誘導性ア
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ポトーシスに促進的に作用する TXNIP の発現を顕著に抑制していたことから、Nob

の TXNIP 発現抑制作用に注目した。 

これまでの報告より、ラット膵島腫細胞株 INS-1において、ER ストレス負荷によ

り IRE1あるいは PERK 経路を介して TXNIP 発現が亢進すること、また TXNIP 発現

上昇が ER ストレス誘導性アポトーシスに重要であることが示されている 46, 94, 95)。ER

ストレスによる TXNIP 発現上昇は、Fig. 15 に示した経路の関与が INS-1 細胞におい

て報告されているが、SK-N-SH細胞においても、INS-1と同様に ER ストレス負荷に

より TXNIP の顕著な発現亢進が認められた（Fig. 13）。このことから、SK-N-SH細

胞においても ER ストレス誘導性 TXNIP 発現上昇は Fig. 15の経路によって制御され

ている可能性が考えられた。 

SK-N-SH細胞へのNob単独処理では顕著なTXNIP発現抑制が認められた（Fig. 13）。

Nobは PERK 経路をわずかに活性化することから（Fig. 11A）、本来ならば TXNIP の

発現は上昇することが予想された。ATF5の mRNA発現量については、マイクロアレ

イ解析および PCR 法による解析の結果から、Nob 処理により変動しないことを

SK-N-SH 細胞で確認している（データ省略）。また Nob 処理では IRE1経路の活性

化はほとんど認められないことから（Fig. 11A）、Nobは UPR とは独立した他の経路・

分子に作用することによって TXNIP の発現を抑制している可能性が考えられる。 

Nobと TM の同時処理では、TM 単独処理で認められた TXNIP の顕著な発現亢進が

明らかに抑制されていた（Fig. 13）。Nobと TM の同時処理についても、実際には PERK

経路も IRE1経路も活性化が認められるため（Fig. 11）、ER ストレス負荷により 

 

 

 

Fig. 15 ERストレスによる TXNIP 発現上昇シグナル  

INS-1 細胞における ERストレス負荷による TXNIP 発現上昇には、PERK と IRE1の経路が関与する

ことが報告されている。miR-17 は micro RNA-17 のことを表す。 
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TXNIP の発現は上昇することが予想された。しかしながら、Nob による UPR を介さ

ない TXNIP 発現抑制作用が相対的に強く現れるため、Nobと TM の同時処理では TM

単独処理と比較して TXNIP の発現抑制が認められた可能性が考えられる。ER ストレ

ス負荷による TXNIP 発現上昇は、細胞のアポトーシスに繋がることから（Fig. 16）、

Nob 単独処理あるいは Nob と TM の同時処理で UPR の活性化が認められるにも関わ

らず、アポトーシスに至らないのは TXNIP の発現を顕著に低下させることが重要で

ある可能性が考えられた。 

 

4）NobおよびTM処理による細胞内抗酸化物質レベルの変化について 

 TXNIP は内因性抗酸化分子 TRX の還元活性部位に直接結合し、その機能を阻害す

るため 92, 93)、TXNIP の発現上昇は ROS の産生増加に繋がる。しかしながら、生体内

には TRX システム以外にも ROS に対抗する抗酸化システムが多数存在しており、

様々な抗酸化物質同士が協調的に作用することで、ROS による傷害への保護作用が増

強すると考えられている。そこで、Nobあるいは TM 処理による細胞内抗酸化部質レ

ベルの変化について解析し、TXNIP 発現変動による ROS レベルへの影響について推

測を行った（Fig. 13）。 

 

 

 

Fig. 16 TXNIP発現上昇によるアポトーシス誘発メカニズム 

TXNIP は細胞質において TRX1 と結合し、その活性を阻害することで ROS 産生を増加させる（左）。

TXNIP が NLRP3 に結合することにより、NLRP3 inflammasome が活性化し、caspase-1 の活性化を介し

て IL-1の成熟を促進させる（中央）。TXNIP はミトコンドリア局在性の TRX2と結合することで ASK1

を遊離させる（右）。これらの経路は、最終的に細胞のアポトーシスを誘導する。 
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TM単独処理ではVeh処理群と比較して、細胞内抗酸化物質レベルの有意な減少が認

められていた。すなわち、TM単独処理ではTXNIP発現上昇によるTRX活性低下によ

り、細胞内ROS産生が増加し、最終的にアポトーシスを引き起こしている可能性が考

えられる。 

Nob単独処理では有意ではないものの、Veh処理と比較して細胞内抗酸化物質レベ

ルは上昇する傾向が認められた。すなわち、Nob処理によるTXNIP発現低下により、

ROS産生は減少した可能性がある。 

NobとTMの同時処理では、TM単独処理で認められた細胞内抗酸化物質レベルの低

下はVeh処理レベルまで回復した。すなわち、NobとTMの同時処理により、TM処理

によるTXNIP発現上昇作用よりもNobによるTXNIP発現抑制作用が相対的に強く現れ

るため、TRX活性が維持されることでROS産生が抑制され、アポトーシスが起こらな

かった可能性が考えられる。 

 

 

UPRにより解消できないレベルでの長期的なERストレス負荷は、神経疾患、糖尿病、

動脈硬化、腎疾患など様々な疾患の発症・増悪化に重要な要因として近年認識されて

きている96)。中でも、神経細胞はERストレスに対して特に脆弱であり、AD、パーキ

ンソン病、筋委縮性側索硬化症（amyotrophic lateral sclerosis：ALS）、伝達性海綿状

脳症、ポリグルタミン病などの神経変性疾患の病態とERストレスとの関与が示されて

いる98)。グルタミン酸によるERストレス負荷によりマウス海馬でTXNIPが発現上昇す

ることや122)、ラットの中大脳動脈閉塞術による局所脳虚血モデル123)、5 x FADマウス

やD-galactose投与ラットといったADモデル動物の海馬でTXNIP発現が上昇している

こと50, 124)、また、マウス神経芽細胞腫株Neuro2aをAD患者の脳で発現増加しAの沈

着を促進するadvanced glycation endproducts（AGEs）125-127)
 で処理するとTXNIPの発現

が顕著に亢進すること128)などが報告されている。これらのことから、これまで報告さ

れているNobの疾患改善作用は、TXNIP発現を抑制することに起因しているのではな

いかと予想された。実際に、TXNIPノックアウトマウスの膵島細胞ではTM誘発性ア

ポトーシスが顕著に抑制されることや94)、ヒト白血病T細胞株Jurkatでのセラミド誘発

性ERストレスによるアポトーシスがTXNIPのノックダウンにより抑制されること129)

が報告されている。さらに最近、多くの天然物（例えば、ilexgenin A、mangiferin、

quercetin、luteolin、epigallocatechin gallate、astragaloside IV、curcumin）がERストレス

誘発性TXNIP発現上昇とアポトーシスを抑制することが培養細胞を用いた実験によ

り明らかにされていることから122, 130-133)、本研究で認められたNobによるERストレス

誘発性アポトーシスの抑制作用も、これら天然物と同様に、TXNIP発現を顕著に抑制

することが重要であると考えられた。 
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以上の結果をまとめると、SK-N-SH細胞への100 MのNobの24時間処理では、軽度

のERストレス負荷がかかりCHOPやTRIB3などの発現上昇が弱く認められるものの、

アポトーシスを誘導するまでは至らないことが明らかとなった。また100 MのNobと

1g/mLのTMの同時処理では、TM単独処理で認められたアポトーシスが起こらなかっ

た。TM単独処理で認められるアポトーシスがNobとTMの同時処理で認められないの

は、Nobによる細胞ストレス調節タンパク質TXNIPの発現抑制が密接に関与する可能

性が考えられ、NobはTXNIP発現を顕著に抑制することによりTMによるROS産生を制

御し、アポトーシスを抑制する可能性が考えられた。本章で得られた知見を基にした

Nobの作用機構の仮説をFig. 17に示す。 

 

 

 

 

 

Fig. 17 Nobによる ERストレス誘発性アポトーシス抑制機構の仮説 

SK-N-SH 細胞に TM 処理をし ER ストレス負荷を誘導すると、TXNIP 発現の顕著な亢進を伴って、

細胞はアポトーシスを生じる。Nobは TXNIP 発現を顕著に抑制することにより、TRX 活性の回復、ROS

産生抑制、また ASK1 の遊離活性化阻害を引き起こし、アポトーシスを抑制していると考えられる。 
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＜総括＞ 

 

Nob は、病態モデル動物や培養細胞を用いたこれまでの研究の成果から、AD を含

む認知症、がん、生活習慣病や動脈硬化といった様々な疾患に対して改善作用を発揮

するものと期待されている。そこで本研究では、Nobをヒト疾患の治療や予防に応用

するために、まだ明確になっていない Nobの薬効発現機序と有害作用の有無を明らか

にすることを最終的な目的として以下の研究を行った。 

Nob処理により変動する遺伝子を検索し、それら遺伝子産物の機能から薬効発現機

序や有害作用を推定できるものと考え、第 1章では、Nob処理を行った培養細胞にお

ける遺伝子発現変化を評価した。異なる組織由来の複数の細胞株を用いた DNA マイ

クロアレイ法による網羅的遺伝子発現解析を行い、それらで共通に発現変動する遺伝

子を探索した。ヒト神経芽細胞腫株 SK-N-SH 細胞、ヒト肝がん細胞株 HuH-7 細胞お

よびラット線維芽細胞株 3Y1細胞を用いた解析の結果、対照群に対して 2倍以上また

は 0.5倍以下の発現変動を示し、また raw signal が 20以上の遺伝子として、発現上昇

する 5 遺伝子（ASNS、DDIT3、SLC6A9、TMEM116、TRIB3）、発現低下する 7 遺伝

子（CCNA2、CCNE2、DEPDC1、E2F8、HIST1H1B、KIF11、TXNIP）を見出した。こ

のうち、ASNS、DDIT3、TRIB3 は ER ストレス負荷により発現が上昇し、これらの遺

伝子産物は ER ストレス誘導性アポトーシスに促進的に働く。すなわち、Nob は ER

ストレス誘導性アポトーシスを起こす可能性が考えられた。 

そこで第 2章では、ER ストレスと Nobの関係性について SK-N-SH 細胞をモデル細

胞として解析した。その結果、Nobはアポトーシス誘導を起こさず、むしろアポトー

シスを抑制する可能性が考えられたため、続いて ER ストレス誘導薬 TM と Nobを同

時処理しアポトーシス誘導の変化について解析を行った。その結果、TM 単独処理で

は明らかなアポトーシス誘導が認められたのに対し、Nob と TM の同時処理では TM

単独処理と比べてアポトーシスが認められなかった。Nobにより、発現低下した遺伝

子の 1つである TXNIP（thioredoxin-interacting protein）の遺伝子産物 TXNIP は、細胞

の主要な酸化防御システムの 1 つとして働く TRX の内因性阻害分子であり、その発

現量はヒトの 2 型糖尿病や AD モデルマウスで増加することが近年報告されている。

さらに、種々疾患の発症・増悪化と関係する細胞ストレスである ER ストレスによっ

て TXNIP 発現が顕著に上昇し、ER ストレス誘発性アポトーシスが生じる。したがっ

て、Nobの様々な疾患改善作用発現には、TXNIP 発現抑制が深く関わっている可能性

が考えられた。TM 単独処理では顕著な TXNIP 発現亢進が起こり、Nobと TM の同時

処理では TM 単独処理と比較して TXNIP 発現上昇の抑制が認められたことから、Nob

と TM 同時処理による ER ストレス誘導性アポトーシスの減弱は、TXNIP 発現の抑制

に起因する可能性が考えられた。 

以上、本研究において、Nobは TXNIPの発現を顕著に低下させ、細胞死や機能障害

を抑制することで、AD や糖尿病といった ER ストレス関連疾患の改善作用発現を示
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す可能性が考えられた。本研究成果は、TXNIP 発現調節を基盤とした ER ストレス関

連疾患治療薬シーズの探索や、Nobを含む天然由来成分の機能性食品や医薬品開発へ

の応用につながることが期待される。 
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