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1.背 景

Ferroptosisは2012年 に 発 見 され た 細 胞 膜 リン脂 質 の 過

酸 化 反応 に よ る細 胞 死 で あ る1・2)。Necrosisの 一 種 と して

定 義 され て い る が,物 理 的 な 細 胞 の破 壊 に よ る細 胞 死 で

は な く,制御 され た 細 胞 死 とい う観 点 か らはApoptosisに

類 似 して い る。虚 血 性 疾 患,筋 萎縮 性側 索硬 化 症,パ ー キ ン

ソ ン病,ア ル ツ ハ イ マ ー 病 な どで もFerroptosisが 観 察 され

て い る3・4)。2018年 にtert-Butylhydroperoxide(TBHP)に よ

る培養 細 胞 へ のFerroptosis誘 導 が発 見5・6)され た 。 しか し,

培 養 細 胞 株 ご と にFerroptosisを 誘 導 す るTBHP濃 度 が 異

な っ て い る。

本 研 究 で は様 々 な が ん 細 胞 株 へ のTBHPの 投 与 に よ る

Ferroptosis誘 導 を調 査 した。形 態 的 に風 船 の よ うに膨 らん

だ 細 胞 死 に はFerroptosisやNecroptosis7)が あ る が こ こで は

Ferroptosisと して観 察 した。 が ん細 胞 株 へ のFerroptosis誘

導 と,一般 的 にFerroptosis研 究 で使 用 され る ア フ リカ ミ ド

リザ ル 腎臓 由 来Cos-7細 胞 へ のFerroptosis誘 導 の 時 間 的 差

異 を 調 査 した 。 ま た,ヒ ト肝 が ん 細 胞 株HepG2細 胞,ヒ ト

大 腸 が ん細 胞 株DLD-1細 胞,ヒ ト膵 臓 が ん 細 胞 株SUIT-2

に お け るFerroptosis誘 導 の時 間的 差 異 を調 査 した。

2.材 料 と手順

2.1細 胞 培 養

ヒ ト膵 臓 が ん 細胞 株SUIT-2細 胞,ヒ ト肝 臓 が ん 細 胞 株

HepG2細 胞,ヒ ト大腸 が ん細 胞 株DLD-1細 胞 お よび ア フ

リカ ミ ド リザ ル 腎 臓 細 胞 株Cos-7細 胞 を東 北 大 学加 齢 医

学研 究 所 よ り入 手 した。10%FetalBovineSerumを 含 むD一

MEN,RPMIl640培 地(ThermoFisherScientific)を 用 い

て,370C,5%CO,条 件 下 で 培 養 した 。 ま た,組 織 培 養 用6

wellplate(ThermoFisherScientific)に1×105cells/mLの 密 度

で 細 胞 を 播 種 し た 。

2.2TBHP投 与

培 養 細 胞 株 の 播 種 後,24時 間 後 にTBHP200μMを 投 与

し,48hr細 胞 培 養 を継 続 した 。 そ の 間,Lumascopes560

(Etalum)に よっ て 明視 野 の タ イ ム ラ プ ス撮 影 を した。

3.結 果

HepG2細 胞,DLD-1細 胞,SUIT-2細 胞 お よ びCos-7細 胞

に お い てFerroptosisが 確 認 され た(Fig.1)。Ferroptosisが 初

め て 確 認 さ れ た 培 養 経 過 時 間 はHepG2細 胞,DLD-1細

胞,SUIT-2細 胞 お よ びCos-7細 胞 に お い て4hr,6hr,22hr,48

hrで あ っ た 。

Fig.1Cos-7細 胞 に お け るFerroptosis誘 導 細 胞

左 の 細 胞 に 比 べ て 右 側 の 細 胞 が 風 船 の よ うに 膨

らん で い る 。 ス ケー ルバ ー:100ym
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ヒ トが ん 細 胞 株 で のTBHP投 与 に よ るFerroptosisが 確

認 され た。Ferroptosisの誘 導 に は ア フ リカ ミ ド リザ ル 腎臓
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細 胞株Cos-7細 胞 が 有名 だ が,Cos-7細 胞 よ り早い 段 階 で

Ferroptosisが 確 認 され,誘 導 時 間 も圧 倒 的 に早 か っ た 。 タ

イ ム ラプ ス に よ る1視 野 だ け の観 察 で は あ る が,HepG2細

胞 やDLD-1細 胞 にお い て は6時 間 以 内 でFerroptosisが 誘

導 され て い る。TBHPに 対 す る感 受 性 の 差 異 に よ る と想

像 され るが,従 来 の 細 胞 株 の 選 定 に お い て有 用 な結 果 と

な っ た 。 ま た,ヒ トが ん 細 胞 株 に お い て も 簡 便 に

Ferroptosisが 誘 導 され るの は細 胞 死 研 究 に お い て有 用 な

結 果 とな っ た 。

本 実 験 に お い てCos-7細 胞 よ り早 期 にFerroptosis誘 導 さ

れ た 細 胞 株 が発 見 され た が,Ferroptosis誘 導 細 胞 の 量 は 各

細 胞株 で 有 意 な 差 異 は 確 認 され な か っ た 。 そ れ ぞ れ の 細

胞 増 殖 の速 度 やTBHPに 対 す る感 受 性 の 問 題 と考 え られ

るが,詳 細 な 実 験 には 至 って い な い 。

抗 が ん剤 に お い て 様 々 な 遺 伝 子 的 カ ス ケ ー ドの 而 か ら

Apoptosis誘 導 が試 み られ て い る。しか し,一部 の が ん 細 胞

で は抗 が ん剤 治 療 に よ っ て もApoptosisに 至 らず に残 存

す る 。 そ の よ う なApoptosis耐 性 の が ん 細 胞 に お い

て,Apoptosis以 外 の細 胞 死 の誘 導法 が探 索 され て い る。そ

の 点 で もFerroptosis誘 導 剤 は期 待 の 持 て る有 用 な抗 が ん

剤 候 補 で あ る。近 年,抗 が ん 剤 にお け る低 分 子 化 合 物 か ら

中 高 分 子 化 合 物 へ の 注 目が集 ま って お り,TBHPの よ うな

低 分 子化 合 物 で は な く,核 酸 や タ ン パ ク質 な ど の 中 高 分

子 化 合 物 の 医 療 応 用 と してFerroptosis誘 導 剤 の 探 索 が 望

ま れ る。

な お,風 船 状 の 細 胞 死 はFerroptosisの 他 にNecroptosisが

有・名 で あ り,本実 験 で 観 察 した 細 胞 形 態 がFerroptosisと は

限 定 で き な い 。FerroptosisやNecroptosisの 阻 害 剤 を添 加 し

て 細 胞 形 態 の変 化 を観 察 し,本研 究 で 明 らか に した 風 船

状 の形 態 変 化 に つ い てFerroptosisあ る い はNecroptosisか

の 選別 が 必 要 で あ る。
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