
 

 

ゲノムストレス応答性に細胞分裂方向

を制御する RhoGDIβの研究 
 

 

 

県立広島大学大学院 

総合学術研究科 

生命システム科学専攻 

 

博士論文 

 
 

令和 4 年 3 月 

（2022 年） 

 
 

土井 捺実 

  



 1 

【目次】 

要旨……………………………………………………………………………………5 

 

第 1 章 緒言…………………………………………………………………………8 

 

第 2 章 紫外線誘発分裂方向異常について 

2. 1 研究背景……………………………………………………………………12 

2. 2 材料と方法…………………………………………………………………13 

2. 3 結果…………………………………………………………………………14 

2. 4 まとめと考察………………………………………………………………19 

 

第 3 章 紫外線誘発分裂方向と RhoGDIβ 

3. 1 研究背景……………………………………………………………………21 

3. 2 材料と方法…………………………………………………………………22 

3. 3 結果…………………………………………………………………………24 

3. 4 まとめと考察………………………………………………………………30 

 

第 4 章 RhoGDIβ 発現抑制物質探索 〜アスコルビン酸誘導体〜 

4. 1 研究背景……………………………………………………………………32 

4. 2 材料と方法…………………………………………………………………33 

4. 3 結果…………………………………………………………………………36 

4. 4 まとめと考察………………………………………………………………43 

 

第 5 章 RhoGDIβ 発現抑制物質探索 〜天然物素材〜 

5. 1 研究背景……………………………………………………………………45 

5. 2 材料と方法…………………………………………………………………46 

5. 3 結果…………………………………………………………………………48 

5. 4 まとめと考察………………………………………………………………52 

 

  



 2 

第 6 章 細胞分裂方向に対するアッケシソウ抽出液の効果 

6. 1 研究背景………………………………………………………………………54 

6. 2 材料と方法……………………………………………………………………55 

6. 3 結果……………………………………………………………………………56 

6. 4 まとめと考察…………………………………………………………………62 

 

第 7 章 研究総括……………………………………………….……………………64 

 

引用文献…………………………………………………………….…………………67 

 

謝辞………………………………………………………………….…………………74 

 

発表論文等の業績………………………………………………….…………………75 

 

  



 3 

【英語題名】 

RhoGDIβ, physiological functions and potentials for diagnostic and therapeutic 

applications 

 

【略語】 

Rho：Ras homolog family member protein 

GTP：Guanosine-5’-triphosphate 

GDP：Guanosine-5’-diphosphate 

GEF：guanine nucleotide exchange factor 

GAP：GTPase-activating protein 

GDI：guanine nucleotide dissociation 

Cdc42：Cell Division Cycle 42 

Rac1：Rac Family Small GTPase 1 

UV：ultraviolet 

ECM：Extracellular Martix 

GAPDH：Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

mRNA：messenger RNA 

qRT-PCR=quantitative RT-PCR 

2-OctadecylAA：2-O-Octadecylascorbic acid 
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【要旨】 

 本研究では、細胞分裂方向を制御するシグナルスイッチ調節分子 RhoGDIβ の

生理的な役割に注目した。特に、ゲノムストレス応答性に 3 型カスパーゼの働

きによって発現する N 末切断産物 ΔN-RhoGDIβ の標的化を目指した創薬研究を

行った。 

 RhoGDIβ は、アクチン細胞骨格系を中心とした様々な細胞機能発揮のための

細胞内シグナル伝達経路に位置する分子スイッチ（Rho ファミリー低分子量 G

タンパク質）のスイッチング機能を制御する。すなわち、その主要な役割は、

細胞の状況に応じた適切な分子スイッチのオンとオフにある。また、ゲノムス

トレスに曝された上皮細胞において、RhoGDIβ は、活性化 3 型カスパーゼの働

きにより、変様型である N 末を欠失した RhoGDIβ（ΔN-RhoGDIβ）へと変化す

る。この変様型の ΔN-RhoGDIβ は、分子スイッチのひとつ Rac1 を制御する機能

に加えて、別のスイッチである Cdc42 を制御する機能を持つ。Rac1 は細胞運動

の活性制御に機能し、Cdc42 は細胞の分裂方向を介した運動の方向性決定機能を

持つ。ΔN-RhoGDIβ は、ゲノムストレス応答性に、Cdc42 を制御する。 

 第 1 章では、緒言として研究背景を述べる。 

 第 2 章では、上皮組織由来細胞の紫外線誘発分裂方向異常について述べる。 

 ヒト子宮頸部癌由来の HeLa 細胞を用いた解析を行った。基底膜は、ヒトの上

皮組織において、幹細胞の生存とその分裂のニッチである。すなわち、基底膜

上でのみ上皮細胞は増殖する。マトリゲル（再構成基底膜）上で培養した HeLa

細胞では、紫外線（UVC）照射により、分裂の方向性が乱れることを見つけた。

非照射時における分裂方向は、培養面に対して水平であるのに対して、紫外線

照射された場合、水平維持した分裂方向が減少し、分裂方向異常が出現する。 

 第 3 章では、上皮組織由来細胞の紫外線誘発分裂方向異常と RhoGDIβ の関係

ついて述べる。 

 マトリゲル上の HeLa 細胞は、紫外線照射によって、分裂方向の異常が表れる。

この時、RhoGDIβ の発現を shRNA（Short hairpin RNA、低分子ヘアピン型 RNA）

によってノックダウンした場合、紫外線誘発分裂方向異常は阻止された。また、

活性化 3 型カスパーゼ非切断型の RhoGDIβ-D19A（19番目のアスパラギン酸を

アラニンに置換）を強制発現させた場合にも、紫外線誘発分裂方向異常は阻止

された。更に、Cdc42 ノックダウン細胞では、分裂方向異常が恒常的に出現する

が、一方、恒常的活性化型の Cdc42-G12V（12番目のグリシンをバリンに置換）
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を強制発現させた場合、紫外線誘発分裂方向異常は阻止された。すなわち、紫

外線誘発分裂方向異常は、ΔN-RhoGDIβ 発現により Cdc42 が阻害されることに

より生じ、RhoGDIβ 発現を抑制することによって、この異常は阻止可能である

ことがわかった。 

 第 4 章では、RhoGDIβ 発現を抑制するアスコルビン酸誘導体の探索について

述べる。 

 アスコルビン酸は、皮膚組織の紫外線によるダメージを軽減し、種々の誘導

体が開発されている。それゆえ、RhoGDIβ を分子標的とした創薬のための候補

分子としての探索ソースとして魅力的であると考えた。アスコルビン酸と 15種

類の誘導体について、HeLa 細胞を用いて qRT-PCR（quantitative real-time 

polymerase chain reaction）法により RhoGDIβ 発現抑制効果を調べた結果、脂溶

性誘導体である 2-O-octadecylascorbic acid（2-OctadecylAA）に効果のあることが

わかった。また、紫外線誘発分裂方向異常は、2-OctadecylAA処理により抑制さ

れた。2-OctadecylAA は、その開発名が CV-3611 であり、齧歯類の肝癌モデルに

おいて発癌抑制効果のあることが知られる。その作用機作は、抗酸化活性では

説明がつかなかった。RhoGDIβ は癌転移関連分子であり、癌の進展に深く関わ

っていることが知られており、本研究により、ここに、RhoGDIβ 発現抑制を介

した新しい 2-OctadecylAA の発癌抑制機序が示唆された。 

 第 5 章では、RhoGDIβ 発現を抑制する天然物素材の探索について述べる。 

 化粧品素材天然物ライブラリーから 105種類の素材について、HeLa 細胞を用

いた qRT-PCR 法により RhoGDIβ 発現抑制効果を調べた。その結果、12 種類の

候補素材について効果のあることが見つかった。この内、RhoGDIβ 発現抑制効

果が高く、皮膚への効能が知られ、耐塩性植物としてその耐塩性獲得に RhoGDI

が活発に機能しているアッケシソウに注目した。 

 第 6 章では、皮膚扁平上皮組織の細胞分裂方向に対するアッケシソウ抽出液

の効果について述べる。 

 アッケシソウ抽出液は、マトリゲル上の HeLa 細胞に対して、RhoGDIβ 発現

を抑制し、紫外線誘発分裂方向異常を阻止した。そこで、皮膚扁平上皮組織の

細胞分裂方向への効果を調べる目的から、試験管内皮膚扁平上皮組織分化モデ

ルを用いて、その基底層における細胞分裂方向の紫外線照射による効果とアッ

ケシソウ抽出液の影響を調べた。その結果、細胞分裂方向の異常が紫外線によ

って生じたが、アッケシソウ抽出液には、その異常を阻止する効果が認められ
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た。また、重層扁平上皮形成における形態観察を行ったところ、紫外線による

重層化の乱れは、アッケシソウ抽出液によって阻止された。 

 第 7 章では、本研究の総括を述べる。 

 紫外線などのゲノムストレスによって生じる上皮組織の細胞分裂方向異常と、

その結果生じる組織構築や恒常性の乱れが、RhoGDIβ 発現抑制により防御可能

であり、実際にスクリーニングにより幾つかの有効な創薬候補を見つけたこと

は、今後、化粧品や医薬品の開発分野における貢献が期待出来る。 
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 Rho ファミリーG タンパク質は、アクチン細胞骨格構成、微小管動態、小胞輸

送および細胞周期進行を含む、様々な細胞プロセスにおける分子スイッチとし

て機能しており[1-5]、22 を超える Rho ファミリータンパク質がヒトで存在して

いる[6]。Rho タンパク質のレギュレーターには、Rho グアニンヌクレオチド交

換因子（RhoGEF）、RhoGTPase 活性化タンパク質（RhoGAP）、および RhoGDP

解離阻害剤（RhoGDI）の 3つのクラスがあり、69以上のRhoGEFと 59のRhoGAP、

そして 3 つの RhoGDIがヒトでは同定されている[7]。（RhoGEF はスイッチを ON

にすることで、上流から来たシグナルを下流に伝達する働きをする。一方、

RhoGAP はスイッチを OFF にすることで、上流からシグナルが来たとしても、

下流にシグナルを伝わらないように働く[8, 9]。それとは別に、スイッチの ON・

OFF の微妙な調節を行うのが RhoGDI である[10]。RhoGDI は、①解離活性：

GDP-Rho ファミリータンパク質を細胞膜から取り出す。②保持活性：細胞質内

に不活性な GDP-Rho ファミリータンパク質を保持する。③リクルート活性：状

況に応じて不活性 GDP-Rho ファミリータンパク質を活性型にして補填する、と

いう 3 つの働きがある[10]。このように RhoGEF、RhoGAP、そして RhoGDIが、

それぞれアクセル役、ブレーキ役、クラッチ役を担うことで、シグナルの伝達

をコントロールしている[11]。 

 上記で述べた RhoGDI は、ヒトにおいて α、β、γ の 3種類が存在している[12]。

RhoGDIα はほぼ全ての臓器で発現がみられる。また、RhoGDIγ は特に脳、肺、

膵臓、腎臓および精巣での限られた場所でしか発現がみられない[13]。これに対

し RhoGDIβ は、血球系細胞や上皮系細胞で発現が見られ、その活性制御などが

がん転移と深く関連することが知られている[14-19]。 

 3種類の RhoGDI はよく似てはいるが、別の遺伝子座からコードされた遺伝子

であり、特に RhoGDIβ のみが 3 型カスパーゼ切断サイトを持っている。例えば

電離放射線や紫外線などのゲノムストレスを受けた細胞内において、ミトコン

ドリア、9 型カスパーゼを経由して 3 型カスパーゼの活性化が起こる。3 型カス

パーゼの活性化は、細胞がゲノムストレスなどに曝された時に起こる現象で、

細胞死（アポトーシス）を実行する[20-22]。一方で、細胞死を免れた細胞のそ

の後の再増殖過程にも活性化された 3 型カスパーゼは重要な機能を持つ[23-27]。

正常上皮角化細胞（keratinocytes）では、亜致死線量の紫外線照射（sublethal UV 

irradiation）によって、3 型カスパーゼ活性化により RhoGDI の 19番目のアスパ
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ラギン酸部位で切断され、変様型である N 末を欠失した RhoGDIβ（ΔN-RhoGDIβ）

が発現する[28, 29]。 

 この RhoGDIβ の発現が見られる上皮系細胞が構築する組織には様々な構造が

あるが、特に紫外線などの外界刺激を頻繁に受ける皮膚においては重層扁平上

皮構造をとることが知られている[30]。基底膜という薄い膜が全身を覆う様に存

在しているが、これは上皮組織（外部）と結合組織（内部）などを隔てる細胞

外マトリックスである。この基底膜上に並んでいるのが幹細胞であり、幹細胞

が対称分裂、非対称分裂を行うことで、上皮組織が作られていく。幹細胞が対

称分裂（幹細胞分裂）することにより、幹細胞の補填が行われ、非対称分裂（分

化分裂）することで皮膚の層が作られる[30-36]。皮膚の層は基底膜をはじめ、

幹細胞が並ぶ基底層、免疫細胞などが存在している有棘層、角質細胞の前段階

の顆粒層、そして皮膚の最も外側に位置する角層が秩序正しく並ぶことで、皮

膚組織を形作っている。それらの細胞は上へ上へ押し上げられることで、やが

て垢となって剥がれ落ちていくのだが[31]、このような機構が何らかの影響によ

り乱れてしまい、重層扁平上皮構造のホメオタシスが崩れ、美肌が損なわれる

と考えられているのである。 

 本論文では、上皮系細胞の分裂方向を制御する RhoGDIβ の生理的な役割に注

目し、RhoGDIβ を分子標的とした創薬のための基礎研究を行った。ゲノム損傷

後の細胞内で発現する ΔN-RhoGDIβ は、切断前の RhoGDIβが Rac1 制御を制御

する役割から細胞内局在を変えてしまい、Cdc42 と結合、細胞分裂方向の異常を

招来させる。RhoGDIβ が抑制することで細胞の分裂方向性の回復や、天然物化

合物によるその効果の証拠を提示し、化粧分野でのさらなる研究や、放射線照

射後の医療薬としての可能性を示すことを目的とした。 
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2. 1 研究背景 

 ヒトの上皮組織は重層扁平上皮構造をとり、基底膜上に幹細胞が並ぶ基底層、

免疫細胞なども存在している有棘層、角化する前段階の顆粒層、そして一番外

側に位置する角質層からなっている。基底層に存在する幹細胞が対称分裂する

ことで、幹細胞が補填され、分化分裂をすることで上皮組織の補充をする。そ

れらは上へと細胞が押し上げられることで、最終的に角化細胞は垢として剥が

れ落ちる。このような細胞の分裂方向の正しい制御様式により、上皮組織のホ

メオタシス（恒常性）は保たれる[31]。つまり、細胞分裂方向を適切に制御する

ことは、多細胞生物の組織発生と恒常性にとって重要である[37]。逆に言えば、

細胞の分裂方向の異常は組織の発達障害、ホメオタシスと整合性の喪失、ひい

てはがんを引き起こす可能性がある[38-40]。 

 本研究では DNA 損傷後の上皮細胞における細胞分裂方向の異常について解

明を行った。 
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2. 2 材料と方法 

 1. 細胞 

 ヒト子宮頸部がん由来細胞である HeLa 細胞を用いた。HeLa 細胞は全て

DMEM（Dulbecco’s modified Eagle’s minimum essential medium）に 10％ウシ胎児

血清を添加した培地で、37℃、5％CO2濃度の条件のインキュベーターで培養を

行った。 

 

 2. UVC照射 

対数増殖期の細胞に、1.0 J/m2の殺菌灯を室温にて UVC（254 nm）照射を行った。

総線量は 10 J/m2であり、clonogenic assay で測定した場合、細胞生存率は 4.3％

（SD ± 2.8％）であった。 

 

 3. ダブルサイミジン法 

 細胞周期を同調させるために、対数増殖期にある細胞を、3.5cm のマトリゲル

でコーティングされたガラス底シャーレに 4.2×105 cells/dish（高密度）で、また

4.2×104 cells/dish（低密度）で播種した。24時間後、細胞を 2.5mM のチミジンで

16 時間の処理を、8 時間の間隔を開け合計 2 回処理した。その後 wash を行い、

同調した細胞を、チミジンを含まない培地で 8.5時間培養し、実験に使用した。 

 

 4. 共焦点レーザー顕微鏡を用いた間接免疫蛍光法 

 ダブルサイミジン法で同調させた細胞を 4％パラホルムアルデヒドで処理し

た。その後 Triton X-100 で透過処理し、ウシ血清アルブミンでブロッキングした

後、サンプルを抗 γ-チューブリン抗体（Sigma-Aldrich; T6557）および Alexa Fluor 

568 結合二次抗体をインキュベートした。同時に、DNA は Hoechst 33258 で染色

した。染色されたサンプルは、共焦点レーザー顕微鏡を使用して分析を行った。 

 

 5. 統計 

 分裂方向角度の有意な分散は、F検定を使用して分析した。p <0.05 は、統計

的に有意な差を示すと見なした。 
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2. 3 結果 

 1. 細胞分裂角度の算出 

 x-y平面を 0.5μm間隔でスキャンし、中期細胞の z スタック画像をデジタル 3

次元構築により再構成した。また、２つのセントロソームの位置は、ｚスタッ

ク画像を使用して定義され、分裂角度（α°）は、x-z面から見たマトリゲル面を

基準とした線と、2 つのセントロソーム間を結ぶ線によってできる直角三角形か

ら逆三角関数を使って計算を行った。各実験では、50 の中期細胞で観察を行っ

た。（図 1） 

 

 
図 1. 細胞角度の算出方法 

 左はデジタル 3 次元構築後の x-z軸面の細胞の画像である。上が正常細胞で、

下は分裂方向性が乱れている細胞。分裂角度（α°）は、次の式を使用して 2 つ

のスピンドルポールの位置に基づいて計算された。：BC / AB =sinα 
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 2. シャーレ基底面への ECM の検討および細胞密度の検討 

 細胞と基質の接着は、正常な細胞分裂方向性に必要であることが知られてい

る。皮膚に最も多く含まれている I 型コラーゲン、基底膜の主要成分である IV

型コラーゲン、再構成基底膜であるマトリゲルの 3 種類の細胞外マトリックス

タンパク質が細胞分裂方向性に及ぼす影響を調べた。その結果、マトリゲルへ

の接着時が最も基底膜への細胞方向性が水平であることがわかった。（図 2-A, B）

また細胞を高密度で播種して細胞間接着を形成すると、分裂方向性異常は抑制

された。このことから、細胞方向性異常抑制には、マトリゲルおよび細胞間接

着が必要ということが証明された。したがって、以降の実験は、高密度条件下

でマトリゲルコーティングガラスシャーレを使用して実施した。（図 2-C, D） 
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図 2. シャーレ基底面 ECM および細胞密度の影響 

（A）細胞外マトリックスタンパク質の細胞分裂方向性への影響。I 型コラーゲ

ン、IV 型コラーゲン、およびマトリゲルでコーティングされたガラスシャーレ

上で培養された HeLa 細胞における分裂角度を 50 細胞で観察を行った。赤い水

平線で示される平均角度は、I 型コラーゲン、IV 型コラーゲン、マトリゲルでそ

れぞれ 11.98±10.24°、9.76±8.04°、5.70±6.75°であった。*（p <0.005）。 

（B）（A）のローズブロット。 

（C）細胞密度における、細胞分裂方向性の影響。水平の赤い線で示される平均

角度は、高密度と低密度でそれぞれ 6.68±4.16°と 12.06±12.70°であった。*（p <0-12） 

（D）（C）のローズブロット。 
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 3. 細胞に対するイマチニブの影響 

 Abl キナーゼは、HeLa 細胞のスピンドルオリエンテーションを調節すること

が知られている[41, 42]。マトリゲルコーティングガラスシャーレでのスピンド

ルオリエンテーションアッセイの有効性をさらに確認するために、Ablキナーゼ

阻害剤であるイマチニブが細胞分裂方向性に及ぼす影響を調べた。イマチニブ

は抗がん剤として開発されたチロシンキナーゼ阻害薬である。HeLa 細胞を

0.5μM および 5.0μM のイマチニブで 4 時間処理すると、紡錘体の配向不良が誘

発され、この方法が信頼できることを示している。（図 3） 

 

 
図 3. イマチニブの細胞分裂方向性への影響 

（A）イマチニブによる細胞分裂方向性への影響。赤い水平線で示される平均角

度は、0 μM、0.5 μM、5.0 μM でそれぞれ 5.74±5.70°、6.09±7.68°、8.86±9.55°であ

った。*（P <0.05）、 **（P <0.0005）。 

（B）（A）のローズブロット。 
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 4. 紫外線の影響 

 HeLa 細胞への UVC 照射により、細胞分裂方向性は照射されていない群と比

べ、有意な差が見られた。また、先行論文にあるイマチニブは細胞分裂方向の

乱れを生じさせるものとしているが[41, 42]、紫外線照射ではより大きな細胞分

裂方向性の乱れを生じさせることがわかった。（図 4） 

 

 
図 4. 紫外線照射による細胞分裂方向への影響 

（A）紫外線による細胞分裂方向への影響。赤い水平線で示される平均角度は

6.18 ± 6.32°、20.38 ± 14.99°であった。 

（B）（A）のローズブロット。 
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2. 4 まとめと考察 

 基底面の接着因子のコートにより、細胞分裂方向は基底面に対して水平を保

つようになる。また、基底面への接着因子検討において、マトリゲルコートさ

れたシャーレでは、コラーゲンのみをコートしたシャーレよりも細胞の分裂方

向は最も水平方向を保つことが分かった。細胞分裂方向性については、先行論

文にある細胞の分裂方向の乱れを生じさせるイマチニブに比べ、紫外線照射さ

れた細胞の方が、より細胞分裂方向を乱れさせることが分かった。今回の結果

は、紫外線が細胞分裂方向性の乱れに関して影響を及ぼすと結論する。 
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3. 1 研究背景 

 RhoGDIβ は上皮系細胞で発現が見られ、また、ゲノムストレスを受けると 3

型カスパーゼが活性化し、19 番目のアスパラギン酸部位で切断され、N 末欠失

型変様 RhoGDIβ（ΔN-RhoGDIβ）が出現する[28, 29]。この ΔN-RhoGDIβ はそれ

まで Rac1 の制御因子としての働きから、細胞内局在を変え、細胞の極性を制御

する分子スイッチである Cdc42 と結合し阻害することが分かっている[43]。 

 本章では、第 2 章で示された紫外線誘発細胞方向性異常と、RhoGDIβ との関

連を調べた。 
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3. 2 材料と方法 

 1. 細胞 

 ヒト子宮頸部がん由来細胞である HeLa 細胞を用いた。HeLa 細胞は全て

DMEM（Dulbecco’s modified Eagle’s minimum essential medium）に 10％ウシ胎児

血清を添加した培地で、37℃、5％CO2濃度の条件のインキュベーターで培養を

行った。 

 

 2. 使用したステーブルクローン 

 本研究で使用したステーブルクローンを表 1 に示す。以前に取得された、哺

乳類発現ベクターpcDNA3.1 / His-Xpress に全長の RhoGDIβ を発現する full-1、

RhoGDIβ 切断フォームである ΔN-RhoGDIβ を発現する ΔN-1 をトランスフェク

ションしたものを使用した。また、RhoGDIβ をノックダウンするために、HeLa

細 胞 に ARHG の 5' 非 翻 訳 領 域 （ 5'-UTR ） 配 列

（GGCTGATCAAGAGATAGGCAGTGCA、GAATGCTGCTCAAGTTGGCTGATCA、

および CCTTCCTGTTCTAACTGCCAGTACT）を標的とする哺乳類のショートヘ

アピン RNA（shRNA）ベクターpcDNATM6.2-GW / miR をトランスフェクション

したものを使用した。さらに 20個の安定したクローンを単離し、ここで使用す

るクローン（スクランブル、sh-RhoGDIβ）を、免疫ブロットにより RhoGDIβ 発

現レベルに基づいて選択した。さらに選択したクローンである sh-RhoGDIβ に、

野生型 RhoGDIβ および 19番目のアスパラギン酸部位をアラニンに変異させた、

非切断型 RhoGDIβ 用の哺乳類発現ベクターpcDNA3 をさらにトランスフェクト

した。再び 20 個の安定したクローンが得られ、ここで使用したクローン

（sh-RhoGDIβ+ WT、sh-RhoGDIβ+ D19A）は、免疫ブロットによって RhoGDIβ

発現レベルに基づいて選択されました。また empty（sh-RhoGDIβ+empty）も確

立され、それを使用した[43]。（表 1） 

 

 3. Cdc42 活性測定 

 細胞内活性 Cdc42 は、p21 活性化キナーゼ-アガロースビーズ（G-LISA; 

Cytoskeleton, Inc., コロラド州デンバー）を用いたプルダウンアッセイによって

定量的に測定が行われた。 
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 4. 免疫ブロット 

 培養した細胞や、組織サンプルは、SDS-sample buffer（25mM Tris-HCl pH 6.8、

5% glycerol,2.5% 2-mercaptoethanol、1%SDS、protease inhibitor cocktail（Sigma社））

を用い、氷上中で、10 秒を 3 回ソニケーションし、タンパク質抽出をした。そ

の後 4℃、1 分間 15,000rpm で遠心し、その上精のタンパク質濃度を Bio-Rad 

protein assay kit（Bio-Rad 社）を用いて、サンプルが 20μg 量になるように

SDS-sample buffer で調整を行った。100℃で 3 分間熱処理を行った後、12% SDS-

ポリアクリルアミドゲルで泳動、その後、Immobilom-P membrane（Millipore社）

にタンパク質を転写させた。その後、メンブレンを 1 次抗体で反応させ、2 次抗

体と反応させた後、ECL Western Blotting Detection Reagent（Amersham社）を使

って、X 線フィルムに感光させ、タンパク質の発現を調べた。1 次抗体には、抗

Xpress（＃R910-25; Invitrogen、Carlsbad、CA）、抗 RhoGDIβ抗体（sc-6047, Santa 

Cruz Biotechnology社）、抗 ΔN-RhoGDIβ抗体（#97A1015, Active Motif社）、抗

RhoGDIα抗体（sc-360, Santa Cruz Biotechnology社）を用いた。2 次抗体には、

HRP 標識した抗ラビット、抗マウスもしくは抗ゴート抗体（Amersham 

Biosciences社）を用いた。 

 

 5. 統計 

 分裂方向角度の有意な分散は、F検定を使用して分析した。p <0.05 は、統計

的に有意な差を示すと見なした。また、スチューデントの t 検定を使用して、

Cdc42 活性測定の平均値を比較した。 

 

表 1. 実験に使用した stable clone 
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3. 3 結果 

 1.  ΔN-RhoGDIβ の発現が HeLa 細胞の細胞分裂方向性に与える影響 

 平均細胞分裂角度は、empty、RhoGDIβ 発現細胞、および ΔN-RhoGDIβ 発現細

胞でそれぞれ 7.87°、9.34°、および 18.61°であった。ΔN-RhoGDIβ 発現細胞の分

裂方向は他のクローンよりも有意に高かった。（図 5） 

 

 
図 5. RhoGDIβ および ΔN-RhoGDIβ 発現細胞の分裂方向性 

（A）コントロール細胞（empty-1）、Xpress タグ付き完全長 RhoGDIβ 発現細胞

（full-1）、および Xpress タグ付き ΔN-RhoGDIβ 発現細胞（ΔN-1）の発現の、抗

Xpress および抗 RhoGDIα抗体を用いた免疫ブロット法による確認。 

（B）赤い水平線で示される平均角度は、クローン「empty-1」、「full-1」、「ΔN-1」

でそれぞれ 7.87±8.17、9.34±9.14、18.61±15.86°であった。 

（C）（B）のローズブロット 
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 2. 紫外線と RhoGDIβ との関連 

 次に問題の紫外線などのゲノム損傷について調べた。前章の紫外線の影響の

実験と同じように、細胞に紫外線を 10 J/m2照射した。その後の再増殖の過程に

ある細胞をダブルサイミジン法で細胞周期を同調させ観察を行った。細胞の中

には単極分裂（monopolar）や、三極分裂（tripolar / mulchpolar）が出現すること

がある。しかし、観察はこれらを除いた二極分裂（bipolar）の細胞のみで行った。

スクランブルでは紫外線によりゲノムが損傷すると、細胞分裂方向が振れるが、

sh-RhoGDIβ では、紫外線を照射しても、分裂方向の乱れは抑えられていた。し

たがって、紫外線誘発細胞分裂方向性の乱れは、RhoGDIβ 発現阻害により、抑

制可能であることが分かった。（図 6） 
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図 6. 紫外線誘発分裂方向異常と RhoGDIβ 

（A）安定したクローンにおける抗 RhoGDIβ 抗体、ΔN-RhoGDIβ 抗体および抗

RhoGDIα抗体を用いた免疫ブロット法による確認。 

（B）赤い水平線で示される平均角度は、非照射クローンの「スクランブル」、

「sh-RhoGDIβ」、および UVC照射クローンの「スクランブル」と「sh-RhoGDIβ」

6.18±6.32°、7.25±6.86°、20.38±14.99°、10.57±9.58°であった。* p <10-7、** P <0.005。 
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 3. Cdc42 の活性測定 

 ΔN-RhoGDIβ は、Rac1 の制御因子の働きから局在性を変え、Cdc42 に結合し、

阻害する。そこで紫外線を照射された際の Cdc42 の活性を測定した。その結果、

コントロールにおいて紫外線を照射された際、Cdc42 の活性阻害が見られた。し

かし、RhoGDIβ をノックダウンさせた細胞では Cdc42 の活性阻害は抑制された。

さらに、RhoGDIβ のノックダウン細胞に野生型 RhoGDIβ を移入させたものでは

その効果を減弱させてしまうが、19 番目のアスパラギン酸部位をアラニンに変

異させた非切断型の RhoGDIβ では、阻害効果を生じることはなかった。（図 7） 
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図 7. Cdc42 活性の測定 

 有糸分裂紡錘体の UVC 誘発性の誤配向は、ΔN-RhoGDIβ を介した Cdc42阻害

によって媒介される。RhoGDIβ ノックダウンは、UV照射細胞における Cdc42

阻害を緩和する。UVC照射および非照射中期同期細胞（クローン「スクランブ

ル」、「sh-RhoGDIβ」、「sh-RhoGDIβ+ WT」、および「sh-RhoGDIβ+ D19A」）から

の細胞溶解物を分析して、活性 Cdc42 の総レベルを G-LISA を用いて決定した。 

値は平均±SD を示す。* p <0.05; ** p <0.01。 
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 4. Cdc42 活性と分裂方向性の乱れの関係 

 Cdc42 活性の抑制は、ΔN-RhoGDIβが細胞分裂方向性を乱す主要なメカニズム

である可能性がある。安定したクローンを使用して、恒常的に活性な Cdc42 の

変異体発現（Cdc42-G12V）により、UVC照射細胞および生存細胞での 3 型カス

パーゼ活性化によって引き起こされるN末端切断RhoGDIβを介した細胞分裂方

向性の乱れを抑制できるかどうかをテストした。UVC照射後の ΔN-RhoGDIβ 発

現細胞で誘導された細胞分裂方向性の乱れが観察され、恒常的に活性のある

Cdc42 の過剰発現によって抑制されました。（図 8） 

 

 
図 8. 恒常性活性型変異体 Cdc42-G12V 

 恒常的活性型変異の Cdc42 を強制発現させて、常に Cdc42 活性が高い状態で

の紫外線誘発細胞分裂方向性異常を観察した。その結果、RhoGDIβ や

ΔN-RhoGDIβ が発現している細胞や、RhoGDIβ をノックダウンした細胞におい

ても、紫外線による分裂方向性の異常は見られなかった。 
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3. 4 まとめと考察 

 RhoGDIβ は Rac1 活性に優先的に結合、調節を行う[28, 44, 45]。 活活性型 3

型カスパーゼを含む細胞では、アポトーシスの実行に関与しない ΔN-RhoGDIβ

がアップレギュレーションされる[43]。以前の発見と一致して、ΔN-RhoGDIβ は

UVC 照射細胞において Cdc42 阻害剤として機能する[43]。つまり、紫外線誘発

細胞分裂方向性の乱れは、RhoGDIβ がゲノムストレスにより切断され

ΔN-RhoGDIβ が発現することで生じること、RhoGDIβ をノックダウンした細胞

では、ΔN-RhoGDIβ の発現が阻害されることで分裂方向性が乱れること、さらに、

紫外線誘発細胞分裂方向性の乱れは、ΔN-RhoGDIβ が Cdc42 を阻害することに

より起きることが分かった。したがって、RhoGDIβ の発現を阻害することでそ

の現象は抑制することが可能であることが示唆された。 
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 第 4章 

RhoGDIβ発現抑制物質探索 

〜アスコルビン酸誘導体〜 
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4. 1 研究背景 

 前章では ΔN-RhoGDIβ の発現により、細胞分裂方向性の異常を生じることを

解明した。 

 そこで切断前の RhoGDIβ を抑制することができれば、ΔN-RhoGDIβ の抑制も

できると考え、RhoGDIβ の発現抑制物質探索を行った。そこで注目したのがア

スコルビン酸（ascorbic acid / Vitamin C）とその誘導体である[46-48]。アスコル

ビン酸は美肌や健康に関する研究が世界的に広く行われており[48-54]、また、

広島県の特産品であり、日本生産量 1 位を誇るレモンに多く含まれている[55]。

水溶性ビタミンであり、体内のコラーゲン産生に必須であり、また、抗炎症、

老化防止、抗酸化といった、様々な効果を発揮することが知られている[48-54]。 

 本章では、アスコルビン酸とその誘導体酸誘導体に焦点を当て、HeLa 細胞で

の RhoGDIβ 発現抑制のスクリーニングテストを行い、RhoGDIβ を分子標的とす

ることができる物質の探索、解明を行った。 
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4. 2 材料と方法 

 1. 細胞 

 ヒト子宮頸部がん由来細胞である HeLa 細胞を用いた。HeLa 細胞は全て

DMEM（Dulbecco’s modified Eagle’s minimum essential medium）に 10％ウシ胎児

血清を添加した培地で、37℃、5％CO2濃度の条件のインキュベーターで培養を

行った。 

 

 2. 試薬 

 本研究で試験したアスコルビン酸およびその誘導体 AA およびその誘導体 15

種類を表 1 に示す。AA、D-エリソルビン酸および L-アスコルビン酸 2-リン酸セ

スキマグネシウム塩水和物は、和光純薬工業、東京化学工業、およびシグマケ

ミカルからそれぞれ購入した。2-O-α-D-グルコピラノシル-L-アスコルビン酸と

2-O-α-D-グルコピラノシル-D-エリソルビン酸は林原生化学研究所から提供され

た。表 2 に記載されているその他の化合物は、再結晶によって合成および精製

された。（表 2） 

 

 3. スクリーニング試験 

 RhoGDIβ の発現を抑制する化合物をスクリーニングするために、HeLa 細胞を

使用して行った。処理濃度は致死濃度の 1/100 とし、24 時間処理を行った。次

に細胞を回収し、Qiagen RNeasyKit を使用して RNA を抽出した。リアルタイム

定量的逆転写 PCR（qRT-PCR）を、ワンステップ TB Green PrimeScrip RT-PCR

キット II（Takara）を使用してサーマルサイクラーダイスリアルタイムシステム

で実行し、メッセンジャーRNA（mRNA）発現レベルの変化を分析した。スク

リーニングは RhoGDIα（ARHGDIA）および RhoGDIβ（ARHGDIB）転写産物は、

次の特定のプライマーペアを使用して分析しました。RhoGDIα forward：

5'-CAGGTTCT ATCTCCCCGTCA-3' 、 RhoGDIα reverse ：

5'-TGAGGTGACTTGAGTTTTGGC-3'、RhoGDIβ forward：5'-ATTCTCTCAGGTG-3'、

RhoGDIβ reverse：5'-TCTCTTGTGTCGTTTACAGTG-3'。結果は、しきい値点だけ

でなく増幅曲線全体を考慮した 2nd Derivative Maximam 法を使用して計算した。

グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）をハウスキーピング

コントロールとして使用し、各アッセイに負の逆転写反応を含めた。相対転写

レベルは、GAPDH に対して定量化された。データは、モック細胞と化合物処理
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細胞の相対的な転写レベル間の発現の倍数変化として示している。 

 

 4. 免疫ブロット 

 培養した細胞や、組織サンプルは、SDS-sample buffer（25mM Tris-HCl pH 6.8、

5% glycerol,2.5% 2-mercaptoethanol、1%SDS、protease inhibitor cocktail（Sigma社））

を用い、氷上中で、10 秒を 3 回ソニケーションし、タンパク質抽出をした。そ

の後 4℃、1 分間 15,000rpm で遠心し、その上精のタンパク質濃度を Bio-Rad 

protein assay kit（Bio-Rad 社）を用いて、サンプルが 20μg 量になるように

SDS-sample buffer で調整を行った。100℃で 3 分間熱処理を行った後、12% SDS-

ポリアクリルアミドゲルで泳動、その後、Immobilom-P membrane（Millipore社）

にタンパク質を転写させた。その後、メンブレンを 1 次抗体で反応させ、2 次抗

体と反応させた後、ECL Western Blotting Detection Reagent（Amersham社）を使

って、X 線フィルムに感光させ、タンパク質の発現を調べた。1 次抗体には、抗

RhoGDIβ 抗体（sc-6047, Santa Cruz Biotechnology 社）、抗 ΔN-RhoGDIβ 抗体

（#97A1015, Active Motif社）、抗 RhoGDIα抗体（sc-360, Santa Cruz Biotechnology

社）、抗 α-Tubulin抗体（CLT9002, Cedarlane社）を用いた。2 次抗体には、HRP

標識した抗ラビット、抗マウスもしくは抗ゴート抗体（Amersham Biosciences社）

を用いた。現像された各ブロットのバンド強度の定量化は、密度プロファイル

の測定に広く使用されている Javaベースの画像解析パッケージである ImageJを

使用した。 

 

 5. X 線照射 

 指数関数的に成長する細胞は、X 線発生器（135 kVp）を使用して 4mA で 0.5 

mm Al と 0.5mm Cu フィルターを使用して照射した。その時の Victoreen電離箱

で測定された線量率は 0.5Gy / min であった。 

 

 6. 共焦点レーザー顕微鏡を用いた間接免疫蛍光法 

 ダブルサイミジン法で同調させた細胞を 4％パラホルムアルデヒドで処理し

た。その後 Triton X-100 で透過処理し、ウシ血清アルブミンでブロッキングした

後、サンプルを抗 γ-チューブリン抗体（Sigma-Aldrich; T6557）および Alexa Fluor 

568 結合二次抗体をインキュベートした。同時に、DNA は Hoechst 33258 で染色

した。染色されたサンプルは、共焦点レーザー顕微鏡を使用して分析を行った。 
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 7. 統計 

 統計値間の差は、スチューデントの t検定を使用して分析され、p <0.05 は統

計的に有意な差を示している。分裂角度の有意な分散は、マンホイットニーU

検定によって分析され、p <0.05 は統計的に有意な差を示している。 

 

表 2. アスコルビン酸誘導体一覧 
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4. 3 結果 

 1. スクリーニング結果 

 薬剤による RhoGDIβ 発現抑制効果を見るために、15種類のアスコルビン酸と

その誘導体でスクリーニングを行った。（図 9-A）qRT-PCR によって GAPDH 発

現に対する ARGDIA と ARGDIB の発現を定量し、未処理コントロールの GAPDH

発現を基準とした相対的な発現量として表している。（図 9-B）その結果、8 番

の化合物である、2-O-octadecylascorbic acid（2-OctadecylAA）に発現抑制が見ら

れた。また、免疫ブロットでも、アスコルビン酸とその誘導体のスクリーニン

グを行ったところ、8番目の化合物である、2-OctadecylAA同様の結果が得られ

た。（図 9-C, D） 
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図 9. qRT-PCR と免疫ブロットの結果 

（A）RhoGDIα、RhoGDIβ、およびグリセルアルデヒド 3 リン酸デヒドロゲナー

ゼ（GAPDH）のメッセンジャーRNA（mRNA）発現レベルに対するアスコルビ
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ン酸（AA）およびその誘導体の影響。*有意差（p <0.02）。 

（B）RhoGDIα、RhoGDIβ、および GAPDH の mRNA 発現レベルに対する

2-OctadecylAA の用量依存的効果。 

（C）RhoGDIα、RhoGDIβ、および α-チューブリンのタンパク質発現レベルに対

する AA およびその誘導体の影響。代表的な免疫ブロットを示す。 

（D）（C）で示されたタンパク質のタンパク質アバンダンスイムノブロッティン

グからの相対バンド密度のデンシトメトリー定量分析。上：sc-360 によって検

出された RhoGDIα の定量分析。中：sc-6047 によって検出された RhoGDIβ の定

量分析。下：CLT9002 によって検出された α-チューブリンの定量分析。*有意差

（p <0.02）。 

 

 

 

  



 38 

 2. 2-OctadecylAA による放射線照射後の RhoGDIβ 発現に対する影響 

 電離放射線照射後の RhoGDIβ と、ΔN-RhoGDIβ の発現を調べるために、照射

してから経時的に 21日まで細胞を回収した（図 10-A）。それらの細胞を免疫ブ

ロットし、RhoGDIβ と ΔN-RhoGDIβ の発現を見たところ、照射後 13日目までそ

の発現が持続していた。また、2-OctadecylAA を処理した細胞で免疫ブロットを

行ったところ、非照射時では 2-OctadecylAA処理により RhoGDIβ の発現の低下

が見られた。また、照射次には 2-OctadecylAA で RhoGDIβ と ΔN-RhoGDIβ の発

現低下が見られた。（図 10-B）。 

 

 

図 10. 電離放射線による RhoGDIβ 発現の影響と 2-OctadecylAA 

（A）照射後の生存細胞の収集を示す概略図。 

（B）照射細胞および生存細胞における RhoGDIβ および ΔN-RhoGDIβ のタンパ

ク質発現レベル。免疫ブロットのローディングコントロールとして α-チューブ

リンを使用した。代表的な免疫ブロットを示す。 
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 3. 2-OctadecylAA による電離放射線照射後の細胞分裂方向に対する影響 

電離放射線照射後の「9日目」の細胞をダブルサイミジン法で同調し、アスコル

ビン酸と 2-OctadecylAA処理をした分裂期細胞の観察を行い、分裂方向の影響を

調べた。その結果、電離放射線照射されたコントロールと AA を処理した細胞

では、分裂方向が乱れていたが、2-OctadecylAA では放射線照射されても、分裂

方向の乱れは抑制されているのが分かった。（図 11） 
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図 11. 電離放射線による分裂方向の影響と 2-OctadecylAA 

（A）RhoGDIα、RhoGDIβ、および ΔN-RhoGDIβ のタンパク質発現レベルに対す

る 2-OctadecylAA の効果。免疫ブロットのローディングコントロールとして α-

チューブリンを使用した。未処理の非照射細胞（レーン 1）、AA 処理の非照射

細胞（レーン 2）、2-OctadecylAA 処理の非照射細胞（レーン 3）、未処理の照射

細胞（レーン 4）、AA 処理の照射細胞（レーン 5）、および 2-OctadecylAA 処理

照射細胞（レーン 6）。代表的な免疫ブロットを示す 

（B）2-OctadecylAAが X 線照射によって引き起こされた紡錘体の誤配向に及ぼ

す影響。 （A）未処理の非照射（C、0 Gy）、AA処理の非照射（AA、0 Gy）、

2-OctadecylAA処理の非照射（2-OctadecylAA、0 Gy）、未処理の照射（C、10 Gy）、
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AA処理照射（AA、10 Gy）、および 2-OctadecylAA処理照射（2-OctadecylAA 10 

Gy）細胞。赤い水平線で示されている平均角度は左より 5.91±4.06°、6.17±4.93°、

4.97±3.34°、13.93±13.09°、13.64±14.53°および 8.15±8.47°。*有意差（p <0.02）。 

（C）（B）のローズブロット。 
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4. 4 まとめと考察 

 qRT-PCR と免疫ブロットの結果、脂溶性誘導体である 2-OctadecylAA に効果

のあることが分かった。転写や翻訳の段階で RhoGDIβ の発現が下がることが考

えられる。また電離放射線誘発細胞分裂方向異常は、コントロールや AA 処理

で起こっていたものの、2-OctadecylAA処理により抑制された。RhoGDIβ の発現

が下げられ、分裂方向異常が抑制されている可能性がある。 

 2‐OctadecylAA は親油性であり[56]、マウスおよびラットモデルにおける肝細

胞癌の発症の予防に有効であると報告されている[57, 58]。その効果は、AA のよ

うな抗酸化活性に起因していると言われているが、本研究の結果は、

2-OctadecylAAが強力な抗酸化剤ではなく、アポトーシス後の紡錘体配向を調節

し、アポトーシス後の代償性増殖おいて、RhoGDIβ シグナル伝達の重要な阻害

作用を有することを示した。このことから、肝細胞癌の発生に対する 2‐

OctadecylAA の効果は、RhoGDIβが部分的に関わっている可能性がある。 
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RhoGDIβ発現抑制物質探索 

〜天然物素材〜 
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5. 1 研究背景 

 前章では、アスコルビン酸とその誘導体にフォーカスを当てて RhoGDIβ 抑制

物質の探索を行ってきたが、本章では、ヒトの皮膚組織構築改善の期待が持て

る天然物素材でスクリーニングを行い、RhoGDIβ を分子標的とした新たな物質

の探索を行った。 
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5. 2 材料と方法 

 1. 細胞 

 ヒト子宮頸部がん由来細胞である HeLa 細胞を用いた。HeLa 細胞は全て

DMEM（Dulbecco’s modified Eagle’s minimum essential medium）に 10％ウシ胎児

血清を添加した培地で、37℃、5％CO2濃度の条件のインキュベーターで培養を

行った。 

 

 2. スクリーニング試験 

 RhoGDIβ の発現を抑制する化合物をスクリーニングするために、HeLa 細胞を

使用して行った。Qiagen RNeasyKit を使用して RNA を抽出し、リアルタイム定

量的逆転写 PCR（qRT-PCR）を、ワンステップ TB Green PrimeScrip RT-PCRキ

ット II（Takara）を使用してサーマルサイクラーダイスリアルタイムシステムで

実行し、メッセンジャーRNA（mRNA）発現レベルの変化を分析した。スクリ

ーニングは RhoGDIα（ARHGDIA）および RhoGDIβ（ARHGDIB）転写産物は、

次の特定のプライマーペアを使用して分析しました。RhoGDIα forward：

5'-CAGGTTCTATCTCCCCGTCA-3' 、 RhoGDIα reverse ：

5'TGAGGTGACTTGAGTTTTGGC-3'、RhoGDIβ forward：5'-ATTCTCTCAGGTG-3'、

RhoGDIβ reverse：5'-TCTCTTGTGTCGTTTACAGTG-3'。結果は、しきい値点だけ

でなく増幅曲線全体を考慮した 2nd Derivative Maximam 法を使用して計算した。

グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）をハウスキーピング

コントロールとして使用し、各アッセイに負の逆転写反応を含めた。相対転写

レベルは、GAPDH に対して定量化された。データは、モック細胞と化合物処理

細胞の相対的な転写レベル間の発現の倍数変化として示している。 

 

 3. 免疫ブロット 

 培養した細胞や、組織サンプルは、SDS-sample buffer（25mM Tris-HCl pH 6.8、

5% glycerol,2.5% 2-mercaptoethanol、1%SDS、protease inhibitor cocktail（Sigma社））

を用い、氷上中で、10 秒を 3 回ソニケーションし、タンパク質抽出をした。そ

の後 4℃、1 分間 15,000rpm で遠心し、その上精のタンパク質濃度を Bio-Rad 

protein assay kit（Bio-Rad 社）を用いて、サンプルが 20μg 量になるように

SDS-sample buffer で調整を行った。100℃で 3 分間熱処理を行った後、12% SDS-

ポリアクリルアミドゲルで泳動、その後、Immobilom-P membrane（Millipore社）
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にタンパク質を転写させた。その後、メンブレンを 1 次抗体で反応させ、2 次抗

体と反応させた後、ECL Western Blotting Detection Reagent（Amersham社）を使

って、X 線フィルムに感光させ、タンパク質の発現を調べた。1 次抗体には、抗

RhoGDIβ 抗体（sc-6047, Santa Cruz Biotechnology 社）、抗 ΔN-RhoGDIβ 抗体

（#97A1015, Active Motif社）、抗 RhoGDIα抗体（sc-360, Santa Cruz Biotechnology

社）、抗 α-Tubulin抗体（CLT9002, Cedarlane社）を用いた。2 次抗体には、HRP

標識した抗ラビット、抗マウスもしくは抗ゴート抗体（Amersham Biosciences社）

を用いた。現像された各ブロットのバンド強度の定量化は、密度プロファイル

の測定に広く使用されている Javaベースの画像解析パッケージである ImageJを

使用した。  



 47 

5. 3 結果 

 1. 1 次スクリーニング 

 ヒト皮膚組織改善への用途が期待されている各種天然物素材 105 種類（セレ

ティックバイオ社供給の Natural Product Liblary）を qRT-PCR で RhoGDIβ の発現

量を確認した（表 3）。その結果、ラン、シアバターノキ種子、モニミア、水ナ

ス果実エキス、加水分解コメエキス、アッケシソウ、トウキンセンカ、ヤナギ

ラン花、オウゴン、乳酸桿菌、ライ麦種子、ジャスミン、ムラサキウマゴヤシ

の 13種において、RhoGDIβ の発現レベルを下げることが分かった。（図 12）。 
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表 3. 1 次スクリーニング結果 

 105種類の天然物素材の 1 次スクリーニング結果。数値が 100 の時、RhoGDIβ

発現が 100%であることを示す。RhoGDIβ の発現量が 60%未満のものは赤字にな

っている。 
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図 12. 各種天然物素材による RhoGDIβ 発現抑制の効果 

 表 2 の結果をグラフにした。13種において、RhoGDIβ の発現レベルを下げる

ことが分かった。 
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 2. 2 次スクリーニング 

 1 次スクリーニングの結果から得られた、RhoGDIβ の発現抑制をした 13種の

天然物素材を用いて、免疫ブロットによる 2 次スクリーニングを行った。その

結果、1種によって RhoGDIβ の発現の増強があったほか、5種では 50％以下の

抑制効果が見られた。 

 

 
 

図 13. 2 次スクリーニングサンプル表 

（A）2 次スクリーニングで使用したサンプル。 

（B）RhoGDIα のタンパク質発現レベルに対する各種天然物の影響。 

（C）α-チューブリンのタンパク質発現レベルに対する各種天然物の影響。 

（D）RhoGDIβ、ΔN-RhoGDIβ およびタンパク質発現レベルに対する各種天然物

の影響。 
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5. 4 まとめと考察 

 HeLa 細胞を用いた qRT-PCR 法により RhoGDIβ 発現抑制効果を調べた。その

結果、ラン、シアバターノキ種子、モニミア、水ナス果実エキス、加水分解コ

メエキス、アッケシソウ、トウキンセンカ、ヤナギラン花、オウゴン、乳酸桿

菌、ライ麦種子、ジャスミン、ムラサキウマゴヤシの 13 種において RhoGDIβ

の発現抑制が見られた。また、12 種を用いて免疫ブロットを行ったところ、5

種において 50%以下の抑制効果が見られた。この内、RhoGDIβ 発現抑制効果が

高く、耐塩性植物としてその耐塩性獲得に RhoGDI が活発に機能しているアッ

ケシソウについて注目した[59]。 
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 第 6章 

細胞分裂方向に対する 

アッケシソウ抽出液の効果 
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6. 1 研究背景 

 前章では RhoGDIβ の発現抑制が期待できる数種類の天然物素材のうち、

RhoGDIβ 発現抑制効果が高く、耐塩性植物としてその耐塩性獲得に RhoGDI が

活発に機能しているアッケシソウについて注目した[59]。 

 アッケシソウ（Salicornia europaea、S.herbacea としても知られる）は、食用の

塩生植物の双子葉植物である。日本では北海道東部の厚岸湾および瀬戸内海、

主に岡山県、愛媛県の県境域に自生が確認されているが、絶滅危惧種に指定さ

れている。シーアスパラガスとも呼ばれており、料理の用途に加えて、抗酸化

作用、抗炎症作用、抗高血糖作用、および抗高脂血症作用を持つと言われ、近

年では健康食品としても知られている[60-62]。 

 本章では、アッケシソウ抽出液が上皮組織構築の改善になるかどうかを検討

する in vitro 皮膚分化モデルを用いた細胞極性の紫外線による影響の検討を行っ

た。 
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6. 2 材料と方法 

 1. S.europaea 抽出液 

 北海道厚岸町のアッケシソウから抽出された水性抽出液を使用した。30％の

3-メトキシ-3-メチル-1-ブタノールを使用して抽出されたこの抽出液は、プレス

パース社（米国ニュージャージー州サマセット）から購入した。 

 

 2. in vitro 皮膚分化モデルによる分析 

 さまざまな市販の in vitro ヒト皮膚モデルでテストしたところ、EPI-200

（MatTek、米国マサチューセッツ州アッシュランド）が多層で高度に分化した

皮膚に最適で最も信頼性の高いモデルであることが分かったため、実験に使用

した。3D培養細胞を UVB（100 mJ / cm2および 200 mJ / cm2）に曝露した後、ア

ッケシソウ抽出液（0.03％、0.1％、および 0.3％）で処理した。培地交換は、ア

ッケシソウ抽出液の有無にかかわらず 2 日ごとに行い、3D 培養細胞は 10 日後

に回収した後、ホルマリン固定、パラフィン包埋、切片作成を行った。断面を

ヘマトキシリンエオシン染色し、光学顕微鏡下で観察を行った。各実験で中期

の 25 細胞で測定し、合計 80回の観察を行った。 

 

 3. 統計 

 統計値間の差は、スチューデントの t検定を使用して分析され、p <0.05 は統

計的に有意な差を示している。分裂角度の有意な分散は、マンホイットニーU

検定によって分析され、p <0.05 は統計的に有意な差を示している。 
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6. 3 結果 

 1. 基底層幹細胞の形態変化 

 基底層幹細胞の分裂角度解析方法は、Anaphase の細胞が明確に分裂角度を測

定可能であったため、この時期の姉妹染色分体を線で結んで、基底膜との角度

から分裂方向の角度を割り出した。基準として、基底膜に対して分裂方向が水

平であった場合を 0°（幹細胞分裂）、垂直であった場合を 90°（分化分裂）とし

た。分化した細胞は、今後扁平上皮細胞としての運命を辿ることとなる。 

 また、傾きがある場合 α 度として計測するが、分裂方向が 0°、あるいは 90°

から乱れており、重層扁平上皮構造の乱れに繋がることがマウス胎児を用いた

これまでの研究からわかっている。 

 これらを踏まえて結果を見てみると、基底層幹細胞の形態は、コントロール

では、UVB照射で分裂方向が乱れるが、UVB照射とアッケシソウ抽出液を処理

したものでは分裂方向の乱れが抑制されていることが分かった。 
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図 14. 基底層幹細胞形態変化 

 UVB に照射された表皮細胞の形態の改善。in vitro 皮膚分化モデルにおけるヘ

マトキシリンエオシン染色後の光学顕微鏡画像。右側は幹細胞を黄色い枠で囲

っている。 
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 2. 基底層幹細胞の分裂角度 

 紫外線照射による細胞分裂角度の乱れと、アッケシソウ抽出液処理による影

響の解析を行った。その結果、紫外線、特に 200 mJ / cm2照射を行った細胞の分

裂角度は、未照射の群と比較して、水平方向と垂直方向の分裂細胞の数が大き

く減少しているのが分かった。つまり、細胞分裂角度は紫外線照射によって大

きく乱れるということが分かった。しかし、アッケシソウ抽出液処理群では、

その分裂報告の乱れは緩和されていることが分かった。（図 15, 16） 
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図 15. 細胞分裂角度分布 

 細胞の分裂角度（α°）のブロット。UVB照射線量とアッケシソウ抽出液のそ

れぞれ異なる線量や濃度で処理を行った。 
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図 16. 細胞分裂角度分布のローズブロット 

 細胞の分裂角度（α°）のローズブロット。アッケシソウ抽出液処理をしたも

のは、垂直および水平の分裂角度の減少がみられた。 
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 3. 重層扁平上皮構造の改善 

 紫外線照射により細胞の分裂方向の異常が起きることによる重層構造の変化

を観察した。その結果、紫外線照射群では、細胞分裂方向の異常だけでなく、

重層扁平上皮構造の乱れを引き起こしているのが分かった。一方、アッケシソ

ウ抽出液処理群では、紫外線照射による乱れが抑制されていた。 

 

 
図 17. 重層扁平上皮構造の改善 

 分化中に UVB にさらされた皮膚重層扁平上皮構造の画像。右側は各層の形態

学的な特徴を緑色で示している。 
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6. 4 まとめと考察 

 試験管内皮膚扁平上皮組織分化モデルを用いて、アッケシソウ抽出液の影響

を調べた結果、細胞分裂方向の異常が紫外線によって生じたが、アッケシソウ

抽出液には、その異常を阻止する効果が認められた。また、重層扁平上皮構造

の形成における形態観察を行ったところ、アッケシソウ抽出液によって紫外線

による重層化の乱れは阻止された。 
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 細胞分裂方向を適切に制御することは、多細胞生物の組織発生とホメオタシ

スにとって重要であり、平面における細胞極性のパターン形成や上皮組織にお

ける上皮層かなど、組織構築の様々な面で役割を果たしているのが知られてい

る[35, 41, 63, 64]。 

 例えば、皮膚上皮おいて基底膜に対して水平方向に分裂する幹細胞分裂と垂

直に分裂する分化分裂の 2 種類の正しい分裂方向によって、組織構築とホメオ

タシスは常に保たれている[33, 34, 65]。しかし、この分裂に乱れが生じると、組

織の発達、ホメオタシスの崩壊、肌の肌理や荒れ、果ては病気といった生理学

的な異常を起こすことにつながる[38-40]。そのため、細胞の分裂の方向性の制

御というのは常に正しく在らねばならない[66]。 

 放射線や紫外線などの DNA 損傷を引き起こすゲノムストレスを細胞が受け

ると、様々な正常組織に影響を与える。例えば、アポトーシスや、細胞死を実

行しなくても細胞の組織修復のプロセス、例えば DNA 損傷チェックポイント、

複製ストレス、スピンドルアセンブリチェックポイントなど、DNA損傷の応答

の研究は熱心にされてきた[67-71]。一方でアポトーシスを免れて生き残った細

胞が再増殖する際、そのスピンドルオリエンテーション、細胞分裂方向性を調

節するメカニズムは現在までほとんど分かっていなかった。 

 ここで示した我々の研究は、細胞の極性に関わる Cdc42 に対し、ゲノムスト

レス損傷後に RhoGDIβ が 3 型カスパーゼによって切断されて出現する

ΔN-RhoGDIβ によって起こる直接的な証拠を提示することができた。第 2 章で示

した結果より提唱するメカニズムは次の通りである。細胞がゲノム損傷を受け

ると 3 型カスパーゼが活性化するが、その時に上皮細胞や造血系細胞に特異的

に発現が見られる RhoGDIβ の切断が行われる。切断された RhoGDIβ は N 末端

側を欠失した ΔN-RhoGDIβ となる。もともと Rac1 の制御因子として働いている

RhoGDIβが、ΔN-RhoGDIβ となることでその細胞局在性を変更し Cdc42 に特異

的に結合、阻害する[29]。これにより、細胞分裂方向性の異常が起こると考えら

れる。また、RhoGDIβ はがんの転移と浸潤に関わるがん転移関連因子としても

知られており、先ほど述べた Rac1 の制御を行なっている。ヒトの腫瘍の大部分

に放射線治療や化学療法が行われているが、それらは腫瘍細胞における 3 型カ

スパーゼを活性化させ、ΔN-RhoGDIβ の発現を誘発させている。したがって、こ

れらの治療の生存腫瘍細胞では ΔN-RhoGDIβ は、Cdc42 とその下流シグナル伝

達経路を介して、浸潤能や転移能の獲得に寄与する可能性がある[16, 17, 43-45, 
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72-74]。つまり、ΔN-RhoGDIβ によって引き起こされる細胞分裂方向性の異常は

主要組織における DNA損傷後の Cdc42阻害を介した代償性の増殖、および上皮

から間葉への移行を促進してしまう役割を持っている可能性がある。 

 第 3 章の結果により、上皮系細胞の RhoGDIβ の発現を抑制することで、

ΔN-RhoGDIβ の発現の低下、および Cdc42 の活性の阻害を阻止することが可能

であることが示された。これにより、RhoGDIβ を分子標的とした新たな化粧品

分野での応用が期待できると考えられた。実際に第 4 章から第 6 章で示したア

スコルビン酸誘導体や天然物素材では RhoGDIβ の転写、翻訳レベルでの発現低

下および DNA損傷後の細胞分裂方向性の改善が見られた。これは、医療におけ

る放射線照射後の腫瘍細胞の浸潤、転移にも応用ができるのではないかと考え

られる。 

 今後の課題としては、アッケシソウ抽出液による紫外線誘発細胞分裂方向異

常の改善が ΔN-RhoGDIβ を介しているのか、ということ。また、2-OctadecylAA

でも、アッケシソウと同じように試験管内皮膚扁平上皮組織文化モデルで効果

が見られるかどうか。これらは、HeLa 細胞で RhoGDIβ 強制発現やノックダウ

ンをすることで実験を行なってきたが、実際の皮膚でこのような実験を行うこ

とは現段階では難しい。2-OctadecylAA について、これまでの報告ではアスコル

ビン酸にはない肝がん抑制効果がモデル動物で観察されているが、ΔN-RhoGDIβ

の発現抑制によるものなのかどうかということ。 

 そして、最後に ΔN-RhoGDIβ を指標としたヒトの生理状態の診断への応用の

ひとつとして、電離放射線が照射されたかどうか調べる方法の開発を行ってい

る。ΔN-RhoGDIβがゲノムストレスによって活性化された 3 型カスパーゼに切断

される現象を応用しているものである。つまり、被曝してしまった際のバイオ

マーカーとして使えるのではないか、ということを提案したい。 

 電離放射線は、被曝ししたとしても痛みや痒みなどの五感で感じることがで

きない[75]。実際に広島・長崎の原爆被爆者さんや、チェルノブイリ原発事故、

福島第 1原子力発電所の事故で被災された方を例にとっても、物理学的推計と、

内部への核物質の吸収量による物理学的な被曝推計によっており、実際にどの

程度生理的に被曝ダメージを受けたのかを知る解析方法は完全に確立されてい

ない。現在、生物学的線量測定と言われるこの種の解析方法は、血液中の白血

球の減少のみ実用化されており、染色体異常の数、特に Dicentric（二動原体）

を調べる方法が発展途上にある[76]。しかし、高度な知識やテクニックが必要と
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されるものだったり、生体試料によっては侵襲性を伴うものだったりと、長期

の生体の生理学的状態を診断するにはやはり難しいところである。 

 そこで、ゲノムストレスによって発現する ΔN-RhoGDIβ を指標とした被曝線

量計測方法を提唱する。実際にマウスを使った少量の血液を用いて、免疫ブロ

ットによる ΔN-RhoGDIβ の発現を確認する手法を確立している。これが、ヒト

にも応用することができれば、新たな生物学的線量測定方法の一つとしてどの

測定方法よりも簡便で、侵襲性も少なく、臨床応用できると考えている。 

 

 

図 18. アポトーシスと ΔN-RhoGDIβ 発現メカニズム 

 放射線などのゲノム損傷は、3 型カスパーゼを活性化する。 生き残った細胞

において RhoGDIβ は、活性化された 3 型カスパーゼによって切断され、その結

果生成物であるΔN-RhoGDIβが細胞内に蓄積される。このメカニズムを利用し、

放射線に暴露してしまっても生物学的に被曝を評価できる。 
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