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ABSTRACT 
Quorum sensing system is a signaling process used by many bacterial species to coor-

dinate gene expression in response to changes in cell density. In this system， small-molec-

ules called autoinducer play an important role for bacteria to monitor one another's 

presence and modulate gene expr同ession. Pseudomonas aeruginosa autoinducer， N-3-oxo-

dodecanoyl homoserine lactone (3-0-CI2HSU， is a small molecule that is essential in regu-

lation of many Pseudomonas aeruginosa virulence factors， and it also affects eukaryotic cells. 

In this report， we demonstrate that 3-0-CI2HSL induces G 1 cell cycle arrest and blocks 

proliferation in human lung cancer cell lines. Analyses of the cell cycle regulators that 

mediate these effects reveal that 3-0-CI2HSL decreases cyclin D3 expression， which leads 

to dephosphorylation of Rb protein followed by G 1 cell cycle arrest. These results support 

the notion of 3-0-CI2HSL as a bioactive molecule in eukaryotic systems and a paradigm 

for a novel class of antiproliferative compounds. (Accepted on January 9， 2007) 
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はじめに

綜膿菌は，敗血症，創傷，肺感染症など急性お

よび，慢性の様々な感染症の原菌曹となり，特に

免疫不全患者においては，肺炎の21%，尿路感染

症の10%，敗血症の3%と臨床から分類される頻

度の高い起炎菌の一つであるJ)さらに嚢胞性肺

線維症，びまん性汎細気管支炎，肺癌といった呼

吸器疾患を持つ患者にとっては，この菌が慢性的

に感染することが臨床上大きな問題となってい
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る2.3) 細菌が宿主に対して優位な環境を作り出

すためには，宿主の生体防御機構に感知されるこ

と無く十分に菌密度が高まってから，種々の病原

因子をいっせいに産生して組織破壊を図り安住の

場所を作る必要がある.クオラムセンシング機構

とは生体内で細菌が自らの数が優位な状況になっ

た事を細菌相互間の情報伝達物質で感知し，病原

因子の発現をいっせいに開始するシステムであり，

この機構の中で細菌聞の情報伝達分子としての役

割を担っているのが自己誘導物質 (autoinducer)

と呼ばれる小分子である.細菌のクオラムセンシ

ング機構を担うautoinducerは， homoserine lac-

tone (HSL)誘導体， oligopeptide， furanon誘導

体に分けられる.緑膿菌はこの中でもHSL誘導

体を産生することが知られている.緑膿菌の産生

するHSLはラクトン環の横につく側鎖が長いN-3

-oxododecanoyl homoserine lactone (3-0-CI2 

HSL)と側鎖の短いN-butyryl-L-homoserine lac-

tone (Cc HSL)の二種類である4.5) これらのau-

toinducer分子は，それぞれ対応するト遺伝子に

よりコードされているautoinducer合成酵素によ

り合成され，転写活性化因子 (R蛋白)と結合し

た後，ターゲット遺法子の上流に結合しその発現

を高め病原性を発揮する.こうして細曹がお互い

の蕗密度を知る上での情報{云達を担っている.

近年この情報伝達分子であるautoinducer分子

の中でも長い側鎖を持つ3-0-CI2HSLは，細菌閣

のみならず宿主生体細胞に対しても影響を及ぼす

ことが明らかになった. DiMangoらは緑膿菌の

生成する3-0-CI2HSLが肺線維芽細胞や気道上皮

細胞においてインターロイキン8の生成を促すこ

とを報告し6) Smithらは炎症状態にあるヒトの

肺線維芽細胞においてシクロオキシゲナーゼ2や

プ口スタグランディンE2の産生を誘導すると報

告したの.さらに本邦のTatedaらは妻子中球やマク

ロファージに対して， 3-0-CI2HSLがアポトーシ

スを誘導することを報告している8) 加えて最近

では3-0-CI2耳SLの癌細胞に対する増殖抑制効果

について検討されており， Li Liらは3-0-CI2HSL

がヒト乳がん細胞においてアポトーシスを誘導し，

それはSTAT3 (signal tranducer and activator of 

transcription 3)を抑制することと関連している

と報告しの， Dolnickらはヒト大腸癌細胞におい

て3-0-CI2狂SLが抗がん剤で、ある5-fluorouracilの

感受性をあげることを報告している10) しかし，

臨床上緑膿菌と共存する確率が最も高い肺癌細胞

への影響を報告したものは未だかっていない.そ

こで我々は緑膿菌の生成するクオラムセンシンク、、

分子である3-0-CI2HSLの肺癌細胞に対する影響

を検討した.その結果3-0-CI2HSLは，肺癌細胞

株においても細胞増殖を抑制し，そのメカニズム

としてGl期からS期へ促進的に働く Dtypeサイク

リンの一つであるサイクリンD3の発現を3-0-CI2

HSLがmRNAレベルで抑制し，この結果として

癌抑制遺伝子であるRb蛋自の脱リン酸化を介し

ての細胞周期停止が起こることを見出したのでこ

こに報告する.

材料および方法

細胞 ヒト肺腺癌細胞であるA549細胞は

American Type Culture Collection， Ma-lO細胞

は大阪府立羽曳野病院から入手した.細胞は10%

牛胎児血清 (Fetalbovine serum; FBS) (Life 

technologies， New York， USA)と抗生物質(ペ

ニシリン100U/mlとストレプトマイシン100μg/

ml)を添加したDulbecco's Modified Eagles 

Medium (DMEM) (ニッスイ製薬，東京)を用い

て，3TC， 5%C02下で培養した.

試薬 N-3-oxododecanoylhomoserine lactone 

(3-0-CI2HSL)は京都薬科大学微生物学教室

後藤藍正教授から分与頂いた. 3-0-CI2HSLは

Dimethyl Sulfoxide (DMSO)に溶解し50mMの

ストック溶液として-80
0

Cに保存した. MG132は

Sigma-Aldrich (St.Louis， MO)より購入した.

細胞数測定 3-0-CI2HSLの肺癌細胞増殖抑制

効果の検討はCellCounting瓦it8を用いて行った.

本キットは新規テトラゾリウム塩WST-8が生細

胞に吸収され細胞内脱水素酵素により還元される

と水溶性ホルマザンが生成され，このホルマザン

の450nmの吸光度を測定することにより生細胞

数を計測するものである1]， 12) この吸光度を3-0

-CI2HSL存在下で培養した場合とDMSOで培養

した場合とで比較した. 20，000個/mlの癌細胞を

含む細胞浮遊液を10%FBS添加DMEMで作成し，

96穴プレートに90μlずつ播種し 1晩培養した.そ

の後各濃度の3-0-CI2HSLかDMSOを培養液に加

え48時間培養した後， Cell Counting Kit 8試薬を

10μl加え，さらに4時間培養し吸光度をマイクロ

プレートリーダー;Model 680 (Bio Rad， 

California， USA)で測定した. DMSOのみで培
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養した場合の吸光度を1として3-0-C12HSLを含

む場合の吸光度をこれに対する比率で表した.

アポ卜ーシス測定 10 cmデ、イツシュに50-70

%コンブルエントまで培養した肺癌細胞に100μ

Mの3-0-C12HSLを加え，一定時間培養した後，

細胞を抽出しアポトーシスをAPOPCYTO，An-

nexin V -azami-Green Apoptosis detection kit 

(MBL，名古屋)とフローサイトメトリー

(F ACS Ca1ibur， Becton Dickinson， USA)にて

検出した.蛍光たんぱく質Azami-Greenを結合

させたAnnexinVとヨウ化プロピジウム (Propidiω

um Iodide ; PI)を用いて生細胞 (AnnexinV捨

性， PI陰性)，初期アポトーシス細胞 (Annex-

inV陽性， PI陰性)，後期アポトーシス細胞 (An-

nexinV陽性， PI陽性)，死細胞 (AnnexinV陰性，

PI陽性)に判定した.コントロールとして0.2%

DMSOを含むDMEM培養液で48時間培養した細

砲を用いた.

細胞周期解析 10 cmデ、イッシュで50%コンフ

ルエントに達したA549細胞とMa-10細胞を3-0-

C12HSL (10μM，100μM)もしくは0.2%DMSOを

含むDMEM培養液(コントロール:C)で24時

間培養後トリプシン処理し，回収した細抱をエタ

ノールで一晩冷凍盟定してから， PBS 

(phosphate buffered sa1ine : pH 7.4)で2度洗浄

した後にPI染色液 (PI10 μg/ml. EDTA 20 

mM， Tween 20 0.05%， DNase free RNase 20 

μg/m!)で15分間染色して単離細胞浮遊液 (0.5

X 106個/m!)を作成した.これをフローサイトメ

トリーを用いてDNA含有量を測定し，システム

に付属のCellquestを用いて分析しDNAヒストグ

ラムを得た.同実験を3回行い各細胞周期の細胞

数の割合をグラフ化した.

p53レポーターアッセイ A549細胞とMa-10細

抱を6well-p1ateで、抗生物質を含まないDMEM培

養液にて50%コンフルエントになるまで培養し，

p53-Lucプラスミド (STRATAGENE，Ca1ifor-

nia， USA)とpcDNA3-s-ga1actosidaseプラスミ

ドをLipofecamine2000 (Invitrogen，東京)を用

いてトランスフェクションした. 12時間後，培地

を10%FBS，抗生物費(ペニシリ γ100U/m1と

ストレプトマイシン100μg/m!) ， 3-0-C12HSL 

(10μM，100μM)もしくは0.2%DMSOを含む培地

(コントロール:C)に変え24時間培養した.

PBSでl回洗浄後， 1 X Passive Lysis Buffer 

(Promega， WL USA) 200μlを加え， ドライア

イスの上に1分間放置し細胞融解させた.細胞融

解液を12，000rpmにて2分間遠心分離を行い，上

清20μlに対してLuciferaseAssay Reagent 

(Promega， WL USA) 100μlを加え，発光量を

Mini1umat LB9506 (Bertho1d， Germany)にて

測定した.また同時にそれぞれのサンプルについ

てs-ga1actosidaseアッセイを行い，ルシフエラー

ゼ発光量をs-galactosidase吸光度で除し， トラン

スフェション効率補正を行った.ポジティブコン

トローlレとしてpFC-p53positive contro1 plasmid 

(STRAT AGENE， California， USA)をトラン

スブェクションした細胞での発光量を用いた.

Western blot 0.2%DMSO (コントロール:

C) と各濃度の3-0-C12HSLを合むDMEM培養

液で24時間培養したA549細胞のRbのリン酸化，

各種蛋自の発現を検出するのにWesternb10t法を

用いた. 70-90%コンフルエントに達した各細胞

からタンパク質を抽出し Bradford試薬

(BioRad， Ca1ifornia， USA)を使用してタンパ

ク質量を測定した. 20μgのタンパク質をアグリ

ルアミドゲルで泳動後， 5% non-fat mi1kもし

くは5%FBSでb10ckingした後， 1次抗体として

抗phosphoRb (Ser795)抗体， p15， p16， p21， p 

27， cyclinD1. cyclinD2， cyclinD3， cyclin de-

pendent kinase (CDK) 4， CDK6抗体 (CellSig-

naling Techno1ogy， Massachusetts， USA)を

使用し，それぞれ4'Cで12時間反応後， 2次抗体と

してhoarseradish peroxidase (HRP)標識goat

anti-rabbit IgGもしくはgoatanti-mouse IgG 

(Amerscham Biosciences， Backinghamshre， 

Eng1and)を使用し室温で60分間反応させECLTM

Western B10tting Detection Reagents (Amer-

scham Biosciences)を用いて検出した.

リアルタイムPCR法を用いたmRI¥IA相対発現量

の定量化 10 cmシャーレで50%コンフルエント

となったA549細胞を， 100μMの3-0ーC12HSLを

含むDMEM培養液で各時間 (0~18時間)培養し

QIAGEN RNeasy Mini Kit (Qiagen，東京)を

用いてtota1RNAを抽出した.この際，抽出した

RNAに徴量に含まれているDNAを除去するため

に， RNase-Free DNase Set (Qiagen)でDNase

I処理をした.抽出したRNAは測定時まで -80

℃で保存した. cDNAの合成は， RNA 1f1g， ran-

dom hexamer 10μg， 1 x first strand buffer (In-
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図1.とト肺癌細胞における3-0-CI2HSしの細胞増殖抑制効果の検討.

横軸に3-0-C1ZHSL濃度，縦軸lこ各濃度の3-0-C1ZHSLを含む培養液で肺癌細胞を48時間培

養した場合の吸光度をDMSOを含む培養液で48時間培養した場合の吸光度で割った値(%

Proliferation)を表す. (0: A549・:Ma-lO).値は3回の平均値と標準偏差 (mean::t 

SD)を示す.

vitrogen，東京)， dNTP 0.5 mM， RNase inhibi-

tor (Invitrogen) 10 U， Super Script rr (Invitro-

gen) 200 Uを用いてTAKARA PCR Therma1 Cy-

cler (Takara，京都)にて指定の方法により行っ

た.抽出DNAの濃度はパーソナルスペクトルモ

ニター (AmershamBiosciences)を用いて260

nmの吸光度を測定することにより測定し， DNA 

濃度0.01μg/μlにそれぞれ調整してPCRに供し

た.ユニバーサルプロープライブラリー (Roch

Diagnostics，東京)により入手した目的遺伝子

に対する加水分解プロープ10μM(最終濃度100

nM)， Forward primer (FW) 20μM(最終濃度

200 nM)， Reverse primer (REV) 20μM(最終

濃度200nM) (Sigma genosys，石狩)とLight-

Cycler・唖TaqMan<!TMaster 5倍溶液 (RochDiagnos-

tics)を含む反応溶液でライトサイクラーシステ

ム (RocheDiagnostics)によりリアjレタイム

PCR法を行った.使用した遺伝子特異的ブライ

マーは次のとおりである. cyclin D 1: (FW) 

5' -gaagatcgtcgccacctg-3'， (REV) 5'-

gacctcctcctcgcacttct-3' ， cyclin D3: (FW) 5'-

ggagatcaagccgcacat-3'， (REV) 5'-

agcgctgctcctcacatac， GAPDH: (F羽T)5'ー

agccaca tcgctcagacac-3'， (REV) 5'-

cgcccaatacgaccaaat-3'. PCR条件は，初期熱変

性を95'C，10分間，サイクリング戸は熱変性を95
0

C，

15秒間，アニーリングを55
0

C，5秒間，伸長反応

を72
0

C，10秒間でおサイクルとした.蛍光強度と

増幅産物の融解曲線の解析は， Light Cycler 

Software version 3. 5により行った.

結果

3-0-CI2HSLの増殖抑制効果

まず，3-0-C1ZHSLが姉癌細胞 (A549細胞と

Ma-lO細胞)の増殖能に与える影響を検討した.

図 lは，各種濃度のDMSOを含むDMEM培養液

で48時間培養した場合の吸光度をコントロールと

しそれに対する各種濃度の3-0-C1Z註SLを含む

DMEM培養液で培養した場合での吸光度の割合

を縦軸に，培養液に含まれる3-0-C1ZHSL濃度を

横軸に表したものである.濃度が増加するに従い

コントロールに対する吸光度比 (%Prolifera欄

tion) ，すなわち3-0-C1ZHSL処理を行った生細胞

数が減少を示したことより， 3-0-C1ZHSLは濃度

依存的に細胞増殖抑制効果を持つことが示された.

50%阻害濃度(InhibitoryConcentration 50; 
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図2. Annexin ・・・・-vとPI染視による3-0-C12HSしによるアポ卜ーシス誘導の検討.

A549細胞および、Ma-10細胞を3-0-C12HSL100μMを含む培養液で各時間 (2，6， 12， 24， 48 

時間)培養した場合と0.2%D抗SOを含む培養液で48時間培養した場合(コントロール:C) 

のアポトーシスの状態を表す. (上図 A549細胞 下罰 Ma-10細胞) 口:生細胞 (An-

nexinV陰性， PI陰性)，図:初期アポトーシス細胞 CAnnexinV陽性， PI陰性)，図:後期ア

ポトーシス細胞 (AnnexinV陽性，日陽性)， .:死細胞 (Ann巴xinV陰性， PI陽性)に分け，

それぞれの細胞数割合を示す.

48 24 12 6 2 C 

。

アポトーシスの誘導が見られた(図 2下).一方

A549細胞では48時間培養したがアポトーシスは

ほとんど誘導されなかった(関2上).この結果か

ら， 3-0-CI2HSLの肺癌細胞に対する細胞増殖抑

制効果はMa-10細胞においてはアポトーシス誘導

による可能性があるが， A549細胞においてはア

ポトーシス以外のメカニズムが存在する可能性が

示唆された.

3-0-C12HSしの細胞周期に及ぼす影響

次に，3-0-C12HSLの肺癌細抱に対する細胞増

殖抑制効果のアポトーシス誘導以外の機序として，

細胞周期に与える影響について検討した. A549 

細胞とMa-10細胞をそれぞれ10μMと100μMの2

種類の濃度の3-0-C12HSLを含むDMEM培養液

と0.2%DMSOを含むDMEM培養液(コントロー

ル:C)で24時間培養後，フローサイトメトリー

IC5o)はA549では60μM，Ma-10では40μMであっ

た.

3-0-CI2HSLによるアポトーシス誘導

3-0-CI2HSLは好中球，マクロファージにおい

てアポトーシスを誘導することが報告されてい

る8.9) そこで，測定した3-0-C12HSLの肺癌細胞

に対する細胞増殖抑制効果がアポトーシス誘導に

よるものかどうかについて検討した.図 2fにこ3一O

一C12HSLを含むDMEM培養j液夜で

した場合のアポ iト、一シスの状態を経時的に測定し

たものを示す.細胞のアポトーシスの状態を次の

ように分類し縦軸にそれぞれの細胞数割合を示す.

(口:生細胞，図:初期アポトーシス細胞， ISS: 
後期アポトーシス細胞，掴:死縮胞)100μMの3

-O-C2HSLを含むDMEM培養液で肺癌細胞を培

養したところMa-10細胞で、は6時間以降に顕著な
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図3.フローサイトメトりーによる3-0-C12HSLの細胞周期停止の検討.

A:各肺癒細胞を3-0-C12HSL100μ拡を含む培養液と0.2%DMSOを含む培養液(コントロール:C) 

で24時間培養後， PI染色を行いフローサイトメトリーでDNA含有量を測定した(上回A549 下図

Ma-lO) .横軸はDNA含有量，縦軸は細胞数を表す. B:各々の細胞を3-0-C12HSL(10， 100μM) 

の存在下，もしくは0.2%DMSOを含む培養液(コントロール:C)で24時時培養した場合のGO/G

1， S， G2/M期の細胞数割合を示す.それぞれの棒グラフは3回の平均値と標準偏差 (mean土 SD)

を示す(上図A549 下図Ma-lO).

にて細胞周期を解析した.図3Aにそれぞれの細

胞におけるコントロールと 100μM3-0-C12HSL 

処理による代表的な細胞周期のヒストグラムを示

す • A549細胞， Ma-10細胞ともに100μMの3-0-

C12HSL処理によってGO/G1期の細抱数が増加し

ていた.同様な実験を3凹行い各細胞周期の細胞

数割合をグラフ化したものを図3Bに示す.コン

トロールと3-0-C12HSL処理したものを比較する

とA549細胞においてはGO/G1期の細胞数は66.3

%から84.6%まで増加し， S期の細胞数は12.4%

から3.4%，G2/M期の細胞数は21.3%から11.5

%まで減少した.同様にMa-10細胞ではGO/G1期

の細胞数は43.6%から57.7%まで増加し， G2/M 

期の細胞数は50.1%から25.1%まで減少した.以

上の結果より3-0-C12HSLは肺癌細胞株A549細胞，

Ma-10細胞のいずれに対しでもG1期での細胞周

期の停止を引き起こすことが示された.つまり，

Cell Countig kit 8を用いて測定した3-0-C12HSL

の細胞増殖抑制効果は，A549細胞では主にこの

G1期細臨周期停止により， Ma-10細胞ではG1期

細胞照期停止とともにアポトーシス誘導によるこ

とが示唆された.

3-0-C12HSしのp53遺伝子活性に及ぼす影響

3-0-C12HSLが肺癌細胞株に対してアポトー

シス誘導とともにG1期細胞周期停止効果を持つ

ことから，その作用標的としてρ53遺伝子に注目

した.ρ53遺伝子は種々の生体ストレスに反応し，

細胞のG1期からS期への移行を制御するとともに
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国4.p53レポーターアッセイによる3-0-C12HSLのp53遺伝子活性に及ぼす影響の検討.

ρ53応答配列とルシフエラーゼ遺伝子を含むレポータープラスミドをトランスフェクション

した各肺癌縮胞を3-0-CI2HSL(10，100，uM)を含む培養液もしくは0.2%DMSOを含む培養

液(コントロール:C)で24時間培養した場合のルシフエラーゼ発光量を測定し，それぞれ

のサンプルについて;3-galactosidaseアッセイで得られた戸-galactosidase吸光度で除しトラ

ンスフェクション効率補正を行った発光量の比率 (relativelight unit ; RLU)を求めた(縦

軸).ρ53発現プラスミドを共導入した時の発光量をpositivecontr叫とした.3回の平均値と

標準偏差 (mean土 SD)を示す. (上国A549 下図Ma-lO)

アポトーシス誘導にも関与している癌抑制遺伝子

産物である13，14) ヒト癌細胞ではρ53遺伝子変異

をもつものがあり，そのような癌細胞で、はp53機

能が欠損しているが， A549細胞株， Ma-lO細胞

株はともに野生型t53遺伝子を持ち， p53機能は

保たれている.そこで3-0-CI2HSL処理により両

肺癌細胞のp53機能が活性化されるかどうかをレ

ポーターアッセイにて検討した.レポーターアッ

セイにて得られた発光景をs-galactosidaseによっ

て得られた吸光度で除したrelativelight unit 

(RLU)を図4に示す(上段 A549:下段 Ma-lO). 

両細胞ともp53発現プラスミドを共導入したポジ

ティブコントロールと比較して，細抱周期停止効

果をもたらしたlOO，uMの3-0-CI2HSL処理によっ

てもp53活性が増強されることは無かった.この

結果より 3-0-CI2HSLは肺癌細胞のp53活性には

影響を与えず，その細胞周期停止の作用はp53経

路以外のメカニズムが存在するものと考えられた.

3-0-C12HSLの締胞周期制御蛋自に与える影響

GO/Gl期からS期への移行を直接制御している

最も重要な分子はRb蛋白である.そこで次に3-

O-CI2HSLのRb蛋白への影響について検討した.

Rb蛋白はGO/Gl期には転写因子であるE2Fと結

合することでこれを不活化し， S期への移行を抑

制しているが，いくつかのサイクリンーCDK複

合体によりリン酸化を受けることでE2Fとの結合

能を失い，遊離したE2Fが増殖関連遺伝子の転写

を促進し細胞席期はS期へと進行する15) Rb蛋白
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は複数のリン酸化部位をもつが，中でもSer795

残基がE2Fとの複合体生成に最も重要であるとい

われている16) まず3-0-C1ASLがRb蛋白Ser795

残基リン酸化に与える影響について検討した.ア

ポトーシスによる影響を除外し，純粋に細胞周期

停止効果を検討するために，本実験は3-0-CI2

HSLによってアポトーシスが誘導されなかったA

549細胞について行った.各濃度の3-0-CI2HSL

存在下で24時間培養した細胞から蛋白を抽出し，

Rb蛋白のSer795部位のリン酸化状態を，リン酸

化部位特異的抗体 (Phospho-Rb(Ser795)抗体)

を用いたWesternb10tにて検討した.コントロー

暗闇輔副圃静鋼時輔輔踊耐

rifIjI 正 ムコ

E 三 二 .一宮山 4 ← I 

s-actin 

図5.3-0-CI2HSLの細胞周期制御蛋白に与える影響.

A549細胞を各濃度の3-0-CI2HSL(10，50，100μM)を含む培養液と0.2%DMSOを含む

培養液(コントロール C)で24時間培養し， Western blot にてRb蛋白のリン酸化 (Ser

795残基)と各種細胞周期制御蛋白の発現量を求めた.

ル，10μM，の3-0-CI2HSL存在下で培養したA

549細胞ではRb蛋白はリン酸化されていたが， 50 

μM， 100μMと3-0-CI2HSLの濃度が増すに従っ

て， A549細胞のRb蛋白の脱リン酸化が見られた

(図5).従って3-0-CI2HSLによるGl期細胞周期

停止はこのRb蛋白の脱リン酸化によるものと推

察された.Rb蛋白のリン酸化はG1期の早い段階

において，サイクリンDとCDK4/6が複合体を形

成することでおこり 15)，逆にこの複合体形成を阻

害するCDK回害因子もいくつか知られている 17)

そこで次にこれらRb蛋白のリン酸化を制御して

いるサイクリンD (Dl， D2， D3)， CDK4/6， 
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図6. 3-0-CI2HSLのサイ クリ ン03蛋白分解に及ぼす影響.

A549細胞を3-0-CI2HSL(100μM)のみを含む培養液で24時間培養した場合と3-0-CI2HSL(100 

μM)を含む培養液にプロテアソーム阻害薬MG132(5μM)を加えて培養した場合で，Rbのリン

酸化 (S巴r795残基)とサイクリンD3蛋白の発現量への影響をWesternblotlこて経時的に比較検討

した.0.20/0DMSOを含む培養液で24時間培養したときの蛋白発現量をコントローjレ(C)とした.

CDKインヒビター (p15，p21， p27)発現へ与え

る3-0-CI2HSL処理の影響を検討した.その結果，

3-0-CI2HSLはサイクリンD3に対して濃度依存

的にその発現を抑制したが，その他の細胞周期関

連蛋白サイクリンDl， D2， CDK4， CDK6， 

CDKインヒビター(p15，p21， p27)の蛋自発現量

には影響を及ぼさなかった.今回図5には示して

いないが，サイクリンD2はA549において蛋自発

現が認められなかった.以上の結果から， 3-0-

C12HSLが肺癌細胞株A549細胞においてサイ ク

リンD3の蛋自発現を抑制し，これがRbの脱リン

酸化を引き起こし，細胞周期をGO/G1期で停止す

る可能性が示唆された.

3-0-C12HSLのサイク リン03蛋自分解に及ぼす

影響

一般にサイク リンは種々の刺激によりその蛋自

発現量が変化するが，これは蛋白合成のみならず，

ユビキチンープロテアソーム系による分解によっ

ても調節を受けている18) そこで次に3-0-CI2

HSLによるサイクリンD3の蛋白発現量の減少が

ユビキチンープロテアソーム系による分解元進に

よるものかどうかを検討した.本検討では26Sプ

ロテアソ ーム回害薬であるMG132を用い，M G  

132処理が3-0-CI2HSLのサイクリンD3蛋白発現

抑制， RB脱 リン酸化 効果へ与える影響を

Western b10tにて経時的に検討した.図6に示す

ように， 5μMのMG132処理の有無にかかわらず

100~Mの3-0-CI2HSL によってサイクリンD3は

その蛋白発現量が減少し， Rbの脱 リン酸化を起

こした.これらのことか ら3-0-CI2HSLによるサ

イクリンD3蛋白発現量抑制にはユピキチンープ

ロテアソーム系による蛋自分解尤進は関与してい

ないことが示された.

3-0-CI2HSLがサイクリ ン03mRNAに及ぼす
旦ノ怨F
早ン電雪

以上のことから3-0-CI2HSLは肺癌細胞におい

て，蛋白合成抑制によりサイクリンD3の蛋白発

現量抑制を行っている可能性が考えられる.この

ことを確認するため， 3-0-CI2HSLがサイク リン

D3 m-RNA転写に与える影響を定量的RTーリ ア

ルタイムPCR法を用いて検討した.図 7に示す

ように，サイクリンD3m-RNAは3-0-CI2HSL処

理により 18時間まで経時的に減少したが，サイク

リンD1ではこのような変化を認めなかった. 3-

0-CI2HSLが』市癌細胞株A549細胞においてサイク

リンD3のmRNAレベルで、の発現抑制を引き起こ

していることが示唆された.

考 察

本研究において我々は隷膿菌のクオラムセンシ
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国7. リアルタイムPCR解析によるA549細胞のサイクリン01， 03 mRNA発現への3-0-C12HSL

処理の影響.

3-0-CI2HSL (IOOμ話)処理によるA549細胞におけるサイクリンDlとサイクリンD3のmRNA発現

量の経時的 (4，6，12，18時間)変化をリアルタイムPCR解析によって検討した.0.2%DMSOを含

む培養液で18時間培養したときのmRNA発現量をコントローlレ(C)とし，各mRNA発現量をこ

れに対する相対値で表した.また各mRNA量はGAPDHmRNA量で、除しサンプル間のDNA含有

量差の補正を行った.{I直は3囲の平均値と標準偏差を示す.*: p < 0.005 

HSL 100μM HSL 100μM 

に対しても重要なシグナルを送るという点で特異

であり且つ重要である.我々の今回の結果も含め

ると緑膿菌の3-0-CI2HSLを感知したヒト締胞は

インターロイキン8の産生6) プロスタグランデ

ィン産生の重要な酵素であるシクロオキシゲナー

ゼ活性の光進20，等を通じて炎症を惹起し蘭排除

に働くが，一方で繰膿菌側は3-0-CI2HSLを用い

てヒト女子中球やマクロファージにアポトーシスを

誘導したり 8)，ヒト細抱の細胞周期停止による増

殖抑制を行う(本研究結果)ことで，環境を自ら

の増殖に好都合なように作り変えているものと考

えられる.最近になって，ヒト気道上皮細胞や今

回本実験に用いたA549細胞が3-0-CI2HSLを効率

的・特異的に分解する酵素をもっとの報告がなさ

れた22) このことは，緑膿商とヒトが古くから3-

0-CI2HSLを通して病原体目指主間のせめぎあい

を行ってきた証拠であり，今回の我々の研究はこ

の関係の新たな一面を明らかにしたむのと考えら

れる.

従来3-0-CI2HSLが種々の細目包においてアポ

トーシスを引き起こすことが報告されていた.

Tatedaらは3-0-CI2狂SLがマウス好中球やマクロ

ファージなどに対してアポトーシスを引き起こ

ング分子である3-0-CI2HSLが，肺癌細胞に対し

て増殖抑制効果をもつことを見出した.さらにそ

の機序が，従来から3-0-CI2HSLのヒト細胞への

効果として報告されているアポトーシスの誘導以

外にもGO/Gl細胞周期停止が関与していることを

明らかにした.このGO/Gl細胞周期停止は3-0-

C12HSLによるサイクリンD3のmRNAレベルでの

発現抑制とそれに引き続く Rb蛋白の脱リン酸化

によることが示唆された.これらの知見は我々の

知る限り従来報告されたことのない3-0-CI2HSL

のヒト細胞への新しい効果である.

1994年， Fuquaらが初めてクオラムセンシング

の語を使用して以来19)，種々の菌において国有の

自己誘導物繋 Cautoinducer)が発見されている.

緑膿菌以外にもBurkholdeJ匂属，Enferobacter属，

Vibrio属，Serrafia属，Salmonella属など臨床上

重要な多くの細菌が，それぞれアシル基の長さや

カルボニル基の付加の有無などが違うHSLをau-

toinducerとして生成していることが知られてお

り，その数は50を越す20) これらHSLはもっぱ

ら細菌相互間における情報伝達物質として機能し

ているが，その中でも今回我々が注目した緑膿菌

の産生する3-0-CI2HSLは，宿主であるヒト細胞



ホモセリンラクトンの腕癌縮抱への影響 87 

し8)，Li Liらはヒト乳がん細胞に対してアポトーシ

スを引き起こすことを報告している9) Kravchenko 

らは3-0-C12HSLが骨髄由来細胞に対しアポトー

シスを誘導するが，上皮由来細胞ではアポトーシ

スは誘導しなかったと報告している23) 今回我々

の研究においても，同じ姉腺癌細胞株でもMa-10

ではアポトーシスを誘導したが， A549ではアポ

トーシスはほとんど誘導せず，細胞周期停止を引

き起こした.加えて細胞周期停止作用と強いアポ

トーシス誘導の両作用を合わせ持つ癌抑制遺伝子

ρ53は3-0-C12HSLによる影響は受けないことが

示された.これらのことから， 3-0-C12HSLによ

るアポトーシス誘導がどのような機序でなされる

かは未だ不明であるものの， 3-0-C12HSLがアポ

トーシス誘導に働く際の作用点と，細胞周期停止

に働く際の作用点は全く別であることが示唆され

た.換言すると， 3-0-C12HSLはヒト細胞におい

て少なくとも2カ所以上の作用点を持ち，それら

が何であるのか，またそれらに共通に影響を及ぼ

す分子，すなわち3-0-C12HSLのヒト細胞内レセ

プターが何であるのか今後の精力的な解析が期待

される.

サイクリンとサイクリンに結合して活性化され

るリン酸化酵素 (CDK)は細胞周期の進行にお

いて中心的な役割を果たしている.なかでもサイ

クリンDは，縮胞周期のG1中期から後期に発現

し， CDK4およびCDK6と結合し，主にがん抑

制遺伝子産物として知られるRbタンパク震をリ

ン酸化することでG1期からS期への移行を制御し

ている17)サイクリンmこはD1~D3の3つのサブ

ファミリーが同定されているが，ノックアウトマ

ウスでの解析からD1は網膜細胞，乳腺上皮細

胞24)，D2は卵巣，精巣25) D3は胸腺細胞26)で機

能していることが示され，細胞や組織系によって

発現しているサブタイプとその果たす機能が異な

っていることが明らかになっている.癌細胞にお

いてはサイクリンD1について多くの癌種で過剰

発現していることが知られており，その細胞周期

進行作用が発癌において重要な役割を果たすこと

が明らかとなっているが27)，サイクリンD2，サ

イクリンD3の役割についてはほとんど明らかに

なっていない.ただ，最近頭頚部癌28)，メラノー

マ29)においてサイクリンD3がDlとは独立にG1-S

細胞周期進行を制御していることが報告されてお

り，サイクリンD3もサイクリンD1とは異なった

機序で癌細胞の細胞周期進行に関与している可能

性が示唆される.本研究において，緑膿留クオラ

ムセンシング分子3-0-C12HSLはサイクリンDl，

D2には影響を与えず，直接サイクリンD3の発現

量を減少させRbの脱リン酸化とそれ以降の細胞

周期の停止，細胞増殖抑制を引き起こした.この

ことは，肺癌細胞株においてもサイクリンD3が

サイクリンD1とは独立に機能し，癌細胞の細胞

周期進行に重要な働きをしている可能性を示して

いる.今後，蹄癌細胞におけるサイクリンD3の

機能解明をさらに進めていく必要があると考えら

れる.

今回， 3-0-C1zHSLがA549細胞に対して細胞周

期のG1期での停止と細胞増殖抑制を引き起こす

ことが明らかになったが，同様な細胞周期の停止

を標的にしている抗癌剤がいくつか存在する.

Carlsonらは，熱帯や亜熱帯に生怠するMeliaceae

属マホガニー季j.のDysoxylumbinectariferumの樹

皮から抽出されるフラポノイド成分である

f1avopirido1が， CDK2， 4， 6と複合体を作り細胞

周期を停止させることを報告し30)，Kawakamiら

は，Strettomyces st.培養液から単離精製された

UCN-01は，腕線癌細胞に対してCDKインヒビ

ター， p21を誘導し， CDK2の脱リン酸化とRbの

脱リン酸化を引き起こし， G1期での細胞周期停

止とアポトーシスを誘導することを報告してい

る31)その他コケムシ (Bugulaneritina)から得

られたマクロライド系化合物であるBryostatin-1

がリンパ腫や骨髄腫に対して細胞周期の停止と細

胞増殖抑制を引き起こす32)ことも報告されており，

G1期細胞周期停止を誘導する分子は抗癌治療の

注臣すべき標的となっている.このことから今後

3-0-C12HSLあるいはその類似構造物質の抗癌薬

としての検討を重ねていく必要があると考えられ

る.

緑膿菌が感染している姉局所での3-0-C1ZHSL

の濃度についてCharltonらは緑膿商の形成するバ

イオフィルムの中では300-600μMであると報告

している33) 従って本研究で、3-0-C12HSLの明か

な細抱周期停止効果がみられた100μMは肺の緑

膿菌感染局所では十分到達しうる濃度であり，今

回示された細胞周期停止やアポトーシスによる肺

がん細胞株増殖抑制は生体内でも実際に起こりう

る可能性がある.しかしながら， 3-0-C12HSLの

抗腫蕩効果として見た場合そのIC50は40~60μM
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であり， cisplatin 1. 7μM34)， paclitaxel 2 nM35)， 

チロシンキナーゼ悶害薬であるGleevec2~3 

μM36)，細胞周期のGl期での停止による抗癌作用

をもっflavopiridolの2.5μM37lなど多くの抗癌剤

と比較して決して低いものとはいえない. Chun 

らは気道上皮細胞やA549細胞などを3-0XO-CI2

HSLを含む培養液で培養すると培養液中の3-oxo

-CI2HSLの濃度が著しく減少することを報告し，

A549細胞が3-0XO-CI2HSLを分解する酵素を生成

している可能性があることを報告している22) 未

だその正体は明らかになっていないが，今回のA

549細胞に対する高いIC50はこのホモセリンラク

トン分解酵素によるものかもしれない.このホモ

セリンラクトン分解酵素とそのホモセリンラクト

ンにおける作用点が同定されれば，分解醇素を持

たない癌細胞のみを治療標的とすることや，分解

酵素阻害あるいは作用点の改変により 3-0-CI2

HSLにさらに強い抗腫蕩効果を与えることがで

きる可能性がある.さらに， Kravchenkoらはホ

モセリンラクトンのアシル側鎖の長さの改変，ホ

モセリン環をラクタム環への変更，ホモセリン環

の水酸化などにより，各種ホモセリンラクトン誘

導体を生成して，その構造的違いがストレス応答

キナーゼp38や転写開始閤子eukaryotictransla-

tion initiation factor 2αの、活性に影響を与えるこ

とを報告している23) このことはこれら構造改変

により3-0-CI2HSLにより強い細胞増殖抑制効果

を付加できる可能性を示しており，今後の検討課

題であろう.

今西我々は緑膿菌がクオラムセンシング分子と

して生成している3-0-CI2HSLが，サイクリンD3

のmRNAレベルでの発現抑制とRb蛋自の脱リン

酸化を引き起こし，細抱周期をG1期で停止する

ことによって肺癌細胞に対して増殖抑制効果をも

つことを見出した.今後その作用機序のさらなる

解明とともに， 3-0-CI2HSLそのものあるいはそ

の誘導体による抗腫療効果の検討が必要であると

考えられる.

稿を終えるにあたり，終始懇切なる御指導，御校関

を賜りました鳥取大学匿学部統合内科医学講産分子制

御内科学分野清水英治教授，また御校聞を賜りました

鳥取大学医学部病態解析医学講座薬物治療学分野長谷

) 11純一教授，問機能形態統御学講座適応生理学分野河

合康明教授に深謝いたします.また，ご協力いただき

ました間分子制御内科学分野教室の諸先生方に厚く御

礼申し上げます.
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