
上原記念生命科学財団研究報告集, 38（2024） 

＊現在の所属：大阪大学 大学院生命機能研究科 細胞ネットワーク講座 倍数性病態学研究室 
 
 

137. ユビキチン化変容に着目した多倍体癌抑止療法の探索 

松本 知訓 
＊大阪大学 微生物病研究所 遺伝子生物学分野 

Key words：多倍体化，ユビキチン，Fucci，染色体不安定性，ゲノム倍加 

緒緒  言言  

 
細胞分裂の度に、染色体の数的な異常や構造異常が生じやすい状態を染色体不安定性（CIN）と呼ぶ。CINは多様な

染色体異常を持つ癌細胞を生み出すことでがんのheterogeneity亢進の基盤となり、ひいては発がん、転移、薬剤耐性

化といったがんのクローン進化の促進につながると考えられている。このため CIN 陽性であるがんは一般に悪性度が

高く予後不良である。近年、がんゲノム解析が進み原発臓器によらずがんゲノムの異常に基づいて臓器横断的にがんを

治療することも可能となってきたが、CIN 陽性であるがんは様々な臓器のがんに高頻度に認められるにも関わらず   
未だ特異的な治療法はない取り残された難治がんである。 
哺乳類の体細胞は通常、ハプロイドゲノムを2セット保有する2倍体である。しかし、様々な臓器のがんではゲノム

の倍加（多倍体化）がしばしば認められる［1］。最近の臓器横断的な大規模がんゲノム解析では、固形腫瘍の約38％が

ゲノム倍加を経ており、ゲノム倍加を経たがんは染色体異常を多く持ち有意に予後不良であることが明らかとなってい

る［1，2］。個別の臓器のがんにおいて多倍体化がもたらす影響については依然十分には明らかとなっていないが、我々

が染色体 FISH によりヒト肝がんの倍数性を検討したところ、肝細胞癌のうち約 36％が多倍体化していること、多倍

体化した肝がんは特徴的な組織像を呈し予後不良であることが明らかとなった［3］。また興味深いことに、多倍体肝が

んでは特徴的なマーカーとして UBE2C というユビキチン E2 結合タンパクを高発現していることも明らかとなった

［3］。タンパク質のユビキチン化とそれを目印としたプロテアソームによるタンパク分解は、細胞周期を円滑に進行す

るために必須の遺伝子発現制御機構である。そして UBE2C は、M 期の進行と終了、G1 期の維持で中心的な役割を  
果たすAPC/Cユビキチンリガーゼ複合体の一員である。また重要なことに、多倍体がん細胞の増殖は2倍体がん細胞

に比べ、ユビキチン・プロテアソームシステム（ubiquitin proteasome system：UPS）の阻害に脆弱であることも      
最近示されている［1］。これらの事実より、多倍体がん細胞はその増殖過程においてUPSに何らかの変化を生じてお

り、それが多倍体がん細胞の特異的な治療標的となる可能性が推察される。 
そこで本研究では、倍数性の異なるがん細胞株を樹立し、倍数性の違いに伴う細胞周期の進行とUPS 制御の変化に

ついて検討した。さらにUBE2C の過剰発現あるいは阻害が多倍体化の阻害に寄与するのかどうかについて検討した。

その結果、多倍体細胞では、染色体分離が遷延することによるM期の延長が認められた一方、G1期およびS期は短縮

し、M期タンパク質の十分な分解がないまま細胞周期が進行している可能性が示唆された。一方、このようなM期か

ら G1 期への移行に重要な UBE2C を過剰発現あるいは阻害することは、倍数性の有意な変化にはつながらず、UPS
を標的として多倍体がん細胞の特異的な抑止を目指すには、さらなる治療標的の探索が必要であると考えられた。 
 

方方  法法  

 
11．．培培養養細細胞胞実実験験  
ヒト肝がん培養細胞 Huh7 に、細胞周期依存的なユビキチン化・タンパク質分解の動態を蛍光タンパク質の発現で 

可視化する系であるFucciシステムを導入した［4］。導入は我々の既報に則り［3］、遺伝子組換え法としてはSleeping 
Beauty トランスポゾンとトランスポゼースシステムを活用し、安定的にFucciを発現する細胞株Huh7-Fucci細胞を
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樹立した。安定細胞株の樹立においてはブラストサイジンによる薬剤選択を行い、いくつかのFucci発現細胞株を樹立

した。樹立した Fucci 細胞株の倍数性をフローサイトメトリーおよびギムザ染色により評価し、2 倍体 Huh7-Fucci   
細胞株と安定多倍体 Huh7-Fucci 細胞株を得た。UBE2C をドキシサイクリン依存性に発現する細胞株も Sleeping 
Beauty トランスポゾンシステムにより樹立した。 

 
22．．フフロローーササイイトトメメトトリリーー  
細胞を TrypLE Express（ThrmoFisher Scientific）でディッシュより剥離、分離した後、培地を加えて中和し、       

遠心により上清を吸引除去した。FACS Buffer（3％FBS/PBS）により細胞を懸濁した上で、Vybrant Dye Cycle Violet 
Stain（Thermo Fisher、V35003）を加え37℃で30分間インキュベートしDNA染色を行った。死細胞を除去するた

めに、PIを加えた上でAttune NxTフローサイトメーター（ThrmoFisher Scientific）を用いてフローサイトメトリー

を行った。フローサイトメトリーのデータ解析はFlowJoを用いて行った。 
 

33．．ギギムムザザ染染色色  
細胞をコルセミド（FUJIFILM Wako Pure Chemical）で30分処理した後に細胞を回収した。引き続きKCl低張液

（0.075 mol/L）で20分インキュベートし、カルノア固定液で細胞を固定した。細胞をスライドガラスに滴下後に4％
ギムザ染色液（KaryoMax Giemsa Stain Solution、Thermo Fisher Scientific）で染色し、DP-27顕微鏡（エビデント）

を用いて観察した。 
 

44．．タタイイムムララププスス解解析析  
Huh7-Fucci細胞を、10％FBSを添加したFluoroBrite DMEM培地（Thermo Fisher Scientific）で維持し、37℃、

5％ CO２環境下で培養を維持した。タイムラプス撮影はBZ-X 810顕微鏡（キーエンス社）を用いて行い、Fijiソフト

ウェアを用いて解析した。 
 

結結  果果  

  

11．．倍倍数数性性とと細細胞胞周周期期進進行行、、ユユビビキキチチンン化化タタンンパパクク分分解解ととのの関関連連ににつついいててのの検検討討  
細胞周期の進行状態と倍数性を正確に評価するため、まずヒト肝がん細胞株 Huh7 を用いて Fucci を安定的に発現

する細胞 Huh7-Fucci を作製した（図 1a）。DNA を染色し、フローサイトメトリーを用いて G1 期の細胞の倍数性を

評価したところ、2倍体細胞が主で構成されるHuh7-Fucci-2N細胞株と4倍体細胞を主に構成されるHuh7-Fucci-4N
細胞株が得られた（図1b）。Huh7-Fucci-2N細胞およびHuh7-Fucci-4N細胞がそれぞれ2倍体細胞、4倍体細胞の増

殖により維持されていることはギムザ染色で確認できた（図1c）。 
次に、樹立した倍数性の異なる Huh7-Fucci 細胞の細胞周期の進行をタイムラプス観察により評価した。その結果、

Huh7-Fucci-4N 細胞は Huh7-Fucci-2N 細胞に比べ、有意に細胞周期が短く、特に G1 期、S 期の時間が有意に         
短かった（図 1d）。一方、M 期の時間については Huh7-Fucci-4N 細胞のほうが、2 倍体細胞に比べ有意に長かった  
（図 1d）。多倍体細胞では染色体数が多いため、全ての染色体が赤道面に並ぶのに時間がかかることが想定される。   
そこで、各細胞における M 期の開始から M 期中期に染色体が赤道面に並ぶまでの時間を比較したところ、想定通り 
多倍体細胞では M 期中期までの時間の延長傾向を認めた（図 1e）。以上により、多倍体細胞では染色体の整列の困難

さによりM期の時間が延長する一方、M期終了後のG1期、およびS期への進行は2倍体に比べ速やかに進行するこ

とが明らかとなった。  
多倍体細胞では G1 期が短縮しており比較的短い時間で M 期から G1 期、S 期へと移行することから、この時相で 

ユビキチン化・プロテアソーム分解をうけるべきタンパク質の分解が不十分になっている可能性がある。そこで、G1
期への移行時に生じるGemininの分解をFucciのh2-3蛍光タンパクの輝度によりモニターした。細胞株のロットによ

る蛍光輝度差の影響を排除するため単一の Huh7-Fucci-2N 細胞株を用いて検討したところ、G1 期細胞内において、
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倍数性が高い細胞ほどh2-3 蛍光タンパクの輝度が高かった（図 1f）。このことは、多倍体細胞ではM 期からG1 期へ

の移行時にGemininの分解が不十分となっている可能性があることを示唆していた。 

図1．倍数性の違いに伴う細胞周期の進行とユビキチン化タンパク分解の変化 
a） Huh7-Fucci細胞の顕微鏡像と模式図（スケールバー：100μm）。 
b） Huh7-Fucci-2N細胞とHuh7-Fucci-4N細胞のフローサイトメトリーの代表的

ヒストグラム図。G1期細胞のDNA量について示す。 
c） 2倍体、多倍体Huh7細胞のギムザ染色像（スケールバー：10μm）。 
d） Huh7-Fucci-2N細胞とHuh7-Fucci-4N細胞の細胞周期の時間。* p＜0.05、 

** p＜0.01（t test） 
e） Huh7-Fucci-2N細胞とHuh7-Fucci-4N細胞のM期における蛍光輝度の推移。 
f） Huh7-Fucci-2N細胞のDNA量とh2-3蛍光との相関。 

 
22．．多多倍倍体体ががんん細細胞胞のの治治療療標標的的ととししててののUUBBEE22CCのの有有効効性性のの評評価価  

UBE2Cの高発現が多倍体肝がんで特異的に認められることから、UBE2Cが多倍体がんの治療標的となりうるのか

について検討した。Huh7-Fucci-2N 細胞株にさらに、UBE2C または UBE2C の dominant-negative 変異体［5］を 
ドキシサイクリン依存性に発現誘導する遺伝子改変を導入した。樹立した細胞は定常状態において、G1 期細胞のうち

約 10％が多倍体化していた（図 2）。この細胞にドキシサイクリンを処理し UBE2C を高発現させたところ、G1 期細

胞の倍数性に有意な変化を認めなかった（図 2）。次に、UBE2C が結合する APC/C の活性を阻害する UBE2C の

dominant-negative 変異体をドキシサイクリン依存性に発現誘導した。UBE2C、あるいは APC/C の阻害により多倍

体細胞割合が減少することを期待していたが、残念ながら本実験においてもG1期細胞の倍数性に有意な変化を認めな

かった（図2）。  
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図2．UBE2Cの発現・機能変化に伴う倍数性変化 

ドキシサイクリン依存性にUBE2Cもしくはそのdominant negative変異体を発現する

Huh7-Fucci細胞のフローサイトメトリー解析。G1期細胞の倍数性の構成を示す。 
n.s.：not significant。 

 
考考  察察  

 
本研究により、多倍体細胞の細胞周期ではM 期は延長する一方、G1 期・S 期は短縮し、特にM 期タンパク質のユ

ビキチン化・分解遅延が生じている可能性があることが示唆された。しかし、多倍体細胞で高発現し、M期タンパク質

のユビキチン化に重要な役割を果たす UBE2C を高発現、あるいは dominant negative 変異体により阻害することに

よっては、多倍体細胞割合を減少させることはできなかった。ユビキチン化・タンパク分解経路に着目した、多倍体癌

細胞特異的な治療標的のさらなる探索が必要である。 
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