
72 トピックス 〔ビタミン 97巻

　
はじめに

　私たちの身体は日常的に酸化ストレスに晒されてお
り，生体内において発生する活性酸素種（ROS）による
酸化反応と抗酸化酵素や抗酸化成分による還元反応，
これらのバランスが常に保たれている．しかし，何ら
かの異常により生体内の酸化力が抗酸化力を上回った
状態が続くと，身体に様々な異常をきたし，疾病に至
ると考えられている．近年では，生体膜を構成するリ
ン脂質の酸化物として知られている酸化リン脂質
（PLOOH）の生成と還元のバランスが崩れることによっ
て，フェロトーシスという脂質酸化特異的な細胞死が
誘導されることが示され，多くの注目を集めている．そ
の防御機構に関する研究も進み，フェロトーシスでは
抗酸化酵素のグルタチオンペルオキシダーゼ 4（GPX4）
が重要であり，GPX4は細胞内で生じた PLOOHを還元
することにより細胞をフェロトーシスから保護している
と考えられている．ここではまず，フェロトーシスの発
見経緯について概説し，次いで我々がこれまで検討し
てきたヒト肝癌細胞 HepG2におけるホスファチジルコ
リンヒドロペルオキシド（PCOOH；主要な PLOOH）の
フェロトーシス誘導機構や PCOOHの還元機構を他の
研究者の知見も交えて述べる．さらに，トピックスとし
て GPX4 KO HepG2で見いだされつつある GPX4非依
存的な PCOOH還元反応について紹介し，この経路の
重要性を考察していきたい．
　
フェロトーシスとは

　フェロトーシスとは，2012年に Stockwellらの研究グ
ループにより提案された鉄分子が関与する非アポトーシ
ス性の制御された細胞死であり 1），RAS変異腫瘍細胞に
対して選択的に細胞死を引き起こす化合物（RSL；Ras-
Selective Lethal）を探索する過程で発見された 2）–4）．その
形態学的性質はアポトーシスやネクローシスとは大きく
異なり，アポトーシスでみられる核の変化や，ネクロー
シスでみられる細胞膜の崩壊などはみられず，ミトコン

ドリアの膜密度の増加，およびミトコンドリアクリステ
の減少や消失などがフェロトーシスの特徴として現れる．
　上述の探索で見いだされた化合物が，GPX4の基質
となるグルタチオン（GSH）を枯渇させるエラスチン 1），
そして GPX4の活性を阻害する RSL-3である 5）．こう
した探索に次いで，培養細胞（例 : マウス胚性線維芽細
胞（Pfa1）やヒト線維肉腫由来 HT-1080）において GPX4
をノックアウト（KO）すると確かにフェロトーシスが誘
導されることが示され 6）–9），また，GPX4 KOマウスは
胎生致死であることも報告された 10）．これらのことか
ら，GPX4はフェロトーシスの保護因子として重要な働
きを担っていると考えられるようになった．GPX4はリ
ン脂質の酸化物（PLOOH）をリン脂質ヒドロキシド
（PLOH）に還元する抗酸化酵素であることから，GPX4
の標的である PLOOHがフェロトーシスの誘導物質と言
われるようになった．さらに，冒頭で述べたようにフェ
ロトーシスは鉄依存性の性質が示されていることから，
細胞内二価遊離鉄（Labile iron pool）を介したフェントン
反応（ROSであるラジカルを生じる）によりリン脂質が
ラジカル酸化され，生じた PLOOHにより細胞死が誘導
されると考えられており，このメカニズムが現在のフェ
ロトーシスにおける最有力説となっている．この説を支
持するように，Labile iron poolを制御する鉄代謝系の酵
素（フェリチン（Ftn）やトランスフェリン受容体 1
（TRF1），ヘムオキシゲナーゼ 1（HO-1）など）が，フェ
ロトーシスの制御因子として相次いで報告された．ま
た，フェロスタチン-1（Fer-1）や -トコフェロール
（ -Toc），コエンザイム Q10（CoQ10），メナキノン 4（MK4）
などのラジカルスカベンジャーによるフェロトーシスの
抑制効果も数多く報告されている 8）9）11）–13）．
　以上をまとめると，細胞が正常な状態では PLOOH
の生成と還元のバランスは保たれ，細胞内で生じた
PLOOHは GPX4によって速やかに除去されると考え
られるものの，病的な状態（例：鉄代謝異常による
Labile iron poolの増加，また，エラスチンや RSL-3に
よる GPX4活性の低下）では PLOOHが細胞に異常に
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蓄積してフェロトーシスが誘導されると考えられる
（図 1）．パーキンソン病やアルツハイマー病などの神
経変性疾患，虚血性再灌流による臓器障害において鉄
代謝異常による鉄の異常蓄積が観察されることから，
これらの疾患へのフェロトーシスの関与が大きな注目
を集めている．また，癌細胞はフェロトーシス感受性
が高いと言われており，その理由のひとつとして癌細
胞の鉄の取り込み能が正常細胞よりも高いことが示唆
されている．このように，フェロトーシスの病理学的
意義は非常に興味深く，その制御は様々な疾病の治療
や予防に繋がるとして期待されている．
　 
HepG2におけるPCOOH誘導フェロトーシス，
防御機構としてのPCOOHの還元反応

　これまで述べてきたように，フェロトーシスは鉄依

存的な細胞死であることから，鉄を介したフェントン
反応によるリン脂質のラジカル酸化が PLOOHの形成
経路と推測されている（図 1）．加えて我々の身体では
ミトコンドリア電子伝達系など様々な生体反応によっ
てもラジカルが生じて PLOOHが形成され，さらには
炎症などで生じる一重項酸素による酸化，リポキシゲ
ナーゼなどによる酵素酸化によっても PLOOHは形成
され得る．実は，これら 3つの酸化経路（ラジカル酸化，
一重項酸素酸化，酵素酸化）によって生じる PLOOH
の構造は，経路に応じて幾分異なる．例えば，リノー
ル酸（18：2）を有するリン脂質がフェントン反応などの
要因でラジカル酸化されると，9-もしくは 13-ヒドロ
ペルオキシオクタデカジエン酸（HpODE）を有する
PLOOH（図 2Aは PCOOHの場合）が生じる．リポキシ
ゲナーゼなどによる酵素酸化も同様であるが，炎症な

図 1　フェロトーシスのメカニズムと新たな制御機構の可能性
PL, phospholipid; PC, phosphatidylcholine; PE, phosphatidylethanolamine; PLOOH, phospholipid hydroperoxide; PCOOH, 
phosphatidylcholine hydroperoxide; PEOOH, phosphatidylethanolamine hydroperoxide; PLOH, phospholipid hydroxide; Ftn, 
ferritin; TFR1, transferrin receptor 1; HO-1, heme oxygenase-1; ･OH, hydroxyl radical; DFO, deferoxamine; SystemXc

－, cystine/
glutamate antiporter; GSH, glutathione; GS-SG, oxidized glutathione; GPX4, glutathione peroxidase 4; BSO, L-buthionine-
(S,R)-sulfoximine; RSL-3, (1S,3R)-RAS-Selective Lethal 3; -Toc, -tocopherol; CoQ10, coenzyme Q10; MK4, menaquinone 4; 
FSP1, ferroptosis suppressor protein 1; Fer-1, ferrostatin-1; GPX1, glutathione peroxidase1; GST, glutathione-S-transferase; Trx, 
thioredoxin; Prx, peroxiredoxin.
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どで生じる一重項酸素による酸化では，9, 10, 12-もし
くは 13-HpODEを持つ PLOOHが生成する．我々は，
こうした構造の違いを正確に捉えられる分析法（LC-
MS/MS）を独自に構築してきており 14）–16），構造の違い
（言い換えれば酸化経路の違い）が，フェロトーシスの

誘導性にどのように関わるのかに非常に興味を持った．
　そこで我々は，細胞膜の主要なリン脂質であるホスファ
チジルコリン（16：0/18：2）を適宜酸化させ，4種類の異性
体から成る PCOOH mixture（9-HpODE-PC, 10-HpODE-PC, 
12-HpODE-PCと 13-HpODE-PCを 1：1：1：1で含有）を作製

図 2　PCの酸化機構と PCOOHの化学構造（A），および PCOOH mixture（B）のMRMクロマトグラム
調製した PCOOH mixture 2 pmol（B）をインジェクションし，LC-MS/MS 多重反応モニタリング（MRM）分析した．MRM条件
は，PCOOHのプリカーサーイオンに m/z 812［M＋Na］＋，ヒドロペルオキシドの位置に応じてフラグメントイオンに m/z 388, 
683, 684もしくは 724を選択し，イオン化条件を最適化した．9-HpODE PC, 1-palmitoyl-2-（9-hydroperoxyoctadecadienoyl）- 
sn-glycero-3-phosphatidylcholine; 10-HpODE PC, 1-palmitoyl-2-（10-hydroperoxyoctadecadienoyl）-sn-glycero-3-
phosphatidylcholine; 12-HpODE PC, 1-palmitoyl-2-（12-hydroperoxyoctadecadienoyl）-sn-glycero-3-phosphatidylcholine; 
13-HpODE PC, 1-palmitoyl-2-（13-hydroperoxyoctadecadienoyl）-sn-glycero-3-phosphatidylcholine.
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した（図 2B）．この PCOOH mixtureを HepG2へ処理し，
それぞれの酸化機構で生じる 4種類の異性体のフェロ
トーシスへの影響を明らかにしようとした．
　PCOOH mixtureを HepG2へ処理すると細胞死が誘
導され，PCOOH mixtureとともに GSH合成阻害剤で
あるブチオニンスルフォキシミン（BSO）や GPX4阻害
剤の RSL-3を加えると，HepG2の細胞生存率はさらに
大きく減少することが観察された．反対に Fer-1や

-Toc，鉄キレート剤のデフェロキサミン（DFO）を処
理すると，細胞死は顕著に抑制された．これらの結果
から，PCOOH mixture は，図 1のメカニズムで確かに
鉄依存的な細胞死であるフェロトーシスを誘導すると
考えられる．当初のフェロトーシス研究では，PCOOH
ではなく，ホスファチジルエタノールアミンの酸化物
（PEOOH）が専らフェロトーシスを誘導すると言われ
ていたが 6）7），我々の HepG2の実験結果や，他の研究
者の最近の報告から考えても 17），フェロトーシスの誘
導性にリン脂質の種類はあまり関係ないと思われる．
　PCOOH mixtureで観察された挙動は，PCOOH mixture
の代わりに，13-HpODE-PCを単独で HepG2へ処理した
場合も同様であった 18）（図 3A, B）．現在，他の PCOOH
異性体を用いて検討を進めているが，おそらく 4種類
の異性体のフェロトーシス誘導能に大差はないのでは
ないかと予想している．すなわち，現在の学説では，

フェントン反応などによるリン脂質のラジカル酸化で
生じる PLOOHがフェロトーシスを誘導すると考えら
れているが（図 1），炎症などで生じる一重項酸素やリ
ポキシゲナーゼなどによる酸化酵素，これらによって
生じる PLOOHもフェロトーシスを誘導すると我々は
予想している．
　さらに，PCOOH mixtureを処理した HepG2の PCOOH
や PCOH を LC-MS/MS で調べたところ，何れの
PCOOH異性体も同程度に細胞に取り込まれ，それら
の還元物である PCOHが細胞中に多量に存在すること
が分かった 18）19）（図 4A）．故に，HepG2に取り込まれ
た PCOOHの全てを GPX4が還元できるわけではなく，
処理しきれなかった PCOOHがフェロトーシスを誘導
しているのであろう．防御的観点から考察すると，
PCOOH異性体の種類を問わずに何れの異性体も還元
されたため（図 4A），ラジカル酸化に加え，炎症によ
る一重項酸素や，リポキシゲナーゼなどの酸化酵素に
よっても誘導されるであろうフェロトーシスをも，
GPX4は防御できるのではないかと我々は予期してい
る．
　 
GPX4 KO HepG2 の作製，GPX4 非依存的な
PCOOHの還元反応の可能性

　上述の我々の仮説を検証するため，我々は極最近，

図 3　 生存試験による 13-HpODE PC誘導細胞死に対するフェロトーシス誘導剤の BSO（A）や RSL-3（B），および
フェロトーシス阻害剤の評価

HepG2にフェロトーシス誘導剤の BSO（A）もしくは RSL-3（B）を処理してインキュベートし，13-HpODE PCも
しくは 13-HpODE PCと各種阻害剤（Fer-1, -Toc, DFO）を処理して，インキュベートした．生存率はWST-8試
験により測定した（n＝6, Mean±SD）．13-HpODE PC, 1-palmitoyl-2-（13-hydroperoxyoctadecadienoyl）-sn-glycero-3-
phosphatidylcholine; BSO, L-buthionine-（S,R）-sulfoximine; RSL3, （1S,3R）-RAS-Selective Lethal 3; Fer-1, ferrostatin-1; 

-Toc, -tocopherol; DFO, deferoxamine.
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CRISPR-Cas9を用いて GPX4 ノックアウト（KO）HepG2
を作製した 19）．過去に報告されている GPX4 KO（例：
ヒト線維肉腫由来 HT-1080を用いた GPX4 KO）と同様
に，我々が作製した GPX4 KO HepG2も通常条件で培
養すると顕著なフェロトーシスが誘導され，細胞生存
率が大きく低下した．そこで， -Tocを含有させた培
地を用いることで，GPX4 KO HepG2を安定培養でき
るようにした．
　実際の試験では，安定培養した GPX4 KO HepG2を
予め -Tocを除いた通常の培地で暫く培養し，次いで
PCOOH mixtureを処理して，LC-MS/MS分析に供した．

GPX4 KO HepG2では，PCOOHの還元能の欠如により，
細胞内に多くの PCOOHが蓄積しているのであろうと
予想していたが，意外なことに，GPX4 KO HepG2の
PCOOHは，野生型（WT）の HepG2の場合と同様に，
僅かであることが判明した 19）（図 4B）．したがって，
GPX4以外にも PCOOHの還元酵素が存在し，細胞内
で PCOOHが高まらないように高度に制御されている
と推察される．GPX4以外の還元酵素としては，GPX1
などのGPX familyやグルタチオン-S-トランスフェラー
ゼ（GST)，チオレドキシン（Trx)，ペルオキシレドキシ
ン（Prx）が予想される．今後はこうした還元酵素（抗酸

図 4　WT HepG2（A），GPX4 KO HepG2（B）のMRMクロマトグラム
PCOOH未処理および処理したWT HepG2（C）もしくは GPX4 KO HepG2（D）の抽出物をインジェクションし，
LC-MS/MS 多重反応モニタリング（MRM）分析した．9-HpODE PC, 1-palmitoyl-2-（9-hydroperoxyoctadecadienoyl）
-sn-glycero-3-phosphatidylcholine; 10-HpODE PC, 1-palmitoyl-2-（10-hydroperoxyoctadecadienoyl）-sn-glycero-3-
phosphatidylcholine; 12-HpODE PC, 1-palmitoyl-2-（12-hydroperoxyoctadecadienoyl）-sn-glycero-3-phosphatidylcholine; 
13-HpODE PC, 1-palmitoyl-2-（13-hydroperoxyoctadecadienoyl）-sn-glycero-3-phosphatidylcholine.
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化酵素）がフェロトーシス研究の新たな潮流になるか
もしれない．
　
おわりに（還元酵素を介さない防御経路の可能性）

　本稿においてフェロトーシスの防御に関しては，
GPX4（および他の新たな還元酵素）による PLOOHの
還元を中心に論じた．他方，こうした PLOOHの還元
を介さない新たなフェロトーシスの防御経路として，
ユビキノン還元酵素である FSP1（Ferroptosis suppressor 
protein 1）を介した経路が近年報告され話題を集めてい
る．すなわち，PLOOHによるフェロトーシスでは，
PLOOHの形成に関わるラジカルや，PLOOHの分解に
よって生じるラジカルが介在するが 11）20）（図 1），こう
したラジカルの消去には CoQ10やMK4， -Tocが有効
で（消去過程で CoQ10やMK4， -Tocは酸化型へ変換
される），FSP1は NADPH依存的にこれら酸化型から
の再生を担い，フェロトーシスを強力に防ぐという説
である 8）9）13）．このさらなる証明には，ラジカルの同
定が必須と考え，我々の GPX4 KO HepG2を通常条件
で培養し，顕著にフェロトーシスが誘導される条件下
で細胞内のラジカルの検出を試みたところ，細胞内に
残存する PLOOHが分解して生じたと思われる幾つか
の脂質ラジカルを検出できつつある．なぜ GPX4の
KOにより，こうした脂質ラジカルが蓄積するのかが
興味深く，GPX4には図 1に示した未知の働きがある
のかもしれない ．今後はこれらの仮説を検証していき
たい．本稿で述べてきたように，フェロトーシス研究
は，PLOOHやGPX4に依存的もしくは非依存的な経路，
という具合に，止まることなく急速かつ一気に広がっ
ているように感じられ，フェロトーシスの病理学的意
義を踏まえると，決して我々のような脂質酸化やビタ
ミンの研究者のみに止まることなく，医・薬・農の幅
広い研究者をも魅了する大きな研究トピックスとなっ
ていくように思う．

Key words : ferroptosis, glutathione peroxidase 4, 
phosphatidylcholine hydroperoxide, phospholipid 
hydroperoxide, oxidative stress
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