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緒  論 

 近代病理学の基礎を築いた Virchow は，当時の最新技術であった細胞組織学の手技を用いて，

すべての病気は細胞の異常に起因する，という細胞病理学を確立した．1) Virchow は，組織学的

所見から，細胞の病変を①炎症性病変，②新生性病変 (腫瘍)，③発育錯誤性病変 (奇形)，④変性

性病変 (老化など)，に分類した．多くの疾患の原因が細胞の異常によるという概念は，現在の医学

の基礎となっている．近代生命科学において，分子レベルの考察が発達し，細胞の病変は，“一つ

の細胞が生存し続け，ある時期に細胞分裂を起こし，同じ形質の細胞を複製していくためには，核酸

とタンパク質が必要であることはいうまでもなく，核酸とタンパク質の合成や代謝機構に重大な欠陥

が生じると，単に病変にとどまらず，細胞は死に至ると考えられた．つまり，細胞の病気は，個々の

細胞の生存維持に必須な機能の異常であるというよりは，むしろ生存維持に必須ではないが，緊急

時の対応に必要な細胞の調節機能の異常や，個々の細胞の，生存維持とは別の細胞認識の異常

である．”と解釈されるようになった． 

 現代では，ヒトゲノムをはじめ，各種生物のゲノム配列が明らかになり，バイオインフォマティクス

技術により塩基配列から遺伝子の探索，さらに遺伝子からタンパク質の生産およびその機能解析と，

生命科学研究が飛躍的に発展している．一方で，生体内のタンパク質や脂質の多くが糖鎖修飾され

ていることが見いだされており，糖鎖によりそれらの分子機能が制御されていることが明らかになっ

ている．また，糖鎖遺伝子ノックアウトマウスの研究からは，胎生期または出産直後に致死に至る遺

伝子も報告されており，2) 糖鎖が生命維持自体に重要な役割を担うことも示されている．したがって，

生体内におけるタンパク質などの機能性分子の性状を解析するためには，糖鎖機能を含めた機能

解明が不可欠となっている．糖鎖が細胞同士の認識，接着，分化・増殖および老化など様々な生命

現象にどのように関与しているかを解明する“グライコミクス”という概念は 1960 年代から示されて

いた．がんや炎症性疾患の患者の血清中に，シアル酸を含む糖タンパク質が増加することは，1950 

年代から報告されていたが，細胞のがん化に対応して糖鎖に異常が認められることが明確に示され

たのは，1960 年代の後半である．3) 最初に糖脂質，次いで糖タンパク質に関して，細胞のがん化

に伴い糖鎖異常が普遍的に起こることが見いだされた．1980 年代になって，がん細胞には反応す

るが，正常細胞との反応性の少ない単クローン抗体の調製法が確立された．その多くが糖鎖に反応

するものであることが明らかとなり，腫瘍マーカーとしての糖鎖抗原がクローズアップされた．4) 

1990 年代に入り，がん細胞の表面糖鎖が単なる腫瘍マーカーではなく，実際にがんの転移，浸潤

に深い関わりをもつことが明らかになってきた．現在では，がん細胞特異的糖鎖に反応する抗体や

タンパク質分子が，がんの診断や予後診断に利用されるとともに，治療への応用も期待されている． 

 糖鎖を認識する分子の中でも，動植物から微生物まで普遍的に存在しているレクチンは，細胞生

物界における糖鎖情報の理解に大きく貢献してきた．レクチンの最初の発見は，1888 年にヒマ 

(Ricinus communis) 種子由来のタンパク質に赤血球を凝集させる作用のあることが見いだされた
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Table 1.  Protein sequence identity between SBL and various RNase A superfamily. 

ことである．5) 当初，レクチンの検索は，主に植物を材料として行われた．植物レクチンへの関心は，

その糖特異性に着目した糖鎖の検出および同定の道具としての利用価値に集中し，レクチン自体の

役割にはあまり関心が向けられず，1960 年代初めまでは限られた研究者にしか注目されていなか

った．ところが，1960 年 Nowell らが，インゲンマメ (Phaseolus vulgaris) レクチンがリンパ球膜

表面の複合糖質に結合し，リンパ球の分裂を引き起こすマイトジェン活性のあることを発見した．6) 

さらに，Aub らが，コムギ胚芽 (Triticum vulgaris) レクチンに悪性腫瘍細胞表面の糖鎖に結合し，

凝集させる活性のあることを報告すると，7) レクチン研究は一気に脚光を浴びるようになった．1980 

年に Goldstein らにより，レクチンは，“2 価以上の結合価をもち，赤血球などを凝集し，多糖類や

複合糖質を沈降させ，結合特異性が単糖やオリゴ糖による凝集阻害反応により規定される，免疫学

的産物以外の糖結合タンパク質である”と定義された．8) 1982 年，Ashwell らは，ガラクトースを末

端にもつアシアロ糖タンパク質と特異的に結合するタンパク質を肝細胞表面に見いだし，糖特異的

なエンドサイトーシス受容体であることを明らかにした．9) このことが本格的な動物レクチンに関する

研究の端緒であるといえる．現在まで，受精，発生，免疫，ウィルス感染などは，いずれも糖鎖とそ

れを認識するタンパク質であるレクチンとの特異的な相互作用に起因することが明らかにされている．

このように，糖鎖の機能を理解しようとする試みに利用されてきたレクチンは，近年の生命科学の進

歩において，生体における情報分子として位置づけられる糖鎖の受け手として注目されている．ポス

トゲノム時代に入った今日では，レクチンアレイを用いた新規腫瘍マーカーの探索など，グライコー

ム解析と呼ばれる最先端の技術に応用されている．10, 11) 

 当研究室では，レクチンの糖鎖生物学に関する研究を行ってきた．ウシガエル (Rana 

catesbeiana) 卵由来のレクチンは，種々のがん細胞を凝集し，その凝集がシアロ糖タンパク質や

ガングリオシドで阻害されることから，新規のシアル酸結合性レクチン (sialic acid-binding 

lectin ; SBL) として Kawauchi らにより発見された．12-14) SBL の凝集活性は，がん細胞に対し

ては認められるが，赤血球や他の正常細胞では認められない，興味深いものであった．さらにその

凝集阻害実験の結果から，その凝集作用は，シアル酸単独では阻害されないが，ムチンなどのシア

ル酸を含む糖タンパク質で強く阻害され，それをシアリダーゼ処理したアシアロ体では阻害が減弱す

ること，あるいは細胞自体をシアリダーゼ処理することによりその凝集が減弱することから，SBL に

よるがん細胞の凝集は，細胞表面のシアル酸を含む複合糖質への結合に起因するものと考えられ

ている．その後，SBL は，アミノ酸残基数 111 のシングルポリペプチド鎖から成る塩基性タンパク質

であることが明らかになり，15) またアミノ酸配列分析の結果から，種々のリボヌクレアーゼ A ファミ

リーメンバーと，相同性を有することが明らかになった (Table 1)．16, 17) 
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Fig. 1.  Amino acid sequence alignment of various RNase A superfamily members. 

 リボヌクレアーゼは，その配列を基に，リボヌクレアーゼ A, T1, T2, H, L, あるいは P ファミリー

のサブグループとそれ以外のものに分類される．18-21) リボヌクレアーゼ A ファミリーメンバーの特

徴としては，分子量が 14 kDa 程度と比較的小さく，ピリミジン塩基を特異的に認識し切断する活性

を有し，最適 pH は 7-8 であることなどが知られている．21) またその構造中には，触媒活性を担う 

3 つのアミノ酸残基 (1 つのリシンと 2 つのヒスチジン) と，3 から 4 つのジスルフィド結合がよく保

存されている．22) このメンバーに属すタンパク質は，そのアミノ酸配列を相互に比べた際，100% に

近い相同性を示すものもあれば 20% 程度しか示さないものもあり，多様性に富むが，その三次構

造においては，N 末端の α- へリックス構造や，β- バレル構造の位置など，立体的な相似性が高い．

SBL は，そのアミノ酸配列中に触媒活性を担う 3 つのアミノ酸残基が保存されていること (Fig．1)，

および 4 つのジスルフィド結合をもつことが明らかにされており，またその三次構造も他のリボヌク

レアーゼ A ファミリーメンバーに酷似している (Fig. 2)．また，実際の酵素活性に関しても，ピリミジ 

 

 

 

 

 

ン塩基特異的なリボヌクレアーゼ活性をもつことが示され，23) SBL がリボヌクレアーゼ A ファミリー

に属すことが明らかになっている．16) これらのことから，SBL は，レクチン活性，リボヌクレアーゼ活

      

ONC 

PDB : 1bsr

RNase A 

PDB : 7rsa 

SBL  

PDB : 1bc4 

Fig. 2  3-dimensional structures of RNase A superfamily members.  

 Asterisks indicate conserved amino acids for RNase act ivi ty.  
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性を合わせもつ多機能性タンパク質であり，酵素活性をもつレクチンという意味でレクザイム 

(leczyme ; lectin+enzyme) と呼ばれている．24, 25) 

 リボヌクレアーゼは，RNA の代謝のみならず，老化や生体防御機構など様々な生物学的機能をも

つが，特筆すべきことの一つに，抗腫瘍活性がある．抗腫瘍活性をもつことが報告されているリボヌ

クレアーゼの代表として，真菌 (Aspergillus giganteus) 由来の α-sarcin，細菌 (Bacillus 

intermedius) 由来の binase，植物 [オタネニンジン (Panax ginseng)] 由来の ginseng RNase 

1， 両生類 [ヒョウガエル (Rana pipience)] 由来の onconase などが挙げられるが，20) これらリ

ボヌクレアーゼによる抗腫瘍活性は，がん細胞に選択性があることや，その活性が RNA を標的と

するという新しい機序によることから，リボヌクレアーゼが新領域の抗がん剤になり得ると期待され

ている．近年では，新規の天然リボヌクレアーゼの探索の他，遺伝子工学技術を用いたリボヌクレア

ーゼ変異体作成など，リボヌクレアーゼの抗腫瘍活性に関する研究が盛んに行われている．26) 

 SBL は，上述のようにレクチン活性およびリボヌクレアーゼ活性をもつことが示されており，さらに

その抗腫瘍活性についても検討され， in vitro で マウス白血病細胞 P388 細胞や L1210 細胞の

増殖を， in vivo で S-180，Ehrlich および Mep Ⅱ 腹水がん細胞の増殖を抑制することが報告さ

れてる．17, 27) またこの作用は，SBL の「細胞表面のシアル酸を含む糖鎖を認識して結合する」レク

チン活性と「細胞の生存に必要な RNA を分解する」リボヌクレアーゼ活性が協働することにより発

揮されると考えられている．25) SBL は従来の DNA 複製を標的とする抗がん剤とは異なる，“RNA” 

を標的とした新しい抗がん剤としての応用が期待される．一方で，その抗腫瘍作用機序の解明が重

要な課題となっている．本研究では，SBL の臨床応用を目標に，SBL の抗腫瘍作用機構の解明を

試みた．第一章では，数種のヒト白血病細胞株に対する SBL の有効性およびその作用機序解析に

ついて，第二章では SBL 誘導アポトーシスにおける小胞体ストレスの関与について，第三章では，

悪性中皮腫細胞に対する SBL の有効性と，SBL および Tumor necrosis factor-related 

apoptosis inducing ligand (TRAIL)  における相乗的抗腫瘍効果について，第四章では，SBL 

誘導アポトーシスに影響を及ぼすことが見いだされた Hsp70 について，それぞれ詳述する． 
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本  論 

 

第一章 

 

SBL は Jurkat 細胞に対しミトコンドリア障害を起因とする 

カスパーゼ依存性アポトーシスを誘導する 

 

第一節 序 

 

 従来，抗がん剤の主な標的は DNA の複製であった．抗がん剤の起源は，第二次世界大戦中に

兵器として使用されたナイトロジェンマスタード (アルキル化剤) と言われ，28, 29) それ以降，数々の

抗がん剤が開発されてきた．20 世紀以降に使用されてきた抗がん剤は主に，アルキル化剤，白金

製剤，代謝拮抗剤，トポイソメラーゼ阻害剤，微小管重合阻害に分類することができるが，これらは

全て，DNA 複製に作用する薬剤である．これら抗がん剤の開発により，がん治療は格段に進歩した

が，その低い選択性による副作用や耐性の発現などは，化学療法における大きな課題として残った．

21 世紀に入ると，フィラデルフィア染色体陽性白血病を標的とする imatinib に代表される分子標

的薬や，30) B 細胞にのみ発現する cluster of differentiation (CD) 20 を標的とする抗ヒト抗体で

ある rituximab などの抗体製剤が開発された．31) それら分子標的薬などの開発に見られるように，

現代の抗がん剤開発研究においては，正常細胞に対する毒性を最小限にとどめ，がん細胞の薬剤

耐性を克服できるような，生物学的メカニズムを基にしたより選択的な薬剤の開発が期待されている．

32) 

 リボヌクレアーゼは RNA の加水分解を触媒する酵素の総称である．リボヌクレアーゼは様々な生

物学的役割をもち，RNA の代謝の他，老化や，病原体に対する防御機構，植物の自家受精を防ぐ

自家不和合性などにも関連している．19, 21) いくつかのリボヌクレアーゼ種ではさらに，血管新生活

性や神経障害性，抗腫瘍活性，免疫抑制活性なども報告されている．33) ウシ膵臓由来のリボヌクレ

アーゼ，リボヌクレアーゼ A (EC 3.1.27.5) 34) は，抗腫瘍活性をもつ可能性が報告された最初の

リボヌクレアーゼであり，その活性は in vitro，35-37) in vivo 38-41) 両方で報告された．リボヌクレア

ーゼ A による抗腫瘍作用の観察には多量の酵素が必要であったが，近年ではより活性の強い数種

のリボヌクレアーゼが報告されている．リボヌクレアーゼにより誘導される細胞毒性のメカニズムは 

i) リボヌクレアーゼの細胞表面への結合と細胞内への取り込み， i i) 細胞質への移行， i i i) 細胞内リ

ボヌクレアーゼ阻害タンパク質 [ribonuclease inhibitor (RI)] からの回避，および iv) 細胞内 

RNA の分解，の 4 ステップからなると考えられている．各ステップにおける効率は，リボヌクレアー

ゼの細胞毒性に大きな影響を与えることが知られている．24, 42) 新規抗がん剤として期待されてい
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るリボヌクレアーゼの一種に，onconase (ONC) がある．ONC は細胞毒性および細胞増殖抑制活

性をもつこと，43) tumor necrosis factor (TNF) や ビンクリスチンなどの種々の抗がん剤と相乗作

用を示すことなどが報告され，35, 44), 現在，悪性中皮腫や非小細胞性肺がんに対する臨床試験が

進行中である．45) ONC は a) ヒト RI に対する親和性が低く，高い毒性を示す点，b) 多種類のが

んに対して有効性をもつ点，c) 副作用に関し，限定的で可逆的な腎毒性があるものの，重篤な副作

用がみられないなど，臨床応用における利点が報告されている．20) これら ONC の抗がん剤として

の有用性を示す臨床研究や，binase など抗腫瘍作用が認めらる他のリボヌクレアーゼの研究によ

り，46) 新規リボヌクレアーゼの探索やリボヌクレアーゼ変異体を用いた新規薬剤の開発研究が現在

活発に行われている． 

 当研究室では，ウシガエル (Rana catesbeiana) 卵より単離したシアル酸結合性レクチン (SBL) 

に関する研究を行ってきた．レクチン活性およびリボヌクレアーゼ活性を併せもつ SBL は，マウスあ

るいはマウス由来細胞を用いた in vivo および in vitro の実験から抗腫瘍作用をもつことも認めら

れている．17, 27) SBL は ONC に対し 50 % 程度の相同性をもち，ONC と同様にヒト RI に対する

親和性が低いことも明らかになっている．16) しかしながら，ONC にはレクチン活性が報告されてい

ないことなど，47) SBL と ONC の機能には，違いがある可能性がある．Liao らにより単離された 

RC リボヌクレアーゼは SBL と同一分子であるが，48, 49) RC リボヌクレアーゼが ONC に比べ，よ

り悪性細胞に選択的に細胞死誘導効果を示すという興味深い報告もなされている．50) 一方で，

SBL の抗腫瘍作用には未だ不明な点が多く，またヒト白血病細胞に対する有効性の検討は不十分

である．そこで，本章では，数種のヒト白血病細胞をに対する SBL の抗腫瘍作用を検討し，その作

用機序の解析を行った 

 

 

第二節 実験材料および実験方法 

 

１．材料 

 SBL は，既報 14) に従って分離精製したものを，12 mM リン酸緩衝生理食塩水 pH 7.4 

[phosphate buffered saline (PBS)] に溶解し (終濃度 200 µM) ，実験に使用した．Etoposide 

(ETO) および doxorubicin (DOX) は Sigma-Aldrich 社より購入した． TRAIL は R&D 

Systems 社より購入し，カスパーゼ阻害剤 (z-VAD，z-IETD，z-LEHD) は Medical & 

Biological Laboratories (MBL) 社より購入した．各種抗体は以下のものを使用した．抗 β-actin 

(Sigma-Aldrich 社製)，抗カスパーゼ -9 (MBL 社製)，抗カスパーゼ -8，抗カスパーゼ -3 および

抗 Bid  (Cell Signaling Technology 社製)，抗シトクロム c，抗 ERK1/2 (pT202/pY204)，抗 

ERK1，抗 JNK/SAPK (pT183/pY185)，抗 JNK/SAPK，抗 p38 (pT180/pY182) および抗 p38 
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(Becton-Dickinson 社製) 抗体，Horseradish peroxidase (HRP) 標識抗マウス IgG (Zymed 

社製) および HRP 標識抗ラビット IgG (Cedarlane 社製) 抗体． 

 

2．細胞培養 

 ヒト急性Ｔ細胞性白血病 Jurkat 細胞，ヒト慢性骨髄性白血病 K562 細胞， Adriamycin (ADR) 

耐性 P 糖タンパク質過剰発現 K562 細胞 (K562/ADR)，バーキットリンパ腫 Raji 細胞，および前

骨髄球性白血病 U937 細胞は，東北大学医学研究所医用細胞資源センターより供与されたものを

用いた．これらの細胞は，10 % 非働化ウシ胎児血清 (BioWest 社製)，streptomycin (100 

µg/mL)， penicil lin G (100 unit/mL) を含む RPMI 1640 培地 (日水製薬社製) を用い， 37 ºC， 

飽湿，5 % CO2 条件下で培養した． 

 

3．Total RNA の抽出 

 SBL で処理した細胞を Trizol (Invitrogen 社製) (300 µL) 中でホモジナイズし，5 分間室温で

放置した．その後，クロロホルム (60 µL) を加え，15 秒間振とうし，2 分間放置後，12000 rpm で 

15 分間遠心分離した．上清に，イソプロピルアルコール (150 µL) を加え，10 分間放置後，12000 

rpm で 10 分間遠心分離した．上清を捨て，ゲル状の沈殿に 75 % エタノール (150 µL) を加え，

12000 rpm で 10 分間遠心分離した後，上清を捨て，風乾したものを H2O (40 µL) で溶解した．

得られた RNA (1 µg) を，18 % ホルムアルデヒドを含む 2 % アガロースゲルにより電気泳動し，

エチジウムブロミド (EtBr) で染色後，UV 照射して泳動像を観察した． 

 

4．WST-8 アッセイおよびトリパンブルー色素排除試験 

 細胞増殖抑制効果の測定は，cell counting kit-8 (CCK-8，同仁化学社製) を用い，インストラ

クションマニュアルに従い行った．細胞は 2x104 cells/well になるよう 96 穴プレートに播種した．

Jurkat 細胞は SBL を 0.01~10 µM，ETO を 1~200 µM，DOX を 0.1～50 µM になるように，

K562，K562/ADR，Raji および U937 細胞は，SBL を 0.0001~10 µM， ETO を 0.005~800 

µM， DOX を 0.0001~50 µM になるよう培養液中に加え，72 時間培養した (濃度はすべて終濃

度で示した)．培養後，CCK-8 溶液を各ウェルに 10 µL 加え，4 時間反応させた後，マイクロプレー

トリーダーで 450 nm および 600 nm の吸光度を測定した．IC50 (細胞増殖を 50% 抑制する濃

度) は GraphPad Prism 3.0 software を用いて算出した． 

 細胞毒性はトリパンブルー色素排除試験により測定した．細胞は 2x104 cells/well になるよう 96 

穴プレートに播種した．SBL 処理後，0.25 % トリパンブルー溶液を添加し，染色された細胞を死細

胞として計測し，細胞の生存率とした． 
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5．核の形態観察 

 SBL で処理した細胞を回収後，PBS で洗浄し，4 % パラホルムアルデヒドで 15 分間固定処理し

た．その後 PBS で洗浄し，Hoechst 33258 (Wako 社製) を終濃度 50 µM になるように加えて核

を染色した後，Prolong gold antifade reagent (Molecular Probes 社製) を用いてスライドガラ

スにマウントし，Zeiss Axioscope 2 蛍光顕微鏡 (Carl Zeiss 社製) で確認した． 

 

6．DNA 断片化の観察 

 SBL で処理した細胞を，cell lysis buffer [50 mM Tris-HCl (pH 6.8)，10 mM EDTA，0.5 

w/v % sodium-N-lauroylsarcosinate] に懸濁し，リボヌクレアーゼ A (10 mg/mL) を加えて 50 

ºC，30 分間，さらに proteinase K (10 mg/mL) を加えて 50 ºC， 60 分間処理した．得られた 

DNA を 1.8 % アガロースゲルを用いて電気泳動した． 

 

7．アネキシン V の結合とヨウ化プロピジウム (PI) の取り込みの測定 

 アネキシン V の結合と PI の取り込みの測定は MEBCYTO apoptosis kit (MBL 社製) を用い

た．細胞を回収後 PBS で洗浄し，binding buffer に懸濁後，fluorescein isothiocyanate 

(FITC) - アネキシン V および PI を加えて 15 分間反応させ，FACScalibur (Becton Dickinson 

社製) を用いて測定した． 

 

8．カスパーゼ活性の測定およびカスパーゼ阻害剤の処理 

 カスパーゼの活性測定には colorimetric protease assay kit (MBL 社製) を用いた．細胞を回

収後，cell lysis buffer に懸濁し，氷上で 10 分間反応させた．その後， 12,400 rpm で 1 分間遠

心分離し，上清を試料とした．試料のタンパク質量を，DC protein assay kit (Bio-Rad 社製) によ

り測定し，試料溶液 50 µL (1 µg/µL) を調製し，使用直前に調整した 2 x reaction buffer (10 

mM DTT を含む) を等量添加後，基質 [カスパーゼ -3，-8 および -9 に対しそれぞれ DEVD-para 

nitoroanilide (pNA)，IETD-pNA および LEHD-pNA] を 5 µL (終濃度 200 µM) 加え，37 ºC で 

2 時間反応後，波長 405 nm による吸光度を測定した． 

 カスパーゼの阻害は benzyloxycarbonyl (z)-VAD-fluoromethylketone (fmk) (全 カスパーゼ 

阻害剤)，z-IETD-fmk (カスパーゼ-8 阻害剤) および z-LEHD-fmk (カスパーゼ-9 阻害剤) を用

いて行った．各カスパーゼ阻害剤 (50 µM) は，種々のアポトーシス誘導剤処理 30 分前に培地中

に添加した． 
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9．ウェスタンブロッティング 

 細胞を extraction buffer [150 mM NaCl，1% Triton X-100，10 mM Tris-HCl (pH 7.5)，5 

mM EDTA (pH 8.0)，1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)，1 tablet/10 ml 

protease inhibitor cocktaill (Roche 社製)] に溶解して全細胞溶解液を得た．オルガネラ (ミトコ

ンドリア) 画分 あるいは細胞質画分は ProteoExtract subcellular proteome extraction kit 

(Merck 社製) を用い，インストラクションマニュアルに従い調製した．それぞれのタンパク質量は，

DC protein assay kit (Bio-Rad 社製) により測定した．タンパク質試料は SDS-PAGE 後，

polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜 (GE Healthcare 社製) に転写し，転写した膜を 5 % スキ

ムミルクにより室温で 1 時間処理した．その後，その膜を TBST [20 mM Tris-HCl (pH 7.6)，137 

mM NaCl，0.05% Tween-20]で洗浄し，1 次抗体 (各標的タンパク質に対する抗体) と反応させ，

さらに膜を洗浄後，2 次抗体 (各 1 次抗体に対する HRP 標識抗体) と反応させた．各抗体との反

応は，それぞれ室温で 2 時間または 4 ºC で 16 時間行った．膜上の対象タンパク質は ECL 

Western blotting detection reagents and analysis system (Amersham 社製) を用いて検出

した． 

 

10．ミトコンドリア膜電位 (MMP) 低下の検出 

 MMP 低下は，5，50，6，60-tetrachloro-1，10，3，30-tetraethyl-

benzamidazolocarbocyanin iodide (JC-1，AnaSpec 社製) を用いて検出した．培養細胞に，

200 µM JC-1 を，終濃度 2 µM になるよう添加し，37 °C，15 分間反応させた．細胞を回収し，

PBS で洗浄後，PBS 懸濁液とし，FACScalibur (Becton-Dickinson 社製) を用いて，MMP 低下

に伴う JC-1 の蛍光変化を検出した． 

 

11．統計学的処理 

 実験結果は，平均値と標準偏差で示した．有意差検定は two-tailed Student’s t-検定， もしくは

分散分析 (ANOVA) 後の Bonferroni 検定により行い，危険率 5 % を有意差ありと判定した． 
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第三節 結果  

 

1．SBL は多剤耐性細胞を含む数種のヒト白血病細胞株に対し細胞増殖抑制作用を示す 

 ヒト白血病細胞に対する SBL の細胞増殖抑制効果を明らかにするため，WST アッセイにより 

SBL 処理細胞の生存率を測定し，種々の細胞に対する SBL の IC50 値を算出した．その結果， 

SBL は用いたすべての細胞に対し細胞増殖抑制作用を示し，その IC50 値は Jurkat 細胞におい

て最も低い値 (0.15 µM) が得られた (Table 1)．臨床で用いられる DNA 傷害型薬剤である ETO 

や DOX では P 糖タンパク質過剰発現細胞に対する細胞毒性が認められなかったが，SBL は多

剤耐性の有無に関係なく低い IC50 値 (0.36 µM) を示した ． 

 

2．SBL は細胞内 RNA を分解し，Jurkat 細胞に対し細胞毒性を発揮する 

 SBL は，ピリミジン塩基特異的なリボヌクレアーゼ活性をもつことが報告されている．16, 23) そこで，

SBL が細胞内で実際に RNA を分解するか否か検討するため，SBL 処理細胞から RNA を抽出し，

アガロースゲル電気泳動により細胞内 RNA の分解を観察した．その結果，SBL (2 µM) 処理 3 時

間より RNA の分解が観察され，時間依存的に増加した (Fig．1A)． 次に，SBL の Jurkat 細胞に

対する細胞毒性をトリパンブルー色素排除試験により測定したところ，濃度 2 µM において SBL 処

理 24 時間以降から，また 48 時間処理において 0.2 µM 以上で，それぞれ時間，濃度依存的な細

胞毒性が認められた (Fig．1B，C)．また， SBL (2 µM) 処理により，24 時間後から顕著な細胞増

殖抑制効果が認められた (Fig. 1D)． 

Cel l  name Characterist ics 
IC5 0 (µM) 

SBL ETO DOX 

Jurkat T-cell leukemia 0.15 ± 0.07 2.09 ± 0.78 1.10 ± 0.71 

K562 erythroleukemia 1.39 ± 0.92 13.23 ± 3.86 3.51 ± 1.84 

K562/ADM P-glycoprotein-overexpressing K562 cells 0.36 ± 0.18 N/A N/A 

U937 promyelocytic leukemia 0.81 ± 0.24 0.46 ± 0.09 0.34 ± 0.27 

Raj i  Burkitt's lymphoma 0.88 ± 0.54 0.49 ± 0.04 0.28 ± 0.19 

Table 1.  Inhibitory effect of SBL, ETO and DOX on the viabili ty of human leukemia cell l ines 

Cells were treated wi th SBL, ETO or DOX for 72 h. IC5 0 is defined as the concentrat ion which resulted 

in a 50% decrease in cel l  v iabi l i ty. Each value indicates the mean ± S.D. of three di f ferent 

experiments performed in t r ipl icate.  
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Fig. 1. SBL degrades cellular RNA and inhibits cell proliferation of Jurkat cells. 

 

(A) Cel ls were treated with SBL (2 μM) for indicated t ime and RNA was extracted. Then, 

electrophoresis was performed on 1.5% agarose gel.  C, control.  Degraded RNAs were seen under 

18S rRNA. (B) Cel ls were treated with (doted column) or wi thout (f i l led column) SBL (2 μM) for 

indicated t ime. Cel l  v iabi l i ty was evaluated by trypan blue dye exclusion assay. (C) Cel ls were 

treated with SBL at various concentrat ions for 48 h. Cel l  v iabi l i ty was evaluated by the method 

described above. C, control .  (D) Cel ls were treated wi th (dotted l ine) or wi thout (sol id l ine) SBL (2 

μM) for indicated t ime and total cel l  number were counted. Each value represents the mean ± SD 

of three independent experiments. *p<0.05 and **p<0.01 vs. control .  
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3．SBL は Jurkat 細胞にアポトーシスを誘導する 

 SBL による細胞毒性に関与するメカニズムを明らかにするため，まず初めに，細胞核の形態学的

変化を，Hoechst 33258 染色により観察した．その結果，典型的なアポトーシス様変化である核の

凝縮および断片化が SBL (2 µM) 処理 Jurkat 細胞で観察された (Fig. 2A)．また同様に，特徴的

なアポトーシスの生化学的変化として知られる，細胞膜外層側へ移行した phosphatidylserine 

(PS) に対する アネキシン V の結合が，SBL 処理 (2 µM) 3 時間後から (Fig，2B)，カスパーゼ-

9, -8 および -3 の活性化が SBL 処理 3-6 時間後から観察された (Fig，2C)．さらにゲノム DNA 

の断片化が濃度依存的に観察されたことから (Fig，2D)，SBL の Jurkat 細胞に対する細胞毒性

は，アポトーシスに起因することが明らかになった． 
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Fig. 2.  SBL induces apoptosis in Jurkat cells.

 

(A) Morphological changes of nuclei in SBL-treated Jurkat cel ls.   Cel ls were treated with SBL (2 µM) for 

48 h, and stained with Hoechst 33258.  Nuclei were observed using f luorescent microscope.  SBL-

untreated ( lef t  panel) and -treated (r ight panel) cel ls .   Arrows indicate apoptot ic nuclei.  Magni f icat ion; 

40 x (scale: 10 µm).  (B) Time-dependent changes of FITC-annexin V binding and PI incorporat ion in 

SBL-treated Jurkat cel ls.   Cel ls were treated with SBL (2 µM) for indicated t ime. Then, analysis of 

annexinV-bound versus PI incorporated cel ls was performed by FACScal ibur.  In lower panel, the 

percentage of cel ls with annexin V posit ive was represented.  Each value represents the mean ±  S.D. of  

three independent experiments.  * ,  p  < 0.05 versus untreated cel ls.  (C) caspase act ivi ty of  SBL-treated 

Jurkat cel ls.   Cel ls were treated wi th SBL (2 µM) for indicated t ime.  Then, the act ivi ty of  each caspase 

was measured using f luorometr ic assay ki t .   (D) DNA fragmentat ion in SBL-treated Jurkat cel ls.   Cel ls 

were treated wi th SBL at indicated concentrat ions for 48 h,  and DNA was prepared from the cel ls.  DNA 

fragmentat ion was analyzed by agarose gel electrophoresis, and stained with ethidium bromide. 
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4．SBL 誘導アポトーシスは カスパーゼ の活性化に依存し，カスパーゼ-9 の活性化はカスパー  

ゼ -8 よりも強く誘導される 

 SBL により誘導されるカスパーゼ活性化の詳細を明らかにするため，カスパーゼ阻害剤を用いた

実験を行った．全てのカスパーゼに対する阻害剤である z-VAD-fmk (50 µM) 前処理により，SBL 

誘導細胞死は顕著に抑制され (Fig．3A)，また DNA 断片化も完全に抑制された (Fig． 3B)．次に，

カスパーゼ -8，-9 および -3 それぞれの特異的阻害剤存在下 (50 µM) での，抑制パターンをウェ

スタンブロッティングにより観察した (Fig． 4B)．その結果，z-LEHD-fmk (カスパーゼ -9 阻害剤) 

前処理により，カスパーゼ-8 の活性化は顕著に阻害された．一方で，z-IETD-fmk (カスパーゼ -8 

阻害剤) 前処理ではカスパーゼ -9 の活性化は阻害されず，またカスパーゼ -9 の活性化は z-

VAD-fmk もしくは z-LEHD-fmk 前処理においても影響を受けなかった．z-DEVD-fmk (カスパー

ゼ -3 阻害剤) はカスパーゼ -8，-9 どちらの活性化にも影響を与えなかった．これらのことから，

SBL は，Jurkat 細胞に対してカスパーゼ依存的なアポトーシスを誘導し，その際，カスパーゼ活性

化カスケードの上流でカスパーゼ -9 の活性化が引き起こされることが明らかになった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3.  SBL-induced apoptosis is dependent on  caspases.  

 

(A) Effect  of  z-VAD-fmk on SBL-induced cel l  death. Cel ls were treated with (str iped column) or wi thout 

(dotted column) z-VAD-fmk (50 µM) for 30 min, and subsequently treated with SBL (2 µM) for indicated 

t ime.  Cel l  v iabi l i ty was evaluated by trypan blue dye exclusion assay. Control  (black column).  Bars, 

mean ± S.D. ***,  p  < 0.001. (B) Effect  of  z-VAD on DNA fragmentat ion in SBL-treated cel ls.  Cel ls were 

treated with or wi thout z-VAD-fmk (50 µM) for 30 min, and subsequently treated with SBL (2 µM) for 

indicated t ime. Then, DNA was prepared from the cel ls.  DNA fragmentat ion was analyzed by agarose 

gel electrophoresis, and stained with ethidium bromide. 
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5．SBL は p38 および JNK の活性化を誘導する 

 ある種の化学療法剤や細胞毒性を示す物質は，mitogen-activated protein kinases (MAPKs) 

の活性を引き起こすことが報告されている．51) SBL 処理細胞において，extracellular signal-

regulated kinase (ERK), c-jun N-terminal kinase (JNK)/stress-activated protein kinase 

および p38 が活性化されるか否か，それぞれの活性化体であるリン酸化体の検出をウェスタンブロ

ッティングにより行った (Fig．5)．その結果，p38 の持続的な活性化が SBL (2 µM) 処理 1 時間

後か検出された．さらに JNK の活性化も SBL 処理 1 時間後から検出され，6~9 時間後に最大と

なった．一方，この条件下において ERK の活性化は認められなかった．これらのことから，SBL 処

理直後から p38 および JNK が活性化されることによりアポトーシスが誘導されている可能性が示

唆された． 

Fig. 4.  Effects of caspase inhibitors on SBL-induced caspase activation in Jurkat cells.   

 

Cells were treated wi th or without caspase inhibitor (50 µM) for 30 min, and subsequently t reated with 

SBL (2 µM) for 12 h. Then, whole cel l  lysate was separated by SDS-PAGE in 15 % gel,  and subjected 

to Western blot analysis using specif ic ant ibodies. β -act in was probed to demonstrate equal loading. 
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Fig. 5.  SBL induces activation of p38 and JNK but not activation of ERK.  

 

Cells were treated wi th SBL (2 µM) for indicated t ime, and phosphorylat ion status of  p-38, JNK and 

ERK were determined by Western blot analysis.   Expression of total  p38, JNK and ERK was also 

determined to confi rm equal  amount of protein loading in each gel lane. 

 

 

 

6．SBL は カスパーゼ 活性化の上流でミトコンドリア異常を引き起こす 

 カスパーゼ -9 はミトコンドリア経路によるアポトーシスのイニシエーターカスパーゼとして知られて

いる．ここで著者は，ミトコンドリア異常に注目して実験を行った．アポトーシスのプロセスにおいて，

ミトコンドリアでは，MMP の低下が観察される．SBL (2 µM) 処理細胞における MMP を，JC-1 

(MMP 検出蛍光色素) を用いて測定したところ，SBL 処理 12 時間後から時間依存的な MMP 低

下が確認された (Fig．6A)． また同様に，アポトーシス時におけるミトコンドリア異常の指標となる，

シトクロム c のミトコンドリアから細胞質への移行，およびこのシトクロム c の移行に関わる Bid の

切断 (切断された Bid，t-Bid はミトコンドリアに移動する) が，それぞれ SBL 処理 6 時間から観察

され，SBL 処理細胞におけるミトコンドリア異常が確認された．SBL 誘導アポトーシスにおけるミト

コンドリア異常とカスパーゼ活性化の関係を明らかにするため，カスパーゼ 阻害剤存在下における 

SBL 処理細胞の生存率および MMP 低下を観察し，また，TRAIL (デスレセプター経路でアポトー

シスを誘導する) 処理細胞および ETO (ミトコンドリア経路でアポトーシスを誘導する) 処理細胞と

比較検討した．各アポトーシス誘導剤処理 48 時間後において，z-VAD-fmk (50 µM) 前処理は 

TRAIL (5 ng/mL) による細胞毒性を完全に抑制したが，SBL (2 µM) による細胞毒性は影響を受

けず，ETO (200 µM) においても SBL と同様の傾向が得られた (Fig．7A)．同様に，TRAIL によ

る MMP 低下は z-VAD-fmk 前処理により完全に抑制されたが，SBL または ETO による MMP 

低下は部分的抑制に留まった (Fig．7B)．さらに，TRAIL による MMP 低下では，z-IETD-fmk 

(50 µM) 前処理は z-VAD-fmk と同程度に抑制する傾向が観察されたが，z-LEHD-fmk (50 µM) 

前処理では影響が認められず，SBL または ETO による MMP 低下では，z-IETD-fmk あるいは 

z-LEHD-fmk 前処理は z-VAD-fmk でみられるような阻害は認められなかった (Fig．7C)． 
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Fig. 6.  SBL induces mitochondrial perturbation in Jurkat cells.  

 

(A) Effect  of  SBL on MMP. Cells were treated with or wi thout SBL (2 µM) for indicated t ime.  Then, the 

cel ls were stained with JC-1 (mitochondria select ive dye), and analyzed using FACScalibur.  In lower 

panel,  the percentage of cel ls with reduced MMP [ lower r ight quadrant of each dot plot]  was 

represented.  Each value represents the mean ± S.D. of three independent experiments.   (B) Release 

of cytochrome C from mitochondria to cytosol,  and Bid cleavage in SBL-treated cel ls.  Cel ls were 

treated with SBL (2 µM) for indicated t ime.  Then, organel le and cytosol f ract ions were separated by 

SDS-PAGE in 15 % gel,  and subjected to Western blot analysis using 抗cytochrome C antibody and 抗

Bid antibody.   
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Fig. 7.  Mitochondrial perturbation occurs in advance of caspase activation.   

 

(A) Effect of z-VAD on viabi l i ty of SBL-,  TRAIL- or ETO-treated cel ls.   Cel l  v iabi l i ty was evaluated by 

trypan blue dye exclusion assay.  Cel ls were treated with or without z-VAD-fmk (50 µM) for 30 min, and 

subsequently treated with SBL (2 µM), TRAIL (5 ng/mL) and ETO (200 µM) for 48 h.  (B) Effect  of  z-

VAD-fmk on SBL-, TRAIL-, or ETO-induced loss of  MMP.  MMP were measured in the same method as 

described in Fig. 6. In the lower panel,  the percentage of cel ls wi th reduced MMP was represented.  

Each value represents the mean ± S.D. of three independent experiments.   (C) Effect of  z-IETD-fmk or 

z-LEHD-fmk on loss of SBL-induced mitochondrial membrane potential .   Cel ls were treated with or 

wi thout each caspase inhibi tor (50 µM) for 30 min, and subsequently treated with SBL (2 µM), TRAIL (5 

ng/mL) and ETO (200 µM), for 48 h. Then, MMP was measured in the same method as described 

above. 
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第四節 考察 

 

 SBL は 前述の通り，赤血球や他の正常細胞は凝集しないが，種々のがん細胞を凝集する．14) さ

らに種々のがん細胞に対し細胞毒性を示すが，正常ヒト肺線維芽細胞 WI-38 や 正常ヒト中皮由来

細胞 Met-5A には細胞毒性を示さず (データ未発表)，また正常ヒト皮膚線維芽細胞 HFW，正常マ

ウス胚線維芽細胞 NIH-3T3/3，52) 正常ヒト新生児包皮由来細胞 HS-68，49) 正常ハムスター腎由

来細胞 BHK-2153) などの正常細胞でも細胞毒性が認められないことが報告されている．SBL によ

る凝集活性および細胞毒性は，細胞をシアリダーゼ処理することにより阻害されることから，SBL の

がん細胞選択性にはがん細胞表面のシアル酸が寄与していると考えられている．27) 本研究では，

臨床で用いられる ETO や DOX は多剤耐性細胞に細胞毒性を示さない一方で，SBL が多剤耐性

を含む種々のヒト白血病細胞に対して細胞毒性を示すことを明らかにした (Table 1)．がん細胞の

薬剤に対する耐性は，異なる構造をもつ複数の薬剤に対しても起こることがあり，その現象は多剤

耐性と呼ばれ，がん治療における問題点となっている．多剤耐性の対象になり得る抗がん剤の多く

は疎水性，あるいは両親媒性の天然化合物で，タキサン (paclitaxel や docetaxel)，ビンカアルカ

ロイド  (vinorel bine， vincristine や vinblastine)，アントラサイクリン (DOX， daunorubicin や 

epirubicin)，エピポドフィロトキシン (ETO や teniposide) など多種におよび，54-58) 主な原因は P 

糖タンパク質のような ATP-binding cassette (ABC) transporter の過剰発現であると考えられて

いる．58) 細胞毒性を示すリボヌクレアーゼの一種である PE5 (核移行シグナルを付加されたヒト膵

臓リボヌクレアーゼの変異体) は，乳がん由来多剤耐性細胞 [ADR 耐性 MCF-7 (MCF-7/ADR)] 

の P 糖タンパク質の発現を減少させることが報告されている．59) 本研究においては，SBL 処理多

剤耐性細胞における P 糖タンパク質の発現等に関する詳細は明らかになっていないものの，SBL 

は P 糖タンパク質過剰発現 K562 細胞に対し，その親細胞株である K562 細胞よりも低い IC50 

値で細胞増殖抑制効果を示し，P 糖タンパク質の発現量にかかわらず抗腫瘍効果を示すことが示

唆された．これらのことから，SBL が現在頻用されている DNA 傷害型抗がん剤に代わる新しい治

療薬になりうる可能性があると考えられる． 

 アポトーシスは，分化，免疫，また化学療法剤により誘導される細胞死など，様々な生物現象で重

要な役割を担うプロセスである．60) がん治療においては，アポトーシスの誘導が効率的な治療の要

因と考えられている．古くから，アポトーシスのシグナルは，デスレセプター経路もしくはミトコンドリア

経路で誘導されることが知られており，どちらの経路においても最終的にはエフェクターカスパーゼ

として知られるカスパーゼ -3 が活性化されることでアポトーシスプロセスが完遂される．61) アポトー

シスの実行期において観察される，クロマチンの凝集，核の断片化，ヌクレオソーム単位でのゲノム

DNA の断片化などは典型的なアポトーシス様変化としてよく知られている．本研究において著者は，

SBL 処理された Jurkat ではアポトーシスに典型的な形態学的および生化学的変化が観察される
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ことを示した (Fig，2)．また，SBL による DNA 断片化は z-VAD-fmk 前処理により完全に抑制さ

れ，カスパーゼ依存性のアポトーシスが進行することが明らかとなった． 

 いくつかの抗がん剤や RNA 毒性 (ribotoxic stress) を引き起こす天然毒素は， MAPK の活性

化を誘導することが報告されている．51, 62) Ribotoxic stress に関し，He らは，deoxynivalenol 

(DON)， anisomycin，satratoxin G (SG) や ricin などの ribotoxin がマウスマクロファージ細

胞 RAW 264 細胞において p38， JNKs および ERK を活性化することを発見した．63) また， jnk1 

および jnk2 をノックアウトした mouse embryo fibroblast (MEF) 細胞を用いた実験では，ONC 

の細胞毒性が減弱され，JNK が ONC の細胞毒性に重要であることが報告されている．64) さらに 

Fang らは，ニガウリ由来の細胞毒性を示すリボヌクレアーゼ MC2 が，MCF-7 細胞においては 

p38，JNK および ERK を，21) Hep G2 細胞においては ERK と JNK を活性化し，それを起因と

するアポトーシスを誘導することを明らかにしている．65) 一般に p38 および JNK の活性化はアポ

トーシス促進的に，51, 66) ERK の活性化は抗アポトーシス的に，また刺激や細胞の種類によっては

アポトーシス促進的に作用することが広く受け入れられているものの，67, 68) 細胞毒性を示すリボヌ

クレアーゼと MAPK との関連においてはいくつかの複雑な機構が報告されている．Costro らは，

前述の PE5 は MCF-7/ADR に対して JNK の不活性化を介したアポトーシスを誘導し，一方でこ

の細胞における ONC 誘導アポトーシスでは JNK の活性化状態に変化が認められないことを発見

している．69) 本研究において著者は，SBL が ERK のリン酸化は誘導しないものの，p38 および 

JNK を活性化することを明らかにした．この p38 および JNK の活性化は SBL 処理 1 時間後か

ら観察され，ミトコンドリア異常が認められる時間帯よりも早く観察された．著者は p38 阻害剤 

(SP600125) および JNK 阻害剤 (SB203580) による SBL の細胞死誘導効果に対する影響を検

討したが，これら阻害剤は SBL による細胞毒性に影響を示さなかった (データ未発表)．これらの現

象の理由としてはいくつか考えられ，SBL の細胞表面への結合あるいは細胞内への取り込み自体

が MAPK の活性化の原因になり，SBL による細胞毒性に MAPK の活性化は関与しない場合，ま

たは MAPK の活性化を阻害することによって細胞死を誘導する代替経路が誘導される場合などが

考えられる．SBL 誘導アポトーシスにおける p38 および JNK 活性化の意義は今後の検討課題で

ある． 

 Wolf と Green らは，エフェクターカスパーゼであるカスパーゼ -3 は，イニシエーターカスパーゼ

であるカスパーゼ -8 を切断し，活性化することを明らかにしている．70) カスパーゼ -8 の活性化は 

Bid の特異的な分解を引き起こし，truncated Bid (tBid) を生成する．tBid は細胞質からミトコンド

リアへと移動し，抗アポトーシス性の Bcl-2 ファミリータンパク質と相互作用することでミトコンドリア

から シトクロム c の放出を引き起こす．71-75) さらにはシトクロム c の放出が caspse-9 の活性化

を誘導することになり，結局，カスパーゼ -8 の活性化が シトクロム c の持続的な放出とそれに続く 

カスパーゼ-9，カスパーゼ-3 の活性化によりアポトーシスシグナルの増強を誘導するという結果を
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生む．76) アポトーシスにおけるカスパーゼカスケードの活性化が一度誘導されると，そのシグナル

増強により，カスパーゼ -8，-9 および -3 それぞれが活性化されることになる．一方，実験系の検

出感度によっては，各イベントが起こる時系列の正確な把握が困難になる場合があるが，このことは，

アポトーシスのプロセスおいて，ある刺激に対してどのシグナル経路が応答するかを決定する際の

問題点となる．そこで，本研究において著者は，特異的カスパーゼ阻害剤，MMP 低下の検出試薬

を用い，SBL により誘導される MMP の低下に対するカスパーゼ阻害剤の影響を観察し，TRAIL 

および ETO により誘導される MMP 低下に対するそれらの影響と比較検討した．その結果，

TRAIL による MMP 低下は z-VAD-fmk 処理により完全に抑制されたが，SBL による MMP 低下

は ETO と同様，z-VAD-fmk 前処理による影響を受けなかった (Fig. 7A and B)．これらのことは，

SBL による細胞死誘導効果はカスパーゼの活性化に依存したアポトーシスにより起こり，そのシグ

ナル経路においてはミトコンドリア障害がカスパーゼの活性化よりも上流で起きていることを示して

いる． 

 本章では，多機能性タンパク質である SBL が多剤耐性細胞を含む種々のヒト白血病細胞に対し

細胞増殖抑制効果を示すことを明らかにした．SBL 誘導アポトーシスのシグナル解析行ったところ，

カスパーゼの活性化に依存しないミトコンドリア異常が起こることが示された．SBL によるアポトーシ

ス誘導効果において，予想される作用機序を Fig. 8 に示す．SBL は細胞表面に結合後，がん細胞

内に取り込まれ RNA を分解する．その後，ミトコンドリア障害が誘導されるが，このプロセスには 

p38 や JNK の活性化が関与している可能性がある．最終的にアポトーシスシグナルは，カスパー

ゼの活性化により増強され，アポトーシスの実行，細胞死へと導かれると考えられる．本章ではまた

特異的 カスパーゼ 阻害剤，MMP 検出試薬の組合わせによりアポトーシスシグナルの詳細な解析

が可能になることを示した．SBL は，がん細胞に対し，RNA をターゲットとするこれまで知られてい

なかった機序によりアポトーシスを誘導し，また多剤耐性の有無にかかわらず抗腫瘍効果を示すこ

とから，現在頻用される DNA 傷害型薬剤に代わる抗がん剤として期待される． 
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Fig. 8.  Proposed model for apoptotic mechanism induced by SBL in Jurkat cells.  

 

SBL binds to cel l  surface and internal izes into tumor cel ls.  SBL degrades cel lular RNA, and this 

r ibotoxic stress tr iggers mitochondrial  perturbation.  Then, apoptot ic signal is  ampli f ied by caspase 

act ivat ion, and leads cel l  death. Dotted arrow indicates the act ivat ion of caspase-8 induced by 

act ivated caspase-3 reported by  Wolf and Green. 7 0 )  
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第二章 

 

SBL 誘導アポトーシスにおける小胞体ストレスの関与 

 

第一節 序 

 

 化学療法に用いられる抗腫瘍薬の多くは，がん細胞に対しアポトーシスを誘導する．77, 78) アポト

ーシスは生理的な細胞死の形態であり，正常な分化，組織の恒常性あるいは病理的状況下におい

て重要な役割を担っている．79, 80) 第一章で述べたように，アポトーシスを誘導するシグナル経路と

しては，外因性経路 (デスレセプター経路) 81,  82) および 内因性経路 (ミトコンドリア経路) 83,  84) の

二つの経路がよく知られている．しかし，最近になりもう一つの経路，小胞体 [endoplasmic 

reticulum (ER)] ストレス経路が発見され，がん治療における新しい標的として注目を集めるように

なった．85) 

 小胞体は，Ca2+ の貯蔵オルガネラであるとともに，脂質やステロール合成あるいは細胞膜タンパ

ク質や分泌タンパク質の合成・品質管理を担う細胞内小器官である．真核細胞の膜タンパク質や分

泌系タンパク質は，小胞体で生合成された後，膜小胞に包まれてゴルジ体に輸送され，その後，機

能を発現する目的地 (細胞外やオルガネラ) に輸送される．mRNA から翻訳された直後のポリペプ

チドは，機能をもったタンパク質になるために適切な高次構造が形成される必要があり，このプロセ

スは“フォールディング”と呼ばれる．小胞体におけるフォールディングでは，糖鎖付加やジスルフィド

結合の形成といった修飾も行われる．小胞体内で正しくフォールディング・修飾されたタンパク質は，

小胞輸送によってゴルジ体へと輸送され，更なる修飾を受けて成熟タンパク質となる．一方で，ある

頻度で正しくフォールディングされない不良タンパク質ができることがある．このような不良タンパク

質は通常，カルネキシンや immunoglobulin heavy chain binding protein/glucose regulated 

protein 78 (Bip/GRP78) などの小胞体シャペロンによるリフォールディングを受けて正規のルート

に戻されるか，あるいは小胞体関連タンパク質分解機構 [endoplasmic reticulum-associated 

degradation (ERAD)] により分解される．このように，小胞体では，小胞体シャペロンによるフォー

ルディングと ERAD による分解の 2 つの作用により，タンパク質の合成と品質管理が同時になされ

ている．小胞体ストレスは，この 2 つの作用のバランスが破綻した結果，小胞体内腔に不良タンパ

ク質が蓄積した状態であり，小胞体はこのようなストレスに対し，unfolded protein response 

(UPR) と呼ばれる一連の反応や，ERAD 因子の転写誘導を介して対応することが明らかになって

いる．86-88) 

 UPR は， inositol requiring enzyme 1 (IRE1)，activating transcription factor 6 (ATF6)，

PKR- like endoplasmic reticulum kinase (PERK) という 3 種のタンパク質を起点としている．
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これら 3 種のタンパク質は，いずれも小胞体膜に存在する膜貫通タンパク質であり，小胞体内腔で

の不良タンパク質の蓄積を察知するセンサーとして，さらに，小胞体ストレスのシグナルを細胞質側

へ伝達する分子として機能している．89) 一方で，過度の小胞体ストレスにより，UPR や ERAD で

もストレスが回避されない場合，蓄積した不良タンパク質は，小胞体ストレス性アポトーシスの誘導

により，細胞ごと排除される．小胞体ストレス依存性アポトーシスの主なシグナルは，アポトーシス誘

導性転写因子 C/EBP homology protein (CHOP/GADD153) やアポトーシス誘導性 Bcl-2 ファ

ミリータンパク質，小胞体からミトコンドリアへの直接的なカルシウムの流入により伝達されると考え

られている．90, 91) 小胞体ストレスを介したアポトーシスは，アルツハイマー病 92) やパーキンソン 

病，93) 糖尿病 94) などのいくつかの病態や，bortezomib，95) nelfinavir 96) に代表される薬剤性

の細胞死メカニズムに関与することが報告され，小胞体ストレスを標的とするがん治療が新しい戦

略として期待されている．97) 

 第一章において著者は，SBL が多剤耐性細胞を含む数種のヒト白血病細胞に対し抗腫瘍作用を

示し，それがカスパーゼ依存性アポトーシスによるものであることを明らかにした．また，その過程に

おいて，著しいミトコンドリア異常が上流のイベントとして起きることを述べた．しかし，SBL の伝達す

る細胞死誘導シグナルには不明な点も多いため，本章では，SBL 誘導アポトーシスにおける小胞

体ストレスの関与の有無について検討した． 

 

 

 

第二節 実験材料および実験方法 

 

1．材料 

 SBL は，第一章，第二節，第 1 項に述べた方法で調製した．Thapsigargin (TG; Calbiochem 

社製) は，3 mM dimethyl sulfoxide (DMSO) 溶液として使用した．カスパーゼ-4 阻害剤 (z-

LEVD-fmk) および抗カスパーゼ -4 抗体は MBL 社より購入した．抗 Bip/GRP78 抗体は 

Becton‑Dickinson 社より購入した． 

抗カスパーゼ -8，-9 および -3 抗体，ならびに 各種 カスパーゼ-阻害剤 (z-VAD，z-IETD，z-

LEHD) は，第一章，第二節，第 1 項にあるものと同様のものを用いた． 

 

2．細胞培養 

 Jurkat 細胞は，第一章，第二節，第 2 項に述べた方法で培養した． 

 

3．subG1 population の検出 
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 細胞を回収後，PBS で洗浄し，PBS 懸濁液とした．測定用 propidium iodide (PI) 溶液 [0.2 % 

Triton X-100，4 mM EDTA (pH 8.0)， 20 µg/mL リボヌクレアーゼ A, 40 µg/mL PI を含む 

PBS] を等量添加し，すみやかに FACScalibur にて細胞の DNA 含量を測定した．G1 ピークより

も少ない DNA 含量を示す細胞集団を subG1 population とみなした． 

 

4．ウェスタンブロッティング 

 ウェスタンブロッティングは，第一章，第二節，第 9 項に述べた方法で行った． 

 

5．X-box binding protein 1 (XBP-1) splicing の検出 

 Total RNA の抽出は，第一章，第二節，第 3 項に述べた方法で行った． Reverse 

transcription (RT) 反応は ReverTra Ace (Toyobo 社製)を用いて行った．得られた total RNA 

(1 µg) を template として用い，PCR チューブに oligo (dT)12-18 1.0 µL，リボヌクレアーゼ free 

H2O を加え全量を 13.0 µL とし，70 ºC で 10 分間反応した後，1 分間以上氷冷し，5 x RT 

buffer 4.0 µL，10 mM dNTP mix 2.0 µL を加え，42 ºC で 5 分間反応した．次に，ReverTra 

Ace 1.0 µL (100 U) を添加し，42 ºC で 50 分間，さらに 99 ºC で 5 分間反応することにより， 

cDNA を合成した．XBP-1 splicing は Nakamura らの方法に準じて検出した．98) PCR 反応は，

template cDNA 4.0 µL に，酵素反応溶液 [10 µM forward primer (5'-

ACCACAGTCCATGCCATCAC-3')，10 µM reverse primer (5'-

TCCACCACCCTGTTGCTG-3') 各 1.5 µL，10 mM dNTP mix 4.0 µL, 10 x PCR buffer 5.0 

µL, Animal Taq DNA polymerase (ABgene 社製) 0.5 µL (2.5U), H2O 33.5 µL] 46 µL を加

え全量を 50 µL とし，94 ºC で 30 秒間，58 ºC で 30 秒間，72 ºC で 30 秒間を 23 サイクル行い

増幅した．XBP-1 総量の発現上昇を確認するため，一部を 1.5 % アガロースゲル電気泳動後，

EtBr 染色により確認した．また, spliced form の増加を検出するため, 残りの一定量に制限酵素

溶液 [Apa LⅠ1.0 µL (10 U)，10 mg/mL BSA 0.25 µL] を添加し，37  ̊C，90 分間制限酵素処

理を行った．制限酵素反応産物を，2.5 % アガロースゲル電気泳動後，EtBr 染色により確認した． 

 

6．カスパーゼ 阻害剤の処理 

 カスパーゼ 阻害剤の処理は，第一章，第二節，第 8 項に述べた方法で行った．z-LEVD (カスパ

ーゼ-4 阻害剤) は，DNA 断片化の観察においては 2, 10, 30 μM で，他の実験においては 30 

μM で使用した． 

 

7．DNA 断片化の観察 

 DNA 断片化の観察は，第一章，第二節，第 6 項に述べた方法で行った． 
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8．核の形態観察 

 核の形態観察は，第一章，第二節，第 5 項に述べた方法で行った．  

 

9．アネキシン V の結合とヨウ化プロピジウム (PI) の取り込みの測定 

 アネキシン V の結合と PI の取り込みの測定は，第一章，第二節，第 7 項に述べた方法で行った． 

 

10．MMP 低下の検出 

 MMP 低下の検出は，第一章，第二節，第 10 項に述べた方法で行った． 

 

11．統計学的処理 

 統計学的処理は，第一章，第二節，第 11 項に述べた方法で行った． 

 

 

 

 

第三節 結果  

 

1．SBL 処理 Jurkat 細胞において，時間依存的な sub G1 population の増加とカスパーゼの活

性が観察される 

 著者は第一章において，SBL が Jurkat 細胞に対しアポトーシスを誘導することを示した．より詳

細なシグナル経路を明らかにするため，まず初めに SBL 誘導アポトーシスにおけるアポトーシス様

変化の時間経過を観察した．アポトーシス時には，細胞の核およびクロマチン DNA の断片化と，ア

ポトーシス小体と呼ばれる油滴状の断片の出現により，sub G1 population と呼ばれる，DNA 含

量が 2N より少ない細胞集団が観察され，これらはアポトーシスの指標になると理解されている．フ

ローサイトメトリーにより SBL 処理 Jurkat 細胞の DNA 含量を測定したところ，時間依存的な sub 

G1 population の増加が認められ，SBL 処理 (2 µM) 24 時間後では約 22 %，48 時間後では約 

44 % の細胞が sub G1 期に移行していた (Fig．1)．また同時に，小胞体ストレス誘導剤 

(endoplasmic reticular Ca2+ -ATPase 阻害剤) である TG 処理においても，時間依存的な sub 

G1 population の増加が認められ，sub G1 期に移行した細胞の割合は TG 処理 (3 µM) 24 時

間後では約 18 %，48 時間後では約 26 % であった．さらに，SBL 処理 Jurkat 細胞におけるカス

パーゼ -8，-9，-3 の活性化をウェスタンブロッティングにより検討したところ，カスパーゼ -8 は 

SBL 処理 3 時間後から，カスパーゼ -9 は 1 時間後からそれぞれに顕著な活性型フラグメントの
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Fig. 1. SBL induces time-dependent increment in subG1 population. 

 

Jurkat cel ls were treated wi th SBL (2 μM) and TG (3 μM) for indicated t imes. The cel ls 

were washed once with PBS, centr i fuged and stained wi th PI.  Then, DNA content was measured 

using FACSCalibur. M1 range represents subG1 populat ion (A),  

and the percentage is indicated in the l ine graph (B).  Closed ci rcle,  open square and closed 

square represent control,  SBL-treated and TG-treated cel ls, respectively.  

増加が観察された．カスパーゼ -3 の活性化による プロカスパーゼ -3 の減少は，SBL 処理 24 時

間後から観察された (Fig．2)． 
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Fig. 2. SBL induces time-dependent caspase activation. 

 

Jurkat cel ls were treated wi th SBL (2 μM) for indicated t ime. Whole cel l  lysates were col lected, 

and act ivat ion of caspase-8, -9 and -3 was detected by western blot analysis. β -act in was used as 

loading control.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2．SBL は小胞体ストレスシグナルを誘導する 

 SBL 処理により，Jurkat 細胞に小胞体ストレスおよび小胞体ストレス性アポトーシスが誘導され

るか否かを調べるため，小胞体ストレスの指標となる UPR のターゲット，Bip/GRP78 および カス

パーゼ -4 の活性化をウェスタンブロッティングにより観察し，また XBP-1 mRNA の発現上昇およ

び XBP-1 スプライシング量の増大を RT-PCR 後の制限酵素処理により検出した．その結果，

SBL 処理後 6 時間から 48 時間にかけて Bip/GRP78 の発現上昇が観察され，24 時間から 48 

時間後にかけて，カスパーゼ -4 の活性化を示すプロカスパーゼ -4 の減少が観察された (Fig．

3A)．XBP-1 mRNA は，小胞体ストレス時に IRE1 の リボヌクレアーゼドメインによりスプライシン

グを受ける．この時スプライシングされる 26 ヌクレオチド [nucleotide (nt)] イントロンの領域には 

Apa LⅠ切断サイトが存在するため，PCR で増幅後，Apa LⅠにより unspliced form を切断し，

より小さな断片とすることで spliced form との判別を容易にすることができる (Fig．3B upper)．

Spliced form および unspliced form を合せた XBP-1 の発現量は SBL 処理により増加したが, 

spliced form の発現量は，SBL 処理により変化しなかった (Fig．3B lower)． 
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Fig. 3. Activation of ER stress signaling in SBL-treated Jurkat cells.

 

(A) Expression of  Bip and act ivat ion of caspase-4 in SBL-treated Jurkat cel ls.  Jurkat cel ls were treated with 

SBL (2 μM) or TG (3 μM) for indicated t imes. Whole cel l  lysates were subjected to western blot analysis for 

detect ing Bip/GRP78 and caspase-4. *,  non-specif ic band. (B) Digestion with ApaLI made i t  easier to discern 

the expression of  spl iced and unspl iced form of XBP-1. The scheme for dist inguishing spl iced form from 

unspl iced form of XBP-1 is presented. (C) Expression of XBP-1 in SBL-treated Jurkat cel ls.  Jurkat cel ls were 

treated with SBL (2 μM) or TG (3 μM) for indicated t imes, and RT-PCR was done by use of XBP-1 mRNA. 

The total  expression of XBP-1 was analyzed by 1.5% agarose gel electrophoresis. Products of RT-PCR were 

subsequently digested with ApaLI for 90 min, to detect inact ive or act ive form derived from XBP-1 DNA. 

After digestion, the products were electrophoresed using 2.5% agarose gel and stained with EtBr.  The total 

XBP-1 bands were quanti f ied by densitometry,  and expressed as a rat io of  the intensity of XBP-1 to GAPDH 

(XBP-1/GAPDH). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31 
 

Fig. 4. Participation of ER stress to SBL-induced apoptosis in Jurkat cells.  

 

(A) Effect  of  z-LEVD-fmk on SBL-induced DNA fragmentat ion. Jurkat cel ls were pretreated with 

indicated concentrat ions of z-LEVD-fmk for 30 min, and treated wi th SBL (2 μM) for 24 h. DNA 

was prepared from the cel ls.  DNA fragmentat ion was analyzed by agarose gel electrophoresis, 

and stained with EtBr. (B) Effect  of  z-LEVD-fmk on SBL-induced nuclear f ragmentation. After 

pretreatment of Jurkat cel ls  with z-LEVD-fmk (30 μM) for 30 min, the cel ls were treated wi th or 

wihtout SBL (2 μM) for 48 h. Then, the cel ls were stained with Hoechst 33258, and nuclear 

fragmentation images were taken. (C) Effect of z-LEVD-fmk on SBL-induced apoptosis. The cel ls 

were treated wi th z-LEVD- fmk (30 μM) for 30 min, and with or without SBL (2 μM) for 24 h. Then, 

analysis of Annexin V-bound versus PI- incorporated cel ls was performed by FACScalibur. 

Percentages of cel ls divided into lower r ighthand (LR) and upper r ight-hand (UR) quadrant are 

indicated. 

3．カスパーゼ -4 の活性化は SBL 誘導アポトーシスに関与する 

 SBL が誘導するアポトーシスへの小胞体ストレスの寄与を調べるため，カスパーゼ  -4 阻害剤 (z-

LEVD-fmk) を用い，SBL により誘導されるアポトーシスが抑制されるか否か検討した．その結果，

SBL による DNA の断片化は，z-LEVD-fmk の濃度 10 µM 以上で濃度依存的に抑制され (Fig．

4A)，また 30 µM において核の断片化もほぼ完全に抑制された (Fig．4B)．さらに，アネキシン V-

PI 法によりアポトーシス細胞を検出したところ，SBL 処理により約 54 % の細胞が アネキシン V 

陽性となるのに対し，z-LEVD-fmk (30 µM) を前処理した細胞では約 36 % と，およそ 20 % 減

少した (Fig．4C)．以上の結果から，SBL が誘導するアポトーシスには，小胞体ストレスによるカス

パーゼ -4 の活性化が深く関与していることが示唆された． 
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Fig. 5. Comparison of effects of four caspase inhibitors. 

 

(A) Effect  of  caspase inhibitors on SBL-induced DNA fragmentation. After pretreatment of Jurkat 

cel ls with caspase inhibitors (50 μM for z-VAD-fmk, z-IETD-fmk and z-LEHD-fmk; 30 μM for z-

LEVD-fmk) for 30 min, the cel ls were treated with or wi thout SBL (2 μM) for 24 h. DNA 

fragmentation was analyzed as described in Fig. 4. (B) Effect  of caspase inhibitors on SBL-

induced apoptosis. Pretreatment was performed as described in (A), and then the cel ls were 

treated with SBL as described in (A). Analysis of Annexin V -binding and PI incorporat ion was 

performed as indicated in Fig. 4. Lower panel indicates percentages of cel ls divided into lower 

r ight-hand (LR) and upper r ight-hand (UR) quadrant.  

4．z-LEVD-fmk は，SBL によるカスパーゼ -9 の活性化およびミトコンドリア障害には関与しない 

 前述のように，アポトーシスのシグナル伝達経路としては，デスレセプター経路，ミトコンドリア経路，

そして小胞体ストレス経路が知られている．これら 3 経路のイニシエーターカスパーゼは，それぞれ 

-8，-9 および -4 であるとされている．SBL 処理により，これらのカスパーゼの活性化が認められた 

(Fig．2，3)．そこで，SBL が誘導するアポトーシスに，どの酵素が優先的に寄与しているのかを明

らかにする目的で，それぞれに特異的な阻害剤を用いて，SBL 誘導アポトーシスへの影響を比較し

た．その結果，SBL (2 µM) による DNA の断片化は，z-VAD-fmk (50 µM) の前処理により完全

に抑制されたほか，z-LEVD-fmk (30 µM)，z-LEHD-fmk (50 µM) の前処理によって顕著に抑制

され，ほぼコントロールレベルまで回復した．それに対し，z-IETD-fmk (50 µM) の前処理では，他

の阻害剤に比べると抑制効果は弱く，ほとんど抑制が認められなかった (Fig．5A)．また，アネキシ

ン V-PI 法により各カスパーゼ阻害剤のアポトーシス抑制効果を比較したところ，z-VAD-fmk の前

処理で約 36 %，z-LEVD-fmk 前処理では約 19 %，z-IETD-fmk 前処理では約 9 %， z-LEHD-

fmk 前処理では約 12 % の抑制効果が認められた (Fig．5B)．z-LEVD-fmk および z-LEHD-

fmk による SBL 誘導アポトーシスの阻害が観察されたことから，これら阻害剤の SBL によるカス

パーゼ活性化および Bip/FRP78 の発現上昇に対する影響を検討した．その結果，z-LEVD-fmk 

で前処理した細胞では，カスパーゼ -8 の活性化が抑制されていたのに対し，カスパーゼ -9 の活

性化は，SBL のみを処理した時と同等であった．一方，z-LEHD-fmk で前処理した細胞では，カス

パーゼ -8 と カスパーゼ -4 の活性化が抑制されていた．また，Bip/GRP78 の発現上昇は，z-

LEVD-fmk または，z-LEHD-fmk 前処理によっても抑制されなかった (Fig．6A)．第一章では，

SBL が強いミトコンドリア障害を引き起こすことを明らかにした．ここで，z-LEVD-fmk および z-

LEHD-fmk 前処理により，SBL が誘導する MMP 低下が抑制されるか否かを JC-1 を用いて検討

した．その結果，z-LEVD-fmk，z-LEHD-fmk いずれの処理においても MMP 低下は抑制されなか

った (Fig．6B)． 

 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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Fig. 6. z-LEVD-fmk does not prevent SBL-induced activation of caspase-9 and mitochondrial 

membrane depolarization. 

 

(A) Effect  of  z-LEHD-fmk and z-LEVD-fmk on SBL-induced caspase act ivat ion in Jurkat cel ls.  After 

pretreatment of Jurkat cel ls  with caspase inhibitors (50 μM for z-LEHD-fmk; 30 μM for z-LEVD-fmk) for 

30 min, the cel ls were treated with or without SBL (2 μM) for 48 h. Whole cel l  lysates were subjected to 

western blot analysis using specif ic antibodies. The caspase-4 bands in the immunoblot were quanti f ied 

by densitometry and expressed as a rat io of the intensity of caspase-4 to β-act in (caspase-4/act in).  (B) 

Effect  of z-LEHD-fmk and z-LEVD-fmk on SBL-induced mitochondrial damage. After pretreatment of 

Jurkat cel ls wi th caspase inhibitors (50 μM for z-LEHD-fmk; 30 μM for z-LEVD-fmk) for 30 min, the cel ls 

were treated wi th SBL (2 μM) for 24 h. Then, cel ls were stained wi th JC-1 dye (2 μM) and mitochondrial 

membrane potential  was determined by FACSCalibur. The percentage of cel ls having intact 

mitochondrial membrane potential  is  indicated in the lower pannel.  
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第四節 考察 

 

 本章では，SBL 誘導アポトーシスへの小胞体ストレスの関与について検討した．小胞体ストレスは，

タンパク質の新規合成と品質管理機構とのバランスが乱れた結果，小胞体内腔に異常タンパク質が

蓄積した状態であり，細胞は UPR と ERAD により小胞体のフォールディングクリアランスを増大さ

せることで，ストレスを軽減しようとする．ほ乳動物細胞における UPR は，IRE1，ATF6 および 

PERK の 3 種の小胞体膜貫通タンパク質を起点とする．IRE1 はⅠ型膜貫通タンパク質で，2 量体

化およびリン酸化により活性化される．IRE1 の細胞質側ドメインは，リボヌクレアーゼ活性があり，

活性化された IRE1 はそのリボヌクレアーゼ活性により，スプライソソーム非依存的な XBP-1 

mRNA のスプライシングを行う．XBP-1 は転写因子として働き，Bip/ GRP78 などのシャペロンや 

XBP-1，ERAD 因子の転写を誘導することが知られている．99-101) ATF6 はⅡ型の膜貫通タンパク

質で，異常タンパク質の蓄積を察知すると小胞輸送によりゴルジ体に運ばれ，切断を受け活性化さ

れる．切断された N 末端 (細胞質側) フラグメントそのものが転写因子として機能し，IRE1 と同様，

シャペロンや XBP-1 の転写を誘導する．89) PERK は IRE1 と相同性を有するⅠ型膜貫通タンパ

ク質であるが，その細胞質側ドメインにキナーゼ活性を有する．リン酸化により活性化された PERK 

は，このキナーゼ活性により eukaryotic initiation factor 2α (eIF2α) をリン酸化し，全般的な翻

訳抑制により小胞体のフォールディング負荷を減少させる．88) 一方，eIF2α のリン酸化は，転写因

子である ATF4 の翻訳を上昇させることが知られ，ATF4 の転写誘導活性により CHOP や ATF3  

の発現が上昇する．102-105) 

 以上のような UPR 関連因子のうち，小胞体分子シャペロンである Bip/ GRP78 およびシャペロ

ンの転写誘導に関わる XBP-1 を指標に，SBL により UPR が誘導されるか否か検討したところ，

SBL 処理後，時間依存的な Bip/GRP78 の発現上昇が観察された (Fig．3A)．また，XBP-1 の発

現上昇は，SBL 処理後 48 時間で認められたが，活性型である spliced form の増加は認められ

なかった (Fig．3C)． Bip/GRP78 および XBP-1 mRNA の発現上昇が認められたことから，SBL 

は，Jurkat 細胞に対し，小胞体ストレスによる UPR を誘導することが示された．一方で，活性型 

XBP-1 mRNA の発現上昇が認められなかったことから，SBL が誘導する UPR のシグナル伝達

は，IRE1 を介さない可能性が示唆された． 

 SBL 処理により，Jurkat 細胞では，小胞体ストレスに起因する UPR が誘導されることが示され

たので，次に，SBL が Jurkat 細胞に対し小胞体ストレス性アポトーシスを誘導するか否かについ

て検討した．マウスカスパーゼ -12 のヒト相同体である カスパーゼ -4 は，小胞体ストレス性アポト

ーシスのイニシエーターとして知られている．106, 107) カスパーゼ -4 の活性化をウェスタンブロッテ

ィングにより観察したところ，カスパーゼ -4 の活性化を示すプロカスパーゼ -4 の減少が観察され，

Jurkat 細胞において，小胞体ストレス性アポトーシスが誘導されることが示唆された (Fig．3)． 
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 SBL 誘導アポトーシスへの小胞体ストレスの寄与を調べる目的で，カスパーゼ -4 阻害剤である 

z-LEVD-fmk を用い，SBL が誘導するアポトーシスが抑制されるか否か検討した．その結果，SBL 

が誘導する DNA の断片化は, z-LEVD-fmk の前処理により，濃度依存的に抑制が認められ (Fig．

4A)，SBL が誘導するアポトーシスにカスパーゼ -4 の活性化が関与していることが示唆された．ま

た，SBL により誘導される核の断片化は，z-LEVD-fmk 前処理によりほぼ完全に抑制され (Fig．

4B)，さらに，アネキシン V-PI 法により測定したアポトーシス細胞の割合も，z-LEVD-fmk 前処理

によって顕著に減少した．以上の結果から，SBL が誘導するアポトーシスにおいて，小胞体ストレス

に伴うカスパーゼ -4 活性化が重要な役割を果たしていることが示唆された． 

 カスパーゼ -8，-9 および -4 は，先に述べたように，それぞれデスレセプター経路, ミトコンドリア

経路および小胞体ストレス経路によるアポトーシスのイニシエーターカスパーゼであることが知られ

ている．SBL が誘導するアポトーシスが，どの経路により強く依存しているのかを調べるため，3 種

のカスパーゼの阻害剤，z-IETD-fmk，z-LEHD-fmk および z-LEVD-fmk を用いて比較検討を行

った．その結果，z-IETD-fmk 前処理では SBL 誘導アポトーシスに対する影響は弱かったが，z-

LEHD-fmk および z-LEVD-fmk 前処理においてアポトーシスの強い阻害が観察され，SBL が誘

導するアポトーシスにおいて，3 種のイニシエーターカスパーゼのうち，カスパーゼ -4 と カスパー

ゼ -9 の活性化がより強くアポトーシスに関与していることが示された． 

 Cephalodiscus gilchristi 由来の cephalostatin 1 は，Jurkat 細胞に小胞体ストレス性アポト

ーシスを誘導し，活性化されたカスパーゼ -4 はアポプトソーム非依存的にカスパーゼ -9 を活性化

する [apoptotic protease activating factor-1 (Apaf-1) のリクルートやシトクロム c の放出を必

要としない，つまりミトコンドリア障害に依存しない] ことが知られている．107) また，TG や 

tunicamycin などの小胞体ストレス誘導剤によるアポトーシスにおいては，カスパーゼ  -4 はカスパ

ーゼ -9 の上流で活性化されることが知られている．108) SBL 誘導アポトーシスにおいて，カスパー

ゼ -4 および -9 がより深く寄与していることが示されたことから，SBL もこのような経路でアポトー

シスを誘導するのか，あるいは小胞体ストレスとミトコンドリア障害が独立してアポトーシスを誘導す

るのかについて検討した．その結果，z-LEVD-fmk を前処理した細胞では，カスパーゼ -9 の活性

化は SBL 単独処理と同等であった．一方，z-LEHD-fmk を前処理した細胞ではカスパーゼ -4 の

活性化は部分的に抑制されていた (Fig．6A)．このことから，SBL 処理 Jurkat 細胞において，カス

パーゼ -4 は，カスパーゼ -9 の上流で活性化されるのではなく，カスパーゼ -9 の活性化がカスパ

ーゼ -4 の活性化を部分的に促進することが示唆された．第一章において，SBL 処理 Jurkat 細胞

では，カスパーゼ -8 がカスパーゼ -9 の下流で活性化されることを見いだしている．これらのことを

まとめると，SBL による Jurkat 細胞のカスパーゼカスケードは，カスパーゼ -9 をイニシエーターカ

スパーゼとして，カスパーゼ -4 が活性化され，さらにその下流でカスパーゼ-8 が活性化されること

が示唆された．また，カスパーゼ -8 の活性化は，カスパーゼ -9 および -4 の活性化に依存するこ
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とから，カスパーゼ -8 は，イニシエーターカスパーゼとしてではなく，Bid の切断を介したアポトーシ

スシグナルの増強に寄与する可能性が考えられる．一方で，Bip/GRP78 の発現上昇は，z-LEHD-

mk 前処理でも抑制されなかった (Fig．6A)． このことは, 小胞体ストレスの誘導には，ミトコンドリ

ア障害によるカスパーゼ -9 の活性化は関与していないことを示しており，SBL によるミトコンドリア

障害と小胞体ストレスの誘導は，それぞれ独立して起こっていることが示唆された (Fig．7)．そこで

次に，SBL が誘導するミトコンドリア異常と，小胞体ストレスを起因とするカスパーゼ -4 の関係を検

討するため，MMP 低下に対する z-LEVD-fmk の関与について検討した．その結果，SBL で誘導

される MMP 低下は，z-LEVD-fmk 前処理によっても抑制されず (Fig．6B)，SBL 処理によるカス

パーゼ -4 の活性化は，ミトコンドリア異常には寄与しないことが示された．以上のことから，SBL 処

理 Jurkat 細胞では，ミトコンドリア障害と小胞体ストレスの誘導はそれぞれ独立して起こり，カスパ

ーゼ -9 がイニシエーターカスパーゼとして活性化され，活性化されたカスパーゼ -9 が一部 カスパ

ーゼ-4 を活性化することが示唆された (Fig. 7) ．また，SBL と TG を比較した場合，SBL 処理の

方が sub G1 期に移行する細胞が多いにもかかわらず，TG 処理の方が Bip/ GRP78 のような小

胞体ストレス関連因子をより強く誘導する (Fig．1，2) こともまた，SBL が優先的に小胞体ストレス

性アポトーシスを誘導するのではないことを反映していると考えられる． 

 本章において，SBL 誘導アポトーシスのメカニズムを小胞体ストレスおよびカスパーゼの活性化

に焦点をあてて検討した結果，SBL は小胞体ストレス経路およびミトコンドリア経路という二つの経

路を独立に活性化し，アポトーシスを誘導することが示唆された．第一章において著者は，SBL が 

p38 および JNK MAPK を活性化することを示したが，これまでに， MAPK の活性化や Bcl-2 ファ

ミリータンパク質などの他の分子が小胞体ストレスに関与しているという報告もある．109, 110) 今後，

これらの分子と SBL 誘導小胞体ストレスの関係を調べることで，さらなる作用機序の詳細が明らか

になるものと期待される． 
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Fig. 7. Proposed scheme of various apoptotic pathways involved in SBL‑ induced apoptosis 

in Jurkat cells.  

 

SBL internal izes into cel ls,  t ransduces apoptot ic signals both in mitochondria and ER. Caspase-9 

is act ivated in mitochondrial  pathway, and precedes the apoptot ic process. UPR is induced in ER 

stress pathway, and then caspase-4 is act ivated. Activat ion of  

caspase-9 contr ibutes part ial ly to act ivat ion of caspase-4. 
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第三章 

 

SBL は悪性中皮腫細胞にアポトーシスを誘導し 

TRAIL と相乗的な抗腫瘍作用を示す 

 

第一節 序 

 

 悪性中皮腫は，胸膜，腹膜，心膜に由来する，中皮細胞から発生する高浸襲性の悪性腫瘍である．

111) その主な原因は，アスベストへの暴露にあると考えられているが，がん化のメカニズムについて

は不明な点が多い．また，アスベストは，優れた性能と廉価のため，多くの産業，特に，建築資材の

繊維，素材として使用されてきた．アスベストが，世界中で長きにわたり，広範に使用されてきたこと，

さらに，悪性中皮腫が 30 ~ 40 年という長い潜伏期間を経て発症に至ることから，世界の悪性中皮

腫患者は，今後 20 年で急激に増加することが見込まれている．112, 113) 我が国においても例外で

はなく，悪性中皮腫による死者は 1995 年には 500 人であったが，2003 年に約 900 人，2007 

に約 1100 人，2012 では 約 1400 人と着実に増加しており，114) 今後 40 年間で 10 万人にもな

ると見積もられている．115) 悪性中皮腫の臨床上最も懸念される問題は，化学療法, 放射線療法，

手術療法を含む従来の治療法に抵抗性を示し，生存期間中央値，5 年生存率がそれぞれ 1 年未

満，1 % 以下と，極めて予後不良な疾患であるという点である．116, 117) 現在，種々の薬物療法およ

び新規抗がん剤が臨床試験進行中であるが，その有効性が認められ，使用されているのは，2004 

年 2 月に米国で，次いで 2007 年 1 月に我が国で製造販売承認を受けた新規抗がん剤，

pemetrexed と cisplatin の併用のみである．これらのことから，悪性中皮腫に対する有効な新規

治療法の開発は急務となっている. 

 リボヌクレアーゼ は，tRNA の成熟段階で働くリボヌクレアーゼ P や，RNAi 機構における Dicer 

タンパク質など多種にわたり，タンパク質による RNA の成熟，機能調節などを担っている．118, 119) 

また，古くから研究されたリボヌクレアーゼとして，ウシ膵臓由来リボヌクレアーゼ A が挙げられ， 

Raines は「リボヌクレアーゼ A は，20 世紀中で最も研究された酵素である」と述べている．34) リボ

ヌクレアーゼ A は，1) 原材料の入手が容易，2) 精製が簡単，3) 低分子量である，などの理由で幅

広く利用され，ピリミジン塩基特異的な切断，34) アミノ酸配列と三次構造の関連性，120) タンパク質

のフォールディングなど 121) に関連する優れた研究が数多く報告されてきた．また，興味深いことに，

がん細胞を リボヌクレアーゼ A で処理すると， in vivo， in vitro どちらの条件においても細胞毒性

を示すことが明らかとなった．122, 123) これらの研究は，リボヌクレアーゼが化学療法剤となり得る可

能性を示唆する最初の研究となったが，がん細胞に対する選択性が低いなどの問題点があった．し
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かし，その後の研究で，がん細胞特異的に細胞毒性を示すリボヌクレアーゼが報告されている．124) 

その一つに，onconase (ONC) がある．43) ONC は，ヒョウガエル (Rana pipiens) の卵から分離

されたアミノ酸残基数 104 から成る分子量 12000 のタンパク質で，悪性腫瘍に選択的に作用し，

タンパク質合成の阻害およびアポトーシスを誘導する．32, 125) この抗腫瘍作用は， in vivo および 

in vitro 両方の実験的腫瘍モデルにおいて証明されている．また，骨髄抑制作用や脱毛作用等の

重大な副作用を誘発しないことも報告されており，現在米国では，悪性中皮腫を含む数種のがんに

対して臨床試験が進行中である． 

 著者はこれまでに，レクチン活性およびリボヌクレアーゼ活性を併せもつ SBL が，種々のヒト白血

病細胞に対し，ミトコンドリア経路および小胞体ストレスを介したアポトーシス誘導作用により抗腫瘍

効果を示すことを明らかにした．本章では，難治性腫瘍である悪性中皮腫細胞に対する SBL の有

効性を検討するため，3 種の悪性中皮腫細胞 (MESO-1，MESO-4 および H28) と 1 種の正常中

皮由来細胞 (MeT-5A) に対する SBL の抗腫瘍作用，悪性細胞選択性ならびにその作用機序につ

いて検討した．また悪性中皮腫に対して効果的な治療法を模索するため，SBL と TRAIL との併用

効果を検討し，その有効性と作用機序を解析した． 

 

 

 

第二節 実験材料および実験方法 

 

1．材料 

 SBL は，第一章，第二節，第 1 項に述べた方法で調製した．抗 Bim，抗 Bik，抗 Bax および 抗

Bid 抗体は Cell Signaling Technology より購入した．抗 GAPDH 抗体および Bid specific 

siRNA は Ambion より購入した．ETO，TRAIL，および各種抗体 [抗 β actin，抗カスパーゼ-8，-9，

-3，抗 ERK1/2 (pT202/pY204)，抗 ERK1，抗 JNK/SAPK (pT183/pY185)，抗 JNK/SAPK，抗

p38 (pT180/pY182) および 抗 p38 抗体] は第一章，第二節，第 1 項にあるものと同様のものを

用いた． 

 

2．細胞培養 

 Meso-1 および Meso-4 細胞は，理化学研究所バイオリソースセンターより，また H28，Met-5A 

細胞は，American Type Culture Collection より購入したものを用いた．H28，Meso-1 および 

Meso-4 細胞は，RPMI1640 培地 (日水製薬社製) を，MeT-5A 細胞は，炭酸水素ナトリウム 

(1.25 g/L)，上皮細胞成長因子 (3.3 nM)，ヒドロコルチゾン (400 nM)，インスリン (870 nM)，
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HEPES (20 mM) を含む Medium199 with Earle’s BSS and L-glutamine (Sigma 社製) を用

い，第一章，第二節，第 2 項に述べた方法で培養した．  

 

3．コロニー形成法  

 SBL (0.2，2，5，10，20 µM) で 48 時間処理した細胞を，トリプシン処理により回収し，培地で 2 

回洗浄後，MESO-1，MESO-4，H28 および MeT-5A 細胞をそれぞれ 5 × 103 個/ mL，1 × 104 

個/ mL，1 × 104 個/ mL および 3 × 104 個/ mL になるように調整した．この細胞懸濁液 (100 

µL) を，それぞれ 4 mL の培地に加えて，12 日間培養した．上清除去後，2 % パラホルムアルデ

ヒドで 15 分間固定し，0.1 % クリスタルバイオレットで 10 分間染色した．コロニーは，Quantity 

One 4.5.2 (Bio-Rad) により観察し，colony counter にて定量した． 

 

4．アネキシン V の結合とヨウ化プロピジウム (PI) の取り込みの測定 

 アネキシン V の結合と PI の取り込みの測定は，第一章，第二節，第 7 項に述べた方法で行った． 

 

5．ウェスタンブロッティング 

 ウェスタンブロッティングは，第一章，第二節，第 9 項に述べた方法で行った． 

 

6．Combination index (C.I.) の算出 

 薬剤併用による効果が，相乗効果であるか否かを判定するため，C.I.を用いた．126, 127) C.I. は

以下の式で求めた． 

C.I. = CSBL,X/ ICX,SBL +CTRAIL,X/ICx,TRAIL        

X % の増殖抑制効果を示す濃度を inhibitory concentration (ICx) とした．CSBL,X と CTRAIL,X は，

SBL と TRAIL 併用時における ICx である．また，ICX,SBL と ICX,TRAIL は，SBL あるいは TRAIL 

の単剤処理における ICx である．C.I.の値が < 1 で相乗効果， > 1 で拮抗効果となる．本研究に

おいて，75 % の増殖抑制効果を示す濃度を求め (X=75)，C.I.を算出した．併用処理は，SBL の

濃度を 0.5 µM で，もしくは，TRAIL の濃度を 1 ng/mL で固定した．増殖抑制効果は WST-1 

assay を用いて測定した． 

 

7．MMP 低下の検出 

 MMP 低下の検出は，第一章，第二節，第 10 項に述べた方法で行った． 

 

8．siRNA を用いた Bid の発現抑制 
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 siRNA の H28 細胞への導入は， l ipofection 法により行った．H28 細胞は 60 mm culture 

dish に播き，24 時間前培養した．10 µM の Bid 特異的 siRNA (sense，

GGGAUGAGUGCAUCACAAATT，抗 sense，UUUGUGAUGCACUCAUCCCTG) 18 µL (終

濃度 30 nM) と lipofectamin 2000 10 µL それぞれに 480 µL, 490 µL の Opti-MEM を加え，

5 分間静置後，それらを混合し，さらに 20 分間静置した．その後，細胞培養液を Opti-MEM 5 mL 

に置換し，siRNA-lipofectamine 溶液全量を培地に加え，4 時間培養した後，元の細胞培養液に

置換した．48 時間後，トリプシン処理により細胞を回収して適切な密度に播き直し，24 時間前培養

後，さらに siRNA を導入した．導入後 48 時間培養した細胞を実験に用いた． 

 

10．統計学的処理 

 統計学的処理は，第一章，第二節，第 11 項に述べた方法で行った． 

 

 

 

第三節 結果  

 

1．SBL は悪性細胞選択的な細胞増殖抑制作用を示す 

 3 種の悪性 (MESO-1，MESO-4，H28) および正常中皮細胞 (MeT-5A) に対する SBL の細胞

増殖抑制効果を， コロニー形成法により検討した．未処理細胞および SBL (0.2 ~ 20 µM) で 48 

時間処理した細胞をそれぞれ回収し，SBL 非存在下で 12 日間培養した．その結果，SBL 処理濃

度 5，10 および 20 µM におけるコロニー形成率は，MESO-1 細胞において，それぞれ 70 %，

30 % および 5 % 以下，MESO-4 細胞において，20 %，15 % および 5 % 以下，H28 細胞にお

いて，いずれも 5 % 以下であるのに対し，MeT-5A 細胞では 90 %， 65 % および 60 % 以上で

あった．また，SBL に対する感受性は H28 > MESO-4 > MESO-1 > MeT-5A の順に高かった 

(Fig．1A，B)．このことから，正常細胞は悪性細胞に比べ，SBL に抵抗性を示した． 

 

2．SBL は悪性細胞選択的にアポトーシスを誘導する 

 

 悪性中皮腫細胞に対する SBL の細胞増殖抑制効果がアポトーシスの誘導によるものか否か検

討を行った．アネキシン V の結合について検討した結果，H28 細胞と同様に，MESO-1 および 

MESO-4 細胞においても，SBL 処理 48 時間後からアネキシン V 陽性細胞の増加が認められ，

以後時間依存的に陽性率が増加した．一方，MeT-5A 細胞では，72 時間処理においてもアネキシ 

ン V 陽性細胞の増加は認められなかった (Fig．2A)．次に，H28 細胞と MeT-5A 細胞におけるカ 
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Fig. 1.    Effect of SBL on clonogenic potential  of malignant mesothelioma cells and non-

malignant mesothelial  MeT-5A cells.  

 

(A) Cel ls were precultured for 24 h,  then treated wi th increasing doses of SBL (0.2,  2, 5, 10 and 

20 μM) for 48 h. After treatment, cel ls were washed wi th medium, and plated in 6 well  plate 

(MESO-1: 500, MESO-4 and H28: 1000, MeT-5A: 3000 cel ls /  wel l ,  respectively).  After 12 days, 

the colonies were f ixed with 2 % paraformaldehyde, and stained with 0.1% crystal  v iolet.  (B) 

Assays were done in t r ipl icate,  and average of colony counts represented graphical ly.  
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A 

スパーゼ -3，-8 および -9 の活性化の有無をウェスタンブロッティングにより観察した．その結果，

H28 細胞においては，SBL 処理 48 時間後からカスパーゼ -3，-8 および -9 の顕著な活性化が

認められた．一方，MeT-5A 細胞では，これらの活性化は認められなかった (Fig．2B)．以上の結

果から，SBL が悪性細胞選択的にアポトーシスを誘導することが明らかになった．SBL 誘導アポト

ーシスの作用機序を明らかにする目的で，Bcl-2 ファミリーに属するアポトーシス促進タンパク質，

Bax，Bid，Bim，Bik，Puma の発現変化をウェスタンブロッティングにより解析した．その結果，

SBL 処理 による Bax および Puma の発現の上昇，Bid の切断による活性化は認められなかった

が，6，12 および 24 時間処理において Bik の，24 および 48 時間処理においては Bim の発現

が上昇する傾向にあった (Fig．2C)．また，SBL 処理 H28 細胞において，MAPK の活性化が認め

られるか否か明らかにするため，それぞれの活性化体であるリン酸化体の検出をウェスタンブロッテ

ィングにより行った．その結果，SBL 処理 24 時間から total p38 の増加が観察された．また，リン

酸化 p38 および JNK の増加が SBL 処理 24 時間，12 時間からそれぞれ観察された (Fig．2C)．

一方，ERK のリン酸化は SBL 処理 12 時間後から減少傾向にあった．これらのことから，SBL が

悪性細胞選択的にアポトーシスを誘導することが明らかになり，またそのアポトーシスに際して，

Bim や Bik などの Bcl-2 ファミリータンパク質や，p38 や JNK などの MAPK が関与する可能性

が示唆された． 
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Fig. 2.    SBL induces apoptosis in malignant mesothelioma cells.   

 

(A) Binding of  annexin V in SBL-treated cel ls (H28, MESO-1, MESO-4 and MeT-5A). Cel ls were 

treated with SBL (5 μM) for indicated t ime.  The percentage of annexin V posit ive cel ls was 

determined using f low cytometr ic analysis.  Data are expressed as mean ± S.D. of three 

independent experiments. *,  P  < 0.05 versus control.  (B) caspase act ivat ion in SBL-treated H28 

and MeT-5A cel ls.  H28 and MeT-5A cel ls were treated wi th SBL (5 μM) for indicated t ime.  The 

activat ion of caspase-8, -9 or -3 was determined by Western blott ing.  β-Actin was used as a 

standard to ensure equivalent loading of  cel l  extracts. (C) Effect of SBL on expression of 

proapoptot ic Bcl-2 family protein.   H28 cel ls were treated with SBL (5 μM) for indicated t ime. 

Expression of  Bax and BH3-only proteins (Bid, Bim, Bik and Puma) was determined. Bands in the 

Western blot were quanti f ied by densitometry and expressed as a rat io of  intensity of bands to β -

act in (respective bands / act in).  (D) Phosphorylat ion pattern of MAPKs in SBL-treated H28 cel ls.  

H28 cel ls were treated wi th SBL (5 μM) for indicated t imes. Expressions of  each protein were 

detected by Western blott ing. GAPDH was used as a standard to ensure equivalent loading of cel l  

extracts.  

D 
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C.I.  values of >1 and <1 indicate drug antagonism and synergism, respectively.  

Table 1. Calculation for the combination of SBL and TRAIL 

3．SBL と TRAIL の併用処理はアポトーシスの増強に起因する相乗的抗腫瘍効果を示す 

 次に，SBL の抗腫瘍効果が増強される，他の薬剤との併用についての検討を行った．Fas ligand 

や TNFα は，がん細胞に対する選択性が低いことが報告されている．一方で，TRAIL はその選択

性の高さから抗がん剤として期待されている分子である．そこで SBL と TRAIL の併用処理により，

細胞増殖抑制効果の増強が認められるか否か，WST-8 assay を用いて検討した．SBL (5 µM) 

24 時間もしくは TRAIL (2 ng/mL) 24 時間の単独処理 H28 細胞の生存率は，それぞれ 66.7 %，

70.9 % であるが，併用処理群では，24.7 % まで低下し，細胞増殖抑制効果の著しい増強が認め

られた (Fig．3A)．また，この併用効果が，相乗的か否かを判定するため C.I. を求めた．SBL の濃

度を 0.5 µM で固定もしくは TRAIL の濃度を 1 ng/mL で固定し，併用した場合，それぞれの C.I. 

は 0.63 と 0.68 となり，どちらも 1 以下であったことから，この効果は相乗的であると判断した 

(Table 1)．悪性中皮腫細胞において，TRAIL と ETO との併用による細胞増殖抑制効果の増強は，

アポトーシスの促進によることが報告されている．128) そこで，SBL と TRAIL の併用においても，

同様にアポトーシスの促進が認められるか否か，アネキシン V の結合と PI の取り込みを検討した．

その結果，TRAIL と ETO の併用処理と同様に，SBL または TRAIL 単独処理に比べ，併用処理

で顕著なアネキシン V 陽性細胞の増加が認められ，またこの作用は Met-5A 細胞では認められな

かった (Fig．3B)．さらに，併用処理におけるカスパーゼ -3，-8 および -9 の活性化を検討したとこ

ろ，SBL または TRAIL 単独処理に比べ，併用処理でカスパーゼ -3，-8 および -9 の強い活性化

が認められた (Fig．3C)．これらのことから，SBL と TRAIL の併用処理による相乗的細胞増殖抑

制効果は，アポトーシスの増強に起因することが明らかになった． 

4．SBL と TRAIL の併用によるアポトーシスの増強は Bid により仲介される 

 次に，SBL と TRAIL の併用において，どのようにしてアポトーシスの増強が引き起こされるのか

を明らかにするため，これまでに TRAIL との併用効果について報告されている知見をもとに研究を

行った． 

 

combination index (C.I.) 
  

SBL (0.5 μM)   TRAIL (1 ng/mL) 
  

0.63 0.68 
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Fig. 3.    Combinatorial treatment with SBL and TRAIL shows synergistic cytotoxity.    

 

(A) Cytotoxic effect of combination of SBL and TRAIL in H28.  Cel ls were treated wi th SBL (5 μM) 

and/or TRAIL (1,  1.5 and 2 ng/mL) in combination for 24 h.  The viabi l i ty was determined by WST-

1 assay.  Data are expressed as mean ± S.D. f rom three independent experiments in t r ipl icate. *,  

p  < 0.05 versus SBL alone.  (B)  Binding of annexin V in combination-treated cel ls.   H28 or MeT-

5A cel ls were treated with SBL (5 μM), ETO (50 μM) and/or TRAIL (2 ng/mL) for 24 h.  The 

percentage of annexin V posit ive cel ls was determined using f low cytometric analysis. Data are 

expressed as mean ± S.D. of three independent experiments.  *,  p  < 0.02 versus TRAIL alone.  (C) 

caspase act ivat ion in combination-treated H28 cel ls.   Cel ls were treated with SBL (5 μM) and/or 

TRAIL (2 ng/mL) for 24 h.  The activat ion of caspase-8, -9 or -3 was determined by Western 

blott ing.  β -Actin was used as a standard to ensure equivalent loading of cel l  extracts. 
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 Bortezomib は，細胞膜上の TRAIL のレセプターである death receptor (DR) 4 および 5 の

発現量を増加させ，TRAIL の感受性を増大すると報告されている．129, 130) そこで，H28 細胞を 

SBL (5 µM)，TRAIL (2 ng/mL) を単独もしくは併用処理し，DR4 および 5 の発現変化が認めら

れるか否かウェスタンブロッティングにより検討した．その結果，ポジィティブコントロールとして用い

た bortezomib を除き， 単独処理および併用処理，いずれにおいても発現の上昇は認められなか

った (Fig．4A)．これらのことから，SBL と TRAIL の併用によるアポトーシスの増強に，DR4 およ

び 5 の発現は関与しないことが明らかになった． 

 アポトーシスでみられるミトコンドリア異常の指標として，MMP の低下が挙げられる．また，TRAIL 

と ETO の併用処理によるアポトーシスでは，ミトコンドリア異常が重要であることが示唆されている．

129) そこで，SBL と TRAIL の併用処理によるアポトーシスに，ミトコンドリアが関与するか否か，

JC-1 を用いて検討を行った．その結果，TRAIL と ETO の併用処理と同様に，SBL または 

TRAIL 単独処理に比べ，併用処理で MMP 低下細胞の増加が認められた (Fig．4B)．TRAIL と 

ETO の併用処理によるミトコンドリア介在性アポトーシスには，特異的な切断を受けることで活性化

する Bid の活性化が重要であることが報告されている．129) そこで，SBL と TRAIL の併用処理に

より，Bid の切断，すなわち活性化が認められるか否か，切断される前の full length Bid の発現を

ウェスタンブロッティングにより観察した．その結果，TRAIL と ETO の併用処理と同様に，SBL ま

たは TRAIL 単独処理に比べ，併用処理で Bid 切断の増強が認められた (Fig．4C)． 

 次に，併用効果における Bid 活性化の重要性を明らかにするため，siRNA を用いて Bid の発現

を抑制し，SBL (5 µM) および TRAIL (2 ng/mL) 24 時間処理した H28 細胞のアネキシン V の

結合を測定した．さらに，カスパーゼ -8 の活性化をウェスタンブロッティングにより観察した． その

結果，siRNA により，Bid の発現の抑制が確認された際，SBL と TRAIL の併用処理によるアネキ

シン V 陽性細胞の増加は認められなかった (Fig．4D，E)． また， Bid の発現抑制により，カスパ

ーゼ -8 の活性化は抑制された (Fig．4F)．これらの結果より，併用効果において， Bid の活性化

が重要であること，さらにその活性化はカスパーゼ -8 の活性化に関与していることが示唆された．  
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Fig. 4.    Mechanistic analysis of synergistic effect of SBL and TRAIL.  

 

(A) Effect  of  SBL on expression of DR4 and DR5.  H28 cel ls were treated with SBL (5 μM) and/or 

TRAIL (2 ng/mL) in combination for 24 h.  Expression of  DR4 and DR5 was determined Western 

blott ing.  Bortezomib (10 nM), known to up-regurate DR4 and DR5, was used as posit ive control .   

Bands in the Western blot were quanti f ied by dendi tometry,  and expressed as a rat io of  intensity 

of bands to β -act in (respective bands / act in).   (B) Change of MMP in combination-treated H28 

cel ls.  Cel ls were treated wi th SBL (5 μM) and/or TRAIL (2 ng/mL) for 24 h, and then exposed to 

JC-1 for 30 min.  Change of MMP was determined using f lowcytometric analysis.   The percentage 

of cel ls divided into lower r ight-hand (LR) quadrant and upper r ight-hand (UR) quadrant was 

indicated. (C) Bid-mediated synergist ic effect in combinatorial  treatment with SBL and TRAIL.  

Bid cleavage in combination-treated H28 cel ls. Cel ls were treated wi th SBL (5 μM), ETO (50 μM) 

and/or TRAIL (2 ng/mL) for 24 h.  The cleavage of Bid was determined by Western blot t ing.  β -

act in was used as a standard to ensure equivalent loading of cel l  extracts. (D) RNA knock-down 

of Bid.  H28 cel ls were subjected to two sequential  rounds of t ransfect ion wi th Bid-specif ic 

siRNAs or vehicle (control ).  Bid expression is almost abrogated by the speci f ic RNAi; there is no 

effect on expression of act in. (E) Effect  of RNA knock-down of Bid on apoptot ic faci l i tat ion 

between SBL and TRAIL in H28 cel ls.  H28 cel ls subjected to two sequential  rounds of Bid 

specif ic RNAi were treated wi th SBL (5 μM) and/or TRAIL (2 ng/mL) for 24 h. Percentage of 

annexin V posit ive cel ls were determined using f lowcytometoric analysis. Data are expressed as 

mean ± S.D. of three independent experiments.  p  < 0.02 versus control transfected wi th vehicle 

(*) or TRAIL alone (**).   (F) Effect  of RNAi knock-down of Bid on caspase-8 cleavage faci l i tated 

by combination of  SBL and TRAIL in H28 cel ls.  H28 cel ls transfected wi th Bid-speci f ic siRNAs or 

vehicle were treated wi th SBL (5 μM) and/or TRAIL (2 ng/mL) for 24 h. Bid expression and 

caspase-8 act ivat ion was detected by Western blott ing. Bands in the Western blot were quanti f ied 

by densitometry, and expressed as a rat io of intensi ty of bands to β -act in (respective bands /  

act in).  
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第四節 考察 

 

 本章では，SBL が数種の悪性中皮腫細胞に対し細胞増殖抑制効果を示し，一方で 正常中皮由

来細胞に対してはその効果を示さないことを明らかにし (Fig．1)，またその効果は，アポトーシスの

誘導によることを示した．第一章，第二章およびこれまでに明らかにされている SBL の性質からも，

SBL が，がん細胞選択的な，RNA をターゲットとした新しい分野における抗がん剤として応用でき

る可能性が示唆された． 

 多剤併用療法は，悪性中皮腫に限らず，多くの腫瘍に対する基本的治療法の一つである．薬剤は

異なる作用機序のものが併用され，その利点は，1) 治療効果の上昇，2) 薬剤耐性獲得の軽減，3) 

薬剤の使用量減少による副作用の軽減などが挙げられる．本章では SBL と TRAIL による併用効

果について検討した．TRAIL は，炎症シグナルの誘導を伴わずに，がん細胞選択的にアポトーシス

を誘導することから注目されたサイトカインである．TRAIL の効果は，DNA 傷害性薬剤，放射線照

射あるいは翻訳阻害剤など，併用により増強することが知られており，悪性中皮腫においても，その

併用効果が報告されている．129, 131,  132) 現在，DR 4 に対するモノクローナル抗体である 

mapatumumab が，非小細胞肺がんや非ホジキンリンパ腫などに対する新規抗がん剤として期待

されているなど，133) TRAIL とその受容体をターゲットとした研究が積極的に行われている．現在，

TRAIL は多剤併用療法への応用を目的として，種々の薬剤との併用効果が広範に調べられている

が， その中で，bortezomib や α-tocopheryl succinate (α-TOS) は，細胞膜上の DR4，DR5 

の発現量を増加させ，TRAIL の感受性を増大させることが報告されている．129, 130,  134) そこで，

SBL または TRAIL 単独処理もしくは 併用処理における，DR 4 と DR 5 の発現変化を確認したと

ころ，ポジティブコントロールとして用いた bortezomib を除く，いずれの処理においても，DR4 と 

DR5 の発現上昇は認められなかった (Fig．4A)．このことから，SBL と TRAIL の相乗効果におい

て，DR 4，DR 5 の発現調節は関与しないことが示唆された. 

 Fas リガンドや TNF などのサイトカインは，膜表面に存在する受容体に結合して，外因性経路に

よりアポトーシスを誘導することが知られている．135) それらのリガンドとそれに対する受容体の結

合により，death inducing signaling complex (DISC) の形成が起こり，カスパーゼ -8 の活性化

が誘導される．135) その後，活性型カスパーゼ -8 は，細胞の種類により二つの異なった経路にてシ

グナルを伝達する．136) 一つは，活性型カスパーゼ -8 が直接的にカスパーゼ -3 などのエフェクタ

ーカスパーゼを活性化する経路である．137-140) もう一つは，活性型カスパーゼ -8 が Bid の切断を

介してミトコンドリア異常を惹起し，カスパーゼ -9 の活性化後，エフェクターカスパーゼを活性化す

る経路である．136, 140) これらは，いかなる要因によって制御されているか不明だが，前者の経路が

働く細胞は Type Ⅰ 細胞 [SKW6.4 細胞 (ヒト B リンパ芽球由来) や H9 細胞 (ヒト T リンパ腫) 

など]，後者の経路が働く細胞は Type Ⅱ 細胞 [Jurkat や CEM 細胞 (ヒト急性リンパ芽球性白血
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病)など] と区別されている．Gerwin らにより樹立された悪性中皮腫細胞である M28 細胞は，

TRAIL が関与するアポトーシスシグナルに，ミトコンドリアと Bid が重要な役割を担っていることか

ら，Type Ⅱ 細胞であると考えられている．131) 本章において，SBL と TRAIL の併用による相乗的

細胞増殖抑制効果の機序について検討した．その相乗的効果はアポトーシスの促進によるものであ

ることが示され，その際，ミトコンドリア異常が亢進していることが明らかになった (Fig．3，4B)．ま

た，このアポトーシスの増強は，Bid 活性化の増強を伴い，それがカスパーゼ -8 活性化などのアポ

トーシスシグナルの促進に重要な働きをしていることが示唆された．本実験に用いた H28 細胞にお

いて，Bid 活性化の増強が TRAIL 誘導アポトーシスを促進させていることは，H28 が Type Ⅱ 細

胞に分類されることを示していると考えられる． 

 興味深いことに，Abayasiriwardana らは，28S rRNA に結合し，翻訳を阻害する anisomycin 

が，ribotoxic stress を誘導する濃度において，Bim を介したミトコンドリア異常の閾値低下を引き

起こし，TRAIL との併用効果を示すことを見いだした．またその際，Bim の安定化に JNK が寄与

する可能性を報告している．132) また，Nikrad らは，プロテアソーム阻害剤である bortezomib が，

DR 発現上昇のほかに，Bik および Bim の発現上昇を介して TRAIL との併用によるアポトーシス

増強に寄与すると報告している．141) 本章においては，SBL 処理 H28 細胞において，Bik および 

Bim の発現上昇が観察された．Anisomysin は，JNK と ERK の活性化を誘導し p38 の活性化

は誘導しないことが報告されているのに対し，SBL では ERK ではなく p38 および JNK が活性化

されていることが示された．これらの知見から，複数の薬剤の併用時において，Bcl-2 ファミリータン

パク質や MAPK がその相乗効果に重要な働きを担っている可能性が考えられる． 

 以上のことを踏まえ，SBL と TRAIL の併用により誘導されるアポトーシス増強に関し，予想され

る作用機序を Fig. 5 に示した．併用によるアポトーシスの増強はミトコンドリア異常，カスパーゼ-9 

の活性化，エフェクターカスパーゼの活性化を介し，さらにカスパーゼ-8 および Bid の活性化が増

強される，この一連の amplification loop の活性化によると考えられる．また SBL により誘導され

るアポトーシスシグナルに， Bik や Bim あるいは JNK や p38 が関与している可能性がある．こ

の SBL と TRAIL の併用効果は，がん細胞選択的に観察されること，またこのような作用機序によ

る治療法がこれまでにないことなどから，SBL と TRAIL の併用療法は，悪性中皮腫に対する有効

な治療法になり得ると考えられる． 
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Fig. 5.    Proposed model for mechanism of apoptosis amplified by SBL and TRAIL in H28 

cells.  

 

SBL catalyzes cleavage of cel lular RNAs, and increases expression of  Bik and Bim, 

phosphorylat ion of p38 and JNK MAPKs.  On the other hands, TRAIL act ivates DR mediated by 

death-inducing signal ing complex (DISC), which is formed by recruitment of Fas-associated death 

domain protein (FADD) and caspase-8. Caspase-8 act ivates Bid.  These two signals induce 

apoptot ic “ampli f icat ion loop” (thick l ine) associated with mitochondrial outer membrane 

permeabi l izat ion and caspase act ivat ion.     
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第四章 

 

SBL 誘導アポトーシスは Hsp70 の減少により阻害される 

 

第一節 序 

 

 細胞は種々のストレスに対し，熱ショックレスポンスを引き起こし，そこでは細菌から高等生物に至

るまで，種を越えて進化的に保存されている一連の熱ショックタンパク質 (Hsp) が誘導される．これ

ら Hsp は分子シャペロンであり，細胞の損傷回復や防御機構において重要な役割を担っている．

142) Hsp は，ストレス時に誘導される stress-inducible type と，常在性の constitutive type の

二種類に大別される．近年の研究で，各種 Hsp 独自の特異的な機能が明らかになりつつある．

Hsp70 ファミリーには，stress-inducible type である Hsp70 や constitutive type であり細胞質

や核小体に局在している Hsc70，小胞体に存在する BiP 等が含まれるが，近年，Hsp70 ファミリ

ーが細胞死に密接に関与しているという興味深い報告が多数なされている．Hsp70 は JNK の活

性化を抑制することによりアポトーシスを抑制すること，143) あるいはサイトゾルタンパク質の

apoptotic protease activating factor-1 (Apaf-1) と結合し, Apaf-1 にプロカスパーゼ -9 がリク

ルートされるのを阻害することにより，アポトーシスシグナルを抑制することなどが報告されている．

144) 一方，Hsp70 がアポトーシスを促進するという報告もあり，Liossis らは，Hsp70 が Jurkat T

細胞において TCR/CD3 や Fas/Apo-1/CD95 で仲介されるアポトーシスを増強することを報告し

ている．145) Hsc70 は細胞質に局在し，特異的なストレス下において核へ移行することが明らかに

なっているが，147) さらに，細胞表面にも発現し，様々なレセプター分子と相互作用するという報告も

なされている．147-149) また，Hsp70 および Hsc70 に関し，それらが細胞表面の glycosphingo- 

lipid-enriched microdomain (GEM) 存在し得ることも明らかにされている．150, 151) 

 SBL は，緒論で述べた通り，種々のがん細胞を凝集し，その凝集はシアロ糖タンパク質やガング

リオシドで阻害される．また SBL による P388 細胞の凝集および細胞増殖抑制効果は， 細胞をシ

アリダーゼで前処理することにより低下することなどから， P388 細胞膜上に発現しているシアロ糖

タンパク質レセプター (SBL レセプター ; SBLR) の存在が考えられている．さらに，最近の研究か

ら，SBLR が GEM に存在するという可能性も示唆されている (データ未発表)．本章では，SBL 誘

導アポトーシスにおける Hsp の関与を，GEM での発現が報告されている Hsp70 および Hsc70 

に注目して検討した． 
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第二節 実験材料および実験方法 

 

1．材料 

 SBL は，第一章，第二節，第 1 項に述べた方法で調製した．抗 SBL 抗血清は本研究室におい

て，常法に従い SBL をウサギに免疫注射して得られたものを使用した．抗 Hsp70 および Hsc70 

抗体は Stressgen 社より購入した．Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated goat 抗

rabbit 抗体 は Cedarlane 社から購入した．Quercetin は Cayman Chemical Company 社か

らより購入した．  

 

2．細胞培養 

 P388 細胞は東北大学医学研究所医用細胞資源センターより供与されたものを用い，細胞は，第

一章，第二節，第 2 項に述べた方法で培養した． 

 

3．カスパーゼ-3 活性の測定 

 カスパーゼ-3 活性の測定は，第一章，第二節，第 8 項に述べた方法で行った． 

 

4．SBLR，Hsp70 および Hsc70 の発現確認 

 SBLR 発現の検出のため，P388 細胞に SBL を加え，氷中で 30 分間反応させた後，抗 SBL 抗

体を加え，氷中で 30 分間反応後，FITC 標識 goat 抗 rabbit IgG 抗体を加え， 氷中で 30 分間

反応させた．Hsp70 および Hsc70 の発現の検出ため，P388 細胞に抗 Hsp70 抗体，抗 Hsc70 

抗体を加え，氷中で 30 分間反応後，FITC 標識 goat 抗 rabbit IgG 抗体を加え，氷中で 30 分

間反応させた．反応後，PBS で 2 回洗浄し, FACScalibur によりそれぞれの蛍光シグナルを測定

した．  

 

5．ウェスタンブロッティング 

 ウェスタンブロッティングは，第一章，第二節，第 9 項に述べた方法で行った． 

 

6. RT-PCR 法 

 Total RNA の抽出は，第一章，第二節，第 3 項に述べた方法で行った．RT-PCR 法は Hsp70 

および Hsc70 遺伝子特異的 primer を用い，第二章，第二節，第 5 項に述べた方法で行った．  

 

7．トリパンブルー色素排除試験 

 トリパンブルー色素排除試験は，第一章，第二節，第 4 項に述べた方法で行った． 
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Fig. 1.  Effect of SBL on the activation of caspase-3 in P388 cells.

 

Cells were treated wi th SBL (2µM) for indicated t ime. Caspase-3 act ivi ty was examined by use of DEVD-pNA. 

 

8．DNA 断片化の観察 

 DNA 断片化の観察は，第一章，第二節，第 6 項に述べた方法で行った． 

 

9．統計学的処理 

 統計学的処理は，第一章，第二節，第 11 項に述べた方法で行った． 

 

 

 

第三節 結果  

 

1．SBL 処理 P388 細胞においてカスパーゼ -3 が活性化される 

 第一章において，SBL は Jurkat 細胞に対し，核の凝縮・断片化，アネキシン V の結合や DNA 

の断片化を引き起こし，アポトーシスを誘導することを示した．本章では，SBL の P388 に対するア

ポトーシス誘導効果をカスパーゼ -3 の活性化を指標に観察した．DEVD-pNA 用いた カスパーゼ-

3 の活性測定の結果，SBL 処理により カスパーゼ-3 の活性化が誘導され，その活性は 6 時間後

において最大となった (Fig．1)．このことから P388 細胞では，SBL 処理 6 時間後にアポトーシス

実行期に入ることが示唆された． 

2．SBLR，Hsp70 および Hsc70 は P388 細胞膜上に発現する 

 第一章で述べたように，SBL はがん細胞の膜表面に結合後，細胞内に取り込まれ，細胞毒性を

示すと考えられており，その細胞膜上には SBLR の存在が示唆されている．そこで，細胞膜の 

SBLR，Hsp70 および Hsc70 の発現をフローサイトーメーターにより観察した．その結果，P388 

細胞において，SBLR，Hsp70 および Hsc70 の全ての発現が認められた (Fig．2)． 
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Fig.  2.   Flowcytometric analysis of heat shock proteins on P388 cell  surface. 

 

SBLR (A), Hsp70 (B) and Hsc70 (C) on P388 cel l  surface were analyzed by f lowcytometry using 

respective ant ibodies (dotted l ine).  Sol id l ine indicates control cel ls for each experiment.   

Fig. 3.  Distribution of Hsp70 and Hsc70 in SBL-treated P388 cells.  

 

Each fract ion (A: membrane/organel le, B: cytosol,  and C: nucleus) was extracted from SBL-treated P388 

cel ls. The levels of  Hsps were detected by Western blot analysis.  Hsp70: sol id l ine, Hsc70: dotted l ine. 

 

 

 

 

3．SBL 処理により，細胞質の Hsp70 および Hsc70 が増加する 

 Hsp70 および Hsc70 の細胞膜上の存在が明らかになったことから，次に，これらの局在が，

SBL 処理により変化するか否かを検討した．細胞を SBL で処理後，細胞を膜, 細胞質および核画

分に分画し，それぞれにおける Hsp70 および Hsc70 の発現量をウェスタンブロッティングにより測

定した．その結果， 膜画分の Hsp70 発現量は，SBL 処理 6 時間後において，未処理コントロー

ルに比べ 34 % の減少が認められ，その後徐々に増加した (Fig．3A)．一方，細胞質画分では，

Hsp70 および Hsc70 いずれにおいても，処理後 3 時間において一過性の上昇が認められ，また

核画分においても 9 時間処理において一過性の上昇が認められた (Fig．3B，C)．このことから，

Hsp70 および Hsc70 の局在は，SBL 処理により変化することが判明した．興味深いことに，カス

パーゼ -3 の活性化が起こる直前に，細胞質画分の Hsp70 および Hsc70 の発現量が最大となる

ことが明らかになった． 
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Fig. 4.  Effect of quercetin on mRNA expression and protein level of Hsp70 or Hsc70.   

 

Cells were treated wi th quercetin (5 µM) for 12 h.  Expression of Hsp70 (black column) and Hsc70 (dotted 

column) at mRNA level (A) and protein level (B) were determined by RT-PCR and Western blot analysis, 

respectively.  

4．Quercetin は Hsp70 の発現を抑制する 

 SBL の抗腫瘍効果と，Hsp70 および Hsc70 の関係を明らかにするため，Hsp70 の発現を減少

させることが知られている quercetin を用いた実験を行った．Quercetin は，Hsp の誘導抑制に関

与することが報告されているフラボノイド化合物で，熱ショック転写因子 [heat shock transcription 

factor (HSF)] の一種である HSF1 の DNA への結合を抑制，あるいは HSF1 の発現を減少させ

ることで，Hsp70 の mRNA レベルでの発現を抑制することが報告されている．152)  Quercetin 処

理 P388 細胞における Hsp70 および Hsc70 の発現を RT-PCR 法またはウェスタンブロッティン

グ法により検出したところ，quercetin 処理 12 時間より，Hsp70 mRNA の発現は約 60 % 減少し，

さらにタンパク質レベルでは約 50 % の減少が認められた (Fig．4)．一方で，Hsc70 の発現に対

する quercetin の影響は，mRNA レベル，タンパク質レベルいずれにおいても認められなかった． 

 

5．SBL の P388 細胞への結合は quercetin の影響を受けない 

 Quercetin 処理により Hsp70 の発現低下が認められたので，次に，Hsp70 の発現減少が SBL 

の機能に影響を及ぼすか否か検討した．Quercetin 処理細胞に対する SBL の結合性をフローサ

イトメーターを用いて観察したところ，quercetin 処理および未処理細胞において，SBL の結合性に

変化は認められかった (Fig．5)． 
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Fig. 5.  Effect of quercetin on binding of SBL to P388 cells.  

 

Cells were treated wi th (bold l ine) or without (dotted l ine) quercetin (5 µM) for 12 h. After 

treatment wi th SBL and 抗 SBL antibody in the same way as described in materials and methods, 

the cel ls were analyzed by FACSCalibur.  Control,  thin l ine. 

Fig. 6.  Effect of quercetin on SBL-induced cytotoxicity.

 

After pretreatment wi th quercetin (5 µM) for 12 h,  the cel ls were incubated with SBL (2 µM) for 24 h.  

(A) The viable cel ls were counted by trypan blue exclusion assay. (B) Agarose gel electrophoresis of 

DNA extracted from SBL-treated P388 cel ls.  * p  < 0.05 versus SBL alone. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6．Quercetin は SBL による抗腫瘍効果減弱させる 

 次に，Hsp70 の発現減少が SBL の抗腫瘍効果に影響を及ぼすか否か検討した．P388 細胞に

及ぼす SBL の細胞毒性およびアポトーシス誘導効果に対する quercetin の影響を，トリパンブル

ー色素排除試験または DNA 断片化の観察により検討したところ，quercetin 処理により SBL 誘

導細胞死の減弱および DNA 断片化の抑制が認められた (Fig．6A，B)．これらのことから，SBL 

による抗腫瘍効果において，Hsp 70 が重要な役割を担っている可能性が示唆された． 
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第四節 考察 

 がん細胞に対して細胞毒性を示す数種のリボヌクレアーゼは，RNA を標的にするという新しい機

序により抗腫瘍作用を示すことから，新規抗がん剤として期待されている．第一章で述べたように，

リボヌクレアーゼにより誘導される細胞毒性のメカニズムは， i) リボヌクレアーゼ の細胞表面への

結合と細胞内への取り込み ii) 細胞質への移行 ii i) 細胞内 ribonuclease inhibitor (RI) からの

回避 iv) 細胞内 RNA の分解，のステップからなると考えられており，これら各ステップにおける効

率は, リボヌクレアーゼの細胞毒性に大きな影響を与えることが知られている．42) SBL の P388 細

胞に対する凝集活性および細胞毒性は，細胞をシアリダーゼ処理することで阻害されることが明ら

かにされており，27) SBL のシアロ糖タンパク質レセプターへの結合とその取り込みは，SBL の抗腫

瘍効果の発現に重要であると考えられている．さらに最近の知見から，SBLR が細胞膜表面の 

GEM に存在する可能性が示唆されている (データ未発表)． 

 本章では，GEM に存在することが報告されている Hsp70 および Hsc70 の，SBL による抗腫瘍

効果への関与の可能性について検討した．まず初めに， Hsp70 および Hsc70 の発現を検討した

結果，これらが SBLR と同様に P388 細胞膜上に発現していることが明らかになった (Fig．2)．ま

た SBL 処理細胞における両者の細胞内局在を観察したところ，SBL 誘導アポトーシスが実行期に

入る直前に，細胞質で Hsp70 および Hsc70 が著しく増加するという興味深い知見を得た (Fig．1，

3)．次に，これら Hsp が機能的に SBL 誘導細胞死に関与するか否か，Hsp の発現を抑制するこ

とが知られるフラボノイド化合物，quercetin を用いた実験により検討した． Quercetin 処理 P388 

細胞において，Hsp70 の減少が mRNA レベル，タンパク質レベルともに確認されたが (Fig．4)，

この条件下において，SBL の P388 細胞に対する結合性に変化はなかった (Fig．5)．Hsp70 はメ

チル化，あるいは O-結合型 N- アセチルグルコサミン (O-GlcNAc) の付加によりその機能が制御

されることが報告されているが，Hsp70 自体がシアロ糖タンパク質であるという報告は今のところな

い．153, 154) これらのことは Hsp70 自体は SBLR ではないことを示唆しているものと考えられる．

一方で，quercetin による Hsp70 の発現減少は，SBL 誘導アポトーシスの抑制を引き起こすこと

が明らかになり (Fig．6)，Hsp70 が SBL の抗腫瘍効果に密接に関与する可能性が示唆された． 

 Hsp 類，特に Hsp70 ファミリーに関し，それらが種々の細胞膜上レセプターと相互作用している

ことが知られており，特に Hsp 70 および Hsc 70 は CD14，CD40 あるいは toll-like receptor 

ファミリーと相互作用することが明らかにされている．155-157) また興味深いことに，Guerrero と 

Moreno は，Hsc 70 が GEM 上で integrin αVβ3 と複合体を形成して rotavirus のレセプターと

して機能し，ウィルスの細胞膜への接着と細胞内への取り込みに関与する可能性を報告している．

158) 本研究では，Hsp70 の発現減少は SBL の細胞膜への結合性に影響を与えないが，SBL 誘

導アポトーシスを抑制することが明らかになった．上述の通り，細胞毒性を示すリボヌクレアーゼの

細胞内への取り込みや細胞質への移行なども，リボヌクレアーゼに対する細胞の感受性に影響を与
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えることから，Hsp70 は，P388 細胞膜上において SBLR と何らかの形で相互作用し，SBL の細

胞内への取り込みや局在に関与し，SBL のアポトーシス誘導効果に影響を及ぼす可能性が考えら

れる．Hsc70 の発現は quercetin 処理で減少せず，その機能解析は行えなかったが，本研究にお

ける quercetin 処理条件下では SBL のアポトーシスが完全には抑制されなかったことからも 

Hsc70 あるいは 他の Hsp が SBL の機能に関与する可能性もあり，これらを明らかにすることで，

SBL の抗腫瘍効果や細胞選択性に関わる研究が発展することが期待される． 
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総  括 

 

 本研究では，SBL の臨床応用への可能性を追求することを目的に，SBL の抗腫瘍作用について，

その有効性，作用機序ならびに他の薬剤との併用について検討した． 

 第一章では，数種のヒト白血病細胞株に対する SBL の有効性およびその作用機序について検討

したところ，SBL が多剤耐性を含む種々のヒト白血病細胞に対して細胞毒性を示すことが明らかに

なった．SBL 誘導アポトーシスのシグナル解析から，その作用機序として，SBL はがん細胞表面に

結合した後，取り込まれ，細胞内で RNA を分解し，その後，ミトコンドリアの障害を引き起こし，最

終的に，カスパーゼカスケードを活性化する．これらのことから，アポトーシスシグナルが増強され，

細胞死に至ると予想された．さらに，このプロセスには p38 や JNK の活性化が関与している可能

性が示唆された．  

 第二章では，がん治療における標的として注目を集める小胞体ストレスの，SBL 誘導アポトーシ

スに対する関与について検討した．その結果，SBL は，小胞体ストレスによる UPR を誘導すること

が示され，またカスパーゼ -4 の活性化による小胞体ストレス性アポトーシスを誘導することが示唆

された．SBL 誘導アポトーシスに対する小胞体ストレスの関与について検討した結果，SBL が誘導

するアポトーシスにおいて，ミトコンドリア障害と小胞体ストレスはそれぞれ独立して誘導されること

が示された．また，アポトーシスのシグナル伝達において，ミトコンドリア障害によるカスパーゼ -9 

の活性化が，一部カスパーゼ -4 の活性化に関与している可能性が示唆された． 

 第三章では，難治性腫瘍である悪性中皮腫細胞に対する SBL の有効性と，SBL および TRAIL 

における相乗的抗腫瘍効果ならびにその作用機序について検討した．悪性中皮腫および正常中皮

由来細胞を用いた実験から，SBL が悪性細胞選択的にアポトーシスを誘導することが示された．さ

らに SBL と TRAIL の併用により相乗的アポトーシス誘導効果が認められた．この併用効果におい

ては，ミトコンドリア異常，カスパーゼ-9 の活性化，カスパーゼ -3 の活性化を介し，さらにカスパー

ゼ -8 および Bid の活性化が増強されるという，一連の amplification loop の活性化によることが

示唆された．また SBL により誘導されるアポトーシスシグナルに， Bik や Bim あるいは JNK や 

p38 が関与している可能性が示された．  

 第四章では，GEM に存在することが報告されている Hsp70 および Hsc70 が，SBL の抗腫瘍

効果に及ぼす影響について検討した．その結果，Hsp70 および Hsc70 が，SBLR と同様に P388 

細胞膜上に発現していることが明らかになり，また SBL 誘導アポトーシスが実行期に入る直前に，

細胞質の Hsp70 および Hsc70 が著しく増加するという興味深い知見を得た．また，quercetin に

よる Hsp70 の発現減少は，SBL の P388 細胞に対する結合性に変化を与えないが，SBL 誘導ア

ポトーシスの抑制を引き起こすことが明らかになり，Hsp70 が SBL の抗腫瘍効果に密接に関与し

ている可能性が示唆された． 
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 糖鎖研究が飛躍的に発展している今日，レクチンはその糖鎖を特異的に認識する性質から，新規

腫瘍マーカーの探索ツールや診断薬などへの応用が期待されている．Narimatsu らは，レクチンク

ロマトグラフィー，免疫学的染色，レクチンアレイ解析等の糖鎖解析技術を応用し，肝細胞がんや胆

管癌の新規マーカー候補分子を発見している．159, 160) また Chen らは，病態に付随した糖タンパ

ク質の量的変動を特異的なモノクローナル抗体で，また糖鎖修飾という質的変化を改変レクチンプ

ローブで検出するという新しい診断法を報告している．161) さらに，古くから研究されているレクチン

である，コンカナバリン A や，ヤドリギレクチンは，それらがオートファージーに関連した抗腫瘍作用

を示すことから，抗がん剤としての可能性が報告されている．162, 163)  

 細胞膜上において，シアル酸は，通常，糖脂質や糖タンパク糖鎖の非還元末端に付加されており，

分子のコンフォメーションや，認識・結合などに重要な役割を担っている．164) 細胞表面の糖鎖変化

はがんの特徴の一つであるが，特にシアル酸の変化は，転移や浸潤などの悪性形質に密接に関わ

っていると考えられている．165, 166) 近年でも，がん細胞表面のシアル酸高発現が，胃がんの転移と

相関するという報告や，167)またシアル酸を標的とするイヌエンジュレクチンを，がん細胞の増殖や転

移の抑制に応用する試みがなされている．168) SBL のレクチン活性に関しては，未だ不明な点も多

いが，ムチンによる凝集阻害実験などの結果から，がん細胞への結合には，シアル酸を含む O- 結

合型糖鎖の関与が示唆されており，27) これが SBL の悪性細胞選択性に関与している可能性があ

る．抗がん剤への応用が期待されているリボヌクレアーゼのがん細胞選択性に関しては，1) がん細

胞表面では，シアル酸や硫酸基により陰性電荷が増加し，塩基性タンパク質であるリボヌクレアーゼ

の結合が促進されること，169) 2) がん細胞内のゴルジ体の変異により，リボヌクレアーゼの細胞内

輸送が正常細胞とは違うこと 170) などがその選択性の要因となる可能性として報告されている．し

かし，その詳細は明らかになっておらず，SBL のがん細胞選択性のメカニズムを明らかにすること

が，リボヌクレアーゼによる細胞の認識・結合機構の解明に大きく役立つ可能性がある．20) 

 細胞毒性をもつリボヌクレアーゼは，その新しい機序による抗腫瘍効果から，がん治療への応用

が期待され，近年でも新規リボヌクレアーゼを探索する研究が生物種を問わず行われており，ホン

シメジ由来 LS リボヌクレアーゼ，171) ニガウリ由来リボヌクレアーゼ MC，21) ヒョウガエル由来 

amphinase 172) などに抗腫瘍活性が見いだされている．また，抗 CD 74 抗体や，抗 human 

EGFR-related 2 (HER2) 抗体とリボヌクレアーゼを融合させることで特定のがん細胞に対する選

択性を高めようとする試みや，173, 174) 核移行シグナルを付加することにより リボヌクレアーゼの細

胞内局在を変化させ，その作用を増強させる研究，175) さらにはヒト血清アルブミンと融合させ，特

定の臓器への蓄積を防ぐことで薬物動態学的に副作用を軽減させようとする研究など，176) 最新の

遺伝子工学・タンパク質工学技術を駆使し，がん細胞選択性あるいは抗腫瘍活性を増強するような

タンパク質変異体，融合タンパク質の作製を試みる研究も盛んに行われている．このように，リボヌ

クレアーゼは新規抗がん剤として期待される一方で，その作用機序，特にがん細胞選択性や，リボ
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ヌクレアーゼ活性による RNA 切断後，どのようにしてアポトーシスシグナルを伝達することになる

のかについては，大きなブラックボックスとなっており，解決すべき課題である． 

 本研究において，レクチン活性およびリボヌクレアーゼ活性を併せもつ多機能性タンパク質である 

SBL は，多剤耐性細胞を含む種々のがん細胞に対し，悪性細胞選択的な抗腫瘍効果を示し，これ

まで用いられてきた DNA 傷害型薬剤に代わる，新しい抗がん剤として応用できる可能性が示唆さ

れた．また，特筆すべきは，難治性がんとして社会的関心の高まっている悪性中皮腫に対して，

SBL は選択的な抗腫瘍効果を示し，さらに TRAIL との相乗的な併用効果も確認されたことである．

本疾患に対する現行の非常に限られた薬物療法に，新たに効果的な選択肢を加えられる可能性が

生まれてきた．筆者は，レクザイム (SBL) の抗腫瘍メカニズムについて，細胞生物学的にさらに詳

細に理解することにより，レクザイムをより安全で有効性の高い抗がん剤として利用できるようにす

る研究に邁進し，現在，そして将来にわたって，がんで苦しむ人たちに貢献できることを希求する． 
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