
1 

 

 

 

 

博士学位論文 

 

 

2013 

 

超分子化合物[2]Rotaxane のカスパーゼシグナル伝達を 

介したアポトーシス誘導性細胞死に関する研究 

 

 

Research on apoptotic cell death through the caspase signaling 

pathway of the supramolecular substance, [2] rotaxane 

 

 

 

 

 

 

指導教授 小野 信文 

福岡大学大学院 薬学研究科 博士課程後期 

薬学専攻  原 一樹 

 

 

 

 

 



2 

 

目次・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 2 

 

緒言・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 3 

 

第１章 TRO-A0001 の腫瘍細胞増殖に及ぼす効果・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 6 

第１節 溶剤濃度の検討 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 6 

第２節 TRO-A0001 の細胞増殖に及ぼす効果 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 10 

第３節 Dibenzo-24-crown 8-ether、NK7-40-2 の細胞増殖に及ぼす効果・・・・・・・・  13 

第４節 メラノーマ治療薬、大腸がん治療薬との比較検討・・・・・・・・・・・・・ 18 

考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 20 

 

第２章 TRO-A0001 を暴露した腫瘍細胞の形態学的変化についての検討 ・・・・・・・ 22 

第１節 細胞核、細胞骨格染色・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 23 

第２節 Terminal deoxynucleotidyl transferase-dUTP nick end labeling (TUNEL)染色 ・・・ 31 

 考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 38 

 

第３章 TRO-A0001 がアポトーシス関連タンパク質発現に及ぼす変化 ・・・・・・・・ 39 

第１節 エフェクターカスパーゼ発現の変化・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 41 

第２節 Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP)タンパク質発現の変化・・・・・・・・・ 50 

第３節 Bcl-2-associated X protein(Bax)タンパク質発現の変化と細胞生存への影響・・・ 52 

 考察 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 59 

 

総括 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 61 

 

考察 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 63 

 

引用文献 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 65 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

 

緒言 

 

 ロタキサンは、環状分子を棒状分子が貫通したものの両端に、嵩高い構造を結合させる

ことで立体障害を持たせ、環状構造が軸から抜けないように合成した化合物である。ロタ

キサンの名称は、ラテン語の rota と axis に由来し(1)、環状分子にはクラウンエーテルやシ

クロデキストリンなどが、また棒状分子にはポリエチレングリコールやアルキル鎖が用い

られることが多い。 

一般的に、環状分子 1個、軸状分子 1個で構成されるロタキサンは[2]rotaxaneと呼ばれ、

環状分子を貫通する環状分子数が増えるに従い名称前の数字が増加していくが、多数の環

状分子で構成される場合はポリロタキサン(poly-rotaxane)と称される。 

ロタキサンは 1967 年に Harrison らが初めて合成し、多数の繰り返し反応を行う方法で

6%の収率を得られることが報告されてから、近年までに収率の高いロタキサン合成法が報

告されてきた(2)。 

クラウンエーテルと二級アンモニウムを使用した合成系では、24 員環のクラウンエーテ

ルを用いる方法が頻繁に用いられているが、近年までのホスト・ゲスト化学の進展に伴い、

様々な官能基を有するクラウンエーテルの合成法が報告されてから、数多くのロタキサン

の合成法が報告されている(3 – 5)。 

ロタキサンやポリロタキサンは、細胞への薬物や遺伝子の送達にも応用されている。シ

クロデキストリン環とポリエチレングリコールで合成されたポリロタキサンを用いて、薬

剤やDNAなどの遺伝子を細胞内に導入するドラッグデリバリーへの応用研究が報告されて

いる(6 – 8)。 

 このように、医療分野への有用性が期待されている中で、ロタキサン化合物が生体へ及

ぼす作用は、未だ明らかになっていないことが課題である。 

 

 これまでに、dibenzo-24-crown 8-ether と呼ばれる 24 員環クラウンエーテル環状分子と、

bis(2-(3,5-dimethylphenylcarbonyloxy)-ethyl) ammonium trifluoromethanesulfonate(NK7-40-2) 

と呼ばれる軸状分子を含む、Fig.1 に示すような新規[2]rotaxane(TRO-A0001)を合成し(9)、ロ

タキサン化合物が腫瘍細胞に及ぼす効果について研究を行ってきた。 

マウスメラノーマ細胞株 B16/BL6、マウス直腸がん細胞株 Colon-26 を用いてロタキサン

の抗腫瘍効果について検討を行い、また遺伝子導入に利用されるエレクトロポレーション

法、ソノポレーション法を用い、ロタキサンを効率的に細胞内へ導入する方法も検討した。 

その結果、TRO-A0001 がマウス由来メラノーマ B16/BL6 細胞と直腸がん Colon-26 細胞に

細胞死を引き起こすことが明らかとなり、さらに、エレクトロポレーション法、ソノポレ

ーション法を用いた細胞内導入法により、低用量の TRO-A0001 で効果を発現することを報

告した(10)。これらの結果をもとに、がん細胞から排出されにくく、局所的治療に好適な、

新たな抗がん剤の開発を目的とした。 
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Fig.1 Chemical structure of dibenzo-24-crown 8-ether (A), NK7-40-2 (B) and 

[2]rotaxane(TRO-A0001)(C) 

 

抗がん剤の多くは相対的に低分子量で安定な構造であるため、比較的容易に細胞内へ吸

収されるが、細胞外への排泄も容易に行われ、比較的早期に薬剤耐性を獲得することが化

学療法においての問題となっている(11)。さらに、薬物の中でも抗がん剤は重篤な副作用を

有するものが多く、薬物治療上困難を極める場合がある。 

例えば、メラノーマの術後補助療法では DAVFeron 療法が本邦において頻用されている

(12)。DAVFeron 療法はダカルバジン(DTIC)、ニムスチン(ACNU)、ビンクリスチン(VCR)の

三剤併用化学療法 DAV 療法にインターフェロン β(IFN-β)の局注を併用するプロトコールで

あり、旧 StageⅢ症例において 5 年生存率を有意に改善する可能性が高いと推察されている。   

しかし、高度な骨髄抑制や 2 次性発がんなどの副作用発現が、化学療法における大きな

障害となっているため、進行期メラノーマに対する化学療法は、DTIC 単剤が基準となって

いるが、DTIC の奏効率は約 20%であり、有益な治療法は未だ確立されていない(12, 13)。 

大腸がんでは、術後再発抑制を目的とした補助化学療法と、切除不能な進行再発大腸癌

を対象とした化学療法で、有用性や保険診療が認められているレジメンがある。 

5-フルオロウラシル(5-FU)ベースの補助化学療法はレバミゾール(LEV)やロイコボリン

(LV)を併用し結腸癌術後補助化学療法の標準治療として考えられるようになった(14 – 17)。

また、テガフール・ウラシル(UFT)/LV 経口療法やカペシタビン療法においても、5-FU/LV

と同等の 5 年生存率(OS)を示したが、カペシタビン療法においては 5-FU/LV と比較して

Grade3/4 の副作用の減少が見られたものの、好中球減少(32%)や手足症候群(60%)などの有害

事象が認められた(18, 19)。 

切除不能な進行再発大腸癌を対象とした化学療法では、5-FU/LV 療法にイリノテカン

(CPT-11)を併用した FOLFIRI などのレジメンも考慮されたが、CPT-11 の上乗せ効果は認め

られず、Grade3/4 の消化管毒性や好中球減少の発生率が高かった(20, 21)。 

対照的に、オキサリプラチン(L-OHP)を併用した FOLFOX は、5-FU/LV と比較し Stage 別

の 5 年無憎悪生存期間(DFS)を有意に改善し、好中球減少(1.8%)や消化器毒性などの有害事

象も改善したが、L-OHP 特有の神経毒性が加わった(22, 23)。 

さらに、これらのレジメンに抵抗性を示す場合の二次治療では、分子標的治療薬として
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ベバシズマブやセツキシマブを単独あるいは併用療法で使用されているが、現在のところ

期待されていた上乗せ効果は認められていない(24 – 26)。 

これらの臨床における薬剤治療での問題に対して、ロタキサンのような分子量が大きく

かつ強い結合を介さない構成分子からなる構造は、構成単位間の分子形状が定まりにくく、

またそれぞれの構成分子自体も分子運動を行うため、一度細胞内に取り込まれると容易に

排出されにくいことが考えられる。さらに、局所的に細胞内導入を行う方法が確立できれ

ば、正常な細胞に与える副作用が低減される抗がん剤になり得ることが考えられる。  

しかし、これらを実現するための課題には、これまでの研究で明らかとなったマウス由

来のメラノーマ細胞や大腸がん細胞に引き起こした細胞死の作用機構を解明することが必

要である。 

これらの背景から、本研究ではヒト由来大腸がん DLD-1 細胞とヒト由来メラノーマ G361

細胞を新たに加え、メラノーマおよび大腸がん細胞に対して有効な抗がん剤となり得るか

を目的として検討を行った。さらに、薬物として未だ検討されていないロタキサン構造を

持つ、TRO-A0001 の作用機構解明を目的とした。 
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第１章 TRO-A0001 の腫瘍細胞増殖に及ぼす効果 

 

本章では、マウス由来のメラノーマ B16/BL6、直腸がん Colon-26 細胞、およびヒト由来

のメラノーマ G361、結腸腺がん DLD-1 細胞に対して、TRO-A0001 が細胞増殖へ及ぼす効

果について検討を行った。 

また、TRO-A0001 の構成分子 dibenzo-24-crown 8-ether、NK7-40-2 の細胞増殖に対する効

果についても明らかとなっていないため、TRO-A0001 とその構成分子について比較検討を

行った。 

さらに、TRO-A0001 はクラウンエーテル環、それを貫通する鎖状構造が同分子数で合成

されており、dibenzo-24-crown 8-ether と NK7-40-2 が共存しているだけで作用を引き起こす

可能性もあるため、構成分子を同時に暴露した場合の腫瘍細胞の増殖についても検討した。 

 最後に、メラノーマと大腸がんの既存の治療薬である DTIC、5-FU と TRO-A0001 の腫瘍

細胞増殖抑制効果について比較検討を行った。 

 

第１節 溶剤濃度の検討 

 

TRO-A0001、dibenzo-24-crown 8-ether、NK7-40-2 は、いずれも室温条件下で白色粉末個体

である。また、TRO-A0001 は水に難溶性を示すため、溶剤にはジメチルスルホキシド(DMSO)

を使用した。 

本節では、TRO-A0001、dibenzo-24-crown 8-ether、NK7-40-2 が細胞増殖に及ぼす効果を調

査するため、これらの溶剤として使用した DMSO 自体の細胞増殖に対する影響を調べると

ともに、以降の実験で使用する TRO-A0001、dibenzo-24-crown 8-ether および NK7-40-2 の溶

解濃度を検討した。 

 

１．実験材料 

 

【細胞】 

 実験に用いた細胞は、マウス由来メラノーマ細胞 B16/BL6、直腸がん細胞 Colon-26、な

らびにヒト由来結腸腺がん細胞 DLD-1 およびメラノーマ細胞 G361 である。 

 

【使用試薬】 

・PrestoBlue
®
 Cell Viability Reagent (Life technologies) 

 

【使用機器】 

・マルチモードプレートリーダーDTX800(Beckman coulter)  
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２．実験方法 

 

生細胞の測定は、PrestoBlue
®
 Cell Viability Reagent を使用して行った。試薬中に含まれる

resazurin は、細胞内還元反応により赤色蛍光物質である resorufin を生成し、その生成量が

生細胞数と比例する原理となっている。生成された resorufin の蛍光強度をマイクロプレー

トリーダー(測定波長 535 – 60nm/対照波長 590 – 615nm)で測定し、生細胞数を計測した。 

 

【実験操作手順】 

① 生細胞数を計測し、5.0×10
4
cells/mL の細胞懸濁液(50µL)を 96 マイクロウェルプレート

に添加した。 

 

② 37°C、5%CO2条件下のインキュベーター中で 12 時間前培養を行った。 

 

③ DMSO を溶解した RPMI 培養液 50μLを添加した。(DMSO 濃度は、0%、0.05%、0.1%、

0.2%、0.5%、1.0%になるように添加した) 

 

④ DMSO 添加後、目的の時間まで、37°C、5%CO2条件下でインキュベートした。(0 – 48

時間まで 12 時間毎に測定を行った) 

 

⑤ 各ウェルに PrestoBlue
®

 Cell Viability Reagent(10µL)を添加した。 

 

⑥ 37°C で 2 時間インキュベートし、呈色反応を行った。 

 

⑦ マルチモードプレートリーダーDTX800 を使用し、測定波長 535nm、対照波長 595nm

の吸光度を測定した。 

 

３．統計処理 

 

多重比較を行うため Tukey法を使用した。危険率が 5%未満である場合を統計学的に有意

差有りと設定した。 

 

４．実験結果 

 

DMSO を暴露した後、12 時間毎に生細胞数を測定した。RPMI 培養液のみで培養した細

胞を未処理群とし、DMSO 暴露群の生細胞数と比較した。 

結果は Fig. 2 (A) – (D) に示すように、DMSO 暴露後 48 時間まで 12 時間毎に、生細胞数
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を測定した結果、B16/BL6、Colon-26、DLD-1、G361 のいずれの細胞でも、DMSO 暴露群

と未処理群の生細胞数に有意な差が認められなかった。 

したがって、細胞に暴露する DMSO 濃度 0.05 – 1.0%では、細胞増殖に影響がないことか

ら、以降の実験で使用する TRO-A0001、dibenzo-24-crown 8-ether および NK7-40-2 は、DMSO

溶剤を 0.1%含む条件で行った。 
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Fig. 2 Effects of dimethyl sulfoxide on the growth of melanoma and colon cancer cell lines. 

(A) B16/BL6 (B) Colon-26 (C) DLD-1 (D) G361 Data are expressed as the mean ± S.E.M of three 

independent experiments performed in triplicate.
 *
P < 0.01, compared with control group incubated 

for each time. 
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第２節 TRO-A0001 の細胞増殖に及ぼす効果 

 

本節では、マウス由来メラノーマ B16/BL6 細胞、マウス由来直腸がん Colon-26 細胞と、

ヒト由来結腸腺がん DLD-1 細胞、ヒト由来メラノーマ G361 細胞について、TRO-A0001 の

細胞増殖に及ぼす効果について検討を行った。 

 

１．実験材料 

 

第１章 第１節と同じものを使用した。 

 

２．実験方法 

 

第１章 第１節と同じ方法を利用した。 

 

TRO-A0001 濃度は、0.25μM、0.5μM、1.0μM、2.5μM、5.0μM、10.0μM になるよう添加し

た。 

 

３．統計処理 

 

第１章 第１節と同じ統計処理を使用した。 

 

４．実験結果 

 

TRO-A0001 を暴露した後、12 時間毎に生細胞数を測定した。DMSO (0.1%) を暴露した細

胞を control 群とし、TRO-A0001 暴露群(0.25 – 10.0μM) の生細胞数と比較した。 

Fig. 3(A), (B) に示すように、B16/BL6 および Colon-26 では、control 群と比較すると、

TRO-A0001 濃度 1.0μM より高濃度で生細胞数の有意な減少が認められた。また、Fig. 3(C), 

(D) に示すように、DLD-1 および G361 でも同様に比較すると、TRO-A0001 濃度 0.5μM よ

り高濃度で生細胞数の有意な減少が認められた。   

B16/BL6、Colon-26 および G361 細胞では TRO-A0001 濃度 5.0μM 以上で、また DLD-1 細

胞では、TRO-A0001 濃度 10.0μM で、最初に藩種した細胞数より生細胞数が減少しているこ

とから、細胞死が引き起こされていることが明らかとなった。 

また、B16/BL6、Colon-26 および DLD-1 細胞では、TRO-A0001 濃度 1.0μM から 2.5μM で、

また G361 細胞では、TRO-A0001 濃度 0.5μM から 1.0μM で細胞増殖は認められるが、control

群と比較すると細胞増殖に抑制がかかり、生細胞数に有意な差が認められた。 

一方、TRO-A0001 濃度 0.25μM を暴露した全ての細胞での生細胞数は、control 群と比較
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しても同等であり、細胞増殖に変化はみられなかった。 

 以上の結果より、TRO-A0001 はマウス由来 B16/BL6、Colon-26 細胞とヒト由来 DLD-1、

G361 細胞のそれぞれに共通して、細胞死や増殖抑制を引き起こすことが明らかとなり、細

胞種間で効果を及ぼす用量が異なることが示唆された。 
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Fig. 3 Effects of TRO-A0001 on the growth in melanoma and colon cancer cell lines. 

(A) B16/BL6 (B) Colon-26 (C) DLD-1 (D) G361 Data are expressed as the mean ± S.E.M of three 

independent experiments performed in triplicate. 
*
P < 0.01, compared with control group incubated 

for each time. 



13 

 

第３節 Dibenzo-24-crown 8-ether、NK7-40-2 の細胞増殖に及ぼす効果 

 

TRO-A0001 の構成分子は、環状分子に dibenzo-24-crown 8-ether を、軸状分子に NK7-40-2

を使用している。TRO-A0001 が引き起こした細胞死や増殖抑制は、これらの構成分子が引

き起こしている可能性があるため、本節では dibenzo-24-crown 8-ether と NK7-40-2 それぞれ

を単独で暴露したときの各腫瘍細胞増殖について、TRO-A0001 と同様の作用があるか検討

を行った。また、dibenzo-24-crown 8-ether と NK7-40-2 の両方を同時に暴露した場合の作用

についても検討を行った。 

 

１．実験材料 

 

第１章 第１節と同じものを使用した。 

 

２．実験方法 

 

第１章 第１節と同じ方法を利用した。 

 

Dibenzo-24-crown 8-ether と NK7-40-2 は、それぞれ 0.25μM, 0.5μM, 1.0μM, 2.5μM, 5.0μM, 

10.0μM になるように添加した。また、dibenzo-24-crown 8-ether と NK7-40-2 の両方を処理す

る実験は、各物質が 0.25μM, 0.5μM, 1.0μM, 2.5μM, 5.0μM, 10.0μM になるように混合して添

加した。 

 

３．統計処理 

 

第１章 第１節と同じ統計処理を使用した。 

 

４．実験結果 

 

Dibenzo-24-crown 8-ether、NK7-40-2 及び、dibenzo-24-crown 8-ether と NK7-40-2 の混合物

を暴露した後、48 時間まで 12 時間毎に生細胞数を測定した。前節と同様に、DMSO (0.1%) 

を暴露した細胞を control 群とし、上記の構成分子それぞれを暴露した細胞と生細胞数を比

較した。 

 

【Dibenzo-24-crown 8-ether の細胞増殖に及ぼす効果】 

Fig. 4 (A) – (D) に示すように、TRO-A0001の環状分子である dibenzo-24-crown 8-etherは、

B16/BL6、Colon-26、DLD-1 及び G361 のいずれの細胞でも、dibenzo-24-crown 8-ether 処理
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群の生細胞数に影響を及ぼさず、control 群と有意な差が認められなかった。 

 

【NK7-40-2 の細胞増殖に及ぼす効果】 

Fig. 5 (A) – (D) に示すように、TRO-A0001 の軸状分子である NK7-40-2 は、B16/BL6、

Colon-26、DLD-1 及び G361 のいずれの細胞でも、NK7-40-2 処理群の生細胞数に影響を及

ぼさず、control 群と有意な差が認められなかった。 

 

【Dibenzo-24-crown 8-ether と NK7-40-2 混合物の細胞増殖に及ぼす効果】 

Fig. 6 (A) – (D) に示すように、TRO-A0001 の環状分子である dibenzo-24-crown 8-ether と

軸状分子である NK7-40-2 の混合物は、B16/BL6、Colon-26、DLD-1 および G361 のいずれの

細胞でも生細胞数に影響を及ぼさず、control 群と有意な差が認められなかった。 

 

 以上の結果から、B16/BL6、Colon-26、DLD-1 および G361 細胞に対して、TRO-A0001 の

環状分子 dibenzo-24-crown 8-ether と軸状分子 NK7-40-2 は、それぞれ単独で暴露しても細胞

増殖に影響を及ぼさず、また構成分子を共存させて暴露しても、TRO-A0001 で認められた

細胞死や増殖抑制は、引き起こされないことが明らかとなった。 
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Fig. 4 Effects of dibenzo-24-crown 8-ether on the growth in melanoma and colon cancer cell 

lines.(A) B16/BL6 (B) Colon-26 (C) DLD-1 (D) G361 Data are expressed as the mean ± S.E.M of 

three independent experiments performed in triplicate. 
*
P < 0.05, compared with control group 

incubated for each time. 
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Fig. 5 Effects of NK7-40-2 on the growth in melanoma and colon cancer cell lines.  

(A) B16/BL6 (B) Colon-26 (C) DLD-1 (D) G361 Data are expressed as the mean ± S.E.M of three 

independent experiments performed in triplicate. 
*
P < 0.05, compared with control group incubated 

for each time. 
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Fig. 6 Effects of dibenzo-24-crown 8-ether and NK7-40-2 mixture on the growth in melanoma and 

colon cancer cell lines. (A) B16/BL6 (B) Colon-26 (C) DLD-1 (D) G361 Data are expressed as the 

mean ± S.E.M of three independent experiments performed in triplicate. 
*
P < 0.05, compared with 

control group incubated for each time. 
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第４節 メラノーマ治療薬、大腸がん治療薬との比較検討 

 

 既存のメラノーマ治療薬である DTIC、および大腸がん治療薬である 5-FU と TRO-A0001

の増殖抑制効果について比較検討を行った。 

 

１．実験材料 

 

・Dacarbazine (SIGMA) 

・5-Fluorouracil (Wako) 

上記以外の実験材料は、第１章 第１節と同じものを使用した。 

 

２．実験方法 

 

第１章 第１節と同じ方法を利用した。 

 

TRO-A0001、DTIC、および 5-FU は、それぞれ 1.0μM, 10.0μM になるように添加した。 

 

３．統計処理 

 

独立した 2 群間の比較を行うため Student’s t-test を使用した。危険率が 5%未満である場

合を統計学的に有意差有りと設定した。 

 

４．実験結果 

 

TRO-A0001、DTIC、および 5-FU を暴露した後、24 時間後の生細胞数を測定した。DMSO 

(0.1%) を暴露した細胞を control 群とし、DTIC、5-FU 暴露群のそれぞれと、TRO-A0001 暴

露群との生細胞数と比較した。 

Fig. 7(A), (B) に示すように、DTIC 濃度 1.0μM, 10.0μM での生細胞数は、メラノーマ細胞

株 B16/BL6 および G361 のどちらの細胞においても、control 群の 90%程度であった。一方、

TRO-A0001 は、同濃度での細胞生存率を DTIC より有意に減少させた。 

Fig. 8(A), (B) に示すように、5-FU 濃度 1.0μM, 10.0μM での生細胞数は、大腸がん細胞株

Colon-26 および DLD-1 のどちらの細胞においても、control 群より減少した。一方、

TRO-A0001 は、同濃度での細胞生存率を 5-FU より有意に減少させた。 
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Fig. 7 Antiproliferative effect in melanoma cell lines after treatment with TRO-A0001 or DTIC. 

Melanoma cell lines, B16/BL6 (A), G361 (B) were treated with the indicated concentration for 24hr 

with TRO-A0001 or DTIC. Data are expressed as the mean ± S.E.M.
 **

P < 0.01, between the 

TRO-A0001 treated cells and the DTIC treated cells. 

 

 

 

Fig. 8 Antiproliferative effect in colon cancer cell lines after treatment with TRO-A0001 or 5-FU. 

Colon cancer cell lines, Colon-26 (A), DLD-1 (B) were treated with the indicated concentration for 

24hr with TRO-A0001 or 5-FU. Data are expressed as the mean ± S.E.M.
 *

P < 0.05, 
**

P < 0.01, 

between the TRO-A0001 treated cells and the 5-FU treated cells. 
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考察 

 

TRO-A0001 は、マウス由来のメラノーマ、大腸がん細胞に細胞死を引き起こすことが明

らかとなり、抗がん剤としての使用を目的にヒト由来の腫瘍細胞についても検討を行った

結果、マウス由来の細胞と同様に細胞死を引き起こすことが明らかとなった。 

また、TRO-A0001 の引き起こす細胞死は、その構成分子が引き起こしていることも考え

られるため、dibenzo-24-crown 8-ether、NK7-40-2 それぞれの作用についても、検討する必要

があった。 

本章では TRO-A0001、dibenzo-24-crown 8-ether および NK7-40-2 の全ての物質で、マウス

とヒト両方に由来するメラノーマ、大腸がん細胞の細胞増殖に及ぼす効果を検討した。 

 

第１節では、TRO-A0001 を腫瘍細胞に作用させるにあたり、溶剤として利用したジメチ

ルスルホキシドが培養細胞の増殖に与える影響を検討した。DMSO は、細胞の分化に影響

を及ぼすことが報告されており、高濃度では細胞毒性を有すること認められている(27 – 29)。 

培養液に添加する DMSO 濃度を 0.05%から 1.0%の範囲で設定し、各腫瘍細胞に暴露した

ところ、48 時間までは未処理細胞と同等の生細胞数を示した。DMSO 濃度が 1.0%含まれる

培養液を暴露した細胞は、未処理細胞と比較すると統計上の有意差は認められていないが、

36 時間以上で生細胞数の減少傾向が認められた。 

この結果を踏まえ、TRO-A0001 の溶解性と併せて考慮すると、DMSO 濃度が 0.05%から

0.2%の範囲であれば細胞増殖に影響がないと判断し、これを以降の実験の control 群とする

ことで、DMSO が実験結果に及ぼす影響を省いた。 

 

第２節では、TRO-A0001 の細胞増殖に及ぼす効果を検討した。TRO-A0001 暴露後 48 時

間までの生細胞数は、マウス由来の腫瘍細胞である B16/BL6、Colon-26 については

TRO-A0001 濃度 1.0μM より高濃度で、またヒト由来の腫瘍細胞である DLD-1、G361 にお

いては TRO-A0001 濃度 0.5μM より高濃度で有意な減少が認められたことから、TRO-A0001

が細胞死や増殖抑制を引き起こすことが明らかとなった。 

この特徴としては、TRO-A0001 暴露時間の経過に伴い増殖率が低下することから用量依

存性が示唆される結果となった。 

Table 1.には、各腫瘍細胞での TRO-A0001 暴露時間毎の IC50値を示した。細胞種間での特

性としては、ヒト由来の悪性黒色腫である G361 細胞で一番著効を示しており、ヒト由来の

結腸癌である DLD-1 の効果が低いことが明らかとなった。また、全ての細胞で、TRO-A0001

暴露時間の経過に伴い、IC50値が減少していることがわかった。 
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Table 1. IC50 (μM) values after incubation with TRO-A0001 for 12 - 48 h. 

 

第３節では、TRO-A0001 の構造分子である dibenzo-24-crown 8-ether、および NK7-40-2 の

それぞれの細胞増殖への影響を検討した。添加する各構造分子のモル濃度や、細胞に暴露

した後のインキュベート時間は、TRO-A0001 と同一条件にした。 

その結果、dibenzo-24-crown 8-ether、NK7-40-2 では細胞増殖に変化は認められず、暴露後

48 時間まで control 群と同様の生細胞数を示した。このことから、TRO-A0001 の構造分子単

独での細胞死や増殖抑制は引き起こされず、超分子構造をとる[2]rotaxane 特有の作用発現で

あることが示唆された。 

また、dibenzo-24-crown 8-ether、NK7-40-2 が共存しているだけで、細胞死を引き起こす可

能性もあるため、構成分子を同時に暴露した場合の腫瘍細胞の増殖についても検討した。

Dibenzo-24-crown 8-ether と NK7-40-2 の等モル量混合物を暴露した場合の細胞増殖を検討し

たところ、48 時間まで DMSO 0.1%を暴露した control 群と同様の生細胞数で増殖抑制は認

められなかったことから、細胞死や増殖抑制を引き起こした TRO-A0001 との結果と異なる

ため、 TRO-A0001 は dibenzo-24-crown 8-ether、NK7-40-2 が超分子構造を形成することで、

作用を引き起こしていると考えられた。 

 

第４節では、既存のメラノーマ治療薬である DTIC、および大腸がん治療薬である 5-FU

と TRO-A0001 の増殖抑制効果について比較検討を行った。緒言でも述べたように、DTIC

はメラノーマの術後補助療法や進行期化学療法に使用されており、5-FU は結腸癌の術後化

学療法や、切除不能な進行再発大腸癌に使用されている。いずれの治療法においても、DTIC

および 5-FU は、併用化学療法のベースとなっており、標準治療薬として位置付けられてき

た。 

第２節の結果で、TRO-A0001 はメラノーマや大腸がん細胞株に細胞死や増殖抑制を引き

起こすことが明らかとなったことから、DTIC および 5-FU 単剤と効果の比較を行ったとこ

ろ、TRO-A0001 が各細胞株の細胞生存率を有意に減少させた。この中で、ヒト由来の 

メラノーマ G361 細胞と結腸腺がん DLD-1 細胞でも、既存の治療薬より著効を示したこと

より、TRO-A0001 はメラノーマおよび大腸がん治療に有用である可能性が示唆された。 
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第２章 TRO-A0001 を暴露した腫瘍細胞の形態学的変化についての検討 

 

近年までの研究報告では、細胞死の分類や特徴が多数報告されており、その実行因子や

制御因子の解明が進められている一方で、未だ解明されていない現象がある。 

細胞死の主要な分類としてⅰ)アポトーシス、ⅱ)オートファジーを伴う細胞死、ⅲ)ネク

ローシスが報告されており、それぞれの異なる形態学的特徴が細胞死分類上での定義とな

っている(30 – 34)。 

アポトーシスは、形態学的に細胞核でのクロマチン凝縮や断片化、細胞骨格収縮が特徴

であり生化学的にはカスパーゼの関与が報告されている(35)。カスパーゼタンパク質が活性

化される経路にも、ミトコンドリアを介するもの、介さないものに大別され細胞死の主要

な研究となっている(36, 37)。 

オートファジーを伴う細胞死は、カスパーゼ伝達経路に依存しない細胞死として報告さ

れており、ユビキチン・プロテアソーム系と並ぶ細胞内での分解処理機構が関与している。

オートファジーの形態学的特徴は、細胞質の一部が隔離膜によって取り囲まれ、不要なタ

ンパク質やオルガネラを取り囲むオートファゴソームの形成が代表的である(32)。その後、

リソソームと融合することで、タンパク分解酵素によりアミノ酸やペプチドに分解され、

それを利用して必要なタンパク質を合成することで生命維持に関与している(38)。ファゴソ

ーム形成には Atg タンパク質群の関与が報告されており、近年ではその形成に関わる実行

因子についても解明されてきている(39)。 

ネクローシスは、外部からの物理化学的なストレスなどが起因となる細胞死として認識

されているが、現在ではシグナル伝達を介したネクローシス様の細胞死も報告されている

(40, 41)。従来認識されているネクローシスの形態学的特徴としては、細胞内小器官の膨張

や細胞膜構造の破綻などが挙げられ、アポトーシスと明確に区別された特徴が示されてい

る。Table 2.にはアポトーシスとネクローシスの代表的な形態変化を示した。 

本章では、TRO-A0001 が引き起こす細胞死の形態学的特徴を検討することを目的とし、

上述の細胞死機構に属する変化の有無を調査した。 
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Table 2. Characteristic change of apoptosis and necrosis. 

 

第１節 細胞核、細胞骨格染色 

 

本節では、TRO-A0001 を暴露した細胞の核及び細胞骨格を蛍光染色し、TRO-A0001 未処

理の細胞構造との相違を検討した。 

 

１．実験材料 

 

【細胞】 

 実験に用いた細胞はマウス由来腫瘍細胞 B16/BL6、Colon-26 ならびにヒト由来腫瘍細胞

DLD-1、G361 である。 

 

【使用試薬】 

・Hoechst33342, trihydrochloride, trihydrate (invitrogen) 

Hoechst33342, trihydrochloride, trihydrate を PBS で 2µg/mL に希釈した。 

・Alexa Fluor
®
 488 phalloidin (invitrogen) 

Alexa Fluor
®
 488 phalloidin と PBS を 1:40 で希釈した。 

・DULBECCO’S PBS (DS ファーマバイオメディカル) 

1 タブレットにつき 100mL の超純水に溶解させた後、高圧蒸気滅菌した。 

・4% Paraformaldehyde Phosphate Buffer Solution (Wako) 

・Polyoxyethylene (10) Octylphenyl Ether (Wako) 

Polyoxyethylene (10) Octylphenyl Ether を PBS で 0.1%に希釈した。 
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【使用機器】 

・Keyence BZ-8000 (Keyence) 

 

２．実験方法 

 

細胞核は Hoechst33342 を、細胞骨格はファロイジンを使用して染色を行った。

Hoechst33342 は生細胞に容易に取り込まれ、二本鎖 DNA の AT 配列の副溝に結合する蛍光

色素であり、アポトーシス細胞の核濃縮の検出や染色体分析、ブロモデオキシウリジン

(BrdU)と併せて細胞周期の解析に用いられる。UV 励起可能な青色蛍光色素で、凝縮された

核では特に強い蛍光を発する。 

ファロイジンは、タマゴテングダケから抽出された毒素ファミリー(ファロトキシン)の一

つである二重環状ペプチドで、高選択的に F-アクチンと結合する。蛍光標識されたファロ

イジンで、細胞内における F-アクチン分布を蛍光イメージングすることができ、生細胞や

固定細胞の細胞骨格機能や構造を観察することができる。 

 

【実験操作手順】 

① 6 ウェルカルチャープレートに 1.0×10
5個の細胞を藩種した。細胞が接着するまで、37°C、

5%CO2条件下のインキュベーター中で前培養を行った。 

 

② TRO-A0001(ウェルの最終濃度は 2.5μM または 5.0μM)、カンプトテシン(ウェルの最終

濃度は 5.0μM または 10.0μM)を溶解した RPMI 培養液を添加した。Control 群には、

DMSO(0.1%)を添加した。 

 

③ 24 時間、37°C、5%CO2条件下のインキュベーター中で培養した。 

 

④ 培養液を除去し、PBS(1mL)で穏やかに洗浄した。 

 

⑤ PBS を除去し、再び PBS(1mL)で穏やかに洗浄した。 

 

⑥ 4% Paraformaldehyde Phosphate Buffer Solution (1mL)を添加し、室温で 10 分間反応させ

た。 

 

⑦ 4% Paraformaldehyde Phosphate Buffer Solution を除去し、PBS(1mL)で穏やかに洗浄した。 

 

⑧ PBS を除去し、再び PBS(1mL)で穏やかに洗浄した。 
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⑨ 0.1% Polyoxyethylene (10) Octylphenyl Ether 溶液を添加し、室温で 5 分間反応させた。 

 

⑩ 0.1% Polyoxyethylene (10) Octylphenyl Ether 溶液を除去し、PBS(1mL)で穏やかに洗浄し

た。 

 

⑪ PBS を除去し、再び PBS (1mL)で穏やかに洗浄した。 

 

⑫ Alexa Fluor
®
 488 phalloidin 溶液を添加し、遮光、室温条件下で 20 分間反応させた。 

 

⑬ Alexa Fluor
®
 488 phalloidin 溶液を除去し、PBS(1mL)で穏やかに洗浄した。 

 

⑭ PBS を除去し、再び PBS (1mL)で穏やかに洗浄した。 

 

⑮ Hoechst 33342 溶液(2µg/mL)を添加し、遮光、室温条件下で 15 分間反応させた。 

 

⑯ Hoechst 33342 溶液を除去し、PBS (1mL)で穏やかに洗浄した。 

 

⑰ PBS を除去し、再び PBS (1mL)で穏やかに洗浄した。 

 

⑱ Keyence BZ-8000 で撮影を行った。 

 

３．実験結果 

 

TRO-A0001(2.5μM, 5.0μM)を暴露した細胞と、DMSO(0.1%)を暴露した細胞、およびカン

プトテシン(5.0μM, 10.0μM)を暴露した細胞とを比較した。F-アクチンは、Alexa Fluor
®
 488

で蛍光標識したファロイジンを使用して、また細胞核は Hoechst33342 試薬を使用して蛍光

顕微鏡で撮影した。 

Fig. 9 – 12; (D), (G) に示すように、DMSO を暴露した B16/BL6、Colon-26、DLD-1、およ

び G361 細胞の F-アクチン繊維は、細胞質の広範囲に渡って分布しており、細胞核は網目状

の正常な DNA 染色像が認められた。 

Fig. 9 – 12; (H) に示すように、TRO-A0001 を添加した B16/BL6、DLD-1、および G361 細

胞は、DMSO やカンプトテシンを添加した細胞と比べて、細胞骨格の外環が細長く縮小し

ており、Colon-26 細胞では円形状に縮小している細胞が認められ、それに伴う細胞間接着

の減少や細胞間隙が広く観察された。 

Hoechst33342 染色では Fig. 9 – 12; (E) に示すように、TRO-A0001 を添加した B16/BL6、

Colon-26、DLD-1 細胞に濃染された核凝縮様の状態が見られる細胞種があるものの、小球状
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の断片化核小体集合像は観察されなかった。 

また、Fig. 9 – 12; (B)に示すように、非染色像においてもこれらの結果を示唆する細胞質

の凝縮や空泡化、並びに球状化した現象が B16/BL6、Colon-26、DLD-1、および G361 細胞

に認められた。 
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Fig. 9 Effects of TRO-A0001 on the cell nucleus and cytoskeleton in B16/BL6 cells. 

B16/BL6 cells were treated with 0.1% dimetyhl sulfoxide (A, D, G, J), 5.0 μM of TRO-A0001 (B, E, 

H, K) and 10.0 μM of camptothecin(C, F, I, L) in RPMI. After 24hr of culture, cells were fixed and 

immunostained with Hoechst33342 (blue), and Alexa Fluor® 594-conjugated phalloidin (green). 

Scale bar = 50 μm. 
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Fig. 10 Effects of TRO-A0001 on the cell nucleus and cytoskeleton in Colon-26 cells. 

Colon-26 cells were treated with 0.1% dimetyhl sulfoxide (A, D, G, J), 5.0 μM of TRO-A0001 (B, E, 

H, K) and 10.0 μM of camptothecin(C, F, I, L) in RPMI. After 24hr of culture, cells were fixed and 

immunostained with Hoechst33342 (blue), and Alexa Fluor® 594-conjugated phalloidin (green). 

Scale bar = 50 μm. 
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Fig. 11 Effects of TRO-A0001 on the cell nucleus and cytoskeleton in DLD-1 cells. 

DLD-1 cells were treated with 0.1% dimetyhl sulfoxide (A, D, G, J), 5.0 μM of TRO-A0001 (B, E, 

H, K) and 10.0 μM of camptothecin(C, F, I, L) in RPMI. After 24hr of culture, cells were fixed and 

immunostained with Hoechst33342 (blue), and Alexa Fluor® 594-conjugated phalloidin (green). 

Scale bar = 50 μm. 
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Fig. 12 Effects of TRO-A0001 on the cell nucleus and cytoskeleton in G361 cells. 

G361 cells were treated with 0.1% dimetyhl sulfoxide (A, D, G, J), 2.5 μM of TRO-A0001 (B, E, H, 

K) and 5.0 μM of camptothecin(C, F, I, L) in RPMI. After 24hr of culture, cells were fixed and 

immunostained with Hoechst33342 (blue), and Alexa Fluor® 594-conjugated phalloidin (green). 

Scale bar = 50 μm. 
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第２節 Terminal deoxynucleotidyl transferase-dUTP nick end labeling (TUNEL)染色 

 

本節では、TRO-A0001 を暴露することで引き起こされる細胞死がアポトーシスであるか

否かを検討した。 

 

１．実験材料 

 

【細胞】 

 第２章 第１節と同じものを利用した。 

 

【使用試薬】 

・Click-iT
®
 TUNEL Alexa Fluor

®
 594 Imaging Assay, for  microscopy & HCS (Life 

technologies) 

1. TdT reaction buffer (Component A) 

2. EdUTP nucleotide mixture (Component B) 

3. TdT（terminal deoxynucleotidyl transferase）recombinant (Component C) 

4. Click-iT
®

 reaction buffer (Component D) 

5. Click-iT
®

 reaction buffer additive (Component E) 

6. Hoechst 33342 (Component F) 

Hoechst 33342 を PBS で 5000 倍に希釈した。 

7. DNase I (deoxyribonuclease I) (Component G) 

8. DNase I buffer (Component H) 

・DULBECCO’S PBS (DS ファーマバイオメディカル) 

・4% Paraformaldehyde Phosphate Buffer Solution (Wako) 

・Polyoxyethylene (10) Octylphenyl Ether (Wako) 

Polyoxyethylene (10) Octylphenyl Ether を PBS で 0.25%に希釈した。 

・Albumin, from Bovine Serum (BSA), Cohn Fraction V, pH7.0 (Wako) 

Albumin, from Bovine Serum を PBS で 3%に溶解した。 

 

【使用機器】 

・Keyence BZ-8000 (Keyence) 

 

２．実験方法 

 

アポトーシスは多くの細胞種において、内在するエンドヌクレアーゼによる DNA 断片化

を特徴とする細胞死である。本法は、組み換え型の Terminal deoxynucleotidyl transferase(TdT)

http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&productID=C10246
javascript:void(0);
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を使用することで、DNA の 3’-OH 末端に 5-ethynyl-2’-deoxyuridine-5-triphosphate, sodium salt 

(EdUTP)を取り込ませた後、蛍光標識アジドとアルキン基のクリック反応を利用し、切断さ

れた DNA を蛍光発色する原理を利用している。この染色法で蛍光標識された細胞はアポト

ーシス陽性細胞として検出されることから、細胞死の判別に広く用いられている手法であ

る。 

 

【実験操作手順】 

① 96 ウェルカルチャープレートに 1.0×10
4個の細胞を藩種した。細胞が接着するまで、

37°C、5%CO2条件下のインキュベーター中で前培養を行った。 

 

② TRO-A0001(ウェルの最終濃度は 5.0μM または 10.0μM)を溶解した RPMI 培養液を添加

した。Control 群には、DMSO(0.1%)を添加した。 

 

③ 培養液を除去し、PBS (100µL)で穏やかに洗浄した。 

 

④ 4% Paraformaldehyde Phosphate Buffer Solution (100µL)を添加し、室温で 15 分間反応させ

た。 

 

⑤ 4% Paraformaldehyde Phosphate Buffer Solution を除去し、0.25% Polyoxyethylene (10) 

Octylphenyl Ether を添加し、室温で 20 分間反応させた。 

 

⑥ Polyoxyethylene (10) Octylphenyl Ether を除去し、脱イオン水(100µL)で洗浄した。 

 

⑦ 脱イオン水を除去し、再び脱イオン水(100µL)で洗浄した。この操作を 2 回繰り返した。 

 

⑧ 1 検体あたり、脱イオン水(89µL)、DNase I buffer (10µL)、DNase I (1µL)を穏やかに混合

し、DNase I 溶液を作製した。 

 

⑨ ⑧を添加し、室温条件下で 30 分間反応させた。 

 

⑩ DNase I 溶液を除去し、脱イオン水(100µL)で洗浄した。 

 

⑪ TdT reaction buffer (100µL)を添加し、室温で 10 分間反応させた。 

 

⑫ 1 検体あたり、TdT reaction buffer (47µL)、EdUTP nucleotide mixture (1µL)、TdT (terminal 

deoxynucleotidyl transferase) recombinant (2µL)を混合し、TdT reaction cocktail を作製した。 
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⑬ ⑪の TdT reaction buffer を除去した後⑫を添加し、37°C で 1 時間反応させた。 

 

⑭ 3% Albumin, from Bovine Serum (100µL)を添加し、2 分間反応させた。この操作を 2 回繰

り返した。 

 

⑮ 1 検体あたり、Click-iT
®
 reaction buffer (97.5µL)、Click-iT

®
 reaction buffer additive (2.5µL)

を混合した後 15 分間反応させ、Click-iT
®
 reaction cocktail を作製した。 

 

⑯ ⑮を直ちに添加し、遮光、室温条件下で 30 分間反応させた。 

 

⑰ Click-iT
®
 reaction cocktail を除去し、3% Albumin, from Bovine Serum (100µL)を添加し、5

分間反応させた。 

 

⑱ Hoechst 33342 溶液(100µL)を添加し、遮光、室温条件下で 15 分間反応させた。 

 

⑲ Hoechst 33342 溶液を除去し、PBS (100µL)で 2 回洗浄した。 

 

⑳ Keyence BZ-8000 で撮影を行った。 

 

３．実験結果 

 

TRO-A0001(10.0μM)と DMSO(0.1%)を、それぞれ 12 時間暴露した細胞を比較した。また、

TUNEL 陽性コントロールには、DNase I 試薬を反応させた DMSO (0.1%)を暴露した細胞を

用意した。細胞核は Hoechst33342 試薬により青色に呈色し、さらに TUNEL 陽性細胞の DNA

は Alexa Fluor
®
 594 試薬により赤色に呈色した。 

Fig. 13 – 16; (C), (F), (I) に示すように、 DNase I 試薬を反応させた TUNEL 陽性コントロ

ール細胞は、Hoechst33342 試薬と Alexa Fluor
®
 594 試薬の両方で染色されたため、これを

TUNEL 陽性と判断した。 

Fig. 13 – 16; (A), (D), (G) に示すように、DMSO (0.1%) を暴露した B16/BL6、Colon-26、

DLD-1、および G361 細胞は、Hoechst33342 試薬で染色されるが、TUNEL 陽性細胞はほと

んど検出されなかった。 

一方で Fig. 13 – 16; (B), (E), (H)に示すように、 TRO-A0001(10.0μM)を暴露した B16/BL6、

Colon-26、DLD-1、および G361 細胞は、TUNEL 陽性細胞が明らかに増加しており、ほとん

どの細胞で、Hoechst33342 試薬と TUNEL 染色の両方呈色したことから、TRO-A0001 暴露

により DNA 断片化された細胞であることが示唆された。 
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Fig. 13 Effects of TRO-A0001 on B16/BL6 cell apoptosis as assessed by TUNEL assay and 

fluorescent microscopy. B16/BL6 cells were treated with 0.1% dimetyhl sulfoxide (A, D, G), 10.0 

μM of TRO-A0001 (B, E, H) in RPMI for 12hr. To provide a positive TUNEL group, we added 

DNase I to another control group (C, F, I). TUNEL-positive cells stained red and nuclei stained blue 

with Hoechest 33342. Scale bar = 50 μm. 
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Fig. 14 Effects of TRO-A0001 on Colon-26 cell apoptosis as assessed by TUNEL assay and 

fluorescent microscopy. Colon-26 cells were treated with 0.1% dimetyhl sulfoxide (A, D, G), 10.0 

μM of TRO-A0001 (B, E, H) in RPMI for 12hr. To provide a positive TUNEL group, we added 

DNase I to another control group (C, F, I). TUNEL-positive cells stained red and nuclei stained blue 

with Hoechest 33342. Scale bar = 50 μm. 
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Fig. 15 Effects of TRO-A0001 on DLD-1 cell apoptosis as assessed by TUNEL assay and 

fluorescent microscopy. DLD-1 cells were treated with 0.1% dimetyhl sulfoxide (A, D, G), 10.0 μM 

of TRO-A0001 (B, E, H) in RPMI for 12hr. To provide a positive TUNEL group, we added DNase I 

to another control group (C, F, I). TUNEL-positive cells stained red and nuclei stained blue with 

Hoechest 33342. Scale bar = 50 μm. 
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Fig. 16 Effects of TRO-A0001 on G361 cell apoptosis as assessed by TUNEL assay and fluorescent 

microscopy. G361 cells were treated with 0.1% dimetyhl sulfoxide (A, D, G), 10.0 μM of 

TRO-A0001 (B, E, H) in RPMI for 12hr. To provide a positive TUNEL group, we added DNase I to 

another control group (C, F, I). TUNEL-positive cells stained red and nuclei stained blue with 

Hoechest 33342. Scale bar = 50 μm. 
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考察 

 

本章では、TRO-A0001 により誘導される細胞死の特徴を形態学的に検討した。アポトー

シスは、形態学的に細胞核でのクロマチン凝縮や断片化、細胞骨格収縮が特徴であるため、

TRO-A0001 暴露後の細胞に、これらの特徴が示されれば、TRO-A0001 が引き起こす細胞死

がアポトーシスであることが推測される。 

 

第１節では、ファロイジンを使用し細胞骨格の形成を担う F-アクチン繊維を蛍光染色し、

細胞質繊維状態および細胞骨格の変化を観察した。 

DMSO で処理した細胞と比較すると、TRO-A0001 を処理したいずれの細胞でも共通して、

細胞骨格の外環が細長く縮小している状態や円形状に縮小している状態が認められ、正常

な細胞接着を維持できておらず、球状に縮小し接着面からの剥離を起こしていることが観

察された。 

細胞骨格の縮小に伴う細胞質の収縮や空泡化は、アポトーシスに特徴的な形態学的変化

の一つであり(33)、TRO-A0001 が引き起こす細胞骨格への特徴がアポトーシス様であること

が示唆された。 

細胞核は Hoechst33342 試薬を使用して染色を行い、TRO-A0001 で処理した細胞に濃染さ

れた核凝縮様の状態が見られる細胞種があるものの、クロマチン凝集体や小球状の断片化

された核小体集合像は観察されなかった。 

そこで、第２節では断片化 DNA について TUNEL 染色法を利用し、Hoechst33342 試薬と

ともに二重染色を行った。TUNEL 陽性コントロールで使用した DNase I 試薬を添加した細

胞は、Hoechst33342 試薬とともに染色されており、断片化された DNA が検出されているこ

とがわかる。 

これと同様の結果が TRO-A0001(10.0μM)で処理した細胞で示されており、TRO-A0001 が

引き起こす細胞死の特徴に、DNA の断片化が関与していることが示唆された。 

以上の結果より、TRO-A0001 が引き起こす細胞死は、細胞内構造の形態学的な知見から

アポトーシスである可能性が示唆された。 
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第３章 TRO-A0001 がアポトーシス関連タンパク質発現に及ぼす変化 

 

アポトーシスは、カスパーゼタンパク質を活性化させ、一連のカスケードを進行させる

シグナル伝達が特徴である。 

システインプロテアーゼの一群であるカスパーゼは、活性部位にシステイン残基を持ち、

基質となるタンパク質のアスパラギン酸残基のカルボキシル基側のペプチド結合を切断す

る。 

細胞内では、活性を持たない前駆体として翻訳され、他のプロテアーゼの作用でプロド

メイン、p20 サブユニット、p10 サブユニットの三つに切断される。この p20 サブユニット、

p10 サブユニットのそれぞれに活性部位が存在し、ヘテロダイマーを形成することで活性中

心がつくられ、さらにヘテロダイマーが二量体を形成することで活性型酵素となる (42) 

(Fig.17)。 

現在、カスパーゼは哺乳類で caspase-1 から caspase-14 まで知られており、種類によって

基質特異性の高いタンパク質切断を行う(42 – 45)。その基質特異性が、機能的な特性を反映

しており、サイトカインのプロセシングや炎症誘導に関連するカスパーゼ、アポトーシス

誘導の初期に関連するイニシエーターカスパーゼ、アポトーシスの実行に関連するエフェ

クターカスパーゼの三つに分類されている(43 – 45)(Fig. 18)。 

その中でも、イニシエーターカスパーゼとエフェクターカスパーゼは、アポトーシスに

関連するカスパーゼカスケードと呼ばれる一連のシグナル伝達経路を形成している。アポ

トーシス開始のシグナルを伝達されることでイニシエーターカスパーゼは活性型となりエ

フェクターカスパーゼを切断する。活性化されたエフェクターカスパーゼは、細胞死を実

行する種々のタンパク質を分解する(46, 47)。 

 

Fig. 17 Activation of caspase. 
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Fig. 18 The structure and function of mammalian caspase family. 

 

細胞死の実行に関与するタンパク質の中で、Lamin A は細胞周期調節、DNA 複製、クロ

マチン構成に関与し、caspase-6 により切断されることで核内機能の異常化を引き起こし、

細胞死に至ることが報告されている(48 – 52)。 

細胞膜機能調節に関与する α-Fodrin は、caspase-3 により切断され膜機能の異常化や細胞

収縮に関与することが報告されている(53 – 56)。Caspase-3 は、他にも DNA Fragmentation 

Factor 45(DFF45)/Inhibitor of Caspase-activated DNase(ICAD)を限定分解することで、放出され

た CAD が核内に侵入し DNA 分解を引き起こすことや(57 – 60)、caspase-7 と共に DNA 修復

に関与する poly (ADP-ribose) polymerase (PARP)を分解することでアポトーシスに関与する

重要な役割を果たしている(61, 62)。 

 TRO-A0001 が引き起こす細胞死が、形態学的にアポトーシス性細胞死であることから、

本章では、カスパーゼシグナル伝達の活性化を検討するため、エフェクターカスパーゼで

ある caspase-3, -7 についてタンパク質発現を測定した。 

さらに、前章でのTUNEL染色でDNA断片化を引き起こしていることが示唆されたため、

DNA 修復に関与する PARP タンパク質発現について検討した。 
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Fig.19 Effector caspase signaling. 

 

第１節 エフェクターカスパーゼ発現の変化 

 

Caspase-3, -6, -7 に代表されるエフェクターカスパーゼは、カスパーゼカスケードの中で

細胞死を実行するタンパク質の分解に関与している。 

中心的な役割を担っている caspase-3 は、ミトコンドリアを介する経路、FS-7-associated cell 

surface antigen(Fas)や tumor necrosis factor-α(TNF-α)などのデスリガンドが細胞膜上の受容体

に結合して開始する経路、小胞体ストレス応答から誘導される経路といった代表的なアポ

トーシス伝達経路に関与している(63 – 66)。 

Caspase-6, -7 もその下流で caspase-3 から切断を受けて活性化し、それぞれ Lamin A や

PARP を分解することでアポトーシスの実行に関与している(Fig. 19)。 

本節では caspase-3, -7 に着目し、TRO-A0001 暴露後の細胞でのタンパク質発現について

ウエスタンブロット法を用いて検討した。 

 

１．実験材料 

 

【細胞】 

 実験に用いた細胞はマウス由来腫瘍細胞 B16/BL6、Colon-26 ならびにヒト由来腫瘍細胞

DLD-1、G361 である。 

 

２．実験方法 

 

１）サンプル作製 

 

【使用試薬】 
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・RIPA Buffer(Thermo SCIENTIFIC) 

Contents: 25mM Tris･HCl pH 7.6, 150mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% 

SDS 

*略記は以下の試薬とする。 

Tris (2-Amino-2-hydroxymethyl-1, 3-propanediol) 

NP-40 (Polyoxyethylene (9) octyiphenyl ether) 

SDS (Sodium dodecyl sulfate) 

・Halt Protease Inhibitor Cocktail Kit (Thermo SCIENTIFIC) 

Contents: AEBSF・HCl(100mM), Aprotinin(80µM), Bestatin(5mM), E-64(1.5mM), EDTA(0.5M), 

Leupeptin (2mM), Pepstatin A (1mM) 

*略記は以下の試薬とする。 

AEBSF (4-(2-Aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride) 

E-64 (N-[N-(L-3-Trans-carboxirane-2-carbonyl)-L-leucyl]-agmatine) 

EDTA (2-({2-[bis (carboxymethyl)amino]ethyl}(carboxymethyl)amino)acetic acid) 

・Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo SCIENTIFIC) 

・DULBECCO’S PBS (DS ファーマバイオメディカル) 

・2×SDS sample buffer 

Contents: 0.25M Tris-HCl (pH 6.8) (25mL)、SDS (2.0g)、Sucrose (5.0g)、Bromophenol blue 

(2.0mg)を混合し、超純水を加えて 50mL とした。 

-0.25M Tris-HCl (pH 6.8)- 

Tris (30.25g)を超純水 (1000mL)に溶解し、pH 6.8 になるまで 6N HCl を滴下した。 

・2-Mercaptoethanol, 99% (Wako) 

 

【使用機器】 

・マルチモードプレートリーダーDTX800 (Beckman coulter) 

 

【実験操作手順】 

① 75 cm
2 カルチャーフラスコで前培養した細胞に、TRO-A0001(培養液中の最終濃度は

2.5μM、5.0μM または 10.0μM)を溶解した RPMI 培養液を暴露した。Control 群には、DMSO 

(0.1%)を暴露した細胞を用意した。 

 

② 24 時間、37°C、5%CO2 条件下のインキュベーター中で培養した。 

 

③ 細胞および培養液を回収し、1500rpm 、5°C で 10 分間遠心分離した。 

 

④ 上清を除去し、ペレットに PBS (1mL)を添加し洗浄した。 
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⑤ 1500rpm 、5°C で 10 分間遠心分離した。 

 

⑥ ④と⑤を繰り返し 2 回行った。 

 

⑦ RIPA Buffer に Halt Protease Inhibitor Cocktail Kit を混合した。(Protease Inhibitor Cocktail 

Kit / RIPA Buffer=10µL/mL で調製) 

 

⑧ ペレットに⑦で調製した溶液を添加し、懸濁した。 

 

⑨ 氷上で 5 分間インキュベートした。 

 

⑩ 15000rpm で 15 分間遠心分離し、上清を取った。 

 

⑪ タンパク質量を測定した後、総タンパク質量/ RIPA Buffer =1mg/mLの検体を作製した。 

 

⑫ 2×SDS sample buffer と 2-Mercaptoethanol を 9:1 で混合した溶液を、⑪で作製した検体と

1:1 で混合した。 

 

⑬ 95°C で 5 分間インキュベートし、これをサンプルとした。 

 

２）SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) 

 

【使用試薬】 

・30% アクリルアミド mix 

Acrylamide (73g)、N,N’-Metylene-bis(acrylamide)-HG (2.0g)を超純水 (250mL)に溶解した。 

・0.75M Tris-HCl (pH 8.8) 

Tris (90.75g)を超純水 (1000mL)に溶解し、pH 8.8 になるまで 6N HCl を滴下した。 

・0.25M Tris-HCl (pH 6.8) 

・25% Ammonium persulfate (APS) 

Ammonium persulfate (250mg)を超純水 (1mL)に溶解した。 

・N,N,N’,N’-tetra-methyl-ethylenediamine (TEMED) (BIO-RAD) 

・10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) 

SDS (10g)を超純水 (100mL)に溶解した。 

・Running buffer 

Tris (3.03g)、Glycine (14.4g)、SDS (1.0g)を超純水 (1000mL)に溶解した。 

・SeeBlue Plus2 Prestained Standard (invitrogen) 



44 

 

【使用機器】 

・PowerPac
TM

 HC Power Supply (BIO-RAD) 

・ミニプロティアン Tetra セル(BIO-RAD) 

 

【実験操作手順】 

（１）12% アクリルアミドゲル作製 

① 30% アクリルアミド mix (6mL)、0.75M Tris-HCl (pH 8.8) (7.5mL)、10% SDS (150µL)、

超純水 (1.3mL)、TEMED (12µL)、25% APS (50µL)を混合し、ゲル作成用の Glass plates 上部

から素早く流し込んだ。 

*液量の目安は Glass plates の下端から 7-8 割程度。 

 

② Glass plates 上端まで超純水を流し込み、下層のゲルが重合するまで静置した。 

 

③ 上層の超純水を除去した。 

 

④ 30% アクリルアミド mix (750µL)、0.25M Tris-HCl (pH 6.8) (3.75mL)、10% SDS (75µL)、

超純水 (2.9mL)、TEMED (6µL)、25% APS (25µL)を混合し、Glass plates 上端まで素早く流し

込んだ。 

 

⑤ コームを差し込み、上層のゲルが重合するまで静置した。 

 

（２）電気泳動 

① バッファー槽に電極アッセンブリとアクリルアミドゲルをセットし、Running buffer で

満たした。 

 

② アクリルアミドゲルからコームを抜き取り、作製したサンプルをゲル上部にアプライ

した。 

 

③ 分子量マーカーSeeBlue Plus2 Prestained Standard (5.0µL)をアプライした。 

 

④ 定電圧(200V)で電気泳動を行った。 

*分子量マーカーの泳動距離を目安に泳動時間を決定した。 

 

３）ブロッティング 

 

【使用試薬】 
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・Methanol (Wako) 

・Cathode Buffer (pH 7.6) 

Tris (3.03g)、6-Aminohexanoic acid (5.25g)を超純水に溶解し、Methanol (200mL)を添加して

混和した後、超純水を加えて HCl で pH 7.6 に調製し、超純水で全量を 1000mL とした。 

・Anode Buffer Ⅰ (pH 10.4) 

Tris (36.3g)を超純水に溶解し、Methanol (200mL)を添加して混和した後、超純水を加えて

HCl で pH 10.4 に調製し、超純水で全量を 1000mL とした。 

・Anode Buffer Ⅱ (pH 10.4) 

Tris (3.03g)を超純水に溶解し、Methanol (200mL)を添加して混和した後、超純水を加えて

HCl で pH 10.4 に調製し、超純水で全量を 1000mL とした。 

 

【使用機器】 

・PowerPac
TM

 HC Power Supply (BIO-RAD) 

・Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell (BIO-RAD) 

 

【実験操作手順】 

① PVDFメンブレンを Methanol に 20 秒間浸した。 

 

② PVDFメンブレンを超純水に 1 分間浸した。 

 

③ PVDFメンブレンを Cathode Buffer (pH 7.6)に 5 分間浸した。 

 

④ SDS-PAGE 後のゲルを Cathode Buffer (pH 7.6)に 10 分間浸した。 

 

⑤ 転写装置に Anode Buffer Ⅰに浸したブロッティングペーパーを置いた。 

 

⑥ ⑤の上に Anode Buffer Ⅱに浸したブロッティングペーパーを重ねた。 

 

⑦ ⑥の上に PVDFメンブレンを重ねた。 

 

⑧ ⑦の上に①のゲルを重ねた。 

 

⑨ ⑧の上に Cathode Buffer (pH 7.6)に浸したブロッティングペーパーを重ねた。 

 

⑩ 電極を設置した後、ゲルサイズに対し、電流値 0.8mA/cm
2、電圧値 10-20V で 90 分間転

写を行った。 
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４）抗体反応 

 

【使用試薬】 

・T-PBS Buffer 

NaCl (8.0g)、KCl (0.2g)、NaH2PO4･2H2O (1.26g)、KH2PO4 (0.2g)、Tween-20    

(0.5g)を超純水 (1000mL)に溶解した。 

・5% スキムミルク/T-PBS 

スキムミルク(5g)を T-PBS Buffer (100mL)に溶解した。 

・Can Get Signal (TOYOBO) 

1. Solution1 (一次抗体用) 

2. Solution2 (二次抗体用) 

・Apoptosis Antibody Sampler Kit (Cell Signaling Technology) 

1. Cleaved Caspase-3 (Asp175) (5A1E) Rabbit mAb 

2. Caspase-3 Antibody 

3. PARP Antibody 

4. Cleaved PARP (Asp214) (D64E10) XP Rabbit mAb 

5. Caspase-7 Antibody 

6. Cleaved Caspase-7 (Asp198) Antibody 

7. Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody 

・Bax antibody (Cell Signaling Technology) 

・Anti-beta Actin antibody - Loading Control (abcam) 

 

【実験操作手順】 

① ブロッティング後のメンブレンを T-PBS Buffer で洗浄した。 

 

② メンブレンを 5% スキムミルク/T-PBS に浸し、インキュベートした。 

 

③ ブロッキング後のメンブレンを T-PBS Buffer で洗浄した。 

 

④ 一次抗体を Solution1 で希釈し、インキュベートした。 

*一次抗体濃度は、ドットプロット法により目的タンパク質ごとに至適濃度を検討した。 

 

⑤ 二次抗体を Solution2 で希釈し、インキュベートした。 

*二次抗体濃度は、ドットプロット法により目的タンパク質ごとに至適濃度を検討した。 
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５）検出反応 

 

【使用試薬】 

・ECL Advance Western Blotting Detection Kit (GE Healthcare) 

1. Lumigen TMA-6 Solution A 

2. Lumigen TMA-6 Solution B 

・T-PBS Buffer 

 

【使用機器】 

・FluorChem FC2 (Alpha Innotech) 

 

【実験操作手順】 

① 二次抗体反応後のメンブレンを T-PBS Buffer で洗浄した。 

 

② Lumigen TMA-6 Solution A と Lumigen TMA-6 Solution B を等量混合した。 

 

③ ②の溶液をメンブレン表面に添加した。 

 

④ 遮光で 5 分間インキュベートした。 

 

⑤ FluorChem FC2 で化学発光を検出した。 

 

３．実験結果 

 

DMSO (0.1%)で暴露した細胞を control (0μM )とし、TRO-A0001(2.5μM、5.0μM、10.0μM)

で暴露した細胞とのタンパク質発現を比較した。サンプル毎の総タンパク質量を 2.5μg に設

定し、サンプル間の目的タンパク質のローディングコントロールにはβ-actinを利用した(Fig. 

20)。 

 

１）Caspase-3 タンパク質の発現 

Fig. 20; (A), (C) に示すように、メラノーマ細胞株である B16/BL6、G361 では、TRO-A0001

で暴露した細胞は、control 群と比較して減少する傾向がみられた。 

Fig. 20; (B), (D) に示すように、大腸がん細胞株である Colon-26、DLD-1 では、TRO-A0001

暴露群と control 群で、発現の差はみられなかった。 

一方、Fig. 20; (A) – (D)に示すように、全ての細胞での cleaved caspase-3 タンパク質発現は、

control 群でほとんど発現がみられなかったことに対し、TRO-A0001 暴露群での発現増加が
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みられた。 

 

２）Caspase-7 タンパク質の発現 

 Fig. 20; (A) – (D) に示すように、caspase-7 発現は TRO-A0001 暴露群と control 群を比較す

ると、B16/BL6細胞で変化がみられず、Colon-26細胞とG361細胞では発現の減少がみられ、

DLD-1 細胞では発現の増加がみられた。 

一方、ヒト由来の G361 細胞、DLD-1 細胞における cleaved caspase-7 発現は control 群と比

較すると、TRO-A0001 暴露群に発現の増加がみられた。 
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Fig. 20 Expression levels of caspase-3 and -7in B16/BL6 (A), Colon-26 (B), G361(C) and DLD-1 

(D) cells by western blotting. Cells were exposed to TRO-A0001 (2.5, 5.0, 10.0 μM), and control (0 

μM) cultures were treated with 0.1% DMSO in RPMI for 24 h. β-actin was used as the internal 

control for protein loading and transfer efficiency. 
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第２節 Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP)タンパク質発現の変化 

 

PARP タンパク質は 116kDa の核内タンパク質で、正常時に DNA 修復や安定化などに関与

している。上流にあるエフェクターカスパーゼの caspase-3 や caspase-7 タンパク質に切断さ

れることにより生じる 89kDa の cleaved PARP フラグメントの検出は、初期アポトーシスの

重要な指標となる。 

 

１．実験材料 

 

 第３章 第１節と同じものを利用した。 

 

２．実験方法 

 

第３章 第１節と同じ方法を利用した。 

 

２．実験結果 

 

DMSO (0.1%)で暴露した細胞を control (0μM )とし、TRO-A0001(2.5μM、5.0μM、10.0μM)

で暴露した細胞とのタンパク質発現を比較した。サンプル毎の総タンパク質量を 2.5μg に設

定し、サンプル間の目的タンパク質のローディングコントロールには β-actin を利用した。 

Fig. 21; (A) – (D) に示すように、TRO-A0001 を暴露した B16/BL6 細胞、Colon-26 細胞、

DLD-1 細胞における PARP タンパク質発現は、control 群と比較して減少する傾向がみられ

たが、G361 細胞では発現の増加がみられた。一方、全ての細胞における cleaved PARP タン

パク質は、control 群ではほとんど発現がみられなかったことに対し、TRO-A0001 暴露群の

発現増加がみられた。 
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Fig. 21 Expression levels of PARP in B16/BL6 (A), Colon-26 (B), G361(C) and DLD-1 (D) cells by 

western blotting. Cells were exposed to TRO-A0001 (2.5, 5.0, 10.0 μM), and control (0 μM) cultures 

were treated with 0.1% DMSO in RPMI for 24 h. β-actin was used as the internal control for protein 

loading and transfer efficiency. 
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第３節 Bcl-2-associated X protein(Bax)タンパク質発現の変化と細胞生存への影響 

 

B cell lymphomal leukemia-2 (Bcl-2)ファミリーにはアポトーシスを抑制するタンパク質

(Bcl-2、Bcl-XL、A1、myeloid cell leukemia-1(Mcl-1)、Bcl-2 associated athanogene-1(BAG-1)な

ど)と、誘導するタンパク質(Bax、Bcl-XS、Bcl-XL/Bcl-2-associated death promoter(Bad)、Bcl-2 

homologous antagonist/killer(Bak)など)があり、ミトコンドリアが主要な役割を果たすアポト

ーシスの場合、これらのタンパク質がミトコンドリア膜透過性を制御することによって、

アポトーシスを調節している(36, 67, 68)。 

アポトーシスが進行する場合、細胞質に存在する Bax などのプロアポトーシスタンパク

質が、ミトコンドリアへ移動することで膜電位が低下し、電位依存性陰イオンチャネル

(VDAC)から、シトクロム c やアポトーシスプロテアーゼ活性化因子 1(Apaf-1)の放出が促進

される(69 – 71)。 

放出されたシトクロム c と Apaf-1 は、イニシエーターカスパーゼの一つである caspase-9

と結合してアポトソームと呼ばれる集合体を形成し、これにより活性化された caspase-9 は、

エフェクターカスパーゼである caspase-3、-7 を活性化することで、カスパーゼカスケード

を進行させると考えられている(72 – 74)(Fig. 22)。 

Bax と Bcl-2 などの作用が相反するタンパク質によるヘテロダイマーの形成により、互い

の働きを干渉している状態から Bax の過剰状態になると、Bax ホモダイマー形成が促進され

アポトーシスが進行すると考えられているが、ミトコンドリア膜透過性の調節との関連性

は明らかになっていない(75)。 

本節では、ミトコンドリアに関与するアポトーシスシグナル伝達における Bax タンパク

質発現を検討した。さらに、Bax タンパク質の発現を低下させることで、アポトーシスの進

行を抑制することが考えられるため、RNA 干渉法を使用して Bax タンパク質発現を低下さ

せた細胞では、アポトーシス性細胞死が抑制されるかを検討した。 
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Fig. 22 Bcl-2 family functions of the caspase cascade. 
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１．実験材料 

 

【使用試薬】 

１）ウエスタンブロット法 

 

第３章 第１節と同じものを使用した。 

 

２）生細胞数測定 

 

 第１章 第１節と同じものを使用した。 

 

３）small interfering RNA (siRNA) transfection 

・SignalSilence Control siRNA (Fluorescein Conjugate) (Cell Signaling Technology) 

・SignalSilence Control siRNA (Unconjugated) (Cell Signaling Technology) 

・SignalSilence Bax siRNA I (Cell Signaling Technology) 

・TransIT-siQUEST Transfection Reagent (Mirus) 

 

【使用機器】 

１）ウエスタンブロット法 

第３章 第１節と同じものを使用した。 

 

２）生細胞数測定 

第１章 第１節と同じものを使用した。 

 

２．実験方法 

 

【実験操作手順】 

１）ウエスタンブロット法 

第３章 第１節と同じ方法を利用した。 

 

２）生細胞数測定 

第１章 第１節と同じ方法を利用した。 

 

３）siRNA transfection 

① 各培養容器で細胞が接着するまで、37°C、5%CO2 条件下のインキュベーター中で前培

養を行った。 



55 

 

② 無血清培養液、TransIT-siQUEST Transfection Reagent、および使用する siRNA を、検体

あたり下記の量で混合した。 

Culture vessel 96-well 24-well 6-well T25 T75 

Surface area (cm
2
) 0.35 1.9 9.6 25 75 

Serum-free medium (µL) 9 50 250 650 1900 

TransIT-siQUEST Transfection Reagent (µL) 0.75 5 15 30 60 

siRNA (10µM) (µL) 0.75 5 15 30 60 

合計 (µL) 10.5 60 280 710 2020 

③ ②で混合した溶液を、遮光、室温条件下で 20 分間静置した。 

 

④ ①の容器から上清を取り除き、下記の量で培養液を添加した。 

Culture vessel 96-well 24-well 6-well T25 T75 

Complete growth medium (µL) 64.5 440 1220 2290 3980 

⑤ ③の溶液を④の容器に穏やかに少量ずつ滴下した。 

 

⑥ 37°C、5%CO2 条件下のインキュベーター中で 24 時間インキュベートした。 

 

⑦ ⑥から培養液を取り除き、細胞を目的の実験で使用した。 

 

３．統計処理 

 

独立した 2 群間の比較を行うため Student’s t-test を使用した。危険率が 5%未満である場

合を統計学的に有意差有りと設定した。 

 

４．実験結果 

 

１）Bax タンパク質の発現 

 DMSO (0.1%)で暴露した細胞を control (0μM )とし、TRO-A0001(2.5μM、5.0μM、10.0μM)

で暴露した細胞とのタンパク質発現を比較した。サンプル毎の総タンパク質量を 2.5μg に設

定し、サンプル間の目的タンパク質のローディングコントロールには β-actin を利用した。 

Fig. 23; (B), (C), (D) に示すように、TRO-A0001 を暴露した Colon-26 細胞、G361 細胞、

DLD-1 細胞での Bax タンパク質発現は、control 群と比較して増加する傾向がみられた。一

方、Fig. 23; (A) に示すように、B16/BL6 細胞の Bax タンパク質発現は control 群と比較して

同等であった。 
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Fig. 23 Expression levels of Bax in B16/BL6 (A), Colon-26 (B), G361(C) and DLD-1 (D) cells by 

western blotting. Cells were exposed to TRO-A0001 (2.5, 5.0, 10.0 μM), and control (0 μM) cultures 

were treated with 0.1% DMSO in RPMI for 24 h. β-actin was used as the internal control for protein 

loading and transfer efficiency. 
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２）Bax siRNA 処理を行った細胞における TRO-A0001 の細胞増殖への影響 

 

 トランスフェクション試薬を使用して、Bax siRNA と Control siRNA を細胞に導入した。

導入後 24 時間経過した細胞を回収し、トリパンブルー染色で生細胞数を計算した後 96 マ

イクロウェルプレートに藩種し、12時間接着させた細胞にTRO-A0001(各ウェルの最終濃度; 

0.5μM, 1.0μM, 2.5μM, 5.0μM, 10.0μM)、DMSO (0.1%)を暴露し 36 時間経過した細胞における

生細胞数を測定した。 

Fig. 24; (A), (B), (C) に示すように、B16/BL6 細胞、Colon-26 細胞、および DLD-1 細胞で

は、Bax siRNA 処理を行った細胞は Control siRNA で処理した細胞と比較して、TRO-A0001

暴露による細胞生存率を改善する傾向がみられた。 

一方、Fig. 24; (D) に示すように、G361 細胞は同様の条件下で TRO-A0001 暴露による細

胞生存率を改善する傾向はみられたものの、統計的に有意な差はみられなかった。 
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Fig. 24 Effects of Bax knockdown on apoptosis. (A) B16/BL6 (B) Colon-26 (C) DLD-1 (D) G361 

Cells were transfected with siRNA (100nM) for 24 h. After transfection, cells were treated with 

TRO-A0001 on various concentrations (0.5 – 10.0 μM), and control (CTL) cultures were treated 

with 0.1% DMSO in RPMI for 36 h. Data are expressed as the mean ± S.E.M of three independent 

experiments performed in triplicate.
 *
P < 0.05, between the control siRNA group and the Bax siRNA 

group. 
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考察 

 

 本章では、TRO-A0001 処理した細胞におけるアポトーシス関連タンパク質の発現につい

て調べた。カスパーゼは相対的に不活性な酵素前駆体で合成されており、細胞内における

一連のカスケードにおいて上流のプロテアーゼによる切断によって活性化される。 

イニシエーターカスパーゼは、その下流に存在するエフェクターカスパーゼを切断して

活性化し、その結果アポトーシスが実行されると考えられている。アポトーシスはプログ

ラム化された細胞死であり、デスレセプターやミトコンドリアを経由するアポトーシスシ

グナル伝達は、caspase-3 の活性化に集約されることも報告されている(63, 64)。 

 

第１節ではエフェクターカスパーゼの中でも caspase-3 と caspase-7 に着目し、TRO-A0001

暴露後のタンパク質発現について検討を行った。不活性な状態で内在している

caspase-3(37kDa)は、TRO-A0001 による発現低下もしくは発現に変化がみられないなど、細

胞種間での相異も認められたが、cleaved caspase-3(17、19kDa)に関してはタンパク質発現の

上昇がみられた。 

さらに、caspase-3 によって活性化される caspase-7 においても、ヒト由来の細胞種におい

て TRO-A0001 暴露による cleaved caspase-7(20kDa)タンパク質発現の上昇が認められた。つ

まり、これらの結果はその下流に存在する PARP タンパク質に、シグナル活性化が伝達され

たことを示唆している。 

第２節では、カスパーゼカスケードの最終ターゲットの一つである PARP タンパク質発現

について検討した。通常、PARP タンパク質は DNA 修復や安定化など細胞生存の調節に関

与しているが(76, 77)、caspase-3 に切断されて生じる分解産物 (Cleaved PARP) は、初期アポ

トーシスの指標とされる(62, 78 – 80)。これは、核内 DNA への損傷が開始されていることを

示唆しており、結果として DNA フラグメントの増加などアポトーシスの特徴的な現象の一

つとして検出される。 

TRO-A0001 処理後の cleaved PARP(89kDa)の発現上昇が認められた結果と、前章における

TUNEL 陽性細胞の増加から、DNA フラグメントを特徴としたアポトーシスが実行されてい

ることが推測される。 

以上の結果より、TRO-A0001 によって引き起こされるシグナル伝達は caspase-3 活性化を

伴う一連のカスケードを進行させ、最終的にアポトーシスの形態を特徴とする細胞死を実

行していることが示唆された。 

さらに、第３節ではアポトーシスを調節する Bcl-2 ファミリーの一つである、Bax タンパ

ク質に着目した。アポトーシスを誘導する経路の中でミトコンドリアを経由する経路にお

いて、Bax はアポトーシスを誘導するタンパク質の一つである(81, 82)。 

TRO-A0001 を処理した Colon-26 細胞、G361 細胞、DLD-1 細胞における Bax タンパク質

発現は、control 群と比較して増加する傾向がみられたが、B16/BL6 細胞の Bax タンパク質
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発現にはあまり変化がみられていない。 

一方で Bax siRNA でタンパク質発現を低下させると、Control siRNA で処理した細胞と比

較して、TRO-A0001 処理による細胞生存率を改善する傾向がみられた。 

この結果は、TRO-A0001 処理後のアポトーシスではミトコンドリアの関与を示唆してい

るが、Bax 発現低下による細胞生存率は、control 群と同等まで改善していない結果を踏まえ

ると、他の Bcl-2 ファミリーによるアポトーシスの調節についても検討する必要性が考えら

れた。 
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総括 

 

 本研究では、マウスとヒト由来の悪性黒色腫 B16/BL6、G361 細胞、および結腸癌細胞株

Colon-26、DLD-1 細胞を使用して、超分子化合物[2]rotaxane (TRO-A0001)が各腫瘍細胞に及

ぼす効果について検討した。 

 

１）TRO-A0001 の細胞増殖に及ぼす効果 

 

 TRO-A0001 を暴露後 48 時間までの細胞増殖に対する影響については、マウス由来の腫瘍

細胞である B16/BL6、Colon-26 で TRO-A0001 濃度 1.0μM より高濃度で、またヒト由来の腫

瘍細胞である DLD-1、G361 では TRO-A0001 濃度 0.5μM より高濃度で細胞死や増殖抑制を

引き起こすことが認められた。 

その特徴に TRO-A0001 添加時間の経過に伴い生細胞数が減少することや、TRO-A0001 の

用量依存性が示唆された(第１章 第２節)。 

一方、TRO-A0001 の構造分子である dibenzo-24-crown 8-ether、NK7-40-2 のそれぞれを暴

露した細胞の増殖は、各腫瘍細胞で生細胞数の変化は認められず、暴露後 48時間まで control

群の細胞と同様の細胞増殖が認められた。 

また、dibenzo-24-crown 8-ether と NK7-40-2 の等モル量混合物を暴露した場合の細胞増殖

についても生細胞数の変化は認められず、暴露後 48 時間まで control 群の細胞と同様の細胞

増殖が認められた(第１章 第３節)。 

以上の結果より、TRO-A0001 の構造分子単独での細胞死や増殖抑制は引き起こされず、

超分子構造をとる TRO-A0001 特有の作用発現であることが示唆された。 

さらに、既存のメラノーマ治療薬である DTIC、および大腸がん治療薬である 5-FU と

TRO-A0001 の増殖抑制効果について比較検討を行ったところ、TRO-A0001 は DTIC および

5-FU より細胞生存率を有意に減少させた(第１章 第４節)。 

 

２）TRO-A0001 を暴露した腫瘍細胞の形態学的変化についての検討 

 

 TRO-A0001 が引き起こした細胞死を形態学的な特徴から検討するために、細胞核及び細

胞骨格を染色した。細胞核染色においては、TRO-A0001 を暴露した各腫瘍細胞に濃染され

た核凝縮様の状態が見られる細胞種があるものの、小球状の断片化核小体集合像は観察さ

れなかった。 

一方、細胞骨格染色においては、TRO-A0001 処理した B16/BL6、DLD-1、および G361

細胞は細胞骨格の外環が細長く縮小しており、Colon-26 細胞では円形状に縮小している細

胞が認められ、それに伴う細胞間接着の減少や細胞間隙が広く観察された。また、非染色

像においても、これらの結果を示唆する細胞質の凝縮や空泡化、並びに球状化した細胞が
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認められた(第２章 第１節)。 

TRO-A0001 処理で引き起こされる細胞死に、アポトーシス様の形態学的特徴が示唆され

たため TUNEL 染色にて検討を行ったところ、TRO-A0001 処理した各腫瘍細胞に TUNEL 陽

性細胞の増加が認められ、DNAの断片化に関与していることが示唆された(第２章 第２節)。   

以上の結果より TRO-A0001 が引き起こす細胞死は、細胞内構造の形態学的な知見からア

ポトーシスである可能性が認められた。 

 

３）TRO-A0001 がアポトーシス関連タンパク質発現に及ぼす変化 

 エフェクターカスパーゼである caspase-3と caspase-7のタンパク質発現について検討した

ところ、不活性な状態で内在している caspase-3 は、TRO-A0001 処理による発現低下、もし

くは発現に変化がみられないなど、細胞種間での相異も認められたが、cleaved caspase-3 で

は、全ての腫瘍細胞でのタンパク質発現の上昇がみられた。 

さらに、caspase-3 によって活性化される caspase-7 においても、DLD-1、G361 細胞におい

て TRO-A0001 処理による cleaved caspase-7 タンパク質発現の上昇が認められた。この結果

から、エフェクターカスパーゼの下流に存在する PARP タンパク質に、シグナル伝達が行わ

れたことが示唆された(第３章 第１節)。 

次に、PARP タンパク質発現について検討を行ったところ、初期アポトーシスの指標とさ

れる cleaved PARP の発現上昇が、全ての腫瘍細胞で認められた(第３章 第２節)。 

以上の結果より、TRO-A0001 によって引き起こされるシグナル伝達は、caspase-3 活性化

を伴う一連のカスケードを進行させ、最終的にアポトーシスの形態を特徴とする細胞死を

実行していることが示唆された。 

また、アポトーシスを調節する Bcl-2 ファミリーの一つである、Bax タンパク質発現につ

いて検討したところ、TRO-A0001 処理した Colon-26 細胞、G361 細胞、および DLD-1 細胞

での Bax タンパク質発現が増加する傾向がみられたが、B16/BL6 細胞の Bax タンパク質発

現にはあまり変化がみられなかった。 

一方で、Bax siRNA 処理を行った B16/BL6、Colon-26 、およびDLD-1細胞では、TRO-A0001

による細胞生存率を改善する傾向がみられたことから、アポトーシスシグナル伝達経路に

おける Bcl-2 ファミリーの関与が示唆された(第３章 第３節)。 
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考察 

 

既存の代表的抗がん剤である 5-FU の作用機序は、3 系統のメカニズムが確立されている

(Fig. 25)。 

1 系統は、細胞内のチミジンホスホリラーゼ(TP)により、5-FU が 5-フルオロ-2’-デオキシ

ウリジン(FdUrd)となり、これが更にリン酸化を経て、5-フルオロ-2’-デオキシウリジン-5’-

一リン酸(FdUMP)、5-フルオロ-2’-デオキシウリジン-5’-三リン酸(FdUTP)へと代謝され、

DNA に組み込まれることで機能を抑制する。 

2 系統は、DNA 合成ではデオキシウリジン一リン酸(dUMP)が、チミジル酸シンターゼ(TS)

により、デオキシチミジン一リン酸(dTMP)へ変化し DNA に組み込まれるが、1 系統で作ら

れた FdUMP、ならびに内在する 5,10-メチレンテトラヒドロ葉酸と TS の共有結合複合体が

形成され、この複合体が TS 活性を阻害し、dTMP を枯渇させることで DNA 合成阻害を起

こす。 

3 系統は、5-FU がオロチン酸ホスホリボシル転移酵素(OPRT)により、5-フルオロウリジ

ン一リン酸(FUMP)を経て 5-フルオロウリジン三リン酸(FUTP)となり、UTPの代わりに RNA

に組み込まれ、フルオロウリジン-RNA(F-RNA)が、正規の RNA プロセシングや mRNA 翻

訳を阻害する。 

これまでに報告されている従来の 5-FU の作用機序に加え、近年ではアポトーシスに関連

する報告がなされている。Aresvik らは 5-FU が Jurkat 細胞にアポトーシスを引き起こし、

その特徴として PARP タンパク質切断が認められたことを報告している(83)。 

 

Fig. 25 Action mechanism of 5-FU 

5-FU; 5-fluorouracil, TP; thymidine phosphorylase, OPRT; orotate phosphoribosyl transferase, TS; 

thymidylate synthase, FH2; dihydrofolate, 5, 10-CH2-THF; 5, 10-metylenetetrahydrofolate, 

dUMP;  deoxyuridine monophosphate, dTMP; deoxythymidine monophosphate, dTDP; 

deoxythymidine diphosphate, dTTP; deoxythymidine triphosphate, FdUrd; fluorodeoxyuridine, 

FdUMP; fluorodeoxyuridine monophosphate, FdUDP; fluorodeoxyuridine diphosphate, FdUTP; 

fluorodeoxyuridine triphosphate, FUMP; fluorouridine monophosphate, FUDP; fluorouridine 

diphosphate, FUTP; fluorouridine triphosphate. 
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また、Borralho らは結腸、直腸がん細胞を使用して、5-FU が DNA 断片化や caspase-3, -8, 

-9 活性を増加させ、Bax タンパク質発現の増加に関与することを報告している(84)。これら

の研究は、5-FU 代謝系による作用機序のほかにアポトーシスを介した作用機序が関与する

ことを示唆している。 

5-FU に従来認識されていた代謝系による作用機序の他に、これらの研究で報告されてい

るアポトーシスを介した作用機序が関与しているならば、本研究で TRO-A0001 がアポトー

シス誘導性細胞死を示したことと、5-FU より著効を示した結果を踏まえると、より効果的

な大腸がん治療薬としての開発が期待できる。 

さらに、本研究ではマウス由来細胞の他に、ヒト由来の腫瘍細胞についても検討を行っ

ていることから、TRO-A0001 がヒト由来の腫瘍細胞にアポトーシス性細胞死を引き起こし、

臨床でも応用できる可能性を示す重要なエビデンスとなり得る。 

したがって、本研究から明らかとなったメラノーマや大腸がん細胞における、ロタキサ

ンのカスパーゼシグナル伝達を介するアポトーシスは、抗腫瘍薬としての応用が十分に期

待できると考える。 

一方、TRO-A0001 の構造分子である dibenzo-24-crown 8-ether、NK7-40-2 は、それぞれ細

胞生存に影響を及ぼさず、超分子構造を形成する TRO-A0001 においてのみ細胞死を引き起

こすことが明らかとなった。 

[2]Rotaxane はそれぞれの構成分子が有する分子運動に加え、軸状分子(axle)上を環状分子

(wheel)が“shuttling”と呼ばれる分子間運動を行う(9, 10, 85)。この超分子化合物に特有の複雑

な分子間運動が、TRO-A0001 が引き起こす細胞死の要因となる可能性があると考えている。 

今回の研究で用いた[2]rotaxane がアポトーシス誘導に関与することが明らかとなったこ

とから、ロタキサンが有する特徴的な構造と構造分子のバリエーションによって、将来数

多くのさらに有効な抗悪性腫瘍薬の開発が期待される。 
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