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アポトーシス誘導性細胞死に関する研究
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Abstract

　We studied the influence of novel supramolecular substance, [ 2 ] rotaxane （TRO-A0001）, on caspase 

signaling and cell viability in melanoma and colon cancer cell lines. TRO-A0001 suppressed concentration-

dependently in the proliferation of cancer cells. The morphological analysis demonstrated that TRO-A0001 

increased the levels of apoptotic cells. The expression of cleaved-form caspase-3 and PARP was significantly 

increased in cells exposed to TRO-A0001 . The expression of Bax was increased by TRO-A0001 . Furthermore, 

the downregulation of Bax by siRNA resulted in growth activation. These results suggest that TRO-A0001 

induces apoptosis in cancer cells and holds potential as a new anti-tumor medicine.
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【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）。
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 3 – 5）。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。
これまでの研究で，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 -
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（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 6），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。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-A 0001で効果を発現すること
を報告した。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。
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 7）。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。
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G 361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-A 0001の作用機構解明を
目的とした。

Fig.1  Chemical structure of dibenzo-24-crown 8-ether（A）, NK7-40-2（B） and [2] rotaxane （TRO-A0001）（C）

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B 16 /BL 6，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。

【実験方法】

生細胞の測定は， PrestoBlue® Cell Viability Reagentを使用して行った。 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。
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【結果】

Fig. 2（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 . 0 µM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. 2（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。
【考察】

TRO-A 0001暴露により，マウス由来のメラノーマ，大腸がん細胞だけではなく，ヒト由来の細胞で
も細胞死や増殖抑制を引き起こすことが明らかとなり，抗腫瘍作用を有することが示唆された。 TRO-

A 0001の効果は用量依存性を示し，暴露時間の経過に伴い増殖率が低下する性質を持つことが考えられ
た。また，細胞種によって効果が異なることが示唆された。

Fig. 2  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.

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

本章では， TRO-A 0001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，アポトーシ
スであるか否かを検討した。



− 80 −

（1） 細胞核，細胞骨格染色

【実験方法】

TRO-A0001（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（10.0µM）
を暴露した細胞と比較した。 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。
【結果】

Fig. 3 ; （H） に示すように， TRO-A0001を添加したB16 /BL6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，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。 Fig. 3 ; （E） に示すように， TRO-A0001を添加したB16 /BL6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。また，Fig.3 ; （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
現象が認められた。

（2） Terminal deoxynucleotidyl transferase-dUTP nick end labeling （TUNEL）染色

【実験方法】

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。
【結果】

Fig. 4 ; （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，
Hoechst 33342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. 4 ; （A）, （D）, （G） に示すように， DMSO （0 .1%）を暴露したB16 /BL6細胞は， Hoechst33342試薬

Fig. 3   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 . 0μM  of  TRO-A0001（B, E, H, K） 
and  10 .0μM  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 = 50μm.
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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. 4 ; （B）, （E）, （H）に示す
ように， TRO-A0001（10 .0µM）を暴露したB16 /BL6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Hoechst 33342試薬とTUNEL染色の両方呈色したことから， TRO-A 0001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。

【考察】

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（8）， TRO-A 0001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
では， TRO-A 0001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，断片化DNAについて検討を行うためTUNEL染色法を利用し， Hoechst 33342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，
Hoechst 33342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-A 0001（10 . 0µM）で処理した細胞で示されており， TRO-A 0001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。

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

TRO-A 0001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 poly （ADP-ribose） polymerase （PARP）タンパク質発現について
検討した。また，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Bcl- 2 -associated X 

protein （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

Fig. 4   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）,  10.0μM 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 = 50μm.
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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。
【実験方法】

Caspase-3, -7, PARP, Baxタンパク質発現は，ウェスタンブロット法を使用して検出した。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。
また，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（0 .5 - 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。
【結果】

Caspase-3タンパク質発現は， Fig. 5; （A）, （C） に示すように，メラノーマ細胞株であるB16/BL6，G361

では， control群と比較してTRO-A0001で暴露した細胞で減少する傾向がみられた。 Fig. 5; （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. 5; （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みられた。

Caspase-7タンパク質発現は， Fig. 5 ; （A） – （D） に示すように， TRO-A0001暴露群と control群を比
較すると， B 16 /BL 6細胞で変化がみられず， Colon- 26細胞とG 361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G 361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。
PARPタンパク質発現は， Fig. 6 ; （A） – （D） に示すように， TRO-A 0001を暴露したB 16 /BL 6，

Colon- 26， DLD- 1細胞では， control群と比較して減少する傾向がみられたが， G 361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。

Baxタンパク質発現は，Fig. 7; （B）, （C）, （D） に示すように，TRO-A0001を暴露したColon-26，G361，
DLD-1細胞では， control群と比較して増加する傾向がみられた。一方， Fig. 7; （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。
Fig. 8 ; （A）, （B）, （C） に示すように， B16 /BL6， Colon-26，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. 8 ; （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。
【考察】

エフェクターカスパーゼは，その上流に存在するイニシエーターカスパーゼから切断されることで活
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 9, 10）。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-A 0001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（17，19 kDa）に関してはタンパク質発現の上昇がみられた。
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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。
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 11, 12）， 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 13, 14 - 16）。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-A 0001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，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 17, 18）。 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， B 16 /BL 6細胞のBaxタンパ
ク質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。
この結果より，TRO-A0001処理で認められたアポトーシスはミトコンドリア経路の関与が示唆されたが，
Bax発現低下による細胞生存率が 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。

 

 

Fig. 5   Expression levels of caspase-3 and -7 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 .0μM）, and control （0μM） 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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Fig. 6   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 .0μM）, and 
control （0μM） 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.

 

 

Fig. 7   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 .0μM）, and 
control （0μM） 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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Fig. 8   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 .0μM）, 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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