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sic pathwayを活性化してアポトーシスを誘導す

る
1-3）
。しかしながら，悪性メラノーマは，TRAILに

対しても抵抗性を示し，またTRAIL感受性細胞も

治療の過程で抵抗性を獲得する。したがって，悪性

メラノーマのTRAILによる有効な治療には，この

抵抗性を解除するような薬剤の併用が必要で，その

分子標的の探索と薬剤の開発が早急に求められてい

る。

ジアリルスルフィド（DATS）は，ニンニクの臭

気成分のひとつである有機イオウ化合物であり，グ

リア芽細胞腫，前立腺ガンおよび大腸ガン細胞にア

ポトーシスを誘導することが報告されている
4-7）
。

しかしながらDATSのTRAIL抵抗性メラノーマ細胞

に対する生物活性はほとんど知られていない。本研

究ではDATS単独またはTRAIL併用のヒトメラノー

マ細胞株に対する抗腫瘍効果を調べた。

1. はじめに

悪性黒色腫（メラノーマ）は進展すると通常の化

学，放射線，および免疫療法に非常に抵抗性であり，

極めて予後が悪い。Tumor necrosis factor （TNF）

-related apoptosis-inducing ligand （TRAIL） は，TNF

サイトカインスーパーファミリーのひとつで，ガン

細胞にアポトーシスを誘導するが，非形質転換細胞

にはほとんど毒性を示さないことから腫瘍選択的抗

ガン剤として期待されている。

TRAILは，death receptor （DR） 4/TRAIL receptor 

（TRAIL-R） 1，DR5/TRAIL-R2，TRAIL-R3，およびTRAIL-

R4に結合する
1,2）
。DR4およびDR5は，活性化され

てアポトーシスを誘導するのに不可欠なdeath do-

main を細胞内に有するが，TRAIL-R3 およびTRAIL-

R4はそれらが完全にまたは一部欠如しているため

にTRAILとは結合するが，アポトーシスを誘導で

きない
3）
。TRAILは，extrinsic pathwayおよび intrin-
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2. 材料と方法

ヒトメラノーマ細胞株および正常ヒトメラノサイ

トの培養，細胞死の評価，Caspase-3/7/12活性化，

ミトコンドリア膜電位測定，ウエスタンブロッティ

ング，および統計処理はすべて既報
8）
のようにおこ

なった。 

3. 結果

TRAILによるヒトメラノーマ細胞の細胞死をcal-

cein-AM/EthD-1 染色を用いて測定したところ，

TRAILおよびDATSは単独ではA375（図1A），A2058

細胞（図1B）に細胞死をほとんど誘導しなかった

が，併用すると顕著な細胞死が観察された。一方，

正常ヒトメラノサイトではTRAILとDATSは単独で

も併用でもほとんど影響を与えなかった（図1C）。

同様の結果がannexin V/ PI二重染色法によるアポ

トーシス測定でも得られた（図1D）。DR5の特異的

アゴニストモノクロナール抗体は単独で，濃度依存

的にアポトーシスを誘導するが，抗DR4抗体は単

独ではアポトーシスをほとんど誘導しなかった。

DATSを併用すると，抗DR5抗体，抗DR4抗体のい

ずれでも相乗的にアポトーシスが増強された
9）
。

DATSによるTRAILの細胞死の増強効果は，カス

パーゼ活性全体の阻害剤であるz-VAD-fmkによりほ

ぼ完全に抑制され，caspase-8選択的阻害剤（z-IETD-

fmk），ならびにcaspase-9選択的阻害剤（z-LEHD-
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図1　 （A-C）A375細胞（A），A2058細胞（B），正常ヒトメラノサイト（C）を8穴チャンバースライドにまき，25 ng/ml 
TRAILおよび100 μM DATS単独，または両方で24時間インキュベートした。上清を除去後，細胞をcalcein-AM
とEthd-1で二重染色し，蛍光顕微鏡で観察した。生細胞はcalcein-AMで緑色に，死細胞はEthd-1で赤色にそれぞ
れ染色される。Scale bar = 100μm. (D) A375細胞を24孔プレートにまき（1 × 105/well），上記と同様に処理した。
細胞をアネキシンV/PI二重染色後にFACSCaliburで測定し，CellQuestソフトウェアで解析した。アネキシンV陽
性細胞をアポトーシス細胞とした。 n=3-9, **p<0.01; ***p<0.001.
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的にcaspase-12を活性化し，その作用はDATS併用

で増強された。抗DR4抗体は単独ではcaspase-12を

活性化しなかったが，DATSとの併用で有意な活性

化が観察されたが，メラノサイトではTRAIL，

DATSは単独でも併用でもcaspase-12の活性化を誘

導しなかった（図3B）。また，24時間処理後のcas-

pase-12のプロセッシングをウェスタンブロッッ

ティング法で調べると，TRAIL，抗DR5抗体は単独

でcaspase-12のプロセッシングを誘導し，その作用

はDATSにより増強されたが，抗DR4抗体は単独で

もDATSとの併用でもcaspase-12のプロセッシング

は弱かった
9）
。

fmk）で強い抑制効果が見られた（最大75％）のに

対して，caspase-3/7選択的阻害剤（z-DEVD-fmk）の

抑制効果はそれより常に弱かった（最大50％）
9）
。ミ

トコンドリア経路の関与をさらに確認するために，

TRAIL処理後ミトコンドリア膜電位（ΔΨm）とcas-

pase-3/7活性を測定した。TRAILはΔΨmの低下と

caspase-3/7活性化を濃度依存的，時間依存的に誘

導した。しかし，TRAIL（25 ng/ml）72時間インキュ

ベーションではアポトーシスはほとんど増加しな

かった。TRAILとDATSの併用で，アポトーシスと

相関して，強いΔΨmの低下とcaspase-3/7の活性化

がみられた
9）
。さらに，抗DR4抗体は単独ではcas-

pase-3/7活性，ΔΨmにほとんど影響を与えないが，

抗DR5抗体は濃度依存的にcaspase-3/7活性化と   

ΔΨmの脱分極を増強した。DATSは単独ではcas-

pase-3/7活性，ΔΨmにほとんど影響を与えないが，

TRAIL， 抗DR4抗 体， 抗DR5抗 体 に よ る cas-

pase-3/7活性化，およびΔΨmの脱分極を増強した
9）
。

さらに，caspase-3/7の活性化をウェスタンブロッ

ティング法で調べたところ，24時間インキュベー

ション後，TRAIL（100 ng/ml）ならびに抗DR5抗体

は単独でcaspase-3/7のプロセッシングを誘導した

のに対して，アポトーシスと相関して，DATSは単

独ではcaspase-3/7のプロセッシングを誘導しな

かったが，TRAIL，抗DR5抗体によるcapsase-3/7

のプロセッシングを増強した
9）
。DATSとTRAILが

小胞体ストレス反応であるunfolded protein re-

sponse （UPR） を引き起こすどうかを知るために，

その分子マーカーGRP78，XBP1の発現を調べた。

TRAIL，ならびに抗DR5抗体はXBP-1の発現を誘導

し，DATSとの併用で，GRP78の発現は減少し，

XBP-1の発現は増強された（図2A）。一方，抗DR4

抗体は単独でもDATSとの併用でもほとんど影響を

示さなかった（図2A）。また陽性コントロールのタ

プシガーギン （Tg）ではGRP78の発現は増強した

が，XBP-1発現には影響がみられなかった（図2A）。

また，72時間処理後のDATSとTRAILによるアポ

トーシスは，caspase-12選択的阻害剤（z-ATAD-fmk）

で強く抑制されたが，caspase-4選択的阻害剤（z-

LEVD-fmk）ではほとんど抑制されなかった（図

2B）。caspase-12酵素活性は，TRAIL単独で濃度依存

的，時間依存的に増加し（図3A），DATSとの併用

で増強がみられた（図3B）。抗DR5抗体は濃度依存
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図2　 (A) A375細胞を6穴プレートにまき（1 ×106/
well），各濃度のTRAIL，1μg/ml抗DR5/DR4抗体，
および100μM DATS単独，または両方で37℃，24
時間処理した。サンプルのタンパク質を還元条件

下にてSDSポリアルリルアミドゲル電気泳動で分
離後，PVDF膜に転写した。PVDF膜上のGRP78ま
たはXBP-1を特異抗体で検出した。また，各サンプ
ルのタンパク量が均一であることを確認するため

に，PVDF膜を特異的抗β -actin抗体でリプローブ
した。(B) A375細胞を24穴プレートにまき，10μM
の各阻害薬（z-DEVD-fmk; C3/7），z-ATAD-fmk
（C12），z-LEVD-fmk（C4），またはz-VAD-fmk（C All）
存在下で25ng/ml TRAIL，および100μM DATS単
独，または両方で，37℃，72時間インキュベーショ
ンし，アネキシンV/PIで二重染色した。染色細胞
はFACSCaliburで測定し，CellQuestソフトウェア
で解析した。アネキシンV-陽性細胞をアポトーシ
ス細胞とした。n=3, ***p<0.001.
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のDATSは24時間以内で十分な細胞死を誘導し，50

μM程度で完全な細胞死を誘導する。これに対して，

本研究で使用した全てのメラノーマ細胞では100μM 

DATSで24時間処理しても弱いアポトーシス（< 

20％）しか観察されないことから，メラノーマは

DATSに対しても抵抗性であることが示された。

DATSによる細胞死の誘導
4-7）
や，前立腺癌におけ

るTRAIL誘導性細胞死のDATSによる増強効果
13）

には intrinsic pathwayが重要であると考えられてい

る。本研究で見出されたDATSのTRAILによるアポ

トーシス増強効果にも intrinsic pathwayが関与して

いたが，caspase-9やcaspase-3/7の選択的阻害剤が

DATSによるTRAIL増幅作用を完全に抑制しなかっ

たこと，ミトコンドリア膜電位の減少とcaspase-3/7

活性化はアポトーシスと必ずしも相関しなかったこ

とからこの経路だけでは十分ではないと考えられ

る。intrinsic pathwayによるアポトーシスの誘導は，

従来の化学療法の主なメカニズムとして考えられて

いる。メラノーマが化学療法ならびにTRAILに抵

抗性である
14-17）
ことは，intrinsic pathwayを増強す

るだけでは，メラノーマには十分な細胞死を誘導で

きないという考えを支持する。メラノーマ細胞にお

いて強いアポトーシスを誘導するためには，他のカ

スパーゼ依存性経路が重要な役割を果たすことが示

唆された。そこで，extrinsic pathwayや intrinsic path-

wayとは別のアポトーシス経路に着目した。ブドウ

糖の欠乏，低酸素，小胞体内の変性タンパク質の蓄

積，カルシウムホメオスタシスの乱れ，過剰な活性

酸素産生などによる小胞体のストレスは，IREα，

ATF6，Perkなどのストレスセンサー分子によって

感知され，タンパク質合成の低下，タンパク質分解

の促進，GRP78/Bipなどのシャペロンタンパク質の

増加などのストレス適応反応UPR が誘導されて恒

常性を保とうとする。しかし，小胞体ストレスが

UPRによる適応機能を超えると，アポトーシスが

誘導される
18,19）
。XBP-1はDR5発現をアップレギュ

レーションさせ，アポトーシスを増強させることが

報告されている
20）
が，本研究でメラノーマ細胞に

おいてTRAILがXBP-1を活性化し，DATSがこれを

増強することが初めて明らかとなった。さらに，小

胞体を介するアポトーシス経路で重要な役割を果た

す caspase-12
21-23）

の関与が示された。以上から，

DATSは，従来のミトコンドリア経路だけでなく，

4. 考察

本研究でわれわれは，DATSがヒトメラノーマ細

胞のDRを介するアポトーシスを増強することを示

した。TRAILは腫瘍細胞のみにアポトーシスを誘導

し，正常細胞には影響しないが
10）
，DATSによるア

ポトーシスも腫瘍細胞選択的であることが報告され

ている
11）
。これらの報告と一致して，正常ヒトメラ

ノサイトでは，TRAIL，DATSは単独でも併用でも，

ほとんど細胞死を誘導せず，メラノーマ細胞のみに

選択的に作用することが示された。DATSなどのア

リルポリスルフィド化合物がグリオブラストーマ，

前立腺癌，大腸癌，乳癌
4-7, 12）

など様々な種類の腫

瘍細胞にアポトーシスを誘導することがこれまでに

報告されている。これらの報告では，10－100μM
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図3　 (A) A375細胞を24穴プレートにまき，25 または
100 ng/ml TRAILで37℃，24または72時間イン
キ ュ ベ ー シ ョ ン し た。Caspase-12活 性 化 を
CaspGLOW Fluorescein Caspase-12 Staining Kitを
用いてFACSCaliburで測定し，CellQuestソフト
ウ ェ ア で 解 析 し た。n=3, *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001。(B) D,E）A375細胞またはメラノサイ
トを24穴プレートにまき（2 × 105/well），100 ng/
ml TRAILおよび100μM DATS単独，または両方
で，37℃，24時間インキュベーションした。
Caspase-12活 性 化 を CaspGLOW Fluorescein 
Caspase-12 Staining Kitを用いてFACSCaliburで測
定し，CellQuestソフトウェアで解析した。n= 3, 
*p<0.05, ***p<0.001.
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23） Nakagawa T, Zhu H, Morishima N et al. Caspase-12 
mediates endoplasmic-reticulum-specific apoptosis 
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小胞体ストレスによって誘導されるアポトーシス経

路を活性化してTRAILの効果を増強することが示

唆された。

5. 結語

本研究ではTRAILによるヒトメラノーマ細胞の

アポトーシスをDATSが増強し，この増強効果には

小胞体を介した新たなアポトーシス増幅経路が重要

であることを明らかにした。今後，DATSの併用に

よる悪性メラノーマに対する新たなTRAIL治療法

の開発につながることが期待される。
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