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緒  言  

 

 

Pro te in  k in a se  C ( PK C)は古典的なアイソフォームである α ,  β I ,  β I I ,  γ

に加え， δ ,  ε ,  η ,  ϑ や非定型の λ ,  ζ からなるファミリーを形成するセリ

ン・スレオニンキナーゼで，細胞増殖と細胞分化を司る多くのシグナル

経路で多彩な役割を果たしている。癌細胞で発現する PK C は，腫瘍の進

行や浸潤，抗腫瘍薬に対する耐性において重要な役割を有し，基質には

MAP キナーゼ，転写因子阻害タンパク質，Raf キナーゼや上皮成長因子

受容体があり，細胞内シグナル伝達において特に中心的な役割を担って

い る と 考 え ら れ て お り ， ヒ ト 口 腔 S CC  (扁 平 上 皮 癌 ;  squ a mou s ce l l  

ca r c in oma )では PK Cα や PK CβⅠが高発現するとされている 1 , 2 )。その

ため，癌細胞で発現する PK C を分子標的として阻害する分子標的治療

の研究も進められている 3 , 4 )。最近の分子標的薬を用いる口腔癌の治療

では，他の薬剤や放射線治療と併用が行われており ，今後，他の薬剤と

の併用効果の研究も重要と考えられる 5 )。  

Saf i ng ol ( L- threo- d ih yd rosph ing osi ne)は PKC 阻害剤として開発され

た薬剤で，なかでも PK Cα に選択性を示すとされている。ヒト口腔 S CC

細胞をはじめ胃癌，乳癌細胞に対して，細胞増殖抑制効果を示し，5 - FU ,  

マイトマイシン C などの抗腫瘍薬との併用効果が報告されており，臨床

では sa f in go l とシスプラチンあるいはドキソルビシンを併用する研究が
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pha seⅠの段階にある 6 - 1 0 )。  

アポトーシスは，大きく d ea th  re cep to r を介する経路とミトコンドリ

アを介する経路に分けられている。ミトコンドリア経路では，ミトコン

ドリア膜電位の低下を生じてミトコンドリアの内膜と外膜 の間に存在す

るシトクローム c が細胞質に放出され，カスパーゼ 9 に続いてカスパー

ゼ 3 が活性される 1 1 )。活性化カスパーゼ 3 の働きで，ca sp ase - a c ti va ted  

deox y ri bonu cl ea se  ( CAD)を抑制している CAD inh ib i to r  ( ICAD)が不活

化されると， CAD は核内に移行して，染色体 D N A を断片化しアポトー

シスが進行する 1 2 )。一方で，ミトコンドリアの内膜と外膜の間に存在す

るアポトーシス誘導因子である en d onu cl ea se  G  ( end oG)や ap op tos i s -

indu c ing  f a c to r  ( AIF)を介するカスパーゼ非依存的経路も存在する 1 3 , 1 4 )。

われわれは，ヒト口腔 S CC 細胞 S AS を用いた研究で， sa f ing o l を 2 5 

μM,  50  μ M の濃度で作用させた場合，ミトコンドリアから細胞質へ放出

された en doG が直接，核内に移行して D N A を切断しアポトーシスを誘

導することを報告した 1 5 , 1 6 )。ミトコンドリア膜電位の低下には s af ing o l

による RO S (活性酸素種 ;  r ea c t iv e  ox yg en  sp ec i es）産生が関与するこ

とも分かっている 1 7 , 1 8 )。  

最近， sa f i ng ol がアポトーシスだけでなく，大腸癌細胞や乳癌細胞，

前立腺癌細胞でオートファジーを誘導することが報告されている 1 7 , 1 9 )。

オートファジーは， 2 重膜の細胞内構造として発見されたもので，細胞

順応やリモデリング，劣化した細胞の細胞質成分を再生利用するなどの
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機能が判明している 2 0 )。オートファジー経路では，ph osp ha t id yl inos i to l  

3 -ph osp ha se  k ina se  ( PI3k ) ,  Ak t ， ma mma l i an  ta rg e t  o f  rap a my c i n  

(mTO R)  が主要な因子として働く 2 1 )。正常時は増殖因子からのシグナル

が mTO R に収束されて細胞増殖，タンパク合成，オートファジーの抑制

が行われている。薬剤や栄養素欠乏によってこのシグナル伝達経路が遮

断されるとオートファジーが誘導される。まず，細胞質において 2 重膜

構造のファゴフォアが形成され，これが延長するとともに mi cro tu bul e -

associ a ted  p ro te in  1  l i gh t chai n  3  ( LC3)が動員されてオートファゴソ

ームが形成され，次にリソソームと結合してオートリソソームとなり，

内包物が分解され細胞内で再利用される 2 2 )。このように，オートファジ

ーは栄養素欠乏時の細胞生存に関わるが，その後，オートファジーを伴

う細胞死  (au topha gi c  ce l l  d ea th)も明らかとなっている。したがって，

オー トフ ァジ ーは 場 合に よっ て 細 胞生 存 や 細胞 死に 関 わる こと にな る

2 3 )。  

Saf i ng ol による en doG を介するアポトーシス経路におけるオートフ

ァジーの役割を明らかした報告はない。そこで，本研究では saf ing ol に

よるヒト口腔 S CC 細胞の end oG を介するアポトーシスにおけるオート

ファジーの関与について検討を行った。  
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実験材料と方法  

 

 

1 .  細胞と方法  

実験にはヒト口腔 S CC 細胞由来の細胞株 S AS 細胞， Ca9 -2 2 細胞，

HSC -3 細 胞 を 用 い た 。 S AS 細 胞 ,  HS C-3 細 胞 は Ri k en  Bi o resou rce  

Cen ter  ( Tsuku ba ,  J ap an) か ら 購 入 し た 。 Ca 9- 22 細 胞 は J ap an sese  

Co l l e c t ion  o f  Resea rch  B io reso u rces  ( Toky o ,  Jap an )から購入した。細

胞株は，5 %  牛胎児血清  ( FBS)，4  mM L-g lu ta min e，10 0 μg / ml  p en ic i l l i n，

10 0 μg / ml  s t rep tomyc in を含む D ulb ecco 変法 Eag le 培地  ( D MEM;  

Ni ssu i ,  Toky o ,  Ja pan )で 37℃ ,  5%  CO 2 培養器中で培養した。  

 

2 .  試薬  

PKCα 選択的阻害剤として sa f i ng ol，パンカスパーゼ阻害剤として z -

VAD- f mk は Ca lb io ch em -N ov ab io ch em (S an  D i eg o ,  CA,  US A)より購入

し た 。 オ ー ト フ ァ ジ ー 阻 害 剤 と し て 3 - methy la denin e  (3 - MA) ,  

baf i l omy cin  A1 は S ig ma  (S t . Loui s ,  MO ,  US A)より購入した。アクリジ

ン オ レ ン ジ ,  抗 酸 化 剤 と し て N -a ce ty l - L- cy s te in e  (N AC) は Wak o  

(O sa ka ,  Ja pan )より購入した。  
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3.  細胞増殖能の測定  

 96  w el l カルチャープレート  ( Cornin g ,  N Y,  US A)に 5%  FBS 含有

DMEM 培地に 1  we l l あたり 1 ×10 4 個に調整した細胞を播種し， 2 4 時間

培養した。実験終了後に 5  mg / ml の 3- (4 ,5 - d i methy l th i a zo l - 2 - y l ) -2 ,5 -

d iph en yl te t ra zo l iu m -b romid e ( MTT)液  10  μ l を各 w el l に加え，さらに

37℃で 4 時間培養し，0 .0 4N  H Cl を含む i s op ropa no l を 1 00  μ l 加え，生

成 物 を 溶 解 し た 。 そ の 後 ， Ben ch mark p lu s  mi crop la te  

sp ec troph o tometer  ( Bi o - Rad Lab ora to r ie s ,  H ercu le s ,  CA,  US A)を用い，

対照波長を 6 30  n m として 5 7 0 n m の波長で吸光度を測定した。  

 

4 .  フローサイトメトリー解析  

 6  w el l カルチャープレート  ( Corning )に 5%  FBS 含有 D MEM 培地に

1 we l l あたり 2 ×10 5 個に調整した細胞を播種し，2 4 時間培養した。実験

終了後に，細胞を 0 .2 5%  tryp si n ,  0 . 02%  Ethy len edia min e te tra a ce t i c  

ac id  ( ED TA )を含む Ph osph a te  bu f f e red  sa l in e  ( PBS)で処理して回収し

た。細胞上清も含め単一とし， 1 , 00 0  ×g で 5 分間遠心分離し，全細胞を

回 収 し た 。 Vy b ran t  Ap op tosi s  Assa y  K i t  # 3  ( L i f e  Techn o logi e s  

Corpora ti on ,  Ca rl sb ad ,  CA ,  U SA)を用い， 1 00  μ l の bin di ng  bu f f e r  ( 10  

mM H EPES,  1 40  mM Na Cl ,  2 . 5  mM Ca Cl 2 ,  pH  7 .4 )に 5  μ l の FIT C-

ann ex in  V と 1 μ l の propid iu m i od id e  ( PI )を加え，室温で 1 5 分間処理

した。その後，フローサイトメーター ( FACS Ca l i bu r;  Bec ton  D i ck i nson ,  
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Fra nkl in  Lak es,  NJ ,  US A)を用いてフローサイトメトリー解析を行い，

ann ex in  V (－ ) PI  (－ )の生細胞， a n nex in  V (＋ ) PI  (－ )の早期アポトーシ

ス細胞，a nn exin  V(＋ ) PI  (＋ )の後期アポトーシス細胞，a nn exin  V (－ ) PI  

(＋ )のネクローシス細胞の割合を求めた。  

 アクリジンオレンジ染色は，回収した細胞を最終濃度 1  μ g / ml として

15 分間反応させた。その後，フローサイトメーターを用いて 染色細胞を

赤色蛍光励起波長 5 6 4- 60 6  n m の範囲で検出し，ヒストグラム解析を行

った。  

 

5 .  細胞分画  

Mi to ch on d ria  /  Cy tosol  Fra c ti on a ti on  Ki t  ( Bi oVi s i on ,  Mi lp i tas ,  CA ,  

USA)を用いて，ミトコンドリア画分を分離した。セルスクレーパーにて

細胞回収後に PBS で洗浄した後に ex tra c ti on  buf fe r で懸濁後に 10 分

間反応させた。細胞をホモジナイザー  ( As  O ne ,  O saka ,  J ap an)で 30～

40 回粉砕後に 4℃ ,  1 , 00 0  ×g で 10 分間遠心し，その上清を 4℃ ,  1 0 , 00 0  

×g で 30 分間遠心した後の沈殿物を回収しミトコンドリアとした。  

NE - PER Nu c lea r  and  Cy top la smi c  Ex tra c t ion  Rea gen ts  ( Thermo  

Sc ien t i f i c ,  Wal th ma n,  MA,  US A)を用い て核 画分 を分離 した 。 細 胞 を

0. 25%  try p sin ,  0 .0 2% ED TA を含む PBS で処理して回収した。細胞上清

も含め単一とし，1 , 00 0  ×g で 5 分間遠心分離し，全細胞を回収した。PB S

で懸濁し 1 . 5  ml マイクロチューブに移し， 4℃， 5 0 0 ×g で 3 分間遠心分
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離し，上清を除去した後に氷上で可能な限りペレットを乾燥させた。細

胞と hy p o toni c  buf fe r を反応させた後に 1 5, 00 0  ×g で 5 分間遠心し上清

を核画分とした。  

 

6 .  イムノブロット法  

 細 胞 を PBS で 洗 浄 後 ， 2 0  mM Tri s - H Cl  ( pH  7 . 4 ) ,  0 .1  % sod iu m 

dodecyl  su l f a te  (S DS) ,  1  % Tri ton  X - 10 0 ,  1  % sodiu m d eox ycho la te ,  

1% p ro tease  in hib i to r  co ck tai l 含有のバッファーに溶解した。氷上でソ

ニ ッ ケ ー タ ー  ( TO MY,  Tok yo ,  J a pan ) を 用 い て 細 胞 を 粉 砕 後 ， 4 ℃ ,  

15 ,0 00  ×g で 1 0 分間遠心し，上清を回収した。タンパク質の定量には

DC p ro te in  a ssay  K i t  ( Bi o -Rad Lab ora to ri e s)を用いた。検体を 0 . 12 5  

M Tri s - HCl ,  4  %  S DS ,  2 5  %  g l y ce rol ,  0 .5  %  b romoph en ol  b lu e ,  pH  6 . 8

を含む sa mpl e  bu f f e r に溶解し， 1 00℃で 5 分間熱処理後， S DS ポリア

クリルアミドゲル電気泳動  (SD S- PAG E)を行った。泳動後，タンパク質

をセ ミド ライ 式ブ ロッ ティ ング 装 置  ( Bi o - Ra d  La b ora to ri e s)を用 い て

po ly vin yl id en e d i f lu ori de  ( PVD F)メンブレン  ( Mi l l ip o re ,  Bed fo rd ,  MA,  

USA)に転写し，PBS で 5  %スキムミルクを調整し， 1 時間ブロッキング

を 行 っ た 。 一 次 抗 体 と し て ， 抗 β -a c ti n マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  

(1 : 50 00 )  (S ig ma)，抗 LC3 マウスモノクローナル抗体  (1 :1 00 0)  ( MBL,  

Nag oya ,  J ap an) ， 抗 end oG ラ ビ ッ ト ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体  ( 1 :5 00 )  

(S i g ma )を用い，それぞれ室温で 1 時間反応させた。二次抗体として ，ペ
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ルオキシダーゼ標識した抗マウス I gG 抗体  (1 :1 00 0)  ( S i g ma )もしくは

抗ラビット Ig G 抗体  (1 :1 00 0)  (S ig ma)を室温で 1 時間反応させたのち，

enh an ced  chemi l u min escen ce  Ki t  ( GE H eal th ca re ,  Pi s ca ta wa y,  NJ ,  

USA)を用いて検出した。  

 

7 .  共焦点レーザー顕微鏡による観察  

 カバーガラス  ( MATSU N AMI,  O saka ,  Ja pa n)を敷いた 6 we l l カルチャ

ープレート  ( Cornin g)に 5%  FBS 含有 D MEM 培地に 1  w el l あたり 2 ×1 0 5

個に調整した細胞を播種し，2 4 時間培養した。実験終了後に培地を除去

し，細胞を PBS で洗浄し， 4  %  パラホルムアルデヒド  ( Wak o)により室

温で 15 分間固定した。 PBS で洗浄後，一次抗体として抗 LC3 マウスモ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  (1 :5 00)， 抗 en doG ラ ビ ッ ト ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体  

(1 : 10 0)を室温で 1 時間反応させた。PBS で洗浄後，二次抗体として Al ex a  

Fl uor  4 88  g oa t  an t i - mou se  an t ib ody  (1 :5 00 )あるいは Al ex a  F lu or  4 8 8  

goa t  an t i - rab bi t  a n ti body  ( 1 : 50 0)  (L i f e  Techn ol og i es  Corp ora t ion )を

室温で 1 時間反応させた。 ProLon g  G ol d  An t i fa de  Reag en t  wi th  DAPI  

(L i f e  Techn ol og ie s  Corpora ti on) で 封 入 し ， 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡  

(Le ica  TCS S P8;  Lei ca  Mi crosy s tems ,  Mannh ei m,  G erma ny )にて拡大

率 63 0 倍で観察した。  

また，核染色については 6 w el l カルチャープレート  ( Cornin g)に 5 %  

FBS 含有 D MEM 培地に 1  w el l あたり 2 ×10 5 個に調整した細胞を播種
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し， 2 4 時間培養した。実験終了後に培養上清を含め 4 00  ×g で 5 分間遠

心し，細胞回収後に 4  %  パラホルムアルデヒドにより室温で 30 分間固

定した。 PBS で洗浄後， 2 0  μ l の PBS に 4  μ l の Hoech s t  33 34 2 を加え

て染色し，共焦点レーザー顕微鏡にて拡大率 6 3 0 倍で観察した。  

 

8 .  sma l l  i n te r fe r in g  RN A ( s iRN A)の導入  

end o G を 標 的 と し た end oG si RN A ( 標 的 配 列 ： 5 ’ -

CTG G AACAACCTG G AG AAATA - 3 ’ )と Al lS ta rs  n ega t iv e  con tro l  s i RN A 

(nonsen se  s iRN A)は Q IAG EN  ( Val enc ia ,  CA,  US A )から購入した。6  w e l l

カ ル チ ャ ー プ レ ー ト  ( Cornin g)に 5%  FBS 含 有 お よ び 抗 菌 薬 不 含 有

DMEM 培地に細胞を播種し，コンフルエントの約 3 0%になった時点で

si RNA を最終濃度 2 0  p mol になるように調整し Li po fe c ta mi ne  20 00  

(L i f e  Techn ol ogi e s  Corp ora t i on)を用いてリポフェクション法にてトラ

ンスフェクションを行った。 s i RN A 導入後 2 4 時間の細胞を各々の実験

に用いた。  

 

9 .  有意差検定  

 有 意差検定は， S tu den t- t 検定を行いて統計学的に比較した。実験結

果は平均値 ±標準偏差と表記した。 p <0 . 01 を有意差有りと判断した。  
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結  果  

 

 

1 .  Saf i ng ol が細胞死に及ぼす影響  

 Saf in go l の口腔 SCC 細胞に対する傷害性を知るために， 5 - 25  μ M の

sa f in g ol 存在下で S AS 細胞を 2 4 時間培養し，生細胞を MTT 法により

測定した。その結果，細胞増殖は濃度依存的に抑制され 1 0  μ M の sa f in go l

での生細胞の割合は非処理対照の 8 3. 0%まで低下し， 2 5  μ M の sa f in go l

では 1 6. 1%まで低下した  (図 1 A)。また， S AS 細胞を 1 0 μM の saf in go l

存在下で経時的に生細胞を測定したところ，24 時間までは 8 6 .2 %であっ

たが， 4 8 時間では 4 7. 4%まで減少した  (図 1 B)。口腔 S CC 細胞として，

Ca 9- 22 細胞および HS C- 3 細胞を用いて， 5 -2 5  μ M の saf i ng ol 存在下で

24 時間培養した場合も，濃度依存的に生細胞率の減少を認めた  (図 2)。 

 

2 .  Saf i ng ol がアポトーシスに及ぼす影響  

 Saf in go l による生細胞の減少がアポトーシスによるか否かを明らかに

するため，フローサイトメトリーによる解析を行った。すなわち， 5 - 25  

μM の saf in go l 存在下で S AS 細胞を 24 時間培養し， FITC- ann ex in  V,  

prop id iu m iod i de  ( PI )で染色したのちフローサイトメトリー解析を行っ

た。その結果， saf in go l 濃度が高くなるに従って， an nexi n  V 染色陽性

を示す細胞が増加し，なかでも a nn exin  V  (＋ ) PI  (＋ )の割合が最も高く，
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25  μ M では 3 3. 9％であった。 1 0  μ M では 11. 6%であった。 Ann exin  V  

(－ ) PI  (＋ )のネクローシス細胞は高い saf i ng ol の濃度でも明らかな増加

を示すことはなかった  (図 3)。Ca 9- 22 細胞と HS C -3 細胞を sa f in g ol で

処理した場合も an nexin  V (＋ )を示すアポトーシス細胞は濃度依存的に

上昇した  (図 4 )。  

 

3 .  Saf i ng ol がオートファジーに及ぼす影響  

 LC3 は哺乳類で始めて発見されたオートファゴソーム膜結合タンパク

質であり，現在オートファジーのマーカーとして広く用いられている 2 4 )。

オートファゴゾームに必要な LC3 -Ⅱは LC3-Ⅰから形成される。 S AS 細

胞を 1 0  μ M の sa f ing o l 存在下で 2 4 時間培養し，イムノブロット法で

LC3 -Ⅱを検出した。未処理コントロールと比較し sa f i ng ol 処理細胞では

LC3 -Ⅱの発現増加を認めた (図 5A)。  

次 に 抗 LC3 抗体を用いて 免疫化学染色 を行った 。コントロールで は

LC3 は細胞質全体にびまん性に存在していたが，1 0  μ M の saf in go l で処

理した細胞では細胞質内で点状あるいは顆粒状に集積しており，より明

瞭に染色された  (図 5 B )。 Ca 9- 22 細胞と H SC -3 細胞を sa f in g ol で処理

した場合も同様に LC3 の集積を認めた  (図 5C)。  

オートファジーを誘導した細胞を塩基性蛍光色素アクリジンオレンジ

存在下に培養すると a c i d i c  ves i cu l a r  o rg an el le s  ( AVO s)は赤色の染色像

として観察される。 1 0  μ M の sa f in go l で処理した S AS 細胞をアクリジ
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ンオレンジで染色した結果，赤色染色の顕著な増加がみられた  (図 5 D)。

この赤色信号をフローサイトメーターによるヒストグラム解析で定量化

すると，コントロールと比較して赤色領域の染色像を示す細胞は 2 5%増

加していた  (図 5 E)。  

 

4 .  オートファジー阻害剤が sa f in g ol 誘導細胞死に及ぼす影響  

 オートファジー阻害剤として 3 - MA， ba f i l omy cin  A1 を用いて検討を

行った。まず， 3 - MA による細胞傷害性を知るために S AS 細胞を 1 ,  3 ,  5  

mM の 3- MA で 2 4 時間処理した場合，生細胞率は 1  mM では 10 4%であ

っ た が ， 3  mM， 5  mM で は そ れ ぞ れ 8 4 .6 %， 7 3. 7 %ま で 低 下 し た 。

Ba f i lomy cin  A1 の場合， 5  n M では処理後の生細胞率はコントロールの

98 .8 %であった。そこで， sa f ing ol と併用するオートファジー阻害剤の

濃度を 3 - MA は 1  mM と baf i l omy c in  A1 は 5  n M とした 1 7 )。次に， 1  

mM の 3- MA が 10  μM の saf in go l によるオートファジーを阻害するこ

とを確認する実験を行った。 S af i ng ol と 3- MA を併用して処理した細胞

において， LC 3 -Ⅱをイムノブロット法で検出したところ con tro l ならび

に saf in go l と比較して減少していた  (図 5 A)。免疫蛍光染色を行ったと

ころ，細胞質内での LC3 の発現は低下し  (図 5 B)，アクリジンオレンジ

染色では，AVO s 形成による赤色の反応が抑制された  (図 5D , E)。S AS 細

胞 を saf ing ol で 24 時 間 処 理 す る と 生 細 胞 率 は 8 1 .5 %で あ っ た が ，

sa f in g ol に 3- MA を併用した場合， 66 .5  %であり， b af i l omy c in  A1 との
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併用では 6 5 .3  %にまで低下した  (図 6 A)。  

Saf i ng ol とオートファジー阻害剤により誘導される細胞死をフローサ

イトメトリーで解析すると， a nn ex i n  V  (＋ ) PI  (＋ )の後期アポトーシス

細胞が増加した  (図 6 B)。また， S AS 細胞を sa f in g ol と 3 - MA の併用で

処理し H oech s t  33 34 2 にて核染色した場合，アポトーシスに特徴的な核

の断片化を示す細胞が認められた  (図 6 C)。  

 

5 .  Saf i ng ol と 3- MA の併用が en do G の局在に及ぼす影響  

 すでに， S AS 細胞を 2 5  μ M， 50  μM の sa f i ng o l で処理すると en doG

を介したアポトーシスが誘導されることが示されている 1 5 , 1 6 )。1 0  μM の

sa f in g ol と 1  mM の 3 -MA の併用による end o G の局在の変化を蛍光免疫

染色にて検討した。この濃度の saf i ngo l で処理しても単独ではコントロ

ー ル と 比 較 し て end oG の 明 ら か な 局 在 の 変 化 を 認 め な か っ た が ，

sa f in g ol と 3- MA を併用すると 核内における 発現 が顕著に 認め られ た  

(図 7 A)。細胞からミトコンドリアあるいは核画分を調整し，イムノブロ

ット法を行った場合， sa f in g ol と 3 -MA の併用処理を行った細胞では，

end oG はミトコンドリア画分で減少し，核画分で増加した  (図 7B )。  

 

6 .  end oG のノックダウンが sa f ing ol と 3- MA の併用効果に及ぼす影響  

 次に ，end oG に対するターゲット配列を有する sma l l  in te rf e r i ng  RN A 

(s iRN A)を用いたノックダウン実験を行った。 S AS 細胞に end oG si RN A
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をトランスフェクションし，4 8 時間後にイムノブロット法ならびに蛍光

免疫染色で end oG の発現は低下した (図 8)。 nonsen s e  s i RN A あるいは

end oG s i RN A をトランスフェクションした細胞を sa f in g ol と 3 - MA の

併用で 2 4 時間処理した場合，生細胞率はそれぞれコントロールの 7 2 .2 %，

97 .3 %で あ り ， en d oG s iRN A を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 で は

sa f in g ol と 3- MA による細胞傷害性の低下がみられた  (図 9)。  

 

7 .  カスパーゼ阻害剤ならびに抗酸化剤が saf i ng ol と 3- MA 併用による  

細胞傷害性に及ぼす影響  

細胞死におけるカスパーゼの関与を知るため，パンカスパーゼ阻害剤

z- VAD-f mk で 2 時間前処理し，その後 sa f in go l と 3- MA で処理したが，

カスパーゼ阻害剤で処理しない細胞と比較して生細胞率の差はなかった  

(図 1 0)。  

SAS 細胞を 1 5  μ M の sa f in g ol で処理すると en doG を介するアポトー

シスを生じるが，その際 ROS の産生が明らかとなっている 1 8 )。そこで，

抗酸化剤 N AC の効果をフローサイトメトリー解析で検討した。その結

果，N AC 存在下では saf ing ol と 3- MA 併用による a nn exin  V  (－ ) PI  (－ )

である生細胞率の低下は抑制された  (図 11)。  
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考  察  

 

 

近年，細胞死の形態としてアポトーシスやネクローシス以外にオート

ファジーを介する細胞死の存在が知られるようになっている 2 5 )。これは

細胞死にともなってオートファジーが誘導されるもので，この細胞死で

はアポトーシスでみられるような D NA の断片化はない。  

PKC とオートファジーの関係を調べた研究は限られており，統一的な

見解は得られていない。現に，アセトアミノフェンによる肝毒性の発現

において，PK C 阻害剤がオートファジーを介する生存シグナルを亢進す

るが，その一方でパルミチン酸による細胞死では PK C の誘導がオート

ファジーを低下させるといった相反する結果が報告されている 2 6 , 2 7 )。わ

れわれは口腔 S CC 由来の SAS 細胞を PKC 阻害剤である sa f i ng ol を 25  

μM あるいは 5 0  μ M の濃度で処理すると end oG のミトコンドリアから

の放出と核移行，D N A の断片化を生じること，カスパーゼ 3 の活性化は

なく，ミトコンドリアの上流で ROS が関与することを報告している 1 4 , 1 5 )。

細胞系は違うが，最近の sa f i ng ol を用いた研究で，1 5 μ M の saf ing ol 処

理でオートファジーが生じること，また 5 μM の saf in go l で長時処理す

るとネクローシスとオートファジーもみられる 1 7 )。そこで，口腔 S CC

細胞の end oG を介するアポトーシスにおけるオートファジー の関与に

つき検討を行った。  
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本研究では，まず S AS 細胞ならびに他の口腔 S CC 由来の Ca 9 -22 細

胞，H SC -3 細胞を用いて，sa f in gol の細胞傷害性を生細胞率で調べたが，

いずれの細胞でも 5 -2 5  μM で濃度依存的な細胞増殖の抑制効果がみられ

た。アポトーシスの関与を確認するため，a nnexi n  V,  PI 染色後にフロー

サイトメトリー解析を行った 2 8 , 2 9 )。Saf i ng ol の濃度依存的に a nnexi n  V

染色陽性の早期ならびに後期アポトーシス細胞が増加したが，PI 染色の

み陽性のネクローシス細胞は sa f i ng ol の濃度を上昇させても増加しなか

った。他の口腔 SCC 由来細胞でも同様に濃度依存的な生細胞 率の低下と

ann ex in  V 染色 陽性のアポトーシ ス 細胞 の増加 がみられたことから ，

sa f in g ol による細胞死はアポトーシスがその大部分を占める ものと考え

られた。  

SAS 細胞において sa f i ng o l でアポトーシスが誘導される条件下のオ

ートファジー誘導を検討したが， sa f in go l 処理細胞ではイムノブロット

法で LC3-Ⅱの増加がみられ，蛍光抗体法では細胞質内において LC3-Ⅱ

が顆粒状に集積した 3 0 )。さらに，アクリジンオレンジで赤色に染色され

る AVO s が増加したことから，saf in go l 処理によって S AS 細胞でオート

ファジーが確認された 3 1 )。同じ口腔 S C C 由来の Ca 9- 2 2 細胞と HS C - 3

細胞でも LC3 の顆粒状集積を認めた。したがって，sa f i ng ol は口腔 S CC

細胞において，アポトーシスだけでなくオートファジーも誘導すると考

えられた。  
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3- MA はオートファゴソーム形成前を阻害し， b af i l omyc in  A1 はオー

トファゴゾームとリソソームの癒合を阻害する 2 2 )。S AS 細胞を 1  mM の

3- MA あるいは 5  n M の b af i l omy c i n  A1 で処理したところ，細胞増殖に

影響を与えなかった。なお，高い濃度で saf in go l を使用するとアポトー

シスによる細胞傷害作用が強く表れるため ，オートファジー阻害剤の効

果が明らかでなかった。そこで， sa f in go l の濃度を 1 0 μM として，オー

トファジー阻害剤との併用効果を検討したところ， saf in go l 単剤と比較

してより強く細胞増殖を減少させることが判明した。したがって，乳癌

細胞や大腸癌細胞と同様に口腔 S CC 細胞においても，sa f i ng ol で誘導さ

れるオートファジーは，S AS 細胞に対する sa f in g ol による細胞傷害性に

対してこれを防御する耐性機構として働いており，オートファジーの阻

害が生細胞率の上昇に繋がったものと考えられた。 そして，フローサイ

トメトリー解析で， ann exin  V  (＋ ) PI  (＋ )の後期アポトーシス細胞の増

加がみられたことから，オートファジー阻害剤は sa f i ng ol によるアポト

ーシスを助長すると考えられた。  

Saf i ng o l で SAS 細胞を処理すると end oG を介するアポトーシスが誘

導されることが分かっている 1 5 )。今回， 1 0  μ M の sa f ing o l で処理した

細胞における en doG の局在を免疫蛍光染色で観察したところ， sa f in g ol

単剤では end oG の核への明らかな凝集は認めなかった。しかし，sa f in g ol

と 3- MA を併用したときには， end oG の核内での凝集が確認された。ミ

トコ ンド リア およ び 核 画 分を 調整 して 行っ たイ ムノ ブ ロッ ト 解 析 で も
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end oG はミトコンドリアで減少し，核で増加しており，sa f in go l と 3MA

の併用によって，en doG はミトコンドリアから核へトランスロケーショ

ンすると考えられた。さらに， en doG s i RNA の導入により en d oG をノ

ックダウンすると，saf in go l と 3 - MA 併用による S AS 細胞に対する増殖

抑制効果が減弱することから， en do G が S AS 細胞の細胞死に重要な役

割を果たすことが明らかとなった。 一方，パンカスパーゼ阻害剤である

z- VAD-f mk で 2 時間前処理をしたのちに saf in gol と 3- MA で処理して

も細胞増殖への影響はなく， sa f in g ol と 3 -MA の併用によるアポトーシ

スにはカスパーゼの関与はないといえる。  

頭頸部癌細胞に対してシスプラチンを用いると後期のアポトーシスに

おいて RO S を介した end oG が関与すると報告されており， S AS 細胞を

sa f in g ol で細胞を処理しても細胞内で ROS の発生がみられる 1 5 , 3 2 )。本

研究で抗酸化剤 N AC の効果を調べたところ， sa f in g ol と 3- MA による

生細胞率の低下は抑制された。したがって ，オートファジー阻害剤によ

って増強される細胞死においても R OS が end o G の上流で働いているも

のと考えられた。  

様 々 な 抗 腫 瘍 薬 が オ ー ト フ ァ ジ ー を 誘 導 す る 。 乳 癌 細 胞 に お い て

ta moxi f en は p ro te in  k ina se  B / Ak t の発現を抑制してオートファジーを

介する細胞死を誘導する 3 3 , 3 4 )。グリオーマ細胞では ra p a my c in で mTO R

を阻害してもオートファジーを介する細胞死をきたすことが知られてい

る 3 5 )。これに対して，オートファジーの阻害が細胞死の増強に繋がる場
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合もある。Li u ら 3 6 )は食道癌細胞においてシスプラチンがオートファジ

ーを誘導する条件下で 3- MA でオートファジーを阻害すると，シトクロ

ーム c を介するアポトーシスが増強したと報告している。この場合，オ

ートファジーは細胞生存に働くことになる 。本研究では，口腔 S CC 細胞

で saf i ng ol がアポトーシスだけでなくオートファジーを誘導すること ，

3- MA を併用してアポトーシスが増強されることを明らかにした。した

がって，口腔 S CC 細胞における en doG を介するアポトーシスの系でも

オートファジーは細胞生存に働いていており，その阻害が細胞死の増強

に繋がることが示唆された。  

Saf i ng ol は他の薬剤との併用で用いられることが多い。本研究の結果

から， sa f i ng ol と併用する薬剤として，オートファジー阻害作用を有す

る薬剤が有用であると考えられ る。  
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結  語  

 

 

1 )  ヒト口腔扁平上皮癌細胞由来の S AS 細胞，Ca 9- 22 細胞，HS C- 3 細胞

を sa f in g ol で処理すると，アポトーシスならびにオートファジーが

誘導された。  

2 )  SAS 細胞を sa f in g ol とオートファジー阻害剤を併用して処理すると，

sa f in g ol 単剤よりもアポトーシスが増加した。  

3 )  SAS 細胞を saf ing ol とオートファジー阻害剤 3- MA を併用して処理

すると end oG の核内移行を認め，その細胞死は end oG  si RN A による

end oG のノックダウンで抑制された。  

4 )  Saf i ng ol と 3- MA を併用した時の細胞死は，パンカスパーゼ阻害剤処

理の影響を受けなかったが，抗酸化剤処理で抑制された。  

以上より， sa f in g ol により誘導されるオートファジーは細胞生存に働

いており，その阻害は sa f in g ol による end oG を介するアポトーシスの

増強につながることが示唆された。  
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図 .1 

A                 B 

 

 

 

図 1.  S af i ng ol が SAS 細胞の生細胞率に及ぼす影響  

SAS 細胞に対して 5 - 25  μ M の sa f in go l で 2 4 時間処理  ( A)，あるいは

10  μ M で 6 -48 時間処理  ( B)し， MT T 法で生細胞率を測定した  (n =6)。  
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図 .2 

A                 B 

 

 

 

図 2.  S af i ng ol が Ca9 -22 細胞， HS C-3 細胞の生細胞率に及ぼす影響  

5 -2 5  μM の saf ing ol 存在下で Ca 9-2 2 細胞  ( A)，H SC -3 細胞  ( B)を 24

時間処理し，生細胞率を MTT 法により測定した  ( n =6)。  
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図 .3 

 
 

 

図  3 .  Sa f in g ol が S AS 細胞のアポトーシスに及ぼす影響  

5 -2 5  μ M の sa f in g ol 存在下で S AS 細胞を 2 4 時間処理したフローサイ

トメトリー解析結果から an nexi n  V(－ ) PI(－ )  ( )，an nexi n  V(＋ ) PI(－ )  

( )， ann ex in  V (＋ ) PI (＋ )  ( )， ann ex in  V(－ ) PI(＋ )  ( )の割合を求

めグラフ化した。  (n =3)。  
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図 .4 

A                  B 

 

 

図 4.  Saf in go l が Ca 9- 22 細胞， H S C- 3 細胞のアポトーシスに及ぼす影

響  

10 ,  2 5  μM の saf in go l 存在下で Ca 9-2 2 細胞  (A )，H SC -3 細胞  ( B)を

24 時 間 処 理 し フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 の 結 果 か ら ann exin  

V(－ ) PI(－ )  ( )，an nexi n  V(＋ ) PI(－ )  ( )，an nexi n  V(＋ ) PI(＋ )  ( )，

ann ex in  V (－ ) PI (＋ )  ( )の割合を求めた  (n =3)。  
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図 .5A 

 

 

 

図 5 A.  Sa f in g ol ならびに 3 - MA が LC3 -Ⅰ， LC3-Ⅱの発現に及ぼす影響  

10  μM の sa f in g ol ならびに 1  mM の 3 - MA 存在下で S AS 細胞を 24 時

間処理し，イムノブロット法にて L C3 を検出した。  
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図 .5B 

 

 

 

図 5 B.  S af ing ol ならびに 3 -MA が SAS 細胞における LC3 の局在に及ぼ

す影響  

10  μM の sa f in g ol ならびに 1  mM の 3 - MA 存在下で S AS 細胞を 24 時

間処理し，免疫蛍光染色にて LC3 を検出した。  
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図 .5C 

 

 

図 5 C.  S af ing o l ならびに 3 - MA が Ca 9- 22 細胞， H S C- 3 細胞における

LC3 に及ぼす影響  

10  μ M の saf in go l 存在下で Ca 9-2 2 細胞， HS C -3 細胞を 2 4 時間処理

した後に免疫蛍光染色にて LC3 を検出した。  
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図 .5D 

 

 

 

図 5 D .  Sa f in gol ならびに 3- MA が SAS 細胞における AVO s 形成に及ぼ

す影響  

10  μM の sa f in g ol ならびに 1  mM の 3 - MA 存在下で S AS 細胞を 24 時

間処理し，アクリジンオレンジ染色を行い AVO s を検出した。  
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図 .5E 

 

 

 

図 5 E.  S af ing ol ならびに 3 - MA が SAS 細胞における AVO s に及ぼす影

響  

10  μ M の saf in go l および 1 mM の 3 -MA 存在下で S AS 細胞を 2 4 時間

処理した後にアクリジンオレンジ染色を行いフローサイトメトリーの結

果につきヒストグラム解析を行った。  
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図 .6A 

 

 

 

図 6 A.  Sa f in g ol とオートファジーの阻害剤が生細胞率に及ぼす影響  

10  μM の saf in go l 存在・非存在下で 1 mM の 3- MA あるいは 5  n M の

baf i l omy cin  A1 により S AS 細胞を 24 時間処理し，生細胞率を MTT 法

により測定した  (n =6 )  (* :p <0 .0 1)。  
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図 .6B 

 

 

 

図 6B.  Saf in gol とオートファジーの阻害剤がアポトーシスに及ぼす影響  

10  μM の saf in go l 存在・非存在下で 1 mM の 3- MA あるいは 5  n M の

baf i l omy cin  A1 により S AS 細胞を 24 時間処理しフローサイトメトリー

解析の結果から an nexin  V (－ ) PI (－ )  ( )， a nn ex in  V(＋ ) PI(－ )  ( )，

ann ex in  V(＋ ) PI(＋ )  ( )， ann ex in  V(－ ) PI(＋ )  ( )の割合を求め た  

(n =3)。  
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図 .6C 

 

 

 

図 6 C.  Sa f in g ol と 3- MA が細胞核形態に及ぼす影響  

10  μM の sa f in g ol と 1  mM の 3- MA 存在下で S AS 細胞を 24 時間処理

し， H oechs t  33 34 2 にて核染色を行った。  
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図 .7A 

 

 

 

図 7 A.  Sa f in g ol と 3- MA の併用が e ndoG の核内移行に及ぼす影響  

10  μ M の saf in go l および 1 mM の 3 -MA 存在下で S AS 細胞を 2 4 時間

処理した後に蛍光免疫染色にて en d oG を検出した。  
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図 .7B 

 

 

 

図 7 B.  Sa f in g ol と 3- MA の併用が end oG のミトコンドリアと核での局

在に及ぼす影響  

10  μ M の saf in go l および 1 mM の 3 -MA 存在下で S AS 細胞を 2 4 時間

処理した後にミトコンドリア画分および核画分を調整し，イムノブロッ

ト法にて en doG を検出した。  
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図 .8 

A 

 

B 

 

 

 

図 8.  end oG si RNA の導入が end oG 発現に及ぼす影響  

end oG si RN A 導入 2 4 時間後の細胞における end oG 発現をイムノブロ

ット  ( A)および免疫蛍光染色  ( B )にて検出した。  
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図 .9 

 

 

 

図 9.  end oG s i RN A を導入した S AS 細胞における sa f i ng ol および 3 - MA

が生細胞率に及ぼす影響  

10  μ M の saf in go l および 1  mM の 3- MA 存在下で end oG  si RN A 導入

SAS 細胞を 2 4 時間処理し，生細胞率を MT T 法により測定した  (n =6)  

(* :p <0. 01)。  
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図 .10 

 

 

 

図 1 0.  パンカスパーゼ阻害剤が sa f i ngo l と 3 - MA による細胞傷害性に及

ぼす影響  

パンカスパーゼ阻害剤 z - VAD- f mk で 2 時間前処理をした後に 1 0  μ M

の saf in go l および 1  mM の 3 -MA 存在下で S AS 細胞を 2 4 時間処理し，

生細胞率を MTT 法により測定した ( n=6)。  
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図 .11 

 

 

 

図 11 .  抗酸化剤 N AC が sa f i ng ol と 3 -MA による細胞傷害性に及ぼす影

響  

10  μ M の saf ing o l， 1  mM の 3 - MA および 1 0  mM の N AC 存在下で

SAS 細胞を 2 4 時間処理し， a nn exi n  V,  PI 染色後にフローサイトメトリ

ー 解 析 し ， a nnexi n  V(－ ) PI (－ )で あ る 生 細 胞 の 割 合 を 求 め た  (n =3)  

(* :p <0. 01)。  

 

 


