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序-1．がん治療薬の研究の現状 

  がんは、世界各国の医療業界において重大な問題として挙げられ続けている病気

である。過去６０年間にかけて、衛生の改善及び抗生物質とワクチンの開発により、感

染症による死亡率は劇的に減少した。また、心疾患の一次予防と二次予防の改善に

伴い、人口動態と危険因子が変化し、現在ではがんが早期死亡の上位に入っている。

2016 年の World Health Organization（WHO）による統計報告をみると、1520 万人が非

伝染性病で亡くなられている内、450 万人（29.8％）ががんによって死亡している。世界

では早期死亡（30-69 歳の死亡）の死因を主にがんが占めており、世界の 183 ヶ国の

中で 134 ヶ国では死因の 1 位と 2 位、45 ヶ国では死因の 3 位と 4 位に入っている [1]。

日本では、がんは昭和 56（1981）年以降日本の死因順位１位になった後、一貫して上

昇しており、令和 4（2022）年の全死亡者に占める割合は 24.6％となっている（図序-1） 

[2]。 

 また、がんは難病として世界各国で重大な問題であるため、発がん、がんの悪性化、

がん治療薬の開発などの研究が活発に進んでいる。その成果として、先進国では一

般的な種類のがんの予防、早期発見、治療などを通して、発症率に対して死亡率が

低下している。一方で、開発途上国においては、乳がん、前立腺がん、結腸直腸がん

など多くの種類のがん死亡率が依然として増加している [1]。このように、がん治療研

究において進展がある一方、進行・再発がんや難治がんにおいて抗がん薬は延命効

果をもたらすが、根治はいまだ難しい状況である。このように、がんが医療業界の難題

である理由の一つはがんの発症にある。感染症は、真菌や細菌やウイルスなど人間と

は全く異なる構造や機能を持つものより由来しているため、人間には存在しないが真

菌や細菌やウイルスにとって重要な分子の機能を妨害する薬剤を開発すれば、副作

用の少ない治療ができる。しかしながら、がん細胞は我々の細胞がいくつかの遺伝子

変異を経て、異常な細胞増殖や遠隔転移など悪性形質を持つ細胞であるため、基本
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構造や性質は人間の正常細胞と類似していることから、殆どの抗がん薬は副作用を伴

う。 

 

図 序-1.  年次別にみた主な死因別死亡率の年次推移 

 

 

図 序-2. がんのホールマーク 
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 それでも遺伝子変異は起きているため、正常細胞と異なる点がある。がん細胞と正

常細胞を見分けるホールマークは、増殖シグナルの維持、成長抑制の回避、免疫破

壊の回避、不死の複製が可能、腫瘍促進炎症、侵入の活性化と転移、血管形成誘導、

ゲノム不安定性と突然変異、細胞死に対する耐性、細胞エネルギーの調節解除など

が挙げられる（図序-2） [3]。がんの薬剤治療は、この遺伝子変異で生じる違いをター

ゲットにしている。 

 抗がん薬は、がん細胞の旺盛な分裂増殖性に対抗する「細胞障害性抗がん薬」と、

がん細胞における質的・量的な分子変化を選択的に認識、阻害、又は矯正する「分子

標的治療薬」に大きく分けられる。細胞障害性抗がん薬の歴史は、1940 年代の

nitrogen mustard から始まり、1950 年代の代謝拮抗剤である 5-FU や微小管阻害剤の

ビンカアルカロイド、1960 年代のプラチナ製剤、1970 年代のトポイソメラーゼ阻害剤、

及び 1990 年代のタキサン系薬剤の開発が続いた [4]。DNA をアルキル化するアルキ

ル化薬、代謝拮抗薬、微小管阻害薬など、細胞の分裂増殖に必須の生体分子に作

用する。代謝拮抗薬（S 期）やトポイソメラーゼ阻害薬（S～G2 期）、微小管阻害薬（M

期）などは作用点が細胞周期依存的であり、作用する時間が長いほど効果を期待でき

る。一方で、アルキル化薬などは細胞周期非依存的に DNA などに直接障害を与える。

細胞の盛んな分裂増殖を抑えるため、骨髄・腸管・皮膚・毛根などの増殖性の高い組

織での障害に加え、悪心・嘔吐や手足のしびれなど副作用も大きい [5]。薬物療法は

化学物質を用いるため化学療法とも呼ばれるが、近年紹介された分子標的治療薬や

免疫療法などの新たな薬物療法が普及してきたため、細胞障害性抗がん薬を用いた

薬物療法のみが化学療法と区別して呼ばれる。 

 長年の間積み重ねられてきたがんの研究と分子生物学の発展により、発がんの仕組

みが分子レベルで解明されてきた。すなわち、本来は細胞の生存増殖を正に制御す

る遺伝子が、機能獲得型変異もしくは遺伝子増幅などを起こしてがん遺伝子
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（oncogene）として活性化したり、細胞の生存増殖を負に制御するがん制御遺伝子

（tumor suppressor gene）が、機能喪失型または欠損したりすることでがんが生じるとい

う概念が確立した。こうして発がん及びがんの悪性化に関わる遺伝子をドライバー遺

伝子と呼んでおり、がん細胞はこのドライバー遺伝子に対する依存性を示していること

が分かってきた。このドライバー遺伝子産物は、がん細胞を正常細胞と見分ける鍵とな

るため、これを標的として、その働きを抑制する小分子化合物及び免疫グロブリン製剤

が分子標的治療薬として広く使われるようになった。小分子化合物としてはキナーゼ

阻害剤、プロテアソーム阻害剤、ポリ（ADP-リボシル）化酵素（PARP）阻害薬、並びにヒ

ストン脱アセチル化酵素阻害薬やメチル化酵素阻害薬などのエピゲノム標的薬などが

ある（図序-3）。 

 このように分子標的治療が開発されてきた中で、いくつかの課題が挙げられた。これ

には、標的としづらいドライバー遺伝子を持つがん、珍しい遺伝子変異によって生じた

がんへの対応、並びにドライバー遺伝子が不明ながんなどがある。これらに加えて薬

剤耐性の出現も挙げられる。薬剤耐性には、最初から効かない自然耐性、治療に伴

って効かなくなる獲得耐性がある。さらに、作用点が異なる複数の薬剤が効かなくなる

多剤耐性もある。こういった変化は、ゲノム変化によるクローン進化やゲノム変化を伴

わないエピゲノム変化や適応応答、あるいは休眠状態にあってストレスにも抵抗性を

示すがん幹細胞などに起因する。耐性の具体的なメカニズムとしては、ABC トランスポ

ーターの発現による薬剤の細胞外への排出、薬剤不活性化の亢進、薬剤活性化の低

下、アポトーシス機構の欠損、並びに標的タンパク質の質的・量的な変化などが挙げ

られる。また、がん治療におけるもう一つの問題はがんの不均一性にある。がんは悪

性化を重ねると一つの腫瘍の中に異なる遺伝子変異をもついくつかの種類の細胞が

存在するようになる。さらに、休眠状態にあるがん幹細胞の存在もがん治療の大きな問

題である [5]。 
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図 序-3. 様々ながん分子標的治療薬 
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序-2．天然資源から始まるケミカルバイオロジー 

   ケミカルバイオロジーとは、化学的観点あるいは化学的手法で生命現象を解明

する学問分野である [6]。ケミカルバイオロジーは比較的新しい学問で、創始者である

ハーバード大学の S. Schreiber 博士は、生体に影響を及ぼす化合物や化合物ライブ

ラリーを用いて遺伝学や生物学の研究をできるという信念に基づき、この分野を切り開

いた [7]。酵素、受容体、ＤＮＡ、ＲＮＡ、糖あるいはＮＯやＣａ2+のような、生理活性小

分子などの生体分子などの機能を制御すると生体にどのような変化が起こるか、それ

に基づいてその生体分子の生理作用を解明すること主題としている [8]。ケミカルバイ

オロジーが発展することは、新しい医薬品の開発、薬の効果や副作用の理解が深まる

ことが期待できる。さらに、複雑な生命現象を解き明かすことにも貢献できると考えられ

る。 

   ケミカルバイオロジーは、研究領域は広いが、その一つとして、ケミカルライブラリ

ーあるいは天然資源抽出ライブラリーの構築、活性物質を探索するためのスクリーニ

ング系の確立と、見出した活性物質の作用解明という流れで行われる。ケミカルライブ

ラリーは、様々な構造を持つ単一化合物を集めたものであり、一般に製薬企業は 100

万種類以上の化合物を保有していると言われている [8, 9]。このケミカルライブラリー

から、特定のスクリーニング系を用いることで目的とする生物活性を持つものを見出す。

標的生体分子により特異的に作用する分子を探すために、化合物の数が多く多様な

ケミカルライブラリーほど有用である。一方で天然資源抽出物ライブラリーは、様々な

天然資源の抽出物を集めたものを指しており、その一つ一つは、さらに多くの化合物

を含む混合物である。従って、スクリーニング系を用いて活性の探索、さらには、そこ

から単離精製することで単一の活性物質を見出すことができる。動植物や微生物など

の天然資源は、化合物の宝庫ともいえる。天然物から見出される化合物は、人間の想

像を上回る構造やその多様性が注目されている。1928 年に英国の細菌学者である A. 
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Fleming によって Penicillium 属から見出された抗生物質のペニシリン（1945 年ノーベ

ル生理学・医学賞）、1943 年ラトガース大学（米）の S. Waksman によって Streptomyces 

griseus から見出された抗生物質ストレプトマイシン（1952 年ノーベル生理学・医学賞）、

1958 年にニチニチソウ（Catharanthus roseus=Vinca rosea）から見出された抗がん剤の

ビンブラスチン、1967 年に Streptomyces peucetius var caesius から見出された抗がん

剤のドキソルビシン、1972 年に Tu 等のグループによってクソニンジン（Artemisia annua）

から見出された抗マラリア薬のアルテミシニン（2015 年ノーベル生理学・医学賞）、

1979 年に北里研究所と Merk 社との共同研究によって、放線菌 Streptomyces 

avermectinius から見出された寄生虫感染症治療薬エバーメクチンを改変したイベルメ

クチン（2015 年ノーベル生理学・医学賞）など、天然資源からはユニークな活性を化合

物が発見されている（図序-4） [10]。 

 一方で、スクリーニングとは、「何らかの基準によって選別すること」であり、ケミカルバ

イオロジーでは活性物質を探索のために様々なスクリーニング系が用いられている 

[8]。その中には、酵素のような標的タンパク質そのものを使うこともあれば、細胞や微

生物や原生生物等の生物全体を使うこともある。スクリーニング系は、目的の活性を発

見するという有用性があり、簡単な手法により短期間で行うという簡易性と同時に、低コ

ストという基準を果たす必要がある。多数のケミカルライブラリーから効率的にスクリー

ニングする技術には、一日に 1 万の化合物からスクリーニングするハイスループットス

クリーニング、一日に 10 万の化合物からスクリーニングする超ハイスループットスクリー

ニングなど、様々な技術が使用されている [11]。スクリーニング系を用いて新しい生物

活性物質を見出す他、既存の薬の有効性を判定したり、新しい用途を見つけ出したり

することもできる。 
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図 序-4. 天然由来の生物活性物質 
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序-3．がん治療をターゲットにした細胞死の研究に関する現状 

 細胞死の研究は、生物の発生過程の分化、病気の進行、がん治療薬の研究などで

広く行われている。最初は、炎症部位の組織に見られる細胞死のネクローシス（壊死）

と、分子的に調節されているアポトーシスの２種類だったが、現在では細胞死の研究

がさらに進み、他の種類の細胞死も提唱されている [12, 13]。これには、オートファジ

ーが起因として引き起こされるオートファジー性細胞死 [14]、受容体相互作用タンパ

ク質キナーゼ（RIPK）を介するネクロトーシス [15]、鉄イオン依存的な細胞死のフェロ

トーシス [16]、ミトコンドリア膜透過性遷移（MPT）を介するネクローシス（MPT-driven 

necrosis） [17]、炎症カスパーゼを介するパイロトーシス（pyroptosis） [18]、poly（ADP-

ribose）polymerase 1（PARP１）の過剰活性化によって引き起こされるパータナトス

（parthanatos） [19]、細胞の共食い現象のエントーシス（entosis） [20]、並びにリソソー

ムの膜透過性の亢進によって引き起こされるリソソーム依存性細胞死 [21]などがある 

[22]。このように、様々な細胞死が提唱され制御された細胞死（Regulated cell death: 

RCD）として、その分類と誘導メカニズム、人体における役割、病気の進行との関わり、

及びがん治療への有効性などが研究され、いくつかのレビューによって整理され報告

されている [23, 24, 25, 26]。 

 アポトーシスは、細胞の縮小、染色体の凝縮、DNA の断片化、細胞膜のブレブ形成、

カスパーゼの活性化などで特徴づけられる細胞死で、プログラムされた細胞死として

初めて提唱された細胞死である。発見されてから発生過程での重要性が注目され、盛

んに研究されてきた。アポトーシスで死んだ細胞の破片は食細胞によって食べられる

ため、ネクローシスと異なり炎症を引き起こさない細胞死としてがん治療薬の開発研究

においても注目されてきた。アポトーシスには、death receptor を介する外因性アポトー

シス経路とミトコンドリア外膜透過性（MOMP）によって誘導される内因性アポトーシス

経路の 2 種類がある。外因性アポトーシスは、細胞膜に存在する death receptor に細
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胞外からリガンドが結合することで誘導型カスパーゼ 8 が活性化する。一方で、内因性

アポトーシスの際は、酸化ストレスなどの刺激により Bax/Bak がミトコンドリア外膜に穴

を開けると、ミトコンドリア内膜と外膜の間に存在していたシトクロム c が細胞質に放出

される（図序-5） [27]。シトクロム c は、誘導型カスパーゼ 9 を活性化する。誘導型カス

パーゼは実行型カスパーゼの 3 と 7 を活性化し、カスパーゼ 3 と 7 は DNA 断片化、

DNA を修復する PARP1 の切断などを引き起こすことでアポトーシスが誘導される。ア

ポトーシスは、分子レベルで調節されたプログラム細胞死であることと炎症を引き起こ

さないことから、アポトーシス誘導剤は有力な抗がん剤候補である [28]。しかしながら、

腫瘍の薬物耐性獲得などでアポトーシス耐性のがん細胞も出現するようになったこと

から、同じくプログラム細胞死であるネクロトーシスやフェロトーシスなどの細胞死もが

ん治療の研究対象となってきた。 

 ネクロトーシスは、2005 年に提唱された細胞死で、「プログラムされたネクローシス」と

して注目を集めた [15, 29]。それまで、ネクローシスはすべて事故的に起こる細胞死

で制御できないものとされていたが、ネクロトーシスの発見はこの概念を覆した。ネクロ

トーシスは、細胞の膨張、細胞膜の損傷、細胞内 ROS 増加などの特徴を示しており、

その発見はアポトーシスの研究に起因している。外因性アポトーシスをカスパーゼ阻

害剤の z-VAD-fmk で阻害すると、細胞株によっては細胞死が回復せず、ネクローシス

様の形態を示す細胞死を誘導するケースがみられた（図序-5） [30]。後に、この細胞

死をＲＩＰＫ阻害剤の necrostatin-1（nec-1）で抑制されることが発見され、プログラムされ

たネクローシスとして紹介された。ネクロトーシスは、アポトーシスが止められたときに引

き起こされる細胞死であるため、生物において除去しなければならない細胞がアポト

ーシスを誘導されたときに死ななかった場合、残された二つ目の選択肢としてプログラ

ムされているのではないかと考えられた。 

 オートファジー性細胞死（Autophagic cell death）は、細胞の自食作用であるオートフ
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ァジーの発見とともに注目された細胞死である（図序-5） [13, 31]。オートファジー性細

胞死の提唱により細胞死が 3 つに分類されるようになり、アポトーシスはⅠ型細胞死、

オートファジー性細胞死はⅡ型細胞死、ネクローシスはⅢ型細胞死とされていた。オ

ートファジー性細胞死は、オートファゴソーム形成によって細胞内に液胞が見えること

で形態的に特徴付けられている。オートファジー自体は、細胞が栄養不足になった時

に不要な高分子や細胞小器官を分解する現象であり、アポトーシスなどの他の細胞死

が誘導されているときに観測されることもあるため、他の細胞死であるにもかかわらず

オートファジー性細胞死として間違われることもあった。そのため、オートファジー性細

胞死はオートファジーが伴われる細胞死ではなく、オートファジーを起因とする細胞死

であると定義された。従って、オートファジー性細胞死を見分けるためにオートファジ

ーが起きていることを確認するとともに、オートファジー阻害剤で細胞死が抑制される

かどうかを確認する必要もある [32]。 

 

 

 

図 序-5. アポトーシス、ネクロトーシス、オートファジー性細胞死のメカニズム（ミトコン

ドリアの関与） 
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 パータナトスは、PARP1 の過剰活性化により誘導される細胞死で、PARP1 を介する

ネクローシスとして紹介されていた [33]。後に、その誘導メカニズムが解明され、パー

タナトスとして、他のネクローシスと区別された。形態的に細胞膜の損傷、MOMP の誘

導、染色体の凝縮、並びに DNA が大きく断片化されるなどで特徴付けられている 

[34]。PARP1 は、DNA の修復に働く酵素で、DNA 断片化をするアポトーシスでは切

断されることで不活性化されている。一方で、DNA の激しい損傷などで PARP1 が過

剰に活性化すると、細胞内 ATP が低下するなどエネルギーロスが生じ、ATP を使って

働くカスパーゼも活性化できないためアポトーシス誘導経路に入れないと考えられて

いる。一方で、ATP 低下は MOMP の誘導につながり、ミトコンドリアからアポトーシス誘

導因子（AIF）が細胞質に放出され、カスパーゼやエンドヌクレアーゼ G（EndoG）非依

存的に DNA 断片化などを誘導することで、パータナトスが誘発される。パータナトスは、

DNA のアルキル化の他、酸化ストレス、無酸素状態、低血糖症、炎症などで誘導され

ることが報告されている。 

 細胞死は、このように誘導メカニズムやそこに関わる生体分子も様々であることが近

年の研究で明らかになって来た。以上述べてきた様々な細胞死に関わる多様な細胞

死誘導剤も開発され、その有用性を明らかにする研究が続けられている [23]。しかし

ながら、同じ化合物でも、作用濃度や作用時間によって異なる細胞死を誘導すること

も報告されている。例えば、過酸化水素は低濃度ではアポトーシスを誘導するが、高

濃度ではネクローシスを誘導する [35]。ジヒドロアルテミシニンは、ヒト白血病細胞

HL60 において低濃度ではアポトーシス（72 時間処理の IC50 値：0.11 µM）、高濃度で

はフェロトーシス（12 時間処理の IC50 値：6.82 µM）を誘導する [36, 37]。さらに、アル

テミシニン誘導体のアルテスネートは、白血病細胞の HL60 と KG1 においてはアポト

ーシスを誘導するが、膵臓がん細胞 Panc-1 においてはフェロトーシスを誘導するなど、

同じ化合物でも細胞種によって異なる細胞死を誘導することも報告されている [38, 
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39]。このように、抗がん作用を示している化合物は複数の細胞死を誘導するケースも

みられるため、細胞死の誘導メカニズムの解明はがん治療薬の開発研究においても

重要である。  
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序-4．フェロトーシス 

 フェロトーシスは、2012 年に鉄イオン依存的に誘導される非アポトーシス的プログラ

ム細胞死として提唱された [16]。フェロトーシスは、鉄イオン依存的な脂質過酸化誘

導による細胞死で、細胞膜の損傷やミトコンドリアの縮小、ミトコンドリアのクリステの減

少などで形態的に特徴付けられている [40-44]。フェロトーシスは、システム xc
- 阻害

剤 (エラスチン、ソラフェニブ、スルファサラジンなど)、グルタチオン枯渇剤 (ブチオニ

ンスルホキシミン)、および GPX4 阻害剤 ［(1S,3R)-RSL3：RSL3、FIN56 など］により誘

導される [45]。脂質過酸化阻害剤［ferrostatin-1（Fer-1）、リプロスタチン-1］、脂溶性抗

酸化剤［α-tocopherol （VE）、コエンザイム Q10（CoQ10））、および鉄キレート剤（DFOM）

は、フェロトーシスを軽減することで知られている [45]。 

 細胞には脂質過酸化から保護するシステムがある。グルタチオンペルオキシダーゼ

4（GPX4）は、還元型グルタチオン（GSH）を使用して酸化ストレスから細胞を守る GPX

ファミリーの一つで、過酸化脂質を無毒化する酵素として知られている。GPX4 は、

GSH を酸化型グルタチオン（GSSG）に変換し、脂質過酸化物（L-OOH）を対応するア

ルコール（L-OH）に還元する [46]。したがって、GPX4 の活性化に必要な GSH が減

少すると GPX4 の働きも抑制される。そのため、細胞内 GSH 量の増加に関わるシスチ

ン/グルタミン酸対向輸送システム xc
-の阻害は、GSH の枯渇をもたらし、GPX4 の阻害

につながる。 このように GPX4 活性の阻害は、鉄イオンを介したフェントン反応による

脂質過酸化を促進し、フェロトーシスの誘導につながる（図序-6）。 

 GPX4 以外に、フェロトーシス抑制タンパク質 1 (FSP1)、GTP シクロヒドロラーゼ 1 

(GCH1)、及びジヒドロオロト酸デヒドロゲナーゼ (DHODH) も、細胞内脂質過酸化ラ

ジカルを除去することで、GPX4 非依存的にフェロトーシスを抑制することが報告され

ている（図序-6） [47]。FSP1 は、ユビキノン（コエンザイム Q10：CoQ10）を介してフェロト

ーシスを抑制する。還元型 CoQ10 は、脂質過酸化を誘発する脂質過酸化ラジカルをト
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ラップする。一方で、FSP1 は NADPH を使用して酸化型 CoQ10 を還元型 CoQ10 に還

元する反応を触媒することで、脂質過酸化の誘導を防いでいる [48]。DHODH はミト

コンドリアに局在する FSP1 と類似作用をもつ酵素で、ミトコンドリアにおける脂質過酸

化を抑制する。そのため、DHODH 阻害剤は GPX4 高発現細胞において GPX4 阻害

によるフェロトーシス誘導作用を高めることが報告されている。また、GPX4 の低発現細

胞では、DHODH 阻害剤は単独でもフェロトーシスを誘発することが報告されている 

[49]。GCH1 は、脂溶性抗酸化剤の tetrahydrobiopterin (BH4) の合成と、多価不飽和

脂肪酸リン脂質（PUFA-PL）の減少、及び CoQ10 の上昇を促すことでフェロトーシスを

抑制する [50]。 

 一方、アシルコエンザイム A 合成酵素長鎖ファミリー4 (ACSL4) とリゾフォスファチジ

ルコリンのアシルトランスフェラーゼ３（LPCAT3）は、フェロトーシスプロモーターとして

報告されており、これらの不活性化は GPX4 阻害によるフェロトーシスを抑制すること

が報告されている [51]。 ACSL4 は、リン酸化によって活性化し、遊離多価不飽和脂

肪酸（PUFA）を PUFA-PL に組み込み、細胞膜の PUFA-PL を増やす。この時、GPX4

などの過酸化脂質を無害化する働きをするメカニズムが抑制されると、脂質過酸化が

促進されてフェロトーシスにつながる（図序-6）。  

 フェロトーシスの誘導（ACSL4）や抑制（GPX4、FSP1、DHODH、GCH1）に関わるタ

ンパク質は、細胞株によって異なる発現量を示しており、発現量の違いはフェロトーシ

スに対する感受性とも関連している。例えば、ヒト急性前骨髄性白血病細胞 HL60 とヒ

ト肝がん由来細胞 HepG2 は、ヒト前立腺がん細胞株 LNCaP やヒト慢性骨髄性白血病

細胞 K562 と比較して ACSL4 の発現が高い。そして、ACSL4 が比較的高発現してい

る HL60 と HepG2 は、フェロトーシス誘導剤であるエラスチンに対し、K562 と LNCaP

より高い感受性を示している。また、FSP1 は T 及び B 急性リンパ性白血病細胞にお

いてエピジェネティックレベルで発現が抑制されているため、FSP1 の発現がみられて
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いる K562 より、GPX4 阻害剤 RSL3 に対する感受性が高かった。一方で、HL60 では

FSP1 は通常発現しておらず、NRF2 誘導因子に応答する場合のみ発現がみられる 

[52]。 
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図 序-6. フェロトーシスの誘導メカニズム 
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3,6-Epidioxy-1,10-bisaboladiene の HL60 細胞に対する

フェロトーシス様細胞死誘導作用機序 
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1-1．緒言 

1-1-1．3,6-Epidioxy-1,10-bisaboladiene（EDBD） 

 3,6-Epidioxy-1,10-bisaboladiene（EDBD）は、1978 年に初めてキオン属の Senecio 

paludaffinis から単離されたビサボラン型セスキテルペンのエンドパーオキサイド化合

物である（図 1-1） [53]。後に、我々の研究グループは、抗がん剤の探索を目的とした

遺伝子変異酵母 WCTR312A（cdc2-1 rad9Δ）株 [54]における生育回復活性を指標に、

山菜のモミジガサ（Cacalia delphiniifolia）とボウナ（Cacalia hastata）の葉と花から本物

質を単離し、初めてその抗がん作用を解析した [55, 56, 57]。 

 

 

図 1-1. 3,6-Epidioxy-1,10-bisaboladiene (EDBD)の構造 

  

 モミジガサは、北海道、本州、四国、九州の全国いたるところに広く分布しているキク

科の多年草である。尚、その葉や茎は天ぷらやおひたしなどに調理され、特に東北地

方で古くから親しまれてきた [58]。モミジガサの抽出物は、ラット神経膠細胞腫細胞株

C6 glioma に対して、50％細胞生存率濃度（CC50）0.52 mg/ml で生存を抑制することが

報告されている。この時の作用は、アポトーシス誘導でも細胞周期異常による増殖阻

害でもなかったため、その他の作用によって細胞の生存を抑制していると考えられた 

[59]。モミジガサからの活性物質としては、抗酸化作用や抗がん作用で知られている

カカロール（cacalol）が報告されている。カカロールは、抗がん剤の探索に用いている

WCTR312A 株でも活性を示していた。我々はカカロールに加え、モミジガサの葉と花

から EDBD を、根からはカカロン型の化合物のヒドロキシペルオキシカカロン
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（ hydroperoxycacalone: HPC ） と ヒ ド ロ キ シ ペ ル オ キ シ エ ピ カ カ ロ ン

（hydroperoxyepicacalone: HPEC）を見出し、その抗がん作用を解析した（図 1-2） [55, 

56, 60]。 

 

 

図 1-2. WCTR312A 株を利用してモミジガサから単離された活性物質 

 

YPD 培地と混合した WCTR312A 株をシャーレに播き、サンプルを 5 µl スポットし、37℃で 6 時間、

28℃で 48 時間培養した。1：Sample（62.5 ng/spot EDBD、5 µg/spot HPC と HPEC）、2~6：1 の 1/2

希釈、7：hydroxyurea 1.25 mg/spot。  
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 一方で、モミジガサの葉と花から単離された EDBD は、39 種がん細胞パネルスクリー

ニング（JFCR39）の中で、HBC-5（乳がん）、HT-29（大腸がん）、HCI-H522（肺がん）、

Lox-IMVI（メラノーマ）の 4 種の細胞に対して、特に強い活性を示した。さらに、Lox-

IMVI を移植したゼノグラフトマウスモデルにおいて腫瘍体積の増加を抑制した。この

際に、ポジティブコントロールのシスプラチンとは異なり、マウスの体重を減少させなか

ったことから、副作用が少ないことが示唆された [57]。 

 EDBD のようなエンドパーオキサイド化合物は、構造中のエンドパーオキサイド結合

が鉄イオンにより開裂することが有機化学的に広く知られている。実際に、EDBD は鉄

イオンによってエンドパーオキサイドが開裂し安定なエポキシド変換体を生成する（図

1-4）。この変換体の HL60 に対する活性が EDBD より 80 倍弱いことと、EDBD の活性

が鉄イオンの添加で上昇し、鉄イオンキレート剤の DFOM の存在下で活性が減少す

ることから、EDBD の活性の本体は鉄イオンの開裂で生成された不安定なラジカル中

間体であることが考えられた [57]。 

 EDBD の細胞レベルでの作用を HL60 細胞で調べた結果、EDBD はｐ38 MAPK の

活性化を介した内因性アポトーシス経路の活性化と DR4 を介した外因性アポトーシス

経路の活性化を誘導した。その結果、カスパーゼの活性化、染色体の凝縮、DNA の

断片化などのアポトーシスのホールマーク現象を引き起こした（図 1-5） [57, 61]。 

 また、EDBD のターゲットを探ったアフィニティークロマトグラフィーでは、特異的に結

合するタンパク質は見出されなかった [61]。このことから EDBD のターゲットは、細胞

膜タンパク質などの機能構造を保ったまま抽出できないタンパク質、あるいはタンパク

質ではない分子であると考えられた。 
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図 1-3. マウスゼノグラフトモデルに対する EDBD の抗がん作用 

 

マウス（BALB/c nu/nu、メス、6 週齢）の左鼠径部に、ヒトメラノーマ細胞 Lox-IMVI（1×106 

cells/mouse）を皮下注射し、腫瘍が 100 mm3 となった時点で各サンプルを静脈注射し、薬剤投与

後 21 日目で屠殺および解剖し、腫瘍重量を測定した。25 mg/kg EDBD は、1、6、11、16 日目に、

5 mg/kg cisplatin (CDDP) は、1、8、15 日目にそれぞれ静脈注射した。また、腫瘍体積は次式によ

り求めた：腫瘍体積〔mm3〕＝（長さ×幅 2）/ 2 。（**p<0.01, ***p<0.001 vs control、control: n=8, 

EDBD: n=5, CDDP: n=5） 

    

 

 

図 1-4. EDBD の鉄イオンによって開裂する反応 
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図 1-5. EDBD のアポトーシス様現象誘導の分子メカニズム 

 

 以上述べた様に、EDBD の作用機序を解明する研究が進む中で、EDBD による細

胞死の多くの形態は、アポトーシスを誘導するカンプトテシン（Cpt）と異なる細胞死の

形態を示していた [56]。その作用を調べた結果、EDBD は脂質過酸化を介してネクロ

ーシス様の細胞死を誘導していると考えられた [56, 62]。近年では、脂質過酸化を介

する細胞死としてフェロトーシスが報告され、その詳細な分子メカニズムも解明されて

きた [16, 63]。従って、今回の研究では EDBD のフェロトーシス様細胞死誘導作用を

調べることにした。 
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1-2．実験方法 

1-2-1．細胞培養 

 ヒト急性前骨髄性白血病細胞 HL60（RCB0041、理研バイオリソースセンター）は、

10％の非働化済 FBS（BioWest Co. Ltd.、Vancouver、Canada）、1% Penicillin (50 

units/ml)-Streptomycin (50 µg/ml) （Gibco; Thermo Fisher Scientific Inc.、Waltham、

MA、USA）を添加した RPMI-1640（L-グルタミン、フェノールレッド含有）培地［富士フ

ィルム和光純薬（株）］を用いて、75 cm2 フラスコにおいて、3 日間に一度 7.2×104 

cells/ml なるように植え継ぎながら、37℃、5% CO2 条件下で培養した。 

 

1-2-2．プロテオーム解析 

 HeLa 細胞（3×105 cells）を、3 ml 培地とともに 35 mm dish に播き、一晩培養後、25 

μM EDBD で 18 時間処理した。 細胞を氷冷した PBS で洗浄し、ラバーポリスマンを

用いて剥し、4℃、4,000 rpm、3 分間遠心して細胞を集めた。PBS で再洗浄後、細胞を

sample buffer（7 M urea、2 M thiourea、4% CHAPS、30 mM Tris、buffered to pH8.5）に

懸濁させて sonication により破砕した。得られた cell lysate は、氷中で 1.25 U/µl 

benzonase により 60 分間処理し、4℃、12,000 rpm、3 分間遠心して上清を回収し、cell 

lysate とした。Cell lysate のプロテオーム分析は、2D DIGE システム (GE Healthcare 

UK Ltd.、Buckinghamshire、UK) を使用し、ゲルの画像は  Progenesis SameSpots 

(Nonlinear Dynamics、Newcastle upon Tyne、UK) を使用した。 各 2D DIGE ゲルで

検出可能な 1,000 個を超えるスポットのうち、参照化合物で処理した時の結果で共通

して見出された  296 個のスポットを選択した  [64, 65]。  次に、DMSO 処理した 

HeLa 細胞のスポット体積で各スポットを比例し結果を出した。スポット内のタンパク質

を決定するために、マトリックス支援レーザー脱離/イオン化飛行時間型 (MALDI-

TOF) 質量分析装置を使用してペプチド質量フィンガープリンティング (PMF) を実施

した [66]。 
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1-2-3．細胞生存率 

 HL60 細胞を 1×105 cells/ml に希釈し、96 well plate に 98 µｌずつ播いた。メタノール

（MeOH）で希釈した 50 µM z-VAD-fmk と nec-1、及び 5 µM IM-54 で処理（各 1 µｌ）

し、1 時間後に同じく MeOH で希釈した 5 µM EDBD を 1 µｌ添加し、48 時間培養後

MTT アッセイで生存率を算出した。DPBS［富士フィルム和光純薬（株）］に溶解した 5 

mg/ml MTT 溶液を 10 µｌずつ添加し、4 時間培養して生細胞で生成されるフォルマザ

ンを、100 µｌのイソプロパノール（0.04 N HCl 含有）を添加しピペッティングで溶解した。

その後、プレートリーダー（Tecan、Männedorf、Switzerland）で 560 nm の吸光度を測

定した。尚、細胞生存率は、溶媒のみ入れた吸光度をコントロールとし、（１）の式で算

出した。 

 

細胞生存率 [%] = × 100     （１） 

 

 MTT アッセイは、細胞の還元力を指標に細胞生存率を求める方法であるため、水溶

性の抗酸化剤を含む培地に MTT を添加すれば、MTT が直ぐに還元され細胞生存率

を求めることができない。接着細胞の場合は、MTT を添加する前に培地を交換するこ

とで細胞生存率を求められる。しかしながら、HL60 細胞のような浮遊細胞ではこの方

法は困難である。従って、抗酸化剤と EDBD の併用の生存率をトリパンブルー色素排

除法で求めた。HL60 細胞を 1×105 cells/ml で 24 well plate に 980 µｌで播いた。その

後、1 mM N-acetyl-L-cysteine（NAC）、0.2 mM ascorbic acid（VC）、10 µM VE［富士フ

ィルム和光純薬（株）］と Fer-1（Sigma-Aldrich Inc.）で 1 時間処理（各 10 µl）した後、10 

µM EDBD 又は 100 µM H2O2 で 48 時間処理（各 10 µl）した。処理した細胞をトリパン

ブルーで染色し、血球計算盤で生細胞を数えた。生存率は、コントロールの細胞数を

対照に比率で算出した。 
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1-2-4．細胞死の形態観察 

 24 well plate に、5×105 cells/ml の HL60 細胞の培養液を 980 µl ずつ播いた。MeOH

で 希 釈 し た カ ン プ ト テ シ ン （ Cpt ） 、 dihydroartemisinin （ DHA ） 、 H2O2 、 cumene 

hydroperoxide（CuOOH）、EDBD をそれぞれ 20 µl 添加し、細胞の形態に変化がみら

れた 5 h と 15 h に光学顕微鏡で細胞の形態を観察した。 

 

1-2-5．脂質過酸化の検出 

 HL60 細胞を 5×105 cells/ml となるように希釈し、φ10 cm dish（Thermo Fisher 

Scientific Inc.）に播き、1 mM C11-BODIPY（C11-BODIPY® 581/591、Sigma-Aldrich 

Inc.）を終濃度 1 μM になるように加えた。37℃、暗所で 30 分間培養した後、15 ml の

遠心チューブ（Thermo Fisher Scientific Inc.）に移し、1000 rpm で 3 分間遠心した。上

清をアスピレーターで除き、等量の新しい培地に懸濁した後、24 well plate に 980 μl

ずつ入れた。MeOH で希釈した EDBD（終濃度：5、10、20 μM）を 20 μl ずつ添加し、3

時間培養した。その後、1.5 ml の遠心チューブを用いて、冷却遠心機（5415R、

Eppendorf）で遠心（3000 rpm、4℃、3 分間）して上清を取り除き、同条件による遠心操

作で DPBS（Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline）（Gibco Corp.）による洗浄を 1 回行

った後、30 μl DPBS に細胞を懸濁させた。作成したサンプルの蛍光を、共焦点レーザ

ー顕微鏡（Laser=488、561 nm）及び cellometer（K2、トミーデジタルバイオロジー（株））

（Ex: 470 nm、Em: 535 nm）で観測した。尚、併用実験では 10 µM DFOM で 1 時間、

あるいは 20 µM FeSO4［富士フィルム和光純薬（株）］で 3 時間処理した後、EDBD を

添加した。 

 

1-2-6．タンパク質の発現解析 

1-2-6-1. HL60 細胞からのタンパク質抽出 
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 培養した細胞を、培地ごと氷上で 15 ml あるいは 50 ml 遠心チューブ（Thermo Fisher 

Scientific Inc.）に全量を回収し、冷却遠心機で遠心（1000 rpm、4℃、3 min）して培地

を取り除いた。DPBS 1.2 ml で細胞を懸濁して 1.5 ml の遠心チューブに移し、遠心

（3000 rpm、4℃、5 min）して上清を取り除いた。その後、DPBS 0.5 ml を加え上記と同

じ操作 2 回行うことにより、細胞を洗浄した。細胞ペレットに 1×RIPA buffer（10 mM 

Tris-HCl（pH7.5）、150 mM NaCl、1% NP-40、0.1% Sodium deoxycholate、0.1% SDS、

1 mM EDTA、1×Phosphatase Inhibitor Cocktail Solution I［富士フィルム和光純薬

（株）］、1×Complete Mini（protease inhibitor cocktail、Roche Diagnostics Corp.）を 105 

μl を加えて懸濁後、4℃で 30 分静置した。静置後、遠心（15000×g 、4℃、30 min）し、

上清 103 μl を新しいチューブに移した。回収した上清のうち 3 μl を 27 μl の滅菌水で

希釈し、1-2-6-2 の方法に従って BCA 法によるタンパク質定量を行った。残りの 100 

μl は、5×SDS サンプルバッファー［312.5 mM Tris-HCl（pH6.8）、25％ 2-ME、25% 

Glycerol、25% SDS、0.005% BPB］を 25 μl ずつ加えて撹拌後、5 分間煮沸し、氷中に

入れ急冷した。熱処理によりチューブ内に生じた水滴もボルテックスで撹拌し、フラッ

シュ遠心を行い Western blotting 用 SDS 化サンプルとした。 

 

1-2-6-2. タンパク質濃度の測定 

 タンパク質抽出液の濃度は、BCA kit（Pierce® BCA Protein Assay Kit、Thermo Fisher 

Scientific Inc.）を用いて測定した。96 well plate に、希釈した BSA 及び測定サンプル

を 10 μl ずつ入れた。BCA kit の Reagent A 及び B を、A：B＝50：1 の割合で混合し、

各ウェルに 200 μl ずつ添加し、室温で 30 分間反応させた。反応後、プレートリーダー

（Infinite F200 PRO、テカンジャパン㈱）を用いて 560 nm の吸光度を測定した。その

後、BSA の検量線を作成し、サンプルのタンパク質濃度を求めた。 
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1-2-6-3. SDS-ポリアクリルアミドゲルの作製 

 まず、2.72 ml の MQ 水、2 ml の 4×Lower buffer（1.5 M Tris-HCl (pH8.8)、0.4% 

SDS）、3.2 ml の 30% Acrylamide/Bis（Bio-Rad Laboratories, Inc.）、80 μl の 10% APS

（Ammonium Persulfate、GE Healthcare Bio-Sciences Corp.）を 15 ml の遠心チューブ

にいれ、転倒混和した。さらに、8 μl の TEMED（GE Healthcare Bio-Sciences Corp.）を

加え転倒混和し、素早く 75 mm ゲル板（Bio-Rad Laboratories, Inc.）に 3.2 ml ずつ流

し込み、イソプロパノール［富士フィルム和光純薬（株）］を重層した。45 分間静置した

後、イソプロパノールを取り除き、MQ 水でよく洗浄した。次に、3.6 ml の MQ 水、1.5 

ml の 4 × Upper buffer （ 1.5 M Tris-HCl (pH6.8) 、0.4% SDS ）、0.9 ml の 30% 

Acrylamide/Bis、60 μl の 10% APS を 15 ml の遠心チューブにいれ、転倒混和した。さ

らに、6 μl の TEMED を加え転倒混和し、素早く各ゲル板に満ちるまで流し込んだ。す

ぐにコームを差し込み、30 分間静置させた。 

 

1-2-6-4. SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

 1-2-6-3で作製したゲルのコームを外して泳動槽にセットし、1×SDS 泳動バッファー

（25 mM、192 mM glycine、0.1% SDS）を注いだ。マーカー（Precision Plus ProteinTM 

Standard、Bio-Rad Laboratories, Inc.）は 1 µl/lane、SDS 化したサンプルは 6.74 µg/lane

となるように SDS 化した 1×RIPA buffer で量を合わせ、各サンプルをアプライした。ア

プライ後、泳動槽（Mini PROTEAN 3 Cell、Bio-Rad Laboratories, Inc.）にふたをして電

極をつなぎ、200 V で 45 分間泳動を行った。 

 

1-2-6-5. Western blotting 

 電気泳動後ゲル板を外し、分離ゲルのみを回収した。トランスファーバッファー（48 

mM Tris、39 mM glycine、20% MeOH）で浸したろ紙（東洋濾紙（株））3 枚、トランスフ
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ァーバッファーで平衡化した PVDF 膜（Immobilon-P、Millipore Corp.）、回収した分離

ゲル、およびトランスファーバッファーで浸したろ紙 3 枚を下から順に重ね、空気を抜

いた後、ブロッティング用装置（Trans-Blot® TurboTM、Bio-Rad Laboratories Inc.）を用

いて 30 分間ブロッティングした。マーカーおよびタンパク質のバンドが転写されている

ことを確認後、ブロッキングバッファー［1×TBS（10×TBS（200 mM Tris、1.25 M NaCl、

pH7.6）を希釈して使用）、0.1% Tween 20、1% Polyvinyl pyrrolidone］を入れたプラス

チックケースに PVDF 膜を移し、シェーカー［（株）エル・エム・エス］でゆっくり撹拌しな

がら室温で 1 時間ブロッキングした。1 時間後、PVDF 膜を TBS-T buffer（1×TBS、

0.1% Tween 20）で軽く 3 回すすぎ、上部を開けた状態でパッキングした。これに Can 

Get Signal Solution 1［東洋紡（株）］で希釈した一次抗体（抗ラビット β-actin 抗体、抗ラ

ビット GPX4：Cell Signaling Technology Inc.；抗ラビット ACSL4/FACL4 抗体、抗ラビッ

ト GCH-1 抗体：Proteintech Group Inc.）を入れ、上部をパッキングした後、シェーカー

を用いて室温で 3 時間ゆっくり撹拌させた。3 時間後、PVDF 膜を TBS-T buffer を用

いて室温で 5 分間洗浄する操作を 3 回繰り返した。洗浄した PVDF 膜を、Can Get 

Signal Solution 2［東洋紡（株）］で希釈した二次抗体（ペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ラ

ビット IgG：Cell Signaling Technology Inc.）が入ったプラスチックケースに移し、シェー

カーを用いて室温で 1 時間ゆっくり撹拌させ、二次抗体処理を行った。二次抗体処理

後、再び PVDF 膜を TBS-T buffer を用いて室温で 5 分間洗浄する操作を 3 回繰り返

した。洗浄した PVDF 膜に、ImmunoStar® Zeta［富士フィルム和光純薬（株）］の A と B

液を直前に等量混ぜた溶液を、PVDF 膜 1 枚当たり 800 µl ずつ直接滴下し、1 分間

室温で反応後、PVDF 膜をパッキングシートに挟んだ。バンドの検出および撮影は、

ImageQuant Las 4000（GE Healthcare Bio-Sciences Corp.）を用いて行った。 
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1-2-7．GSH 定量 

 GSH（還元型グルタチオン）量を、GSH/GSSG Quantification Kit［（株）同仁化学研究

所］を用い製造元のマニュアルに従い定量した。HL60 細胞を 5×105 cells/ml になるよ

うに培地で希釈し、6 well plate に 2.97 ml ずつ播いた。濃度依存性の結果は、播いた

細胞に EDBD（終濃度：5、10 µM）又は MeOH を 0.03 ml ずつ添加し、6 時間培養し

た。時間依存性は、10 µM EDBD で処理した細胞を 0、3、6、9 時間培養した。サンプ

ルで処理した細胞を 10 ml チューブに回収し、1 ml cold PBS で残りの細胞を回収し、

遠心（1000 rpm、4℃、3 min）した。上清を捨てて、500 µl cold PBS で細胞を懸濁し、

1.5 ml のマイクロチューブに移した。さらに、500 µl cold PBS で残りの細胞を回収し、

遠心（3000 rpm、4℃、3 min）した。上清を捨て、500 µl cold PBS で細胞を洗い、遠心

（3000 rpm、4℃、3 min）後、上清を除去した。洗浄した細胞に 10 mM HCl を各 80 µl

を添加し、凍結（-80℃）と溶解（室温）を 2 回繰り返し、細胞膜を破壊した。その後、5% 

SSA［5‐スルホサリチル酸：富士フィルム和光純薬（株））を各 20 µl 添加し、遠心（8,000 

g、4℃、10 min）して上清を新しいマイクロチューブに移した。100 µl 滅菌水で SSA を

0.5％になるように希釈し、二つに分けて、総グルタチオン定量用と GSSG（酸化型グル

タチオン）定量用のサンプルとした。GSSG 定量用サンプル 100 µl にキットのマスキン

グ試薬を 2 µl を添加し、サンプル中の GSH のチオール基（SH 基）をマスクした。GSH

の GSSG スタンダード溶液と各サンプルを酵素反応用の 96 well plate に入れ、バッフ

ァー溶液 60 µl をマルチピペットで添加し、37℃で 1 時間保温した。基質溶液と酵素溶

液を各 60 µl ずつマルチピペットで添加し、37℃で 10 分間保温した。その後、プレー

トリーダーを用いて 405 nm の吸光度を検出した。総グルタチオン濃度と GSSG 濃度を

スタンダードの検量線から求めて、GSH 濃度を（２）の式で算出した。 

 

GSH 濃度 = 総グルタチオン濃度- GSSG 濃度 × 2     （２） 
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 総グルタチオン定量用サンプルを 40 µl を使用し、BCA kit を用いて 1-2-5-2 と同じ

方法でサンプル中のタンパク質を定量した。サンプル中のタンパク濃度で GSH 濃度を

除することによって、単位タンパク質量あたりの GSH 量を算出した。 

 

1-2-8．統計処理 

 統計テストは、統計ソフトウェア R バージョン 4.3.0 を使用して実行した。統計的に有

意な差は、ANOVA および Tukey 法により決定した。データは平均±SD として表され、

Ｐ値が 0.05 以下、すなわち危険率 5％以下を有意とした。 

 

  



第 1 章 

33 
 

1-3．結果 

1-3-1．2D-DIGE による EDBD 処理細胞のプロテオーム解析 

 EDBD の作用点を網羅的に探るために 2D DIGE を使用して HeLa 細胞でプロテオ

ーム解析を実施し、タンパク質発現に対する EDBD の影響を調べた結果、28 種類の

タンパク質が 1.5 倍以上に有意に増加した（図１-6、表 2-1）。検出されたほぼすべて

のタンパク質は、ミトコンドリアまたは小胞体に関連するタンパク質だった。 

 

 また、ChemProteoBase を使用して、他の化合物とのコサイン類似度も算出した結果

（コサイン類似度の数値が 0.7 を超える場合、同様の作用メカニズムを持つ可能性が

示唆される）、EDBD（25 µM）と、アルテミシニン（100 μM）やアルテスネート（100 μM）な

どのアルテミシニン類のコサイン類似度は、それぞれ 0.12 と 0.10 と、類似性を示さな

かった。一方で、DHODH 阻害剤 A771726 (500 μM、コサイン類似度=0.71) および

brequinar （10 μM、コサイン類似度=0.64）、FSP1 阻害剤 iFSP1（10 μM、コサイン類似

度=0.65）は EDBD と類似性を示した [67, 68, 69]。 
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図 1-6． ChemProteoBase を用いたプロテオーム解析による各種阻害剤との比較 

 

HeLa 細胞を用いた 2D-DIGE により、各種化合物で誘導されるタンパク質発現の増減を定量し

た。階層的クラスター解析を行い、対照化合物と比較した結果をヒートマップで示した。薬剤処理

によって増加したタンパク質は赤色、減少したタンパク質は緑色で表示した。 
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表 1-1. EDBD処理による HeLa細胞において発現が優位に増加したタンパク質 

 
 

HeLa 細胞を 25 µM EDBD で 18 時間処理し、全細胞溶解物を 2D DIGE に供た。Fold ratio

はコントロールに対して増加した倍数を示す (* p <0.03, ** p<0.01)。 

 

  

Spot no Fold ratio UniProt Ac. Protein Name

1737 2.14 * P30040 Endoplasmic reticulum protein ERp29

963 2.06 ** P31040 Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit

1218 1.95 ** P06576 ATP synthase subunit beta

1734 1.93 * P18669 Phosphoglycerate mutase

851 1.84 ** P02545 Prelamin-A/C

845 1.76 ** P02545 Prelamin-A/C

1116 1.72 * O94925 Glutaminase kidney isoform

857 1.71 ** P38646 Stress-70 protein

1049 1.70 * P13674 Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1

1055 1.69 ** P10809 60kDa heat shock protein

861 1.68 ** P38646 Stress-70 protein 

2148 1.67 ** P00367 Glutamate dehydrogenase 1

2007 1.65 * Q15084 Protein disulfide-isomerase A6

1668 1.64 * P35232 Prohibitin

2107 1.62 * P22626 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1

1057 1.59 ** P10809 60 kDa heat shock protein

1207 1.59 ** P06576 ATP synthase subunit beta

594 1.59 ** P14625 Endoplasmin

2177 1.59 ** P31040 Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit

902 1.58 ** P20700 Lamin-B1

1097 1.56 ** P30101 Protein disulfide isomerase A3

1054 1.55 * P10809 60kDa heat shock protein

1382 1.55 ** Q9UBS4 DnaJ homolog subfamily B member 11

2083 1.55 * P25705 ATP synthase subunit alpha

1660 1.53 ** Q13011 Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase

1752 1.53 * P30084 Enoyl-CoA hydratase

847 1.52 * P11021 78 kDa glucose-regulated protein

2061 1.50 * Q16891 Mitochondrial inner membrane protein
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1-3-2．既存の細胞死と EDBD による細胞死の比較 

 HL60 細胞における EDBD の細胞死誘導メカニズムを解明するために、まずは、

EDBD による細胞死を抑制する酸化ストレス誘導性ネクローシス阻害剤の IM-54 を含

め、各種細胞死阻害剤の EDBD による細胞死に対する影響を調べた [56]。カスパー

ゼ阻害剤の z-VAD-ｆｍｋ、ネクロトーシス阻害剤の necrostatin-1（nec-1）、ＩＭ-54 と

EDBD を併用した結果、IM-54 のみが EDBD による細胞死を抑制した（図 1-7）。 

 

 さらに、EDBD による細胞死の形態をアポトーシス誘導剤（カンプトテシン：Cpt）、ネク

ローシス誘導剤（H2O2、cumene hydroperoxide：CuOOH）、並びにエンドパーオキサイ

ド化合物（dihydroartemisinin：DHA）と比較し観察した。HL60 細胞を EDBD で 5 時間

処理した結果、Cpt によるアポトーシスの形態とは異なり、H2O2 や CuOOH と類似した

形態の細胞死が観察された（図 1-8A）。尚、5 時間処理では、DHA で処理した細胞に

は細胞死は観察されなかった。EDBD で処理した細胞は 5 時間後の段階で一部での

み細胞死が認められたが、15 時間処理には全ての細胞でネクローシス様形態が観察

された（図 1-8B）。一方で、15 時間の DHA 処理は Cpt と類似したアポトーシス様の細

胞死を誘導した。 

 

 この結果から EDBD はアポトーシスやネクロトーシスではなく、酸化ストレス誘導性ネ

クローシスに類似した細胞死を誘導することが示唆された。 
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図 1-7． 各種細胞死阻害剤の EDBD による細胞死誘導作用への影響 

 

HL60 細胞を 50 µM z-VAD-fmk、50 µM nec-1、5 µM IM-54 で 1 h 前処理し、5 µM EDBD で 48 h

処理し、MTT assay により細胞生存率を測定した（n=3）。 
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図 1-8． HL60 細胞における EDBD による細胞死の形態観察 

 

HL60 細胞を Cpt、DHA、H2O2、CuOOH、EDBD（それぞれ図中に記載の濃度）で処理し、経過時

間 5 h（A）と 15 h（B）で観察した。（➪ ： アポトーシス形態；➡ ： ネクローシス様形態） 
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1-3-3．脂質過酸化阻害剤の EDBD による細胞死に対する影響 

 EDBD は、酸化ストレスで応答する p38 MAPK を活性化することや、その細胞死は

酸化ストレス誘導性ネクローシス阻害剤 IM-54 によって阻害されることから、EDBD に

よる生物活性には酸化ストレスが深く関わっていると言える。そのため、水溶性抗酸化

剤の NAC と VC、脂溶性抗酸化剤の VE、脂質過酸化阻害剤の Fer-1 との併用による

影響を解析した。さらに、EDBD と同様に IM-54 によって細胞死が阻害される H2O2 と

比較した [70]。その結果、EDBD による細胞死は VE と Fer-1 によって完全に抑制さ

れ、VC によっても一部抑制された（図 1-9）。一方で、H2O2 による細胞死は NAC によ

ってのみ一部抑制される程度であった（図 1-9）。 

 

 H2O2 は、初代心筋細胞や C6 ラットグリオーマ細胞においてフェロトーシスを誘導す

ることが報告されているが、HL60 細胞では Fer-1 によって細胞死は抑制されなかった 

[71, 72]。EDBD と H2O2 による細胞死は、どちらも IM-54 で抑制されるが、その他の阻

害剤には異なる反応を示した。 

 

 このことから、EDBD と H2O2 の細胞死誘導活性にはともに酸化ストレスが関わってい

るが、そのメカニズムは異なるものであると考えられた。 
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図 1-9． EDBD（上）と H2O2（下）の各種抗酸化剤との併用 

 

HL60 細胞を 1 mM NAC、0.2 mM VC、10 µM VE、10 µM Fer-1 で 1 h 前処理した後、10 µM 

EDBD、100 µM H2O2 で 48 h 処理し、トリパンブルー染色により細胞生存率を算出した（n=3）。 
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1-3-4．C11-BODIPY 蛍光プローブを用いた EDBD による脂質過酸化の検出 

 EDBD は、HL60 細胞に対して 3 時間処理から脂質過酸化を誘導する [56, 62]。さ

らに、EDBD の細胞死を阻害する Fer-1 と IM-54 は、EDBD 処理による脂質過酸化も

抑制する [62]。そこで、EDBD による脂質過酸化の濃度依存性を、脂質過酸化セン

サーC11-BODIPY 蛍光染色で検出することとした [73]。 

 

 C11-BODIPY は脂溶性の蛍光プローブで、染色すると細胞の脂質構造に入り込み

赤色の蛍光（Ex/Em=561/575-615 nm）で検出される（図 1-10：C11-BODIPY reduced）。

細 胞で脂質過酸 化が誘導 されると、 C11-BODIPY も 過酸化さ れ 緑色の 蛍光

（Ex/Em=488/500-550 nm）として検出される（図 1-10A：C11-BODIPY oxidized）。共

焦点レーザー顕微鏡で観察した結果、2.5 µＭ 以上の EDBD 処理により酸化型 C11-

BODIPY の蛍光が観察され、濃度依存的に増加した。一方で、イメージサイトメトリー

で酸化型 C11-BODIPY で蛍光している細胞を計算した結果、5 µM 以上の EDBD 処

理で有意に脂質過酸化が誘導されていることが確認できた（図 1-10B）。 

 

 このことから、EDBD は時間依存的 [62]かつ濃度依存的に脂質過酸化を誘導する

ことが明らかになった。 
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図 1-10． EDBD の濃度依存的な脂質過酸化の観察 

 

C11-BODIPY で染色された HL60 細胞を示した濃度の EDBD で 3 h 処理し、共焦点レーザー顕

微鏡（C11-BODIPY reduced：Ex/Em=561/575-615 nm；C11-BODIPY oxidized：Ex/Em=488/500-

550 nm；Merge：重ね合わせ）（A）とイメージサイトメトリー（Ex/Em=470/535 nm）（B）で観察及び数

値化した。（**P<0.01、***P<0.001、 vs コントロール、n=3） 
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1-3-5．EDBD による脂質過酸化に対する鉄イオンの影響 

 ここまでの結果から、EDBD による細胞死は脂質過酸化に依存していると考えられた。

一方、EDBD の活性には鉄イオンを介した開裂反応が深く関わっているが、実際に、

脂質過酸化誘導作用への関与は明らかになっていない。そこで、鉄イオンキレート剤

DFOM 及び鉄イオン（FeSO4 直接添加）を EDBD と併用し、C11-BODIPY 蛍光プロー

ブによる脂質過酸化の検出を行った [73]。 

 

 その結果、EDBD によって誘導される脂質過酸化は DFOM によって有意に抑制さ

れ、鉄イオンによって有意に促進された（図 1-11）。このことから、EDBD は鉄イオン依

存的に脂質過酸化を誘導することが明らかになり、EDBD による細胞死の主な原因が

脂質過酸化であることが裏付けられた。さらに、EDBD の細胞死を抑制する Fer-1、VE、

並びに IM-54 も、EDBD による脂質過酸化を有意に抑制した（図 1-12）。 
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図 1-11． 鉄イオンのＥＤＢＤによる脂質過酸化への影響 

 

C11-BODIPY で染色された HL60 細胞を 10 µM DFOM で 1 h、20 µM FeSO4 で 3 h 前処理し、10 

µM EDBD で 3 h 処理し、酸化された C11-BODIPY の蛍光（Ex/Em=470/535 nm）をイメージサイト

メトリーで検出した（***P<0.001、 vs 10 µM EDBD 処理細胞、n=3）  
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図 1-12． 細胞死阻害剤のＥＤＢＤによる脂質過酸化への影響 

 

C11-BODIPY で染色された HL60 細胞を 10 µM Fer-1、VE、又は IM-54 で 1 h 前処理し、10 µM 

EDBD で 3 h 処理し、酸化された C11-BODIPY の蛍光（Ex/Em=470/535 nm）をイメージサイトメトリ

ーで検出した（***P<0.001、 vs 10 µM EDBD 処理細胞、n=3） 
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1-3-6．EDBD の脂質過酸化に関連するシグナル伝達への影響 

 脂質過酸化が EDBD による細胞死の原因であることが明らかになったため、次に、

細胞の脂質過酸化に関わるシグナル伝達系に対する EDBD の影響を調べることとし

た。具体的には、脂質過酸化から細胞を守る GPX4 と GCH1、及び脂質過酸化を促進

する ACSL4 のタンパク質発現が、EDBD 処理によってどのように変動するかを時間依

存的（図 1-13A）及び濃度依存的（図 1-13B）に検出した。 

 

 その結果、EDBD は GPX4 の発現を有意に低下させることが明らかとなった。一方、

GCH1 と ACSL4 の発現の変動には有意差はみられなかった。このことから、EDBD は

直接的に脂質過酸化を誘導するだけでなく、GPX4 の発現を低下させていることが明

らかになった。 
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図 1-13． 細胞の脂質過酸化に関連するシグナルに対するＥＤＢＤの影響 

（Ａ）時間依存性：HL60 細胞を 10 µM EDBD で示した時間で処理した。 

（Ｂ）濃度依存性：HL60 細胞を示した濃度の EDBD で 6 時間処理した。 

処理した細胞から全タンパク質を抽出し、western blotting で各タンパク質の発現をみた。（*P<0.05、

**P<0.01、vs 0 h 処理又はコントロール、n=3） 
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1-3-7．細胞内 GSH に対する EDBD の影響 

 GPX4 の活性は、GSH に依存している。そのため、細胞内の GSH 量が減少すると、

GPX4 の活性が低下する。従って、細胞内の GSH 量が EDBD の処理でどのように変

動するのか、濃度依存的及び時間依存的に定量した（図 1-14）。 

 

 その結果、EDBD は濃度依存的かつ時間依存的に GSH を低下させていることが明

らかになった。10 µM の EDBD 処理は 6 h 処理から有意に細胞内 GSH 量を低下させ

た。しかしながら、10 µM の EDBD の 5 h 処理は細胞死が観察され始める時間でもあ

るため、GSH の低下は細胞死に伴って起こっていると考えられる。 
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図 1-14． EDBD の処理の細胞内 GSH 量への影響 

 

（上）濃度依存性：HL60 細胞を示した濃度のＥＤＢＤで 6 時間処理した。 

（下）時間依存性：HL60 細胞を 10 µM ＥＤＢＤで示した時間で処理した。 

処理した細胞のGSH 量を定量し、全タンパク質量で補正した。（*P<0.05、**P<0.01、vs コントロー

ル又は 0 h 処理、n=3）  
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1-４．考察 

 EDBD による細胞死の光学顕微鏡で観察される形態は、H2O2 と CuOOH によって

誘導されるネクローシスと類似し、Cpt や DHA によって誘導されるアポトーシスとは異

なっていた（図 1-8） [36, 70]。見た目が類似するネクローシスでも、誘導メカニズムが

異なる様々な細胞死の種類が存在することから、EDBD による細胞死を同定するため

に各種の細胞死阻害剤と併用し検証した。カスパーゼ阻害剤の z-VAD-fmk、ネクロト

ーシス阻害剤の Nec-1、酸化ストレス誘導性ネクローシス阻害剤の IM-54、フェロトーシ

ス阻害剤の Fer-1、脂溶性抗酸化剤の VE、水溶性抗酸化剤の VC、並びに ROS 阻害

剤の NAC を EDBD と併用した結果、これらのうち IM-54、Fer-1、VE が EDBD による

細胞死を抑制した（図 1-7 と 1-9）。 

 Fer-1 は脂質の過酸化を阻害するが、ROS 産生やリソソーム膜透過性によって誘導

される細胞死は阻害しない [74]。また、脂溶性抗酸化剤の VE は脂質過酸化を阻害

し、フェロトーシスを抑制することが知られている [75]。一方で、IM-54 は H2O2 によっ

て誘導されるネクローシスを阻害することが知られている [70]。EDBD は、IM-54 で細

胞死が抑制される点で H2O2 に類似するが、脂質過酸化阻害剤で H2O2 による細胞死

が抑制されないことと、EDBD による細胞死は NAC で抑制されないことで、H2O2 によ

る細胞死とは異なっていた（図 1-7 と 1-9）。IM-54 のフェロトーシスとの関わりについて

は報告がないが、IM-54 は EDBD による細胞死を脂質過酸化の抑制を介して阻害し

た。 

 EDBD による細胞死は脂質過酸化阻害剤により抑制されること（図 1-9）、それら阻害

剤は EDBD による脂質過酸化を抑制すること（図 1-11 と 1-12）、さらに 5 時間処理か

ら観察される EDBD の細胞死（図 1-8）より脂質過酸化が 3 時間処理という早い時間で

有意に観察される（図 1-10）ことなどの結果から、EDBD による細胞死は脂質過酸化に

よって誘導されていると結論付けた。 
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 抗マラリア薬であり、抗がん剤候補の DHA も EDBD と同様にエンドパーオキサイド

部分が活性部位として知られている。また、DHA は HL60 細胞において、低濃度（72

時間処理の IC50 値は 0.11 µM）ではアポトーシスを誘導するが、高濃度（12 時間処理

の IC50 値は 6.82 µM）ではオートファジーを介してフェリチンを分解することでフェロト

ーシスを誘導することが報告されている [36, 37]。 フェリチンは、鉄イオンを貯蔵する

タンパク質で、鉄イオンはフェリチンに含まれているときはフェントン反応を誘導しない

ことが知られている。従って、フェリチンがオートファジーによって分解されると、フェン

トン反応に入る鉄イオンが増えるためフェロトーシスが誘導される。このように、DHA も

EDBD もエンドパーオキサイド結合が活性部位であり、フェロトーシスを誘導するという

共通点がある。しかしながら、2D-DIGE プロテオミクス解析で、EDBD とアルテミシニン

類は類似性が非常に低いこと、JFCR39 パネルスクリーニングで EDBD と DHA に対し

異なるがん細胞株が感受性を示すことから、EDBD と DHA は異なる作用メカニズムに

よって細胞死を誘導することが強く示唆された。 

 一方で、2D-DIGE プロテオーム解析で、EDBD は DHODH 阻害剤 A771726 および

FSP1 阻害剤 iFSP1 など、フェロトーシス誘導剤と作用が類似していることが示された。

また、EDBD は小胞体やミトコンドリアなど脂質膜構造の豊富な細胞小器官に関わるタ

ンパク質の発現量を増加させたことから、小胞体やミトコンドリアにおいても脂質過酸

化を誘導している可能性が示唆された。 

 細胞を脂質過酸化から保護するタンパク質 GPX4 と GCH1、またフェロトーシスプロ

モーターである ACSL4 のタンパク質発現に、EDBD がどのような影響を及ぼすかを検

証した。尚、FSP1 は HL60 で通常発現していないため、DHODH の阻害は GPX4 低

発現細胞株にのみフェロトーシスを誘導することから、EDBD による細胞死と関連性が

低いと考えられた。その結果、EDBD は GPX4 のタンパク質発現を減少させた(図 1-

13)。一方で、GCH1 と ACSL4 のタンパク質発現レベルには影響を及ぼさなかった。
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また、GPX4 の活性化に必要な細胞内 GSH のレベルも低下させた(図 1-14)。GPX4 の

タンパク質発現の減少や細胞内 GSH の低下は、脂質過酸化の誘導と比較して遅い

時間から観測されていることから、脂質過酸化の原因ではなく、細胞がダメージを受け

ることにより後発的に起こった現象である可能性もある。  

 EDBD による細胞死を抑制しなかった NAC は、細胞内 GSH を増加させることで脂

質過酸化を軽減することで知られている（図 1-9）。 本来なら、EDBD による脂質過酸

化を抑制し細胞死を阻害すると予測された NAC がそのような作用を示さなかったのは、

NAC で上昇する GSH を使って脂質過酸化を抑えるはずだった GPX4 のタンパク質

発現が、減少しているためであると考えられる。 

 今回の研究では、EDBD は二価の鉄イオンによってエンドパーオキサイド結合が開

裂し、そこで生じるラジカル体が細胞のリン脂質膜構造において脂質過酸化を誘発す

る。その上、脂質過酸化を抑制する GPX4 のタンパク質発現を減少、細胞内 GSH を

低下させるなどにより、細胞における脂質過酸化の耐性を弱めることが明らかとなった。

そして、EDBD の作用において、脂質過酸化が細胞死誘導の主たる原因であることが

明らかになった。まとめると、山菜由来の天然有機化合物である EDBD はユニークな

作用をもつフェロトーシス様細胞死誘導剤である（図 1-15）。 
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図 1-15． 山菜のモミジガサ由来の天然化合物である EDBD の HL60 細胞に対する

フェロトーシス様細胞死を誘導する作用機序 
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第 2 章                       

3,6-Epidioxy-1,10-bisaboladiene とスルファサラジンの 

乳がん細胞に対する相乗効果とその作用機序 
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2-1．緒言 

2-1-1．乳がんの現状 

 乳がんは、女性で最も多く診断されるがんであり（2018 年の新規症例数は 210 万人）、

世界中の女性のがんによる死亡の主な原因である（2018 年の死亡者数は 62 万 7,000

人） [1]。多くの国で発生率の上昇が観察されている。ヒトの乳がんは最も一般的な浸

潤がんであり、日本では女性の死亡原因として 4 番目（2022 年の死亡率 25.4%）に多

い（図 2-1） [2]。年齢、太りすぎ、初潮の早さ、閉経の遅さ、高齢での初妊娠、エストロ

ゲンやプロゲステロンなどの閉経後ホルモンの使用、並びに BRCA1 または BRCA2

乳房遺伝子の遺伝的変異の存在は、乳がんの主な危険因子とされている。乳がん細

胞の増殖は、細胞増殖を誘導およびアポトーシス抑制を促すエストロゲン受容体（ER）

への結合を介して、エストロゲンによって調節されることが知られている [76]。 

 乳がんの分類は、その形態学的基準（例：乳管、小葉、浸潤性および原発生）、エス

トロゲン受容体（ER）、プロゲステロン受容体（PR）、およびヒト上皮増殖因子受容体 2

（Her2）の発現、または、包括的な mRNA 類似性（例：管腔および基底）に基づく分子

表現型の特徴で分けられる。乳がんの約 4 分の 1 は「トリプルネガティブ（TNBC）」

［ER/PR/Her2 の欠如］であり、20% は Her2+ 乳がんが占めている [77]。乳がんの治

療法としては、ホルモン療法、化学療法、並びに分子標的療法が推奨される。しかし

ながら、乳がんの化学療法への耐性と TNBC を標的とした治療法の欠如により、患者

の予後は厳しい。そのため、現在でも効果的な治療薬が求められている。 

 シスチン枯渇は TNBC に対して細胞死を誘導することから、シスチンは TNBC にお

いて最も重要なアミノ酸の 1 つといえる [78]。シスチンの取り込みに関わるシステム xc
-

は、TNBC の治療ターゲットの一つでもある [79]。一方で、MUC1-C 膜貫通タンパク

質は TNBC で高度に発現されており、システム xc
-の xCT 軽鎖に似ている。MUC1-C 

は、xCT および xCT と CD44 バリアント（CD44v）の複合体と相互作用し、システム xc
-

の機能を安定化させる。MUC1-C/xCT シグナル伝達経路の活性化を阻害すると、
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TNBC 細胞のフェロトーシスが誘導され、それによってがん細胞が死滅するか、がん細

胞の自己複製能力が低下する [80]。このことから、フェロトーシスは乳がん細胞の治

療ターゲットとして有望であると考えられる。 

 がんに対するフェロトーシス誘導療法は画期的な発見であった。Her2 過剰発現乳が

んの治療に使われる分子標的治療薬ラパチニブ（lapatinib）に対する耐性を有するが

ん細胞は、フェロトーシスに対して感受性を示すことが報告されている [81, 82]。さらに、

ラパチニブ及び同じく Her2 過剰発現乳がんの分子標的治療薬のネラチニブ

（neratinib）は、ROS レベルを上昇させることによって乳がん細胞のフェロトーシスを誘

導する。TNBC がフェロトーシスに対して感受性を示すという発見により、TNBC 治療

においてフェロトーシスが有用である可能性が拓かれた [83, 84]。スルファサラジン 

(SSZ)、シラメシン (siramesine)、エラスチン（erastin）、クルクミン (curcumin)などのフェ

ロトーシス誘導剤は、乳がんに対し効果を示す [82]。たとえば、SSZ は システム xc
- 

を阻害してフェロトーシスを強化することができる。 
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図 2-1． 悪性新生物＜腫瘍＞の主な部位別にみた死亡率（人口 10 万対）の年次推

移 
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2-1-2．スルファサラジン（SSZ）について 

 スルファサラジン (SSZ) （図 2-2）は、転写因子 NF-kB の阻害を介して関節リウマ

チなどの慢性炎症性疾患を治療するために広く使用されている抗炎症剤である [85]。

後に、SSZ はシステム xc
-も阻害することが明らかになった。その後、2012 年にフェロト

ーシスがシステム xc
-を介する細胞死として報告された際、SSZ もフェロトーシス誘導剤

として挙げられた [16]。さらに、SSZ はフェロトーシス誘導剤として乳がんや膵臓がん

などに対して抗がん作用を示すことが報告されている [77, 86]。 

 

 

図 2-2． スルファサラジン（SSZ）の構造 

 

 フェロトーシスの分子メカニズムが解明されてきた現在では、異なる分子をターゲット

にするフェロトーシス誘導剤は相乗効果を示すことが分かってきた。SSZ は、HT-1080

異種移植片において DHODH 阻害剤 brequinar [49]、膵臓がん細胞において抗酸化

酵素グルタチオン S-トランスフェラーゼ Pi 阻害剤 piperlongumine [86]、卵巣がん細胞

において PARP 阻害剤オラパリブ [87]など、SSZ とは異なる標的を有する他の細胞死

誘導剤との相乗効果が報告されている。 

 SSZ は、乳がん細胞においてシステム xc
-の阻害に加えて、鉄代謝の活性化を通して

フェロトーシスを誘導することが報告されている。また、Her2(+)乳がん、ER(-)乳がん、

および TNBC に対して、他の乳がんと比較的して SSZ に対し高い感受性を有する可

能性が示されている。さらに、ER の発現は鉄イオンの細胞内流入に関わるトランスフェ
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リン受容体（TFRC）の発現を抑制することが報告されており、その阻害効果は分子型

が異なる乳がん細胞が SSZ によるフェロトーシスに対して、異なる感受性を有する原因

である可能性が提示された [77]。 

 今回の研究では、乳がん細胞の HBC-5、MCF-7、及び MDA-MB-231 を使用する

が、それぞれ表 2-1 に示した特徴を持つ [88]。SSZ の乳がんに対する効果の研究か

ら、［Her2(+)、ER(-)］である HBC-5 は SSZ に対し最も高い感受性を示し、反対のパタ

ーンである［Her2(-)、ER(+)］の MCF-7 は感受性が弱いことが示唆される。    
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表 2-1. 各種乳がん細胞の特徴 

 

 

 

Her2: human epidermal growth factor receptor 2、ER: estrogen receptor、PgR: progesterone 

receptor、EGFR: epidermal growth factor receptor. 

 

  

MCF-7 HBC-9 HBC-5 BT-474 MDA-MB-231

Her2 - - +++ +++ -

ER + - - + -

PgR + - - + -

EGFR - +++ +++ - +++

Doubling time [h] 42 60 60 51 28
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2-1-3．EDBD と乳がん 

 EDBD の作用機序について情報を得ることを目的として実施した JFCR39 パネルス

クリーニングの結果、5 種の乳がん細胞のうち HBC-5 が、EDBD に対して最も高い感

受性を示した（図 2-3） [57]。しかしながら、乳がん細胞に対する EDBD による作用メ

カニズムの研究はされていない。 

 EDBD は、HL60 細胞において主にフェロトーシス様細胞死を誘導することを第 1 章

で述べた。一方で、SSZ は乳がん細胞においてフェロトーシス誘導剤の効果を増強す

ることが知られている。乳がんは現在でも治療が難しい疾患であることから、本章では

乳がん治療の新しい選択肢を広げるために、乳がん細胞における EDBD と SSZ の併

用効果に焦点をあてた。乳がん細胞における SSZ の効果はすでに Yu 等のグループ

によって明らかにされているため [77]、本研究では乳がん細胞株における EDBD の

作用機序と、SSZ と EDBD を併用した際の作用を解析した。 
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図 2-3． 39 種のがん細胞を用いた JFCR39 パネルスクリーニングにおける EDBD

の効果 
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2-2．実験方法 

2-2-1．細胞培養 

 ヒト乳がん細胞：HBC-5 細胞は国立がん研究センター研究所（東京）から、 MCF-

7(RCB1904) 細胞は理化学研究所バイオリソースセンター(筑波)から、MDA-MB-231

細胞(ATCC® HTB-26TM)は ATCC(米国バージニア州マナッサス)から購入した。細

胞は、10％の非働化済 FBS（BioWest Co. Ltd.、Vancouver、Canada）、1% Penicillin 

(50 units/ml)-Streptomycin (50 µg/ml) （Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.、Waltham、

MA、USA）を添加した RPMI-1640（L-グルタミン、フェノールレッド含有）培地［富士フ

ィルム和光純薬（株）］を用いて、37℃、5% CO2 の加湿インキュベーターで培養した。

ヒト線維芽細胞株 WI-38(RCB0702)を理化学研究所バイオリソースセンター(筑波)から

入手し、10％の非働化済 FBS（BioWest Co. Ltd.、Vancouver、Canada）、1% Penicillin 

(50 units/ml)-Streptomycin (50 µg/ml) （Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.、Waltham、

MA、USA）を含む DMEM 培地［富士フィルム和光純薬（株）］を用いて 37℃、5% CO2

の加湿インキュベーター内で培養した。 

 

2-2-2．細胞生存率 

 細胞生存率は、MTT アッセイによって評価した（1-2-3 参考）。 HBC-5、MCF-7、

MDA-MB-231 、 WI-38 細胞を、それぞれ 1×105 cells/ml 、5×104 cells/ml 、2×105 

cells/ml、5×104 cells/ml を 96 well plate に 98 µl ずつ播き、一晩培養した。MeOH に

溶解した指定濃度の EDBD 又は MeOH：DMSO（1：1ｖ/ｖ）に溶解した SSZ で処理し、

48 時間培養した。その後、1-2-3 と同じ方法で細胞生存率を算出した。前処理の時は

規定濃度の DFOM（滅菌水で希釈）、Fer-1、VE、IM-54（MeOH で希釈）で 1 時間処

理し、培地を交換せずに EDBD または SSZ で処理した 
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2-2-3．DCFH-DA を用いた ROS 産生の検出 

 HBC-5、MCF-7、MDA-MB-231 を、それぞれ 2×105 cells/ml、1×105 cells/ml、4×105 

cells/ml として 96 well white plate に 98 µl ずつ播き、一晩培養した。MeOH に溶解し

た 25、50、100 µM EDBD を添加し、すぐに 5 μM DCFH-DA を 5 μl 入れ、30 分間培

養した。その後、cellometer（Ex: 488 nm、Em: 535 nm）で蛍光を観測した。尚、時間依

存的な観察は 100 µM EDBD で処理し、0、1、3、6 h 培養した後、DCFH-DA で染色

した。 

 

2-2-4．脂質過酸化の検出 

 HBC-5、MCF-7、MDA-MB-231 細胞を、それぞれ 1×105 cells/ml、5×104 cells/ml、

2×105 cells/ml として multiwell 35mm dish に播いた。 一晩培養した後、細胞を 2 μM 

C11-BODIPY581/591 で 30 分間染色し、その後 EDBD で 3 時間処理した。染色され

た細胞は、共焦点レーザー顕微鏡 (C2、ニコン、東京、日本)を使用して観察した。 

 

2-2-5．薬物相乗効果の解析 

 SSZ と  EDBD の間の相乗効果を評価するために、ソフトウェア CompuSyn

（ComboSyn, Inc.、New York、NY、USA）を使用した。すべてのシミュレーションは、2

つの薬剤が 3 つの濃度の SSZ および 3 つの濃度の EDBD を、非固定の用量比で組

み合わされると仮定して実行した。CompuSyn は、薬理学的相互作用の定量的表現

である Combination Index（CI）を算出するために使用した。この方法は、Chou-Talalay

によって提案された統一理論に基づいている [89]。 CI<1 は相乗効果、CI=1 は相加

効果、並びに CI>1 は拮抗効果を示す。 

 

2-2-6．統計処理 

 統計処理は、1-2-8 と同じ方法で行った。 
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2-3．結果 

2-3-1．EDBD の乳がん細胞に対する影響 

 先行研究で行われた乳がん細胞（HBC-4、BSY-1、HBC-5、MCF-7、MDA-MB-231）

を含む JFCR39 パネルスクリーニングでは、HBC-5 細胞は EDBD に対し感受性を示

し、MDA-MB-231 は耐性を示した [57]。 

 

 実際に HBC-5、MCF-7、及び MDA-MB-231 細胞に対する EDBD による増殖抑制

効果の IC50 値は、それぞれ 8.5±0.7、27.0±0.9、及び 76.5±4.8 µM であり（図 2-4）、

JFCR39 パネルスクリーニングの結果と一致の感受性パターンであった。 
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図 2-4． EDBD に乳がん細胞に対する細胞増殖抑制作用 

 

（A）HBC-5 細胞、（B）MCF-7 細胞、（C）MDA-MB-231 細胞を、表示された濃度の EDBD で 48 h

処理し、MTT assay により細胞生存率を測定した（n=3）。*P<0.05、***P<0.001 vs コントロール。 
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2-3-2．乳がん細胞における EDBD による増殖抑制作用への DFOM の影響 

 フェロトーシスの鍵因子の一つは鉄イオンである [16]。鉄イオンは、フェントン反応

の繰り返し作用を通じて脂質過酸化を直接引き起こす [63]。一方、広く知られている

フェロトーシス誘導剤（エラスチンや SSZ など）は、脂質過酸化に対する細胞防御因子

の 1 つである GPX4 の機能を間接的にブロックすることにより、鉄イオンの存在下でフ

ェロトーシスを誘導する。 

 

 一方で、鉄イオンはエンドパーオキサイド結合を切断することが広く知られている。実

際に、当研究室の以前の研究により、鉄イオンが EDBD のエンドパーオキサイド結合

を切断し、不安定なラジカル中間体を生成する可能性が示された。そして、この不安

定なラジカル中間体が EDBD の細胞死誘導活性に重要であると報告した [57]。 

 

 そこで、EDBD が乳がん細胞でも同様の活性を示すかを明らかにするために、鉄イ

オンキレート剤である DFOM の時の細胞生存率への影響を調べた。その結果、

DFOM は 3 つの乳がん細胞株すべてにおいて EDBD による増殖抑制作用を阻害し、

細胞の増殖を回復させた（図 2-5）。このことから、EDBD は乳がん細胞でも鉄イオン依

存的な活性を示すことが判明した。 
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図 2-5． 乳がん細胞における EDBD の細胞死に対する DFOM の影響 

 

（A）HBC-5 細胞、（B）MCF-7 細胞、（C）MDA-MB-231 細胞を表示された濃度の DFOM で 1 h 前

処理し、表示された濃度の EDBD で 48 h 処理し、MTT assay により細胞生存率を測定した（n=3）。

*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001 vs EDBD 処理細胞。 
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2-3-3．EDBD 処理乳がん細胞における ROS 検出 

 EDBD は、鉄イオンによって不安定なラジカル中間体に変化すると考えられる。

HL60 細胞において EDBD は、処理後直ぐに微量ながらも ROS 産生することが分か

っている。EDBD は鉄イオンに曝されると直ぐに開裂しラジカル体に変換することから、

ここで観測される ROS は、EDBD の不安定なラジカル中間体自身であると考えられて

いる。EDBD 処理で見られる ROS は、観測後、時間依存的に低下していくことから、こ

の仮説が裏付けられている。 

 

 乳がん細胞でも、EDBD は HL60 の時と同様に処理後直ぐに濃度依存的（図 2-6）に

ROS を産生し、その後、時間依存的（図 2-7）に低下することが分かった。EDBD によ

る ROS 産生（100 µM 処理において、HBC-5 で 1.7 倍、MCF-7 で 1.3 倍、MDA-MB-

231 で 1.8 倍 ROS が増加）は、対象であるＨ2Ｏ２（100 µM 処理において、HBC-5 で

2.8 倍、MCF-7 で 13.3 倍、MDA-MB-231 で 14.0 倍 ROS が増加）と比較する変化が

小さかった（図 2-8）。 

 

 この結果は、EDBD は他の ROS 誘導剤とは異なるメカニズムで ROS 産生しているこ

とを示しており、不安定なラジカル中間体の仮説をさらに裏付ける結果となった。 

  



第 2 章 

70 
 

 

 

 

 

 

 

図 2-6． 乳がん細胞における EDBD による濃度依存的な ROS 検出 

 

HBC-5 細胞、MCF-7 細胞、MDA-MB-231 細胞を示した濃度の EDBD 処理し、直ぐに（0 h 処理）

DCFH-DA を加えて 30 分間処理し、プレートリーダーで測定した（Ex/Em=488/535 nm） 
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図 2-7． 乳がん細胞における EDBD による時間依存的な ROS 検出 

 

HBC-5 細胞、MCF-7 細胞、MDA-MB-231 細胞を 100 µM EDBD で示した時間処理し、DCFH-

DA0 を加えて 30 分間処理し、プレートリーダーで測定した Ex/Em=488/535 nm） 
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図 2-8． 乳がん細胞における EDBD による ROS 検出の対象との比較 

 

HBC-5 細胞、MCF-7 細胞、MDA-MB-231 細胞を 100 µM H2O2、BuOOＨ（butyl hydroperoxide）、

ＣｕＯＯＨ（cumene hydroperoxide）、EDBD で処理し、直ぐに DCFH-DA で 30 を加えて 30 分間処

理し、プレートリーダーで測定した（Ex/Em=488/535 nm） 
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2-3-4．EDBD 処理乳がん細胞における脂質過酸化の検出 

 EDBD は、HL60 では脂質過酸化による細胞死を誘導する。乳がん細胞でも、脂質

過酸化を誘導することが予測される。そこで、3 種の乳がん細胞における脂質過酸化

を C11-BODIPY 染色を用いて検出した [73]。 

 

 EDBD 処理して 3 時間後に検出した結果では、EDBD は 3 種のがん細胞において

濃度依存的に脂質過酸化を誘導した（図 2-9）。その蛍光強度を数値化した結果、統

計的にも有意に酸化型 C11-BODIPY の平均蛍光強度を増加させていた（図 2-10）。 

 

 しかしながら、図 2-7 に示したように、EDBD の 3 時間処理では DCF の蛍光が検出

されないことから、DCF で検出される ROS と C11-BODIPY で検出される脂質過酸化

は、同じ酸化ストレスでも異なる分子種であることが明らかである。また、脂質過酸化は

フェロトーシスのホールマークであるため、EDBD は乳がん細胞に対してもフェロトーシ

スを誘導することが、この結果から示唆された。 
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図 2-9． 乳がん細胞における EDBD による脂質過酸化の検出 

 

（A）HBC-5 細胞、（B）MCF-7 細胞、（C）MDA-MB-231 細胞を C11-BODIPY で 30 分染色し、示

した濃度の EDBD で 3 h 処理し、共焦点レーザー顕微鏡で観察した（C11-BODIPY reduced：

Ex/Em=561/575-615 nm；C11-BODIPY oxidized：Ex/Em=488/500-550 nm；Merge：重ね合わせ） 
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図 2-10． 乳がん細胞における EDBD による脂質過酸化の数値化 

 

図 2-9 で観察した（A）HBC-5 細胞、（B）MCF-7 細胞、（C）MDA-MB-231 細胞の C11-BODIPY の

平均蛍光強度を算出し、グラフ化した。*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001 vs コントロール。 
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2-3-5．脂質過酸化阻害剤の EDBD 処理乳がん細胞に対する影響 

 EDBD は、乳がん細胞でも脂質過酸化を誘導すること（図 2-9、図 2-10）、その細胞

増殖抑制作用は DFOM によって抑えられること（図 2-5）から、乳がん細胞においても

フェロトーシス様細胞死を誘導することが示唆された。そこで、脂質過酸化は EDBD に

よる細胞死の主たる原因であるかを調べるために、脂質過酸化を阻害する Fer-1 と VE

が EDBD による細胞増殖抑制作用を打ち消すのか否かを調べた。 

 

 その結果、Fer-1 と VE は、3 種の乳がん細胞株において、EDBD による細胞増殖抑

制作用を濃度依存的に打ち消した（図 2-11）。 

 

 EDBD は、処理後直ぐに ROS 産生を誘導する、脂質過酸化を誘導する、DFOM、

Fer-1、VE で細胞死が抑制されるなど、HL60 細胞と同様の作用を乳がん細胞で示し

ている。このことから、EDBD は乳がん細胞でもフェロトーシス様細胞死を誘導すること

が明らかとなった。 
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図 2-11． 乳がん細胞における EDBD の細胞死に対する脂質過酸化阻害剤の影響 

 

（A、B）HBC-5 細胞、（C、D）MCF-7 細胞、（E、F）MDA-MB-231 細胞を表示された濃度の Fer-1

と VE で 1 h 前処理し、表示された濃度の EDBD で 48 h 処理し、MTT assay により細胞生存率を

測定した（n=3）。*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001 vs EDBD 処理細胞。  
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2-3-6．EDBD と SSZ の併用処理が乳がん細胞に及ぼす影響 

 SSZ は、がん幹細胞に対しても有効な抗がん剤候補として高く評価されている [90]。

前述したように、SSZ は乳がん細胞において、フェロトーシス誘導剤の効果を増加する

ことが報告されている。EDBD はフェロトーシス様細胞死を誘導することから、SSZ との

相乗効果が期待されるため、3 種の乳がん細胞すべてに対して SSZ と EDBD の併用

を実施した。 

 

 その結果、EDBD は 3 種の乳がん細胞に対する SSZ の細胞増殖抑制作用を有意

に増強した（図 2-12）。特に、HBC-5 と MDA-MB-231 細胞において高い増強がみら

れた。実際に、この増強効果は相乗効果であるかを検証するために、Chou-Talalay 

法に基づく CompuSyn ソフトウェアを用いた。CompuSyn は、薬物相互作用の定量化

に広く使用されていることから、相乗効果の評価に適していると考えられたため、SSZ

と EDBD の併用処理の評価に使用した [91, 92]。このソフトウェアは、combination 

index（CI）を計算し、相乗効果(CI<1)、相加効果(CI=1)、または拮抗効果(CI>1)を示

すものである [89]。 

 

 その結果、HBC-5 と MDA-MB-231 細胞に対する SSZ と EDBD 併用の CI 値は、9

対の濃度の組み合わせの内 1 対を除いて 1 未満であり、相乗効果であることが明確に

示された。一方で、MCF-7 細胞に対しては 5 対の濃度組み合わせが相乗効果を示し、

4 対は拮抗効果を示した（表 2-2）。 

 

 この結果から、EDBD と SSZ は予想通りに相乗効果を示すことと、MCF-7 細胞に対

する相乗効果は、HBC-5 と MDA-MB-231 細胞と比較して弱いことが明らかになった。 
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図 2-12． 乳がん細胞における EDBD と SSZ の併用 

 

（A）HBC-5 細胞、（B）MCF-7 細胞、（C）MDA-MB-231 細胞を表示された濃度の SSZ と EDBD で

共処理し 48 h 培養後、MTT assay により細胞生存率を測定した（n=3）。*P<0.05、**P<0.01、

***P<0.001 vs 各 EDBD 処理細胞。 
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表 2-2. 乳がん細胞における EDBD と SSZの共処理の効果 

 

 

 

Fractional effect (Fa)は、細胞生存していないことを 0、全て生存していることを 1とした時の各処理

における細胞生存状態を意味する。 

 

  

Cell line SSZ [mM] EDBD [µM] Effect [Fa] CI Value Interaction
0.5 3 0.10 0.72 Synergism

0.25 3 0.10 0.55 Synergism
0.125 3 0.20 0.49 Synergism

0.5 1.5 0.11 0.64 Synergism
0.25 1.5 0.15 0.43 Synergism

0.125 1.5 0.45 0.57 Synergism
0.5 0.25 0.12 0.30 Synergism

0.25 0.25 0.29 0.48 Synergism
0.125 0.25 0.87 1.029 Antagonism

1 10 0.10 0.49 Synergism
0.5 10 0.17 0.70 Synergism

0.25 10 0.20 0.77 Synergism
1 5 0.23 0.50 Synergism

0.5 5 0.58 1.34 Antagonism
0.25 5 0.64 1.40 Antagonism

1 2.5 0.42 0.63 Synergism
0.5 2.5 0.68 1.26 Antagonism

0.25 2.5 0.77 1.41 Antagonism
1 40 0.11 0.46 Synergism

0.5 40 0.12 0.32 Synergism
0.25 40 0.31 0.42 Synergism

1 20 0.13 0.42 Synergism
0.5 20 0.26 0.35 Synergism

0.25 20 0.66 0.53 Synergism
1 10 0.19 0.45 Synergism

0.5 10 0.54 0.47 Synergism
0.25 10 0.99 2.24 Antagonism

M
D

A
-M

B
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2-3-7．EDBD と SSZ の相乗効果に対する DFOM と Fer-1 の影響 

 SSZ は、乳がん細胞に対してシステム xc
-を阻害及び鉄イオン代謝に干渉することで、

細胞を脂質過酸化に対して感受性にする。一方で、EDBD は直接脂質過酸化を誘導

すると考えられる。そのため、SSZ と EDBD の相乗効果はフェロトーシスが増強された

結果と考えられる。従って、EDBD と SSZ の相乗効果がフェロトーシスか否かを検証す

るために、DFOM 又は Fer-1 との併用実験を行った。 

 

 HBC-5 細胞および MDA-MB-231 細胞において、Fer-1 と DFOM は SSZ と EDBD

による相乗効果を抑制した（図 2-13A、B、E、F）。一方で、MCF-7 細胞では Fer-1 のみ

が相乗効果を完全に阻害したが（図 2-13D）、DFOM はわずかに抑制するのみであっ

た（図 2-13C）。 

 

 SSZ は、ER (-) の細胞に強い作用を示すこと [77]から、HBC-5、MDA-MB-231、

MCF-7 の順に高感受性から低感受性を示すことが示唆されていた。そのため、DFOM

の併用で見られたこの違いは、SSZ の作用に関連するものだと考えられる。 

 

 SSZ は、システム xc
-を阻害する他、TFRC の発現（鉄イオン流入）を上昇させる。

EDBD の活性は、鉄イオンで増強されることから、SSZ と相乗効果を示すことは合理的

である。一方で、ER (+) 乳がん（MCF-7）は、TFRC の発現が比較的少ない。そのため、

MCF-7 では相乗効果が明確に表れない可能性がある。また、Fer-1 は SSZ と EDBD

の相乗効果を顕著に抑制した一方で、DFOM の抑制効果はわずかであったことから、

MCF-7 細胞に対する SSZ と EDBD の相乗効果は鉄イオンに依存しないことが示唆さ

れた。 
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図 2-13． 乳がん細胞における EDBD と SSZ の共処理による細胞死に対する

DFOM と Fer-1 の影響 

 

（A、B）HBC-5 細胞、（C、D）MCF-7 細胞、（E、F）MDA-MB-231 細胞を表示された濃度のＤＦＯＭ

と Fer-1 で 1 h 前処理し、表示された濃度の SSZ と EDBD で 48 h 処理した後、MTT assay により

細胞生存率を測定した（n=3）。*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001（指定データ間）。  



第 2 章 

83 
 

2-3-8．EDBD と SSZ の相乗効果に対する IM-54 の影響 

 第 1 章では、酸化ストレス誘導性ネクローシス阻害剤 IM-54 は EDBD による脂質過

酸化を抑制することで、EDBD の細胞増殖抑制作用を阻害することが明らかになった。

そのため、IM-54 は SSZ と EDBD の相乗効果にどのように影響するかを検証した。 

 

 興味深いことに、IM-54 は DFOM と同様に、HBC-5 と MDA-MB-231 細胞における

SSZ と EDBD の相乗効果を抑制したが、MCF-7 では影響を及ぼさなかった（図 2-14）。 

 

 IM-54 は、H2O2 や EDBD の細胞死を抑制するが、これらは酸化ストレスの他、鉄イ

オン依存的に細胞死を誘導する。EDBD は鉄イオンによって開裂することで活性を持

つようになる一方、H2O2 は鉄イオン依存的なフェントン反応により細胞死を誘導する。

今回の結果で、IM-54 は DFOM と同じ傾向をみせたことから、IM-54 は DFOM と類似

する鉄イオンに関連する作用を持つことが示唆された。 
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図 2-14． 乳がん細胞における EDBD と SSZ の共処理による細胞死に対する IM-

54 の影響 

 

（A、B）HBC-5 細胞、（C、D）MCF-7 細胞、（E、F）MDA-MB-231 細胞を、表示された濃度の IM-

54 で 1 h 前処理し、表示された濃度の SSZ と EDBD で 48 h 処理した後、MTT assay により細胞生

存率を測定した（n=3）。*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001（指定データ間）。 
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2-3-9．Dihydroartemisinin （DHA）と SSZ の併用処理の乳がん細胞に対する影響 

 DHA は、EDBD と同じくエンドパーオキサイド結合を持つことから、第 1 章ではその

作用を比較して、明確に異なる作用であることが明らかとなった。しかしながら、DHA

は乳がん細胞に対して EDBD と類似した形態の細胞死を誘導していることが観察され

たため、EDBD と同じように SSZ と相乗効果を示すか検証した。 

 

 DHA は、乳がん細胞に比較的弱い活性を示し、HBC-5、MCF-7、MDA-MB-231 細

胞に対する細胞増殖抑制作用の IC50 値は、それぞれ 43.4、69.4、157.5 µM であった。

感受性の傾向が EDBD と同様であるものの、SSZ との併用では顕著な相乗効果を示

さなかった（図 2-15）。 

 

 併用効果を CompuSyn で評価した結果、9 対の濃度組み合わせで MCF-7 では 4

対、MDA-MB-231 では 1 対は相乗効果で、HBC-5 ではすべて拮抗効果であった（表

2-3）。 

 

 この結果から、DHA と SSZ は相乗効果を示さないことが明らかになり、乳がん細胞で

も DHA と EDBD は異なるメカニズムで細胞死を誘導することが示唆された。 

 

 



第 2 章 

86 
 

 

 

図 2-15． 乳がん細胞における DHA と SSZ の併用 

 

（A）HBC-5 細胞、（B）MCF-7 細胞、（C）MDA-MB-231 細胞を表示された濃度の SSZ と DHA で

共処理し 48 h 培養後、MTT assay により細胞生存率を測定した（n=3）。 
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表 2-3. 乳がん細胞における DHA と SSZの共処理の効果 

 
 

Fractional effect (Fa)は細胞生存していないことを 0、全て生存していることを 1 とした時の各

処理における細胞生存状態を意味する。 

  

Cell line SSZ [mM] DHA [µM] Effect [Fa] CI Value Interaction
0.5 100 0.09 46.0 Antaginism

0.25 100 0.14 18.0 Antaginism
0.125 100 0.11 10.8 Antaginism

0.5 50 0.44 14.8 Antaginism
0.25 50 0.54 6.8 Antaginism

0.125 50 0.56 4.1 Antaginism
0.5 25 0.52 12.0 Antaginism

0.25 25 0.58 5.7 Antaginism
0.125 25  0.61 3.1 Antaginism

1 100 0.09 0.33 Synergism
0.5 100 0.12 0.27 Synergism

0.25 100 0.25 0.52 Synergism
1 50 0.28 0.72 Synergism

0.5 50 0.54 1.51 Antaginism
0.25 50 0.59 1.68 Antaginism

1 25 0.49 1.14 Antaginism
0.5 25 0.68 1.76 Antaginism

0.25 25 0.62 1.10 Antaginism
1 100 0.28 0.26 Synergism

0.5 100 0.61 1.17 Antaginism
0.25 100 0.71 2.46 Antaginism

1 50 0.51 16.38 Antaginism
0.5 50 0.78 30.20 Antaginism

0.25 50 0.83 35.41 Antaginism
1 25 0.54 8.70 Antaginism

0.5 25 0.83 17.74 Antaginism
0.25 25 0.88 21.73 Antaginism
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2-3-10．EDBD の正常細胞に対する影響 

 EDBD の正常細胞への影響を調べるために、ヒト線維芽細胞 WI-38 を用いた。

EDBD は WI-38 に対しても細胞増殖抑制作用を持ち、その IC50 値は 2.4±0.1 μM で

あった。また、EDBD と SSZ の併用効果を WI-38 で検証した結果、EDBD は WI-38

細胞株に対する SSZ の効果を増強しなかった（図 2-16）。 
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図 2-16． 正常細胞における EDBD と SSZ の併用 

 

WI-38 細胞を表示された濃度の SSZ と EDBD で共処理し 48 h 培養後、MTT assay により細胞生

存率を測定した（n=3）。*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001 vs 各 EDBD 処理細胞。 
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2-４．考察 

 SSZ は、乳がん細胞においてシステム xｃ
-の阻害と TNFR の発現増強を促すことで、

フェロトーシス誘導剤の効果を増強することが知られている [77]。EDBD は鉄イオン依

存的に脂質過酸化を誘導することから、二つの化合物は相乗効果を示すことが予想さ

れた。本研究では、EDBD と SSZ の相乗効果を検証することを目的とした。 

 まずは、EDBD の乳がん細胞に対する効果が不明であるため、HL60 細胞に対する

作用を基準に、EDBD の乳がん細胞への影響を HBC-5、MCF-7、並びに MDA-MB-

231 細胞を用いて検証した。EDBD は、MDA-MB-231 細胞（IC50 値：76.5±4.8 µM）、

MCF-7 細胞（IC50 値：27.0±0.9 µM）、HBC-5 細胞（IC50 値：8.5±0.7 µM）に対して増殖

抑制作用を示し、感受性の高さ、以前に EDBD の抗がん作用の特徴を調べた

JFCR39 パネルスクリーニングの結果と一致していた。一方で、HL60 細胞において

EDBD よりも強い細胞毒性を示す DHA（72 h の IC50 値：0.11 µM）は、乳がん細胞に

対する活性は弱いものの、感受性の高さは MDA-MB-231 細胞（IC50 値：157.5 µM）、

MCF-7 細胞（IC50 値：69.4 µM）、HBC-5 細胞（IC50 値：43.4 µM）であり、EDBD と同様

の傾向を示した。 

 EDBD は、乳がん細胞において処理して直ぐに ROS を産生する、DCF による ROS

が検出される時間よりも早く脂質過酸化を誘導する、並びに DFOM、Fer-1、VE で細

胞死が抑制されるなど、HL60 細胞に対する作用と同様のメカニズムで乳がん細胞に

おいても細胞死を誘導した。このことから、EDBD は乳がん細胞でもフェロトーシス様

細胞死を誘導することが示された。さらに、EDBD と SSZ を併用することにより、予想さ

れた相乗効果も認められた。また、EDBD と SSZ の併用による相乗効果は DFOM や

Fer-1 により抑制されることから、相乗効果も鉄イオン依存的な脂質過酸化によるフェロ

トーシスであると考えられた。一方で、EDBD は正常細胞株に対しても細胞増殖抑制

作用を示したが、SSZ の WI-38 に対する効果は EDBD によって増強されなかった。 
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 SSZ は、システム xc
-を阻害することで、GPX4 が持つ脂質過酸化からの細胞保護機

能を妨害し、さらに、TFRC の発現を増加させることで鉄イオン流入を促進する。一方

で、EDBD は鉄イオン依存的に脂質過酸化を誘導するとともに、GPX4 のタンパク質発

現も低下させる。そのため、SSZ と EDBD は、メカニズムは異なるもののいずれもフェロ

トーシスが起こりやすい状態を作り、そして、EDBD が直接的に脂質過酸化を引き起こ

すことで、相乗効果を発揮するものと考えられた。 

 HBC-5 と MDA-MB-231 に対する EDBD と SSZ の相乗効果は、DFOM、Fer-1、お

よび IM-54 で抑制されることから、両方の細胞に対する EDBD と SSZ の相乗効果は

同じフェロトーシス様作用だと考えられた。一方で、Fer-1 は MCF-7 細胞に対する

EDBD と SSZ の相乗効果を抑制したが、DFOM と IM-54 は顕著な抑制効果を示さな

かった。従って、EDBD と SSZ の併用は、MCF-7 に対しては、他の 2 種の細胞とは異

なる作用によって細胞死を誘導するものと考えられる。尚、EDBD は 3 種の乳がん細

胞において同じような作用を示したことから、MCF-7 に対して EDBD と SSZ の併用が

異なる作用であるのは、SSZ の作用に原因がある可能性が示唆された。 

 SSZ は、乳がん細胞、特に ER の発現が低い細胞においてフェロトーシスを誘導する

ことが Yu 等によって提示された [77]。Yu 等のグループは、ER の発現が TFRC の発

現を阻害することと、ER（-）乳がんでは TFRC の発現が比較的高いことを明らかにした。

さらに、Her2（+）乳がんでも TFRC が比較的高く発現していることを報告している。

TFRC は、細胞の鉄取り込みに関与する鉄代謝における重要な役割を果たしており、

その発現の違いは、さまざまな乳がん細胞における SSZ に対する感受性と相関してい

る [77]。Yu 等の研究成果から、Her2（+）と ER（-）に TFRC が高発現する傾向にあるこ

とと、SSZ は ER（-）乳がん細胞に強い活性を示すことから、SSZ は HBC-5［Her2（+）と

ER（-）］、MDA-MB-231［Her2（-）と ER（-）］、MCF-7［Her2（-）と ER（+）］の順に高感受

性から低感受性を示すことが示唆されていた。そのため、DFOM が MCF-7 細胞に対
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して EDBD と SSZ の相乗効果を抑制しないのは、MCF-7 細胞に TFRC の発現型に

関わっている可能性がある。 

 IM-54 は、HL60 細胞において過酸化水素によって引き起こされる細胞死を阻害す

る酸化ストレス誘導性ネクローシス阻害剤である [70]。また、IM-54 はアポトーシスと

ネクロトーシスの両方を阻害しないことが報告されているが [93]、IM-54 がフェロトーシ

スに関与するかは不明である。本研究では、IM-54 は DFOM と同様に、MCF-7 で

EDBD と SSZ の相乗効果に影響を与えなかった。このことから IM-54 は、DFOM と類

似する鉄イオンに関連する作用を持つことが示唆された。さらに、IM-54 で細胞死が抑

制される EDBD と H2O2 は、酸化ストレスが関与するという以外に、鉄イオン依存的に

活性を示すという共通点もあることからも、この仮説は裏付けられる。 

 結論として、EDBD は 3 種の乳がん細胞において鉄イオン依存的な脂質過酸化誘

導を介して細胞増殖抑制効果を示した。一方で、SSZ はシステム xc
-の阻害を通して

脂質過酸化耐性を低下させ、TFRC の発現上昇を通して細胞における鉄イオン流入

を促進するため、乳がん細胞において EDBD の作用を増強することが示唆された（図

2-18）。EDBD と SSZ の相乗効果は HBC-5 と MDA-MB-231 細胞に強く認められてお

り、その作用はフェロトーシスであると考えられた。 
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図 2-17． EDBD と SSZ の乳がん細胞に対する相乗効果の作用機序 
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 EDBD は、細胞周期停止作用を有する生物活性物質の探索を目的としたスクリーニ

ング系である、遺伝子変異酵母株 WCTR312A を用いた生育回復活性スクリーニング

により、山菜として食されているモミジガサとボウナから、抗がん作用を有する生物活

性物質の候補として単離された [55]。WCTR312A 株では、DNA 損傷チェックポイン

ト経路で重要なアダプタータンパク質として機能する Rad9 が欠損、DNA ポリメラー

ゼ δ の触媒サブユニットとして機能する Cdc2 が変異している [54]。 その結果、

WCTR312A 株は、37℃で 6 時間培養により高温ストレスに晒した後、28℃に戻しても

生育が回復しなくなる。しかしながら、ヒドロキシウレア、チアベンダゾール、マイコフェ

ノール酸などの細胞周期を調節する活性物質を添加すれば、高温ストレスの後の許

容温度（28℃）に戻すと、細胞は正常に増殖できる。そのため、WCTR312A 株を用い

たスクリーニング系は、簡易かつ酵母という人間と同じ真核生物に対する生育回復活

性を指標にしているため、がん細胞に対して選択毒性をもつ生物活性物質が見つか

ることが期待できる。 

 細胞における増殖抑制作用は、細胞死を誘導するものと、細胞周期を停止させるも

のがある。これらの作用は、無限に増殖するという性質をもつがん細胞に対して有望で

ある。WCTR312A 株を用いたスクリーニングで単離された EDBD は、細胞周期を停止

する作用が期待された。 実際に、EDBD は S. cerevisiae において Hog1 の活性化を

介して G1 期と G2 期で細胞周期を停止することを証明した [94]。一方、EDBD のヒト

がん細胞における細胞増殖抑制作用は細胞周期停止ではなく、細胞死誘導作用で

あった。 

 EDBD の細胞死誘導作用メカニズムを解明するために、当時最も研究が進み、同じ

エンドパーオキサイド構造を有する DHA で行われていたアポトーシスの検証をした。

その結果、EDBD は HL60 細胞において DNA の断片化、染色体の凝縮、カスパーゼ

活性化などアポトーシスのホールマーク現象を引き起こしていた。さらに、この現象は
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酸化ストレスなどストレスに応答する p38 MAPK の活性化を介して誘導されていること

が分かった [57, 61]。このように、生化学的な指標に基づくと EDBD はアポトーシス様

の現象を誘導しており、カスパーゼの活性化を伴う細胞死はアポトーシス以外に報告

されていなかったため、EDBD はアポトーシスを誘導すると考えられた。しかしながら、

細胞形態観察により、多くの細胞ではアポトーシス特有のブレブ形成などの形態的特

徴がみられないことから、主たる細胞死はアポトーシスとは異なることが示唆された 

[56]。 

 ここで、Ⅰ型細胞死であるアポトーシスではなければ、Ⅱ型細胞死のオートファジー

性細胞死とⅢ型細胞死のいずれかであると考えられた。そこで、ネクローシスを誘導す

る H2O2 と比較したところ、細胞死の形態が類似していた。さらに、H2O2 による細胞死を

阻害する酸化ストレス誘導性ネクローシス阻害剤の IM-54 は、EDBD による細胞死も

抑制することから、EDBD はネクローシスを誘導すると示唆された。さらに、PI 染色によ

ってネクローシスの特徴である細胞膜にダメージも与えることが明らかになった。そこで、

細胞膜の損傷がどのように誘導されているかを解明するため、細胞膜を構成するリン

脂質に着目した。具体的には、細胞膜における脂質過酸化が細胞膜損傷の原因であ

る可能性が考えられたため、脂質過酸化阻害剤との併用による影響を調べた。その結

果、脂質過酸化を抑制すると報告されている Fer-1 [74]、VE [75]、さらにモミジガサの

もう一つの生物活性成分であり、強力な脂質過酸化阻害作用が知られているカカロー

ル [95]は、いずれも EDBD の作用を抑制した [56, 62]。そのため、EDBD は脂質過

酸化を通してネクローシス様細胞死を誘導すると考えられた。       

 近年は、がん治療に向けて細胞死の研究が盛んに進められている。その成果として、

かつては 3 種類だとされていた細胞死の種類も現在では 10 種類以上に分類されてい

る。それらの誘導メカニズム、誘導剤の開発、病気との関連性、がん治療のターゲット

としての可能性が研究され、いくつかの総説によってまとめられている [34, 23, 96]。報
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告当時、まだ誘導メカニズムが不明瞭だったフェロトーシスも、分子メカニズムが明らか

になり、特有の分子メカニズムをもつ細胞死であることが分かってきた [63]。このように

フェロトーシスの研究が進んできた中、フェロトーシスのホールマークとして脂質過酸

化と鉄イオン依存性が提示された。まさに、EDBD は鉄イオン依存的に活性を示し、脂

質過酸化を介して細胞死を誘導するため、フェロトーシスの特徴と類似していた。従っ

て、本研究では EDBD のフェロトーシス様作用メカニズムを解明することを目的とし、

第 1 章では HL60 細胞においてフェロトーシス様作用のメカニズムを解析し、第 2 章

では、乳がん細胞においてフェロトーシス誘導剤である SSZ との相乗効果の検証を行

った。 

 第 1 章では、EDBD の細胞死誘導メカニズムに着目して行った。その結果、EDBD

は鉄イオン依存的に脂質過酸化を誘導すること、EDBD による細胞死を抑制する阻害

剤（DFOM、Fer-1、VE、IM-54）は、EDBD による脂質過酸化を抑制すること、さらに

EDBD は過酸化脂質を還元する酵素 GPX4 のタンパク質発現を抑制すること、GPX4

の活性に必要な細胞内 GSH を低下させることなどを新たに発見した。これらの結果か

ら、EDBD は鉄イオン依存的な脂質過酸化を誘導するとともに、GPX4 の活性を抑制

することでフェロトーシス様の細胞死を誘導することを明らかにした。 

 第 2 章では、EDBD の応用性に着目し、難治性の乳がんにおいて、有望な抗がん剤

候補である SSZ のフェロトーシス誘導作用を増強するかを検証した。その結果、EDBD

は乳がん細胞でもフェロトーシス様の細胞死を誘導し、さらに予想したように、SSZ のフ

ェロトーシス誘導作用を増強し相乗効果を示すこと、この相乗効果は HBC-5 と MDA-

MB-231 細胞ではフェロトーシス様作用であるが、MCF-7 細胞では鉄イオン非依存的

な脂質過酸化を介する細胞死であること、EDBD は正常細胞においても細胞毒性を

示したものの SSZ の作用を増強しないことなどを明らかにした。多くの抗がん剤は激し

い副作用を伴うこと、またがんは不均一性であること、並びに薬剤耐性を獲得すること
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などから、二つ以上の抗がん剤によるコンビネーション治療が注目されている。その中

で、食用植物である山菜のモミジガサに含まれる EDBD が、抗がん剤候補である SSZ

と相乗効果を示すことは、抗がん剤としての可能性と有用性を高める知見になると考え

られる。コンビネーション治療は、薬剤の副作用を和らげるために、二つ以上の薬剤を

低濃度で用いる治療法である。従って、EDBD は正常細胞で毒性を示すとしても、使

用する濃度設定によっては応用できる可能性がある。実際に、0.75 µM EDBD と 0.25 

mM SSZ の併用では、WI-38 ではわずかな細胞生存率の抑制（細胞生存率 80％以

上）にとどまっているが、HBC-5 細胞においては細胞生存率を 29％まで抑制していた

（図 2-12 と 2-16）。このことから、EDBD はフェロトーシスをターゲットにするがん治療薬

候補としても期待できることが確かめられた。 

 このように、第 1 章と第 2 章における EDBD のフェロトーシスに着目した研究で、

EDBD による細胞死はフェロトーシス様細胞死でありながら、従来のフェロトーシスと異

なる特徴的な細胞死であることが示唆された。ここでまとめると、EDBD による細胞死は

以下の特徴を有する。 

 EDBD のターゲットは脂質である。高い脂溶性を有する EDBD は細胞質に存在しに

くいと考えられ、脂質膜構造の中で、鉄イオンによって開裂し、生成された不安定なラ

ジカル中間体は細胞膜構造における PUFA-PL に対して連鎖反応を誘導することで、

脂質過酸化を引き起こしていると考えられる。細胞内 ROS を検出する DCF の検出で、

0 時間で見られたわずかな ROS は次第に減少し（図 2-6～2-8） [57]、C11-BODIPY

で検出される脂質過酸化は時間依存的に増加する結果 [62]は、この仮説を裏付けて

いる。また、EDBD は脂質膜が豊富な構造を持つ小胞体とミトコンドリアにおいて脂質

過酸化を誘導している可能性が高い。これは、2D-DIGE プロテオーム解析で、EDBD

は小胞体及びミトコンドリアに関連するタンパク質を増加させたことと（表 1-1）、細胞核

がはっきり見える接着細胞（乳がん細胞）において、C11-BODIPY の蛍光は細胞核の
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周りに一番強い（図 2-9）ことから推定されている。これを検証するためには、小胞体又

はミトコンドリア特有の蛍光染色と、脂質過酸化を検出する蛍光染色によりダブル染色

を用いて検出する必要がある。 

 EDBD は、脂質過酸化の誘導とともにカスパーゼを活性化している [57, 61]。現在ま

での細胞死の盛んな研究の中で、アポトーシス以外にカスパーゼの活性化を伴う細胞

死は報告されていない。フェロトーシスも、カスパーゼの活性化がみられないことで特

徴付けられている [16]。カスパーゼの活性化は ATP のエネルギーを利用する使う現

象である。一方で、EDBD はエネルギーを使わない化学反応を誘導しているため、二

つの現象は同時に誘導し得ると考えられる。ここで、EDBD のエンドパーオキサイド結

合を有さない類縁体の α-クルクメンは、細胞毒性は弱いものの DNA 断片化などアポト

ーシスに特有の現象を誘導する [97]。従って、EDBD のエンドパーオキサイド結合以

外の骨格でアポトーシス様現象を引き起こしていると推定している。 

 EDBD の細胞死誘導メカニズムは、これらの特徴を持つため、従来のフェロトーシス

とは異なる作用である。そのため、EDBD はフェロトーシスではなく、フェロトーシス様

細胞死を誘導する。さらに、カスパーゼの活性化が維持されていることや EDBD の化

学的性質（高い脂溶性のため細胞質に存在しにくい）から、脂質過酸化を誘導すると

報告されている CuOOH とは異なり、DNA など脂質以外の生体分子へ影響しない可

能性が示唆される [98]。このような特徴から EDBD は、独特な細胞死誘導剤でもある

と考えられるため、細胞死の研究にも役立つことが期待される。 

 今回の研究で EDBD の細胞死誘導作用が明らかになってきたが、以下のような不明

な点が残っている。EDBD は脂質膜において脂質過酸化を直接誘導すると考えられ

るが、その他のシグナルをどのように活性化しているかは不明である。例えば、EDBD

は p38 MAPK を通してアポトーシス様の現象を引き起こす。酸化ストレスによって p38 

MAPK を活性化している可能性が高いが、そのメカニズムは不明である。また、今回
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の研究で EDBD は、GPX4 のタンパク質発現減少や細胞内 GSH レベルの低下など

フェロトーシスに特徴的な現象も誘導しているが、その分子メカニズムは明らかではな

い。さらに、今回初めて EDBD の作用を正常細胞で検証したが、EDBD は正常細胞

で SSZ のフェロトーシス誘導を増強しないという、がん細胞の時と明らかに異なる結果

が得られた。しかしながら、なぜそのような違いがみられているのかは明確ではない。

EDBD の応用に向けてこれらのことを明らかにする必要があると考えられる。 

 一方で、本研究は EDBD に着目して進めたものであるが、EDBD 以外でも新たな発

見があった。IM-54 は酸化ストレス誘導性ネクローシス阻害剤として使用されており、

H2O2 による細胞死を誘導することが知られている。また、アポトーシスとネクロトーシス

を阻害しないことや、ミトコンドリアに局在することが報告されているが、それ以外の作

用については不明な点が多い細胞死阻害剤である。今回の研究では、IM-54 は

EDBD による細胞死及び EDBD による脂質過酸化を抑制した。また、EDBD の作用

は基本的に IM-54 によって抑えられるが、MCF-7 細胞における SSZ との相乗効果に

対してのみ抑制しなかった。SSZ と EDBD の MCF-7 に対する相乗効果は DFOM で

は十分に抑制されず鉄イオン非依存的であったことから、IM-54 は何らかの形で鉄イ

オンに関わる作用を持つ可能性が高い。また、H2O2 も鉄イオンによってフェントン反応

を誘導することで活性を示すことからも、この仮説は矛盾しない。 

 本研究では、HL60 細胞において EDBD の細胞死誘導作用のメカニズムを解明し、

乳がん細胞でも HL60 と同様のメカニズムで抗がん作用を示すことを明らかにした。

EDBD は SSZ の作用を顕著に増強し相乗効果を見せることと、フェロトーシスはがん

治療の有望なターゲットであることから、EDBD が抗がん物質として優れた作用メカニ

ズムを持つと言える。一方で、EDBD は独特な作用によりフェロトーシス様作用を誘導

することから、細胞死誘導剤として細胞死のメカニズム解明に応用できる可能性が示

唆された。この成果は、治療が困難な場合が多い乳がんに対する抗がん剤の開発研
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究、及び抗がん剤の開発を目的とした細胞死の研究に貢献できることを期待している。 
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告会や中間審査において有益な御助言を賜りました。心より御礼申し上げます。また、

本研究の副査を務めていただきました、山形大学農学部、小林翔准教授、並びに本

研究にあたって御助言も賜りました、岩手生物工学研究センター、生物資源研究部、

上杉祥太主任研究員に深く感謝致します。 

また、プロテオーム解析を実施して頂き、作用機序解析において多大なる御協力を

賜りました、理化学研究所環境資源科学研究センター、ケミカルバイオロジー研究グ

ループ、長田裕之グループディレクター（現静岡県立大学特任教授）、室井誠専任研

究員に心より感謝申し上げます。 

そして、本研究で使用した EDBD の単離精製の元であるシドケを恵与してくださっ

た濱田農園の濱田潔さん、単離精製してくださり、作用機序の研究の一部を行って頂

いた髙野侑恵先輩に感謝申し上げます。 

さらに、共焦点レーザー顕微鏡の使用にあたって御指導いただきました、岩手大学

農学部、河村幸男准教授、英語論文投稿の際に英語を御指導いただきました、La 

Trobe University 生化学部、Don R. Phillips 名誉教授に感謝申し上げます。 

最後に、様々な面で研究室生活を支えていただきました研究室の皆様方、そして、

大学院生活で私を支え励ましてくださった家族に心より感謝申し上げます。 
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