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第１章 序論（研究の背景と目的）  
 

はじめに  
  

 ヒトゲノム配列の概略が明らかにされ、本格的なポストゲノムシークエンス

時代を迎えたのち、ケミカルバイオロジーの創薬への応用が注目されている。

医薬品の創薬研究においては、化学を出発点にゲノム研究とドッキングし、遺

伝子産物に対する阻害剤や活性剤を探索するケミカルゲノミクスへと発展しつ

つある。またプロテオミクスに立脚した診断や治療のバイオマーカーの開発や、

ドラッグデリバリー技術の開発も盛んに行われるようになった。トランスレー

ショナルリサーチの重要性が提唱された昨今、特に癌の領域においては様々な

分子標的治療薬の創薬が試みられている。ハーセプチン（1998 年）、グリベッ
ク（2001年）、イレッサ（2002年）、ベルケード（2003年）、アバスチン（2004
年）などの分子標的治療薬が相次いで開発され、分子標的治療時代が到来した 

(1)。分子標的薬の開発は疾患の分子基盤を理解し、適応となる疾患群を基礎的
研究の段階で明確にすること、さらにその過程において開発された分子標的治

療薬の特異性、安全性を正しく評価し、既知の薬剤との併用も含めより良い使

い方を考えることが重要であると考えられる。 
 

分子標的治療薬の出現  
  

 分子標的療法は、癌細胞の分子生物学的特徴の解析に基づき創薬を行い、癌

細胞への特異性をより高めた治療法である。従来の化学療法は、癌の予後の改

善に大きく貢献してきたが、その薬剤の多くは DNA 複製や細胞分裂そのもの
を標的とし、癌細胞が活発に分裂を繰り返して増殖するという特徴に狙いを定

めている。DNA 複製や細胞分裂は細胞の普遍的機序であるため、正常細胞、特

に増殖の盛んな骨髄中の造血細胞や毛母細胞、粘膜上皮細胞などもその標的と

なり深刻なダメージを受ける。したがって従来の化学療法の癌細胞に対する特

異性は相対的に低く、かつ副作用も大きいため疾患によっては十分な効果が得

られないという問題がある。従来の化学療法が、癌細胞を正常細胞もろとも攻

撃するのに対し、分子標的療法は誘導ミサイルによるピンポイント攻撃にたと
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えることができる。癌細胞は癌遺伝子や癌抑制遺伝子の異常が蓄積し成立して

いるが、実際の癌細胞の増殖にかかわるいわゆるメインエンジンに相当するも

のは比較的単純であると考えられる。すなわち、癌細胞を攻撃するのに総ての

異常を標的にする必要はなく、癌細胞を支える基本的増殖機構に狙いを定めさ

えすればよいと考える。すなわち、これからの新しい癌治療法は癌細胞が有す

る数少ない決定的分子標的の阻害を目指すというものである。このことは最近、

Oncogene addictionという概念で理解されるようになってきている (2)。 
 癌の増殖、腫瘍血管新生および転移には種々のシグナル伝達分子が関与し、

癌に選択的なシグナルの阻害剤から有望な新薬が誕生している。血液系悪性腫

瘍の慢性骨髄性白血病 (CML) の臨床試験において、一つの阻害薬が顕著な有効
性を示した。CML は、第 9 番染色体と第 22 番染色体の相互転座によって生
ずるフィラデルフィア (Ph) 遺伝子を特徴とし、Bcr とチロシンキナーぜである 

Abl との融合タンパク質 Bcr-Abl が産生されて、細胞増殖を亢進する疾患であ
る。Novartis 社は、Bcr-Abl に特異的な阻害剤 STI571 (メシル酸イマチニブ、
Glivec)を’90 年代に開発し、白血病治療に多大なる福音をもたらした (3, 4)。

さらに急性骨髄球性白血病 (APL) に対するレチノイン酸療法 (ATRA) も一つ
の成功例である (5)。分子標的療法は従来の方法では根治不可能とされた癌も、
あたかもそのエンジンを切るかのように静かに治ってしまうという可能性を持

っている。分子標的療法考える時、ある疾患に普遍的に存在し、かつ正常細胞

と差別化できる脱制御分子の選択が重要となる。 
 

疾患の分子基盤の解析と分子標的の同定  
 

 細胞には多くの癌遺伝子や癌抑制遺伝子の異常に由来するシグナルの脱制御

が蓄積している。しかし、癌細胞の増殖や生存は特定のシグナルに大きく依存

した中毒状態、oncogene addiction の上に成り立っていることが理解されつつあ
る。癌細胞のバイオロジーの解析では、癌の増殖や生存を支える分子基盤、す

なわち oncogene addictionに関わる分子の理解が重要であると考える。 
 著者はこれまで、ホジキンリンパ腫細胞では過剰発現状態の CD30 が CD30 

リガンド非依存的に自ら会合、多量化体し、TRAF  (TNF receptor associated 
factor) を動員して NF-κB (nuclear factor kappaB) 活性化に至る経路を活性化し
ていること、すなわち CD30 の過剰発現と自己活性化による  TRAF‐IKK    

(IκB kinase)‐ IκBα (inhibitor of kappaB α) を介した NF-κB の恒常的活性化
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が、ホジキンリンパ腫細胞の分子基盤であることを明らかにしてきた。 
 一方、ホジキンリンパ腫細胞での NF-κB の恒常的活性化を、アデノウイル
スベクターに組み込んだ CD30 デコイ（ CD30 の細胞質内機能ドメインを欠く

変異体）やアミノ酸置換をした IκBα  (32Ser,36Ser → Ala に置換) の導入により
阻害することで、アポトーシスが誘導されてくることを見いだした。これによ

り、CD30 過剰発現によって誘導されている NF-κB の恒常的活性化は、ホジ

キンリンパ腫細胞の生存にとって重要であり、  ホジキンリンパ腫細胞は   
NF-κB に依存した生存基盤を持っていることを明らかにしてきた。  
 さらに CD30 プロモーターの解析を通して、CD30 発現誘導にかかわるシス

エレメントを同定、この部位を介して JunB を構成成分とする転写因子 AP-1 
が  CD30 過剰発現に関わることを示した。また CD30 は、古典的  MAP 
(mitogen-activated protein) キナーゼカスケードである  ERK (extracellular 

signal-regulated kinase) を活性化し、転写因子である JunB の発現を誘導、CD30 
プロモーターの活性化により CD30 の自己誘導に関わることを明らかにし、ホ
ジキンリンパ腫細胞における CD30 過剰発現が JunB‐CD30‐JunB ループに

より維持されていることを示した。このことは、ホジキンリンパ腫細胞の CD30
‐NF-κB 経路が JunB‐CD30‐ERK MAPK‐JunB ループを介した CD30 過
剰発現の維持により支えられていることを示唆するものである。 

 さらに CD30 プロモーターのエピジェネテイックな制御機構についても解析
を試み、 CD30 プロモーターのコア領域周辺に二つの CpG アイランドを同定、 
この領域のメチル化が JunB を介した CD30 発現誘導にかかわることを明らか

にし、ホジキンリンパ腫発症機序に関する考察をおこなった。 
  CD30 過剰発現リンパ腫にはホジキンリンパ腫の他に未分化大細胞型リン
パ腫が含まれ、後者は恒常的 NF-κB 活性化を示さないことが特徴の一つとさ

れているが、病理組織学的に両者の境界は明らかでなくその分類には議論があ

る疾患群である。著者は CD30 過剰発現リンパ腫でホジキンリンパ腫の分子基
盤の解析で得た知見を発展させ、恒常的 CD30‐NF-κB 経路を未分化大細胞型

リンパ腫の一部に見られる特徴的キメラ分子 NPM (nucleophosmin)-ALK 
(anaplastic lymphoma kinase) が阻害することを通して、CD30過剰発現リンパ腫
の従来の組織学的疾患分類を増殖シグナルの視点から再構成し、 NF-κB を分

子基盤とするグループと ALK を分子基盤とするグループに簡潔に分類できる
ことを示した。これは癌細胞の特性を従来の形態学ではなく、oncogene addiction
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という視点から分類、理解するものである。一方、臨床応用という視点では、

NF-κB や ALK は重要な分子標的であることが理解される。 
 以上を背景とし、著者は NF-κB の分子標的としての重要性に着目、より広

くリンパ系腫瘍への NF-κB を分子標的とした治療の開発のための基礎的検討
への展開を行った。臨床応用という視点で考えた場合、特異性や低毒性に加え

て投与のしやすさという要素の点で低分子化合物による阻害が有用であると考

えられ、NF-κB阻害剤の探索を行い、新規低分子化合物として開発中であった
NF-κB 阻害剤 DHMEQ へと至った訳である。 
 

NF-κBの歴史  
  

 NF-κB は免疫グロブリンκ軽鎖の発現を抑制する転写因子として生化学的

に同定され、κ軽鎖遺伝子制御領域（エンハンサー）中の Bと呼ばれる DNA 断
片に結合することから NF-κB と命名された。一方、それとは別に脾臓に B 細
胞性腫瘍を誘発するレトロウイルスから rel と呼ばれる癌遺伝子が同定された。

両者の構造上の類似性が明らかとなり、Rel (rel 遺伝子産物)、NF-κB および関
連タンパク質をも含めて Rel/NF-κB ファミリーが誕生した。NF-κB は炎症性
サイトカイン (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-α) や接着分子（ICAM-1, 

VCAM-1, E-selectin）やウイルスタンパク質のプロモーター領域に存在するκB 
配列 (GGGRNNYYCC) と呼ばれる DNA 配列に結合し、その制御下の遺伝子の
発現を誘導する。NF-κB は免疫、炎症反応、発生のほかリンパ球の機能や細胞

の活性化や増殖、分化、死の制御さらにウイルス遺伝子発現にかかわっている 
(6)。さらに NF-κB は抗アポトーシスタンパク質 (IAPs, FLIP, Bcl-xL) の転写を
誘導し抗アポトーシス活性を有すること、さらに最近では腫瘍化との関係も報

告されている (7)。 
 生化学的に精製された NF-κB は、50 kDa (p50)、65 kDa (p65, RelA) のタン
パク質からなるヘテロ 2 量体であったが、cDNA クローニングの技術により 

p50 は、105 kDa の前駆体として合成された後 C 末端側が分解され、p50にプ
ロセスされることが明らかになった。p50、p65 ともにその N 末端約 300 アミ
ノ酸は Rel タンパク質の同じ領域と約 60 % の相同性を有していた。このよく

保存された相同性の高い領域は Rel homology domain (RHD) と名付けられた。
この RHD には DNA 結合、2 量体形成、核移行シグナル（NLS）および抑制
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因子 IκB との結合部位が存在する (8)。現在では p50、p65、c-Rel 以外にも 
RHD を持つタンパク質として RelB や p52（前駆体 p100 として合成）の転写
因子がファミリーとして報告されている。NF-κB はホモ 2 量体あるいはヘテ

ロ 2 量体として抑制因子 IκB と複合体を形成し細胞質に留まっており、細胞
外からの刺激に応答して活性化し核内に移行し、標的遺伝子の発現調節に関わ

っていることが明らかになっている (Figure 1)。 
 

IκB による  NFκB の活性制御機構  
 

 IκB（IκBα, IκBβ, IκBγ, IκBε, Bcl-3）はアンキリンリピートという共
通の構造を持つファミリーを形成しており、どのタンパク質も 6~7 個のアン
キリンリピートを有している (Figure 1) 。アンキリンリピートは転写因子ある

いは細胞周期、分化に関係する数種のタンパク質に存在することが報告されて

いるが、種々の IκB 変異体を用いた実験から IκB はアンキリンリピートを
介して NF-κB ファミリーのうち RelA、c-Rel、RelB の RHD と結合し、核移

行シグナルをマスクして NF-κB の核移行を阻止していることが明らかとなっ
た。 p100、p105  は N 末端側に IκBαファミリーに特徴的なアンキリンリピ
ート構造が存在し、核移行シグナルをマスクしている。NF-κBの活性化経路は

"古典的経路（classical pathway）"と"非古典的経路（alternative pathway）"の二つ
に大別される。古典的経路では、NF-κB (RelA/p50) が阻害タンパク質 IκBα
と結合し細胞質に局在している。TNF-α、IL-1、LPS、Lipopeptide や phorbol ester 

などのなんらかの細胞外刺激に応答して IKK複合体によってリン酸化を受けた 
IκBαにユビキチン化が起こり、プロテアソームにより分解され、遊離した  
NF-κB (RelA/p50) は核移行シグナルが露出されることにより核内に移行、標的

遺伝子のプロモーターに存在するκB 配列 (GGGRNNYYCC) に結合して遺伝
子発現を調節している (9)。IκBα の分解は、IκB kinase（IKK） [IKKα, IKK
β, IKKγ/NEMO (NF-κB essential modulator)の３量体による IκBαのリン酸化

とそれに続くユビキチン化に依存している。このユビキチン化は、β-TrCP に
よって実行される。IκBαそのものが RelA/p50 により誘導されるため、IκB α
は標的遺伝子のプロモーターに結合した RelA/p50 と再度複合体を形成し、細胞

質に移行し活性化前の状態に戻る (9)。一方、非古典的経路では、p100/RelB が 
IKKαホモ複合体によってリン酸化され、β-TrCP によりユビキチン化されたの
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ち、p100 が p52 へとプロセッシングされ、核移行シグナルを覆っていたドメ
インが除去されることで、p52/RelB が転写因子として機能する。このプロセッ
シングの過程も p100 のリン酸化とβ-TrCP によるユビキチン化に依存する。

両経路がかかわる基本的機能として、古典的経路は自然免疫、炎症、細胞増殖

が挙げられ、非古典的経路は獲得免疫、リンパ組織の形成、B 細胞分化が挙げ
られる (10)  (Figure 2)。 
  

血液系悪性腫瘍における分子標的としての NF-κB 
  

 近年の研究によって NF-κB が癌化や癌細胞の増殖、生存に重要な働きをし
ていることが明らかになっている。従って NF-κB は重要な分子標的の一つと
して考えられている (11)。 

 NF-κB の恒常的活性化を伴う代表的な血液系悪性腫瘍に、多発性骨髄腫 
(multiple myeloma; MM)、成人 T 細胞性白血病／リンパ腫  (adult T-cell 
leukemia/lymphoma; ATL)、慢性リンパ性白血病（choronic lymphocyte leukemia; 

CLL） (12)、ホジキンリンパ腫（Hodgkin lymphoma; HL）、マントル細胞リン
パ腫 (mantle cell lymphoma; MCL) が挙げられる (13)。 
 MM は、主に高齢者にみられ予後不良の慢性に経過する形質細胞の悪性増殖

性疾患で、中央生存期間は約 3~4 年である。腫瘍細胞から産生される M タン
パクの増加が認められ、正常免疫グロブリンの産生が低下するのがこの疾患の

特徴である (14)。 

 ATL はレトロウイルスの１つである  human T-cell leukemia virus type I 
(HTLV-I) の感染によって引き起こされる予後不良のリンパ系腫瘍である。
HTLV-I はヒトを宿主とし、主に CD 4 陽性細胞にのみ感染し、その感染様式

は母乳を介した母子感染が主なルートである。HTLV-I キャリアは世界中で 
1,000~2,000 万人いるとされ、南西日本、カリブ海沿岸、西アフリカの３つの
地域に遍在している。日本全国の HTLV-I キャリアは約 120 万人で、感染細胞

は長い年月にわたり体内に存在し続け、約 60 年の潜伏期間を経て発症に至る。
日本の疫学調査によると、白血病型で中央生存期間は約 13 ヶ月、5 年生存率
は 17.5 % にすぎないといわれている (15)。 

 CLLは、成熟した小型リンパ球（B細胞）によるリンパ系腫瘍で、50 歳を越
える男性に多く、欧米では白血病の約 30 ％ を占めるが、日本では約 2 ％ と
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極めて稀な白血病である。慢性に経過する疾患で、末梢血および骨髄でのリン

パ球の増加が顕著にみられる (12)。 
 HLはリンパ細網系由来細胞の腫瘍性増殖疾患のうちで、病理組織学的に病変

部に Reed-Sternberg 細胞を認める疾患群である。原因は不明であるが、
Epstein-Barr ウイルスが腫瘍化に関係している可能性がある。欧米では悪性リン
パ腫の約 40 ％ がホジキン病であるが、日本では約 15 ％ と少ない (16)。 

 MCLは、二次リンパ瀘胞胚中心をとりまく層（暗殻）に存在するリンパ球（CD 
5 陽性の B 細胞）の腫瘍化と考えられるリンパ腫である。かなりの症例で 
BCL-1 遺伝子座再構成がみられ、これは t (11; 14)(q13; q32) 染色体異常の結果

であり、この遺伝子異常がサイクリン D1  mRNA の過剰発現をもたらし、腫
瘍化につながると理解されている (17)。 
 血液系悪性腫瘍における NF-κB の恒常的活性化は、NF-κB の抗アポトー

シス活性に加え、サイトカインの分泌や接着分子の発現を通して癌細胞特有の

形質に関わると考えられる。NF-κB の恒常的活性化を分子基盤として有する疾
患群は他の種々の分子の脱制御を伴い、それらの分子には NF-κB とは関係な

いものも多く含まれている。しかし、渡辺らは、ATL における NF-κB の恒常
的活性化を、アデノウイルスベクターを用いた変異型 IκBαの導入により阻害
したところ、ATL 細胞にアポトーシスが誘導されることを報告した (18)。この

結果より、ATL 細胞は腫瘍化に至る過程で種々の分子異常を蓄積するが、結果
として NF-κB の恒常的活性化にその生存を依存したした形質を持っているも
のと考えられた。したがって、NF-κB の恒常的活性化は潜在的な分子標的であ

ると考えられる。一方、血液系悪性腫瘍で臨床応用されている topoisomerase 阻
害剤などの DNA 障害を起こす薬剤は、IKK を活性化し一過性に NF-κB を誘
導するが、この誘導性の NF-κB はしばしば薬剤の感受性を鈍らせることが報

告されている (19, 20)。NF-κB 阻害剤は誘導性の NF-κB を阻害することで、
薬剤の抗腫瘍活性を回復させることが明らかとなっている。誘導性の NF-κB 
は大部分の血液系悪性腫瘍において潜在的な分子標的であると考えられる。 

   NF-κB 阻害剤には NF-κB 活性化経路の分子、例えば IKK や IκBαに
対する優勢抑制体や p50 の核移行シグナルをマスクするペプチド (SN50)、 
NF-κB のプロモーターへの結合を阻害するデコイ DNA、さらに NF-κB の発

現を mRNA レベルで抑制するアンチセンスオリゴのほかに種々の低分子化合
物が報告されている。これらの NF-κB 阻害剤を臨床治療への応用という観点
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で検討したとき、特異性や毒性に加えて投与のしやすさという要素が重要にな

ってくる。多数の NF-κB の阻害作用を有する薬剤が報告されているにもかか
わらず、現在のところ広く臨床応用に至っているものが存在しないという現実

は、特異性や毒性に加えて扱い易さ、さらに効果も含め臨床応用までのハード

ルをクリアしたものがないことを示唆している (21)。臨床応用までのハードル
を考えたとき、優勢抑制体やペプチド、デコイ DNA、アンチセンスオリゴより

は低分子化合物の方がより有利であると考えられる。低分子化合物は特異性の

点から二つに分類され、比較的特異性の低い抗炎症剤、抗酸化剤、免疫抑制剤、

プロテアソーム阻害剤を含む群と、比較的特異性の高い IKK 阻害剤、IκBαの

リン酸化阻害剤、NF-κB の核移行阻害剤を含む群に大別される。 
 NF-κB 阻害剤の血液系悪性腫瘍への効果については、IKK 阻害剤である
Bay11-7082 や ACHP、プロテアソーム阻害剤である PS341 による基礎的検討

をはじめとして複数の報告がなされている。PS341 はボルテゾミブ（ベルケー
ド）の名前で、MM の治療薬として米国 FDA により承認された。また亜ヒ酸
の NF-κB 阻害を利用した単独あるいはインターフェロンとの併用療法の基礎

的検討の報告もある (22, 23)。NF-κB経路特異的阻害剤としては IKKβ阻害剤
が製薬企業を中心に開発が進められているが、いずれも基礎的研究の段階で、

現在までに臨床応用に至ったものはない (24)。 
 

DHMEQ による  NF-κB を標的とした血液系悪性腫瘍の治療の可能性  
  

 Dehydroxymethyleepoxyquinomicin (DHMEQ) は、放線菌  Amycolatopsis sp. 
MK299-95F4 から得られた  epoxyquinomicin 類の一つ  epoxyquinomicin C の
dehydroxymethyl 誘導体として梅澤らにより合成された低分子化合物である  

(Figure 3)。当初 epoxyquinomicin Cは抗 NF-κB 作用を有する panepoxydone や
cycloepoxydone と共通の 4-hydroxy-5,6-epoxycyclohexenone 構造を有すること
から、抗 NF-κB 作用が期待された。しかし epoxyquinomicin C そのものは抗

NF-κB 作用を示さず、その hydroxymethyl 誘導体として合成された DHM2EQ
（後に DHMEQ と改名）とその isomer DHM3EQ が抗 NF-κB 作用を持つこと
が松本らによって明らかにされた (25, 26)。 

 有賀らの報告によると、Jurkat 細胞を腫瘍壊死因子α（tumor necrosis factor α; 
TNFα）で刺激したときの NF-κB 誘導阻害作用は DHM2EQの方が DHM3EQ 
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よりも強く、type 2 collagen で誘導した関節炎モデルマウスを使用した in vivo 
モデルにおいても抗炎症効果が確認されている。DHM2EQ光学異性体の中では
キラルカラムにより分離精製した (-)-DHMEQ の方が (+)-DHMEQ よりも 10 

倍以上活性が強いことが明らかとなっている。さらに、Jurkat 細胞を TNFαで
刺激したときの NF-κB 活性化を DNA 結合能で検討したところ、(-)-DHMEQ 
(以下 DHMEQ と呼ぶ) は 10μg/ml の濃度でほぼ完全に抑制できることが示

された。さらに、その抑制は IκBαのリン酸化とそれに続く分解には影響なく、
NF-κB の核への移行のステップを阻害することが明らかになった。 すなわち
核移行にかかわるタンパク質複合体が DHMEQ の標的であると想定された。 

DHMEQ は Smad 2 や large T antigen の核移行は阻害せず、一般的な核移行機
構にかかわる importin  nuclear pore の阻害とは別の機構を標的としていると
考えられている (27)。NF-κB 経路に比較的特異性の高い低分子化合物として

報告されているものの多くが IκBαの分解抑制、IκBαのリン酸化抑制といっ
た IκBαあるいはその上流のシグナル伝達点を阻害点としている。この点、
DHMEQ は IκBαの下流の NF-κB の核移行のステップを阻害する初のユニ

ークな低分子化合物である。  
 以上の背景を踏まえ血液系悪性腫瘍にでみられる NF-κB の恒常的活性化と
いう分子基盤に着目し、新規 NF-κB 阻害剤 DHMEQ による分子標的療法を

トランスレーショナルリサーチとして提案できる可能性があると考えた。本研

究では 多発性骨髄腫（第２章）、成人 T 細胞性白血病（第３章）、慢性リン
パ性白血病（第４章）および Hodgkin リンパ腫（第５章）に対する分子標的療

法の基礎的検討を、新規 NF-κB 阻害剤  DHMEQ をモデルとして試みた。 



 9 

第２章 多発性骨髄腫  (MM) に対する NF-κB 阻害剤の応用  
 

第１節  序論  
 

 多発性骨髄腫 (multiple myeloma; MM) は、悪性の形質細胞のクローナルな増
殖によって引き起こされる血液系悪性腫瘍の一つであり、患者の多くは 60歳以

上である。腫瘍細胞は主に骨髄で増殖し正常造血を阻害すると同時に周辺に骨

融解性病変を形成、貧血を特徴とした汎血球減少に加え骨折、骨痛という本疾

患に特徴的症状を惹起する。MM には根治的治療法は存在せず、中央生存期間

は約 3~4 年である。多剤化学療法による予後は 20年前から改善せず、同種幹
細胞移植も患者に高齢者が多いため適応症例は限られている。自己幹細胞移植

も試みられているが大きな予後の改善には繋がっていない (14)。従って、MM 

の予後を改善するための新しい治療法の開発は急を要する問題である。 
 従来の化学療法抵抗性を打破する試みとして最近、腫瘍細胞の生存や増殖に

かかわる分子を標的にする分子標的療法が提唱されてきた (28, 29)。MMにおい

ても分子標的療法は多剤化学療法ヘの抵抗性を克服するための新たなる治療戦

略となりうる可能性を秘めている。MM における分子標的療法を開発するため

には、MM 細胞の増殖や生存にかかわる共通の分子基盤を明らかにし、標的と

なる分子に対する特異的阻害薬を開発して行くことが重要である。近年 nuclear 
factor kappa B (NF-κB) の活性化が、アポトーシスや細胞周期の調節、細胞増殖
や浸潤など腫瘍形成の様々な過程において関係しているという報告がなされた。

MM の臨床的所見には多様性があるにもかかわらず、強力な NF-κB の恒常的
活性化は MM 細胞のユニークかつ共通の特徴であり、細胞増殖や様々なサイト
カインの発現を通し MM 特有の形質にかかわっていると報告されている。さら

に、強力な NF-κB の恒常的活性化は、MM 細胞の抗アポトーシス活性も担っ
ていることが報告されている (30)。多くの固形腫瘍では、新血管形成因子の一
つとして知られる血管内皮増殖因子 (vascular endotherial growth factor; VEGF) 

の産生増大が報告されている。これまでの研究で VEGF はヒトMM 細胞の細胞
増殖を誘導し、腫瘍の転移にも関係していることが明らかになっている (31, 32)。
最近 VEGF 発現が NF-κB に依存する形で制御されている可能性が報告され

ている (33)。したがってMM の治療は、NF-κB 経路を標的とし NF-κB 活性
を阻害することが理論上良い方法であると考えられる。本研究において、MM 細
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胞に対する新規 NF-κB 阻害剤 DHMEQ の in vitro  での特異性、NF-κB 阻
害作用、MM 細胞へのアポトーシス誘導そして in vivo モデルを用い生体内で
の腫瘍細胞増殖抑制効果や毒性などの検討を行なった。 
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第２節  実験材料と方法  
 

1. 試薬  
 

 DHMEQ は、慶應義塾大学理工学部 梅澤一夫博士より提供していただいた。
カスパーゼ 3 インヒビター; Z-Asp-Glu-Val-Asp (DEVD)-FMK、カスパーゼ 8 イ

ンヒビター; Z-Ile-Glu-Thr-Asp (IETD)-FMK およびカスパーゼ 9 インヒビター; 
Z-Leu-Glu (OMe)-His-Asp (OMe) (LEHD)-FMK は全て Calbiochem より購入した。
DHMEQ およびカスパーゼインヒビターはジメチルスルフォキシド (DMSO) 

(WAKO) に溶解し、-20 ℃で保存した。細胞生存率を測定する際に用いた 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium (MTT) (SIGNA) は、PBS (-) で 
5 mg/ml の濃度に希釈し、-20 ℃で保存した。アポトーシス検出の際に用いた 

Hoechst 33342 (Calbiochem) は PBS (-) に溶解し、４ ℃で保存した。細胞周期 
(cell-cycle) の解析で使用した RNase A は日本ジーンより、そしてプロピジウム
イオダイド (PI) は SIGMA より購入した。 
 

2. 抗体  
 supershift EMSA に用いた抗 NF-κB p50 (C-19) ヤギポリクローナル抗体、抗 

NF-κB p65  (C-20) ウサギポリクローナル抗体、抗 NF-κB p52 (C-5) マウスモ
ノクローナル抗体、 抗 c-Rel (B-6) マウスモノクローナル抗体そして抗 RelB 
(C-19)ウサギポリクローナル抗体は全て Santa Cruz Biotechnology より購入した。 

 ウエスタンブロッティング法や免疫蛍光染色法に用いた一次抗体は以下のと

おりである。活性化抗 NF-κB p65 マウスモノクローナル抗体は、Chemicon 
International より購入した。抗 cyclin D2 (34B1-3) ラットモノクローナル抗体、 

抗 Bcl-xL (H-62) ウサギポリクローナル抗体、抗 FLICE inhibitory protein, long 
and short isoform (FLIPS/L) (H-202) ウサギポリクローナル抗体、抗 vascular 
endtherial growth factor (VEGF) (A-20) ウサギポリクローナル抗体そして抗 α 

tubulin (TU-02) マウス immunoglobulin M (IgM) モノクローナル抗体は全て 
Santa Cruz Biotechnology より購入した。 
 アポトーシスとその活性化経路を検出するための抗 caspase-3/CPP32 マウス

モノクローナル抗体は BD Biociences より、抗 caspase-8 (1C12) マウスモノク
ローナル抗体と抗 cleaved caspase-9 (Asp330) ウサギポリクローナル抗体は Cell 
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Signaling Technology より購入した。 
 ウエスタンブロッティング法に用いた二次抗体は以下のとおりである。

Alkaline Phosphatase Conjugate 抗マウス innumoglobulin G (IgG) (H+L) 抗体およ

び Alkaline Phosphatase Conjugate 抗ウサギ IgG (Fc) 抗体はプロメガ (Promega) 
より、Alkaline Phosphatase Conjugate 抗マウス  IgM 抗体は  Santa Cruz 
Biotechnology より購入した。 

 免疫蛍光染色法に用いた二次抗体は以下のとおりである。 fluorescein 
isothicyanate (FITC)-labeled ヤギ抗ウサギ IgG 抗体、FITC-labeled ヤギ抗ラット
IgG 抗体そして  FITC-labeled ヤギ抗マウス  IgM 抗体は全て  Santa Cruz 

Biotechnology より購入した。 
 

3. 細胞株と細胞培養  
 

 Jurkat (T cell) 細胞株と  K562 (erythromyeloid) 細胞株は  JCRB (Japanese 
Cancer Research Resources Bank) より、MM 由来の細胞株 KMM-1、RPMI 8226 

そして U266 は林原生物科学研究所・藤崎細胞センター (Fujisaki Cell Biology 
Center) より供与していただいた。MM 患者および健常人ボランティアからの末
梢血単核球 (PBMC) は、インフォームドコンセント後、ヘルシンキ条約に基づ

く同意書を得て提供していただいた。ヘパリン採血した末梢血を PBS (-) で 2 
倍に希釈し、これを、等量のヒト単核球分離液 Lymphoprep (第一化学薬品株式
会社) に重層して遠心分離 (2,000 rpm, 30 分、室温) し、中間層の単核球分画を

回収し、PBS (-) で 2 回洗浄後使用した。全ての細胞株は 56 ℃ で 30 分間非
働化した 20 % の子牛胎児血清を含む RPMI1640 培地（SIGMA）に抗生物質と
してペニシリン G (100 u/ml) (GIBCO) とストレプトマイシン  (100μg/ml) 

(GIBCO) を添加したものを培養液として用いた。MM 患者および健常人ボラン
ティアからの末梢血単核球は、56 ℃ で 30 分間非働化した 20 % の子牛胎児
血清を含む RPMI1640 培地（SIGMA）に抗生物質としてペニシリン G (100 u/ml) 

(GIBCO) とストレプトマイシン (100μg/ml) (GIBCO) を添加したものを培養液
として用いた。患者新鮮 MM 細胞は東京女子医大病院血液内科 岡村隆光博士
に提供していただいた。 
細胞はプラスチック製の培養フラスコを使用し、37 ℃、5 % CO2 インキュベー
ター中で培養した。細胞株の継代は１対４から１対９の割合で細胞浮遊液を新
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しい培養液に加え培養した。細胞の凍結保存はセルバンカー（十慈フィールド

株式会社）を用い、ディープフリーザーにて行った。 
 

4. 細胞増殖アッセイ (MTT Assay 法) 
 

 細胞株、MM 患者、健常人ボランティアからの末梢血単核球を 5 X 105 cells/ml 

に調製し、96 ウェルプレート (Costar) に播種し (100μl/well) 、各種の濃度の 
DHMEQ を添加し、37 ℃、5 % CO2 で一定時間インキュベートした。次に、
MTT 溶液を各ウェルに 10 μlずつ加え、37 ℃で 4 時間インキュベートした。

その後、イソプロピルアルコールで希釈した 0.04 N HCl を各ウェルに 100μl
ずつ加え、ピぺッティングによりホルマザン沈澱を十分に溶解させた後、マイ

クロプレートリーダー (Bio-Rad) により波長 570 nm で吸光度を測定した。コ

ントロールとしてジメチルスルフォキシド (DMSO) を添加した検体の生存率
を 100 % とし、各種濃度の DHMEQ を添加した時の細胞生存率を求めた。 
 

5. ウェスタンブロッティング法  
 

 回収した細胞を PBS (-) で 2 度洗浄した後、Cell Lysis バッファー [10 mM 
Tris-HCl (pH 7.4), 1 % sodium dodecylsulphate (SDS),  1mM sodinu orthovanadate 

(V), 0.1 mM sodium molybdate, 1mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)] を加え
ピぺッティングにより溶解後、100 ℃で 5 分間煮沸した。次に激しく混和し、

得られた細胞懸濁液を 15,000 rpm、10 分間の遠心分離操作を行い上清を回収す
ることで不溶物を取り除いた後、タンパク質濃度を  DC Protein Assay Kit 
(Bio-Rad) で測定した。タンパク質溶液は -80 ℃で保存した。一定量のタンパク

質に 5 X Sample バッファー [0.31 M Tris-HCl, pH 6.8, 10 % (w/v) sodium 
dodecylsulphate (SDS), 35 % (v/v) glycerol, 0.025 % (w/v) bromophenol blue, 25 % 

2-mercaptoethanol] を 1 X になるように加え、100 ℃で 5 分間煮沸し SDS-ポ

リアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) のサンプルとした。 
 スラブ型電気泳動槽にポリアクリルアミドゲル （テフコ）と Running バッ
ファー (25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1 % SDS)  をセットし、ゲルの各ウェル

に用意したサンプルを注入し、15~25 mA の定電流で電気泳動を行った。色素
がゲルの先端近くまで移動したところで泳動を終了し、ゲルを取り外し転写バ
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ッファー (125 mM Tris, 960 mM glycine, 20 % メタノール) に浸した。メタノー
ル次に転写バッファー に浸したポリビニリデンジフロリド (PVDF) メンブレ
ン (Bio-Rad) とゲルをセミドライブロッティング装置（日本エイドー）にセッ

トし, 180 mA の定電流で 2~3 時間ゲル中のタンパク質をメンブレンに転写し
た。 
 転写後のメンブレンは超純水で 3 回洗浄の後、5 % (w/v) スキムミルク（雪

印）を含む TBST バッファー (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 137 mM NaCl, 0.1 % 
Tween 20) により室温で 2 時間振盪し、ブロッキングを行った。ブロッキング
を行ったメンブレンは、ブロッキングバッファー で希釈した 1~2μg/ml の一

次抗体と ４ ℃で一晩反応させた。続いて TBST バッファー で 10 分間振盪し
ながらの洗浄を 3 回繰り返した。次に、TBST バッファー で希釈した二次抗
体とメンブレンを室温で 1 時間振盪反応させ、TBST バッファー で 10 分間振

盪しながらの洗浄を 3 回繰り返した。最後に Tween 20 を含まない TBS バッフ
ァー で 2 回、超純水で 1 回リンスし、Western Blue (Promega) により発色反
応を行った。 
 
6. Immunohistochemistry 
 

 PBS (-) で 2 回洗浄した細胞は 、PBS (-) に再懸濁させ、Auto smear (Sakura) 
を使ってサイトスピンし、スライドグラス (Matsunami) にはり付けた。十分に
風乾させた後、室温で 10 分間メタノール固定を行った。次に、PBS (-) で 3 分 

X 3 回の洗浄を繰り返した後、PBS (-) で 4μg/ml に希釈した一次抗体 60μl 
を加え、４ ℃で一晩反応させた。続いて、PBS (-) で  3 分 X 3 回の洗浄を繰
り返した後、PBS (-) で 4μg/ml に希釈した二次抗体 60μl を加え、37 ℃ で 

30 分間暗所で反応させた。再び PBS (-) で 3 分 X 3 回の洗浄を繰り返した後、
Perma Fluor Aquaous Mounting Medium （日本ターナー株式会社）を用いて封入
した。観察までは蛍光の退色を防ぐため、冷暗所に保存した。観察は、共焦点

レーザー顕微鏡 Radiance 2000 (Bio-Rad) を用いて行い、画像処理は Photoshop 
にて行った。 
 

 
 
 



 15 

7. 核タンパク質の調製  
 

 細胞の核抽出液は、Andrews らの方法によって調製した。2~5 X 105 個の細胞

を  氷冷した  Buffer A [10 mM  N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-ethanesulphonic 
acid (HEPES)-KOH, pH 7.9, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.5 mM dithiothreitol (DTT),  

0.2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)] 200μl に懸濁し氷上で 5 分放置

した後、ボルテックスによる混和を 10 秒行い、遠心分離 (15,000 rpm, 10 秒, 
４ ℃) を行った。次に、上清を除いた後、沈殿物に氷冷した Buffer C (20 mM 
HEPES-KOH, pH7.9, 420 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 25 % glycerol, 0.5 mM DTT,  

0.2 mM PMSF) を 20μl 加え氷上で 20 分放置した後、遠心分離 (15,000 rpm,  
2 分, ４ ℃) を行ない上清を回収し核タンパク質とした。タンパク質濃度は 
DC Protein Assay Kit (Bio-Rad) を用いて定量し実験に使用した。核タンパク質は、

-80 ℃で保存した。 
 
8. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 
 

 EMSA で用いた二本鎖オリゴヌクレオチドは Promega より購入した。以下に
その配列を示す。 

NF-κB: 5'-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3' 
AP-1   : 5'-CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA-3' 

二本鎖オリゴヌクレオチド 1 pmol、 (γ-32P) adenosine 5'-triphosphate (ATP) 

(Amersham Biosciences) 0.4 MBq、T4 polynucleotide kinase (Takara) 1μl を 20μl 
の系で調製し、37 ℃で 30 分反応させた。未標識のアイソトープを除くため、
Push column (Stratagene) を用い精製し、得られたプローブの比活性をシンチレー

ションカウンターで測定した。 
核タンパク質 (2μg)、2 X binding buffer (40 mM HEPES-KOH, pH 7.9, 100 mM 
KOH, 1mM EDTA, 10 % glycerol, 0.2 % Nonidet P-40 (NP-40), 2 mM DTT, 2 mg/ml 

BSA Fractin V) 10μl、1 mg/ml Poly (dI-dC)・(dI-dC) double strand (Amersham 
Biosciences) 2μl そして 10 mM PMSF 1μlを混ぜ 19μl とし、室温で 5分間放
置後、32P でラベルした二本鎖オリゴヌクレオチド (15,000~20,000 cpm) 1μl を

加え室温で 30 分結合反応を行った。スラブ型電気泳動槽に 30 分のプレラン
を終えた 6 % ポリアクリルアミドゲルと Running バッファー [25 mM Tris, 
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24.3 mM borate, 1 mM EDTA (0.5 X TBE)] をセットし、ゲルの各ウェルに一定量
のサンプルを注入し、100 V の定電圧で 1 時間電気泳動を行った。泳動終了後、
80 ℃で 1 時間以上ゲルを乾燥させ、-80 ℃でオートラジオグラフィーを行った。

X線フィルムは XAR-5 (Kodak) を使用した。 
 スーパーシフトアッセイを行う場合は、32P でラベルした二本鎖オリゴヌクレ
オチド を加える前に、NF-κBサブユニットに対する各抗体 (2μg) を加え、室

温で 30 分反応させた。 
 
9. Reporter gene assay 

 

 アッセイで使用したκBサイトを繋いだ luciferase vector p［κB］6-Luc およ
びコントロール reporter pRL-TK は東京大学大学院 渡辺俊樹博士より供与して

いただいた。AP-1サイトを繋いだ luciferase vector p [AP-1] 7-Luc は Stratagene 
より購入した。いずれのプラスミドも、コンピテント細胞 E.coli HB101 (Takara) 
に 42 ℃、 45 秒の熱ショックを与えて導入し、100 μg/ml のアンピシリンを

含む 100 ml の LB [1 % (w/v) トリプトン、0.5 % (w/v) 酵母エキス、1 % (w/v) 
NaCl] 培地にて、37 ℃、一晩の振盪培養を行った。翌日、大腸菌の培養液を遠
心分離して上清を除き、菌体をペレットとして回収した。その後、Plasmid 

Purification Kit (Promega) により精製し、1/10 濃度の TE (10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 
1 mM EDTA) に溶解、260 nm での吸光度を測定しプラスミド DNA サンプルと
した。 

細胞を  4 X 105 cells/ml に調製し、24 ウェルプレート  (Costar) に播種し    
(500μ l/well) 、目的のプラスミド  DNA は、Lipofectamine 2000 Reagent 
(Invitorogen) を用い製品の取扱い説明書に従って細胞内に導入した。37 ℃、5 % 

CO2 で一定時間インキュベートした後、細胞を回収し、1,200 rpm、5 分間の遠
心分離操作で上清を除去した。 PBS (-) で 1 度洗浄した後、細胞塊に 1 X Lysis 
バッファー (Promega) 100μl 加え混和し、室温で 15 分間可容化し細胞抽出液

とした。その後、Dual Luciferase assay kit (Promega) を使ってルシフェラーゼレ
ポータージーンアッセイを次の通り行った。10μl の細胞抽出液に 50μl の 
Luciferase Assay Reagent II を 50μl 加え、ホタルルシフェラーゼの発光量をル

ミノメーター (Lumat LB9501) で測定した。続いて、Stop & Glo Reagent 50μl を
加え、ウミシイタケルシフェラーゼの発光量を測定した。コントロール reporter 
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pRL-TK の測定値を基にトランスフェクション効率を補正し、ルシフェラーゼ
活性を求めた。 
 

10. アポトーシスと caspase の活性化機構の解析  
 

 細胞の初期アポトーシスの検出は、Annexin V-FITC apoptosis detection kit (BD 

Biosciences) を用いて行った。細胞を PBS (-) で洗浄、さらに Annexin V-FITC 
apoptosis detection kit 付属の 1 X Binding Buffer で洗浄後、細胞を 1 X Binding 
Buffer 200μl に懸濁した。続いて、Annexin V-FITC 5μl を加え混和し、室温暗

所で 15 分間放置した。その後、フローサイトメーター (日本ベクトン・ディッ
キンソン株式会社）により解析を行った。 
  Hoechst 33342 は染色体 DNA と結合し、蛍光顕微鏡 (UV フィルター）下

で観察すると青色の蛍光を発し、細胞核の形態を観察することができる。アポ

トーシスによってみられるクロマチンの凝集や核の断片化は、細胞を 10μMの 
Hoechst 33342 で染めた後 (37 ℃、15分間、暗所）、PBS (-) で洗浄後 UV フ

ィルターを用いた蛍光顕微鏡 (Olympus BX50F) で観察した。  
 アポトーシスによってみられる caspase の活性化経路の解析は、caspase の特
異抗体によるウェスタンブロッティング法と、 caspase のインヒビターを用い

た MTT Assay 法により検討した。5 X 105 cells/ml に調製した細胞浮遊液に、終
濃度が 20 μM となるように caspase インヒビター を加え、37 ℃、5 % CO2 
で 1 時間インキュベートした。その後、終濃度が 10μg/ml となるように 

DHMEQ を加え、96 ウェルプレートに播種し (100μl/well) 、37 ℃、5 % CO2 で 
24 時間インキュベートした。翌日 MTT Assay を行い、各種 caspase インヒビ
ターを添加したサンプルと添加しなかったサンプルの細胞生存率を比較した。 
 

11. 細胞周期 (cell-cycle) の解析  
 

 細胞 (1~7 X 106 cells/ml) を PBS (-) で 2 回洗浄し、細胞塊に -20 ℃で冷や
した 70 ％エタノール 10 ml を攪拌しながらゆっくりと徐々に加えた。４ ℃で  
2 時間放置した後、PBS (-) で細胞を 2 回洗浄し、0.25 mg/ml RNase A 溶液を  

1 X 106 細胞に対して 1 ml 加え、 37 ℃で 15~60 分間インキュベーションを
行なった。次に、プロピジウムイオダイド (PI) 溶液を 50μg/ml になるように
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添加し、４ ℃で 30 分間（暗所）に放置し、その後フローサイトメーターを用
いて解析した。 
 

12. ポリアデニル酸 [Poly(A)+] RNA の調製  
 

 培養細胞株からの Total RNA 抽出は、ISOGEN (NIPPON GENE) を用いて行

なった。細胞のペレットに ISOGEN を加え激しく混和し、室温に 5 分間放置
した後、1/5 vol. のクロロホルムを加え再び激しく混和した。遠心分離により上
清（ RNA 層）を回収した後、等量の 2-propanol を加え転倒混和し、室温に    

10 分間放置し、遠心分離により Total RNA の沈澱を得た。得られた Total RNA 
は、80 % エタノールでリンスし風乾後、 diethyl pyrocarbonate (DEPC) 処理水に
溶解した。さらに、Oligotex-dT30 super (Roche) を用いて [Poly(A) +] RNA の調

製を行なった。Total RNA 100μl に等量の 2 X Elution buffer [20 mM Tris-HCl, 
pH 7.5, 2 mM ethylendiamine tetraacetic acid (EDTA), 0.2 % sodium dodecylsulfate 

(SDS)] を加え混合した後  、Oligotex-dT30 super を 200μl 加えた。65 ℃で   

5 分間熱変性し、氷上で 3 分間急冷後、40μl の 5M NaCl を加え（終濃度   
500 mM）撹拌し、37 ℃ で 10 分間インキュベート後、遠心分離 (15,000 rpm、
室温、10 分)し上清を除去した。ペレットを 500μl の Washing buffer (10 mM 

Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM EDTA, 0.1 % SDS, 0.1 M NaCl) に懸濁し、37 ℃で 10 分
間放置、続いて遠心分離 (15,000 rpm、室温、 10 分)し上清を除去した。ペレッ
トを 200μl の TE 緩衝液に懸濁し、65 ℃で 5 分間加熱し、Oligotex-dT30 か

ら [Poly(A) +] RNA を溶出した。 
遠心分離 (15,000 rpm、室温、10 分) し上清を回収後、エタノール沈澱によって 
[Poly(A) +] RNA を得た。得られた  [Poly(A) +] RNA は、80 % エタノールでリン

スし風乾後、 DEPC 処理水に溶解し、分光光度計による定量を行い目的の実験
に使用した。   
 

13. プローブ DNA の作製  
 

 [Poly(A) +] RNA 0.5μg に DEPC 処理水を加え 12.7μl とし、70 ℃で 10 分

間処理した後氷上で急冷を行なった。これに逆転写酵素付属の 5 X First strand 
buffer 4μl、0.1 M DTT 1μl、25 mM 4dNTPs 0.8μl、(dT)16 primer 50 pmol そして 
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RNase Inhibitor (TOYOBO) 0.5μl を加え総量 20μl とした。42 ℃で 2 分間反
応させた後、逆転写酵素 SuperScript II (Invitrogen) 1μl (200U) 加え 42 ℃で  
50 分間インキュベートした。その後、70 ℃で 15 分間の反応で逆転写酵素を

失活させ cDNA を合成した。 
 次に、cDNA 2μl、2.5 mM 4dNTPs 4μl、10 X Ex Taq buffer 5μl 、センスプラ
イマー 25 pmol、アンチセンスプライマー 25 pmol、Ex Taq (Takara) 0.25μl に

滅菌水を加え 50μl とし、9４ ℃, 1 min →(95 ℃, 30 sec → 61 ℃, 30 sec → 
72 ℃ 1 min) X 35 cycles →72 ℃ 5 min の条件下で polymerase chain reaction 
(PCR) による増幅を行なった。各プライマーは以下のように設計した。 

Bcl-xL センス: 5'-ATGTCTCAGAGCAACCGGGAG-3' 
Bcl-xL アンチセンス: 5'-TCATTTCCGACTGAAGAGTGAGC-3' 
c-FLIP センス: 5'-GCTTCCCTAGTCTAAGAGTAG-3' 

c-FLIP アンチセンス: 5'-AGGATCCTTGAGACTCTTTTGG-3' 
cyclin D1 (CCND1) センス: 5'-CCCAGCTGCCCAGGAAGAG-3' 
cyclin D1 (CCND1) アンチセンス: 5'-GGCGCCCTCAGATGTCCACG-3' 

cyclin D2 (CCND2) センス: 5'-ATGGAGCTGCTGTGCCACGAG-3' 
cyclin D2 (CCND2) アンチセンス: 5'-CCTCCGCTCACAGGTCGATAT-3' 
 アガロースゲル電気泳動により目的のサイズのバンドをゲルから切り出し、

suprec-01 (Takara) を用いて DNA フラグメントを溶出した。これをエタノール
沈澱で濃縮した。TA クローニングベクター (pGEM-T easy; Promega) 0.03 pmol 
に DNA フラグメント ~0.08 pmol、10 X T4DNA ligase buffer 0.5μl、 T4 DNA 

ligase (Takara) 0.4μl と滅菌水を加え 5μl とし、16 ℃で一晩ライゲーション反
応を行なった。 
 次にライゲーション終了後の反応溶液はコンピテントセル  E.coli JM109 

(Takara) を用いて大腸菌に導入し、個々の大腸菌クローンからプラスミド DNA 
を抽出し、挿入断片の有無さらにシークエンスにより塩基配列を確認し、目的

のプラスミドを得た。 

 その後、大量調製した目的のプラスミドを制限酵素 EcoRI  (Takara) で消化
し、アガロースゲル電気泳動を行い目的のサイズのバンドをゲルから切り出し

精製し、プローブ DNA として使用した。VEGF は東京医科歯科大学大学院 渋

谷正史博士に提供していただいた。 
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14. ノーザンブロット法  
 

 サブマリン型電気泳動槽に 1 % ホルマリンアガロースゲルと Running バッ

ファー (40 mM MOPS, 10 mM 酢酸ナトリウム pH 7.0, 1 mM EDTA)  をセット
し、ゲルの各ウェルに用意したサンプルを注入し、100 V の定電圧で約 3 時間
電気泳動を行った。電気泳動後のゲルは、20 X SSC（3M NaCl, 0.3 M クエン酸

ナトリウム）を用いたキャピラリー法によるブロッティングを一晩行なった。

メンブレンは  Hybond-C extra-nitrocellulose membranes (Amersham Bioscience 
Corp.) を使用した。ブロッテイング後のメンブレンは、4 X SSC でリンスした

後、80 ℃ で 2 時間ベーキングを行ないメンブレンに RNA を固定した。ハイ
ブリダイゼーションバックにメンブレンを入れ、プレハイブリダイゼーション

溶液 (6 X SSC, 1 X Denhardts, 0.1 M NaPO4, pH 7.0, 0.1 mg/ml 熱変性サケ精子 

DNA)を加えてシールし、65 ℃で 2~3 時間プレハイブリダイゼーションを行
なった。プレハイブリダイゼーション終了後、メンブレンにハイブリダイゼー

ション溶液 (4 X SSC, 1 X Denhardts, 0.5 % SDS, 0.1 M NaPO4, pH 7.0, 10 % 

Dextran Na, 0.1 mg/mL 熱変性サケ精子 DNA)とアイソトープによって標識した
プローブ (~1.0 X 106 cpm/mL)を加えてシールし、65 ℃で 一晩ハイブリダイゼ
ーションを行なった。プローブ DNA 20 ng は、Random Primed DNA Labeling Kit 

(Roche) を用いて [α-32P] dCTP 標識し、Sephadex 50 カラムで精製し熱変性後
使用した。ハイブリダイゼーション後、Washing buffer (0.2~0.5 X SSC, 0.1 % 
SDS) で 2 回洗浄 (65 ℃、15 分間)し、オートラジオグラフィーを -80 ℃にて

行なった。X線フィルムはコダック社製の XAR-5 films を用いた。 
 

15. in vivo モデルにおける  DHMEQ の治療効果  
 

 実験で使用した NOD/SCID/γcnull (NOG) マウスは、財団法人実験動物中央
研究所 (Central Institute for Experimental Animals) (川崎) より購入した。1 X 107 

個の KMM-1 細胞を NOG マウスの耳周囲の皮下に接種した。DHMEQ を、 
12 mg/kg の条件で細胞を接種した当日あるいは腫瘍が触知できはじめた 5 日
後から週に 3 回の割合で 1 ヶ月間腹腔内に投与した。コントロールマウスに

は、DHMEQ 処置群と全く同じ手順で、RPMI 1640 培養液 200μl を投与した。
KMM-1 細胞接種から 1 ヶ月間経過観察し、それから腫瘍の大きさの計測や免
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疫組織化学的研究を行なうために処置を施した。摘出した腫瘍は Streck Tissue 
Fixative (S. T. F) で固定し、パラフィン包埋ブロックとし薄切した後、ヘマトキ
シリンエオジン染色および VEGF 抗体を用いた免疫組織化学染色を行なった。

免疫組織化学染色はペルオキシダーゼ標識のストレプトアビジンとビオチンの

二次抗体の系 (DAKO) を用い、HISTOFINE Kit (ニチレイ)を使用してペルオキ
シダーゼの発色を検出した。 

 マウスを使った in vivo モデルの実験は、東京医科歯科大学 Md. Zahidunnabi 
Dewan 博士に協力していただいた。免疫組織化学的研究は、東邦大学医学部 伊
藤金次博士に協力していただいた。 
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第３節 結果  
 

3-1. DHMEQ の  MM 細胞株に対する恒常的  NF-κB 活性化の抑制効果  
 

 はじめに DHMEQ の MM 由来細胞株における恒常的 NF-κB 活性化に対
する効果を検討した。三種類の MM 由来細胞株 (KMM-1, U266, RPMI 8226) と、

コントロールとして erythromyeloid 由来細胞株 K562 と TNF-αで刺激した 
Jurkat を使用した。各細胞株を 5 X 105 cell/ml に調製し、 DHMEQ を 10μg/ml 
となるように加え 16 時間培養した後、核タンパク質を調製して EMSA を行な

った。MM 由来細胞株は、10μg/ml の DHMEQ で処理することにより恒常的 
NF-κB の結合活性が完全に阻害された (Figure 4A)。さらに luciferase vector   
p［κB］6-Luc および p [AP-1] 7-Luc による reporter gene assay の結果から、

DHMEQ は NF-κB の転写を特異的に抑制することが明らかとなった (Figure 
4B)。10μg/ml の DHMEQ 添加後、 1~16 時間まで 6 ポイントにおける時間
経過を検討したところ、 DHMEQ 添加後 1 時間で NF-κB の結合活性はほぼ

完全に阻害されていた (Figure 4C)。コントロールの AP-1の結合活性には影響は
ほとんど認められなかった。 
 恒常的に活性化しているNF-κB 複合体の構成タンパク質を解析するために、

3 種類の MM 由来細胞株の核タンパク質を用いてEMSAによる スーパーシフ
トアッセイ を行った。いずれの細胞株においても活性化 NF-κB の構成タンパ
ク質は、p65、 p50 そして RelB を含んでいた (Figure 4D)。さらに KMM-1 細

胞を 10μg/ml の DHMEQ で 16 時間処理し、活性化 NF-κB p65 抗体染色に
よる蛍光顕微鏡での観察結果では p65 は主に細胞質に集積した。したがって、
DHMEQ は活性化 NF-κB の核移行を阻害することが明らかとなった (Figure 

4E)。 
 以上より、DHMEQはMM細胞においてNF-κBの恒常的活性化をDNA結合、
転写レベルで阻害し、これは NF-kB の核移行阻害作用を伴っていることが示さ

れた。 
 

3-2. DHMEQ によるアポトーシスの誘導  
 

 MM 由来細胞株の増殖に NF-κB の恒常的活性化が重要であることを示すた
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めに、細胞生存率に及ぼす DHMEQ の効果を調べた。MTT アッセイの結果か
ら、DHMEQ 処理により三種類の MM 由来細胞の細胞生存率は明らかに低下
し、その生存率の低下は DHMEQ の濃度や処理時間に依存していることが明か

となった。一方、NF-κB の恒常的活性化のみられない K562 細胞株では、高
濃度の処理によっても細胞生存率はほとんど影響を受けなかった (Figure 5A & 
5B)。 

 次に DHMEQ が MM 由来細胞株に対してアポトーシスを誘導できるかど
うかを調べた。一般に正常細胞では、細胞膜内外のリン脂質は不均等に分布し、

ホスファチジルセリン (PS) は内側に存在する。アポトーシスの過程で PS が細

胞膜表層に露出するようになる。Annexin V は PS とカルシウム存在下で強固
に結合するタンパク質であり、FITC で標識した Annexin V を使用することに
よりフローサイトメーターで容易に検出可能となる。アポトーシス検出の手段

として、Annexin V 陽性細胞をフローサイトメーター法により測定した。
DHMEQ 処理 0、24、48 時間後測定したところ、時間の経過とともに Annexin 
V 陽性細胞が増加していることが示された (Figure 5C)。また、NF-κB の恒常

的活性化のある MM 由来細胞株では DHMEQ 処理後の核の断片化やクロマ
チンの凝集が確認された (Figure 5D)。さらに、フローサイトメーター法により 
DNA 含量を測定した結果、DHMEQ 処理により MM 細胞の細胞周期は G0/G1 

phase で停まっていることが明かとなった (Figure 5E)。以上の結果から、MM 由
来細胞株でみられる NF-κB の恒常的活性化を阻害することで細胞増殖を抑制
し、細胞周期 G0/G1 phase の蓄積そしてアポトーシス誘導されることが示され

た。 
 

3-3. Caspase の活性化によるアポトーシスの誘導  
 

 DHMEQ 処理による MM 由来細胞株に対するアポートシスの誘導には、カ
スパーゼの活性化を伴っていることを確認するために、まずはじめにカスパー

ゼ  3 の活性化をウエスタンブロット法により解析した。KMM-1 細胞を      
10μg/ml の DHMEQ で 0、4、8、12 時間処理し細胞抽出液を得た。ウエスタ
ンブロット法による解析結果から、DHMEQ 処理後時間の経過とともにカスパ

ーゼ 3 の活性化に伴う 32 kDa のプロカスパーゼの減少と、21 kDa の切断され
たカスパーゼ 3 の増加が確認された (Figure 6A)。このことから、DHMEQ に
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よって誘導されるアポトーシスは、カスパーゼカスケードの活性化が関係して

いることが示唆された。 
 脊椎動物においてはデスリガンド-デスレセプターを介したアポトーシス誘導

経路 (カスパーゼ 8) と、ミトコンドリアで Bcl-2 ファミリーにより制御を受け
る経路 (カスパーゼ 9) の少なくとも 2 つの経路の存在が報告されている。次
に、DHMEQ 処理によるカスパーゼ 3 の上流のカスパーゼ 8 とカスパーゼ 9 

の活性化についてウエスタンブロット法により解析を行なった。DHMEQ 処理
した KMM-1 細胞では、時間の経過とともにカスパーゼの活性化に伴うプロセ
ッシングによるカスパーゼフラグメントの増加が、カスパーゼ 8 およびカスパ

ーゼ 9 ともに確認された (Figure 6B)。 
 これらの結果を踏まえ、 DHMEQ 処理によって誘導されるアポトーシスはカ
スパーゼ 阻害剤によって抑制することができるかどうかを検討した。各々のカ

スパーゼ阻害剤を 20μM となるように添加し 1 時間反応させた後、5μg/ml 
の DHMEQ で 18 時間処理し MTT アッセイにより細胞の生存率を求めた。細
胞の生存率が完全に回復することはないにしても、3 種類のカスパーゼ 阻害剤

によって明らかなアポトーシスの抑制がみられた (Figure 6C)。以上の結果より、
DHMEQ によって誘導されるアポトーシスには、デスリガンド-デスレセプター
を介した膜系のアポトーシス誘導経路およびミトコンドリアで Bcl-2 ファミリ

ーにより制御を受けるミトコンドリア系の二つの経路がかかわっていることが

示唆された。 
 

3-4. DHMEQ に反応する  NF-κB 関連遺伝子の負の制御  
 

 転写因子 NF-κB は、細胞周期やアポトーシスにかかわる遺伝子の発現をコ

ントロールしている。次に、Bcl-xL や c-FLIP など抗アポトーシス作用を有す
る分子と cyclin D1 や cyclin D2 など細胞周期を調節する分子など、NF-κB に
よって調節される遺伝子の発現変化を調べた。それと同時に、MM 細胞で高発

現しておりかつ NF-κB が標的遺伝子と考えられている VEGF の発現もノー
ザンブロット法により検討した。10μg/ml の DHMEQ で 16 時間処理した 
RPMI 8226 細胞の [Poly(A)+] RNA 2μg をノーザンブロットに用いた。Bcl-xL、 

c-FLIP、cyclin D1、cyclin D2 そして VEGF の mRNA レベルの発現は、DHMEQ 
により負の制御を受けていることが明らかとなった (Figure 7A)。さらにコント
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ロールとして用いた glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) と前述
の各 mRNA のシグナルをデンシトメーターで測定し定量的に解析したところ、
DHMEQ により Bcl-xL、 c-FLIP、cyclin D1、cyclin D2 そして VEGF の発現レ

ベルは、四分の一程度にまで低下していることが明らかとなった (Figure 7B)。
これらの結果を踏まえ、タンパクレベルでの発現を免疫蛍光染色法によって検

討した。mRNA の発現レベルと同様に、Bcl-xL、 c-FLIP、cyclin D2 そして VEGF 

の発現は、DHMEQ により負の制御を受けていることが明らかとなった (Figure 
7C)。以上の結果から、MM 細胞で DHMEQ により誘導されるアポトーシスは、
NF-κB の抗アポトーシスにかかわる分子群の発現低下や、G0/G1 期から S 期

へ向かう細胞周期の停止そして血管新生の抑制が伴っていることが示唆された。

しかしここで得られた結果は、NF-κB に依存する遺伝子のダウンレギュレーシ
ョンは、DHMEQ により NF-κB 活性を阻害することで間接的に起こっている

という可能性を否定できない。 
 

3-5. 新鮮  MM 細胞に対する  DHMEQ の効果  
 

 恒常的な NF-κB の活性化は、新鮮 MM 細胞においても証明されている。
次に、実際 DHMEQ は患者新鮮 MM 細胞に対して NF-κB の恒常的活性化や

細胞増殖を阻害できるかどうかを検討した。調べた全ての患者新鮮 MM 細胞で、
NF-κB の強い DNA 結合活性化が認められた。しかし 10μg/ml の DHMEQ 
で 16 時間処理することで、NF-κB の DNA 結合活性化能は完全に失われた 

(Figure 8A, left panel)。細胞株同様に恒常的に活性化している NF-κB 複合体の
構成タンパク質を解析することを目的に、新鮮 MM 細胞の核タンパク質を用い
てスーパーシフト EMSA を行った。活性化 NF-κB の構成タンパク質は、p65 

および  p50 を含んでいることが明らかとなった (Figure 8A, right panel)。正常
末梢血単核球 (PBMC) でも NF-κB の恒常的活性化が示されたが、MM 細胞
とは異なり 10μg/ml の DHMEQ で 16 時間処理したにもかかわらず、 NF-

κB の DNA 結合活性化はほとんど失われることがなかった。そして正常 
PBMC の活性化 NF-κB の構成タンパク質は、 p50 が主でこの点もMM 細胞
とは異なっていた。正常 PBMC に対する DHMEQ の効果を評価するためにオ

ートラジオグラフィーを長時間行なってみたが、p65 の存在は否定された 
(Figure 8B)。3 検体の新鮮 MM 細胞の生存率に対する DHMEQ の影響を検討
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したところ、10μg/ml の DHMEQ で 48 時間処理することにより細胞生存率
が 50 %以下にまで低下した。一方、コントロールとして用いた正常 PBMC の
細胞生存率には、ほとんど影響がないことが明らかとなった (Figure 8C)。さら

に、ヘキスト 33342 染色により核の形態を観察したところ、正常 PBMC にお
いては何の変化も認められなかったにもかかわらず、新鮮 MM 細胞ではアポト
ーシスの特徴でみられる核の断片化やクロマチンの凝集が認められた (Figure 

8D)。以上の結果から、DHMEQ による完全な NF-κB の阻害は MM 細胞に選
択的であり、その結果アポトーシスを誘導することを示唆している。 
  

3-6. NOG マウスを用いた  in vivo モデル系における  DHMEQ の影響  
 

 これまでの in vitro の実験結果から、DHMEQ は MM患者の治療に対して有

効である可能性が示唆された。そこで、NOG マウスを用いた in vivo モデル系

において、DHMEQ 処置により移植された MM 細胞の増殖を抑制できるかど
うかを検討した。1 X 107 個の KMM-1 細胞を接種した後、12 mg/kg の DHMEQ 

を 1 週間に 3 回投与を継続した。DHMEQ を投与したマウス群では、腫瘍は
明らかに縮小していた (Figure 9A)。DHMEQ を投与したマウス群での腫瘍の大
きさや腫瘍の重量は有意に減少しており、コントロールマウス群と比較すると

約三分の一程度になっていることが示された (Figure 9B)。さらに、1 X 107 個の 
KMM-1 細胞を接種してから 5 日経った後、つまり腫瘍が触知できるようにな
ってから 12 mg/kg の DHMEQ を 1 週間に 3 回投与を行った結果においても、

コントロールマウス群と比較すると腫瘍の容積は約三分の一程度になっている

ことが示された (Figure 9C)。 DHMEQ で処置したマウスの状態は、毛の逆立ち、
体重減少や悪液質などの副作用は認められず十分耐容性があることが示唆され

た。これらの結果から、DHMEQ はマウスの生体内においても増殖するMM細
胞の増殖を抑制できることが示された。DHMEQ 投与マウスから回収した腫瘍
のヘマトキシリンエオジン染色像を解析したところ、組織が繊維化しアポトー

シスを起こした細胞がみられ、血管新生も起こっていないことが確認された 
(Figure 9D upper panel)。ヒト VEGF 抗体による免疫組織化学染色を行なったと
ころ、DHMEQ で処置したマウスの腫瘍では、コントロールマウスと比較して

明らかに VEGF の産生が押さえられていることが明らかとなった (Figure 9D 
lower panel)。 
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第４節  考察  
 

 現在臨床では従来の多剤化学療法、免疫療法（ミニ移植）やサリドマイドに

よる治療が行なわれている。サリドマイドの有効性については、1999 年アメリ
カのアーカンソーがん研究所から最初の報告があった。サリドマイドの単剤投

与により 30~60 % の症例に M タンパクの減少が認められ、従来の化学治療

とは異なった側面から、癌細胞を死滅させる効果を発揮していることが示唆さ

れた。また開発されて間もない薬として、プロテアソーム阻害剤（ボルテゾミ

ブ：商品名 VELCADE）、サリドマイド類似体（CC-5013：商品名 Revimid）、

砒素三酸化物（商品名 Trisenox）などが挙げられるが、その効果がサリドマイ
ドを超えるものになるかどうかはまだわかっていない (34)。また、NF-κB p50 
の核移行シグナルをマスクするペプチド SN-50 により、MM 細胞にアポトーシ

スを誘導するという報告もある  (35)。本研究では、新規  NF-κB 阻害剤 
DHMEQ による MM 細胞に対する NF-κB の恒常的活性化の抑制やアポトー
シス誘導、さらに in vivo モデルにおける DHMEQ の効果を調べることにより、

DHMEQ が多発性骨髄腫の分子標的治療薬として有効かどうか検討した。 
 本研究ではDHMEQ が MM 細胞に対し NF-κB の強い恒常的活性化を阻害
し、細胞増殖を抑制し、アポトーシスを誘導することを示した (Figure 5)。これ

に対しコントロールとした正常抹消血 (PBMC) には明らかな影響はなく、かつ 
NF-κB活性の阻害も明らかではなかった (Figure 8)。また、KMM-1 細胞を接種
した NOGマウスに DHMEQ を投与することで、KMM-1 細胞の増殖を阻害す

ることも可能であった (Figure 9)。他の NF-κB 阻害剤と比較してみると、 
DHMEQ は p65を含む NF-κB の核移行を阻害し、腫瘍の NF-κB 活性を選択
的に標的とするユニークな低分子化合物であることが示唆された。 

 これまで dexamethasone、プロテアソーム阻害剤や砒素三酸化物がMMに対し
て有用であるとの報告があるが、NF-κB 活性の阻害効果はこれらの薬剤の部分
的活性であり、NF-κB阻害単独でMM細胞にアポトーシを誘導できるかについ

ては必ずしも明らかではなかった (34)。NF-κB p50 の核移行シグナルをマスク
するペプチド SN-50 を用いた最近の研究で、NF-κB の阻害のみで MM 細胞
にアポトーシスを誘導できるという結果が報告された (35)。本研究の結果とあ

わせ、NF-κB 単独の阻害のみで MM 細胞にアポトーシスを誘導できることが
示された。 
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 さらに本研究の結果から、アポトーシス、細胞周期そして血管新生をコント

ロールするような NF-κB に依存している遺伝子群の発現も、DHMEQ により
負の制御を受けることことが示唆された  (Figure 7)。デスレセプターがアポト

ーシスの刺激を受けるとアダプター分子を介してカスパーゼ  8 が活性化、ひ
き続きカスパーゼ  3 が活性化しアポトーシスが実行される。DISC （デスレセ
プター、アダプターとカスパーゼの複合体）においてプロカスパーゼのリクル

ートと活性化を阻止する分子として FLIP ( FADD-like ICE inhibitory protein) が
知られている。また、ミトコンドリアがアポトーシスの刺激を受けるとその膜

透過性が亢進し、細胞質にシトクロム c が漏出され、漏出したシトクローム c 

は ATP と Apaf-1 と共同でイニシエーターカスパーゼであるカスパーゼ  9 
を活性化、ひき続きカスパーゼ  3 が活性化しアポトーシスが実行される。Bcl-2 
や Bcl-XL のなどアポトーシスを抑制する因子はミトコンドリアの膜透過性を

制御し、シトクロム c の漏出を調節することでアポトーシスシグナルの on/off 
を決定していることが知られている。DHMEQ による c-FLIP や Bcl-XL のダウ
ンレギュレーションの結果、カスパーゼ 8 やカスパーゼ 9 の経路が活性化し

アポトーシスを誘導していることが考えられる (36)。従って、MM 細胞におい
てはアポトーシスから回避するために c-FLIP や Bcl-XL などの抗アポトーシス
分子の誘導が盛んに行なわれていることが推測される。また、DHMEQ 処理し

た MM 細胞は、細胞周期 G0/G1 期の蓄積がみられた。この原因は細胞周期の 
G0/G1 期 から S 期に進めるのを直接調節している分子である cyclin D1 と 
cyclin D2 のダウンレギュレーションによるものである。この cyclin D1 と 

cyclin D2 の発現も NF-κB に作用されている (37-39)。 
 さらに本研究において、MM 細胞での  血管内皮増殖因子  (vasucular 
endotherial growth factor; VEGF) も NF-κB により調節されている可能性が示

された  (Figure 7)。VEGF は血管新生にかかわる重要な因子の一つとして知ら
れており、Neufeld や Gupta らの報告によると、骨髄中の新たな血管新生によ
り MM 細胞の増殖が助けられていると考えられている (32, 40)。Podar らによ

り VEGF はヒト MM 細胞の増殖を誘導して転移を誘導することが示され、
MM 細胞の維持と増殖にかかわる VEGF のオートクラインループがあること
が示唆されている (31)。本研究において、DHMEQ は MM 細胞株に対して 

VEGF の発現を抑制することが示された。したがって MM 細胞での VEGF は
NF-κB に依存して制御されていることが示唆される。最近の Kiriakidis らによ
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る VEGF の発現が NF-κB に依存しているという報告は本研究の結果を支持
するものである (33)。DHMEQ による MM 細胞におけるVEGF 発現の抑制は、
骨髄中での血管新生の阻害を介した VEGF のオートクラインループの阻害をも

たらすと考えられる。これらの結果は MM 細胞において NF-κB が重要な役割
を果たしていることを示し、治療における分子標的としての NF-κBの重要性を
示唆している。 

   Bureau らは、PBMC の恒常的 NF-κB の活性化は低レベルで保たれている
ことを報告している (41)。しかし、DHMEQ の PBMC に対する効果を検討し
た結果、PBMC の NF-κB 活性や細胞生存率は DHMEQ によりほとんど影響

を受けないことが示された (Figure 8)。これらの結果から、正常 PBMC と MM 
細胞で NF-κB の構成タンパク質の違いにより、DHMEQ に対する感受性の違
いが生じていることが推察された。事実 MM 細胞の恒常的に活性化している 

NF-κB の構成タンパク質は p65 を含んでいたが、正常 PBMC では p65 を含
んでいなかった。このように DHMEQ に対する感受性の違いは NF-κB の構成
タンパク質の違いによるのではないかと考えられた。正常細胞において NF-κB 

p65 は細胞外からの刺激に応答して活性化し、p65/p50 のヘテロダイマーが核内
において細胞の活性化、増殖、分化などにかかわる標的遺伝子の発現誘導とい

う重要な役割を演じている。NF-κB p65/p50 のヘテロダイマーによって担われ

ている生体内での応答を DHMEQ が止めることで、正常細胞にまで悪影響を及
ぼすかもしれない可能性が考えられた (42)。しかし、恒常的 NF-κB 活性化を
示すが DHMEQ 処理に対してアポトーシス抵抗性を示す細胞株における観察で、

NF-κB 活性は DHMEQ 処理後 24~48 時間で通常ベースのレベルにまで回復
し、NF-κB に対する DHMEQ の阻害効果は、培養細胞の効果としては一過性
であった (データ未提示)。DHMEQ の一過性で可逆的な作用機序はユニークな

特性であり、NF-κB の通常の生物学的特性に対しての阻害作用は最小限にとど
められる可能性が高く、DHMEQ の毒性は低いと考えられる。この可能性はマ
ウスを用いた in vivo モデル実験でも示唆されている (Figure 9)。DHMEQ で処

置したマウスは体重減少のような重大な副作用の徴候は一つも示さなかった。

今回の実験における  12 mg/kg を  1 週間に  3 回の投与量は、中間致死量 
(LD50) の 180 mg/kg にほど遠い量であった (データ未提示)。現時点で薬物動態

はまだ十分解析できてはいないが、in vivo モデル実験の結果から DHMEQ の有
効量での毒性が明らかでなく、MM 細胞の恒常的 NF-κB の活性化を標的とす
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る臨床応用可能な将来有望な薬であることが示唆された。 
 本研究においてこれまで明らかにしてきたように、 正常 PBMC に対して毒
性がほとんどみられないという点で、DHMEQ は MM 細胞における NF-κB 

の恒常的活性化を標的とする、将来有望な新規 NF-κB 阻害剤の候補のひとつ
であることが認識された。特異性、低毒性そして臨床応用に適した特性をバラ

ンスよく持つ DHMEQ により、多発性骨髄腫の予後の大きな改善が期待できる

と考える。DHMEQ の作用機序や薬物動態の解析をさらに進めることによって、
MM 患者に対し将来的に臨床試験の道を提供できる可能性があることを期待す

る。 
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第３章 成人 T細胞性白血病／リンパ腫  (ATL) に対する            
        NF-κB 阻害剤の応用  
 

I. 序論  
 

 成人 T 細胞性白血病／リンパ腫 (adult T cell leukemia/ lymphoma; ATL) は、

ヒト T細胞性白血病ウイルス１型 (human T cell leukemia virus type 1; HTLV-I) 
が原因となって発症する化学療法抵抗性の極めて予後不良なリンパ系腫瘍であ

る。HTLV-1は主に母乳中のリンパ球を介しての垂直感染により伝播する。患者

の多くは 60 歳以上である。CD4 陽性 T 細胞への感染後、HTLV-1 は逆転写酵
素によりウイルス RNA から二重鎖 DNA を合成、宿主細胞 DNA にプロウイ
ルスとして組み込まれる。大多数の ATL細胞は通常細胞当たり１コピーのプロ

ウイルスを持っている。HTLV-I は５’と３’の二つの LTR 領域とその間に存
在する gag, pol, env 領域から成り、gag, pol, env 領域はそれぞれ構造タンパク質、
逆転写酵素とウイルス外被をコードする。LTR 領域はウイルス遺伝子発現のた

めのプロモーターとして機能する (15, 43)。 
 HTLV-1 は感染細胞のクローナルな増殖を誘導するが、HTLV-1 による感染 T
リンパ球の腫瘍化機構についてはまだ明らかになっていない。発症までには約 

60 年の長い臨床的潜伏期間が存在する。発症年齢分布の疫学的解析に基づく検
討では、発症には少なくとも５つのトランスフォーメーションにかかわるイベ

ントの蓄積が必要とされている。env と３’LTR 領域によりコードされている 

tax, rex, p12, p30, p21 は HTLV-1 感染細胞の増殖にかかわる。なかでも tax は
HTLV-1 感染細胞の増殖とトランスフォーメーションに主要な役割を果たして
いる。tax は LTR 領域の活性化によるウイルス遺伝子の発現のみならず細胞性

因子にも作用し、宿主細胞にも影響を与える。これらの相互作用は、アポトー

シス、細胞周期異常さらには DNA 修復の系を阻害し染色体の数および質的不
安定性を誘導するという報告もある (15, 43)。 

 tax は HTLV-1 感染細胞の増殖とトランスフォーメーションに中心的な役割
を果たすが、tax を含む HTLV-1 の発現は ATL 細胞においては強く抑制され
ている。この事実は長い潜伏期間の間の脱制御の蓄積により HTLV-1 感染細胞

が tax に依存しない増殖様式を獲得したことを示唆している。HTLV-1 感染後、
感染細胞は tax に依存し、クローナルに増殖を始めるが、tax 発現細胞はやが
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て細胞障害性 T 細胞の標的となり、増殖が抑制される。脱制御は tax 依存性の
クローナルな増殖と、細胞障害性 T 細胞による抑制の間に蓄積し、この過程の
中で感染細胞はしだいに tax に依存しない増殖様式を獲得していくことになる

(15) (Figure 10)。 
 組み込まれたプロウイルスの構造については、古くから欠損型が存在するこ

とが知られ、ATL 細胞で HTLV-1の発現抑制の原因と考えられている。欠損型

のプロウイルスを持つ症例の割合が 30~40%であること、欠損型のプロウイル
スは共通して５’の gag-pol 領域を欠失しているが、５’LTR が保存されてい
るものといないものの二種類が存在することが明らかにされた。また、欠損型

のプロウイルスは急性型やリンパ腫型に多くみられる傾向や、予後不良の患者

に多いことなどが報告されている (44, 45)。さらに、ATL 細胞に組み込まれた
プロウイルス LTR のメチル化解析により、HTLV-1 プロウイルスの遺伝子発現

は ５’LTRのメチル化というエピジェネティックな修飾でも抑制されているこ
とが明らかになった (46)。 
 HTLV-1 tax が NF-κB の恒常的活性化に関与していることはこれまでに詳

細な検討がなされている。さらに、ヒト T 細胞に tax を導入した解析で、      
NF-κB の活性化が細胞の不死化に重要であるとの報告がされている。HTLV-1 
tax は主に IκB kinaseγ (IKKγ) との結合を介して NF-κB を活性化すると

考えられる (47, 48)。発症した ATLでの新鮮 ATL 細胞やそれに由来する ATL
細胞株ではウイルス遺伝子とともに tax の発現は抑制されている (49, 50)。した
がって tax は ATL 発症のある段階で腫瘍化に重要な働きをしていると考えら

れる。 
近年、HTLV-1 感染細胞のみならず新鮮 ATL 細胞を用いて、ATL 細胞に

おけるシグナル伝達異常の解析を行った報告がみられる。核内の転写因子では、

調べられた全ての症例 ATL 細胞で、NF-κB の恒常的活性化が認められた (51)。
このことは ATL 細胞や  ATL 由来  T 細胞株において  tax 非存在下での   
NF-κB 経路の恒常的活性化が存在することを示唆する。NF-κB は細胞増殖や

浸潤、抗アポトーしスに関わる分子群を誘導し、ATL の分子基盤を形成してい
ると考えられる (11)。NF-κB の活性をアデノウイルスに組み込んだ IκB α 変
異体で阻害すると 、ATL 細胞がアポトーシスに陥ることから、NF-κB の活性

が ATL 細胞の生存と増殖に必須であると考えられた。ATL 発症前の HTLV-1
細胞における恒常的 NF-κB 活性化について検討した報告はないが、もし   



 33 

NF-κB 活性化が HTLV-1 感染細胞においてすでに認められるのであれば、発
症予防の分子標的となる可能性がある。 
 ATL は疾患の概念が確立してから 20 年以上経た現在においても、最も予後

の悪い疾患のひとつである。多剤化学療法は 1987年から実施され、予後は徐々
に改善されてきているが、十分な治療成績は期待できていない (52)。血液系悪
性腫瘍の治療選択肢に同種造血幹細胞移植があげられるが、発症年齢の高さか

ら ATLではその適応は限られている。ミニ移植についても ATL の化学療法抵
抗性と臓器障害により解決すべき課題は多いと考えられる。NF-κB 阻害剤の
ATLへの効果については、IKK の阻害剤である Bay11-7082 や ACHP、プロテ

アソーム阻害剤である PS341 による基礎的検討をはじめとして複数の報告が
あるが、臨床応用へのハードルはクリアできていない (53-55)。このような背景
にあって ATLに対する有効な治療法、さらにはその発症予防法の開発は、血液

系悪性腫瘍領域の残された大きな課題のひとつなのである。 
 以上の背景を踏まえ、本研究では新規 NF-κB 阻害剤 DHMEQ の ATL 細胞
や ATL 由来 T 細胞株における NF-κB に対する特異性、NF-κB 阻害作用、

ATL 細胞へのアポトーシス誘導さらには正常細胞に対する毒性などを調べ、
ATL における治療と化学予防の基礎的検討を行った。 
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第２節  実験材料と方法  
 

1. 試薬  
 

 DHMEQ は、慶應義塾大学理工学部 梅澤一夫博士より提供していただいた。
カスパーゼ３インヒビター; Z-Asp-Glu-Val-Asp (DEVD)-FMK、カスパーゼ８イン

ヒビター; Z-Ile-Glu-Thr-Asp (IETD)-FMK およびカスパーゼ９インヒビター; 
Z-Leu-Glu (OMe)-His-Asp (OMe) (LEHD)-FMK は全て Calbiochemより購入した。
DHMEQ およびカスパーゼインヒビターはジメチルスルフォキシド (DMSO)

（和光）に溶解し、-20 ℃で保存した。細胞生存率を測定する際に用いた 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium (MTT) (SIGNA) は、PBS (-) で 
5 mg/ml の濃度に希釈し、-20 ℃で保存した。アポトーシス検出の際に用いた 

Hoechst 33342 (Calbiochem) は PBS (-) に溶解し、４ ℃で保存した。細胞の核染
色に用いた TO-PRO-3 Iodide はフナコシより購入し、-20 ℃で保存した。細胞
周期 (cell-cycle) の解析で使用した RNase A は日本ジーンより、そしてプロピ

ジウムイオダイド (PI) は SIGMA より購入した。 
 

2. 抗体  
 

 ウエスタンブロッティング法や免疫蛍光染色法に用いた一次抗体は以下のと

おりである。抗 NF-κB p50 (C-19) ヤギポリクローナル抗体、抗 NF-κB p65 

(C-20) ウサギポリクローナル抗体、抗 cyclin D1 (HD11) ウサギポリクローナル
抗体、抗 Bcl-xL (H-62) ウサギポリクローナル抗体、抗 c-myc (9E10) マウスモ
ノクローナル抗体、抗 FLICE inhibitory protein, long and short isoform (FLIPS/L) 

(H-202) ウサギポリクローナル抗体、抗 interleukin-2-receptor-α(IL-2Rα) (M19) 
ウサギポリクローナル抗体そして抗 α tubulin (TU-02) マウス immunoglobulin 
M (IgM) モノクローナル抗体は全て Santa Cruz Biotechnology より購入した。 

 supershift EMSA に用いた抗 NF-κB p50 (C-19) ヤギポリクローナル抗体、抗 
NF-κB p65  (C-20) ウサギポリクローナル抗体、抗 NF-κB p52 (C-5) マウスモ
ノクローナル抗体、 抗 c-Rel (B-6) マウスモノクローナル抗体そして抗 RelB 

(C-19)ウサギポリクローナル抗体は全て Santa Cruz Biotechnology より購入した。  
 細胞周期のチェックポイントを検出する抗 phospho-Rb (Ser795) ウサギポリ
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クローナル抗体、抗 phospho-Rb (Ser807/811) ウサギポリクローナル抗体、抗 
phospho-p53 (Ser15) マウスモノクローナル抗体は全て Cell Signaling Technology 
より購入した。 

 アポトーシスとその経路を検出するための抗 caspase-3/CPP32 マウスモノク
ローナル抗体は BD Biociences より、抗 cleaved caspase-8 (Asp384) ウサギポリ
クローナル抗体と抗 cleaved caspase-9 (Asp330) ウサギポリクローナル抗体は 

Cell Signaling Technology より購入した。 
 HTLV-1 p19 antigen の発現を確認するための抗 HTLV-1 p19 マウスモノクロ
ーナル抗体は、Chemicon International より購入した。 

  活性化 NF-κB p65 を検出できる抗 NF-κB p65マウスモノクローナル抗体
は、Chemicon International より購入した。 
 ウエスタンブロッティング法に用いた二次抗体は以下のとおりである。

Alkaline Phosphatase Conjugate 抗マウス innumoglobulin G (IgG) (H+L) 抗体およ
び Alkaline Phosphatase Conjugate 抗ウサギ IgG (Fc) 抗体はプロメガ (Promega) 
より、Alkaline Phosphatase Conjugate 抗マウス  IgM 抗体は  Santa Cruz 

Biotechnology より購入した。 
 免疫蛍光染色法に用いた二次抗体は以下のとおりである。 fluorescein 
isothicyanate (FITC)-labeled ヤギ抗ウサギ IgG 抗体、 FITC-labeled ロバ抗ヤギ 

IgG 抗体および  FITC-labeled ヤギ抗マウス  IgG 抗体は全て  Santa Cruz 
Biotechnology より購入した。HTLV-1 p19 マウスモノクローナル抗体に対する
二次抗体は、Cappel より購入した FITC-conjugated 抗マウス IgG 抗体を使用し

た。 
 

3. 細胞株と細胞培養  
 

 Jurkat (T cell) 細胞株と K562 (erythromyeloid-cell) 細胞株は JCRB (Japanese 
Cancer Research Resources Bank)より、MT-1 細胞株と MT-2 細胞株は高知大学

第三内科 三好勇夫博士より、TL-Om1 細胞株は東北大学 菅村和夫博士より、
そして ST-1 細胞株と KK-1 細胞株は長崎大学 山田恭暉博士より供与してい
ただいた。MT-1 細胞と TL-Om1 細胞は ATL 患者の白血病細胞より分離され、

HTLV-1 は産生していない細胞株である。一方、MT-2 細胞は ATL 患者の末梢
血単核球と臍帯血リンパ球を一緒に培養して分離され、HTLV-1 を産生してい
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る細胞株である。ATL 患者、ATL キャリアおよび健常人ボランティアからの末
梢血単核球  (PBMC) は、ヘルシンキ条約に基づく同意書を得て提供していた
だいた。ATL 患者および ATLキャリアの検体は全て東京大学大学院 渡辺俊樹

博士より供与していただいた。ヘパリン採血した末梢血を PBS (-) で 2 倍に希
釈し、これを、等量のヒト単核球分離液 Lymphoprep (第一化学薬品株式会社) に
重層して遠心分離 (2,000 rpm, 30 分、室温) し、中間層の単核球分画を回収し、

PBS (-) で 2 回洗浄後使用した。全ての細胞株、ATL 患者、ATLキャリアおよ
び健常人ボランティアからの末梢血単核球は、56 ℃で 30分間非働化した 10 %
の子牛胎児血清を含む RPMI1640 培地（SIGMA）に抗生物質としてペニシリン

G (100 u/ml) (GIBCO) とストレプトマイシン (100μg/ml) (GIBCO) を添加した
ものを培養液として用いた。細胞はプラスチック製の培養フラスコを使用し、

37 ℃、5 % CO2 インキュベーター中で培養した。細胞株の継代は１対４から１

対９の割合で細胞浮遊液を新しい培養液に加え培養した。細胞の凍結保存はセ

ルバンカー（十慈フィールド株式会社）を用い、ディープフリーザーにて行っ

た。 
 

4. 動物  
 

 オスの C.B17-scid/scid (SCID) マウスは、チャｰルズリバーより購入した。 
 

5. 細胞増殖アッセイ (MTT Assay 法) 
 

 細胞株、ATL 患者、健常人ボランティアからの末梢血単核球を 5 X 105 cells/ml 
に調製し、96 ウェルプレート (Costar) に播種し (100μl/well) 、一定濃度の 

DHMEQ を添加し、37 ℃、5 % CO2 で一定時間インキュベートした。次に、
MTT 溶液を各ウェルに 10μlずつ加え、37 ℃で 4 時間インキュベートした。
その後、イソプロピルアルコールで希釈した 0.04 N HCl を各ウェルに 100μl

ずつ加え、ピぺッティングによりホルマザン沈澱を十分に溶解させた後、マイ

クロプレートリーダー (Bio-Rad) により波長 570 nm で吸光度を測定した。コ
ントロールとしてジメチルスルフォキシド (DMSO) を添加した検体の生存率

を 100 % とし、各種濃度の DHMEQ を添加した時の細胞生存率を求めた。 
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６ . ウエスタンブロッティング  
 

 回収した細胞を PBS (-) で 2 度洗浄した後、Cell Lysis バッファー  [10 mM 
Tris-HCl (pH 7.4), 1 % sodium dodecylsulphate (SDS),  1mM sodinu orthovanadate 

(V), 0.1 mM sodium molybdate, 1mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)] を加え

ピぺッティングにより溶解後、100 ℃で 5 分間煮沸した。次にボルテックスで
激しく混和し、得られた細胞懸濁液を 15,000 rpm、10 分間の遠心分離操作を行
い上清を回収することで不溶物を取り除いた後、タンパク質濃度を DC Protein 

Assay Kit (Bio-Rad) で測定した。タンパク質溶液は -80 ℃で保存した。一定量
のタンパク質に 5 X Sample バッファー [0.31 M Tris-HCl, pH 6.8, 10 % (w/v) 
sodium dodecylsulphate (SDS), 35 % (v/v) glycerol, 0.025 % (w/v) bromophenol blue, 

25 % 2-mercaptoethanol] を 1 X になるように加え、100 ℃で 5 分間煮沸し
SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) のサンプルとした。 
 スラブ型電気泳動槽にポリアクリルアミドゲル （テフコ）と Running バッ

ファー (25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1 % SDS)  をセットし、ゲルの各ウェル
に用意したサンプルを注入し、15~25 mA の定電流で電気泳動を行った。色素
がゲルの先端近くまで移動したところで泳動を終了し、ゲルを取り外し転写バ

ッファー (125 mM Tris, 960 mM glycine, 20 % メタノール) に浸した。メタノー
ル次に転写バッファー に浸したポリビニリデンジフロリド (PVDF) メンブレ
ン (Bio-Rad) とゲルをセミドライブロッティング装置（日本エイドー）にセッ

トし, 180 mA の定電流で 2~3 時間ゲル中のタンパク質をメンブレンに転写し
た。 
 転写後のメンブレンは超純水で 3 回洗った後、5 % (w/v) スキムミルク（雪

印）を含む TBST バッファー (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 137 mM NaCl, 0.1 % 
Tween 20) により室温で 2 時間振盪し、ブロッキングを行った。ブロッキング
を行ったメンブレンは、ブロッキングバッファー で希釈した 1~2 μg/ml の一

次抗体と ４ ℃で一晩反応させた。続いて TBST バッファー で 10 分間振盪し
ながらの洗浄を 3 回繰り返した。次に、TBST バッファー で希釈した二次抗
体とメンブレンを室温で 1 時間振盪反応させ、TBST バッファー で 10 分間振

盪しながらの洗浄を 3 回繰り返した。最後に Tween 20 を含まない TBS バッフ
ァー で 2 回、超純水で 1 回リンスし、Western Blue (Promega) により発色反
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応を行った。 
 
7.  Immunohistochemistry 

 

 PBS (-) で 2 回洗浄した細胞は 、PBS (-) に再懸濁させ、Auto smear (Sakura) 
を使ってサイトスピンし、スライドグラス (Matsunami) にはり付けた。十分に

風乾させた後、室温で 10 分間メタノール固定を行った。次に、PBS (-) で  3 分 
X 3 回の洗浄を繰り返した後、PBS (-) で 4μg/ml に希釈した一次抗体 60μl 
を加え、４ ℃で一晩反応させた。続いて、PBS(-) で  3 分 X 3 回の洗浄を繰

り返した後、PBS(-) で 4μg/ml に希釈した二次抗体 60μl を加え、 37 ℃ で 
30 分間暗所で反応させた。再び PBS(-) で  3 分 X 3 回の洗浄を繰り返した後、
Perma Fluor Aquaous Mounting Medium （日本ターナー株式会社）を用いて封入

した。観察までは蛍光の退色を防ぐため、冷暗所に保存した。観察は、共焦点

レーザー顕微鏡 Radiance 2000 (Bio-Rad) を用いて行い、画像処理は Photoshop 
にて行った。 
 

8. 核タンパク質の調製  
 

 細胞の核抽出液は、Andrews らの方法によって調製した。2~5 X 105 個の細
胞を 氷冷した Buffer A [10 mM N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-ethanesulphonic 
acid (HEPES)-KOH, pH7.9, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.5 mM dithiothreitol (DTT), 

0.2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)] 200μl に懸濁し氷上で 5 分放置
した後、ミキシングを 10 秒行い、遠心分離 (15,000 rpm, 10 秒, ４ ℃) を行っ
た。次に、上清を除いた後、沈殿物に氷冷した Buffer C (20 mM HEPES-KOH, 
pH7.9, 420 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 25 % glycerol, 0.5 mM DTT, 0.2 mM PMSF) 

を 20μl 加え氷上で 20 分放置した後、遠心分離 (15,000 rpm, 2 分, ４ ℃) を
行ない上清を回収し核タンパク質とした。タンパク質濃度は DC Protein Assay 

Kit (Bio-Rad) を用いて定量し実験に使用した。核タンパク質は、-80 ℃で保存
した。 
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9. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 
 

 EMSA で用いた二本鎖オリゴヌクレオチドは Promega より購入した。以下に

その配列を示す。 
NF-κB: 5'-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3' 
Oct-1  : 5'-TGTCGAATGCAAATCACTAGAA-3' 

AP-1  : 5'-CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA-3' 

二本鎖オリゴヌクレオチド 1 pmol、 (γ-32P) adenosine 5'-triphosphate (ATP) 
(Amersham Biosciences) 0.4 MBq、T4 polynucleotide kinase (Takara) 1μl を 20μl 

の系で調製し、37 ℃で 30 分反応させた。未標識のアイソトープを除くため、
Push column (Stratagene) を用い精製し、得られたプローブの比活性を測定した。 
核タンパク質 (2μg)、2 X binding buffer [40 mM HEPES-KOH, pH 7.9, 100 mM 
KOH, 1mM EDTA, 10 % glycerol, 0.2 % Nonidet P-40 (NP-40), 2 mM DTT, 2 mg/ml 

BSA Fractin V] 10μl、1 mg/ml Poly (dI-dC)・(dI-dC) double strand (Amersham 
Biosciences) 2μl そして 10 mM PMSF 1μlを混ぜ 19μl とし、室温で  5分間

放置後、32P でラベルした二本鎖オリゴヌクレオチド (15,000~20,000 cpm) 1μl 
を加え室温で 30 分結合反応を行った。スラブ型電気泳動槽に 30 分間プレ泳
動を行なった 6 % ポリアクリルアミドゲルと Running バッファー [25 mM 

Tris, 24.3 mM borate, 1 mM EDTA (0.5 X TBE) ] をセットし、ゲルの各ウェルに一
定量のサンプルを注入し、100 V の定電圧で 1 時間電気泳動を行った。泳動終
了後、80 ℃で 1 時間以上ゲルを乾燥させ、-80 ℃でオートラジオグラフィーを

行った。X線フィルムは XAR-5 (Kodak) を使用した。 
 スーパーシフトアッセイを行う場合は、32P でラベルした二本鎖オリゴヌクレ
オチド を加える前に、NF-κBサブユニットに対する各抗体 (2μg) を加え、室

温で 30 分反応させた。 
 
10. Reporter gene assay 

 

 アッセイで使用したκBサイトを繋いだ luciferase vector p［κB］6-Luc およ
びコントロール reporter pRL-TK は東京大学大学院 渡辺俊樹博士より供与して

いただいた。AP-1サイトを繋いだ luciferase vector AP-1-Luc は Stratagene より
購入した。いずれのプラスミドも、コンピテント細胞 E.coli HB101 (Takara) に 
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42 ℃、 45 秒の熱ショックを与えて導入し、100μg/ml のアンピシリンを含む 
100 ml の LB [1 % (w/v) トリプトン、0.5 % (w/v) 酵母エキス、0.5 % (w/v) NaCl] 
培地にて、37 ℃、一晩の振盪培養を行った。翌日、大腸菌の培養液を遠心分離

して上清を除き、菌体をペレットとして回収した。その後、Plasmid Purification Kit 
(Promega) により精製し、1/10 濃度の TE (10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA) 
に溶解、260 nm での吸光度を測定しプラスミド DNA サンプルとした。 

4 X 105 cells/ml に調製し、24 ウェルプレート (Costar) に播種し (500μl/well) 、
目的のプラスミド DNA は Lipofectamine 2000 Reagent (Invitorogen) を用い、製
品の取扱い説明書に従って細胞内に導入した。37 ℃、5 % CO2 で一定時間イン

キュベートした後、細胞を回収し、1,200 rpm、5 分間の遠心分離操作で上清を
除去した。 PBS (-) で 1 度洗浄した後、細胞塊に  1 X Lysis バッファー 
(Promega) 100μl 加え混和し、室温で 15 分間可容化し細胞抽出液とした。その

後、Dual Luciferase assay kit (Promega) を使ってルシフェラーゼレポータージー
ンアッセイを次の通り行った。10μl の細胞抽出液に 50μl の Luciferase Assay 
Reagent II を 50μl 加え、ホタルルシフェラーゼの発光量をルミノメーター 

(Lumat LB9501) で測定した。続いて、Stop & Glo Reagent  50μl を加え、ウミ
シイタケルシフェラーゼの発光量を測定した。コントロール reporter pRL-TK の
測定値を基にトランスフェクション効率を補正し、ルシフェラーゼ活性を求め

た。 
 

11. アポトーシスと caspase の活性化機構の解析  
 

 細胞の初期アポトーシスの検出は、Annexin V-FITC apoptosis detection kit (BD 
Biosciences) を用いて行った。細胞を PBS (-) で洗浄、さらに 1 X Binding Buffer 

で洗浄後、細胞を 1 X Binding Buffer 200μl に懸濁した。続いて、Annexin V-FITC 
5μl を加え混和し、室温暗所で 15 分間放置した。その後、フローサイトメー
ター (日本ベクトン・ディッキンソン株式会社)により解析を行った。 

  Hoechst 33342 は染色体 DNA と結合し、蛍光顕微鏡 (UV フィルター）下
で観察すると青色の蛍光を発し、細胞核の形態を観察することができる。アポ

トーシスによってみられるクロマチンの凝集や核の断片化は、細胞を 10μMの 

Hoechst 33342 で染めた後 (37 ℃、15分間、暗所）、PBS (-) で洗浄後、UV フ
ィルターを用いた蛍光顕微鏡 (Olympus BX50F) で観察した。  
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 アポトーシスによってみられる caspase の活性化経路の解析は、caspase の特
異抗体によるウェスタンブロッティング法と、caspase のインヒビターを用いた 
MTT Assay 法により検討した。5 X 105 cells/ml に調製した細胞浮遊液に、終濃

度が 20μM となるように caspase インヒビター を加え、37 ℃、5 % CO2 で 1 
時間インキュベートした。その後、終濃度が 10μg/ml となるように DHMEQ 
を加え、96 ウェルプレートに播種し (100μl/well) 、37 ℃、5 % CO2 で 24 時

間インキュベートした。翌日 MTT Assay を行い、各種 caspase インヒビターを
添加したサンプルと添加しなかったサンプルの細胞生存率を比較した。 
 

12. 合成 DNAマイクロアレイ法  
  

 10μg/ml DHMEQ で 16 時間処理した後、1,200 rpm、5 分の遠心により細胞

を回収した。その後、ISOGEN (NIPPON GENE) を用い、製品の取扱い説明書に
従って Total RNA 調製を、さらに Poly (A) Rure kit (Ambion) cDNA を用いてポ
リアデニル酸 [Poly (A)+] RNA 抽出を行った。標識 cDNA 合成は、[Poly (A)+] 

RNA 2μg を出発材料に、ラベリング＆ハイブリダイゼーションキット（マイク
ロダイアグノスティック）、逆転写酵素 SuperScript II（インビトロジェン）、  
DHMEQ 処理群には Cyanine 5-deoxyuridinetriphosphate (dUTP) (New England Bio 

Lab)、DHMEQ 未処理群には Cyanine 3-dUTP (New England Bio Lab)を用いて行
った。 
 Cyanine 5 標識 cDNA と Cyanine 3 標識 c DNA を、同一試験管内で混合し、

ラベリング＆ハイブリダイゼーションキット付属のスピンカラムによって精製

し、ラベリング＆ハイブリダイゼーションキット付属の 1 X ハイブリダイゼー
ションバッファー 21μl に溶解した。この溶液をマイクロアレイスライドガラ

スの DNA がスポットされている領域に滴下し、カバーガラスで被いハイブリ
ダイゼーションカセット（マイクロダイアグノスティック）に格納した。その

後、気相恒温器に入れ、68 ℃で 15 時間ハイブリダイゼーションを行った。 

 翌日、2 X SSC (0.3 M NaCl, 0.03 M クエン酸ナトリウム, pH 7.0), 0.1 % SDS 溶
液をスポイトを使ってカバーガラス上から滴下し、マイクロアレイスライドガ

ラスをこの溶液に浸した。次に、カバーガラスを取り除き、マイクロアレイス

ライドガラスをスライドガラスホルダーに入れ、200 ml の 2 X SSC 溶液で    
1 分間（室温）、0.2 X SSC 溶液で 1 分間（室温）、最後に純水で 1 分間（室
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温）、それぞれ振盪させながら洗浄を行った。そして、低速遠心機 (Beckman 
Coulter) を用いて 1,500 rpm で 5 分間遠心し、水分を取り除いた。 
 続いて、GenePix4000A スキャナ (Axon Instrument) を用いて波長 635 nm お

よび波長 532 nm の蛍光シグナルを同時測定し、各スポットを同一画面上に画
像化した。さらに、バックグラウンドを差し引いた価を算出し、各スポットの 2 
色の蛍光強度比を計算した。得られたデータセットを遺伝子発現ソフトウエア

（マイクロダイアグノスティック）にて解析した。 
 

13. 細胞周期 (cell-cycle) の解析  
 

 細胞 (1~7 X 106 cells/ml) を PBS (-) で 2 回洗浄し、細胞塊に -20 ℃で冷や
した 70 ％エタノール 10 ml を攪拌しながらゆっくりと徐々に加えた。４ ℃で  

2 時間放置した後、PBS (-) で細胞を 2 回洗浄し、0.25 mg/ml RNaseA 溶液を   
1 X 106 個の細胞に対して 1 ml 加え、 37 ℃で 15~60 分間インキュベーショ
ンを行なった。次に、プロピジウムイオダイド (PI) 溶液を 50μg/ml になるよ

うに添加し、４ ℃で 30 分間（暗所）に放置し、その後フローサイトメーター
を用いて解析した。 
 

14. ATL in vivo モデル系における  DHMEQ の影響の解析  
 

 5 週令の SCID マウスに ATL 細胞を接種する前処置として、接種 3~5 日

前に抗 IL-2Rβモノクローナル抗体 TM-β1 1 mg を PBS で溶解し腹腔内に投
与した。その後、5 X 107 個の MT-2 細胞を腹腔内に接種し、DHMEQ 処置群
には、0.5 % carboxymethyl cellulose (CMC) で溶解した DHMEQ を、4 mg/kg ま

たは 12 mg/kg の条件で細胞を接種した当日から週に 3 回の割合で 1 ヶ月間
腹腔内に投与した。コントロール群は、DHMEQ 処置群と全く同じ手順で、 
0.5 % CMC 溶液を投与した。生存率は Kaplan と Meier の方法によって計算し

た。in vivo モデルの実験は、熊本大学生命資源研究支援センター 大杉剛生博士
に協力していただいた。 
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15. HTLV-1 プロウイルスの Real-time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)  
 

  ATL キャリアの末梢血から分離した単核球を DHMEQ または DMSO（コ

ントロール）で 72 時間処理した。コントロール実験として、同じ細胞数の K562 
と TL-Om1 細胞株を混ぜ合わせ DHNEQ で 72 時間処理した。その後、DEAD 
Cell Removal Kit (MACS) を用いて死細胞を除去し、生細胞のみを回収した。次

に、genomic DNA purification kit (PUREGENE) を用いて DNA の調製を行った後、
吸光度を測定し一定量を RT-PCR に使用しプロウイルスのコピー数を求めた。
田中らの報告に従い、 HTLV-1 プロウイルス遺伝子を増幅した (56)。HTLV-1 

プロウイルス pX 領域のプライマーセットおよび 5' 末端を蛍光物質 (FAM) で、
3' 末端をクエンチャー物質で修飾した TaqMan プローブは以下の通り Applied 
Biosystems に合成を依頼した。 
forward primer pX2-S     5'-CGGATACCCAGTCTACGTGTT-3' 
reverse primer  pX2-AS  5'-CAGTAGGGCGTGACGATGTA-3' 
carboxyfluorescein (FAM)-labeled pX2 probe 

                      5'-CTGTGTACAAGGCGACTGGTGCC-3' 

TaqMan プローブ法による RT-PCR は、ABI PRISM 7000 Sequence Detection 
System (Applied Biosystem) を用いて行った。TaqMan プローブは、PCR 反応の

アニーリングステップで鋳型 DNA に特異的にハイブリダイズするが、プロー
ブ上にクエンチャーが存在するため、励起光を照射しても蛍光の発生は抑制さ

れる。伸長反応のステップの時に、Taq  DNA ポリメラーゼのもつ 5'→3' エキ

ソヌクレアーゼ活性により、鋳型にハイブリダイズした TaqMan プローブが分
解されることにより蛍光色素がプローブから遊離し、クエンチャーによる抑制

が解除されて蛍光が発せられ、その蛍光量を測定するという原理を利用してい

る。HTLV-1 プロウイルスの定量は、東京大学大学院 相沢繁美博士に協力して
いただいた。 
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第３節  結果  
 

3-1. DHMEQ による ATL 由来細胞株に対する恒常的  NF-κB 活性の抑制   
効果  
 

 ATL 由来の二種類の細胞株 (MT-1, TL-Om1) および in vitro で HTLV-1 を

感染させトランスフォームさせた細胞株 (MT-2) を用いて、DHMEQ による恒
常的 NF-κB 活性化の影響を Electrophoretic mobility shift analysis (EMSA) によ
る  DNA 結合能で検討した。ATL 由来の  3 種類の細胞株を  10μg/ml の

DHMEQ で 16 時間処理することで、恒常的 NF-κB 活性化はほぼ完全に抑制
されることが明らかになった (Figure 12A, left upper 3 panels)。また、TNF-αで刺
激し NF-κB を活性化した Jurkat 細胞を 10μg/ml の DHMEQ で 16 時間処

理した場合も、NF-κB 活性化をほぼ完全に抑制することが明らかになった。さ
らに、DHMEQ の特異性を検討するために、転写因子 Oct-1 や AP-1 の影響を
調べたところ、DHMEQ は Oct-1 や AP-1 の結合能にはほとんど影響を及ぼさ

ず、NF-κB 活性を選択的に抑制することが明らかになった。恒常的 NF-κB 活
性化のない K562 細胞においても、Oct-1 活性にはほとんど影響を及ぼさなか
った (Figure 11A, upper and lower panels)。 

 次に、TL-Om1 細胞株を用いて、DHMEQ 処理による NF-κB 阻害の経時的
変化を検討した。AP-1 結合能に変化はみられないにもかかわらず、NF-κB 結
合能は DHMEQ 処理後 2 時間で明らかに抑制されるという結果が得られた 

(Figure 11A, upper and lower rightmost panels)。 
  DHMEQ による NF-κB の転写活性化能の抑制について Luciferase construct 
を用いたレポータージーンアッセイで検討した。コントロールとして AP-1 の

結合配列を繋いだ Luciferase construct を用いた。MT-1 および TL-Om1 細胞
株にレポータージーンを導入し、3 時間培養後 DHMEQ 処理を開始し、さらに 
16 時間培養後細胞抽出液を調製し、レポータージーンアッセイを行った。その

結果、DHMEQ は AP-1 の転写活性化能に影響を及ぼさなかった。しかしなが
ら DHMEQ 処理により、NF-κB の転写活性化能は約三分の一にまで減少する
ことが明らかとなった (Figure 11B)。 

 恒常的に活性化している NF-κB 複合体の構成タンパク質を解析することを
目的に、3 種類の ATL 由来細胞株の核タンパク質を用いてスーパーシフトア
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ッセイを行った。いずれの細胞株においても活性化 NF-κB の構成タンパク質
は、p65、 p50 そして RelB を含んでいることが明らかとなった (Figure 11C)。
Figure 11A および 11C の結果より、DHMEQ は活性化 NF-κB の構成タンパ

ク質と DNA の結合を阻害することが示唆された。 
 次に、DHMEQ による活性化 NF-κB の構成タンパク質の細胞内分布に及ぼ
す影響を調べるために、共焦点レーザー顕微鏡を用いた免疫蛍光法による検討

を行った。ATL 由来細胞株 (MT-1, TL-Om1) を 10μg/ml の DHMEQ で 16 
時間処理することにより、NF-κB p65/p50 の核への移行が妨げられ、細胞質に
蓄積するという結果が得られた (Figure 11D)。しかし、NF-κB の DNA 結合能

がない K562 細胞では、p65 および p50 タンパク質の細胞内分布に変化を認め
なかった (データ未提示)。  
 これらの結果より、ATL細胞株において、DHMEQ は NF-κB の核移行を阻

害、NF-κB の活性化を抑制することが示唆された。 
 

3-2. DHMEQ の ATL 由来細胞株に対するアポトーシス誘導効果  
 

 DHMEQ が ATL 由来細胞株に対して増殖抑制作用を示すかを調べるため、 
in vitro の系の MTT Assay 法により解析した。DHMEQ 処理により、4 種類の

ATL 由来細胞株 (MT-1, TL-Om1, KK-1, ST-1) 全てにおいて、DHMEQ 濃度依
存的に生存率の低下が認められた。10μg/ml の DHMEQ で生存率が 30 %以下
まで低下した。さらに、生存率の経時的変化をみてみると、12 時間、24 時間、

48 時間と時間が経過するに従って明らかな生存率の低下が認められた。しかし
恒常的 NF-κB の活性化のない K562 細胞株では、10μg/ml の高濃度において
も生存率にほとんど影響を及ぼさなかった (Figure 12A)。 

  ATL 由来細胞株に対する DHMEQ 処理でアポトーシス誘導が可能かどうか
を調べるために、Annexin V 陽性細胞をフローサイトメトリー法により解析し
た。MT-1 および TL-Om1 細胞株では、DHMEQ 処理 24 時間、48 時間と時

間が経過するに従って明らかに Annexin V 陽性細胞が増加した (Figure 12B)。さ
らに、Hoechst 33342 染色によってアポトーシスでみられる核の形態変化を調べ
たところ、ATL 由来細胞株では細胞がアポトーシスにより死滅したときにみら

れるクロマチンの凝集や核の断片化が検出された。恒常的 NF-κB の活性化の
ない K562 細胞株においては 、核の形態変化はみられなかった (Figure 12C)。 
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 これらの結果より、DHMEQ は恒常的 NF-κB の活性化がみられる ATL 由
来細胞株に特異的に作用し、これらの細胞をアポトーシスに導くことが示され

た。 
 

3-3. 抗アポトーシスおよびセルサイクルを司どる遺伝子群の発現制御  
 

  次に DHMEQ 処理により、どのような遺伝子の発現に変化がみられるのかを
調べることを目的に、CodeLink Expression Bioarray System を用いた解析を行な
った。DHMEQ 処理により抗アポトーシス作用にかかわる Bcl-XL、Bcl-2 や 

cell-cycle progression に重要な cyclin D1、Rb や p53 遺伝子の発現が抑制されて
いた。一方、caspase-3、-8、-9 などのようなアポトーシス誘導分子や実行分子
においては、発現の増加がみられた (データ未提示)。 

  実際、タンパクレベルにおいても同じ現象がみられるかどうかを調べるため
に、Immunoblot 法により解析を行った。代表的なタンパク質をいくつか選択し、 
cell-cycle にかかわるものとして、cyclin D1、Rb そして p53、アポトーシス抑

制に働くものとして、 Bcl-XL、c-FLIP そして c-myc について解析を行った。
さらに、各々の検出バンドをデンシトメーターで測定し、コントロールとして

用いた tubulin と比較し数値化したところ、10μg/ml DHMEQ  16 時間の処理

でこれらのタンパク質の発現に顕著な抑制がみられた (Figure 13A top and lower 
panels)。ATL 由来細胞株の DHMEQ によって誘導されるアポトーシスは、抗
アポトーシスやセルサイクルに作用する遺伝子の発現抑制と、アポトーシス実

行遺伝子の発現誘導を伴っていることが示唆された。 
 次に、DHMEQ によって誘導されるアポトーシスにおける caspase の活性化
機構の検討を行った。細胞内での caspase の活性化機構には、ミトコンドリア

から流出したシトクロム c が caspase-9 の活性化因子である Apaf-1 に結合し
活性化される系と、Fas や TNF レセプター（デスレセプター）の複合体に 
caspase-8 もしくは -10 が直接結合し活性化される系の二つがある。caspase の

活性化が起こると、その活性中心にあるシステイン残基が切断され、いくつか

のドメインにプロセッシングされる。ATL 由来細胞株を 10μg/ml DHMEQ で 
4 時間、8 時間、16 時間処理し、Immunoblot 法により解析を行った。DHMEQ 

処理後 4 ~8 時間で、これらの caspase の切断断片が検出された (Figure 13B)。
DHMEQ による caspase の活性化機構は、ミトコンドリアとデスレセプターの
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両方の系がかかわっていることが示唆された。 
 さらに、caspase-3、-8、-9 の各々に特異的な阻害剤を用いて、DHMEQ 処理
における抗アポトーシス効果を検討した。DHMEQ と caspase の阻害剤を併用

することにより、DHMEQ 単剤処理より細胞の生存率も  20~30 ％回復し
(Figure 13C)、Immunoblot 法により検出される caspase の切断も抑制されること
が明らかとなった (データ未提示)。 

 DHMEQ 処理を施した細胞の細胞周期解析を行なうことにより、DHMEQ の
細胞分裂抑制効果を調べた。DHMEQ 処理時間の経過とともに、G0/G1 phase の
細胞集団が増え、細胞増殖を停止していることがわかった (Figure 13D)。 
 

3-4. 新鮮  ATL 細胞に対する DHMEQ の効果  
 

 DHMEQ は新鮮 ATL 細胞においても、ATL 由来細胞株と同じ効果が期待で
きるかを検討した。3 例の新鮮 ATL 細胞を、10μg/ml の DHMEQ で 16 時
間処理し、EMSA を行なった。3 例とも NF-κB の DNA への結合活性の著し

い低下が認められたにもかかわらず、AP-1 の結合活性に変化は認められなかっ
た。また、NF-κB 複合体の構成タンパク質をスーパーシフト EMSA を行ない
解析したところ、いずれも p50 と p65 で、RelB や c-Rel を含んでいないこと

が明らかとなった (Figure 14A)。 
 コントロールとして用いた T cell-enriched 正常末梢血単核球 (PBMC) は 新
鮮 ATL 細胞とは対照的に、DHMEQ の影響はほとんど受けず、NF-κB の 

DNA への結合活性に著しい変化は認められなかった。さらに、NF-κB 複合体
の構成タンパク質は p50 が主で、 p65 や RelB は含んでいないことが明らか
となった (Figure 14B)。この点が、ATL 細胞と正常細胞との間で生じる DHMEQ 

に対する感受性の違いを説明できる可能性が考えられた。 
 7 例の新鮮 ATL 細胞の MTT アッセイの結果から、DHMEQ 処理により著
しい細胞の生存率の低下、さらには annexin-V 陽性細胞の増加と核の形態の変

化というアポトーシスに特有な現象が確認された。コントロールの正常 PBMC 
では、DHMEQ の影響はほとんどみられなかった (Figure 14C~E)。 
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3-5. SCID マウスを用いた  in vivo モデルでの検討  
 

 これまで ATL 由来細胞株および新鮮 ATL 細胞を用い、DHMEQ の効果を 

in vitro の実験系で検討してきた。次に、SCID マウスを用い、DHMEQ の効果
を in vivo の実験系で検討した。5 X 107 個の MT-2 細胞をマウスの腹腔内に注
射した後、4 mg/kg または 12 mg/kg の割合で DHMEQ をマウスの腹腔内に 1 

週間に 3 回、 1 ヶ月間注射した。DHMEQ に対するコントロールとして、0.5 % 
CMC 溶液を単独で注射した。DHMEQ 4 mg/kg の群では、6ヶ月後、6 匹中 4 匹
が生存したが、0.5 % CMC 溶液を注射したコントロール群は、1  匹も生存する

ことができなかった。DHMEQ 12 mg/kg の群では、MT-2  細胞を注射してから 
35 日後、6 匹中 わずか 1 匹が死亡した。一方、0.5 % CMC 溶液を注射したコ
ントロール群は、6 匹中 5 匹が死亡した。 

 以上の結果において、 DHMEQ 処理による生存率の延長効果が確認された 
(Figure １5)。 
 マウスに注射した MT-2 細胞は、生体内で増殖し大きい腫瘍の塊となった。

その腫瘍が、外部からの接種によって派生したものなのかを確かめるため、

HTLV-1 Tax および human β-globin 遺伝子を PCR 法により増幅した。マウス
にできた全ての腫瘍は、両遺伝子とも陽性であり、 腫瘍は MT-2 細胞由来のも

のであることが確認できた。さらに、腫瘍組織の抗 HTLV-1 p19 抗体による蛍
光免疫組織染色を行なったところ、DHMEQ (4 mg/kg) 処理後の残った腫瘍組織
では、HTLV-1 p19陽性細胞は検出されなかった。さらにへマトキシリンエオジ

ン (H & E) 染色で確認したところ、線維性の組織やリンパ系細胞でうめつくさ
れていた (データ未提示)。また、コントロールマウスと比較すると、DHMEQ で
処理したマウスに体重減少などの副作用は全くみられず、DHMEQ の投薬処方

に問題はないことが明らかとなった。 
 以上の結果から、HTLV-1 でトランスフォームした T 細胞を接種した SCID 
マウスは DHMEQ の投与により、恒常的 NF-κB 活性化の破錠によって引き

起こるアポトーシスの誘導をとおして、HTLV-1 感染から免れることができた
ものと示唆される。 
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3-6. DHMEQ によるキャリア末梢血単核球  (PBMC) 中の HTLV-1 ウイル
ス量の削減  
 

 PBMC 中の HTLV-1 ウイルスのウイルス量は、ATL を含め HTLV-1 が関係
する疾病のリスクファクターのひとつであると考えられてきた (57)。HTLV-1 
は 1 細胞当たり 1 コピー存在するので、ウイルス量（すなわち HTLV-1 感染

細胞の数）の増加は、HTLV-1 感染細胞のオリゴクローナルな増殖から起こっ
たものであると考えられる (58)。 
 はじめに ATL キャリア PBMC 中の HTLV-1 感染細胞において NF-κB の

活性化がみられるかどうかを調べた。一般的に HTLV-1 感染細胞は、ウイルス
遺伝子の発現にかかわらず、その細胞表面に IL-2Rαが発現していることが知
られている。そこで、IL-2Rαと活性化 NF-κB p65 抗体を用い免疫蛍光染色後、

共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察することにより同定を試みた。はじめに、

ATL の細胞株である MT-1 とコントロールとして T 細胞株である Jurkat を
用いて検討した。MT-1 細胞では全ての細胞が IL-2Rαと活性化 NF-κB p65 と

もに陽性であった。一方、コントロールの Jurkat は IL-2Rα陰性であり染め分
けが可能であることが示された。次に、HTLV-1 キャリア 5 検体、正常コント
ロール 3 検体について調べてみた。代表的な結果を、Figure 16A に示した。

HTLV-1 キャリアからの PBMC サンプルでは、IL-2Rαと活性化 NF-κB p65 
ともに陽性のリンパ球を見分けることができた。一方、コントロールの正常 
PBMC では、IL-2Rαと活性化 NF-κB p65 ともに陽性の細胞はひとつも検出す

ることができなかった。キャリア PBMC 中の IL-2Rαと活性化 NF-κB p65 と
もに陽性の細胞の割合は、おそらく数％~10 % 程度であると予想された。これ
らの結果より、HTLV-1 キャリア PBMC 中のいまだトランスフォームしていな

いHTLV-1 感染細胞においても、NF-κB が活性化していることが示唆された。 
 次に、DHMEQ で NF-κB を抑制することで、HTLV-1 キャリア末梢血単核
球 (PBMC) 中のHTLV-1 感染細胞の数 (proviral load) を減少させることができ

るかどうかを検討した。HTLV-1 キャリア PBMCは、患者自身の血清を 10 % 
と 10μg/ml の DHMEQ を含む RPMI 1640 培地で 72 時間培養した。DHMEQ 
のコントロールとして DMSO を 0.1 % となるように加えた。72 時間後、死細

胞は DEAD Cell Removal Kit を用いて除き、回収された生細胞よりゲノム DNA 
を調製し、PCR による定量的解析により HTLV-1 ウイルスのコピー数を測定し
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た (Figure 16B)。二つの細胞株、 K562 と TL-Om1を等量混合し DHMEQ で処
理したものをこの実験系のコントロールとしたところ、ウイルスのコピー数は

およそ 40 % まで減少した。 HTLV-1 キャリア PBMC を DHMEQ で処理し、

DMSO で処理したコントロールと比較すると、ウイルスのコピー数は明らかに
減少しており、減少率の幅はおよそ 10 %~80 %  (mean ± SD, 65.6 % ± 
25.8 %) であった (Figure 16C)。 

 これらの結果より、HTLV-1 感染細胞でも少なくとも一定の割合の細胞が 
NF-κB の恒常的活性化を示し、 NF-κB に依存した分子基盤を有しているい
ることが考えられた。抹消血中の HTLV-1 感染細胞は、DHMEQ 処理により感

染細胞がアポとーシスを起こし除去されウイルス量が減少した。一方、ATL で
は ATL 細胞のみならず、腫瘍化していない HTLV-1 感染細胞も除去されるこ
とが期待される (Figure 17)。 
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第４節 考察  
 

 本研究において、新規 NF-κB 阻害剤 DHMEQ による ATL 細胞や ATL 由

来の細胞株における NF-κB の恒常的活性化の抑制やアポトーシス誘導、さら
に in vivo モデルにおける DHMEQ の効果、HTLV-1感染細胞への効果を調べ
ることにより、DHMEQ の分子標的試薬として ATLの治療および予防に対する

有効性を検討した。 
 DHMEQ は ATL 細胞や ATL 由来の細胞株の NF-κB を阻害しアポトーシ
スを誘導したが、コントロール正常  PBMC には明らかに影響はなかった 

(Figure 14)。またMT-2 細胞を接種した SCID マウスに DHMEQ を投与するこ
とで、マウスは生存率を有意に延長した (Figure 15A)。さらに、HTLV-1 キャリ
ア PBMC を DHMEQ 処理することで、HTLV-1 ウイルのコピー数を減じるこ

とができ、HTLV-1 感染細胞に特異的に作用することが示唆された (Figure 16C)。
以上の結果より新規 NF-κB 阻害剤 DHMEQ は、ATL の治療および ATL 発
症予防に貢献できる可能性を有している有望な分子標的薬であることが示唆さ

れた。 
 NF-κB 経路を標的にした NF-κB 阻害剤は、いくつかのグループに分類す
ることができる。代表的なものとして、(1) IκBαのリン酸化阻害剤、(2) プロ

テアソームやプロテアーゼ阻害剤、(3) NF-κB の核移行阻害剤、(4) NF-κB の 
DNA ヘの結合阻害剤、あるいは (5) 基本転写因子との相互作用を阻害する薬剤
が挙げられる (7)。DHMEQ は、第 ３のグループに属し、NF-κB の核移行を

阻害するユニークな低分子化合物として知られている。しかし、現在までに多

数の NF-κB の阻害作用を有する薬剤が報告されているが、特異性の低さや副
作用の問題、さらには投与方法の問題などクリアできず、広く臨床応用に至っ

ているものが存在しない (21)。 
 著書らは、ATL や Hodgkin リンパ腫細胞株における NF-κB の恒常的活性
化を、アデノウイルスベクターに組み込んだ変異型 IκBαを導入し阻害するこ

とで、腫瘍細胞にアポトーシスが誘導されることを報告した (59)。本研究にお
いて、低分子化合物 DHMEQ による NF-κB の阻害でも同様な効果がえられ
ることが確認された。 

 近年、ATL において NF-κB の恒常的活性化に作用するいくつかの NF-κB 
阻害剤の効果について報告がなされている。すなわち Bay-11-7082 、
2-amino-6-[2-(cyclopropylmethoxy)-6-hydroxyphenyl]-4-piperidin-4-ylnicotinonitrile 
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(ACHP) や caffeic acid phenethyl ester (CAPE) のような IκB のリン酸化阻害剤
である (53-55)。Bay-11-7082 の報告と本研究で使用した DHMEQ の結果を比
較してみると、正常 PBMC の生存率に影響を及ぼさない濃度において、NF-κ

B の活性化を完全に抑制して ATL 細胞を効果的にアポトーシスに導くという
点で、DHMEQ の特異性は Bay-11-7082 より高いことが示唆された。特異性の
違いは作用メカニズムの違いに起因しているものと思われる。Bay-11-7082 は    

IκBαのリン酸化を阻害する働きの他に、高浸透圧や紫外線など様々な物理的
ストレスで活性化するキナーゼタンパク質である  p38 や  Jun N-terminal 
kinase-1 (JNK-1) を刺激したり、起原は不明であるが、 130~140 kDa タンパク

質のチロシン残基をリン酸化する活性を持っている。これらのデータは、

Bay-11-7082 は、IKKを阻害する活性とは関係ない非特異的な活性も持ち合わせ
ているを示唆している (60)。 

 プロテアソーム阻害剤 PS-341 と ATL についても最近いくつかの報告がな
されているが、PS-341 による NF-κB の抑制は、サリチル酸ナトリウムと同等
のレベルでほとんど阻害効果がみられないなど、首尾一貫したした報告はなか

った。また、ATL 細胞に対する抗増殖効果においても、有効であるという報告
はない (54, 61, 62)。一方、DHMEQ は、Bay-11-7082 の標的である IKK のさら
に下流の p65 の核移行を標的にしている。さらには、DHMEQ による NF-κB 

の DNA への結合阻害は迅速でかつほぼ完全で (Figure 12 & 15) ある。さらに 
DHMEQ の NF-κB 抑制効果は、抵抗性を示す細胞株での検討では一過性であ
る（データ未提示）。この DHMEQ の特性は正常組織に対する副作用を最小限

に押さえることができるという有利な特性を持ち合わせていると考えられる。

臨床応用にあたってはとくに NF-κB が免疫系で重要な働きをしていることか
ら、不可逆的な NF-κB の阻害は免疫系への抑制が問題となる点をクリアでき

る可能性が期待される。 
 ATL 細胞で NF-κB 活性が完全に押さえられる濃度で、コントロールの T 
細胞 enriched PBMC サンプルを DHMEQ で処理したところ、NF-κB の DNA 

への結合活性で ATL 細胞とは明らかに異なる効果がみられた (Figure 14B)。こ
れらの結果は、正常末梢血単核球と ATL 細胞間の NF-κB 複合体の構成分子
の違いによるものであることが推測された (41, 51)。ATL 細胞での 恒常的 NF-

κB の活性化成分は、p50/p65 のヘテロダイマーに依るもであったが (Figure 
14A)、コントロールの T 細胞 enriched PBMC にみられる恒常的 NF-κB の活
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性化成分は、p50 のホモダイマーが主であった (Figure 14B)。DHMEQ で処理し
た ATL 細胞で、DNA へ結合できず残った NF-κB の構成成分はわずかではあ
るがはっきりとしており、p50 のホモダイマーに相当するか、あるいは p50 の

ホモダイマーを含むものであることが予想された (Figure 14A)。primary の ATL 
細胞は微量の p50 のホモダイマーを含んでいるか、あるいは本研究に使用した 
ATL 検体に、わずかな正常 T 細胞が含まれていたことが考えられる。このよ

うに、DHMEQ は p50 に作用しにくいのではないかという仮説を検証するとい
う課題は残っているが、DHMEQ は p50 のホモダイマーを除き NF-κB 複合体
の阻害剤として機能することが推察された。 

 DHMEQ 処理後の NF-κB の DNA への結合抑制効果は、処理後 1~ 24 時
間後まではっきり認められた。一方、アポトーシスは DHMEQ で処理した後、
相対的に少し遅れて誘導されてきた (Figure 12B & 14D)。DHMEQ 処理による 

ATL 細胞でのアポトーシスは、間接的な現象であり何らかの遺伝子の発現レベ
ルを変えることで誘導されていることが考えられた。この概念は、DHMEQ が 
ATL 由来細胞株において Bcl-xL や c-FLIP などの抗アポトーシスにかかわる

分子や細胞増殖にかかわる分子の発現を負に制御するという結果に支えられて

いる (Figure 13A)。Rb タンパク質 (pRB) は細胞周期の G1 期においては、主
に転写因子 E2F と結合してその活性を抑えることによって細胞が増殖サイク

ルに入るのを抑制している。しかし、G1 期から S 期への移行期にはサイクリ
ン D とサイクリン依存性キナーゼ (CDK) 複合体による細胞周期特異的リン
酸化を pRB が受けることで E2F が解離し活性型転写因子となり、DNA の複

製を開始させ、細胞を増殖サイクルに進行させていることがわかっている。

DHMEQ 処理による Rb タンパク質 (pRB) のリン酸化レベルの減少は、cyclin 
D1 の負の制御に依るものであることが推察され、その結果細胞周期エンジンの 

G0/G1 期から S 期に進行する過程でブレーキがかかり G1 期停止の現象が起
こっていることが考えられる (Figure 13A & 13D)。これらの結果からも、ATL 細
胞における NF-κB の恒常的活性化は、NF-κB の抗アポトーシス活性や細胞

周期を調節しているタンパク分子の発現誘導を通して、ATL 細胞特有の生存基
盤を支えていることが示唆された。 
  HTLV-1 でトランスフォームした MT-2 細胞を接種したマウスに DHMEQ 

を投与したところ、コントロール群と比較し生存率の延長が確認された (Figure 
15)。 本実験では投与する DHMEQ 濃度を 4 mg/kg または 12 mg/kgの２種類
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に設定し、1 週間に 3 回の割合で投与した。 DHMEQ の中間致死量 (LD50) は 
180 mg/kg であることから、今回設定した DHMEQ 濃度は LD50 にほど遠い量
である。それにもかかわらず、 DHMEQ 投与によるマウスの生存率の顕著な延

長効果がみられた (Figure 15)。これらの結果より、DHMEQ の吸収、分布、代
謝、排泄など生体内における薬物動態ははっきりと明らかになっていないが、

DHMEQ は毒性の少ない新規の抗 ATL 薬として、臨床応用につながることが

期待できる。 
 キャリア中の HTLV-1 感染細胞は、ウイルス遺伝子が誘導され Tax を発現す
ると細胞障害性 T細胞の標的となるため、生体内における HTLV-1 感染細胞を

同定することは非常に難しい問題である (46, 63)。IL-2Rαは HTLV-1 感染細胞
に恒常的に誘導される分子として知られる。今回蛍光免疫染色法により、

HTLV-1 キャリア PBMC サンプルから IL-2Rαと活性化  p65 ともに陽性な

細胞を同定することができた。一方、コントロールの正常 PBMC では IL-2Rα、
活性化  p65 ともに陰性であった (Figure 16A)。ATL 細胞では IL-2Rαが発現
しており、ウイルス遺伝子の発現がなくても NF-κB の活性化がみられた。さ

らに IL-2Rαと活性化  p65 陽性細胞数は、ウイルス量と相関関係があること
が考えられた。DHMEQ はキャリア PBMC 中の HTLV-1 感染細胞のみを選択
的に除去することが可能であったことから、HTLV-1 関連疾患の治療にも役立

つことが期待される。 
 本研究においてこれまで明らかにしてきたように、 正常 PBMC は DHMEQ
に対して抵抗性であり、マウスモデルでも明らかな毒性はなく、DHMEQ は  

HTLV-1 感染 T 細胞や ATL 細胞における NF-κB の恒常的活性化を標的と
する 、優れた新規 NF-κB 阻害剤の候補のひとつであると考えられた。本研究
は DHMEQ により ATL の予後の大きな改善さらには発症予防も可能となるこ

とを示唆する。さらに、DHMEQ の薬物動態を解析することにより、ATL 患者、
HTLV-1 キャリアに対して将来的に臨床試験の道を提供できる可能性があるこ
とも期待される。  
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第４章  慢性リンパ性白血病  (CLL) に対する NF-κB 阻害剤  
        の応用  
 

第１節 序論  
 

 慢性リンパ性白血病（CLL） は、成熟した小型リンパ球（B 細胞）によるリ

ンパ系腫瘍で、50 歳を越える男性に多く、欧米では白血病の約 30 ％ を占め
るが、日本では約 2 ％ と極めて稀な白血病である。慢性に経過する疾患で、
末梢血および骨髄でのリンパ球の増加が顕著にみられる。病気の過程は変わり

やすく、 fuludarabine や 2-chlorodeoxyadenosine (cladribine) のようなヌクレオチ
ドアナログが開発されたにもかかわらず、有効な治療法はなくいまだ予後不良

の病である。CLL 細胞の分子生物学的特徴に基づく分子基盤を理解し、新しい

治療を開発して行くことが CLL の予後を改善する上で必要となってきている。
現在使われている化学療法剤の大部分は、DNA 複製や細胞分裂を標的とした薬
剤であるため、増殖の盛んな癌細胞により効果的に作用する。増殖がみられな

いがそのかわりアポトーシスから逃れた細胞が蓄積された状態である CLL の
治療薬として、これらの薬剤が十分相応しいものであるとは言えない (12, 64)。 
 近年、腫瘍細胞の維持や増殖を支える分子を標的とする分子標的療法が遂行

されてきている。分子標的療法は腫瘍細胞に対する特異性を高め、正常細胞に

対する副作用を最小限にとどめ、多剤化学療法との併用により治療効果を高め

る機会を提供している (3, 5)。 

 CLL の新しい治療法を開発するために CLL に共通にみられる分子基盤を明
らかにして、標的とする分子に特異的な薬を開発して行くことがとても重要で

ある。CLL の臨床所見は多様性があるにもかかわらず、CLL 細胞の共通の特徴

として強力かつ恒常的な NF-κB 活性を持つということが報告されている 
(65)。NF-κB はリンパ球の機能や細胞の増殖、分化、ウイルス発現調節にかか
わる転写因子であり、NF-κB 活性は抗アポトーシス活性を有し、アポトーシス

制御に密接に関係していることがわかっている (7, 66)。すなわち CLL 細胞に
おける NF-κB の恒常的活性化はアポトーシス誘導活性を中和し腫瘍細胞の生
き残りに強く貢献していることが示唆される。最近では CLL 細胞の CD 40 シ

グナル伝達系を阻害する CD 40 リガンド (CD 40 L) に対する抗体を使った研
究や、プロテアソームインヒビターを用いた研究により NF-κB が抗アポトー
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シス活性を有する可能性が報告されている (65, 67, 68)。もしそうならば、    
NF-κB 経路を標的とし NF-κB 活性を阻害することで CLL 治療の新たな戦
略となることが考えられる。 

 以上の背景を踏まえ、本研究では新規 NF-κB 阻害剤 DHMEQ (25, 27) の 
CLL 細胞における NF-κB 阻害作用、CLL 細胞へのアポトーシス誘導および
その機序、既存の化学療法剤との併用、および in vivo で治療抵抗性と関連し

ていると報告されている CD40—NF-κB シグナルの阻害能について調べ、CLL 
に対する DHNEQ を用いた分子標的療法の基礎的検討を行った。 
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第２節 実験材料と方法  
 

1. 試薬  
 

 DHMEQ は、慶應義塾大学理工学部 梅澤一夫博士より提供していただいた。
Fludarabine の活性型代謝産物である  2-fluoroadenine-9-β -D-arabinofuranoside 

(F-ara-A9) は Sigma より購入した。カスパーゼ  3 インヒビター ; 
Z-Asp-Glu-Val-Asp (DEVD)-FMK は  Calbiochem より購入した。DHMEQ 、
F-ara-A およびカスパーゼインヒビターはジメチルスルフォキシド(DMSO) 

(WAKO) に溶解し、-20 ℃で保存した。細胞生存率を測定する際に用いた 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium (MTT) (SIGNA) は、PBS (-) で 
5 mg/ml の濃度に希釈し、-20 ℃で保存した。アポトーシス検出の際に用いた 

Hoechst 33342 (Calbiochem) は PBS (-) に溶解し ４ ℃で保存した。 
 

2. 抗体  

 supershift EMSA に用いた抗 NF-κB p50 (C-19) ヤギポリクローナル抗体、抗 
NF-κB p65  (C-20) ウサギポリクローナル抗体、抗 NF-κB p52 (C-5) マウスモ
ノクローナル抗体、 抗 c-Rel (B-6) マウスモノクローナル抗体そして抗 RelB 

(C-19)ウサギポリクローナル抗体は全て Santa Cruz Biotechnology より購入した。 
 免疫蛍光染色法に用いた一次抗体は以下のとおりである。抗  cleaved 
Caspase-3 (Asp175) ウサギポリクローナル抗体は、Cell Signaling より、抗 

glyceraldehyde phosphate dehydrogenase (GAPDH) (FL-335) ウサギポリクローナ
ル抗体は、Santa Cruz Biotechnology より購入した。 
  免疫蛍光染色法に用いた二次抗体は以下のとおりである。 fluorescein 

isothicyanate (FITC)-labeled ヤギ抗ウサギ IgG 抗体は Santa Cruz Biotechnology 
より購入した。 
 Fas による刺激導入に使用した抗 Fas (CH-11) マウスモノクローナル抗体は、

Medical and Biological Laboratories より購入した。 
 CD 40 による刺激導入に使用した 抗 CD 40 mAb89 マウスモノクローナル
抗体は、Immunotech A Coulter Company より購入した。またコントロールとし

て使用したマウス IgG1 は Dako より購入した。 
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3. CLL 細胞と細胞培養  
  

 臨床検体は東京女子医大病院血液内科 岡村隆光博士、今村病院 宇都宮與博
士に提供していただいた。 
治療を受けていない CLL 患者 7 人、なんらかの細胞減少療法を受けた CLL 
患者 8 人を選び実験に使用させていただいた。CLL 患者 (n=15) および健常人

ボランティアからの末梢血単核球 (PBMC) は、インフォームドコンセント後、
ヘルシンキ条約に基づく同意書を得て提供していただいた。ヘパリン採血した 
CLL 患者の末梢血を PBS (-) で 2 倍に希釈し、これを等量のヒト単核球分離

液 Lymphoprep (第一化学薬品株式会社) に重層して遠心分離 (2,000 rpm, 30 分、
室温) し、中間層の単核球分画を回収し、PBS(-) で 2 回洗浄した。 さらに 
Dynal B-cell negative isolation kit (Dynal Biotech) を用い B 細胞を濃縮した。つぎ

にフローサイトメーター (日本ベクトン・ディッキンソン株式会社)で CD19 お
よび CD5 陽性細胞を測定し B 細胞の純度が 95 % 以上であることを確認し
た。ヘパリン採血したの健常人ボランティアの末梢血も同様に操作し、B 細胞

の純度が 90 % 以上であることを確認した。フローサイトメーターによる解析
で使用した anti-CD19/FITC 抗体および anti-CD5/PE 抗体は Dako より購入し
た。CLL 患者および健常人ボランティアから得られた B 細胞は、56 ℃ で   

30 分間非働化した 20 % の子牛胎児血清を含む RPMI1640 培地（SIGMA）に
抗生物質としてペニシリン G (100 u/ml) (GIBCO) とストレプトマイシン    
(100μg/ml) (GIBCO) を添加したものを培養液として用いた。細胞はプラスチッ

ク製の培養フラスコを使用し、37 ℃、5 % CO2 インキュベーター中で培養した。
細胞の凍結保存はセルバンカー（十慈フィールド株式会社）を用い、ディープ

フリーザーにて行った。 
 

4. 核タンパク質の調製  
  

 細胞の核抽出液は、Andrews らの方法によって調製した。2~5 X 105 個の細
胞を 氷冷した Buffer A [10 mM  N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-ethanesulphonic 
acid (HEPES)-KOH, pH7.9, 10 mM KCl,  1.5 mM MgCl2, 0.5 mM dithiothreitol 

(DTT), 0.2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)] 200μl に懸濁し氷上で    
5 分放置した後、ボルテックスによる混和を 10 秒行い、遠心分離 (15,000 rpm, 
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10 秒, ４ ℃) を行った。次に、上清を除いた後、沈殿物に氷冷した Buffer C  
(20 mM HEPES-KOH, pH7.9, 420 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 25 % glycerol,      

0.5 mM DTT, 0.2 mM PMSF) を 20μl 加え氷上で 20 分放置した後、遠心分離   

(15,000 rpm, 2 分, ４ ℃) を行ない上清を回収し核タンパク質とした。タンパク
質濃度は DC Protein Assay Kit (Bio-Rad) を用いて定量し実験に使用した。核タ
ンパク質は -80 ℃で保存した。 
 
5. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 
 

 EMSA で用いた二本鎖オリゴヌクレオチドは Promega より購入した。以下に
その配列を示す。 
NF-κB;  5'-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3' 

二本鎖オリゴヌクレオチド 1 pmol、 (γ-32P) adenosine 5'-triphosphate (ATP) 
(Amersham Biosciences) 0.4 MBq、T4 polynucleotide kinase (Takara) 1μl を 20μl 
の系で調製し、37 ℃で 30 分反応させた。未標識のアイソトープを除くため、

Push column (Stratagene) を用い精製し、得られたプローブの比活性を測定した。 
核タンパク質 (2μg)、2 X binding buffer [40 mM HEPES-KOH, pH 7.9, 100 mM 
KOH, 1mM EDTA, 10 % glycerol, 0.2 % Nonidet P-40 (NP-40), 2 mM DTT, 2 mg/ml 

BSA Fractin V] 10μl、1 mg/ml Poly (dI-dC)・(dI-dC) double strand (Amersham 
Biosciences) 2μl そして 10 mM PMSF 1μlを混ぜ 19μl とし、室温で  5分間
放置後、32P でラベルした二本鎖オリゴヌクレオチド (15,000~20,000 cpm) 1μl 

を加え室温で 30 分結合反応を行った。スラブ型電気泳動槽に 6 % ポリアクリ
ルアミドゲルと Running バッファー [25 mM Tris, 24.3 mM borate, 1 mM EDTA 
(0.5 X TBE) ] をセットし、ゲルの各ウェルに一定量のサンプルを注入し、100 V 

の定電圧で 1 時間電気泳動を行った。泳動終了後、80 ℃で 1 時間以上ゲルを
乾燥させ、-80 ℃でオートラジオグラフィーを行った。X 線フィルムは XAR-5 
(Kodak) を使用した。 

 スーパーシフトアッセイを行う場合は、32P でラベルした二本鎖オリゴヌクレ
オチド を加える前に、NF-κB サブユニットに対する各抗体 (2μg) を加え、
室温で 30 分反応させた。 
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6. 細胞増殖アッセイ (MTT Assay 法) 
 

 細胞株、CLL 患者、健常人ボランティアからの末梢血単核球を 1 X 106 cells/ml 

に調製し、96 ウェルプレート (Costar) に播種し (100μl/well) 、一定濃度の 
DHMEQ を添加し、37 ℃、5 % CO2 で一定時間インキュベートした。次に、
MTT 溶液を各ウェルに 10μlずつ加え、37 ℃で 4 時間インキュベートした。

その後、イソプロピルアルコールで希釈した 0.04 N HCl を各ウェルに 100μl
ずつ加え、ピぺッティングによりホルマザン沈澱を十分に溶解させた後、マイ

クロプレートリーダー (Bio-Rad) により波長 570 nm で吸光度を測定した。コ

ントロールとしてジメチルスルフォキシド (DMSO) を添加した検体の生存率
を 100 % とし、各種濃度の DHMEQ を添加した時の細胞生存率を求めた。 
 

7. Immunohistochemistry 
 

 PBS (-) で 2 回洗浄した細胞は 、PB S(-) に再懸濁させ、Auto smear (Sakura) 

を使ってサイトスピンし、スライドグラス (Matsunami) にはり付けた。十分に
風乾させた後、室温で 10 分間メタノール固定を行った。次に、PBS (-) で  3 分 
X 3 回の洗浄を繰り返した後、PBS (-) で 4μg/ml に希釈した一次抗体 60μl 

を加え、４ ℃で一晩反応させた。続いて、PBS(-) で  3 分 X 3 回の洗浄を繰
り返した後、PBS (-) で 4μg/ml に希釈した二次抗体 60μl を加え、37 ℃ で 
30 分間暗所で反応させた。再び PBS (-) で  3 分 X 3 回の洗浄を繰り返した

後、Perma Fluor Aquaous Mounting Medium （日本ターナー株式会社）を用いて
封入した。観察までは蛍光の退色を防ぐため、冷暗所に保存した。観察は、共

焦点レーザー顕微鏡  Radiance 2000 (Bio-Rad) を用いて行い、画像処理は 

Photoshop にて行った。 
 

8. アポトーシスの解析  
 

 細胞の初期アポトーシスの検出は、Annexin V-FITC apoptosis detection kit (BD 
Biosciences) を用いて行った。細胞を PBS (-) で洗浄、さらに 1 X Binding Buffer 

で洗浄後、細胞を 1 X Binding Buffer 200μl に懸濁した。続いて、Annexin V-FITC 
5μl を加え混和し、室温暗所で 15 分間放置した。その後、フローサイトメー
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ター (日本ベクトン・ディッキンソン株式会社）により解析を行った。 
  Hoechst 33342 は染色体 DNA と結合し、蛍光顕微鏡 (UV フィルター）下
で観察すると青色の蛍光を発し、細胞核の形態を観察することができる。アポ

トーシスによってみられるクロマチンの凝集や核の断片化は、細胞を 10μMの 
Hoechst 33342 で染めた後 (37 ℃、15分間、暗所）、PBS (-) で洗浄後 UV フ
ィルターを用いた蛍光顕微鏡 (Olympus BX50F) で観察した。 
 

9. Real-time Polymerase chain reaction (PCR) による遺伝子発現の解析  
 

 培養細胞株からの Total RNA 抽出は、ISOGEN (NIPPON GENE) を用いて行
なった。細胞のペレットに ISOGEN を加え激しく混和し、室温に 5 分間放置
した後、1/5 vol. のクロロホルムを加え再び激しく混和した。遠心分離により上

清（ RNA 層）を回収した後、等量の 2-propanol を加え転倒混和し、室温に  
10 分間放置し、遠心分離により Total RNA の沈澱を得た。得られた Total RNA 
は、80 % エタノールでリンスし風乾後、 diethyl pyrocarbonate (DEPC) 処理水に

溶解した。一本鎖 c DNA の合成は、Total RNA 1μg を出発材料に TaqMan Gold 
RT-PCR Kit を用いて 行なった。kit に付属の 10 X TaqMan RT Buffer 5μl、  
25 mM MgCl2 11μl、deoxy NTPs Mixture 10μl、Random Hexamers 2.5μl、RNase 

Inhibitor 1μl に DEPC H2O を加え 48.75μl とし混和した。つぎに Multi Script 
Reverse Transcriptase (50 U/μl) 1.25μl を加え混和した後、サーマルサイクラー
を用いて 25 ℃, 10 min → 48 ℃, 30 min → 95℃, 5 min の反応を行なった。 

 プライマーセットは全て Applied Biosystems より購入し、その番号は以下の
通りである。 
Bcl-xL; Hs00236329＿m1 (BCL2L1)、c-IAP; Hs00154109＿m1 (BIRC3)、Bfl-1; 

Hs00187845＿m1 (BCL2A1)、c-FLIP; Hs00153439＿m1 (CFLAR) 
 さらに Real-time PCR の条件は以下の通りである。 
cDNA 1μl、TaqMan Gene Expression Assays 25μl に滅菌蒸留水を加え 50μl と

し、サーマルサイクラーを用いて 50 ℃, 2 min → 95 ℃, 10 min  →  (95℃,  
15 sec → 60 ℃, 1 min) X 40 cycles の反応を行なった。解析は ABI PRISM 7000 
sequence detection system (Applied Biosystems) を用いて行なった。Real-time PCR 

による遺伝子発現の解析は、東京大学大学院 正田桃子氏に協力していただい

た。 
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第３節 結果  
 

3-1. 新鮮  CLL 細胞の恒常的 NF-κB の活性化に及ぼす  DHMEQ の効果  
 

 初めに CLL 細胞の恒常的 NF-κB の活性化に対して DHMEQ がどのよう
な影響を与えるかを調べるために、ゲルシフト法 (EMSA) により恒常的に活性

化している NF-κB の動きを調べた。実験には 2μg の核タンパク質を使用し
た。EMSA により CLL 細胞の核タンパク質で強力な NF-κB の DNA 結合活
性があることが確認できた。しかし 10μg/ml の DHMEQ で 2, 4, 6 時間処理

し各時間の NF-κB の DNA 結合活性を調べたところ、 2 時間以内に NF-κB 
の DNA 結合活性がほぼ完全に消失することが示された。対照的に DHMEQ 未
処理のコントロールでは、6 時間経過してもその活性はほぼ完全な状態で保た

れていた (Figure 18A)。また CLL 細胞で恒常的に活性化している NF-κB の
構成タンパク質を調べるために supershift EMSA を行なった。未治療検体とし
て #2 をそして治療済検体として #15 (cyclophosphamide で治療) を使用した。

その結果、両者の NF-κB の構成タンパク質は p50 のホモダイマーと p65/p50 
のヘテロダイマーで構成されていることが明らかとなった (Figure 18B)。次に 
NF-κB の DNA 結合活性に対する DHMEQ の影響を調べるために 15 検体

全てについて EMSA を行なった。2 X 106 個の CLL 細胞を 10μg/ml の 
DHMEQ で 3 時間処理した後核タンパク質を調製し、 2μg の核タンパク質を
使用し  EMSA を行なった。治療の有無にかかわらず調べた全ての検体で 

DHMEQ により NF-κB の DNA 結合活性が完全に阻害され、しかもその阻害
は 3 時間以内という短い時間で完了することが明らかとなった (Figure 18C)。 
 

3-2. CLL 細胞に対する DHMEQ の選択的なアポトーシスの誘導  
 

 CLL 細胞の生存を考える上で NF-κB の恒常的活性化がどのように絡んで

いるのかを検討する目的で、CLL 細胞 (n=15) を DHMEQ で処理し細胞増殖ア
ッセイ (MTT Assay) を行ない細胞の生存率を調べた。1 X 105 個の細胞を 96 
ウエルプレートに播き、DHMEQ を終濃度が 2, 5, 10μg/ml となるように添加し 

24 時間培養した。DHMEQ 濃度 0μg/ml のウエルにはコントロールとして 
DMSO を加えた。  MTT Assay の結果から細胞の生存率を求めたところ、
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DHMEQ 濃度が 2μg/ml では 86.2 ±5.9 %、5μg/ml では 48.2 ±16.8 % そし
て 10μg/ml では 44.3 ±16.3 % と濃度依存的に細胞の生存率が低下する結果
となった (Figure 19A)。さらに DHMEQ 濃度を 10μg/ml とし 24 時間後、48 

時間後の細胞生存率を同様にして求めた。24 時間後の生存率は 44.3 ±16.3 % 、
48 時間後の生存率は 33.5 ±17.4 % で、時間の経過とともに細胞の生存率が低
下する結果となった (Figure 19B)。次に、DHMEQ は正常細胞に対しても生存率

を低下させるような働きがあるのかを検討するために CLL 細胞と同様な手順
で MTT Assay を行なった。正常末梢血単核球 (PBMC) (n=5) および精製した正
常末梢血 B 細胞 [PBMC(B)] (n=3) で比較した。10μg/ml 48 時間の処理におい

ても生存率は 80 % 以上保たれ、PBMC や PBMC(B) に対する DHMEQ の影
響はほとんどないことが明らかとなった (Figure 19A & 19B)。 
  NF-κB の恒常的活性化は、腫瘍細胞の生存、増殖と密接なかかわりを持ち

抗アポトーシス活性を有していると考えられている。DHMEQ により CLL 細胞
の NF-κB の恒常的活性化を阻害することでアポトーシスを誘導できるかどう
か検討した。CLL 細胞を 10μg/ml の DHMEQ で 24 時間処理し、初期アポト

ーシスの指標である Annexin V 陽性細胞の数をフローサイトメーターにより
測定した。DHMEQ 未処理で同様に 24 時間培養した細胞をコントロールとし
た。解析には  #3, #6, #10 (未治療 ) と  #7 (Fuludarabine 治療 ), #11 

(cyclophosphamide, vincristine, prednisolone 治療) の 5 検体を用いた。Annexin V 
陽性細胞の割合を比較すると、DHMEQ 処理では 45.6 ± 7.7 % と約半数の細
胞がアポトーシスを誘導していた。一方、DHMEQ 未処理のコントロールでは 

5.5 ± 1.2 % であり、 Annexin V 陽性細胞の著しい増加は認められなかった 
(Figure 20A )。また、PBMC や PBMC(B) についても CLL 細胞と同様に検討し
たところ、 DHMEQ 処理、未処理にかかわらず Annexin V 陽性細胞の著しい

増加は認められなかった (Figure 20A )。Hoechst 33342 染色により、DHMEQ 処
理後の細胞の核の形態変化を観察した。CLL 細胞ではアポトーシスでみられる
核の断片化やクロマチンの凝集が検出されたにもかかわらず、PBMC や 

PBMC(B) の核の形態には変化が認められなかった (Figure 20B )。次に実際カス
パーゼのカスケードが働いていることを証明するために、カスパーゼ 3 が活性
化したとき検出可能となる cleaved caspase 3 抗体を用いてアポトーシスの検出

を試みた。さらにコントロールとしてカスパーゼ 3 のインヒビターでアポトー
シスの程度が軽減できるかどうかも合わせて検討した。アポトーシスのポジテ
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ィブコントロールは、Jurkat 細胞を 200 ng/ml の 抗 Fas 抗体で 3 時間処理し
たものを用いた。5μg/ml の DHMEQ で 24 時間処理した CLL 細胞はコント
ロールと比較して cleaved caspase 3 抗体で陽性となる細胞が明らかに増加して

いた。一方、カスパーゼ 3 インヒビターで 1 時間処理した後 DHMEQ 処理を
行なった検体では cleaved caspase 3 抗体で検出できる細胞がコントロールレベ
ルにまで減少していた (Figure 20C )。 

 以上の結果から DHMEQ は慢性リンパ性白血病細胞に作用し、細胞生存率を
低下させアポトーシスを誘導することが強く示唆された。 
 

3-3. DHMEQ による抗アポトーシス遺伝子の発現抑制  
 

 DHMEQ で NF-κB の恒常的活性化を阻害したとき、分子レベルでどのよう

な変化が起こりアポトーシスが誘導されるのかを理解するために、DHMEQ 処
理後の CLL 細胞の抗アポトーシス分子の発現レベルの変化を調べた。# 2, #3, 
#6,# 7, #9, #11, #13, #15 (n=8) 検体を用い、抗アポトーシス分子の候補として  

NF-κB の下流で制御されていることが報告されている Bcl-xL、c-IAP、c-FLIP 
そして Bfl-1 を選択し、real-time PCR 法により解析を行なった。遺伝子発現の
減少率は Bcl-xL; 53.4 ±35.3 % ( P< 0.01)、c-IAP; 93.3 ±7.4 % ( P< 0.01)、c-FLIP; 

28.8 ±33.4 % (P=0.04) そして Bfl-1; 93.3 ± % (P< 0.01) であった (Figure 21)。
DHMEQ により NF-κB の恒常的活性化を阻害することで、その下流で制御さ
れている抗アポトーシス分子の発現が抑制されることが明らかとなった。 
 

3-4. DHMEQ による  fludarabine の in vitro 抗腫瘍効果の増強  
 

 DHMEQ が fludarabine の効果を高めることができるかどうか検討した。
fludarabine は臨床の現場において CLL の代表的な化学療法薬の鍵となってい
る薬である (64)。まず初めに 5μg/ml DHMEQ 単独、2μg/ml F-ara-A 単独そし

て両者のコンビネーションの 3 通りの方法での比較を行なった。# 4, # 6, # 10, # 
11, # 14 (n=5) 検体を用い、MTT assay により 24 時間後の細胞生存率を求めた。
コントロールに対して 50 % 生存率となる濃度 (IC50) を計算した。F-ara-A 単

独処理と DHMEQ と F-ara-A によるコンビネーション処理の F-ara-A の IC50 
を比較すると、F-ara-A 単独の場合は 11.3 ± 5.3μg/ml でコンビネーションの
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場合は 5.0 ± 5.1μg/ml (P=0.03) となり DHMEQ による相乗効果が確認され
た。 このように DHMEQ は CLL の fludarabine による抗増殖効果を高める働
きをしていることが示唆された (Figure 22A)。また、MTT assay により算出され

た DHMEQ の IC50 は 9.6 ± 4.0μg/ml であった。fludarabine に関してはいく
つかの報告がなされているが 、実験条件の違い等によりその IC50 は各々の報
告によりかなり幅の広い値となっている。今回使用した 5 検体の IC50 は、# 4; 

13.2μg/ml, # 6; 12.4μg/ml, # 10; 7.8μg/ml, # 11; 12.7μg/ml, # 14; 4.0μg/ml とな
り、# 14 以外の検体は fludarabine に耐性である可能性が示唆された。さらに 
DHMEQ と F-ara-A による相乗効果によりアポトーシス誘導能も増強されるか

どうか検討した。CLL 細胞を 5μg/ml の DHMEQ および 2μg/ml の F-ara-A 
で 24 時間処理し、Annexin V 陽性細胞をフローサイトメーターにより測定し
た。その結果 Annexin V 陽性細胞の割合は、 DHMEQ 単独処理で 30.9 ± 

2.2 % 、F-ara-A 単独処理で 19.9 ± 12.6 % そして両者のコンビネーション処
理で  53.3 ± 10.2 % (P=0.03) であった (Figure 22B)。さらにその効果はカスパ
ーゼ 3 の cleaved form の増加や、Hoechst 33342 染色で検出された核の断片化

やクロマチンの凝集といった核の形態変化からも確認された (Figure 22C & 
22D)。以上の結果から DHMEQ は fludarabine により誘導されるアポトーシス
をさらに増強させる効果を持つことが示唆された。 
 

3-5. CD40 シグナル誘導性  NF-κB の DHMEQ による阻害効果  
 

 in vivo における CLL 細胞の維持で CD 40 シグナルが重要な役割を果たし
ているという報告がある (65)。そこで CLL 細胞で起こっている CD 40 シグナ
ルによる 誘導性の NF-κBに対する DHMEQ の影響を検討した。# 2, # 6, # 7, # 

9, # 13 (n=5) 検体を実験に使用した。1 X 106 個の CLL 細胞を 500 ng/ml の抗 
CD 40 抗体で 37 ℃、1 時間反応させ、引き続き 10μg/ml の DHMEQ で   
5 時間処理し核タンパク質を抽出した。抗 CD 40 抗体のコントロールとしてア

イソタイプがマッチした IgG1 を用いた。EMSA で NF-κB の DNA 結合活性
を検出し、デンシトメーターにより検出バンドの強度を測定したところ、CLL 細
胞を抗 CD 40 抗体で刺激することで  NF-κB の DNA 結合活性は 224.5. ± 

65.0 % (P<0.01) となり、 NF-κB の誘導がみられた。しかし恒常的活性化に加
え抗 CD 40 抗体によりコントロールと比較して約 2 倍にまで誘導された  
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NF-κB の DNA 結合活性は、 DHMEQ により完全に阻害されることが明らか
となった (Figure 23)。 
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第４節 考察  
 

 慢性リンパ性白血病 (CLL) 細胞における NF-κB の恒常的活性化は、NF-κB 

の抗アポトーシス活性に加え、サイトカインの分泌や接着分子の発現を通して 
CLL 特有の形質にかかわっており、NF-κB の恒常的活性化にその生存を依存
した形質を持っているものと考えられる (65)。従って、NF-κB 経路が CLL の

治療の格好の標的になる可能性があると考えられた。効果的な CLL の新たな治
療法として、NF-κB を標的とした低分子化合物による分子標的療法を提案する。 
 本研究において、CLL 細胞に対する新規 NF-κB 阻害剤 DHMEQ による

NF-κB の恒常的活性化の抑制やアポトーシス誘導、化学療法剤 fuludarabine と 
DHMEQ の併用による相乗効果さらに  CD 40 シグナルで誘導されてきた  
NF-κB の活性化の抑制を検討することにより、DHMEQ が慢性リンパ性白血

病の分子標的治療薬として有効であるかどうかを検討した。 
 NF-κB に対するデコイオリゴヌクレオチドを用いた研究によると、CLL 細
胞に対しては NF-κB 単独の抑制のみではアポトーシスを効果的に誘導できな

かったが、プロテアソームインヒビターや CD 40 リガンドに対する抗体を使っ
た最近の研究結果から、CLL 細胞の維持には NF-κB が重要であることが示唆
されている (65, 67-69)。本研究で得られた NF-κB 活性を阻害することでアポ

トーシスを誘導できるという結果は、NF-κB の恒常的活性化が CLL 細胞の生
存を支えているということを明確に示している。NF-κB に対するデコイオリゴ
ヌクレオチドを用いた報告と本研究の結果との矛盾は、実験条件や使用した阻

害剤の違いによるものと推察される。DHMEQ による NF-κB の阻害は即座に
起こりかつその阻害は完全であった (Figure18)。一方、細胞内に導入されたオリ
ゴヌクレオチドによる NF-κB の阻害は DHMEQ とは異なり、緩やかな状態

で徐々に起こっている。さらに標的細胞へのオリゴヌクレオチドの導入効率の

限界を考えた場合、オリゴヌクレオチドで NF-κB 活性を完全に阻害すること
は非常に難しいと思われる (69)。 

 本研究の結果から DHMEQ により CLL 細胞で誘導されるアポトーシスの
メカニズムで興味深い知見が得られた。DHMEQ による NF-κB の阻害で 
Bcl-xL, c-IAP1, C-FLIP や Bfl-1 のような抗アポトーシス分子の発現が抑制され

た (Figure21)。このことから、DHMEQ 処理で誘導されるアポトーシスはアポ
トーシスを制御する NF-κB に依存的な（NF-κB の下流で制御されている）
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遺伝子の発現抑制を伴っていることが示唆された。本研究の結果は、CLL 細胞
の生き残りを制御するためにこれらの抗アポトーシス分子が重要であると主張

している Morales らおよび Cuni らの報告と矛盾していなかった (70, 71)。

DHMEQ は NF-κB シグナルを阻害し CLL 細胞の生存を支える抗アポトーシ
ス活性をブロックし、アポトーシスのスイッチを切り替え代わりにアポトーシ

ス活性を優位にしていると考えられる。 

 さらに本研究で得られた結果は、DHMEQ が CLLの治療に有望な薬剤である
ことを示唆している。CLL 細胞の恒常的な  NF-κB の活性化に対して、     
NF-κB に対する DHMEQ の抑制効果には速効性がありその阻害は完全であ

る (Figure 18)。さらに CLL 細胞に対する DHMEQ 処理で、ほぼ 24~48 時間
以内にアポトーシスを誘導することができた (Figure 20)。化学療法剤による前
治療の有無にかかわらず、今回の実験に用いた全ての症例の CLL 細胞に対して、

DHMEQ は NF-κB 活性を完全に阻害して細胞生存率を低下させた (Figure 
19)。また、DHMEQ のユニークな特性の一つとして正常細胞に対する影響がほ
とんどないことが挙げられる。事実正常末梢血単核球やその単核球から精製し

た B 細胞は DHMEQ 処理対して耐性であり、アポトーシスを起こすことはな
かった (Figure 19 & 20)。正常細胞が DHMEQ に耐性であるということは、実
際治療薬として副作用を考えた場合、その特性は大変重要なポイントであると

考える。 
 CLL 細胞の生存について、DHMEQ と fuludarabine による相乗効果を検討し
た。DHMEQ は CLL 細胞に対する fuludarabine の効果を増強させたが、これ

ら 2 種類の薬剤の作用機序は独立した経路の阻害であると考えられる。すなわ
ち DHMEQ による阻害は NF-κB の核移行の阻害と NF-κB の下流で制御さ
れている抗アポトーシス遺伝子の発現抑制によって、アポトーシスを誘導して

いる可能性が示唆されており、一方で fuludarabine は DNA や RNA の合成阻
害によりその作用を発揮しているからである (72)。CLL 細胞は分裂休止状態に
あるため、 RNA 合成阻害やタンパク質の枯渇を誘導する fuludarabine の細胞

毒性作用は、休止期にある CLL 細胞を死滅させるための重要な作用機序である
(73)。 
 DHMEQ による NF-κB の阻害は、CLL 細胞に対する fuludarabine の効果を、

特に in vivo において増強すると思われる。CLL 細胞自身あるいはまわりの 
CD 40 リガンドを発現している正常 T 細胞や正常 B 細胞により誘導される 
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CD 40 シグナルが NF-κB の活性をさらに高め、CLL 細胞の生存を支えている
と考えらている (65, 71)。CLL 細胞は in vivo で CD 40 シグナルにより活性化
が起こることで fuludarabine に耐性となり、アポトーシス誘導が抑制されてし

まうと報告されている。この CD 40 シグナルによるアポトーシス誘導抑制のメ
カニズムは、主に IκB が絡む NF-κB のシグナル伝達経路の活性化によるも
のである。CD 40 による NF-κB の活性化は IκB の分解により順次下流へと

伝達され、新たなタンパク質の合成は必要としない。従って mRNA の涸渇が原
因で起こる  fuludarabine によるタンパク質の合成阻害は、CD 40 による     
NF-κB の活性化には影響を及ぼさないはずである (73)。本研究で CLL 細胞に

対して DHMEQ は CD 40 シグナルにより誘導されてくる NF-κB の活性化
を阻害することを明らかにした  (Figure 23)。したがって  DHMEQ は  
fuludarabine 治療と組み合わせて使うことでより有効性が高まる薬剤であると

考えられる。 
 本研究においてこれまで明らかにしてきたように、 NF-κB の恒常的活性化
は、慢性リンパ性白血病細胞が生存して行くためになくてはならない分子基盤

の特徴であった。 DHMEQ でその恒常的 NF-κB の活性化を阻害することで、
慢性リンパ性白血病細胞に対しアポトーシスを誘導できたことから、慢性リン

パ性白血病の治療に将来応用されることを期待する。さらに in vitro の系で 

DHMEQ による NF-κB の阻害は、fuludarabine の効果を増強させることがで
きた。 in vivo においては CD 40 シグナルによる NF-κB の活性化により 
fuludarabine の効果がブロックされているされている可能性が考えられるが、 

DHMEQ と fuludarabine の併用により両者の特性を発揮できる可能性が示唆さ
れた。正常細胞に対して毒性がほとんどみられないという点で、DHMEQ は優
れた新規 NF-κB 阻害剤の候補のひとつであることが認識された。特異性と低

毒性、臨床応用に適した特性ををバランスよく持つ DHMEQ により、CLL の
予後の大きな改善がはかれると考える。 
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第５章  ホジキンリンパ腫  (HL) に対する NF-κB 阻害剤          
        の応用  
 

第１節 序論  
 

 Hodgkinリンパ腫は欧米ではごく一般的な悪性腫瘍であり、わが国でも頻度は

少ないものの悪性リンパ腫の 10~20 % を占める。しかし、ホジキンリンパ腫 
(HL) は他の悪性腫瘍と比較すると非常に際立った特徴を有する。すなわち腫瘍
細胞である Hodgkin-Reed-Sternberg (H-RS) 細胞は実は全体の 1~2 % を占める

にすぎない。腫瘍のほとんどは正常の T 細胞、形質細胞、細網細胞、好酸球に
繊維化を伴う炎症性浸潤細胞からなる。H-RS 細胞は数こそ少ないが臨床症状と
密接に関与し、発熱、体重減少、好酸球増多症、免疫異常といった HL に特徴

的症状を惹起する。この病態は H-RS 細胞と周囲の浸潤細胞との間の相互作用
による増強シグナル、サイトカインや接着分子の産生により維持される微少環

境により説明されてきた (74)。 

 HLの化学療法や放射線療法の向上により、1960 年代までの長い間 5 % であ
った生存率が 80 % 以上にまで改善した。二次病変の発生、脊髄形成異常や心
臓奇形など化学療法が原因で生じる問題や化学療法耐性となってしまった HL 

の予後を改善してゆくことが HL の治療においていまだ残された課題である
(16)。最近、腫瘍細胞の生存や増殖にかかわる分子を標的にする分子標的療法が
提唱されてきた。分子標的療法は、腫瘍細胞に対し選択的に作用しかつ正常細

胞における毒性を最小限にとどめる方法である (28)。分子標的療法は多剤化学
療法ヘの抵抗性を克服するための新たなる治療戦略となりうる可能性を秘めて

いる。本研究では、HL の分子標的療法を確立することを目的に、HL の生存を

支える分子基盤を明らかにし、この分子機構を標的とする特異的阻害剤の評価

を行なった。 
 H-RS 細胞の由来については最近まで明確な理解が得られていなかった。なぜ

なら H-RS 細胞は病変部にごく少数しか存在せず、検体として十分量の H-RS 
細胞を得ることができなかったからである。近年分子生物学的手法の進歩によ

り一つの細胞を取り出して解析することが可能となり、H-RS 細胞はその約 

95 % が胚中心 B 細胞に、残りが T 細胞に由来することが明らかとなっている
(75, 76)。 
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 H-RS 細胞に普遍的に存在し、HL の病態を説明する分子機構という観点から
の理解は、1990 年代半ばまでは明確ではなかった。1996 年、Bargou らによる
「NF-κB の構成的活性化が H-RS 細胞に共通する分子機構であり、HL の病態

を説明しうる。」との発表のあと、分子機構の側からの HL 腫病態に関する理
解が急速に進んできた (77, 78)。 
 NF-κB はリンパ球の機能や細胞の増殖、分化やウイルス遺伝子発現調節にか

かわる転写因子である。NF-κB が制御する遺伝子群には GM-CSF, IL-6, IL-8, 
IL-2R, ICAM, E-Selectin, VCAM-1, IFN-γのほか c-myc、p53 などが含まれ、こ
れらは HL の病態に密接なかかわりを有する分子群としても報告されている。

また最近、Hintz らは H-RS 細胞において cyclin D2, Bfl-1/A1, c-inhibitor of 
apoptosis (c-IAP), tumor necrosis factor receptor associated factor 1 (TRAF 1), Bcl-xL, 

CD 86, CD 40 が NF-κB により制御されていることを報告している (79)。 
 HL では、細胞表面で過剰発現している CD30 → TRAF → NF-κB inducing 
kinase (NIK) → IκB kinase (IKK) → IκBα 経路を介して NF-κB を活性化
している。H-RS 細胞やその細胞株で IκBα の変異（C 末端側の欠失）が検

出されたことから、 IκBα の変異による NF-κB の構成的活性化という HL 
の病態を説明する報告がある (80-84)。しかし IκBα の変異は HL の大部分の
症例で正常型であり、変異は一部で検出される異常であることが報告されてい

る。CD30 は H-RS 細胞のほぼ 100 % に過剰発現している重要な分子として認
知されている。通常 CD30 は CD30 リガンドとの会合により NF-κB の活性
化を介して細胞増殖や抗アポトーシス活性に関与している。しかし  Horie らの

報告により、 H-RS 細胞において過剰発現した CD 30 は自ら会合し多量体化
し、TRAF を動員して NF-κB が活性化に至る経路を活性化する、つまりリガ
ンド非依存的に NF-κB を構成的に活性化していることをが明らかになってい

る。H-RS 細胞における恒常的な NF-κB の活性化は、細胞増殖やサイトカイ
ンの発現にとって重要であることも報告されている。H-RS 細胞での NF-κB 
の恒常的活性化をアデノウイルスベクターに組み込んだ機能ドメインを欠く 

CD 30△（CD30 デコイ）や IκBαのドミナントネガティブ体の導入により阻
害することで、最近 H-RS 細胞で重要性が報告された IL-13 の産生抑制やアポ
トーシスの誘導を起こすことが報告されている。このことは、CD 30 過剰発現

によって誘導されている NF-κB の恒常的活性化が、H-RS 細胞の病態の説明
や腫瘍細胞の維持にとって重要であり、HL の治療の標的分子の候補となりうる
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ことが考えられる (59)。 
 最近、腫瘍細胞における NF-κB の活性化と化学療法耐性との関係が報告さ
れている (85)。topoisomerase は細胞の生存にとって必要不可欠で様々な DNA 

metabolism にとって極めて重要な酵素である。topoisomerase は DNA のよじれ
を解消する酵素で I 型と II 型が存在する。 topoisomerase I 型は転写にとって
重要であるのに対して topoisomerase II 型は複製に必要となる酵素である。つま

り topoisomerase I 型は DNA の二本鎖のうち一本のみを切断しねじれを解消
し、 topoisomerase II 型は二本とも切断して鎖の絡みを解消している。化学療法
に使用されている  CTP-11 の強力な活性型代謝産物である  SN-38 は 

topoisomerase I 型の阻害剤であるのに対して、 etoposide は topoisomerase II 型
の阻害剤である。腫瘍細胞を topoisomerase 阻害剤で処理することで、IKK 経
路を介しての一過性の 腫瘍細胞のアポトーシス誘導を阻害する NF-κB の活

性化を誘導できることが報告されている (19)。 
 IKK でリン酸化されないように細工した IκBα変異体 (32 番と 36 番の 
Ser → Ala 置換) をアデノウイルスベクターに組み込み細胞に導入して SN-38 

で処理し、一過性に誘導されてくる NF-κB の活性化を阻害することで、抗腫
瘍活性を増強できることが明らかになっている (20)。もし H-RS 細胞において 
topoisomerase 阻害剤で NF-κB の活性化を誘導することができれば、新たに誘

導された  NF-κB も  HL の治療の標的分子となることが期待される。
topoisomerase 阻害剤を用いた報告で、 NF-κB の恒常的活性化を伴っている細
胞を用いた報告はこれまで一つもなかっため、NF-κB の恒常的活性のみられる

H-RS 細胞、特に IκBαの変異を有する H-RS 細胞で topoisomerase 阻害剤を
用いて検討する必要がある。 
 片側の遺伝子座の欠失による変異でできてくる IκBαタンパク質は、タンパ

ク質としての機能を失っている。IκBαの変異と正常 IκBαタンパク質の欠損
により IKK を介するシグナル伝達経路を制御できず、脱制御の結果として  
NF-κB の恒常的活性が起こっているものと考えられていた (80-84)。また、

topoisomerase 阻害剤による NF-κB の誘導は IKK を介するシグナル伝達経路
がかかわっていると報告されている (19, 86)。それゆえ IκBαの変異を有する 
H-RS 細胞株を topoisomerase 阻害剤で処理しても NF-κB 活性を誘導するこ

とはできないことが考えられる。 
  以上を踏まえ本研究において、正常  IκBαを欠失する H-RS 細胞株だけ
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ではなく正常 IκBαを有する H-RS 細胞株の両者について、 topoisomerase 阻
害剤による  IKK 経路の活性化に伴う  NF-κB の誘導を試みた。さらに、
DHMEQ による HL に対する分子標的療法を視野におき、恒常的なあるいは

topoisomerase 阻害剤により一過性に誘導されてくる  NF-κB の活性化の
DHMEQ による阻害効果を 、NF-κB に対する特異性、NF-κB 阻害作用、ホ
ジキン細胞へのアポトーシス誘導などによる評価を行なうことにより検討した。 
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第２節 実験材料と方法  
 

1. 試薬  
 

 DHMEQ は、慶應義塾大学理工学部 梅澤一夫博士より提供していただいた。
カスパーゼ３インヒビター; Z-Asp-Glu-Val-Asp (DEVD)-FMK、カスパーゼ８イン

ヒビター; Z-Ile-Glu-Thr-Asp (IETD)-FMK およびカスパーゼ９インヒビター; 
Z-Leu-Glu (OMe)-His-Asp (OMe) (LEHD)-FMK は全て Calbiochemより購入した。
DHMEQ およびカスパーゼインヒビターはジメチルスルフォキシド (DMSO) 

(WAKO) に溶解し、-20 ℃で保存した。細胞生存率を測定する際に用いた 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium (MTT) (SIGNA) は、PBS (-) で 
5 mg/ml の濃度に希釈し、-20 ℃で保存した。アポトーシス検出の際に用いた 

Hoechst 33342 (Calbiochem) は PBS (-) に溶解し、４ ℃で保存した。細胞の核染
色に用いた  TO-PRO-3 Iodide はフナコシより購入し、-20 ℃で保存した。
topoisomerase 阻害剤 camptothecin-11 の活性型代謝産物 SN-38 は Yakult より

提供していただいた。Daunorubicin および etoposide は SIGMA より購入した。
すべての topoisomerase 阻害剤は DMSO で溶解し、SN-38 は -80 ℃ でその他
は -20 ℃ で保存した。 
 

2. 抗体  
 

 ウエスタンブロッティング法や免疫蛍光染色法に用いた一次抗体は以下のと

おりである。抗 NF-κB p50 (C-19) ヤギポリクローナル抗体、抗 NF-κB p65 
(F-6) マウスモノクローナル抗体、抗  IκBβ (S-20) ウサギポリクローナル抗

体、抗 IKKα/β (H-470) ウサギポリクローナル抗体、抗 Bcl-xL (H-62) ウサギ
ポリクローナル抗体、抗 FLICE inhibitory protein, long and short isoform (FLIPS/L) 
(H-202) ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗  Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) (FL-335) ウサギポリクローナル抗体そして抗        
α tubulin (TU-02) マウス immunoglobulin M (IgM) モノクローナル抗体は全て 
Santa Cruz Biotechnology より購入した。活性化 NF-κB p65 を検出できる抗 

NF-κB p65マウスモノクローナル抗体は、Chemicon International より購入した。
抗 phosphoserine (clone16B4) マウスモノクローナル IgM 抗体は Biomol より
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購入した。 
  アポトーシスとその経路を検出するための抗 caspase-3/CPP32 マウスモノ
クローナル抗体は BD Biociences より、抗 cleaved caspase-8 (Asp384) ウサギポ

リクローナル抗体と抗 caspase-9 (Human Specific) ウサギポリクローナル抗体は 
Cell Signaling Technology より購入した。 
 ウエスタンブロッティング法に用いた二次抗体は以下のとおりである。

Alkaline Phosphatase Conjugate 抗マウス innumoglobulin G (IgG) (H+L) 抗体およ
び Alkaline Phosphatase Conjugate 抗ウサギ IgG (Fc) 抗体はプロメガ (Promega) 
より、Alkaline Phosphatase Conjugate 抗マウス  IgM 抗体は  Santa Cruz 

Biotechnology より購入した。 
 免疫蛍光染色法に用いた二次抗体は以下のとおりである。 fluorescein 
isothicyanate (FITC)-labeled ヤギ抗ウサギ IgG 抗体および FITC-labeled ヤギ抗

マウス IgG 抗体は Santa Cruz Biotechnology より購入した。 
 supershift EMSA に用いた抗 NF-B p50 (C-19) ヤギポリクローナル抗体、抗 
NF-B p65  (C-20) ウサギポリクローナル抗体、抗 NF-B p52 (C-5) マウスモノク

ローナル抗体、 抗 c-Rel (B-6) マウスモノクローナル抗体そして抗 RelB (C-19)
ウサギポリクローナル抗体は全て Santa Cruz Biotechnology より購入した。 
 免疫沈降法に使用した抗 IκBβ(S-20) ウサギポリクローナル抗体は Santa 

Cruz Biotechnology より購入した。 
 in vitro Kinase Assay に使用した抗 IKKα(clone B78-1) マウスモノクローナ
ル抗体は BD Biosciences より購入した。 
 

3. 細胞株と細胞培養  
 

 4 種類の H-RS 細胞株 (B cell; L428, KMH2, T cell; L540, HDLM2) は German 
Collection of Microorganisms and Cell Cultures (Germany) より購入した。56 ℃ で 
30 分間非働化した子牛胎児血清 (B cell; 10 %, T cell; 20 %) を含む RPMI1640 

培地（SIGMA）に抗生物質としてペニシリン G (100 u/ml) (GIBCO) とストレプ
トマイシン (100μg/ml) (GIBCO) を添加したものを培養液として用いた。細胞
はプラスチック製の培養フラスコを使用し、37 ℃、5 % CO2 インキュベーター

中で培養した。細胞株の継代は１対４から１対９の割合で細胞浮遊液を新しい

培養液に加え培養した。細胞の凍結保存はセルバンカー（十慈フィールド株式
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会社）を用い、ディープフリーザーにて行った。 
 

4. 細胞増殖アッセイ (MTT Assay 法) 
 

 細胞を 5 X 105 cells/ml に調製し、96 ウェルプレート (Costar) に播種し  
(100μl/well) 、各種の濃度の DHMEQ を添加し、37 ℃、5 % CO2 で一定時間

インキュベートした。次に、MTT 溶液を各ウェルに 10μlずつ加え、37 ℃で 4 
時間インキュベートした。その後、イソプロピルアルコールで希釈した 0.04 N 
HCl を各ウェルに 100μlずつ加え、ピぺッティングによりホルマザン沈澱を十

分に溶解させた後、マイクロプレートリーダー (Bio-Rad) により波長 570 nm 
で吸光度を測定した。コントロールとしてジメチルスルフォキシド (DMSO) を
添加した検体の生存率を 100 % とし、各種濃度の DHMEQ を添加した時の細

胞生存率を求めた。 
 

5. ウェスタンブロッティング法  
 

 回収した細胞を PBS (-) で 2 度洗浄した後、Cell Lysis バッファー  [10 mM 
Tris-HCl (pH 7.4), 1 % sodium dodecylsulphate (SDS),  1mM sodinu orthovanadate 

(V), 0.1 mM sodium molybdate, 1mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)]  を加
えピぺッティングにより溶解後、100 ℃で 5 分間煮沸した。次にボルテックス
により激し混和し、得られた細胞懸濁液を 15,000 rpm、10 分間の遠心分離操作

を行い上清を回収することで不溶物を取り除いた後、タンパク質濃度を DC 
Protein Assay Kit (Bio-Rad) で測定した。タンパク質溶液は -80 ℃で保存した。
一定量のタンパク質に 5 X SDS-PAGE Sample バッファー [0.31 M Tris-HCl, pH 
6.8, 10 % (w/v) sodium dodecylsulphate (SDS), 35 % (v/v) glycerol, 0.025 % (w/v) 

bromophenol blue, 25 % 2-mercaptoethanol] を 1 X になるように加え、100 ℃で 
5 分間煮沸し SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) のサンプル

とした。 
 スラブ型電気泳動槽にポリアクリルアミドゲル （テフコ）と Running バッ
ファー (25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1 % SDS)  をセットし、ゲルの各ウェル

に用意したサンプルを注入し、15~25 mA の定電流で電気泳動を行った。色素
がゲルの先端近くまで移動したところで泳動を終了し、ゲルを取り外し転写バ
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ッファー (125 mM Tris, 960 mM glycine, 20 % メタノール) に浸した。メタノー
ル次に転写バッファー に浸したポリビニリデンジフロリド (PVDF) メンブレ
ン (Bio-Rad) とゲルをセミドライブロッティング装置（日本エイドー）にセッ

トし, 180 mA の定電流で 2 時間ゲル中のタンパク質をメンブレンに転写した。 
 転写後のメンブレンは超純水で 3 回洗った後、5 % (w/v) スキムミルク（雪
印）を含む TBST バッファー (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 137 mM NaCl, 0.1 % 

Tween 20) により室温で 2 時間振盪し、ブロッキングを行った。一次抗体とし
てリン酸化抗体を用いる場合はブロッキングには  5 % (w/v) Bovine serum 
albumin (BSA) (SIGMA)を含む TBST バッファーを用いた。ブロッキングを行っ

たメンブレンは、ブロッキングバッファー で希釈した 1~2 μg/ml の一次抗体
と ４ ℃で一晩反応させた。続いて TBST バッファー で 10 分間振盪しながら
の洗浄を 3 回繰り返した。次に、TBST バッファー で希釈した二次抗体とメ

ンブレンを室温で 1 時間振盪反応させ、TBST バッファー で 10 分間振盪し
ながらの洗浄を 3 回繰り返した。最後に Tween 20 を含まない TBS バッファ
ー で 2 回、超純水で 1 回リンスし、Western Blue (Promega) により発色反応

を行った。 
 
6. Immunohistochemistry 

 

 PBS (-) で 2 回洗浄した細胞は 、PBS (-) に再懸濁させ、Auto smear (Sakura) 
を使ってサイトスピンし、スライドグラス (Matsunami) にはり付けた。十分に

風乾させた後、室温で 10 分間メタノールまたはホルマリン固定を行った。次
に、PBS (-) で 3 分 X 3 回の洗浄を繰り返した後、PBS (-) で 4μg/ml に希釈
した一次抗体 60μl を加え、４ ℃で一晩反応させた。続いて、PBS (-) で  3 分 

X 3 回の洗浄を繰り返した後、PBS (-) で 4μg/ml に希釈した二次抗体 60μl 
を加え、37 ℃ で 30 分間暗所で反応させた。再び PBS (-) で 3 分 X 3 回の
洗浄を繰り返した後、Perma Fluor Aquaous Mounting Medium （日本ターナー株

式会社）を用いて封入した。観察までは蛍光の退色を防ぐため、冷暗所に保存

した。観察は、共焦点レーザー顕微鏡 Radiance 2000 (Bio-Rad) を用いて行い、
画像処理は Photoshop にて行った。 
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7. 核タンパク質の調製  
 

 細胞の核抽出液は、Andrews らの方法によって調製した。 5 X 105 個の細胞

を  氷冷した  Buffer A [10 mM  N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-ethanesulphonic 
acid (HEPES)-KOH, pH7.9, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.5 mM dithiothreitol (DTT), 

0.2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)] 200μl に懸濁し氷上で 5 分放置

した後、ボルテックスで 10 秒間混和し、遠心分離 (15,000 rpm, 10 秒, ４ ℃) 
を行った。次に、上清を除いた後、沈殿物に氷冷した  Buffer C (20 mM 
HEPES-KOH, pH 7.9, 420 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 25 % glycerol, 0.5 mM DTT,  

0.2 mM PMSF) を 20μl 加え氷上で 20 分放置した後、遠心分離 (15,000 rpm,  
2 分, ４ ℃) を行ない上清を回収し核タンパク質とした。タンパク質濃度は 
DC Protein Assay Kit (Bio-Rad) を用いて定量し実験に使用した。核タンパク質は 

-80 ℃で保存した。 
 
8. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 
 

 EMSA で用いた二本鎖オリゴヌクレオチドは Promega より購入した。以下に
その配列を示す。 

NF-κB  : 5'-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3' 
Oct-1     : 5'-TGTCGAATGCAAATCACTAGAA-3' 

二本鎖オリゴヌクレオチド 1 pmol、 (γ-32P) adenosine 5'-triphosphate (ATP) 

(Amersham Biosciences) 0.4 M Bq、T4 polynucleotide kinase (Takara) 1μl を 20μl 
の系で調製し、37 ℃で 30 分反応させた。未標識のアイソトープを除くため、
Push column (Stratagene) を用い精製し、得られたプローブの比活性を測定した。 

核タンパク質 (2μg)、2 X binding buffer (40 mM HEPES-KOH, pH 7.9, 100 mM 
KOH, 1 mM EDTA, 10 % glycerol, 0.2 % Nonidet P-40 (NP-40), 2 mM DTT, 2 mg/ml 

BSA Fractin V) 10μl、1 mg/ml Poly (dI-dC)・(dI-dC) double strand (Amersham 

Biosciences) 2μl そして 10 mM PMSF 1μlを混ぜ 19μl とし、室温で 5分間放
置後、32P でラベルした二本鎖オリゴヌクレオチド (15,000~20,000 cpm) 1μl を
加え室温で 30 分結合反応を行った。スラブ型電気泳動槽にプレ泳動を行なっ

た 6 % ポリアクリルアミドゲルと Running バッファー [25 mM Tris, 24.3 mM 
borate, 1 mM EDTA (0.5 X TBE)] をセットし、ゲルの各ウェルに一定量のサンプ



 79 

ルを注入し、100 V の定電圧で 1 時間電気泳動を行った。泳動終了後、80 ℃で 
1 時間以上ゲルを乾燥させ、-80 ℃でオートラジオグラフィーを行った。X線フ
ィルムは XAR-5 (Kodak) を使用した。 

 スーパーシフトアッセイを行う場合は、32P でラベルした二本鎖オリゴヌクレ
オチドを加える前に、NF-κB サブユニットの各抗体 (2μg) を加え、室温で   
30 分反応させた。 
 
9. in vitro Kinase Assay 
 

 5.0~5.7 X106 個の細胞を 37 ℃、5 % CO2 インキュベーター中で一晩培養し、
100 ng/ml となるように SN-38 を加え一定時間培養を続けた。細胞を回収し 
cold  PBS (-) で 2 回洗浄した後、TNT buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 200 mM 
NaCl, 1 % Triton X-100, 0.5 mM PMSF, 1 mg/ml leupeptin, 1 mg/ml aprotinin,    

100μM , 20 mM β-glycerophosphate) 500μl に懸濁させた。ロテーターを使い 
４ ℃で 30 分間転倒混和させた後、遠心分離 (15,000 rpm, 10 min, ４ ℃) を行

ない上清を回収した。TNT buffer で洗浄した Protein G-Sepharose  (アマシャム
バイオサイエンス) を 50μl 加え再びロテーターを使い ４ ℃で 30 分間転倒
混和させた。遠心分離 (5,000 rpm, 1 min, ４ ℃) を行ない上清を回収し、2.5μg 

の抗 IKKα(clone B78-1) 抗体を加え、４ ℃で 2 時間転倒混和させた。次に
TNT buffer で洗浄した Protein G-Sepharose を 20μl 加え再び ４ ℃で 1 時間
転倒混和させた。遠心分離 (5,000 rpm, 1 min, ４ ℃) を行ない上清を除去し

Protein G-Sepharose を 1 ml の TNT buffer で 3 回、1 ml の Kinase buffer    
(20 mM HEPES pH 7.5, 10 mM MgCl2, 50 mM NaCl, 100μM Na3O4, 20 mM     
β-glycerophosphate, 2 mM DTT, 20μM ATP)で 1 回洗浄し、Protein G-Sepharose 

を 30μl の Kinase buffer に懸濁させた。引き続き IκBα full length protein 
(amino acids; 1-317) (Santa Cruz)  1μg および [γ-32P] ATP 0.5μl (~5μCi) を
加えピペッティングにて混和した後、 30 ℃で  30 分間反応させた。5 X 

SDS-PAGE Sample buffer を 18μl 加え 5 分間煮沸し SDS-PAGE のサンプル
とした。12 % SDS-PAGE ゲルにて電気泳動を行なった後、ゲルを乾燥させオー
トラジオグラフィーを行なった。 
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10. 免疫沈降法  
 

 細胞を回収し cold  PBS (-) で 2 回洗浄した後、TNE buffer (10 mM Tris-HCl 

pH 7.8, 150 mM NaCl, 1 % Nonidet P-40, 1 mM EDTA) 500μl に懸濁させた。ロテ
ーターを使い ４ ℃で 30 分間転倒混和させた後、遠心分離 (15,000 rpm, 15 min, 
４ ℃) を行ない上清を回収した。TNE buffer で洗浄した Protein G-Sepharose  

(アマシャムバイオサイエンス)を 50μl 加え再びロテーターを使い ４ ℃で  
30 分間転倒混和させた。遠心分離 (5,000 rpm, 1 min, ４ ℃) を行ない上清を回
収し、5μg の抗 IκBβ(S-20) 抗体を加え、４ ℃で 2 時間転倒混和させた。

次に TNE buffer で洗浄した Protein G-Sepharose を 20μl 加え再び ４ ℃で 1 
時間転倒混和させた。遠心分離 (5,000 rpm, 1 min, ４ ℃) を行ない上清を除去し
Protein G-Sepharose を 1 ml の TNE buffer で 5 回洗浄し、Protein G-Sepharose 

を 20μ l の  5 X SDS-PAGE Sample buffer に懸濁させ  5 分間煮沸し、 
SDS-PAGE のサンプルとした。 
 

11. アポトーシスと caspase の活性化機構の解析  
 

 細胞の初期アポトーシスの検出は、Annexin V-FITC apoptosis detection kit (BD 

Biosciences) を用いて行った。細胞を PBS (-) で洗浄、さらに Annexin V-FITC 
apoptosis detection kit 付属の 1 X Binding Buffer で洗浄後、細胞を 1 X Binding 
Buffer  200μl に懸濁した。続いて、Annexin V-FITC 5μl を加え混和し、室温

暗所で 15 分間放置した。その後、フローサイトメーター (日本ベクトン・ディ
ッキンソン株式会社)により解析を行った。 
  Hoechst 33342 は染色体 DNA と結合し、蛍光顕微鏡 (UV フィルター) 下で

観察すると青色の蛍光を発し、細胞核の形態を観察することができる。アポト

ーシスによってみられるクロマチンの凝集や核の断片化は、細胞を 10μM の 
Hoechst 33342 で染めた後 (37 ℃、15分間、暗所）、PBS (-) で洗浄後 UV フ

ィルターを用いた蛍光顕微鏡 (Olympus BX50F) で観察した。  
 アポトーシスによってみられる caspase の活性化経路の解析は、caspase の特
異抗体によるウェスタンブロッティング法と、caspase のインヒビターを用いた 

MTT Assay 法により検討した。5 X 105 cells/ml に調製した細胞浮遊液に、終濃
度が 20μM となるように caspase インヒビター を加え、37 ℃、5 % CO2 で  
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1 時間インキュベートした。その後、終濃度が 10μg/ml となるように DHMEQ 
を加え、96 ウェルプレートに播種し (100μl/well) 、37 ℃、5 % CO2 で 24 時
間インキュベートした。翌日 MTT Assay を行い、各種 caspase インヒビターを

添加したサンプルと添加しなかったサンプルの細胞生存率を比較した。 
 

12. ポリアデニル酸 [Poly(A)+] RNA の調製  
 

 培養細胞株からの Total RNA 抽出は、ISOGEN (NIPPON GENE) を用いて行
なった。細胞のペレットに ISOGEN を加え激しく混和し、室温に 5 分間放置

した後、1/5 vol. のクロロホルムを加え再び激しく混和した。遠心分離により上
清（RNA 層）を回収した後、等量の 2-propanol を加え転倒混和し、室温に 10 分
間放置し、遠心分離により Total RNA の沈澱を得た。得られた Total RNA は、

80 % エタノールでリンスし風乾後、 diethyl pyrocarbonate (DEPC) 処理水に溶解
した。さらに、Oligotex-dT30 super (Roche) を用いて [Poly(A) +] RNA の調製を
行なった。Total RNA 100μl に等量の 2 X Elution buffer [20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 

2 mM ethylendiamine tetraacetic acid (EDTA), 0.2 % sodium dodecylsulfate (SDS)] を
加え混合した後  、Oligotex-dT30 super を 200μl 加えた。65 ℃で 5 分間熱変
性し、氷上で 3 分間急冷後、40μl の 5M NaCl を加え（終濃度 500 mM）撹

拌し、37 ℃ で 10 分間インキュベート後、遠心分離 (15,000 rpm、室温、10 分)
し上清を除去した。ペレットを 500μl の Washing buffer (10 mM Tris-HCl, pH 
7.5, 1 mM EDTA, 0.1 % SDS, 0.1 M NaCl) に懸濁し、37 ℃で 10 分間放置、続い

て遠心分離 (15,000 rpm、室温、 10 分)し上清を除去した。ペレットを 200μl の 
TE 緩衝液に懸濁し、65 ℃で 5 分間加熱し、Oligotex-dT30 から [Poly(A) +] RNA 
を溶出した。遠心分離 (15,000 rpm、室温、 10 分) し上清を回収後、エタノー

ル沈澱によって [Poly(A) +] RNA を得た。得られた  [Poly(A) +] RNA は、80 % エ
タノールでリンスし風乾後、 DEPC 処理水に溶解し、分光光度計による定量を
行い目的の実験に使用した。   
 

13. プローブ DNA の作製  
 

 [Poly(A) +] RNA 0.5μg に DEPC 処理水を加え 12.7μl とし、70 ℃で 10 分
間処理した後氷上で急冷を行なった。これに逆転写酵素付属の 5 X First strand 
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buffer 4μl 、0.1 M DTT 1μl 、25 mM 4dNTPs 0.8μl、(dT)16 primer 50 pmol そし
て RNase Inhibitor (TOYOBO) 0.5μl を加え総量 20μl とした。42 ℃で 2 分間
反応させた後、逆転写酵素 SuperScript II (Invitrogen) 1μl (200U) 加え 42 ℃で 

50 分間インキュベートした。その後、70 ℃で 15 分間の反応で逆転写酵素を
失活させ cDNA を合成した。 
 次に、cDNA 2μl、2.5 mM 4dNTPs 4μl、10 X Ex Taq buffer 5μl 、センスプラ

イマー 25 pmol、アンチセンスプライマー 25 pmol、Ex Taq (Takara) 0.25μl に
滅菌水を加え 50μl とし、9４ ℃, 1 min → (95 ℃, 30 sec → 61 ℃, 30 sec → 
72 ℃ 1 min) X 35 cycles → 72 ℃ 5 min の条件下で polymerase chain reaction 

(PCR) による増幅を行なった。各プライマーは以下のように設計した。 
Bcl-xL センス: 5'-ATGTCTCAGAGCAACCGGGAG-3' 
Bcl-xL アンチセンス: 5'-TCATTTCCGACTGAAGAGTGAGC-3' 

c-FLIP センス: 5'-GCTTCCCTAGTCTAAGAGTAG-3' 
c-FLIP アンチセンス: 5'-AGGATCCTTGAGACTCTTTTGG-3' 
 アガロースゲル電気泳動により目的のサイズのバンドをゲルから切り出し、

suprec-01 (Takara) を用いて DNA フラグメントを溶出した。これをエタノール
沈澱で濃縮した。TA クローニングベクター (pGEM-T easy; Promega) 0.03 pmol 
に DNA フラグメント ~0.08 pmol、10 X T4 DNA ligase buffer 0.5μl、T4 DNA 

ligase (Takara) 0.4μl と滅菌水を加え 5μl とし、16 ℃で一晩ライゲーション反
応を行なった。 
 次にライゲーション終了後の反応溶液はコンピテントセル  E.coli JM109 

(Takara) を用いて大腸菌に導入し、個々の大腸菌クローンからプラスミド DNA 
を抽出し、挿入断片の有無さらにシークエンスにより塩基配列を確認し、目的

のプラスミドを得た。 

 その後、大量調製した目的のプラスミドを制限酵素 EcoRI (Takara) で消化し、
アガロースゲル電気泳動を行い目的のサイズのバンドをゲルから切り出し精製

し、プローブ DNA として使用した。 
  
 
 
 
 



 83 

14. ノーザンブロット法  
 

 サブマリン型電気泳動槽に 1 % ホルマリンアガロースゲルと Running バッ

ファー (40 mM MOPS, 10 mM 酢酸ナトリウム pH 7.0, 1 mM EDTA) をセット
し、ゲルの各ウェルに用意したサンプルを注入し、100 V の定電圧で約 3 時間
電気泳動を行った。電気泳動後のゲルは、20 X SSC（3M NaCl, 0.3 M クエン酸

ナトリウム）を用いたキャピラリー法によるブロッティングを一晩行なった。

メンブレンは  Hybond-C extra-nitrocellulose membranes (Amersham Bioscience 
Corp.) を使用した。ブロッテイング後のメンブレンは、4 X SSC でリンスした

後、80 ℃ で 2 時間ベーキングを行ないメンブレンに RNA を固定した。ハイ
ブリダイゼーションバックにメンブレンを入れ、プレハイブリダイゼーション

溶液 (6 X SSC, 1 X Denhardts, 0.1 M NaPO4, pH 7.0, 0.1 mg/ml 熱変性サケ精子 

DNA)を加えてシールし、65 ℃で 2~3 時間プレハイブリダイゼーションを行
なった。プレハイブリダイゼーション終了後、メンブレンにハイブリダイゼー

ション溶液 (4 X SSC, 1 X Denhardts, 0.5 % SDS, 0.1 M NaPO4, pH 7.0, 10 % 

Dextran Na, 0.1 mg/mL 熱変性サケ精子 DNA)とアイソトープによって標識した
プローブ (~1.0 X 106 cpm/mL) を加えてシールし、65 ℃で一晩ハイブリダイゼ
ーションを行なった。プローブ DNA 20 ng は、Random Primed DNA Labeling Kit 

(Roche) を用いて [α-32P] dCTP 標識し、Sephadex G50 カラムで精製し熱変性後
使用した。ハイブリダイゼーション後、Washing buffer (0.2~0.5 X SSC, 0.1 % 
SDS) で 2 回洗浄 (65 ℃、15 分間)し、オートラジオグラフィーを -80 ℃にて

行なった。X線フィルムはコダック社製の XAR-5 films を用いた。 
 

15. in vivo モデルにおける  DHMEQ の治療効果  
 

 実験で使用した NOD/SCID/γcnull (NOG) マウスは、財団法人実験動物中央
研究所 (Central Institute for Experimental Animals) (川崎) より購入した。1 X 107 

個の H-RS 細胞を NOG マウスの耳周囲の皮下に接種した。DHMEQ を、  
12 mg/kg の条件で細胞を接種した当日あるいは腫瘍が触知できはじめた 5 日
後から週に 3 回の割合で 1 ヶ月間腹腔内に投与した。コントロールマウスに

は、DHMEQ 処置群と全く同じ手順で、 RPMI 1640 培養液 200μl を投与した。 
細胞接種から 1 ヶ月間経過を観察し、それから腫瘍の大きさの計測や免疫組織
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化学的研究を行なうために処置を施した。摘出した腫瘍は Streck Tissue Fixative 
(S. T. F) で固定し、パラフィン包埋ブロックとし薄切した後、ヘマトキシリンエ
オジン染色を行なった。マウスを使った in vivo モデルの実験は、東京医科歯科

大学大学院医歯学総合研究科 Md. Zahidunnabi Dewan 博士に協力していただい
た。 
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第３節 結果  
 

3-1. IκBα  変異を持つ  H-RS 細胞株に対する  topoisomerase 阻害剤によ
る一過性の  NF-κB 活性の誘導  
 

 まず初めに IκBα変異のない H-RS 細胞株 (L540, HDLM2) と IκBα変異

があり正常 IκBαタンパク質が欠失している H-RS 細胞株 (L428, KMH2) に
おいて 、topoisomerase 阻害剤が NF-κB の活性化レベルにどの程度影響を及
ぼすかを検討した。 5 X 105 個の細胞を、100 ng/ml SN-38、2μM daunorubicin あ

るいは 50μM etoposide で一定時間処理し、核タンパク質を抽出後 EMSA を行
なった。IκBα変異のない細胞株では、topoisomerase 阻害剤で処理することで
一過性の NF-κB の活性化が認められ、活性のピークは処理後 1~2 時間であ

った  (Figure 24A top)。一方 IκBα変異がある L428 と KMH2 細胞株では、
予想に反し NF-κB の活性化が認められた。L428 細胞株の活性のピークは    
1 時間であったが、KMH2 細胞株ではやや遅く処理後 4~5 時間で活性のピー

クを迎えた (Figure 24A bottom)。topoisomerase 阻害剤で一過性に誘導されてき
た NF-κB の構成タンパク質を同定するために、各々の topoisomerase 阻害剤
で処理した 5 時間後の KMH2 細胞株の核タンパク質を用いて EMSA を行な

った。その結果、一過性に誘導されてきた NF-κB の構成タンパク質には p50 
および p65 が含まれていることが明らかとなった (Figure 24B)。次に H-RS 細
胞株に対する topoisomerase 阻害剤処理による NF-κB の誘導に IKK の活性

化が関与しているかどうかを検討した。L540 および KMH2 細胞株に対して 
topoisomerase 阻害剤である  SN-38 処理を施し、 IKK の一過性の活性化を    
in vitro Kinase Assay 法で IKK のリン酸化検出することにより評価した。その

結果、両細胞株において 0.5~1 時間で明らかに IKK のリン酸化が確認された 
(Figure 24C)。これらの結果より、  IκBα変異の有る無しにかかわらず 
topoisomerase 阻害剤で誘導されてくる一過性の NF-κB の活性化には IKK 経

路の活性化が関与し、恒常的に活性化している NF-κB のみならず、新たに誘
導されてくる NF-κB もホジキンリンパ腫治療の格好の標的分子となりうるこ
とが示唆された。 
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3-2. topoisomerase 阻害剤による  NF-κB の誘導における  IκBβの関与   
 

 IκBαと IκBβは機能重複を有し酵素活性も非常に似ているという報告が

なされている (87)。そこで、IκBα変異を持つ H-RS 細胞の topoisomerase 阻
害剤による NF-κB の誘導には IκBβが機能していることが考えられた。この
仮説を検証するために、細胞内での IκBβと p65 や p50 の結合、SN-38 処理

後の IκBβのリン酸化や IκBβの分解を検討した。IκBβは IκBαと同じよ
うに N 末側にあるセリン残基のリン酸化により制御されている (88)。そこで  
IκBβタンパク質のリン酸化は免疫沈降後の  IκBβタンパク質を抗 

phosphoserine 抗体で検出することで確認した。また IκBβの分解は SN-38 処
理後の活性化 p65 と IκBβの細胞内分布を共焦点レーザー顕微鏡により観察
した。免疫沈降法の結果、L428 細胞では IκBβと p65あるいは IκBβと p50 

が細胞内で複合体を形成していることが明らかとなった (Figure 25A)。L428 細
胞では SN-38 処理後 0.5~1 時間で IκBβタンパク質の減少が認められた 
(Figure 25B)。 IκBβタンパク質のリン酸化は SN-38 処理後約 15 分でピーク

に達して瞬時にリン酸化が起こることが明らかとなった (Figure 25C)。IκBβタ
ンパク質の減少はリン酸化に伴い引き続き起こる分解によるものであることが

示唆された。L428 細胞を SN-38 で刺激することで誘導されてくる NF-κB は、

刺激後 1 時間でピークに達していた (Figure 25D)。共焦点レーザー顕微鏡によ
る解析から、SN-38 処理前は細胞全体に拡散するように分布していた活性型の 
p65 は、SN-38 処理後 1 時間で核内に集まり、2 時間後には再び細胞質にも分

布することが明らかとなった (Figure 25E top panels)。一方、IκBβは SN-38 処
理後 1 時間で発現量が減少し、2 時間で元のレベルまでようやく回復してくる
結果が得られた (Figure 25E bottom panels)。topoisomerase 阻害剤処理 → IKK 

の活性化 → IκBβのリン酸化 → IκBβの分解 → NF-κB の活性化という
シグナル伝達の一連の流れが L428 細胞で確認された。以上の結果から、野生
型 IκBαを欠失する H-RS 細胞の topoisomerase 阻害剤による NF-κB の誘

導には IκBβが関与することが強く示唆された。 
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3-3. DHMEQ による恒常的  NF-κB の活性化阻害に伴う  H-RS 細胞増殖
の抑制とアポトーシス誘導  
 

 次に、H-RS 細胞株の恒常的 NF-κB の活性化に対する DHMEQ の効果を調
べることを目的に、4 種類の H-RS 細胞株を 10μg/ml の DHMEQ で 7 時間
処理し恒常的 NF-κB の DNA 結合活性を EMSA により検討した。IκBαの

変異が有る無しにかかわらず全ての細胞株でみられる NF-κB の恒常的活性化
は DHMEQ 処理により明らかに阻害される結果となった (Figure 26A)。L428 
および L540 細胞株を用いて DHMEQ 処理後の活性型 NF-κB p65 の動態を

共焦点レーザー顕微鏡で観察したところ、DHMEQ は NF-κB の核移行を阻害
するという概念を支持する結果が得られた (Figure 26B)。さらに NF-κB の 
DNA 結合活性は DHMEQ 処理後 1 時間でほぼ完璧に阻害され、コントロール

の Oct-1 に対してほとんど影響を及ぼさず、その阻害効果は NF-κB に特異的
であることが示された  (Figure 26C)。また、DHMEQ により影響を受けた   
NF-κB の構成タンパク質には  p50 および  p65 が含まれていることが

supershift EMSA の結果より明らかとなった (Figure 26D)。 
 次に DHMEQ の H-RS 細胞株の生存率に及ぼす影響を調べた。MTT assay の
結果より、4 種類全ての H-RS 由来細胞株の細胞生存率の減少は DHMEQ 濃

度依存的であることが示された。しかし、正常末梢血単核球 (PBMC) の生存率
は 20μg/ml の高濃度の条件においてさえも H-RS 由来細胞株のような明らか
な影響は示さなかった (Figure 27A)。さらに DHMEQ による H-RS 細胞株への

アポトーシス誘導の可能性を Annexin V 活性や核の断片化を解析することで
評価した。 DHMEQ の濃度は MTT assay の結果に基づいて決定し、L428 およ
び KMH2 は 20μg/ml、L540 および HDLM2 は 10μg/ml を採用した。フロ

ーサイトメーター法による解析結果から H-RS 細胞株に対する DHMEQ 処理
で Annexin V 陽性細胞数の明らかな増加が認めらた (Figure 27B)。Hoechst 
33342 染色の結果から核の断片化やクロマチンの凝集が確認でき、H-RS 細胞株

に対する DHMEQ 処理でアポトーシスが誘導されることが示唆された (Figure 
27C)。H-RS 細胞株とは対照的に正常 PBMC では DHMEQ 処理によって現れ
るアポトーシスの特徴が認められず、DHMEQ の影響をほとんど受けないこと

が明らかとなった。以上の結果から、H-RS 細胞に対して DHMEQ はNF-κB の
恒常的活性化を選択的に阻害し、IκBαの変異が有る無しにかかわらずアポト
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ーシスを誘導することが示唆された。 
 

3-4. カスパーゼ  3、 8 および 9 の活性化を伴うアポトーシス  
 

 DHMEQ により NF-κB の恒常的活性化を阻害することで起こるアポトー
シスの誘導にカスパーゼカスケードの活性化がかかわっていることを確かめる

ために、まず初めにカスパーゼ 3 の活性化をウエスタンブロット法により調べ
た。カスパーゼ 3 はアポトーシスのの典型的な特徴を示すのに必須の物質であ
る。 不活性前駆体として細胞質に存在し 32 kDa のプロカスパーゼ 3 は、カス

ケードの活性化により分子内の特定部位で切断が起こり プロセッシングによ
り 32 kDa プロカスパーゼ量の減少が示された。この結果より DHMEQ により
誘導されるアポトーシスはカスパーゼカスケードの活性化が関わっていること

が示唆された。細胞内でのカスパーゼの活性化機構には、ミトコンドリアから

流出したシトクロム c が カスパーゼ 9 の活性化因子である Apaf-1 に結合し
活性化される系と、Fas や TNF レセプター（デスレセプター）の複合体にカス

パーゼ 8 もしくは  -10 が直接結合し活性化される系の二つがある。次にカス
パーゼ 3 の上流にあるこの 2 つのカスパーゼカスケードの活性化を調べた。
46 kDa プロカスパーゼ 9 の減少とカスケードの活性化により生じるカスパー

ゼ 8 の 10 kDaの切断断片の増加が認められ、DHMEQ 処理によりカスパーゼ 
8 およびカスパーゼ 9 カスケードの両方が活性化されることが明らかとなっ
た (Figure 28A)。以上の結果を踏まえ、DHMEQ 処理により誘導されてくるア

ポトーシスを各々のカスパーゼ阻害剤を用い抑制できるかどうか検討した。

KMH2 細胞株を 50μM のカスパーゼ阻害剤で 1 時間反応させた後 15μg/ml 
の DHMEQ で 12 時間処理し MTT assay により細胞生存率を求めた。カスパ

ーゼ阻害剤によるアポトーシスの抑制は完全ではなかったが、カスパーゼ阻害

剤処理により明らかにアポトーシスの軽減が認められた (Figure 28B)。  
 H-RS 細胞においては抗アポトーシス活性を有する Bcl-xL や c-FLIP とい

った抗アポトーシス遺伝子の発現がしばしば報告されている (89-92)。 Bcl-xL 
はミトコンドリア系カスパーゼに、c-FLIP は膜系カスパーゼに対する強力なイ
ンヒビターとして働く分子として知られていたため、DHMEQ 処理後のこれら

の分子の発現の変化をノーザンブロット法と免疫化学染色法により調べた (93)。
DHMEQ 処理で Bcl-xL の発現レベルは 1/4 程度にまで、c-FLIP の発現レベル
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は 1/10 程度にまで抑制されることが明らかとなった (Figure 28C & 28D)。以上
の結果をまとめると、DHMEQ 処理により誘導されてくる H-RS 細胞株のアポ
トーシスは、Bcl-xL や c-FLIP の発現抑制を伴う膜系およびミトコンドリア系

カスパーゼカスケードの活性化により誘導されることが確認された。 
 

3-5. in vivo モデルにおける  H-RS 細胞に対する  DHMEQ の増殖抑制効果  
 

 これまで得られた結果からホジキンリンパ腫患者の治療にとっての DHMEQ 
の有効性が期待された。そこで、NOG マウスモデルを使い移植された H-RS 細

胞の  DHMEQ 処理による増殖抑制効果を検討した。予想通り  1 ヶ月で 
DHMEQ 処理群は腫瘍の大きさが縮小し、明らかに腫瘍組織のサイズおよび重
さも 1/3 程度にまで減少する結果となった (Figure 29A & 29B)。DHMEQ はマ

ウスの生体内で樹立された腫瘍 (L540 や KMH2 細胞) の増殖を抑制し、結果
として腫瘍サイズの縮小が認められた。このことは in vitro の実験でも証明さ
れたように、野生型 IκBαの欠失に関係なく DHMEQ は作用することを示唆

している (Figure 29C & 29D)。今回の DHMEQ の投与量 (12 mg/kg を 1 週間
に 3 回、1 ヶ月間投与) では体重減少や悪液質といった副作用は認められず、
十分耐容性のある濃度であった。さらに DHMEQ 投与マウスの腫瘍組織標本で

は、アポトーシスを起こした細胞が見られた (Figure 29E)。以上の結果は、
DHMEQ は野生型 IκBαの欠失に関係なく in vivo においてもホジキンリンパ
腫腫瘍の縮小に効果的であることを示唆する。 
 

3-6. topoisomerase 阻害剤の抗腫瘍活性の  DHMEQ による増強作用  
 

 KMH2 細胞株で topoisomerase 阻害剤で一過性に誘導されてくる NF-κB 
活性に対する  DHMEQ の効果を調べた。恒常的な  NF-κB 活性に加え、
topoisomerase 阻害剤で一過性に誘導されてくる NF-κB 活性も DHMEQ 処理

によりほとんど完全に阻害される結果となった (Figure 30A )。共焦点レーザー
顕微鏡観察により、 SN-38 と DHMEQ 処理により活性型 NF-κB p65 の分布
が核内から細胞質へと蓄積の変化が認められ、DHMEQ は NF-κB の核移行を

阻害するという概念をさらに支持する結果となった (Figure 30B )。 
 topoisomerase 阻害剤と DHMEQ により H-RS 細胞に対する抗腫瘍効果の増
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強がみられるか検討を行なった。 10μg/ml DHMEQ に対して抵抗性のあった 
B cell 系  H-RS 細胞株である  KMH2 細胞株を使用した。致死量以下の 
topoisomerase 阻害剤に 10μg/ml DHMEQ の有無で 48 時間反応させ MTT 

assay を行ない細胞生存率を求めた。SN-38、daunorubicin、etoposide いずれの 
topoisomerase 阻害剤においても DHMEQ との併用で抗腫瘍効果の増強が認め
られた (Figure 30C )。さらに topoisomerase 阻害剤と DHMEQ の併用で認めら

れた抗腫瘍効果の増強作用によりアポトーシスの誘導能も増強されるかどうか

検討を行なった。 コンビネーションで用いることによって、Annexin V 陽性細
胞の増加、細胞核の形態変化をきたした細胞の増加が認められた (Figure 30D & 

30E )。加えて DHMEQ は L428 細胞株に対し SN-38 で誘導されるカスパーゼ 
3 の活性化を増強させることが示された (Figure 30F)。以上の結果から H-RS 細
胞での topoisomerase 阻害剤で誘導される一過性の NF-κB を DHMEQ によ

り阻害することで、topoisomerase 阻害剤本来の抗腫瘍活性を増強できることが
考えられる。 
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第４節 考察  
 

 本研究において H-RS 細胞での NF-κB レベルは非常に高いにもかかわら

ず、topoisomerase 阻害剤での IKK 経路の活性化によりさらなる NF-κB の活
性化が誘導されたことを示した。そしてその一過性の NF-κB の活性化は、    
IκBαの変異の有る無しにかかわらず 調べた全ての H-RS 細胞株で共通な現

象であり、野生型 IκBαが欠失している H-RS 細胞の NF-κB の誘導には    
IκBβが関与していることを明らかにした (Figure 25)。 さらに新規 NF-κB 阻
害剤  DHMEQ は  H-RS 細胞の  Iκ Bαの変異の有無にかかわらず 

topoisomerase 阻害剤で誘導される一過性の  NF-κB を阻害することで、
topoisomerase 阻害剤が持つ本来の細胞毒性作用を増強させるさせる効果がある
ことを明らかにした (Figure 30)。これらの結果から、ホジキンリンパ腫の分子

基盤の特徴と治療を考えあわせると、恒常的に発現している NF-κB と誘導性
の NF-κB は重要な標的分子の一つであることが示唆される。そして DHMEQ 
の細胞増殖抑制効果やアポトーシス誘導効果から、ホジキンリンパ腫の分子標

的薬として適していることが考えられた。 
 topoisomerase 阻害剤によって誘導される NF-κB シグナル上流の IKK と  
IκBαの活性化機構についての研究は多数報告されている  (19, 86)。

topoisomerase 阻害剤は核内の二本鎖 DNA にニックを入れて二本鎖 DNA の
コイル構造やスーパーコイル構造を作っていたねじれを解消し DNA に障害を
与え、その障害が IKK 複合体に伝わり IKK のシグナル伝達経路が活性化され

ると言われている。例えば  P13K 関連キナーゼの一種である  ATM 
(ataxia-telangiectasia mutated) や DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) といっ
たいくつかの分子がこの活性化経路に関わっていることが報告されている (94, 

95)。最近の研究報告においては、topoisomerase 阻害剤によって NF-κB を活性
化するような新たな分子が合成されるということは言われていない。従って 
H-RS 細胞に対する topoisomerase 阻害剤による一過性の IKK および NF-κB 

の活性化は、NF-κB の強力で恒常的活性化を有する H-RS 細胞株においても
同様の活性化経路により制御されていることが示唆される。 
H-RS 細胞のおよそ 10~20 % は IκBα遺伝子上にホモまたはヘテロの変異が

あり、そこから読み取られた IκBαは C 末端側欠失を有しその結果 NF-κB 
に結合できなくなっていることが報告されている。IκBαの変異による正常    
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IκBαの欠失が H-RS 細胞での恒常的 NF-κB の活性化の原因の一つとなっ
ていることが報告されている (80-84)。もし IκBαが H-RS 細胞で NF-κB を
制御する唯一の分子であるならば、正常な IκBαの欠失により、NF-κB は上

流の IKK の活性化状態に関係なく脱制御状態となると考えられる。しかし正常
な IκBαを欠失する H-RS 細胞株に対する topoisomerase 阻害剤処理におい
て IKK 経路を介する NF-κB の活性化が明らかとなったことより、 IκBαに

替わってシグナル伝達に関わる IκBα以外の分子の存在が示唆された。H-RS 
細胞にアデノウイルスベクターに組み込んだ細胞質ドメインを持たないデコイ 
CD30 を導入することで、 NF-κB の構成的活性化を阻害するという結果が得

られている (59)。さらにプロテアソームインヒビター PS341 が正常 IκBαの
欠失している H-RS 細胞に対してアポトーシスを誘導するという報告がなされ
ていることからも、 IκBαに替わる分子の存在が想定される (96)。本研究では    

IκBβが H-RS 細胞において NF-κB の活性化に関与していること、正常       
IκBαの欠失している H-RS 細胞では IκBβが IκBαの代わりに IKKー   
NF-κB 経路を制御していることを示唆する結果を示した。さらに IκBαと    

IκBβの機能的類似性や酵素活性の類似性が報告されていることを考えあわせ
ると、 IκBαを欠失する H-RS 細胞においては IκBβが IκBαに替わって機
能していることが強く示唆された (87)。  

 本研究の結果から、NF-κB の恒常的な活性だけではなく一過性に誘導されて
くる NF-κB 活性もホジキンリンパ腫治療の格好の標的分子となることが考え
られた。topoisomerase 阻害剤である SN-38、daunorubicin や etoposide は、H-RS 

細胞株でみられる強力な恒常的 NF-κB 活性に加えてさらに一過性の NF-κB 
活性を誘導することができた  (Figure 24A)。H-RS 細胞株を  腫瘍壊死因子 
(tunor necrosis factor; TNF) ファミリーの一員である CD 40 リガンドや TNF- 

αで刺激しても NF-κB 活性がそれ以上活性化されないことが報告されている
(81, 84)。このことは、H-RS 細胞では TNF レセプターファミリーから TRAF
を介して IKK にいたる経路は強力に活性化しており、さらなる活性化刺激に反

応しないが、IKK のレベルでは活性化刺激に反応することを示唆している。本
研究では topoisomerase 阻害剤による誘導性の NF-κB 活性を DHMEQ によ
り阻害することで topoisomerase 阻害剤の効果を増強させることが示された 

(Figure 30)。このことは誘導性の  NF-κB 活性は  H-RS 細胞に対する 
topoisomerase 阻害剤の感受性を鈍らせるが、DHMEQ により誘導性の NF-κB 
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活性を阻害することにより topoisomerase 阻害剤の抗腫瘍活性を回復させるこ
とができることを示唆する。 
 DHMEQ による NF-κB 活性の阻害効果は処理後 1 時間からそれ以降もは

っきりと認められ、NF-κB 活性の阻害よりも遅れてアポトーシス誘導が起こっ
ている。このことは H-RS 細胞に対する DHMEQ によるアポトーシス誘導は
二次的な現象であり、遺伝子発現の制御を介してアポトーシスが誘導されてい

るものと考えられる。H-RS 細胞をアポトーシスに導くためには、death レセプ
ターや細胞毒性作用を持つ薬剤による刺激がない状態で恒常的な NF-κB の活
性化を阻害することで十分であると考える。H-RS 細胞の生存は抗アポトーシス

活性とアポトーシス促進活性のバランスの上に成り立っている。DHMEQ によ
り抗アポトーシス分子として機能する c-FLIP や Bcl-xL の発現抑制が起こり、
両活性のバランスの崩壊によりアポトーシスが誘導されたものと思われる

(90-92)。 
 速効性と特異性を有する DHMEQ は H-RS 細胞の NF-κB を阻害するのに
相応しい化合物であると考えられる。他の研究機関で行なわれた gliotoxin、

MG132、arcenic や PS341 を使用した報告からも、これらの低分子化合物によ
り H-RS 細胞の NF-κB 活性を阻害できる可能性があることを示唆している。
しかし  gliotoxin、MG132、arcenic や  PS341 の  NF-κB に対する特異性を 

DHMEQ のそれと比較すると相対的に低いと考えられる (96-98)。理由として 
gliotoxin、MG132、arcenic や PS341 の標的は IKK であるのに対して、DHMEQ 
の標的は  IKK よりさらに下流に存在していることが挙げられる。さらに 

gliotoxin、MG132 や PS341 は 元々はプロテアソーム阻害剤であり、機能の一
部として抗 NF-κB 活性を有しているにすぎない (96, 98)。arcenic もスルフヒ
ドリル基の活性阻害を通して種々の分子の機能を阻害、そして IKK を含む  

NF-κB 経路の阻害もその機能の一部であることが知られている (97)。したが
ってその特異性が問題点として挙げられる。 
 DHMEQ の興味深い特性として正常細胞に対して毒性が低いことが挙げられ

る。正常末梢血単核球は DHMEQ によるアポトーシス誘導に耐性であったが、
そのメカニズムはまだはっきりとわかっていない。NOG マウスによる in vivo 
モデルの結果から、DHMEQ の細胞増殖抑制効果を発揮する濃度でのマウスに

対する毒性はほとんどないように思われる。一週間に 3 回の DHMEQ 投与で
明らかに抗腫瘍活性が現れ、それに伴う体重減少のような副作用は全く認めら
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れなかった (Figure 29)。今回の実験で設定した 12 mg/kg という濃度は、LD50 
(180 mg/kg ) の約 1/10 にも満たない量であった。従って DHMEQ は H-RS 細
胞に対する NF-κB 阻害剤として相応しいものであると考える。 

 恒常的あるいは誘導性の NF-κB は、IκBα の変異には関係なくホジキンリ
ンパ腫治療の格好の標的分子となり得ることが示唆された。そしてトランスレ

ーショナルリサーチに向けて新規 NF-κB 阻害剤 DHMEQ は有望な薬剤の一

つであり、臨床応用されることを期待する。 
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第６章 総括  
 

 第一章では本研究の背景と目的について概説した。NF-κB が癌化や癌細胞の

増殖、生存に重要な働きをしていることが明らかになっており、NF-κB は重要
な分子標的の一つとして考えられている。NF-κB の恒常的活性化を伴う代表的
な血液系悪性腫瘍に、多発性骨髄腫 (multiple myeloma; MM)、成人 T 細胞性白

血病／リンパ腫 (adult T-cell leukemia/lymphoma; ATL)、慢性リンパ性白血病 
（choronic lymphocytic leukemia; CLL）、ホジキンリンパ腫 （Hodgkin lymphoma; 
HL） そしてマントル細胞リンパ腫 (mantle cell lymphoma; MCL) が挙げられる。

本研究では、抗リウマチ薬として開発途上にあった新規  NF-κB 阻害剤 
DHMEQ を用い、血液系悪性腫瘍 (MM、ATL、CLL、HL) に対する NF-κB 活
性化阻害作用、細胞増殖抑制効果、アポトーシス誘導効果とその作用機序など

を調べ、DHMEQ よる血液に系悪性腫瘍の治療と化学予防の基礎的検討を行っ
た。 
 第二章では多発性骨髄腫（MM）に対する DHMEQ の効果を検討した。MM 細

胞株および新鮮 MM 細胞における NF-κB の恒常的活性化は、DHMEQ によ
り特異的に阻害され、細胞周期の G0/G1 における停止およびアポトーシスを誘
導した。この過程には細胞周期に関わる cyclinD1、 D2 および抗アポトーシス

に関わる c-FLIP および BcL-xL の発現抑制が関与することが示唆された。
DHMEQ は正常末梢血単核球（PBMC）の NF-κB の恒常的活性化に対する抑
制、アポトーシス誘導とも明らかではなかった。さらに in vivo モデルの系にお

いても DHMEQ は MM 細胞に対する抗腫瘍活性を示し、マウスへの毒性は明
らかでなかった。縮小した MM 腫瘍においては VEGFの発現が低下しており、
VEGF が NF-κB でコントロールされていること、腫瘍の増殖に関与している

ことを示唆する結果を示した。 
 第三章では成人 T細胞性白血病／リンパ腫（ATL）および HTLV-1 キャリア 
PBMC 中の感染細胞に対する DHMEQ の効果を検討した。ATL 細胞株および

新鮮 ATL 細胞における NF-κB の恒常的活性化は、DHMEQ により特異的に
阻害され、細胞周期の G0/G1 における停止およびアポトーシスを誘導した。こ
の過程には cyclinD1、D2、および c-FLIP および BcL-xL の発現抑制、Rb の

リン酸化の抑制がかかわり、細胞周期の G0/G1 における停止およびアポトーシ
スが誘導されると考えられた。DHMEQ は正常末梢血 T 細胞の NF-κB の恒
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常的活性化に対しては抑制、アポトーシス誘導とも明らかではなかった。in vivo 
モデルの系においても DHMEQ は ATL 細胞に対する抗腫瘍活性を示し、マウ
スの生存を有為に高めた。 

  さらに HTLV-1 キャリア末梢血感染細胞においてすでに恒常的 NF-κB を
呈することを明らかにし、DHMEQ は HTLV-1ウイルスのコピー数を減じるこ
とができることを示した。このことは、HTLV-1 感染細胞において恒常的     

NF-κB が感染細胞の生存、増殖を支えていること、DHMEQ 処理により感染
細胞が除去できることを示唆しする。さらに NF-κB が ATL の発症予防の重
要な分子標的であることが示唆された。 

 第四章では慢性リンパ性白血病細胞 (CLL) に対する DHMEQ の効果を検討
した。DHMEQ は新鮮 CLL 細胞における NF-κB の恒常的活性化を阻害、ア
ポトーシスを誘導した。この過程は膜およびミトコンドリア系カスパーゼの活

性化、抗アポトーシスにかかわる c-FLIP、c-IAP、BcL-xL および Bfl-1 の発現
抑制を伴うことを示した。DHMEQ は正常末梢血 B細胞の NF-κB の恒常的活
性化に対しては抑制、アポトーシス誘導とも明らかではなかった。 Fludarabine 

は現在  CLL の  key drug として臨床で使用されているが、DHMEQ が 
fludarabine により CLL 細胞に誘導されるアポトーシスを増強することを示し
た。CD40—NF-κB シグナルは  in vivo における  CLL 細胞の生存および 

fludarabine 抵抗性に関与していると考えられている。本研究では DHMEQ が 
CLL 細胞における CD40-NF-κB シグナルを阻害できることを示した。これら
の結果は、臨床の現場において DHMEQ と fludarabine の併用が CLL に対す

る化学療法の有効性を高めたり、 CLL の化学療法抵抗性の克服に寄与するもの
と考えられた。 
 第五章ではホジキンリンパ腫（Hodgkin lymphoma; HL）に対する DHMEQ の

効果を検討した。HL の腫瘍成分である Hodgkin-Reed-Sternberg（H-RS）細胞株
における NF-κB の恒常的活性化は DHMEQ により阻害され、H-RS 細胞株に
アポトーシスが誘導された。この過程において H-RS 細胞の生存に重要とされ

ている c-FLIP および  BcL-xL の発現抑制を認めた。さらに in vivo モデルの
系においても DHMEQ は H-RS 細胞株に対する抗腫瘍活性を示し、マウスへ
の毒性は明らかではなかった。H-RS 細胞の一部は IκBαの変異を認め、    

NF-κB の恒常的活性化に関与すると報告されている。DHMEQ の効果は     
in vitro、 in vivoとも IκBαの変異の有無に関わらず認められた。topoisomerase 
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阻害剤は、DNA 障害を介して IKK—IκB—NF-κB 経路を活性化させ、
topoisomerase 阻害剤抵抗性に関与することが報告されている。topoisomerase 阻
害剤は H-RS 細胞において IκBαの変異の有無に関わらず一過性のさらなる 

NF-κB 活性化を誘導した。このことは IκBα変異を有する H-RS 細胞におい
ては IκBαに代る分子の存在が想定される。本研究において同じ IκB ファミ
リーに属する IκBβが IκBαの機能を代替していることを示した。さらに

DHMEQ は、H-RS 細胞の topoisomerase 阻害剤で誘導される一過性の NF-κB 
を阻害することで、topoisomerase 阻害剤の細胞毒性作用を増強させる効果があ
ることを明らかにした。したがって、恒常的および誘導性 NF-κB は DHMEQ 

の分子標的であり、DHMEQ は単独あるいは  topoisomerase 阻害剤を含む   
NF-κB 誘導能のある従来の化学療法剤との併用による臨床応用が期待される
ことを示した。 
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Figure 1. Structure of Rel/NF-κB and the IκB family. 

  The NF-κB family consists of five cellular proteins: c-Rel, RelA (p65), 
RelB, NF-κB1 (p50 and its precursor p105), and NF-κB2 (p52 and its 
precursor p100). NF-κB1  and NF-κB2 are translated as precursor 
proteins, p105 and p100, which upon proteasome-mediated processing 
generate the mature NF-κB subunits, p50 and p52 respectively.The NF-κB 
forms homo- or heterodimers and exists as an inactive complex with IκB 
regulatory proteins in the cytoplasm. The NF-κB precursor proteins, p105 
and p100, contain IκB domain in the C-terminus and the processing of 
these precursors serves to genarate mature NF-κB subunits and disrupts 
their IκB-like function. The NF-κB proteins show homologies in an 
approximately 300 amino acid domain called the Rel homology domain 
(RHD), which is responsible for dimerization, DNA binding, binding with 
IκB, and nuclear translocations. The IκB protein consists of IκBα, IκBβ 
and related proteins p105 and p100. These proteins contain six or seven 
ankyrin repeats and these stacked helical domains bind to RHD and mask 
the nuclear localization signal of NF-κB.

   



Figure 2.  General mechanisms of NF-κB activation

  Various stimuli such as viral infection, cytokines, phorbor ester, and antigens converge
into NF-κB activation; however, the most common proximal step is the phosphorylation of
IκB by a large IκB kinase (IKK) complex, which targets two NF-κB pathways: the classical
and alternative pathways. The classical pathway of NF-κB activation is induced by diverse
stimuli and mediated by IKK complex consisting of IKKα, IKKβ and IKKγ, which  releases
RelA/p50 after subsequent degradation of IκBα by phoshorylation. Activation of this
pathway represents cell survival, inflammation and innate immunity. The alternative
pathway of NF-κB activation is induced by some of TNF family members and mediated by
IKK complex consisting of IKKα, which activates p52/RelB by degradation of C-terminus
of p100 after phosphorylation.  Activation of this pathway plays a paticular roles in
regulation of B-cell maturation and lymphoid organogenesis. NF-κB exhibits binding
affinities to the consensus sequence GGGRNYYCC (where R is purine, Y is pyrimidine,
and N is any base) called the κB site that exists in the promoter enhancer regions of
target genes. In the classical pathway, IκBα   newly synthesized by NF-κB enters the
nucleus and dissociates p50/RelA from the target genes, transporting NF-κB to the
cytoplasm.
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Figure 3.  Structure of DHMEQ
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Figure 4. .Inhibition of constitutive NF-κB activity in MM cell lines by DHMEQ. 
(A) Inhibition of constitutive NF-κB binding activity in MM-derived cell lines. MM-derived 
cell lines, KMM1, U266 and RPMI8226, were treated with or without 10μg/ml of DHMEQ 
for 16 hours. Nuclear extracts were examined for NF-κB binding activity by EMSA with a 
radio-labeled NF-κB specific probe. Nuclear extracts of Jurkat cells treated with TNF-α and 
those of K562 cells were used as controls. The position of shifted bands corresponding to 
NF-κB and free probes are indicated on the left. RPMI, RPMI8226. 
(B) Inhibition of the NF-κB-driven promoter activities in MM-derived cell lines by 
DHMEQ. A luciferase reporter construct with a NF-κB-driven promoter (p[kB]6 -Luc) or 
(p[AP-1]7-Luc) was transiently transfected into KMM1, U266 and RPMI8226 cells for 3 
hours followed by DHMEQ treatment (10μg/ml) for 16 hours. Luciferase activities are 
expressed as percentages of those in untreated cells.*, more significant than controls. 
(P<0.01)
 (C) Time course studies of NF-κB inhibition by DHMEQ. KMM1, U266 and RPMI8226 
cells were treated with 10μg/ml of DHMEQ for indicated periods. EMSA of the same 
kinetics was done with NF-κB probe as well as AP-1 probe. 
(D) NF-κB subcomponent analysis. Subcomponents of NF-κB constitutively activated in 
MM cell lines were determined by supershift analysis. Antibodies used are indicated on the 
top. 
(E) Inhibition of nuclear localization of activated p65 by DHMEQ. KMM1 cells were treated 
with or without 10μg/ml of DHMEQ for 16 hours. Confocal immunofluorescence 
microscopic analysis was done with cytospin samples stained with a specific antibody against 
activated p65 NF-κB. 
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Figure 5. .DHMEQ induces apoptosis of MM cell lines.

 (A) Dose dependent reduction of cell viabilities of MM cell lines treated with DHMEQ. MM 
cell lines KMM1, U266 and RPMI8226 as well as unrelated cell line K562 were treated with 
indicated concentrations of DHMEQ for 48 hours. Cell viabilities were determined by MTT 
assay. Data represent the mean ± SD of relative viabilities of three independent experiments. 
(B) Time course analyses of cell viabilities of MM cell lines treated with DHMEQ. MM cell 
lines and K562 cells were treated with 10μg/ml of DHMEQ for indicated periods. Cell 
viabilities were determined by MTT assay. Data represent the mean ± SD of relative viabilities 
of three independent experiments. 
(C) Flow cytometric analysis of Annexin V reactive cells. Cells were treated with 10μg/ml of 
DHMEQ for indicated periods. After labeling with FITC-conjugated Annexin V, cells were 
analyzed by flow cytometry. Representative results of three independent experiments are 
shown. 
(D) Nuclear fragmentation of cells treated with DHMEQ. Cells were treated with or without 10
μg/ml of DHMEQ for 48 hours and stained with 10μM Hoechst 33342. 
(E) Effects of DHMEQ on cell cycle profiles. KMM1 cells were cultured for indicated times in 
the presence of DHMEQ (10μg/ml). Before analysis by flow cytometry, cells were fixed with 
cold 70% ethanol overnight and then treated with RNase and propidium iodide (50μg/ml). The 
graph shows the percentages of cells in G0/G1, S and G2/M phases of the cell cycle. 
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Figure 6.  DHMEQ-induced apoptosis involves activation of caspase 3, 8 and 9.

(A) Immunoblot analysis of caspase 3. KMM1 cells were treated with 10μg/ml of 
DHMEQ for indicated time. Samples of 30μg of whole cell lysates were examined. 
Positions of uncleaved (arrow head) and cleaved form (arrows) of caspase 3 were 
indicated on the right. Casp 3, anti-Caspase 3 antibody. 
(B) Immunoblot analysis of caspase 8 and caspase 9. KMM1 cells were treated with 
10μg/ml of DHMEQ for indicated time. Samples of 30μg of whole cell lysates were 
examined by immunoblot. Positions of cleaved form (arrow) of caspase 8 (upper panel) 
and caspase 9 (middle panel) were indicated on the right. Immunoblot of αtubulin 
served as a control (lower panel). Casp 8, anti-Caspase 8 antibody; Casp 9, anti-
Caspase 9 antibody; αTub, α Tubulin antibody. 
(C) Inhibition of DHMEQ-induced apoptosis by blockade of caspase 3, caspase 8 and 
caspase 9 activities. Prior to incubation with 5μg/ml of DHMEQ, KMM1 cells were 
treated for 1 hour with 20μM of caspase 3 inhibitor z-DEVD-FMK (αCps 3), 
caspase 8 inhibitor z-IETD-FMK (αCps 8) or caspase 9 inhibitor z-LEHD-FMK (α
Cps 9). After 18 hours of DHMEQ treatment, cell viability was examined by MTT 
assay. *,  more significant than controls. (P<0.01)
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Figure 7. Effect of DHMEQ on genes and proteins regulating cell cycle 
progression, anti-apoptosis and angiogenesis. 

(A) The expression of mRNA involved in cell cycle regulation and anti-apoptosis. MM 
derived cell line RPMI8226 was treated with or without 10μg/ml of DHMEQ for 16 
hours. The expression of mRNA involved in cell cycle regulation (cyclin D1 and cyclin 
D2), anti-apoptosis (Bcl-XL and c-FLIP) and angiogenesis (VEGF) were examined by 
northern blot analysis as described, using PT-PCR amplified fragments as probes. 
Expression of GAPDH mRNA served as a control (lower panel). CND1, cyclin D1; 
CND2, cyclin D2.
 (B) Quantification of relative expression levels. GAPDH signals were measured by 
densitometry and the values were used to normalize the levels of densitometoric 
quantification of cyclin D1, cyclin D2, Bcl-XL and c-FLIP mRNA expression in 
RPMI8226 cells. The relative expression levels of treated samples are expressed as 
percentages of those of untreated ones. 
(C) Expression of the proteins involved in cell cycle regulation and anti-apoptosis. MM 
derived cell line RPMI8226 was treated with or without 10μg/ml of DHMEQ for 16 
hours. Cells were spun by centrifugation onto glass coverslips and stained with 
antibodies specific for cyclin D2, c-FLIP and Bcl-XL and observed with fluorescence 
confocal microscopy. Expression of α-tubulin served as a control. α-Tub, α-tubulin 
antibody.
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Figure 8. Inhibition of constitutive NF-κB binding activity by DHMEQ in 
primary MM cells. 

(A) Primary MM cells were treated with or without 10μg/ml of DHMEQ for 16 hours. 
Nuclear extracts were examined by EMSA using a radio-labeled NF-κB specific probe. 
Positions of shifted bands were indicated on the left. (left panel) Nuclear extracts from 
untreated primary MM cells were subjected to supershift analysis with antibodies specific 
for p50, p65, p52, c-Rel, and RelB. Antibodies used are indicated on the top. (right panel). 
(B) Subcomponents of NF-κB constitutively activated in PBMCs with or without 
DHMEQ treatment were determined by supershift analysis. PBMCs were treated with or 
without 10μg/ml of DHMEQ for 16 hours. Nuclear extracts were examined for NF-κB 
binding activity by EMSA with a radiolabeled NF-κB specific probe. Nuclear extracts of 
untreated PBMCs were subjected to supershift analysis with antibodies specific for p50, 
p65, p52, c-Rel, and RelB. Antibodies used are indicated on the top.
 (C) DHMEQ reduces cell viability of primary MM cells. Primary MM cells and PBMCs 
were treated with 10μg/ml of DHMEQ for 48 hours. Cell viability was measured by MTT 
assay. The relative viabilities of treated samples are expressed as percentages of those of 
untreated ones. Data represent the mean ± SD percentage of relative viability of 3 
independent experiments. *, more significant than controls. (P<0.01) 
(D) Nuclear fragmentation induced by treatment with DHMEQ in primary MM cells. 
Primary MM cells and PBMCs were treated with 10μg/ml of DHMEQ for 24 hours and 
subjected to the staining with Hoechst 33342. 
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Figure 9. Effect of DHMEQ on MM cells inoculated in NOG mice. 1x107 KMM1 cells 
were inoculated in the post-auricular region of NOG mice. For the treatment group, 12 
mg/kg of DHMEQ was administered intra-peritoneally three times a week for 1 month, 
beginning on either day 0 or day 5 when tumors were palpable. The control mice 
received RPMI 1640 (200μl) simultaneously. 
(A) Gross appearance of the mice with (right) or without (left) DHMEQ treatment. 
Macroscopic images of the subcutaneously formed tumors resected from mice with 
(right) or without (left) DHMEQ treatment. 
(B) Size and weight of the resected tumors were measured and represented as bar 
graphs. Data represent the mean ± SD from 6 mice. 
(C) Effect of DHMEQ on established tumors. Size of tumors was measured and 
represented as bar graphs. Data represent the mean ± SD from 4 mice. 
(D) Growth inhibitory effect of DHMEQ on MM cells is accompanied by apoptosis, 
reduction of vascular formation and VEGF production. Microscopic images of HE 
stained tumor tissues of the mice with or without DHMEQ treatment (right and left, 
respectively) revealed apoptotic cells and decreased vascular formation in DHMEQ 
treated mice (upper panel). VEGF production of the tumor of mice with (right) or 
without (left) DHMEQ treatment was examined using antibodies that react with human 
VEGF (lower panel). *, more significant than controls. (P<0.01)
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Figure 10. Schematic representative of the natural course from HTLV-1
infection to the onset of HTLV-1 associated disease and ATL.

　 　 After infection to CD4+ T cells, HTLV-1 utilizes several regulatory
proteins encoded by virus gene for viral infectivity and proliferation of infected
cells. Among them, tax plays a key role in the proliferation of infected cells
and their transformation. Tax becomes the target of the host immune system.
In the process of expansion and suppression of HTLV-1 infected cells,
outgrowth of ATL cells, which lost Tax expression and acquired tax-
independent growth occurs.



Figure 11. DHMEQ inhibits constitutive NF-κB activity in HTLV-1-transformed and ATL-
derived cell lines
(A) Electrophoretic mobility shift analysis (EMSA) of NF-κB. Inhibition of constitutive NF-κB
binding activity by DHMEQ in HTLV-1-transformed and ATL-derived cell lines (left three panel).
A myeloid leukemia cell line K562 without HTLV-1-infection was used as a control. Cells were
cultured with or without 10µg/ml of DHMEQ for 16 hours. Nuclear extracts from Jurkat cells
treated with TNF-α served as a control. Upper panels show inhibition of NF-κB binding activity
by DHMEQ. Lower panels show results of EMSA with control probes, AP-1 and OCT1. OCT1
probe was used for HTLV-1-uninfected cells that do not show constitutive activation of AP-1.
(B) Inhibition of NF-κB transcription activities in ATL-derived cell lines by DHMEQ. Relative
levels of luciferase activities are shown in percentages compared with the levels of untreated cells.
M, MT-1 cells; T, TL-Om1 cells; NF-κB, NF-κB-driven luciferase construct; AP-1, AP-1-deriven
luciferase construct. Renilla luciferase vector (pRL-TK) was used to standardize the transfection
efficiency.
(C) Supershift analysis of the NF-κB components in HTLV-1-transformed and ATL-derived cell
lines. Antibodies used were indicated on the top. The position of shifted band corresponding to
NF-κB is indicated on the left.
(D) Inhibition of nuclear translocation of NF-κB by DHMEQ. Representative results of confocal
immunofluorescence analysis using antibodies against NF-κB p65 or NF-κB p50.
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Figure 12. DHMEQ induces apoptosis in ATL derived cell lines.

(A) Results of dose-response and time course experiments. Relative levels of cell
viability of DHMEQ-treated ATL-derived cell lines compared with those treated by
DMSO. Mean and SD of triplicated experiments are presented. TL-Om1, MT-1, KK-1
and ST-1, ATL-derived cell lines; K562, an uninfected cell line used as a control.
(B) Induction of apoptosis by DHMEQ. Cells were treated with 10 µg/ml DHMEQ for
indicated periods and binding of FITC-conjugated Annexin V was analyzed by flow
cytometry. Representative results of three independent experiments are shown.
(C) Hoechst 33342 staining of the cells. Cells were treated by DHMEQ (1 0µg/ml) or
DMSO (0.1%) for 24 hours, and stained by Hoechst 33342.
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Figure 13. Expression of genes involved in cell cycle progression and anti-apoptosis
after DHMEQ treatment.

(A) Immunoblot analysis of DHMEQ-treated MT-1 cells. Cells were treated by with
10µg/ml DHMEQ for 16 hours. Total cell lysates were subjected to the analysis.
Antibodies used for detection are presented on the left. Levels of tubulin expression are
used to confirm equal amounts of total cell lysates in each lane. Lower panel, results of
densitometric analysis of detected bands. Results are expressed as relative levels compared
with those of untreated samples. Tubulin bands were used to normalize densitometric
measurement.
(B) Activation of caspases. Cleavage of caspase-3, -8 and -9 was examined by immunoblot
analysis. Samples were prepared at the indicated time points after DHMEQ treatment.
Arrows indicate the position of cleaved  or uncleaved fragments.
(C) Inhibition of apoptosis pathways. Effects of caspase inhibitors on DHMEQ-induced
apoptosis were studied using specific inhibitors for caspase-3 (Z-DEVD-FMK) and
caspase-8 (Z-IETD-FMK) as well as caspase 9 inhibitor (z-LEHD-FMK). Inhibitors were
added to the culture media 1 hour prior to DHMEQ addition. Left panel, cell viabilities
after DHMEQ treatment in the presence of specific caspase inhibitors.
(D)  Effects of DHMEQ on cell cycle progression. MT-1 cells were treated with DHMEQ
(10µg/ml) for indicated periods followed by PI staining and subjected to cell cycle analysis
by flow cytometry.
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Figure 14. DHMEQ inhibits constitutive NF-κB activity and induces apoptosis of
primary ATL cells.

(A) EMSA and supershift analyses. Left three panels, inhibition of constitutively
activated NF-κB in three samples of primary ATL cells by DHMEQ (upper panels).
Cells were treated with or without 10µg/ml of DHMEQ for 16 hours. Positions of shifted
bands and free probes were indicated on the left. Results of EMSA with AP-1 probe are
shown in the lower panels. Right three panels, supershift analysis of NF-κB components
in three samples of primary ATL cells. Nuclear extract of ATL samples were subjected
to supershift analysis with antibodies specific for p50, p65, c-Rel, p52 and RelB.
(B) EMSA of DHMEQ effects on T-cell enriched normal PBMC and supershift analysis
of NF-κB components. Left panel, nuclear extracts were prepared after 16 hours
treatment with or without 10µg/ml of DHMEQ. Results of control EMSA with OCT1
probe are shown at the bottom. Right panel, supershift analysis of NF-kB components
using antibodies indicated above the gel. The position of shifted bands is indicated on the
left. Antibodies used are indicated on the top.
(C)  Effects of DHMEQ on the viability of primary ATL cells. Cells were treated with 10
µg/ml of DHMEQ for 48 hours. Cell viability was measured by MTT assay and the
relative levels compared with those of DMSO-treated cells are presented. Data represent
the mean±SD of 3 independent experiments.
(D) Detection of apoptosis by Annexin V. Three ATL samples and normal PBMC were
treated with 10µg/ml of DHMEQ and binding of FITC-conjugated Annexin V was
analyzed by flowcytometry after 24 or 48 hours. Data represent the mean±SD of 3
independent experiments.
(E) Changes in the nuclear morphology by DHMEQ treatment. Primary ATL cells and
control PBMC were treated with 10µg/ml of DHMEQ for 24 hours and stained with
Hoechst 33342.
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Figure 15. DHMEQ can rescue SCID mice inoculated with MT-2 cells.

  Survival curves of the SCID mice injected with MT-2 cells. DHMEQ was used at the
a dose of 4mg or 12mg/kg body weight. The differences are statistically significant
(both p<0.05 by Cox-Mantel test).
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Figure 16. Reduction of HTLV-1 provirus load of PBMC by DHMEQ

(A) Detection of NF-κB activated cells with IL-2R expression in PBMCs of asymptomatic
HTLV-1 carriers. Confocal immunofluorescence microscopy of PBMC samples (upper
panels) and control cells lines (lower panels). Primary antibodies used are indicated on the
top, as well as a the agent used for nuclear staining.
(B) The experimental protocol for measuring changes in the provirus copies after DHMEQ
treatment of PBMC.
(C) Reduction of HTLV-1 provirus load in PBMC by DHMEQ. Reduction rates of HTLV-1
provirus proviral copies of DHMEQ-treated PBMC of virus carriers are presented. Mixture
of equal number of K562 and TL-Om1 cells served as a control (C).



Figure 17. Schematic view of the action of NF-κB inhibitor in HTLV-1
carriers and patients with ATL

　　Constitutively activated NF-κB appears to be a common feature of ATL and
HTLV-1 infected untransformed cells. NF-κB inhibitor purges HTLV-1-infected
cells from HTLV-1 carrier (left). In ATL patients NF-κB inhibitor purges not
only ATL cells but also HTLV-1 infected untransformed cells from the body
(right).
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Figure 18. Inhibition of constitutive NF-κB activity in CLL cells by DHMEQ

(A) Time course studies of NF-κB inhibition by DHMEQ. CLL cell cells were treated with 10 
μg/ml of DHMEQ for indicated hours. Nuclear extracts (2μg) were examined for NF-κB 
binding activity by EMSA with a radiolabeled NF-κB specific probe. 
(B) NF-κB subcomponent analysis in CLL cells. Subcomponents of NF-κB constitutively 
activated in CLL cells were determined by supershift analysis. Nuclear extracts (2μg) of 
untreated DHMEQ were subjected to supershift analysis with antibodies specific for NF-κB 
p50, p65, p52, c-Rel and RelB. 
(C) Inhibition of constitutive NF-κB binding activity in CLL cells. CLL cells were treated with 
(+) or without (-) 10 μg/ml of DHMEQ for 3 hours. Nuclear extracts (2μg) were examined for 
NF-κB binding activity by EMSA with a radiolabeled NF-κB specific probe. The position of 
shifted bands corresponding to NF-κB and free probes are indicated on the left.
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Figure 19. DHMEQ reduces viability of CLL cells

Reduction of viability of CLL cells treated with DHMEQ. CLL cells, PBMC and 
purified B cells were treated with indicated concentrations of DHMEQ for 48 hours 
(A) or were treated for the indicated hours with 10μg/ml of DHMEQ (B). Cell 
viabilities were determined by MTT assay. For each case experiments were done in 
triplicate. The data are means±s.d. of indicated cases. ** P < 0.01
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Figure 20. DHMEQ induces apoptosis of CLL cells

(A) Flow cytometric analysis of Annexin V reactive cells. CLL cells, PBMC and purified 
B cells were treated with 5μg/ml of DHMEQ for 24 hours. After labeling with FITC-
conjugated Annexin V, cells were analyzed by flow cytometry. For each case experiments 
were done in triplicate. The data are means±s.d. of indicated cases. *P<0.05 
(B) Nuclear fragmentation of cells treated with DHMEQ. CLL cells, PBMC and purified 
B cells were treated with or without 10μg/ml of DHMEQ for 24 hours and stained with 
10μM Hoechst 33342. 
(C) Immunohistological detection of caspase 3 activation after DHMEQ treatment in CLL 
cells. CLL cells were incubated with or without 5μg/ml of DHMEQ for 24 hours. For 
inhibition of caspase 3, 20 μM of Z-DEVD-FMK was added to the culture media one 
hour prior to DHMEQ addition. For positive control Jurkat cells treated with 200 ng/ml of 
anti-Fas antibody for 3 hours were used. Cells were spun with a cytocentrifuge and stained 
by antibody for cleaved caspase 3 and observed by confocal microscopy. Staining of 
GAPDH served as controls. 
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Figure 21. Effects of DHMEQ on genes regulating apoptosis in CLL cells.
 
Quantification of the gene expression by real time PCR. CLL cells were treated 
with or without 10 …g/ml of DHMEQ for 16 hours. The expression of Bcl-XL, c-
IAP, c-FLIP, and Bfl-1 were quantified by real time PCR. For each case 
experiments were done in triplicate. The data are means ± s.d. of indicated cases. 
*P < 0.05 and ** P  < 0.01
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Figure 22. DHMEQ enhances anti-tumor effect of fludarabine in CLL cells

(A), (B) ,(C) and (D) Evaluation of combined effect of DHMEQ and F-ara-A. CLL 
cells were treated with 5μg/ml of DHMEQ, 2μg/ml of F-ara-A or combination of 
these two agents for 24 hours. MTT assay (A), Flow cytometric analysis of Annexin 
V reactive cells (B), Immunohistological detection of caspase 3 (C) and Nuclear 
fragmentation of CLL cells detected by Hoechst 33342 (D). In (a) and (B) 
experiments were done in triplicate and the data are means ± s.d. of indicated cases. 
*P < 0.05 
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Figure 23. DHMEQ abrogates constitutive and inducible NF-κB 
triggered by CD40 

CLL cells (1x106) were cross-linked by 500 ng/ml of anti-CD40 agonistic 
mouse antibody (Immunotech, Marseille Cedex, France) for one hour and 
treated by 10μg/ml of DHMEQ for 5 hours. CLL cells cross-linked by 
isotype matched IgG (Dako) served as controls. Twoμg of nuclear 
extracts were examined for NF-κB binding activity by EMSA using a 
radiolabeled NF-κB probe. 
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Figure 24. Treatment by topoisomerase inhibitors further induces NF-κB activity via IKK in  H-
RS cell lines with or without IκBαmutations 
(A) The effect of SN-38, daunorubicin and etoposide on NF-κB activity of H-RS cells with or 
without IκBα mutations. H-RS cell lines; L540 cells without IκBα mutations or KMH2 cells 
with IκBα mutations were treated with 100 ng/ml of SN-38, 2μM  daunorubicin or    50μM  
etoposide for indicated hours. Nuclear extracts (1μg) were examined for NF-κB binding activity 
by EMSA with radiolabeled NF-κB specific probe. Topoisomerase inhibitors used are indicated 
above. DNR, daunorubicin; ETP, etoposide. Lower panels show results of EMSA with a control 
probe, Oct-1.
(B) Analysis of NF-κB subcomponent after treatment with topoisomerase inhibitors by 
supershift assay. KMH2 cells were treated with topoisomerase inhibitors for 5 hours and 
harvested. 2 μg of nuclear extracts were subjected to analysis. Antibodies used are indicated 
above. 
(C) In vitro kinase assay of H-RS cell lines with or without IκBα mutations. L540 cell or 
KMH2 cells treated with 100 ng/ml of SN-38 for indicated hours were immunoprecipitated by 
anti-IKK antibody and subjected to in vitro kinase assay using IκBα as substrate. 
Phosphorylation of IκBα by IKK, which represents IKK activity is shown in the upper panels. 
Immunoblot of immunoprecipitates by anti-IKK antibody in lower panels shows an equal amount 
of IKK was used in each reaction.  
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Figure 25. Topoisomerase inhibitor-mediated induction of NF-κB is mediated by 
the phosphorylation and degradation of IκBβ in H-RS cells with IκBα 
mutations 
(A) Coimmuniprecipitation analysis of NF-κB p50 and p65 with IκBβ. 
Immunoprecipitates of anti-IκBβ antibody were blotted with anti-NF-κB p50 or p65 
antibodies (upper panels). Immunoprecipitates were blotted with anti-IκBβ antibody 
(bottom panel). IP, immunoprecipitation. 
(B) Expression level of IκBβ protein in L428 cells after treatment with topoisomerase 
inhibitor. Whole cell lysates of L428 treated with SN-38 for the indicated number of hours 
were blotted with anti-IκBβ antibody (upper panel) or anti-α tubulin antibody (bottom 
panel). 
(C) Phosphorylation of IκBβ protein in L428 cells after treatment with topoisomerase 
inhibitor. L428 cells were treated with 100 ng/ml of SN-38 for the indicated number of 
hours. Immunoprecipitates of anti-IκBβ antibody were blotted with anti-phosphoserine 
antibody (upper panel) or anti-IκBβ antibody (bottom panel). 
(D) The effect of SN-38 on NF-κB activity in L428 cells. L428 cells were treated with 100 
ng/ml of SN-38 for the indicated number of hours. Nuclear extracts (1 μg) were examined 
for NF-κB binding activity by EMSA with radiolabeled NF-κB-specific probe. 
(E) Localization of activated NF-κB p65 and IκBβ after treatment with topoisomerase 
inhibitor. L428 cells were treated with 100 ng/ml of SN-38 for the indicated number of 
hours. Confocal immunofluorescence microscopic analysis was done on cytospin samples 
stained with antibodies against activated NF-κB p65 and IκBβ.
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Figure 26. DHMEQ suppresses constitutive NF-κB activity in H-RS cell lines 
(A) Inhibition of constitutive NF-κB binding activity in H-RS cell lines. H-RS cell lines, L428, 
KMH2, L540 and HDLM2, were treated with (+) or without (-) 10μg/ml of DHMEQ for 7 
hours. Nuclear extracts (2μg) were examined for NF-κB binding activity by EMSA with a 
radiolabeled NF-κB specific probe. The upper panel shows inhibition of NF-κB binding 
activity by DHMEQ. The lower panel shows results of EMSA with a control probe, Oct-1. The 
position of shifted bands corresponding to NF-κB and free probes are indicated on the left.
(B) Accumulation of active NF-κB p65 in the cytoplasm after DHMEQ treatment. L428 and 
L540 cells were treated with or without 10μg/ml of DHMEQ for 6 hours. Confocal 
immunofluorescence microscopic analysis was done on cytospin samples stained with antibody 
against active NF-κB p65.
(C) Time course studies of NF-κB inhibition by DHMEQ. L540 and KMH2 cells were 
treated with 10μg/ml of DHMEQ for indicated hours. Nuclear extracts (2μg) were examined 
for NF-κB binding activity by EMSA with a radiolabeled NF-κB specific probe. EMSA with 
Oct-1 served as control.
(D) NF-κB subcomponent analysis in H-RS cell lines. Subcomponents of NF-κB 
constitutively activated in H-RS cell lines were determined by supershift analysis. Nuclear 
extracts (2μg) of untreated DHMEQ were subjected to supershift analysis with antibodies 
specific for c-Rel, NF-κB p50 and NF-κB p65. Cell lines used are indicated on the left. 
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Figure 27. DHMEQ induces apoptosis of H-RS cell lines　

(A) Dose dependent reduction of cell viabilities of H-RS cell lines treated with 
DHMEQ. H-RS cell lines; L428, KMH2, L540 and HDLM2 as well as PBMC were 
treated with indicated concentrations of DHMEQ for 48 hours. Cell viabilities were 
determined by MTT assay. Data represent the mean ± s.d. of 3 independent 
experiments.
(B) Flow cytometric analysis of Annexin V reactive cells. L428 and KMH2 cells 
were treated with 20μg/ml of DHMEQ for indicated hours. L540, HDLM2 cells 
were treated with 10μg/ml of DHMEQ. PBMC were treated with 20μg/ml of 
DHMEQ. After labeling with FITC-conjugated Annexin V, cells were analyzed by 
flow cytometry. Data represent the mean ± s.d. of 3 independent experiments. 
(C) Nuclear fragmentation of cells treated with DHMEQ. Cells were treated with the 
same concentration of DHMEQ used in the detection of Annexin V reactive cells for 
48 hours and stained with 10μM Hoechst 33342. Cells used are indicated above.
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Figure 28. DHMEQ-induced apoptosis of H-RS cell lines involves activation of 
membranous and mitochondrial caspase pathways and downregulation of c-FLIP 
and Bcl-XL
(A) Immunoblot analyses of caspase 3, 8 and 9. L540 cells were treated with 10μg/ml of 
DHMEQ and KMH2 cells were treated of 20μg/ml with DHMEQ for indicated hours. 30 
μg of whole cell lysates were subjected to the analysis. 
(B) Inhibition of DHMEQ induced apoptosis by blockade of caspase 3, 8 and 9 activities in 
KMH2 cells. Prior to the incubation with 15μg/ml of DHMEQ, KMH2 cells were treated 
with 50μM of caspase 3-inhibitor z-DEVD-FMK, caspase 8-inhibitor z-IETD-FMK or 
caspase 9-inhibitor z-LEHD-FMK. After 12 hours of treatment with DHMEQ, cells were 
analyzed by MTT assay. 
(C) The expression of Bcl-xL and c-FLIP mRNA. L428 and L540 cells were treated with 
or without 10μg/ml of DHMEQ for 16 hours. The expression of Bcl-xL and c-FLIP was 
examined by Northern blot analysis, using RT-PCR amplified fragments as probes. Two μ
g of poly (A)-selected RNA were subjected to the analysis. Results of Northern blot 
analyses are shown on the left. Expression of GAPDH served as a control. Quantification 
of relative levels of expression is shown on the right. GAPDH signals were measured by 
densitometry and the values were used to normalize the levels of densitometric 
quantification of Bcl-xL and c-FLIP mRNA expression in L428 and L540 cells. The 
relative expression levels of treated samples are expressed as percentages of those of 
untreated ones, which are set to 100%. 
(D) Expression of Bcl-xL and c-FLIP proteins involved in anti-apoptosis. L428 and L540 
cells were treated with or without 10μg/ml of DHMEQ for 16 hours. Cells were spun by 
centrifugation onto glass coverslips and stained with antibodies specific for Bcl-xL and c-
FLIP and observed with fluorescence confocal microscopy. Expression of αtubulin served 
as control.
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Figure 29. Effects of DHMEQ on H-RS cell lines inoculated in NOG mice 

1x107 of L540 cells were inoculated in the post-auricular region of NOG mice. For the 
treatment group, 12 mg/kg of DHMEQ was administered intra-peritoneally three times a 
week for 1 month, beginning on either day 0 or day 5 when tumors were palpable. The 
control mice received RPMI 1640 (200μl) simultaneously. 
(A) Gross appearance of the mice with (right) or without (left) DHMEQ treatment. 
Macroscopic images of subcutaneous tumors formed by L540 and those resected from 
mice with (right) or without (left) DHMEQ treatment. 
(B) Size and weight of the resected tumors were measured and represented as bar graphs. 
Data represent the mean ± s.d. from 6 mice. 
(C) and (D) Effects of DHMEQ on established tumors. L540 cells (C) and KMH2 cells 
(D) were used for the experiments. Size of tumors was measured and represented as bar 
graphs. Data represent the mean ± s.d. from 4 mice.
(E) Growth inhibitory effect of DHMEQ on H-RS cells is accompanied by apoptosis 
Microscopic images of HE stained tumor tissues of mice with or without DHMEQ 
treatment (right and left, respectively) revealed apoptotic cells in DHMEQ treated mice.
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Figure 30. DHMEQ abrogates inducible NF-κB and enhances anti-tumor 
effect of topoisomerase inhibitors in H-RS cell lines 

(A) Inhibition of topoisomerase inhibitors mediated NF-κB induction by DHMEQ. 
KMH2 cells were exposed to 100 ng/ml of SN-38, 2μM daunorubicin or 50μM 
etoposide in combination with 10μg/ml of DHMEQ for indicated hours. Twoμg of 
nuclear extracts were examined for NF-κB binding activity by EMSA using NF-κ
B probe. Lower panels show results of EMSA with a control probe, Oct-1. DHMEQ, 
DHM; daunorubicin, DNR, ETP, etoposide
(B) Accumulation of active NF-κB p65 after DHMEQ treatment. KMH2 cells were 
exposed to 100 ng/ml of SN-38 in combination with 10μg/ml of DHMEQ for 
indicated hours. Confocal immunofluorescence microscopic analysis was done on 
cytospin samples stained with antibodies against active NF-κB p65.
(C) Effect of DHMEQ on viability of H-RS cells treated by topoisomerase 
inhibitors. KMH2 cells were treated with indicated concentrations of topoisomerase 
inhibitors with or without 10μg/ml of DHMEQ. Forty-eight hours after treatment, 
cell viability was measured by MTT assay and the relative viability was determined. 
MTT values of DMSO-treated cells were set to 100%. Data present the mean ± s.d. 
of 3 independent experiments. *P<0.05, compared with SN-38, DNR or ETP alone.
(D) Analysis of Annexin V reactive cells. KMH2 cells were treated with              10 
μg/ml of DHMEQ with or without topoisomerase inhibitors for 24 hours. Cells 
were stained by FITC-conjugated Annexin V and analyzed by flow cytometry. Data 
present the mean ± s.d. of 3 independent experiments. Concentration of the agents 
was SN-38; 100ng/ml, daunorubicine; 2μM and etoposide; 50μM. *P<0.05, 
compared with SN-38, DNR or ETP alone.
(E) Nuclear fragmentation. KMH2 cells were treated with topoisomerase inhibitors 
with or without 10μg/ml of DHMEQ for 24 hours. After treatment, KMH2 cells 
were harvested and subjected to staining by Hoechst 33342. Concentration of the 
agents was the same as in flow cytometric analysis of Annexin V reactive cells. 
 (F) Activation of caspase 3. L428 cells were treated with 100 ng/ml of SN-38 with 
or without 10μg/ml of DHMEQ for 24 hours. Cells were spun onto slide glass and 
stained with antibody for cleaved caspase 3 and analysed by confocal microscopy. 
Staining by GAPDH served as a control.


