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略 語 
ATAD：z-ATAD-fmk, z-Ala-Thr-Ala-Asp-fluoromethylketone  
ATF6：activating transcription factor 6 
Apaf-1：apoptosis-inducing factor-1  
CHOP：CCAAT/ enhancer-binding protein (C/EBP) -homologous protein   
CTLA-4：cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen-4  
DCFH-DA：dichlorodihydrofluorescein diacetate 
DCF：dichlorodihydrofluorescein  
DD：death domain 
DED：death effector domain 
DEVD：z-DEVD-fmk, z-Asp-Glu-Val-Asp-fluoromethylketone 
DHE：dihydroethidium 
DISC：death inducing signaling complex  
DMEM：Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential medium  
DR：death receptor  
EDTA：ethylenediaminetetraacetic acid 
EthD-1：ethidium bromide homodimer 
FADD：Fas-associated protein with DD 
FBS：fetal bovine serum 
FITC：fluorescein isothiocyanate 
GRP78：glucose-related protein 78  
H2O2：hydrogen peroxide 
HBSS：Hank’s balanced salt solution 
IRE1α：inositol requiring enzyme 1α  
LEVD：z-LEVD-fmk, z-Leu-Glu-Val-Asp-fluoromethylketone   
MEK：mitogen-activated extracellular signal-regulated kinase activating kinase  
MitoSOX：MitoSOXTM-Red   
MnSOD：manganese superoxide dismutase  
MnTBaP：Mn(III) tetrakis (4-benzonic acid) prophyrin chloride 
O2

-：superoxide 
ONOO-：peroxynitrite 
PD1：programmed cell death protein-1  
PDL1：PD-ligand 1  
PERK：protein kinase (PKR)-like ER kinase  
PI：propidium iodide 



PVDF：polyvinilidene difuluoride 
ROS：reactive oxygen species 
SDS-PAGE：sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
SOD：superoxide dismutase 
Tg：thapsigargin  
TNF：tumor necrosis factor  
TRAIL：tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand 
TRAIL-R1：TRAIL-receptor 1 
TRAIL-R2：TRAIL-receptor 2 
UPR：unfolded protein response 
VAD：z-VAD-fmk, z-Val-Ala-Asp-fluoromethylketone 
XBP-1：X-box-binding protein-1 
･OH：hydroxyl radical 
ΔΨm：mitochondrial membrane potential 
 



研究の概要 
 
背景：悪性黒色腫 (メラノーマ) はメラノサイト由来の悪性腫瘍であり、リンパ

節や遠隔転移を起こした症例は化学療法や放射線療法などにも治療抵抗性であ

る。Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) は Tumor 
necrosis factor (TNF) superfamily のひとつで death receptors に結合することで癌細

胞に選択的に細胞死を誘導するが、メラノーマをはじめとするいくつかの悪性

腫瘍は TRAIL に抵抗性である。TRAIL による細胞死誘導には、細胞内活性酸素

種 (ROS)、特に過酸化水素 (H2O2) が関与するという報告がある一方、H2O2 は

細胞保護的に働くという報告もあり、そのアポトーシスにおける役割は明らか

となっていない。 
 
目的：本研究では、H2O2 のメラノーマ細胞の細胞死における役割とその作用機

序を検討した。 
 
結論：H2O2 添加は、細胞内スーパーオキシド (O2

-) の産生を介して、TRAIL 抵

抗性ヒトメラノーマ細胞の細胞死を誘導した。H2O2 はその濃度によって異なる

経路による細胞死を誘導した。すなわち、低濃度 (≤30µM) の H2O2 は caspase
依存性のアポトーシスを誘導し、高濃度 (≥100µM) では caspase 非依存的細胞死

を誘導した。H2O2 誘導性アポトーシスにはミトコンドリア膜電位の脱分極の増

加と、caspase-3/7 の活性化、caspase-12 や X-box-binding protein-1 (XBP-1) の活性

化にみられる小胞体ストレス反応の増加が関与していた。さらに、H2O2 添加に

より細胞内とミトコンドリア内に O2
- 産生が誘導されたが、TRAIL では誘導さ

れなかった。この O2
- 産生を阻害するとアポトーシスならびに、XBP-1 と

caspase-12 の活性化が抑制された。これに対して、ヒト正常上皮由来メラノサイ

トでは H2O2 添加は O2
- 産生やアポトーシスを誘導しなかった。 

 
結語：TRAIL 抵抗性メラノーマ細胞において H2O2 添加は細胞内 O2

- 産生を介し

た細胞死を誘導することを明らかにした。メラノーマ細胞は正常ヒト上皮メラ

ノサイト細胞よりもこのような酸化的細胞死に感受性が高く、H2O2などのO2
- 産

生物質は TRAIL 抵抗性のメラノーマの治療において有効である可能性が示唆さ

れた。 
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第1章 緒言 

  

- 2 - 
 



1. メラノーマ (悪性黒色腫) 
 

1-1. メラノーマとは 
メラノーマはメラノサイト由来の悪性腫瘍で、多くの場合は皮膚に発症

するが、粘膜表面や眼窩底、口腔など神経堤由来の組織から発生しうる。

結節型、表在拡大型、末端黒子型、悪性黒子型の 4 病型に分類される。

発生頻度、発生部位は人種や居住地によって大きく異なる [1]。日本人の

発生は人口 10 万人に約 1.5～2 人であるが、オーストラリアでは 20 人以

上と言われている [1]。白人では遺伝的因子とともに、強い日焼けが危険

因子であるが [2]、日本人では過半数が末端黒子型であり [3]、紫外線の

関与は少ないと考えられている [4]。 
 

1-2. メラノーマの治療 
メラノーマの治療の基本は早期発見、早期外科的切除である [1]。遠隔転

移を伴う場合はダカルバジンによる化学療法が中心になるが、その奏効

率は約 20%、完全奏効率は 5-10%、長期完全奏効率は 2%以下であり満足

できるものではない [4]。多剤併用療法は奏効率の改善は見られたが、生

存率は改善できず、毒性が強かったと報告されている [5]。 
 

1-3. メラノーマと分子標的薬 
近年、メラノーマに対して分子標的薬の開発が進んでおり、変異 BRAF
阻害剤 vemurafenib、BRAF 阻害剤 dabrafenib、mitogen-activated extracellular 
signal-regulated kinase activating kinase (MEK) 阻害剤 trametinibなどの有効

性が報告されている。また、抗 cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen-4 
(CTLA-4) 抗体 ipillimumab、抗 programmed cell death protein-1 (PD1)、 
PD-ligand1 (PDL1) の有効性も明らかになり [6]、特に vemurafenib と

ipillimumab の併用は overall survival を延長するとして臨床的有用性が示

唆されている [7]。 
 

2. Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)  
 

2-1. TRAIL とは 
TRAIL は Tumor necrosis factor (TNF) superfamily のひとつで、ホモ 3 量体

の構造を有している。TRAIL は大腸癌を始めとして、肺、乳、前立腺、

膵、腎、中枢神経系、甲状腺や白血病、多発性骨髄腫など多種のヒト癌

細胞の cell line でアポトーシスを誘導することから、癌予防と治療におけ
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る標的として期待されているが [8]、メラノーマや神経膠腫、非小細胞性

肺癌 (NSCLC) などのいくつかの腫瘍は TRAIL 誘導性アポトーシスに抵

抗性である [9, 10]。さらに TRAIL 感受性の腫瘍の中には TRAIL 抵抗性

を後天的に獲得するものもある [10]。したがって、TRAIL を用いた治療

において癌細胞の TRAIL 抵抗性の克服は必要不可欠であり、TRAIL の有

効性を増強する薬剤の発見が待たれている [11]。 
 

2-2. TRAIL とアポトーシス経路 
TRAIL は death receptor (DR) 4/TRAIL-receptor 1 (TRAIL-R1) と

DR5/TRAIL-R2 と呼ばれる、death domain をもつレセプターに結合する 
[12]。TRAIL が細胞表面に発現する DR4 や DR5 に結合すると、レセプタ

ーのオリゴマー化と DR の構造変化がおき、レセプターが活性化される。

その結果 death inducing signaling complex  (DISC) が形成され、initiator 
caspase である caspase-8 が活性化され、アポトーシスを実行する effector 
caspase-3/6/7 が活性化される [13, 14]。caspase-8 の活性化は内因性 (ミト

コンドリア性) アポトーシス経路にも関与しており、この経路では

caspase-8 が Bcl-2 ファミリー分子である Bid を切断する。切断されて活性

化した Bid は Bcl-2 ファミリー分子の Bak、Bax を活性化、オリゴマー化

してミトコンドリア外膜に大きなチャネルを形成させる。ここからチト

クロムcならびにapoptosis-inducing factor-1  (Apaf-1) が細胞質に漏出し、

両者により形成された apoptosome を介して別の initiator caspase である

caspase-9 が活性化され、この caspase-9 により caspase-3/6/7 が活性化され

る [13]。TRAIL が活性化するのは以上の 2 経路であるが、これとは別に

内因性 (ミトコンドリア性) 経路や外因性 (death receptor) 経路を介さな

いで細胞死を惹起する、小胞体ストレスによる経路がある [15-19] (図 1)。  
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図 1. TRAIL とアポトーシス 
文献 [10]を元に改変 

 
2-3. TRAIL と化学療法 

近年、遺伝子組み換えヒト TRAIL や DR4/DR5 受容体特異的抗体などの、

アポトーシス促進性の受容体作用薬がメラノーマや NSCLC 細胞を含む

多種の癌細胞で臨床試験の段階に入っているが、未だ有意な効果は実証

されていない [20]。今までの化学療法は、ミトコンドリア性アポトーシ

スの誘導が第一の標的であったが、このアポトーシス経路を増幅するだ

けでは癌細胞の TRAIL 抵抗性を解決することができないことがわかって

きた。 
 

2-4. メラノーマと TRAIL 
メラノーマの TRAIL 感受性は、10 の cell line 中 7 cell line で感受性が見ら

れたという報告がある一方で [21-23]、患者検体からの分離株は TRAIL
感受性が低かったという報告がある [24]。また、TRAIL に対しての感受

性の多様性は、結果として TRAIL 抵抗性の細胞を増殖させることになり、

TRAIL によるメラノーマ治療の限界を生じてしまう恐れがある [25]。 
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3. 小胞体ストレス 
 

3-1. 小胞体ストレスによるアポトーシス 
小胞体は内因性 (ミトコンドリア性) 経路や外因性 (death receptor) 経路

を介さない経路で細胞死を惹起することができ、小胞体関連細胞死は

caspase-12 を介していると考えられている [15-19]。小胞体ストレスはグ

ルコース欠乏や、低酸素、カルシウム恒常性の崩壊、ROS の過剰など様々

な細胞の状況下で引き起こされ、unfolded protein (折り畳まれていない蛋

白) の蓄積を特徴とする。小胞体ストレスは蛋白合成阻害やシャペロン蛋

白質の発現増加、蛋白分解の増加から細胞を保護する働きのある適応型

unfolded protein response (UPR) を活性化するが、この UPR 活性化が小胞

体ストレスを充分に軽減できなければ、小胞体関連アポトーシスが誘導

される [15-19]。小胞体ストレス下ではシャペロン分子 GRP78 が inositol 
requiring enzyme 1α (IRE1α) や activating transcription factor 6 (ATF6) など

の膜貫通型蛋白から分離する。遊離 ATF6 はゴルジ体に移動し活性化さ

れる。活性化された ATF6 は核内に入り、転写因子 XBP-1 の発現を惹起

する。活性化された IRE1α は転写された XBP-1 mRNA をスプライシング

し、転写因子であり小胞体機能に関与する数多くの遺伝子の転写発現を

上昇させ、成熟 XBP-1 蛋白への翻訳を開始させる [16, 26, 27] (図 2)。 
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図 2. 小胞体ストレス 
文献 [28]を元に改変 
 

3-2. メラノーマと小胞体ストレス 
小胞体ストレスを tunicamycin や thapsigargin (Tg) を用いて誘導しても、

メラノーマの cell line は比較的抵抗性であり、20%以下の細胞死しか誘導

されなかった [29]。メラノーマでは小胞体ストレスに対して保護的なメ

カニズムが働いている可能性がある [28]。このことから、小胞体ストレ

スへの適応が治療抵抗性につながっていると考えられるため [30]、この

適応メカニズムを標的とした治療がメラノーマの治療抵抗性を克服する

と考えられている [28]。 
 

4. 活性酸素種 (ROS)  
 

4-1. ROS の産生と細胞内酸化ストレス 
過酸化水素 (H2O2) やスーパーオキシド(O2

-)、ヒドロキシラジカル(・OH)  
などの活性酸素種 (ROS) は 実質的にすべての好気性生物の代謝産物で

あると同時に、異物曝露に続いても産生される [31, 32]。細胞内で ROS
の産生は主にミトコンドリアの呼吸鎖の電子伝達系、複合体 I や複合体

III で行われる [32]。その他に虚血、再灌流、プリン体代謝、脂質酸化、
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好中球・単球マクロファージの食作用、アラキドン酸代謝などの内因性

要因に加えて、電離放射線、紫外線、重金属、化学オキシダントなどの

外的要因でも ROS が生じる。ミトコンドリアで産生された O2
-から

manganese superoxide dismutase (MnSOD) の作用により H2O2 が産生され、

さらに金属イオンの存在下でフェントン/ Haber Weiss 反応により・OH が

産生される [32, 33]。生理学的低濃度の ROS は細胞内シグナリングで二

次メッセンジャーとして正常の細胞機能に必要不可欠である一方、過剰

な ROS は小胞体ストレスの誘因のひとつでもあり [34]、多種の高分子の

損傷や細胞機能障害を惹起し、細胞死を誘導する [32]。この有害作用を

酸化ストレスと呼ぶ [35]。ROS 産生 (酸化系) と、酸化物を解毒、修復

する生物学的システム (抗酸化系) との間に不均衡が起きた結果、細胞内

酸化ストレスが引き起こされる。 
 

4-2. H2O2 と細胞死 
腫瘍細胞においては、細胞内 H2O2 が DR 誘導性アポトーシスのメディエ

ータとなるという報告がある。フラボノイドの一種 wogonin は TNF-α 抵

抗性 T 細胞性白血病細胞において、細胞内 H2O2 レベルの上昇を介して

TNF-α もしくは TRAIL 誘導性アポトーシスへの感受性を増加して、細胞

死を誘導した [36]。また、LY303511 は H2O2 の細胞内産生を介してヒト

神経芽細胞の TRAIL 感受性を増加させたという報告がある [37]。一方、

Jurkat 細胞では低濃度の H2O2 が pro-caspase-9 を不活化させることで

caspase を介したアポトーシスを抑制すること [38]、ヒト星状細胞では

caspase 依存性に H2O2 が産生され、TRAIL 誘導性アポトーシスに抵抗性

に働くこと [39]など、DR リガンド誘導性アポトーシスにおいて H2O2が

抗アポトーシスに働くという報告もあり、未だに H2O2 の DR 誘導性アポ

トーシスにおける役割は明らかではない。 
 

5. 研究の目的 
ヒトメラノーマ細胞において H2O2 が TRAIL によるアポトーシス誘導を増

強するのかどうか、増強するのであれば H2O2 の細胞死における役割、作用

機序を解明するのが目的である。 
 

6. 期待される研究の成果 
本研究の成果は、TRAIL 抵抗性メラノーマ細胞において TRAIL の感受性

を上げる標的の解明につながり、メラノーマ治療の可能性を拡大すること

が期待される。  
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1. 使用試薬 
可溶性遺伝子組み換え TRAIL は Enzo Life Sciences (San Diego, CA)から、 
Thapsigargin (Tg) は  Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)から入手した。

z-VAD-fluoromethylketone (fmk) (VAD)、z-DEVD-fmk (DEVD)、Mn (III) 
tetrakis (4-benzonic acid) porphyrin chloride (MnTBaP)は Calbiochem (La Jolla, 
CA)から購入した。z-LEVD-fmk (LEVD)、z-ATAD-fmk (ATAD)は BioVision 
(Mountain View, CA)から購入した。Dichlorohydrofluorescein diacetate 
(DCFH-DA)、dihydroethidium (DHE)、MitoSOXTM-Red (MitoSOX)は Life 
Technologies Japan (Tokyo, Japan) から入手した。試薬はジメチルスルホキ

シドに溶解し、ハンクス液 [Hank’s balanced salt solution; HBSS [pH 7.4]]
は最終的にジメチルスルホキシド濃度 0.1%以下で使用した。この濃度の

ジメチルスルホキシドは本研究で測定したどのパラメータにも影響しな

かった。抗 X-box-binding protein-1 (XBP-1) ポリクローナル抗体と抗

glucose-related protein 78 (GRP78) ポリクローナル抗体は Santa Cruz 
Biotechnology (Santa Cruz, CA) から購入した。  
 

2. 細胞培養 
ヒト A2058、SK-MEL-2 メラノーマ細胞は Health Science Reserch Resource 
Bank (Osaka, Japan)から入手した。ヒト A375 メラノーマ細胞は American 
Type Culture Collection (Manassas, VA)から購入した。細胞は 10 %ウシ胎児

血清 (fetal bovine serum; FBS, JRH Bioscience, Lenexa, KS, USA) を含むダ

ルベッコ改変イーグル培地 (Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential 
medium; DMEM (Sigma-Aldrich)) を用いて、37℃、5 % CO2 インキュベー

ター内で培養した。細胞は、0.25%トリプシン- ethylenediaminetetraacetic 
acid (EDTA) (Life Technologies Japan)で、37℃、5 分間処理した後、回収し

た。ヒト正常上皮メラノサイトは Cascade Biologics (Portland, OR) から購

入し、DermaLife M LifeFactors (Kurabo, Osaka, Japan) を加えた DermaLife 
Basal Medium (Kurabo, Osaka, Japan)を用いて 37℃、5 % CO2 インキュベー

ター内で培養した。細胞は、0.25%トリプシン-EDTA で 37℃、5 分間処理

した後、回収した。  
 

3. 蛍光顕微鏡による細胞死の検出 
細胞 (1×104 cells) を 8-chamber coverslips (Asahi Glass Co., Tokyo, Japan)に
播種し、試薬で処理した後に 37℃、5 % CO2 インキュベーター内で 24 時

間培養した。その後、細胞を LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit (Life 
Technologies Japan) を用いて calcein-AM と ethidium bromide homodimer 
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(EthD-1) を用いて生細胞と死細胞それぞれを染色して生存度を判定した。

細胞形態ならびに蛍光を蛍光顕微鏡 (IX71 inverted microscope, Olympus, 
Tokyo, Japan) を用いて測定し LuminaVision software (Mitani Corporation, 
Fukui, Japan) を用いて分析した。 

 
4. 細胞死の評価 

アポトーシスと細胞生存率は、フルオレセインイソチオシアネート

(fluorescein isothiocyanate (FITC)) 標識 Annexin V とプロピジウムヨウ化

物 (propidium iodide (PI)) を用いた二重染色法によって評価した。細胞を

24-well plates (2×105 cells/well) に 播 種 し 、 10%FBS 含 有 DMEM 

(FBS/DMEM) の中で被検薬剤と 24 ないし 72 時間インキュベートした。

Annexin V FITC Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences, San Jose, CA) を
用いて FITC-複合 Annexin V と PI で染色し、染色した細胞を FACSCalibur 
(BD Biosciences) で測定し、CellQuest ソフトウェア(BD Biosciences) で解

析した。Annexin V 陰性、PI 陰性細胞を生細胞、Annexin V 陽性、PI 陰性

細胞を初期アポトーシス細胞、Annexin V 陽性、PI 陽性細胞を後期アポト

ーシス細胞、Annexin V 陰性、PI 陽性細胞をネクローシスないし傷害され

た細胞とし、Annexin V 陽性細胞をアポトーシス細胞とした。 
 

5. ミトコンドリア膜電位 (ΔΨm) 脱分極と caspase-3/7 活性化の測定 
細胞を 24-well plates (2×105 cells/well) に播種し、FBS/DMEM の中で被検

薬剤と24時間インキュベートしdual sensor MitoCasp (Cell Technology Inc., 
Mountain View, CA) で染色した。染色した細胞を FACSCalibur で測定し、

Caspase-3/7活性化およびミトコンドリア膜電位の変化をCellQuestソフト

ウェアで解析した [40]。 
 

6. caspase-12 活性化の測定 
生細胞における caspase-12 の活性化は FITC 標識 caspase-12 阻害剤 

(FITC-ATAD) を用いて測定した [41]。この複合体は活性化 caspase-12 に

のみ結合し、非活性型には結合しない。細胞 (2×105 cells/ml) を被検薬剤

で 24 時間インキュベートした後、CaspGLOW Fluorescein Caspase-12 
Staining Kit (BioVision) を用いて FITC-ATAD で 37℃30 分染色した。蛍光

は FACSCalibur の FL-1 チャネルを用いて検出し、CellQuest ソフトウェ

アで解析した。 
 

7. 細胞内 ROS の測定 
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細胞内 ROS の産生は DHE と DCFH-DA を用いてフローサイトメトリで

測定した [42]。細胞 (4×105 cells/500µl) を HBSS 中に懸濁し、被検薬剤と

37℃で一定時間インキュベートした。その後 5µM の DHE または

DCFH-DA を 15 分間インキュベートによって細胞に負荷した。細胞を洗

浄した後に氷上で HBSS 中に再懸濁、4℃で遠心分離し、緑色蛍光 (DCF)
と赤色蛍光 (DHE) を FACSCalibur の FL-1 と FL-2 チャネルでそれぞれ測

定し、CellQuest ソフトウェアで解析した。ミトコンドリア O2
- 産生はミ

トコンドリア標的プローブである MitoSOXTM- Red (MitoSOX) を用いて

測定した。細胞 (4×105 cells/500µl) を HBSS 中に懸濁し、被検薬剤と 37℃
で一定時間インキュベートした。その後 5µM の MitoSOX を負荷し、赤

色蛍光を FACSCalibur の FL-2 チャネルで測定し、CellQuest ソフトウェ

アで解析した。 
 

8. 蛍光顕微鏡を用いた細胞内 ROS の検出 
細胞 (1×104 cells) を 8-chamber coverslips (Asahi Glass Co., Tokyo, Japan)に
播種し被検薬剤で 37℃、30 分インキュベートした。培地を除去した後に

細胞を各 4µM の DCFH-DA と DHE で染色し、蛍光顕微鏡を用いて蛍光

を測定し LuminaVision software を用いて解析した。 
 

9. ウェスタンブロット法 
細胞を 6-well plates (1×106 cells/ml/well) に播種し被検薬剤で 37℃、24 時

間インキュベートした。その後細胞を洗浄し SDS-サンプルバッファーに

溶解した。全細胞溶解液中のタンパク質を SDS-PAGE により分離し、

polyvinilidene difuluoride 膜 (PVDF 膜, Nippon Millipore, Tokyo, Japan) に
転写した。BlockAce (Dainippon Sumitomo Pharma, Osaka, Japan) を用いて

PVDF 膜を室温で 60 分ブロッキングした後、特異抗体を用いて GRP78
および XBP-1 タンパク質を染色後、ECL Prime Western Blotting Reagent 
(GE Healthcare Japan, Tokyo, Japan) を用いて抗原抗体複合体を検出した。

各サンプルのタンパク量が均一であることを確認するために、PVDF 膜を

特異的抗 β-actin 抗体を用いてリプローブした。 
 

10. 統計処理 
データは平均値  ± 標準誤差で示し、実験群間の統計的有意性は、

Student’s-t 検定または分散分析（analysis of variance; ANOVA）ならびに

Tukey test で解析し、p<0.05 を有意とした。 
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1. メラノーマ細胞の蛍光顕微鏡による H2O2 誘導性細胞死の測定 
 
細胞外から添加した H2O2 がメラノーマ細胞の生存に影響を与えるかど

うかを調べた。H2O2 処理 A375、A2058、SK-MEL-2 メラノーマ細胞を

calcein-AM と EthD-1 で染色し、蛍光顕微鏡解析を行った。生細胞は

calcein-AM で緑色蛍光を呈し、細胞膜が損傷された死細胞は EthD-1 で赤

色蛍光を呈した。 
 

1-1. 結果 
100µM H2O2 で 24 時間処理した細胞は細胞死が増加したのに対して、

100ng/ml TRAIL ではわずかしか増加しなかった  (図 3A)。同様に

SK-MEL-2 細胞と A2058 細胞でも H2O2 は細胞死を増加したが、TRAIL で

は効果が見られなかった (図 3B, C)。さらに、H2O2 または TRAIL 単独よ

りも、両方の併用の方が細胞死を増強した。 
 

1-2. 小括 
H2O2 により TRAIL 抵抗性メラノーマ細胞の細胞死が誘導された。また、

H2O2 と TRAIL の併用により細胞死が増強された。 
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図 3. メラノーマ細胞の蛍光顕微鏡による H2O2 誘導性細胞死の測定  
 

 

 

 

 

 
図 3．ヒトメラノーマ細胞 A375 (A), A2058 (B), SK-MEL-2 (C)を H2O2 で 24 時

間処理した。培地を除去した後に細胞を calcein-AM と ethidium bromide 
homodimer (EthD-1) を用いて生細胞 (緑色)と、細胞膜が損傷された死細胞 
(赤色)を染色した。代表的な蛍光顕微鏡画像を示す(×100)。 

  

B A 

 

C  
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2. TRAIL 抵抗性メラノーマ細胞における H2O2 誘導性アポトーシスの測定 
 
TRAIL 抵抗性メラノーマ細胞における H2O2 の細胞毒性を Annexin V/PI
染色を用いて確認した。 
 

2-1. 結果 
30μM H2O2 は 24 時間処理 (図 4A,C)でアポトーシス(Annexin V 陽性細胞) 
をわずかに増加させ (最大 15%)、72 時間処理 (図 4B) で中等度増加させ

た (35%)。100μM H2O2 は 24 時間処理で中等度にアポトーシスを増加さ

せ、72 時間処理では 70-90%の細胞にアポトーシスを誘導した。30μM H2O2

ではネクローシス(Annexin V 陰性、PI 陽性細胞) は殆ど増加しなかった

のに対し、100μM H2O2 はネクローシスも増加した。ネクローシスの誘導

の程度は実験時のコントロール細胞の前期アポトーシス(Annexin V 陰性、

PI 陽性細胞) の割合に応じて変動した。ネクローシスは通常 1.6-9.2%増

加したが、すでに前期アポトーシスのみられるコントロール細胞では

25%に上った。TRAIL と 30μM H2O2 を併用するとアポトーシスは強く増

強されたが、TRAIL と 100μM H2O2 では増強されなかった (図 4D)。 
 

2-2. 小括 
A375 細胞において H2O2 は濃度および時間依存的にアポトーシスを誘導

した。前期アポトーシスのみられる条件下ではネクローシスも促進した。

また、TRAIL 誘導性細胞死の増強効果は高濃度よりも低濃度の H2O2 での

み見られた。  

- 16 - 
 



図 4 .TRAIL 抵抗性メラノーマ細胞における H2O2 誘導性アポトーシスの測定 
 

 

 
 

 

 
図 4．A375 細胞を 30μM もしくは 100μM H2O2 と 100ng/ml TRAIL を用いて、

各々単独ないし併用で 24 時間 (A,C)、72 時間 (B,D) 処理した。FITC-Annexin 
V/ PI で染色し、フローサイトメトリを用いて解析した。Annexin V 陽性細胞

をアポトーシス細胞とした。n=4~8, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001。 

C 

B A 

D 
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3. H2O2 誘導性細胞死に対する caspase 阻害剤の抑制効果 
 
A375 細胞を用いて H2O2 誘導性細胞死がどのような経路で誘導されるの

かを調べた。まずこの細胞死が caspase 依存性であるかを検討した。 
 

3-1. 結果 
30μM H2O2 で誘導されたアポトーシスは汎 caspase 阻害剤である VAD で

著名に抑制 (最大 63%の抑制) され、caspase-3/7 の阻害剤である DEVD
では 40%のアポトーシスが抑制されたが、caspase-12 阻害剤である ATAD
の抑制効果はVADと同等でかつDEVDよりも強かった (図 5A,C )。また、

caspase-4 の阻害剤である LEVD はアポトーシスを促進した。しかし、こ

れら全ての阻害剤は 100μM H2O2 で誘導されるアポトーシスを殆ど抑制

しなかった (図 5B)。 
 

3-2. 小括 
H2O2 は caspase 依存性ないし非依存性経路で細胞死を誘導し、その経路は

H2O2 濃度に依存することが示された。また、caspase 依存性細胞死には、

caspase-3/7 よりも caspase-12 の関与がより強い可能性が示された。 
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図 5．H2O2 誘導性細胞死への caspase 阻害剤の抑制効果 
 
 

 
 
 

 

 

 
図 5．A375 細胞を 30μM (A,C)と 100μM H2O2 (B) で、30μM の z-DEVD-fmk 
(DEVD, caspase-3/7 特異的阻害剤), z-ATAD-fmk (ATAD, caspase-12 特異的阻害

剤), z-LEVD-fmk (LEVD, caspase-4特異的阻害剤), z-VAD-fmk (VAD, 汎 caspase
阻害剤) 存在下に 24 時間処理した。アポトーシス細胞は Annexin V/PI を用い

て染色し、測定した。n=5~7, **p<0.01; ***p<0.001。 
  

B A 

C 
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4. H2O2 によるミトコンドリア膜電位(ΔΨm)脱分極と caspase-3/7 活性化の誘導 
 
アポトーシスにおける主要な機序として内因性ミトコンドリア経路が挙

げられるため、H2O2 誘導性アポトーシスにおける内因性アポトーシス経

路の役割を調べた。内因性アポトーシス経路の指標となるミトコンドリ

ア膜電位 (ΔΨm) と caspase-3/7 の活性化を測定した。 
 

4-1. 結果 
ΔΨm感受性の蛍光色素と caspase-3/7 特異的蛍光標識を用いたフローサイ

トメトリ解析により、H2O2 が濃度依存的に ΔΨm脱分極と caspase-3/7 の活

性化を引き起こすことが示された (図 6A,B)。 
 

4-2. 小括 
H2O2 が濃度依存的に、内因性アポトーシス経路や caspase 依存性のアポト

ーシス経路、ネクローシス経路などのいくつかの細胞死経路を活性化す

ることが示された。 
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図 6．H2O2 によるミトコンドリア膜電位脱分極と caspase-3/7 活性化の誘導 
 

 
図 6．A375 細胞を 30μM と 100 μM H2O2 で 24 時間処理後 dual sensor MitoCasp
で染色し、ミトコンドリア膜電位 (ΔΨm) の脱分極(A)と caspase-3/7 の活性化

(B)をフローサイトメトリで検出した。n=4, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001。 
  

A B 
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5. H2O2 は TRAIL 抵抗性ヒトメラノーマ細胞において O2
˗ の細胞内産生を誘

導する 
 
H2O2 誘導性細胞死における ROS の役割を解明するために、酸化感受性色

素である DCF と DHE を用いて、TRAIL もしくは H2O2 処理後の細胞内

ROS 産生を分析した。DCF は H2O2 やパーオキシナイトライト(ONOO-)、
 ・OH など複数の酸化剤に反応するが、H2O2 がこれらの DCF 反応性酸化

剤の中で最も安定であることから、DCF 蛍光の増強は主に H2O2 レベルの

上昇を示していると考えられている。DHE は DNA 結合性エチジウムブ

ロマイドを形成するために二電子酸化をすることから、この反応は H2O2

や ONOO-ではなく O2
- を介して行われる。DCFH-DA と DHE は、げっ歯

類やヒトの細胞における、細胞内の H2O2 産生と細胞内 O2
- 産生の測定に

使用されてきた [43-46]。A375 細胞を試薬で 30 分処理した後に蛍光顕微

鏡を用いてその DCF と DHE 蛍光を観察した。 
 

5-1. 結果 
TRAIL で処理した細胞は、DCF (緑色蛍光) は軽度増加し、DHE (赤色蛍

光) は増加が見られず (図 7A) 、また DCF の蛍光は 1 時間で無処理と同

等のレベルに下がった。一方 H2O2 で処理した細胞は DCF、DHE 両方の

蛍光が増加し、細胞内で O2
- が産生されたことを示した。この酸化反応は

フローサイトメトリ解析でも確認された。DHE シグナルの増加は最初に

1 時間で見られ (図 7B)、4 時間持続したが、この効果はスーパーオキシ

ドジスムターゼ (SOD) 様抗酸化性物質である MnTBaP により完全に阻

害された (図 7C)。 
 

5-2. 小括 
H2O2 により細胞内 O2

- 産生が誘導されたが、TRAIL では誘導されなかっ

た。 
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図 7．H2O2 は TRAIL 抵抗性ヒトメラノーマ細胞において O2
˗ の細胞内産生を

誘導する 
 

 
 
 

 
図 7．(A) A375 細胞 100μM H2O2 もしくは 100ng/ml TRAIL で 30 分処理した。

培地を除去した後に細胞を DCFH-DA (緑色)と DHE (赤色)で染色し、細胞内

H2O2 と O2
˗ を検出した。蛍光画像は蛍光顕微鏡 (×100; scale bar = 100 μm)を用

いて解析した。(B) A375 細胞を 100μM H2O2 で 60 分処理し、細胞内 ROS 産生

を DHE と DCFH-DA を用いて染色しフローサイトメトリで検出した。n=3,  
***p<0.001。(C) A375 細胞を 100μM H2O2 単独ないし 30μM MnTBaP と併用し

て 4時間処理し、フローサイトメトリを用いて細胞内のO2
˗ 産生を検出した。

n=7, **p<0.01。 

A 

B C 
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6. H2O2 誘導性 O2
- の産生は主にミトコンドリアで行われる 

 
生理的条件下の主要な ROS 産生の場はミトコンドリアであることから 
[32]、H2O2 誘導性 O2

-の産生におけるミトコンドリアの役割を調べた。

MitoSOX はミトコンドリアに局在し、ミトコンドリア内での O2
- 検出の

蛍光プローブとして使用されることから [43, 47]、これを用いてミトコン

ドリア内 ROS を測定した。 
 

6-1. 結果 
H2O2処理 1時間後にはMitoSOXシグナルの明らかな増強がみられ(図 8A)、
4 時間持続したが、この効果は MnTBaP により完全に阻害された (図 8B)。
同様の効果は A2058 細胞でも見られた。H2O2 誘導性細胞死における細胞

内 O2
- の役割を解明するために、MnTBaP の細胞死に対する効果を調べた

ところ、30μM H2O2、100μM H2O2 のいずれのアポトーシスも抑制した (図
8C,D)。さらに 100μM H2O2 で誘導されたネクローシスも減少した。一方、

カタラーゼでは細胞死の抑制効果は見られなかった。 
 

6-2. 小括 
TRAIL 抵抗性メラノーマ細胞において、H2O2 がミトコンドリア内で、O2

-

産生を誘導し、この O2
- を介してアポトーシスが引き起こされることが示

された。 
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図 8．H2O2 誘導性 O2
- の産生は主にミトコンドリアで行われる 

 

 
 

 
  

 

C 

B A 

D 
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図 8．(A) A375 細胞を 100μM H2O2 で 60 分処理し、ミトコンドリア標的 O2
˗

プローブである MitoSOX を用いてフローサイトメトリでミトコンドリアの

O2
˗ 産生を検出した。n=7, *p<0.05。(B) A375 細胞を 100μM H2O2 を単独ないし

は 30μM MnTBaP と併用で 4 時間処理しフローサイトメトリを用いてミトコ

ンドリア O2
˗ 産生を検出した。n=6, **p<0.01; ***p<0.001。(C,D) A375 細胞を

30 もしくは 100μM H2O2 単独ないし 30 μM MnTBaP と併用で 24 時間処理し、

Annexin V/PI で染色した後にフローサイトメトリを用いてアポトーシス細胞

を解析した。n=5, *p<0.05; **p<0.01。 
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7. H2O2 は O2
- 産生を介して caspase-12 を活性化する 

 
H2O2 が caspase-12 の活性化を調節するかどうかを調べた。caspase-12 は広

範囲に発現し、小胞体の膜に局在している。小胞体ストレスによって特

異的に活性化し、小胞体ストレス誘導性アポトーシスでの中心的な役割

を果たす [15-18]。 
 

7-1. 結果 
FITC-ATAD を用いた蛍光定量的解析では、H2O2 はアポトーシスを有意に

誘導する濃度 (30μM, 100µM) で濃度依存的に caspase-12 を活性化した

(図 9A,B)。さらに、MnTBaP (30μM) で処理したところ、30μM H2O2 の効

果はほぼ完全に阻害され、100μM H2O2 の効果は 50%まで阻害された(図
9C )。 
 

7-2. 小括 
H2O2 は濃度依存的に caspase-12 を活性化した。細胞内 O2

- を除去すると

H2O2 誘導性の細胞死と caspase-12 活性化が阻害された。 
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図 9．H2O2 は O2
- 産生を介して caspase-12 を活性化する 

 
 
 

 
 
 

 

 

 
図 9．(A,B) A375 細胞を 30μM もしくは 100μM H2O2 で 24 時間処理し、フロー

サイトメトリを用いて細胞透過性基質である FITC-ATAD-fmk の切断を指標

として caspase-12 の機能活性を測定した。パネル A は代表的なヒストグラム

を示す。n=4, *p<0.05; **p<0.01。 (C) A375 細胞を 30μM もしくは 100μM H2O2

単独ないし 30μM MnTBaP と併用で 24 時間処理しフローサイトメトリを用い

て caspase-12 の活性化を解析した。 n= 4, *p<0.05。 
 
 

  

A 

B C 
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8. H2O2 による小胞体ストレス応答タンパク質の発現誘導 
 
小胞体ストレス誘導のさらなる検証をするために 2 種類の小胞体ストレ

ス応答タンパク質GRP78とXBP-1の発現をウェスタンブロット法を用い

て調べた。 
 

8-1. 結果 
陽性コントロールであるタプシカギン(Tg) で 24 時間処理すると GRP78
の発現が有意に増加していたが、H2O2 処理では増加は見られなかった 
(図 10A)。これに対して XBP-1 の発現は、実験によりその程度は異なる

ものの、H2O2 処理で XBP-1 の活性型 (XBP-1s) と非活性型(XBP-1u) 両方

の発現が増加し、これらの増加は MnTBaP 処理で完全に阻害された (図
10B)。 
 

8-2. 小括 
H2O2 が小胞体ストレス応答を誘導し、その効果は細胞内 O2

- を介するこ

とが示された。 
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図 10．H2O2 による小胞体ストレス応答タンパク質の発現誘導 
 

 
 
 
図 10．A375 細胞を 100μM H2O2 単独ないし 30μM MnTBaP と併用、1μM Tg で

24 時間処理した。細胞を洗浄し SDS-サンプルバッファーに溶解した後に、ウ

ェスタンブロット特異抗体を用いて GRP78 蛋白(A)と XBP-1 蛋白(B)を検出し

た。 
 
 
  

A 

 

B 
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9. ヒト正常上皮由来メラノサイトにおける H2O2 の細胞毒性 
 

9-1. 結果 
蛍光顕微鏡解析では、ヒト正常上皮由来メラノサイトを 100ng/ml TRAIL
や 100μM H2O2 単独ないし併用で 24 時間処理しても細胞死 (図 11A)、ア

ポトーシス (図 11B) ともにほとんど誘導しなかった。さらに H2O2 4 時

間処理により細胞内ならびにミトコンドリアでの O2
- 産生はほとんどみ

られなかった (図 11C,D)。 
 

9-2. 小括 
メラノサイトは H2O2 誘導性細胞死と O2

- 産生に抵抗性であることが示さ

れた。 
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図 11．ヒト正常上皮由来メラノサイトにおける H2O2 の細胞毒性 
 
 

 

 

 

図 11．(A) メラノサイトを 100μM H2O2 と 100ng/ml TRAIL を用いて、各々単

独ないし併用で 24 時間処理し、培地を除去した後に細胞を calcein-AM と

EthD-1 を用いて生細胞 (緑色) と細胞膜が損傷された死細胞 (赤色)を染色し

た。画像は蛍光顕微鏡を用いて撮影した(×100)。(B) メラノサイトを 30μM も
しくは 100μM H2O2 で 24 時間処理した。FITC-Annexin V/ PI で染色し、フロー

サイトメトリを用いて解析した。Annexin V 陽性細胞をアポトーシス細胞とし

た。n= 4。 (C,D)  DHE (C)と MitoSOX (D)でロードしたメラノサイトを 100μM 
H2O2 で 4 時間処理し、細胞内およびミトコンドリア内 O2

- 産生をフローサイ

トメトリで検出した。n= 4。 
  

A 

 

C 

 

D 

 

B 
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10. 研究成果の総括 
 

H2O2 は TRAIL 抵抗性ヒトメラノーマ細胞において細胞死を誘導し、H2O2の

濃度依存的に、内因性アポトーシス経路や小胞体ストレスを介した経路など

いくつかの細胞死経路を刺激することが示された。 
 

H2O2 は細胞内 O2
- 産生を誘導し、それを介して TRAIL 抵抗性メラノーマ細

胞のアポトーシスを誘導することが示された。 
 

H2O2 がミトコンドリア内を主とする細胞内で、O2
- 産生を誘導し、この O2

-

を介して caspase-12 活性化と小胞体ストレス応答が誘導されることが示され

た。 
 

H2O2はヒト正常メラノサイトにおいては細胞死やO2
- 産生は誘導しないこと

が示された。 
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本研究は、TRAIL 抵抗性メラノーマ細胞の細胞死における H2O2 の役割を明らか

にすることを目的に行われた。TRAIL は高い腫瘍選択性から臨床応用が期待さ

れている一方で [8]、メラノーマを始めとして、いくつかの癌細胞では TRAIL
に対し抵抗性があるといわれている [9, 10]。ヒトメラノーマ細胞の TRAIL に対

する感受性は cell line によって異なり、その感受性の違いが問題視されている 
[25]。本研究では、使用した 3 種類すべてのメラノーマ細胞で TRAIL に対する

抵抗性が確認され、いずれの細胞でも H2O2 による増強効果が見られたが、H2O2

と TRAIL による相乗効果が明らかに見られたことと、細胞の安定性から A375
細胞を中心に研究を進めた。 
 
本研究で使用した H2O2 の濃度は 30-100μM であり、H2O2 の成人男性全血中の濃

度 114-577μM [48]と比較しても低濃度と考えられる。H2O2 は喘息などの呼吸器

疾患、細菌、ウィルス、真菌感染症や関節炎、心疾患、癌に有効な代替療法と

して点滴投与をする治療法がある [49]。しかし、本研究では H2O2 の濃度を高濃

度で処理すると、PI 陽性、カスペース阻害剤抵抗性のネクローシスと考えられ

る細胞の割合が高くなった。ネクローシスを引き起こすと炎症を引き起こすこ

とから [50]、H2O2 の濃度は低濃度のまま、効果的に細胞死を誘導できる方法を

検討した結果、H2O2 と TRAIL を併用することで腫瘍選択性を保ったまま H2O2

の濃度を上げずにアポトーシスを効果的に誘導することができると考えた。 
 
TRAIL 抵抗性ヒトメラノーマ細胞では、TRAIL によって細胞内 H2O2 はほとんど

誘導されなかった。一方、細胞外から H2O2 (30-100μM) を投与すると細胞死が

誘導された。さらに、H2O2 と TRAIL で同時に処理すると相乗的にアポトーシス

が誘導された。これらの結果は、H2O2 が TRAIL の細胞毒性のメディエータでは

なく調節因子であることを示唆する。また、この相乗効果は高濃度の H2O2 より

も低濃度の H2O2 でより顕著に見られたことから、高濃度 H2O2 はその固有のア

ポトーシス経路に加えて、TRAIL 誘導アポトーシス経路を活性化すると考えら

れる。アポトーシスの主要な機序として内因性ミトコンドリア経路が挙げられ

る。低濃度の H2O2 で誘導された細胞死は caspase 依存性であり、ΔΨm 脱分極と

caspase-3/7 とも関与していたが、caspase-3/7 を阻害してもアポトーシスは一部し

か抑制されないことから、この caspase 依存性アポトーシスでは、内因性ミトコ

ンドリア経路が働いているだけでなく、他の caspase カスケードも関与している

ことが示唆された。 
 
小胞体は内因性経路や外因性経路を介さない経路で細胞死を惹起することがで

き、小胞体関連細胞死は caspase-12 を介していると考えられている [15-19]。小
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胞体ストレス下では XBP-1 mRNA がスプライシングされ、成熟 XBP-1 蛋白への

翻訳が開始される [16, 26, 27]。本研究では H2O2 が caspase-12 活性化を誘導し、

成熟 XBP-1 蛋白の発現を増加させたことから、小胞体ストレスが誘導されたこ

とが示された。さらに、caspase-12 を阻害すると H2O2 誘導性アポトーシスは強

く抑制された。以上の結果は、H2O2 誘導性アポトーシスでは caspase-12 に代表

される小胞体関連アポトーシス経路が主に働いていることを示唆する。 
 

マウス、ラット、ウサギ、ウシなど数々の哺乳類の細胞では小胞体ストレスに

ひき続いて caspase-12 が活性化される報告がある一方で [19]、ヒトの小胞体関

連アポトーシスにおける caspase-12 の役割は未だに明らかではない。その原因と

してヒト caspase-12 遺伝子には、発現を阻害する変異があることが挙げられる 
[51]。しかし、いろいろなヒト腫瘍細胞で、H2O2 やシスプラチン、テトロカル

チン A、温度上昇などの細胞死誘導剤で誘導された小胞体ストレスに引き続い

て、caspase-12 様蛋白が存在し、活性化されているという報告が相次いでおり [41, 
52-57]、 caspase-12 のアポトーシスにおける役割についてはさらなる研究が必要

である。 
 
近年、小胞体ストレスへの適応が腫瘍の悪性化や治療抵抗性につながり、メラ

ノーマ細胞においては、GRP78 が小胞体ストレスへの適応に大きな役割を果た

しているといわれている [28, 30]。GRP78 の発現は腫瘍の発生や成長に関与し、

シスプラチンやアドリアマイシンなどの化学療法への抵抗性と相関している 
[28, 30, 58]。本研究では、メラノーマ細胞において GRP78 の発現は Tg 処理で増

加したが、H2O2 処理では減少した。同時に Tg では細胞死は誘導されず H2O2で

は細胞死が誘導された。また、Tg に感受性のある Jurkat 白血病細胞において

GRP78 の発現はごく僅かしか増加しなかった [59]。GRP78 は caspase-4 と

caspase-7 活性を阻害することで抗アポトーシス作用を発揮するが [58]、本研究

では caspase-4 の酵素活性を抑制するとアポトーシスが増加したことから、H2O2

誘導性アポトーシスにおいてはむしろ促進的に働くと考えられた。caspase-4 と

caspase-12 の構造類似性を考えると、小胞体関連アポトーシスに抵抗するために

GRP78 が caspase-12 も標的にしている可能性も考えられる。 
 
ROS レベルは、O2

- が H2O2 に不均化されるのを触媒する抗酸化防御システムに

よって制御されている。このシステムはマンガンスーパーオキシドジスムター

ゼや銅・亜鉛スーパーオキシドジスムターゼ、H2O2 を分解するカタラーゼやグ

ルタチオン還元酵素などの抗酸化酵素に代表される [32, 33]。H2O2 は細胞膜を

容易に通過し細胞外に拡散できる分子である。カタラーゼによって細胞外 H2O2
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を除去すると、最終的に細胞内 H2O2 レベルを低下させることにつながるが、カ

タラーゼが H2O2 誘導性細胞死を抑制しなかったということは、内在性 H2O2 自

体が細胞死のメディエータではないことを示している。これは、MnTBaP 処理に

より細胞内H2O2を増加させても細胞死が促進されなかったことからも裏付けら

れる。代わりに、本研究は H2O2 誘導性細胞死において O2
- が重要な働きをする

ことを明らかにした。細胞死を有意に誘導する濃度の H2O2 はミトコンドリアに

おける持続的な細胞内 O2
- 産生を誘導し、この O2

- を消去すると H2O2 による細

胞死が抑制され、さらに caspase-12 や XBP-1 活性化など H2O2 誘導性の小胞体ス

トレス反応も抑制された。以上より、H2O2 によりミトコンドリアで産生される

O2
- が、小胞体関連アポトーシスを介して、細胞死を促進すると結論された。 

 
本研究はH2O2がTRAIL抵抗性メラノーマ細胞において細胞内O2

- 産生を介して

細胞死を誘導することを初めて示した。その後の実験で、17 種類のメラノーマ

細胞すべてで H2O2 による TRAIL の細胞死に対する増強効果がみられ、正常細

胞においては本研究で用いたヒト正常メラノサイトの他に、肺や上皮の線維芽

細胞でも H2O2 や TRAIL で細胞死が誘導されなかったことから、腫瘍選択性が

保たれていることが確認された。以上のことから H2O2 など細胞内で O2
- 産生を

誘導する物質の併用が、TRAIL 抵抗性メラノーマの新たな治療法の確立につな

がると考えられる。 
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本研究は、H2O2 が TRAIL 抵抗性ヒトメラノーマ細胞においてミトコンドリアの

O2
- 産生を介して細胞死を誘導することを初めて示した。H2O2 が O2

- 産生を誘導

する機序についてはさらなる研究が必要であるが、今後のメラノーマの治療に

おいて、H2O2 など細胞内で O2
- 産生を誘導する物質が有効である可能性が示さ

れた。 
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