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概要 

 

背景：メラノーマ、肺癌、骨肉腫は悪性度の高い悪性腫瘍であり、化学療法、

放射線療法、免疫療法に抵抗性を示す。様々な集学的治療により予後は改善し

てきているが、劇的な予後の改善には至っておらず、新たな治療が必要とされ

ている。 

近年、新たな抗腫瘍薬として Tumor necrosis factor (TNF) -related apoptosis 

inducing ligand（TRAIL）の研究が進められている。TRAIL は、TNFスーパーフ

ァミリーに属し、TRAIL 受容体に結合してアポトーシスシグナルを伝達するサ

イトカインで、正常な細胞には影響を与えず、がん細胞のみに選択的にアポト

ーシスを誘導することから、腫瘍選択的抗腫瘍薬としての応用が期待されてい

る。しかし、メラノーマ細胞、非小細胞性肺癌細胞、骨肉腫細胞は TRAIL 抵抗

性であり、TRAIL 単独では十分なアポトーシスを誘導できない。 

ミトコンドリアの形態は分裂と融合のバランスにより維持されており、細胞

の機能と生存に重要な役割を持っている。しかし、TRAIL により誘導されるア

ポトーシスにおけるミトコンドリア形態の動態の役割については知られていな

い。 

 

目的：ヒトメラノーマ細胞、ヒト肺癌細胞、ヒト骨肉腫細胞の TRAIL 感受性を

Mitochondrial division inhibitor-1（Mdivi-1）が増強するかどうか、増強するなら
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ばその分子機序を明らかにすることを目的として研究を行った。 

 

対象と方法：ヒトメラノーマ細胞、ヒト肺癌細胞、ヒト骨肉腫細胞を用いてミ

トコンドリア分裂調整タンパク質 dynamin-related protein (Drp-1) の抑制物質で

ある Mdivi-1 が TRAIL による細胞死を増強するかについて調べた。さらに、そ

の増強の分子機序について、ミトコンドリアの形態の関与を中心に検討した。 

 

結果：Mdivi-1 (≧12.5 μM) は用量ならびに時間依存的にヒトメラノーマ細胞、

ヒト肺癌細胞、ヒト骨肉腫細胞において細胞死を誘導したが、正常細胞の生存

にはほとんど影響を与えなかった。また Mdivi-1 はがん細胞に対する TRAIL に

よるアポトーシスを増強した。この増強効果は、ミトコンドリアや小胞体のス

トレス経路を含む、カスパーゼ依存性の機序によると考えられた。ミトコンド

リア内の活性酸素レベル、ミトコンドリア質量、ミトコンドリア内リン脂質カ

ルジオリピンの酸化が増加することから、Mdivi-1 はミトコンドリアおよび小胞

体ストレスの主要な原因の一つである、ミトコンドリア内酸化ストレスを増強

することが示された。 

 

結語：本研究でわれわれは、Mdivi-1 がヒトがん細胞ミトコンドリアの形態なら

びに、TRAIL 誘導性アポトーシスを制御することを初めて明らかにした。これ

らの知見は、がん細胞が正常細胞と比べて、ミトコンドリア形態動態に対する
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攪乱の影響を受けやすいこと、およびこの性質が腫瘍選択的な細胞死や TRAIL

による細胞死に対する感作へ応用できることを示唆する。 
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緒言 

 

1. 骨肉腫 

 骨肉腫は原発性悪性骨腫瘍の中では最も頻度の高い疾患である。発生起源は

不明である。以前は四肢の切断を余技なくされ、切断しても肺転移等により死

亡する可能性の高い、高悪性度の腫瘍である。現在では様々な外科的手技、医

療機器、集学的治療の進歩により、健常部を含めた広範切除と、欠損部に対す

る腫瘍型人工関節置換術、皮弁移植術、自家骨移植術等を併用し、四肢を温存

することも可能になってきている。 

近年、集学的治療として neoadjuvant 療法や、adjuvant 療法が行われ、多剤併

用化学療法の進歩により、5 年生存率は約 70％にまで向上している。しかし、

予後は決して良好とはいえず、多くの患者は肺転移等により死亡する。様々な

治療上の進歩はあるが、化学療法で使用する薬剤はここ 20 年間でほとんど進歩

しておらず、新たな治療薬の開発が必要とされている。 

 

2.メラノーマ（悪性黒色腫） 

 メラノーマはメラノサイトを発生起源とする悪性腫瘍であり、メラノサイト

の存在する皮膚、粘膜などから発生する。ほとんどが皮膚から発生し、日本人

では特に足底に発生するものが多い。メラノーマは非常に転移しやすい悪性腫

瘍であり、早期ならば切除のみでの完治が望めるが、進行期では骨肉腫同様、
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化学療法、放射線療法に抵抗性であり予後は不良である。メラノーマでも様々

な治療が試みられ予後は改善してきているが、劇的な改善には至っておらず、

新たな治療が必要とされている。 

 

 骨肉腫、メラノーマ細胞を中心に本研究は行っているが、悪性腫瘍全般にお

いて、がん細胞のアポトーシスとミトコンドリアの形態変化の関連については

不明な点が多く、TRAIL 抵抗性の機序についても解明されていない。これらの

解明は予後の劇的な改善につながることが期待される。 

 

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

Tumor necrosis factor ( TNF ) -related apoptosis inducing ligand ( TRAIL；腫瘍壊死

因子関連アポトーシス誘発リガンド) は TNF スーパーファミリーに属するサイ

トカインであり、正常細胞対しては、細胞毒性を示さずに、がん細胞にアポト

ーシスを誘導することができるため、抗腫瘍薬として期待されている。 

TRAIL は 2 種類の細胞死受容体 ( death receptor, DR ) DR4 および DR5 に結合

することにより、外因性経路および内因性経路の 2 つの細胞死経路を活性化し

アポトーシスを誘導する ( 5, 6 )。しかし、メラノーマ、非小細胞性肺癌、骨肉

腫等はDRsを細胞膜上に発現しているにも関わらず TRAILに対して抵抗性を示

す ( 7, 8 ) 。また TRAIL 感受性がん細胞が TRAIL 治療中に TRAIL 抵抗性を獲

得することも報告されている。したがって、有効な TRAIL による治療には、
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TRAIL 抵抗性を克服できる薬剤との併用が必要であり、そのような薬剤が早急

に求められている。 

 

4.TRAIL によるアポトーシスシグナル伝達 

 TRAIL が DR4/DR5 に結合することにより、カスパーゼ-8、-10 が活性化され

る。これによりさらに下流のカスパーゼ-3、-7が活性化されアポトーシスが生じ

る（外因性経路）。 

またミトコンドリアを介した経路もあり、活性型カスパーゼ-8 がミトコンド

リアに作用することで引き起こされる。活性型カスパーゼ-8 の作用で、ミトコ

ンドリア膜電位が低下し透過性が亢進する。さらにチトクローム cが放出され、

カスパーゼ-9 が活性化され、下流のカスパーゼ-3、-7 が活性化されアポトーシ

スが増幅される。 

 

5.Thapsigargin 

 Thapsigargin は、小胞体へのカルシウム輸送を阻害し、細胞質基質のカルシウ

ム濃度を上昇させる。また、小胞体ストレスを引き起こし、最終的にはアポト

ーシスを誘導することが知られている。本研究では、ミトコンドリアのアポト

ーシス誘導経路を活性化させることなく、小胞体ストレスのみを引き起こす試

薬として使用した。 
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6.ミトコンドリアの形態変化 

ミトコンドリアは、様々な形態変化を示す細胞小器官であり、分裂と融合の

バランスによって制御される網状構造をもつ。ミトコンドリアの形態は細胞の

機能と生存において重要である ( 9, 10) 。ミトコンドリア間のネットワークはミ

トコンドリア膜の融合と分裂という相反する機構に依存している。ミトコンド

リアの分裂が障害されると、ミトコンドリア間のネットワークの破綻が生じ、

一方、ミトコンドリアの融合が障害されるとミトコンドリアの断片化とミトコ

ンドリア DNAの欠失が起こる ( 11 ) 。ミトコンドリアの分裂はオートファジー 

( ミトファジー ) を介して障害されたミトコンドリアを除去するのを助ける 

( 12 ) 。一方、ミトコンドリアの融合はミトコンドリアの機能維持に必要な、ミ

トコンドリア DNAと代謝産物の交換を促進する ( 13 ) 。ミトコンドリアの融合

が欠如すると、細胞増殖障害やミトコンドリアの膜電位の低下が生じるため、

効率的なミトコンドリアの融合が細胞の生存能に重要である ( 14 ) 。哺乳類細

胞におけるミトコンドリアの融合と分裂は、GTP 加水分解酵素活性をもつダイ

ナミン関連タンパク質すなわち、mitofusin1/2 ( Mfn1/2 ) 、optic atrophy 1 および、

dynamin-related protein 1 ダイナミン関連タンパク質 ( Drp1 ) 等により制御され

ている。Mfn1/2 と optic atrophy 1 は協調してミトコンドリアの融合と内膜クリス

テの組織化を調節する一方、Drp1 はミトコンドリアの分裂を調節している ( 14, 

15 ) 。 
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7.研究の背景・目的 

がん細胞のアポトーシスにおけるミトコンドリアの分裂の役割については相

反する結果が報告されている。ミトコンドリアの分裂は細胞の種類やアポトー

シス刺激次第で、アポトーシスを促進または抑制する ( 16-22 ) 。現在のところ

がん細胞のアポトーシスにおける、ミトコンドリアの分裂のこの二重作用を説

明できるモデルはない。 

Mdivi-1 は、最近酵母や哺乳類の細胞における強力な Drp1 阻害剤として同定

された合成化合物である ( 23 ) 。本研究では、がん細胞のアポトーシスにおけ

るミトコンドリア形態の動態の役割について洞察を得る目的で、Mdivi-1 がミト

コンドリアの形態、TRAIL 誘導性アポトーシスに影響を及ぼすかどうかを調べ

た。 
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対象と方法 

 

1. 使用試薬 

遺伝子組み換えヒト可溶性 TRAIL と Mdivi-1 はエンゾライフサイエンス社 

（ サンディエゴ、USA ）から購入した。Thapsigargin、ロテノン、アンチマイ

シン A、オリゴマイシン、ならびに FCCP はシグマアルドリッチ社（ セントル

イス、USA ）から購入した。z-VAD-FMK、z-DEVD-FMK、z-LEHD-FMK およ

び z-IETD-FMK はメルクジャパンから購入した。これらの試薬はすべてジメチル

スルホキシドに溶解し、ハンクス緩衝塩溶液 (Hank’s balanced salt solution; HBSS, 

pH 7.4 )で希釈し最終濃度 0.1 ％未満で使用した。 

 

2. 細胞培養 

ヒトメラノーマ細胞（A375、GAK）、ヒト A549 肺癌細胞、骨肉腫細胞株（MG63、

HOS、G292）ならびにヒト繊維芽細胞様肺細胞 ( WI-38-40 ) はヘルスサイエン

スリサーチソリューションバンク （ 大阪 ）から購入した。これらの細胞は、

10 %ウシ胎児血清（ fetal bovine serum; FBS シグマアルドリッチ社 ）を含むダ

ルベッコ改変イーグル培地［Dulbecco’s modified Eagle’s medium; DMEM（ シグ

マアルドリッチ社 ）］中で、37 °C で、 5 % CO2インキュベーター内で培養した。

正常ヒト上皮メラノサイト（ Normal human epidermal melanocytes ）はカスケー

ドバイオロジクス社（ ポートランド、USA ）から購入した。細胞は、DermaLife 
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M LifeFactors （ クラボウ社、大阪 ） を含む DermaLife Basal Medium （ クラ

ボウ社、大阪 ）中で、37 °C で、 5 % CO2インキュベーター内で培養した。 

 

3. 細胞生存率、アポトーシスの測定 

細胞生存率はセルカウンティングキット（ Dojindo、熊本 ）を用いた WST-8

法により測定した。細胞を 10 %FBS/DMEM にサスペンドし、96 穴マイクロプ

レートに 1  10
3 個/穴で播種し 37 °C で、 5 % CO2インキュベーター内で 72 時

間培養した。その後 WST-8 試薬を 1/10 量加え、さらに 37 °C、 5 % CO2インキ

ュベーター内で 1 時間培養し、マイクロプレートリーダー（ ARVO MX、パー

キンエルマージャパン ）で吸光度を測定して細胞生存率を算出した。 

アポトーシス細胞死はフルオレセインイソチオシアネート（ fluorescein 

isothiocyanate, FITC ）標識アネキシン V とプロピジウムヨウ化物（ propidium 

iodide, PI ）による二重染色とフローサイトメトリーを用いて既報 ( 24 ) のよう

に測定した。すなわち、細胞を 24 穴プレートに 2  10
5
/穴で播種し、試験試薬で

処理した後、37 °C で、 5 % CO2インキュベーター内で 24 時間培養した。その

後市販のキット（ Annexin V FITC Apoptosis Detection Kit I: BD バイオサイエン

スジャパン ）を用いてアネキシン V-PI で染色し、FACSCalibur（ BD バイオサ

イエンスジャパン ）で測定し、CellQuest ソフトウェア（ BD バイオサイエンス

ジャパン ）で解析した。4 つの細胞集団を評価した。すなわち、アネキシン V

陰性で PI 陰性細胞を生細胞とし、アネキシン V 陽性で PI 陰性細胞を前期アポ
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トーシス細胞とし、アネキシン V 陽性で PI 陽性細胞を後期アポトーシス細胞と

し、アネキシン V 陰性で PI 陽性細胞をネクローシス細胞とした。このうちアネ

キシン V 陽性細胞をアポトーシス細胞とした。 

 

4. DR4 / DR5 発現の測定 

細胞膜表面の DR4 / DR5 発現はフローサイトメトリーで既報 ( 25 ) のように

測定した。すなわち細胞 ( 5  10
5
/100 μl ) をヒトモノクローナル抗 DR4 / DR5

抗体もしくは、アイソタイプが同じなマウスコントロール抗体（  R&D 

System,Minneapolis, MN, USA ）と 4 ℃で、30 分間インキュベートした。その

後細胞を遠心、PBS で洗浄し、さらに phycoerythrin 標識マウス IgG 抗体と 4 ℃

で、30 分間インキュベートして、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。 

 

5. カスパーゼ-3/7 活性化とミトコンドリア膜電位の測定 

カスパーゼ-3/7 活性化、ミトコンドリア膜電位の変化はフローサイトメトリー

を用いて同時に評価した。細胞を 24 穴プレートに 2  10
5
/穴で播種し、試験試薬

で処理した後、37 °C で、 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 dual-sensor MitoCasp kit ( Cell Technology,Mountain View, CA, USA ) 

を用いて染色した。染色した細胞は FACSCalibur で測定し、CellQuest ソフトウ

ェアで解析した。 
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6. カスパーゼ-12 活性化の測定 

生細胞におけるカスパーゼ-12 の活性化の評価は、FITC 標識されたカスパー

ゼ-12 の阻害剤である、ATAD-FMK（ FITC-ATAD-FMK ）を用いて評価した。

FITC-ATAD-FMK は細胞透過性を示し、細胞毒性はなく、アポトーシス細胞で活

性カスパーゼ-12 に非可逆的に結合するが、不活性カスパーゼ-12 には結合しな

い。細胞を 24 穴プレートに 2  10
5
/穴で播種し、試験試薬で処理した後、37 °C

で、 5 % CO2 インキュベーター内で 24 時間培養した。その後、CaspGLOW 

Fluorescein Caspase-12 Staining Kit （ バイオビジョン社、Mountain View, CA, 

USA ） を用いて染色し、蛍光をFACSCaliburのFL-1チャネルで測定し、CellQuest

ソフトウェアで解析した。 

 

7. ミトコンドリア酸化ストレスの測定 

ミトコンドリアの酸化ストレスは、MitoSOX
TM

 Red ( MitoSOX,Life 

Technologies Japan ) を用いてフローサイトメトリーによりミトコンドリア内活

性酸素産生を測定することで既報 ( 26 ) のように評価した。細胞 ( 5  10
5
/500 

μl ) を試験試薬で処理した後、37 °C で、 5 % CO2インキュベーター内で 4 時間

培養した。その後、5 μlの MitoSOX を添加し 37 °C で、15 分間反応させ細胞に

負荷した。その後、細胞を HBSS で洗浄し、氷上で HBSS にサスペンドして、4 ℃

で遠心分離した後、蛍光をフローサイトメトリーで測定した。 

ミトコンドリアの酸化ストレスは、酸化されていないカルジオリピンとのみ
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結合する 10-N-nonyl acridine orange ( NAO, Life Technologies Japan ) で染色し、カ

ルジオリピンの酸化をフローサイトメトリーで測定することでも評価した。細

胞 ( 5  10
5
/500 μl )を試験試薬で処理した後、37 °C で、 5 % CO2インキュベー

ター内で 24 時間培養した。その後、100 nM の NAO を添加し 37 °C で、15 分間

反応させ細胞に負荷し、HBSS で洗浄後、フローサイトメトリーにて評価した。

MitoSOXの赤の蛍光とNAOの緑の蛍光はそれぞれ FACSCalibur の FL-2,FL-1の

チャネルでそれぞれ測定し、CellQuest ソフトウェアで解析した。結果は F/F0の

形式で表記した。F0 は無刺激細胞の蛍光強度、F は刺激した細胞の蛍光強度を

それぞれ示す。 

 

8. Small-interferring ( si ) RNA による Drp1 遺伝子の発現抑制 

ミトコンドリアの分裂は、siRNAを用いた Drp1 遺伝子の発現で阻害した。細

胞を 6 穴プレート 2.5  10
5
/穴で播種し、20 nM の Drp1 標的 siRNA またはスクラ

ンブルコントロール siRNA を Lipofectamine RNA/MAX Kit ( Life Technologies 

Japan ) を用いて、トランスフェクションし、37 °C で、 5 % CO2インキュベー

ター内で 72 時間培養した。Drp1 タンパクの発現低下はウエスタンブロッティン

グ法で評価した。 
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9.  ウエスタンブロッティング 

Drp1、プロカスパーゼ-3 および、カスパーゼ-3 タンパク質の発現レベルはウ

エスタンブロッティング法で測定した。Drp1 については細胞 ( 1  10
6 

/ml ) を

PBS で洗浄しプロテアーゼ阻害剤を含む RIPA バッファーで溶解した。細胞溶解

物 ( 30 μg タンパク質 ) を還元条件下で 10 ％の分離ジェル( ATTO, 東京 ) を

用いた、SDS ポリアルリルアミドゲル電気泳動で分離して、polyvinylidene 

difluoride 膜（ PVDF膜、Nippon Millipore、東京 ）に転写した。PVDF膜を、室

温で、1 時間、3 %の BlockAce
TM（ Dainippon Sumitomo Pharma、大阪 ）を含む

PBS でインキュベーションしてブロッキングを行った。0.1 % Tween-20 を含む

PBS で洗浄後、1000 倍希釈した各抗体で PVDF膜を 4 °C、一晩インキュベーシ

ョンし、その後、HRP 標識抗ウサギ二次抗体（ GE ヘルスケアジャパン、東京 ）

で、室温で、1 時間インキュベーションした。洗浄後、免疫活性タンパク質を、

ECL Prime kit（ GE ヘルスケア社 ）を用いて検出した。 

カスパーゼ-3 については、細胞 ( 1  10
6 
/ml ) を 10 %FBS/DMEM 中で試験試

薬と反応させた後、PBS で洗浄し RIPAバッファーで溶解した。細胞溶解物 ( 15 

μg タンパク質 ) を 4-12 %のグラディエントジェル（ Life Technologies Japan ）

を用いた、SDS ポリアルリルアミドゲル電気泳動で分離して、Immobilon 膜 

( Nippon Millipore ) に転写した。Immobilon 膜を 4 ℃、一晩 Blocking One ( Nakalai 

Tesque、東京 ) でインキュベーションしてブロッキングを行った。各抗体 ( Cell 

Signaling Technology Japan ) で 4 °C、一晩インキュベーションし、さらに HRP
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標識抗ウサギ二次抗体（ GE ヘルスケアジャパン、東京 ）で、室温で、1 時間

インキュベーションした。0.1 % Tween-20 を含む PBS で洗浄後、Chemi-Lumi One 

Super ( Nakalai Tesque ) で免疫活性タンパク質を可視化した。電気泳動の各サン

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膜をモノクローナ

ル抗 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ( GAPDH ) 抗体、または抗 β-actin

抗体を用いてリプローブした。 

 

10. ミトコンドリア形態イメージング 

ミトコンドリアの形態は、ミトコンドリアに選択的に局在する色素

MitoTracker Red CMXRos（ ライフテクノロジージャパン ）で染色して、蛍光

顕微鏡で観察した。8 穴カバースリップ（ アサヒガラス、東京 ）に 1  10
4
/穴

で細胞を播種し、37 °C で、 5 % CO2インキュベーター内で 24 時間培養した。

その後 20 nM MitoTracker Red CMXRos ならびに Hoechst 33342（ Dojindo ）で染

色し 37 °C で、 5 % CO2インキュベーター内、暗所で 1 時間反応させた。 

低倍率画像は蛍光顕微鏡（ IX71 inverted microscope、Olympus、東京 ）で取

得し、Lumina Vision software（ Mitani Corporation、福井 ）を用いて解析した。

高倍率画像は観察、解析ともに EVOS FL Cell Imaging System（ ライフテクノロ

ジージャパン ）を用いておこなった。 
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11.  統計処理 

実験群間の統計的有意性は分散分析および Tukey test で解析し、値は平均±標

準誤差で表記し、p<0.05 を有意とした。 
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結果 

 

1. WST-8法によるMdivi-1で刺激したがん細胞の生存率の評価、および TRAIL

細胞毒性への感作作用の評価 

Mdivi-1 がヒトがん細胞の生存率に影響を与えるかどうかを調べるために、

TRAIL 感受性の異なる種々の細胞、すなわちメラノーマ細胞株の A375、GAK、

肺癌細胞株 A549 で実験をおこなった。 

細胞を Mdivi-1 単独、TRAIL 単独、または Mdivi-1 と TRAIL 併用で 24～72 時

間刺激し、細胞生存率を WST-8 法で測定した。実験した全ての細胞において、

Mdivi-1 単独群では 50 μM までは最初の 24 時間では細胞生存率に有意な影響は

なかった。しかし 72 時間では 12.5 μM 以上で濃度依存的に細胞生存率を減少さ

せた ( Fig.1 A-C ) 。 

TRAIL 感受性が比較的高い GAK は Mdivi-1 に対しても感受性で、Mdivi-1 ( 50 

μM ) は最大で 40 ％細胞生存率を減少させた。さらに Mdivi-1 これらの細胞を

TRAIL 毒性に感作し、その作用は最初の 24 時間でみられ、その後 48 時間にさ

らに増強した ( Fig.1 A-C ) 。 

骨肉腫細胞株、MG63、HOS、G292 は比較的 TRAIL 抵抗性であり、TRAIL100 

ng/mlで 72 時間処理しても、細胞生存率は最大で 30 ％しか減少しなかった。こ

れに対して、Mdivi-1 単独ですべての細胞株で濃度依存的に細胞生存率を減少さ

せた。さらに、Mdivi-1 は TRAIL 細胞毒性を増強した ( Fig. D-F ) 。 
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2. フローサイトメトリーによる Mdivi-1、抗 DR4 抗体、抗 DR5 抗体で刺激し

たがん細胞のアポトーシスの評価 

Mdivi-1 によって増強される細胞死の様式を明らかにするために、A375 細胞

をアネキシンVならびに PIで二重染色してフローサイトメトリーで解析した結

果を Fig. 2Aに示した。 

Mdivi-1 ( 25 μM ) 単独ではアネキシン V 陽性細胞は有意な増加を認めなかっ

たが、TRAIL によるアネキシン V 陽性細胞の増加を増強した。これは最少有効

濃度 12.5 μM から濃度依存的に認められた ( Fig. 2A and B ) 。これに反して

thapsigargin 1 μM はアポトーシスを誘導せず、Mdivi-1 を併用してもアポトーシ

スは増強されなかった ( Fig. 2A and C ) 。Mdivi-1 は A375 細胞を抗 DR5 抗体、

抗 DR4 抗体によるアポトーシスに対しても増強した ( Fig.2D )。同様に Mdivi-1

は A549 細胞も TRAIL によるアポトーシスに対して増強した ( Fig. 2E ) 。 

A375、A549 いずれの細胞でも TRAIL は 100 ng/mlまではネクローシス（ ア

ネキシン V 陰性/PI 陽性 ）細胞数をほとんど増加させなかった ( 2.5 %未満 ) 。

これに対して、MG63 細胞は、未刺激の状態でかなりのレベルのネクローシス

（ 11.1 ± 2.4 %, n = 3 ）が見られ、TRAIL の投与で 16 ％まで増加したが、Mdivi-1

投与により減少した。 

 

3. フローサイトメトリーによるMdivi-1刺激でのアポトーシスに対するカスパ

ーゼ阻害剤の影響の評価 
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取り扱いやすさ、Mdivi-1 に対する高反応性、および正常対応細胞の入手が可

能であることから、A375、A549 細胞をモデルに用いて、Mdivi-1 によるアポト

ーシスの増強作用の機序を調べた。 

カスパーゼカスケードの役割を明らかにするために、一連のカスパーゼ阻害

薬のアポトーシスの増強作用に対する作用を試験した。全てのカスパーゼを阻

害する z-VAD-FMKにより A375細胞におけるアポトーシス増強作用は完全に抑

制された ( Fig. 3A ) 。 

カスパーゼ-8 阻害剤 z-IETD-FMK、カスパーゼ-9 阻害剤 z-LEHD-FMK、カス

パーゼ-3/7 阻害剤 z-DEVD-FMK いずれもが有意にアポトーシスを抑制した。カ

スパーゼ-8 および-9 の阻害剤の効果がカスパーゼ-3 の阻害剤と比較して弱かっ

たこと以外は、A549 細胞でもほぼ同様の結果が得られた ( Fig. 3B ) 。 

ミトコンドリア膜電位の消失は、ミトコンドリアの統合性の崩壊を誘導し、

カスパーゼ-3 が活性化され、アポトーシスが生じるため、TRAIL と Mdivi-1 の

ミトコンドリア膜電位、カスパーゼ-3 活性化に与える影響について試験した。 

ミトコンドリア膜電位特異的色素とカスパーゼ-3 特異的基質を用いた同時測

定の結果、TRAIL は A375 細胞において 24 時間以内に、濃度依存的にミトコン

ドリア膜電位低下ならびに、カスパーゼ-3 活性化を誘導することがわかった 

( Fig. 3C ) 。Mdivi-1 単独では 50 μM までミトコンドリア膜電位低下と、カスパ

ーゼ-3 活性化に有意な影響を与えなかったが、TRAIL の作用を増強した ( Fig. 

3C-E ) 。対照的に、Mdivi-1 は thapsigargin によるミトコンドリア膜電位低下、
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カスパーゼ-3 活性化には影響を与えなかった ( Fig. 3C ) 。 

イムノブロッティング法による解析で、Mdivi-1 による TRAIL 誘導性カスパ

ーゼ-3 活性化のさらなる証拠が得られた。Mdivi-1 または TRAIL 単独ではカス

パーゼ-3 前駆体 ( p32 ) の活性型カスパーゼ-3 ( p17/p12 ) への切断は認められ

なかったが、Mdivi-1 と TRAIL を併用すると活性型カスパーゼ-3 が顕著に増加

した。活性型カスパーゼ-3 は刺激後 8 時間から観察され、さらに 4 時間増加し

たが、その後減少した ( Fig. 3F ) 。 

 

4. フローサイトメトリーによるMdivi-1刺激でのアポトーシスに対するカスパ

ーゼ-12 阻害剤の影響の評価 

Mdivi-1 のアポトーシス増強作用における小胞体経路の役割を調べるため、カ

スパーゼ-12 の活性化に対する Mdivi-1 の影響を調べた。カスパーゼ-12 は、 外

因性経路ならびに内因性経路とは独立した経路で活性化される、小胞体に付随

するカスパーゼである。 

カスパーゼ-12 が活性化された細胞の割合は無刺激では低く( 1.46 ± 0.19 %, n 

= 3 )、TRAIL ( 100 ng/ml ) 刺激で 10.4 ％、Mdivi-1 ( 50 μM ) 刺激で 15.4 ％とほ

ぼ同程度の増加がみられた。しかし、両者を併用すると相乗的に 59.9 ％まで増

加し相乗効果が確認された ( Fig. 4A ) 。 

次に、カスパーゼ-12 の特異的阻害剤である z-ATAD-FMK のアポトーシスに

対する作用を調べた。z-ATAD-FMK は、TRAIL によるアポトーシスを強く抑制
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した ( 最大 60 %阻害 ) が、別の小胞体付随酵素である、カスパーゼ-4 の阻害

剤である z-LEVD-FMK は抑制しなかった ( Fig. 4B ) 。さらに、TRAIL によるア

ポトーシスに対する Mdivi-1 の増強作用も z-ATAD-FMK は完全に抑制したが、

z-LEVD-FMK はほとんど抑制しなかった ( 10 %未満 ) ( Fig. 4C ) 。 

 

5. フローサイトメトリーによる細胞膜脱分極、ミトコンドリア酸化ストレス、

ミトコンドリア質量の増加の評価 

細胞膜の持続的な脱分極は、TRAIL を含む様々なアポトーシス誘導刺激によ

るヒトがん細胞でのアポトーシスの初期にみられ、カスパーゼ-3 の活性化のた

めに必要な事象である ( 24,28-31 ) 。 

Mdivi-1 による TRAIL 誘導アポトーシスに対する感作における、細胞膜脱分

極の役割を解明するために、Mdivi-1 の脱分極誘導能をもつ陰イオン色素である

bis-oxonol を用いたフローサイトメトリーにより試験した。Mdivi-1 単独では 50 

μMまでわずかな脱分極しか誘導しなかった。しかし、Mdivi-1 ( 25 μM以上 ) は、

TRAIL による脱分極を増強し、その結果 antimycinA ( 5 μg/ml ) と同程度の脱分

極がみられた ( Fig. 5A ) 。 

ミトコンドリア内の活性酸素 ( mROS ) レベルの増加がミトコンドリア統合

性の崩壊と内因性経路の主要な原因の一つであると考えられているため、

MitoSOX を用いたフローサイトメトリー解析により Mdivi-1 の mROS レベルへ

の影響を調べた。MitoSOX はミトコンンドリアに局在し、superoxide に選択的な
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蛍光プローブである ( 32,33 ) 。図 5B に示したように、TRAIL 25 ng/ml、100 ng/ml

の投与 4 時間後で、MitoSOX の蛍光はそれぞれ 1.5 倍、3 倍に増加した。Mdivi-1

単独でも MitoSOX の蛍光は増加した ( 3 倍 ) 。TRAIL と Mdivi-1 を併用すると

相加的な効果がみられた ( Fig. 5B ) 。 

ミトコンドリア内膜の外側表面でチトクローム c と会合しているリン脂質で

ある、カルジオリピンの酸化についても評価した。蛍光色素 NAO は、酸化され

ていないカルジオリピンと結合するが、酸化されたカルジオリピンとは結合し

ないので、NAO の蛍光を測定することにより、ミトコンドリア内のカルジオリ

ピンの酸化状態を知ることができる ( 34 ) 。図 5C に代表的なヒストグラムを示

した。NAO の蛍光の減少 ( M1 の増加 ) から、TRAIL が濃度依存的にカルジオ

リピンの酸化を増加させることがわかった。Mdivi-1 単独ではカルジオリピンの

酸化に影響を与えなかったが、TRAIL によるカルジオリピン酸化を著しく増強

した ( Fig. 5C ) 。これに対して、thapsigargin は単独でカルジオリピンの酸化を

ほとんど起こさず、Mdivi-1 を併用してもわずかな増加しかみられなかった。

TRAIL単独およびTRAILとMdivi-1併用でNAOの蛍光の増加 ( M2の増加 ) が

あり、ミトコンドリア質量の増加が示唆される。しかし、MitoSOX の蛍光や、

カルジオリピンの酸化とは異なり、ミトコンドリアの質量の増加は TRAIL 濃度

に依存しなかった。対照的に thapsigargin はミトコンドリア質量についてもほと

んど影響を与えなかった。 
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6. Mdivi-1 の正常細胞に対する影響の評価 

正常細胞への Mdivi-1 の影響を調べるために、初代培養メラノサイトを TRAIL

および Mdivi-1 単独、または併用で刺激し、アネキシン V と PI で染色してフロ

ーサイトメトリーで解析した。 

メラノサイトは DR4、DR5 ともに細胞表面に強く発現している ( Murai et al., 

2012 ) にも関わらず、図 6Aに示したように、いずれの刺激もほとんどアポトー

シスを誘導しなかった。 

繊維芽細胞様肺細胞、WI-38 でも同様の実験を行ったが、WI-38 でも細胞表面

の DR5 は強く発現しているにも関わらず ( Fig. 6C ) 、TRAIL および Mdivi-1 単

独、または併用のいずれもほとんどアポトーシスを誘導しなかった ( Fig. 6B ) 。 

 

7. Mdivi-1 によるミトコンドリアの形態変化の評価 

Mdivi-1 による TRAIL 感作効果における、ミトコンドリアの形態変化の役割

を評価するため、Mdivi-1 のミトコンドリア形態への影響を調べた。細胞をミト

コンドリア選択的色素、MitoTracker Red で染色して蛍光顕微鏡で観察した。 

未処理の A375 細胞では、核から放射線状に広がる、網状のミトコンドリアが

明確に観察された ( Fig. 7A ) 。予想されたとおり、Mdivi-1 投与後 24 時間でミ

トコンドリアの形態が著しく変化した。多くの細胞でミトコンドリアの核の片

側への偏りと過剰融合が観察された ( Fig. 7A ) 。Mdivi-1 は、同様なミトコンド

リア形態変化を A549、MG63 細胞でも惹起した ( Fig. 7C ) 。 
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 A549細胞では未刺激の状態でミトコンドリアが核の片側へ偏っているものが

多くみられた。Mdivi-1 による刺激でミトコンドリアの過剰融合は他の細胞と同

様に観察された( Fig. 7B )。 

Drp1のGTPaseの活性がミトコンドリアの分裂には不可欠であるので、Mdivi-1

のこの効果がそのミトコンドリアの分裂調節能により媒介されているかを調べ

るために、Drp1 遺伝子の発現抑制(ノックダウン)のミトコンドリア形態への影

響を試験した。Drp1 を標的とする siRNA で 72 時間処理すると、無関係な siRNA

で処理したコントロールと比較して Drp1 タンパク質の発現が顕著に減少した 

( Fig. 7D ) 。 

Drp1 ノックダウン細胞では、Mdivi-1 処理細胞と同様に、ミトコンドリアの過

剰融合が観察された ( Fig. 7E ) 。さらに、Drp1 ノックダウン細胞では未処理で

はアポトーシスの増加は見られなかったが、TRAIL によるアポトーシスに対し

てコントロール細胞よりも感受性で、この感作は TRAIL の濃度が高いほど顕著

であった ( Fig. 7F and G ) 。Drp1 ノックダウンは thapsigargin への感受性にはほ

とんど影響を与えなかった ( Fig. 7F and G ) 。 
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考察 

 

本研究で、Mdivi-1 のがん細胞殺細胞作用が確認され、TRAIL によるアポトー

シスに対する感作作用が初めて実証された。 

また各結果より以下の結論が得られる考えた。1. Mdivi-1 はがん細胞の生存率

を減少させ、TRAIL 毒性への感作作用をもつ。2. Mdivi-1 は複数の細胞で、DR4 

/ 5 による細胞死を増強する効果をもつ。3. Mdivi-1 によるアポトーシスの増強作

用は内因性経路を含むカスパーゼ依存性経路を介して生じる。4. Mdivi-1 のアポ

トーシス増強作用はカスパーゼ-12 の活性化によって媒介される。5. 脱分極およ

びミトコンドリア酸化ストレスとミトコンドリア質量の増加が、アポトーシス

の増強に先行し、Mdivi-1 はこれらすべてを増強する。6. Mdivi-1 の効果は腫瘍

選択的である。7. Mdivi-1 はミトコンドリアの形態を変調させることにより、が

ん細胞を TRAIL に対して感作する。 

さらに、[ 1 ]Mdivi-1 処理後、ミトコンドリアの過剰な融合や核の片側への偏

在を含む、ミトコンドリアの形態変化が観察された。[ 2 ]Drp1 ノックダウン細

胞でも同様のミトコンドリアの形態変化が観察された。[ 3 ]Drp1 ノックダウン

も、種々のがん細胞を TRAIL によるアポトーシスに対して感作した。 

これらの証拠は、Mdivi-1 の作用がミトコンドリア形態の調節により媒介され

ることを示している。これらの知見を総合すると、ミトコンドリアの分裂を抑

制するとアポトーシスが増強されることを示しており、ミトコンドリアの分裂
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ががん細胞のアポトーシスを抑制していることを示唆する。また、これらの知

見は、エトポシドや亜ヒ酸による、グリオブラストーマ細胞のアポトーシスで

の観察における、チトクローム c 放出の上流で起こる、ミトコンドリアの凝集

と類似しており、ミトコンドリアの形態ネットワーク変化のがん細胞のアポト

ーシスにおける普遍的役割を示唆する。 

正常なミトコンドリアが細胞の生存に必須であり、悪性腫瘍を含む多くの疾

患にミトコンドリアネットワーク動態の異常が関与しているとされている 

( 37 ) 。したがって、ミトコンドリアの凝集と分裂のバランスを調節する薬剤は、

適切な動態を回復して、治療に利用できる可能性がある。しかし、がん細胞の

アポトーシスにおけるミトコンドリアの分裂の役割については相反する報告が

あり、はっきりしない。 

多くのアポトーシス誘導物質が、ミトコンドリア外膜の透過性の亢進や、チ

トクローム c の放出を伴うがん細胞のミトコンドリアの断片化を惹起する 

( 19,21 ) 。さらに、Drp1 やその会合の相手である Fis-1 の発現低下によるミトコ

ンドリアの分裂抑制が、チトクローム c 放出を遅延させることから、ミトコン

ドリアの分裂はアポトーシスに重要であると考えられる ( 16,17,20 ) 。 

対照的に、ミトコンドリアの分裂はチトクローム c 放出にも、アポトーシス

にも必須ではなく、Drp1 依存性のミトコンドリアの分裂はアポトーシスには必

要のない別々の現象であることを示している研究もある ( 19,22 ) 。 

さらに、ミトコンドリアの分裂はカルシウム誘導性のアポトーシスに対して
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は抑制的に働くことを示唆する、いくつかの証拠もある ( 14 ) 。 

ヒト肺癌細胞株は、Drp1 と Mfn-2 の発現比が正常肺胞上皮細胞、血管内皮細

胞と比べて不均衡で、ミトコンドリアが分裂状態を示す。同様にミトコンドリ

アの分裂が、肺癌患者から採取した肺癌組織では正常肺組織に比べて増加して

いる。 

ミトコンドリアの分裂の保護的役割に一致して、Drp1 ノックダウン Mdivi-1

処理、または Mfn-2 の発現増加によるミトコンドリアの融合促進によって、ミ

トコンドリアの分裂を抑制すると、肺癌細胞の自発的アポトーシスが増加し、in 

vivo における腫瘍増大が抑制される ( 38 ) 。 

本研究のデータはこれらの観察を拡張して、ミトコンドリアの分裂はメラノ

ーマ、肺癌、骨肉腫を含むヒトがん細胞をアポトーシスから保護していると考

えられる。重要な点は、Mdivi-1 は正常メラノサイトや線維芽細胞にはほとんど

殺細胞作用ならびに TRAIL に対する感作作用を示さないことである。このこと

は Mdivi-1 はがん細胞に選択的に細胞毒性を発揮することを示している。この腫

瘍選択性の機序は今後解明が必要であるが、ミトコンドリアの形態動態の変化

は、がん細胞において優先的にミトコンドリアの機能不全の原因になることが

考えられる。 

Mdivi-1 は、細胞膜脱分極、ミトコンドリア膜電位の喪失、カスパーゼ-3、-12

の活性化、mROS の発生、カルジオリピンの酸化など、いろいろなアポトーシ

ス関連事象を増強することを見出した。 
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これらの観察は、高濃度カリウム、ATP 作動性カリウムチャネル阻害剤グリ

ベンクラミド、U37883A ( 24,28 ) 、ニンニク含有有機硫黄化合物ジアリルトリ

スルフィド ( 25 ) 、細胞透過性酸化剤、過酸化水素 、ならびにミトコンドリア

阻害剤アンチマイシン A、FCCP などの様々な化合物が、これらのアポトーシス

関連事象と TRAIL 誘導性のアポトーシスを増強するというわれわれのこれまで

の知見と一致している。 

ミトコンドリア膜電位の喪失は、ミトコンドリア外膜の透過性亢進、ミトコ

ンドリア統合性の崩壊、アポトーシス誘導性タンパク質放出の主要な原因であ

る。ミトコンドリア外膜の透過性亢進により、チトクローム c、apoptosis-inducing 

factor-1 などいくつかのアポトーシス誘導性タンパク質が放出され、それにより

カスパーゼ-9、および-3 の経路の活性化と主要な調節ならびに構造蛋白質の分解

が促進される。 

ミトコンドリア外膜透過性亢進の正確な機序は不明であるが、ミトコンドリ

ア内膜の透過性の増加が関与し、ミトコンドリア透過性遷移孔 ( mPTPs ) が中

心的な役割を果たすことが広く受け入れられている ( 40,41 ) 。mPTPs はミトコ

ンドリア内膜にある、ミトコンドリア内膜ならびに外膜と結合したタンパクか

ら構成される、仮想的な高透過性非特異的チャネルである。ミトコンドリア膜

にある電位差依存性陰イオンチャネルやアデニンヌクレオチド交換輸送体など

が mPTPs を構成すると考えられている。 

複数の mPTPs が同時に開放することにより、ミトコンドリアの過剰な膨張、
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ミトコンドリア外膜の生理的な組織崩壊、アポトーシス誘導タンパク放出およ

び、アポトーシスが起こると考えられている ( 42 ) 。 

この点に関して、Mdivi-1 によるアポトーシスの増強作用に、ミトコンドリア

の膨張の特徴である、ミトコンドリア質量の増大が付随することは注目すべき

点である。 

アデニンヌクレオチド交換輸送体は 3 つのシステイン残基を持ち、その酸化

が mPTPs の開閉を規定するので、mPTPs は特に活性酸素の影響を受けやすい 

( 40,41,43 ) 。したがって、ミトコンドリア透過性遷移は、mROS の過剰な産生

や、ミトコンドリア酸化還元恒常性の破綻によって生じうる。さらに、mROS

はミトコンドリア内脂質カルジオリピンの酸化を介して cytochrome c の放出を

制御できる ( 46 ) 。 

持続的な細胞膜脱分極が、TRAIL 誘導性のアポトーシス早期に誘導され、必

要とされる事象の一つであることから ( 24,28 ) 細胞膜脱分極の Mdivi-1 による

増強が、アポトーシスの増強で重要な働きを担っているかもしれない。 

重要なことに、脱分極と、mROS は相互に制御しあっている。脱分極は、TRAIL

誘導性の mROS の産生を増強し、一方、酸化剤による mROS の消去は脱分極を

低下させ、ミトコンドリアの代謝不全による mROS の産生は、脱分極を亢進さ

せる ( 28 ) 。加えて mROS を消去すると、膜電位の喪失やカスパーゼ-3、およ

び-12 活性化などの内因性経路ならびに小胞体経路におけるアポトーシス誘導

性事象が阻害されることから、mROS がこれらの経路で中心的な役割を果たす
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ことが推察される ( 48 ) 。 

本研究の結果を考え合わせると、Mdivi-1 による TRAIL に対する感作作用に

おいて、ミトコンドリアの酸化ストレスが重要な働きをしていることが示唆さ

れた。 

今後の展望としては、臨床応用に結びつくようさらなる研究が必要である。

現在の治療では十分な治療効果を得られない悪性腫瘍は多く存在する。TRAIL

は正常細胞に影響を与えないという優れた性質を持っているが、TRAIL に抵抗

性を示す腫瘍が多く存在するという問題点もある。そのため、この抵抗性に対

抗できる薬剤が必要となるが、今回初めて、Mdivi-1 により TRAIL 抵抗性に対

抗できることを示した。これは今後、抗腫瘍薬として応用できる可能性を秘め

ており、新たな治療法の確立が期待される。 

 また、今回ミトコンドリアの形態とアポトーシスの関連についても、いくつ

かのデータが得られた。この点については様々な相反する報告があり、未だ詳

細な機序についての解明はなされていないが、ミトコンドリアの形態とアポト

ーシスの間に関連があることは明らかである。ミトコンドリアの形態異常は、

悪性腫瘍だけでなく様々な疾患に関連しているとする報告もある。今回の結果

は、今後の発展によっては、悪性腫瘍だけではなく、様々な疾患の診断・予防・

治療に応用できる可能性を秘めており、さらなる研究が望まれる。 
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まとめ 

 

本研究は、がん細胞は正常細胞と比較して、ミトコンドリアネットワーク動

態の混乱による影響を受けやすいことを明らかにした。この高度な感受性は悪

性腫瘍の治療、特に TRAIL 併用による治療へ利用することがの可能である。こ

の機序のさらなる解明により、悪性腫瘍の新たな治療薬の開発に道を拓くこと

が期待される。 
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図 1  WST-8 法による Mdivi-1 で刺激したがん細胞の生存率の評価、および

TRAIL 細胞毒性への感作作用の評価 

Mdivi-1 は、ヒトがん細胞の細胞生存率を抑制し、TRAIL による細胞毒性に対

して感作する。( A-F ) : ( A ) A375、( B ) GAK、( C ) A549、( D ) MG63、( E ) HOS、

( F ) G292 細胞それぞれを 96 穴プレートで TRAIL ( 25,100 ng/ml ) 、Mdivi-1 

( 13 ,25 ,50 μM ) 単独または併用で 72 時間刺激した。細胞生存率を WST-8 法で

測定し、結果は平均 ±標準誤差で表記した。n=3-5. 

 

図 2  フローサイトメトリーによる Mdivi-1、抗 DR4 抗体、抗 DR5 抗体で刺激

したがん細胞のアポトーシスの評価 

Mdivi-1 はがん細胞において、DR4 / 5 を介したアポトーシスを増強する。( A ) 

A375 を 24 穴プレート中で TRAIL ( 25 ng/m ) 、thapsigargin ( Thap, 1 μM ) 、

Mdivi-1 ( 25 μM ) で刺激し、24 時間処理した。処理後、アネキシン V と PI に

て染色しフローサイトメトリーにて評価した。結果はヒストグラムにて示す。

( B ) TRAIL ( 25 ,100 ng/ml ) 、Mdivi-1 ( 12.5 ,25 μM ) で刺激。 ( C ) Thap ( 1 

μM ) 、Mdivi-1 ( 12.5 ,25 μM  ) で刺激。 ( D ) Mdivi-1 ( 25 μM ) 、抗 DR4 抗体 

( 1 μg/ml ) 、抗 DR5 抗体 ( 1 μg/ml ) で刺激。( B-D ) それぞれ 24 時間処理後、

アネキシン V と PI にて染色しフローサイトメトリーにて評価した。 ( B,C ) 標

準誤差にて表記。n=3-5,*P＜0.05,***P＜0.001. ( E ) A549 を TRAIL、Mdivi-1 に

て 24 時間処理。アネキシン V と PI にて染色しフローサイトメトリーにて評価
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した。標準誤差にて表記。n=3,*P＜0.05,**P＜0.01. 

 

図 3  フローサイトメトリーによる Mdivi-1 刺激でのアポトーシスに対する 

カスパーゼ阻害剤の影響の評価 

Mdivi-1 のアポトーシスの増強作用はカスパーゼ依存性である。 ( A ) A375、

( B ) A549 細胞をそれぞれ TRAIL ( 100 ng/ml ) 、Mdivi-1 ( 25 μM ) で刺激し、カ

スパーゼ全体の阻害剤 z-VAD-FMK ( All ) 、カスパーゼ-3 阻害剤 z-DEVD-FMK 

( C3 ) 、カスパーゼ-8 阻害剤 z-IETD-FMK ( C8 ) 、カスパーゼ-9 阻害剤

z-LEHD-FMK ( C9 ) を添加し 24 時間処理した。アネキシン V と PI で染色しフ

ローサイトメトリーにより評価した。結果は平均 ± 標準誤差で表記した。n = 3. 

( C-E ) A375 細胞を TRAIL ( 12.5 ,25 ng/ml ) 、Mdivi-1 ( 25 μM )で刺激。( C ) カ

スパーゼ-3/-7 の活性化、ミトコンドリア膜電位を評価 ( D ) カスパーゼ-3/-7 の

活性化を評価 ( E ) ミトコンドリアの膜電位を評価 ( F ) A375細胞をTRAIL ( 25 

ng/ml ) 、Mdivi-1 ( 25 μM ) で刺激。ウエスタンブロッティング法で評価した。 

 

図 4  フローサイトメトリーによる Mdivi-1 刺激でのアポトーシスに対する 

カスパーゼ-12 阻害剤の影響の評価 

Mdivi-1 によるアポトーシス増強作用はカスパーゼ-12 によって媒介される。

( A ) A375細胞をTRAIL (25 ,100 ng/ml ) 、Mdivi-1 ( 25 ,50 μM ) で 24時間刺激し、

カスパーゼ-12の活性化をFITC-ATAD-FMKを用いてフローサイトメトリーによ
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り評価した。ヒストグラムでカスパーゼ-12 の活性化を認めた細胞 ( M1 ) の割

合を示す。結果は平均 ± 標準誤差で表記した。n=3.***P＜0.001. ( B ) TRAIL ( 25 

ng/ml ) と、カスパーゼ全体の阻害剤 z-VAD-FMK ( All ) 、カスパーゼ-12 阻害剤

z-ATAD-FMK ( C12 ) 、カスパーゼ-4 阻害剤 z-LEVD-FMK ( C4 ) で 24 時間処理

し、アネキシン V と PI で染色しフローサイトメトリーにより評価した。結果は

平均 ± 標準誤差で表記した n=3. ( C ) は ( B ) をさらに Mdivi-1 ( 50 μM ) で刺

激した。 

 

図 5  フローサイトメトリーによる細胞膜脱分極、ミトコンドリア酸化 

ストレス、ミトコンドリア質量の増加の評価 

細胞膜脱分極およびミトコンドリアの酸化ストレスとミトコンドリアの質量

の増加は、Mdivi-1 によるアポトーシスの増強に先行する。( A ) A375 細胞を

Mdivi-1 ( 25 ,50 μM ) 、TRAIL ( 100 ng/ml ) で4時間刺激し、bis-oxonolを用いた、

フローサイトメトリーで細胞膜の脱分極を評価した。結果は蛍光強度で示し、

平均 ± 標準誤差で表記した。n=3. ( B ) TRAIL ( 25 ,100 ng/ml ) 、Mdivi-1 ( 25 ,50 

μM ) で 4 時間刺激し、MitoSOX ( 5 μM ) で染色した。37℃で、15 分反応させ、

フローサイトメトリーの FL-2、FL-1 のチャネルで、それぞれ赤、緑の蛍光を測

定した。結果は F/F0の形式で表記した。F0 は未処理の細胞を、F は処理した細

胞を示しており、結果は平均 ± 標準誤差で表記した。n=3. ( C ) 同様に TRAIL 

(25 ,100 ng/ml ) 、Mdivi-1 ( 25 ,50 μM ) で刺激し 4時間処理し、NAO ( 100 nM ) を
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37℃で 15 分反応させ蛍光を測定した。結果はヒストグラムで表し、M1、M2 の

細胞の割合を示した。 

 

図 6  フローサイトメトリーによる Mdivi-1 の正常細胞に対する影響の評価 

Mdivi-1 の効果は腫瘍選択的である。 ( A ) メラノサイトを TRAIL ( 25 ,100 

ng/ml ) 、Mdivi-1 ( 25 μM ) で 24 時間刺激した。アネキシン V、PI で染色し、フ

ローサイトメトリーにより評価した。アネキシン V 陽性細胞をアポトーシス細

胞とする。結果は平均 ± 標準誤差で表記した。n=3. ( B ) WI-38 細胞を TRAIL 

( 25 ,100 ng/ml ) 、Mdivi-1 ( 12.5 ,25 μM ) で 24 時間刺激した。同様にアネキシン

V、PIで染色し、フローサイトメトリーにより評価した。( C ) WI-38細胞をDR-4、

DR-5 のモノクローナル抗体、コントロールの抗体と 4℃で、30 分間反応させた。

その後遠心分離し、PBS でサスペンドし、マウス IｇG 抗体と 4℃で、30 分間反

応させた。フローサイトメトリーの FL-2 チャネルで蛍光測定し、ヒストグラム

で結果を示した。n=3. 

 

図 7  蛍光顕微鏡を用いた Mdivi-1 刺激によるミトコンドリアの形態変化の

評価 

Mdivi-1 による TRAIL 感作効果はミトコンドリアの形態変調による。 ( A ) 

A375、( B ) A549、( C ) MG63 細胞をプレートに播種し、MitoTracker Red、

Hoechst33342 で 37℃で、1 時間染色し洗浄した。Mdivi-1 ( 50 μM ) で 30 分間処
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理し、蛍光顕微鏡でミトコンドリアを観察した （ 1200 倍、スケールは 100  

μm ）。ミトコンドリアは MitoTracker Red で赤に、核は Hoechst33342 で青に染

色されている。( D ) A375 細胞を 6 穴プレートに播種し、20 nM の Drp-1 の siRNA

とコントロールの siRNA ( Ctrl siRNA ) と反応させ、Lipofectamine RNAi/Max kit

で 37 °C で、 5 % CO2インキュベーター内で 72 時間培養した。細胞は抗 Drp1

抗体でウエスタンブロッティングを行い、Drp1 のレベルで評価した。コントロ

ールとして、抗GAPDH抗体でも評価した。 ( E ) 細胞をCtrl siRNA、Drp1 siRNA、

Mdivi-1 ( 50 μM ) で 24 時間刺激した。MitoTracker Red、Hoechst33342 で染色し、

蛍光顕微鏡で評価した ( 400 倍、スケールは 100 μm ) 。( F ) A375、( G ) A549

細胞を 24 穴プレートに播種し、TRAIL ( 25 ,100 ng/ml ) 、 Thaps ( 1 μM ) で 24

時間刺激し、アネキシン V、PI で染色しフローサイトメトリーにより評価した。

結果は平均 ± 標準誤差で表記した。n=3,**P＜0.01,***P＜0.001. 
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