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緒論 

 イヌの乳腺腫瘍は未避妊の雌イヌにおいて最も多く認められる腫瘍であり、

全症例の約 50%が悪性と診断される（Goldschmidt et al., 2011）。さらに悪性と診

断された症例の約半数においては、腫瘍組織を切除しても遠隔転移や再発を繰

り返す可能性が高く、予後不良となることが知られている。また、全症例の約

45.5%において、間葉系由来細胞や上皮系由来細胞成分が混在する complex 型の

病理組織像を示すため、細胞診では良性または悪性の鑑別が難しく、術前の病

理診断に基づく予後判定などが困難とされている（Goldschmidt et al., 2011）。し

たがって、良性または悪性の確定診断は、乳腺腫瘍組織の切除生検または切開

生検でのみ可能なため、良性・悪性に関わらず腫瘍組織を外科的に切除するこ

とが治療法の第一選択とされている。その一方で、従来の抗腫瘍薬を用いた化

学療法の効果は限局的であり、化学療法のみでは完全寛解を得られないのが現

状である。このような背景から、イヌ乳腺腫瘍に対する有効な診断マーカーお

よび副作用の少ない化学療法の確立が急務である。また、イヌ乳腺腫瘍では、

ヒトのがんの発生や悪性進展に関与することが報告されている p53、breast cancer 

susceptibility genes （BRCA1 および BRCA2）、phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K）

/Akt 経路、phosphatase and tensin homolog（PTEN）、Wnt/ catenin 経路、

mitogen-activated protein kinase（MAPK）経路、cyclooxygenase-2（COX-2）など
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の分子の発現パターンがヒト乳癌の場合と非常に酷似しており、イヌ乳腺腫瘍

はヒト乳癌研究のモデルとしても注目されている （Klopfleisch et al., 2011; Pinho 

et al., 2012; Rivera et al., 2011）。したがって、イヌ乳腺腫瘍に対する治療法の確立

を目指す研究は獣医学のみならず、医学へも研究成果を還元できるといった点

で非常に価値があると考えられる。 

COX はアラキドン酸からプロスタグランジン類（PGs）やトロンボキサン A2

（TXA2）などのプロスタノイド生成を触媒する酵素である。COX には主に

COX-1 と COX-2 の 2 つのアイソザイムが知られており、構成型酵素である

COX-1 は全身の組織に広く発現が認められ、胃粘膜の保護、血小板凝集の抑制、

腎血流量の維持など生体の恒常性維持に重要な役割を担っている  （Hawkey, 

1999）。一方、COX-2 は誘導型酵素であり、炎症性サイトカインや発がんプロモ

ーター、がん遺伝子の活性化などによって発現が誘導される。特に、がん細胞

では、COX-2 が細胞増殖や血管新生の促進、浸潤および転移の促進、アポトー

シスの抑制、腫瘍免疫の抑制などに関与していることが指摘されており、COX-2

により生成されたプロスタノイドが発がんや悪性進展に対して多彩な作用を引

き起こすことが知られている （Liu et al., 2009; Rolle et al., 2012; Sheng et al., 

1998; Saikawa et al., 2004; Tsujii et al., 1995; 1997; 1998）。 

ヒトの大腸がんや乳がん、肺がん、食道がん、膵臓がんの患者から得られた
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病理組織ではCOX-2の過剰発現が認められている（Hida et al., 1998; Hwang et al., 

1998; Tucker et al., 1999; Tomozawa et al., 2000; Zimmermann et al., 1999）。特に、ヒ

ト浸潤性乳がんの 40％の患者の組織では COX-2 の過剰発現が認められており、

それらの患者では病理組織学的な悪性度が高く、予後不良となることが報告さ

れている（Chen et al., 2014; Howe, 2007; Ristimaki et al., 2002; Wulfing et al., 2003）。

また、ヒト乳がんにおける報告と同様に、イヌ乳腺腫瘍においても COX-2 発現

量と悪性度には相関関係が認められることが報告されている（Doré et al., 2003; 

Lavalle et al., 2009; Mohammed et al., 2004; Queiroga et al., 2007）。さらに、イヌ乳

腺腫瘍が肺やリンパ節へと転移した症例では、転移巣のがん細胞における

COX-2 発現量が原発巣と同程度もしくはそれ以上に増加していることも知られ

ており、イヌ乳腺腫瘍の浸潤および転移に COX-2 が重要な役割を担っているこ

とも示唆されている（Dias Pereira et al., 2009）。これらの報告から、イヌ乳腺腫

瘍における診断マーカーおよび治療標的分子としての COX-2 の有用性に注目が

集まっており、様々な視点からの研究が広く展開されている。 

非ステロイド性抗炎症薬（non-steroidal anti-inflammatory drugs; NSAIDs）は

COX 活性を阻害するため、抗炎症作用や鎮痛作用、解熱作用、抗血小板作用な

どを期待して、関節リウマチや変形性関節症などの様々な疾患に使用されてい

る。以前より、アスピリンなどの NSAIDs を常用している慢性関節リウマチ患
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者では、大腸がんなどの消化器がんの罹患率や死亡率が低くなることが知られ

ていた（Isomaki et al., 1978; Koehne et al., 2004）。現在、ヒトでは大腸がんのみな

らず、乳がんや非小細胞肺がんなどの様々ながんにおいても、NSAIDs の抗腫瘍

効果が認められており、NSAIDs の抗腫瘍薬および癌の化学的予防薬としての臨

床応用の可能性に注目が集まっている（Altorki et al., 2003; Rothwell et al., 2012;  

Sharpe et al., 2000; Zhang et al., 2005）。しかし、アスピリンなどの従来の NSAIDs

には COX-1 活性阻害に起因する消化管粘膜障害の副作用が生じやすく、長期間

の服用は制限される場合が多い。そのため、消化器系への副作用を軽減できる

セレコキシブに代表されるコキシブ系薬物やエトドラク、メロキシカムなどの

COX-2への選択性が極めて高いNSAIDsが開発され、市販されている（Kato et al., 

2001）。現在、これらセレコキシブなどの選択的 COX-2 阻害薬は、炎症性疾患

や運動器疾患などの幅広い疾患の治療に使用され、その臨床的な有効性が証明

されている。様々な選択的 COX-2 阻害薬の中においても、特にセレコキシブは

大腸がんや乳がんなどの様々ながん細胞に対して抗腫瘍作用を示すことが数多

く報告されており、その抗腫瘍活性の高さに注目が集まっている（Bertagnolli et 

al., 2006; Catalano et al., 2004; Harris et al., 2012; Jendrossek et al., 2003; Kulp et al., 

2004）。また、NSAIDs は COX-2 活性阻害作用に基づく COX-2 依存的なメカニ

ズムを介して抗腫瘍作用を示すのみならず、COX-2 阻害活性とは関係なく抗腫
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瘍作用を示す COX-2 非依存的なメカニズムを介しても抗腫瘍作用を示す可能性

が、以前より指摘されている。特にセレコキシブは、多彩な COX-2 非依存的な

抗腫瘍作用メカニズムを有していると共に、その詳細なメカニズムが明らかに

されつつある （Grosch et al., 2006）。そのため、セレコキシブはがん組織におけ

る COX-2 発現量に関係なく抗腫瘍作用を示す可能性が示唆されており、より多

くの悪性腫瘍の治療へと臨床応用が可能と考えられている。したがって、セレ

コキシブは抗腫瘍薬またはがんの化学的予防薬としての臨床応用化の可能性が

極めて高い薬物と考えられる。 

 イヌにおいて、セレコキシブなどの選択的 COX-2 阻害薬の抗腫瘍効果を検討

した研究は非常に少なく、その抗腫瘍活性や抗腫瘍作用メカニズムの詳細につ

いては、ほとんど明らかになっていないのが現状である。そのため、本研究で

はイヌ乳腺腫瘍細胞（AZACB 細胞）を用いてセレコキシブの COX-2 非依存的

な抗腫瘍作用およびそのメカニズムについての解析を行なうことを目的とし、

研究を行なった。 
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1. 1. 背景 

 COX には COX-1 および COX-2 の 2 つのアイソザイムが存在しており、膜リ

ン脂質から遊離したアラキドン酸を PGE2や PGI2、TXA2などのプロスタノイド

へと合成する過程に深く関与している。各種臓器に恒常的な発現が認められる

構成型酵素の COX-1 によって産生されたプロスタノイドは、胃粘膜保護や腎血

管拡張、血小板凝集などの生体のホメオスタシスを維持するために重要とされ

ている（Williams et al., 1999）。一方、COX-2 は炎症性サイトカインや発がんプ

ロモーター、がん遺伝子の活性化などによって発現が誘導される誘導型酵素で

あり、悪性腫瘍や炎症性疾患の病態形成に深く関与していると考えられている。

そのため、COX 活性を阻害するアスピリンなどの NSAIDs には、抗炎症作用の

みならず、抗腫瘍作用も存在することが以前より知られていた。特に、ヒトの

乳がんや大腸がんなどの様々ながん組織では、正常組織に比べ COX-2 の過剰発

現が認められ、発がんやがんの悪性進展における COX-2 の役割について様々な

観点から明らかにされつつある（Hida et al., 1998; Hwang et al., 1998; Tomozawa et 

al., 2000; Tucker et al., 1999; Zimmermann et al., 1999）。しかし、従来の NSAIDs に

は、COX-1 活性阻害作用に基づく消化管粘膜障害の副作用が生じやすく、

NSAIDs をがんの予防や治療を目的として長期にわたり投与することは難しい

とされている。したがって、セレコキシブなどの選択的 COX-2 阻害薬を抗腫瘍
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薬として臨床応用化する研究に注目が集まっている。 

 大腸がんおよび大腸腺腫症患者の大腸粘膜では、正常組織と比較して COX-2

の発現亢進に起因した PGE2産生量の増加が認められている（Pugh et al., 1994）。

PGE2 のがん細胞における機能的役割は、増殖能や運動能の促進、血管新生の促

進、腫瘍免疫の抑制やアポトーシス抵抗性の付与など多彩である（Chang et al., 

2005; Huang et al., 1998; Krysan et al., 2005; Sheng et al., 1998; Sheng et al., 2001; 

Tsujii et al., 1995; Tsujii et al., 1998; Yau et al., 2003）。特に、細胞増殖能へと影響を

及ぼすメカニズムとしては、PGE2受容体（EP 受容体）を介して、Ras-MAPK 経

路の活性化を引き起こすメカニズムなどが知られている（Wang et al., 2006）。し

たがって、NSAIDs が示す抗腫瘍作用は、COX-2 活性阻害作用による PGE2など

のプロスタノイド産生抑制作用に起因する COX-2 依存的な作用メカニズムを介

していることが知られている（Greenhough et al., 2009）。 

しかし、COX 阻害活性を欠いたセレコキシブの構造異性体である

2,5-Dimethyl-celecoxib（DMC）がバーキットリンパ腫に対して抗腫瘍作用を示す 

（Kardosh et al., 2005）など、NSAIDs の COX-2 阻害活性能と抗腫瘍活性とが相

関しないことが報告されている。そのため、NSAIDs が示す抗腫瘍作用には

COX-2 依存的な作用のみならず、COX-2 非依存的な作用も存在すると考えられ

ている（Grosh et al., 2006）。特に、セレコキシブは他の NSAIDs に比べて、細胞
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障害作用が著しく高いことが知られており、COX-2 非依存的な抗腫瘍作用メカ

ニズムも多く報告されている。具体的には、サイクリン依存性キナーゼ阻害因

子（CDKI）である p21 や p27 の発現を直接促進し、細胞周期を負に制御するメ

カニズム（Grosch et al., 2001）や 、細胞生存を促進するシグナルの PDK1 や AKT

（PKB）の活性を直接阻害するメカニズムなどが報告されている（Arico et al., 

2002）。また、-catenin や nuclear factor-kappa B（NF-B）などの転写因子を直接

抑制することによって、がん細胞の増殖や転移、血管新生を抑制する作用も知

られている（Kim et al., 2004; Maier et al., 2005）。 

正常なイヌ乳腺組織においては COX-2 の発現量は極めて低く抑制されている

が、乳腺腫の 24%および乳腺がんの 56%の症例においては COX-2 の過剰発現が

認められており、悪性度の上昇に伴い COX-2 発現量が増加する傾向にある（Doré  

et al., 2003）。しかし、イヌの乳腺がんの全症例において COX-2 の過剰発現が認

められる訳ではなく、一部の症例ではそのような変化が観察されないのも事実

である（Doré et al., 2003; Howe, 2007）。そのため、様々な COX-2 非依存的な抗

腫瘍作用メカニズムを示すセレコキシブは、COX-2 が過剰発現している症例の

みならず、発現亢進が認められない症例に対しても有効な可能性が高い。した

がって、NSAIDs による COX-2 非依存的な抗腫瘍作用の有無について解析する

ことは、NSAIDs の抗腫瘍薬としての臨床応用化を目指す過程で、非常に重要な
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意味合いを持つものと考えられる。しかし、セレコキシブなどの NSAIDs が有

する COX-2 非依存的な抗腫瘍作用がイヌ乳腺腫瘍においても認められるか否か

について検討した研究は存在せず、その詳細については明らかになっていない。

そのため、イヌ乳腺腫瘍細胞において、セレコキシブが COX-2 非依存的な抗腫

瘍作用を示すか否かについて検討を行なうことを本研究の目的とした。 

 

1. 2. 材料および方法 

1. 2. 1. 使用細胞および培養方法 

 本研究では、イヌ乳腺腫瘍細胞株として AZACB 細胞（株式会社プライマリー

セル, Hokkaido, Japan）と CF33 細胞（American Type Culture Collection, VA, USA）、

CF41.Mg 細胞（American Type Culture Collection, VA, USA）を用いた。細胞の継

代には、ダルベッコ変法イーグル培地②（日水製薬株式会社, Tokyo, Japan）に

10% ウシ胎児血清（FBS）と、ペニシリン－ストレプトマイシン溶液（和光純

薬工業株式会社, Osaka, Japan）および 200 mmol/l L-グルタミン溶液（和光純薬工

業株式会社, Osaka, Japan）、7.5% NaHCO3を加えたものを増殖培地として使用し

た。 

 

1. 2. 2. 選択的 COX-2 阻害薬 
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 選択的 COX-2 阻害薬として、メロキシカム（和光純薬工業株式会社, Osaka, 

Japan）、エトドラク（Sigma-Aldrich, Tokyo, Japan）、セレコキシブ（Sigma-Aldrich, 

Tokyo, Japan）をジメチルスルホキシド（DMSO）（和光純薬工業株式会社, Osaka, 

Japan）に溶解し、0 ~ 100 mM に調製した。また、セレコキシブの構造異性体で

ある 2,5-Dimethyl-celecoxib（DMC）（Sigma-Aldrich, Tokyo, Japan）に関しても

DMSO に溶解し、0 ~ 100 mM に調製した。選択的 COX-2 阻害薬を作用させる場

合には、全培養液における DMSO の最終濃度が 0.1%となるように添加した。な

お、コントロールの細胞には、溶媒である DMSO が最終濃度 0.1%となるように

添加し、parent の細胞は無処置とした。 

 

1. 2. 3. タンパク質の抽出および Western blotting 

タンパク質の抽出 

 細胞を 4℃に冷却した PBS で洗浄後、1 μg/ml Leupeptin、1 μg/ml Pepstain、1 

μg/ml Aprotinin、1.0 mM DTT、1.0 mM NaVO4、0.5 mM PMSF を添加した RIPA

（radio-immunoprecipitation assay）buffer を用いて細胞を溶解し、氷上で 30 分間

静置する。その後、遠心（4℃、15,000×g、30 分間）して得られた上清を使用し

た。 

タンパク質の濃度定量 
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  BCA Protein Assay Reagent kit（Pierce Biotechnology, IL, USA）を使用し、

Benchmark Plus（Bio-Rad, Tokyo, Japan）で 562 nm の吸光度を測定して、タンパ

ク質濃度を定量した。 

Western blotting で使用するサンプルの調整 

20 μg のサンプルに対して 2×Laemmli’s sample loading buffer［100 mM Tris-HCl

（pH6.8）, 200 mM DTT, 4% SDS, 0.2% BPB, 20% Glycerol］を等量加えて、100℃

で 5 分間煮沸した。 

SDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）             

 10%および 12%のポリアクリルアミドゲルを作成し、PageRuler
TM

 Prestained 

Protein Ladder（Thermo Fisher Scientific, IL, USA）およびサンプルを 200 V の条件

で電気泳動した。 

Trans-blotting 

100%メタノールおよび転写用バッファーに事前に浸しておいた PVDF メン

ブレン（Bio-Rad, Tokyo, Japan）を使用し、電気泳動したゲルと濾紙および PVDF 

メンブレンを転写槽に積層し、4℃、0.09 A、30 V の条件で転写する。 

Immunoblotting および化学発光の検出 

 Tris-buffered saline（TBS）に Tween-20 を最終濃度が 0.05%となるように加え

た TBS－T を用いて、スキムミルクを 5% に希釈した溶液を用いて PVDF メン
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ブレンのブロッキングを行う。使用した一次抗体は、anti-p27 rabbit monoclonal 

antibody（Merck Millipore, Darm-stadt, Germany）または anti-COX-2 rabbit polyclonal 

antibody（Abcam, Cambridge, UK）であり、それぞれ 1,000 倍に希釈して使用し

た。二次抗体には、5,000 倍に希釈した HRP 標識二次抗体を使用した。化学発

光は WesternBright Sirius Western blotting kit（Advansta, CA, USA）を用い、

ChemiDoc XRS（Bio-Rad, Tokyo, Japan）で検出した。また、サンプルのローディ

ング量を比較するための内部標準として 5,000 倍に希釈した anti-β-actin mouse 

monoclonal antibody（Sigma-Aldrich, Tokyo, Japan）を使用した。 

 

1. 2. 4. WST-8 assay 

 対数増殖期の細胞を 96-well マイクロプレート（BD Falcon, Tokyo, Japan）に

2,500 cells/well で播種した。24 時間培養後に被験物質を 24 時間作用させた細胞

を使用した。WST-8 assay には、Cell Counting Kit-8（株式会社同仁化学研究所, 

Kumamoto, Japan）を用い、450 nm の吸光度について Benchmark Plus（Bio-Rad, 

Tokyo, Japan）を用いて測定した。 

 

1. 2. 5. 培養上清中の PGE2濃度の測定 

 AZACB 細胞を 100 mm の組織培養ディッシュに 9×10
5
 cells の条件で播種し、
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24 時間培養した。その後、starvation medium（2% FBS 含有）と growth medium

（10% FBS 含有）を用いてさらに 24 時間培養した後、セレコキシブの最終濃度

が 100 μM となるように加えて 24 時間作用させた。セレコキシブの作用が終了

した後、培養上清を遠心（4℃、500×g、5 分間）し、その際に得られた上清のみ

を測定に使用した。培養上清中の PGE2の測定には PGE2 enzyme immunoassay kit 

– Monoclonal（Cayman Chemical, MI, USA）を用い、取り扱い説明書に準じて

Benchmark Plus（Bio-Rad, Tokyo, Japan）にて 405 nm の吸光度を測定し比較した。 

 

1. 2. 6. 細胞周期の解析 

洗浄および固定 

 PBS で洗浄した細胞に氷冷した 70%エタノールで、-30℃にて一晩固定する。

その後、3,000 rpm で 5 分間遠心し、上清を除去する。 

染色 

Promidium iodide（PI）/ RNase staing buffer（BD Pharmingen, CA, USA）を用い

て、4℃で 15 分間染色する。 

測定および解析 

 FACS Canto（Becton Dickinson, NJ, USA）を用いて、各細胞の DNA 量を測定

した。また、各細胞の DNA 量から Flow Jo7（Tree Star, OR, USA）を用いて、各

細胞の細胞周期を解析した。 
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1. 2. 7. RNA の抽出および real-time Reverse Transcription Polymerase Chain     

Reaction （real-time RT-PCR）  

RNA の抽出および cDNA の合成 

 Total RNA の抽出には TRIzol reagent（Life Technologies, CA, USA）、cDNA の合

成には PrimeScript
TM

 RT reagent kit（タカラバイオ株式会社, Shiga, Japan）をそれ

ぞれ用い、各社の取扱説明書に従い実施した。 

real-time PCR 

 SYBR Premix Ex Taq
TM

 Ⅱ（タカラバイオ株式会社, Shiga, Japan）、ABI Prism 

7500 Real Time PCR System（Applied Biosystems, CA, USA）を用いて遺伝子増幅

および解析を行なった。初期変性を 95℃・30 秒、PCR 反応（95℃－5 秒、60℃

－34 秒）を 40 サイクルの条件で遺伝子を増幅した。使用したプライマーの配列

は、p21（forward, 5'-CCTAATCTGCTCACCGGAAG-3'; reverse, 5'-GGTGGCAAGCA 

GGGTATGTA-3'）、p27（forward, 5'-CTCAGGCCAACTCAGAGGAC-3'; reverse, 5'-T 

CTTAGGCGTCTGCTCCACT-3'）である。また、比較のために内部標準として

glyceraldehyde-3-phosohate dehydrogenase（GAPDH）（forward, 5'-ATTCTATCCAC 

GGCAAATCC-3'; reverse, 5'-CGACTCCACAACATACTCAG-3'）を用いた。いずれ

のプライマーもオペロンバイオテクノロジー株式会社（Tokyo, Japan）より購入
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した。 

 

1. 2. 8. 統計学的解析 

 本研究で得られたデータは、平均値 ± 標準偏差で示した。統計学的解析には、

Bonferroni 法および Mann-Whitney 検定を用いた。P 値 < 0.05 の場合を統計学的

有意と判断した。 

 

1. 3. 結果 

1. 3. 1. イヌ乳腺腫瘍細胞における COX-2 発現量の比較 

 イヌ乳腺腫瘍細胞におけるセレコキシブの COX-2 非依存的な抗腫瘍作用を評

価するためには、COX-2 発現量が少なく、セレコキシブによる COX-2 活性阻害

作用の影響が極めて低減された細胞を使用する必要がある。そのため、CF33 細

胞および CF41.MG 細胞、AZACB 細胞の 3 種類のイヌ乳腺腫瘍細胞における

COX-2 のタンパク発現量を比較した。AZACB 細胞では、CF33 細胞と比べて

COX-2 発現量が著しく少なく、その発現量は CF33 細胞の 3.63%であることが明

らかとなった（図 1. 1.）。そのため、今後の研究では AZACB 細胞を使用し、選

択的 COX-2 阻害薬の抗腫瘍作用を評価することとした。 
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1. 3. 2. セレコキシブが細胞増殖能に及ぼす影響の評価 

 イヌ乳腺腫瘍細胞におけるセレコキシブの細胞増殖能への影響を明らかにす

るために、セレコキシブを 24 時間作用させた場合の AZACB 細胞の細胞増殖能

について評価した。また、セレコキシブの細胞増殖抑制能を比較する対照とし

て COX-2 に対する選択性が高く、臨床的に使用されている選択的 COX-2 阻害薬

のメロキシカムまたはエトドラクが示す細胞増殖能への影響も評価した。その

結果、メロキシカムまたはエトドラクを作用させた AZACB 細胞では、細胞増殖

能に著明な変化は認められなかった（図 1. 2.および図 1. 3.）。しかし、セレコキ

シブを作用させた AZACB 細胞では、100 μM の濃度でのみ有意な細胞増殖抑制

作用が認められた（図 1. 4.）。これらの結果より、COX-2 の発現が亢進していな

いイヌ乳腺腫瘍細胞に対しても、セレコキシブが細胞増殖抑制作用を示す可能

性が示唆された。 

 

1. 3. 3. セレコキシブが PGE2産生量に及ぼす影響の評価 

 図 1.1.および図 1.4.の結果より、COX-2発現量が少ない AZACB細胞に対して、

セレコキシブが細胞増殖抑制作用を示すことが明らかとなった。しかし、AZACB

細胞において COX-2 の発現が全く認められない訳では無いため、セレコキシブ

が示す抗腫瘍作用が COX-2 活性阻害に基づいて生じている可能性を排除できな

い。そのため、セレコキシブによる COX-2 活性阻害作用を評価する目的で、培
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養上清中の PGE2 産生量を比較した。なお、PGE2 は血清中にも含まれているた

め、starvation medium および growth medium の両条件下でそれぞれ測定した。し

かし、セレコキシブ 100 μM を AZACB 細胞に 24 時間作用させた場合における

PGE2産生量は、starvation medium および growth medium の両方において有意な

差は認められなかった（図 1. 5.）。これらの結果により、セレコキシブが AZACB

細胞に PGE2産生量とは関係なく、COX-2 非依存的な細胞増殖抑制作用を示す可

能性が示唆された。 

 

1. 3. 4. セレコキシブが細胞周期に及ぼす影響の評価 

 セレコキシブは AZACB 細胞において細胞増殖抑制作用を示すため、より詳細

な細胞周期への影響を評価するため、PI染色した細胞の DNA 量をフローサイト

メトリーにて解析した。本実験の陰性対照として、AZACB 細胞に対して細胞増

殖抑制作用を示さないメロキシカムおよびエトドラクによる細胞周期への影響

を評価した。その結果、メロキシカムおよびエトドラクのいずれにおいても、

AZACB 細胞における各細胞周期を示す細胞の分布に大きな影響を与えなかっ

た（図 1. 6.および図 1. 7.）。一方、セレコキシブ 100 μM を作用させた AZACB

細胞では、G2/M arrest および S 期細胞数の減少が認められた（図 1. 8.）。また、

セレコキシブ 100 μMを 0～24時間作用させたAZACB細胞の細胞周期への影響
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を 4 時間ごとに解析した結果、時間依存的に G2/M arrest および S 期細胞数の減

少が認められると共に、僅かに G0/G1 arrest も誘導されることが明らかとなった

（図 1. 9.）。本研究結果から、セレコキシブが S 期細胞数を減少させることによ

って、細胞増殖抑制作用を示す可能性が示唆された。 

 

1. 3. 5. セレコキシブがサイクリン依存性キナーゼ阻害因子（CDKI）に及ぼす

影響の評価 

 セレコキシブによる細胞周期への影響をより詳細に解析するために、細胞周

期の S 期への進行を阻害すると共に、セレコキシブの COX-2 非依存的な抗腫瘍

作用メカニズムに関連する CDKI でもある p21 および p27 の発現量の変化を評

価した。セレコキシブはAZACB細胞における p21のmRNA発現量を増加させ、

p27 の mRNA 量およびタンパク量のいずれも増加させた（図 1. 10.、図 1. 11.A、

図 1.11.B）。一方、細胞増殖や細胞周期には影響を及ぼさないメロキシカムおよ

びエトドラクではp21およびp27の発現量に変化は認められなかった （図1. 10.、

図 1. 11.A、図 1.11.B）。これらの結果から、セレコキシブが p21 および p27 の発

現に影響を及ぼし、COX-2 非依存的なメカニズムで細胞周期の進行を停止させ

る可能性が示唆された。 

 

1. 3. 6. 2, 5-Dimethyl-celecoxib（DMC）が細胞増殖能に及ぼす影響の評価 
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 セレコキシブに認められた AZACB 細胞の増殖抑制作用が、COX-2 非依存的

なメカニズムを介して引き起こしているのかについて、COX-2 活性阻害能を完

全に欠いたセレコキシブの構造異性体である DMC を作用させ、細胞増殖能への

影響を WST-8 assay にて評価した。40 μM 以上の濃度の DMC は AZACB 細胞に

おいて、著明な細胞増殖抑制作用が認められた（図 1. 12. A）。さらに、本結果が

AZACB 細胞に特異的な現象では無いことを確認するために、COX-2 発現量が多

い CF33 細胞を用いて同様の実験を行なった。その結果、CF33 細胞においても、

同様の結果が認められた（図 1. 12. B）。これらの研究結果から、セレコキシブは

COX-2 非依存的なメカニズムを介して、イヌ乳腺腫瘍細胞の増殖を抑制する作

用を有していることが示唆された。 
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図 1.1. イヌ乳腺腫瘍細胞における COX-2 発現量の比較 

 CF33 細胞、CF41.MG 細胞、AZACB 細胞の COX-2 タンパク発現量を Western 

blotting により比較した。内部標準として-actin を使用した。下図は COX-2 およ

び-actin の特異的バンドの density を比較したグラフである。 
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図 1. 2. メロキシカムの細胞増殖能に及ぼす影響 

 メロキシカムを 10M、25M、50M、100M の濃度で 24 時間作用させた

AZACB 細胞における細胞増殖能について、WST-8 assay を用いて比較した。

Parent は無処理の細胞、control は溶媒である DMSO を最終濃度 0.1%で作用させ

た細胞である。n = 5 とし、平均±標準偏差を示した。 
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図 1. 3. エトドラクの細胞増殖能に及ぼす影響 

 エトドラクを 10M、25M、50M、100M の濃度で 24 時間作用させた

AZACB 細胞における細胞増殖能について、WST-8 assay を用いて比較した。

Parent は無処理の細胞、control は溶媒である DMSO を最終濃度 0.1%で作用させ

た細胞である。n = 5 とし、平均±標準偏差を示した。 
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図 1. 4. セレコキシブの細胞増殖能に及ぼす影響 

 セレコキシブを 25M、75M、100M の濃度で 24 時間作用させた AZACB

細胞における細胞増殖能について、WST-8 assay を用いて比較した。Parent は無

処理の細胞、Control は溶媒である DMSO を最終濃度 0.1%で作用させた細胞で

ある。n = 5 とし、平均±標準偏差を示した。 *P < 0.05  
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図 1. 5. セレコキシブの PGE2産生量に及ぼす影響 

 セレコキシブ（100 M）を 24 時間作用させた AZACB 細胞における培養上清

中の PGE2産生量を比較した。Control は DMSO を最終濃度 0.1%で作用させた細

胞である。n = 3 とし、各データは平均±標準偏差を示した。 
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図 1. 6. メロキシカムの細胞周期に及ぼす影響 

 メロキシカムを 10M、25M、50M、100M の濃度で 24 時間作用させた

AZACB 細胞における各細胞周期の分布について、PI染色した細胞をフローサイ

トメトリーにて解析した。各データはそれぞれ 20,000 cells 当たりの各細胞周期

の割合を示している。独立した 2 回の実験結果を示した。 
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図 1. 7. エトドラクの細胞周期に及ぼす影響 

 エトドラクを 10M、25M、50M、100M の濃度で 24 時間作用させた

AZACB 細胞における各細胞周期の分布について、PI染色した細胞をフローサイ

トメトリーにて解析した。各データはそれぞれ 20,000 cells 当たりの各細胞周期

の割合を示している。独立した 2 回の実験結果を示した。 
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図 1. 8. セレコキシブの細胞周期に及ぼす影響  

 セレコキシブを 10M、25M、40 M、50M、75 M、100M の濃度で 24

時間作用させた AZACB 細胞における各細胞周期の分布について、PI 染色した

細胞をフローサイトメトリーにて解析した。各データはそれぞれ 20,000 cells 当

たりの各細胞周期の割合を示している。独立した 2 回の実験結果を示した。 
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図 1. 9. セレコキシブの細胞周期に及ぼす時間依存的な影響 

 セレコキシブを 100M の濃度で 0-24 時間作用させた AZACB 細胞における

各細胞周期の分布について、4 時間ごとに PI 染色した細胞をフローサイトメト

リーにて解析した。各データはそれぞれ 20,000 cells 当たりの各細胞周期の割合

を示している。独立した 2 回の実験結果を示した。 
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図 1. 10. セレコキシブの p21 mRNA 発現量に及ぼす影響 

 選択的 COX-2 阻害薬（メロキシカム、エトドラク、セレコキシブ）をそれぞ

れ 100 M の濃度で 24 時間作用させた場合の AZACB 細胞における p21 mRNA

量を real-time RT-PCR によって比較した。n=3 とし、平均±標準偏差で示した。  

*P < 0.01  
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図 1. 11. セレコキシブの p27 発現量に及ぼす影響 

 選択的 COX-2 阻害薬（メロキシカム、エトドラク、セレコキシブ）をそれぞ

れ 100 M の濃度で 24 時間作用させた AZACB 細胞における p27 の発現量を比

較した。（A）p27 mRNA 発現量への影響について real-time RT-PCR を用いて比較

した。n=3 とし、平均±標準偏差で示した。*P< 0.01（B）p27 タンパク発現量に

ついて Western blotting を用いて比較した。 
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図 1. 12.  2,5-Dimethyl-celecoxib の AZACB 細胞および CS33 細胞の細胞増殖能

に及ぼす影響 

 2,5-Dimethyl-celecoxib を 10M、25M、40 M、50M、75 M、100M の

濃度で 24 時間作用させた AZACB 細胞（A）または CF33 細胞（B）の細胞増殖

能への影響について、WST-8 assay を用いて比較した。 n=5 とし、平均±標準

偏差で示した。  *P < 0.01  
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1. 4. 考察 

 本研究結果から、セレコキシブは AZACB 細胞において PGE2産生量に影響を

及ぼすことなく、p21 および p27 を発現誘導することによって、S 期の細胞数を

減少させ、細胞増殖を抑制する作用を示すことが明らかとなった。また、COX-2

阻害活性能を欠いたセレコキシブの構造異性体においても、イヌ乳腺腫瘍細胞

の増殖能を同様に抑制することが明らかとなった。したがって、セレコキシブ

は COX-2 非依存的なメカニズムを介して、イヌ乳腺腫瘍細胞の増殖を抑制する

作用を示すことが明らかとなった。 

 イヌ乳腺腫瘍は、遺伝子変異などの点においてヒト乳癌と非常に類似してお

り、モデル疾患として注目されているが、ヒト乳癌で認められる病理組織型の

分布とは大きく異なることが報告されている（Goldschmidt et al., 2011）。特に、

イヌ乳腺腫瘍では、悪性の上皮由来細胞と良性の筋上皮由来細胞とが混在する

complex type の乳腺腺癌の占める割合が多いことが知られている（Goldschmidt et 

al., 2011）。本研究で使用した AZACB 細胞は、complex type のイヌ乳腺腺癌から

樹立された株化細胞であり、ヌードマウスを用いた担癌実験においても complex 

type の乳腺腺癌の再現が可能とされている細胞である。そのため、セレコキシ

ブが COX-2 非依存的なメカニズムを介して細胞増殖抑制作用を示すとの本研究

結果は、セレコキシブがイヌ乳腺腫瘍の多くの症例において、有効な治療薬で
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ある可能性を示唆している。 

セレコキシブなどのコキシブ系薬物は、COX-2への選択性が高いために、消

化器障害への副作用が軽減されており、長期投与が可能とされている。そのた

め、コキシブ系薬物であるセレコキシブやロフェコキシブの長期投与によるヒ

トの大腸腺腫の再発予防効果を検討するためのAPC（adenoma prevention with 

celecoxib）試験やAPPROVe（adenomatous polyp prevention on vioxx）試験といっ

た大規模な臨床試験が実施された。しかし、ロフェコキシブやバルデコキシブ

などのコキシブ系薬物を長期投与した場合に、心筋梗塞や脳卒中などを含む心

血管系障害の副作用を引き起こすリスクが増大することから、臨床試験が中止

されると共に、これら薬物は市場からの撤退を余儀なくされた（Bresalier et al., 

2005; Fitzgerald, 2004; Nussmeier et al., 2005; Solomon et al., 2005）。これは、血管

内皮細胞において、COX-2を介したPGI2合成が阻害されたことが原因と考えられ

ているが、その詳細なメカニズムは未だに明らかとなっていない。しかし、セ

レコキシブにおけるその発症リスクは、アスピリンなどのCOX-2選択性に乏し

いNSAIDsと同程度であることが、その後の研究で示されている（Graham et al., 

2005; White et al., 2007）。したがって、セレコキシブを抗腫瘍薬や癌の化学療法

薬として長期投与することは可能と考えられており、ヒトでの臨床応用化を目

指した様々な研究が実施されている。しかし、イヌなどの動物におけるコキシ
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ブ系薬物の心血管系への影響については、詳細が明らかとなっていない。今後、

イヌにおいてコキシブ系薬物を長期投与した場合の安全性の確立が待たれる。 

 以前より、COX-2 選択性の乏しいアスピリンが、大腸がんや乳がんなどの様々

な悪性腫瘍に対して、抗腫瘍作用を示すことが知られている。特に、PIK3

（phosphoinositide 3-kinase）CA の変異が認められる大腸がん患者が、アスピリ

ンを常用している場合には、予後の改善が認められることが報告されている

（Liao et al., 2013）。また、このように各 NSAIDs の抗腫瘍活性の強さが、COX-2

阻害活性能や COX-2 選択性とは相関しない現象が広く知られており、COX-2 非

依存的な抗腫瘍作用メカニズムの解明を目指した研究が様々な観点から実施さ

れている。イヌ乳腺腫瘍では、COX-2 選択性の高い NS-398 が、COX-2 の過剰

発現している CMT12 細胞において、PGE2産生阻害を介した COX-2 依存的な細

胞増殖抑制作用を示すことが報告されている（Brunelle et al., 2006）。しかし、

NSAIDs が COX-2 非依存的な抗腫瘍作用をイヌ乳腺腫瘍において示すか否かに

ついてはいずれの薬剤においても報告されていない。本研究は、セレコキシブ

がイヌ乳腺腫瘍に対して COX-2 非依存的な抗腫瘍作用を示す可能性を指摘した

最初の研究であり、臨床応用を目指す上で非常に価値があると考えられる。 

 ヒトの様々ながん細胞を使用した研究から、セレコキシブは様々な COX-2 非

依存的なメカニズムを介して抗腫瘍作用を示すことが明らかとなっている
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（Grosch et al., 2006）。特に、セレコキシブが COX-2 発現量に関係なく p21 およ

び p27 発現量の増加を引き起こし、細胞増殖抑制作用やアポトーシス誘導作用

を示すことが様々な細胞種において認められている（Grosch et al., 2001; Han et 

al., 2004）。CDKIである p21 や p27 は、細胞周期の S 期への進入を妨げる G1 チ

ェックポイント機構を構成する中心的な分子である。したがって、本研究にお

いても p21 および p27 発現量の増加に伴う G1 arrest が誘導され、S 期細胞数が

減少したと考えられる。しかし、本研究ではセレコキシブによる p27 mRNA の

発現誘導作用が軽度である一方、タンパク発現量は著明に増加した。先行研究

では、p27 のタンパク発現量の増加を評価している研究が殆どであり、セレコキ

シブが p27 の転写活性に及ぼす影響を評価した研究は認められない。また、p27

はプロテアソームによる分解が発現量の調節に重要であることが知られている

（Pagano et al., 1995; Tomoda et al., 1999）。本研究結果で認められた p27 の mRNA

とタンパク発現量の変化の相違は、セレコキシブがプロテアソームによる p27

の分解を抑制している可能性が考えられる。また、神経膠芽腫細胞におけるセ

レコキシブの作用を検討した研究において、サイクリン B の転写を抑制するこ

とが報告されている（Kardosh et al., 2004）。セレコキシブが G2/M arrest を引き

起こす可能性も本研究では示唆されたが、この現象は M 期の進行に関与するサ

イクリン B の発現抑制に起因している可能性が考えられる。 
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 本研究結果から、セレコキシブがイヌ乳腺腫瘍細胞において COX-2 非依存的

な細胞増殖抑制作用を示すことが明らかとなった。したがって、イヌ乳腺腫瘍

の COX-2 発現量に関係なく、セレコキシブが抗腫瘍作用を示す可能性が示唆さ

れ、広範なイヌ乳腺腫瘍の症例への臨床適応が可能であると考えられた。 

 

1. 5. 要約 

 これまでに、ヒト由来のがん細胞を用いた研究結果から、選択的 COX-2 阻害

薬であるセレコキシブはCOX-2活性阻害に基づくCOX-2依存的なメカニズムを

介して抗腫瘍作用を示すのみならず、COX-2 非依存的な抗腫瘍作用メカニズム

を有することも報告されている。そこで、本研究では、イヌ乳腺腫瘍において

セレコキシブが COX-2 非依存的な抗腫瘍作用を示すか否かについて検討した。 

 イヌ乳腺腫瘍細胞におけるセレコキシブの COX-2 非依存的な抗腫瘍作用を評

価するためには、COX-2 依存的な抗腫瘍作用の影響を出来る限り低減する必要

がある。そのために、他のイヌ乳腺腫瘍細胞株（CF33 細胞および CF41.MG 細

胞）に比べて COX-2 タンパク発現量が著しく少ない AZACB 細胞を用いて、以

後の研究を実施した。最終濃度 0 ~ 100 μM の濃度の選択的 COX-2 阻害薬である

セレコキシブ、メロキシカムおよびエトドラクを 24 時間作用させ、細胞増殖能

へ及ぼす影響を評価した。その結果、100 μM のセレコキシブを作用させた場合
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のみ、有意な細胞増殖抑制作用が認められた。そこで、この細胞増殖抑制作用

がセレコキシブによる COX-2 阻害作用に依存した作用であるか否かを検討する

ために、培養上清中の PGE2濃度を測定した。その結果、セレコキシブは starvation 

medium および growth medium のいずれの培養条件下においても培養上清中の

PGE2 産生量に著明な影響を与えなかった。より詳細にセレコキシブによる細胞

増殖抑制作用を解明するため、各細胞周期の細胞数を解析した。その結果、セ

レコキシブを作用させた場合のみ G0/G1 arrest および G2/M arrest を誘導し、S

期細胞数が減少した。細胞周期を負に制御する CDKI として作用し、セレコキ

シブが COX-2 非依存的な抗腫瘍作用を発現するための標的分子でもある p21 お

よび p27 の発現量を解析した。その結果、セレコキシブには p21 および p27 の

発現量を増加させる作用が認められた。さらに、セレコキシブによる増殖抑制

作用が COX-2 非依存的に発現するのか否かを明らかにするために、COX-2 阻害

活性能を欠いたセレコキシブの構造異性体である 2,5-Dimethyl-celecoxib の細胞

増殖能への影響について検討したところ、AZACB 細胞において有意な細胞増殖

抑制作用を示した。さらに、COX-2 が過剰発現している別のイヌ乳腺腫瘍細胞

株である CF33 細胞においても、同様の細胞増殖抑制作用が認められた。 

 本研究結果より、セレコキシブはイヌ乳腺腫瘍細胞において、COX-2 非依存

的なメカニズムを介した細胞増殖抑制作用を示す可能性が示唆された。 
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第二章 

 

 

 

 

イヌ乳腺腫瘍細胞における 

セレコキシブのアポトーシス誘導作用の検討 
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2. 1. 背景 

 多細胞生物には、遺伝的なエラーが生じた細胞の排除や過剰な細胞増殖を抑

制するために細胞死の機構が備わっている。細胞死は形態学的特徴からアポト

ーシスとネクローシスに大別されている。アポトーシスは、クロマチンの核膜

周囲への凝縮や核の断片化を特徴とする細胞死であり、抗腫瘍薬による細胞毒

性や放射線照射などによって細胞がストレスを受けた場合などに誘導される。

また、多くのがん細胞では、アポトーシスに対して抵抗性を獲得していること

が知られており（Hanahan et al., 2011）、がん細胞の増殖を抑制するためにはアポ

トーシスを誘導する必要があると考えられている。 

 アポトーシスでは、システインプロテアーゼの一種であるカスパーゼの活性

化を介して CAD（caspase-activated DNase）が DNA の断片化を引き起こす（Enari 

et al., 1998）。一部例外を除いて、多くのアポトーシス誘導刺激はミトコンドリ

アに集約されることが知られており、ミトコンドリア外膜の透過性

（mitochondrial outer membrane permeabilization; MOMP）の亢進によって、シト

クロム c が放出されることが、カスパーゼ活性化の引き金となっている（Chipuk 

et al., 2008; Tsujimoto, 2003; Zheng et al., 2016）。MOMP を調節している分子とし

ては、Bcl-2 ファミリータンパク質が知られており、その構造や機能の類似性か

ら 3 つのサブファミリーに分類されている。Bcl-2 ファミリータンパク質には、
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アポトーシスを抑制する Bcl-2 サブファミリー（Bcl-2 や Bcl-xL など）、アポト

ーシスを促進する Bax サブファミリー（Bax や Bak など）および BH3-only タン

パク質（Bim や Bid）がある。アポトーシス促進分子とアポトーシス抑制分子は、

互いに heterodimer を形成し、相互の機能を干渉し合っているが、アポトーシス

促進分子がアポトーシス抑制分子の働きを凌駕した場合に MOMP が亢進し、シ

トクロム c が放出される（Chipuk et al., 2008; Ola et al., 2011; Zheng et al., 2016）。

細胞質へと放出されたシトクロム c は Apaf-1 と結合し、カスパーゼ 9 との複合

体（apoptosome）を形成し、アポトーシスのエフェクターカスパーゼであるカス

パーゼ 3 およびカスパーゼ 7 を活性化させて、アポトーシスが実行される 

（Brenner et al., 2009; Rong et al., 2008）。 

前章の研究結果から、セレコキシブは AZACB 細胞において著名な細胞増殖抑

制作用を示すことが明らかとなった。このように薬物を作用させた場合に、著

しい細胞増殖抑制が生じた場合には、アポトーシスが誘導されている可能性が

高いと考えられる。また、セレコキシブにはアポトーシス誘導作用が存在する

ことが、様々ながん細胞を用いた研究から報告されている（Arico et al., 2002; 

Catalano et al., 2004; Grosch et al., 2001; Hsu et al., 2000; Nam et al., 2004; Zhang et 

al., 2004）。しかし、イヌ乳腺腫瘍細胞におけるセレコキシブのアポトーシス誘

導作用については詳細な研究は実施されておらず、依然として不明な点が多い。
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したがって、本研究ではイヌ乳腺腫瘍細胞におけるセレコキシブのアポトーシ

ス誘導作用の有無について検討することを目的とした。 

 

2. 2. 材料および方法 

 

2. 2. 1. 使用細胞および培養方法、被験物質 

 本研究では、第一章と同様の手法および被験物質等を用いて実験を行った。 

 

2. 2. 2. アポトーシス細胞（sub-G0/G1 期細胞）の検出 

 AZACB 細胞を 100 mm 細胞培養ディッシュに 3×10
5
cells の条件で播種し、24

時間の培養後、被験物質を 24 時間作用させものを以下の手順で測定および解析

した。 

洗浄および固定 

 PBS で洗浄した細胞を撹拌しながら、氷冷した 70%エタノール 1 ml を加え、

-30℃で一晩固定する。その後、3,000 rpm で 5 分間遠心し、上清を除去する。 

染色 

 Promidium iodide（PI）/ RNase staing buffer（BD Pharmingen, CA, USA）を 500 l

加え、十分にピペッティングしたのちにセルストレーナーキャップ付き 5 ml ラ

ウンドチューブ（Becton Dickinson, NJ, USA）へと全サンプルを移し、4℃で 15
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分間染色する。 

測定および解析 

 FACS Canto（Becton Dickinson, NJ, USA）を用いて、各細胞の DNA 量を測定

した。また、各細胞のDNA量から sub-G0/G1期を示す細胞の割合を Flow Jo7（Tree 

Star, OR, USA）を用いて解析した。 

 

2. 2. 3. アポトーシス細胞のステージ分類 

 100 mm 細胞培養ディッシュに 3×10
5
cells の条件で AZACB 細胞を播種し 24

時間の培養後、被験物質を 24 時間作用させたものを以下の手順で測定および解

析した。 

洗浄 

 0.25% トリプシン溶液（和光純薬工業株式会社, Osaka, Japan）を用いて細胞を

剥離し、その後 1,200 rpm で 5 分間遠心した細胞に、PBS を用いた洗浄と遠心を

2 回繰り返した。 

染色 

ApoAlert
® 

Annexin V-FITC Apoptosis kit（Clontech Laboratories, CA, USA）を使

用し、付属の Binding buffer に細胞を懸濁させ、十分にピペッティングしたのち

にセルストレーナーキャップ付き 5 ml ラウンドチューブ（Becton Dickinson, NJ, 

USA）に全サンプルを移し、Annexin V-FITC と PIを用いて室温で 15 分間染色
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した 。 

測定および解析 

 FACS Canto（Becton Dickinson, NJ, USA）を用いて、各細胞が示す蛍光波長を

測定した。アポトーシスのステージとして、Annexin V-FITC（+）/ PI（－）を初

期アポトーシス細胞、Annexin V-FITC（+）/ PI（+）を後期アポトーシス細胞と

し、Flow Jo7（Tree Star, OR, USA）を用いて、各細胞の示すアポトーシスのステ

ージ分類を実施した。 

 

2. 2. 4. Western blotting 

第一章と同様の手順でタンパク質の抽出およびタンパク質の濃度定量を行い、

SDS-PAGE および trans-blotting を実施した。 

一次抗体 

一次抗体としては anti-Bax rabbit polyclonal antibody（Millipore, MA, USA）、

anti-Bim rabbit monoclonal antibody（Cell Signalling, MA, USA）をそれぞれ 1,000

倍に希釈し、使用した。また、サンプルのローディング量を比較するための内

部標準として、anti-β-actin mouse monoclonal antibody（Sigma-Aldrich, Tokyo, Japan）

を使用した。 
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2. 2. 5. Real-time RT-PCR 

 Total RNA の抽出には TRIzol reagent（Life Technologies, CA, USA）、cDNA の合

成には PrimeScript RT Master Mix（タカラバイオ株式会社, Shiga, Japan）、Real-time 

RT-PCR 法には SYBR Premix Ex Taq II（タカラバイオ株式会社, Shiga, Japan）を

それぞれ使用し、第一章と同様の条件下で実験を実施した。使用したプライマ

ーの配列は、Bcl-2（forward, 5'-TGAACCGGCATCTGCACAC-3'; reverse, 5'-GAGCA 

GCGCCTTCAGAGACA-3'）であり、各プライマーはタカラバイオ株式会社（Shiga, 

Japan）より購入した。 

 

2. 2. 6. ミトコンドリア外膜透過性の検出 

 100 mm 細胞培養ディッシュに 3×10
5 

cells の条件下で AZACB 細胞を播種し、

24 時間の培養後、被験物質を 24 時間作用させたものを以下の手順で測定および

解析を行った。 

洗浄 

 浮遊細胞は培養液ごと回収し、接着細胞は PBS で洗浄した後に 0.25％ トリプ

シン－EDTA 溶液（和光純薬工業株式会社, Osaka, Japan）を用いて細胞を剥離し、

1,200 rpm で 5 分間遠心した。上清を除去した後、DMEM を 1 ml 加えて再懸濁

したものを使用した。 

染色 
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MitoPT tetramethylrhodamine ethyl ester（TMRE）assay kit（ImmunoChemistry 

Technologies, MN, USA）を使用し、取扱説明書に従って実験を行った。付属の

working solution を最終濃度 1 nM となるように DMEM に加え、37℃および 5% 

CO2条件下において 5 分間染色した 。1,200 rpm で遠心し、上清を除去した後に

1 ml の Assay buffer を用いて細胞を懸濁し、セルストレーナーキャップ付き 5 ml

ラウンドチューブ（Becton Dickinson, NJ, USA）に全量を移し、直ちに測定を行

った。 

測定および解析 

 FACS Canto（Becton Dickinson, NJ, USA）を用いて、各細胞の蛍光波長を測定

し、Flow Jo7（Tree Star, OR, USA）を用いてミトコンドリア外膜の透過性の変化

を解析した。 

 

2. 2. 7. カスパーゼ 3 およびカスパーゼ 7 の活性測定               

 カスパーゼ 3 およびカスパーゼ 7 の活性への影響は、Caspase-Glo 3/7 assay

（Promega, WI, USA）を用い、取扱説明書に従って測定した。AZACB 細胞を

2.5×10
3
 cells/well の条件で 96-well の white opaque tissue culture plates（BD Falcon, 

Tokyo, Japan）に播種し 24 時間培養した。その後、被験物質を 24 時間作用させ

たものを LB 960 Microplate Luminometer Centro（Berthold, Tokyo, Japan）を用いて、
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カスパーゼ 3 およびカスパーゼ 7 の活性を測定した。30 分ごとに測定し、発光

シグナルの減弱が認められる 3 時間まで発光の変化をモニタリングした。 

 

2. 2. 8. 統計学的解析 

 本研究で得られたデータは、平均値 ± 標準偏差で示した。統計学的解析に

は、Bonferroni 法および Mann-Whitney 検定を用いた。P 値 < 0.05 の場合に統計

学的に有意と判断した。 

 

2. 3. 結果 

2. 3. 1. セレコキシブによるアポトーシス誘導作用の検討 

 前章の結果より、100 M のセレコキシブが AZACB 細胞において増殖抑制作

用を示すことが明らかとなった。そのため、本章ではセレコキシブによる著明

な増殖抑制作用が、アポトーシス誘導作用に起因するか否かについての検討を

行なった。DNA を含む核の変性が認められないネクローシスとは異なり、アポ

トーシスでは DNA の断片化が認められる（Cryns et al., 1998）。そのため、PIを

用いて断片化したDNAを染色しフローサイトメトリーにより検出する方法でア

ポトーシス誘導能の有無を評価した。前章の結果を裏付けるように、細胞増殖

抑制作用を示さないメロキシカムまたはエトドラクには、アポトーシス誘導作
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用は認められなかった（図 2. 1.および 図 2. 2.）。一方で、セレコキシブ 100 μM

を 24 時間作用させた AZACB 細胞においては、アポトーシスが誘導された（図

2. 3.）。さらに、セレコキシブのアポトーシス誘導作用は 0－24 時間において、

時間依存的に誘導されることも観察された（図 2. 4.）。また、セレコキシブによ

るアポトーシス誘導作用について、より詳細に解析するために、annexin-V およ

び PI の二重染色を実施して、初期アポトーシス細胞および後期アポトーシス細

胞の割合を測定した。その結果、セレコキシブ 100 M を作用させた AZACB 細

胞でのみ初期アポトーシスおよび後期アポトーシスを示す細胞数の増加が認め

られた（図 2. 5.および図 2. 6.）。本研究結果より、セレコキシブに認められる著

明な細胞増殖抑制作用は、アポトーシスの誘導に基づく現象であることが示唆

された。 

 

2. 3. 2. DMC によるアポトーシス誘導作用の検討 

 前章の結果より、セレコキシブが COX-2 非依存的に細胞増殖を抑制すること

が示唆されたことから、COX-2 非依存的にセレコキシブがアポトーシスを誘導

しているか否かを検討するために、DMC を作用させた場合のアポトーシス細胞

数の変化についてフローサイトメトリーを用いて計測した。その結果、40 μM 以

上の DMC を作用させた AZACB 細胞では、コントロール細胞と比較して著明に
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アポトーシスが誘導されることが明らかとなった（図 2. 7.）。したがって、セレ

コキシブによるアポトーシス誘導作用は、COX-2 非依存的なメカニズムを介し

ている可能性が示唆された。 

 

2. 3. 3. セレコキシブがアポトーシス関連分子の発現量に及ぼす影響の評価 

 アポトーシスの誘導には、Bcl-2 ファミリータンパク質の発現量の変化が生じ、

ミトコンドリアへとアポトーシスシグナルを伝達することが重要な意味を持つ。

そこで、セレコキシブによるアポトーシス誘導メカニズムについて、より詳細

な解析をするために、いずれも Bcl-2 ファミリータンパク質に分類されるアポト

ーシス促進分子の Bax および Bim、アポトーシス抑制分子の Bcl-2 の発現量の変

化をそれぞれ評価した。アポトーシス誘導作用を示さないメロキシカムまたは

エトドラクを 100 M で作用させた AZACB 細胞では、コントロールと比べ Bim

および Bax、Bcl-2 の発現量に大きな変化は認められなかった（図 2. 8.および図

2. 9.）。しかし、セレコキシブ 100 μM を作用させた AZACB 細胞においては、

Bax およびスプライシングアイソフォーム（BimEL、BimL、BimS）を含む Bim の

タンパク発現量が増加すると共に、Bcl-2 の mRNA 発現量の減少が認められた

（図 2. 8.および図 2. 9.）。これらの結果より、セレコキシブはアポトーシス抑制

分子の発現量を減少させると共に、アポトーシス促進分子の発現量を増加させ
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て、ミトコンドリアへとアポトーシスシグナルを伝達している可能性が示唆さ

れた。 

 

2. 3. 4. セレコキシブが及ぼすミトコンドリア外膜透過性への影響の評価 

 Bcl-2 ファミリータンパク質は、MOMP に影響を及ぼすことによってアポトー

シスを制御していることが知られている。そこで、セレコキシブによる MOMP

への影響を評価するために、ミトコンドリア外膜に親和性の強い蛍光色素

tetramethylrhod-amine ethyl ester（TMRE）がミトコンドリア中に保持されている

量から MOMP の変化を測定する実験を行なった。メロキシカムおよびエトドラ

クを作用させた AZACB 細胞では、TMRE の蛍光強度に変化は認められなかった

が、セレコキシブ 100 μM では著しい蛍光強度の減弱が観察された（図 2. 10.）。

本結果より、セレコキシブが引き起こした Bcl-2 ファミリータンパク質の発現パ

ターンの変化はミトコンドリアへと影響を及ぼし、MOMP を亢進している可能

性が示唆された。 

 

2. 3. 5. セレコキシブによるカスパーゼ 3 およびカスパーゼ 7 の活性の比較 

 セレコキシブ 100 μM はアポトーシスを誘導するか否かについて、より客観

的な指標を用いて検討するために、アポトーシスのエフェクターカスパーゼで
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あるカスパーゼ 3 およびカスパーゼ 7 の活性に及ぼす影響について評価した。

アポトーシス誘導作用を示さないメロキシカムまたはエトドラクでは、カスパ

ーゼ 3 およびカスパーゼ 7 の活性に大きな変化は認められなかった。しかし、

アポトーシス誘導作用が認められるセレコキシブ 100 μM を作用させた AZACB

細胞では、コントロールに比べてカスパーゼ 3 およびカスパーゼ 7 が著しく活

性化していることが明らかとなった（図 2. 11.）。本研究結果より、セレコキシ

ブはカスパーゼ 3 およびカスパーゼ 7 を活性化させ、アポトーシスを誘導して

いることが示唆された。 
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図 2. 1. メロキシカムによるアポトーシス誘導作用の検討 

 メロキシカムを 10M、25M、50M、100M の濃度で 24 時間作用させた

AZACB 細胞におけるアポトーシス細胞数について、フローサイトメトリーを用

いて比較した。Parent は無処理の細胞、Control は溶媒である DMSO を最終濃度

0.1%で作用させた細胞である。各データは、それぞれ 20,000 cells 当たりのアポ

トーシス細胞数の割合について、control を 1 として示している。独立した 2 回

の実験結果を示した。 
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図 2. 2.  エトドラクによるアポトーシス誘導作用の検討 

 エトドラクを 10M、25M、50M、100M の濃度で 24 時間作用させた

AZACB 細胞におけるアポトーシス細胞数について、フローサイトメトリーを用

いて比較した。Parent は無処理の細胞、Control は溶媒である DMSO を最終濃度

0.1%で作用させた細胞である。各データは、それぞれ 20,000 cells 当たりのアポ

トーシス細胞数の割合について、control を 1 として示している。独立した 2 回

の実験結果を示した。 
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図 2. 3. セレコキシブによるアポトーシス誘導作用の検討 

 セレコキシブを 10M、25M、40M、50M、75M、100M の濃度で 24

時間作用させた AZACB 細胞におけるアポトーシス細胞数について、フローサイ

トメトリーを用いて比較した。Parent は無処理の細胞、Control は溶媒である

DMSO を最終濃度 0.1%で作用させた細胞である。各データは、それぞれ 20,000 

cells 当たりのアポトーシス細胞数の割合について、control を 1 として示してい

る。独立した 2 回の実験結果を示した。 
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図 2. 4. セレコキシブによる時間依存的なアポトーシス誘導作用 

 セレコキシブを 100Mの濃度で 0－24時間作用させた AZACB細胞における

アポトーシス細胞数の変化について、フローサイトメトリーを用いて比較した。

各データは、それぞれ 20,000 cells 当たりのアポトーシス細胞数の割合について、

セレコキシブの作用が 0 時間の細胞を 1 として示している。独立した 2 回の実

験結果を示した。 
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図 2. 5. 選択的 COX-2 阻害薬の初期アポトーシス細胞数に及ぼす影響 

 選択的 COX-2 阻害薬（メロキシカム、エトドラク、セレコキシブ）を 24 時

間作用させたAZACB細胞における初期アポトーシス細胞 （Annexin-V
+
, PI

-
） の

割合をフローサイトメトリーにより評価した。Parent は無処理の細胞、Control

は溶媒である DMSO を最終濃度 0.1%で作用させた細胞である。各データはそれ

ぞれ 20,000 cells の細胞において初期アポトーシスを示す細胞数を測定する実験

を独立して 2 回実施し、アポトーシスが誘導された細胞の割合を平均±標準偏

差で示している。なお、Control の初期アポトーシスを 1 として表している。 



57 

 

 

 

図 2. 6. 選択的 COX-2 阻害薬の後期アポトーシス細胞数に及ぼす影響 

 選択的 COX-2 阻害薬（メロキシカム、エトドラク、セレコキシブ）を 24 時

間作用させた AZACB 細胞における後期アポトーシス細胞 （Annexin-V
+
, PI

+
） 

の割合をフローサイトメトリーにより評価した。Parent は無処理の細胞、Control

は溶媒である DMSO を最終濃度 0.1%で作用させた細胞である。各データはそれ

ぞれ 20,000 cells の細胞において後期アポトーシスを示す細胞数を測定する実験

を独立して 2 回実施し、アポトーシスが誘導された細胞の割合を平均±標準偏

差で示している。なお、Control の初期アポトーシスを 1 として表している。 
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図 2. 7. DMC によるアポトーシス誘導作用 

 DMC を 10 M、25 M、40 M、50 M、75 M、100 M の濃度で 24 時間作

用させた AZACB 細胞におけるアポトーシス細胞数について、フローサイトメト

リーにより比較した Parent は無処理の細胞、Control は溶媒である DMSO を最終

濃度 0.1%で作用させた細胞である。各データは、それぞれ 20,000 cells 当たりの

アポトーシス細胞数の割合について、control の細胞を 1 として示している。こ

の実験は独立して 2 回実施した。 
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図 2. 8. 選択的 COX-2 阻害薬のアポトーシス促進分子に及ぼす影響の評価 

 選択的 COX-2 阻害薬（メロキシカム、エトドラク、セレコキシブ）を 100 μM

の濃度で作用させた AZACB 細胞におけるアポトーシス促進分子 （Bax および

Bim） のタンパク発現量について、Western blotting を用いて比較した。 
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図 2. 9. 選択的 COX-2 阻害薬がアポトーシス抑制分子に及ぼす影響 

 選択的 COX-2 阻害薬 （メロキシカム、エトドラク、セレコキシブ） を 100 μM

の濃度で 24時間作用させたAZACB細胞におけるアポトーシス抑制分子 （Bcl-2） 

の mRNA 発現量について、real-time RT-PCR を用いて比較した。n=3 とし、平均

±標準偏差で示した。*P < 0.01  

 



61 

 

 

 

 

図 2. 10. 選択的 COX-2 阻害薬のミトコンドリア膜の透過性に与える影響の評価 

 選択的 COX-2 阻害薬（メロキシカム、エトドラク、セレコキシブ）を 100 μM

の濃度で 24 時間作用させた AZACB 細胞のミトコンドリア膜の透過性に与える

影響について、色素であるテトラメチルローダミンエチルエステル （TMRE） の

蛍光強度をフローサイトメトリーにより評価した。各データはそれぞれ 20,000 

cells を測定し、TMRE の蛍光強度をヒストグラムで表している。 
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図 2. 11.  選択的 COX-2 阻害薬のカスパーゼ 3 および 7 の活性に及ぼす影響 

 選択的 COX-2 阻害薬（メロキシカム、エトドラク、セレコキシブ）を 100 μM

の濃度で 24 時間作用させた AZACB 細胞におけるカスパーゼ 3 およびカスパー

ゼ 7 の活性についてルミノメーターを用いて評価した。n=3 とし、各データは平

均±標準偏差で示した。*P < 0.01  
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2. 4. 考察 

セレコキシブはイヌ乳腺腫瘍細胞において、アポトーシス抑制分子である

Bcl-2 発現量の減少、およびアポトーシス促進分子である Bim や Bax 発現量の増

加を引き起こし、MOMP を亢進することが明らかとなった。その結果、アポト

ーシスのエフェクターカスパーゼであるカスパーゼ 3 およびカスパーゼ 7 の活

性化を引き起こし、アポトーシスが誘導された。また、COX-2 阻害活性能を欠

いたセレコキシブの構造異性体（DMC）も、同様にアポトーシスを誘導したこ

とから、セレコキシブによるアポトーシス誘導作用は COX-2 非依存的である可

能性も示唆された。 

ヒトがん細胞などを用いた研究から、セレコキシブの COX-2 非依存的なアポ

トーシス誘導メカニズムの一つとして、PDK1やその下流に位置する AKT（PKB）

をセレコキシブが直接抑制し、生存シグナルである AKT シグナルを阻害するメ

カニズムの存在が複数指摘されている（Arico et al., 2002; Kulp et al., 2004; Zhang 

et al., 2004; Zhu et al., 2004）。活性化したAKTはアポトーシス促進分子であるBax

や Bad などをリン酸化し不活性化することによって、抗アポトーシス作用を発

現することが知られている（Nicholson et al., 2002）。また、AKT の阻害は、Bcl-2

に対して拮抗的に作用する Bad の発現量を増加させ、Bcl-2 を抑制することも報

告されている（Nicholson et al., 2002）。本研究では、セレコキシブが Bax 発現量
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の増加や Bcl-2 mRNA 発現量の減少作用を示したが、この作用はセレコキシブが

COX-2活性阻害に関係なくイヌ乳腺腫瘍細胞のAKTシグナルを阻害している可

能性が考えられる。さらに、AKT は転写因子である FOXO 3a の核内移行を阻害

することによって Bim の発現を抑制していることも明らかにされており

（Sunters et al., 2003）、本研究結果における Bim 発現量の増加も AKT シグナル

の阻害に起因している可能性が考えられる。 

Bim はアノイキスに深く関与する鍵分子として知られている（Akiyama et al., 

2009; Reginato et al., 2003）。アノイキスとは、Frisch と Francis によって提唱され

た現象であり、接着細胞が細胞外基質（extracellular matrix; ECM）との接着から

遊離して足場を失った場合、Bim の発現誘導に伴い細胞死が生じる現象のこと

を指す（Akiyama et al., 2009; Frisch et al., 1994; Reginato et al., 2003）。また、多く

のがん細胞は遠隔臓器へと転移する能力を有しているが、これはがん細胞がア

ノイキスに対して抵抗性を獲得し、足場非依存的な増殖が可能であることが原

因と考えらえている（Paolo et al., 2013）。本研究では、セレコキシブが AZACB

細胞において Bim タンパク発現量の増加を引き起こす共にアポトーシスを誘導

する作用も認められた。したがって、セレコキシブによるアポトーシス誘導作

用の一部は、アノイキスの誘導によるものも含まれている可能性が示唆される。

もし、セレコキシブがアノイキス誘導作用を有している場合には、がん細胞の
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転移を抑制できる可能性も期待できる。 

アポトーシスの誘導メカニズムは、ミトコンドリアを介した intrinsic pathway

とデスレセプターを介した extrinsic pathway の二つに大別されている（Tait et al., 

2010）。本研究結果では、セレコキシブがイヌ乳腺腫瘍細胞の MOMP 亢進作用

を示すと共に、Bcl-2 ファミリータンパク質の発現量に影響を及ぼしたことから

も、intrinsic pathway を介したアポトーシスの誘導が強く示唆される。しかし、

セレコキシブは death receptor 5（DR5）へと直接作用して、COX-2 非依存的に

extrinsic pathway を介したアポトーシスを誘導する可能性も指摘されており（Liu  

et al., 2004）、どちらのメカニズムを介してアポトーシスが誘導されているのか

は判然としていない。したがって、イヌ乳腺腫瘍細胞におけるセレコキシブの

アポトーシス誘導作用が、intrinsic pathway と extrinsic pathway のどちらの経路を

介しているのか否かに関して、次章にて解析を行うこととした。 

 

2. 5. 要約 

 本研究では、第一章の研究においてセレコキシブが示した細胞増殖抑制作用

にアポトーシスが関与しているか否かを検討するために、セレコキシブによる

アポトーシス誘導作用について解析した。 

 断片化したDNAをフローサイトメーターで検出してアポトーシス誘導作用を
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評価したところ、AZACB 細胞において細胞増殖抑制作用を示さないメロキシカ

ムやエトドラクを作用させた場合には、アポトーシス誘導作用は認められなか

ったが、セレコキシブ（100 μM）を作用させた AZACB 細胞においては、著明

なアポトーシス誘導作用が認められ、このアポトーシス誘導作用は時間依存的

に生じることが明らかとなった。さらに、COX-2 阻害活性能を欠いたセレコキ

シブの構造異性体である DMC もアポトーシス誘導作用を示した。 

 セレコキシブによる Bcl-2 ファミリー分子への影響を評価するため、アポトー

シス促進分子である Bax および Bim、アポトーシス抑制分子である Bcl-2 への発

現量を解析した。その結果、セレコキシブでは Bax および Bim 発現量の増加お

よび Bcl-2 発現量の減少を引き起こした。さらに、セレコキシブがミトコンドリ

ア外膜の透過性変化に及ぼす影響についてフローサイトメーターで解析した。

その結果、100 μM 濃度のセレコキシブは TMRE の蛍光強度を減少させ、ミトコ

ンドリア外膜の透過性を著明に亢進させた。また、セレコキシブはアポトーシ

スのエフェクターカスパーゼであるカスパーゼ 3/7 を活性化させることが明ら

かとなった。 

 以上の結果より、セレコキシブは AZACB 細胞において、アポトーシスを誘導

することが明らかとなった。また、この作用は COX-2 非依存的なメカニズムを

介している可能性も示唆された。 
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3. 1. 背景 

 アポトーシスの実行には、種々のカスパーゼと呼ばれるタンパク質分解酵素

の活性化を介したカスパーゼカスケードが重要な役割を担っている。カスパー

ゼは活性中心にシステイン残基を有するシステインプロテアーゼであり、アス

パラギン酸の C 末端側を切断する酵素として知られている（Thornberry et al., 

1998; Villa et al., 1997）。現在までに哺乳類では 14 種類のカスパーゼが同定され

ているが、アポトーシスにおける役割に応じて、アポトーシス誘導の初期の過

程に関与するイニシエーターカスパーゼ（カスパーゼ 2、8、9、10、11、12 等）

および最終的にアポトーシスを実行するエフェクターカスパーゼ（カスパーゼ 3、

6、7 等）に分類されている。各種アポトーシス刺激によって、イニシエーター

カスパーゼの活性化を介して、下流のエフェクターカスパーゼが活性化し、ア

ポトーシスが誘導される（Salvesen et al., 2008）。また、エフェクターカスパーゼ

の基質タンパク質としては、Lamin A、PARP［Poly (ADP – ribose) polymerase］、

SREBP（sterol regulatory element binding protein）-1、SREBP-2 などが知られてお

り、これら分子が分解されることによって、最終的にアポトーシスが引き起こ

されると考えられている（Cohen, 1997）。 

現在、アポトーシス誘導メカニズムは、デスレセプターの活性化を介する

extrinsic pathway（death receptor-mediated pathway）とミトコンドリアを介する
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intrinsic pathway（mitochondrial pathway）の 2 つに大別されている。また、これ

らの経路では活性化されるイニシエーターカスパーゼが異なっていることが知

られており、extrinsic pathway ではカスパーゼ 8 が、intrinsic pathway ではカスパ

ーゼ 9 がそれぞれ活性化される。いずれの経路においても最終的にエフェクタ

ーカスパーゼであるカスパーゼ 3 およびカスパーゼ 7 が活性化され、アポトー

シスが実行される（Chalah et al., 2008; Green et al., 2002; Lim et al., 2002）。 

アポトーシスが extrinsic pathway を介して誘導されるためには、細胞膜上のデ

スレセプターを活性化する必要がある。デスレセプターとは、生理的なリガン

ド（Fas リガンド、TNF-、TRAIL）の作用を細胞内へと伝達し、細胞の自殺を

誘導するレセプター分子であり、tumor necrosis factor（TNF）receptor type1

［TNFR1; death receptor 1 （DR1）］、 Fas（DR2）、DR3、TNF-related apoptosis 

inducing ligand receptor（TRAIL receptor 1; DR4, TRAIL receptor 2; DR5）、DR6 の 6

種が知られている。Fas リガンドや TNF といったリガンド刺激を受けたデスレ

セプター分子は、細胞膜上で 3 量体を形成し、レセプターの自己会合によって、

レセプターの細胞内領域に存在する death domain（DD）および細胞内アダプタ

ー分子 Fas-associated death domain（FADD）とが直接、あるいは他の分子を介し

て間接的に会合する（Ashkenazi et al., 1998）。その後、デスレセプターと会合し

た FADD は、death effector domain（DED）を介してアポトーシスの誘導に重要
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なイニシエーターカスパーゼであるカスパーゼ 8 の前駆体と会合し、

death-inducing signaling complex（DISC）を形成し、カスパーゼ 8 を活性化させ、

下流のエフェクターカスパーゼおよびアポトーシス誘導分子の活性化を引き起

こし、アポトーシスを誘導する（Lavrik et al., 2012）。 

アポトーシスが intrinsic pathway を介して誘導されるためには、ミトコンドリ

アから細胞質へと放出されたシトクロム cがApaf-1やdATPとともに apoptosome

を形成し、カスパーゼ 9 が活性化される必要がある（Pop et al., 2006）。この活性

化したカスパーゼ 9 は下流のエフェクターカスパーゼを活性化し、アポトーシ

スを誘導する。 

これまで intrinsic pathway と extrinsic pathway はそれぞれ別の経路として考え

られていたが、近年これらの経路をクロストークする分子として Bid が注目さ

れている。Bid は Bcl-2 ファミリー分子であり、アポトーシス促進性の BH-3-only

タンパク質に分類されている（Pradelli et al., 2010）。Extrinsic pathway において活

性化したカスパーゼ 8は、細胞質中のBidを分子量約 15 kDaの truncated Bid（t-Bid）

へと切断する。その後、t-Bid はミトコンドリア外膜へと移動して、Bax または

Bak と相互作用を介してシトクロム c の放出を促し、MOMP を亢進させて

intrinsic pathway を活性化させる（Pradelli et al., 2010）。 

セレコキシブによるアポトーシス誘導メカニズムについては、extrinsic 
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pathway もしくは intrinsic pathway のいずれかの経路を介していることが別々の

研究グループより複数報告されてきた。しかし、セレコキシブによるアポトー

シス誘導メカニズムが、extrinsic pathway と intrinsic pathway の両方またはいずれ

か一方を介したものであるかは判然としていないのが現状である。また、イヌ

乳腺腫瘍細胞では、セレコキシブによるアポトーシス誘導メカニズムに関して

も明らかとなっていない。そのため、本章ではセレコキシブが extrinsic pathway

または intrinsic pathway のいずれの経路を介してアポトーシスを誘導している

のかを明らかにすることを目的に実験を行った。 

 

3. 2. 材料および方法 

3. 2. 1. 使用細胞および培養方法、被験物質                  

 第一章および第二章と同様の手法および被験物質を用いて実験を行った。 

 

3. 2. 2. カスパーゼ 8 またはカスパーゼ 9 の活性阻害 

 カスパーゼ 8 の特異的阻害剤として Z-IETD-FMK（R&D Systems, MN, USA）、

カスパーゼ 9 の特異的阻害剤として Z-LEHD-FMK（R&D Systems, MN, USA）を

それぞれ使用した。両阻害剤は DMSO に 20 mM の濃度で溶解させ、被験物質を

作用させる 1 時間前から最終濃度が 20 M となるように処理した。コントロー
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ルの細胞には、溶媒である DMSO の最終濃度が 0.1%となるように加えた。 

 

3. 2. 3. カスパーゼ 8 またはカスパーゼ 9 の活性測定 

 カスパーゼ 8 またはカスパーゼ 9 の酵素活性は、Caspase-Glo 8 assay（Promega, 

WI, USA）、Caspase-Glo 9 assay（Promega, WI, USA）をそれぞれ使用し、取扱説

明書に従って使用し測定した。AZACB 細胞を 2.5×10
3
 cells/well の条件で、96-well

の white opaque tissue culture plates（BD Falcon, Tokyo, Japan）に播種し、24 時間

培養した。その後、被験物質を 24 時間作用させたものを LB 960 Microplate 

Luminometer Centro（Berthold, Tokyo, Japan）を用いてカスパーゼ 8 またはカスパ

ーゼ 9 の活性をそれぞれ測定した。30 分ごとに測定し、発光シグナルの減弱が

認められる 3 時間まで発光の変化をモニタリングした。 

 

3. 2. 4. タンパク抽出と Western blotting                                                                    

 第一章および第二章と同様の手順でタンパク質の抽出およびタンパク質の濃

度定量を行い、SDS-PAGE および trans-blotting を実施した。 

一次抗体 

Bid および truncated-Bid の両タンパク質を検出するための一次抗体として、

anti-Bid rabbiit polyclonal antibody（Novus Biologicals, CO, USA）を 1,000 倍に希釈

し使用した。また、サンプルのローディング量を比較するための内部標準とし
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て、anti-β-actin mouse monoclonal antibody（Sigma-Aldrich, Tokyo, Japan）を使用

した。 

 

3. 2. 5. アポトーシス細胞 （sub-G0/G1 期細胞） の検出 

 第二章と同様の手順でアポトーシス細胞を検出した。FACS Canto（Becton 

Dickinson, NJ, USA）を用いて各細胞の DNA 量を測定し、sub-G0/G1 期を示す細

胞の割合を Flow Jo7（Tree Star, OR, USA）を用いて解析した。 

 

3. 2. 6. 統計学的解析 

 本研究で得られたデータは、平均値 ± 標準偏差で示した。統計学的解析は、

Mann-Whitney 検定を用いた。P 値< 0.05 の場合に、統計学的に有意と判断した。 

 

3. 3. 結果 

3. 3. 1. セレコキシブがカスパーゼ 8 およびカスパーゼ 9 の活性に及ぼす影響の

評価 

 セレコキシブによるアポトーシス誘導作用は、extrinsic pathway または intrinsic 

pathway のいずれの経路を介して発現しているのかについて明らかにするため

に、それぞれの経路で特異的に活性化されるカスパーゼ 8 およびカスパーゼ 9
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の活性を比較検討した。その結果、セレコキシブ 100 μM を作用させた場合に

おいてのみ、extrinsic pathway の活性化に重要なカスパーゼ 8 の有意な活性化を

引き起こした（図 3. 1.）。さらに、セレコキシブは intrinsic pathway の活性化に重

要であるカスパーゼ 9 の活性化も引き起こすことが明らかとなった（図 3. 2.）。

これらの結果から、セレコキシブによるアポトーシス誘導作用は extrinsic 

pathway および intrinsic pathway の両経路を介する可能性が示唆された。 

 

3. 3. 2. カスパーゼ 8 またはカスパーゼ 9 の特異的阻害剤がセレコキシブの  

アポトーシス誘導作用に及ぼす影響の評価  

 セレコキシブによるアポトーシス誘導作用が extrinsic pathway または intrinsic 

pathway のいずれを介しているのかについて、より詳細に解析する目的で、カス

パーゼ 8 またはカスパーゼ 9 の特異的阻害剤をそれぞれ用いて、セレコキシブ

によるアポトーシス誘導作用に及ぼす影響を評価した。カスパーゼ 8 の特異的

阻害剤である Z-IETD-FMK を作用させた場合、セレコキシブによるカスパーゼ

8 の活性化は、ほぼ完全に阻害された（図 3. 3.）。しかし、Z-IETD-FMK はセレ

コキシブによるアポトーシス誘導作用を部分的にしか阻害することができなか

った（図 3. 4.）。同様に、カスパーゼ 9 を特異的に阻害する Z-LEHD-FMK を作

用させた場合においても、セレコキシブによるカスパーゼ 9 の活性化は完全に
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阻害されたにも関わらず 、セレコキシブによるアポトーシス誘導作用を部分的

にしか阻害できなかった（図 3. 5.および図 3. 6.）。これらの結果から、カスパー

ゼ 8 またはカスパーゼ 9 のいずれかの活性化を阻害した場合においても、セレ

コキシブによるアポトーシス誘導を完全には阻害できなかった。したがって、

セレコキシブは extrinsic pathwayおよび intrinsic pathwayの両経路を活性化させ、

アポトーシスを誘導する可能性が強く示唆された。 

 

3. 3. 3. セレコキシブが Bid に及ぼす影響の評価 

 Bid は extrinsic pathway において活性化されたカスパーゼ 8 により切断されて

t-Bid となり、intrinsic pathway を活性化させることが知られている（Pradelli LA et 

al., 2010）。今までの研究結果から、セレコキシブが extrinsic pathway と intrinsic 

pathway の両経路の活性化を介してアポトーシスを誘導している可能性が示唆

されたため、これらの経路をクロストークする Bid へのセレコキシブの影響を

評価した。その結果、セレコキシブ 100 M を作用させた AZACB 細胞でのみ、

Bid タンパクの発現量は減少が認められると共に、t-Bid のタンパク発現量は増

加していることが明らかとなった（図 3. 7.）。セレコキシブではカスパーゼ 8 を

活性化させる作用があることから、t-Bid の産生を誘導し、extrinsic pathway と

intrinsic pathway の両経路をクロストークさせている可能性が示唆された。 
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図 3. 1. 選択的 COX-2 阻害薬のカスパーゼ 8 の活性に及ぼす影響 

 選択的 COX-2 阻害薬（メロキシカム、エトドラク、セレコキシブ）を 100 μM

の濃度で作用させたAZACB細胞におけるカスパーゼ8活性についてルミノメー

ターを用いて比較した。n=3 とし、平均±標準偏差で示した。 *P < 0.01  
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図 3. 2. 選択的 COX-2 阻害薬のカスパーゼ 9 の活性に及ぼす影響 

 選択的 COX-2 阻害薬（メロキシカム、エトドラク、セレコキシブ）を 100 μM

の濃度で作用させたAZACB細胞におけるカスパーゼ9活性についてルミノメー

ターを用いて比較した。n=3 とし、平均±標準偏差で示した。 *P < 0.01  
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図 3. 3. セレコキシブによるカスパーゼ 8 の活性化に対するカスパーゼ 8 阻害

剤の影響 

 カスパーゼ 8 の特異的阻害剤（Z-IETD-FMK）およびセレコキシブの両方、ま

たはいずれか一方を作用させたAZACB細胞におけるカスパーゼ8活性について

評価した。n=3 とし、平均±標準偏差で示した。 *P < 0.01  
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図 3. 4. セレコキシブによるアポトーシス誘導作用に対するカスパーゼ 8 阻害

剤の影響 

 カスパーゼ 8 の特異的阻害剤（Z-IETD-FMK）およびセレコキシブの両方、ま

たはいずれか一方を作用させた AZACB 細胞におけるアポトーシス細胞数につ

いて、フローサイトメトリーを用いて評価した。各データは、それぞれ 20,000 

cells 当たりのアポトーシス細胞数の割合について、セレコキシブおよび

Z-IETD-FMK の両薬剤を作用させていない細胞を 1 として示している。 
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図 3. 5. セレコキシブによるカスパーゼ 9 の活性化に対するカスパーゼ 9 阻害

剤の影響 

 カスパーゼ 9 の特異的阻害剤（Z-LEHD-FMK）およびセレコキシブの両方、

またはいずれか一方を作用させたAZACB細胞におけるカスパーゼ9活性につい

て評価した。n = 3 とし、平均±標準偏差で示した。*P < 0.01 
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図 3. 6. セレコキシブによるアポトーシス誘導作用に対するカスパーゼ 9 阻害

剤の影響  

 カスパーゼ－9 の特異的阻害剤（Z-LEHD-FMK）およびセレコキシブの両方、

またはいずれか一方を作用させた AZACB 細胞におけるアポトーシス細胞数に

ついて、フローサイトメトリーを用いて評価した。各データは、それぞれ 20,000 

cells 当たりのアポトーシス細胞数の割合について、セレコキシブおよび

Z-LEHD-FMK の両薬剤を作用させていない細胞を 1 として示している。 
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図 3. 7. セレコキシブの Bid および t-Bid 発現量に及ぼす影響 

 選択的 COX-2 阻害薬（メロキシカム、エトドラク、セレコキシブ）を 100 μM

の濃度で作用させた AZACB 細胞における Bid および truncated-Bid（t-Bid）の相

対的発現量について、Western blotting を用いて評価した。下図は、Western blotting

で得られた Bid および t-Bid のバンドの 3 箇所の density について、t-Bid/Bid を算

出し、平均±標準偏差で示した。 
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3. 4. 考察 

 本研究結果から、セレコキシブが extrinsic pathway の活性化に重要なカスパー

ゼ 8 および intrinsic pathway の活性化に重要なカスパーゼ 9 の両方を活性化させ

ることによって、アポトーシスを誘導することが明らかとなった。また、セレ

コキシブはカスパーゼ 8 の活性化を介して Bid の切断を亢進し、t-Bid 量を増加

させることによって、extrinsic pathway と intrinsic pathway をクロストークさせて

いる可能性も示唆された。 

 ヒト T 細胞性リンパ腫細胞においては、セレコキシブが intrinsic pathway を介

してアポトーシスを誘導することが報告されている（Jendrossek et al., 2003）。ま

た、ヒト前立腺癌細胞では、セレコキシブが Bcl-XL発現量の減少や Bad 発現量

の増加を引き起こし、カスパーゼ 9 およびカスパーゼ 3 を活性化させることも

明らかとなっている（Dandekar et al., 2005）。同様にマウスの肝腫瘍細胞や乳腺

腫瘍細胞においても、セレコキシブが intrinsic pathway を介したアポトーシス誘

導作用を示す（Shao et al., 2014 ; Yoshinaga et al., 2006）。一方、ヒト非小細胞肺が

ん細胞を用いた研究では、セレコキシブが DR5 の発現量を直接増加させ、カス

パーゼ 8 の活性化を引き起こし、extrinsic pathway を介したアポトーシス誘導作

用を示すことが報告されている（Grosch et al., 2006; Liu et al., 2004）。また、複数

のヒト子宮頸がん細胞を用いた研究では、一部の細胞においてセレコキシブが
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FAS－FADD の活性化に基づく extrinsic pathway を介したアポトーシス誘導作用

を示すことも報告されている（Kim et al., 2004）。このように過去に報告されて

いるいずれか一方の pathway を介したアポトーシス誘導作用とは異なり、イヌ乳

腺腫瘍細胞では intrinsic pathwayおよび extrinsic pathwayの両経路を活性化させ、

アポトーシスを誘導することが本研究では示された。そのため、他の腫瘍に比

べてイヌ乳腺腫瘍では、アポトーシス誘導作用がセレコキシブによって生じや

すい可能性が考えられ、イヌ乳腺腫瘍の治療にセレコキシブが有用である可能

性が示唆される。 

セレコキシブは、ヒト非小細胞肺がん細胞において DR5 発現量の増加作用に

基づく extrinsic pathway を介したアポトーシス誘導作用を示すが、この作用は

COX-2 阻害活性とは非依存的なメカニズムで生じることが指摘されている（Liu 

et al., 2004）。本研究では、セレコキシブが extrinsic pathway の活性化を介しても

アポトーシスを誘導することが明らかとなったが、本結果は COX-2 非依存的な

メカニズムによってアポトーシスが誘導されるといった第二章の結果を裏付け

ている可能性が示唆される。しかし、本研究では、カスパーゼ 8 の上流に位置

するデスレセプターなどにセレコキシブが及ぼす影響については評価していな

い。そのため、セレコキシブが DR5 を含むデスレセプターに及ぼす影響などに

ついて、今後検討を進める必要がある。また、デスレセプターの活性化に依ら
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ないカスパーゼ 8 の活性化メカニズムとして、カスパーゼ－3 を介したメカニズ

ム（mitochondrial amplification loop）の存在が提唱されている（Chen et al., 2000; 

von Haefen et al., 2003）。したがって、セレコキシブが及ぼすカスパーゼカスケー

ドへの影響に関しても、今後検討を進めていく必要があると考えている。 

セレコキシブがイヌ乳腺腫瘍細胞において、カスパーゼ 8 およびカスパーゼ 9

のいずれも活性化させることが明らかとなった。しかし、カスパーゼ 8 および

カスパーゼ 9 の活性化の程度を相対的に比較し、intrinsic pathway または extrinsic 

pathway のいずれの経路が、セレコキシブによるアポトーシス誘導に重要な役割

を担っているのかについて評価することは出来なかった。また、カスパーゼ 8

阻害剤（Z-IETD-FMK）およびカスパーゼ 9 阻害剤（Z-LEHD-FMK）を併用し、

セレコキシブによるアポトーシス誘導作用が完全に阻害されるかについても評

価を試みたが、両薬剤を併用した場合の細胞への毒性が強く、評価出来なかっ

た。今後は、カスパーゼに対する dominant negative mutant を使用するなどして、

セレコキシブが有するより詳細なアポトーシス誘導メカニズムについての検討

を進めていきたい。 

 

3. 5. 要約 

 セレコキシブがAZACB細胞において extrinsic pathwayまたは intrinsic pathway
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のいずれを介してアポトーシスを誘導しているかについて評価するため、

extrinsic pathwayで活性化されるカスパーゼ 8および intrinsic pathwayで活性化さ

れるカスパーゼ 9の活性についてルミノメーターを用いて解析した。その結果、

セレコキシブはカスパーゼ 8 およびカスパーゼ 9 のいずれも活性化することが

明らかとなった。そこで、カスパーゼ 8 の特異的阻害剤である Z-IETD-FMK ま

たはカスパーゼ 9 の特異的阻害剤である Z-LEHD-FMK をそれぞれ前処理した

AZACB 細胞に、セレコキシブを作用させ、アポトーシスへの影響を評価した。

その結果、セレコキシブによるカスパーゼ 8 またはカスパーゼ 9 の活性化が各

阻害剤により完全に阻害されているにも関わらず、セレコキシブのアポトーシ

ス誘導作用は部分的にしか阻害されなかった。 

 次に、このアポトーシス誘導作用が部分的にのみ阻害された理由について解

析を行った。近年、extrinsic pathway と intrinsic pathway をクロストークする分子

として Bid が注目されている。Bid は活性化したカスパーゼ 8 により切断されて

生じる truncated-Bid（t-Bid）がミトコンドリア膜の透過性を亢進させ、intrinsic 

pathway を活性化させることが明らかにされている。そこで、セレコキシブによ

るアポトーシス誘導作用に t-Bid が関与しているかどうかについて、セレコキシ

ブによる Bid の切断と t-Bid の産生について western blotting で評価した。その結

果、セレコキシブは Bid の切断の亢進と、それに伴う t-Bid の量的増加を引き起
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こすことが明らかとなった。 

 以上の結果より、セレコキシブによるアポトーシス誘導作用は extrinsic 

pathway および intrinsic pathway の両経路を介していることが示唆された。 
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結語 

 選択的 COX-2 阻害薬であるセレコキシブは、COX-2 発現が亢進していないイ

ヌ乳腺腫瘍細胞において、細胞周期の S 期への進入を抑制する CDKI である p21

および p27 の発現量を増加させ、細胞周期を停止させることによって、著明な

細胞増殖抑制作用を示すことが明らかとなった。さらに、セレコキシブが COX-2

発現量の極めて少ないイヌ乳腺腫瘍に対して増殖抑制作用を示したことに加え、

AZACB 細胞の PGE2産生量に影響を及ぼさないこと、COX-2 阻害活性能を欠く

セレコキシブの構造異性体（DMC）においても増殖抑制作用が認められたこと、

セレコキシブが COX-2 非依存的な抗腫瘍作用を発現するための標的分子と想定

されている p21 および p27 の発現量を増加させたことから、本研究で認められ

たイヌ乳腺腫瘍細胞に対するセレコキシブの増殖抑制作用は COX-2 非依存的な

メカニズムを介している可能性が示唆された。 

 セレコキシブは Bcl-2 発現量の減少を引き起こすと共に、Bim および Bax 発現

量を増加させることによって、アポトーシスシグナルをミトコンドリアへと伝

えて MOMP を亢進し、最終的にアポトーシスのエフェクターカスパーゼである

カスパーゼ 3 およびカスパーゼ 7 を活性化させることが明らかとなった。また、

DMC を作用させた場合においてもアポトーシスの誘導が認められたことから、

セレコキシブによるアポトーシス誘導作用も COX-2 非依存的なメカニズムを介
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している可能性が示唆された。このセレコキシブによるアポトーシス誘導作用

は、アポトーシスシグナルが伝達される経路である extrisic pathway および

intrinsic pathway をそれぞれ構成するカスパーゼ 8 およびカスパーゼ 9 の活性化

を介していることが明らかとなった。さらに、セレコキシブは extrinsic pathway 

および intrinsic pathway をクロストークする t-Bid の産生量を増加させることも

明らかとなった。したがって、セレコキシブはイヌ乳腺腫瘍細胞において、

COX-2 非依存的に extrinsic pathway および intrinsic pathway の両経路を介したア

ポトーシス誘導作用を示す可能性が示唆された。 

 過去に報告されているイヌ乳腺腫瘍細胞における選択的 COX-2 阻害薬の抗

腫瘍作用を評価した研究は、デラコキシブやメロキシカムなどを用いた報告が

散見されるのみであり、詳細な抗腫瘍メカニズムについては、不明な点が多い

のが現状である。本研究では、セレコキシブが COX-2 非依存的な細胞増殖抑制

作用やアポトーシス誘導作用をイヌ乳腺腫瘍に対して示すことを世界で初めて

明らかにすることができた。また、セレコキシブが示すアポトーシス誘導メカ

ニズムは extrinsic pathway もしくは intrinsic pathway のいずれを介しているのか

については、様々な研究結果から議論されてきたが、本研究結果ではセレコキ

シブがイヌ乳腺腫瘍細胞において両経路を介してアポトーシスを誘導している

可能性も明らかにすることができた。本研究結果から、セレコキシブはイヌ乳
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腺腫瘍に対する抗腫瘍薬として有用であるのみならず、その抗腫瘍作用はイヌ

乳腺腫瘍組織の COX-2 発現量に依存せずに発現する可能性が示唆された。 
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