
Tadashi ASAKURA

【第 132 回成医会総会宿題報告】

慈恵医大誌 2016；131：1-18.

東京慈恵会医科大学総合医科学研究センターアイソトープ実験研究施設

A conjugate of doxorubicin (DXR) with bovine serum albumin (BSA-DXR), which reversed multidrug 
resistance (MDR), exhibited potent cytotoxicity with the degraded active adducts with a molecular weight of 
approximately 2 to 3 kDa of BSA-DXR by lysosomal breakdown. Moreover, DXR conjugated to glutathione 
(GSH-DXR) with rapid intracellular accumulation without effl ux improved the cytotoxicity against MDR 
cells. The GSH-DXR exhibited potent cytotoxicity against both DXR-sensitive cells and DXR-resistant 
cells, and the treatment with GSH-DXR caused cytochrome c to be released from mitochondria to the cytosol 
following potent activation of caspase 3 and caspase 9 by typical DNA fragmentation. This apoptosis was 
regulated by the c-Jun N-terminal kinase (JNK)–signaling pathway. The glutathione S-transferase (GST)–
placental (P) type of GST isozyme was expressed in MDR cells, and active GST-P suppressed the JNK-
signaling pathway by binding to JNK. Therefore, inhibition of GST-P activity by GSH-DXR induced 
apoptosis through liberation of the JNK-signaling pathway. To study the effi cacy of a CD147-targeting agent 
on CD147-expressing carcinoma cells, we investigated the effect of GSH-DXR encapsulated in anti-CD147 
antibody–labeled polymeric micelles (aCD147ab-micelles) in terms of specifi c accumulation and cytotoxicity 
in CD147-expressing human carcinoma cells. Specific accumulation of the aCD147ab-micelles in the 
CD147-expressing cells was observed. The GSH-DXR encapsulated in aCD147ab-micelles expressed 
specifi c cytotoxicity against these carcinoma cells. The target chemotherapy of GSH-DXR encapsulated in 
aCD147ab-micelles on CD147-expressing carcinoma cells was suggested to be effective. However, 
proteasome inhibitor has highly anticipated efficacy as an anticancer drug. We established proteasome 
inhibitor-resistant cancer cells that acquired invasiveness and induced epithelial-mesenchymal transition 
(EMT). In these cells up-regulation of zinc finger E-box-binding homeobox 1 (ZEB1) was induced via 
suppression of the micro RNA (miR)-200 family following suppression of E-cadherin, and the miR-200 
family was placed upstream of ZEB1 to regulate the expression.

（Tokyo Jikeikai Medical Journal 2016;131:1-18）　
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Ⅰ．は　じ　め　に

がんの化学療法において，抗がん剤の長期投与

や化学療法後の再発時にしばしば抗がん剤に対し

て耐性を獲得することが知られている1）2）．ドキ

ソルビシン（DXR）を代表とするアントラサイ

クリン系抗がん剤に対して薬剤耐性を獲得した細

胞は，多くの場合P糖タンパク質（Pgp）の過剰
発現が観察される1）2）．PgpはATP binding cassette
（ABC）スーパーファミリーに属する分子MDR/
ABCB1で，分子量180kD，12回膜貫通タンパク
質であり，ATP依存的に薬剤を細胞外に汲み出す
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ポンプである3）4）．耐性を克服するために使用さ

れることがあるPgpの阻害剤ベラパミルはカルシ
ウムチャネル阻害剤でもあり，心毒性などの副作

用が問題となる5）-9）．そこで，試みられたのが

Pgpで汲み出せないように抗がん剤をタンパク質
で修飾して高分子化することであった10）-12）．さ

らに，高分子化DXR由来の殺細胞効果発現分子
を同定するために，細胞内薬物動態の検索から非

常に強い殺細胞効果を有するグルタチオン（GSH）
結合DXR（GSH-DXR）が得られた13）-16）．GSHの
複合体が効果発現に関与することから，Glutathione 
S-transferase（GST）への作用が考えられる．GST
は脂溶性の薬剤にGSHを抱合結合し親水性分子
として体外への排出を促す酵素であり，数種のア

イソザイムが知られていて，中でも胎盤型GST
（GST-P）が薬剤耐性に関与することが知られてい
る17）-20）．また，c-Jun N-terminal kinase（JNK）の
活性化によりアポトーシスが誘導されること21）-25），

GST-Pが JNKに結合することで JNKシグナルを
抑制することも報告されている26）-33）ので，GSH-

DXRによる強い殺細胞効果およびアポトーシス
の発現機序を解明していく34）-36）．また，GSH-

DXRを利用してイムノリポソームおよび，イム
ノミセルによるターゲッティング療法の有効性を

検討する．

最近，新規抗がん剤としてプロテアソーム阻害

剤が利用されるようになってきたが，本薬剤に対

して耐性を獲得した細胞が樹立された37）38）．また，

薬剤耐性の獲得により上皮間葉転換（EMT）が
誘発されることが報告されている39）-45）ので，プ

ロテアソーム阻害剤耐性細胞におけるEMT誘発
の機序についても解明していく46）．

Ⅱ．ペプチド修飾 DXR による薬剤耐性克服

抗がん剤にタンパク質を修飾して高分子化する

ことでPgpによる薬剤汲み出しを回避でき，薬剤
耐性の克服が可能となることが大川らにより発表

された 10）-12）．ウシ血清アルブミン結合 DXR
（BSA-DXR）のラット腹水肝がん細胞AH66Pと
同DXR耐性細胞AH66DRに対する殺細胞効果を
調べると，BSA-DXRはAH66DRに対して耐性の
克服を可能にするばかりか，AH66Pに対して
DXR単剤よりも非常に強い殺細胞効果を発揮し，
感受性細胞と耐性細胞で同程度の効果を有するこ

とが示された（Fig.1）．そこで，BSA-DXRは細

Fig.1.   Cytotoxic effect of bovine serum albumin (BSA)-
conjugated doxorubicine (DXR) (BSA-DXR) at the 
equivalent concentration of DXR on AH66 parent 
(DXR-sensitive) cell line (AH66P) and AH66 DXR-
resistant cell line (AH66DR) cells examined using 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazorium 
bromide (MTT) assay in terms of percentage of viable 
cells as compared with that of the control.
AH66P; △：DXR, ○：BSA-DXR
AH66DR; ×：DXR, ▲：BSA-DXR, ●：BSA-DXR + 
verapamil (P-glycoprotein inhibitor) 

Fig.2.   Estimation of molecular weight of the internalized DXR 
conjugate in the subcellular fraction after 24 hours 
treatment with BSA-DXR.
After 24 hours of treatment of both AH66P and AH66DR 
cells with BSA-DXR conjugate, molecular weight 
distribution of DXR compounds in secondary lysosomal, 
cytosolic, nuclear and mitochondrial fractions was 
estimated by high-performance liquid chromatography 
gel filtration (G3000SW column)13). Vo: void volume; 
240k: elution of 240kD polypeptide; 66k: elution of 66kD 
polypeptide; 13k: elution of 13kD polypeptide; Try: 
elution of trypsine; DXR: elution of DXR.
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胞内に取り込まれた後，どのような分子として効

果を発揮しているのかを調べるために，BSA-14C-
DXRを細胞に添加24時間後に各細胞内小器官を
分画し，14C-化合物をゲルろ過で分画し細胞内薬
物動態を検索した．二次リソソームで分解され，

細胞質・核・ミトコンドリアに分子量1,000～3,000
程度のペプチド- 14C-DXR複合体として分散し，
効果を発揮していることが示唆された13）14）

（Fig.2）．そこで，種々のペプチドをDXRに結合
させて殺細胞効果・耐性克服能・細胞内蓄積量を

調べたところ，ペプチドとしてグルタチオン

（GSH，ECG:γ-glutamyl-cysteinyl-glycine） に 非
常に強い効果が認められ（Fig.3），耐性細胞内蓄
積量も感受性細胞へのDXR蓄積量と同程度で
あった（Table 1）．ペプチドにグリシル・グリシル・
グリシン（GGG）を用いた場合はほとんど効果
がなかった．また，GSHのシステイン残基をア
ラニンやセリンに置換（EAG:γ-glutamyl-alanyl-
glycine，ESG:γ-glutamyl-serinyl-glycine）したペ

Fig.3.   Cytotoxicity of DXR-peptide conjugates against AH66P 
and AH66DR cells examined with MTT assay in terms of 
the percentage of viable cells as compared with that of the 
control.
× : DXR; ▲ : BSA-DXR; △ : glycyl-glycyl-glycine 
(GGG)-conjugated DXR (GGG-DXR); ● : glutathione 
(GSH)-conjugated DXR (GSH-DXR), ○ :γ-glutamyl-
alanyl-glycine (EAG)-conjugated DXR (EAG-DXR), 
□ : γ-glutamyl-seryl-glycine (ESG)-conjugated DXR 
(ESG-DXR)34).

Table 1.   The effect of verapamil on 50% growth-inhibitory concentration values for peptide-conjugated doxorubicin and the drug 
accumulation rates in AH66P and AH66DR cells

GIC50 values (nM) Drug accumulation rate (%)
AH66P AH66DR AH66P AH66DR

Drugs –VPL –VPL +VPL –VPL –VPL +VPL
DXR 600 32,000 900 17.1 2.5 14.3

±90 ±15,000 ±190 ±2.0 ±0.8 ±2.3
BSA-DXR 30 600 40 11.3 9.7 12.1

±4.0 ±90 ±15 ±1.8 ±0.7 ±1.5
GGG-DXR 500 20,000 700 16.9 3.4 13.9

±70 ±5,000 ±210 ±1.9 ±1.1 ±1.3
GSH-DXR 3.5 80 16 15.0 13.4 14.0

±1.1 ±16 ±4 ±0.9 ±1.6 ±1.1
EAG-DXR 7.8 240 80 14.2 13.3 14.4

±1.5 ±40 ±10 ±2.6 ±2.1 ±2.0
ESG-DXR 10.0 300 90 13.9 13.1 14.1

±2.2 ±50 ±12 ±3.0 ±1.9 ±1.7

Incubation was performed in the presence or absence of 5 μM verapamil (VPL). The 50% growth-inhibitory concentration (GIC50) 
values are expressed as equivalent concentrations of doxorubicin (DXR). Results are means ± S.D. (4 or 5 independent experiments). 
The drug accumulation rate was expressed as intracellular DXR relative to DXR added to the medium during 24 hour of incubation. 
Abbreviations: AH66P, AH66 parent (DXR-sensitive) cell line; AH66DR, AH66 DXR-resistant cell line; BSA-DXR, bovine serum 
albumin–conjugated DXR; EAG-DXR, γ-glutamyl-alanyl-glycine–conjugated DXR; ESG-DXR, γ-glutamyl-seryl-glycine–
conjugated DXR; GGG-DXR, glycyl-glycyl-glycine–conjugated DXR; GSH-DXR, glutathione–conjugated DXR.
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Fig.5.  GSH-DXR (0.3 μM) induced activation of caspase-3 and caspase-9, fragmentation of DNA, and release of cytochrome c from 
the mitochondria to cytosol in AH66 cells. Caspase-3 (A) and caspase-9 (B) activation, DNA fragmentation (C), and cytochrome 
c release (D) in AH66 cells treated with 0.3 μM GSH-DXR for various periods of time were measured. DNA fragmentation 
in AH66 cells co-treated with 0.3 μM GSH-DXR and acetyl-leucyl-glutamyl-histidyl-aspartyl-aldehyde (LEHD-aldehyde) 
(20 μM), caspase-9 inhibitor was also measured. After treatment of AH66 cells with 0.3 μM GSH-DXR for various periods 
of time, the fragmented DNA was extracted with 1% Triton X-100 and separated by 2% agarose gel electrophoresis. The 100–
base-pair DNA ladder marker was used as the standard DNA fragment. Caspase-3 and caspase-9 activities in the same extracts 
were determined with acetyl-aspartyl-glutamyl-varyl-aspartyl-α-(4-methyl-coumaryl-7-amide) (DEVD-MCA) and acetyl-
leucyl-glutamyl-histidyl-aspartyl-α-(4-methyl-coumaryl-7-amide) (LEHD-MCA) as substrates. Results are means ± SD (3 
independent experiments). Cytochrome c in both the mitochondrial and cytosolic fractions was detected by Western blot analysis 
using an anti–cytochrome c antibody. The amount of applied sample was 100 μg of protein in each lane36).

Fig.4.   Induction of DNA fragmentation (A) and caspase-3 activation (B) by treatment of AH66P cells with DXR and GSH-DXR. 
The continuous treatment of the cells with 3 μM DXR or 0.1 μM GSH-DXR in the presence or absence of acetyl-aspartyl-
glutamyl-varyl-aspartyl-aldehyde (DEVDal, caspase-3 inhibitor) or acetyl-tyrosyl-varyl-alanyl-aspartyl-aldehyde (YVADal, 
caspase-1 inhibitor) for 24 hours15).
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プチドとの複合体では細胞内蓄積量はGSHを用
いた場合と同程度であったが（Table 1），殺細胞
効果は3～ 5倍弱くなり，GSHのチオール基の存
在が重要であることが示唆された16）17）．

Ⅲ．GSH-DXR のアポトーシス誘導機序

GSH-DXRによる細胞障害性としてアポトーシ
ス誘導能を調べるために，DXRおよびGSH-DXR
をAH66P細胞に添加し24時間後にDNAおよびカ
スパーゼを抽出し，断片化DNA およびCaspase-3
活性を測定するとCaspase-3活性化およびDNA断
片化が観察された．カスパーゼ-3阻害剤Asp-
Glu-Val-Asp-aldehyde（DEVD-aldehyde）処理に
より断片化DNAは消失したことから，カスパー
ゼ-3を介したアポトーシスを誘導していること

は明らかであった16）（Fig.4）．アポトーシス経路
にはデスレセプターを介した経路やミトコンドリ

アを介した経路などが知られている47）-56）ので，

GSH-DXRによるアポトーシス誘発がどのような
経路を介しているのかを調べると，ミトコンドリ

アからの細胞質へのシトクロムc放出，カスパー
ゼ-9活性化が観察され（Fig.5），さらにカスパー
ゼ-9の阻害剤Leu-Glu His-Asp-aldehyde（LEHD-

aldehyde）処理によりDNA断片化が抑制されたこ
とから，ミトコンドリア経路であることが明らか

となった35）．

Ⅳ．耐性獲得因子GST-P変動に伴うアポトー

シス調節

GSH-DXRの効果発現機序として，GSHがGST
の基質であること，GSTアイソザイムのGST-P
が薬剤耐性にかかわることが報告されている17）-20）

こと，AH66Pに比べてAH66DRにおけるGST-P
発現量が多いことから，GSH-DXRのGST-Pへの
効果が考えられる．事実，GSH-DXRはGST活性
に対して阻害効果を示しその IC50は1μMで拮

Fig.6.   Time course of glutathione S-transferase-P (GST-P) messenger (m) RNA (A) and its protein expression (B), caspase-3 and 
GST activity (C), and DNA fragmentation (D) after treatment with GSH-DXR. After treatment of AH66P cells with 0.1 μM 
GSH-DXR for various times, GST-P mRNA (Northern blot) and its protein (Western blot), caspase-3 activity (DEVD-MCA 
as a substrate), GST activity (1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) and GSH as substrates), and DNA fragmentation (agarose 
gel electrophoresis) were measured as described previously (33-35). Relative amounts of GST-P protein were measured in a 
densitometer and compared with the nontreated control. Results are means ± SD (3 independent experiments)35).
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Fig.7.   (A) Expression of transfected wild-type GST-P and site-directedly mutated GST-P (W38H: site directed mutant of 38th 
tryptophane to histidine, and C47S: site directed mutant of 47th cysteine to serine) in AH66 cells. (B) Cytotoxicities of DXR 
and GSH-DXR, and each 50% inhibitory concentration (IC50) value in AH66 cells transfected with GST-P/wild, GST-P/
W38H, and GST-P/C47S complementary (c) DNA. The expressed protein was recognized by an anti-GST-P antibody. The 
IC50 values are means ± SD (3 independent experiments using different strains)35).

抗阻害であった．さらに，耐性細胞AH66DRを
GSH-DXRで処理してGST-Pの発現の変動を調べ
ると，遺伝子レベル・タンパク質レベルでその発

現は強く抑制され36）（Fig.6A, B），それに伴って
カスパーゼ-3活性の上昇と断片化DNAの増加が
観察された（Fig.6C, D）．
そこで，GST-P発現量の少ない感受性細胞

AH66PにGST-Pを過剰発現させると，DXRに対
する殺細胞効果は IC50で260nMから1200nMへ
と薬剤感受性が低下した．さらに，耐性の獲得に

GST-Pの活性中心の関与を調べるために，GST-P
の活性中心となるGSH結合部位や基質結合部位
の変異体（W38H，C47S）を感受性細胞に導入し
過剰発現させ，DXRに対する殺細胞効果を調べ
た．野生型GST-P過剰発現による殺細胞効果の
低下と比べ，いずれの変異体を発現させても殺細

胞効果（IC50）に有意な差は認められなかった
（Fig.7）．つまり，薬剤耐性には活性を持つ
GST-Pの発現が重要であることが明らかとなっ
た36）．

一方，GST-Pは JNKに結合しmitogen-activated 
protein（MAP）キナーゼのシグナル伝達系に関与

する報告25）-32）があり，また JNK活性化によりア
ポトーシスが誘導される報告20）-24）があるので，

GSH-DXRによるアポトーシス誘導における JNK
とGST-Pとの相互作用について調べた．GSH-

DXRで誘導されるアポトーシスは JNK阻害剤で
あるSP600125処理によりDNA断片化・カスパー
ゼ-3お よび-9活 性化がともに抑制された

（Fig.8）．また，GSH-DXR処理で JNKはリン酸化
され，活性（c-Junリン酸化）を示したが，JNK-

ドミナントネガティブ（JNK/K55A，活性中心の
変異体）を発現させると，内在性 JNKリン酸化
が抑制されアポトーシスの指標であるカスパーゼ

-3の活性化も抑制された．野生型 JNKの過剰発
現は JNKのリン酸化には影響なく，カスパーゼ
-3の活性化はむしろ亢進していた．また，耐性

細胞AH66DRにおいて JNKの免疫沈降により
GST-Pが共沈してきたことから，GST-Pの JNK
への結合が観察された．しかし，AH66DR細胞を
GSH-DXR処理しても JNKの免疫沈降により
GST-Pが共沈したことから，この結合はGSH-

DXR処理によっても解離しなかった35）．また，

GSH-DXRによるアポトーシス誘発には JNKと並
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Fig.8.   The effects of SP600125 (an inhibitor of c-Jun N-terminal kinase [JNK] activity) (A) and JNK-dominant negative (JNK-DN) 
(B) on GSH-DXR-induced apoptosis were measured. (A) After co-treatment of AH66 cells with 0.3 μM GSH-DXR and 
5 μM SP600125 for 18 hours, the fragmented DNA was extracted with 1% Triton X-100 and separated by 2% agarose gel 
electrophoresis. The 100–base-pair DNA ladder was used as the standard DNA fragment. Caspase-3 and caspase-9 activities in 
the same extracts were determined with DEVD-MCA and LEHD-MCA as substrates. Results are means ± SD (3 independent 
experiments). (B) After treatment of AH66 cells expressed with Flag-JNK/wild and Flag-JNK/K55A (site directed mutant 
of 55th lysine to alanine, JNK-DN) with 0.3 μM GSH-DXR for 18 hours, activated JNK (phosphorylated-JNK [Pi-JNK]), 
JNK activity (phosphorylation of c-Jun [Pi-c-Jun]), and caspase-3 activity were measured. Expressed Flag-tagged JNK was 
determined with Western blot and anti-Flag antibodies. The Pi-JNK and Pi-c-Jun were detected with anti-phospho-JNK (183T 
and 185Y) and anti-phospho-c-Jun (63S) antibodies, respectively36).

んでM A Pキナーゼファミリーの一つである
Extracellular Signal-regulated Kinase（ERK）の関
与は認められなかった．

GSH-DXR処理による JNKリン酸化および活性
化（c-Junリン酸化活性）は感受性細胞でも観察
されたが，野生型GST-Pを発現させると JNKは
リン酸化されるが，JNK活性化は抑制（c-Junリ
ン酸化能の低下）されカスパーゼ-3活性化も低

下した．しかし，GST-Pの活性中心であるGSH
結合部位や基質結合部位を変異させたもの

（GST-P/W38H，GST-P/C47S）を導入し過剰発現
させたとき，GST-P変異体は活性がなくても JNK
に結合するが JNKのリン酸化も基質c-Junをリン
酸化する活性も阻害せず，アポトーシスの誘導も

抑制しなかった 35）（Fig.9）．つまり，JNK活性を
抑制するためには活性を有するGST-Pが結合す
ることが必要であり，結合してもGST活性がな
いと JNK活性を抑制できずアポトーシスが誘発
された．このことから，GSH-DXRは JNKを活性

化するとともにGST-Pを阻害することで，JNK
活性化を介したアポトーシスが誘発された．

そこで，GST-Pに活性はあるが JNKに結合し
ない場合について検討した．GST-PはそのC末端
領域が JNKに結合するので，C末端領域を欠損し
たGST-P/ΔC（194-209），あるいは結合部位を変
異したGST-P/R201Aを感受性細胞に過剰発現さ
せたところ，JNKの免疫沈降によりGST-P/wild
は共沈したがGST-P/ΔC（194-209），GST-P/
R201Aはいずれもほとんど共沈せず，c-Junリン
酸化活性も阻害されなかった．また，GST-P/Δ
C（194-209）にはGST活性はないが，GST-P/
R201Aには活性があるので，JNK活性を抑制して
アポトーシス誘発を抑えるためには，活性のある

GST-Pが JNKに結合する必要があることが明ら
かとなった 35）（Fig.9）．
以上のことから，Fig.10に示すように，薬剤耐

性を獲得しPgpおよびGST-Pを発現すると，
GST-Pは JNKに結合しその活性を阻害すること
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で JNKを介したミトコンドリア経路のアポトー
シスを抑制する．したがって，Pgpの薬剤汲み出
しが回避でき，GST-P阻害が有効な耐性克服薬
となりうるであろう．

Ⅴ．GSH-DXRを利用したターゲッティング療

法の有効性

GSH-DXRは非常に強い殺細胞効果を有する薬
剤であるので，標的治療に用いることにより，一

層特異的効果が発揮できることが期待される．そ

こで，横山ら57）58）の開発したブロックコポリマーミ

セルを用いて検討した（Fig.11）．このミセルの特
徴は血液滞留性の良いことで，リポソームよりも

数倍優れており標的治療に効果が期待できる57）58）．

また，標的に選んだCD147（EMMPRIN，Basigin）
は分子量58kD，メタロプロテアーゼ産生を亢進
し腫瘍悪性化に関与する膜貫通糖タンパク質であ

り58）-60），Fig.12に示すように，正常組織では腎，
乳房，前立腺に発現が認められるが，他の臓器に

ほとんど発現はなく，がん化に伴い高発現するの

で，標的として効果が期待できる61）-65）．そこで，

抗CD147抗体を作製しGFPとともにミセル表面
に結合し二重標識した（Fig.11）．コントロール

Fig.9.   Activation of JNK (Pi-JNK and Pi-c-Jun) in AH66 cells expressed with Flag-GST-P/wild, Flag-GST-P/W38H, Flag-GST-P/
C47S, T7-GST-P/ΔC(194-209) (C-terminal deletion), and T7-GST-P/R201A (site directed mutant of 201th arginine to 
alanine). (A) Activation of JNK in AH66 cells expressed with Flag-GST P1-1/wild, Flag-GST P1-1/W38H, and Flag-GST 
P1-1/C47S by treatment with GSH-DXR. Activation of JNK (Pi-c-Jun and Pi-JNK), binding of expressed Flag-GST P1-1/
wild, Flag-GST P1-1/W38H, and Flag-GST P1-1/C47S to the JNK molecule and activity of caspase-3 in AH66 transfectant 
cells treated with 0.3 μM GSH-DXR for 18 hours were measured. Pi-JNK, Pi-c-Jun, endogenous GST P1-1 and expressed 
Flag-GST P1-1/wild, and Flag-GST P1-1/W38H and Flag-GST P1-1/C47S bound to the JNK molecule were analyzed by 
Western blot analysis using anti-phospho-JNK (183T and 185Y), anti-phospho-c-Jun (63S), and anti-GST-P antibodies, 
respectively. Caspase-3 activity was determined using DEVD-MCA as a substrate. (B) Effects of C-terminal deletion mutant of 
GST P1-1 (T7-GST P1-1/ΔC [194–209]) and C-terminal mutated GST P1-1 (T7-GST P1-1/R201A) on binding and activity 
of JNK. The JNK activity was expressed as Pi-c-Jun. Extracts from AH66 cells irradiated with ultraviolet light were used as 
the enzyme source. JNK (including the active form) purifi ed by affi nity precipitation (binding to c-Jun fusion resin) was reacted 
with 100 μM ATP in the presence or absence of T7-GST P1-1/wild or the mutants. After the resin was washed, Pi-c-Jun, Pi-
JNK (active form of JNK), JNK and T7-GST P1-1 were measured by Western blot analysis using anti-phospho-c-Jun (63S), 
anti-phospho-JNK (183T and 185Y), and anti-T7 antibodies, respectively. (C) GST activity in T7-tagged GST P1-1/wild and 
its mutants (T7-GST P1-1/W38H and T7-GST P1-1/C47S). The activity was determined with 1 mM GSH and 1 mM CDNB 
as substrates. T7-GST P1-1/wild, T7-tagged wild type GST P1-1; T7-GST P1-1/ΔC(194–209), C-terminal deletion mutant; 
T7-GST P1-1/R201A, site-directed mutation of the C-terminal region; T7-GST P1-1/W38H and T7-GST P1-1/C47S, site-
directed mutation of the active center. Results are means ± SD (3 independent experiments)36).
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Fig.10.   Proposed model for apoptosis induction by GSH-
DXR. GSH-DXR induced activation of JNK according 
to JNK phosphorylation and GST-P inhibition. Bcl-
2 phosphorylated by active JNK was dissociated from 
mitochondrial membrane, and cytochrome c was 
released through the produced pore by the dissociation 
from mitochondria to cytosol. DNA was fragmented by 
following activation of caspase-9 and caspase-3.

Fig.11.   (A) Preparation of anti-CD147 antibody-labeling polymeric micelles (aCD147ab-micelles) encapsulated GSH-DXR. 
Star sign: Fluorescent Dye GFP. (B) DXR concentration in blood after intravenous injection. ● : polymeric micelles, ○ : 
liposomes, △ : DXR. 14C-labeled polymeric micelles or 14C-labeled DXR was injected into the tail veins of female mice (7 
weeks old) at a volume of 0.1 ml/10 g body weight. The dose was either 10 mg/kg for ADR or 10 mg of the total amount of 
both physically entrapped ADR (intact) and the dimer/kg for the polymeric micelles. After defi ned time periods (15 minutes, 
1, 4, 24, and 48 hours), mice were anesthetized with diethylether. Blood samples were collected from the right axillary artery. 
Total radioactivity in blood was calculated by assuming that the total blood volume was 2.18 ml/25 g of body weight.
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Fig.13.   Cytotoxicity and accumulation of aCD147ab-micelles (for 1 hour of exposure) against several cells. 1: aCD147ab-micelles, 
2: rabbit immunoglobulin G (IgG)-micelles. (A) Cytotoxicity of aCD147ab-micelles/GSH-DXR (for 1 hour of exposure) 
against Ishikawa, A431, A2780, A2780ADR, PC3, and PC3/KD (CD147 knock down) cells. (B) Accumulation of aCD147ab-
micelles (upper panel) and control rabbit IgG-micelles (lower panel) for 0.5 hour of exposure in human carcinoma cells (A431, 
Ishikawa, A2780, and PC3). Accumulation of micelles was observed under fl uorescent microscopy with Thermofi sher Alexa 
548 dye.

Fig.12.   Expression of CD147 in human normal tissues (brain, heart, liver, lung, kidney, placenta, pancreas, ovary, testis, breast, colon, 
prostate, muscle, skin, spinal cord, skin, spinal cord lymph node, and spleen) and cancer cells (human alveolar basal epithelial 
cell A549 and human squamous carcinoma A431) (A), and several cancer cell lines (1: A431; 2: human ovarian carcinoma 
A2780; 3: human endometrial adenocarcinoma Ishikawa; 4: human prostate carcinoma PC3; and 5: CD147-knock down PC3) 
(B) by Western blot analysis with aCD147abs.
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では抗CD147抗体の代わりにRabbit IgGを用い
た．培養系で，GSH-DXRを内封したミセルを細
胞に1時間暴露し，3日後にMTS assayによる生
細胞数の測定から殺細胞効果を比較すると，抗

CD147抗体標識により非常に有効な殺細胞効果
が観察された（Fig.13）．さらに，抗CD147抗体
標識によりGFPの集積が確認された（Fig.13）．
CD147をノックダウンしたPC3-KDではRabbit 
IgGを標識した場合と有意な殺細胞効果は認めら
れず，GFPの集積もなかったことから，CD147を
標的としたターゲッティング療法が期待される．

このターゲッティングの効果は，抗CD147抗体

を標識したイムノリポソームを用いても同様の集

積が確認されたが，GSH-DXRの内封量が少な
かったため殺細胞効果がミセルの場合よりも弱

かったことから，ミセル利用の有効性が期待され

た．

Ⅵ．プロテアソーム阻害剤耐性獲得による

EMT誘発機序

最近，新規抗癌剤としてプロテアソーム阻害剤

が認められ利用されるようになってきた66）-80）．

多発性骨髄腫治療に用いられるボルテゾミブ（ベ

Fig.14.   Cytotoxicity of some proteasome inhibitors against Ishikawa (IshP) and epoxomicine (EXM)-resistant Ishikawa (IshR) cells. 
Cytotoxicity of EXM (A), N-(Benzyloxycarbonyl)leucinylleucinylleucinal (MG-132) (B), N-[(Phenylmethoxy)carbonyl]-
L-isoleucyl-L-α-glutamyl-tert-butyl ester-N-[(1S)-1-formyl-3-methylbutyl]-L-alaninamide (PSI) (C), [(1R)-3-methyl-
1-({(2S)-3-phenyl-2-[(pyrazin-2-ylcarbonyl)amino]propanoyl}amino)butyl]boronic acid (PS-341, Bortezomib) (D), and 
DXR (E) against Ishikawa and Ish/EXM cells. The cells were cultured continuously for 96 hours at 37˚C in a 48-well culture 
plate with 0.5 ml of EXM, MG-132, PSI, PS-341, or DXR containing growth medium at graded equivalent concentrations of 
each drug. After incubation, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium 
(MTS reagent) was added to each well and measured at 490 nm46).
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ルケイド）がその代表である．このプロテアソー

ム阻害剤に対しても，いくつかの種類のがん細胞

で薬剤耐性の獲得が観察された37）38）．そして，

この耐性の獲得に伴い上皮間葉転換（EMT）が
誘発されることを見出し，転移・浸潤能が増すこ

とでより一層の悪性化を伴うことが考えられたの

で，EMT誘発機序について検討した．
子宮内膜がん細胞 Ishikawa cellsにおいてプロテ

アソーム阻害剤エポキソミシン（EXM）に耐性
を獲得した細胞を樹立した37）38）．本細胞はEXM
だけでなくMG-132，PSI，PS-341など多くのプ
ロテアソーム阻害剤に対しても交差耐性を示した46）

（Fig.14）が，DXRには耐性を示さずプロテアソー
ム阻害剤に特異的であった．そして，上皮系のマー

カーであるE-カドヘリン（CDH1）発現が消失し，
間葉系のマーカーであるビメンチン（VIM）の発
現亢進が観察された46）（Fig15A）．さらに，ボイ
デンチャンバーを用いて浸潤した細胞を染色して

その浸潤能を調べると，明らかに耐性細胞で亢進

しており，EMTが誘発されていることがわかっ
た46）（Fig.15B）．CDH1は転写抑制因子によりそ
の発現が抑制されることが知られており，ここで

もZEB1, ZEB2, Slug, Snail, Twistが耐性獲得に伴
いその発現が増加し，これらの因子が関与してい

ることが示唆された（Fig.15A）．そこで，耐性細
胞の各転写抑制因子の発現をそれぞれ siRNAで
抑制したところ，ZEB1の発現を抑制することで
CDH1の発現が遺伝子・タンパク質レベルで回復
し，ZEB2の抑制ではわずかながらの回復が，そ
の他の因子はほとんど効果がなかった46）（Fig.16）．
最近，多くの遺伝子発現の制御がマイクロ

RNA（miRNA）によって行われているといわれ，EMT
関連でもmiRNAの関与している報告がある81）-88）

ので，その24種類について調べてみたところ，

miR200a, miR200b, miR200c, miR141の発現が耐性
細胞で消失していた46）（Fig.17）．これら4つの
miRNAはmiR200 familyで塩基配列の相同性が高
いものである．また，siRNAにより耐性細胞の
ZEB1をノックダウンしても，消失している
miR200 familyの発現は回復せず，ZEB2のノック
ダウンではmiR200 familyの発現は一部回復した
ので，miR200 familyはZEB1の上流に位置し，
ZEB2は相互にフィードバック調節していること
も考えられた84）（Fig.18）．そこで，miR200 family

Fig.15.   (A) Expression of mRNA level of epithelial marker (cadherin 1 [CDH1], collagen 1A2 [COL1A2], connexin 26 [CNX26], 
beta-catenin 1: [CNTB1]), mesenchymal marker (vimentin [VIN], cadherin 2 [CDH2], fibronectin 1 [FN1]), and 
transcriptional repressors (ZEB [zinc finger E-box-binding homeobox]1, ZEB2, Slug, Snail, Twist, E47/E12), and of the 
protein level of E-cadherin and ZEB1 by acquirement of EXM-resistance. P, Ish/P; R, Ish/R cells. (B) Cell migration of IshP 
and Ish/R. A total of 1 x 105 cells were plated in the top chamber onto a Matrigel-coated membrane (24-well insert; pore size, 
8 μm, Greiner Japan). Each well was coated freshly with Matrigel (60 mg) before the invasion assay. Cells were plated in 
medium without serum and growth factors, and medium supplemented with serum was used in the lower chamber. The cells 
were incubated for 24 hours, and cells that did not invade through the pores were removed with a cotton swab. Cells on the 
lower surface of the membrane were fi xed with methanol and stained with crystal violet. The number of cells invading through 
the membrane was counted under a light microscope (3 random fi elds per well)46).
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Fig.19.   Effect of regulation of miR200 family expression on the 
expression of ZEB1 and CDH1 (E-cadherin) mRNA 
(A) and protein (B) in Ishikawa and Ish/EXM cells by 
transfection with the anti-miR200 family and the pre-
miR200 family, respectively. Lane 1, Ishikawa cells; lane 
2, Ish/EXM cells; lane 3, noncoding miR-transfected 
Ishikawa cells; lane 4, noncoding miR-transfected Ish/
EXM cells; lane 5, anti-miR200 family (miR200a, 
miR200b, miR200c and miR141 ,  respectively)-
transfected Ishikawa cells; lane 6 ,  pre-miR200 
family (miR200a, miR200b, miR200c, and miR141, 
respectively)-transfected Ish/EXM cells46).

Fig.16.   Effect of the knock-down of transcriptional repressors 
(ZEB1, ZEB2, Snail, Slug, and Twist) by transfection 
with their respective small interfering (si) RNA on 
E-cadherin expression. R/si, R/nc: treatment of Ish/R 
cells (R) with siRNA for each transcriptional repressor 
and noncoding RNA, respectively. P, Ish/P cells46).

Fig.17.   Comparison of the expression of several miRNAs in Ish/
P (P) and Ish/R cells (R). MiRNA level was measured 
using the QuantiMir kit. Briefl y, miRNA was tailed with 
polyA and annealed with oligo-dT adaptor, and then 
fi rst-strand cDNA was created by reverse transcription. 
The expression level of miRNA was measured with the 
polymerase chain reaction using the obtained cDNA as a 
template, and the primers used were: forward, miRNA-
specifi c sequence; reverse, universal reverse primer into 
the oligo-dT adaptor sequence46).

Fig.18.  Effect of ZEB1 (A) and ZEB2 (B) knockdown by each 
siRNA on miR200 family expression. P, Ishikawa cells; 
R, Ish/EXM cells; R/si, Ish/EXM treated with siRNA 
for ZEB1 or ZEB2. CDH1 and ZEB1 mRNA were 
determined with reverse transcriptase–polymerase chain 
reaction. The miR 200 family was measured with the 
QuantiMir kit46).
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の発現量をanti-miRNAおよびpre-miRNAを用い
て調節した．Lane 1のmiR200の発現している感
受性細胞のmiR200をanti-miR200でノックダウン
すると，Lane 5のようにZEB1の発現とCDH1の
消失が観察され，miR200の消失しているLane 2
の耐性細胞にmiR200をpre-miR200で発現させる
と，Lane 6のようにZEB1が消失しCDH1の発現
が回復した46）（Fig19）．タンパク質レベルでも同
様の結果となり，miR200 familyがZEB1の上流に
位置することが明らかとなった．結果には示して

いないが，ZEB2についても同様な結果が得られ
相互に調節されていることが示唆された．

以上のことから，miR200 familyがZEB1，ZEB2
の発現を制御し，それに伴いCDH1の発現が調節
されていた．つまり，感受性細胞ではmiR200 
familyが発現しているのでZEB1, ZEB2共にその
発現は抑制され，CDH1は発現している．しかし，
耐性を獲得するとmiR200 familyの発現は消失し，
ZEB1, ZEB2共にその抑制が解除され発現が回復・

亢進する結果，CDH1の発現を抑制しEMTを誘
発することが示唆された89）90）（Fig.20）．
今後，耐性の獲得によるmiR200 familyの発現
抑制の機構について検討することで，より有効な
治療法が解明できるであろう．
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