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研究成果の概要（和文）：Bcl-2 を強制発現させた 697-Bcl-2 細胞に抗がん薬であるエトポシド

を添加しその影響を検討したところオートファジーに特徴的な所見である LC3-II の出現や

Beclin-1 蛋白の増加が認められた。オートファジーの阻害剤であるクロロキンを併用した場合

は、エトポシドの細胞増殖抑制作用は増強された。同様の現象は Bcl-2 を高発現する濾胞性リ

ンパ腫由来の細胞株でも認められた。以上より、Bcl-2 高発現細胞においてエトポシドによる

オートファジーは防御的に作用することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the cell death mechanism of Bcl-2 over expressing human 

leukemia and lymphoma cells. We found that etoposide treatment increased Beclin-1 expression, the 

conversion of the soluble form of microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3) to the autophagic 

vesicle-associated form LC3-II and the occurence of lysosomes/autophagosomes in Bcl-2 over 

expressing cells. The autophagy inhibitor chloroquine enhanced the cytotoxicity of etoposide in Bcl-2 

over expressing lymphoma cells. These data indicate that autophagy may play an important role as 

protective response after etoposide treatment.     
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１． 研究開始当初の背景 

  オートファジーは細胞質成分をリソソーム

で分解するための主要な機構であり、本来は、

細胞が、飢餓状態などのストレスに暴露され

た時の防御的な生理的反応であると考えられ

ていた。しかし、最近では、脳腫瘍由来の細

胞株に抗がん薬を加えた系などで、オートフ
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ァジーを伴った細胞死が誘導されることが報

告されるようになった。このオートファジー

を伴った細胞死は、従来のアポトーシスとは、

異なった、もう一つのcell deathとして注目を

集めつつある。我々はBcl-2を高発現させたB 

細胞性白血病細胞株(697細胞)を用いて、Bcl-2

の抗アポトーシス作用を克服する薬剤を探索

する研究をおこなってきた。この研究の過程

で、興味深いことにBcl-2を高発現させた細胞

では、抗がん薬を加えた場合にnon-apoptotic

な細胞死が誘導されることを見いだした

(Yoshida A, et al. Cancer Res.  66(11): 

5772-5780, 2006). 具体的には、caspase-3/7, 8 

の活性化を欠如し、DNA ladder の形成も認め

られなかった。形態学的にも、アポトーシス

に特徴的な核の断片化は欠如していた。この

細胞に抗がん薬であるエトポシドを加えた場

合 p53の発現上昇は認められたが、ミトコン

ドリアに存在するpro-apoptotic protein である

Puma, Noxaの発現上昇は認められず

cytochrome-cの放出はなかった。したがって

Bcl-2高発現細胞では、ミトコンドリアをバイ

パスするユニークな経路で抗がん薬による細

胞死が誘導されると考えられる。 

 
２．研究の目的 

(１) Bcl-2 を高発現する、濾胞性リンパ腫由来

の細胞株において、抗がん薬であるエトポシ

ド、アドリアマイシンを加えた場合に、オー

トファジーが誘導されるかどうかについて、

LC3 蛋白のプロセッシング、Beclin-1 蛋白発

現などの、オートファジーの重要な指標とな

るマーカーについて検証する。電子顕微鏡を

用いてオートファジーに特異的なオートリソ

ソーム、オートファゴソームなどの形態学的

な特徴について確認する。 

(２) オートファジー誘導に際して重要な役割

を果たす遺伝子として、ATG5、Beclin-1 が知

られているが、この遺伝子の発現上昇がみら

れるかどうかについて検討する。さらに

siRNA を用いて、これらの遺伝子をノックア

ウトした場合、抗がん薬によるオートファジ

ー誘導が阻害されるかどうかについて検討す

る。 

(３) オートファジーは、細胞に対して防御的

に働くため、オートファジー誘導が阻害され

ると、細胞死は増強されると予想されるが、

未だ十分には検証されていない。オートファ

ジーが阻害された場合、抗がん薬による細胞

死が増強されるかどうか検討する。また、そ

の際の細胞死はアポトーシスなのかどうかに

ついて検討する。 

(４) 治療学的な観点からは、各種のオートフ

ァジーの阻害剤であるクロロキン、

3-methyladenineを、通常の抗がん薬と併用し

た場合、より強力に細胞死が誘導されるかど

うかについて検討する。 

 

3．方法 

ヒト由来のB細胞白血病細胞株である697細胞

を使用する。さらに、この細胞にレトロウイ

ルスを用いてBcl-2を恒常的に高発現させた

細胞697-Bcl-2を用いた。GFP-LC3 の発現ベク

ターを用いて、各々の細胞にトランスフェク

ションする（バイオラッド社のGene Pulsar を

用いる）。LC3 蛋白の動態はオートファゴソ

ーム形成の有無を判定する際に重要である。

抗がん薬を加えて細胞死を誘導するが、その

際にGFP-LC3 がpunctate dots を形成するか

どうか蛍光顕微鏡で観察することにより、オ

ートファゴソームの有無をしらべる。 

 
4．研究成果 

(1) Bcl-2を高発現する697-Bcl-2にエトポシド

を添加した後のcaspaseの活性の変化。 

エトポシドを添加し、6時間, 12時間、24時間、

経過した時点で細胞を回収し、細胞溶解液を

調整した。caspase-3, caspase-7の活性を測定し

た。親株である697細胞ではcaspase-3および

caspase-7の活性の明らかな上昇を認めたが、

一方、697-Bcl-2細胞では、caspase-3および

caspase-7の活性の上昇は、まったく認められ



なかった。また、BSOとエトポシドの両者を

添加して細胞溶解液を調整して、caspase-3, 

caspase-7の活性を測定したが、この場合も有

意な上昇は認められなかった。 

(2) 697-Bcl-2細胞にエトポシドを添加したあ

とのLC3蛋白とBeclin-1の変化について。 

エトポシドを添加し、12時間、24時間、経過

した時点で細胞を回収し、細胞溶解液を調整

した。抗LC3抗体を用いてWestern blot法で検

討した。その結果、24時間後よりLC3-1から

LC3-2への変換が認められた。また抗LC3抗体

を用いて免疫蛍光抗体法での細胞染色を実施

して蛍光顕微鏡で形態を観察したところ、緑

色蛍光を示すドットの増加が認められた。ま

たBeclin-1蛋白についてもWestern blotを用い

て検討したところ12時間、18時間と時間依存

性に蛋白の増加が認められた。 

(3) クロクロキンは697-Bcl-2細胞においてエ

トポシドの細胞増殖抑制作用を増強する。オ

ートファジーの阻害剤として知られているク

ロロキン(5 uM)をエトポシドと併用したとこ

ろ細胞増殖抑制作用を明らかに増強 

した。 
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