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研究成果の概要： 
[１] 腫瘍壊死因子関連タンパク質の一つで細胞死を誘導する“TRAIL“が結合する，膜受容体

タンパク質”DR5“は，TRAIL 耐性の腫瘍細胞では核内に格納され，その結果，TRAIL によ

り誘導される細胞死の脅威から逃れている可能性があることが示唆された．TRAIL 耐性の腫瘍

細胞の核内 DR5 を，細胞膜へ発現させることで，細胞死を誘導できることが明らかになった． 
[２] 胆汁うっ滞性疾患において，胆管上皮細胞上のTRAIL / DR5を介して，重篤な胆管炎と肝

障害が引き起こされる危険性があり，TRAIL / DR5を標的としたヒトへのがん抗体療法を行う

上で，副作用に注意する必要性が示された． 
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[１] 
１．研究開始当初の背景 
(1)TRAIL(TNF-related apoptosis-inducing 
ligand)は，TNF ファミリーに属する II 型細
胞表面膜タンパク質で，mRNA レベルでの発
現は，ほとんどの正常組織・細胞に認められ
る．この分子が持つ機能の最も注目すべき特
徴は，腫瘍細胞や形質転換細胞にはアポトー
シスを誘導するが，正常細胞にはアポトーシ
スを誘導しない点である．生体にとって有利
なこの性質が，どのような機構で維持される
のか興味深い． 
(2) TRAIL に対して複数のレセプターが同

定されているが，このうち，膜貫通型の DR4
と DR5 は，細胞内領域に細胞死のシグナル
を伝達するドメインを有し，アポトーシスを
誘導する．これに対し，DcR1 と DcR2 は細
胞内領域を欠損した，アポトーシス非誘導性
の抑制性レセプターで，DR4, DR5 と競合す
ることによりアポトーシスを阻害すると考
えられている．そのため，TRAIL によるアポ
トーシスの誘導は，そのレセプターによって
調節されていると考えられていた．しかし，
次第にシグナル伝達経路が明らかにされ，
TRAIL の機能発現調節機構は複雑で，レセプ
タータンパク質の発現レベルでは説明がつ
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かず，局在も含めた詳細な解析はなされてい
ない．いずれのレセプターも，mRNA レベル
では TRAIL と同様に広範な組織に見られる
ことから，細胞膜への発現調節が，機能発現
の一つの鍵を握っているものと推察される． 
(3) 腫瘍細胞の抗がん剤に対する感受性は
様々で，TRAIL に対する感受性も同様である．
抗がん剤も TRAIL も効かない腫瘍細胞に対
して，両者を併用すると相乗的に効果が高ま
るケースがあるとの報告がある．この相乗的
な効果のメカニズムは解明されていない． 
 
２．研究の目的 
(1) これまでの実験で，細胞膜で機能する

TRAIL レセプターが，腫瘍細胞やある種の正

常細胞では，未刺激の状態で細胞質や核にも

局在することが観察されており，DR4，DR5，
DcR2 には核移行シグナルも存在する．そこ

で，TRAIL 感受性の異なる腫瘍細胞株で，膜

と細胞内での TRAIL レセプターの局在を観

察し，TRAIL 感受性との関係を調べる． 
 (2) TRAIL でアポトーシスを誘導した場合

の局在の変化を解析し，各レセプターの局在

の変化が，TRAIL の機能発現の増強に寄与す

るかを明らかにする． 
(3) TRAIL 感受性が低く抗がん剤に対する感

受性も低い腫瘍細胞に対して，抗がん剤と

TRAIL を併用し，TRAIL レセプタータンパ

ク質の発現レベルの変化は少なく，且つ，相

乗的にアポトーシスを誘導し得る条件がな

いかを調べる．その時の各レセプターの局在

の変化を解析することで，実際に臨床的なが

ん治療の場において，抗がん剤が効きにくい

難治性の腫瘍に対して，単に抗腫瘍効果を持

つタンパク質の発現レベルを調節するだけ

でなく，そのタンパク質の細胞での局在も重

要であって，それをコントロールすることが

治療に有効かどうかを検討する． 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト腫瘍細胞株について，フローサイト
メトリー（FACS）と共焦点レーザー顕微鏡
（CLSM）で，DR4，DR5，DcR1，DcR2 の
細胞膜及び細胞内発現を調べた．また，各細
胞株に rTRAIL を添加して，誘導される細胞
死を測定した． 
(2) (1)で核内に DR5 が局在していた細胞株
に対して，細胞質から核内へタンパク質の運
搬を担う Importinβの siRNA を移入して
Importinβをノックダウンした上で，(1)と同
様の実験を行い比較した． 
(3) Importinβをノックダウンした細胞につ
いて，抗 DR5 抗体で免疫沈降した後，ウェ
スタンブロットを行い，抗 Importin β抗体
で検出した． 

(4) (1)で用いた細胞株について，主に細胞骨
格に作用する抗がん剤を用いて，薬剤感受性
を(1)と同様に測定した．rTRAIL を薬剤と同
時に，または後に添加した場合の細胞死を測
定し，抗がん剤単独と rTRAIL 単独の細胞死
と比較検討した． 
(5) (4)の結果から腫瘍細胞に対して，薬剤が
TRAIL と相乗的に細胞死を誘導する条件で，
DR5 の発現を CLSM で解析した． 
 
４．研究成果 

(1)① FACS による解析の結果，TRAIL 感受

性の高い腫瘍細胞株は，DR4，DR5，DcR2
が細胞膜に発現していた．TRAIL 感受性の低

い腫瘍細胞株は，DR5 のみが細胞膜に発現し

ているのに加え，DR5 と DcR2 が細胞内に多

く検出された．なお，DcR1 の発現はいずれ

も弱かった． 
 
 ② CLSMによるDR5の細胞内局在を解析

した結果，TRAIL 高感受性の腫瘍細胞株は，

細胞質に局在していた（図１）のに対して，

TRAIL 低感受性の腫瘍細胞株では，核に局在

していた（図２）．これは，正常細胞培養株

と類似していた（図３）．なお，DcR2 は細胞

質の他，核内に検出された． 
 

 
 図１ TRAIL 高感受性腫瘍細胞株 
   （DR5：赤色，核：青色，ゴルジ装置： 
    緑色） 
 

  
 

  
 図２ TRAIL 低感受性腫瘍細胞株（DR5： 
    赤色，核：青色，ゴルジ装置：緑色） 
 



 

 

    
   図３ ヒト正常細胞培養株 

 （DR5：赤色，核：青色， 
  ライソゾーム：緑色） 

 
(2) ①  TRAIL 低 感 受 性 腫 瘍 細 胞 株 の

Importin βをノックダウンすると，DR5 は

核内ではなく細胞質へと局在が劇的に変化

した．なお，コントロール siRNA を移入し

た細胞では変化はなかった（図４）． 
 

  
 

  
 図４ siRNA を移入した TRAIL 低感受性 
    腫瘍細胞株（左：Importinβ， 
    右：コントロール） 
 
 ② ①の細胞の TRAIL 感受性は，Importin
βのノックダウンにより有意に上がった（図

５）． 
25 ng/ml rTRAIL 添加 

  
rTRAIL (−) 

  
 図５ TRAIL 感受性（左：Importin β 

    ノックダウン，右：コントロール） 
 
 ③  ①の細胞を FACS で解析すると，

Importinβをノックダウンした細胞では，細

胞全体の DR5 の発現量にはほとんど変化が

無いにも関わらず，細胞膜への有意な発現の

増加が認められ，核に運ばれなかった DR5
が細胞膜へと運ばれたものと考えられた． 
 
(3) ①の細胞を用いた，免疫沈降後のウェス

タンブロットの結果から，TRAIL 低感受性腫

瘍細胞内の DR5 は Importinβと結合してい

ることが確認された（図６）．従って，TRAIL
低感受性腫瘍細胞株では，DR5 は Importin 
βにより核内に輸送されているものと考え

られる． 
 

 
図６ 免疫沈降後の Importinβのウェスタ 

   ンブロット（左：コントロール抗体免 
   疫沈降分画，中央：抗 DR5 抗体免疫 
   沈降分画，右：細胞可溶性分画） 
 

(4) TRAIL 低感受性の腫瘍細胞株について，
抗がん剤と TRAIL の相乗効果が期待できる
条件で DR5 の局在を解析したが，核内の局
在が減少し細胞質に局在する分子が若干増
えたものの，(2)で見られたように顕著な変化
は，今回調べた限りでは見出せなかった． 
 
 以上の結果を，図７にまとめる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ DR5 の局在と TRAIL に対する反応性 
 
 TRAIL 感受性が高く，細胞死を起こしやす
い腫瘍細胞では，細胞死誘導性の TRAIL レ
セプターである DR5 を，細胞膜および細胞
質に発現しており，TRAIL の添加により効率
よく細胞死が誘導される．これに対して，
TRAIL 感受性が低く，細胞死を起こしにくい
腫瘍細胞では，細胞内で合成された DR5 が，
Importin と結合して核に運ばれることによ
って主に核内に DR5 が格納され，TRAIL で



 

 

誘導される細胞死を免れていると考えられ
る．そしてこの制御機構は，正常細胞でも働
いている可能性があり，正常細胞を細胞死か
ら保護するための防御機構として機能して
いる可能性も考えられる．従って，抗がん剤
に耐性を持つ腫瘍で，核内に DR5 を発現し
ている腫瘍細胞に対しては，細胞分裂の盛ん
な腫瘍細胞特異的に，DR5 の局在を核から細
胞膜に移すことができれば，抗腫瘍効果が期
待されがん治療に繋がる可能性がある． 
 今後，このようながん治療も見据えて，細
胞分裂時に核膜の消失と同時に細胞内に分
散する DR5 を細胞膜に移行させるような，
本実験で行った Importinβノックダウンに
代わる薬物や方法がないかを検討したい． 
 
 
[２] 
１．研究開始当初の背景 
(1) がん免疫療法の一つとして抗体療法があ
り，がんに対する細胞性免疫を高める抗体を
組み合わせることで，ある程度の大きさに達
した腫瘍を消失させることも可能であるこ
とを，マウスの系において実験的に既に証明
している． 
(2) 抗 DR5 アゴニスティック抗体の投与は，
腫瘍細胞に対して特異的にアポトーシスを
誘導することから，海外では既にヒトがん治
療の第一相に進んでいる．しかしその一方で，
原因不明の副作用の報告も出始めている． 
(3) これまでの実験でマウスに抗 DR5 モノ
クローナル抗体を繰り返し投与すると，
BALB/c，DBA/2 マウスではほとんど副作用
が見られないのに対し，C57BL/6 (B6)，C3H
マウスでは激しい黄疸を起こして死亡した
（図８）． 

 
    
   図８ 抗体を投与した B6 

  マウス（左：コントロ 
  ール抗体，右：抗 DR5 
  抗体） 

 
 (4) 黄疸を起こしたマウスの肝臓の組織を
調べると，胆管が激しい炎症を起こし，タマ
ネギ状に閉塞していた（図９）． 
 
   図９ 胆管のヘマトキ 
      シリンエオジン 
     （HE）染色像 
 （左：正常，右：タマネギ状の胆管閉塞） 
 
２．研究の目的 
(1) マウスに抗 DR5 抗体を繰り返し投与し
た時に，系統によって起こる激しい黄疸と類
似の病態が，ヒトの症例にないかを検索する． 
(2) (1)より，マウスで見られる黄疸が何に起

因するかを明らかにし，黄疸を起こすメカニ
ズムを解析する． 
(3) ヒトにおいても類似の副作用が起きる可
能性について検討する． 
 
３．研究の方法 
(1) 黄疸を起こしたマウスと類似の病態を示
すヒトの症例として，原発性硬化性胆管炎
（PSC）と原発性胆汁性肝硬変（PBC）が挙
げられ，それらとの類似点と相違点を検討す
る． 
(2) 各系統のマウスについて，肝細胞，胆管
上皮細胞におけるTRAILとDR5の発現を調
べる． 
(3) B6 の TRAIL ノックアウトマウス
（TRAIL-/-）と DR5 ノックアウトマウス
（DR5-/-）について，抗 DR5 抗体に対する
野生型（WT）との反応性の違いを解析する． 
(4) (1)〜(3)より，黄疸の引き金と考えられる
病態を実験的に模倣した場合，抗 DR5 抗体
投与で副作用を起こさない系統のマウスに
も，黄疸を誘発し得るかを検討し，抗 DR5
抗体投与による副作用のメカニズムを明ら
かにする．更に．ヒトがん抗体療法において
考慮すべきことは何かを検証する． 
 
４．研究成果 
(1) B6 マウスでは，抗 DR5 抗体投与で胆管
上皮細胞にアポトーシスが誘導され，胆管周
囲に激しい線維化が見られた（図１０）．こ
の変化は，肝内胆管のみならず肝外胆管にも
見られた（図１１）．更なる抗体投与でタマ
ネギ状の胆管閉塞となり，胆管上皮細胞のマ
ーカーであるサイトケラチン 19 タンパク質
の発現は消失，肝細胞の一部は壊死を起こし，
個体死に至った．BALB/c マウスは，胆管・
肝細胞共に変化がなかった．B6 に見られる
この病態は，ヒト PSC に酷似していた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１０ 抗 DR5 抗体投与（ip）後の B6 と 
    BALB/c マウスの肝内胆管（BD） 
   （挿入図矢印：アポトーシス細胞） 

 
 

   図１１ B6 マウス肝外胆管 
   の HE 染色像 
  （上：コントロール， 
   下：DR5 抗体投与） 

 



 

 

(2) FACS 及び免疫組織染色の結果より，B6
マウスは BALB/c マウスに比べて胆管上皮細
胞膜上の DR5 の発現が高かった．肝細胞膜
上にも DR5 は発現していたが，TRAIL 遺伝
子導入細胞による細胞傷害活性の測定より，
B6 の胆管上皮細胞に対してのみ，高い細胞
死が誘導された．これらの結果より，胆管上
皮細胞膜上の DR5 が重要であることが示唆
された． 
 
(3) B6 の WT，TRAIL-/-，DR5-/-の総胆管
を結紮し，胆汁うっ滞モデルを作製し，これ
らのマウスの生存日数，血中のアルカリフォ
スファターゼ（ALP）値，肝内・肝外胆管と
肝臓の組織を，経時的に調べた． 
 ① B6 の WT は，Day9 で総胆管周囲や肝
内胆管の炎症と肝細胞障害が誘導された．
TRAIL-/-，DR5-/-はいずれも軽度で，Day15
で肝内胆管の炎症が見られたが，WT が最も
顕著であった．肝障害は，マウス間で差がな
かった（図１２）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図１２ 総胆管結紮による胆汁うっ滞 
     モデルマウスの組織像 
 
 ② 血中ALPはWTが速やかに上昇したの
に対し，TRAIL-/-，DR5-/-では徐々に増加し
た． 
 ③ WT は Day10 で９割のマウスが死亡し
たのに対して，TRAIL-/-，DR5-/-では Day20
から Day25 まで生存日数が延長した， 
 ④ 抗アシアロ GM1 抗体を投与して，ナチ
ュラルキラー細胞（NK）を除去した B6 マウ
スの生存曲線は，WT と同程度であったこと
から，NK の関与はないものと考えられた． 
 以上①〜④より，総胆管結紮で発症する胆
管炎に，TRAIL，DR5 が深く関与している
ことが示唆された． 
 
(4) B6 と BALB/c について，(3)と同様に総胆
管結紮モデルを作製，更に抗 DR5 抗体を投
与し，生存日数，各マウスの組織像の他，
TRAIL 及び DR5 の発現を免疫組織染色で比
較検討した． 
 ① 総胆管結紮（Ligation）により TRAIL
の発現が誘導された．この時の TRAIL の発
現レベルは，未処理の B6 マウスに抗 DR5 抗
体を投与した時より低かった（図１３）． 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図１３ 総胆管結紮により誘導される 
     胆管上皮細胞の TRAIL/DR5 
     の発現 
 
 ② 総胆管結紮後に抗 DR5抗体を投与する
と，B6，BALB/c のいずれのマウスも胆管炎
を発症，タマネギ状の胆管閉塞を起こしてマ
ウスは死亡した（図１４）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１４ 総胆管結紮後の抗 DR5 抗体投与に 
    より誘導される胆管炎（上段： 
    BALB/c マウス，下段：B6 マウス） 
 
 ①②より，胆汁のうっ滞が，胆管上皮細胞
に TRAIL/DR5 の発現を誘導し，これが抗
DR5 抗体投与と総胆管結紮で重篤な胆管炎
を引き起こし，再生不能な肝障害を起こして
マウスが死亡したと考えられた． 
 
(5) (1)と(3)の各マウスについて，コラーゲン
線維の組織染色（Azan 染色）と筋線維芽細
胞の免疫組織染色（抗α-SMA 抗体染色）を
行った．胆管炎の見られたマウスの肝内胆管
周囲には，筋線維芽細胞を伴った線維化が見
られた（図１５，図１６）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１５ 抗 DR5 抗体投与した B6 と BALB/c 
    マウス肝組織像（コラーゲン線維： 



 

 

    青色，α-SMA 陽性細胞：褐色， 
    BD：胆管，V：血管） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図１６ B6 の胆汁うっ滞モデルマウスの 
     各肝組織像（図１５参照） 
 
(6) ヒト PSC，PBC，胆石による総胆管閉塞
症例の各病理組織より，TRAIL，DR5 の免
疫組織染色，アポトーシス細胞の検出を試み
た． 
 ① DR5 は，正常を含め全ての症例で胆管
上皮細胞と肝細胞に発現していた（図１７）． 
 ② TRAIL は，肝細胞では発現が見られな
かったが，胆管上皮細胞では，PSC と PBC
にのみ，正常肝や胆石症に見られない顕著な
発現の増加が認められた（図１７）． 
 ③ アポトーシス細胞は，PSC と PBC の胆
管上皮細胞に，多数検出された（図１７）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１７ 胆管閉塞関連ヒト症例における 
    TRAIL/DR5 の発現とアポトーシス 
    細胞 
 
 以上の実験結果をまとめると，抗 DR5 抗
体投与は，元々DR5 の発現が高い系統のマウ
スでは胆管炎を発症，胆管閉塞を来たし，そ
の結果胆管上皮細胞が DR5 に加えて TRAIL
を発現するようになった．この胆管上皮細胞
自身の TRAIL/DR5 を介してアポトーシスが
誘導され，線維化を伴う重篤な胆管炎と肝障
害が惹起されて，個体死に至ることが明らか
となった．しかも閉塞した胆管の組織像は，
ヒト PSC と酷似しているばかりでなく，そ
の病態においても類似点が多く，

TRAIL/DR5 の発現レベルの変化やアポトー
シス細胞の出現などから，ヒトにおいても胆
管上皮細胞に発現する TRAIL/DR5 が，胆管
炎や胆汁うっ滞において重要な役割を担っ
ており，DR5 を介するシグナルが増強するこ
とで，PSC 様の病態を来すと推察された． 
 従って，ヒトがん抗体療法において，抗
DR5 抗体を投与するにあたっては，胆管閉塞
を起こしやすい患者や，胆管上皮細胞の DR5
発現レベルが元々高いケースでは，副作用に
十分注意する必要がある． 
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