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研究成果の概要（和文）：ヒト子宮体部漿液性腺癌細胞株USPC-1とUSPC-1からパクリタキセル耐性を獲得した細
胞株PTX1のメタボロームプロファイルを比較したところ、PTX1において、グルタチオン（GSH）、グルコース-6-
リン酸、リボース-5-リン酸の濃度が高いことが明らかとなった。シスチントランスポーターの阻害作用を有す
るスルファサラジン（SSZ）投与により、PTX1のGSH濃度は低下し、パクリタキセルとの併用によりパクリタキセ
ル感受性が増強した。さらに、SSZ投与により、PTX1の細胞増殖能は抑制され、死細胞が増加したが、この細胞
死は非アポトーシス性細胞死であるフェロトーシスにより生じることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：First, we examined metabolomic profile in USC cells by analysis using a 
capillary electrophoresis CE-MS/MS system. The concentration of GSH, Glucose-6-phosphate and 
ribose-5-phasphate in the PTX-1 cells was higher than that of USPC-1 cells. Next, we investigated 
the effect of the xCT inhibitor sulfasalazine (SAS) on cytotoxicity in paclitaxel-sensitive and 
-resistant USC cell lines. The results of proliferation and cell-death assays showed that SAS 
enhanced the efficacy of paclitaxel in both paclitaxel-sensitive and -resistant cell lines. 
Immunoblotting analysis and experiments conducted using ferroptosis inhibitors revealed that 
SAS-mediated cell death was induced through ferroptosis, and not apoptosis, in paclitaxel-resistant 
cells. Collectively, our findings indicate that xCT inhibition can overcome resistance to 
paclitaxel, and could thus represent a candidate novel treatment for patients with recurrent 
chemotherapy-resistant USC.

研究分野： 婦人科腫瘍学

キーワード： 子宮体部漿液性癌　メタボローム解析　パクリタキセル耐性　スルファサラジン　フェロトーシス
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１．研究開始当初の背景 
 子 宮 体 部 漿 液 性 癌  (uterine serous 
carcinoma: USC)は、子宮体癌の組織型別に
見ると 10%程度の頻度であるにも関わらず、
子宮体癌関連死の約 40%を占め、主要な死亡
原因となる悪性度の高い疾患である。USC は
約 50％の患者が 3・4 期の進行した状態で発
見され、5 年生存率は 33%程度と報告されて
いる。進行した USC に対する治療は、腫瘍
減量手術とそれに引き続く化学療法となっ
ており、化学療法はプラチナ製剤とタキサン
製剤が用いられている。化学療法は再発リス
クを減らし生存率改善に寄与しているが、
Ⅲ・Ⅳ期 USC 患者の多くが再発し、再発時
は化学療法に対して抵抗性となり、原病死に
至る。そのため、再発 USC の化学療法抵抗
性機序を解明し、新規治療法を開発すること
が重要であった。 
 これまで多くの研究により薬剤耐性機序
に関する遺伝子や蛋白質が同定されている
が、臨床へ応用された例は少ない。これは、
遺伝子や蛋白質の発現変動が認められても、
何らかの代償的機構が働くことが理由の一
つと考えられている。癌遺伝子の変異やその
代償的機構は多数あっても代謝の変化は一
定であることから、遺伝子や蛋白質発現のさ
らに下流にある、酵素などによって作り出さ
れた細胞内の低分子化合物群（メタボロー
ム）が注目されるようになった。研究開始当
時、癌に特異的な代謝経路や抗癌剤耐性機序
に関する代謝経路の研究成果も報告されて
きていたことから、本研究では、薬剤耐性獲
得の機序として癌細胞内の代謝経路に着目
し、抗がん剤耐性獲得に関連する細胞内代謝
経路・産物を明らかにすることが新規治療法
確立の基盤となると考え、研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、抗癌剤耐性化によって変化す
る代謝産物全体を解明するため、①抗癌剤耐
性株と親株の細胞内メタボロームプロファ
イルの比較により抗癌剤耐性に関連する代
謝経路を明らかにすること、②網羅的解析で
明らかとなった代謝産物・代謝経路をもとに、
抗癌剤耐性獲得に強く関連する因子を明ら
かにし、抗腫瘍効果を検証すること、を目的
とした。 
 
３．研究の方法 
１）網羅的メタボローム解析 
 ヒト子宮体部漿液性癌細胞株 USPC1 と、
USPC1 を徐々に高濃度のパクリタキセルに暴
露させパクリタキセル耐性を獲得させた
PTX1 を用いた。USPC1 と PTX1 をそれぞれ
15 nM パクリタキセル存在下で 24 時間培養
した。USPC1 のコントロール細胞とパクリ
タキセル処理細胞、PTX1 のコントロール細
胞とパクリタキセル処理細胞のメタボロー
ム解析を行った。メタボローム解析はヒュー
マン・メタボローム・テクノロジーズ株式会

社に委託し、解糖系、ペントースリン酸回路、
クエン酸回路、グルタチオン代謝経路等およ
び 116 種の代謝物質を選出し解析を行った。 
２）代謝産物グルタチオン（GSH）濃度測定 
 細胞内 GSH 濃度の測定は GSH-GloTM 
Glutathione Assay (Promega)を用いて行っ
た。細胞を 96well プレートに 1.0×103 個と
なるように撒き、翌日から SAS またはその他
の薬剤を投与し培養した。培養液を除去し、
GSH-GloTMReagent を加えて 30 分培養した。
さらに reconstituted Luciferin Detection 
Reagent を加え、15 分培養したのちに
Varioskan Flash (Thermo Fisher 
Scientific)を用いて発光度を測定した。 
 
３）スルファサラジン（SSZ）の効果の検証 
① ROS の測定 
 6cm dish に細胞を撒き、80%コンフルエン
トになるまで培養した。SSZ またはその他の
薬剤を投与後 24 時間培養し、細胞を回収し
た。440 xg で 5 分間遠心し、上清を除去して
10 μM の 2’ 7’-ジクロロフルオレセンジ
アセテート(DCFH-DA) (SIGMA-ALDRICH, MO, 
USA)を 37 度で 30 分間反応させた。この際、
遮光に留意した。フローサイトメトリー法で
発光する細胞の定量を行った。なお、コント
ロールサンプルは薬剤処理なしの同細胞を
用いた。 
 
② Cell viability assay 
細胞を 96 well プレートに 1.0×103個となる
ように撒き、翌日から SAS またはその他の薬
剤を投与し 72 時間培養した。MTS assay には
CellTiter 96®Aqueous One Solution Cell 
Proliferation Assay (Promega, Madison, 
USA)を使用した。培養液を吸引し CellTiter 
96® Aqueous One Solution Reagent と培養液
を培養ウェルに加え、さらに 90 分培養した
の ち に Model 80 Miocroplate ReaderR 
(Biorad, Hercules, CA)を用いて 490 nm の
吸光度を測定した。 
 
③ 死細胞の計測 
細胞を 12 well プレートに 1.0×104個となる
ように撒き、翌日から SAS またはその他の薬
剤を投与し 24 時間培養した。PI (Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)、及
び hoechst (Thermo Fisher Scientific)で染
色しさらに 15 分培養したのちに蛍光顕微鏡
を用いて PI 陽性細胞と hoechst 陽性細胞の
数を計数した。死細胞の割合は PI 陽性細胞
/hoechst 陽性細胞で算出した。 
 
④ フローサイトメトリー 
培養細胞をセルスクレーパーで回収して氷
冷した PBS で洗浄し、4%(w/v)パラホルムア
ルデヒド/PBS を用いて室温で 10 分間固定し
た。FACS buffer [0.5%(w/v)ウシ血清アルブ
ミン、PBS]で洗浄した後、FACS buffer で 1
次抗体と 1 時間反応させた。その後、Alexa 



Fluor®488 Conjugate (Cell Signaling, 
#4412)に室温で 30 分反応させた。同細胞の
二次抗体のみを染色したサンプルをコント
ロールサンプルとして単一細胞の分画を前
方散乱 (FSC)で決定した。またコントロール
サンプルでフルオレセインイソチアシアネ
ートチャネルにおける分画を設定した。コン
トロールサンプルで決定した分画よりも蛍
光レベルの強い細胞を陽性細胞と定義した。
すべてのフローサイトメトリー実験は
FACSCantoTM Ⅱ  Flow Cytometer (BD 
Biosciences, Flanklin Lakes)を用いて行い、
データは FlowJo ソフトウェア version 7.6.5 
(Treestar Inc., Ashland)を用いて解析した。 
 
４）統計解析 
 結果は平均±標準偏差 (SD)で表し、
Mann-Whitney U test を用いて解析した。P
値が 0.05 未満を有意差ありとし、図内にア
スタリスクで表した。統計解析には GraphPad 
Prism (Graphpad Software Inc. Version 5.0)
を使用した。 
 
４．研究成果 
１）パクリタキセル耐性株における代謝産物
の変化 
 脂質代謝においては、Malonyl-coenzyme-A
の濃度がUSPA1細胞においてパクリタキセル
処理により上昇したが、PTX1 では上昇は認め
なかった。Creatinine、phosphocereatine、
creatine においても、同様の変化を認めた。  
 解糖系の中間代謝物であるグルコース 6-
リン酸が USPC1 と比較して PTX1 で高値であ
った。パクリタキセル処理を行った場合も同
様に、PTX1 よりも USPC1 で高値であった。ま
た、解糖系の活性度を示すグルコース 6-リン
酸/リボース 5-リン酸比は、USPC1 のコント
ロール細胞と比較してパクリタキセル処理
細胞で著明に上昇しており、PTX1 ではコント
ロール/パクリタキセル処理細胞で差がなか
った。さらに、USPC1 においてコントロール
と比較しパクリタキセル未処理細胞と処理
細胞でグルタチオン(GSH)濃度が高い傾向に
あった。 
 
２）パクリタキセル耐性と GSH 
 放射線療法や化学療法は、過剰な活性酸素 
(reactive oxygen species: ROS)を誘導して
癌細胞の抗酸化機構を崩壊させることで癌
細胞を細胞死に導く。GSH は抗酸化物質であ
り、これまでの報告から、ROS に対して強力
な還元作用を持ち、様々な癌種で癌細胞内の
GSH が高濃度であることがわかっている。さ
らに、GSHはROSによる細胞死誘導を抑制し、
癌細胞の生存や化学療法抵抗性に関与して
いることから、パクリタキセル耐性と GSH の
関連に関して研究をすすめた。 
 
① USPC1及びPTX1の細胞増殖に対するスル
ファサラジン（SAS）の効果 

 細胞内 GSH合成に不可欠で細胞内の酸化還
元バランスを決定する因子として、シスチン
-グルタミン酸トランスポーターの軽鎖サブ
ユニットである xCT が重要である。USC 細胞
株における xCT
の発現を、SKOV3
細胞を positive 
control として
Western 
blotting 法にて
検討したところ、
パクリタキセル
感受性株 USPC1、
パクリタキセル
耐性株PTX1とも
に xCT を強発現
していた（図 1）。 
 スルファサラジン（SAS）が細胞増殖に与
える影響を MTS assay で検討したところ、SAS
は PTX1では濃度依存性に細胞増殖を抑制し、
USPC1 では 600 μM 以上の濃度で細胞増殖を
抑制することが明らかとなった（図 2）。 

 次に SASとパクリタキセルの併用効果につ
いて検討した。細胞にパクリタキセル単剤ま
たはパクリタキセルと SAS 200 μM の併用投
与を行い 72 時間培養したところ、PTX1 にお
いて、パクリタキセルと SAS の併用投与はパ
クリタキセル単剤投与と比較し、それぞれの
パクリタキセル濃度で細胞増殖を有意に減
少させた（図３）。 

 これらの結果から、SAS の細胞増殖抑制効
果はパクリタキセル感受性株と比較してパ
クリタキセル抵抗性細胞株でより強く、また
SAS はパクリタキセル感受性を高める可能性
があることが示唆された。 

   図 1 

 
        図２ 

 
        図３ 



② SAS とパクリタキセルの投与による GSH
濃度と活性酸素(ROS)蓄積に与える影響 
 xCT によるシスチン輸送を SAS が阻害する
ことを確認するため、USC 細胞における SAS
またはパクリタキセル投与前後の細胞内 GSH
濃度と細胞内 ROS レベルを測定した。メタボ
ローム解析の結果と同様に、細胞内 GSH 濃度
は USPC1 と比較して PTX1 で高く（図 4A）、SAS 
400 μM 投与によって GSH 濃度は両細胞株で
明らかに低下した（図 4B）。 

 次に USC細胞に SAS単剤または SASとパク
リタキセルを併用投与し、それぞれの細胞内
ROS レベルを DCFH-DA を用いてフローサイト
メトリーを行い検討した。パクリタキセル感
受性株 USPC1 では、SAS 200 μM を 24 時間投
与しても細胞内 ROS レベルが、コントロール
と比較して上昇しなかったが、パクリタキセ
ル 10nM 投与またはパクリタキセルと SAS の
併用投与ではROSの蓄積を認めた。一方、PTX1
では SAS 200 μM を投与した 24 時間後には
ROSレベルがコントロールと比較して12倍に、
SAS 200 μM とパクリタキセル 10 nM を投与
した 24 時間後では 14 倍に上昇した。以上よ
り、SAS 投与による GSH 減少作用が ROS 蓄積
に与える影響は、パクリタキセル感受性株と
耐性株では異なることが示唆された。 
 
３）パクリタキセル耐性株における、SAS に
よるフェロトーシスの誘導 
 パクリタキセル耐性細胞株においてSASに
より誘導される細胞死誘導のメカニズムに
ついて検討を行った。SAS の細胞死誘導機序
がアポトーシスではないかと考え、アポトー
シスマーカーである cleaved PARP の発現を
western blotting 法で検討したが、アポトー
シス以外の機序で細胞死や細胞増殖抑制が
引き起こされている可能性があることが示
されたため、フェロトーシス性の細胞死が誘
導されるかどうか検討を行った。フェロトー
シス阻害薬であるフェロスタチン 1 (Fer-1)
を用いて SAS単剤または SASと Fer-1 の併用
投与を 72 時間行い、MTS assay 法で cell 
viability を測定した。SAS と Fer-1 の併用
投与により、SAS 単剤投与と比較して cell 
viability が有意に上昇した（図 5A）。さら
に、SSZ と Fer-1 の併用投与によって SSZ に
よる細胞死誘導は有意に減少した（図 5B）。 
 

また、鉄キレーターであるデフェロキサミン
(DFO)と SAS との併用投与により、SAS 単剤投
与と比較して cell viability が上昇した（図
6）。 

 SAS により誘導される細胞増殖抑制がアポ
トーシスではなくフェロトーシスであるこ
とを確かめるために、アポトーシス阻害薬で
ある Z-VAD-FMK の効果を検証したが、アポト
ーシス阻害薬 Z-VAD-FMK は SAS により誘導さ
れる細胞増殖抑制に影響を及ぼさないこと
が明らかとなった。以上の結果から、パクリ
タキセル耐性細胞株においてSASにより誘導
される細胞増殖抑制と細胞死の機序がフェ
ロトーシスによるものである可能性が示唆
された。 
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