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緒緒  言言  

 
プログラムされた細胞死（Programmed Cell Death：PCD）は、固体の生命維持のために遺伝子によって制御され

た細胞死であり、発生時の形態形成や恒常性維持、がん、自己免疫疾患、ウイルス感染症等と密接に関わっている。従

来、細胞死は「PCD としてのカスパーゼ依存性 apoptosis」と「受動的な死＝necrosis」に分類されていたが、最近

necroptosis、autophagic cell death、paraptosisなど多様なPCD様式が明らかになり、それらを利用するがん治療の

可能性が指摘されている［1］。例えば、アポトーシス耐性を獲得したがん細胞の細胞死を誘導するためには、異なる

PCDを誘起する薬剤が必要不可欠であると考えられる。 
種々の塩基性ペプチドが、非ウイルス性遺伝子導入剤や抗がん剤候補として機能することが報告されている［2］。一

方、シクロメタレート型イリジウム（III）（Ir）錯体（例：図1の fac -1（Ir（tpy）３））は、tpy（= 2-（4’ -tolyl）pyridine）
などのリガンドがCとNを介して Irに配位した錯体である。これらの錯体は水中で安定であり、三重項励起状態を経

由した強いりん光を発する（μsオーダーの発光寿命）。また、配位子の変換や修飾による発光色制御が可能である。 
筆者ら、独自の方法で Ir 錯体にぺプチドを導入した Ir 錯体－ペプチドハイブリッド（Ir complex-peptide hybrid, 

IPH）2～8（図1）を設計、合成し、これらが、ヒトT細胞性白血病Jurkat細胞の細胞死を誘導し、死細胞中で強く

発光することを見出した［3～6］。つまり IPHs は、一つの分子でがん細胞の細胞死誘導と、死細胞の検出という複数

の機能を有するという特徴を持つ。 
 

  
図1．がん細胞のparaptosisを誘導するシクロメタレート型イリジウム錯体と天然物 
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すでに我々はIPHs 2~8がPCDの代表例であるapoptosisではなく、小胞体やミトコンドリアの液胞化（vacuolization）
（図2、①）を伴うparaptosisであることを見出した［3～6］。そして、2の活性がペプチド配列や Ir錯体中心とペプ

チド間のリンカー長に依存して、2a～fでは2dが最も強い活性をもち、分子全体の正電荷と Ir錯体部分の疎水性だけ

でなく、何らかの細胞内分子を分子認識して抗がん活性作用を発揮していると考えられた。細胞内 Ca２＋濃度の上昇  

（図2、②）、Ca２＋結合タンパクであるカルモジュリン（CaM）との結合（図2、③）、アクチンフィラメントとの結合

と細胞膜の損傷（図2、④、⑤）などを誘導することが明らかになっていた。しかし、これらのparaptosis誘導シグナ

ル活性化の重要な分子とメカニズムは未解明であった。 
paraptosisは近年発見されたPCDの一つであり、Tripeterygium wilfordii Hook, f.（ライコウトウ）から単離され

たトリテルペノイドである celastrol（9）、Citrus（柑橘類）から単離されたhesperidin（10）（図1）などもparaptosis
を誘導すること（図2、⑥）が報告されている。また、autophagyとの関係も指摘されている（図2、⑦）。そこで本研

究は、我々の IPHと天然物9と10が共通のシグナル伝達分子を活性化すると仮定して、ターゲット分子の探索と同定

を行い、paraptosisの分子機構を明らかにすることを目的とした（図2、⑧については後述）。 
 
 

 
図2．IPHや天然物によるがん細胞のプログラム化細胞死（paraptosis）の推定メカニズムの概略 

 
方方法法おおよよびび結結果果  

 
11.. IIPPHHssにによよるるJJuurrkkaatt細細胞胞ののppaarraappttoossiiss誘誘導導とと細細胞胞形形態態変変化化、、細細胞胞内内器器官官へへのの影影響響、、cceellaassttrroollととのの比比較較  
本研究では、これまでに合成した IPHs 2～7（図1）のJurkat細胞に対する細胞死誘導活性（図1の化学構造の下

にJurkat細胞に対するEC５０値を記載した）のデータをもとに、KKKGGペプチドの数が2つ、1つである3b、cを
合成し、その抗がん活性を測定した。これらの合成には、我々がもつ錯体化学の知見を利用した。3a、b、cのペプチド

数（それに伴う正電荷）と、抗がん活性の間に良い相関があることを確認した（EC５０値の比較：1.5μM for（3a）＜   

4.1μM for（3b）＜14μM for（3c）［8］。 
3a、b、c と、リガンド部の 4’位に KKKGG ペプチドを導入した 7c および 8 によって誘導される paraptosis を、

celastrol（9）およびhesperidin（10）によるparaptosisと比較した。その結果、i）IPHsは数時間単位でparaptosis
を誘導するが、9は約一日必要とすることと、10の細胞死誘導活性は非常に弱いことがわかった。ii）死細胞の透過型

電子顕微鏡（tunneling electron microscopy：TEM）画像（図3）から、paraptosisの特徴的な現象であると報告され

ている細胞内器官の液胞化が確認された［7～9］。さらに、IPHs の細胞内挙動を追跡したところ、IPHs が細胞膜へ

結合した後ミトコンドリアへ移行することが示唆された［8，9］。 
次に、2b と 9 の、リソソームと小胞体の構造への影響を検討した。これらの細胞内器官の発光プローブである
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LysoTracker とER-RFPを用いて共染色実験を行ったところ、2bではLysoTracker とER-RFPの発光が顕著に低下

したのに対し（図4a、bの白い矢印）、9ではLysoTrackerの発光だけが低下した（図4c、d）［9］。図3の結果と

考え合わせると、2b がリソソームと小胞体の液胞化、9 がリソソームの液胞化を誘導する可能性が高い。また、2b が   

最初にがん細胞膜へ分布した後ミトコンドリアへ移行し、ミトコンドリア膜電位を低下させることがわかった［8，9］。
それに対して celastrolは細胞質内のCa２＋濃度を上昇させるが、ミトコンドリア内のCa２＋濃度とミトコンドリア膜電

位には影響しない［9］。 
 

 
図3．3a、3b、celastrolで処理したJurkat細胞のTEM画像 

a）コントロール、b）3a（25μM）、c）3b（25μM）、d）celastrol（1μM） 
（緑色の矢印が液胞化している場所を示す）。（スケールバー：2μm） 

 

 

図4．2bとcelastrolで処理したJurkat細胞を、LysoTrackerとER-RFPで共染色した画像 
a）2bとLysoTracker、b）2bとER-RFP、c）CelastrolとLysoTracker、d）CelastrolとER-RFP。 

（スケールバー：5μm） 
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22.. 細細胞胞内内器器官官内内ののカカルルシシウウムムイイオオンン濃濃度度変変化化  
次に、3a、3b、3cおよび9で処理したJurkat細胞の細胞質内およびミトコンドリア内Ca２＋濃度を、それらの選択

的プローブ（Rhod-4とRhod-2）を用いた染色実験とフローサイトメトリー解析によって測定した。その結果、paratosis
誘導活性が高い 3a、3b がミトコンドリア内 Ca２＋濃度の上昇を誘起し（図 5b、d）、3c と 9 は殆どミトコンドリア内   

Ca２＋濃度を変えなかった（図5f）［9］。一方、9は比較的遅い細胞質内Ca２＋濃度上昇を示した（図5g）。 
 
 

 
 

図5．3a～cおよびcelastrolで処理したJurkat細胞を、細胞質内Ca２＋プローブ（Rhod-4）と

ミトコンドリア内Ca２＋プローブ（Rhod-2）で染色したフローサイトメトリー解析結果 
a）3aとRhod-4、b）3aとRhod-2、c）3bとRhod-4、d）3bとRhod-2、e）3cとRhod-4、f）3cと     

Rhod-2、g）celastrolとRhod-4、h）celastrolとRhod-2の結果（化合物添加後0、 5、10、20、30、
40、50、60分後）。 

  
33.. IIPPHHssにによよっってて誘誘導導さされれるるppaarraappttoossiissのの機機構構解解析析ととaauuttoopphhaaggyyととのの関関連連  
様々な細胞内シグナル伝達経路の阻害剤を用いて、IPHsによるparaptosisのメカニズムを検討した。図6a、bに示

す阻害剤の影響を調べたところ、脱共役剤である carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone（CCCP）だけが 2c に
よる paraptosis を抑制し、その他の化合物では殆ど影響が見られなかった［7～9］。上記したように IPHs はミトコ

ンドリア膜電位を低下させるが、CCCPがその膜電位変化を相殺するために、paraptosisが阻害されると考えられる。 
一方、IPHsによるparaptosisに伴ってautophagy関連分子の発現上昇が認められた［6，7］。しかし、autophagy

経路に関与する酵素の阻害剤はparaptosisを抑制しなかった（図6c、d）。また図6e、fのWestern blotの結果から、

小胞体ストレスマーカーであるBipやCHOPなどの発現亢進が観測された。これらの結果から、IPHsによるparaptosis
誘導に小胞体ストレスを介して誘導されている可能性と、autophagy が paraptosis に付随した現象であることが示唆

された［9］。 
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図6．2bとcelastrolによって誘起されるparaptosisに対する、種々の細胞内シグナル伝達機構 
a～d）阻害剤の影響。 
e、f）小胞体ストレス関連分子のWestern blot結果。 

 
考考  察察  

 
上記の結果から、IPHsとcelastrolが異なる細胞内シグナル伝達経路を活性化してJurkat細胞のparaptosisを誘導す

ることが強く示唆された。そして、i）IPHsはカルモジュリンまたはカルモジュリンのCa２＋錯体に結合すること、       
ii）IPHsは最初に細胞膜へ移行し、その後ミトコンドリアへ移行すること、iii）IPHsは小胞体からミトコンドリアへの

Ca２＋輸送を促進し、ミトコンドリア膜電位を低下させること（図2、⑧）、iv）iiiと前後して小胞体ストレスが誘導さ

れることが明らかになった。また、IPHsによるparaptosis誘導はautophagy様現象を伴うが、autophagyはparaptosis
に付随して起きた現象であることが示唆された。同時に、Ir錯体部分を有機分子に置き換えた分子の合成にも成功して

おり、IPHsと同様のメカニズムで、IPHsよりも強い抗がん活性を有することが示唆されている。今後は、IPHsと
celastrolのparaptosis誘導機構の違いを明らかにすると同時に、IPHsとカルモジュリンとの相互作用や、ミトコンドリ

アと小胞体の接合および膜融合に関与する分子などに着目して詳細な解析を行い、新たな抗がん剤の開発へ展開する予

定である。 
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