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Induction of Apoptosis in Leukemic Cells by Homovanillic Acid Derivative,

Capsaicin, through Oxidative Stress:Implication of Phosphorylation of p53

      at Ser-15 Residue by Reactive Oxygen Species.

(ホモバニ リンサ ン誘導体カプサイシンによる白血病細胞のアポ トーシス誘導:

         活性酸素によるp53セ リン15リ ン酸化 の意義)

伊 藤 圭 介

内容の要旨

 ホモバニ リン酸誘 導体カ プサ イ シンは唐 辛子 に含 まれ る成分 であ

り、 これ まで疫学的 には大量 の経 口摂取 に よ り胃潰 瘍 ・胃がん の発

症頻度 を高め る とい う報告 があ る。一方 で、実験的 には神 経芽細胞

腫 に対 してカプサイ シ ンは細胞増殖 を抑制す るとの報告 もあ り悪性

細胞 に対す る薬理 作用 に関 しては結論 が得 ていな く、また、現在 ま

で 白血病 細胞 に対す る効果 に関 して は検討 され ていない。今 回我 々

は各種 白血 病細胞 に対す るカプ サイシ ンの効 果につ き検討 を行 った

ところ、カプサイ シンは正常の骨髄 単核細胞 には影響 を与えない も

の の白血病 細胞 に対 し時間及び濃度 依存性 に細胞増殖 を抑制す るこ

とを見 出 した。細胞周期及 びAnnexin-Vを 用いた早期アポ トー シスの

検討か ら、カプサイシ ンはG1期 細胞周期 停止お よび アポ トーシス誘

導 を介 して細胞増殖 を抑制す るこ とが判 明 した。カスパーゼ 活性 の

測定 ・ミ トコ ン ドリア膜 電位 等 の検 討か ら、カプサイ シン誘 導ア ポ

トー シ ス はBaxの 細 胞 質 分 画 か ら ミ トコ ン ドリ ア 分 画 へ の

Translocation、 cytochrome Cの ミ トコン ドリアか ら細胞 質への遊離 、

カ スパ ーゼ3の 活性 化 を介す る事が分 かった。 さ らに、フ ローサイ

トメ トリー を用 いた細胞内活性 酸素の検討 よ り、カ プサイ シ ン誘導

ア ポ トーシスは細胞 内活性酸素 が上昇す る ことが契機 となってい る

ことが判明 した。興味深 いこ とに、塩基配列 の検討 ・野生型p53認 識

抗体 を用 いた検討 よ りカプサイ シン感 受性 の 白血病細胞株 は野生型

p53を 発現 してお り、カ プサイ シン投 与に よ りp53セ リン15残 基の リ

ン酸化が誘導 され る。 アンチセ ンスオ リゴヌ クレオチ ドを用いてp53

の発現 を抑 制す る と、カプサイ シン誘 導細胞周期 停止及 びアポ トー

シ スは抑制 され る ことが判明 した。 ま た、還 元剤 であ るN-acetyl-L-

cysteinおよびカ タラーゼ の前投 与に よ りカプサイ シン誘 導p53セ リン

15リ ン酸化 及び アポ トーシ スは完 全に抑制 された。臨床応用 を 目的

に患者検 体にお けるカプサイ シンの抗腫瘍効果 につ き検討 を行 った

ところ、患者検体 において もカ プサイ シン感受性 と野生型p53発 現 に

相関性 を認めた。 さらにカプサイ シンはNODISCID mouseを 用 いたin

vivO白 血病マ ウスモデル にお いて も腫瘍増 殖抑制 、アポ トー シス誘

導 を介 し、抗腫瘍効果を示す ことが判明 した。

論文審査の要旨

 ホ モバ ニ リン酸誘 導 体 カプサ イ シ ンは、多量経 口摂 取 にて 胃潰

瘍 ・胃癌 を発生 させ る といわれ る、一 方で、癌細胞 の細胞増殖 を抑

制す るとの報告 もあ り、腫瘍細 胞 に対す る薬理作用 について は一定

の見解が得 られてい ない。 そ こで、本研 究で は、 カプサイ シンの各

種 骨髄球性 白血 病細胞株 に対す る薬理 作用 につ き検討 し、濃度 お よ

び 時間依存性 に細胞増殖抑 制 を誘 導す るこ とを見出 した。癌抑制遺

伝 子p53の 発 現 お よび カプサ イ シン感 受性 につ き検討 した と ころ、

p53欠 失お よび変異株 と比較 し野生型p53発 現 白血病細胞 株がカ プサ
イ シ ンに高感受性 で あるこ とが判 明 した。 カプサイ シンに よるアポ

トー シ ス誘 導機 構 の解 析 か ら、活 性 酸 素 の産 生、p53誘 導 お よび

Ser15リ ン酸化 を認 め、 p53標 的 蛋 白で あるBaxお よびp21の 誘導 が見

られ た。 さらに、還元 剤N-acetyl-L-cystein(NAC)及 び カ タラー ゼ

にてカプサイ シン誘 導アポ トー シス は抑制 され 、 さらに、p53ア ンチ

セ ンスオ リゴヌク レオチ ドに よるp53発 現抑制に てカ プサイ シンによ

るアポ トー シス誘 導が認 め られ な くなった。ま た、白血 病患者検体

にてもp53依 存性細胞増殖 抑制を認 め、 白血病モデルマ ウスにお いて

も抗腫 瘍効果 が見 られ た。 以上の結果 よ り、カプサイ シ ンが 白血病

細胞株 に対 し、活性 酸素 を産生 しp53依存性 にp53 Serl5残基 の リン酸

化 を介 してG。1G1期細胞周期停止及 びアポ トーシス を誘導す るこ とを

見 出 した。

 審 査で は、 まず 、カ プサイ シンの正常造血 細胞 の増殖 に対す る影

響 について の質 問が あった。増 殖因子添加培 養 し正 常造血細胞 が増

殖 させ る条件 下にて も正 常細胞 増殖 に影 響 を及 ぼ さない こ とが示 さ

れ た。 また、Colony assayにおいて もカ プサイ シン投 与にて正常細胞

の コロニー形成 能に影響 を及ぼ さず 、少 な くとも前駆細 胞 レベル に

お いて もカプサイ シ ンは細胞増 殖 に影響 を及ぼ さない ことが示 され

た。次 に、白血 病細胞株 以外 の腫瘍 細胞株 にお けるカプサイ シンの

抗腫瘍効果及びp53と の関連にっいての質問 には、大腸癌細胞株 であ

るHCTll6細 胞 に お い て、野 生 型p53発 現HCT116細 胞 がp53欠 失

HCTll6細 胞 と比較 し、有意 にカプサイ シンに対す る感受性 が高 いこ

とを挙 げた。本結果 よ り、 白血病細 胞株 以外 におい てもカプサイ シ

ンの抗腫瘍効果 の可能性 を示唆す るとともに、野生型p53発 現 とカプ

サイ シン感 受性 の相 関性が よ り強 く示 され ると回答 された。本研究

で はin vivoにお け るカ プサイ シンの抗腫瘍効 果の検討 にお いて、腫

瘍 の増殖 抑 制 ・ア ポ トー シス誘 導効 果 を認 め る もの、腫 瘍消 失 に

至 っていない 点の指摘 もあったが、今後 、製剤 化 を 目標 としてい く

上 で も、投 与方法 ・投 与量 の問題 を含 めin vivoに おけ るカプサイ シ

ンの抗腫瘍効果の更な る検討が必要で あると結論づ けた。

 以上 の よ うに、本研 究 は さ らに検 討 され るべ き点 を残 してい る

が、抗 がん作用 をもつ天 然生理活性 物質 を簡易 的にかつ効 率 よくス

ク リーニ ングす る系 の確 立及 びカプサイシ ンのp53を 標的分子 とした

新た な造血器 腫瘍 に対 す る治療 法への応用 の可能性 を示 した点で有

意義な研究 と評価 された。
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