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Resveratrol　 induces　 apoptosis　 of　human　 malignant　 B　 cells　 by　 activation　 of　caspase-3

　　　　　　　　　　　　　　　　　 and　p38　 MAP　 kinase　 pathways

　　(レスベ ラ トロールによる ヒ トB細胞性悪性腫瘍に対す るカスパーゼー3とp38　MAPキ ナーゼ経路 の

　　　　　　　　　　　　　　　　　 活性化を介 したアポ トーシス誘導)

内容の要旨

滑　水

　 赤ワインのポ リフェノール成分であn,多 くの植物に舎まれるレ

スベ ラ トロールは、抗酸化、抗炎症、血小板凝集抑制、血管拡張な

どの様々な生理活性作用を示すことが報告されている.加 えて.近

年では、様々な悪性腫瘍細胞に対 し、増殖抑制効果を示すことが報

告 されている。しか し、難治性造血器腫筋のひ とつである多登性骨

髄腫1に対する抗腫瘍効果についての級告はない。多発性骨髄腫は、

既存の抗癌剤による化学療法では、完治は不可能である。造血幹細

胞移植を併用 した大S化 学療法で、生存率の延長は期待できるもの

の、高齢での発症の多い多発性骨髄腫では、その副作用が治療上、

大きな問題となってお り、生体に対する侵襲の少ない、より腫瘍特

異的な新規治療薬の開発が急務である。今回、我々は、多発性骨髄

腫細胞株IM9と バーキットリンパ腫細胞株HS-sultanに 対 してレスベ

ラ トロールを作用させ、その抗腫郷効果について検肘 した。

　 レスベラhロ ール投与群では、濃度 と時聞依存性に細胞増殖が抑

制された。なお、以降の実験では、多発性骨髄腫細胞株lM9を 使用

した。細胞周期の解析 では、S期 での細胞周期の停止と次いで、　s,n-

G1分 画 の増加を紹め、　S期 停止によるアポ トーシス瞬導が示 され

た。レスベラ トロールを投与した細胞株のサイ トスピン擦本のギム

ザ染色では、アポ トーシス小体の出現が観察 された。さらに、アネ

キシンVと ヨウ化プロピジウムの二皿染色では、時間依存性にアネ

キシンV陽 性分画すなわちアポ トーシス分画の増加を紹めた。アポ

トーシスの軽路の解析のため、カスパーゼー3の活性化を検肘 したと

ころ、レスベラ トロール投与群で、活性化カスパーゼー3の増加を認

めた。全カスバーゼ阻害剤とカスパーゼ・3阻害剤 をそれぞれ前投与

し、レスベラ トロールを投与したと二ろ、アポ トーシスが阻害され

た。 ミトコン ドリア膜電位の解析では、レスベラ トロール投与群

で、膜電位の抵下を認めた。

　細胞周期関連彊白の解析では、ATM、 　Chk且、　Chk2の リン酸化を認

めた。さらに、CDK2の リン酸化、サイク リンAとEの 蛋白発現量の

増加を認めた。アポ トーシス関連蛋白の解析では、B砥 の蟹白発現量

の増加とMcl・1の低下を認めたが.　Bcl-7は不 変であった。

　p38　MAPキ ナーゼ経路の鰐析では、　p3a　MAPキ ナ ーゼ阻寄剤の前

投与でアポ トーシスが阻害された。また、レスベ ラ トo一 ル投与後

に、p38　MAPキ ナーゼのリン酸化を認めた。

　以上よ り、レスベ ラトロールによる多発性骨髄皿 を含む ヒトB細

胞性悪性腫瘍に対するカスバー'ピー3とp38　MAPキ ナーゼ経路の活性

化を介したアポ トーシス誘導が示 された。天然生理活性物質である

レスベラ トロールが多発性骨髄腫等に対する新規治療薬にな り得る

可能性が示唆された。

隆　之

瞼文審査の要旨

　 レスベラ トロール(RES)は 、赤 ワインに含まれるポ リフYノ ー
ル成分の一種であ り、抗酸化、抗炎症、血小板凝集抑制作用などを

示すことが知 られ ている。近年、種々の悪性腫瘍細胞に対 し、抗腫

瘍効果を示すがことが報告され、注 目されている。今回、難治性造

血器腫瘍である多発性骨髄腫細胞株lM9と バ ーキ ットリンパ腫細胞

株HS-Sultmlに 対 し、　yesを 投 与し、アポ トーシス誘導による増殖抑

制効果を認めた。アポ トーシス誘導機構の解析では、 ミトコン ドリ

ア膜霞位の低下とカスパーゼ3の 活性化、ATMチ ェ ックポイン トを

介した細胞周期のS期 停止、p38　MAPKの 活性化 を認めた。

　審査では.ま ずRESの 正 常細胞への影響についての質問がなされ

た。本実験で使用 した濃度では、文献上、正常末梢血単核球や造血

幹細胞に対す る増殖抑制効果はないと紐告 されているが、正常細胞

におけるカスバーゼ経路や細胞周期、MAPK経 路 への影響を解析 し

た報告はないと返答された。 これに対 して、増殖刺激因子を加えた

状態での正常リンパ球に対ずる影饗を検肘する必要があるとの助曾

があづた。次いで、ヒ トでも有効血中濃度への到達は可能かとの質

問がなされた。数mgを 経 口摂取すれば理鈴上可能であると返答され

たが,よ り薬理学的効果の高い誘導体の作成について検肘すべきで

あるとの助言があった。また、他の細胞株への効果についての質問

がなされたが、骨髄腫細胞株であるRPMI822fiと0266に 投 与 し、同

搬の結果が得 られていること、文献上、白血病細胞株でも抗腫us効

果 の報告があることが脱明された。アポ トーシス勝導機構に関 し、

本実験で示された経路は、骨髄asに 特 畏的なものであるかとの質問

に対 して.他 の悪性腫鋤株 では ミトコン ドリア経路の轍告はある

が.S期 停 止の報告は、他に卵巣痛細胞株のみで、　p38　MAPK経 路の

報告は.本 実験のみであると返答 されたが、JNKやexx,　 p53経 路に

ついても検atす べ きである との助曾があった。本実験におけるカス

パーゼ経路、細胞周期、p38　MAPK経 路の関連性 についての質間がな

されたが、カスパーゼ3阻 害時のp38　MAPKやp38　 MAPK阻 害 時のカ

スパーゼ3の 活性化の状態、ATM経 路の阻寄剤投与などを検肘中で

あるとの説明がな された。ROSの 関与についての質問 もな され、カ

タラーゼ投与によるアポ トーシス阻害は認めないものの、今後の検

肘課題であると返答 された。最後に、今後の醜床応用への可能性に

っいての質間がなされたが、患者検体や骨髄腫モデルマウスへの投

与爽験を検討中であるとの説明がなされた。

　以上のように本研究は、今後 さらに検肘すべき点はあるものの、

レスベラ トロールによる多発性骨髄腫に対するアポ トーシス誘導経

路を明 らかに し、新規治療薬 としての可能性を示 した点で、臨床

上、有意義な研究であると評価された。
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