
hon p.1 [100%]

153

a近畿大学医学部付属病院薬剤部，b近畿大学薬学部薬

物治療学研究室，c近畿大学医学部奈良病院薬剤部

e-mail: nishida＠phar.kindai.ac.jp

153YAKUGAKU ZASSHI 128(1) 153―158 (2008)  2008 The Pharmaceutical Society of Japan

―Notes―

フルバスタチンによるヒト舌がん細胞株 HSC-3 細胞に対するアポトーシス誘導効果
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Statins, which are inhibitors of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) reductase, suppress cell
proliferation and induce apoptosis in various cancer cell lines. However, the eŠects of statins in head and neck carcino-
ma have not been reported. In this study, we investigated the mechanism by which ‰uvastatin induces apoptosis in
HSC-3 cells. An increase in caspase-3 activity was observed. The apoptosis induced by ‰uvastatin was inhibited by the
addition of geranylgeranyl pyrophosphate (GGPP) to the cell culture. When we examined the survival signals at the
time of apoptotic induction, we also found that ‰uvastatin had caused a remarkable decrease in the phosphorylation of
extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2. Moreover, we also found that U0126, a MEK1/2 inhibitor, induces
apoptosis in HSC-3 cells. These results suggested that ‰uvastatin induces apoptosis by inhibiting GGPP biosynthesis and
consequently decreasing the level of phosphorylated ERK1/2. The results of this study also indicate that ‰uvastatin may
be used as an anticancer agent for tongue carcinoma.
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緒 言

現在，頭頸部腫瘍の治療には腫瘍の種類や進行度

によって抗がん剤などによる化学療法，放射線療

法，外科的手術などが単独，あるいは併用されてい

る．頭頸部腫瘍の中でも発生頻度が高い扁平上皮が

んは放射線に感受性を示すが，抗がん剤などによる

化学療法では著効を示さないことが多く，新規の抗

がん剤の開発が望まれる．

3-Hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-

CoA）還元酵素阻害剤であるスタチンは高脂血症

の治療薬として広範に用いられている．スタチンは

メバロン酸経路中の律速酵素である HMG-CoA 還

元酵素を阻害し，コレステロールの生成過程を抑制

する．また，メバロン酸経路では細胞膜の構成成分

であるコレステロールのほかに，tRNA の修飾に不

可欠なイソペンテニルアデニン，さらに中間生成物

であるファルネシルピロリン酸（FPP）及びゲラニ

ルゲラニルピロリン酸（GGPP）を経てミトコンド

リアの細胞呼吸鎖を構成するユビキノンや糖タンパ

ク質合成に必要なドリコールが生合成されており，

それぞれの因子が細胞機能に重要な役割を果たして

いる．1,2)さらに，FPP や GGPP は Ras などの低分

子 G タンパクのプレニル化に必要であり，細胞の

増殖・分化に係わる下流のシグナル伝達系に深く関

与している．

近年，スタチンが腫瘍細胞に対してアポトーシス

を誘導することが示されているが，3,4)その機序はい

まだ明らかにされておらず，頭頸部腫瘍について

も，報告はなされていない．そこで今回，頭頸部腫

瘍のうち，ヒト舌がん由来細胞株である HSC-3 細
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胞を用い，フルバスタチンによるアポトーシス誘導

効果及びその機序について検討を行った．

実 験 方 法

1. 試薬 フルバスタチン，ユビキノン及びイ

ソペンテニルアデニンは Sigma 社より購入した．

これらは DMSO で溶解したのち，リン酸緩衝液

（PBS, pH 7.4）で希釈し，0.45 mm のメンブレンフ

ィルターでろ過滅菌したものを使用した．メバロン

酸ラクトン（MVA），FPP 及び GGPP (Sigma）は

100％エタノールで溶解後，PBS(－）で希釈し，

0.45 mm のメンブレンフィルターでろ過滅菌したも

のを使用した．スクワレン，ドリコール（Sigma）

は 0.45 mm のメンブレンフィルターでろ過滅菌し，

PBS (－）で希釈したものを使用した．U0126

(Promega）は DMSO で溶解したのち，PBS(－）

で希釈し，0.45 mm のメンブレンフィルターでろ過

滅菌したものを使用した．

2. 細胞株 HSC-3 細胞はペニシリン・スト

レプトマイシン（Gibco），及び 10％ FBS (Gibco）

を含む pH 7.4 の MEM 培地（Sigma）にて，5％

CO2 条件下で培養した．

3. 細胞生存率の検討 1×104 cells/ml に調製

した HSC-3 細胞を 96-well プレートに播種し，24

hr 前培養後，0.25，0.5，1，2.5 mM のフルバスタチ

ンを添加し，24，48，72 hr 培養後の細胞数の変化

を Tetra Color One 試薬（生化学工業）を用いて

WST-8 法により吸光度 492 nm にて測定した．

4. Caspase-3 の測定 HSC-3 細胞に，2.5 mM

フルバスタチンを添加し，24 hr 培養後の細胞に，

cell lysis buŠer を添加し，細胞膜を破壊後，合成テ

トラペプチド（DEVD: Asp-Glu-Val-Asp）に AFC

を結合させた DEVD-AFC を 5 mL 添加し，37°C で

1 hr インキュベートした．これを蛍光分光光度計

（日立製作所）にて emission wavelength: 400 nm,

extention wavelength: 505 nm で蛍光強度を測定し

た．また，タンパク量を BCA 法（Pierce）にて定

量し，得られたタンパク含有量，及び反応時間

（minutes）でその蛍光強度を除した値を unit (OD/

minutes/mg of protein）と定め，これを caspase-3

活性の単位として評価した．

5. メバロン酸経路中の生成物質による細胞死誘

導抑制効果 HSC-3 細胞を 96-well プレートに播

種し，24 hr 前培養後，各 well に 1 mM MVA, 10

mM FPP, 10 mM GGPP, 30 mM スクワレン，100 mM

ユビキノン，300 mM イソペンテニルアデニン，及

び 300 mM ドリコールを前投与し，4 hr 後，2.5 mM

フルバスタチンを添加した．添加後，72 hr 培養

し，細胞数の変化を WST-8 法により測定した．

6. Western blotting 2.5 mM フルバスタチン

を添加し，それぞれの期間培養した HSC-3 細胞に

cell lysis buŠer [Tris-HCl (pH 7.4), 1 mM EDTA, 1

mM ペプスタチン，1 mM ロイペプチン，2 mM オル

トバナジン酸ナトリウム，1 mM カルパインインヒ

ビター，1 mM PMSF，ホスファターゼインヒビ

ターカクテルⅠ/Ⅱ及び 0.5％ノニデット P-40］を

添加し，細胞膜を破壊後，回収した細胞質分画をタ

ンパクサンプルとした．このサンプルを 10％ SDS-

PAGE に よ り 電 気 泳 動 し ， 続 い て PVDF 膜

（Amercham）にタンパクを転写した．タンパクを

転写した PVDF 膜を 5％スキムミルクにてブロッ

キングを行った．次に，目的とするタンパクに特異

的な一次抗体を反応させたのち，0.1％ Tween 20

を含む TBS で洗浄し，二次抗体で反応させたのち，

ECL plus (Amercham）により化学発光させ，Cool

saver AE-6955 (ATTO）により撮影し，解析を行っ

た．

7. データ解析 データは平均値±標準偏差で

表した．Fig. 1(A)の検定には ANOVA with Dun-

nett 検定を使用し，その他の各群間の検定には t 検

定を用いた．また，危険率が 1％未満のとき，有意

差があると認めた．

実 験 結 果

1. フルバスタチンの HSC-3 細胞増殖に対する

影響 フルバスタチンにおいて HSC-3 細胞に対

し，細胞死を誘導する濃度について検討した．フル

バスタチンを終濃度 0.25, 0.5, 1, 2.5 mM で処理し，

24, 48, 72 hr 培養後の生細胞数を測定した．この測

定値をコントロールに対する細胞生存率として表し

た．その結果，フルバスタチン存在下に培養した

HSC-3 細胞では各濃度の 72 hr 後の細胞生存率は

82.8, 41.3, 24.1, 13.8, 13.0％であった．細胞死に至

る経路を確認するため，完全に細胞死を誘導する濃

度を用いる．よって，フルバスタチン処理濃度を

2.5 mM とした（Fig. 1(A)）．次にフルバスタチンに
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Fig. 1. (A) Cell Viability was Measured by WST-8 Assay and
the Results Were Expressed as Percentage of Surviving Cells
Over Control, (B) Induction of Caspase-3-like Activity As-
sociated with Fluvastatin-induced Cell Death.
(A)Data are presented as mean±S.D. (n＝5). p＜0.01 compared with

the control. Caspase-3 activity is expressed as the picomoles (proteolytic
cleavage of the caspase-3 substrate DEVD-AFC) per hour per mg of protein.
Data are presented as mean±S.D. (n＝5). p＜0.01 compared with the con-
trol.
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より細胞死を起こした HSC-3 細胞の caspase-3 の

活性化について検討した．2.5 mM フルバスタチン

となるように HSC-3 細胞を処理し，24 hr 後の

caspase-3 活性を測定した．その結果，コントロー

ルと比較してフルバスタチン処理により caspase-3

活性の上昇が認められた（Fig. 1(B)）．

2. メバロン酸経路中の生成物質による細胞死誘

導抑制効果 スタチンは HMG-CoA 還元酵素を

阻害するため（Fig. 2(A)），メバロン酸経路中で生

合成される MVA，FPP，GGPP，スクワレン，ユ

ビキノン，イソペンテニルアデニン及びドリコール

による細胞死誘導抑制効果を確認し，メバロン酸経

路中で細胞死に関与する下流の経路について検討し

た．その結果，フルバスタチン存在下に培養した

HSC-3 細胞では細胞死の誘導が確認され，MVA 及

び GGPP 併用により細胞死が有意に抑制された

（Fig. 2(B)）．このメバロン酸経路のうち，GGPP

産生への経路は FPP→GGPP 及びイソペンテニル

ピロリン酸（IPP)→GGPP の 2 経路が存在し，メ

バロン酸経路が関与した細胞死誘導において，それ

ぞれ優位に働く経路が異なる．5,6)今回，フルバスタ

チンによる細胞死が，MVA, GGPP の添加によっ

てのみ細胞死が阻止され，FPP の添加では阻止で

きなかった結果は，この舌がん細胞株 HSC-3 細胞

において，FPP→GGPP ではなく，IPP→GGPP へ

の経路が優位に働いていること，そしてこの経路で

の GGPP 産生阻害がフルバスタチンの細胞死に影

響していることを示唆した．

3. Ras 下流シグナル伝達因子の活性動態 フ

ルバスタチンによる細胞死誘導に GGPP からの経

路が関与していることが示唆されたため（Fig. 3

(A)），GGPP から Ras 経路の関与について検討し

た．2.5 mM フルバスタチン存在下に HSC-3 細胞を

培養し，ERK1/2 及び Akt の活性動態を確認した．

HSC-3 細胞においてフルバスタチン処理によりリ

ン酸化 ERK の持続的な減少を認めた．しかし，リ

ン酸化 Akt には変化が認められなかった（Fig. 3

(B)）．このことからフルバスタチンによるアポ

トーシス誘導は Ras/ERK 経路の活性低下による可

能性が考えられた．

また，この ERK1/2 のリン酸化の低下が，MVA,

FPP, GGPP 添加により影響を受けるか否かの検討

を行った．結果として，フルバスタチン添加による

HSC-3 細胞でのリン酸化 ERK1 / 2 の低下は，

MVA, GGPP の添加により阻止されたが，FPP の

添加は影響を示さなかった（Fig. 3(C)）．以上の結

果から，HSC-3 細胞におけるフルバスタチンによ

るアポトーシス誘導は，メバロン酸経路の GGPP

産生低下による Ras/ERK 活性の低下が重要である

ことが示唆された．

4. MEK1/2 阻害剤による細胞死誘導効果 フ

ルバスタチンによる細胞死誘導が ERK1/2 の活性

低下によることが考えられたため，MEK1/2 阻害

剤である U0126 により細胞死を誘導できるか検討

した．その結果，25, 50 mM U0126 処理により細胞

死誘導を確認した（Fig. 3(D)）．
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Fig. 2. (A) Schematic Representation of the Mevalonate Pathway and the EŠects of Statins, (B) Inhibition of Fluvastatin-induced
Apoptosis in HSC-3 Cells by Intermediates of the Mevalonate Pathway: Mevalonic Acid Lactone (MVA, 1 mM), Farnesyl
Pyrophosphate (FPP, 10 mM), Geranylgeranyl Pyrophosphate (GGPP, 10 mM), Squalene (30 mM), Ubiquinone (100 mM), Isopen-
tenyladenine (300 mM), and Dolichol (300 mM).
(A) The dynamics of each reaction depend on cell species. (b) Data are presented as mean±S.D. (n＝5). p＜0.01 compared with the group treated with

‰uvastatin.

156 Vol. 128 (2008)

考 察

フルバスタチンは HSC-3 細胞に対してアポトー

シスを誘導し，その誘導は GGPP の添加により阻

害された．これらの結果から，フルバスタチンによ

るアポトーシス誘導機序はメバロン酸経路中の

GGPP 産生阻害によるものと示唆された．GGPP

は低分子 G タンパクのプレニル化に関与してお

り，細胞の生存，増殖において重要な役割を担って

いることから，7)フルバスタチンは GGPP 産生阻害

により低分子 G タンパクのプレニル化を抑制する

ことでアポトーシスを誘導したことが考えられる．

代表的な低分子 G タンパクである Ras は MAPK

経路を活性化し，最終的に Elk-1 や c-Myc のよう

な様々な転写因子を活性化することで細胞の生存に

深く係わっている．Ras からのシグナル伝達には

MAPK ファミリーに属する ERK1/2 及び MAPK

経路とのクロストークが知られている PI3K/Akt 経

路が関与している（Fig. 3(A)）．今回，Ras の下流

の主要な生存シグナル因子である ERK1/2 及び
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Fig. 3. (A) Ras Signaling Pathway through Geranylgeranyl Pyrophosphate (GGPP), (B) Fluvastatin Speciˆcally Suppresses the Ac-
tivation of ERK1/2 in HSC-3 Cells. (C) Inhibition of Fluvastatin-induced the Decrease Phosphorylated ERK1/2 in HSC-3 Cells by
MVA and GGPP Administration, (D) EŠect of MEK1/2 Inhibitor, U0126, on HSC-3 Cells.
(B) HSC-3 cells were treated with 2.5 mM ‰uvastatin for 24, 48, and 72 hr. Whole-cell lysates were generated and immunoblotted with antibodies against phos-

phorylated ERK1/2 (phospho-ERK1/2), phosphorylated Akt (phospho-Akt), ERK1/2, and Akt. After administration of 2.5 mM ‰uvastatin, the levels of phos-
phorylated ERK1/2 were lower than those in control cells. (C) HSC-3 cells were pretreated with 1 mM MVA, 10 mM FPP, or 10 mM GGPP for 4 hr and then treated
with 2.5 mM ‰uvastatin for 72 hr. Whole-cell lysates were generated and immunoblotted with antibodies against phosphorylated ERK1/2 (phospho-ERK1/2), and
ERK1/2. (D) Cell viability of HSC-3 cells treated with 5, 10, 25, and 50 mM U0126 for 72 hr was measured by WST-8 assay. 25 and 50 mM U0126 induced inhibition
of cell viability. Data are presented as mean±S.D. (n＝5). p＜0.01 compared with the control.
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Akt の発現を検討したところ，リン酸化 ERK の低

下を確認したが，リン酸化 Akt には変化が認めら

れなかった．また，MEK1/2 阻害剤である U0126

により同様に細胞死誘導を確認した．このことから

Ras/ERK 経路の活性低下により，フルバスタチン

はアポトーシスを誘導していることが考えられる．

近年，スタチンによる細胞死誘導はコレステロール

の生合成阻害，8)または細胞周期の阻害9)であるこ

とが示されているが，今回の結果はスタチンがシグ

ナル伝達を阻害することを示し，スタチンによる細

胞死誘導は ERK1/2 の活性低下が重要であると考

えられる．

今回の検討で用いた 2.5 mM フルバスタチンは臨

床における内服後（1 回 2040 mg）の血清中濃度

（0.31.0 mM）よりも高い．10)しかし，Fig. 1(A)で

示したように血清中濃度と同等の濃度でも，2.5 mM

より程度は低いが，細胞増殖抑制及びアポトーシス

誘導効果が認められていることから，投与方法の工

夫によりフルバスタチンは舌がんなどの頭頸部腫瘍

に対して効果が期待できる可能性が考えられる．ま

た，ヒト血管内皮細胞では 5 mM 以上の濃度のフル

バスタチンで細胞死が誘導されること，11)さらに肝

細胞では 10 mM，筋細胞では 100 mM という高濃度

でのみ細胞死が誘導されることも示されてい
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る．12,13)これらのことから，フルバスタチンは正常

細胞に比べ，増殖率の高いがん細胞に対して有効に

作用すると考えられる．

以上の結果からフルバスタチンは HSC-3 細胞に

対して GGPP 産生抑制に基づく Ras/ERK 経路の

阻害によりアポトーシスを誘導することが示唆され

た．このことはスタチンが舌がんなどの頭頸部腫瘍

の分子標的治療薬として利用可能であることを示し

ている．今回は舌がん由来の細胞についてスタチン

の影響を検討したが，今後は他の細胞についても同

様にスタチンのスクリーニングを行っていくことが

必要であり，また，頭頸部腫瘍の中でも特に扁平上

皮がんは放射線の感受性が高いことから，スタチン

との併用療法についても検討を行う予定である．
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ク・リサーチ・センター整備事業（平成 1923 年
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