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Cell Growth Inhibition and Apoptosis in Cancer Cells 

 

Kazuki Omoteyama, Shoichi Inoue 

 and Alaa-eldin Salah-eldin 

Department of Environmental Medicine and Informatics, Graduate School of 

Environmental Earth science, Hokkaido University, Sapporo, Japan 

 

Although the pathways of cell growth and apoptosis have been extremely 

investigated, it seems still unclear how cell growth inhibition and 

apoptosis are controlled or switched over. Cancer cells enter the cell 

cycle by being stimulated by a growth factor, such as epidermal growth 

factor (EGF) and insulin-like growth factor (IGF). Recently, vascular 

endothelial growth factor (VEGF) known as an inducer of angiogenesis is 

focused on, because of its function of growth factor. In fact, all human 

lung cancer cell lines we maintain secrete VEGF, and VEGF is similary 

suspected to function as a growth factor.  

On the other hand, anticancer chemotherapeutic agents induce cell growth 

inhibition or apoptosis. DNA-damaging anticancer agents stimulate wild 

type p53 production, and p53 has a key role in the control of G1/S check 

point and then decides the outcome of cells to apotosis or cell growth 

inhibition. Thus, p53 is very important to assess the efficiency of 

chemotherapeutic agents. DNA damage reaches apoptosis through two pathways, 

mitochondrial pathway initiated by Bcl-2 family and death receptor pathway 

stimulated by TNF-receptor superfamily activation. However, we found that 

all human lung cancer cell lines we maintained expressed Fas, a member of 

TNF-receptor superfamily. Fas was localized in the cytoplasm in 

exponentially growing cells and in the membrane in confluent cells. 

Interestingly, Fas levels in confluent cells were significantly correlated 

with their doubling times (r = 0.757, p = 0.0088). Moreover, growth factor 

stimulation such as EGF, IGF, and VEGF induced Fas internalization. From 

these results we suppose that Fas may function as a cell growth inhibitor 

as well as a death receptor just like p53. 
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1. はじめに 

 

細胞増殖と細胞死のメカニズムを知ることは、がん化学療法を行う上に必須

である。細胞増殖は成長因子の刺激を受けた細胞がG1期からS期やG2期を経てM

期 の 細 胞 分 裂 迄 を 含 む が 、 こ の 主 体 を 担 っ て い る の は cyclin と

cyclin-dependent kinase (cdk)である。細胞周期には各期特有のcyclinが存在

し、D1、E、A、Bなどが知られているが、これがCdkと結合し、Cdkがリン酸化さ

れ細胞周期が進行する。一方、cyclinやCdkの複合体の働きをp21、p17、p16 や

さらに上流のp53 などが抑制する。これらのがん抑制遺伝子産物とは逆にがん

遺伝子（myc、ras、fos、junなど）産物は細胞増殖を促進する。このように、

細胞周期の進行は一見単純なようだが、実は複雑な機構によって調節されてい

る20）（Fig 1）。このため、細胞周期の進行に対するチェック機構が存在し、正

しく進行しない場合は、細胞周期の停止、あるいは、細胞死へと進む。本稿で

は、このうち特に成長因子、細胞増殖抑制機構やアポトーシス機構に焦点を絞

って、われわれの成績を中心に概説する。 

 

2. 成長因子 

 

成長因子としては、epidermal growth factor (EGF)、insulin-like growth 

factor (IGF)、transforming growth factor-β (TGF-β)が良く知られている

が、最近、非小肺癌細胞23, 32, 41)、頭頸部扁平上皮癌39)、肝細胞癌40)、結腸直腸

癌15)、卵巣癌6)、子宮内膜癌16)、前立腺癌細胞22)、神経芽細胞腫13)や多発性骨髄

腫をはじめ他の血液系悪性腫瘍 3) が血管内皮細胞増殖因子vascular 

endothelial growth factor (VEGF)やその受容体を発現していることが報告さ

れた。VEGFそのものは腫瘍血管の増生に役立つと考えられるが、それではこれ

に対する受容体の発現を説明することはできない。Masoodら35)はVEGF受容体を

発現している腫瘍ではVEGFがautocrineにより増殖因子として働いていること

を示した。このことは胃癌培養細胞株50)でも同様であった。興味深いことに、

正常前立腺、高度前立腺上皮内腫瘍 (PIN)、前立腺癌を比較すると、正常前立

腺ではVEGFもVEGF受容体も増殖性の基底細胞層に限局してみられるが、高度前

立腺上皮内腫瘍ではこの局在性は失われ広く腫瘍性分泌細胞にみられるように

なり、癌になると全ての細胞にVEGFもVEGF受容体もみられる27)。このように、

細胞の脱分化と共に両者がみられることからもVEGFが癌細胞にあっては血管誘

導因子として働くと共にautocrineにより癌細胞の増殖因子として働いている

ことは間違いないようである。われわれが維持している 10 種類のヒト肺癌細胞

で検討した結果、全ての細胞がVEGFを分泌していた。一方、後述するFasは対数

増殖期の細胞では細胞質内に、同一細胞でもconfluentになった状態では細胞膜

にみられる。このことから、成長因子で刺激すれば細胞膜上に発現しているFas

も細胞質内に移動する可能性が推定されたので、EGFやIGFで刺激したところFas

は細胞質内に取込まれた。VEGF刺激でも同様な現象がみられ、どの成長因子で
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Fasの細胞内取込みが誘導されるかは細胞型により異なっていた（Fig 2）。この

ことは各細胞株によって反応する成長因子が異なっていることを示し、Fasの細

胞内取込みをみることは各細胞株にとって有効な成長因子を推定するのに役立

つと思われる。事実、各細胞株の培養液中VEGF濃度とVEGF刺激後のFasの発現量

との相関性をみると、培養液へ多量にVEGFを分泌する細胞はVEGF刺激によるFas

の細胞内取込みが起きにくく、逆にVEGF分泌量の少ない細胞はVEGF刺激により

Fasの細胞内取込みが顕著で、細胞内でのFasの分解量も多かった(r=0.956, 

p=0.002)（Fig 3）。このように培養液中へのVEGF分泌量が少ないのはその細胞

がautocrineやparacrineで消費したためであると考えられる。今後、VEGFを含

めた成長因子の研究は癌細胞の増殖の面からの新しい展開が得られるものと推

定される。     

 

3. アポトーシス 

 

細胞増殖とは逆にアポトーシスはがん化学療法に有利に働くと考えがちである。

しかし、Bcl-2 familyにみられるように、このfamilyにはアポトーシスを誘導

するタンパク（Bax、Bcl-XS、Bad、Bakなど）とアポトーシスを抑制するタンパ

ク（Bcl-2、Bcl-XL、A1、Mcl-1、BAG-1 など）があり21)、さらに、作用が相反

するタンパクがお互いにheterodimerを形成しお互いの作用を干渉するため、ア

ポトーシスの過程は非常に複雑な様相を呈している。アポトーシスの過程によ

り、①ミトコンドリアが主要な役割を果たす場合と、②ミトコンドリアが余り

関係しない場合に大別されるが、前者の過程ではBcl-2 familyによって、後者

の過程ではTNF-receptor superfamilyによってアポトーシスが進行する21)。ミ

トコンドリアを介する系を、Kroemerらは導入期、作動因子期、分解期に分けた
30)。この分類はアポトーシスの分子生物学的な一連の変化を理解する上に必須

であるが、ここでは実用的なHannunの分類について述べたい18)。彼は化学療法

によって誘導されるアポトーシスの過程を、I期（障害発生）、II期（刺激伝導）、

III期（方向決定と細胞死の完結）に分け（Fig 4）、各種抗がん剤との関係につ

いて述べている。Doxorubicin、bleomycine、mitomycin Cなどの抗生物質や

5-fluorouracil、methotrexate、ara-Cなどの代謝拮抗剤、およびCPT-11 や

etoposideなどのtopoisomerase I & II阻害剤はDNAを損傷し、p53 の産生を刺

激し、結果として野生型のp53 量が増加する。核タンパクであるp53 はDNAの一

定の配列に特異的に結合し、転写調節因子として作用する。特に、mdm2 やp21WAF1

はp53 が直接標的とする遺伝子であり、p21 はp53 の刺激を仲介して細胞周期の

運行を抑制する18)。また、p53 はアポトーシス誘導因子であるbaxをupregulate

し、アポトーシス抑制因子であるbcl-2 をdownregulateしている47)。さらに、

がん原遺伝子c-mycの発現を抑制する37)。このようにp53の役割は複雑であるが、

野生型p53 は放射線照射後などではG1/S check pointを制御し、G1期での細胞増

殖の停止とアポトーシスを誘導する31)。G2M check pointの制御はcdc2 やcyclin 

B1 に関係し、G2M期での細胞増殖の停止とアポトーシスを誘導する48)。この刺激
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伝導期にはdecision pointは存在しないので、アポトーシスの回避はこの時点

で起きやすいと考えられる。decision pointを経過すると、Bcl-2 familyが活

動を開始し、アポトーシスも不可逆的方向へと向かう。Bcl-2 familyの作用の

主座はミトコンドリア膜上である10, 46)。ミトコンドリアの内膜と外膜が接触す

る部位にはポリタンパクがあって、透過性変換孔複合体permeability 

transition pore complex (PTPC)を形成している34)。PTPCの中心となっている

タンパク質の１つがadenine nucleotide translocator (ANT)で、ミトコンドリ

アの内膜に豊富に存在する。ANTの本来の役割はATPとADPの特異的なcarrierで

あるが、時に非特異的poreを形成し、この時は致死的な役割を果たす33)。外膜

には電位依存性陰イオンチャンネルvoltage-dependent anion channel (VDAC)

があり、チトクロームCはここから放出される。アポトーシスに向かう場合は、

ミトコンドリアの膜電位が低下し、チトクロームCの放出、細胞内活性酸素の上

昇と細胞膜リン脂質の酸化が引き続き惹起される19, 29)。細胞膜リン脂質が酸化

された細胞は食細胞に貪食され、in vivoではin vitroでみられるようなクロマ

チンの核縁ヘの編在性やDNAラダーなどの所見は認め難い。 

① Bcl-2 family 

 Bcl-2 やBaxがそれぞれの作用を発揮するためには、Bcl-2 とBaxの相対量が重

要で、Bcl-2 とBaxがheterodimerを形成している状態から、Bcl-2 が過剰になり

Bcl-2 homodimerが形成されれば細胞は生き延び、Baxが過剰になりBax 

homodimerが形成されればアポトーシスに向かうといわれる43)。従って、遺伝子

導入によりBaxを抗がん剤耐性細胞に過剰発現させると耐性が克服される49)。し

かし、西田ら42)は、Baxを過剰に核に発現しているヒト肺がん細胞はアポトーシ

ス誘導刺激をしてもアポトーシスを回避することを見出している。このように

本来アポトーシス誘導タンパクであっても、その局在が変化することによりア

ポトーシスが回避されることは興味深い現象でる。また、Bcl-2 の過剰発現は

抗がん剤により誘導されるアポトーシスから細胞を回避させ、抗がん剤に耐性

にさせる8, 36)。 

 一方、Bcl-2 と同様な働きをもつタンパクにBcl-XLがある。Bcl-2 の過剰発現

もBcl-XLの過剰発現も共にチトクロームCの放出やcaspase-3活性化を阻止する

が25)、どちらが過剰発現するかは耐性株の種類によって異なっているようであ

る11)。 

②FasL、Fas 受容体系 

 TNF-receptor superfamilyに属するTNF受容体やFas (APO-1、CD95) 受容体あ

るいはステロイド受容体をTNFやFas ligand (FasL; CD95L)やdexamethasoneで

刺激した時にもアポトーシスが誘導される38, 40)が、この場合チトクロームCの

放出はみられず9)、caspase-8 を介してICE proteaseのカスケードを誘導するこ

とが共通してみられる。従って、前述の系とは別に考えなければならない。 

 FasLないしは抗Fas抗体がFas受容体に結合すると、Fas受容体はoligomerを形

成し、アポトーシス刺激が伝導される26)。一方、種々のがん細胞も細胞表面に

Fas受容体を発現し、自己抗体の産生を誘導し、また、殺細胞性T細胞やNK細胞
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の標的となり、細胞死へと向かう17, 20)。このことは細胞表面のFas受容体の発

現の有無がアポトーシスを介した耐性に関係することを示唆する。事実、細胞

表面にFas受容体を発現している親株やTNF耐性株はDXR感受性であるが、DXR耐

性MCF7 乳がん細胞では細胞表面のFas受容体の発現がみられず、Fas遺伝子を移

入し、Fas受容体を過剰発現させることにより耐性が克服される7)ことによって

も裏付けられる。しかし、このFas受容体の発現はGADD45、p21WAF1、Bax、cyclin 

G、MDM2、TGF-α、IGF-binding proteinなどと同様p53 により調節されている44)

ので、p53 との関連が重要であり、場合によってはp53 の変化をみている可能性

もある。 

 しかし、一方で、正常細胞はともかく、なぜがん細胞にFas受容体が発現する

かについては疑問が残る。Fas系はもともとリンパ球の恒常性の維持に必要であ

るので、pre-B ALLのアポトーシスがFasLや細胞障害性Tリンパ球により誘導さ

れるとすれば理解しやすい。しかし、実際には、小児のB細胞系ALL細胞はほと

んどFasLが誘導するアポトーシスに耐性であるといわれる45)。しかも、この耐

性はDXR、Ara-C、MTX、6-MPなどの抗がん剤により軽減されるが、それは、Fas

受容体の発現を増加し、アポトーシスのシグナルの閾値を下げるためと考えら

れる。従って、正常細胞と悪性細胞におけるFas系の働きには違いがある可能性

がある。Fas受容体の発現は、乳癌、腎癌、胃癌、結腸癌、子宮内膜癌、前立腺

癌、膵癌、肝細胞癌、肺大細胞癌や扁平上皮癌などの上皮性癌にもみられる5)。

しかも、Fas受容体とFasLを同時に発現している培養癌細胞も多い14, 28)。しか

もこれらは予想に反してアポトーシスにはむしろ耐性である。このように、が

ん細胞におけるFasの役割はまだ不明な点が多い。 

 

4. 細胞増殖抑制 

 

p53 がアポトーシスや細胞増殖抑制ヘの方向を決定するのに重要な役割を果

たしていることは前述の通りであるが、細胞増殖抑制の方向に向かった細胞は

やがてDNA修復が行われ、薬剤耐性を示す18)（Fig 4）。このdecision pointの詳

細を理解することは、化学療法を行う上に必須と考えられるが、まだ十分明ら

かになっていない。最近、Yamaguchiら51)はDNA傷害の程度の強さによりp53 が

アポトーシスや細胞増殖抑制ヘの方向を決定する道筋を示したが、さらに詳細

な検討が必要に思われる。一方、進行がんの細胞では、Fasはdown-regulateさ

れていたり24)、あるいはnon-functionである4)といわれる。 

成長因子刺激がFasをdown-regulateするが、静止期細胞の細胞膜に局在した

Fasが対数増殖期細胞では細胞質に局在する（Fig 5）、即ち、細胞膜上にあった

Fasが細胞質に移動する形で行われており、二重の意味で、進行がんが免疫回避

する理由の一つと考えられる。われわれはEGF、IGFおよび血管造成因子である

VEGFを用い、ヒト肺癌培養細胞株のFasに与える影響をフローサイトメーターを

用いて検討したが、いずれの細胞も成長因子刺激直後ではFasの発現量は減少し、

この低下は時間の経過とともに回復した。このFasの発現量と各細胞株の倍加時
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間との相関をみたところFasの発現量が多い細胞株ほど倍加時間が長くなる傾

向が認められた (r = 0.757, p = 0.0088)。即ち、Fasが細胞増殖の抑制と密接

な関係があることが推定された。そこで、細胞障害活性がある抗Fas IgM（clone: 

CH-11）と細胞障害活性が極めて低い抗Fas IgG１（clone: APO-1）を用い、Fas

と細胞増殖抑制効果を検討したところ、確かに抗Fas IgG1よりも抗Fas IgMの方

がより細胞増殖抑制効果は高かった。この細胞増殖抑制効果がapoptosisによる

ものなのかを検討するため細胞周期とcaspaseの活性を検討した。さらに抗Fas 

IgMおよび抗Fas IgG１で処理をした細胞を成長因子で刺激し、Fasの局在を共焦

点レーザー顕微鏡で観察したところ抗Fas IgG１で処理をした細胞のFasは成長

因子刺激により細胞質に移動したが、抗Fas IgMで処理をした細胞のFasは成長

因子で刺激しても細胞膜にとどまったままであった。このとき、細胞周期制御

因子であるp16 の局在を共焦点レーザー顕微鏡で観察したところ、抗Fas IgM抗

体処理後約一時間でp16 が誘導され 1 時間半後には核へ移行した。われわれの

結果は、がん細胞ではFasはdeath receptorとして働いているというよりは、む

しろ細胞増殖抑制性に働いていることを示し、アポトーシスの誘導のためには、

作用部位である細胞膜上に留まる必要があるものと考えられた。 

 

5. まとめ 

 

がん細胞の細胞増殖抑制とアポトーシスについて概説した。細胞増殖抑制は、

がん細胞の化学療法耐性に関係するため特に重要と考えられる。本稿では、特

に、がん細胞が分泌する成長因子自体が直接がん細胞の増殖を促進するととも

に、Fas を分解して Fas による増殖抑制を回避し、さらに免疫からの攻撃をも

回避していることを示した。がん細胞の Fas の局在は増殖抑制、ひいてはアポ

トーシスを決定する重要な因子であり、Fas の細胞内取込みを阻止することは

新たながん治療法を開発する糸口となることが期待される。 
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Figure Legend 

 

Figure 1. Cell cycle regulators implicated in cancer. Shown here is highly 

schematic view of action of mammalian cyclin-CDK complexes in the cell cycle. 

Stippled are those components implicated in cancer through mutation or 

overexpression (e.g., p53 and cyclin D) or through their absebce in tumers or 

transformed cells (e. g., p16 and p21). (Hunter T, Cell, 79, 1995) 

 

Figure 2. Fas expression levels after 1 h growth factor stimulation. Cells 

stimulated by 10 ng/ml EGF, 10 ng/ml IGF or 5 ng/ml VEGF were stained with 

anti-human Fas mouse Ab and measured by flow cytometry. Vertical axis 

indicates %control of Fas expression level. 

 

Figure 3. The correlation of Fas expression Levels after VEGF stimulation with 

VEGF levels in cultured medium. VEGF levels secreted into cultured medium for 

48 h by human lung cancer cells were measured by ELISA. As Fas levels after VEGF 

stimulation decreased as compared with those before VEGF stimulation, the 

difference was calculated from the histograms by flow cytometry. 

 

Figure 4. 

Hypothesized phases in the induction of apoptosis in response to chemotherapeutic 

agents. In phase I, cytotoxic agents impart damage to a critical component of 

the cell such as DNA or microtubules. In phase II, the cell recognizes the damage 

and its degree of severity through poorly characterized signaling mechanisms. 

In phase III, the cell assesses the extent of damage and decides on the appropriate 

response. In many cancer cells, the preferred response is the induction of 

apoptosis, whereas in most normal cells and in many cancer cells, the response 

may involve growth arrest to allow for repair. It is also possible that certain 

cells may react to damage by undergoing senescence or terminal cell 

differentiation. Cancer cells may acquire resistance to apoptosis at several 

points in this pathway. For example, mutant p53 may impart resistance to 

DNA-damaging agents; mutations may exist in the signaling phase (phase II) or 

in the apoptotic phase III such as with mutant Bcl-2, mutant ras, or hyperactive 

protein kinase C (PKC). (Hannun YA, Blood 89, 1997) 

 

 

 

 

Figure 5. Localization of Fas in NPC-2 squamous cell carcinoma cells. Cells in 
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early (a) and late (b) stages of logarithmic growth, confluent cells (c) and 

unstained cells (d) were stained with anti-human Fas mouse Ab and FITC-conjugated 

anti-mouse Ig. The Fas was localized in the cytoplasm (a and b) and on cell 

membrane (c). 
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