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マ ク ロ ライ ド系抗生物質であ る パ フ イ ロ マ イ シ ン A l は液胞型 プ ロ ト ン ポ ン プ の 特異的阻害剤で , 種 々 の 培養細胞の 増

殖をナ ノ モ ル レ ベ ル で濃度依存性 に抑制す る . 本研究で は, パ フ イ ロ マ イ シ ン A l の 大腸噛培養細胞 に対す る増殖抑制効果と

そ の 機序に つ い て , p 5 3 変異株で ある 6 種類の 大腸将培養細胞株を用い て検討 し た. M T T ア ッ セ イ法 によ る 増殖抑制 の 検討で

は
,
7 2 時間培養で のIC s(, 値 は い づ れ も5 n M か ら2 5 n M と極 め て感受性が高か っ た . 次に6 種類の 大腸癌培養細胞件の 中 でも

パ フ イ ロ マ イ シ ン A . に対す る感受性 の 高か っ た B T ･2 9 を用 い て
,
ア ポ ト

ー シ ス の 関与お よ び そ の 経時的推移 に つ い て検討 し

た . 細胞膜表面の 微絨毛の減少お よ び プ レブ 形成, 細胞 膜表面 へ の ホ ス フ 7 チ ジ ル セ リ ン 基の 表出は パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 処

理 後24 時 間目 か ら ,
細胞 の 縮小 お よ び 核ク ロ マ チ ン の 凝集 や分断化は処理後48 時 間目か ら 観察さ れ た , アポ ト

ー シス 関連蛋

白 の 程時的推移 で は, パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 処理 で p5 3 蛋白の 発現は増強せず, ま た, p 2 1
W

蛋白の 発現も終始誘導 され なか っ

た . ア ポ ト
ー

シス 抑制因子である B cl .2 , B cl⊥XL 蛋白の 発現程度に は変化が み ら れ ず, アポ ト
ー

シス 促進因子である B a x 蛋白は

発現 しな か っ た . カ ス バ
ー ゼ 蛋白分解酵素で は カ ス バ

ー

ゼ3
,
カス バ

ー

ゼ9 は処理後48 時間目か ら
■
活性体が観察 され た が ,

カ

ス バ
ー

ゼ6
,
カ ス バ ー ゼ7 の 活性 体は認め ら れ な か っ た . カ ス バ

ー

ゼ 10 蛋白 の 発現もみ ら れ なか っ た ･ 加えて , こ の
一

連の ア

ポ ト
ー シス の 誘導 は イ ミ ダゾ

ー

ル 投 与 に よ っ て抑 制さ れな か っ た .
こ れ らの 成績は

,

バ ブ イ ロ マ イ シ ン A l 処理 に よ る ヒ ト大

腸癌培養細胞株 H T 2 9 で の アポ ト
ー

シス は
, p 5 3 蛋白や 細胞周期 と は無関係で , カ ス バ

ー

ゼ9 お よ び カス バ
ー

ゼ 3 を介 し た ミ

ト コ ン ドリ ア 依 存性経路 であ る こ と を示唆 し た.

E e y w o rd s v a c u ola r ty p e H
十

｢ 〟Ⅰ
､

P a s e
,
b a 丘lo m y cin A l , C Ol o r e ct al c a n c e r c ell , aP O p t O Sis , C a S P a S e

液胞型 プ ロ ト ン ポ ン プ 付a c u ol a r ty p e H
+

r A T P a s e
,
Ⅴ宜Ⅰ

､

P a s e)

は
,
ミ ト コ ン ドリ ア に存在す る F 吋p e の プ ロ ト ン ポ ン プや 胃の

壁細胞 に存在す るP ヤ p e の プ ロ ト ン ポ ン プに次ぐ第三 の プ ロ ト

ンポ ン プ (Ⅴ 切) e) と して 最近発見さ れ た もの で ある. iE 骨相胞

で は ライ ソ ゾ
ー ム や エ ン ド ゾ

ー ム な ど の 細胞内膜系 に存在する

こ と が 知 ら れ て お り
1ト=-)

,
ま た , こ の プ ロ ト ン ポ ン プ が 膵癌を

含むい く つ か の 癌細胞 に過剰党規 し て い る こ と が報告 され てい

る
4) 5】

.

5 わ匂 わ 叩 C e 5 g γfぶβ〝5 か ら分維さ れ た マ ク ロ ラ イ ド系抗生物質

である パ フ イ ロ マ イ シ ン A l (b a m o m y ci n A .) は , 液胞 型プ ロ ト

ン ポ ン プ の 特 異的阻害剤で種 々 の 培 養細胞の 増殖をナ ノ モ ル レ

ベ ル で 濃度依存性 に抑制す る
- い 9)

. し か も
,
正 常細胞 と癌細胞

と で は パ フ イ ロ マ イ シ ン A l に対す る感受性 に差があ る こ と が報

告
9】
さ れ

,
こ の 感受性 の 差は 癌治療 の 標的 になりう る と考えら

れ る .
パ フ イ ロ マ イ シ ン A l の 固形癌 に対する抗脛瘍効果 に つ い

ての 検討 は
,
膵癌 で の 報告 が み られ る にすぎず

川

,
また , パ フ

イ ロ マ イ シ ン A l の 抗腫瘍効果は ア ポ ト
ー

シス の 関連 が示唆さ れ

て い るも の の
Il 卜 13 )

, その 詳細 な磯序 に つ い て は解明さ れ てい な

い
. そ こ で本研究 で は, 固形癌 の 中で も膵癌 と同様 にp 53 遺伝

子異
′

凱 抗癌剤 へ の 抵抗性 を有 し, ア ポ ト
ー シ ス に陥りにく い

と さ れ て い る6 種類 の 大腸癌培養細胞株 を川い て , パ フ イ ロ マ

イ シ ン A l の ア ポ ト
ー

シ ス を介 した増殖抑制効果お よ び ア ポ ト
ー

シ ス 実行過程 で の 形態学的変化ヤ ア ポ ト
ー

シ ス 関連分子 の 関与

に つ い て検討 し た .

対象お よ び方法

JI . ヒ ト大腸癌培養細胞株

分化度の 異な る6 種類の ヒ ト大腸癌培養細胞株 ( H T 2 9 , 高分

化型腺病 ; D L D -1
,
申分 化型腺痛 ; S W - 4 8 0

, 申分化型腺病 ;

S W - 6 2 0
,
申分 化型腺癌 ; C a R - 1

, 低 分 化型腺癌 ; C O L O -

3 2 0 D M
,
未分 化痛) を A m e ri c a n T y p e C ul t u r e C o ll e c ti o n

( R o c k vill e , U S A) より購 入 し て佗用 した . 細胞 は10 % 非働化

牛胎児血清 (f e t al b o vi n e s e r u m , C e ll C u lt u r e L a b o r a t o ri e s ,

Cl e a v el a n d , U S A) と0 .3 g/1 グ ル タ ミ ン ( 日水製薬, 東京) , 1 0

万 単位/l ペ ニ シ リ ン ･ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 混 合液 ( Gi b c o ,

G r a n d I sl a n d
,
U S A ) を含 むR P M I 培 地 ( 日 水製薬) を用 い ,

平成 12 年1 月 1 9 日受付, 平成1 2 年 3 月 8 日受理

A b b r e v i ati o n s : D M S O , di m et h y l s u lf o xi d e ; F IT C , fl u o r e s c ei n i s o th i o c y a n at e ;
I C 50, th e c o n c e n t r ati o n of

b aAl o m y cin A l r e q uir e d fo r 5 0 % i n h ibitio n of c ell via bilit y ; M
T r

,
3 -(4 ,5 -di m et Ylthi a z oI p2 yl) - 2 ,5 - dip h e n ylt et r a z oliu m

b r o m id e ; PI
, p r O P idiu m io did e; P S , p h o s p h atid yls e ri n e



1 3 4

3 7 ℃ , 5 % C O 2 の 条件下 で維持 した . な お ,
こ れ ら6 種 類の 細

胞株 は全 て p53 変異株で ,
な か で も廿T 29 は 抗癌剤 に対す る感

受性が低く ,
ア ポ ト

ー シ ス 耐性株 と して 知 られ て い る
14)

.

Ⅰ . 使用薬剤

パ フ イ ロ マ イ シ ン A l は和光純薬 工業株式会社 (大 阪) より 購

入 した .
パ フ イ ロ マ イ シ ン A l は , まずジ メ チ ル サ ル フ ォ キ シ ド

(di m e th yl s u lf o xi d e , D M S O ) (和光純薬工業株式会社) で 溶解 し,

そ の 後 , 滅菌蒸留水を用い て 10 0 〃M に調整 し冷凍保存 した ･

使用時 に は D M S O の 最 終濃度が1 % 以 下 と なる よ うに 細胞培養

液で希釈 した .

Ⅱ . 大腸 癌培養細胞様 に お け る液胞型プロ ト ン ポ ン プ蛋白

の発現

ヒ ト大腸癌培養細胞 にお け る液胞塑プ ロ ト ン ポ ン プ 蛋白の 細

胞内局在 を見 る た め に, 免疫細胞化学的染色をお こ な っ た . 実

際 に は ,
各細胞株 の 細胞を1 × 10

t;

個/ m l に調整 し, サ イ トス ピ

ン Ⅱ (Sh a n d o n S o u th e rn P r o d u c ts L td .
,
C h e sh i r e

,
U K) を用い

て ス ラ イ ドガ ラ ス 上 に細胞 を散布し, 9 5 % エ タ ノ
ー ル で 固定 し

た . P B S に て 洗浄後 , 内因性 ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ を阻害す るた め

に 0 .3 % 過酸化水素水 (和 光純薬工業株式会社) 加 メ タ ノ
ー ル に

浸 し , 非 特異的結合を抑制す る た め に ,
室 温で 30 分 間正 常 ヒ

ツ ジ血 清 ( D a k o p a tt s , C o p e n h a g e n , D e n m a r k) と 反応 させ た ･

そ し て ,
ヒ ト液胞塑プロ ト ン ポ ン プ の 11 6 k D a s u b u n it に対す

る モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗体 (O S W 2)

1 5)

を0 .3 % ウ シ血清 ア ル ブ ミ ン

添加P B S に て10 0 0 倍希釈 し, 4 ℃ に て
一

晩反応 させ た . P B S に

て洗 浄後 ,
ビオ テ ン 標識抗 ウサ ギ イ ム ノ ダ ロ ブリ ン ･ ヤ ギ抗 体

( D a k o p a tt s) と室 温で 2 時間反応 さ せ ,
さ ら に べ ル オ キ シ ダ

ー

ゼ標 識ス ト レ プ トア ピ ジ ン (s tr e pt a v idi n) のa k o p a tt s) を加え室

温下 に30 分 反応 させ た . 最後 に ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ン ー 4 塩酸 (3 .3
'
-

di a m i n o b e n zidi n e t e tr ah yd r o c hl o ri d e) ( D a k o p a tts) と 反応 させ ,

茶色 に可 染する免疫反応物質の 有無で評価 した .

Ⅳ . 大腸癌培養細胞株 の増殖能 に及ぼすパ フ イ ロ マ イ シ ン

A l の 影響

3 - (4 ,5 - ジ メ チ ル チ ア ゾ
ー ル ー 2 イ ル) -2

,
5 ジ フ ェ ニ ル テ トラ ゾ リ

ウ ム ブ ロ マ イ ド [ 3 . (4 , 5 - d ir n e t ylth i a z o l
- 2 yl) - 2

,
5 -

d i p h e n ylt e tr a z oli u m b r o m i d e ,
M T T] ア ツ セ イ法

1 6)1 7)
に よ り評

価 した . すなわ ち
,
5 × 1 0

4

個/ m l に調整 し た細胞浮遊液200 / ∠1

を96 穴マ イク ロ プ レ ー ト (岩城, 千葉) の 各穴 に加え, 3 7 ℃ ,

5 % C O 2 の 条件 下 で24 時間培養 した 後, 培 養液を各濃度 に調整

した パ フ イ ロ マ イ シ ン A l を含 む培養液 に交換 し, さ ら に37 ℃ ,

5 % C O 2 の 条件 下 で24 , 4 8 , 7 2 時 間, パ フ イ ロ マ イ シ ン A l と接

触 させ た . 接触終了後 ,
0 .1 M P B S で洗浄 し, M T T ア ッ セ イ 反

応液 (4 m g/ m l) (S i g m a , S t . L o u i s , U S A) 1 0 FLl , コ ハ ク酸 ナ ト

リ ウム 10 〃l を各穴 に 加え3 時 間反応 さ せ た ■ 反応 終了後, 各

穴 に D M S O 1 5 0 FLl を加え, 5 4 0 n m で の 吸光度 O D 54 O を 測定 し

た . O I) 5 .｡ 億 は 自 動吸光計 ( E A R 3 4 0 A T , S L T , V i e n n a ,

A u st ria) で 測定 した . 測定値 は3 回の 実験 の 平均 お よ び 標準偏

差を と っ た .
パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 非処理群 に村する パ フ イ ロ マ

イシ ンA l 処理群 の 吸光度 の 割合, す な わち対照群 に対す る処理

群 の 生細胞 の 割 合を求 め ,
こ れ を 腫瘍細胞生存率 ( % o f

c o n t r ol) と した . ま た
,
腫瘍瀾胞生存率 より50 % 増殖 阻害過度

( c o n c e n tr a ti o n o f b a Bl o m y ci n A l r e q u i r e d f o r 5 0 % i n h ibiti o n of

c ell vi めili 軌 IC 5J 値を求め , 薬剤感受性 の 指標 とした ･

また
,
正 常細胞 で液胞型プロ トン ポ ン プ蛋白を多く発現 して

い る肝細胞を用 い て , その 細胞活性度 ( C ell vi a b ili吋) に 及ぼ す

パ フ イ ロ マ イ シ ン A - の 影響 に つ い て も検索 し た . なお 正 常肝細

胞 は , 胆嚢癌手術 の 際 に, 合併切除さ れ た 肝床部 の 非癌部組織

を患者 の 同意を得 て使用 した .

Ⅴ . パ フ イ ロ マ イ シ ンA l に よ る 大腸癌培養細胞株 の ア ポ ト

ー

シ ス 誘導

パ フ イ ロ マ イ シ ン A l の 増殖抑制効果 が ア ポ ト
ー

シス に起因す

るか 否か に つ い て , H
′

ト2 9 細胞 を用 い て検討 した .

1 . 細 胞 膜 表 面 へ の フ ォ ス フ ァ チ デ ル セ リ ン

b h o s p h a ti d yl s e ri n e) 基の 表出か ら み た ア ポ ト
ー シス

ア ポ ト
ー

シ ス の 初期 に は, 細胞膜表面 に フ ォ ス フ ァ チ デ ル セ

リ ン b h o s ph a ti d yl s e ri n e , P S ) 基が 表出 し, こ の P S 基 と アネキ

シ ン Ⅴ ( a n n e xi n V ) が特 異的 に結合する
1 8 卜 20)

. そこ で , バ ブ イ

ロ マ イ シ ン A l 処理 後 の PS 基表出 の 経時的推移を フ ル オ レ ッ セ

ン ･

イ ソ テ オ シア ン 酸 印u o r e s c ei n i s o thi o c y a n at e , FI T C ) 標識

ア ネキ シ ン Ⅴ を用 い て フ ロ
ー

サ イ ト メ
ー タ ー で 評価 した

21 卜 24 )

こ の 際 , 細胞膜透過性 の 完進の 有無を同時 に評価する目的で ヨ

ウ化 プ ロ ビ ジ ウ ム b r o p id i u m i o did e , P I) 染色もお こ な っ た .

具体 的に は , 培 養細胞を24 時 間 シ ャ
ー レ 内で 培養 し接着 させ

た後 , 各濃 度 に調整 した パ フ イ ロ マ イ シ ン A l を 含む 培養盲酎こ

払 48 , 7 2 , 9 6 時間接触 さ せ た . 接触 後, 培養液中の 浮遊細胞

を含め て全細胞を回収 し, 1 × 1 0
6

個/ m l に調 整 した . 調整細胞

浮遊液200 〃l に ア ネキ シ ン Ⅴ 結合解析用 ヘ ペ ス 綬衝液 (20 m M

H E P E S
,
1 4 0 m M 塩化 ナ ト リ ウ ム ,

5 m M 塩 化 カリ ウム ,
1 m M

塩 化 マ グ ネ シ ウム ,
2 .5 m M 塩化 カル シウ ム , 1 .2 m M 燐酸二 水

素 カリ ウ ム ,
0 .5 % ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン) 8 0 0 〃1 を加 え, F I T C

標識ア ネキ シ ン Ⅴ ( B e n d e r M e d s y st e m , V i e n n a , A u s tri a) を最

終希釈1 : 1 0 0 0 で 添加 し た . 室 温で 遮光 し1 0 分 間 反応 させ ,

1 0 0 〃 g/ m l P I 2 〃1 を加えた ･ 反応終了後, フ ロ
ー

サ イ ト メ
ー

タ

ー

(C y tr o n A b s ol u t e , O r也 o D i a g n o sti c S y st e m s , 束 京) で PS 表

出お よ び
,
P I 染色の 割合 を解析 した . 評価 は布上 の 報告

2 5)
に従

い
,
P S 表出陰性 か つ PI 染色 陰性群, P S 表出 陽性 か つ PI 染色陰

性群
,
P S 表 出陽性 か つ PI 染色 陽性群 ,

P S 表 出陰性 か つ PI 染色

陽性群の 4 群 に分け, P S 表出陰性か つ PI 染色 陰性群を生細胞,

P S 表出 陽性 か つ PI 染色陰性群を早期 アポ ト
ー シ ス 細胞, P S 表

出陽性 か つ PI 染色 陽性群を晩期 ア ポ ト
ー シス 馴包と し, P S 表

出陽性 の 占め る 割合 を算出 し た . なお , D M S O の 最終濃度が

1 % 以 下 と な るよ う に調整 し, か つ , パ フ イ ロ マ イ シ ン A l を添

加 しな い 細胞培養液内で培養 し た細胞を陰性対照群と して 使用

した.

2 . 核 D N A にお ける s u b G ｡/ G l 分画 の 出現 か ら み た ア ポ ト
p

シ ス

培養細胞 を24 時 間シ ャ
ー

レ内で 培養 し接着 させ た 後, 各濃

度に 調整 した パ フ イ ロ マ イ シ ン A l を含む 培養液 に24 , 4 8 , 7 2 ,

9 6 時間接触 させ た . 接触後 , 培 養液中の 浮遊細胞と E D T A 添加

0 .2 5 % トリ プシ ン ( Gib c o) にて 剥離 し た接着細胞を含め て 全細

胞 を遠心回収 し た . そ の 後
,
P B S に て洗 浄 し, 0 .5 % T w e e n 2 0

P B S l O O FLl を加 え, 7 0 % 冷
エ タ ノ ー ル 2 m l にて 固定 した ･ 固定

後 ,
0 .5 % T w e e n 2 0 P B S 3 m l に て 2 回洗 浄 し, 1 0 0 iL g/ m l

R N a s e A l O 〃1
と 100 FLg / m l PI を1 m l 加え, 3 7 ℃ で遮光 し20 分

間反応 させ た . 反応終了後 ,
E PI C S P R O FI L E フ ロ

ー

サ イ ト メ

ー

タ
ー

研o w c y to m e t e D (C o ul te r C o r p o r ati o n , M i a m i , U S A) を

用い て D N A 含有 量 を測定 し, 特 に s u b G ｡/ G l p h a s e の 占め る割

合 に つ い て 解析 した
26) 27】

. なお
,
D M S O の 最終膿度が 1 % 以下

となる よ う に調整 し, か つ ,
パ フ イ ロ マ イ シ ン A . を添加 しない
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細胞培養液内で培養した細胞を陰性対照群 と して 使用 した ･

3 . 形態学的観察か ら み た アポ ト
ー

シ ス

形態学的変化の 経時的推移 は, 電子顕微鏡
レベ ル で検討 し た･

具体的に は ,
培養細胞を24 時間 シ ャ

ー

レ 内で 培養し接着 させ

た後, 各 濃度 に調整した
パ フ イ ロ マ イ シ ン A l を含 む培養液 に

24 , 4 8 , 7 2 , 9 6 時 間接触 させ た ･ 接触後, 培養液中の浮遊細

胞とE D
′

m 添加0 .2 5 % トリ プ シ ン (Gib c o) に て剥離 した 接着細

胞を含め て 回収の後 ,
4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド

･

2 % グ ル タ

ルア ル デ ヒ ド/ カ コ ジ ル 横衝液 (p B 7 .4) に て前 固定 した . 1 %

オス ミ ウ ム 酸/ カ コ ジル 横衝液 b H 7 ,4) に て 後固定を行 っ た 後,

ゼラチ ン カ プセ ル に包渡 して 切片を作成 し, 酢酸 ウ ラ ニ ルと 鉛

により電子染色を施し, 通過型電子顕微鏡 H
-7 0 0 ( 日 立, 東京)

を用い て お こな っ た .

Ⅶ .
ア ポ ト ー

シ ス の 実行過程 に関する検討

1 . ア ポ ト
ー

シ ス 実行に 関与す る関連分子群

アポ ト
ー

シス の 誘導 に重要な役割 を果たす こ とで 知 られ て い

るp53 な ら び にp 21
W n n

蛋白
2 咽
の 発現の 推移 に つ い て は, パ フ イ

ロマ イシ ン A l 処理後の 痛細胞か ら程時的に蛋白を抽出 し, ウ エ

スタ ン ブ ロ ツ ティ ン グ法で 評価 した. ま た
,
ア ポ ト ー シ ス 実行

過程にお ける カ ス バ
ー ゼ カ ス ケ

ー

ドの 関与をみ る た め , 非活性

型カ ス バ
ー

ゼ と 活性型 カ ス バ
ー ゼ の 両 方を同時に認識 でき る抗

ヒ トカ ス バ
ー ゼ 抗体 (抗 カ ス バ

ー ゼ3
,
6
,
7
,
9
,
1 0 抗体) を用

い て
,
ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法で 評価 した . さ ら に

,
B cl -2 ,

B cl ,X L お よ び B a x な どの B cl
- 2 フ ァ ミ

T
)

一 貫白 の 発現 に つ い て も

同様 に検討 した . 具体 的 には , H T ･2 9 細胞 を10 0 m m シャ
ー

レ

上で24 時間培養 した1乳 25 n M に調 整 した パ フ イ ロ マ イ シ ン A l

を含む培養液 を加 えて 24 , 4 8 , 7 2 , 9 6 時間接触 させ た . 細胞

はセ ル ス ク レイ パ ー を用い て 剥離 し, 上 清液 を含 め て遠心回収

した. 超音波破砕後,
一

部 を用 い て プ ロ テ イ ン ア ツ セイ キ ッ ト

(Bi o - R a d h b o r a t o ri e s , Ri c h m o n d , U S A) で 蛋白定量 した . 総

蛋白量 と して 2 0 /L g をS D S
- P A G E 後 ,

ポ リ 削 ヒビ ニ リ デ ン

(p oly vi n yli d e n e difl u o ri d e) 膜I m m o bil o n
-P ( M illi p o r e , B e d fo r d ,

U S A) に転写 した . 転写後, 0 .4 % ス キ ム ミ ル ク , 0 .0 5 % T Ⅳ e e n

2 0 を含む トリ ス 塩酸緩衝液 C rri s -b u ff e r e d s ali n e , T B S) 中で1

時間ブ ロ ッ キ ン グ し,
一 次抗体 と4 ℃ , 2 4 時 間反応 させ た . 洗

浄液(0 .0 4 % ス キ ム ミル ク , 0 .0 5 % T w e e n 2 0 を含 む T B S) を用

135

い て3 回洗浄 した 後, 二 次抗体と室温で 1 時間反応 させ た . 抗

原抗体反応終了後, 洗浄液を用い て3 回洗浄 し, E C L ウ エ ス タ

ン プ ロ ッ トキ ッ トを用い て 発光 させ , Ⅹ線フ イ ル ム に感光させ

た .

一 次抗体 は, マ ウ ス 抗 ヒ トp 53 抗体 ( D A K O , G l o
′

s t ru p ,

D e n m a rk) , マ ウ ス 抗 ヒ トp 21 抗体 (Ph a r m i n g e n , S a n D i e g o ,

U S A ) , マ ウ ス 抗 ヒ トB cl - 2 抗体 (S a n ta C r u z B i o t e c h n o lo g y ,

I n c .

,
S a n t a C r u z , U S A ) , ウ サ ギ抗 ヒ ト B cトⅩL 抗 体 (S a n t a

C ru Z) , ウサ ギ抗 ヒ トB a x 抗体(S a n ta C ru Z) , ウサ ギ抗 ヒ トカス

ペ ー ス 3 抗体 (P h a r m i n g e n) , マ ウ ス 抗 ヒ トカ ス ペ
ー ス 6 抗体

(Ph a r m i n g e n ) , マ ウ ス 抗 ヒ トカ ス ペ
ー ス 7 抗体 (Ph a r m i n g e n) ,

ウサ ギ抗 ヒ トカ ス ペ
ー

ス 9 抗体 (Ph a m i n g e n) , ウサ ギ 抗 ヒ トカ

ス ペ ー ス 1 0 抗体 (Pb a m i n g e n) を使用 した .
二 次抗体は ペ ル オ

キ シ ダ
ー ゼ標識 ヤ ギ抗 マ ウスIg G 抗体, ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ標識

ヤ ギ抗 ウサ ギI g G 抗体, ペ ル オキ シ ダ
ー ゼ 標識 ウ サ ギ 抗 ヤ ギ

Ig G 抗体 (C h e m i c o n I n t e rn a ti o n al I n c . , T e m e c ul a , U S A) を使用

した .

2 . ア ポト ー シ ス 誘導 にお ける細胞質内低p H 関与 の 検討

細胞質内の 低p H が酸性 エ ン ドヌ ク レア
ー ゼ ( D N a s e Ⅱ) を直

接活性化 して 核の 分断化を惹起 して ア ポ ト
ー シ ス を誘導する こ

と が 知ら れ て い る
抑

. しか も
, 通常 パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 処理 で

培養細胞の 細胞質内p H が若干低下する こ と も知 られ て い る
31)

･

そ こ で , パ フ イ ロ マ イ シ ン A . によ る アポ ト
ー シ ス 誘導 に細胞質

内低p H が 関 与 して い る か 否 か を知 る目的で ,
イ ミ ダ ゾ

ー

ル

(i m id a z ol e) (和光純薬工業株式会社) 処理を行 い ,
M
′

I T ア ッ セ

イ法 に て細胞悟性度 を評価 した . 具体 的に は ,
2 5 II M パ フ イ ロ

マ イ シ ン A l に1 m M 又 は1 0 m M イ ミ ダゾ
ー ル を加 え , M T T ア

ッ セ イ 法をお こ なっ た . なお
,
細胞膜 を容易 に通過する イ ミ ダ

ゾ
ー

ル は
,
細胞質内を ア ル カリ 性に維持す る目的で使用さ れ る

薬剤
32)
で ある .

Ⅶ . 統計学的処理

測定値 は全て平均 ± 標準偏差で示 した . 2 群間の 比較 には ま

ず F 検 定 に よ る等分散の 検定を行 い , 分散 が 等 し い 場 合に は

St u d e n t の t検定 を, 等 しくな い 場合に は W el ch の t検定を 剛■
1

,

危険率5 % 未満 b < 0 .0 5) をも っ て 統計学的に有意差ありと判

定 した.

Fig . 1 . Li g h t m i c r o s c o pi c i m m u n o st ai ni n g fo r l 1 6 k D a p r o t e olipi d o f
V -A T P a s e i n I r ト29 c ell s ( × 1 0 0 0) ･ 伽 肝 29 c ell s d i spl a y e d

i m m u n o r e a ctivit y fo r V 通T P a s e p r o t ei n i n th e c yt o pl a s m . (B) V eh i d e
-tr e a t ed c o n tr oI c ell s ･
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H T 2 9 . f rT 12 9 c ell s w e r e t r e at e d fo r 72 h r w i th

b a丘l o m y ci n A l a t a C O n C e n t r ati o n a s 血1l o w s : 口 , 1 n M ; ▲ , 5

n M ; △
,
1 0 n M ; ●, 2 5 n M ; ○ , 5 0 n M . P oi n t s

,
t h e 嘗 ± S D o f

tri pli c at e o b s e rv ati o n fr o m th re e s e p a r at e e x p e ri m e n ts . I C 5｡

V al u e of H T 2 9 c ell s d u 血g 7 2 h r w a s 5 n M .
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成 績

Ⅰ. 大腸 癌培養細胞様 に お け る免疫細胞化学的染色法 によ

る蛋白 レ ベ ル での 液胞型プロ ト ン ポ ン プの 発現

免疫反応物質は , 6 種類全 て の 癌細胞 の 細胞質内で小 さくリ

ン グ状 に
, 多くの 顆粒 の 内膜 (e n d o m e m b r an e) に

一

致 して認め

ら れ た . しか し
, 細胞 膜 に は 免疫反応物質は み られ な か っ た

(周 1 A) . 陰性対照群の癌細胞 に は, い づ れも免疫反応物質は

認め ら れなか っ た (図1 B) .

Ⅰ ･ 大腸 癌培養細胞の増殖能 に対す るパ フ イ ロ マ イ シ ンA l

の影響

分化度の異な る6 種類 の ヒ ト大腸癌培養細胞株の 増殖能に及

ぼす パ フ イ ロ マ イ シ ン A l の 影響をM T T ア ツ セ イ法 によ る細胞

地

点
p
臼

3

>
已

項

呂
ヨ
p
む
l

ぷ

ヰ
U
ト

試

Pr o pi di u m i o di d e

F ig . 3 . D e t e c ti o n o f a n n e x i n V b i n di n g c ell s i n H T
- 2 9 c ell s

tr e at e d w i th 2 5 n M b a Ll o m y c in A l . (朗 V e h i cl e ･tr e at e d c o n tr oI

C e ll s . (B ) H T -2 9 c ell s 1 6 h r a ft e r 2 5 n M b afil o m y ci n A l

tr e at m e n t . (C ) H T 2 9 c ell s 2 4 h r a血e r th e tr e a t m e n t . ( D ) H T

2 9 c ell s 9 6 h r aft e r th e t r e at m e n t . A p o p t o ti c c ell p o p ul ati o n

in c r e a s e d fr o m 2 .0 % i n th e v e hi cl e tr e a te d c o n t r ol g r o u p t o

8 . 6 % i n th e t r e at m e n t g r o u p 2 4 h r a fte r th e tr e a t m e n t . It

r e a c h e d 5 0 .8 % i n th e t r e a t m e n t g r o u p 9 6 h r a ft e r th e

tr e at m e nt .

T 血1 e 2 ･ P e r c e n ta g e o f P S e x t e m ali z ati o n p o siti v e c ells fbl10 W i n g b afil o m y ci n A l tr e a tm e
n t (2 5 n M ) in

甘m 9 c ells

T r e at m e n t

G r o u p

T i m e (b r)

0 1 6 2 4 9 6

B a缶lo m y ci n A l

tr e at ed c ells

V e hi cl e -tr e at ed

C O n lr oI c ell s

1 .5 ± 0 .5 % 2 .6 ±0 .8 % 1 0 .3 ±7 .7 % * 4 8 .3 ± 6 .3 % *

1 .5 ±0 .5 % 1 .9 ±1 .0 % l .7 ±0 .8 % 2 .2 ± 0 .8 %

T h e s e d at a a r e e x p r e s s e d a s th e 官±S D o f th r e e d ifftr e n t e x pe n m e n tS in tripli c a te , As te ri s k i n di c at e s

Sig nin c an t difft r e n c e s b et w e e n b a Ⅲ o m y c in A l tr e at e d c e11s a n d v e hi cl e tr e ate d c o n tr o I c ell s ( P < 0 .0 1) .
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活性度 (c ell vi a bility) を用い て 評価 した と こ ろ , 6 種類全 ての 細

胞株で細胞活性度 は対照群 に比 べ 渡度依存性 に抑制さ れ た (図

2) . 各大腸癌培養細胞株 の 72 時間目で の IC 5｡ 値 は , H T 2 9 (高

分化型腺病) で 5 n M , D L D -1 ( 申分化型腺癌) で 10 n M , S W -

4 8 0 (申分化型腺病) で 20 n M , S W 6 2 0 (申分 化型腺痛) で20 n M ,

C a R - 1 ( 低分化型腺痛) で 10 n M ,
C O L O p 3 2 0 D M (未分化痛) で

25 n M で あ っ た (表1) .
一

方 , 正常肝細胞 の IC 5｡借は20 0 n M 以

上 で , 正 常肝細胞 と癌細胞 の 比較で は, 明 ら か に ,
パ フ イ ロ マ

イ シ ンA l に村す る感受性に差が み ら れ た .

､ Ⅱ .
パ フ イ ロ マ イ シ ン A l に よ る 大腸癌培養細胞株 の ア ポ ト

ー

シス 誘導の 有無

1 . 細胞膜表面 へ の PS 基の 表出か ら み た ア ポ ト ー シ ス

H
′

ト29 細胞で は, 2 5 n M パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 処理 後24 時間日

S
l

l

む
0

叫
O

J

u

q

己
n
百

O
A
一

馬
1

0

錮

で の FI T C 標識 ア ネキ シ ン Ⅴ結合陽性細胞 の 割合 は , 2 5 n M パ

フ イ ロ マ イ シ ン A l 処理群で10 .3 % で対 照群の 1 . 7 % と 比 べ 有意

(p < 0 .0 1) に増加 して い た . また
,
処 理 後96 時 間目 に は25 n M

バ ブ イ ロ マ イ シ ン A . 処理群で は約50 % の 細胞が FIT C 標識 アネ

キ シ ン Ⅴ結合陽性であり (表2) , しか も, そ れ らの 細胞が , 早

期 アポ ト ー

シ ス 域を経て晩期 ア ポ ト ー シ ス 域 へ と移行 して い く

経過が観察さ れ た(図3) .

2 . 核D N A に お けるs u b G ｡/ G l 分画の 出現か らみ た ア ポ ト ー

シス

バ ブ イ ロ マ イ シ ン A l で 処理 した H T し2 9 細胞 の 細胞周期の 分布

を経時的に フ ロ ー サ イ トメ
ー タ ー を用い て観察した. 4 8 時間日

で は
, 核 の 分断化が起 こ っ て い る こ とを示す s u b G .ノG l 分画の

割合 が25 n M パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 処理評 で2 9 .8 % で 対 照群の

R el ati v e D N A c o nt e nt

Fi g . 4 . E fE e c t of b a丘l o m y ci n A l O n th e c ell c y cl e di st ri b u ti o n of H T
｣2 9 c ell s . H T -2 9 c ell s w e r e tr e at e d w ith 2 5 n M b afil o m y ci n A l a S

i n di c at e d
,
St ai n e d w ith p r o pidi u m i o did e , a n d th ei r D N A c o n te n t w a s a n al y z e d b y fl o w c yt o m e tr y . 仏) V e h i cl e -tr e at e d c o n tr oI c ell s . (B)

H T 1 2 9 c ell s 24 h r a fte r 2 5 n M b a Bl o m y ci n A . . (C) H T 12 9 c ell s 4 8 h r af te r th e tr e a t m e n t . (D ) H T 129 c ell s 9 6 h r af[ e r th e t r e at m e n t . T h e

r el a ti v e n u m b e r of c ell s i n th e s u b G ｡/ G . & a c ti o n i n c r e a s e d f r o m l .4 % i n th e v e h i cl e tr e at e d c o n tr ol g r o u p t o 29 .6 % i n th e tr e a t m e n t

g r o u p 4 8 h r aft e r th e tr e at m e n t a n d it w a s r e a c h e d 8 6 .1 % i n th e tr e at m e n t g r o u p 9 6 h r aft e r th e tr e a t m e n t . T n e p o siti o n of s u b G J G l

p e a k , i n t e g r at e d b y a p o p t oti c c ell s , W a S O b s e r e v e d 9 6 h r aft e r th e t r e at m e n t a n d i s i n di c at e d b y a r r o w s ･

T a b le 3 . C h a n g e o f p r o p o rti o n s o f s u b G (ノG I P h a s e f oll o w in g b afil o m y ci n A l t r e at m e nt (2 5 n M ) i n H T 2 9

C ells

T r e a t m e n t
T i m e (h r)

G r o n p o 2 4 4 8 9 6

B afil o m y cin A l

t re at e d c ells

V e hi cl e - tr e a te d

C O n t r O I c ells

1 .3 ± 0 .5 % 2 .9 ± 0 .4 % 2 9 .8 ± 1 .1 %
*

8 0 ,4 ±5 .0 %
*

1 .3 士 0 ,5 % 1 .0 ± 0 .9 % 1
.
4 ± 0

.8 % 4 .1 ± 0 .6 %

T h e s e d a ta a r e e x p r e s s e d as t h e 富士S D o f th r e e diffe r e n t e x p e r
i m e n ts in t rip lic at e ･ A ste ris k i n di c ate s

sig nifi c a n t d iff e r e n c e s b e t w e e n b afil o m y cin A - t r e ate d c e11s a n
d v e hicl e tr e ate d c o n tr o I c ells ( P < 0 ･0 1) .
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Fi g . 5 . M o r p h ol o gi c a n aly si s of a p o p t o si s i n H T 12 9 c ell s b y el e c tr o n m i c r o s c o p y ･ 仏) A vi Abl e H T 2 9 c ell u n tr e at e d w i th b a Bl o m y ci n A l ･ 田

a n d C ) E a rly s ta g e s o f th e m o r p h ol o gi c al c h an g e S W h e r e a p o pt o si s w a s i n d u c e d , S h o w i n g c yt o pl a s m i c bl eb bi n g ( a s i n d i c a t e d b y th e

a r r o w s) an d a d e c r e a s e n u m b e r of m i c r o vi11i b u t ab s e n c e of c h r o m a ti n c o n d e n s a ti o n 2 4 h r aft e r 2 5 n M b a Al o m y ci n A l tr e at m e n t ･ (D ) A

ty pi c al a p o p t oti c c ell , S h o w i n g n u cl e a r c h r o m a ti n c o n d e n s a ti o n a n d 血
･

a g m e n ta ti o n ( a s i n di c a te d b y th e h e a d a r r o w s) , l o s s o f m i c r o vi 11i a n d

C ell s h ri n k a g e .

N o . o f l a n e s 1 2 3 4 5

p 5 3

p 2 1

B cl - 2

B cl - Ⅹ L

B a x

β 一

a Cti n

.･■･
∴ :■■ノ ∴._
∵

■中一 5 3 k D a

ヰ
ー

2 1 k D a

ヰ ー 25 k D a

4 -

3 0 k D a

ヰ
ー

2 1 k D a

← 45 k D a

0 2 4 ∠旭 72 96

Ti m e a 触 r tr e a t m e n t( h r)

Fi g . 6 . I m m un Ob l o t a n al y si s f o r p 5 3 , p 2 1 , B cl
-2
,
B c 比 L an d B a x

P r O t ei n s i n H T
- 2 9 c ell s i n di c at e d h o u r s a ft e r 2 5 n M

b a丘l o m y ci n A l t r e at m e n t . E x p r e s si o n of p 53 p r ot ei n w a s n o t

i n c r e a s e d a n d p 2 1 p r o t ei n w a s n o t f o u n d . B cl q2 p r o t ei n a n d

B cl ,X L p r O te in w a r e e x p r e s s e d b u t th eir p r o t ei n l e v el s did n ot

C h a n g e . B a x p r o tei n w a s n o t e x p r e s s e d .

N o . o f la n e s 1 2 3 4 5

C a s p a s e 3

C a sp a s e 7

C a s p a s e 9

β
-

a C ti n

-■
l■- ■･l･ ~･

帯町 野
肝

､

ミ!
､

t

､

､

■
･

■
- 3 2 k D a

寸
- 17 k D a

4
- 35 k D a

†
- 46 k D a

■
- 37 k D a

■

ヰ
ー 45 k D a

0 2 4 4 8 72 9 6

T i m e afte r tr e a t m e n t(h r)

Fi g . 7 . I m m u n o b l o t a n al y si s f o r p r o c e s si n g o f c a s p a s e 3 ,

c a sp a s e 7 a n d c a s p a s e 9 i n H l
㌧2 9 c ell s i n d i c a te d h r afte r 2 5

n M b aa l o m y ci n A l t r e a t m e n t . P r o c a s p a s e 3 (3 2 k D a) , C a S P a S e

3 cl e a v a g e p r o d u c t (1 7 k D a) , P r O C a ? P a S e 9 (4 6 k D a) a
n d

c a s p a s e 9 cl e a v a g e p r o d u ct (3 7 k D a) w e r e o b s e rv e d a fte r 4 8 h r

a洗e r 2 5 n M b a五l o m y ci n A l t r e a t m e n t .
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Fig . 8 . E 鮎 ct s of i m i d a z ol e
o n th e H

r

I 12 9 c ell s tr e at e d w ith 2 5

n M b a Bl o m y ci n A l ･ 町 2 9 c
ell s w e r e t r e at e d w i th b a Al o m y c in

A l a n d i m id a z ol e at a
c o n c e n t r a ti o n a s f oll o w s ‥ ○ ･ 2 5 n M

b a Al o m y ci n A l; ◎ , 2 5 n M b aBl o m y ci n A 】 a n d
l m M i mi d a z ol e;

□
,
2 5 n M b a nl o m y ci n A l a n d lO m M i m id a

z ol e ･ P oi n t s , th e

富 ± S D o f t ri pli c a t e o b s e r v a ti o n f
r o m th r e e s e p a r a t e

e x p e ri m e n t s ･

1 .4 % と 比 べ 有 意 ( p < 0 .0 1) に増 加 して い た ･ 9 6 時間目 に は ･

パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 処理群で は 80 % 以 上 の 細胞が s u b G o/ G l 分

画に存在 し, ア ポ ト
ー

シ ス ピ
ー

ク を形成 して い た (図4 , 表3) ･

3 . 形態学的観察か らみ た ア ポ ト
ー

シ ス

電子顕微鏡に よ る観察で は, 未処 理 の H
′

r 2 9 細胞 (図5A) に比

べ
,
2 5 n M パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 処理 後24 時間目 に は癌細胞股

上の 徴繊毛の 減少, プ レブ形成 ( m e m b r a n e bl e b b i n g) を認め た

が
, 細胞 内小器官 に大き な変化 は認 め ら れ な か っ た ( 図5 B ,

5 C ) . 4 8 時 間目 に は細胞 の 縮小 ,
癌 細胞膜上 の 微絨毛の 消失,

核ク ロ マ チ ン の 核膜周辺 へ の 凝集 と核 の 分断化な どア
ポ ト

ー シ

ス に特徴的な所見を認め た(図5 D) .

Ⅳ . ア ポ ト
ー シ ス の 実行過程 に関する根討

1 . ア ポ ト
ー

シス 実行 に関与す る関連分子群

H T - 2 9 細胞を2 5 n M パ フ イ ロ マ イ シ ン A l と 2 4 , 4 8 , 7 2 , 9 6

時間接触 させ , ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法 に て ア ポ ト
ー

シ ス

関連蛋白の 変化 を観察 し た. 変異型 p 53 蛋白 の 発毛馴ま, パ フ イ

ロ マ イ シ ン A l 処理 に よ っ て増強 しなか っ た . p 2 1
W af l

蛋白は誘導

され な か っ た . ア ポ ト
ー シス 抑 制因子 である B cl

-2
,
B cl - XL に 関

して はB cl -2
,
B cl - ⅩL 共 に発現 を認め たが , パ フ イ ロ マ イ シ ン A l

処理 に よ っ て , そ の 発現程度 は終始変化 しなか っ た ･
ア ポ ト

~

シス 促 進因子であ るB a x 蛋白の 発現 は認 め な か っ た (図6) ･ カ

ス ペ ー ス 3 蛋白分解酵素, カ ス ペ
ー ス 9 蛋白分解酵素 は25 n M

パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 処 理 後48 時間目 に は ,
カ ス ペ ー ス 3 の 活

性体で ある 17 k D a の サ ブ ユ ニ ッ ト , カ ス ペ
ー ス 9 の 活性体で あ

る37 k D a の サ ブ ユ ニ ッ トが 観察 され た . カ ス ペ
ー ス 6 蛋白分解

酵素
,
カ ス ペ ｢

ス 7 蛋白分解酵素は非活性型 は発現 して い たが ,

カ ス ペ ー ス 6 の 活性体で ある 11 k D a の サ ブ ユ ニ ッ ト , カ ス
ペ

ー

ス 7 の 活性体 で ある17 k D a の サ ブ ユ ニ ッ トの 発現 は認め ら れな

か っ た (図7) . カ ス ペ
ー

ス 1 0 蛋 白分解酵素 は発現をみ な か っ

た .

2 . ア ポ ト
ー

シス 誘導 にお ける細胞内低 p H の 関与

10 m M イ ミ ダゾ
ー ル を加えて の M T T ア ツ セ イ法 で は ,

パ フ

ィ ロ マ イ シ ン A l に よ る アポ ト
ー

シ ス の 誘導は抑制 さ れなか っ た

(図8) . つ まり ,
パ フ イ ロ マ イ シ ンA l に よ る ア ポ ト

ー

シ ス の 誘

導は細胞内低p H と は無関係 に実行 さ れ た .

考 察

最近
,
荒川

10)
は抗癌剤 に抵抗性を示す膵癌細胞 が液胞型 プ ロ

ト ン ポ ン プの 特異的阻害剤である パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 処理 に よ

り
,
容易に ア ポ ト

ー

シス に 陥 っ て そ の 増殖 が著明に抑制 され る

こ と を報告 した. こ れ まで にも
,
パ フ イ ロ マ イ シ ン A . が アポ ト

ー シス を介 して B リ ン パ 腫細胞株 ( W E H I 2 3 1 細胞) の 培養 シ ャ

ー レ 内で の 増殖 を抑制 した と の 報告
13)
は ある もの の ,

一

般 に抗

癌剤 が効き にく い ヒ ト固形癌に対 して , バ ブ イ ロ マ イ シ ンA l が

生体内で効率良く癌細胞 の 増殖を抑制する こ とを明 らか に した

の は
,
荒川の 報告

10)
が 最初で ある. しか し, パ フ イ ロ マ イ シ ン

A l が どの よ うな横序で アポ ト
ー シ ス を誘導する か に つ い て は言

及さ れ て お らず , 未だ そ の 機序 に つ い て は 解明さ れ て い ない ･

そ こ で , 本研究 は固形痛の 中でも膵癌 と同様p53 遺伝子異常を

有 し, 抗癌剤 に抵抗性を示 し, ア ポ ト
ー

シ ス に陥りにく い と さ

れ て い る6 種類の 大腸癌培養細胞株を用い て ,
パ フ イ ロ マ イ シ

ンA l の ア ポ ト
ー シス を介 した増殖抑制効果お よ び ア ポ ト

ー シス

実行過程で の 形態学的変化ヤ ア ポ ト
ー シス 関連分子 の 関与 に つ

い て詳細 に検討 し た.

まず最初 に, パ フ イ ロ マ イ シ ン A l によ る大腸癌培養細胞 の 増

殖抑制効果につ い て 考察する. 今回の 研 究に用い た分化度の 異

な る6 種類の 大腸癌培養細胞株 は, 全て 液胞型プロ ト ン ポ
ン プ

蛋白 を過剰 に発現 して おり ,
パ フ イ ロ マ イ シ ン A l に対 して は5

n M か ら25 n M と
,
極 め て低濃度 の IC 5｡ 値 を示 し た ･ しか も,

種々 の ヒ ト固形癌細胞 の 中で もア ポ ト
ー シ ス 抵抗性の 強い 細月包

と して 知 ら れ て い る 甘T 29 細胞が パ フ イ ロ マ イ シ ン A l に対 し

て 最も高い 感受性を示し た こ とが 注目 され る ･
こ れ ら の 成績 は･

p 5 3 遺伝 子異常を多く認 め, 抗癌剤 に抵抗性
を示す ヒ ト固形痛

に対 し, パ フ イ ロ マ イ シ ン A l が 有効な治療薬 と なりうる
こ と を

示 したもの と い える .

と こ ろ で
,
今回実験 に用い た6 種類の 大腸癌培養細胞株で の

液胞塑プ ロ ト ン ポ ン プ蛋白の 細胞内局在 を免疫細胞化学的染色

で検索 した と こ ろ , い ず れ の 細胞株も細胞質内
の 顆粒の 内膜

(e n d o m e m b r a n e) に
一 致 して 強く発現 して い たが , 細胞 掛 こは

発現 は認め られ な か っ た .

つ まり ,
大腸癌細胞質内 に は液胞型

プ ロ ト ン ポ ン プ蛋白を有す る多くの 酸性顆粒 が存在す る こ と を

示唆する所見と考え られ た ･ さ ら に
,
今回電子顕微鏡 で観察し

た H T _2 9 大腸癌細胞の 細胞質内 には ライ ソ ゾ
ー ム が そ れ ほ ど多

く観察 され なか っ た こ と を考えあわ せ る と , 癌細胞の 細胞質内

に見ら れ る酸性顆粒は ラ イ ソ ゾ
ー ム 以 外の 酸性顆粒である と考

えら れ た .

一 般 に , 正 常細胞で見 られ る主 な酸性顆粒は ラ イ ソ

ゾ
ー ム で あり , 特 に肝細胞は ライ ソ ゾ

ー ム を 多く有 し, 細胞質

内で液胞型プ ロ ト ン ポ ン プ蛋白を多く発現する細胞 と して 知 ら

れ て い る . そ こ で
,
本研究で は多くの ラ イ ソ ゾ

ー ム を有す る肝

細胞 と, ライ ソ ゾ
ー ム 以 外の 酸性顆粒 を多く有す る癌細胞と の

間で , パ フ イ ロ マ イ シ ン A l に対す る感受性 に差が見ら れ る か否

か を検索 した . そ の 結果 ,
M T r ア ツ セ イ 法 に よ る 評価で は癌

細胞の IC 5｡ 値 (7 2 時 間) は5 n M か ら25 n M で あ っ た の に対 し正

常肝細胞 の IC 5｡ 値 は20 0 n M 以上 で , 明 らか に正 常肝細胞
と癌

細胞 と の 間に 感受性 の 差が認 め ら れ た . 荒jlt
t O)
は ヌ

ー

ド マ ウ ス
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皮 下移植 ヒ ト膵痛 に対 して パ フ イ ロ マ イ シ ン A l の 抗腫瘍効果を

観察 し, パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 治療4 週後に犠牲死 させ た ヌ
ー

ド

マ ウス の 肝
,
膵お よ び 腎組織を病理組織学的 に検討 し, 対照群

と比較 し て病理組織学的に異常所見 がなく, ま た体重の 推移 に

も有意差 の なか っ た こ と を報告 して い るが , 今 回の 正常肝細胞

を用 い た培養 シ ャ ー レ 内で の 成績 は , 荒川
1 0)
の 生体 内で の 成績

を支持す るもの で あ っ た . こ の よう に
,
パ フ イ ロ マ イ シ ン A l の

正常細胞 に及ぼす影響 は予想以上 に少なく ,
従 っ て

,
液胞型 プ

ロ ト ン ポ ン プ を過剰発現 して い る 固形癌に対 して は , 液胞型 プ

ロ ト ン ポ ン プを標的と し た新 しい 痛治療戦略が今後の 大きな課

題 になるもの と思 わ れる .

次 に , バ ブ イ ロ マ イ シ ン A l 処理 に よ る癌細胞の 形態学的変化

な ら び に ア ポ ト ー シ ス 関連分子
:～3卜 :1 8)
の 発現 の 推移 に つ い て 考察

す る . 本研究 で 明か と な っ た の は ,
H T 2 9 大腸癌細胞 が パ フ イ

ロ マ イシ ン A l 処理24 時間目で , 約10 % の 癌 細胞の 細胞膜表面

に PS 基 の 表 出が 認 め ら れ, ま た , 電子顕微鏡 レ ベ ル で も桶細

胞膜表面 の 微絨毛の減少ヤ プ レブ 形成が観察さ れ る な ど, ア ポ

ト
ー シ ス の 初期像 と され る所見が観察され た こ と で あ っ た . そ

して ,
4 8 時 間日に は癌細胞 の縮小や核ク ロ マ チ ン の 凝集な ど典

型的な ア ポ ト
ー

シス の 所見が 観察され た . なか で も, 細胞膜表

面の P S 基の 表 出や 癌細胞膜表面の 徴絨毛 の減少や プ レ ブ形成

は
,
ア ポ ト

ー

シ ス に だ け観察さ れ る特徴的 な所見で は ない が
38)

,

ア ポト ー シス に陥 る細胞 の 極め て 初期 に観察さ れ る所見 と して

認め られ て お り
,
今 回の 成徳もこ れら の 成績 と

一 致 する もの で

あ っ た . さ ら に ア ポ ト
ー

シ ス 関連分子 の 発現程度 の経時的推移

を見 る と
,
変異塑p 53｢ 蛋白を有す る H T

｣2 9 細胞で は , p 2 1
W a Ll

蛋

白 の 発現は パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 処理 によ り誘導されず, ア ポ ト

ー シ ス 促 進因子 の B a x 蛋白も発現 は認め ら れ なか っ た . また ,

ア ポ ト
ー

シス 抑 制分子 である B cl - 2 や B cl - ⅩL 蛋白も, 終 始発現

の 程度 に は変化が認め られ なか っ た . 以上より ,
パ フ イ ロ マ イ

シ ン A l に よ る ア ポ ト
け

シ ス 実行過程 に は, p5 3 , p 2 1
W afl

,
B a x

,

B cl -2 お よ び B cl - ⅩL 蛋白の 関与が な い こ とが 判明 した . そ こ で
,

次 にア ポ ト ー シス の 実行 に 一 番深く関わ っ て い る と考えら て い

るカ ス バ
ー ゼ 蛋白分解酵素 の 関与 に つ い て 検討 し た . ア ポ ト

ー

シ ス 実行過程 にお ける カ ス バ
ー

ゼ 蛋白分解酵素 の 関与 に つ い て

は
,
これ まで はそ れ ぞ れの カ ス バ ∵ ゼ の 標 的で ある基質の 分解

産物を測定して , そ の 活性化 の 有無を評価 して い た
珊

. しか し ,

ごく最近 カ ス バ
ー

ゼ の 非活性体 (非活性型 カ ス バ
ー ゼ) と 活性

体 (活性型 カ ス バ
ー

ゼ) を同時 に認識で きる抗 ヒ ト カ ス バ
ー ゼ

抗体 が 開発 さ れ ,
ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ ティ ン グ法 で 非活性型 カ ス

バ ー

ゼが 活性型カ ス バ
ー ゼ に変換さ れ て い く 過程を経略的に観

察できる よう に な っ た . し たが っ て , 本研 究で も非活性型 カ ス

バ ー ゼ と 活性型 カス バ ー ゼ の 両方を同時 に認識でき る抗体 を用

い て
,
ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ ティ ン グ法で 両蛋白分解酵素 の 発現程

度を評価した . そ の 結 果, H T - 2 9 大腸癌細胞で は, 検 索 した 5

種類 の 非活性型 カ ス バ
ー

ゼ3
,
6
,
7
,
9
,
1 0 の うち

,
非活性型

カ ス バ ー ゼ 10 を除く4 種類 の 非活性型 カ ス バ
ー ゼ の 発 現が 認め

ら れ た . そ の う ち パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 処 理 に より4 8 時 間目か

ら は活性型 カス バ
ー ゼ 9 と活性型カ ス バ

ー ゼ3 の 出現 が確認で

きた . しか し
, 非活 性型 カ ス バ

ー ゼ 6
,
7 の 発現 は 認 め ら れ た

もの の
,
活 性型 は認 め ら れなか っ た .

カス バ
ー

ゼ 9 は 実行 カネ

パ ー

ゼ (e x e c u ti o n c a s p a s e) で ある活性型 カ ス バ
ー

ゼ 3 の 上 流 に

位置する開始 カ ス バ ー ゼ (i ni ti a t o r c a s p a s e)
針 40)
で あ る こ と が

既 に明らか に さ れ て い る こと か ら, パ フ イ ロ マ イ シ ン A . 処理 に

よ る ア ポ ト
ー シ ス 実行経路 は ! 主に カ ス バ

ー

ゼ9 → カ ス バ ー

ゼ

3一寸 核 D N A の 分 断化お よ び細胞質の 萎縮に至 る ミ ト コ ン ドリ ア

依存性経路であ る こ とが 判明 した . しか も
,
こ れ ら非活性型カ

ス バ ー ゼ は い づ れ も24 時 間目 に はま だ 活性型 に変換 さ れ て い

な か っ た こ と より , 細胞 膜 に見 ら れ た 膜表面 の P S 基の 表出や

細胞膜表面 の微繊毛の 減少ヤ プ レ ブ形成 は, い づ れ もカ ス バ
ー

ゼ 9 より さ ら に上 流 の カ ス バ
ー ゼ に よ っ て惹 起 され る形態学的

変化であ る こ と が推察 された .

最後 に パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 処 理 に よ る癌細胞質内低p Ⅲ に起

因する ア ポ ト
ー

シ ス 実行経路 の 可 能性 に つ い て 考察する . 最近
,

エ トポ シ ド (e to p o sid e) 処理 で誘導 さ れ た H L6 0 白血 病細胞 に見

られ る ア ポ ト
ー シ ス に は , 癌 細胞質内p H の 低 下 (c y t o s oli c

a ci di 鮎 a ti o n ) が 先行 して認 め られ た とす る 報告
41)4 2 )
が あ る .

つ

まり
,
癌細胞質内p H の 低 下 によ りpIi 依存性 エ ン ドヌ ク レ ア

ー

ゼ b H - d e p e n d e n t e n d o n u cl e a s e , D n a s e Ⅱ)
3LD o) 活 性が 克進 して

D N A の 分断 化 が 生 じア ポ ト
ー

シ ス に 陥る と い う 考え である .

し か し, ラ ッ ト由来P C 1 2 細胞 を用 い た 実験 で は ,

パ フ イ ロ マ

イ シ ン A l 処理 で細胞質内p H の 有意な低下 は 見 ら れず , 馴包質

内p B と は無 関係 に ア ポ ト
ー シ ス が 誘導 さ れ た こ と が 報告 さ れ

て い る
31)

. 本研 究 で も癌細胞 に イ ミ ダゾ ー ル
‥-2)
を負荷 して , パ

フ イ ロ マ イ シ ン A l 処理 を行 っ た が ,
ア ポ ト ー

シ ス は全く抑制さ

れ なか っ た . した が っ て , バ ブ イ ロ マ イ シ ン A l 処理 に よ る アポ

ト
ー シス は

, 細 胞 質内p H の 低下 と は無関係 に実行 さ れ て い る

こ と が 示唆 され た .

以上
, 今回の 実験結果か ら パ フ イ ロ マ イ シ ン A . 処理 に よ る痛

細胞の主要なア ポ ト
ー

シ ス の 実行経路 は
,
カ ス バ ー ゼ 9 → カス

バ ー

ゼ3
･
→ 核 D N A の 分 断化 お よ び細胞質 の 萎縮 に至 る ミ ト コ

ン ドリ ア依存性経路 である こ とが 判明 し た. しか し
,
パ フ イ ロ

マ イ シ ン A I に より癌細胞内酸性顆粒膜 の 液胞型プ ロ ト ン ポ ン プ

機能を特異的に阻害す る こ とが , どう して ミ ト コ ン ドリ ア 依存

性経路 の カ ス バ ー ゼ カ ス ケ ー ドの 活性化 に繋 が っ て い くの か を

明ら か にす る こ と が で きな か っ た . 今後, さ ら な る研究 に より,

カ ス バ ー ゼ 9 より さ ら に上 流側 に位置する開始 カ ス バ
ー ゼ の 役

割が 解明 さ れ , 細 胞膜表面 の P S 基の 表出 や癌細胞膜表面の 微

繊毛の 減少 と プ レ ブ形成 な どの 形態学的変化 に直接関わ る カス

バ ー ゼ の 同定が な され て, パ フ イ ロ マ イ シ ン A 一に よ る ア ポ ト
ー

シス 細胞死の 全過程が解明 され る こ と に期待 した い .

結 論

液胞型 プ ロ ト ン ポ ン プ の 特 異的阻害剤 パ フ イ ロ マ イ シ ン A l の

ヒ ト大腸癌培養細胞株 に対す る増殖抑制効果と そ の 機序 に つ い

て検討 し, 以 下 の 成績 を得 た .

1 . 液胞 型プ ロ ト ン ポ ン プ の 特 異的阻害剤 バ ブ イ ロ マ イ シ ン

A l 処理 に よ る ヒ ト大腸癌培養細胞株 で観察 され た アポ ト
ー シス

ほ
t p 53 蛋白や 細胞周期 と は無関係 に誘導 され た .

2 .
パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 処理 に よ る主要な ア ポ ト

ー

シ ス 実行

経路 は , カ ス バ
ー ゼ 9

,
カ ス バ ー ゼ 3 を 介 し た ミ ト コ ン ドリ

ア依存性経路であ っ た .

3 .
パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 処理 に よ る ア ポ ト

ー

シス は
,
細胞質

内低p H と は無 関係 に実行 さ れ て い た .

以上 よ り
, p 5 3 遺伝子異常を認め , 抗癌 剤 に抵抗性 を示す

ヒ

ト固形痛 に射 し, 液胞型プロ ト ン ポ ン プ の 特 異的阻害剤である

パ フ イ ロ マ イ シ ン A l は , 有効な治療薬 にな る可能性が示唆さ れ

た
.



大腸痛 に対する パ フ イ ロ マ イ シ ン A . の 増殖抑制 14 1

謝 辞

稿を終える に 臨み , 終 始御 懇篤な
る御指導 と御校閲を賜 りま した金沢

大学医学部外科学第二 講座三 輪晃
鵬

教授 に深甚 なる 謝意を表 します ･ 本

研究の 遂行に あたり, 直接御指導
と御鞭捷を賜りま した 金沢大学医学部

外科学第二 講座太田菅生助教授
に 深く感謝致します ･ ま た ･ 御助言 , 御

協力をい ただきま した金沢 大学薬学部分子細胞 薬学講座大熊勝治教授,

金沢大学医学部保健学科谷内江昭宏教授, 金沢大学医学部解剖学第
一

講

座山本美 由紀助手 およ び解剖学第
一

詩風 外科 学第二講座 の諸 兄に厚く

御礼申し上 げます .

献 本研 究の 要 旨は第99 回日本外科学 会総 会 (1 99 9 , 福 岡) , 第3 7 回

日本痛 治療学 会繚 会(19 99 , 岐阜) にお い て 発表した ･

文 献

1) F o r g a c M . S t ru C t u r e a n d fu n c ti o n of v a c u ol a r cl a s s o f ÅT P
-

d ri v e n p r o t o n p u m p s ･ P h y
si oI R e v 6 9 : 7 6 5 -7 9 6

,
19 8 9

2 ) N e l s o n N . S t r u c t u r e a n d p h a r m a c ol o g y o f th
e p r o t o n

-

A T P a s e s . n e n d s P h a r m a c oI S ci 1 2 : 7 1
- 7 5

,
1 9 9 1

3 ) F o r g a c M . S t r u c tu r e
,
fu n c ti o n a n d r e g u l a ti o n of th e c o a te d

v e si cl e V J A T P a s e . J E x p B i ol 1 7 2 : 1 5 5 - 1 6 9 , 1 9 9 2

4 ) O h t a T , N u m at a M , Y a gi s hit a H , F u ta g am i F , T s u k i o k a Y ,

Kit a g a w a H , K a y a h a r a M , N a g a
k a w a T , M iy a z ak i I , Y a m a m o t o

M
,
I s e k i S

,
O h k u m a S ･ E x p r e s si o n o f 1 6 k D a p r o t e oli p

i d o f

v a c u ol a r
-t y P e H

+
- ÅT P a s e i n h u m a n p a n c r e ati c c a n c e

r ･ B r J

C a n c e r 7 3 : 1 5 1 1 -1 5 1 7
,
1 9 9 6

5 ) M a rti n e z -Z a g uil a n R , 匝 n ch R M ,
M a rti n e z G M

,
G illi e s RJ ･

V a c u ol a r -ty P e H
+
T A T P a s e s ar e fu n c ti o n a11 y e x p r e s s e d i n pl a s m a

m e m b r an e S Of h u m a n tu m o r c e11 s . Am J P h y si ol: 1 0 1 5
- 1 02 9

,
1 9 9 3

6 ) B o w m a n EJ , Si e b e r s A , ju te n d olf K ･ B a Al o m y ci n s : a Cl a s s o f

i n h ib it o r s of m e m b r a n e A T P a s e s 血
･

O m m i c r o o r g a ni s m s , a ni m al

c ell s
,
a n d pl a n t c ell s ･ P r o c N atl A c a d S

ci U S A 8 5 : 7 9 7 2 - 7 9 7 6
,
1 99 8

7 ) N el s o n H , N el s o n N .
D i s r u p ti o n o f g e n e s e n c o

d i n g

s u b u n i t s o f y e a s t v a c u o l a r H
十
- A T P a s e c a u s e s c o n d iti o n al

l e th ality . P r o N atl A c a d S ci U S A 8 7‥3 5 0 3
- 3 5 0 7

,
19 9 0

8 ) O h k u m a A S , S hi m i z u S , N o t o M , S ai Y , K i n o s hi t a K ,

T am u r a H . I n h ibiti o n of c ell g r o w th b y b a 創 o m y ci n A l , a S el e c ti v e

i n h ib ito r of v a c u ol a r H
十
rA T P a s e . I n V itr o C ell D e v B i ol An i m 2 9 :

8 6 2 -8 6 6
,
1 9 9 3

9 ) M a n a b e T , Y o s h i m o ri T , H e n o m a t s u N , T a s h i r o Y ･

I n h ib it o r s of v a c u ol a r ,tY p e H
l
r A T P a s e s u p p r e s s e s p r olif e r a

ti o n of

c ult u r e c e11 s .J C ell P h y si ol 1 5 7 : 4 4 5 -4 5 2 , 19 9 3

10) 荒川 元.
バ ブ イ ロ マ イ シ ン A . に よ る ヒ ト月率癌細胞株 の

増殖抑制効果 に関す る実験的研究. 金沢大学十全医学会雑誌

108: 4 1 9 -4 2 8
,
1 9 9 9

1 1) G o ttli e b R A , Gi e si n g fi A , Z h u J Y , E n gl e r R L , B a bi o r B M ･

C ell a cid ifi c a ti o n i n a p o pt o si s ‥ g r a n u
l o c yt o c ol o n y

-

Sti m ul a ti n g

f a c t o r d el a y s p r o g r a m m e d c ell d e a
th i n n e u t r o p h il s b y u p

-

r e g u l a ti n g th e v a c u ol a r H
+

T A T P a s e ･ P r o c N a d A c a d S ci U S A 92 :

59 6 5 -5 9 6 8
,
1 9 9 5

12) C rid e r B P , Xi e Y S , S t o n e D K B a Bl o m y ci n A l p r O tO n fl o w

th r o u gh th e H
+

c h a n n el of v a c u ol a r p r o t o n p u m p ･ J Bi oI C h e m

2 6 9 : 37 9 -3 8 1
,
1 9 9 4

1 3) N i sh ih ar a T , A ki fu s a S , K o s ek i T , K at o S , M u r o M , H a r ad a

N ･ S p e cifi c i n h ib i t o r s o f v a c u ol a r t y p e
H
+
- A T P a s e i n d u c e

ap o pt o ti c c ell d e a th . Bi o c h e m Bi o ph y s R e s C o m m u n 2 1 2 : 2 5 2
-

26 2
,
1 9 9 5

1 4) 藤田 直也, 鶴尾 隆. が ん にお ける ア ポ ト ー シス
. 最新医

学 54 : 5 9 - 6 5
,
1 9 9 9

15) S a t o S B , T o y a m a S . I n t e r f e r e n c e w ith th e e n d o s o m al

a cidi丑c a ti o n b y a m o n o cl o n al a n tib o d y di r e c t e d t o w ar d th e l 1 6

(1 0 0) -k D s u b u nit of th e v a c u ol a r t y p e p r o to n p u m p ･ J C ell B i ol

1 2 7 : 39 - 53
,
1 9 9 4

1 6) M o s m a n n T . R a pid c ol o ri m e tri c a s s a y f o r c ell ul a r g
r o w th

a n d s u r vi v al : aP pli c a ti o n t o p r olif e r a ti o n an d c y t ot o xi city
a s s a y ･ J

I m m u n oI M eth o d s 6 5 : 5 5
-63

,
1 9 8 3

17) C a r m i c h a el J , D e g r aff W G , G a d z ar A F , M in n a JI) , M it ch ell

J B . E v al u a ti o n of t etr a z oli u m
-b a s e d s e m i - a u t O m a te C Ol o ri m e tri c

a s s a y : a S S e S S m e n t O f c h e m o s e n si
tiv itY t e Sti n g ･ C a n c e r R e s 4 7 :

9 3 ♭94 1
,
1 9 8 7

1 8) K o o p m a n G , R e u t e li n g s p e r g e r C P M ,
K u ijt e n G A M ,

K e e h n e n R M J , P al s S T , V a n O e r s M H J . An n e xi n V f o r 鮎 w

cy t o m et ri c d e t e cti o n of p h o sp h atid yl s e ri n e e x p
r e s si o n o n B c ell

u n d e rg oi n g a p o p t o si s . J E x p M e d 1 8 3 : 1 5 5 3
- 1 5 44

,
1 9 9 6

1 9) B r att o n D L , F a d o k V A , Ri c h t e r D A , K a 鮎 r J M , G u th ri e I A

H e n s o n P M . A p p e ar a n C e Of p h o s p h a ti d yl s e ri n e a p o p to ti c c el
l s

r e q u i r e s c al ci u m
-

m e di at e d n o n sp e ci五c fli p
-fl o p an d i s e n h a n c e d

b y l o s s o f a mi n o p h o s p h o
lip id tr a n sl o c a s e ･ J B i oI C h e m 2 7 2‥

26 1 5 9 -2 6 1 6 5
,
19 9 7

20) M a r ti n SJ , R e u t eli n g sp e r g e r C P M ,
M c G a o h n A J , R a d e r J A ,

V a n s c hi e R C A A , L a F a c e D M , G r e e n D R E a rly r e di stri b u ti o n of

pl a s m a m e m b r a n e ph o s ph a t
id yl s e ri n e i s a g e n e r al f e a t u r e o

f

a p o p t o si s r e g a r dl e s s o f
i n i ti a ti n g s ti m u l u s ; i n h ib i ti o

n b y

o v e r e x p r e s si o n of b cl
-2 an d A bl ･ J E x p M ed 5 6 : 1 54 5 -1 5 5 6 , 1 9 95

2 1) 0
,

B ri e e n
,
I E W , R e u t eli n g s p e r g e r C P M , H old a w a y K M ･

An n e xi n V a n d T U N E L u s e i n m o nit o ri n g th e p r o g r e s si o n of

a p o p to si s i n pl a n ts ･ C yto m e try 2 9‥2 8
→3 3 , 1 9 9 7

2 2) Z h a n g G , G u rtu V , K ai n S R , Y a n G ･ E a rl y d e t e c ti o n o f

a p o pt o si s u s i n g fl u o r e s c e
n t c o nj u g a t e o f A n n e x i n V ･

B i o te c h n i q u e s 2 3(3) : 5 2 5 -5 3 0 , 1 9 97

2 3) V a n E n g el a n d M , R a m a e k e r s F C S , S c h u tt e B ,

R e u teli n g s p e r p e r C P M ･ A n o v el a s s a y t o m e a s u r e l o s s of pl a s m a

m e m b r a n e a s y m m e t r y d u ri n g a p o p t o
si s o f a d h e r e n t c ell s i n

c u ltu r e . C yto m e tr Y 2 4 : 1 3 1
-13 9

,
1 9 9 6

2 4) V e r m e s I , H a a n e n C , S t eff e n s
- N a k k e n H

,
R e u teli n g s p e rp e r

C . A n o v el a s s a y f o r a p o pt o si s ･ F l o w c y t o m e t ri c d e
te c ti o n of

p h o s p h ati d yl s e ri n e e x p
r e s si o n o n e a rl y a p o p t o ti c c ell s u si n g

fl u o r e s c ein l ab el e d a n n e xi n V . J I m m u n oI M e th o d s 1 8 4 : 3 9
-5 1

,

2 5) 布上 孝志. 急性感染症 に お ける リ ン パ 球活性化 の 新た な

指標 : ア ネキ シ ン V 結 合法 によ る ア ポ ト
ー シ ス 指向性 リ ン パ 球

の 検出. 金沢大学十全医学会雑誌 107 : 2 6 3
- 2 75

,
1 9 9 9

2 6) N i c ol e tti I , M igli o r a ti G , P a gli a c ci M C , G ri g n a n i F , R
i c c a r di

C .
A r a pi d a n d s i m pl e m

e th o d f o r m e a s u ri n g th y m o c y t o

a p o p t o si s b y p r o pid i u m i o
did e a n d fl o w c yt o m et r y ･ J I m m u n oI

M e th o d s 1 3 9 : 2 7 1 -2 7 9
,
19 9 1

2 7) D a r z y n ki e w i c s Z , B ru n O S S , D el B i n o G , G o r c z y c a W , H o tz

M A
,
L a s s o ta P

,
T r a g a n o s F ･ F e a t u r e of a p o p to ti c c ell s m e a s u r e d

b y fl o w cy t o m et r y ･ C y t o m e tr y 1 3 : 7 59
-8 0 8

,
1 9 9 2

2 8) L o w e S W , R u l e y H E , J a c k s T , H o u s e m a n D F ･ P 5 3 -

d e p e n d e n t a p o pt o si s m o d u l a t e s t
h e c y t o t o xi city o f a n ti c a n c e r



1 4 2

a g e n t s . C el1 7 4 : 9 5 7
- 9 6 7

,
19 9 3

2 9) H a r ri s C C . S t r u c t u r e a n d fu n c ti o n o f th e p 5 3 t u m o r

s u p p r e s s o r g e n e : C l u e s
fb r r a ti o n al c an C e r t h e r a p e u ti c st r at e gi e s ･

J N a d C an C e r I n st 8 8 : 1 4 4 2 -1 4 5 5 , 19 9 6

3 0) B ar ry M , E a st m an n A I d e n t 通c a ti o n of d e o x y ri b o n u cl e a s e

Ⅱ a s a n e n d o n u cl e a s e i n v oI v e d i n a p o p t o si s . A r c h B i o c h e m

Bi o p b y s 3 0 0 : 4 4 0
- 4 5 0

,
1 9 9 3

3 1) Ⅲ n o s hit a Ki W a ri t a ni T , N o t o M , T ak i z a w a K , M i n e m o t o Y ,

N i sh ik a w a A
,
O h k u m a S . B a Rl o m y si n A l i n d u c e s a p o p to si s i n

P C 1 2 c ell s i n d e p e n d e n d y of i n t r a c e11 ul a r p H ･ F E B S Le tt 3 9 8 : 6 1 -

66
,
19 9 6

32) Y a m a m o t o C , T a k e m o t o H , K u n o K , Y am am O tO D , T s u b u r a

A
,
K a m a t a K

,
H i rt a H

,
Y a m am O tO A

,
K a n a H

,
S e ki T

,
I n o u e K

C y cl o p r o di gi o si n h y d r o c hl o ri d e , a n e W H
+

/ C l
~

s y m p o r t e r ,

i n d u c e s a p o p t o si s in h u m a n a n d r at h e p a t o c ell u
l a r c an C e r C e11

1i n e s i n vi tr o an d i n h ibit s th e g r o w 血 o f h e p at o c ell ul ar C ar Ci n o m a

x e n o g r a 鮎i n n u d e m i c e ･ H e p a t ol o g y 3 0 : 8 9
4 -9 0 2

,
1 9 9 9

3 3) M e r ch an t A E , Le n e y T L , M a yb a u m J ･ E x p r e s si o n of wi 1 d

tY P e p 5 3 s也m u l a te s an i n c r e a s e
i n b o th B a x a n d B clズ L p r O te i n

c o n t e n t in 肝 2 9 c ell s . O n c o g e n e 1 3 : 2 6 3 1
-2 6 3 7

,
1 9 9 6

34) Z h an g Y , F 房it a N , T s u ru O T . C a s p a s e
-

m e di a te d cl e a v a g e of

p 2 1
W d l/ C】pI

c o n v e rt s c an C e r C ell s fr o m g r o w th a r r e st t o u n d e r g o
i n g

a p o pt o si s . O n c o g e n e 18 : 11 3 1
-1 1 3 8

,
1 9 9 9

3 5) F 噌ta N , N a g al 1 a S hi A , N a g a s hi m a K , R o k u d ai S , T s u ru O T ･

A c c e r ati o n o f a p o p t oti c c ell d e a th a fte r th e cl e a
v a g e o f B cl

一 礼

p r o tei n b y c a sp a s e
-3 1ik e p r o t e a s e . O n c o g e n e 1 7 : 1 2 9 5

- 13 0 4
,
1 9 9 8

3 6) K e a n e M M ,
E tt e n b e r g S A , N a u M M , R u s s ell E K , S

Li pk o wi t z ･ C h e m o th e r a p y a u g m e n ts T R A II /i n d u c e d ap o pt o si s i n

b r e a st c ell li n e s . C an C e r R e s 5 9 : 7 3 4
- 7 4 1

,
19 9 9

37) H ir at a H , m ah a sh i A , K o b a y a sh i S , Y o n e h a r a S , S a w ai H ,

O k a z a k i T
,
Y am an O t O K , S a s a d a M . C a s p a s e s ar e a C也v at e d i n a

b r an C h e d p r o t e a s e a n d c o n t r ol di sti n c t d o wn S tr e a m p r O C e S S e S i n

F a s -i n d u c e d a p o p t o si s . J E x p M e d 1 8 7 : 5 8 7
-6 0 0

,
1 9 9 8

3 8) H u p p e rt z B , F r a n k H
- G

,
K a u f m a n n P ･ T h e a p o p t o si s

c a s c a d e - m O r P h ol o gi c al an d i m m u n o hi s t o ch e m i c al m e th o d h r its

vi s u al i z a也o n . An a t E m b r y o1 2 0 0 : 1
q1 8

,
1 9 9 9

3 9) N u n e z G , B e n e di c t A M , H u Y , I n o h ar a N ･ C a s p a s e s : th e

p r o t e a s e s of th e a p o p
t o ti c p ath w a y ･ O n c o g e n e 1 7 : 3 2 3 7

-3 2 45
,

19 9 8

4 0) 太田 成 男.
ア ポ ト

ー

シ ス にお ける ミ ト コ ン ドリ ア の 新 た

な役割. 最新医学 54 : 3 5 -4 2 , 1 9 9 9

4 1) P e r e z - S al a D , C oll a d o
- E s c o b a r D

,
M o k k i n e d o F ･

I n tr a c ell u l ar al k al i 2;ati o n s u p p r e s s e s l o v a st ati n
-i n d u c e d a p op t o sis

i n H L - 6 0 c e ll s th r o u gh th e i n a c ti v a ti o n o f a p H d e p e n d e n t

e n d o n u cl e a s e . J B i oI C h e m 2 7 0 : 6 2 3 5 - 6 2 42 , 1 9 9 5

4 2) G o ttli e b R A , N o r d b e r g J , S k o w r o n s k i E , B ab i o r B M ･

A p o pt o si s i n d u c e d J u tk at c ell s b y s e v e r al a g e n t s i s p r e c e d e d b y

i n tr a c ellu l ar a Cid i負c ati o n . P r o c N a tl A c a d S ci U S A 9 3 : 6 54
- 65 8

,

1 9 9 6



大腸癌 に対する パ フ イ ロ マ イ シ ン A l の 増殖抑制 143

I n h i b it o r y E ff b c t o f B afil o m y ci n A l O n P r olifb rti o n of C ult u r e d H u m a n C olo r e ct al C a n c e r C e
lls K ei k o I w at a

,

D e p ar t m
e n t O f S u r g e r y (I I) , S c h o ol of M e di ci n e , K a n a z a w a U ni v er si ty , K a n a z a w a 9 2 0

- 8 6 4 0
-

J ･ J u z e n M e d S o c ･
,
1 0 9

,
1 3 3

-

1 4 3 ( 2 0 0 0)

K ey w o r d s v a c u ol a r ty p e H
+
- A T P a s e

,
b a fil o m y ci n A l , C Ol o r e c t al c a n c e r c ell , a P OP t O Sis , C a S P a Se

A b s t r a c t

B afil o m y ci n A l , a P Ot e n t S e l e c ti v e i n hi b i to r of v a c u ol ar ty P e H
十

- A T P a s e ( Ⅴ - A T P as e) , i nh i bi t s th e p r olif e r ati o n o f a

v a ri et y o f c ult u
r e d c ell s i n a d o s e - d e p e n d e n t m a n n e r at n a n o m ol ar c o n c e n tr a ti o n s ･ H o w e v e r , th e d e tail ed m

e c h a nis m b y

w h i c h b afil o m y ci n A I S u p P r eS S e S th e p r o life r a ti o n of c ult u r ed c ells i s u n cle ar ･ T his st u d y w a s d e si g n e d t o e x a m i n e h o w

b afil o m y ci n A l i nhi bi ts th e p r oli f e r ati o n o f h u m a n c o l o r e ct al c a n c er c ell s th r o u g h ap op t o si s ･ S i
x h u m a n c ol o r e ct al c a n c e r c ell

li n e s
,
k n o w n t o e x p r e ss m ut a n t p 5 3 p r o t ei n , W e r e u S e d t o e x a mi n e e ff e ct o f b a fil o m y ci n A l O

n t u m O r P r Oli fb r ati o n u s l n g M T T

as s ay ･
T h e c o n c e n tr ati o n o f b a nl o m y ci n A l fb u n d b y M T T a s s a y t o i n d u c e 5 0 % i n h ibiti o n o f c ell v i ab ility d u ri n g a 7 2 h r

p e ri o d w as f r o m 5 n M t o 2 5 n M
i n e v e ry c ell li n e ･ A m o n g th e si x c ell li n e s , H T

- 2 9 c e11 s w e r e fb u n d t o ･b e th e m o st s e n siti v e

to b a m o m y ci n A l ･ A p o p t o sis of H T
- 2 9 c e11 s w a s e v al u a te d b y th e fb ll o w I Pg tO OI s : P h o sp h ati d y l s e ri n e e x t e r n ali z

ati o n u sl n g

F I T C
-1 ab el e d a n n e x i n V

,
D N A f r ag m e n ta ti o n a n al y sIS , m O rP h ol o g l C a n aly s I S a n d i m m u n o c y t o c h e mi str y ･ P h o s ph ati d y ls e ri n e

e x te r n ali z a ti o n of H T - 2 9 c e ll s
.

w a s f o u n d 2 4 h r afte r 2 5 n M b a fil o m y ci n A l tr e at m e n t ･ T h e r el a ti v e n u m b e r o f c e ll s i n t h e

s ｡ b G J G l f r a cti o n b e g a n t o i n c re a s e 4 8 h r aft e r th e tr e a t m e nt ･ I n c y t o p ath ogi c al e x a m i n atio n , H T
- 2 9 c e11 s s h o w e d c y t o pl a s mi c

b l e b bi n g a
n d a d e c r e a s e d n u m b e r of m i c r o v illi 2 4 h r afte r th e t r e a t m e n t a n d th e c h ar a ct e ri stic m o r p h ol og l C al c h a n g e s o f

ap o p t o si s , i n c l u d i n g n u cl e a r c h r o m ati n
c o n d e n s ati o n a n d f r a g m e n t atio n ･ l o s s of mi c r o vi11i a n d c e11 s h ri n k a g e , W e r e S e e n

4 8 h r

aft e r th e t r e at m e nt . I n i m m u n o c y t o
c h e m istr y , e XP r e S Si o n o f p 5 3 p r ot ei n w a s n o t

i n c r e as e d a n d p 2 1
W 山

■

l

p r o t ei n w
a s n ot f o u n d

u nti1 96 h r a f te r th e tr at m e nt . B c ト2 a n d B c トX L P r Ot ei ns w e r e e x p r e s s ed b u t th ei r p r o te i n l e v e l s di d n o t ch a n g
e 伽〕m b e f or e to

afte r th e t r e at m e nt ･ E x p r e s si o n of B a x p r ot ei n w a s n o t f o u n d d u ri n g
th e e x pe ri m e n t ･ C as p as e 3 a n d c as p a s e 9 p r o tei n s w e r e

a cti v a t ed 4 8 h r afte r th e tr e a t m e n t
,
h o w e v e r

,
C a SP aS e 6 a n d c a s p a s e 7 p r ot ei n s w e r e n o t a c ti v at ed d

u ri n g th e t r e a t m e n t ･ T h e s e

a p o p t o tic c h a n g e s w e r e n ot i n h i bit e d b y l O m M i m id
a z ol e t r e at m e n t ･ T h e s e fi n di ng s s u g g e s t th at th e s u p p r e s si o n of c e

ll

p r o life r a ti o n of h u m
a n c ol o n c a n c e r c ell li n e H T - 2 9 b y b a fil o m y ci n A l is r el at e d t o a mi t o c h o n d ri a

- d e p e n d e n t ap op
t oti c

p ath w a y t h r o u g h c a s p
a s e 9 a n d c a s p a s e 3 ･


