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液胞塾 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 は種 々 の 培養細胞 に対 して 濃度依存性 にそ の 増 殖を

抑制す る こ と が知 られ て い る . しか し
,
そ の 増殖抑制機序 に関 し て は明 らか で は ない . さ ら に

,
パ フ イ ロ マ イ シ ン A l の 固形

痛 の 増殖能 に及ぼす影響 に つ い て 研究 した報告も見 ら れ な い . そ こ で
, 本研究は バ フ ィ ロ マ イ シ ン A l が 生 物学的悪性度の 極

め て高い 膵癌細胞の 増殖 を抑制 し得る か 否かを研究 した . 使 用 した ヒ ト膵癌細胞株 はC a p a n - 1 ( 高分化型腺病) , B x P C -3 ( 申分

化型腺痛) , As P C - 1 (申分化型腺病) ,･ P an C
-1 (低分化型腺病) 及び M IA P a C a h2 (未分化痛) の 5 種類で あ る.

パ フ イ ロ マ イ シ ン A l

の 腫瘍増殖抑制効果に関して は, 生 体外で の 3 一 礼 5 - ジメ チ ル チ ア ゾ
ー ル ー2 イ ル ト2 , かジ フ ェ ニ ル テト ラゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド[3

-(4 , 5 -di m e th yl th i a z ol -2 yt) -2
,
5 -di p h e n ylte t r a z oli11 m b r o m id e】 ア ツ セイ法 と生体内で の ヌ

ー

ドマ ウ ス 皮下移植モ デ ル で 検討 した .

ま た
,
ア ポ ト

ー シ ス の 診断は 形態学的な らび に D N A の 断片化の 有無で行 っ た . まず, バ ブ イ ロ マ イ シ ン A l の 各膵癌細胞株 に

村す る72 時間目で のI C 5｡ 債 (5 0 % の 増殖 阻止を示す パ フ イ ロ マ イ シ ンA l 濃度) は C a p a n -1 で5 n M , A s P C -1 で 5 n M
,
B x P C - 3 で

1 0 n M
,
P an C -1 で3 0 n M , M I A P a C a M2 で4 0 n M で あ っ た . そ こ で

,
バ ブ イ ロ マ イ シ ン A l に感受性の 高か っ た C a p an -1 を用い て

,

ア ポ ト
ー

シ ス 誘導の 有無を検索 した . まずD N A の 解析 で は
,
パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 処理 24 時間目で そ の濃度が10 n M 以上で

D N A ラ ダ
ー

像が 観 察され た . また , ヌ ー

ドマ ウ ス を用 い た 実験でも
, 背部 に移植 した C a p a n q l 細胞 に対 して パ フ イ ロ マ イ シ

ン A l l m g/k g / 日投 与群 で は コ ン トロ
ー

ル 群 に比 し21 日日以 降で 有意に腫瘍の 増殖が抑制され
,
病理組織学的に は癌細胞の 縮

小や核 の濃縮な どア ポ ト ー

シス に特徴的な所見 が観察 さ れ た . 以 上 の 所見よ り
,
バ ブ イ ロ マ イ シ ン A l はア ポ ト ー シス 誘導に

より膵癌細胞の 増殖を抑制す る こ とが 示唆 され た .

K e y w o r d s a p o p t o si s , b afil o m y ci n A l, P a n C r e atic c a n c e r , V a C u Ola r t y p e H
+

m a s e

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

r A T P a s e
,
Ⅴ｣ÅTP a s e)

は ミ ト コ ン ド1) アに 存在する F 型 プ ロ ト ン ポ ン プ (F IF ｡ ｢ÅT P a s e)

や 胃の 壁細胞 に存在す るP 型 プ ロ ト ン ポ ン プ (H
十
- K

サ
ー A T P a s e

,

P - A T P a s e) に 次ぐ第3 の プ ロ ト ン ポ ン プ と して 近年見い 出さ れ

た もの で
,
ライ ソ ゾ

ー ム
,
エ ン ドソ

ー ム な どの 細胞内膜系に広

く分布 し, 各 オ ル ガネ ラ の 微小環境 を酸性 に保 つ 役割を担 っ て

い る
Ⅰト ニ巾

. 近 年, こ の プ ロ ト ン ポ ン プ が 細胞内膜系 に だ けで な

く
, 癌細胞や 破骨細胞 の 細胞膜 にも強く発現 し, 細胞外 に プ ロ

ト ン (H
十

) を排出 して い る こ と が報告 さ れ て い る
415)

. o b t a ら
6)
も

ヒ ト膵癌組織内で , 液胞型 プ ロ ト ン ポ ン プが 正 常膵組織 に比 べ

過剰 に発現 し て い る こ とを報告 し, こ の 液胞型 プ ロ ト ン ポ ン プ

は プ ロ ト ン の 移動 を通 し て膵癌細胞が円滑 に増殖
,
浸潤 してい

く の に至適 な環境作りを して い る 可能性を指摘 して い る .
と こ

ろで
, 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 (b aa l o m y ci n A l) は , S tr密to , 叩 C e S g ri s e u s か ら 分離 され

た1 6 貞環 マ ク ロ ライ ド系抗生物質 であ る
7】8)

. こ の パ フ イ ロ マ

イ シ ン A l は
,
n M レ ベ ル の 濃度で 種 々 の 培養細胞 に対 し て濃度

依存性 に そ の 増殖 を抑制する こ と が知 ら れ て い る 佃
】)
. しか も

,

バ ブ イ ロ マ イ シ ン A l に対する感受性 は 正常紺胞 よりも トラ ン ス

フ ォ ー メ イ シ ョ ン し た細胞 ほ ど高 い こ とが 報告さ れ て お り
帥

,

正 常細胞と癌細胞と の パ フ イ ロ マ イ シ ン A l に対す る感受性 の 差

は癌治療の 標的に なりうる と思 わ れ る . しか し
,
そ の 増殖抑制

の 詳細な機序に関 して は い まだ 十分に解明され て い ない . さ ら

に , こ れ ま で に バ ブ イ ロ マ イ シ ン A l のI針形痛 の 増殖能 に及ぼす

影響 に つ い て研究 し た報告もない .

そ こ で 本研究で は , 固型痛の な か で もきわ め て生 物学的悪性

度 が高い こ と で 知ら れ て い る膵癌の 細胞株を月ヨい て , パ フ イ ロ

マ イ シ ン A l に よ る膵癌 の 増殖抑制効果 と ア ポ ト
ー

シ ス 誘導の 有

無 に つ い て 実験 を行 っ た .

材料 お よび方法

1 . ヒ ト腰痛培養細胞

分化度 の 異 な る ヒ ト膵癌細胞株を米国標準株機関 (A m e ri c a n

T y p e C ultu r e C oll e c ti o n , A T C C ) (R o c k vi 11 e , U S A) よ り購入 し て

平成1 1 年 5 月1 9 日受付, 平成 11 年7 月 7 日受理

A b b r e vi a tio n s : D M S O , di m e th yl s ul fo xid e; IC 5 ｡, th e c o n c e n tr ati o n of b aB lo m y cin A l r e q uir e d fo r 5 0 % in hibi也o n of

C ell vi ab ilit y , I C E , i n t e rle u ki n -1 β c o n v e rt in g e n z y m e ; M T r , 3
-(4 , 5 - di m et h ylt hi a z ol -2 yl) -2 , 5 -dip h e n ylt e t; a z oli u m

b r o m id e; P I , P r O Pidi u m i o did e; T d T , t e r m i n al d e o x y n u cl e o tid yl t r a n sf e r a s e , T U N E L , t e r m i n al d e o x y n u cl e o tid y l

tr an Sft r a s e - m e di at e d d U T P -bi otin nic k e n d -1 ab elin g



4 2 0

使 用 した . 使用 した 膵癌細胞株 は , C a p a n - 1 ( 高分化型腺病) ,

B x P C -3 ( 申分化型腺癌) , A s P C -1 ( 申分化塑腺病) , P a n c - 1 ( 低分

化型腺病) , M LA P a C a - 2 (未分化癌) の 5 種類で ある .
こ れ ら5 種

類 の膵癌細胞株は , い ずれ も液胞塑プ ロ ト ン ポ ン プ を過剰 に発

現 して い る細胞株であ る
11)

. 細胞株 の 培 養に は ,
1 0 % 非働 化牛

胎児血清 ( Gib c o , G r an d I $1 an d , U S A ) と0 .3 m g/ m l グル タ ミ ン

(日 水製薬, 東京) を含 む R P M I
-1 6 4 0 培 地 (日 水製薬) を 用い ,

5 % C O z 濃度! 3 7 ℃の 条件下 で培養 した .

Ⅰ . 実験動物

4 週齢の 雌ヌ
ー

ド マ ウ ス 田A L B/ C n u / n u) ( 日本 ク レ ア , 束京)

を購入 し2 週 間 の 予備飼育後
,
6 週齢 の 時点 で 実験 に供 した .

マ ウ ス の 飼育 は金沢大学医学部附属動物実験施設の アイ ソ ラ ッ

ク 内で 行い
,
滅 菌水と オリ エ ン タ ル 固形飼料を自由に与え た.

Ⅱ . 使用薬剤

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 和光純薬工業 (大阪) か ら購入 して使用 した . 実厳 に 際

し て
, 本 薬 剤をまず ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド (di m e t h yl ,

s ul p h o xi d e , D M S O ) (和光純薬) で 溶解 し, その 後D M S O の 席

終濃度 が 1 % 以下 に なる よう に 用胞培養液 で希釈 し て使用 し

た .

Ⅳ . 細胞活性度測定

分化度 の 異 な る5 種 類の ヒ ト月琴痛培養細胞株 に対す る パ フ イ

ロ マ イ シ ン A l の 増殖能 に及ぼす影響を3 - (4 , 5 - ジ メ チ ル チ ア ゾ

ー ル ー2 イ ル) 一2
,
5 - ジフ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド 【3 - (4 ,

5 -di m e th ylth i a z ol -2 yl) -2
,
5 - di ph e n ylt e tr a z oli u m b r o m id e , M T T】

試薬 (Si g m a , S t L o ui s , U S A ) を用 い て , 種 々 の パ フ イ ロ マ イ シ

ン A l 濃度 に対す る培養細胞 の紳胞活性度 (c ell vi al )ility) を測定

す る こ と で 評価 した . 具体的に は ,
コ ン フ レ ン ト状態 に あ る5

種 類 の 膵癌細胞株 を 0 .0 2 % E D T A 添加 0 .2 5 % ト リ プ シ ン

( Gib c o) に て剥 離 し, P B S 洗浄後 , 各膵癌細胞株を前述の 培養

液に浮遊 させ て3 ×10 憫/ m l に 調製 し, 9 6 穴プ レ
ー

ト (岩城硝

子株式会社 , 千葉) の 各穴に180 〟l ず つ 分注 し た . 最終 パ フ イ

ロ マ イ シ ン A l 濃度が 1 n M , 5 n M
,
1 0 n M

,
3 0 n M

,
4 0 n M

,
5 0 n M

お よび 10 0 n M に なる よう に嗣製 し た培養液を各々 2 0 〃1 分 注

し
, 計20 0 〃l と して 培養機中で静置 し た . 2 4 時 間, 4 8 時 間,

7 2 時間培養後, P B S に 溶解 した4 m g / m l M T T を各ウ ェ ル に2 0

〃1 加え, 3 時間増車 し た後 に上 清を吸引 しD M S O 1 5 0 〃1 を加

えホ ル ム ア ザ ン 結晶を溶解 した . 1 0 分 間撹拝 し た後 に , 5 4 0

n M に お け る吸光度 O D 5｡(, を 測定 し た . O D 54(, 値 は 自動吸光計

(Ej u 3 4 0 A T , SI∬ , Ⅵ e n n a , A u stri a) を用 い て 測定 し, 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 . 非処理群 の 吸光度 に対す る バ ブ イ ロ マ イ シ ン A l 処理群 の 吸光

度の 割合, す な わち, コ ン トロ
ー ル に対する 生細胞の 割合を求

め
,
これを腫瘍細胞生存率 ( % of c o n tr ol) と した . ま た

,
腫瘍

細胞生存率 ( % o f c o n t r o l) より ,
5 0 % 増殖 阻害過度 (t h e

C O n C e n t r a ti o n o f b a負l o m y ci n A l r e q u i r e d f o r 5 0 % i n h ib iti o n o f

c ell vi ability , I C 5J 億 を求め薬剤感受性の 指標 と した .

V . パ フ イ ロ マ イ シ ン A . に よる C a p a n
･ 1 細胞 の ア ポ ト

ー

シ

ス 誘導の有無 に つ い て

バ ブ 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

るも の な の か否か に つ い て , C ap a n -1 細胞 を用い て 生化学的解

析, 細胞間期の 解析な らび に形態学的解析を行 っ て検許 した .

･

1 . 生化学的解析法

ア ポ ト ー シ ス を検出す る生化学的方法 と して , D N A の ヌ ク

レ オ ソ
ー ム単位 で の 断片化 ( D N A fr a g m e n ta ti o n) を ア ガ ロ

ー ス

ゲ ル 電気泳動 で検出す る方法
12 卜 14)
を用い た .

コ ン フ レ ン ト状態

の C a p a n
-1 細胞 を培養液中 に浮遊 さ せ て 1 .6 × 1 0

6

個/ m l に 調製

し
,
パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 濃度を1 n M , 1 0 n M , 1 0 0 n M , 1 F L M お

よ び10 〃 M に調 製 し た培養液を加え, 培 養機内 に静置 した .

2 4 時間培養後, C a p an -1 細胞 の D N A をセ パ ジ ー ン キ ッ ト (三 光

純薬, 東京) を用 い て摘出後 ,
2 .0 % ア ガ ロ

ー ス ゲ ル に て電気泳

動 し
,
断片化 した D N A を臭 化 エ チ ジ ウ ム ( eth i di u m b r o m id e)

で 染 色後 ,
ヌ ク レオ ゾ ー ム レ ベ ル で の 切断 を示すD N A ラ ダ ー

の 有無を検討 した .

2 . 細胞周期解析法

フ ロ
ー

サ イ トメ トリ
ー

法 にて 細胞 の D N A 含量を測定
15)1 6)
し
,

ア ポ ト
ー

シス に 陥っ た細胞 の 割合を算出 した . 具体 的に は ,
コ

ン フ レ ン ト状 態の C a p a n -1 細 胞を0 .0 2 % E D T A 添加0 .2 5 % トリ

プ シ ン に て剥離 し
,
P B S 洗浄後

,
培養 液に 浮遊 させ て 1 .6 × 1 0

6

個/ m l に 調製 して培養機中に静置 した . 2 4 時 間培養後 に , 上 清

を注意深く吸引 し
,
1 0 n M パ フ イ ロ マ イ シ ン A l を含む 培養液を

加え培養機中で静置 した . そ して 6 時 間, 1 2 時 間, 2 4 時間お よ

び36 時 間後 に , 0 .0 2 % E D T A 添加0 .2 5 % トリ プシ ン に て C a p an ー

1 細胞 を剥離 し, P B S で 洗浄, 4 ℃ で 遠心(10 0 0 r p m , 5 分間) 後,

上 清 を取り除き, 冷70 % エ タ ノ
ー ル を加 え細胞 を懸濁 し

,
4 ℃

で4 時間以上 固定 した . 次 に遠心 (15 00 r p m , 5 分 間) し , 上清

を取り除きP B S で洗 浄後 10 m g/ m l R N a s e A 溶液を10 FL l , 1

m g / m l ヨ ウ化 プ ロ ジ ウ ム b r o pi di u m i o did e , P I) 溶液 を1 m l 加

えて , 3 7 .5 ℃ , 2 0 分 間遮光 し染色 した . また
,
コ ン ト ロ

ー

ル と

して パ フ イ ロ マ イ シ ンA l 撫添加 の C a p a n -1 細胞 も同様にPI 染色

し
,
E P I C S P R O F I L E フ ロ

ー

サ イ トメ
ー

タ
ー

(fl o w c yt o m e t e r)

(C o ulte r C o r p o r ad o n , M i a m i , U S A) を用い て D N A 含量 を測定 し

ア ポ ト
ー

シス 期( s u b G ｡/ G l p h a s e) の 増加 に つ い て 解析 した .

3 . 形態学的解析法

コ ン プ レ ン ト状態 の C a p a n
- 1 細 胞を0 .0 2 % E D T A 添加0 .2 5 %

トリ プ シ ン に て剥離 しP B S 洗浄後 , 培 養液 に浮遊 さ せ て 1 .6 ×

1 0
6

個/ m l に調 製 し, 1 0 n M パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 濃 度を含 む培

養液中 に混入 さ せ , 培 養機中で 静置 し た . 0 . 0 2 % E D
′

m 添加

0 .2 5 % ト 1) プ シ ン に て C a p a n
-1 細胞を剥離 し, P B S にて 2 回洗

浄後
,
サ イ ト ス ピ ン (C yt o s pi Ⅱ) (S h a n d o n s o u th e r n p r o d u c t

I l d .
,
C h e sh i r e

,
E n gl a n d) を用い て 95 % の エ タ ノ

ー

ル で 固定後 に

H E 染色 し, 形態学的 に観察 した .

Ⅵ . ヌ
ー

ドマ ウ ス 皮下 移植 C a p a n - 1 細胞の 増殖能 に及 ぼす

パ フ イ ロ マ イ シ ンA l の 影響 に つ い て

対数増殖期 にある C a p a n - 1 細胞 を0 .0 2 % E D T A 添加0 .2 5 % ト

リ プ シ ン にて 剥離 し遠心回収後 , P B S に て2 ×10
6

個/ m l に調整

し た .
こ の 際 , ト リ バ ン プ ル

ー 色 素排 除試験 に て 生 細胞 が

95 % 以上 で ある こ と を確認 した . 6 週齢の ヌ
ー

ドマ ウ ス に2 グ

レ イ (2 G y) の 全身照射を行 っ た後 に26 G 注射 針に て 2 × 10
6

個

/ m l の C a p a n
-1 細胞懸濁液 0 .5 m l を20 匹 の ヌ

ー

ド マ ウ ス の 背部

皮 下 に 注入 して 移植 した . そ して
,
移植1 0 日 日に 移植膿瘍 の

推定体積が お よ そ 50 m m
3

で あ る ヌ ー

ドマ ウス を1 5 匹選 別 し,

こ の 15 匹を 無差別 に パ フ イ ロ マ イ シ ン A l O .1 m g / k g 負荷 群

(n 毒) , パ フ イ ロ マ イ シ ン A 1 1 m g/k g 負荷群(n ; 5) , パ フ イ ロ マ

イシ ン A l 非投与群 (n ; 5) の 3 群 に分 けた . 生体 内の 実験で は ,

パ フ イ ロ マ イ シ ン A l を 少量 の エ タ ノ
ー

ルで 溶解 し, その 後 さら

に P B S に て希釈 して使用 した . 皮下注射 は背部 の 皮下 腫瘍か ら

経れ た部位を選び ,
一

日
一

回行 っ た . ま た
,
パ フ イ ロ マ イ シ ン
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A l 非投与群に は 同量の エ タ ノ
ー ル を含 むP BS 溶液 を皮下 注射 し

た.
パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 投与期間中, 皮下 の 膿瘍を電気 ノ ギ ス

で測定 し, 推 定腫瘍体積を G r e n ら
1 刀
の 方法を用い て (長径 m m )

× (短径 皿 m)
2
× 0 .5 ( m m り で算 出 した . ま た

,
同時 に マ ウス の

体重測定も行 っ た .

Ⅶ .
ヌ ー ドマ ウ ス 移植腫瘍の病理組織学的検索

パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 治療4 週後 に屠殺 し, 移植腫瘍なら び に

ヌ ー ド マ ウ ス の 肝 , 膵お よ び腎組織を摘出 し, 1 0 % の ホ ル マ リ

ン で 固定後 に パ ラ フ ィ ン 包埋 ,
H E 染色 を行 っ て 病理組織学的

検索 に供 し た . とく に移植腫瘍の 検索 に は
, 各腫瘍 に つ き3 枚

の 代表切片を用い て評価 し た .

通常 の H E 染色で の ア ポ ト ー シ ス 細 胞の 診断基準 は
,
細胞 の

縮小お よ び核 の 濃縮 や断片化 が認 め ら れ る 細胞
18)
と した . そ し

て
, 移植膿瘍組織内に お ける ア ポ ト ー シス 細胞の 割合が 5 % 以

下 を (
-

) , 5 % か ら25 % を ( +) , 2 5 % カナら50 % を ( + + ) , そ し

て50 % 以 上 を ( 十什) の 4 段階 に便宜上 区分 し, パ フ イ ロ マ イ

シ ン A l の 抗腫瘍効果を判定 した .

さら に
,
膿瘍組織内の ア ポ ト ー シス 細胞 の 判定に は

,
タ

ー

ミ

ナ ル
･ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ジ ル

･

ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ

(t e r m i n al d e o x y n u cl e o ti d yl t r a n s f e r a s e , T d T ) 触媒 ビ オ

ナ ン T d U T P ニ ッ ク 末 端標識 (t e r m i n al d e o x y n u c l e o tid yl

tr a n sf e r a s e - m e di at e d d U T P -b i o ti n ni c k e n d -1 a b eli n g , T U N E L)

法
1!})
に よ る検索も同時に行 っ た . すな わち

,
薄切標本 を脱 パ ラ

フ ィ ン し親水後
,
2 % 過 酸化水素水加 メ タ ノ ー ル 液 に室温で 20

分間反応 さ せ 内因性 ペ ル オキ シ ダ ー ゼ を ブ ロ ッ ク した . 流水 に

て水洗 しP B S に 室温で 3 分 間浸 した . 2 0 m g/ m l プ ロ テ ナ
ー ゼ

K (P r o t ei n a s e K) (Si g m a) にて 除蛋白後 , 流水 に て水洗 し, T d T

緩衝 液【10 0 m M カ コ ジ ル 酸 カ リ ウ ム ,
2 皿 M 塩化 コ バ ル ト

(C o C 12) , 0 .2 m M D T r , p H 7 .2] に3 分間浸 した . 次い で , T d T

綬衝液 に 0 .3 U / m l T d T ( O n c o r , G ai th e r s b u r g , U S A ) と 0 . 04

n m / m l ビ オナ ン 標識d U T P ( O n c o r) を加 えた Td T 反応液を適量

滴下 し, 各組織片 に カ バ ー ガ ラ ス を か け 3 7 ℃の 加湿器で 60 分

間反応 させ た . 次 に権衡液 (0 .3 M 塩化 ナ トリ ウ ム ,
3 0 m M ク

エ ン 酸ナ トリ ウ ム) に30 分間浸 して T d T 反応 を停止 し た . P B S

で 洗 浄 し , ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ 標 識抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 抗 体

( O n c o r) と30 分間反応 させ た . P B S で 洗浄の 後, 過酸化水素水

を添加 し た3
,
3
'

- ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン で 発色 し
,
メ チ ル グリ

ー ン で 核染色 を行 っ た . T d T 処理 前 に カ コ ジ ル 酸 ナ ト リ ウ ム 横

衝液 b H 7 .2) に溶解 した1 m g/ m l D N a s e l (Si g m a) 溶液 で 10 分

間処理 した 組織切片を陽性 コ ン ト ロ ー ル と して , T d T を含ま ず

にT dT 緩衝液 の み で 処理 した 組織 切片を陰性 コ ン トロ
ー

ル と し

て用い た .

Ⅷ . 統 計学的検定法

測定値 はす べ て平均 ± 標準偏差 反± S D) 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 は W ei c h の t検 定

を用い
, 危険率5 % 未満 (p < 0 .0 5) をも っ て 統計学的に有意差

有りと判定 した .

成 績

Ⅰ. 生体外で の 膳癌培養細胞の増殖能 に及ぼすパ フ イ ロ マ イ

シ ンA l の影響 に つ い て

分化虔 の 異 な る5 種頼 の ヒ ト膵痛細胞株 に対する パ フ イ ロ マ

イ シ ン A l の 増殖能に及ぼす影響を, M T T ア ツ セ イ法 に よ る 紺

胞活性度 ( c e11 vi a b ility) を測定 して 評価 した . すなわ ち
, 各細

胞株を1 n M
,
5 n M

,
1 0 n M

,
3 0 n M

,
4 0 n M

,
50 n M お よ び10 0 n M

の パ フ イ ロ マ イ シ ン A l の 濃度で 処理 し
,
処理 後24 時間日

,
4 8

時間目 お よ び7 2 時間日の 細胞活性度を測定 し た . そ の 結 果
,
5

種類すべ て の 膵癌細胞株 の 細胞活性度は コ ン ト ロ ー ル に比 べ 濃

度依存性 に抑制 さ れ た (図1 -5) . 各膵癌細胞株の 72 時間目 で の
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1 細胞 (低分化腺痛) で30 n M , M I A P a C a -2 細胞 (未分化腺癌) で

40 n M であ っ た . そ こ で , 1 0 n M の 低濃度 パ フ イ ロ マ イ シ ン A l

に 対す る 各膵癌細胞株 の 感受性を み た と こ ろ , 分化型 で あ る
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性が高か っ た .
こ れ に 射 し

,
分化 度 の 低 い P a n c -1 細胞お よ び

M IA P a C a - 2 細 胞 で は 感受性 が低く ,
な か で も未分化塑 の

M IA P a C a - 2 で は ほ と ん ど細胞活性度 に影響を与えな か っ た (図

6) .

Ⅰ . パ フ イ ロ マ イ シン A . に よ る C a p an
- 1 細胞 の ア ポ ト ー シ

ス 誘導に つ い て

今回 の 研究で使用 した 5 種類の 膵癌細胞株 のうち ,
パ フ イ ロ

マ イ シ ン A l に感受性の 高 か っ た C a p a n -1 細胞を用い て , パ フ イ

ロ マ イ シ ン A】 によ る増殖抑制効果が ア ポ ト ー

シ ス に起因するも

の なの か 否かを 生化学的解析, 細 胞周期の 解析な ら び に形態学

423

的解析を行 っ て検討 した . な お
,

.

こ の C a p a n
-1 細胞株 は, きわ

め て ヒ トの 膵癌 に類似 した発育 を呈す る ム チ ン 産生 の 分化型腺

痛であ る こ とで 知ら れ てい る 抑 .

1 . 生化学的解析

パ フ イ ロ マ イ シ ンA l 濃度が 10 n M 以上 で は
,
お よ そ180 b p

単位で D N A が 分断さ れ て お り
,
い わゆ る ア ポ ト

ー

シ ス の 特徴

的所見であろD N A ラ ダ ー 像
.(
D N A l a d d e r p atte r n) が観 察され

た (図7) .

2 . 細胞周期の 解析

10 n M パ フ イ ロ マ イ シ ン A l で 処理 し た C a p a rl - 1 細胞 の 馴 包周

T ab le 2 ･ Efft ct o f b a fi1 0 m y Ci n A l O n th e x e n o g r a ft ed C a p a n
- 1 c ell t u r n o r s in n u d e m ic e

T r e at m e n t Fin al tu m o r v ol u m e

g r o u p ( m m 3)

B o dy w e ig h t( m g)

P r e -tr e atm e nt ･ P o st -tr e at m e n t

C o n t r o I

B a 丘1 0 m y C im A l

( 0 .1 m g/k g)

B a 創 o m y c in A l

(1 .O m g/k g)

5 8 0 .9 ± 9 0 .0

4 78 .4 ± 1 7 2 .2

3 3 0 .9 ± 8 6 .1 *

19 .2 ± 0 .8

18 .7 ± 1 .0

18 .7 士 0 .7

2 0 .4 ± 1 .6

19 .4 ± 2
.
4

19 .7 ± 0 .6

N u d e m ic e wi th i m pl a n te d t u m o r s r e c eiv e d inje ctio n of b a創 o m y cin A l O r C O n t r Ol b u fft r fb r 4 w e e k s . T h e s e
d a ta ar e e x p r e s s e d a s th e m e an 打o m n v e an i m als ± S D ･

*

p < 0 ･0 5 v s c o n t ro l

B a 用 o m y ci n Å1

0 1 n M l O n M l O O n M 旬M l O トL M

Fig ･ 7 ･ D N A f r a g m e n t a ti o n a n al y si s o f C a p a n
-1 c ell s a ft e r

in c ub a d o n fo r 2 4 h r wi t h v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s of b a fi1 0 m y Ci n
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b y a 汀 O W S .



4 2 4

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 .

その 結果 ,
パ フ イ ロ マ イ シ ンA - 処理細胞 で非処理の コ ン トロ

ー

ル 細 胞 と 比較 し, 1 2 時 間冒以降で ア ポ ト
ー

シ ス を 示すサ ブ

G ｡/ G l 分画が 有意 に増加 し, 3 6 時 間目で 平均 38 .9 % の 細胞が ア

ポ ト ー シ ス に陥 っ て い た(図8 , 表1) .

3 . 形態学的観察

10 n M の パ フ イ ロ マ イ シ ン A l で 48 時間処理 した C 叩 誠 一1 細胞

を サ イ ト ス ピ ン 法 を用 い て H E 染 色 を行 っ た と こ ろ
,
図9 に示

T a bl e 3 .
r

n l e q u a ntita tiv e a ss a y fb r a p o p to sis i n th e x e n o g r af【e d C ap an
-l c e11 t u m o rs

P r o p o rti o n of a p o p to tic

C ell i n tu m o rs
(

-

) ( + ) (｣ + ) ( ｣ + り

C o n t r o l g r o u p

( n 芸 5)

L o w - d o s e b afi1 0 m y Ci n A 1 0

t r e a t e d g r o u p ( n = 5)

H i gh - d o s e b a五lo m y ci n A 1 0

t r e a te d g r o u p (n = 5)

4 (8 0) 1 (2 0) 0

1 (2 0) 4 (8 0)

T h e p r o p o rtio n o f a p o pt o tic c e11s w a s g r a d e d a s fbllo w s : (
-

) , 1e s s t h a n 5 % o f t u m o r c ells; ( + ) , 5 -2 5 % o f

t u m o r c ells; ( + ) , 2 5 -5 0 % o f tu m o r c ells; ( + 什) , m O r e th a n 5 0 % o f c ell s . D at a ar e e X p r e S S e d a s n u m b e r o f
弧 i m als (% ) .

F ig . 9
.
E 鮎 ct of b a五l o m y ci n A 1 0 n th e m o rp h ol og y o f C ap an

-1 c ell s .
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Fig .
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･

a S e
-

m e di at e d

d U T P ･ bi o ti n ni c k e n d l a b eli n g Cr U N E I) m e th o d .



パ フ イ ロ マ イ シ ンA l に よ る膵癌の 増殖抑制

すように C a p an -1 細胞の 細胞質の 萎縮
, 核の 濃染な らび に核の

分断化が観察 され , ア ポ ト ー シス に矛 盾しない 所見であっ た .

Ⅱ .
ヌ ー

ド マ ウ ス 皮下移植 C a p a n - 1 細胞の 増殖能 に及ぼす

パ フ イ ロ マ イ シン A , の影響 に つ い て

バ フ ィ ロ マ イ シ ン A l に感受性の高か っ た C a p an -1 細胞をヌ ー

ドマ ウ ス の 皮下 に 移植し, 移植腫瘍 の 推定体積が お よ そ50

m m
3

に な っ た こ ろ (移植後10 日 目) か ら連日 パ フ イ ロ マ イ シ ン

A l を皮下 注射して 全身投与し, 皮下 腫瘍 の増殖抑制効果の 有無

を観察 した . そ の 結 果, 図10 に 示す よう に パ フ イ ロ マ イ シ ン

A . 1 m g/ k g 負荷群で は コ ン ト ロ
ー ル 群 に比 べ21 日 目以 降で有

425

意 に腫瘍 の 増殖が抑制され た b < 0 .0 5) . こ の 間体重 の推移に

関 して は両群間 に有意の 差 はみ ら れ な か っ た(表2) .

Ⅳ . ヌ ー ドマ ウ ス 移植腫瘍の病理組織学的模索

移植腫瘍の病理組織学的検索で は ,
パ フ イ ロ マ イシ ン A - 非投

与 の コ ン ト ロ ー ル 群で 高分化型 の 管状腺痛 が観察 さ れ た (図

11A -C ) ･ こ れ に射 し
,
パ フ イ ロ マ イ シ ン A l l m g / k g 負荷群で

は 半数以上 の 痛細胞 に核の 濃染お よ び 細胞質 の萎縮が観察 さ

れ
, 典型 的な アポ ト ー シ ス の 所見を呈 して い た (園1 1D 一円 . こ

れ ら核の 渡染お よ び細胞質の萎縮を重 した癌細胞は , T U N E L

法で染 色して も核が淡 い 茶色に可染され, 間違い なくア ポ ト ー

Fig ･ 1 1 ･ H i s to p ath ol o gi c e x am in a ti o n o f th e t u m o r s ･ 仏 B , C) Ⅹe n o g r 姐 e d C ap a n -1 c e11 t u m o rs in c o n tr ol g r o u p e x hib ite d ch a r a c te ri sti c s of
a w ell -di 飴 r e n d ate d t u b ul a r a d e n o c a rt in o m a; m ･

E
,
F) c h r o ni c t r e a t m e n t wi th b a丘l o m y c in A l (1 .O m g / k g / d a y) p r o d u c e d t u m o r c ell s w ith

Sig n s o f ap op to si s i n cl u di n g c e11 sh ri n k a g e an d ch r o m a ti n c o n d e n s a d o n t o th e p e rip h e r y of n u cl e ar m e m b r an e . ( H E st ai n in g)
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シ ス に陥 っ て い た 細胞で あ る こと が 確認さ れ た (図12) . 表3 に

は
,
それ ぞ れ の群 にお ける移植腫瘍組織内で の ア ポ ト

ー シ ス 細

胞 の 割合を示 した .
バ ブ イ ロ マ イ シ ン A . 1 m g / k g 負荷群 で は ,

5 個中4 個 (80 % ) の 腫瘍 で半数以上 の 癌細胞が ア ポ ト
ー シス に

陥 っ て い た が ,
0 .1 m g /k g 負 荷群 で は い ず れの 腫瘍もア ポ ト

ー

シ ス に 陥っ で る癌細胞の割合は少 なか っ た .

また
,
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 卜 揮 およ び 腎組織を病理組織学的 に検索 した が , い

ずれ の 群に お い ても病理組織学的に異常な所見は認め られ なか

っ た .

考 察

ア ポ ト
ー シス ( ap o p t o sis) と い う細胞死 の概念は , 約25 年前

に英国の 病理学者である E e 汀 ら
18】
によ っ て提唱 され たも の で あ

り, ネク ロ ー シ ス と は 明 ら か に 区別 され る べ き能動的 な細胞

死
21)
と して 最近注目を集 め て い る . ア ポ ト

ー

シス を起した細胞

で は
, 細胞の 縮小や核膜周辺 へ の ク ロ マ チ ン凝縮な ど の形態学

的特徴
21) 望)
の ほ か

,
D N A の 断片化 と い っ た 生 化学的変化 が み ら

れ
2 3)

,
生 体内 にあ っ て は比較的すみ や か に排除 され る こ と が 知

ら れ て い る
珊 25)

. しか し
,
最近 に なり抗癌剤 に よ る癌細胞 の 死

滅は ア ポ ト ー シ ス と い う プ ロ グ ラ ム が 関与 して い る こ と が次第

に わか っ てきた
2 6)27)

. そ して , 現在の と こ ろ ア ポ ト ー シ ス の 誘

導 に 関す る細胞内 の遺伝子 として p53
Z8)

,
イ ン タ

ー ロ イ キ ン ー 1

J
? 転換酵素 (in t e d e u k i n - 1

′
? c o n v e 血 n g e n z y m e , I C E)

29}

,
B a x

3q

な どが
,
さ ら に ア ポ ト

ー シ ス の 抑制 に 関与す る遺伝子 と して

B d -2
31 ) 3 2)

やB cト又U
3〉
な どが 知られ るよ う になっ てきた .

と こ ろで
,
も し癌細胞 に効率よく ア ポ ト

ー

シ ス を誘導 して消

滅させ る こ と が で き る薬剤があれば, そ れ は理想的な抗癌剤 と

な る可能性がある . しか しなが ら
,
現 在の と こ ろ消化希痛 の な

か で最も悪性度が高 い こ とで 知られ て い る膵癌 に ア ポ ト ー シ ス

を効率よく誘導す る ような有効 な抗癌剤が な い の が 実状 で あ

る. そこ で , 本研究で は進行膵痛が液胞型 プ ロ トン ポ ン プ を過

剰 に発現 して い る
6)11)
こ と に着目し, 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 が アポ ト
ー シス を介 し

て膵癌の 増殖を抑制す る こ と が可能か否か を研究 した . まず最

初 に
,
分化度の 異な る5 種類 の ヒ ト膵癌細胞株 に対す る パ フ イ

ロ マ イ シ ン A l の 増殖 能 に及ぼ す影響 を M T T ア ツ セ イ 法 で検討

した . そ の結果 ,
5 種 類の す べ て の 膵癌細胞株の 細胞活性度は

コ ン トロ ー ル 群 に比 べ濃度依存性 に抑制 され , パ フ イ ロ マ イ シ

ンA l の72 時間目で のI C 5｡ 値 はC a p an
-1 ( 高分化型腺痛) で 5 n M ,

As P C ･1 (申分化型腺病) で5 n M , B x P C -3 ( 申分化塾腺癌) で 10

n M
,
P a n c -1 (低分化型腺痛) で30 n M , M I A P a C a -2 ( 未分化塾腺

癌) で40 II M と , い ず れ もn M レベ ル で あり, パ フ イ ロ マ イ シ

ン A 】に よ る膵癌細胞株 の著明な増殖抑制効果が認められ た. し

か も分化型 の陣痛細胞株の方が未分化型 の も のよ りも細胞活性

度が強く抑制され た こ と よ り, 膵癌細胞の パ フ イ ロ マ イ シ ン A l

に対する感受性 は癌細胞 の分化度と強い 相関があ る こ と が示唆

された. そこで
, 次に パ フ イ ロ マ イ シ ン A l に 感受性 の高 か っ た

C a p a n
- 1 細胞を用 い て , ア ポ ト

ー

シ ス 誘導 の有無を検索 し た .

まず ,
生 体外で の D N A の解析で は , パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 処 理

24 時 間目で , そ の 浪度が10 皿M 以上 で D N A ラ ダ
ー 像 が確認 さ

れた . さらに
,
ヌ ｢ ド

マウス を用い た 生体申の実験 でも, 背部

に移植した 伽 a n ･ 1 細 胞 に如して′ヾ7
'

ィ ロ マ イ シ ン A 1 1 m g / k g

投与 群で は コ′ン ト ロ･
一 心 群に 比 べL2 1 眉 目以降 で有意 に腫瘍 の

増殖が抑制 さ れ
,
病理組織学的に は 癌細胞の 縮小や核 の 濃縮な

どア ポ ト
ー

シス に特徴的な所見 が観察され た. 以上 の 成績 より,

パ フ イ ロ マ イ シ ン A l は ア ポ ト
ー シ ス を 介して膵癌細胞 の 増殖を

抑制する こと が 示唆 され た . 最近 ,
N i sh ih a r a ら

34)
は
,
パ フ イ ロ

マ イ シ ン A l が アポ ト
ー

シ ス に より B リ ン パ 腫細胞株 押唱HI 2 31

細胞) の 生 体外で の 増殖を抑制 した こ と を報告 して い るが , 固

形癌 に対す る パ フ イ ロ マ イ シ ン A l の 生体 内で の 増殖能に及ぼす

影響を研究した報告 は これ まで に な い . した が っ て
, 本研究 は

固形痛 ( ヌ
ー

ド マ ウ ス 皮 下移植 ヒ ト膵癌) に対 して パ フ イ ロ マ

イ シ ン A l の 抗腫瘍効果を観察した内外 で最初の 報告 である . こ

の ほ か
,
本研 究で は

,
パ フ イ ロ マ イ シ ン A 一曲療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, い ずれ の 群 にお い て も病理組織学的に異常所見なく ,
ま

た体重 の 推移 にも有意差 の な い こ と が 確認 さ れ た . とく に
, 液

胞塑 プ ロ ト ン ポ ン プ に富 む多く の ラ イ ソ ゾ ー ム 顆粒 を有 して い

る正 常肝細胞 に形態学的な変化をもた ら さ なか っ た こ と が 注目

され る . こ の 結果 は , マ ウ ス の 正 常肝細胞 と C a p a か 1 細胞 と で

は パ フ イ ロ マ イ シ ン A l に対 す る感受性が違う こと を示唆 して お

り
,
パ フ イ ロ マ イ シ ン A l に対す る感受性 は正 常肝細胞よりも ト

ラ ン ス フ ォ ー メ イ シ ョ ン した細胞 ほ ど高い こ と を指摘 して い る

M a n a b e ら
10)
の 報告 と

一

致す る もの で あ っ た . さ ら に
,
本研 究

で は 同 じ膵癌細胞で も分化型 の 膵痛細胞株の 方が 未分化型より

もパ フ イ ロ マ イ シ ン A l に対す る感受性 が高 い と の 結果 が得られ

た . した が っ て
,
正常細胞 と癌細胞 にお ける パ フ イ ロ マ イ シ ン

A l に 対する感受性 の 差は , 十分痛治療 の 標的 になりう る可能性

を示唆するもの で ある . さ ら に
,
ヒ ト膵痛組織 の 大部分 は分化

型であり
3 5)

, 未分 化塾 が きわ め て 少 な い こ と を考え合わすと ,

ヒ ト膵癌細胞質内に過剰発現 して い る液胞型 プ ロ トン ポ ン プ を

標的 に した パ フ イ ロ マ イ シ ン A 】に よ る プ ロ ト ン ポ ン プイ ン ヒ ビ

タ ー 治療 で 膵癌の 増殖をかなり特異的 に抑え る こ と が可 能で あ

る と思わ れ た . た だ し本研究 で は ,
パ フ イ ロ マ イ シ ン A l が高価

で あ る た め ヌ ー ドマ ウ ス に対 す る パ フ イ ロ マ イ シ ン A l の 極量

( m a xi m u m t ol e r a t e d d o s e) の 測定は 行 っ て お らず, また , パ フ

イ ロ マ イ シ ン A l 投 与後の 主要臓器の 組織内濃度の 測定もお こ な

っ て い ない . これ ら の 問題 は , 今 後検討すべ き課題 と考えて い

る .

最後 に, どの よ うな機序で パ フ イ ロ マ イ シ ン A l が 陣痛刑包株

に対 して ア ポ ト
ー

シ ス を誘導 した の か を考察す る. 最近, エ ト

ポ シ ド ( e to p o sid e) 処理で 誘導 さ れ た H I J 6 0 細胞株 に み ら れ る

ア ポ ト
ー

シ ス に は
, 細胞質の p H の 低下 ( Cy t O S Oli c a cidifi c a ti o n)

が先行 して認 め ら れ る と の 報告 が あ る
36)

. しか し
,

一 方で は パ

フ イ ロ マ イ シ ン A l は ラ ッ ト 由来P C -1 2 細胞に お い て , 細胞質内

p H と は 無 関係 に ア ポ ト
ー シ ス を誘導す る こ と も知 ら れ て い

る
37)

. こ のよ う に現時点で は い ま だパ フ イ ロ マ イ シ ン A l によ っ

て 誘導さ れる ア ポ ト
ー シス の 機序 に 関して,

一 定 の 見解 が得ら

れて い ない の が実状 である . 今 後
,
パ フ イ ロ マ イ シ ン A l 処理 に

よ る細胞質内p H の 推移 や癌細胞内 における ア ポ ト
ー シ ス 関連

遺伝子群 b 53 , I C E , B a x , B cl -2 な ど) の発 現と の 関連 に注目 して

研究して い く必要 がある と考えて い る .

結 論

分化度の異な る5 穫類の ヒ ト膵癌培養細胞株と液胞塾プロ 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 を用 い て ,

博 痛の 増殖抑制ならび に ア ポ ト
ー

シ ス との 関係 に つ い て検討
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し
,
以 下 の 結果を得 た .

1 . 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 n M で ヒ ト膵癌細胞株の 細胞活性度 を抑制 した .

2 . ま た
,
そ の ヒ ト膵癌細胞株の パ フ イ ロ マ イ シ ン A l に村す

る感受性 は分化度 が高 い ヒ ト膵癌細胞株 ほ ど高 い 傾向を示 し

た.

3 .
ヒ ト膵癌細胞の 増殖抑制 の 機序 と して ア ポ ト ー シ ス の 関

与が示唆 さ れ た .

以上 の 所見 より
,

パ フ イ ロ マ イ シ ン A l は ア ポ ト
ー

シス を 介し

て膵癌細胞 の 増殖を抑制す る こ と が示唆 さ れ た .
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th a n 1 0 n M f o r 2 4 h r ･ N u d e m i c e g l V e n a X e n O g r aft o f C a p a n

- l c e11 s r e c e i v e d 4 w e e k s o f b a fil o m y c l n

A l ( l .O m g/k g /d a y) ･ T h i s t r e a t m e n t si g n ifi c a n tl y i n hi b it e d t u rn O r g r O W th c o m p
a r e d w i th t u m o r g r o w th i n th

e c o n tr o l m i c e a ft e r

2 1 d ay s ･ H i st o
l o g l C e X a m i n a ti o n o f t u m or

c e11 s i n th e tr e a t e d g r o u p d
e m o n s t r a te d sig n s o f a p o p t

o si s
,
S u C h a s c e ll s h ri n k a g e

a n d ch r o m ati n c o n d e n s ati o n . T h e s e fi n di n g s s u g g e st th a t b a fil o m y
ci n A l i n hi b its t u m o r g r o w

th i n h u m a n p a n c r e a ti c d
u c t al

c a n c e r s th r o u g h ap o p t o si s ･


