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ヒ ト骨肉腫培養細胞 に お け る シ ス プ ラ チ ン 投与後の

D N A 損傷か ら の 回復現象と カ フ ェ イ ン に よ る 抑制

金沢大学 医学部整形外科学講座 ( 主任 : 富 田 勝郎教授)

安 竹 秀 俊

(平成 4 年 3 月16 日 受付)

ヒ ト骨肉腫培 養細胞 に おけ る シ ス プ ラ チ ン 投与後の D N A 損傷か らの 回復現象 の 発現 と ▲
こ れ に 対す る カ フ ェ イ ン の 阻

害作用 ,
お よび カ フ ェ イ ン の 作用故序に つ い て 検討 した . 骨肉腫細胞を 定常状態 に まで 培養 して か らシ ス プ ラ チ ン を投与 し

,

そ の 後低栄養状態の 培養 液で 培養す る と ,
シ ス プ ラチ ン 投与後すぐに コ ロ ニ ー

を 形成 させ た もの と比較 して
, 時 間の 経過とと

もに コ ロ ニ ー 形成率の 上 昇が 見 られ た . また ,
こ の とき細胞毒性を 示 さな い 濃度の 1 m M カ フ ェ イ ン を 低栄養状 態の 培養液に

加えて 培養す る と
,
時間依存性に コ ロ ニ ー 形成率 の 著 明な低下が 見 られ た . 細胞 周期 の 変動を 調 べ た と こ ろ

,
シ ス プ ラ チ ン 投

与後 ほ24 時 間後 ま で徐々 に S 期の 蓄傾 が見 られ , そ の 後 G 2/ M 期の 蓄積 に 変わ り
. ,

さ らに 低栄養状態 で7 2 時 間 ま で 培養する

と
,

しだ い に こ の 蓄績は 解除 され 回復現象 を表わ す結果 が得 られ た . しか し
,

カ フ ェ イ ン を添加す る と S 期の 蓄積ほ 見られず

G 2/ M 期 の 蓄積が 見られ , 時間の 経過 と と もに こ の 蓄積 は増加 し回 復現象は 認め られ な か っ た ,

一 方 ,
シ ス プ ラ チ ン 投与後の

D N A 合成 を
3
H- チ ミ ジ ン の 取 り込み で 調べ る と

,
シ ス プ ラ チ ン 投与後24 時間 ま で コ ン ト ロ ー ル の 約25 % に 抑制 され るが

,
カ

フ ェ イ ソ の 添加に よ り有意 に 回復 した . ま た ,
オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ

ー で 細胞当た りの D N A 合成を 比較 した と こ ろ
,

シ ス プ

ラ チ ン 投与後 の カ フ ェ イ ン 添 加に よ っ て グ レ イ ソ 数ほ シ ス プ ラ チ ン 単独 と比 べ て 有意 に 増加 して い た .

一

方 ,
シ ス プ ラ チ ン 投

与後 の D N A 結合 プラ チ ナ 量 を原子吸光法で 調 べ る と , 投与後12 時間ま で に プ ラ チ ナ 量 は急激 に減少 し
,

そ の 後徐 々 に 減少す

る と い う 2 相性 の 変化を 示 した . また
,

カ フ ェ イ ン 添加で も同様に プ ラ チ ナ 量 ほ減少 した . した が っ て骨 肉腫細胞 の D N A か

ら の プ ラ チ ナ 除去修復に は カ フ ェ イ ン は影響 しな い と考え られ る . 本研究 で は骨 肉腫培養細胞 に お い て ,
シ ス プ ラ チ ン 投与後

に 低栄養状態 に 保 つ こ と に よ りそ の 生存率 の 回復 が観察 された . ま た
,
1 m M の カ フ ェ イ ン 添加に よ っ て 回復が 抑制 され

,
シ ス

プ ラ チ ン の 効果を相乗的 に 増強する結 果を得た . 以上 の 結果か ら シ ス プ ラ チ ン に よ っ て 障害 を受けた D N A は S 期に おい て合

成 遅延 を きた すが ,
カ フ ェ イ ン 添加に よ り障害 を もつ D N A を 鋳型とす る D N A 合成が 促進 され , 障害を 致死 的に する こと が

シ ス プ ラ チ ン
,

カ フ ェ イ ン の 相乗効果を 説明する と 考えられ る .

K e y w o rd s c aff ei n e
,

Cis p l ati n
,
D N A r e p air

,
h u m a n o s t e o s a r c o m a

骨 肉腫 の 治療成績 は化学療法の 進歩に とも な い 飛躍的 に 向上

して い る . 最 近で は術前の シ ス プ ラ チ ン の 動脈 内注 入療法が 効

果的と さ れ
l ト 8)

, 各施設で 行われ て い るが
, 現在 の と こ ろ 5 年生

存率は50 ～ 60 % で あ り
桐 }

, そ の 効果に も限界が ある .
シ ス プ ラ

チ ン ほ D N A の 2 本鎖の う ち
一

本鎖上 の 隣接 する グ ア ニ ン 残基

と鎖内架橋を 形成す る こ と に よ っ て D N A 合成阻害を 起 こ すと

考え られ て い る
7】

.
シ ス プ ラ チ ン ほ正 常細胞 の D N A に 対 して も

同様に 架橋を 形成す るが
,
修復能 が活発で あ るた め 障害作用は

ほ と ん ど出現 しな い
8)

. 抗癌剤 に 対する 耐性 を 考 え る場 合 , 骨

肉腫細胞 に お い て も D N A 修復機構が 働き ,
シ ス プ ラ チ ン の 作

用が十 分発揮 され て い な い こ と が 推察 され る . 実際 ,
ヒ ト骨肉

腫培養細胞 に お い て放射線 に よ る D N A 損傷後 に は 回復現象が

見 られ る こ と が 報告 され てお り
9)1 0)

, 臨床的 に 骨 肉腫 が放射線 に

低感受性で ある こ との 理 由の
一 つ とな っ て い る .

一 方キ サ ン テ

ン 誘導体で ある カ フ ェ イ ン を
, 放射線ある い は紫 外線照射後に

A b b r e v ia ti o n s : CI A
,

C hl o r of o r m -is o a m y l al c o h ol ;

投与す る こ と に よ り , 先 の 回 復現象ほ 抑制 され
,
細胞致死効果

の 増 強が見 られ る こ とが 示 され て い る
l 川 2)

. ま た ア ル キ ル化剤

や シ ス プ ラ チ ン の 投 与後 に カ フ ェ イ ン を 添加 して も細胞致死効

果の 増強が 見 られ る こ と も報 告され て い る
13 卜 16 }

. こ れは 主とし

て カ フ ェ イ ン が D N A 修復阻 害作用 を 持 つ た め と 考え られてい

る
17)1 8 )

が
, 具体的 な 作 用 磯序 は 不 明 で あ る . 今 臥 細胞過密

(c o n fl u e n t) 状態に あ る ヒ ト骨 肉腫培養細胞 を用い て , 臨床に近

似 した 条件下で シ ス プ ラ チ ン を 投与 し
,

そ の 後 の 生存率の 回復

と カ フ ェ イ ン 添加 に よ る回 復現象の 抑制 ,
お よ び カ フ ェ イン の

作用 機序 を検討 した .

対象お よび方法

Ⅰ . 対数 増殖期 に お ける シ スプ ラチ ン とカフ ェ イ ンの併用効

果

ヒ ト骨肉腫培養細胞株 o s t e o g e ni c s a r c o m a T a k a s e (O S T ,
当

D M E M , D ulb e c c o
,

s m o difi e d E a g l e m e di u m ; D P
,
d ela y ed

pl at in g ; E D T A ,
e t h yl e n e di a mi

.
n et r a a c etic a cid ; I P

,
i m m e di a t e pl ati n g ; O S T

･
O S t e O g e n ic s ar c o m a T a ka se

st r ai n ; P B S
, p h o s p h at e b u ff e r e d s alin e ; P C A

, p e r C hlo;i c a cid ; S D S
,

S O di u m d o d e c y l s ulf at e ; S T E ,

s alin e
- T ris - E D T A ; T C A

,
t ri c hl o r o a c e ti c a cid ; T E

,
T ris - E D T A



骨 肉腫に 対す るシ ス プ ラ チ ン と カ フ ェ イ ン の 併用 効果

教室に て樹立
19

り,
H O S (大日本製 軋 大 阪)･

じ2 0 S (住友製薬研

究 凱 大 阪) を 60 m m デ ィ･ッ シ ェ フ ァ ル コ ン (B e c t o n

Dic ki n s o n & C o ･ O x n a r d
,
U S A ) に4 0 0個 づ つ 播種 し

,
1 0 % 仔牛

胎児 血 清 (H a zl e t o n
･
S t ･ L e n e x a ･ U S A ) を 加 え た 培 養 液

(D ulb e c c o

'

s m o difi e d E a gl e m ed i u m ) ( 日水製薬 , 東京) で 4 ～

5 時間培養して デ ィ ッ シ ュ に 定着 して い る こ とを 顕微鏡下 に確

認したの ちに
,
各濃度の シ ス プ ラ チ ン ( 日水製薬 , 東京) を投与

し1 時間接触 さ せ た . そ の 後 ▲ 0 ■ 1 6 M 臍酸 緩衝 生理食 塩水

(Ph o sp h a te b u ff e r e d s ali n e
･
P B S) ( 日水製薬) で 洗浄 し

, 培養液

を加えて 2 週間培養 した ･ こ の とき 1 m M の カ フ ェ イ ン (無 水

ヵ フ ェ イ ン) (和光純薬 ,
大阪) を

,
シ ス プ ラ チ ン 処理 後24 時間

および2 週間持続 して培 養液 内に 加 え た . 培養 は 全 て 37 ℃
,

5 % C O 2 ,
水蒸気飽和 の 状態で 行な っ た . 2 週間後 ギ ム ザ 染色

を行ない
, 肉眼で 確認で きる コ ロ ニ ー

を カ ウ ン ト した .

Ⅱ . 細胞過密状態の骨 肉腫 細胞 に お け る シ ス プ ラ チ ン と カ

フ ェ イ ンの 併用効果

5Ⅹ10
5

個の O S T 細胞を 60 m m デ ィ ッ シ ュ に 播種 し
,

5 ～ 6

日間毎日培養液を 交換 しな が ら培養を 行な っ た . そ の 後細胞が

過密状態に な っ た と こ ろ で 5 〃g/ m l
, お よび 10 〃g/ m l の シ ス

プラ チ ン を1 時間接触 させ P B S で 洗浄 した . 以下 , 次の よ う

に実験を行な っ た .

1 . 直ち に トリ プ シ ン ( F lo w L a b o r a t o ri e s
,
M cl e a n

,
U S A ) で

細胞をはが して
,
4 0 0 個づ つ デ ィ ッ シ

ュ に細 胞 を 植 え込 み
,

2

週間後の コ ロ ニ ー

を カ ウ ン トす る (i m m e d i a t e pl ati n g ,
IP ) .

2 . 2 . 5 % 仔牛胎児血 清を 含 む培養 液 (低 栄養培 養液) に
,

1 m M カ フ ェ イ ン を加 えた もの と 加えな い も の とで 培養 しな が

ら, 経時的に トリ プ シ ン で細胞を は が して
, 1 . と同様に コ ロ

ニ ー を形成させ 2 週間後 に カ ウ ン ト を行 っ た (d el a y e d pl a ti n g ,

D P) .

3 . 1 , 2 で ト リ プ シ ン 処理 して はが した 細胞を
,

フ ロ ー サ

イ り トリ ー C S-2 0 (昭和電光
,
東京) を 用 い て D N A ヒ ス ト グ

ラムを求め細胞周期上 の 変化を解析 した . 細胞を 4 ℃ の70 % エ

タ ノ ー

ル で3 0 分 以上 固定 した 後1 00 0 回 転 で 5 分 間遠 沈 し
,

50 0 m l の蒸留水 に ク ロ モ マ イ シ ソ A ｡( 武 田薬品 , 大阪) 10 m g と

塩化マ グネ シ ウ ム (和光純薬) 1 . 5 g を 溶解 した 液を 2 m l 入 れ ,

30分間4 ℃ の 冷蔵庫内に 静置 して 細胞を 染色 した . また 標準試

料として ニ ワ ト リ赤血球 を 剛 ､
,

レ ー

ザ
ー

光は 45 7 . 9 n m ( ア ル

ゴン レ ー ザ ー

) を用い た .

Ⅲ ･ シス プ ラチ ン投与後の D N A 合成に 対する カ フ ェ イ ン の

効果

1 ･ 相対的 D N A 合成 量の 検討

細胞の D N A 合成量を チ ミ ジ ン の 取 り込み で 測定 し,
シ ス プ

ラチ ン投与後の 変化と カ フ ェ イ ン 添加の 影響 に つ い て 比較検討

L た ･ O S T 細胞 5X l O
5

個 を 60 m m デ ィ ッ シ ュ に まき ,

14
C サ ミ

ジン ([2 -
1 4

Cコ テ ミ ジ ン : 1 . 8 5 M B q . ア マ シ ャ
ム ジ ャ

パ ン 株 式

会社, 東京) を 0 .3 7 K B q/ m l 加 え 3 日間培養 した . 細胞を ト リ

プシ ン処理 して は が し
, 直径 20 m m の カ バ ー

ス リ ッ プ( 三 光純

軋 東京) を入 れ た 35 m m デ ィ ッ シ ュ に 1 Ⅹ10 憫 ず つ 播種 して

4 日間培養 し
, ほ ぼ細胞過密の 状態 と した . つ い で 5 〟 g/ m l

のシス プラ チ ン を 1 時間接触 させ P B S で洗浄後 1 m M カ フ ェ

イン の存私 ある い は 非存 在下 で 低栄養 培養 液 に て 培 養を 行

なっ た
･ 0 時軋 6 時 臥 12 時 臥 18 時 臥 24 時間後 に

3
H - チ ミ

ジン ([ メ チ ル｣
=] チ ミ ジ ン ; 3 7 M B q ,

ア マ シ
ャ ム ジ ャ

パ ン 株

式会社) 0 ･1 8 5 M B q/ m l で30 分間標識 した .
カ バ ー

ス リ ッ プを 取

505

り 出 し P B S で 洗 っ た 後に10 0 % メ タ ノ ー ル 固定を 行な い
, 乾燥

後 5 % 過塩素酸 ( p e r c h l o ric a cid
,
P C A ) で 5 分間処理 した . さ

らに プ レ ー

トを乾燥後70 % エ タ ノ ー ル で洗 い
, 乾煉 した あと液

体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン タ

ー

L S C-3 1 0 0 ( ア ロ カ
l 東京) で

3
H と

14
C の 値を測定 し ,

14
C あた り が H の 値を コ ン ト ロ

ー ル と

の 比で 求め た .

2 . 細胞あた りの D N A 合成量の 検討

各細胞あた り の D N A 合成量を オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ
一 法を

用 い て 表わ し
,

シ ス プラ チ ン と カ フ ェ イ ン の 効果を比較検討 し

た . O S T 細胞を チ ェ ン バ ー ス ライ ド( L a b - T e c c h a. m b e r slid e
,

N u n c
,
N a p e r v ill e

,
U S A ) に まき

,
5 日間培養液 を交換 しな がら

細胞過密状態にな るま で 培養 した .
つ い で 5 〟 g/ m l の シ ス プ

ラ チ ン を 1 時間接触 させ たあと P B S で 洗浄 L
,
1 r n M カ フ ェ イ

ン の 存在, 非存在下で低栄養培養液に て 培養 した . 経時的に ス

ラ イ ドを取 り 出して 0 . 3 7 M B q/ m l の
3
H- チ ミ ジ ン を 1 時間接触

させ た あと
,

1 . と 同様に メ タ ノ
ー ル 固定 ,

P C A 処理 を行 な っ

て 乾煉 した . そ の 後暗室 内で42 ℃ に 融解 した オ ー ト ラ ジ オ グ ラ

フ ィ
ー 用 エ マ ル ジ ョ ン N R - M 2 ( コ ニ カ

,
東京) に ス ライ ドを浸

し
, 乾燥 さ せて か らシ リ カ ゲル 入 りの 暗箱に 入 れ

,
4 ℃ の 冷蔵

庫内で 7 日 間露光させ た . つ い で ス ラ イ ドを20 ℃の 現像液 コ ニ

カ ド
ー ル Ⅹ( コ ニ カ

, 東京) で 7 分間浸 して 現像 し
, さ ら に20 ℃

の 定着液 フ ジ フ ィ ッ ク ス ( フ ジ
, 東京) で10 分間定着 した . 5 分

間水 で洗浄後乾煉 し, ギ ムザ 染色を行 な っ た 後顧徽鏡下 で 細胞

当た り の グ レイ ン を数 えた . 5 0 個以上 の 細胞を 数え
, そ の 平均

値 を求 めた .

Ⅳ . シ ス プラチ ン投与後の D N A 結合プ ラチ ナ の修復動態に

及ぼ すカ フ ェ イ ンの効果

O S T 細胞 1 X l O
6

個を 15 0 m m デ ィ ッ シ ュ に まき ,
7 日 間培養

し , 細胞過密状態 に な っ た と こ ろ で 10 〃g/ m l の シ ス プ ラ チ ン

を 1 時間接触させ た .
P B S で 洗浄 後 ,

1 m M カ フ ェ イ ン の 存

在 , 非存在下で 低栄養培養液 に て 培養 した . 経 時的 に デ ィ ッ

シ ュ を 取 り出 し M iz u n o ら
28)

の 方法に 準 じて D N A の 抽出を 行

な っ た . すな わ ち , ま ず1 % ドデ シ ル 硫酸ナ ト リ ウ ム ( s o di u m

d o d e c yls u lf a t e
,
S D S ) を含む食塩-T ris - エ チ レ ン ジ ア ミ ン 4 酢酸

( e th yl e n e di a m i n e t e t r a a c e tic a cid
,
E D T A ( S al in e

- T ri sLE D T A
,

S T E ) 緩衝 液 (0 . 1 M N a C l, 1 0 m M T ri s- H C l ( p H 8 . 0) ,
1 m M

E D T A (p H 8 . 0) ) 2 m l を デ ィ ッ シ
ュ に 加 えて 細胞 を溶解 し

,
こ

れ を ラ バ ー ポ リ ス マ ン で集め
,

プ ロ テ ナ
ー ゼ K ( p r ot ei n a s e K )

( M e r k
,
D al m s t a d t

,
G e r m a n y) 2 00 FL g/ m l を加 えて 37 ℃ で24 時間

処理 した , 次に 飽和フ ェ ノ ー

ル ( フ ェ ノ ー

ル を 0 . 1 M T ris- H C l

( p H 7 . 4) に て飽和 したもの) を加え20 分間蛋白分解 を 行 な い
,

遠 心 した あと上 清を集め ク ロ ロ ホ ル ム ー イ ソ ア ミ ル ア ル コ
ー ル

( c hl o r af o r r n
-i s o a m yl al c o h ol , C I A ) 液( ク ロ ロ ホ ル ム 2 4 容量 に 対

しイ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル 1 容量の 割合で 混合 した もの) を 加 え

て20 分 間振逸 し, 再 び遠心 して 上 清を集 め た . こ の 操作 をも う

1 度繰 り返 した後 一 水冷 エ タ ノ ー ル を 加 え て D N A を 沈殿 さ

せ
, 遠心 し乾燥 させ た . つ い で D N A に T ri s- E D T A ( T E ) 緩衝

液 (1 0 m M T ris ･ H Cl ( p H 8 .0),
1 m M E D T A (p H 8 . 0)) 1 m l を 加え

溶 解 し
,
1 m g/ m l の R N A 分 解 酵 素 A (S ig m a

,
S T . L o ui s

,

U S A ) 50 〟 g/ m l を 加え37 ℃ で l 時間 R N A の 分解を行な っ た .

再 び フ ェ ノ ー ル
,
C I A で処理後,

5 M の 塩化ナ トリ ウ ム を 最終

浪度 250 m M と な る ように 加 え
,

エ タ ノ
ー

ル 沈殿 し乾燥 さ せ

た . D N A の 定量ほ B u r t o n の 変法
21)

に従 っ た . すなわ ち乾煉 し

た D N A に 5 % ト リ ク ロ ル 酢 酸 (t ri ch l o r o a c eti c a cid
,
T C A )



5 0 6

2 0 0 井上l を加 え80 ℃ で20 分間溶解 した . その 一 部を 5 % T C A で

10 0 倍希釈 した D N A 溶液 2 m l に 対 L
,

ジ フ ェ ニ ル ア ミ ン 試薬

(1 . 5 g ジ フ ェ
ニ ル ア ミ ン を 1 0 0 r n I の 氷酢酸 に 溶解 し

,
1 . 5 m l の

濃硫酸を 加 えた もの に ア セ ト ア ル デ ヒ ドを 1 6 m g/ m l と な る よ

うに 加 えた 試薬) を 4 m l 加え
,
3 0 ℃で20 時間反応 させ た . つ い

で 吸光度計`U V-1 6 0 A (島津製作所 , 京都) に て60 0 m 〟 の 吸収 を

測定 した . あらか じめ作成 して お い た ウ シ 胸 腺 D N A (S i g m a)

に よ る 吸光度 の 標 準曲線 か ら 抽出 し た D N A 量 を 求め た .

一

方 ,
D N A 溶液内の プ ラ チ ナ 含量 ほ原子 吸光計 Z e e m a n z-8 1 0 0

型( 日立
, 東京) を 用い て測定 した .

Ⅴ . 統計学的検討 法

各実験 の 有意差検定 に は
, 分散分析の あと D u n n e tt 法 ま た は

S c h eff e の 多変比較 法を用 い
, p < 0 . 0 5 を 有意 と した .

成 績

Ⅰ . 対数増殖期 に お ける と 卜骨肉腫培養細 胞に 対する シ ス プ

ラ チ ン とカフ ェ イ ン の効果

O S T 細胞で は
, 各濃度の シ ス プ ラ チ ン を 接触後 に

, 細胞 毒性

の ほと ん ど無 い 濃度の 1 m M カ フ ェ イ ン を持 続接 触す る こ と に

よ り
,

コ ロ ニ ー 形成率ほ 著明に 抑制 され た . 例え ばシ ス プ ラ チ

ン 2 . 0 〟 g/ 血 お よび 5 . 0 〟 g/ m l を 投与 した時 ▲ 非 投与群の そ れ

を1 . 0 と した 場合0 . 5 3
,

お よ び0 . 2 1 とな る が
,

カ フ ェ イ ン の 併

用 に よ りそ れ ぞれ0 . 0 5 9
,
0 . 0 0 1 3 と約1 0 倍 !

お よ び16 0倍 の 細胞

致死効果の 増強が 示 され た . ま た
,

シ ス プ ラ チ ン 接触後24 時間

カ フ ェ イ ン 処理を 行な っ ても ,
シ ス プ ラ チ ン 2 . O JJ g/ 血

,
5 . 0

〃 gIノm l でそれ ぞれ0 . 2 7 , 0 . 0 7 5 と 約2 倍 , 3 倍 の 効果増 強 を

示 した (図 1) .
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5 . 0 1 0

C o n c e n t r a ti o n o f C i 8 PI 8 t i n レg / m l)
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,

Ci s pl a ti n f oll o w e d b y l m M of c aff ei n e tr e a t m e n t f o r 2 4

h r ; ●
,

Ci s pl a ti n f o1l o w ed b y c o n ti n u o u s
-1 m M of c aff e in e

tr e a t m e n t .

*
, p < 0 . 0 5 v s ci s pl a tin al o n e .

⊂
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F ig . 2 . T h e s y n e r gis ti c ef f e c t of ci s pl a ti n a n d c aff ei n e o n

U- 2 0 S c e11 s i n th e e x p o n e n ti al p h a s e . T h e c ells w e re

S e e d e d f o r c ol o n y f o r m a ti o n a n d s e v e r al h o u r s la te r the y

W e r e tr e a t e d wi th cis pl at in . 0 ,
Cis pl a ti n al o n e ; △ , Cis pl atin

f o1l o w e d b y l m M o f c a ff ei n e tr e a t m e n t f o r 2 4 h r ; ●,

C I S Pl a ti n f oll o w e d b y c o n t in u o u s-1 m M of c aff ei n e tr e at m e nt .

*

, p < 0 . 0 5 v s ci s pl a t in al o n e .

5 . 0 1 0

C o n c e n t r 8 ti o n of C i 8 P l 8 ti n レ9 / m l)

F i g . 3 ･ T h e s y n e r gi stic eff e c t of cis pl ati n a n d c aff ein e O n

H O S c ell s i n th e e x p o n e n ti al p h a s e ･
T h e c ells w er e

s e e d e d f o r c ol o n y f o r m a ti o n a n d s e v e r al h o u r s l at e r th ey

w e r e tr e a t e d w ith ci s pl a ti n . 0 , Ci s pl a ti n alo n e ; △･

r

ci s pl a ti n f o1l o w e d b y l m M of c aff e in e tr e at m e n t-f o r 24

h r ; ● ,
Cis pl a ti n f o1l o w e d d b y c o n ti n u o u s

-1 m M of c affein e

tr e a t m e n t .

*

, p < 0 . 0 5 v s cis pl a ti n al o n e ･



骨肉腫 に 対す る シ ス プ ラ チ ン と カ フ ェ イ ン の 併用効果

他の ヒ ト骨肉腫由来の 細胞 で あ る H O S
,
じ2 0 S で も シ ス プ

ラチ ン と カ フ ェ イ ン の 併用効果を 見た と こ ろ ,
O S T と 同様 に

1 m M の カ フ ェ イ ン を 薬剤接触後に 持続投与す る こ と に よ り
,

著明な コ ロ ニ ー 形成率 の 抑制効果が認 め られ た . ま た カ フ ェ イ

ン24時間処理に よ っ ても シ ス プ ラ チ ン 単独投与 と比較 して有意

に抑制率の 増強が 認め られ た ( 図2
,

3 ) .

Ⅱ . 紳胸過密状態に お け るシ ス プ ラチ ン と カフ ェ イ ンの 効果

ほぼ細胞過密状態 に な るま で 培養 した O S T 細 脚 こシ ス プ ラ

チ ン を投与し
,
す ぐに 細胞を播種 した IP で は

1
コ ン ト ロ

ー

ル

を1 と した場合,
シ ス プ ラ チ ン 5 . 0 ′∠g/ m l

,
1 0 /J g/ m l でほ そ れ

ぞれ0 . 21 , 0 .0 5 7 と ほ ぼ 対数増殖期に あ る細 胞 と 同 じ程 度 の 生

存率が得られ た ･ しか し シ ス プ ラ チ ン 処理 に つ づ い て 低栄養状

態の 培養液で種 々 の 時間培養後 , 細胞 を播種 し コ ロ ニ ー

を形成

させた D P で は 仁 培養時間と とも に 生存率が 有意に 上 昇 した .

すなわち シ ス プ ラ チ ン 5 . 0 〟 g/ m l
,

お よび 1 0 / ∠ g/ m l 投与 後 ,

24時間低栄養培地で 培養す ると IP と比較 し両者と もそれ ぞれ

約1 .8 倍の 生存率の 上 昇が 見 られ た . ま た72 時間培 養群 で ほ
,

それぞれ IP と 比較 し3 . 4 倍 ,
お よ び 7 倍の 生存率の 上 昇と な っ

た ･ しか し72 時間以上 低栄養状態 で培養を 続けて も生存率ほ そ

れ以上上 昇しなか っ た .

一 方
, 低栄養培養液 に 1 m M カ フ ェ イ

ンを添加すると生存率の 上 昇ほ見 られず ∴ 逆に 対数増殖期で の

シス プラ チ ン と カ フ ェ イ ン の 併用効果と 同様 に
,

コ ロ ニ ー 形成

率が著明に 抑制 され た . ま た こ の 抑制 効 果ほ 時 間依存 性で あ

り
,
7 2 時間ま では カ フ ェ イ ン 添加時間が 長い ほ ど コ ロ ニ ー の 形

成は抑制され
,

シ ス プ ラ チ ン 10 J` g/ m l 投 与で ほIP と 比較 して

約33 軋 カ フ ェ イ ン を 加え ずに 低栄養培養液で 培養 した D P と

比較すると約230倍も コ ロ ニ
ー

形成率 が抑制 され た ( 図4 ) .

Ⅲ ･ シス プラチ ン 投与後の 細胞周期の 変動 とカ フ ェ イ ン の 効

果

OS T 細胞に 5 . O p g/ m l の シ ス プ ラ チ ン を投与後 ,
D N A ヒ ス

u
O
旭

ぢ
巴
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叫
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>
L

コ

S

50 7

5 . 0 1 0

C o n c e n tr 8 ti o n o f C i s pl 8 ti n レI g / m l)

F ig ･ 4 ･ T h e s y n e r gi stic eff e c t of ci s pl a ti n a n d c aff ei n e o n

th e killi n g of O S T c e11 s i n pl a te a u p h a s e . T h e c ell s w e r e

C u ltu r e d u p t o c o nfl u e n c y a n d th e n tr e a t e d w ith v a rio u s

C O n C e n tr ati o n s of ci s pla ti n . T h e c e11 s w e r e s e ed e d f o r

C Ol o p y 王or rn a ti o n ir n m e di a t ely t h e r e af t e r ( ○) ,
af t e r 2 4 h r

i n c u b a ti o n i n a lo w n ut ri e n t m e di u m (△) ,
af t e r 4 8 h r

きn c u b a ti o n

!
n a lo w n u t ri e n t m e di u m (口) ,

af te r 7 2 h r

!
n C u b a ti o n

モ
n a lo w n u t ri e n t m e d i u m ( □) , af t er 2 4 h r

l n C u b a ti o n l n a l o w n u trie n t m e di u m w ith l m M of

C aff ei n e ( ▲) , af t e r 4 8 h r i n c u b a ti o n i n a l o w n u tri e n t

m e di u m w ith l m M of c aff ei n e ( q ) ,
O r aft e r 7 2 h r

i n c u b a ti o n i n a l o w n ut ri e n t m e di u m w ith l m M of

C aff ei n e (II),

*

, p < 0 . 0 5 v s i m m e di a t e pl a tin g .
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,
th e c ell s w e r e h a r v e s t e d a n d e x a m i n e d b y flo w c y to m e t e r .
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ト グラ ム を 経時的に 調 べ た と こ ろ 6 時間後に すで に S 期の 蓄積

が見 られ ,
1 2 時間,

2 4 時間と経過する に つ れ S 期の 蓄積が増加

した . しか し
,

こ の S 期で の 蓄額は36時 間後 でほ 見 られ な く な

り
, 代わ っ て G 2/ M 期の 蓄積が 著明 に 見られ る よう に な っ た .

00

一

巳
ゼ

b
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ち

状

6 ほ 1 8 2 4

Tl m ● A †t ● r Cl ● Pl ●tl n T r●●t m ●n t 仇 r)

F ig . 6 . T h e eff e ct of c aff ei n e o n th y mi di n e u p t a k e af t e r

ci s pl a ti n tr e a t m e n t ･ O S T c e ll s w e r e l a b el e d w ith
14

C-th y
-

mi di n e f o r th r e e d a y s a n d s e e d ed i n th e d i sh e s . T h e y

w er e c ult u r e d u p t o c o nfl u e n c y . T h e n th e c ell s w e r e

i n c u b a t e d w it h l r n M of c aff ei n e ( △) ,
O r tr e a t e d wi th 5

FL g/ m l of ci s pl a ti n a n d in c u b a t e d i n a l o w n u tri e n t m e di u m

wi t h o u t c a H e i n e ( ○),
O r wi th l m M of c aff ei n e ( ●) . A t

c o n s e c u ti v e ti m e s aft e r cis pla ti n tr e a t m e n t
,
th e c ell s w e r e

p ul s e
-1 a b el e d w ith

3
H -th y m id i n e f o r 3 0 mi n ･ T h e c ell s w e r e

fi x e d w ith e th a n ol a n d m e a s u r e d b y a liq u id s ci n ti11 a ti o n

c o u n t e r . T h e r a ti o of
3
H t o

14 C w a s c al c ul a t e d a n d it s

p e r c e n t a g e of c o n tr oI w a s s h o w n .

*

, P < 0 . 0 5 v s cis pl a ti n

al o n e .

( a )

さ らに
,
4 8 時 臥 72 時間後 に は

,
G 2/ M 期の 蓄積 ほ徐々 に解除

され, 非投与群の そ れに 近 い 通常 の 細胞周 期に 戻 っ た
,

一

九

シ ス プ ラ チ ン 投与後 に 1 m M の カ フ ェ イ ン を 持続的 に投与する

と ,
シ ス プ ラ チ ン 投与群に 見ら れ た S 期の 蓄積ほ起 こ らず

, 代
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Fi g - 7 . T h e eff e c t of c aff ei n e o n D N A s y n th e sis afte r

C IS pla ti n t r e a t m e n t . O S T c ells w e r e c ult u r e d u p to

C O nfl u e n c y . T h e n th e y w e r e tr e a t e d wi th cis pl atin

f ollo w e d b y in c u b a ti o n in a l o w n u tri e n t m e di u m w ith o ut

c aff ein e ( ○),
O r W ith l m M of c aff ei n e (●) . A t c o n s e c u

･

ti v e ti m e s af t e r ci s pl ati n tr e a t m e n t , th e c e11 s w e r e l a b eled

w ith
3

H - th y mi d i n e a n d c ells w e r e p r o c e s s e d f o r a u t o r a dio ･

g r a p h y . T h e n u m b e r o f g r ai n s o n th e c ell n u cl e u s w e re

C O u n t e d a n d pl o tt e d o n th e fig u r e .

*

, P < 0 . 0 5 v s cis pl a tin

al o n e .

( b )

Fi g . 8 . G r ai n s o n th e n u clei of O S T c ells a s s e e n b y a u t o r a di o g r a p h y / C o n fl u e n t O S T c ells w e r e tr e a t e d f o r l h r wi th 5 鵬/ m l

of ci s pl a ti n . T h e y w e r e i n c u b a t e d f o r 1 2 h r i n a l o w n u tri e n t m e di u m w ith o u t c a王f ein e ( a) ( × 1 4 00) .
o r w ith l m M of c aff ein e

(b) ( × 1 4 0 0) . S u b s e q u e n tl y c e11s w e r e tr e a t e d w ith
3

H
- th y m idi n e f o r l h r a n d p r o c e s s e d f o r a u t o r a di o g r a p h y .
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ゎっ て G 2/ M 期の 蓄積 が12 時間後か らす で に 観察 され た ･ そ の

後時間の経過とと もに G 2/ M 期の 蓄積 ほ増加 し
,

シ ス プ ラ チ ン

単独投与の 場合に 見られ た ような細胞周 期 の 正 常化は 見られ な

かっ た . また ,
1 m M カ フ ェ イ ン の み を投与 した 群で ほ72 時間

に至るま で 全て非投与対照群と 同 じで あ っ た (図 5) ･

Ⅳ . シス プラチ ン投与後の D N A 合成 に対す るカ フ ェ イ ンの

効果

1 . 相対的 D N A 合成量 の 検討

5 . O p g/ m l の シ ス プ ラ チ ン を 投与後 の 相 対的 D N A 合 成量

は,
6 時間後で対照群 の34 % に 抑制 され

,
そ の 後ほ ほ ぼ横這い

となり24時間後に は約20 % に 抑制 され て い た . しか し
,

シ ス プ

ラ チ ン を投与後 1 m M カ フ ェ イ ン を 投与する と , 対腰群 と比較

した場合,
6 時間衡 こは約80 % と D N A 合成は 軽度の 抑制 を受

けるもの の
,

シ ス プ ラ チ ン の み の 投与 群 と 比 較 し て 有 意 に

DN A 合成が回復 して い た . そ の 後も徐 々 に D N A 合成 は 抑制

を受ける が
,

シ ス プ ラ チ ン の み の 投与群 と比較す ると
, 各時間

ごとで有意差が見 られ , 相対的な D N A 合成量は カ フ ェ イ ン を

投与する こ と で シ ス プ ラ チ ン に よ る抑制か ら
一 部解除 され る こ

とが示 され た . しか し
,
1 m M カ フ ェ イ ン 単独投 与群 で は

,

D N A 合成は抑制 も促進 も され ず 非投 与対 照群 と ほ ぼ 同 じで

あっ た (囲6) .

2 . 細胞当た りの D N A 合成量の 検討

オ ー トラ ジオ グ ラ フ ィ
一 に よ り標識 され た 細胞の 核 内グ レ イ

ン 数ほ
,

コ ン ト ロ ー ル で11 0 土20 個 で あ っ た が
,
5 . 0 〃 g/ 血 の

シ ス プ ラ チ ン 投与後 6 時間で26 ±12 個 と約25 % に 低下 した . そ

の後も徐々 に グ レ イ ソ 数 は減少 し
,
2 4 時間 でほ1 5 % ま で減少す

るが
,
48 時間後の グ レイ ソ 数ほ非投与対照群の レ ベ ル ま で 回 復

した .

一 方 ,
シ ス プ ラ チ ン 投与後 カ フ ェ イ ン を 投 与 した 群で

は
, 各細胞内の グ レ イ ン 数は シ ス プ ラ チ ン 単独投与辟 に 比 べ 明

らかに 多く
t

一

番抑制 され た12 時間で も76 士13 個で あり , 非投

与対照群の 約70 % で あ っ た . つ ま り
,

シ ス プ ラ チ ン 投与 に よ り

細胞1 個当た りの D N A 合成 は直ち に 抑制 され るが
,

カ フ ェ イ

ン存在下でほあま り抑制 され ず,
シ ス プ ラ チ ン 単独投与 と比較

勤
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Fig ･ 9 ･ T h e eff e ct of c aff ei n e o n t h e c o n t e n t of D N A -b o u n d

pla tin u m aft e r c I S pl a ti n tr e at m e n t . O S T c ells w e r e

C ult u r e d u p t o c o n fl u e n c y . T h e y w e r e t r e a t e d wi th l O

FL g/ m l of c is pl a ti n f o r l h r f o = o w e d b y i n c u b a ti o n i n a th e

lo w n u tri e n t m e di u m w ith o u t c aff ei n e (○),
O r W ith l m M

Of c ap p e in e ( ●) . A t c o n s e c u ti v e ti m e s f oll o wi n g cis pla ti n

tr e at m e n t th e c e 11s w e r e h a r v e s t e d a n d th eir D N A w e r e

e X tr a c t ed ･ T h e c o n t e n t of ･D N A- b o u n d pl a ti n u m w a s

d et e r m in ed b y a n a t o m i c a b s o r p ti o n s p e c tr o p h o t o m e tr y .

T h e c o n c e n t r a ti o n of pl ati n u m p e r D N A w a s c al c u l at e d
a nd plo tt ed o n th e fig u r e .
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して 有意 に 高い 値を 示 した (図7 , 8 ) .

Ⅴ . D N A 結合プラチ ナ の修復動態に及ぼ すカ フ ェ イ ン の効

果

O S T 細胞 に1 0 〟g/ m I の シ ス プ ラチ ン を 1 時間接触 させ た と

きの D N A 結合プ ラ チ ナ 濃度は 42 . 6 p g/ jL g D N A であ っ た .

こ れ を低栄養培養液で 培養 して おくと プ ラ チ ナ 含量は 6 時間で

29 ･ 8
,
1 2 時間で ほ 18 .6 p gル g D N A と急激 に 減少 し

,
そ の 後

徐 々 に 現象 して48 時間後で ほ 11 . 帥 g/ 〃g D N A と投与直後の

約26 % に 現象 した . 1 m M の カ フ ェ イ ン を含む 低栄養 培養液 で

培養 した 群 で も D N A 結 合 プ ラ チ ナ 量ほ 減 少 し
,

6 時 間 で

20 . 8
,
1 2 時間で16 . 3 , 4 8 時間後に は 9 . 帥 g/ 〃g D N A と投与直

後の 23 % に 減少 して い た . カ フ ェ イ ン 投与群 と非投与群を 比較

する と
,

カ フ ェ イ ン 投与群の ほ うが D N A 結合 プ ラ チ ナ 量の 減

少が 早い 傾向に あ っ た が
, 統計学的な 有意差ほ 認め られ な か っ

た (図9 ) .

考 察

シ ス プ ラ チ ン は19 65 年 R o s e n b e r g ら
22)

に よ りそ の 抗腫瘍効果

が 示 され て 以来, 多く の 領域で用い られ て きた 薬剤で あるが
,

近年整形外科領域で も骨肉腫 を始め と する多くの 骨軟部悪性腫

瘍に お い て
. 術前後の 全身ある い は局所 の 投与に よ り生存率の

向上 に 役立 っ てきた . しか し症例に よ っ て は 効果 の 見 られ な い

例や
, 初期に は効果的で あ っ ても繰 り返 し投与する う ちに 無効

と な っ てく る例も見 られ
,

シ ス プ ラ チ ン の 効果は 完全 で は な

い
.

シ ス プ ラ チ ン を は じめ 各種抗癌剤を投与する場合に
, その

治療効果上 問題 とな る こと の
一

つ に 薬剤 に 対する 耐性の 獲得が

挙げ られ る . 薬剤に 対す る耐性発現の 機序に ほ
t

シ ス プ ラ チ ン

の 取 り込 みの 低下 , 活性化の 障害,
D N A 修復能の 促進 が 考え

られ て い る
2ユ)

. 中で も D N A 修復能の 促進 が
,

シ ス プ ラ チ ン月こ

対する 耐性細胞 に 見 られ る報告が 多く
24 卜 27 )

重要な 耐性機構 の 一

つ で あると 考え られ る .

一 方 , 障害を受けた細胞が時間の 経過と と もに 修復 され
,
生

存率が上 昇する現象と して潜在致死 損傷 の 回 復現象が ある .
こ

れ ほ19 6 7 年 P h illip s と T ol m a c h ら
28
けこ よ っ て発見され た 現象で

ある が , 彼 らは H e L a 細胞を 用い て 放 射線照射 を 行 な っ た あ

と , 時間の 経過と と もに 生存率が 上 昇 し
, 本来致死 的な 障害の

表現が阻止され る こ と を示 した . さ ら に Littt e ら
2g}

ほ細胸は 増

殖が押 さ え られ た 定常状態に 保 つ こ と に よ り,
こ の 回 復現象が

進 む こと を報告 した . こ の 滞在致死損傷 の 回 復現象ほ , 放射線

照射後だ け で なく ブ レ オ マ イ シ ン や ア ドリ ア マ イ シ ン な どの 抗

癌 剤の 投与後に も見られ る こと が 報告 され て お り
30 卜 33 )

, 化学療

法 を行 う うえ で 非常に 重要な現象と考 え られ る . 特に 定常状態

の 細胞培養糸ほ試験管内で の 腫瘍 モ デ ル と 考え ら れ
28)

, 臨床 上

抗癌剤 を投与す る状況に よ `) 近付く た め に も , 細胸増殖を ある

程度抑制 した状態で 薬剤を投与する こ とが 望ま しい と考え られ

る . 本研究で ほ骨肉腫に 対す る シ ス プ ラ チ ン と カ フ ェ イ ン の 作

用 を検討 した . 臨床応用 を 考慮 して
, 細胞を 過密状態 に ま で 培

養後薬剤を投与 し
,

さ らに 培養液ほ 血 清渡度を 通常 の 4 分の 1

と して低栄養状態を作 り , 増殖を ある 程度抑制 した状態で培養

す る実験系を採用する こ と に した .

当教室で樹立 した ヒ ト骨肉腫培養細胞 で ある O S T を 定常状

態 に まで培養後 シ ス プ ラ チ ン を 投与 し
, すく､

･

に 播種 して コ ロ

ニ ー 形成を行なうと , 対数増殖期に ある細胞に 投与 した 場合に

比較し コ ロ ニ ー 形成率が 若干上昇 した . 細胞が過密状態に置か
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れ た 場合
,
対数増殖期と比 べ シ ス プ ラ チ ン の 取 り込み が 減少す

る こ とや , D N A 修復が 旺 盛と な る
,

な どが そ の 理 由 と して 考

え られ る . さ ら に 今回 の 実験 で は シ ス プ ラ チ ン叩こよ る滞在致死

損傷か らの 回復現象の 発現を 見る ため , 低栄 養状態 の 培養液 で

培養 しなが ら経時的に 細胞を 播種 し コ ロ ニ ー 形成 を行 な っ た と

こ ろ
,
細胞 を播種する ま での 時間が長くな る ほ ど コ ロ ニ ー 形成

率は 高く , 7 2 時間で は IP と比較 して最高 7 倍 ま で コ ロ ニ ー 形

成率が 上昇 した . しか し
,

こ れ 以上低栄養状態で 培養 して も コ

ロ ニ ー 形成率が 上昇する こ とは なか っ た .

一 般に 潜在致死損傷

か らの 回復現象 は , 障害 を受けて か ら数時間の うち に 見られ
,

2 4 時間以内に ほ と ん ど
一 定 とな る報告 が多 い

31)3 2 別 肺
. し か し今

回使用 した O S T 細胞で は
t

シ ス プ ラ チ ン に よ る損傷 を 与え て

か ら72 時間ま で 生存率の 上昇 が見 られ た .
こ の こ とほ O S T 細

胞 の D N A 修復能力が他 の 細胞に 比 べ 高い た めか , ある い は シ

ス プ ラ チ ン に よ る損傷か らの 修復に 要する時間が 長くか か る た

めか は 不 明で ある . い づ れ に しても , 骨肉腫 に 有効と され て い

る シ ス プ ラ チ ン を 臨床条件に 近似 した 定常状態 の 培養細胞に 投

与 した あと に
, そ の 損傷か らの 回復現象が観察 され た こ と ほ

一

乗際 の 治療 に お い ても 同様な 回復現象が発現す る こ とを 伺わ せ

る もの で ある .
シ ス プ ラ チ ン 投与後の 細胞 に 発現す る滞在致死

損傷 の 回 復は ,

一 方で はそ の 治療効果を減 弱低下 させ る要田で

あり , また 細胞の 持つ
一 種の 耐性機構の 表現 とも考 え られ る .

次 に カ フ ェ イ ン に よ る シ ス プ ラ チ ン の 効果増強 に つ い て 考察

する . カ フ ェ イ ン ほ キ サ ン チ ン 誘導体の
一

つ で あるが , 多くの

作用 を有す る こ とが知 られ て い る . 例 えば染色体異常 の 誘発 ,

D N A 合成の 抑制 ,
D N A 修復 (除去修復 , 複製後修復) の 阻害 ,

R N A 合成お よ び蛋 白合成の 阻害な どが 報告 されて い る
38)

.

r放射

線や紫外線照射後に カ フ ェ イ ン を 投与す ると細胞致死 効果 が増

強 され る こ と も知 られ て い る
冊 )

. ま た土 屋
3別

は ヒ トの 悪性腫瘍

由来の 細胞 ,
お よび 生体材料を 用 い て , さま ざま な抗癌剤 を細

胞に 接触させ た あとに 細胞毒性の な い 濃度の カ フ ェ イ ン を投与

す る こ と に よ り , 細胞致死効果が 増強 され る こ と を 明 らか に し

て い る .

今回 の 実験 で は
,

まず3 種類の 骨肉腫培養細胞株を用 い て シ

ス プ ラ チ ン と カ フ ェ イ ン の 併用 に よ り細胞致死効果の 増強 が見

られ るか どうか を コ ロ ニ ー 形成法 に よ り確か め た , 対数増殖期

に ある O S T
,
U -2 0 S

,
H O S で ほ

l
シ ス プ ラ チ ン を 1 時間接触後

毒性を 示 さな い 濃度 の 1 m M カ フ ェ イ ン を持続接触 させ る こ と

に よ っ て
,

コ ロ ニ ー 形成率が相乗的に抑制 され る結果が 得 られ

た . さ らに 定常状態 に 近づ ける た め
,
細胞過密状態に 培養 した

O S T に 対 して も ,
シ ス プ ラ チ ン を投与後に カ フ ェ イ ン を 投 与

する と , 時間依存性 に コ ロ ニ ー 形成は 抑制 され ,
カ フ ェ イ ン を

投与 して い な い 対照群 と 比較 し て 有意な 差 が 見 られ た . した

が っ て カ フ ェ イ ン は O S T に 対す る シ ス プ ラ チ ン の 細胞致死 効

果を
, 対数増殖期 ,

お よ び定常状態両方で 増強す る こ とが 示 さ

れた .

一 方 , 細胞過密状態 に培養 した OS T 細胞 に シ ス プ ラ チ ン を

投与後 l 低栄養培養液で培養 しなが ら経時的に 細胞 を撒くと
,

時間の 経過 とともに コ ロ ニ ー 形成率が 上 昇 した . こ れ ほ い わ ゆ

る潜在致死損傷か らの 回復現象 の 発現が 確 認 さ れ た もの で あ

る .
これ ま で抗癌剤投与後 の 潜在 致死損傷か らの 回復現象は

t

サ イ ク P フ ォ ス フ ァ
マ イ ド

,
5 - フ ル オ ロ ケ ラ シ ル お よび ブ レ

オ マ イ シ ン の 投与後な どで報告 されて い る
40 卜 伯)

が
,

シ ス プ ラ チ

ン の投 与後の 回復現象に 関 して ほ
,

これ まで 文献 的に 報告が な

い . さ らに 本研究 で低栄養培養液に 毒性 の な い 濃度の カ フ
ェイ

ン を 添加す る こ と に よ り
,

シ ス プ ラ チ ン に よ る潜在致死損傷か

らの 回 復現象が発現 され な くな る こ と も確認 され た ･ 潜在致死

損傷か らの 回 復を阻害す るもの と して
, 放射線照射後の 回復現

象に 対する 3
- ア ミ ノ ベ ン ザ ミ ド

44'
と カ フ ェ イ ゾ

l)12)

, 放射線照

射お よび ブ レオ マ イ シ ン 投与後 の 回 復現 象に 対す るア ク チノ マ

イ シ ンD
伯) 嘲

, そ の ほ か温 熱療法 ,

ハ イ ド ロ キ シ ウ レア
,

ニ コ チ

ン 酸な どが 報告 され て い る
16)

. 今回 の シ ス プ ラ チ ン に よる損傷

か ら の 回 復現象もカ フ ェ イ ン に よ っ て 阻害さ れ , さらに IP の

そ れ 以下 に コ ロ ニ ー の 形成率が 低下 した こ と か ら ,
カ フ ェ イン

ほ シ ス プ ラ チ ン に よ る障害 を全く修復 させ る こ と なく固定化L

て しまう と考え られ た .

シ ス プ ラ チ ン 投与後の 細胞周期の 進行動態 は
,
用い た細胞や

シ ス プ ラ チ ン の 濃度に よ り か な り違い が あ るが , 通常はシ ス プ

ラ チ ン 投与後 に S 期の 遅延 が生 じ,
つ づ い て G 2 ブ ロ ッ クが起

きる . 投与す る シ ス プ ラ チ ン が低濃度の 場合に は
, 細胞は2 ～

3 日 の う ち に 細胞周 期を 再び 回 り 出す . また 高濃度 シ ス プラチ

ン を投与 した場合は G 2 ブ ロ
ッ ク は 永久的なも の と な り細胞は

死滅す る
4T ト 19)

. 今回 の 実験 に お い て ほ5 . O JJ g/ m l と比較的高濃

度の シ ス プ ラ チ ン を ヒ ト骨 肉腫 O S T 細胞 に 投与 した が ,
シ ス

プ ラ チ ン 投 与後6 時間後よ りS 期の 遅延が 見 られ は じめ
, 2 4時

間ま で S 期 の 遅延が 持続 した . さ ら に36 時間後 で ほ G 2 ブ ロ
ッ

ク へ と変化 し
,

こ れ ほ72 時間後 に ほ ブ ロ
ッ ク が 解除され細胞周

期を 再び 回 転す る ように な っ た . G 2 ブ ロ ッ ク の 出現 に つ いて

S o r e n s o n ら
50) 5 1}

は
,

シ ス プ ラ チ ン に よ っ て障害を 受け た細胞に

お い て D N A 合成 ,
R N A 合成 , 蛋白合成な どを調 べ た結A , 細

胞 が M 期 に 入 る た め の 遺伝 子 の 転写 が 阻害 さ れ ,
メ ッ

セ ン

ジ ャ
ー R N A の 合成 が できな い た め に G 2 に て 停止 する . また

,

G 2 で 停 止 した 細胞 は 回復 し て 細胞 周期 を 再 び 回 る も の と ,

D N A 2 本鎖 の 切断(d o u bl e s tr a n d b r e a k s) をきた しその まま死

滅す る もの と に 分か れ る と して い る .
1 m M カ フ ェ イ ン の存在

下 で ほ
l

シ ス プ ラ チ ン 投与後24 時間ま で に 見 られ た S 期での蓄

積 は見 られ ず ,
G 2/ M 期の 蓄積が 顕著で あ っ た . また

,
2 4時間

以降 に 認め られ た G 2/ M 期 の 蓄積は カ フ ェ イ ン の 存在に よ り増

強 され
, 再び 細胞周 期を 回 り 出す こ と は な か っ た . さ らに

,
シ

ス プ ラ チ ン 投与後の D N A 合成 量は2 4 時 間 ま で は 抑制される

が
,

カ フ ェ イ ン の 存在下で は抑制ほ 軽度で あ っ た . すなわちカ

フ ェ イ ン は シ ス プ ラ チ ン に よ っ て抑制 され た D N A 合成を促進

さ せ て い た こ とに な る . ま た
,

シ ス プ ラ チ ン 投与後に D N A に

結 合 した プ ラ チ ナ 量は
,
2 4時 間まで に 速や か に 減少 してほ ぼ

一

定と な る , こ の 時 カ フ ェ イ ン を投与 して お い て も D N A 結合プ

ラ チ ナ 量 に は変化が 見 られ なか っ た こ と か ら ,
O S T 細胞にお

ける プ ラ チ ナ の 除去修復 に カ フ ェ イ ン は 影響 しな い こ とがわ

か っ た . 先 の 細胞周 期上 の 変化 と あわ せ て 考え る と ,
シ ス プラ

チ ン に よ っ て損傷を 受けた細胞 は S 期で まず停止 し, ある程度

損傷を 除去修復 して D N A 合成 を行 なうが
, 再 び G 2/ M 期で71

ロ
ッ ク が 起 こ る . こ こ で 不 完 全 な新生 D N A は

,
穴埋 め現

象
-8)

な どの 複製後修復 を受け有糸分裂 に 必要 な蛋白合成を行な

い
,
細胞周 期を再び 動くもの と , 修復が 完全に 行 わ れず D N A

の 2 本鎖切 断を来た し
, 死滅 して い くもの に 分か れ ると考えら

れ る . カ フ ェ イ ン 存在下で 細胞 ほ
,

S 期 に お い て 損傷を有する

D N A を 鋳型 と して D N A 合成 を行な い G z 期 に 到達する ･ しか

しなが ら
,

こ の G 2 期で停止 して い ろ細胞の D N A では
一
塊傷が

固定化 され て い るた め修復 され る こ となく細胞は 死滅するもの
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と考えられ る ･ 土 屋
3且)

は 低い 濃度の シ ス プ ラ チ ン を投与 し
,

カ

フェ イ ソ を投与 して相乗効果を 見た が
,

G 2/ M 期 の ブ ロ ッ ク の

みが観察され ,
カ フ ェ イ ン は こ の G 2/ M 期の ブ ロ ッ ク を 解除す

ることで D N A の 複製後修復を 阻害 して 作用 を発揮す ると述 べ

ている . 本研究で ほ骨 肉腫細胞に 比較的 高濃度 の シ ス プ ラ チ ン

を投与した と こ ろ ,
S 期細胞 の 蓄積が 観 察され た ･ カ フ ェ イ ン

添加に よ っ て細胞ほ S 期か ら G 2/ M 期 へ と 進行 し
,

か つ コ ロ

ニ
ー 形成率が 著しく低下する結果を 得た ･ すなわ ち

,
G 2/ M 期

の ブロ ッ クを 解除する よ りも , 細胞の S 期 で の ブ ロ ッ ク を 解除

して D N A 合成を行な わ せ
, 損傷を D N A 上 に 固定化 させ るほ

うがその 相乗効果は 大きく ,
G 2/ M 期に 進ん だ細胞 はもは や 細

胞周期を回転できず細胞死に 至 ると考え られ る ･

本研究で は細胞致死 効果に 関す る シ ス プ ラ チ ン と カ フ ェ イ ン

の相乗効果に つ い て , 臨床条件 に 近似 した 実験 系を用 い て 明 ら

かに した . しか しな が ら ,
シ ス プ ラ チ ン を 投与され D N A 合成

の低下した細胞に カ フ ェ イ ン を投与す ると D N A 合成量が 増加

する扱樺と は何か
,

カ フ ェ イ ン 投与に よ っ て D N A 損傷が 固定

化され ∴潜在致死 損傷 の 回 復 が 阻害 され る と 考察 した が
,

D N A 損傷の 固定化の 本態 は何か , な どに つ い て今後 分子 生 物

学的に 解明す る必要が あ ると 考え る .

結 論

細胞過密状態に 培養 した ヒ ト骨 肉腫培養細胞に お ける シ ス プ

ラチ ン 投与後 の D N A 損傷後 の 回 復現 象 と ,
こ れ に 対す る カ

フ ェ イ ン の抑制作用 お よび そ の 作用磯序 に つ い て
, 種 々 の 方法

によ り検討を加え た結果 t 以下の 結論 を得た .

1 . 細胞過密状態 に 培養 した ヒ ト骨 肉腫培養細胞に お い て
,

シス プラ チ ン 投与後低栄養状態に 保 つ こ と に よ り生存率の 上 昇

が見られ る . また
!

こ れ ほ カ フ ェ イ ン の 投与 に よ り阻害され る

だけでなく
,
著明な相乗 的 コ ロ ニ ー 形 成抑 制効果 が 認 め られ

る .

2 . シ ス プラ チ ン 投与後 の 細胞 周期 の 変化 を フ ロ ー サ イ ト メ

トリ ー にて調べ る と ,
シ ス プ ラ チ ン 単独 で は24 時間経過ま で は

S 期の蓄積が見 られ, そ の 後 G 2/ M 期 の 蓄積 に 変わ り
, 時間の

経過とと もに G 2/ M 期の 蓄横 ほ解除 され る . しか し
,

カ フ ェ イ

ンの投与下で はS 期の 蓄積 は解除され
,

G 2/ M 期 の 蓄積に 代わ

る . これ は時間の 経過 に よ っ て も解除 され な い
.

3 .
シ ス プラ チ ン 投 与後 の 総 D N A 合成量 は24 時間ま で抑制

を受けるが
,

カ フ ェ イ ン の 投与下で は 抑制 を受けず相対的に 促

進され る . ま た
,

オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー で 示 され る個 々 の 細

胞の D N A 合成量も シ ス プ ラ チ ン 投与後抑制 され る が
,

カ フ ェ

イ ン の添加に よ り相対的に 促進 され る .

4 ･ シス プ ラチ ン 投 与後 の D N■A 結 合プ ラ チ ナ の 修復動態を

鋼べ ると
,
2 4 時間ま で は速や か に 除去修復 が 起こ るが

,
カ フ ェ

イ ン の投与下でも同様 に 修復が 起 こ り除去修 復に対す る カ フ ェ

イ ン の 作用はない と 考え る .

5 ･ カ フ ェ イ ン は シ ス プ ラ チ ン 投 与 に よ っ て 障害 を 受け た

DN A が修復の た め に S 期 で 遅延す る の を 抑制 し
,

相対的 に

DN A 合成を促進させ る こ とに よ っ て障害を 大きく し細 胞 を 死

滅させると推察す る .
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