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メ チオ ニ ン輸送阻害に関する基礎的研究
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一

講座 ( 主任 : 渡辺 洋字教授)

川 西 勝

最近, 5 - フ ロ ロ ウラ シ ル (5
- h o r o u r a cil

,
5 - F U ) の 補助薬剤 として低量 の シ ス プ ラチ ン (ci s

- di a m m i n e di c hl o r o pl a ti n u m

[ Ⅱ] , C D D P) を反復投与する化学療法が注目 され , 胃痛や 大腸痛に対する高
い 奏効率 が報告 さ れ て い る ･ C D D P が 発揮する 5 -

F U の 抗腫瘍効果増強作用 は, メ チ オ ニ ン ( m e th i o n i n e , M e t) の 細胞膜 にお ける 能動輸送 を阻害す る こ と に端を発す る
一 連の 反

応で膿瘍細胞内葉酸濃度が上 昇する こ と によ る と 説明さ れ て い る ･ しか し
,
胃癌 ･ 大腸癌 に対す る本療法 の 基礎的研究 は全く

なさ れ て い な い . 本研究で は ,
ヒ ト胃痛 ･ 大腸癌由来の 継代細胞株を用い て CI) D P が M et の 腫瘍 細胞内取り込 み に 及ぼ す影

響を観察 し た. 細胞株 に は ヒ ト胃痛由来細胞株M K N
-2 8 と M E N - 4 5 , お よ び ヒ ト大腸癌由来細胞株S W 4 8 , H C r 1 5 を用 い た ･

7 2 時間持続接触 に よ るC D D P のI C 5 ｡ は M X N
- 2 8

,
M K N -4 5

, S W
-4 8

,
H C T 1 5 で そ れ ぞ れ10 ･3 /∠ M , 1 ･3 FL

M
,
1 ･6 FL M , 3 ･7 F L M

で あっ た . 細胞を浮遊状態に お い た場合, い ず れ の 細胞株も2 時間 の C D D P 暴露で は , M e t の 取り込 み 阻害を受け なか っ た ･

また , 4 時間の C D D P 暴露で は 100 iL M の C D D P で の み M K N
-2 8

,
M K N -4 5 に有意な M e t の 取り込み 量低下を認め た ( p < 0 ･0 5) ･

さ ら に , 接着状態の M K N -4 5 と H C r L1 5 をC D D P に暴露 し, そ の 後浮遊状態 に環境を変化さ せ て M e t の 取り込み を観察 し
た が

,

かか る条件下 で は M e t の 取り込 み 阻害は み ら れ なか っ た . しか し
,
腫瘍細胞を終始接着状態 に お い た場合, C D D P によ る 有意

な M et の 取り込み 阻害が観察さ れ た . ま た
,
こ の条件 下 で み られ る取り込み阻害 は , 1 2 時間の 暴露時間と比較 して24 時間で

より顕著 で あ っ た . さ ら に ,
M K N 4 5

,
S W 4 8 と い っ た C D D P の 固有の 細胞毒性 に高 い 感受性 の 細胞株 ほ ど, よ り強い M e t の

取り込み 阻害を受けた . 接着状態 の M K N - 4 5 で 観察 され た C D D P 暴露後の M e t 取り込 み量 は, 同時 に低下 が み られ たチ ミ ジ
ン

の 取り込み量と比較 して も有意に低値であっ た ( p < 0 .0 5) . 以上 の 結 果か ら, ヒ ト胃痛
･ 大腸癌由来継代細胞株 へ の M e t 取り

込み 阻害は , 接 着状態 にあ る細胞で ,
薬 理学的濃度 の C D D P に の み 認 め ら れ る こ と が 判明 し た ･ した が っ て

,
低濃 度 の

C D D P によ る細胞内葉酸漉度上昇作用 には , M e t 取 り込み 阻害以外 の 機序が関与す る と考え ら れ た ･

K e y w o r d s bi o ch e m ic al m o d u l ati o n , m e th i o ni n e , 5 d u o r o u r a cil , Cis
- di a m m in e d ic hl o r o pl atin u m

[ Ⅱ] , a m in o a cid tr a n s p o rt e r

固形痛の 最も確実 な治療法 は, 物理的な腫瘍細胞の 除去, す

な わち手術である こ と に 異論 は ない . 胃痛, 大腸滴を中心 とす

る消化管由来 の 悪性腫瘍 に対す る根治療法 で は,
一

貫 して 手術

が その 中心的地位 を占め て きた . そ の 治療戦略 に よ っ て癌 の 治

療成繚も向上 し, な かで も胃痛 の 訂正死亡率は減少に転 じて き

て い る
1)

. しか し
,
こ れ ら消化器固形痛 の 治療成績 の 向上 は ,

主 と して 診断機器 の 発達 によ る早期癌 の 増加に依存す る と こ ろ

が 大きい . 永きに わたり試み られ て きたリ ン パ 節郭清 を主 と し

た拡大手術も, い まだ に進行癌治療 に お けるそ の 有効性 を科学

的 に証明さ れ る に 至 っ て い ない
2)

. 切除範囲を拡大 させ た手術

も局所療法の 域 を出て い ない の で あ る . 実際
,
消化器痛 の 術後

再発死亡の ほ と ん ど は肝, 肺 ,
脳な どの 重要臓器転移や腹膜転

移 に よ るもの で あ る. 腹膜 へ の 播種性転移で は ,
そ の 存在が 認

識可能 とな っ た時点で 既 に同様の 病巣が無数に形成さ れ て い る

こ と が ほ と ん どで あ る . その た め
, 物理的 にそ れ ら を完全 に除

去す る こ と は事実上不可能 である . した が っ て
, 癌 化学療法 の

進歩が
,
か か る転移形式 の 治療成績向上 に寄与する可能性 は極

め て高 い
3 ト 5)

.

一

方 , 血 行性転移も進行
･ 再 発癌 の 予後 を規定

す る重要な因子 である . な か で も肝転移巣や肺転移巣は , 播種

性転移 と比 較 して 病巣数が少な い た め ,
しば しば 切除の 対象と

され て き た
6) 7)

. し か し , 外 科的療法 に よ り完治 に導ける遠隔

転移再発症例は極め て 限 られ て い る こ と は厳然 と した事実であ

る .
こ こ で も, 癌 化学療法 は多く を期待 され て い る

8)
. 従来 の

癌化学療法で は , 腫壕の 由来臓器や組織型 に よ っ て薬剤 や そ の

投与法が選択 され て きた . し か し
,
抗癌剤作用機序 の 解明と と

もに
, 抗癌剤が そ の 効果を発揮する に は腫瘍細胞内環境 が重要

であ る こ と が 認識 され 始め た .

1 9 5 7 年 に D u s c h i n sk y ら
9)
に よ っ て 発見 され た5- フ ロ ロ ウ ラシ

ル (5Jl u o r o u r a cil , 5 - F U ) は , 生体内で の 代謝 と標的酵素が明ら

か に な っ て お り, 現在作用薬剤 と して 最も期待 され る基本的薬
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シ ス プ ラチ ン の メ チ オ ニ ン 輸送阻害に関する研究

剤 であ る .

一

方19 6 0 年代 に R o s e n b e r g ら
10)1 1)の 一 連の 研究 に よ

っ て 開発 さ れ た シス プ ラ チ ン (ci s q di a m mi n e d i c h l o r o pl ati n u m

[ Ⅱ] , C D D P) は , 固形痛 の 化学療法 にお い て重要 な薬剤 で あ

るが
,
最 近

,
5 - F U の 補助薬割 と して C D D P の 低量反復投与を

併施す る化学療法が注目さ れ
,
胃痛 や 結腸 ･ 直腸癌な どに対す

る本療法の 高い 奏効率 が報告 され て い る
12) 13)

. こ こ で C D D P は
,

腫癌細胞内の 葉酸膿度を上昇さ せ る調節因子 ( m o d ul a t o r) と し

て用い られ て い る . そ の 機序は , C D D P が 中性 ア ミ ノ 酸 の
一

つ

である メ チ オ ニ ン ( m e th i o ni n e , M et) の 細胞膜 にお ける能動輸

送 を阻害す る こと に端を発する 一

連の 反応 で説明され てい る
王4)

.

しか し
,
本 療法が 胃痛 ･ 大腸癌 に 高 い 奏効率を呈する反面

,

こ れ らの 癌腫を用い た 本療法 の 基礎研究が全く な さ れなか っ た

こ と も現実である . 以上 の 観点 か ら
,
本研究 で は ヒ ト胃痛 一 大

腸痛由来の 継代細胞株を用い て
,
C D D P が M et の 腫瘍細胞内 へ

の 取り込み に 及ぼす影響 を観察 した .

材料 お よ び方法

Ⅰ. 実験 に用 い た培養細胞株

ヒ ト胃痛由来細胞株 M E N -2 8 と M E N -4 5
,
お よ び ヒ ト大腸癌

由来細胞株S W -4 8
,
H C T ｣1 5 の 計 4 種類 (金沢大学が ん研究所 ,

化学療法部, 佐々 木琢磨教授 より供与
,
い ずれ も接着細胞) を

用い た . 組織培養液 に は10 % 非働 化 ウ シ胎児血清 晩t al b o vi n e

S e ru m , F B S) ( G ib c o , G r a n d I sl a n d , U S A) を含 む R P M I -1 6 4 0

培地 (大 日本製薬
,
大阪) を用い , 各細胞は5 % C O 2 存在下 , 湿

潤37 ℃で 継代培養 した .

Ⅰ . 薬剤お よび試薬

1 . C D D P

C D D P 製剤 と し て ブ リ ブ ラ チ ン (ブ リ ス ト ル マ イ ヤ
ー ズ

,

P ri n c e t o n
,
U S A) を使用 した .

2 ･ 1 0 /L M L
- M e t (1 8 5 k B q/ m l の m e th yl -

1 4
c - しM e t 含有) の

調製

m e th yl
-
1 4
c 心 M e t (2 .1 G B q/ m m ol , 3 .7 M B q / m l , ア マ シ ャ ム ▲

ジ ャ パ ン
, 東京) 1 m l , 1 m M I ] M et O .2 m l に蒸留水を加え全量 を

20 m l と して 調製 した .

3 ･ 2 0 FL M チ ミ ジ ン CTh y m i di n e , d T h d) (7 4 0 k B q/ m l の 6 -
3

H -

d T h d 含 有) の 調製

6 -
3

H -d T h d (8 8 8 G B q/ m m ol , 3 .7 M B q/ m l , ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ

ン
, 東京) 1 m l , 1 m M d T h d O .1 m l に蒸留水 を加え全量を5 m l と

して 調製 した .

Ⅱ . 各細胞株 の増殖曲線の作成

6 穴平底 プ レ ー

ト (C o r ni n g) の 1 穴あ たり に 各細胞を1 × 10
5

個/ 2 m l , 2 × 1 0
5

個/ 2 m l 植 え込み
,
そ の 24

,
4 8

,
7 2

,
9 6

,
1 2 0

時間培養後 に自動細胞計算機 (S y s m e x , F -3 0 0 , 束亜 医用電子,

東京) を用い て 細胞数を計測 し増殖曲線 を求め た .

Ⅳ
. C D D P に対する 各細胞株感受性

1 . C D D P 7 2 時間持続接触 に よ る増殖抑制

6 穴平底 プ レ ー

トの 1 穴あたり に各細胞を1 × 10
5

個/ 1 .8 m l 植

え込み , 充分 に接着 し た24 時 間後 に 各種濃度の C D D P (0 , 0 .1

～

1 0 0 0 〃M ) 0 .2 m l を加え, その 後72 時間培養 し持続接触させ

た
･ 培 養 終了後 , 自動 細胞計算機 を用い て 細胞数を計測 し

,

5 93

50 % 増殖抑制濃度(50 % i n hib ito r y c o n c e n tr ati o n of c ell g r o w 恥

I C 5 0) を求めた .

2 . C D D P 1 2 時 間また は24 時間持続接触後, 4 8 時間非接触 に

よ る増殖抑制

6 穴平底 プ レ
ー

トの 1 穴 あたり に各細胞 を1 × 10
5

個/1 .8 m l 植

え込 み
,
2 4 時 間後 に各種濃度 の C D D P (0 , 0 .1 ､ 1 0 0 0 FL M )

0 . 2 m l を 加 え
,
そ の 後 12 , 2 4 時 間培養 し持続接触 させ

,
さ

ら に そ の 後 C D D P を含 まな い 培 養液 に交換 し48 時 間培養 し

た . 培 養終了後
,
7 2 時間持続凝触 の 場合 と同様 に し てI C 5 ｡

を 求め た .

Ⅴ . 各細胞樵の細胞内 へ の M e t の 取り込 み

F BS を含まな い RP M I - 1 6 4 0 培地を用 い 5 × 10
6
個/ m l に調製 し

た各細胞浮遊液0 .9 m l
,
1 0 p M L M e t (1 8 5 k B q/ m l の

14
c T しM e t 含

有) 0 .1 m l を試験管に い れ , 5 % C O 2 ガ ス 封入 後, 3 7 ℃ ウオ ー タ

ー バ ス で振 漫
,
2
,
5
,
1 5

,
3 0

,
6 0 分間ず つ 反応 させ た . その 後

0 ℃P B S 3 .5 I n l を加え
,
ミキ サ

ー

で 撹拝復1 00 0 回転, 3 分 間遠

心分離 し上 清を捨 て た. 同 じ洗浄行程をもう 一 度繰り返 し, 残

っ た 沈直 に0 ℃ ,
5 % ト リ ク ロ ロ 酢 酸 (t ri c h l o r o a c e ti c a ci d ,

T C A) 1 m l を加え撹拝後10 分間0 ℃で 静乱 そ の 後2 00 0 回転
,
5

分 間遠心分離, 上 帝の 0 .2 m l を バ イ ア ル に入 れ
,
A C S - Ⅱ シ ン チ

レ
一

夕 ー ( ア マ シ ャ ム ･

ジ ャ パ ン
, 束京) 10 m l を加え, 液体 シ

ン チ レ
ー

シ ョ ン カ ウ ン タ ー

( ア ロ カⅠ5 G l O O O , 束京) にて 放射

活性を測定 し, 醸可 溶画分 仏cid s ol u bl e) の M et 取り込み を測

定 した .

一 方残 りの 上 清を捨 て た 後 , 残 っ た 沈 澄 に5 % T C A

2 m l を加 え撹拝
,
2 0 0 0 回転, 5 分 間遠心分離, 上清を捨て た 後

,

9 9 % 蟻酸1 m l を加え撹拝 し溶解 し た. 0 .2 m l を バ イ ア ル に 入 れ

上 記と 同様 に放射活性を測定 し
,
酸不可 溶画分 仏cid i n s ol u bl e)

の M e t 取 り込み を測定 した . 醸可 溶画分と酸不可洛画分の 合計

を細胞内へ の M e t の 取り込み の 総量 と し た .

Ⅵ . C D D P 暴露下 に あ け る各細胞株の細胞内 へ の M e t の取

り込 み

1 . 浮遊状態 にお ける M e t の 細胞 内取 り込み に及ぼ すC D D P

の 影響

F B S を含まない R P M I -1 6 4 0 培地を用い 5 × 1 0
6

個/ m l に調整 し

た各細胞浮遊液0 ･8 m l , 種々 濃度の C D D P (0 , 1 0 , 1 00 , 10 0 0 FL M )

0 .1 m l を試験管 に入 れ
,
5 % C O 2 ガ ス 封 入 後, 3 7 ℃ ウ オ ー タ ー

バ ス で 振漁, 2 , 4 時間前処置をお こ な っ た . そ の 後1 0
′
′J M し

M e t (1 8 5 k B q/ m l の
1 4

c - しM e t 含有) 0 .1 m l を加え , 同様 に3 0 分 間

反 応させ た . 次い で , V の 実験と 同様 に して細胞内 へ の M et の

取 り込み を測定 した .

2 . 接着状態か ら 浮遊状態 に環境を変化 させ た場合の M e t の

細胞 内取り込み に 及ぼす C D D P の 影響

150 c m
2

培養 フ ラス コ (C o mi n g) 内で 通常培養状態で対数増殖

別 にある細胞を, 2 種の 濃度 の C D D P (0 , 1 0 FL M ) を含有 した

F B S を 含ま ない RP M I - 1 6 4 0 培地 に培地交換を し, 1 2
,
2 4 時間

培養 した 後細胞を は が し, F B S を 含ま な い R P M ト16 4 0 培 地で

5 × 10
6

個/ m l の 細胞浮遊液を調製 し た. こ の 細胞浮遊液0 .8 m l ,

1 0 FL M しM e t (1 8 5 k B q/ m l の
14
c -I J M et 含有) 0 .1 m l , 2 種の 濃度

の C D D P (0 , 1 00 FL M ) 0 .1 m l を試験管 に入 れ , 5 % C O 2 ガ ス 封人

後, 3 7 ℃ウ オ
ー

タ ー バ ス で 振 盤, 3 0 分 間反応 させ た . 次い で
,

g r o w th ; L V , 1 e u c o v o ri n c al ci u m ; M e t , m e th i o ni n e; 5 ,1 0
- m e t h yl e n･e T H F , 5 ,1 0 q m et h yl e n e t e t r a h y d r of ol at e; M R P ,

m uld d ru g r e Si st a n c e r el at e d p r o t ein ; T C , in a cti v e t e r n a r y c o m pl e x ; T C A l bi chl o r o a c e ti c a cid; T H F , t etr ah y d r o fo 1qt e;

T S
, th ym idil at e s y n th a s e
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Ⅴ の 実験 と 同様 に し て細胞内 へ の M e t の 取り 込み を測定 し

た . なお
, 本実験 は M K N

- 4 5
,
H C T -1 5 の 2 種 の 細 胞株 に施行

した .

(

s

O

;
)

竜
き

＼

S

ニ

中
U

3 . 接 着状態 にお ける M e t の 細 胞内取り込み に及 ぼす C D D P

の 影響

12 穴平底プ レ
ー

ト (C o m i n g) の 1 穴あた りに 各細胞 を5 ×10
5

Fi g . 1 . G r o w 血 c u rv e S Of e a ch c el1 1i n e ･ ㈹ 1 × 1 0
5
c ell s i n O h r ･ (B) 2 × 1 0

5

c ell s i n O h r ･ ○ ･ M E N -2 8; ◎ , M K N -4 5; □ ･ S W 4 8 ; 臥 牒C T
-

1 5 .

(

S

=

8
¢
○

⊆
0

∈
d
)

む

葛
l

d
コ

芯

〒
｣

0 1 0 2 0 き0 4 0 5 0 60 0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 60

T i m e o f i
.

n c u b a てi o n ( m i n)

Fig ･ 2 ･ U p ta k e of I ; M et b y ti m e c o u r s e of e a ch c ell li n e ･ T u m o r
c ell s w e r e s u s p e n d e d i n R P M I

-1 6 4 0 w i th o u t F B S an d w e r e i n c u b at e d wi th

l p M しM e
t ( 1 8 ･5 k B q) at 3 7 ℃ ･ T h e n u p t al < e Of しM e t w a s m e a s u r e d ■ 側 M K N -2 8 ･ O 3) M K N - 4 5 ･ (C) S W 4 8 ･ O )) H C T 1 5 ･ ○ , a Ci d

s ol u bl e; ● , a Cid i n s ol u b l e; 欄 , tO t al .
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個/ 1 m l 植え込 み , 2 4 時 間培養 して 細胞 を通常の 培養状態 , す

な わち プ レ ー

ト に接着 し た状態 に導 い た . 種 々 の 濃度 の C D D P

(0 , 1 , 5 , 1 0 , 2 5 , 5 0 i L M ) を含 有 した F B S を含 まな い R P M I
-

1 6 4 0 培地0 .9 m l で培 地交換 を行 い
,
1 2

,
2 4 時間培養後に プ レ

ー

トの 1 枚を周 い て 細胞数 の 補 正 用 に細胞数 を数えた . 次 い で
,

残り の プ レ ー ト に10 F L M しM e t (1 8 5 k B q / m l の
14
c -I : M e t 含有)

0 .1 m l を加 え5 % C O 2 存在下 , 湿潤3 7 ℃で 30 分間培養, そ の 後

0 ℃ P B S l m l を加 え上 宿を吸引 !
こ れ を3 回線り返 し た 後,

9 9 % 蟻 酸0 .5 m l を加え細胞をす べ て 溶解, 全 量 を バ イ ア ル に

入 れ
,
Ⅴ の 実験 と同様 に して 細胞内 へ の M e t の 取り込み の 線量

を測定 した ･ また 同 じ実験系 でI ] M e t の か わ りに
,
2 0 FL M d T h d

(7 4 0 k B q/ m l の 6
-
3
H - d T h d 含有) を反応 させ 細胞内へ の d T h d の

取 り込み を測定する こ と に よ っ て , 細胞の 活動性の 指標と した .

Ⅶ . 統計学的処 理

対照群 と薬剤投与群 との 差の 検 定に は ,
S tu d e n t の t検定 , 多

群 の 薬剤投与群の 有意差検定 に は ,

一 元配置分散分析法 (o n e -

f a ct o r A N O V A ) を行 っ たう えで, 有意差が 認め られ た場合, 多

重比較検定法 を用 い て検討 を行 っ た .
い ず れも危険率5 % 未満

を有意差ありと判定 した .

績

1 . 各細胞株 の増殖曲線

各細胞株 を プ レ ー

トの 1 穴あ たり に 1 × 10
5

個/ 2 血1 植え込 ん

だ ときの 増殖曲線を図1 A に
,
2 × 1 0

5

個/ 2 m l 植え込 ん だ とき の

増殖曲線を図1 B に示 す. 4 種の 細胞株 の 中で は
,
H C T ｣1 5 の 増

殖が 最も早く ,

一

方でS W -4 8 の 増 殖が 最も遅か っ た . 培養開始

後24 時間か ら96 時間 に わ た っ て 4 種 全て の 細胞株 に お い て 指

数関数的な増殖を認 め た .

Ⅰ . C D D P に対する各細胞株感受性

C D D P に対す る各細胞株感受性 (IC 5 0) を表1 に示 した .

C D D P 7 2 時 間持続接触 に よ る C D D P のI C 5(} より , M K N - 4 5 お

よ びS W -4 8 は C D D P に対す る感受性が高く, 〉W･一-
■

方で M K N -2 8 と

H C T -1 5 の 感受性 は低 い と 考えら れ た . C D D P に1 2 時間接触さ

せ た 後, 4 8 時間C D D P 非存在下 に培養 した 場合の C D D P の I C 5り

は
,
M K N -2 8

,
M K N - 4 5

,
S W -4 8

,
H C T 1 5 で そ れ ぞ れ 14 .5 /L M ,

2 ･4 FL M , 3 .1 /1
M
,
4

.6 /1 M で あ っ た . さ ら に
,
C D D P に24 時間

接触 さ せ た 後 に 同様 の 処理 を行 っ た場 合 の C D D P の I C 5(, は
,

M K N -2 8
,
M E N A 5

,
S W 4 8

,
H C T 1 5 で そ れぞ れ8 .0 /1 M , 1 .1 /1 M ,

1 ･2
一
" M

,
4 .0

′
′∠ M で あ っ た . すな わ ち

, 各細胞を12 時間も しく

は24 時 間C D D P に接触 させ ,
そ の 後C D D P の 非存 在~下に 培養

T a ble l . S e n sitiv lty O f e a c h c ell lin e t o C D D P

C D D P I C
5()( /1 M )

C ell li n e s 7 2 h r
a)

1 2 h r
b)

24 h r
b)

M K N - 2 8 10 .3 ± 1 .6

M K N - 45 1 ,3 ± 0 .2

S W - 4 8 l ,6 ± 0 .3

H C T - 15 3 .7 ± 0 .6

1 4 .5 士 1 .4■ 8 .0 士 2 .3

2 .4 ± 0 .4 1 ,1 ± 0 .3

3 .1 ± 0 .8 1 .2 士 0 .4

4 .6 ± 0 ,8 4 .0 士0 .9

I C
5 0 ,
5 0 % i n hibit o ry c o n c e n tr ati o n o f c ell g r o w t h

E a c h v al u e s h o w s 富士S D .
a)
7 2 h r c o n tin u o u s e x p o s u r e t o C D D P ･
b )
A fte r 12 h r o r 2 4h r e x p o s u r e to C D D P , C ell lin e s w e r e c ult u r e d

W ith o u t C D D P f o r 4 8 h r .

5 95

を行 っ た 場合で も
,
C D D P の 細胞 増殖 に及ぼす影響 は72 時間

持続的に接触 させ たと きと 同様であ っ た .

』L 各細胞株の細胞内 へ の M e t の取 り込 み

遊離ア ミ ノ酸 と し て細胞内に残存す る メ チ オ ニ ン を酸可 溶画

分, 蛋白合成に供 され た M e t を酸不可 溶画分 と し
,
そ の 絵和を

細胞内 へ の 給取り込み量と判定 した . 各細胞株 とも に
,
細胞 内

に取り込ま れ て存在する遊離 M e t 量は , 3 0 分 で ほ ぼ定常量に達

して い た が
,
そ の 後 は徐々 に 蛋白合成 の 基質 と し て消費さ れ る

た め 時間経過と と もに総 メ チ オ ニ ン 取り込み量 は増加 した . ま

た
, 培養開始後の 同時点で比較す る と

,
M K N q4 5 の M e t 取り込

み が 最も多く,
一

方でS W -4 8 が最 も少 なか っ た (図2) .

Ⅳ . C D D P 暴霹下 に お け る 各細胞株の細胞内 へ の M e t の 取

り 込み

1 . 浮遊状態 にお ける M e t の 細胞 内取り込み

各細胞株 とも2 時間の 曝露で は
,
い ずれ の 濃度の C D D P に よ

っ ても M et の 取り込 み 阻害 を受け なか っ た .

一 方
,
4 時間曝露

で は100 /ノ M の C D D P で の み , M K N
-2 8 で 16 .9 %

,
M K N -4 5 で

2 1 .8 %
,
S W - 4 8 で1 3 .3 %

,
H C T -1 5 で2 0 .1 % と軽 度の M e t 取り

込み 阻害 が認め られ た .
こ れ ら の う ち M K N -2 8

,
M K N - 4 5 で ,

コ ン ト ロ
ー ル 値 と比較 して 有意に M e t の 取り込み 量が低下 して

い た ( p < 0 .0 5) (図3) .

2 . 接 着状態 か ら浮遊状態に環境 を変化 させ た場合の M e t の

細胞内取り込み

M K N -4 5
,
H C T J1 5 にお い て

,
フ ラ ス コ 内で C D D P を12 , 2 4

時間と 長時間暴露させ 紺地 を直ち に浮遊状態 に し た場合, M e t

の 取 り込み はほ と ん ど阻害さ れ なか っ た (表2 , 表3) .

3 . 接着状態に お け る M e t の 細胞内取り込み

腫瘍細胞を接着状態 にお い た場合, M e t の 取り 込み は C D D P

に よ っ て最も顕著に阻害さ れ た . そ の 阻害作用は , 1 2 時間の 曝

露時間と比較 して24 時間で より強くみ ら れ た . ま た
,
M K N -4 5

,

S W -4 8 と い っ たC D D P の 固有の 細胞毒性 に高 い 感受性の 細胞株

ほ ど
,
よ り 強く M e t の 取 り 込 み 阻害を受 け た . す な わ ち

,

M K NT4 5 を24 時間C D D P に暴露 した場合, C D D P l /L M で 3 .9 %
,

5 /1 M で 2 3 ･2 % , 1 0 /L M で 7 0 .6 % , 2 5 ′1 M で 9 3 .7 % , 5 0 /1 M で

9 0 , 5 % と M et 取り込 み阻繋が み ら れ た . か か る条件 F
`

で は
, 発

T abl e 2 . L - M e t up t a k e o f M K N
- 45 i n fl a s k

P r ei n c u b ati o n C D D P し M et u pt a k e

( h r) ( /L M ) ( 言± S D , P m O l/ l0
日
c e11 s) % c o n tr ol

つ
ん

(

ノ
一

4

4

1

1

2

〔

∠

0

0
ハ

U

O

9
.0 1 ± l .9 0 10 0 .0

9 .3 4 ± 1 .()6 I O 3 .6

7 .7 0 ± 0 .3 1 10 () .0

7 .1 0 ± 0 .7 2 9 2 .2

T a bl e 3 . し M e t u pt a k e o f H C T
- 15 in fl a s k

Pr ei n c u b ati o n C D

( hr) ( /上

2

2

4

4

1

1
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2
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0
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現濃度 に差 を認め る も の の , 4 種全て の 細胞株で C D D P に よ る

M e t の 取り込 み 阻害が み られ た (図4) .
- ･

九 d T h d の 取 り込 み

阻害も同時に認め られ , 1 2 時 間よ り2 4 時間, C D D P が 高濃度

であ る ほ ど顕著 であ っ た . し か し ,
M K N - 4 5 で 観 察 さ れ た

(
-

0

上
モ
0

0

訳
)

む

上

d

宣
コ

芯
≡
-
｣

2 0

00

8 0

6 0

4 0

2 0

1

1

1 2 0

1 00

8 0

6 0

4 0

2 0

0

0 1

西

C D D P に よ る M e t の 取 り込 み 阻害は dT h d の 取り込 み 量の 低下

を超え て い た . さ ら に M K N - 4 5 で は
,
M e t の 取 り込 み 量 は

d Tb d の 取り込み 量 と 比較 し て 有意 に低下 し て い た ( p < 0 .0 5)

(表4 , 表5) .

1 0 1 ∞ 0 1 1 0 1 ∝)

D o s e o f C D D P ( FL M )

Fi g . 3 . E ff e c t of e x p o s u r e t o C D D P o n I / M e t u p ta k e of e a c h c ell li n e i n tu b e ･
′

m m o r c ell s w e r e s u s p e n d e d i n R P M I
-1 6 4 0 w ith o u t F B S a n d

w e r e p r ei n c u b at e d w i th e a e h c o n c e n tr a ti o n o f C D D P a t 3 7 ℃ f o r 2 h r (○) o r 4 h r (q ) ･ T h e y w e r e th e n i n c u b at e d wi th l F L M I : M e t

(1 8 .5 k B q) f o r 3 0 m i n a n d u p t ak e of しM e t w a s m e a s u r e d . (刃 M K N -2 8 . (B) M K N -4 5 . (C ) S W -4 8 t (D ) H C T 1 5 ･ E a c h v al u e s h o w s 盲 ±

S D .

*

p < 0 .0 5 v e r s u s c o n tr ol b y o n e
.f a c to r A N O V A .

T a ble 4 . Effb ct o f 1 2 h r e x p o s u r e to C D D P o f e a c h
c e 11 1i n e i n pl at e

C D D P G r o w th L - M et u p t a k e d T h d u p t a k e

C el1 1i n e s ( FL M ) ( % i n hibiti o n ) ( % in h ibiti o n) ( % i n hib iti o n )

M K N - 2 8 10 2 7 .3 ± 1 8 .8

5 0 3 7 ,9 ±2 6 .0

M K N - 4 5 10 1 7 .1 士2 .9

5 0 4 8 .5 土 6 .8

S W - 4 8 1 0 1 6 . 2 士6 .4

50 1 2 .3 士 6 .6

H C T _ 1 5 1 0 - 4 .7 ±6 . 4

5 0 15 .5 土 4 .3

2 3 .2 土 1 9 .
4

3 5 .8 ± 9 ,3

48 .4 ± 2 0 .8

7 臥6 土5 .2

- 1 .1 士 15 .3

3 1 .2 士 2 2 .0

16 .9 士 2 1 .6

25 ,0 土 13 .
7

- 1 .5 ± 10 . 4

40 .2 士 18 .5

1 9 .5 ± 6 .9
*

5 1 .0 土 3 .4
* *

-

3 .4 ± 1 0 .5

3 0 .7 士 8 .9

- 7 .9 ± 12 .9

2 8 .7 士7 .6

E a c b v al u e s b o w s 冨±S D .

*

p < 0 .0 5 .

* *
p < 0 .O I v s . L

- M e t u p t ak e by th e S tu d e n t
'

s t te st ･
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Fi g . 4 . Eff e c t of e x p o s u r e t o C D D P o n I ) M e t u pt ak e o f e a ch c el1 1 in e i n pl a te . T u m o r c ell s w e r e atta ch e d i n R P M I -1 6 4 0 wi th o u t F B S a n d

W e r e p r ei n c u b a t e d w i th e a ch c o n c e n tr ati o n o f C D D P a t 3 7 ℃ f o r 1 2 h r ( ○) o r 2 4 h r (Jl) . T h e y w e r e th e n i n c u b at e d wi th l p M l ] M e t

(1 8 .5 k B q) f o r 3 0 m i n a n d u pt a k e of I : M et w a s m e a s u r e d . (朗 M K N - 2 8 . (B ) M K N -4 5 . ( C) S W -4 8 . (D) H C
'

I l 1 5 . E a c h v al u e sh o w s 貢 ±

S D .

*

p < 0 .0 5 ,
* *

p < 0 .0 1 v e r s u s c o n t r ol b y o n e
-fa c to r A N O V A .

T a bl e 5 . E ffe c t o f 2 4 h r e x p o s u r e t o C D D P o f e a c h c ell li n e in pl at e

C D D P G r o w th

C el1 1i n e s ( /L M ) ( % i n hibiti o n)

M K N - 2 8

M K N - 4 5

S W - 48

H C T -1 5

0

0

0

0

n
U

O

O

O

1

5

1

5

1

5

1

5

1 8 .1 ± 1 5 .2

45 .4 ± 11 .9

5 4 .4 ± 1 7 .9

55 .1 ± 1 8 .2

15 .9 ± 6 .2

27 .8 ± 1 4 .5

2 0 .2 ± 1 5 .0

3 3 .2 ± 2 5 .9

し M e t u pt a k e d T h d u pt ak e

( % i n hibiti o n) ( % in hibiti o n)

1 5 .9 ± 3 2 .2 2 臥5 ± 1 1 .5

6 7 .5 ± 28 .3 (iO .5 ± 2 0 .8

7 0
.6 ± 2 0 .9 3 5 .4 ± 13 .

1
*

9 0 .5 ± 3 .3 7 3 .7 ± 6 .4 * *

5 4 .7 ± 17 .5 2 0 .2 ±2 8 . 4

7 8 .6 ±7 .3 7 7 .9 ±9 .5

- 0 .7 ±5 .3 0 .5 ± 4 .8

6 7 .0 ±Ⅰ6 .1 ( 氾 .5 ± 10 .7

E a c h v alu e s h o w s 烹~± S D .

*

p < 0 .0 5 .
* *

p < 0 .0 1 v s . L - M e t u p t a k e b y t h e S t u d e n t
'

s t t e st .

考 察

膿瘍細胞 に損傷を与える薬剤や放射線
,
紫外線 な どは 全て 正

常細胞 にもス ト レス と な る . か か る環境下 で細胞 は, 自己の 防

御機構を括性化さ せ る
15 )

. そ の 中心 に位置す る の が A T P 結合カ

セ ッ ト ばrP b i n di n g c a s s e tt e , A B C) ス
ー パ ー

フ ァ ミ リ
ー

で
,

多剤耐性遺伝子に コ
ー

ドされ て い る P 糖 蛋白 や多剤耐性関連蛋

白 ( m ulti- d r u g r e si st a n c e r el a t e d p r o t ei n , M R P ) フ ァ ミリ
ー

が

こ れ に含まれ る
1 6)17)

. A B C ス
ー パ ー フ ァ ミ リ

ー

は膜貫通型蛋白

であり
,
細胞毒性物質を能動的 に細胞外 へ 排 出もしくは細胞質

内ガ小胞体に封入 し, 細胞障害を回避する役割を果たす. こ れ

ら に認識され る物質 には 天然産物が多く ,
ヒ トの 進化過程 にお
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い て接触 した 経験を有す る 細胞毒 に対 し, 解葦機構を有す る蛋

白 が随時発現す る と解釈さ れ る . 天 然庫働 由来 の 抗癌剤 に は,

新 規灘利と し て 期待 され て い る もの も 多い
l … )

. しか し
,
こ れ

ら の 薬剤 は A B C ス
ー パ ー フ ァ ミリ

ー の 発現 に伴う耐性出現 か

ら免 れ 難い . 重 金属化合物 である C D D P も M R P に 認識 さ れ ,

その 抗腫瘍効果 を発揮す る 核内 へ の 到達が 障害 を
一受け る ･

一

方 ,

代謝括抗剤と L てそ の 合成が 報告 され てか ら40 年余が 経過 し

た5 - F U は , 投与 に よ り A B C ス
ー パ ー フ ァ ミ 7) - の 誘導 が認 め

ら れ るもの の ,
そ れ 自身の 薬酎乍馴 こは影響 を受けな い . ■･ 一 方

,

5 - F U の 抗腫瘍効果 に は種々 の 細胞内環境 が影響を及ぼす
2(1)

. 第

一
一

に
, 薬剤の 活性化や分解 に関与す る酵素活性が挙げら れ る ･

前者に はリ ボ ヌ ク レ オ チ ド還元酵素 な どが 含まれ , 後者 は ジ ヒ

ド ロ ビリ ミ ジ ン 脱水素酵素 にあた る
2 1)

. ま た , 5 - F U が 薬理作用

を発揮する た め に必要 な補助国子 の 濃度も極 め て 重要であ る ･

5 - F U の 標 的 酵素 で あ る チ ミ ジ ル 酸 合成酵素 (t h y m i d yl a t e

s y n th a s e , T S ) は , デ オ キ シ ウ リ ジ ン
d

燐酸 (d e o x y u rid i n e 5
'
一

r n o n o p h o s p h a t e , d U M P ) を還元的 メ チ ル 化 によ っ て デ オ キ シ

ナ ミ ジ ン
ー 燐酸 に変換す る ビリ ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ドの 新た な 合

成系律速酵素 である
22 )

. こ の 反応で は
,
メ チ レ ン テ ト ラ ヒ ドロ

葉酸 (5 ,1 0 - m e th yl e n e t e tr a h yd r o f ol at e , 5 ,1 0 q m e th yl e n e T H F) が

メ チ ル 基の 供 与体と な る . 5 - F U の 活性型で ある フ ツ 化 デ オ キ

シ
ー 燐酸 (5 -fl u o r o - 2

,
-d e o x y u ri d in e

-5
'
-

m O n O p h o s ph at e , F d U M P)

は
,
メ チ ル 化され る べ きウ ラ シ ル の 五 位に フ ッ 素 が結合 して い

る た め メ チ ル 化を受けず, T S 本来の 基質で あるd U M P と比 較

して は るか に高い 親和性をも っ て 5 ,1 0 - m e th yl e n e T H F とと も に

TS に 結合 し, 不 活性 三 者結合体 (i n a c ti v e t e r n ar y C O m pl e x ,

T C ) を形成する
2 3)

. し たが っ て , T S が 本 来触媒す る反応の 補

因子である5 ,1 0 - m eth yl e n e T H F は , 5
- F U に よ る T S 阻害 にお い

て も必須な物質 と考え られ て い る . D o h d e n ら
2 4)
は
,
ヒ ト新鮮

許噛組織を用い た検討 で , 腫瘍組織内の 5 ,1 0 - m eth yl e n e T H F と

その 前駆体で ある テ ト ラ ヒ ドロ 葉酸 (te t r a h y d r of ol a t e , T H F)

濃 度が TS の 形成率 の み な らすそ の 安東性 にも深く関与 して い

る こ と を明 らか に した . ま た O m u r a ら
25)
は
, 細 胞死を誘導 し

ない 種皮の TS 阻害 は TS m R N A か ら TS 黄白 へ の 翻訳を持続 さ

せ
, 腫瘍細胞内 の T S 蛋白量を有意 に増加させ る こ と を報告し

た . す な わち
,
5 ゼU を使 用する際 に は, 5 ｣F U が そ の 抗 腫瘍効

果を必要か つ 十分 に発揮できる よ う細胞内環境を整える こ と が

極め て重要である
2 6)

.

5 -F U を中心薬剤 と し た化学療法 は , 微小管阻害 や ト ポ イ ソ

メ ラ ー ゼ 阻害な ど他の 作用機序を有す る抗噛剤が開発
･ 臨床応

伺 され ても, 消化器病 に対す る第
叫

選択 の 地位 を保 っ て い る .

そ の 背景 に は , 消化器病 に対す る5 - F U を 中心薬剤 と した 化学

療法 の 著しい 成績 の 向上 が あ る
即 2)1 3)

.
こ れ は , 前 述 し た5 - F U

の 抗腫瘍効果に影響を及ぼす細胞内環境を調節す る こ と に よ っ

て5 q F U の 抗 膿瘍効果の 増強を図 る生化学的調節 (bi o c h e m i c al

m o d ul a ti o n) の 理念 に基づ く多剤併用療法 によ っ て もた ら され

た . 5 -F U の 調 節因子 と し て欧米で は ロ イ コ ポ リ ン カ ル シ ウ ム

(1 e u c o v o ri n c al ci u m , L V) の 有 用性 が 広く認 め ら れ ,
特 に

結 腺
･

直腸嫡 で は10 年以上前か ら標準的化学療法 と な っ て い

る
2 7卜 狛

. Ⅰ〃 は それ自体 が葉酸であり, モ ノ グル タ メ
ー

ト型 で

細胞内に移行する . 細胞内の 選元 型葉酸5 ,1 0 - m e th yl e n e T H F の

グル タ ミ ン 数は , 5 ,1 0 - m e th yl e n e T H F とT S お よ ぴ F dU M P が 形

成す る T C の 安定性 に深く関与する と考え ら れ る . すな わ ち,

m e th y l e n e T H F に蹄 合 して い る グ ル タ ミ ン 酸数 の 増加 に伴 っ て

西

T C の 安定性 は飛躍的に じ昇す る の で ある
31) 3 2)

.
フ ォ リ ン 醸 ポ

1) グル タ メ
ー

ト 合 成酵素 (f ol yl p ol y - gl u t a m a t e s y n th e t a s e ,

F P G S) の 活性 低下 の 報告は 稀で あ り, また 生 体内の ダ ル ク ミ ン

醸供給量 は極め て 大で あ る . し た が っ て , Ⅰ〃 投 与 に引き続 い

て細胞内に移行 し た フ ォ リ ン 酸 は, F P G S に よ っ て 速や か に ポ

リ ダ ル ク メ
ー ト塑 に代謝 され る と考えら れ る . O m u r a ら

2 5)
は
,

Ⅰ〃 投与 に伴う膿瘍瀾胞内 の 還元 型葉酸濃度の 上 昇は LV の 投与

量 に依存 し て 上 昇す る こ と を動物実験で 明 ら か に し た . 細胞

を死 に 誘導す るT S 阻害を得 る た め に は ,
T S 蛋白量 と比較 して

十分量 の Fd U M P と と もに 同 じく十分量 の L V を用 い る必要が

あ る,

しか し
,
我 が 国で は 5 - F U の 調節因子 ( m o d u l a to r) と してIN

を用い る かF U /Ⅰ〝 療法 は大腸癌の 化学療法 と して 広く使用さ れ

る に至 っ て い な い . そ の 理 由と して , 我が 国で は 葉酸代謝桔抗

剤 である メ ト ト レキ セ
ー トの 副作用軽減 の た め に L V が 市販さ

れ て お り, 1 バ イ ア ル に3 m g を含有す る に すぎない こ とが 挙げ

ら れ る . Ⅰ〃 の 大量投与 に は, 通常200
～ 3 0 0 m g/ m

2

が 用い られ

る . し たが っ て
,
1 0 0 な い し1 5 0 バ イ ア ル の L V が必 要 と な る .

そ の 結 凰 薬液量が膨大 になる の みな らず労力 , 経 費の 面にも

問題が多く, 現実性 に 乏 しい 化 学療法であっ た .
こ の よ うな背

景をも と に して , L V に代 わ る5 - F U の 調節 因子 と して C D D P が

注目 され る に至 っ た . S c a nl o n ら
3 3)
は
,
ラ ッ ト白血病細胞 L121 0

を 用い た試験管内の 実験で , C D D P が細 胞内 へ の M e t の 取り込

み を抑制する と報告 した . さ ら にS c a nl o n ら
3 4)
は
,
ヒ ト卵巣癌

由来の 継代細胞株を用 い た実験 より ,
C D D P と の 接触 は腫瘍細

胞内の 5
,
1 0 - m eth yl e n e T H F , T H F 濃度上 昇をもた ら すと 報告 し

て い る .
こ れ ら

一

連 の 研究結果 より ,
C D D P が 有す る5 - F U の

抗腫瘍効果増強作用は , そ の 葉 酸代謝修飾に起因する と 解釈さ

れ る に至 っ て い る . 橋 本
3 5)
は坦痛 ラ ッ トを用い た 生 体内の 実験

で
,
C D D P 投与 に 引き続 い て腫瘍内の 還元型葉酸濃度が速や か

に 2 倍以 上 に上 昇する こ とを報告 し た. さ ら に橋本 は, C D D P

の 投与 に引き続く葉酸濃度上昇 は
一 過性で

,
8 時間後 に葉酸借

は投与前と同 じ レ ベ ル に復 する こ と , C D D P の 葉酸濃度上昇作

用 は, そ の 固有の 抗腫壕効果が発揮 され る より遥 か に低量 で出

現す る こ と をあ わせ て 報告 し て い る . 橋本 の 実験結果に基づ け

ば
,
C D D P を5 t F U の 調節 因子 と し て 用い る際 は , 通常量 の 十

分 の
一

種度を連【■rl 投 与す
る こ と が必要と考え られ る .

こ の 知兄

を 根拠 と し た 低量反復 C D D P と 5
- F U の 併 用療法 は , 現 在胃

痛 ･ 大腸癌 に 最も高 い 奏効率を示す化学療法 と して 多くの 期待

を集め て い る
4) 12)

当初低量反復 C D D P と 5 -F U の 併 川療法は , 高い 奏効率 をホ

す【
一

方 , 副作用 と し て相当の 消化管毒性 と骨髄抑制 を認め る こ

と が報告 さ れ た . 初期 に採用さ れ た C D D P の 投与法 は , 1 日 あ

たり10 m g を1
～ 2 時 間か けて点滴静注 し, こ れ を

一 週間 に5 臥

すな わち5 日投与2 日休み で行うも の で あ っ た .
こ の 場合, 4 週

目 には 有意なプ ラ チ ナ の 蓄積 を認め る こ と が 判明 して い る . 以

来, C D D P の 投 与量を減ず る方向で投与法の 変更が行 われ て い

る . 現 在で は , 1 日 あた り5
～ 7 m g の 投 与が

一 般 的 で あり ,

3 m g を推奨す る施設さえあ る. しか し
,
い た ず ら なC D D P の 減

量 は
,
化学療法の 効果を著 しく損 ねる こ と に な り か ね な い ･

C D D P が 有す る5 - F U の 効 果増強作用 が M e t の 能動 輸送阻害 に

起因す る と すれ ば, 輸 送担体数 に見合 っ た プ ラチ ナ を必要 と

する は ず で あ る . さ ら に
,
低膿度 の C D D P で は 十分な M e t 能

動輸送阻害 がな さ れ ない とす れ ば, C D D P の 持 つ 5
- F U に 対す

.

こ
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シ ス プ ラチ ン の メ チ オ ニ ン 輸送阻害に関す る研究

る抗腫瘍効果増強作用 に他 の 理 論的根拠 を求め な けれ ば な ら

ない .

今回の 研究結果か ら ,
接着 状態 にあ る細胞株 に対 し, C D D P

は M et の 取り込 み 阻害作用を有す る こ とが 判明 し た. また
,
か

か る作用 は C D D P の 固有 の 抗腫瘍性 に感受性 が高い 株ほ ど顕著

に み ら れ た . しか し, こ れまで 報告 され て い る試験管内の 実験

と異なり , 培養液中に浮遊 して い る腫瘍細胞 に は C D D P の M et

の 取り込 み 阻害作用 は発揮 され なか っ た . 浮遊細胞 にお い て わ

ずか に M et の 取り込み 阻害が認め ら れ た C D D P 濃度100 iL M は ,

薬理学的血 中濃度 を遥か に超えるもの で ある . な お本研究で は ,

M e t の 取 り込 み 阻害作用が接着細胞に の み 認め られ る と い う事

象に閲 し, 繰り返 し実験を施行 し てそ の 再現性 を確認 した . 腫

瘍細胞 が接着状態 にあ る か否か が C D D P に よ る M e t の 取り込み

阻害 に影響を及ぼすこ と に は, い く つ か の 機序 が考えら れ る .

まず
,
浮遊状態 にある細胞で は極め て多数 の ア ミ ノ 酸輸送担体

が発現 し
,
C D D P の 相対的欠乏 によ っ て輸送阻害が成立 しな い

可能性 が考え られ る .

本研究 で は , 接着状態 で C D D P に暴露
,
そ の 後 た だち に浮遊

状態 に環境 を変化 させ C D D P の M e t の 取り込み 阻害作用を観察

する実験も行 っ た . そ の結果, 最終的 に 浮遊状態 に導い た細胞

で は C D D P に よ る M e t の 腫瘍細胞内 へ の 取り込み阻害 は認め ら

れ なか っ た . すな わ ち
,
C D D P 曝露時 に接触状態 にお い た 細胞

をM e t と の 反応時に浮遊状態 に した場合は実験当初 より浮遊状

態に お い た細胞 と同 じ結果が得 ら れ た . した が っ て
,
C D D P に

よ る M e t の 能動輸送阻害 に対する抵抗性 をア ミ ノ 酸輸送担体の

圧 倒的多数に求め る と した ら ,
C D D P 曝露後浮遊状態 に し た操

作時間内 にそ の 絶対量が増加 した こ と に な る . 蛋白質 であ る ア

ミ ノ 酸輸送担体が , こ の よ うな短時間に大量 に発現す る可能性

は少 ない . しか し
,
ア ミ ノ酸 輸送担体 が細胞質内に佃 の 蛋白な

どと 結合 して 不活性体と して 存在 し
,
細胞 の 浮遊化 に伴 い 解離

して 膜 に 移動 , 機能を発揮す る 可 能性 は否定 できな い . 次 に ,

細胞の 孤立 状態が膜蛋白である ア ミ ノ 酸輸送担体 の 構造を変化

させ
,
そ の 結果C D D P に対する 親和性 が低下 す る 可能性 が考え

られ る . しか し
,
C D D P に対 する 親和性を大きく変化 させ る ア

ミ ノ 酸輸送担体の 構造変化, も しく は 荷電状態の 変化な どが 細

胞の 接着状態の 変化の み で 惹起さ れ る 可 能性 は少な い . 細胞の

固定状態が C D D P の ア ミ ノ 酸輸送 に及 ぼす影響の 機序 は , 今後

明 らか に され る べ きもの と考え られ た .

橋本
3 5)
は ラ ッ トを用 い た実験で , 0 .9

′
" M の 血 中プ ラ チ ナ濃度

に より腫瘍細胞内の 葉酸濃度の 上 昇が もた ら さ れ る と結論づ け

た
. 今回24 時間接着状態の M K N -4 5 に お い て

,
M e t の 取 り込み

を70 .6 % 阻害 した C D D P 濃度, す な わ ち10 /L M は そ の 約10 倍

に 及ぶ . さ ら にそ の 濃度は , 2 4 時 間C D D P 暴露で の M K N -4 5 の

I C 5 0 1 .1 / ∠ M と 比較 し て もお よ そ 9 倍 の 濃度 で あ っ た .
つ まり,

高濃度 の C D D P で の み M et 能動輸送阻害が観察 され た こ と に な

る . さ ら に M K N -4 5 以 外 の 細胞 で は M e t 取り込み 阻害 はd T h d

と比 べ 有 意な差 を 認め な か っ た . した が っ て
,
M K N -4 5 以 外 の

細胞 でみ られ た M et の 取り込み 阻害 は, C D D P 固有の 抗腫瘍効

果 に よ る蛋白合成阻害 に由来する み か け上 の もの と も考えられ

る . そ れ ゆ えに
,
C D D P によ る膿 瘍内還元型葉酸濃度 上昇作用

に は
,
C D D P によ る細胞膜の 中性 ア ミ ノ 酸輸送担体阻害以外の

機序も関与 して い る もの と考え られ た .

以上 , 本研究 に よ っ て 接着状態 にあ る胃癌お よ び 大腸痛由来

の 細胞株 にお い て, C D D P に よ る M e t の 細胞内 へ の 取り込 み阻
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害作用が発揮 さ れ る こと が 明ら か に な っ た . ま た
,
そ の 阻害作

用は C D D P の 抗腫 瘍効果 に対する感受性と よ く相関 して い た .

d T h d の 取り込 み を用い た補 正 を行 っ た結 果, M K N -4 5 にお い

て は C D D P に よる M e t の 細胞内 へ の 取り込み阻害 は, C D D P 固

有の 細胞毒性 を考慮しても有意なもの と 考え られ た . さ らに ,

低量反復 C D D P と5 -F U 併用療法 に お ける C D D P の 5 - F U に対す

る抗腫瘍効果増強作用 に は, M e t の 細胞内取り込み阻害以外の

機序も関与 して い る可能性が考え られ た . C D D P は
,
5 -F U の 抗

腫瘍効果を増強させ る調節因子 と して極 め て期待され て い る薬

剤である . C D D P の M et 能動輸送 に及 ぼす影響や , 葉酸代謝修

飾 の 機序をさ ら に 明確 にする こ と は, より有効 な癌化学療法 の

開発 に寄与す るもの と期待 され る .

結 論

ヒ ト胃痛由来細胞株 M K N - 2 8 と M K N -4 5
,
お よ び ヒ ト大腸痛

由来細胞株S W ･4 8
,
H C T q1 5 を用い , 種 々 の 条件 下 で C D D P が

M e t の 細胞 内取り込み に及ぼす影響に つ い て検 討を行い ,
以下

の 結論を得た .

1 . M E N -2 8
,
M K N -4 5

,
S W -4 8 お よ び H C T l 1 5 は

,
1 0 % 非働

化ウ シ胎児血清 を含むR f M I -1 6 4 0 培地 内で培養開始24 時間後

以 降, 9 6 時間まで は全 て指数関数的 に増殖 した.

2 . 7 2 時 間持続接触 に よ る C D D P の I C 5 0 は , M K N -2 8
,

M K N -4 5
,
S W -4 8

,
H C T 1 5 にお い てそれ ぞれ10 .3 iL M ,

1 .3 FL M ,

1 ･6 /上 M , 3 .7 /J M で あっ た .

3 . 薬剤非添加で培養 した場合
,
全て の 細胞株で細胞内に取

り込まれ て存在する遊離M e t 量は
,
3 0 分で ほ ぼ 定常量 に達し て

い た .

4 . 蛋白 合成の 基質として消費 され る M e t 量 を反映 し, 稔 メ

チ オ ニ ン 取り込み量は30 分経 過後も徐 々 に増加 した.

5 . 細 胞 を浮遊状態 に お い た場合
,
い ずれ の 細胞株も2 時間

の C D D P 曝露で は
,
M e t の 取り込み 阻害を受けなか っ た . また

,

4 時 間の C D D P 曝露 で は1 00 〃M の C D D P で の み , M K N - 2 8
,

M E N -4 5 に 有意 な M e t の 取り込み 量低下 を認 めた ( p < 0 .0 5) .

6 . M K N A 5 と H C T 1 5 に お い て
, 接着状態で C D D P に暴露,

そ の 後浮遊状態 に環境 を変化さ せ て M e t 取 り込み を観察 し た

が
,
か か る条件I

ご
で は M e t の 取り込み 阻害は み ら れ なか っ た .

7 . 腫瘍細胞 を接着状態 に お い た場合, M e t の 取 り込 み は

C D D P に よ っ て 有意に 阻害さ れ ,
1 2 時 間の 曝露時間と比 較 して

24 時間で よ り顕著であ っ た . ま た
,
M K N - 4 5

,
S W -4 8 と い っ た

C D D P の 固有の 細胞毒性に高い 感
′

受性 の 細胞株 ほ ど, よ り強く

M e t の 取 り込み 阻害を受 けた .

8 . 接 着状態 の M K N - 4 5 で 観察され た C D D P に よ る M e t 取り

込み 量の 低 F は , d T h d の 取 り込み 量 と比 較 して も有意に低値

であ っ た ( p < 0 .0 5) .

以 上 より ,
ヒ ト胃癌 ･ 大腸癌由来継代細胞株 へ の M e t 取り込

み 阻害は , 接着状態 にある細胞で , 高 濃度 の C D D P に の み 認め

ら れ る こ とが 判明 した . し たが っ て
,
低濃度 の C D D P によ る 細

胞内葉酸濃度上昇作剛 こ は, M e t 取り 込み 阻害以外 の 機序が関

与する と考え られ た .
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m e th o t r e x a t e p oly gl u t a m at e s . J Bi oI C h e m 2 6 0 : 9 72 0 -9 7 2 6 , 1 9 8 5

6 0 1

3 2) R a d p a rv a r S , H o u gh t o n PJ , a n d H o u g h t o n J A . E ff e ct o f

p ol y gl u t a m yl ati o n o f 5 ,1 0
-

m e th yl e n e te tr a h y d r o f ol a t e o n th e

b i n di n g o f 5
-fl u o r o - 2

'
-d e o x y u rid yl a te t o th y mi d yl at e s y n th a s e

p u rifi e d f r o m a h u m a n c o l o n a d e n o c a r ci n o m a x e n o g r aft .

Bi o ch e m P h a rm a C O1 3 8 : 3 3 5 -3 4 2
,
1 98 9

3 3) S c a nl o n KJ , S a B r s tei n R L ,
′

m i e s H
,
G r o s s R B

,
W a m a n S

,

G u tt e n pl a n J B . I n h ib iti o n o f a m i n o a ci d t r a n s p o rt b y ci s
-

d i a m m i n e d i c h l o r o pl ati n u m (II) d e ri v a ti v e s i n L 1 2 1 0 m u ri n e

l e u k e m i a c ell s . C a n c e r R e s 4 3 : 4 2 1 1 -4 2 1 5
,
1 98 3

3 4) S c a nl o n KJ , N e wn a n E M
,
L u Y

,
P ri e st D G . Bi o ch e m i c al

b a si s f o r ci s pl a ti n a n d 5 -fl u o r o u r a cil s y n e r gi s m i n h u m an O V a ri a n

C a r Ci n o m a c ell s . P r o c N atl A c a d S ci U S A 83 : 89 2 3 -8 9 2 5
,
1 98 6

3 5) 橋本琢生 .
フ ツ 化 ビリ ミ ジ ン系抗が ん剤 の 抗腫瘍効果増

強に関す る基礎的研究. 十全医会誌 102 : 6 5 8 -6 7 0
,
1 9 9 3

I n h i b iti o n of M e t h i o n i n e T r a n s p o rt b y ci s ･ D i a m m i n e d i c hl o r o p l a ti n u m [ II ] ( C D D P) i n H u m a n G a st ri c a n d

C ol o r e ct al C a n c e r C ell s M a s ar u K a w a n i sh i
,
D ep a rt m e n t o f S u rg e r y ( Ⅰ) , S c h o ol of M e d i ci n e , K a n a z a w a U ni v e r sity ,

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 8 , 5 9 2

- 6 0 1 ( 199 9)

K e y w o r d s b i o c h e mi c al m o d ul a ti o n , m e th i o mi n e , 5
- n u O r O u r a Cil

,
Ci s - d i a m mi n e di c h l o r o pl ati n u m [ⅠⅠ】, am i n o a cid tr a n sp o rt e r

A b st r a c t

R e c e n tl y , C h e m oth e r ap y b y r e p e at e d a d m i ni s tr ati o n o f ci s p
l a ti n ( Ci s - di a m m i n e d i c hl or o p l ati n u m [II] , C D D P) at l o w d o s e s

a s a m o d u l a t o ry d ru g f o r 5
- n u O r O u r a C il ( 5

- F U) h as b e e n attr a cti n g atte n ti o n , a n d a h igh e m c a c y h a s b e e n r e p o rte d f o r g ast ri c

a n d c o l o r e c t al c a n c e r s . T h e e fft c t of C D D P o n e n h a n c l n g th e a n tit u m o r e ff e ct s o f 5
- F U h a s b e e n e x p l ai n e d a s d u e t o a n

el e v a ti o n o f th e i n tr a c e ll ul a r f b l a t e c o n c e nt r ati o n c a u s e d b y a s e ri e s o f r e a c ti o n s s ta rtl n g W i th th e i n hi b iti o n o f a c ti v e tr a n s p o rt

O f m e th i o ni n e ( M e t) at th e c ell m e m b r a n e . H o w e v e r
,
b a si c r e s e a r c h o f th i s th e r a p y f o r g a s tri c o r c ol o r e c t al c a n c e r s h a s n o t y e t

b e e n
p
e r fb r m e d . I n thi s st u d y , u Sl n g C ell li n e s d e ri v e d fr o m h u m a n g a s tric a n d c o l o r e c tal c a n c e r s , th e ef f e c t o f C D D P o n M e t

u p ta k e i n to tu m o r c e ll s w a s i n v e s tlg a t e d . H u m a n g a s t ri c c a n c e r
- d e ri v e d c ell li n e s M K N - 2 8 a n d M K N - 4 5

,
a n d c e ll li n e s

d e ri v e d 丘 o m h u m a n c ol o r e c tal c a n c e r s
,
S W - 4 8 a n d H C T - 1 5

,
W e r e u S e d . T h e I C 5 0 0 f C D D P b y c o n ti n u o u s e x p o s u r e f o r 7 2

h o u r s w a s l O ･3
,
1 ･3

,
l ･6 a n d 3 ･7 F L M i n M K N

- 2 8
,
M K N - 4 5

,
S W - 4 8

,
a n d H C T →1 5

,
re S P e C ti v ely . W h e n c e11 s w e r e m ai n t ai n e d i n

S u S P e n Si o n , M e t u p t a k e w a s n o t i n h ib i t e d at t w o h o u r s o f e x p o s u r e t o C D D P i n a ny o f th e c e 11 1i n e s . A t f o u r h o u r s o f

e x
p o s u r e t o C D D P , M e t u p ta k e w a s si g ni fi c a n tl y d e c r e a s e d i n M K N

- 2 8 a n d M K N - 4 5 at l O O iL M (p < 0 ･0 5) . W h e n a d h e r e n t

M K N - 4 5 a n d H C T - 1 5 w e r e e x p o s e d t o C D D P , a n d th e n th e c ult u r e e n v i r o n m e n t w a s c h a n g e d t o s u s p e n si o n , i n hi b iti o n o f M e t

u p ta k e w a s n ot d e te c t e d . H o w e v e r
,
W h e n tu m o r c ell s w e re k e p t a d h e r e n t th r o u g h o u t , M e t u p t a k e w a s s l g n i fi c a n tly i n h ib ite d

b y C D D P . T h e i n h ib i ti o n o f u p t a k e o b s e r v e d u n d e r th e s e c o n d i ti o n s w a s m o r e m a rk e d aft e r 2 4 h o u r s o f e x p o s u r e th a n a fte r

1 2 h o u r s . F u rth e r m o r e
,
i n hi bi ti o n o f M e t u p t a k e w a s g r e a te r i n M K N

- 4 5 a n d S W - 4 8 c ell li n e s
,
W hi c h a r e h i g h l y s e n s ti ti v e t o

th e
p r o p e r c y t o t o x I C lty O f C D D P . T h e a m o u n t o f M e t u p ta k e a ft e r e x p o s u r e to C D D P i n a d h e r e n t M K N

- 4 5 w a s sl g n ific a n t
l
y

d e c r e a s e d c o m p a r e d t o th a t i n th y m id i n e u p ta k e , W h i c h w a s al s o si m u l t a n e o u sly d e c r e a s e d af
te r e x p

o s u r e to C D D P ( P <

0 ･0 5) . T h e s e 丘n d i n g s s h o w th a t i n h ib i ti o n o f M e t u p t a k e b y C D D P i n h u m a n g a s t ri c a n d c ol o r e c ta l c a n c e r
q d e ri v e d c el1 1i n e s

W a S O nl y d et e c t e d i n a d h e r e n t c ell s at a p h a r m a c o l o g l C al C D D P c o n c e n tr a ti o n . T h e r e f o r e
,
a m e C h a n i s m o th e r th a n i n h ib iti o n

O f M e t u p ta k e m ay b e i n v oI v e d i n th e e l e v ati o n o f i n t r a c e ll ul a r f ol at e c o n c e n tr a ti o n s c a u s e d b y l o w c o n c e n tr a ti o n s o f C D D P .


