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武 島 稔

1 - β - D - ア ラ ピノ フ ラ ノ シ ル ナ ト シ ン (1 -

P
- D T A r ab i n o fu r an O S yl c y to s in e

,
A r a

- C ) に よ る 白血病細胞 の ア ポ ト
ー

シ ス 誘導機

序と ア ポ ト ー シ ス 関連者白で ある F a s 抗原
,

B c L 2 蛋白お よ び細胞周期と の 関係 を検 討 した .
ヒ ト骨髄性白血病細胞株 H L6 0 細

胞 に対 して 種 々 の 濃度の A r a - C とIg M 抗 F a s 抗体 を併用添加 し, そ の 際に 誘導 され る ア ポ ト
ー シス の 程度をギ ム ザ 染色 に よ る

形態的観察 と D N A 電気泳動 を用い て観察 した . ま た
,

フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー 法 を 用い て A r a
-C 添加 時の H L 6 0 細胞 の F a s 抗原

,

B cl -2 蛋白お よ び 細胞 周期 の 変化を観 察 した ･ 臨床 で使 用 され る 大量血 甘 C 療法 の 血祭濃度 に相当す る10 FL M な い し30 FL M の

高濃度A r a
- C を H L 60 細胞 に添加 する と6 時 間後 に 明瞭な ア ポ ト

ー

シス が誘 導 され た が
, 通常頻用 され る投与量 ない し少量 A r a

-

C 療法 の 際の 血 祭濃 度で ある 0 .1 FL M か ら 1 FL M の 低濃度 の A r a
- C で は

,
1 FL M にお い て30 時間後 に わず か な ア ポ ト ー シ ス の

誘導が み られ た の み で あ っ た . A r a
- C とIg M 抗 F a s 抗体を併用添加す る こ と で ア ポ ト

ー

シス の 発現頻度 は増加 し た . こ の ア ポ

ト ー シ ス 増 強は
, 低濃度血 甘 C 添加2 4 時 間後 にI g M 抗 F a s 抗体 を漆加 し た場合 に著 しく

,
そ め作用 は相乗 的で あ っ た .

一

方 ,

高濃度A r a pC で は
, 併用添加 に よ る ア ポ ト ー シ ス 増 強作 用は相 加的で あ っ た .

フ ロ
ー

サ イ ト メ トリ
ー

によ る検討で は
, 低濃度

の A rむ C を24 時間作 用 させ た 後に E u O 細胞 の F a s 抗原量 の 増加 が み ら れ
,
反復添加 に より こ の 作用 はさ ら に増強 した .

一 方
,

B cl -2 蛋 白は
,

A r a - C 添加で 変化 し なか っ た . 細胞 周期 の 観 察に お い て は
, 高濃度 の A r a

- C 添加は S 期細胞 に選択的 に ア ポ ト
ー

シス を誘発 し
, 低濃度A r a

- C に よ る30 時間処 理は
,

S 期延 長作用 な い しG l -S 移行期 へ の 細胞 の 蓄積作用 をもた ら した . さ ら に

Ig M 抗F a s 抗 体を低 濃度 A r a
- C に併用添加す る と 細胞周期 非依存性 に 著明 に ア ポ ト ー シス が誘導 され た . こ れ ら の 結果 より

,

A r a
- C に よ る ア ポ ト

ー

シス は低濃度で はF a s 抗 原 - F a s リ ガ ン ド系 に よ っ て 相乗的 に促 進 され る可 能性 が示 され
, そ の 機序 と し

て は
,

A r a
- C 投 与 によ る F a s 抗原量の 増加が 関与す る と考 えら れ た .

d

方 , 高濃 度で は
,

主 にA r a
- C の 直接 作用 に よりS 期 にあ

る 細胞 にア ポ ト
ー シ ス が 生ずる もの と考 えら れ た . ア ポ ト

ー シス を効率よく誘 導す る抗癌剤 の 投与法 や F a s 抗原 - F a s リ ガ ン ド

系の 利用は
,

将来 の 白血 病化学療法の 改善に 寄与す るもの と思わ れ る .

K e y w o r d s ar al )in o fu r an O S y lc y t o sin e , a p O P t O Sis
,
F a s

,
B cl- 2

,
C ell c y cl e

ア ポ ト
ー

シ ス は
,

細胞の 死 に方の
一

つ で あり, 個体発生 の 器

官形成過程 で の 細 胞死 や
, 胸腺で の 自己反応性 T リ ン パ 球 の 排

除等の よう な生理 的な過程で 生 じ る不要な細胞 の 自殺 と して定

義 さ れ
,

外的利敵 に よ る壊死 (ネ ク ロ
ー

シス ) と 区別 し て論 じ

ら れ て きた
1 ト:】)

. 形態 的観 察で は ア ポ ト
ー

シ ス を 生 じた 細胞 は
,

核 ク ロ マ チ ン の 核膜 周辺 へ の 濃縮 に始まり
,

核 の 断片化 お よ び

細胞膜 の 突起形 成を生 じ
,

最終的 には 細胞膜で 包ま れ た 断片化

した核を有す る ア ポ ト ー シス 小体 に分裂 して 周辺 の マ ク ロ フ ァ

ー ジ に よ っ て 会食 さ れ る
ト3)

. 生 化 学的 に は
, 初期 に核 D N A の

ヌ ク レ オ ゾ
ー

ム 間 の 結 合部位 で の 二 重鎖切 断が 生 じ ,
こ れ が

D N A の 電気 泳動 に よ っ て 約180 塩 基対 の 整数倍 の 断片 (ラ ダ
ー

)

と して観察 さ れ る
ト 3)

. ア ポ ト
ー

シス は
, 細胞外か ら の 刺 激 に応

じて細胞 内の信号伝達機構を介 して エ ン ドヌ ク レ ア
ー

ゼ の 活性

化 が 生 じ
,

自 ら D N A を切 断する こ と に より 生 じ る能 動的 な細

胞死で あ る と考 えられ て い る
1ト4)

一

方 , 悪性 腫瘍 の 化学療法 は
,

どの よ う に し て膿瘍細胞を損

傷 し
, 破壊 す る か に主眼 を お い て研 究が 進め られ , 抗癌剤 の 作

用機 序もそ の 観点か ら代 謝括抗 剤,
トポ イ ソ メ ラ ー ゼ 阻害剤あ

る い は ア ル キ ル 化剤 な ど
, 腫瘍 細胞を 障害す る第

一

の 作 用点 に

よ っ て 分類さ れ てき た が
,

こ れ ら の 第
一

の 作用点か ら細胞 の 死

に至 るまで の 最終経路 は こ れ まで 明か で は なか っ た ∴ しか し,

ア ポ ト
ー

シス 研究 の 進展 に よ り
,

本来非生 理的 な刺激 で
,

か つ

それ ぞ れ 作用点が 異 な る は ずの 種 々 の 抗癌剤投与 も生 体外 の 実

験に お い て は
,

ほ と ん ど の 場 合最終的 には ア ポ ト
ー

シ ス に よ っ

て 細胞 を死 滅 させ る こ とが 明 か と な っ た
5 ト1("

. 近 年白血 病 の 化

学療 法時に お い て も生 体 内の 白血 病細 胞 に アポ ト
ー シ ス が 生 じ

て い る こ と が 報告 さ れ
, 抗癌 剤処理 に よ る ア ポ ト ー シ ス は

,
治

療効 果 に直接結 び付 く硯象で ある こ と が 知 ら れ て い る
11)

. 生 体

で は 投与可能な抗癌剤 の 濃度 に限界が あ る こ と
,

ま た
, 有効な

新規抗癌 剤の 開発 が進 ん で い な い こ と を考え る と
, 抗癌剤 によ
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A r む C に よ る アポ ト ー シ ス の 誘導

るア ポ ト
ー シ ス 誘導の 機序 を さ ら に検討 し

,
既 存の 抗癌 剤を用

い て 効率 よく癌細胞 に ア ポ ト
ー

シ ス を誘 導する 手段 を開発する

こと は
,

今後の 悪性腫 瘍の 治療 に 新た な 可能性 をもた らすもの

と思わ れ る .

り 心 アラピノ フラノ シルチ トシン 勘 沌 血 ab i n o fu r a n o s yl c yt o si n e
,

血甘C ) は急性骨髄性白血病治療の 中心薬 剤と して 頻用 され る代

謝桔抗剤で あり, 人体 の 核酸成分で あ る シ ナ ジ ン と は糖部分 の

みを異 にす る ヌ ク レ オ シ ドで ある . 血 甘 C の 抗 腫瘍作用は D N A

に取り込ま れ て D N A 合成を延長 さ せ た り
,
複 製を阻害す る こ

とで発揮 さ れ る と考 えら れ て い た が
,
最 終的に は ア ポ ト

ー

シス

で細胞を死 滅させ る こ と が G u nji ら
7}
の 研究 で明か と な っ た . し

たが っ て
, 白血 病 の 化 学療法を検討す る上 で A r a

- C の ア ポ ト
ー

シ ス 誘導磯序を研究す る こ とは 重要と 思 われ る . こ れ まで の 生

体外で の 実験 で は
,

血 甘 C に よ る ア ポ ト
ー

シ ス は 時間お よ び 濃

度に依存性 で あり
,

1 0 〃 M 以上 の 高濃度 で は
,
4 ない し6 時間

で骨髄性 白血 病細胞株 に明瞭な ア ポ ト
ー

シ ス を 誘導す るが
,

1

〃 M 以下 の 低膿度で は2 4 時 間以 上 の 接 触で よう やく わ ずか に

D N A の ラ ダ ー が 観察され る の み で あ る
7)1 2} 1 3)

. しか し
,

臨床 に

おい て は 通常 の A r a
- C の 投与法 で得 られ る血 祭 中濃度 は 1 FL M

をはる か に 下 回 るもの で ある にもか か わ らず, 体内の 腫瘍細胞

は減少 し
,

一

定の 治療効果が 得 られ て い る
14)1 5)

. こ の こ と か ら
,

血 a _ C に よ る 直接 の アポ ト
ー シ ス 誘 導機構 に加 えて

,
生 体内で

は更 に何 らか の 腫瘍細胞 除去機構が 関連す る可能性 も考 えられ

る .

ア ポ ト
ー

シス 関連蛋白 の
一

つ で ある F a s 抗原 は
,

ア ポ ト ー シ

ス の 信号 を細胞 内に伝達 する特異 な細胞 表面蛋白で あり,
こ れ

に接合す るIg M 抗F a s 抗 体をF a s 抗 原を発現す る細胞 に作 用さ

せ る と ア ポ ト
ー

シ ス が 誘 導 され る
1【i)

. 近年S u d a ら
17)

に より
,

I g M 抗F a s 抗体 に相当す る F a s
l
) ガ ン ドが 生 体 内で は 活性化細

胞障害性 T リ ン パ 球表 面な ど に 発現 さ れ て い る こ とが 発見 さ

れ,
F a s 抗原 - F a s リ ガ ン ド系が 自 己反応性丁細胞 の 除去や 肝 炎

の 際の 肝細胞 の 破壊 な どに 主要な役割 を は た す こ と が 明か と な

っ て い る
1 机～一)

. A r a
- C に よ る骨髄性 白血 病細胞の ア ポ ト

ー シス の

際には わ 酬 な ど の ア ポ ト
ー

シ ス 関 連遺伝子 の 発現が 克進 する

こと は 報告 さ れ て い るが
7)

,
F a s 抗 原が A r a

- C に よ る アポ ト ー シ

ス に何 ら か の 関係を 有す る か否か は 不明で あ る
.

一 方 ,
アポ ト ー シ ス は様 々 なア ポ ト

ー シ ス 関連遺伝 子あ る い

は蛋白 に よ っ て抑制的 に も調節 され て い る こ とが 知 ら れ て い る

が
2 0)

, 特 に ア ポ ト
ー

シ ス 抑制遺伝 子で ある みcJ -2 の 産物 で あ る

B cl -2 蛋白は
,
抗癌剤 に よ る ア ポ ト

ー シ ス や F a s 抗原 を介する ア

ポ ト
ー

シ ス にも抑 制的 に 関与す る こ と が 報告 さ れ て お り
211 2 21

,

血 a
- C に よ る ア ポ ト

ー シ ス 誘導と の 関連 を調 べ る こ と は興 味深

い
. また

,
フ ロ ー

サ イ ト メ トリ
ー を用い た ア ポ ト

ー シス の 解析

で は
, 抗 癌剤誘発性 の ア ポ ト

ー

シス の 一 部 は特定の 馴 包周期 に

特異 的に ア ポ ト
ー シ ス を誘発 す る こ と が 報 告 さ れ て い る

2312 4 )

血 a - C は代 謝括抗剤 と し て の 性 質よ りS 期 に作用す る と 考え ら

れ て い る が
,

A r む C に よ る ア ポ ト
ー シ ス と細胞 周期の 関係 は い

まだ に明か にな っ て い ない
.

本研究 は A r a
- C に よ る 白血 病 細胞 の ア ポ ト

ー

シ ス 誘導機序

を
,

主 に F a s 抗 原と とも に B cl - 2 蛋白 や 細胞周期 と の 関連 か ら

も明か に する こと を目的と して行 っ た . そ の ため に ヒ ト骨髄性

白血病細胞株 に 種々 の 濃 度の A r a
- C と抗 F a s 抗体を併 用添加 し

て アポ ト
ー

シス 誘導の 程度を形態学的
,

生化学 的に観察す る と

と もに
,

血 甘 C 添加 時の F a s 抗原 ,
B cl -2 蛋白の 変化 お よ び細

277

胞周期 の 変化 と アポ ト
ー シス の 関係を フ ロ ー サ イ ト メ トリ

ー

法

を用 い て検討 した .

材料お よ び方法

Ⅰ . 細胞お よび薬剤

ヒ ト急性 骨髄性白 血 病細胞株 と して H L6 0 細胞 を使 用 し た .

H L 6 0 細胞 は 酎ヒ学研 究所細胞 銀行 ( つ く ば) より提供を受 け,

10 % 牛胎児血 清 (f et al c alf s e ru m
,
F C S ) (Gib c o B R L

,
N e w Y o r k

,

U S A ) 添 加 R P M I 1 6 4 0 培地 ( Gi b c o B R L ) に浮 遊 し
,

3 7 ℃
,

5 % C O 2
の 条件下 で 培養 した . 細胞 は細胞密度が 定常期 に達 した

とき に新 た な培地 に継代 し
, 実験 に は全 て対数増殖期 にあ る細

胞 を 使 用 し た
.

A r a
- C ( 日 本 新 薬 , 京都 ) は 1 0 % F C S 添 加

R P M I 1 6 4 0 培地 に100 FL M お よび 1 m M の 過度で 溶解 し
,
便用

時 ま で - 8 0 ℃ に保存 した . I g M 抗F a s 抗体 (cl o n e C H l l
, 医学生

物 学研 究所, 名古屋) は10 % F C S 添加R P M I 1 6 4 0 培地に20 /1 g/ m l

の 濃度で 溶解 し
, 使用時まで - 8 0 ℃に保存 し た .

Ⅰ . ア ポ ト
ー

シス の誘導実験

H L 6 0 細胞 を300 個/ FL l の 膿度 に調整 し
,

5 m l ない し10 m l ず

つ 培 養 フ ラ ス コ に 分注 し
, 薬剤 を 添加 し た . A r a

- C とI g M 抗

F a s 抗体の 併用 に よ る ア ポ ト
ー

シ ス の 誘導を検討す る ため に単

剤 に よ る 予備実験を行 い
, 各薬剤の 作用濃度と作 用時間を下記

の 如く決定 した . すなわ ち
,

A r a
- C の 投与濃度を高 膿麗辞 (10

′L M
,
3 0 FL M ) と低 濃度群 (0 .

1 FL M
,
0 ･5 p M

,
1 FL M ) に設定 し

,

I g M 抗F a s 抗体 の 投 与濃 度は0 .1 / L g / m l と した . 高膿 度群で は

A r a
- C 単剤 ない しIg M 抗 F a s 抗体0 .1 p g / m l を同時 に併用 して

,

3 7 ℃
,

5 % C O 2 の 条件下 で 6 時間培 養 し
,

ア ポ ト
ー シス を観察 し

た . 低 濃度群で は
,

如 a
- C を培 地に 添加 して37 ℃

,
5 % C O 2 の 条

件 下 で 24 時 間培養 し た後,
1 0 ‰F C S 添加 RP M I 1 6 4 0 培地 にて 再

度細胞 数 を 30 0 個/ FL l に調 整 し
,

次 にI g M 抗 F a s 抗体 0 ･1 /1

g/ m l を揺如 して更 に6 時 間 (合計30 時 間) 培養 し
,

ア ポ ト シ

ス を観察 した . 各実験は 少なく と も3 回施行 し た .

Ⅲ . ア ポ ト
ー

シス の観察お よ び定量

1 . 形態学的観察と定量

H L6 0 細胞を300 個/ /ノ ‖二調整 し
, 検体100 〃1 を8 00 回転,

1 0

分 間サ イ トス ピ ン2 (S h a n d o n
,
P itt sb u r g h ,

U S A ) を用 い て 遠心

塗抹 し, 風乾後ギ ム ザ 染色を施 した . 光学的顕微鏡下 で 対物 レ

ン ズ油浸系100 倍で 順 に500 和胞 を観 察 し,
こ の 中で 核 ク ロ マ

チ ン の 濃縮お よ び 柁の 分断化 な ど
, 典型的 なア ポ ト

ー

シ ス の 特

徴 を示す もの を数えた . な お , 複数の ア ポト ー

シ ス 小 体が
,

そ

の 大き さお よ び位置関係か ら椚一 つ の 細胞 に由来する と 考え られ

る場 合は
,

1 偶 の ア ポ ト
ー シ ス と して 計数 し た . 5 0 0 細胞中 の

ア ポ ト
ー シス の 発現率 を パ ー セ ン ト で 表 した

畔 )

.
こ の 際 ,

コ

ン トロ ー ル 培養 で観察 され る ア ポ ト
ー

シ ス の 自然発現率を差し

引い て 算定 し た
.

2 . D N A 抽出と D N A ラ ダ
ー の 観察

抽 出時 の 操 作に よ っ て D N A が 断裂す る こ と を極力防止 する

ため
, 細胞を低融点ア ガ ロ ー ス に 封入 した後 に細胞質を融解 し

,

D N A ラ ダ ー を含 む低分子量 D N A の み を抽 出する 操作を 行 っ

た .

H L 6 0 細 胞を リ ン 酸硬衛生埋 的食塩水 (p h o s p h a t e
-b u ff e r e d

s al i n e
,
P B S ) b H 7 .3

～ 7 .6 5 ) ( 日水製薬,
束京) で 2 回洗浄後2 ×

10
4

個/ 〃1 に調整 した ･ 細胞浮遊液150 〃
l を当量の 融解 した低

融点ア ガ ロ ー ス ( ア ガロ
ー

ス G B
,
和光純薬

,
大阪) と混合 し

,
容

量100 〃1 の プラ ス チ ッ ク モ ー ル ド に分注 し･
1 × 1 0 憫 の細 胞
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を含 むア ガ ロ
ー ス ブ ロ ッ ク を作製 した . 各ブ ロ ッ ク を2 50 〃1

の E S P 液 (E D T A 5 m M
!
0 .5 % S D S

,
1 Yi s l O m M

,
プ ロ テ ィ ネ ー ス

K 5 0 〃 g/ m l ) を 満 た した エ
ツ

ペ ン ドル フ ナ ュ
ー

ブ 中 で 50 ℃
,

4 8 時間震浸 し た ･ 次 に
,

E S P 液各200 〃1 を セ フ ァ デ ッ ク ス G →

5 0 (P h a r m a ci a
,
U p p s al a

,
S w e d e n ) を充填 した カ ラ ム に分注 し

,

3 0 0 0 回転1 0 分 間遠 心 し て 濾過 し, D N A を分 離 し た ( s p u n
-

C Ol u m n ch r o m a t o g r a p h y ) . こ の 濾 過液に10 M 酢酸 ア ン モ ニ ウ

ム (和光純 薬) 1/ 4 量 を添加 し
,
2 倍量 の 純 エ タ ノ ー ル を加え

,

4 ℃ で5 分間静置 後 -

2 0 ℃で 1 時 間 エ タ ノ
ー

ル 沈殿 して 低分子

量 D N A の ペ レ ッ トを得 た , 各ペ レ ッ トは風 乾後T E 液 汀ri s l O

m M
,
E D T A l m M ) 2 0 Fl l に 溶解 し4 ℃ に て保存 した . こ の D N A

溶解液10 FL = こ4 0 0 FL g / m l の R N a s e A (Si g m a
,
S t . L o u i s

,
U S A ) 2

〃1 を加えて 37 ℃ 1 時間処理 し, 各6 〃1 を1 . 5% ア ガ ロ
ー ス ゲ ル

上 で10 0 V
,

3 5 分間電気 泳動 した
. 電気泳動後 ゲ ル を エ チ ジ ウ

ム ブ ロ マ イ ド に て 30 分 間染色 し
, 紫外線 照射下 で 写真揖 影 し

て D N A ラ ダ
ー を観察 した .

Ⅳ . A r a
- C 添加 に よ る F a s 抗原量 お よ び B cl - 2 蛋 白発現 の 変

化の 解析

黄剤 非添加 の コ ン ト ロ ー ル
,

A r a
- C l O FI M な い し30 i L M を

添加 して4 な い し6 時 間培養 した 群
,

血 甘 C O .1 〃 M
,
0 .5 〃 M な

い し1 FL M を添加 して 6 ない し24 時 間培養 した群
,

お よ び A r a
-

C O ･0 5 / ∠ M ない し0 .1 / J M を24 時 間毎 に3 回添加 して計72 時間

培養 し た群を作成 し
,

下記 の 解析 を行 っ た .

1 . F a s 抗原量 の 解析

H L 6 0 細胞 をP B S にて 3 回洗 浄 し
,

5 × 1 0
5

個 ず つ エ ツ ベ ン ド

ル フ ナ ュ
ー ブ に 分注 . 上 清を吸引後 1

1 0 0 倍希 釈I g G 抗 F a s 抗

体 (cl o n e : U B 2/ m o u s e I g G l
,
医学生物学研究所) 30 FE l を加え ,

氷上 で 30 分 間混 和 し た , 0 .1 % ア ジ化 ナ トリ ウ ム (和光 純薬) お

よ び2 % F C S を添加 した P BS にて 2 回洗浄後,
再び 上 清を吸引 し

,

1 0 倍 希釈 フ ル オ レ ス セ イ ン ･ イ ソ チ オ シ ア ン 酸 (fl u o r e s c ei n

i s o thi o c y a n a t e
,
FI T C ) 結合 ウサ ギ抗 マ ウス I g G l 抗体 ( D A K O

,

Gl o st ru p ,
D e n m a r k ) 3 0 FL l を加え

, 同様 に 氷上 で 30 分間混和 し

た . 0
.1 % ア ジ化 ナ トリ ウ ム お よ び 2% F C S を添加 した P B S にて 2

回洗浄後
,

細 胞浮遊 液と し て解析 に供 し た . 解析 は E PI C S - ⅩL

フ ロ ー サ イ ト メ ー

タ
ー

(C o u lt e r El e c tr o ni c s
,
L o n d o n

,
U K ) にて

50 0 0 個 の 細胞 を測定 して 行 っ た . な お
,

ア イ ソ タ イ プ の コ ン ト

ロ ー

ル と して マ ウ ス Ig G l ( D A K O ) を使用 した .

2 . B cト2 蛋白発現 の 解析

1 . と 同様 に H L 6 0 細胞 を3 回洗浄 後, T a m a r u ら の 方 法
側

に従

い
,
4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド(和光純薬) 添加P BS に て室 温2 0

分 間固定し た . 次 に0 .1 % トリ ト ン Ⅹ1 0 0 (和光純薬) 添加50 m M

トリ ス ク ロ ル 纏衝液 に て 5 分間処理 した . 0 .1 % ア ジ化 ナ トリ ウ

ム お よ び2% F C S を添加 し たP B S に て3 回洗浄後,
5 × 10

5

個 ず つ

エ ツ ベ ン ドル フ ナ ュ
ー

ブ に分注 した . 抗 B cl - 2 抗体 (D A E O ) を

4 /∠ g / m l の 濃度 と な る よ う に添加 し
, 氷上 で 20 分 間混和 した

後,
0 .1 % ア ジ化 ナ トリ ウム お よ び 2% F C S を添加 した P B S に て2

回洗浄 した . 上 晴を吸 引 し
,

1 0 倍希釈 FIT C 結合 ウ サ ギ 抗 マ ウ

ス I g G l 抗体30 /∠ l を加えて
,

氷上 で 30 分 間混和 し た . 0 .1 % ア

ジ化ナ トリ ウム お よ び2% F C S を添加 し たP B S に て2 回洗浄 の 後

に
,

E PI C S T X L フ ロ ー サ イ ト メ ー

タ
ー を用い て5 00 0 個 の 細胞を

解析 し た ･ ア イ ソ タ イ プ の コ ン ト ロ ー ル と して マ ウ ス I g G l を

使用 した .

V . A r a
･ C 投 与 に よ る 細 胞 周 期 の 変 化 と ア ポ ト

ー

シ

ス の 関係 の 検討

実験ⅠⅠと 同 じよ う に
･

H L 6 0 細胞 にA r a
- C l O /L M な い し30

FL M

を添加 して 6 時間培養 した群 ,
血 むC O .5 〃 M ない し1 〃 M を添

加 し て30 時間培養 した 群･
お よ び A m -C O

･5 〃 M な い し1 /J M

を添加 し て24 時間培養 後I g M 抗 F a s 抗体0 .1 F L g / m l を添加 し
,

更に 6 時間 (計30 時間) 培養 した群 の 3 つ の 群を作成 し た . そ れ

ぞ れ の 細胞 を P B S に て3 回洗浄 し
,
7 0 % エ タ ノ

ー

ル に て -

2 0 ℃
,

3 0 分間固定 し た . その 後, 再度P B S に て1 回洗浄 し
,

R N a s e A

l m g/ m l を加え て37 ℃
,

2 0 分 間静 置 し
,
次 に P B S に て1 回洗

後
,

ヨ ウ化 プ ロ ビジ ウ ム (Si g m a) 5 / 1 g/ m l を加 え
, 室温暗所に

て 30 分 間染色 した . 更 にP B S にて1 回洗浄 し, 細胞浮遊液を作

成 し た . E PI C S X ⊥ フ ロ ー

サ イ ト メ
ー

タ ー に て20 0 0 0 個 の 細胞を

測定 して
,

D N A ヒ ス ト グ ラム を得 た .

Ⅶ . 統計処理

A r a
- C とI g M 抗 F a s 抗 体 の 併周 に よ る ア ポ ト

ー

シ ス 誘 導効果

を検討 する た め に
,

j h
･

a - C 単独添加時 お よ びI g M 抗 F a s 抗 体単

独添 加時 の ア ポ ト
ー

シ ス 細胞 発現 頻度 の 合計 と A r a
- C お よ び

I g M 抗F a s 抗 体 の 併 用漆 加時 の ア ポ ト
ー シス 細胞発現頻 度を対

応の あるt 検定 を用 い て 比較 し た . 両者間で 有 意差が あれ ば併

用 によ るア ポ ト
ー

シ ス 誘導効果は 相乗 的, 有意差 が なけれ ば相

加的と 判定 した .

成 績

I . A r a - C
,

I g M 抗 F a s 抗 体
,

お よ び両者 の 添加 に よ る アポ

ト
t

シス の 誘導

1 . 形態学 的観 察

薬剤 を漆加 しな い コ ン トロ ー ル で は アポ ト
ー

シス を示す細胞

は ほ と ん ど認 め られ な い (図1A ) が
,
I g M 抗 F a s 抗 体単独添加

(図1 B ) お よ び 高濃度 A r a
- C の 単独添加 (図1C ) で は 6 時間後に

ク ロ マ チ ン の 濃縮
,
核の 断片化ヤ ア ポ ト

ー

シ ス 小体 の 形成 な ど
,

典型 的 な ア ポ ト
ー シ ス を 示す細 胞が 出現 した . また

, 高濃度

A r か C とI g M 抗 F a s 抗 体の 両者 の 添加 に よ っ て ア ポ ト
ー

シス 細

胞 は 更に増 加 し た (図1 D ) .

一 方
,
低 濃度の A r a

- C 投 与 にお い

て は
, 単独揺加 で は 血 a - C l 〃 M の 3 0 時間の 曝露で も誘導さ れ

る ア ポ ト
ー

シス は ごく わ ずか で あ っ た (図1 E ) . しか し
,
I g M

抗F a s 抗体 を24 時間後か ら添加 して6 時 間, 計30 時間培養する

と ア ポ ト
ー

シス 細胞が 著 しく増加 した (図1 F ) .

2 . D N A 電気 泳動

Ig M 抗 F a s 抗体単独 (図2C ) あ る い は高濃度血
･

a
- C の 単独添加

(図2J お よ びL ) で は
,

6 時 間で ア ポ ト
ー

シ ス を生 化学 的に 反映

する 約180 塩基対 の 整数倍 の ラ ダ
ー

が明瞭 に観察 さ れ た .

一

方,

低漉度の A r 計 C の 単独 添加で は
,

3 0 時 間後で も極く淡 い ラ ダ
ー

が み られ る の み で あ っ た (図2 D
,
F

,
H ) . A r a- C とI g M 抗F a s 抗

体の 両者 の 添加 で は
, そ れ ぞ れ ラ ダ ー の 増強が 観 察さ れ たが ,

形態学的 な変化 と伺 様 に 低濃度 の A r a - C とI g M 抗 F a s 抗体の 両

者を漆 加 し30 時間培養 した群 で
,

よ り強い 増強が み られ た (囲

2 E
,
G

,
Ⅰ) .

3 . ア ポ ト
ー

シ ス の 発 現率

高濃度A r a
- C 群 で は

,
1 0 〃 M 単独添 加6 時 間後 に平均7 .0 %

,

3 0 /ノ M 添加 で は 平均 18 .1 % の ア ポ ト
ー

シ ス が 誘導 され
,
I g M 抗

F a s 抗 体の 併用 で 更 に増強 した (表1 ) . しか し
, 両者の 添加で

得 ら れ た ア ポ ト ー シ ス の 発現 頻度は
,

A r a
- C お よ びIg M 抗F a s

抗体 の それ ぞ れ単 独添加で 誘導さ れ る ア ポ ト
ー

シ ス の 発現頻度

の 合計 と比 較す る と
, 統 計学的 に有意 な差 は な か っ た .

一 方 ,

低濃度 血 甘 C 添加群 に お い て は
,

0 .1 /∠ M の 3 0 時 間単独添 加で



A r a
- C によ る ア ポ ト

ー シ ス の 誘導

はア ポ ト
ー シス は誘導 さ れ ず

,
0 .5 〃 M お よ び 1 〃 M の 添加に

お い てそ れ ぞ れ 平均 1 ,7 % お よ び7 .2 % の ア ポ ト
ー シ ス が観察 され

た . しか し
,

A r か C を2 4 時間揺加 した 後にI g M 抗F a s 抗体を添

加 した 際 の ア ポ ト
ー

シス 誘導効果 は 著 しく ,
A r a

- C O ･1 /L M で

平均14 .6 %
,
0 .5 〃 M で 平均30 .5 % ,

1 〃 M で 平均 37 ･5 % の ア ポ ト

～ シ ス が 観察 さ れ た
.

こ の 発現 頻度 は
,

A r a
- C お よ びIg M 抗

F a s 抗体 の そ れ ぞ れ 単独添加 で観察 され る ア ポ ト
ー

シ ス 発 現頻
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度 の 合計を有意に上 回 っ た(表2 ) .

II . A r a
_ C 添加時の F a s 抗原量 お よび B cl -2 蛋白発現の 変化

図3 に対数増殖期の H L 6 0 細胞の F a s 抗 原お よ び B cト2 蛋白 の

発現パ タ
ー ン を示す. 両者 とも に恒 常的な発現が 観察さ れ た

.

低濃度血 甘 C (0 . 1 〃 M
,
0 .5 〃 M およ び1 〃 M ) を漆加 し24 時間

培養する と F a s 抗原量 は増加傾 向を示 したが
,

低濃度血 甘 C の 6

時間添加お よ び 高濃度 A r a
- C (10 FJ M お よ び30 fL M ) の 4

,
6 時

Fig . 1 . M o rp h ol o gi c al a n al y si s o f H L 6 0 c e n s tr e a te d wi th A r a
- C a n d / o r I g M a n ti ･F a s M o A b ･ (A) C o n t r oI c u ltu r e ･ (B ) C ell s tr e a te d w ith

I g M a n ti -F a s M o A b . ㈱ C o n t r oI c ult u r e . (B ) C ell s tr e at e d w i th I g M an tL F a s M o A b f o r 6 h r ･ (C) C ell s tr e at e d w ith 3 0 FL M of A r a - C f o r

6h r
. O )) C ell s tr e a t e d wi th 30 F L M o f A r む C c o m bi n e d w ith th e M o A b ･ 田) C ell s tr e at e d wi th l p

M o f A r a : C fo r 3 0 h r ･ の C e n s tr e a te d

w i th 1
p M of A r a - C f o r 3 0 h r c o m bi n e d w ith th e M o A b ･

O ri gi n al m a g ni n c a ti o n
,
× 4 0 0 ･ T h e a r r o w s r e p r e s e n t a p o pt o ti c c ell s w i th

m e m b r an e b l e b b i n g ,
a n d c o n d e n s e d an d fr a g m e n te d n u cl ei ･
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A B C D E F G H I J K I , M

Fi g ･ 2 ･ A g a r o s e g el el e ct r o p h o r e si s of D N A fr a g m e n t a ti o n i n

H L 6 0 c ell $ p r O d u c e d b y A r a
N C a n d / o r I g M a n ti - F a s M o A b .

I ･ a n e A
,

m Ol e c ul ar W ei gh t m a 止 e r ; 1 an e B
,
u n t r e a te d c o n tr ol ;

1 a n e C
, I g M a n tiゼ a s M o A b f o r 6 h r ; 1 a n e D

,
0 ･ 1 F L M of A r a - C

fb r 3 0 h r ; 1 a n e E
,
0 .1 F L M o f A r a

- C c o m b i n e d wi th th e M o A b ;

l a n e F
,
0 ･5 FL M o f 血

･

a
- C fo r 3 0 h r ; 1 an e G

,
0 ･5 FL M o f A r a - C

C O m bi n e d wi th th e M o A b ; 1 an e H
,
1 fL M o f A r a

- C f o r 3 0 h r ;

1 an e I
,
1 F L M o f A r a -C c o m bi n e d wi th th e M o A b ; 1 an e J ,

1 0 FL

M o f A r a
- C f o r 6 h r ; 1 an e K

,
1 0 FL M o f A r a

･ C c o m bi n e d w ith

th e M o A b ; 1 a n e I J
,
3 0 FL M o f A r a

- C f o r 6 h r ; 1 a n e M
,
3 0 F L M o f

A r a
- C c o m b i n e d wi th th e M o A b .

h
む

q
鍔
【

≡
こ

l

む

U

0

0 .1

T ab le l ･ A p o pt o si s o f H L 6 0 c ells tr e at e d w ith hig h - d o s e of

A r a - C f o r 6 h r c o m b in e d w ith Ig M a n ti - F a s M o A b

C o n diti o n s 畏買㌫雲;
I g M a n ti - F a s M o A b al o n e

A r a - C l O FL M al o n e

A r a - C l O FL M c o m bi n e d wi t h

I g M an ti - F a s M o A b

A r a - C 3 0 iL M al o n e

A r a
- C 3 0 FL M c o m bi n e d wi th

I g M a n ti - F a s M o A b

8 .7 ± 1 .3

7 .0 ± 1 .7

23 .2 ± 1 .4

1 8 .1 士 3 .5

35 .7 士 3 .5

H L 6 0 c e11s w e r e e x p o s e d t o 10 0 r 3 0 FL M A r a - C a n d/ o r O .1

咤L禁慧票.慧慧誌慧畏慧bf 5｡｡ ｡ e11s

C O u n t ed . A p o pt o s is ( % ) o f c o n tr o I c u ltu r e w a s s u btr a ct e d fr o m

e a c h v al u e .

L o g fl u o r e s c e n c e i n t e n sity
Fig ･ 3 ･ F a s an tig e n an d B cl r2 p r o t ei n e x p r e s si o n o n H I ･ 60 c ell s . G A) H L 6 0 c ell s s t ai n e d wi t h I g G a n ti -F a s M o A b a n d c o n tr ol I g G l . CB)

H L 6 0 c ell s st ai n e d w i th I g G a n ti - B cl -2 M o A b a n d c o n tr oI I g G l ･ D o tt e d li n e s
,
hi s t o g r a m s o f I g G a n ti - F a s M o A b o r a n ti - B cl -2 M o A b

St ai ni n g ; r e a1 1 in e s
,
hi st o g r a m s o f c o n tr oI st ai ni n g .
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I J O g fl u o r e s c e n c e i n t e n sity

Fi g . 4 . F a s a n ti g e n e x p r e s si o n o n H L 6 0 c ell s t r e at e d wi th A r a -C ･ ㈱ H L 6 0 c ell s tr e a te d wi th 1 fL M of A r a
- C fb r 2 4 h r ･ @ ) H L 60 c ell s

tr e at e d w i th 3 0 FL M o f 血
･

a
･ C f o r 6 h r ･ T h i c kl y d o tte d li n e s

･
hi s to g r am S O f A r a

-C -tr e at e d c ell s s tai n e d w i th I g G a n d -F a s M o A b ; thi n ly

d o tte d li n e s
,
h i st o g r a m s of u n t r e a te d c ell s s tai n e d wi th I g G a n ti - F a s M o A b ; r e al li n e s

,
h i st o g r a m s o f c o n tr ol I g G I st ai n i n g

T a ble 2 ･ A p o p t o si s o f H L6 0 c e11s tr e at ed w it h l o w
- d o s e o f

A r a
- C fo r 3 0 h r c o m bi n ed w ith lg M a n ti- F as M o A b

h
む

q
【
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叫

む

U

購
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L o g n u o r e s c e n c e i n t e n sity

Fi g ･ 5 . F a s a n tig e n e x p r e s si o n o n H L 6 0 c ell s t r e a t e d w ith

r e p e a ti n g a d m i ni st r a ti o n o f O .1 F L M of A r a
- C 3 ti m e s e v e r y

2 4 h r . T hi kl y d o tte d li n e
,
h i s t o g r a m of A r a

- C -t r e a te d c ell s

Stai n e d wi th Ig G an tiN F a s M o A b ; th i nl y d o tte d li n e
,
h i st o g r am

Of u n tr e at e d c ell s st ai n e d wi t h I g G a n ti p F a s M o A b ; r e al 1i n e
,

hi s to g r am Of c o n t r ol Ig G I s tai ni n g .

C o n diti o n s

% a p o pt o si s

il)

( 富士 S I)
,
n = 3)

Ig M a n ti- F a s M o A b al o n e

A r a- C O .
1 / L M al o n e

A ra - C O ･1 /1 M c o m bi n ed w ith

Ig M a n ti- F a s M o A b

A r a - C O ･5 [L M alo n e

A r a - C O ･5 FL M c o m bi n e d w it h

lg M a n t トF a s M o A b

A r a- C l /L M al o n e

A r a
- C l /L M c o m bi n ed w it h

Ig M a nti q F a s M o A b

9 .り± 1 .3

0 .0 ± 0 ,
O

1 4 .6 ± 1 .4 *

1 .7 ± 2 .2

3 0 .5 ± 5 .0 *

7 .2 ± 6 .1

3 7 .5 士 8 .
1 *

H L 6 0 c ells w e r e p r e -i n c u b at e d f o r 2 4 hr w ith O
,
0 ･l

,
0 ･5 0 r l /L

M A r a
- C a n d th e n e xp o s e d t o n o n e o r O ･1 F

L g/ m l o f Ig M a n ti -

F as M o A b fo r 6 ad diti o n al h r .

a)
F r e q u e n c y o f ap o pt o si s w a s e x p r e s s e d as p e r c e n t o f 5 0 0 c ells

c o u n t e d , A p o pto sis ( % ) o f c o n tr o I cl u t u r e w a s s u b t r a cte d f r o m

e a c b v al11 e .

* V al u e s sig nifi c a n tly diff er e n t (p < 0 ･0 5 b y p air e d t -te S t) & o m

th e s u m o f th o s e s e e n i n c ells tr e a te d w ith A r a
- C alo n e a n d Ig M

a n tトF a s M o A b alo n e .
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Fi g ･ 6 ･ B c L 2 p r o te i n e x p r e s si o n o n H L 60 c ell s t r e a te d wi th A r a - C ･ GA) H L 6 0 c ell s tr e at e d w i th 1 FL M o f A r a

- C fo r 2 4 h r . (B ) H L 60 c ell s

t r e a te d wi th 3 0 F L M o f A r a
- C fo r 6 h r ･ T 昆 c kl y d o tt e d l in e s

,
h i st o g r am S Of A r a

- C -t r e a te d c ell s st ai n e d wi th I g G an ti - B cl -2 M o A b ; th in 1y
d o tt e d 伽 e s

,
hi s to g r a m s o f u n t r e at e d c ell s st ai n e d wi th I g G an ti - B cl -2 M o A b ; r e al li n e s

,
h i st o g r a m s o f c o n tr oI I g G I st ai ni n g .
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Fl l1 0 r e S C e n C e in t e n sit y

Fi g ･ 7 ･ D N A h i s t o g r a m o f H L 6 0 c ell s a n ali z e d u si n g fl o w

C y t O m e tr y ･ 1
,
S u b - G I P e a k w hi c h r e p r e s e n ts a p o p to ti c c ell s ; 2 ,

C ell s i n G l O r G ｡ p h a s e ; 3
,

C ell s i n S p h a s e ; 4
,
C ell s i n G 2 0 r M

pb a s e .

間添加 で は明らか な変化 は認 めなか っ た ･ 図 仏 に 血 甘 C l 〃 M

を添加 し24 時間培養 した 際の F a s 抗 原量の 変化 を
, 図4 B に30

〃 M 添加6 時間後の 変化を示す . 前者 で は コ ン トロ ー

ル と比較

して蛍光強度 の 増強 を認 め
, 後者で は コ ン トロ ー

ル と 差が なか

っ た
･ 2 4 時間毎に3 回0 ･0 5 〃 M な い し0 .1 〃 M の 血 甘 C を培 地

中 に添加す ると F a s 抗原畳 は著 明に増加 した . 図5 にA r a
- C O .1

〃 M を24 時 間毎 に3 回添加 した 際 の F a s 抗 原量 の 変イヒを示 す

が
,

コ ン ト ロ ー

ル と比較 し て 著明 な蛍光 強度の 増加 を認め た .

一

方 ,
B cl - 2 蛋白 の 発現 に は い ずれ の 濃度の A r a

- C 添加 にお い て

も明ら か な変化を認 め なか っ た ･ 図6 に 血 a - C l 〃 M 添加24 時

間後 お よ び30 FI M 添加 6 時 間後の H L6 0 細胞 の B cl - 2 蛋白発現

の 変化を示す が
,

い ずれ も コ ン トロ ー

ル と比 較 して 変化 は なか

っ た .

Ⅱ ･ A r a
- C に よ る細胞 周期 の 変化 とIg M 抗 F a s 抗体同時満カロ

時の ア ポ ト
ー

シ ス 誘導 と の関連性

図7 に 示す よ う に培 養細胞 の D N A ヒ ス ト グ ラ ム に お い て は

蛍光強度の 低 い 方 か ら順 に G O G l 期お よ び M 期 を示 す二 つ の ピ

ー ク が 形成さ れ
,

そ の 間 の部 分がS 期 に相 当 した . ア ポ ト
ー シ

ス を生 じた 細胞 は D N A 含量の 減少の た め
,

G O G l 期 より も蛍光

強度 の 弱 い 部分 に ピ ー

ク ( s u b - G l ピ ー

ク) を形成 した
.

高濃度 血 a
- C を添加 して6 時 間培養 した E u O 細胞 で は

,
S 期細

胞 の 減少 と と も に s u b - G l ピ ー

ク が 出現 し た (図8 ) .

一

方 , 低

洩度 血 甘 C を添加 して30 時 間培養 する と 図9 に示 すよ う に
,

コ

ン トロ ー ル (図9 A ) と 比較 して A r a
- C O .5 F L M 添加群 (図9 C ) で

はS 期の 延長効 果,
A r a

- C I p M 添加群 (図9E ) で は G l -S 移行

期 へ の 細胞 の 蓄 積を認め た .
コ ン ト ロ ー ル にI g M 抗 F a s 抗体を

単独で 添加す る と
,

S u b - G l ピ ー

ク が 出現 した (図9 B ) が 細胞周

期 に は 大き な変化 は な か っ た . 低濃 度A r a
- C に 2 4 時間後 か ら

Ig M 抗 F a s 抗体を添加 した 群 (図9 D
,
F ) で は s u b - G l ピ ー ク が著

明 に増加 した . しか し
,

こ の 際の s u b - G l ピ
ー

ク以外 の D N A ヒ

ス トグ ラ ム の 形態は
, A r か C 単 独漆 加時と ほ ぼ 同様 で あ っ た .



J
む

q

己
さ
仁
一

ち
U

A r 計C に よる ア ポ ト
ー シス の 誘導 283

0 2 0() 4 0 0 `0 0 8 00 1 0 0 0

F l u o r e s c e n c e i n t e n sit y

Fig . 8 . D N A hi s t o g r a m s of H L 60 c ell s t r e a t e d w i th h i gh - d o s e of A r a
- C ･ ㈱ C o n tr oI c ell s ･ (B ) H I J6 0 c ell s t r e a te d wi th 1 0 p M o f 血 甘C f o r

6h r . (C) H L 6 0 c ell s tr e at e d wi th 3 0 FL M of A r a
- C f o r 6 h r ･

F
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Fig . 9 . D N A hi st o g r a m s of H L 6 0 c e11 s t r e a t ed wi th l o w - d o s e of A r a
- C an d / o r I g M a n d -F a s M o A b ･ (邦 C o n tr oI c ell s ･ ( B) Ii L 6 0 c ell s

tr e a te d wi th I g M an ti - F a s M o A b f o r 6h r ･ (C) H L 6 0 c ell s tr e a te d wi th 0 ･5 FL M of A r a
q C f o r 3 0 h r ･ (D ) H L 6 0 c ell s t r e a te d wi th 0 ･5 p M of

A r a , C c o m bi n e d w i th th e M o A b . (E) H L 6 0 c ell s t r e at e d wi th 1 F L M o f a r a
･ C fo r 3 0 h r ･ (F) H L 6 0 c ell s t r e a t e d w i th 1 FL M of a r a

- C

C O m b i n ed wi th th e M o A B .
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考 察

A r a
- C は

,
こ れ ま で U 93 7 , H L 6 0 ,

K G l 等の 骨髄性 白血 病細

胞 株 にア ポ ト
ー

シス を誘導す る こ とが 知 られ て い る
7)12 ) 1 3)

. 従来

の 報告 で は A r む C に よ る アポ ト
ー

シ ス の 誘導 は濃 度お よ び 時間

に 依存性で あり
,

1 0 F L M 以 上 の A r a
- C の 添加で 4 か ら6 時 間後

に こ れ らの 細胞 に明 瞭な ア ポ ト
ー

シ ス が 誘導され る . し か し
,

1 〃 M の 濃度で は ア ポ ト ー

シス の 誘導が 遅れ
,

2 4 時 間以 降 にな

っ て は じめ て ア ポ ト
ー シ ス 細胞が 出現 し

,
そ れ 以下 の濃度 で は

ア ポ ト
ー シ ス の 誘導 は困難 とされ て い る

乃 軌 3)
. 今 回の 実験 にお

い て もA r a - C 単独添 加 に よ る E L6 0 細胞 の ア ポ ト ー シ ス 誘 導の

程 度は
,

1 0 〃 M お よ び30 /ノ M の 高濃 度で は6 時 間添加 に お い

て それ ぞ れ 平均7 .0 % お よ び 18 .1 % で あ っ た の に 村 し
,

0 .1 /ノ M
,

0 . 5 FL M お よ び1 F L M の 低漉度A r a
- C の 添加で は30 時 間後 で も

それ ぞれ 平均 0 %
,

1 . 7 % お よ び 7 . 2 % と 低く
,

こ れ ま で の 報 告

乃12) 1 3)
と同様で あ っ た .

臨床 上 の A r む C 投 与法 と血 渠膿度 と の 関係 をみ る と
,
難 治性

白血 病 に用 い ら れ る A r a - C 大量療法 (3 ない し5 日 間A r a ･ C 50 0 な

い し30 0 0 m g/ m ソ回 を 一

日2 回急 速静脈内投与す る 方法 ) で は

10 〃 M な い し10 0 〃 M の 血 渠 濃度 が 達成 で きる . しか し
, 通

常 に急性白血 病 の 初 回治療 に用 い ら れ て い る100 m g / m
2

/ 日 を7

日 な い し1 0 日 間静脈 内持続 点滴 する 方法で は
,

A r a
- C の 最 高血

祭 中濃 度は 1 /ノ M 以下 で あ る
1 仰

. また
,

近年
,

高齢者 の 白血

病症例 や骨 髄異 形成症候群か ら移行 した白血病症例 に対 して 試

み ら れ る A r a - C 少量療 法は1 日 量2 0 m g/ m
2
の A r a - C を14 日 ない

し21 日 間皮下注射 ない し持続静脈 内注 入する 治療 法で ある が
,

こ の 場合の 最高 血祭 中濃度 は持 続静注で は0 .0 1 〟 M な い し0 .1

〃 M に過 ぎない し
, 皮下 注射 で も30 分後に 最高血渠濃度 は 0 .5

〃 M ない し1 /∠ M に達す るも の の
,
6 時間後 に は測定感 度以下

に まで 低下 す る
15)

. それ に も関わ らず
,

通常 の A r む C 投 与量で

も体内 の 白血 病細胞 は数 日 の 経過で 著 しく減少 し
,

A r a
- C 少量

療 法で も20% ない し30 % 程度 の 症例 に 寛解 が 得 られ て い る .
こ

の こ とか ら実 際の 化学療法 で は A r a
- C の 直接 的 な効果 以外 の 腫

瘍除去作用が 存在す る こ とも考えら れる
. ま た

, 極 め て 低 い 血

祭中濃度 し か 得 られ な い こ と か らA r む C 少量療法の 作 用機序 と

し て 殺細胞効 果 よ りも分 化誘導効 果が 提 唱 さ れ て い る
28)2 9 )

が
,

正 確な腫瘍除去機序 は 未だ に 不明で ある . 今回の 実験 で はI g M

抗F a s 抗体を 同時 に 添加 する こ と で A r a
- C に よ る H L 6 0 細胞 の ア

ポ ト
ー

シ ス 誘導を増 強する こ と が で きた. こ の こ と は
,

F a s 抗

原を 介 した ア ポ ト
ー

シ ス 誘導機構 が H L6 0 細胞 の A r a
- C 誘発性

ア ポ ト
ー

シ ス に促進 的に 作用す る こ とを示 して い る . F a s 抗原

は 臨床検体 か ら得 られ た多くの 白血病細胞表面に も発現 して い

る こ とが確認され て い る の で
30)

,
A r a

- C に よ る生体 内 で の 白血

病細胞 の 減少 にも F a s 抗原ゼa s リ ガ ン ド系を介す る ア ポ ト
ー シ

ス 誘導磯序が 促進的 に 関与 して い る可 能性が 考え られ る .

今 回の 実験で は常 用量の 化学療法 ない し少量 A r a - C 療法 の 血

楽 浪度に 相当す る1 FL M 以下 の 低濃度 の A r a - C 添加 にお い て 時

間経 過と と も に F a s 抗原量の 増加 が誘 導さ れ
,

そ の 状態 にIg M

抗 F a s 抗体を併 用する こ とで 著明 で相乗 的なア ポ ト
ー

シ ス が 誘

導で きた . また
,

0 .0 5 〃 M か ら0 .1 〃 M と い う極め て 低濃 度の

A r a
- C にお い て も反復投与 に よ っ て F a s 抗原 の 発現 は増 強 した .

こ の ことは 生体内で の A r む C 投与時 の腫瘍細胞 除去機構を推定

する 上で 興味深 い 現 象で あ る
. あ る種の刺激 に よ っ て F a s 抗原

量が 増加 し
,

そ の 結果 と してIg M 抗 F a $ 抗体に より ア ポ ト
ー シ

ス が 増強す る こ と は他 の 実験系 で も認め ら れ て い る
16)3 1 ト33)

. 骨

髄か ら 分離 され た造 血 幹細胞 は F a s 抗 原を ほ と ん ど発 現 して い

ない が
,

イ ン タ
ー フ ェ ロ ン ー

γ や T N F -

α を添加 し て培 養すると

時間依存性 に F a s 抗 原の 発現 が 誘導 さ れ
,
I g M 抗 F a s 抗 体によ

る ア ポ ト
ー シス 誘導が 増 強さ れ

, 結 果と して 造血 コ ロ ニ ー

の 形

成が抑 制さ れ る こ とが 報告 され てい る
32)3 3 )

. こ の こ と は
, F a s 抗

原- F a s リ ガ ン ド系 が サ イ ト カ イ ン に よ る 造血 の 抑制 に関与 して

い る こ と を強く示唆す る所 見で ある と 考えれ て い る
32)3 3)

. また
,

痛治療の 分野で は
, 低線 量の 放射線照射が 肺癌細胞や 造血 前駆

細胞の F a s 抗原発現を増 強 し
,

そ の 結 果Ig M 抗 F a s 抗体 によ る

アポ ト
ー シ ス が 増強 され る こ と が 報告 され て い る

34)

. 低濃度の

A r a
- C の 長 期投与 が

,
生 体内 にお い て 腫瘍細胞 の F a s 抗原の 発

現 を克進 させ
, 結果的 に F a s 抗原 - F a s リ ガ ン ド系を介 し た腫壕

細胞 の 除去 が行 わ れ る可 能性も考 えら れ る . ま た
,

F a s 抗原は

造血前駆細 胞か ら成燕顆 粒球 へ の 分化の 過程で 発現 が増強する

こと が 知 ら れ
,

一

種 の 分 化抗 原で あ る と の 考え方もあ る
22)3 3) 3 5 )

従 っ て上述 の 現 象 はA r a
- C 少 量療法 の 分化誘 導療法 と し て の側

面を示唆す る所 見 と も考え ら れ る .

一 方
,

A r a
- C 大量療法 に相

当す る濃度 で は
,

F a s 抗 原量 の 増加 は 認め ら れ ず
,
I g M 抗 F a s

抗体 との 併用効 果 は相加 的な

■

もの で あ っ た
.

こ の 結果 は
, 血 a

-

C が直接 的に 白血 病細胞 の ア ポ ト
ー シ ス に 関与 して い る 可能性

を示唆 して い る と思 わ れ る . 今後, 化学療法施行 中の 症例 にお

い て フ ロ ー サ イ ト メ トリ
ー

等 を用い て白血 病細胞 の F a s 抗原量

の 変動を検討す る こ と で 今回得 られ た 生 体外 で の 成溝 の 裏付け

が で きる もの と考え る .

一 方
,

ア ポ ト
ー

シス を調節す る因子 は単 一

で は なく
,

ア ポ ト

ー

シ ス の 誘 導 は
,

F a s 抗原 な どの ア ポ ト
ー シス を促進す る 因子

とB cト2
,

B cl - Ⅹ な ど の ア ポ ト
ー シ ス 抑 制因子 と の 複雑 な バ ラ ン

ス に よ っ て 決定 さ れ る と 考え られ て い る
2(〉)

. 今 回の フ ロ
ー

サイ

ト メ トリ ー に よ る検討 で は
,

い ず れ の 濃度 にお い て もA rかC の

投与 に よ る B cl -2 蛋白 の 明ら か な変化 は 認 め な か っ た の で
, 本

実験系 で は B cl -2 蛋白が A r a
- C に よ る ア ポ ト

ー

シ ス やIg M 抗F a s

抗体併用 に よ る ア ポ ト
ー

シス 増強効果 に 関与 した 可能性は 少な

い と思 われ る .

抗癌斉Ij の 投 与が 細胞周期 に変化を もた ら す こ と は よく知ら れ

て い る .

血 般 に A r む C を は じ め とす る 代謝括抗剤 は , 低濃度で

はS 期 の 延 長作 用 を有 し
,

高濃 度 に な る に つ れ G トS 移行期か

ら G l 期に 細胞 が 蓄積す る と さ れ て い る
:i6)

. 近年 ,
フ ロ

ー

サ イ

トメ トリ ー を用 い て 核 D N A 量 を 測定す る こ と に よ り
, 細胞周

期 の 変化 と ア ポ ト
ー

シ ス の 発 現を同時に 観察す る こ とが で きる

よう に な っ た . こ の 様な 手法 を用 い た研 究 に より エ トポ シ ドヤ

フ オ ス トリ エ シ ン な ど の トポ イ ソ メ ラ
ー

ゼ 阻害性抗癌剤 によ る

ア ポ ト
ー

シ ス は
,

S 期細 胞 に特異 的に 生 じ る こ と が 明か とな っ

て い る
23)

. 今 回の 実験で は
, 低濃度 A r む C 添加時 に 観察 され た

細 胞 周期 の 変化 は こ れ ま で 知 ら れ て い る よ う に S 期 の 延長と

Gl -S 期 へ の 細胞 の 蓄積 で あ っ た . 低濃度A r a - C 添加時 は s u b - G l

ピ ー

ク と して 認識 さ れ る ア ポ ト
ー シス の 発現 は極 め て わず かで

あ っ たが
,

高濃度 の A r む C 添 加時 に はS 期細胞 の 減少 と とも に

アポ ト ー シ ス が誘導され る こ と が 明か と な っ た . す な わち高濃

度 の A r a
- C に よ っ て 誘発 さ れ るア ポ ト

ー

シ ス は
,

ト ポイ ソ メ ラ

ー

ゼ 阻害剤 と 同様 に主 と してS 期 に ある細 胞 に発現す る と考え

られ る . 従来指 摘さ れ て い た 高濃度 A r a
- C に よ る G l 期の 細胞

蓄積 は
,

S 期細胞 が アポ ト
ー

シス を生ず る こ と に よ る見 か け上

の変化で ある 可能性 があ る . ･ 一 方
,

F a s 抗原 を介 して誘導さ れ



A r a - C に よ る ア ポ ト
ー

シ ス の 誘導

る アポ ト
ー シ ス に , 細胞周期依存性 が ある か 否か は 明か に な っ

て い な い が
,

も しある と すれ ば
,

血 a
- C に よ る細胞周期 の 変化

が低濃度A r a
- C とI g M 抗 F a s 抗体 と の 併 用で 生 じる ア ポ ト

ー

シ

ス増強効果 に関係 して い る 可 能性が ある . 本研究で は
,

低過度

A r a
- C 添加 に よ る細胞 周期 の 変化 とI g M 抗 F a s 抗体 の ア ポ ト ー

シス 誘 導と の 関連 に つ い て も検 討 し た . 0 .5 / 上 M の 血 a
- C 添加

によ るS 期細胞 の 隠軋 1 FL M の A r a
- C 添加 に よ る Gl - S 移行期

の 細胞 の 蓄 積が認 め られ る 状態の 下 でIg M 抗F a s 抗体 を添加 す

ると
,

い ず れ の 場合 にも ア ポ ト
ー

シス 細 胞を示す著明な s u b - G l

ピ ー ク が み ら れ た . また
,

こ の 際 の s u b - G l ピ ー ク 以 外 の D N A

ヒ ス ト グラ ム の 形態は
,

A r a
- C 単独添加時 と ほ ぼ 同様で あ っ た ･

こ の こ と より ,
I g M 抗 F a s 抗体 の 併用 に より 誘発 され た ア ポ ト

ー シ ス は G l 期 と 同様 にS 期 に も生 じ て い る と考 えら れ
,

今 回

の 実験 で は F a s 抗原を 介 した ア ポ ト
ー

シス に特有 な細胞 周期依

存性 は観察 され なか っ た
.

本研究 の 結 果は
,

今後の 新 しい 悪性膿 楊の 治療法の 開発 にい

く つ か の 示唆 を与えて い る . 第
一

はI g M 抗 F a s 抗体の 痛治療 へ

の応用 で ある
.

M o ri m o t o ら
:汀)

は 実験 的 に で は あ る が
,

ア ドリ

アマ イ シ ン あ る い は シ ス プ ラ チ ン とI g M 抗 F a s 抗体 の 併用が 相

乗的な抗腫瘍効果をも た ら し
,
多剤耐性腫瘍細胞株 に た い して

も有効 で ある こ と を報告し
,
I g M 抗F a s 抗体 の 痛治療へ の 応用

の 可能性を示唆 した . しか し, 生体 内で は正常細 胞
, 特に肝

細胞に も高度 に F a s 抗原 が発現 して お り
,
I g M 抗 マ ウ ス F a s 抗

体を投 与さ れ た マ ウス は肝 細胞 の ア ポ ト
ー

シス に起因する 激症

肝炎様の 病 態で死亡す る こ とが 知 られ て い る
38)

. 従 っ てI g M 抗

F a s 抗 体の 抗腫瘍剤 と して の 臨床応用 は
,
現 在の と こ ろ 困難で

あると 考え られ る
. しか し

, 今後F a s 抗 原に 関する研究 の 進展,

ある い は より腫瘍特異性 の 高 い 同種抗原 の 発 見に よ っ て は
,
比

較的少量 の 抗癌剤 と ア ポ ト
ー

シ ス 誘導蛋 白の 併 用 によ る よ り効

果的な治療法 の 開発 が期待 で きる
. 第二 は 抗癌剤の 投与法 へ の

応用で ある . 抗 腫瘍剤の 投与量を多く して 腫瘍の 根絶を図 る試

み は
,

近年の 自家造血 幹細胞移植の 成績か らも明 らか な よう に

限界が あ る
3≦"

. また , 細胞周期特異性 の ある 抗癌剤も, 休止期

にあ る細胞 に は効果が な い . 抗癌剤の 投与法 の 選択 は極 め て難

しい が
,

今回 の 実験 で示唆 さ れ た よう な抗癌 剤の 濃度 に よ る ア

ポ ト
ー

シ ス 誘導機序 の 差 異を利用す る こ と も有月ほ 方法で ある

と考えら れ る
. ま た

, 腫瘍細胞 の F a s 抗原量 の 増 加を よ り効率

よく 誘導する 抗癌剤 の 投 与法 の 研究
,

さ ら に はF a s 抗 原量の 増

加を誘導す るサ イ トカ イ ン や 抗癌剤 と
,

F a s リ ガ ン ドを持 つ 細

胞障害性丁細胞 を活性化 する 方法 と の 組み 合 わせ に よ る ア ポ ト

ー

シス の 誘導も今後の 痛治療の 新 し い 手段 の
一

つ にな る と考え

ら れ る .

結 論

代謝括抗性抗癌剤 で ある 血 a
-C に よ る ア ポ ト

ー シス の 誘導と

F a s 抗原量お よび B cl -2 蛋白 の 発現量の 変化,
お よ び こ れ ら と細

胞周期の 関係を明か にす る ため に
,

ヒ ト骨髄性白血 病細胞株で

ある H L 6 0 細胞 を用 い て 検討 した . H L 6 0 細 胞 に種 々 の 濃度 の

血 a
- C と 抗F a s 抗体を添 加 して 培養 し

,
誘導さ れ る ア ポ ト

ー シ

ス を形態学 的な ら び に 生 化学 的に観察 する と と も に
,

フ ロ ー

サ

イ トメ トリ
ー

法を用 い て A r a , C 投与時 の F a s 抗原量
,

B cl -2 蛋白

の発現
,

お よ び細胞周期 の 変化を解析 し
,

以下 の 結果を得 た ･

1
. 1 0 〃 M ない し3 叫 M の 高濃度 血 む C で は

,
添加6 時間

後 に著 明 な ア ポ ト ー シス が 誘導 さ れ た .

一 方
,

0 .1 /∠ M か ら1

2 8 5

〃 M の 低過度の 血 甘 C 添加で は
,

1 〃 M に お い て30 時 間後 にわ

ずか なア ポ ト
ー

シス が み ら れ た の み で あ っ た
.

2 . A r a
- C とI g M 抗 F a s 抗体 と の 併用 添加で は

,
い ず れ の 濃

度の A r む C にお い て もア ポ ト
ー シ ス の 発現頻度 は 増加 し たが

,

そ の 程度は低濃度 A r a
- C に お い て 著 しく, 相乗的で あ っ た .

3 . 低過 度の A r a
- C 添 加24 時間後 に H L6 0 細 胞の F a s 抗 原畳

に増加が み られ ,
こ の こ と が併用添加 に よ る ア ポ ト

ー シ ス の 増

強 に 関与 し てい るもの と考え られ た .

4 . A r a - C 投与 に よりB cl - 2 蛋白の 発現畳に変化 は み ら れ なか

っ た
.

5 . 細胞周期の 検討 で は
,
0 .5 〃 M の 血 甘 C 添加でS 期の 延長,

1 FI M で は G l - S 移行期 へ の 蓄積 が み られ ,
こ の 状態 にI g M 抗

F a s 抗 体を添加す る と細胞周期非依存性 に ア ポ ト ー

シ ス が 誘導

され た . 1 0 〃 M 以 上 の 漉度で は 血 甘 C 単独 で もS 男鋸こあ る細胞

で ア ポト ー

シス が観 察さ れ た .

6 . 以 上 の 結果 より,
A r a

- C 添加 に よ る ア ポ ト ー シ ス の 発現

に は
,

高膿度で は その 直接作用が 関与 し
,

低浪度で はF a s 抗原

の 誘 導を 介 して促進 され る 可能性が 示 され た .
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8 ) L o t e m J
,
S a c h s L . H e m a t o p o i e ti c c y t o k i n e s i n h i b i t

a p o p t o si s b y t r a n s f o r m i n g g r o w th f a c t o r β1 a n d c a n c e r



2 8 6

C h e m o th e r a p y c o m p o u n d s i n m y el oid l e u k e m i c c ell s . B l o o d 8 0 :

1 7 5 0 -1 7 5 7
,
1 9 9 2

9 ) E a s t m a n A . A c ti v a ti o n o f p r o g r a m m e d c ell d e a th b y

a n ti c a n c e r a g e n ts : Ci s pl a ti n a s a m o d el s y s t e m . C a n c e r C ell s 2 :

2 7 5 - 2 8 0
,
1 9 9 0

1 0) 武島 稔
,

中村 忍 . 抗癌剤 誘発性 ア ポ ト
ー

シス の 特徴 .

医学 の あゆ み 173 : 8 1 8 -8 2 3
,

1 9 9 5

1 1) G o r c z y c a W
,
B ig m an K

,
M itt el m a n A

,
j u l m e d T

,
G o n g J ,

M el a m e d M R
,
D a r z ym ki e wi c z Z . I n d u c ti o n o f D N A s tr an d b r e a k s

a s s o ci at e d w i th a p o p t o si s d u ri n g tr e a t m e n t o f l e u k e m i a s .

Le u k e mi a 7 : 6 5 9 r 6 7 0 ,
1 9 9 3

12) B h all a K
,
T a n g C

,
I b r a d o A M

,
G r a n t S

,
T o u r k i n a E

,

H oll a d a y C
,
H u g h e s M

,
M a h o n e y M E

,
H u a n g Y . G r a n ul o c yt e

-

m a c r o p h a g e c o l o n y
-

S ti m u l a ti n g f a c to r / i n t e rl e u ki n
- 3 fu si o n

P r O t ei n (p I X Y 3 2 1) e n h a n c e s h i gh qd o s e a r a
- C -i n d u c e d

P r O g r am m e d c ell d e a th o r a p o pt o si s i n h u m an m y el oid l e u k e m i a

C ell s . Bl o o d 8 0 : 2 8 8 3 - 28 90
,
1 9 9 2

1 3) B o u f h rd D Y
,
M o m p ar 1 e r R L C o m p ar i s o n of th e in d u cti o n

O f a p o p t o si s i n h u m a n l e u k e m i c c ell li n e s b y 2
'

,
2

'
-

d i且u o r o d e o x y c y tid i n e (g e m ci ta bi n e) a n d c yt o si n e a r a b i n o sid e .

Le u k e mi a R e s 1 9 : 8 4 9 -8 5 6
,
1 9 9 5

1 4) H o D li W
,
F r ei III E . Cli n i c al ph ar m a C Ol o g y of

l -

J
9 - D -

a r a bi n o fu r a n o s yl c yt o si n e . C li n P h a r m a c oI T h e r 1 2 : 94 4 -

9 5 4
,
1 9 7 1

1 5) S p ri g g s D
,

G riffi n J ,
W i s c h J ,

K u f e D , C li n i c al

ph a r m a c ol o g y o f l o w
- d o s e c yt o s in e a r a bi n o si d e . Bl o o d 6 5 : 1 0 87 -

1 0 8 9
,
1 9 8 5

1 6) Y o n e h a r a S
,
I s h ii A

,
Y o n eh ar a M . A c ell -killi n g m o n o cl o n al

an ti b o d y 仏N T I - F a s) t o a c ell s u 血 c e an ti g e n c o
- d o w n r e g u l a te d

wi th th e r e c e pt o r of tu m o r n e c r o si s f a ct o r . J E x p M e d 1 6 9‥ 1 74 7 -

1 7 5 6
,
1 9 8 9

1 7) S u d a T
,
T a k a h a s h i T

,
G o I s t ei n P

,
N a g a ta S . M ol e c u l a r

Cl o ni n g an d e x p r e s si o n o f th e F a s li g a n d
,
a n O V el m e m b e r o f th e

tu m o r n e c r o si s fa c to r f a m ily . C el1 7 5 : 11 6 9 -1 1 7 8
,
1 9 9 3

1 8) W at a n a b e
- F u k u n a g a R

,
B r a n n a n CI

,
C o p el an d N G

, J e n ki n s

N A
,
N ag at a S . L y m ph o p r olif6 r a ti o n di s o r d e r i n m i c e e x pl ai n e d b y

d efb ct s i n F a s a n ti g e n th at m e d i at e s a p o p to si s . N at u r e 3 5 6 : 31 4 -

3 1 7
,
1 9 9 2

1 9) 梁 京賢, 鴨 川由美子 , 山内蒐 巳, 林 直諒 . 劇症 肝炎

の 発症機序と F a s / F a s リ ガ ン ドの 関与. 日本 臨床 54 : 2 3 9 - 24 3
,

1 9 9 6

2 0) W illi a m s G T
,
S m ith C A M ol e c ul ar r e g u l ati o n of a p o pt o si s :

G e n e ti c c o n tr ol o n c ell d e a th . C el1 7 4 : 77 7 -7 7 9
,
1 9 9 3

2 1) M iy a s h i t a T
,

R e e d J C . B cl - 2 0 n C O P r O t e i n b l o c k s

C h e m o th e r a p y
-i n d u c e d a p o p to si s i n a h u m an 1 e u k e m i a c ell li n e .

Bl o o d 8 1 : 1 5 1 -1 5 7
,
19 93

2 2) I w ai E
,
M i y a w a ki T

,
T ak i z a w a T

,
K o n n o A

,
O h ta K

,
Y a ch i e

A
,
S e ki H

,
T a ni g u c hi N

.
D iff e r e n ti al e x p r e s si o n o f b cl - 2 a n d

S u S C e Ptibilit y t o a n ti - F a s - m e d i at e d c e11 d e a th i n p e rip h e r al bl o o d

l y m p h o cy t e s
,

m O n O C yt e S
,

a n d n e u t r o ph il s . B l o o d 84 : 1 2 0 1 - 1 2 0 8
,

1 9 9 4

2 3) I) a r z y n ki e wi c z Z
,
B r u n o S

,
B i n o G D

,
G o r c z y c a W

,
H ot z

M A
,
L a s s o t a P

,
T r ag an O S F . F e at u r e s of a p o pt oti c c ell s m e a s u r e d

b y 鮎 w c y to m e try . C y t o m et ry 1 3 : 7 9 5 -8 0 8
,
19 92

2 4) Bi n o G D
,
D a r z y n k i e wi c z Z ･ C a m p to th e ci n

,
te ni p o si d e

,
O r

4
'

- (9 -

a C rid i n yl a m i n o) -3 - m e th a n e s u lf o n - m -

a n i sid id e
,
b u t n ｡ t

m it o x a n t r o n e o r d o x o r u b i ci n
,
i n d u c e s d e g r a d a ti o n of n u cl e a r

D N A i n th e S p h a s e o f H L r 6 0 c ell s ･ C a n c e r R e s 5 1‥ 1 1 6 5 -1 1 69
,

19 9 1

2 5) L e n n o n S V
,
M a r ti n S J ,

C o tt e r T G . D o s e
- d e p e n d e n t

i n d u c ti o n of a p o pt o si s i n h u m a n t u m o r c el1 1i n e s b y w id el y

di v e r gi n g sti m uli . C ell P r olif 2 4 : 2 0 3 -2 1 4
,
1 9 9 1

2 6) T am a ru Y
,
M i y a w a ki T

,
I w ai K

,
T s uji T

,
Y a c hi e A

,
Y o n e h a r a

S
,
T a n i g u c h i N . A b s e n c e o f b c l - 2 e x p r e s si o n b y a c ti v at e d

C D 4 5 R O + T l y m p h o c y t e s i n a c u t e i n f e c ti o u s m o n o n u cl e o sis

S u P p O rt in g th ei r s u s c e p ti bilit y t o p r o g r am m e d c ell d e a th . Bl o o d

8 2 : 5 2 1 - 52 7
,
1 9 9 3

2 7) V a n P r o oij e n H C
,
D e k k e r A W

,
P u n t K . T h e u s e of

i n t e r m e d i a t e d o s e c yt o si n e a r a bi n o sid e (I D A r a
- C ) i n th e

tr e a t m e n t of a c u t e n o n
-1 y m p h o c yti c l e u k a e m i a i n r el a p s e . B ri tJ

H a e m a t o1 5 7 : 2 9 1 -2 9 9
,
1 9 8 4

2 8) C r ai g R W
,
F r a n k fu r t O S

,
S a k a g am i H

,
T a k e d a K

,
B l o ch A

M a c r o m o l e c u l a r a n d c ell c y cl e e ff e c t s o f d iff e r e n t cl a s s e s of

a g e n t s i n d u ci n g th e m a t u r a tid n o f h u m a n m y el o bl a s ti c l e u k e m ia

(M I.r l) c ell s . C a n c e r R e s 4 4 : 2 4 2 1 -2 4 2 9
,
1 9 8 4

2 9) G riffi n J ,
M u n r o e D

,
M aj o r P

,
K u f e D . I n d u c ti o n of

difft r e n ti ati o n o f h u m a n m y el oid l e u k e m i a c e11 s b y i n h ibit o r s of

D N A s y n th e si s . E x p H e m at ol l O : 7 7 4 -7 8 1
,
1 9 8 2

3 0) 藤森好啓. C D 3 4 細胞 と ア ポ ト
ー シ ス

. 医学 の あゆ み 173 :

8 32 -8 35
,

1 99 5

3 1) M a c i ej e w s ki J ,
S ell e ri C

,
A n d e r s o n S

,
Y o u n g N S . F a s

an ti g e n e x p r e s si o n o n C D 3 4 + h u m a n m a r r o w c e11 s i s i n d u c e d b y

i n t e rf e r o n y a n d t u m o r n e c r o si s f a c t o r α a n d p o t e n ti a t e s

C yt O ki n e m e di a te d h e m a t o p oi e ti c s u p p r e s si o n i n v it r o . B l o o d 8 5:

3 18 3 -3 1 9 0
,
19 9 5

3 2) N a g ‡血1ji K
,
S hi b u y a T

,
H a r a d a M

,
M i z u n o S

,
T ak e n a k a

,
K

,

M i y a m o t o T
,
O k a m u r a T

,
G o n d o H

,
N ih o Y . F u n c ti o n al

e x p r e s si o n of F a s a n ti g e n ( C D 9 5) o n h e m a t o p oi e ti c p r o g e n ito r

C ell s . Bl o o d 8 6 : 8 8 3 - 8 8 9 ,
1 9 9 5

3 3) T a ki z a w a T
,
F u k u d a R

,
M i y a w a ki T

, O h a s hi K , N a k a ni s hi

Y . A c ti v a ti o n o f th e a p o pt o ti c F a s a n ti g e n
-

e n C O di n g g e n e u p o n

i n fl u e n z a vi ru S i nf e c ti o n i n v oI vi n g s p o n t a n e o u sl y p r o d u c e d b e ta ,

i n te rf e r o n . Vi r ol o g y 20 9 : 2 88 q2 9 6
,
1 9 95

3 4) 高仲 強. 肺痛細 胞 にお ける 放射線 誘発 ア ポ ト
ー

シ ス の

研究 : F a s 抗 原 お よ び B cl - 2 蛋白 と の 関 連 . 十全 医 学 会誌

105 : 4 5 0 -4 6 1
, 1 9 9 6

3 5) 長藤 宏司, 竹 中克斗 , 仁保喜 之. 造血 細胞 (骨髄系 ) の ア

ポ ト
ー

シス 機構 : 造血前駆細胞 に 発現 す るF a s 抗原 とそ の 誘導

機構 . 日本 臨床 54 : 17 9 0 - 1 7 9 6
,

1 9 9 6

3 6) 高本 滋 , 太 田和 雄 . 抗痛 剤 の 作 用 : 作 用機 序 の 解析.

フ ロ ー

サ イ トメ トリ
ー

: 手技 と 実際 (太 田和 雄, 野村和弘,
高

本 滋編 ) ,
改 訂第3 版

,
4 5 0 -4 6 7 頁 , 痛 と化 学療法社, 東京,

1 99 0

3 7) M o ri m o t o H
,
Y o n e h a r a S

,
B o n a vi d a B . O v e r c o m i n g tu m o r

n e c r o si s f a ct o r a n d d ru g r e Si st an C e Of h u m a n tu m o r c ell li n e s b y

C O m b i n ati o n t r e at m e n t w ith a n ti - F a s a n ti b o d y a n d d r u g s o r

t o x i n s . C an C e r R e s 5 3 : 2 5 9 1 - 2 5 9 6
,
1 9 9 3

3 8) O g a s a w ar a J
,
W a t a n al ) e - F u k u n a g a R

,
A d a c h i M

,
M a ts u z a w a



A r a
_C に よ るア ポ ト

ー シ ス の 誘導

A K a s u g ai T
,
Ki t a m u r a Y

･
It o h N

,
S u d a T

,
N a g a ta S ･ Le th al e ff e c t

of th e a n ti - F a s a n tib o d y i n m i c e ･ N a tu r e 3 6 4 : 8 0 6 -8 0 9
,
19 9 3

39) P ri n c e H M
,
I m ri e K

,
C ru m p M

,
S t e w a r t A K

,
G i r o u a rd C

,

C ｡1 wi 11 R
,
B r a n d w ei n J ,

T s a n g R W
,
S c o tt J G

,
S u tt o n D M C

,

P a n t al o n y D
,
C a r st ai r s K

,
S u tclifE e S B

,
K e a ti n g A ･ ¶1 e r Ol e of

2 8 7

i n t e n si v e t h e r a p y a n d a u t ol o g u s b l o o d a n d m a r r o w

t r a n s pl an ta ti o n f o r c h e m o th e r a p y
-

S e n Sitiv e r el a p s e d a n d p ri m a r y

r ef r a c t o r y n o n
-IJ o d g ki n

'

s ly m p h o m a : i d e n tifi c a ti o n of m ajo r

p r o g n o s ti c g r o u p s . B ritJ H a e m at o1 9 2‥8 8 0 -8 89
,
1 9 9 6

A S t u d y o n A p o p t o si s o f H u m a n M y el oi d L e u k e m i a C el ls I n d u c e d b y l 一 β ･ D ･ A r a b i n o f u r a n o s y l c y t o si n e -

c o r r el a ti o n w i t h F as A n ti g e n
,
B cl ･ 2 P r ot ei n a n d C e11 C y cl e M i n o ru T a k e s hi m a

,
D e p ar t m e n t O f I n t e rn al M e di ci n e (ⅠⅠⅠ) ,

s c h ｡ 0l of M e di ci n e
,
K a n a z a w a U ni v e rsity ,

K a n a z a w a 92 0
-

J . J u z e n M e d S o c ･
,
1 06 , 2 7 6

~

2 8 7 ( 1 99 6)

K ey w o r d s a r a bi n o fu r a n o s yl
c y t o si n e

,
a P O P tO Sis

,
F a s

,
B c l -2

,
C ell c y cl e

T h e p
r e s e n t stu d y w as p e rf b rm ed t o cl ar i fy th e r el ati o n s hi p b e t w e e n th e a

p
op t o si s o f l e u k e m i c c e11 s i n d u c e d b y l - β M D -

ar ab i n o f u r a n o s y l c y t o si n e ( A r a
- C ) a n d a p o p t o sis - r el a te d p r o t ei n s

,
F a s a n ti g e n a n d B c l - 2 p r o tei n

,
a S W ell a s th e c ell c y cl e ･

H u m a n m y el o i d l e u k e m i a c ell li n e H L 6 0 c ell s w e r e t r e at e d w i th v a ri o u s c o n c e n tr a ti o n s of A r a - C a n d / o r Ig M a n ti - F a s

m o n o cl o n al a n tib o d y ( M o A b) ,
a n d th e n p r o p o r ti o ns o f ap o p t o si s w e r e e v al u a te d b y m o r p h ol o g y

of G i e m s a
'

s st ai n a n d D N A

el e c t r o p h o r e si s ･ S i m u lt a n e o u sl y ,
C h a n g e s i n e x p r e s si o n s o f th e F a s a n tlg e n a n d B cl - 2 p r ot ei n

,
a n d i n c ell c y cl e o f A r a

- C -

tr e at e d c ell s w er e i n v e s tig ate d w ith fl o w c y to m e t ry ･ D i sti n c t ap o p t o sis w as o b s er v e d w h e n c e ll s w e r e t r e at e d w it h a hi gh
q d o s e

o f A r a - C ( 1 0 0 r 3 0 FL M ) f o r 6 h r
,

W h i c h i s c o m p a r ab l e t o p l a s m a c o n c e n tr a ti o n ob t ai n e d i n h i g h q d o s e A r a - C th e r a p y ･

H o w e v e r
,
1i ttl e a p o p

to si s w a s ob s e r v e d w h e n c ell s w e r e t r e a t e d f o r 3 0 h r w ith a l o w - d os e of A r かC (0 ･1
,
0 ･5

,
O r l F L M ) ,

W hich

is c o m p ar a bl e t o p
l as m a c o n c e n tr ati o n o b t ai n e d i n c o n v e n ti o n al o r l o w -d o s e A r a q C th er a p y ･ W i th th e a ddi ti o n o f Ig M a n ti - F a s

M o A b
,
th e i n d u c ti o n of a p o p t o si s b y

A r a - C w a s e n h a n c e d ･ M o r e o v e r
,
b y

th e c o m b i n a ti o n w it h th e M o A b a f te r th e

p re tr e at m e n t w i th l o w
N d o s e of A r a - C f or 2 4 h r

,
th e i n d u c ti o n o f a p o p t osi s w a s e n h a n c e d sy n e r gi stic ally ,

W h il e th e i n d u cti o n o f

ap op t o si s b y t h e c o m bi n ati o n o f a h ig h - d o s e of A r a - C a n d th e M o A b w a s e n h a n c e d ad di tiv ely ･ F l o w c y t o m e tri c st u d y r e v e al e d

th at th e e x p r e s si o n o f c e ll s u rf a c e F a s a n tl g e n i n c re as e d w h e n c ell s w e r e tr e a te d w ith a l o w
- d o s e o f A r a

- C f o r 2 4 h r
,

a n d thi s

e ff t c t w a s e n h a n c e d b y r e p e a tl n g
th e a d m i ni st r a ti o n ･ T h e e x p

r e s si o n o f B cl - 2 p r o te i n di d n o t c h a n g e a f te r th e tr e at m e n t wi th

A r a - C . C e ll c y cl e a n al y si s s h o w e d th a t th e tr e at m e n t w i th a h i g h
- d o s e o f A r a - C f or 6 h r i n d u c e d S p h a s e

-

S P e C i鋭c a p o p t o sis
,

an d th e tr e a t m e n t w ith a l o w - d o s e o f A r a
- C f o r 3 0 h r i n d u c e d S p h a s e p r ol o n g a ti o n o r G トS b o u n d a r y bl o c k ･ A d d iti o n o f I g M

a n ti - F a s M o A b to th e c ell s tr e a te d w ith a l o w
- d o s e o f A r a - C i n d u c e d p r o m i n e n t ap o p

t o si s c e11 c y cl e i n d ep e n d e n tl y
･ T h e r e s ul t

o f th i s s tu d y i n di c a t e d th a t a p o p to si s i n d u c e d b y a l o w
-d o s e o f A r a

- C w a s a c c el e r a te d w ith F a s
- F a s li g a n d sy

s t e m th r o u g h th e

i n c r e a s e i n e x p r e s si o n o f F a s a n tlg e n
,
a n d a hi g h - d o s e o f A r a - C i n d u c e d S p h a s e s p e cifi c a p o p to si s b y i ts di r e c t e ffe c t ･ T h e s e

fi n d i n g s s h o w th a t n o t o n l y m o d i fi c a ti o n s o f th e s c h ed u l e o f tr e a t m e n t a n d th e d o s e o f a n ti c a n c e r d r u g s b u t a l s o th e

ap p li c ati o n o f F a s
- F a s lig a n d s y s t e m i n v i v o m ay eff t c ti v el y i n d u c e a p o p to si s o f c a n c e r c ell s

,
a n d c o n t ri b u t e t o i m p r o v e d

C a n C e r C h e m o th e r a p y .


