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Cis - dia m m i n e di c hl o r o pl a ti n u m で誘発さ れ る

悪性神経膠腫 の ア ポ ト ー シ ス

金沢大学医学部脳神経外科学講座 (主任 : 山下 純宏教授)

瀧 改 質 治

( 平成 4 年12月28 日受付)

ァ ポ ト シ ス (a p o p t o si s) は発生過程や 生体 内の 腸管精膜上 皮に おけ る生理 的細胞死 の 形態 と して197 2 年 ･
K e r r ら に よ

り初め て 命名 され た概念 で ある . ア ポ ト シ ス は
, 病的細胞死で ある壊死 に 比 べ

,
よ り生理 的で あ ると 言わ れ て い る の で

,
こ

の 観点か ら悪性腫瘍の 治療 で ア ポ ト シ ス を検討す る こ と は臨床上 有用 と考え られ た ･ 本論文 に お い て は ,
ヒ ト悪性神経膠腰

細胞株 で ある U25 1 M G と U 3 7 3 M G を対象と して
, 抗癌剤刺激 に ci s

- di a m m in e di c h lo r o pl a ti n u m (C D D P) を使用 し
･ 光顕 的,

電顕的検索 な ら び に D N A の 電気泳動 を行い
, 細胞死 形態 と D N A の 損傷を 観察する とと もに

･
ア ポ ト シ ス 誘発の 可能性 に

っ い て 考察 した .
C D D P の 濃度は 0 . 5 p g/ rn l , 5 p g/ m l

,
お よび 50 p g/ m l で反応 させ

′
0

･

.2 4
･
4 8

,
7 2 お よび96 時間後 の 培養細

胞 を兢察 した . そ の 結 軋 C D D P を 5 p g/ m l お よ び 50 p g/ m l で 4 時間反応 させ た直後 に は細胞質突起 で ある徴絨毛の 減少 と粒

面小胞体の 膨化 を認 めた .

一

部の 細胞に は粗面小胞体か ら リ ボ ゾ
ー ム が 脱落する もの もみ られ た ･ 4 8 時 間後 に は ∴縮小 した 円

形 な い し楕円形を 呈 した 細胞が 出現 した . 7 2 時間後に は核お よ び細胞自体も円形を 呈 し
, 染色質は核膜 周辺 に 三 日月状な い し

は 半月状に 濃縮 し
,
細胞質内は 小型や 膨化 した小胸体と リ ボ ゾ

ー

ム で満た されて い る細胞が 認め られ た ･ 核 お よ び細胞自体が

大小の 隆起を 形成 し, 断片化を 生 じ
,

ア ポ ト シ ス 小体 に 分か れ る 直前の もの も認め られた ･ 以上 の 過 程 で ア ポ ト ー シ ス 小体

に 至る ま で ∴細胞膜は 十分保た れ て い た . D N A の 電気泳動で は
, 電顕的に ア ポ ト シ ス を認 め た7 2時 間後か ら D N A の 断片化

が 始ま り96 時間後 に ほ さ ら に 断片化は進行 した ･ 以上 よ り ,
ヒ ト悪性 神経膠腫細胞株 で C D D P を 作用 させ る こ と に よ り ア ポ

ト シ ス を誘発す る こ と が可 能 で あ っ た . こ の こ とほ 悪性神経膠腫に お い て生理的 な細胞死 の プ ロ グ ラ ム は 保持 され て い る こ

とを 示 すもの と考 え られ た .

K e y w o r d s a p o p t o si s
, g lio m a c ell li n e

,
Cis pl ati n ,

D N A f r a g m e n t a ti o n

悪性神経膠腫は , 外科的治療の み で ほ完全治癒 が期待 で きな

い 悪性腫瘍 で ある .
こ の 度瘍 に 対 して は 手術に 加え て 放射線治

療 , 化学療法 , 免疫学的療法 を 含 む 集学的 治療が 行 わ れ て い

る
=
が

, そ の 長期的治療成綴は 極め て 悪い の が現状 で あ る . 中

で も最も悪性度 の 高 い 多形性神経膠芽鹿の 平均生存期間に つ い

て ほ
,

ほ ぼ8 . 7 ～ 2 0 . 9 ヶ 月 で あ り, 治療 5 年 生存 率 は1 0 % 以下

で あ る
2 ト 5)

. 今日 用 い られ る化学療法剤の
一

つ Ci s-di a m mi n e d ic-

h lo r o pl atin u m ( C D D P ) は D X A に 対 して 架橋結合 を作 る こ と に

ょ り D N A の 合成障 害を引き起 こ し肉腫細胞株や 白血 病細胞株

に 対 して 抗腫瘍 効果 を示 すが
… )

, 現 在 ま で に 頭 蓋 内腫瘍 で は

胚細胞脛
10)

や 再発性 の 悪性神経膠腫に 有効 とす る報告
11)

が ある .

最近 ,
C D D P は 白血 病の 細胞株 に 対 して ア ポ ト

ー

シ ス を引き起

こす こ とが199 0 年に S o r e n s o n ら
12 卜 t 4一

に よ り報告 され 注目 され

て い る .

ア ポ ト ー

シ ス ( a p o p to sis ) は発生過程や 生体 内の 腸管 粘膜上

皮 に おけ る生理 的細胞死と して197 2 年 ,
K e r r ら

15)
に よ り命名 さ

れ た もの で あ る .
ア ポ ト

ー シ ス は ,
オ タ マ ジ ャ ク シ の 尾部

16)
や

昆 虫の 変態
17)

,
口 蓋形成や 指間細胞 な どの 胚発生過 程 に 認 め る

もの
㈲ g)

や , 成熟個体 に お い て 肝臓
20)

や 小腸粘膜上 皮
21)

な ど に お

い て み られ る よう な
一 定の 細胞数 を保 つ た め に 細胞増殖 に 対 し

て お こ る細胞死 な どで ある . 近年 ほ リ ン パ 系細胸 な どが コ ル チ

コ イ ド
22-

や 放射線
23)

に 反 応 して 細胞 死 を お こ す機構は ア ポ ト
ー

シ ス に よ る と言 われ
,
癌細胞 の 化学療法や 放射線治療 な どとの

関連 で注 目 され て い る . 本研究 に お い て は ヒ ト 悪性神経膠腰細

胞株を 用 い て ,
C D D P に よ る ア ポ ト ー シ ス 誘発の 可 能性に つ い

て 光顕的 ∴電顧 的検索,
な ら び に D N A 電 気泳 動的 に 検討 し

た .

材料および方法

Ⅰ . 材料および抗癌剤

ヒ ト 悪性神経膠腫 由来細胞株 で ある U 251 M G と U 3 7 3 M G を

用い た . 培養液 は R o s w ell P a r k M o m o ri al I n stit u t e M e di a 1 6 4 0

( R P M I 1 6 4 0) ( 日水製薬 , 東京) 10 . 2 g を 蒸留水 873 m l に 溶解 し

高圧滅菌 した 溶液 に グル タ ミ ン ( 日 水製薬) 0 ･ 3 g ,
ペ ニ シ リ ン

(明治製薬 , 東京) 10 0 ,0 0 0 U
,

ス ト レ プ ト マ イ シ ソ ( 明治製 薬)

10 0 m g と
,
5 6 ℃ で 30 分 非動 化 した 牛胎 児血 清 (f e t al b o vi n e

s e r u m , F B S) ( G ib c o
,

G r a n d I sl a n d
,

N e w Y o rk ,
U ･ S ･ A ･)

1 00 m I
,

7 % メ イ ロ ン 溶液 (大塚製薬 , 東京) 27 血 を 加 え 全量

1 000 m l と して 作成 した . 細胞 は 上 記培養 液 で37 ℃ ,
C 0 2 浪度

5 % の 環境下 で培養 した . 抗癌 剤 に は 白金 錯化 合物 の C D D P

で ある シ ス プ ラチ ン ( ブ リ ス トル マ イ ヤ ー ズ ス ク イ ブ
, 東京) を

使用 した .

A b b r e v i ati o n s : C D D P
,

Cis - di a m m i n e di c hlo r o p la ti n u m : E D T A
,
E t h yl e n e di a m i n e t e t r a a c e ti c a cid
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Ⅱ . C D D P 投与の 抗腫瘍効果判定

1 . C D D P 作用 濃度 の 設定

コ ロ ニ p 形 成 法 を 行 い L D ,｡ を 求 め た . U 2 51 M G と

U3 7 3 M G の L D ｡｡ ほ そ れ ぞれ0 . 7 9 3 FLg/ m l と0 . 6 9 1 p g/ m l で あ っ

た .
U 2 5 1 M G 七 U 3 7 3 M G を72 時間培 養 し,

C D D P を 0 . 5 p g/

m l ,
5 〟g/ m l

,
お よび 50 捕/ m l の 濃度 で 4 時間作用 させ

, 培養液

を取 り除き D ul b e c c o 燐酸緩衝液( 日 本製薬) で 洗 っ た後 に 新た

な培養液 と交換 した .

2 . 培養細胞数の 変化

48穴 デ イ シ ュ に 細胞を 2 ×1 0
3

個培養 し ,
C D D P を 4 時 間作

用 さ せ た 直後 ,
2 4 時間後 ,

4 8 時間後 , 7 2 時間後 ,
9 6 時間後お よ

び120 時間後 の 生細胞 と死細胞を ト リ フ ァ ン ブ ル ー 染色 で 区別

し
, 生細胞数を 測定 した .

Ⅲ . 光顕的お よび電顕的観察

細胞 を 60 m m デ イ シ ュ に 5 × 1 0 憫 培養 し, 培養72 時間後 に

C D D P を 0 ,
0 . 5 p g / m l , 5 p g/ m l お よび 50 p g/ m l の 濃度 で 4 時

間作用 させ た . そ の 直後 ,
2 4 時間乱 48 時間後お よ び72 時間後

の 培養細胞を そ れ ぞれ ラ バ ー

を 用 い て デ イ シ ュ か ら剥離 し, 剥

離細胞 を含ん だ 培養 液を150 0 回 転で 5 分間遠心 した ∴ 培養液 を

除去 した後 ,
ペ レ ッ ト 状に な っ た 培養細胞を2 ･ 5 % ダ ル ク ー ル

ア ル デ ヒ ドを加 えて 2 時間固定 した 後 , 1 % 四 酸化 オ ス ミ ウ ム

で さ らに 2 時間 固定 した . 型通り脱水 した 後 , 酸化 プ ロ ビ レ ソ

で 置換 し
,

エ ボ ン 81 2 に 包喫 した . ガ ラ ス ナ イ フ で 1 〟 m の 蒋切

片を 作成 し ト ル イ ジ ン ブ ル ー 染色を 施 した の ち光顧的に 観察 し

た . また
,

ウ ル ト ラ ト
ー

ム ＼O V A ( L K B
,
B r o m m a , S w e d e n) に

て 超薄切片を 作成 し , 酢酸 ウ ラ ニ ー ム と鉛 の 2 重染 色を 施 し

て
,
電 子顕微鏡 H-60 0 型 ( 日立

, 東京) で 観察 した ･

Ⅳ ,
D N A 電気泳動

細胞を 100 m m デ イ シ
ュ に 2 ×1 0

5

個培養 し
, 培養72 時間後に

C D D P を 0
,
0 . 5 FL g/ m l ,

5 p g/ m l お よ び 50 p g/ r nl の 濃度で 4 時

間作用 させ た . そ の 直後 ,
2 4 時間後 ,

4 8 時間後 , 7 2 時間後お よ

び96 時 間後 の 培養細 胞を デ イ
シ

ュ か ら剥離 し, 剥離細胞を 含ん

だ 培養液を150 0 回 転 5 分間遠心 した . 培養液を 除去 した 後 , 麟

酸緩衝溶液で 洗浄 し
,

1 ×1 0
6

個 の 細胞 に 10 m M T ris ･ Cl
, 0 ･1

M e th yl e n e di a m i n e t e tr a a c eti c a cid (E D T A ) , 2 0 p g/ m l R N A a s e

(S ig m a , S t . L o ui s
,
U . S . A .) ,

0 . 5 % s o d i u m d o d e c yl s ulf a t e

(S D S ) の 組成 の 溶液を 0 . 如1 を加 えて 37 ℃ の 恒温槽 に お い た .

1 時間後 に プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K ( ニ ッ ポ ン ジ
ー

ソ
, 東 京) を

10 0 p g/ m l 加 え て
,
5 0 ℃ の 恒 温槽 に

一 晩 お い た . T E b u ff e r

(1 0 m M T ri s . C I , 1 m M E D T A ) で 飽和 した フ ェ ノ ー ル
,

ク ロ ロ

ホ ル ム
,

イ ソ ミ タ
ー

ル ア ル コ ー ル を25 : 2 4 : 1 の 割合で 調合 し

た もの を 0 . 4ノム 加え て
, ゆ っ く りと撹拝 した . 濃拝後300 0 回転

5 分間遠心 し
, 水屑 の み を取 り出 し

, 等量の ク ロ ロ ホ ル ム を加

え , 再び ゆ っ く り据押 した . 据拝後3000 回転 5 分間遠心 し
, 同

様 に 氷層の み を取 り出 した , 取 り出 した 水屑 に 2 倍 量の - 2 0 ℃

の 10 0 % エ タ ノ ー

ル と0 . 2 5 倍量の 10 M 酢酸ア ソ モ ニ ウ ム を 加え

て 捜拝後 -

2 0 ℃ で 冷却 した .

一

晩冷却後 ,
1 5 0 0 0 回 転2 0 分 で 遠

心 し D N A を回 収 した . 7 0 % エ タ ノ ー ル で D N A を 洗 い
,

T E

b uff e r l O 恥1 を 加えた .

D N A 量を 吸光度計 U V-1 6 0 V ( 島津製作所, 東京) に て 測定

し ,
D N A l 恥g を 2 % ア ガ ロ ー

ス ゲ ル ( ニ ッ ポ ン ジ
ー

ン ) に

7 0 V の 定電圧で泳動 L た . 0 . 5 〃g/ m l の 濃度 で エ チ ジ ウ ム プ ロ

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0

d a y s

F i g . 1 . T h e eff e c t s of c is pl a ti n o n U 3 73 M G c ells ･ ■

C
P

n t r Ol , 囁 ･
Ci s pl atin O ･ 5 p g/ m l , ◎ ･ Cis pl a ti n 5 〃g/ m l

- O ,

c IS Pl a ti n 5 0 p g / m l . U 3 7 3 M G i s c u lt u r e d f o r t h r e e d a y s

a n d th a n i n c u b a t e d w it h O . 5 p g/ m l
,
5 FLg / m l

,
5 0 iLg/ m l of

cis pI ati n f o r 4 h r ( a r r o w ) .

F ig . 2 . L i g h t mi c r o s c o pi c a p p e a r a n c e of c o n tr oI U 2 51 M G c ell s ･ T ol u idi n e bl u e s t ai n
･

×4 0 0 ･



1 0 2 4

マ イ ド ( ニ
ッ ポ ン ジ ー ン ) を 加 え た T A E b uff e r (0 . 0 4 M

T ri s- a C e t at e
,
0 . 0 0 1 M E D T A ) で ゲル を30 分間染色 した . 紫 外

線照射券 T C-31 2 A (S P E C T R O L I N E
,
N e w Y o r k , U . S ･ A ･) 上

で ゲル を ポ ラ ロ イ ド カ メ ラ を用い て 撮影した .

成 横

Ⅰ . C D D P の 抗腫瘍効 果

C D D P の 投与量が 0 . 5 p g/ m l で は U 2 51 M G と U 3 7 3 M G の い

ずれ に お い ても C D D P 作 用24 時間 まで は細胞数 の 増 加は 認 め

られ なか っ た . しか し
,
4 8 時間以後 は対照群と 同様な 対数増殖

を 示 し た . 5 〟g/ m I と 5 恥g/ m l の 投 与 で は
, 培 養 細 胞 は

C D D P 作用 直後 よ り増殖 を停止 し, 7 2 時間後か ら生細 胞数 の 減

少を認め た ( 図1 ) .

Ⅱ . 光顕 的お よび電顕 的所見

1 . 光顕 的所 見

C D D P を 作 用 さ せ な か っ た 対 照 群 で ほ
,

U 2 51 M G と

U 3 7 3 M G の い ずれ も楕 円形の 細胞 で 核ほ 真正 染色質が 多く
, 核

小体が 少数認め られ た ( 図 2) . 細胞 密度 は高 く細胞間隙が は っ

Fi g . 3 . L ig h t mi c r o s c o pi c a p p e a r a n c e of U 2 51 M G c ells a t 7 2 h r af t e r i n c u b ati o n w ith ci s pl a ti n 5 0 p g/ m l f o r 4 h r ･ M o s t o f th e

c ells a r e i n e a rly s ta g e s o f a p o pt o sis a n d s h o w s h a rp ly d eli n e a t e d m a s s e s of c o n d e n s e d c h r o m a ti n a b u tti n g o n t h eir n u cl e a r

e n v el o p e s ( a r r o w s) . T ol ui di n e bl u e s ta
･
i n

,
× 4 0 0 ･

F i g . 4 . El e c tr o n m i c r o s c o pi c a p p e a r a n c e of c o n tr DI U 2 5 1 M G c ell s .
× 4

,
5 0 0 .



C D D P で 誘発され る悪性神経膠魔 の ア ポ ト
ー シ ス

き りと は 同定 し得な い もの が 多か っ た .
C D D P を 0 ･ 5 p g/ m l 投

与 した もの は対照群 に 比 べ て い ずれ の 時期 に お い て も明 らか な

形態的変化 ほ み られ なか っ た . C D D P を 5 p g / m l お よび 50 p g/

血 投与 した 群 で は4 8 時間後 よ り細胞 の 大き さが 縮 小 し, 円形

を呈 し
,

一 部の 細胞 の 核 で は 染色質が 濃縮す る所見が 認め られ

た , 7 2 時間後に は さ らに 縮小 し小型の 円形を 呈 し , 染色質は核

辺縁 に 濃縮す る細胞を 認め た (囲 3 ) ･

2 . 電顕所見

i ) 対照群

C D D P を 作 用 さ せ な か っ た 対 照 群 で は
,

U 2 5 1 M G と

し37 3 M G の い ずれ の 細胞 とも細胞は 楕円形 呈 し
, 細胞質突起は

発達 して お り , 多く の 教練毛を 有 して い た . 核は 不 整形 で 真正

染色質に 富み
,

一

部 に は散在性に 異質染色質を 認め た ･ 細胞 内

1 02 5

器 官 は豊富で あり , 多く の 粗面小胞体や ミ ト コ ン ドリ ア が 観察

された ( 図 4) .

ii ) C D D P 投与群

C D D P を 0 . 5 FL g / m l で投与 した培養細胞 で は ,
t: 2 5 1 M G と

し373 M G い ずれ も投与直後に 軽度 の 徴絨毛の 減少を 認め たが
,

こ の 変化 は可 逆性 で あり
,
2 4 時間後 に ほ 投与前 の 状態 に 戻 っ

た .
C D D P を 5 p g/ m l お よ び 50 p g/ m l 投 与 し た 群 で は ,

U 2 51 M G と U 3 7 3 M G の 培養細胞 は C D D P を 4 時間作用さ せた

直後 よ り , そ の 大きさ は軽度縮 小 し
, 徴絨毛の 減少 と粗面小胞

体の 腫脹を 認めた .

一 部の 細胞 に お い て は , 腫脹 した 小胞体 か

らリ ボ ゾ
ー ム が脱落するもの もみ られ た (図 5) . 2 4 時間後に は

培養細胞 の 小胞体 の 腫脹 は著明と な り , 核膜間隙の 関大す るも

の も認め られ た ( 図6 ) . ま た
, 粗面小胸体の 層状構造も認め ら

Fi g . 5 . E l e c t r o n m i c r o s c o pi c a p p e a r a n c e of U 2 5 1 M G c e u s af t e r i n c u b a ti o n w ith cis pl ati n 5 0 p g/ m l f o r 4 h r ･ T h e rib o s o m e is

d e t a c h e d f r o m th e e n l ar g e d r o u g h e n d o pl a s m i c r e ti c u l u m ▲ × 3 0 ,
0 0 0 ･

F i g . 6 . E l e ct r o n m i c r o s c o pi c a p p e a r a n c e of U 2 5 1 M G c ells a t 2 4 h r af t e r i n c u b ati o n w ith cis pl a ti n 5 0 iLg/ m l f o r 4 h r ･ T h e r o u gh

e n d o pl a s m i c r e ti c ul u m a n d i n t e r m e m b r a n e s p a c e s of n u cl e a r m e m b r a n e ( a r r o w h e a d s) a r e e n l a r g e d ･ × 3 0
,
0 0 0 ･
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れ た . 4 8 時間後 に ほ l 大部分の 培養 細胞 の 徴絨毛は 消失 し, 凝

集 した 円形 な い しほ楕 円形 の 細胞と な っ た ( 図 7 ) . 細 胞内に は

脂肪沈着や空腔 も認 め られ た . 7 2 時間後 に は
, 細胞と そ の 核 は

小型円形と な り , 核 小体 は消失 し
, 濃縮 した染色質ほ 核膜周 辺

に 三 日月 状な い しは半月状 に 集合 し ( 図 8
,

9 ) , 典型的な ア ポ

ト
ー シ ス を 望 L た細胞 が 出現 した . ア ポ ト

ー シ ス の 像を 呈 した

培養細胞の 細胞質内は 小型の 小胸体 とリ ボ ゾ
ー ム で 満た され ,

少数の 腰脹 した ミ ト コ ン ド リ ア や 脂肪沈着お よび 空胞形成もみ

られ た . また , 細胞膜や 核膜 に小胞体に よ る と思わ れ る層状構

造が認 め られ た (図10) .

一 部 の 細胞で は
, 核 お よ び細胞自身が

大小の 隆起 を形成 L
, 細胞と核 の 断 片化を お こす所見(図11) や

断片化の 結果 と して の ア ポ ト
ー シ ス 小休も認めた ( 図12) . 以上

の 過程 で 細胞膜 構造ほ ア ポ ト
ー シ ス 小体に 至 る ま で 十分保た れ

て い た . ア ポ ト
ー シ ス の 発生は C D D P を 5 p g/ m l で投 与した も

の よ り 50 〟g/ m l で 投与 した も の の 方が 多い 傾 向を 示 した .

出) 電気泳動

U 25 1 M G とU 3 7 3 M G の い ずれ も ,
C D D P の 投 与が 0 , 5 p g/

m l で は D N A の 断 片化 ほ み られ な か っ た . 5 FLg / m l お よ び

50 FLg / m l で投 与 した 場合は
,

D N A は72 時間後 よ り断片化を 認

め
,
9 6 時間後 に は 断片化 ほ さ ら に 著 明とな っ た (図13) .

考 察

細胞死 の 形態 ほ 二型 に 分煩 さ れ る .

一

つ は壊死
24)

と 呼ばれ る

古典的細胞死 で
, 受動 的 , 偶発 的に 生 じるも の で あり , もう -

F ig . 7 . E l e c tr o n mi c r o s c o pi c a p p e a r a n c e of U 2 5 1 M G c ells a t 4 8 h r af t e r i n c u b a ti o n w it h ci s pl a ti n 5 0 p g/ m l f o r 4 h r ･ T h e c ell is

pl u m p a n d th e n u m b e r of mi c r o v illi h a s d e c r e a s e d ･ × 4
,
5 0 0 ▼

F ig . 8 . E l e c tr o n m i c r o s c o pi c a p p e a r a n c e of U 2 5 1 M G c ell s a t 7 2 h r aft e r i n c u b a ti o n w it h ci s pl a ti n 5 0 p g/ m l f o r 4 h r . C h r o m a ti n

i s c o m p a c t e d a n d s e g r e g at e d i n t o s h a r ply d eli n e a t e d m a s s e s th a .t li e a g ai n s t th e n u c le a r e n v el o p e a n d c y t o p la s m c o n d e n s e s ･

･ ×4
,
5 0 0 .
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っ が ア ポ ト ー

シ ス で ある
1)25 -

.
ア ポ ト

ー

シ ス ほ 壊死と 異な り
,
生

理的 に 予め プ ロ グ ラ ム さ れ , 必 然的 に 起 こ る死 で あ る ･
つ ま

り ,
ア ポ ト ー シ ス は細胞 が老化 した り , 不 要と な っ た り

,
傷 つ

い た りす る と , 内在す る自壊機構が 働 い て 細胞 死 が生 じ∴積極

的に 生体 がそ う した細 胞を 除去 しよ う とす る時に 見 られ る能動

的紳胞 死で ある
1125 - 2 6-

. した が っ て病的状態の み な らず 生理的 状

態で も生ず る . ア ポ ト
ー シ ス の 出現す る部位 と して は

,
オ タ マ

ジ ャ ク シ か ら カ エ ル に 発生す る際の 尾 部の 消失に み られ る よう

な形態変化の 著 しい 胚発生過程
2 洲5-2 7 ほ8-

や 成熟個体が 細胞数 を
一

定に 保 つ た め の 不 断の 細胞増殖 と均衡 して 生 じる細胞 死 ( リ ン

パ 胚中心
,
胸腺皮質 , 肝

6-

, 副腎皮質
29-

, 子宮内膜,
前立 腺 , 小

10 27

勝粘膜上皮
丁)

な ど) ,
ホ ル モ ン に よ る器 官の 萎縮 (副腎皮質 刺激

ホ ル モ ン 離脱後の 副腎皮 質
9-

,
グル コ コ ル チ コ イ ド投与後 の 胸

腺
8)

な ど) な どの 生理的な細胞死が 起 こ る部位 で ある . 生理 的な

も の 以外で ア ポ ト
ー

シ ス を誘導する外的な 刺激と して は低線量

Ⅹ線 , 紫外線 お よ び電離放射線の 照射 , 制癌剤の 投与 お よび 穏

和 な温熱療法等 が ある
8)26- 3 0 -

ま た , 全て の 悪性腫瘍に お い て も壊死 以外 に
, 自然発生す る

ア ポ ト ー シ ス の 像 が観察され る
31-3 2 l

.
っ ま り

,
腫瘍細胞 は生理的

な細胞死 であ るア ポ ト ー シ ス を 発生する磯序を 全く失 っ て い る

わ け で は なく , あらか じめ遺伝的に 運命づ けられ た細 胞死機構

を 保持 して い る .

一

方 , 腫瘍 の 増殖は細胞 分裂 に よ り増え る過

Fi g . 9 . E le c t r o n m i c r o s c o pic a p p e a r a n c e of e a rly a p o p t o ti c c h a n g e s of し2 5 1 M G c ell s ･ T h e n u cl e a r o u tli n e i s m il dly c o n v ol u te d ･

T h e r e a r e m a n y v a c u ol e s i n t h e c yt o pl a s m ･ × 4
,
5 0 0 ･

FLg/ m l f o r 4 h r . T h eF i g ･ 1 0 ･ E l e c tr o n r n i c r o s c o pi c a p p e a r a n c e of t:2 5 1 M G c ells a t 7 2 h r af t e r i n c u b a ti o n w ith ci s pl a ti n 5 0

m e m b r a n e w a s i n a l a m i n a r st r u c t u r e ,
× 1 0 0

,
0 0 0 .
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Fig . 11 . E l e c tr o n r n i c r o s c o p ic a p p e a r a n c e of a p o p t o ti c c h a n g e s i n U 2 51 M G c ell s ･ N o t e th e d is c r e t e n u cl e a r f r a g m e n t s w ith

C h a r a c t e ri s tic s e gr e g a tio n of c o m p a c t e d c h r o m a ti n
,

th e c r o w d i n g of o r g a n ell e s , a n d th e m a r k e d c o n v ol u tio n s o f t h e c ell ul ar

s u rf a c e . × 4
,
5 0 0 .

F ig , 1 2 . E l e c tr o n m i c r o s c o pi c a p p e a r a n c e of a p o p t o ti c b o di e s

i n U 3 7 3 M G c ell s . A p o p t o tic b o di e s c o n t ai n r o u g h

e n d o pl a s m i c r e ti c ul u m a n d rib o s o r n e a n d n u c l e a r f r a g m e n-
ts . × 1 0

,
00 0 .

程 と細胞死に よ る腫瘍細 胞の 消滅 の 過程 (細 胞喪失) の バ ラ ン

ス に よ っ て 決 ま る
33)

. 腫疹の 増殖速度に は 負の 国子 とも て 自己

調節機構 に よ る腫瘍細胞の 喪失 (ア ポ ト
ー シ ス) が 大 きく寄与

して い る
31)

. 今 回 , 初 め て 頭蓋 内悪性腫瘍 で ある悪 性神 経膠腫

で も培養細胞 に お い て ア ポ ト
ー シ ス を 誘導 し得 る こ と を確認 し

た .
こ の こ と は

仁
極め て予後不 良 で あ る悪性神経膠腰細胞 に お

い て も生理 的な細胞死 の プ ロ グ ラ ム が 保持さ れ て い る こ と を示

すもの で あ り, 今後の 腫瘍治療に お い て 重要 な意 味を持 つ と考

え られた .

細胞が外 的刺激 に よ り障害され た 場合 に起 こ る 形態 学的変化

と して
,

1 ) 粗面 小胞体の 腫脹 と リ ボ ゾ
ー ム の 遊 離,

2) ミ ュ

リ ソ 像の 形成 ,
3 ) 核 ク P マ チ ソ の 凝集 , 4 ) 細胞質 内空胞形

成 ,
5 ) 脂肪 沈着,

6 ) ミ ト コ ン ドリ ア の 腫脹 と小粒 子 形成 ,

7 ) ラ イ ソ ゾ ー ム に よ る 自己 貧食 ,
8) 細胞 の 全体 的な腫脹が

ある
34) ～ 3 6 )

. 本実験 に お い て は
,

シ ス プ ラ チ ン 作用 4 時間後 よ り

粗面小胸体の 腫 脹 と リボ ゾ
ー

ム の 遊離を 認め ∴ 粗面小胞体が層

状構造を 呈 した 細胞を 認 めた . 核膜外層と 小胸体 の 膜 ほ連続 し

て い るた め
37 価

, 核膜 の 層 間の 腫脹 は 粗面 小胞 体 の 腫脹 と 同 じ

変化 と考 えられ る . ま た
,
C D D P 投与後48 時間後 よ り細胞 内空

胞が 出現 して い た が
,

こ れ は粗面小胞体の 腫脹が 大きく な っ た

もの と考 え られ た .

壊死 の 形態学 的特徴 と して は
, 先ず 可逆的な 変化 と して 核の

ク ロ マ チ ン の 核膜 周囲 へ の 辺 縁不整 な凝集 , 小胸体 の 腫脹 , 軽

度の リ ボ ゾ
ー ム の 消失を 認 め る . 次 に , 不 可 逆 的変 化 と して

1 ) ミ ト コ ン ドリア な どの 細 胞器官の 著 しい 膨化 ,
2 ) ミ ト コ

ン ドリ ア マ ト リ ッ ク ス 内の 綿状の 電子密度 の 高い 部分の 出現 ,

3 ) 細胞 内器官膜お よび 細胞膜の 破壊と細胞 の 崩壊 ,
4 ) リ ボ

ゾ
ー

ム お よび ラ イ ソ ゾ ー

ム の 融解 ,
5 ) 核膜 の 破 壊と ク ロ マ チ

ン の 消失 で ある
24)33 ) 3 9 卜 44)

. こ れ に 対 して ア ポ ト
ー シ ス の 形態学的

特敬 は
, 初期像 と しては

,
1 ) 細胞質 の 凝集 , 2 ) 核小体 の 消

失,
3 ) ク ロ マ チ ン の 核膜周 囲 へ の 辺縁滑 らか な 濃縮 , 4 ) 細

胞お よ び核 の 大 小の 隆起形成 が ある
l)2 5) 2 6- 4 5 )

. そ の 後 ▲ 癌状隆起の

膜被包性球 状小体化 と球 状小体 の 分離 と細胞外 へ の 遊離を 認め

る
1)25 )2 6 )4 5 )

.
ア ポ ト ー シ ス の 特徴 と し て

, 細胞膜 は こ の 時期 ま で保

た れ た ま ま で あ る . 後期 像と して
, 培養 で は球状 小体 の 膜が 破

壊 され 二 次的壊死 とな り
,
生体で ほ 隣接す る細胞 に よ る球状小

体 の 貧食 , 消化像が 観察 され る
1)25 } 2 6) 4 5)

. 本実験 で は C D D P 作用

後72 時間後に 観察 され た 像は 上 記 の ア ポ ト
ー シ ス の 像 と

一

致す

る . ア ポ ト
ー シ ス の 経過時間 は極 めて 短く ,

ア ポ ト ー シ ス の 初

期像 か ら ア ポ ト
ー シ ス 小 体 形 成 ま で わ ず か に 数 分 間 で あ

る
48卜 岬

. 培養下で は ア ポ ト
ー シ ス 小体 が 二 次 的な壊死 に 陥 る ま

で に 要す る時 間は 1
～

2 時間と報告 され て い る
48)

. ま た生 体 内

では 貧食 され た ア ポ ト ー シ ス 小体 が処理 され るた め に 要する 時
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F ig . 1 3 , A g a r o s e g el el e c tr o p h o r e si s of D N A e x tr a c t e d f r o m c u lt u r e d U 3 7 3 M G c e u s ･ L a n e l : D N A f r a g m e n t si z e rn a r k e d (b a s e

p ai r s) , M a r k e r 4 ･ L a n e 2 : D N A e x tr a c t e d f r o m c o n tr oI c ell s ･ L a n e 3 ‥ D N A e x tr a c t e d f r o m c e11 s j u st aft e r i n c u b atio n wi th

ci s pl a ti n 5 0 p g/ m l f o r 4 h r ･ L a n e 4 ‥ D N A e x tr a c t e d f r o m c ells a t 2 4 h r af t e r i n c u b a ti o n wi th cis pl ati n 5 0 p g/ m l f o r 4 h r ･

L a n e 5 : D N A e x tr a c t e d f r o m c e11 s a t 4 8 h r af t e r i n c u b a ti o n w ith cis pl ati n 5 0 p g/ m l f o r 4 h r ･ L a n e 6 : D N A e x t r a c t e d f r o m

c ell s a t 7 2 h r af t e r i n c u b a ti o n w i th ci s pl a ti n 5 0 p g/ m l f o r 4 h r

w ith ci s pl a ti n 5 0 p g/ m l f o r 4 h r ･

L a n e 7 : D N A e x tr a c t e d f r o m c ells a t 9 6 h r a ft e r i n c u b a ti o n

間も 2 ～ 3 時間 と短い た め
4g}

,

一

連の ア ポ ト
ー

シ ス の 像 を 締 ら

え る こ と ほ実際上 ほ 難 しい と され る . 本研 究で 一 連 の ア ポ ト ー

シ ス の 像を観察 し得た 理 由と しては , 個 々 の 細胞 に おい て ア ポ

ト ー シ ス が 異な る時間 に 起きて い た こ と
,

お よび 単相培養細胞

に お い て は ア ポ ト ー

シ ス 小体は 基質 よ り離れ て , 培養液 中に 浮

か び上 が っ て く るの で培養液中の 細 胞も含 め て 観察 で きた こ と

な どが挙げ られ る .

ア ポ ト ー

シ ス の 初期像と して 粗面小胞体の 腫脹や 細胞内空胞

の 出現が 報告 され て い る
50)

. ま た W alk e r らは ア ポ シ
ー

ト ス の

初期像と して 粗面小胞体の 同心 円的配列形成が 生 じ ∴粗面小胞

体の 分離 した 部位の 間で 紳 胸 の 断片 化が 起 こ る と 報告 して い

る
∃1)

. 本実験に おい て も初期 に 粗面小胞体の 腫脹や 細胞 内空腔

や 求心性 の 層状構造を 呈 した粗面小胞体が 観察 され た こ と は ア

ポ ト ー

シ ス の 初期変化と 考え られ る . しか し
,

ア ポ ト ー シ ス は

個 々 の 細胞に お い て 出現する た め
, 細胞障害に よ る変化 とそ れ

に 引き続い て 起 こ っ た ア ポ ト ー

シ ス と の 境界は 不 明 で あり , ど

こ ま で が 可 逆的変化 で あるか に つ い て 判 断す る こ と は 困難 で あ

る .

細胞 が ア ポ ト ー

シ ス を起 こ して い る場合, 細胞膜構造は ア ポ

ト ー シ ス 小体を 形成す るま で 保た れ て い ると され る . 本実験に

お い て も細胞膜構造 は保た れ て い た が
, 細胞が断片化を 生 じる

際 ∴細胞膜下に 何層か の 層状構造が 認め られ た . 細胞 内の 全 て

膜 の 合成に は 小胞体 が大きく関与 して い るの で , 細胞険下に 何

層か の 層状構造が認 め られ た こ と ほ
,

断片化を 生 じる際 の 膜合

成 に 粗面小胞体お よ び細胞内空砲形成が 深く関与 して い る こ と

を示 すも の と考え られ た .

壊死 の 発生機序 に 関 して は , 始め に
,

ミ ト コ ン ドリ ア が障害

され る こ と に よ り A T P 産生能の 低 下が 生 じ
,

そ れ に よ り細 胞

膜 で の カ リ ウ ム イ オ ン の 流失と ナ トリ ウ ム イ オ ン の 流入 が 起 こ

り ∴膜透過性が冗進 し
, 最終的に 細 胞は腫脹 し細胞膜 お よび 細

胞 内器官の 膜破壊 が起 こ る と い わ れ て い る
52)

. こ れ に 対 して ,

ア ポ ト ー シ ス に お い て は
,
C a

2

お よ び M g
2 +

依存性 エ ン ド ヌ ク レ

ア ー ゼ が 活性化され ,
D N A に 1 8 0- 2 0 0 b p の 整数倍 の オ リ ゴ ヌ

ク レ オ ソ ー

ム 単位 の 断片化が 生ず ると され て い る
5 3卜 5も}

. 細胞 は

刺激後 2 ～ 3 時間か ら 2 ～ 3 日 して D N A 断片化を 生 じ
,

しか

も D N A 断片化は シ ク ロ へ キ シ ミ ドや ア ク チ ノ マ イ シ ソ D で 阻

J上され る . 以上 二 つ の こ とか ら
,

D N A 断片化に は 新た な 蛋白

質や R N A の 合成 が必 要で ある と考え られ て い る
5 5)5 7 )

, 但 し
, 新

た に 合成 され る蛋白質が どの よう な もの か に つ い て は明 らか に

され て い ない . また
,
D N A 断片化 に 新た な蛋白合成 を 必 要 と

しな い 場合や 蛋白質合成阻害剤自身が ア ポ ト ー シ ス を誘導する

場合な どの 特殊 な 場合が 存在す る
58 卜 60 }

. 本 実験 に お い て も ,

C D D P に よ り D N A の 断 片化 が 認 め ら れ た . す な わ ち
,

C D D P の 刺激 に よ り細胞内に お い て な ん らか の シ グ ナ ル を介 し

て エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が 活性化 され た の で は な い か と考え られ

る . 本実験に お い て C D D P を 4 時間作用 させ た 後 は 正常の 培

養条件 に 戻 して い るに もか か わ らず ,
7 2 時間後 よ りア ポ ト ー シ

ス が誘 導され て い るた め
,

ア ポ ト ー シ ス を 起 こすよ うな刺激が

一 度加 わ ると , そ の 刺激 が 持続 的 に 加 わ っ て い な く て もア ポ

ト
ー ･

シ ス は誘導 され得 る こ と を示 して い る と考え られ る ･
つ ま

り ,
C D D P 刺激後72 時間で 細胞内 で 何らか の 経路が 働き▲ 最終

的 に エ ン ド ヌ ク レ ア - ゼ が 活性化され ,
D N A の 断月

●

化が 起 こ

り ア ポ ト
ー

シ ス を生 じる と考え られ る . 今後, 作用 後72 時間の

間に 細胞 内で 起 こ っ て い る こ とを 多方面か ら検察す る こ とが ア

ポ ト
ー シ ス の 機序解 明に つ なが る もの と考え られ る ･

C D D P は中心 の 白金 の 原子 に
,

2 つ の 塩素 と 2 つ の ア ン モ ニ

ア が シ ス 位 に 配置 した水 溶性 の 化合物で ある .
C D D P は 生体内

で は塩素が活性化 され て 2 つ の 反応基を 作る ･ 2 つ の 反応基 は

D N A 一本鎖上 の 隣接する グ ア ニ ン 残基同 志 , も しく は 隣接す

る グア ニ ン 残基と ア デ ニ ン 残基と の 間で 鎖内架橋を 形成す る ･

そ の た め細胞に D N A 合成障害が 生 じる
6) ～ 8 )

. C D D P の 細胞毒性

は こ の D N A 合成障害 に よ る と され て い た , しか し , 1 98 8 年に

S o r e n s o n らは白血病 の 細胞株 で D N A の 合成障害が シ ス プ ラ

チ ン に よ る細胞毒性の 決定的な 因子 とな るの で は なく , 細胞が



1 0 3 0

G 2 期 に 停IL する こ と が C D D P に よ る細胞毒性 に 関係 して い る

の で ある と報告 した
6一)

. さら に , 1 9 9 0年 に は S o r e n s o n ら は白血

病 の 細胞株で C D D P に よ る細胞死 の 初期変化と して D N A の 断

片化が起 こ り
,

か つ 形態学的に も C D D P に よ り 誘導 され る 細

胞死 が ア ポ ト ー シ ス で あると報告 した
12)

･ そ して
, 現在 ま で に

抗癌剤 で ア ポ ト
ー シ ス を誘導す るも の と して は

,
こ の 他 に メ ソ

ト レ キ セ ー ト
,

エ ト ポ シ ド
,
5イ山o r o u r a cil (5 -F U ) 等が報 告され

て い る
12I

. 今 回の 実験に お い て
,
悪性神経膠腫培養 細胞 に お い

て も C D D P に よ りア ポ ト
ー シ ス を誘導 し得た こ と は

, 悪性 神

経膠腫培養細胞 に お い て も生理 的な 細胞死 で ある ア ポ ト シ ス

の プ ロ グ ラ ム が 残存 して い る こ とを 示すも の と考 えら れ る ･ 今

後 ,
こ の 細胞自身の 持 つ ア ポ ト

ー シ ス の プ ロ ダ ラ グを うまく利

用する こ とに よ り治療抵抗性 で ある悪性神経膠腫 に 対 して 新 し

い 有効な治療法を 開発で きる可 能性 が あると考え られ る ･

藩 論

ヒ ト神経膠腫培養細胞に お い て C D D P を使用 し, 光顕的｣

顕的検索な らび に D N A 電気泳動を 行い
,
細胞死形態 と D N A

の 損傷を 観察する と とも に
,

ア ポ ト
ー

シ ス の 誘発に つ い て 考察

し
,
以下 の 結論を 得た .

1 .
C D D P を 0 . 5 〟g/ 血 で投与 した 培養細胞 で は , 直後 に 軽

度 の 徴絨毛 の 減少を 認め た が ,
こ の 変化は可 逆性 で あり ,

2 4 時

間後に は 投与前 の 状態に 戻 っ た . また
,
C D D P を 0 ･ 5 p g/ m l で

投 与 した 培養細胞 で は D N A 損傷ほ 認め られ な か っ た ･

2 .
C D D P を 5 〟g/ m いおよ び 50 p g/ m l で投与 した細胞は 4 時

間作用直後よ り, 微 小絨 毛の 減 少 , 粗 面小胞体 の 腫脹 と リ ボ

ゾ
ー

ム の 遊離を 認め た . 2 4 時間後 に ほ核 に お い て は核膜間隙の

関大が認め られ
,
4 8 時間後 に は

, 縮 小 した 円形な い し楕円形を

呈 した細胞が 出現 した .

3 . C D D P を 5 p g/ m l お よび 50 p g/ m l で 投与 した 細胞 で は

7 2時間後に は細胞も核も円 形を呈 し , 染色質 は核膜周辺に 三 日

月状ない しは半月状 に 濃縮 し , 細胞質 内は 小型や 膨化 した小胞

体と リ ボ ゾ ー ム で満 た され た もの が観察 され た ■

一 部の 細胞 で

は
, 核お よび 細胞 自体 の 大小の 隆起形成も認め られ た ･ ま た

,

ア ポ ト
ー シ ス 小棒も認め られ た . D N A の 電気泳動 で ほ7 2 時 間

後 よ りア ポ ト ー シ ス に
一

致 して D N A の 断片化が 認め られ た ･

4 -
C D D P を 投与 した細胞で は72 時間後 より細胞死 を生 じ,

そ の 細胞死形態 は ア ポ ト ー シ ス で あ っ た .
こ の こ とは 悪性神経

膠腫に お て 生理 的な細胞死 の プ ロ グ ラ ム が保持 され て い る こ と

を 示唆する .
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