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は，水に不溶のため，dimethyIsuIfbxide(ＤＭＳＯ)に溶解し，実験には，股終りＭＳＯ濃度が0.5％以下となるよ
うに加えた．したがって，0.5％ＤＭＳＯを対照とした．

実験方法

細胞培養Eagle勧sminimumcssentialmedium（ＭＥＭ：ｐＨ７．４，日水製薬）中細胞（6ｘ10`celIs/Zml）を
VBL,各alkaloidと３７°Ｃにて３０分間接触させた後．リン酸緩衝液(PBS:ｐＨ7.4)にて洗浄し，ウシ胎仔血清
(京都微研)１０％添加したＭＥＭ中に再浮遊させ，３５ｍｍプラスチックシャーレ（Falcon)中，炭酸ガス培養器
(池本理化)内にて３７°Ｃ,２日間培養した．２日間連続接触実験では,細胞と薬物を血清添加ＭＥＭ中２日間培養
した．培養後，総細胞数を計数し，培養開始時よりの増殖率をＶＢＬの対数濃度に対してプロットし,５０％増殖
抑制濃度(ICCO)を求めた．

細胞内ＶＢＬ取り込み量の測定細胞(5×10`celIs/ｍｌ）をウシ胎仔血清１０％添加ＭＥＭに浮遊させ，３７°Ｃ
にて１０分間前培養後。lx10-DMの各alkaloid存在下あるいは非存在下０．１’CisH-VBLと非放射性ＶＢＬ
１×10-7Ｍを添加し３０分間培蕊した．培養後，細胞浮遊液１ｍIを１検体として冷ＰＢＳにて洗浄し，ProtosoI⑨
(NewEnglandNucIcar）１ｍｌにて溶解し，トルエンシンチレーター（polyphenyleneoxide4g，1,4-bis-2(5‐
phenyIoxazoyl)benzeneqlgトルエン１１）中放射活性を液体シンチレーションカウンター（BeckmanLS-230）
により測定した．

細胞内Alkaloids取り込み量の測定ウシ胎仔血清１０％添加ＭＥＭ中細胞(sx10ｱceIIs/5ｍI)をＶＢＬ存在
下あるいは非存在下レセルピソあるいはＤＭＡＲとともに３７°Ｃにて３０分間培養した後，細胞を冷ＰＢＳにて
洗浄後，ホモジナイズし，ホモジネートを３倍趣のクロロホルム：メタノール（３：１)混液にて,次いで３倍量
のクロロホルムにて振圏抽出し，クロロホルム層を減圧乾固後，レセルピン処理細胞抽出物はＯ５ｍｌのクロロホ
ルムに，ＤＭＡＲ抽出物はＯ５ｍｌのメタノールに再溶解し’その５’１を高速液体クロマトグラフィー（ＨPLC）
に付した．なお‘上記抽出法によりレセルピソとＤＭＡＲの回収率はほぼ100％であった．
ＨPLCの装趨及び条件装極：日立HPLC638-30,検出器：日立635-MLCdetector,波長：レセルピンに

ついては２７０，ｍ,ＤＭＡＲについては２３０，ｍ，カラム：東洋曹達TSKgeISilica-150(粒子径ｓ似、，カラムサイ
ズ4.6×250ｍｍ),移動相：レセルピソについてはヘキサソ：エタノール：酢酸：トリエチルアミソ(７：３：0.05：
0.03)，ＤＭＡＲについてはヘキサン：エタノール：酢酸：トリエチルアミン(２：８:0.05.0.04),流速：ＬＯｍｌ/ｍin，
記録計：SicintelligcntintcgratorModel7000Ａ．以上の測定条件において，レセルピンあるいは、ＭＡＲのピ
ークは注入後それぞれ約６分で現われ，ピーク高の比により，あらかじめ作成しておいたそれぞれの検量線によ
り定量した．

細胞膜調製法前報８０)の方法に従って調製し，細胞膜のマーカー酵素としての(Ｎａ〒-Ｋ+)ATPaseの比活性
が約１０倍のものを実験に用いた．

ATPaSe活性の測定Mocrosらいの方法に準じた前報3D)の記述に従い，（Ｎａ十一Ｋ+)ATPase,Mg2+ATPase，
Ｃａ2十ATPase,(Ca2十一Ｍ92りATPase活性を測定した．

蟹白風の測定ウシ血清アノレプミソを対照としてLowry法`)に従い測定した．
粗Microtubule重合度の測定細胞をq01MMgCl2含有0.01Ｍリン酸緩衝液(ＰＭ緩衝液：ｐＨ6.5)に浮

遊させ，テフロン球のPotter-Elvbjem型ホモジナイザーを用いてホモジナイズしたのち,４°Ｃで100000,にて
１時間遠心し，得られた上清を０．１，ＭＧＴＰ含有ＰＭ緩衝液にて0.16ｍｇ蛋白/ｍＩに調整しこれを樋micro‐
tubule溶液とした．この５ｍlにＶＢＬあるいは各aIkaIoidを加え，３７°Ｃにて経時的にOstwald型粘度計を
用いて溶液の比粘度(wsp)を求めた．

細胞内Microtubule結合ＶＢＬの測定ウシ胎仔血清１０％含有ＭＥＭ中細胞（2.5x107ceIIs/5ｍl）を各
aIkaloid存在，非存在下，aH-VBLO1皿Ci及び非放射性ＶＢＬ１ｘ１０－７Ｍと共に３７°Ｃにて１時間培養後，冷却
遠心により細胞を集め，冷ＰＢＳで３回洗浄後ｐＰＭ緩衝液７ｍlを加えてホモジナイズした．このホモジネート
のうち５０浬IをProtosol⑥１ｍIにて可溶化し,細胞内ＶＢＬ量の測定に用い，残りを４°Ｃにて10000091時間
遠心し，得られた上清をあらかじめＰＭ緩衝液にて平衡としたDEABCelIulose炉紙(WhatmannDE81）にの
せ．自然炉過によりmicrotubuIeを吸着後，冷ＰＭ緩衝液にて洗浄，乾燥後，トルエンシンチレーター中放射活
性を測定した．
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結果’

1．ＶＢＬの細;鋲闇殖抑制作用に及ぼすRauwolIiaAlkaloidsの影響

Tablelは．ＡＨ６６細胞を６種のRauwolfiaalkaIoids存在下，ＶＢＬと３０分間接触させた後，２日間培養後
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TABLEILCombinedGrowthInhibitoryE碇ctof

VBLwithRauwoIIiaAIkaloidsiｎＡＨ６６ＣｅｌＩｓ 

ＴｒｅａｔｅｄｆｂｒＴｗｏＤａｙｓ 

TABLELCombinedGrowthlnhibitoryEfYbctof 

VBLwithRauwol6aAIkaloidsinAH66CeIls 

Treatedfbr30min 

ＩＣ５ｏｏｆ 
ＶＢＬ 

（M） 

Concen-

tration 
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ＩＣｏｏｏｆ 
ＶＢＬ 

（M） 
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tration 

（M） 
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３×10-6 

３×10-6 

３×１０－６ 

３×10-6 

１×１０－４ 

１×１０－４ ＤＭＡＲ 

Ｙｏｈｉｍｂｉｎｅ ｑ）IncにaseincyqotoxicityascomparedtothelC5owith-
outeachRauwoIfiaalkaloid． 

α）IncreaseincytotoxicityascompIlredtDthelC3o 
withoutcachRauwol6aalkaIoid． 

のＶＢＬの５０％増殖抑制濃度（IC`o)を比較して示

したものである．レセルピンを始め，レシナミン，

シロシソゴピソ，アジマリンは，３×10-6ＭでＶＢＬ

の増殖抑制作用をそれぞれ約2-3倍に増強したが，

ＤＭＡＲ，ヨヒソビソでは，１×10-4ＭにてもＶＢＬの

作用には何ら影響を及ぼさなかった．Ｔａｂｌｅｌｌは，

各alkaIoidとＶＢＬ共存下細胞を２日間培養した時

の結果である．この併用条件i二おいては，全ての

alkaIoidsが３０分処理の際よりも低い濃度でＶＢＬ

の作用を相乗的に高めることが明らかとなった．な

お，0.5％ＤＭＳＯ及び各RauwoI6aalkaoidは,そ

のもの単独では細胞の増殖には何ら影欝を示さなか

った．

以上より，全てのRauwolliaalkaloidsはＶＢＬ増

感作用を示すが，レセルピン，レシナミン，シロシ

ンゴピン，アジマリソ等の１群とＤＭＡＲ，ヨヒソ

ピソとの間にはその作用様式の違いが示唆された．

２．ＶＢＬの細胞内取り込みにおよぼすRauwollia

Alkaloidsの影響
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Fig.１．EfYectofRauwolliaaIkaloidsonthe 
lntracellularUptakeofVBLinAH66CcIls 

Thecellswercincuba《ｅｄｗｉ８ｈｌ,小･〈ｌＯ－７Ｍｏ「ＶＢＬ
ａｎｄｌ八IO-5Mofeachalkaloidfbr30min，Eachbar

reprcsents【ｈｅｍｅａｎ士Ｓ､Ｅ・oTtriplicatcde[crminalions．

各alkaloidlX10-`ＭとＶＢＬＬ１ｘ１０－７Ｍ共存下３０分間の細胞内ＶＢＬ量を示したのがFig.１である．レセ
ルピン，レシナミン，シロシンゴピン等，３０分処理にても強いＶＢＬ増感作用をもたらした薬物は，いずれも
VBLの取り込みを４倍以上に高めたが，若干作用の弱かったアジマリソによるＶＢＬ取り込ふ増加は３倍程度に
とどまった．一方，３０分処理にては何らＶＢＬと併用効果を示さなかったＤＭＡＲやヨヒソビンについても２倍
程度のＶＢＬ取り込糸冗進作用を示した．さらに，ＤＭＡＲについてはＦｉｇ．２Ａに示すように接触漉度を
1×10-4Ｍと上げることにより，細胞内ＶＢＬ取り込み量もさらに増加した．なお，０．５％ＤＭＳＯはＶＢＬの細

胞内取り込みには明らかな影響を及ぼさなかった．

そこで，ＶＢＬとの併用効果において作用様式に違いが示唆された薬物群より，レセルピソとＤＭＡＲを選び，
その機作を明らかにすべ<以下の実験を行った．
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」

３．レセルピンと、ＭＡＲの細胞内取り込み凪

レセルピソあるいはＤＭＡＲのそれぞれ単独，及びＶＢＬ共存下３０分間のＡＨ６６細胞内取り込み量を示した
のがTabIelIIである．レセルピソは細胞外液濃度に依存して細胞内取り込み量は増加した．また１xlO~ＤＭの
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TABLEIILUptakeofReserpineandDMＡＲｉｎＡＨ６６Ｃｅｌｌｓｆｂｒ３０ｍｉｎａｎｄｌｎＨｕｅnｃｅｏｆＶＢＬ 

IntracelIularalkaloid（x10-lomoI/l06ceIIs） 
ｗｉｔｈＶＢＬ Concentration 

（M） 
AIkaIoids Alkaloidalone 

10-5Ｍ １０－６Ｍ 

0.32±0.03 

128±0．３１ 

0.32±0.01 

1.26±０．２２ 
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ＴｈｅｃｃⅡＳＷＣ『cincuba[edwitbindicatedconcentrationsｏｆＲａｕｗｏｌｊｉａａｌｋａＩｏｉｄｌｂｒ３０ｍｉｎintheabsenccorprcsencco『indicaにd
concentrakiono｢ＶＢＬ，EachwlIucisthemean±Ｓ､Ｅ・ortriplicatcdetcrminations．

ＴＡＢＬＥＩＶ、ElfectofRcserpineandDMARonATPaseActivitiesofAH66CellPIasmaMembrane

Concen･ 

tration 

（M） 

(Ca野-Ｍ92+)‐
ＡＴＰａｓｅ 

Ｃａ２Ｌ 

ＡＴＰａｓｅ 
Ｍｇ２Ｌ 
ＡＴＰａｓｅ 

(Naf-K+)‐ 
ＡＴＰａｓｅ Ageｎｔ 
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９６．４±１．６９０．４±1.8｡） 
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93.1±１．７α） 

91.7±2.3 

93.2±2.4 

96.7±2.3 

91.1±２．４｡） 

０５％DMSO 

Reserpine １×10-5 

３×10-5 

lｘ１０－ｎ 

ｌｘ１０－４ 

、ＭＡＲ

ComTolvalucslbr（Ｎａ十一Ｋ+）ATPasc，Mg2＋ATPase,Ｃａ2＋ＡＴＰａｓｅａｎｄ（Ｃａ2+-ＭＢ２+）ＡＴＰａｓｃ舵花12.20±0.59,11.68士0.8Z，

15.98±2.44ａｎｄ1.61±0.441`molPi/mgprotcin/ｈにspcc上ively.、Eachvalucislhcmean±Ｓ,Ｅ・ortripIicaIedeterminations．
□）〃＜0.05V2両uｨsnon-tTcatedcontroI．ｂ）ｐ＜0.05u'eFFHsO､5％ＤＭＳＯ．

接触濃度で両alkaloidsの細胞内取り込み戯を比較すると，レセルピンに比してＤＭＡＲは約３倍多く取り込ま

れることが明らかとなった．一方，両aIkaIoidsの細胞内取り込みに対してVBL1x10-6-10-0Mは何ら相互作

用を示さなかった．

４．細胞膜ATPaSe活性に及ぼすレセルピン，ＤＭＡＲ及びＶＢＬの影蓉

ＡＨ６６細胞膜の（Ｎａ十一Ｋ+)ATPase，Mg2＋ATPase,Ｃａ2＋ATPase,(Ca歩-Ｍ92+）ATPase活性はそれぞれ，

12.20±0.59,11.68±0.82,15.98±2.44＃molPi/ｍｇ蛋白/ｈであった．これらのATPaseに対してレセルピンは

lx10~`Ｍ以上で(Ｎａ十一Ｋ+)ATPaseには影縛せず，Mg2＋ATPase及びＣａ2＋ATPase活性を抑制した．（Ca2+－

Ｍ92+）ATPase活性は0.5％ＤＭＳＯで強く抑制されたが，レセルピンでは回復傾向を示した．、ＭＡＲは

lx10-`Ｍで(Ｎａ+-Ｋ+)ATPascを除く全てのATPase活性を抑制した(TablelV)．

５．VBL,レセルピン及びＤＭＡＲの粗Microtubuleに対する作用

ＡＨ６６細胞をレセルピンあるいはＤＭＡＲの共存あるいは非共存下，ＶＢＬＬ１ｘ１０－７Ｍにて１時間処理した後

の細胞内ＶＢＬ量と粗microtubuIe画分へのＶＢＬ結合量を示したのがＦｉｇ．２である．ＶＢＬ単独処理での粗

microtubule画分へのＶＢＬ結合率は，細胞内ＶＢＬ量の約1.5％であった．一方，レセルピンやＤＭＡＲの併

用により細胞内ＶＢＬはそれぞれ増加するが，それに応じて粗microtubuleへのＶＢＬの結合Ｈ１も増加し，両

RauwolfiaalkaloidsはＶＢＬのmicrotubuleへの結合率を変化させることばなかった．次いで，これらの薬物の

microtubuIe再構成(重合)への影響を検討したのがFig.３である．薬物無添加の粗microtubule溶液の重合度

は約１２分でｐｃａｋに達し．溶液の比粘度(j9sp）は最大となるが，ＶＢＬは濃度依存的に粘度の上昇を抑制した．

また，レセルピソも同様にmicrotubule溶液の粘度上昇を抑制し，再構成阻害作用を示し，ＶＢＬとの併用におい

ても相加的ではあるが，microtubuIe再構成を抑制した．しかし，ＤＭＡＲは，１×10~４Ｍにても．あるいはＶＢＬ

との併用にても粗microtubuIe溶液の比粘度を変化させることばなかった．
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考察

Rauwolnaalkaloidsの制癌増強作用に関しては，

著者らは，レセルピソがマウス白血病L1210pや各

種のラット腹水肝癌2)について報告しているが，他

のalkaIoidsについては，レシナミソの大趨:がアル

キル化型制癌剤l-chloropropyl-2-chloromethyI

piperidineのL1210担癌マウスに対する治療効果

を高めることが知られているにすぎない.'＠)本報で

は，ラット腹水肝癌ＡＨ６６細胞に対するＶＢＬの増

殖抑制作用に及ぼす６種のRauwol6aalkaIoidsの

影響を検討したところ，３０分間の短時間処理では，

レセルピン，レシナミン，シロシンゴピソ，アジマ

リンが．ＶＢＬの細胞増殖作用を相乗的に高めたが，

ＤＭＡＲ，ヨヒソピンは併用効果を示さなかった．し

かし，これらのalkaIoidsとＶＢＬを２日間共存さ

せたところ，ＤＭＡＲやヨヒンビソもＶＢＬ増感作

用を示した．前報で著者らは．レセルビンのＶＢＬ

増感作用と細胞内ＶＢＬ蓄積作用が良い相関を示し，

これカルセルピソの併用機作の１つであることを示

した.`)そこでこれらのalkaloidsの細胞内ＶＢＬ取

§、N、§
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触した場合ＤＭＡＲがレセルピンより高い細胞内濃度を示すこと等より，、ＭＡＲの細胞内ＶＢＬ蓄積機序は

ATPase活性抑制作用より十分説明できる．

さて，RauwoIfiaaIkaIoidsによるＶＢＬ増感作用に論点をもどすと，Rauwol6aalkaIoidsはいずれも細胞内

ＶＢＬ濃度を高めることより，長時間処理によりＶＢＬの効果が強く表れることは理解できる．しかし,レセルヒ

ソを始めとする４種のalkaIoidsは３０分の処理によってもＶＢＬの効果を高めた．ＶＢＬの主たる制癌機作は．

microtubuIeに結合しその重合を阻止することにより有糸分裂を阻害することによることはよく知られた事実で

ある.6）そこで，RauwoI6aaIkaloidsのmicrotubuleに対する影響に興味が持たれた．レセルピン，ＤＭＡＲと

もＶＢＬの細胞内microtubuleへの結合には影響しなかった．しかしレセルピソ自身にもmicrotubule重合抑制

作用が報告されており,7）本実験においても，レセルピン５×10~`Ｍは対照に比してmicrotubuleの重合による

比粘度を約１/３に抑制し，ＶＢＬとの併用においても相加的にmicrotubuIeの重合を抑制した．しかし，ＤＭＡＲ

には全くそのような作用はなかった．一方，レセルピン３×10-6ＭはＶＢＬの効果を２．５倍に(TableI),ZxlO-6

Mでは約７０倍に高める鋤が，それぞれ単独では細胞増殖には影響を示さない．ところが，細胞容積よりレセル

ピソの細胞内濃度を換算すると細胞外液濃度の約６．５倍に達することが示されている.3D)すなわち，細胞内でレ

セルピソがmicrotubuIeと接する濃度は極めて高いことが予想され，ＶＢＬの作用と併せて短時間の接触にても

細胞機能に強力なｄａｍａｇｅを与えることができるものと考えられる．

以上より，Rauwolfiaalkaloidsはすべて細胞内ＶＢＬ蓄積をもたらすが，aIkaloidsのうちのある種のものは，

細胞microtubuleに対してＶＢＬと協力的に作用することが明らかとなった．したがって，Rauwol6aalkaloids

は作用機序の違いに基づき処理計画を選択することにより，ＶＢＬの細胞増殖抑制効果を相乗的に高めることが

できることを示した．
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