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ラット腹水肝癌ＡＨ６６細胞におけるビンブラスチンの膜透過機序の検討
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TheinflucnccofCa2十antagonistsandmetabolicinhibitorsonthemembranetrans‐

portofvinblastine(VBL)inratascitesbepatomaAH66cellswasinvestigated・suchCa2f
antagonistsasrutheniumre。(ＲＲ)andlanthanumchIoride（La）ｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｕｐｔａｋｅｏｆ
ＶＢＬｂｕｔｄｉｄｎotinHuencetbeintracellularreteｎｔｉｏｎｏｆＶＢＬ，Incontrast，verapamil 
markedlyincreasedtheuｐｔａｋｅａｎｄｄｃｃｒｃａｓｅｄｔｈｅｅｍｕｘｏｆＶＢＬ・SinceAH66ceIlsarc
notexcitablecclls,itwasconsideredthatverapamilwhｉｃｈｉｓａＣａ２＋channelantagonist 
showedadilYbrentactionfromotherCa2＋antagomsts、Iodoaceticacidincreasedthe
uptakeofVBLandsuppresscdtheextrusionofVBLbutdinitrophenolandouabaindid 
notinnuencetheintraccllularcontentofVBLintheglucoserichmediumOntheother 
hand,RRandLaspeci6caIIyinhibitedtheactivityof(Ca2十一Ｍ92+)ATPasc、Ouabainalso
speci6callyinhibiteｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ(Ｎａ十一Ｋ+)ATPase・Iodoaceticacidsupprcssedthe
activitiesofATPaseexcept(Ｎａ+-Ｋ+)ATPase 

Thercfbre，ｉｎｔｈｅｉｎｆｌｕｘｏｆＶＢＬ，thepresenceofCa2＋ｏｎｔｈｅｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅｏｒ 
ｉｎｔｈｅｃｅｌｌseemedtobenecessary・Moreover，ｉｔｗａｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔＶＢＬｗａｓｎｏｔｅｘ‐
trudcdbyneither(ＮａﾏｰＫ十)ATPascnor(Ca群-Ｍ92卜)ATPaseinthepIasmamembrancand
adifYbrentactivetransportsysteｍｍｉｇｈｔｂｅｃｏｎｃｃｒｎｅｄｗｉｔｈｔｈｃｃｍｕｘｏｆＶＢＬ． 

KeywoIPds-vinblastine；Ｃａ2＋antagonist；meIabolicinhibitor；membranetrans‐ 
port；ATPase；ＡＨ６６ｃｅＩＩ 

癌細胞の制癌剤耐性機序に関する報告は多い.'１また近年，vincristine(VCR)耐性の程度は細胞内流入速度と
流出速度の差によって説明できるとする報告幻がゑられる．著者らもまた，vinbIastine(VBL)低感受性のラット
腹水肝癌細胞内のＶＢＬ濃度は，感受性細胞に比して極めて低いこと，低感受性の細胞程細胞膜adenosinetri‐
phosphatase(ATPase)活性が高く，RauwolIiaalkaIoidsは，これらの酵素活性を抑制することによりＶＢＬの
細胞外流出を阻止し細胞内ＶＢＬ濃度を上昇させ，細胞のＶＢＬ感受性を高めることを報告してきた.3）一方，
Tsuruoら４)は，各種のＣａ2＋拮抗薬あるいはカルモジュリソ阻害剤がＶＣＲ耐性細胞からのＶＣＲ流出を抑制

することによりＶＣＲ感受性を高めることを報告している．しかしながら，VincaaIkaIoidsの細胞内流入機構及
び流出機構についてはなお検討の必要性がある．

そこで今回ほ，ラット腹水肝癌細胞のうちＶＢＬに対して最も感受性の低いＡＨ６６細胞を用い,各種のＣａ2＋
拮抗薬及びエネルギー代謝阻害剤のＶＢＬの細胞内流入及び細胞外流出に及ぼす影響を検討した．

実験の部

実験材料

癌細胞ラット腹水肝癌ＡＨ６６細胞をドンリュー系６週齢雌性ラット（静岡実験動物艘業協同組合）の腹腔
内に１週間毎に移植して継代維持した．実験には，細胞移植後１週間の細胞を用いた．Ｉ 
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使用薬物硫酸ビソプラスチン(ＶＢＬ:塩野義製薬),ｓＨ－ＶＢＬ(９９Ｃｉ/ｍｍｏｌ,Amersham),レセルピソ(Sigma)．
ベラパミル(エーザイ),塩化ランタン（Laハルテニウムレッド（ＲＲ),2,4-ジニトロフェノール(ＤＮＰ)，ヨード酢
酸(和光純薬)，ウワパイソ（Mcrck)，adenosinetriphosphatedisodiumsalt(ATP･ZＮａ：半井化学)，その他の試，
薬は和光純薬特級品を用いた．なお，レセルピンは水に不溶のため，dimethylSuIfbXide（、MSO）に溶解し，実’
験には，最終ＤＭＳＯ濃度が0.5％以下となるように加え，0.5％ＤＭＳＯを対照としておいた．
実験方法

細胞内ＶＢＬ取り込み量の測定Hepes緩衝液(ｐＨ7.4)（lmMCaCI2,l35mMNaCl,５９ｍＭＫＣ1,1ユｍＭ
ＭｇＣｌ2,5.8mMjV-2-ヒドロキシエチルピペラジン･ﾉV-2-エタソスルホン酸Ⅲ条件によってはｌｍＭＣａＣＩ２を除く）
あるいはウシ胎仔血清(京都微研)１０％含有Eagle，sminimumessentialmedium(ＭＥＭ：日水製薬)(ｐＨ7.4)中
に癌細胞（sx105ceⅡs/ｍｌ）を懸濁させ，３７°Ｃにて１０分間前培養後，薬物存在下あるいは非存在下Ｏ叩Ci3H
VBLと非放射性ＶＢＬ１ｘ１０~ｱＭを加え，３７°Ｃにて培養した．培養後，細胞浮遊液１ｍIを１検体として冷リン
酸緩衝液(ｐＨ7.4)にて洗浄し，Protosol⑥(NewEnglandNuclear）１ｍIにて溶解しトルエンシンチレーター
(polyphenylencoxide4g,L4-bis-2(s-phenyloxazoyl)benzeneO､１９，トルエン１１)中放射活性を液体シンチレー
ショソカウソター(BcckmanLS-Z30)により測定した．

細胞内ＶＢＬ残存量の測定前述のごとくaH-VBLを３０分間取り込ませ，細胞を洗浄後，それぞれの溶液
中薬物存在下あるいは非存在下３７°Ｃにて培養後，放射活性を測定した．
細胞膜調製法前報３，)の記述に従い，（Ｎａ十一Ｋ+)ATPase,Mg2÷ATPase,(Ｃａ2+-Ｍ８２+)ATPase,Ｃａ群ATPase

活性を測定した．

蛋白鼠の測定ウシ血清アルブミンを対照としてLowry法`)に従い定戯した．

結果及び考察

１．Ｃａ2＋拮抗薬のＶＢＬ細胞内取り込み及び細胞外流出に及ぼす影騨
ラット腹水肝癌細胞でのＶＢＬ細胞内流入は極めて早く，細胞内ＶＢＬ濃度が直線的に増加する初期流入期は

わずか１５秒であり，以後細胞外流出機構が働き出すとみられ，流入速度は徐狩に遅くなり，３０分後には細胞内
濃度はplateauとなる.8゜）したがって流入期の承を分離して観察するのは極めて困難である．本実験では，ＶＢＬ
の細胞内取り込み量と残存趣に及ぼす各種の薬物の影響を検討することによりＶＢＬの細胞膜透過機序を考察し
たい．

Fig.１は，Ｃａ野非存在下(Ａ),Ｃａ2＋１，Ｍ存在下（B)３０分間のＡＨ６６細胞内ＶＢＬ取り込み鉦に対するＬａ，
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Fig.１．EfTectofCalciumAntagonistsonthelntracellularUptakcofVBLintheAbsence(Ａ） 
andPresence(B)ofCa2＋inAH66Cells 

TheccllswcTcincubatedwithl･ｌｘ１０－７ＭｏｒＶＢＬｌｂｒ３０ｍｉｎｉｎｔｈｃａｂｓｃｎｃｃｏＴｐｒｃｓｅｍｃｅｏｆｌｘ１０－ｏＭof 
ruthcniumTcd(ＲＲ),ｌ､<１０－８Ｍ｡｢lanthanumchIoride(La)and/ｏｒｌソlO-sMofverapamil，Eachbarrep｢ｅｓｅｍｓ
ｔｈｅｍｅａｎ±ＳＥ・oTtripIicatedeteTminations．
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ＲＲ，ベラパミルの影響を示したものである．ＶＢＬ

の取り込みは，Ｃａ2＋の添加により若干促進された．

また，ペラパミルはＣａ2傘の存在にかかわらずＶＢＬ

の細胞内取り込象避を増加させ，その程度はＣａ2＋

存在下の方が大きかった．一方，ＬａやＲＲはＶＢＬ

の細胞内取り込糸を明らかに抑制した．特に，Ｃａ群

非存在下のＬａの作用は著しかった．次いで，Ｌａ、

ＲＲのＶＢＬ細胞外流出に及ぼす影響を検討した結

果がFig.２であるが，いずれもＶＢＬの細胞外流出

には何ら影響を及ぼすことはなかった．

ＬａやＲＲは，細胞膜に結合し,あるいは膜上で

Ca汁の結合を妨げることにより，Ｃａ2千の細胞内流

入を阻害することが知られている.`)本実験におい

て，細胞外液中へのＣａ2＋の添加によりＶＢＬの細

胞内取り込承鉦が増加し，これらのＣａ2＋拮抗薬で

取り込柔が抑制されたことより，ＶＢＬの細胞内流
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ＬａやＲＲは，細胞膜に結合し,あるいは膜上で０１０２０
１ncubationtime（ｎ１ｉｎ） 

Ca汁の結合を妨げることにより，Ｃａ2千の細胞内流

入を阻害することが知られている.`)本実験におい Ｆｉｇ．２．ElYCctofCalciumAntagonistsonthｅ 
ＥｌＨｕｘｏｆＶＢＬｉｎＡＨ６６Ｃｅｌｌｓ 

て，細胞外液中へのＣａ2＋の添加によりＶＢＬの細
Thccellswcreloadedwithl､小：１０－７Ｍｏ「ＶＢＬｆｂＴ

胞内取り込j9L鉦が増加し，これらのＣａ2＋拮抗薬で３０ｍin,washcdoutcxlraccIlularVBLandincub風【ed
inKhcabsence（○）ｏｒｐにｓｃｎｃｅｏｒ１ｘｌＯ－ｏＭｏ「「u‐

取り込柔が抑制されたことより,ＶＢＬの細胞内流thcniumrcd〔△)，Ｉ、IO-8Moflanlhanumchloridc
入にはＣａ2＋が何らかの役割を果たしていることが（●)｡『ｌ／10-`Morvcrapamil(ｎ．

伺える．一方，ＬａやＲＲは，Ｃａ群の細胞外流出

抑制作用をも有するが，これは細胞膜(Ca汁-Ｍ924)ATPase活性を特異的に抑制することによるとされている.？）

しかしながら，ＶＢＬの細胞外流出は，これらの薬物では何ら影響を受けないことより，ＶＢＬの細胞外流出につ

いては別の機序を考えなければならない．ベラパミルは，興密膜のＣａ群チャンネル阻害剤であるが，本実験で

用いたＡＨ６６細胞のような非興密膜を有する細胞ではその作用は他のＣａz+拮抗薬と異なり，ＶＢＬの細胞外流

出を阻害することにより細胞内ＶＢＬ蓄積作用を示した．Tsuruoら`）もＶＣＲ耐性マウス白血病細胞Ｐ388を

用いた実験でペラパミルの細胞内ＶＣＲ蓄積作用を報告しており，その機作としては，細胞内カルモジュリソ関

連酵素活性阻害に基づくＶＣＲの細胞外流出抑制によるものとしている．

２．エネルギー代謝阻害剤のＶＢＬ細胞内取り込み及び細胞外流出に及ぼす影響

Fig.３は，ＶＢＬの３０分間の細胞内取り込象燈（Ａ）とＶＢＬ洗浄除去後３０分間の細胞内残存ＶＢＬ量（B）
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Ｆｉ９．３．EflbctofMetaboliclnhibitorsontheIntracelluIarUptake（Ａ）andRetention（Ｂ）ｏｆ 
ＶＢＬｉｎＡＨ６６ＣｅＩｌｓ 

（Ａ）ThcccIlswcにincubatcdwithl小ＵＯ－７ＭｏｒＶＢＬＩｂＴ３ＯｍｉｎｉｎｔｈｅａｂｓｃnceorprcscnccorルIO-oMof
dinitrophenol(ＤＮＰ),iodoaccticacid(ＩＡＡ)oTouabain(OuaL（B）ＴｈｅｃｃｌｌｓｗｃにIoadcdwithl､ＩｘｌＯ－７Ｍｏｆ
ＶＢＬｆｂｒ３０ｍｉｎ，群ashcdandincubatcdwithorwithoutcachiTlhibitorfbr3Omin･EachbarrcpTesenlsthe
mean±Ｓ・ＥＣ「triplicatcddcKerminations．

α）ｐ＜OO5IIemlJnon-t｢eatedcon[『Ｃｌ．
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TABLELEfTectofMetaboliclnhibitorsandCaIciumAntagonists 
onATPaseActMtiesofAH66CellP1asmaMembrane 

Ｃonceか

tration 

（ｍＭ） 

(Ｃａ野-Ｍ92+)．
ＡＴＰａｓｅ 

Ｃａ2+‐ 
ＡＴＰａｓｅ 

Ｍｇ２ｈ 
ＡＴＰａｓｃ 

(Ｎａ十一Ｋ+)‐
ＡＴＰａｓｅ Agents 

（％ofcontrol） 
100.1±4.8100.3±２．９ 

９０．３±0.3α） ９２－４±7.1 

80.0±２．８｡）７２．１±3.0Q） 

102.0±0.1９５．５±1.2 

100.0±0１106.0±１．９ 

98.5土1.2

92.4±２．３α） 

214±3.1,） 

０ 

０ 

５１．２±0.1｡） 

106.9±0.7 

94.0±１．７｡） 

９５．７±５．７ 

８３．６±１．５｡） 

0.1 

0.1 

10 

10 

0.1 

Ouabain 

lodoaceticacid 

LaCl3 

Rutbeniumrcd 

ComTolvalues化｢（Ｎａ十一Ｋ+）ATPasc，Mg2＋ATPase,Ｃａ2＋ＡＴＰａｓｅａｎｄ（Ｃａ2+-ＭＢ窓+）ＡＴＰａｓｅｗｃｒｅｌＺ､20土059,11.68±0.82,
15.98士2.44ａｎｄ1.61士0.44/ｌｍｏｌＰｉ/mgprotein/h,respectively、EachvaIucisthemealm±Ｓ､Ｅ・oftTiplica8cdetcTminaUions、
４J）ｐ＜ｑＯ５ｖＰ応lJscontrol．

を示したものである．ＤＮＰやウワパインはＶＢＬの細胞内取り込み，及び残存鼠には何ら影響を認めることは
できなかったが．ヨード酢酸は約２倍にＶＢＬの取り込み壁を増加させるとともに，ＶＢＬの細胞外流出を抑制し
た．なお，本実験条件は，十分量のグルコースを含む培養液中のものであり，グルコース等のエネルギー源を除
去したHeppes液中では，ＤＮＰは．ＶＢＬの細胞外流出を抑制し，細胞内ＶＢＬ量を増加させることは報告済柔
である.3｡）

３．細胞膜ATPase活性に及ぼす薬物の影響

ウワパイソ。ヨード酢酸，Ｌａ及びＲＲのＡＨ６６細胞膜の各ATPascに対する作用を各酵素の対照に対する活
性比(％）で示したのがＴａｂｌｅｌである．ウワパイソは(Ｎａ十一Ｋ+)ATPaseの特異的阻害剤としてよく知られて
いるが．１×10-4Ｍで(Ｎａ十一Ｋ十)ATPaseを５０％程度に抑制し，他の酵素には何ら影響を及ぼさなかった．また，
ＬａやＲＲは，他研究者が赤血球膜等で報告しているように,7)（Ca野-Ｍg計）ATPasc活性をほぼ特異的に抑制
した．ＶＢＬの細胞外流出抑制作用を示したヨード酢酸は，（Ｎａ十一Ｋ+）ATPaseを除くすべてのATPase活性を
抑制した．特に，（Ca深-Ｍ92+)ATPase活性抑制作用が強いようであった．
以上の結果より，ＡＨ６６細胞におけるＶＢＬの細胞内流入には，Ｃａ2＋での促進が示唆され，ＬａやＲＲでそれ
が抑制されることより，細胞膜上でのＣａ2＋の結合による膜流動性の変化，あるいは，細胞内Ｃａ２ｆ濃度の上昇
が，ＶＢＬの細胞内流入に関与していることが示唆された．一方，ＬａやＲＲは特異的に細胞膜（Ca2十一Ｍ92+)‐
ATPase活性を抑制するため，本酵素の関与も考えられるが，エネルギー産生抑制状態では細胞内ＶＢＬ濃度が
上昇すること，レセルピンの溶媒である、ＭＳＯが(Ca2l-Mg2f)ATPaseを強く抑制するにもかかわらず，レセ
ルピソは細胞内ＶＢＬ濃度を高めること,鋤》ヨード酢酸も同様に(cae+-Ｍ92+)ATPase活性抑制作用を有するに
もかかわらずＶＢＬ取り込み鑓を増加させる等の知見よりエネルギー依存的な、強いては(Ca2十一Ｍ92÷)ATPase
のＶＢＬ流入への関与は否定されると考えられる．さらに，ＬａやＲＲはＶＢＬの細胞外流、出には影響しないこと
より，細胞外流出への（Ca2+-Ｍ92十）ATPaseの関与も否定される．また，（Ｎａ+-Ｋ+）ATPaseもウワパイソが
ＶＢＬ細胞外流出に影瀞しなかったことより除くことができる．一方，前報においてRauwol6aalkaIoids3b'．)が，
本実験においてもヨード酢酸が，ＶＢＬの細胞外流出を抑制するとともに，いずれも（Ｎａ十一Ｋ+）ATPase以外の
ATPase活性を抑制することを示した．さらに，著者らは，ラット腹水肝癌細胞のうち，ＶＢＬに低感受性の細胞
程細胞膜Mg2＋ATPase活性が高く，ＶＢＬの細胞内取り込み鑓が低く，細胞外汲み出し能が高いことを示して
いる.３Ｄ）したがって，ＶＢＬの細胞外流出には，細胞膜ATPase,中でもMg2÷ATPaseが関与する可能性が示唆
される．
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