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緒 言

癌細胞は,そ の個体の代謝調節に影響されること

なしに無限に増殖する.こ の直接的な主要な原因と

して,代 謝調節に応答する機構に変化または欠損が

あるためと答えられるが,同 時に細胞内での代謝調

節機構の特異性に依存する所も大きいと考えられる

1) 2).この代謝特性については,古 くからクラビ トリー

効果 として知られてきたが3), 4),モ ー リスの最小偏奇

癌の発見5), 6)以来忘れ去 られているのが現状である.

しか しながら,癌 細胞の悪性度の高いものではクラ

ビトリー効果の活性が著 しく高 く,こ の性質に関す

る研究は現在の細胞表面受容体に関する研究と共に,

癌細胞の特性究明のためには忘れてならないものと

いえる.

これと関連 して,た とえば最近のS. J. Singerら7)

の研究によれば,温 度感受性変異株のラウス･ザ ル

コーマ ・ビールス(Rous Sarcoma VirusLA23)に

より感染したラッ ト腎細胞は33℃ で形質転換 し,細

胞骨格系や細胞形態 をはじめ, DNPや オ リゴマイ

シン感受性の嫌気的解糖に特性が示され, 39℃ では

正常な細胞形態と代謝を営む.し かも, 33℃ におい

ても蛋白合成阻害剤存在下には,こ の形質転換の性

質が全 く示されない といわれている.こ れらのこと

は Rous Sarcoma Virusのsrc geneが, Pleiotypic

 enzyme modification反 応 で2つ 以上の形質の発現

に関与している可能性 を示唆 している.す なわち,

形質転換の遺伝子による合成蛋白が細胞表面や細胞

骨格系 と同時にエネルギ一代謝系での修飾を誘導し,

癌細胞 としての特性 を形づ くっていると考えられる.

このような研究から考えれば,癌 細胞での高い内在

呼吸自体も形質転換にとってかなリ重大な変化であ

ると考えられる.

以上のような知見に立脚して,癌 細胞内在呼吸の

解析を行ない,そ れがすでに明らかにされているよ

うに細胞内アデニンヌクレオタイドによって活性度

が調節されていること4)を再確認し,そ の糖代謝に

共役して著しい細胞膜電位変化が示されることを明

らかにした.ま た,そ の時細胞膜電位測定のために

使用されているシアニン系色素により,そ の微量で

著しく阻害されることも明 らかにした.本 研究では,

特 にEhrlich腹 水癌細胞を使用 し,糖 代謝に伴う膜

電位変化の機構及びこの測定試薬による内在呼吸の

強い阻害機構について解析を行ない,さ らに,シ ア

ニン系色素によるEhrlich担 癌マウス腹水中におけ

るin vivoで この試薬の作用並びに延命効果につい

ても検討 し,得 られた結果について報告する.

実験材料および方法

供試材料には,主 としてEhrlich腹 水癌細胞(以

下EATCと 略す)の 移植後7～9日 目の細胞 を使用

したが,必 要に応 じてRous Sarcoma細 胞,モ ルモ

ット多核白血球,ラ ット脾臟細胞, Dodgeら8)の 方

法によって調整された人赤血球細胞のゴースト, Hoge

boomら9)の 方法によって分離されたラット肝 ミトコ

ン ドリアを使用した.
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方 法:

細 胞 及 び ミ ト コン ド リア の 酸 素 消 費 は,ク ラ ー ク

型 酸 素 電 極(Yellow Spri㎎ Instrument Co.)に ょ

溶 存 酸 素 の 減 少 か ら測 定 し た.細 胞 膜 電 位 変 化 の 測

定 はHoffmanら10)の 法 方 に 従 っ た.す な わ ち,シ ア

ニ ン系 色 素 の 一 種, 3, 3'-dipropyl-2, 2'thiodicarbocy-

anine iodide(0.3μM),を 細 胞 懸濁 液(5.0×105cells/

ml)に 添 加 し,島 津 製 作 螢 光 分光 光 度 計(RF-510)型

に よ り622㎜ で励 起 し,670㎜ の 螢 光 弓鍍 変 化 の 測

定 よ り求 め た11).ま た,膜ATRase活 性 は 高橋 の方

法12)に よ り遊 離 す る無 機 リン酸 量 か ら測 定 した.細

胞 内K+の 遊 出は 反 応 液 中 のK+の 変 化 量 を陽 イ オ ン

電 極(BeckmanP/N39137)に よ り測 定 した.細 胞 内

のDNA合 成 は3H-チ シ ジ ンの 酸 不 溶 性分 画 へ の 取

り込 み よ り測 定 した.細 胞 内 ア デ ニ ン ヌ ク レ オ タ イ

ド量 は, Pressmanら13)の 方 法 に よ り, Dowex-1カ

ラ ム ク ロマ トグラ フ ィー に よ り定 量 した.ま た,細

胞 膜 組 み 込 み 蛋 白 の 側 方 移 動 はFITC-Con Aに よる

Cap形 成 を螢 光 顕 微 鏡 で 観 察 した 。 な お,細 胞 懸 濁

液 へ の 試 薬 の 添 加 は 反 応 液 量 の1/100以 下 の 容 積 で

行 な っ た.バ リノマ イ シ ン,オ リ ゴマ イ シ ンは, Cal

biochem.の もの を使 用 し,シ ア ニ ン 色素 は 日本 感 光

色 素 研 究 所 の 恵 与 に よ っ た.そ の 他 に 使 用 し た薬 物

は す べ て特 級 試 薬 で,溶 液 は再 蒸 留 水 ま たは ア ル コ

ー ル で 溶 解 して 使 用 した.

結 果

1. Ehrlich腹 水癌細胞内在呼吸におよほす種々薬物

の作用

腹水癌細胞は,そ の旺盛な増殖と共に,そ れらに

平行 した高い内在呼吸を示すことは,よ く知 られた

事実である.そ して,こ の高い内在呼吸は旺盛な増

殖に要求される種々の代謝のためのエネルギ一源を

得るためかもしれない.し かも,そ れらの活性は細

胞内ADP量 とPi量 に依存し14) 15), ADPとPiの 増

加する条件下では, ATP合 成のための ミトコンドリ

アにみられる呼吸開放のためと考えられる.し たが

って, ATP分 解反応すなわち広義のATPaseに よ

って生ずるADPとPiに 依存して呼吸が調節 されて

いると考えることができる.

これに関しては, W. D. Currie and C. T. Gregg16)

が報告 しているごとくオ リゴマイシン感受性内在呼

吸が85%で,そ れが細胞内ATP合 成活性に依存 し

ていることは確かである.す なわち,図-1.に 示

すごとくミトコン ドリアの酸化的 リン酸化反応にお

図-1. エ ー ル リ ッ ヒ腹 水癌 細 胞 の 内在 呼 吸 に お よ

ぼ す 酸 化 的 リン酸 化 反 応 阻 害 剤 の影 響

工 ー ル リ ッヒ 腹 水癌 細 胞(EATC), 1.7×107

cells/mlを, 1mM CaCl2, 1mM MgCl2含 有

Krebs-Ringerリ ン 酸 緩 衝 液(KRP)(pH 7.4)中

に 懸 濁 し,ク ラー ク酸 素 電 極 を用 い37℃ で 測

定 し た.ま た,添 加 試 薬 は ア ル コー ル また は

水 に 溶 解 させ,反 応 液(3ml)の1/100量 以下

の 量 を用 い た.

けるエネリギ一転移反応阻害剤であるオリゴマイシ

ンにより,無 傷のEATCの 内在呼吸は90%近 く阻害

され,続 く脱共剤のDNP(2, 4-dinitrophenol)添加によ

って,オ リゴマイシン阻害呼吸は再 び開放される.

このことは, EATCの 内在呼吸のほ とんどが, ATP

合成に依存 した呼吸であることを示 している.同 様

なことは先の研究者らの研究において,内 在呼吸は

細胞の無傷性の高い場合にオリゴマイシン阻害度が

100%に 近づくといった,フールプルグ検圧法による報

告と一致 している.な お,オ リゴマイシンによる呼

吸阻害はその濃度 と阻害割合との関係において,細

胞レベルにおいては直線的相関性を示すが,ミ トコ

ンドリアのそれはシグモイド曲線になると考えられ

ている.し かし,本 研究においてその相関性は,細

胞レベルもミトコンドリアレベルも,ほ ぼ近似した

シグモイ ド曲線が得 られた(図-2).こ の点に関し

てはなお研究,解 析の余地があるものと思われる.

これらの実験結果はEATCの 高い内在呼吸がADP

の リン酸化のために使用されていることを証明する

が,そ れでは実際に細胞内の広義のATPase,す な

わちATP利 用 系反応のいずれが主体 をなしている

かを探る必要性がある.考 えられるATP利 用系反

応は極めて多いが,そ の主要な反応には,細 胞内代

謝を営むための物質輸送 と,細 胞内物質の合成分解

等の代謝があげられる.
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図-2. EATCの 内 在 呼 吸 とラ ッ ト肝 分 離 ミ トコ ン

ドリア の リン酸 化 呼 吸 にお よ ぼ す オ リゴマ イ

シ ンの効 果

EATCの 内 在呼 吸 測 定 実 験 条件 は,図-1 と

同 じ.ラ ッ ト肝 分 離 ミ トコ ン ドリア(RLMt)

1.2mg protein/mlを, 0.15M Sucrose, 20mM

 KCl, 5mM MgCl2, 5mM NaPi(pH 7.4)液 中

に 懸 濁 し,ク ラ ー ク型 酸 素 電 極 を 用 いて25℃

で 測 定 し た.

の内在呼吸阻害の阻害割合を示 した.こ の表から明

らかなごとく, KCNや ア ンチマイシンで電子伝達系

が阻害されることはもちろんであるが,強 いロテノ

ン感受性呼吸を示 し,ま た前述のようにオリゴマイ

シンやDNPに よって著 しく変化する.そ れ以外の

薬物については,特 に能動輸送系によるATPaseが

最 も大き卜く呼吸に影響を与えるが, RNA, DNA蛋

白合成等によるATP利 用の阻害によってはほとん

ど呼吸に変化は認められない.も ちろん諸言で述べ

たごとく,グ ルコースによるクラビ5トリー効果 とい

える呼吸阻害は著しく,そ の阻害度は約50%と 高い.

以上の結果は, EATCの 内在呼吸に依存したATP

合成の利用系の主要な代謝が,細 胞内への物質輸送

といってもよいことを示す.も ちろんここで測定 し

た内在呼吸阻害は阻害剤添加後わずか10分 以内の変

化であり,さ らに長時間の作用によっては各々の代

謝におけるATP利 用 を反映した結果が予期される

ことはいうまでもない.な お,グ ルコースによるク

ラビ トリー効果については次の項で検討する.

2. EATCの グルコースによるクラビトリー効果 と

細胞加齢に伴う変化及び膜安定試薬による回復効果

表-1に,こ れらの種々の阻害剤による, EATCに つ いて

表-1. EATCの 内 在 呼 吸 に お よほ す 様 々 な薬 剤 の効 果

EATC(1×107cells/ml)を 図-1と 同 じ実 験 条 件 で 測 定 し た

consumed per cent oxygen of control natoms/ml
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緒言にも述べたごとく細胞の形質転換に伴う細胞

エネルギー代謝の変化は,そ れとは全 く独 自に膜機

能や細胞骨格系に変化が起きることが明らかにされ

ている17).そ の ような事実をふまえ,こ こではこの

両者すなわち細胞膜機能の変化が細胞内エネルギ一

代謝調節にかな り密接に関与していることを示唆す

る現象について述べる.

す なわち, EATCは 図-3に 示すごとくその懸濁

図-3. EATCの クラ ビ トリー 効 果 に お よ ぼ すcep

haranthineの 効 果 とEATCの 加 齢 との 関 係

EATCを(1.9×107cells/ml)図-1と 同 じ実

験 条件 で 測 定 した.

液にグルコースを添加すると,一 過性の呼吸促進が

示され,続 いて強い内在呼吸の阻害が示される.こ

の呼吸阻害度は細胞の加齢(37℃ 中の反応液にて)

に伴い次第に消失する.し か し,細 胞膜安定化作用

があるCepharanthineの 微量添加によりその加齢効

果は消失 し,そ の後の グルコース添加により強いク

ラビ トリー効果が認め られるようになる.ま た,こ

の クラビトリー効果は,反 応液中にKClを 含む場合

(KRP)は バ リノマイシンやTPB(tetra-phenyl borone)

に よってその呼吸阻害が開放 されるが, Mannitol液

中ではそれらによって殆んど影響をうけない.(図

-4)

これ ら2つ の実験結果は,グ ルコース添加による

EATCで 示 されるクラビトリー効果が,細 胞膜の機

能変化によって,膜 透過性イオンを介してかな り著

しく影響されることを示す.

3. グル コース代謝による細胞膜電位変化のシアニ

ン色素による測定

EATCの 細胞代謝が細胞膜により調節されること

はいうまでもないが,そ の中でも特に膜の物性が重

要な因子 と考えられる.例 えば膜流動性や透過性,

図 ー4. EATCの クラ ビ ト リー 効 果 の 反 応 液 に よ る

違 い

EATC(2.1×107cells/ml)をKRPあ る い はO.

 15MのMannitol中 に 懸 濁 し,測 定 した.

更 に は 膜電 位 等 の 変 化 の 代 謝 調 節へ の 影 響 は重 要 で

あ る.こ の 様 な 理 由 か ら,膜 電 位 変 化 に 依 存 し て細

胞 内 に取 り込 まれ る脂 溶 性 イ オ ン を用 い る膜 電 位 測

定18) 19)を試 み た.シ ア ニ ン系 の 一 種3, 3´-dipropy1-2,

 2´-thidicarbocyanine iodide(以 下dis-C3-(5)と 略 す)

はHoffmanら20)に よ り開 発 され た 開膜 電 位 試薬 で,

現 在 最 も盛 ん に 使 用 さ れ て い るプ ロー ブ で あ る.こ

の シア ニ ン色 素 を用 いEATCの 内 在 呼吸 や 解糖 に よ

る 膜電 位変 化 につ いて 測定 した結果 は図-5の よ うで

図-5. EATC膜 電 位 測 定 の 際 の 内 在 呼 吸 変 化 と膜

電 位 変 化 に つ い て

内 在 呼 吸 変 化 はEATC(0.88×107cells/ml)を,

図-1と 同 じ条 件 で 測 定 した.

膜 電 位 変 化 は,dis-C3・(5)(0.2μM)をEATC

(1.77×106cells/ml)懸 濁 液 に添 加 し, 622nm

で 励 起 し, 670nmの 螢 光 変 化 を測定 した.
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ある.卜すなわち内在呼吸に依存した一定の膜電位が

示 され,ロ テノンによるその阻害によって電位は低

下する.こ のような細胞にグルコースを添加すれば

再び膜電位は増大し,そ の電位差変化は解糖阻害剤

によって消失す る.

ここで図-5の グル コー ス添加に伴う螢光変化を

詳細に解析す ると,そ れは2つ の合成波と考えるこ

とができる.す なわちその1つ は グルコース取 り込

みのために膜電位が低下するもので,他 の1つ はグ

ルコース代謝に伴 うエネルギー供給による電位の増

大である.

4. 細 胞膜電位測定試薬(シ アニン系色素dis-C3-(5)

によ るEATCの 内在呼吸阻害

さて,こ の膜電位測定においてdis-C3-(5)は細胞膜

と結合す るのみならず細胞内に取 り込まれ, EATC

の内在呼吸を著 しく阻害することが呼吸と膜電位の

同時測定から明 らかにされた.図-6は その阻害の

図-6. EATCの 内在呼吸ならびにRLMtの リン酸

化呼吸におよぼす呼吸阻害度

図-1,図-2と 同 じ実験条伴により求めた

ものである.

濃度依存性を示すものであるが, 2X10-8M/107ce

llsの低 濃度で1/2阻 害 を示す.し か し,こ の濃度に

おいては ミトコンドリアのNAD連 鎖呼吸やコハク

酸呼吸に対 してほとんど作用は認められず細胞膜を

介して何らかの作用によって内在呼吸の阻害をきた

すことが推察される.

しかも,非 常に興味あることは,こ のdis-C3-(5)で

阻害された内在呼吸はDNPや バ リノマイシン,さ

らにはTPBで 開放される(図-7).こ の現象は,

先に示したEATCの オ リゴマィシンによる呼吸阻害

とDNPバ リノマイシン, TPBに よる開放といった

図-7. EATCの 内在呼吸におよぼすdis-C3-(5)の

呼 吸阻害効果と種々の薬物による阻害呼吸の

開放

実験条件は図-1と 同じ.

現象 と極めて類似してお り, dis-C3-(5)がオ リゴマイ

シン様の リン酸化呼吸阻害作用 を有することを示唆

している.

また,こ の様なdis-C3-(5)による内在呼吸阻害はRo

us ascites Sarcoma細 胞,山 羊精子細胞等に も観察

され,さ らにラット脾臟細胞の内在呼吸に対 しても

加齢した条件下では阻害作用が認められる,こ れに

反してCon Aに よる多核白血球のHMPshuntの 上

昇や,そ れに伴 う02-形 成等に対 しては阻害が認め

られない.

しか し, EATCのDNPで 開放 された脱共役呼吸

や内在呼吸のいずれに対しても同一百分率で阻害が

示され,こ れが単なるミトコン ドリアの電子伝達系

の阻害作用に起因する可能性も示唆 される(図-8).

5. dis-C3-(5)によるEATCのATP依 存性反応の阻

害

dis-C3-(5)が細胞のATP依 存性の種々の反応に対

して阻害的に作用し,内 在呼吸に依存した酸化的リ

ン酸化反応の結果生成されるATP量 に,影 響を与

えるこ・とを示唆するい くつかの実験結果が得 られた.

すなわち,そ の1つ は,図-9に 示すごとくSim

onsら2I)のCa2+dependent K+transportを 阻害する.

またFITC-Con Aに よる膜結合蛋白のATPに 依存

した側方移動の結果形成されるCap形 成も,内 在呼

吸阻害の濃度依存性 と全 く一致 して阻害する(図-

10).ま た, EATC(1X106cells/ml)を, Eagle M

EMに10%FCSを 加 えた培養液で37℃ にて培養 した

結果, 3H-TdR(1μCi/ml)の 酸不溶性分画への取 り込
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図-8. EATCの 内在 呼吸 と,脱 共 役 呼 吸 に お よ ぼ

すdis-C3-(5)の 阻害 効果

実 験 条 件 は 図-1と 同 じ.

図-9. EATCのCa++依 存 性K+遊 出 に お よぽ す

dis-c3-(5)の 効 果

EATC(0.70×107cells/ml)と 同 じ実験 条 件 で

測 定 し た.な お, K+変 化 はK+電 極 に て 測定

し た.

み,す なわち, DNAの 取 り込みは, 15μMの 濃度で

阻害されている.

以上のいずれの実験結果も細胞がATPに 依存する

現象を阻害す ることを示し,こ れがATP量 の変化,

または, ATP利 用系の阻害のいずれかによることが

考えられる.

6. dis-C3-(5)のEATCのATPaseお よびATP含

有量に対する作用

このような理由から, ATP分 解作用におよぼすdis-

図-10. EATCの 内在 呼 吸 な ら び にFITC-ConAに

よ るCap形 成 に お よぼ すdis-C3一(5)の 阻害 度 と

の 関係

Cap形 成 はEATC(5X105cells/ml)のKRP

0.9mlにFITC-Con A(100μ9/ml)の0.1mlを 加

え, 37℃ に10分 間 保 温 して 行 っ た. dis-C3-(5)

はCon Aを 加 え る5分 前 に 細 胞 懸 濁 液 に 添 加

した.こ の 反 応 後,グ ル タル ア ル デ ヒ ドを加

え,固 定 し,螢 光 顕 微 鏡(NIKON-FL)下 に て

観 察 した.細 胞 の一 方 の端 にの み 螢光 が 認め ら

れ細 胞数 を100個 の 細 胞に つ い て3回 算 定 し,

そ の 平 均 値 よ り阻害 率 を求 め た.

図-11. EATCのDNA合 成 に お よ ぼ すdis-C3-(5)の

効 果

EATC(1x107cells/ml)の10%FCS加Eagle

 MEM中 に, 3H-Thymidine(1μCi/ml)を 加 え,

 37℃ で 保 温 し た.

反 応 後,上 記 の液 で3回 洗 浄 し,酸 不 溶性 分

画 中 の3H-TdRを 計 測 した.
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C3-(5)の 効 果 を明 らか に す る ため 人 赤 血球 膜 ゴ ー ス ト

のNa+ーK+ATPase活 性 にお よほす 作 用 を検 索 した .

結 果 は 表-2に 示 す ご と く,こ のATPase活 性 に

表-2. 人赤 血 球 膜ATPaseに お よぼすdis-C3-(5)の

効 果

対 して は ウア バ イ ンが 強 い 阻 害 作 用 を示 す こ とは も

ち ろ ん で あ るが,オ リ ゴマ イシ ンや 膜安 定 化 作 用 の

あ る セ フ ァ ラ ンチ ン に も阻 害 作 用 が 認め られ る.し

か し, dis-C3一(5)は こ のNa+-K+ATPaseに 対 して 統

計 的 な差 は な く,こ れ が 内 在 呼 吸 の 阻害 を説 明 す る

ほ ど大 き くは な い こ とが 明 らか に され た.

この 様 な結 果 か ら, dis-C3-(5)が もた らず 今 ー つ の

可 能 性,す な わ ちATP含 量 の低 下 に つ いて 測定 し

た. Dowex-1カ ラム ク ロマ トグ ラフ ィー に よ っ て定

量 され たEATCのATP, ADP量 に つ い て示 す と表

-3の 如 くで あ る.

す なわ ち,内 在 呼 吸 はNaF添 加 で約17%ATP量

を低 下 す るが, NaF存 在 下 の オ リゴ マ イ シ ン添 加 で

は80%, dis-C3-(5)添 加 で は71% ATP含 量 が 低 下 し,

 ATP/ADP比 は37℃, 20分 反 応 条件 下 で1.1の もの が,

そ れ ぞ れ0.11, 0.20と 極 め て低 下 して い る.こ の こ

とは,先 に 示 され たdis-C3-(5)に よ るATP依 存 性 反

応 の 低下 が dis-C3-(5)のATP含 有 量 の低 下 に よ って

起 き た こ と を示 す と考 え られ る.

7. dis-C3-(5)の ミ トコ ン ド リア の酸 化 的 リン酸 化 反

応 に対 す る 作 用

こ れ ま での 結 果 は, dis-C3-(5)が オ リ ゴマ イ シ ン 様

作 用 と呼 吸 鎖 阻害 様 の 作 用 の2つ の 作 用 を 示 す 様 に

見 え る.こ の 作 用 機 構 を解 析 す る た め ラ ッ ト肝 よ り

Hogeboom-Schneiderの 変 法10)に よ り,遠 心 分 離 に

よ っ て 分 画 され た ミ トコ ン ド リア の エ ネル ギー 転 換

反応 に 対 す るdis-C3-(5)の 作 用 につ い て検 討 した.

す な わ ち,図-12に 示 す 様 に,0. 2-0.4μMの 濃

図 －12. RLMtの コヘ ク酸 な ら び に ア ス コル ビ ン酸

酸 化 にお よぼ すdis-C3-(5)の 効 果

RLMt2.70mg protein/mlで,実 験 条 件 は 図-

2と 同 じ.

度 に お い てはNAD連 鎖 の 電 子 伝 達 反 応 に の みADP

の リン酸 化 呼 吸 もDNP開 放 呼 吸 も阻 害 され,コ ハ

ク酸 や ア ス コ ル ビ ン酸 酸 化 の 呼 吸 に 対 して は10倍 以

上 の 高 濃 度, 2-20μMに お い て わ ず か の呼 吸 阻 害

が 認め られ るに す ぎ な い 。 しか も, EATCの 呼 吸 阻

表-3. EATCの アデ ニ ン ヌ ク レ オ タ イ ド量 に お よぼ すdis-C3-(5)の 効 果

EATCのKRP懸 濁 液(3ml)中 に 薬 物 を加 え, 37℃ で20分 間 保 温

した.反 応 後,凍 結 融 解 操 作 を施 し, 1.5NPCA抽 出 酸 可 溶 性 分 画

を1,5N KOHで 中 和 し, Dowex-1(Cl type)の カ ラム ク ロマ トに よ

り分 画 し, 260nmの 吸 光 度 よ り定 量 した.
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害 に 必 要 なdis-C3-(5)の 量 は グル タ ミン酸 を呼 吸 基 質

に した ミ トコ ン ド リアの 呼 吸 阻 害 の ため のdis-C3-(5)

の 要 求 量 よ り更 に 小 さ い(図 一13) .こ の こ とはdis-

図-13. RLMtの グル タ ミン酸 酸 化 に お よぼ す

dis-C3-(5)の 効 果

RLMt2.70mg protein/mlで 実 験 条 件 は 図-2

と同 じ.

C3-(5)が 膜 電 位 測定 用 の 試薬 と して使 用 され る事 か ら

も明 らか な如 く, dis-C3-(5)は 細 胞 膜 電 位 に依 存 して

積 極 的 に 細 胞 内 に 蓄 積 し,細 胞 内 で の 濃 度 が 懸 濁 液

よ り も増 大 して い る こ と を示 唆 す る.

こ れ らの 結 果 か らdis-C3-(5)は 少 な く と も0.54Mの

低 濃 度 に お い て は ミ トコ ン ド リア の呼 吸 鎖,特 に ロ

テ ノ ン感 受 性 部 位 を 阻害 して い る と結 論 さ れ る.

しか し,こ の 阻害 作 用 に は な お 不 明 な 点が あ る.

す な わ ち,図-14に 示 す ご と くグル タ ミン酸 を基 質

図-14. RLMtの グル タ ミン酸 酸 に お よぼ すdis-C3-

(5)の 呼 吸 阻害 度

図-13の 結 果 を ま とめ た.

としたDNP開 放 呼吸 とADP+Piの リン酸化呼吸

に対するdis-C3-(5)の阻害度が濃度によってかな り著

しく異なり,特 に リン酸化呼吸の阻害が大 きい.こ

のことは, dis-C3-(5)が ミトコン ドリアの他のエネル

ギー転換反応を阻害している可能性 を示唆する.こ

の問題を解析するため ミトコン ドリアのMg++及 び

DNP-ATPase活 性に対するdis-C3-(5)の 作用につい

て検討を加 えた.表-4は その結果を示す.す なわ

ち, dis-C3-(5)はかな り微量の20nMか ら濃度に依存

して, Mg++ATPase活 性 を促進 し, 2μMに おいて

は約4倍 のMg++ATPaseの 促進 を示している.こ

のことは, dis-C3-(5)にオ リゴマイシン様の リン酸化

阻害作用というよりはむ しろ脱共役作用のあること

を示す ものである.

なお,図-15の 如 くピルビン酸,リ ンゴ酸を基質

としだADP+Piの リン酸化呼吸は グルタミン酸 を

基質 としたそれにおよぼすdis-C3-(5)の阻害度とよく

類似 していたがDNPに よる開放呼吸におよぼす阻

害は認められない.こ の点に関しては現在検索中で

ある.

ミトコン ドリアの電子伝達系とエネルギー転換反

応の解析において特にNDP連 鎖 呼吸,コ ハク酸酸

化呼吸の関係は,コ ハ ク酸酸化に伴うエネルギー産

生 とそれによるコハク酸からのNADへ の電子逆流

を調べ ることにより,か なり色々の情報を得ること

が可能である.こ のような意味で,ラ ット肝分離 ミ

トコン ドリアのコハク酸によるNADの 還 元反応や,

それに共役 したエネルギー代謝,特 にADPの リン

酸化やCa++輸 送 に対するdis-C3-(5)の 作 用について

検討 した結果,図-16に 示す様な結果を得た.す な

わち,ミ トコンドリア内NADは コハク酸で著しく

還元されるがdis-C3-(5)はその電子逆流を一部阻害す

る.ま た, ADPは そのリン酸化に伴いNADHは 酸

化されるが, dis-C3-(5)存在下には全くその酸化は認

められない.し か し, Ca++の 能動輸送によるNADH

の酸化と還元反応はdis-C3-(5)存在下にもよく観察さ

れる.こ のことはdis-C3-(5)がロテノン様の呼吸鎖阻

害を示すと同時にADPの リン酸化反応に対 しても

阻害的であ り, Ca++能 動輸送にはあまり関係してい

ないことを示し,現 在知 られているエネルギー転換反

応阻害剤 とはかなり異なった作用をもっている.

8. EATC担 癌動物との dis-C3-(5)投与によるEATC

の内在呼吸変化

以上の如 く癌細胞は他の正常細胞に比して高い内

在呼吸をもち,-そ の活性はクラビ トリー効果に代表
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表-4. RLMtのDNP-ATPaseな ら び にMg++ATPase活 性 に お よほすdis-C3-(5)の 効 果

DNPな ら び にMgCl2の 最 終 濃 度 は,各 々1.25x10-5M, 5xl0-3Mで 測 定 した.

図-15. RLMtの ピル ビ ン酸+リ ン ゴ酸 酸 化 に お よ

ぼ すdis-C3-(5)の 効 果

RLMt2.70mg protein/mlで 実 験 条 件 は,図-

2と 同 じ.

される如 く,糖 添加により特異的な内在呼吸の低下

をもたらす.こ のような特異性の高い内在呼吸はほ

とんど細胞内ADPの リン酸化によるものでミトコン

ドリアの リン酸化呼吸にほかならないが,膜 電位試

薬dis-C3-(5)は極めて微量で特異的にその呼吸 を阻害

することから, in vivoで の生物作用が注目される.

この様な意味でEATC担 癌 マウスの腹腔内に50μg/

ml dis-C3-(5)を0.5ml/mouse注 射 し, 24時 間後に腹水

細胞を取 り出 してその内在呼吸活性について解析を

試みた.

結果は,図-17に 示す如 く内在呼吸85%と か なり

強く阻害されてお り,こ の阻害呼破は in vitroの 実

験に認められた如 く,バ リノマイシン, FCCP, DNP

図-16. RLMtの 電 子 逆 流 に お よぼ すdis-C3-(5)の

効 果

RLMT(0.37mg protein/ml)を 島 津 製 螢光 分

光 光 度 計(RF510)を 用 い460nmの 螢 光 変

化 よ り, NADHの 変 化 量 を測定 した.な お,

励 起 光 は340nmを 用 い た.

等 で 再 び 解 放 さ れ る.

従 ってdis-C3-(5)に よ るEATC内 在 呼 吸 阻 害 はin

 vitroで もin vivoで も認 め ら れ,癌 細 胞 に 特 有 な こ



1546 秋 山 実 男

図-17. EATC担 癌 マ ウ スへ のdis-C3-(5)投 与 に よる

EATCの 内 在呼 吸 変 化

dis-C3-(5)(50μg/ml)、 を0.5ml/mouseで 腹 腔

内 に 注射 した 後24時 間 経 て採 取 したEATCに

つ い て,図-1と 同 じ実 験 条 件 で行 っ た.

の 高 い 内在 呼 吸 が 阻 害 さ れ る こ とか ら,癌 細 胞 代 謝

障 害 が 予 期 さ れ る.

9.EATC担 癌 マ ウスのdis-c3-(5)に よ る延 命 効 果 に

つ い て.

dis-C3-(5)のin vivo EATCに 対 す る内 在 呼 吸 阻 害

作 用 が 示 さ れ る こ とか らそ れ がEATC移 植 後の 担癌

マ ウ ス生 存 日数 を を延 長 させ 可 能 性 を示 唆 す る.事

実, 30μg/mouse/day, dis-C3-(5)の 腹 腔 内投 与15日 間

に よ っ て は ほ とん ど そ の体 重 変 化 に 対 し影 響 な どが

認 め ら れ な い.し か し,移 植 後3日 目か ら担癌 マ ウ

スに 同 じ30μg/mouse/dayの 投 与 に よ って はdis-C3-

(5)投 与 後5日 ～7日 で死 に い た ら しめ る(図-18).

図-18. EATC担 癌 マ ウ スのdis-C3-(5)に よ る延 命

効 果

第1日 目に106cells/mouesでEATCを 移 植

し, 2日 目 と9日 目にdis-C3-(5)30μg/mouse

を腹 腔 内 注 射 した.

しかし, EATC(106cells/mouse)移 植 後1日 目

からdis-C3-(5)を30μg/mouse/day投 与する時,対 照

の生理的食塩水 を投与 したものより150%延 命 を認め

ることがあるが,死 亡 した担癌マウスはややは りEA

TCが 腹水中に多量貯留し,か つ腹壁やEATCは す

べてdis-C3-(5)で緑色 となっている.も ちろんこの様

なEATCの 内在呼吸は完全に阻害され,呼 吸に依存

したATP合 成能は著 しく低下している.

図-19. EATCの 膜電 位 変 化 とdis-C3-(5)の 結 合 量 図

中 の 比 は,結 合 型/遊 離 型 の 比 を示 して い る.

考 察

癌細胞の高い内在呼吸や糖添加に伴 う呼吸活性低

下で知 られるクラビ トリー効果はMorris最 小偏奇

癌でこれらの現象がみ られなかったため,従 ってそ

れは癌細胞の特性 として認められないという発見6)

に伴 って,現 在ではこれに関する研究は極めて数少

なくなった膜しか し,細 胞が周囲の調節を無視して

無限に増殖する以上,当 然そのエネルギー源を必要

とし,解 糖や呼吸活性に依存したエネルギー活性機

構の亢進が細胞増殖度や悪性度 と深い関係にあるこ

とは事実22)23)であ り,ま た,最 近の進歩 した技術に

よる新しい解析によっては細胞の悪性形質転換がこ

のエネルギー代謝調節機構にも変化 を与えているこ

とが示唆される.こ の様な理由か ら,古 くから知ら

れているこの悪性癌細胞のもつ性質の解析を特に細

胞膜電位変化 と関係 して行ない,ク ラビトリー効果

に伴って細胞膜電位がかなり著 しく変化し,ま た,

膜電位変化によってクラビトリー効果も若干の影響

を受けることが明らかにされた.ま た膜電位変化測

定プロープの一種dis-C3-(5)が 強い内在呼吸阻害作用

を示し, EATCの エネルギー代謝依存性の現象を著
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しく阻害することも明らかにされた.こ の原因には

EATCの 細 胞内 ミトコ〓 ドリアの電子伝達や リン酸

化反応への作用が考えられるが,ラ ット肝分離 ミト

コンドリアを用いた解析からdis-C3-(5)は電子伝達反応

系のロテノン感受性部位の阻害 と, Mg++ATPase活

性 を促進する作用と,特 にそれはリン酸化部位 とし

てのlst siteが 著 しく阻害されるためであることを

明らかにした.従 って, EATCで 見 られたdis-C3-(5)

に よるATP依 存性の反応が阻害されるのは,内 在

呼吸,特 に ミトコンドリアにおけるリン酸化サイ ト

のlst stepの 阻害に基づ くATP含 有量の低下が1

つ の重要な因子であることは明らかである.次にdis-

C3-(5)の螢光変化は何を示すのか という問題がある.

今 このdis-C3-(5)の膜電位変化に依存した螢光変化を,

細 胞にグルコースを添加 した時示される変化と,ミ

トコン ドリアで呼吸基質やATP添 加 で示される変

化とを比較してみると,そ の相互間には異なった反

応がみられる.従 って目下細胞レベルで示されるdis-

C3-(5)の螢光が細胞膜電位を反映しているのか24)25),

または細胞内ミトコンドリアのエネルギー代謝に依

存した膜電位を反映しているのか26),明 らかでない.

もちろん一部は ミトコンドリア膜の電位変化を反映

していると考えられるが,図-19に 示 す如 くEATC

の膜電位変化に依存すると考えられる色素の細胞内

外への移動が示 され,こ の変化には細胞膜電位がか

なり強 く反映されていることが うかがわれる.こ の

問題についてはAkerman27)は サフラニンを用いた吸

光変化からミトコンドリアのエネルギー転換が主体

となると考えているが,彼 のデーターはそれを説明

するに充分でない.

また, dis-C3-(5)がEATCの 内在呼吸阻害を示し,

それが ミトコンドリアに対する作用よりかな り強 く,

この色素が細胞膜電位に依存 して細胞内に濃縮して

いることは,そ の取り込みか らも明らかである.従

って今後この色素の様に膜電位 を利用して細胞内に

物質を取 り込 ませ,そ れによって細胞代謝を特異的

に変化させる方法の開発が考えられる.事 実dis-C3-

(5)をEATC担 癌マウス腹腔内に注入すると,ほ とん

どその色素は細胞内に取 り)込まれ腹腔液中には色素

の残存量は極めて少ない.し か も投与24時 間後にお

いてなお腹水癌細胞の内在呼吸は85%以 上阻害され

ていて,こ れが癌細胞の代謝を著 しく阻んでいるこ

とは明らかである.し かも癌細胞の内在呼吸は他の

細胞に比 して高い解糖と高い内在呼吸活性を持ち,

本実験からも明らかな如 くその呼吸のほとんどはA

TP合 成のための ミトコン ドリアにおける共役 した

リン酸化呼吸にほかならない.従 ってこの内在呼吸

をかなり特異的に阻害するdis-c3-(5)は今後癌細胞の

エネルギー代謝の解析に役立つのみならず,治 療効

果についても有効な作用が予期される.こ の様な目

的で予備実験 を行なったところでは,使 用法にかな

り困難な点があるが,一 部延命効果 も認められてい

る,た だ,大 量ではかな り正常細胞に対 しても毒性

が示され,今 後,正 常細胞に対する毒性を解決しな

ければならない問題が残されている.

結 論

癌細胞における高い解糖性と高い内在呼吸の解析

は,最 近の新 しい生物学的手法により,再 び問題視

されるようになっている.本 研究では,こ の問題を

細胞膜電位 と解糖機構の相関性に注目して実験 し,

エールリッヒ腹水癌細胞が解糖に依存して膜電位変

化を示すこと,ま た,そ れに伴ってその膜電位プロ

ーブの一種dls-C3-(5)が膜電位に依存して細胞内に取

り込まれ,蓄 積 し, EATCの 内在呼吸を著 しく阻害

することを明らかにした.

それらに関する結果は次の如 くである.

1. EATCは 糖 添加によ1)膜 電位差の増大が もたら

される.

2. 膜電位測定試薬dis-C3-(5)はEATCの 膜電位に

依存 して細胞に取り込まれ,内 在呼吸を100μM

の 濃度で85%以 上 阻害する.こ の内在呼吸は細

胞内ミトコン ドリアのADPリ ン酸化共役呼吸

が主体であり,従 って細胞内ATPレ ベ ルは著

しく低下 させ られる.

3. 内在 呼 吸 阻害 の 原 因 を分 離 肝 ミ トコ ン ドリア で

検 索 した結 果, dis-C3--(5)は ミ トコ ン ド リア の呼

吸 系 の ロ テ ノ ン感受 性 部 位 を一 部 阻害 し, Mg++

ATPase活 性 を促 進 す るが,そ れ は リン酸 化 サ

イ トのlst siteを 阻害 す るた め で あ る.

4. EATCの 内在呼吸阻害は担癌マウス腹腔内投与

後24時 間の細胞でも認められ,癌 細胞のエネル

ギー代謝を特に著しく傷害することが示唆される.

5. こ れ らの 結果 に 立 脚 し, EATC担 癌 マ ウ ス 腹 腔

内へ のdis-C3-(5)の 投 与 に よ り,若 干 の 担癌 マ ウ

ス の延 命 が 認 め られ る.

6. また,膜 電位 を利用 した物質の細胞内投与法は,

今 後薬物開発に注目されなければならない問題

であることを提起した.
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Studies on the fluorescent dye, diS-C3-(5):

 monitoring of membrane potentials and inhibition of endogenous respiration

 in Ehrlich ascites tumor cells

 Jitsuo AKIYAMA

Department of Obstetrics and Gynecology, Okayama University Medical School,

 Okayama

(Director: Prof. K. Sekiba)

Changes in fluorescent intensity of the cyanine dye, 3, 3•L-dipropyl-2, 2•L-thiodicarbocyanine

 iodide [diS-C3-(5)], were monitored in Ehrlich ascites tumor cells (EATC) in correlation with

 glycolytic energy metabolism and endogenous respiration. After addition of glucose to EATC,

 membrane potentials monitored by diS-C3-(5) increased. The cyanine dyes were incorporated

 into EATC in proportion to the membrane potentials, and inhibited the endogenous respiration 

of EATC by more than 85% at a concentration of 100ƒÊM. The inhibited respiration was 

partially released by addition of an uncoupler of oxidative phosphorylation (DNP). The

 respiratory activity of NAD-linked substrates in mitochondria (2.7mg protein/ml) was also 

inhibited by diS-C3-(5), which inhibited the Rotenone-sensitive sites of the respiratory chains 

(Site 1) and increased Mg++ATPase activity. The inhibition by diS-C3-(5) of endogenous 

respiration in EATC in uiuo was also effective even 24 hours after administration of the dye 

into the peritoneal cavity. The mean survival times of EATC-bearing mice were significantly 

prolonged by the administration of diS-C3-(5). The data suggest that the cell membrane 

potential is a useful factor when administering therapeutic drugs into target cells.


