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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
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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.



1548 秋 山 実 男

稿を終わるにあたり,御 指導,御 校閲を賜わった関場香　 謝意を表します.

教授及び,高 知医科大学生物学内海耕慥教授に深甚なる

文 献

1. Aisenberg, A. C.: Regulatory mechanisms in respiration and glycolysis. In the Glycolysis and Res

piration of Tumors, Academic Press, New York & London, pp. 159-180, 1961.

2. Wenner, C. E.: Progress in tumor enzymology. Adv. Enzymol. 29, 321-390, 1967.

3. Koobs, D. H.: Phosphate mediation of the Crabtree and Pasteur effects. Science 178, 127-133,

 1972.

4. Racker, E.: History of the Pasteur effect and its pathobiology. Mol. Cell Biochem. 5, 17-23,

 1974.

5. Weber, G.: Behavior of liver enzymes in hepatocarcinogenesis. Adv. Cancer Res. 6, 403-494,

 1961.

6. Weber, G., Morris, H. P., Love, W. C. and Ashmore, J.: Comparative biochemistry of hepatomas. II.
 Isotope studies of carbohydrate metabolism in Morris hepatoma 5123. Cancer Res. 21, 1406-1411,

 1961.

7. Caroll, R. C., Ash, J. F., Vogt, P. K. and Singer S. d Singer S. J.: Reversion of transformed glycolysis to

 normal by inhibition of protein synthesis in rat kidney cells infected with temperature-sensitive mu

tant of Rous sarcoma virus. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75, pp. 5015-5019, 1978.

8. Dodge, J. T., Mitchell, C. and Hanahan, D. J.; The preparation and chemical characteristics of hemoglo
bin-free ghosts of human erythrocytes. Arch. Biochem. Biophys. 100, 119-130, 1963.

9. Hogeboom, G. H.: Fractionation of cell components of animal tissues. Method Enzymol. 1, 16-19,

 1955.

10. Hoffman, J. F. and Laris, P. C.: Determination of membrane potentials in human and amphiuma red 

blood cells by means of a fluorescent probe. J. Physiol. 239, 519-552, 1974.

11. 内 海 耕 槌,宮 原正 信:螢 光 色素 の 生 化 学 研 究 へ の 応 用.化 学 の 領 域(増 刊114号)pp. 97-107, 1976.

12. 高 橋 泰 常:細 織 中 無 機 燐 貨 値 とCreatine燐 酸 の 定 量 法,及 び 豚 精子 のPhosphoamidase, Creatine Phos

phokinase作 用 に つ い て.生 化 学26, 690-698, 1955.

13. Pressman, B. C. and Lange, J.: Intramitochondrial nucleotides. I. Some factors affecting net intercon

versions of adenine nucleotides. J. Biol. 232, 967-978, 1958.

14. Uyeda, K. and Racker, E.: Regulatory mechanisms in carbohydrate metabolism. VII. Hexokinase and

 phosphofructokinase. J. Biol. Chem. 240, 4682-4688, 1965.

15. Uyeda, K. and Racker, E.: Regulatory mechanisms in carbohydrate metabolism. VIII. The regulatory 

function of phosphate in glycolysis. J. Biol. Chem. 240, 4689-4693, 1965.

16. Currie, W. D. and Gregg, C. T.: Inhibition of the respiratio of cultured mammalian cells by oligomycin.

 Biochem. Bioph Res. Commun. 21, 9-15, 1965.

17. Hoeven, R. P. V., Blitterswijk, W. J. V. and Emmelot, P.: Fluorescence polarization measurements on

 normal and tumor cells and their corresponding plasma membranes. Biochim. Biophys. Acta 551,

 44-54, 1979.

18. Jasaitis, A. A., Kuliene, V. V. and Skulachev, V. P.: Anilinonaphthalenesulfonate fluorescence changes

 induced by non-enzymatic generation of membrane potential in mitochondria and submitochondrial

 particles. Biochim. Biophys. Acta 234, 177-181, 1971.

19. Azzi, A., Gherardini, P. and Santato, M.: Fluorochrome interaction with the mitochondria) membrane.

 J. Biol. Chem. 246, 2035-2042, 1971.



螢 光 色 素dis-C3-(5)に よ るEhrlich腹 水癌 細 胞 の 膜 電 位 測 定 な らび

にその内在呼吸阻害機構の解析と癌治療への応用
 1549

20. Sims, P. J., Waggoner, A. S., Wang, C. and Hoffman, J. F.: Studies on the mechanism by which cyan

ine dyes measure membrane potential in red blood cells and phosphatidylcholine vesicles. Biochemi

stry 13, 3315-3330, 1974.

21. Simons, T. J. B.: Calcium-dependent potassium exchange in human red cell ghosts. J. physiol. 256, 

227-244, 1976.

22. Burk, D., Woods, M. and Hunter, J.: On the significance of glycolysis for cancer growth, with special 

reference to Morris rat hepatomas. J. Natl. Cancer Inst. 38, 839-863, 1967.

23. Sweeney, M. J., Ashmore, J., Morris, H. P. and Weber, G.: Comparative biochemistry of hepatomas. IV. 
Isotope studies of glucose and fructose metabolism in liver tumors of different growth rates. Cancer

 Res. 23, 995-1002, 1963.

24. Laris, P. C., Perchadsingh, H. A. and John stone, R. M.: Monitoring membrane potentials in Ehrlich as

cites tumor cells by means of a fluorescent dye. Biochim. Biophys. Acta 436, 475-488, 1976.

25. Burchkhardt, T.: Non-linear relationship between fluorescence and membrane potential. Biochim.

 Biophys. Acta 468, 227-237, 1977.

26. Laris, P. C., Bahr, D. P. and Chaffee, R. R. J.: Membrane potentials in mitochondrial preparations as 

measured by means of a cyanine dye. Biochim. Biophys. Acta 376, 415-425, 1975.

27. Akerman, K. E. O.: Quantative measurements of the mitochondrial membrane potential in situ in Eh
rlich ascites tumor cells using the safranine method. Biochim. Biophys. Acta 546, 341-347, 1979.



1550 秋 山 実 男

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.


