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緒 言

In vitroに おい て細 胞 を加 温 処理 し,そ の後

一 定 時 間37℃ にて培養 す る と
,細 胞は温 熱耐 性

を獲得 し,そ の後 の2回 目加 温 で は初 回加温 時

と比較 して細 胞 の生 存率 が 高 くな る.こ の二 分

割 加 温 にお い て,2回 の加 温処理 の間 を0℃ に

保 っ た り1),重 水 培 地2,3)や 蛋 白合 成 阻 害 剤

cycloheximide4)を 使 用 して,2回 の加 温処理 の

間の代 謝 を とめ る と,温 熱 耐性 の誘 導 が抑制 さ

れ る.こ の こ とは温 熱耐 性 の形 成 に,温 熱 障害

に対す る細 胞の代 謝過 程 が 関 わ ってい るこ とを

示 唆 してい る.一 方,温 熱 の みで な くエ タ ノー

ルや リ ドカイ ンな ども温 熱耐 性 を誘 導 し,同 時

に熱 シ ョッ ク蛋 白質 を細 胞 内 に誘 導 す る5-7).温

熱,エ タ ノー ル,リ ドカ イン に共通 す る作用 部

位 の ひ とつ は細 胞膜 で あ り,細 胞膜 障害 が温 熱

耐 性誘 導 と関 連 してい る可能 性 が あ る.今 回,

細 胞 膜の 特 に リン脂 質 と作用 して膜 を障 害す る

界面 活性 剤8)で あ る塩 化 ベ ンザ ル コニ ウムが 温

熱 耐性 を誘 導 しうるか どうか を,NIH 3 T 3細 胞

を用 い てin vitroで 調べ,細 胞膜 障害 と温熱 耐

性 誘 導 との 関連性 を検 討 した.

材 料 と 方 法

1. 細 胞 お よ び培 養 法

実験 にはマ ウス線維 芽 細胞 由来 のNIH 3 T 3

細 胞 を 用 い た.培 養 液 と し てDulbecco's 

modified Eagle medium(日 水 製 薬)に10%非

働 化 仔 牛 血 清(ハ イ クロー ン社),100μg/ml strep

tomycin(明 治 製 菓)お よ び100 units/ml penicil

lin(明 治 製 菓)を 加 え た.105個 の 細 胞 を含 ん だ

5mlの 培 養 液 を25cm2 screw-topped polystyrene

 culture flask(ベ ク トン デ ィ キ ン ソ ン社)に 入

れ,CO2 incubator(三 洋 電 機)に て95%air+

5%CO2, 37℃ の 条 件 下 で 培 養 を行 っ た.播 種 後

48時 間 で は 指 数 増 殖 状 態 の 細 胞 がflaskの 底 に

一 層 に 並 ん で お り
,こ の 状 態 で 実 験 を開 始 した.

実 験 前 に37℃, 5mlの 新 しい 培 養 液 に 交 換 した.

2. 温 熱 処 理

温 熱 処 理 は45℃ に 設 定 した 恒 温 槽(タ イ テ ッ

ク社)にflaskを つ け て 行 っ た.温 度 は ±0.05℃

の 誤 差 で 維 持 し た.

3. 薬 剤

塩 化 ベ ンザ ル コニ ウ ム(日 本 製 薬)を,血 清

を含 ま ないDulbecco's modified Eagle medium

に て希 釈 し,0.001, 0.002, 0.008, 0.01お よ び

0.02%の 濃 度 と した.

4. 細 胞 の 生 存 率 の 判 定

細 胞 の 生 存 率 は コ ロニ ー 形 成 法 に て判 定 し た.

各 処 理 後 に,flask内 の 細 胞 をtrypsin(デ ィ フ

コ社)に て 単 一 細 胞 に分 離 し た.そ れ を 各3枚

の60×15mmシ ャー レ(ベ ク トン デ ィ キ ン ソ ン社)

に102, 103, 104個 ず つ 各5mlの 培 養 液 に 加 え て

う え こ ん だ.そ の 後11日 間incubatorの 中 で 培

養 した.そ の 後10%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド液 に て 固
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定,10%ギ ムザ染 色 液 にて染 色 した.細 胞 の生

存 率 は,3枚 の シャー レにて50個 以上 の細 胞 か

らな る コロニー の平 均数 を出 し,無 処理 細 胞 で

の コロニー 平均 数 で除 して も とめ た.

5. 処 理 方 法

1) 37℃ での塩 化 ベ ンザ ル コニ ウム の細 胞毒 性

(1) 濃度 と細 胞毒性

5mlの0, 0.001, 0.002, 0.008, 0.01お よび

0.02%塩 化 ベ ンザル コニウムに入 れ換 え,incuba

torの 中で20分 間接 触 させ た.そ の後細 胞 を新 し

い培養 液 で2回 洗滌 し,細 胞の 生存率 を判定 し

た.

(2) 接触 時 間 と細胞毒 性

5mlの0.002%塩 化 ベ ンザ ル コニ ウムに入れ換

え,incubatorの 中 で0, 10, 20, 30, 40お よび

50分 間 接触 させ た.そ の後 細胞 を新 しい培養 液

で2回 洗滌 し,細 胞 の生 存率 を判 定 した.

2) 塩 化ベ ンザ ル コニ ウム接触 後 の温 熱耐 性 の

出現

5mlの0.002%塩 化ベ ンザル コニウムに入 れ換

え,incubatorの 中 で20分 間接 触 させ た.細 胞 を

新 しい培養 液 で2回 洗條 したの ち,37℃, 5ml

の新 しい培養 液 に入れ換 え,incubatorの 中で0, 

3, 6, 9, 12, 15, 21お よび24時 間培 養 した.

各時 間 の培養 後,37℃, 5mlの 新 しい培養 液 に

入れ 換 え,45℃ で30分 間の加 温 を行 っ た.加 温

後,加 温処理 を しない細 胞 を対照 と して生 存率

を判 定 した.

3) 塩 化 ベ ンザ ル コニ ウム との接 触 時間 と温 熱

耐 性 の程 度

5mlの0.002%塩 化ベ ンザ ル コニ ウムに 入れ換

え,incubatorの 中 で10, 15お よび20分 間接 触 さ

せ た.ま た対照 として 血清 を含 まない5mlの 培

養 液 に 入れ換 え,incubatorの 中 で20分 間接触 さ

せ た.細 胞 を新 しい培養 液 で2回 洗條 したの ち,

37℃, 5mlの 新 しい培養 液 に入れ換 え,incubator

の 中で15時 間培養 した.培 養 後,37℃, 5mlの

新 しい培 養 液 に入れ 換 え,45℃ で0, 15, 30,

 45, 60, 90分 間 の加 温 を行 っ た.加 温後,細 胞

の生 存率 を判定 した.

結 果

1. 塩 化ベ ンザ ル コニ ウムの 細胞 毒性

1) 濃度 と細 胞毒 性

37℃ での塩 化ベ ンザ ル コニ ウム の細胞毒 性 は,

その濃 度の上 昇 と ともに増加 した(図1).0.002

%塩 化ベ ンザル コニ ウム と20分 間の接 触 に よ り

細胞 の 生存率 は 無処理 の細胞 と比 較 して50%に

減少 した.

2) 接 触時 間 と細胞毒 性

37℃ での塩 化ベ ンザ ル コニ ウムの細 胞毒 性 は

その接 触時 間の延 長 と ともに増加 した(図2).

2. 塩 化ベ ンザ ル コニ ウム処理 後 の 温熱耐 性の

誘 導

0.002%塩 化ベ ンザル コニウムの20分 間処 理後

の培養 中 に,15時 間 目を ピー ク とす る温熱 耐性

の形成 が み られ,以 後徐 々 に消失 した(図3).

図1 塩化ベ ンザルコニ ウム濃度 と細胞毒性

横軸に示 した各濃度の塩化ベ ンザル コニウム

で細胞 を20分間処理 した.

3. 塩 化ベ ンザ ル コニ ウム処理 時 間 と温熱 耐性

の大 きさの関 連

0.002%塩 化ベ ンザル コニウムでの処理 時 間が

長 い ほ ど,誘 導 され る温 熱耐 性 は大 き くな った

(図4).0.002%塩 化ベ ンザル コニ ウ ム20分 間
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処 理群 でのD0値 は11.5分 であ り,対照群 でのD0

値3分 と比較 して,D0比 で3.8倍 の温 熱耐 性が 出

現 した.

図2 塩化ベ ンザルコニ ウム接触時間 と細胞毒性

横軸に示 した各時間,細 胞を0.002%塩 化ベン

ザル コニウムで処理 した.

図3 塩化ベ ンザル コニウム処理後の温熱耐性

横軸は0.002%塩 化ベンザルコニウム20分 間処

理後の培養 時間,縦 軸 は45℃30分 間の加温に

対す る細胞の生存率 を示す.

図4 塩 化 ベ ンザ ル コニ ウ ム処理 時間 と温 熱 耐 性 の

大 き さ

横 軸 は0.002%塩 化ベ ンザル コニ ウム処 理 後 に

15時 間培 養 した後 の45℃ 加 温時 間 を示す.

○:対 照 群

□:0.002%塩 化 ベ ンザ ル コニウム10分 間処 理

群

■:0.002%塩 化 ベ ンザ ル コニウム15分 間処 理

群

△:0.002%塩 化 ベ ンザ ル コニウム20分 間処 理

群

考 察

温熱 耐性 誘 導の機 序 は未 だ解 明 され て いな い

が,温 熱 のみ な らずエ タノー ル,リ ドカ イン な

ども温 熱耐 性 を誘 導す る5-7).温熱 お よび これ ら

の 薬剤 に共 通す る作 用部 位 のひ とつ は細 胞膜 で

あ る.エ タ ノー ル7)お よび 温熱9)は 細 胞 膜 に作

用 し,細 胞 に障 害 を与 え る.こ れ らの細 胞膜 障

害 に対 す る代 謝過 程 が温 熱耐 性発 現 に関与 して

いる可 能性 が あ る.我 々 は細 胞膜 障害 と温 熱耐

性誘 導 との 関連性 を調 べ るため に塩 化ベ ンザ ル

コニ ウム を用 い た.塩 化ベ ンザル コニ ウム は陽
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性 石 鹸 で あ り,臨 床 で用 い られ る消毒 薬 の一 つ

で あ る8).また 眼科 用点 眼液 の 防腐 剤 と して も使

われ てお り,in vitroで の ヒ ト結 膜上 皮 細胞 に

対 す る細 胞毒 性 が報告 され てい る10,11).塩化ベ ン

ザ ル コニ ウム は細胞 膜 の脂 質2重 層 の リン脂 質

に作 用8)し,細 胞の 生存率 を低下 させ る10-13).

向井,高 橋 は走査 電 子顕 微鏡 での観察 を通 して,

塩 化ベ ンザ ル コニ ウムが細 胞 形態 を変化 させ,

細 胞膜 のmicrovilliやfilopodiaの 数 の減 少 お

よび完全 消 失 を ひ きお こ し,長 時 間の接 触 で は

細 胞膜 に 多数 のmicro-holesの 形 成や 細胞 膜 の

穿 孔が お こ る と報告 してい る10,11).この所 見は塩

化 ベ ンザ ル コニ ウ ムが細 胞膜 に作 用す るこ とを

示 して い る.今 回の実 験 に よ り,塩 化 ベ ンザ ル

コニ ウ ムに よ る細 胞 障害 と温 熱耐 性誘 導 との 間

の関連 性が 示 唆 され た.NIH 3 T 3細 胞において

温 熱 に よ り誘 導 され る温 熱耐 性14)と比較 す ると,

塩 化ベ ンザ ル コニ ウム が誘 導す る温熱 耐性 は よ

り小 さい.こ の理 由 と して は,細 胞刺 激 の大 き

さの違 いが,温 熱耐性 誘 導 の大 きさの違 い と関

連 して い るか もしれな い.即 ち,約90%の 細 胞

を致 死 させ る程 度 の強 い初 回温 熱刺 激14)は,強

い 温熱 耐性 を誘 導 しう るが,50%の 細胞 を致 死

させ る程 度 の塩 化ベ ンザル コニ ウ ム細 胞刺 激 で

は 温熱 耐性 の誘 導 が小 さ くな るのか も しれない.

別 の理 由 として,塩 化ベ ンザル コニ ウム の細 胞

膜 以外 に対す る作用 が考 え られる.梶 野 らはV79

細 胞に て塩 化ベ ンザル コニ ウムがDNA, RNA,

タンパ ク質 合 成 を抑 制す る と報告 して いる13).こ

の作 用 が温 熱耐 性 を獲得 した細 胞の コロニー 形

成能 の低 下,し い ては生 存率 の低 下 と関連 して

い る可 能性 が あ る.

温熱 耐性 を誘 導 す る薬 剤 の 中に は,熱 シ ョッ

ク蛋 白質 を誘導 す る もの5,6)と誘 導 しない もの15)

が あ る.塩 化ベ ンザ ル コニ ウム が熱 シ ョッ ク蛋

白質 を誘導 す るか 否か は今 後の 課題 と した い.

結 論

NIH 3 T 3細 胞 におけ る塩 化ベ ンザル コニ ウム

の 温熱 耐性 誘導 能 につ いて調 べ,以 下 の結果 を

得 た.

1. 塩 化ベ ンザ ル コニ ウムの 濃度上 昇,接 触

時間延 長 とと もに細 胞毒性 が 増加 した.0.002%

塩 化ベ ンザ ル コニ ウム の20分 間処 理 に て細 胞 の

生 存率 は無処 理細 胞 と比較 して50%に 減 少 した.

2. 0.002%塩 化ベ ンザル コニ ウムの20分 間処

理 後 の培養 中 に温熱 耐性 が誘 導 され,処 理 後15

時間 目に最 大 とな り,以 後徐 々 に消失 した.処

理 後15時 間 目の45℃ 加 温 に て,対 照群 と比 較 し

てD0比 で3.8倍 の 温熱耐 性 が出現 した.

3. 0.002%塩 化ベ ンザル コニ ウムにて誘導 さ

れ る温 熱耐 性の 大 き さは,そ の処 理時 間が 長 く

な るに したが って大 き くな った.

以上 の結 果 よ り塩化 ベ ンザ ル コニ ウム処理 に

よる細 胞膜 障害 と温 熱耐 性誘 導 との 間に 関連性

が示 唆 され た.

本論文の要 旨は 日本ハ イパーサー ミア学会第7回

大会(1990年,岡 山)に て報告 した.こ の研 究の一

部 は,文 部省がん特別研究(I)(加 納班)(63010052, 

01010026, 02151022),お よび 文部 省科 学 研 究 費

(03857136)の 援助によった.終 わりに臨み,実 験遂

行 にあた り終始快 く協力 して下 さいました当教室の

赤木悦子,斉 藤昌子両氏に感謝 いたします.
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The ability of benzalkonium chloride to induce thermotolerance was examined in NIH3T3 

cells. Benzalkonium chloride enhanced cytotoxicity as its concentration and administration 

period increased. The cell survival decreased to 50% of that in the non-treated group by 20min 

of treatment in 0.002% benzalkonium chloride. Thermotolerance developed during the culture 

after 20min of treatment with 0.002% benzalkonium chloride. Thermotolerance reached its 

peak at 15h after treatment and decreased subsequently. At 15h after treatment, the Do value 

at 45•Ž heating, a parameter of thermotolerance was 3.8-fold higher than that of the 

non-treated group. The thermotolerance induced by 0.002% benzalkonium chloride increased 

as its treatment period was prolonged. These findings suggested a relationship between 

thermotolerance induction and the cell membrane damage by benzalkonium chloride.


