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ATPを 用いた化学療法の抗腫瘍効果増強に関する実験的研究

牟礼  勉

長野 秀 樹

索引用語 :ATP,細 胞膜透過性,癌 化学療法

I. [まじ3うに

抗癌剤の癌細胞に対する選択性を高めることは,癌

化学療法において重要な課題である。

われわれは,adenosine 5′‐triphosphate(ATP)が

癌細胞に対 して特異的に作用し,膜 透過性の克進, さ

らにviabilityの低下を誘導する事実をもとに,各種抗

癌剤 との併用実験を 初 冴掬 で行い,癌 化学療法への

応用の可能性を検討した。

H.実 験方法

癌細胞はマウスの黒色腫であ るClone‐M3細 胞 と

Ehrlich腹水癌細胞を,非 癌化細胞は NIH 3T3細 胞 と
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Balb/cマ ウス胎児線維 茅細胞 を実験 に用 いた。

Clone‐M3細 胞は Ham F10+15%馬 血清+2.5%胎 児

牛血清で,Ehrlichお よび胎児線維芽細胞 は Eagle

MEM+10%胎 児牛血清で,NIH 3T3細 胞は Eagle

MEM+10%成 牛血清で,37℃,5%C02下 で培養して

いるものを使用した。

1.細 胞膜透過性の検討

ATPに よる細胞膜透過性変化 に関す る実験は本

来,細 胞膜に非透過性であるリン酸化合物の細胞内ヘ

の流入と,細 胞外への流出を指標 として行った分り.

1)p‐nitrOphenyl Phosphate(pNPP)の細胞内への

流入を指標 とした実験

pNPPは 細胞膜を通過 しにくい性質を持つ物質で

あるが,膜を通過 し細胞内に入ると,細胞内の alkaline

phosphataseにより加水分解され,p‐nitrophenolとな
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マウス培養細胞を用い,ATPの 癌細胞および正常細胞の増殖,膜 透過性におよぼす影響を検討し

た.さ らに本物質の癌化学療法への応用を目的として,各種抗癌剤との併用実験を行った。ATPに よ

り,癌 細胞では著明な細胞膜透過性の元進,celi viabilityの低下がみられたのに対し,非 癌化細胞に

おけるこれらの変化は軽微で,ATP作 用は癌細胞に特異的であった。ATP処 理後の癌細胞における

各種抗癌剤の抗腫瘍効果は,5,FU,ADM,MMC,ACNUで は相加的,VCRで は相乗的に増強した。

また,正常細胞に対する抗癌剤の細胞毒性はATPの 併用により増強されなかった。これらの結果から

ATPを 用いることにより,選 択的癌化学療法が期待できるものと思われた。
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り黄色に呈色し,再び膜を通過 して細胞外に流出する.

この反応を利用し,細 胞を pH75ま たは82の Tris

burer中 ,ATPと 5mM pNPPを 加え15分間,37℃ で

incubateした,細 胞を除外し,burerの 呈色を分光光

度計 (410111n)で測定 した。

2)酸 可溶性 リン酸化合物質の流出を指標 とした実

験

対数期の細胞の酸可溶性物質を培養液中,〔3H〕

uridineで3時 間ラベルすると,細胞内に取 り込まれた

uridineはUDP,UTPと リン酸化され,細胞膜を通過

できなくなり細胞内に保持される。このような標識細

胞を洗浄後,burerに 移 し,ATPの 存在下,37℃ で

incubateした.反応後,alterを通 して burerょ り細胞

を除外 し,細 胞外に流出した放射活性を測定した。ま

た, ラベル後の細胞内全酸可溶性物質は 5%TCAに

て処理後,同 様に放射活性を測定 した。
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図 l pNPPの 流入,加 水分解を指標とした細胞膜の透過性変化

2. cell viabilityの検討

細胞を pH 75ま たは82の burer中 ,ATPを 加え

て10～20分間反応 させ,処 理細胞を洗浄後,通 常の培

養液中,72時 間 incubateし細胞数を countした。

3.ATPと 抗癌剤の併用効果の検討

2の 実験 と同様,pH8 2の burer中 ,0.5mM ATP

で10分間処理 した細胞を,抗 癌剤を含む培地に移して

incubateし,cell growthを検討した。

IH.結   果

pNPPの 流入,加 水分解を指標 とした透過性変化

は,癌 細胞であるClone‐M3,Ehrlich細 胞の両者で確

認された。ATPが 高濃度になるに従い pNPPの 加水

分解が増加し,細 胞膜透過性の元進を示した。また,

この反応は,bufferの pHに 依存し,8.2のアルカリ側

に強い反応がみられた (図 1).
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図2 酸 可溶性物質の流出を指標とした細胞膜の透過性変化 (Clone‐M3細胞)
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とした細胞膜透過性の変化は,先 の流入を指標 とした

実験 と同様,ATP添 加後数分以内におこり,15分 時,

pH 8.2では98%の 流出が認められた.こ の変化は,pH

7.5ではゆるやかであり,同 じ15分時,48%の 流出がみ

られた。また,こ の反応は ATPO.lmMで 誘導され,

至適 ATP濃 度は,05～ 1.OmMで あった。これらの結

果は,ATPに よる細胞膜透過性変化が物質の流入,流

出両機構に同時に起きることを示している (図 2).

癌細胞 と非癌化細胞の透過性変化を比較すると,0.5

mM ATPで 15分処理時,癌細胞であるClone‐M3細 胞

では,ATP未 処理の10.6倍,細胞内全酸可溶性物質の

98%の 流出がみ られたのに対 し,非 癌化細胞である

NIH 3T3で は,1,8倍 ,36%,マ ウス胎児線維芽細胞で

は1.6倍,19%と いずれも低値で,ATPの 作用は用い

た癌細胞に極めて特異的であった (図3).

ATP処 理を行った Clone,M3細 胞の viabilityの変
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化を regrowth assayにより調べた結果,膜 透過性変

化 と同様,ATP処 理 した Clone‐M3細 胞のviability

図3 癌 細胞と非癌化細胞の透過性変化
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図4 ATPに よるcell viabilityの変化 (Clone‐M3細 胞)
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図 5 ATPに よる cell viabilityの変化
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表 1 抗 痛剤の抗腫瘍効果に及ぼすATPの 影響

Drugs D ose
(ng/ml)

S urvivat rateく%)
ATP(―) ATP(+)

( ― )

100
1 0 側
10 000
1 0 0 0 0 0

1000   510
93.4   50.4
69.7   347
251   137
249   121

ADM

↓

　
１

１０
ｍ

組
缶
‐６
「
０

側
７０
笠
牙
２

MMC

( ― )

10
100

10的

l m  0     5 2 . 1
66.4   35.3
247   13.5
19.7      10 6

ADRJ

( ― )

10
100

1000
10 01Xl

守
布
如
‐０
８

００
Ｍ
的
如
‐６

VCR

４５
範
西
９
７

側
鋪
７
２５
‐８

* Synergistic effect

は,ATPが 高濃度になるに従い,ま た処理時間が長 く

なるに従って低下した (図4).

一方,非 癌化細胞である,NIH 3T3,マ ウス胎児線

維芽細胞では,膜 透過性変化 と同様,ATP処 理による

増殖抑待Jは極めて少なかった (図 5).

以上の知見をもとに,ATPに よる膜透過性の元進

ならびに殺細胞効果が,抗 癌剤の抗腫瘍効果に及ぼす

影響をさらに検討 した,Clone,M3細 胞において ADM

と併用 した結果をみると,ADMの 抗腫瘍効果は,いず

れの濃度においてもATPで 処理することにより相加

的に増強された。すなわち,lng/mlの ADM単 独では

70.9%,ATP処 理のみでは48.1%の 生存率であった

が,両 者の併用により生存率は35。9%と 低下 した。

5‐FU,MMC,ACNUを 併用 した場合も同様に相加

的効果がみられた。VCRで はわずかながら,相 乗的に

増強された (表 1).

同様の実験で,正 常細胞であるマウス線維芽細胞 と

痛細胞であるClone‐M3細 胞を比較すると,マ ウス線

維芽細胞では,ATPの 作用はほとんど認め られず,

ADM,VCRの いずれの濃度においても,Clone‐M3細

胞に比べ生存率は有意に高かった (図 6).

IV.考   察

細胞外 ATPが ,動 物細胞の膜透過性変化をおこす

ことは,こ れまでにもいくつかの報告があるll~3汚),現

在までに,3T6,SV3T3,PY3T3,B16 melanoma,

L929,Friend erythroleukemiaなどのマウス出来の癌
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図6 痛 細胞と正常細胞におけるATPの 併用効果
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細胞をはじめ,CHO‐ Kl(ハ ムスター)や HeLa(ヒ ト)

細胞などの種々の癌細胞で ATP作 用が認められてい

る。今回の実験では,癌細胞であるCoine‐M3,Ehrlich

細胞において ATP作 用が確認され,ま た膜透過性の

元進に伴いceli viabilityの低下 も認め られた。しか

し,非 癌化細胞である NIH 3T3,マ ウス胎児線維芽細

胞ではこれらの変化は軽徴であ り,ATPの 作用は用

いた癌細胞に特異的であった。

また,癌 細胞における各種抗癌剤の増殖抑制効果は

ATP処 理により相加的,一 部,相 乗的に増強された。

ATPが すべての正常細胞に対 して殺細胞効果を発揮

しないとすれば,ATPの 併用により少量の抗癌剤で

癌の増殖を抑えることが可能 となり,副 作用の軽減に

もつながる。したがって,臨床的に ATPの 適切な投与

法を確立することで, これまでの化学療法に加えた治

療効果が期待できるものと思われ,現 在 物 冴力 での

検討を行っている。
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寛比ロイドEは
直接胃粘膜を保護します

〔包  装 〕

200mo×50     600mo〉く20

〔作用 ・特長)
E消 化管粘膜画への付着性が強く、胃疫、胆オによる胃粘膜、食道粘嘆

への攻撃を防禦し、お癒を促達、自覚症状を改善する。

■消化管出llllに対して、出llll部を物理的に圧迫被覆し、又生化学的にも

血渡凝固系に関5し 止血を促達させる。

日本剤の有効成のアルギン酸ナトリウムは天然の多糖体であり、経□捜

5で は吸収|よ極めて」ヽさ<、 副作用もほとんど認められない。
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