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1.背 景

生 体 内 に は 活 性 酸 素 種 を消 去す る抗 酸 化 シス テ ム が 備

わ っ て い る1)。 抗 酸 化 シ ス テ ム は,Superoxidedismutase

(SOD)やCatalaseな どの 抗 酸 化 酵 素 お よびGlutathione

(GSH)や 尿 酸 な どの 抗 酸 化 物 質 に人 別 され る。 酸 素 消

費 に 伴 っ て 生 成 され る活 性 酸 素 種 は 、 これ らの 抗 酸 化 シ

ス テ ム に よ り消 去 され る2・3)。活 性 酸 素種 の 消 去 に よ り,

生 体 内 の 酸 化 と抗 酸 化 の バ ラ ンス は保 た れ て い る4)。 し

か し,酸 化 と抗 酸 化 の バ ラ ンス は 業 に2つ の 要 囚 に よ り

崩壊 す る。1つ 目に,喫 煙 や 薬 物 摂 取 な ど に伴 う抗 酸 化

シ ス テ ム に よ る消 去 量 を超 過 した 活 性 酸 素 種 の 発 生 量 の

増加 が 挙 げ られ る5)。2つ 目に,統 合 失 調 症 や 貧 血な どの

疾 患 や 老 化 に 伴 う抗 酸 化 シ ス テ ム の 活 性 の 低 ドに起 因 し

た 活性 酸 素 種 の 消 去 量 の 減 少 が 挙 げ られ る6)。2つ の 要

因 に 伴 っ た 酸 化 抗 酸 化 バ ラ ンス の 崩 壊 に よ り,酸 化 ス ト

レス が誘 導 され る4)。

一 般 的 に 抗 が ん剤 は 酸 化 ス トレス を誘 導 す る と され て

い る12)。酸 化 ス トレス ドで は,活 性 酸 素種 が タ ンパ ク質,

脂 質,糖 質 お よび 核 酸 な どの 生 体 分 子 を酸 化 し,正 常 細

胞 の 細 胞 死 を誘 導 す る3)。 した が って,酸 化 ス トレス が

抗 が ん剤 投'チに よ る副 作 用 の 原1大1の1つ と して 考 え られ

て い る。 しか し,当 研 究 室 で の20種 類 の 抗 が ん 剤 の 検

討 に お い て,酸 化 ス トレス を誘 導 す る抗 が ん 剤 は 一部 で

あ る と判 明 して い る4)。 我 々 は 抗 が ん剤 のCamptothecin,

Paclitaxel,Vinorelbineお よ びVinblastineの 培 養 細 胞 へ

の 投 与 に よ る強 い 酸 化 ス トレス の 発 生 を,蛍 光 性 プ ロー

ブCellROXの 蛍 光 と して確 認 して い る。 ま た,そ れ ら4

種 類 の 抗 が ん 剤 の うちVinorelbineお よ びVinblastineの

投 与 に よ る 細 胞 死 誘 導 を,ア ポ トー シ ス 検 出 試 薬

AnnexinVの 蛍 光 と して確 認 して い る4)。 しか し,抗 が ん

剤 投 与 に よ る細胞 死誘 導 の 中 で,酸 化 ス トレス に よ る細

胞 死 誘 導 の割 合 は 明 らか で は な い。 そ こで,本 研 究 で は

抗 酸化 物 質 で あ るN-acetyl-L-cysteine(NAC)の 投 与 に よ

り,Vinorelbineお よびVinblastine由 来 の 酸 化 ス トレス の

軽 減 を試 み た。 ま た,酸 化 ス トレス の軽 減 され た 条 件 下

に お け る,Vinorelbineお よびVinblastine投'チ に よ る細 胞

死 誘 導 を 調査 した。 これ に よ り,抗 が ん剤 由来 の 酸 化 ス

トレス が細 胞 死 を誘 導 し副 作 川 の原 囚 で あ るか 調 査 した 。

2.材 料 と手順

2.1細 胞 培 養

ヒ ト大 腸 が ん 細 胞 株DLD-1お よ び ヒ ト膵 臓 が ん 細 胞 株

SUIT-2を 東 北 大 学 加 齢 医 学 研 究 所 よ り入 手 し た 。10%

FetalBovineSerum(FBS),64pg/mLBenzylpenicillin

Potassium,45μg/mLStreptomycin,0.25μg/mLAmphotericin

Bに 調 整 し たRPMIl640培 地(ThermoFisherScientific)を 用

い て,37。C,5%CO、 条 件 下 で 培 養 し た 。 ま た,組 織 培 養

用48wellplate(ThermoFisherScientific)に8x104cells/mL

の 密 度 でDLD-1細 胞 お よ びSUIT-2細 胞 を 播 種 し た 。

2.2NAC投 与 お よ びVinorelbine,Vinblastine投 与

NACを 培 養 細 胞 へlmM投 与 し,370C,5%CO、 条 件 下

で1hrイ ン キ ュ ベ ー ト し た 。lhr培 養 後,Vinorelbineま た

はVinblastineを10pMず つ 投 与 し,14hr培 養 し た 。
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2.3CellROX(DGreen染 色 に お け る酸 化 ス ト レス の 確 認

CellROX⑭Green(LifeTechnologies)を5μM添 加 し37。C,

5%CO,条 件 下 で30minイ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後,

3.7%fbrmaldehydeを200μL添 加 し,15min室 温 固 定 し た 。

固 定 後,蛍 光 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。
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3.結 果 4.考 察

Vinorelbineま た はVinblastine投 与 細 胞 に お い て,

NAC処 理 に よ り酸 化 ス トレス の 軽 減 が 確 認 され た 。ま た,

NAC処 理 細 胞 にお い て,細 胞 死 誘 導 の 抑 制 は 確 認 され な

か っ た(図1)。
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図1NAC処 理細胞における

抗がん剤由来酸化ス トレスの細胞死誘導

我 々 は 抗 が ん 剤 のVinorelbineお よびVinblastineの 培

養 細 胞 へ の投 与 に よ る強 い 酸化 ス トレス の発 生 を,蛍 光

性 プ ロー ブCellROXの 蛍 光 と して確 認 して い る。そ こで

本 研 究 で は,強 い酸 化 ス トレス を 誘 導す るvinorelbineお

よびVinblastineに 着 日 した 。NAC処 理 に よ る酸 化 ス トレ

ス の 軽 減 に よ り細 胞 死 の 抑 制 が 予 想 さ れ た 。NACは

GSHの 前駆 体 で あ り,活 性 酸 素 の ヒ ドロキ シル ラ ジカ ル

を 消去 す る。 した が っ て,NAC処 理 に よ るVinorelbineお

よびVinblastine由 来 の ヒ ドロ キ シ ル ラ ジ カ ル の 抑 制 が

考 え られ た。 しか し,酸 化 ス トレス の 軽 減 され た 条 件 下

に お い て もNAC未 処 理 細 胞 と同 様 な 細 胞 死 誘 導 が確 認

され た。 した が って,Vinorelbineお よびVinblastineの 投

与 に よ り生成 され る ヒ ドロキ シル ラジ カ ル の 細 胞 死誘 導

へ の 関'チは低 い と考 え られ た。 今 後,そ の 他 の 活性 酸 素

種 に よ る細 胞 死誘 導 の調 査 の た め,抗 酸 化 物 質 の 尿 酸 あ

る い は 抗 酸 化 酵 素 のGlutathionePeroxidaseや

GlutathioneReductaseを 用 い た 酸 化 ス トレス の 軽 減 に よ

り,Vinorelbineお よびVinblastine由 来 酸 化 ス トレス の 細

胞 死 誘導 へ の 関'ヂを調 査 す る必 要 が あ る。
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