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1.背 景

通常の酸素分圧では,ヒ ト細胞はミ トコン ドリアにお

いてTCA回 路,電 子伝達系,β 一酸化によリエネルギーを

得ている.初 期段階の体内のがん細胞では,周 囲の血管

構築が充分ではなく,酸 素供給量不足が想定される.そ

のため,体 内のがん細胞内では電子伝達系,β 一酸化など

の膨大な酸素供給を必要とする反応系ではエネルギー獲

得が不十分となる.そ こで,体 内のがん細胞では酸素を

必要 としない解糖系によってエネルギーを獲得する傾 向

が強い.が ん患者に疲労感が強いのも,酸素に頼 らない,

非効率なエネルギー産生により体内に乳酸が溜ま りやす

いからと考えられている.体 内のがん細胞は,血 管新生

される前や塊の内部など酸素が行き届きにくい状態,す

なわち低酸素状態ではエネルギー獲得にミトコン ドリア

を使用 していないのは明らかであるが,そ の使われない

ミトコン ドリアは消滅するのだろうか.酵 母におけるパ

スツール効果の実験では,好 気的条件で数多 く確認 され

たミ トコン ドリアが,嫌 気的条件では数も大きさも減少

する り.我 々は,が ん細胞のミ トコン ドリオンの数を,

まずはがん細胞株 において調査 した.調 査には通常の酸

素分圧で培養 したがん細胞株 と低酸素で培養 したがん細

胞株を比較 した.ま た,培 養条件が体内のがん細胞の生

育条件と類似 した三次元培養法によって培養 したがん細

胞株でも同様に調査 した.
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2.材 料 と方法

2.1細 胞培 養

spheroid

Schema三 次 元 培 養 にお け

るspheroidの 酸 素 分 圧

数 万 個 の 細 胞 で 立 体 構 造

を形 成 す るspheroidで は 内 部

は低 酸 素 状 態 に な る.

ヒ トヒ ト結 腸 が ん細 胞 株DLDI細 胞 を1〔W/oFetalBovine

S㎜ σBS),D-MEMfof$'(GIBCO)を 用 い,37℃,5%

CO2条 件 下 で培 養 した.通 常 酸 素 分 圧条 件 で は 上 記 培 養

条 件 で48時 間 培 養 した.低 酸 素状 態 は,vacuumovenmini

VM-3030(日 伸 理 化)に て 通 常空 気 を窒 素 で 置 換 し,48時

間 培 養 し た.三 次 元 培 養 は が ん 細 胞 株 をNanoCulture●

Plate(SCIVAX)に て6日 間 培 養 し,細 胞 塊(spheroid)を 得 た.

2.2PCRに よ る ミ トコ ン ド リアDNAの 定 量

各 細 胞 施Wiz肛dSVMinicol㎜sρromega)を 用 い て

DNAを 抽 出 し た.抽 出 したDNA20ngを,real-timePCR

mixhn'e(1xKapaSybt"'FastgPCRMasterMix(Kapa

Biosystems),0.4pMForwardprimer,0.4pMReverseprimer)

に 添 加 し,95℃/Smin,そ の 後95℃/20sec,60℃/25sec,

72℃/20secを1サ イ ク ル と し,40サ イ クルPCR反 応 を 行

っ た(LightCyclef'NanoSystem,RocheDiagnostics).反 応

終 了 後,PCR増 幅 産 物 を2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル に 供 し,電

気 泳 動 を 行 っ た.エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染 色 したPCR増

幅 産 物 をUVト ラ ン ス イ ル ミ ネ ー タ ー に よ り確 認 した.再

現 性 を 確 保 す る た め,培 養 か ら測 定 ま で,3回 実 施 した.

測 定 対 象 は ミ ト コ ン ド リアDNAのNADHrkhydrogenare6

領 域 お よ び ゲ ノ ムDNAの β「4傭 η領 域 と し た.
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3結 果

ミ トコ ン ド リア の 数 は 正 確 には 解 析 で きな い た め,こ

こで は1細 胞 あ た りの ミ トコ ン ドリアDNA数2)を 調 査 し

た(Flguエe)。細 胞 培 養 に よ る各 細 胞 群 に お い て,DLD-1細

胞 で 通 常酸 素 分 圧 で 培 養 した 細 胞 群(noanoxia)と 比 較 し

て,低 酸 素 状 態 で 培 養 した細 胞(hypoxia)お よび 三 次 元

培養 で培 養 した 細 胞 群(spheroiの で は,1細 胞 あ た りの ミ

トコ ン ドリアDNA数 が 大 幅 に減 少 した。
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Flgure酸 素 分 圧 の 違 い に よ る ミ トコ ン ド リ アDNA数

確認する予定である。

低酸素状態におけるミ トコンドリア数の減少の証明は,

同時にがん細胞塊内部の細胞状態の予測に役立つと期待

され る。 ミ トコン ドリア数が周囲の細胞 より大幅に減少

している揚合,そ の細胞群がグル コースによる有酸素系

でエネルギーを獲得 している可能性が低い。それ らの細

胞群では細胞質の乳酸発酵を抑制すれば,細 胞群 として

獲得するエネルギーが格段に減少すると予想され る。体

内のがん細胞が,低 酸素で生活している以上,低 酸素に

おける細胞の挙動の確認は,が ん細胞の理解に重要であ

る。
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縦 軸,1細 胞 あ た りの ミ トコ ン ドリアDNA数

4考 察

本 研 究 に よっ て,低 酸 素 で 培養 した が ん 細 胞株 と三 次

元培 養 法 に よっ て 培養 した が ん 細 胞株 で は,ミ トコ ン ド

リアDNA数 の減 少 が確 認 され た 。DLD-1細 胞 の 減 少 率 は,

低酸 素 で 培養 した が ん 細 胞株 で は259%ま で に,三 次 元

培養 法 に よっ て 培養 した が ん細 胞株 で は218%ま で に減

少 して い た。 低 酸 素 状 態 に よ って ミ トコ ン ドリア の活 動

が 弱 ま る とは 予 想 して い た が,ミ トコ ン ドリアDNAは 予

想 を 上 回 る減 少 率 と なっ た 。 これ に よ って,三 次 元 培養

で 形 成 され るspheroidの 内部 が 低 酸 素状 態 と示 唆 され た。

同様 な傾 向 は,DLD-1細 胞 以 外 で も確 認 され て い る(未 発

表デ ー タ)。

本 研 究 の み で,低 酸 素 状 態 にお け る ミ トコ ン ドリア 数

の減 少 を 証 明 で き た とは 考 えて お らず,培 養 細 胞 にお け

る ミ トコ ン ド リア の 染 色 に よ って も証 明す る予 定 で あ る。

spheroidの 内 部 は 生 き た ま ま染 色 で きな い の で,切 片 作 製

に よ り内部 とspheroid面 細 胞 との ミ トコ ン ドリア 数 を
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