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565 光線 力学的治療法におけるガン細胞の 死滅機構に関する研究
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【目的】光線力学的治療法（PDT ）とは 、 腫癌親和性を有する光感受性物質と可視光を用 いた

新しいガン治療法である。 光照 射により光感受性物質が励起 し活 性酸素種が生じ、ガン細胞
はア ポト

ーシス を誘導し死滅すると考えられ てい る。 しか し 、 詳細なガ ン細胞特異的ポルフィリ
ン 取り込み 機構及 び死 滅メカニ ズム は明らかに なっ て いない 。 そ こ で 、 アポトーシスを中心 に

各種の 細胞 につ い て死 滅機構の 解析を行うことを目的とする。

【方法及 び縮果】ヒト子 宮顛部ガン 細胞 （HeLa 細胞）、ヒト肝ガン細胞（HepG2 細胞）及びヒト

正 常肺線維芽 細胞 （W 卜38 細 胞 ）に つ い て 、 光 増感剤 であるヘ マ トポル フ ィ リン と赤色光
（600nm 以下 の 波長をカット）で処理を行い 、 核を H。echst33342 と Pr。pidium　 lodideで 二 重
染色し、 細胞の 死滅を蛍光顕徽鏡で観察 した。 その 結果 、

　HeLa 細胞で は、ポル フ ィリン 濃度
と光照射時間に依 存してア ポトーシス あるい は ネクロ ーシス による死滅を起こして いた 。 ア ポ

トーシス に よる死 滅では、典型的なクロ マ チンの 核膜 へ の凝縮及 びアポ トーシス 小体が見ら

れた 。

一
方 、 HepG2 細胞と WI−38 細胞で は 、 ポ ルフィリン濃度と光照射時間に関わらず 、 アポ

トーシスではなく、 ほ とん どネクロ ーシス による死 滅を示 して おり、細胞株間で死滅メカニ ズム

に違い があることが分か っ た 。 そこで 、 ア ポトーシス に おける死滅機構をさらに解析するため
に 、アポトーシスを抑制する h σ1」2 遺伝 子 を組み込 んだ HeLa 細胞を用いた結果 、 蛍光顕微
鏡に よる観察より、 アポトーシス が抑制されることが 分か っ た。

今後 、
caspase −3 活性の 測定 、 及びス トレスタン パク質で ある 。

−Jun の 活性を測定する予
定である。
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【目的 】近年 、 物理刺激に応答 する細胞 の シ グナル 伝達機構 に 関す る研究 が活 発化 し

て きた 。 すで に演者 らは低周波数微小電圧刺激に よ っ て グ リア細胞の NGF 発 現 プ ロ

セス を活性化 で きる こ とを見出 して い る 。 本研究で は、圧 力刺激 に対する細胞応 答を

検討 したとこ ろ 、 試験細胞に正 常 ヒ ト皮膚線維芽細胞 を用 い 、 加圧 刺激 に よ っ て サ イ

トカ イ ン産生が活性 化される こ とが明らかとな っ た 。

【方 法 及 び 結 果 】 ヒ ト皮 膚 繊 維 芽細 胞 を 3 ．5cm シ ャ
ー レ 上 で 細 胞 密度 3　 x

lO4celIs／cm2 に達する まで 培養 した 。 さ らに無血清培地で 24 時間培養する こ とに

よ っ て 増殖 を止め 、 細胞 周期 をGo 期 に 同 調 させ た 。 24 時間培養後 、 シ ャ
ー

レ内を無

血清培地で 満た し 、 空気が入 らな い ように シー ロ ン フ ィ ル ム で 密封 した 。 密封 された

シ ャ
ー レを水圧 加圧 容器に入 れ 、 各種加圧条件 を検討 した 。 加圧 終 了後 、 シ ャ

ー
レ内

培地を 1％ BSA 含有無血清培地 imL に 交換 し、 さ らに 24 時 間培養 した 。 24 時 間の イ

ンキ ュ ペ ー
ト中に分 泌 された各種サ イ トカイ ン濃度 をELISA法 に よ っ て それぞれ測定

した 。 測 定対 象 と した サ イ トカ イ ン の 内 、 イ ン タ ー
［コ イ キ ン ー　6 （IL−　6）お よ び

一8 （lL− 8）が加圧刺激によ っ て 誘導され る こ とを統計的に確認 した 。 加圧 刺激に よる

iL− 6 の 最 大 分 泌 誘導 量 は 、 30MPq 　20 分 間の 加 圧 条件 で 非加 圧 条件 の 約 18 倍 、

IL−8 で は 10MPa
，
30 分 間 で 非加圧 条件の 約 19 倍 にな る こ とが認 め られ た 。
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