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研究成果の概要： 
ヒト肺癌細胞株・悪性胸膜中皮腫細胞株に対して、in vitro で一酸化窒素ドナーDETA-NO
がアポトーシスを誘導することを確認した。その効果は低酸素（1％）環境下で増強した。ヒ
ト肺癌細胞株・悪性胸膜中皮腫細胞株のマウス胸腔移植モデルを作成した。特に悪性胸膜中皮

腫のリンパ節転移モデルはこれまでに報告がない貴重なモデルである。 
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１．研究開始当初の背景 
（1）活性酸素やフリーラジカルが生命維持に

不可欠な生体成分や代謝系を破壊することに

より、広範な疾患に関与していることが明ら

かになりつつある。一方、活性酸素は感染防

御の主役を担うと同時に、生体高分子の酸化

還元反応を介してシグナルを伝える生理活性

分子でもある。一酸化窒素ラジカル（Nitric 

Oxide:NO）は、その多彩な生理機能のゆえに

注目を浴びている酸素代謝産物である。本ガ

ス状ラジカルは細胞膜脂質二重層を自由に透

過し、動脈組織では平滑筋細胞内のグアニル

酸シクラーゼを直接活性化して循環動態を制

御、中枢および末梢組織では神経伝達物質と

して作用する。これは従来のリガンドと受容

体の関係に関する古典的な概念とは全く異な

るものである。 
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(2)NOが腫瘍に与える影響について近年多く

の知見が得られてきている。マクロファージ

(Jiang H et al 1992)、クッパー細胞(Fukum

ura D et al 1996)、NK細胞(Xiao L et al 1

995)、内皮細胞(Li LM et al 1991)が放出す

るNOが、各種癌細胞において殺癌効果を持つ

ことが明らかになっている。またNOは膵癌(G

ansauge S et al 1998)、乳癌(Mortensen K 

et al 1999)、大腸癌(Kwak JY et al 2000)、

膀胱癌(Fabbri F et al 2005)にアポトーシ

スを誘導する。その一方で、Bリンパ球(Mann

ick JB et al 1994)、胸腺細胞(Gerano AM e

t al 1995)、肝細胞(Tzeng E et al 1998)に

おいて低濃度のNOがアポトーシスを抑制す

ることも観察されている。NOが腫瘍細胞に対

して抑制的に働くか促進的に働くかは、癌細

胞の性質、発癌局所の循環動態、局所のNO濃

度、酸素代謝動態などにより大きく異なると

考えられる。その様相を定量的に把握するこ

とが、NOによるエネルギー依存性反応の特異

的制御や殺癌作用を有効に発現させるため

に不可欠である。 

 

(3)NOによる細胞障害機構としては、ミトコ

ンドリア電子伝達系の阻害、DNAに対する直

接的ダメージ、ERストレスを介したアポトー

シス、MAPKを介したアポトーシスなどが重要

とされているが、腫瘍細胞においては十分に

解明されているとは言えない。 

 

(4)腫瘍細胞においては分裂増殖の制御機構

が破綻している。腫瘍が組織塊としてある程

度以上の大きさに達すると血管新生が誘導

されることが明らかとなっているが、血管新

生も統制に乏しく、組織量と血管の量および

分布とのバランスが正常組織と比べて著し

く不均等である。このため腫瘍組織は酸素分

圧1～4Torrという極端な低酸素状態(正常組

織は 30～40Torr)におかれている。このよう

な低酸素状態にある腫瘍細胞は放射線治療、

化学療法に対する感受性が低下しているこ

とが知られている。腫瘍組織における低酸素

状態は腫瘍細胞の悪性化、治療抵抗性を高め

る大きな要因の一つと考えられている。一方、

本研究で展開を試みた治療法は、この腫瘍組

織の特殊環境を逆に利用できる可能性があ

る。なぜなら大気下ではほんの数秒であるNO

の寿命は、低酸素環境下では数分～数十分に

延長するため、生体内では大気下よりもはる

かに強い抗腫瘍効果を発揮すると期待され

るからである。これは NOドナーが腫瘍組織

に特異的に障害効果をもたらす治療的投与

量が設定され得る可能性を示唆している。 

 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的はNOドナーを用いた新しい抗

癌治療の開発であり、in vitro、in vivoにお

いて最も効率的に殺腫瘍効果を発揮するNOド

ナーの種類、投与量を明らかにすることであ

る。 

 

 
 
３．研究の方法 
(1)細胞培養実験 

①細胞株としてヒト肺癌細胞株（PC-9、PC-13、

A549、RERF-LC-AI、RERF-LC-KJ）、悪性胸膜

中皮腫細胞株（ACC-MESO１、ACC-MESO4）を

用いる。D-MEM培地（10%ウシ胎児血清、ペニ

シリン 100U/ml、ストレプトマイシン 100μ

g/ml）を主として使用し、実験中原則として

P3まで継代する。細胞数はマイクロメーター

で計測し、生死判定はトライパンブルー染色

で行う。細胞を dishから剥がすには 0.05 %

トリプシン/EDTAを用いる。 

 



 

 

②NOドナー：DETA-NO(Cayman chemical、半

減期20時間)、SIN-1(Biomol International)、

NOC-5（半減期 93分）、NOC-12（半減期 327

分）、SPER/NO（半減期 230分）、NCX4040

（NO-donationg aspirin）などを用いる。こ

れらを様々な濃度で培地中に添加し効果を

判定する。抗腫瘍効果の観点からは、NOドナ

ーは半減期が長いものがより望ましい。その

点で、37度で 20時間という長い半減期をも

つ DETA-NOは最も有力と考えられる NOドナ

ーである。 

 

③細胞培養：P3まで継代した腫瘍細胞を60mm

ディッシュに20×103 個/cm2で撒く。培地は

D-MEM培地（10%ウシ胎児血清、ペニシリン

100U/ml、ストレプトマイシン 100μg/mlを

添加）を用いる。各種 NOドナーを様々な濃

度でD-MEM培地に加え（例えばDETA/NO、SIN-1

の場合は終濃度 100μM～500μM）、すぐにイ

ンキュベーターに入れる。NOドナーを加えな

いコントロール群も作る。インキュベーター

は酸素濃度 20％(normoxia)と酸素濃度 1％

(hypoxia)の 2つを用意する。いずれの条件

も温度37℃、湿度70％とする。酸素濃度1％

のインキュベーターは、腫瘍細胞の虚血再潅

流障害を避けるために実験終了まで決して

扉を開けない。NOドナー投与 6時間、12時

間、24時間、48時間後にインキュベーター

からディッシュを取り出す。マイクロメータ

ーで細胞数をカウントし、細胞密度を把握、

発育速度を測定比較する。トライパンブルー

染色を用いて生存細胞数を概算する。培養液

中のLDH濃度を測定し、細胞死を定量的に評

価する。多種の NOドナーや濃度設定が必要

なため、実験群は多数にわたる。このためま

ずは生存細胞数を評価して、候補 NOドナー

の種類、濃度、培養時間の絞込みを行う。 

 

④アポトーシスアッセイ：腫瘍細胞死のうち

アポトーシスによるものの比率を評価する。

前述したように NOによる細胞死にはネクロ

ーシスとアポトーシスの両者がありうる。ア

ポ ト ー シ ス の 評 価 に は

APOPercentageTM(Biocolor Ltd)を用いる。方

法は、インキュベーターから取り出したディ

ッシュの培地にキット付属の色素を添加し、

インキュベーターに戻す。30分後にディッシ

ュを取り出したのち、培地を除去し、細胞を

PBSで洗浄する。アポトーシス細胞のみが染

色されるので、その数を計測する。 

 

(2)マウス移植腫瘍実験 

①動物種：NOD/SCIDγnulマウス（NOGマウ

ス）（実験動物中央研究所） 

NOGマウスはT細胞、B細胞機能に加えてNK

細胞機能も障害されている免疫不全マウス

であり、従来の免疫不全マウスよりヒト腫瘍

細胞の生着率が高く、転移巣を形成しやすい

という特徴がある。 

 

②腫瘍細胞株：RERF-LC-AI、RERF-LC-KJ、

ACC-MESO1 

 

③腫瘍発育観察：NOGマウス背部皮下に腫瘍

2×106個を注入する。3週間で2-3cm 大の皮

下腫瘤が形成されるので、その時点で腫瘍内

に各種 NOドナーを様々な濃度で経皮的に注

入する。また、NOGマウスの胸腔内に腫瘍 2

×106個を注入すると 1ヶ月で胸腔内に 1cm

大の腫瘤が形成される。胸腔内に NOドナー

を（DETA-NOなら200μM200μLを週3回・4

週間）注入して腫瘍発育に与える影響を評価

する。  

 
４．研究成果 
(1)In vitroにおいて最も強い殺細胞効果を
発揮したのはDETA-NO(Cayman chemical)であ
った。DETA-NOは中時間作用型(半減期500時



 

 

間)のNOドナーであるため細胞に対して比較
的長時間作用することができる。またNOの
半減期は低酸素環境下で長くなるため、1％
酸素環境下で殺細胞効果が増強した。
DETA-NOの濃度が200μMで低酸素濃度下と通
常酸素濃度下の抗腫瘍効果の差が最大化し
た。100μMではどちらの条件でも増殖抑制効
果が小さく、500μMではどちらの条件でも腫
瘍細胞は全滅してしまった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
【図１】ACC－MESO1細胞に200μM・DETA-NO
を投与して24時間後のMTTアッセイ 
 
 
(2)また、200μMのDETA-NOを投与により
ACC-MESO１細胞にアポトーシスが誘導され
ることを、JC-1アッセイで確認した。 
 
(3)In vivoでのNOドナーの抗腫瘍効果を検討す

るために、実験動物中央研究所が開発した免疫不

全マウス・NOD/SCID/γnullマウス（NOGマウス）

を用いた。NOGマウスの背部皮下にRERF-LC-KJ、

RERF-LC-AIが生着し、肝転移を形成することを確

認した。また、ACC-MESO１を胸腔内に生着し、さ

らに縦隔・対側リンパ節転移を生じることを確認

した。いずれも局所効果だけでなく転移の抑制効

果も評価できる有用なモデルであるが、特にヒト

悪性胸膜中皮腫のリンパ節転移モデルはこれまで

に報告がないものである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【図２】ヒト悪性胸膜中皮腫のリンパ節転移
モデル 
 

(4)NOGマウス皮下に移植した RERF-LC-KJ細
胞腫瘍塊に200μM・200μLのDETA-NOを週3
回・4週間局注すると、4週間後の腫瘍サイ
ズがコントロール群に比べて有意に小さく
なった。現在、前述した胸腔内移植モデルを
用いて、胸腔内へのDETA-NO注入による抗腫
瘍効果を検討している。 
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