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緒 言

現在まで57Gaを はじめとして種 々の放射 性金属核

種の悪性腫瘍 に対す る親和性 が検討 され,臨 床的 に

も応用 されている.し か し,こ れ らの放射性金属核

種 の腫瘍集積機序 には不 明の点 が多 く,こ れを解明

す るためには,腫 瘍細胞あ るいは腫瘍組織 と腫瘍親

和性金属 との相互作用に関す るそれぞれの特 異的性

質 を究明す る必要 がある.

最近,が ん細胞の性状について,そ の細胞膜 に見

られる変化 との関連 が注 目されている.そ してがん

細胞 に見 られ る多 くの特 異的現 象が,が ん細胞膜表

層の複合糖質 の変化 に起因 してい ることが明 らかに

な りつつ ある.1)～31細胞膜表層の変化に基づくと考 え

られ る現象の一つ としてがん化細 胞ではRR(ル テニ

ウムレッド)による電子染色 の程度が強 くなることが

知 られてい る4.)このことか らTanabeら5) 6)はRu

(ルテニ ウム)と 腫瘍の関連 に着 目し,放 射性Ru

核種が腫瘍 親和性 を有 してお り,臨 床応用の可能 性

があることを報告 した.

RRの 性質 として,細 胞 膜表層の糖 タンパクおよ

び酸性 ムコ多糖体 との結合,が ん細胞 の凝集7,)細胞

膜 およびミトコンドリアにおけ るCa2+輸 送の阻害8) 9)

な どが知 られ, RRと 細胞膜のCa2+結 合 タンパクと

の関連が推測 されている。 これ らのRRに 関す る知

見を もとに103Ruの 腫 瘍 親和 性 について検討 した.

そ して腫瘍 ホモ ジネー トを遠心分画 して103Ruの 細

胞 内分 布 を検 討 した実 験 で は,ミ トコン ドリアが103Ru

を結 合 す る能 力 が高 い こ とが示 され10) 03RuとCa2+

結合 タ ンパ ク との 関 連 が推 測 され た.本 編 では103Ru

の が ん細 胞表 層 へ の 結 合 に つ い て検 討 した 結果 を報

告す る.

材 料 お よ び方 法

1.核 種

Radiochemical Centre製103Ru-chloride 4N

HCI溶 液(比 放 射 能 約1mCi/mg)に1NNaOH溶 液

を加 えてpHl.5-2.0に 調 整 し,ミ リポ ア フ ィル タ

ー(0 .45μ)で ろ過 滅 菌 して 実 験 に使 用 した.

2.が ん細 胞

ドン リュ ウ系 雄 性 ラ ッ ト(体 重 約200g)の 腹 腔 内

にAH-130腹 水 肝 が ん細 胞 を移 植 した.移 植 後7日

目 に腹 水 を採 取,が ん 細胞 をUtsumiら11)の 方 法 で

分離 し,生 理 食塩 水 を用 い て遠 心 洗 じ ょ う して実 験

に供 した.

3.放 射 能 お よ び タ ンパ ク量 の測 定

103Ruの 放 射 能 活 性 は ウ
ェル 型 シ ンチ レ ー シ ョン

カ ウンター(Aloca Multimode Scales, TDC-601)

で測 定 した.

タン パ クの定 量 は ビウ レ ッ ト法12)で 行 っ た.

4. 103Ruの がん 細胞 へ の結 合

(1)イ ンキ ュベ ー シ ョン時 間 に よ る変 化

がん 細 胞 を生 理 食 塩 水 に 浮遊 し,こ の 細 胞 浮遊 液

(タ ンパ ク量0.8㎎/ml)のlmlず つに103Ru-chloride
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約6×105c.p.m.を 加 え, 37℃ で イン キ ュベ ー トし

た.そ して30秒, 5, 10, 15, 20お よ び30分 間 イ ン

キ ュベ ー トした もの につ いて 吸引 ろ過 法 で細 胞 を分

離 し,細 胞 に結 合 して い る放 射能 を測 定 した.吸 引

ろ過 に は3μ の ミ リポ ァ フ ィル ター を用 い た.

(2)定 量 分 析

非放 射 性Ru-chloride(半 井化 学薬品社製)にtracer

と して103Ru-chlorideを 加 え(約3×106c. p. m./

μmole Ru), 0.15MNaCl溶 液 を用 い て種 々の 濃 度

のRu液 を調 整 し た.つ い で その 各 々0.5mlに が ん

細 胞生 食 浮遊 液0.5mlを 加 え,タ ンパ ク量3.2mg/ml,

終 末Ru濃 度3, 10, 20, 30, 50, 100,お よび150μ

Mの 混 合液 と した 。 そ して 各 々の混 合 液 を37℃10分

間 イ ン キ ュベ ー トした の ち吸 引 ろ過 法 で細 胞 を分 離

し,放 射 能 を測 定 して細 胞 に結 合 して い るRu量 を

求 め た.

(3)papain処 理 に よ る変 化

以 下 の3群 の が ん細 胞 をRuと イ ンキ ュベ ー トし,

 Ruの 結 合 量 を比 較 した.

① 群 低 濃度 のpapainで 処理 した細 胞

② 群 同 様 のpapain処 理 後 洗 じ ょ う した細 胞

③ 群papain処 理 しな い対 照 群 細 胞

す な わ ち,が ん紐胞 を0.15M NaCl-5mMMOPS,

 [3-(N-Morpholino) propanesulfonic Acid〕pH

 6.8の 緩 衝液(以 下saline-MOPS液 と略)に 浮 遊

させ,終 末 濃 度 が0.0025%papain, 5mMcysteamine

に な る よ うに両 者 を含 むsaline-MOPS液 を加 え,

 37℃15分 間 イ ンキ ュベ ー トした.そ して,そ の ま ま

の細 胞 浮 遊 液 を① 群,細 胞 を イ ン キ ュベ ー トの の ち

saline-MOPS液 で遠 心 洗 じ ょう し,再 びsaline-

MOPS液 に 浮 遊 させ た もの を② 群 と した.ま た,

 papain, cysteamineを 加 えず 同 様 の 調 整 お よび イ

ンキ ュベーシ ョンを行 った細 胞 浮遊 液 を③ 群 と した.

各 群 の 細 胞 浮遊 液 の 各 々0.5mlに,種 々 の濃 度 の

tracer加Ru-chlorideのSaline-MOPS液0.5

m1を 加 え,各 群 にっ き終 末Ru濃 度5, 10, 15, 20,

 30お よ び50μM,タ ンパ ク量10mg/m1の 混合 液 を37

℃10分 間 イ ンキ ュベ ー トし,つ い で2,500r.p.m. 10

分 間遠 心 して細 胞 を分 離 し,遠 心 洗 じ ょ う後 放 射 能

を測 定 して そ れ ぞ れの 細胞 に結 合 して い るRu量 を

求 め た.

(4) papain処 理 で遊 離 す る糖 タンパ ク との結 合

がん 細 胞 のsaline-MOPS浮 遊 液(タ ンパ ク量5

mg/ml)の10mlに, saline-MOPS液 で 希 釈 した

tracer加Ru-chloride液2ml(41.500c.p.m.)を

加 え37℃10分 間 イ ン キ ュベ ー トした.つ い で2,500

r.p.m10分 間遠 心 して細 胞 を分 離 し, saline-MOPS

液5mlに 浮 遊 した.そ の1mlを 放 射 能 測 定 に 使 用

し, 4mlの 細 胞 浮 遊 液 にpapain, cysteamineの

saline-MOPS溶 液6mlを 終 末 濃 度 がそれ ぞれ0.0025

%,5mMに な るよ うに 加 えた.そ して37℃10分 間

イ ン キ ュベ ー トしたの ち2,500r.p.m.10分 間 遠 心 し

て上 清 を分 離 した.そ の 上清2mlをsaline-MOPS

液 で6倍 に希 釈 し, 10%cetyltrimethylammonium

bromide(CTAB)0.5mlを 加 え, 37℃ で一 昼 夜 イ

ン キ ュベ ー トした の ち, 3,000r.p.m.10分 間 遠 心 し

て沈 さを分 離 し,放 射 能 を測 定 した.ま た,が ん細

胞 を含 ま ない 液 に つ いて 同 様 の 操 作 をf1い,生 じた

沈 さの 放射 能 を補 正 した.

結 果

1. RuのAH-130腹 水 肝 が ん細 胞 へ の 結 合

103Ruと が ん 細胞 を37℃ で イ ンキ ュベ ー トす る と,

 Fig.1に 示 す ご と く,細 胞 に結 合 す るRu量 は イ ン

キ ュベ ー ト開始 後5-15分 で ほ ぼ最 高 値 に達 した.

 Ru濃 度 とが ん細 胞 の タ ンパ ク1mgあ た りに結 合

す るRuモ ル数 との 関係 をScatchardplotで 示 した

(Fig.2).こ れ らの 関 係 は 折 れ 線 と して表 わ され,

がん 細 胞 のRuレ セ プタ ー に は親 和 性 の強 い部 位 と

弱 い部 位 が あ る こ とが示 され た.

2. papain処 理 に よ る変 化

Fig.3に 示 す ご と く, papain処 理 後 その ま まRu

とイ ンキ ュベ ー トしたが ん 細胞 に結 合 す るRuは 対

照 群 に比 べ て 著 し く少 な く, Ruの 多 くが, papain

処 理 に よ って 浮遊 液 中 に離 脱 した表 層 タ ンパ ク に よ

り強 く結 合 した と考 え られ る. papain処 理 後 洗 じょ

う して浮遊 液 中 の可 溶 化 され た表 層 タ ンパ ク が除 か

れ た状 態 にお い て も, Ru濃 度15μM以 下 で は細 胞 に

結 合 す るRu量 は対 照群 よ り少 な く,こ の傾 向 はRu

濃 度 が低 いほ ど顕 著 で あ っ た.し か し, Ru濃 度 が

20μM以 上 に た る と表 層 タ ンパ ク除 去 の影 響 は み ら

れ な くな り,細 胞 に結 合 す るRu量 は逆 に対 照 群 よ

り多 くな った.こ の原 因 は明 らか で は な い が, AH-

130腹 水肝 が ん細 胞 が20μM以 上 のRu-chlbrideに

対 して明 らか な凝 集 性 を示 す13)こ とが 関係 して い る

の か も しれ な い.

低 濃 度 域 で が ん細 胞 に結 合 す るRuと 低 濃 度pa-

pain処 理 で可 溶 化 され る細 胞 表 層 タンパ クとの 関 連

に つ いてTable 1に 示 した.細 胞 に結 合 したRu

の約65%がpapain処 理 に よ って 可 溶 化 され,そ の45
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Fig. 1. Time course of 103Ru bound to AH-130 

ascites hepatoma cells incubated at 37•Ž

.

Fig. 2. Scatchard plot of ruthenium bound to 

AH-130 ascites hepatoma cells.

%がCTABで 沈澱 した.こ れ は最初 に細胞に結合 し

ていたRuの 約30%に 相当 し, Ruが 細胞膜表層 の糖

タンパ クと強 く結合 してい るこ とを示 してい ると考

えられ る.

Fig. 3. Effect of the mild papain treatment on 

ruthenium binding to AH-130 ascites 

hepatoma cells.

考 案

腫 瘍 親 和 性 放射 性 金 属103Ruの 腫 瘍 集積 機 序 を解 明

す る目的 でRuと が ん 細胞 表 層 の関 連 に つ い て検 討

した.そ の 結 果, AH-130腹 水肝 が ん細 胞 のRu結

合 レセ プ タ ーに は親 和 性 の 高 い部 位 と低 い部 位 が 存

在 し,親 和 性 の高 い レセ プ ター はpapain処 理 に よ

っ て可 溶 化 され る細 胞 表 層 の 糖 タ ンパ ク で あ る こ と

が示 され た.こ の よ うなRuの 性 質 は,こ れ まで に

報告 され て い るRRに 関 す る知 見 に類 似 して い る.

 RRは 細 胞表 層 の 糖 タ ンパ ク,酸 性 ム コ多 糖 体 と結

合 し7),細 胞膜 のCa2+輸 送 を阻害 す る.8) 97そ して,

このCa2+輸 送 阻 害 は細 胞 膜 のCa2+結 合 糖 タ ンパ ク

にRRが 競 合 的 に結 合 す る こ とに よ る と考 え られ て

い る. 14)こ れ らの こ とか ら103Ruの 腫 瘍 集 積 は が ん

細 胞 膜表 層 のCa2+結 合 糖 タ ンパ クに対 す るRuの 親

和 性 に関連 して い る こ とが推 測 され る.

他 の腫 瘍 親 和 性 金 属核 種 の腫 瘍 集 積 機序 が103Ru

と共 通 で あ るか ど うか は 明 らか で ない が,乙細胞 膜 の

Ca2+輸 送 を阻害 す る性 質 は ランタニ ド元 素 につ いて も

認 め られ る14)こ とか ら,ラ ン タニ ド元 素 で あ る169Yb,

 167mTmな どの腫 瘍 親和 性 はC
a2+結 合 タ ンパ ク と 関

連 して い るの か もしれ な い. Anghileri 15)は67Gaの

腫 瘍 親和 性 がCa代 謝 に関 連 して い る と報 告 した が,
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Table1. Radioactivity liberated by the mil dpapain treat

ment from the AH-130 ascites hepatoma cell sin

cubated with ruthenium chloride containing 103Ru-

chloride as a tracer, and radioacxivity precipi

tated by CTAB with the papain fragments.

その後 この点に関する研究報告はみ られない.

形質転換細胞 が麦芽凝集素や コンカナバリンAに よ

って特異的 に凝集 する16) 17)ことが発 見 されて以 来 が

ん細胞膜構造の研究 が進 み,が ん細胞の特異的性質

の多 くががん化 による細胞膜表層 の複合糖質の変化

によって発現す ることが明 らかにな りつつ ある. 1)～3)

がん細胞膜 の性質 の うち金属の腫瘍親和性に関連す

るものして,陰 性荷電の増加あ るいは透過性の亢進

な どが挙 げられている18) 19)が,これ らについての十分

な検討 は行われていない.現 在,が ん細胞の性質 の

研究 としてがん細胞膜構造の解折 が進 められてお り,

金属の腫瘍親和性機序の解明について も,こ の方面

の検討が必要 であろうと思 われる.

結 論

103Ruの 腫瘍親和性 を解明す る目的で
, 103Ru-chlo

rideを トレーサーとして加 えたRu-chlorideとAH-

130腹 水肝がん細胞 をin vitroで イ ンキ ュベー トし,

 Ruの がん細胞 への結合 と細胞膜表層の タンパクとの

関連 について検討 した.が ん細胞 に結合 するRu量

はRu濃 度が高いほ ど多 く,が ん細胞 のRu結 合 レ

セ プターに親和性の高い部位 と低 い部位が存在す る

ことが示 された.が ん細胞 を低濃度のpapainで 処

理す るとRuの 多 くは可溶化 された タンパ クと結合

し,細 胞 にはあま り結合 しなか った.しか し, papain

処理で可溶化 された タンパ クを除去す ると,再 び多

くのRuが 細胞 との結合 を示 した.ま た, papain処

理で可溶化 された タンパ クの うちCetyltrimethy

lammonium bromideで 沈澱す る糖 タンパ クに対 し

てRuが 親和 性を もつ ことが示 された.

これ らのことか ら103Ruの がん細胞 への結合にはが

ん細胞膜表層 の糖 タンパ クが重要 な役割 を果た して

いると考 えられ る.

稿を終おるにあたり,御 指導および御校閲をいただい

た山本道夫教授,な らびに直接実験の御指導をいただい

た田辺正忠助教授,山 本剛禧講師に深謝 します.な お本

研究に御協力いただいた放射線医学教室の各位に謝意を
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The mechanism of 103Ru-uptake in tumors was investigated through the incubation of 
rat ascites hepatoma cells (AH-130) in vitro with various concentrations of Ru-chloride con
taining 103Ru-chloride as a tracer. Quantitative analysis of Ru binding to the cells indicated 
that ascites hepatoma cells contained high and low-affinity binding sites for Ru. When ascites 
hepatoma cells were incubated with Ru after incubation with a low concentration of papain, 

most of the Ru was not bound to the cells but was found in. the medium containing solubilized 

glycoproteins. However Ru bound mainly to washed cells after the incubation with papain. 
About 65% of the Ru bound to ascites hepatoma cells was liberated by the papain treatment, 
and about 45% of the liberated Ru was precipitated by cetyltrimethylammonium bromide, 
indicating that Ru bound tightly to glycopeptides. These results suggest that the tumor affinity 
of 103Ru is related to specific binding to glycopeptides on the tumor cell surface.


