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推薦のことば

 大量のビタミンCを,点 滴によ りがん患者の血 中に直接投与する 「高濃度 ビタミンC点

滴療法」 は画期的な治療法 として近年注 目を集めている。すでに米国や 日本では臨床的に

用 いられ,様 々ながん種 においてそ の治療効果が認められて いる。 しかしなが ら,ビ タミ

ンCが,ど のよ うな作用機序によってがん細胞 を選択的 に死滅させるのか につ いてはいま

だに明 らかでない。そ こで本研 究は,ビ タミンCの がん細胞 に対する毒性作用 メカニズム

を解 明する ことを目指 して,細 胞 内代謝物質の網羅的解析(メ タボ ローム解析)を 行い考

察 した もので ある。本研究の成果は将来的によ り効率的かつ信頼性の高い ビタミンC療 法

の開発 と普及 に貢献できる可能性があるため,研 究会優秀論文として推薦す る。

慶應義塾大学

環境情報学部教授

    冨田 勝



Intracellular metabolic change s induced by

vitamin C in cancer cells

がん細胞におけるビタミンCが 引き起こす細胞内代謝変動

環境情報学部3年

上瀧 萌

要旨

 生体 内で様々な作用 をもた らす ビタ ミンCは,抗 酸化物質 として広 く知 られてお り,ミ

トコン ドリア内に取 り込まれた ビタミンCは 細胞内の レドックス制御 によって酸化ス トレ

スを除去 しミ トコン ドリアの脱分極を防ぐと言われ ている.一 方で ビタミンCは 酸化ス ト

レスを発生 させ る酸化促進作用 も兼ね備 えているこ とも分 かっている.近 年 この特性 を利

用 したビタ ミンC点 滴療法 とい うがん治療が注 目を浴びてお り,こ の酸化促進作用ががん

細胞 に選択的に毒性 を もた らす と推察 されてい るが,十 分に明 らか とはなってお らず諸説

提唱 されてい る.ま たビタ ミンCの 抗 がん作用機序 の解明に向けて培養細胞 を用いた研究

が行 われ る中,ビ タ ミンCが 及 ぼす細胞の代謝応答 を包括的に見た報告は未だない.

そ こで本研究では ビタ ミンCが がん細胞 に及 ぼす細胞毒性 をメタボ ロミクスの観点か ら明

らかにすべ く,ビ タ ミンCに 対 し高感受性を示 したMCF7(ヒ ト乳がん細胞株)お よび低感

受性 を示 した 田'29(ヒ ト結腸がん細胞株)を 用い,CE-TOFMSに よる経時的なメタボロ

ーム解析 を行った.本 研究では,全 時系列 において両細胞 とも非毒性濃度の ビタ ミンCで

は大 きな代謝変化 は見 らない一方で毒性濃度域 では両細胞 で類似 の代謝変化 溺見 られ た.

このことか ら,ビ タ ミンCが 両細胞にっいて及ぼすア ミノ酸代謝 についても調査 した とこ

ろ,毒 性 を発揮す る濃度域で代謝変化 を誘導す るこ とが推察 された.今 後更なるがん選択

的な細胞毒性 メカニズムの検証 のため,正 常細胞 との比較 も検討 していきたい.

キー ワー ド:ビ タ ミンC,CE-TOFMS



1.序 論

 高濃度 ビタミンC点 滴療法 は副作用の少ない癌の代替療法 として近年注 目されている.あ

らゆるがん治療が開発 され る中,現 在副作用が少ない画期的な治療の一つに高濃度 ビタミ

ンC点 滴療法がある.1970年 にライナス ・ポー リング氏 によって ビタ ミンCの 抗 がん作用が

発 見され,そ の後 あらゆる研究がなされ治療法の確立に至った.一 般 にビタ ミンCは 抗酸化

物質 として よく知 られるが,近 年の研究成果では高濃度 ビタ ミンCは む しろ酸化促進的に働

くことによ り,が ん細胞に選択的に作用す ることが推察 されている(Li etal.,2007).し か

しその作用機序の詳細 はいまだ明 らかでない.も ちろん,が ん細胞や正常細胞 に対す るメ

タボローム レベル での影響や,各 細胞 の抗酸化能 との関連性 などにっいては未だ不明な部

分 も多い.

 また,こ の高濃度 ビタ ミンC点 滴療法の臨床的な効果 は,現 在 までの ところ大腸 がんや

肺がん,膵 臓がん,乳 がんな ど様々ながん種に対 して利用 されその効果が報告 されてい る

が,Chenら の研究結果においては全てのがん種 において毒性が見 られたわけではな く,ま

た毒性の見 られたがんで もそれぞれ細胞生存率にはば らつきあ り,細 胞株 によって ビタ ミ

ンCに 対す る感受性 には顕著な差があるこ とが分かってお り(Chen et al.,2005, Chen et

al.,2007, Chen et al.,2008),ビ タミンCに よるがんの治療法には未 だ検討すべ き点は多い.

そ こで本研究では,ビ タ ミンCの 投与による代謝応答,お よび感受性の異な る細胞株におけ

るその代謝応答 の違いをメタポローム レベルで明らかにす ることを日的 とし,さ らに感受

性を示す代謝マーカーの探索を 目指 した.先 学期ではCE・TOFMSを 用いて ビタミンCを 投

与 した ビタ ミンC感 受性の異なる培養細胞のメタボ ローム実験及びその解析 を行 った.夏 プ

ロジェク トまでの成果 として,細 胞毒性 が生 じるビタ ミンC濃 度条件では(MCF7で1 mM

以上,HT29で10 mM以 上),プ ロファイルの変動が類似 してお り, ATPやGTPの 顕著な低

下 と共にAMPやGMPの 増加 が確認 されたことか ら,エ ネルギー生成 の低下が示唆 された.

また,NAD, NADHの 低下 に伴いs解 糖系上流お よびTCA回 路上流に位置す る物質濃度が

増加 した ことか ら,NADの 分解 に起因す るエネル ギー代謝全体の停滞が示 された.細 胞内

代謝で も特に解糖 系,TCA回 路やエネルギー代謝 について ビタ ミンCに 対す る感受性 におい

て畿論を行ってきた.し か しなが ら,い ずれの細胞 も非毒性濃度域の ビタ ミンC濃 度条件で

は大 きな代謝変化 は見 られず,一 方で毒性濃度域では両細胞で類似 の代謝変化 が確認 され,

それぞれ感受性の違いによる特異的な代謝変動 は見 られなかった.そ のため,本 研究では

特にア ミノ酸代謝に焦点を当て,ビ タミンC感 受性差による代謝変動の差 を追究 した.



2.対 象 と手 法

2.1メ タボ ロー ム実験 に用 いた対象 と実験条件

 本研究で は,先 学期同様 にビタ ミンCに 対 して高悪受性株 であったヒ ト乳癌細胞株

(MCF7)と 低感受性株 であった ヒ ト結腸癌細胞株(HT29)を 用いて,比 較メタボ ローム解

析 を行 った.ま た添加す るビタミンC濃 度 はo,o.2,1.0,10皿Mと し,処 理 時間は ビタミンC

添加直前 をOhと し,添 加後1,2,6,12hに 設定 した.

ビタ ミンC湊aOー02」10,10醐

細胞播種
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2.2手 法

2.2.1メ タ ボ ロー ム実 験

 6穴 プ レー トにHT29ま たはMCF7細 胞 をそ れ ぞれ2×106 ce皿s/1nLで1wellに 対 して2 mL

ず っ播種 し,Gluc。ae(1.O g/L), Glutamine(0.584 g/L), Pyruvate(o.iig/L)含 有DMEM

培 地(Sigma, D2902)に て24時 間前培 養 を行 った.次 に,ビ タ ミンC添 加1時 間前 に この

DMEM培 地 にて培 地 交換 を行 った.そ の後,ビ タ ミンCを1we11毎 に10%添 加 し2時 間曝露

した.ま た,ビ タ ミンCは 非 常 に分解 しや す い物 質 で あ る こ とか ら,添 加 す る直 前 に用 時調

製 し,PBSで 希 釈 し吸 光度 を測 定す る こ とで ビタ ミンC濃 度 の定 量 を行 った,コ ン トロール

と して ビタ ミンC添 加 直 前 をOhと し,ビ タ ミンC添 加 後,1,2,6,12h後 にそれ ぞれ の サ ン

プル を採 取 した.サ ンプル 数 は一 条件 につ き,n=3と した.ま た,メ タボ ロー ム解 析 で細

胞 内代謝 物 質 濃度 を細 胞数 で正規 化 す る必 要 が あ るため,ト リパ ンブル ー試 薬 を用 い てマ

イ ク ロプ レー トリー ダー で測 定 を行 うこ とで,各 時 系 列点 にお け る生 細 胞数 を調 べ た,

2.2.2サ ン プル の 前 処 理

 5%マ ンニ トール を1wel1に 対 して1mL添 加 し2度 洗浄 した.2b gMのL・methionine

sulfone, MES, CSA(IS1)を 含 むMeOHを,1wellに 対 し600μL添 加 した.そ の後,4℃

にて10分 間静 置後,400gl.の サ ンプル溶 液 に対 し400μLのCHCIsと200 gLのMmi・Qを 加

え十分 に撹 搾 し,9,000×g,4℃ に て15分 間遠 心分 離 を行 っ た後,水 層360gL,をMillipore

製 限外 ろ過 フ ィル ター に移 し,再 度9,000×g,4℃ に て2時 間以上遠 心分 離 を行 っ た.そ の

後,ろ 液 を40℃ で240分 間遠 心乾 固 させ,1001Mの3・Aminopyrrolidine, Trimesate(IS2)

を含 む2b gLのM田i・Qに よ り可溶 化 し, CE-TOFMSに よる メタ ボ ロー ム測 定 を行 った.



2.3解 析 手法

2.3.1メ タボ ロー ム解 析

 本研究ではCEすTOFMSに より計測 され た陽イオン性 ・陰イオ ン性物質全てのサンプルデ

ー タ を用 い て メ タボ ロー ム解 析 を行 っ た。CE-TOFMSに よ り得 られ た全 デ ー タ を

MaeterHande2を 用いて積分によるピー ク検出 を行い,各 物質の精密質量や,標 準物質の

濃度を元 に各代謝物濃度の計算を行 った.ま た前回MCF7細 胞 においてGIP, G6P, F6P

の各 ピークにおいて複数 ピー クが重 な り検 出されていたが,夏 プ ロジェク トにおいて再度

メタボローム測定 を行 った結果3物 質それぞれ を同定す ることに成功 したため,そ の数値

を用いて解析 を進 めた,

2.3,2統 計解析

 本研 究で用いた統計解析 としては,両 細胞でのア ミノ酸の代謝変動 を捉 えるべ く,経 時

的変化 を調べた結果,Lysine, Arginineの 挙動 が類似 していたため,そ の相関関係 を調べ

るべ くJMPと い う統計解析 を行 うソフ トウェアで多変量解析を行った,さ らにこれ らの物

質 とア ミノ酸以外 にも類似 した挙動を示す代謝物質があるか同時に解析 を行った.

3.結 果

Fig.1異 なる ビタミンC濃 度条件にお けるHT29細 胞お よびMCF7細 胞の生存率の変化.

縦軸は生細胞数 【%1(Ohに おける生存細胞数に対す る各濃度での生存細胞数の割合),横 軸

は培養時聞 【h】を示す.



 まず夏プロでは全代謝物質デー タを用 い,メ タボローム解析 を行った.ビ タミンC濃 度

0皿M時 に対 して ビタ ミンCを 添加 した条件での細胞 内代謝 がどのよ うに変動す るか を調べ

た結果,最 も代謝変動が激 しく示 され たビタ ミンC添 加1時 間後 と,Fig.1よ りビタ ミンCに

対す る感受性 の差が よく見 られたlmMビ タ ミンCを 添加 した6時 間後の細胞内の代謝マ ッ

プを描画 した.

(a)HT29_ih i.OmM   MetabolomeMap

    

    
    

(b)HT29_6h_1.OmM



(c)MCF7_1h 1.OmM

(d)MCF76h 1.OmM



Fig.2主 なエネルギー代謝経路上に図示 した1血Mビ タ ミンc投 与1時 間後のHT29細 胞

 ω,お よびMCF7細 胞(c),同 じく投与6時 間後のHT29細 胞(b),お よびMCF7細

胞(d)の メタボローム変化.各 物質毎に,各 投与時間のOmM条 件 における定量値 に対す

る1mMビ タ ミンC条 件における定量値の比率を算出 しカ ラー コー ドに従い色付 けした.

 Fig.2よ り, HT29細 胞 のビタ ミンC濃 度1mM条 件では,ビ タミンC投 与i時 間後,

および6時 間後ではグルタチオンの代謝変動 は見 られたが,そ れ以外 の代謝経路中での変

動は見 られなかった.一 方MCF7細 胞ではすでにビタ ミンC投 与1時 間後に解糖系上流

の代謝物が増加 し,下 流では減 少 していた.さ らにTCA回 路 において も上流の代謝物の

増加,下 流の代謝物 の減少が見 られた.ま た,ATP, GTPな どのヌク レオチ ド3リ ン酸が

低 下す るとともに,AMP, GMPな どのヌクレオチ ド1リ ン酸 の濃度が上昇 していた.

 またMCF7細 胞において最 も激 しい代謝変動が確認 された10血Mビ タ ミンC添 加後1

時間条件の代謝変動 をFig,2と 同様のマ ップに載せて代謝濃度の変化に従って色づけを行

った.
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Fig.3 10 mMビ タ ミンC投 与1時 間後のMCF7細 胞の濃度依存的代謝 変動.

Fig.2と 同様に,各 物質毎に,添 加 後i時 間のo血M条 件 における定量値 に対す る10 mMビ

タ ミンc条 件における定量値 の比率をFig.2に 描画 されたカラー コー ドに従い色付 けした.

またエ ラーバーはn=3の 標準偏差を示 し,"*"は,OmM条 件 における値 に対す る有意差が

あることを示す(P<0.05).ま た代謝マ ップの側部には0㎡M条 件時の定量値 に対 してそれ

ぞれ顕著に差があった各物質を示 した(縦 軸=単 位細胞 あた りの代謝物濃度[姻,横 軸:左

か ら順に ビタミンC濃 度0,0.2,1,10mM条 件,赤 枠お よび青枠はそれぞれMCF7細 胞,

HT29細 胞にお ける代謝物である.).

 この結果,い ずれの細胞 も非毒性濃度 のビタ ミンC条 件下では大きな代謝変動は見 られな

かったが,一 方で毒性濃度域では両細胞で類似の代謝変化 が見 られた.っ ま り,MCF7細 胞

では1mMで, HT29細 胞では10 mMで 代謝物が変動す ることが分かった.

 また今学期はアミノ酸について興味が あり調べたかったため,ア ミノ酸代謝 を中心に研

究を進 めた.
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Fig.4両 細胞にお ける ビタ ミンC濃 度10 mM条 件でのア ミノ酸の代謝変動.
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HT29細 胞 ω とMCF7細 胞(b)に おける各物質の0 mM条 件 における値 に対す る10 mM

ビタ ミンC条 件 における値の比率 を示 した.ま たエ ラーバーはn=3の 標準偏差 を示 した.

ア ミノ酸の経時変化 について示 した(Fig.4).こ の結果か ら,ど ち らの細胞株 においてもァ

ミノ酸の経時的変化の傾 向にっいてはあま り差が見 られ なか ったが,ArginineとLysineに



おいては両物質の濃度が ビタ ミンC添 加後1時 間 に上昇 し,添 加12時 間後 も減少す ることな

くー定の濃度 を保 っていた.そ こで次にArgiaine, Lysineと 似 た挙動を示す物質を調べ る

べく,多 変量解析 を行い相 関がある物質 をピックア ップ した.
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Fig. b MCF7細 胞 における多変量解析.ビ タミンC濃 度0 mM条 件におけ るLysineと

Arginineと 相関係数が0.90以 上で あった物質(A)と10 mM条 件 における両物質 と相関係

数 が0.90以 上であった物質(B)を 示 した(相 関係数はグラフ内のrで示す.).

 Fig.6よ り,ビ タ ミンCを 添 加 してい な いO mM下 で はLysineとArginineと 共通 して相 関

が あ る代 謝 物 は な く,Lysiaeと 相 関 が あった の はArginine以 外 で はPheだ けで あ った.

Arginineと 相 関が あ ったの はLysineの みで あった.ま た10 mM条 件 下 で は両物 質 と共 通 し

て相 関 が あ った のはOrnitl血1e, Ade1血e, Citrulline, Pyruvateで あっ た.



4.考 察

 4.1.1代 謝変動マ ップを用いた感受性比較

 本研究では両細胞 において細胞数 の差に よりどのよ うに代謝が変動 したかを捉えるため,

差があま り見 られなかった1mMビ タ ミンC添 加1時 間後 と差が見 られ た1mMビ タ ミン

C投 与6時 間後 のメタボ ロームプ ロファイルを比較 し主なエネルギー代謝経路上にてコン

トロール(各 時間の ビタミンCOmM条 件の代謝物濃度)比 によ り色付 けを行い描画 した

(Fig.3).こ の結果 より,細 胞数の減少が見 られなかったHT29細 胞では1mMビ タ ミンC

添加1時 間後 さらには6時 間後においても代謝物 には 目立った変動 は確認 されなかったが,

1mMビ タ ミンC添 加後6時 間で細胞生存率が約80%に 減少するMCF7細 胞では解糖系上

流物質の増加,お よび下流物質の減少,加 えてTCA回 路の上流物質の蓄積,お よび下流物

質の停滞が見 られ,細 胞数の増減 に伴い代謝が大きく変動 しているのではないか と推察 さ

れ たが,Fig。1お よびFig.3の 結果 による と,10 mMビ タ ミンc添 加後1時 間ではいずれ

の細胞において も細胞生存率はおよそ100%で あ るにも関わ らず,活 発な代謝変動が起 こっ

てい ることが明 らか となった.し たがって,両 細胞 とも非毒性濃度域(MCF7細 胞では1

mM未 満, HT29細 胞では10 mM未 満を指す.)の ビタミンCで は目立 った代謝変化 は見

られず,一 方で毒性濃度域 では両細胞で類似の代謝変動が見 られた ことか ら,ビ タ ミンC

は両細胞について毒性 を発揮する濃度域(MCF7細 胞では1mM以 上,且 丁29細 胞では10

mM以 上を指す.)で 代謝変化 を誘導す ることが推察 された.

 またATP, ADP, AMPお よびGTP, GDP, GMPが 大き く変動 してい るこ とか らミ ト

コン ドリアに支障 をきた していることが推察 された.す でに生理学的濃度のアスコル ビン

酸は様 々な病 因の一つ であ る活性酸素種が生成 され るミ トコン ドリァ内に蓄積 されて,ミ

トコン ドリアのゲ ノム と膜 を保護することが知 られている(K.O etal.,2005).し か しなが

ら本研究結果によ り,薬 理学 的濃度のアス コル ビン酸 の投与ではこれ らの仮説が十分 に立

証 されず,む しろ高濃度の ビタミンCを 添加 したことによって ミ トコン ドリアに支障をき

た した結果ATP, GTPの 減少 とADP, AMP, GDP, GMPの 増加 が見 られたのではない

か と推察 され る.

4.1.1ビ タミンCの 及ぼすア ミノ酸代謝変動

さらに本研 究ではア ミノ酸代謝 において感 受性 の差 による代謝変動の違いを探 るべ く解

析を行 ったところ,Fig.4よ り夏プロの結果 と同様,ア ミノ酸 においても両細胞で細胞数の

変化 が見 られない ビタ ミンC添 加後1時 間ですでにArginineやLysineな どで代謝変動が

生 じていることが明 らか となった.さ らに両物質 と相 関がある物質を調べた結果,Arginine

と同 じ尿路回路上の代謝物質であるCitrulline, Ornithineと 相関がみ られ,そ の他Adenine

やPyruvateに おいても相 関がみ られた.こ の両物質はOrnithineと ともに成長ホルモンの

分泌を促進す るア ミノ酸であるこ とが分かってお り(Cbxomiak and.A.ntonio.,2002),ま た



Y+LAT1と い う中性ア ミノ酸 トランスポーターによ り細胞内に取 り込みが行われ ることが

知 られてい る(Kaneko et al.,2007).さ らにLAT1は がん細胞で特 に発現す ると言われて

いることか ら(Kaira et al.,2011),ビ タ ミンCの がん細胞選択的に細胞毒性を与 える とい

うメカニズムに何 らかの影響 を与えているのではないか と推察 された.

 この尿素回路上の代謝物が変動 した ことについて,高 濃度の ビタミンCを 摂取すること

によ りシュ ウ酸が発生 し,こ れによ り尿路結石が生 じると言 われてお り,本 実験で も臨床

で効果 が見 られ る薬理学的濃度での実験であったため,こ の現象 に より尿素回路 に何 らか

の刺激が働 きビタ ミンCを 添加 していないOmM時 よりも高いArginineやOrnithine,

Citm皿ineが 検 出された と考 えられ る.

5.結 論

 夏プ ロでは ビタ ミンCは 感受性 の異なる両細胞 において非毒性領域 では大 きな代謝変動

は見 られ ないが,毒 性濃度域ではそれぞれ類似 した代謝変動 を示す ことが明 らかとなった.

さらに同様 にア ミノ酸 でも毒性濃度域 での代謝変動が明 らか となった.ま たア ミノ酸のな

かでもLysine, Argiエ血eは その他のア ミノ酸に比べ増加 してお り, Y+LIAT1で 同 じく取

り込まれ るOmithineと も相関がみ られた.こ れ ら3物 質の細胞 内の代謝変動 が高濃度の

ビタ ミンCが がん細胞選択的に細胞毒性を与える重要な手がか りとなることが推察 され,

今後正常細胞 と比較す ることによって調査 を進 めていきたい.
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