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ビタミンB,の 抗腫瘍効果に関する基礎的 ・臨床的研究

岡 達 三(鹿 児島大学農学部教授)

1.は じ め に

近年,ビ タミンに対する社会の認識は大きく変

化し,ビ タ ミンの欠乏を対象とした時代から直接

疾病の予防や治療に応用する時代へ変化 してきて

いる。腫瘍に対するビタミンの効果については,

緑黄色野菜の摂取とがんのリスクに関する研究が

報告されて以来,多 くの疫学的研究や介入試験に

基づいて抗酸化作用を示すカロテノイ ド,ビ タミ

ンCな らびにビタミンEな どにがんの リスクと強

い負の相関があることが示されてきた。世界中か

ら得 られ たこれらの結果 は,1997年 にWorld

CancerResearchFundか ら発行された"Food,

NutritionandthePreventionofCancer:a

globalperspective"に まとめられている。

一方
,ビ タミンB6(B6)は,動 物の成長や発生

に必須な水溶性ビタミンであり,活 性型であるピ

リドキサールリン酸(PLP)が ア ミノ酸代謝に関

与する酵素の補酵素として機能している。我々は,

これまでB、の補酵素 としての機能以外に,活 性

型であるPLPが 転写調節因子 と相互作用して遺

伝子発現を抑制することを明 らかにしてきたト9)。

一方,が ん細胞やがん患者の血清ではB、濃度が

減少していることが報告 されている1°-12)。本研

究では,以 上の結果に基づいて,が ん細胞へB6

を添加すると細胞増殖性のがん遺伝子の発現を抑

制 し,ひ いてはがん細胞の増殖を抑制するのでは

ないかとの考えに至 り,が ん細胞の増殖に及ぼす

B6の効果を検討した。

2.実 験 方 法

2.1細 胞培養

ヒト肝がん細胞であるHepG2細 胞(HB8065,

ATCC)を10%牛 胎児血清,1001U/mlpenicillin

な らびに100μg/mlstreptmycinを 含 むMEM

培地で培養した。

2.2SDS-PAGEと アルブミンのイムノブロ

ット分析

HepG2細 胞から分泌されるアルブ ミンに及ぼ

すB6の 効果 を検討する目的でSDSポ リアク リ

ルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)と イムノ

ブロット分析を行 った。50μ1の培養液 をSDS-

PAGEで 展開した後,Coomassiebrilliantblue

で染色 した。一方,5μ1の 培養液をSDS-PAGE

で展開した後,ニ トロセルロース膜に転写し,抗

ヒト血清アルブミン抗体を用いてイムノブロット

分析を行った。

2.3ノ ーザンプロット分析

細胞からTRIzol試 薬(GIBCOBRL)を 用い

て全RNAを 抽出した。アガロースゲルで電気泳

動後ニ トロセルロース膜に転写 し,32Pで 標識 し

たヒトアルブミンcDNAお よびGAPDHcDNA

を用いてノーザンプロットを行った。mRNA発

現量はレーザーデンシトメーターによって定量化

した。

2.4培 養細胞のタンパク質合成能

MEMO.1m1当 た り1×104個 の細胞を96ウエ

ルのプレート上で24時間培養した後,MEMの み

あるいは種々の濃度のピリドキシンを含むMEM
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と培地を交換 し更に3時 間培養 した。その後,

0.5μCiの[14C]leucine(比 活性56mCi/mmol)

を加えて16時間インキュベー トした。インキュベ

ー ト後細胞をPBSで 洗い,マ イクロチューブへ

移 した。遠心後,細 胞 に10%ト リクロロ酢 酸

(TCA)を 加え,TCA不 溶性の沈殿物の放射活

性を液体シンチレーションカウンターにて測定 し

た。

2.5形 態学的解析

HepG2細 胞をピリドキシン存在下あるいは非

存在下で4日 間培養した後,800×gで3分 間遠

心 して細胞を回収した。得られた細胞 を2.5%

glutaraldehyde/0.1Mphosphatebuffer(pH

7.4)で3時 間固定した。1%osmiumtetroxide

で再固定後,脱 水 してEpon812で 抱埋 した。超

薄切片をuranylacetateとleadcitrateで 染色

し,JEM-1200EXLL電 子顕微鏡にて観察 した。

2.6invivoで の腫瘍増殖に及ぼすB6の 効果

マウス自然発症肝がん由来のMH-134細 胞 を

C3H/Heマ ウスの背部皮下に移植 し,3日 後に

コントロール,0.5mg群,1.Omg群 に分けて飼

育した。コントロール群には生理食塩水0.1m1/

bodyを,0.5mg群 及び1.Omg群 には10mg/m1

の塩酸ピリ ドキシンをそれぞれ0.05m1/body,

0.lml/bodyず つ腹腔内に毎日投与 した。投与

1週 間後に腫瘍を摘出して重量を測定 した。

3.結 果

3.1HepG2細 胞の増殖に及ぼす ピリドキシ

ン及びその他のB,化 合物の効果

HepG2細 胞を培養している培地にピリドキシ

ンを加えると,投 与量依存的に細胞の増殖を阻害

した(図1)。 特に5mMの ピリドキシンを添加

した細胞の増殖は完全に抑制された。一方,ピ リ

ドキシン以外の他のB6化 合物について,細 胞増

殖抑制の効果を検討した結果,ピ リドキサールが

図1HepG2細 胞 の増 殖 に及 ぼ す ピ リ ド キシ ン の 効 果

・:OmM,　 :2.5mM,D:4.OmM,O:5.OmM

ピ リ ドキ シ ン

図2HepG2細 胞の増殖に及ぼすビタミンB6化合物の効果

●:無 添加,[コ:ピ リドキサミン,△:ピ リドキサール,
○:ピ リドキシン

効果的であった(図2)。5mMの ピリドキシン

存在下で培養した細胞をtrypanblueで 染色す

ると96～98%がpositiveで あり,ピ リドキシン

非存在の培地に変えて再び培養すると細胞の増殖

が観察された。
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3.2HepG2細 胞のアル ブミン分泌に及ぼす

ピリドキシンの効果

ヒト肝がん由来のHepG2細 胞は,肝 特異的な

アルブミンや αフェトプロテインのような血漿

タンパク質 を合成分泌する13・'4)。B、が細胞の増

殖を抑制するのみならず,細 胞の機能にも影響を

及ぼすかどうかを検討する目的で,ア ルブミンの

分泌に及ぼすピリドキシンの効果を検討した。細

胞を培養した培養液を毎日交換し,HepG2細 胞

か ら培養液中に分泌 されたアルブ ミンをSDS-

PAGEに よって分析 した。その結果ピリドキシ

ンを含まないコントロールの培地には培養後5日

目まで十分なタンパク質が観察されたが,ピ リド

キシンを含む培地では培養した時間に依存してタ

ンパク質の分泌が減少した(図3A)。HepG2が

分泌する主要なタンパク質はアルブミンであるこ

とから,ア ルブミンの分泌をイムノブロットによ

って検討した。5mMの ピリドキシンを含む培地

では,ア ルブミンの分泌が顕著に減少 し,培 養後

5日 目ではコントロールの10%ま で低下した(図

3B)0

3.3ア ルブミン遺伝子発現に及ぼすピリドキ

シンの効果

ピリドキシンによるアルブミン分泌の低下がア

ルブミンmRNAの 低下によるかどうかを検討す

図3HepG2細 胞の分泌タンパク質に及ぼすピリドキシン
の効果

A:全 ての分泌タンパク質に及ぼすピリドキシンの効果
(SDS-PAGE),B:ア ルブミンの分泌に及ぼすピリド
キシンの効果(イ ムノブロット)

る目的でノーザンプロットを行った。5mMの ピ

リドキシンを培地に添加後,HepG2細 胞におけ

るアルブミンmRNAレ ベルは20時間の代謝半減

期で急速に減少した(図4A,B)。 一方,コ ン ト

ロールとしてのGAPDHの 発現には何ら影響を

及ぼさなかった(図4A)。 これ らの結果は,ピ

リドキシンが細胞内においてアルブミンのような

分泌性タンパク質の発現に選択的に影響を及ぼす

ことを示唆している。

図4HepG2細 胞のアルブミン遺伝子発現に及ぼすピリドキシンの効果
A:ア ルブミンmRNAの ノーザンプロット解析,GAPDHmRNAは コントロールとして示してある。

B:(A)を スキャン後,定 量化してグラフで示してある。
●::.,○'+B6
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3.4タ ンパク質合成に及ぼすピリドキシンの

効果

細胞内タンパク質合成に及ぼすピリドキシンの

効果について検討 した。HepG2細 胞を種々の濃

度のピリドキシンと3時 間インキュベートした後,

標識ロイシンの細胞内タンパク質への取 り込みを

検討 した。HepG2細 胞におけるタンパク質合成

能は添加したピリドキシンの濃度依存的に減少し,

図5HepG2細 胞のタンバク質合成能に及ぼすピリドキシン
の効果

Ll4C]ロイシンの細胞内タンパク質への取り込みによりタンパ
ク質合成能を測定した。ピリドキシンを加えない時のタンパク
質合成能(81,000cpm/we11)を100%と した。

5mMピ リドキシンではコントロールの10%ま で

低下した(図5)。

3.5細 胞の形態に及ぼすピリドキシンの効果

細胞内クロマチン構造は,遺 伝子の転写活性に

依存 して変化することが知られている15)。B6は

HepG2細 胞のアルブミン遺伝子発現を抑制する

ことから,B6に よるHepG2細 胞の形態的変化を

電子顕微鏡によって観察した。ピリドキシン非存

在下で培養 したコントロールのHepG2細 胞は,

核膜がくびれた典型的ながん型の細胞核を示すと

ともに複数個の核小体が観察 された(図6A)。

一方
,5mMの ピリドキシン存在下で培養した細

胞は1個 の核小体をもつ滑らかな環状の核を示し,

核膜周辺には多くのヘテロクロマチンが観察され

た(図6B)。

3.6invivoで の腫瘍増殖に及ぼすB、 の効果

マウス自然発症肝がん由来のMH-134細 胞 を

C3H/Heマ ウスの背部皮下に移植し,invivoで

の腫瘍増殖に及ぼすB6の 効果を検討 した。腫瘍

細胞を移植後,3日 目から0.5mgと1.Omgの 塩

酸ピリドキシンをそれぞれ腹腔内に1週 間投与し

た。その後腫瘍組織を摘出して重量を測定 した結

果,0.5mg群 ではコン トロールの60%ま で,ま

た1.Omg群 では50%ま で低下した(図7)。 一方,

図6HepG2細 胞の形態学的変化に及ぼすピリドキシンの効果

A:ピ リドキシンを含まない培地で培養したHepG2細 胞,Bl5mMの ピリドキシンを含む培地で培養

したHepG2細 胞
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図7マ ウス自然発症肝がん由来MH-134細 胞を移植した
担がんモテルマウスのがん組織重量にの及ぼすピリド
キシンの効果

マウス自然発症肝がん由来のMH-13-1細 胞をC3H/Heマ ウス
の背部皮下に移植し,3日 後にコントロール,0,5mg群,1.O

mg群 に分けて飼育した。コントロール群には生理食塩水0.1
ml/bodyを,0.5mg群 及び1.Omg群 には10mg/mlの 塩酸ピ
リドキシンをそれぞれ0.05m1/body,O.lml/bodyず っ腹腔

内に毎日投与した。投与1週 間後に腫瘍を摘出して重量を測定
した。コントロールを100%と して示してある。

マウスの体重や肝重量には何ら変化は観察されな

かった。

4.考 察

DiSorboら は,ラ ットhepatoma細 胞である

Fu5-5を 培養している培地に5mMの ピリドキ

シンを添加 してがん細胞の増殖抑制効果を観察し

た15)。このような効果は,肝 がん細胞のみならず

0.5mMの ピリドキサールを添加 したヒトメラノ

ーマ細胞においても観察 されている16)
。しか し

B6に よるFu5-5細 胞やヒトメラノーマ細胞の増

殖抑制機構については明 らかにされていない。

本研究では,ヒ ト肝がん細胞であるHepG2細

胞を培養した培地にピリドキシンを加えて顕著な

増殖抑制効果を観察 した。HepG2細 胞は,ア ル

ブミン分泌能を有 していることからアルブミンの

分泌に及ぼすピリドキシンの効果を検討し,ア ル

ブミンの分泌は5mMの ピリドキシンによって

有意に低下することを観察 した。またアルブミン

分泌の低下はアルブミン遺伝子発現の低下に起因

していた。

B6の 活性型であるPLPは,ア ミノ酸代謝に関

与する酵素の補酵素 として知 られているが,補 酵

素としての機能以外にもRNApolymerasel7),

Reversetranscriptasel8)あ る い はDNA

polymerase19)の 活性部位に存在するリジン残基

のε一NH2と シッフベースを介して結合し,そ れ

ぞれの酵素の活性を阻害することが知られている。

またcidlowskiの グループは,細 胞内のPLP濃

度を変化させることによってステロイ ドホルモン

依存性のレポーター遺伝子の発現が変化すること

を報告し,PLPは ステロイドファミリーによる

遺伝子発現のmodulatorで あることが示唆され

ている20,21)。

一方
,我 々はB6欠 乏ラッ トの肝臓 においてア

ルブ ミン遺伝子発現が増大することを見いだし,

PLPのHNF1やC/EBPと いった転写調節因子

への結合 が解除 された結果,転 写調節 因子 の

DNAへ の結合が増大 し,ア ルブミン遺伝子発現

が増大することを報告してきた4)。今回,HepG2

細胞におけるアルブミン遺伝子発現 も5mMの

ピリドキシンによって有意に低下したが,こ れも

PLPが 転写調節因子へ結合した結果,転 写調節

因子のDNAへ の結合が抑制され,ア ルブミン遺

伝子発現が減少したと思われる。ピリドキシンに

よる細胞増殖抑制については,今 後増殖性因子の

遺伝子発現についても検討する予定である。

HepG2細 胞を形態的に観察すると典型的な癌

型の細胞核が観察されたが,ピ リドキシンの添加

により,HepG2は 正常な細胞核を示し,核 小体

は1個 で核膜周辺には多くのヘテロクロマチンが

観察された。これはB6が 転写調節因子のみなら

ず細胞増殖に関わるに他の様々な細胞内タンパク

質とも相互作用した結果である可能性を示唆して

いる。またB,に よる抗腫瘍効果はマウス自然発

症肝癌由来のMH-134細 胞 を移植したC3H/He
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マウスを用いたinvivoの 実験でも観察され,ピ

リドキシンを投与したマウスのがん組織重量は,

コントロールに比べて約50%ま で減少した。今後

がん組織中のがん遺伝子発現に及ぼすB,の 効果

や延命効果を検討していく予定である。ビタミン

B6は 水溶性 ビタミンとはいうものの高濃度で長

期間摂取することにより神経症などの副作用を起

こすことが知られていることか ら,ヒ トへ応用す

る場合,慎 重な投与量の評価が必須であると思わ

れる。最近,疫 学調査からB、が肺がんのリスク

を減少させることが報告された22・23}。将来,ビ タ

ミンB,が がんの予防に対して有効となることが

期待される。

5.ま と め

ビタ ミンB,の 抗腫瘍効果についてHepG2細

胞 とMH-134細 胞を移植した担がんモデルマウ

スを用いて検討 した。HepG2細 胞の増殖とタン

パク質合成 は5mMの ピリドキシンを培地に加

えることによって完全に抑制された。種々のB,

化合物について検討した結果,ピ リドキサールが

ピリドキシンと同様の効果を示した。 ピリドキシ

ンによるHepG2細 胞の増殖抑制は,ア ルブミン

遺伝子発現の抑制 とアルブミンの分泌の抑制をも

伴っていた。HepG2細 胞を形態的に観察すると

典型的な癌型の細胞核が観察されたが,ピ リドキ

シンの添加により,HepG2は 正常な細胞核を示

し,核 小体 は1個 で核膜周辺には多 くのヘテロク

ロマチンが観察された。またマウス自然発症肝が

ん由来のMH-134細 胞をC3H/Heマ ウスの背部

皮下に移植 し,invivoで の腫瘍増殖 に及ぼすB,

の効果を検討した。腫瘍細胞を移植後,3日 目か

ら0.5mgと1.Omgの 塩酸ピリドキシンをそれ

ぞれ腹腔内に1週 間投与した結果,腫 瘍組織重量

は0.5mg群 ではコントロールの60%ま で,ま た

1.Omg群 では50%ま で低下 した。

最後に,本 研究を遂行するにあた り,多 大なる

ご援助を賜りました浦上食品 ・食文化振興財団お

よび関係各位に心より感謝いたしますとともに,

貴財団の益々のご発展をお祈 り申し上げます。
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TatsuzoOka(DepartmentofVeterinaryPhysiology-,FacultyofAgriculture,KagoshimaUniversity-)

TheeffectofvitaminB60nthegrowthofahumanhepatomacelllineHepG2in

cultureandMH-134hepatoma-bearedmicewerestudied.ThegrowthofHepG2cells

andproteinsynthesiswerealmostcompletelyinhibitedinmediumsupplementedwith

5mMpyridoxine.Pyridoxalwasaseffectiveaspyridoxine,butpyridoxamineshowed

noinhibitoryaction.ThegrowthinhibitionofHepG2cellsbypyridoxinewasac-

companiedbyamarkedinhibitionofsecretionofplasamproteins,particularlyalbu-

min.NorthernblotanalysisofalbuminmRNAshowedthatpyridoxinecausedarapid

decreaseintheexpressionofalbumingene.Theelectron-microscopicexaminationof

pyridoxine-treatedHepG2cellsrevealedasmoothingofnuclearmembrane,adecrease

inthenumberofnucleoli,andanappearanceofaggregatedheterochromatinstructures.

Thesemorphologicalfeaturesarecompatiblewiththedepressedtranscriptionalactivity

inthepyridoxine-treatedcells.Ontheotherhand,theweightoftumortissuewas

decreasedto50%bytheadministrationof1%pyridoxinetoMH-134-bearedmice.


