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【饗 約】

ある種の短鎖脂肪酸は，様々な腰嬢細胞に分化や

アポトーシスを誘導する事が知られているO パルプロ

酸は短鎖脂肪酸の一種であり，抗痩撃薬として広く臨

床応用されている。

MLL遺伝子再構成は乳児白血病および二次性白血

病に多くみられる遺伝子異常ぜあるが， この異常を持

つ白血病は多剤併用化学療法が進歩した現在でも予後

不良である。 MLL遺伝子再構成を有するヒト

Bリンパ性印刷病細胞株の生存に対するパルプロ酸の

作用を検討した。

パルプロ酸は今回の実験に用いた 3種類のMLL遺

伝子再構成陽性ヒトBリンパ性白血病細胞株すべての

生細胞率を濃度依存性に低下させた。特にそのうち 2

つの細胞株では，抗陸横薬としての治癒闇値内の濃度

で高率に生細胞率の低下が認められた。この細胞死は

プレドニゾロン耐性細胞株に対しでも誘導され，パル

プロ酸はプレドニゾロンとは異なる機序で作用するも

のと考えられた。

パルフoロ酸処理による形態変化の観察では，細胞の

縮小とクロマチンの濃縮が認められた。またアガロー

スゲル電気泳動によりDNAの断片化が証明された。

アネキシンVで染色した細胞のフロ…サイトメトリー

による解析では，ノりレプロ酸処理によりフォスファチ

ジルセリンが細胞膜表面へ表出されることが明らかと

なった。以上の所見よりパルプ口融がこれらのヒトB

リンパ性白血病細胞株にアポトーシスを誘導する事が

明らかとなった。パルフ。ロ酸は副作用の少ない抗白血

病治療薬として応用できる可能性がある。

【繍 雷】

近年，多剤併用化学嬢法の進歩により小児急性白血

病の長期生存率は飛躍的に向上した。しかしその一方

で，乳児白血病および長期生存率が向上した事により

新たに問題となってきた二次性白血病.の治癒率は満足

すべきものと なし'0ことに造血幹細胞移植のド
ナ…が得られない症例においてはその予後は感心新

しい治療法の開発が盟まれる。これらの白i血病では11

番染色体長腕23領域に切断部位を有する染色体相友転

鹿が認められる事が多く 1-7 同部位lこコードされて

いるMixedLineage LeukemiaCMLL)蛋白の異

常が白血病化に関与していると考えられている。乳児

白血病のうちMLL遺伝子再構成をもっBリンパ性急

性白血病はその他のものに比べて予後が恐い 8，90 ま

た，小児の急性リンパ性白血病ではその初期治機にお

けるステロイド感受性と予後に相関があることが知ら

れており山ステロイド低抗性のMLL濃伝子再構成

陽性白血病は特に予後不良である。

ある種の短鎖脂肪酸は各種の臆療細胞に分化を誘導

したりアポトーシスに導いたりする事が知られてい

る山70 しかしこれらの多くは生体内での半減期が短

く， この事が臨床応用にあたっての閉鎖となっている。

パルプロ酸は姐鎖脂肪酸の…種であるが，その血中半

減期が民く，また，抗樫轡薬として長年臨床応用され

ており，長期連用が可能で副作用も極めて少ない。パ

ルプロ酸の腫腐に対する効果としては，マウスを用い

た実験において神経芽細胞腫の発育を抑制したとの報

告がなされている刷。また， マウス白血病細胞株の

増殖を抑制したとの報告ペヒト前骨髄性白血病細胞

株に分化を誘導したとの報告もある九

キーワード:パルプロ酸， MLL遺伝子;再構成， Bリンパ性白血病，アポト…シス
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今回.MLL遺伝子再構成をもっヒトBリンパ性急

性白血病細胞株の生存に対するパルプロ酸およびステ

ロイドの作用と，ノてルプロ酸による生細胞率低下の機

序について検討したので報告する。

【方法】

1.白血病細胞株の培養

今回の実験ではMLL遺伝子再構成を有する 3種類

のヒトBリンパ性急性白血病細胞株MV411， RS411 ， 

KOCL44を用いた(表 1)。細胞は10%仔ウシ血清

(FBS)をふくむRPMI1640mediumを用いて浮遊

培養した。実験に応じて各種濃度のパルプロ酸および

プレドニソ守ロンを培養液に添加した。

2.細胞死の評価

各種濃度のパルプロ酸およびプレドニゾロンを加え

た培養液で各々の細胞株1x105 /mlを5日間培養し

たのち， トリパンブルー細胞分染法を用いて生細胞率

を評価した。生細胞率は3回の独立した実験の平均値

をもとめ，薬剤無添加コントロールの生細胞率に対す

る相対値で表した。

3.バルブ酸による細胞形態変化の観察

培養液にパルフ。ロ酸を200μg/mlとなるように添

加しMV411細胞株を3日間培養した後，位相差顕微

鏡(オリンパス，東京)にてその形態変化を直接観察

しfこ。

4.パルフ。ロ酸による核形態変化の観察

MV411細胞株をパルプロ酸200μg/mlを含む培養

液で0，24， 48時間培養したのち. 1 %パラホルムア

ルデヒドで固定，燐酸緩衝液で洗浄しHoechist

33258で染色した。蛍光顕微鏡 (Zeiss.Oberkochen， 

Germany)を用いて染色した細胞の核形態の変化を

観察し，変化の見られた細胞の割合を計測した。実験

は独立に3回行い，その平均値を求めた。

5. フォスファチジルセリンの細胞表面への転移の検出

アポトーシスにおける細胞膜の変化であるフォスファ

チジルセリンの細胞表面への転移をFITC標識アネキ

シンVを用いて検出した九 MV411細胞株をパルプロ

酸200μg/mlを含む培養液で、24時間培養したのち，

燐酸緩衝液で洗浄.binding buffer CImmunotech， 

Marseille， France)に浮遊した。 FITC標識アネキ

シンVにて染色し，直ちにフローサイトメータ

(Epics Elite， Beckman Coulter， Marseille， Fr 

ance)を用いて解析し，アネキシンV陽性となった細

胞の割合を調べた。実験は独立に3回行い，その平均

値を求めた。

6. 断片化DNAの検出

アポトーシスの指標であるDNA断片化の検出を行っ

た。 MV411細胞株をパルプロ酸200μg/mlを含む培

養液で72時間培養した。 ProteinaseK，RNaseA， 

ドデシル硫酸ナトリウムを用いて細胞を処理し. N-

ラウロイルサルコシン酸ナトリウムを含むヨウ化ナト

リウム溶液を加えたのち，イソプロパノールにてDN

Aを抽出した。 2%アガロースゲ‘ル上で電気泳動， エ

チジウムブロマイドで染色し UVトランスイルミネー

ターを用いて観察した。

【結 果】

1.パルプロ酸による細胞死の誘導

各種濃度のパルプロ酸およびプレドニソゃロンを添加

した培養液で5日間培養し，各々の細胞株の生細胞率

をトリパンブルー分染法で評価した。図1に示すよう

にすべての細胞株で濃度依存性に生細胞率の低下が観

察された。特にMV411およびKOCL44は抗塵撃薬と

しての治療濃度内(5仏150μg/ml)でほとんどの細胞

が死滅した。一方，プレドニゾロン添加ではRS411細

胞は0.1μMの濃度で100%に細胞死が観察されたのに

対し. MV411およびKOCL44細胞の生細胞率には全

く影響がみられなかった。

2.パルプロ酸による細胞の変化

上記実験によりパルプロ酸がこれらBリンパ性白血

病細胞株に生細胞率の低下を誘導する事が明らかにさ

れた。細胞死には能動的細胞死であるアポトーシスと

表1 細胞株の特徴

細胞株 染色体転座 MLL再構成 表面マーカー

MV411 t (4;11)(q21;q23) MLL-AF4 CD4+ CDIO+ CDlS+ 

RS41l t (4;1l)(q21;q23) MLL・AF4 HLA-DR+ CD9+ CD24+ 

KOCL44 t (11; 1 9Xq23;p 13) MLL-ENL HLA-DR+ CDl9+ CD22+ CDS6+ 

(26) 
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図2.ヒトBリンパ性白血病細胞株MV411のパルプロ酸によ

る形態変化

パルプロ酸200ug/mlを含む培養液 (VPA+)およびパル

プロ酸無添加の培養液 (VPA一)でMV411細胞を72時間培

養した後，位相差顕微鏡で形態変化を観察した。パルプロ酸

添加により細胞の縮小が見られた。

受動的細胞死であるネクローシスがあることが知られ

ている23。そこで，次にこのパルプロ酸による細胞死

がそのどちらであるのかを，パルプロ酸に最も感受性

の高かったMV411細胞株を用いて検討した。

まず，パルプロ酸による細胞の形態変化を観察した。

パルフ。ロ酸200μg/mlを含む培養液でMV411細胞を

72時間培養した後，位相差顕微鏡でその形態変化を観

察した。図2に示すように，パルフ。ロ酸を加えた細胞

は無添加の対照に比べ明らかに縮小した細胞が多数認

められた。一般にアポトーシスにおいては，細胞は縮

小した後アポトーシス小体と呼ばれる断片に分断され

るのに対しネクローシスでは細胞は膨化する。このこ

とより，パルプロ酸により誘導される細胞死はアポトー

シスである可能性が高いと考えられた。

次に， Hoechist33258を用いて核を染色し，その形

態変化を観察した。パルプロ酸200μg/mlを加えて

24および48時間培養すると，多くの細胞で核の縮小お

よびクロマチンの濃縮が認められたD 一方ノイルフ。ロ酸

投与後0時間の対照細胞ではこのような変化は認めら

れなかった。核に変化の見られた細胞の割合は，パル

プロ酸投与後0，24， 48時間では各々1.0:t0.5%，26.0 

壬2.6%，34.7:t4.4%であった(図3)。核の縮小およ

びクロマチンの濃縮はアポトーシスに特徴的な核変化

であり，パルプロ酸による細胞死はアポトーシスであ

ると考えられた。

生体組織内でのアポトーシスにおいては，死細胞は

周辺の貧食細胞によって速やかに処理される。この際，

貧食細胞はアポトーシス細胞の細胞膜表面に表出され

るフォスファチジルセリンによって標的細胞を認識す

る。フォスファチジルセリンの細胞表面への表出はア

ポトーシスの比較的早期に現れる膜変化であることが

知られている。この変化が，パルフ。ロ酸による細胞死

においても認められるかどうかをフローサイトメトリー

PSL(μM) 

図1.パルフ。ロ酸およびプレドニゾロンの

血病細胞株の生存率に対する影響

パルプロ酸およびプレドニゾロンによる細胞死をトリパン

ブ、ルー細胞分染法を用いて検討した。各々の細胞lXl05/ml

を各種濃度のパルプロ酸 (VPA) またはプレドニゾロン

(PSL)を加えた培養液で5日間培養し，トリパンブルー染色

により生細胞率を算出した。実験は独立に 3回行い，その平

均値を求めた。グラフには各濃度における生細胞率の薬剤無

添加コントロールに対する相対値を表した。パルプロ酸添加

により濃度依存性に細胞死が誘導された。この細胞死とプレ

ドニソーロン感受性との聞に相関は見られなかった。
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図3.核の縮小およびクロマチン濃縮のみられた細胞の割合

MV411細胞をパルプロ酸200μg/mlを含む培養液で0，24， 

48時間培養した後，へキスト33258で染色し，核変化のみられ

る細胞の割合を算出した。実験は独立に 3回行いその平均値

をグラフに示した。パルプロ酸投与により核の変化が誘導さ

れた。
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を用いて検討した。図4に示すように無処理の細胞で

はフォスファチジルセリン陽性の細胞は17.9::t11.9% 

であったが，パルプロ酸200μg/mlを加えて24時間

培養することによりその値は62.1::t18.5%と明らかに

上昇した。

最後にアポトーシスの指標であるDNAの断片化に

ついて検討した。無処理の細胞とパルプロ酸処理後

(200μg/ml， 72時間)の細胞各1x106個からDNA

を抽出し，アガロースゲ‘ル電気泳動を行なった(図5)。

パルプロ.I!I与 アネキシンV陽性鋼畠(珂}
1ω 

緩
劇
画
.

園田ー VPA(・)

._.- VPA(+) 

17.9士11.9

62.1土 18.~
7s 

50 

牌。1 1.0 10 lω 

アネキシンV-FITC蛍光強度

図4.フローサイトメトリーを用いた細胞膜上へのフォスファ

チジルセリン表出の検討

FITC標識アネキシンVを用いて細胞を染色し，フォスファチジル

セリンを細胞表面へ表出している細胞の割合をフローサイトメーター

を用いて測定した。無処理のMV411細胞とパルプロ酸200μg/mlを

含む培養液で24時間培養したMV411細胞を比較した。実験は3回行

い，表にはその平均値を示した。パルプロ酸投与によりフォスファチ

ジルセリンを細胞膜表面に表出している細胞の割合が上昇した。

1 2 3 

図5.DNA断片化の検出

パルプロ酸200μg/mlを含む培養液で72時間培養した細胞

と無処理のコントロール細胞各々lxl06個からDNAを抽出し

アガロースゲル電気泳動を行なった。パルプロ酸処理した細

胞でDNAの断片化がみられた。 lanel: 123bpラダーマーカー，

2 :パルフ。ロ酸(+)， 3 :パルプロ酸(一)

無処理の細胞から抽出されたDNAには断片化は見ら

れなかったが，パルフ。ロ酸処理した細胞のDNAでは

断片化が認められた。

以上の実験結果より，パルフ。ロ酸はMLL遺伝子再

構成陽性ヒトBリンパ性白血病細胞株， MV411をア

ポトーシスに導くことが示唆された。

【考 察】

1制加

短鎖脂肪酸のあるものは腫虜細胞に分化や細胞死をも

たらす事がinvitro実験にて証明されている山6D 短鎖脂

肪酸の一種であるパルフ。ロ酸は抗症撃薬として長年臨床

応用されている。その血中半減期は9-16時間と長くへ

連用により有効血中濃度を長時間維持する事も可能であ

る。副作用としては重症の肝障害が認められるが，その

頻度は約1/20000ときわめて低い250 パルプロ酸の腫虜

細胞に対する抑制効果について報告されているが18-21 そ

の機序については明らかにされていなし、パルプロ酸が

治療関値を超える高濃度で正常血液幹細胞のコロニー形

成を阻害するとの報告もあり26 造血系細胞に対する抑

制作用を有する可能性も示唆されている。

今回の実験では，パルプロ酸が今回使用した 3種類

全てのMLL遺伝子再構成陽性ヒトBリンパ性白血病細

胞株の生細胞率を濃度依存性に低下させる事が明らか

となった口その感受性は細胞株により差が見られたが，

今回検討した 3つのうち 2つの細胞株では通常臨床で

用いられる治療濃度内で高い生細胞率抑制効果が見ら

れた。臨床上， この濃度でパルプロ酸が正常造血を抑

制することはない。このことは，これらの白血病細胞

が正常血液幹細胞に比して強いパルプロ酸感受性を有

する事を意味し，ノイルフ。ロ酸を抗白血病薬として， あ

るいは自家造血幹細胞移植における白血病細胞除去に

臨床応用できる可能性を示唆する。

今回の実験にはMLL遺伝子再構成を有するヒトBリ

ンパ性白血病細胞株を用いた。この遺伝子異常を持つ

乳児急性リンパ性白血病は，多剤併用療法の導入によ

り小児急性白血病の予後が著しく改善した現在でもな

お予後不良である 8，9。初期ステロイド治療に抵抗性の

症例では特に予後不良とする報告もある山20 これらの

白血病の予後を改善するためには新しい治療法の開発

が必要である。その一方で，小児急性白血病の治癒率

の向上に伴い化学療法の影響による二次癌の発生が大

きな問題となっており 27-29 毒性のできるかぎり少ない

新しい抗腫蕩剤の導入が望まれる。今回，パルプロ酸

はステロイド耐性のMLL遺伝子再構成を有する急性リ

ンパ性白血病細胞株， MV411に対して通常臨床で用い

られる治療濃度内で高率にアポトーシスを導入する事

(28) 



を明らかにした。パルプロ酸はステロイドとは異なっ

た機序で細胞死を誘導すると考えられる。抗痘撃剤と

しての長期の使用経験からパルプロ酸の安全性は明ら

かにされており，パルプロ酸に感受性のある白血病に

対しての・治療へ応用できる可能性がある。今後はパル

フ。ロ酸のm VIVOでの抗白血病効果および，そのアポトー

シス誘導機序についての検討が必要である白
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Increasing evidence has shown that short chain fatty acids induce differentiation or 

apoptosis in a variety of tumor cells. Valproic acid (VP A) is one of them and has been 

widely used as an anti“epileptic drug in clinical scenes. 

Mixed Lineage Leukemia (MLL) gene is frequently rearranged in infantile leukemias and 

treatment-related leukemias. The prognosis of leukemias with MLL rθarrangements is often 

poor. In this study we investigated the effect of VPA on the survival of human B晶lymphoid

leukemia cell lines with MLL rearrangements. 

When 3 human B-lymphoid leukemia cell lines were cultured with VPA at various 

concentrations， VPA induced cell death in all the cell lines tested in a dose dependent manner. 

A t the clinically used concentration， VP A effectively killed 2 of 3 cell lines tested， which were 

resistant to the predonisolone treatment. This fact suggests that VP A induces cell death 

through a different pathway from that of predonisolone. 

Morphological analysis of VPA-teated cells demonstrated the shrinkage of the cells and the 

nuclear chromatin condensation. Agarose gel electrophoresis showed that VPA caused the 

DNA fragmentation in these cells. Flow cytometric analysis of the cells stained with 

annexin V revealed that VPA induced the externalization of phosphatidylserine. These findings 

indicate that VPA induces apoptosis in human B-lymphoid leukemia cell lines tested in this 

study. VPA can be used as an anti悶leukemicdrug without serious adverse effect. 
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