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1 ．はじめに

　アミノレブリン酸（ALA）は、生物に広く存在
するアミノ酸の一種である。生体内ではミトコンド
リア中のグリシンとスクシニルCoAがALAシン
ターゼの作用で縮合した結果生じるアミノケトンで
あり、テトラピロール化合物の共通前駆体として働
いている。テトラピロール化合物は生体反応に重要
な役割を果たすものが多い。例えば、鉄と結合すれ
ばヘムを構成してヘモグロビンの原料となり、コバ
ルトと結合すればビタミンＢ12 を形成する。植物に
おいては、マグネシウムと結合すればクロロフィル
となる。このようにALAは動植物にとって非常に
重要なアミノ酸といえる。
　ALAはミトコンドリア内で生成されるため、動
植物性の食品全般に含まれている。動物性食品では、
イカ、タコ、牛肉など、植物性食品では緑黄色野菜
であるホウレンソウやカイワレ大根、ピーマン、ト
マトなどに多く含まれている。またワイン、酢、日
本酒などの発酵食品にも多く含まれているが、特に
焼酎粕やビール酵母に多く含まれている。
　ALAはヘモグロビンやヘムタンパク質の主要な
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構成要素であり、生体内では約 60-70 g 存在すると
考えられている。私たちはALAを食物から 1日に
0.05-2 mg 程度摂取しており、上部消化管から速や
かに吸収される1）。一方、体内で生合成される
ALAは 1日あたり 600 mg 程度であり、ビリルビ
ン代謝により排出されるヘムタンパク質を補ってい
る。しかし生合成されたALAはテトラピロール化
合物の合成抑制作用を有するため速やかに代謝され、
血液中には約 1 mgしか存在しない。過剰摂取や過
剰投与の場合は、尿中に排出され、体内のホメオス
タシスを保っている。
　日本においてがんは、昭和 56 年以降死因順位が
常に第 1位である。平成 20 年では全死亡者に占め
る割合は、第 2位の心疾患の割合が 15.9%に対し、
がんは 30.0%に達しており、がんの割合が非常に
高いことが明らかである2）。入院患者数においても、
がんは精神および行動の障害、循環器系の疾患に次
ぐ第 3位である3）。がん治療は高額で長期に及ぶた
め、医療費は全体の約 12%を占め、3兆円以上に
ものぼり4）、深刻な社会問題となっている。そのた
めがんの予防・治療法の確立が求められている。
　現在、ALAは塩酸塩としてがん治療に用いられ
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DMI3000B およびQJCAM（Leica Camera AG, 
Germany）を用い、対物レンズ 10 倍にて観察を行
った。

（5）　細胞数のカウント
　各ディッシュからそれぞれ培地 100 lL を抜き取
り、カウントに用いた。NucleoCounter（Chemometec, 
Denmaek）を用い、死細胞数および全細胞数をカ
ウントした。

（6）　シトクロムCオキシダーゼ活性測定
　細胞からミトコンドリア分画タンパクを単離し、
シトクロムCオキシダーゼ活性を測定した。培養 4
日目の培地を 600×gで 5分間遠心分離したものを
培地上清とした。培地上清からミトコンドリア分画
を採取するためにミトコンドリア単離キット
MITOISO2（Sigma-Aldrich）を用いた。ミトコン
ドリア分画のタンパク濃度測定にはBradford 法を
採 用 し、Coomasie Plus Protein Assay Reagent
（Thermo Fisher Scientific Inc., IL）を用いた。分
光光度計にはV-520（Jasco Co., Japan）を用い、
595 nmにて測定した。シトクロムCオキシダーゼ
活性は、ミトコンドリア活性キットKC310100（コ
スモバイオ株式会社 , 日本）を用いた。プレートリ
ーダーにはTRIAD（DYNEX Technologies, Inc., 
VA）を用い、1分間あたりのA550 減少値を計測
した。

（7）　解析
　データの解析にはｔ検定を用いた。有意水準は
5 %（p<0.05）とした。

3 ．結果

（1）　細胞形態観察
　位相差顕微鏡による観察結果をFig. 1 に示す。
ALA- と比較してALA+では細胞数が明らかに少
なかった。一方、細胞の構造に大きな差異は観察さ
れなかった。

（2）　細胞密度
　4日間HepG2 細胞を培養した結果、ALA添加の
有無による死細胞密度の違いは観察されなかった。
しかしALA添加により生細胞密度の増加が抑制さ
れた（Fig. 2）。これらの結果より、ALA添加によ
りHepG2 細胞の生存率が低下したことがわかった。

ている。ALA塩酸塩のがん治療への応用として脳
腫 瘍 に お け る 光 線 力 学 的 診 断 PDP（Photo 
Dynamic Diagnosis）への利用がある5~7）。通常、経
口投与されたALAは粘膜細胞や皮膚細胞など正常
細胞に取り込まれヘムに代謝されるが、嫌気代謝下
のがん細胞ではヘムを合成せず中間代謝産物である
プロトポルフィリンⅣ（PPIX）としてがん細胞に
特異的に蓄積する。PPIX は、特定波長の光を照射
すると組織内にて蛍光を発するため、蛍光をマーカ
ーとしてがん部位をより簡易に特定することができ、
悪性腫瘍の摘出手術において非常に有用な手段とな
っている。
　このようにALA塩酸塩はがん治療に有効である
が、ALAやその代謝産物ががん細胞にどのような
作用を有しているかについての報告は少なく、その
メカニズムについては明らかではない。そこで、本
研究では、肝臓がん細胞由来のHepG2 細胞を用い、
ALAがアポトーシスに及ぼす影響を考察すること
で、ALAのがん細胞増殖抑制効果およびそのメカ
ニズムについての検討を行った。

2 ．方法

（1）　試料
　試料としてALA塩酸塩を用いた。

（2）　細胞の調整
　HepG2 ヒト肝がん細胞は、株式会社アステック
（日本） にて継続培養を行っているものを使用した。
細胞は、10%牛胎児血清（Invitrogen Co., CA）、
1 %ペニシリンストレプトマイシン（Invitrogen 
Co.）およびグルコース溶液を添加したDulbecco’s 
modified Eagle’s medium（Sigma-Aldrich, MO）培
地に懸濁し、酸素濃度 10%、グルコース終濃度 5.0 
g/L の条件下で 3日間前培養した。

（3）　培養スケジュール
　培地中のグルコース濃度を 5.0 g/L とし、培養 1
日毎にALA濃度が 0.15 lMとなるようにALAを
追加添加（ALA+）し、4日間培養した。同様に
ALA無添加群（ALA-）も 4日間培養した。培養
1日毎に培地上清を分取し、位相差顕微鏡で観察し
た。

（4）　位相差顕微鏡観察
　培養 1日毎に位相差顕微鏡にて観察を行った。顕
微鏡は 140 万画素モノクロCCDカメラである
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一方、ミトコンドリア膜外の活性値はALA+で増
加し、ミトコンドリア膜の透過性亢進が示唆された。

4 ．考察

　がんは治療困難な疾病であり、日本国内のみなら
ず世界中で社会問題となっている。近年、がんの早
期発見の可能性が増大し、新薬の開発が進んでいる
にも関わらず、がんによる死亡率は減少していない。
その原因として、治癒が困難な上、再発や転移を繰
り返すことがあげられる。正常細胞にはアポトーシ
スと呼ばれる細胞が自発的に死に至るメカニズムが
働いている。しかし、がん細胞ではアポトーシスが
起こりにくくなっているが、そのメカニズムについ
ては十分には解明されていない。がんの治療として
抗がん剤や放射線の使用があげられるが、これらは
がん細胞にアポトーシスを起こさせることで効果を
発揮する。そのためがん細胞のアポトーシスの破綻
は、抗がん剤や放射線治療が効きにくい理由の一つ
であり、がん細胞の治療には、アポトーシス正常化
が効果的であると考えられる。そこで、本研究では、
肝臓がん細胞由来のHepG2 細胞において、ALA
がアポトーシスにおよぼす影響について検討した。
　現在、アポトーシスに関わる分子がいくつか発見
されている。アポトーシス抑制作用を持つBcl-2 も
その一つである8，9）。Bcl-2 はミトコンドリア膜に局
在し機能を発揮する分子である。一方、がん抑制遺
伝子として p53 が知られている10）。p53 は主に転写
因子として作用し、下流遺伝子を活性化する役割を
担っている。DNA損傷などの刺激により p53 が活
性化されると、p53 はその下流でアポトーシス促進
に働く標的遺伝子等の発現を誘導する。この遺伝子
産物はミトコンドリアに作用し、ミトコンドリアの
膜透過性が亢進し、膜間スペースに存在するアポト
ーシス誘導蛋白質であるシトクロムCなどの分子
が細胞質に漏出する。漏出したシトクロムCは、

Fig. 1　細胞形態

　位相差顕微鏡下（対物レンズ 10 倍）で観察した。

ALA-

1 日目

2日目

3日目

4日目

ALA+

Fig. 2　死細胞密度および生細胞密度

　左のカラム（□）はALA- 群、右のカラム（■）
はALA+群を示す。値は平均値±標準偏差で示した。
* は p<0.05 を示す。
　左のカラム（■）はミトコンドリア膜外のシトク
ロムCオキシダーゼ活性、右のカラム（□）はミ
トコンドリア全体におけるシトクロムCオキシダ
ーゼ活性を示す。値は平均値±標準偏差で示した。
* は p<0.05 を示す。

（3）　シトクロムCオキシダーゼ活性
　ミトコンドリア分画タンパク質 1 mg当たりのシ
トクロムCオキシダーゼ活性値をFig. 3 に示す。
ミトコンドリア全体における活性は、ALA- と比較
してALA+で有意に（p<0.05）低い値を示した。

Fig. 3　シトクロムCオキシダーゼ活性
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ATP、Apaf-1 （Apoptotic protease activating 
factor 1）と共に caspase-9 を活性化する。活性型
caspase-9 は caspase-3 を活性化しアポトーシスが
実行される11）。P53 は Bcl-2 発現に対して抑制的に
作用し、これらアポトーシス誘導蛋白質の細胞質へ
の漏出を調節することによってアポトーシスシグナ
ルの主要な鍵をにぎっている12）。本研究においては、
ALA投与はミトコンドリアの膜透過性亢進により
ミトコンドリア内のシトクロムCオキシダーゼ活
性を低下させ、アポトーシスシグナルであるミトコ
ンドリアからのシトクロムC放出の増加が考えら
れ、ALAにはHepG2 細胞のアポトーシス亢進作
用を有することが示唆された。その結果、ALA+
群では細胞増殖が抑制された。
　がん発症のリスクファクターとして、活性酸素種
（reactive oxygen species; ROS）がある。スーパー
オキシド（O2-）、H2O2、ヒドロキシラジカル（・
OH）の総称であるROSは、反応性に富み生体内
における分子の酸化還元状態を容易に変化させ、生
体にがんをはじめとした様々な疾病や老化などを誘
発させる。一方で、抗がん剤治療誘発性のDNA損
傷により生成したROSがアポトーシスに関与する
との報告もある13，14）。私たちは、これまで正常ラッ
トや褐色脂肪細胞などを用いてALA添加がシトク
ロムCオキシダーゼを含む電子伝達系に関わる
Complex Ⅰ、Ⅱ、ⅢおよびⅣの遺伝子発現を増加
させる事を明らかにしてきた（未発表）。正常細胞
では、効率よくATPを合成するために好気的な代
謝が主であるが、その代償としてミトコンドリアが
ROSの主たる発生源となっている。しかし正常細
胞では、生体防御機能としてROS消去システム
（抗酸化作用）を有しており、細胞質やミトコンド
リアに多く存在するスーパーオキシドジスムターゼ
（SOD）やグルタチオンペルオキシダーゼ、ペルオ
キシソームに存在するカタラーゼなどによって酸化
からの防御がなされる。一方、がん細胞では酸素が
十分な状況であっても嫌気的にATP産生を行って
いる。この理由については未だ十分には解明されて
いないが、北中らはミトコンドリアが関与するアポ
トーシス促進物質であるBax、Bak が活性化するた
めには、好気的代謝が重要な役割を担っていると報
告している15）。つまり、がん細胞は効率の悪い嫌気
的代謝を行う事によりROSの発生やアポトーシス
を抑制し、細胞死を免れていることも考えられる。
　がん細胞はアポトーシスという細胞の自然死を防
御するとともに、増殖を続けるため、再発と転移を
繰り返す。そのためがん細胞のアポトーシス亢進を

促す作用は、有効ながん治療法の一つであると考え
られる。本実験においてALAの添加によりアポト
ーシスの亢進が確認されたことは、がん治療におけ
るALAの有効性を示唆する。そのメカニズムはミ
トコンドリアの膜透過性亢進によるシトクロムC
放出の増加が関与していることが示唆される。しか
し、ALA添加によりミトコンドリア全体のシトク
ロムCオキシダーゼ活性がALA無添加と比較して
低下した理由は明らかではない。膜透過の亢進によ
りシトクロムCが細胞質に漏出したためか、がん
細胞において好気的代謝である電子伝達系が抑制さ
れたのか、または異なる機構により活性が低下した
のかを解明するとともに、アポトーシスに関わるメ
カニズムのさらなる検討が必要であると考えている。
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