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１ 緒論 

近年、犬と猫における癌の羅患率は増加しつつあり、主要な死因の一つとなっている。獣医学自身の進歩

に加え、飼育者の意識の変化に伴う動物の飼育環境の向上、ワクチン接種をはじめとする予防医学の浸透に

よる伴侶動物の長寿化・高齢化が、癌の羅患率増加の背景として挙げられる[33, 38]。このような飼育者の意

識の変化は、高度獣医療への需要につながり、癌の診断および治療技術の向上が求められている。 
陽電子放射断層撮影法（positron emission tomography: PET）は放射性薬剤を使用した核医学診断法の一つで

ある。PET とは、陽電子（positron）放出核種で標識されたトレーサー（放射性薬剤）の体内での挙動を三次

元的にとらえる診断法であり、トレーサーの種類および標識核種を使い分けることで、体内における種々の

物 質 の 体 内 挙 動 を 調 べ る こ と が 可 能 で あ る 。 中 で も グ ル コ ー ス の 類 似 薬 で あ る
18F-FDG(2-deoxy-2-fluoro-D-glucose)を用いた FDG-PET は、ヒト医学領域においては有用な腫瘍診断法として

広く普及し[21, 28]、動物への早期実現に向けての活動が現在行われている[13, 16, 17]。 
 グルコースは哺乳類における主要なエネルギー源であり、哺乳類細胞の大部分が糖蛋白やトリグリセリド、

グリコーゲンの前駆物質としてだけではなく、解糖を介した ATP 生成の重要なエネルギー源としても、グル

コースを利用している。グルコースは親水性の複合物で、細胞質に入るために特異的な輸送蛋白を必要とす

る。小腸および腎尿細管にはナトリウム依存性グルコース輸送担体(sodium-dependent glucose transporter: 
SGLT)が存在し、グルコースの取り込みに Na+の電気化学的勾配を利用している。全ての哺乳類細胞には糖輸

送機構として、グルコーストランスポーター（glucose transporter: GLUT）と呼ばれる糖輸送担体が遍在する。

このトランスポーターは濃度勾配を利用した促通拡散により基質の双方向性の輸送を行う[26] 。 
腫瘍においてはその無秩序な増殖に伴って糖代謝が亢進するため、GLUT が過剰に発現する[5, 21, 26, 37, 

40]。しかしながら、腫瘍だけでなく炎症性病変においても亢進した糖代謝は認められるため[4, 21, 28]、PET
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検査においては腫瘍病変と炎症性病変との鑑別が重要であり、現在これに関する多くの研究が行われている

[5, 14, 20, 27, 35, 40]。脂肪細胞や骨格筋細胞、およびある種の腫瘍細胞では糖質コルチコイド投与による細胞

内への糖取り込み抑制に関する報告がなされている[9, 10, 14, 25, 27, 35]。腫瘍細胞と炎症性細胞において、ス

テロイドによる糖取り込みの抑制程度やその作用時間における影響が異なれば、PET における鑑別法への有

用なデータとなる。 
18F-FDG はグルコースと同じ経路で細胞内に取り込まれるが、ヘキソキナーゼによる最初のリン酸化反応で

18F-FDG-6-phosphate となった後、次の酵素反応系に進まずそのままの化学形で細胞内に留まる[21](Fig.2)。一

方、3H-FDG は 18F-FDG と同様の化学構造を有するが、18F の結合部位とは異なる部位 3H が標識されている

(Fig.1)。両者の細胞内への取り込み率には高い正の相関関係が認められ[27]、18F-FDG の代用として 3H-FDG
を用いることが可能であることが in vitro の実験において確認されている。3-O-methylglucose（3-O-MeG）も

またグルコースの類似体であり(Fig.1)、グルコースや FDG と同様に GLUT を介して細胞内に取り込まれるが、

解糖の第一段階であるヘキソキナーゼによるリン酸化反応を受けず(Fig.2)、細胞の GLUT の発現量に依存す

る糖取り込みを示す薬剤として実験的に用いられている[1 ,9, 12, 25, 31, 36, 37]。 
武藤らは，Donryu rat 由来の腹水肝癌である AH109A 細胞および炎症性細胞を用いた FDG の細胞内取り込

みについての実験で、in vitro におけるデキサメサゾンとの 90 分間の培養は AH109A の FDG の取り込みに影

響を与えないという結果を報告し、同時に AH109A における FDG 輸送形式が単純な Michaelis-Menten 式では

説明できない現象であることを報告した[27]。 
一般に、グルコースの細胞内輸送は Michaelis-Menten 式で表現される促通拡散によって行われる[7, 24]。グ

ルコースの類似体である FDG の細胞内輸送も同じ輸送系によって行われる[21]ために、それに準じた方法で

解析できると考えられる。そこで本研究では AH109A で観察された特徴的な FDG 細胞内輸送形式について、

細胞の培養条件やステロイド作用時間など基本的条件の違いにより生じる影響について検討した。加えて
3H-FDG および 3H-3-O-MeG の輸送形式について、各基質濃度と細胞内輸送速度との関係およびトランスポー

ターとの特異性から速度論的に検討し、in vivo で投与したステロイド（デキサメサゾン）によるこの輸送系

への影響について検討した。また，対照として Donryu rat赤血球における FDG 輸送系について解析し、AH109A
における糖取り込みの機能的な特徴について考察する。 
  

２ 材料および方法 

2.1 使用細胞株と培養液 

 東北大CYRIC核医学研究部より提供されたラット腹水肝癌（AH109A）を使用した。細胞培養液として、

Glucoseを含まないRPMI（RPMI1640- MEDIUM、SIGMA-Aldrich Co. Ltd., USA）に100U/ml penicillin、100μg/ml 
streptomycin、10mM HEPESおよび7.5% NaHCO3（1.5ml/100ml）を加えたものあるいはRPMI Medium 1640 
(GIBCO) に100U/ml penicillin、100μg/ml streptomycinを加えたもの（いずれもNCS(-)RPMI）を用いた。上記の

Glucose-free RPMIに10%のNCS（newborn calf serum；SIGMA-Aldrich Co. Ltd.：56℃30分非動化済み）を加えた

ものをNSC(+)Glucose-free RPMIとした。 
 

2.2 供試動物 

 7~9 週齢の rat（Donryu、雄、日本エスエルシー、浜松）を購入し、実験に供するまで数日～数週間馴致し

た。飼料および飲水は自由摂取とし、8~12 週齢(9.9±1.5；mean±sd)、体重 250~410g(339±57)で実験に供した。

また、実験前日は絶食、水は自由摂取とした。 
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2.3 放射性同位元素（RI） 

 3H-FDG （ 2-Fluoro-2-deoxy-D-glucose[5,6-3H] mw 182.1 ） およ び 3H-methylglucose （ Methyl-D-glucose, 
3-O-[methyl-3H] mw 194.2 ；いずれも American Radiolabeled Chemicals Inc., USA）を使用した。いずれの RI も、

RPMI を用いて希釈して実験に供した。 
 
2.4 実験使用細胞の準備 

2.4.1 ラット赤血球浮遊液の調整 

 実験を行う約 10 日前に 5×107cell/0.5ml の AH109A を腹腔内接種した Donryu rat(12 週齢、雄)にペントバル

ビタール（ソムノペンチル、共立製薬、東京）50mg/kg を腹腔内投与して深麻酔状態を得た後、開腹して腹

大動脈から採血した。RPMI を用い 1200rpm で 6 分間の遠心分離を 3 回繰りかえし、RPMI に再浮遊させ、約

2.0×107cell/ml に細胞数を調整した。 
2.4.2 腫瘍株（AH109A）の継代・維持と浮遊液の調整 

AH109A は下記の手順で腹水の接種により維持されているものを使用した。本研究室で継代・維持されて

いるラット（Donryu rat の腹腔内に約 5×107個/0.5ml の AH109A を腹腔内接種し 7~10 日経過したもの）より

約 1ml の腹水を採取する。これを遠心分離し上清を捨て、適量のグルコース加培養液に浮遊させ、細胞数を

5×107個/0.5ml に調整し、細胞浮遊液を作成した。この細胞浮遊液を、新たな Donryu rat 腹腔内に接種するこ

とを繰り返して継代を維持した。 
AH109A は 7~10 週齢の雄の Donryu rat へ AH109A 約 5×107個/0.5ml を腹腔内接種し、8~13 日後に腹水が十

分に貯留した状態から採取したものを実験に用いた。採取した腹水約 1ml を RPMI に浮遊させ、1200rpm で 6
分間遠心分離後、PBS に再浮遊させ、50％PERCOLL（ICN Biomedicals Inc. OH USA）の上に静かに重層し、

再度 2300rpm で 10 分、遠心分離した。分離した細胞は RPMI に再浮遊させ、NCS(-)または NCS(+)RPMI を用

いて 1200rpm で 6 分間の遠心分離・洗浄を 3 回繰り返した後、RPMI に再浮遊させ細胞数を 2.0×106個/ml に
調整し、細胞浮遊液とした。この処置による分離した腫瘍細胞の純度は、Giemsa 染色により 90%以上である

ことを確認した。 
 
2.5 3H-FDG、3H-3-O-MeG の細胞内輸送速度の測定 

調整した細胞浮遊液(ラット赤血球：約 2.0×107cell/ml，AH109A：約 2.0×106 個/ml）およびトリチウム標識

グルコース誘導体（3H-FDG 約 68kBq/ml または 3H-3-O-MeG 約 114kBq/ml）を NSC(-) Glucose-free RPMI で希

釈・調整した溶液をそれぞれ作製した。また、D(+)-glucose を NCS(-)RPMI に溶解し、ろ過滅菌後、最終グル

コース濃度が約 0.14～26.6mM となるようグルコース希釈列を調整した。 
細胞浮遊液（約 2.0×106cell/ml）を 100μl ずつ 96 穴マルチウェルプレートに分注し、各ウェルにグルコース

希釈列を 50μl ずつおよび RI 溶液（3H-FDG または 3H-3-O-MeG）を 50μl ずつ分注した。その後、5%CO2イン

キュベータにて 30-180 分間培養した。 
ここで、ラット赤血球では 3H-FDG について 180 分培養し、AH109A では 3H-FDG および 3H-3-O-MeG につ

いてその培養時間の影響も考慮し 30、60、120 および 180 分培養した。その後、マルチウェルプレート内の

培養液を、バキュームマニホールド（マルチスクリーン バキュームマニホールド；MILLIPORE Co. MA USA）

で吸引し、PBS(-)を 200μl 加え細胞の洗浄および吸引を 3 回繰り返した。洗浄後、細胞が捕集されたフィルタ

をパンチキット（マルチスクリーン パンチキット；MILLIPORE Co.）で分離した。このフィルタは、2.5ml
の液体シンチレータ（クリアゾルⅡ；ナカライテクス、京都）を含むバイアル瓶に入れ、デジタル液体シン

チレーションアナライザ（TRI-CARB 2500TR シリーズ；PACKARD, CA USA）にてフィルタ中のトリチウム

含量を 1 検体につき 10 分間ずつ 2 回測定した。測定結果より、RI の細胞内取り込み率を算出した。また培養

時間と AH109A の細胞内取り込み率の時間依存性について、培養 30 分間に対するそれぞれの培養時間との相

対比から求めた。 
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2.6 AH109A 細胞内輸送速度に対するデキサメサゾン投与の影響 

 AH109A 5×107個/ml をラットに腹腔内接種した約 10 日後に、そのラットから腹水約 1ml を control として

採取後、デキサメサゾン（水性デキサメサゾン注 A；ZENOAQ、郡山）を腹腔内投与（1-2mg/kg）した。さ

らにその 4 または 6 および 12 時間後に同様に腹水約 1ml を採取し細胞浮遊液を調整した。 
これら control およびデキサメサゾン投与 4-12 時間後の AH109A 細胞浮遊液は、前述の方法と同様に調整

し、その 3H-FDG、3H-3-O-MeG の取り込み速度を求めた。AH109A 約 2.0×106個/ml を 100μl ずつ 96 穴マルチ

ウェルプレートに分注し、各ウェルにグルコース希釈列を 50μl ずつおよび RI 溶液を 50μl ずつ分注した。そ

の後、5%CO2インキュベータにて 60-180 分間培養し、細胞洗浄後、フィルタに捕集された細胞内 RI を液体

シンチレーションカウンタにて測定した。 
 
2.7 細胞内輸送に関する各パラメータの解析 

 各基質濃度に対する細胞内への 3H-FDG あるいは 3H-3-O-MeG の取り込み率は Eq.1 により計算した。 
 
 

100×=
添加量当たりの

取り込み量当たりの細胞の
取り込み率（％）

RIwell
RIwell

   ･･･Eq.1 

 
 

各基質濃度に対応する細胞内取り込み速度は、その基質濃度での取り込み率に基質濃度を掛け、細胞培養

時間で割ることで算出した。各基質濃度と 3H-FDG および 3H-3-O-MeG の取り込み速度については下記の三種

類のプロットで表現した。 
 

1. 飽和曲線（基質濃度－取り込み速度のプロット） 

2. Eadie-Hofstee plot 
3. Lineweaver-Burk plot（両逆数プロット） 

 
ここで Eadie-Hofstee plot ではトランスポーターの特異性・最大速度をもっともよく表現できる。これら三

種類のプロットより、最大取り込み速度（Vmax）およびトランスポーターとの親和性に関するパラメータに

は、EXCEL マクロで作成された非線形最小自乗法プログラム(MULTI)を用いてシミュレーションとともに算

出した。 
 
2.8 統計解析 

3H-FDG あるいは 3H-3-O-MeG の取り込みパラメータ（取り込み率および取り込み速度）は、control とデキ

サメサゾン投与 4、6 および 12 時間後のパラメータについて、正規性の検定（U 検定）および等分散検定（F
検定）後、二標本 t 検定もしくは Welch の t 検定によって解析した。いずれも p<0.05 の場合に統計学的有意

差ありと判定した。 
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３ 結果 

3.1 血清中グルコースの影響および赤血球の 3H-FDG 取り込み特性 

NSC(-)RPMI あるいは NSC(+)RPMI を培養液として用いた場合の Donryu rat 赤血球における培養 180 分後の
3H-FDG 細胞内取り込みを Fig.3、Table1 に示した。NCS 添加によってグルコース濃度に応じて全体の取り込

み速度が増加し、Lineweaver-Burk plot (Fig.3-2)および Eadie-Hofstee plot (Fig.3-3)でも低濃度領域での細胞内輸

送速度の上昇が観察された。求められた速度論的パラメータでも、NCS 添加の結果、赤血球への FDG の受動

拡散定数 γは約 2.5 倍、見かけ上の Km は約 0.1 倍以下、最大取り込み速度（Vmax）は NCS 添加の有無に関

わらず同程度の値であった。 
 
3.2  3H-FDG および 3H-3-O-MeG 取り込みの時間依存性 

各基質濃度およびそれぞれの培養時間条件に対する 3H-FDG および 3H-3-O-MeG の AH109A への取り込み

率を Fig.4-1a、b に示す。各培養時間における平均取り込み率（Fig. 4-2a、b）は、いずれのトレーサーを用い

た場合の取り込みも培養時間に対応して増加が認められた。しかしながら、3H-FDG の取り込み率は培養時間

に比例し、ほぼ直線状に増加したことに対し、3H-3-O-MeG の取り込み率は培養 30 分から 60 分までの増加に

対し 60 分以降で漸減していることが示された。 
 
3.3 AH109A の 3H-FDG 取り込み特性 

3H-FDG の AH109A における取り込み率を Fig.5-1aに示す。3H-FDG の細胞内取り込み率は、基質濃度約 1mM
まではほぼ一定で(Fig.5-2a)、1mM 以上では基質濃度の増加に伴って減少した。これは、ラット赤血球におい

て 3H-FDG の細胞内取り込み率が基質濃度の増加に伴い漸減した傾向を示した（Fig.5-2a、b）こととはやや異

なっていた(Fig.5)。また AH109A の取り込み率はラット赤血球に対し、1mM までは約 100 倍以上高く取り込

んでいたのに対し、それ以降のグルコース濃度の上昇に伴い急速に低下し、最高濃度（26.6mM）での取り込

み率は赤血球の数倍程度となった。一方で 3H-FDG の細胞内取り込み速度(Fig.6)は、基質濃度 1mM まで急激

に増加した後、生理的血糖値に近い 5mM 付近までは基質濃度に依存した減少が認められたが、6mM を超え

た基質濃度において、再び増加が認められた。 
この 3H-FDG の細胞内取り込み速度（Fig.7、8）および取り込み率(Fig.8-4)はデキサメサゾン投与により見

かけ上有意な変化は認められなかった。しかしながら高基質濃度領域において取り込み速度の低下と、最大

濃度(26.6mM)で統計的に有意な低下が観察され、解析されたパラメータでも有意な受動拡散定数 γ の著しい

低下が示された(Fig.7-1b)。 
 
3.4 AH109A の 3H-3-O-MeG 取り込み特性 

 3H-3-O-MeG の AH109A における取り込み速度および取り込み率を Fig.9 に示した。3H-FDG とは異なり、
3H-3-O-MeG の細胞内への取り込み速度は濃度に比例して増加した。また、3H-3-O-MeG の取り込み率は基質

濃度に関係なくほぼ一定(約 0.01%)で、基質濃度の増加による低下などの影響は観察されなかった。 
 加えて 3H-3-O-MeG 細胞内取り込み率および取り込み速度は、デキサメサゾン投与 6 および 12 時間後の結

果では、用いた最高基質濃度(6.66mM)において、さらにデキサメサゾン投与 6 時間後に基質濃度 4.44mM に

おいて、control に対し有意な低下が認められた(Fig.10-1、10-4)。 
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４ 考察 

4.1 赤血球の 3H-FDG 取り込み特性 

 グルコースの取り込みは主に促通拡散型の輸送担体である GLUT を介して行われるが、この輸送担体は基

質特異性を有し特定の基質あるいはそれと極めて類似した物質のみを輸送する[24]。輸送担体である GLUT
の作用は酵素と非常に類似し [7, 24]、促通拡散の取り込み速度は一般的な酵素反応速度論と同様、

Michaelis-Menten の式によって表され[18]、3 つのパラメータ（Vmax、Km、γ）により以下の式（Eq.2）で表

現される。 
 

S
SKm
SVV ×+

+
×

= γ
max

（Sは基質濃度）  …Eq.2  

  
Eq.2 において Vmax はトランスポーターの最大取り込み速度、Km は最大取り込み速度の半分に達する時

点での基質濃度（Michaelis 定数）、γはリン脂質二重膜を通しての受動拡散定数値を表している[2, 18, 29]。 
赤血球におけるグルコース代謝は他の細胞と同様に行われ、GLUT により取り込まれた FDG はヘキソキナ

ーゼによりリン酸化され、FDG-6-phosphate として細胞内に滞留する[39]。GLUT には組織依存性のサブタイ

プが存在し、赤血球では GLUT1 が発現する。この GLUT1 はグルコースに対して高親和性で、その Km 値は

1.5mM ほどである[7, 24]。赤血球における促通拡散はこの GLUT1 を介して行われ、グルコースは単純拡散と

比べて約 5 万倍も早い速度で細胞内に取り込まれる[24]。 
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Eadie-Hofstee plot は Michaelis-Menten 式を変形した直線式の一つで、V（取り込み速度）/[S]（基質濃度）

と V の値でプロットすることで得られる。このグラフは反応速度の誤差に敏感で、反応が Michaelis-Menten
の式に合致するか判定するのに有効である。このグラフでは単純拡散は取り込み速度の高い部分で Y 軸と平

行なプロットとして表現される[2]。 
赤血球の FDG の細胞内輸送は Michaelis-Menten で表現される飽和曲線を示し(Fig.3-1)、飽和曲線および

Eadie-Hofstee plot(Fig.3-3)のいずれにおいても単純拡散を示す現象が認められた。赤血球における糖の取り込

みの大部分は促通拡散によって行われると報告されている[18, 24]が、本実験では赤血球への単純拡散の存在

も示された。これは、本実験はラットの生理的血糖値(85-132mg/dl[3]、約 4.72-7.33mM)よりはるかに高い基質

濃度(最大 26.6mM)を用いて行ったため、外部のグルコース濃度に依存した単純拡散が顕著に現れたものと考

えられる。 
 
4.2 血清（NCS）添加の FDG 赤血球内輸送速度への影響 

Fig.3 および Table1 に示されたように、ラット赤血球の FDG 輸送速度は、NCS 添加により Km の著しい低

下と受動拡散定数 γの約 2.5 倍の上昇となった。飽和曲線でも、NCS(+)RPMI を用いた場合、いずれの基質濃

度においても NCS(-)RPMI を用いた場合と比べ、取り込み速度が上回った。このためこの現象は一見、NCS
添加により GLUT に対する親和性が増加したように考えられた。ところが、これは NCS(+)RPMI を用いた場

合の基質濃度は NCS に含まれたグルコース濃度を考慮していなかったため、実際の曲線は NCS に含まれる

グルコース濃度の分、基質濃度の高い方（右方）へシフトすると予想される。実際に NCS 中のグルコース濃

度は約 4.1mM[8]程度が報告され、したがって本実験では NCS を RPMI へ 10%添加したため、グラフ全体が

およそ 0.4mM 分右方へシフトすることとなる。この結果、NCS(-)および NCS(+)の Km 値の差は添加した血清

の量とほぼ一致し、Km は実質的に影響を受けないと考えられる。いずれの RPMI を用いた場合も Vmax の値

は実質的に基質濃度に影響を受けないパラメータであるため、NCS の添加による FDG 取り込み速度への影響

はほとんどないと考えられる。 
一方で、NCS 添加条件で受動拡散定数 γ は約 2.5 倍増加した。このことから、NCS 中のグルコース以外の

成分によって、見かけ上の単純拡散定数が増加し、これは細胞膜の透過性亢進、細胞内グルコース濃度の低

下、もしくはその両方の作用の結果であると考えられた。 
しかしながら、NCS(-)RPMI を用いた場合の赤血球における Km 値は 0.42±0.37 mM（平均±標準偏差）であ

った。これはこれまでに報告されている Km 値(1.5mM[7, 24])より十分低い値であり、本実験ではトランスポ

ーターとの親和性を過大評価している可能性が示された。この結果は生理的血糖値よりはるかに高い基質濃

度（最大 26.6mM）による単純拡散を反映したものと考えられ、生理的血糖値までの基質濃度に対して同じ値

を用いて単純拡散を考慮せずに同様の方法で解析を行った場合、Vmax 0.088±0.01nmol/h/Mcell、Km 
1.91±0.60mM となり、報告されている Km 値に近い値を得た。このことからも、細胞内への糖取り込みの大

部分が促通拡散といわれる赤血球においても、基質が高濃度である場合には単純拡散による影響が強く反映

されることが示された。 
in vitro において糖取り込みに関するトレーサー実験を行う場合、一般に実験を行う前は PBS あるいは

Glucose-free の培養液により使用細胞のプレインキュベーション（30 分～24 時間）を行い、細胞を糖欠乏状

態とする[9, 10, 31]。本実験で用いた AH109A は in vitro の環境下では増殖が見られず、プレインキュベーショ

ンを行うことによる糖の取り込みや代謝機序の変化が危惧されたため、前日からの絶食により高血糖状態を

避けるようにした。また前述のように、今回用いた血液は AH109A を接種した Donryu rat の血液でもあるた

め、健康な動物の血液を用いれば異なる値となる可能性を有している。しかし、今回の結果より、腫瘍を実

験的に接種した個体であっても、その赤血球の糖取り込みはグルコースの促通拡散を表す Michaelis-Menten
式で表現され、腫瘍細胞の FDG 取り込みと比較可能なデータとして利用可能であることが示された。 
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4.3 3H-FDG および 3H-3-O-MeG 取り込みの時間依存性 

 3H-FDG および 3H-3-O-MeG を AH109A と反応させるための培養時間を決定するために、異なる培養時間に

おける取り込み率を比較した。ミクロオートラジオグラフィーにより測定したラットに作製した乳腺腫瘍お

よび肝癌細胞の 18F-FDG および 3H-DG の取り込みは、RI の静脈内投与後 60 分まで増加し、その後 120 分ま

では取り込みが減少するという報告[23]、ヒトの PET スキャンにおいて肺原発腫瘍およびリンパ腫では FDG
投与 60 分後より 120 分後で取り込みが高くなるという報告[22]より、培養時間のタイムコースを 30、60、120、
そして 180 分とした。結果より、3H-FDG の取り込み率は培養時間に比例してほぼ直線状に増加し(Fig.4-1a、
4-2a)、3H-3-O-MeG の取り込み率は平均値では培養 60 分以降で増加の低下が見られた(Fig.4-1b、4-2b)。 
しかし、3H-3-O-MeG の取り込み率は 3H-FDG の約 1.0～25%ほどと小さいため誤差が大きく、誤差を考慮す

ると増加の程度は 3H-FDG より緩やかであるものの、時間の延長に比例した取り込み率の増加と考えられた。

このため、3H-FDG および 3H-3-O-MeG によるデキサメサゾン投与 6 および 12 時間後の影響を検討する際の

トレーサーとの培養時間を、いずれのトレーサーにおいても取り込みに直線的な比例関係の認められた 60 分

間とした。3H-FDG の培養時間の延長に伴う取り込みの増加は 180 分まで直線性が維持されたため、デキサメ

サゾン投与 4 時間後の 3H-FDG 細胞内取り込みに対する影響の検討は 180 分の培養時間で実施した。 
 
4.4 AH109A の 3H-FDG 取り込みの基質濃度依存性 

AH109A は Donryu rat の腹水で継代でき、さらに皮下や筋肉内、臓器などに接種することで固形腫瘍を形成

するため、腫瘍に関する研究によく用いられる細胞株である[19, 34, 35, 41]。今回、この AH109A を用いた FDG
取り込み実験の結果より、AH109A の FDG 取り込み速度は基質濃度に対し一度増加した後に減少し、再度増

加するという特異な現象が認められた(Fig.6)。 
この現象は、ある酵素反応において高濃度の基質が存在する場合、酵素に複数の基質分子が結合し不活性

な酵素-基質複合体が形成されたり、基質分子が酵素の活性因子を捕捉するなどして、酵素反応の阻害が起こ

った場合に観察される現象[2, 24]に類似していた。このため AH109A には高濃度の基質存在下では GLUT も

しくはその下流のヘキソキナーゼにおいて、この酵素反応と同様の現象が生じている可能性が示された。こ

のような反応が起こる場合の取り込み速度は、Michaelis-Menten の式では表現することができず、阻害定数

Ksi を考慮した以下の式(Eq.3)で表現される。 
 

][
][

][
1

max S

Ksi
S

S
Ks
VV ×+

++
= γ  （S は基質濃度）…Eq.3 

 
上記の式（Eq.3）の Vmax はトランスポーターの最大取り込み速度、γはリン脂質二重膜を通しての受動拡

散定数値、Ks は酵素-基質複合体の解離定数、Ksi は過剰の基質による阻害定数を表している[2, 18, 29]。 
2 分子の基質が酵素の触媒部位に結合して酵素を不活性化すると仮定すると、酵素反応は下記の反応形式に従

って進行する。 
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酵素-基質複合体の解離定数を Ks、過剰の基質による阻害定数を Ksiとおくと 
 

       Ks= ][
]][[

ES
SE

    ・・・Eq.4 

 Ksi= ][
]][[

2ES
SES

     ・・・Eq.5 

となる。酵素の濃度の関係式は 
[E]0=[E] + [ES] + [ES2]   ・・・Eq.6   

 
である。Eq.4, Eq.5 より 

[E]=
][

][
S
ESK S  

[ES2]=
siK

SES ]][[
 

 
これらの式を Eq.6 に代入すると 

[E]0= ][
][

S
ESK S  + [ES] + 

siK
SES ]][[

 = (1 +
][S

K s +
siK

S][
)[ES] 

[ES]=

si

s

K
S

S
K

E
][

][
1

][ 0

++
   

v=

si

s

K
S

S
K
V

][
][

1

max

++
   ・・・ Eq.7 

 
 
という反応速度と基質濃度との関係式が得られる。この反応を促通拡散による糖輸送にあてはめると、「酵素」

とは GLUT あるいは細胞内ヘキソキナーゼ活性を示し、「酵素反応の阻害」は基質による GLUT の機能変化

あるいはヘキソキナーゼ以下の酵素活性の変化を表す。実際の糖輸送においては単純拡散による取り込みが

存在すると報告されており[24]、また本実験の結果から得られた Eadie-Hofstee plot においても単純拡散を示す

Y 軸と平行な成分が認められていた(Fig.6-3)。これらのことより、AH109A における FDG 取り込みの飽和曲

線は、Eq.7 に単純拡散を考慮した Eq.3 の式から算出したシミュレーションカーブを用いた場合に非常によく

当てはまり、基質阻害を示す促通拡散であると考えられた。非アロステリック酵素の反応速度を示す飽和曲

線は双曲線であり、この曲線から Vmax および Km を算出することは困難である。そこで、反応が

Michaelis-Menten の式で表現されるとき、その両逆数をとり、直線式へ導き、Y 軸に 1/V、X 軸に 1/[S]をプロ

ットした Lineweaver-Burk plot[18, 29]および V（取り込み速度）/[S]（基質濃度）と V の値でプロットするこ

とで得られる Eadie-Hofstee plot の外挿によりそれぞれの Y 切片から Vmax を求めることができる[3]。
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Lineweaver-Burk plot の傾斜は Km/Vmax、Y 切片および X 切片はそれぞれ 1/Vmax、-1/Km となり、Eadie-Hofstee 
plot の傾斜は-Km、Y 切片および X 切片はそれぞれ Vmax、Vmax/Km となる。 
しかし、今回用いた AH109A のように基質阻害が存在する場合、ある程度以上の基質濃度では高濃度の基

質阻害により反応速度が低下するため、この場合の Lineweaver-Burk plot は直線にならない[2, 18, 29]。AH109A
の 3H-FDG の飽和曲線は 1mM 以上の基質濃度では反応速度が低下し(Fig.6-1)、Lineweaver-Burk plot では基質

阻害のパターンのグラフを示し (Fig.6-2)、Eq.3 のシミュレーションカーブと一致した。このため、FDG の取

り込みにおいて、Lineweaver-Burk plot で表された「基質阻害」は、グルコースによる GLUT の機能やヘキソ

キナーゼ活性の変化などに伴う取り込み速度の低下を示していると考えられた。この現象は赤血球では認め

られず(Fig.3)、今回使用した AH109A に発現する GLUT の特徴であると考えられた。 
 基質阻害が存在するときの飽和曲線から Vmax、Km を算出することは困難であり、AH109A の 3H-FDG の

取り込みを表すシミュレーションカーブ(Eq.3)から算出した 3H-FDG の取り込みパラメータ(Fig.6-1)は誤差が

大きく、信頼性が低いと考えられた。しかし、基質による酵素反応の阻害が存在する場合であっても、[S]《Ks
では Eq.3 は Michaelis-Menten の式に従うことになるので、Lineweaver-Burk plot の直線部分の外挿により Vmax
と Km を求めることができる。 [S]》Ks の場合には Eq.3 は次の式に近似される。 
 

max
1][

max
11

V
S

VKsiv
+×=

・
   ･･･Eq.8 

 
従って X 軸に[S]、Y 軸に 1/V をプロットしたグラフの X 切片が Ksi、Y 切片が 1/Vmax となる。今回 Eq.3

のシミュレーションカーブ (Fig.6-1)より算出したおおよその Vmax 値は 20-24nmol/h/Mcell であり、

Lineweaver-Burk plot(Fig.6-2)、Eadie-hofstee plot(Fig.6-3)およびの Eq.8 (Fig.6-4) の外挿から得られた Vmax はそ

れぞれおよそ 20nmol/h/Mcell、20-25nmol/h/Mcell、7.7-12.5nmol/h/Mcell であった。Eq.8 の外挿より算出した

Vmax は他のプロットから求めた値のおよそ半分で、ばらつきも大きかった。このことより、Eq.8 は AH109A
のように[S]》Ks の範囲で単純拡散による影響が顕著に現れるような特徴的な取り込みの評価には適さないと

考えられた。 
 6mM 以上の基質濃度で見られた FDG の取り込み速度の増加は基質濃度による濃度勾配に依存した単純拡

散によるものであり、GLUT による糖輸送とは異なる経路の輸送である。通常、1mM 以上の基質濃度ではグ

ルコースによる GLUT の糖輸送能あるいはヘキソキナーゼなどの細胞内酵素活性に変化が生じ、FDG の取り

込み速度は減少すると考えられるが、6mM 以上という基質濃度はラットの生理的血糖値(85-132mg/dl[3])より

はるかに高いため、その高い濃度勾配の増加により単純拡散の程度が顕著となり、取り込み速度の増加が生

じたのではないかと考えられた。 
 
4.5 AH109A の 3H-3-O-MeG 取り込みの基質濃度依存性 

 3H-3-O-MeG は GLUT 発現量にその取り込みが依存するトレーサーで、糖の取り込み実験には広く用いられ

ている[9, 12, 21, 25, 26, 36, 37]。基質に 3-O-MeG を用い、非常に短時間（20 秒～1 分程度）で反応させた場合、

その取り込み速度は Michaelis-Menten の式で現される飽和曲線となる[1, 12]。今回、AH109A の 3H-3-O-MeG
取り込み率は、基質濃度にかかわらず一定で(Fig.9-4)、Lineweaver-Burk plot においては基質阻害を受けないパ

ターンが示された(Fig.9-2)。飽和曲線はほぼ直線状(Fig.9-1)で、Eadie-hofstee plot では Y 軸に平行なプロット

として表され(Fig.9-3)、単純拡散を示すグラフに類似した形となった。また、3H-3-O-MeG 取り込み率の平均

値は 3H-FDG の約 1.0～25%程度であり、FDG に比べて著しく取り込みが少ないことが示された(Fig.4)。これ

らのことから、今回用いた AH109A において 3-O-MeG は、GLUT を介さない単純拡散に依存した機構におい

てのみ、細胞内に取り込まれる可能性が示された。 
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4.6 AH109A における糖取り込みへのデキサメサゾンによる影響 

FDG の集積は FDG-6-phosphate の細胞内滞留に依存する。この FDG-6-phosphate の細胞内滞留に影響を与

える因子としては、GLUT 発現量、Glucose-6-phosphtase 活性、ヘキソキナーゼ活性、ミトコンドリアによる

リン酸化、細胞のエネルギー需要、細胞がおかれた環境の酸素分圧などが挙げられる[1, 6]。今回の実験の結

果から、3H-FDG の細胞内取り込みもこれら因子による影響を反映したと考えられた。 
低基質濃度(0.14~6.66mM)におけるデキサメサゾン投与 6 時間および 12 時間後の AH109A の 3H-FDG の取

り込み率および取り込み速度は control と比べて有意な差が認められなかった(Fig.8)のに対し、高基質濃度

(0.14~26.64mM)におけるデキサメサゾン投与 4 時間後の 3H-FDG の取り込み率および取り込み速度は、飽和曲

線の単純拡散を示す高基質濃度における取り込み速度の明らかな減少(Fig.7)および Eadie-Hofstee plot におけ

る Y 軸に平行なプロットの消失(Fig.7-2a、b)が認められ、このことから、ヘキソキナーゼ活性や促通拡散によ

る FDG の輸送にデキサメサゾンは影響を及ぼさないことが示された。 
一方、3H-3-O-MeG の取り込み率および取り込み速度は、ラットの正常血糖値(85-132mg/dl[3])に近い基質濃

度 6.66mM においてデキサメサゾン投与 6 時間および 12 時間後に、正常血糖値より低い 4.44mM においては

投与 6 時間後に control と比べてそれぞれ有意な減少が認められた(Fig.10-1、10-4)。Lineweaver-Burk plot にお

いては control と比較して基質阻害を示す近似直線の傾きの増加が見られた(Fig.10-2)。 
デキサメサゾン投与後、FDG および 3-O-MeG のいずれを用いた場合にも、単純拡散における取り込み速度

の有意な減少が認められた。単純拡散による取り込みの減少は濃度勾配の減少によってのみ生じる[24]ため、

今回観察された単純拡散の抑制はデキサメサゾン投与により細胞内グルコースが control と比較して増加して

いたことを意味する。糖質コルチコイドの投与により、全身の蛋白異化や脂肪分解が促進され、血糖が上昇

するが、このとき脳および心臓以外の組織におけるグルコース取り込みは抑制される[15]。しかし、肝癌細胞

株において in vitro でデキサメサゾンによる細胞内の Glucose-6-phosphtase の活性化が報告されており[11]、今

回腹腔内にデキサメサゾンを投与したことにより、AH109A 内の Glucose-6- phosphtase が活性化し、細胞内グ

ルコースが増加したことによって濃度勾配が低下したと考えられる。 
腫瘍細胞表面では正常な細胞と比べて過剰な GLUT の発現が確認され、そのサブタイプは現在のところ少

なくとも GLUT1 から GLUT5 までの 5 種類が確認されている[4, 40]。悪性腫瘍細胞では、その多くで GLUT1
が発現するとされているが、他のサブタイプの発現傾向は腫瘍細胞の種類によって異なり、様々であると報

告されている[4, 26, 32, 40]。今回用いた AH109A において発現している GLUT は、1mM 以上の基質において

グルコースにより阻害され、3-O-MeG に特異性を示さないという特徴を有していた。AH109A における GLUT
のサブタイプは確認されておらず、フローサイトメトリーあるいは免疫染色によりサブタイプを確認するこ

とで、サブタイプの違いにより生じるステロイドへの特異性が明らかとなる可能性がある。 
in vitro における 90 分のデキサメサゾンの作用が FDG 取り込みに影響を及ぼさないという報告[27]、デキサ

メサゾンの最高血中到達時間および作用持続時間を考慮し、本実験では作用時間を 4、6、および 12 時間とし、

結果としていずれのタイムコースにおいてもデキサメサゾンによる単純拡散の抑制が認められた。しかし、in 
vitro のヒトメラノーマ細胞における[3H]glucose の細胞内取り込みは、トリアムシノロンアセトニドの作用 4
時間では影響がなく 18 時間においては有意に減少するという報告[10]、ラット脂肪細胞におけるデキサメサ

ゾンによる糖取り込み抑制が作用 1～2 時間で最大になるという報告 [25]もあり、デキサメサゾンによる単純

拡散の抑制の作用発現時間および作用持続時間を明らかにするためには異なるタイムコース、異なる細胞を

用いた更なる実験が必要である。 
 本実験の結果により、AH109A における特徴的な糖の輸送機構が示されたが、本実験での比較には同条件

のラットの赤血球を用いており、この特徴的な輸送機構が AH109A 特有あるいは細胞種や動物種による性質

であるかを確認するためには他の細胞種との比較が今後必要であると思われた。 
今回、デキサメサゾンにより糖の単純拡散の抑制作用が生じることが明らかとなったが、これはステロイ

ドによる見かけ上の細胞膜透過性の減少と捕らえられ、細胞内糖代謝の変化による細胞内グルコース濃度の

上昇により、細胞外から細胞内へ向けたグルコースの拡散速度の低下によるものと理解された。しかしなが
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ら、この仮説を検証するためには、細胞内の free glucose 量や phospholylated glucose 量およびデキサメサゾン

投与後の経時的な血糖値の測定などを行い、濃度勾配の減少についてより詳細に確認する必要がある。また

今回確認された単純拡散の抑制は、FDG の細胞内輸送速度や GLUT との親和性には影響を与えておらず、こ

のことからも PET においてデキサメサゾン投与による腫瘍と炎症との鑑別は困難である可能性が示された。

しかし、今回用いた AH109A と同様の特性を有する細胞、すなわち生理的血糖値より低い基質濃度(1-5mM)
において FDG の細胞内輸送に抑制が起こるような細胞種に対するステロイドの投与においては、グルコース

取り込み速度の明らかな減少が生じ、PET 検査における偽陰性を招く可能性があることを示すことができた。

また、糖尿病などの高血糖者に対するステロイドの投与は、今回認められた高い外部のグルコース濃度に依

存する単純拡散による取り込みの変化、またそれに対するステロイドによる単純拡散の明らかな減少などと

同様の現象が生じると予想され、同様に PET 検査において偽陰性を招く可能性があることが推測された。以

上のことから、多くの細胞種との比較、基質濃度やタイムコースなどの実験条件について更に検討すること

で臨床応用に役立つような基礎的データが得られると考えられた。また、今回 Michaelis-Menten 式で表現で

きない特徴的な糖輸送の存在が明らかになったことで、細胞内の糖輸送の解析法についてさらに検討する必

要があることも示すことができた。 
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