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Ⅰ．はじめに 

現在わが国では、伴侶動物の、感染症や寄生虫病などによる死因が大幅に減少したため、伴侶動物の平均

寿命が延長し、その結果、「腫瘍」が伴侶動物の死因の大部分を占めるようになってきている[17]。そして、

獣医療においても人と同様の X 線診断、超音波検査、コンピュータ断層撮影法（CT）、そして磁気共鳴画像

法（MRI）等が、患畜の非侵襲的な腫瘍検査に用いられている。しかし、これらの画像診断法は、形態情報

を得ることが主な目的であり、腫瘍の位置情報は得られるが、バイオプシー検査によらない悪性度の鑑別は

困難であった。 
そこで、2-deoxy-2-[18F]-fluoro-D-glucose（18F-FDG）などのポジトロン放出核種を用いたポジトロン断層撮

影法 （positron emission tomography：PET） が腫瘍の位置情報に加えて、増殖活性を判断する画像診断法と

して、ヒト医学領域において臨床および研究に応用されている。 
ポジトロン放出核種（18F、11C など）で標識した放射性薬剤を生体内に投与すると、集積した組織内で陽電

子が放出され陰電子と結合し消滅する。このとき、511 keV のガンマ線（消滅光子）が 2 本、180°方向に放出

される。この 2 本のガンマ線を向かい合った 2 個の検出器で検出し、これを基に非侵襲的に薬剤分布の画像

を再構築し、生体内の機能情報を得るのが PET である[21]。 
18F-FDG は現在、腫瘍診断の有効なトレーサーとして用いられ、PET 検査の 90%以上で用いられている放射

性薬剤である。FDG-PET はヒト医学領域ではわが国でも 2002 年 4 月より健康保険適用となったこともあり、
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その臨床利用が増加している[22]。 
 

 
 

図 1： 2-Fluoro-2-deoxy-D-glucose[5,6-3H]（3H-FDG）の構造式と代謝経路 
 

FDG は、生体内でグルコース（Glu）と同様の経路で取り込まれ、細胞内のヘキソキナーゼ（HK）によっ

て 6-リン酸化されるが、Glu とは異なりそれ以上代謝されないため組織内に留まる[28] [図 1]。また細胞膜を

通しての輸送には、細胞内外の Glu 濃度差に基づいた促通拡散であるグルコーストランスポーター（GLUT）
が関与し、この GLUT には構造的に異なる複数のアイソフォームが存在している[34,4,59,24]。悪性腫瘍細胞

には赤血球膜、脳、腎臓に存在するものと同じタイプの GLUT である GLUT-1 が発現し、腫瘍細胞では GLUT-3
も過剰に発現しているため、FDG の細胞内取り込み能が高いと言われている[28,59,3,58]。また、腫瘍では糖

代謝が盛んで HK 活性が高く、さらに、HK の逆反応であるグルコース-6-フォスファターゼ（G-6-Pase）の活

性が低い[37]。細胞内に取り込まれた FDG は速やかに FDG-6-phosphate（FDG6P）に代謝され、FDG6P のま

ま細胞内に維持されるために、GLUT による腫瘍細胞内への FDG 輸送によって蓄積が進む。この結果、正常

組織に比べ腫瘍では糖代謝率に応じて高い集積が認められる。 
FDG の集積、すなわち糖代謝率と腫瘍の増殖性は関連があるとされており、相対的に増殖速度が速いもの

ほど FDG の集積が高く、増殖の遅いものは低い[21]。また、増殖速度が同じ場合、実験的には未分化な腫瘍

ほど GLUT 発現と HK 活性が高いため FDG の集積が高く、高分化型では逆に GLUT 発現と HK 活性が低いた

め FDG の集積が低くなると報告されている[37、34]。このことから腫瘍の GLUT 発現および HK 活性を測定

することにより腫瘍の増殖速度および分化度など悪性度を判断できる指標になると考えられる。 
PET の設備を持たない検査施設でも Biopsy 検査試料から腫瘍の悪性度判定ができるように、本研究では 3H

で標識した FDG を用いて HK 活性の簡便な測定方法を確立し、ラットにおける腹水肝癌と正常な赤血球、肝

臓、脳について in vitro で HK 活性の比較を行い、HK 活性と腫瘍の増殖活性、ひいては悪性度との関連性を

明らかにすることを目的とした。 
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Ⅱ．材料および方法 

１．動物実験の実施にあたって 
動物実験は北里大学獣医畜産学部動物実験指針（原試案、2003 年 6 月）に従い実施した。供試動物に苦痛

を与える可能性のある実験においては、ペントバルビタール（ソムノペンチル 64.8 mg/ml，共立製薬株式会

社、東京）により麻酔・沈静を施した。 
 
２． 供試動物 

供試動物として 3～4 週齢の Donryu ラット （日本エスエルシー株式会社、静岡）を購入し、その後実験に

用いるまで 30～90 日間馴致した。餌および水は自由摂取させた。 
 
３．使用細胞株ならびに継代移植 
本実験ではラット腹水肝癌（AH109A）を用いた[44]。AH109A 細胞は 7～10 日毎に供与側のラットの腹腔

内より腹水を 2ml 採取し、継代用のラットに腹水の原液（約 1×108 cell/ml）を 2 ml（約 2×108 cell）腹腔内

に投与することで継代・維持されているものを使用した。 

 
４．使用薬剤 

HKの基質となる3H標識グルコースとして、2-Fluoro-2-deoxy-D-glucose[5,6-3H]（3H-FDG：分子量182.1；
American Radiolabeled Chemicals Inc.、USA）を使用した。3H-FDGはリン酸緩衝食塩水（PBS）を用いて370 kBq/μl
に調製して実験に供した。 

 
５．HK活性の測定 

５－１．HK による反応 

５－１－１．酵母由来の HK 標準製品を用いた 3H-FDG および 3H-FDG6P の濃度測定法の検討 

 高速液体クロマトグラフィー（HPLC）で分画後に、液体シンチレーションカウンタ（LSC）で放射能を測

定し、3H-FDG と 3H-FDG6P を区別できるか、市販の酵母由来 HK（60 U/mg：東京化成工業株式会社、東京）

により測定法の検証を行った。 
酵母由来 HK は 30 U/ml になるように超純水に溶解し、HK 溶液 100 μl に 50 mM アデノシン三リン酸水溶

液 200 μl（シグマ アルドリッチ ジャパン株式会社、東京）、PBS 640 μl、0.2 mM 塩化マグネシウム水溶液

50 μl を混和した。さらに 3H-FDG 水溶液（1.85 kBq/μl） 1 μl と 1 mM D-グルコース水溶液 2 ml を加え、恒温

槽で 37ºC、15 分間反応させた。対照実験として、HK 溶液の代わりに PBS 100 μl を混和して同様の手技を行

った。観測点における HK の反応を停止させるために、HK の反応溶液を沸騰湯浴中で 2 分間浸漬し、HPLC
の測定前にクロマトディスク（タイプ 4A 孔径 0.45 μm；クラボウ、大阪）で濾過し、測定用試料とした。 
 
５－１－２． AH109A 細胞およびラット赤血球の 3H-FDG 取り込みと 3H-FDG のリン酸化反応 

AH109A 細胞接種 7～9 日後の Donryu ラット腹腔内から腹水（約 1×108 cell/ml）を約 3 ml 採取した。採取

した腹水は 1,300 g×2 分間遠心し、上清を捨て、グルコースを含まない RPMI 培地（RPMI-）を加えて洗浄し、

遠心と洗浄を 2～3 回繰り返した。また、腹水中の赤血球は遠心分離により AH109A 細胞よりも下層に区画さ

れた赤血球を可能な限り取り除いた。 RPMI-により AH109A 細胞を 1.0×107 cell/ml と 2.0×107 cell/ml の濃度

に細胞浮遊液を調整した。細胞浮遊液中の細胞分画の体積を調べるため、ヘパリン処理済みのヘマトクリッ

ト毛細管（Ht 管：テルモ株式会社、東京）で腹水を採取し、Ht 用遠心機（HEMATOCRIT KH-1200S：久保田

商事株式会社、東京）を用いて 15,000 g×5 分間遠心し、細胞容積率（PCV）（%）を測定した。 
各測定時間において 2 本のマイクロチューブに AH109A 細胞浮遊液を 45 μl ずつ分注したものと、対照実験

用に AH109A 細胞浮遊液の代わりに PBS 45 μl を分注したものを用意し、それぞれ 3H-FDG（終濃度 0.37 
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kBq/μl）を添加した D-グルコース溶液（グルコースの終濃度 5 mM）を 5 μl を加え（計 50 μl）、37ºC の恒温

槽で 0、5、15、30、60、90 および 120 分間反応させた。各溶液において、2 本のうち 1 本を培養液分画の測

定用に卓上遠心機（MICRO 6・HG；旭テクノグラス株式会社、船橋）を用いて 5,000 g ×1 分遠心し、上清

40 μl を新しいマイクロチューブに分注し、1 N 過塩素酸を 40 μl 加える（計 80 μl）ことで酵素反応を停止さ

せ、培養液分画試料とした。残りの 1 本は直接 1 N 過塩素酸を 50 μl 加える（計 100 μl）ことで酵素反応を停

止させ、浮遊液全量（培養液分画に細胞分画を含む）試料とした。次いで 5,000 g ×1 分遠心後の上清を培養

液分画試料 70 μl、浮遊液全量試料 90 μl、別のマイクロチューブに分注し、2 N 水酸化ナトリウムを用いて、

pH 7.0 に中和した。HPLC 測定の前に、各試料をクロマトディスクで濾過し、AH109A 細胞浮遊液に関する測

定用試料とした。 
一方、ラットの赤血球については、Donryu ラットにペントバルビタール 0.01 ml/kg（i.p.）により麻酔し、

保定台に保定し、70%エタノール液を用いて全身を消毒した。ラット腹部を正中切開して開腹後、ヘパリン 
1000 IU/ml で処理した 20 ml シリンジと 18 G 採血針で腹大動脈より全採血した。血液 10 ml を 1,300 g×2 分

遠心し、上清を捨て、RPMI-を加えて洗浄し、遠心と洗浄を 2～3 回繰り返した。遠心分離によりペレットの

表層の白血球分画を可能な限り取り除き、RPMI-により赤血球数を 4.9×1010 cell/ml、6.1×1010 cell/ml に調整

した。調整した赤血球浮遊液は AH109A 細胞の時と同じく PCV（%）を測定した。 
各反応時間において、2 本のマイクロチューブに赤血球浮遊液を 45 μl ずつ分注した。それぞれ D-グルコー

ス（終濃度 1 mM）を添加した 3H-FDG（0.37 kBq/μl）5 μl を加え 37ºC の恒温槽で 0、5、15、30、60、90 お

よび 120 分間反応した。 
その後の操作は AH109A 細胞浮遊液の時と同様に行い、赤血球浮遊液に関する測定用試料を作製した。 

 
５－１－３．ラット腹水肝癌（AH109A 細胞）、赤血球、肝臓、脳のホモジネート抽出液の HK 活性測定 

 腹水中の AH109A 細胞は Donryu ラット腹腔内から腹水（約 1×108 cell/ml）を 10 ml 採取した。採取した腹

水を 1,300 g×2 分遠心し、上清を捨て、PBS を加えて洗浄することを 2～3 回行った。また、腹水中の赤血球

は遠心分離により可能な限り取り除いた。 
 皮下腫瘤中の AH109A 細胞は 7 日前に 0.2 ml の AH109A 細胞（約 1×108 cell/ml）を皮下接種し作成した腫

瘍塊を使用した。ペントバルビタール 0.01 ml/kg（i.p.）により麻酔し開腹後、腹大動脈からの全採血により

安楽死させ、腹部皮下よりピンセットと鋏で腫瘍塊を取り出し、シャーレに移した。このシャーレに 37ºC に

保温した PBS を約 5 ml 加え、ピンセットと鋏でホモジナイズしやすいように細分した。 
赤血球は Donryu ラットにペントバルビタール 0.01 ml/kg（i.p.）により麻酔し開腹後、腹部後大動脈より全

採血した。血液 10 ml を 1,300 g×2 分遠心し、上清を捨て、PBS を加えて洗浄し、遠心と洗浄を 2～3 回繰り

返した。また、遠心分離によりペレットの表層の白血球分画を可能な限り取り除いた。 
 肝臓の分離は中村[32]の方法に基づき実施した。概要として、まず肝臓中の血液を除去するために肝灌流液

を次の組成に従って作製した。塩化ナトリウム 8 g、塩化カリウム 0.4 g、リン酸二水素ナトリウム・二水和

物 0.078 g、リン酸水素二ナトリウム・十二水和物 0.151 g、2-[4-（2-ヒドロキシエチル）-1-ピペラジニル]エ
タンスルホン酸（HEPES） 2.38 g、フェノールレッド 0.006 g、エチレングリコールビス（2-アミノエチルエ

ーテル）四酢酸塩（EGTA） 0.19 g、炭酸水素ナトリウム 0.35 g、グルコース0.9 gを超純水 900mlに撹拌しつ

つ溶解させた。次に1 N 水酸化ナトリウムでpH 7.2に調整し、超純水で1000 mlにメスアップした。これをメ

ディウム瓶に入れて、121ºC×20分間オートクレーブ滅菌し、肝灌流液として実験に用いるまで4ºC に保存し

た。 
Donryu ラットをペントバルビタール 0.01 ml/kg（i.p.）により麻酔し開腹後、腹大静脈よりヘパリン溶液（200 

IU/Rat，吉富製薬、大阪）を注射した。次いで、門脈にたこ糸でループを作り、37ºC の肝灌流液をペリスタ

ルティックポンプ（ATTO，東京）より流出させ、門脈に留置針（サーフロー留置針 20G、テルモ）を挿入し

て結紮後、腹大静脈を切断して放血させ、さらに胸郭部を切開して前大静脈を鉗子圧迫し、肝臓灌流系を完

成させた。灌流液を流速 14 ml/min として後大静脈から流入し、十分に脱血させた後、肝臓を摘出してシャー
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レに移した。このシャーレに 37ºC に保温した PBS を約 5 ml 加え、ピンセットと鋏で約 5 g 重の肝葉を切り

取り、ホモジナイズしやすいように細分した。 
 脳の採材は、Donryu ラットにペントバルビタール 0.01 ml/kg（i.p.）により麻酔し開腹後、腹大動脈からの

全採血により安楽死させ、頭蓋内よりピンセットと鋏で脳を取り出し、シャーレに移した。このシャーレに

37ºC に保温した PBS を約 5 ml 加え、ピンセットと鋏でホモジナイズしやすいように細分した。 
上述のように処理したAH109A細胞、赤血球、肝臓および脳にそれぞれ 50 mM トリス‐塩酸緩衝液（pH 7.4）、

1 mM ジチオトレイトールおよびプロテアーゼ 50 倍希釈水溶液（プロテアーゼ阻害剤カクテル，ナカライテ

スク株式会社、京都）をホモジナイズ液として 5 ml 添加し、氷水に浸け冷却しながらホモジナイザー用撹拌

機（井内盛栄堂、大阪）で 5,000 rpm、10 分間ホモジナイズした。ホモジナイズされた試料をマイクロチュー

ブに移し、卓上遠心機で 5,000 g×5 分遠心後、その上清を別のマイクロチューブに移し、ホモジネート抽出

液として実験に供するまでディープフリーザーで-80ºC 以下に保存した。 
グルコース反応液（グルコース濃度；0.5,1,5 mM）を次の組成に従って作製した。ホモジネート抽出液と混和

後の終濃度が 50 mM トリエタノールアミン、20 mM 塩化マグネシウム、100 mM 塩化カリウム、1 mM ジ
チオトレイトール、0.5、1 および 5 mM D-グルコース、20 mM ATP となるように超純水にて希釈して、実験

に用いるまで-80ºC 以下に保存した。 
ホモジネート抽出液に対する酵素の反応は、ホモジネート抽出液およびグルコース反応液を氷水下（約 4ºC）

で解凍してから使用した。ホモジネート抽出液45 μlにグルコース反応液を 5 μl添加して恒温槽で 37ºC 5、15、
30、60、90 および 120 分間反応させた。 

予定の時間に達したら、1 N 過塩素酸を 50 μl 加える（計 100 μl）ことで酵素反応を停止した。次いで遠心

分離した上清 90 μlを別のマイクロチューブに分注し、2 N 水酸化ナトリウムを 22 μl添加することで約 pH 7.0
に中和した。これをクロマトディスクで濾過し、測定用試料とした。 

 
 

５－２．蛋白質濃度の測定 
AH109A 細胞および赤血球の浮遊液、または AH109A 細胞、赤血球、肝臓、および脳のホモジネート抽出

液の蛋白質濃度を示すため、実験に使用したサンプルの蛋白質濃度を Lowry 法により算出した[18]。 
Lowry 法は蛋白質を青色の呈色反応を吸光度により定量する方法で、反応は鋭敏であり、蛋白質溶液の微

量定量に適している。Lowry 法については文献 18 の方法に基づいて行った。 
Lowry 法における検量線を作成するために、牛血清アルブミン（和光純薬工業株式会社、大阪）を標準溶

液として、10 μg/ml ずつ 0 から 100 μg/ml までの各濃度に調整し、分光光度計で波長 750 nm における吸光度

を測定した。サンプルは吸光光度計の至適条件に合わせるため、100～1000 倍に希釈し、吸光度より蛋白質濃

度を次式（Eq. 1）により求めた。 
 

蛋白質濃度（mg/ml）=（a×吸光度（750nm）＋ b）×     ･･･Eq. 1 
 

※ a : 近似直線の傾き、b : 近似直線の y 切片 
 
５－３．高速液体クロマトグラフィー 
 移動相に 150 mM リン酸二水素ナトリウム・二水和物 （pH4.4）を用い、ポンプ（LC-10ADVP；株式会社

島津製作所、京都）の流速を 0.5 ml/min と設定した。ガードカラム（Asahipak NH2P-50G、4.6 mmID×10 mm、

Shodex、東京）を測定用カラムの前に設置し、測定カラムに糖分析用 HPLC カラム（Asahipak NH2P-50 4E、
4.6 mmID*250 mm、Shodex、東京）を装着して用いた。測定時はカラムオーブン（CTO-10AVP；株式会社島津

製作所、京都）でカラムを 40ºC に保温した。測定する試料を 20 μl ずつ HPLC にインジェクトし、カラムを

通過した溶液をフラクションコレクターで測定開始 0 分から 2 分間隔で 24 分までの計 12 区画で 1 ml ずつ回

希釈倍数 
1000 
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収し、各フラクション中の溶液をフラクションナンバー1~12（以降 F1～F12 と表記）とした。 
 

５－４．3H 濃度の測定 

2 ml 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 F1～12 の溶液をそ

れぞれ 1ml ずつ混和した。また、HPLC で分離、回収する前の試料の 3H 濃度を調べるため、2 ml の液体シン

チレータを含むバイアル瓶に各項目で調整した HPLC 測定用試料 20 μl を直接混和した。 
3H の壊変にともなう β 線の計数には、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）を用い、1 検体につき 5 分間測定した。 
HPLC に注入した 3H-FDG および 3H-FDG6P の何割が分離、回収されているか確認するため、次式（Eq. 2）

により回収率を求め、各反応時間ごとに平均値±標準偏差を算出した。 
 
回収率（%）=   ･･･Eq. 2 

 
 
また、赤血球浮遊液を用いた実験においては、回収率が一次速度論的に減少するものとして減少速度定数

（/time）を求め、次式（Eq. 3）により近似曲線を作成した。 
 

赤血球浮遊液の回収率（%）= P0 × exp（-a × t） ･･･Eq. 3 
P0 : 初期の回収率 
exp : 自然対数 
a : 減少速度定数 
t : 反応時間 
 
６．データの解析方法 

６－１．3H-FDG と 3H-FDG6P 濃度の解析 

５－１－１の実験において対照実験と HK 反応後の 3H 濃度の変化より、対照実験の F1、F2、および F5～
F12 の 3H 濃度と HK 反応後の F3 および F4 の 3H 濃度は反応前後で 3H 濃度の値に変化がないため、この 3H 濃

度を差し引いて 3H-FDG 濃度および 3H-FDG6P 濃度を求めた。F2～F5 の放射能から Eq. 4 により 3H-FDG 濃度

を算出した。F7～F10 の放射能から Eq. 5 により HK 反応で生成した 3H-FDG6P 濃度を算出した。 
 

 
3H-FDG 濃度（%）=       ･･･Eq. 4 
 
3H-FDG6P 濃度（%）=       ･･･Eq. 5 

 
 
上述の解析を AH109A 細胞および赤血球の浮遊液、または AH109A 細胞、赤血球、肝臓、および脳のホモ

ジネート抽出液の実験から測定された 3H 濃度においても同様に解析した。また、3H-FDG 濃度から Eq. 6 によ

り Glu 濃度算出し、3H-FDG6P 濃度から Eq. 7 によりグルコース-6-リン酸（G6P）濃度を算出した。 
 
Glu 濃度（mM）=        ･･･Eq. 6 
 
G6P 濃度（mM）=        ･･･Eq. 7 

 

F2～F5 の放射能の合計（Bq） 

全区画の放射能の合計（Bq） 
× 100 

FDG6P の濃度（%） 
100（%） 

× 添加 Glu 濃度（mM） 

F7～F10 の放射能の合計（Bq） 

全区画の放射能の合計（Bq） 
× 100 

FDG の濃度（%） 
100（%） 

× 添加 Glu 濃度（mM） 

全区画の放射能の合計（Bq） 

各 HPLC 測定用試料の放射能（Bq） 
× 100 
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６－２．AH109A 細胞浮遊液の G6P 濃度における速度解析方法 

AH109A 細胞浮遊液については、培養液中の Glu 濃度と細胞内の Glu および G6P の濃度を区別して求める

ため、PCV 値より、各フラクションナンバーにおいて浮遊液全量、培養液分画の放射能から Eq. 8 により細

胞分画の放射能を算出し、細胞分画の 3H-FDG6P 濃度を Eq. 5 により求めた。 
 
細胞分画（Bq） 

= 浮遊液全量（Bq）－ 培養液分画（Bq）×    ･･･Eq. 8 
 

培養液分画の 3H-FDG 濃度から Eq. 6 より培養液の Glu 濃度を、細胞分画の 3H-FDG6P 濃度から Eq. 7 より

細胞中の G6P 濃度を算出した。 
培養液の Glu 濃度から培養液の Glu 消失速度と、細胞中の G6P 濃度から細胞中の G6P 生成速度を以下のよ

うに解析した。 
培養液の Glu 濃度は、一次速度論的に減少するものとして消失速度定数（/time）を求め、次式（Eq. 9）に

より近似曲線を作成した。 
 

[Glu] = C0 × exp（-b × t） ･･･Eq. 9 
 
[Glu] : 培養液の Glu 濃度 

C0 : 初期培養液の Glu 濃度 
exp : 自然対数 
b : 消失速度定数 
t : 反応時間 
 

Glu の初期接種量と Eq. 9 をもとに細胞中の G6P 生成速度を次式（Eq. 10）により求めた。 
 [G6P] : C'max － C'max × exp（-c × t） ･･･Eq. 10 

 
[G6P] : 細胞中 G6P 濃度 
C'max : 細胞中 G6P の最終生成濃度 
exp : 自然対数 
c : 生成速度定数 
t : 反応時間 

 
生成速度定数（/time）および G6P の最終生成量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[52]。 
HK活性の指標として細胞中G6P濃度の近似曲線から 0分から 120分までのG6P濃度下面積（AUC0-120 : Area 

under the curve）（mM・min）を次式（Eq. 11）に基づき、台形公式によって算出した。 
 
 AUC0-120（mM・min）= ∫ [C'max － C'max × exp（-b × t）]dt    ･･･Eq. 11 
 
６－３．ホモジネート抽出液の G6P 濃度における速度解析方法 

５－１－３で作成した AH109A 細胞、赤血球、脳および肝臓のホモジネート抽出液において、全タンパク

質濃度‐G6P 生成曲線を作成し、AUC0-120は台形公式を用いた数値積分により求めた。 
 

120 

0 

（100-PCV（%）） 
100（%） 
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Ⅲ．結果 

１．Lowry 法による蛋白質濃度測定検量線の作成 

Lowry 法により測定試料中の蛋白質濃度を測定するため、牛血清アルブミンを基準とした検量線を作成し

たところ決定係数（R2値）は 0.99 以上と良好な直線性を示し、次式（Eq. 12）が得られた[図 2]。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2：Lowry 法で使用した検量線 
 
蛋白質濃度（mg/ml） 

=（714 × 吸光度（750nm）－ 0.021）× ･･･Eq. 12 
 
２．酵母由来の HK 標準製品を用いた 3H-FDG および 3H-FDG6P の濃度測定法の検討結果 

各フラクションの 3H 濃度を図 3 に示した。HK の反応後は F2～F5 の 3H 濃度が減少し、F7～F10 の 3H 濃度

が増加した。 
HPLC で 3H-FDG（F2～F5 の放射能の合計）と 3H-FDG6P（F7～F10 の放射能の合計）を分取できたが、対

照実験と HK 反応後の 3H 濃度の変化から、HK 反応の前後で値に変化がない 3H 濃度が認められた[図 3 の左

図]。Eq. 5 により 3H-FDG6P 濃度を算出する際に、HK 反応の前後で値に変化がない 3H 濃度の考慮分を差し

引いて 3H-FDG6P 濃度を算出した。図 3 の右図のように、3H-FDG は 3H-FDG6P に変換され Eq. 5 より算出さ

れた全フラクションの放射能の合計に対する 3H-FDG6P 濃度（F7～F10 の放射能の合計）は約 97%であり、

良好な FDG6P の分離が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3：酵母由来のヘキソキナーゼ（HK）標準製品を用いた濃度測定法の検討 
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３．AH109A 細胞の FDG 取り込みとリン酸化反応 

AH109A 細胞浮遊液の全分画では、3H-FDG および 3H-FDG6P 濃度を示しており、反応時間に伴い 3H-FDG
濃度が減少し、3H-FDG6P 濃度が増加した[図 4-A]。 
培養液分画の放射能は、細胞に取り込まれなかった 3H-FDG を、細胞分画の放射能は細胞内に取り込まれ

た 3H-FDG と細胞内の HK により生成した 3H-FDG6P の濃度を示している。培養液分画は反応時間に伴い F2
～F5 の放射能の合計が減少した[図 4-B]。細胞分画の 3H 濃度は 5 分、15 分に 3H-FDG （F2～F5）がわずかに

測定されたが経時的に放射能が低下し、反応時間に伴い 3H-FDG6P（F7～F10）が増加した[図 4-C]。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4：AH109A 細胞浮遊液中の 3H 濃度の培養液分画と細胞分画の分離 
A. AH109A 浮遊液の全分画の 3H 濃度 
B. AH109A 浮遊液の遠心分離後の上清の 3H 濃度 
C. Eq. 8 より算出した細胞分画の 3H 濃度 
  図中のシンボルは AH109A 細胞浮遊液と 3H-FDG および Glu を混和した反応時間を示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5：ラット腹水肝癌（AH109A 細胞）細胞浮遊液の FDG 取り込み反応とリン酸化反応の時間推移 
 
図 4 で求めた培養液分画の 3H 濃度および細胞分画の 3H 濃度より経時的に培養液分画の 3H-FDG および細

胞分画の 3H-FDG6P 濃度を Eq. 4 および 5 に従い算出し、Eq. 6 および 7 よりグルコース（Glu）およびグルコ

ース-6-リン酸（G6P）濃度を求めた。 
図中のシンボルは AH109A 細胞浮遊液の各細胞数濃度の Glu および G6P 濃度の時間推移を表わす。 
培養液中のグルコース（Glu）の消失（左図）、細胞中グルコース-6-リン酸（G6P）の増加（右図） 
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回帰式 : Glu濃度（mM） [Glu] = 5 × exp(-0.0134×t) R2 = 0.997 
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AUC0-120 = 274.6 mM･min
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回帰式 : Glu濃度（mM） y = 5 × exp(-0.0278×t)  R2 = 0.976

G6P濃度（mM）y = 5 － 5× exp(-0.0223×t)
AUC0-120 = 391.2 mM･min
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Eq. 6 および 7 より、培養液分画の Glu 濃度と細胞分画における G6P 濃度を算出し、反応時間に伴う濃度変

化を図 5 に表した。図 5 の左図で示すように、培養液分画の Glu 濃度は片対数グラフにおいて直線状の消失

過程を示した。Eq. 9 より培養液の Glu 消失速度定数は、細胞数濃度 1.0×107 cell/ml と 2.0×107 cell/ml の条件

で、それぞれ 0.0134 /min および 0.0278 /min となり、2.0×107 cell/ml 条件時での Glu 消失速度定数は 1.0×107 
cell/ml 条件時の約 2.1 倍であった。Eq. 10 より細胞中の G6P 生成速度定数は、細胞数濃度 1.0×107 cell/ml の
条件では 0.0115 /min、2.0×107 cell/min の条件では 0.0223 /min となり、2.0×107 cell/ml 条件時の G6P 生成速

度定数は 1.0×107 cell/ml 条件時の約 1.9 倍であった。図 5 右のように、120 分間の反応における G6P 濃度曲

線下面積（AUC0-120）は、Eq. 11 に基づき算出した結果、1.0×107 cell/ml では 274.6 mM･min、2.0×107 cell/ml
では 391.2 mM･min であった。 

 
４．赤血球の 3H-FDG 取り込みとリン酸化反応 

赤血球浮遊液の全分画において、反応時間に伴い 3H-FDG 濃度（F2～F5）の減少は認められたが、3H-FDG6P
濃度（F7～F10）の増加量と 3H-FDG 濃度の減少量は等しくなかった[図 6-A]。 
 赤血球浮遊液の Glu 濃度および G6P 濃度を Eq. 6 および 7 に従って算出し、時間経過に伴う濃度変化をグ

ラフに表した[図 7]。Glu 濃度は反応時間に伴い減少し、120 分間で実験 1 回目では 0.27 mM、実験 2 回目で

は 0.36 mM まで減少した。G6P は最大で 0.19 mM（実験 1 回目の 60 分）まで増加したが、それ以上は増加が

認められなかった。 
 また、HPLC に注入した 3H-FDG および 3H-FDG6P の何割が回収されているか確認するため、LSC により測

定した各フラクションの放射能の合計および各 HPLC 測定用試料の放射能から HPLC による回収率を Eq. 2
に従い算出したところ、図 8 に示すように、HPLC による回収率の平均値は測定時間に関係なく、約 80%で

一定に保たれていた。しかし、赤血球浮遊液の HPLC による回収率では片対数グラフにおいて直線状の減少

過程を示し、Eq. 3 より算出した減少速度定数は実験 1回目では 0.006 /min、実験 2回目では 0.005 /minだった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6：赤血球浮遊液の赤血球浮遊液全量と培養液分画の 3H 濃度 
A. 赤血球浮遊液の全分画の 3H 濃度 
B. 赤血球浮遊液の遠心分離後の上清の 3H 濃度 
図中のシンボルは赤血球浮遊液と 3H-FDG および Glu を混和した反応時間を示している。 
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図 7：赤血球浮遊液の FDG 取り込み反応とリン酸化反応の時間推移 
 
図 6 で求めた赤血球浮遊液全量の 3H 濃度より経時的に 3H-FDG および 3H-FDG6P 濃度を Eq. 4 および 5 に従

い算出し、Eq. 6 および 7 よりグルコース（Glu）およびグルコース-6-リン酸（G6P）濃度を求めた。 
図中のシンボルは赤血球浮遊液の各細胞数濃度の Glu および G6P 濃度の反応時間推移を表わす。  
Glu の消失（左図）、G6P の増加（右図） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 8：高速液体クロマトグラフィー（HPLC）による回収率 
 
 
 
 
５． AH109A 細胞、赤血球、肝臓、脳のホモジネート抽出液の HK 活性測定結果 

各種ホモジネート抽出液に Glu を混和して反応させた際の 3H-FDG および 3H-FDG6P 濃度を Eq. 4 および 5
より算出し、Eq. 6 および 7 より Glu および G6P 濃度を求め、反応時間に伴う濃度変化をグラフで示した[図 9
～図 12]。 
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図 9：腹水中 AH109A 細胞のホモジネート抽出液の HK 反応による G6P の生成 
図中のシンボルは以下に示す腹水中 AH109A 細胞のホモジネート抽出液のそれぞれ蛋白質濃度条件下にお

ける G6P 濃度の反応時間推移を表わす。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 10：皮下腫瘤中 AH109A 細胞のホモジネート抽出液の HK 反応による G6P の生成 

図中のシンボルは以下に示す皮下腫瘤中 AH109A 細胞のホモジネート抽出液のそれぞれ蛋白質濃度の条件

下における G6P 濃度の反応時間推移を表わす。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 11：赤血球のホモジネート抽出液の HK の Glu リン酸化反応による G6P の生成 
図中のシンボルは以下に示す赤血球のホモジネート抽出液と混和したそれぞれの Glu 濃度条件下における

G6P 濃度の反応時間推移を表わす。 
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図 12：肝臓および脳のホモジネート抽出液の HK 反応による G6P の生成 
図中のシンボルは肝臓（左図）および脳（右図）のホモジネート抽出液の蛋白質濃度それぞれの条件下に

おける G6P 濃度の時間推移を表わす。 
 
 
 
赤血球ホモジネート抽出液において、赤血球浮遊液の実験[図 8]と同様に反応時間に伴う HPLC による回収

率の減少が確認された[図 13]。120 分間で、Glu 0.5 mM 混和した条件では 49%、Glu 1 mM 混和した条件では

71%、Glu 5 mM 混和した条件では 71%まで減少した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 13：高速液体クロマトグラフィー（HPLC）による回収率 
 
 
 

 
各種ホモジネート抽出液における G6P 濃度の AUC0-120を台形公式にしたがって数値積分を行うことで算出

した[図 14]。腹水および皮下移植した AH109A 細胞の蛋白質濃度と AUC0-120 は良好な相関性を示し（R2 = 
0.936）、次の対数回帰式（Eq. 13）に従った。 

 
AUC0-120（mM･min） = 130.75Ln（x） + 178.26 ･･･Eq. 13 
AUC0-120 : 反応時間 0 分から 120 分までの G6P 濃度下面積 
x : 蛋白質濃度（mg/ml） 
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赤血球ホモジネート抽出液において、33.25 mg/ml の蛋白質濃度で Glu と混和した結果、図 14 に示すとお

り、赤血球抽出液中の G6P 濃度の AUC0-120（146.4mM･min）は AH109A 細胞の対数回帰曲線より低値を示し

た。肝臓のホモジネート抽出液において、38.61 mg/ml の蛋白質濃度における AUC0-120（3.1 mg/ml・min）は

AH109A 細胞および赤血球の結果よりも低値を示した。脳のホモジネート抽出液では、0.29 mg/ml と 14.69 
mg/ml の蛋白質濃度において、AUC0-120がそれぞれ 86.4 mg/ml・min および 543.6 mg/ml・min となり、AH109A
細胞の結果により導かれた対数回帰式とよい一致を示した。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 14：各種ホモジネート抽出液の蛋白濃度あたりのグルコース-6-リン酸（G6P）濃度下面積（AUC0-120） 
図中のシンボルは各種類のホモジネート抽出液における蛋白質濃度あたりの AUC0-120 を表わす。 
 
 
 
 

Ⅳ．考察 

１．HK 活性の測定法について 

 
１－１． 3H-FDG および 3H-FDG6P の HPLC による分離の確認 

本実験で用いた糖分析用 HPLC カラムはポリビニルアルコール系基材ゲルにアミノ基を導入した充てん剤

を用いたポリマー系アミノカラムである。このアミノ基が種々の物質のイオン基に対してイオン交換作用を

起こすため、カラムを通過する速度が物質により異なる。3H-FDG はカラムのアミノ基とのイオン交換作用が

働かずにそのまま流出するが、3H-FDG6P は 3H-FDG6P のリン酸基[図 1 上図]とカラムのアミノ基がイオン交

換作用を起こすため、3H-FDG6P はカラム内を通過する際に一定時間保持される。このことから本実験で示し

た HPLC の測定条件では 3H-FDG は 3H-FDG6P よりも先に分取され、LSC による各フラクションの 3H 濃度の

測定結果[図 2]に示したように、F2～F5 の 3H 濃度は 3H-FDG であり、F7～F10 の 3H 濃度は 3H-FDG6P を示し

ていると考えられる。 
HPLC で 3H-FDG（F2～F5 の放射能の合計）と 3H-FDG6P（F7～F10 の放射能の合計）を分離して回収でき

たが、対照実験と HK 反応後の 3H 濃度の変化から、HK 反応の前後で値に変化がない 3H の存在が認められた

[図 3 の左図]。市販の酵母由来 HK を超純水で希釈した溶液（30 U/ml）の HK 活性は、混和した Glu 濃度に

対して活性が著しく高い反応が迅速に行われ、測定時間内（15 分）に反応はほぼ完了し、混和した 3H-FDG
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はほぼ 3H-FDG6P に変換されたものと考えられた。HK 反応の前後で値に変化がない 3H の存在は HK 反応に

より 3H が 3H-FDG、3H-FDG6P 以外の物質に標識された可能性が考えられる。Buriova ら[5]は、18F-FDG が水

溶液中で自己放射線分解によって酸化すると考え、本実験と同じ糖分析用 HPLC カラムを使用し 18F-FDG と

Glu の酸化物を測定したところ、10 種の酸化生成物が分離されたと報告している。本実験において 3H-FDG
は約 1 年間 4ºC で保存したものを用いていたので、保管中に酸化が起こり、その酸化物により HK による反

応後でも F7～F10 以外の区画に 3H 標識副産物が確認された可能性がある。したがって、3H-FDG6P 濃度を算

出する際に、HK反応の前後で計数値に変化がない 3H濃度の考慮分を差し引いて 3H-FDG6P濃度を算出した。 
HK により 3H-FDG は 3H-FDG6P とリン酸基を付加され、Eq. 4 より全フラクションの放射能の合計に対す

る 3H-FDG6P 濃度（F7～F10 の放射能の合計）は約 97%であり、良好な 3H-FDG6P の分離が確認された。ま

た、3H-FDG は Glu と同一の代謝経路をたどり[28]、3H-FDG と Glu がそれぞれ 3H-FDG6P と G6P に代謝され

る比率は同等であると報告されている[7]。このことから HPLC と LSC を用いることで 3H-FDG と 3H-FDG6P
を区別して濃度を測定できると考えられ、これを基に Eq. 6 および 7 に従って Glu 濃度および G6P 濃度を算

出した。したがって、AH109A 細胞および赤血球の細胞浮遊液、または AH109A 細胞、赤血球、肝臓、およ

び脳のホモジネート細胞抽出液を用いた実験において、Glu 濃度と HK のリン酸化反応により生成した G6P
濃度の反応時間に伴う変化を HPLC および LSC を用いて測定することとした。 
 
１－２．AH109A 細胞の 3H-FDG 取り込みと 3H-FDG のリン酸化反応 

図 4 に示したように、反応時間に伴い培養液分画の 3H-FDG（F2～F5）が減少し [図 4-B]、細胞分画の
3H-FDG6P（F7～F10）が増加した[図 4-C]。このことから、緒論で述べたように、培養液の 3H-FDG は徐々に

細胞内に GLUT を介して取り込まれ、細胞内に取り込まれた 3H-FDG は HK によりリン酸化され 3H-FDG6P
になり細胞内に蓄積するという代謝経路が確認された[28][図 1]。 

図 5 の左図で示すように、培養液分画の Glu 濃度は片対数グラフにおいて直線状の消失過程を示した。こ

のことから Glu の細胞内への取り込み反応において、培養液の Glu 濃度は、一次速度論的に消失するものと

して取り扱い[35]、Eq. 9 により近似曲線を作成した。Glu の初期接種量と培養液の Glu 消失曲線（Eq. 9）を

もとに細胞中の G6P 生成曲線は Eq. 10 のように近似され、G6P 生成速度定数は Glu 消失速度定数と同程度の

値になった。 
Whitesell ら[55]は、本実験と別種のラット肝癌細胞（H4IIE）において、培養液の Glu の細胞内への取り込

みは二次速度論的な反応であり、細胞内への Glu 取り込みは GLUT により細胞内に分布し平衡に達した後は

HK 活性により制御されると報告されている。 
本実験で用いた AH109A 細胞は GLUT が十分な量を発現することで、Glu はきわめて速やかに細胞内に分

布し平衡に達し、G6P 生成速度定数は Glu 消失速度定数と同程度の値になったことから、細胞内に取り込ま

れた Glu は HK によりその活性が高いために速やかに G6P へ代謝されたと考えられる。このことから、一連

の反応の流れ全体が一次速度論的に経過したため、培養液のGluが一次速度論的な消失を示したと推察した。 
 また、AH109A 細胞濃度 2.0×107 cell/ml が 1.0×107 cell/ml の 2 倍の濃度であるのに対し、Glu 消失速度定

数および G6P 生成速度定数も約 2.1 および 1.9 倍となった。このことから細胞濃度と Glu の細胞内への取り込

みおよび HK によるリン酸化反応の速度は単純な正比例の関係にあることが考えられ、HK の仕事量、すなわ

ち活性値を表す AUC0-120も 2.0×107 cell/ml の方が 1.0×107 cell/ml よりも高値を示す結果となり、AH109A 細

胞では細胞数濃度に依存した HK 活性の変化が認められる。 
１－３．赤血球の 3H-FDG 取り込みと 3H-FDG のリン酸化反応 

成熟赤血球はミトコンドリアをもたないので、その代謝は限られており、エネルギーはグルコースの嫌気

的代謝である解糖で生成している[29]。赤血球では GLUT-1 が主に発現し[1, 8]、GLUT-1 により取り込まれた

FDG は HK によりリン酸化され、FDG6P として細胞内に滞留すると報告されている[56]。 
図 7 で示したように、培養液中の Glu は GLUT を介して細胞内に取り込まれたため、Glu 濃度は反応時間

に伴い減少し、120 分間で実験 1 回目では 0.27 mM、実験 2 回目では 0.36 mM まで減少した。このことから、
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赤血球は AH109A 細胞と同じように GLUT を介して 3H-FDG を細胞内に取り込むため培養液の Glu 消失が確

認された。しかし、G6P は最大で 0.19 mM（実験 1 回目の 60 分）まで増加したが、それ以上は増加が認めら

れず、G6P 濃度の増加量と Glu 濃度の減少量は等しくなかった。また、図 8 で示したように、赤血球浮遊液

の HPLC による回収率が片対数グラフにおいて直線状の減少過程を示し 3H-FDG および 3H-FDG6P の以外の
3H 標識物質が生成し、その物質が HPLC により回収されなかった可能性が考えられる。 

Deichen ら[9]の報告では、ヒトの単球およびマクロファージ（HMMs）を培養して取り込まれた細胞内の

FDG の代謝産物において、ラジオ薄層クロマトグラフィにより主に FDG6P および FDG-1,6-diphosphate が検

出された。また、他の細胞では微量しか存在しない Glucose-1,6-diphosphate が赤血球では多量に存在している

と報告されていることから[57]、赤血球に取り込まれた FDG の FDG6P 以外の代謝産物は FDG-1,6-diphosphate
である可能性が考えられる。 
 
１－４．AH109A 細胞、赤血球、肝臓、脳のホモジネート抽出液の HK 活性測定 

 Biopsy 検査試料から腫瘍の悪性度判定ができるように臨床現場で応用するためには、細胞浮遊液を用いた

実験のような細胞数の調整が困難であることが考えられ、このことから、細胞のホモジネート抽出液を用い

た実験を行った。 
ホモジネート抽出液の HK 活性を比較するため、G6P 濃度の AUC0-120を台形公式にしたがって数値積分を

行うことで算出した[図 14]。蛋白質濃度と AUC0-120 の良好な相関性関係を利用し、AH109A 細胞の対数回帰

曲線を基に赤血球、肝臓、脳のホモジネート抽出液における HK 活性を AH109A 細胞の HK 活性と比較した

ところ、AH109A 細胞と脳はほぼ同値を示し、次いで赤血球、肝臓の順に活性が低くなることが示され、

AUC0-120を算出することで組織間の HK 活性の比較が達成された。 
図 13 に示されたように赤血球のホモジネート抽出液においても赤血球浮遊液を 3H-FDG と反応させた時と

同様に経過時間に伴い、3H-FDG および 3H-FDG6P の以外の 3H 標識物質が生成し、その物質が HPLC により

回収されなかった可能性が考えられるが、回収率を見る限り、5 mM の Glu 濃度を設定することで、その後の

副産物の影響を最小限に抑えることができ、少なくとも AH109A 細胞よりも赤血球の HK 活性が低いことが

示された。 
 
２．HK 活性の組織特異性について 

 AH109A 細胞、赤血球、肝臓、脳のホモジネート抽出液の HK 活性測定により組織ごとに HK 活性が異な

ることが示されたが、それぞれの組織における研究報告を参考に考察する。 
 
２－１．ラット腹水肝癌細胞（AH109A 細胞）の HK 活性 

悪性腫瘍における FDG の細胞内集積の増加は、①GLUT を介する細胞膜への輸送率、②HK によるリン酸

化率、③グルコース-6-ホスファターゼ（G-6-Pase）による FDG6P の脱リン酸化率に関連がある。 
①GLUT には GLUT-1 から GLUT-5 のアイソフォームがある。悪性腫瘍では特に GLUT-1 と GLUT-3 の発現レ

ベルが有意に増加するため FDG の蓄積が増加する[3,28,58,59]。 
②ヘキソキナーゼは HK-Ⅰから HK-Ⅳのアイソフォームがあるが、特に悪性腫瘍では骨格筋と脂肪組織で発

現する HK-Ⅱの活性レベルが増加するため FDG の蓄積が増加する[55]。 
また、ラット肝癌細胞の HK の活性は正常肝細胞よりも 100 倍以上高く、他の糖新生酵素よりも HK 活性の

相対的増加は 8 倍を超えると報告されている[33,47]。本実験においても図 14 に示すように、AH109A 細胞の

HK 活性は、同じく HK 活性が高いと報告されている脳とほぼ同値を示し、赤血球および肝臓よりも高いこと

が示された。 
③腫瘍の増殖と G-6-Pase 活性は負の相関を示すと言われている[23,37]。ラット肝癌細胞の一種である 7794B
細胞 (1×107個/0.05ml) をラットへ接種すると生存日数は 400 日以上であると示されている[37]。このような

生存日数の腫瘍細胞では G-6-Pase 活性が高い。しかし、本実験で用いたラット腹水肝癌 AH109A 細胞をラッ
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トに 1×107個(0.05 ml) 接種した場合、生存日数は約 12 日前後[23、43]であり 7794B 細胞を接種したラットの

ように長期生存は AH109A 細胞を接種したラットでは不可能であり、よって AH109A 細胞は G-6-Pase 活性が

高いとは言えない。 
肝臓では他組織よりも G-6-Pase 活性が高いこと知られている[22、30]が、肝細胞に由来する AH109A 細胞

ではむしろ G-6-Pase 活性が減弱することで HK によりリン酸化された G6P を脱リン酸化する作用が HK の

Glu をリン酸化する作用と比べ低いため、図 14 に示すように、肝臓よりも AH109A 細胞の蛋白質濃度あたり

の AUC0-120が高値を示す結果になったと考えられる。また、肝細胞癌も高分化型の場合には G-6-Pase 活性が

残存している場合が多く、FDG の集積が弱い場合が多いと報告されている[30]。AH109A 細胞は図 14 におい

て肝臓よりも著しく高い AUC0-120示していることから高分化型の場合と異なり、HK 活性と相対的に G-6-Pase
活性が低いことが考えられ、未分化型の悪性腫瘍であろうと推察される。 
 
２－２．肝臓の HK 活性 

肝臓に発現する HK のアイソフォームの HK-Ⅳはブドウ糖に高い特異性を認めており、グルコキナーゼと

して知られている[46]。図 14 で記されているように、肝臓のホモジネート抽出液において、AUC0-120は AH109A
細胞および赤血球の結果よりも低値をしたことから HK 活性が低いと考えられる。 

また、細胞内で G-6-Pase 活性が高ければ FDG が細胞内に取り込まれても FDG6P が蓄積されにくいため、

FDG の濃度が細胞内で上昇し細胞外へ輸送される[6]。肝臓は他の組織と比べて G-6-Pase 活性が高いため、細

胞内に一旦取り込んだ FDG を再び脱リン酸化して細胞外に排出してしまう働きが強い[22,30]。このことから

肝臓の HK 活性の測定において AUC0-120が低値を示したのは、肝臓ホモジネート抽出液における G-6-Pase 活

性が高いためグルコキナーゼによりG6Pが生成されてもG-6-PaseによりG6Pのほとんどが脱リン酸化される

ため AUC0-120が低値を示したと考えられる。 
これに対して AH109A 細胞は肝細胞由来の癌細胞であるが、図 14 に示すように、HK による Glu のリン酸

化活性が高いことから、肝細胞が腫瘍化することで HK 活性が高く、または G-6-Pase 活性が低く変化したと

考えられる。 
 
２－３．赤血球の HK 活性 

赤血球ホモジネート抽出液において、図 14 に示すとおり、赤血球ホモジネート抽出液中の G6P 濃度の

AUC0-120は AH109A 細胞の対数回帰曲線より低値を示した。 
丸山ら[27]は in vivo においてラット血液の 18F-FDG 集積について血漿と血球の 18F-FDG 集積量が同程度で

あったことから赤血球の HK 活性はほとんどないと考察している。本実験においても赤血球の HK 活性は低

く測定され、丸山らの考察を支持する結果となった。 
 

２－４．脳の HK 活性 

脳はその機能を維持するために大量のブドウ糖を消費している。また神経細胞内にはグリコーゲンの貯蔵

がほとんどないため、脳血流によって供給されるブドウ糖でエネルギーを産生している[34]。脳では主に HK-
Ⅰが発現しており、ミトコンドリアに結合して存在する[46]。 
図 14 に示すように、脳のホモジネート抽出液では、AH109A 細胞の結果により導かれた対数回帰式にのる

ような数値を示したことから、脳は AH109A 細胞とほぼ同値を示すと考えられ、赤血球および肝臓の HK 活

性よりも脳の HK 活性は正常組織であっても高く維持されており、ミトコンドリアに結合して存在する HK-
Ⅰの発現が強いことが推察される。 
 
３．FDG の細胞内への取り込み活性の決定因子 

Aloj ら[1]は HK、特にミトコンドリアに結合して存在する HK の活性が腫瘍における FDG 蓄積率を決定す

ると報告している。本実験においても、ミトコンゴリアに結合して存在する HK-Ⅰの発現が強いとされる脳
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のホモジネート抽出液の AUC0-120と肝臓や赤血球よりも HK 活性が高いとされる AH109A 細胞の AUC0-120が

ほぼ同値を示した結果は、PET 検査において脳で 18F-FDG の高い集積率が確認されていることと一致してい

る。 
また、通常のラット肝細胞とくらべ、ラット肝癌細胞は HK-Ⅱ遺伝子の複製が 10 倍増加したと報告されて

おり[48]、このことからクロマトグラフィ、ポリクローナル抗体、アミノ酸解析などにより様々な腫瘍の HK
の発現量が測定されてきたが、HK のリン酸化活性と HK の発現量は必ずしも相関するものではなく、ミトコ

ンドリアに結合する HK のリン酸化活性を測定するほうが細胞内への Glu 取り込み速度に対して相関性が強

いと報告されている [1]。このため本実験で行ったように、HK のリン酸化反応より生成した G6P の AUC0-120

を直接観察してサンプルの蛋白質濃度あたりの活性を比較することは、各組織の 3H-FDG 集積をよく反映す

ると考えられる。FDG の集積程度と腫瘍の増殖活性および分化度は関連があり FDG の集積が高い腫瘍は、増

殖が活発で未分化の悪性腫瘍であると考えられている[21,26,37,]。このことから FDG 細胞内集積率を決定す

ると報告されている HK によるリン酸化活性を測定することにより悪性度を判定できると考えられる。 
 
４．PET 検査および 3H-FDG を用いた HK 活性測定法の腫瘍診断への応用について 

PET 検査は一度で全身の腫瘍の検出と増殖活性を診断でき、予後の判定が可能であることや、放射線や抗

癌剤など治療効果の判定に対しても有用な検査である。また、PET 検査で用いられている 18F-FDG は半減期

が 120 分と短く、投与後の患者への被爆を最小限に抑えられ、非侵襲的に行える利点もある。2005 年 9 月に
18F-FDG が健康保険適用となり、各地の医療品メーカーのサイクロトロン施設から配達できるようになった。

これを契機に PET 検査施設は急に増加し、2006 年で約 140 施設まで増えてきており、わが国でも汎用性が高

い検査になりつつあるが、現在のわが国では PET 検診の専門医が少ない現状にあるため、これからは PET 検

査を含む核医学教育がさらに必要と言われている。また、今後は腫瘍が伴侶動物の死因の大部分を占めるよ

うになってきている獣医学領域においても PET 検査を含む核医学教育が必要となると推察される。 
しかし、現在わが国では PET 検査が保険適応となる疾病は限られており、健康診断および治療効果判定の

検査では保険適応とならないため費用が高くかかることもある。また、PET 検査において、各腫瘍、各臓器

の撮影に有効な時間は異なるが、18F-FDG の半減期は 120 分と短いため、撮影時間を遅くすると 18F の減衰に

より画像の劣化が生じることなどの時間的制約を受けることが問題となる。 
本実験で示した HK 測定法で使用した各種ホモジネート抽出液は、-80ºC 以下において保存することができ

る。このことから、侵襲的ではあるが一般の病院にて行われ比較的低コストである Biopsy 検査により、Biopsy
試料からホモジネート抽出液を作成し、-80ºC 以下に保存した状態で RI が利用可能な検査施設に輸送するこ

とができれば、時間的制約を受けずにサンプルの HK 活性から悪性度判定を行えることが期待される。また、

Biopsy 試料からの病理学的な悪性度診断結果と合わせて判定することで、より真の悪性度判定に迫ることが

でき、その後の治療方針の決定に有用であると考えられる。 
現在の PET 検査における腫瘍診断では、腫瘍の検出が難しい臓器や炎症との鑑別において診断が困難な場

合があり、詳細については検査症例が不足で研究段階の面もある。また、3H-FDG を用いた HK 活性測定法に

おいても、AH109A 細胞のような悪性度が高いと推察される腫瘍ならば測定可能になると考えられるが、悪

性度の低い腫瘍では HK 活性は低いと報告されており、診断が困難な場合が想定される。 
このため、これらの検査は単独で行わず、日本核医学学会が報告している「FDG-PET を用いたがん検診の

ガイドライン」[10]に従い、問診および血液検査など各種一般検査を怠ることなく、X 線診断、超音波検査、

コンピュータ断層撮影法（CT）、そして磁気共鳴画像法（MRI）等、他の画像診断法と合わせて PET 検査を

行うことや、内視鏡検査や Biopsy 検査などを用いることで、腫瘍の診断に関してより高度な情報を得ること

が必要である。 
 
５．結論  

3H-FDG を用いて HPLC と LSC による測定から、細胞内の HK による 3H-FDG のリン酸化反応が観察され
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た。また、G6P 濃度曲線の AUC0-120を算出することで、蛋白質濃度あたりの HK 活性が測定でき、異なる組

織間における HK 活性の比較を行うことができた。 
AH109A 細胞および赤血球を浮遊させて HK 活性を測定する方法は、Biopsy 試料での操作を考慮した際に、

細胞数の調整は困難であり、細胞の活性状態により HK 活性が大きく変化する恐れがあるため臨床応用は難

しいと考えられる。このことから、ホモジナイズし遠心分離後の上清中に含まれる HK 自体に 3H-FDG を混

和する方法のほうが、Biopsy 試料からのサンプルの調整が比較的簡便に行えると考えられる。 
また、HK 活性は組織特異性があり、脳や AH109A 肝癌細胞で高く、肝臓および赤血球で低く測定され、

肝臓が癌化することで HK 活性が亢進することが明らかとなった。本実験により HK 活性の組織特異性を示

す基礎的なデータは得られたが、HPLC および LSC を用いた HK 活性測定法の腫瘍の悪性度判定への応用の

ためには、今後他の腫瘍を用いて腫瘍細胞およびその由来正常細胞、または異なる腫瘍間の HK 活性の差に

ついて比較・検討する必要がある。 
臨床検査において、Biopsy試料をホモジナイズし遠心分離後の上清から細胞内HK活性がHPLCおよび LSC

を用いて簡便に測定可能となれば、Biopsy による簡便な腫瘍の悪性度の判定が可能となると考えられ、臨床

応用に向けて更なる研究が必要である。 
 

Ⅴ．要約 

18F-Fluorodeoxyglucose（FDG）はグルコーストランスポーター（GLUT）を介して細胞内に取り込まれ、ヘ

キソキナーゼ（HK）の修飾によって 18F-FDG-6-Phosphate （FDG6P）の形で蓄積される。FDG はこの特性に

よりグルコース（Glu）要求量の高い悪性腫瘍の高感度検出マーカーとして PET（positron emission tomography）
診断に利用されている。本研究では 3H-FDG を用いて HK 活性の簡便な測定方法を確立し、Biopsy 検査試料

から腫瘍の悪性度判定を行うことを目標として、ラット腹水肝癌（AH109A）細胞と正常な赤血球、肝臓、脳

について in vitro で比較を行い、HK 活性の組織特異性の追及を試みた。 
細胞浮遊液内へ 3H-FDG を添加し反応後の培養液と細胞、または細胞のホモジネート抽出液に 3H-FDG を添

加し、経時的な 3H-FDG および 3H-FDG6P の変化を、糖分析カラムを用いた高速液体クロマトグラフィ（HPLC）
と、液体シンチレ－ションカウンタ（LSC）により解析した。また、HPLC による 3H-FDG および 3H-FDG6P
の回収率を LSC の測定結果から算出した。また、FDG および FDG6P の 3H 濃度から混和した Glu およびグル

コース-6-リン酸（G6P）濃度を求め、HK 活性の指標として 0 分から 120 分までの G6P 濃度下面積（AUC0-120）

を算出した。 
HPLC による 3H-FDG と 3H-FDG6P の分離、回収は良好で、3H-FDG6P 濃度から AUC0-120の算出が可能であ

った。AH109A 浮遊液の培養液 Glu 濃度は片対数グラフにおいて直線状の消失過程を示し、近似曲線から細

胞内の G6P 生成速度定数は培養液 Glu 消失速度定数と同程度の値になった。このことから、GLUT および HK
による 3H-FDG の細胞内集積の一連の反応が一次速度論的に経過したために、培養液の Glu が同様の消失を

示したと推察した。赤血球浮遊液において、反応時間に伴い 3H-FDG 濃度の減少は認められたが、3H-FDG6P
濃度の増加量と 3H-FDG 濃度の減少量は等しくならず、HPLC による回収率は片対数グラフにおいて直線状の

減少を示した。このことから、赤血球では 3H-FDG および 3H-FDG6P の以外の 3H 標識物質が生成し、HPLC
により回収されなかった可能性が考えられる。ホモジネート抽出液において、Lowry 法で定量した蛋白質濃

度と AUC0-120 の良好な相関性関係を利用し、AH109A 細胞の回帰曲線を基に比較したところ、AH109A 細胞

と脳はほぼ同値を示し、次いで赤血球、肝臓の順に活性が低くかった。以上の方法を用いれば、AUC0-120を算

出することで HK 活性の組織特異性を分析、比較することが可能と考えられた。 
HKのリン酸化活性とHKの発現量は必ずしも相関するものでないと報告されており、本実験で行ったように、

AUC0-120から蛋白質濃度あたりのHK活性を比較することは、各組織のGlu要求量をよく反映すると考えられ、

悪性度を判定できると考えられる。本実験で示した HK 測定法は、低コストである Biopsy 検査からの試料を

冷却保存した状態で RI 施設に輸送することができれば、時間的制約を受けずにサンプルの HK 活性から悪性

NMCC共同利用研究成果報文集13 (2005)

371



  

度判定を行え、病理診断結果とともに真の悪性度追求に期待される。本実験により HK 活性の組織特異性を

示す基礎的なデータは得られたが、臨床応用のためには、今後腫瘍の HK 活性について更なる研究が必要で

ある。 
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Abstract 
 Intracellular hexokinase activities of tumor (rat ascites hepatoma AH109A), rat brain, liver and erythrocytes were 
determined in vitro by simultaneous measurement of both 3H-FDG and 3H-FDG6P using reversed phase HPLC with an 
analytical column of Asahipak NH2P-50 4E. Fractions eluted from HPLC were collected and their 3H activities were 
determined by liquid scintillation counting. The fractions clearly separated both 3H-FDG and 3H-FDG6P and this 
enabled to measure the time course of 3H-FDG6P production from 3H-FDG in the homogenized samples. The 
intracellular hexokinase activities (the ability to produce FDG6P from FDG per amount of protein) were the highest in 
AH109A of both from ascites and nodules, and in brain. The liver and the erythrocytes were however, the lower 
activities. Since this procedure allowed determining the hexokinase activity from tissue including ascites and blood, it 
may be useful for the laboratory screening for the hexokinase activity, especially for biopsy samples to rule in/out its 
malignancy. 
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