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NIH3T3細 胞の温熱耐性に対す るケルセチンの作用
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緒 言

細胞に熱 ショックをかけ37℃ で一定期間放置

し,こ の細胞に再び熱ショックを与 えると,さ

きの熱処理 を受けていない細胞に対 して生存率

が増加 し温熱耐性を示す.温 熱耐性の出現は,

 2回 の熱ショックの間を0℃ で保つ こと1),重水

培地の使用2),蛋 白合成阻害剤cycloheximide3)

な どで抑制 されることが報告 されている.ま た

初回加温後,時 間経過 とともに細胞内に熱ショ

ック蛋白が増加するとの報告4, 5)もあ る.こ れ ら

は初回加温後37℃ での細胞の代謝が温熱耐性形

成に関わっていることを示唆 しているが温熱耐

性の出現機序はいまだ明 らかでない.小 石 らは

植物性 フラボノイ ドの一種であるケルセチンが

熱ショック蛋白を特異的に抑制 し温熱耐性 も抑

制すると初めて報告 した6).温熱 耐性 を抑制する

薬物の研究は温熱耐性の出現機序の解明に役立

つ ものであり,今 回我々はNIH3T3細 胞 を用い

て温熱 耐性出現の時間経過に与 えるケルセチン

の影響 をより詳細に検討 したので報告する.

材 料 と 方 法

1. 細 胞および培養法

実験にはマ ウス線維芽細胞由来のNIH3T3

細 胞 を用いた.培 養 液 と し てDulbecco's

 modified Eagle medium (日 水 製 薬)に10%非

働 化 仔 牛 血 清(Hyclone Lab.), 100μg/ml strep

tomycin (明 治 製 菓)お よ び100units/ml penicil

lin (明 治 製 菓)を 加 え た もの を用 い た. 105個 の

細 胞 を含 ん だ5mlの 培 養 液 を25cm2 screw-topped

 polystyrene culture flask (Becton Dickinson

 Co.)に 入 れ, screw-topを ゆ るめ た 状 態 でCO2

 incubator (Sanyo Electric Co.)中 に お き95%

 air+5% CO2, 37℃ の 状 態 で培 養 を行 っ た.播

種 後48時 間 で は 指 数 増 殖 状 態 の 細 胞 がflaskの

底 に一 層 に並 ん で お り,こ の状 態 で実 験 を 開 始

し た.

2. 温 熱 処 理

温 熱 処 理 は45℃ に 設 定 し た 恒 温 槽(Taitec

 Co.)にscrew-topを しめ たflaskを つ け る こ

と に よ っ て行 っ た.温 度 は ±0.05℃ の 誤 差 で 維

持 さ れ た.

3. 薬 剤

ケ ル セ チ ン(Sigma)を ア ル コー ル に て 溶解 し

培 養 液 に 加 え10μg/ml, 100μg/mlの 濃 度 と した も

の を薬 液 と して 使 用 し た.い ず れ も最 終 ア ル コ

ー ル 濃 度 が1%と な る よ う に 調 整 した .

4. 細 胞 の 生 存 率 の 判 定

細 胞 の 生 存 率 は コ ロニ ー 形 成 法 に て判 定 した.

各 処 理 後 にflask内 の 細 胞 をtrypsin (Difco)

に て 個 々 に分 離 し60×15mmシ ャ ー レ(Becton)
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に入れた5mlの 培養液の中にうえこみ, 11日 間

incubatorの 中で培養 した.そ の後10%ホ ルムア

ルデヒ ド液にて固定, 10%ギ ム ザ染色液にて染

色 した.細 胞の生存率は50個 以上の細胞を含む

コロニーの数 を求め,同 数の無処理細胞の作 る

コロニーの数 で除 してもとめた.

5. 処 理 方 法

1) ケ ルセチンの殺細胞効果

5ml中 にケルセチン0μg/ml, 10μg/mlお よび

100ug/mlを 含 む培養液に入れ換えincubatorの

中 で12,48お よび72時 間培養 した.そ の後細胞

を新 しい培養液で2回 洗滌 した後細胞の生存率

の判定 を行 った.

2) ケル セチンの加温致死増感効果

ケルセチン10μg/ml, 1%ア ル コールを含んだ

5mlの 培 養液および対照 として薬剤 を含まない

5mlの 培養液に入れ換え,各 々のflaskで45℃

で0, 10, 20, 30, 40お よび50分 間の加温処理

を行った.そ の後細胞を新 しい培養液で2回 洗

條 した後細胞の生存率の判定 を行 った.

3) 細 胞 の増殖に及ぼすケルセチンおよび加

温の影響

105個 の細胞 を5mlの 培養i液に播種 し, incuba

torの 中 で培養後24時 間 目にflask内 の細胞数

を計測 しそれ をコントロール として,次 の群 に

分 けて実験を行 った. flask内 の培養液を①薬剤

を含 まない5mlの 培 養液に入れ換えただけの無

処理群,② ケルセチン10μg/mlを 含む5mlの 培養

液に入れ換えた群,③ 薬剤を含 まない5mlの 培

養液に入れ換え45℃ 20分 の加温を行 った群,④

薬剤 を含 まない5mlの 培養液に入れ換え45℃ 20

分 の加温を行 ったのちケルセチン10μg/mlを 含む

5mlの 培 養液 に入れ換 えた群 であ る.処 理後

incubatorの 中に入れ,各 群の処理後24, 48, 72

お よび96時 間 後に細胞数 を計測 しコントロール

と比較 して細胞数の増減 を調べた.

4) 45℃ 20分 間加温後37℃ 3時 間後の温熱耐

性のケルセチンによる抑制

加温前にflask内 の培養液を37℃, 5mlの 新

しい培養液に入れ換え45℃20分 間の加温を行 っ

た.そ の後37℃ の培養の間の熱耐性出現 に対す

るケルセチンの効果 を次の群に分けて観察した.

培養液 を①5mlの 新 しい培養液に入れ換えincu

batorの 中で3時 間培養 したコン トロール群,

② ケルセチン10μg/mlを 含 む5mlの 培 養液に入れ

換えincubatorの 中で3時 間培養 した群,③ ケ

ルセチン10μg/mlを 含む5mlの 培 養液に入れ換え

incubatorの 中で3時 間培養 した後,細 胞を新 し

い培養液で2回 洗滌 した後37℃, 5mlの 新 しい

培養液 を入れ再びincubatorの 中 で3時 間培養

した群,④5m1の 新 しい培養液に入れ換えincu

batorの 中で3時 間培養 した後,ケ ルセチン10

μg/m1を含む5mlの 培養液に入れ換えincubator

の 中で3時 間培養 した群 である.そ の後各群 で

細胞を新 しい培養液で2回 洗滌 した後37℃, 5

mlの 新 しい培養液に入れ換え45℃ で0, 10, 20,

 30, 40お よび50分 間の加温を行 った.各 時間後,

処 理 した細胞の生存率の判定 を行った.

5) 45℃ 20分 間加温後37℃ 12時 間後の温熱耐

性のケルセチンによる抑制

加温前にflask内 の培養液 を37℃, 5mlの 新

しい培養液に入れ換 え45℃20分 間の加温を行っ

た.そ の後37℃ の培養の間の熱耐性出現に対す

るケルセチンの効果を次の群 に分けて観察した.

培養液を①5mlの 新 しい培養液に入れ換えincu

batorの 中で12時 間培養 したコン ト17一 ル群,

② ケルセチン10μg/mlを 含 む5mlの 培 養液に入れ

換えincubatorの 中で12時 間培養 した群,③ ケ

ルセチン10μg/mlを 含 む5mlの 培 養液に入れ換え

incubatorの 中で12時 間培養 した後,細 胞を新 し

い培養液で2回 洗滌 した後37℃, 5mlの 新 しい

培養液 を入れ再 びincubatorの 中で12時 間培養

した群,④5mlの1%ア ル コールを含んだ培養

液に入れ換えincubatorの 中で12時 間培養 した

群である.そ の後各群 で細胞 を新 しい培養液で

2回 洗滌 した後37℃, 5mlの 新 しい培養液に入

れ換え45℃ で0, 30, 60, 90, 120, 150お よび

180分 間の加温を行 った.各 時間後,処 理 した細

胞の生存率 の判定を行った.

6) 温 熱耐性の時間経過 に及ぼすケルセチン

の抑制効果

加温前にflask内 の培養液 を37℃, 5mlの 新

し培養液に入れ換え45℃ 20分 間の加温を行った.

その後37℃ の培養の間の熱耐性 出現に対するケ

ルセチンの効果 を次の群に分けて観察 した.培

養液を①5mlの 新 しい培養液に入れ換えincuba-
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torの 中 で0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48

お よび72時 間培 養 し た コ ン トロ ー ル 群,② ケ ル

セ チ ン10μg/mlを 含 む5mlの 培 養 液 に 入 れ 換 え

incubatorの 中 で12時 間 培 養 した 後,細 胞 を新 し

い 培 養 液 で2回 洗 滌 し た 後37℃, 5mlの 新 しい

培 養 液 を 入 れ 換 え再 びincubatorの 中 で0, 6,

 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54, 60, 66,お

よ び72時 間 培 養 し た 群,③ ケ ル セ チ ン10μg/mlを

含 む5m1の 培 養 液 に 入 れ 換 えincubatorの 中 で

0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54, 60,

 66お よ び72時 間 培 養 した 群 で あ る.名 群,各 時

間 の 培 養 後,細 胞 を新 し い 培 養 液 で2回 洗 滌 し

た後37℃, 5mlの 新 し い培 養 液 に入 れ 換 え45℃

で60分 間 の加 温 を行 っ た.加 温 後,2回 目 の加

温 処 理 を しな い 細 胞 を対 照 と し て生 存 率 の 判 定

を行 っ た.

結 果

1. 37℃ で の ケ ル セ チ ン の 殺 細 胞効 果

Fig. 1に 示 す 如 く, 37℃ で の ケ ル セ チ ン の 殺

細胞効果はケルセチンの濃度の増加(10μg/mlお

よび100μg/ml)お よび接触時間の増加(12,48

お よび72時 間)と ともに増加 した. 100μg/ml,

72時 間の接触で も細胞の生存率は0.14と 殺 細胞

効果は軽度であった.

Fig. 1 37℃ での ケル セ チ ンの 殺細 胞効 果

○-〇 ケル セ チ ン10μg/ml,●-● ケルセ チ

ン100μg/ml

2. ケルセチンの加温致死増感効果

Fig. 2に 示す如 く, 1%ア ル コール液,ケ ル

セチン10μg/mlは 対照群と比べて同程度の加温致

死増感効果 を示 した.ケ ルセチン10μg/mlで の加

温致死増感効果はそれに含 まれる1%ア ルコー

ルの作用 とお もわれ,ケ ルセチン自体に加温致

死増感効果はないもの と考えられ る.

3. ケル セチンの細胞増殖抑制作用

Fig. 2 ケ ル セチ ンの加 温致 死 増感 効 果

○-○ ケ ル セ チ ン0μg/ml,●-● ケル セチ

ン10μg/ml,△-△1%ア ル コー ル

Fig. 3は 細 胞の増殖に及ぼすケルセチンおよ

び加温の影響を示す. 105個 の細胞の播種後24時

間目のflask内 全 細胞数 をコン トロールとする

と,そ の後24, 48, 72お よび96時 間 目のflask内

の全細胞数 は,新 しい培養液に入れ換えただけ

の無処理群 では24時 間目より増加 した(倍 加時

間14.5時 間).ケ ル セチン10μg/mlを 含 む5mlの
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培養液に入れ換 えた群 では, 72時 間 までは変化

な く96時 間 目よ り増加 しは じめた.新 しい培養

液に入れ換 え45℃ 20分 の加温 を行 った群 では48

時 間までは変化なく72時 間 目より増加 しはじめ

た.新 しい培養液に入れ換え45℃ 20分 の加温を

行ったのちケルセチン10μg/mlを 含む5mlの 培養

液に入れ換えた群では96時 間目まで細胞数の増

加がみ られなかった. 37℃ でのケルセチンの接

触により72時 間程度細胞増殖が抑制 されること

がわか った.

Fig. 3 ケル セ チ ンの細 胞 増殖 抑 制 作用

○-○ ケ ルセ チ ン0μg/ml,●-●45℃ 20分

加 温 後 ケ ルセ チ ン0μg/ml,ロ-ロ ケルセ チ

ン10μg/ml,■-■45℃20分 加 温後 ケルセ チ

ンl0kg/ml

4. 45℃ 20分 間加温3時 間後の温熱耐性に対す

るケルセチンの抑制作用

Fig. 4は45℃ 20分 間加温後37℃ 3時 間 の温熱

耐性の出現状態およびそのケルセチンによる修

飾 を示す. 45℃ 20分 間加温後新 しい培養液に入

れ換え3時 間培養 したコン トロール群では, 2

回 目加温時の細胞の生存率は先の加温を行 って

いない細胞の生存率に比べて 増加 しており温熱

耐性の出現 を示 した. 45℃ 20分 間加温後ケルセ

チン10μg/mlを 含む培養液に入れ換え3時 間培養

した群では, 2回 目加温時の細胞の生存率はコ

ン トロール群に比べ て減少 しており温熱耐性の

形成が抑制 された.さ らに45℃ 20分 間加温後ケ

ルセチン10μg/mlを 含 む培養液に入れ換え3時 間

培養 した後,新 しい培養液に入れ換え再び3時

間培養を追加 した群では,抑 制 されていた温熱

耐性の形成は コン トロール群 と同程度 まで回復

した. 45℃ 20分 間加温後新 しい培養液に入れ換

え3時 間培養 した後,ケ ルセチン10μg/mlを 含 む

培養液に入れ換 え3時 間培養 した群では, 2回

目加温時の細胞の生存率はコン トロール群 とほ

ぼ同程度であ り温熱耐性の形成の進行が抑制さ

れた.

Fig. 4 45℃ 20分 間加 温3時 間後 の 温熱 耐性 に対 す

るケル セ チ ンの抑 制 作用

○-〇45℃ 初 回加 温,●-●45℃ 20分 間加

温後3時 問 目の2回 目加 温,△-△45℃ 20

分 間加 温 後 ケル セ チ ン10μg/ml 3時 間 目の

2回 目加 温,▲-▲45℃ 20分 間加 温後 ケル

セチ ン10μg/ml 3時 間+ケ ル セチン0μg/ml

 3時 間 目の2回 目加 温,□-□45℃ 20分 間

加 温後 ケ ル セ チ ン0μg/ml 3時 間+ケ ルセ

チ ン10μg/ml 3時 間 目の2回 目加 温
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Fig. 5 45℃ 20分 間 加 温12時 間 後 の温 熱耐 性 に対 す

るケ ル セチ ンの抑 制 作用

○-〇45℃ 初 回加 温,●-●45℃ 20分 間加

温 後12時 間 目の2回 目加 温,△-△45℃ 20

分 間 加 温 後 ケ ル セ チ ン10μg/ml 12時 間 目の

2回 目加 温 ▲-▲45℃ 20分 間 加温 後 ケル セ

チ ン10μg/ml 12時 間+ケ ル セチ ン0μg/ml 12

時 間 目の2回 目加 温,□-□45℃ 20分 間加

温 後1%ア ル コー ル12時 間 目の2回 目加温

5. 45℃ 20分 間加温12時 間後の温熱耐性に対す

るケルセチ ンの抑制作用

Fig. 5は45℃ 20分 間加温後37℃ 12時 間の温熱

耐性の出現状態お よびそのケルセチンによる修

飾を示す. 45℃ 20分 間加温後新 しい培養液に入

れ換 え12時 間培養 したコン トロール群では, 2

回 目加温時の細胞の生存率 は先の加温を行 って

いない細胞の生存率に比べ て著明に増加 してお

り強い温熱耐性の出現を示 した. 45℃ 20分 間加

温後ケルセチン10μg/mlを 含む培養液に入れ換え

12時 間培養 した群 では, 2回 目加温時の細胞の

生存率は コン トロール群に比べて減少 してお り

温熱耐性 の形成が抑制 された.さ らに45℃ 20分

間加温後ケルセチン10μg/mlを 含 む培養液に入れ

換え12時 間培養 した後,新 しい培養液に入れ換

え再 び12時 間培養 を追加 した群では,抑 制 され

ていた温熱 耐性の形成 はコン トロール群 と同程

度まで回復 した. 45℃ 20分 間加温後1%ア ルコ

ールを含んだ培養液に入れ換え12時 間培養 した

群では, 2回 目加温時の細胞の生存率はコン ト

ロール群 とほぼ同程度でありアルコールは1%

の濃度では45℃ 20分 間加温12時 間後の温熱耐性

の形成に影響を与えなかった.

6. 45℃ 20分 間加温後に出現する温熱耐性の推

移 とそのケルセチンによる修飾

Fig. 6は45℃ 20分 間加温後に出現する温熱耐

性の推移 とそのケルセチンによる修飾 を示す. 

45℃ 20分 間加温後新 しい培養液に入れ換え0,

 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48お よび72時 間

の各時間培養 したコン トロール群 では,2回 目

加温時の細胞の生存率 は12時 間目まで増加 し12

時間をピー クとして以後時間 とともに減少 し温

熱耐性の形成および消失の時間経過を示 した. 

45℃ 20分 間加温後ケルセチン10μg/mlを 含 む培養

液に入れ換え12時 間培養 した後,新 しい培養液

に入れ換え再びincubatorの 中で0, 6, 12,

 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54, 60, 66お よび72

時 間の各時間培養を追加 した群では,ケ ルセチ

ン存在下の6, 12時 間 まではコン トロール群 と

比べて温熱耐性の形成が抑制 されるが,ケ ルセ

チン排除後耐性形成の回復がみ られケルセチン

排除後12時 間 目(初 回加温後24時 問目)を ピー

クとして温熱耐性の形成お よび消失を示 した.

 45℃ 20分 間加温後ケルセチン10μg/mlを 含む培養

液に入れ換 え0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42,

 48, 54, 60, 66お よび72時 間の各時間培養 した

群ではケルセチン存在下で コン トロール群 と比

べて初 回加温後30時 間目をピークとする温熱耐

性の形成の遅れ を示 した.一 方,ケ ルセチン存

在下でも温熱耐性の形成の大 きさ(温 熱耐性の

形成のピー クの時点の2回 目加温時の細胞の生

存率)お よび温熱耐性の消失の時間経過につい

てはコン トロール群 とほぼ同様 であった.

考 察

ケルセチンは植物界に広 く存在 しているフラ

ボノイ ドの一つで,食 用とされる果物や野菜の

中には成分の一つ としてたいてい含まれている7).

通常 の食事にて1日 当 り50mgを 摂取 していると
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い わ れ て い る8).ケ ル セ チ ン の 細 胞 へ の 作 用 は 多

彩 で,細 胞 のc-AMPレ ベ ル を増 加 し高 分 子 合

成 を 阻 害 し9), lactate transportを 阻 害 し

intracellular acidificationお よ び解 糖 阻 害 をひ

きお こ し10), Na+, K+-ATPase11), Ca2+, Mg2+-

ATPase12), protein kinase C13)お よ びphos

pholipase A214)な どの 多 くの 細 胞 内酵 素 を 阻 害

し,脂 質 過 酸 化 反 応 を阻 害 し15), topoisomerase

 II dependent DNA cleavage1を ひ きお こ し16),

 estrogen type II binding siteに 相 互 作 用 し17),

発 癌 性 は な い が18)突 然 変 異 性 が あ り19), 17-kDa

タ ンパ クの合 成 を抑 制 し細 胞 周 期 をG1/S境 界 部

で 止 め 細 胞 増 殖 を抑 制20)す る こ とが報 告 され てい

る.

Fig. 6 45℃ 20分 間加 温 後 に 出現 す る温 熱耐 性 の推 移 とその ケ ル セチ ン に よる修 飾

○-○ ケ ル セチ ン0μg/ml,●-● ケ ルセ チ ン10μg/ml,△-△ ケ ル セチ ン10μg/ml 12時 間 後 ケル セチ ン

0μg/ml

ケルセチ ンと加温 との相互作用については

lactate transportの 阻 害により加温増感作用が

あることが報告 されているが21),今回用いた細胞,

ケ ルセチンの濃度ではケルセチン自身の加温増

感作用は証明されなかった.今 回の実験で示 さ

れたケルセチンの加温増感作用(Fig. 2)は,

従 来報告 されているアルコールによる加温増感

作用22)によ るもの と思われる.

ケルセチンと温熱耐性 との関わりについては,

 Leeら は42℃ 加 温中におこる温熱耐性をケルセ

チンが抑制 しこれが26-kDaタ ンパクの合成の抑

制 と関連 していると報告 しており23),小石 らはケ

ルセチンが熱 ショック蛋 白を特異的に抑制 し温

熱耐性 も抑制すると報告 している6).今回我々は

ケルセチンと温熱耐性 との関わ りについて45℃

での2分 割加温を用いて調べたがケルセチンは

初回および2回 目加温の間の37℃ の加温間隔中

のみに投与 した.こ れは2つ の理由による.一

つはケルセチンの加温増感作用の報告があるた

め21)特に2回 目加温にケルセチンが加わると温熱

耐性が修飾されてみえる危険性があるためであ

り,も う一つは温熱耐性の出現が,初 回および

2回 目加温の間を0℃ で保っこと1),重水培地を

使 うこと2),蛋 白合成阻害剤cyclohexirnideを

使 うこと3)などで抑制 されることが報告 されてお

り,こ れ らは初回加温後37℃ での細胞の代謝が

温熱耐性形成に必要であることを示唆 しており,

温熱耐性 を修飾する薬剤は初回および2回 目加

温の間の37℃ の加温間隔中で働 くことが考えら

れたためである.今 回の実験によりケルセチン

(10μg/ml)が 温熱耐性め形成に要する時間経過

を遅 らせ るが,最 終的に獲得 される温熱耐性の
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大 きさおよび温熱耐性の消失の時間経過 につい

ては影響 を与えないことが明らか となった(Fig.

 4-6).こ の温熱耐性の形成および消失の時間

経過中,細 胞数の増加 はケルセチンの存在によ

り止まってお り(Fig. 3),細 胞増殖を止め るよ

うなケルセチンの細胞の代謝阻害作用が温熱耐

性の形成の遅 れに関与 している可能性がある.

前述のようにケルセチンの細胞への作用 は多彩

でありいずれの作用が温熱耐性の形成 と関わっ

ているのかは今回の実験のみでは不 明である.

ケルセチンが温熱耐性の消失の時間経過につい

て影響を与えないことは,温 熱耐性 の消失のメ

カニズムが前述の多彩なケルセチンの細胞の代

謝阻害作用と無関係であることを示唆 している.

結 論

NIH 3T3細 胞 を用 いて, in vitroで の温熱耐

性出現の時間経過にあたえるケルセチンの抑制

効果 を検討したので報告 した.

1) 37℃ で のケルセチンの殺細胞効果はケル

セチンの濃度の増加(10μg/mlお よび100μg/ml)

お よび接触時間の増加(12, 48お よび72時 間)

と ともに増加 したがその程度は軽度だった.

2) ケルセチン(10μg/ml)自 身の加温致死増

感効果はみられなかった.

3) ケ ルセチ ン(10μg/ml)は37℃ での指数増

殖状態の細胞の増殖を72時 間程度抑制 した.

4) ケ ルセチン(10μg/ml)を45℃20分 間初回

加温後2回 目加温前の加温間隔時に投与す るこ

とに より,温 熱耐性の形成に要する時間経過の

遅れがみられたが,一 方,最 終的に獲得される

温熱耐性の形成の大 きさに与える影響は少なか

った.

5) ケル セチン(10μg/ml)は 温熱耐性の消失

の時間経過に影響を与えなかった.
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The effect of quercetin on thermotolerance in NIH 3T3 cells: 

From a view point of cell survival
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The inhibition of thermotolerance development by quercetin was examined in NIH 3T3 cells. 

The cytotoxicity of quercetin increased with the increase in the concentration (10,100ƒÊg/ml) 

and duration (12,48,72hours) of treatment. The cell killing effect of heat was not enhanced by 

quercetin (10ƒÊg/ml) itself. Quercetin (10pg/ml) inhibited the proliferation of cells for about 72

hours. Quercetin (10pg/ml) delayed the development of thermotolerance, but did not decrease 

the degree of maximum thermotolerance. Quercetin (10pg/ml) exibited no effect on the decay 

of thermotolerance.


