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金沢大学十全医学会雑誌 第97 巻 第 4 号 83 9 －85 3 く19 8 8う

ヒ ト肺小細胞癌培養細胞株 に お け る S 期部分

同調 と制痛剤感受性 の検言寸

金沢大 学医学 部内科学第三講座 く主 任 こ 松田 保教授I

中 横 泰 人

く昭 和6 3 年 8 月23 日受付J
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肺癌 に お い て 細胞周期同調を用 い た化学療法 を導入 す る こ との 是非 を基礎的 に 検討す る 目的で
，

ヒ ト肺小 紙胸痛培養細胞株 S B C －3 細胞 を 1 － P － D － a r a bi n o f u r a n o s yl c yt o si n e くA r a
－ Cl で S 期 t D N A 合

成 恥 部 分同調 を行 い
， 種々 の 制癌剤 の感受性 を調 べ た ． S 期部分同調の 条件 は 抗 b r o m o d e o x y u rid i －

n e くB r d U l 抗 体 と p r o pi di u m i o d id e くPIl と の 二 重 染 色 を 用 い て フ ロ
ー

サ イ ト メ リ ー くfl o w

C y t O m e t r y ，
F C M l に よ り解析 し

， 制癌剤感受性は h u m a n t u m o r cl o n o g e ni c a s s a y くH T C A l を用 い

て検討 し た 一 まず
，
対数増殖期の S B C ．3 細胞 に A r a

． C を 1 0－7

，
1 0

－ 6

，
1 0

－ 5
M の 3 濃 度 で 接 触さ せ

，

7 2 時間ま で12 時間毎 に
． 抗 B rd U 抗体 と PI と の 二 重染色 を行い

，
F C M で D N A 量と B r d U 量 との 同

時測定 を行 っ た ． A r a
－ C の 濃度依存性 に D N A 合成の 低下

，
細胞 回転 の 遅延が み られ た が

， 各漉度で S

期部分 同調が 得 られ た ． 1 0．7

，
1 0－6

M A r a － C で は
，

G l 期 の N A 合成 前期1 か ら S 期 へ の 移行 阻害 はな

く
，
S 期の D N A 合 成の 低下 に よ るS 期延長作用 に よ り S 期部分同調 が得 られ

．
1 0

－ S
M A r a

． C で は
， 当

初 G l 期で の 軽度 の 蓄積作用 を認め た が
，

そ の 後は 1 0－7

，
1 0

－

M A r a － C と同様 の機序 で S 期部分同調が

得ら れ た ． 次 に
，
1 0－

7

M A r a
－ C で S 期部分同調後 ，

H T C A に て 制癌 剤感受性 を検討し た ． S 期部分同

調の 条件 は ，
1 0

－ 7
M A r a

－ C 持続接触 時間が 平均28 時間で
．

その 時の S 期 の 割合 は対照群 で 平均3 6 ％
，

A r a － C 処理 群 で平 均59 ％ で あ っ た ． こ の条件 で 10
－

8
M A r a

． C くp く0 ．0 11 と 5 X l O
．

M mi t o m y ci n C

くM M Cl くp く0 ．0 51 で の み 制癌剤感受性 の 増強が み られ た が軽度 であ り
， 他の 制癌剤で は増強が み ら れ

なか っ た ． 1 0
－ 7
M A r a

－ C で の S 期部 分同調 で ， ほ と ん どの 制癌剤 で 感受性の 増強が 見 られ なか っ た 理 由

と して
，
A r a

－ C に よ り S 期細胞数の 増加が 得ら れ た も の の
，
個々 の 細胞 で の D N A 合成の低下が お こ る

こと
，

r e C r u it m e n t く非増殖期細胞 を増殖期 に 動員す る こ とl の 関与 が少 な い こ と な どが 考 えら れ た ． 本

実験で ， 肺癌 に お け る細胞周期同調 を用 い た癌化学療法の 有用 性が 示 さ れ た が効果 は弱く
， 今後さ ら に

条件の検討 の 必 要 が ある と 思わ れ る ．

K e y w o rd s h u m a n l u n g c a n c e r c ell lin e
，
S y n C h r o n iz a ti o n ， bi v a ri a t e D N A I

B r d U dis t rib u ti o n
，

C h e m o s e n siti vit y ，
h u m a n t u m o r cl o n o g e ni c

a SS a y

近年肺ノJ l 細胞癌 に 対 し強力な 多剤併 用 化 学療 法が

導入され
，
7 0 へ 9 0 ％の 奏効率が 得 ら れ る よ う に な っ

たが
， 寛解例 の 大部分は 2 年 以 内 に 再発 し 長期生 存

は困難で あ る
1I21

． 非 交叉 耐性 交替療法
31

， 維持療 法
41

．

自家骨髄移植 を併用 した 大量 化学療法
5－
な どが試 み ら

れてい る が
， 現 在の と こ ろ明 ら か な効 果 は 得 ら れ て

い な い
． 長期生存 へ の 第

一

歩は
，
ま ず

， 寛解導入 療法

に よ り完全寛解を得 る こ とで あ り
， 強力 な 多剤併 用

化 学療法の 確立 が必 要で ある と 考 える ．

一 方 ， 全肺癌の85 ％以 上 を占 め る 非小紙胸 痛の 治

癒 手術可能例は わ ずか20 ％で あ り ， しか も そ の 半 数

に 再発が 必 至 と い う事実
6
か ら も肺癌治療 の 中 で 全 身

A b b r e vi a ti o n s こ A C N U
，

ni m u sti n e 三 A D M
，

a d ri a m y ci n 三 A r a － C
，
1 － P － D － a r a bi n of u r a n o s y l

－

Cy t o si n e 三 B L M
，
bl e o m y ci n 三 B rd U

，
b r o m od e o x y u ridi n e 三 B S A

，
b o vi n e s e r u m alb u m in ニ

C D D P
，

Ci s p l a tin i C T X
，

C y Cl o p h o s p h a m id e ニ C V
，

C O effi ci e n t of v a ri a ti o n ニE D T A
， et h y l e n e



8 4 0

療法と して化学療法の 担う 役割が き わ め て 大 き い こ

と が わ か る ． C i s pl a ti n くC D D Pl が 登場 し て 以 来 ， 非

小細胞癌 の 治療成績 は 向上 し
，

C D D P と v i n d e si n e

の 併 用 に よ り30 ％ 句 4 0 ％の 奏効 率 が 得 ら れ て い る

が
珊

，
延命効果 に 対す る 寄与 は 必 ず し も 明 ら か で な

く
，
標準化さ れ た併用 化学療法 を 確立 す る た め に は

さ ら に 系統的な 研究が必要 で あ る ．

痛 の 化学療法で 制癌剤 を適切 に 投 与す る た め に は
，

そ れ ぞれ の 制癌剤の癌細胞 に 対 す る細 胞 生 物 学的効

果 ， 特 に 増殖阻害動態に つ い て の 基 礎的 な 研 究が 重

要で ある ． 制癌剤の細胞 に 対 す る 致 死効 果 は細 胞 回

転 に 依存 して大 きく 変動 し ， 増 殖 期と 安 定期 の 細胞

で は薬 剤感 受 性 が 大 き く 異 な る こ と くc y cl e d e
－

p e n d e n c y1
9ト 11

や ，
それ ぞ れ の 薬剤 に お い て 細胞 周期

上 のある特定 の相 に の み
，
致死効果 の ある こ と くa g e

p e s p o n s el
12 冊

が 知ら れ て お り
，

ま た
，
制 癌 剤が 細 胞

回 転 の 進 行 に 影 響 を お よ ぼ す こ と くc y cl e p r o 一

訂 e S Si o げ
4I 均

も知 ら れ て い る ． ほ と ん どの制癌剤 は増

殖期 に あ る細胞に よ り効果的で あ る が
，

一 般 に 腫瘍

細胞 は骨髄や 腸管な どの 正 常細胞 よ り 世代 時 間が 長

く ， 増殖期 に ある 細胞 も少 な く
沌

治療上 き わ め て 不利

で あ る ． そ こ で
，

な ん ら か の手段 で こ の状 態 を変 化

さ せ て
， 治療 に と っ て 有利 に 導 こ う と い う 試 み が あ

る ． つ ま り
， 非増殖期 に ある細 胞 を 増殖 期 に 動 員 し

くr e c ru it m e n tl
，

さ ら に 増殖期 に は い っ た細 胞 を 細

胞周期の あ る相 に集 め く同調 ，
S y n C h r o ni z a ti o n l ，

そ

の 相に 強い 感受性 を示 す 制癌剤 を 投与 す る こ と に よ

り治療効果 をあげよう とす る も の で ある ． こ の 方法

は細胞回転 の 理論 か らみ た有効 な 投与 法 と い え ， 急

性白血病を 中心に 研究 さ れて い る
17 トり剖

従 来 ，
細胞 回 転 の 研 究 に は t ri ti u m th y m i d i n e

く唱 － T d R I に よ る オ
ー

トラ ジ オ グ ラ フ 法が用 い ら れ

て きた が
， 多大な労力 と 時間 が か か る う え

， 放 射性

物質の 投与と い う倫 理 的な問題 な ど の 多 く の 障害 が

あ っ た ． 近年
， 多くの 細胞の 相対的 D N A 量 の 短 時

間測 定 に フ ロ
ー

サ イ トメ トリ
ー くfl o w c yt o m e t r y ，

F C M I が 用い ら れ る よう に な っ た ． し か し
， 細 胞周

期各期の 解析 に お い て は複雑 な数 学 的解析 を行 う 必

要があ り
弼

， ま た ， 制癌剤 に よ っ て D N A ヒ ス トグ ラ

ム に 相 当な変化が 生 じた 場合解析 が 困難 で あ っ た ．

G r a t z n e r
2 51

に よ り th y m i di n e の ア ナ ロ グ で あ る

b r o m o d e o x y u ri di n e くB r d U l に 対 す る モ ノ ク ロ
ー ナ

di a m i n e t e t r a a c eti c a cid i F C M
，

fl o w

ル 抗体 が作製 さ れ ．
さ ら に D ol b e a r e ら

26，
に よ っ て

p r o pidi u m i o d id e くPIン 染 色 と の 組 み 合 わ せ で

D N A 量と D N A 合成能 と を同時に 測定 す る 方法が

報告さ れ て 以 来 ， 本 抗体 を用 い た 細胞 周期 の 解 析が

注目さ れ て い る ．

本研究で は
，
治療成績が 不良な 肺癌 に お い て

， 細

胞周期同調 を用 い た 化学療法 を導入 す る こ との 是非

を基礎的 に 検討す るた め に
，

まず と 卜肺癌 培養細胞

株 に お い て 1 －

P
－ D －

a r a b i n o f u r a n o s yl c y t o si n e くA r a
－

Cl の 細胞動態 に お よ ぼ す 影響に つ い て ， 抗 B r d U 抗

体 と PI との 二 重染色 を用 い て S 期 の N A 合成期J

部分同調 が得 ら れ る か否 か を検討 し
，

さ ら に S 期部

分 同 調 時 に 制 癌 剤 感 受 性 が 増 強 さ れ る か 否 か を

h u m a n t u m o r cl o n o g e n i c a s s a y くH T C A l に より検

討 した の で 報告す る
0

材料お よ び方法

I
． 培養細胞

ヒ ト肺 小細 胞癌 培 養細 胞 株 S B C －3
2の

を 用 い た ．

S B C －3 細 胞は
，
1 0 ％牛胎 児血 清 くfe t a l c a lf s e r u m

，

F C S
，
S i g m a

，
S t ． L o ui sl 加 R P M I 1 64 0 くGib c o

，

G r a n d I sl a n dl 培養液 に ペ ニ シ リ ン く明治
，
東京1

10 0 U l m l
，

ス ト レ プ ト マ イ シ ン く明治I O ． 1 m gl m l を

添 加 し た も の を 培 地 と し て
，

組 織 培 養 フ ラ ス コ

くC o s t a r 30 5 5
，
C a m b rid g el 内で37

0

C
，
5 ％炭酸ガス

培養器内 で 静置培養 した ． 細胞 の 単離 は
，

0 ． 2 5 ％ト

リ プ シ ン ＋0 ． 0 5 ％ e th yl e n e d i a m i n e t e tr a a c etic

a ci d くE D T A l で3 7
0

C 5 分間処理 に よ り行 っ た ． 各実

験 に 応 じた 細胞数 に 調整 し ，
72 時間培 養後 の 対数増

殖期 に あ る S B C －3 細胞 を実験 に 用 い た ．

II
．

A r a － C の 細胞動態 に お よ ぼ す影 響 の 検討 くS

期 部分 同調 の 条件 の 設定1

1 ． A r a
． C の 添加

2 x l O
4

個ノm l の 細胞 浮遊 液 1 0 m l を組織培養 フ ラ

ス コ くC o s t a r 3 0 5 51 内で72 時間培養後新 しい 培養液

に 全 量 交 換 し ，
A r a －C く日本新薬，京都1 を 10d

7

，

1 0－
6

，
1 0 1 M の 各濃度 で接触 させ

，
1 2

，
2 4

，
36 ，

48
．

60 ，
72 時間後 の 細 胞に つ い て 以下 の 検 討を行 っ た

0

2 ， 細胞増殖曲線の 作成

細胞増殖曲線 は ト リ パ ン ブル ー 染色法 く0 ．5 ％トリ

バ ン プ ル ー フ に て生 細胞数 を算定 し て作成し た ．

3 ． B rd U 添加

c y t o m e t r y i F C S
，

f et a l c alf s e r u m 三 FI T C
，

fl u o r e s c ei n is o th i o c y a n a t e 三 5 － F U
，

5 － fl u o r o u r a cil i H T C A
，

h u m a n t u m o r cl o n o g e nic

a s s a y ニ
3

H － T d R ， t riti u m t h y m idi n e i I N T
， p

－i o d o nit r o t e t r a z oli u m v i ol et 三 L I， 1 a b elin g



肺癌培養細胞株 に お ける S 期部分同調と 制癌 剤感受 性

抗 B r d U 抗体 と PI と を用 い た 二 重染色の 方法 は ，

D ol b e a r e ら
26，

に よる 方 法 に 準 じて以 下 の よ う に 行 っ

た ．

単離 し た細胞 を 1 x l O
6

個ノm l の 濃度 で 浮 遊 さ せ

10 p M く3 i L gl m ll の B r d U くSi g m al を加 え37
0

C
，

5 ％炭酸 ガ ス 培養器内で30 分間接触さ せ
，
C a

＋ ＋

お よ

び M g
＋ ＋

を含 ま な い 冷 リ ン 酸緩衝塩類溶 液 くp h o s p －

h a t e b u ff e r s al in e
，

P B S
，

日水
， 東京う で 2 回洗 浄

後，
．－20

0

C の 70 ％ エ タ ノ ー ル で 固 定 し 4
0

C に 保 存 し

た ．

4 ． 抗 B r d U 抗体と PI との 二 重 染色

細胞 を PfうS で 2 回 洗浄後2 N 塩 酸 を 加 え 室温 で

30 分間加水 分解 し ，
0 ． 1 M N a 2 B ．0 ， で 2 回 洗 浄

，

P B S で 1 回洗浄 して 中和 した ． 1 x l O
6

個の 細胞 あ た

り230 JL l の 0 ．5 ％ T w e e n 2 0 くSi g m al ，
0 ．5 ％牛血清

アル ブ ミ ン くb o v i n e s e ru m al b u m i n
，
B S A

，
S i g m al

加 P B S で 浮 遊 さ せ
，

2 0 JL l の fl u o r e s c ei n i s o －

thi o c y a n a t e t FI T C l 標識抗 B rd U 抗体 を加 え宴

で30 分 間 ，
そ の 後 4

0

C で 一 晩接 触 さ せ た ． 0 ．5 ％

T w e e n 2 0 加 P B S で 3 回 洗浄後，
R N a s e くSi g m a1

40 00 U l m l に て37
0

C
，
3 0 分間処理後 PI 液 くSi g m a1

5ノJ gノm l で3 0 分間反応 させ た ．

一 方 ，
B rd U を加 えず に 同様 の 処理 を行 っ た も の

を対照 と し た ．

5 ． フ ロ ー サ イ トメ ト リ ー くF C M l

フ ロ
ー

サイ ト メ ー タ ー は 昭和電工 社製 C S －2 0 を用

い
，
4 88 n m の ア ル ゴ ン レ ー ザ ー で 励起 し 630 n m の 赤

色蛍光で D N A 量 C P Il を
，

5 3 0 n m の 緑色 蛍光 で

B r d U 量 げI T Cl を同時測定し
，
D N A 量 を横軸 に

，

B r d U 量を縦軸 に と る t w o p a r a m e t e r d o t pl o t を作

成した ． C S －2 0 は
，

ビ ー ズ を 用 い て c o effi ci e n t o f

V a ri a ti o n くC Vl が2 ． 0 ％以 下 と な る よ う に 調整 し
，

測定直前 に は細胞 を 4 0 声 m ナイ ロ ン メ ッ シ ュ に 通 し

平均約32
，
0 0 0 個の 細胞 を 測定 し た ．

III ． S 期 部分 同調 と制癌 剤感受性の 検索

1 ． S 期部分同調 の 条件

4 x l O
4

個ノm l の 細胞 浮遊液 50 m l を組織培養 フ ラ

ス コ くC o s t a r 3 2 7 51 内で72 時間培養後 ， 新 し い 培養

液に 全量 交換 し た 衡 A r かC を 10 1 M の 濃度で 添加

し ， H の 実験 で S 期 へ 部 分同調さ れ る と 想定 さ れ る

時間に 細胞 を取 り出 し単 離 し た ． 対 照 と し て は
，

A r a － C の 代 わ り に 生理 食塩水 を加え た ．

一

部 の 細胞

841

で抗 B r d U 抗体 と PI と の 二 重 染色を行 っ た ．

2 ． H u m a n t u m o r cl o n o g e n i c a s s a y くH T C A J

H T C A は S a l m o n ら禦お よ び木村ら
卿
の 方法 に 準

じて 以 下の よ う に 行 っ た ．

1 う 制癌剤 1 時間接触の 場合

0 － 5 ％ トリ バ ン プ ル ー 液 に て 生細胞数 を算定 し生細

胞数 を 7 ．5 X l O
4

個ノm l の 細胞漉度 に なる よ う に10 ％

F C S 加 R P M I 1 6 4 0 に 浮遊さ せ
，
3 r C 恒温槽 内に て

1 時 間各制癌剤と後述 の 濃度 で接触 さ せ た の ち
， 同

培養液 で 2 回 洗浄 した ． 対照 に は 制癌剤 の 代 わ り に

生理 食塩水 を加 え た ． 径 35 m m の プラ ス チ ッ ク製 ベ

トリ デ ィ ッ シ ュ げ al c o n 30 0 1
，
L i n c ol n P a r kl に あ

ら か じ め 0 ．5 ％ a g a r くhigh g r a d e a g a r o s eJ と 15 ％

F C S 加 R P M I 1 6 4 0 く総 量 1 m り で f e e d e r l a y e r

く下層I を作成 して お き ， こ れ に 前述の 細胞 を 5 x

l O
4

個ノm l の 割 合 で 0 ． 3 ％ a g a r と 1 5 ％ F C S 加

R P M I 1 6 4 0 く総 量 1 m ll に 浮 遊 さ せ た も の を

pl a ti n g l a y e r く上 層1 と して 重 層さ せ た ， 3 7
0

C
，

5 ％

炭酸 ガ ス 培養器 内で 2 週間静置培養 して コ ロ ニ ー 形

成 に 対す る 制癌剤 1 時間接触 の効果 をみ た ．

一

薬 剤

に つ き 二 濃度と し
．

それ ぞ れ の 実験 は t ri pli c a t e で

行 っ た ．

2 う 制癌 剤持続接触の 場合

1 時間接 触 と ほ ぼ 同様 で あ る が
， 前述 と 同 様 の

fe e d e r l a y e r に 生細胞数 5 X l O
4

個を 0 ． 3 ％ a g a r と

1 5 ％ F C S 加 R P M I 1 6 40 に 加 え各制癌剤 を後述 の 濃

度で 添加 し く総量 1 m ll pl a ti n g l a y e r と して 重 層さ

せ た ． 3 7
0

C
，

5 ％炭酸ガ ス 培養器内 で各制癌剤と接触

さ せ た ま ま 2 週間静置培養 した ． 1 ン と 同様 に － 薬

剤 に つ き 二 浪度 と し ， それ ぞ れ の 実験 は tri pli c a t e

で 行 っ た ．

3ブ コ ロ ニ
ー

数の カ ウ ン ト

2 週 間 静 置 培 養 後 ， p
－i o d o n it r o t e t r a z o li u m

Vi ol e t くI N T
，
S i g m a 1 1 m g J

l
m l で コ ロ ニ ー

を染 色 し

た ．
コ ロ ニ ー 数 は

，
a u t O m a ti c p a r ti cl e c o u n t e r

くH a n d e x C P － 2 0 0 0
， 白井松器械

，
大阪l を用 い て カ

ウ ン ト し た ． 感度 を上 げ るた め に C P ． 祁0 0 に 位相差

顕微鏡 くS Z H －1 4 1
，
オ リ ン パ ス

， 東京う を接続 し て ，

d 5 0ノノ m 以 上 の 細胞 集塊 を コ ロ ニ ー と 判 断 し た ．

デ ィ ッ シ ュ の 中央に 2 4 m m x 1 7 m m の 長方形の 測定

領域 げ イ シ ュ 全面積の 44 ％に 相 割 を もう け て
，
そ

の 領域内の コ ロ ニ ー 数 を カ ウ ン ト し た ． 各 制癌 剤濃

in d e x ニ M M C
，

m i t o m y ci n C 三 M T X
，

m et h ot r e x at e ニ N K 1 7 1
，

e t O p O Sid e ニ P B S
， p h o s p h a t e

b uff e r s ali n e 三P I
， p r O pi di u m i o did e 三 V C R

，
Vi n c ri sti n e ニ4 04 8 7 S

，
4 － h y d r o p e r o x y c y cl o p h o s p

－

h a m id e ．
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度 での コ ロ ニ
ー 数は 3 回 分の 平均 と し

， 制 癌剤 の 効

果 は対照 に 対す る コ ロ ニ
ー 形 成率で 求 めた ．

4 う 制癌剤

濃 度 依 存 性 の 制 癌 剤 と し て は
，

a d ri a m y ci n

くA D M
，

協 和 発 酵 工 業 ， 東 京う 10
－ 7

，
1 0一別

，

b l e o m y ci n くB L M
， 日本化薬 ， 東京1 5 X l O

－ 8

，
5 x

l O－
7
M

，
Ci s pl a ti n くC D D P

，
日本化 薬I l O－6

，
1 0

－ 5
M

，

m it o m y ci n C くM M C
， 協和発酵工 業I 5 X l O

－ 7

，
5

l
l

l

u
む
l

u
O
U

コ
P
L

g

D N A c o n t e n t － － － ．

F i g ． 1 ． D o t pl o t s o f b i v a ri a t e D N A I B r d U くPII

F I T Cl di s t rib u ti o n s o f e x p o n e n ti all y g r o w i n g

S B C ，3 c ell s ．

C o n t r ol

1 0
．
T

M A r a － C

1 0
．

書

M A r a
－ C

1tI
－

1

M A r i 卜 C

X l O，
6

M
，

n i m u s ti n e くA C N U
，

三 共 ， 東 京1 5 x

1 0．7

，
5 X l O－6

M
，

C y Cl o p h o s p h a m id e くC T Xl の 活性

体 で あ る 4 － h y d r o p e r o x y c y cl o ph o s ph a mi d e く40 4 87

S
， 塩野義製薬 ， 大阪I lO．7

，
1 0

－

M を 用 い 1 時間接

触 させ た ．

時 間 依 存 性 の 制 癌 剤 と し て は
，

A r a
－ C l O

－ 8

，

1 0．7
M

，
e t O p O Sid e くN K 1 7 1

，
日 本化 薬1 3 x l ON 8

．

X l O ．

ぐ亡I I s

0 1 2 2 1 3 6 4 8 6 0 7 2 h r

F i g ． 2 ， G r o w th c u rv e O f S B C －3 c ell s aft e r

c o n ti n u o u s e x p o s u r e t o A r a
－ C i n v a ri o u s

c o n c e n t r a ti o n s ． C i r cl e s ， t ri a n gl e s a n d s q u a r e s

r e p r e s e n t th e m e a n v al u e s o f 3 e x p e ri m e n t s ．

0
－ 0

，
C O n t r Ol こ 中

一

書 ，
1 0－7

M A r a
－ C ニ

A －A
，
1 0J 6

M A r a
． C 三 甲

－

B ，
1 0

． 5
M A r a

．C ．

1 2 2 －1 二Iti 一暮R t i－I 7 2 1 げ

C 吊 I H r 亡 1 i l1 1 e

Fi g ．
3 ． D o t pl o t s o f b i v a ri a t e D N A I B r d U di st rib u ti o n s af t e r c o n ti n u o u s e x p o s u r e

t o A r a － C i n th e th r e e c o n c e n t r a ti o n s ．



肺癌培養細胞 株に お け る S 期部分 同調 と制癌剤感受 性

3 X l O－
7
M

，
m e th o tr e x a te くM T X

， 日本 レ ダ リ
ー

，
東

尉 10，
8

，
10．

7

M
，

5 ．fl u o r o u r a cil く5
－ F U

， 協和発 酵工

卦 10－6

，
1 0－

5

M
，

Vi n c ri sti n e くV C R
， 塩野 義製薬1

5 X lO，
1－

，

5 X l O－10
M を用 い 持続接触 さ せ た ．

5 コ 統計学的検定法

コ ロ ニ ー

形 成 率 は
， 平 均値 土 樽準誤 差 くm e a n 士

S E M l に て 算定 し た ． 2 群の 平均値 の 差は ウ ィ ル コ

ク ソ ン の T 検定 川瞑位符号検定J を用 い
，
2 変量 間の

相関は P e a r s o n の 横 率相 関係 数 を求 め た ． 危 険率

5 ％以下を有意と した ．

成 績

工 ． A r か C の 細胞動態 に お よ ぽ す影響

1 ． 対照 S B C － 3 細胞の D N A 量 と B r d U の と り

こみ

図1 にA r a
－ C を加 え な い 時の 対照 S B C －3 細胞 の 対

数増殖期に お け る B r d U と PI と の t w o p a r a m et e r

d o t p l o t を示 す ． 横軸 に は D N A 量 くPIl ， 縦軸 に は

B rd U 量 くFI T Cl を示 し て あ る が
，

D N A 合 成 を

行っ て い る 細胞 が D N A 合成速 度 に 比 例 し た 量 の

B rd U を取 り込 み 緑色蛍光 を発 す る た め 逆 U 字 型 と

なる ． 即 ち
，
D N A 合成速 度は B rd U 量 に比 例 す る こ

とに なる ．

一 般 に 腰瘍細胞 は非増殖 期 の 細胞 くG o 期

の細胞1 と増殖期の 細胞 と に わ け ら れ る ． 後者 の 細

胞は D N A 合成前期 くG ．期l
，

D N A 合成期 くS 期l
，

D N A 合成後期 くG 2 期1
，
分裂期 くM 期l に 区別 され

て い る
。

B r d U を取 り込 んだ 細胞が S 期細 胞 で あ る

が
，

これ は B r d U を標 識 して な い 細胞 を対照と し て

決定し た ． B rd U を取 り込 ん で い な い 細 胞 の う ち

D N A 量の 小 さ い 細胞集団 が G 。I G ．期細胞 で あ り
，

D N A 量 の 大 き い 細胞集団が G 2 ＋ M 期細胞 で あ る ，

またS 期細胞 の う ち
，
D N A 量が G 。ノG l 期細 胞と 同等

の もの を早期S 期細胞 ，
G 2 ＋ M 期細胞 と 同等 の も の

を後期S 期細胞 と し
， 両者の 中間 の も の を 中期S 期

細胞と した ．

2 － A r a
－ C 接触 に よ る S B C － 3 細胞の 細胞動態の 変

化

図2 に 示 す よう に A r a
， C を S B C － 3 細胞 に 接触 さ

せた場合 ， 細胞増殖は 薬剤濃度に 依 存 し て 抑 制 さ れ

た ． 1 0 てM A r a
－ C で は

， 対照 に比 べ て 軽度 の 増殖 抑

制がみ ら れ
，

1 0，5
M A r a

－ C で は高度 の 増殖抑制 が み

らた ． 1 0q 6

M A r a－C で は両者の 中間で あ っ た ． 次 に

A r a
．C 3 濃度

，
個 々 の場合 に つ い て 分析 した ，

1 1 1 0一別 A r a － C の 場合 く図3
，

図4 B1

1 0－6

M A r a
－ C 1 2 時間後 の S B C ．3 細胞 の 抗 B r d U

抗体と PI と の 二 重染色で は ，
D N A 合成の 低下と 早

843

0 1 2 2 4 ユ8 ． 1 8 6 0 丁2 h r

％

70

0

へ

ー
V

O

亡

0
－

－

U
d

上

二
U

U

0 1 2 2 4 3 6 4 8 8 0 丁2

丁
．
一

．．．

－

ニ

ー

じ

り
－

亡
O

リ

コ

で
已

T
．

．

．
．

■

．
．

こ

－

1
－

三
三
－

U

つ
．

こ

已

T
．

．

．

．

こ
．

こ

00

ゴ
よ
こ
．

古
リ

コ
p
L

q

O5

0 1 2 2 tt 3 6 4 8 6 0 7 2 h r

Fi g ． 4 ．
S e q u e n ti al c h a n g e s i n c ell p h a s e a n d

B r d U m e a n c h a n n el o f S B C －3 c ell s c o n ti n u o u
－

Sl y e x p o s u r e t o l O．7
M A r a － CくAl ，

1 0－
6
M A r a

－ C

くBl a n d l O－5
M A r a

－ CくCI ． C i r cl e s
，
t ri a n gl e s a n d

S q u a r e S r e p r e S e n t th e m e a n v al u e s o f 4

e x p e ri m e n t s ．

ム ーA
，
G 。I G ． c e11 f r a c ti o n i

噌ト 1 臥 S c ell fr
－

a Cti o n ニ

由 一 喝
，
G 2 ＋ M c ell f r a c ti o n

O－－－0 ，
m e a n C h a n n el n u m b e r s o f B r d U ．
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期 S 期細胞の 増加が み ら れ た ． 24 時 間後 に は 早期 S

期細胞 の増加が 明 らか で
，

ま た
，

G 2 ＋ M 期細胞 の 減

少が み ら れ た ． 3 6 時間後 に は早期 S 期 と 中期S 期の

中間の細胞が 増殖 し たが
，
D N A 合成 の 低下 は持続 し

た ． ま た G 2 ＋ M 期細胞 の減 少が み ら れ た ． 4 8 時間後

に は中期S 期細胞 の増加が み ら れ ，
や は り D N A 合

成 は低下 した ． 6 0 時間後 に は 中期 S 期 と後 期 S 期 の

中間の 細胞の 増加が み ら れ
，

ま た
，

G 2 ＋ M 期細 胞 の

増加が み られ た ． 72 時間後 に は 後 期 S 期 ，
G 2＋ M 期

細胞 の増加が み られ
，
D N A 合成 の 低下 は持続 し た ．

図4 B に 10
－ 6

M A r a
－ C 投与 に お け る S B C ．3 細胞

の S 期 ，
G 。ノG ．期，

G ，＋ M 期の 比 率 およ び S 期細胞の

B r d U の 平均チ ャ ン ネ ル 数 の時 間的推移 を 示 す ． S

期細胞 の B rd U の 平均 チ ャ ン ネ ル 数 は， S 期細胞 の

取 り込 ん だ B rd U 量 の 平均 を表 し ， 平均の D N A 合

成速度 を意味す る ． 2 4 旬 4 8 時 間に か け て S 期 の 増加

が み られ ． 7 0 ％弱の S 期 の部 分同調 が 得 ら れ る が
，

S 期細胞 の B r d U 平均 チ ャ ン ネ ル 数 は低 下 し て お

り ， 個 々 の細胞 で の D N A 合成 の低下が み ら れ た ．

G 。I G ．期 ，
G 2 ＋ M 期 は S 期 の増加 と共 に 減少 し

，
G 2 ＋

M 期は48 時 間後 よ り増加 し
，
G oノG l 期 は72 時間後 よ り

増加傾 向に あっ た ． こ れ らの 結果 よ り 1 0－6
M A r a ． C

投与で は
，

S 期 の D N A 合成 の低 下 に よ り S 期 が 延

長 しS 期に 細胞 が蓄績 し
，

S 期 の 部分 同調 が 認 め ら

れた ． し か し
，
個 々 の 細胞の D N A 合成は 低下 し て

い た ．

2 1 1 0
－ 7
M A r a ． C 投与の 場合 く図 3

， 図 4 Al

l O
－ 7
M A r a ． C 投与 した S B C － 3 細胞の 抗 B r d U 抗

体と PI と の 二 重染色 で は
，
1 2 時間後 に は早期S 期細

胞の 増加が み ら れ
，
2 4 へ 3 6 時間後 に 中期 S 期 細胞 の

増加が み ら れ
，
6 0 時間後 に 後期S 期細胞 の 増 加 が み

られ た ．

図 4 A に1 0
－ 7

M A r a
－ C 投与 に お け る経時的推移 を

示 すが
，
1 0．M A r a － C と 比 べ る と細 胞回転が 速く24

時間後 に 同程度の S 期部分 同調 が 得 ら れ る が
，

や は

りS 期細 胞の B rd U の 平均 チ ャ ン ネ ル 数 は 低 下 し

D N A 合成 の低下が み ら れ た ． しか し
，

D N A 合成 の

低下 は 10
－ 6
M A r a

－ C と比 べ る と や や 軽度 で あ っ た ．

G 。ノG l 期 はS 期の 増加と共 に 減 少 し
，
S 期の 減少と 共

に 増加 し た ， G 2 十 M 期は S 期の 増加 と共 に 減 少傾 向

を 示 し ，
S 期の 減少 と共に 増加 し G oノG ．期 の 増加 に

伴 い 減 少傾 向 に あ っ た ． 1 0
－ 6
M A r a ． C と 同様 に

D N A 合成 の低下 に よ りS 期 の 部 分 同調が 得 ら れ る

と考 え られ る が
，
細胞増殖の 抑制が 軽度 で D N A 合

成の 低下も 軽度で あ る 点が 10－6
M A r a

－ C と 異 な っ

た
．

．

3 1 1 0
岬 5
M A r a

－ C 投与の 場合 く図 3
． 図 4 C I

l O－
5

M A r a
－ C 投与 し た S B C －3 細胞 を抗 B r d U 抗

体 と PI との 二 重染色 で み る と
，
D N A 合成の 低下が

強く
，

著 しい 細 胞回転の 遅 延が み ら れ た ． 即 ち36 一
－

4 8 時間後に 早期S 期細胞 の 増加が み ら れ ， 6 0 へ 7 2 時

間後 に 中 期 S 期 細 胞 の 増 加 が み ら れ た ． 10一明

A r a － C で は D N A 量が S 期 に あ りな が ら
，
D N A 合成

を行 っ て い な い 細胞が 明 らか に 認 め られ た ． こ れは
，

1 0
－ 7

，
1 0－6

M A r a － C の 場 合 で も 軽度観 察さ れ た ．

図 4 C に 1 0－5
M A r a － C 投与 に お け る経時的推移を

示 す ， 1 2 時 間で S 期 の 高度 の 減 少が み ら れ る が
， 時

間 をお っ て徐 々 に S 期の 増加 が み ら れ た ． G oノG ．期は

当初
一

過性 の 軽度 の 増加 を認 め た が
，
2 4 時間以 後は

，

S 期 の 増加 に つ れ て 減少 した ． B r d U の 平均 チ ャ ン

ネ ル 数 は
，
1 0－

7
M A r a － C で は平均73 ，

1 0N 6
M A r a

．C

で は6 5 ，
1 0

q 5
M A r a

－ C で は53 で あ り ，
1 0

－ 5
M A r a

－C

で は
，

D N A 合 成の 低下が 著 しか っ た ，

3 ． A r a － C の 投与 に よ るS 期部分 同調

今 回 の 実 験 の 範 囲 内 で は
．

S 期 細 胞 の 割合 は

A r a
－ C の 濃度が 低 い 程 多い 傾 向に あ っ たが

，
同調さ

れ て い る時 間は A r a
－ C の 濃度が 高い 程長か っ た ． ま

た
， 同調時 の B rd U の 平均 チ ャ ン ネ ル 数 は ，

10
一

肌

A r a
－ C で は 平 均69

，
1 0－

6

M A r a
－ C で は67 ，

1 0．5
M

A r a
． C で は55 で ，

A r a r C の 濃度が 高い 程低 い 傾向に

あ り D N A 合成が 低下 し た ． これ ら は細胞増殖抑制

の 程 度 と D N A 合成 の 低 下 に よ る S 期 延長作用 が

A r a
－ C に 濃度依存性 で あ ると 説明で き る ． 低濃度と

高濃度 A r a－C で の S 期部 分同調 は
，

S 期細胞が多い

こ と は 同 じ で も ，
D N A 合成能 や殺細胞効果が異 なっ

て い た ．

n
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八
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コ
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ヨ
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C Q l o n y n u 加 8 r 5 b y Y 土5 q 止 C O lユn tユng

F i g ■ 5 ． R el a ti o n s hi p b e t w e e n c ol o n y n u m b e r s

m e a s u r e d u si n g i n v e r t e d m i c r o s c o p e くv is u al

c o u n tJ a n d t h o s e o b t ai n e d b y a u t o m a ti c

p a rti cl e c o u n t e r
，
C P －2 0 0 0 くa u t o m a ti c c o u n t e rl －
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II ． S 期部分 同 調 と 制癌剤感 受性 コ ロ ニ ー 数は a u t o m a ti c p a r ti cl e c o u n t e r くH a n 一

制癌剤の 感受性 に つ い て は
，
細胞 の コ ロ ニ

ー 形成 d e x C P ．2 0 0 01 で 自動計測 した ． こ の コ ロ ニ ー 数の カ

率で 検討し た ． ウ ン トの 信頼度 を検討 す るた め に
， 倒 立顕微 鏡 ほ

1 ． コ ロ ニ
ー 数の カ ウ ン ト 401 に よ り 肉眼 的に コ ロ ニ ー 数 を算定 し自動計 測 の

T a bl e l ． C yt o t o x i ci ty of a n ti c a n c e r d r u g s o n S －

p h a s e p a rti al s y n c h r o ni z a ti o n o f

S B C－3 c ell s

D r u g s C o n c e n t r a ti o n

くM つ
n

C o l o n y f o r m i n g r a t e く％ o f c o n t r o り
D iff e r e n c e

S y n c h r o ni z a ti o n く
－

1 S y n c h r o ni z a ti o n く十I

A D M
1 0

－

7
7 1 5 ．6 士1 l ．5 1 3 ．9 士8 ．9 N ． S ．

1 0
－

6
7 0 ．2 士0 ．4 0 ．9 士1 ．1 N ． S ．

B L M
5 x l O

－

8
7 5 8 ．9 士1 9 ．6 4 9 ．4 士2 5 ．0 N ． S ．

5 x l O－
7

7 1 4 ．9 士9 ，2 1 5 ，6 士1 1 ．9 N ， S ．

C D D P
1 0

－

6
7 5 0 ．1 士2 0 ．3 5 9 ．0 士2 7 ．5 N ． S ．

1 0れ
5

6 8 ．9 士6 ．3 7 ．5 士2 ．0 N ． S ．

M M C
5 x l O．

7

7 2 臥2 士1 2 ．9 2 2 ．6 士1 6 ．7 N ． S ．

5 x lO－
6

7 1 ，6 士2 ．2 0 ．5 士0 ，8 p く0 ．05

A C N U
5 x l O．

7
6 5 4 ，0 士1 9 ．9 6 0 ．4 士3 5 ．2 N ． S ．

5 x 1 0－
6

7 1 3 ．2 士3 ．8 31 ．6 士21 ．4 N ． S ．

4 04 8 7 S
1 0－

7
6 6 0 ．1 士2乱6 3 7 ．1 士9 ．6 N ． S ．

1 0
－ 6

田 1 2 ．0 士3 ．2 2 5 ．4 士1 9 ．2 N ． S ．

V a l u e s r e p r e s e n t th e m e a n 士 S E D ．

N ． S ．
，

n O t Si g nifi c a n t b y W il c o x o n s l g n e d r a n k t e st ．

T a bl e 2 ， C y t o t o x i ci ty of a n ti c a n c e r d r u g s o n S －

p h a s e p a r ti al s y n c h r o ni z a ti o n o f

S B C－3 c ell s

D r u g s C o n c e n t r a ti o n

くM う

n

C ol o n y f o r m i n g r a t eく％ o f c o n t r o り
Diff e r e n c e

S y n c h r o n i z a ti o n L l S y n c h r o n i z a ti o nく十l

A r z 卜C

10
－ 8

四 1 0 8 て士2 0 ，7 75 ． 7 士 2 4 ．3 p く 0 ．0 1

1 0，
7

1 2 3 5 ．1 士1 5 ．3 3 5 ．3 士1 7 ．8 N ． S ．

N K 1 7 1
3 x lO－

8
5 8 7 ．7 士 19 ．9 78 ．3 士 29 ．3 N ． S ．

3 x 1 0－
7

田 1 ．0 士1 ．l 1 ．2 士2 ．6 N ． S ．

M T X
1 0

－

8
9 9 7 ．5 士1 9 ．2 82 ．8 士2 6 ．1 N ． S ．

1 0－
7

田 1 臥3 士13 ．4 1 7 ．0 士1 7 ．2 N ． S ．

5
－

F U
1 0－

6

四 6乱3 士2 7
．9 60 ．5 士2 臥8 N ， S ．

1 0－
5

1 0 2 ．3 士3 ．6 l ．3 士2 ．0 N ． S ．

V C R
5 x l O

－ 11

田 56 ．8 士29 ．9 4 9 ．0 士3 臥6 N
． S ．

5 x l O－
10

1 0 5 ．5 士9 ．7 1 3 ．5 士2 0 ．9 N ． S ．

V al u e s r e p r e s e n t th e m e a n 士 S E D ．

N ． S ．
，

n O t Si g nifi c a n t b y W il c o x o n s l g n e d r a n k t e s t ．



8 4 6

値 と比較 した ． な お
，
倒立 顕微鏡 で は デ ィ ッ シ ュ の

す べ て の コ ロ ニ
ー 数を算定 し

， 自動 計測 で は デ ィ ッ

シ ュ の 中央部44 ％に あ る コ ロ ニ
ー 数 を カ ウ ン ト し た

もの で あ る ． 図 5 に 示 す よう に 相関係数 r ニ 0 ． 98 7 と

非常 に 高い 相 関を認め た くp く0 ．00 い の で 制癌 剤の 感

受性 は自動計測 に よる コ ロ ニ ー 形成率 で 調 べ た －

2 ． 制癌剤感受性

制癌剤の 効果は S 期部分同調 の 細胞 に つ い て 検 討

した ．

S 期部分同調の条件 は A r a
－ C の 濃 度は細胞毒性の

最 も低い 1 0
． 7

M を用 い
， 接触時間は24 へ 3 0 時間と し

た ． A r a － C の接触 時間 は平均27 ． 7 時間 ， S 期 の 割合

は対照群で35 ． 8 ％ ．
A r a

－ C 投与群で58 ． 8 ％ で あ り ，

こ れ ら を用 い て制癌剤の効果 を調 べ た ．

制癌剤の殺細胞 効果 は A r a
－ C 投与 群 と非 投与 群

で
，

そ れぞ れ の 対照 に 対す る コ ロ ニ
ー 形成 率 で 示 し

た ． 制 癌剤 に つ い て は 濃度依 存 性 と し て A D M
，

B L M
，
C D D P

，
M M C

，
A C N U

，
4 0 4 8 7 S

， 時間依存性

と して A r a
． C

，
N K 1 71

，
M T X

，
5 － F U

，
V C R を 用い

た ．

濃 度 依存 性 の 制 癌 剤 で は く表 1 う
，

5 x l O．g
M

M M C で の み制癌 剤感 受性 の 増 強が 有 意 に み ら れ

くp く0 ． 吋 ， 時間依存性 の制癌剤で は く表 2う，
1 0 1 M

A r a
－ C で の み制癌剤感受性の 増強が有 意に み ら れ た

くp く0 ．0い ．

考 察

現在用 い ら れ て い る 制 癌 剤 の 大 部 分 は
，

C y Cl e

d e p e n d e n c y や a g e r e p o n s e を有す る こ とが 知 ら れ

て い る ． しか し ，

一 一 般に 腫瘍細胞 は 正 常細胞 よ り 世

代時間が 長く ， 増殖期 に ある 細胞 も 少 な い 咽
． し た

が っ て
， 非 増殖期細 胞 を 増殖 期 に 入 れ る こ と くr e

－

c r ui t m e n tl や
，

さ ら に は
，

こ の 増殖期 に は い っ た細

胞 を細胞周期の
一 定 の 相 に 集 め くsy n c h r o n i z a ti o nl

その 相に 強く作用 す る制癌剤 を投与 し て
，

よ り 有効

な抗腫瘍効果 を得よう と す る のが
， 細胞 回 転 の 理 論

か ら みた有効 な治療法で あ る ．

R e c r ui t m e n t
，

S y n C h r o n i z a ti o n を応用 し た治療は

白血病で の 報告が 多い
1 カ ー

和 が
， 本実験 で は肺 癌 に お

い て も s y n ch r o n i z a ti o n を用 い た化学 療法 が 有 用 で

ある か どう か 検討 し た ． S y n c h r o n i zi n g a g e n t s と し

て は こ れ ま で
， 早 期 S 期 ブ ロ ッ ク を き た す A r a

－

C
17 r 一 叫

，
M T X

231

，
m e t a p h a s e a r r e s t を き

．
た す

V C R
叫

，
G 2期 の進行の 遅 延 をき た す B L M

31一

，
総腰

細胞数 を減少 させ る こ と に よ り r e c r ui t m e n t を き た

す C T X
さ勾

な どが 用 い ら れ て い る が ， 本 実 験 で は

S －

P h a s e s p e cifi c な 薬剤 で 代表 的 な s y n c h r o ni z i n g

a g e n t で ある A r a
－ C を選 んだ ．

A r a
－ C は

，
B e r g m a n n ら

33I
に よ り海綿類 か ら 抽出

し精製 さ れ た化 合物 で
， 抗代謝系 の 白血 病 治療剤と

して臨床面 で 広 く利用 され 固形癌 に も 有 効 で あ ると

さ れ て い る
封I

． 1 00 倍 以上 の異 な っ た濃度 範囲 に わた

る投 与量 で使 用 可能 と い う他剤 に は あ ま り み ら れ な

い 特徴 を有 し ． そ れ ぞ れ の 投与量 に よ っ て 異な っ た

作用 機序 が 想 定 さ れ る 興 味 深 い 薬 剤 で あ る
翫 61

A r a
－ C の 作 用 機 序 は

37，38，

，
体 内 に と り こ ま れ た

A r a
－ C が リ ン 酸化 を受 け て 活性化さ れ くA r a － C T Pl

，

D N A ポ リメ ラ
ー ゼ に 作用 し ， 核酸前駆 物質で ある デ

オ キ シ シ チ ジ ン 三 リ ン 酸 の D N A へ の 取 り込 み を競

合的に 阻害す る と い わ れ
，

また
，

A r a
－ C が D N A に

結合す る と も い わ れ て い る ． A r a－C の 細胞 回 転に お

よぽ す 影 響 に つ い て は 多く の 報 告が な さ れ て い る が

13ト 15 脚
一

嘲
， S k i p p e r ら

13

恨 ，
A r a

－ C を 典 型 的 な

S －

p h a s e s p e cifi c の 薬 剤 と 報 告 し て い る ． C y cl e

p r o g r e s si o n に 対す る A r a
－ C の 効 果 に つ い て は ，

K a r o n ら
39J
は ハ ム ス タ

ー

線維芽細胞 m o n － C 細胞l

に 1 あ る い は 1 0 JL gl m l の A r a
－ C を 投 与 し

，

3
H －th y m i di n e く

3
H － T d R l を標識 し て検討 し

，
A r a

．C

が S 期 か ら G 2 期 へ の 移行を 阻害 す る と報告 して いる

が ，
B h u y a n ら

1 4

憶
， 白 血病 細胞 くL 12 10 細胞1

5 JL gl m l の A r a
－ C を投与 し

，

3

H－T d R と り こみ で検

討 し ，
A r a

－ C は G l 期 か らS 期 へ の 一 過性の 移行を阻

害 した と報告 し て い る ． ま た ，
Wh e el e r ら

15，
は

，
喉頭

扁平上 皮癌細 胞 くH ． E p ． N o ，2 細胞う に A r a － C を

5 0 JL gJ m l 投与 して
3
H － T d R 取り込 み で検討 し ，

G r

S 期移行 期 に 部分 同調 が み ら れ た と し
，

T o b e y ら

仙 1
憶

，
中国 ハ ム ス タ

ー 細胞 くC H O 細 胞う に 5 声 gノ

m l の A r a － C を投与 し
，

3
H － T d R 取 り 込 み と D N A

ヒ ス ト グ ラム で 検討 し
．

A r a
－ C は 完全 に は D N A 合

成 の 開始 を阻止 で きる もの で は な く ．
G l 期 か らS 期

へ の 移行 率を減少 さ せ る 結果 G l
－ S 期移 行期 に 細胞

の 蓄 積を き た す と報告 し て い る ．

一 方
，

Y a t a g a n a s

ら
咽
は

，
白 血 病 細 胞 くS K － L 7 細 胞う に A r a － C を

1 0，6
ノ

ー 1 0－3
M 投与し

3
H － T d R 取り 込 み と D N A ヒ ス

ト グ ラム で検 討 し
，

G l 期か ら S 蘭 へ の 移行は ばぼ 正

常だ が S 期初期で ブ ロ ッ ク さ れ ， 低濃 度 で 短 期接触

の場合 ブ ロ ッ ク は
一 過性で 可 逆性 だ が

， 高 濃度の 場

合 は完全 で不 可逆性 で
， また

， 約10 ％の 細 胞は G l期

で ブ ロ ッ ク さ れ る と 報告 して い る ， 高本 ら
瑚
は

．

ヒ

ト羊膜由来の 単層培養細胞 t F L 株l に A r a
．C を投

与 し
3
H － T d R 取 り込 み と D N A ヒ ス ト グラ ム で検討

し
， 低濃度で の S 期延長作用 と高濃度 での G l 期お よ
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び G l
－ S 期移行部の 蓄積作 用 を報告 し て い る ． こ れ ら

の A r a
－ C に よ る効果 の 相違 は

， 使 用 し た 細胞 の 種

類，
処理 濃度お よ び そ の 他の 実験条 件 の 違 い に よ る

もの と考 え られ る ．

著者 の 実験結 果 で は
，
1 0，

7

，
1 0

－ 6
M A r a

－ C で は

G l 期か らS 期 へ の移行 阻害 はな く S 期で の D N A 合

成の低下 に よ る S 期延長 作用 と 考 え られ た ． 1 0－M

A r a
－ C の 場合 は

．
1 2 時間後に 一 過性 に 軽度の G l 期 の

増加を認 めた が
，
2 4 時 間以 後 は 10

－ 7

，
1 0

一

別 A r a
． C

と同様の 機序と思 われ る ．

一 過性 の G oノG l 期増 加 に

つ い て は
， 高本ら

43，
は 高濃度 A r a

－ C で は G l お よ び

G l

－

S 期移行部蓄積作用 を報告 して お り
，

G ．期 か ら

S 期 へ の 移行阻止 作用 に よる も の が 考 え ら れ る が
，

一 部に はS 期に あ っ た 細胞 へ の 殺細胞 効果 に よ る S

期の減少も
ー 困と して 考 えら れ る と して い る ． ま た

，

高濃度 A r a
． C で は

，
R N A 合成 も 阻害 され G l 期 に も

作用 す る と の 報 告
珊 叫

も あ り ， 本 実 験 で の 10一別

A r a
． C で の 一

過 性の G 。I G l 期 の 増加は ，
こ れ ら を 反

映してい る も の と思 わ れ る ． ま た
，

1 0 てM A r a － C の

場合，
D N A 合成の 低下が 著 しく か な り の 細胞が 死滅

してい る の に も か か わ らず24 時間以 後 の S 期が 増加

してい る の は
， 培 養液 中の A r a

． C 濃度 の 低下が 考 え

られ る ． す なわ ち
，
F C S およ び 培養細胞 に A r a － C の

分解活性が存在 しう る と さ れ て お り
45l

，
A r a － C と の

持続接触中に 培養液中の A r a ． C 濃度が 一 定 に 保た れ

てい ない 可能性が あり
， 今後 の 検 討が 必 要 と 思 わ れ

る ．

S y n c h r o n i z a ti o n の 機 序 と し て
，

V a n P u tt e n

ら
咄
は 3 つ の 可 能 性 を 示 し て い る ． 第 一

は c y cl e

p h a s e s p e c ifi c な 薬剤に よ り その 相の 細胞が 死 滅 し
，

感受性の 低 い 細胞群が優 勢に な っ て く る た め に よ る

もの
， 第二 に は薬剤に よ り あ る相 に ブ ロ ッ ク さ れ る

ため
， あ る い はあ る相 の 進行が 遅延 さ れ る た め

， 第

三に は細胞死 に よる細胞数の 減少の ため r e c r ui t m e n t

が起こ り
，

その 間接 的な結果 に よ る も の で あ る ． 彼

らは こ の なか で も 第二 の 機序が 臨床 的 に 効 果 的 で あ

ると して い る ． 本実験 で A r a
－ C に よ る S 期部分 同調

は第二 の 可能性
，

つ ま り
，

S 期 に お け る 細 胞 回 転の

進行遅延 くS 期の 延長作用う に よ る こ と が 明 ら か に

な っ た ．

制癌剤の 細胞 周期 に お よ ぼす 影響 の 検討 は
， 制癌

剤の 作用 機序の 解明 や感受 性の 検討
，

適切 な 併 用 薬

剤の 選択 に よ る効果増強 な ど を目的 と し て 行わ れ る

が
， 近 年 ， 大量の 細胞 の D N A 量 を短 時間 に 測 定 で

きる F C M が 用 い ら れ る よ う に な っ た ． し か し
，

F C M に よ る D N A ヒ ス ト グ ラ ム の 解 析 で は
，

8 4 7

D N A 量 が 2 C く二 倍体1 ま た は 4 C く四倍体l 付近 の

細胞 の解析が 困難 で
47一

， 早期S 期と G 。J G l 期 ， 後期 S

期と G 2 十 M 期の 区別が 不 正 確と な り各細胞周期 の 分

画を正 しく評価 で き な い
． ま た

，
D N A 量が 3 C に あ

りな が ら 実際に は D N A 合成 を ほ と ん ど行っ て い な

い 細胞 を区別 で き ず
訪 ，

，
D N A 合成速 度も評価 でき な

い ．

一 方
，
B rd U に 対す るモ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 を用 い

D N A 量 と D N A 合成能 と を 同時 に 測定 す る 方 法

は
，

G oI G l 期 と早期S 期 ，
G zノM 期 と後期 S 期 を視 覚

的 に 区別 で き る と と も に S 期内で の D N A 合成 能 の

変化 をと ら え る こ とが で き
， 新 しい 細胞 周期 の 解析

法と して注目 され てい る
加1

． ま た
，
D N A 合成 期 くS

期う 細胞の 比率 は細胞の増殖能 を 表わ す 代 表的 な 指

標 と知 ら れ て い る が
，

こ の 方 法 を 用い れ ば ア イ ソ

ト
ー

プ を使用す る こ と な く容易 に S 期細胞 を同 定 で

き る よう に な っ た ．

S y n c h r o ni z a ti o n に つ い て の 検 討 は
， 従 来

，

3
H － T d R 取り 込 み と D N A ヒ ス トグラ ム に よ り行 わ

れ て い た が ， 抗 B rd U 抗体 を用 い た 方法 は
，

ま だ 文

献的 に は報告が み ら れ ず
，
著者 の 報 告が 初 め て と 思

われ る ． 抗 B rd U 抗体 を用 い た解析 は従来の 方法 と

異 な り
，

S 期細胞 の 比 率だ けで なく D N A 合 成 の 程

度 も簡単に 評価 で き非 常に 有用 と思わ れ る ．

H u m a n t u m o r cl o n o g e n i c a s s a y くH T C A l は ，

t u m o r st e m c e ll a s s a y と も呼ば れ て い る ． 他の 制癌

剤感受性試験が 癌細胞全て を対象 に して い る の に 対

して
， 本 法で は 増殖 能 を有 す る細 胞 ， 即 ち

，

瑞

s elf

r e n e w a l
，，

をお こ な い 得 る細胞が t u m o r st e m c ell 毒

Cl o n o g e ni c c ell である と い う 考え を基本と して
，

こ

れ ら の 細胞 を選 択的 に テ ス トの 対 象 と して い る ．

H a m b u r g e r ら
咄
に よ り 開発 さ れ た 本法 は

，
i n v it r o

で の 感受 性 と臨床結果と が 高い 相関 を 示 す 精度 の 高

い 制癌剤感受 性試験と して世 界的に 注目さ れ て い る ．

その 後， 木村 ら
29，

，
A l o n s o

4 9l

，
V O n H o ff ら

SO15 11
な どに

よ り 精力的 に こ の 方法の 制癌 剤感受性試 験 と して の

有用性 が追試 ． 検討さ れ
，

こ の 方法 は従 来報 告さ れ

てい る種 々 の 感受 性試験に 比 し 臨床効果 と の 相 関性

が 高く優れ た感受 性試験で あ る と 報告 し て い る ． 著

者の 行 っ た H T C A は木村 ら に よ る方法2 切
に 準 じて い

る が
，
S al m o n ら

28
切 原法 に比 べ て は るか に簡便化 さ

れ て お り実用 的 で あ る ．

感受 性試験 に 用 い る 制癌剤 の 濃 度 は ， 臨床 で 使 わ

れ る 時の 血 中濃度 を参考に し て決 定さ れ る ． 即 ち
，

各薬剤の 通常投与量 を ワ ン シ ョ ッ ト静注 した場合の

血 中濃度曲線 P
－

ph a s e 起始部の濃度 く多く の場 合 ，

これ は最高血 中濃度 の ほぼ10 分の 1 に 相 当す る ト を
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基準 に 設定され る
5り

． しか し
， 本実験で は

．
S 期部分

同調時 に 制癌剤 の感受性が増強 さ れ る か ど う か を検

討す る た め
， 制癌剤の 濃度は コ ロ ニ ー 形成 率が 求 め

ら れ る 2 濃度で 検討し て い る の で 臨床上 の 漉度の 1 ノ

10 0 0
ノ

ー 1 0 倍 に お よ ん で い る ．

ま た ， 著者 は コ ロ ニ ー 数の 算定 に つ い て は
，
工N T

で コ ロ ニ ー

を染色後 位相 差顕微 鏡 に よ り拡 大 し て

a u t o m a ti c p a rti cl e c o u n t e r で コ ロ ニ
ー

数 を計 測 し

た ． 倒立顕微鏡 で算定 した結果 と 比 較 す る と ， 図 5

の よう に
，
相関係数0 ．9 8 7 と非常 に 優 れ た相 関性 くp

く0
．
0 0 い が認 め られ

， 多数 の検体 を短時間 に 処 理 で

き る こ と
，

コ ロ ニ
ー 算定に あた っ て 測 定者 の 主 観が

入 らず同
一

条件 で計測 で き 客観性 が あ る こ と よ り ，

培養細胞株 を用 い た H T C A に お い て は非 常 に 有用

と思わ れ た ．

臨床上 s y n c h r o n i z a ti o n を応用 し た化学療 法 は
，

白血病 に つ い て の報告が 多 い
17 ト 23，

． L a m p k i n ら
1 刀

は

小 児白血病 を 中心 に 検 討 し て い る ． A r a
－ C に よ る

s y n ch r o ni z a ti o n 後S 期 に 特異的 と い わ れ る A r a － C
，

M T X
，

V C R を投与 し
，

い ずれ も単独効果 よ り も 効

果 的 で あ っ た と 報 告 し て い る ． V ol g e r ら
鳩

，

K r e m e r ら
19I
は

，
急性白血病 に お い て A r a

－ C 投与48

時間後で
3
H － T d R 棟識率 く1 a b eli n g i n d e x

，
L Il の 高

値 お よ び D N A 合 成 率 が 上 昇 す る こ と よ り ，

s y n ch r o n i z a ti o n だ け で は 説 明 が で き ず d 部 r e －

c r ui t m e n t の関与を推定 し てい る ． そ して
，
A r a

－ C 投

与後に
， 大量の M T X お よび V C R を 投与し60 ％の

寛 解 率 を あ げ
，

し か も 寛解 群 ， 非寛 解 群 の 間 に

A r a
－ C に よ る LI の 上昇 に 有 意差 を認 め 増殖 期 を 高

め る こ と の 重要性を強調 して い る ． B 也c h n e r ら
2D
憶

，

白血病 症例 に A r a
－ C を4 8 時 間 点 滴 静注 し

，
fl o w

mi c r o fl u o r o m e t r y に て S 期細胞 の 上 昇 を認 め
，

こ れ

を A r a
． C に よ る D N A 合 成 の 遅延 ま た は r e c r u it ．

m e n t に よる も の と判断 し if o sf a m id e を投与 し て効

果 をあげて い る ． 日本で も
，

Y o s hi d a ら
21I

が s y n ch －

r o ni z a ti o n を用 い た 化学療法 で良好 な成績 を あ げて

い る ．

白血病以外の 固形腫喀 に 対 し て も ， 同様 な 試 み が

な され て い る ． K l ei n ら
卸
値

， 実験腫瘍 を用 い た 広範

な基 礎的効 果を臨床面に 応 用 し
，

白血 病 の み な ら ず

悪性 リ ン パ 腫， 肺癌な どの 固形癌 の 治療 に 用 い て い

る ． す なわ ち
．
V C R 投与 に よ り m et a p h a s e a r r e s t

の状 態と し
，

こ れ らが S 期 に 細胞同 調 し た 時 に 大量

の C T X を投与す るも の で
， 同時投 与に 比 べ 効 果の

増強が み ら れ る こ と を報 告 して い る ． 肺癌 に 対 し て

． は
，
S tr a u s

3 21
は

，
C T X の 大量投与 に よ っ て r e c r ui t －

m e n t が起 こ る が ，

3
H － T d R の L I の 上昇は や や遅れ

て 8 日 間 を 要 す る こ と か ら 第 9 日 目 に S ．

p h a s e

s e n siti v e な M T X を連 続投与し た ． そ の 結果 ， 肺癌

28 例 中2 0 例 に 効 果 が み ら れ た と 報 告 し て い る ．

L a n z o tti ら
31

憶 ，
B L M 4 日間持続注入 後 に メ ラ ノ ー

マ 細胞 の
3
H － T d R の L I が 上 昇 し同調さ れ た成績 を

も と に
，
B L M を 4 日 間投与後 5 日間の 強力な併用療

法 くC T X
，

V C R ． M T X
，

5 － F U l を行 い
， 肺癌 に効

果 を 認 め て い る ． し か し な が ら ，

3
日 － T d R に よる

LI や D N A ヒ ス ト グ ラ ム の S 期比 率 を指 標と し た

s y n c h r o ni z a ti o n を 用 い た 化学 療法 で は効 果が 認め

られ て い て も
，

理 論上 期待さ れ る 程 の 効 果 が 得 ら れ

て い な い の が現状 で あ る ．

著者 の 実験 で は
，
1 0，7

M A r a
－ C の 持続接触約28 時

間後 に S 期部分同調 が得 ら れ そ の 時の 制癌 剤感受性

を H T C A に よ り検討 し た結果 ，
1 0．8

M A r a ． C くp く

0 ．01う と 5 x l O－M M M C くp く0
．
0 5う と で 軽 度の 制癌

剤感受 性の 増強が み られ たが 他の 制癌 剤 で は増強が

み ら れ な か っ た ． S B じ3 細胞 に お け る制癌剤感受性

に つ い て は
，

C D D P
，

A C N U は
，
通常濃度で は対照

の50 ％前後 の コ ロ ニ ー 形成率 なの で
，
境 界領域 の 感

受性で は っ き りし な か っ たが
，
高濃度 く10 倍I で は感

受性が 認 め られ た ． 他の 薬剤 で は す べ て 通常 濃度で

感受性が 認め られ た ． こ の こ と か ら元 来薬 剤 に 耐性

で あ っ た た め に S 期部分同調で 制 癌 剤感受 性の 増強

が み られ な か っ た可能性 に つ い て は 否定 さ れ る ． し

か し ， 感受 性 の 増 強 が ほ と ん どの 薬 剤 で み ら れ な

か っ た 理 由の ひ と つ と し て ，
A r a－C に よ る S 期 部分

同調で は S 期 の 細胞 数は増力ロす る も の の
，
個 々 の 細

胞 で D N A 合成が 低下 して い る た め に 制癌剤感受性

が 低 下 し て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る ． 今 後 ，

s y n c h r o n i z a ti o n を検討 す る際 ，

3
H － T d R に よ る LI

や D N A ヒ ス tl グ ラ ム に よ るS 期の 比 率 だ け で なく

個 々 の 細胞 の D N A 合 成能 に つ い て も考慮 す る必要

が あ る と思 わ れ る ．

S 期部分同調時の 制癌剤感受性 に つ い て 検 討した

報告 は ，
ほ と ん ど臨床症 例 や動物 実験 に よ る も の で

あ り ，
C e11 1i n e を 使用 し た in vi tr o の 報 告は 少な

い
． R it c h ら

52I
は ，

S a r c o m a 1 8 0 細 胞 を 5 x IO．5

M

A r a－C に 1 時間接触後 ， 緩時的 に D N A ヒ ス ト グラ

ム の 測定 お よ び A D M く1 x l O．
6

M
．

4 X lr仁
6
M l を 1

時間接触 させ た時 の Cl o n o g e n i c a s s a y を行 っ た ． そ

して A r a
－ C と A D M を 同時 に 併用 し た 暗 に 比 べ る

と ，
A r a

－ C 投与 2 時間後 で は殺細胞効 果が50 0 倍強化

さ れ た と 報告し て い る ． 彼 ら は D N A ヒ ス ト グ ラ ム

で は A r a
－ C 投与後 8 時 間ま で 変化が み られ な か っ た
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の で ，
こ の Cl o n o g e n i c a s s a y の 成績の 理 由 はS 期 へ

の 細胞同調に よ る細胞回 転の ブ ロ ッ ク 以 外 に あ る と

し て い る が
， 著 者 の 実 験成 績 か ら 判 断 す る と

，

A r a
． C 投 与後 2 時間 の 時点で は ， 早 期 S 期細胞 の 増

加がみ ら れ て い る可能性が あ る と 思わ れ る ． 中期 S

期に 同調さ れ る1 1時間後で も殺細胞 効 果の 増 強 が み

られ てい る が
，

2 時間後の そ れ に 比 べ 減弱 して い る ．

すなわ ち
．

S 期部分 同調の う ち早 期S 期細胞 に 同調

した時期 に
， 強 い 制癌剤感受 性の 増 強 が よ り み ら れ

ると考 えら れ る ． 著者の 実験 で は 中期 S 期 で の 同調

時に H T C A を施行 し たが
，
早 期S 期の 同調 に はも っ

と効 果 が あ っ た か も し れ な い ． ま た ， 本 実験 で は

A r a ． C は持続接触と した が
，

この ため に 制癌 剤感受

性試験時に D N A 合成が 低下 した ま ま と な り効 果 が

得ら れ な か っ た 可 能性 が 考 え ら れ る ． す な わ ち
，

A r a
－ C は短時間接触と して

，
S 期部分同調 を得 た 方

が D N A 合成能 が高 くな る 可能性 が考 え られ る ． 今

後，
こ れ ら の 点の 検討 も 必要 と思わ れ る ．

一 方
，

多く の 報 告 で は
1刀 ， 2 0 脾

細 胞 周期 同調 時 に

A r a
－ C は中等量 く10－

5

M I JLL 上 使用 さ れ て い る が
， 著

者は ， 増殖期の 多い 培養細胞株 を用 い た こ と
， 軽度

の細胞増殖の 抑制 しか 認め な い 低濃度 A r a
－ C を使用

した こ と か ら
，

r e C r ui t m e n t の 関与が 少な か っ た こ と

が考 え ら れ
， 細 胞 回 転 を 考 慮 し た 化学 療 法 で は

r e c r u it m e n t の 関与 が無視 でき な い ．

正 常細胞の 世代 時間 は
，

悪 性腫瘍細 胞 の それ よ り

も短く増殖分画は 大き い た め ， S y n C h r o n i z a ti o n も強

く お こ る こ と が 予 想され ，
こ の 点 に つ い て 臨床 的 な

成績か ら
，
吉 川 ら

22，

，
C l a v el ら

53
履 歴癌細胞以 上 に 正

常細胞の 障害が強 か っ た と悲観的な報 告を して い る ．

現状で は
， 悪性腫瘍細胞 の み を選 択的 に S y n C h r o n i －

Z ati o n す る こ と は 不 可 能で あ り ，
S y n C h r o n i z a ti o n

によ っ て 必 ず し も化学療法係数が 上 昇 す る と は い え

ない ． しか しな が ら
，
r e C r u it m e n t お よ び s y n c h r o n i －

Z ati o 11 は細胞回 転の 理 論か ら み た 有効 な投与法 で あ

り
， 現在の 制癌剤の 治 療成績 をみ る限 り

，
ま た

， 今後

C D D P の よ う な新し い 画期的な制癌剤 の 開発が な い

限 り
， 検 討 を 続 け る べ き 治療 法 と 思 わ れ る ． 抗

B rd U 抗体な どを用 い た F C M に よ る細胞 動 態 の 解

析法
，

H T C A な どの 制癌剤感受 性試験 は非常 に 有用

で あり
， 今後 も これ ら を利用 し て

， 化 学療 法の 至 遠

投与法 を確 立 す る必 要性が あ る ．

結 論

肺癌 に お い て 細胞周期同調 を用 い た 化学 療 法 を 導

入する こ と の 是非 を基礎的 に 検討 す る 目 的 で
，

ヒ ト

8 4 9

肺小細胞癌培養株 S B C － 3 細胞 を1 － P － D －

a r a b i n o f u r －

a n o s yl c y t o si n e くA r a －C I で S 期 部分同調 を 行 い
，

種々 の 制癌剤の 感受 性 を調 べ た ． S 期部 分同調 の 条

件 は 抗 b r o m o d e o x y u ri di n e くB r d U l 抗 体 と

p r o pidi u m i o d id e くPIl との 二 重染色法 を用 い て フ

ロ ー サイ ト メ ト リ
ー

に よ り解析 し
， 制癌剤感 受 性 は

h u m a n t u m o r cl o n o g e n i c a s s a y くH T C A l を用 い て

検討し以 下 の 成績 を得た ．

1 － 10r 7

M A r a
－ C で は対照 に 比 べ て軽度の 細胞 増

殖抑制が み られ 10－
5

M A r a－C で は高度 の細胞増殖 抑

制が み られ た ． 1 0一別 A r a
－ C で は両者の 中間で あ っ

た ．

2 ■ A r a
． C の 濃度に 依存 し て D N A 合成 の低下

，

細胞 回転 の 遅延が み られ た ．

3 ■ 1 0－7
M

，
1 0L 6

M A r a － C で は
，
G l 斯 か らS 期 へ

の 移行阻害 はな く ， S 期の D N A 合成の低下に よりS

期が延長 し
．
S 期に 細胞が蓄積する ことに よ っ て

，
1 0 てM

A r a － C で は2 4 時間前後に
，
10－6

M A r a － C で は2 4 ノ
ー 48

時間後 に S 期の 部分 同調が 得 ら れ た ． 1 0．5
M A r a － C

で は
， 当初 一 過性 の G l 期細胞の 増加 を認 めた が

，
24

時間以 後 はS 期延長作用 に よ り72 時間前後 に S 期 の

部分同調が 得 られ た ．

4 ． S 期の 部分同調時 ， 個々 の 細胞の D N A 合成

は ，
A r a

－ C の 濃度依 存性 に 低下 して い た ．

5 ． 1 0－7
M A r a － C で 平均28 時間接続接触 させ た と

こ ろ
，
S 期の 割合 は

， 対 照群 で 平均3 6 ％
，
A r a

－ C 処 理

群で平均59 ％と S 期部分同調が 得 ら れ た ． こ の 時 点

で
，

a d ri a m y ci n
，
b l e o m y c l n

，
C I S pl a ti n

，
m i t o m y c i n

C くM M C l ，
n i m u s t in e

，
4 －h y d r o p e r o x y c y cl o p h o s p

－

h a mi d e
，
A r a

－ C
，

e t O p O Sid e
，

m e th o t r e x a t e
，
5 －fl u o r

．

O u r a Cil
，

V i n c r i sti n e を用 い て H T C A を行 っ た と こ

ろ
，

10一別 A r a
－ C くp く0 ．0 1 I ，

5 x l O－6
M M M C くp

く0 ．0 5I で の み 制癌剤感受 性の 増強が み られ た ．

以 上 の 結 果 か ら
，

ヒ ト 肺 小 細 胞癌 培 養細 胞 株

S B C －3 に お い て A r a
－ C に よ りS 期部分同調が得 ら れ

た が
， 制癌剤感受性 に つ い て は一一 部 の 制 癌剤 で 増 強

が み られ た も の の 軽度 で
， 他の 多く の 制 癌剤 で は増

強が み られ な か っ た ． 効果増強が み ら れ な い 理 由 と

し て
，

A r a － C に よ る D N A 合成の 低f に よ る制癌 剤

感受 性の 低 F や
，

r e C ru it m e n t の 関与 が少な い こ と な

どが 考えら れ た ，
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2 8

，
2 99 ．3 0 0 く1 9 7 4J ．

21J Y o s h id a
，

T ．
，

H a t t o ri
，

K ．
，

N a k a m u r a
，

S ．
，

M it a m u r a
，

E ．
，

K o b a y a s hi
，

S ． O h t a k e
，

S ． 鹿

T a n i m o t o
，
K ． ニ A si m pl e r a pi d a u t o r a di o g r a p h y

f o r
3
H －th y m id i n e l a b eli n g i n d e x a n d it s a p pli c a ti －

O n t O th e r a p y of a d ul t a c u t e l e u k e m i a ． C a n c e r
，

46 ，
2 2 9 8 －2 3 0 7 く19 8 0J ．

22I 吾川 治哉． 今井邦之 ． 大 野竜 三
一
神谷 忠

．
西

脇 洋 一
石 農 順 造

．
上 田龍 三

， 竹 山 英 夫
一

書 山 善久

子
，
横幕省 三

，
緒方完治

，
小 林政 英 ． 山 田

一

正
一
植谷

忠昭二 急性白血 病 に お ける N e o
－ D C M P 療法 ． 臨床血

液，
1 6 ， 3 0 5－31 2 く1 97 5ナ．

23ナ E rn S t
，
P ． 良工K ill m a n n

，
S ． A ． ニ P e rt u rb a ti o n

Of g e n e r a ti o n c y cl e o f h u m a n l e u k e m i c m y el o b l －

a s ts i n v i v o b y m e th o t r e x a t e ． B l o o d
，
3 8

，
6 8 9 － 7 0 5

く19 7り．

瑚 F ri e d
，
J ． 及 M a n d el

，
M ． ニ M ul ti －

u S e r S y S t e m

f o r a n al y si s o f d a t a f r o m fl o w c yt o m et r y ．

C o m p u t ． P r o g r a m s B i o m e d ．
，
10

，
2 1 8 － 2 3 0 く19 7 9J ．

25I G r a t z n e r
，

鋸 M o n o cl o n al a n tib o d y t o

5 ．b r o m o － a n d 5 －i o d o d e o x y u rid i n e 二 A n e w r e a g e n t

f o r d e t e c ti o n o f D N A r e pli c a ti o n
． S ci e n c e

，
2 18

，

4 7 4 －4 7 5 く1 9 8 21 ．

卿 D o lb e a r e
，
F ．

，
G r a t z n e r

，
H ．

， p all a vi ci n i
，

M ．

G ． 鹿 G r a y ，
J ． W

．
こ F l o w c y t o m e t ri c m e a s u r e m e－

nt of t o t al D N A c o n t e n t a n d i n c o r p o r a t e d

b r o m o d e o x y u ri di n e ． P r o c － N a tl ． A c a d ． S ci ．
，
8 0

，

557 3 巧57 7 く19 8 3I ．

2 7I 岸本信康
，

大慰奉 亮 ， 平 木俊 善，
三 宅 賢 一

， 小

沢忍 軋 田村哲生
，

沼 田健之
． 河 原 伸 一 田 村 亮

，

官本宏 吼 西 井研 軋 木 村 郁郎ニ ヒ ト肺 小細胞癌 5 株

の培養樹立 と そ れ ら の 性状 に つ い て ． 肺癌 ，
2 4

， 第25

回日 本肺癌学会総会抄録 ，
6 6 4 く19 瑚 ．

卿 S al m o n
，
S ． E ．

，
H a m b u r g e r

，
A ． W ．

，
S o e h n l e n

，

B
－
，
D u ri e

，
B ． G ． M ．

，
A l b e r t s

，
D ． S ． 及 M o o n

， T ．

E
． こ Q u a n ti t a ti o n o f d iff e r e n ti al s e n siti v it y o f

h u m a n
－t u m O r St e m C ell s t o a n ti c a n c e r d r u g s ． N ．

E n gl ． J ． M e d ．
，
2 9 8

，
1 3 2 1 －1 3 2 7 く1 9 7即．

神 木 村郁 臥 平 木 俊 吉 こ 肺 癌 に お け る c o l o n y

a s s a y の 有用 性 ． 呼吸 ，
4

，
1 4 6 6 －1 4 7 2 く1 98 引．

8 5 1

3 0I K l e i n
，
H ． 0 ． 鹿 Le n n a r t22

，
E ． J ． ニ C h e m o th －

e r a p y af t e r s y n c h r o n i z a ti o n o f t u m o r c ell s ．

S e m i n ． H e m a t o l ．
，
1 l

，
2 0 3 － 22 7 く19 7 4I ．

3 1ナ L a n z o tti
，
V ． J ． ， T h o m a s

，
D ． R ．

，
H ol o y e

，
P

．

Y ．
，
B o yl e

，
l J ． E ．

，
S m it h

，
T ． I ． ． 鹿 S a m u el s

，
M ．

l J ． こ Bl e o m y ci n くN S C －1 2 5 0 6 61 f oll o w e d b y c y cl o
－

ph o s p h a mi d e くN S C －2 6 2 71ナ，
Vi n c ri sti n e くN S C －6 7 5 7 －

4J ， m e th o t r e x a t e くN S C － 7 401
，

a n d 5 ．fl u o r o u r a cil

くN S C －1 9 8 9 3J f o r n o n
－

O a t C ell b r o n c h o g e rli c

C a r Ci n o m a ■ C a n c e r T r e a t ． R e p ．
，
6 0

，
6 1 － 68 く19 7 6ナ．

3 2I S t r a u s
，

M ． J ． こ C o m b i n a ti o n c h e m o th e r a p y

i n a d v a n c e d l u n g c a n c e
r

w ith i n c r e a s e d s u r v i v al －

C a n c e r
，
3 8

，
2 2 3 2 －2 2 4 1 く19 76l ．

3 3ナ B e r g m a n n ． W ． 鹿 F e e n e y ，
R ． J ． ニ T h e

i s ol a ti o n o f a n e w th y m i n e p e n t o sid e f r o m

S p O n g e S ． J ． A m ． C h e m ． S o c ．
，
72 ， 2 8 0 9 －2 8 1 0 く19 5 0J ．

3 4J 太 田和 雄
， 栗 田宗次 ， 西村 穣 ， 小川

一 誠
． 亀

井良孝 ． 今井邦之 ． 有害 寛， 片岡邦之 ノ 村上 稔
，

尾 山 淳， 星野 章， 天 羽 弘行
，
加藤武俊二 悪 性腫瘍

の 化学療法 に お け る多剤併用 M F C 療法 ． 日 本癌 治

療学会誌
，
6

，
2 6 7 －2 7 6 く19 7 1I ．

3 5I C a s t ai g n e
，

S ．
，

D a mi el
，

M ． T ．
，

T ill y ， H ．
，

H e r ai t
，

P ． 鹿 D e g o s
，

L ． こ D o e s t r e a t m e n t w i th

A r a
－ C i n l o w d o s a g e c a u s e di ff e r e n ti a ti o n o f

l e u k e m i c c ell s チ． B l o od ，
6 2

， 8 5 ．8 6 く19 83ン．

3 6I E a rl y ，
A ． P ．

，
P r ei sl e r

，
H ． D ．

， S l o c u m
，

H ．

鹿 R u s ttl m
，
Y ． M ． ニ A pil o t st u d y of hi gh －d o s e l － P

． D －

a r a b in o f u r
－

a n O S yl c yt o si n e f o r a c u t e l e u k e m i a

a n d r ef r a ct o r y l y m p h o m a こ C li n i c al r e s p o n s e a n d

p h a r m a c ol o g y ． C a n c e r R e s ．
，
4 2

，
15 8 7 T1 5 9 4 く1 9 8 21 ．

371 G r a h a m
，
F ． L ． 良 W h it m o r e

，
G ． F ． こ S t u d i e s

i n m o u s e L －

C ell s o n th e i n c o r p o r a ti o n of l － P

－ D － a r a b i n o f u r a n o s yl c yt o si n e i n t o D N A a n d o n

i n h ib iti o n of D N A p ol y m e r a s e b y l －

P
－ D －

a r a b i n
－

Of u r a n o s yl c yt o si n e 5
，

．t ri p h o s p h a t e ． C a n c e r R e s ．
，

3 0
，
2 6 3 6 －2 6 4 4 く19 7 0J ．

3 8I C h a b n e r
，

B ． A ． ニ C y t o si n e a r云b i n o sid e ．
I n

C h a b n e r B ． A ． くed s
．1 ， P h a r m a c ol o gi c P ri n c i pl e s o f

C a n c e r T r e a t m e n t
． p3 8 7 － 4 01

，
W ． B ． S a u n d e r s

C o m p a n y ，
P h il a d el ph i a ，

19 8 2 ．

3 9I K a r o n
，

鹿 S h i r a k a w a
，
ニ E ff e c t of l － P

－ D －

a r a b i n o f u r a n o s yl c yt o si n e o n c ell c y cl e p a s s a g e

ti m e ． J ． N a t ． C a n c e r I n st ．
，
4 5

，
8 6 1 －8 6 7 く19 7 01 ．

4 0I T o b e y ，
R ． A ． こ E ff e c t s of c y t o si n e a r a bi n o

－

Si d e
，

d a u n o m y ci n
，

m ith r a m y c l n
，

a Z a C y tid in e
，

a d ri a m y c l n a n d c a m p t o th e ci n o n m a m m ali a n c e ll



8 5 2

c y cl e t r a v e r s e ． C a n c e r R e s ．
，
3 2

，
2 7 20 －2 7 2 5 く1 9 7 21 ．

4 11 T o b e y ，
R ．

A ． 皮 C ri s s m a n
，

H ． A ． こ U s e o f

n o w mi c r o n u o r o m et r y i n d e t ail e d a n al y s I S O f

eff e c t s of c h e m i c a l a g e n t s o n c ell c y cl e p r o g r e s
－

si o n ． C a n c e r R e s ．
，
32 ， 2 7 2 6 － 2 7 3 2 く1 97 21 ．

4 21 Y a t a g a n a s
，

X ．
，

S t ri fb
，

A ■
，

P e r e z
，

A ■ 鹿

C l a rk s o n ， B ． D ． こ M i c r o fl u o ri m e t ri c e v a l u a ti o n o f

c ell k i11 k i n e ti c s w ith l ． P
－ D －

a r a b i n o f u r a n o s yl c y
－

t o sin e ． C an C e r R e s ．
，
3 4

，
2 7 9 5 ．2 8 0 6 く19 7 4l ．

4 3I 高本 軋 太 田和 雄 こ F ． M ． F ． に よ る細胞回 転

と癌化学療法 ． 癌と 化学療法
，
5

，
7 2 7 －7 36 く19 7即．

瑚 Sil a gi ，
S ． 三 M et a b o li s m of l － P ． D ． a r a b i n o f u r

－

a n o s yl c y t o si n e i n L c ell s ． C a n c e r R e s －
，

2 5 ，

1 4 4 6 － 1 45 3 く19 6 51 ．

4 51 R ai j m a k e r s
，
R ．

，
D e W i tt e

，
T ．

，
Li n s s e n

，
P ．

，

W e s s el 昌
，

J ．
鹿 H a a rL e n

，
C ． こ T h e r el a ti o n o f

e x p o s u r e ti m e a n d d ru g C O n C e n t r a ti o n i n th ei r

ef f e ct o n cl o n i n g e ffi ci e n c y a f t e r i n c u b a ti o n of

h u m an b o n e m a r r o w w i th c yt o si n e a r ab i n o sid e ．

B r ． J ． H a e m a t ol ．
，
6 2 ， 4 4 7 ．4 5 3 く19 8 61 ．

4 6ナ V a n P u tt e n
，
L ． M ． ， K ei 2i e r

，
H ． J ． 鹿 M ul d e r

，

J ． H ． こ P e r s p e c ti v e s i n c a n c e r r e s e a r c h － S y n c h r o
．

ni z a ti o n i n t u m o u r c h e m o th e r a p y ． E u r o p ． J ．

C a n c e r
，
1 2

，
7 9 ， 8 5 く19 7 61 ．

4 7I D e a n
，

P ． N ．
，

D o lb e a r e
，

F ．

，
G r a t z m e r

，
H

り

R i c e
，

G ． C ． 鹿 G r a y ，
J ． W ． ニ C e ll ． c y cl e a n a l y si s

u si n g a m o n o cl o n al a n tib o d y t o B r d U rd － C ell

T i s s u e K i n e t ．
1 7

，
4 2 7 － 43 6 く1 9 841 ．

4即 H a m t 和 一酢 r
，

A ． W ． 及 S a l m o n
，

S ． E パ

P ri m a r y b i o a s s a y of h u m a n t u m o r st e m c ell s ．

S ci e n c e
，
1 9 7

，
4 6 1－46 3 く1 9 7 71 ．

4 9I A l o n s o ，
K ． こ H u m a n tu m o r s t e m c e ll a s s a y

A p r o s p e cti v e cli n i c al t ri a l ． C a n c e r ， 5 4
，
2 4 7 5 －2 47 9

く19 8 4I ．

5 01 V o n II o ff
，
D ． D ．

，
C l a rk

，
G ．

M ．
，
S t o g d ill B ．

J ． S a r o sd y ，
M ． F ．

，
0

，

B ri e n ，
M ． T ．

，
C a s p e r

， J ．

T ．
，

M a t t o x
，

D ． E ．

，
P a g e

，
C ． P ．

，
C ru Z

，
A ． B

．

S a n d b a c k
，
J ．

F
．
こ P r o s p e c ti v e cli ni c al t ri al o f a

h u m a n t u m o r cl o n l n g S y St e m ． C a n c e r R e s ．
，
4 2

，

1 9 2 6 －1 9 31 く1 9 8 31 ．

5 リ マo n こH o ff
，

D ． D ．
，

C a 叩 e r
，
J ．

，
B r a dl y ，

軋
，

S a n d b a ck
，
J ．

，
J o n e s

，
D ． 及 M a k u c h

，
R ， ニ A s s o c

－

i a ti o n b e t w e e n h u m a n t u m o r c ol o n y
－f o r m m g

a s s a y r e s ul t s a n d r e s p o n s e o f
．

a n i n d i vi d u al

p a ti e n t
，

s t u m o r t o c h e m o th e r a p y － A m ． J ． M ed l
，

7 0
，
1 0 2 7 ．1 0 3 2 く19 8 11 ．

5 21 R it c h
，
P ． S ，

，
O c c hi pi n ti

，
S ． J ．

，
C u n n i n gh a m

，

R ． E ． 鹿 S h a c k n e y ，
S ． E ． 二 S c h e d u l e

－ d e p e n d e n t

s y n e r gi s m o f c o m b i n a ti o n s o f h yd r o x y u r e a wi th

a d ri a m y ci n a n d l － P － D －

a r a bi n of u r a n o s yl c y t o si n e

w i th a d ri a m y ci n ． C a n c e r R e s ．
，

4 1
，

3 8 81 ． 38 84

く19 8 い．

5 3I Cl a v el
，

J ．
，

G a r y
， B o b o ， J ．

，
G u e r ri n

，
J ．

，

K l ei n
，

T ．
，

P o m m a t a u
，

E ．
，

B r u l e
，

G ． 皮

C h a u v e r g n e
，
J ． こ E s s a i s d e ch i m i o th 6 r a pi e d e s

c a n c e r s 6 pid e r m o id e s e n p h a s e e v a l u ti v e a v a n c e e

p a r u n p r o t o c o l e b a s 6 s u r l a n o ti o n d e s y n c h r o ni －

s a ti o n c ell u l a i r e ． S e m ．
H 8 p ． p a ri s

，
5 0

，
31 0 7 く19 741 －
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E ff e c t s of P a r ti al S －

p h a s e S y n c h r o n i z a ti o n o n C h e m o s e n siti v it y f o r C ult u r e d C e11

L i n e of H u m a n S m a11 C ell L u n g C a n c e r Y a s u t o N a k a ts u m i
，

D e p a rt m e n t of I n te r n al

M e d i ci n e く耶 ，
S c h o o l o f M e d i ci n e

，
K a n a z a w a U n i v e r si ty ，

K a n a z a w a 9 2 0
－

J ． J u z e n M e d ．

S o c ．
，
9 7

，
8 3 9 －85 3 り9 8 81

K e y w o r d s ニ h u m a n l u n g c a n c e r c ell li n e
，

S y n C h r o n i z a ti o n
，

b i v a ri a te D N A ノB rd U

di st rib u ti o n
，

C h e m o s e n siti v lt y ，
h u m a n t u m o r cl o n o g e ni c a s s a y

A b st r a c t

C u l t u r e d c ell li n e o f h u m a n s m a ll c e11 l u n g c a n c e r
， S B C －3 c ell s

，
W a S i n d u c e d t o

S －

p h a s e b y l －

i3
－

D
－

a r a bi n of u r a n o s y lc y to si n e くA r a － Cl a n d eff e cts of th e c ell sy n c h r o ni z a ti o n

O n C h e m o th e r a p y w e r e i n v e stig a t e d － F l o w c y t o m e t ric a n a ly sis f o r c ell c y cl e w a s c a rrie d o u t

u si n g si m ul t a n e o u s st ai ni n g b y a n ti － b r o m o d e o x y u ridi n e くB r d U l a n tib o d y a n d p r o p idi u m

io did e ． U n d e r c o n ti n u o u s e x p o s u r e of S B C －3 c ells t o th r e e c o n c e n tr ati o n sり0
－ 7

，

1 0r
6

及1 0，
5

M l of A r a － C f r o m 1 2 t o 7 2 h o u rs
，
th e d e g re e o f d e c r e as e i n th e D N A s y nt h e sis

a n d d el a y i n th e p r o g r e s si o n o f th e c e11 c y cl e w e r e o b s e r v e d d e p e n d i n g o n th e

C O n C e n t r a ti o n s o f A r a
－ C i n th e c u l t u r e d m e d i u m ． P r o l o n g a ti o n of S －

p h a s e d u e t o r e d u c e d

Sy n th e si s of D N A i n d u c e d p a r ti al S
－

P h a s e s y n c h r o n i z a ti o n ． Al te r t h e e x p o s u re o f th e c el ls

to l O－
5

M A r a
－ C

，
e a rl y a c c u m u l a ti o n of th e c ell s i n G oJ

I
G L p h a s e w a s o b s e r v ed

， in di c a ti n g

b l o c ki n g of th e c ell p r o g r e ssi o n f r o m G l i n t o S
－

P h a s e ． A n tic a n c e r d r u g se n siti vi ty of th e

C ell s w i th p a rti al S －

p h a s e s y n c h r o n i z a ti o n くs y n c h r o n i z a ti o n g r o u pI w a s c o 皿 P a r e d w ith

th o s e w i th o u t s y n c h r o n i z a ti o n くc o n tr o l g r o u p l u si n g h u m a n t u m o r cl o n o g e n ic a ss a y ． W h e n

th e c ell s w e r e e x p o s e d i n l O
－ 7

M A r a
－ C f o r a b o u t 2 8 h o u r s

，
C ell s i n S －

P h a s e f r a c ti o n w e r e

5 9 ％
，
i n c o n t r a s t t o 3 6 ％ i n th e c o n tr ol g r o u p ． I n th e s y n c h r o n i z e d g r o u p ，

a m ild b u t

Sig n ific a nt e n h a n c e m e n t o f c h e m os e n siti vit y f o r l O
－ 8

M A r a
－ C a n d 5 X 1 0

－ 6

M m it o m y ci n C

W e r e O b s e r v e d
，

a l th o u g h s u c h a b e n efi ci al eff e c t w a s n o t o b s e r v e d w ith th e o th e r a n tic a n c e r

d ru g S ． T h e r e a s o n w h y th e efL e c t of a n ti c a n c e r d r u g s o n t h e s y n c h r o ni z a ti o n c ell s w a s

li m it e d i s p r o b a b l y d u e t o th e r e d u c ti o n o f D N A s y n t h e si s a n d J
I
o r l a c k of r e c r ui t m e n t i n

th e s y n c h r o ni z e d c ells － T h e p r e se n t i n v e stig a ti o n re v e al s a p o ssib l e e n h a n c e m e nt o f

C h e m o s e n si ti v i ty o f a n ti c a n c e r d r u g s f o r t h e p a r ti a l S －

p h a s e s y n c h r o n i z a ti o n i n c u l t u r e d c e ll

li n e o f h u m a n l u n g c a n c e r ． H o w e v e r ， it is n e c e s s a r y f o r f u r th e r i n v e s tig a ti o n t o s e a rc h th e

b ett e r c o n diti o n of c ell sy n c h r o ni z a ti o n
，
b e c a u s e th e efE e c ts o f a n tic a n c e r d r u g s o n S

－

p h a s e

p a r ti al sy n c h r o ni z a ti o n of th e c ell s w e r e li m it e d ．


