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ヒ ト骨肉腫由来 培養細胞 くO S T 株う の 増殖な ら び に

細胞回転 に及 ぼす諸種抗痛剤 の 影響
－ F l o w c y t o m e t r y に よ る解析 一

金 沢大 学医学部整 形外科学講座 く主 任 二 野村 進教授ン

平 井 純

く昭 和6 0 年1 2 月28 日受付I

本実験 に お い て
， 各種抗癌剤 の と 卜骨肉腫由来培養細胞株 の 細胞回 転 に 及 ぼ す影響 に つ い てfl o w

c y t o r n e t r y を使用 して研究 した ． 抗癌剤は 骨肉腰 に 臨床上 よ く使用 さ れ て い る ad ri a m y c i n くA D RI ，
V i n －

c ri sti n e くV C RI ，
及 び m e th o tr e x a t e くM T Xl を も ち い た

．
また

，
オ ー ト グ ラ フ イ

ー

， 細胞像， 細胞数変化

に よ り D N A ヒ ス トグ ラ ム と細胞動態 の 相関 に つ い て も調査 した
．
A D R は濃度依存的に 作用 を した が

，
し

か し
， 低濃度 で は 時間依存的に 作用 した ． V C R は低濃度で は M 期延長，

つ ま り 可逆 的有糸核分裂阻止 作

用 を認め ， 高濃度で は G ， 期の 延長 と S 期で の 殺細胞効果を認 めて お り ， 濃度依存 的に 作用 して い る事が 証

明さ れた
．
M T X は G l 期の 延 長， 及び S 期 か らの 移行阻止 が観察 され

，
そ の 結果

，
S 期で の s y n ch r o n i z a

－

ti o n をき た した ．
二 剤併用 投与 に お い て は

一 剤の み の 作用 機序が優位 に 出現 した ． 以 上 の 結果 に よ り， 化

学療法 に 際 して は， 各薬剤の 細胞 回転 に 及 ぼ す影響 を考慮 して
， 投与ス ケ ジ ュ

ー ル を決定す る べ き と考 え

る
．

E e y w o r d s o st e o s a r c o m a
，
h u m a n t u m o r c ell li n e

，
a n ti c a n c e r a g e n t

，
C ell

C y Cle
，
fl o w c y t o m e t r y

悪 性腫 瘍に 対す る 化学療法は抗癌剤多剤併用 投与の

有効性が
，
L i ら

1 l
，

に よ り指摘さ れ て 以来，
に わ か に 注

目さ れ る よう に な っ た ． しか しな が ら その 多く は ， 臨

床上 有効性が認 め られ た複数の 抗癌剤 を経験的に
，

あ

る い は個々 の 生化学的作用 機序 を背景 と し て 組合せ て

用 い られ て い る 現状 に あ る ．

一 方 ，近年 B r u c e ら
2I

， S i n cl a i r
3I

， 及 び W h e el e r ら
4I

，

に よ っ て抗癌剤の細胞回 転に 及 ぼ す 影響が論 じ られ る

よ う に な り
，

こ の 方面か ら
，

よ り効率的な併用 投与法

が再検討さ れ るよ う に な っ て き た ． しか し
， 従来 の 細

胞回転の 解析 は
，

アイ ソ ト ー プ標識細胞の 経時的変化

を利用 した
，

い わ ゆる オ
ー

トラ ジ オ グ ラ フ イ
一 法， あ

るい は細胞回転 に お け る各期の 細胞重 量 の 差を利 用 し

た細胞沈降分離装置に よ るも の で あ り
， 手技的に き わ

めて 煩雑で ， し か も長時間を要 し， ま た精度の 上 で も

難点が あ る と み られ て い た ． 近年， 細胞 回転期の 各期

に お け る細胞 内 D N A 量 の 差 異 を利用 し
，

f e ul g e n 核

染色 した の ち の D N A 螢光量 測定に よ っ て， 各期に お

け る細胞数 を算定 する 顕微分 光測定法が 考案 され た
．

そ の 後，
V a n － D ill a ら

5一に よ っ て
，

コ ン ピ ュ
ー

タ
ー 解析

を可 能 に した n o w c y t o m e t e r くD N A 瞬間自動測定装

置ナ が 開発 さ れ る に 至 り ， 細胞回 転に お け る各期の 細

胞量 の 把握が 正確 か つ 短時間 に 可能 と な っ た ．
こ れは，

K ri sh a n ら
61

，
つ づ い て高本 ら

7I
に よ っ て， 抗癌剤の細

胞回転 に 及 ぼす 影響の 解析 に 利用 され
，

その 有効性が

立 証さ れ た
．

今回
， 著 者は骨肉腫 O S T 株 を用 い て， 臨床上 ， 骨肉

腰 治療に よ く反 応す る と して 使用 さ れ て い る
，

a d r i a
－

A b b r e vi a ti o n s ニ A D R ， a d ri a m y cin i F C M
，
fl o w c y t o m e t r y i G

。 ，
G a p 。 i G l ，

G a p l i G 2 ，
G a p 2 i

私 T d R
，
私 th y m id in e d e o x y rib o s e 三 LI

，
1 ab eli n g i n d e x ニ M

，
m it o tic p h a s e 三 M I

，
m it o ti c i n d e x 芸

M T X
，

m et h o t r e x a t e ニ O S T st r ai n
，
O s t e o g e ni c S a r c o m a T a k a s e s t r ain ニ P B S

， p h o s p h at e

よ
軋
－
一

－
暮

メ
一

7
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m y ci n
， V i n c ri sti n e ， m e th o t r e x a t e の 3 剤 をそ れ ぞれ

単独投与も し く は2 剤併用 した場合 の 細胞回 転の 様相 対象 お よ び方法

に つ き fl o w c y t o m et r y を中心 に 観察 する と と も に
， I ． 腫 癌細胞

オ
ー

ト ラ ジオ グ ラ フ イ
ー

l 細胞所見 及 び 生細胞数の 昭和39 年 以 来
， 当教室で 継代維持され てい る ヒ ト骨

測定な どの 解析 を行 っ て， 骨肉腫 へ の 投与法の 基 礎的 肉腰 由来培養細胞株 くO S T 孝和 を使用 し た く写真 1 コ．

検討 を行 っ た
． I王 ． 抗癌剤の 種 類と用 量

48 h r af t e r s u b c u lt u r e

9 6 h r af te r s u b c ul t u r e

P h o t o ． 1 M i c r o s c o pi c al fi n d i n g s o f c ul t u r ed O S T c ell li n e くH e m a t o x yli n
－ E o si n s t ai n i X 1 5 01

b uff e r s ali n e 三 R P M I 1 6 40
，
R o s w ell P a r k M e m o ri al I n stit u t e M e di a －1 64 0 ニ S

，
D N A s y n t h eti c

P h a s e i V C R
，

Vi n c ri sti n e ．



1 1 8 6 平

1 ． 種 類

ad ri a m y ci n くA d ri a ci n
，

協 和 醸 酵，
A D RI ，

V i n －

c ri s ti n e くO n c o v i
，

塩 野 義，
V C RI ，

m e th o t r e x a t e

くM e th o tr e x a t e
， 日本 レ ダリ ー

，
M T X J を そ れ ぞれ 使

用 した
．

2 ． 用 量

各薬剤 は
， 生理 食塩水 に 溶解 し

，
それ ぞ れ 1

，
0 0 0 声gノ

m l
，
1 0 0 p gl m l

，
1 0 JL gI m l

，
1 FL gl m l

，
0 ．
1 FL gl m l 及び 0 ．

0 1 ノ上gノm l 濃度液 を調製 し
，

こ れ らの
一

定量 を 培養液

20 m l に 添加し
， 薬剤の 作用濃度 が 50 ノ椙ノm l

，
5 ノノgノ

m l
，
0 ．5 JL gl m l

，
0 ，0 5 JL gl m l

，
0 ．0 0 5 J L gノm l

， 及び 0 －0 0 0 5

声gノm l と なる よう に 薬剤含有培養液 を調製 した ． 本実

験 で は細 胞増殖の 抑制 を認 め た 最小 有効 濃度 を低濃

度，
その 10 剖量 を中濃度，

10 0 剖量を高濃度 と して表

現したく表う． また
，

2 剤併用は各低濃度を組 み合せ て 同

時に 作用 さ せ観察 した
．

HI ． R l 標識物質

th y m id i m e 仁6 －
3 H コく3 H － T d R

，
5 ．O FL C iノm o l e l を使

用 した ．

工V ． 細胞培養

1 ． 培 地

市販の合成培地 R P M 王164 0 くニ ッ ス イ製粉1 に コ ウ

シ 血清く56
0

C
，

30 分間非動化う を20 ％濃度 に 加 えた培

養液 くp H 7 ．0 旬 7 ． 4つ を使用 した
．

2 ． 細胞浮遊液

37
0

C 下で 96 時間培養 した細 胞集 団を C a

廿
． M g

廿

を除 い た D u lb e c c o リ ン 酸緩衡塩類溶液くP B Sうに て 洗

浄後， トリ プ シ ン処理 を行 い
，

8 00 r p m 5 分 間遠心 し

た
． 沈澄 を直 ち に 15 句 2 0 X lO 4 個ノm l の細 胞濃度 と な

る よ う に
，
前記の培養液中に 再浮遊 した ．

3 ． 培 養

fl o w c yt o m e t r y くF C M J に は 75 c m
2 ディ ス ポ ー ザ ブ

ル 培養瓶くC o r 血 1 gl に細胞浮遊液2 0 m l を
，

オ
ー

ト ラ

ジ オ グラ フ イ
ー な らび に 細胞形態 観察 に は 7 c m

2
ス

ラ イ ド ガラ ス 付き デ ィ ス ポ
ー

ザ ブ ル 培養瓶 くF al c o nう

T a bl e

に 3 m l を そ れ ぞれ 分 注 し， 密栓後 37
0

C 下 に て 培養し

た ．

V ． 観察方法

1 ． F C M に よ る D N A ヒ ス ト グ ラ ム の 作成

薬剤の 添加 また は 無添加培地中で所定時間培養した

細胞は 前記 の よう に 処理 し て 細胞浮遊液と し， 遠心 後，

細胞 を25 ％メ タ ノ ー ル 1 r 11 1 に て 固定 し た
．

次 い で

0 ． 0 0 5 ％p r o pi di u m i o d id e
．0 ． 1 ％ s o di u m ci tr a t e 溶液

4 m l を注入 し
，
冷暗所で 20 分間放置 し細胞核 を染色

し た 後，
fl o w c y t o m e t e r tI n s t r u m e n t s c y t o g r a f

s y s t e m 5 0 月I を使用 し， 細胞数約 15 X l O
4

偶 に つ い て

D N A ヒ ス ト グラ ム を求 めた
．

2 ． オ
ー トラ ジオ グ ラ フ イ

ー

3
H － T d R を 0 ． 5 jL C il m l の 濃度 に な る様 に 添加 し

，

c u m ul a ti v e l a b eli n g 法に よ り g e n e r a ti o n ti m e を算

出 し た ．
ま た 30 分 感 作 の p u l s l a b eli n g 法 に よ り

1 a b eli n g i n d e x くLIl を求め た ．

3 ． 細胞 の 形態観察

所定の 条件下で 培養 し た細胞 は P B S 溶液 に て洗 浄

後 96 ％ エ タ ノ
ー ル 固定 し，

ヘ マ ト キ シ リ ン 山エ オ ジン

染色 を施行 した ． 染色標本 に つ い て は細胞 3 ． 0 0 0 個を

検鏡 し，
m it o ti c i n d e x くM Il を求 める と共 に 形態学的

変化 に つ い て 観察 した ．

4 ． 生細胞数の 算定

生細胞 は t r y p a n b l u e e x cl u si o n t e st に よ り算定し

た ． すな わ ち， 培養細胞 は遠心， 洗浄後，
0 ． 1 ％tr y p a n

b l u e 液 に 浮遊 せ し め
， 生 細胞数と死 細胞の 比 率を測定

した
．

一

方 ， 自動血 球ア ナ ライ ザ
ー くコ

ー ル タ ー ．
エ

レ ク トロ ニ ー

クス1 に よ っ て総細胞 数を求 め
，

こ れ に

対す る比率 に よ っ て 生細胞数 を算出 した ．

5 ． 観察 時期

O S T 株 の g e n a r a ti o n ti m e が 4 1 時間で あ る こ と を

考慮 し，薬 剤と接触せ しめ て か ら 24 時間後
，
及 び 48 時

間後 に
，

ま た
， 薬剤除去 し てか ら 48 時間後 に

， 各測定

を行 っ た ．

G r o u p A n ti c a n c e r a g e n t
L o w D o s e M id dl e D o s e H i g h D o s e

p gl m l p gノm l p gJ m l

A n tib i o ti c A D R O ． 0 5 0 ． 5 0 5 ．0 0

V i n c a al k al oid V C R O ． 0 0 5 0 ． 0 5 0 ． 5 0

A n ti m e t a b olite M T X O ． 0 5 0 ． 5 0 5 ． 0 0
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成 績

工 ． 培養 ヒ ト骨肉 細胞の 増殖と細胞 回転

1 ． D N A ヒ ス トグ ラ ム

継代 直後 の 骨 肉腫細 胞群 の D N A ヒ ス ト グ ラ ム は

G l 期細 胞群 くG ．期う に 大き な ピ ー ク をも つ 単峰性の パ

タ ー ン を示 し たが
，

2 4 時間後で は S 期細胞群 くS 期ン，

G 2
＋ M 期細胞群くG 2 ＋ M 期l の 増加が 認め られ

， G 2 ＋

M 期に か け ての ス ロ
ー プが 出現し

，
4 8 時間後 ，

及 び 72

時間後で は さ ら に S 期， 及び G 2 ＋ M 期が 増加す る と

共 に G l 期 に 大き な ピ
ー

ク を有す る 2 峰性の パ タ
ー ン

に な っ た ．
7 2 時間後 は再度， S 期

，
及 び G 2 十 M 期の 減

少傾向が み られ
，
1 2 0 時間後で は 完全に 継代直後 の パ

タ
ー ン に

一 致す る像 を呈 した
． 細胞回 転と D N A ヒ ス

ト グラ ム の 関係 を図1
，

2 に 示した
．

2 ． オ
ー

ト ラ ジオ グ ラ フ イ
ー

O S T 細胞の 継代培 養48 時間後か ら 96 時間迄 に お

け る g e n e r a ti o n ti m e を解 析 し た と こ ろ 41 時 間 で

あ っ た ． ま た ， 24 時 間毎の p ul s e l a b eli n g に て LI を

算出す る と培養24 時間後に 最高値 を示 したが
， ，

以後

軽度 に 低下 し
，

48 時 間後か ら 96 時間後 に か け て
一 定

値 を示 し， さ らに 長時間経過 する と 漸次減少傾向を示

した く図 2 う．

3 ． M 工 と細胞所見

M 工 は培養48 時 間後 か ら 96 時間後 まで ほぼ
一 定 し

た高値 を示 し
，

以後漸次減少 したく図 2 I ． ま た ， 培養

24 時間後の組織像で は紡錘形細胞が 大部分 を占め
， 巨

細胞が 散見さ れ た
．
9 6 時間後頃か ら集落形成 を認 める

よ う に な り ， 巨細胞 の 増加 と とも に p y kn o si s が 出現

研
一

芯
U

－

O

L

む

q

E
コ

童

し －

v
J し

． ．1 r ．
J

トb
．

l
一 別扇di ng Dividin g

C o m 匹 rl m e n t C o m p a rt m e n t

1 1 8 7

し増加の 傾 向を呈 した く写真 い ．

4 ． 生細胞数

培養 24 時間後の 生細胞 は培養直後の それ と 大差が

な い が ， 4 8 時間後か ら指数函数的に 生細胞の 増加 が認

め ら れ ，
9 6 時 間後 に は細 胞増殖 は平衡状態 と な っ た

く図31 ．

II ． 培養 ヒ ト骨肉腫細胞の 細胞回転に 及 ぼす抗癌剤

の 影響

1 ． 単剤の 影響

い A D R

り D N A ヒ ス トグ ラム

低濃度で は経時的な G l 期の減少と G 2 ＋M 期 の 蓄積

を認 め
， 薬剤投与 48 時間後 に お ける 対照と の比 較で

は
，

G l 期と G 2 十M 期の ピ ー クが 逆転 した パ タ
ー ン を

示 した ． 培地 か ら薬剤を除去 して 48 時間後 に お い て も

G 2 ＋M 期の 増加が観察 さ れ た ． 申渡度 で は経 時的 に

G l 期の 減少 と S 期の 増加が認 め ら れ， 薬剤 投与48 時

間後 で は S 期 に ピ ー ク を 有す る 単峰性 の パ タ ー ン を

示 した ． しか し， 薬剤を 除去 して 48 時間後 に は G 2 ＋ M

期 の みの ピ ー ク を有す る単峰性の パ タ
ー ン を呈 した ．

高波度で は 24 時間後， 及 び 48 時間後共 に対 照と ほ ぼ

同様の パ タ
ー ン を示 した ． しか し， 薬剤除去 して 48 時

間後で は 生細胞 は存在せ ず，
ヒ ス トグラ ム作 製は不能

であ っ た く図4 う．

iり Ll

低濃度で は 24 時間後 に は 18 ． 5 ％と対照 に比 較 し て

減少 し
，

4 8 時間後に は さ ら に 減少 し て 12 ．3 ％ で あ っ

た ． 中濃度で は 24 時間後 に 68 ．5 ％と高値 を示 し
，
4 8 時

間後 に 32 ．3 ％と約半数 に 減少 したが
，
対照 に比較 し て

GELL CYCLE

Fi g ．
1

－ C o r r el a ti o n b e t w e e n D N A h i st g r a m a n d c ell c y cl e p h a s e s ． 2 C ．di pl oid i 4 C
，
t e tr a

－

pl oid ．
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なお 高値 であっ た ． 高濃度で は 24 時 間後，
4 8 時間後共

に 0 ％で あ っ た く図 り ．

iiり M 工と細胞所見

A D R の低濃度作用下で の 24 時 間後 の M 工 は 0 ． 3 ％

と低値 を示 し
，

4 8 時間後で は 0 ％と な っ た ． 中濃嵐

及 び高漉薬 での 24 時間後，
4 8 時間後の M I は共 に 0 ％

で あっ た ． また， 経 時的， 濃度依存的に 細胞 の 萎縮傾

向と p y kn o si s の増加が 認め られ たく図4
， 写真2 AI ．

i マう 生細胞数

A D R の低濃度 の 24 時間後の 算定 で は
， 対照 に 比較

し て 生細胞数は 減少 して い た が
， 以後減少傾向は な く

，

薬剤 を除去 し て 48 時間後 で は む し ろ増加の 傾向が 認

め られ た ． 中濃度の 24 時間後の 生細胞 は低濃度と ほ ぼ

同様 の 経過 で あ っ た が ， 4 8 時間後 に お い て も な お減少

して お り， 薬 剤除 去 して 48 時間後 で も増加傾 向 はな

か っ た
． 高濃度で は前 2 者に 比 し， さ らに 生細胞数の

減少が 著 しく
， 薬剤除去 して 48 時間後で も生細 胞は

ま っ た く認め られ なか っ た く囲5 う．

2 う V C R

り D N A ヒ ス トグ ラ ム

低濃度作用 下で は G 2 ＋M 期 の経時 的な蓄積傾 向を

呈 し
，

G l 期 と G 2 ＋ M 期 に ピ ー

ク を有 す る 2 峰性 の パ

い 2 7 ． O

M 1 1 ． 0

し1 2 6 ． 3

M 1 1 － 5

Fi g ． 2 ． P r o fil e s of D N A h i st o g r a m p a t t e r n s a n d c h a n g e s i n l a b eli n g i n d e x くLIl a n d m it o ti c

l i n d e F－くM IJ o f h u m a n o st e o s a r c o m a c ell li n e O S T i n c u lt u r e ．

t
t
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タ
ー ン を示 した ． 薬剤除去48 時間後で は対照 と同様 の

パ タ ー ン に 復 した
． 中濃度， 及 び高濃度の 24 時間後 で

は G ．期， 及 び S 期に ピ ー ク を有す る 2 峰性 の パ タ
ー ン

を示 し， S 期の ピ ー

クが G l 期の ピ
ー

ク よ り高 く出現し

た
．
4 8 時間後 も 2 峰性の パ タ ー ン を示 した が ， S 期と

G l 期の ピ ー

ク の高 さ は同等で あ っ た ． 薬 剤除去 48 時

間後 で は S 期 の 上 昇 を 認 め る が 対 照 と 類似 し た パ

タ
ー ン と な っ た く図6 う

．

iり LI

V C R を各漉度で作用 せ しめた 場合 ，
24 時間後の L王

は対照 と ほ ぼ同様 で あ り， 48 時間後で 軽度 に 低値を示

した に 過 ぎなか っ た く図 6う．

iiり M 工 と細胞所見

低濃度作用 下，
24 時間後の M l は対照の 約2 倍

，
4 8

時間後 で 約 3 倍 と高値 を示 した ． 中濃 度， 及 び高濃度

作用 下で は 2 4 時間後 で約 50 ％が 分裂 期を 思わ せ る細

胞群で あり ． 4 8 時間後 で は多数の p y kn o si s が 出現し

た く図6 ， 写 真 2 即 ．

A D R

L o w d o s e

く0 ． 0 5 月 g ノm り

M id d l e d o s e
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く5 ． 0 声 g ノ m り
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0
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i再 生細胞数

倍 濃度下 で は軽度 に 増殖抑制が 認め ら れ たが
，

薬剤

除去後に は生細胞数の 急増 を呈 した ． 中濃度， 及 び高

濃度下で は 24 時間後， 48 時 間後 と経 時的 に 細胞数の

減少 を示 したが ， 薬剤の 除去後 は む し ろ増加 の傾 向が

あっ た く図7 う．

3 つ M T X

i I D N A ヒ ス トグ ラ ム

M T X の 低濃度， 中濃度， 及 び 高濃度下 い ずれ の ヒ ス

トグラ ム に お い て も
，
2 4 時間後 に G 2 ＋ M 期 の著 明な

減少と S 期の 低下が み ら れ ， G ．期， 及 び G l
－ － S 移行期

か らな る単峰性 に 近い パ タ ー ン を示 した
．
4 8 時間後に

な る と僅か に S 期の増加が 認 め ら れ
，

薬剤除去 48 時

間後で は対照と 同程度 に 回復す る傾向が み られ た く図

8 1 ．

ii l L l

所 定の M T X 濃度の い か ん に か か わ ら ず， L工は 24

時間後 で 対照の約 1 ．5 倍
，
4 8 時間後 で約 3 倍の 高値 を

G r o u p I

C o n t r o l

L o w d o s 8
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M T X i n v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s ．

示 した く図8 う．

iiり M 工 と細胞所見

作用 濃度 の い か ん に か か ら ず M 工 は経 時的 に 減少

し， 均 一 化 した細胞集 団とな り， 細胞像 で も と く に 変

化 はな か っ た く図8
， 写真 2 Cう．

i vう 生細胞数

各濃度， 共に 同様 の 経過 をと り
，
2 4 時間後 で は軽度

減少 した が 48 時間後 で は減少 を認 めず， 薬剤除去後は

急増 した く図9 う．

2 ． 2 剤併用 の 影響

1 I A D R と V C R の 併用

i う D N A ヒ ス トグ ラム

A D R と V C R の 共存下 24 時間後の ヒ ス トグ ラ ム で

は G l 期 の 減少
，

G 2 ＋ M 期 の 増加 に よ っ て 同位 の ピ ー

ク を有す る 2 峰性 と な り
，

4 8 時間後で は G 2 ＋M 期の

著 しい 蓄積 を示 す単峰性の パ タ
ー

ン と な っ た ． 薬剤除

去後 48 時間後 に な る と G
l 期， G 2 ＋ M 期の 蓄積 が みら

れ ，
2 峰性 の パ タ

ー

ン とな っ た く図 101 ．
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iiう Ll

作用 下 24 時間後 の L工 は対照と ほぼ 同率で あ り
，

4 8

時間後 で は 対照 に 比 較 して や や 減少の 傾向 を示 し た

く図101
．

iii l M I と細胞所見

V C R の 中濃度， 及 び高濃度作用 下で 認め られ た 分裂

期 を思わ せ る細胞が 少数出現 した た め
，

M 工は 測定不

能 で あ っ た ． ま た
，

萎 縮 し た 細 胞 が 多 数 出 現 し
，

p y k u n o si s は増加傾 向が 認め られ た ．

i vコ 生 細胞 数

経時的 に 減少傾 向に あ る こ と を観察 したが 薬剤 を除

去 して 48 時間後で は変化は な か っ た く図1 1う．

2 1 A D R と M T X の 併用

り D N A ヒ ス ト グラ ム

A D R と M T X を同時 に 作用 せ しめ た場合， 作用下

24 時間後， 4 8 時間後， 共 に G 2 十 M 期 の 著 しい 低下 を
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伴 っ た単峰性の パ タ ー ンが 示 さ れ た ． しか し， 薬剤除

去 し て 48 時間後 に な る と S 期 と 共 に G 2 ＋M 期 の 増

加が み られ ，
2 峰性の パ タ ー ン と な っ た く図 101 ．

iり L工

経時的に u は高値 を示 し，
M T X を単独 に作 用せ し

めた 場合と同 一 の経過を呈 した く図 10つ．

iiり M l と細胞所見

M I は漸次減少 し，
4 8 時 間後 に は 0 ％と な り M T X

単独作用 と 同様の 細胞像が み られ た ．

iマ1 生細胞数

経時的 に 減少傾 向に ある こ と が観察 され た が薬剤除

去 して 48 時間後で はむ しろ増加傾 向が 認 め られ たく図

111 ．

3 1 M T X と V C R の 併用

り D N A ヒ ス トグ ラ ム

M T X と V C R を同時に 作用 せ しめ た 場合，
2 4 時 間

後 の D N A ヒ ス トグ ラ ム で は S 期 の 増加 に 伴 う 特徴

的 な 2 峰性 の パ タ
ー ン が み られ

，
48 時間後 に お い て も

ほ ぼ同様 の パ タ
ー ン が 示 さ れた ． 薬剤を除去 して 48 時

間後 に な る と G l 期 の 蓄積と G 2 ＋M 期の 出現 を認 め，

対照 に 類似 した パ タ
ー ン と な っ た く図 10う．

iiう L工

作用 24 時間後 ， 及 び 48 時間後 の L工は 対照 に 比較

して軽度に 高値 を示 した く図10う．

iiil M I と細胞所見

作用 24 時間後 に V C R を 中濃 度あ る い は 高濃度 に

せ しめた 場合 に 観察され た 分裂期様の 細胞 が多数出現

し
，
4 8 時間後 に は こ れ らの 細胞 と とも に p yk n o si s が

多数 出現 した ． しか し
，

M I は測定不能 で あ っ た ．

i vン 生細胞数

緩時的に 減少傾向が認 めら れ
，

2 剤併用 中， 最大の

増殖抑制効 果を示 した
．

しか し
，
薬剤除去 して 4 8 時間

後 に は増加， ま た は減 少傾 向は み ら れ な か っ た く図

1 1I ．

考 察

工 ． O S T 棟の 増殖と 細胞回転

D N A ヒ ス トグ ラ ム に 見られ る S 期
，
G 2

＋ M 期の 細

胞 数の推移は L工
，

M 工の 推移 と 同 一 傾 向に あ っ た ．
ま

た
，一経時的変化 では 培養 48 時間後 か ら 96 時間ま で の

間で は指数函数 的増殖 を示 し
，

D N A ヒ ス ト グラ ム で

も S 期， 及び G 2 ＋ M 期の 細胞数 は ほ ぼ
一 定 して い た ．

こ の こ と は O S T 株の G 。期細胞集団 は最少 で あ り ，
S

期
，
G 2 期，

及 び M 期の 細胞集団が 最大と な り
， 細胞 回

転が順調 に 進行 して い る時期 と思わ れ る ． 従 っ て抗癌

剤の細胞回転に 及ぼ す影響 を検討す る上 で 好適の条件

と み な され た
．

I工 ． 諸種抗 癌剤の O S T 株 の 細胞 回転 に 及 ぼ す影響

1 ． A D R

一 般 に 抗癌 性 抗 生 物 質 は D N A 合 成 の み な ら ず

R N A 合成 をも 阻害 す る た め
， 細胞回 転の 立 場 か ら み

て c y cl e ph a s e n o n
－

S p e Cifi c な薬剤 と して 考え られ て

き た
．

しか し
，
K i m ら

8I
， 及び K ri s h a n ら

61 は S 期細胞

が A D R に 強 い 感 受 性 を 有 す る こ と を 報 告 し
，

D r e w i n k o ら
91
は S

一 寸 G 2 移行 期に 強 い 感受 性 を示 す こ

と を
，

また B a r r a n c o ら
1 01 は M 期，

及び e a rly S 期が

も っ と も強 い 感受 性 を示 す こ と を報告し て い る ．
これ

ら各研究者 の 報告 に は多少 の 相異は あ るが
， 最近で は

A D R は c y cl e ph a s e s p e cifi c な薬剤と し て の 特 徴を

も有す る も の と考 え られ て き て い る ．

今 回え ら れ た著者 の 実験成績 で は
，

A D R の 低作用

濃度 の D N A ヒ ス トグ ラ ム は 軽時的 に G 2 ＋ M 期 の 集

積 を示 して い る が ， L工， 及 び M 工 で は経時的に 減少傾向

が み ら れ て い る
．

こ れ は G 2 十 M 期の 集積 に よ る 相対

的 な減少 とみ な さ れ
，
G 一期， S 期で の 細胞回転上 の 通過

障害 はな く， G
2
期に 至 っ て細胞回転が 停止 して 殺細胞

効 果が あ らわ れ た もの と考 え られ た ． A D R の 中濃度

の D N A ヒ ス トグ ラ ム で も ， 経時的に S 期の 集積， L I

の高値が み られ た が
， M I

， 生細胞数が 減少 した こ とか

ら S 期 で細胞回転の 進行が 停止 し
，
殺細胞効果 を示 し

た も の と み な され た ． A D R の 高 濃度の D N A ヒ ス l
l

グラ ム は対照 の それ と ほ ぼ同様で あ る が
，
L工

， 及 び M I

が 共に 0 ％で あ っ た と こ ろ か ら
，
K ri s h a n

6I
， 高本 ら

71
の

報告の ご と く完全な 細胞 回転 の 停止 が観察 され た ． さ

らに
， 薬剤除去後 に も 生細胞 の 存在が認 め られ な か っ

た こ と か ら
， 高濃度 で は細胞 回転上 の 各期 に 関係な く

殺細胞効果 を 示 し たも の と 考え られ た ． 以 上 を総括す

る と
，

生細胞 の 測定値か ら み て も A D R は濃 度依存性

を有す る事 は明ら か で ある が ， 低濃度， 及 び 中濃度で

は G l 期の 延 長な どは認 め られ ず
， 細胞 回転か らみ た場

合 は時間依存性 を有す る
一 面 もあ る と み な され た

．

2 ． V C R

本剤 の 作用 機序 に つ い て
，

C r e a s e y ら
川

は 2 つ の 異

な る作用 点 を指摘 して い る ． その 1 は ， 可 逆的 な分裂

阻止 作用 を示 す こ と で あ り， そ の 2 は
，

D N A 依存性

R N A ポ リ メ ラ ー ゼ 系に 関与 し
，
R N A 合成 を抑制す る

作用 で あ る ． また
，
細胞回 転 に お い て ， どの 期が V C R

に 感受性 を有 す る か に つ い て
，
M a d o c －J o n e s ら

1 21
は S

期が も っ と も 強 い 感受 性 を有 す る こ と を報 告 してt l

る
． 著者の 実験で は

，
V C R は低濃度 の D N A ヒ ス ト グ

ラム は ， 2 4 時間後で も 48 時 間後 で も ，
G 2 ＋ M 期の 蓄

積が 認め られ
， 後者で は

， 前者よ り大 で あ っ た が ， 必

ずし も G 2 ＋ M 期の 経時的な 増加 と は い え な い よ う で

あ る ． 細胞所見で は mi t o si s は増加が 著明 で
，
D N A ヒ
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ス ト グ ラム で の G 2 十M 期の 蓄積 の主 成分は ，
M 期細

胞集団で あ る こ とが 示 唆され た
．
生細胞敷か ら み ても

増加傾向が あ り
，

と く に 薬剤除去後 に 著 しい 増加が 認

め られ た こ と か ら，
M 期に よ る延長 か ら M 期の 細胞

集積と 考 えら れ
， J o h n s o n ら

1 31 に よ っ て報告 され た よ

う に
， 可逆的な 分裂阻止 を き たす 可能性が 示 唆さ れ た

．

V C R の 中濃度， 及び 高濃度の D N A ヒ ス ト グラ ム を み

ずと G り期，S 期に ピ ー ク を有す る 2 峰性の パ タ
ー ン が

示 され
，
24 時間後の S 期に 比 較 して，48 時間後の S 期

が減少 して い る こ と は
，
細胞所見

，
す な わ ち 24 時間後

に 出現 した 分裂期様 の 細胞 が， 4 8 時間後 に p y k n o si s

と な り ， 死 滅 した結果で あ る と考 えら れ た ． そ して，

L I が 対照 と 比 較 し て軽度 に 低値 を示 し て い る こ と か

ら
，
1 a t e S 期細胞回 転が停止 した も の と推測さ れ た

．

ま た ，
2 4 時間後， 4 8 時間後 に G l 期蓄積を き た し ， 薬

剤除去48 時間後 で は
， 対照と類似 し た パ タ ー ン と な

り
，
生細胞 が増加 した こ とか ら

，
G ． 期の 細胞群は生存

し続 け る も の と み ら れ た ．
こ れ は， S k i p p e r ら

141 が

M T X に つ い て観 察 し た よ う に R N A
， 及 び D N A 合

成阻害 を示 す 薬剤で は
，

R N A 合成が 行 な わ れ る G
り

期
，

G 2 期 で細胞回 転の 遅延
，
停止

，
及 び G o 期 へ の移行

に よ っ て
， 殺細胞作用 か ら の が れ る場合 が ある と した

t
t

p h a s e s p e cifi c wi th s elf li m it a ti o n
，
，

の 概念 に 一 致 す

る と思わ れ た ． 総括 す ると
，
V C R の 低濃度 で は可逆 的

な分裂阻止 が 観察 され ， 中濃度
，
及び 高濃度 で は G l，期

延長 と S 期 に お け る殺細胞作用 が 観察さ れ ，
A D R 低

濃度 に お い て 認め ら れ たよ う な細胞回 転上 の 時間依存

性は認 め られ な か っ た ．

3 ． M T X

S k i p p e r ら 川 に よれ ば
，

一

般に 代 謝抗抗剤 は
tt

c y cl e

p h a s e s p e cifi c
，，

な 薬剤で ある が
，

D N A 合成阻害の 他

に
，
R N A ， 蛋 白合成阻害 へ の 関与が ある こ と か ら ，

くt

S－

p h a s e s p e cifi c w ith s elf li m i t a ti o n
，
，

の 薬剤 で ある と

み ら れ て お り
，

W h e el e r ら
41 は G ．

一 S 移 行 期 の

p a r ti al s y n ch r o ni z a ti o n を観察 して い る ．

著 者の 実験で は
，
M T X の 作用 漉度 と関係 なく ， 濃度

依存性 は認 めな か っ た
．
D N A ヒ ス ト グラ ム で み ると

，

2 4 時間後， 及 び 4 8 時間後 に G l 期 に ピ
ー

ク を有 す る単

峰性 の パ タ ー ン が示 され ， S 期 の 増加傾向が 認め られ

た ． L王に つ い て も 同様 の 結果が え られ てお り ， 細胞所

見で も ， 均 一 化し た細胞集団を形成 して い た ． 生 細胞

数は 24 時間後 に は減 少し た が ， 48 時間後 に は 減少な

く
， 薬剤除去後， 著 し い 増 加が み ら れ た こ と か ら

，

M T X 存在下で の 培養初期 に は殺細胞効果 をも た ら す

可 能 性 は あ る が， 以 後 G ． 期 の 延 長
，

及 び S 期 の

S y n C h r o n i z a ti o n をき た す も の と 考 え られ た ．
こ れ は

前述の S ki p p e r ら
1 4

切 成績，
また

，
T o b e y ら

1 51が 代謡

119 5

抗抗剤 c y t o si n e a r a b i n o sid e
，
h yd r o x y u r e a に つ い て

観 察 し た よ う に G l 期 － S 期 の 移行率 が 減少 し た 結

果，
G

l 一斗 S 移行期に 蓄積 をき た したと の 報告に
一

致 し

て い た
． 以上， え られ た成績 を総括す る と

，
M T X の 用

量 は
t l

hi gh d o s e M T X
，
，

に 匹敵 する 高漉度で あっ たが

作用 24 時間後 に お い て 殺細胞効果は認 めら れず
，
ま た

細胞回転 か ら みて
， 曲型 的な時間依存性や ， 濃度依存

性 を示 す パ タ
ー ン は え ら れ な か っ た

． 本剤 は G l 期 の

延長と S 期 の s y n c h r o n i z a ti o n を きた す か
，

ま た は
，

G ．
一 う S 期 へ の 移行 率を減少させ， G ． 期 一 S 期移行期

の s y n c h r o n i z a ti o n を き たす 可能性の ある こ と が 示 唆

され た ．

4 ． A D R と V C R の 併用

V C R の 低濃度 で は可逆的 な有糸核分裂 阻止作 用 を

観察 し， A D R の 低濃度で は不 可逆的な G 2 期の 集積が

観察さ れ た こ と に つ い て は前述 した ． A D R と V C R の

2 剤 を同時 に 作用 せ し め る と A D R を低濃度 で 作用 さ

せ た 場合 と 同 一

経過が み ら れ
， 生細胞数 で も A D R 単

独作用 で の そ れ と差異 は なか っ た
．

A D R に よ る G 2 期

に お ける細胞 回転停止 の ため ，V C R に よ っ て お こ る有

糸核分裂 阻止 作用 の定型的な パ タ
ー ン は み られ な か っ

た ．

5 ． A D R と M T X の 併用

M T X の 作用初期 で は S 期 で の 殺細胞効 果が み ら

れ
， 長時間作用 下で み られ る G

． 期延長， 及び S 期
，

ま

た
，
G l

－ S 期移行期 s y n c h r o n i z a ti o n に つ い て は前述

の とお り で あ る ． A D R と M T X を 同時 に作用 せ しめ

た場合の D N A ヒ ス ト グラ ム は， M T X 単独作用 でみ

られ た パ タ ー ン と ほ ぼ 同様 で あ り ， 薬剤 を除去 して 48

時間後で は A D R の 低濃度作用 下 で 示 さ れ た パ タ ー ン

と同様で あ っ た
． ま た ， 薬剤除去して 48 時間後に G 2 期

の 蓄積が 認め ら れ た こ と か ら，
A D R が S 期細胞群 に

作用 し た結 果と み な され た
．

こ の こ と は M T X を 48

時間作用 さ せ た後， 薬剤 を除去し た場合と 異な り
，

生

細胞数の 増加傾向が認 め られ な か っ た こと か ら も裏付

け られ た ． しか し
， 細胞増殖抑制効果に つ い て は ，

A D R

を 低濃 度作 用 さ せ た 場 合 と 有 意 の 差 は な く
， 逆 に

M T X に よ り G l 期 に停 滞 し た細 胞群が A C R の 殺細

胞作用 か ら の がれ る可能性の あ る こ と が示唆 され た ．

6 ． M T X と V C R の 併用

M T X と V C R の 2 剤を 同時に 作用 せ しめ た場合 の

D N A ヒ ス トグ ラ ム では
，

V C R の 中濃度， また は ， 高

濃度 で 24 時間作用 せ し め た場合と ほ ぼ 同様 の パ タ ー

ン を呈 し， V C R の 作用 が優位 に 現われ た こ と を示 し
，

細胞像で も V C R 優位の 所見が得ら れた ．
V C R が 低作

用 濃度で あ るの に かか わ らず
，
V C R の 中濃鼠 及 び高

濃 度作 用 時 の D N A ヒ ス ト グ ラ ム を呈 し た こ と は
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M T X の 作用 に よ る s y n c h r o n i z a ti o n の 結果 ， 集積 し

た細胞群が V C R に効率的 に 感受性 を示 した た め と 考

えら れた ． ま た
，

生細胞数の 点か らみ て も ，
2 剤併用

例の 中で 最大 の 抑制効果 をも た ら し た
．

以上 O S T 株で A D R
，
V C R

，
及 び M T X の 3 種の 抗

癌剤 を それ ぞ れ単独に
，

また 2 剤併用 して作 用 せ し め

た場 合の 影響に つ い て検討 した
． 従来， 抗癌剤の細胞

回 転か ら みた作用機序の 研究は
，
Si n cl a i r ら

31に 代表 さ

れ る よ う に
，
まず細胞集団を sy n c h r o ni z a ti o n に 導き

，

各期に お ける 薬剤感受性 を，
そ して それ が 時間依存性

か
， ある い は濃度 依存性 で あ る か を検討 す る こ と に

あ っ た ． しか し
，

細胞回転 に 及ぼ す影響 を検討す る場

合， 各期 の 相互 関係 に も とづ い て解析 す るの が 理 想的

であ り， こ れ は F C M に よ っ て初 めて 可能と な っ た ． 抗

癌剤 に対 す る癌細胞の 感受 性 は癌の種類 に よ っ て 異な

る こ と は当然で あるが
， 著者の 実験結果か ら は， 濃度

依存性 と して考 えられ て き た A D R は 時間依存的に 効

果 を発揮す る可能性 の ある こ とが 示 唆さ れ
， 時 間依存

性 と 考 えら れ て い る V C R は G l 期 の延 長 を き た す こ

と か ら時間依存性と は決 めつ けが た い 結果が え られ て

い る ． 以上 の事実 に み られ る よ う に 今後， 薬剤独自 の

作用 機序 に と ら われ る こ とな く， 抗癌剤の 細胞 回転 に

及ぼ す影響 を考慮 した上 で の投与 ス ケ ジ ュ ー ル が決定

さ れ る べ きで あろう ．

一

方， 多剤併用投与の 利点 と して
， 太田

1 鋸は抗癌 ス ペ

ク トル の拡大
， 薬剤耐性細胞の 出現 の防止

， 相乗効果

の発現 な ど をあげて い る ． 著者 の研究結果で は
， 多剤

併用 に お い て も 1 剤の作用機序 が優位 に 出現す る傾 向

が み ら れた ． た と えば V C R と M T X を併用 し た場合

の よう に
， ま ず，

M T X に よ っ て s y n c h r o n i z a ti o n が 成

立 し
，

つ い で その 期の V C R に 感受性 を示 す 細胞が 障

害さ れ る とい うわ け で ある ． ま た逆 に
，
A D R と M T X

を併用 した場合の ように M T X に よ っ て G l 期が 延長

した た め に A D R の 細胞回転上 の 時間依存性が 発揮 さ

れ ず， G 工 期 に ある細胞集団が そ の ま ま生存 し続 け る可

能性 の ある こ とが 示唆さ れ た ． ま た ，
A D R 投与後，

M T X を投与 した場合，
A D R を臨床用 量 に 匹敵 す る濃

度 で作用 さ せ る と G l 期の細胞集団 は減少 し
，
S 期

，
ま

た は G 2 期の細胞集団が増加 した ． そ の 後， M T X を投

与 す る と S 期の 細胞集団，
す な わ ち標的 とな る細胞集

団は 少 な い た め M T X の 効果 が 十分期 待で き な い も

の と推測さ れ た ． 投与順序を避 に した 場合
，
ま ず M T X

に よ っ て作 用初 期 に S 期 の細 胞集 団が 減 少 し， そ の

後，
G l 期及び S 期 の S y n C h r o n i z a ti o n が お こ り細胞 回

転 が 遅延す る こ と に な る ． そ こ で M T X を除去 す る

と
， 再 び

，
こ れ らの細胞集団は細胞 回転 に 動員され ，

A D R の作用 をう け る こ と に な る こ と か ら
， 後者の 投

与ス ケ ジ ュ
ー ル が併 用 療法 と し て は 有効 と 考 え ら れ

た
． 最近

，J a ff e ら
1 71も 臨床経験か ら

1 t

h i gh d o s e M T X
，，

療法 を行 っ た 後
，

A D R を投与 した ほ う が 有効の よ う

で あ る と報告 して お り， 今後の 臨床結果 に 注目 した い
．

結 論

ad ri a m y ci n くA D Rl ，
V i n c ri sti n e くV C Rl ， 及 び

m et h o tr e x a t e くM T Xl の ヒ ト骨肉腫 由来培養細胞株

の 細胞回 転 に 及ぼ す影響 に つ い てfl o w c yt o m e tr y を

中心 と して解析 し検討 した
．

その 結果
，

以 下の 結論が

え られ た ．

1 ． A D R の 細胞増殖抑制作用 は濃度依存的 に 認 め

られ た が
， 臨床的 に 適用 さ れ て い る 用 量で は， 細胞回

転の 面か ら 考察 す ると ， 時間依存的 に作用 す る薬剤と

し て の 特性 を も併 せ も っ て い る こ と が 明 ら か に さ れ

た ．

2 ． V C R は 濃度依存的 に細胞増殖抑制 を 示 し
， 低濃

度で は M 期の 延長 ，
すな わ ち可逆的 な有糸核 分裂阻止

作用 が 認め られ
，
中濃度，

及 び 高濃度 で は， G l 期 の 延

長 と S 期 に お ける殺細胞効果が観察 され た
．

3 ． M T X の 作用 に は濃度依存性 は認 め ら れ ず， 比

較 的早 期 に S 期 に お け る 殺作用 効 果 の あ る こ と が 示

唆され た ． そ の 後，
G ． 期の 延 長と S 期の s y n c h r o lli z a －

ti o n が 観察さ れ た
．

4 ． 2 剤併用 に お い て は ， 1 剤の 作用 特性が優位 に

出現 し， 特 に M T X と V C R を併用 した 場合， 著明 に 殺

作用 効果 の 増強が 認 め られ た ． 以 上 の こ と か ら， 抗癌

剤の 多剤併用 療法 で 最大 の 効果 をう る た め に は
， 各薬

剤の 細胞 回転 に 及ぼ す個 々 の 影響 を十分に 把握 し
， 抗

癌剤 の 選択
， 組合せ

，
投与 ス ケ ジ ュ

ー ル な どを慎重に

考慮 す べ き で あ る と考え ら れ る ．
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