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実験骨腫瘍 の 異種移植に 関する研究

M 抗癌剤 の i n v i v o s c r e e ni n g t e s t の 試 み叩

金沢大学医学部整形外科学教室 ( 主 任 : 高瀬武平教授)

大 橋 光 伸

( 昭和5 0 年1 0 月2 2 日受 付)

ヒ ト骨悪性腫瘍に 対 す る研究に お い て .
い ま だ に そ

の 治療方法が確立さ れ た と は言 い 難 い . 即 ち そ の 治 療

成績向上 の ため に は , 外科的 な処置 と と も に , 抗癌剤

の 使用 は不 可欠な も の と考え られ る に も拘 らず . 期待

通 り の 効果 を挙げ得 な い .
こ れ は無 選 択的 な抗癌剤 の

使用 に よ ると 考え ら れ る .

そ こ で 著者 は .
ラ ッ ト に じ 卜骨 腫瘍 と類似 し た実験

骨腰瘍を発生さ せ . こ れ を マ ウ ス に 異 種移植 し . そ の

腫瘍形成 をみ た マ ウ ス に , 抗癌剤 を投与し て , 抗癌剤

の i n v i v o s c r e e n i n g t e s t を行 な い . 臨 床 的 お

よび組織学的 に検索 す る と と も に , H
3
- th y m id i n e

に よる m i c r o a u t o r a d i o g r a p h y を施 行し . 抗 癌 効

果 の 有無 に つ い て t 細胞動態学 的解析 を加 え た .
こ れ

らの 結果 か ら ,

マ ウ ス に お い て 有効 と判定 し た 抗癌剤

を . も と の 担腫瘍 ラ ッ ト に 投与 し た と こ ろ , 明 らか に

ラ ッ ト の 延 命効果 が観察さ れ た . 即 ち異種移植 に よ る

抗癌剤 の i n v i v o s c r e e n i n g t e s t で . 興 味 あ る

結果 を得 たの で 報告す る .

Ⅰ . ラ ッ ト骨膿瘍 の 生成

1 . 実験材料 お よ び実験方法

1) 実験動物

生後 7 ～

8 週 の W i s t a r 系 ラ ッ ト( 体重 雄150 ～ 1 8 0

g , 雌1 30 ～ 1 5 0 g) 雄雌20 匹 ず っ を , 発 癌実験 に 供 し

た . 本実験中 . ラ ッ ト へ の 飼料 は オ リ エ ン タ ル 固 型 飼

料を用 い た .

2 ) 発癌物質

Ch e m i c al c a r c i n o g e n の 2 0～M e t h y l c h o l a n t h r e n e

( C - 2H 柑 , 分子量268 . 3 6 , 以 下 M C と 略 す) を オ

リ ー ブ油 に 浮遊 さ せ て 3 % 溶液 と し . そ の 0 .1 r111 申 に

M C 3 m g を 含有 す る よう に 調 整 し た .

ま た P
32
( 半減期1 4 . 3 日) は . H 3P O . の 1 00 LLC i が0 .1

m l に なる よ う に . 注 射用蒸留水 で 稀 釈 し て 使 用 し
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た .

3) 実験方法

W i s ta r 系 ラ L ･

J 卜堆20 匹 , 雌20 匹 に M C 3 m g を .

W a t a n ab e
3 ヰ) の 方法 に 準じ て 投与し た ( 図 1 ) . 即 ち

エ
ー

テ ル 麻酔下 に ゲ ー ジ1 6 また は18 の 注射針を歯 科 用

注射器 に取 り付 け て . 3 % M C 溶液 で ある オ リ ー フ

油0 . 1 n ll を ラ ッ ト の 膝蓋靭帯 と 大腿 骨 鰻 問寓 の 問 よ

り . 右 大腿 骨 幹部骨髄内に 1 回 の み注 入 し た .

同時 に 注射用 蒸留水で 稀釈し た P
32

1 . 5 〟C i ′
′

g を ラ

ッ ト の 腹腔 内に 注 射 し , そ の 後 は P
32
の み を 同 様 に

稀釈し て . 1 〃C i/ g を1 5 日 間隔 毎に 腹腔 内 へ 注射 し ,

計8 回 で P
32
の 投与 を終了 し た . 即 ち ラ ッ ト 1 匹 に

つ 童 . 発癌 物質と して 総計 M C 3 m g , P
32
8 . 5 FIC i / g

を使用 し た .

ま た発 生 した 腫瘍は ,

一 部を牡代同系移植 に 使用 し

た ほ か は
, 1 0 % 中性 ホ ル マ リ ン で 固定し ,

パ ラ フ ィ ン
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で 包捜 して 5 fL に 薄切後 t
H e r n a t o x yli n

･ E o si n 染色 .

鍍銀染色お よ ぴ A z a n 染色 を行 な っ て . 組織 学的に

検索 した .

2 . 実験絵果

1) 腫瘍発生時期

M C 注入後 よ り , ラ ッ ト の 全身状態 や 四 肢 を 観察

し
, 特 に M C 注入 肢で あ る右下肢 は . 毎週 定期的 に

触診 して 腫瘍形成 の状況 を観察 し た .

臨床的 に , 最初 に 母指頭大 の 腫瘡 が触知 で き た の

は ,
M C 注入後20 週で . 姓 2 匹 , 雌 3 匹 で あ り t そ の

後46 過 まで に 堆 4 匹 . 雌13 匹の 膿瘍発生 を み た . 即 ち

堆 は20 過 より38 過ま で に 6 匹 ∴雌 は20 過 よ り46 過 ま で

に16 匹 の 骨腫瘍の 発生 を み た . 使用 動物 は . 娩雌20 匹

ず つ で あ っ た が , その う ち 2 匹 は , 最初 に 腫瘡が 触知

で き た20 週ま で に 死亡 し た の で . そ の 有効動物数 は雄

雌各々19 匹と い う こ と に な る . こ れ らの 腫瘍生成期問

は , 平均堆23 週 , 雌30過 で . 雄雌平均 は28 過 で あ っ た

( 表1 ) .

2 ) 発生率

骨腫瘍発生率は姓 ラ ッ ト は19 匹中 , 6 匹 . 3 2 % . 雌

ラ ッ ト は19 匹中 , 1 6 匹 , 8 4 % で あり . 計38 匹 申 , 2 2 匹 .

5 8 % で あ っ た ( 表1 ) .

ま た組織学的に . 2 2 匹申, 2 匹は骨 肉腫 で ,
い ず れ

も雌 ラ ッ ト よ り発 生 し , 残 り20 匹 は線維肉腫 で あ っ

た .

な お堆 ラ ッ ト 3 匹 の右大腿部 に , 骨変化 を み な い 腫

癖発生 を認め . 放置 して い て も軟 部腫 瘍甲増大 の み

で .
レ 線像に な ん ら骨変化 が み られ な か っ た の で , こ

の 3 匹 は除外 し , ま た腰痛 を触知 せ ず に 死亡 し た ラ ッ

ト は
,
い ず れ も剖検 に て , 肉蝦 的に も組織学的 に も 腫

瘍の 生成の な い こ と を確か め た .

3 ) 発生部位

腫瘍発生22 匹の う ち , 線 椎肉腫の 20 匹 は , M C 注 入

部位 で あ る右大腿骨幹部 に 腫塙発生 を 認 め , ま た 骨 肉

腫の 2 匹 は . 右大腿 骨遠位端 と右脛 骨近位端 に 腫壌発

生を み た .

場

4) 転 移

他 の 臓器 へ の 転移 は . 肺 に 最 も多く 認 め られ た . 骨

肉腫の 2 匹の う ち . 1 匹 は肺転移の み , 他 の 1 匹 は 肺

お よ び 肝転移 が認 め ら れ た . 線姓肉腫 は20 匹 の う ち .

2 匹 は肺お よ び肝転移 を , 4 匹 に 肺転移 の み を み た .

即ち 肺転移率 は , 骨 肉腫 2 匹中 . 2 匹 , 1 0 0 % . 線維肉

腫20 匹申 , 6 匹 , 30 % で あ っ た .

転移 巣は , い ず れ も肉眼的 に 粟粒大 の 灰白色の 斑点

を数個 ま た は そ れ以 上認 め , 組織学的 に も転移 で あ る

こ とを 確か め た . ま た肺転移巣 の 大多数 . 即 ち 8 匹

申 , 6 匹 , 75 % は , レ線上 で も証明 が可能 で あ っ た

( 写 真 1 ) .

5) レ線所見

レ線 は い ずれ も S o ft e x で 撮影 し た . 骨 肉 腫 例 は .

い ず れ も o s t e o b l a s ti c な像 で ,
ヒ ト骨 肉腫 と類

し た特徴的 な s pi c u l a が 認 め ら れ た( 写 真 1 ) . 線 維

肉腫例 は , 各症例 に より 幾分の 相違 は み られ る が . 殆

ん ど o s t e o l y ti c な像 で あ っ た ( 写真 2 ) .

い ず れ の 症例 も腫瘍の 増大 とと もに , 骨皮質を 破壊

し , 軟 郎組織 に 浸潤 し , 線維肉腫例 で は 病的骨折 を 認

め る もの が多 く み ら れ た .

6) 肉眼的所見

骨肉腫の 大き さ は . 2 匹 と も はぼ 胡桃大 で あり , 色

は灰白色で , 硬 度は軟骨様 で . 表面の 凹凸が 著 明 で .

割 を入 れ ると ジ ャ リ ジ ャ リ し た抵抗 を感 じ .
ヒ ト の 骨

肉腫 と よく 類似 して い た .

線維肉腫例 は .

一 般 に 薄 い 緑綬性の 被膜 に 包 ま れ
.

周囲 と よく 界限さ れ て お り , 鶏卵 大の もの が 多く. 中 に

は手拳大 に ま で 達し て 死亡す る もの も あ っ た . 硬 度 は

比較的柔か い もの か ら , 弾性硬の も の ま で 種 々 み ら

れ
, 表面 は比較的円滑 で . 血管 に 富み , 色 は 灰白色 な

い し灰赤色で あ っ た( 写 真3 ) . ま た 割面 は概 ね 灰 白色

を呈 し , 腫搭組織 で 充実 して お り( 写真 4 ノ. 腫 瘍 の 中

心部に 近く に な る に 従 い . 暗赤色な い し暗褐色の 出血

巣や壊死巣が混在 し . な か に は c e n t r a l n e c r o si s

が 腰痛 の 殆 ん ど を 占め . 中一L ､ 部が嚢状 と な っ て い る も

表1 20 - M et h y l c h o l a n t h r e n e
･

a n d P 3
2

･ i n d u c e d R a t B o n e T u m o r

N o . T u m o r t n cid e n c e P e ri o d ti]l P aIp a bl e T u r T1 0 r

0† R a t s 0† R a t s a f t 即 之0 - M ℡th y k h ol a n t h r e n e 8 nj e c ti o n

3 8 2 2 ( 5 8 % ) 2 0 ～ 穏6 w e e k s ( 金V . 2 8 w e e k s)



実験骨腫瘍の 輿掩移植 に 関す る研 究

の もあ っ た ,

7) 粗放学的所見

骨肉腫例 の 組織像 は . 細胞 は異型性 の 掛 ､ . 大小 不

同の 腫瘍細胞が 不規則 に 並 ん で い た , 核 は 一 般 に

c h r o m a ti n に 富 み . 円形 . 楕 円形 t 多角形 な ど の は

か に , し ば し ば多核巨細胞 を認め , 且 っ 豊富な o s t e o i d

形成が み られ た( 写 真 5 ) . ま た 中 心 部 に 向 う に 従 い ,

壊死巣も
一 部散見 せ ら れ た .

線絶 肉腫例の 組織像 は , 全例 が殆 ん ど 同じ よ う な所

見を 呈し た( 写 真 6 j . 即 ち
一 般に 細胞 は ∴束状 あ る い

は渦状 に交錯す る線維形成 の 著明 な紡 錘形 の 腫瘍細胞

か ら なり , 核 は紡錘形 の も の が 多く 見 られ る が . し ば

し ば卵形あ る い は巨細胞な ど も認 め られ た . ま た核 は

ch r o m a ti n に 富み , 核の 大小不同 .
a t y pi c al m i

-

t o si s もか な り認 め られ た . 中心 部 は比 較的血管 に 富

み , C e n t r a l n e c r o si s が み ら れ . 周 辺 部 で は 時 に

被膜 を破 っ て 周囲筋 へ の 浸潤像が み ら れ る もの もあ っ

た .

緑綬肉感の A z a n 染色で は , 腫瘍細胞間 に 青染 さ

れ た膠 原線維を認 め . 鍍銀染色で は , 非常 に 多量 の 好

銀線継 が み られ , 時 に 個 々 の 腫場細胞 を取 り巻 き ,
い

わ ゆる箱入 り 像が認 め ら れた( 写 真 7 ) .

一 方 , 転移巣 は骨肉腫. 緑綬肉腫と も, そ れ ぞ れ の

原 発巣と は ぼ同様の 組織像を示 し ,

一 部の 転移巣 の 血

管内 に は ∴瞳瘍細胞 の 増殖 を認 め た . ま た骨 肉腫 の 転

移巣 は ∴瞭発巣と 比較 して O S t e O i d 形成が 少 な く ,

一 部に 小さ な壊死巣が散見 せ ら れ た .

Ⅱ . ラ ッ ト骨腫瘍 の 縫代移植

1 . 実験材料 お よ び実験方法

1) 実験動物

生後 2 ～ 3 過 の W i s t a r 系雄 ラ ッ ト ( 体 重2 0 ～ 3 0

g ) を使用 した .

2) 実験方法

原発骨腫瘍の う ち . 雌 ラ ッ ト に 発生 し た も の を .
そ

の 腫 塙発生順 に A か らP まで ,
ア ル フ ァ ベ ッ ト 順 に 命

名 し . 雄 ラ ッ トの そ れ をQ か らV ま で 命名し た .
こ れ

らの 腫瘍の う ち , H , Ⅰ. K , L , 0 の 計 5 匹 の ラ ッ ト

原発骨腫瘍を継代同系移植 し た . 因 み にK の ラ
･

ソ ト 骨

腫 囁 は骨肉腫 で あり , 他 は線維肉腫 で あ っ た .

ま ず 生後 2 ～

3 過 の W i s t a r 系堆 ラ ッ ト に .
C o r ti-

S O n e a C e t a t e O . 2 5 m g/ g を . 移植 2 日 前 に腹腔 内 へ

注射 し . 移植 は ラ ッ ト を エ ー テ ル 麻酔 下に 四肢 を腹臥

故に 固定 し , 左大腿骨幹部を無菌的に 露出後 ,
メ ス に

て 大腿 骨 の 半周 に 割 を入れ , 髄腔 を掻爬 して 後 . 米 粒

大の 鷹揚片を骨髄内 へ 挿入し , 筋組織 に て 被覆後 t 皮
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膚 を縫合閉鎖 し た ,

次 い で 腰痛形成 をみ た ラ ッ ト は , 形態学的な 観察 の

た め ‥ 腫瘍死 す る まで 毎週定期的 に レ 線撮影後 , 屠殺

し て 組織学的検索 を行 な っ た .

ま た縫代移植 ラ ッ ト腫瘍は . 移植後3 ～ 4 週 の 腫瘍

片を . 同様の 処置 を して 次代 に 移植 した .

2 . 実験結果

1) 腫瘍生成時期

一 般 に移植後 2 過頃よ り , 小指な い し母指頭大 の 鹿

璃 を . 移植部位 で あ る左大腿部に 触知で き る よ う に な

り . 3 週で は , お よ そ胡桃大 に な り ,
その 後 も腫 瘍 は

ま す ます 増大 し , 7 ～ 8 週 で 鶏卵大な い し手拳大に ま

で 達し で t
ラ ッ ト は悪液質 に陥 っ て 腫瘍死 した .

2) 移植率

H ラ ッ ト骨腫瘍 は , 移植率 が 2 代目30 % . 3 代目8 8

% , 4 代 削こ至 っ て 消失 . Ⅰラ ッ ト は 2 代目85 % , 3 代

目40 % . 4 代目 に 至 っ て 消失 t O ラ ッ ト は . 2 . 3 .

4 代目と40 % で あ っ たが . 5 代目で 消失 . K ラ ッ ト は

2 代 臥 こ移植す る こ と に 失敗 し , 結 局L ラ ッ ト( 写 虞

2 . 8 ) の み , 現在15代目 ま で 続い て い る唯
一

の 移 植

成功例で . 常 に80 ～ 1 0 0 % の 移植率で あ る .

そ れ に 反 し , 絶代移植に 不成功で あ っ た腫瘍の 移植

率 は ∴継代が進む と と もに 移植率が低下 す るか ,
あ る

い は最初 より 移植率 が50 % 以下 で あ っ た .

3) 転 移

現 在継代移植が続 い て い るL ラ ッ ト骨 腫瘍の , 原 発

腫瘍 より14 代目の 腫壕に 至 る ま で . 肉眼 的お よ び組総

学的 に , 肺 . 肝 . 腎 , 脾 お よび他 の 骨 へ の 転移 は認 め

ら れ なか っ た .

4) レ線所見

移植後1 ～ 2 過で は , 反 応性の 骨形 成を認 め る が .

2 週 を過 ぎて 腫瘍が小指 な い し母指頭大に な る と ､
レ

線で 移植部 に /トさ な透明巣が 認 め ら れ た .

3 題 で は , そ の o s te o l y ti c な 像は大き く な り , 骨

皮質 を破壊 し始 め . 4 過 に な ると完全 に 骨皮質 を破 壊

し て , 病的骨折 を起 こ し た(
′

J
メ兵9 ) . そ の 後 腫 項 の 増

大と と もに . 大腿骨 の 破壊 は進行し . 8 過 で は レ 線 上

に 大腿骨 は殆 ん ど み られ な く なり , 完全 に 破壊 消失 せ

る も の が 多く み ら れ た(
′

′
i 島1 り1 .

こ れ らの 所 見は . L ラ ッ ト骨 腫場 の ど の 継代 移 植 の

も の に お い て も , 殆ん ど同様 に 観察さ れ た .

5 ) 肉眼 的所見

移植後 1 過で は , 大腿 骨骨 髄内 は出血 の た め黒 褐 色

を呈 し . 腫 瘍 は移植さ れ た ま ま の 形で 認 め られ , そ の

増殖は肉眼的に はみ られ な か っ た .

2 週 で は小指頭大 の 腰痛を認 める よ う に なり , 3 週
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後で は骨 皮質が破壊 さ れ , 腫瘍 は灰白色 で ほぼ 胡桃大

と なり ト 且 つ 弾性硬 の 比 較的頸 円形 の , 表面円 滑 な所

見を示 して い た .
こ れ ら 腫瘍は .

一 般 に 薄 い 線推他 の

被膜 で 包ま れ .
こ の 被膜 は 周臨の 筋線経 と 癒着 し て お

り .
そ の 割面を み る に 腫瘍は灰白色 を 呈 し ,

そ の 中心

部 に は小さ な壊死巣を認 め た .

その 後 は腫瘍の 増大 と と も に . 色 も灰白色な い し灰

赤色と なり . 割面 は暗赤色 な い し暗褐色 の 出血巣 や壊

死巣 を認 め , 7 ～ 8 過 に な る と . 腫瘍 の 表面 は血管 の

走行 を認 め る よ う に な り ∴腫瘍の 大 き さ は鶏卵 大な い

し 手拳大 で . 重量 は90 ～ 1 0 0 g に 達 し . 硬度 は 幾分減 じ ･

大部分が c e n t r a l n e c r o si s で 占め られ るよ う に な

っ て い た .

これ らの 肉眼 的所見は . L ラ ッ ト骨腫瘍 の ど の 絶 代

に お い て も . ほ ぼ類似 の 所見 で あ っ た .

6) 組紙学的所見

移植後の 経過 を み る と , 移植後 1 過で は移植 さ れ た

腫瘍組織 の 小塊を認 め , そ の 中 に はす で に 小 さな 壊 死

巣が 散見せ ら れた . 2 週後 で も骨髄内 に お け る腫瘍細

胞 の 増殖 は , 移植部に 極 め て 限局 し て お り , 腫瘍組織

は紡錘形の 腫瘍細胞が充実性 に ,
し か も束状配列 を示

し, m i t o si s や反応性 の 巨細胞 を認 め た が . 問質 結

合織は乏 しく , わず か に小 血管 が散見せ られ る程度 で

あ っ た .

3 過を過 ぎ ると . 腫瘍 は骨皮質 を破壊 し , 腫瘍増殖

の 著 しい 部分 で は , 筋層 に ま で 浸潤 し て い た( 写真1 り ･

腫瘍細胞は 1 週後の そ れ と比 べ て . 異型性 が顕著 と な

り ､ 核 の 形態 も円形の もの か ら多角形の もの ま で . 種

々 の 形態を 示 し, 大小不同 も著 しく ,
C h r o m a ti n も

場

登竜 で , ま た m i t o si s も多数認 め ら れ た .

移植後 4 遇 お よ び それ 以 後 に な る と , 腫瘍の 増 大 と

と もに , 周囲 に 反応性 の 細胞浸潤が 認 め ら れ , 同 時 に

腫瘍の 中心部 に 近 く な る に 従 い . 細胞変性 が み ら れ る

よう に な り . 中心 部 で は 大 き な C e n t r al n e c r o s i s

を認め た( 写真12 j . 他方 問質結合織 も腫瘍の 増大 と と

も に , 幾分増殖傾向を み せ , 小血管 も や や 多く な っ て

い た . 腫瘍内の こ の 血管 は, 腫瘍の 中JL ､ 部に 近 づ く に

つ れ て 多 く認 め られ た .

こ れ ら の 組織像 は , 原発 腫 瘍と 比較 して , 細胞密度

が 比較的高 く な る以 外 に 相違 はみ られ ず , こ の 腫瘍 の

形態 は継代 が進 ん
′

で も殆 ん ど変化が み られ な か っ た .

ま た 腫癌形成 を み な か っ た ラ ッ ト に は t 組織学的 に

も腫瘍組織が認 め られ な か っ た ,

‡L ラ ッ ト骨腫瘍の マ ウ ス へ の異 種移植

1 . 実験材料お よ び実験方法

1) 実験動物

披移植動物 と し て . 生後 2 ～ 3 過 の d d N 堆 マ ウ ス

を1 80 匹使用 した .
マ ウ ス の 飼育 に は , オ リ エ ン タ ル

固型飼料を使用し た .

2) R a b b iト A n ti ･ M o u s e - T h y m u s s e r u m の 作製

異種移植 に 際 して .
マ ウ ス に 免疫抑制 を惹起 させ る

た め , K u b i s t a ら
‖) の 方法 に 準 じて . R a b b i t ･ A n ti -

M o u s e - T h y m u s s e r u m ( 以下 R A M T S と 略 す )

を作製 し た . 即 ち生後 2 過 の d d N 堆 マ ウ ス の 胸腺 を

無菌的に 取 り 出し , 細切後 . H a n k
T

s b a l a n c e d s a l t

s o l u ti o n に 浮遊 さ せ . こ の 胸腺細胞 5 ～ 1 0 × 1 0 個 を

体重 2 ～ 3 k g の 家兎 の 耳静脈 へ 注 射 し , 2 週 間 後 同

衷 2 R e s u lt s o f t h e X e n o g r a f t o f R a t

B o n e T u m o r i n t o R A M T S -t r e a t e d M i c e

G r o u p R a t

N o . S ig n 浦 c a n t T u m o r P e ri o d t 川 D e a t h

0† M i c e M i c e l n c id e n c e i n C o n tJ o = 明k e

A 3 g e n . 5 0 4 2 3 2 ( 7 6 % ) 3 7 ～ 5 8 d a y s ( a v . 4 5 d a y s )

B 5 g e n . 6 0 5 6 4 4 ( 7 9 % ) 2 3
～ 5 9 d a y s ( a v . 4 6 d a y s )

C 5 g e n ･ 7 0 5 9 5 6 ( 9 5 %)

T o t ∂l 1 8 0 1 5 7 1 3 之( 8 4 % )
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畳の 胸腺細胞を再度静注 した . 2 回目 の 注射 か ら 1 週

間後 , 頸動脈か ら無菌的 に 採血し ,
そ の 血清 を56

0

c ,

30 分間加温 して 非働性化後 , 使用 時ま で
-

2 0
0

c で 凍

結保存 した .

3) 異種移植

生後 2 ～ 3 過 の d d N 堆 マ ウ ス に , R A M T S O ･ 0 5

m l を腹腔内 に 4 日間連日僅射後 . そ の 左 大 腿 骨 幹部

骨髄内に ∴継代移植 さ れ て い るL ラ ッ ト骨 腫瘍 の 3 代

目お よ び 5 代目の 膿瘍片 を異 種移植 し た ･

移 植 後も毎 日注射 を つ づ け , 腫 瘍形 成の 経 時的変化

を観 察す ると ともに, マ ウス が 腫瘍に よ っ て 死亡 する

か どう か を検討 した . ま た移植後1 カ月 し て腰痛形 成

の み られ な い もの は , 異種 移 植不成功 と 判 断 し, 屠殺

して組織学的に 腫瘍の 有無 を検索した ･

な お R A M T S の 使用 に 際し ,
マ ウ ス に 対 して す べ

て 同 一 条件で 血清注射 を行な い , 血清 の 抗体価 の 条件

に よる差異 はな か っ た . 即 ち血清 に よ り .
マ ウ ス を

A , B , C の 各 グ ル ー プ に 分短し . 同 一

グ ル
ー プ に 対 し

て , す べ て 同 一 R A M T S を使 用 し た (表 2 ) .

2 . 実験結果

1) 腫瘍発生時期

異種移植 に 成功す ると ,

一 般 に 移植後 2 過 で 小指 頭

大の 腫 癖を , 移植部位で あ る マ ウ ス の 左大腿 部に 触 知

で き る よう に な り , 3 過で は母指頭大 ない し桜桃大 に

なり . そ の 後も腰痛 は増大し , 6 ～ 7 過 で は お よ そ 枇

杷大に まで 達し . マ ウ ス は巨大 な腫瘍 を形成 して 死 亡

し た( 写 真13 ) .

2) 移植率

A 群で は , マ ウ ス42 匹申 . 3 2 匹 に 腫 瘍形成 を 認 め .

移植率 は76 % で あ っ た (表 2 ) .
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同様 に B 群 は , 5 6 匹申. 4 4 匹に 腫瘍形成 を み . 移 植

率 は79 % で あ り . ま たC 群 は , 5 9 匹中 , 5 6 匹 に 移 植 に

成功 し . 移植率 は95 % で あ っ た .

･3) 生存期間

A 群 に お い て . 腫瘍発生 をみ た マ ウ ス32 匹の う ち , 10

匹 は 腫瘍死 ま で の 期間を観察 し , 残 り22 匹 ほ 経 時 的

に 屠殺 して ,
レ線学的 . 形態学的検索 に 供 した .

A 群

10 匹の マ ウ ス が 巨大腫瘍を形成 して 死亡 する ま で の 期

間 は , 移植後37 ～ 5 8 日 , 平均45 日で あ っ た . ま た B 群

の 腫瘍形成 を み た マ ウ ス44 匹の う ち , 3 5 匹に 抗癌剤 を

投与 し (後述) , 残り9 匹の 死亡 す るま で の 期間 は , 移

植後23 ～ 5 9 日 . 平均46 日 で あ っ た (表 2 ) . な おC 群

に つ い て は後述す る .

4) 転 移

腫瘍形成 を み たす べ て の マ ウ ス に お い て , 肉 娘 的 ,

組紙学的に 肺 , 肝 , 腎 , 脾 お よ び他 の 骨 へ の 転移 は 認

め ら れ なか っ た .

5 ) レ 線所見

移植後 3 過ま で は , 移植部位 に 反応性 の 骨新生 を 認

め たが , 4 過で は大腿骨 に/トさ な透明巣 をみ る よ う に

なりし写 真1 4 ) . 5 週以 後 は腫瘍の 増大と と も に .
o s t e o -

1 y ti c な像 は浸潤性 に 広が り ,･ 骨皮質 を破壊 し . 病 的

骨折 を起 こ し た( 写 真i5).

6) 肉眼的 お よび組織学的所見

マ ウ ス へ の 異種移植後 の 腫瘍増穂過程は , 肉眼 的 に

も組織学的 に も . ラ ッ ト の 継代移植の 場合と ほ ぼ同様

で あ っ た . 即 ち異種移植後 2 週 で は , 小指頭大 の 腫 癖

を認 める よ う に なり . 3 週 を 過 ぎる と母指頭大 な い し

胡桃大 に触 れ , 腫癌は薄 い 線維性被膜 に 包 ま れ ト 灰 白

色な い し灰赤色 の 弾性硬 で t はぼ額 円形の 表面 円滑 な

表 3 A d mi n i s t e r e d D o s e i n M i c e a n d R a t s
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腰痛で あ っ た( 写真1 61 . 一 般 に 割面 は 灰 白色 を 呈 し .

腫瘍組織 で 充実 して お り , 腫 瘍の 増 大と と も に . 中心

部 に 壊死巣を認 め るよ う に な り , 腫瘍は異種移植後 6

～ 7 遇で お よ そ枇杷大に ま で な っ て . 重 量 は約1 0 g に

達 し た･( 写 真17 ) .

ま た経時的に 組織学的検索 して も ,
d o n o r の ラ ッ

ト 腫瘍組織 と特 に 相違 は認め な か っ た が . 異 種移植 腫

瘍 に は , ラ ッ ト腫瘍組織 と比 べ て , 問質 結合織の や や

増加 と . m it o si s の 頻度の や や低下 を認 めた .

移植後の 経時的変化 をみ るに , 異種移植後 3 過 を 過

ぎる と
,
腫瘍 は筋層 に まで 浸 潤 し . 腫瘍細胞 の 異型 性

が 著明 と なり , 核 の 大小不同 も み ら れ , C h r o m a ti n

も豊富 で . ま た m i t o si s も多数認 め られ た .

4 週以後に な る と , 腫瘍の 申JL ､部 に は大 き な c e n-

t r al n e c r o si s を認 め る よう に な り( 写 真1 8) . こ の 組

織 像は .
ラ ッ ト の 継代移植後 4 過の 場合( 写真12) と 殆

ん ど同様 の 所見で あ っ た . 即ち d o Il O r で あ る ラ ッ ト

と , r e Ci pi e n t の マ ウ ス の 腫瘍増殖過程 が 類似 し て

い る こ と を示 して い る .

ま た鍍銀染色に お い て も . 非常 に 多量 の 好銀縁絶が

み られ
,
ラ ッ トの 場合 と同様の 所見 を呈 し た( 写 真19 ) .

一 方 . 腫橋形成を み なか っ た マ ウ ス も組織学的 に 検

索 した が . 腫瘍組織 は認 め られ な か っ た .

Ⅳ . マ ウ ス 骨膿瘍に よ る抗癌剤 の ス ク リ ー

ニ ン グ ｡ テ ス ト

異種移植 に 成功 した マ ウ ス に 抗囁剤 を投与 し て . 抗

場

癖剤 の i n v i v o s c r e e n i n g t e s t を行 な い , そ の

有効抗癌剤 の 決定に 隣 し , 臨床的 , 組織学的お よ び細

胞動態学的検索 を行 な っ て 評価 し た .

1 . 実験材料お よ び実験方法

1) マ ウ ス 骨腫瘍 へ の 抗癌剤投与

B 群 ( 蓑 2 ) の 腫療形成 を み た マ ウ ス 4 4 匹 を 6 グ

ル
ー プ に 分 け , そ の う ち 5 グ ル ー プ に つ い て

, E n d o -

Ⅹ a n
, 5

-

F U , C o p p . M it o m y ci n - C ( 以 下 M M C と

略す) , T o y o m y c i n を 表 3 の 如 く抗癌剤 の M T D .

即 ち最大耐過量を総投与量と決 め , 移植後19 , 2 0 , 2 1

日 の 3 回 に 分 けて , 1 グル
ー プ 7 匹ず つ ,

それ ぞ れ 抗

癌剤 を単独 に 腹腔内 へ 注射 し , 残 り 9 匹 を c o Il t r O l

グル ー プ と して
. 腫瘍死 ま で の 期間 を観察 し . 抗癌剤

に よ る効果を組織学的に 検索 し た .

な お マ ウ ス と ラ ッ ト の 腹腔内投与 に お け る抗癌剤 の

M T D は , 著 しい 量的差異 は な い . 但 し T o y o m y ･

Ci n は , マ ウ ス , ラ ッ ト と も M T D は , 0 . 0 5 ～ 0 . 5 m g

/k g で あ るが , 本実験で は0 .1 m g /lくg を投与 し た .

2 ) マ ウ ス 骨腫傷の A u t o r a d i o g r a p h y

C 群 ( 表 2 ) の 腰痛形成 を み た マ ウ ス5 6 匹 を 6 グ

ル
ー

プ に 分 け
, 細胞動態学的 に 抗癌剤 の 効果 を 検索 す

る た め に
. 3 日 間B 群 と 同様 の 方法 で 抗癌 剤 を投 与

し
,
その 投与終了翌 日 よ り H L th y m i d i n e に よ る

C u m u l a ti v e l a b el i n g m e th o d と si n gl e p u l s e

l a b eli n g m e th o d を 行 ない . 抗癌剤 の 効果 を m i c r o ･

a u t o r a d i o g r a p h y で 観察 した .

C u m u l a ti v e l a b eli n g m e th o d は , 担腫 瘍 マ ウ ス

表 4 P e r i o d ti11 D e a t h a ft e r t h e X e n o g r a f t i n M i c e

M i c e P e ri o d

C o n t r ol g r o u p

E n d o x a n g r o u p

5 - F u g r o u p

C o p p g r o u p

M i t o m y ci n
- C g r o u p

T o y o m y ci n g r o u p

9

7

7

7

7

7

2 3 ～

5 9 d a y s ( a v . 4 6 d a y s )

2 6 ～ 暮0 5 d a y s ( a v . 7 書d a y s)

2 5 ～ 8 3 d a y s ( a v . 6 3 d a y s)

3 5 ～ 8 9 d a y s ( a v . 6 2 d a y s)

2 3 ～ 8 4 d a y s ( a v . 5 7 d a y s)

2 7 ～ 1 0 2 d a y s ( a v . 6 2 d a y s)
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の 腹腔内 へ , H
L
th y m i d i n e 5 0 FL C i を 3 時 間 毎 に 注

射を続 け , 6 時間毎に 腫瘍片 を取 り 出 し . C a r n o y

氏液で 固定 ,
パ ラ フ ィ ン 切片 を作製 し , F e u l g e n 反

応で D N A 染色 を行 な っ た 後 , d i p pi n g 法 に よ る

a u t o r a d i o g r a p h y を 施行し た . 即 ち暗室内で4 0
0

C に

加温 し た感光乳剤 ( さ く ら N R
- M 2) に 標 本 を 浸 し ,

室温乾燥後 ,
シ リ カ ゲ ル 封管密閉箱 に 収 め , 4

0

c 下

で 1 カ月問の 露 出後 , 現像 し , 後染色 と し て H e m a -

t o x y li n
- E o si n 染色 を施 して 検鏡 し た .

ま た si n gl e p u l s e l a b eli n g m e th o d で は . m it o -

s i s c h a s e m e th o d で 検討を行 な っ た . 即 ち H L

th y mi di n e 5 0FLC i を マ ウ ス に 1 回 腹 腔 内 へ 注 射後 .

4 時間毎 に 腫瘍片 を取 り出 し , C u m u l a ti v e l a b e -

1 i n g m e th o d の 場合 と同様に 処理 し た .

なお細胞 の算定 に あ た っ て は , 細胞核 1 個 に つ き 5

個以上 の 感光粒子 を有 す る もの を . l a b el e d c ell と

し た( 写真2 0) ,

2 . 実験結果

1) 生存期間

B 群の C O n t r O l グル ー プ は . 2 3 ～ 5 9 日ま で - 平均 46

日 で あ っ た . 抗癌剤投与群 は ,
い ず れ も c o n t r o l

グル
ー プ よ り延命効果 を みた が . 特 に E n d o x a n グ

ル
ー プ に 最 も著明 な延 命が 観察 さ れ . 腫瘍死 ま で の 期

間 は , 2 6 ～ 1 0 5 日 , 平均71 日 で あ っ た (表 4 ) .

2) 肉眼的お よ び組織学的所 見

肉眼的に . 抗癌剤投与群 マ ウ ス と c o n t r o l マ ウ

ス に特 別な相違は み ら れ な い が .

一 般 に 抗癌剤投与群

マ ウ ス は , C O n t r O l マ ウ スに 比 べ て , 抗癌剤投与後

39

1 過頃 より , 腫瘍の 発育 が幾分緩や かと な り . 硬 度 も

や や柔か く , こ の 傾向は延 命の み ら れ る マ ウ ス 程 著 し

か っ た
.

ま た マ ウ ス骨腫瘍の 抗癌剤投与に つ い て t 各抗癌剤

の 種類 に よ っ て 特徴的な組織学的変化 は認 め ら れ な か

っ たが ,

一

般 に 抗癌剤投与群 に 共通 して 認 め ら れ た所

見は , 腫瘍細胞が中心部に 近づ く に 従 が っ て 粗 と な

り , 問質結合織 が増加す る傾向に あ っ た . 更 に 腫瘍細

胞 の 変性が み ら れ , 核 は p y c n o ti c な変性 を 示 し て

い た( 写 真2 1 ノ, ま た大小種 々 の 壊死巣 を認 め . そ れ ら

の 壊死巣の 周囲 に は , 炎症性の 細胞浸潤 が し ば し ば認

め ら れ た( 写真2 2 1. c e n t r al n e c r o si s は腫 瘍死 ま で

の 期間が長 い もの 程, 大き い傾 向に あ っ た .

3) M i t o ti c I n d e x

抗癌効果 の 組織学的指標 の 一

つ と し て . v i a b l e

p o r ti o n に お け る腫窃細胞中の m i t o ti c c ell の 百

分率 , 即 ち m i t o ti c i n d e x ( 以 下 M l と 略 す) を

調べ たとこ ろ, い ずれの グル ー プも C O n t r Ol グル ー プに比

べ て . m i t o si s の 低下が み ら れ たが , 特 に E n d o 一

泊 n
,
M M C グル

ー プに 著明な低下 が 認 め ら れ た ( 蓑

5 ) .

但し m i t o si s は mi t o ti c s t a g e の 前中期 . 中 期 .

後期の r n i t o ti c c el l を数え . 前期 . 終期 は 除外 し

た( 写 真2 3.) .

4) C u m u l a ti v e L a b eli n g M e th o d に よ る細胞動

態学的検索

C u m ul a ti v e l a b e li n g m e th o d を施行 し た 模本 に

お い て
,
V i a b l e p o r ti o n で 細胞を1 00 0 個数え ,

1 a 一

表 5 M i t o ti c l n d e x (3 w e e k s a f t e r t h e X e n o g r a f t)

C o n t r ol 針 O u P

E n d o x a n g r o u p

5 - F u g ｢ o u p

C o p p g ｢ o u p

M 冊o m y c i n
- C 針 O u P

T o y o m y ci n 針 O u P

2 . 3 %

0 . 9 %

8 . 5 %

8 . 4 %

白. 0 %

8 . 7 %
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b el e d c ell の 百 分率 ( 以 下 % L C と 略 す) を 求 め

て ∴経時的に プ ロ ッ ト す る と , % L C は時間 と と も に

は ぼ直線的に 増加 し . 以 後 pl a t e a u に 達 す る (以 下

P LC li n e と略す , 図2 ) .

一 般的 に PL C li n e よ り t t G( g e n e r a ti o n ti m e) ､

疇 tS (S y n th e ti c ti m e) . L I(1 a b e li n g i n d e x ) を 求 め る

% L C

場

こ と が で き る .

さ て 各 グ ル ー プ に つ い て 本法 を施行 し た が . ま ず

c o n t r o l グル
ー プ の C u m u l a ti v e l a b el i n g m e th o d

,

を検討 す ると , t G は35 時 間 . t S は1 1 時 間 と な り ,

L I は25 % で あ っ た′( 図3 ) .

ま た M I = t M / t G x l O O の 式 と ,
V i a b l e p o rti o n

P L C ]i n e

図 2

柑 1 2 6 0 6 ほ 柑 2 4 3 0 3 6 4 2 4 8 5 4
(h r $)

図 3 C u m u l a ti v e L a b eli n g o f H
3 ･ T h y mi d i n e i n M i c e
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で の M I が2 .3 % で あ っ た こ とか ら .
t M は0 . 8 時 間 と

計算さ れ た .

さ て C O n t r O l グ ル
ー プ は81 % で P l a t e a u に 達 し

て おり .
こ の こ と か ら g r o w th f r a c ti o n は0 .8 1 と

い え る . c e ll b i r th r a t e は L I / tS か ら 求 め る こ

と が で き . 2 . 3 % / h r の 値を得 た .

同様 に して 抗癌剤投与群の 細胞動態 の 値 を 求 め る

41

と . 衷 6 の 如く で あ っ た .

抗癌剤投与群 は . c o n t r o l グル
ー プに 比 べ て g e n e

･

r ati o n ti m e は い ず れ も延長 して お り . ま た g r o w th

f r a cti o n の 低下 , あ る い は c e ll b i rth r a t e の

低下 も認め られ , 特 に E n d o x a n ゲ ル , プ に 著 明 で

あ っ た .

5) S i n gl e P u l s e L a b eli n g M e tb o d に よ る 細 胞

衰 6 C u m u l a ti v e L a b e li n g M e t h o d

C o nt r ol E n 血x a n 5 ･ F u 払pp M M C T o y o m y cln

t G ( h r s) 3 5 4 8 4 5 4 0 4 l 3 6

t S (h 町S) ･
;‡ 葛‥ 1 8 t 7 t 3 t 2 1 2

t M ( h r s ) 0 . 8 0 . 4 0 . 7 0 . 5 0 . 4 0 . 6

山b eli ng l nd e x(% )

G r o w th F r a cti o n

払rth R at e( % /h r)

2 5

0 . 8 l

2 . 3

2 0

0 . 5 3

l . l

2 3

0 . 6 0

t . 4

2 4

0 . 7 4

l . 8

2 l

0 . 7 3

丑 . 8

2 3

■ 0 . 7 0

仁9

O t G 2

P L M c u r v e

図 4
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動態学的検索

si n gl e p u l s e l a b eli n g m e th o d を 施 行 し た 標本

か ら
,
m it o ti c c ell を1 0 0個数 え .

そ の う ち 1 a b el e d
･

c ell の 比率 (以下 % L M と 略す) を求
めて

･
経

時的に プ ロ ッ ト す る と , % L M は 棟正 弦曲線を描 く よ

う に な る ( 以下 P L M c u r v e と略す . 図 4 ) ･

こ の P L M c u r v e に お い て , 第 1 上昇 蜘 と 第 2 上

場

昇脚 の50 % L M の 点を 求め .
こ の 両点間の 時間が t G

で あ り ,
t G 2( P O S t S y n th e ti c r e s ti n g

ti m e) は 第

1 上昇 脚に お け る50 % L M ま で の 時間 で あ り t
t S は

第 1 上昇脚 と下降射 で の5 0 % L M の 雨点 間 の 時間 で あ

る .

次 に t M = M I / t G x l O O より tM を 求 め る こ と が で

き , 従 が っ て t G .( P r e S y n th e ti c r e s ti n g ti m e) は

図5 S i n gl e P u l s e L a b eli n g o f H
3 - T h y m i d i n e i n M i c e

表 7 S i n g l e P u l s e - M it o si s C h a s e M e th o d

C o nt r ol E nd o x a n 5
･ F u C opp M M C T oy o m y c ln

t G ( h r s) 3 6 4 5 4 0 4 0 3 9 3 6

t G 2 ( h r s) 竜0 a 3 8 葛 8 8 9

t s ( h r s) 篭l 1 7 琶6 1 2 亀2 =

t M ( h r s) 0 .8 0 . 4 0 . 6 0 . 6 0 . 4 0 . 6

t G t ( h r s) 1 4 . 2 8 4 . 6 = 2 . 穏 き9 . 4 8 8 . 6 1 5 . 4
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次の 公式 より算出さ れ る .

t G 一 = t G - (t G 2 + tS + t M )

さ て 各 グ ル ー プ に つ い て 本法 を施行 し た が ,
ま ず

c o n t r o l グ ル
ー プ の Si n gl e p u l s e

-

m i t o si s c h a s e

m et h o d を検討 す る と . t G は36時間 , tS は11 時 間 ,

t G 2 は1 0 時間で あ っ た (図5 ) .

表 8 E v a l u a ti o n

1 .
C li ni c al E f f ¢C t

P r o l o n g a ti o n o f P 即io d t = D ¢ a t h

2 . H i s t o l o g i c F
-

i n d i n g s

州 A p F 鳩 a r a n C e O† E x t e n si v e N ¢ C r O $ は

(2) D e c r e a s e o f M it o ti c l n d e x

3 . A n aI y si s o f C y t o k i n e ti c s

(1) P r o l o n g a ti o n o f G e n e r a ti o n T i m e

( 2) D e c r e a s e o f G r o w t h F r a c t1 0 n

(3) D e c r e a s e o f C e l l B i r t h R a t e

4 3

ま た t M = M l / tG x l O O よ り . t M は0 .8 時間 で あ る

か ら, t G - は1 4 . 2 時間と計算さ れ た .

同様 に し て 抗癌剤投与群の 細胞動態 の 値 を 求 め る

と . 表 7 の 如 くで あ り . こ の Si n gl e p u l s e ･ m it o si s

C h a s e m e th o d に お い て も .
E n d o x a n グ ル

ー プ に

最 も著明 な g e n e r a ti o n ti m e の 延 長 と , t S お よ

び t G 2 の 延 長 .
t M の 短縮が認 め られ た .

6) 抗癌剤 の 評価

次 い で 抗癌剤投与群 マ ウ ス の 抗囁効果 を . 臨床 的効

果 , 組織学的所見 お よび細胞動態学的解析 を総合評 価

して 判定 した (表 8 ) .

こ れ ら の 抗癌剤の 評価 に 際 して , 各項目で 最 も効果

的な もの か ら , 抗癌 剤 に 順位 を付 け た . 例 え ば ,

P r o l o n g a ti o n o f P e ri o d till D e a th で は , 蓑 4

か ら延命期間の 長い 71 日 の E n d o x a n を 1
,
6 3 EI の

5-F U を 2 の 如く に 順位を付 け , t O t a l の 最 も 少 な

い もの を最有効抗癌剤 と評定し た ( 蓑 9 ) .

但 し 2 ( 1 ) の
1.

A p p e a r a n c e o f E x t e n s i v e

N e c r o si s
"

は , 腫瘍の 割面に お い て , 腫瘍全 体 と c e rl ･

t r a l n e c r o si s の 面積比 を求 め . 抗癌 剤投与 群 が

C O n t r O l グ ル ー プ に 比 較 し て .
c e n t r al n e c r o si s

比 の 大な る も の を A p p e a r a n c e o f E x t e n si v e N e -

C r O Si s と判定 し たが , 評価 を算定 で き る 程 の 明 らか

な有意差 は , 各 グ ル ー

7
0

に お い て 判定医難 で あ っ た .

さ て こ れ ら の 結果か ら E n d o x a n に . 最 有 効 の 抗

癖作用あ り と判定 し , 以 下 5 q F U
.
C o p p , M M C ,

T o y o m y c i n の 順 に効果 あり と評定 し た .

表 9 R a ti n g o f A n ti
- T u m o r D r u g s

E v a 山 a ti o n E n d o x a n 5 - F u C o p p M M C T o y o m y c J n

I . P r o L o n g a ti o n o f P e ri o d ti][ D e a th □ 2 3 5 3

2 .( 1) A p p e a r a n c e o f E: x t e n si v e N e c r o si s

( 2) D e c r e a s e o f M it o ti c ln d e x □ 4 3 2 5

3 ･ (1 ) P r ol o n g a ti o n o f tG [ C u m u l a ti v e L ･ 口 2 4 3 5

l s i ｡ gI e P ｡I s ｡ L ロ 2 2 4 5

( 2) D e c r e a s e o f G r o w t h F r a c ti o n □ 2 5 4 3

(3) D e c r e a s e o f C ell B i r th R a t e 口 2 3 3 5

T o t aI 6 t 4 2 0 2 l 2 6



4 4

Ⅴ . ラ ッ ト骨腫瘍へ の有効抗癌剤投与

マ ウ ス に 異種移植 し た 骨 腫 瘍 で , 抗 癌 剤 の i n

V i v o s c r e e n i n g t e s t を施 行 し , そ の 抗癌効 果 の 評

価に 基 づ い て , d o n o r で あ る ラ ッ ト骨 腫瘍に . 前述

5 種類 の 抗癌剤を投与 し た .

1 . 実験材料お よ び実験方法

1) 実験動物

L ラ ッ ト骨腫場の 5 代目を . W i st a r 系雄 ラ ッ ト8 0

匹 に継代移植を施行 し . その う ち膵癌形成 をみ た67 匹

を泰実験 に 使用 し た.

2) ラ ッ ト骨腫瘍 へ の 抗癌剤投与

縫代移植6 代目の ラ ッ ト骨腫瘍67 匹 を6 グ ル
ー プ に

分 け , そ の う ち 5 グ ル ー プ , 5 0 匹 に マ ウ ス の 場合 と同

様 に して , 5 種類 の 抗癌剤 を単独投与 し た . 即 ち抗癌

剤 の M T D を総投与量 と し て ,
そ れ を移植後1 9 . 2 0 .

2 1 日 の 3 回 に 分け て 腹腔 内 へ 注 射 し , 残 り1 7 匹 を

c o n t r o l グ ル
ー プ と し ,

ラ ッ ト の 延 命効果 を 観察 す

ると と も に , 抗癌剤 に よ る腫瘍の 組織学的変化 を検索

し た .

2 . 実験結果

1) 肉眼的お よび組織学的所見

肉眼的に は t 一 般 に 抗癌剤投与群 ラ ッ ト は , C O n -

t r o l グ ル ー プ と比 べ て 腫瘍 の 増殖 が幾分緩 や か で , 延

命効果の 長 い ラ ッ ト程 , 腫瘍 は柔か く な る傾向 が み ら

れ た .

ま た組織学的 にも , 抗癌剤投与群 マ ウ ス の 組織学的

所見と殆 ん ど同様な所見 が観察 さ れ た . 即 ち腫瘍細胞

場

は中JL ､部 に 近 く な る に 従が っ て 粗 とな り , 問質結合織

が増加 し , 更 に 腫瘍細胞の 変性 を 認 め た( 写 真2 4) . ま た

マ ウ ス の 場合 に み ら れ た壊死巣周囲の 炎症性細胞浸 潤

は, ラ ッ トの 場合は軽微 であ っ た . c e n t r al n e c r o si s

は , 概 して延 命効果の 長 い ラ ッ ト程, 大き い 傾向に あ

っ た .( 写 真2 5)

2) 延命効果

継代移植 6 代 目の ラ ッ ト骨腫瘍の 抗癌剤投与 に よ る

生存期間 は衰10 の 如く で ,
マ ウ ス に お け る評価 と は ぼ

p a r all el な結果 とな り .
E n d o x a n グ ル p プ に 最

も著明 な延 命効果が観察 さ れ た .

考 按

1 . 発癌実験 に つ い て

文献上 .
M C に よ る実験骨腫瘍の 報告 は , 1 9 3 8 年

B r u n s c h w i g
2 )
に 始 ま り . 次 い で F r a n s e e n ら

3 ) の

報告が あり . 本邦で も大村
0)

, 山Eが
1)
. 乗 ら

l)
,
W a t a ･

n a b e
封)
‥ 鳥山 ら30) の 実験 が紹介 さ れ た .

ま た P
3 2
に よ る 実験骨 腫瘍 の 報告 は , 1 9 5 0 年

K o l e t s k y ら
川)
に 始ま り ∴次い で 本邦 の 倉光

ほ)
. 高田2 4) ,

林
り

. 冨 田
28)

, 北村 ら
8)
に よ っ て 報告 さ れ た .

一 方 ,
こ れ ら両者 の 併用実験 も試 み られ , 1 9 6 0 年牧

田
仰
が報告 し て 以来 , 堀江 ら

5 )
, 佐 藤

23 )
の 実 験 を み る

こ と が で き . 本実験 に お い て も単独投与 より . 腫 瘍 発

生率の 高い M C と P
32
の 併用投与 に よ る発癌実験 を

試み た .

一 般 に C h e m i c al c a r c i n o g e n は線維肉腫 を .
i s o -

t o p e は骨肉腫を誘発さ せ る傾向 に あ る と い わ れ て

表10 P e ri o d t ill D e at h aft e r th e l s o g r a ft i n R a t s (6 g e n .)

R a t s P e ri o d

C o n t r ol g r o u p t 7 4 9 ～ 7 5 d a y s ( a v . 5 7 d a y s )

E n d o x ∂ n g ｢ O u P 1 0 6 t ～

‡2 8 d a y s ( a v . 7 7 d a y s )

5 -

F u g r o u p 1 0 5 9 ～ 9 6 d a y s ( a v . 7 0 d a y s)

C o p p g r o u p

M it o m y ci n
- C g r o u p

T o y o m y ci n g r o u p

5 8 ～ 馴 d a y s ( a v . 6 8 d a y s)

5 5 ～ 8 4 d a y s ( a v . 7 0 d a y s)

4 3 ～ 7 0 d a y s ( a v . 6 0 d a y s)
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い るが t 本実験の 腫瘍発生22 匹中 , 2 0 匹の 線維肉腫は

い ず れ も大腿骨幹部よ り 発生 して お り , M C 注 入部位

が大腿骨幹部 で あ っ た こ と か ら , M C が よく注 入 部位

で 発 癌作用を発拝 して い た こ と を示 して い る ･

ま た こ れ ら線推肉腫が . 骨髄内発生 で あ る とす る 理

由 に つ い て は , 山田
3‖
の 詳細な考察 が あ る . 即 ち骨髄

内原発の 場合 は , 骨皮質 を初 めは 1 カ所 だ け 破 っ て 暮

そ の 方向に の み増殖し ∴瞳瘍全体の 中心 が骨外 に あ る

場合 で も , 骨髄内原発 を確認 で き る と して お り . 骨外

原発 鷹揚 は骨全休を包囲す る ほ どま で に 増大 し て も ･

骨皮質 を破壊 し て 骨髄内 に浸潤 し ない と述 べ , 佐藤
2 3 )

も実験 で こ れ を確か めて い る . 事実 , 本実験 に お い て

も骨変化 の な い 腫瘍発生 を 3 例認 め , 放置 し て い て も

軟部腫瘍の 増大の み で あ っ た こ と は . M C の 逸 脱 を示

唆し , M C の 注入失敗 に よ るも の と 思 わ れ る .

一 方 , 本実験の 2 匹 の 骨肉腫 は , 大腿骨遠 位塊 と脛

骨近位端 に 発生 した が ,
P
32
投与 に よ る腫瘍の 発 生 部

位 に 関す る諸家 の 報告 で も , 殆ん ど長管骨 の 骨 幹端 部

に 発生 した と述 べ て い る , こ れ は い わ ゆ る b o n e
-

S e e
-

k e r の is o t o p e は , 長 管骨の 骨幹端部 に 多く 集ま

る と い う事実 に 関連 して い る と 思わ れ る . 即 ち加

藤
丁)
は P
32
の 体 内分布 を検索 し .

それ が骨 に 最 も多 く

沈着 す る こ と を 明らか に し , ま た 骨 内分布 に つ い て

も . 高 田
紺
は長管骨 に お い て , 骨 幹部 よ り も骨幹端部

に 多い こ と を報告し た . 更 に 真鍋 ら
ほ)
は H

L
th y m ト

d i n e に よ る a u t o r a d i o g r a p h y で , S r
89 投 与 後 5

カ月 頃 より , 長管骨 の 骨幹端部お よび 骨幹部の e n d-

o s t e al c e ll より o s t e oi d 形 成を伴 な っ た細胞増殖

と , D N A 合成 の 盛ん な 異常 な細胞の 増 殖を 認 め ,
こ

の 骨内膜の 所見が骨肉腫発生 と関連性が あ る こ と を 示

唆し た .

こ れ らの こ と は , 本実験の 骨肉腫 は . ラ ッ トが P
3 2

の 影響下 に あ っ て , 長管骨骨幹端部 に 腫瘍 発 生 を 認

めた理 由 を示唆し て い る もの と考 え ら れ る . 即 ち線維

肉腫が M C 注入部位 で あ る大腿 骨 幹部 に 発生 し . 骨

肉腫が大腿 骨遠位端 と脛骨近位端 に 認 め ら れ た と い う

こと は , M C と P
32 の 併用投与と い え ど も , そ の 腫

壌発生機転 に お い て は . M C . P
32
は各 々 独立 し て 発 癌

作用 を 発揮 し たと考 え ら れ , 線維 肉腫発生 が多数 を占

め た こ と か ら
. 本実験 に お い て は M C の 発 癌 作 用 の

方 が強か っ た こ とを 示 して い る もの と 思 わ れ る .

2 . 継代移植 に つ い て

山根
ユ2)
は種々 の 実験 に 供し う る可移植性骨 腫 瘍 は .

1) 移植率が 高い . 2) 生存日数 が平均 し て い る , 3) 腫

瘍の 発育速度が 一 定 し て い る . 以上 の 3 条件 を満足 す

べ き で あ る と して い る .
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本実験 に お い て . 絶代同系移植に 成功 し たL ラ ッ ト

骨腫瘍は . 移植率 は常 に80 ～ 1 0 0 % を示 し . 移 植 後 2

過で 小指頑大の 腫瘡 を認 め る よう に な り , 7 ～ 8 過で

鶏卵大な い し手拳大に 達 して 腫瘍死 し . 更 に 組織像 に

お い て も . 腫瘍 の 形態 は15 代の 現在 に 至る ま で , 原発

腫瘍 と比較 し て 細胞密度が比 較的高く な る 以 外 に は .

どの 継代 に お い て も変化は認 め られ な か っ た . 即 ち 本

実験骨腫瘍は , 組織像が
一 定 して お り , 移植腫 瘍 の 再

現が容易で . 且 っ 前述の 条件 を満足 す る も の で あ り .

モ デ ル 実験 に利用価値の あ る可移植性骨 腫瘍 で あ ると

考え ら れ る .

3 . 免疫抑制剤 に つ い て

自家ま た は同系移植 で は , 殆 ん ど成功 す る腫 瘍の 移

植が , 移植免疫反応に より 同種 や異種移植 で は不 成功

に 終る こ と は ､ よく知 られ て い る こ とで あ る .

さて 腫瘍の 同系移植 で は , 免疫抑制剤投与 の 必 要 は

な い が 一 個 々 の ラ ッ ト の 組織適合性 に 差 異 が あ る た

め . 移植率 は100 % を期待 し得ず , 本実験で は 継 代 移

植率 を高め る た め に .
c o r ti s o n e 投与を 行な っ た .

しか し ラ ッ ト骨腫瘍の マ ウ ス へ の 異 種移植 の 場 合 .

r e ci pi e n t で あ る マ ウ ス の 免疫抑制 を い か に効 果的 に

行な うか が 問題 で あ る . 高瀬 ら
25)
は ヒ ト骨 肉腫 由来培

養細胞( O S T 細胞) を放射線照射お よ ぴ c o rti s o n e

処 置 を 行な っ た ラ ･

ソ ト の 背部皮下 に 移植 し , 2 8 匹

申 . 4 匹に 4 ～ 7 日 引 こ腫瘍形成 をみ た が . 7 日 目 よ

り r e g r e s si o n を み たと 報告 して い る . こ の こ と は

K o i k e ら
9〉 の 述 べ る如く . 放射線照射 や C O r ti s o n e

投与 に よ る T o o l a n
2g)
の 方 法で は , 十分 な免 疫抑 制

が行な わ れ な い こ と を示 し て い る .

さて M ill e r
18)
か ら始 ま っ た胸陳 の 免疫機構 に 関 す

る研究 は , a n ti -1 y m p h o c y t e s e r u m ( A L S ) の 実 用

に ま で 発展 し て き た . 本実験で は K u b i st a ら
‖ )
が

行な っ た L e v e y ら
13) の 方法で t

R A M T S を 作 製

し , r e Ci p i e n t の 免疫抑制 を期待し た . T a u b ら
27 )

も こ の 方法で , 抗体価 が 高い 抗血清が得 られ る と報 告

し , N a g a y a ら
19)
は リ ン パ 球 に 対す る抗血清 と ,

腺細胞 に 対す る 抗血清と を 比較 し .
i n v i v o で は 抗

胸腺細胞血清の 方 が .
よ り 永続的に リ ン パ 球減 少効 果

があ り . 同種移植の 生者期間が著明に 延 長す る こ と を

示 し, 免疫抑制作用 が よ り 強い と述 べ た .

一 般 に A L S は i n v i t r o で の 抗体価 と . i n v i v o

で の 抗体価が 必 ず し も平行関係 に な い こ と は 知 られ

て お り , 大藤 ら
Zり
も そ れ を確認 し て い る . そ れ 故 ,

高瀬 ら
26)
は R A M T S を用 い て ,

O S T 細 胞 の マ ウ ス

へ の真種移植 に 成功し ,
O S T 細胞 が マ ウ ス を 死 亡 さ

せ るま で 増殖す る こ と . お よ び R A M T S 投与中 止 に
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よ り . 腫瘍が r e g r e s si o n す る事実 を も っ て . R A ･

M T S の 効果を証明 して い る . 本実験 に お い て R A M
･

T S 投与下の 異種移植率 は . A 群76 % . B 群79 % . C 群

9 5 % で あ り , 移植率 の 差異 は , 主 と して 各群の R A M
-

T S の 抗体価 の 差異に よ る も の と 思 わ れ る が . 平均 移

植率はP l % で あり , R A M T S の 高 い 免 疫抑制力 を確

認 した .

4 . 異種移植 に つ い て

P a tti ら
22)
は S a r C O m a 1 8 0 を ラ ッ ト に 異 種移植 を

行 な っ て , 腫 瘍の 形態学的変化 の な い こ と を確 か め て

い るが
, 本実験 に お い て も マ ウ ス へ の 異種移植後の 腫

瘍増殖過程は , 肉眼 的 に も組織学的 に も .
ラ ッ トの 総

代移植 の 場合 と ほ ぼ同様の 所見 を認 め た .
こ の こ と は

ラ ッ ト骨腫瘍が マ ウ ス ヘ の 異種移植 に 際 し て ∴形態学

的に 大 き な影響を受 け て い な い こ と を示 し て い る .

しか し異種移植腫瘍を , d o n o r で あ る ラ ッ ト 腫 瘍

組織と詳細 に 比較 し て み る と , 異種移植腫瘍に お い て

問質結合織 の やや増加 と , m i t o s i s の 頻度 の や や 低

下が 認 め ら れ た .
こ の 問質結合織 の 増殖 は , ラ ッ ト 腫

瘍組織 に由来 す る問質細胞 の 増殖 に よ るも の と 思 わ れ

るが . m it o si s に つ い て は . 移植後 3 過 日の ラ ッ ト

骨腫瘍 の m it o ti c i n d e x を調 べ て み る と , 2 . 5 % で

あ る の に 対 し, マ ウ ス 骨鷹揚の そ れ は2 . 3 % で あ り ,
異

捷移植 に よ り 若干 の 低下 を 示 し た . こ の 0 . 2 % の

m it o si s の 減少 に つ い て は , 恐 ら く 以 下 の よ う な こ

とが推察 さ れ よう . 即 ち 一

つ に は マ ウ ス腫瘍組織 に お

ける p r o li f e r a ti n g c ell の 減少か .
あ る い は ま た

n o n ･ p r O lif e r a ti n g c ell へ の 移行 を示唆 す る も の か

も しれ な い . もう
一

つ に は マ ウ ス に お い て , 腫 瘍細胞

の 転移と 同様 の こ と が起 っ て い る の で は な か ろ う か .

即 ち異種移植 さ れ た ラ ッ ト 腫瘍細胞 は ,
r e Ci pi e n t

に お い て そ の 染色体が ふ るい に か け られ , 死滅 して い

っ た腫瘍細胞の 比率 を示す もの か も しれ な い が .
い ず

れ に し ろ d o n o r 腫窃と r e ci pi e n t 腫 瘍 の 組 織 学

的な差異 に つ い て は , 今後更 に 検討 を要す る も の と思

わ れ る .

次に r e ci pi e n t の 死 の 問 題 で あ る が , K u b i s t a

ら
1 t)
は R A M T S 処 置の も と に . W al k e r 腫 瘍 を ラ

ッ ト より マ ウ ス ヘ 異種移植 し . そ の マ ウ ス を 死 に 至 ら

し めて い る . 即 ち こ の r e c i pi e n t の 死 は , 腫 瘍の 悪

性度 の 問題 と直結す る . 本実験 に お け る継代腫瘍 ラ ッ

ト は移植後平均 7 ～

8 週 で 死亡 し , 異種 移植 さ れ た マ

ウ ス は平均 6 ～ 7 過で 死亡 した . 異種移植腫瘍 に お い

て , 組織学的に C e n t r al n e c r o si s が 強 い こ と . 腫

瘍細胞 の 異型性 が強 い こ と . r e ci pi e n t が 巨 大 な 腫

瘍を形成 し , 腫瘍に よ り死亡す る こ と . な どか ら判断

場

して 一 本実験に お ける骨 腫 瘍は t 高 い 悪性度 を持 っ て

い る と判定 して も良 い と 思わ れ る .

5 . 抗癌剤の 評価 に つ い て

異種移植 に 成功 し た マ ウ ス に . 5 種類 の 抗癌剤 を投

与 し , そ の 有効性 を臨床的 , 組 織学的お よび細胞動態

学的検索 を行 な っ て 評価 した .

さ て 抗癌剤投与 群 マ ウ ス は . い ず れ も c o n t r o l

グル
ー プ よ り延命効果が観察さ れ た が . 輯 に E n d o -

Ⅹ a n グル
ー プ に 最 も 著 明 な 延命 が み ら れ . 臨床 上

E n d o x a n に 最 も有効 な抗癌作用 が 認 め られ た .

ま た 抗癌剤投与 に よ る粗放学的変化 に つ い て ,

一 般

に そ の 変化 を抗癌剤 の 作用 に よ る もの か ど うか の 判定

は困 難で あ る が . 抗癌剤 の 効果を腫壌細胞 の 死 滅 と い

う 面か らと ら え る と ,
n e C r O Si s の 範 囲 が 問 題 と な

る . 事実 . 真鍋 ら
16)
は抗癌剤投与 に お け る特赦的 な組

織学的所見と して , ま ず 第 一

に 広 範 囲 な n e c r o s i s

の 出現 を挙 げて お り . 特 に広範 な n e c r o si s と そ れ

を囲む 炎症性細胞浸潤は . 対照 実験 で は観 察 さ れ得 な

い と い う .

本実験 に お け る マ ウ ス 骨腫瘍の 抗癌剤投与 で . 各 抗

癌剤 の 種額に よ っ て 特徴的な組織学的変化 は認 め ら れ

ず , 抗癌剤投与群 に 共通 して 認 め られ た 所見は , 腫 瘍

細胞 の 変性 と大小種 々 の 壊死巣で あ っ た . しか し本実

験 に お い て C e n t r al n e c r o si s に つ い て は . そ の 腫

瘍の 割面 で , 腫瘍 に 対す る C e n t r al n e c r o si s の 面

積 比を求 め た が ,

一 般 に は C e n t r al n e c r o si s の 大

き さ は . c o n t r ol グル
ー プ を含め て t 各 グル ー プ に

評価を 算定で き る程 の 明 らか な差異 を有 して は い な か

っ た . 即 ち n e c r o s i s の 大 きさ か ら判定 して . 抗 癌

剤の 効果を評価する こ と は で き なか っ た .

一 方 , 抗癌 剤が 一 般 に そ の 作用 機転 で あ る D N A

合成阻害作用か ら . 腫壌細胞 の m i t o si s に 何 ら か

の 抑制的 な変化 . 即 ち m it o ti c i n d e x の 減 少 を も

た ら す こ と は . 当然予想 さ れ る と こ ろ で あ り , 本実験

に お い て は E n d o x a n , M M C グ ル
ー プ に 著明 な 低

下 を認 め .
マ ウ ス 骨腫瘍 に対 して , 効果 的な抗癌剤 で

あ る こ と を示 し た .

次 に H L th y m i d i n e に よ る a u t o r a d i o g r a p h y

で . 細胞動態学的 に 抗癌剤の 効果 を 検索 し た . さ て

c u m u l a ti v e l a b eli n g m e th o d は ,

一 世代問を経 れ

ば
, 理論 的に は全細胞が標識さ れ る こ と に なる が . 実

際 に は i n v i v o で の P L C li n e は必 ず し も1 00 %

に 達 しな い こ と が よ く 知 ら れ て い る . c o n t r o l グ

ル ー プ に お け る P LC li n e に お い て . % L C は 直 線

的 に 増加 し , 2 4 時間後 に は81 % と な っ て , 以後 pl か

t e a u を示 した . こ の こ と は vi a b l e p o rti o n で の
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g r o w th f r a c ti o n が0 . 81 で ･ 8 1 % の P r O lif e r a ti n g

c e ll の 存在 を示 して お り . 残 り19 % は n o n ･

p r O lif e-

r a ti n g c ell で .
c ell c y cl e か ら外 れて く る こ と を

示唆し て い る . 抗囁剤の 効 果を腫瘍細胞 の 増殖抑制や

細胞の 死 とい う点か らみ れ ば .
n e c r o s i s の 増 大 の

ほ か に ,
n O n

-

P r O lif e r a ti n g c ell の 増 加 , 即 ち

g r o w th f r a c ti o n の 低下 が抗癌剤の 効 果 判定 に 重 要

な指標 に な る と考え ら れ る . 事実 , 本実験 に お い て す

べ て の 抗癌剤投与群 に . g r o w th f r a c ti o n の 低 下

が観察さ れ た こ と は .
こ の 考え を 裏書 き す る もの で あ

る と言え よ う .

ま た抗癌作用 が 腫瘍細胞 の 増殖抑制 に あ る以 上 ,
t S

の 延 長 は抗癌剤が . 腫瘍細胞の D N A 合成に 何 ら か

の 影響を 及 ぼ して い る と考 え られ る . 即 ち抗癌剤投与

群で み られ た I a b eli n g i n d e x の 低 下と .
P L C li n e -

の g r o w t h f r a c ti o n の 低下 は , tS の 延 長と と

も に P r O lif e r a ti n g c ell の 減少と .
そ の t G の 延

長を示唆す る も の で あ る . 事実 . 本実 験で は どの 抗癌

剤投与群に お い て も , t G は延長 し , 特 に E n d o x a n ,

5-F U グル ー プ に 著明で あ っ た .

更 に 腫 瘍増殖抑制を . 新生腫瘍細胞数の 減少 と い う

観点か らみ れ ば . 単位 時間あ たり の 新 生細胞数の 百 分

率を示す c e11 b i r th r a t e も , 当然 低 下 す る と 思

わ れ る . 本実験 に お け る各抗癌剤投与群の 腫瘍組故 に

お け る c ell b i r th r a te 値 は . c o n t r o l グ ル ー プ

に 比 べ て い ず れ も 低下 し て お り , 特 に E n d o x a n ,

5
-

F U グ ル ー プ に 著明 に 認 め ら れ , E n d o x a n , 5
-

F U

は腫瘍細胞 の増殖抑制作用 を よく発揮 し て い た と 思

わ れ る .

次に Si n gl e p u l s e - m i t o si s c h a s e m e t h o d は , 1 a -

b el さ れた m i t o ti c c ell に よ り , 細胞増殖 を m ト

t o si s との 関連 に お い て 認識 し よ う と す る も の で あ

る . m i t o si s c h a s e m e th o d に よ っ て tS , t G を

測定す る と , T o y o m y ci n グ ル
ー プ を除 く 抗癌 剤 投

与群の ど の グ ル ー

プ に お い て も , C O n t r O l グ ル
ー プ

より延 長 して お り . 特 に E n d o x a n グ ル ー プ に 著 明

で あ っ た . ま た抗癌剤投与群に み ら れ た t M の 短 縮

は , 軍偏 剤投与群 の m i t o ti c i n d e x が低 下 し て い

た こ と か ら予期 さ れ る こ と で あ る が , t G l . t G 2 は 抗

癌剤投与群 に ば ら つ き を示し た . 即 ち 5-F U グ ル ー

プ の t G l の 短縮 や t
C o p p . M M C ,

T o y o m y ci n グ

ル ー プ の t G 2 の 短縮 を認 めた こ と は . そ の 理 由 の
一

つ に 各抗癌剤の 影響 の 個有性を示す も の と考え られ る

な らば . t G l . t G 2 は抗癌効果 の 指標 と は な り 得 な い

と思わ れ る . 即 ち si n gl e p u l s e
･

m i t o si s c h a s e

m et h o d に お い て も . c u m u l a ti v e l a b eli n g m e t h o d
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と 同様 に . 細胞 動態学的 に は t G の 延長の み を 抗 癌剤

の 有効性を示す指標 とし た .

以 上 , 本実験 に お い て 抗癌剤 を臨床的効果 , 組織学

的所見お よ び細胞動態学的解析 を加 えて 検討 し . 総合

評 価 した結果 , 本骨腫瘍 に 対し て E n d o x a n が 最 も

著明な抗癌効果 を示 し たと言 え る .

6 . 抗癌剤の i n v i v o s c r e e n i n g t e s t に つ い て

現在 , 臨床的 に抗癌剤の 飯選択的投与 が行わ れ て お

り . 今永
6) に よれ ば そ の 有効率 は20 ～ 30 % に す ぎ な い

と報告し て い る . 本実験 に お い て , ラ ッ ト骨腫瘍の マ

ウ ス へ の 異種移植に よ る i n v i v o s c r e e n i n g t e s t

で
, 有効 と判定さ れ た抗癌剤 を . d o n o r の ラ ッ ト

骨腫瘍に 投与 して 得た成績を検討す ると .
マ ウ ス に お

い て 有効 と判定さ れ た抗癌剤 は . d o n o r の ラ ッ ト骨

腫瘍 に お い て も同様に 有効性を示し た .
こ の こ と は 悪

性腫瘍の . 異種移植に よ る抗癌剤 i n v i v o s c r e e
･

ni n g t e s t の 効果 の 確実性 を 示唆す る も の と 思 わ れ

る ∴現 在 , 抗癌剤の i n v it r o に お け る感受性 測 定

方法 は , C A P 法 .
1 N K 法 ,

S D I 法 な ど が 報 告 さ れ

て い る
. し か し i n vi v o に お け る感受性測 定法 に

っ い て は . 真鍋 ら
㈲
, 山内

m
の 報告 を み る に す ぎ ず ,

且 っ こ れ らの 報告 に よれ ば . r e c i pi e n t に お け る 抗

癌剤 の S C r e e n i n g t e s t に より有効抗癌剤 を決定 し

た に と どま り . d o n o r に それ を投与 して t 抗癌剤効

果の 確認を行 な っ て い な い .

一 般 に と 卜骨悪 性腫瘍の 治療 に 際し て . 有効抗癌剤

の 投与 は ､ 外科 的処置に ひ き続く 腫瘍細胞の 転移防止

を目的 とす る が . か か る意味 に お い て と 卜骨悪 性腫 瘍

の 動物 へ の 異種移植が可能 で あれ ば , i n v i v o s c r e e-

n i n g t e s t は 最 有効抗癌剤 の 選択 に 有 用 な 情 報 を

提供 し , 悪性腫瘍の 予 後改善 に 大き く役立 っ もの と 考

え られ る , 事実 .
ヒ ト骨 悪性腫瘍の 異種移植 に よ る 抗

癌剤の i n v i v o s c r e e n i n g t e s t に つ い て は , 真

鍋 ら
=) の 報告を み る が . そ の 腫項細胞 は組織培養化さ れ

た もの を使用 して い る . し か し と 卜骨悪 性腫瘍の 腫 瘍

片 を直接動物 へ 異種移植が 可能 で あれ ば . 最有効抗癌

剤 の 決定 に 対 して . 本実験の 如 き i n v i v o s c r e e-

ni n g t e s t はよ り簡単で . 且 っ 有意義 な感受性測 定 法 の

一

つ に な ると 思 わ れ る .

結 語

ラ ッ ト に 20- M e th yl c h o l a n th r e n e と P
3 2
と の 併

用投与に よ る実験骨腫瘍 を発 生さ せ .
そ の ぅ ッ ト継 代

腫瘍を マ ウ ス に 異種移植 し .
そ の 腫瘍形成 をみ た マ ウ

ス に 抗癌剤 を投与 して , 抗癌剤の i n v i v o s c r e e
-

n i n g t e s t を行 な い , 臨床的お よ び組織学的に 検 索 す
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る と とも に . H
3
- th y m i d i n e に よ る a u t o r a d i o g r a

-

p h y を施行 して . 細胞動態学的解析 を加え . 抗 癌 効

果 の 有無 に つ い て 検討 し た .
こ れ らの 実験か ら次 の 如

き 結果 を得た .

1 , 2 0
-

M e th yl c h o l a n th r e n e と P
32
の 併用 投与 に

よ る ラ ッ ト実験骨腫瘍 の 発生率 は . 3 8 匹中 , 2 2 匹 . 5 8

% で
, 腫瘍発生 ま で の 期間 は . 2 6 ～ 4 6 過 , 平均28 週 で

あ っ た . また 腫瘍発生22 匹申 , 形態学的 に 2 匹は骨 肉

腫 で , 2 0 匹 は線維肉腫 で あ っ た .

2 . 現在15 代ま で 継代移植 さ れ て い る ラ ッ ト骨 腫瘍

は線維肉腫で あり . そ の 移植率 は どの 絶 代で も 常 に80

～

1 0 0 % で t 移植成功 ラ ッ ト は移植後 7 ～ 8 過 で 腫瘍

死 し た .

3 . 継代移植 さ れ た ラ ッ ト骨 腫場を , R A M T S で

処置 し た マ ウ ス15 7 匹 に 異種移植 し . 1 3 2 匹 , 8 4 % の 移

植成功率を み た . 移植成功 マ ウ ス は移植後 6 ～ 7 週 で

腫瘍死 し た . ま た異種移植骨腫瘍 と .
d o n o r の ラ ッ

ト骨 腫瘍と に 形態学的に 殆ん ど差異 は認 め ら れ なか っ

た .

4 . 異種移植 に 成功し た マ ウ ス に , 5 種類 の 抗癌剤

を投与 し, 抗癌剤投与群 マ ウ ス に 延命効果 が観察 さ れ

た . ま た細胞動態学的に , ①p r o l o n g a ti o n o f g e -

n e r a ti o n ti m e , ②d e c r e a s e o f g r o w th f r a c ti o n ,

③d e c r e a s e o f c ell b i rt h r a t e は ∴細胞増殖抑制

効果 を示 し , 有効抗癌剤を決定 す る上 で , 有力 な指標

に な る こ とを 確か め た .

5 . 臨床的効果 , 組織学的所見お よ び細胞動態学的

解析 より . マ ウ ス 骨腫瘍 に対 す る 抗癌剤 を 評 価 し ,

d o r1 0 r の ラ ッ ト骨腫瘍に 有効抗癌剤 を投与 し た と こ

ろ , マ ウ ス に お け る評価 と ほ ぼ p a r a ll e l な 結 果 と

な り
.
ラ ッ ト に 明 らか な 延命効果 が観察 さ れ た . 即 ち

E n d o x an を本実験骨腫瘍に お ける 最有効抗癌 剤 と

判定 した .

6 .
こ れ らの 実験結果か ら , 悪性腫瘍 に 対す る最 有

効抗癌剤 の 決定 は , その 異種移植腫渇引こお い て . 抗癌

剤 in v i v o s c r e e n i n g t e s t に よ り行 わ れ る べ き

で あ る と考 え られ , 今後 かか る操作 を と 卜骨悪性腫 瘍

に 応用すれ ば . 本症 の 予後改善 に 役立 っ も の と 思 わ れ

る
.

稿を終 え る に あたり , 御懇篤 な御指 導と御校閲を賜わ

り ま した恩師高瀬武平教授 に謹 ん で 感 謝 の 意 を 表 し ま

す . また種 々 の 都政示と御助言 を頂 毒 ま した 真鍋 昌平講

師 をは じめ .

､
骨 膜塙研究社の諸 先生 方や 安田 俊久文部技

官 の御助力を深 く感謝致 します .

なお 本論文 の 要旨は . 第4 8 回 目本整形外科学会総会 に

お い て発表 した .
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2 2 ) P a tti , J . & M o o r e , A . E . : C a n c e r R e s . ,

1 0 , 6 7 4 (1 9 5 0 ) .

2 3) 佐藤良博 : 北海道整災誌 t l O , 1 2 3 ( 1 9 6 5 ) .

2 4 ) 高 田 悟 : 歯科 医報 .
5 9

.
1 8 1 (1 9 5 9 ) .

2 5) 高瀬武平 , 井村 慎 一

, 武 田正 典 .
安土 忠鏡 : 臨

盤外 , 2
,
9 9 3 ( 1 9 6 7) .

2 6 ) 高瀬武平一 山崎安朗∴露鍋昌平 .
三 秋 宏 , 森



実験骨腫瘍の 異種移植に 関す る研究

紀審 : 癌 の 臨床 ,
1 7

.
1 3 4 (1 9 7 1 ) .

2 7 ) T a u b , R . N . & L 8 n C e
,
E . M . : J . E x p . M e d .

,

Ⅰ2 8 t 1 2 8 1 (1 9 6 8) .

2 8 ) 冨 田幸八 郎 : 日大医誌 . 3 2 , 5 3 4 ( 1 9 7 3) .

2 9) T o ol a n , H . W . : C a n c e r R e s .
,
1 4

,
6 6 0

(1 9 6 7) .

4 9

3 0 ) 鳥山貞宜 . 栗廣琢 磨 t 村田弘顕 , 小出健 一

: 日

整会誌 , 4 2
,
7 6 7 (1 9 6 8 ) .

3 1) 山田 稔 : 日整会誌 t 3 8
,
2 7 1 (1 9 6 4 ) .

3 2 ) 山根 繁 : 日整会誌 , 4 l , 3 6 3 (1 9 6 7 ) .

3 3 ) 山内四 朗 : 中部整災誌 , 1 6 , 1 0 3 7 (1 9 7 3 ) .

3 4 ) W at a n a b e t R y o : 目外宝函,
3 5

t
4 3 7 (1 9 6 6 ) .

A b s t r a c t

I n o r d e r t o s t u d y th e
-
t

i n v i v o s c r e e n i n g t e s t
"

o f s e v e r a l a n ti - t u m O r d r u g s o n

e x p e ri m e n t a l r a t b o n e t u m o r s ,
t h e f o l l o w i n g e x p e r i m e n t s w e r e d e s i g n e d .

E x p e ri m e n t al r a t b o n e t u m o r s w e r e i n d u c e d b y th e 2 0A M e th y l c h o l a n th r e n e a n d

P
32
, a n d 22 t u m o r s (2 0 S t e O S a r C O m a S a n d 2 0 fi b r o s a r c o m a s ) d e v el o p e d i n 38 r a t s .

O n e o f th e fi b r o s a r c o m a s h a d b e e n s u c c e s s i v e l y i s o g r a f t e d i n t o th e r a t s u p t o th e

1 5 th g e n e r a ti o n .

R a t b o n e t u m o r s w e r e x e n o g r a f t e d i n t o th e R A M T S
- t r e a t e d r n i c e . T h e e x a m i n a ti o n

s h o w e d th a t x e n o g r a f t e d t u m o r s i n m i c e r e v e a l e d th e s a m e c li n i c a l , r a d i o g r a p h i c a l

a n d h i s t o l o g i c a l fi n d i n g s a s th e o ri g i n a l r a t t u m o r s .

O n th e o th e r h a n d
,
t h e t u m o r ･ C a r r y i n g m i c e w e r e d i v i d e d i n t o 6 g r o u p s , a n d

w e r e t r e a t e d i n t r a p e ri t o n e a ll y w i th 5 a n ti - t u nl O r d r u g s ; E n d o x a n , 5- F U ,
C o p p ,

M i t o m y c 汗 r C a n d T o y o m y c i n .

A l l t h e mi c e
,
t r e a t e d w i t h t h e s e d r u g s , S u r V i v e d l o n g e r th a n th e c o n t r o l m i c e .

U si n g t h e mi c r o a u t o r a d i o g r a p h y w i th H
3
- th y m i d i n e , t h e e fE e c ti v e n e s s o f t h e

a n ti r t u m o r d r u g s o n x e n o g r a f t e d t u m o r i n mi c e h a d b e e n al s o j u d g e d b y t h e c y
･

t o k i n e ti c al a n al y si s N th e p r o l o n g e d g e n e r a ti o n ti m e , t h e d e c r e a s e d g l
･

O W t h f r a c ti o n

a n d th e d e c r e a s e d c el l b i r t h r a t e o f th e t u m o r c e ll s .

T h e t u m o r- C a r r y i n g r a t s , t r e a t e d w i t h th e m o s t e Ff e c ti v e a n ti
･ t u m O r d r u g( E n d o x a n )

th at w a s t e s t e d i n x c n o g r a f t e d t u m o r i n m i c e , S u r V i v e d l o n g e r t h a n th e r a t s t r e a t e d

W i t h a n y o t h e r d r u g s .



5 0 大 場

写真 1 R a t w i t h O st e o s a r c o m a 写真 2 R a t w i t h Fi b r o s a r c o r n a (1 g e n .)

写真 3 Fib r o s a r c o m a (1 g e n .)



実験骨腫瘍 の 異 種移植 に 関す る研 究

写真 4 C u t - S u r f a c e o f F ib r o s a r c o m a (1 g e n .)

写真 5 0 s t e o s a r c o m a

写 真 6 Fi b r o s a r c o m a (1 g e n .)

H - E st a i n x l O O

H - E st a i n x l O O

51



写真 7 Fib r o s a r c o m a ( 1 g e n .)

写 真8 20 - M e t h yl c h o l a n th r e n e ･

a n d P 3 2 -

i n d u c e d R a t - T u m o r

鮎 脇

S il v e r i m p r e g n a ti o n

X l OO

写 真 9 R a トT u m o r

4 w e e k s a f t e r t h e I s o g r a f t (5 g e n .)



実験骨腫瘍の 異 種 移植に 関す る研究

写真10 R a t- T u rn O r

8 w e e k s
､
a f t e r th e I s o g r a f t (5 g e n .)

写真1 1 4 w e e k s a f t e r t h e I s o g r a f t

M u s c u l a r l a y e r (†) i s s h o w n i n

t h e u p p e r p a r t .

H - E s t ai n x l O O

53



5 4 大 場

写真12 4 w e e k s a f t e r t h e I s o g r a f t

N e c r o si s ( †) i s sh o w 占i n th e l e f t p a r t ,

写真1 3 M o u s e - T u m o r

6 w e e k s a f t e r t h e X e n o g r a f t

H - E st a i n x l O O

写 寛14 M o u s e - T u m o r

4 w e e k s a f t e r X e n o g r a ft



実験骨腫瘍の 異 種移植 に 関す る 研究

写真1 5 M o u s e
- T u m o r

6 w e e k s a ft e r t h e X e n o g r a f t

一

一
ヽ ご う

軋 - こ 霊

写 真16 M o u s e ･ T u m o r

6 w e e k s a ft e r t h e X e n o g r a f t

写真1 7 C u t- S u r f a c e o f M o u s e - T u m o r

. 6
､

W e e k s a f t e r th e X e n o g r a f t



5 6 大 場

N e c r o si s (†) i s sh o w n i n th e l e f t

p a rt .

写真19 3 w e e k s a ft e r th e X e n o g r a ft

写 真20 H 3 ･1 a b el e d c e11 (†) i n C u m u l a ti v e

L a b eli n g

H - E s t a i n x l O O

S il v e r i m p r e g n a ti o n

X l O O

H - E st a i n x l O O O



実験骨腫瘍の 異種移植 に関する研究

写真21 N u cl e a r d e g e n e r a ti o n i s s h o w n i n

M o u s e - T u m o r a d m i n i st e r e d E n d o x a n .

写 真22 N e c r o si s i s sh o w n i n M o u s e - T u m o r

a d m i n i st e r e d E n d o x a n .

写真23 H
3
･1 a b e l e d' m it o si s (†) i n S i n g l e

P u l s e L a b eli n g

H - E st a i n x 4 0 0

H - E st a i n x l O O
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H - E s t a i n x l O O O



58 大 場

写真24 N u cl e a r d e g e n e r a ti o n i s sh o w n

i n R a t ･ T u m o r ( 6 g e n .) a d m i n i st e r e d

E n d o x a n .

写 真25 N e c r o si s i s s h o w n i n R a t
- T u m o r

(6 g e n .) a d m i n i st e r e d E n d o x a n .

H - E st a i n x 4 0 0

H - E st ai n x l O O


