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金沢大学十全医学会雑誌 第104 巻 第 3 号 35 ト 36 2 (1 9 9 5)

ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス 輸液製剤の 抗腫瘍効果 に 関する 基礎的研究

一 書田肉腫担癌 ラ ッ ト に よ る実験的検討 -
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金沢大学医学部外科学第
一

講座 ( 主任 : 渡辺洋字教授)

松 智 彦

ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス が 腫 瘍 増 殖を抑制する こ とが 知られ て い る . 今回 著者は
,

ビ リ ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド の 生合成系

(d e n o v o 合成系) と尿素サ イ ク ル が
,

カ ル バ ミ ル リ ン 酸(c a r b a m o yl p h o s p h at e) を 共通の 基質とす る こ と に 着 目 した . そ して

本研究で ほ
t 尿素サ イ ク ル の 賦活に よ る ビ リ ミ ジ ン 合成抑制を 目的 と して

,
ア ル ギ ニ ン を過剰に 含み ,

これ に オ ル ニ チ ン を添

加 した輸液 鮎軋 金沢ア ル ギ ニ ン ･ オ ル ニ テ ン 増量輸液 1 号 (K a n a z a w a a r gi n i n e a n d o r nithi n e e n ri c h e d s ol u ti o n n u m b e r l
,

K A O-1) を作成 し ,
ア ス パ ラ ギ ソ 酸 ト ラ ン ス カ ル バ ミ ラ ー ゼ (a s p a r t a t e tr a n s c a r b a m yla s e) 阻害作用 を 有 し て い る N- フ ォ

ス

フ ォ
ン ア セ チ ) t/-し ア ス バ ル テ ー

ト (N
-(p h o s p h o n a c e tyl)-I ･- a S p a r t a te

,
P A L A ) と の 併用に よ る抗腫瘍効果 と宿主 に 及ぼ す影響 を

検討 した ■ 実験動物に は 吉田肉腫を 接種 した雄性 ド ン リ ュ

ー

ラ ッ トを 用 い
, 総合ア ミ ノ 酸投 与群 (Ⅰ 群),

K A O-1 投 与群 川

群) , P A L A 投与群 ( n] 群) , K A O-1 + P A L A 投与群(Ⅳ群) の 4 群に わ け
,

8 日 間に わ た っ て 無拘束下に 中心 静脈栄養を 施行し

た ･ 輸液期 間中の 窒素平衡 , 腫瘍重 乱 実験前後の 宿 主体重 ,
お よび 実験終了時の 血 液生化学検査 ,

血衆道離ア ミ ノ 酸濃鼠

尿中 ア ミ ノ 酸量 , 肝鼠織 中遊離 ア ミ ノ 酸濃度 ,
腫瘍組織中遊離ア ミ ノ 酸濃度 , 膿瘍細胞 ヒ ス トグ ラ ム

上 底瘍 内核 D N A , R N A

お よび 蛋白量を 測達 した ･ 輸液期間中の 累積窒素平衡 は
,
全例で 正 の 値を 示 し各群間に 差 を認め なか っ た . 輸液終了 時の 腫瘍

重量を み る と
,

Ⅰ群 と比較 して 甘 群,
Ⅳ群で有意 の 腫瘍増殖抑制 を認め( p < 0 .0 1) ,

Ⅱ群と比較 して もⅣ 群でほ 有意 に 腫瘍増殖

が抑制され て い た ( p < 0 ･0 5) . また
, 宿主 体重の 変化 に は 各群間に 差を認め な か っ た . 血液生化学検査で は

, 赤血 球数,

ヘ
モ グ

ロ ビ ン 値
,

ヘ マ ト ク リ ッ ト 億は い ずれ もⅠ群と 比較 し
, 他の 3 群で ほ 有意に 低下 してい た (p < 0 .0 1) . ま た

,
血 小板数 は逆に Ⅰ

群と比較 しⅡ群( p < 0 ･0 1) お よ び Ⅳ 群( p < 0 .0 5) での 増加を認め た . また Ⅱ群 ,
Ⅳ 群に 血 清尿素窒素の 有意な上 昇と血 清尿 酸値

の 有意な低下を 認め た が (p < 0 ･01 ) , 肝機能障害や 腎機能障害の 発 生を示 唆す る所見はな か っ た . 血 紫遊離ア ミ ノ 酸濃度 で は
,

Ⅰ群と 比較 して ] 群 で シ ト ル リ ン
,

オ ル ニ チ ン
,

ア ル ギ ニ ン の 有意 な上 昇を 認め た ( シ トル リ ン
,

オ ル ニ チ ン p < 0 .0 5 ; ア ル ギ

ニ ン p < 0 ･01 ) . ま た Ⅲ群 でほ
,

シ ト ル リ ン と ア ル ギ ニ ン の 有意な 上昇を 認め ( シ ト ル リ ン p < 0 .0 5 ;) ア ル ギ ニ ン p < 0 .01 )
,
Ⅳ 群

で も ,
シ ト ル リ ン

, オ ル ニ チ ン
,

ア ル ギ ニ ン の 有意な上 昇を認 め た (p < 0 .Ol ) . 尿中 ア ミ ノ 酸分析 で は
,

Ⅰ 群と比較 して Ⅱ群と

Ⅳ群 で シ ト ル リ ン
,

オ ル ニ チ ン
,

ア ル ギ ニ ン の 有意な 排泄増加を 認め た ･ ∵ 方,
Ⅶ 群でほ逆 に ア ル ギチ ン と シ ト ル リ ン の 尿中

排泄量が 有意 に 低下 して い た . 肝覿織中遊離ア ミ ノ 酸濃度 でほ Ⅰ 群と [ 群の 間に ほ 有意差を認め なか っ た が
,

Ⅲ 群,
Ⅳ群で ほ

Ⅰ群と 比較 し て 全般 的に 遊離 ア ミ ノ 酸 の 有意 な 増加 を認 め た . 腫 瘍組織 中遊 離 ア ミ ノ 酸 濃度で ほ , Ⅰ群と 比較 し て Ⅱ 群

(p < 0 ･05 ) と Ⅳ群 ( p < 0 .0 1) で は オ ル ニ チ ン の 有意な 上 昇を認め た . 腫瘍細胞の 細胞周 期分析の 結果で ほ
,

Ⅱ 群およ び Ⅳ群に お

い て S 期 へ の 細胞集積が 認め られ た . 腫瘍細胞の 核 D N A 量 ,
R N A 量およ び蛋白量の 変化をみ ると

,
Ⅱ群 ,

Ⅳ群で R H A 量の

有意 な減少(p < 0 .05 ) と D N A 量 の 減少傾向を認 めた . 以上 の ア ミ ノ 酸分析結果か ら
, 過剰に 投与され た ア ル ギ ニ ン と オ ル ニ チ

ン は尿素サ イ ク ル に 流入 し
, 順調に 代謝され るもの と推測さ れ た .

d 方 , Ⅲ群の 血祭 シ ト ル リ ン 値 の 推移か ら
,
P A L A ほ カ ル

バ ミ ル リ ン 酸の ビ リ ミ ジ ン へ の 代謝 を有効に 阻止 す るも の と考え られ た . 以 上の 成績に よ り ,
K A O-1 の 投与に よ っ て 担癌生 体

内で尿素サ イ ク ル が 賦活され
, 腫瘍の 増 殖が 抑制さ れ る こ と が 示 され た . ま た

,
P A L A は 有効に ア ス パ ラ ギ ン 酸 ト ラ ン ス カ ル

バ ミ ラ ー ゼ を阻害す ると 推測 され
,

K A O- 1 との 併用 に よ りそ の 抗腫瘍効果を増強させ る こと が判 明 した .

K e y w o r d s a m i n o a cid i m b al a n c e
,

u r e a C y Cl e
,
P A L A

,
a rg ini n e

,
0 mi t hi n e

癌化学療法が 臨床 に 応用 され て 約50 年 , 癌治療の な か で 化学

療法の 果たす役割は近年飛躍的に 高ま っ て い る . な か で も , 核

酸代謝関連酵素阻害や D N A 二 重鎖の 複製阻害は
l 分裂能 の 高

い 細胞に よ り大きな障焉 を与え る た め の 悪性腫瘍の 化学療法に

しば しば 応用 され る
1 ト 3 ,

. 代表的な代謝括抗剤 5- フ ル オ ロ ウ ラ

シ ル (5-fl u o r o u r a c il
,
5- F U ) の 標的酵素で あるチ ミ ジ ル 酸合成酵

素 (th y m id yl a t e s y n th a s e
,
T S ) も ,

ビ リ ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ドの

生合成系 (d g 乃O U O 合成系) 律速酵素で ある . しか し
,
か か る代

平成 7 年 3 月2 0 日受付 , 平成 7 年 5 月 1 日 受理

A b b r e vi a tio n s : A L P
,
alk a lin e p h o s p h at a s e ; A L T

,
al a ni n e a m i n ot r a sf e r a s e ; A S T

,
a S P art at e a m i n ot r a n sf e r a s e ;

A T C
, a S p a r t a t e t r a n s c a r b a m yl a s e ; d U M P

,
d e o x y u rid in e m o n o p h o s p h at e ; F A O

,
F o o d a n d A g ric u lt u r e

O r g a niz a tio n of th e U nit e d N a ti o n s ; F d U M P
,
5 -fl u o r o - 2

,

- d e o x y u ridi n e - 5
,

- m O n O p h o s p h a t e ; 5 - F U
,
5 -flu o r o u r a cil ;

T
- G T P

, T
-

gl u t a m yl t r a n s p e p tid a s e ; I R
,
i n hibiti o n r a t e ; K A O - 1

,
K a n a z a w a a r gi ni n e a n d o r nith in e e n ric h e d
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謝系ほ 生体維持 に きわ め て 重要 で ある ため , 薬理 作用 か らの 逃

避と 解釈 され る標的酵素の 誘導や 描因子 の 相対的欠乏が容 易に

生ずる
4)5)

.
こ れ らの 事象ほ

, 抗癌剤 に 対する腫瘍 の 低感 受性 と

して 捉え られ , 消化器病に 対す る化学療法 で良好な 成績が 得 ら

れ な い 要因に な る と考え られ る . こ の よ う な事態の 打開に は ,

観点の 異な る新た な化学療法 の 模索が 必要 で ある .

著者ほ
,

ビ リ ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ドの 生合成弟 と尿素 サ イ ク ル

が
,

カ ル バ ミ ル リ ソ 酸 ( c a r b a m o yl p h o s p h a t e) を共通の 基質と

す る こ と に 着 目 した . 尿素サ イ ク ル の メ ン バ ー で ある ア ル ギ ニ

ン の 大量投与 は
ぃ 腫瘍細胞内 へ の 核酸合成前駆物質 の 取 り込み

を抑制する こ と が 報告 され て い る が
6)71

, それ ほ カ ル バ ミ ル リ ソ

酸の 消費に よ り ビ リ ミ ジ ン 合成の 基質が 不 足す る た め と解釈 さ

れ る . 本研究で は ,
ア ル ギ ニ ン に 加 え て 同 じく尿素 サ イ ク ル の

メ ン バ ー で ある オ ル ニ チ ン を 増量させ た 新紅成 ア ミ ノ 酸輸液 ｣

T a bl e l . A m i n o a ci d c o r n p o siti o n of M o rip r o n a n d

K A O -1

A mi n o a ci d s M o ri p r o n ( W / V % ) K A O -1 ( W / V % )

I s ol e u ci n e

L e u ci n e

L y si n e
･ H CI

M e thi o ni n e

P b e n yl al a ni n e

T b r e o ni n e

T r y p t o p h a n

V ali n e

A la ni n e

A r gi ni n e
･ H C I

A s p a rti c a c id

C y s ti n e
･ H CI

Gl u t a m i c a cid

H is tidi n e
･ H C l ･ H 20

P r oli n e

S e ri n e

T y r o si n e

G ly ci n e

O r nithi n e
･ H C l

0 . 5 6 0 0 . 2 5 5

1 . 2 5 0 0 .5 6 9

1 . 1 0 0 0 .5 0 0

0 . 3 5 0 0 .1 5 9

0 . 93 5 0 .4 2 5

0 . 65 0 0 . 2 96

0 . 1 3 0 0 .0 5 9

0 . 45 0 0 . 2 05

0 . 62 0 0 . 28 2

0 . 95 5 3 .1 5 0

0 . 38 0 0 .1 7 3

0 .1 45 0 . 0 6 6

0 . 6 50 0 . 2 9 6

0 . 8 11 0 . 3 6 9

0 . 3 3 0 0 . 1 5 0

0 . 2 2 0 0 . 1 0 0

0 . 0 3 5 0 . 0 1 6

1 . 0 7 0 0 . 4 8 7

2 . 7 3 0

T ot al f r e e a m i n o a cid s a r e c o n t ai n e d l O .0 0 0 W / V % i n

M o rip r o n
,

a n d 8 .9 3 9 W / V % i n K A O -1 . T h e r a ti o of

e s s e n ti al/ n o n - e S S e n ti al a mi n o a cid s a r e l .0 9 i n M o rip r o n
,

a n d O .3 8 i n K A O -1 .

T abIe 2 . C o m
p o sitio n cf T P N s oI utio n (/ b o d y/ d a y)

金沢ア ル ギ ニ ン ･ オ ル ニ チ ン 増 量輸液 1 号( K a n a z a w a a r gi nin e

a n d o r n it hi n e e n ri c h e d s ol u ti o n n u m b e r l
,
K A O -1) 作成 し

,
い

わ ゆ る アイレギ ニ ン
･ オ ル ニ チ ソ

･

イ ン バ ラ ン ス が 腫瘍増殖㌣こお

よぼ す影響 を ラ ッ ト担癌 モ デ ル を 用 い て検討 した .

一 方 , カ ル

バ ミ ル リ ン 酸 は
,

ア ス パ ラ ギ ン 酸 ト ラ ン ス カ ル バ ミ ラ ー

ゼ

( a s p a r t a t e tr a n s c a r b a m yl a s e . A T C ) に 代謝 され て ビリ ミ ジ ン の

生合 成 に
,

オ ル ニ チ ソ ト ラ ン ス カ ル バ ミ ラ ー ゼ ( O r nithi n e

tr a n s c a r b a m yl a s e
,
O T C ) に 代謝 され て 尿素 サ イ ク ル に 流 入す

る . L た が っ て
,

カ ル バ ミ ル リ ン 酸の 欠乏下 に A T C 阻害剤を

併用 すれ ば
,

よ り確実な ど リ ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド合成抑制 が得

られ ると 考え られ る . そ こ で A T C 阻害剤 N- フ ォ ス フ
ォ

ン ア セ

チ ル ー L- ア ス バ ル テ ー

ト ( N-( p h o s p h o n a c e tyl)- L- a S P a r t at e
,

P A L A ) と K A O-1 との 併用 効果を , 同 じく担癌 ラ ッ トを 用 い た

実験 で 検討 した .

対象 お よび方法

Ⅰ . 実験材料

1 . 実験動物

全実験を 通 じ,
6 適齢 の 雄性 ド ン リ ュ

ー ラ ッ ト ( 静岡実験動

物, 浜松) を使用 した . 実験開始 まで ほ
,

一

定の 空調室内で 固形

飼料 C R F -1 ( 日 本チ ャ
ー ル ズ リバ ー

, 厚木) お よ び
,
水道水 を自

由経 口摂取せ しめた .

2 . 腫瘍

ドン リ ュ
ー ラ ッ ト由来 の 吉 田肉腫は金沢大学が ん研究所化学

療法部佐々 木琢磨教授 よ り分 与を う けた . 吉 田 肉腫 ほ
, 同系

ラ ッ ト腹腔 内に 接種 , 継代 し接種 7･ 日 日の 腹水細胞を 実験に 供

した .

3 . 輸液製剤

高張グ ル コ ー

ス 電解重液 と して バ レ メ ン タ ー ル
@

A お よ び B

(森下ル セ ル
, 大阪) を

,
また 総合 ア ミ ノ酸製剤 と して 国連食糧

農業委員会 ･ 世界保健機 構 (F o o d a n d A g ric u lt u r e O r g a niz at,

io n of th e U n it e d N a ti o n s
･ W o rld H e alth O r g a n iz a ti o n ,

F A O ･ W H O) 基準に 基づ く市販 ア ミ ノ 酸輸液 ,
モ リ プ ロ ン

㊧
(森

下 ル セ ル) を 使用 した . さ ら に ア ル ギ ニ ン
･ オ ル ニ チ ン ･ イ ン

バ ラ ン ス 輸液と して K A O-1 を 使用 した . K A O-1 は
,

モ リ ブ ロ

ン
⑧

に ア ル ギ ニ ン
,

オ ル ニ チ ン を増量 し
,
総 ア ミ ノ 酸 含有量が

モ リ プ ロ ン
⑧
と 等 し く な る よ う に 調整 して ある (表 1 ) . ま た

A T C 阻 害 剤 で あ る P A L A ぱ
ト tO)

,
U S B I O S C I E N C E 社

(P h il a d el p hi a
,
U . S . A .) よ り 分与を受けた .

松

A m i n o N a
+ K + Cl

~

C a
2 + M

g
2 + T o t al T o t al N o n- P r

?
t ei n

N P C/ N E ルG r o u p
.'

P

詣芯
1 M

群
n K

器
用

冒;㌻
S e

a

憲
S ( m E q) ( m E q) ( m E q) ( m E q) ( m E q) v

7ヒ符
e

競; 諾:三1; ra ti o r a tio

l . 皿 45 2 2 14 . 1 2 .2 0 5 . 21 1 . 69 4 .66 0 . 45 0 . 34 67 65 . 2 56 . 4 169 1 ･ 09

Ⅱ , Ⅳ 45 22 14 .1 1 .9 7 3 . 90 1 . 69 9 .23 0 . 45 0 . 34 67 64 . 3 56 . 4 137 0 ･ 罪

T P N ･ t O t al p a r e n t e r al n u t riti o n ‥ N P C/ N ra ti o
･ r atio o f n o n -

P r O t ein c al o ri e s/ nit r o
g

e

p
; E 川 r atio

･
r ai o of e s s e n ti aV n o n - e S Stial a m in o a cid s ･

d D u ri n g t h e l oll o wi n g 8 d a y s
.
th e c a n n ul at ed r at s r e c eiY ed t h e f o u r diffe r e nt r e g l m e n S ･ G r o u p I ■ r e g ul a r 且 m in o a cid + h y p e r ali m e nt ati o n ; g r O u P

ロ
,

K A O -1 + h y p e r ali m e nt atio n ; g r O u p m , r eg ul a r a mi n o a cid + h
y p

e r a]i m e n t atio n 十 P A L A ; g r O u p Ⅳ
,

K A O -1 + h y p e r aIi m e nt ati o n + P A L A ･ a n d P A L A w a s

i nl e c L e d 2 0 m g i n t r a v e n o u sly t o r at s o n d a y l
.
2 a n d 3 .

s ol uti o n n u m b e r l ; N O
,

nit ric o xid e ; N P C/ N
,

n O n -

p r O t ei n c al o ri e s/ nit r o g e n ; O T C
,
O r nit hi n e t r a n s c a r b a m yl a s e ;

P A L A
,
N ,

( p h o s ph o n a c et yl)
- し a s p a rt a t e ; P B S , p h o s p h a t e b u ff e r e d s ol u tio n ; PI

, p r O p idi u m

.
i o did e ; T C

,
t e r n a ry

c o m pl e x ; T S
,

t h y m id yl at e s y n t h a s e ; U A
,

u ric a cid ; U T P
,

u ridi n e t rip h o s p h a t e ; W H O ,
W o rld H e alt h

O r g a niz atio n



ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス 輸液製剤の 抗腫瘍効果

4 . 輸液 シ ス テ ム

ラ ッ ト に 対 し無拘束下 に 輸液を 行うた め の 装置 と して バ イ オ

ヵ ニ
ュ

ー ラ
㊥

( バ イ オ ･ メ デ ィ カ
,
大阪) を 使用 L た . ま た輸液

の注入 に ほ ∴電動輸液 ポ ン プ( マ イ ボ ン B 型㊨
,

バ イ オ ･ メ デ ィ

カ) を使用 した .

Ⅰ . 実験方法

1 . 腫瘍細胞 浮遊液 の 調整

青田 肉腫移植 ラ ッ トか ら採取 した癌性 腹水を 0 ,1 M 麟酸緩衝

液 p H 7 .4 (p h o s p h a t e b u ff e r ed s ol u ti o n ,P B S ) に て約 5 倍に 希釈

し,
トリ バ ン プル ー (0 ･2 %

,
M e r c k

,
フ ラ ン ク フ ル ト ,

ドイ ツ)

排除試験法に よ り生細胞数を カ ウ ン ト後 , 生細胞数 2 ×10
6

個/

m l とな るよう に P B S に て 希釈 し
, 腫瘍細 胞浮遊 液 を 調整 し

た .

2 . K A O -1 と P A L A の 単独お よ び 併用 に よ る抗腫瘍効果と

宿主に お よぼ す影響 の 評価

1 ) 実験群の 設定

担癌 ラ ッ ト は 総 合 ア ミ ノ 酸製 剤 投 与 群 ( Ⅰ 群 , 対象 群) ,

K A O-1 投与群 ( Ⅱ群) , 総合 ア ミ ノ 酸製剤+ P A L A 投 与群 ( Ⅲ

群),
K A O -1 + P A L A 投与群 (Ⅳ群) に 分け

,
各群 6 匹 と した .

Ⅰ ～ Ⅳ群の グル コ
ー

ス 投与量は ,
7 0 .4 g/ k g/ 日(2 81 .7 k c al/ k g/

日) と し た . ま た , Ⅰ , Ⅲ 群 の 総 合 ア ミ ノ 酸 製 剋 投 与 量 は

110 m V k g/ 日 , 窒素投与 量 1 .6 7 g/ k g/ 日 , 非蛋 白カ ロ リ ー/ 窒素

比( n o n
-

P r O t ei n c alo rie s/ nitr o g e n r a ti o
,
N P C/ N r a ti o) は約169 と

(

ぉ
p
＼

茸
＼
餌
)

巴
已

雲

ぷ

宕
ぎ
J
)

芝

1 ･
2

1 ･O

M

0

0

0

6

4

(

ノ
ー

0

3 5 3

した .

一 方
,

Ⅱ
,

Ⅳ 群の ア ミ ノ 酸製剤投与量 は 11 0 m I/ k g/ 日
,

窒素投与量 2 .0 6 g/ k g/ 日
,
N P C/ N 此は約137 と した (衰 2) . ま

た 輸 液開始第 1 日 目 は輸 液 量 を 50 % と し
, 2 日 目 以 後 は

1 00 % と した . な お
,

Ⅲ群お よび Ⅳ 群 で は第 1
,

2
,

3 日 日に

P A L A 20 m g/ 匹を静江 した .

2 ) 実験計画

ド ン リ ュ

ー

ラ ッ トの 背部皮下に 腫瘍細胞 浮遊液 0 .5 m l (生細

胞数 1 ×10
8

個) を接種 した . 3 日後, 腫瘍径が約 3 m m に 達 し

た 時点で24 時間絶食 させ
, 次い で ベ ン トパ ル ビタ ー

ル ( 大日 本,

大阪) 40 m g/ k g の 腹腔 内投与に よ る全身麻酔下Pこ S t eig e r ら
11)

,

宗 田 ら
12)

の 方法に 準 じて
, 外径 I m m の シ リ コ ン ラ バ ー

チ ュ
ー

ブ を先端が右心 房入 口 部付近に位置す る よう に 挿 入 し
,
無拘束

下 に 8 日 間の 持続輸液を 開始 した .

3 ) 測定項 目

i . 体重お よび腫瘍重量

輸液開始直前と 8 日間の 輸液終了後の 2 回
, 体重 を測定 し

,

各時点で の 計測値か ら腫瘍重量を差 し引い た値 を宿主体重と し

た . 宿主 体重 の 変化 は
, 輸液前後の 宿主体重の 増減を 輸液直前

値 に 対する百 分率で 表 した . 腫瘍重量ほ
,

ス ライ デ ィ ソ グ キ ャ

リ バ ー

を 使用 して腫瘍 の 長径 (L , C m ) と短径( W , C m ) を 計測

し, 次式に よ っ て 算 出した .

腫瘍重量 (g) = L x W ソ2

1 2 3 4 5 6 7 8

Ti m e a ft e r t o t a l p a r e n t e r al n u t riti o n ( d a y)
Fig ･ 1 . C u m u l a ti v e nit o r o g e n b al a n c e i n r a ts of 4 e x p e ri m e n t al g r o u p s af t e t a 8 - d a y i nf u si o n . Y o s h id a s a r c o r n a c e11 s (1 ×1 0

6

)

W e r e i n o c ul a t e d i n t o s u b e pid e r m al ti s s u e of p o s t e ri o r w a1l of r at s . A f t e r 3 d a y s
,

a n d af t e r 2 4 h o u r s f a sti n g ,
C a th e t e r w a s

i n s e r t e d i n t o th e s u p e ri o r v e n a c a v a v i a th e i n t e r n al j u g u n al v ei n a n d e x t e r n aliz e d a t th e m id s c a p u l a r r e gi o n t o p e r m it

u n r e s tri c t e d m o v e m e n t w ithi n th e c a g e s a n d m e t a b oli c u n it . D u ri n g th e f oll w i n g 8 d a y s
,
th e c a n n u I a t e d r a t s r e c ei v e d th e f o u r

diff e r e n t r e gi m e n s . G r o u p I
,

r e g u l a r a m i n o a cid + h y p e r ali m e n t a ti o n ; g r O u p Ⅱ
,
K A O -1 + h y p e r ali m e n t a ti o n ; g r O u p Ⅲ

,
r e g ul a r

a m in o a cid + h y p e r ali m e n t a ti o n + P A L A ; g r O u p Ⅳ
,

K A O -1 + h y p e r ali m e n t a tio n + P A L A
,

a n d P A L A w a s i nj e c t e d 2 0 m g

in tr a v e n o u sly t o r at s o n d a y l
,
2 a n d 3 . C u m ul a ti v e nit o r o g e n b al a n c e w a s d efi n e d b y th e f o r m ul a of : T o t al n it o r o g e n

ad mi ni str a t e d - t O t al n it o r o g e n e x c r e t e d i n u ri n e . □, g r O u p I ; ヨ , g r O u P Ⅱ ; 琶 , g r O u p Ⅲ ; q , g r O u P Ⅳ . R e s ult s a r e e x p r e s s e d

a s 支 土S D ( n = 6) .
* p < 0 .0 5 v s . g r o u p I

,
* * p < 0 .01 v s . g r o u p I , †p < 0 .05 v s . g r o u p E

, ††p < 0 .0 1 v s . gr o u p Ⅱ . S i g nifi c a n t

b y th e S t u d e n t
,

s t t e s t .



35 4

ま た , 実験終了時 の Ⅰ群お よ び 他の 3 群の 腫瘍重量か ら , 次

式に よ っ て 腫瘍増殖阻止 率 (i n hib iti o n r a t e
,
I R) を 算出 した .

I R = ( 1
- 各群の 平均腫瘍重量/ l 群の 平均腫瘍重量) ×1 0 0

ii . 窒素 平衡値

輸液期間中に 排泄 され た尿は
l

ト ル エ ン 0 .1 m l を 滴下 した フ

ラ ス コ に 採取 し
, 毎 日 Kj eは a hl 法

刷
に て 尿中総 窒素 を測定 算出

した . これ を 輸液 中の 窒 素量か ら差 し引い て窒素平衡値 を求め

た . な お
, 輸液開始24 時間前か らの 絶食の ため

, 輸液期 間中の

糞便排泄量は きわ め て 少量 で あ り , 糞便 中の 窒 素量 は 無 視 し

た .

iii . 血 液生化学検査

8 日間 の 輸液終了後 ,
ベ ン ト パ ル ビ タ ー ル 4 0 m g/ k g の 腹腔

内投与 に よ る全身麻酔下に 開腹 し
, 下大静脈か ら へ パ ワ ン 採血

を 行い
, 以下 の 検査を 施行 した .

a . 血 液
一 般検査 お よび 血 液生化学検査

赤血球数
,
白血 球数 ,

ヘ モ グ ロ ビ ン 値 ,
ヘ マ ト ク リ ッ ト値 ,

血 小板数 , 血 清尿素窒素 ,
ク レア チ ニ ン

, 尿酸 ,
ア ル カ リ フ ォ

ス フ ァ タ ー ゼ ( alk ali n e p h o s p h a ta s e
,
A L P ), T

- グル タ ミ ル ト ラ ン

ス ペ プ チ ク ー ゼ ( T- gl u t a m yl tr a n s p e p tid a s e
, T- G T P ) ,

ア ス パ ラ

テ ー ト 7 ミ ノ ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ ( a s p a r t a t e a m i n ot r a n sf e r a s e

,

A S T ) ,
ア ラ ニ ン ア ミ ノ トラ ン ス フ エ ラ

ー ゼ ( al a ni n e a mi n o t r
-

a n sf e r a s e
. A L T ) , 血清 総蛋白量 , 血 清ア ル ブ ミ ン 値 ,

ア ル ブ ミ

ン/ グ ロ プ リ ン 比 , 総 コ レ ス テ ロ ー ル
, 中性脂肪 を測定 した .

b . 血 衆道離ア ミ ノ 酸濃度

ア ミ ノ 酸自動分析機 JL C ･ 錮0 ( 日本電子 , 東京) に よ っ て
,

ア

ス パ ラ ギ ン 酸 ,
ス レ オ ニ ン

,
セ リ ン

,
ア ス パ ラ ギ ン

,
グ ル タ ミ

ン 酸 .
ダ ル ク ミ ン

,
グ リ シ ン

,
ア ラ ニ ン

,
シ ト ル リ ン

,

バ リ

ン
,

シ ス テ ン
,

メ チ オ ニ ン
, イ ソ ロ イ シ ソ

,
ロ イ シ ン

,
テ ロ シ

ソ
,

フ ェ ニ ル ア ラ ニ ソ
,

オ ル ニ テ ン
,

ヒ ス チ ジ ン
,

リ ジ ン
,

ト

リ プ ト フ ア ン
,

ア ル ギ ニ ン
,

プ ロ リ ン の22 種の ア ミ ノ 酸を 測定

T a bl e 3 . B l o o d c o n t e n ts i n e a c h e x p e ri m e n t al g r o u p

した .

iv . 尿中遊 離 ア ミ ノ 酸 量

実験最終日 の 24 時間蓄 尿の 尿中ア ミ ノ 酸量を 血 衆遊離ア ミ ノ

酸濃度測定と 同様の 方法で測 定 した .

Ⅴ . 肝組織中遊離 ア ミ ノ 酸洩度

輸液終了時 に 肝臓を 1 g 前後採 取 し
,
1 0 % ト リ ク ロ ル 酢酸

5 m l を加 えて P o tt e r
- E l e v e hji m ガ ラ ス ホ モ ジ ナ イ ザ 一

に よ り細

砕懸濁 して 蛋白 を固定 し
,
3

,
0 0 0 r p m

,
2 0 分間遠心 後, 上 清を採

取 した . 採取 し た上 清 の ア ミ ノ グ ラ ム を血 祭遊離 ア ミ ノ 酸濃度

測定と 同様 の 方法 で 測定 した .

扇 . 腫瘍組織 中遊離 ア ミ ノ 酸濃度

肝組織 中遊離 ア ミ ノ 酸濃度 と同様に 測定 した .

痛 . 腫瘍細胞 の ヒ ス ト グ ラ ム 解析

摘出標本 に つ い て
, 佐 々 木 ら の 方法

1射
に 従 い 以下 の 処理 を

行 っ た . 摘 出 した腫瘍塊 を P B S で十分に 洗浄 し
, 眼科鋏 で 細

切 した . 観織 を 0 .2 5 % ト リ プ シ ン 溶 液 (Sig m a , S t . L o ui s
,
U .

S . A .) で 3 7 ℃ , 3 0 分 処 理 し , 単 細 胞 懸 濁 液 ( si n gl e c e u

s u s p e n si o n) を 作成 し,
こ の 状態を 顕微 鏡に て 確認 した .

これ を

70 % エ タ ノ ー ル で 固定後 ,
1 5 0 0 r p m に て 5 分間遠 心 分離 し上

澄み を除去 した . こ れ に 生 理 食塩 水 を 加 え 数回 携 押 し
, 再度

150 0 r p m に て 5 分間遠心 し上 澄み を除去 した .

ペ プ シ ン (和光

純薬工 業 , 大阪) 1 0 0 m g を 0 .2 % H C L I O O m l に 溶解 して ペ プシ

ン 液 を作製 し
, そ の 2 m l を上 記 の 沈査 に 混和 ,

3 7 ℃ で1 5 分間処

理後 15 00 r p m で 1 0 分間遠心 し上 澄み を 除去 した . 次に R N a s e

(S ig m a) 1 0 m g を 生理 食塩水 10 m l に蘭 か して
,

R N a s e 液を作

製 し
,

そ の 2 m l を 前 記 沈 査 に 混 和 ,
3 7 ℃

,
1 5 分 間 処理 し

1 50 0 r p 皿 , 1 0 分間遠心 し上澄 み を 除去 した .
つ い で 生理 食塩水

を 加え 1 50 0 r p m
, 1 0 分間遠心 し上 澄み を 除去 した .

0 .1 M ト リ

ス 緩 衝液 ( T ri s B u ff e r) 1 0 0 0 m l に 対 し ヨ ウ 化 プ ロ ビ ジ ウ ム

(p r o pid i u m i o d id e
,
P I) を 50 m g 溶か した PI 染色液 を作成し

,

この 5 m l を前 記の 沈査 に 加 え て30 分間暗所 に て 反 応せ し め染

G r o u p W B C R B C H b H t P lt

( ×1 0
2

/ m m
3

) ( ×1 0
4
m m

3

) (g/ dl) ( %) ( ×1 0
3

/ m m
3

)

ー
▲

¶

m

-

Ⅲ

Ⅳ

1 1 9 ±41
-)

8 6 4 ±36 1 5 . 4 ±0 . 5 46 . 4 ±1 . 6 8 1 6 ±63

1 1 1 ±61 7 7 8 ±12
* *

1 2 . 8 士0 . 5
日

40 . 3 ±2 . 2
* *

1 2 7 8 ±21 7
* *

1 3 2 ±28 7 5 2 ±41
* *

1 3 . 7 ±0 . 7
…

38 . 3 ±1 . 2
拍

9 6 9 ±1 4 7

1 4 5 士30 7 1 7 土22
=

1 3 . 3 ±0 . 5
* *

37 . 1 ±0 . 6
* *

1 0 4 1 ±99
*

W B C .
w hit e b l o o d c e11 ; R B C

.
r e d bl o o d c e11 ; H b

,
h e m o gl o bi n ; H t , h e m a t o c rit ; P lt , pl a t el et ･

-) 支 ±S D . E a c h g r o u p c o n ta i n e d si x r a t s .

*

p < 0 .O 5 v s . G r o u p I
,

* *

p < 0 .0 1 v s . G r o u p I ･

T a ble 4 . S e r u r n bi o c h e m i st ry i n e a c h e x p e ri m e n t al g ro u p

G r o u p B U N C r U A A L P T
- G T P

( m g/d l) ( m g/d l) ( m g/ dl) (I U /1) (T U /1)

P

dl

T

〆(㌫㌫
A lb A/ G T . C h oI T G

(g/ dl) r ati o ( m g/d l) ( m g/ dl)

1 8 . 5 士1 . 4
一)

0 . 3 3 士0 . 10 2 . 2 士 0 . 2 25 3 士3 0 2 .7 士0 . 8

月 20 . 3 士2 . 0
…

0 . 3 2 士 0 .0 8 1 . 6 士 0 . 8
…

23 8 士 5 0 2 .8 士3 . 3

Ⅲ 9 . 7 士0 . 2 0 . 2 8 ±0 .0 8 2 . 1 ± 0 . 3 24 4 士2 4 4 .2 ±2 . 1

Ⅳ 2 0 . 7 士2 . 0
■ ■

0 . 3 0 ±0 .0 9 1 . 4 士0 . 3
書 ★

23 6 士4 7 3 .2 士2 . 9

7

0
0

4

6

0

0

0

0

±

士

±

±

9

7

0
0

4

4

5

4

5

4

5

3

2

士

土

±

土

0
0

ワ
ー

7

4

亡
U

0
0

0

7

1

1

1

1

士

土

士

士

4

3

3

4

6
-

7

6

5

3 . 2 ± 0 .6 1 .9 0 士 0 . 46 9 1 士2 0 37 ±2 2

3 . 4 士 0 .5 1 .5 1 士 0 .3 2 62 士 12
■

40 士1 5

2 . 8 土 0 .2
◆

1 .4 1 士0 .2 0 73 ± 13 3 8 ±3

3 .1 士0 .5 1 .3 3 士0 . 24 6 3 ±7
■ ■駕 土2

B U N
,

blo o d u re a
.
nit r o g e n : C r

.
c r e a ti ni n e ; U A . u ri c a cid ; A L P . alk ali n e p h o s p h a ta s e : T

- G T P , T
-

gl u ta m yl tr a n s p e p tid a s e ; A S T ･

a s p a rt a t e a mi n otr a n sf e r a s e ; A L T ,
al a ni n e a m i n ot r a n sf e r a s e : T , P

,
t Ot al p r o t ei n ; A l b

,
S e r u m alb u m i n ; A / G , al b u m i n

-

gl ob u li n r a ti o ;

T . C h ol
,
t Ot al c h ol e s t e r o r ; T G , trigly c e rid e ･

-1
富士S D . E a c h g r o u p c o n t ai n e d si x ra t s ▼

+

p < 0 .0 5 v s . G r o u p I ,

"

p < 0 .0 1 v s ･ G r o u p l ･
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色を行 っ た .
こ の 試 料を 用 い て F A C S c a n (B e c t o n

- D i c ki n s o n ･

N e w J e r s e y ,
U . S . A .) に よ り D N A ヒ ス ト グ ラ ム を求 め細胞周

期を解析 した . 内部標準 と して 正常 リ ン パ 球を 使用 し, 変動係

数値( c o effici e n t of v a ri a ti o n ,
C V ) は 2 % 以下と な る よう調整

した .

vB . 腫瘍内核 D N A
,
R N A お よび 蛋白量の 測定

核 D N A ,
R N A 量 を ェ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド ( e thid i u m

b r o mi d e) を 用 い た蛍光法
15)

に よ り測定 した . また
,
核蛋白量ほ

L o w r y 法
16)

に よ り測定 した .

Ⅲ . 統計学的処理

各測定値 は平均値土標 準偏差 ( 真 土S D) で表示 し
, 有 意差検

定に は S t u d e n t
'

s t 検定 を用い
, 危険率 5 % 以下をも っ て 有意

と 判定 した .

成 績

Ⅰ . 体重お よび腫瘍重量の 変化

8 日間輸液後 の 宿主 の 体重変化 は
, 輸液 前に 比 較 し Ⅰ 群が

5 .3 5 土2 .8 2 %
,

Ⅰ群が 3 .1 3 土0 .7 5 % , Ⅲ群が 4 .3 0 士2 .5 3 %
, Ⅳ群が

3 .1 2 土0 .6 8 % で あり
, 各群間に 有意差を 認め な か っ た . 腫瘍重

量の 変 化 を み る と
, 輸 液 開始 3 , 5 , 7 ,

8 日 後の 腫瘍重量

は Ⅰ 群 で そ れ ぞ れ 0 .73 ±0 .1 8 g ,
2 .4 8 士0 .4 2 g ,

5 ･5 0 士l ･35 g ,

5 .5 3 ±1 .1 7 g , Ⅰ仁群 で 0 .3 0 土0 .06 g ,
1 .8 9 ±0 .4 4 g , 2 ･91 ±0 ･9 8 g ,

3 .1 7 ±0 .5 8 g ,
Ⅲ 群 で 0 .5 1 ±0 .4 3 g ,

l .3 8 士0 .4 6 g , 2 ･2 7 土0 ･3 3 g ,

3 .5 6 ±1 .1 6 g ,
Ⅳ 群 で 0 ,4 3 ±0 .1 3 g , 1 .1 2 士0 ･3 7 g ,

2 ･0 4 土0 ･7 2 g ,

2 .1 5 士0 .8 1 g で あ っ た . 全期間を 通 じて Ⅰ群 と Ⅱ 群 お よ び Ⅳ群

の腫瘍重量の 間に は 有意差 を認め , 輸液終了時 に は ‡群と Ⅳ群

の 間に も有意差を 認め た . 腫瘍増殖阻止率(I R) % は
,
Ⅰ群で は

355

42 .7 %
,

Ⅲ群で ほ 35 ,6 %
,

Ⅳ群 で は 61 .1 % で あ っ た .

Ⅱ . 窒素平衡の 変動

各群 ラ ッ トの 輸液期間中に おけ る窒素平衡 を図 1 に 示 した .

各群とも , 輸液期間中は終始正 の 窒素平衡を示 した . 輸液第 1

日 日で は手術侵装お よ び輸液量が 50 % の こ とも あい ま っ て 全

群低い 正 の 窒素平衡で あ っ た が
,

Ⅰ群 と比較 して Ⅱ群 ,
Ⅲ群 で

は 有意に 不 良で あ っ た . 輸液第2 日 目 ,
3 日 目 で は Ⅰ群と比較

して Ⅲ 群,
Ⅳ群に おい て 有意に 不 良な 窒素平衡 を示 した . 第4

日 目以後で は 最終 日の Ⅰ 群に 有意 な上 昇を 認め た 以外 , 各群と

も安定 した正 の 窒素平衡を示L た . 8 日間の 累積窒素平衡を み

る と
,

Ⅰ群が 4 .6 9 士0 .7 9 ( g 窒素/k g) ,
Ⅱ群 が 4 . 53 士0 ･4 9

,
Ⅲ 群

が 4 .3 7 土0 ,4 1
, Ⅳ群が 4 .3 2 土0 .4 2 で あ り, 各群間に は有意差を

認め なか っ た .

Ⅲ . 血液 一 般検査 および血 液生化学検査

輸液終了 時の 各群の 白血 球数に は , 有意差を 認め な か っ た .

一 方
, 赤 血 球 数 は Ⅰ 群 が 864 土36 ( 火10ソ m m

3

) ,
Ⅱ 群 が

7 78 士12 ( ×1 0ソm r n
3

) ,
Ⅲ 群 が 752 土41 ( ×1 0ソm m

3

) ,
Ⅳ 群 が

717 ±22 ( × 1 0ソm m
3

) と Ⅰ群と比較 L て
, 他 の 3 群で は有 意 に

低下 して い た .

ヘ モ グ ロ ビ ン 値 ▲

ヘ マ ト ク リ ッ ト値も同様 に Ⅰ

群 と比較 して
, 他の 3 群では 有意 に 低下 して い た . ま た

,
血 小

板数は Ⅰ群が 817 土63 ( ×1 0ソm m
3

) ,
Ⅰ群が 127 8 士21 7 ( ×1 0ソ

m m
3

) , Ⅲ 群 が 969 土14 7 ( ×1 0
3

/ m m
3

) ,
Ⅳ 群 が 1041 土99

( ×1 0ソm m
3

) であ り,
Ⅰ群と比較 し他の 3 群で 増加 して お り ,

Ⅰ群 とⅡ 群お よび Ⅰ群とⅣ群の 間に有意差を認め た (表 3) .

血 液 生化 学 検査 に お い て ほ ▲ 血 清 尿 素 窒素 が t 群 で は

8 .5 ±1 .4 ( m g/ d l) , Ⅱ 群 で ほ 20 .3 土2 .0 ( m g/ d l) ,
Ⅲ 群 で は

9 .7 士0 .2 ( m g/ d l) ,
Ⅳ群で は 20 .7 ±2 ,0 ( m g/ d l) で あり Ⅰ群 と比

T a bl e 5 . P l a s m a a m i n o a cid l e v els i n e a c h e x p e ri m e n t al g r o u p

C o n c e n tr a tio n of a mi n o a cid (JL m Ol/ dl) i n g r o u p

A m i n o a cid

Ⅰ 打 Ⅲ Ⅳ

A s p a r ti c a cid

T h r e o n i n e

S e ri n e

A s p a r a gl n e

G l u t a m i c a cid

G l u t a m i n e

G ly ci n e

A l a n i n e

C it r ulli n e

V a li n e

C y s ti n e

M eth i o ni n e

I s ol e u ci n e

L e u ci n e

T yr o si n e

P h e n yl al a ni n e

O r n it hi n e

H i sti di n e

L y si n e

T r y p to p h a n

A †gi ni n e

P r oli n e

1 0 . 2 士1
.

. 7
-)

7 3 . 5 士 1 1 . 1

2 7 .1 士6 . 7

8 . 3 士1 . 4

6 0 . 2 士1 6 . 7

2 3 . 4 士2 9 . 4

7 4 .1 ±6 . 4

8 2 . 7 ±1 2 . 6

3 . 8 士0 . 5

3 0 . 8 士3 . 2

4 . 5 ±2 . 3

4 . 4 士 0 . 8

1 7 . 8 士1 . 4

2 7 . 4 ±2 . 2

8 . 8 士0 . 6

1 2 . 0 ±0 . 9

2 5 . 9 士2 . 5

1 1 . 1 士1 . 3

4 0 . 4 ±3 . 9

4 . 3 ±1 .6

1 . 6 ±0 .7

1 6 . 4 士1 . 3

1 4 . 3 ±3 . 4
*

5 7 .7 ±1 6 . 9

5 1 .1 ±3 . 0
…

1 0 ､ 4 ±4 . 0

5 5 . 2 ±1 1 . 5

5 7 . 4 ±1 4 . 3

6 8 ,8 士2 0 . 5

7 1 . 2 ±8 . 4
■

8 . 3 ±2 . 5
■

2 3 , 9 ±3 . 8
* *

0 , 9 ±0 . 5
■ ■

6 , 9 ±2 . 3

1 7 . 4 ±2 . 7

2 6 . 7 ±4 . 5

9 . 9 ±3 . 9

1 3 , 7 土4 . 0

6 5 . 2 土28 . 1
*

8 . 9 ±1 . 4
*

3 8 . 2 土1 2 . 9

5 . 7 士1 . 1
…

1 6 . 6 ±2 . 3
暮 蝉

1 9 . 0 士3 . 7

5 . 2 ±0 . 9
* *

7 . 5 土 2 . 6
I

1 7 4 . 3 ±3 9 . 3
* *

5 9 . 5 ± 3 . 7
♯

4 6 . 5 ±1 5 .1 2 8 . 4 ±6 . 2
1

6 . 7 ±0 . 6 6 . 7 ±0 . 9

2 5 .1 ±1 .1
* ■

3 3 . 4 ±1 3 .1
* * Ⅰ

5 1 .1 ±6 . 5 3 7 . 3 ±1 0 . 3
†

8 7 . 5 士1 4 . 6 3 6 . 9 ±5 . 2
★ ★1

96 . 3 ±9 . 0 90 . 7 ±1 7 . 2

5 . 9 ±1 . 0
*

6 . 9 ± 0 . 4
* *

1 8 . 8 ± 3 . 4
■ *

1 5 . 5 士 2 . 5
* * I

l . 3 士 0 . 2
■

0 . 5 ±0 . 2
* *

7 . 6 ±1 . 4
*

4 . 9 土0 . 6

1 1 . 3 士2 . 0
■ *

1 1 . 6 ± 2 . 4
■ 削

2 6 . 0 士4 . 1 2 0 . 8 土3 . 2
* †

8 . 6 ±0 . 4 6 . 1 土1 .0
* *†

1 4 . 0 ±2 . 1 9 . 6 士1 .2
*†

23 . 4 士7 . 5 7 4 . 6 ±2 .4
* *

1 1 . 7 士1 . 0 8 . 2 ±1 . 6
*

6 3 . 9 士5 . 9
* *

2 5 . 3 土4 . 4
* *

5 . 2 士1 . 1 4 . 0 土0 . 5
†

9 . 2 士3 .8
◆ *

3 0 . 1 土6 . 7
♯ 削

2 4 . 6 士1 .2
…

2 4 . 4 土2 . 1
* * †

-)
言 ±S D . E a c h g r o u p c o n tai n ed si x r a t s .

■

p < 0 .0 5 v s . G r o u p I
,

抽

p < 0 .01 v s , G r o u p I ,

T

p < 0 .0 5 v s . G r o u p Ⅱ,

‡

p < 0 ･01 v s ･ G r o u p Ⅱ･
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T a bl e 6 . U ri n e a mi n o a cid l e v els i n e a c h e x p e rir n e n t al gr o u p

V ol u m e of a m i n o a cid (FL m O V dl) i n g r o u p

A m i n o a ci d
Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

A 叩 a r ti c a cid

T b r e o ni n e

S e ri n e

A s p a
.
r a g l n e

G l u t a r ni c a cid

G l u t a m i n e

G ly ci n e

A l a ni n e

C it ru ui n e

V ali n e

C y sti n e

M e th i o ni n e

I s ol e u ci n e

L e u ci n e

T yr o si n e

P h e n yl al a ni n e

O r n itbi n e

H i s tidi n e

L y si n e

T r y p t o p h a n

A r gi n i n e

P r oli n e

0 .8 7 士0 . 4 5
-)

7 . 5 3 ±6 . 17

1 . 2 5 ±1 . 10

0 . 3 5 ±0 . 3 4

2 . 8 2 士2 . 0 3

0 , 8 6 士0 . 9 7

25 . 3 5 士4 . 6 9

5 .2 5 ±1 . 6 3

1 .7 8 士0 . 5 8

1 . 0 3 士0 . 90

2 . 68 士1 . 60

0 . 9 2 ±0 . 74

0 .8 2 士0 . 8 4

2 . 1 0 士2 . 2 4

0 . 3 0 士0 . 2 1

1 . 7 2 士1 . 3 1

0 . 5 0 土0 . 3 6

4 . 6 4 ±1 . 2 7

3 . 4 2 士2 . 1 6

0 . 1 9 土0 . 0 6

2 .5 9 土1 . 7 6

L 9 1 土0 . 8 2

0 .2 8 ±0 . 1 4
*

0 . 55 士0 , 2 4
*

0 . 18 土0 . 1 7

0 . 0 0

1 4 . 9 9 ±1 0 . 8 2
*

4 , 4 6 士4 . 0 1

1 2 . 0 1 士1 0 . 1 8
*

2 . 9 6 ±2 . 0 5

1 2 . 1 7 ±7 . 4 4
*

0 .1 2 士0 . 1 4

0 .8 6 ±0 . 5 2

0 . 08 ± 0 . 0 9
♯

0 . 06 ±0 .0 7

0 . 0 4 士0 . 0 9

0 . 5 8 ± 0 . 5 3

0 . 6 9 ±0 . 1 9

7 8 . 7 2 ±52 . 9 3
*

2 . 0 1 ±1 . 2 4
*

3 6 . 8 5 ±2 4 . 2 3
*

0 . 0 0
* *

3 8 . 8 7 士2 6 . 1 5
*

1 . 7 5 ±1 . 5 7

0 . 2 7 士0 . 0 2
■

0 . 9 2 士0 . 63

0 . 6 9 ±0 . 2 3
*

1 2 . 2 6 士1 . 6 3
t

O . 1 2 ±0 . 1 8 1 . 0 7 士1 . 0 4

0 . 0 7 ±0 . 0 5 0 . 0 6 ±0 . 0 9

0 . 8 0 ±0 . 1 9 5 . 6 3 士0 . 2 2
*

0 . 0 0 0 . 1 5 士0 . 1 5
†

1 5 .4 1 士3 .6 6
■

5 7 .3 6 ±3 6 . 7 2
1

5 . 07 ± 1 .8 9 28 .3 0 ±20 . 0 8
* †

0 . 6 6 士0 . 2 0
=

2 0 . 97 土7 . 7 8
…

0 . 3 9 ±0 . 2 6 1 . 4 9 ±1 . 0 2
t

O . 3 8 ±0 . 2 8
*

3 .0 1 ±1 . 40
†

0 . 0 8 ±0 . 1 2
*

0 ,1 7 士0 . 0 9

0 . 0 0
*

0 . 3 6 士0 . 1 6
†

0 . 1 2 ±0 . 1 1 .0 . 4 4 士0 . 1 7
1

0 . 0 0
*

1 . 2 0 ±0
.
6 6

■

0 . 46 ± 0 .3 6 1 . 8 3 土0 . 4 9
J

O . 65 士0 .2 9 3 8 .7 9 士1 0 . 0 2
* *

2 . 51 ± 0 .5 1
★

6 .7 7 ±4 . 3 6

1 . 3 6 ±0 .7 6 3 0 .9 6 ±5 . 7 9
…

0 . 0 0
* *

0 .0 0
* *

0 . 6 2 士0 . 2 0
*

1 2 .5 8 士8 . 0 4
*

2 . 5 8 土1 . 7 5 3 .7 1 ±1 . 9 9

1)
富 士S D . E a c h g r o u p c o n t ai n e d si x r a t s .

♯

p < 0 .0 5 v s . G r o u p I
,

* *

p < 0 .01 v s . G r o u p I
,

一

p < 0 ･0 5 v s ･ G r o u p I
,

!

p < 0 ･01 v s ･ G r o u p Ⅱ ･

T a bl e 7 . A m i n o a cid c o n c e n tr a ti o n o f li v e r i n e a c h e x p e ri m e n t al g r o u p

C o n c e n tr a ti o n of a m i n o a cid (FL m O V dl) i n g r o u p

A m i n o a cid
Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

A s p a r tic a cid

T b r e o ni n e

S e ri n e

A s p a r a g l n e

G l u t a m i c a cid

G l u t a m i n e

G ly ci n e

A l a n i n e

C itr 山1i n e

V ali n e

C y s ti n e

M eth i o n in e

T s ()1 e u ci n e

L e u cir l e

T y r o si n e

P h e n yl aI a ni n e

O r nith i n e

H is tid i n e

L y si n e

T r y p t o p h a n

A r gi ni n e

P r oli n e

5 . 6 6 士2 . 9 2
-)

9 . 2 2 土3 . 6 3

9 . 7 9 土1 . 2 4

2 . 2 7 ±1 . 4 3

1 3 . 9 4 土3 . 5 0

9 .6 8 士4 . 7 9

2 1 . 9 9 ±3 . 7 5

2 6 .8 7 ±13 .7 5

1 . 5 8 士0 . 87

4 . 8 6 士1 . 8 0

0 . 1 2 士0 . 2 5

1 . 9 4 ±0 . 5 1

2 . 7 2 士0 . 8 6

5 . 5 5 土1 . 8 7

3 . 1 7 ±2 . 0 3

2 . 4 9 士0 . 6 6

5 . 3 7 士1 . 4 6

2 .4 2 士0 . 1 7

8 .4 7 士4 . 41

0 . 4 3 士0 . 0 9

0 . 0 2 土0 . 0 3

4 . 8 0 土2 . 5 2

5 . 0 5 ±0 . 9 8

9 . 4 4 土7 . 2 9

1 3 . 2 2 士8 . 6 0

3 . 8 3 土3 . 0 6

1 1 . 3 8 ±2 . 2 4

1 0 . 6 8 ±3 . 3 8

1 9 . 0 7 士4 . 0 0

2 1 . 5 1 士6 . 0 0

1 . 00 士0 . 3 4

4 . 55 士2 . 3 3

0 . 01 士0 . 0 2

4 . 5 4 ± 5 . 4 6

2 . 7 5 土1 . 3 7

5 . 6 0 土3 . 0 3

2 . 4 7 士1 . 1 4

2 . 7 4 土1 . 6 5

6 .
3 2 士3 . 7 5

2 . 0 9 土1 . 1 6

6 . 5 6 土3 . 0 0

0 . 5 3 士0 . 3 6

0 . 06 ±0 . 0 7

4 .1 1 士1 . 2 9

9 . 7 2 士2 . 2 5
*

1 7 . 9 7 ±2 . 5 4
* 削

2 7 . 2 5 土8 . 2 5
* *

2 5 . 7 4 ±4 . 7 3
… Ⅰ

2 3 . 7 9 ±1 .6 9
=

2 9 .5 9 士6 . 3 4
* * 1

1 1 . 1 3 ±0 .8 5
* *

1 4 .0 1 ±4 . 9 1
… 1

1 9 . 9 0 土2 .1 8
…

27 .1 1 ±4 . 9 4
* * !

1 6 . 0 3 土1 .1 0
*

1 5 .0 3 土0 . 7 2
* †

2 8 . 6 0 ±3 . 7 6
*

3 2 .1 3 ±5 . 9 7
*t

3 6 . 5 9 土2 . 7 9 48 .6 9 士8 . 6 4
*1

1 . 7 7 士0 . 9 2 3 .1 4 ± 0 . 9 0
*I

l O . 3 7 士0 . 5 1
* ■

1 3 . 3 3 士 3 . 5 9
… 1

0 . 0 3 士0 . 0 3 0 .1 3 ±0 . 08
丁

4 . 7 5 ±0 . 2 7
* *

5 . 9 3 ±1 . 5 8
…

6 . 3 4 ±0 . 4 3
ヰ *

8 . 2 0 ±2 . 1 2
* * ‡

1 3 . 8 9 土1 . 5 γ
川

1 6 . 7 1 ±4 . 3 1
* * 1

5 . 5 4 土0 . 3 2
*

6 . 5 8 士1 . 8 3
* 1

6 . 95 ±0 .7 6
* *

8 . 2 7 ±2 . 1 6
= 1

9 . 61 ±0 .6 1
* *

1 9 . 6 3 ±3 . 9 3
* ■‡

4 . 8 4 ±0 .4 7
■ *

5 . 7 8 士0 . 7 2
* 1り

1 2 . 7 6 土0 . 2 6 1 6 .5 3 士3 . 4 8
書 * 1

1 . 2 2 士0 . 3 2
叫

1 .8 1 士0 . 5 9
* →り

0 . 1 8 士0 . 1 1
*

0 .2 1 士0 . 0 9
巾 ‖

8 . 8 2 ±0 . 1 4
*

1 2 . 1 4 士2 .7 2
… 1

.)
富 士S D . E a ch g r o u p c o n t ai n e d si x r a t s .
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ア ミ ノ 酸イ ン パ ラ ソ ス 輸液製剤の 抗腫瘍効果

較して Ⅱ群 ,
Ⅳ群 に 有意 な 上 昇 を 認め た . 尿 酸値 で ほ Ⅰ群 が

2 .2 士0 ,2 ( m g/ d l) ,
Ⅱ 群 が 1 .6 土0 .8 ( m g/ dl) ,

Ⅲ 群 が 2 .1 ±0 .3

( m g/ dl) ,
Ⅳ群が 1 ･4 ±0 ･3 ( m g/ dl) で あり ‡群と 比較 して Ⅰ 猟

Ⅳ群に 有意な 低下を 認め た . また ‡群 , Ⅳ群 に 総 コ レ ス テ ロ ー

ル 値の 有意な 低下を 認 め た が
,

ク レ ア チ ニ ン
,

A L P
, T- G T P

,

A S T
,
A L T

,
血 清総蛋 白量, 中性脂肪 に は

, 各群間に 有意差を

認めな か っ た (蓑 4) .

Ⅳ . 血柴遊離 ア ミノ酸 濃度

各群 ラ ッ ト の 輸液終了時の 血 衆道離 ア ミ ノ酸濃度を 表5 に 示

した .
Ⅰ 群と比較 して ‡群で ほ ア ス パ ラ ギ ソ 酸 ,

シ トル リ ン
,

オル ニ チ ソ
,

トリ プ ト フ
ァ

ン
,

セ リ ソ
,

ア ル ギ ニ ン の 有意な上

昇お よび
,

ア ラ ニ ソ
,

シ ス チ ソ
,

ヒ ス チ ジ ン
,

バ リ ソ の 有意な

低下を認め た . また , Ⅲ群で ほ Ⅰ群 と比較 して シ ト ル リ ン
,

ス

レオ ニ ン
,

メ チ オ ニ ン
,

リ ジ ン
,

ア ル ギ ニ ン
,

プ ロ リ ソ の 上昇

およ び ,
シ ス チ ソ

,
ア ス パ ラ ギ ソ 酸 ,

グ ル タ ミ ソ 酸,
バ リ ン

,

イ ソ ロ イ シ ソ の 有意 な低下を 認め た . さ らに
,

Ⅳ 群で は シ ト ル

リ ン
,

オル ニ チ ソ
,

ア ル ギ ニ ソ
,

プ ロ リ ン の 有意 な 上 昇 お よ

び
,

ス レ オ ニ ソ
,

シ ス チ ソ
,

ロ イ シ ソ
,

フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
,

ヒ

ス チ ジ ン
,

グル タ ミ ン 酸 ,
グ リ シ ソ

,
バ リ ソ

,
イ ソ ロ イ シ ソ

,

チ ロ シ ソ
,

リ ジ ン の 有意 な低下を 認め た . Ⅰ群 とⅣ 群の 比較で

は
,

Ⅳ群 に お い て プ ロ リ ン
,

ア ル ギ ニ ソ の 有意な 上 昇お よ び
,

グル タ ミ ン
,

ロ イ シ ン
,

チ ロ シ ソ
,

フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン

,
トリ プ

ト フ ァ ン
,

ア ス パ ラ ギ ン 酸 ,
セ リ ソ

,
グ ル タ ミ ソ 醸 ,

グ リ シ

ソ
,

バ リ ン
,

イ ソ ロ イ シ γの 有意な 低下を 認め た .

Ⅴ . 尿中ア ミ ノ酸量

各群の 輸液 8 日 目の 尿中ア ミ ノ 酸排泄量を表 6 に 示 した . Ⅰ

群と比較 して ‡群 で ほ グ ル タ ミ ソ 酸 ,
シ ト ル リ ン

,
オ ル ニ チ

ン
, リ ジ ン

,
ア ル ギ ニ ン 排泄量の 有意な 増加お よ び

,
ア ス パ ラ
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ギ ン 酸 ,
ス レオ ニ ン

,
グリ シ ン

,
メ チ オ ニ ソ

,
ヒ ス チ ジ ン の 有

意 な減少を認め た . また
,

Ⅲ 群で は Ⅰ群と比較 して ア ミ ノ 酸の

排壮量が全般的に 減少 し
,

ア ス パ ラ ギ ン 酸 ,
ス レ オ ニ ソ

,
グリ

シ ン
,

シ ス チ ン
,

メ チ オ ニ ン
,

テ ロ シ ソ
,

ヒ ス チ ジ ン
,

ア ル ギ

ニ ン
,

シ トル リ ン
,

ト リ プ ト フ ァ ン で ほ 有意差を 認めた . さ ら

に
,

Ⅳ群で は ダ ル ク ミ ソ 酸▲
ア ラ ニ ン

,
チ ロ シ ソ

,
リ ジ ン

,
ア

ル ギ ニ ソ
,

シ トル リ ン
,

オ ル ニ テ ン の 有意な増加お よ び ト リ プ

トフ ァ ン の 有意な減少を 認めた . また , Ⅰ群と Ⅳ群の 比較で は

Ⅳ群に お い て グ リ シ ン
,

ア ラ ニ ソ
,

バ リ ソ
,

シ ス チ ソ
,

イ ソ ロ

イ シ ソ
,

ス レ オ ニ ソ
,

ロ イ シ ソ
,

フ ェ ニ ル ア ラ ニ ソ の 有意な増

加お よ び グル タ ミ ン の 有意な減少を認め た .

Ⅵ . 肝組織申遊離ア ミノ酸濃度

輸液終 了時の 各群の 肝組織 内遊離ア ミ ノ 酸濃度 を表 7 に 示 し

た . ‡ 群と Ⅰ群の 間に は有意差を 認めな か っ た が
,

Ⅰ群と比 較

して Ⅲ 群では ア ス パ ラ ギ ン 酸,
ス レ オ ニ ソ

,
セ リ ン

,
ア ス パ ラ

ギ ン
,

グル タ ミ ン 酸 ,
ダル ク ミ ソ

,
グリ シ ソ

,
バ リ ソ

,
メ チ オ

ニ ン
,

イ ソ ロ イ シ ソ
,

ロ イ シ ソ
,

チ ロ シ ソ
,

フ ェ ニ ル ア ラ ニ

ン
,

オル ニ チ ン
,

ヒ シ チ ジ ソ
,

ト リ プ ト フ ァ ン
,

ア ル ギ ニ ン
,

プ ロ リ ン の 有意な上 昇を , Ⅳ群では シ ス チ ソ 以外の 測定 した 全

て の ア ミ ノ 酸の 有意な 上 昇を 認めた . ま た Ⅱ群と Ⅳ 群の 比較で

ほ メ チ オ ニ ン 以外の 測定 した 全て の ア ミ ノ 酸 の 有意な 上昇を 認

め た .

Ⅶ . 腫瘍内組織中道離ア ミノ酸濃度

輸液終了 時の 各群の 腫瘍組織中遊離 ア ミ ノ酸濃度を 表8 に 示

した . Ⅰ群と比較 して Ⅰ群で は オ ル ニ チ ソ の 有意な上昇を認め

た (p < 0 .0 5) . Ⅲ群で は シ トル リ ン
,

シ ス チ ン の 有意 な 低下を

( p < 0 .0 5) , さ らに Ⅳ群 で は オ ル ニ チ ソ の 有意 な 上 昇 を 認め た

( p < 0 .01) . また ,
Ⅱ群と Ⅳ群と の 比較で は

,
Ⅳ群に お い て ア ラ
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ニ ソ の 有意な 上 昇と
,

ア ル ギ ニ ソ の 有意な 上昇 を認 めた .

Ⅶ . 細胞周期に およぽ す影響

輸液終了時の 各群の 細胞周期分析 を表 9 に 示 した , l 群 に 比

べ Ⅱ群 , Ⅳ群 で は
t 有意な G l 期細胞 分画 の 減少と S 期細胞 分画

の 増加を 認め た . Ⅰ群と Ⅲ群 t
お よ び Ⅱ群と Ⅳ群の 比 較で は有

意差を認め なか っ た .

Ⅸ . 腫瘍 内 D N A
,
R N A お よびま自量に お よぼ す影響

対照 群に 比較 して
,

ア ル ギ ニ ン
′ ･ オ ル ニ テ ン ･ イ ン パ ラ ソ ス

輸液群 川 群 お よ び Ⅳ 群) に お い て R N A 畳 の 有意 な 減少 と

(p < 0 .0 5) ,
D N A 畳の 減少傾 向を 認め た (表10) .

考 察

El v e hj e m
汀)

ほ , あ る種の ア ミ ノ 酸を 少量添加 した 飼料で 飼 育

した 羊に 発育障害が 認め られ る こ と を報告 し
,
投与さ れ る ア ミ

ノ 酸の 不 適 当配合か ら生 じる栄養障害を ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス

と命名 した . 後に H a r p e r
欄

は ,
ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス を ｢ 比較

的少量の 必須 ア ミ ノ 酸 , ある
.

い ほ組成の 乱れ た 蛋白質を 飼料に

添加する こ と に よ り生 じ
, 少一畳 の 制限ア ミ ノ 酸を 同時に 添加す

る こ と で 防止で きる成長障害 ,
も しくは そ の 他 の 生体 に 不 利益

な効果｣ と 定義 した . すなわ ち
,

当初ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス は

第二
,
な い し第三制限 ア ミ ノ 酸の 添加に よ り助長 され る第

一

制

限ア ミ ノ 酸不 足を 意味 して い た . そ の 後定義が拡大 され
,
特定

の ア ミ ノ 酸の 除去や大量負荷 ,
さ らに は ア ミ ノ酸代 謝抵抗物質

に よ っ て誘導 される 代謝障害もア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス と称 され

るに 至 っ て い る .

ア ミ ノ 酸イ ン パ ラ ソ ス を悪性腫瘍の 治療に 応用 す る試み は 古

くよ りなされ て きた . 柚木ら
19)

は フ ユ ニ ル ア ラ ニ ン 欠乏食あ る

い は 低フ ェ ニ ル ア ラ ニ ソ 低テ ロ シ ソ 食を 6 例の 白血 病患者に 投

与 し
, 急性 リ ン パ 性白血 病の 1 例を 除き5 例 の 慢性骨髄性白血

病を 寛解せ しめ
, 本食餌療法の み で 十分な臨床効果を 期待す る

ことほ 困難で ある が , 化学療法 へ の 薬剤感受性 は普通食 の 場合

よ りもは る か に 良好 で あ っ

l

た と 報告 して い る . N is hih ir a ら
20一

は

市販の 1 0 % 総 合ア ミ ノ 酸製剤か ら特定の 必須 ア ミ ノ 酸を 欠乏

させ た ア ミ ノ 酸イ ン バ ラ ン ス 製剤 を 担痛 ラ ッ ト に 投 与 した と

き
,

バ リ ン を 欠乏 させ た 製剤 に 最も著明な腫蕩増殖抑制効果が

認められ , 次い で イ ソ ロ イ シ ソ を欠乏 させ た 製剤に も 同様の 効

果が認め られ る こ とを報 告 した .
これ らの イ ン バ ラ ン ス ほ

t 必

須ア ミ ノ 酸の 欠乏状態を 惹起 し腫瘍増殖を 抑制 しよ うす るもの

で ある . しか し
,
人体 内に は 骨格筋に 代表 され る膨大な ア ミ ノ

酸プ
ー ル が存在す るた め

, 必須ア ミ ノ 酸欠乏は 蛋白崩壊を惹起

し , 速や か に ア ミ ノ 酸 の 放 出 が な され る と 考え られ る . した

が っ て
, 生体 内で 特定 の ア ミ ノ 酸欠乏に よ っ て腫瘍細胞の 増殖

が抑制 され る か に は疑 問が 多 い . メ チ オ ニ ン 欠乏輸液も , 当初

は必 須 ア ミ ノ 酸欠乏に よ っ て 腫瘍増殖を抑制す る と考 え られ
,

そ の 有効性が 報告され て い た
21l

. 近年 , 細胞内 メ チ オ ニ ン 欠乏

が還元 型葉酸代謝を 修飾 し
,

フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤の 作用

を増強す る こ とが 明か に さ れ だ
2)23)

.
メ チ オ ニ ン 欠乏 輸液 の 有

効性 を述 べ た 報告も フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤と 併用 した もの

が多 く
,
最近 で は そ の 作用 機序ほ シ ス プ ラ チ ン と 同様細胞内の

テ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸 の 生 合成 増加 に 起 因す る と 説 明 さ れ て い

る
丁)

. しか し
,

メ チ オ ニ ン の 前駆物質で ある ホ モ シ ス テ イ ン は ,

メ チ オ ニ ン か ら S - ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン を 介 し て 生成 され る

もの で ある た め
, 長期 に わ た る メ チ オ ニ ン の 欠乏輸液が 抗腫瘍

効果を 持続 させ る と い う報告に も疑問が残 る . 嵩原 ら
21)

ほ
, 非

必須 ア ミ ノ 酸の グル タ ミ ソ の 代謝括抗物質で ある 6 - ジア ゾー5 オ

キ ソーL- ノ ル ロ イ シ ン ( 6
-d i a z o

-5- O X O- L n o rl e u ci n e) を 用 い て 著

明な抗腫瘍効果を 報告 した . 非必須 ア ミ ノ 酸の 代謝阻害 に よ り

腫瘍発育 の 抑制を 試み た 点が注 目 され る .

過剰 の ア ル ギ ニ ソ 負荷に よ り尿素 サ イ ク ル の 代謝が促進され

る こ と を裏付け る 報告 ほ い く つ か あ る . S c hi m k e ぱ
5l

, 健常

ラ ッ ト に 2 .5 % また は 7 .5 % の ア ル ギ ニ ソ を添加 した カ ゼ イ ン

飼料を投 与す る こ と に よ っ て
, 尿中 へ の 尿素排泄量を 著明に 増

加せ しめ る こ と を報告 して い る . ま た ,
こ の ア ル ギ ニ ン

･ イ ン

バ ラ ン ス の 示 す現象 は 同 じ尿素 サ イ ク ル の メ ン バ ー で ある オ ル

ニ チ ソ や シ ト ル リ ソ で も認 め ら れ , 中西 ば
6-

カ ゼ イ ン 飼料に

5 % ア ル ギ ニ ン お よび 5 % オル ニ テ ン を 添加 した実験 モ デ ル に

お い て
, 抗腫瘍効果が 観察 され る と ともに 宿主 へ ほ不 利益な影

響が な い こ とを 報告 した . ま た ア ル ギ ニ ン は 腫瘍細胞 の 構成で

ほ 認 め られ な い 唯 一 の ア ミ ノ 酸 で あ る こ と が 観察 さ れ て お

り
27-

,
ア ル ギ ニ ソ 投与が 腫瘍代謝自体に 何 らか の 影響 を およ ば

す こ とが 期待 でき る .

本研究 に 使用 した 特殊 ア ミ ノ 酸輸液 K A O -1 で は
,

ア ル ギ ニ

ン を F A O/ W H O 基準の お よ そ 3 倍 に 増量 した もの で ある ･ さ

ら に オ ル ニ チ ン を加 え , 両 者で 全ア ミ ノ 酸 の 66 % を 占め て い

る . オ ル ニ チ ソ は ,
O T C の 作用 を 受けて カ ル バ ミ ル リ ソ 酸と

ともに シ トル リ ン に代 謝され るた め
,

カ ル バ ミ ル リ ン 酸の 尿素

サ イ ク ル 流入 に 深く 関与す る ア ミ ノ 酸と 解釈され る . オ ル ニ チ

ン は通常の ア ミ ノ 酸 に は含有 されて い な い が
,

よ り 円滑な 尿素

サ イ ク ル の 回 転促進を 意図 し K A O-1 に 添加 した . カ ル バ ミル

リ ン 酸は
t

ア ン モ ニ ア か ら尿素 を生合成す る際の 中間代謝産物

で ある が ,
A T C に 触媒 され て ア ス パ ラ ギ ン 酸塩 ( a s p a r t a t e) と

と もに カ ル バ ミ ル ア ス パ ラ ギ ソ 酸 ( c a r b a m yl a s p a rt a t e) と な

り ,
ビ リ ミ ジ ン の 生合成系 へ と 流入 す る . した が っ て

,
カ ル バ

ミ ル リ ン 酸 の 生産量が
一 定 で あ ると仮定すれ ば

, 尿素サ イ クル

へ 流れ る カ ル バ ミ ル リ ソ 酸
~
の 増加に よ っ て ビ リ ミ ジ ン 産生の 抑
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制が 期待で きる ･

主と して グル タ ミ ソ 酸か ら グル タ ミ ソ 脱水素酵素に よ り発生

した ア ン モ ニ ア は ,
カ ル バ ミ ル リ ン 酸合成酵素に 触媒 され て ミ

ト コ ソ ドリ ア 内で C O 2 と反応 し
,

二 分 子 の A T P を消費 して カ

ル バ ミ ル リ ン 酸と な る . 肝細胞内で 行わ れ る こ の 反応は
! 蛋白

合成に 関わ らな い ア ミ ノ 酸を 糖質や 脂質 に 代謝す る際の ア ミ ノ

基処理経路 と して 極め て 重要で あ り
,

カ ル バ ミ ル リ ソ 酸の 生成

障害は ア ミ ノ 基の 運搬媒 体と して の グ ル タ ミ ソ 酸の 蓄積 をもた

らすと 考え られ る . 本研 究 に お け る 血 梁 ア ミ ノ グ ラ ム を み る

と
,

K A Orl 投与群 で ほ グル タ ミ ン 酸 の 上 昇を 認 め ず ,
P A L A

投与群 で は グ ル タ ミ ソ 酸の 有意な 低下を 認め た . また
, 両者の

併用群で もグ ル タ ミ ン 酸の 著明な 低下が み られ た . こ れ らの 結

果か ら
,

い ずれ の 実験群に お い て も カ ル バ ミ ル リ ソ 酸の 産 生は

障害され て い な い もの と考え られ た . 次い で
,

カ ル バ ミ ル リ ソ

酸は オル ニ チ ン と反応 して シ ト ル リ ン とな り ミ ト コ ン ドリ ア の

外へ 出 る . 細胞質 内で シ トル リ ン は
よ

一

分子 の A T P を 消費し

て ア ス パ ラ ギ ソ 酸 の α
- ア ミ ノ 基と 結合 し

,
ア ル ギ ノ コ ハ ク 酸を

経て ア ル ギ ニ ソ が合成 さ れ る .
ア ル ギ ニ ン の 一 部 ほ ,

ア ル ギ

ナ
ー ゼ に よ っ て 分解 され て 尿中に 排泄 され る , ま た

, 他の 一 部

は ク レ ア チ ン を経 て ク レ ア チ ニ ン に 代謝 され , 同様に 尿中に排

泄され る . K A O-1 投与群の 血 祭 ア ミ ノ グ ラ ム で ほ
,

オ ル ニ チ

ソ
,

ア ル ギ ニ ン に 加 えて シ トル リ ン の 有意な 上 昇を認 めた . し

た が っ て , 2 種の 尿素 サ イ ク ル の メ ン バ ー

, すな わ ち ア ル ギ エ

ソ とオ ル ニ チ ン の 過剰投与ほ
, 確実 に 尿素 サ イ ク ル を賦括化す

るもの と考 え られ た . な お
,

オ ル ニ テ ン の
一

部 は グ ル タ ミ ッ

ク1- セ ミ ア ル デ ヒ ド( gl u t a mi cTT- S e m i ald e h y d e) を経 て プ ロ リ

ン に代謝され ると され て い るが
,
本実験 で は い ずれ の 群 の 血 策

ア ミ ノ 酸濃度 で もプ ロ リ ソ の 上 昇ほ軽 度で あり , オ ル ニ チ ン か

らプ ロ リ ン が 生成 され る経路ほ 量的に は わずか であ ると考 え ら

れ た .

一 方 ,
K A O-1 投与群の 血液 生化学検査を み る と

,
血清 ク

レ ア チ ニ ン 値 の 上 昇を 伴わず に 血 清尿素窒素値 が 2 .l ～ 2 .4 倍に

上昇して お り
,

K A O-1 投与に よ っ て賦宿化 され た 尿素 サ イ ク

ル に 流入 する窒素の 主 た る 処理 経路は
,

ア ル ギ ナ ー ゼ に 触媒 さ

れる経路で ある と考え られ た .

K A O-1 単独投与群の 腫瘍重量は
,

8 日 間の 輸液期 間を 通 じ

て 総合ア ミ ノ 酸製剤を 投与 した 対 照群 と 比較 し有意 に 低値 で

あっ た .

一 方 , K A O -1 単独投与群 の 体重変化や 輸液期間中の 累

積窒素平衡は 対照群 と遜色な か っ た . 血 液 一 般検査 で は赤血球

減少を認め た が
, 血 液生化学検査 で ほ前述 した 血清尿素窒素の

高値以外 , 有意な異常を 認め な か っ た . 輸液終了時の 腫瘍細胞

の細胞周 期解析で ほ
,

K A O-1 単独投与群に 有意 な G l 細胞分画

の減少とS 期細胞 分画 の 増加 を 認め た . 腫瘍に 含ま れ る D N 丸

R N A お よ び蛋白量を み る と ▲ 対照 群と比較 して K A O -1 投与群

で有意な R N A 量の 減少と D N A 量の 減少傾 向が認め られ た .

これ らの 結果か ら,
K A O -1 の 腫瘍 に 対す る選択 的な 毒性 が 証

明され , そ の 機序と して 核酸合成の 障害 が示 酸 され た .

K A O-1 投与 に 伴う赤血 球減少 と血 小板増多ほ P A L A と の 併

用時に も認め られ た が , そ の 機序に は ア ル ギ ニ ン
一 酸化窒素経

路(L -

a r gi n i n e- n itric o x id e p ath w a y) の 関与 が 示 唆 され た .

S alv e mi n i ら
28)

は
,

ア ル ギ ニ ン の 投与 に よ り酸 化窒素 (nitric

O Xi ね N O) の 産生 が克進す ると報告 した . N O は 強力な血 管拡

張作用を 有 して お り
,
K A O -1 投与群 で ほ末梢血 管拡張 に 伴う

循環血 柴量の 増加が お こ り, 希釈性 に 赤血球数 の 減少を招 い た

もの と解釈され た . また ,
R a d o m s ki ら

2g)3 0)
は

,
N O の 血 小板凝

集 抑 制作 用 や 血 小 板 粘着 抑制 作 用 作用 を 報告 して い る .

K A O -1 投与群に み られ た 血小板増多 に も,
N O が 関与 して い る

も の と 考え られ た .

カ ル バ ミル リ ン 酸は
,

ビ リ ミ ジ ン 生合成系の 基質でもあ り
,

A T C に 触媒され て ア ス パ ラギ ン 酸と ともに カ ル バ ミ ル ア ス パ

ラ ギ ソ 酸とな る . P A L A は
,

A T C の 阻害剤で あり ,
カ ル バ ミ

ル リ ン 酸の 約1000 倍 の 親和性を持 っ て A T C と 結合 し
… 2)

,
こ の

合成系初期の 律速段階を 抑制する .
ヌ ー

ド マ ウス 移植腫瘍を用

い た検討で
,
P A L A は投与量依存的に 腫瘍 組織 内の ウ リ ジ

三 リ ン 酸 ( u ridi n e trip h o s p h a t e) ,
シ テ ジ ン 三 リ ン 酸 ( c y tidi n e

trip h o s p h a t e) な どの ど リ ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド プ ー ル を 縮 小す

る 一 方 , 肝 , 脾な どの 正 常鼠織に は影響を 与えな い と報告 され

て い る
33)

. P A L A 単独投与群の 血 策 ア ミ ノ 酸浪度を み る と ,
シ

トル リ ン と
,

ア ル ギ ニ ソ が対照群と比較 して 有意 の 高値 を呈 し

て い る .
こ の こ とほ

,
ビリ ミ ジ ン 合成系抑制 に 引き続き,

カ ル

バ ミ ル リ ン 酸が尿素サ イ ク ル へ 流入 した こ と を示唆 して い ると

考え られ る .

P A L A 投与群の 腫瘍重量は
】

8 日 間の 輸液期 間を 通 じて 対

照群と 比較 し低値で あ っ た が
, 統計学的な 有意差 は認め られ な

か っ た . また ,
P A L A 投与群の 体重変化や 輸液期 間中の 累積窒

素平衡は対照群と差ほ なか っ た . 血 液 一 般検査で は
,
K A O -1 投

与群と 同様に 有意の 赤血 球減少と 血 小板 の 増 多傾向 を 認め た

が , 血 液生化学検査で は 有意な異常を認 めな か っ た . こ れ らの

結果か ら,
P A L A の 腫瘍に対する選択的な毒性が 示 さ れ た . な

お
,
P A L A 投与群 に み られ た 赤血 球減少 と 血 小板 の 増 多も

K A O - 1 投与群と同様の 機序に よ る もの と解釈 され た .

K A O-1 と P A L A の 併用は
,

ビ リ ミ ジ ン 合成の 基質の 減少と

そ の 律速酵素 の 阻害を 同時に もた らすと 考え られ る . 本研究で

ほ
,

K A O -1 と P A L A を 併用 した群 で 薬剤投与終了時の 腫瘍重

量が最も少なく 】 対照群の みな らず P A L A 単独投与群 と の 間

に も有意差を認め た . 両 者を併用 した 場合の 宿主 の 体重変化や

累積窒素平衡に 関 して は
, 対照 群や 各 々 を 単独投与 した場合 と

差ほ な か っ た . また
,

血 液 一 般検査 お よび 血液生化学検査結果

か らみ て も両 者の 併用に 伴う副作用 の 増強は み られ な か っ た .

した が っ て
,
K A O-1 と P A L A を併用 ほ

, 宿主 に 対す る毒性 を

増す こ と なく腫瘍発育抑制効果を 増強す るもの と考 え られ た .

近年, 抗癌剤の 作用増強を 目的と した腫瘍細胞 内の 代謝調節

が 注目 され て い る
3 … 6)

. 抗腫瘍効果を期待 して 投与する 主 た る

薬剤( 作用 薬剤) が
,
よ り効率良く そ の 作用 を発揮で き る よ う細

胞内環境を調節す る他剤(調節薬剤) を併用 する方法で , 生化学

的調節と 呼ば れ て い る
3て一-

. 生化学的調節の 導入 で
, 腫 瘍が 本 来

有 して い る薬剤暴露に 伴 っ て獲得した 薬剤抵抗性を 打破す る こ

とが 可 能と な り つ つ あ る . 5-F し は
, 現在最も頻用 さ れ て い る

作用薬剤で ある . 5 - F U は
, 複雑な 代謝経路と 複数の 作用 磯序

を有 し種 々 の 条件下 で 抗腫瘍効果に 修飾を 受ける
38)

. 主 た る 作

用機序 は ,
フ ッ 化デ オ キ シ ウ リ ジ ン

ー リ ン 酸 (5-fl u o r o-2
'

- d e o x-

y u ridi n e- 5
'

-

m O n O P h o s p h a t e
,
F d U M P ) に 代謝 され た後 , 還元型

葉 酸 と と も に T S と 強 固 に 結 合 し 三 者 結 合 体 (t e r n a r y

c o m pl e x , T C ) を形成, T S を 不倍 化させ る こ と で ある
39}

.
こ の

際の T S と F d U M P の 結合 は
,
T S の 本来の 基質で あるデ オ キ

シ ウ リ ジ ン
ー リ ソ 酸 (d e o x y u rid i n e m o n o ph o s p h a t e

,
d U M P ) と

競合す るもの で あり , 高濃度の d じⅧP ほ T S の 不 完全阻害に

帰結する
40}

. 内因性の d U M P は
,

カ ル バ ミ ル リ ン 酸 と ア ス パ ラ

ギ ン 酸に 始 まる ビ リ ミ ジ ン 生合成系に よ り生成 され るた め
,

そ
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の 合成阻害作用を 有する K A O -1
,
P A L A は 5-F U の 調節 薬剤 と

して も期待 され るもの と思わ れ た .

結 論

吉田 肉腫 を移植 した担癌 ラ ッ トに 対 し
, 高張 ブ ド ウ糖液と と

も に 総合ア ミ ノ 酸製剤 お よび新 た に 調整 した ア ル ギ ニ ン ･ オ ル

ニ チ ソ ･ イ ン パ ラ ソ ス 輸液 (K A O -1) の
一 定量 を 輸液 注入 し

,

単独お よ び P A L A と の 併用に お い て輸液の ア ミ ノ 酸組成 が
,

宿主お よび 腫瘍増 殖に お よぼ す影響 に つ い て 検討 した ･ 得 られ

た成績は 以下の ごとく で あ っ た .

1 . ア ル ギ ニ ン 1 オ ル ニ チ ン
･ イ ン バ ラ ン ス 輸 液投 与群

( K A O -

1) と総合 ア ミ ノ 酸投 与群に 宿主体重 の 有意差を 認めず ,

P A L A 併用群に お い ても同様 で あ っ た .

2 . 腫瘍重量の 変 化では
,
K A O -1 投与群 お よび P A L A 併用

群に お い て有意 に 腫瘍増殖の 抑制を 認め た .

3 . 窒素平衡 の 変動 で は
, 全群輸液期間中終始正 の 窒素平衡

を示 し, 各群 に は有意差を 認め なか っ た .

4 . K A O -1 投与群 お よび P A L A 併用 群で は血 清尿素窒素の

上昇お よ び 血清尿酸値 の 低下を 認め尿素回 路の 統括化 と 同時に

起 こ る核酸合成 の 抑制 を示 した .

5 .
K A O-1 投与群 お よび P A L A 併用 群 で は 尿中に シ T J レリ

ソ が著明 に 排泄 され て お り
, 体内で の 尿素回 路の 賦活化 が示 唆

され た .

6 . 細胞周期 の 検討で は K A O -1 投与群お よび P A L A 併用群

で S 期紳胞 の 増加を 認め
,

ア ル ギ ニ ン
･ オ ル ニ チ ン ･ イ ン パ ラ

ソ ス 療法 の 細胞周期 へ の 影響が 示 按 された .

7 . K A O -1 投 与 群お よ び P A L A 併用群 に お い て 腫 瘍 内

R N A 量 の 有意な 減少と腫瘍内 D N A 量 の 減少傾向を 認め た ,

以上 の 成績 か ら, 悪性腫 瘍に 対す る ア ル ギ ニ ン ･ オ ル ニ チ

ン ･ イ ン パ ラ ソ ス 療法 ほ
, 意義 の ある治療法と 考え られ た . ま

た ,
P A L A ほ ア ス パ ラ ギ ン 酸 ト ラ ン ス カ ル バ ミ ラ

ー ゼ を 有効

に阻害す るもの と推測 され
,

K A O-1 と の 併用 に よ り抗腫 瘍効

果を増強 させ る こ とが 認め られ た .
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,
D N A

,
R N A a n d p r o t ei n c o n te nt w e r e al s o a n aly z e d ･

r

m e C u m u l ati v e

ni tr og e n b al a n c e d u ri n g t h e i n fu si o n p e ri o d w a s p o siti v e i n all r ats a n d w a s si m il a r a m o n g th e 4 g r o u p s ･ T h e t u m o r w eigh t

a m o n g th e g r o u p s at th e e n d of i n fu sio n w a s c o m p a re d ･ T u m o r p r olif t r ati o n w as s l
g mi fi c a n tl y i n h ib it ed i n G r o u p s II a n d I V

C O m p ar ed w it h G r o u p I ( P < 0 ･0 1) a n d i n G r o u p I V c o m p ar e d w i th G r o u p II ( p < 0 .0 5) . T b e b od y w ei g h t of th e h o st w a s

Si mi 1a r a m o n g th e 4
g r o u p s ･ T h e r e d b l o o d c ell c o u n t

,
a m O u n t Of h e m o gl o b i n a n d h e m a t ∝ ri t w e r e d e c re a s e d i n G r o u p s II

,
ⅠII

a n d I V c o m p ar e d w ith G r o u p I ( p < 0 ･0 1) ･ O n t h e c o nt r ar y ,
th e b l o o d p l at el et c o u n t w a s i n c r e a s e d i n G r o u p s II (P < 0 .0 1) an d

I V (P < 0 ･0 5) c o m p a r e d w i th G r o u p I ･ B l o o d b i o c h e mi c al e x a m i n ati o n s h o w e d si g n i fi c a n t i n c r e a s e s i n s e ru m u r e a n i tr o g e n
,

an d sig ni丘c an t d e c re a s e s i n s e ru m u ri c a cid i n G r o u p s II a n d I V (p < 0 ･0 1) b u t n o 丘n d i n g s s u g g e sti v e o f i m p air e d li v e r o r

r e n al fu n cti o n ･ Pl as m a fr e e a m i n og r a m s r e v e al e d si g n ifi c a n t i n c r e a s es i n citr ulli n e
,

0 mi th i n e a n d ar g lni n e i n G r o u p II

C O m P ar e d w ith G r o u p I ( Cit r ulli n e a n d o m it h i n e
, P < 0 ･05; arg i n i n e

, p < 0 ･0 1) a n d si g n ifi c a n t i n c r e a se s i n cit ru 11i n e an d a rg i ni n e

i n G r o u p III ( Ci t ru 11i n e
, p < 0 ･0 5 ; ar gi n i n e

, P
< 0 ･0 1) an d si g n i n c a n t i n c re a s e s i n cit ru 11i n e

,
0 mi th i n e a n d ar gi ni n e i n G r o u p I V

( P < 0 ･0 1) ･ T h e u ri n a r y a mi n o aci d a n al y si s s h o w e d a sig nific a n t i n c r e a s e i n t h e e x c re ti o n o f ci t ru 11i n e
,
0 mi th i n e a n d a rg i n in e

i n G r o u p s II a n d I V c o m p a r e d w i th G r o u p I b u t sl g n ifi c a n t d e c r e as e s i n th e e x c r eti o n o f ar g lni n e a n d cit ru 11i n e i n G r o u p III ･

T h e ff e e a m i n o g r a m of li v er i n G r o u p I I w as si mi l a r t o th os e i n G r o u p I b u t th e a mi n o a ci d s re v e al e d sig nin c a n t i n c r e as e s i n

all a m i n o a ci d s i n G r o u p s III a n d I V c o m p a r e d w i th G r o u p I ･ T h e f r e e a m i n o g r a m o f t u m o r r e v e al e d sig n ifi c a n t i n c r e as e s i n

O mi thi n e in G r o u p s II( P < 0 ･0 5) a n d I V ( p < 0 ･0 1) c o m p ar e d w i th G r o u p I . A n al y si s of th e c ell c y cl e o f th e tu m o r c ell s s h o w e d

C ell ac c u m ul ati o n i n th e S p h a s e i n G r o u p s II a n d I V ･ E v al u atio n of th e a m o u n ts of n u cl e a r D N A
,
R N A

,
a n d p r ot ei n i n th e

t u m o r c ells r e v e al ed a si g nifi c a n t d e cr e as e i n R N A ( p
< 0 ･0 5) a n d a slig h t d e c re a s e i n D N A i n G r o up s II a n d I V

.
T h e se

fi n di n g s b y a m i n o a cid a n al y sIS S u g g e St t h at e x c e s si v el y a d mi n is te r e d ar g l n ln e a n d o mi th i n e e n te r th e u r e a cy cl e a n d are

S m O O th 1 y m e tab oli z e d ･ I n ad ditio n
,
th e pl a s m a ci t ru 11i n e l e v el i n G r o u p I II i n di c at e s th at P A L A e ff e ctiv el y i nhi b its c arb a m y l

Ph o s p h a te m et a b oli s m i nt o p y ri m idi n e ･
T Y lu S , K A O - l a d m i ni st r ati o n m ay a c ti v ate th e u r e a c y cl e i n th e t u m or - b e a rln g

a n i m als
,
i nh i b iti n g tu m o r p r olift r a ti o n ･ P A L A ap p e a rs t o ef ft c ti v el y i n hi b i t as p a rt at e tr a n s c arb a m yl a s e

,
W h il e i ts a n ti -t u m Or

e fft ct s m a y b e i n c r e as e d b y th e c o m bi n e d u s e o f K A O - 1 .


