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d － モ ル ヒナ ン 誘導体 の 抗腫瘍作用 に 関する 実験的研究

金 沢大 学医学部薬理 学教室 は 任 こ 正 印 達教授I

小 久 保 護

く昭 和6 0年10 月2 6 日受付う

983

デ キス ト ロ メ トル フ ァ ン か ら新 た に 合成 され た d － モ ル ヒ ナ ン 誘導体につ い て
，

エ
ー ル リ ッ ヒ 腹水が

ん細胞 およ び s a r c o m a
－ 18 0 細胞 に 対 す る作用を in vit r o ま た は i n ui u o で検討し た ． 実験 に 使用 した化合

物 は， d －3 －く5 －

p h e n yl
－ 2

，
4 －

p e n t a d i e n yl o x yl － N －

m e th y l m o r ph i n a n くD M 7 5I ，
d －3 ．く3 ，

3 －d i p h e n yl
－2 ．

p r o
－

p e n yl o x yl － N －

m e th yl m o r p h i n a nくD M 8 01 ，
d －2 － b r o m o

． 3 －く3 ，
3 － d i ph e n yl

－ 2 －

p r O p e n yl o x y トN － m e th yl m o r ＋

ph i n a n くD M 8 31 お よ び d －3 －く7 －

ph e n yl
． 3 － m e th yl

－ 2
，
6 ．h e p t a di e n yl o x yl － N － m eth yl m o r p hi n a n くD M 9 6I な ど

14 で ある ．
これ らの化合物は 5 ％の H C O －6 0 く可溶化 椰 を含 む生 理 食塩水に溶解 し

， 腫瘍細胞は 2 ％牛

血清ア ル ブ ミ ン 加 ハ ン ク ス 平衡塩類溶液 くp H 7 － 4う に 浮遊した ． 化合物の 腫瘍細胞 に 対す る 障害作用 は
，

腫瘍細胞浮遊液 く10
6

c ell sノm ll に 被験化合物液 を0 ． 0 ト 1 ．O m M 加 えて
， 3 7

0

C で 1 20 分間イ ン キ エ ペ ー 卜

した の ち ， 生存細胞数 を トリ バ ン プ ル ー 色素排除能テ ス トに よ っ て調 べ た
．

エ ー ル リ ッ ヒ が ん細胞 およ び

S a r C O m a －1 8 0 細胞 を0 － 1 m M の D M 7 5
，

D M 8 0
，

D M 8 3 また は D M 9 6 と共 にイ ン キ エ ペ ー

卜す ると ， 生

存細胞 の 割合 は 1 ％以下 に 減少 し
，

エ
ー ル リ ッ ヒ が ん細胞 を位相差顕微 鏡下 で観察 す る と ， 0 ．1 m M の

D M 8 3 と共 に 60 分間イ ン キ エ ペ ー 卜 した腫瘍細胞 で は， 細胞の 膨潤， 細胞質 の 空胞化 な どの変性が観察さ

れ た ． 化合物 を加 え ずに イ ン キ エ ペ
ー

卜し たが ん細胞 で は
， 生存細胞の 割合は 80 ％以上 で あ っ た

．
つ ぎに

，

エ ー ル リ ッ ヒ が ん細胞 また は s a r c o m a －1 8 0 細胞 く2 ． O X l O
6

vi a b l e c ell sl m o u s el を腹腔内に移植 した担 が

んマ ウス に対す る延命効果は
，

マ ウ ス の 腹腔 内に 被験化合物 10 －40 m gノk g の 用量 で 1 日 1 回，連続 5 日 間

投与 し
， 延 命率 く工L Sく％1 ニ くT － C lノC X l O O 二T

， 被験化合物投与群 の平均生存 日数こC
， 非処置対照群の平

均生存 日数1 に よ っ て評価 した
．

エ
ー ル リ ッ ヒ腹水が ん担が ん マ ウ ス で は 20 m gl k g の 用量で D M 8 3 は

153 ％， 4 0 m gノk g の 用量 で は D M 9 6 で 1 16 ％，
D M 75 で は10 4 ％

，
ま た

，
D M 8 0 で は 70 ％の延 命率 を示 し

，

S a r C O m a －1 8 0 担が ん マ ウス で は4 0 m gノk g の 用 量で
，
D M 83 は 222 ％， D M 9 6 は 20 6 ％

，
D M 8 0 で は 1 19 ％，

ま た
，

D M 7 5 で は 85 ％の 延 命率を それ ぞれ 示 した ． こ れ ら の 成績か ら， D M 7 5 ， D M 8 0
，

D M 8 3 お よ び

D M 96 は ，
エ

ー ル リ ッ ヒが ん細胞 や s a r c o m a －1 8 0 細胞に 対 して直接障害作用 を示 すと と も に ， 担が ん マ ウ

ス に 対して も延命効果の ある こ と が認 め られ た
．

K e y w o r d s d － N － m et h yl m o r p hin a n s
，

a n tit u m o r a cti vit y ， a S Cit e s t u m o r
，

S t r u C t u r e － a C ti vit y r el a ti o n s hip ．

モ ル ヒ ナ ン 系化合物の 薬理 作用 と し て は鎮痛作 風

鏡咳作用
， 呼吸抑制作 風 平滑筋興奮作用 な どが良く

知られ て い る が
， 近年モ ル ヒ ナ ン 系， ある い は その 類

似化合物の 中に は抗腫瘍作用 を有して い る も の があ る

ことが指摘さ れ てい る ． す なわ ち ， Z a g o n と M c L a u －

g hli n
2ト 4

恨 ヘ ロ イ ンくb e r o i n l ， ナ ロ キ ソ ンくn al o x o n eI

およ びナ ル ト レ キ ソ ン くn alt r e x o n el が マ ウ ス 神経芽

細胞魔の 増殖 を抑制 す る こ と を ，
A yl s w o r th ら

51
は ナ

ロ キ ソ ンお よ び ナ ル ト レ キ ソ ン が マ ウ ス の 乳 が ん の 増

殖 を抑制す る こ と を示 唆 し，
王iji m a ら

6J
は マ ウ ス 自然

発生 乳癌 お よ び皮下 に 移植 さ れ た M R 1 34 に 対 す る

ナ ロ キ ソ ン が腫 瘍増殖抑制効果 に有効で ある と報告 し

て い る ． ま た
，

K i g o sh i 7I は非麻薬性鎮痛薬 ペ ン タ ゾ シ

ン くp e n t a z o ci n el が腹腔内に 移植 され た エ
ー ル リ ッ ヒ

A bb r e vi ati o n s 二 D M 16
，

d －3 － ally l o x y
－ N ． m e th y l m o r p hin a n 芸 D M 34

，
d －3 － Ci n n a m y l o x y

－ N －

m eth yl m o r p hi n a n 三 D M 43
，

d －3 －くb u t e n yl o x y トN － m et h y l m o r p hi n a n 三 D M 4 8
，

d －3イ4 － b r o m o
－ 2 －

b ut e n yll o x y
－ N N m e th yl m o r p h in a n 妄 D M 62

，
d － 3 －くb e n z h y d r y l o x yl

－ N － m et h y l m o r p h in a n 三 D M

72
，
d －3 －く2 ，

4 －

p e nt ad ie n yl o x yl － N － m et h yl m o r p h i n a n ニ D M 7 5
，
d －3 －

く5
－

p h e n y l －2
，
4 －

p e n t adi e n y l o x yユー
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G r
．

o u p s o f
C O m p o u n d s

G r o u p A

小 久 保

T a bl e l ． S tr u c t u r e s o f d e x tr o m e th o r ph a n a n d its an al o g u e s

R t O

軋N －C 即

C o m p o u n d s

d －3 － m e th o x y
－ N ．

m e th yl m o r p hi n a n

くd e x tr o m e th o r ph a nJ

d ．3 ．

all yl o x y － N － m e th y lm o r p hi n a n

くD M 1 6J

d － 3 －tb u t e n yl o x yJ － N －

m e th yl m o r p hi n a n

くD M 4 3J

d －3イ4 － b r o m o
－2 － b u t e n yl o x yJ － N ．

m e th yl m o r ph in an くD M 48J

d －3 －く2 ，
4 －

p e n t a di e n yl o x yトN －

m e th yl m o r p hi n a n くD M 7 21

C H 3
．

C H 3 C H ニ C H 2
－

C H 3 C H ニ C H C H 2
－

B r C H 2C H こ C H C H 2
－

C H 2
ニ C H C H ニ C H C H 2

－

G r o u p B d ．3 －

Ci n n a m yl o x y
－ N － m e th yl m o r phi n a n

くD M 3 4ナ

焉霊 歌 競濫綜穿yl －

d －3 rく7 －

ph e n yl
－ 3 －

m e th yl
－2

，
6 －h e p t a

－

di e n yl o x yJ－ N ．

m eth yl m o r ph i n a n くD M 96J

d －3イ9 －

P h e n yl
－3 岬 m e th yl

－2
，
6

，
8 －

n O n a
－

t ri e n yl o x yJ － N －

m e th yl m o r ph i n a n くD M 9 7l

G r o u p C d －3 ．くb e n z h yd r yl o x yl － N －

m e th yl －

m o r ph in a n くD M 6 2J

d －3 一く3 ，
3 －d i ph e n yl

－2 －

p r O p e n yl o x yl －

N －

m e th yl m o r ph i n a n くD M 8 0J

三一

ニ ー

C H ニ C H C H 2
－

C H ニ C H C H こ C H C H 2
．

昏 c H

昏 c H

ニ C H C H 2 C H 2 CくC H 3J こ C H C H 2
r

H

ニ C H C H ニ C H C H 2C H 2CくC H 3J 二 C H C H 2－
H

G r o u p D d ．2 －b r o m o
－ 3イci n n a m yl o x y トN －

m e th yl m o r ph i n a n のM 8 21

d － 2 －b r o m o － 3 －く3 ，3 rd i ph e n yl －2 一

錯 ％
l o x yJ ． N －

m e th yl m o r ph i n a n

d － 2 －b r o m o
－3 －く5 －

p h e n y
－2

，
4 －

p e n t a
．

紐懸yI ． N ．

m e th yl m o r phi n a n

昏

二
二

三－

C H ニ C H C H 2
－

C ニ C H C H 2
－

C H ニ C H C H ニ C H C H 2
－ B r



D M 誘導体の 抗腫喀作用

がんお よ び s a r c o m a
－1 8 0 に 対 し て 増殖抑制効 果 を示

し
，
マ ウ ス の生存日数 を延長す る こ と を指摘 して い る ．

さらに K ig o s bi ら町 は非麻薬性鎮咳剤 デ キ ス トロ メ ト

ル フ ァ ンくd e x tr o m e th o r p h an 1 お よ び ジ メ モ ル フ ア ン

くdi m e m o rf a nl に つ い て も 同様 の作用 が認 め ら れ る

こ と を 報 告 し て い る ． ま た， 川 尻9I
は d － 3 －

Ci n n a r

m yl o x y
－ N －

m eth yl m o r p h i n a n くD M 3 4ンが
，

エ ー ル リ ッ

ヒ腹水が ん お よ び s a r c o m a
－1 8 0 を移植 した マ ウ ス の

平均生存日数を延長し， 腫瘍の 増殖 を抑制 す る こ と を

明らか にし， その作用機序に つ い て検討をお こ な っ て い る
．

これ らの こ と か ら， 本論文 で は d － モ ル ヒナ ン骨格 を

持つ
一 連の 新規化合物 を合成 し

，
マ ウ ス 同種移植 が ん

に対する抗腫瘍効果 を指標と し て ，
こ れ ら の新規化合

物の構造活性相関1 0 ト 1 現に つ い て検討 を行 っ た
．

材料 お よ び方法

工 ． 実験動物

実験に は体重 25
－

3 0 g ，
7 －8 週令のd d Y 雌性 マ ウ

スを用い た ．

I工． 被験化合物

実験に用 い た化合物 は d 体 の N － メ チ ル モ ル ヒ ナ ン

くd ． N －

m eth yl m o r ph i n a n l 骨格 を有す る化合物 で
， 図

r e f l u x
，

6 － 7 h r ．

9 8 5

1 に 示 した よ う に デ キ ス ト ロ メ ト ル フ ァ ン のe x t r o
－

m eth o r p h a n
， 臭化水素酸 デ キス トロ メ トル フ ァ ン

， 日

本 ロ シ ュJ を原料 と し
，

モ ル ヒ ナ ン骨格の 3 位 に 種々

の 置換 基 を 導 入 し て 合成 し た
一 連 の 化 合 物 で あ

る
1 5 ト 用

．
こ れ らの化合物の 化学名， 略名お よび構造式

を表1 に 示 した ．
なお こ れ らの 化合物 は薄層ク ロ マ ト

グ ラフ ィ
ー のc

－ A l u f o li e n K i e s el g e1 60 F 2 5．5 0 X 2 0 0

m m
，
M e r k I で単 一 物質 で あ る こ と を確認 した後 に

，

赤外分光光度計 くJ A S C O A －2 0 2 h f r a r e d S p e ct r o
－

p h o t o m et e r
，
日本分光I

，
核磁気共鳴装置くJ E O L J N M －

P M X 6 0 N M R S p e c t r o p h o t o m e t e r
， 日本電 刊 ， 度量

分析装置 くJ E O L D ．3 0 0 G a s c h r o m a t o g r a ph m a s s

S p e C tr O m e t e r
，

日本電子l お よ び元 素分析等 に よ っ て

構造 を確認 した ． 表1 に 示 した よう に
，
本研究 に 使用

した化合物 は
，

モ ル ヒ ナ ン 骨格 の 3 位 の側鎖が異 な っ

て い るが
， 側鎖 に お け る ベ ン ゼ ン囁の 有無，

ベ ン ゼ ン

環の数， お よ びモ ル ヒ ナ ン 骨格 の 2 位 の プ ロ ム の有無

に よ っ て
，

4 群 に 分類 した ． す な わち ，
モ ル ヒ ナ ン 骨

格の 3 位の 側鎖 に べ ン ゼ ン 環が 存在 し な い も の を A

群と し ，
ベ ン ゼ ン 環が 1 個存在す るも の を B 群， 2 個

存在 する も の を C 群 と した ． ま た ，
モ ル ヒ ナ ン骨格 の

2 位 に プ ロ ム の 入 っ た も の を D 群 と した
．

r o o ロI L e
叫

ユ
．

n r

2
ノC II

3
C O O ll

N
－

C H 3

N a O TI

R
－

X

r o o m ヒe m
p ．

－

r e f l u x

0

軋N － C H
3

N a O l王

R
－

X

r o o m 七e m p ．

－

r e f l u x

R O

敷N
－

C H
3

R O

軋N － C H
3

Fi g 1 1 ． S y n th e ti c p r o c e d u r e f o r d － N －

m e th yl m o r p hi n a n d e ri v a ti v e s ．

N ． m e th yl m o r p hi n a n 三 D M 80
，
d －3 －く3 ，

3 －d ip h e n y l －2 －

p r O p e n y l o x yJ － N － m et h y l m o r p h in a n ニ D M

82
，

d － 2 －b r o m o q3 －

くcin n a m y l o x yl
－ N － m e t h y l m o r p hi n a n ニ D M 8 3

，
d －2 － b r o m o －3 T

く3 ，
3 － di p h e n y ト2 －

p r o p e n yl o x yJ
－ N － m et h y l m o r p hi n a n ニ D M 8 4

，
d － 2 － b r o m o － 3 －

く5
－

p h e n y l
－2

，
4 －

p e n t a die n y l o x yl
－ N －



9 8 6 小

な お ． デ キス トロ メ トル フ ァ ンくマ ル コ 製薬
，
5 m gノ

m l 注射液う， 5
－ フ ル オ ロ ウ ラ シ ル く5 － F U 協和， 協和

醸酵1 ，
C y Cl o ph o s ph a m id e く注射用 エ ン ドキ サ ン

，
塩

野 義1 お よび マ イ トマ イ シ ン C くマ イ トマ イ シ ン 協和

S
，
協和醸酵ン を対照薬と して 用 い た ．

m ． 被験化合物酒蔵 の 調整

被験化合物は
一

部の化合物 を除い て油状 で ， 非水溶

性で あっ た ．
したが っ て

，
マ ウス の 腹腔内に 投与 す る

た め， ある い は直接細胞 障害作用 を検討す るた め に 可

溶化剤 と し て E C O －6 0 く日光 ケ ミ カ ル ズン川 畑
を用 い

た
． す な わ ち 被験 化合 物を加熱 した H C O －6 0 に溶解

した の ち
， あ らか じめ 100

8

C に 加熱 して お い た生理 的

食塩水 を加 えて 被験化合物溶 液 を作 製 し た ． 続 い て

120
q

C で 2 0 分間高圧滅菌 した
．

なお 投与化合物溶液中

の H C O － 6 0 の濃度は 5 ％以下 と した
川 1 9I

打 ． 腫瘍細胞浮遊液の 調整

腫 瘍細胞浮 遊液 は， 速 度 沈 降法 くV el o c it y s ed i －

m e n t a ti o nl
2 0 ト 2 2

りこよ っ て調製 した ． す な わ ち エ
ー ル

リ ッ ヒ が ん細胞 を腹腔 内に 移植 して 9 － 1 0 日日 の マ

ウ ス ま た は
，

S a r C O m a
－1 8 0 細胞 を腹腔 内 に 移植 し て

7
－

8 日日の マ ウス よ り 10 m l の腹水 を採取 し，
これ

に 40 m l の ハ ン ク ス 平衡塩類溶液 くp H 7 ． 4 ，
ハ ン ク ス

液コ を混和 して か ら遠心 分離 く200 g ，
5 分間1 した ．

得ら れ た腫瘍細胞 に 400 m l の ハ ン ク ス 液 を加 え て浮

遊 させ た の ち ， 5 0 0 m l の マ イ ヤ
ー フ ラ ス コ に 入 れ た 2

層の シ ョ 糖溶液 く上 層 ニ フ ェ ノ ー ル レ ッ ドで 着色 した

1 ．0 ％シ ョ 糖 ハ ン ク ス 液 150 m l
， 下層こ1 ． 5 ％ シ ョ 糖 ハ

ン ク ス 液300 m いの 上 に静か に 重層 した ． 4
b

C で 9 0 分

間静置 した の ち， フ ラス コ の 底 に 沈ん だ腰 癌細胞 を集

め て洗浄 し， 顕微鏡下で 血球計算盤を用 い て 計数 した

の ち ハ ン ク ス 液 を加 え て 10 7個ノm l の細胞 浮遊 液 に な

る よう に 調整 した ． トリ パ ン ブ ル ー 色素排除能テ ス ト

で 調 べ た腫瘍細胞 の平均生存率 は エ
ー ル リ ッ ヒ が ん細

胞 で は ほ ぼ 85 ％，
S a r C O m a ．1 8 0 細 胞 で は 89 ％前 後 で

あ っ た ．

V ． 抗腫瘍実験

a 巨玩 班 れ 実験

エ
ー ル リ ッ ヒ が ん 細胞 あ る い は s a r c o m a

p1 8 0 細 胞

に 対する障害作用 を以下 の 方法 に よ っ て検 討 した ． す

な わ ち， 4 ％牛 血清 ア ル ブ ミ ン フ ラ ク シ ョ ン V

くB o v i n e s e r u m al b u m i n F r ． V
，
和光純薬l を含む

ハ ン ク ス 液 に腰癌細胞 を浮遊 さ せ て腫瘍細胞 が 4 ． O X

l O
6個ノm l とな る よう に 調整 した

．
こ の 細胞浮遊液 に 被

久 保

験化合物溶 液を1 二 1 の 割合で加え
， 被験化合物濃度が

0 く被験 化合物溶液中と同量の H C O －6 0 を含む生理食
塩水 を添加l ，

0 ． 0 1 m M
，
0 ． 1 m M ま た は 1 m M となる

よ う に し
，

3 7
8

C で 1 2 0 分間振 と う し なが らイ ン キュ

ベ ー 卜 し た ． イ ン キ エ ペ
ー

ト後腫 瘍細胞 を遠心分離

く200 g ，
5 分間I し て 集め

，
10

7個ノm l と なるよ うに ハ

ン ク ス 液 に 再浮遊 させ
， 生存率 を顕微鏡下で トリバ ン

プ ル ー 色素排除能 テ ス ト に よ っ て調 べ た
．

b う わ2 扉郁 実験

腫 瘍 細胞 と し て エ
ー ル リ ッ ヒ が ん 細胞 ある い は

S a r C O m a
－1 8 0 細胞 を用 い た ． 腫瘍細胞 接種後それぞれ

9 － 10 日目 あ る い は 7 －

8 日目の マ ウ ス よ り腹水を

採取 し前述の 如く に して 腫瘍細胞浮遊液 く10 7

個血11

を調 整す る
．

これ ら の 腫瘍細胞 2 ． O X l O
6

細胞ノマ ウス

を腹腔 内 に 移植 し た dd Y 雌 性 マ ウ ス を無作意に 1 群

10 匹 ずつ に 分け， 腫瘍細胞 移植 24 時 間後か ら被験化

合物 瀞敵 対照薬物あ る い は H C O －6 0 加生 理的食塩水

を 1 日 1 回 ， 5 日間連 続 して 腹腔 内に 投与した ． 腫瘍

細胞移植後7 日間 と 10 日 乱 その 後 は定時的に 体重を

測定 し， 腫瘍 の有無 を観察 した ． な お 60 日 以上生存し

た マ ウス に つ い て は剖検 に よ っ て腫瘍 の 有無 を肉眼的

に 確か め た
． 抗腫瘍効 果の判定は被験化合物溶液ある

い は対照薬物処置群の平均生存 日数くTうと H C O ．6 0 加

生 理 的食塩水投与群 の 平均生存 日数 くCI よ り延命率

くin c r e a s e o f lif e s p a n
，
I L Sく％1 こくT

－

CナノC x lO Ol を

求め て比 較検討 した ． そ の際，
6 0 日以 上生 存したマ ウ

ス の生存 日数 を 60 日 と して 計算 した ．

V I ． 光学顕 微鏡に よ る 形 態学的観察

D M 8 3 の エ
ー ル リ ッ ヒ腹 水が ん細胞 に 対す る障害

作用 に つ い て 位相差顕微鏡を用 い て 検討 した ． すなわ

ち ハ ン ク ス 液 で 2 ．O X l O
6

個ノm l と な る よ う に 調整し

た が ん細胞浮遊液 に 0 ． 2 m M の D M 8 3l ハ ン ク ス液を

1 ニ 1 の 割合で加 えて 室温に 保 ち， 倒立 顕 微鏡 くニ コ

ン倒立顕微鏡 DI A P H O T － T M D
，

日本光学1 に より観

察 した ． また ，
こ の 混液 を室温 でイ ン キ エ ペ

ー

卜し
，

一

定時間毎 に その
山

部 を取り 出し生物顕微鏡 くオリン

パ ス シ ス テ ム 生物顕微鏡 M o d el B H S ， オリ ンパ ス

光学I を使用 して 観察 した
．

Yll ．
マ ウ ス に お け る 50 ％致死量 くL D 5 0う の 算出

L D 5。 を算 出す るた め
，
1 群 の 8 匹 の dd Y 雌性マ ウス

の 腹腔内に 種 々 の 濃度 の 被験 化合物 を 0 ． 3 m l 投与し
，

その 後 72 時 間まで マ ウ ス の 生死 を観察 した
． 観察後，

マ ウ ス の 生 存 数 お よ び 死 亡 数 か ら Lit c h Ei eld 盈

m e th y l m o r p hin a n i D M 9 6 ， d －3 －く7 q

p h e n y l
－ 3 － m et h y l

－ 2
，
6 －h e p t a di e n y l o x yl － N ィn e t h yl m o r p hin a11i

D M 97 ， d －3 一く9 －

p h e n y l
－3 － m e th y l

－2 ，6 ，
8 － n O n a －t ri e n yl o x yl － N Y m e t h y l m o r p h in a n i 工L S

，
in c r e a se of

lif e s p a n ニ工L S 5 0 ， 5 0 ％ in c r e a s e of lif e s p a n 三 L D 5 。 ，
5 0 ％ 1 eth al d o s e ニ P S

， p h y si ol o gi c al s alin e ．
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耶1 c o x o n 法
2 別に よ っ て L D 5 0 を求め た ．

肌 マ ウス に お ける 50 ％生 存日数 延長 量 くIL S 50フの

算出

ゎ7 め 0 の 抗腫瘍実験 での そ れ ぞれ の 化合物 の 投与

量を方眼紙の X車由に
，

延命率くくT － ClノC x l O Ol を Y 軸 に

とり，
グラ フ よ り 50 ％延 命効果 を示 す 投与 量 を求 め

ILS ，。と し た ． さ ら に L D 5 。お よ びI L S 5 。よ り 安 全 域

くs af e ty m a r gi n ニ L D 5。JI L S 5 。l を求めた ．

正 ． 統計的検定法

in vi u o 実験の 成績は m e a n 士 S ．E ． M ． くn
ニ 1 01 で示

し
，
対照群 と被験化合物投与群の平 均値 間の有意差検

定は有意水準 5 ％お よ び 1 ％で St u d e n t
，

s t ， t e S t を用

いて行っ た
．

成 練

工 ．
エ

ー ル リ ッ ヒ腹水 が ん 細胞 に 対す る d － モ ル ヒ

ナ ン化合物の 細胞 障奮作用

エ
ー ル リ ッ ヒ腹 水が ん 細胞の 浮遊 液 に 種々 の 濃度

肛0 卜 1 ．O m 仰 の d － モ ル ヒ ナ ン化合物 を加 え37
0

C

で2 時間イ ン キ ュ ベ ー 卜 した後の が ん細胞 の生存率 を

トリパ ン ． ブ ル ー 色素排除能テ ス ト に よ っ て検索 し
，

その成績は表2 に 示 した ．
B 群に 属す る D M 3 4 ， D M

75 およ び D M 9 6 ，
C 群の D M 8 0 お よび D 群の D M 8 2

とD M 8 3 で は
，
0 ． 1 m M の濃度で

，
が ん細胞の生存率

は0 － 5 ％と著 しく低下 して い た ． しか し D M 48 を除

987

く A 群の 化合物は
，
0 ． 1 m M の 濃 度 で は 35

－

8 3 ％の

生存 率 を示 し て お り 生存 率 に は著 しい 変化は みら れ

なか っ た
．

H ． 昏乱 r C O m a
－ 18 0 細胞 に 対す る d 一 モ ル ヒ ナ ン 化合

物の 細胞障害作用

S a r C O m a
－ 1 80 細 胞 の 浮遊 液 に 種々 の 濃 度 く0 ． 0 1 －

1 ． O m M l の d － モ ル ヒ ナ ン化合物 を加 え37
0

C で 2 時間

イ ン キ エ ペ ー 卜した 後の 腫瘍細胞の 生存率 を表 3 に 示

した ．
エ

ー ル リ ッ ヒ 腹水が ん細胞 の 場合 と同様 に， B 群

に 属す る D M 3 4 ， D M 7 5 お よ び D M 9 6 は ， 0 ．1 m M の

濃度 で s a r c o m a － 1 8 0 細胞の 生存率 を2 ％以下 に 著 し

く低下させ た ． ま た ， C 群の D M 8 0
，
D 群の D M 8 3 と

D M 84 も 0 ． 1 m M の濃度で
， S a r C O m a

．1 8 0 細胞の生

存率 を1 ％以下 に 著明に 低下 さ せ た
．

こ れ に 対 し て

D M 48 を除く A 群の 化合物は，0 ． 1 m M の 濃度で は，

S a r C O m か 1 8 0 細胞 の 生存率は 66 － 9 0 ％ を示 し
，
ほ とん

ど影 響を 及 ぼ さ な か っ た ． D M 8 4 の s a r c o m a
．1 8 0 細

胞 に 対す る作用 は エ ー ル リ ッ ヒ が ん細胞に 対す る作用

と異 なり
，

0 ． 1 m M の 濃度で
，

S a r C O m a
． 1 8 0 細胞 で は

0 ％で あ っ た の に 対 し，
エ

ー ル リ ッ ヒ が ん 細胞 で は

58 ％で あ っ た ．

HI
．

エ
ー ル リ ッ ヒ 腹水 が ん 担が ん マ ウ ス に 対 す る

d － モ ル ヒ ナ ン誘導体の 抗腫瘍作用

エ
ー ル リ ッ ヒ が ん細胞を移植 した マ ウス に デ キ ス ト

ロ メ ト ル フ ァ ン お よ び d － モ ル ヒ ナ ン 誘導体 を投与 し

T a bl e 2 ． V i a bl e p r o p o rti o n o f E h rli c h c a r ci n o m a c ell s af t e r i n c u b a ti o n w i th th e c o m p o u n d s

P r o p o rti o n o f vi a b l e t u r n o r c e ll s く％I

崇慧s

c o m p o u n d s C o n c e n tr a ti o n s o f c o m p o u n d s くm M l

1 ． tl O ．1 0
． 0 1 0

G r o u p A D e x t r o m eth o r ph a n o ． 4 士 0 ．1

D M 1 6

D M 4 3

D M 4 8

D M 7 2

0 ． 6 士tl ．3

0 ． 5 土 0 ． 3

く1
． 7 土tl ．

4

IJ ．1 士tI ． 1

3 5 ．3 土3 ． 6

5 3 ．5 土 3 ． 8

8 3 ．2 土 1 ． 8

13 ．1 士 1 ． 1

6 3 ．8 土ぐI
．
8

7 5 ． 9 士2 ． 3 8 0 ． 8 士 1 ． 4

7 4 ． 3 士 1 ． 2 8 1 ． 6 士 1 ． 1

8 1 ． 1 士 2 ， 4 85 ． 9 士 1 ． 8

8 3 ． 9 士 1 ． 2 85 ． 0 士2 ． 0

7 7 ． 2 士 1 ． 7 8 0 ． 5 士 1 ． 3

G r o u p B D M 3 4

D M 7 5

D M 9 6

tl ．ニう土く1 ． 1

0

0

1 ．4 士tl ． 6

0 ． 1 土tl ． 1

1 ． 1 土 0 ． 5

86 ． 2 士2 ．7 86 ． 6 士 2 ． 9

8 3 ． 5 士2 ． 9 B6 ． 0 士 2 ． 5

9 4 ． 7 士仁I ， 2 9 5
．
5 士0 ． 7

G r o u p C D M 6 2 0 ． 2 士 0 ．2 4 5 ．6 士 3 ． 7 7 8 ． 6 士 0 ．8 83 ．7 士 1 ． 5

D M 8 0 0

G r o u p D D M R 2

D M 8 3

D M 8 4

0 8 1 ． 8 士 3 ， 4 8 5 ． 2 士2 ． 1

く1

し1

くJ ． 5 士tl ．3

4 ．6 士ニi ．ニう

0 ．5 士仁1 ． 2

5 8 ． 1 士 3 ． 3

79 ． 3 士 2 ． 2 82 ． 4 士2 ．ニヨ

8 1 ． 0 士 1 ．3 8 4 ． 6 士2 ． 1

82 ． 4 士 1 ． 2 8 3 ． 9 士 1 ． 9

T u m o r c ell s w e r e p r e p q r e d b y v el o cit y s e d i m e n t a ti o n u si n g H a n k s b a l a n c e d s alt s ol u ti o n くp H 7 A， s u p
－

Pl e m e n t e d wi th 2 ％ b o v l n e S e ru m a lb u m i n f r a c ti o n V ． T e n m l of t u m o r c ell s u s p e n si o n く2 ．O x lO 6
c ell sl

m ll w e r e in c u b a t ed a t 3 7
0

C f o r 1 2 0 m i n ． i n th e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f th e c o m p o u n d s ． A ft e r i n c u b a ti o n
，

th e p r o p o r ti o n of th e vi a bl e tu m o r c ell s w a s e x a mi n e d b y a t r y p a n bl u e d y e e x c ul u si o n t e s t ． E a c h v al u e

r e P r e S e n t s m e a n 土S ． E ． M ． f r o m 6 e x p e ri m e n t s ．
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T a bl e 3 ． V i a bl e p r o p o r ti o n of s a r c o m a
－1 8 0 c ell s af t e r i n c u b a ti o n wi th th e c o m p o u n d s

P r o p o r ti o n o f vi a b l e t u m o r c ell s く％J
G r o u p s of

C O m p O u n d s

C o m p o u n d s C o n c e n tr a ti o n s of c o m p o u n d s くm M l

1 ． 0 0 ．1 0 ， 01

G r o u p A D e x tr o m e th o r p h a n 2 3 ． 8 士2 ． 9

D M 1 6

D M 4 3

D M 4 8

D M 7 2

4 ． 7 士0 ． 6

1 ． 2 士0 ． 9

0 ， 7 士0 ． 4

0 ． 6 士0 ． 3

73 ． 6 士2 ． 2

90 ． 4 士 0 ． 7

89
．7 士1

． 7

2 1 ．3 士1 ． 4

6 6 ． 4 士 1
．
2

7 9 ． 1 士 1 ． 1 82
． 4 士0 ．9

8 9 － 1 士1 ．3 90 ． 8 士 1
．7

9 1 － 2 士0 ．7 88 ． 5 士2
． 1

8 5 ． 6 士2 ■1 91 ． 6 土1
．4

8 4 ． 3 士2 ．3 87 ． 2 士1 ．0

G r o u p B D M 3 4

D M 7 5

D M 9 6

D M 9 7

0

0

0

0

0 ． 5 士0 ． 2

0 ． 4 士0 ． 2

2 ． 1 士 0 ． 4

2 ． 5 士1 ． 2

8 1 ． 3 士1 ．3 8 6
． 5 士1

．2

7 6 ． 7 士2 ．4 8 2 ． 4 士 1
．6

8 7 ． 6 士2 ．2 8 9
．2 士1 ．1

9 4 ■ 5 士0 － 5 9 3 ．5 士 1 ．0

G r o u p C D M 6 2

D M 8 0

0 ． 4 士0 ■ 1 5 0 ． 9 士1 ． 8 9 1 ． 2 士 1 ． 0 9 0
．7 士 1 ．9

0 0 ． 9 士0
． 4 9 0 ． 6 士0 ． 6 9 2 ．7 士0 ，8

G r o u p D D M 8 2 0 ． 1 士0 ．1 2 9 ． 5 士2 ． 4 8 9 ． 4 士 0 ． 6 9 1 ．3 士1 ．2

D M 8 3 0 0 ■ 5 士0 ． 1 9 1 ． 7 士3 ． 0 8 8 ．2 士2 ．8

D M 8 4 0 0 3 6 ． 5 士3 ． 0 9 7 ．9 士2
． 1

E x p e r l m e n t W a S C a r ri e d o u t b y th e s a m e p r o c e d u r e d e s c ri b e d i n T a bl e 2 ．

た時 の生存 日数 を表 4 に 示 した
．

また
， 対照群くH C O ．

60 加生理 的食塩水投与群ぅの 生存 日数 と処置群の生存

日数 よ り延命率 を求め， 表 4 お よび表 5 に示 した ．

A 群で は， デキス トロ メ ト ル フ ァ ン 80 m glk g 投与

群で 36 ％の延命効果が み られ た が
，

4 0 m gノk g 以下の

投与量で は延命効果 は認 めら れ なか っ た ． D M 1 6 は何

れの 投与量 でも効 果は認 めら れ ず，
D M 4 8 は

，
玩り 融和

で は強い 腫瘍細胞 障害作 用 を示 した が
，

玩． 扁郁 で は

40 m g l k g の 用量 で 10 日 以 内 に 全 マ ウ ス が 腰瘍 の 増

殖 の徴候が な い ま ま死亡 した ． こ れ は化合物の毒性の

た め と考 えられ た ．

B 群 に 属 す る化合物 で は比較 的抗腫瘍効 果が 著明

に 現れ て お り， D M 3 4 で は 20 m gJ k g お よ び 40 m gl

k g 投与群 で有意な く少 く0 ．0 5 お よ び少 く0 ． 旺 延 命効

果 が認め られ た ． ま た
，
D M 75 お よ び D M 96 で はさ ら

に 強い 効果が み られ，
D M 7 5 で は 40 m gl k g ，

D M 9 6

で は 20 m g J
，

k g お よ び 40 m gJ k g の 投 与量 で 100 ％を

超 える延命率が み られ たく少く0 ． 0 い ． な お
， D M 9 6 の

1 0 m gノk g の投与量で も 59 ％と有意 なく少 く0 ． 0 1J 生存

日数の延長が認 め られ た
．

C 群 の 化 合物 で は D M 8 0 の 40 m gl k g 投 与 群 で

67 ％の 延命効果が 認め ら れた くカく0 ．C心 他 はあ ま り効

果 を示 さず
，
D M 6 2 で は表 5 に 示 した何れ の 投与量 で

も延命効果は示 さな か っ た
．

D 群 の化合 物で は
，

D M 8 4 は効 果 を示 さ な か っ た

が
，
D M 8 3 に は被験化合物中で は最 も強い 延命効果が

認め られ た ． す なわ ち
，
4 0 m gノk g の投与量 で マ ウ ス 10

匹 中 2 匹が 60 日以 上 生 存 し延命 率 は 1 45 ％以 上 20

m gノk g で は 10 匹 中3 匹 が 60 日 以上 生存， 延 命率は

153 ％以上を 示 したくい ずれ も カく0 ． 旺 ． ま た10 m gノ

k g 投与群 で も 43 ％の延命率が認め られ た く少く0 ．051 ．

N ． s a r c o m a － 1 8 0 細胞移植 マ ウ ス に 対 す る d ． モ ル

ヒ ナ ン 誘導体の 杭腫瘍作用

S a r C O m a － 1 8 0 細 胞 を移植 し た マ ウ ス に デ キ ス トロ

メ トル フ ァ ン お よ び d 一 モ ル ヒ ナ ン 誘 導体 を投与した

時 の生存 日数 を表 6 に示 した
．

ま た
， 対照 群くH C O 朝

加生理 的食塩 水投与群う の 生存 日数と 処置群の 生存日

数 よ り延命率 を求 め
， 表 6 お よ び表 7 に 示 した ．

A 群 の 化合物で はほ と ん ど効果は み られ ず，
デキス

ト ロ メ ト ル フ ァ ン の 40 m gノk g 投 与 群 で わ ずか に

37 ％の 生 存 日数の延 長が 観察され た が 有意差は なか っ

た ．

B 群 の化 合物 で は D M 3 4 が 20 m gl k g の 投与群で

効 果 を 示 さ な か っ た 以 外 は す べ て 4 0 m gノk g お よ び

20 エロ gノk g 投与群 で 延命効果が 認 め られ た
． 特 に D M

9 6 で は強い 延命効果が 観察され ， 4 0 n l gノk g 投与群で

206 ％以 上
，

2 0 m gノk g 投与群 で も 1 6 6 ％以上 の 平均生

存 日数延長を 示 し くい ずれ も 少 く0 ． 0 1フ，
4 0 お よ び20

m gノk g 投与群 で は， 6 0 日目 に 腰瘍 が 消失し たもの が

10 匹 中に 各々 1 匹 ずつ み られ た ． しか し 10 m gl k g 以

下 の 投与量 で は作 用 が 認め ら れ ず20 ％以 下の 延命率

で あ っ た ．

C 群 で も同様に 10 m glk g 以 下の 投与 で は延命効果

を示 さず， D M 62 の 4 0 m gl k g 投与群 で 90 ％，
D M 80
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ニI n c r e a s e of lif e s p a n く工LSく％IJ w 苧S C al u c ul a t e d a s f o ll o w s i I L S く％1 ニくT －C ll C x l OO i T

，
m e a n S u r Vi v al

d a y s of tr e at e d m i c e i C
，

m e a n S u r V I V al d a y s of c o n t r o l mi c e ．

暮

a n d
H

ニ S i g ni fi c a n tl y di ff e r e n t f r o m c o n t r o l g r o u p a t p く0 ．05 a n d p く0 ■01
，

r e S p e C ti v el y くw ith th e S t ひ
d e n t

，

s t －t e Stl ．

の40 m gJ k g 投与群 で は 1 19 ％，
2 0 m gJ

I
k g で 84 ％の

延命効果が認め られ たくそれ ぞれ クく0 ．0 1
， 少く0 ． 01 お

よび少く0 ． 0 5う．

D 群の 化合物 で は
，

D M 8 4 の 4 0 m glk g 投与 群 で

105％の生存 日数延長効 果が み ら れ た くカく0 ． 0 い ． ま

た ， D M 8 3 は d － モ ル ヒ ナ ン 誘導体の 中で は最 も強 い

延命効果が認め られ， 40 m gノk g の 投与量 で は 1 0 匹 中

1 例に完全治癒が 有り延命率は 222 ％以 上 ， 2 0 m gノk g

投与群では
，
8 5 ％であ っ たくい ずれ も カく0 ．C 心 ．

また，

10 m gノk g の 投与群で も 42 ％の 平均 生存 日 数 の 延長

く少く0 ■ 0 5う が観察され ， 5 m gノk g で は 21 ％の 延長で

あっ た
．

V
． 対照 化学療法剤 と D M 8 3 の 抗腫瘍効果 の 比較

実験

表8 に マ ウ ス の エ ー ル リ ッ ヒ 腹水が ん に 最も有効で

あっ た D M 8 3 と 化 学療 法 剤5 － フ ル オ ロ ウ ラ シ ル
，

C y Cl o ph o s p h a m id e お よび マ イ トマ イ シ ン C の比 較治

療成績 を示 した
．

5 － フ ル オ ロ ウ ラ シ ル は 20 m gノk g 投

与で生存 日数 を 135 ％延長 して最 も高い 治療効果 を示

し
，
2 ．5 m gノk g 投与群で も有意な平均生存 日数の 延長

を認め たが
，
4 0 m gl k g で は毒性が強く 10 例中1 例に

60 日生存 が み ら れ た も の の延命 率は 23 ％で あ っ た ．

C y Cl o p h o s p h a mi d e は エ ー リ ッ ヒ腹水が ん に 対 して は

全く治療効果が 認め られ ず 10
－

4 0 m gノk g 投与 で 平均

生存 日数の 延長 は－19
－

1 2 ％と無効 で あっ た
．

マ イ ト

マ イ シ ン C は 1 ． O m gノk g 投与 で最 も治療効果が 高く

延命率は 162 ％以 上 で 60 日生存 マ ウ ス は10 匹 中 7 匹

で あ り，
0 ．1 m gノk g 投与群 で も 41 ％と 有 意 な く少く

0 ． 0 引 生存 日数の 延長 を示 した ． しか しこ の薬剤投与

群 に お け る 60 日生存例の 中に は ， か な りの 頻度で注射

部位に 固形腫瘍を認 め， 同様の こ と は 5 － フ ル オ ロ ウ ラ

シ ル に も少数観察 され た ほか
， 他の 化学療法剤で は認
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E x p e rir n e n t w a s c a r r ie d o u t b y th e s a m e p r o c e d u r e d e s c rib ed in T a bl e 4
． H o w e v e r

，
S a r C O m a

－ 18 O c e11s
く2 x l O 6

c e11s J
，
h e a dンw e r e i n o c ul a t e d i ．p ． o n d a y O ．

a ．h
l

C
．

ヰ

a n d
拍

i S e e T a b l e 4 ．

め ら れな か っ た ． また
，

マ イ トマ イ シ ン 2 ． O m gJ
l
k g 以

上 の 投与で は毒性が現れ は じめ
，
4 ． O m gノk g 投与で は

す べ ての マ ウ ス が 1 週間以 内に 毒性死 した
．

同様な 実験 を s a r c o m a
－ 1 8 0 細胞 を用 い て行 い

，
そ の

結果を表 9 に 示 した ．
5 － フ ル オ ロ ウラ シ ル は 5 m gノk g

以 上 の 投与量で 有意なく少く0 ． 0 引 平均生存 日数の 延長

が み られ ， そ の 効果は 10 m gノk g 投与群 で 最も 顕著 に

現 れ 34 3 ％ の 延命率 とな っ た
．

c y cl o ph o s p h a m id e は

エ
ー ル リ ッ ヒ 腹水が ん に は全 く 効果 を示 さ な か っ た

が
， S a r C O m a

－1 8 0 に 対 して は 5 m g J
l
k g 以 上 の 投与量 で

有意な く少 く0 ．0引 生存日数 の 増加が観察 され
，
5 m gノ

k g の 用 量 で延命率52 ％ を示 した ． しか し
，
い ずれ の 投

与群で も 60 日生存 を示 した マ ウス は 認め ら れ な か っ

た
．

マ イ トマ イ シ ン C は 0 ． 1 m gl k g 以上 の 投 与量 で

有意な く少く0 ． 0引 平均生存 日数の 延長が 認 め られ た

が
，
2 m gノk g 以上 で は毒性が 現れ， 生存 日数は逆 に 短

く な っ て い た
．

V I ． 位 相差顕 微 鏡 に よ る 形 態学的観察

D M 8 3 の エ
ー ル リ ッ ヒ腹 水が ん 細胞 に 与える形態

学的な 変化 を顕微鏡下で 観察 した ． は じめ に 倒立顕微

鏡下 で ， H C O －6 0 を含む生 理 的食塩水 中で が ん細胞を

0
，

3 0 お よ び 60 分間イ ン キ ュ ベ
ー

卜 した 対照群の細

胞像 を図2 の 1 － 3 に 示 した
．
60 分イ ン キ エ ペ

ー

卜し

て も が ん 細 胞 は 形態 的 に はほ と ん ど変化を示さず
，

時間が経過 して も細胞破壊は 認め られ な か っ た ． また，

ト リバ ン プ ル ー の 色素排除能テ ス ト で も細胞の 変化は

観察さ れ な か っ た ．
つ ぎに

，
D M 8 3 と共 に 15

，
30 およ

び 60 分間 イ ン キ ュ ベ
ー

卜 し た 時 の 細 胞 像 を図2 の

4
－

6 に 示 した ． イ ン キ エ ペ ー ト開始後 15 分で すで に

細胞 の 変化が 現れ ，
こ の 変化 はイ ン キ エ ペ ー ト開始30

分後，
6 0 分後の 細胞像 で は明白 に 認め られ ， 細胞の脛

大， 膨潤 が 多く観察さ れた
．

しか し
，

60 分間イ ンキエ

ペ ー

卜 して も細胞 の崩壊像 は観察さ れ なか っ た ． 図2

の 7 お よ び 8 に は 1
，
5 0 0 倍で 観察 し た細胞 像を示し
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C
i S af et y m a r gi n w a s c a l c ul a t ed a s f oll o w s

，
S af e t y

た ． 図2 の 7 は 60 分間イ ン キ エ ペ ー

卜 した 対照群 で図

2 の 8 は D M 8 3 を加 えて 同様 に 処理 した もの で ある．

こ の図で は細胞の腫大に 加 えて 細胞質内の 空胞化も認

め られ
， 細胞表面に対照群 と比較 して 多数 の プ レ ブ ス

くbl e b sI が認 め られた ． な お
，

こ の状態 で の トリ バ ン

プ ル ー テス トで は色素の 排除が阻害 され た
．

W ． L D 5 0 お よ ぴ I工JS 5 0

検討を行 っ た代表的な化合物 に つ い て，
マ ウ ス 腹腔

内投与 によ る L D 5 0 を表 10 に 示 した ． こ れ らの 化合物

め 1 D 5 0 は出発物質で ある デ キ ス ト ロ メ ト ル フ ァ ン と

比べ て大き な差 は認め られ な か っ た
．
また

，
玩 即よ如 の

実験結果 より 工LS 5 0 く50 ％延命量1 を求 め， さ ら に こ れ

らの値 より 安全域 く王L S 5 0 几D 5 0I を算 出し， 共 に 表 10

に示 した
．

エ ー ル リ ッ ヒ 腹水 が ん 担 が ん マ ウ ス で は

D M 9 6 の IL S s 。は 8 m gl k g で あっ た が ， S a r C O m a
－ 1 80

担が ん マ ウ ス で は D M 8 3 が 最も 長い 結果 を示 した
． 安

全域は 工L S 5 0 の債 を反映 し，
エ ー ル リ ッ ヒ腹水 が ん に

対す る D M 9 6 の値が 11 と最も 高く ， S a r C O m a
－1 8 0 に

対 して は D M 8 3 と D M 9 6 が ほ ぼ 同様 の値 を示 した
．

考 乗

デ キ ス ト ロ メ ト ル フ ァ ン を出発物質 と して合成 され

た モ ル ヒナ ン誘導体は 如月 融和 の 実験 にお い て エ
ー ル

リ ッ ヒ 腹水が ん 細胞あ る い は s a r c o m a
．1 8 0 細胞 に 対

して著 しい 直接細胞障害作用 を示 し， 3 7
0

C ， 2 時間の

イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で 多く の が ん細 胞が 死 滅 した
．

エ
ー ル リ ッ ヒ 腹水が ん細 胞 あ る い は s a r c o m a

－ 1 8 0 細

胞 に対 す る有効作用濃度 は大半 の化合物で は 1 ． 0 か ら

0 ．1 m M で
，
0 ． 0 1 m M で は D M 8 3 だ け が s a r c o m a

－

1 8 0 細胞に対 して障害作用 を示 し た ．

エ ー ル リ ッ ヒ腹水が ん細胞 を用 い た 実験 で は ，
モ ル

ヒ ナ ン 骨格 3 位の側鎖の 末端 に べ ン ゼ ン環 を有 しな い

A 群 の化合物は作用が弱く， 0 ． 1 m M の濃度 で は D M

2 ．2

3
．9

5 ．5

5 ．1

a

i L D 5 0 W a S C al c u l a t e d b y L it c h fi el d a n d W il c o x o n m e th o d ．

b
i I L S 5 0 W a S e 担r a p ol a t e d f r o m d o s e － e ff e c t r el afi o n s hi p c u r v e of ch e mi c al s

，
W h e r e X －

a X is i s I L Sく％l a n d

m a r gi n ニ L D 5 01I L S 50

4 8 お よ び デ キ ス ト ロ メ ト ル フ ァ ン に よ り細胞生存率

を そ れ ぞれ 13 ． 1 ％あ る い は 35 ． 3 ％に まで 減少させた

以外 は， い ずれ も 50 ％以上 の細胞 生存率が 認められ

た ． 側鎖 に べ ン ゼ ン環 を 1 個有 す る B 群 の化合物は

0 ． 1 m M で も 長く作用 を示 し てお り
，
生存細胞は2 ％

以 下 を示 した
． 側鎖 に べ ン ゼ ン環 を 2 個持 つ C 群の化

合物で は 0 ． 1 m M で D M 6 2 が生存率 45 ． 6 ％，
D M 80

が 0 ％であ っ た ．
D M 6 2 と D M 8 0 は側鎖の 炭素鎖の

長 さが 異 な り D M 62 で は炭素数が 1 個，
D M 80 では

3 個 で
，

こ の違 い が 細胞 生存率 に関す る差と な っ て現

れ た と考 え られ る
．

D 群 の化合物 はモ ル ヒ ナン骨格の

2 位 の位置 に臭素 を有す る化合物で
，

D M 8 2
，

D M 83

お よ び D M 8 4 は それ ぞ れ D M 3 4 ，
D M 8 0 お よび D M

75 に臭素 を導入 した もの で ある
．
0 ． 1 m M では臭素を

導入 し ない 元 の化合物で は 1 ％以下の細胞生存率しか

認 め られ な い の に 対 し， 臭素 を 導入 した D M 84 では

58 ． 1 ％と作 用 が 著 しく 弱 く な っ て お り
，

D M 8 2 でも

4 ． 6 ％と な っ て い た ．
こ れ らの 事か ら， D M 8 0 ，

D M 83
，

D M 8 4 お よび B 群 の D M 34
，
D M 7 5 お よ び D M 96 の

3 種類 の化合 物と A 群 の化合物と で は
，

エ
ー ル リ ッヒ

腹水が ん細胞 に 対 す る作用点 また は作 用模作に 遠い が

ある と考 え られ た
．

S a r C O m a
－ 1 8 0 で も A 群

，
B 群 お よ び C 群 で は エ ー

ル リ ッ ヒ腹水が ん と ほぼ 同様の 結果が 得 られ たが
，
D

群 で は D M 8 2 が ほ ぼ 30 ％の 細胞 生存率 を示 し， また

エ
ー ル リ ッ ヒ腹水 が ん 細胞 で は 58 ． 1 ％の 細胞生存率

を示 し て い た D M 8 4 が s a r c o m a ．1 8 0 細胞 で は0 ．5％

と な っ てお り
，

が ん細胞 に よ っ て作用点ま たは作用模

作 の異 なり
，

あ る い は感受性の 異 な る こ と が考えられ

た
．

こ れ らの 玩 ぺ東和 実験の成績か ら
， 少なく とも側

鎖の 末端 に べ ン ゼ ン環 を有 して い る化合物 の 方が腫瘍

細胞 に 対 す る直接細胞障害作 用が 強い こ と が示唆され

た
．



D M 誘導体の 抗腫囁 作用

治療実験で はさ ら に 構造活性相関が良 く示 さ れ てお

り，

エ ー ル リ ッ ヒ 腹水が ん担が ん マ ウ ス を用 い た 実験

では
，

A 群の 化合物 はg 乃 び 如 実験の 結果 と 剛乳 抗

腫瘍効果が弱く
，

デ キ ス トロ メ トル フ ァ ン
， D M 1 6 ，

D M 48 はい ずれ も 平均生存 日数 を有意 に は延 長 し な

かっ た
．

また ，
S a r C O m a

－1 8 0 細胞 を用 い た 実験で も 同

様な結果が示 さ れ た ． B 群 の化合物 を用 い た実験で は

ェ
ー

Jt，リ ッ ヒ 腹水が ん 細胞 お よ び s a r c o m a
－ 1 8 0 細 胞

の双方に 対して 治療効果が認 め られ それ ぞれ有意 に 平

均生存日数の 延 長が観察さ れ た ．
エ

ー ル リ ッ ヒ腹水が

んに対 しては，
4 0 rn gl k g の 投与群で D M 3 4 ， D M 7 5

および D M 96 は生存 日数 をそれ ぞれ 67 ％， 1 0 4 ％お よ

び116 ％延長 した ．
これ ら の B 群の 化合物 はい ずれ も

側鎖の 末端 に べ ン ゼ ン環 を 1 個も っ て お り ，
ベ ン ゼ ン

環を除い た 側鎖を構成 す る炭素数 は D M 3 4 が 3 個，

D M 75 が 5 個， D M 9 6 は 8 個で ある ． また 二 重 結合を

それぞれ1 個， 2 個お よび 2 個も っ てい る
．

エ ー ル リ ッ

ヒ腹水がんで の 結果 は炭素数が 増え る に 従 っ て作用 が

強くなる傾向が み られ
，

S a r C O m a
．1 8 0 を移植 した マ ウ

スでも こ の 順位 は変 わ ら ず D M 3 4 の 4 0 m gノk g 投与

群では66 ％，
D M 75 は 85 ％さ らに D M 9 6 で は 20 6 ％

の延命率が認 め られ
，

こ れ ら の化合物の 側鎖の ベ ン ゼ

ン環を除い た部分の炭素数が抗贋瘍効果 に 重要な役割

を果た してい る こ とが 立証さ れ た ．

A 群の化合物の治療成績 を B ， C お よ び D 群の 治療

成績と考え合わせ る と
， 末端の ベ ン ゼ ン環 も重要であ

る ことが示 され た． D M 9 6 は 20 m gl k g 投与群 で も著

しい延命率 を示 して お り，
エ ー ル リ ッ ヒ腹水が ん で は

，

1 0 m gl k g 投与群 で も 有意 に 生存 日数 を 延長 し た ． C

群の化合物で も ベ ン ゼ ン環 を除い た側鎖の 炭素数が 1

個の D M 62 より，
3 個の D M 8 0 の 方が 抗腫瘍効果が

強く認めら れ た
． 但 し

，
C 群で は合成化合物数が 少ない

事から， さ ら に 多く の もの に つ い て検討 す る こ と が必

要と考えられ た
．
D M 6 2 の 40 m gJ

I
k g 投与群 で は エ

ー

ル リッ ヒ 腹水が ん に 対 し て無効 で あっ た が s a r c o m a
－

1 80 に対 して は90 ％と 対照群の ほ ぼ 2 倍の 生存 日数 を

示し
，

が ん細胞に 対 して感受性の 異 な る こ と
，

あ るい

は作用点が異 なる こ とが 示 さ れた
． 同様 の事は対照薬

として使用 し た c y cl o ph o s p h a m id e に つ い て も 認 め

られ ， D M 6 2 と同様 に エ
ー ル リ ッ ヒ 腹水が んで は作用

が認め られ ない が s a r c o m a
－1 8 0 で は有意なくP く0 ． 051

平均生存 日数の 差が 認 め ら れ た ．
D 群 の化 合物 で は

D M 8 3 およ び D M 8 4 を用い て
，

マ ウ ス に 対す る治療

実験を行 っ た
．

そ の結果，
エ ー ル リ ッ ヒ 腹水が ん を用

い た実験 の 40 m gl k g 投与群 で は ， 臭 素 を 持た な い

D M 80 お よび D M 75 で は い ずれ も有 意な 延命効 果が

認めら れて い る の に 対 し
，

D M 8 0 及 び D M 7 5 に 臭素

99 5

を付加 し た D M 8 3 で は作用 が増強 し て い るも の の
，

D M 8 4 で は全く 作用が 消滅 してい た ． s a r c o m a
－1 8 0 で

も同様に D M 8 3 で は作用 が 増強 して い るの に 対 し，

D M 8 4 で は有意な 増強 は認め られ な か っ た ．
こ れ ら の

事実よ り ，
モ ル ヒ ナ ン骨格 2 位 へ の 臭素の 導入 に よ り

抗腫瘍効果に 影響 は認 め られ る もの の ， 構造活性相関

に つ い て はさ ら に 多く の 化合物に よる検討が必 要で あ

ろう と 考え られ た
．

対 照 と し て 用 い た 薬物 の う ちJ I y Cl o ph o s p h a m id e

に つ い て はす で に 触れ た が他 の 2 剤 に つ い ては エ
ー ル

リ ッ ヒ腹水が ん お よ び s a r c o m a
－ 18 0 の 両方 の が ん に

対 して共に 著 しい 延命効果が認め られ た
．

しか し マ イ

ト マ イ シ ン C で は 薬物 を投与 し た部位 に 固形腫 瘍が

頻繁に 認 めら れ た ． 同様 の こ と は K o pf
－ M ai e r ら 糊

D a v id s o n ら
細 に よ っ て も報告さ れて お り

，
お そ らく

，

腹腔内注射時 に腫瘍細胞 が注射針に よ っ て で き た傷 に

持ち込 ま れた も の で ある と考 え られた
．

一

方 ，
エ ー ル リ ッ ヒ腹水が ん細胞に 対す る D M 8 3 の

影響 に つ い て位相差顕微鏡を用 い て検討 した と こ ろ
，

まず最初に 細胞の 表面 に プ レ ブ ス とみ られ る半円形 の

小さ な膨ら みが 生 じ
，

続い て 細胞全体 の 膨化が 認め ら

れた ．
この現 象は D M 8 3 に 限ら ず D M 3 4 や D M 9 6 な

どの他の モ ル ヒ ナ ン誘 導体 に も認 め られた ． 続 い て細

胞内部の空胞化が 著明に 観察さ れ ，
こ の 時点で ト リ バ

ン プル ー

テス トで色素の排せ つ 障害が 認め られ
，

細胞

は何ら か の 影響を受 けて い るも の と考 えられ た ．

5 － フ ル オ ロ ウ ラ シ ル な ど対照 と して 用 い た薬物 で

E D 5 。の 代わ り に I L S 5。を用 い て 求め た 安全域 くL D
5 。l

工L S 50うは概算 で 20 －50 程度で あ っ た
． 今回検討を行 っ

た モ ル ヒ ナ ン 誘導体 で は
，
D M 9 6 の エ ー ル リ ッ ヒ腹水

が ん 担が ん マ ウ ス に 対す る 安全域 が 11 と な っ た 以外

はす べ て1 0 以下で
，
こ れ らの 誘導体の毒性が今後の検

討課題 とな っ て い る
．

こ れ らの モ ル ヒ ナ ン誘導体の が ん細 胞に 対す る細胞

障害作用 お よ び担が ん マ ウ ス に対 す る抗腫瘍効果の 作

用機序に 関 して は現在不 明で あ るが
，

K i g o shi ら は中

枢性鎮咳剤の が ん細胞 に対 す る影響 に つ い て 報告 し て

お り ， その な か で g 一 モ ル ヒ ナ ン 骨格 を持つ ジ ヒ ドロ コ

デイ ン お よ びオ キ シメ テ バ ノ
ー ル で は細胞障害作用 お

よ び抗腫瘍作用 が 認 め られ ずd ． モ ル ヒ ナ ン 骨格の ジ

メ モ ル フ ア ンや デ キス トロ メ トル フ ァ ン で認め ら れ る

こと を明ら か に し て い る ． d － モ ル ヒ ナ ン 誘導体の 作 用

機序解明や ， 活性 ． 構造相関に 関して は更に 多く の化

合物を合成 し検討 する こ とが 必要と考え られた ．

結 論

デ キ ス ト ロ メ トル フ ァ ン よ り合成 した d － モ ル ヒ ナ
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ン化合物 の 直接細胞障害作用 お よ び 抗腫 瘍効 見 さ ら

に それ ら に 対す る構造活性相関 に つ い て検 討し
，

以下

の結果 を得 た ．

I ．
エ ー ル リ ッ ヒ 腹 水 が ん 細 胞 お よ び s a r c o m a －

1 8 0 細胞 に 対 す る 直接細 胞障 害作 用 は 0 ． 1 m M の

濃度で
， D M 3 4

，
D M 7 5

，
D M 80 ， D M 8 2 ， D M 8 3 ，

D M 8 4
，

D M 96 およ び D M 9 7 に 認 め られ た
．

II ． 2 0 m gノk g の 投与で D M 8 0 ， D M 8 3 お よ び D M

9 6 は エ ー ル リ ッ ヒ 腹水 が ん 細胞 お よ び s a r c o m a
．1 8 0

細胞を移植 した マ ウス の 生存期 間を 50 ％以 上 延長 し，

腫瘍の 増殖 を抑制 した
．

辻I ■ マ ウス の 抗腫瘍効果 に 対す る構造活性相関 はモ

ル ヒ ナ ン 骨格 3 ．位の 側鎖の 炭素鎖 の長さ
，

ベ ン ゼ ン 環

の 数お よび 2 一 位の 臭素の有無に 影響さ れ た ．

汀 ■ D M 8 3 の 直接細胞 障害作用 を 光学顕微鏡 で観

察 した結果， 細胞 の 膨化， 屈折率 の低下お よび 細胞質

の空胞化が認 められ た
．
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Sh o w e d t h a t d e g e n e r ati v e c h a n g e s u c h a s c ell s w e lli n g a n d v a c u o l a ti o n c y t o p l a s m a w e r e o b s e r v e d

i n t h e t u m o r c ell s i n c u b a t e d w it h O ．1 m M o f D M 8 3 f o r 6 0 m i n ． W h e r e a s
，
t h e p r o p o rti o n o f vi a b l e

tu m o r c ell s w a s m o r e t h a n 8 0 ％ a ft e r i n c u b a ti o n wi t h o u t t h e c o m p o u n d ． T h e a n tit u m o r e f f e ct o f

th e c o m p o u n d s w a s th e n e x a m i n e d i n m i c e i n o c u l a t e d i v p ．
w it h E h rli c h c a r ci n o m a c ell s o r

S a r C O m a
－1 8 0 c ell s く2 ．O x l O

6
c ell sl m o u s el ． T h e m i c e w e r e i nj e c t e d i

． p ．
w i th t h e c o m p o u n d s

り0 －4 0 m gl k gl o n c e a d a y f o r 5 s u c c e s si v e d a y s
，

a n d a n tit u m o r a c ti v it y w a s a s s e ss e d i n t e r m o f

i n c r e a s e o f li f e s p a n くI L Sく％1 ニくT － CJI C x l O O ニ T
，

m e a n S u r Vi v al d a y s o f m i c e t r e a t e d w it h t h e

C O m P O u n d s芸 C
，

m e a n S u rv i v al d a y s o f u n t r e a t e d c o n t r o l m i c eJ ． I L S o f m i c e b e a ri n g E h rli c h

a s cit e s c a r ci n o m a b y 2 0 m gl k g o f D M 8 3 w a s 1 5 3 ％
，

a n d t h o s e b y 4 0 m gl k g o f D M 9 6
，
D M 7 5
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a n d D M 8 0 w e r e l 1 6
，
1 0 4 a n d 7 0 ％ r e s p e cti v el y ． I L S s o f m i c e b e a ri n g s a r c o m a

－1 8 0 b y D M 8 3
，

D M 9 6 ， D M 8 0 a n d D M 7 5 a t a d o s e o f 4 0 m gl k g w

．
e r e 2 2 2

，
2 0 6

，
1 1 9

，
a n d 8 5 ％

，
r e S P e C ti v el y ．

T h e s e r e s u lt s cl e a rly s h o w e d t h a t D M 7 5
，
D M 8 0

，
D M 8 3 a n d D M 9 6 a r e c y t o t o x i c t o E h rli c h

c a r ci n o m a c ell s a n d s a r c o m a
－ 1 8 0 c ell s i n vi t r o

，
a n d h a v e a n tit u m o r a cti viti e s a g ai n s t E h rli c h

．

a s c it e s c a r c i n o m a o r a s cit e s s a r c o m a
－1 8 0 i n m i c e ．


