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抗鮭瘍剤 による細胞同調 の 研究

金沢大学医学部内科学第三講座 ( 主,任
: 服部絢

一

教授)

大 竹 茂 樹

( 昭 和5 8年 3 月2 6 日受付)

抗腫瘍剤 に よ る細胞同調 ( s y n c h r o ni z a ti o n) を行 い, その 成立 機序 を明 らか に す る ため に E h rli c h

腹水癌細胞移植 マ ウ ス を用 い て, トP
-

D
-

a r a b i n o f u r a n o s yl c y t o si n e ( A r a
- C) , N

4

- b e h e n o yl- 1
q

β
-

D -

a r a bi n o f u r a n o s yl c y t o si n e ( B H
- A C) , m e th o t r e x a t e ( M T X ) , V i n c ri s ti n e ( V C R ) , お よ び d a u n o r u b i ci n

( D N R ) に つ い て検 討 した .
s y n c h r o n i z a ti o n 時の細胞回転の動態 ( c ell c y cl e p r o g r e s si o n) を

3
H- th y m i -

di n e 標識 率 ( LI) ,
′

ゝ
裂指数 ( M I) お よ び a u t o r a d i o g r a ph y と c yt o p h o t o m e t r y を併用 して 得た D N A ヒ

ス トグラム を用 い て解析 した.
D N A 合成期 (S 期) 流入量 (S

-

i n f) お よ び S 期流 出量 ( S
-

e ff ) は半定量

的に 求 めた .
A r a - C ( 0 .5 m g/ k g) , B H

-

A C ( 0 . 1 m g/ k g) お よ び M T X ( 0 ･2 5 m g/ k g) は
一

過性の LI の

上昇に よ り S 期に , V C R (0 . 0 0 2 5 ～ 0 . 25 m g/ k g) は M I の 上 昇に よ り細胞分裂期 ( M 期) に , D N R (1 ･ O

m g/ k g) は分裂前体止期 ( G 2 期) に S y n C h r o n i z e す る こ とが 示 さ れ た . この 時の 投与量 で は殺細胞効果は

見 られ な か っ た .
A r a - C

,
B H

-

A C お よび M T X は 投与後 0 ～ 8 時間の 間S -

e ff を強く 抑制 したが , S -i n f は

0 ～ 4 時間の間抑制 され , 4 ～ 8 時間後 に は対照値 を越 え て回 復 した .
V C R は m e t a ph a s e a r r e st を 示 し ,

S
-

eff に は影響 を与 えな か っ た . 分裂終期像 が な く S - i n f は求 め られ な か っ たが , D N A ヒ ス ト グラ ム の 変

化か ら, S 期の流入 量に は 変化が ない よ うであ っ た . D N R は S
-

i n f , S
-

e ff をと も に 変化さ せ ず, M I の減

少が あり, D N A ヒ ス トグ ラム で は G 2 期の増加が み ら れ た . 以上 に よ り s y n c h r o ni z a ti o n はあ る細胞周期

へ の流入 量と流出量の不均衡 に より 引き起 こ さ れ る こ と が 示 さ れ た .
したが っ て

,
S y n Ch r o ni z a ti o n の成立

す る要因 は, 薬剤 に よ る c ell c y cl e p r o g r e s si o n の変化の み な ら ず, 腫瘍細胞自身の細胞動態 に も 左右さ

れ る こ とが 示唆 され た .

E 町 W O rd s C dl s ym Ch r o ni z a ti o n , C ell c y cl e p r o g r e s si o n , C y t o k in e tic

a n al y sis , A n ti n e o p l a stic a g e n t s .

急性白血病を は じめ悪 性腫瘍 の化学療法 に 関す る研

究 は, S k i p p e r ら
l)
の マ ウ ス 白血病 L 12 1 0 細胞 を 用 い

た実琴的研究結果 よ り導入 さ れ た
` `

t o t a l c e11 kill
''

の

治療理念 を基礎と して 進め ら れ て お り, 着実な成果 を

あげつ つ ある｡ 一 方 , ヒ ト悪 性腫瘍細胞で は, L 1 2 1 0 細

胞 と異な り, 成長分画 ( g r o w th f r a c ti o n) の小 さ い こ

とや
,
世代時間 は正 常骨髄細胞 の そ れ より 長く, 特 に

休止期 に ある G ｡細胞 が 多い こ と が 明 らか に な っ て い

る
2)

.
ま た

, 現在広く使用 され て い る抗腫瘍剤の作用様

式は悪性腫瘍細胞 に特異的 に 作用す る の で はな く , 正

常細胞 をも 同等に 障害す る.
しか も

,
そ の致死効果が

細胞回転 ( c ell c y cl e k i n e ti c s) に 依存 して大 きく変動

し, 増殖期 と安定期の細胞 で は薬剤感受性 が大きく異

な る こ と ( c y cl e d e p e n d e n c y)
3 ト 5)や , そ れ ぞれ の薬

割 に お い て 細胞周期上 の ある特定 の相 に の み致死的効

果の あ る こ と( a g a r e s p o n s e)
6) ～ 9)が 知 られ て い る .

こ

れ ら の事実 は マ ウス で の 実験結果 を臨床 に応用 す るに

あた っ て 多く の障害を も た ら して い る . ま た , 抗腫 瘍

剤投与に よ っ て細胞 回転 の進行 ( c ell c y cl e p r o g r e s
-

si o n ) が 影響 を受 ける こ と も知 られ て い る
1 0) 11)

悪性腫瘍 の治療 に お い て治療前の増殖分画の 多寡と

治療効果の相関は, 一 部 の報告
1 2 ト 1 4) を 除い てお お むね

増殖分画 の 多い も の
1 5 ト 1 8) や 治療経過中に 増殖分画の

増加 す るも の が
1 9 ト 2 1)

, 治療に 良く反応す る こ とが報告

さ れ て い る .
こ の こ と か ら薬剤 を用 い て 腫瘍細胞 を細

胞周期のある相に 同調 させ (細胞同調, 以下 s y n c h r o
･

n i z a ti o n) , そ の 相 に 強 い 致死効果 を示 す 抗腫瘍剤を投

与 す る こ と に よ り 治療効果 をよ り い っ そう 高めよ うと

C y t o ki n e ti c A n al y sis of C ell S y n ch r o ni z a ti o n b y A n tin e o p l a stic A g e n t s i n T a u o ▲ S
hi -

g ek i O h t a k e , D e p a rt m e n t of I n t e r n al M e d ici n e ( m ) , (D ir e c t o r : P r of ･ K ･ H a tt o ri) , S c h o ol

of M ed ic in e , K a n a z a w a U ni v e r sit y .
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する 試み が急性白血病 を中心に 他の 悪 性腫瘍 でも報告

され てい る
1 5) 1 9) 2 D) 2 2 ト 2 7)

著者らも サイ ト シ ン アラ ピノ シ ド(1
-

β- D
-

a r a bi n o -

f u r a n o s yl c y t o si n e , 以 下 A r a- C と略) や そ の 誘導体 で

ある ど へ ノ イ
ー ル サ イ ト シ ン ア ラ ピ ノ シ ド ( N

4
- b e -

h e n o yl
-

1-β
- D -

a r a b i n o f u r an O S yl c y t o si n e , 以下 B H
-

A C と略) を用 い て , 急性非リ ン パ 性白血病 に お い て ,

D N A 合成(S) 期部分同調(S p h a s e p a rti al s y n c h r o ni -

z a ti o n) を行い , 寛解導入効果 を検討 して きた
2 8)2 9)

.
こ

の中で , S y n C h r o n i z a ti o n は個々 の 症例 に よ り異 な り,

必ずしも時期的 に も 量的に も 画
一 的 に は起 ら な い こ と

や s y n ch r o n i z a ti o n 後の 化学療法の効果が
一 定 で な い

な どの点が 明らか にな っ てき た .
こ れ はi n v i v o に お

い て抗腰瘍剤に よ っ て 引き起 こ され る c e11 c y cl e p r o ･

g r e s si o
n の変化が明 ら かで なく, した が っ て s y n c h r o ･

ni z a ti o n の成立 す る 時点の細胞 回転 の詳細 な動態 が

不明確で あり, ま た , S y n C h r o n i z a ti o n が 悪性腫瘍細胞

と正 常骨髄細胞で同等 に起 こ る た め に, 化学療法係数

を改善 し得な い た め と考え られ た .

本実験 で は , E h rli c h 腹水癌細胞 を用 い て
,
各種抗腫

瘍剤 によ る s y n ch r o n i z a ti o n の過 程 を経時的 に 観察

し
,
C ell c y cl e p r o g r e s si o n の 変化 に つ い て

3
H - th y m i

-

d in e 標織法 と D N A ヒ ス トグラ ム を組 み 合わ せ る こ

とに よ り解析を試み た の で報告す る.

材料お よ び方法

1 . 動物

全実験 を通 じて体重約30 g (6 ～ 7 適齢) の dd Y 系雄

白色マ ウス ( 三 協 ラ ボ) を使用 した .
5 匹 を 1 群 と し

て実験 した.

2 . 腫瘍

金沢大学医学部薬理学教室 より 分与をう け当教室 に

て毎週継代移植さ れ て い る Eh rli c h 腹水癌細胞 を用 い

た
. 本腰瘍 は 4 倍体細胞で リ ン パ 球

, 中皮細胞な どの

正常細胞と は, そ の 大 きさ お よ び形態か ら容易 に 分別

可能で あっ た . 腹腔 内移植後第 7 日目に 癌性腹水を採

取し
,
0 . 3 % チ ト ラ ー

ト加生理 食塩 水 に て 生細胞数 を

2 . 5 ×1 0
7

/ m l に 調整 し, 5 × 1 0 6 個 (0 .2 m l) づ つ を腹

腔内移植 した. 本腫瘍は K l ei n らの報 告
30) の ごと く, 総

細胞数の立方根 に 比例 して 増加 し, 第 10 日目 に プラ ト

ー

と な っ た . 各実験 は腹腔内移植後第 4 日目 に 行 っ た .

この 時の 平均世代時間は約 28 時間 と推定さ れ た .

3 . 抗腫瘍剤

S y n c h r o ni z a ti o n 作 用が ある と報告さ れ て い る A r a

- C , B H - A C , メ ソ ト レ キセ ー ト ( m e th o t r e x a t e , 以

下 M T X と略)
,
ビ ン ク リ ス チ ン ( v i n c ri s ti n e

,
以下

V C R と略) お よび , ダウ ノ)t/ ビシ ン (d a u n o r u bi ci n ,

4 3 5

以下 D N R と略) を用 い て実験 した. 各薬剤は所定の 様

式に 従 っ て溶解後
,
生理 食塩水 に て希釈 し, 各濃度と

も 0 . 1 m l/ 1 0 g b o d y w t . の 投与量となるように腹陛内投

与 した . 対 照群 に は生理 食塩水を 0 .1 m l/1 0 g b o d y

w t . 腹腔 内投与 した.

4 . i n vi tr o
3
H - th y mi d in e 標識法

各薬剤投与直前お よ び投与後
一 定 時間 ご と に 腹腔

穿刺を行 い , 腹水 を0 .0 2 m l づ つ 採取 し,
3
H

-

th y m i
･

di n e ( 3 H -

T d R ) 標識率 (l a b eli n g i n d e x , 以下 LI と

略) , お よ び分裂指数 ( m it o ti c i n d e x
,
以下 M I と略)

の測定 を行 っ た .
L I は R P M I 1 64 0 培養液 1 m l に 採取

細胞 を浮遊 さ せ
3
H

-

T d R ( s p e cifi c a c ti v it y 5 C i/

m m ol , 日本ア イ ソ ト ー

プ協会) を 10 JL Ci 注入 し, 3 0

分間37
0

C で 貯置 した後, 3 回洗浄 し塗抹模本 を作製 し

a u t o r a di o g r a p h y を行 っ た .
M I は腹水採取後 す ぐ に

塗抹標本 を作製 し, ギム ザ染色を行 っ た . L I
,
M I とも

に 1
,
0 0 0 個以上 の細胞 を観察 しその 百分率であらわ し

た .

5 . i n vi v o 標識法

マ ウ ス 腹腔内 に
3
H

-

T d R を 1 FL C i/ g b o d y w t . 注入

しi n vi v o 標識 を行 い, 3 0 分後 に 各薬剤 を投与 した .

薬剤投与直前, 投与後4 時間お よび 8 時間後 に 腹腔穿

刺に よ り腹水を採取 し
,
生理食塩水に て 3 回洗浄 し塗

抹標本 を作製 した.

一 部の細胞 は t r y p a n bl u e 色素排

泄能 よ り生細胞率 を算定した .

6 ･ a u t O r a d i o g r a p h y

塗 抹 標 本 を メ タ ノ ー ル で 30 分 間 固定後
,
b a ck

g r o u n d 減少 の た め冷遇塩素酸液に 浸透後, 流 水で よ

く洗浄し た.
こ れ を良く乾燥 させ, d ip pi n g 法に て 4 倍

稀釈 した N T B 2 乳剤 ( E a st m a n K o d a k ) を塗布 し
,

i n v it r o l a b eli n g 法で は 1 週間, i n v i v o l a b eli n g 法

で は1 ケ月間暗箱 の 中で 露出 した. D 19 現像液(1 : 1)

に て 15
0

C 3 分間現像 し, 冷蒸留水に て 停止 , フ ジ フ ィ

ック ス (富士 フ イ ル ム) で 6 分間定着を行い , 乾燥後

ギム ザ染色 を施 し観察 した. 銀粒子 5 個以上 を標識細

胞と した .

7 . D N A ヒ ス ト グラ ム

i n v i v o l a b eli n g を行 っ た標本は, 写真撮影を行 い ,

標識お よ び非標識細胞 を区別 して, そ の位置を記録 し

た (p h o t o g r a p h m a p pi n g , F i g . 1 ) . こ の標 本を 5 %

三 塩化酢酸 ( C C 1 3 C O O Ⅲ) に 浸 したの ち, メ タ ノ
ー ル

に 10 分間浸透 し, ギム ザ 染色 を脱色 した
31)

.
10 分間蒸

留水中に 浸 した後 7 . 5 % フ ェ リ シ ア ン化カ リ ウム ( K 3

F e(C N ) 8) に 3 分間浸 し, 次 に 20 % チ オ硫酸 ナ ト リ ウ

ム ( N a 2 S 2 0 ｡) に 3 ～ 5 分間浸 したの ち, 3 回水洗 し

a u t o r a di o g r a p h y の 銀粒子 を除去 した
3 2)

. こ の標本に

F e ul g e n 染色 を施 した .
F e ul g e n 染色は, 標本 を 60

0

C



4 3 6 大 竹
ノ

( a) (b)

F i g . 1 . ( a) A p a rt o f p h o t o g r a p hi c m a p f o r c y t o p h o t o m e t r y sh o w in g 3 1 ab el ed a n d 4

u nl a b el e d c ell s . (b) T h e s a m e vi s u al fi el d af t e r r e m o v a l of G i e m s a s t a i n a n d a u t o r a di o -

g r a p hi c sil v e r g r ai n s a n d s t ai n ed b y F e ul g e n r e a c ti o n .

S m i n S m a x S m i n S m a x

F i g . 2 . S c h e m a ti c r e p r e s e n t a ti o n of p ul s e l a b eli n g a n d s u b s e q u e n t m o v e m e n t o f

l a b el e d a n d u nl a b el e d c ell s d u ri n g a w aiti n g ti m e ( T a) . ( a) D i st rib u ti o n s o f D N A

C O n t e n t S O f l a b el e d (s h a d e d) a n d u nl a b el ed ( u n sh a d e d) c ell s a t T ｡ . (b) C o r r e s p o n d i n g

di st rib u ti o n s o f D N A c o n t e n t s af t e r a w ai ti n g ti m e (T a) . B o r d e rli n e Qf D N A

C O n t e n t b e t w e e n G l a n d S ph a s e (S- m i n) a n d th a t b et w e e n S a n d G 2 ph a s e (Sp m a x )
W e r e C O n V e n i e n tl y d efi n e d . S - m i n i s th e v al u e o f m e a n pl u s s ta n d a r d d e vi a ti o n o f

th e D N A c o n t e n t o f e a c h d a u gh t e r n u cl ei o f a n a - O r tel o p h a si c c ell s . S r m a x i s th e

v al u e o f m e a n m i n u s st a n d r a d d e v i a ti o n o f th e D N A c o n t e n t o f m it o ti c c ell s . S

P h a s e i n 8 u x (S
- i n f) w a s c o m p u t e d a s th e a v e r a g e i n c r e m e n t p e r h o u r i n u nl a b el e d

S ph a si c c ell s d u ri n g a w aiti n g ti m e , a n d S p h a s e efn u x (S- e ff ) w a s c o m p u t e d a s th e

a v e r a g e i n c r e m e n t p e r h o u r i n l a b el e d G 2 , M a n d G l p h a si c c ell s .
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に 加温 し た 1 N 塩酸 に 5 分間浸 し て D N A を加 水分

解し, 0 ･ 5 % p a r a て O S a nili n e
-

Sh i ff 液 ( C h r o m a) に て

室温で 60 分間 染色 し, 0 .5 % 亜 硫 酸水素 ナ ト リ ウ ム

( N a H S O ｡) 液 に て 洗浄し た後, 型の ごと く封入 した .

N ik o n
-

V i c k e r s M 8 5 s c a n n l n g m i c r o d e n sit o m e t e r

に て 波長 550 m JL , S p O t l m m 対物 レ ン ズ 10 0 倍の 条

件3
2) 33) で そ れ ぞ れ の 標本 に つ い て , 先 に 作製 し た

ph o t o g r a p h m a p と対照 しなが ら, 無作為 に 腫瘍細胞

200 個の D N A 量 を測定 し, 標識 ま た は非標識細胞 を

区別して D N A ヒ ス トグ ラ ム を作製 した.
Fi g . 2 に 示

したよ う に 分裂後休止 ( G l) 期 と S 期の D N A 量 の境

界は, a n a p h a s e ま た は t el o ph a s e 細胞 の 娘核 をそ れ ぞ

れ測定し, そ の D N A 量の 平均値 に 標準偏差 を加 え た

債と した .
S 期 と分裂前休止( G 2) 期の D N A 量の境界

は分裂( M ) 期細胞 の D N A 量 を測定 し, その 平均値か

ら標準偏差を引 い た も の と した .
0 1 s s o n ら

3 5)の 方法 に

従っ て S 期流入 量(S-i n f) は単位時間あた り の非標識

S 期細胞の 増加率 より 算定 し, S 期流 出量 (S -

e ff) は

単位時間あた りの 標識 G 2 , M お よび G l 細胞 の増加率

よ り算定 した.

S-i n f =

S
-

e庁

% o f n o n l a b el e d
_
% o f n o n l a b el e d

S c ell a t T 8 S c ell a t T ｡

T a T ｡

% of l a b el e d G 2 ,
_
% of l a b el e d G 2 ,

M a n d G I C ell at T a M a n d G I C ell a t T ｡

T a T ｡

L .l . 1 % J

*
* *

*

4 3 7

統計学的検討は S t u d e n t
,

s t t e s t を用 い p < 0 . 0 5 を有

意と した .

成 績

Ⅰ .

3
H

-

T d R i n vi t r o l a b eli n g i n d e x ( L I) の 経 時的

変化

1 ･ A r a -

C : A r a
-

C O ･ 0 5 , 0 . 5 お よ び 5 m g/ k g

b o d y w t . ( 以下 m g/ k g と略) を 1 回腹腔内投与 した

時の LI の経時的変化 を Fi g .3 に 示 す . 対照群 で は LI

は 37 ～ 4 2 % の
d 定借 を示 した

.
A r a

-

C 5 m g/ k g で は ,

投与 2 ～ 8 時間で は LI は 著し く抑制さ れ
,
ほ とん ど0

とな っ た
.
1 2 時間後 よ り回復が見 られ, 2 4 時間後 に は

対照群 の値 を越 えた. 0 . 5 m g/ k g 投与で は, 2
～ 4 時間

後ま で は LI は 4 . 5 % ま で低下す るが
,
急速に 回復 し,

6 ～ 8 時間後 で は対照群 の値 を有意に 上 回 っ て S 期細

胞 の 増加 が み ら れ た
.
0 . 0 5 m g/ k g 投 与 で は, L I は

2 ～ 4 時 間後 に は 20 % まで低下 した が, 6 時間後 に は対

照群 の値 まで 回復 した .

2 ･ B H
p

A C : B H
-

A C O ･0 1
,
0 . 1 お よ び 1 . O m g/ k g

l 回 腹腔 内投与時の LI の 変化 を Fi g . 4 に 示 す .
1 . O

m g/ k g 投与で は, L I は 12 時間後ま で半減 し以後 ゆる

や か に 回復 し, 24 時間後 には対照群の値 に回復 した .

0 .1 m g/ k g 投与で は ,
2 時間後 LI は 31 .5 % に 軽度減

少 し
,
6 時間後に は 49 . 5 % と対照群の値 を上 回わ り,

2 0 時間後 ま で 持続的 に LI の 上 昇 が 見 ら れ た . 0 . m

m g/ k g 投与で は, 2 時間後に 軽度の LI の減少が 見 ら

れ る の み で
, 著 しい 変化 は見られ な か っ た .

* ⊂ ト ー ー ･ 8 ¢ O n t r O t

0 4 8 1 2 1 6 2 0 2 4 h r s .

F i g . 3 . E ff e ct of a si n gl e i . p . i nj e cti o n o f A r a- C o n
3
H L T d R LI o f E h rli ch

a s ci t e s t u m o r s . E a c h p oi n t r e p r e s e n t s m e a n v al u e i n 5 a n i m al s a t i n t e rv al s

a ft e r A r a
-

C i nj e c ti o n . * : p < 0 .0 5 v s c o n t r ol g r o u p .
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0 4 8 1 2 1 6 2 0 2 ヰ h r $

F i g . 4 . E ff e c t o f a si n gl e i . p . i nj e c ti o n o f B H - A C o n
3
H

-

T d R L I o f E h rli c h

a s cit e s t u m o r s . E a c h p oi n t r e p r e s e n t s m e a n v a l u e i n 5 a n i m al s a t i n t e rv el s

a ft e r B H - A C i nj e c ti o n . * : p < 0 .0 5 v s c o n t r o l g r o u p .

0 4 8 1 2 1 6 2 0 2 4 h r s .

Fi g . 5 . E ff e c t o f a sl n gl e i . p . i nj e c ti o n o f M T X o n
3 H - T d R LI o f E h rli c h

a s cit e s t u m o r s . E a c h p oi n t r e p r e s e n t s m e an V al u e i n 5 a n i m al s a t i n t e r v al s

a ft e r M T X i nj e c ti o n .
* : p < 0 .0 5 v s c o n t r o l g r o u p .

3 . M T X : M T X O . 0 2 5
,
0 . 25 お よ び 2 . 5 m g/ k g

l 回腹腔内投与 した 時の LI の 経時的変化 を Fi g . 5 に

示 す .
2 . 5 m g/ k g 投与で は LI は 2

～ 6 時間後ま で 10 %

以下 に減少 し, 以後除々 に 回復 し 16 時間後 に は対照群

の値 に 回復 した.
0 . 25 m g/ k g 投与で は 4 時 間後 まで

LI に 有意 の 変化 はな く, 6 時間後 60 % に 上 昇 し, 12 時

間後 に は対照群 の倦ま で低下 した . 0 . 0 2 5 m g/ k g 投与

で は LI は有 意の 変化 を示 さ なか っ た .

4 . V C R : V C R は 0 .0 0 2 5
,
0 . 0 2 5 お よ び 0 . 25 m g/

k g 投 与と も に LI は 有意の 変化 は見 られ な か っ た ･

(図省略)

5 . D N R : D N R O . 1
,
1 . 0

,
1 0 . O m g/ k g l 回腹腔内

投与時の LI の変化 を Fi g . 6 に 示 す .
1 0 m g/ k g 投与で

は LI は 4 時 間後 よ り 20 % に 低下 し以後24 時間後ま
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%

0

. 1

6

L

0 4 8 1 2 1 6 2 0 2 ヰ h 帽 .

Fi g . 6 . E ff e c t of a si n gl e i . p . i nj e c ti o n o f D N R o n
3
H

-

T d R o n
3
H - T d R u o f

E h rli c h a s cit e s t u m o r s . E a c h p o i n t r e p r e s e n t s m e a n v a l u e i n 5 an i m al s a t

i n t e r v al a ft e r D N R i nj e c ti o n .
* : p < 0 .0 5 v s c o n t r ol g r o u p .

M .l . 1 % )

3

⊂ ト _ _ . 8 ¢ O n t r 0 l

o …

･
‥

･ O A r a
- C

● ･ ･ ･ ･ ･ _ ･ ･ ･･ ･ ･ _ ● 8 H - A C

′
q
､
､
､
､
､
､

､ _ _
一 - 一

一 ･
ノ へ ､

､
､
､
､
､ ノ

′
一

二三
J
i
●

●

.
●

0■. ･
1 r

0 4 8 1 2 1 6 2 0 2 4 h r $ .

F i g . 7 . E ff e c t o f a si n gl e i . p . i nj e c ti o n of A r a
-

C , B H - A C a n d M T X o n M I a t

d o s e s o f O .5
,
0 .1 a n d O .25 m g/ k g r e s p e cti v el y . E a c h p oi n t r e p r e s e n t s m e a n

V a l u e i n 5 a n i m a l s a t i n t e r v al s af t e r i nj e c ti o n .
* : P < 0 .0 5 v s c o n t r ol g r o u p .

で 持続 した . しか し 1 . 0 お よ び 0 . 1 m g/ k g で は Ll に

有意の 変化 はみ られ なか っ た .

ⅠⅠ
. 分 裂指数 ( M I) の 経時的変 化

1 ･ A r a- C , B H - A C , M T X : L I に 著し い 変動の 見

ら れ た A r a L C O . 5 m g/k g , B H
-

A C O . 1 m g/ k g ,

M T X O ◆ 25 m g/ k g 投 与時の M I の 変化 を Fi g . 7 に 示

す
. 3 割と も ほぼ同 じ様な変動示 し, 2 時間後で は有

意の変化 は なく 4 時間後よ り減少 し12 時間 まで 減少

439

を続 け た
.
A r a -

C , M T X は 2 4 時間後 に は対照群 の備

に 回復 した が ,
B H- A C で は 回復は見 られ なか っ た .

2 ･ V C R ‥ V C R 投与時の M I の経時的変化 を Fig .

8 に 示 す . 0 . 2 5 m g/ k g で は 2 時間後よ り M I の 上 昇

が あ り 時間 と共 に M I の 上 昇が 続 き 24 時間 後 に は

13 ･ 2 % に達 した .
0 .0 2 5 m g/ k g で は , 2 時間後よ り増

加 し, 1 2 時間後 に は 11 . 0 % と 最高とな り, 以後減少 す

るが 24 時間後で も 7 1 8 % と 上昇 して い た . 0 . 0 02 5 血 g/
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0 4 8 1 2 1 6 2 0 2 4 h r s .

Fi g . 8 . E ff e ct of a s l n gl e i . p . i nj e c ti o n o f V C R o n M I o f E h rli c h a s ci t e s

t u m o r s . E a ch p oi n t r e p r e s e n t s m e a n v al u e i n 5 a n i m al s a t i n t e rv al s a ft e r

V C R i nj e c ti o n .
* : p < 0 .0 5 v s c o n t r o l g r o u p .

M
.
l . t % )

3

ロ
ー ー ◆ 一 句 C O n t r O l

O ･ …･･ ･0 0 ･ 1 m 扉k 9
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k
g
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､
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廿
一
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′
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*

○
*

○
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0 * *

0 0

0 4 8 1 2 1 6 2 0 2 4 h r $ .

F i g . 9 . E ff e c t o f a si n gl e i . p . i nj e c ti o n o f D N R o n M I o f E h rli c h a s cit e s

t u m o r s . E a c h p oi n t r e p r e s e n t s m e a n v a l u e i n 5 a n i m al s a t i n t e r v al s a ft e r

D N R i nj e c ti o n .
* : D < 0 .05 v s c o n t r ol g r o u p .

k g 投与 で は, 2 時間後 よ り 上昇 が み られ 6 時 間後 の

7 . 2 % を ピ
ー

ク と して 24 時間後 に は対照群 の 値 に 回復

した . ギム ザ 染色上 観察さ れ る分裂像 は大部分 m e t a ･

p h a s e で あり, a n a p h a s e や t el o p h a s e は見 られ な か っ

た .

3 . D N R : D N R 投与後の M I の変化 を Fi g . 9 に 示

す .
1 0 . 0 お よ び 1 .O m g/ k g で は 2 時間後 よ り M I は

著 しく低下 し, 2 4 時間後 まで継続 した .
0 . 1 m g/ k g 投

与 で は 2 時間後 に 対照群の値の約半分 に 低下 し, 2 4

時間後ま で持続 し た.

ⅢⅠ. D N A ヒス トグ ラム お よ び S
-i m f

,
S

-

eぽ の 変化

LI お よ び M I に 著 しい 変化の 見ら れ た, A r a- C O .5
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b

S i n f . = 3 ･ 0 土 0 ･ 6 % / h S i n f .
= 3 , 5 土 0 . 6

S
e f f .

= 2 ･ 4 土 0 ･ 5 S e 什 = 3 . 1 士 0 . 7

V i a b = t Y ( % J 9 6 . 0

F i g ･ 1 0 ･ D N A hi s t o g r a m s o f t u m o r c ell ( a) j u s t b e f o r e s a li n e i nj e c ti o n (b) 4
h o u r s a ft e r i nj e c ti o n ( c) 8 h o u r s aft e r i nj e cti o n . E a c h v al u e i s m e a n ± S . E

.

O f 3 t o 5 a n i m a l s ･ S e e f o o t n o t e of F i g ･ 2 ･ V i a b lit y w a s e v al u a t e d w ith t r Y p a n

bl u e d y e e x cl u si o n t e s t . ( m e a n v al u e)

m g/k g , B H
- A C O . 1 m g/ k g , M T X O . 2 5 m g/k g ,

V C R O . 0 25 m g/k g , D N R l . O m g/ k g に つ い て , D N A

ヒ ス トグラ ム お よ びi n vi v o p ul s e l a b el in g を用 い て

S 期流入 量( S-i n f) お よ び S 期流出量 ( S- eff) を測定

した
.

1 . 対照 群 : F i g . 1 0 に 生 理 食塩水 を投与 した 時

の D N A ヒ ス トグ ラ ム を示 す . 0 時間で は S 期細

胞の 大部分と, G l お よ び G 2 十 M 期の 細胞の ごと く 少

数が3 H- T d R 標識細胞 で ある . 4 時間後に は S 期初期

の G . 期よ り流入 した 非標識細胞 が増加 して お り G 2 +

M 期 に は 0 時間で S 期 に あ っ た標識細胞 が移行 して

い る
. G l 期 に す で に 標識細胞が あ り, G 2 十 M 期は最短

で 4 時間以 内で あ る .
8 時間後に は, 4 時間後に み ら

れた変化が さ ら に 明 らか に な り, S 期の 前半 は 0 時間

で G l にあ っ た非標識細胞 で 占め ら れ て お り , 0 時間 で

S 期に あ っ た標識細胞 は G 2 十 M か ら G l 期 へ 移行 し て

い る が次の S 期に は至 っ て い ない
.
0 ～ 4 時間後 の S

-

i ff
,
S - e ff は それ ぞ れ 3 . 0 ±0 , 6 % / h ( m e a n ± S .E .) t 2 .

4 ± 0
.5 % /h で あり, 4 ～ 8 時間後 の S-i n f , S -

e fトは そ

れぞれ 3 . 5 ±0 . 6 % /h , 3 . 1 ± 0 . 7 % / h で あ り , S 期の 流

入 乱 流出量 の バ ラ ン ス が と れ てい る こ と を示 して い

る
.

2 ･ A r a- C : Fi g .1 1 に A r a
-

C O .5 m g/ k g を投与 し

た変化を示 す
.
4 時間後で は S 期 に お ける非標識細胞

の増加 は な く
,
Sq i n f は0 .2 ±0 . 3 % /h と著 滅 し て い

た
. G 2 + M 期お よ び G l 期 へ 標 識細胞の

一

部が 移行 し
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て い る が
,
S

-

eff は 1 . 4 ± 0 .6 % / h と減少 して い た
.
8

時間後 で は G ユか ら S へ の 移行が 見られ て い るが
, S か

ら G 2 へ の 移行 は さ ら に 減少 して い た . S
-

i n f 7 .5 ±

1 ･ 1 % /h と対照群 の値 を上 回 っ て い た
.
ま た , G 2 + M

期の 細胞 の 減少が み られ た .

3 ･ B H- A C : F i g 1 2 に B H - A C O . 1 m g/ k g 投与時

の D N A ヒ ス トグ ラム を示 す . A r a
-

C と ほ ぼ同様の 変

化 を 示 し て お り, 4 時 間 後 ま で は S -

i n f は 0 .3 ±

0 ･ 4 % /b と著滅 し
,
4 ～ 8 時間後 に は 6 . 0 ±1 .2 % / b と

対照群の 値 を越 えて 回 復 し, G l 斯か ら S 期 へ の 移行が

見ら れ た .

一 方
,
S- e f‖ま著滅 した まま で あり

,
こ れ に

従 っ て G 2 十 M 期の 減少が見 られ た
.

4 ･ M T X : M T X O . 2 5 m g/ k g 投与 (Fi g .1 3) も同

様の 変化 を示 し
,
S

-

i nf
,
S -

e ff とも に 4 時間ま で は著滅

す る が
,
4 ～

8 時間に は S -

i n f は回復 し S- ef = ま減少

した ま ま で あ り
,
G 2 + M 期の 減少も 見られ た .

5 ･ V C R : V C R O ･ 02 5 m g/ k g 投与 時の 変化 ( Fi g .

1 4) は m e t a p h a s e a r r e st の ため に a n a p h a s e お よ び

t el o ph a s e の 細 胞が み ら れ ず G l期 と S 期の 境界 は設

定 でき な か っ た ‥ し か しS 期初期 と思わ れ る部分 に

非標識細胞が移行 してお り
, 対照群 とは変化が な い .

S- eff は 2 . 7 ±1 . 2 % / h お よ び 2 . 9 ±1 . 1 % / h で あ り変

化が な い . しか し G 2 十 M 期 へ 移行 した標識細胞は
,
G l

期 へ は移行 で き ず M 期 に蓄積 して い た .

6 ･ D N R : D N R l ･ O m g/ k g 投 与時 の 変化 を Fi g .

1 5 に 示 す . S-i n f , S
-

e ff と も に 著し い 変化 はな く G l期
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b

S i n f .
= 0 . 2 土 0 . 3 % / h S i n f .

= 7 ･ 5 士 1 . 1

S モーf . = 1 ･ 4 土 0 ･ 6 S e †f .
= 0 ･ 2 土 0 ･ 3

V i a b = t Y l % I 9 6 . 0

Fi g . 1 1 . D N A h i st o g r a m s of t u m o r c ell t r e a t e d b y si n gl e i ･ p . i n j e cti o n o f A r a

- C (0 .5 m g/ k g) . (a) j u s t b e f o r e A r a
- C i nj e c ti o n (b) 4 h o u r s a ft e r i nj e c ti o n ( c)

8 h o u r s a ft e r i nj e c ti o n . E a c h v al u e i s m e a n ±S . E . o f 3 t o 5 an i m a l s . S e e

f o o t n o t e o f Fi g . 2 . V i a b ilit y w a s e v al u a t e d w i th t r y p a n bl u e d y e e x cl u si o n

t e st . ( m e a n v a l u e) .

b

S i n f .
= 0 ･ 3 ± 0 . 4 % / h S i n f .

= 6 . 0 ± 1 . 2

S
e f f .

= 1 . 4 土 0 . 5 S
e f f .

= 0
. 3 士 0 .4

V i a b ili t Y ( % ) 9 6 . 0

F i g . 1 2 . D N A hi st o g r a m s o f t u m o r c e11 t r e a t e d b y si n gl e i ･ p ･i nj e cti o n o f B H
-

A C (0 .1 m g/ k g) .( a) j u st b ef o r e B H
- A C i n j e cti o n (b) 4 h o u r s a ft e r i nj e c ti o n

(c) 8 h o u r s a ft e r i nj e c ti o n . E a ch v al u e i s m e a n ±S . E . o f 3 t o 5 a n i m al s ･ S e e

f o o t n o t e s o f Fi g . 2 . V i a b ili t y w a s e v al u a t e d w ith t
r y p a n bl u e d y e e x cl u si o n

t e s t . ( m e a n v al u e) .
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b

S i n f ■ = 1 ･ 0 ± 0 ･7 % /h S i n f .
= 4 . 0 土1 . 2

S
モーf ･

= 1 ･ 4 ± 0 ･6 S o f f .
= 0 ･ 2 土 0 .3

V i a b irit y t % ) 9 6 . 0

G l $ G 2 十 M

F i g ･ 1 3 ･ D N A h i s t o g r a m s o f t u m o r c ell t r e a t ed b y sl n gl e i . p . irlj e cti o n o f

M T X (0 ･2 5 m g/ k g) ･( a )j u st b e f o r e M T X i nj e c ti o n (b) 4 h o u r s a ft e r i nj e cti o n

( c) 8 h o u r s a ft e r i nj e c ti o n . E a c h v al u e i s m e a n ±S .
E . o f 3 t o 5 a ni m al s . S e e

f o o t n ot e of Fi g ･ 2 ･ V i a b ili ty w a s e v a l u a t e d w i th t r y p a n bl u e d y e e x cl u si o n

t e st . ( m e a n v al u e)

b

S
e f f

= 2 ･ 7 ± 0 .8 % / h S e †f
=

2 .9 土 0 .7

∴__∴∴
Via b ilit y t % I 9 6 , 0 9 2 . 3 9 4 . 2

F i g ･ 1 4 ･ D N A h i st o g r a m s o f t u m o r c ell t r e a t ed b y si m gl e i . p . i nj e cti o n o f
V C R (0 ･0 2 5 m g/ k g) ･( a) j u s t b e f o r e V C R i nj e c ti o n (b) 4 h o u r s a f t e r i nj e c ti o n
( c) 8 h o u r s a f t e r i nj e c ti o n . E a ch v al u e i s m e a n ±S . E . o f 3 t o 5 a n i m a l s S e e
f o o t n o t e o f F i g ･ 2 ･ V i a b ilit y w a s e v al u a t e d w ith t r y p a n b l u e d y e e x cl u si o n
t e s t . ( m e an V a l u e)
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b

S i n f .
ニ 2 ･ 0 ± 0 ･ 5 % ･/ h S i n t

.

= 2 ■ 3 ± 0 ･ 5

S
8 ff .

= 2 ･ 5 ± 0 ･ 4

V i a bil it Y 博引 9 6 . 0

S 8 f†.
= 3 ･ 3 士 0 ･ 9

F i g . 1 5 . D N A h i st o g r a m s of t u m o r c ell t r e a t e d b y si n gl e i ･ p ･ i nj e c ti o n o f

D N R (0 .1 m g/ k g) . (a) j u st b ef o r e D N R i nj e c ti o n (b) 4 h o u r s a ft e r i nj e c ti o n

( c) 8 h o u r s a ft e r i nj e c ti o n . E a ch v al u e i s m e a n ± S . E . o f 3 t o 5 a n i m a l s ･ S e e

f o o t n o t e o f Fi g . 2 . V i a bili t y w a s e v a l u a t e d w it h t r y p an b l u e d y e e x cl u si o n

t e s t . ( m e a n v al u e)

か ら S 期 , S 期 か ら G 2 期 へ の 移行 に変化 はな い よう で

ある.
しか し G 2 十M 期細 胞の増加が見 られ て お り, M

期や S 期 へ の標識細胞 の 移行が な く , G 2 期 に 蓄積 され

て い た .

Ⅳ . 色素排泄能 に よ る生細胞数の 算定

D N A ヒ ス トグ ラ ム 作 製 に 際 し
一 部 の 細胞 を t r y

-

p an b l11 e 色 素排泄能 に よ り, 投与 した抗腫瘍剤の致死

効果 を検討 した.
F ig .1 0 か ら 15 に 示 す ご とく , 生細胞

数の 割合に は何ら変化 を認め な か っ た .

考 察

現在 用 い ら れ て い る 抗腫瘍剤 は, 大部 分 は c y cl e

d e p e n d e n c y や a g e r e s p o n s e の有 す る こ と が 知 ら れ

て い る
.
しか し

,

一 般 に ヒ ト腫瘍細胞 は正 常細胞 よ り

世代時間が長く, 増殖期 に あ る細胞 も少 な い .
したが

っ て
, 非増殖期細胞 を増殖期 に 入 れ る こ と ( r e c r u it ･

m e n t) や , さら に は , こ の増殖期 に は い っ た細胞 を細

胞周期 の 一 定の相 に 集め( s y n c h r o ni z a ti o n) , そ の相 に

強く作用す る抗腫瘍剤を投与 して , よ り有効な抗腫瘍

効果 を得 よう と す るの が, 細胞回 転の理 論か らみ た至

適投与法である. 本実験で は増殖分画の 多い , E h rli c h

腹水癌細胞 を用い て, A r a -

C , B H
- A C , M T X , V C R

お よ び D N R に よ る s y n c h r o n i z a ti o n を試み , そ の 成

立に い た る機序 を検討 した .

S y n c h r o ni z a ti o n は, 細胞周期のある
一

つ の相 を, 通

常以上の 割合 で細胞集団が 同時に 通 過 す る こ と であ

り, LI や M I の
一 過性 の ピ

ー

ク と し て識別で きる
3 6)

.

本実 験で は, A r a- C O . 5 m g/ k g 投与 6
～ 8 時間後,

B H
-

A C O . 1 m g/ k g 投 与 6 ～ 8 時 間 後, M T X O .25

m g/ k g 投与 6 ～ 8 時間後 に
,
それ ぞ れ対照群の値 を上

回 わ る LI の 上 昇が あ り, S 期に お い て s y n c h r o ni z a ･

ti o n が成立 してい る .
V C R O . 0 0 2 5 m g/ k g で は2 ～ 12

時 間 後 に , 0 . 02 5 m g/ k g お よ び 0 . 2 5 m g/ k g で は 2

～ 2 4 時 間 後 に M I の 上 昇 が あ り M 期 に お い て

S y n C h r o n i z e さ れ て い る .
D N R は LI

,
M I と も に上昇

は な い が
,
D N A ヒ ス ト グ ラム よ り, 1 . O m g/ k g 投与後

4 ～ 8 時間 で の G 2 期 で の s y n c h r o n i z a ti o n が 示 唆さ

れ る . 抗腫瘍剤に よ るi n v i v o で の s y n ch r o ni z a ti o n

の機序 と して V a n P u tt e n 3 6) は次の 3 つ の 可 能性 を示

して い る
. す な わ ち, 第 1 は c y cl e ph a s e s p e cifi c な

薬剤 に よ り, その 相 の 細胞が死 滅 し, 感受性 の 低い 細

胞群 が優勢 に なる た め, 第 2 は薬剤 に よ りあ る相の細

胞 回転の進行が bl o c k また は遅延 さ れ る た め, 第3 は

細胞死に よ る細胞数の減少の た め r e c r uit m e n t が起こ

り, その 間接的な影響 に よ る た め と して い る . したが

っ て 各 薬剤 に よ り s y n ch r o ni z a ti o n が 成 立 す る過程

は
, 細胞回転の進行 ( c ell c y cl e p r o g r e s si o n) の 変化

と密接 に 関連 して い る と考 えら れ る .

C ell c y cl e p r o g r e s si o n の 解析 は, i n vit r o では同

調培養法 を用 い て 容易 に 行わ れ るが ,
i n v i v o で は , LI
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や M I の 経 時的変化 や M I の 蓄積率 を調 べ る 方法
3 4)

や , P r e C e n t a g
e l a b el e d m it o s e s c u rv e (P L M )法

3 8) 5 8)

や二 重標識法
3 9)
か ら関接的に 調 べ られ て い た .

P L M

法は頻回 か つ 長時間の 試料採取が必要であり , i n vi v o

に お ける抗腫瘍剤の 影響を みる に は不適当で あ る .
2

重標識法は, 1 回 の試料採取 で良い が , D N A 合成阻害

作用を持 つ 薬剤を投与 した場
■

乱 第 2 回目の 標識が阻

害され る こ と や,
‡4 C と

3
壬i の 標識 を確実 に 分別す る に

は
,
技術的に 困難な場合が あ る .

F e u l g e n 反 応 を利用 し

た c yt o p h o t o m e t r y
に よ る D N A ヒ ス トグ ラ ム を用 い

る方法
4 0) 41
や , これ を改属し た魚o w m i c r o 8 u o r o m e t r y

(F M F)
4 2) - 4 7 ) は G l 期や G 2 期の細胞群 も含め て , 細胞周

期全体の 分析が可能 で ある . c y c t o ph o t o m e t r y で は測

定細胞数 に 限度がある が, F M F で は 瞬時 に 多数 の 細

胞を測定し, 精度お よ び再現性の 高い D N A ヒ ス トグ

ラ ム が得られ 利用 範囲が広が っ て い る . しか し D N A

ヒ ス ト グラ ム の パ タ
ー ンの 変化 の み で は, 各細胞周期

間の 移行や流量 に つ い ての 解析 は不可能で あ る . 著者

の 用 い た a u t o r a di o g r a p h y と D N A ヒ ス ト グ ラ ム を

併用 す る方法は, F uji t a
48 )
や 0 1 s s o n ら

3 5) に よ っ ても 報

告され てお り, l) N A ヒ ス トグ ラ ム 上 を
3
H - th y m id i n e

に よ り最初に 標識さ れ た細胞群 が, S 期か ら G 2 期 , M

期そ して G l 期 へ と 移行 して い く過程 を観察 で き る ば

か りで なく , G l 期か らS 期 へ の (S -i n f) お よ び S 期か

ら G 2 期へ (S
-

e椚 の 流量を測定で き る利点が あ る . さ

らに 試料採取の間隔 を適当に と る こ と に よ り 各紙胞周

期の通過時間も測定で き る . しか し なが ら, 本法 は試

料採 取後 a u t o r a d i o g r a ph y を 行 い p h o t o g r a p h i c

m a p pi n g を し , F e u l g e n 染色後 cy t o ph o t o m et r y を行

うた め長時間を必要と し分析 で き る細胞数 に も 限度が

あると い う 欠点 も あ る .

F e u l g e n 染色 に よる D N A の 定量 法は, そ の 染色機

序も明 らか で あ り, 固定 ･ 染色な どの 条件 に 問題が な

けれ ば特異的と の 評価も定ま り
49) 50 ) 広 く用 い ら れ て い

る
. 測定法と して は C a s p e r s s o n

5 1)
の 紫外顕微分光法 の

原理 を応用 した顕微測光法が開発さ れ , 核 内 D N A 量

を正確に 測定 で き る よう に な っ た5 2)
.
しか し

,
S

-

i n f
,

S
-

e ff を求 める た め に 本研究 で は G l 期 と S 期 , S 期 と

G 2 期の 境 界点と な る D N A 量 を 設定 し て い る . し か

し
,
F M F に 数学的モ デ ル を導入 し て 解析さ れ た D N A

ヒ ス トグラ ム で は, G l 期と S 期初期 お よび , S 期終 期

と G 2期の D N A 量 を厳然と分 別で き な い こ と5 肛や , こ

の モ デ ル に 従 っ て fl u o r e s c e n t a c ti v a t e d c ell s o r t e r

を用 い て集 めた S 期細胞 は必ず し も3 H -

T d R 標識細

胞とは 一

致しな い
5 4)
な どの 点が指適さ れ て お り, 本 法

で求め た, S- i n f , S - e 庁 は半定量的な も の と考 えね ば な

らない
.
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A r a- C の 細胞 回 転に お よ ぽ す 影響 に つ い て は 多く

の 報告 が あ る . S ki p p e r ら
9)
は , A r a

-

C を S p h a s e

S p e Cifi c な薬剤 に 分類 し S 期へ の 流入 は阻害さ れ な い

と した . しか しi n vi tr o の検討で は G r a h a m ら
5 5)
,

B h u y a n ら
1 0)
は, A r a

-

C に よ り G l 期 か ら S 期 へ の
一 過

性の 移行阻止の見ら れ る こ と を報告 し, W h e el e r ら = )

は G l
-

S 移行部 に s y n c h r o ni z e され る と して い る .

T o b e y ら
3 7) 4 3)
は A r a

-

C は D N A 合成開始を完全 に

阻止で き る の で はな く, G l 期か ら S 期へ の 移行率 を減

少 させ る と して い る .

一 方
,
Y a t a g a n a s ら

4 4) は G l 期か

ら S 期 へ は 通常 の 割合 で 流入 す る が, そ の 直 後 で

bl o c k さ れ S 期初期 に 蓄積 す る と し て い る . K a r o n

ら
5 6)
,
B r eh a u t ら

4 0)
も G l 期か ら S 期 へ の移行 は正 常に

お こ り
,
S 期か ら G 2 期 へ の 移行が bl o c k さ れ る と して

い る .
こ れ ら の相違は使用 した細胞や薬剤濃度 お よび

測定方法の遠 い に よ る もの と 思われ る. 高本 ら4 2) は低

濃度で の S 期延長作用 と, 高濃度で の G l 期お よ び G l
-

S 境界部 へ の 蓄模作用 を報告 して い る .

A r a - C に よ るi n v i v o で の s y n c h r o n i z a ti o n は

B e rt al a n ff y ら
5 7)

,
V e rb i n ら

5 8)
, N eil ら

5 9)
,
E d el s t e in

ら
6 0)
,
A l a b a st e r ら

4 5)

,
A gli e tt a ら

6 1)
に よ り報告され て

い る
.
A l a b a s t e r ら は A r a - C 感受性 L 12 1 0 細 胞 で,

A r a
-

C 投与後 16 時間後 に e a rl y S 期に s y n c h r o ni z a ･

ti o n が お こ り, 以 後 S 期細胞が減少す る こと を示 し,

A r a
-

C 抵抗性 L 12 1 0 細胞で は, A r a- C 投与後 8 ～ 3 2

時 間 に か け て S 期初期 か ら 中期 に s y n c h r o n i z a ti o n

が起 こ ると報告 し てい る .

一 方 A gli e tt a らは非増殖分

画の 多い b r o w n N o r w e y m y el oi d l e u k e m i a 細胞 で ,

A r a - C 投与後非増殖分画 か ら の r e c r u it m e n t が お こ

り
,
引き つ づ い て S 期に s y n c h r o ni z e され る と報告 し

て い る .

一 方 ヒ ト白 血 病細胞 に 対 す る 検討 で は,

L a m p k i n ら
2 2)
,
E m s t ら

6 2) は G l 期か ら S 期 へ の 流入

は 正常で S 期 に 蓄積さ れ る と して い る .

本実験で は, 最初の 4 時間は G l期か ら S 期 へ の 移行

は ほぼ 阻止 さ れ て い る が ,
4 時間 ～

8 時 間で は LI の

上 昇に 一 致 して G l 期か ら S 期 へ の 流入 量は増加す る.

一 方 こ の 間は S 期か ら G 2 期 へ の 流 出は阻止 さ れ て お

り , Sェi n f は S -

e ff を大き く上 回 り, この 結果 S 期 へ の

蓄積が お こ るも の と考 えら れ た .
こ の S-i n f の 2 相性

の 変化 は, A r a- C に よ る D N A 合成 阻害作用 が 可逆的

で あり, D N A 合成 が再開さ れ る時に は, D N A 合成率

の 低い 細胞か ら始ま る こ と や
63)
,
G l 期か ら S 期 へ の 移

行 は低濃度で は阻止 され ず
, 高濃度で は阻止 され る 点,

さ ら に A r a - C の血 中半減期が非常に 短か い こ と か ら

理 解さ れ る .

B H
-

A C は A r a
-

C の誘導体 で, 4 位の ア ミ ノ基に 長

鎖飽和脂肪酸 を導入 して得 られ た新抗腫瘍剤 で ある.
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本剤 は, 脂溶性 で c y tid i n e d e a m i n a s e に 抵抗性 で あ

り, 血 中お よ び細胞内濃度が持続性で, 動物実験 で は

抗腫瘍効果は櫓投与量に 比 例 し, 投与 ス ケ ジ ュ ー ル に

依 存 し な い と い う 特 徴 を有 す る
6 4)6 5)

. 本 剤 に よ る

S y n C h r o n i z a ti o n は 著 者 ら
2 9)に よ り 臨床的 に 試 み ら

れ
,
A r a - C と同様の 成績 を得, そ の s y n c h r o n i z a ti o n

の 機序と して は S 期延 長作 用 が 示 唆さ れ た .
B H - A C

の c ell c y cl e p r o g r e s si o n に お よぽ す影響 は, A r a- C

と同 じも の と考え られ るが, 本実験 で は, S y n C h r o n i z a -

ti o n の持続が 長期 に お よぶ こ と と, A r a- C よ りも 低い

濃度で s y n c h r o ni z e され る点が特徴 と思わ れ る .
こ れ

は本剤が A r a - C に 比 較 して, き わ め て 血中半減期が長

い 点か ら 説明 で き る .

M T X は A r a
-

C とは 生化学的 に は そ の 作用 機序を

異にす る が, 細胞回転 に お よ ぽ す影響は ほ ぼ同様 で あ

る と考 えられ てい る . S k i p p e r ら
9) は S sh a s e s p e cifi c

W ith s elf li m i t a ti o n と分類 した が, W h e el e r ら1 1) はS

期で の 進行 の阻害 と G l - S 移行郡 の s y n ch r o ni z a ti o n

を報告 して い る .

一 方
,
臨床 的に は, G l か ら S へ の移

行は阻止 さ れ ず, S 期に 入 っ て 進行を阻害さ れ るた め

に S 斯 s y n c h r o ni z a ti o n が お こ る と 報告 さ れ て い

る
2 2)2 3)

. 本 実験で は A r a -

C と 同様 に
一 過性の S

-

i n f の

減少と持続性 の S -

e ff の 減少 が見 られ こ の た め に S 期

に s y n ch r o ni z e され る こ とが 示 され た .

V C R の C ell c y
r

cl e p r o g r e s si o n に対す る影響に つ い

て は, m et a ph a s e a r r e st が 報告さ れ て い る
6 6)6 7)

.
これ

は, S 期 で短時間薬剤と接触 させ た場合 で も, G 2 期か

ら M 期 へ は正常 に 進行 し, M 期 で 不可逆的に 阻止 さ

れ
.
る と され て い る

6 8)
.
K l ei n ら

2 5) 6 9)は E h rli ch 腹水癌細

胞 に , 殺細胞効果の見 られ な い 量の V C R を 1 回投与

して M 期 に s y n c h r o ni z e し, こ れ が S 期 へ 進行 し た

時点 で c y cl o ph o s p h a m id e ( C Y ) を 投与 して V C R と

C Y の 同時投与に 比較 して効果 の増強が見 ら れ た と報

告 して い る . 本実験 で は, V q R の M 期 同調作 用 は

A r a - C
,
M T X と は異な り薬剤 の投与量の影響 は少な

く
,
広い 範 囲で 見られ た . G l 期か ら S 期, S 期か ら M

期 へ の 進行 は 影響 を受 け な い よ う で あ る が ,
m e t a -

p h a s e a r r e s t の た め a n a ph a s e や t el o p h a s e の 細胞が

消失す る の が特徴的であ っ た .

D N R は LI お よ び M I の 変化 の 経時的 な観察 で は

S y n C h r o ni z a ti o n をと ら れ る こ と はで き ず, D N A ヒ ス

トグ ラ ム に よ り G 2 期に S y n Ch r o ni z e さ れ る こ と が 示

さ れ た .
D N R が M I を減少さ せ る こ と は当初 よ り 報

告さ れ て お り
7 0)
,
B r eh a u t は

4 1) D N A 合成 を ほ と ん ど

阻害 しない 濃度で G 2期進行に 遅延 を来た し, したが っ

て G 2 期の 蓄積 を起 こ し, M I の 低下 を来た す と報告 し

て い る
.
こ の よう な G 2 b l o c k は臨床的に も W h a n g

-

竹

P e n g ら
71)
, E rn S t

72)
, S t r y c k m a n s ら

7 3)
に よ り報告さ れ

て い る
.
ま た F M F を用 い て G 8h d e ら

4 6)
,
L i n d e n ら 47)

が G 2 b l o c k を報告し S 期は 影響 を受 けな い と して い

る . 本実験で は LI の 低下 の な い 投与量 で
,
M I の 減少

と G 2期細胞 の 増加が み られ ,
ま た S- ef = まほぼ正 常な

こ とよ り G 2 a r r e S t が示 さ れ, こ れ に よ る s y n c h r o ni ･

z a ti o n が 成立 して い る もの と考 え られ た . 本割に よる

G 2 a r r e S t は , D N R の D N A へ の 結合と こ れ に よる

R N A 合成障害 に よる た め と考 えられ る .

本 実験 で 用 い た 5 つ の 薬剤 で は, S y n C h r o n i z a ti o n

の 成 立機序 と して 考 え ら れ る 前記 3 つ の 可能性の う

ち, 第 2 の 可能性 つ ま り, 細胞周期に ブ ロ ッ ク がお こ

り , そ の相 に 細胞が蓄積さ れ て成立す る こ と が示 され
,

ま た これ はそ の 細胞周期 に お い て 流入 量が, 流出量を

上 回 る不均衡が生ずる た めに よ る こ と が明 ら か に なっ

た .
したが っ て s y n c h r o n i z a ti o n の程度 は腫瘍細胞自

身の細胞周期上 の動態 (流量) に 依存 し, 腫瘍細胞の

世代時間や増殖分画の 大き さ に 影響さ れ る .
こ の こと

は
, 増殖分画が小さ く, 世代時間 の 長い ヒ トの 腫瘍細

胞に s y n c h r o n i z a ti o n を応用 す る に あ た っ て は, 十分

に 注意す べ き点で あ る と考 える . ま た , 正 常骨髄細胞

の 世代時間は, 悪 性腫瘍細胞の そ れ よ りも 短 かく , 増

殖分画は大き い た め s y n c h r o ni z a ti o n も 強く お こ る こ

とが 予想さ れ る .
こ の 点に 関 して 臨床的 な成績 から吉

川 ら
27)
, Cl a v el ら

74) は腰瘍細胞以 上 に 正 常細胞の 障害

が強か っ た と
, 非観的な 報告 を して い る . 現状で は,

悪 性 腫瘍細胞 の み を選択的 に s y n c h r o ni z e す る こと

は不可能 で あ り, S y n C h r o n i z a ti o n に よ っ て必 ず しも

化学療法係数 が上 昇す ると は い えな い . しか しなが ら,

s y n c h r o ni z a ti o n は , 細胞回 転 の 理 論 か ら見 た至 適投

与法 で あ り, よ り強 い 殺細胞効果 を期待で きる の は確

か で あ る.
r a pid a u t o r a di o g r a ph y

2 8)
や F M F を用 い て

も s y n c h r o n i z a ti o n を モ ニ タ
ー

しなが ら
, 最も効果的

に 薬剤の作用 す る時期 を選ん で 治療 を行い , さ ら に ,

化学療法後の 補助療法 を強化 す る な どの 配慮が 必要で

あ ろ う .

結 論

細胞 回転の 理 論か ら み た抗腫癌剤 の 至 適投与法で あ

る s y n c h r o n i z a ti o n に つ い て , そ の 成 立に 至 る 細胞回

転の詳細 な動態 を明 らか に す る 目的 で , E h rli ch 腹水

癌細胞移植 マ ウス を用 い て A r a
-

C , B H - A C , M T X ,

V C R お よ び D N R に よ る s y n c h r o n i z a ti o n を試み た.

そ れ ぞ れ の 薬剤 に つ い て LI , M I お よ び a u t o r a di o ･

g r a p h y を併 用 した c y t o p h o t o m e t r y に よ る D N A ヒ

ス ト グラ ム を検討 し次の成績 を得た.

1 . A r a - C O . 5 m g/ k g 投与 で は 6
～ 8 時間後 に,
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B H
- A C O .1 m g/ k g 投与 で は 6 ～ 2 0 時間後 に , M T X

O .2 5 m g/k g 投与 で は 6
～ 8 時間後 に それ ぞれ 一

過性

の LI の 上 昇が 見られ た .
V C R は0 . 00 2 5 m g/ k g よ り

0 . 2 5 m g/ k g ま で の 投与量 で M I の 増 加が 認 め ら れ ,

D N R l . O m g/ k g で は 4 お よ び 8 時 間後 に G 2 期細胞

の 増加 が見ら れ た .
し た が っ て A r a

-

C , B f ト A C
,

M T X はS 期 に , V C R は M 期 に , D N R は G 2 期 に

s y n ch r o n i z e して い る と考え られ た .

2 . 5 剤と も に こ の 投与量 で は殺細胞効果 は 見られ

なか っ た .

3 . A r a～C , B H - A C , お よ び M T X は投与後4 時間

まで は S
-i n f

,
S- e ff と も に 抑制を示 し た . 4 ～ 8 時間

後に は S-i n f は 回復 し対照を上 回 る の に 反 して, S
-

e ff

は更に 抑制され S -

i n f はS- eff を大 きく 上 回 る結乳 S

期に 細胞の 蓄積が お こ る と考え られ た .

4 ･ V C R は m a t a p h a s e a r r e s t を 示 し , G l 斯か らS

期およ びS 期か ら M 期 へ の 移行に は 影響 を与え な か

っ た
.

5 ･ D N R は
,
S

-

i n f
,
S

-

e ff と も に 影響せ ず
,
M I を

減少さ せ, D N A ヒ ス ト グラ ム 上 G 2 期細胞 を増加 させ

た
.

6 ･ これ ら の薬剤の s y n ch r o ni z a ti o n の 機序 は
, 各

細胞周期 に お け る流入 量と流出量の不均衡 に よ り引き

お こさ れる こ とが 確認さ れた .

7 ･ 以 上 の結果よ り s y n c h r o n i z a ti o n の 成立 を決定

する大き な要因と して, 腫 瘍細胞白身の細胞動態が重

要で ある こ と が 示 唆 さ れ, こ の こ とが s y n c h r o n i z a ･

ti o n の 臨床応用 の 障害と な っ て い る と考 えら れ た .

稿を終 る に あた っ て , 御指導 , 御校閲 を賜 っ た服部絢
一

教

授, ならび に直接の 御指 導, 御助言 をい ただい た中村忍, 吉

田喬両博 士に 深く感謝 い たし ま す. 併 せ て種 々 の 御協力 を

得ま した研究室 の各位 に 深謝い た し ます .
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S y n c h r o n i z a ti o n a n d r e c r u it m e n t i n a c u t e l e u k e
-

m i a . J . Cli n . I n v e s t .
,
5 0

,
2 2 0 4

-

2 2 14 (1 9 7 1) .

23) E r n s t , P . & E ill m a n n
,
S . A . : P′e r t u rb a ti o n o f

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

Vi v o b y m e th o t r e x a t e . B l o o d , 3 8 , 6 8 9
-

7 0 5 (1 97 1) ･

2 4) B 伽h n e r , T .
,
B a rl 咽i e , B .

,
A s s e b n r g , Ⅴ ･

,

H id d e m a n n , W .
,
K a m a rL a b r o o

,
D . & G 6 h d e

,
W . :

A c c u m ul a ti o n o f S
q

p h a s e c ell s i n th e b o n e m a r r o w

of p a ti e n t s wi th a c u t e l e u k e m i a b y c y t o si n e

a r a b i n o si d e . B l u t
,
2 8

,
29 9

- 3 0 0 (19 7 4) .

竹

25)
.
K l ei n

,
H

.
0 . & L e n n a r t z , K . J . : C h e m o .

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

S e m i n a r s i n H e m a t ol o g y , 1 1 , 2 0 3- 2 2 7 (1 9 74) .

2 6) B a r r a n c o , S . C .
,
L ll C e

,
J . K .

,
R o m s d a h l

,
M .

M . & H u m p h r e y , R . M . : Bl e o m y ci n a s a p o s sib le

S y n C h r o n l Z l n g a g e n t f o r h u m a n t u m o r c ell s i n vi v o .

C an C e r R e s . , 3 3 , 8 8 2
-

8 8 7 (1 9 7 2) .

2 7) 吾川 治哉 ･ 今井邦之 ･

大 野 竜三 ･ 神谷忠 ･

西脇洋 ･

石 黒 構造 ･

上 田 龍三 ･ 竹 山英夫 ･ 若山 喜久子 ･ 横幕省

三 ･ 緒方寛治 ･

小林政英 ･

山 田
一 政 ･ 植谷 忠昭 : 急性

白血病 に お け る n e o
-

D C M P 療法, 臨床血 液, 1 6
,
305

-

31 2 (1 9 7 5) .

28) Y o s h i 血 ,
T ･

,
H a t t o ri , E ･

,
N a k a m u r a

,
S .
,

M i t a m u r 孔, E .
,
E o b a y a s hi , S .

,
O b t a .k e

, S . &

T a n i m o t o I K ･ : A si m pl e r a pi d a u t o r a d i o g r a p h y

f o r
3
H - T h y mi d i n e l a b eli n g i n d e x a n d it s a p pli c a -

ti o n t o th e r a p y o f a d u lt a c u t e l e u k e m i a . C a n c e r , 46 ,

2 2 9 8
-

23 0 7 (1 9 8 0) .

2 9) 大 竹茂樹
･

小 林 三 郎 ･ 吉田喬 ･ 中村 忍 ･ 谷 本 一 夫 ｡

服部 絢 -

: 成 人急性非 リ ン パ 性白血病治療 に お ける

N
4 -
B e h e n o yl

-

1
-

β
-

D - a r a b i n of u r a n o s yl c y t o si n e に

よ る S
-

ph a s e p a rti al s y n ch r o ni z a ti o n の試 み . 臨床

血 液, 2 2 , ト1 0 (1 9 8 1) .

3 0) K l ei n , G . & R 6 v 由2:
,
I . . : Q u a n tit a ti v e s tu di e s

O n t h e m u lti pli c a ti o n o f n e o pl a sti c c ell s i n v i v o . Ⅰ.

g r o w th c u rv e S O f th e E h rli c h a n d M CI M a s cit e s

t u m o r s . J . N a t . C a n c e r I n st . , 1 4 , 2 2 9
-

2 7 2 (1 9 53) .

3 1) C o o p e r , E . H り F r a n k , G . L . & W ri g h t, D .

H . : C ell p r olif e r a ti o n i n B u r k itt t u m o u r s . E u r o p .J .

C a n c e r
,
2
,
3 7 7

-

3 8 4 (1 9 6 6) .

3 2) B i a n c h i , N .
,
Li m a - D E - F a ri a

,
A . &

J a w o r sk a
,
H : A t e c h n i q u e f o r r e m o vi n g sil v e r

g r a i n s a n d g el a ti n f r o m t riti u m a u t o r ad i o g r a p h s of

h u m a n c h r o m o s o m e s . H e r e di t a s , 5 1 , 2 0 7- 2 1 1 (1 96 5) .

3 3) 青 田喬 : が ん細胞 の 変性過程 の研究
-

エ
ー ル リ

ッ ヒ腹水が ん の D N A 量と形態 との 対比 . 十全医学会

託, 8 7
,
4 5 8- 4 8 0 (1 9 7 8) .

3 4) T r a p p , L . : I n st r u m e n t a ti o n f o r r e c o rd i n g

m i c r o s p e c tr o ph o t o m et r y . 1 h G . L . W i e d ( e d) , I n tr o ･

d u cti o n t o Q u a n ti t a ti v e C yt o c h e m i st r y , p 4 2 7
- 435

,

A c a d e m i c P r e s s I n c .
,
N e w Y o r k

,
1 9 6 6 .

3 5) 0 1 s s o n , L . & M a t h 6
,
G . : A c yt o k i n e ti c

a n al y si s o f B a cill u s C al m e tt e
-

G u 6 ri n
-

i n d u c e d

g r o w th c o n t r ol o f a m u ri n e l e u k e m i a . C a n c e r R e s ･ ,

3 7
,
1 7 4 3

-

1 7 4 9 (1 9 7 7) .

3 6) V a n P u tt e n , I , . M .
,
K ei z e r , H . J . & M uld e r ,

J . H . : P e r s p e c ti v e s i n c a n c e r r e s e a r c h , S y n C h r o ni
-



抗腫瘍剤 に よ る細胞同調の研究

z a ti o n i n t u m o r c h e m o th e r a p y . E u r o p . J . C an C e r , 1 2 ,

79
-8 5 (1 9 7 6) .

37) T o b e y , R ･ A ･ : Eff e c t s of c yt o si n e a r a bi n o sid e ,

d a u n o m y Ci n , m ith r a m y ci n , a Z a C y ti di n e , a d ri a m y ci n

a n d c a m pt o th e ci n o n m a r n m ali a n c ell c y cl e t r a v

v e r s e . C a n c e r R e s . , 3 2 , 2 72 0
-

2 7 25 (1 9 7 2) .

38) Q u a stl e r , H ･ & S h e r m a n
,
F . G . : C e11 p o p u l a

-

ti o n k i n e tic s i n th e i n t e s ti n al e pith eli u m o f m o u s e .

E x p . C ell R e s . , 1 7 , 4 2 0
-

4 38 (19 5 9) .

3 9) W i m b e r , I) . E . & Q u a s tl e r , H . A . :
1 4
C a n d 3 H

th y m id in e d o u b l e l a b eli n g t e ch ni q u e i n st u d y o f c ell

P r Olif e r a ti o n i n T r a d e s c a n ti a r o o t ti p s . E x p . C ell

R e s り 3 0 , 8
- 2 2 (1 9 6 3) .

4 0) B r e h a u t , I J ･ A . & Fi t z g e r al d , P . Il . : T h e

e ff e c ts o f c y t o si n e a r a b i n o sid e o n th e c e11 c y cl e o f

C ult u r e d h u m a n l e u c o c yt e s : A m i c r o d e n si t o m e t ri c

a n d a u t o r a di o g r a p hi c st u d y . C ell T i s s u e K i n et . , 1 ,

14 7-1 5 2 (1 9 6 8) .

41) B r e h a 1 1t , L . A . : A d el a y i n th e G 2 p e ri o d o f

C ult u r e d h u m a n l e u c o c yt e s a ft e r t r e a t m e n t w ith

r u bid o m y ci n (d a u n o m y ci n) . C e11 T i s s u e K i n e t .
,
2
,

31 1
-

3 1 8 (1 9 69) ,

42) 高木滋 ･ 太 田和 雄 : F M F に よ る細胞回転 と癌化

学療法. 癌と化学療払 5 , 7 2 7
-

73 6 (1 9 7 8) .

43) T o b e y , R . A . & C ri s s m a n
,
H . A . : U s e o ‖l o w

m i c r o 飢1 0 r O m et r y i n d e t ail e d a n al y si s o f e ff e c t s o f

Ch e m i c al a g e n t s o n c e11 c y cl e p r o g r e s si o n . C a n c e r

R e s .
,
3 2

,
2 72 6 - 2 7 32 (1 9 7 2) .

4 4) Y a t a g a n a s , Ⅹ .
,
S t rif e

,
A .

,
P e r 2:

,
A . &

Cl a r k s o n
,
B

. D . : M i c r o 8 u o ri m e tri c e v al u a ti o n o f

C e11 kill k i n eti c s wi th l-β- D- a r a bi n o f u r a n o s yl c y t o -

Si n e . C a n c e r R e s .
,
3 4

,
2 79 5 - 2 8 0 6 (1 9 7 4) .

4 5) A l a b a s t e r
,
0 . & B u n n a g , B . : F l o w mi c r o -

A u o ri m e tri c a n a l y si s o f s e n si ti v e a n d r e si st a n t

l e u k e mi a L 12 1 0 f oll o w i n g l←β
- D h

a r a b i n o f u r a n o s yl
-

C y t O Si n e . C a n c e r R e s .
,
3 6

,
2 7 4 4

-

2 7 4 9 (19 7 6) .

4 6) G 6 h d e , V ･ W . & I)itt ri c h
,
W . : D i e c y t o

･

St a ti s ch e W i r k u n g v o n D a u n o m y ci n i m I m p u l s
-

C y t O p h o t o m et ri e- T e s t . A r z n ei m F o r s c h
,
2 1

,
16 5 6r

165 8 (1 97 1) .

4 7) L i n d e n
,
W . A .

,
B a i s ch

,
H .

,
C a n st ei n

,
L . V .

,

K 6 n i g , K ･ & C a n st ei n † M ･ V ･ : I m p ul s e c y t o p h o t o
･

m e t ri c st u di e s o n th e e ff e c t s o f d a u n o m y ci n o n

S y n c h r o ni s e d L- C ell s . E u r o p . J . C a n c e r , 1 0 , 64 7- 6 5 1

(1 97 4) .

48) F u jit a , S . : A n al y si s o f c y t o k i n e ti c s b y m e a n s

Of F e ul g e n c y t o fl u o r o m e t r y c o m b i n ed w ith
3 H -

4 4 9

th y m idi n e a u t o r a di o g r a ph y ･ E x p ･ C ell R e s . , 88
,
3 95

-

4 01 (1 9 7 4) .

4 9) R i s , H ･ & M i r s k y , A . E . : Q u a n ti ta ti v e c yt o ･

Ch e m i c al d e t e r m i n a ti o n o f d e s o x y rib o n u cl ei c a cid

W ith th e F e ul g e n n u cl e a r r e a c ti o n . J . G e n . P h y si ol . ,

3 3
,
1 2 5

-

1 46 (1 9 49) .

5 0) D i S t e f a n o , H ･ S ･ : A c yt o ch e mi c al st u d y o f

th e F e ul g e n n u cl e a r r e a c ti o n ･ C h r o m o s o m a
,
3
,
2 8 l

-

3 0 1 (1 9 5 0) .

5 1) C a s p e r s s o n , T . : U b e r d e n c h e m i s c h e n A u f b a u

d e s S t ru k t u r e n d e s Z ell k e rn e S . S k a n d . A r c h .

P h y si ol . , 7 3 , S u p pl e . 8 , 3
-

1 5 1 (1 9 36) .

5 2) J a m e s , J . : C o n st a n c y o f n u cl e a r D N A an d

a c c u r a c y o f c yt o p h o t o m e t ri c m e a s u r e m e n t . C yt o
･

g e n e ti c s , 4 , 19
- 2 7 (1 96 5) .

5 3) F ri ed , J . : A n al y si s o f d e o x y ri b o n u cl ei c a ci d

h i s t o g r a m s f r o m 8 0 W C yt O 8 u o r o m e t r y : E s ti m a ti o n

O f th e d i s t rib u ti o n of c ell s w it hi n S ph a s e . J .

H i st o ch e m . C yt o c h e m . 2 5
,
9 4 2

-

9 51 (1 9 7 7) .

5 4) 馳 e c k , L . 臥
, M 五i rll e a d , K . A . & Ⅱo r a n

,
P .

K
. : E v al u a ti o n o f th e S p h a s e di s t rib u ti o n o f 魚o w

C y t O m e t ri c D N A h i st o g r a m s a u t o r a di o g r a ph y a n d

C O m p u t e r al g o rith m s . C yt o m et r y , 1 , 1 09
-

1 1 7 (1 9 8 0) .

5 5) G r a h a m , F . L . & W h it rrL O r C
, G .
F . : T h e

e ff e c t o f l -

β
-

D
-

a r a bi n o f u r a n o s yl c yt o si n e o n

g r o w th , V i a bili t y a n d D N A s y n th e si s o f m o u s e L
-

C ell s . C an C e r R e s .
,
3 0

,
2 6 2 7

-

26 3 5 (1 9 7 0) .

5 6) K a r o n , M . & S h i r a k a w a , S ∴ E ff e c t o f l
-

β
-

D

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

ti m e ･ J .
N a t . C a n c e r I n st .

,
4 5

,
8 61

-

8 6 7 (1 9 7 0) .

5 7) B e r t al a n ff y , F . D . & Gi b s o n
,
M . H . L . : T h e

i n vi v o efE e c t s o f a r a b i n o s yl c yt o si n e o n th e c ell

p r olif e r a ti o n o f m u ri n e B 1 6 m el a n o m a a n d E h rli c h

a s cit e s t u m o r . C a n c e r R e s .
,
3 l

,
6 6

-

71 (1 97 1) .

5 8) V e r bi n , R . S .
,
D il ui s o

,
G .

,
L i a n g , H . &

F a r b e r
,
E . : S y n c h r o ni z a ti o n of c ell di vi si o n i n

V i v o th r o u gh th e c o m b i n ed u s e o f c y t o si n e a r a b i n o -

Sid e an d c oI c e m id . C a n c e r R e s .
,
3 2

,
1 4 8 9- 14 9 5 (1 9 72) .

5 9) N eil , G . L . & H o m a n
,
E . R . : T h e e ff e c t o f

d o s e i n t e r v a l o n th e s u r v i v al o f L 1 21 0 1 e u k e m i c

m i c e tr e a t e d w ith D N A s y n th e si s i n hib it o r s . C a n c e r

R e s .
,
3 3

,
8 9 5 - 9 0 1 (1 9 7 3) .

6 0) E d el s t ei n , M .
,
V i e tti, T . & V al e ri o t e

,
F . :

S c h e d ul e- d e p e n d e n t s y n e r gi s m f o r th e c o m b i n a ti o n

O f l
-

β
- D p

a r a bi n o f u r a n o s yl c yt o si n e a n d d a u n o r u
-

b i ci n . C a n c e r R e s .
,
3 4

,
29 3 - 2 9 7 (1 97 4) .

6 1) A gli e tt a , M . & C oll y , L . : R el e v a n c e o f



4 50

r e c r u it m e n t
-

S y n C h r o n i z a ti o n i n th e s c h e d u li n g of l

-

β
- D- a r a bi n o f u r a n o s yl c y t o si n e i n a sl o w -

g r O W i n g

a c u t e m y el oid l e u k e m i a o f th e r a t . C a n c e r R e s . , 3 9 ,

2 7 2 7
-

2 7 3 2 (1 9 7 9) .

6 2) E r n st , P .
,
F a i11 e

,
A . & K i11 m a Il n

,
S . A . :

P e rt u rb a ti o n o f c ell c y cl e o f h u m a n l e u k a e m i c

m y el ot) a l s t s i n vi v o b y c yt o si n e a r a bi n o sid e . S c a n d .

J . H a e m a t . , 1 0 , 2 0 9
-

2 1 8 (1 9 7 3) .

6 3) S t r a u s , M . J . & M o r a n
,
R .
E . : D o s e - d e p e rld

-

e n t c yt o k i n eti c c h a n g e s f o ll o w i n g l
-

β- D
-

a r a bi n o ･

f u r a n o s yl c y t o s in e a n d h y d r o x y u r e a i n L 1 21 0 a n d S

- 18 0 i n vi v o . C ell T i s s u e K i n et .
,
11
,
5 2 9 - 5 4 2 (1 9 7 8) .

64) A o sh i m a , M .
,
T s u k a g o s h i , S .

,
S a k u r a i

,
Y . ,

O h
-

i sh i
,
J .
,
I s hi d a , T . & K o b a y a s hi , H . : A n ti ･

t u m o r y a c tiv i ti e s o f n e w l y s y n th e si z e d N
4
- A c y トト

β
- D -

a r a b i n o f tl r a n O S yl c y t o si n e . C a n c e r R e s . , 36 ,

2 7 2 6
-

2 7 3 2 (1 9 7 6) .

6 5) A o s hi m a , M .
,
T s u k a g o s h i , S .

,
S a k u r a i

,
Y .

,

O h -i s hi
,
J .
,
I s hi d a , T . & K o b a y a s hi , H . : N

4 -

b eh e n o y 卜1
-

P , D
-

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

p o t e n ti al n e w a n ti t u m o r a g e n t , C a n c e r R e s . , 3 7 ,

24 8 1
-

2 48 6 (1 97 7) .

66) P al m e r , C . G .
,
L i v e n g o o d , D .

,
W a r r e n , A .

E .

,

S i m p 8 0 Il , P . J . & J o h n s o n , I . S . : T h e a cti o n o f

Vi n c al e u k o b l a s ti n e o n m it o si s i n vi t r o . E x p . C ell

R e s .
,
30
,
1 9 8

-

20 1 (1 96 0) .

6 7) C u t t s , J . Ⅱ . : T h e eff e c t o f v i n c a l e u k o bl a sti n e

O n d i vi di n g c ell s i n v i v o . C a n c e r R e s .
,
2 1

,
1 6 8- 17 2

(1 9 6 1).

6 8) M a d o c - J o n e s , H . & M a u r o
,
F . : I n t e r ph a s e

a cti o n o f vi n bl a sti n e a n d v i n c ri s ti n e : d i ff e r e n c e s i n

竹

th ei r l et h a l a c ti o n th r o u gh th e m it o ti c c y cl e of

C ul t u r e d m a m m a li a n c ell s . J . C ell
.
P h y si ol . , 72 , 1 85-

1 9 6 (1 9 6 8) .

6 9) E l ei n , H ･ 0 ･
,
Le n n a r t2;

,
K ･ J ･

,
H a b i c h t

,
W .

,

E d e r , : . & G r o s s , R . : S y n c h r o n i z a ti o n v o n E h rli c h

- A s cit e s - T u m o r z ell e n u n d ih r e B e d e u t u n g b ei d e r

A n w e n d u n g ei n e s a lk yli e r e n d e n C yt o st a ti c u m .

K li n . W s c h r .
,
4 8

,
1 0 0 ト1 0 0 5 (1 9 7 0) .

7 0) D i M二a r c o , A り S ol d a ti , M .
,
F i o r e tti

, A . &

D a s di a , T . : A c ti v it y of d a u n o m y ci n , a n e W a n ti ･

t u m o r a n tib i o ti c
,
O n n O r m al a n d n e o pl a sti c c e11s

g r o w n i n v it r o . C a n c e r C h e m o th e r a p y R e p . , 3 8 , 3 9
q

4 7 (1 9 6 4) .

7 1) W b a n g
-

P e m g , J .
,
L e v e n t b a l

,
臥 G .

,

A d a m s o n
,
J . W . & P e r r y , S . : T h e eff e c t of

d a u n o m y ci n o n h u m a n c e11 s i n vi v o a n d i n v itr o .

C a n c e r
,
2 3

,
1 1 3

q

1 21 (1 9 6 9) .

7 2) E r n s t , P . : P e r t u rb a ti o n o f g e n e r a ti o n c y cle

O f h u m a n l e u k a e m i c bl a st c ell s i n v i v o b y d a u n o ･

m y ､Ci n . S c a n d . J . H a e m a t . , 1 1 , 1 3
-

2 2 (1 9 7 3) .

7 3) S t r y c k m a n s , P . A .
,
M a n a s t e r

,
J .

,
L a ch a p ell e ,

F . & S o c q u et , M . : M o d e o f a cti o n o f c h e m o ･

t h e r a p y i n v i v o o n h u m an a C u t e l e u k e m i a . Ⅰ.

D a u n o m y ci n . J . Cli n . I n v e s t .
,
5 2

,
1 2 6- 1 3 3 (1 9 7 3) .

74) C l a v el , J .

,
G a r y

-

B o b o , J .
,
G u e r ri n

,
J .
,
K l ei n

,

T . ,
P o m m a t a u , E .

,
B ru l e , G . & C h a u v e r g n e , J . :

E s s a i s d e c h i mi o th e r a pi e d e s c a n c e r s e卓id e r m oid e s

e n p h a s e 6 v al u ti v e a v a n c 6 e p a r u n p r o t o c ol e

b a s∈ s u r l a n o ti o n d e s y n ch r o n i s a ti o n c ell ul a ir e .

S e m . H 8 p . P a ri s , 5 0 , 3 1 07 (1 9 74) .

C y t o k h etic An al y sis o f C e 皿 S y n c h r o niz ati o n b y A 血 in e o p la stic A g e n t s 加 Vi v o S h ige ki

O h t ak e , D ep a rt m e n t o f I n t e r n al M e di ci n e (Ⅲ) , S c h o ol of M e di ci n e , K a n a z a w a U ni v e rsit y , K an a
･

Z a W a , 9 2 0 - J
.
J u z e n M e d . S o c . , 9 2 , 4 3 4 - 4 5 1 ( 1 9 8 3)

K ey w o rd s: C e11 s y n c h r o n i z ati o n , C e11 c y cle p r o g r e ssi o n , C y t o k i n e ti c a n al y si s , A n ti n e o p la sti c

ag e nt s .

A b st r a ct

S y n c h r o ni z at i o n o f E h rli c h a s c it e s t u m o r c e11 s i n v i v o w a s att e m p t e d b y s o m e an t i n e o p l a sti c

ag e n t s s u c h as l
-β- D - a r a b in 0 fu r a n o s y l c y t o si n e ( A r a - C ) , N

4
-b e h e n o y l

- 1 -β- D -

a r a b i n o fu r a n o sy l
-

C y t O Si n e ( B H - A C) , m e t h o t r e x a t e ( M T X) , V in c ri st in e ( V C R) a n d d a u n o ru b i ci n ( D N R) . C ell c y cl e

p r o g r e s si o n o n s y n c h r o n i z a ti o n w as a n al y z e d b y t h e u s e o f
3
H - t h y m id i n e l a b eli n g i n d e x ( L I) ,

m it o ti c i n d e x ( M I) a n d D N A h i st o g r a m p r e p a r e d b y c y t o p h ot o m et r y c o m b i n e d w it h a u t o r a di o
-

g r ap h y . S p h a s e i n fl u x ( S -i n f) a n d S p h a $ e e f fl u x ( S - e ff) w e r e e st i m a t e d s e m i q u a n tit ati v el y ･
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A r a
- C ( 0 ･
5 m g/ k g) , B H

- A C ( 0 ･
1 m g/ k g) a n d M T X ( 0 .2 5 m g/ k g) w e r e f o u n d t o e ffe c ti v el y s y n

-

ch r o n i z e t h e t u m o r c e11 s i n S p h a s e f r o m o b s e r v ati o n o f t r a n si e n t i n c r e a s e o f L I b e y o n d c o n t r o l

l e v el ･ V C R ( 0 ･0 0 2 5 -0 ･ 2 5 m g/ k g) al s o s y n c h r o n i z e d t h e m i n M p h a s e a n d I) N R ( 1 . O m g/ k g) i n G 2

P h a s
e
･
T h e r e w a s n o c y t o c id al e f f e c t o f t h e fi v e a g e n t s a t a d o s e o f s y n c h r o n i z ati o n ･ A r a - C ,

B H - A C a n d M T X p r o f o u n d l y i n h ib it e d S
-

e f f d u ri n g t h e p e ri o d f r o m O t o 8 h o u rs a ft e r t h ei r

ad m i n i st r a ti o n a n d al s o S -i n f d u ri n g t h e p e ri o d f r o m O t o 4 h o u r s . H o w e v e r , S
qi n f i n c r e a s e d

b e y o n d t h e c o n t r o l l e v el d u ri n g t h e l at e r p e ri o d f r o m 4 t o 8 h o u r s ･ V C R , a S W a S e X P e Ct e d ,

c a u s e d m e t a p h a s e a r r e st a n d d i d n o t a ff e c t S
-

e ff . S -i n f w a s n o t a b l e t o b e e st i m at e d b e c a u s e o f

l a ck o f a n a
-

O r t el o p h a si c c ell s , b u t c h a n g e s i n t h e p at t e r n s o f D N A h i st o g r a m s s u g g e st e d n o

e ff e ct o n S -i n f ･ D N R d e c r e a s e d M I a n d i n c r e a s e d G 2 P h a si c c ell s , b u t g a v e n o c h a n g e t o ei t h e r

S -i Il f o r S
-

e ff .

T h e s e o b s e r v a ti o n s s u g g e st t h a t s y n c h r o ni z a ti o n i s i n d u c e d a s t h e n et r e s u lt o f u n b al a n c e

b et w e e n i n fl o w a n d o u t fl o w o f a g i v e n p h a s e o f c ell c y cl e ･ A c c o r d i n g l y it i s s u g g e st e d t h at

S u C C e S S O f sy n c h r o n i z a ti o n o f t h e t u m o r c ell s d e p e n d s n o t o n ly o n p e rt u r b a ti o n o f c ell c y cl e

P r O g r e S Si o n c a u s e d b y a n ti n e o p l a sti c a g e n t s b u t al s o o n t h ei r o w n c y t o k i n et i c b e h a vi o rs s u c h a s

g e n e r a ti o n ti m e a n d si z e o f g r o w t h f r a cti o n .


