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マ ウ ス 脳に 発 生させ た 実験 グ リ オ
ー

マ に 対 す るア ル キル 化剤 の 作用 を検索 した . 2 0
-

メ チル コ ラ ン

ト レ ン 結晶を C ｡ H / H e マ ウ ス 脳 に 挿入 し発生 させ た グ リ オ
ー

マ を継代培 養し
, 株化させ た c ell li n e ( m o u s e

gli o m a - 3 ‥ M G) を10 m M 濃度の チ ミ ジ ン で 同調培養 して実験 に用い た
.

この 細胞 に 対す る アル キ ル 化

抗膿瘍剤塩酸 ニ ム ス テ ン( A C N U ) の 作用 機序を染色体分析 に よ り検索 した . 対照細胞と して正 常 C 3 H / H e

マ ウ ス 脳よ り 分離培養し た グリ ア細胞 ( n o r m a l m o u s e gli a c el卜 4 6 : N M G ) , 対照ア ル キ)t/ 化剤と し て

マ イ ト マ イ シ ン C ( M M C ) を用い た . 更に D N A の複製後修復 を抑制 す る薬剤と して カ フ ェ イ ン を用い た
.

A C N U , M M C 共 に こ れ ら の 細胞 の 増穂 を抑制 した
.

この 抑制効果は薬剤の 濃度に 比例 するが
, 細胞の D N A

- S y n th e ti c p h a s e ( 以下 S p h a s e と 略) を経 た後 に み ら れ
,

A C N U (1 0 FL g/ m l) の作用 で は
,

M G は N M G

よ り約1 ･5 倍強く 抑制さ れ た.
A C N U 及び M M C は g a p や b r e a k ある い は e x c h a n g e 等の 細胞の染色体異

常 を起 こ した . ア ル キル 代剤 によ る細胞増殖抑制は
, 染色体異常を有 する細胞の 出現頻度に ほぼ比例 した

.

染色体異常を有す る肺胞の 出現も N M G よ りも M G に 強く み られ た .
カ フ ェ イ ン は アル キ)L/ 化剤作用後 に

生ずる 染色体異常の e x c h a n g e を抑制 し g a p や b r e a k を増 した . その作 用は S p h a s e に み られ, N M G よ

り M G に 強い 効果が 認め られ た
. アル キ ル 化剤作用後 にカ フ ェ イ ン を併用 し て D N A の 複製後修復 を抑 え

る と染色体に m u lti pl e b r e a k が生 じたが
,

そ の頻度は M G に 高く み と め られ た . 以上 の結果よ り, アル キ

)t/ 化剤の 抗腫瘍効果 は D N A 合成阻害 に よ る細胞分裂を抑制す る こ と に よ る も の で
,

S p h a s e 通過後に 染

色体上 に g a p や b r e a k と して表現さ れ る
. 抗膿瘍効果の 程度は薬剤の濃 度と細胞の有 す る D N A 修復能と

の関係 で決定され る . 染色体上 の e x c h a n g e は D N A の 複製後修復 を示 し, 腫瘍由来の M G では低下 して

お り, こ の こ と は ア ル キル 化剤 に対 して M G が N M G よ りも感受性が 高い 一 困で ある こ と を示 唆す る .

K e y w o r d s E x p e ri m e n t al m o u s e g li o m a
,
A lk yl a ti n g a g e n t s

,
S y n ch r o ni z ati o n

C u lt u r e
,
C h r o m o s o m al a b e rr a ti o n

,
P o s t r e p li c a ti o n r e p ai r .

抗腫瘍剤の 中の ア ル キ ル 剤の 投与 は細胞の 遺伝情報

の担い 手で あ る D N A 塩基 をア ル キル 化 し,
ホ ス フ ォ ト

リ エ ス テ ル を作 り, また 塩基 の 脱離や ポ リヌ ク レ オ チ

ド鎖 を切 断 し細胞 に 致 死効果 を も つ
1)

.

一 方
,
細胞 は

D N A の 損傷,
あ るい は そ の損傷に よ っ て 生 じる D N A

複製の 誤 まり を修復す る能力を持つ
. した が っ て アル

キル 化剤の 投与は
,
D N A 損傷 とそ れ に 対す る細胞 の 修

復能との 相互関係 に よ り
,

突然変異の 誘発
,

発癌等 を

も来た し得 る
2)

.

細胞分裂 の 過程 に 出現 する 染色体は
,
D N A が その主

構造 を形成 し て お り
,

そ の 形状及び数 は生物の 種 に よ

り
一 定で あ る . 従 っ て 染 色体 異常 は遺伝物質 で あ る

D N A の 変化 に 基づ く遺伝情報の 異常を示 唆する . アル

キル 化剤 に よ る 染色体の 形態変化に つ い ては
,

E v a n s

ら
3)
はナ イ トロ ゲ ン マ ス タ

ー

ドに 関 して
,
B r¢g g e r

4) ら

は マ イ ト マ イ シ ン C に 関し て詳細 な報告を した .

Eff e c t s of A lk yl ati n g A g e n t s o n E x p e ri m e n t al G li o m a C ells .

p S t u di e s b y S y n ch r o ni -

Z a ti o n C u lt u r e a n d C h r o m o s o m al A n aly sis - H i r o k a z u K a w a n o , D e p a r t m e n t of N e u -

r o s u r g e r y , ( D ir e c t o r: P r of . S
.
Y a m a m o t o) ,

S ch o ol of M e di ci n e
,
K a n a z a w a U n i v e r sit y .
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本研究で は 同調培養 した マ ウ ス グ リオ
ー マ 由来培養

細胞 と正 常 マ ウ ス 脳由来培養細胞 を用 い て
,

ア ル キ ル

化剤の 作用 に よる細胞の増殖抑制効 果と染色体の 変化,

及び D N A 複製後 の修復能 との関係 に つ い て検 索した
.

材 料 及 び 方 法

1) マ ウ ス グリオ
ー

マ 由来細胞 は Zi m m e r m a n ら
5)の

方法 に よ り作製 した .
2 5 % の 2 0

- メ チ ル コ ラ ン ト レ ン

( メ チル コ ラ ン ト レ ン 1 : 3 コ レ ス テ ロ ー ル) を加熱融

解後 に冷却 し
,
重量1 .0

-

1 .5 m g の ペ レ ッ トを作製 した .

こ れ を生後 5 週の雄 C a H / H e の マ ウス の右前頭葉 内に

エ
ー

テル 麻酔下 に挿入 し た . 発生 した腫瘍組織 の
一

部

を組織学的検索 に 供す る と共 に
, 他 を細切 -

ト リ プ シ

ン 処理
-

ピペ ッ テ ィ ン グの
一 連の 操作 に よ り単離細胞

と し て培養に 移 した . 培養 に は 5 % C O 2 培養器 (温度

36
0

C
, 湿度 10 0 % ) を使 用し

,
1 0 % 牛胎児血清( ギブ コ

製) を含むイ ー グル M E M ( ニ ッ ス イ) メ デ ィ ウ ム で
,

単 層継代培養 した . 培養 ボ ト ル は F al c o n 3 0 2 4 pl a sti c

c u lt u r e b o ttl e (7 5 c m
2) を用 い た

. 本実験 に 於 い て

は
, 脳腫瘍 を作製 し継代培 養 した 47 系列の う ち

, 組織

学 的に 肉腰成分 の最も 少な い グ リ オ
ー

マ ( Fi g . 7) で ,

6 0 継 代 以 上 を 経 て 培 養状 態 の 安 定 し た
一 つ の 系

( m o u s e gli o m a c el1 1i n e
- 3 : M G ) を用 い た

.
こ の

系列の 60 代細胞 で は 50 ×14 ノJ の 紡錐形の胞体 の
一

端

に 60 〟 程の突起 と対側に 2 ～ 3 本の 40 〟 程 の 突起 を

有 す る ほ ぼ
一 定の 形の もの に な り ( Fi g . 8) , 電顕で は

60 ～ 90 Åの m i c r o t u b l u s が 認 め られ た (Fi g . 9) . 電顕

標 本 は 久保 ら
6)
の 方法 に 準 じ て 作 製 し た . 実験 に は

63 ～ 64 代 の細胞 を用い た .

2) 正 常 マ ウ ス グリ ア細胞 は
,

生後 1 週 間以内の 雄

C 3 H / E e マ ウス 大脳半球 を前述 の 方法 で培養 に 移し て

得 た
.

各10 匹 の マ ウ ス 脳 を 5 系列, 即 ち50 系列 の培

養 を10 代継 代培 養 し, 最 も グ リ ア細 胞比 の 高い 系

( n o r m a l m o u s e gl i a c el 卜 4 6 : N M G) を実験 に 用

い た
. 実験 に は 1 2 代 ～ 1 4 代の細胞 を使用 した . N M G

は 8 ×20 JJ で 3 ～ 4 角形 の胞体 を有 し,
4 0

～ 6 0 〟 の 数本

の 突起 を有す る細胞と , 細胞体 中央部 に 盛 り上 が り が

な く胞体の 薄い 突起 を有しな い 細胞が約 15 % 混在 して

い た ( Fi g , 1 0) .
こ の細胞 は 30 代以 降 は継代 を維持で

き な か っ た . 薬物 を作用させ る場合 は い ずれ も コ ン ト

ロ
ー ル 培養 を行 い

,
こ れ ら に は , 実験期間 中細胞の 形

態, 染色体の 分布及 び形の変 化を な さ な い 事 を確認 し

た
.

3) 細胞の 同調培養: 細胞 は G l 期( p o st m it o ti c n o n

-

S y n th e ti c p e ri o d) ,
S 期( D N A -

S y n th eti c p e ri o d ) ,

G 2 期 ( p r e m it o ti c n o n
-

S y n th eti c p e ri o d)
,

M 期

( m it o ti c p e ri o d) の 4 つ の 相 を経 て 分裂増殖 をす る .

野

こ の 過程 は 多量の チ ミ ジ ン の 添加 に より S 期初期で 止

ま ると い う X e r o s
7)の 実験結果 に 基き, 細胞 の 同調培養

を行 っ た . 継代後 24 時間目に M G 細胞の 走者 を確め
,

1 0 m M の チ ミ ジン を含む培養液に 交換 して 36 時間培養

した . 更に 新鮮 な培 養液 で 24 時間培養 し て上 述の 操作

を も う
一 度 く り返 した . 実験 に は こ の 様に 処理 した細

胞 を 1 ×10
6

個/ m l の 密 度 で
,

F al c o n 3 01 2 pl a sti c

C u lt u r e b o ttl e (2 5 c m
2
) に 5 m l 分注 し必 要な数 を製

作 して 用 い た .
N M G は継代後細胞が 安定増 殖を開始す

る ま で に 約 48 時間 を要 した
. 従 っ て こ の 細 胞に つ し) て

は
,
1 0 代継代後 48 時間培養し た後 に 10 m M チ ミ ジン

添加培 養液 に 交換 し 72 時間培重 し た
.
こ の 操作 を再度

く り返 して 同調培 葺し た .

4) C ell c y cl e a n al y si s : 同調培重 した細胞 に RI の

標識 を 行 っ た
. 各培養瓶 に つ き

,
4 時間の 差を お い て

3
H で標識 した チ ミ ジ ン ( 3

Ⅰト T d R ) を 30 分間取り込

ま せ た . 同時に 偏光顕微鏡下に
, 一一一 視野 (10 ×1()) 中

の 分裂期の 細胞数 を調 べ た
. 細胞数 の 算定 は

,
0 .2 % ト

リ プ シ ン 処理 し剥離 し た細胞 を H a n k s ( + ) b al a n c ed

S O l u ti o n で洗浄 した後に O A % の トリパ ン背で死 細胞を

染色 し
, 生細胞 の み を数 えた

.
D N A 合成 は液体 シ ン チ

レ ー

シ ョ ン カウ ン タ
ー

で 細胞 内に 取り込まれ た
3
H - T d R

を計測 して 算定 した .

5) 染色体分析 : 模本の 作製方法 は, 森脇 ら
8)
の 方

法,
大野 ら

9)の 改良法に 従い
, 分析方法 は E v a II S ら川 )の

リ ン パ 球の 染色体 分析法 を参照し た .
コ ル セ ミ ドは

,

0
.
1JL g/ m l を 1 時間作用さ せ ,

0
.0 6 2 M K C l 液で 20 分

間低張液処理 を行 い
, 固定 は氷酢酸 - メ タ ノ ー ル 液(1 :

3) で 5 分
,

15 分 ,
3 0 分 と 3 回 行 っ た

. 固定 した細胞

は流水に 浸 した ガ ラ ス に 塗布 し
,

1/ 1 5 M ゼー レ ン ･ リ

ン 酸緩衡液で 25 ～ 5 0 倍に 稀釈 したギ ム ザ 液(M e rIく 製)

で 染色 し検鏡し た
.

6) ア ル キル 化 剤: ア ル キ ル 化剤と し て
,

ニ トロ ソ

ウ レ ア系製剤の 中で , 水溶性脂溶性 の 塩酸 こ ム ス ナ ン

(1 - ( 4 - a m i n o
- 2 -

m e th yl - 5 ¶P y ri mi d i n y l)

m e th y ト 3 - (2- C hl o r o e th yl) 3- n it r o s o u r e a h y d r o
･

C hl o rid e 以 下 A C N U と略 . 三 共製薬結晶) と
,

マ イト

マ イ シ ン C ( 以下 M M C と 略 . 協和醸酵 工業) を培養

液 で 溶解及 び 稀釈し て 用い た . 両薬剤 を各 々U .4 5JJ の ミ

リ ポ ア フ ィ ル タ ー で 除 菌し て同調培嚢細胞 の 各時期に

1 時間作用 さ せ た . 生細胞数 の 算定に は 前述 の (】.4 % ト

リ パ ン 背染色後,
チ エ ル ク の 計算板を用 い て,

一 検体

に つ き 5 回 計測 して平均値 を求め た .

7) カ フ ェ イ ン : 無 水カ フ ェ イ ン (C 5 H I ｡ N 4 0 2 和 光

純薬工 業結晶) も 上述 の 如く除菌
, 稀釈 し

,
1 m M の 濃

度の も の を各細胞 周期 に 作用 さ せ て そ の効 果を検索し

た
.
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結 果

1) 細胞間 期 の 分析 : Fi g . 1 は 同調培養 した M G 細

胞山 1〕N A 合成, 細胞数及 び 分裂期細胞数 を示 す
.

3
H

岬T d R の 細胞内取り込 み は継代培養後 16 時間か ら 32

時間に み られ , 2 4 時間で 最高 に 達し た
.
M ph a s e 細胞

は2 射時間で' は---
■視野 に 1 () 個程で ある の に 対 し て

,
2 8

時間∴う2 時間 で は各々6(1 胤 40 個で あ っ た . 細胞数は

2 射時間よ り 急 に増加 し
,
3 6 時間で倍に 達 した .

そ の C e11

c y cl e ti m e は約 2( 川手間
,
G l p h a s e は 8 時F乳 S p h a s e

は 8 時間,
G 2 M p h a s e は 4 時間で あ っ た . 従 っ て アル

キル 化剤及 び カ フ ェ イ ン の 投与は S ph a s e に は継代後

16 時間目に , G 2 M p h a s e に は 26 時間目 に
,

G l ph a s e

に は次u ) c ell c yl e の G l p h a s e を用 い て 32 時間目 に

行っ た .
F i g . 2 は N M G の 同調培養 に お け る D N A 合

成, 細胞数及 び分裂期細胞数 を示 す
.

3
Ⅰト T d R の 細胞

内取り込 み は 28 時間か ら56 時間の 間に み られ
,
4 4 時

間目 に 最r葛 に 達し た .
M p h a s e 細胞 は 64 時間目に 最

高と な り
, 〉

一

視野 中50 個で あ っ た
.

こ の 細胞群の 各期

は重複 す る部分が あ っ たが
,

その c ell c y cl e ti m e は約

48 時間で あ り
, そ の 構成 は G l p h a s e は約 8 時間, S

ph a s e は約 28 時間,
G 2 M ph a s e は約 12 時間であ っ た .

M p h a s e 細胞が 出現 す る時間は約 12 時間と幅広く
,
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凶
一
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A - A : n u m b e r of th e c ell s i n th e c ul t u r e

b o t tl e .

1 0 9 7

その た め に 実験 中の 染色体分析は 6 時間毎 に 2 回 に わ

た っ て 待 っ た
.
ア ル キル 化剤及 び カ フ ェ イ ンの 投与 は

,

S ph a s e に 対 し て は 培 養 開 始後 32 時 間目 に G 2 M

p h a s e に は 52 時間目に G l p h a s e に は次の c ell c y cl e

の G I P h a s e に あた る 68 時間目に 作用させ た .

2) 細胞の 染色体 : M G は14 代細胞で は
一

組の bi-

a r m e d m a r k e r ch r o m s o m e ( Fi g . 1 1) を持つ 46 染色

体細胞が 80 % と
,
4 0 染色体( 正 2 僧体) の 細胞 が 20 %

み られ た が
,
継代培養を重ね る に 従 っ て 4 6 染色体細胞

が 多く な り ,
6 0 代継代細胞で は95 % の細胞が 46 染色

体を有 し
, 残 り の 5 % は 89 及 び 92 染色体 を有す る細

胞で あ っ た(F i g . 3) . N M G の 11 代培養細胞は 染色体

数40 の 細胞( Fi g .
1 2) ( 以 下 N M G H 4 0 と略) が 15 %

を占 め
, 残 りの 85 % は染色体数が 67 か ら 78 に 分布 し,

73 に ピ ー

ク ( m o d e 7 3
,

r a n g e 6 7- 7 8
, 低4 僧体) を

も っ て
, 大む ね正 規分布を示 す細胞群(Fi g . 1 3) ( 以下

N M G - 7 3 と略) か ら な っ た ( Fi g . 4) .
N M G

- 7 3 に は

e x c h a n g e や mi n u t e 等の 変化はみ られ なか っ たが
,
そ

の 18 % に 1 な い し数個の g a p & b r e a k が み られ
,

そ

の 頻度 ( g a p & b r e a k / c h r o m o s o m e X l O O) は 0
.4 4

で あ っ た ( T a bl e 3) .

3) ア ル キ ル 化剤 の 細 胞増殖 抑制効 果: M G 及 び

N M G に 対 して
, 種々 の 濃度の ア ル キ)L/ 化剤を, G l ,
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S , G 2 M ph a s e に 投与 し細 胞が 安定状 態 に あ る G l

p h a s e の細胞の生存率 ( c o n t r o l と の比 : c ell s u r v i v al

r a t e) を検索 した . 薬剤を投与 した場合
,

そ の濃度 に 比

例 して S p h a s e が 2 ～ 6 時間延長 す る の で
,

M p h a s e

が終 了 して G l 期に移行 した事 を偏 光顕微鏡下で 確認し

た 後 に細胞数算定 を行っ た .
A C N U の O A JL g/ m l

,
2 FL g/

m l 及 び 10 FL g/ m l の濃度の もの を M G の S p h a s e に作

用 させ た 場合, 作用後最初の G l p h a s e の細胞生存率は

77 % , 6 6 % ,
5 4 % で次の G I p h a s e で は 50 % , 4 2 % ,

3 5 % と な っ た (Fi g . 5
- 1) .

こ れ に対 し G 2 M p h a s e に

作 用させ た場合の 細胞生存率は最初の G l p h a s e で はそ

れ ぞ れ 100 % ,
9 0 % ,

6 7 % に な り, 次の G l p h a s e で

は 70 % ,
5 5 % ,

4 3 % に な っ た .
G 2 M ph a s e に作 用 さ

せ て S p h a s e を
一 度通過 した後 の G I ph a s e の 細胞生

存率 は, S p h a s e に作 用させ て 次の G l p h a s e で み た

細胞 生存率 の値 と 同程度 に な っ た . 次 に M M C の 0 ･

← 一
塁
----一

月

4 6 8 9 9 2

n u m b e r o f c h r o m o s o m e s

F i g .
3 . H i s t o g r a m o f c h r o m o s o m e n u m b e r of M G ･

9 5 % o f c ell s h a v e 4 6 c h r o m o s o m e s ･ O r di n a t e :

n um b e r o f c h r o m o s o m e s . a b s ci s s a : r a t e O f

n u m b e r o f c ell s .

野

1 FE g/ m l 及び 1 .0/′g/ m l の 濃度のもの を M G の S p h a s e

に 作用さ せ た場合
, 最初の G l p h a s e で の 細胞生存率は

それ ぞ れ 80 % ,
7 0 % で

, 次の G l p h a s e で は 65 % ,

5 5 % で あ っ た ( Fi g . 5
-

2) . G 2 M p h a s e に 作用 さ せ た

場 合は 同様 に 97 % ,
94 % と 74 % , 6 2 % と な っ た .

A C N U
,

M M C の 各濃度を G l ph a s e に作 用さ せ た場

合 は, S ph a s e に 作用 さ せ た場合 と同 じ値 を示 したの

で ,
F i g .

5 に は その記 載を省略 し た .
N M G に 対 して上

述と 同様 の実験 を行 っ た( Fi g .
6 - 1

,
6

- 2) .
A C N U の

O A J L g/ m l
,

2 JL g/ m l 及 び 10 JJ g/ m l の 濃 度 の も の を S

ph a s e に 作 用さ せ た後の 最初及 び第 2 回目の G l p h a s e

で の 生存率は
,
1 0 0 % ,

9 5 % ,
8 8 % 及び 88 % , 7 5 % ,

6 8 % で あ っ た . 同様 に G 2 M ph a s e に作 用 さ せ た場合

は最初の G l ph a s e で は有 意に 生存率の 低下を 認め ず,

次 の G . ph a s e で はそ れ ぞ れ 98 % ,
9 5 % ,

7 7 % で あ っ

七 ( F i g . 6
-

1) .
M M C を N M G の S ph a s e に 作用さ

S
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m o d e 7 3
,
r a n g e 6 7- 7 8 c h r o m o s o m e s ( N M G

-

7 3) ･

o r di n a t e : n u m b e r o f c h r o m o s o m e s . a b s ci s s a :

r a t e o f n u m b r r o f c ell s .



実験 グ リ オ
ー

マ 細胞 に 対す る ア ル キル 化剤 の 影響

S Gl (ヨ卯
A C N U

･ 0 ･ 4 岬 / m l

▲ 2
1 g / m l

･ 1 0 岬/ m l

S G l

1 0 9 9
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,
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1 1 01
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S O m e S ( ×1
,
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Fi g . 1 4 ･ C h a n g e of M G w ith t r e a t m e n t o f A C N U

(1 0 〟 g/ m l) o n S p h a s e . N o t e th e s w elli n g of c ell s

( ×3 0 0) . H E s t ai n .
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て 鮒胞 に 対す る ア ル キ ル 化剤の 影争㌍

せ た 場 合, 最初の G I Ph a s e で は有意の 生存率低下 を認

めず
,
次の G I P b a s e で 1 〟 g を作用させ た系の み が 95 %

と な っ た( Fi g . 6 - 2 . 左) . 同様 に G 2 M p h a s e に 作用 さ

せた場 合に は 第1 回 目及 び次の G l p h a s e い ずれ で も細

胞生 存率の 有意の 低下が み られなか っ た( F i g . 6 - 2 . 右) .

ま た G l ph a s e に 作用 させ た場合 は S p h a s e に 作用 さ

せ た場合 と同様の 結果 を得 たの で図 に は省略 した
.

4) A C N U 及 び M M C 投 与 に よ る 細胞 形 態 の 変

化 : 単層培 養の 光顕検 索で は アル キ ル 化剤投与に よ る

細胞形態の 変化の 所 見は 少な か っ た . 細胞 の S 及 び G 2

M ph a s e に
,
A C N U を O .4FL g/ m l

,
2F E g/ m l

,
1 0 FE g/ m l ,

M M C を() .1 FL g/ m l
,
1 .0 〃g/ m l の 各濃度 を作 用させ て最

初の G l ph a s e 及 び 第2 回目の G 2 ph a s e で の 細胞 の変

化を顕微鏡下に 検 索し た .
M G の S ph a s e に A C N U

l 叫 g/Illl な ら び に M M C l 〟g/ n ll を作用 させ て第 2 回

目の G . p h a s e に は じめ て 細胞体 の膨化
,
細胞突起 の 縮

少, 多核化が 観察さj■し
, 山一一一 部の 細胞体 に は空胞化 が み

られた が(Fi g . 1 4)
,
こ れより低い 濃度や 最初 の G l p h a s e

で は 認む べ き変化 を来さ な か っ た( F i g . 1 5) . N M G に

対 して は 両薬剤共 に 実験濃度節園内で は認 む べ き効 果

を示 さ な か っ た
.

5) A C N U
,
M M C に よ る染色体 の 変化 : A C N U と

M M C を M G 及 び N M G の S p h a s e に 作用 させ ると ,

両細胞共 に M p h a s e の 染色体上 共通 の 形態的変異が

生じ た .
そ れ は染色体の Ch r o m a tid のけⅣ｢--

･

部に 欠損 は生

じる が ch r o m a tid の 連続性 は失 な わ れ て い な い g a p

( F i g . 1 6 . a r r o w l) , 及 び連続性 が失 なわ れ る b r e a k

( F i g . 1 6 . a r r o w 2) , 更 に他 の 染色体 の ch r o m a ti d と

再結合し た e x c h a n g e ( F i g . 16 . a r r o w 3) 等で ある .

e x c h a n g e に は一
一 方 の c h r o m a ti d 端 が f r e e で あ る i n

-

c o m pl e t e e x c h a n g e ( F i g . 1 7 . a r r o w 2) と 両 方 の

ch r o m a tid が 再 結 合 し て い る c o m pl et e e x ch a n g e

( Fi g . 17 . a r r o w 3 ) の 両型が み ら れた . c h r o m a tid の

欠損や
,

その 欠失端 で ある mi n u t e 等は認 め な か っ た .

11 0 3

ア ル キ ル 化 剤作用 後 に カ フ ェ イ ン 1 m M を細胞 の S

p h a s e に 投与 したも の に は染色体が細切され , 染色体の

形 を成 さ な い m ulti pl e b r e a k ( F i g . 1 8) が 出現 し た
.

g a p と g r e a k は判別が 困難な 場合 も あり
, 計測 に 際 し

て同意義の もの と して両者
一 括 して数えた. 1 叫 g/ m l の

濃度の A C N U を1 時間
,

M G の S p h a s e に作 用 させ

る と , 最初の M ph a s e 〔( M ) 1〕で は
, 染色体異常 を有

す る細胞の 頻度 は 10() % , g a p & b r e a k は 1 0 0 偶の 染

色体 に つ き 平均 ( g a p & b r e a k / c h r o m o s o m e X l O O)

1 0 .7 8 箇所, e X Ch a n g e は1 偶 の細胞 に つ き 平均 ( e x ･

ch a n g e/ c ell) 2 . 0 2 偶の 頻度 で 認め られ た ( T a bl e l) .

同様の 処置 を N M G に 行 っ た場合,
N M G

-

4 0 で は染

色 体 異常 を 有 す る 細 胞 は 71 % で g a p & b r e a k /

c h r o m o s o m e X l O O が 2 .5 0
,

e X Ch a n g e/ c ell が 0 . 2 8

で あ っ たの に 対し
,
N M G - 7 3 で は異常染色体細胞 の 頻

度 は 96 % で
, g a p & b r e a k / c h r o m o s o m e X l O O は

7 . 3 8 , e X Ch a n g e/ c ell は2 .1 7 とな っ た . 同様に 1 .O JL g/

m l の 漉魔 の M M C を M G 及 び N M G に 作用 させ て染

色体の 変化 を検 索し た
.

A C N U 10 JL g/ m l と M M C l .

0 〃g/I n l は細胞 に 同程度の 染色体変化 をひ き 起 こ した

( T a b l e l) . N M G
- 4 0 は ア ル キル 化剤 に よ る染色体

の 変化が少 な か っ た
.

N M G - 7 3 と M G では
, g a p &

b r e a k が M G に 高く, e X Ch a n g e は N M G
-

73 に 高頻

度 に 出現 し た .

6) 各細胞周期 に対す るア ル キル 化剤の 作 風 M G 及

び A C N U を用 い て
,
前述の ア ル キ ル化剤の C ell p h a s e

d e p e n d e n c y を染色体分析に より検索した. G l ,
S

,
G 2 M

p h a s e に A C N U l OFL g/ m l の 濃度を 1 時間作用 させ て
,

最初の 細胞分裂 期( M ) 1 及び 第2 回目の 分裂期( M ) 2 で

の 染色体異常を調べ た . S p h a s e に 作用 させ た場合( M ) 1

で の 染色体異常細胞の 頻度は 100 % , g a p & b r e a k /

c ell は4 ,9 6 , e X C h a n g e/ c ell は 2 .0 2 で あ り
,
( M ) 2 で の

染色体異常細 胞 の 頻度 は 70 % に 低下 した が g a p &

b r e a k/ c ell は 4 . 88
,

e X C h a n g e/ c ell は 2 . 16 と( M ) 1 と

T a b l e l ･ C h r o m () S O m al d a m 竺g e i n d し1 C e d b y A C N U a n d M M C ･ A C N U ( 10 〟g/ m l) a n d M M C ( 1

p g/ m l) w e r e a d m i n l St r a t e d o n S p h a s e of M G a n d N M G ･ Ch r o m o s o m a l d a m a g e w a s

e x a m i n ed a t th e 丘r st (M ) 1 ph a s e .

A C N U (1 0 賭 ′
/
m l)

d a m a-r
e d

a b e r r a ti o n

M M C (1 1 Jg / m り

d a m a g e d

C ell

a b e r r a ti o n

c e ll
g a p & b r e a k e x c h a n g e g a p & b r e a k e x c h a n g e

M G 1 0(.) %
10 . 7 8 2 . 02 9 6 % 6 . 3 0 1 . 8 8

N M G -4 0

N M G -7 3

7 1 %

9 6 %

2 . 5 0 0 . 2 8

7 . 3 8 2 . 1 7

5 5 %

10 0 %

2 . 6 8 0 . 1 1

7 . 0 7 2 . 45

d a m a g e d c ell : f r e q u e n c y o f c h r o m o s o m al d a m a g e d c ell s ･ g a p & b r e a k : g a p & b r e a k/

c h r o m o s o m e x l O O . e x ch a n g e : e X C h a n g e/ c ell .
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同頻 度であ っ た ( T a bl e 2) .
G 2 M p h a s e に 作用させ

た場 合( M ) l
で の染色体変化 は少な か っ たが, ( M ) 2 で は

S p h a s e に 作用さ せ( M ) 1 で み た場合 に近似 した
.

G l

pb a s e に作用 させ た場合 も同様の値 を 示 した
.

7) ア ル キル 化剤 A C N U の投与 量による染色体の変

化 : 各濃度の A C N U (0 .4 JL g/ m l , 2JL g/ m l , 1 0 jL g/ m l)

を ,
M G 及び N M G の S p h a s e に 作用さ せ て 最初 の M

p h a s e で み られ る染色体の変化 を比較検討 した( T a b l e

3) .
M G に 於て東色体異常を有す る細胞の 頻度は それ

ぞ れ の 作用 濃度で, 6 0 % , 8 0 % ,
1 0 0 % で , g a p &

b r e a k / c h r o m o s o m e X l O O は,
2 .8 , 4 .7

,
1 0 .8

,
e X

-

c h a n g e/ c ell は 0 . 0 2 , 0 . 10 ,
2 . 0 2 で あ っ た . N M G

-

4 0

野

に 於 て は
, 異常染色体細胞 の 頻度 は そ れ ぞ れ 32 % ,

4 0 % ,
71 % で g a p & b r e a k / c h r o m o s o m e X l O O は

0 .9
,
1 . 5

,
2 . 5 であ っ た が

,
e X C h a n g e は A C N U l O JL g/

m l の 濃度 で作用 させ た場合 に の み出現 した .
N M G - 7 3

の異常染色体細胞の頻 度は そ れ ぞれ 59 % , 6 8 % , 9 6 %

で , g a p & b r e a k / c h r o m o s o m e X l O O は 1 ･ 6
,
3 ･ 3 ,

7 . 4 で , e X C h a n g e/ c e11 は 0 . 12
,
0 ･ 1 4 , 2 ･ 1 7 で あっ た

.

M G 及び N M G 共に 染色体の 変化の 程度 は, アル キル

化剤 A C N U の 濃度 に 比 例 した(d o s e d e p e n d e n t) . M G

及 び N M G - 7 3 で は 同頻度 に 染色体異常 を有す る細胞

が み ら れ たが
, g a p & b r e a k は M G に 高く

,
e X C h a n g e

は N M G
-

7 3 に高か っ た .
N M G ≠40 は上 記両細胞 に

T ab l e 2 . E ff e c t s of A C N U o n e a c h c ell ph a s e

A C N U e x a m i n e d d a m a g e d
a b e r r a ti o n / C ell

(1 0 JJg/ m l) Ph a s e C ell
g a p & b t e a k e x c h a n g e

S

M l 1 0 0 % 4 . 9 6 2 . 0 2

M 2 7 0 % 4 .8 8 2 . 1 6

G 2 M

M l 7 8 % 1 .
8 6 0 . 0 8

M 2 9 8 % 3 . 60 1 . 9 6

(G l)2 M 2 1 0 0 % 5 . 0 4 1 . 8 4

A C N U (1 0 Jjg/ m l) w a s a d m i n i st r a t e d o n ( G l) , (S) ,
(G 2 M ) p h a s e o f M G ･ A b e r r a ti o n s of c h r o m o s o m e s

w e r e e x a m i n ed a t th e 血
･

St ( M l) a n d th e s e c o n d ( M 2) ph a s e ･

T a b l e 3 .
R e s p o n s e o r M G a n d N M G t o d o s e o f A C N U ･ 0 ･4

,
2

,
a n d l O JJ g/ m l d o s e s o f A C N U

w e r e a d m i ni st r a t e d o n S p h a s e of th e s e c ell s ･ C h r o m o s o m e d a m a g e s w e r e e x a m i n e d

a t th e fi r s t M ph a s e .

d o s e o f A C N U

( 〃g/ m l)
d a m a g e d c e11

c h r o m o s o m al a b e r r a ti o n

g a p & b r e a k e x c h a n g e

M G

0 0 0

0
.
4 6 0 % 2 . 8 0 . 02

2 8 0 % 4 . 7 0 . 1 0

1 0 1 00 % 1 0 . 8 2 . 0 2

N M G -4 0

0 0 0

0 . 4 3 2 % 0 .9 田

2 4 0 % 1 .5 0

1 0 7 1 % 2 . 5 0 . 2 5

N M G ･ 73

1 8 % 0 . 4 0

0 .4 5 9 % 1 . 6 0 . 1 2

2 68 % 3 , 3 0 . 1 4

田 96 % 7 . 4 2
.
1 7

g a p & b r e a k ; g a p & b r e a k / c h r o m o s o m e x l O O ･ e X C h a n g e ; e X C h an g e/ c ell



架験 グ リ オ ー マ 細胞 に 対す る ア ル キル 化別 の 影響

比 べ A C N U の 影興 が低 か っ た
. 染色体異常 を有す る細

胞が 約 7∩ % 出現 する A C N U の濃度で 各細胞 を比 較す

ると
,
N M G - 4 0 は A C N U の 漉度が 10 FL g/ m l で N M G

- 7 3 は2 JL g/ m l
,
M G は 0 .4 ～ 2 FL g/ m l の間の 濃度が相当

した
.

こ の 中で は ,
N M G - 4 0 に 最も商い e x c h a n g e が

認め ら れ ,
M G が最も e x ch a n g e が 少な か っ た

.

8) E x c h a n g e の t y p e に よ る差: M G 及 び N M G
-

73 で は 出現 した e x c h a n g e の t y p e に 違 い が み ら れ た

( T a b l e 4) .
A C N U l O p g/ m l の 濃度 を両細胞の S

ph a s e に 作用 させ
,
( M ) l p h a s e での C O m pl e t e e x

-

c h a n g e の 比は , M G で は 31 .2 % ,
N M G

-

7 3 で は 53 ･

8 % に 認められた . e x c h a n g e の 結合部位( r ej oi n i n g sit e

｡f c h r o m a ti d) の 数を 1 個の細胞平均 につ い て比較す

T a bl e 4 . F r e q u e n c y o f c o m pl e t e e x c h a n g e an d

r ej oi ni n g n u m b e r o f c h r o m a tid b r o k e n e n ･

d s o f M G a n d N M G ･7 3 . A C N U (1 0 JL g/ m l)

w a s a d m i ni s t r a te d o n S ph a s e . C h r o m o s o m e

a b e r r a ti o n s w e r e e x a m i n e d a t th e fi r s t

M p h a s e .

M G N M G ･7 3

c o m pl e t e e x c h a n g e 3 1 . 2 % 5 3 . 8 %

r eJ Oi n l n g

n u m b e r
･

/ c ell
2 .6 4 3 . 3 4

1 1 0 5

る と
,

r ej oi ni n g n u m b e r/ c e11 は M G は 2 .6 4
,

N M G
-

7 3 は 3 . 3 4 で あ っ た .

9) 染色体修復に 対する カフ ェ イ ンの作用: D N A の

複製後修復を抑制す る カ フ ェ イ ン をア ル キル 化剤処理

後 に 作用させ て, ア ル キ ル 化剤 に よる染色体変化 を検

討した
. 実験 は e x c h a n g e/ c ell が 1 .0 以 上の染色体変

化 を起 こ す A C N U l OFL g/ m l の濃度の も の を用 い た
,

この もの を M G 及 び N M G 両紙胞の S ph a s e に 1 時間

だ け作用 さ せ た後 に 1 m M の カ フ ェ イ ン をS か ら G 2

p h a s e の 間に 作 用 させ て
, ( M ) 1 p h a s e で 染色体を観察

した ( T a b l e 5) . こ の 濃度の カ フ ェ イ ン を単独投 与 し

た場合, g a p & b r e a k/ c h r o m o s o m e X l O O は A C N U

投与に よ るも の よ り も低い
.

M G に 於て は カ フ ェ イ ン

1 m M の単独投与で, 染色体異常 を有す る細胞が 52 %

に 出現し
, g a P & b r e a k / ch r o m o s o m e X l OO は 2 . 1 3 に

な るが, e X Ch a n g e は出現し なか っ た .
こ れ に比 して,

A C N U l O JL g/ m l 作用後 にカ フ ェ イ ン 1 m M を作用 さ

せ る と
, 染色体異常を有す る細胞の頻度 は100 % に な

り, 染色体が細切 され た m ul ti pl e b r e a k を有す る細胞

が 40 % に 出現 した
.

e x c h a n g e/ c e11 は
,
A C N U 単独投

与時 には2 . 0 2 で あっ たが
,
カ フ ェ イ ンの追加投与で 0 . 3 3

に著明 に 低下 した . N M G
-

4 0 はカ フ ェ イ ン単独投与 で

は染色体 に変化が生 じず, A C N U 単独投与時に 比べ て
,

A C N U と カ フ ェ イ ン の併用で g a p & b r e a k / c h r o m o ･

T a b l e 5 . S u p p r e s si o n of e x c h a n g e b y c a ff e in e ･

C a ff ei n e ( 1 m M ) w a s a d mi ni s tr a t e d o n S - G 2 M ph a s e o f M G a n d N M G a ft e r tr e a t m e n t of

A C N U o n S ph a s e o f th e r e c ell s ･ S u p p r e s si o n of e x c h a n g e s
･

e n h a n c e o f g a p & b r e a k a n d

m ulti pl e b r e a k of c h r o m o s o m e s w e r e o b s e r v e d ･

A C N U

O n S p h a s e

C a仔ei n e

o n S - G 2 ph a s e
d a m a g e c ell

ch r o m o s o m a l a b e r r a ti o n

M .
B . g a p & b r e a k e x ch a n g e

M G

＼

.
1 m M

1 m M

0 0 0 0

5 2 % 0 2 . 1 3 0

1 0 〃g / m l 1()l) % 0 10 . 7 8 2 . 0 2

1 0 〃g/ m l 10 0 % 4 0 % > 3 7
.
7 0 0 . 3 3

N M G-4(j
1 m M

(
,
) 0 0 n

n 田 0 0

1 0
〃か m l 7 1 % 0 2 . 5 0 0 . 28

1 0 /虜/ m l 1 m M 6 7 % 0 10 . 3 0 田

N M G-73
10 /Jg/ m l

1 m M

18 % 0 0 .
4 4 田

5 2 % 0 1 . 2 7 0

9 6 % 0 7 . 38 2 .1 7

1 0 JJg/ m l 1 m M 1 0 0 % 2 5 % > 2 3 . 0 0 1 .1 6

d a m a g e d c ell ; f r e q u e n c y o f c h r o m o s o m al d a m a g e d c ell ･ M ･ B ･ ; m ulti pl e b r e a k ch r o m o s o m e ･

g a p & b r e a k ; g a p & b r e a k / c h r o m o s o m e x l O O ･ e X C h a n g e ; e X Ch a n g e/ c ell ･
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T a b l e 6 . E ff e c ts of c aff ei n e o n e a c h c ell p h a s e of M G ･ 1 m M of c aff ei n e w a s a d mi n i st r a t e d o n e a c h

ph a s e (S - G 2
,
S

,
G 2) a f te r M M C -t r e a t m e n t ･ S u p p r e s si o n of e x c h a n g e w a s m a i nl y o b s e r v e d b y

t r e a t m e n t of c a ff ei n e o n S ph a s e .

M M C c a ff ei n e l m M
c h r o m o s o m e

d a m a g e d c ell
g a p & b r e a k

/ c e11
m u lti pl e b r e a k e x c h a n g e/ c ell

0 S - G 2 P h a s e 5 2 % 0 . 8 9 0 0

1 JJ g/ m l 9 6 % 2 , 9 0 0 1 . 8 8

ロ S ･ G 2 ph a s e 1 0 0 % > 1 1 . 3 5 6 4 % 0 .9 6

〃 S ph a s e 1 0 0 % > 1 1 .0 0 4 2 % 0 .9 8

ロ G 2 ph a s e 1 0 0 % > 7 .9 8 2 0 % 1 . 48

s o m e x l O O は 2 . 5 0 か ら 10 . 3 0 に 著明 に 増加 し, e X
-

C h a n g e/ c ell は 0 . 2 8 か ら0 に 低下 した
.

N M G
-

7 3 で

はカ フ ェ イ ン単独投与で異常染色体細胞 は 52 % に み ら

れ g a p & b r e a k/ c h r o m o s o m e X l O O は 1 ･2 7 であ っ

たが e x c h a n g e は認 めな か っ た . A C N U 投与後 に カ フ

ェ イ ン を作用させ た場合 , 染色体異常 を有す る細胞 は

1 00 % に み られ, 又 m ul ti pl e b r e a k ch r o m o s o m e を

有 す る 細 胞 も 25 % に み ら れ た . e x ch a n g e/ c ell は

A C N U 単独投与時の 2 .1 7 か ら 1 . 1 6 へ 低 下 した
.
ア ル

キ ル化剤 A C N U 投与後に カ フ ェ イ ン を作用 させ ると
,

染色体 の g a p & b r e a k が強く な り e x ch a n g e が 低下 し

た
.
カ フ ェ イ ン に よる m u lti pl e b r e a k を有す る細胞 の

出現頻度の上昇及び e x c h a n g e の 抑制は N M G よ り

M G に強く認 め られ た
.

1 0) 細胞 周期の 各期 に於 るカ フ ェ イ ン の作用 : M G の

S p h a s e に
,

M M C の 1 FL g/ m l の濃 度の も の を 1 時間

作用させ た .
カ フ ェ イ ンは①S - G 2 M p h a s e

, ②S ph a s e

の み , ③G 2 M p h a s e の み に作用 させ, ( M ) 1 P h a s e で

の染色体変化 を検索 した ( T a b l e 6) . 染色体異常 を有

す る細胞の頻度 は①, ②, ③の 全て に 1 0 0 % に み られ

た . m ulti pl e b r e a k を有す る細胞 の頻度 は①64 % , ②

42 % , ③20 % で あり,
カ フ ェ イ ン を S p h a s e に 作用

さ せ た作用 時間の長 さ に比例 す る傾 向が あ っ た .
こ れ

に比 して e x ch a n g e/ c ell は①0 .9 6
, ② 0 ･9 8

, ③ 1 ･4 8 で

あり , ①② に対 して③はカ フ ェ イ ン を作用 させ な い 場

合の 値 に近づ い た
.

以上 より カ フ ェ イ ン の作用 は細胞

周期の S ph a s e に 認 め られ た .

考 察

S eli g m a n と S h e a r
l l)

は , は じめて C 3 H マ ウス 脳 内に

20
-

メチ ル コ ラ ン ト レ ン の ペ レ ッ ト を挿入 して
,
2 0 匹

中 11 匹 に 人グリ オ
ー

マ に類する マ ウス グリ オ ー マ を作

製 し得 た . Z i m m e r m a n ら
5)1 2) 1 3) 1 4)

は メ チ ル コ ラ ン ト レ

ン
, ディ ベ ン ツ ア ン ト ラセ ン に よ る マ ウス グリオ

ー

マ の発

生 乳 異系 マ ウ ス に よる 差等の
一

連 の 発癌実験 を し, 実

験 的脳 腫 瘍 の 再 現 性 が 確 立 さ れ た . 又 D r u c k r e y
▲5)

は ニ ト ロ ソ ウ レ ア誘 導体の 静脈内投与 に よ り 中枢神経

系に 多種 顆の膿瘍 を発生 させ た
.

メ チ ル コ ラ ン ト レ ン

挿入 に よ り発 生す る 腫瘍 は s a r c o m a や s a r c o m a t o u s

c o m p o n e n t が濁 っ た gli o m a - S a r C O m a m i x e d ttl m O r

が 多 い
.
こ の 方法に よ り Zi m m e r m a n ら 川 は C 3 H 系に

24 % ,
P e e r s

1 6) は 5 5 % ,
ま た P e r e s e

1 7)
,
西川

1 8)
, 福井

1 9)

ら は 30 % か ら 4 4 % の マ ウス グ リ オ
ー

マ の 発生を み た
.

本実験 で用 い た M G c e11 1i n e は C ｡ H / H e 系 マ ウ ス に

作製 した グリオ
ー

マ 4 7 例 中の 1 例である
.
こ の c el1 1i n e

は継代培養 を進 め る に 従 っ て細胞 の 突起が 縮少 し
,

60

代継代細胞 は紡錐形 とな っ た . そ の細胞突起や 細胞質

は P T A H 染色 に よく 染ま り , 文電子 顕微鏡学的 に は
,

核
,
細胞質 の電子 密度 は比較的低く,

m a t u r a ti o n し た

細胞 の細胞 質に は
,

6 0 ～ 90 Åの m i c r o t u b l u s が 認めら

れ ,
A p a ri ci o

2 0) や平野21)
の い う グ リア細胞の 特徴 をそな

え てい た .

M a k i n o
2 2) は マ ウ ス 腹水腫瘍の 染色体分析 に より, 腫

瘍 に は そ の分裂増 殖の 主体 を な す細胞群が 存在する と

い う 種族細胞説を 掟喝 した が
,

腫瘍細胞の 培養に 於て

は この よう な s t e m - C ell が継代 を経る に 従 っ て 優位を

占め
,

そ の 細胞の 株の性状 を規定 す る
.

M G で は染色

体数 46 の 細胞が st e m c ell と考 え られ た
.

正 常組織の

単層継代培養細胞 は第Ⅰ期 (初代培養期) 第ⅠⅠ期 (細

胞増殖期) 及び第ⅠⅠⅠ期 (終末期) で終 り
,

い わ ゆ る c ell

li n e に の る もの は少な い
23)

.
正 2 倍体細 胞は 第ⅠⅠ期か ら

ⅠⅠⅠ期 に 移行す る過 程で 染色体 の 異数性 を獲得 し て c ell

li n e と して安定増殖す るも の と
,
第ⅠⅠⅠ期に 移行 してやが

て 死 亡 して い く も の に わ かれ る . N M G は
,
1 5 % の 正 2

倍体 細胞 と
,
上 記の染色体 の 異数性 を獲得 した 85 % の

細胞 の 2 種類 の 細胞集 団か ら成 り立 っ て い た
.

ゆ えに

実験 は , 染色体が 正 常 であ る細胞( N M G - 4 0) と
,
異

数性 染色体細胞 ( N M G
-

73) に つ い て比較検討 する こ

と が 妥当で あり, 腫瘍 由来細胞( M G) と合 わせ て三者

に つ い て検討 を加 え た
.



実験 グ リオ
ー

マ 細胞 に 対す る ア ル キ ル 化剤 の 影響 110 7

グリ オ ー マ の 発生母地で ある 脳に は
,
血管 系と脳組

織の 間に 血 液脳関門( Bl o o d - B r ai n B a r ri e r : B
･
B ･ B ･)

を有す る と い う特徴が ある . グ リオ
ー

マ の 化学療法 に

っ い て 星野
2 4) は

,
B . B . B . を考慮 に入 れ

, 薬剤の 親水性,

脂溶性, 分解速度,
或 は腫 瘍の H e t e r o g e n i cit y と い う

観点に 立 ち考察 して い る
.

ニ ト ロ ソ ウ レ ア 系制癌剤は

脂溶性 で B
.
B . B . を通過 し

,
その 代謝 産物 の デ ィ ア ゾニ

ウム イ オ ン が ア ル キ ル 化作用 を有す る2 4)
.

その 中で も

A C N U は水溶性で ある 為, 直接血管内投与 が で き
,

グ

リ オ
ー マ の治療 に用 い られ て い る

25)
. 抗生剤の M M C も

アル キ ル 化剤と して作用 す るが B , B . B . は通過 しない
2 8)

.

脳 の 神経細胞 は分裂増殖 を停止 し た細胞で ある
.

し

たが っ て グリ オ
ー

マ の 治療 に お い て は
, 分裂期の 腫瘍

細胞 を選択 的に 目標と して化学療法 を行え ば, 神経細

胞 を そ こ な う 副作用 も少な い
. こ の 目的の 為に分裂増

殖過程 に あ る細胞 の 比 及 び c ell c y cl e に 要す る時 間

等の 細胞周期の 分析 を行う こと は重要で ある
2 6)

.
ヒ ト悪

性 グリ オ
ー

マ に つ い て K u r y と K a r t e r は
2 7)

,
細胞周期

が 3 ～ 5 日 , 星 野 は
2 8) 2 ～ 3 日 と 報 告 し て い る . 又

T a n n o c k
2 9) は S ph a s e が 5 ～ 1 3 時間である と報告 して

い る . 細胞 周期 はI n vi tr o の もの は I n v i v o の もの よ

り若干短か く, 中川 ら
30)の メ チ ル コ ラ ン トレ ン誘発 マ ウ

ス グ リ オ ー

マ の細胞周期は 24 時間前後で ある . 本実験

で 用 い た M G は 約20 時間の 細胞周期 を有 して い た
.
正

常脳由来 の N M G は細胞周期が 長く
,
S p h a sd や M

pb a s e も な だ らか な 曲線 を描い た . こ れは
一 つ に は正 常

脳由来で あ る事や
, 染色体 分析上 2 種類の細胞か ら成

り立 ち
, 両者 の 細胞周期に 若干の ズ レ が あ る た め と考

えられ る
.

分裂増殖期の 細胞 は その p h a s e に よ っ て化学薬剤に

対す る感受性が 異な る
.

C o o p e r
3 1 )

は ,
ビ ン ク リス チ ン

は S ph a s e に 最 も強 く作用 し細胞 を M p h a s e に と ど

め
,

M M C は G l p h a s e に 作用 して G 2 p h a s e に C ell

c y cl e を止 め ,
ニ ト ロ ソ ウ レ ア 系 の B C N U (1

,
3 - B i s

(2 - C hl o r o e th yl 卜 1 ¶nit r o s o u r e a ) や C C N U (1 - (2

- C h l o r o e th yl 卜 3 - C y Cl o h e x yl 一卜 nit r o s o u r e a) は

S
,
G l/ S

,
S / G 2 p h a s e に 作用 が 強い と主張 して い る

.

本実験 の 結果 は, A C N U は M M C と同様 に 働 き
,
細胞

増殖抑制効果 は薬剤の 濃度 に 比 例 した (d o s e d e p e n d -

e n t) .
その 効果は S p h a s e を

一 度通過して c ell s u rv i v al

r a t e の 低下 と し て発現さ れ る (S p h a s e d e p e n d e n t)

こ の
, 又 c ell s u r v i v al r a t e の低下 は異常染色体 を有

す る細胞の 出現率 に ほぼ 比例 し た .

ア ル キル 化剤投与 に よ る細胞増殖 の 抑制や 染色体変

化の 程度 は
, 光顕上 み られ る細胞 の形態学的変化 に比

して 著明 であ っ た . 設楽 ら
32) は A C N U は ニ ト ロ ソ ウ レ

アの 中で も c y t o c id al a c ti o n が B C N U に 比べ て弱い と

述 べ て い る
.

S p h a s e を
一

回通過 した 時点で は細胞の

形態学 的変 化 を 釆た さ な い 程 度の 濃度 の A C N U や

M M C で も S ph a s e を2 回以上通過 した場合 は, 細胞

数 の減少の み な ら ず形態学 的変化 を来た す.
そ の理 由

は第 1 回目の S p h a s e で e x ch a n g e 等の D N A 修復が

な さ れ た細胞で も , 2 回目の S
･

p h a s e で の D N A 読 み

取り と修復が 損わ れ , 細胞質や細胞膜の変化 を生 じた

り, 又 M p h a s e で 分裂で きず細胞 の染色体変化や 巨細

胞化等が 生 じる為 と考 えら れ る .

D N A に 作用す る抗癌剤は細胞死を生ずる反面, 細胞

に 突然変異 をひ き お こ し癌 を発生さ せ る .
B ru n d r e tt

ら
3 3)

は ニ トロ ソ ウ レ ア 系の B C N U , C E N U ( N
-

(2
-

c hl o r o e th yl 卜 N
-

nit r o s o u r e a) ,
P N U ( N

-

n i tr o s o

- N - (n
-

p r O p yl) u r e a ) 等 を用い て発癌させ た ･
こ

の 原因 と し てS w a n n ら
8 4) 3 5) は ニ ト ロ ソ ア ミ ン に よ る

D N A の ア ル キ ル 化が
,
グア ニ ン の N

-

7 に生じ る為で

ある と述 べ て い る
.
こ れ らの D N A の損傷に対 して, 細

胞内で は u n s c h e d ul e d D N A s y n th e si s や e x ci si o n

r e p a i r
, p O St r e pli c a ti o n r e p ai r 等の種々 の修復機構が

作動 す ると 考 えら れ て い る
3 6) 鞘 8)

. 損 われた細胞の うち

修復 で き な い も の は細胞死 へ
, 誤 っ た修復 に より 突然

変異や発癌 へ と導か れ てい く.
この ような D N A レ ベ ル

で の 変化に 対 して, 染色体上で も い くつ か の特徴的な

変化が 生 じる .
D N A の d o u b l e st r a n d e d b r e a k が 修

復 され ず に 染色体上 に表現さ れた もの が g a p や b r e a k

で あ る
. g a p や b r e a k は従来光顕 レ ベ ル で は区別され

て い たが, D u P r a w
3 9) は電頭 に よる 染色体 の観 察で

,

b r e a k の 部分 に も D N A が存在 して お りg a p とb r e a k

は形態上 同じ意義を有す ると述 べ た. S a x
4 0)

,
E v a n s ら

'

4 1)

は Ⅹ 一 線 で 誘 発 さ れ た D N A の d o u bl e s t r a n d e d

b r e a k s が S ph a s e 前に 生 じ れ ば両染色体 に g a p や

b r e a k が 生 じ ( c h r o m o s o m e t y p e) , G 2 M ph a s e で 生

じ た場合 に は 単
一

染色分体 に g a p や b r e a k が 生 じる

( c h r o m a tid ty p e) と 分類 し た が
,

実際 に はI s o
-

c h r o m a tid t y p e と ch r o m o s o m e ty p e は区別が 不能で

あ り
,
今回 の 実験 で は作用 さ せた p h a s e が 判別 して い

る の で, 特 に 考慮を加 えな か っ た .
C o h e n と S h a w

4 2)
は

M M C ･ を作用 さ せ た場合は特定 の染色体(恥1
,

9 , 1 6)

に 異常が 生 じや す い と報告 した
. 本実験で は ,

A C N U

や M M C に よ り生 じた染色体の g a p や b r e a k は
, 薬剤

の 漉度 に 比例 し
, 同じ濃度で は N M G

- 4 0
,
N M G

-

7 3
,

M G の 順 に よ り高頻度 に 出現し た .

g a p & b r e a k が ,
D N A の d o u bl e st r a n d e d b r e a k

が 修復さ れ ず染色体上の 欠損と して表現され た も の で

あるの に対 し, e X C h a n g e は D N A の d o u bl e st r a n d e d

b r e a k s が 修復 され る時 に
, 他側 と誤っ て再結合 さ れた

も の で あり
,

切断点の 片側の み が結合さ れた 場合に は
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i n c o m pl et e e x c h a n g e に
,
両 側 の 場 合 は c o m pl e t e

e x c h a n g e とな る
4)

. 即 ち誤修復で はあ るが
, 細胞 の修

復能 力を表現 して い る . 本実験 で は g a p & b r e a k は

腫瘍 由来細胞に 高く,

一 方 e x c h a n g e は正 常脳 由来細

胞 に 高 く出現 した . 又 e x c h a n g e の 中で も c o m pl et e

e x c h a n g e は 正常脳由来細胞 に 高か っ た . 更 に N M G
-

4 0 はこれ らの変化が 最も低か っ た
.
以上 の事は D N A の

修復能力が
,

M G , N M G
-

7 3
,

N M G
- 4 0 の順 に低下

して い る事 を示 唆す る .

カ フ ェ イ ン は そ れ自体 は軽度の染色体変化 を生 じさ

せ る作用を有す る 卵 4)が
, 紫外線照射45 4 8)

,
M M C 投与

4 7)

ある い は他の ア ル キ ル化剤投与4 7) ヰ8) に より生じる染色体

変化 を著 しく増加する .
こ の作用 は本実験 で も確 め ら

れた ように
, そ の作用はS ph a s e に あ りg a p や b r e a k を

増加 させ e x ch an g e を抑制す る
4 8)

.
こ の カ フ ェ イ ン の作

用は細胞の D N A 複製後修復を抑制するた めと考えられ

て い る
… 0)

. また Bi sb u n ら
51) の よう に, 腫瘍細胞で も

細胞に より カ フ ェ イ ン の作用に 善が ある こ とをみ た 報

告 もある
. 本実験で は, カ フ ェ イ ン に よ る複製後修復

抑制の 作用が M G
,
N M G

- 7 3 , N M G - 4 0 の順 に 強 く

み られ た . した が っ て ,
こ の複製後修復能は 腰瘍 由来

細胞 で は低下 してお り,
S t u r elid .

4 9)
や R o b e r t s

5 1)
ら はカ

フ ェ イ ン に よ る複製後修復の抑制 は , ア ル キ ル 化剤に

よ る c ell k illi n g eff e c t を高め る と 報告 して い るの で
,

こ の修 復能 の低下 は腫瘍由来細胞 の ア ル キ ル 化剤 に 対

す る高い 感受性の 一 因を成 して い る もの と考 えられ る
.

また 本実験 で は
,

ア ル キ ル 化剤と カ フ ェ イ ン の併用 に

り m u lti pl e b r e a k ch r o m s o m e が 出現 し た
.

K i hl m a n

ら
4 8)は

,
2

′
- デオ キ シ ア デノ シ ン 投与 後の ヒ ト染色体 に

こ の も の を認め ,
D N A の アル キ ル 化 と 共に

,
修復が 抑

え られ た た め と して い る
.

結 論

同調培養 した マ ウス グリ オ
ー

マ 由来培養細胞 と正 常

マ ウ ス 脳由来培養細胞を用 い て, ア ル キル 化剤の 作用

に よ る細胞 の増殖抑制効果と染色体の 変 化 及び D N A

複製後修復能と の関係 に つ い て検索 した .

1 ) ア ル キル 化剤 の作用に よ り
,

そ の作用 濃度 に 比

例 して細胞増殖の抑制が み られ た .
こ の作用 は細胞が

S ph a s e を通過 した後 に認 め られ 又 腫瘍 由来細胞が 正

常脳由来細胞 よ り感受性 が高か っ た
.

2 ) ア ル キ ル化剤 の作用に よ り細胞 の染色体 に g a p ,

b r e a k や e x c h a n g e 等の 変化が 生 じた . 細胞増殖抑制の

程度 は, 染色体異常 を有す る細胞の 出現頻度 に ほ ぼ比

例 した
.

3) 染色体異常は
,

ア ル キ ル 化剤 の作用後 に 細胞が

S ph a s e を通過 した 後の M p h a s e で認 め られ ,
そ の頻

野

度 は 薬剤 の濃度に 比例 した .

4 ) g a p や b r e a k は腫瘍 由来細胞に 高く,
e X h a n g e

は正 常脳 由来細胞 に 高く み られ た
.

5 ) ア ル キ ル 化剤作用 後 に カ フ ェ イ ン を作用 さ せて

細胞 の D N A の複製後修 復能 を抑制す る と , 染色体の

g a p や b r e a k は増加 し, e X C h a n g e は低下 した
. 又 この

カ フ ェ イ ン の作 用は
, 細胞 の S ph a s e に み ら れ た

.

6 ) ア ル キ ル 化割と カ フ ェ イ ン の 併用 で 染色体が和

切 され た m u lti pl e b r e a k が 出現 した が, そ の 頻度 は腫

瘍 由来細胞 に高く みら れ た .

以上 の 結果よ り ,
ア ル キル 化剤の 抗腫 瘍効果は

,
D N A

合成 阻害 に よ り細胞分裂 を抑制す る こ と に よるも の で
,

S ph a s e 通過後の M p h a s e で染色体 上 に g a p や b r e a k

と して 表現さ れ る
. 抗腫瘍効果の 程度 は

, 作用 薬剤の

濃度 と細胞の 有す る D N A 修復能 と の 関係 で決定さ れ

る
. 染色体 上の e x c h a n g e は D N A 損傷 の 複製後修復を

示 し, 腫瘍由来細胞 で は低下 し てお り
,

こ の こ と はア

ル キ ル 化剤 に 対 して腰痛 由来細胞が 正 常由来細胞 より

も感受性が 高い 一 因で あ る こ と を示 唆す る .
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, 御指導 , 御校閲 を賜わりま した山本信二

郎教 授 に深謝 い た します
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また終 始御助雷, 御 支授 をい ただ

い た久保 田紀 彦 , 伊藤治英 両帝師 ,
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.
1

,
9 1 9- 93 8

(1 9 41) .

6 ) 久保長生, 上 条裕 肌 永室 鳳 沖野 充彦, 喜多

村孝 一

: 器官培養 に よ る脳腫瘍の形態学的研究. 神経

進歩,
2 2

,
1 6 5

-

1 7 4 (1 9 7 8) .
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7) Ⅹe r o s
,

N ∴ D e o x y rib o sid e c o n t r o l a n d

s y c h r o n i z a ti o n o f M it o si s ･ N a t u r e
,
1 9 4

･
6 8 2 - 6 8 3

(1 9 62 ) .

8 ) 森脇和郎, 定家多美 子 : マ ウ ス 骨髄細 胞
,

ミ エ ロ

ー マ 細胞 の染色体及び 染色体 バ ン ドパ タ
ー ン 観察法･

免疫実験棟作法 A , 5 9 - 6 5 (1 9 7 5) ･

9 ) 大野 真介 , W i e 胱 r
,
F ∴ マ ウ ス 染色体 の トリ プ シ

ン
,

ギ ム ザ バ ン ド法. 免疫実験操作法†tII
,

2 3 3 5
-

2 3 3 9

(1 9 7 9) .

1 0) E v a n s
,
H ･J ･

,
a n d O

,

R i o r d a n , M ･
L ■ ‥ H u m a n

p e ri p h e r al bl o o d l y m p h o c y t e s f o r t h e a n al y si s o f

ch r o m o s o m e a b e r r a ti o n s i n m u t a g e n t e s t s ･ M u t a
･

'

ti o n R e s e a r c h
,
3

,
1 3 5 H 1 4 8 (1 9 7 5) ･

1 1) S eli g m a n
,
A ･ M ･ ,

a n d S h e a r
,
M ･J ･ : S t u di e s i n

c a r ci n o g e n e si s ･ Vlll ･ E 又p e ri m e n t a l P r o d u cti o n o f

B r ai n T u m o r s i n M i c e w ith M e th yl c h ol a n th r e n e ･

A m . J . C a n c e r
,
3 7

,
3 6 4 - 3 95 (1 9 3 9) ･

1 2) Zi m m e r m a n
,
H ･ 軋 ,

a n d A r n ol d
･
H ･ : E x p e ri ･

m e n t a l B r a i n T u m o r s . ⅠⅠ･ T u m o r s P r o d u c e d w ith

D ib e n z a n th r a c e n e . C a n c e r R e s e a r ch
,

3
,
6 8 2

-

6 8 5

(1 9 4 3) .

13) Zi m m e r m a n
,
H . M ･ a n d A rn 01 d , H ∴ E x p e ri ･

m e n t a l B r a i n T u m o r s I V . T h e I n ci d e n c e i n D iff e rn t

S t r ai n s o f M i c e . C a n c e r R e s e a r c h
,
4

,
9 8- 1 01 (1 9 4 4) ･

1 4) Z i m m e r m a n
,
H . M ･ : T h e n a t u r e o f gli o m a s a s

r e v e a l e d b y a n i m a l e x p e ri m e n t a ti o n ･ A m ･ J ･
P a t h ･

･

1 6 ,
卜 2 9 (1 9 5 5) .

1 5) D r u ℃k r e y ,
上Ⅰ

り
Ⅰv a n k o v i c

,
S ･

,
u n d P r e n s s m a n n

,

R . : S el elくti v e E r z e u g u n g In ali g n e r T u m o r e n i m

G eh i r n u n d R ti c k e n m a r k v o n R a tt e n d u r c h N
-

M et h y 卜 N J -i tr o s () h m s t o ff ･ Z ei t s c h rift F u r K r e b s
･

f o r sh h u n g ,
6 6

,
3 8 9･･ト40 8 ( 19 6 5) L

1 6) P e e r s ,
J ･ H ･ : T h e r e s p o n s e o f th e c e n t r al

n e rv O u S S y St e m t O th e a p pli c a ti o n o f c a r ci n o g e ni c

h y d r o c a r b o n s . Il . M e th yl c h ol a n t h r e n e ･ A m e r ･ J ･

P a th .
,
16

,
7 9 9 - 8 1 6 (1 9 4 O) .

1 7) P e r e s e ,
I) . M .

,
a n d M o o r e

,
G ･ E ･ ‥ M e th o d s of

iIld u c ti () n a n d h i s t() g e n e Sis o f e x p e ri m e n t a l b r a i n

t u m o r s . J . N e u r () S u r g リ
1 7

,
6 7 7 - 6 9 9 (1 9 6 0) .

18) 西 川 喜作 : 実験的脳腫瘍. 神経進歩,
7

,
3 7 - 6 0

(1 9 6:江

19) 福 井仁士 : 実験的脳腫瘍 に 関 す る 研究. 医学研

究
,
4 0

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

2 0) A p a ri ci o
,
S .

,
L u m s d e n

,
C . E .

,
a n d J e n n i n g s

,

M . : E l e c t r o n M i c r o s c o p y o f G li a l R e a c ti o n s O b →

S e r V e d i n C N S C u ltt l r e S . B r ai n R e s e a r c h
,
7 , 2 6 8- 2 8 5

(1 9 6 8) .

11 09

2 1) 平野朝雄 : 神経痛 理 を学ぶ人 の ため に
.
1 1 6

-

1 3 0

頁, 東京, 医学書院(19 7 6) .

2 2) M a k i n o
,

S . : S o m e o b s e r b a ti o n o n th e

c h r o m o s o m e s i n th e Y o s hi d a s a r c o m a c ell b a s e d o n

th e p r eli m i n a r y r e p o rt . G A N N
,
4 2

,
8 7 - 9 0 (1 9 51) -

2 3) 中西 肴 : 培養細 胞の 染色体. 組織 培養,
5 2 5

-

5 34 頁 , 束京, 朝倉書店(19 6 4) .

別) 星 野 孝夫 : 悪性脳腫瘍の化学療法, その P b a m a ･

c o k i n e ti c s . 脳神経外科, 8
,
1 0 0 7

- 1 0 1 6 (1 9 8 0) .

が) 森 照 明 , 峯浦 一 書, 片倉隆
一

: 親水溶性 山t r o
･

s o u r e a 系制癌剤 A C N U の脳腫瘍患者 に お け る ph a r ･

m a c o k in e ti c s に 関 す る
一 考察

.
脳神経, 3 1

,
6 0 1 - 6 0 6

(1 9 7 9) .

2 6) H il d e b r a n d
, J .

,
a n d B rih a y e , J . : C h e m o

,

t h e r a p y o f B r a i n T u rn O u r S . A d v a n c e s an d T e c h n i ･

c al S t a n d a r d s i n N e u r o s u r g e r y ,
5

,
5 卜 9 1 , S p ri n g e r

一

V e rl a g W i e n N e w Y o r k (1 9 7 8) .

2 7) K u r y ,
G .

,
a n d C a rt e r

,
Ⅱ . D . : A u t o r a d i o

･

g r a p hi c s t u d y o f h u m a n n e r v o u s s y s t e m t u m o u r s ･

A r c h
,
P a th .

,
8 0

,
3 8

-

4 2 (1 9 6 5) .

2 8) 星 野孝夫 : 脳腫瘍の C ell k i n e ti c s . 脳神経外 札

1
,
4 5 3 - 4 5 9 (1 9 7 3) .

29) T a n n o c k
,

Ⅰ. : C ell K i n e ti c s a n d C h e m o
-

th e r a p y ,
A C riti c al R e v i e w . C a n c e r T r e a t m e n t

R e p o r t s
,
6 2

,
1 1 1

′

卜 1 1 3 3 (1 9 78) ･

3 0) 中川秀光, 堀 正 治, 長谷Jtl 洋 , 最上 平 太 郎,
早

川 徹, 中田陽造 : 実験 的脳腫瘍に 対す る ニ ト ロ ソ ウ

レ ア系制癌 剤 A C N U と放射線 の 併 用療 法 - i n vi t r o

お よ びi n v i v o に お ける細胞増殖抑制効果の 検討
-

,

脳神経, 3 1
,
9 27 - 9 3 6 (1 9 7 9) .

3 1) C o o p e r
,

f: . H ∴ C ell s y n c h r o n y a n d c a n c e r

tr e a t m e n t . A n o te o f c a u ti o n . C a n c e r Cli n i c al

T ri al s
,
2

,
1 7 5

-

1 7 8 (1 9 7 9) .

3 2) 設 楽 信 行 , 河 野 乱 高 倉 公 肌 佐 野 圭 司 :

C ell u l a r S y n ch r () ni z a ti o n
-

R a di a ti o n t h e r a p y : 同

調法の 検討と 臨床例の 実際. 第 1 0 回脳神経外科特別問

題懇話会講演録,
9 7 - 1 1 1 頁(1 9 7 7) .

3 3)
･

B r u n d r e tt
,

R . B
リ

C o I v i n
,

M .
,

W h i t e
,
E ･ H ･

,

M c K e e
,
J . H

. ,
H a r t m a n

,
P . E . , n n d D i a n e

,
L .

‥

C o m p a ri s o n of M u t a g e n e cit y ,
A n tit u m o r o f A c ti vi -

ty a n d C h e m i c a l P r o p e r ti e s o f S el e c t e d N it o s o u r e a s

a n d N it o s o a m id e s . C a n c e r R e s e a r c h
,
3 9

,
1 3 2 8 r 1 3 3 3

(1 9 7 9) .

3 4) S w a n n
,
P . F .

,
a n d M a g e e

,
P ■ N : N i t r o s a m i n

~

i n d u c e d C a r ci n o g e n e si s ･ T h e alk yl a ti o n o f n u cl ei c

a cid s o f th e r a t b y N
-

M E T H Y L - N - N I T R O S O -

U R E A
,

D I M E T H Y L N I T R O S A M I N E
,

D I -



1 1 1 0 河

M E T H Y L S U L P H A T E a n d M E T H Y L M E T H A -

N E S U L P H O N A T E . J .
Bi o c h e m

.
,
1 1 0

,
3 9 - 4 7 (1 9 6 8) .

3 5) S w a n n
,
P . F .

,
a n d M a g e e

,
P . N . : N it r o s a m i n e

- I n d u c e d C a r ci n o g e n e si s . T H E A L K Y L A T IO N O F N

- 7 0 F G U A N I N E O F N U C L E IC A C ID S O F T H E R A T

B Y D I E T H Y L N I T R O S A M I N E
,

N - E T H Y L
-

N
-

N I T R O S O U R E A A N D E T H Y L N E T H A N E S U L P H O-

N A T E . J . B i o c h e m .
,
12 5

,
8 4 1

-

8 4 7 (1 9 7 1) .

3 6) R o b e r t s
,
J .J . , C r a t h o r n

,
A . R .

,
a n d B r e Il t

,
T .

P . : R e p ai r o f A l k yl a t e d D N A i n M a m m ali a n C ell s .

N a t u r e
,
21 8

,
9 7 0

-

9 7 2 (1 9 6 8) .

3 7) H o ri k a w 乱
,

M .
,

N i k ai d o
,

0 .

,
T a n a k a

,
T .

,

N a g a t a
,
Ⅱ . , a n d S u g a h a r a

,
T . : C a r c i n o g e n e si s i n

T i s s u e C ul t11 r e . X . R ej o i n i n g o f S i n gl e
-

S t r a n d

B r e a k s i n D N A o f M a m m ali a n C ell s i n d u c ed b y

C h e m i c al C a r ci n o g e n s ( 巨 ni t r o q u n o li n e l -

0 Ⅹid e

a n d it s d e ri v a ti v e) . E x p e ri m e n t al C ell R e s e a r c h
,
5 9

,

1 4 7
-

1 5 2 (1 9 7 0) .

3 8) R 6 h r b o r n
,

G . : B i o c h e m i c al M e c h a n i s m o f

M u t a ti o n
.

"

C h e m i c al M u t a g e n e si s i n M a m m al s a n d

M a n
` `

p l - 1 5
,
S p ri n g e r

-

V e rl a g ･ B e rli n ･ H eid el q

b e r g . N e w Y o r k (1 9 7 0) .

卵) D u P r a w
,
駄J . : D N A と染色体,

2 7 3
-

2 8 8 貢 ,

東京 丸善(197 3) .

4 0) S a x
,

E . : A n a n al y si s o f X q

r a y i n d u c e d

c h r o m o s o m al a b e r r a ti o n s i n T d e s c a n ti a . G e n e ti c s
,

2 5
,
4 1

-

6 8 (1 9 4 0).

4 1) E v a n 鳥
, H .

J . : C h r o m o s o m e A b e r r a ti o n s I n
･

d u c e d b y I o ni zi n g R a di a ti o n s .
I n t e rn a ti o n al R e v i e w

o f C yt ol o g y ,
1 3

,
2 2 1

- 3 2 1 . A c a d e m i c P r e s s ･ N e w

Y o rk . (1 96 2) .

4 2) C o h e n
,

M . M . , a rLd S h a w . M .
W ･ : E ff e c t o f

M it o m y ci n C o n H u m a n c h r o m o s o m e s ･ J ･ C e11 ･ B i ol ･
,

2 3
,
3 8 6

-

3 9 5 (1 9 6 4) .

4 3) P al it ti
,

F . , R i 2:2: O n i , M .
,

G a tti
,

M
･ ,

a n d

Oli v i e ri
,
G . : C h r o m o s o m al a b e r r a ti o n s i n d u c e d b y

c a fE ei n e i n e n d o r e d u pli c a t e c h i n e s e h a m st e r c ell s ･

M u t a ti o n R e s e ar C h
,
2 6

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

4 4) W ei rL St ei rL
,

D . , M a u e r
,

Ⅰ.

,
K a t 2;

,
M . , a n d

E a 2: m e r , S . : T h e eff e ct o f c a ff ei n e o n c h r o m o
･

s o m e s o f h u m a n l y m p h o c y t e s : n O n - r an d o m d i s t ri -

h llti o n of d a m a g e . M u t a ti o n R e s e a r c h
,
2 0

,
4 4 ト 4 4 3

野

(1 9 7 3) .

4 5) S id e r o p o u l o s
,

A .S .
,

a n d S h a k el D . M ∴

M e c h a ni s m o f C a ff ei n e E n h a n c e m e n t o f M u t a ti o n s

I n d u c e d b y S u bl e th a l U l t r a vi ol e t D o s a g e s . J .

B a ct e ri ol o g y ,
9 6

,
1 9 8

-

2 0 4 (1 9 6 8) .

4 6) L u m b , J . R .
,
Si d e r o p o 11l o s

,
A .S . , a n d S h a n k el

,

I) . M . : I n hi bi ti o n of D a rk R e p a l r Of U l tr a v i ol e t

D a m a g e i n D N A b y C a ff ei n e a n d 8 - C h l o r o T

c a ff ei n e . K i n e ti c s of I n h ib iti o n . M ol e c . G e n . G e n e ト

i c s
,
1 0 2

-

1 1 1 (1 9 6 8) .

4 7) H a r tl e y
- A s p ,

B .
,

a n d K i hl m a n
,

B ･ A ･ :

C a ff ei n e
,

C a ff ei n e d e ri v a ti v e s a n d c h r o m o s o m al

a b e r r a ti o n s . ⅠⅤ. S y n e r gi s m b e t w e e n M it o m y ci n C

a n d c a ff ei n e i n C h i n e s e h a m s t e r c ell s . H e r e d it a s
,
6 9

,

3 2 6
-

3 2 8 (1 9 71) .

4 8) E i h l m a rL
,
B . A .

,
S t u r eli d , S ･

,
H a r tl e y

- A s p ･

B . ,
a n d N il s s o n

,
E ･ : T h e e n h a n c e m e n t b y c a ff ei n e

o f th e f r e q u e n c i e s o f c h r o m o s o m al a b e r r a ti o n s

i n d u c e d i n pl a n t a n d a n i m a l c ell s b y c h e m i c al an d

ph y si c al a g e n t s ･ M u t a ti o n R e s e r c h ,
2 6

,
1 0 5 - 1 2 2

(1 9 7 4) .

4 9) S t u r eli d
,
S . : E n h a n c e m e n t b y c aff ei n e o f c e11

k illi n g a n d c h r o m o s o m e d a m a g e i n C h i n e s e h a m st e r

c ell s t r e a t e d w ith th i o t e p a . H e r e dit a s
,
84 ,

1 5 7 - 1 6 2

(1 9 7 6) .

5 0) O k o y a m a
,
S .

,
a n d K i t a o

,
Y . : I n hi bi ti o n of

C h r o m o s o m e r e p ai r b y c a ff ei n e o r i s o n i c o ti n i c a cid

h y d r a zi d e o n c h r o m o s o m e d a m a g e i n d u c e d b y

M it o m y ci n C i n h u m a n l y m p h o c y t e s . M u t a ti o n

R e s e a r c h
,
8 1

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

5 1) R o b e r t s
,
J .J .

,
S t u r r o c k

,
J . E .

,
a n d W a r d

,
K ･

N . : T h e e n h a n c e m e n t b y c a ff ei n e o f a lk yl a ti o n ▼

i n d u c e d c e11 d e a t h
,

m u t a ti o n a n d c h r o m o s o m al

a b e r r a ti o n s i n C h i n e s e h a m s t e r c ell s
,

a S a r e S ul t o f

i n h i bi ti o n o f p o st
-

r e pli c a ti o n D N A r e p a i r . M u t a ･

ti o n R e s e a r c h ,
26

,
1 29

-

1 4 3 (1 9 7 4) .

5 2) V a n D e n B e r g ,
H . W . , a n d R o b e r t s

,
J ･J ･ :

P o s t
-

r e pli c a ti o n r e p a l r Of D N A i n C h i n e s e

h a m s t e r c ell s t r e a t e d w i th C i s P l a ti n u m (II)

D i a m i n e D i c h l o ri d e . E n h a n c e m e n t o f t o xi ty a n d

ch r o m o s o m e d a m a g e b y c a ff ei n e .
M u t a ti o n R e

-

S e a r C h
,
33

,
2 7 9

-

2 8 4 (1 9 7 5) .
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E ff e c ts of A lk yla t in g A g e nt s o n E x p e ri m e n t al Gli o m a C ells … - S t11die s b y S y n c h r o mi z a ti o n

C ult u r e a nd C h r o m o s o m al An aly sis - ‥ Hi r o k a z u K a w a n o
,
D ep a rt m e nt of N e u r o s u rg e r y ,

( D ir e c t o r: P r of ･ S . Y a m a m o t o) , S ch o ol o f M e dici n e ,
K a n a z a w a U ni v e rsit y ,

K a n a z a w a
, 9 2 0 J ･

J u z e n M e d . S o c .

,
9 1

,
1 0 9 5 M ‖ l l ( 1 9 8 2)

K e y w o rd s : E x p e ri m e n t al m o u se gl i o rn a , Al k yl ati n g ag e nt s
,
S y n c h r o niz ati o n c ult u r e ,

C h r o m o s o m al a b e r r ati o n , P o st re plic ati o n re p air .

A b st r a ct

E f f e c t s o f alk y l ati n g a g e n t s w e r e st u d i e d o n c u lt u r e d c ells o f e x p e ri m e n t al g li o m a . T h e gli o m a

w a s i n d u c e d b y a d m i n i st r a ti o n o f a p el et o f 2 0 -

m et h y l c h o l a n t h r e n e i n t h e b r ai n o f C 3 H / H e

m o u s e a n d c u l t u r e d i n t h e M E M m e d i u m w ittl l O % f e t al b o v i n e s e ru m . O n e o f 4 7 st r ai n s( M G )

w a s u s e d f o r t h e st u d i e s . O n e c e l1 1i n e fr o m n o r m al C 3 H / H e m o u s e b r ai n( N M G ) w a s al s o u s e d
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