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抗癌剤に よる癌細胞の 形態変化と細胞動態に関する研究

柵 担熔 マ ウ ス に対する抗癌剤投与に お ける癌細胞の

形態変化 と細胞動態 に つ い て 叫

金沢 大学医学部内科学第三講座 ( 主 任 ‥ 服部 絢 一 教授)

五 嶋 亜 男

( 昭 和5 4 年10 月 9 日受付)

本論 文の 要 旨は
,
日本臨床細 胞学合第1 7 回( 昭 和5 1年)

,
第18 回( 昭 和5 2 年) 及 び 第1 9 回( 昭 和5 3 年)

総会 に お い て 報告 した｡

癌細胞の 増殖動態 は
, 種 々 の 要因 に よ っ て 流動的に

変化す る が ･ 細胞 周期 の 時期に よ っ て は , 癌細胞の 抗

癌剤に 対す る感受性 に 差 異 が あり ,
こ の こ と が 薬剤の

効果 を左右す る 重要 な因子の 一

つ と も な っ て い る
り

-

8 )

一 方 ･ 諸要因 に よ っ て 惹起さ れ る細胞変性に と もな

う核の 形 態 学 的変化に つ い て は
. 多 数の 報告 が み られ

て い るが9 州 j
･ 変性過程 に おけ る核構造 の 変化 を . 癌細

胞の増殖動態 . あ る い は核構成分で あ る D N A
,
R N A ま

たはピ ス ト ン な どの 生化学的及 び細胞化 学 的測定結果

と相関せ し めた研 究
- … )
は , 比較的少な い よう で あ る .

D i M a r c o らは H e L a 細胞な どの 培養系
‖)
及 び A H 13 0

などの 担感動物 に お い て1 V , d a u n o r u b i ci n に よ る 核

小休の 変化と R N A 含量 の 低 下に つ い て 報告 し . 鵜沼

ら
朋20)
も a c ti n o m y c i n D と i n u i t r o で 接触 し た 癌細

胞 に お ける核 R N A の 消長と と も に 電顕的 に 核小体 の

顆粒成 分の 変化 に つ い て 観察して い る . ま た , 吉 田
2り
は

細 胞 化 学的 な ら び に 生 化 学 的手 法 で 測定 し た

Eh rli c h 癌細胞 の D N A 量 と形態学 的所見の 比 較検討

を行な い ･ 癌細胞 の 変性過 程 に あ らわ れ る核構造の 異

常に 注目し て い る .

最 嵐 当教室 に お い て 急性白血病患者 の 寛 解導入 に

a d ri a m y c i n の 間歌大量 投与がき わ め て 効 果 的 で あ

り t ま た 本症 例に お い て 流 血中白血病細胞の 特徴的な

形態変化
･ と く に 核構造の 異 常が 認 め られ た こ とか ら ,

担囁生体 に 諸 種の 抗癌剤を投与し た場合 に お け る癌細

胞の 増穂動磐の 様相 と細胞像 とく に 核小体の 異常形態

C h a n g e s i n M o r p h ol o g y a n d C ell K i n e ti c s

C a n c e r D r u g s in M ic e T s u g u o G o s h i m a ,

( Di r e ct o r : P r of . K . H at t o ri) , S c h o ol o f

の 出現 と の 関 係 に つ い て 一 連 の 比較検討実験を行 な っ

た .

実額材料お よ び方法

1 . 動物

全 実験 を通 じ ･ 体重約25 g ( 5 ～

6 濁令) の d d 系雄

性白色 マ ウ ス ( 静岡実験動物) を使用し た .

2 . 腫 瘍

金沢大学が ん 研究所化学療法部で 継代保持さ れ て い

る Eh rli c h 腹水痛の 分与を う け , 実験 に供 した .

3 ･ 抗癌剤ならびに薬液の諷製

本実験 に 供用 の 抗癌剤と して は
. 表1 に み ら れ る よ

う に 生化学 的作用特 異 性
2)
･ あ る い は殺 細胞作用様

式
22 )23) に お い て そ れぞ れ特徴あ る薬剤を選 択し た . す な

わ ち ･ 殺 細胞作用 か ら みて 濃度依 存性薬剤と して ア ル

キ ル 化 剤 c y cl o p h o s p h a mi d e ( C P M ∴塩野義製薬) , 抗

生 物 質 ad ri a m y ci n ( A D R , 協 和 醗 酵 工 業) 及 び

d a u n o ru b i ci n ( D N R . 明治製薬) , ま た時間依存性薬

剤と し て 代謝桔抗剤 cy t o si n e a r a b i n o si d e ( A r a - C ,

日本新薬) 及 び有糸分裂毒 vi n c ri s ti n e ( V C R , 塩 野義

製薬) な どで あ る ･ こ れ らの 抗癌剤 は実験に 供用 す る

直前 ･ 生理 食塩 水 に 溶解せ し めて 所定地度液 に 調 製 し

た .

4
･ E h r 損血 痕細胞浮遊液の調 製

約2 × 1 06 個 の E h rli c h 癌細胞 (以 下 工 癌細胞と略

す) を腹 腔内移 植 した担癌 マ ウ ス か ら1 通 関後に 癌性

Of C a n c e r C ells T r e at e d w it h A nti -

D e p a rt m e n t of I n t e r n al M e dic in e ( III)
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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腹水を 採取 し , こ れ に生僅 食 塩水を加 え . 生細胞 2 ×

10
丁個/ mエと な る よう に 希 釈調製 した . なお , 生細胞数

は e r y th r o si rl B 色素排除試験 に よ っ て 算定 した .

5 . 抗癌剤の 投与

工 癌細胞 5 x l O 右 個 を健常 マ ウ ス 腹腔内に 移 植 し ,

移植5 日後の 担癌 マ ウ ス を 1 群の 平均体重が均等 と な

る よう r a n d o m に 群別し . 披換抗癌剤 の 所定畳を マ ウ

ス 腹腔内に 1 回だ け投与 し た . 抗癌剤 の 投与量 は , そ

れぞ れ の 薬剤の L D 別 を も と に して 算出し , 大豊 . 中等

盈 及 び少量 の 3 段階と し た . す なわ ち , C P M は 40 0 mg

/ 短 . 10 0 m g / 短 及 び 20 咽 / k g , A D R は 10 m g /

k g , 2 m g / k g 及 び0 .2 n g / k g , D N R は 5 mg / k g , 2

m g / k g 及 び 0 .2 m g / k g . A r a - C は1 2 5 m g / k g , 2 5 ng

/ kg 及 び 5 mg / k g , ま た V C R は3 m g ./ k g . 1 咽 / kg

及 び0 .3 曙 / k g で あ る . なお , 対照群 マ ウ ス に は 抗癌

剤 の 代り に 生理 食塩水を腹腔内投与 し た .

6 . 抗癌剤投与後に お ける腹水癌細胞の経時的形態

観察

1 ) 染色横木 に つ い て の 光 学的顕 微鏡 に よ る 観

察 : 担癌 マ ウ ス に 薬 剤 を 投与後 t 3 , 6 . 1 2 , 2 4 , 4 8

及 び72 時間に 腹水を採取し . 塗 抹厨定積本 を作製 し

た . そ れぞ れ の 模 本 に つ い て は , G i e m s a 鈍 色 及 び

W al t e r ･ R e e d ･ A r m y - H o s pi t al 変法 に よ る P a p a n i -

C O l a o u 染 色を 施し . ま たとくに 核 小体( n u c l e o l u s )

の 形態髄察の ため , B o ui n 固 定液で 処理後 , M a n 1 1 染

色 を施し て か ら光顕的に細胞の 形態観察を行 な っ た .

2 ) 位相差頗微鏡に よ る観察 : 各時間 ご と に 採取 し

た腹水に つ い て 薄層 横木 を作製 し. ただ ちに 位相差顧

微鏡( 日本光学製 , 対物 レ ン ズ d a rk m e d i u m x 4 0 ,

× 1 0 0 , 線色 フ ィ ル タ ー ) 下で 観察 , ネ オ パ ン F を使用

して 撮影 した .

7 . 腹水中の 絵癌細胞数. 分 鮎 旨数及び死細胞率の

測定

1 ) 絵癌細胞数 の 測定 : Eh rli c h 腹 水 癌細胞 5 ×

10
6
個 を 移 植 L た マ ウ ス 20 0 匹 を r a n d o m に 分別

し , 1 轟剤 . 1 用 量 に つ き50 匹 を 1 群 と し た . 移 植5

日後 に 実験群 マ ウ ス に は所定用量の 抗癌剤を , 対照群

マ ウ ス に は生理 食塩水を そ れ ぞ れ腹腔内投与 した . 薬

剤投与後 3 , 2 4 . 4 8 及 び7 2 時間に そ れ ぞ れ 10 匹宛の

マ ウ ス を屠殺 , 開腹後 卜 駒 込 ピ ペ ッ ト を 用い て 癌性腹

水を吸 出し , つ い で 生理 食塩水で 腹腔内を十分に 洗概

し て 全細胞 を 集 め ∴ 室温下で 生理 食塩水を加え て 一 定

容畳 と し た .
こ の 癌細胞浮遊液0 . 2 mエに I s o t o n Ⅱ液

(b al a n c e d e l e c t r o l y t e s o l u ti o n ) 1 9 . 8 mL を加えて 希

釈 し . ただ ち に C o u l t e r C o u n t e r 装置 ( 米国 C o u lte r

El e c t r o n i c s 社 , Z B l 型) に よ っ て 計測し . 腹腔内癌細

胞組数 を算出 した .

2 ) 分裂 指数(M i t o ti c I n d e x , M .I .) の 測 定 : 総癌

細 胞 数 測 定 実験 の 際 . 癌 性 腹 水 の▲1 滴 を と

り . G i e m s a 染色塗抹模本を作製 し た . 1 枚の 模本につ

い て 20 0 0 個 の 癌細胞 を観察 し, 分裂期細胞数と総細胞

数の 比 か ら M .Ⅰ. を算定 し た .

3 ) 死 細胞率の 測定 : 薬剤投与群及 び 対照 群マ ウ ス

か ら 各所定の 時間 ご と に 採 取 し た 癌性腹水 1 容を

e r y th r o si n B 液 9 容 で 希 釈後 . た だ ち に B ti r k e r
･

T ii r k 血球計算板を用 い て 計数し た . す な わ ち .
2 00 偶

の 癌細胞 の う ち . e r y th r o si n B に よ っ て 染 色さ れた細

胞 を 死細胞と判定し , 死 細胞数と総細胞数の 比 に よ っ

て 死細胞率巷算出し た .

8 . エ 癌細 胞 に お け る
3
H ･t h y mi d i n e 及 び

3
H ･

u ri di n e の と り こみ実験

工 癌細胞 の 腹腔内移植 マ ウ ス を 1 群 3 匹宛 . 実験封

3 群 及 び対照群1 群の 計 4 群 に 分別 し , 薬剤 投与前及
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び投与後3 . 1 2 . 2 4 . 4 8 及 び 72 時間に そ れ ぞ れ 腹水

を0 . 5 ～ 1 mL ず つ 採取 し . E a gl e
T

s M E M 培地( 組織培

養用 , 日 水 製薬) に よ っ て 癌 細胞 を 3 回 洗 浄

( 800 r p 臥 1 0 分) し た . 洗浄癌細胞 は 20 % 仔牛血清

加 M E M 培地 に 浮遊さ せ , 1 × 1 0
6
個 / mエ濃 度 の 癌 細

胞浮遊液 を調製 L た . 次に 1 検体に つ き . 6 本の ゴ ム

栓付′ト試 験管を用 意 し . こ れ に 1 山宛前記癌細胞浮遊

液を分注 し ,3 本 の 試験管に は
3
H ･th y mi d i n e( 以下 H -

T d R と略す . 5 . O C i / m m o l e , 第 一

化学) を , ま た残

り3 本に ば H ･

u ri d i n e ( 以 下
3
H ･ U R と略す . 5 .O C i /

m m o l e
,
第

一

化 学) を そ れぞ れ 1FLC i 宛添加し , 3 7 ℃

で ふ 置した . 6 0 分後. 反応液 はた だ ち に 氷水で 急冷 し ,

常法に 従 っ て Gl a s s fib e r fil te r ( W h a t m a n n G F / C ,

2 . 5 c m ) で 濾過 し た . フ ィ ル タ
ー 上の 細胞 は冷 生理

食塩水で 2 回 , 冷5 % ト リク ロ ー ル 酢酸及 び エ タ ノ ー

ル エ
ー

テ ル 混 液( 3 : 1 , Ⅴ / v ) で そ･れ ぞ れ 3 回 宛洗浄

後, 風乾せ し めた . 乾燥後の フ ィ ル タ ー は , シ ン チ レ

一 夕 ー

( P P O x ト ル エ ン) 入り の バ イ エ ル 瓶に 移入し ,

液体S ci n till ati o n s y s t e m (B e c k m a n L S - 2 0 0 B)

に よっ て 放射活性の 測定 を行な っ た .

g . D N A 瞬間 自動 測 定 装置, F l o w M i c r o fl u o r o -

m e t r y (P . M .F .) によ る解析実験

Eb rli c h 腹水癌細胞 2 × 10 6 個 を 腹 腔内移植 し た

dd マ ウ ス に 対し , 移植 5 日後 に 所定 畳 の 抗癌剤 を 1

回腹腔内に 投与し . 以 後 6 . 2 4 , 4 8 及 び 72 時間と経時

的に腹水を採取 し た . 癌細胞 はリ ン 酸 塩 緩衝食塩 水

(PB S . pH 7 . 2 ) で 3 回洗浄( 80 0 r p m . 5 分) 後 . P B S

に浮遊 せ しめ て 約1 × 10 丁個/ mエ濃度 の 癌細胞浮遊 液

を調製した . 上記 癌細胞浮 遊 液 1 容 に P r o pi o d i u m

i o di d e 溶液( 0 . 1 % S o d . ci t r a t e 溶液 に P r o pi o d i u m

i o di d e を0 .0 5 m g / mL 濃度 に 溶解せ しめ た もの) 9 容

を加え , 4 ℃下 , 暗所 で 20 分間染 色 後 , 米 国 Bi o /

P h y si c s 社製 C y t o fl u o r o g r a p h , S y st e m B に よ っ

て 細胞1 個 当り の 相対的 D N A 量 を測定 し , 細 胞 集団

の D N A 量 の 分散分布 を ヒ ス ト グ ラ ム と し て 表 現 し

た .

川 ･ 担癌 マ ウ ス に対する抗癌剤1 回 投与 に よ る 延

命効果

E h rli ch 腹 水癌細胞 5 × 10
6
個 を d d 系 マ ウ ス の 腹

腔内に 移植し
, 癌性腹水の 貯漕が 明 ら か に 認 め られ る

5 日後に . 坦 囁マ ウ ス を 1 群 7 匹 宛 に 群別 した . 抗癌

剤の 投与は 2 段階用 量 で 行な っ た . す な わ ち , C P M は

40 0 帽 / kg 及 び 20 m g / k g , A D R は 10 m g / k g 及 び

0 ･ 2 mg / k g , D N R は 5 mg / k g 及 び 0 .2 m g /

kg ･ A r a ･C は 1 2 5 m g / k g 及 び 5 m g / k g , ま た V C R は

3 帽 / k g 及 び 0 . 3 m g / k g をそ れ ぞ れ . 癌移植 5 日後の

691

マ ウ ス 腹腔内に 1 回だ け投与 し. 対照群 マ ウ ス に は生

理 食塩水を 1 回腹腔 内投与 した . 以 後 40 日間全動物 の

生存状態を観察 し . 効果判定は動物の 生存 日数中間値

( M e d i a n s u rv i v al ti m e , M S T ) 及 び 40 日後 の 生存

動物数に よ っ て 判定し た .

実 験 成 績

E h rli c h 腹水癌細胞を移植し た担癖個体に お い て ,

腹腔内癌細胞が対数的 に 増殖して い る時期 . 換言すれ

ば Ski p p e r ら
H
の い う 増殖分画( G r o w th f r a c ti o n ) の

高い 時期 に 抗癌剤 を投与し た場合 , 腹腔内癌細胞 に み

られ る形態学的変化 . と く に 核小体の 変化が , 癌細胞

集団の 畳 と 分裂指数 . 核 酸合成に お ける前駆物質 の と

り こ み . 細胞回 転の 動態 . ある い は担癖個体の 延命 と

ど の よう に 相関す るか を生化学的作用性 に お い て 異 な

る抗癌剤の 種類別 に 比較検討し た .

Ⅰ . 諸種抗癌剤投与後に おける総癌細胞数及び分裂

指数の経時的変化

1 ･ C P M = 図 1 は担癌 マ ウ ス に CP M を投与 し た場

Ti m o 州 即 8 d m i n 厨 r 刷 o n ( h o u 柑 )

F ig . 1 T o t a l t u rn O r C ell c o u n t i n a s citi c

fl u id s of E h rli c h c a r ci n o m a b e a r l n g mi c e

a ft e r t r e a t m e n t wi th c y cl o p h o s p h a mi d e

( C P M )
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合 ∴ 経時的に 馳走 した総癌細胞数 の 変化を示し た も の

で あ る .
エ 癌細胞 5 × 1び 個を マ ウ ス の 腹腔内に 移植

す る と . 5 日後の 総癌細胞数 は約 100 倍 . 3 ～ 5 × 10 8

個 に 増加 して い る .
こ の 時期 に 生理 食塩 水 を腹腔内投

与 して も , 細胞数 は減少す る こ と なく増加 し . 2 4 時間

後 で はわず か の 増加 に 止ま るが , 4 8 時 間後 で 約 2 倍

程度の 増加 , 7 2 時間後で さ ら に 増加の 傾向が み られ .

そ の 増殖 は 24 時間以 降 はぼ 直線的 に 示さ れ た ( 対 照

群) . 同様 の 条件下で C P M を 40 0 m g / kg , 1 8 0 m g / 短

及 び 20 mg / 短の 用量 で そ れ ぞ れ 1 回 だ け腹腔内投与

す る と . 3 時間及 び24 時間後の 総癌細胞数 は対照群

の そ れ と ほぼ 同じ経過 を示す が , 4 8 時間後で は C P M

の 用量 に 応じ て 不 変. また ほ減少 し てお り , 明 らか に

d o s e r e s p o n si v e で あ っ た . し か し 72 時間後に 至 る

と , 少用量 の 2D mg / 短投与群で は , 急速な 細胞増殖が

認 め られ . 細胞数 の 著し い 増加が み られた .

一 方 , 分 裂指数 に つ い て ほ , 図2 に 示さ れ る よう に ,

C P M 2 0 岬 / k g 投与群で 2 4 時間後 まで は とく に 変化

は み ら れず , 1 % 前後 で あ っ た が . 4 8 時間後 に お い て

約2 .3 倍 の 高率を示 し , 以 後対照群と同様 , 定常状態

が み られ た . こ の こと は絵癌細胞数が 48 時間後か ら急

速 に増加 し , 7 2 時間後に 最高値を示 して い る こ とと 符

合 して い る もの と思 わ れ る .
こ れ に対 し . 1 0 0 mg / k g

投与群で は . 投与a 時間以後 . 時 間の 経過 と と も に減

少す る廠向に あり , ま た 400 m g / k g 投与群で は , 3 時

間後で す で に 著 しい 低下が み られ ,
以 後増大す る こ と

なく , 7 2 時間 後で 0 .2 5 % 程度 で あ っ た .

2 . A D R : A D R の 3 段階用 量 , す な わ ち 10 n g /

厄 , 2 曙 / k g 及 び 0 .2 m g / k g を そ れぞ れ 担痛 マ ウ ス

に 1 回腹腔内投与 した場合 . 総 癌細胞数の 経時的変化

3 2ヰ ヰ8 7 2

Ti m o q fI 8 r d d mt n 紬†帽†i o n ( h o u rs )

F i g . 2 V ar i ati o n s i n m it o ti c in d e x of E h rli c h

a s c it e s c a r ci n o m a c ell s a ft e r t r e a t m e n t w ith

C y Cl o ph o s p h a m id e ( C P M )

を 示し た の が 図 3 で あ る . A D R O . 2 帽 / k g 投与群 で

は , ま っ た く対照 群と 同様 . は ぼ直線的に細胞数の増

加が み られ , 7 2 時間後に 約2 倍強の 細胞増加 が み ら

れ た ･ 2 曙 / k g 及 び 10 m g / k g 投与群 で は , 増殖抑制

度 に お い て 両者間に 若干 の 差異 は あ るが , 絵癌細胞数

に お け る増加は ま っ たく み られ ず , む し ろ経時的に城

少 の 傾向が 認 め られ た .

分裂 指数 に つ い て は図 4 に み ら れ る よ う に , A D R

の 0 . 2 m g/ k g 投与群 で は , 対照 群の 変動 と ほぼ 一 致し

た経過 がみ ら れ , 2 4 時 間後 で 対 照 群 を 超 え る高値

3 . 2 % を示 し . 以 後漸減 し た . 2 曙 / k g 及 び10 喝 /

短投与群 で は . 3 時間後で すで に 0 .1 % 程度 となり , そ

の 後 もは と ん ど増加す る こ と なく 低率が持続さ れた .

3 . D N R : 化学構造が A D R に 近似 して い る D N R

は , 毒 性の 点 で A D R に劣るボ∴抗睡瘡活性ならび に作用

特性 に つ い て は , A D R と はと ん ど同様で あ る と い わ

れ て い る
2 4l

. 従 っ て 担癌 マ ウ
.
ス に そ れ ぞ れ 0 . 2 喝 .

/

短 .
2 曙 / k g 及 び 5 m g / kg の D N R を投与し た場合の

腹水申癌細胞集団の 動態 ( 総癌細胞数及 び分裂指数)
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芯
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途
q

∈
コ
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7 23 2 4 4 8

T i m o q f†針 8 d m i nis†r(州 o n ( h o u r s I

F ig ･ 3 T o t al t u m o r c ell c o u n t i n a s citi c
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a ft e r t r e a t m e n t w ith a d ri a m y c i n ( A D R )
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につ い て は , A D R 投与 に お け る場合と ほ と ん ど輯似 の

パ タ
ー ン と して 認 め られ( 図5 及 び図6 ) . 2 mg / k g 以

上の 用 量で , 少く と も 72 時間後 に 至 る ま で は , 明 らか

に細胞増殖の 抑制が認 め られ た ,

= S otl b e t C O n 仲01】
ト ~~~ - A D R O ･ 2 m 9 / 叫
0-- …･ ･ O A D R 2 m g / k g
口

~ ~ -
→ ⊃ A D R 暮O m 9 /k g

- ■
､

2 ヰ 4 8

Ti m e 8 f†e r q d m i れi $ けq†io n ( h 仇Ir S )

F ig . 4 V a ri a ti o n s i n mi
t o ti c i n d e x o f

E h rlic h a s cit e s c a r ci n o m a c ell s af te r

t r e at m e n t wi t h a d ri a m y c in ( A D R )
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F i g ･ 5 T o t al t u m o r c ell c o u n t i n a s citi c

fl u id s of E h rlic h c a r c i n o m a b e a ri n g mi c e

aft e r t r e a t m e n t w ith d a u n o r u b i ci n ( D N R )
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4 ･ A r a - C : 典型的 に s c h e d u l e d e p e n d e n t で あ る

抗癌剤 A r a ･ C に つ い て は
, 1 2 5 m g / kg . 2 5 mg / k g 及

び 5 mg / kg の 3 段階用 量 で 換 討 し た . A r a - C 投 与 後

48 時間ま で の 細胞増殖抑制 は既述 の CP M , A D R な

ど と類似 した が , 4 8 時間以 後に つ い て は , C P M 及 び

A D R の 場合 と 異 なり . 2 5 柑 / k g 投与 群 は も と よ り

125 mg / k g 投与群 に お い て も , 増殖回復 の 傾向が認め

ら れ た ( 図7 ) .

また 分裂指数 に つ い て は
. 全群が 3 時間後で 対照 群

より はる か に 低 い が , 4 8 時間以 後 に お い て 明 ら か に

増加傭向を示 し , と く に 少 ｡ 中等畳 群の 72 時間値 は対

照群と は ぼ同程度を示 した( 図 8 ) .
こ の こ と は癌細胞

集軌 こお け る増殖分画の 増大を裏づ け るもの で あ る .

5 ･ V C R : V C R の 場合も ま た 投与後 2 4 時 間 ま で

は , 投与量 に 比例 し た総癌細胞数の 減少が
一 時的 に 認

め られ たが , 2 4 時間以 後は時間の 礎過 と と も に 漸増

の 債向が示さ れ た ( 図9 ) .

一 方 , V C R 投与 に よる分裂指数 の 変動 は き わ め て

特徴的 に 示さ れ た . す な わ ち
, 投与量 の い か ん に か か

わ らず . 2 4 時間後 に お い て 最高値 を示し , 以後時間の

経過 とと もに 急速 に 減少 し , 7 2 時間後 に ほ と ん ど 正

常に 復 した( 図 10 ) . 2 4 時間後に み られた こ の 分裂期

細胞 の 増加 は . 分裂中期 ( m e t a p h a s e ) の 細胞数 の増

加. す な わ ち V C R に よ る m e t a p h a s e a r r e s t が 誘導さ

れ た もの と思 われ る .

Ⅱ
. 諸種抗癌剤投与後における腹水癌細胞の経時的

形態観察

1 . 位相差顕微鏡による観察

1 ) C P M : 生理食塩水を投与 した対照群 で は , 細胞

像 とく に 核小体 に お け る経時的変化は はと ん ど認 め ら

れ なか っ た . C P M 投与群の 投与6 時間ま で は , 用 量の

Fi g . 6 V a ri a ti o n s i n m it o ti c in d e x of E h rli c h

a s cit e s c a r ci n o m a c ell s a ft e r t r e a t m e n t

W ith d a u n o r u bi c in ( D N R )



6 9 4

㌻
〇
一

三
S

ニ

g

葛
L

ぷ
∈
コ

Z

(

ボ
)

芸
P

u
一

〇

〓

0

〓

三

五

一
1

】._⊥___柵←一_▼-▼¶__∬
⊥

_
2 4 4 8 了2

Ti m e o f†e r Q d m ini s†r o†i o n ( h o u r s )

F i g . 7 T o t al t u m o r c e
ll c o u n t i n a s c iti c

flu id s o f E h rli c h c a r c in o m a b e a ri n g mi c e

a ft e r t r e at m e n t w ith c y t o si n e a r a b in o sid e

( A r a - C )

Ti m e o f†e r (】d rni ni st r q †i o n ( h o u r s )

F ig . 8 V a ri a ti o n s in m
it o tic i n d e x of E h rli c h

a s cit e s c a r c in o m a c ell s tr e a t m e n t wi th c yt o
-

si n e a r a b i n o sid e ( A r a ･ C )

F i g , 9 T o t a l tu m o r c e
ll c o u n t in a s c iti c

fl uid s o f E h rli c h c a r c i n o m a b e a ri n g m i c e

a ft e r tr e a t m e n t w ith v i n c ris tin e ( V C R )

{

ボ
)

岩
P

u
欄

ロ

〓
0

〓

3

.〆

ノ
ダゝ 二､ -

′

′

ノ′
＼

＼
＼

′

ノ

･
一

り

′

●

●

□
′
ノ

■

伊
一 一

〆 ･】
㌦ ---一一

一 一 司 トーー

3 2 4

砂肝･剛1【▼-一々 S olin e l c o n†和 Il
Ⅶ
- -

---一
撃
V C R O .3 m g几q

ロ
…

･ = ､) V C R l m g / kg
ロ

ー ーーーー8 V C R 3 m g/ 的

､

､

､

ヽ

､
､

､

､

＼
'･

＼

＼

軋
＼
､

＼

＼

､
､
､ こ

＼

■
一■√

4 8

､

㌻ご ＼ ､
-

.

､

1 〕

r ; 瑚

一---一一一一
一･一一一

▲一■
72

T l m e Q f†e r 8 d m i ni s†r o†i o n ( h o u r S)

F i g . 1 0 V a ri a
ti o n s i n m it o ti c in d e x of E h rli

c h

a s cit e s c a r c in o m a c e 11 s a ft e r tr e
a t m e n t W jth

v i n c ri sti n e ( V C R )



抗櫨剤叱 よ る癌細胞 の 形態変化 と細胞動態

い か ん に かか わ らず 対照群 ( 写 真1 ) と 比較 し . 差異

はみ られ なか っ た ･ C P M lO O m g / 短 及 び 400 m g / k g

投与群 に お け る, 投与 12 時間後 の 細胸像 で はわ ずか に

核小体の 小型 円形イヒが 認 め ら れ ( 写 真2 ) , 2 4 時間 以

後に 至 っ て ･ 細胞径及 び核径が大と な り t 核′ト休 も大

型化 す る とと も に 細胞質内の 光輝性顆粒 は数を増 し ,

6 9 5

ミ ト コ ン ドリ ア の 膨化が認 めら れた ( 写 真 3 ) . し か

し . C P M 2 0 m g / kg 投与群で は , 投与 24 ～ 4 8 時間後

に お い て も対偶 群 と比較 し , 差 はみ ら れなか っ た .

2 ) A D R : A D R O . 2 m g / k g 投与群で は , 対照 群の

細胞像 と比 較 し , と く に 差異 は 認 め ら れ な か っ た

が ･ 1 0 mg / k g 投与群に お い て . 3 時間 後 に 核小 体 の

P h a s e c o n tr a s t mi c r o s c o pi c pi c u tr e s o f E h rli c h a s cit e s c ell s t r e a te d w ith a n ti c a n c e r
d r u g s オ乃 〃J 乙′()

1 ･ 0 ･8 5 % S a l in e ( C o n t r ol
,
1 2 h aft e r) ; 2 ･ C P M ( 4 0 0 m g /lくg , 1 2 h aft e r) ; 3 . C P M

( 4 0 0 m g / k g , 4 8 h a ft e r) ; 4 ▲ A D R ( 2 m g ′1くg , 6 h af t e r) ; 5 . A D R ( 2 m g / kg , 4 8 h af -

t e r) ; 6 . D N R ( 2 m g / lくg , 6 h a ft e r ) .
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小型円形 化し た 細胞 の 出現 が 認 め ら れ る よ う
に な

り . 6 時間後の 2 昭 / k g 投与群 に お い て も ･ 同様
の 所

見 を呈 す る細胞が多く 認 め られ た ( 写真 4 ) ･ 2
4 時 間

以後 の 2 帽 / kg 及び 10 mg / k g 投与群 に お い て は ･ 細

胞 . 核及 び核小体の 著し い 大型 化と ･ 光輝 性窺粒
の 増

加 な らび に ミ ト コ ン ドリ ア の 膨化が 著明で あ
っ た ( 写

真 5 ) .

3 ) D N R : D N R で は A D R の 場合 とき わ め て 規

し た所 見が え られ た . す な わ ち , 0 .2 m g / kg 投与群で

は , 対 照群 の 細胞像 と 比較 し て とく に 差 異 は なか っ た

が , 5 噸 / k g 投与群で は3 時間後 に , 2 帽 / k g 投与群

で は 6 時間後に そ れぞ れ 核小体 の 小型再癌化が認 めら

p h a s e c o n t r a s t mi c r o s c o p l C pi c t u r e s of
E h rli c h a s cit e s c e ll s t r e a t e d w ith a n ti c a n c e r

d r u g s 玩 ぬ β

7 . D N R ( 2 m g / k g , 4 8 h aft e r ); 8 ･ A r a
･ C ( 1 2 5 m g / k g , 6 h a ft e r ) ; 9 ･ A r a ･ C ( 1 2 5 m g /

k g , 4 8 h a ft e r ) ; 1 0 . V C R (3 m g / k g ･ 2 4 h a f t e r) ; 1 1 ･ V C R ( 3 m g /lくg , 3 h a
ft e r ) ; 1 2 ･ V C R

( 1 皿g / k g , 4 8 b a托e r ) ･
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れた( 写真6 ) ･ ま た . 2 曙 / kg 及 び 5 m g / k g 投与群 の24

時間 以後の 所見 で は . 細胞径及 び核径が増大し . 核小

休も著しく大型 化 した 細胞の 出現 が 認め られ , 光輝健

額拉の 増加. ミ ト コ ン ドリ ア の 膨 化 及 び プ リ ス タ
ー の

出現な どが観察さ れ た ( 写 真7 ) .

4 ) A r a
･ C : A r a ･ C 5 m g / k g 投与群で は . 対照群 と

比較し , と く に 差 異 は認 め られ なか っ た . 2 5 曙 / 短及

び125 m g / k g 投与群 で は . 6 時間後に . 核小体の 小型

円形化 を示す もの が わ ずか に 認 め られ ( 写 真 8 ) , 2 4

時間以 後は C P M 及 び A D R と同様の 変化 , す な わ ち細

胞, 核 及 び核小体 の 大型 化, 光輝性顆 粒の 増加な ら び

に ミ ト コ ン ドリ ア の 膨化な どが み ら れ た ( 写 真9 ) .

5 ) V C R : 用量 の い か ん に か か わ らず , V C R 投 与

24 時間後 に . 分裂中期細胞 の 蓄積が著明で あ っ た( 写

真 用) t V C R l 曙 /

/
kg 及 び3 曙 / k g 投与群に お い て

ほ , 3 時間後に 核小体が 円形化する も の が み ら れ ( 写

真11 ) , そ の 変化 はそ の 後, 長時間 に わた っ て 認 め ら

れ た . 4 8 時間後 に な る と , 多核細胞 が 多数認 め られ た

(写 真12 ) ･ L か し
,
V C R O .3 m g / k g 投与群 で は上記

697

の よう な 細胞像 は ほ とん どみ られ なか っ た .

2 . M 蛸 m 染色積寒に つ いて の所見

位相差顕 微鏡に よ る観察で は , 細胞質の 変化に 加え

て , も っ と も特徴的に 観察 さ れた の は , 初期に 核小体

が小型円 馴 ヒし , 後期に大型不整形化して い る の が み

と めら れ た こ と で あ る . そ こ で . と く に 核小体 の 形態

変化 を 明 らか に す る ため に A D R 投与後の 腹水癌細胞

に つ い て M a n n 染色模本を作製し , 形態観察を行 な っ

た ･ そ の 結果 . A D R l O mg / k g 投与群の 6 時間で は ,

対照群 に 比 較 し, 核小体が小型円形化し( 写真 13 及 び

14 ) . 4 8 時間後に な ると核小体は不整形 を 呈 し . 著し

く 大型 化 して い る こ と が確認 さ れ ( 写真15 ) . 位相差

観察と 一 致 した所見が え られ た .

Ⅲ 諸種抗癌 剤投与後 の 腹水癌細胞 に お けるり訃

甘d 汲及 び闇 ･ むR の とりこみ

マ ウ ス の 腹腔内に 移植さ れ た ェ 癌細胞の 対数増殖期

に 抗癌剤を投与 し 仁 以後経時的 に 採取 した腹水癌細胞

に お け る D N A 及 び R N A 生合成の 様相を測知 す る た

め に , 核酸 合成 の 前駆物野Il ･ T d R 及 び
3
日- U R の とり

M a n n st ai n e d s p e ci m e n s o f E h rli c h a s c it e s c ell s tr e a t e d wi th a d ri a m y ci n ( A D R ) b " i u o
1 3 ･ 0 ･8 5 % S al i n e ( C o n t r ol , 6 h af t e r) ; 1 4 . A D R ( 1 0 m g / k g , 6 h a f t e r ); 1 5 , A D R ( 1 0
m g / k g , 4 8 h af te r) .
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こ み に つ い て 検討し た .

1 . C P M : 図 1 1 は CP M 投与後に お け る エ 癌 細胞

が H . T d R 及 び
3
H - U R と り こ みの 様相 を 経時的 に 示

し た も の で あ る .

3
H - T d R と り こ み に つ い て

は . C P M 2 0 m g / k g 投与群で 対照比 が は と ん ど 10 0

% 前後で あ り . 4 8 時間以 降 の と り こ み で は ･ む し ろ対

照 を上廻 る傾向を示 し , 7 2 時間後で は126 % と い う値

で あ っ た . こ れ に 対 し , 1 0 0 m g / kg 及び 400 帽 / k g 投

与群で は . 時間の 経過 とと も に
3
E - T d R の とり こ み は

漸次減少 し . しか も そ の 減少度は薬剤の 投与量 に 比 例

し て み とめ ら れた . す なわ ち , 2 4 時間後 に
一 時的に 若

手と り こ み増加が み られ たが , 4 8 時間後 で は対風 比が

約 50 % , 7 2 時間後 で 20 % 前後 とな り . 時間の 経過 と

と も に 明らか に と り こ み の 減少 が み と め ら れ た ･

一

方 ,

3
H ･ ロR の とり こ み に つ い て は , 薬剤投与後4 8 時間

ま で は , 投与量 の い か ん に か か わ らず . 対照 と は とん

ど同程度か , あ る い は こ れを 超え る値 ,
い い か え れ ば ･

とり こ み の 増加傾向が み ら れ たが .7 2 時間後 の 100 曙

/ k g 及 び 400 mg / 短投与群 に お い て は . と り こ み
の 減

少 . と く に 後者 に お い て 著明な減少が み られ , 対照の

Ti m e q f 紬 r cld m i ni s†r Q†i o n ( h o u ( $ )

闇 2 0 m g /k q 旺ヨ 1 0 0 m g/ kg ⊂コ ヰ0 0 r ng/ 栂

Fi g . 1 1 I n c o r p o r a ti o n o f
8

H -th ym id in e a n d
3

H _ u ridi n e i n t o th e a s c ite s c ell s f r o m E h rli c h

c a r ci n o m a b e a r lrl g m i c e tr e a t e d wi th

C y Cl o ph o s ph a m id e ( C P M )

約30 % 程度 で あ っ た , 従 っ て C P M の 大 量 投与 の 場

合 .
ま ず
3
H - T d R とり こ み の 減 少が あ らわ れ , や や遅

れ て
3
H - U R と り こ みが 抑制さ れ て い る パ タ

ー

ン が 示

さ れ て い る .

2 . A D R : ･

図 1 2 は A D R 投与実験 の 成績 を示 し たも

の で あ る . A D R O . 2 m g / kg 投与群 に お け る
3
H ･

T d R

と り こ み で は . 投 与後の 時間 の 経過 と と も に わず かの

減少 が み られ て い るの に 射し . 2 m g / k g 及 び 1 0 mg

/ k g 投与群 で は , 2 4 時間以 後著明に と り こ み の 減少

が み られ た . す な わ ち. 2 4 時間後で 5 0 ～

6 0 % 程 度に

と り こ み の 抑制 がみ られ た の に , 4 8 時間及 び7 2 時間

後 に お け る
3
H - T d R とり こ み は ,著 しく減少 し. 対照 の

1 0 ～ 1 5 % と い う 低値を 示し た こ と は明らか に D N A

合 成の 阻害 を 示唆す る もの で ある .

3
H - U R の と り こみ

に つ い て は ,

3
甘 T d R とり こ み に 比 較 して , 減少虔は全

般 的に 軽度で あ り 1 0 . 2 曙 / k g 及 び 2 爪g / k g 投与群

で は対照 と は ぼ 同等 か ,
わ ず か の 抑制 しか み られなか

っ た し ,
1 0 m g / k g 投与群 に お い て も , 全 体を通 じて

6 0 ～ 8 0 % 程度の 対照 比 を示 した に す ぎ なか っ た .

3 . D N R : D N R 投与後の エ 癌細胞の 実験成績 は図

閤政 0 . 之m g / kg 旺ヨ 2 m g /kg ロ ーO m g/kg

Fi g . 1 2 I n c o r p o r a ti o n o f
3

H ･th ym id in e a n d

3

H .

u rid in e i n t o th e a s cit e s c ell s f r o m E h rli c h

c a r c in o m a b e a ri n g mi c e t r e a t e d w ith a
d r ･

l a m y C in ( A D R )
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13 に 示 した . 全般的 に3 H - T d R 及 び
3
H ･ U R の とり こ

み 様相 は . A D R の 場 合 と ほ と ん ど 類 似 し て お

り .
D N R の 2 mg / k g 及 び 5 m g / k g 投与群で は . A D R

に比較 して . 核酸合成前駆物質の とり こ み 抑制が若干

強い よう に 思わ れ る .

4 .
A r a ･C : D N A 合成を特異的に 阻害す る代謝括抗

剤A r a ･ C を投与 した場合 ,
C P M 及 び A D R の そ れと 対

比し て 著しく 相違す る パ タ ー

ン が得 られ た .図 14 はそ

の 成績を 示 し た もの で あ るが . まず
3
H ･ T d R とり こ み

に つ い て は , 5 曙 / k g 投与群で も3 時間後で す で に 顕

著な抑制 ( T / C 1 6 % ) が み られ , 投与量 の 増加と と

も に とり こ み率が 低下 し , 2 5 喝 / k g 及 び 12 5 mg / 短

投与群 で は . そ れ ぞ れ 10 % 以下で あ っ た . しか し , 1 2

時間を経過 す ると , と り こ み の 回復が み られ . 以 後時

間の 経過 に と もな っ て . 多少の 変動 はあ る も の の , ほ

ぼ正常に 復 した .

3
H - U R と り こ み に つ い て は . はと ん

ど影響は み られ なか っ たが ,1 2 時間 後に お け る 125 m g

/ k g 投与群 に お い て , ･
- 一

時的に 若干の 抑制傾向が認 め

られた .

5 . V C R : P h a s e s p e cifi c な薬剤に 分類さ れ て い る

VC R に つ い て の 成績 は , 図15 に 示し た .
V C R に よ る

3
H - T d R の と り こ み阻 害 は. A r a -C の よう に 著明で は

3 1 2 2 4 4 8 乃

T i m e 8f†e r (】d m i ni 引 r亡けio n ( h o u r s )

喝 0 ･2 m g /kg m 2 m g ノkg ⊂コ 5 m g /kg

F ig ･ 1 3 I n c o r p o r a ti o n o f
3

H -th ym id in e a n d
3

H ･

u ridi n e in t o th e a s cit e s c ell s f r o m E h r li c h
C a r C in o m a b e a rl n g m i c e tr e a t e d wi th

d a u n o ru bi c in ( D N R )

(

U

一

〇

上
U

O

U

J

O
-

ポ

69 9

圏 5 m g′kg 旺コ 2 5 m g′kg ⊂コ ほ 5 m g′kg

F i g ･ 1 4 I n c o r p o r a ti o n o f
3

H -th ym id in e a n d
3
H -

u rid in e in t o th e a s c it e s c elI s f r o m E h rli c h

C a r C in o m a b e a r l n g m i c e tr e a t e d wi th

C yt O Si n e a r a bi n o si d e ( A r a ･ C )

0

ち
上
U

Q

U

旨
-

ポ

一

〇

上
⊂

O

U

L

O
-

ボ

3
H - U r はi n e

醜剋 0 ･3 m g′k g 巨コ 抽g /kg [ コ 3 m g ′kq

F ig ･ 1 5 I n c o r p o r a ti o n o f
3

H ･th ym idi n e a n d
3

H T u ridi n e i n t o th e a s c it e s c ells f r o m E h rlic h
b e a ri n g m ic e tr e a t e d wi th vi n c ri sti n e

( V C R )
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な い が t 3 m g /
/

kg 投与群 に お い て , 投与3 時間後 で す

で に 認 め ら れ , そ の 効果 は 24 時間後 に も っ と も 強く発

現 され , し か もと り こ みの 対照 比 は50 % 以 下に 持続さ

れ た . 1 m g / 短 及 び 0 . 3 曙 / 短投 与 群 に お い て

も , 3 mg / k g 投与群よ り阻害率 は低 い が , 阻害 の 時間

的経過 は , ほ ぼ 同様の パ タ ー

ン と して 示され た .

一 方 ,

3
H - U R と り こ み に つ い て は . 全体を 通L: て

3
H - T d R と

り こ み に み られ る程阻害 は明らか で な く . 大量 投与群

に お い て も . わ ずか 20 ～ 4 0 % 程度の 阻害率を 示 した

に す ぎなか っ た .

Ⅳ F , M .F . に よる解析実験

諸種抗癌剤の 細胞回転に 及 ぼ す影響 に つ い て は . 従

来 玩 びg 汗 0 に お け る培養細胞 に つ い て の 検 討 が 多

い
2 引

～ 細
. こ こ で は , 担痛 マ ウ ス に つ い て 行な っ た 一 連

の 検討実験 と条件を同 一 に す る た め ,
∫氾 び∫ぴ0 に お け

る癌細胞動態 に つ い て 検索し た . す なわ ち , E h rli c h

腹水癌移植 マ ウ ス に お い て 癌細胞増殖分画 が増大 して

い る時期に , 抗癌剤を 1 回腹腔内投与 し . 以後経時的

に 腹水癌細胞 の 回転動態を F .M .F . に よ っ て 解析 し た .

D N A ヒ ス ト グラ ム で は , わ1 U g 汗 0 培養細胞の 場合 ,

典型 的な 2 峰性 を示す が . f 乃 U f u o で は まず宿主に 由

来する と思 わ れ る′ト型有核細胞集団の 峰( 図16 の 破線

】
!

軋
Ⅷ
: . 1

H

Ⅷ
1

● し 丁

=
l
●

H

ーr＼廿
之C ヰC 2 C ヰC

6 1け 2 ヰh r ヰ8 b r

F ig . 1 6 D N A h i st o g r a m o f E h rli c h c a r c in o m a

C ell s t r e a t e d wi th v a ri o u s a n ti c a n c e r d r u g s i n ui v o

部分) が あ ら わ れ , その 後癌細 胞 の G , ま た は G ¢期細

胞群 ( 2 C) と G 2 + M 期細胞群 ( 4C ) の 2 峰( 図16

の 実線 部分) が 観察さ れ た . 各抗囁剤 に つ い て 得られ

た 成績 は次の ごとく で あ る .

1 . C P M :
一 般 に ア ル キ ル 化 剤 は ,

C y Cl e n o n .

S p e C ifi c で あ る と さ れて い るが . C P M は ど ち ら か と

い え ば 増 殖 靭 に 優 先 的 に 感受 性 を 示 す c y cI e

S p e Cifi c な 薬剤 で あ る
2I

. c p M 投 与6 時間後 で は . 対

照 と 同 様2 峰性 の パ タ ー ンを 示し た が . 2 4 時間 後で

は G l → S 期移行が 阻止 さ れ , G 2 も し く は G 2 + M の

蓄積が . 4 8 時間後で は全 体的 に G , 期 , S 期 及 び G 2

+ M 期細胞の 著し い 減少 と . 8 C ま た は移行型細胞出

現 が 認 め られ た .

2 . A D R : A D R は D N R 同 様 . D N A と 直接結合

(i n t e r c al a ti o n ) す る こ とか ら ,
い ず れ の 期 に も作用

す る c y cl e p h a s e n o n s p e cifi c の 薬 剤 に 区 分 さ れ て

い る
2 12 0 I

. A D R 投与6 時間後 の D N A ヒ ス ト グ ラ ム で

は , 若干 G 2 + M の 減少は あ るが t 対照 と は ぼ同型 の 細

胞分布 が み ら れ . 2 4 時間後で は不 可 逆 的に G 2b l o c k が

あ ら わ れ , 4 8 時間後 に 至 る と , S 期細胞と と もに G l 期

及 び G 2 + M 期細胞の 著し い 減少が み られ た .

3 . A r a ･ C : 一 般 に 代 謝桔 抗 剤 は C y Cl e p h a s e

S p e C ifi c で あ るが , と く に A r a - C は h y d r o x y u r e a と

と も に 典型的 な S ･ p h a s e s p e cifi c の 薬剤 と さ れ て い

る
2 l･2 9 卜 3 1J

. A r a - C 投与6 時間後で は , G t → S 期移行の

一 過程 の 阻止 に よ っ て G一 期 の 蓄 積 が 著明で あ っ た

が
. 2 4 時間後 で は G l → S 期 阻止 が 解除 さ れ , 亜 時

間後ノも同様の 回復 パ タ
ー

ン が持続さ れ た ,

4 . V C R : V C R 投与6 時間後 で は , 各期細胞の 一 過

性の 増 加 が み ら れ , 投与時S 期 に あ っ た細胞 は G 仁 →

M 期と 正 常に 移行 し , 2 4 時間後 で は可逆的な分裂中

期停止作用 を 示し . 4 8 時間後で は , G 一 期及 び S 期細

胞の 増加 と と も に , 多核細胞の 出現 が み られ た .

Ⅴ 担癌マ ウ ス に対する抗癌剤1 回 投与に よる 延命

効果

表 2 は こ の 実験 に 用 い た マ ウ ス に つ い て , 抗癌剤の

延 命効果 を 比 較換討 し た成績で あ る .

ま ず , 生理 食塩 水投与 の 対席群 マ ウ ス の 生存日数中

間値 は 17 日 で . 全 動 物 が 腫 瘍 死 し た の に 対

し
,
A D R lO 帽 / k g 投与群の そ れ は 28 日で あ り , し

か も 7 匹 中 2 匹 が 40 日間生存し , 剖検所見で も癌浸潤

は ま っ たく 認め られ な か っ た .

一 方 . D N R 5 曙 / k g 及

び C P M 4 0 0 mg / k g 投与群で は. 有意 な延 命 はなく . む

し ろ短 縮 の 傾向 に あ っ た . と こ ろ が死 亡動物の 剖検所

見 で は , 癌性腹水の 貯溜 は は と ん ど な く , ま た癌浸潤

も認 め ら れ なか っ た こ と か ら , こ れ ら抗癌剤の 大用蜃
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で 延命が み られ なか っ た の は . 宿 主 へ の 毒性に よ るも

ので あ る と考え られ た . ま た , V C R 3 m g / k g の 1 回

投与 で も毒性発 現 が あ り , 延 命効果 は期待で き なか っ

た . ただ A r a
･ C に つ い て は , 1 2 5 m g / k g 投 与群で 若干

延命率の 増加が み られ た . し か し
, 各抗癌剤 の 少用量

で はす べ て 有意 な延命及 び治癒 は なか っ た .

考 察

種々 の 要因 に よ る癌細胞の 変性過程に つ い て は . 細

胞形態 学的 に あ る い は生化学的 , 細胞化学的 に , 個 々

の 実験 系に お い て 精査さ れ た報告 は多い が . 細胞像 と

くに 核構造 に み ら れ る形 態変化 と . そ の 背景と な る細

胞生物学的 に み た細胞動態及 び生化学的反応の 様相を

同
一 条件下で 比較検討 した報告 に つ い て は , あ ま り例

をみ ない .

細胞 の 変性過 程 に お ける形 態と D N A 量 の 対比 を 検

討 し た L e u c h t e n b e r g e r
10 J H )

. A l b e r t
9 J

.
L a n c k e r

1 21

らの 報告 は .
い ず れ も細胞化学的手段 に よ っ て 組織学

的に 検討さ れ た もの で , 遊離癌細胞 に つ い て は , 最 近

教室の 吉田
2 1

躯 E h rli c h 腹水癌細胞 を対象 と し . 種々

の保存条件下に お け る癌細胞の 変性過程を追究し . 生

化学 的及 び細胞化 学 的方法 に よ っ て 測 定 し た 細胞内

D N A 量 を , 併行し て 行な っ た位相差 顕 微鏡 所見 な ら

びに P a p a n i c o l a o u 染色標本に つ い て の 観察所見と対

比 し, D N A 真 の 減少 と ク ロ マ チ ン 構造の 変化 と の 間

に
一 致した相関 の あ る こと を み と めて おり, ま た , 三

田村
18 1
も胸膜水中の ヒ ト腫瘍細胞 の 変性過程 を追究

し . 同様の 結果を 報告して い る .

本研究で は , E h rli c h 腹水癌移植マ ウ ス に 対 し , 諸種

の 抗癌剤を投与 した場合 t 腹腔内総癌細胞数及び分裂

指数の 変動 , 細胞集団に お け る核酸生合成前駆物質の

と り こ み の 時間的変化. さ ら に は細胞回転 の 様相 な ど

が . 癌細胞 に お ける異 常形態 の 出乳 と く に 核及 び核

小体の 形 態変化と ど の よう に 対応するか に つ い て の 比

較実験が行 なわ れ た .

諸 種の 抗癌剤の 生化 学的作用機作 に つ い て は ,
そ れ

ら の は と ん どが 直接細胞内 D N A に 架 橋形成 ( C r O S S

li n k i n g ) また は . はま り込 み (i n t e r c al a ti o n ) し て

D N A の 機能 を停止さ せ るか
. あ る い は D N A , R N A の

生合成を代謝抵抗的 に 阻害す るも の で あ る
2 213 2I

. 従 っ

て , 抗癌剤に よる癌細胞の 変性 . 崩壊過程 にお け る形

態 観察 は . ま ず 第 一

に 核の 構造変化 に 向け られ て お り .

こ れ に 関 す る報告は蓋 わ めて 多い
3 3 卜岬

. 著者が今 回の

実験に 際 して 行な っ た形態学的観察に お い て も . 癌細

胞 の 表面積造 へ の 抗癌剤 の 影響 は走 査電子顕微鏡 に よ

る観察 で はは と ん ど認め られ なか っ たが ∴核小体 の 小

型 円 形化 な らび に 大型不 整形化は位相差顕微鏡 に よ る

ば か り で はな く , 透過電 子顕微鏡 に よ っ て も観察さ れ

た ( 写 真省略) .

谷田 … は , 癌細胞 にお ける 変性特徴 の 出現 と時間的

経過 に つ い て .
c y cl o p h o s p h a m i d e 投与後24 時間 に

お い て . 核小体 の 肥 大t 核肥大 . 細胞腫大が有意 に増

加し て い ると報告 して い る . D i M a r c o ら
17 1
は H e L a

細胞 .
K B 細胞 な どの 培養系 で , d a u n o r u b i ci n の 作

T a b l e 2 . E ff e c t o f o n e - S h o t a d mi ni s tr a ti o n o f v a ri o u s a n ti c a n c e r

d ru g S O n E h rlic h a s cit e s c a r c in o m a i n m i c e .

D r u g

D o s e

m 9 / k g . 土p

凹e d i a n

s u r v 土v a l t 土m e

( d a y )

★

I L S ( 亀)

4 0 - d a
y

S u r ∇ 土Ⅴ O r S/ s e ∇ e n

m l C e

C Y C l o p h o s p h a m i d e 4 0 0

★ ★

1 8 6 0

( C P M ) 2 0 2 1 2 3 0

A d r l a m y c 土n 1 0 2 8 6 5 2

( A D R ) 0 . 2 1 9 1 2 0

D a u n o r u b l c 土n 5

★ ★

1 4 0

( D N R ) 0 . 2 2 1 2 3 0

C y t o s i n e a r a b i
- 1 2 5 2 3 ユ5 0

n o s i d e ( A r a -

C ) 5 2 0 1 7 0

V i n c r 土s t l rl 3

★ ★

1 4 0

( V C R ) 0 . 3 1 7 0 0

0 . 8 5 亀 S a l 主n e

( C o n t r 0 1 )

1 7 0

A n i m a l : F e m a l e d d Y S m i c e
,
W e i g h i n g 2 ト 2 3 g .

工n o c u l u m : E b r l i c h c a r 叫 O m a C e l l s 5 x l O
6
/ m o u s e ･ i p ･

T r e a t m e n t : D a y 5 0 n l y , 1 P .

★ 工n c r e a s e o f l l f e
- S p a n f o r c o n ヒr o l .

★ ★
T o x i c .
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用 を 検討 し , ク ロ マ チ ン の 凝集 , 濃縮 , 核小体 の 小型

円形化の 出現 とと も に , 細胞増殖の 抑制 . 分裂指数 の

低下 . R N A 量 の 減少 を み と め て い る . 被 ら
用I
は ま

た , E h rli c h 腹水癌 マ ウ ス に d a u n o r u b i ci n を 1 固 の

み腹腔内投与す ると . 分裂指数の 著明 な減少が み られ ,

規与後 48 時間に お い て は ほ と ん どの 細胞 に 核/ト体 の

大型化が み られ た と述 べ , さ ら に こ の よう な核小体の

形 態異常は担癌動物 に ad ri a m y ci n を 投与し た場合で

も認 め られ る こ と を報告して い る
3 3)

. ま た . S m e t a n a

ら
42)
は N o v i k o ff h e p a t o m a 移 植 ラ ッ ト に a d ･

ri a m y ci n を投与す る と . 1 時間後に す で に 小 型 円

形化 し た核小体が出現 す る こ と を 認 め . 竹 中 ら
43 1
は

E h rli c h 腹水癌移植 マ ウ ス に C y Cl o p h o s p h a m i d e を

投与し . 投与 48 時間後の 腹水中 に 核小体 の 大型 化 した

細胞の 出現が多数認 めら れ る と報告 して い る . また .

広野 ら
4 4 I
は臨床的に 癌細胞 の 変性所見の

一

つ と し て ,

核小体の 肥大を 指摘して い る .

今回 著者の 実験 に供用 され た抗癌剤 は , C y Cl o p b o s ･

P h a m i d e ,
a d ri a m y c i n . d a u n o r u b i ci n , C y t O Si n e

a r a bi n o si d e 及 び V i n c ri s ti n e の 5 種板で あ るが ,

こ れ ら は殺細胞作用 に お い て 異 な っ た タ イ プ に 区 分さ

れ
22 細

, そ れぞ れ 作 用 様式 に 相遵が あ る に もか か わ ら

ず . 共通 した 形態学的変化 の
一

つ は , 核 及 び核/ト体の

形態異常で あ っ た . もち ろ ん核小体の 形 態変化 の 出現

時期及 び 頻度 は , 抗癌剤の 種類 に よ っ て 異 な るが , そ

の 変化の 特徴 は初親( 3 ～

1 2 時間) の 小 型円形化と後

期 ( 48 時間以 降) の 大型不 整形 化で 要約さ れ る . 鵜

沼
l 耶朝
は初期の 変化に 対 して . 抗癌剤 に より D N A 依存

R N A 合成が 阻害さ れ たた め に , 核小体で 最初 に 作 ら

れ る 45 S R N A が 減少 す るか らで あ ろう と して い る ･

後期の 大型 化に つ い て は . こ れ ま で の 報告 に よ っ て は

あ まり 明らか に され て い な い が . 核小体内で 45 S R N A

が さ ら に低 分子 の リ ポ ゾ ー ム R N A ( 2 8 S , 1 8S ) と

な っ て 核外に 放出され る過 程 が 阻害さ れ た結果と も考

え られ る .

また ,
こ の 考え と は別に . 初期 に 起 っ た障審 に 対す

る 修復機転 の 現わ れ と して , 後期 に 核小体の 大型 化が

起 る可 能性 も あ ろう . しか し . 著者 の C P M .
A D R 及 び

D N R 投与実験 に み るか ぎり . 4 8 時間以 降で は, 絵癌

細胞数及 び分裂指数の 減少 ,

3
H ･t h y mi d i n e の と り こ

み の 著 しい 抑制. さ らに F . M .F . に よる D N A ヒ ス ト グ

ラ ム で は D N A 合成期細胞 の 減少 と 巨大細胞 また は 多

核細胞 の 出現 など . す べ て 癌細胞 の 変性を う らづ け る

所見 が え ら れ . 核小体 の 大型化 は修復機転と は考 え ら

れ ない .

A r a - C の 場合 , 核/ト体 の 小型 円形化は C P M ,
A D R

及 び D N R ほ ど著明 で な く , 2 4 時 間 以 後に み られ た核

小休の 大型 不整形 化 の 頻度も こ れ ら に 比 較し て 高く は

なか っ た . A r a - C 投与後 48 時間以 後 は総癌細 胞数 が

増加 し . 分裂 指数 も回復 し ,
D N A ヒ ス ト グ ラ ム も回復

の 傾向が み られ た . ま た , V C R の 場合 ,
A r a -C よりさ

ら に 核小体大型化の 頻度 は低 く, む しろ核小体の 円形化

の 傾向が長時間 に わ た っ て 認 め ら れ た . V C R 投与後

24 時間以 後 に は総癌細胞数 は漸増し , 分裂指数も72

時間後に は と ん ど正 常に 復し . D N A ヒ ス ト グ ラ ム で

も多核細胞 の 出現 が 多く 認 め られ た が , G 一 期 及 び S

期細胞が増 加 し て 正 常な 細胞回転 へ の 移 行が 示 さ れ

た .

以上 の こ と を絵合 す る な らば . 核小体 の 小型 円形化

が最初 に 現 わ れ . っ い で 細胞の 膣大 , 核 の 大型化及び

核小体 の 大 型 不 整形 化 が 認 め ら れ る 場合 , こ れ は

D N A の 機能障害に よ っ て 誘 導さ れ た 二 次的変化 と み

な さ れ る も の で , 結局 , 癌細胞の 死滅 ｡ 崩壊 へ とつ ら

な る細胞変性 の 特徴を示す所見と い え よ う . こ の 所見

は . 胸水や腹水 , あ るい は体液 申の 遊離癌細胞の 形態

観察の さ い に 抗癌剤 の 効果 を 予知す る 一

つ の 指標とな

りう る もの で あ ろ う .

結 論

E h rli c b 腹水癌移植 マ ウ ス に 対し , 作用 機作 を異 に

す る抗癌剤 , C y Cl o p h o s p h a m id e ( C P M ) . a d ri a m y ci n

( A D R ) , d a u n o r u b i c i n ( D N R ) . c y t o si n e a r a b i n o ･

si d e ( A r a ･ C ) 及 び v i n c ri s ti n e ( V C R ) を それぞれ

腹腔内 に 投与 し, そ の 後 に お け る絶癌細胞数及び分裂

指数 ∴癌細胞 へ の 核酸 生合成前駆物質の と り こみ , 細

胞回 転 な ど に つ い て 経 時的 に 検討す る と と もに . 他方 ,

細胞 と く に 核及 び核小体の 形態変化 を , 主 に 位相差顛

徴鏡 に よ っ て 観 察 し . 次の 成績が え られ た .

1 ) 担癌 マ ウ ス に 対す る C P M , A D R 及 び D N R の

1 回投与 は , 総癌細胞数 及 び分裂指数 の 経時的増加を

用 量 依存的に 抑制 し たが , A r a - C 及 び V C R の 場合 . 大

量 投与群で も 48 時間以 後再増殖の 傾 向が み られた .

2 ) 細胞形態 の 位相差観察 で は , 薬剤投与6
～ 1 2 時

間 か ら核/ト体 が小型 円形 化 し , 4 8 時間 以 後 に は 逆 に

大 型 化 , 不 整形化 し た . しか し , こ の 核小体 の変化の

出現 時期 は抗癌剤 の 種類 に よ っ て 若干 差異 が あり .
ま

た そ の 出現頻度 は A D R 及 び D N R に お い て も っ と も

高 く . C P M が こ れ らに つ ぎ , つ い で A r a ･ C ,
V C R で は

も っ と も低か っ た .
V C R 投与 48 ～

7 2 時 間 後 に は多

核細胞の 出現 が 著明で あ っ た .

3 )
3
H ･

u ri d i n e と り こ み の 緩時的変化は , い ず れの

抗 癌剤 で も 著明 な 阻 害 は み ら れ な か っ た .

ユ
H ･
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th y m id i n e と り こ み に つ い て は , 薬 剤の 種類に よ っ て

差異 が あ り , C P M . A D R 及 び D N R で は 用 量 依 存的

に 時間 の 経過 と と も に 減少し たの に 射し . A r a - C で は

投与直後に 著 しい 減 少が み られ た も の の . 12 時間 以

降はと り こ み の 回復が み られ た . V C R で は金時期 を通

じ著しい 阻害 はみ ら れ なか っ たが . 中等用 量 以上 で は

阻害が 長期 に み ら れ た .

4 ) Fl o w M i c r o fl u o r o m e t r y ( F . M .F .) に よ る

D N A ヒ ス ト グ ラ ム で は , C P M ま た は A D R 投与 の 場

合, 4 8 時 間 後 に 2C ( d i pl o id ) 細 胞 群 及 び

4C ( te t r a pl oi d ) 細胞群 の 著しい 減少 が み と め ら れ

た . こ れ に 対し . A r a ･ C 及 び V C R 投与 の 場合. 一 過 性

に 2C 細胞群あ る い は 4C 細胞 群 の 蓄積 が み ら れ た

が . 4 8 時間後に は正常 な細胞回転 へ の 移行が あ り t ま

た V C R で は 8C 細胞群 の 出現 が 認 め ら れた -

5 ) 以 上の 成績 を総合す ると , 生体 内で 抗癌剤の 接

触をう け た癌細胞 の 核及 び核/ト体に み られ た 形態異常

の所見 は. 細胞死 に 至 る過 程の 一

つ で あり . こ れ は抗

癌剤の 効果 を 予知す る 一 指棟 と もな る もの と 考え られ

る .

稿を終え るに 臨み , 御指導 . 御校閲を賜 っ た 服部純
一

教授

なら びに御助言を い ただ い た研究室の 各位 に深く 感謝 い た し

ます . ま た , 御指導を 賜 っ た金沢大学 が ん研究所地相三 郎教

授な らび に F .M .
F . 実験 に 醸し . 御協力を い ただ い た村山次哉

氏に深く 感謝い た し ます .
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