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脳 腫瘍培養細胞 に 対す る v i n c r i s ti n e の 影響
一

光顧及 び電顕 に よ る検索 一

金 沢 大学医学部脳 神経外科学講座 (主任 ; 山本信 二 郎教授)

木 谷 隆

( 昭和 53 年10 月16 日受付)

vi n k a al k a l o i d の 一 種 で あ る v i n b l a s ti n e は

J o h n s o n に よ っ て 19 6 0 年に 白血病 を 移 植 さ れ た マ

ウ ス に 射し治療効果 の あ る事が 証明さ れ た
-I

,
ヒ ト の 脳

腫 瘍 に 対 し て は 196 2 年 A r m s t r o n g ら

が , V i n c ri s ti n e を a s t r o c y t o m a に 使用 し , 以来髄芽

踵, 多形膠芽 腫 に も治 療 効果 の あ る 専 が 報 告 さ れ

た
2 州

. 腫瘍細胞に 対す る こ の 物質の 作用機序 に 関し て

は有糸分裂停止作用 に よる c y t o s ta ti c 効 果 が 重要 で

あると考え ら れ て い る
8 トー2)

. しか し 癌に 対す る 臨床 使

用経験で は , 腫瘍 の 縮小と有糸分裂停止 の 程度が , 比

例し ない 事実が認 め られ , V i n k a a lk al o i d の 抗 腫

効果作用 を単な る有糸分裂停止の み で は説明で き な い

挙が指摘さ れ た
一3 冊

.

一

方 v i n c ri s ti n e を作用 さ せ た

細胞 の 核 酸 代謝 の 研 究 で は , R N A 前 駆 体 の 里 ･

u rid i n e は 45 S R N A 檎32 S R N A に 蓄 積 し , 1 8 S

R N A や 28 S R N A へ 移行 し 難 い 事 よ り vi n c r i s ti n e

はリ ポ ゾ ー

ム R N A の 生成を阻害す る作用を 有す る 事

が証明さ れた
1 5I1 6)

リ ポ ゾー ム R N A は 核小 体 に 由来 す る も の で あ

る
- 7メ

. 形態学的検索 に よ れ ば , 核小体内 に お い て
, まず

細線練成分が 合成さ れ
t こ れか ら顆 粒成 分 が合成 される .

又生化学 の デ
ー

タと の 検討に より 45S R N A が 細線 練

成分に
.

そ し て 28 S R N A が顆粒成分に 含ま れ る 事 が

知られ , しか も顆粒成分が リ ポ ゾ ー ム R N A の 直接 の

前駆体と考え ら れて い る
用J

. 従 っ て リ ボ ゾー ム R N A

の 代謝に 変化の あ る場合に は核小体 の 形羞削こも 何らか

の 変化の あ る事が 推定さ れ る .

本実験で は臨床上使用 さ れ る濃度 の vi n c ri s ti n e を

多形腰芽腫と髄膜腫の 初代培養脳 腫 瘍 細 胞 に 作 用 さ

せ ･ 光顕及 び電顧 を用い て 細胞質と核小体の 形態の 変

化を検索 した .
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材料お よび方法

手術に よ っ て 別出さ れ た 3 例の 多形膠芽歴と 3 例 の

髄膜 脛を実験に 供 し た . 無菌的に採取さ れ た腫瘍租税

を0 .5 ～ 1 .O m m 角 に 細切 し , 0 .1 % トリ プ シ ン 液 中

で ピ ペ ッ テ ィ ン グを施し た . こ の 操作 に よ っ て 細胞 は

ほ と ん ど 1 個1 個 に 分離さ れ . こ れ を50 0 r p m 3 分 間

遠心 し , 上澄み液 に ハ ン ク の プ ラ ス 液を加え . ト リ プ

シ ン の 消化効果各停止さ せ
t lOOO r p m 5 分間遠心 し ,

上澄 み液 を捨て . そ の 沈査 に 20 % 仔牛血清添加199 培

養 液を加え , ガ ラ ス 瓶 に よ る単層培養を行 っ た . ガ ラ

ス 瓶は小角培養瓶( 池本理研) を 用い . そ の 中に 5 m m

X l O m m め カ バ ーグ ラ ス を置き , そ の 上に 増殖し た 細

胞を 実験 に 使用 し た . 培養液 は3 日 に 1 回の 頻度 で 交

換 し . 培養 16 日 ～ 1 8 日 目 に そ の 初代 培 養 細胞 に

Vi n c ri s ti n e を 0 .1 FE g / mL の 濃度で 24 時間作用さ せ t

コ ン ト ロ
ー ル 群と対比検索 した .

コ ン ト ロ ー

ル 群 と vi n c ri s ti n e 作用群と を同日 に 固

定 した . カ バ ー グ ラ ス上に 付着 して い る 細胞 を燐酸緩

衝 液 に て 洗浄後 , 0 , 1 M カ コ ジル 酸ナ トリ ウ ム 緩 衝 液

に よ る 2 . 5 % ダ ル ク
ー

ル ア ル デ ヒ ド ( p H 7 . 4 ) に て

4
0

c で 2 0 分間固定 し た後 , 鉄 に て カ バ ー

グラ ス を切 断

し .

～ 部 を光顕用 に ギ ム ザ染色 を施し た . 残り の カ バ

ー

グ ラ ス 上 の 細胞 を 4
0

c に て 0 . 1 M カ コ ジ ル 酸緩衝 1

% オ ス ミ ウ ム 酸 ( p H 7 . 4 ) で 3 0 分間後固定 し た後 . 上

昇 エ タ ノ ー ル 系列に て 脱水し , 酸化プ ロ ピ レ ン で 置換

後, 5 % コ ロ ジ オ ン 液( 和光純薬) の 入っ た シ ャ
ー

レ に

3 0 分間浸 し た . カ バ ー

グ ラ ス を コ ロ ジ オ ン 液か ら取 り

出して , 室温 に て 5 分 間乾燥さ せ る と , カ バ ー グ ラ ス

上 に 轟い コ ロ ジ オ ン の 膿が で き る .
こ の コ ロ ジ オ ン 膜

を蒸 留水中で カ バ ー

グラ ス よ り剥離す ると , 培養細胞

Eff e ct s o f v i n c r i st i n e o n c u lt u r e d c ell s d e r i v e d f r o m h u m a n b r ai n t u m o r s . R y u i c 払i

K it a ni ･ D e p a rt m e n t o f N e u r o s u r g e r y ,
S c h o ol o f M e d i c i n e , K a n a z a w a U n i v e r sit y .
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はす べ て コ ロ ジオ ン 厳 に含 ま れ る . こ の 剥離 し た コ ロ

ジ オ ン 膜 を恒温槽で 3 7
0

c に て 約 20 分 間 乾燥 さ せ た

後 .
こ れ を L u ft の 方法

一9厄 従い調合 し た ェ ボ ン 812 樹

脂 と酸化プ ロ ピ レ ン液 の混 合液( 9 : 1 ) に て6 0 分 ～

90 分間振塗して 軟化さ せ
, 塊状 に し て 平板包埋 板の く

ぼ み に エ ボ ン 樹脂と 共に 入れ 脱気し た . 脱気後 , サ
ー

マ ノ ッ ク ス カ バ ー

ス リ ッ プ にて く ぼ み に 蓋 を し , 四 隅

を針 で 止め , 包哩板を 45
0

に傾斜さ せ た ま ま恒温槽内

で 80
0

c に て 24 時間重合させ , L K B Ⅱ型 ウ ル ト ラ ミ

ク ロ ト ー ム を用 い て 超薄切片 を作製 した . 電子染色 は

2 % 酢 酸ウ ラ ニ ー ル 水溶液 と佐藤の ク エ ン 酸鉛液
2 01

に

よる二 重染色を行 な い
. 日立 H U - 1 1 D S 型 , 日本電子

J E M l O O B 塾電子顕微鏡に て 観察 し , 直接培率 1800 倍

より 12 万倍 に わ たり 写真撮影 し た .

成 績

写 真 1 は多形膠芽腫培養17 日呂 の 光顕所見を 示す .

細胞 は大小不同が 著る しく , 突起を除 く大きさ は最も

大 き い もの で 長径100 〟 , 小さ い もの で は 長 径 20 〃 で

あ る . 大型の 細胞 は長径が 100 〟
～

50 JJ の 大 きさ で , 小

数 で あ る . 細胞 の 形 は5 な い し6 角形を な し , 細胞突

起は太 く短か い
. 比較的大 き な類円形の 核 が み られ る .

そ の 大 きさ は約 20 〟 × 1 2 〃 で あ る . 中型の 細胞 は長径

50 /J
～ 3 0 〝 で あ り . 多数み ら れ

. 概ね 2 つ の 形態 を示

す . そ の
一

つ は台形 ない し 長方 形を な し , 2 な い し 3

本の 太い 突起を 有する細胞で あ る . 他 の 型の 細胞 は 5

な い し 6 角形を 示すが
, 長短様 々 な6 な い し 9 本の 突

起 を持 っ た め . 細胞辺縁が 不規則で あ る . こ れ ら の 細

胞 の 核 は大小不同で あ る . 小型の 細胞 は 30 〟 以 下で 数

は少 なく 類円形 ない し三 角形を 示す . 突起 の 数 は少 な

く 0 ～ 2 個 で あ る . 核 は 約1 仙 × 6 JJ で あ る . 大型お

よ び中型の 細胞 の 核の 約半数 に 辺縁の 不規則性が 見ら

れ , 多核細胞 もこ れ ら の 細胞 の 1/ 7 ～ 1 / 8 に み られ る .

有糸核分裂 は認 め られ な い .

写真2 は上記 の 培養細胞 に 0 . 1 FL g / mL v i n c ri s ti n e

を 2 4 時間作用させ たもの で あ る . 全て の 細胞に お い て

萎縮変性が見 られ る . 細胞 の 突起 や 角は消失し , 全体

に丸 い . 細胞 は大小不同で あ り , 大き い もの で 長 径が

40 〃で あ り . 小さ い もの で 長 径が 12 /上 で あ る . 萎縮 の

程度 は様々 で あり , 萎縮の 強い 細胞 は , わず か に 核の

周 囲に 細胞質が見 られ るの み で . 金米糠様の 形を 示す .

核 に は光源所見 に 関する限り t 対照群 と差異を 認め得

な か っ た . 又細胞の 他 に , 死滅細胞を疑 わ しめ る 紫色

に 濃染す る無様造物が散在す る . 有糸分裂像 は見 られ

な い .

写真3 は対照群の 電顕像 を示す . 細胞 は紡錘 形 を示

す も の が多く . 約70 % の 細胞 に は , 辺綾 に 0 .1 /ノ から

4〟 の コ プ状の 突出が 見ら れ , 多い も の で は 8 個み ら

れ る . 又細胞 の 辺縁 は多数 の 浅い 陥凹 の た め不規則に

見 え る . 細胞質中 に は ミ ト コ ン ド リ ア 及び遊離リ ポ ゾ

ー ム が 多い . 細胞 質中 に は少数 なが ら空胞も見 られる .

細胞の 約1/ 3 が多核 の 所見を 示し . 形 は三 角形ある い

は楕円形で
一 定 せず , 核の 辺 縁に は浅 い 核膜 の 湾入が

多く 見 られ る .

- 核 の 細胞の う ち の 約 1/3 は 深い 核肢

の 湾入を 有す る不姐則 な形を し た核 を有す る , 約半数

の 核の 核膜周囲 に ク ロ マ チ ン が少量見 ら れ る . 核小体

の 多く は類円 形で あ り辺 縁 に 浅い 陥凹 を多数有し
, 約

15 0 0 Åの 太さ の 核小体糸 に よる 粗な網目状 構造 を 示

し , 核′ト体糸上 に は 径約 200 Å の 顆粒 が散在す る .

写真 4 は0 . 1 FL g/ mL v i n c ri s ti n e を 2 4 時 間作 用さ

せ た も の で あ る . 細胞質 内 に お い て 多 数 の 0 .2 〟
～

0 . 8〃 の 空胞が 見 られ る . ミ ト コ ン ドリ ア の 形 に は変

化 は見 られ な い . 遊離リ ポ ゾ
ー ム の 減少 は核小体の変

化が 後述の 第3 及 び第5 型に 属す る細胞 にお い て 明ら

か で あ っ た . 核 に 関 して はそ の 輪廓及 び ク ロ マ チ ン の

配 置 に つ い て は特 に 変化 は見ら れ な い
.

こ れ に 対し,

核小体 に は , 網目状構造及 び顆粒成分 と細線維成分の

構成比 に 著明な変化が 認 め られ , こ れを 5 つ の 型に分

け た ( 蓑1 ) .

核小休 の 変化の 第 1 型 は写真4 の 上方 の 細胞の 核小

体 に 見 ら れ る如く , 核′ト体糸が か ら み合 っ て 緻密な網

目状構造 を有す る もの で あ る . こ の 核小体 内に は径約

200 Å の 顆粒が 普通 に 見ら れ る , 第2 型 は写真4 の 下

方の 細胞 の 核小体 に 見 られ る如く , 核小体糸 に よる網

目状構造 を失 い , 1i g h t a r e a は消失し て 全体が 均質に

見え る もの で あ る .
こ の 型の 核/ト体 に は前 述 の 径約

200 Å の 顆 粒 が 核 小 体 全 体 に 存在 す る も の か ら わ

ず か に 散在 する もの ま で 種々 あ る . 第 3 型 は写 真5 に

見 られ る如く , 核小体糸 に よ る網目状構造が 失われ .

均質 に 見 え る も の で あ る . こ の 型 の 核小体 に は径200

Å の 顆粒 は消失し て 見 ら れず , す べ て 径 40 Å ～ 5 0 Å

の 細線経で 構成さ れ て い る . 第4 型は写 真6 に 見られ

る 如 く . 核 小 体 内 に C e n t r al l a c u n a e を 1 個 な い

し . 2 個有す るリ ン グ状核小体で あ る .
こ の 種の 核′ト

体 の 皮質部分が 緻密 な網目状構造を呈 す る もの と , 均

質に 見 え . 径約200 Åの 鴨粒と50 Åの 細線経で 構成さ れ

て い る もの が ある . 第5 型は写真7 , 及 び 8 に 見られる

様に 電子密度 の 高い 部分と低 い 部分に 明確 に 分離して

見 え る も の で あ る . こ の 電子密度の 高い 部分 も低い 那

分 も共に 径約 50 Å 前後 の 細線絶の み で 構成さ れ , 輯拉

は見 られ な い
.

写 真 9 は髄膜腫細胞培養1 8 日目 の 光顕像で ある . 核
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表1 Vi n c ri s ti n e に よ る核小体の 変化

核小体糸に よ

る網目 状構 造

0

2 0 0 A の 顆粒

0 0

4 n A ～ 5 0 A の

細線維
備 考

第1 型 緻 密 普 通 普 通

第2 型 な し 少 ない 多 い

第3 型 な し な し 多 い

第4 型

緻 密

O r

消 失
少ない 多 い リ ン グ状核小体

第5 型 な し な し 多 い S e g r e g a ti o n を示す

621

分裂像 は見 られ な い
. 細胞の 多く は台形な い し細長い

三角形 , あ る い は紡錘形 をな し
, 核 は大体径 12 〟 の 円

形ない し類 円形で あ り . ほぼ
一

定で あ る . 三角形の 細

胞で は胞体 が乏 しい た め辺縁 は湾入 して お り . 細長い

直線状 の 突起 を有する . 台形の 細胞 で は突起 を除 く細胞

の 大ささ は長径約50 〟
～ 2 0 〟 で あ り . 殆ん ど突起 を有

さず, 有 して も短か い
. 核の 辺縁に は陥凹 な ど の 不規

則さ は殆ん ど見 られ な い
. 又多核細胞 は少 ない

.

写 真 10 は 髄 膜 腫 培 養 細 胞 に 0 .1 〃g /

mL v i n c ri s ti n e を2 4 時間作用さ せ た もの で あ る . 核

分裂像は認 め ら れ な い . 全て の 細胞に細胞質の 萎縮変

性が 見ら れる . 半数 の 細胞で は細胞質 が比較的多く ,

形は全体 に 丸く な っ て 細胞の 突起 や 角 が 消 退 し て い

る . 細胞質 の少 な い 細胞で は核 の 周囲 に わずか に 細胞

質が見ら れ るの み で あ り . 小 さ な三角 形な い し , 星状

を呈す る . 核の 形に は対照群に 比 して 差を認 め得 ない
.

細胞間に は紫色に 染ま る無構造物が 散在する .

写真11 は対照群の 電敢像で あ る . 細胞 は卵 円形な い

し紡錘形を な し . 小 さ な細胞質の 突出が 所々 に 見 られ

る . 多く の 細胞 に お い て その 辺緑 の 所 々 に 少数 の 陥凹

が認 め られ る . 多く の 細胞の 細胞質 内に は 約 0 . 餌 の

空胞が 散在し . 又0 .1 〟
～ 0 , 2〟 の 小さ な空胞が多数存

在す る細胞もあ る . 細胞質中 に は ミ ト コ ン ドリ ア や遊

離リ ポ ゾ ー ム が 比較的多く見 られ る . 全体の 約3 / 4 の

核は規則正し い 辺縁を 有するか t あ る い は辺縁に 浅 い

核膜の 湾入が 1 個 な い し 2 個み ら れ る . 約半数 の 核 に

お い て 少量 の 核膜周囲ク ロ マ チ ン が見 られ る . 多核細

胞は稀で あ る . 核小体 は煩円形な い し , 多角形で あ り .

径約150 0 Å の 太さ の 核小体糸に よ る粗 な縞 目状 構 造

を有し , 核小体糸上 に は径約 200 Å の 鯖粒が 見 られ る .

写真 12 は0 . 1 /∠g / mL v i n c ri s ti n e を2 4 時間作用 さ

せ た髄膜睦培 養 細胞 の 電宗則象で あ る . 細 胞質 に は著 明

な空 胞 の 増加 が 見 られ
,

胞 体の 変化は核小体の 変化と

関連し, 核小体 の 変 化の 型は 前述 の 膠 芽 睦に お け る場

合の 分 類と ほ ぼ 同様で ある . 核の 形t ク ロ マ チ ン の 分

布 に つ い て は対 照例と 比 べ 特 に 変化は な い が
, 核小 体

に 著明 な変化が 見 られ る .

細胞質の 空胞 の 増加及び遊離リ ポ ゾ ー ム の 減少 の 程

度は第 1 型の 核小体を 有する細胞で は顕著で な い が .

写真12 に 見 られ る如く . 第3 型な い し第5 型の 核小体

を 有す る細胞に お い て 顕著で あ る .

写真 13 は第 1 型 の 核小体 を示 し. 径約2000 Å の 核

小体糸が 豊富で
, 非常 に 密な網眉状構造を呈 し , 径約

200 Å の 額粒も見られ る . 細胞質中に ミ ト コ ン ドリ ア

も多 い
.

写 真14 は第2 型の 核小休を示す . 核小休の 網目状構

造 は全く失 な われ , はぼ均質に見え る . こ の 核小体 中

に は径約200 Å の 顆粒 と径約50 Å の 細線経 と が 見 ら

れ る . その 顆粒 も径約50 Å の 細線維の 集合で あ る の が

見 られ る .

写真1 5 に 見 られ る核小体 は第3 型に 属 し .騎 粒成分

が全く 見 られ ず . 全て 径約 50 Å の 細線維成分の み で構

成さ れて い る .

写 真 16 に 見ら れ る核小体 は第4 型 に 属し , リ ン グ状

核小体で あ り , そ の 皮質部分 は第2 型の 核小体 と同様

に , 径約 20 0 Å の 顆粒と 豊富 な細線維 より 成っ て い る .

第5 型 の 核小体 は髄膜踵の 検索で は認 め得なか っ た .

考 察

本 実験 に お い て は 培 養 脳 腫 瘍 細 胞 に 対 す る

Vi n c ri s ti n e の 作用 に つ い て
. 最 も悪性 に 属す る多 形

膠芽歴と . こ れ に 対し良性腫瘍に属する髄膜腫と の 間

に 有意の 差を認 めな か っ た . 研究の 経過 に お い て t 星

状膠細胞腫及 び神経鞘腫 の 培養は 困難で あり , 研 究の
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対象 と し得な か っ た . こ れ に対 し , 髄膜腫細胞 の 培養

は容易 で あ り , 多形腰芽腫 の そ れ に匹敵す るもの であ

っ た . こ の 事 よ り元来良 性腫瘍 と考え られ て い る髄膜

騰が本実験の 培養環境で は多形膠芽腫 と同様の 代謝活

性を持 ち , V i n c ri sti n e に 対 し同様 の 反応を 示 し た も

の と考 え 得 る .

V i n k a al k al o i d の 抗 腫 瘍 作 用 の 検 索 か ら

Vi n c ri s ti n e
,
l e u r o si n e . v i n b l a s ti n e 等 の 一 連 の 物

質が 描出さ れ , そ れ ら は H o d gi k i n 病 を は じめ 消化 管

腫瘍 1 白血病 に も効果 の あ る こと が知 られ た
川2 1】2 2I

. 脳

腫瘍に 対す る こ れ ら の 物質の 作 用 に 関 し て は , 1g62

年 に A r m s t r o n g が屋状膠細胞腫 に Vi n c ri s ti n e が 効

果の あ る事 を報告し て 以来 , 髄 芽腫 や多形膠芽腫に も

効果の あ る事が 知ら れ た
8】8桝

V i n k a al k al o i d の 抗腫瘍性の 作用機序 に つ い て は

S pi rl d l e t u b u l e s の 合成阻害に よる 有 糸 分 裂 停止 に

よ る･C y t O S t ati c 効果が重要な 役割を果 す と さ れ て き

た
8 冊

.

一 方 W il s o n ら は ヒ ト脳腫瘍 の 単層培養細胞に

対す る vi n c ri s ti n e の 影響 を光顕 で観察 し , 細胞が 変

性す る こ と よ り vi n c ri s ti n e が c y t o t o x i c 効果を 有す

る事を 明ら か に した . しか しな が ら こ の 物質の 作用機

序 に つ い て は不明の ま ま 残 さ れ た
2 3 剛

. 本 実 験 で は

Vi n c ri s ti n e を投与し た場合 . 光顕所見 で 最も著明 な

変化 は細胞の 萎縮変性で あ り ,

一 方電顕 で は核小体に

著明な形態の 変化が見 られ た . 核小 体 は リ ポ ゾ
ー ム

R N A 合成の 填で あ る事実
り】

は , 核小体 の 形態 の 変 化

は リ ポ ゾ
ー ム R N A 代謝 の 変化を 示唆する .

電顕 によ れ ば , 核小 体 は 核 小体 糸 と 呼 ば れ る 径

0 .1 〟
- 0 .2 〟 の 線姓 の か ら ま り 合 っ た も の で あ

る
2 512 6l

. M a r ri n o z zi ら は肝細胞の 検索 に よ り 核 小 体

は次の 3 っ の 成分か ら 成る と した
. 第 1 は径約 150 Å

～ 2 00 Å の 顆粒, 第2 は径50 Å の 細線経で あり .
こ の

2 者 は R N a s e に より消化 され る R N A で あ り , 第 3

は p e p si n に より消化さ れ る蛋白質の 基質 で あ る
2 7I2 81

核小体 内にお け る こ の 二種類 の R N A の 関係 に つ い て

は .

3
H -

u ri d i n e を用い た N o v i k o ff h e p a t o m a c ell

の 電顕 的 オ
ー

トラ ジオグラ フ イ により U n u m a ら は ,

3
H .

u ri di n e はま ず細線維成分 に 集 まり , 次に 顆粒成分 に

移行 す る こ と を 明らか に し , こ れ より細線維成分が 顆

粒成分 の 前駆物質で あ る と し た
2 8)

.

核小体の R N A の 代 謝 に つ い て は , 村 松 ら は
‖
c ･

O r O ti c a ci d を ラ ッ ト に投与後経時的 に ラ ッ ト 肝 よ り

核小体 を取り 出して 分析する事 に より , 核小体 に お い

て ま ず45S R N A が 合成さ れ ,
こ の もの よ り 更 に 2 8S

R N A が 合 成 さ れ る 事 を 証 明 し た
3 0)

.
p e n m a n ら は

H e L a 細胞 にお い て . 45S R N A か ら 2 8S R N A が 合

成 され る前 に 1 8S R N A が 45 S R N A か ら切 り離さ れ .

それ はす ば や く 細胞質 中に現 われ l 核小 体中に は殆ん

ど検出さ れ な い 事も 示し た
3 1j3 2I

･ 核小体 に お い て 細線

練成分 は顆粒成分 の 前駆体で あ り , し か も45S R N A

は 28 S R N A の 前駆体 で あ る事 実 は , 45 S R N A が細

線維成分に ･ 2 8S R N A が 顆粒成分に 含 ま れ る事 を示

唆す る ･ 実際肝核小体 に おい て 45 S R N A の 合成を 阻

害す る a c ti n o m y ci n D の 投与は R N A を 含 む 細 線推

成分を 消失さ せ る
3 3 l

. 又 , H e L a 細胞 の 核小体 に おい て

45 S R N A か ら28 S R N A を合 成する過 程を 阻害 す る

t o y o c a m y ci n e を作用 させ た場合 に は 顆 粒 成分 が減

少 し
, 細線維 成分が 増え る事 も 証 明さ れ が 41

.

方 W a g n e r ら は生化学的 に v i n k a al k al o i d の R N A

合成の 阻害作用 を検索 し た .

3
H ･

u ri d i n e で 1 5 分間ラ

ベ ル さ れ た H E p
･ 2 細胞 に30 分間2 × 10

~

4

及 び 1 x

10
.

5
M の 濃度 の vi n b l a s ti n e あ る い は vi n c ri sti n e

を作用 さ せ た場合 , 放射能が 対照例 と比 較 し て , 18 S

R N A に お い て 40 % , そ して 28 S R N A にお い て20 %

し か検 出さ れ な い . 45 S R N A か ら 1 8 S R N A が 切り

離 さ れ
,
そ れか ら2 8S R N A が 合成さ れ る事よ り . 上述

の 実験結果 は Vi n c ri s ti n e が少 なく と も 45S R N A →

2 8S R N A の 阻害作用と 45S R N A 合成阻害 作 用 の 二

つ を有 する事 を示すと 彼 ら は推定し た
1 引

.

本実験 で見 られ た vi n c ri sti n e の 作用 に よ る核小体

の 変化 は表 1 の 如く 5 つ の 型 に 分 け られ た . 第 1 の 型

は核小体糸 の 核小体 内に お け る密度が増 加し , 核/j 噛

は非 常 に 密 な 網 目 状 構 造 を示 す も の で あ る . 又核

小 体 内 に は顆 粒成 分 も 存在 する . こ の も の は 45 S

R N A と と もに 28 S R N A を含む もの と考 え られ る . 第

2 の 型 は上記の 網目状構造 の 濃密化 が 一 層進 み
, 核小

体が 均質 に 見え る もの で あ る . こ の 型 の 核小体内には

細線維成分が 豊富で t 顆粒成分は全般 に少 なく , 顆粒

の ほ と ん ど見 られ な い も の もあ り , 4 5 S R N A の 含有

の 比率が 多く な る も の と考え られ る . 第3 の 型は核小

休 は網目状構造を失 い 均質 に見え る が
, 顆粒成分 は全

く見 られ ず 細線維成分 だ けで 構成さ れて い るもの で あ

り , 2 8 S R N A が 存 在 し な い も の と 考 え ら れ

る ･ t O y O C a m y C i n e は 4 5 S R N A か ら 28 S R N A を生

成す る 成 熟 過 程 を 阻 害 す る 薬剤 で あ り
3 引

.
こ れ を

H e L a 細胞 に 作用さ せ る と時間の 経過 と共 に核小体 の

濃密化 , 細線練 成分 の 増加と 共に顆粒成分の 減少が 見

ら れ る叫
. 第1 型か ら第3 型ま で の 核 小 体 の 変 化 は

Vi n c ri s ti n e の 作用 に より 核小体 内に お い て 細線維成

分が 蓄積する と 共に 顆粒成分が減少 し , つ い に は消失

す る 過 程 を 示 す も の で あ り ,
V i n c ri sti n e が 4 5 S

R N A → 2 8 S R N A の 過程を 阻害す る作用 を 有 す る 事



脳腫瘍培養細胞に 対する Vi n c ri s ti n e の 影響

を示すと 推定さ れ る ･

第4 型の リ ン グ状核小体 は通常哺乳動物細胞 に は殆

んど見られ ず . わ ずか に い く つ か の 血球細胞 .及 び 45 S

R N A 合 成 を 阻 害 す る a c ti n o m y ci n D や

c h r o m o m y Ci n e A 3 を 作用さ せ た細胞 に 見 ら れ る も

の で あ る
3 6卜 川

. こ の 様 な リ ン グ状核小体が 見 られ る成

熟リ ン パ 球に お い て は R N A の 合成が 停止 して い る 事

が ラ ジオ オ ー ト グ ラ フ ィ に より 証明さ れて い る
3 8 州

こ れら の 事 より第 4 型の 核小体に お い て も リ ポ ゾ ー ム

R N A の 産生自体が 減少し て い る事が 推定 され . 又そ

れは Vi n c ri s ti n e は リ ポ ゾ
ー ム R N A 成熟過程の 阻害

の み なら ず a C ti n o m y ci n D と 同様の 作用機序 を も有

す る事 を暗示する .

第5 型の 核小体 は電子密度 の 高い 部 分と低い 部分に

分離して 見え ,
こ れ は s e g r e g a ti o n と 呼ば れ る形態と

類似す る . s e g r e g a ti o n は主に a c ti n o m y ci n D 等 の

D N A 依存 R N A の 合成 を阻害す る物質を作 用 さ せ ら

れた核小体 に お い て 見 られ る
4 2 14 31

. u n u m a 等 に よ れ

ば .
ラ ッ ト肝 核小体 に a c ti n o m y c in D を作用さ せ た

場合, 電子密度の 高い 部分 に の み D N A と R N A が 存在

し , 電顕で は額粒成分が 多く 見ら れ , こ れ に 対 して 電

子密度の 低 い 部分に は蛋白成分の みが 存在 する . こ の

現象は D N A c o r e が収縮 して , そ れに 付着 する細線維

状R N A が共 に n u cl e o l u s o r g a n i z e r の 方 へ 集 合 す

るもの で あ り , こ の 際 a c ti n o m y ci n D は 45 S R N A 合

成を 阻 害 す る に も か か わ ら ず , 4 5 S R N A → 2 8S

R N A の 過 程を阻害 しな い ため電子密度 の 高 い 部 分 に

は顆粒成分が 圧 倒 的 に 多く 見 ら れ る と 解 さ れ て い

る 叫
. 然 るに 第 5 型の 核小体 に お い て は , 電子密度 の 高

い部分 に は細線維成分の みが 見ら れ , 顆粒成分が 見 ら

れない . こ の 事実 は vi n c ri sti n e を作用さ せ た核小 休

にお い て 45 S R N A 合成阻害 に お い て 見られ得るD N A

と R N A の 偏 在現 象 と 45 S R N A ･ → 2 8 S R N A 成 熟

阻害に よ る顆粒成分の 減少が 同時に 存在す る こ と を暗

示す る . した が っ て 第 4 型と第5 型の 核/ト体 は本質 を

同じくす る現象と解釈さ れ得 る .

V i n c ri s ti n e に よ る細胞質 の 著明な変性 は細胞 質 に

対する薬物の 直接作用 に よ る もの か , あ る い は核小体

の障害 に 由来す る 2 次的な も の か 問題 と な る . 細胞質

の リポ ゾ
ー

ム R N A は核小体で 合成さ れ る事 は既 に 知

られて い る
1 71

. 鵜沼 ら は電顕 に よ る検索 で
. 細胞質 リ ポ

ゾ ー ム と核小体の 顆粒成分( 28 S R N A ) と が 同様 の 形

態を有す る事 より . 核小体内顆粒 成分 が リ ポ ゾ
ー

ム

R N A の 直接の 前駆体 で あ る と推定し た
18I

. リ ボ ゾ ー

ム R N A の 代謝は速 く 45S R N A の 半減期 は 正 常肝 核

小体で 10 分か ら20 分 , 再成肝 核小体で 4 分か ら7 分 .

6 2 3

そ して W a lk e r 腫瘍細胞核小体で 6 分な い し7 分であ

る
3 0 岬

. し た が っ て 核小体の R N A 代謝の 変化 は , 速に

細胞体 内の リ ポ ゾ ー ム の 真 に反映 し得 る と 考 え ら れ

る . 本実験 に お い て 顆粒成分の 認 められ な い 第3 型及

び第5 型の 核小体を 有す る細胞 にリ ポ ゾ
ー ム の 減少が

著明で あ る . 培養細胞集団で は分裂し な い細胞も また

3
H ･

u ri d i n e や
3
H -l e u si n e を 取 り 込 み , R N A の 合 成

や 蛋白質の 合成を行 な っ て お り
16 抑

,

一 方細胞 に お け

る 蛋 白 合 成 は 殆 ん ど リ ポ ゾ ー ム で 行 わ れ

る ･ こ れら の 事実 よ りvi n c ri s ti n e に よる 細胞の 萎縮

変性 は, 核 小体内の R N A 合成阻害が リ ポ ゾ ー ム の 減

少をき た し , そ の た め に 細胞内に お け る蛋白合成が阻

害 され た た め生 じた と推定 され得る .

結 論

手術 に よ っ て 創出され た多形膠芽腫及び髄膜腫の 初

代培養細胞 に 対す る vi n c ri s ti n e の 作用を 光顕な ら び

に 電顕 に よ り検索 した .

1 . 多形膠芽腫 と髄膜腫の 問で は vi n c ri s ti n e の 作

用に つ い て 有意 の 差 は見 ら れな い .

2 . 光顕検索 で は細胞質 に著明な萎縮変性が見 られ

る .

3 . 電顕に よ る検索で は核小体 に 変化が 見 ら れ . 5

つ の 型に 分類さ れ た . 第 1 型か ら第3 型 の 変化は核小

体糸に よ る網目状構造の 変化及び細線維成分と顆粒成

分の 混合比の 差に よ るも の で あ り , 第1 型 は両者が混

在 し . 第 3 型 は細線維成分の み か らな る . こ れ らの 変

化 は 45S R N A か ら2 8S R N A を合成する過 程 を 阻害

す る薬物 の 投与 に よ る核小体 の 変化と輯似す る . 第4

型 は リ ン グ状 の 核小体で あ り , 第5 型は s e g r e g a ti o n

の 型 を示し ,
こ れ ら の 変化は Vi n c ri s ti n e が D N A 依

存 R N A ( 4 5 S R N A )合成を 阻害する作用を暗示す る .

4 . 細胞質 申に お い て リ ポ ゾ ー ム の 減少が著明 に 見

ら れ たの は . 核小体に 顆粒成分の 見ら れ ない 第3 型及

び第5 型 の 核小体を 有す る細胞 で ある .

5 . 以 上よ り vi n c ri s ti n e の 抗腫瘍作用の 一

つ は リ

ポ ゾ ー

ム R N A の 合成の 阻害 に よ る も の と 考 え ら れ

る .
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写 真 説 明

写真1 . 多形暦芽腫培養 17 日目 .
× 80 0

細胞 に 大小不 同が あ り . 約半数の 核で は辺縁 に 陥凹

が 見 られ る . 約 1
.
/

一

7 の 細胞 は多核細胞で あ る .

写 真 2 . vi n c ri s ti n e 2 4 時 間作用 に よる 多形膠芽 腫 培

養細胞の 変化 . × 800

細胞 質は萎縮 し , 細胞 の 形 は類円形と な り , 空胞が

多い ∴ 細胞残査と 考え ら れ る紫色の 無構造物 が散在

す る .

写真3 . 多形膠芽腫培養細胞 17 日目 . 電 顕所 見 . ×

1 2 0 00

細胞辺縁 に は′トさ な感状 の 突出が所 々 に 存在 し . 又

浅い 陥凹 も多く存在す る . 細胞質内に は ミ ト コ ン ド

リ
･

ア 及び遊離 リポ ゾ ー ム が 認め られ る . 核 は多角形

で あ り . 辺 縁 に浅 い 陥凹 が 多く あ る . 核/ト体 は径約

200 0 Å の 核小体糸に よ る粗 な網目状構造 を示す .

写真 4 . v i n c ri s ti n e 2 4 時間作用後の 多形膠芽腫 培 養

細胞 ∴第1 型及び 第2 型 の 核/ト体 . × 1 8000

細胞質中に は空胞が多 い
. 上方 の 細胞の 核小体 は密

な網目状 構造 を示し . 顆粒成分 は普通 ( 第1 型) . 下

方の 細胞の 核小体 に は網旧 状構造 はな く , 核小体 は

均質 に 見え る . 径約200 Å の 顆粒が 少量散在 す る( 第

2 型) .

写真5 . v i n c ri s ti n e 2 4 時間作用後 の 多形膠芽腫 培 養

細胞 . 第3 型の 核小体 . × 4 8000

円形 の 均質な構造を 呈し , 額 粒成分 はな く . 径約 50

Å の 細線練成分の み が 存在する .

写真6 . v i n c ri s ti n e 2 4 時間作用後 の 多形膠芽踵培 養

細胞 . 第 4 型の 核小体 . × 100 0 0

上方 の 細胞 に は空胞が 多く , 核 は核膜 の 湾入が 強く t

不規 則な辺線を有す る . 核小 体は 中央 に 大きな 電子

密度の 低 い 部分を有す る リ ン グ状 を呈 し ,
そ の 皮質

部分 は密 な網目状構造 を示す .

写真 7 . v i n c ri s ti n e 2 4 時間作用後の 多形膠芽腫 培 養

細胞 . 第 5 型の 核小体 . × 60 00

細胞質申 に空胞が 多い . 核 は核膜の 湾 入の 強 い 不規

則 な辺線 を有す る . 核小体 は電子密度 の 高い 部分と

低 い 部分 に 分離し て い る .

写真 8 . 前写 真の 核小休 . × 6000 0

核小体 は電子密度の 高い 部分 と低 い 部分に 分離 し .

い ず れの 領域に も顆粒成分 はな い . 核/ト体は径約 50

Å の 細線推 の み か ら成 っ て い る .

写真9 . 髄腰腫培養1 8 日目 . × 2 5 0

細 胞は全般 に 小さ く ･ 細長い 三 角形 の 細胞と 台形の

細胞が混在 す る . 多核細胞 が 1 個認 め られ る .

写真10 ･ V i n c ri s ti n e 2 4 時間作用後の 髄 膜 腫培養細

胞 の 変化 . × 5 00

細胞質の 萎縮 ･ 減少の 強い 金米糠様 の 形を した細胞

と ･ 三角 形又は台形の 細胞の 突起が 退結し た細胞が

見 られ る .

写真11 . 髄膜腫培養1 8 日目 . × 960 0

細胞質内に は′トさ な空胞が多 く見 ら れ るが
.

ミ トコ

ン ドリ ア や遊離 リ ボ ゾ ー ム も比較的多く 存在する .

核 は浅い 陥 凹 を所 々 に 有す るが
. 比較的規則正しい

頸円形で あ る . 核小体 は 5 角形 を呈 し , 径約1500 Å

の 太さ の 核小体糸 に よる 粗な網目状構造 を有し , 顆

粒成分も見られ る .

写真1 2 . v i n c ri s ti n e 2 4 時間作用後 の 髄 膜 腰培養細

胞 . 第3 型の 核′ト体 . × 10 8 0 0

細胞質 に は 大小不同 の 空胞が多数存在 し
, 遊離リ ポ

ゾ ー ム は少な い . ミ ト コ ン ドリ ア に は変化は ない .

核小体 は均 質な構造 で 第3 型に 属す る .

写真13 . vi n c ri s ti n e 2 4 時間作用後 の 髄 膜 膝培養細

胞 . 第1 型の 核小体 . × 3 6 0 0 0

核小体 は径約150 0 Åか ら 2000 Å の 太さ の 核小体糸

に よ る密な 網目状構造 を示し . 約 200 Å の顆粒が中

等量 存在す る . 核外 に はミ ト コ ン ドリ ア が 多く 見ら

れ る .

写真1 4 . v i n c ri s ti n e 2 4 時間作用後 の 髄 膜 腫培 養細

胞 . 第 2 型の 核小体 . × 60000

核小体 は正常な縞目状構造を失 な い , は ぼ均質な構

造で あ る . 核小体 内に は径約2 00 Å の 顆粒が散在し

て い る .

写真1 5 . v i n c r i s ti n e 2 4 時間作用後 の 髄 膜 腫 培養細

胞 . 第3 型の 核小体 . × 9 00 0 0

核小体 は ほぼ均 質な構造で あ り , 径約 50 Å の 細線維

の みか ら構成さ れ , 顆粒成分は存在 し な い .

写真 16 . v i n c r i s ti n e 2 4 時間作用後 の 髄 膜 腫 培養細

胞 . 第 4 型の 核小体 . × 600 00

中央部 に 明る い 部分が 2 ヶ 所あ る リ ン グ状の 核′ト体

で あ る . 皮質部 分は網目状構造を持 たず ∴細線維成

分 と顆粒成分か ら構成さ れ て い る .



脳腫瘍培養細胞に 対す る V i n c ri s ti n e の 影響 627

A b s t r a c t

E ff e ct s of c h e m o t h e r a p y w it h v i n c r i sti n e o n b r ai n t u m o r c ell s w e r e a s s es s e d i n

p ri m a r y c u lt u r e s d e ri v e d f r o m h u m a n g li o b l a st o m a a n d m e ni n g i o m a ･

1 ) T h e c ult u r e d c e11s of gli o bl a st o m a a n d m e ni n gi o m a s h o w e d si mi 1 a r r e s p o n s e s t o

vl n C ri s t l n e .

2) F i n d i n g s w it h t h e li g h t r n i c r o s c o p e s h o w e d c y t o t o x i c eff e ct s of v i n c ri s ti n e ･

3) F i n d i n g s w it h t h e ele ct r o n m i c r o s c o p e s h o w e d c h a n g e s o f n u cl e o l a r s t r u ct u r e . T h e s e

c h a n g e s w e r e cl a s sifie d i n t o fi v e t y p e s . T y p e l t o t y p e 3 n u cl e o li i n di c a t e d t h at

v i n c ri s ti n e a ct e d a s a n a g e nt w h i c h i nt e rf e r e d w it h t h e m a t u r a ti o n o f r i b o s o m e R N A

p r e c u s o r i n n u cl e oli ･ T y p e 4 a n d 5 n u cl e oli i n di c at e d t h a t v i n c r i s ti n e a c t e d a s

a cti n o m y ci n D .

4) C el l s w i th t y p e 3 a n d 5 n u cl e oli w h i c h h a d n o g r a n ul a r c o m p o n e n t h a d s m all

a m o u n t s of f r e e rib o s o m e s .

5) T h e s e fi n di n g s i n di c a t e t h at o n e o f t h e a n ti ･t u m O r eff e ct s of v i n c ri sti n e i s d u e t o t h e

s u p p r e s si o n of t h e p r o d u cti o n of ri b o s o m e R N A i n t h e n u c l e o l u s .
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