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悪性腫瘍の化学療法に関する研究

一初代培養吉田肉腫に対する低温の影響と化学療法の効果について一

金沢大学医学部第一外科学講座（主任：卜部美代志教授）

　　　　　　宮　　下　　　　徹

　　　　　　　（昭和48年1月23日受付）

本論文の要旨は，昭和42年10月半26回日本癌学会総会において報告した。

　悪性腫瘍の化学療法にはじめてnitrogen　mustard

が用いられてD2）から30年に満たない，　rこの間に

地球上の無数の物質の抗癌性が検討され，そのいくつ

かが化学療法剤として登場し使用されたが，末だ満足
　　　　　　lI
すべき薬剤は得られていない現状である．

　現在までに知られた主要な化学療法剤の作用罪作の

解明はほとんど終っており3）4），また，腫瘍細胞の核

酸代謝等5）6）7）についての研究も．放射性同位元素の

利用などにより著しい進展をとげた．にもかかわら

ず，今日，化学療法のみによる悪性腫瘍の根治が期待

できないでいる理由として次のようなことがあげられ

よう．

1．・腫瘍，ことに，solid　tumor中には，薬剤感

　受性を持たない　resting　ce11の部分が多く存在

　していること8）9）．

2．増殖細胞のceU　cycleも区々で〔asynchrony）

　あって，しかもその世代時間は長くlo），化学療法の

　有効な　phaseの細胞はわずかしかないこと．

3．腫瘍よりさらに分裂の旺盛な組織（骨髄，胃腸管

　上皮など）が存在し，化学療法の影響をうけ易く，

　副作用が出現すること9）10）．

4．腫瘍組織に薬剤耐性が生ずるこどm2）．

5．腫瘍組織の血行が乏しく薬剤の到達が妨げられる
　こと13）14）．

6．host・tumor　relationshipの複雑な関係が存在

　し，細菌感染にみられるような　hostの免疫力の

　応援が少なく，化学療法によりかえって免疫力の低

　下する可能性が強いこと．

　このような事実をふまえて，比較的short－acting

で安全域の狭い今日の化学療法剤をもって治療を行

い，好結果を期待することは，はなはだ困難で．あり，

”化学療法の行き詰り．が云々されるゆえんになって

いる．

　それ故に，種々の工夫が試みられ，a）投与法の改

善15）16），b）多剤併用療法m～19），　c）高酸素療法の併用

20）21），d）steroid　hormoneとの併用22），　e）免疫

療法との併用23），f）温度処理2のなどが臨床的に真剣

に検討されてきたのである．

　冷却による癌患者の治療を行ったのは1938年　Fay

and　Henny25）にはじまる．その後も冷却による腫瘍

抑制を試みる者もあったが，効果は不定で次第に行わ

れなくなった，しかるに，化学療法が注目されはじめ

ると，その効果の増強を計って再び温度処理がとりあ

げられ，実験的に併用による効果増強が報告された．

辻26）は，担癌ラットにおいて，低体温とmitomycin

C，nitrominの併用が著しい延命効果をもたらした

とのべ，deepあるいは　moderateの低体温を12

時間行うと，それのみで80％強の担癌ラットが長期生

存したと報告した．高橋ら2η，三浦ら28）は，マウスを用

い，200C，6時間の低体温を行い，復写後に分裂指

数における同調化を観察し，制癌剤の効果増強をみた

が，低温のみによる延命はみとめられなかった．

　著者も，はじめ低体温の制癌効果と化学療法に及ぼ

す影響を研究する目的で　Adolph29），　Popovic　o）の

低体温装置を改良して担癌ラットに18。～200C，6時

間の低体温を施した．そして腹水内の腫瘍細胞の軽度

の減少と，分裂指数の変動を観察したが，延命効果を

みとめず，実験中途に死亡する動物も多く，冷却復温

などの温度条件の設定にも，かな・りのあいまいさが持

ち込まれてくる危険を察知した．そこで，腹水中の吉

Studies　on　Chemotherapy　for　Malignant　Tumor　With　Special　Reference　to　Examination
about　Influence　of　Low　Temperature　and　Effect　of　Chemotherapeutics　to　Yoshida　Sarcoma

Which　was　Treated　with　Primary　Tissue　Culture．　T’oru　Miyashita，　Department　of

Surgery（1），　School　of　Medicine，　Kanazawa　University．
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田肉腫細胞を用いて，いわゆる，初代培養〔primary

tissue’CUItUre）を行うことにより，実験条件の設定

を正確に，かつ，容易にしたのち，低温が腫瘍細胞に

及ぼす影響と，化学療法に対する効果について検討

し，二三の知見をあげたので報告する．

〔1〕　吉田肉腫細胞の試験管内初代培養について

1．実験材料および実験方法

　1　実験動物および腫瘍

　実験動物として体重100～150gの雄性純系Donryu3D

　ラットを使用した．

　腫瘍は佐々木研究所より入手した吉田肉腫細胞32）を

当研究室において，ラット腹腔中に継代移植し4～5

表1　Earle　and　Hanks　balanced　salt

　　　solution．

Earle Hanks

NaCl 6．80g／1 8．009／1

KCl 0．40 0．40

CaCl　2 0．20 0．14

MgSO4 0．10

MgSO4・7H　20 0．20

NaH2PO4 0，125

NaH2PO4・2H20 0．06

KH2PO4． 0．06

glucose 1．00 1．00

NaHCO3 2．20 0．35

　　．

T％CO2gas　phase
95％air

air

日目の腹水を無菌的に採取し．培養液に混和浮游さ

せ，試験管に分注し370Cで細胞浮遊培養法による初

代培養n）㍉4｝を試みた．原則として初代培養のみを行

い，培地を変えて再使用することはしなかった．

　2培養液
　文献的｛胴8），実験的に検討を加えた結果，最も増殖

に適する培養液として牛血清40％を含む　Earle　ba1・

anced　salt　solution39）を使用した．培養液は塩類

液と血清からなり，次のごとく作製した．

　1）Earle’s　balanced　salt　solutionは表1の組成

である．この培地に0．4％になるように　1actalubum・

in　hydrolysate〔NBC　4338）を混入した．溶液の変

質，沈澱等を避け，実験に便利なように表2のごと

く，塩類丁丁は別々の　ampuleに滅菌保存し，実験

に際し無菌的に調合した．塩類液の最終混合比を表3

に示す．

　2）牛血清

　金沢市営屠場より入手した牛全血を氷室に24時間放

置して，血漿部分を分離させ，2，000r．p．m．，10分間

遠沈し，得た血清を　Seitz　filterで濾過し，滅菌

後，56。C30分間加熱して非働化し，一20。Cの氷室内

に凍結保存した，

　3）最終培養液（表3）

　Earle塩類液50％，牛血清40％，0．85％生理食塩水

10％の比で混合作製した，抗生物質を使用しない．

　4）pHの調整

　最終培養液のpHが7．4になるように1／10NHCIで補

正した．

　3分注方法

　ラットより腹水を無菌的に採取し，少量の培養液に

混和浮游させ，白血球算定用メランジールを用いて細

表2　Earle　balanced　salt　solution

溶　　　液 処　　　　　　　方 消　　　　毒 使用量

solut　ion　l

唐盾撃浮狽奄盾氏@2

唐盾撃浮狽奄盾氏@3

唐盾撃浮狽奄盾氏@4

唐盾撃浮狽奄盾氏@5

唐盾撃浮狽奄盾氏@6

黙pq6｝1§1｝・・5・・ml

ﾈ翫1：18｝・・5・・m1

V％NaHCO3　（メイτコン）※

T％glucose　（5％ブド糖）※

S％lactalbumin　hydrolysate

n．125％phenol　red

オートクレーブ

@　　　〃

reitz

reitz

10　　m1

P0　　m1

U．3　m1

S．O　m1

Q0．O　m1

W．00ml

Aq． ad． オートクレーブ 200．00ml

※は市販晶
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胞数を概算して，のぞむ細胞濃度になるように培養液

に混和し，内径15mm，長さ200mmの硬質滅菌試験管

に分注器を使用して手早く分注した．各試験管の細胞

数のバラツキを少なくするため，1ml宛の注入を反

復5回行った．分注後，試験管口をゴムW栓で被い，

37。Cの艀卵器に収納しair　phase下で直立静置培養

を行った．分注操作は室温下で行い，平均所要時間は

20～30分であった．なお，使用したガラス器具等は，

すべて組織培養法1」）40）にしたがって洗糠，滅菌したも

のである．

　4　腫瘍細胞数算定法

　腫瘍細胞数算定にはクエン酸処理法34）4Dを使用し

た．すなわち，直立静置培養中の試験管を軽く振盈混

和したのちピペットでさらに十分混和しっっ，1ml

宛小試験管にとり分け0．05％に　crystal　vio［etを

混じた0．4Mクェン酸液を2ml重畳し，　Warburg検

圧計で37。C，30分恒温振盈したのち　BUrker－tUrk

血算板に入れ細胞数を算定した．1m1中の細胞数は，

全区画の細胞数を1／9×3×10，000倍すれば得られる．

測定値の誤差を少なくずるためつぎの方法をとった．

培養試験管5mlは3本を使用し，各試験管につき3

本の小試験管を用意し，クエン酸処理後，各々6回の

表3　最終培養液混合比

Earle　BSS

aovine　sera

ohys．　saline

50％

S0％
P0％

100m1

W0m1
Q0ml

total 100％ 200ml

図1．牛血清加Earle培養液における

　　　腫瘍細胞の増殖度
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算定を行い，最大値と最小値をすて，残りの平均値を

求めて，その小試験管の細胞数とした．そして3本の

小試験管の平均値をもって培養試験管内の細胞数とし

た．培養試験管3本の平均値をその時間における細胞

濃度とした．

　5　腫瘍細胞の分裂指数の測定

　培養中の腫瘍細胞浮游液をスピッツグラスに移し

1，000r．p．m．，5分間の遠沈ののち，管底の沈渣細胞を

acetogentiana　violet（AGV）法12）で染色して直ち

に鏡検した．なお，永久標本の場合は塗沫標本を作製

し　Giemsa染色を施した，

　細胞数1，000個中の　prophaseより　telephase

までの細胞の100分率を測定して分裂指数とした．

　6培養液のpH，糖，乳酸の測定

　1）pH：培養液中にpH指示薬としてphenol　red

が入れてあるので標準比色液を作製し，これと対

比してpHの変動を知ることができた．しかし，実際

のpH値はガラス電極（Hitachi－Horiba，　F5）を用い

測定した．

　2）糖：腫瘍細胞浮游液を遠沈し，そのヒ澄につい

て　glucose・oxydase法43）を用いて測定した．

　3）乳酸：腫瘍細胞浮游液の上澄にっき　Barker－

Summerson』4）の方法を用いて測定した．

∬．実験成績

　1　同一培養液における各種腫瘍細胞の増殖度（図

　　　1）

　Earle　balanced　salt　solution　50％，牛血清40％，

生理食塩水10％の培養液に，3種の腹水系腫瘍細胞を

浮游させ，初代培養を行って増殖度を検討した．使用

ぜる腫瘍は　ddsマウスより得た　Sarcoma　180，

Ehrlich腹水癌，および，　Dbnryuラットの吉田肉

腫である，この培養液においては，吉田肉腫のみが分

注後24時間で対数：的増殖を示したのに反し，Sarcoma

180，Ehrhch腹水癌は全く増殖を示さない．

　2　初代培養における吉田肉腫細胞の増殖度

　対数増殖期にあると考えられる移植後4日のラット

腹水を室温下分注し，初代培養を行った時の腫瘍細胞

数の変動を求めた（図2）．

　多くの場合，分注直後の腫瘍細胞数は計算による予

測値より少なく，しかも，分注後4時間までは細胞数

はむしろ減少する．細胞数の減少はその後，徐々に回

復するが，分注20～24時間までは増殖の抑制がみられ

る．その後にはっきりした増殖傾向がみとあられ，24

～48時間では，ほぜ対数増殖に入るものとみられる．

分注時の細胞濃度が高いときには，24時間までの増殖

はやや良好であるが37～48時間で，増殖度が鈍化し，
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peakに達したのち減少する場合が多い．培養液のpH

は6．6～6．8に低下して，培養液の性状が変化してい

る．したがって，以後の実験では，分注時の細胞数は

5～10×104個／m1となるように浮游させることにし

た．

　3　腫瘍細胞の分裂指数の変動

　培養開始後の腫瘍細胞の分裂指数の変動を経時的に

測定した（図3）．

　培養開始直後より24時間まではかなりの変動を示し

たが，これは分注操作による影響と思われる．しか

し，30時間前後より分裂指数の変動は小さくなり，安

定している，

　4　腫瘍細胞増殖に伴う培養液のpH，糖，乳酸の

図2．吉田肉腫細胞初代培養における細胞数変動

　　　　　　　A：細胞濃度の高い場含

　　　　　　　B．細胞濃度の低い場含
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　分注時の培養液のpHは7．4に調整してあるが，腫瘍

細胞の増殖に伴って低下する．ガラス電極を用いて測

定した（図4）．

　培養開始後24時間までの培養液のpHの低下は軽い

が，24時間頃よりの腫瘍細胞増加に伴なってpHの低

下は著しい．この原因が腫瘍細胞の解糖代謝による乳

酸生成量の増加に基くものと推定される．そこで，培

養液中の糖，および，乳酸の定量を行った．培養開始

時の糖濃度は80mg／dlであり，これは時間と共に低下

する．しかし，腫瘍増殖が　exponential　growth

を示しても糖の濃度は急激に減少することはない．一

方，乳酸生成量は腫瘍細胞増殖と極めて密接に相関し

つ＼増加するのが観察された．この乳酸量の増加がpH

の低下に関係していることは明らかである．

　5　初代培養腫瘍細胞の　viability

　l）培養開始後72時間を経て，もはや増殖のみられ

ない腫瘍細胞を採集し，新らしい培養液に分注した

（図5）．
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　分注直後の細胞数減少はみとめられたが，その後の

増殖抑制は，腹水より行う初代培養の場合に比べ軽

く，増殖度も高い．また細胞の形態の変化はみとめら

れない．

　2）同様の腫瘍細胞を10×106個，ラット腹腔にもど

し移植を行った（図6）．

　移植をうけたラット10匹は9～14日で全て腫瘍死

し，その平均生存日数は11．7日であった．

皿．小　括

地加〃。において腫瘍細胞の生物学的，生化学的検

索を行う場合，”細胞がた団生きている．という状態

では不適当で，盛んに増殖している状況下で行われね

ばならない．それゆえ本章では　地沈び。の吉田肉

腫細胞を試験管内培養の状態に変えた時の増殖度につ

いて，基礎的な検討を加えたのである．

　培養日中（牛血清40％，Earle塩類液50％，生理

食塩水10％）に少量の腹水系腫瘍を浮游させ，細胞浮

游法にしたがって培養したところ，吉田肉腫細胞のみ

が対数的増殖を示し，本培養液が吉田肉腫細胞の初代

培養の培地として適当であることが判明した．

　培養後の腫瘍細胞数，および，分裂指数を経時的に

検索したところ，24時問前後までの培養初期の段階で

図5．初代培養72時間を経た吉田肉腫細胞の

　　　培養液変換後の増殖度（第2回培養）
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図6．初代培養を経た吉田肉腫細胞の

　　　戻し移植によるラットの生存日数

　　　Donryu（10匹）

は，腫瘍細胞の増殖度の抑制，軽度の階段状増殖，腫

瘍細胞の分裂指数の変動が観察された．この成績は室

温下における分注操作，培養液のpHの高値などの影

響によるものと考えられる．この影響が消退するのは

培養開始後24～48時間であって，この時期には腫瘍細

胞は対数的増殖を示し，盛んな増殖を営むものと考え

られる．解糖代謝に伴う乳酸が培養液中に蓄積してく

るとpHは低下し再び腫瘍細胞の増殖度の低下が現わ

れ，遂には細胞数の減少がみられた．この現象は細胞

濃度が高いとき早期に出現するもので，本実験法のよ

うに，途中で培地を交換しない方法を採る場合には，

分注時の細胞濃度を5～10×104個／mlにするのが適当

である．そして培養開始後20～24時間以後に種々の実

験を行うのが適当と思われた．

　なお，培養後の腫瘍細胞について，もどし移植によ

り　viabi［ityを検したところ，腫瘍活性は一1一分に保

持されていることが確認された．

〔II〕　吉田肉腫細胞の初代培養における

　　　温度処理による同調三郎について

％
㏄　

1

50

0
5 9　10　11　12　13　14　15日

　前章にお．いて吉田肉腫細胞の初代培養における増殖

度を検討した．

　細胞数5～10×10」個／mlの濃度で，　pH7．4の培地に

室温下で分注し，浮游培養を行なう時，培養初期の段

階で腫瘍細胞の増殖度の抑制，部分的同調化　（partial

synchronization）　がみとめられた．　この現象は，

室温下分注，魏η勿。から　腕前孟ア。への環境の

変化などの影響によるもので，それが消退して滑かな

exponential　growth　を営むのは培養24時間以后

である．従って，以下の実験はすべて培養開始後24時

間のものについて行われた．

1，実験材料および実験方法

　前章と同じ培養液に，吉田肉腫細胞を浮游し，各試

験管5m1の分注量で37。Cの直立静置培養を行った，な

お究H・thymidineが使用される場合には，のちに生

理食塩水1mlが注加されるので，培養開始時に除き，

Earle塩類液60％，牛血清40％の培養液で培養を開始

した．

　培養開始後24時間の細胞数算定により，腫瘍細胞の

増殖が順調であることを確認したうえ，0。C，30分

間，および60分間，20。C，3時間，および，6時間

の条件を設定した冷凍恒温槽中に浸し，細胞に　　cold

shockを与えたのち，直ちに370Cの恒温槽にもどし

10分間　incubateして復温し，艀卵器中で，，直立静

＊本論文では，同調＝synchrony，伺調した＝synchronic，同調終講synchronization，の意で用いている．
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置培養を続行し，次の検索を行った．

　1細胞数算定

　2　分裂指数測定

　3培養液のpH，糖，乳酸の測定

　　1～3の検査方法はすべて前章におけると同じ

　　方法を用いた．

　4　3H・thymidineによる　autoradiogramの作

　　　製

　5H・thymidine（IH・TdR》〔第一化学薬品製〕による

autoradiogram　はdipping法45）46川）により作製

した．すなわち，IH・TdR　O．5μc／mlを含む生理食

塩水1m1を培養液4mlに加え，腫瘍細胞に対し　IH－

TdR　O．1μc／mlの濃度で接触させる．37。C，30分間

incubateし，非放射性　thymidineの20μ9／mlを加

えた　Hanks液18）で洗些し1，000r．P．m．5分間の遠沈

を2回行う．一ヒ澄をすて，平底の細胞をあらかじめゼ

ラチン液加工したスライドガラスに塗沫する．ether・

methanol等量液で固定し，さらに純methaolと

水で過剰の　3H・TdRを洗ったのち，さくらオートラ

ジオグラフ乳剤　NR－MI・G　〔小西六写真工業K．K．〕

を塗布し，約2週間4。Cの氷室内で露出感光せしめ，

現象定着を施し，Giemsa染色の上，鏡検した．各

標本において，腫瘍細胞中に銀粒子5コ以上を含むも

のを標識細胞　labeled　ceUとした．

　labelingに二つの方法を用いた．

　1）puls　labelingの実施

　腫瘍細胞を分注量4mlで培養iし，24時間後に温度

処理し，その後1時間毎に，あらかじめ37。Cに加温

した　｛H・TdR　O．5μc／mlを含む生理食：塩水1mlを

加えて30分間incubateし，上記の方法で　autora・

diogramを作製した．この方法によれば，復予後一

定時間における細胞集団中のDNA合成を営む細胞は

すべて標識されるはずで，S期の細胞の占める　per

centageが経時的に求められる．

　2）continuous　labelingの実施

　腫瘍細胞を分注量4miで培養し，24時間で温度処

理し，復号と同時にすべての試験管に　3H・TdRを加

え0．1μc／m1で接触させ，以後は経時的に試験管をと

り出し　dipping法でautoradiogramを作製し

た．この方法では，S期に移行する細胞は　3H・TdR

によってつぎつぎに標識されていくはずである．

∬．実験成績

　1温度処理による腫瘍細胞数の変動　　　　　　　、

　0。C，および，20。Cの冷却による腫瘍細胞数の経

時的変動を算定した（図7，8）．

　一般に温度処理後，腫瘍細胞数の軽度の減少がみら

れた，ことに0。C，60分間の　cold　shockを与え

た場合に著明であり，復温後3時間で約25％の減少を

示した．その後も，増殖抑制がみられるが守門後9～

15時間に著しい増殖がみられる．すなわち，増殖曲線

に階段状の変化がみとめられた．これに比べて，00C，

30分間の冷却の場合，腫瘍細胞数減少も軽度であ

り，階段状変化も著るしくなく対照に近い型を示して

いる．20。Cの冷却によっても直後に同様な細胞減少

がみられるが，この温度条件では，復温直後に細胞増

殖がみられる．階段状の増殖曲線は示されず，直ちに
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図7．吉田肉腫細胞初代培養24時間後

　　　冷却・復温后の細胞数変動（0℃）
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exponentia［growthをとり，24時間後には細胞

数は対照と全く変らない．

　すなわち，00Cの冷却によれば細胞数の減少は期

待できるが，200Cの低温によっては，　cytotoxicな

効果は期待できない．ただ，20。C，6時間による細

胞数の減少度は20。C，3時間のそれより大きい．細

胞数の減少度が低温持続時間と相関する点で興味深

い．

　2　温度処理による腫瘍細胞の分裂指数の変動

　OOC，30分間，および，60分間の冷却後の腫瘍細

胞の分裂指数の経時的変動’を測定した（表4，図9）．

％
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5
　
4
　
3
　
2
　
1

　
　
分
裂
指
数

図9．吉田肉腫細胞初代培養における

　　　冷却・復温後の分裂指数の変動

　　　　　　　　cトー一一〇　対照

　　　　　　　　ムー一一一△0℃，30分間冷却

　　　　　　　　羅一罵0℃，60分間冷却
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　二つの場合，全く相違した経過をとった．00C，30

分間の冷却処理では，二二直後より速やかに分裂指数

の増加がみられたが，0。C，60分間の冷却処理では，

復温直後，分裂指数は著減（0．6％）し，5時間後に

最大の　peak（7％）に達した，0。C，30分間の冷

却処理の場合には復旧後10時間に最大の　peak（5．8

ケ日に達している．

　3　培養液のpH，糖，乳酸の変動（表5）

　0。C，30分間冷却の場合の培養液のpHと腫瘍細胞

数の関係は図10の如くなる．この実験において，分注

　　　　　　　　　　　　セ開始時の培養液のpHはやや高かったため，培養開始

24時間で7．35であった．腫瘍細胞増殖に伴い，培養液

のpHは低下し，酸性に傾くが，冷却処理群の低ド度

が顕著である．しかも冷却処理群では，復温後3時間

で腫瘍細胞数がむしろ減少している時に，培養液の

pHが低下している．phenol　redを指標とすると，

細胞増殖度が最もよいのは培養液のpHが7．0～7．2の

時であるが，ガラス電極による測定によってこれが確

認された．

　同時に測定した培養液の糖と乳酸の変動をみると，

糖は腫瘍細胞の増二度と関係なく，ほゴ直線的に培養

液で減少するが，乳酸は腫瘍細胞の増殖度と密接な相

関を保ちっっ増加する（図11）．

表4　吉田肉腫細胞初代培養における冷却・復元後の分裂指数の変動

　　　　　（培養後24時間，0℃30分間，0℃60分間冷却）

時　　間 0 o警5 雪 3 4 6 7 9 12 15 18 21 24 平均値

対　　　照

O℃30分間

O。C60分間

3．8

一
4
．
5
一

二
〇
．
6

3．2

T．1

P．8

＝
5
．
6

4．4

S．0

V．0

二
3
．
9

4．6

S．3

Q．8

4．5

T．8

R．5

3．8

T．ρ

S．2

4．1

S．9

S．3

3．6

S．6

Q．9

4．8

R．0

S．8

4．09

S．58

R．76

％
％
％

※は冷却直後

表5　吉田肉腫細胞初代培養における冷却・四温後の細胞増殖とPH・糖・乳酸の変動

　　　　　　　　　　　　（培養24時間後，0。C　30分間冷却）

復　　温　　後　　時　　間 0 4 8 15 24

細胞数（×104／ml）
冷却群

ﾎ　照
6．8

6．2

V．3

8．0

W．6

9．6

X．9

16．9

P5．9

PH
冷却二

O　照
7，371

7，315

V，351

7，254

V，293

7，116

V，195

7，021

V，163

乳酸（mg／dl）
冷却群1

ﾎ　照
116

143

P43

178

P56

300

Q92

糖　（mg／d1）
冷却群

ﾎ　照
78．3

77．0

V7．3

75．7

V6．3

73．5

V5．0

70．8

V3．3
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4　autoradiogramによる冷却の腫瘍細胞に対す

　　る影響についての解析，DNA合成期への影響

1）経時的puls　labelingによる腫瘍細胞標識指数

（LDの変動

OoC，30分間，　OoC，60分間，および20。C，3時

間の冷却復温後におけるS期の腫瘍細胞の変動を経時

的に検べた（図12A，　B）．

　復羽後1時間毎に　3H・TdR　とincubateすると，

その時間にS期にある腫瘍細胞はすべて標識され

1abeled　index（LI）として求められる．

吉田肉腫初代培養における冷却・復温後の細胞数と培地PH，糖，乳酸の関係（0℃，30分間冷却）
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　この実験における対照群のLIは平均39．8傷であっ

て，変動は軽度であり，いわゆる　aSynChrOniC　gr・

owthを営んでいるとみなし得る．

　0。C，30分間冷却の場合，　L．1は復温後3時間でヒ

昇し始め，5時間でpeak（58％）に達し，冷却に

よりS期への部分的同調化がひき起されているのが観

察された．

　20。C，3時間の冷却によっても同様な傾向がみら

れるが，この場合のLJの　peakは復温後4時間にあ

り，S期への同調化はやや低い．

　0。C，60分間冷却の場合，　LJの最大の　peakが

復温後8～9時間後に出現し，そのS期の同調率は72

％となった．この場合，復温後4時間までの間のLIの

低下が注目される．

　2）continuous　labelingによる腫瘍細胞の標識指

　数（LJ）の変動

　0。C，30分間冷却の場合，復温と同時に　雪H－TdR

を培養液に加え，そのま＼培養を続けて，30分間隔で

　autoradiogramを作製しLIを求めた（表6A，　B，

図13A．吉田肉腫初代培養における冷却・復温

　　　　後の標識指数（LI）continuous　labeling

％
o
o

　
1

実験A

表6　continuous　labelingによる標識指数

　　　　　　　　　　　　　　　　　（L1）

　　　　A　実験AにおけるL1

O℃30分間冷却 対 照

時間
実測値 補正値 実験値 補正値
（％） （％） （％） （％）

0 30．8 32．3 28．5 29．7

0．5 40．5 42．5 33．0 34．4

1．0 47．8 50．1 38．3 39．9

1．5 61．0 63．9 49．5 51．6

2．0 68．5 71．8 53．0 55．2

2．5 70．4 73．8 57．5 59．9

3．0 71．3 74．7 63．2 65．8

4．0 74．8 78．4 65．8 68．5

5．0 87．8 92．0 74．9 78．0

6．0 94．O 98．5 78．3 81．6

7．0 95．4 100．0 92．6 96．6

8．0
一 一 一 一

9．0 95．3 99．9 96．0 100．0

10．0
一 一 一 一

12．0 96．4 101．2 96．4 100．4

15．0 96．7 101．4 96．4 100．4
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表6　　continuous　labelingによる標識才丁数
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　　　　B　実験BにおけるL1
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’
白
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　　　　　　　　　時　　　　間

図13B．吉田肉腫初代培養における冷却復温後

　　　　の標識指数（LI）contlnuous　labeling

　　　　　実験B1誌

　　　　　　　　　　　＿＿一＿渥＿一一一一一｝スー一一一一一X

料
率

（LI）50

，
〃

」
0

0

　遇’
　メ’

ノ

　虚，印x一　其冒，騨一メ

×一一鴨曜XO℃，30分間冷却

　　　対照

5

時 司i

10 15

0℃30分間冷却 対 照

時間 実測値 補正値 実測値 補正値
（％） （％） （％） （％）

0 29．6 32．9 32．6 34．6

0．5 44．5 49．4 38．3 40．6

1．0 54．7 60．8 51．4 54．5

1．5 58．3 64．8 58．9 63．5

2．0 63．1 70．1 61．0 64．7

2．5 68．3 75．9 63．3 67．1

3．0 75．1 83．4 67．9 72．0

4．0 77．0 85．6 71．0 75．3

5．0 78．1 86．8 75．0 79．5

6．0 78．8 87．6
一 一

7．0 86．8 96．4 88．6 100．0

8．0
一 ｝ 一 一

9．0 90．0 100．0 94．3 100．7

12．0 90．6 100．7 95．0 99．8

15．0 91．1 101．2 94．1
一
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図13A，　B）（写真参照）．

　完全な　exponential　growthを示す場合には，

LIは直線になるはずで，その勾配はS期に入る細胞の

”流れ．の速さを示す，実験Aで，冷却処理をした後

に，二峰性の変化が得られた，この傾向は軽度である

が対照にもみとめられる．また，すべての細胞が分裂

増殖していればLIは100％に達するはずであるが，実

際には90～96％でplateauになり，　non－dividing

cellsが4～10％存在することを示した．

　実験Bにおける勾配はさらに複雑な曲線となった

が，これにも二峰性の変化がみられる．しかし，勾配

は実験Aに比べて緩徐である．

　3）腫瘍細胞の　labeled　mitosisの変動

　continuous　labelingで作製した同一標本につい

て腫瘍細胞中で分裂期にあるもののうち，標識された

もの＼比率を図14A，　Bに示した．すなわち　percent

labeled　mitosis＝labeled　mitosis／mitosis　×100

【abeled　mitosisが最初に出現した時間は最少のG～

の長さ，TG2min．とされる．実験A，　Bにおいて対照

で1時間，冷却処理群では1．5時間となった。一般に

は平均G～が求あられる．すなわち．percent　labeled

mltoslsが50％に達した時間をもってG2の長さ＝TG2

とする，TG2は実験A，Bにおいてそれぞれ対照では2．3

時間，2，6時間，冷却処理群では2．5時間，3．1時間で

あった．

皿．小　括

　低温の細胞増殖に及ぼす影響については既に研究さ

れているが，その多くは細菌19），植物細胞511）5D，また

は組織培養株D52）53＞についてであ一り，腫瘍細胞の初代

培養についての詳細な検討はない．本章では四つの温

度条件を設定して初代培養吉田肉腫細胞について低温

図14ち吉田肉腫細胞の初代培養における冷却・復温

後のpercent　labeled　mitosis（0℃，30分間冷却）

　　　　　　実験A　　　　　　　　　　　　　　実験B
　　　　　　　　←一●対照　X一一一X冷却
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の影響を検討した．

　冷却復温という条件下で腫瘍細胞は，培養開始時と

同様に細胞数を減少する．この減少は冷却温度と時間

に関連して大きくなる．復温後の腫瘍細胞の増殖曲線

に同調化を示す階段状変化がみられたが，　Newton

らDがHeia細胞で40C，1時間の冷却後に観察し

たような，はっきりした階段状変化ではなく曖昧な部

分的同調化であった．その後の腫瘍細胞数は対照と同

程度か，あるいは，それ以上の増加率を示し，結局，

低温処理のみで細胞を減少させることは期待できない

ことが示された，

　腫瘍細胞の分裂指数も，低温により　synchrony

を示すように変動する．温度設定が0。Cで30分間と60

分間の冷却時間の差異により，その後の分裂指数に

著るしい差異がみられたことは，臨界温度5：1）というよ

り，臨界時間ともいうべき臨界点が存在し，M期附近

にある細胞を　affectしている可能性を示唆してい

る．

　分裂指数よりみた同調度も0。C，60分の冷却処理

で最大値7．0％であって10％に満たない．

　培養液の乳酸量の増加，pHの低下，糖の消費量の

増加のいずれも冷却処理群に強くみられ，復四脚にお

いては腫瘍細胞がより活動的でありその解糖代謝も充

饗しているものと考えられる．

　次に　puls　labelingによる冷却復温後の腫瘍細胞

のDNA代謝をみると，S期（DNA合成期）の細胞の

増加は，0。C，30分間処理の場合，四温後4～5時

間に，200C，3時間処理の場合，復温後4時間に，

0。C，60分間処理の場合，復温後8～9時間にある

ことが判明した．次に，autoradiogramによって，

初代培養中の吉田肉腫細胞の　phaseの解析と，低

温処理によりうける影響について検討した．

　一般に，fη”勿。における　ceU　cycleの解析は

puls　labeling後の　percent［abeled　mitosisの

値を経時的にグラフにプロットして，得られた曲線よ

り容易に推定できる6）54）～58）（図15），

　加加ηoにおいて腹腔内に注入された　3H－TdR

は20～30分で腫瘍細胞を　1abelingしたのち腹水中

より消失するので，完全な　puls　labelingが成立す

る．ところが，地雨FOにおいては培養液中に残

留した　IH・TdRは，その後S期に移行する腫瘍細胞

をすべて標識していくため　continuous　labeling

が成立する，従って　腕び勿。と同じ方法を用いよ

うとするならば，培地を更新し，さらに非放射性

thymidineを加えるなどして　IH－TdRのとり込み

を完全に抑えねばならない59）60）．このことはすでに検
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図15．puls　labelingとcell　cycleの関係（模型図）

S

A．cell　cycle模型図．
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討したように，その後の腫瘍細胞に影響を与え，同調

化や増殖の抑制を招く危険がある．そこで　continu・

ous　labelingの結果を用いて数式により　cell　cycle

を推計する方法が行われている6）54）6D62）．

　いま，かりに培養中の全細胞が　asynchronicな

exponential　growthを営んでいるとすると，　con・

tinuous　labelingによるLIは図16の如く直線になる

はずである．時間0でS期にある細胞はすべて標識さ

れ，その後S期に移行してくるG1，M，G2期の細胞もつ

ぎつぎに標識されていきT〔Gl＋M＋G2）の後にはLIは100

％に達するであろう．そしてこの直線のなす勾配は

S期に移行してくる細胞の速さを示し，それはG1，　M，

G2の細胞の順に画かれたものである6　）．

　ところが，実験により得られたLIは，図13の如く，

複雑な曲線の変化を示した．そしてLIは100％に達す

ることなく90～96％でplateauに達し，　non－divi・

ding　ceUが4～10％存在していることを示してい
る，

　真のlabeled　indexは，　non－dividing　cellを

除かねばならないので54）6D，各測定値のLIに対して，

測定値LI×100／90～96の補正を行う　（表6，A，B），

Til16Dらがs期の算定に用いた数式は

S－1／・1・（L・t）。。rr＋eaG・）一（G、＋t）t〈Gゴ……・（1）

であるが，千ケ崎54）が用いている計算式はさらに簡単

である．すなわち，

L（t）corr＝S／T　T－S＝T（G、＋M＋G2）…………・…・｛2）

（H

冝
j
×
名
β
喝
Φ
一
①
』
5

図16．continuous　labelingの実験（模型図）

　　　（exponential，　asynchronic　growth）
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　但しL（t｝corrは補正せるLIである．

T〔Gl＋M＋G2）は，　LIがplateauに達した時間であり

L（t）corr＝100％となった時間である．

　（2｝式より求あたTsは表7の如くなる．但しplateau

に達した時間の判定は容易でない．この値はTsの

みならず，Tc（世代時間）の値に大きくひびいてく

るので，この数式より得られる結果には誤差が多いと

考えねばならない．また分裂期の長さTMは

TM＝m・T／0．693…・・……・……………・…・………・（3）

で与えられる．（但しmは分裂指数）6D63）

　時間0～12の分裂指数の平均値は，実験Aで，冷却

群4，74，対照4．05，実験Bで冷却群4．53，対照4．15で



372 宮

表7　cont　inuous　labelingによる推計値

　　　世代時間Tc，および今期の長さ

　　　　　　（0℃30分間冷却）

実験　A 実　験　B

冷却 対照 冷却 対照

TG2

sM
ss
sGl

sc

2．5

O．7

R．4

R．8

P0．4

2．3

O．8

R．8

T．5

P2．8

3．1

O．9

S．4

T．0

P3．4

2．6

O．8

S．8

T．6

P3．8

単位：時間

あるので式㈹に代入すると各TMは表7の如くなる，

TG2は図14より求められ，　TG1はTc－T（G2＋M＋s）により

得られる．

　以上A，B二つの実験におけるTcは対照で，12．8時

間，13．8時間で約1時間の差がみとめられた．ceU

cycle，および各期の長さは同一腫瘍においても，増

殖の条件により変動し易い．また同一個体における測

定でも時間により大きな差がある．従って，世代時間

は，腫瘍特異のものでなく，むしろその時点における

腫瘍の増殖を示すバロメータに過ぎないとも云える．

実際に，その値は報告者により一定せず，これは他の

腫瘍細胞でも吉田肉腫でも同様である6』）～68）．培養系細

胞においてはTcは，　exponential　growthの状態

が基準になる．

　著者の実験Aと実験Bの成績を比較すると実験Bにお

いては瞳瘍細胞の増殖度が，何らかの原因で劣ってい

たといえる．

　さて実験A，実験Bにおいて冷却によりTcは短縮を

みた．これはTG2が延長したにもかかわらずTs，　TG1

が短縮して起ったど思われる，

　対照において腫瘍細胞のLIの変化は，理論的には直

線になるはずである．しかるに軽度の二峰性曲線の変

化がみられた．これは標識のため，癬卵器より室内に

出したり，3H・TdRを加えた操作により生じた同調化

の結果であろう．

　冷却群においては，腫瘍細胞のLIの変化は二峰性の

曲線を示す顕著なものである．最初の急勾配は，復温

後2．0～2．5時間にS期に入る・細胞の多いこどを示し，

冷却復温によりG1期よりS期への転入が促進されるこ

とを示している，計算においてTGIは短縮していた．S

期に入った細胞はTs（3．4と4．4時間）の間は，　DNA

合成期にあるので，復温後4～5時間はS期の細胞集

団は高い　populationを維持する（図12，　A参照），

下

　復温後2～3時間より4～6時間の腫瘍細胞のLIの

変化を示す曲線の勾配はゆるやかになりほぼ平坦にな

る．この時間にS期に入る細胞は減少している．この

変化を構成するものは冷却時にG1前期，あるいはM期

にあった細胞であり，G2期が延長したためさらに減少

したものと考えられる．その後，おくれたG2期の細胞

がS期に達すると再びLIは増加しはじめて，二峰性変

化の第2の峰を形成するのであろう．

　すなわち，冷却により最も影響をうけるのは分裂直

後の幼いG1期細胞とM期，　G2期の細胞である．GI後期

の細胞は平温と同時に速度を速めてS期に入るが，冷

却により　affectされたG1前期の細胞はおくれ，　M期

あるいはG2期の細胞とともにS期に入るものと推定さ

れ，同調がきたされると考えられる．

　冷却の影響が強いのは，M期にある細胞であるとの

報告は多い，Spear69），　Newtonら7）は冷却後にみら

れる分裂指数の低下を，分裂期に入る細胞がなくなる

ためと考えている．しかし，0。C，30分間の冷却で

は復温直後すでに分裂指数は増加していた．一方，0。C，

60分間の冷却では復温直後に分裂指数の著るし

い低下（0．6％）が観察され，30～60分間の冷却によ

ってM期の細胞が破壊された結果と考えられる．すな

わち，冷却時間によってはM期の細胞の破壊が起り得

るのであり，TG2の延長もあり，著しい分裂指数の低

下を来すのである．冷却後の細胞数の減少もこれによ

り説明できる．

　non・dividing　cellの出現率は，　O　oC，30分間の

冷却処理の場合対照と余り変らず，細胞を強く障害す

るためには，さらに低い温度か，長い時間の冷却作用

が必要であろう．

〔皿〕　吉田肉腫細胞の初代培養における

　　　温度処理と化学療法の併用効果

　前章において温度処理の吉田肉腫細胞に及ぼす影響

について検討した．

　冷却により腫瘍細胞のうける影響は　cytotoxic

というより　cytoststicなものに近い．冷却によっ

ても細胞数減少は著しくなく，復肥後の同調化がやや

目立っが，その程度は　partial　synchronyという

べきもので顕著なものではない．しかし，比較的長い

DNA合成期＝S期には，ある程度の細胞集団が増加

し，同調化がみられた．そこで，DNA合成阻害剤と

して知られる　nitrogen　mustard，　mitomycin　C

と，metaphaseに対し特異的に阻害するといわれる

vincristine　sulfateを，温度処理を行った細胞に投

与してその効果を検討した．
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1．実験材料および実験方法

　前章に使用・した培養液　（Earle塩類液60％，牛血

清40％）で，分注量4mlで初代培養し24時間を経た

吉田肉腫細胞に，00C，30分間の冷却を加え，一定

時間後，低濃度の化学療法剤を投与して，その後の細

胞数を算定し，同時に形態学的観察を行った．

　使用薬剤はDNA合成阻害剤としてalkyiating　ag・

entsのnitrogen　mustard（NH2）〔吉富薬品K．
K．製〕，抗生物質の　mitomycin　C（MMC）〔協和醗

酵K、K．製〕　vinca　rosea　Linnのalkaloidで

spidele　poisonとして知られる　vincristine　sulf・

ate（VCR）　〔LiUy　CO．〕　を用いた，

　NH2は0．001NHC1で溶解し2μg／mlの濃度で使用し，

MMCとVCRはそれぞれ生理食塩水に溶解し，1μg／

ml，および，1r匁／mlの濃度になるようにして細胞

浮游液に加えた．溶解液は実験のたびに新製し，使用

直前まで氷浸して使用した．

豆．実験成績

　1．0。C，馬30分間冷却とNH2の併用

　0。C，30分間の冷却温温後1，3，6，時間にNH2

を2μ9／mlになるように細胞浮游液に加え1たのち，

1，3，6時間後の細胞数・をクエン酸処理法により算

定した．対照とした非冷却群にも同量のNH2を加えた

（表8，図17A）．

　対照の非冷却群においてはNH2投与直後より腫瘍細

胞数は減少し，投与前の細胞数に比して，1時間で平

均69％，3時間で60．5％，6時間には19％に減少して

いる．冷却処理群で復心後1，3時間の投与では対照

にくらべて腫瘍細胞減少率は低く，6時間投与例にお

いて，対照に近い値が示された．この結果からみて，

復温言1，3，6時間のNH2投与では，冷却処理とN

表8

NH22μ9／ml

H2投与の相乗ないし相加効果はなく，かえって効果

低下がみとめられた．

　しかし，上記の細胞減少度は，薬剤投与時の細胞数

で除したものであり，非投与群においては復命後の時

間の経過と共に，細胞数はかなり増加している．そし

で，復温後2，4，6，7，9，12時間の非投与群の

細胞数の実測値，あるいは推計値をもって，制癌剤投

与後の細胞数を除して細胞減少率を計算した（表9，

図17B）．

　細胞減少率は，やや著しくなるが，やはり冷却とN

H2投与の併用による効果増強はみられない．

図17．初代培養吉田肉腫細胞における冷却・復温後

nitrogen　mustardの効果（0℃，30分間　NH22μg／
ml）
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冷却・復温酒NH2投与による細胞数（×104）の変動及び減少率

　　　　（0時間細胞数を100％とした場合）

　　　　培養開始後24時間0℃30分間冷却

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（）内は減少率％

6

NH　2投与時間　　投与後時間 0時間 1時間 3蒔問 6時問
復興後・1時間
@対　　　　照

10．2（100）

P2．0（100）

9．8（96．0）

V．9（65．8）

8♂5（83．3）

V．1（59．2）

8．6（84．3）

P．5（12．5）

復丁丁・3時間
@対　　　　照

11．7（100）

P4．2（100）

10．0（85．5）

P0．6（74．6）

6．1（72．7）

W．8（62．0）

7．5（62．5）

Q．6（18．3）

血温後・6時間
@対　　　　照

17．6（100）

P9．2（100）

12．6（71．6）

P2．7（66．1）

10．0〈56．8）　　　　く

P1．6（60．4）

5．4（30．7）

T．0（26．0）

対照減少率平均 （100） （68．8） （60．5） （18．9）
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　形態学的変化をみると，細胞の変形，核の膨化など

は軽い，NH2との接触1時間の場合破壊された細胞以

外の細胞の核は正円形であり，核染色性も良好であ

る．NH2との接触6時間の場合，破壊された細胞は増

加し，巨大な核を有する細胞も出現してくるが総体的

に形態学的変化は極めて軽微といわれなければならな

い，

　2．0。C，30分間冷却とMMCの併用

　0。C，30分間冷却，四温後1，3，　6時間におい

てMMC　1μ9／mlとなるように細胞浮游：液に加え，1，

3，6時間後の腫瘍細胞数を算定した（表10，図18，

A）．

　MMC　1μ9／ml濃度のものを用いた場合の腫瘍細胞

減少率は，NH22μg／mlを用いた場合の効果に劣る．

MMC投与後1～3時間で腫瘍細胞数は約70％に減少

するが，6時間後には再び細胞数増加の傾向がみられ

る．これは冷却群，非冷却群の両者にみられるが，冷

却復温後1，6時間のMMC投与群において6時間後

の細胞数の回復は著しい，

　MMC非投与群の経時的の細胞数により，同時刻の

投与群細胞数を除すと（表11，図18B），投与1時間

後の細胞減少効果とあまり変らない．MMC　1μg／ml

濃度では，細胞数の減少度からみた吉田肉腫細胞の障

害は軽く，冷却処理により，わずかな作用増強効果が

みとめられる．

　MMC投与後の腫瘍細胞の形態学的変化は著しい．

核の変形，核染色性の低下，細胞質の膨化と空胞化，

超大型細胞の出現などが観察されたが，この変化は，

冷却処理を併用したものに著明であった．

　3．0。C，30分間冷却とVCRの併用

　0。C，30分間冷却，復畑町1，3，　6時間におい

て，VCR濃度10－79／m1と接触させ，1，　3，　6時

間後の腫瘍細胞数を算：定し，細胞減少度を計算した．

NH2，MMC投与の場合と異なる結果が得られた（表12，

図19A）．

　対照群ではVCR投与後，腫瘍細胞数は急速に激減

し，1時間後に約30％となる．その後はlll頁調な回復が

みられる．冷却処理群では，VCR投与1時間後の腫

瘍細胞減少は軽度である．ことに，復温後6時間にV

CRを投与した場合，その影響は極めて軽微であり，

表9　冷却復温後NH2投与による細胞減少率

　（非投与群細胞数を100％とした場合）

NH2　2μg／ml （）内は減少率％

　　　　　　　投与後時間NH2投与時間

1　時　間 3　時　間 6　時　間

復温後1時間
怏ｷ後3時間
恚ｻ後6時間

（91．6）

i73．0）

i66．7）

（62．0）

i34．7）

i46．5）

（45．5）

i34．9）

i21．9）

対照減少率平均 （62．7） （46．1） （11．7）

MMC　1μg／ml

表10　冷却復諭旨MMC投与による細胞数（×10翌ml）の変動

　　　および減少率（0時間細胞数を100％とする）

　　　　　培養i開始後24時間　0。C　30分間冷却

（）内は減少率％

　　　　　　　　投与後時間MMC投与時間

0時間 1時間 3時間 6時間
復二二1時間
@対　　　　照

8．6（100）

P0．4（100）

6．4（74．4）

V．4（71．2）

5．9（68．6）

W．1（77．9）

8．3（96．5）

W．9（85．6）

復温後3時間
@対　　　　照

11．7（100）

P3．1（100）

7．7（65．8）

X．1（69．5）

8．9（76．1）

X．0（68．7）

7．8（66．7）

X．6（73．3）

平温後6時間
@対　　　　照

15．3（100）

P8．2（100）

12．9（84．3）

P2．7（69．8）

10．1（66．0）

P3．2（72．5）

・13．9（90．8）

P5．1（83．5）

対照群減少率平均 （100） （70．2） （73．3） （80．8）
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図18．初代培養吉田肉腫細胞における冷却・

　　　復温後Mitomycin投与の効果（0℃

　　　30分，MMC　1μg／m1）
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図19．初代培養吉田肉腫細胞における冷却・

　　　復温後Vincristine投与の効果（0℃

　　　30分，VCR　10’7g／ml）
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表11冷却復温後MMC投与による細胞減少率
　　（非投与群細胞数を100％とした場合）

MMC　1μg／ml （）内は減少率％

　　　　　　投与後時間MMC投与時間

1　時　間 3　時　間 6　時　間

復温後1時間
怏ｷ後3時間
怏ｷ後6時間

6．4（66．0）

V．7（60．6）

P2．9（65．2）

5．9（46．5）

W．9（58．2）

P0．1（51．0）

8．3（41．9）

V．8（39．4）

P5．2（58．2）

対照群平均　　　し （62．9） （53．◎） （44．5）

表12　冷却復温後VCR投与による細胞数（×10ヴm1）の変動

VCR　10一79／ml

および減少率（0時間細胞数を100％とする）

　　　培養開始後24時間　0℃30分間冷却

（）内は減少率％

VCR投与時間　　　投与時間 0時間 1時間 3時間 6時間
復温後　1時間一対　　　　照 9．0（100）

P0．8（100）

5．9（65．6）

R．5（32．4）

6．2（68．9）

T．1（47．2）

5．8（64．4）

X．8（90．7）

復温後3時間
@対　　　　照

10．4（100）

P3．1（100）

8．7（83．6）

S．4（33．6）

5．5（52．9）

S．4（33．6）

4．7（45．2）

X．5（72．5）

復温後6時間
@対　　　　照

15．8（100）

P7．9（100）

11．9（75，3）

T．1（28．5）

16．3（103．2）

U．7（37．4）

17．1（108．2）

P4．1（78．8）

対照減少率平均 （100） （31．5） （39．4） （80．7）
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3，6時間後には投与前細胞数の103，108％の滅少度

を示し，却って細胞数の増加がみとめられる．しか

し，冷却，復盈後の時間における非投与群の細胞数を

基準とすると，冷却復温後1～3時間にVCRを投与

した場合，投与後6時閻には対照に比べ明らかに減少

率か高い，従って冷却処理とVCR投与との桐乗効果

をみとめてよい（表13，図19B）．

　VCRによる　metaphaseにおける　arrestが報告

されている。しかし著者のみるところでは分裂指数の

増加がみとめれた程度で　arrestを十分に確認でき

なかった，細胞質の一部か，コブ状に隆起した変形細

胞の出現をみた，

　4．復温後の経時的薬剤投与による影響

　0。C，30分間冷却，復温後1～8時間に，毎時，　NH2

2μg／m［，MMC　1μg／ml，　VCR　10一徳／m1の濃度で

投与し，1～3時間後の腫瘍細胞数を算：定した．細胞

減少度は投与前を100として計算した（表14）．

　1）NH2投与は，冷却復温後4時間以降に与えた場

図20A．初代培養吉田肉腫細胞に及ぼす冷却・

　　　　復平目の化学療法剤の効果（O℃　30分

　　　　間冷却）

100

細
胞

減　50
少

率

A．mtrogen　nurstasd　2μg／ml経時投与

　　　　［＝＝＝＝コ　投与後1時間

　　　　囮投与後3時間

　　　　　　薬剤投与時間

表13　冷却復温後VCR投与による細胞減少率

　　（非投与群細胞数を！00とした場合）

VCR　10’79／ml （）内は減少率％

一～
@　　　　　　　投与時間VCR投与時間

1　時　間 3　時　間 6　時　間

復興後1時間
怏ｷ後3時間
怏ｷ後6時間

（61．5）

i73．7）

i67．2）

（52．2）

i34．8）

i78．0）

（32．8）

i22．5）

i68．1）

対照群平均 （28．5） （29．7） （47．6）

表14初代培養吉田肉腫細胞に及ぼす冷却復最後の化学療法の効果

　　　　　　　　　　　　（0℃、30分間冷却）

　　　　化学療法剤の経時投与による細胞数および細胞減少率

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（　）内は細胞減少率

投与前

ﾗ胞数
~104

NH2　　　2μ9／ml MMC　　　1μ9／ml VCR　1×10『7　g／ml投
与
時
間 1時間 3時間 1時間 3時間 1時間 3時間

　　　　1

@　　2
怐@　　3

@　　4
ｷ　　　5

@　　6
縺@　　7

@　　8

11．ユ

P0．1

P0．9

P1．4

P2．8

P5．1

P7．2

P9．9

8．7（78。4）

V．6（75．2）

W．0（73．4）

T．8（50．9）

V．6（59．4）

P2．3（81．5）

P7．1（99．4）

P8．4（92．5）

8．2（73．9）

V．9（78．2）

V．8（71．6）

U．7（58．8）

V．1（55．5）

W．4（55．6）

X．6（55．8）

P1．0（55．3）

7．6（68．5）

V．7（76．2）

V．4（67．9）

U．9（60．5）

W．8（68．8）

P3．3（88．1）

P1．8（68．6）

P6．6（83．4）

6．5（58．6）

V．8（77．2）

W．2（75．2）

W．1（71．1）

X．0（70．3）

X．3（61．6）

P4．7（85．5）

Q1．5（108．0）

7．7（69．4）

P0．0（99．0）

X．5（87．2）

W．5（74．6）

V．7（60．2）

P1．7（77．5）

P4．7（85．5）

P8．9（95．0）

6．6（59．5）

U．4（63．4）

T．5（50．5）

S．9（43．0）

U．8（53．1）

X．3（61．6）

P0．8（62．8）

P5．6（78．4）
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図20B．初代培養吉田肉腫細胞に及ぼす冷却・

　　　　復温後の化学療法剤の効果（0℃，30分

　　　　間冷却）

　　　B．【hitomycin　C　1μg／ml経時投与

　　　　　　　［＝＝コ　投与後1時間
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図20C．初代培養吉田肉腫細胞に及ぼす冷却・

　　　　復温後の化学療法剤の効果（0℃，30分

　　　　間冷却）

　　　C．Vincristine　1×10’7g／ml，経時投与

　　　　　　　［＝＝＝＝＝コ　投与後1時間
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図21．初代培養i吉田肉腫細胞の冷却・復旧後の化学療法剤の効果（0℃，30分間冷却）
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合にはその効果が著しい．とくに，犬馬後4，5時間

に投与した場合，その後1時間の細胞減少が著しく，

3時間後においても回復しない．冷却復温後1～3時

間にNH2を投与した場合は，明らかにNH2の効果が軽

減される（図20A，図21）．冷却復温後4～8時間にNH2

を投与した場合，3時間後の腫瘍細胞の減少率はほゴ

ー定して，平均44％であった．

　2）MMC投与は，とくに，冷却処理との併用効果は

みとめられないが，冷却復温後1～5時間にMMCを

投与した群に軽度の相加効果がみられ，後温後6～8

のMMC投与の場合，かえって効果の低下がみられた

図20B，図21）．

　3）VCRを冷却復温後3，4時間に投与した場合に

対照に近い細胞数減少が得られるが，投与後，3時間

までの観察に限ると，冷却とVCR投与め併用効果を

示す所見は全くみられない（図20C，図21）．

皿．小　括

　初代培養吉田肉腫細胞を，冷却処理により同調化さ

せたのち，作用機作の判明している3種の化学療法剤

を・低濃度で作用させ，効果の増強を期した．

　吉田肉腫細胞にNH2を冷却復興後4，5時間に投与

すると，有意の差をもって効果の増加をみるが，その

他の時間に投与した場合にはその効果は却って減弱す

る．
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　MMC　1μ9／mlの濃度においては，吉田肉腫に対

し十分な効果を発揮することが難かしい．これを冷却

復午後6～8時間に投与した場合，腫瘍細胞数は不定

であるか，あるいは増加した．吉田肉腫に対し，冷却

巳時後VCRを投与した場合，非冷却群と異った態度

か示された．すなわち，対照群ではVCR投’チ後1時

間に約70％の細胞減少がみられたが，冷却群では細胞

減少はきわめて軽微であり，VCRの効果が妨げられ

ていると考えられる．

考 案

1．初代培養について

　組織培養法の進歩により細菌学の諸技法が哺乳動物

細胞，ことに，腫瘍細胞の培養に応用されることにな

り，細胞の生物，化学的研究に幾多の解明を与えてき

た．

　温血動物用の塩類溶液33）34）として処方者の名を附し

た数種の溶液が知らされているが，増殖培地として使

用される際には，アミノ酸，あるいは，蛋白源とし

て，哺乳動物の血清や，lactalbumin　hydrolysate

が混入される．

　初代培養法の培地も，ほゴ同様の組成からなり，栄

養源と　buffer作用を兼備している血清は必ず用い

られているようであるか，他方，血清中の未知の物質

が培地に持ち込まれる，欠点もあり，完全な合成培地

に対する地味な研究開発が続けられている現状であ

る．一方，細胞レベルの追求が試験管内で可能である

という大きな利点を有する組織培養化への試みは，多

くの組織，細胞に対して試みられ，ヒト，実験腫瘍の

いくつかが細胞株として確立されている．

　Graff＆McCarty7“）は馬血清を含む狸自のmedi－

um中でL細胞，　Clone　925員brob［asts，　Hela細

胞，KB細胞，　chang　liver　cells，　Ehrlich腹水癌

が順調に発育するのをみとめ，　E【yら7DはEhrlich

腹水癌の初代培養においてNo．858と馬血清が最も

適していたと述べている．その他，Walker　256

carcinosarcoma72ゐmouse　P388’3㌔AH　13，　AI｛

13074）などの初代培養が行われているが，すべての腫

瘍細胞を増殖できる共通の培地は，未だ発見されてい

ない．

　吉田肉腫の培養も古くから試みら一れた75）．その後，

基礎培地，血清の種類や配合比等に，種々の検討が行

われ，いくつかが初代培養に成功している．Katsuta

ら38）はSaiine　Dと馬血清，　松岡4Dは　Hanks

変法と馬血清で，Utagawa35）は吉田肉腫の増殖に及

ぼす種々な条件を設定し検討して，基礎培地でEarle

下

とHanksでは差がなく，　血清は馬牛のいずれで

もよいとしている．しかし，最も増殖のよかったもの

は0．3％に　lactalbumin　hydrolysateを含む　Earle

BSSと血清の等量培地であったと述べている．Ebina

ら37），　Kuroki　ら36）等もほゴ同様な培養液を用

いている．このように，種々の組成の培養液中で割合

容易に成功する吉田肉腫は，　viabilityが高く環境

の変化に対する順応性を有する数少ない実験腫瘍であ

り，培養中にガラス壁に附着したり，集塊をつくる性

質がなく了6），細胞浮游法による初代培養に最も適した

腫瘍といえよう．

　初代培養（primary　tissue　culture＞とは，生体

において　腕切ηoで増殖中の組織，細胞を試験管

内の　腕窃〃。の状態で培養し，増殖させんという

試みであるが，比較的操作の容易な腹水癌であって

も，採取，分注，培養といった極めて大きな物理的化

学的変化に細胞をさらすことになる．とくに，培養初

期の誘導期（lag　phase）においては，新らしい環境

への適応と選択が行われ，細胞数減少，分裂指数低

下，増殖度の抑制がみられる．著者の実験でも，分注

後の細胞数は常に予測値より10－20％の減少を示し分

注操作等で失われる細胞の多いことを示していた．培

養開始直後にも細胞が減少する場合が多い．吉田肉腫

細胞では24時間前後より対数増殖期　（logarith㎡ic

growth　phase）に入るようである．ほゴ72時間を経

過すると，もはや同一培地での増殖率は次第に低下し

てくる．そこで，安定した増殖が示される24～48時間

において各種の検討を加えたわけである．世代時間よ

り推計して，この時間帯における細胞は培養開始時の

娘細胞ないしその子になり，新らしい環境に順応する

性質を獲得しているものといえる．このことは増殖の

低下を示した培地より新らしい培養液に移したとき，

すみやかな順応が得られたことにより明らかである．

　lag　phaseが長いア6）ことのほかに初代培養のもつ

大きな特徴は，宿主のもつ種々な要素が腹水や細胞と

共に培．養液に持ち込まれることである．従って　腕

η加。　と吻加〃。の中間的存在ともいい得る．一般

に　腕組プ。の実験では，宿主を全然除外している

ため，成績をそのま＼　地び勿。に当てはめて考え

ることに大きな危険があるη）．しかも，系列化された

細胞株においては　transformationのため腫瘍性を

喪失する場合が多いと警告されている了8）．この点，初

代培養には，多少なりとも宿主由来の性質が残ってい

ると考えられ，腕び勿。に近い成績が生れるはずで

ある．

　悪性腫瘍の化学療法を行うにあたって常に問題にな



悪性腫蕩の化学療法に関する研究 379

るのは，最も効果的な薬剤の撰択であろう．現在，私

どもの臨床で用いられている方法は，組織型を形態学

的に知った上で，経験的に”よく効く．と云われる薬

剤を中心に併用療法を行う位であり，人癌の複雑多岐

にわたる個体差の中で適切な薬剤を撰択することは，

まことに困難といわねばならない．このため細菌にお

ける感受性試験の如きものの出現が切望される。しか

し，すべての人物を　加θ㍑70で培養増殖させるこ

とは容易ではない．腫瘍組織の活性を細胞生化学的に

判定し．ようとする試みがなされ，山崎，山本79）のCPA

法，西岡ら80），太中ら8DのINK法，近藤82）のSDI法が

考えられ臨床的に応用されて，よい成績を得ていると

いわれる．しかし，今後は人癌を　地切孟70で増殖

させ得るような初代培養法の開発が望まれるわけであ

る．

2．温度処理と同調分裂について

　かって低温が腫瘍増殖を妨げるのではないかと考え

られ，臨床的に応用されたり25）26），実験動物について

検討されたが，地加ηoにおいて動物，あるいは，

臨床例に用いられる程度の低温．では，腫瘍抑制効果は

みとめられないという．むしろ温度処理により起る細

胞増殖と分裂の関係が注目され，古くから植物細胞な

どについて実験されていた50）5D．　Spear69）は　chick

embryoを用い0．50C，4時間の冷却を行うと，適温

後5時間30分は分裂指数が低下し，その後に急上昇す

ることを知った．ところが，1950年頃よりの組織培養i

法の進歩により哺乳動物細胞を容易に望む温度に冷却

することができるようになり，細胞　leve1における

観察も極めて容易になった．さらに　Howard＆

Pelc5）が零2Pを用いて，　autoradiogramに成功し，

続いて：IHや1℃の如くβ線　energyの低いものが使用

されて，鮮明な　autoradiogramが得られるように

なると，細胞のDNA合成の解析，哺乳動物の　cell

cycleの解明に急速に採り入れられ，素晴らしい進展

をみた，それと同時に，細胞を同調化、させ，ある、一定

の細胞令を揃えた集団を用いて，　cell　cycle究明

や，化学療法剤の　screeningが行われている．

　同調．培養法には二つの方法がある．ある特定の

phaseの細胞を集める　selection　synchronyと，

細胞をあるphaseに集めるinduction　synchrony

である．前者は，培養細胞がガラス管壁に附着し

増殖しはがれ難いのに，分裂期に近ずくとその附着力

を減ずるという性質を利用して分裂期の細胞を浮游さ

せ採集するという方法であり，技術的な難点はある

が，確実な同調化を期待できるという83）．Bruchovs・

kyら84）は，3H－TdR　2μc／mlの濃度で一定時間作

用させ，S期に入る細胞を放射能により選択的に破壊

し去り，窓“window”をあけるという方法で，同

令の細胞を集めている．

　induction　synchronyのために大体二つの方法が

とられる．　　　　　　　．

　温度処理によるsynchronが簡単な方法として

古くから知られているが，著者の実験にもみられた通

り，十分な　synchronyになることは少なく，部分

的同調　（partial　synchrony）に終ることが多い．

　Newton＆Wildy7）はHela細胞で，40C　1時間

の　cold　shockののち37。Cに復温すると，細胞数

は18～20時間増加しないが，その後2時間のあいだに

爆発的に分裂が起り，平均90％の同調化　（parasync・

hrony｝がみとめられたと報告した．なお細胞あたり

のDNA量は分裂の前後2時間に急激に増加し，細胞

の　viabilityには終局的には影響がなかったとして

いる．この　Newtonらの成績に対して　Helaによ

る追試52），FL細胞53），　L細胞について行われた実験に

おいても，それほどの同調化はみとめられていない．

このように冷却の試みは主に，細胞株について検討さ

れてきたが，温度処理が，細胞に与える影響の詳しい

mechanism　について解明されていない．

　著者の初代培養における成績では部分的同調が得ら

れたに過ぎないが　　IH・TdRによるautoradigram

の成績などから，低温が　affectするのは，分裂直

後の幼いGi期あるいは，　M期の細胞であり，G2期が延

長することもあって，synchronyが生ずるものと

考えた，いずれにせよ温度処理による同調について

は，細胞の性質，培養液の組成が大いに関係するし，

冷却温度，冷却時．間の長さ，復温の速度などが重要な

問題として討議されなければならない．

　同調化に用いられる他の方法は，必須栄養の欠乏と

補充により得られる増殖度の調整である．栄養欠乏培

地　（deficency　medium），または代謝拮抗剤を添加

した培地中では，細胞は，代謝が阻害され，細胞回転

は停止する，（Gl期で停止すると推定される）．この時

突然に欠乏せる栄養が与えられると　synchronyを

とって増殖がおこる．このため糖を添加する49），無蛋

白培地に蛋白を加える85）などの試みが，細菌を用い

て，行われた．Barnerら86）は　E．　coliの培地に

代謝拮抗剤を加え　thymidine生成を抑制し，DNA

合成を中断せしめると，細菌はRNA，および，蛋白

のみを合成する　㌔nbalanced　growth”の状態にな

り，この時　thymidineを与えると同調化がおこる

実験を行った．Ruekert　and　Mueller呂7）はこの方

法をHela細胞に応用して，同じような同調化を証
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明した．Walker　and　Helleiner89）はし細胞を用い，

同じ方法で同調化させたのちに，経時的に　nitrogen

および　sulfa　mustard　と接触させ，薬剤のD17を

検討した．thymidineを加えて1～3時間後の細胞

中では，S期の細胞が90％を占めているので，　expo・

nential　growthの約1／2量の濃度の薬剤で十分な効

果があるとしている．

3．cell　cycleよりみた化学療法

　化学療法剤の作用二二が解明され，さらに　autor・

adiogramの導入により　cell　cycleの解析がす＼

むと，ceU　cycleにのっとった癌治療法が考えられ
るようになった別）呂9）鳴．

　腫瘍細胞を含めて，細胞は　cell　cycleをもって

分裂，増殖する．cell　cycle（division　cycle）を

構成する四つの　phaseには，特定の薬剤や放射線

に対して感受性が異なる性質があり，この事実にのっ

とった化学療法，あるいは，放射線療法母D92）が，実験

的に臨床的に行われている．放射線に感受性を示すの

はGi期の細胞といわれる．化学療法剤の多くは核酸代

謝を阻害する薬剤である．

　nitrogen　mustardは，2個の　β・chloroethy基

を持ち，DNAの　GuaninのN－7の　a［kylatingに

より，強くDNA合成を阻害するが，同時にRNAにも

作用する可能性がある．Levisら呂9）は　cell　cycle

とDNA代謝とに及ぼすNH2の作用を検討し，　Layde

and　Baseagむ93）はEhrlich腹水癌において｛H一化合

物を用いた　autoradiogramによりNH2の効果を検

討し，G～期にある細胞を阻害し，これらの細胞はいず

れも細胞分裂を行わずに再びDNA合成を開始するた

めDNA量は50％も増加し，細胞が大型化すると報告

した．脇坂ら94）も，　SN36　mouse　leukemiaにお

いて，nitrominによりTcが約3倍に延長するのを

観察し，G2期，　S期が延長するためとしている．一

方，Pittilloら95）は，細菌の　resting　cellと，

dividing　ce11の薬剤の感受性の差異を調べた報告

のなかで，E．　coliにNH2を作用させ・る場合，　resting

ce11に用いる時は，　dividing　ce11の時の3～6倍

量を要したとのべている．

　以上，NH2は分裂細胞のS期，　G2期に　affectしD

NA，　RNA合成を障害する96）．

　著者の成績では冷却二二後4，5時間に投与した場

合に，効果が増強された．すなわち，冷却復温後4～

8時間において，NH2に感受性の強いS期，　G2期の細

胞が増加していたことを示し，冷却後のpuls　label・

ingで得られた結果と合致した．また冷却復旧後1

～3時間においてはNH2の効果は減少する．これは三

下

度処理によりおくれたG2期，　M期，　Gl初期の細胞群

が，ちょうどGl期にあってNH2の作用を免れたため起

った現象と考えられる．

　mitomycin　C　は　Streptomyces　caespitosus

の培養濾液中より秦ら9ηにより得られた抗生物質で，

強いDNA合成阻害作用を有する．その作用下作は，

細胞中で酵素的にまた化学的に還元され，この不安定

な還元型がDNAと結合して　DNA－polymeraseの反

応を阻止し，DNA合成を障害する一方，　DNaseの

活性化も行うとされ，臨床的に多く用いられてい

る98）．細胞形態学的には，静止核にある細胞に作用し

て，核のDNA，仁のRNAの変性をおこし，核染色体

に異常な変形と変質をもたらし，細胞質内の空胞形成

が著しい．

　動物腫瘍についての検討を加えた　Sugiura99），臼

淵loo）によれば，腫瘍によりMMCに対する感受性にか

なりの差異がみとめられ，吉田肉腫においては500μg

／kgの最大耐容量の投与によりはじめて治療効果がみ

とめられ，吉田肉腫はMMCに対し感受性が低いこと

が示された．神前10Dは，1μg／m1の濃度で　Hela細

胞に強い影響をみとめたとしたが，この濃度では吉田

肉腫細胞にはやや希薄すぎたと思われる．

　吉田肉腫細胞にMMC　1品目／m1で作用させると，

1時間後には30～40％の細胞が減少するが，3～6時

間後には腫瘍細胞数の増加傾向がみとめられた．こと

に，冷却復二二7～8時間を経たものに投与した場

合，細胞の回復率は著しい．これはMMCの作用時間

がS期前半にあることから考えて，二二後4～5時間

で　peakに達していたS期の細胞集団が，7～8時間

後にはG2にあってMMCの影響をうけずに分裂するた

めと考えられる．

　vincristine　sulfate（VCR）はC46H54N4010・H2SO4

の化学式をもつ　alkaloidでvinblastine〔vinca1・

eukoblastin，　VLB）と共に，急性白血病，小児がん，

lymphosarcomaなどに臨・床的に繁用される．

　その作用機作は，十分解明されてはいないが，細胞

分裂を　metaphaseで不可逆的に　arrestすること

が知られているが呂4），Johnsonらlo2）によれば細胞

内の代謝経路を障害する作用ももっという．また，

Cuttsらlo3）はマウスの腫瘍において，有効量に腫瘍

差をみとめている．

　著者の使用した10－7g／m1の濃度は　Bruchovsky，

Johnsonらが培養細胞に用いているVLBの量を参考

にしたも㊥であるが，これを作用させると培養吉田肉

腫細胞において，約1時間で70％の細胞が減少した．

この減少率はVCRが　metaphaseにのみ特異的に作
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用するものと考えては説明できず，他の　phaseに

ある細胞も十分に障害することを示唆する．温度処理

を行ったもののすべてにおいてVCRの効果が劣る結

果となった．これは冷却復温そのものが，VCRの影

響を軽減したと考えられ，興味が持たれる．しかし，

投与後6時間を経過したものについての細胞減少率か

らみると，冷却復温後早期の1～3時間に投与した場

合に，細胞減少が対照に比し著るしくみられ，冷却と

薬剤の相加効果がみとめられた．おそらくG2が延長し

たために，M期の細胞が増加して起った結果と考えら

れる，

　これらの実験からみて，薬剤の効果判定を　地

痂roで行う時にも，やはり長時間の追求を必要と

することが痛感される．とくに，VCRのような　cyt－

ostasticの作用を示す薬剤においては重要なこと＼

考えられる．

4．併用化学療法について

　ceU　cycLeにのっとった化学療法を行う場合に腫瘍

細胞の　asynchronyとrestlng　ce11が大きな障

害となる．ことに，solid　tu！horにおける　resting

ce皿の存在は臨床上まことに重大な意味を有す

nる8）．dividing　ceUにおいてすらcell　cycLeがそ

れぞれ異なるため，薬剤の影響をうける細胞の　per・

centageはますま、す減少する｝04）．そこで，細胞に

synchronyを起させ，より多くの細胞に　damage

を与える方法が理論的に考えられてよい．先にのべた

ように，腫瘍細胞に　induction　synchronyを起

させる方法が二つある．

　温度処理は，実験的にはよい方法であるが，生体に

用い得る限度m5）である15。C前後の低温により生ずる

同調化は部分的同調であって不完全なものである．従

って，低体温による同調化の方法は臨床的には使用で

きない．

　代謝拮抗剤を使用して同調化を図る場合，アルキル

化剤の如き　cytotoxicな作用を持つ，　cell　cycle

speci丘。　drugを組合せる方法は，　Walkerら呂8）の

実験結果からみて，直ちに臨床に応用してよいものと

考えられる．実際，臨床で、しばしば優れた成績を示す

併用組合せとには代謝拮抗剤と　cytotoxicな作用

を持つ薬剤の組合せであることが多い．また，三つ以

上の薬剤の組合せで行う多剤併用療法は，実験的にも

臨床的にも効果が確認され，現在における癌化学療法

の主流をなしている1η18）19）．

　多剤併用療法は薬剤の頭文字をとって略称で呼ばれ

ている』，木村宝8）のFAMT聾，太田らlo6），中尾ら“17）のM

FC蝋は臨床的にもよく用いられ，好成績を得っっあ

る．教室の奈良lo8）はSN36に対してactinomycin　D

（AMD）とMMCの併用，あるいは，　AMD．，　MMCと

predonineの併用について，生存率，核酸代謝面な

どから検討し，優れた併用効果を強調した，福田川）は

sarcoma　180に対して10種類の制癌剤を用いた組み

、合せについて，核酸代謝などから併用効果を検討し，

その幾組かの組み合せで，すぐれた相乗効果をみとめ

ている．

　多剤併用療法の目的と意図することは次のようであ

る．

　1）作用機作の異なる薬剤の併用によって単独薬剤

の制癌効果を互いに補って制癌　spectrumを拡大す

る．

　2）　腫瘍細胞の　ce［1　cydeにのっと’り，薬剤感

受性の異なる各　phaseに対し，各種の薬剤を併用

させる．

　3）　特定の薬剤の組合せによる相乗効果を期待す

る．

　4）　たがいに異なる種類の副作用を持つ組合せによ

り，副作用の分散をはかる．

　癌の併用療法には，上記のほかに，同調化による効

果増強を意図した組合せが考慮されるべきであろう，

腫瘍の同調化に合わせた，最も適切な時間において，

有効な薬剤が使用されるならば，最少の副作用をもっ

て最大の効果を期待することができる，

　それと共に，Brunner8）が指摘している　resting

ce11に考慮をはらう必要がある，そして，

　1）ce且l　speci丘。　drugの効果を高めるためrest・

　　　ing　ce［1をactivateし同調化させる方法．

　2）resting　ceUにも有効な薬剤の新開発．

　3）resting　ceUをそのま、の状態に抑制し，増殖

　　　させない方法．

　などが，今後の研究課題として提言されている．

　　　　　　　　結　　　　　論

　初代培養に付した吉田肉腫細胞に対して温度処理の

影響について検索し，さらに化学療法剤の効果につい

て検討して，次の結果を得た．

　1．　0．4％1actalbumin　hydrolysateを含むEarle

塩類液50％，非働化牛血清40％，生理食塩水10％

＊FAMT：5Fu，　Endoxan，　MMC，　Toyomycin．

＊＊MFC：5Fu，　MMC，　Cytosine　arabinoside．



382 宮

の培養液において，初代培養した吉田肉腫細胞は順調

な増殖を遂げる．この培養i液で　Ehrlich腹水癌，

sarcoma　180は発育しない，

　2．吉田肉腫の培養初期の　lag　phaseにおいて，

腫瘍細胞数減少，分裂指数変動，増殖抑制がみられ

る．培養開始後24時間前後から腫瘍は対数増殖に入

り，これは48時間以上継続する．増殖により腫瘍細胞

濃度が上昇すると，二進した解糖代謝により生成され

た乳酸量の増加に伴う培養液のpH低下が起り，つい

に増殖は停止する．初代培養を経た吉田肉腫をもどし

移植するとよく発育するので，初代培養による腫瘍性

の変化はないものと考えられる．

　3．初代培養に付した吉田肉腫に対し，00C，30

分間，0。C，60分間の冷却，並びに，復温の処理を

施すと，腫瘍細胞の一過性の減少，腫瘍細胞の分裂指

数の変動，増殖曲線の階段状変化を招来し，腫瘍細胞

の　cell　cycleの同調化が惹起される．しかし，そ

れは，軽度の部分的同調化である．

　4．　冷却，復温処理による腫瘍細胞数の減少の程度

は，冷却持続時間が長いほど強くなる傾向がみられ

る．しかし，その後に起る急速な分裂，増殖により，

終局的には腫瘍細胞数に変りがない．実験に用いられ

た0。C，30分～60分間の冷却条件による腫瘍抑制作

用はみとめられない，0。C冷却直後の腫瘍細胞分裂

指数には，00C，30分間と00C，60分間の条件の間

に著るしい差異がある．従って，冷却持続時間30分と

60分の間に分裂期の細胞に作用する臨界時点があり得

ると考えられる．

　5．　初代培養に付した吉田肉腫に冷却復温処理を施

し，その后経時的に　IH－thymidineを用いて　puls

iabelingを行い，一定時刻における　cen　cycle，　S

期の細胞比率を検べた．0。C，30分間冷却の場合に

は4～5時間後に，0。C，60分間冷却の場合には8

～9時間後に，200C，3時間冷却の場合には4時間

後に，標識細胞出現のピークがみとあられ，DNA合

成期の細胞集団における同調化が証明きれた．

　また，continuous　labelingを行なって，標識細

胞を経時的に追求すると，冷却・復温後の標識細胞の

出現状態は2峰性の曲線で示された．この現象を解析

して，低温処理により，cell　cycleのG2期の延長，

GI；期細胞のS期に移行する速度の増加を招来し，分裂

直後のGl期の娘細胞並びに分裂期細胞が影響されるこ

とを知った．細胞の世代時間は冷却処理によって短縮

する．これはG2期の延長はあっても，GI期，　S期が短

縮する結果である．

　6．初代培養の吉田肉腫に0。C，30分間の冷却お

下

よび復温処理を施し，その後一定時間に低濃度の化学

療法剤を投与して，腫瘍細胞の数，および，形態学的

の変化を観察して効果を判定した．

　nitrogen　mustard　2μg／mlの濃度を用いる場

合，冷却四温後4～5時間に投与すると制癌効果の増

強がみとめられた．他の時間に投与すると非冷却の対

照の成績より劣っている．

　mitomycin　C　1μg／mlの濃度を用いる場合，吉

田肉腫細胞は著るしい影響を示さない．この濃度で

は，腫瘍のもつ抵抗性に打ち勝つことができないもの

と考えられる．冷却・復温処理を施して後4～5時間

にこの濃度の　mitomycinを投与すると，冷却と薬

剤投与の相加効果がみとめられたが，冷却復温後7～

8時間に投与すると，著るしい効果の減退がみられ

た．

　vincristine　sulfate　1『7g／mlの濃度を用いる場

合，冷却・復温処理を施したものに投与すると，投与

后1時間で効果が著減しでいるのをみる．冷却処理が

腫瘍細胞，．あるいは，培養液に変化をもたらし，

vincristineの効果を減ずる方向に働くものと考えら

れる．しかし，冷却・二二后早期に　vincristineを

投与し，投与後6時間の結果では冷却と薬剤投与の相

乗効果がみられた．

　7．化学療法剤の効果増強のための方法として，腫

瘍細胞の　cell　cycleの同調化を組み入れた多剤併

用療法を計画すべきであることを強調する．

　稿をおわるにあたり，終始ご懇切なご指導，ご鞭燵を

頂いた，恩師卜部美代志教授に深く感謝の意を捧げると

ともに，ご協力頂いた教室各位に感謝致します．
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                              Abstract

   The influence of low temperature and the effect of chemotherapeutics on
the Yoshida sarcoma cells, which were taken into the primary tissue culture,
were examined. The following results were obtained.
   1) The Yoshida sarcoma cells grew in an active proliferation after they were

taken into the primary t'issue culture in the media which consisted of 50 percent

of Earle solution containing O.4% lactalbumin hydroiysate, 40 percent of ina-
ctivated bovine serum and 10 percent of Rhysiological saline, 'Ehrlich astites

tumor and Sarcoma 180 did not grow in that media,
   2) In the lag phase, the intial stage of culture of Yoshida sarcoma, there
occurred a decrease in the number of the tumor cells, a change in mitotic index

and inhibition of tumor proliferation. However, after 24 hours inoculation,
tumor showed a logarithmic growth, continuing for 48 hours. When the tumor
cells increassed through proliferation, lowering of PH of the media appeared
which was caused by the increasing production' of lactic acid via glycolytic
metabolism, resulting in the -cessation of tumor proliferation.

   The Yoshida sarcoma cells, taken into the primarY 'tissue culture, grew
vividly after they were inoculated reversly into the peritoneal cavity of the
rats. Therefore, they did not lose the activity of tumor through the cUlture.
   3) When Yoshida sarcoma cells, taken into the primary tissue culture, were

exposed to cooling of OOC,30 minutesor OOC, 60 minutes, there occurred a
transitorydecrease in the number of tumor cells, a changes in mitotic index
and a stairlike figure of proliferation curve of tumor cell. The latterrepresented

occurrence of the synchronization of the tumor cell cycle, though a partial

synchronization. '
   4) Decrease of the number of tumor cells through chilling was parallel to
the period of cooling applied. But, rapid division and proliferation of tumor
cell after the return to normal temperature, ultimately, no change was seen in
the number of cells. Consequently, there was no inhibition of tumor by chilling

of OOC 30-60 minutes. So that, it was possible to establish the critical point
between OOC-30 minutes and OOC'60 minutes, periods of cooling thich affected
dividing cells.

   5) After the Yoshida sarcoma cells, taken into the primary tissue culture
were exposed to chilling and rewarming to 370C, puls labeling of the cell
employing ;H-thymidine was done through the course of subsequent observation
and per-centage of s-stage cell of cycle was checked up at a certain time sc-
hedule. Appearance of labeled cells exhibited a peak 4-5 hours aiter Lhe re-
covery to normal temperature in the case of chilling OOC-30 minutes, 8-9 hours
in the case of chilling OOC-60 minutes and 4 hours in the case chilling 200C-3
hours.

  This was a proof of synchronization to the cell group of DNA-synthetized
stage.

z



   When the labeled cell was pursued by the cotinuous labeling, the behaviar
of the labeled cell subsequent to cold was shown by the curve with 2 peaks.
Analysing this phenomenon, cold shock caused to prolong G2-stage of cell cycle

and to promote turning from Grto S-stage.
 Also it affected the daughter cell immediately after her division and cell in

the dividing stage. Low temperature shortened the cell cycle.

 This was due to that GE-and S-stage were shortened though G2ffstage was
prolonged through chilling.

   6) The Yoshida sarcoma cells, taken into the primary tissue culture were
exposed to chilling OOC-30 minutes and return to 37C'C, and then were given
with chemotherapeutics of low concentration. The effect was determined by
observing the changes of the number and morphlogical evidece, of the cell.

   When nitrogen mustard of 2ug per ml., was given 4-5 hours after return
to 370C, inhibitory effect on tumor was intensified. However, an administration

of the drug at different times caused lesser effect than those of the control
(non-chilling).

   When mitomycin C of 1ptg per ml. was given to the Yoshida sarcoma cells,
they received no significant influence. The drug of this concentration did not

overcome the resistance of tumor.

   However, mitomycin of 1ng per ml. given 4-5 hours atter replacement to
370C, brought the duplicated effect of both treatments, while the drug given
7-8 hours had significantly decreased the effect.

   Vincristine sulfate of 10 7g per ml. was given following the return to 370C,
the effect much decreased 1 hour after administration.

   Chilling seemed to reduce the effect of the drug. However, vicristine was
given early following rewarming, then duplicated effect of both treatments were

seen 6 hours after administration. -
   7) In order to intensify the effect of chemotherapeutics, combination therapy

of many drugs should be scheduled with an induction of synchronization of
the cell cycle of tumor'.

 (The Authors Abstract)
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写真1　contlnuous　labellngの実験

　MTdR投与後30分間1ncubateした直后に，標

　識細胞か出現している　標識指数は30％

　Glemsa後染色，　x　1，000

写真2　contlnuous　labellngの実験

、H　TdR投与後30分間lncubateし

標識細胞，標識指数約50％てある

Glemsa後染色，×1．000

，1時間後の

麗厳
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写真3　contlnuous　labehngの実験

　lH　TdR投与後，9時間後の標識細胞　標識指数90

　～96％と算定された

　Glemsa後染色，×LOOO

写真4　contlnuous　labellngの実験

　、HTdR投与後，9時間後の標識細胞，標識指数90

　～96％と算定される

　Glemsa後染色，×1，000倍


