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悪性腫瘍の化学療法に関する実験的研究

一actillomycin　Dの腫瘍細胞増殖に及ぼす影響とその併用療法について一
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　　　　　　　　　（昭和41年1月31日受付）
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本論文の要旨は，昭和40年10．月第24回日本癌学会総会において報告した．

　悪性腫瘍に対する化学療法は1946年Gilman＆Phi・

1ips　8、が白；血病患者に対しnitrogen　mustardを使用

　　　　　　　　　　　　したことに端を発し，以来悪性腫瘍の化学療法はめざ

ましい発展をとげてきた．数多くの抗腫瘍剤が発見さ

れ，それらの作用機転の解明も進むにつれて，全身に

わたる作用とともに悪性腫瘍に対する効果も次第に高

く評価されるようになってきた．しかし，現在の段階

におい．てはいまだ臨床面での実際の効果は決して満足

できるものではない．

　さらに一層の制癌効果を上げるため，新抗腫瘍剤の

開発とともに，既存薬剤の投与方法に関し，大量間歌

投与法63）34）55），局所投与法56）21）20），手術50、72）18）61）あ

るいは放射線療法32）との併用などの工夫が加えられる

ようになってきた．また，薬剤の作用機転の解明につ

れて，2種以上の作用機転の異なる薬剤を併用するこ

とにより，より効果を高めようという試みが行なわれ

でき、ている10）．Law　25）らはし1210に対し8－azagua・

nineとamethopterineとの併用が顕著な腫瘍増殖

抑制効果をもたらすことを報告し，Goldin　11）らも

amethopterineと6MPとの併用において，また，

Skipper　57）らはamethopteripe，　ethionine　8－aza・

guanineの3者併用において実験的に相乗効果のある

ことを報告した，臨床面においても急性白血病に対し

日直野16），山形70）らによって，6MP，副腎皮質hormo・

neを中心とした併用療法の効果が報告され，最近で

は白血病以外の悪性腫瘍に対しても2種以上の抗腫瘍

剤を使用する併用化学療法が一般化されている22）70）．

　さて，本実験に用いた薬剤に関してであるが，

actinomycin　D（以下AMDと略記）は多くのacti－

nomycin群に引き続き発見され，実験腫瘍に対する

抗腫瘍性がみとめられるようになり，臨床的にもHo・

dgkin氏病など，ある種のリンパ系腫瘍に対する効

果が報告されている．その作用機序については一艘に

DNA　guanineと結合しDNA依存性RNA生合成を

阻害することがほぼ明らかとなってきている．一方，

mitomycin　C（以下MMCと略記）については実験

腫蕩に対する広汎な抗腫瘍効果がみとめられ，臨床的

にも今日最も多く用いられているものの一つである．

その作用機序とするどころはDNA合成抑制にあると

いわれている．　まず，著者はRNA合成を抑制する

AMDがマウス腹水腫瘍増殖に対しいかなる影響を与

えるかを実験的に検討し，DNA合成を抑制するζい

われるMMCの効果と比較検討した．その結果，

AMDは投与初期において一時的にD；NA代謝を充進

させ，細胞増殖を促進するという興味ある知見を得た

ので，この結果を参考とし，さらに両薬剤の作用機序

の相違も考慮に入れて両薬剤の併用療法について基礎

的実験を行なった．また，抗腫瘍性については問題の

点が多いが1）3）3の，白血病に対しては他の抗腫瘍剤と

併用した場合明らかな効果がみとめられている副腎皮

質hormoneと両薬剤との併用についても若干検討し

た．

実験材料および実験方法

　実験動物はすべて体重20g前後のdd－Nまたは

dd－Sマウスであり，雌雄をとくに考慮しなかったが

同一実験にはいずれか一方のみを使用した．

　腫瘍としてSarcoma　180，　Ehrlich腹水癌，白血

病性腹水腫瘍SN－36の3種が使用された．前2者は

金沢大学結核研究所より譲渡をうけ，SN－36は東京
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佐々木研究所より入手された．これらの腫瘍はdd－N

マウスに累代移植し使用された，

　投与した薬剤はAMD（Merck　Sharp＆Dohme

製品），MMC（協和醗酵株式会社製品），Ribonuclease

（以下RNaseと略記：Worthington　Biochemical

Corporation製品），　prednisolone（2．5％　predniso・

10ne　acetate水性懸濁液，塩野義製薬株式会社製品）

であり，核酸代謝に使用したisotopeは』P32（Abbott

laboratories製品），　orotic　acid－6－C14（21．5mc／

mmol．，第一化学薬品株式会社製品），H3－thymidine

（5000mc／mM　Amerscham　England製品）であり，

蛋白代謝にはglycine－2－C14（9．9mc／m　mol第一化

学薬品株式会社製品）を用いた．

　腫瘍細胞腹腔内移植後7日目の腹水を採取し，he・

parine加生理的食塩水で稀釈し，400×104個の細胞

（0．25m1に含有）をマウスの腹腔内に移植し，動物

の延命効果実験の場合には移植後24時聞，72時間，

120時間の3回にわたり薬剤（0．2m1）を腹腔内に注入

し，生存日数を観察した。その他の実験の場合には移

植後4日目に1回薬剤（0．2ml）を腹腔内に投与し，

以下の実験を行なった．なお対照群として薬剤のか

わりに0．2m1の生理的食塩水を注入したものを用い

た，

　1）腹腔内腫瘍細胞数の測定

　薬剤投与後一定時間後に各動物群から5匹あてat

randomに取り出し，　ether麻酔下に殺し開腹して腹

水を採取した，少量の生理的食塩水で数回腹腔内を洗

浄し，全量15m1になるように稀釈した．よく鷹伴

後白血球数算定用m61angeurを用いて細胞数を算定

し，腹水全量より腹腔内全腫瘍細胞数を計算した．こ

の際，皮下に大きな腫瘤を形成するもの，腹水の極端

に少ないものは除外された．なお，腹腔外への転移形

成の有無についても，同時に肺，肝，リンパ腺などに

つき肉眼的に検索した，

　2）腫瘍細胞の有糸核分裂細胞数の測定，および形

態学的変化の観察

　1群5匹のマウスを用い薬剤投与後一定時間後に腹

水を取り出し，slide　glassに塗抹しGiemsa染色

を施した，腫瘍細胞1000個中のprophaseよりtelo・

phaseまでの全有糸核分裂中の細胞を数えた．同じ

標本を用い同時に細胞の形態学的変化についても顕微

鏡的に観察した．

　3）腫瘍細胞の核酸含量の測定

　Schneiderの方法45）に従い，1）の場合に得た腫

瘍細胞浮遊液2mlに冷10％trichloroacetic　acid

（TCA）8m1を加えた後遠沈，2回くり返した後沈渣

良

を95％ethano1で2回，　e亡hano1：ether（3：1）で

50。C10分間2回添田しながら脂質を除き，95％etha・

no1，10％TCAで洗浄後，5％TCA　90。C　15分で

核酸分画を得た．この抽出液につきorcinol反応31）

69）およびdiphenylamine反応69）を行ない，　RNA，

DNA量を測定し，あらかじめ作製した標準曲線より

ml当たりの核酸量を判定し，腫瘍細胞数より細胞当

たりの核酸含量を算出した．

　4）腫瘍細胞の核酸代謝の測定

　isotope　P32を使用した場合，薬剤を投与し一定時

間後の腹水を採取し，以下の反応液で1時間，37．5。C

でP32を反応させた．試験管内の反応液の組成は，

0．0055Mのglucoseを含むTyrode液1．8m1，細胞

浮遊i液0．5m1（腫瘍細胞5×107個含む），　Na2HP3204

0．2m1（20μc含む）計2．5mlとしたデこ・の混

合液をWarburg検圧計用flaskに入れ，37．50Cで

空気を気相とし1時間振幽し，反応終了後，直ちに

2m1の氷温20％TCAを加え反応を停止させた．

DNAおよびRNA分画は柴谷氏法53）により得た．

この各分画を1mlあて鋼鉄製測定皿にとり・乾燥後，

G．M．計数管で放射能を測定した．同時に各分画中の

燐の量をFiske＆Sabbarow　7）の方法に従い定量し

比放射能を算出した．in　vivoでorotic　acid－6－C14

を用いた場合には，薬剤投与後一定時間後にC14－oro・

tic　acid　10μc（0．2ml）を腹腔内に注入し，1時間

後腹水を採取し，その一部につきSchmidt－Thann・

hauser氏法44）により核酸分画を取り出し，その1mI

につきorcinol反応，　diphenylamine反応により核

酸量を測定し，他の1mlを鋼鉄製測定血に取り乾燥

後，windowless　gas　flow　counterで放射能を測

定し，両者の値より比放射能を算定した．H3－thymi・

dineを用いた場合には，　autoradiography一により核

内へのH3－thymidineのincorporationを検討し

た．すなわち，H3－thy面dine　20μcを腹腔内に注入

し，1時間後に腫瘍細胞を取り出し，slide　glassに

塗抹し，dipping法30）により感光乳剤（さくらオー」ト

ラジオグラフ用乳剤NR－M1－Gを1．5倍に蒸溜水で稀

釈したもの）の中に浸した後約3週間4。Cで露出感

光させ，その後現像，定着し，Giemsa染色を施行し

た．その標本につき腫蕩細胞500個中の銀粒子5個以

上を含むlabelされた細胞数，並びに1abe1された

細胞20個につき平均銀粒子数を顕微鏡的に測定した，

　5）腫蕩細胞における蛋白代謝の測定

　in　vivoで薬剤を作用させ一定時鳥後腹水をi採取

し，in　vitroでglycine－2－C14の蛋白分画へのin・

corporationを観察した．反応液の組成は腫瘍細胞浮
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遊液0．5m1（8x107個），　Krebs　Ringer　phosphate

（K．R．　P．）（pH　7．4）1．8ml，　glycine－2－C140．2mI

（1μc）計2．5m1とした．　Warburg検圧計用flaskを

用い37．5。C，1時間作用させた．蛋白分画は4％

perichloric　acid（PCA）で3回洗浄後，4％PCAで

沸騰水浴中に30分置き核酸分画を除き，2％PCAで

2回洗浄後，ethano1中75℃120分間擬伴しながら加

温し，その後etherで2回洗い脂質を除去し，残分

を乾燥後Sartorius電気重量計で重量を測定し，そ

の後Windowless　gas　flow　counterで放射能を測

定し，比放射能を算出した．

　6）腫瘍細胞の内因性呼吸の測定

　薬剤投与後12時間およ．び24時間後の腫瘍細胞を取り

出しWarburg検圧計を用い酸素消費量をWarburg

直接法により測定した66）．flask内の液の組成は山止

細胞浮遊液0．5m1（5×107個），　K．R．P．2．Om1計

2．5m1とし，帳面には20％KOH　6．2m1を入れた．

空気を気相とし，37．5。C，10分間から振りの後，70

回／分で2時間回忌し，15分ごとに目盛りを読んだ．

　7）一腫瘍細胞の嫌気性解糖の測定

　嫌気性下に腫瘍細胞の発生する乳酸量を測定し，そ

の細胞の解糖能とした．乳酸量の測定はBarker－Su・

mmersonの方法2）に従った．反応液の組成は腫瘍細

胞浮遊液0．5甲1（与×107個），KR．P．1．75，0．10M

glucose　O．25㎎1計2，5m1とした．　incubate開始

賦すでに含まれる乳酸量を知るため，混合後直ちに

1m1取り出し，10％TCA　9　m1を加え，残りを

Thumberg管内に入れ，水流pumpで吸引し，気
泡の発生が止まって3分後，側室部牙を回転閉鎖し，

37．50C，2時間静置した後，発生した乳酸量をColl・

man光電比色計により比色定量した．その値より最

初の値を差し引いたものをもって2時間の5×107個

の腫瘍細胞の乳酸発生量とした．

実　験　成　績

　I　AMDとMMCとの腹水腫瘍に及ぼす影響

　AMDが各種腹水腫蕩，とくにSarcoma　180の増

殖に対しどのような変化を与えるかを，MMCの効果

と比較しながら継時的に観察した，

　1）腫瘍移植動物の生存日数の変化（表1．図1）
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図1　AMDの腹水腫瘍動物の延命効果
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表1　AMDの腹水腫瘍動物の延命効果

【AMD　m・／k・1生存日劃平均生存日石5・眺醐

Sarcoma　180

Ehrlich腹水癌

SN－36

0

0．03

0．06

0．09

0

0．03

0．06

0

0，03

0。06

0．09

14～21日

18～31

22～

25～

13～20

22～

27～

10～14

10～18

10～20

12～

17．2日

25．4

36．6以上

36．6以上

16．7

38．0以上

46．1以上

10．2

12．3

13．3

22．2以上

0／5

0／5

2／5

2／5

0／6

3／6

5／6

0／10

0／10

0／10

1／10

米50日以上生存したものは50日として計算した，
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　実験に用いた腫瘍の移植率は100％で，動物の生存

日数については腫瘍間に差はあるがすべて腫瘍死し

た．AMDに対する感受性はEhrlich腹水癌，　Sar・

coma　180では強いが，　SN－36では少し劣る．　Sar・

coma　180，　Ehrlich腹水癌においてはそれらを持つ動

物の平均生存日数はそれぞれ17．2日および16．7日であ

ったが，AMD　O．031ng／kg投与時Sarcoma　180の

動物のそれは25．4日，Ehrlich腹水癌の動物のそれは

38．0日であり，著しい延長をみとめ，AMD　O．06mg

／kg投与した場合動物の生存日数はそれぞれ36．6，

46．1日であり，平均生存日数はさらに著しく延長し

た、しかも，前者においては5匹中2匹に，後者では

6匹中5匹に50日の生存をみた．　SN－36を持つ動物

の平均生存日数は10．2日であり，AMD　O．03，0・06mg

／kgの投与では生存日数に軽度の延長をみとめるのみ

であり，0．09mg／kg投与で生存日数は初めて22．2日

となって延長をみとめた．SN－36はnitrominによ

り発生した腫瘍であり，nitrominに対し耐性を持つ

が，AMDに対しても感受性が低いことを知った．

　2）腹腔内腫瘍細胞数の変化（表2，3，4．図2）

　腹腔内全腫瘍細胞数は薬剤投与前の各腫瘍の間でか

なり数値の差異を示す．同一腫瘍聞でも実験のたびご

とに細胞数は異なった値を示し，また，1匹5群とし

たが同一群中でも個体差はかなり大きいものがあっ

た．表に示した数値は5匹の平均値である．薬剤投与

前の腫瘍細胞数は1．0～2．2×108個の闇にあり，標準

誤差は0，15～0．37であった．

　AMD投与による腫瘍細胞数の変化は，腫瘍の種類

　　　　　　　　表2　腹腔内腫瘍細胞数に及ぼすAMDの影響　　　・
Sarcoma　180（4×106）移植後4日－目にAMDを1回腹腔内投与した．単位は108個

【投与前16時剛・2時間12塒剛48時間

実
験
1

実
験
皿

対　　　　　照

AMD　O．06mg／kg

AMD　O．12mg／kg

対　　　　　照

AMD　O．06mg／kg

AMD　O．12mg／kg

1．66

2．22 2．51

3．07

2．28、

1．86

1．90

2．02

2．06

1．96

1．87

2．62

3．36

3，12

3．04

2．35

1．78

2．49

2．27

1．12

3。41

1．97

1．01

表3　腹腔内腫瘍細胞数に及ぼすAMDの影響
　　　　　　　SN－36　（×108）

i投与前16時間1・2醐124時間148時間172醐

実
験
1

実
験
五

対　　　　　照

AMD　O．03mg／kg

AMD　O．06mg／kg

対　　　　　照

AMD　O．09mg／kg

AMD　O．12mg／kg

1．27

1．98 2．01

2．16

2．01

1．76

1．94

1．55

2．29

2．64

2．75

2．42

2．76

2．34

3．66

3．93

1．55

3．63

3．13

2．21

4．10

3．75

1．35

3．92

4．32

3．39

表4　腹腔内腫瘍細胞数に及ぼすAMDの影響
　　　　　Ehrlich腹水癌　（×108）

1投与前D時雨・2時剛24時剛48時剛72時間

実
験
工

実
験
皿

対　　　　　照

AMD　O．09mg／kg

AMD　O．12mg／kg

対　　　　　照

AMD　O．03mg／kg

AMD　O．06mg／kg

1．01

1．69

0．96

1．10

1．03

1。78

1．57

1．45

1．08

1．68

1．68

2，00

2．17

1．99

1．25

1．05

0．91

2．76

2．85

2．25

1．40

0．48

0．54

3．36

3．91

2．69

4．76

3．91

3，76
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図2　AMDの腹腔内腫瘍細胞数に及ぼす影響
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6　12　　　24 48時間 6　12 24 48時間 6　12 24 48時間

対　照 AMD　O．06　mg／kg　　AMD　O・09　mg／kg　　AMD　O　12　mg／kg

によって異なる．一般にAMDの少量（0．03～0．06mg

／kg）投与群と非投与群との間に腫瘍細胞数の著しい

差をみとめないが，AMDの。，09～o．12　mg／kgの

比較的大量を投与した場合顕著な腫瘍細胞数の減少が

みられた．これを時間的にみると，24時聞値に初めて

減少傾向がみられ，48時聞で最：校註を示し，74時間で

はやや回復の傾向がみとめられた．投与後48時間目の

減少度はAMDの投与量の大きいものほど大であり，

0．12mg／kg投与時Sarconia　180で非投与群のそれ

の37～44％，Ehrlich腹水癌で39％，　SN－36で33％

あった．また，AMD投与後短時間の観察においては

同じ投与量で投与後6時間目，12時間目の腫瘍細胞数

はかえって非訟与島のそれより増加する傾向をみと

め，その傾向は12時間目の腫瘍細胞数において最も大

きく・肩hrlich腹水癌では非投与群のそれの156％を

示したが，他の腫瘍においてもそれより軽度（119～

120％）ではあるが同様の傾向をみとめた．

　Sarcoma　180を用い腹腔内にMMClmg／kgを投

与した場合の腫瘍細胞数の変化（表5．図3）を同時

に比較すると，AMD投与の場合にみられた投与初期

の腫瘍細胞数の増加する現象は全くみとめられず，投

与後6時間ですでに職少の傾向がみられ，以後漸減

し，24時聞目には非投与群のそれの39％となり，最低

値を示し，48時間，72時間後には回復の傾向をみとめ

た．

　3）腫瘍細胞の有糸核分裂数の変化（表6．図4）

　Sarcoma　180の腫瘍細胞につき検：討した．薬剤非

投与群の腫瘍細胞の分裂係数は3．33～4．01％の範囲に

あり，移植後4日目より48時間観察したが，観察中の

図3　MMCの腹腔内腫瘍細胞数に及ぼす影響

　　　　　　　Sarcoma　180

×108

40

3．0

2，0

1．0
る・曽。，．冒・9

．，ρ

6　12 24 48時間

一対照…』『一一一MMC　l　mg／kg

表5　細胞数に対するMMCの影響
　　　Sarcoma　180　（×108）

【投与前16時間1・2醐124時間148時剛72騨

対

MMC　lmg／kg

照 2．15 2．10

1．98

2．27

1．83

2．66

1．03

3．55

1．43

3．93

2．21
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表6　腫瘍細胞の有糸核分裂に及ぼすAMD，　MMCの影響
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sarcoma　180

時 間来 対 則AMD…2m・／kg　l　AMD…6m・／k・IMMC・m・／k・

1
3
5
7
9
1
2
1
8
2
4
3
6
4
8

、34．9＊＊

35．3

33．3

36．0

33．4

38．0

37．1

40．1

35．8

34．3

35．4

38．2

36．5

10．3

6．0

5．1

4．8

8．1

7．7

10．3

34．0

39．4

40．5

22．0

12．6

5．0

5．3

15．2

19．7

20．8

30，1

13．3

9．2

5．7

3．0

4．2

5．5

6．7

8．1

11．3

＊薬剤投与後の時間を示す．　縣細胞100個中の分裂細胞数（5匹の二二値）

％
4

図4　AMDおよびMMC：の腫瘍細胞の核分裂係数に及ぼす影響
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7 9

．＿　　　AMD
　　　O．09mg／kg

特異の変化はみられなかった．AMDを投与すると，

投与後7時間目より腫瘍細胞の有糸核分裂数は減少し

始め，12～18時間目にはほとんど分裂像を観察できな

い程度に低下し，以後徐々に回復してくるのを知っ

た．AMDの投与量が多い場合には分裂係数の低下の

速度は早くなり，また，回復の時間がやや遅れるが，

減少の開始時間および低下の程度は同じであった．こ

れに対しMMC　lmg／kg投与群では投与後1時間目

にすでに有糸核分裂数の減少がみとめられ，9～18時

間目に最低値を示し，以後徐々に回復した．すなわち

MMCの分裂係数に及ぼす抑制効果は投与後間もなく

起こり，AMD投与後においては約7時間を置いて減

少が現われてくる．その時間中の分裂係数は非投与群

よりやや多いことは腫瘍細胞数の一時的増加の現象と

関連があるものと考えられる．

12

　　　　　　　〃．，・・……噌

　　　　ダ
　　　　¶　　　　　　　　　　　　　　　♂の

　　　・　　　　　　　　　　！　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　リ

　　　ノ　　　　　　／，’●
　　　／》づ炉4！
瓢ま’ゴ1彰！

　　18　　24　　　　　　36　　　　　　48

AMD　　　　　　　　　　MMC
O．12rR9／kg　　　　　　　　　　l　mg／kg

　4）腫瘍細胞の形態学的変化（写真1～5）

　AMD　O．06　mg／kg投与群では投与後9時闇目の標

本において一部の腫瘍細胞に被染色性の低下，染色体

の凝集，断裂，二二，胞体の膨化が観察されるように

なり，12時間目にはこの変化は多くの腫瘍細胞に起こ

り，さらに細胞質融解，核の崩壊が観察された．18時

間以後は大部分の腫瘍細胞はこれら変性，崩壊した細

胞となる．また，残存する腫瘍細胞は一般た小型を呈

するのが観察された．これは細胞質の減少に基づくも

のである．AMD　O．12mg／kgを投与した際の腫瘍細

胞の変化も，少量投与の場合と全く同様であったが，

腫瘍細胞の変化が2時間早く起こってくるのがみられ

た．MMC投与群の腫瘍細胞の変化は投与の場合とほ

とんど区別できず，ただ時間的にAMD投与群より少

し早く起こり，投与後5～7時間後より変化が起こる
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のが観察された．しかし，残存する腫瘍細胞はむしろ　　　5）腫蕩細胞の核酸含量の変化（表7，8，9，10．図

大型を呈した．核並びに細胞質両者とも増大すること　　5）

によるものである．　　　1　一　　　　　　　　　　　　腫瘍細胞当たりのRNA含量は移植後の日数の経過

　　　　　　　　　　　表7　AMDおよびMMCの腫瘍細胞の核酸含量に及ぼす影響
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sarcoma　180

6時間

DNAμg×106個

RNAμg×106個

RNAIDNA

対　　　　　照

AMD　O．06　mg／kg

AMD　O．12　mg／kg

MMC　1．Omg／kg

対　　　　照

AMD　O，06mg／kg

AMD　O．12　mg／kg

M：MC　1．Omg／k9

対　　　　　照

AMD　O．06　mg／kg

AMD　O．12　mg／kg

MMC　1．Omg／kg

5．11

4．98

5．22

5，03

4．38

4．62

0．98

0．88

0．88

12時間

4．98

4，84

4．72

4．60

3．20

3．15

0，92

0．66

0，67

24時間

4．85

5．01

4．95

5．02

2．35

1．71

1．03

0．47

・0．35

48時聞

5．32

5．20

5．31

4，70

4．99

2，37

2，24

6．99

0，94

0．46

0．42

1．48

表8　AMDの腫瘍細胞の核酸含量に及ぼす影響

　　　　　　Ehrlich腹水癌　（1）

1階問

．DNA　μg　x　106個

RNA　・μg×106個

良NA／DNA

対　　　　　照

　0．03mg／kg

O．06mg／kg

対　　　　　照

　0．03mg／kg．

　0．06mg／kg

対　　　　　照

　0．03mg／kg

　O．06mg／kg

5．57

5．48

5．69

5．23

4．50

4．42

0．94

0．82

0．77

12時間12≦時間r48時間

5．43

5．15

5．37

5．27

4．02

4．03、

0．96

0，78

0．75

5．20

5，10

5．35

5．07

3．71、、

3．61

0．97

0．73

0．67

4．90

4．96

5．16

4．75

3．79

3．65

0．97

0．71

0．69

表9　AMDの腫瘍細胞の核酸含量に及ぼす影響
　　　　　　Ehrlich腹水癌　（2）

16時聞 12時間

DNAμg×106個

RNAμg　x　10・1固

RNA／DNA

対　　　　　照

AMD　O・09mg／k二一

AMD　O．12　mg／kg1

　対　　　、　照

．AMD　O．09　mg／kg

AMD　O．12n真9／kg

対　　　　　照

AMD　O．09　mg／kg

AMD　O．121ng／琴g

5．19

5．35

4．90

5．27

4．94

4．54

1．02

0．92

0．93

4．86

4，57

5．09

5．19

4，12

4．60

24時間

5．28

5．31

4．951

4．95

2．45

2，49

1．06　　　　　　　0．94

0．90　　　　　　　　0．46

・・9・1・・5・

48時間

5．10

4．71

5．25

4．75

1．58

1．35

0．93

0．34

0．26
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表10AMDの腫瘍細胞の核酸含量に及ぼす：影響

　　　　　　　　　SN－36

6時間112時間

DNA　μg　x　106　cells

RNA　μg　x　106　ce11s

RNA／DNA

対　　　　　照

0．09mg／kg

O．12mg／kg

対　　　　　照

0．09mglkg

O．12mg／kg

対　　　　　照

0．09mg／kg

O．12mg／kg

2．67

2．76

2．96

3．70

2．63

2．35

1．38

0．95

0．79

2．55

2．59

2．46

3．51

2．35

2．07

1．38

0．91

0．84

2磯間148時間
2．90

2．71

3．02

4．09

2．38

1．47

L41
0．88

0．49

2．35

2．41

2．67

3．21

2，21

2．09

1．36

0．92

0．78

図5　AMDの附言細胞の核酸含量に及ぼす影響　（RNA含量）
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LO

／＼…＼
　渓、　　　　　　4・0
　　く㌔・．o．．．。．6．．．σ』．．．．．．o

　　　、　　　　　　　　　　　　　　　凶

Ehrlich‘P

3．0

2．0

1．0

へ凸

　＼1

　＼

　　　＼

　　　　＼ヤ．

　　　　　　＼こζ

Ehrllch（2）

5’0

4．0

3．0

2．0

1．0

こ二’＼．　。

　リ　ロコのら　
＼、’●妬”…’ ＜v

　　、　　　　　　　　　　　ノ
　　　　　　　　　　　　ノ
　　　、■L一”

SN－36

12　　24 48時問

一一一輔 ﾎ　照

，・……gAMDO．06mg／kg

個一一凸　〃　　0，12mg／kg

12　　24 48時間

　　　対照
・…一一。AMD　O．03　mg／kg

轟＿＿＿4　　〃　　0．06mg／kg

12　　24 48時間

　　　対　照

………。AMP　O、09　mg／kg

ムー一一ム　　　〃　　0．12mg／kg

12　24 48時間

一対　照
。…・…一。AMD　O．09　mg／kg

帥一一「L　〃　0．121mg／kg

とともに低下するといわれているが54），本実験では短

期実験のため，同一腫瘍薬剤非投与群の腫蕩細胞では

ほとんど差をみとめず，わずかにEhrlich腹水癌，

SN－36にその傾向がみとあられたにすぎない．薬剤

非投与群の腫瘍細胞のDNA含量はEhrlich腹水癌，

Sarcoma　180のそれは大体5．0μg×10｛6前後であ

り，RNA量はそれと同等かまたはそれよりわずかに

低値を示した．SN－36腫瘍細胞においてはDNA含

量は低く2．35～2．9×10一6μgであり，RNA量は

3．2～4．1×10－6μgの値であった．

　AMDを投与した場合，いずれの腫瘍においても投

与後6時間ですでに細胞当たりのRNA量は顕著な低

下を示し，24時間または48時闇目に最低値を示した．

すなわち，SN－36では0．09　mg／kg投与後24時間目

に非投与群のそれの58．5％，0．12rng／kg投与後に

は35．9％Ehrlich腹水癌では，0．06　mg／kg投与後

24時間目に非投与群のそれの67．1％，0．09mg／kg

および0．12mg／kg投与した場合48時聞目にそれぞ

れ33，3％，28．4％となり，Sarcoma　180では0．06

mg／kg投与後24時間目に46．7％，0．12　mg／kg投与

時34．0％となって顕著な低下を示した．一方，AMD

投与後のDNA含量においては非投与群のそれと比べ

てほとんど差をみとめなかった．

　Sarcoma　180にMMC　l　mg／kgを投与し24時間

後の腫瘍細胞の核酸含量を調べると，AMD投与の

場合と異なり，RNA含量は減少せずむしろ非投与群

のそれの140％となって顕著な増加を示し，DNA含
量に関してはむしろ軽度の減少（88％）をみとめたが，

有意の差とはいいがたい．

　6）腫瘍細胞の核酸代謝の変化（表11，12．図6）

　Sa士coma　180について検索すると，薬剤非投与群
において，ト e実験ごとに腫瘍細胞のDNA，　RNA代
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表11AMDおよびMMC投与後の腫瘍細胞のDNA代謝

Sarcoma　180
c．P．m

Pμ9

3時間 6時間 12時間 24時間

実
験
1

実
験
皿

対　　　　　照

AMD　O．06　mg／kg

AMD　O．12　mg／kg

　対　　　　　照

一AMD　O．06　mg／kg

AMD　O．12　mg／kg

1172米

1291

1737

1164

1408

1502

1289

1531

1675

1190

1454

1530

801

724

696

975

911

788

1072

819

812

1167

807

794

MMC　l　mg／kg 957 774 537 562

表12　AMDおよびMMC投与後の腫瘍細胞のRNA代謝

Sarcoma　180
＊

　c・P・m

　　Pμ9

3時間 6時間 12時間 24時間

実
験
1

実
験
皿

対　　　　　照

AMD　O．06mg／kg

AMD　O．12mg／kg

対　　　　　照

AMD　O．06mg／kg

AMD　O．12　mg／kg

3168＊

2288

1996

2598

1858

1943

3277

2302

2533

3766

2413

2641

4178

2671

2004

3775

2435

1755

F
O
＝
J
Q
J

O
O
」
恐
0
◎

ワ
置
9
Q
J

n
δ
9
臼
9
臼
3368

2780

2594

MMC　l　mg／kg 2625 3314 3281 2858

謝の程度にかなりの差をみとめたが，時間の経過によ

る特有の変化はみられなかった．恐らくマウス間での

個体差，腹水採取よりincubateまでの時間の相違，

採取時の腹水の状態などによるものと考えられる，

AMDを投与した場合，腫瘍細胞のRNAへのP32
incorporationは投与後3時間目においてすでに低下

をみとめ，12時間で最低値を示し，24時間でやや回復

をみとめた．低下度は薬剤投与量の多い方に顕著で，

0．12mg／kg投与時12時間目に非投与群のそれの48％

および46．5％にまで低下を示した．一方DNAへの

P32のincorporationは投与後3時間目，6時間目と

も非投与群のそれより大であり，3時間目，6時間目

とも110～150％の増加率を示し，薬剤投与後3時間か

ら6時間にわたって腫瘍細胞のDNA代謝の充進をみ

とめた．

　MMC　l　mg／kg投与した場合，腫瘍細胞のDNA

の比放射能は投与後3時間目にすでに減少し，24時聞

には非投与群のそれの45％にまで低下を示した．腫瘍

細胞のRNA代謝は薬剤投与後3時間目では非投与群

のそれと同程度であるが，以後徐々に減少し，24時間

目には85％となり軽度の低下をみとめたにすぎなかっ

た．

　7）AMDの腫瘍細胞の蛋白代謝に及ぼす影響（表

13．図7）

　C14－glycineの腫瘍細胞の蛋白分画へのincorpora・

tionをAMD投与後6，12，24，48時間目のSar・

coma　180の腫蕩細胞につきin　vivoで観察すると，

蛋白分画の比放射能は薬剤投与後6時間，12時間，24

時間で低下し，48時間では非投与群のそれとほぼ同様

の値を示した．腫瘍細胞の蛋白代謝の程度は腫瘍細胞

のRNA代謝の低下度より軽く，最低値を示した投与

後12時間目の値は0．06mg／kg投与時非投与群のそ

れの84％，0．12mg／kg投与時77％であった．腫瘍細

胞の蛋白代謝と腫瘍細胞のRNA代謝低下との時間的

関係はこの成績より正確には判断し得ないが，薬剤投

与後比較的早期よりRNA代謝の低下とともに蛋白代

謝低下が起こってくるものと考えられる．

　8）AMDの腫瘍細胞の嫌気性解糖および内因性呼

吸に及ぼす影響（表14，15）

　AMD投与後12時間および24時間後の腫瘍細胞につ
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図6　AMDおよびMMCの腫瘍細胞の核酸代謝
　　　に及ぼす影響
　　　　　　　　　　　　　　（Sarcoma　180）
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図8　AMDの腹腔内腫蕩細胞数，腫瘍細胞の核
　分裂係数，腫瘍細胞の核酸代謝，RNA含量，
　蛋白代謝に及ぼす影響

　　　　　　　　　　　　　　（Sarcoma　180）

　　　　　　　　　　　　　AMD　O．12　mg／kg
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表13AMDの腫瘍細胞の蛋白代謝に及ぼす影響
　　　　　　　　Sarcoma　180

図9　MMCの腹腔内腫蕩細胞数，腫蕩細胞の核
　　　分裂係数，核酸代謝に及ぼす影響
　　　　　　　　　　　　　　　（Sarcoma　180）

　　　　　　　　　　　　　　MMC　lmg／kg
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図7　AMDの腫瘍細胞の蛋白代謝に及ぼす影回
　　　　　　　　　　　　　　（Sarcoma　180）
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表14AMDの腫瘍細胞の解糖に及ぼす影響
　乳酸発生量（mg／flask）Sarcoma　180

対　　　　　照

AMD　O．06mg／kg

AMD　O．12mg／kg

MMC　1．Omg／kk

対　　　　　照

AMD　O．06mg／kg

AMD　O．12　mg／kg

MMC　1．Omg／kg

12時間

3．58

2．25

3．48

2．85

3．07

2．65

24時間

3．34

2．15

3．02

2．70

3．15

2．99

3．06

2．54
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表15AMDの腫瘍細胞の内因性呼吸に及ぼす影響
　　酸素消費量（μ1／120分）　Sarcoma　180

112時剛24時間
対　　　　　照

AMD　O．06　mg／kg

AMD　O．12　mg／kg

MMC　1．Omg／kg

対　　　　　照

AMD　O．06　mg／kg

AMD　O．12　mg／kg

MMC　1．Omg／kg

5
8
0

8
n
◎
Q
ゾ

134

130

128

112

－106

105

　94

9
臼
F
O
9
臼
0

9
Q
ソ
8
只
）

いて検討したが，AMD投与による影響をほとんどみ

ることができなかった．とくに腫瘍細胞の酸素消費量

では薬剤非投与群のそれとの間には全く差をみとめ

ず，腫瘍細胞の乳酸発生量でもAMD　O．12mg／k9投

与後24時間目の腫瘍細胞でわずかの低下（9％）をみ

とめたにすぎなかったが，これも有意の差とはいいが

たい．したがって，AMDは腫瘍細胞のenergy代謝

系には影響を与えないものと考えられる．MMC投与

群では腫瘍細胞の嫌気性解糖，内因性呼吸はそれぞれ

薬剤投与後24時間で20％程度低下するのをみとめた．

　以上の結果を総合すると図8，9のごとくになる．、

すなわち，AMDを腹腔内投与した場合，腹水腫蕩細

胞のRNA代謝がまず抑制され，腫瘍細胞内RNA含

量が低下し，次いで，数時闇経てから腫瘍細胞の分裂

係数の低下およびDNA代謝抑制が起こり，同時に腫

瘍細胞の変性が生じ，腹腔内腫瘍細胞の減少が現われ

てくる．腫瘍細胞の蛋白代謝はRNA代謝の低下に伴

ない薬剤投与後早期より低下してくるようである．さ

らに特異な変化として，薬剤投与後3時間目，6時間

目に一時腫瘍細胞のDNA代謝の充進がみられ，6時

間目，12時閲目には腹腔内腫瘍細胞数に増加の傾向が

うかがわれた．一方MMC　lmg／kgを腹腔内投与

した場合，腹水腫蕩細胞のDNA代謝低下および分裂

係数の減少がまず起こり，次いで腫瘍細胞の変性，崩

壊，細胞数の減少がそれに少し遅れて起こり，RNA

代謝抑制もそれと同時に発現してきた．

　9）RNaseの腹腔内腫瘍細胞数，核酸含：量，核酸

代謝に及ぼす影響（表16，図10）

　Sarcoma　180を持つマウスの腹腔内にRNase　500

mg／kg　1回投与し検討した．その結果，腹腔内腫瘍細

胞数は非投与群のそれとの間に特異の差を示さなかっ

た．腫瘍細胞の核酸含量において，RNA量は投与後

6時聞値で非投与群のそれの85％と低下をみとめ，

AMD投与時の腫瘍細胞RNAの減少度に比べてはる

かに軽度ではあるが減少を示した．投与後12時間目以

後には非投与群のそれと差はない．また，腫瘍細胞の

DNA量においても特異な変化はみとめられなかっ

た．腫瘍細胞の核酸代謝においてDNAへのP32　in・

corporationは投与後6時間目に非投与群のそれの

125％となり上昇をみとめ，投与後12時二目および24

時間目の腫蕩細胞では非投与群と同程度の比放射能を

示し，RNA代謝は一般に非投与群に比し軽度の低値

をみとめたが，有意の差とはいいがたい．以上の結果

RNaseは投与後6時閥目の腫瘍細胞において軽度で

はあるがRNA含量の低下とDNA代謝充進とをきた

さしめ，AMD投与による変化との共通性をみとめ得

た，

　皿　AMDおよびMMCを用いた腹水腫瘍の併用化

学療法に関する実験

　実験（1）で得た結果を参考にして腫瘍細胞に対す

るAMDおよびMMCの両薬剤のより有効な併用方

法について考案し，同時にこの両薬剤と副腎皮質hor

表16RNase（500　mg／kg）投与後の腹腔内腫瘍細胞数，核酸含：量および核酸代謝

　　　　　　　　　　　　　　　Sarcoma　180

16時間 12時間 24時間

細胞数x108
DNA　　μg×106個

RNA　　μg×106個

口　　　　　　　　c．P・m比放射能　DNA
　　　　　　　　　Pμ9

　　　　　　　　　c・P．m比放射能　RNA
　　　　　　　　　Pμ9

対　　照
RNase

対　　照
RNase

対　　照
RNase

対　　照
RNase

対　　照
RNase

7
0

3
43．65

3，83

4．44
3．74

1378
1721

4024
3810

噌
⊥
Q
ソ4

34．02

3．90

4．86
、4．62

1072
1102

3364
3195

ρ
0
9
臼

4
F
O
3．78

3．40

4．60

4．37

962
1057

3057
2764
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moneとの併用を試みた．腫瘍としてすべてSN－36

を使用した．

　1）腹水腫瘍に対するAMDとMMCとの併用

図10RNaseの核酸代謝，　RNA量に及ぼす影響

　　　　　　　　　　　　　　（Sarcoma　180）

100％
＼こ｛づ簿』、一慌・＝こ

　、響〆

良

60
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6　　　　12 24時間

一DNA代謝　・………RNA代謝　一・一・一RNA含量

　（a）腫瘍動物の生存日数および体重変化（表17，図

11）

　薬剤非投与群の腫瘍を移植された動物の生存日数は

7～12日で平均生存日数は9．7日であり，すべて腫瘍

死した，腫瘍移植後6日目の動物の体重増加率は11．6

％であった．AMD，　MMCを単独に投与した場合薬

剤非投与群に比べ動物は1．5～3．1倍の平均生存日数を

持ち，延長がみとめられ，とくにMMC　2　mg／kg投

与した場合に最長の30．1日の平均生存日数を数え，中

には完全治癒とみなすべきものもある．腫瘍動物の体

重は一般に減少し，AMD　O．09mg／kg投与の場合，

投与前体重の7．0％の減少をみた，AMDとMMCを併
用した場合，動物の平均生存日数は3．2～3．3倍となり

顕著に延長し，10匹中5匹および4匹に完全治癒とみ

なすべき50日生存例をみた．しかも，比較的早期に死

亡したものの中に腫瘍死というよりむしろ薬剤の過量

投与によると思われるものがあり，とくにAMD　O．09

mg／kg，　MMC　l　mg／kg投与した群にそれがみられ

た．したがって，腫瘍細胞そのものに対する併用の効

、 表17腹水腫瘍に対するAMDとMMCとの併用
　　　腫瘍動物の生存日数および体重変化　　　　SN－36

AMD
mg／kg

MMC
mg／kg

　0

0．06

0．09

　0

0

0．06

0．09

0
0
0
1
2
1
1

体重変化率＊
　　（％）

十11．6

±0
－7．0

－2．3

－4．7

－9．3

－14．0

生存日数

7～12

10～21

12～

11～

20～

16～

12～

平均生存日数縣

9．7

14．6

22．6以上

20．9〃

30．1〃

32．3〃

31．3　〃

50日生存数

0／7

0／7

1／7

1／7

2／7

4／10

5／10

＊　薬剤投与終了翌日の体重変化率

懸50日以上生存したものは50日として計算した．

図11腹水腫瘍に対するAMDとMMCとの併用の生存日数に及ぼす影響
（SN－36）
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果はさらに大きいものと考えなければならないが，一

方動物の体重の変化も併用群では一9．3，一14．0％の

減少をみとめ，宿主に対する影響力も著しく大きいも

のとみられる．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
一（b＞一AMD，一MMC併用療法の場合の腹腔内腫蕩細

胞数および分裂係数の変化（表18．図12）

　MMC　lmg／kg，　AMD　O．09mg／kgを合併使用

した．AMDの腫瘍細胞DNA代謝充進作用を考慮に

入れ，AMDとMMCとの投与時間によって併用群を

次の5群に分けた．薬剤の最初の投与から起算して36

時間後に細胞数および分裂係数を測定した．

図12腹水腫瘍に対するAMDとMMCとの併用
　（SN－36薬剤投与後36時間値）腹腔内腫瘍細胞数

5．0
×108

4．0

3．0

2．0

1．0

蕉戴畿
第
5
群

第
4
群

第
3
群

第
2
群

第
1
群

第1群：

た群

第2群：

た群

第3群：

第4群：

た群

　第5群：

た群

MMC投与後6時間目にAMDを投与し

MMC投与後3時間目にAMDを投与し

AMDとMMCを同時に投与した群

AMD投与後3時間目にMMCを投与し

AMD投与後6時間目にMMCを投与し

　腫蕩細胞の分裂係数は非投与群においては3．3％で

あり，単独投与群においてMMCの場合1．3％，　AM

Dの場合2．0％であって，低下している．併用群にお

いて分裂係数の低下は単独投与の場合よりさらに著し

く，非投与群のそれの1／3～1／4程度になっている，

しかし，各併用群間に著しい差異はみとめられず，た

だ第4および第5群で分裂係数の最低値を示したが他

群との間に有意の差があるとはみられない．

　腹腔内腫瘍細胞数はAMD単独投与の場合非投与群

のそれの67％に減少し，MMC単独投与の場合，40％

に減少した．併用した群の場合，16．6％～33．0％とな

りさらに顕著に減少した．中でも同時併用群，AMD

投与後3時間後にMMCを投与した群において最も減

少した．

　（c）AMD，　MMC併用療法の場合の腫瘍細胞の核

酸含量，および核酸代謝の変化（表18，19．図13）

　核酸含量は薬剤投与後36時三目の腫瘍細胞について

検討された．AMD投与によって腫瘍細胞のRNA含

量は減少し，MMC投与によって腫瘍細胞のRNA含

量は増加することは実験1で述べられている．AMD

単独投与の場合，腫瘍細胞のRNA量は非投与群のそ

れの68％に低下し，MMC投与の場合，非投与群の

それの105％に増加している．両薬剤は腫瘍細胞の

　　表18腹水腫瘍に対するAMDとMMCとの併用
腫瘍細胞の核分裂係数，腹腔内腫瘍細胞数，核酸含量　　SN－36

分　裂　係　数　％

細胞数×108
DNAμg×106　cells

RNAμg　x　106　cells

　　RNA／DNA

対　照

3．3

4．81

2．82

3．79

1．35

AMD
O．09

mg／kg

2．0

3．24

3．02

2．56

0．85

MMC
lmg／kg

1．3

1．93

2．93

4．16

1．43

第1群

0．9

1．58

2．39

2．78

1．16

第2群

1．0

1．40

2。60

2．92

1．11

第3群

0．8

1．06

2．65

2．68

1．01

第4群

0．7

0．80

2．54

3．13

1．23

第5群

0．7

1．12

2．39

3．02

1．26

群
群
群
群
群

　
ワ
の
ヨ
　
　

第
四
第
主
訴

MMC投与後6時闇後にAMDを投与した群
MMC投与後3時間後にAMDを投与した群
MMCとAMDを同時に投与した群
AMD投与後3時間後にMMCを投与した群
AMD投与後6時間後にMMCを投与した群
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　　表19腹水腫瘍に対するAMDとMMCとの併用．腫瘍細胞の核酸代謝
C14－orotic　acidのincorporationとH3－thymidineのincorporation　　SN－36

DNA比放射能来
RNA比放射能＊
　1ebeledcell　　　　％

細胞当たりの銀粒子数

対　照

1143

6237

43。3

41．8

AMD
O．09

mg／kg

895

3675

36．0

28．8

MMC
1．O

mg／kg

792

5687

31．5

14．7

第1群

814

3873

30．0

6．3

第2群
●

781

4062

25．0

5．5

第3群

701

3805

25．5

5．2

第4群

561

3440

20．2

3．7

第5群

686

4179

26．0

5．1

＊

　　　　c・P・m
DNA（またはRNA）mg

図13腹水腫瘍に対するAMDとMMCとの併用
　　　腫瘍細胞の核酸代謝
　　　　（C14－orotic　acidのincorporation）

　　　　　　　　　　　　　　　　（SN－36）
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DNA量にはとくに影響を及ぼさなかった．両薬剤を

併用した場合腫瘍細胞のDNA，　RNA含量とも非投

与群のそれに比し低い値を示した．すなわちDNA含

量は非投与群のそれの94～84％に低下し，RNA量は

67～74％に低下を示した．併用群聞の差異は著しくな

い．ただ，第4群，および第5群においては後に投与

したMMCの作用が強く現われているようである．

　腫瘍細胞の核酸代謝は薬剤投与後36時丁目の変化に

ついてin　vivoでorotic　acid－C14のincorporation

によって観察された．orotic　acidは核酸中pyrimi・

dine塩基として，主として，　RNAに取りこまれる

が，一部DNA　pyrimidineにはいることが知られて

いる．C14－orotic　acid　incorporationによって検索

された腫瘍細胞の核酸分画の比放射能は表に示したご

とく，AMD，　MMC単独投与の場合，実験1でP32

を用いて検索された結果とほぼ一致し，AMDは腫瘍

細胞のRNA代謝を非投与群のそれの59％に強く障害

群の説明は表18に同じ．

し，MMCはDNA代謝を69．2％にとくに強く障害し

た．併用投与した場合，腫瘍細胞のRNA，　DNA代

謝とも単独投与の場合よりさらに著しい低下をきたし

た．すなわち，腫瘍細胞のDNAへのincorporation

は非投与群のそれの49～68％，RNAへのincorpora・

tionは55～67％に低下した．併用隠忍の差異をみる

とDNA代謝は第4群において；最も強く障害され，非

投与群のそれの49％になっており，次いで，第5，第

3，第2，第1群の順にDNA代謝障害の程度は軽く

なっている．RNA代謝は第4群において最も強く障

害され，非投与例のそれの55％となっている。したが

って第4群，すなわち，AMD投与後3時間後にM
MCを投与した場合に腫瘍細胞の核酸代謝は最も強く

障害されることを知った．さらに，腫瘍細胞のDNA

代謝の変化をin　vivoにおけるH3－thymidineの核

内へのとりこみから観察した．薬剤投与後36時間目に

H3－thymidineを投与しautoradiographを作製した

（写真6，7，8，9）．全腫瘍細胞数に対するlabeled

ce11の比率は非投与例で43．3％であり，　AMDおよび

MMCの単独投与群において，それぞれ36．0％，31．5

％であった．両薬剤併用群において20．2～30．0％であ

り，著しく減少している．併用群聞の比較では第4群

において顕著な減少（20．2％）をみとめ，第1群にお

いてはMMC単独投与群のそれに比べ著しい差を示

すことはなかった．腫瘍細胞1個当たりの銀粒子の数

により比較すると，薬剤投与例において減少し，こと

に併用群における減少は著しい．すなわち，非投与

群の腫瘍細胞1個当たりの銀粒子数は41．8であり，

AMD，　MMC単独投与した場合それぞれ28．8，14．7

であり，併用投与の場合3．7～6．3であって顕著な減少

を示した．この腫瘍細胞当たりの銀粒子の変化はC14－

orotic　acidを用いた場合の変化とほぼ一致する．併

用群間の比較では第4群において最低値を示し，3．7

であり，第1群において最高の6．3を示した．いずれ

の方法でみても第4群における強いDNA代謝障害が

みられ，第4群でとられた併用方法の有効性を物語る



actinomycin　Dの効果 15

ものである．また第5群における腫瘍細胞のDNA代

謝は同時併用群におけるそれと明らかな差がみとめら

れない．

　図14腹水腫瘍に対するMMCとprednisolone
　　　　との併用の生存日数に及ぼす影響

　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　（SN－36）

ユ00％ @　　　　　　　一…＼＼

50％’ @　　　　　　　、　　ミ

　　　　　　　　　、　＿　　、
　　　　　　　　　　　　　　ちし
　　　　　　　　　　　　　　りり　ロコロロリコリへ
　　111　　　　　、　　　　＼…一……一一

　　　20　　　　　　　　　30日
．・＿ 垂窒?пD60mg／kg一一一

　2）腹水腫瘍に対するMMCとprednisoloneと

の併用

　（a）腫瘍動物の生存日数および体重の変化（表20．

図14）

ユoo％

　　　　　10対照一MMC　lmg／kg・・

併用レー一一9

50％

↓1↓

＼＿＿

＼．

’一‘● h黶 _

用
照

併
対

10

100％養

50％・

　　　20
’●’－’’’” lMC　2mg／kg

一一＿＿
垂窒?пD60mg／kg

　　　　＼　　　＼
　　　　＼一、　　＼＿、

　　　　　　、、、

　　　　　　￥
↓↓↓　　　’

　　　　　　10

＼＿．．＿

30日

用
照

併
対

　　　20
・…一・… lMC　3mg／kg

一一一@pred．60mg／kg

’30目

　腫瘍動物に対しprednisoloneの60　mg／kgを投

与した．また，MMCの1，2，3mg／kgを分けて投

与した．薬剤非投与群の動物はすべて7～15日の間に

腫瘍死し，その平均生存日数は10．7，9．4，10．0日で

あった．MMC単独投与の場合腫瘍動物の平均生存日

数は18．2～25，1日であり，非投与群のそれに比べ有意

の延長をみとめ，投与量に比例して生存日数の延長も

大きくなり，中に50日生存例もみられた．MMC投与

後の腫瘍動物の体重減少率も投与量に比例して大き

く，3mg／kg投与時の体重減少率は一4．6％であっ

た．prednisoloneのみを使用した場合は，腫瘍動物

の平均生存日数の延長は全くみられず，かえって，生

存日数の短縮がみとめられた場合もある，またpre・

dnisolone投与時の腫瘍動物の体重減少率は大きく

一5．0～一9．2％を示した．prednisoloneとMMCと

の両者を併用すると腫瘍動物の平均生存日数は明らか

に延長し，50日生存例もprdnisolone　60　mg／kgに

MMC　l　mg／kgを併用した場合10匹中2匹に，　pre・

dnisolone　60　mg／kg，　MMC　2　mg／kgを併用した

場合10匹中3匹にみとめられた．しかしMMC　3　mg

／kgとprednisolone　60　mg／kgを併用した場合に

は動物の体重減少は一12．8％となり，平均生存日数

もMMC単独3mg／kg投与時のそれに比べ短く，

表20　腹水腫蕩に対するMMCとprednisoloneとの併用
　　　　　腫瘍動物の延命効果および体重の変化　　　　SN－36

MMC
mg／kg

（
U
－
占
0
1
占

O
n
乙
0
20
3
0
3

pred．

mg／kg

A
U
O
O
O

　
　
ハ
b
ρ
0

（
U
ハ
U
O
O

　
　
ハ
b
n
り

（
U
O
O
O

　
　
ρ
0
ハ
0

体重変化率＊

　　％

十16．1

十3．3

－5．0

－8．33

十13．2

　0
－8．9

－10．5

十15．4

－4．6

－9．2

－12．8

生存日数

9～15

11～

9～15

6～

7～12

18～

7～12

12～

8～13

13～

7～12

9～19

平均生存日数懸

10．7

18．2以上

11．1

23．0以上

9．4

26．5以上

10．0

29．0以上

10．0

25．1以上

9．2

14．3

50日生存数

0／8

1／9

0／9

3／10

0／7

1／7

0／7

2／10

0／10

2／9

0／10

0／9

＊　薬剤投与終了翌日の体重の変化率

聯50日以上生存したものは50日生存として計算
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しかも，すべて死亡した．これは薬剤の過量投与によ

る宿主に対する障害のためと考えられる．ただ，こ

のような例はMMC　l　mg／kg，または2mg／kgと

prednisolone　60　mg／kgを併用した場合，早期に死

亡した例にみられている．したがって，薬剤の腫瘍細

胞の増殖に対する抑制効果の増大とともに宿主に及ぼ

す副作用もかなり増大するものと考えなければならな

い．

　（b）MMC，　prednisolne併用療法の場合の腹腔内

腫瘍細胞数並びに分裂係数の変化（表21，22．図15，

16）

　腫蕩動物にMMC　2　mg／kg，　prednisolone　60　mg

／kgを投与後の腹腔内腫瘍細胞数の変化を継時的に観

察した結果が（表22．図16）である．　prednisolone

単独投与の場合，腹腔内腫瘍細胞数はほとんど変化し

ない．また，この場合肉眼的に検索した範囲では遠隔

転移，腫瘤形成はみられない．一方MMC単独投与後

24時間，48時間の腹腔内腫瘍細胞数は非投与例のそれ

の74％，53％となり，減少を示した．prednisolone

とMMCとを併用した場合には，さらに腹腔内腫瘍細

胞数の減少度は大であり投与後48時間目には非投与群

の細胞数の46％であった．MMCの投与量を種々変え

て投与し，その後48時間目の腫瘍細胞数，および分裂

係数を観察した結果が（表21．図15）に示されている．

MMC　2　mg／kg，または3mg／kgとpredisolone

60mg／kgを併用した場合，顕著な腫瘍細胞数減少を

みとめた．　とくに，prednisoloneとMMC　3　mg／

kgとを併用した場合非投与例の腫瘍細胞数の20．8％

に減少した．分裂係数も併用群においては一般に低値：

を示し，腫瘍細胞数の結果とほぼ一致した．副作用の

図15MMCとprednisoloneとの併用の腹腔内
　　　腫瘍細胞数にに及ぼす影響

　　　　　　　　　　　　　　　　　（SN－36）

対　　照

hIMC　　lmg！kg

MMC　2mg！kg

ハ肛盛｛C　　3mg／kg

Prζd，60mg／kg

譜，認篭

階，1麟

欝，1麟

1．0 2，0 3，0 40×108

図16腹水腫瘍に対するMMCとprednisolone
　　　との併用の腫瘍細胞数に及ぼす影響

　　　　　　　　　　　　　　　　　（SN－36）
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　　　　　／　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　ノ
　　　’／　　　　　　　　　，！！

　　　　　　　　　　　ノ／／@　　／／
　　　　　　　　　ノ　　　ノt・＼．　　　　　ノノ　　ノ
　＼こごこ～ノノ　，ノ

　　　　　、o＿纈一’

24 48 72 96時間

　表21腹水腫瘍に対するMMCとprednisoloneとの併用
腫瘍細胞の核分裂係数および腹腔内腫瘍細胞数（投与後48時間） SN－36

分裂係数　％

糸田月包数×　108

対　照

2．60

3．31

1窯出2瓢、購、1鴛、

1．84

1．57

1．80

1．58

0．91

1．08

2．55

3．02

MMC　lmgMMC　2mglMMC　3mg
，，ed－P，ed．1，，ed．

1．60

1．66

1．00

0．98

0．93

0．69

表22腹水腫瘍に対するMMCとprednisoloneとの併用
　　　　　腫瘍細胞数に及ぼす影響　　（x108個） SN－36

投与前 24時闇 48時間 72時間 96時間

群
㎏
㎏
群

　
9
／
9
／

　
m
m

照
2
0
用

　
　
　

　
鴎
砿

　
　
μ
併

記
M

2．24 2．59

1．92

2．47

1．78

3．12

1．66

2．94

1．43

3．36

2．23

3．39

1．58

3．77

3．55

4．03

3．32
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表23　腹水腫瘍に対するMMCとprednisoloneとの併用
　腫瘍細胞の核酸含量並びに核酸代謝（投与後48時間） SN－36

i対 劇MMC　2mg／k・IP・ed・6・mg／kg

DNAμg　x　106　ce11s

RNAμg×106　celIs

　　RNA／DNA

DNA比放射能※
RNA比放射能＊

　2．63

　3．21

　1．22

一一 P310

　2643

2．72

4．99

1．83

960

2382

2．36

3．04

1。28

1128

2221

MMC　Pred．

2．92

4．45

1．52

572

1434

米　　c・P・m

　　　Pμ9

点を別とすればprednisolone　MMCとの併用の有効

性がみとめられるわけである．

　　（c）MMC，　prednisolone併用療法の場合の腫瘍

細胞の核酸含量および核酸代謝の変化（表23．図17）

　MMC　2　mg／kg，　prednisolone　60　mg／kgを腫瘍

動物の腹腔内に投与して48時間後に腫瘍細胞の核酸含

量および核酸代謝を観察すると，MMC単独投与群に

おいては腫瘍細胞のRNA含量は非投与群のそれの

150％となり，明らかに増加するが，DNA含量はほ

とんど変化しない．またprednisolone単独投与群に

おいては腫瘍細胞のRNA，　DNA量ともそれぞれ非

投与群のそれの95％および90％となり軽度の減少を示

した．prednisoloneとMMCとの併用群においては

逆に腫瘍細胞のDNA，　RNA量とも110％，138％の増

加を示した．しかし，DNAの量に関しては有意の変

化とはいいがたい．薬剤投与後48時二目の腫瘍細胞を

取り出し，実験1と同様にP弓2を作用させ核酸への

incorporationをみると，　prednisolone単独投与群

においてはDNA，　RNAへのとりこみは非投与例の

それの96％および90％を示し，軽度低下がみとめられ

る．MMC単独投与群においては腫瘍細胞のDNAへ

のP32とりこみは強く抑制され（73％），RNAへのP32

のとりこみは軽度の低下（90％）を示したにすぎなか

った．prednisoloneとMMCとの併用群においては

腫瘍細胞のDNA，　RNAへのとりこみは顕著に低下

し，それぞれ非投与群のそれの54％，44％になってい

る．すなわち，各々の薬剤の単独投与の場合に比べは

るかに大きい抑制効果がみられた．

　以上の結果より，MMCとprednisoloneとの併用

は腹腔内腫瘍細胞数を各4の単独投与の場合より顕著

に減少させ，腫瘍細胞の増殖に重要な位置を占める核

酸代謝を顕著に抑制し，少なくとも細胞1eve1では相

乗的効果をもたらすものといえる．ただ，腫瘍動物の

延命効果において，prednisoloneの使用量の関係で

満足した結果が得られず，早期に死亡する例がみられ

図17腹水腫瘍に対するMMCとprednisolone
　　　との併用の腹腔内腫瘍細胞数，腫瘍細胞の

　　　核酸含量，核酸代謝に及ぼす影響

　　　　　　　　　　　　　　　　　（SN－36）
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　　　　　凶　　　　’ρ　　9’一点ア’

　，ノρ／’

一ぐ！’一_
＼
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　　　細胞数　　　　　　　……一。。DNA代謝一一一一RNA代謝

。一一一一〇DNA含量　一RNA含量

た．

　3）腹水腫瘍に対するAMDとprednisoloneとの

併用

　（a）腫瘍動物の生存日数の変化（表24．図18）

　腫瘍動物に対しAMD　O．03－0．06　mg／kg，　predni・

solone　20－60　mg／kgを投与した．非投与群の動物の

生存日数は8～14日の闘にあり，その平均生存日数は

9．7～10．2日であった．移植マウスはすべて腫瘍死し

た，AMDを単独投与した場合の腫瘍動物の延命効果

は実験1および］11）（a）におけると同様であり，

0．03mg／kg投与の場合には非投与群のそれと大差な

く，0．06または0．09mg／kg投与の場合，動物の平

均生存日数は13．7～22．9日となり，延長をみる．投与

量0．09mg／kgの群においては延命効果も大であっ

た，prednisolone単独投与群においては生存日数に
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著しい変化がみられない．むしろ短縮する場合もみら

れた．AMDとprednisoloneとを併用して，　AMD

O．03mg／kg，　prednisolone　20mg／kgまたはAMD

O．06mg／kg，　prednisolone　40　mg／kgを投与した場

合，AMD単独投与の場合よりも動物の平均生存日数

は延長し，それぞれ13．5日，23．2日を示した．しか

し，AMD　O．09　mg／kgとprednisolone　60　mg／kg

との併用をした場合，動物は蔽痩著しく早期に死亡す

る例があり，平均生存日数はAMD　O．09　mg／kg単

独投与群のそれに比べ延長しない．体重の減少も，

AMD　prednisoloneの投与量が大きくなると著しく

なり，AMD　O．09　mg／kg，　prednisolone　60　mg／kg

併用群において最も著しい減少（一13．7％）を示し

た．

　（b）AMD，　prednisolone併用療法の場合の腹腔内

腫瘍細胞数の変化（表25．図19）

　腫瘍動物に薬剤を投与した後継時的に腹腔内腫瘍細

胞数の変化を観察した．prednisolone単独群におい

ては20mg／kgを投与した場合，腫瘍細胞数は非投

与群のそれとほとんど変わらない．prednisolone　40

mg／kgまたは60　mg／k塞投与群においては腫瘍細胞

数は減少を示さないが，増加率も低い，AMD　O．09

mg／kg単独投与の場合，腫瘍細胞数の減少は投与後

48時品目に最も著しくなり，非投与群のそれの54％で

あった．AMD　O．06　mg／kg投与の場合，腫瘍細胞数

の減少はより軽度であり，AMD　O．03　mg／kg投与の

場合非投与群のそれとの間に差をみとめなかった．

AMDとprednisoloneとの併用投与群においては投

与後24時間，48時間に腫瘍細胞数は減少し，薬剤の投

与量が大きいものに減少が著しく，AMD　O．09mg／

kg　prednisolone　60　mg／kg併用投与群においては

投与後48時間で非投与群のそれの33％になっている．

しかし，これらの結果はMMCとprednisoloneを併

図18腹水腫瘍に対するAMDとprednisolone
　との併用の腫瘍動物の生存日数に及ぼす影響

　　　　　　　　　　　　　　　　　（SN－36）
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表24腹水腫瘍に対するAMDとprednisoloneとの併用
　　　　　腫瘍動物の生存日数および体重の変化　　　　SN－36

AMDm・／k・lpred・m・／kg　l 体重変化率来 平編存日数謙陣存日釧5・日生轍

0

0

0．03

0．03

0

0

0．06

0．06

0

0
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0．09

0
0
0
0

　
2
　

9
臼

0
0
0
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4
　
4

0
0
0
0

　
6
　
6
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十5．2

十2．1

十13．7

－7．3

－3．9

－10．8
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12．3
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9，8
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23．6以上
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9，9

20．8以上

18．3以上

8～13

9～14
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10～20

8～14

7～14

10～18

12～

9～14

7～14

12～

10～

0／10

0／10

0／10

0／10

0／10

0／10

0／10

2／10

＊　薬剤投与終了後翌日の体重変化率

米＊50日以上生存したものは50日として計算した．

0／10

0／10

1／10

1／10

＼
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表25腹水腫瘍に対するAMDとprednisoloneとの併用
　　　　　　　腹腔内腫瘍細胞数に及ぼす影響 SN－36

AMD pred． 12時間 24時間 48時間 72時閥

Omg／kg
O．03

0

0．03

　0

0．06

　0

0．06

0

0．09

0

0．09

Omg／kg
O　一一

20

20

0
0
0
0

　
　
4
4

0
0
0
0

　
　
ハ
0
ρ
0

2．51

2．42

2．48

2．30

3，85

4．10

4．01

3．93

2．10

2．32

2．23

2．20

2．50

2．73

2．44

2．21

4．20

4，01

4．45

4．11

2．43

2．11

2．25

1．90

3．32

3．51

3．65

2．90

4．81

3．72

4．50

2，80

3．63

1．94

3．21

1．20

3，98

3．74

4．10

4．41

5．50

4．10

5，12

2．96

図19腹水腫瘍に対するAMDとprednisoloneとの併用の腹腔内腫瘍細胞数に及ぼす影響（SN－36）
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用投与した場合の減少度に比べると軽度であった．

　（c）AMD，　prednisolone併用療法の場合の腫瘍細

胞の核酸量の変化一（表26．一図20）’　　　一

　腫瘍動物にprednisoloneを単独投与した場合，腫

瘍細胞のRNA量に軽度の減少をみとめたが，　DNA

量の変化はみとめない．AMDを単独投与した場合，

腫瘍細胞のRNA量は投与後24時間，48時間で非投与

群のそれの40％～70％になり，顕著に低下している．

この場合にもDNA量は非投与群のそれとの聞に差を

示さな．かった．AMDとpredniboloneとを併用投与

した場合腫瘍細胞のDNA量は変化を示さないが，

RNA量はAMD単独投与群のそれよりはるかに低下

し，32％～40％の低値を示した．とくに，両薬剤を大

　72時間　　　24　　48　　　72時間　　　24

。・一・4AMD　x一一一x　pred，・』・一論併用

48 72時間

量に用いた場合に腫瘍細胞のRNA量の低下が顕著で

あった．このことはRNA代謝が主として強く障害さ

れていることを示すものといえる．

総括並びに考察

　1）AMDとMMCの腹水腫瘍に及ぼす影影につい

て

　actinomycinは1940年WaksmanとWoodruff
紛により放線菌より分離された最初の抗腫蕩性を持つ

抗生物質であり，その後多くのactinomycin群が分

離され検討された．そのうち，比較的新しく発見さ

れ，かつ，抗腫瘍性の高いAMDの実駿腫瘍に対する

効果については，Ehrlich腹水癌，　Sarcoma　180な
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表26腹水腫瘍に対するAMDとprednisoloneとの併用
　腫蕩細胞の核酸含量に及ぼす影響　　（μg×106cells） SN－36

AMD
mg／kg

　0

0．06

　0

0．06

0

0．09

0

0．09

pred．

mg／kg

0
0
4
0
4
0
0
0
6
0
6
0

24時間

D　N　A RNA
2．57

2．51

2．43

2．48

2．01

2．12

L81
1．77

3．20

2．25

2．82

1．93

3．03

1．98

2．37

1．54

48時間

D　N　A R　N　A

2．38

2．50

2．28

2．14

2．68

2．49

2．47

2．60

3．34

1．65

3．04

1．32

3，52

1．39

2．89

1．12

図20腹水腫瘍に対するAMDとprednisolone
　との併用の腫瘍細胞の核酸含量に及ぼす影響

投与後24時間
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O．06mg／kg

pfed
40mg／kg

　併用

（SN－36）
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どの種々の腹水腫瘍に対して，その増殖抑制効果が報

告されている5）12）13）．臨床的にもHodgkh1氏病など

の悪性リンパ腫に対する効果がみとめられている17）

46）．その作用機序についてはAMDはDNA　guanine

と結合し，DNAをprimerとするRNA　polymerase
を阻害することがほぼ明らかとなっている9）認）39）．

　一方，mitomycinは秦14）58）らにより1955年Stre・

ptomyces　caespitosusの培養液より分離され，若木

64）らにより同培養液：よりMMCが単離された．　Sugi－

ura　59）はその実験腫瘍に対する広汎な抗腫瘍性を

報告し，臨床的にも今日最もよく使用されその効果が

みとめられているものの一つである．作用機序に関し

ては芝51）らのDNAのpolymerizationを阻害すると

するものと，Reich　40）41）33）らのDNAのdepolyme・

rizationを促進するとする2つの意見に分かれてい

る．

　さて，著者の行なった実験の結果において，MMC

投与後の腫瘍細胞増殖に対する抑制効果を検討する

に，腫瘍細胞のDNA代謝はMMC投与後3時間で
すでに低下し，腫瘍細胞の分裂係数の減少もほとんど

同時に始まり，腹腔内腫瘍細胞数の減少もMMC投与

後6時間ですでにみとめられ，腫瘍細胞の変性，崩壊

はMMC投与後5時問目ころから起こることを知っ

た．また，腫瘍細胞のRNA代謝もMMC投与後6時

閥以後に軽度に低下した．すなわち，まず腫瘍細胞の

DNA代謝機構に異常が起こり，腫瘍細胞分裂係数の

低下，腫瘍細胞数の減少，腫瘍細胞の変性崩壊，腫瘍

細胞のRNA代謝低下という形で薬剤の腫瘍に対する

抑制効果が現われてくるのである．要するにMMCの

抗腫瘍作用におけるprimary　actionはDNAに対す

る抑制作用にあるということができる．Schwartz　48）

らはラットの腸管粘膜，骨髄，胸線に対するMMCの

作用を検討し，H3－thymidineの細胞のDNAへのと

りこみ，および細胞分裂係数の急激な低下をみとめ，

MMCはまずDNA合成抑制に作用するとし，芝ら51）

もEhrlich腹水癌について検討し，　MMC投与後3

時間目からDNAへのH3－thymidineのとりこみが

急激に倭下することを観察し，その時の腫瘍細胞の

RNA代謝，蛋白代謝はほとんど障害されないと述べ

ている．Sarcoma　180を用いて行なった著者の実験

の結果もそれと一致するが，しかし，MMCの作用が

腫瘍細胞のDNA合成阻害にあるのか，　DNAの分解

の促進にあるのかは明らかでない．とにかく，MMC
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は腫瘍細胞増殖に対し急速に抑制効果を示すことを確

かめ得たのである．

　AMD投与後の変化について考察するに，まず，腫

瘍細胞のRNA代謝の低下，　RNA含量の減少がAMD

投与後3時間目に観察され，腫瘍細胞のDNA代謝の

抑制はAMD投与後3または6時間で全くみられず，

12時間でみどめら．れるようになる，腫瘍細胞の分裂係

数の低下，腫瘍細胞変性はAMD投与後7ないし9時

間でみられ一，一一それに遅れて腹腔内生蕩細胞数の減少が

起こる．腫瘍細胞の蛋白代謝はAMD投与後6時間で

軽度に低下する．したがって，AMDの作用機転とし

て腫瘍細胞のRNA代謝の低下がまず起こり，これに

伴なって蛋白代謝低下が発現する．かくして細胞内諸

種代謝機構の平衡が乱れる結果として腫瘍細胞の変

性，腫瘍細胞のDNA代謝の低下，細胞分裂係数の減

少，腫瘍細胞数の減少が起こるものと考えられる．ま

た，AMDは腫瘍細胞の内因性呼吸，嫌気性解糖のご

ときenergy代謝に対してはほとんど影響を与えな

い．さらに，AMDを投与した場合，初期に腫瘍細胞

数の増加する特異な変化がみられた．すなわちAMD

投与後6時間，12時間に腹腔内腫瘍細胞数が非投与群

のそれに比し増加していることである．この初期の腫

瘍細胞増加の現象を細胞分裂係数の面からみると，細

胞分裂係数はAMD投与後3，5時闘でわずかに上昇

するが腫瘍細胞数の増加とはその程度において一致し

ない．これは細胞分裂係数そのものが小さい値なの

で，腫蕩細胞数においてみられた増加現象のように明

らかに識別し得なかったものと考えられる．また，

AMD投与後12時間には細胞分裂係数は低下している

が腫瘍細胞数は増加している．AMD投与後6時間の

腫瘍細胞分裂像のうちprophaseの占める割合が多い

ので腫瘍細胞数の増加が細胞分裂係数のそれに遅れて

現われてきているものと考えられる．しかし，腫瘍細

胞の変性がAMD投与後9時閥ごろからみられるの

で，増加した細胞の中にはすでに変性を起こし，増殖

機能を持たないものが相当含まれていると考えられ

る．さらに，核酸代謝の面から考察するに腫蕩細胞の

RNA代謝はAMD投与後3時間で顕著に低下した

が，DNA代謝はAMD投与後3時閤，6時間におい
　　　　　　　　　　　ヒて非投与時のそれより充進を示した．この時期には腫

瘍細胞数は増加しているので腫瘍細胞のRNA代謝は

抑制されるにもかかわらず細胞分裂は継続し，しかも

充下していることを示している．

Wheeler　68）らは細菌を用いた実験においてC14－

formateを用いた場合，細菌体のDNA，　RNAへの

転入はAMD投与により阻害される．　しかしCld一

hypoxanthineを用いてpurine合成の面よりみた場

合，DNAへの転入は非投与群より著しく増加し，

その原因としてRNA合成阻害のためpoolされた

nucleotideがRNA合成よりDNA合成の方へ転換

するためであると述べている．Schwartz　48）らは正

常ラットにAMDのLD50量を投与すると，腸管粘膜

における細胞分裂係数およびH3－thymidineのDNA

へのとりこみの抑制は一定のlatencyの下に現われ

てくる．すなわち，投与初期においてはH3－thymi・

dineのDNAへのとりこみは非投与群と変らない．

また，C14－formateを用いてde　novoの核酸合成を

検討したところではWheelerらの結果と同様にその

DNA．　RNAへのとりこみはAMDの投与により抑

制されると述べている．著者の実験の場合と比較する

と，AMDの使用量は非常に多い．　AMDの大量投与

は細胞のDNA　polymeraseも抑制するといわれてい

る47）．また，彼らの実験においては対象が正常組織で

あり，著者の実験における対象が腫瘍細胞である点も

異なるのである．著者はAMD投与時の細胞のDNA

代謝冗進の機序として，細胞のRNA代謝の低下，細

胞内RNA量の急激な著しい減少が関係していると考

え，細胞のRNA量を減少せしめるRNaseを腹腔内

に投与し，腫瘍細胞の核酸代謝，とくにDNA代謝の

変化を観察した．RNaseは細胞内に入り，発育の盛

んな細胞ではそのRNA量を減少させるといわれてい

る54）．著者のRNase投与実験によれば腫瘍細胞内

RNA量の低下は軽度であり，腫瘍細胞数はほとんど変

化を示さない．また，腫瘍細胞のDNA代謝において

はRNase投与後6時間に非投与群のそれに比べ軽度

の二進をきたした．このRNaseの結果はAMD投与

時の変化と共通する点がある．Shah　49）らはham・

star　cellの組織培養でRNaseを投与した場合，そ

の初期においてH3－thymidineの核内へのとりこみ

が充進ずると述べている．その作用機序としてRNA

はDNA代謝調節機構にrespessorとして参加する

が，RNaseはRNAと結合することによりそのre・

pressorとしての機能を低下させることを考えてい

る．著者の実験においてみとめられたDNA代謝冗進

は，RNaseとAMDとの作用の共通点であり，これ

はRNA含量の低下に関するものと考えられる．しか

し，その場合repressorとして作用するRNAの機

能低下によるものか，または，RNA代謝抑制に基づ

くnucleotideの蓄積によるものかは明らかでない．

さらにAMDとRNaseの作用の共通性についての検：

索においては，Coleman　4）らはB．　subtilisに対し

低濃度のAMDを作用させRNase活性を上昇せしめ
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たと述べ，また，Planelles　35）は低濃度のAMDは

モルモットの血中170HCSを増加させる作用があ

ると報告している．副腎皮質hormonはRNaseの活

性を上昇させることも知られている励．したがって，

AMD投与後RNase活性が上昇し両者の間に共通効

果が発現されたと考えることもできる．

　2）併用化学療法について

　併用化学療法の目的は2種以上の薬剤を用い，個

々の薬剤単独では得られない相乗効果一いわゆる

therapeutic　synergism一を得ようとするところに

あり，同時に，副作用をも軽減し，薬剤耐性の問題を

も解決しようとするところにある．相乗効果発現の機

構に関し，Potter　37）はsequential　blockingとい

う言葉を用い，2種以上の薬剤が同一代謝系の異なっ

た反応の場に作用し，その際，最初の反応がblock

されることにより次の反応が一層blockされや

すくなると述べ，Elion　6）はconcurrent　blocking

という表現を用い同一終末産物に至る2つ以上の代謝

経路のそれぞれの部分を同時にblockすることによ

り相乗効果を得ると述べている（図21）．また，最近

Sartorelli　42）はAMDとRNaseとの併用で両薬剤

が互いに作用を補足し合うという意味でcomple・

mentary　inhibltionという言葉を使用している．いず

れにせよ併用療法はいろいろな代謝経路のできるだけ

多くの部分をblockしょうとするものである．　これ

は理論的には妥当であるが，悪性腫瘍細胞自身宿主の

細胞より発生し，その性質も宿主細胞と類似している

ので効果が増大すればそれだけ副作用も増大するので

はないかとの危惧も生ずるわけである．

　（i）腹水腫瘍に対するAMDとMMCとの併用療

法について

　ここに著者が腹水腫瘍に対するAMDとMMCと

の併用療法を試みた一つの理由は，両者の作用機序の

差異から併用することにより腫瘍細胞の核酸の合成

をDNAおよびRNAの両面から同時に抑制し，い

わゆるconcurrentな作用により相乗効果を得ようと

；期待した点にあり，他の一つの理由は実験1において

AMDが一時的に腫瘍細胞のDNA代謝を冗進させる

ことが判明したので，その時期にDNA代謝阻害剤で

あるMMCを作用させれば一層抗腫瘍効果を高あ得

るのではないかと考えた点にある．実験結果において

腫瘍動物の生存日数はAMD，　MMC併用群では各単

独群にまさり著しく延長し，完全治癒の例さえ多くみ

られた．一方，薬剤の大量投与の場合動物の体重の減

少は顕著であり，早期に死亡する例がみられたので，

宿主に対する副作用の増大も顕著であるといわねばな

らない．その結果，薬剤投与に際して腫瘍細胞数の減

少および腫瘍細胞の核酸代謝の低下と動物の延命効果

とが必ずしも平行しないのである．腫瘍細胞の核酸含

量の変化についてはAMD，　MMC併用を行なった5

群において各単独投与の結果を相加平均したような値

を示し，RNA代謝が顕著に低下したにもかかわらず

RNA量がそれほど低下しないのは，この二黒の併用

によって細胞分裂がより強く抑えられるためRNAの

細胞内蓄積が起こる結果と考えられる．

　さて，AMDとMMCとの併用療法において，そ
の両薬剤の腫瘍細胞に対する投与時間の関係はこの併

用療法の効果に重大な影響を与えている．すなわち，

AMD投与後3時間にMMCを投与した場合，腫瘍
細胞数の減少，分裂係数の低下および核酸代謝の抑制

の面から観察してsynergisticな顕著な抗腫瘍性効

果を得たが，同時併用およびAMD投与後6時間に

MMCを投与した場合やAMD投与前にMMCを投
与した場合には，相加的あるいは補助的効果が得られ

たにすぎなかった。山下70）らはSarcoma　180に対す

るactinomycin　AとX線療法との併用実験でactino・

mycin　A投与後1時間目にX線を照射した場合と，

その逆にX線照射後actinomycin　Aを投与した場合

とを比較して，前者に鳥膚動物の生存日数の顕著な延

長をみとめ，actinomycin　AにX線療法の効果を増

大させる作用のあることを報告している．著者の実験

においてAMD投与6時間後にMMCを投与した併

bユockユ．

A十B
　め10eklユ

A＿→B

bloc：k2

一＿凶うC
　　　　　＼D

一→cκb鳳2

sequential　blocking

concurrent　blocking

図21　sequential　blockingとconcurrent　blocking
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用群において，相加的な抗腫蕩性効果をみたにすぎな

かった理由として考えられるのは，AMD投与後の細

胞分裂係数は7時間ごろより低下してくるのでAMD

投与後6時間目にMMCを投与するとDNA代謝が
低下し始めている時期に相当し，MMCの腫骨細胞へ

のとりこみが少ないためであろう．またAMD投与前

にMMCを投与した併用群において相加的あるいは
補助的抗腫瘍性効果のみがみとめられた理由として，

MMCの急速な核酸代謝とくにDNA代謝に対する低

下作用のため，DNAとの結合によって始めて抗腫瘍

性を発現するAMDが，腫瘍細胞の核内へとりこまれ

る率が低くなることが考えられる．

　（ii）腹水腫蕩に対する副腎皮質hormoneとMMC

またはAMDとの併用療法について

　Heilman＆KendalP5）により副腎皮質hormone

がマウス肉腫に対して抗腫瘍性を持つことが発表され

て以来，臨床的にも抗腫瘍剤として注目されてきた．

　著者の実験結果においては，prednisolone投与後

のSN－36移植マウスの生存日数は非投与群のそれと

大差なく，この面における，prednisoloneの効果は

みられなかった．本剤投与の場合，体重減少の副作用

が著しく，このため延命効果がみとめられなかったも

のと考えられる．prednisolone投与後48時間目の腹

腔内腫瘍細胞数は軽度の減少を示し，腫瘍細胞の核酸

代謝についてDNA，　RNAへのP32　illcorporation

は低下した．同時に腫瘍細胞のDNA，　RNA含量も

ともに軽度の減少を示した．副腎皮質hormoneの作

用機序については明らかでない点が多いが，石川ら19）

は吉田肉腫に対しin　vitroでcortisoneがDNA，

RNAいずれにもP32　incorporationを酸可溶性燐化

合物以後の段階で抑制することを示し，Lowe　26）27）は

cortisone投与後のラット肝でDNA，　RNA含量の

低下をみとめ，RNAのpolymerizationの低下を報

告している．MacLeod　28）らはcortisoneは腫瘍組

一門一1轟巨se『活性を王粘き冠一そ6結果細胞内RNA含量

の低下をも．たちすと報告している．

　副腎皮質hormoneと他剤との併用に関しては，臨

床的に日比野16），山形70》，小山23）らの副腎皮質hor・

moneと6MPを併用して急性下血病に対する効果

をみとめ，実験的にも副腎皮質hormoneと他剤との

併用の効果をみとめた多くの報告がある24）43、．著者

の実験においてもMMC単独投与群に比べMMC，

prednisolone併用群の場合腫瘍動物の生存日数は延

長し，細胞分裂係数，腹腔内腫瘍細胞数の減少も顕著

であった．また，併用群において腫瘍細胞の核酸代謝

とくにDNA代謝の低下は顕著であり，　RNA代謝も

より阻害され，細胞1evelでは相乗的抑制効果をみと

めた．併用療法の作用機序として，MMCの強力な

DNA合成阻害にprednisoloneのRNA代謝阻害が

加わり，concurrentな阻害を起こしたものと考える．

佐藤43）らはEhrlich腹水癌に対し抗腫瘍剤と副腎皮

質hormoneとを併用し，腹水腫瘍細胞数の顕著な減

少と腫瘍動物の延命効果とをみとめ，副腎皮質hor・

moneは腫瘍細胞の増殖を促進し抗癌剤に対する感受

性を高めることによるものと推定している．しかし，

野老の実験においてはとくにprednisoloneの腫蕩細

胞増殖を促進する作用はみられなかった．

　また，AMDとprednisoloneとを併用した場合，

各単独投与群に比し腫瘍動物の平均生存日数は明らか

に延長し，これはト部62）60）らのし5178Yに対する

cortisoneとAMDとの併用療法の結果とよく一致

するものである．腹腔内腫瘍細胞数もAMDとpred・

nisoloneとの併用群において，単独投与群にまさる

減少をみとめ，腫瘍細胞の核酸含量では併用群におい

てRNAの著しい低下をみた．この結果よりみてRN・

Aの強い合成阻害，または崩壊が，併用療法群におい

て起こっていると考えられる．

結 論

　実験腹水腫瘍SN－36，　Sarcoma　180およびEhrlich

腹水癌を腹腔内に移植されたマウスに対してAMDと

MMCをそれぞれ1回腹腔内に投与し，継時的に腫瘍

細胞に及ぼす影響について，生物学的並びに生化学的

に検討し，さらにSN－36腫瘍細胞を用いて，両薬剤

の併用並びに両薬剤とprednisoloneとの併用の抗腫

瘍性効果について検討した．

　1）Sarcoma　180に対しAMDを投与した場合，

腹腔内腫瘍細胞数は投与後24時間目に始めて減少し，

細胞分裂係数の減少，腫瘍細胞変性は投与後7～9時

間目に始めてみとめられた．AMD投与後6時聞，12

時間の初期においては腹腔内腫瘍細胞数は増加する傾

向を示し，細胞分裂係数も投与後5時聞目までは軽度

の増加を示した．腹腔内腫瘍細胞に対するAMDの初

期効果はEhrlich腹水癌，　SN－36腫瘍においても同

様にみとめられ，とくにEhrlich腹水癌において顕

著であった．MMCを投与した場合，腹腔内腫瘍細胞

数，細胞分裂係数ともに投与早期より減少した．すな

わち，MMCの腫瘍細胞に対する抑制効果は迅速に現

’われるものであり，AMDの抑制効果は一定のIatency

を持って現われ，しかも，AMD投与初期においては

細胞増殖をむしろ促進させる傾向のあることを明らか

にし得た．
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　2）薬剤の腫瘍細胞の核酸含量，核酸代謝に与える

効果をみるに，AMD投与時腫瘍細胞のRNA代謝お

よびRNA含量は早期より顕著に低下し，　DNA代謝

は投与後初期に翠霞を示し，12時闘以後低下を示し

た．MMC投与時腫瘍細胞のDNA代謝は早期より顕

著に抽制され，DNA含量は軽度に低下し，　RNA含

：量は増加した．両薬剤の腫瘍細胞の核酸代謝に対する

効果は両薬剤の腫瘍細胞の生物学的現象に対する効果

にほぼ一致した．腫瘍細胞のDNA代謝充進とRNA

含量低下とはRNaseを腹腔内に投与した場合におい

てもみられ，腫瘍細胞に対するAMDとRNaseとの

作用に共通性がうかがわれた．

　3）AMDは腫瘍細胞の内因性呼吸，解糖などの

energy代謝系にほとんど影響を与えないが，腫瘍細

胞の蛋白代謝に対しては影響し，薬剤投与後比較的早

期より蛋白代謝を軽度に低下せしめた．

　4）SN－36腫瘍細胞に対してAMDとMMCとの

同時併用療法を行なった場合，各々の単独療法の場合

に比較し，SN－36移植マウスの生存日数が明らかに

延長した，また，AMDをSN－36移植マウスの腹腔

内注射後3時早目にMMCを投与した併用群におい

て，細胞分裂係数の減少，腹腔内腫瘍細胞数の減少，

C14－orotic　acidの核酸へのincorporationの低下お

よびH3－thymidineのautoradiographによる核酸

代謝の低下などが顕著に現われ，最も強い併用療法の

効果をみとめた．DNA代謝充瞬時にMMCを投与す

る併用方法の有効性を知った．

　5）SN－36腫蕩細胞に対するprednisolone単独

投与は腫瘍動物の生存日数，腹腔内腫瘍細胞数に何ら

変化を与えず，腫瘍細胞のRNA並びにDNA含量

の軽度の減少，および核酸代謝とくにRNA代謝の軽

度の抑制をきたした．

　6）SN－36腹水腫瘍に対しMMCとpredniso・

loneとを併用した場合，腫瘍動物の生存日数は有意に

延長し，とくに，MMC　2　mg／kgとprednisolone

60mg／kgとを併用した場合，最も顕著に延長した．

腹腔内腫瘍細胞数，細胞分裂係数は併用群において

各単独投与群におけるよりも顕著に減少し，MMCの

使用量の多いものほど減少が大であった．腫瘍細胞の

DNA，　RNA代謝とも併用群において単独投与群に

おけるよりも顕著に低下し，この両薬剤併用投与の有

効性を知ることができた．

　7）SN－36腹水腫瘍に対しAMDとpredniso・

loneとを併用した場合，腫瘍動物の生存日数はAMD

単独投与群のそれより延長し，とくに，prednisolone

40mg／kgとAMD　O．06　mg／kgとを併用した場

良

合，最も著しく延長した．また，腹腔内腫瘍細胞数の

減少は，AMDおよびprednisoloneの投与量の多く

なるに従って顕著となった．腫瘍細胞の核酸含量とく

にRNA含量の著しい低下をきたし，　RNA代謝の異

常が強く起こっていることを示した．

稿を終わるに臨み，終始ご懇篤なるご指導ご校閲を恭うした恩

師卜部美代志致授に対し，衷心から深謝の意を捧げるとともに，

ご協力ご援助くださった綱村史朗博士をはじめ，教室諸先生に対

し，深く謝意を表します．
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                                Abstract
  From the biological and biochemical standpoints, the author studied the effects
 of actinomycin D and mitomycin C administered intraperitoneally with a single
 dose upon the mouse ascites tumors (Sarcoma 180, leukemic ascites tumor SN-36
 and Ehrlich ascites tumor), and the effects of the combination of actinomycin D
 and mitomycin C as well as the combination of one of these drugs and predniso-
 lone acetate. The results obtained were as follow:

  1) The total number of tumor cells in the peritoneal cavity of mice bearing
 one of these three ascites tumors increased 6 and 12 hours after the administration

 of actinomycin D. In the experiment using Ehrlich ascites tumor, such a change
 as a increase of peritoneal tumor cells occurred most markedly. After the
 administration of actinomycin D, the mitotic index of Sarcoma 180 cells increased

 slightly after 5hours and then began to decrease rapidly after 7hours. The
 figure of tumor cell degeneration began to be observed 9 hours after the drug
 injection. Mitomycin C showed constantly the decreases of both intraperitoneal
 Sarcoma 180 tumor cell count and the mitotic index soon after the administration.

  2) Following the administration of actinomycin D, prominent inhibition of
 RNA metabolism of Sarcoma 180 cells and consequent decrease in RNA content of
 a tumor cell occurred rapidly at an early time, and on the contrary DNA metabo-
 lism increased after 3 and 6 hours and turned to decrease after 12 horus. On the
 other hand, mitomycin C caused rapid and marked inhibition of DNA metabolism
 in Sarcoma S180 cells and consequently slight decrease of DNA content and strik-

 ing increase of RNA content of a tumor cell 24 hours after the administration.
 These differences in the biochemical effects on tumor cells between these two
 drugs were in agreement with biological changes. From these results it could be
 suggested that mitomycin C caused a prompt inhibition of growth of tumor cells,
 on the contrary actinomycin D caused slower effect with a constant latency,
 showing a transient promotion of the growth of tumor cells at an early time after

the administration. A transient increase of DNA metabolism and continuous
 decrease of RNA content of a tumor cell as observed in the experiment using
actinomycin D was also found in the treatment of ribonuclease against Sarcoma
 180 tumor cells. It was suggested that ribonuclease and actinomycin D might
have some similar action upon the nucleic acid metabolism of tumor cells.
 Furthermore, it was probably conceivable that suppression of RNA content of a
tumor cell might give a rise of transient promotion of DNA metabolism and the
consequent increase of the growth of tumor cells.

  3) Actinomycin D did not affect the endogenous respiration and anaerobic
 glycolysis of tumor cells and mitomycin C affected slightly both of them. Acti-
nomycin D inhibited Ci"-glycine incorporation into protein of tumor cells at an
early time after the administration.

  4) Combination chemotherapy of actinomycin D and mitomycin C against mice
bearing leukemic ascites tumor SN-36 cells resulted in a more pronounced pro-
longation of survival 'time of the mice and more marked decreases in the total
number of tumor cells in the peritoneal cavity and the mitotic index of tumor
cells and inhibition of DNA metabolism than did single therapy with each drug
alone. When mitomycin C was injected intraperitoneally 3 hours after the adminis-
tration of actinomycin D, the number of tumor ceils in the peritoneal cavity, the

mitotic index and nucleic acid metabolisms which were investigated by methods



                             actinomycinD CI) i;etJ 5R 27

using incorporation of Ci"-orotic acid into nucleic acids and H3"thymidine -auto-

radiography were suppressed to the greatest extent. It was concluded from these
results that the administration of mitomycin C at the time when DNA metabolism
of tumor cells was promoted was most effective for inhibiting grpwth of tumor
cells.

  5) Treatment of prednisolone alone against mice bearing leukemic ascites tumor
SN-36 resulted in no changes in survival time of the animals and total number of

tumor cells in the peritoneal cavity. This drug caused only a slight decrease of
P32-incorporation into nucleic acids of tumor cells and nucleic acids content of a

cell, and the degree of decrease was greater in RNA metabolism and RNA content
than in those of DNA.
  6) Combination therapy mitomycin C and prednisolone showed a greater pro-
longation of survival time of tumor bearing mice, and more marked decrease of
total intraperitoneal tumor cell counts, the mitotic index and nucleic acid metabo-

lism than did the administration of either of each drug alone. It was conceivable
that destruction of tumor cells was brought about with cooperative action of both

depression of RNA metabolism by prednisolone and inhibition of DNA metabo-
lism by mitomycin C.
 7) Combination therapy of actinomycin D Q.06mglkg and prednisolone 40mg!
kg showed a most marked prolongation of survival time of animal bearing SN-
36 tumor among the different combination doses of these two drugs. The total
number of cells in the peritoneal cavity and nucleic acid content of a SN-36 tumor

cell decreased in proportion to the increase of doses of these two drugs.
Especially decrease of RNA content was much greater than that of DNA content.
Accordingly, it was suggested that the mechanism of action of this com- bination

therapy using actinomycin D and prednisolone was involved in inhibition of RNA
 synthesis rather than DNA synthesis.



28 奈 良

　　　　　　　　　　　　　　　　憾欝

　　　一総　　　　　臨
写真1　薬剤非投与群

　マウス腹水内のSarcoma　180腫瘍細胞Giemsa
　染色　×690

写真2　MMC投与群，　IMMC　l　mg／kg腹腔内投与
　後7時間目の腫瘍細胞．染色体は断裂，疎散し胞体

　の膨化をみる．腫瘍細胞は概して大型化している．

写真4　AMD投与群．　AMD　O．06　mg／kg投与後9
　時間目の腫瘍細胞．染色体の凝集，変形をみる．腫

　瘍細胞は概して小型化している．

三韓縫蓼灘醗鐸．耀、蝶蝶

写真3　MMC投与群，　MMC　lmg／kg腹腔内投与
　後12時問目の腫瘍細胞．染色体の凝集，油滴状核な

　どの出現をみる．

難

灘響畿 難麹

　　　　　　鰍

写真5　AMD投与群．　AMD　O．06　mg／kg投与後12
　時間目の腫瘍細胞，油滴状核，胞体の崩壊をみる．
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写真6　薬剤非投与群．H3－thymidine　20μcを腹腔

　内に投与し，1時間後に採取した腹水内Sarcoma
　180細胞のautoradiograph．　Giemsa染色　×690

蕪 ㌔～鉱

撫軒

購難
写真8　MMC投与群．　MMC　l　mg／kgを腹腔内に
　投与し24時間目にH3－thymidine　20μcを腹腔内

　に投与し作製したautoradiograph　labeled　ce11

　の減少とその核内銀粒子の減少をみる．

写真7　AMD投与群．　AMD　O。09　mg／kg腹腔内灘

　与し，24時縫目にH3－thymidine　20μcを腹腔内

　に投与し，作製したautoradiograph軽度のlabe・
　1ed　ce11の減少と核内銀粒子数の減少をみる．

　脚鐸事

碧欝

　　評
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写真9　併用群．AMD　O．09mg／kg，　MMC　lmg／
　kgを同時に腹腔内に投与し，24時間目にH3－thy・

　midine　20μcを腹腔内に投与して作製したauto・

　radiograph，　labeled　cellはわずかにみられるの

　みで，その核内銀粒子の減少も著明である．


