
金沢大学十全医学会雑誌　第68巻　第2号　173－197（1962） 173’

悪性腫瘍の化学療法に関する研究

第1編　Nitrogen　mustafd抵抗性吉田肉腫を使用した化

　　　　学療法剤の作用機序に関する実験的研究

金沢大学大学院医学研究科第一外科学講座（主任

　　　　　　　　綱　　村　　史　　郎

　　　　　　　　　（昭和37年1月31日受付）

卜部美代志教授）

　1946年：Nitrogen　mustafdがリンパ腫，白血病その

他に使用され，その効果が認められた1）．以来悪性腫

瘍の化学療法に関する幾多の業績が発表され，またこ

れを契機として現在までに数多くの抗腫瘍性物質の発

見をみた2）一10），しかしそれらの治療効果に関しては，

細菌感染における諸種抗生物質やSulpha剤のそれの

如き真に満足すべき成績が挙げられていない現状であ

る。

　その原因として，化学療法剤の作用を受ける悪性腫

瘍細胞が宿主個有細胞から発生し，かつ代謝機構がそ

の母細胞のそれと類似していることも11）あげられる

が，薬剤耐性の問題もまた最近注目されるようになっ

てきた．吉田12）は同じ臓器より同じ方法で発生させた

腹水肝癌のなかにも，Nitromin感受性細胞と抵抗性

細胞が存し，同一腫瘍のなかにも先天的に薬剤の感受

性に差があると述べている．杉浦13），臼淵14）は腫瘍の

種類によって，薬剤の抗腫瘍に差があるのを認め，各

種移植腫瘍には先天的に薬剤耐性を有するものがある

と述べている．このことは，臨床的にも高橋15），福井16）

等によって報告され，かつ悪性腫瘍に化学療法剤を投

与中，耐性を二次的に獲得することが，実験的17）一2D

並びに臨床的22）23）にも多数報告されている．

　このように薬剤耐性が確認されている以上実際上臨

床的に癌化学療法剤を使用するに際し，薬剤の選択や

変更等はその治療成績に重要な意義を有するものであ

る．悪性腫瘍を組織培養して化学療法剤に対する感受

性の有無を検することが，事実上極めて困難iである現

状では，何等かの他の方法で例えば腫瘍細胞の薬剤に

対する生化学的変化25）を指標として，その耐性を検索

することが出来るならば，ある程度薬剤使用の適応決

定の上に役立つものと考えられる．

　最近，腫瘍の薬剤耐性機構に関して，腫瘍細胞膜

2の，酵素23、，核酸26）27）などの面から，多数の研寒業績

があげられているが，これらの研究は，他面，腫瘍の

薬剤に対する感受陸の本態の究明を目的としたもので

あり，終局的には薬剤の作用機序を究明することに帰

し得るのである．この際，薬剤抵抗性腫瘍に諸種薬剤

を作用させ，薬剤感受性腫瘍の場合と比較しつつ，そ

れぞれの腫瘍細胞のそれぞれの薬剤に対する反応や態

度を観察することは，各種薬剤の作用機序の差を解明

する手掛りになる．しかし一つの薬剤についても，腫

瘍細胞の感受性や抵抗性に関して種々の因子が想定さ

れ，更に宿主生体との関連性も考慮さるべきであり，

極めて複雑な問題が提供される，著者は：Nitrogen

mus角ard抵抗性吉田肉腫細胞を使用し，感受性細胞と

の生物学的，組織化学的，及び生化学的な差異を検討

すると共に，諸種の化学療法剤に対するこれら腫瘍細

胞の態度を検索し，二三の知見を得たので報告する．

1．実　験　材　料

　腫瘍細胞は，：Mfogen　mustard感受性吉田肉腫と

抵抗性吉田肉腫細胞を使用した．（以下NM感受性及

び抵抗性細胞または株と略記），両者共，東京佐々木

硫究所分室において，ラッチに累代移植し保存されて

いるものである．抵抗性細胞は，NM（in　vitro）の連

続処理によって作成され，in　vit∫o・assayで2500倍の

耐性度を有するものである28）．

　実験動物は，体重100g前後の雑系ラッチを使用し

た．この腫瘍増殖の態度は，ラッチの性別には特に関

係ないといわれているので29），雌雄両性を使用した

が，同一実験にはなるびく同性のラッチを使用した．

　Studies　on　the　Chemotherapy　of　Malignant　Tumor．　Part　I．　Experimental　Studies　on　the

Mechanism　of　Chemotherapα1tic　Action　of　the　Drugs　for　Nitrogen　Mustard　Resistnat　Yoshida

Sacoma　Cells．　Shiro　Tsunamura，　Department　of　Surgery（Director：Pro£M．　Urabe），　School
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五．実　験　方法

　1，生物学的検索法

　i）in　vivO法

　NM感受性及び抵抗性吉田肉腫をラッチの腹腔内へ

移植後7～8日目の純培養になった状態の腹水を採取

し，各々1000万個居曲重工00～120gのラッチの腹腔

内及び右背部皮下へ注射器で移植し，Nitfomin（NM

O）使用群に関しては，次のような群に分けて実験に

供した．即ち対照群，0．1，0．5，1．0，5．0，10．Omg／

kg投与の6群に分け，　NMOの生理的食塩水溶液

0．2ml宛を1日1回連日腹腔内に注射した．　Thio－

TEPA（TSPA），　Mitomycin　（MG），　Carzinophilin

（CZ）の使用量は，生物学的検査法における最：小有効

量を使用した．即ちThio－TEPA　1．omg／kg　30）31），　Mc

300μg／kg　14）32），　CZ　1500u／kg　33）34）を同様腹腔内へ注

射した．

　a）生存日数・腫瘍細胞を腹腔内へ移植後，2日目

より薬剤を7日間連続注射し，移植より死亡までの日

数である．

　b）皮下腫瘍の大きさの測定：腫瘍細胞を皮下へ移

植後，腫瘍の発育しているのを確かめて7日間連続薬

剤を注射した．腫瘍の大きさには移植後9，10，15日

目に体表よりCaliberで長径と短径を測定し，その

相加平均を算出したものを指標とした．

　c）腹水腫瘍細胞数：移植後4日目に：NMO注射前

及び注射後12，24，48時間目に毛細管Pipetteで腹水

を採取し，腫瘍細胞数を白血i球算定用M61angeurで

吸い，蒸溜水で稀釈後Thoma血球算定盤で算定した．

　d）有糸核分裂細胞数＝c）の腹水を同時に一部

objecレglassに塗抹しGiemsa染色をほどこし，腫瘍

細胞1000個中の分裂細胞数を数えた．

　ii）in　vitrO・in　ViVO法

　感受性及び抵抗性吉田肉腫を腹腔内へ移植後7日目

の腹水をheparin加生理的食塩水にそれぞれ300万個
／0．1mlになるように浮遊しこの4．5mlに次の最終

濃度になるように，0．5m1の生理的食塩水に溶解した

：NMを添加した．即ち感受性株では10｝4，10胸5，10

－6及び10－7Mとし，抵抗性株では10－3，10｝4，10

－5及び10－6Mとした．この混合液を37。C，1時

間，緩古血隔心生理的食塩水でNMを2回諏訪除去

し，腫瘍細胞1200万個宛，ラッチの背部皮下に移植し

8日目に腫瘍を捌出しその重量を測定した．

　2．組織化学的検索法

　皮下移植腫瘍を有するラッチに，移植後6日目より

前述の如き諸種濃渡のNMOを連日腹腔内へ注射し，

村

5日目に腫瘍を易咄し，その組織切片に次の染色を行

なった．即ち核酸染色（Pyronin・Methylgreen染色

鋤），Alkaline　PhosPhatase　36）及びAcid　phosphatase

染色37），宜ematoxylin－Eosin染色を行なった．

　3．生化学的検索法

　NM感受性及び抵抗性吉田肉腫細胞を，移植後7日

目のラッチの腹腔内より，腹水と共に採取し氷冷せる

ヘパリン加生理的食塩水に懸濁する．一容の滅菌蒸溜

水を添加して，混在せる赤血球を溶解後，低速遠心38）

し沈下せる細胞をpH　7．4の：Kfebs・Ringer－Phos・

phate（K・R．P・）溶液またはTyrode液で2回洗鎖した．

この細胞を氷冷せるK．R．P・溶液またはTyrode液に

細胞数108個／m1になるように浮游し実験に供した．

　i）腫瘍細胞呼吸測定法

　Warburg　検圧法39）によって腫瘍細胞の酸素消費量

を測定した．Warburg検圧計の且ask内の組成とし

て，主室は吉田肉腫細胞浮游液0・5ml（細胞数5　x　107

個）薬剤0．25ml，：KRP．液1．5ml　O．01M：Natrium

Adenosine　Triphosphate（Na－ATP）0．25m1，副室は

20％KOH：溶液0．2m1，計2．5m1とした．気相は空

気として37．5。Cの温度下に，10分間の空振りの後2

時間振盈（70回／分）して目盛を読んだ．但し基質呼吸

測定時には，0．10M　Glucose　O．25m1を加えて，その

分だけKR．P・の量を減じ全量は同様2．5m1とした．

　薬剤の最終濃度は，次の如くである．即ち：NM　2×

10－3，10－3，10－4，10－5M，　NMO　2　x　10－3，10岬3，10

－3，10－4，10－5M，　Thio－TEPA　10－3，10－4，10－5M，

MC　500，250，50μg／ml，　Cz　loOO，500，250，50u／

1nlである．

　ii）腫瘍細胞解糖測定法

　腫瘍細胞の産生する乳酸量をもつて，細胞の解糖力

を測定した．この乳酸量はBarker・Summerson法40）

によって測定した．試験管内の組成は，K．R．P．液

1．25m1，細胞浮遊液0．5m1（細胞数5×107個）0．Ol

MNa－ATP　O．25ml，薬剤溶解液0．25ml，0．10M

GIucose　O．25ml，計2．5mlである．すでに混合液中

に含まれる乳酸量を測定するため，混合後ただちに

1mlをとり出し，　10％Tfichloroacetic　acid（TCA）

9mlを加えて反応を停止せしめ，残りをThumberg

管に入れ，水流ポンプにより吸引し気泡が全く出なく

なって3分後，Thumberg管の側室部を回転閉鎖し

て，37．5。Cの恒温槽に2時間静置した．乳酸量は光電

比色計を用いて測定し，生成乳酸量には，2時間後の

乳酸量より最初の乳酸量を差し引いたものをあてた．

　薬剤の最終濃…度は，呼吸測定時のときと同様の濃渡：

を用いた．
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　乳酸生成量はすべて細胞数5×107個のそれに換算：

した．

　iii）腫瘍細胞の核酸代謝測定法

　Isotope　P32を使用し，その核酸へのincorPoration

によって核酸代謝を測定した．試験管内の反応液の組

成は，Tyrode液1．05ml，細胞浮遊i液0．5ml（細胞数

5×107個）0．01MNa－ATP　O．25m1，薬剤溶解液0。25

m1，0．10M　Glucose　O．25m1，：Na2HP32040．2m1（20“c

を含む）計2．5叫である．薬剤の代りに生理的食塩

水を0．25m1を入れたものを対照とした．この混合液

をWarburg検圧計用のnaskに入れ，37．5。C，2時

間振点した．気相は空気である．反応終了後，速かに

反応液の2mlを氷冷せる20％TCA溶液2m1と混
じ反応を停止せしめ，柴谷骨法41）によってDeoxyri・

bonucleic　acid及びRibonucleic　acid（以下DNA及

びRNAと略記）の分劃を検した．

　即ち反応液の沈渣を冷10％TCAで三二し，その

沈渣に冷80％Ethano1を加え，遠心後，沈渣を酷酸

ソーダ飽和Ethano1に分散し，12時間放置後，　Etha・

no1で洗瀞し，沈潅をpH　7．1，4m1のVeronal酷酸

Buffer食塩水に分散し，0．5ml　Sodium：Lauryl　Sul・

f配6一n液を加え，100。C　30分煮沸し，30％NaCl　lmI

を加え，再び100。C　30分煮沸後，2m1のChloroform

を加えて品品し，3000fpm　30分遠心した．この上清

に約1容のAcetonと約2容のEthano1を加え，た

だちに遠心しその沈澱を3m1の水に溶解し7mlの

Ethano1を加え，遠心沈渣をEtha皿01及びEtherで

二二後，冷水に溶かし1NHCI　lm1にて沈澱させ，更

にその沈渣を水に分散，1N　NaOH　2滴を加え溶解後

ただちに1N　HCI　lmlで再沈澱し遠心した．この沈

澱を新たに0．1：N：NaOH　2m1に溶解し80。C　10分放

置後，1N　HCI　O．5mlと50％TCA　O．3mlを加え遠

心しその上清をRNA　fractionとした．更にこの沈渣

を2m10．iN　NaOHに溶解し，1N　NaOH　1滴を加

え80。C　20分放置し，1N　HCI　1．Om1を加え，遠心

後沈澱を3．5m1の5％TCAと共に900C　15分保ち

遠心後その上清をDNA　fractionとした．この液状の

試料の1m1宛を鋼鉄製測定皿にとり，乾燥後G．M．

計数管にて放射能を測定した42）．各分劃の放射能は

Counter　Pe∬Minute（cPm）で表わした．同時に他の

lmlで燐の定量をFiske＆Subbafowの方法43）によ

って行なった．以上の値より次の如くして，西分劃の

比放射能を算出した．

比放射能峰離愁鐙nl藩m）

皿．実　験成績

　1．感受性及び抵抗性吉田肉腫間の諸種の相異

　i）生物学的相異

　a）生存日数（第1表）：感受性株を腹腔内に移植し

たラッチの生存日数は，7．2日であるが，抵抗性株の

それは8．3日である．抵抗性株は，感受性株よりやや

生存日数の延長を認める．

　b）皮下移植腫瘍の発育（第2表）：抵抗性株を移植

第1表　NM感受性及び抵抗性吉田肉腫
　腹腔内移植ラットの生存日数の相異

実葛 1 2 3

感受性株

O
Q
7
8
7
n
O
n
O
ハ
0

8
8
8
7
7
ρ
0

8
只
V
8
ワ
鳳
ヴ
8

平準6・7 7．3 7．6

総平剣 7．2

抵抗性株

9
Q
U
Q
U
8
8
8

9
8
Ω
U
8
8
8

Q
U
8
8
8
8

平刻8・5 8．2 8．2

総平劇 8．3

第2表　NM感受性及び抵抗性吉田肉腫
　　　皮下移植腫瘍の発育の相異

株種及
び実験番号

日数

感受性株

－
り
召
3

6　日

10．5

8。0

11．2

9　日

16．5

16．2

14．0

12日

19．8

21．5

17．8

15日

2L3
28．5

23，5

平　　均 9・gi15・6119・7124・4

抵抗性株
響
1
9
θ
Q
U

9．0

11．0

10．8

12．9

16．0

13．8

15．6

19，3

16．5

16．7

21．5

20．5

平均11・・3114・・117・1119・4

数字は腫瘍の長径と短径の相加平均を

表わし，単位はmmである．
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した場合，腫瘍の発育は感受性株を移植した場合に比

べて劣っているのを認めた．

　c）腹水腫瘍細胞数及び有糸核分裂数（第3表）腫

瘍細胞1000万個宛ラッチの腹腔内へ移植し3日目より

死亡するまで連日腹水を少量宛採取し検索した，感受

性株と抵抗性株との移植の間に，腹水腫瘍細胞数並び

に有糸核分裂数について有意の差異を認めなかった．

　ii）組織化学的相異＝核酸（DNA及びRNA），　Al・

kaline及びAcid　phosphataseの量及び分布を感受

一株と抵抗性株を移植した腫蕩について比較したが両

者の間に有意の差異を認めない．

　iii）生化学的相異

　a）呼吸及び解糖力（第4表）：感受性株の平均酸素

消費量及び乳酸生成量は，129晒1／五20分及び3．36mg／

Haskである．抵抗性株のそれらは，それぞれ110粋1／

120分及び2．80mg／naskである．即ち抵抗性株にお

いては，感受性株に比較して呼吸及び解糖力の活性が

減弱しているのを認あた．

　b）核酸代謝（第5表）3感受性株のRNA及びDN・

A代謝を，比放射能で表わすとそれぞれ141．9及び

第4表　感受性株と抵抗性株の内因性呼吸

　　　並びに嫌気性解糖力の相異

細胞の

種類

感受性株

酸素消費量
　解1／120分

96

104

120

126

132

136

138

142

142

154

乳酸生成量
　mg／6ask

2．42

2．60

3．19

3．26

3．26

3．30

3．54

3．90

4．04

4．12

平均1 129 3．36

抵抗性株

87

92

106

109

】10

112

115

118

120

」26

1．97

2．02

2．43

2．65

2。68

2．86

2．98

3，04

3．08

3．24

平均i 110 2．80
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37．8cpm／聾9であり，抵抗性株のそれはそれぞれ

150．3及び35♂3cpm／聾9である．両者の間には，著

　第3表MN感受性及び抵抗性吉田肉腫の
　　　腹水腫瘍細胞数及び有糸核分裂数

（1）腫瘍細胞数

株倒矧一目15明16日中亀目18明

感受性株

抵抗性株

1

2

1

2

198

222

187

193

638

682

599

659

1227

1025

1108

1009’

2312

2208

2421

2226

1762

1650

2201

1648

（2）有糸核分裂旧

株倒懇一目15昭i6明17日目18明

感受性株

抵抗性株

1

2

1

2

18

13

16

ig

13

20

19

18

10

19

16

14

17

14

21

19

15

12

18

15

第5表　感受性株及び抵抗性株における核酸への
P32　incorPorationの相異（単位は。．p．m．／p“g）

RNA DNA

感受性株

112．5

114．4

126．3

128．8

148．9

150．3

154．9

158．7

160．0

164．8

22．2

41，4

38。6

44．3

36．8

32．6

56．9

40．3

20．7

42．8

平刻 141．9 37．8

抵抗性株

112．4

122．6

133．5

139．2

149．1

150．2

159．6

168．6

i72．4

194．9

36．4

14．2

37．8

28．6

29．9

42．8

39．9

58．0

29．8

36，5

平話 150．3 35．3
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明な差異は認められない．

　2．NM感受性及び抵抗性吉田肉腫の腹水腫瘍及び

　　皮下腫蕩に及ぼすNMOの影響

　i）生存日数（第6表，第1図）

　感受性株に対し（NMO　O．5mg／kg以上を投与した

群においては移植ラッチの生存日数の延長を認め，

10．Omg／kgを投与した群においては5．5日の延命が認

められた．抵抗性株に対してはNMO　10．Omg／kgの

大量を投与した群においても，ラッチの延命効果を全

く認めず，却って平均生存日数の短縮を認めた．また

感受性株に対し最小有効量以下の0」mg／kgを投与

臼
1
0

5

第1図　NMOの吉田肉腫腹水腫瘍移植ラットの
　　生存日数に及ぼす影響　（平均生存日数）

　　　（1）　　　　　　　　　　（2）

　　　　　　　　　　　日
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二6表NMOの吉田肉腫腹水腫瘍移植
　　ラットの生存日数に及ぼす影響
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第2図　NMOの吉田肉腫腹水腫瘍細胞数に
　及ぼす影響　（各濃度群の薬剤投与前の

　　　腫瘍細胞数を100％と表わす）

　　（1）　　　　　　　　　　（2）

、
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48時間　　　　12　　　　24　　　　48時間

　　（2）：NM抵抗性株

：第7表NMOの腹水腫瘍細胞数に及ぼす影響（単位100個／mm3）

薬　剤　量

　　mg／kg

対 照

0．1

株　　種

二二響
1
0
召

感　受　性　株

0 12 24 48

2402
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1762

1710
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－
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1208
’15五〇
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％ 100 56 56　　　59　　　100 53 59 49
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た群にあってはラッチ生存日数は，却って対照より短

縮している．

　ii）腫瘍細胞数（第7表，第2図）

　感受性株に対し，：NMO　O．5mg／kg以上を投与した

群においては，腹水腫瘍細胞数は対照と比較して，経

時的に著明な減少を来す．抵抗性株に対しては，NMO

5．Omg／kg以下を投与した群においては，腹水細胞数

は著変を示さない．10．Omg／kgを投与した群におい

ては，腹水腫瘍細胞数は，第1回注射後24時間減少し

ないが，第2回の注射後24時間に至り，注射前の25％

まで減少する．即ち感受性株においては最小有効量

0．5mg／kg，抵抗性株においては10．Omg／kgといい

得る．

　iii）有糸核分裂細胞数（第8表，第3図）

　有糸核分裂細胞の出現頻度は感受性株，抵抗性株

共，腫瘍細胞数1000個中平均13個であり時聞と共に若

干の変動を示す．感受性株に対し（NMO　O．5mg／kg

以上を投与した場合，12時聞後細胞分裂像の発現は著

明に減少しNMO　1・Omg／kg以上を投与した場合，

48時聞後細胞分裂像を殆んど認めなくなる．抵抗性株

に対しては，NMO　5．Omg／kg以上を投与した場合，

24時間後核分裂細胞の中等度の減少を認めるが，それ

以下の濃度のNMdを与えた場合には著しい減少は

ない．但し10．Omg／kgを投与した群においては48時

聞後分裂細胞の消失をみる，

　vi）皮下腫蕩の大きさ（第9表，第4図）

　感受性株の移植腫瘍に対し：NMO　1．Omg／kg以上

を投与した場合，注射3日目皮下腫瘍の発育は阻害さ

れるが，0．5mg／kgを投与した場合は注射後3日目腫

第8表　NMOの腹水腫瘍細胞の有糸核分裂数に
　　及ぼす影響　（腫瘍細胞，1000個中の数）
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蕩の大きさは非注射群に比べ差異なくその後において

初めて腫瘤の縮小を認める．抵抗性株の移植腫瘍に対

し，：NMO　10．Omg／kgを投与した場合，皮下腫瘤は

中等度に縮小し不完全耐憐を認める・

　v）組織化学的変化（第10表，第10図～第19図）

第3図　NMOの吉田肉腫腹水腫瘍細胞
　　の有糸核分裂数に及ぼす影響
　　（腫瘍細胞1000個中の数を示す）

　（1）　　　　　　　　　　（2）
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第4図　NMOの吉田肉腫皮下腫瘍の発育に及ぼす
影響（大きさは長径と短径の相加平均mmを示す）
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第9局面NMOの皮下腫瘍の発育に及ぼす影響　（大きさは長径と短径の相加平均，単位mm）
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第10表　NM感受性及び抵抗性吉田肉腫皮下腫瘍に及ぼす：NMOの組織化学的変化

面倒 NMO：量　mg／kg／日 園劇・」 ・・5｝1・・15・・ 10．0
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　感受性株を移植した皮下腫瘍に対し，NMO　O，5mg

／kg以上を投与した場合腫瘍発育の抑制を認める．即

ち腫瘍細胞の壊死，核の不鮮明化，融解，濃縮，空胞

変性，核及び胞体の膨化などを認めた．抵抗性株を移

植した皮下腫瘍に対し，：NMO　5．Omg／kg以下の量を

投与した場合腫瘍の組織像に上記の変化は認められ

ず，NMO　10．Omg／kgを投与した群において部分的

に変化を認める．

　また感受性株を移植した皮下腫瘍群においては薬剤

効果を示すNMO　O．5mg／kg以上を投与すると核酸，

特にDNAの二二な減少を認め，かつその減少度は投

与薬剤：量と平行関係にあるのを認めた．しかし薬剤効

果量に達しない0．1mg／kgを投与すると核酸は非注

射群に比べ何等変化はない．抵抗性株を移植した皮下

腫瘍群においてはNMO　10．Omg／kgを投与すると核

酸は中等度に減少し，それ以下の薬剤量を投与すると

核酸は対照との間に有意の差を示さない．

　感受性株及び抵抗性株を移植したそれぞれの皮下腫

瘍のAlkaline及びAcid　phosphataseは薬剤効果の

あるものにおいて増加した．しかしその増加度と薬剤

量との間には密接な平行関係はみられない．

　3．NM感受性及び抵抗性吉田肉腫に及ぼすNM（in

　　vitro）の影響（第11表，第5図）

　感受性株及び抵抗性株の各々を移植した全部のラッ

チに腫瘍の発育を認めた，感受一株細胞に対しi臣7

のNMをin　vitroで作用させて移植した場合，移植

腫瘍の重量は対照の70％になり，工0－6Mの：NMを作

用させると重量は対照の14％となり，10一5M以上の

濃度のNMを作用させると腫瘍は全く発育しない．

抵抗性株細胞に対しNM　10－6Mを作用さ．せても移植
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第11表　NM感受性及び抵抗性吉田肉腫に及ぼすNM（in　vitτo）の影響

濃度M

株種

対 照

10－7

10－6

10一郎

10－4

10－3

感　　受　　性　　株

5／5

5／6

5／6

0／6

0／6

腫瘍重量　9
（平均重量）

1．4～4．1
（3．06）

0．8～4．7
（2．15）

0．0～0．7
（0．42）

0．0～0．0
（0．0）

0．0～0．0
（0．0）

抵　　抗　　性　　株

6／6

6／6

6／6

6／6

1／6

聾離量デ

L2～3．6
（2．13）

1．3～3．4
（2．21）

1．1～2．8
（1．80）

0．5～2．6
（1．35）

0．0～0．1
（0．02）

第5図　NM感受性及び抵抗性吉田肉腫に及
　　　ぼすNM（in　v轍。）の影響
　　　（対照の腫瘍重量の％で表わす）
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第12表　Thio－TEPA，　MC，　CZの腹水

腫瘍移植ラットの生存日数に及ぼす影響

病状

感
受
性
株

対　照

8
8
8
7
7
6

Thio－

　TEPA
LOmg／kg

0
り
2
1
1
（
U
9

1
1
ー
ユ
ー
－

　MC
300晒g／kg

0
0
軽
0
0
4
9
刮
り
召
1

1
1
1
1
1
1

　CZ
1500u／kg

ワ
■
R
V
尻
∪
尻
∪
尻
∪
4

1
唱
ユ
ー
－
奮
」
－

平均17・3 11，8 12．2 15．3

抵

抗
性
株

陥
Q
り
Q
U
O
O
n
O
O
O
8

O
G
u
Q
り
q
り
Ω
U
8

1

4
3
0
U
2
2
1
轟

唱
1
ー
ユ
ー
ー
ユ
ー
－

16

15

15

15

15

14

平均［8・3 8．9 12．5 15．0

腫蕩は対照と同様の発育を示し，10一4MのNMを作

用させた時その移植腫瘍は初めて対照重量の63％とな

り，10－3Mの高濃度の：NM・を作用させる時は腫瘍の

発育を全く認めない．即ち完全に腫瘍の生物学的活性

を抑制するNMの濃度は感受性株においては10－5M

であり・抵抗性株においては：NM10口『Mである．両三

共この薬剤濃度のひio及び》1・oの濃度においては一部

の細胞は生物学的活性を保持し，換言すれば両株共個

々の細胞によって薬剤に対する感受性に相異が存する

ものと考えられる．

4，感受性及び抵抗性吉田肉腫の腹水腫瘍及び皮下

　　腫瘍に及ぼすThio－TEPA，　MC，　CZの影響

　i）生存日数（第12表，第6図）

　NM感受性株のラッチに対しThio－T亘PA・Lomg／

kgを投与すると対照より4日の延命効果を認めるが，

NM抵抗性株ラッチにおいては対照と差はない．

　MC　30い9／kg，またはCZ　1500u／kg投与すると

NM感受性株ラッチにおいても，　NM抵抗性株ラッ

チにおいても5日から7日の延命効果を認め，両株の

間に生存日数の差は認められない．即ちThio－TEPA
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はNMOと交叉耐性を有するが，　MC及びCZは私

共の検索の範囲では：NMOに交叉耐性を有しない．

　ii）皮下腫蕩の大きさ（第13表，第7図）

　NM感受性株を移植した皮下腫瘍に対しThio－TE・

PA　1．Omg／kgを投与して著明な発育の抑制を認める

が，：NM抵抗性株を移植した皮下腫蕩においては対照

の殆程度発育抑制をみるのみである．しかるにMC，

CZを投与した場合，感受性，抵抗一両株の間に発育

抑制差は認められない．

　即ち皮下腫瘍の発育抑制の程度を指標として交叉耐

性の有無を検索すると，NMOはThio－TEPAと交

叉耐性を有するが，MG，　CZとは交叉耐性を有しない

ことを認めた．

　5．NM感受性及び抵抗性吉田肉腫の呼吸及び解糖

　　に及ぼす化学療法剤の影響

　i）：NMの影響（第14表，第8図）

　NM感受性株に対し：NM　10剛4M以下の濃度を作用

させると腫蕩細胞の内因性呼吸及び嫌気性解糖は対照

の90％程度を示し，NM　2×10’3Mの高濃度を作用さ

せると対照の70％前後となる．抵抗性株に対しNM

　第6図　Thio－TEPA，　MC，　CZの腹水腫瘍移植

　　ラットの生存日数に及ぼす影響　（平均日数）
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第7図　Thio－TEPA，　Mc，　czの皮下

　　　　腫瘍に及ぼす影響
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　　（2）NM抵抗性株

10－3Mを作用させても，腫瘍細胞の内因性呼吸及び

嫌気性解糖は，対照に比べ有意の差異を示さない．

NM　2×10－3Mを作用させると対照の80％程度とな

る．感受性株と抵抗性株との間において腫瘍細胞の呼

吸及び解糖に及ぼすNMの作用に明らかな差異があ

る．即ち抵抗性株腫蕩細胞の耐性度を呼吸及び解糖の

抑制程度から窺うとNM　10｝3Mの濃度において完全

耐性を，2×10－3Mの濃度において不完全耐性を示し

ている．一方感受性株，抵抗性株共，基質としてGlu・

coseを添加することにより呼吸は20％程度抑制され

Crabtree効果を示し，かつ：NMの呼吸阻害の程度は

弱くなる傾向を示した．

　ii）NMOの影響（第15表：，第8図）

　NM感受性株，抵抗性門門株の腫瘍細胞の解糖は呼

吸よりも強く抑制される．特に感受性株腫瘍細胞にお

いてその程度が強く，解糖は呼吸の2割程度余計に阻

害される．2×10－3Mの濃度のNMOを作用させた場

第14表　NMの内因性，基質呼吸及び嫌気性解糖に及ぼす影響

細胞の種類 薬剤の濃度M

感受性株

　　　0

　10－5

　10－4

　10－3

2×10－3

抵抗性株

　　　0

　10－5

　10－4

　10－4

2×10－3

酸素消費量　国／120分

基　質　な　し glucose添加

138

132

126

112

104
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126
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98
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第8図　化学療法剤の腫瘍細胞の内因性呼吸及び嫌気性解糖に及ぼす影響
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第i5表NMOの内因性・基質呼吸及び嫌気性解糖に及ぼす影響

細胞の種類

感受性株

抵抗性株

薬剤の濃度M

　　　0

　10－5

　1Q－4

　10－3

2×10－3

　　　0

　10－5

　10－4

　10－3

2×10－3

酸素消費量　μ1／120分

基質　な　し glucose添加

154

159

148

132

110

110

118

118

100

68

140

149

136

114

100

126

138

130

114

86

工24

119

98

8
n
む

8
0
0
86

110

104

98

露

9
召
」
姓

Q
U
Q
V
89

乳酸生成量mg／Ωask

2。42

1．98

1。89

169
1．35

2．02

2．08

1．98

1．82

L25

3．19

2．81

2．39

2．17

1．66

1。90

1．99

1．89

1．74

1．31

合目呼吸の阻害度は両前の間に差異を示さないが，解

糖の阻害度は両論の間に差異を認ある．また10－4M

の濃度のNMOを作用させると抵抗性株腫瘍細胞の

場合，呼吸解糖共，殆んど影響は受けないが，感受性

株腫瘍細胞の場合，呼吸は対照の95％に，解糖は76％

になる．即ち：NM抵抗性株腫瘍細胞はNMに対する

と同様にNMOの10－4Mの濃度において完全耐性

を，2×10－3Mの濃度において不完全耐性を有してい

る．

　iii）Thio－TEPAの影響（第16表，第8図）

　NM感受性株，抵抗性株両面の腫瘍細胞の解糖は呼

吸よりも強く抑制される．頭株共10－3M濃度のThoi・

TEPAを作用させると呼吸は対照の70％に阻害され，

解糖は40％となり，その阻害効果は著しい．また呼吸

を全く阻害しないThio－TEPAの濃度において解糖

は対照の70～80％に抑制される．さらにNM感受性

株腫瘍細胞に対するThio－TEPAの作用はその解糖

抑制度におしC同じAlkylating　agentに属するNM

や：NMOに比べ3割から5割強力である．　Thio。TEPA

10－4M以下の濃度で作用させるとNM感受性株と抵

抗性株との腫瘍細胞の呼吸及び解糖の阻一度に差異を

認める．Thio－TEPA　10》5Mの濃度においては：NM

抵抗性株は全く薬剤の作用を受けない，即ちThio－

TEPAはNM及びNMOど交叉耐性を有し，その
程度は10－5Mの濃度において完全耐性を，10－4Mの

濃度において不完全耐性を有する．ユ0－3Mの濃度に

おいては耐性現象を認知することが出来ない．

　iv）MCの影響（第17表，第8図）

　MCはAlkylating　agentと同様腫瘍細胞の解糖の

抑制が呼吸のそれに比べて一般に強い．しかしNM感

受性株とNM抵抗性株とを比較すると，呼吸及び解

第16表　Thio－TEPAの内因性呼吸
　及び嫌気性解糖に及ぼす影響

細胞の

種類

感受性株

抵抗性株

薬剤の
濃度M

　0
10一行

10－4

10－3

　0
10－5

10－4

10－3

酸素消費量
い1／120分

120

112

104

88

106

108

98

91

136

130

H6
95

112

111

108

85

乳酸生成量
mg／nask

3．26

2．78

2．02

1．24

2．98

2．97

2．08

1．25

3．90

3，12

2．46

1．46

3，04

3．06

2．18

1，16

第17表　MCの内因性呼吸及び嫌気

　　　性解糖に及ぼす影響

細胞の

種類

感受性株

抵抗性株

薬剤の
濃　度
μ9／m1

　0

50

250

500

　0

50

250

500

酸素消費量
い1／120分

104

93

90

80

115

109

104

87

126

118

114

104

109

109

105

88

乳酸生成副

mg／Hask

4，12

3．71

2．88

1．44

3．08

2．92

2．31

1．48

3．30

2．87

2．25

1．28

2．65

2．55

2．07

0．80

糖の阻害度は両者の間に著明な差異はない．却って

MC　50鉢g／mlの濃度においてMC抵抗性腫瘍細胞

は：NM感受性株腫瘍細胞より呼吸及び解糖が多少強

く抑制される傾向を認めた．即ちMCは腫瘍細胞の

呼吸，解糖の面からいってNMや：NMOとは交叉耐
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性を有していないことを認めた．

　v）CZの影響（第18表，第8図）

　MCと同様腫瘍細胞の解糖は呼吸よりも強く抑制さ

れる．呼吸に殆んど影響を及ぼさないCZ　50u／m1の

濃度においてNM感受性株，抵抗性株共，その解糖

は対照の80％前後となり，解糖の強い阻害を認めた．

濃度が高まるにつれて腫瘍細胞の呼吸，解糖共強く抑

制されるが両株の間には，それぞれその抑制程度の差

異を認めない．即ちCZは腫瘍細胞の呼吸解糖に関し

てぼ∴両株に1対じそ全く同一の阻害態度を示し，呼吸

解糖の面からみてNM，　NMOとは交叉耐性を有しな

いことを窺知し得た，

16．NM感受性及び抵抗性吉田肉腫の核酸代謝に及

　　ぼす化学療法剤の影響

　i）NMの影響（第19表，第9図）

　NM感受性株腫瘍細胞の呼吸解糖に影響しないNM

10－5Mの濃度を作用させると，感受性細胞の核酸代

第18表　CZの内因性呼吸及び嫌気性
　　　　解糖に及ぼす：影響

謝は，RNA代謝77％，　DNA代謝67％に低下する．

更にNM濃度を10倍宛増加すると核酸代謝もそれに

逆比例して低下し，NM　10－2Mの濃度においては殆

んど核酸代謝が認められなくなる，しかも腫瘍細胞の

DNA代謝はRNA代謝よりも一般にその阻害度は強

い．NM抵抗性腫瘍細胞に：NM　10『4M以下の濃度

で作用させると，核酸代謝は殆んど抑制されず，10－3

Mの濃度においてはDNA代謝は急激に低下するが，

R：NA代謝はわずか20％程度低下を示すに過ぎない，

しかし：NM　10－2Mの濃度においては腫瘍細胞のDN・

A，R：NAの代謝共，対照の20％前後まで阻害される．

この濃度以下においては抵抗性株の核酸代謝は感受性

株のそれよりも常にその阻害度は弱い．DNA代謝の

阻害がRNA代謝のそれより強いことは感受性株の場

合と同様である，

　即ち抵抗性株は核酸代謝から窺って10畷MのNM

第19表　：NMの核酸へのP32　incorporation

　　　　　　に及ぼす影響

細胞の
種　類

感受性株

抵抗性株

薬剤の
濃　度
u／ml

　0
　50

250

500

1000

　0
　50

250

500

1000

酸素消費量
“1／120分

n
O
O
9
召
7
8
9

Q
U
9
0
0
n
O
『
0

7
8
」
4
0
9
召
O

n
O
O
O
7
冨
n
O
『
0

132

128

106

103

87

9
β
9
召
n
O
4
r
O

9
8
ワ
・
丑
U
P
O

乳酸生成量
mg／Hask

2．60

2．08

1．58

1．52

1．35

2．43

1．90

L58
1．36

1．22

4．04

3，32

2．26

2．26

1．93

2．68

2．01

1．66

1．56

1．35

細胞の

種類

感受性株

抵抗性株

薬剤の

濃度M

対　照

10－5

10－4

10－3

10－2

対　照

10－5

10－4

10－3

10－2

比　放　射　能

RNA－P DNA－P

114．4

105．4

50．8

14．5

　3．43

172．4

186．3

152．8

140．0

48．4

126．3

109．9

53．2

19，0

　2，53

159．6

162．8

143．6

121．1

31．9

41．4

21．8

13．9

4．46

4．14

29．8

31．4

31．8

8．04

3．58

38．6

25．4

12．4

3．87

0．00

39。9

40．0

36．8

11．6

3．20

Tr
第9図　化学療法剤の腫瘍細胞の核酸代謝に及ぼす：影響
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濃度において完全耐性を示し，102MのNM濃…度に

おいて不完全耐性を示している．

　ii）］NMOの：影響（第20表，第9図）

　：NM感受性株，抵抗性株両者の腫瘍細胞に対し，

NMOを作用させた場合DNA代謝の阻害がRNA代

謝のそれより強く起ることはNMの場合と同様であ

る．しかしNMOの場合はNMに比べその阻害の程

度は一般に弱い．これは生体内においてはNMOは

よく活性のNMに変化するが試験管内においてはこ

の活性化が充分行なわれないことに基因すると考えら

れる．

　：NM感受性，抵抗性両株に対し，　NMO　10－4M以下

の濃度で作用させると腫瘍細胞のRNA代謝は全く阻

害を受けないがDNA代謝は感受性株で対照の42％，

抵抗性株で68％に阻害され丁丁の間に著明な差を認め

第20表　NMOの核酸へのP32　incorporation

　　　　　　　に及ぼす影響

諾胞の

種類

感受性株

抵抗性株

薬剤の

濃度M

対　照

10－5

10－4

10－3

10－2

対　照

10－5

10－4

10－3

10－2

比　放　射　能

RNA－P DNA－P

160．0

170．O

i56．8

54．5

16．0

112．4

102．0

112．3

58．7

20、3

150．3

153．2

155．1

45．2

18．1

133．5

128．1

126．6

66．9

26．7

20．7

14．5

78．28

6．83

1．24

36．4

’33．0

24．6

16．4

　5．46

32．6

24．i

14．8

9．81

1．39

37．8

34．8

26．1

16．9

4．55

ている．このことは抵抗性の本体がDNAにあること

を示唆するものと考えられる．NMO　10－2Mの濃度で

作用すると腫瘍細胞のRNA及びDNA代謝は著明

な低下を示し，この濃度においては両三の間に僅かの

差を認めるのみである．即ちNM抵抗性株はNMO

10－5Mの濃度で完全耐性を，　NMO　10－3Mの濃度で

不完全耐性を有し，NMO　10－2Mの濃度においては耐

性が殆んど示されない．

　iii）Thio－TEPAの影響（第21表，第9図）

　著者の実験の範囲においては，NM感受性，抵抗性

旧株に対しThio－TEPAを作用させた場合，腫瘍細

胞の核酸代謝の阻二度とThio－TEPAの濃度とは平

行関係にあることが認められた．この際DNA代謝は

RNA代謝より著明に抑制される．ことはNM系薬剤

の場合と同様である．しかし：NM感受性株と抵抗性

株とのRNA代謝の阻害度はThioζTEPAの種々の

濃度におい，ほぼ近似値をとり，その間著明な差異は

なく，かつThio－TEPA　10－5Mの濃度において腫瘍

細胞のRNA代謝は殆んど阻害されない．一方腫瘍細

胞のDNA代謝についてはThio－TEPA　2×10－3M

の濃度で：NM感受性，抵抗性株における阻害度は等

しく20％であるが，Tllio－TEPAの濃度がこれより

低くなると両論の阻害度に差を識6るようになる．

Thio－TEPA　10｝5Mの濃度では感受性株のD：NA代

謝阻害度は56％，抵抗性株のDNA代謝阻害度は94％

で著明な差異が生ずる．要するにRNA代謝は七種

に関係なくThio－TEPAの種：々の濃度によって同程

度の阻害を受けるがDNA代謝は株種によってその

阻害度に有意の差が存する．

　即ち核酸代謝殊にDNA代謝から窺ってThio一

第21表　Thio－TEPAの核酸へのP32
　　incorporationに及ぼす影響．

細胞の

種類

感受性株

抵抗性株

薬剤の

濃度M

対　照

　10－5

　10－4

　10－3

2×10－3

対　照

　10－5

　10－4

　10－3

2×10－3

比　放　射　能

RNA－P DNA－P

154．9

139．9

126．1

122．2

89．2

194．9

184．1

170．4

137．7

82．2

128．8

118．9

98，1

93．0

70．8

139．2

135．0

111．7

97．3

62．3

56．9

31。8

27。4

21．5

13．0

36．5

34．4

29．6

17，9

7．14

44．3

23．6

18．6

14．6

8．91

28．6

27．3

21．7

14．3

5．73

第22表　MCの核酸へのP32　incorporation

　　　　　　　に及ぼす影響

細胞の

種類

感受性株

抵抗性株

誕剤副

・9／m11

比　放　射　能

RNA－P

対　照

　10
　50
　250

　500

対　照

　工0

　50
　250

　500

112．2

110．8

73．2

36．6

i7．4

168．6

162．2

108．1

67．2

36．8

148．9

141．8

101．8

44．7

22．3

150．2

142．0

106．0

52。3

25．6

DNA－P

22．2

18．6

11．4

4．22

2．89

58．0

51。7

26．2

11．4

9．28

36．8

32．5

17．7

7．00

3．69

42．8

38．5

19．7

7．29

5．14
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第23表CZの核酸へのP32　incorporation
　　　　　　　に及ぼす影響

い．従って核酸代謝の面からみて，NM抵抗性株はCZ

に対して耐性を獲得していないことが認められた．

細胞の

種類

感受性株

抵抗性株

薬剤の
濃　度
u／m1

対　照

　10
　50
　500

1000

対　照

　10

　50
　500

1000

比　放　射　能

RNA－P DNA－P

158．7　164．8

146．4ほ48．2

58．9

10．9

8．8

122．6

109．6

28．6

　8。58

　6．13

54．8

16．6

14．8

149．ユ

139．9

37．3

22．4

　8．91

40。3

39．2

24．6

8．06

6．05

14．2

13．4

9．66

3．98

3．27

42．8

41．1

25．7

9．39

7．71

29．9

28．4

17．9

5．99

4．79

TEPAはNM系物質との間に交付耐性を示し，かつ

その耐性の本質はDNAに関係し，その作用機序も

DNA代謝の障碍にあるといい得る．

　iv）MCの影響（第22表，：第g図）

　MCを作用させた場合には上述のAlkylating　agent

を作用させた場合と同様，腫瘍細胞のDNA代謝の阻

害はRNA代謝のそれよりも強度である．更にMC

の種々の濃度で作用させた場合の：NM感受性株と抵

抗性株のDNA，　RNA代謝の阻害度を比較すると，

ほぼ同程度で著しい差を認めない．腫瘍細胞の呼吸解

糖が殆んど抑制されないMC50叫g／mlの濃度の作用

においては：NM感受性株のD：NA代謝は49％，　RNA

代謝は67％抑制され，抵抗性株のDNA代謝は46％
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り
RNA・代謝は67％抑制される．　MC　50qあ9／m1の濃度

の作用においては腫瘍細胞のDNA，　RNA代謝共，対

照の15％前後に抑制される．これらの事実はMCが

NM系物質とは交叉耐性を示さず，かつMCの作用

機序はDNAに関係し，　MCの高濃度においては核酸

の種類に関係なく同様に作用することを示唆する．

　v）CZの影響（第23表，第9図）

　CZを作用させた場合，：NM感受性株，抵抗性株共，

それら腫瘍細胞のRNA代謝がDNA代謝より強く

阻害を受ける．この点は既述の他の薬剤の場合と全く

異なるところである．しかし感受性株と抵抗性株との

間で，両核酸代謝の阻害の程度はほぼ同じである．即

ちCZ　50岬mlの濃度で作用させるとNM感受性株

のDNA代謝は61％，　RNA代謝は35％に抑制され

NM抵抗性株のDNA代謝は64％，　RNA代謝は24％

に抑制される．黙思においてRNA代謝の著明な阻害

を認める．その他のCZ濃度においても，感受性株と

抵抗性株との間の核酸代謝の阻害度に有意の差異はな

V．総括及び考按

　1，実験材料の吟味

実験材料として：NM抵抗性吉田肉腫を使用した理

由は，第一にこの：NM抵抗性株はNM感受性株に対

して：NMを連続的に作用させて作製したものである

から，抵抗性，感受性両細胞は同一起源を有し，細胞

形態学的に同一であることである．第二に腹水中の細

胞が全く遊離状態にあって，数的に定量し得，かつ薬

剤を一定濃度で細胞周囲に作用させ得ることである．

第三は耐性度が極めて高く諸種の変化を観察するに便

利であることである．第四に抵抗性薬剤であるNM

はその歴史が古く，従って性状等がよく知られてお

り，実験上の使用に好都合であることである．

　更にこの実験に使用したラッチはすべて両系ラッチ

であり．，吉田肉腫に高い感受性をもつDonlyu・Rat　45）

と異なり吉田肉腫に対し個体的に抵抗性をもつラッチ

が含まれている可能性があるが，著者の実験では腹腔

内及び皮下に移植した場合，前者では100％，後者で

は97％移植に成功するので，上述の懸念は殆んど必要

がないと考えている．しかし雑面ラッチを用い腹腔内

累代移植中，殊に抵抗性細胞を移植するに当って不成

功の場合に遭遇した．この際，新たにDonryu・mtよ

り採取した細胞を用いると雑系ラッチに移植してよく

成功した．これらの現象は一系ラッチで継代移植を重

ねる中，生体の抵抗力が生じ，腫瘍細胞の生物学的活

性の減退を惹起したものと解釈される．

　2．感受性細胞と抵抗性細胞の諸種相異

　一般に薬剤感受性株と抵抗性株との間には細菌や腫

瘍細胞を問わず生物学的，生化学的に種々の差異が存

することが認あられている捌7）．著者の使用したNM

抵抗性吉田肉腫は，腹腔内に移植されたラッチの生存

日数が延長し，皮下に移植された場合，腫瘍の発育が

劣弱であり，腫蕩細胞の呼吸，解糖力の低下があるこ

と等の事実からみで，NM感受性吉田肉腫と比べて生

物学的及び生化学的にその活力が低下しているものと

いい得る．吉田48）もNMO抵抗性株は感受性株と比べ

て細胞形態学的には同一であるが，移植されたラッチ

の生存日数は3～6日延長し，かつ宿主に与える毒性

がやや弱いと報告している．しかし腹水肝癌のうち

NMO感受性のAH　130と抵抗性のA：H　7974とは

移植率，腫瘍の発育速度，動物の生存日数，細胞の染

色体数等において割合近似しているといわれている

鋤．更：にこの二種の腹水肝癌において一定腫瘍細胞中
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の核分裂数には殆んど差異が認められていないが50），

著者の使用したNM抵抗性株においても感受性株の

それに比べて腫瘍細胞数及び分裂数に著明な差異がな

かった．この点は動物存生日数及び腫瘍の発育度等の

条件と必ずしも一致しないところであるが抵抗性株は

その担癌動物に及ぼす悪性度一毒性及び転移性など一

が比較的に弱いとも考えられるし或いは宿主の抵抗性

株に対する防衛反応が強いとも考えられる．

　形態学的にも抵抗性細胞は感受性細胞と差異はな

く，組織化学的にも核酸，Alkaline及びAcid　Phos・

phatase染色において特別な差異はない．　Law　51）は

マウス白血病L1210とその葉酸拮抗剤抵抗性株とに

ついて，広野52），大星53）はNMO抵抗性吉田肉腫と

感受性細胞との間に形態学的な相異はないと報告して

　　　　　　　　　　　　　ノいる．しかし電子顕微鏡的にはNMO抵抗性株にお

いては感受性株に比較して糸粒体の微細構造が粗で，

小胞体及びannulate　lamellaeを認めずGolgi体の

発育も不良である54）という．ただ染色体Patternは耐

性の獲得と無関係であるといわれている55）．山本97）は

Viomycin抵抗性結核菌の中に低耐性度と高耐性度の

株があるが，培地上に生育したPopulationに差が

あることから両者の遣伝子に相異があると推論し，

Journey　56）はActinomycin　D抵抗性Hela細胞にお

いては感受性細胞に比べ細胞質が少なく核小体は大き

く濃密であるが，その意義については不明であるとし

ている．

　また薬剤感受性株と抵抗性株との相異を生化学的に

追求した研究報告では，塚田57）はNMO抵抗性Ehr・

1ich腹水癌について抵抗性の程度と腫瘍細胞の呼吸と

は関連性を有し，内部呼吸及び脂肪酸酸化は抵抗性の

減弱と共に減少すると述べている．片山58）はNMOに

感受性の強いAH　i30と弱いAH　7974腹水肝癌と

についてAlkaline　phosphatase活性を調べ，後者に

おいてそれが低いのを認め，解糖力は核御宇の嫌気性

乳酸産生量を比較して後者において極端に弱いことを

報告している．村上59）もCandida　albicansのPylomy・

cin　B抵抗性株においては原審に比べて糖分解能が低

いことを認めている．後藤60）は呼吸酵素即ちコハク酸

脱水素酵素及びCytochrome酸化酵素の活性度につい

てAH　130とAH　7974との聞で比較し，これらの

活性度が解糖力と同様AH　7947において弱いと述べ

ている．著者の実験によっても：NM抵抗性腫瘍細胞

の呼吸及び解糖は感受性株のそれに比較し20％程度

減弱していることが知られる．従ってこれらEnergy

生成系の活性の程度と腫瘍細胞のNMに対する感受

性との間には何等かの相関関係がある如く推定され

村

る．

　薬剤抵抗性腫瘍の核酸の変化についてみるに，近藤

等61）が吉田肉腫のNMO耐性化したものにあっては

動物血清によるDNA解合力の低下及び腫瘍細胞の

DNA脱燐作用の弱化を認め，かつ腫瘍細胞DNAの

粘着度の著明な上昇を認めている．しかしNMO感受

性の吉田肉腫とNMq抵抗性の武田肉腫とについて核

酸の性状を比較するに上述の結果と全く相反する事象

が認められる．従ってDNAの性状の変化をただちに

耐性の本体と結びつけて考えることは慎重でなければ

ならない．塚田57）はNMO抵抗性吉田肉腫を用いて

検索し抵抗性の程度と核酸量とは無関係であると報じ

ている．片山62）もNMOに対する感受性の相異する二

種の腹水肝癌AH　i30とAH　7974とのRibo核酸

代謝に著明な差異を認めていない．Davidson　63）も6－

Mercaptonpuriロeに対する感受性及び抵抗性L1210

Leucaemia細胞を用い，　P32　incorporationによって

それらの核酸代謝を検索し両者間に殆んど差異を認め

ないが，Adenine－C14及びGuanine－C14を指標とし

た場合，抵抗性株の核酸代謝は感受性株のそれに比べ

て数分の一に低下していることを認めた．Heidelber・

ger　64）もEhrlich腹水癌の伽ofinated　Pyrimdines

抵抗性株を用いてUraci1－2－C14及びFormate－C14を

指標として検索し同様の成績を得ている．

　著者はNM抵抗性吉田肉腫について，核酸染色に

よって核酸量を調べ，P32　incofporationによって核酸

代謝を検策したが，核酸量に変化なく核酸代謝として

RNA及びDNAの比放射能をみると感受性株におい

てそれぞれ141．9及び37．8，抵抗性株においてそれぞ

れ150．3及び35．3であって感受性，抵抗性両株の間に

大差がない．

　一般に悪性腫瘍が化学療法剤に耐性を獲得した場

合，原株と比べて生物学的，組織学的及び生化学的に

諸種の変化が現われるものと考えられる．それらの変

化と耐性の本体とを直接関連づけることは困難であっ

ても耐性の本体の解明に役立ち得るものがあろう．腫

瘍細胞の耐性獲得の機構については諸説が紛々として

いる．諸家の説を参考として著者の得た実験成績に基

づいて考察するに，薬剤投与によって作製された抵抗

性命はその累代移植によっても容易にその性状を変化

することなく安定で非可逆的であり，即ちその性質は

遺伝のしくみによって次4と受けつがれていると考え

られる．この遺伝灼に重要な役割を果している核の構

成分であるDNAは微生物及び腫蕩細胞等において

型質転換を惹起する能力があることが最近判明してき

ている26）27）．即ちDNA自身の中に何か遺伝子的な



悪性腫瘍の化学療法（工） 189

要素が含まれているものと考え得る。この生活細胞中

の核内のD：NAは自己のもつCodeを特殊なR：NA

の合成を伴いつつそれに伝え，その特殊なRNAが細

胞質中へ出て穎粒を形成し，そこでの蛋白合成にあた

って蛋白の特異性が招来されるという考え方が拾頭し

てきている鋤．従って耐性の獲得は遺伝子的活性を有

するDNAに変化を生じその情報がRNAを通じて

蛋白合成，Energy生成等の特異的な生化学的反応を

連鎖状に惹起し，その一つの現われとして形態学的及

び生物学的な変化が細胞内に惹起されるものと考えら

れる．

　3．：NM感受性細胞及び抵抗性細胞の生物学的性状

　　　に及ぼすNMOの影響

　動物移植腫瘍に対する薬剤の効果の有無を検討する

方法として所謂生物学的な研究方法が使用されてい

る．著者は吉田肉腫腹腔内移植ラッチの生存日数及び

皮下腫瘍の発育を観察すると共に腹水中の腫蕩細胞数

及び有糸核分裂細胞数の変動を観察して，NM感受性

株及び抵抗性株のNMOに対する感受性の程度を検

索し，この方法によって腫瘍の薬剤耐性の有無を決定

することが出来た．

　即ちNM感受性及び抵抗性吉田肉腫細胞を腹腔内

及び皮下に移植されたラッチに種々の濃度の：NMOを

注射して検した．感受性株においてはNMOO．5mg／kg

以上を与えると動物の生存日数は延長し，皮下腫蕩の

縮小を認めた．しかし抵抗性株においては，NMOの

大量10．Omg／kgを与えても延命効果が全く認められ

ず，皮下腫瘍は初回注射時の大きさを維持するのみで

縮小が認められない．これらの所見と腹水腫瘍細胞数

及び分裂細胞数の変動との相関をみると，感受性株に

おいては，それぞれ相関関係を認め得るが，抵抗性株に

おいてはNMO　10．Omg／kg投与時腹水腫瘍細胞数及

び分裂細胞数の減少は認められるが生存日数及び皮下

移植腫瘍の発育には著明な変化が認められなかった．

　また感受性株，抵抗性株を問わずNMO投与によっ

て腫瘍細胞数及び分裂細胞数の減少を認めた群におい

ては染色体の断裂散乱，凝集，橋の形成など異常分裂

像が認められ，腫瘍細胞は異常に大きくなり恐らく多

倍数性の細胞に変化してくる．即ち腫瘍細胞の薬剤に

対する感受性の変化はこれらと細胞の変化，特に核ま

たは染色体の態度によって窺うことが出来る．なお腫

瘍細胞数は対照群においても経時的に減少してくる

が，恐らく薬剤による腹膜の刺戟による腹水の増加ま

たは癌性腹膜炎症状による腹水の滲出に基づくものと

思われる．

　4．腫瘍細胞の呼吸及び解糖に及ぼす化学療法剤の

　　影響

　腫蕩細胞の呼吸及び解糖については0・Warburg以

来多くの研究がなされてきた．腫瘍細胞の旺盛な分裂

増殖状態からみて，腫瘍細胞のE且ergyの供給源に直

接関係を有すると思われる呼吸及び解糖に対する化学

療法剤の効果を検することは薬剤の作用機序を解明す

る上に参考となるであろう．著者はNM，　NMO，　TE・

SA，　MC，　CZの5種の薬剤が腫瘍細胞の呼吸及び解糖

（嫌気性）に及ぼす影響を検索した．感受性株及び抵抗

性株を問わず一般に腫瘍細胞の解糖は呼吸よりもその

活動が旺盛である．解糖活性が薬剤によって強く障碍

されるD：NA量と極めて密接な関係にあること66）など

から当然の結果であると思われる．大原67）は子宮二部

癌組織についてNM，　MC，　CZの呼吸及び解糖に対す

る影響を観察し，薬剤の種類及び量によっては，呼吸

は却って充進を来すものがあるが，解糖はすべて種4

の程度に抑制されると述べている．海老名68），熊部69）

は動物腫蕩細胞にCZを作用させると嫌気性解糖は極

めて強く抑制されるが呼吸は殆んど影響されないとい

う遠山をあげている．：Holze　70）はEthyleneimine系

薬剤の腫瘍細胞の呼吸を阻害しない濃度で嫌気性解糖

を阻害すると述べている．著者の実験において腫瘍細

胞の呼吸を余り阻害しない薬剤の濃度における解糖の

阻害度を調べてみると，NM感受性株においてはNM

9％，NMO　15％，　TSPA　18％，　MG　12％，　CZ　19％

であり，NM抵抗性株においてはNM　7％，　NMO　12

％，TSPA　15％，　MC　15％，　CZ　23％である．島田の

間に著明な差異が認められない，即ち呼吸と解糖の阻

害度の比は感受性株と抵抗性株の間で，ほぼ同一の値

をとるといえる．また濃度が高くなるにつれて呼吸と

解糖の阻害度の比に変化を来す薬剤は，NM感受性

株，抵抗性株共，TSPAとMCであり，他の薬剤は

濃度の変化があっても呼吸と解糖の阻害度の比に著明

な変動を来さない．即ち薬剤の中でもTSPA及び

MCはEnergy生成系に対し，呼吸よりも解糖の抑

制に強く作用するものと考えられる．

　次にNM感受性株と：NM抵抗性株との呼吸及び

解糖の阻害度の差異を種々の薬剤について観察する

と，NM，　NMO及びTSPAを用いた場合，呼吸，解

糖の阻害度が両株の問で差があるのを認めるが，MC

及びCZを用いた場合著明な差はない．このことは前

述の如くNM，　NMO，　TSPAの作用効果を生物学的

にみて，NM感受性株とNM抵抗性株との間に有意

の差を認あ，MC，　CZの作用効果は両株の間に殆んど

差異を認め得なかった事実と一致する．即ち腫瘍細胞

の呼吸解糖の検：索結果によって腫瘍細胞の薬剤耐性の
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有無及びその程度を窺うことが出来，かつ交叉耐性の

有無をも窺うことが出来る．しかし呼吸解糖の阻害度

から腫瘍細胞の生活力，例えば動物に移植された場

合，再び増殖分裂し発育する能力の程度を推定するこ

とは困難である。それは腫蕩細胞の呼吸解糖を余り抑

制しない薬剤濃度においても，既に細胞が形態学的に

変化を起したり71），腫瘍細胞のラッチへの移植能が全

く消失していたりする場合があるからである（第5

図）．ただ如何なる薬剤を用いる場合も呼吸解糖が10

％以上阻害されている時は細胞の生物学的活力は相当

阻害されていると考えてよい．即ちEnergy生成系の

他に更に高次の生活中枢があり，薬剤もこの中枢に対

して特異的に作用し細胞の生活力を阻害するものと考

えられる．海老名鋤によるとSarcoma　180のCe11

1eve1においてはCZは腫瘍細胞の嫌気性解糖を抑制

するが，homogenate　leve1においては全く抑制しな

いのでCZ解糖の抑制は何か二次的な変化に基づくも

のであろうという．原田72）はEhrlich腹水癌に諸種：

薬剤を使用し組織呼吸の低下を来したものにMito・

chondriaの変形縮小及び空胞化を認あているが，一次

的変化か二次的変化か言明出来ず，三浦73）は腫島細胞

の呼吸解糖が全く抑制されない薬剤の濃度で核酸代謝

が強く障碍されるのを認め，呼吸解糖の抑制は核酸代

謝の障碍による二次的な反応であるとしている．

　5．腫瘍細胞の核酸代謝に及ぼす化学療法剤の影響

　一般に腫瘍組織において核酸含量が正常組織に比べ

て多量に含まれているという事実74）は腫瘍細胞が旺盛

な核酸合成を営んでいることを想定せしめる．化学療

法剤の作用もこの盛んな代謝機構に影響を及ぼすこと

は疑うべくもなかろう．この核酸の乞いう迄もなく

DNAは細胞核内に含まれ染色体の重要な構成分であ

り，細胞の遺伝，分裂，また核小体，細胞質における

蛋白質，RNAの合成に重要な意義75）を有するもので

ある．RNAは大部分細胞質に存し一部は細胞核，特

に仁に含まれ蛋白合成に関係が深いと考えられている

76）．著者の使用せる5種の薬剤は共に腫瘍細胞に対し

有糸核分裂の抑制，核崩壊，核染色質の異常分布，即

ち染色体の粘着性，切断転座及び橋形成等の作用を持

つものである30）77）．従って薬剤の作用はRNAに対す

るよりもむしろDNAに対して密接な関係があること

は論を歴たない，著者の実験においてもCZを除く他

の薬剤はすべて，RNA代謝よりもD：NA代謝の阻害

が強度であることを認めた．GZに関しては，牧野78）

は静止期の核を破壊すると共に，細胞質を溶解する効

果を有する薬剤であると述べているが，著者の生化学

的検索においてもDNA代謝よりもRNA代謝の阻

村

害が強いことから核と細胞質の両者にまたがった作用

機序を有するものと思われる．Alkylating　agentにつ

いては，NM抵抗性株は勿論，：NM感受性株において

も，比較的低濃度を作用させた場合，RNA代謝は殆

んど抑制されないが，DNA代謝は程度の差はあるが，

何れも抑制されている．抗生物質系の制癌剤について

は低濃度でRNA代謝とD：NA代謝との阻害の程度

に著明な差異は認められない．岡79）はEhrlich腹水

癌を使用し，核酸へのP32　incorporationによって薬

剤の核酸代謝に及ぼす影響を観察し，著者と同様の結

果を得ている．Skipper　80）はAlkylating　agentの作

用機序は核酸合成阻害にあると述べているが，佐藤81）

はEhrlich腹水癌にNMO　40Y／9を投与し，その核

酸へのP32　incorportaionの阻害度を測定し，特に

DNA－P32の著減を認めている、更にHerriot　S2），　Du－

stin　83），日比野84）等の研究結果も同様の成績を示して

いる．

　一方抗生物質系の抗癌剤として，MCの作用機序に

ついて，芝85）はEscherichia　coli　strain　Bの呼吸，

RNA及び蛋白の合成を阻害しない濃度で，　DNAの合

成を選択的に阻害すると述べ，CZについて石川等86）

は，in　vitroの実験において相当顕著な両核酸燐の交

替率の低下を報告している．このように一般にD：NA

の代謝障碍はその他の物質代謝の障碍に比べて，強く

現われることが認められているが，これは薬剤のDN・

A合成に対しての一次的な阻害作用によるものか，或

いは細胞の他の過程，例えば細胞分裂の障碍，或いは

未知の特異的な代謝障碍88）に基づく二次的な結果によ

るのかは明らかでない．

　次にこれらの化学療法剤の核酸代謝に及ぼす影響を

NM感受性細胞とNM抵抗性細胞との間で比較検討

すると，NM，　NMO及びTSPAを作用させた場合に

は，両株の核酸代謝の阻害度に著明な差異が認めら

れ，殊に：NMの作用時RNA代謝，　DNA代謝共，

両株の間に阻害度の差を示す．　しかし：NM10－5Mの

濃度においてはRNA代謝は索麺共，殆んど阻害され

ず，DNA代謝は欲心の間に阻害度の差を認める．ま

たNMとTSPAとの使用時，　RNA代謝の阻害度は

薬剤の一定の濃度で両株の間に，ほぼ同程度であって

も，DNA代謝の阻害は薬剤の10－3Mの濃度以下で

両株張に著しい差を認めた．即ち核酸代謝からみて

NMOとTSPAはNMと交叉耐性のあることが認
められ，その作用機序に類似性があり，しかもその耐

性はDNAに関係していると考えられる．一方MC

とCZとを作用させた場合，　NM感受性細胞と：NM

抵抗性細胞との間に核酸代謝の阻害度に差異を認めな
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い．即ちこれら抗生物質系薬剤はNMと交叉耐性を

有せず，作用機序にAlkylating　agentと何等かの相

異があることが窺われる．折重89）はNMに感受性を

異にする腹水肝癌AH　130とAH　7974とを使用し

て核酸代謝に対するNMの影響を調べ，　NMの濃度

2×iO－5Mにおいて前者のD：NA代謝の阻害が著しい

が，後者のDNA代謝は殆んど阻害されない．　RNA

代謝は両者共阻害されないと述べている．Actinomy・

cin　D抵抗性Hela細胞9。）や伽orinated　pyrimidine

抵抗性Ehrlich腹水癌91）においても，薬剤による核

酸代謝の阻害度は，感受性細胞との間に著しい差異が

あるのが認められている．

　NM感受性細胞と抵抗性細胞の核酸代謝に対する薬

剤の作用の相異は，前述の生物学的及び組織化学的に

薬剤感受性の程度を観察した成績と全く一致する．こ

のことは逆に薬剤の核酸代謝の抑制程度の観察によっ

て，腫瘍細胞の耐性獲得の有無及びその程度を知り得

ることを意味する．この際Alkylating　agentを用い

てRNA代謝の阻害を窺う方法では，耐性の有無双び

程度の判定は出来ない．従ってDNA代謝の変化を観

察することが必要である．

　6．化学療法剤の所謂増癌作用について

　最近，：Lapis　92）や近藤等93）は，実験的及び臨床的

経験から，化学療法剤はその使用条件の如何によって

却って腫瘍の増大及び転移の促進を惹起すると報告し

ている．著者の実験において，NM感受性細胞はNM・

00．05mg／kg以上を用いる時は，胆癌動物の延命効

果を認めるが，NMO　O．01mg／kgの投与によっては

却って対照より腹水腫瘍細胞数及び分裂数の増加を来

し，生存日数が短縮し，皮下腫瘍の発育も却って旺盛

になることを認めた．中里等94）は腫蕩移植後一定量の

NMO，　Azaロを投与し，剖見により腫瘤の増大及び転

移の増加を認め，この下網内丁丁能充進剤の併用によ
　　　　　　　　　　ゆり，このような現象が起らないところがら宿主の腫蕩

に対する抵抗力の低下によるものと考えている．著者

もこの問題を検討するため試験管内で低濃度（10－5M）

のNMOを作用させ，細胞の呼吸，解糖及び核酸代

謝の冗進を認めた．この現象の本態の解明には今後の

研究に待たねばならないが，少なくともin　vitroでは

低濃度のNMOによって却って腫瘍細胞の生物学的

活力を増大せしめられたためと考えられる．即ち腫瘍

移植動物の生体条件とは一応関係なく，投与される化

学療法剤の量がある臨界量より少ない場合に二巴作用

の発現をみることに注目すべきである．

　ともかく腫瘍に対する化学療法剤の効果は腫瘍の発

育力と薬剤による腫瘍破壊作用及び腫瘍に対する宿主

の抵抗力の相対的関係によって決定されると考え95）96）

られている以上実際薬剤の使用に際して，その投与量

や投与方法等に関して細心の注意が払われるべきであ

り，誤った使用法は癌化学療法の意義を消失するもの

であり予期に反する作用を示し，逆効果をもたらす可

能性があることを銘記すべきである．

V．結 論

：NM感受性及び：NM抵抗性吉田肉腫について，そ

の性状及び諸種薬剤の影響を生物学的，組織化学的及

び生化学的に検索し，次の結果を得た．

　1）NM抵抗性株はNM感受性株に比べて，移植

されたラッチの生存日数は延長し，皮下腫蕩の発育は

遅延した．更に腫瘍細胞の呼吸及び解糖力は感受性株

より減弱しているが，核酸代謝には著明な差異はなか

った．組織化学的にも差異は認めない．

　2）腫瘍移植ラッチの生存日数，皮下腫瘍の発育，

腹水腫蕩細胞数及び有糸核分裂細胞数を指標として，

NM感受性並びに抵抗性株に対するNMOの有効量

を検索し，感受性株に対してはNMO　O．51ng／kg，抵

抗性株に対してはNMO　10．Omg／kg以上であること

を認めた．組織化学的にも，ほぼこの事実を裏書きし

得た．従って薬剤の腫瘍に対する効果判定には生物学

的，組織化学的検索と共に細胞学的な方法も有用であ

る．

　3）腫瘍移植ラッチの生存日数及び皮下腫瘍の発育

の程度を指標として薬剤の効果を検査し，NM耐性株

はNMO及びTSPAに交叉耐性を示すが，　MC及び

CZには交叉耐性を示さないことを認めた．

　4）NM，　NMO，　TSPA，　MC及びCZはすべて試

験管内で：NM感受性株及び：NM抵抗性株の腫瘍細胞

の解糖作用を呼吸に比べ，より強く抑制し，特にTE・

PAとMCが腫瘍細胞の解糖力を強く阻害する．

　5）腫瘍細胞の呼吸及び解糖力を抑制するNM，　NM・

0，TSPAの濃度はNM感受性株と：NM抵抗性株と
の間に差異がある．腫瘍細胞の呼吸，解糖を抑制する

MC及びCZの濃度は感受性，抵抗性株間に差異が認

められない．従って呼吸，解糖を検索することによっ

て薬剤耐性の有無をある程度決定し得る，しかし薬剤

による腫瘍細胞の呼吸解糖の阻害度は一般に低いた

め，腫瘍細胞の薬剤耐性度が弱い場合には，この方法

は耐性検査として充分とはいい難い．

　6）］NM，：NMO，　TSPA及びMCはすべて試験管

内で：NM感受性株，抵抗性株共，腫瘍細胞のDNA

代謝をRNA代謝に比べ，より強く抑制する．これら

の薬剤は腫瘍細胞の核に作用し核分裂に対し強く影響
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する．しかしCZは全く異なった効果を示し，蛋白合

成系を強く阻害する．

　7）一定の濃度の：NM，　NMO及びTSPAによる

腫蕩細胞のDNA代謝の抑制度は，：NM感受性株と

抵抗性株の間に著明な差異を示す．これらの薬剤殊に

NMを除く他薬剤による腫瘍細胞のRNA代謝の抑制

度は，NM感受性，抵抗性両株の間に差異を示さな

い．またMC及びCZによる腫蕩細胞の核酸代謝の

抑制度は：NM感受性，抵抗性両株の間に差異を示さ

ない．従って薬剤による核酸代謝の阻害度をみて腫瘍

細胞の薬剤耐性の有無を推定することが出来る．特に

Alkylating　agentを使用する時は，一般にDNA代謝

の阻害度を指標とするのが便利である．

　8）試験管内での：NM細胞効果即ち腫瘍細胞の動

物移植能を完全に消失せしめるNM濃度は感受性株

に対しては10－5M，抵抗性株に対しては10－3Mであ

る．

　9）　NMの細胞効果を認める濃度において，　NMを

作用させる時，NM感受性及び抵抗性株の解糖呼吸

及びRNA代謝は殆んど影響をうけない．しかし腫瘍

細胞のD：NA代謝は阻害される，従ってNMの薬剤

効果を決定するためには，DNA代謝の阻害度を指標

とするのが最適である．

欄筆するに当り，終始御指導，御校閲を賜った恩師卜部美代志

教授に深甚なる謝意を表すると共に，水上哲次助教授以下教室員

の諸先生の御助力に対して厚く感謝いたします・さらに実験材料

の入手に絶大なる御援助を賜った佐々木研究所分室の桜井欽夫先

生，佐藤博先生に衷心より御礼申し上げます．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　From　the　biologica1，　histochemical　and　biochemical　standpoints，　the　author　studied　the　cha－

racteristics　of　the　nitrogen　mustard　sensitive　and　resistant　Yoshida　sarcoma　cells　and　the

effect　of　several　anticancer　drugs　on　tumor　ce11s．　The　results　obtained　were　as　follows：

　　1）　As　to　the　nitrogen　mustard　resistant　strain，　the　survival　time　of　the　tumor－bearing

rats　was　prolonged　and　the　transplanted　subcutaneous　nodule　was　less　developed　in　compari－

son　with　those　in　the　sensitive　strain，　Though　the　endogenous　respiration　and　glycolysis　of

the　resistant　strain　were　less　than　those　of　the　sensitive　strain，　there　was　no　remarkable　dif－

ference　in　the　nucleic　acid　metabolism　between　both　strains　and　no　dif〔erent五nding　was

recognized　in　the　histochemical　examination　between　both　strains．

　2）’The　changes　of　the　survival　time　of　the　tumor－bearing　rats，　the　size　of　the　transplanted



subcutaneous nodule and the number of the ascitic tumor cells and that of mitotic cells

were observed and that for an indication to know the effective doses of the nitromin given

to the animals. It was determined that the effective doses were O.5mg!kg for the sensitive

strain and more than 10.0mglkg for the resistant strain. The results with histochemical ex-

amination of the transplanted subcutaneous nodule after the administration of the drug gave

the same conclusion as the above-mentioned. Therefore cytological, as well as histochemical

treatment was valuable to determine the effect of the drug on the tumor.

  3) The nitrogen mustard resistant strain showed across-resistance to nitromin and thio-

TEPA.
  4) All the anticancer drugs, such as nitrogen mustard, nitromin, thio-TEPA, mitomycin

and carzinophilin showed much more inhibitory effect on glycolysis than on the endogenous

respiration pf tumor cells of the nitrogen mustard sensitive as well as resistant strain.

  5) The concentration of nitrogen mustard, nitromin or thio-TEPA in which the endo-

genons respiration and the glycolysis of tumor cells were inhibited, showed a difference be-

tween the nitrogen mustard resistant and the sensitive strains, while there was no difference

in the concentration of mitomycin or carzinophilin.

  6) Nitrogen mustard, nitromin, thio-TEPA or mitomycin showed more inhibitory effect

in vitro on the DNA metabolism than on the RNA metabolism of the tumor cells of･ both
the sensitive and the resistant strains. These anti-cancer drugs have an effect on the nucleic

mitosis of the tumor cells, while carzinophilin showed an inhibitory effect on the biosynthe-

sis of the protein in the cell-body.

  7) Nitrogen mustard, nitromin or thio-TEPA showed a different inhibitory effect on

DNA metabolism of the tumor cells between the nitrogen mustard resistant and the sensi-

tive strains, while the inhibition of RNA metabolism of the tumor cells by these drugs ex-

cept for nitrogen mustard was almost the same on both the resistant and the sensitive strains･

Mitomycin or carzinophilin had not any difference between the resistant and the sensitve

strains regarding inhibitory effect on both DNA and RNA metabolisms.

  8) The concentration of nitrogen mustard, was 10-5M for the sensitive strain and 10-3

M for the resistant strain: i'f in this medium the tumor cells were treated in vitro, they lost

completely their stransplantability to the animal.

  9) When the tumor cells were exposed to the nitrogen mustrad in the suflicient concen-

tration where the cytological effect was obtainable, glycolysis, endogenous respiration, and

RNA metabolism of the tumor cells of both resistant and sensitive strains proceeded without

change, while DNA metabolism of the tumor cells was strongly inhibited.
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　第10図　：NM感受性細胞．：NMO1・Omg／kg腹腔内注射24時間後の腹水腫瘍

細胞．染色体の凝集，油滴状核，細胞体の膨化を認める．

　Giemsa染色×690
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　第11図　NM抵抗性細胞．　NMO　1．Omg／kg腹腔内注射後24時間後の腹水腫瘍

細胞．正常有離核分裂像を認め，変性像を認めず．

　Giemsa染色x690
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　第12図　NM感受性細胞．　NMO　1．Omg／kg　6日

間腹腔内注射後の皮下腫瘍細胞．細胞の膨化著明

で細胞の崩壊も認める．

　H．E．染色×300
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　第13図　NM抵抗性細胞．　NMO1．Omg／kg　6日

間腹腔内注射後の皮下腫瘍細胞．細胞の増殖を認

あ，変性像はない．

　H．E．染色×300

　第14図　NM感受性細胞．　NMO　o．5mg／kg　6日

間腹腔内注射後皮下腫瘍細胞．核及び細胞質の徹

染色性の低下を認める．

　Pyronin－Methylgreen染色×300

　第15図　NM抵抗性細胞．：NMOO．5mg／kg　6日

間腹腔内注射後皮下腫瘍細胞．核及び細胞質の被

染色性の著明なるを認める．

　PyroniΩ・Methylgreen染色×300
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　：第16図　NM感受性細胞．　NMO1．Omg／kg　6日

間腹腔内注射後の皮下腫瘍細胞．被染色体の増加，

細胞の髪疎，膨化を認める．

　Alkaline　Phosphata6e染色x300

　　　　　　　　　　　（後染色施行）

　第17図　NM抵抗性細胞．　NMOilOmg／kg　6日

間腹腔内注射後の皮下腫瘍細胞．被染色体少なく，

細胞密集し，変性像を認めず．

　Alkaline　Phosphatase染色×300

　　　　　　　　　　　（後染色施行）

　第18図　：NM感受性細胞．：NMO1．Omg／kg　6日

間腹腔内注射後の皮下腫瘍細胞．細胞の離離，膨

化と共に被染色性の増加を認める．

　Acid　Phosphatase染色×300

　　　　　　　　　（後染色施行）

　第19図　NM抵抗性細胞．　NMO1．Omg／kg　6日

間腹腔内注射険の皮下腫瘍細胞．細胞は密集し被

染色性は認められない．

　Acid　PhosPhatas6染色（後染色施行）×300


