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Summary

　The 　 role 　of 　cellular 　 synchronizat ｛on 　 using 　Colcemid　as 　pretreatment　for　comb 三ned 　 chemoradiotherapy 　 was

investjgated．　 C6 　 rat 　 brain 重umor 　cells 　were 　cultured 　in　RPMI 　1640　medium 　containing 　10
−5−10冖7

　mQl ．　 of

Colcemid 　for　24　houtS．　The 　basic　cell　k三netics 　were 　analysed 　with 　pulse −cytophotometer ，　which 　facilitated　the

analysis 　of 　tumor 　cell　cycle 　phase　distr麦but｛on 　according 　to　the 　DNA 　contcnt ．　The　effect 　ef 　Colcemid 　depended　on

the 　cQncentration ．　The　minimal 　concentration 　showing 　continuous 　blocking　during　48　hours　after 　removal 　of 　the

drug　was 　10’e　moL 　 Gi　fraction　with 　2C 　DNA 　content 　was 　reduCed 　from　740／，　to　36％，G2，　M 　phase　with 　4C 　DNA

content 三ncreased 　froi皿 9％ to　28％．S−phase−cells　increased　from 　17％ to　31％．Polyploid　cells　in　the 　tctraploid　cell

cycle 　were 　recongized ．　Further　studies 　are 　necessary 　fbr　ellucidating 　the 　mechanism 　about 　the 　leakage　of 　some

arrested 　cel ］s　in　metaphase 　into　tetraplQid　cell　cycle 　syste 肌 The 　resting 　36％ cells 　in　G 。十 GI　peak　with 　2C　DNA

content 　might 　be　evaluated 　as　diploid　Go　fraction．
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1　 は じ め に

　悪性脳腫瘍 の 治療は，外科的摘出 に加えて ， 化学
・
免

疫
・
放射線療法 の 補助的手段 を併用す る こ とに よ り，有

意義な余命 の 延長をもた らす こ と に ある が ，そ の 壁 は厚

く ， 無配慮な化学療法剤 の 使用や 画
一

的な放射 線 照 射

は，逆 に 生体 の homeostasis を破壊 し，ともす れ ば患者

の 有意義 な生命 をそ こ な うこ と に なる．よ り慎重で 有効

な化学
・放射線治療が求 め られ る ゆえん で あ る．

　1970年 ，Skipperら2s｝
は制癌剤 の 殺細胞機序 を腫瘍細

胞 の 細胞周期に 基づ い て 解 明 し ，
cell　cycle 　phase　speci −

ficityを考慮 した化学療法の 合理的 な 多剤併用理論 を提

唱 した，ま た，Sinclair2i））22 ）
や Terashima2fi｝

らは放射線

治療にお い て も各 cell 　cycle 　phase に よ り放射線感受性

が著し く異 な る こ とを証明 し ， 特 に G2　phase （postSyn−

thetic　phase）お よ び M 　phase （mitot 三c　phase）が 放射線

感受性 の 高 い こ とを報告 し た．つ ま り， 腫瘍細胞 は そ の

周期に お い て ，す べ て 同 じ治療感受性を有す る の で は な

く，使用 され た 薬剤や放射線 に 対 し て あ る 定 ま っ たphase

に あ る細胞 の み が反応す る （ce ］1　cycle 　phase　specifiCity ）

こ とが明 らか に され た の で ある ．

　 し か し な が ら，S−phase お よ び G2 ，　M 　phase に 相 当 す

る 細胞 は 分裂細胞群の うちで そ れ ぞ れ 10％台に すぎず，

また分裂細胞群自体の 割合 も脳腫瘍全体 の 細胞 か らみ る

とほ ぼ30 〜 40％ で あ る の で ，全 population か らみ る と

治療時 の target　cell　cycle 　phase は 数％ し か な い こ とに

な り，治療効率 は 著 し く悪 くな る．し か も，
tumer 　popu −

lation の う ちで 容易 に 分裂期に組み 込 ま れ な い 静 止 細胞
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（quiescent　cell ，　 Q 　cell ） の 存在も大 き な 問題 と な っ て い

る，

　 つ ま り効果的な治療の た め に は ，G設 action に ある

細胞を分裂細胞群 へ 移 行 動員 （recruitment ）
12 ）

す る か ，

また は そ の まま non −proliferating　PODI で 凍結 させ て し

まうとい う二 つ の 方向性 が考え られ る ．し か し なが ら ，

Go　fractionは あ くま で も概念的 な も の で あ る か ら，ま

ず， G
。　fractien の 正確な測定が先決とな る．ま た 脳腫

瘍の 各 cell　cycle 　phase に散在す る分裂細胞群に対し て

は よ り治療感受性 の 高 い ，target　cell 　cycle 　phase に 蓄積

（accu   ulation ），同調 （synchronization ）せ し め る こ と に

よ り，多剤併用化学療法 の 効率 を高め ，さ らに 放射線 に

対す る感受性 を強化 させ る こ とが で き る．分裂しな い 神

経細胞は 同調法 に対 して は不応 で あ るか ら，一
層脳腫瘍

細胞の 性格が極立 ち，両者 の 治療感受性 の 差が生 じ て 腫

瘍選 択性が増進す る こ とに も通ず る の で あ る．

　 こ の ような理論をもとに ， 脳腫瘍 の 治療効果 をあげる

た め に，わ れ わ れ は synchronized 　 chemo −radiotherapy

とい う新 し い 概念を導入 し，臨床応用を行っ て い る が ，

こ の 間の 基礎的事実を明白に す る ため ， 本研 究 を行 っ

た ，こ こ で は ， 脳腫瘍の synchronized 　chemo −radiothe −

rapy を背景 に ，　 metaphase で 分裂阻止 効果 を 有 す る

Colcemid （desacethyl“methyl 　 colchicine ＞ の 脳腫瘍培養

細胞 に対す る各濃度に お ける cytostatic 　 effect
， お よ び そ

の 間 cell　cycle 　phase の 変動 を pulSe−cytophotometer で

測定 し ，
1） Colce皿 id の phase−synchrenizer と し て の

役割 お よび 各 phase の 動態 ，　 2） Go　fraction（diploid）

お よ び growth 舩 ction の 測定法 に 関 し て 検討 し た ．

　また生長解析手法 と して の pulse−cytophotometer の 有

用性 に つ い て も考察を加 え報告す る，

∬　 方 法

　 1） 脳腫瘍は ，N −nltr 〔培 omethylurea 誘発 の 実験脳腫

瘍 rat 　91ial　tumor 　C6 　cell　line2）

を使用 した．培 養 法 は

37°C，5 ％ 炭酸ガ ス 恒温 静置培養で ， 培養液は ，RPMI

工640 に bovin　fetal　calf 　seurm （20％）（microbiological ）

を添 加 し，initial　subcultivation は，細胞数 10一ヲmZ で

開始 し た ．Colcemid （Ciba　Gaigy）1ま，上記培養液中に

溶解 し ，
IO−5，　5 ×　10−5，10

−e，　S × 10−7
，
10−7　mo1 の 5 段

階 の 最終濃度溶液を作製 し た．培養開始後 3 日 目に 各濃

度 の Colcemid を含有す る 培養液 に 置換 し ，
24時間 Col−

cemid を作用 させ る．作用開始後，3 ，6，12，24時間後

の 時点で 細胞数の 測定と cell　cycle 　phase の 動態解析用

の 資料 を作製した．細 胞 を phosphate 　 buffer　 solution

（PBS ）で 3 回洗浄 し，十分 Colcemid を除去 した 後 ， 再

c 。ll
〔

麗1．

Fig．1　 The 　 stathomokinetic 　 effect 　 of 　 24　 hour −

　Colcemid−infusion　 on 　 the　 experimental 　 rat 　 C6

　glioma　in　culture

度培養を開始 ，
24，48，72時間後 にお け る 細胞 の 生長解析

を行 っ た．

　2） Pulse−cyt ・ph ・t・ mete ・ （PHYWE ．　 ICP 　11）： 資料

作製の た め の 細胞処理 ．細胞 を O．2％ trypsine 処理 に ょ

り，各 シ ャ
ーレ よ り剥離 し ， 遠 心 （1，500　rpm ，10　mjn ）

さらに PBS で 2 回遠心洗浄 （1，
500　rpm

，
10　min ）。そ の

後 ，
96％ ethyl 　alcohol を加え，　 cell 　suspension の 状態

で 細胞固定を行 う （1時間）， PBS で 2 回遠心洗浄し，

O．1％ RNA 　ase 溶液を 10　ml 加え ，
37°C 　20　min

，
　incu−

bation し， 細胞内 RNA を溶解す る．処理後，　 PBS で

2回遠 心 洗浄を行 う （1，
5eO　rpm

，
10　min ｝・さ らに pepsine

液 10mi （pepsine 　lO　mg ： O．2％ HC1
，
100mi ）を加え ，

37℃ 弖時間 incubationす る．　 Pepsine処理 後 ， さ らに

PBS に て 2 回 遠心洗浄 を行う．O．Ol％ ethidium 　bromide

（ethidium 　bromide　 10　mg ： tris−buffer　l　OOml）染色液 を

10m ‘加 え，室温 に 1時間放置す る．検体を pulse−cyto −

photometer に か け histogram を得 る．

皿 　 結 果

1・ Colcemid の 増殖抑制効果

　各濃度 に お け る C6 −strain の 生長曲線を Fig・1 に示

す．Control で は 培養開始後 3 日 目で 10garythmic　phase
に 入 る． 6 日 目よ り plateau　 stage に移行 し て い る．

Colcemid 作用群 は ，
5 × 10−7　mol 以上 の 濃度 で は作 用

中完全 な増殖抑制効 果 を 認 める が ，
10
−
7mol

の 濃度 で

は24時間作用中に細胞増殖 の 傾向が 認 め られ る．Colce一
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Fig．2　 Pulse．cytopbotomctr 三c　histograms　of 　human

　lymphocytes （upPer ）and 　rat 　experimental 　glioma

　C 研 strain （lower）．　Ordinate ： cell　number ！channel ．

　Abscissa： relativc 　fluorescent　intensity　of 　ethldium

　 bromide 　stain 　proportional　to　the　 ncclear 　DHA

　 content ．　The 　first　peak　at　2C 　represents 　cells　with

　 G ，DNA 　content ，　The　 sceond 　peak　is　due　to　the

　 cells　 with 　 G2MDNA 　 content ．　 S　 phase　 cel 語 are

　 lying　between 　the 　two 　peaks

％

0
　

3

20

S際G
ζ羹

mid を除去 した 後 の 細胞増殖の 状態は ， 各濃度に よ っ て

異 な る，  10−s　mel 〜10−e　mel の 高濃度 に お い て は細

胞増殖 が認 め られず ， 最低 72時間は cytostatic 　effect は

持続 し うる．  5 × 10−7　 mol ・w　10−7
　mol 低濃度に お い て

は， Colcemid 除去後直 ち に 分裂能 の 回 復 が 認 め られ ，

colcem 三d の 作用 が reversible で あ る こ とが示 され る．

ま た ， 増殖 pattern は 階段状を示 し ， 同 調増殖が認 め ら

れ る．

2．　PUIse−cytophotometer に よ る ce 皿 cycle 　phase

の 測定

　a ） 対 照 と し て の 正 常 入 リ ン パ 球お よび 実験脳腫瘍未

処置群 の histogram

　分裂細胞 は G1→S→G2→M の 各 cell　cycle 　phase を

経 る が，核内 DNA 量 の 観 点 か らみ る と，核酸合成を行

う以前 の Gi　phase に あ る細胞 は，そ の 細胞固有 の DNA

量を有す る （2C　DNA 量 とす る ）・核酸合成期 に 入 る と ，

DNA 量は 増加 し， こ の 期 に 属す る 細 胞 は 2C → 4C

DNA 量 の 移行量を有す る 細胞 に相当す る．核酸合成を

0
｝

removal

．L ＿＿ー＿＿＿ユ ＿＿
　 　 　 　 　 24hrs

　
一5Mot

　 5 × 10
』6MoI

oIO
圏゚

MoI
o5 × 10

−7
　MoI

× 10
齟1Mol

　　　
　 48hrs

Fig．3　 The　change 　of 　the 　fraction　of 　G2，　M 　phase
　by　the　Colcemid 　24　hour −infhsion　of 　each 　concen −

　 traUon

終 え た G2 　phase お よび M 　phaseは ，
　 G1 の 細胞 の 核酸

量 の 倍 の 4C 　DNA 量 を有す る細胞に相当す る こ と に な

る ， Hlstogram の 解析 の た め に C6−strain の 対照 と し

て ，Fi・coll −Contray法 に よ っ て 得 られた リン パ 球を使用

した （Fig．2upper）．

　 リン パ 球 は blastegenetic　stimulation の ない 限 り ， 核

酸合成 ， 細胞 分裂を行 わ ず，す べ て の 細胞 は G
、 に 相当

す る 2C　DNA 量 を有す る こ とに な り， 全 populationが

一
っ の ピ ー

ク （2C 　DNA ）に 集積す る ．ま た，　 histogram

に か け られ た 細胞数 は 14
，
　OOOで あり， 横軸 は 核 酸 相 対

量 ， 縦軸が細胞数 で あ る．リ ン パ 球の histogram を pulse−

cytophotometer の 資料作製の 対照と し て い る ．　 Fig．2

10werに Ce−strain の 細胞数 18
，
000 の histogram を示す が ，

ガウス 分布
3 ）
を と る二 相性 の ピーク を有す る．最初 の 2C

DNA 量 を有す る ピ ーク は Go　cell （diploid）な らび に 分

裂細胞 の Gi　phase に あ た る細胞 で ，2 番 目の 4C 　DNA

量 に
一

致 し た ピー
クが G

盆 phase および Mphase に あ

た る 細胞 とな り，2 つ の ピ ーク の 移行部 に Sphase の 細

胞が存在す る． 各 phase は （dip］oid 　Go 十Gl）fraction

74％ ， S　phase が 170／． ， （G2 十 M ＞phase 　9％ とな る．

　 b） Coicemid に よ る cell 　cycle 　phase の 変動

　 G2　phase および Mphase に あ る 細胞 を， 各 histogram

か ら計測 し ，
Colcemid 作用中の 24時間お よ び Colcemid

除去後 の 48時間の 経時的変化をFig・3 に 示す．全濃度域

（且0−7 〜10
−
s　mol ） で CQlcemid 作用開始後 ，

3時間で

G2 ＋ M 　phase の 増加 が 認 め られ ，
12時間 ま で 漸増す る．

12時間後 か ら低濃度域 （5 × IO’7
　 rv 　10”7

）で は ，　 G ，＋ M

phase は む し ろ 減少す る が，高濃度域 （10
−s 〜IO

−
°

）で は

漸増 し ，
24時間目に 18〜20％ に至 る，ま た ，Colcem 三d

除去後 の 変動を み て も，10−6　mol 以上 の 高濃度で は，さ

らに G
，，M へ の accumulatien は 漸増 し，

48時間後 に は
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Fig．4　Change 　Qf 　the　cell 　cycle 　distribution　under

　Colcem　id　 effect （5 × 10−6
　 mol 　 concentration ）．

　1）Control ： Bcfbre　treatment ．2）−5、　DNA 　histo−

　gram 　after 　3，6，12　and 　24　hours　contact 　 with

　Colcemid．6）DNA 　histogra皿 at　24　hou 【s 　after　the
　 re 皿 oval 　 of 　 Colce  d．　 Abscissa： nuclear 　 DNA

　 content ．　 Ordinate ： cell 　counts
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Fig．5　The 　change 　of 　ceH 　cycle 　phase 　distribution

　by　the　m 〔rst　diluted　concentration 　of 　E ； 10冖7
　mol

　 1）Control： before　treatment ．2）−5）DNA 　histo−

　 gram 　 after 　3
，
6

，
12　 and 　24　hours　 contact 　 with

　Colcemid ．　6）DNA 　histogram　at 　24　hours　after 　the

　 removal 　of 　Colcemid

28〜30％の 値に達す る． 5 × 10’7〜10”7　 mol の 低濃度で

は ，
24時間 ま で さ らに減少傾向を示すが，48時間後 は再

2C 　 4C 　8C

　Fig．6　The 　cell 　cycle 　d鵡tribution 　of 　CG　glial　tum 〔》r

　 　 at 　 48　 hours　 after 　 removal 　 of 　 Colcemid 　 of 　 each

　 　 concentration

度 G ，，
　M 　phase の 増加が出現 し ，

　 synchronous 　growth の

pattern を示 す． ま た，　 S　phase に 存在す る 細胞 も，

Colcem ｛d 作用開始後 ，
3 時間 目 に すで に 有意 に 増加 し，

そ の 後さらに漸次増加傾向を示 し， 10
−5

  ol 濃度で は

CoIcemid の 除去後48時間後 に は全 population の 30％を

占め る ．Histogram に よ る 変動を Fig・4，5，6 に 示す．

　 c ） Colcemidに よ り生ず る tetraploid 　 cell　 cycle 　sys −

tem

　 Fig．　6 に 各濃度 の Colcemid 除去後48時間 の histogram

を示す が ，
G2 お よび M 　phase が集積す る第 2 の ピー

ク

の 右方 に ，
4C 　DNA 量 以上 の 核酸を有す る tetraploid

cell　 cycle に 属す る 細胞群 が 出現 し て い る． こ れ は，

10
−
7　rnol に お い て も Colcemid 作用開始後 6 時間目か

ら認 め られ ，漸増傾向 を示す．

　 d） Diploid　Go 肱 ction と growth　fractionの 決 定

　 Fig．7 は 10−5 皿 ol の Colcemid 除去後 ，
48時間後 の

histQgram で あ るが，　 Gt 十Go の 2C 　DNA 量 に 相応す る

ピーク は ，最後ま で 認 め られ る ，こ の 間 ， 細胞増殖 が認

め られ て い ない こ と （Fig．1）を考慮す る と ，
　 G

。＋ G
、 ピ

ー
クに 遺残 し ，Colcemid に 不応 の 細胞群 を Diploid　Go

fractien とみ な し，ま た ，
　 S　phase，　 G2　M 　phase、　 tetra−

ploid　cell　cycle の 細胞 に移行 し た群 を proliferat三n9 　cell

と し うる ．Fig．7 よ り　diploid　Go　fraction　36％，　growth

fraction　64％ の 値 を得 る．

IV　考 察

従来 の 生長解析学的手法 に お い て は ，
H3 −thimidine の
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Fig．7　 The 　reina 三ning 　cells　within 　G1 十 GQ　DNA 　content 　peak 　may 　be　estimated 　diploid−Ge 　ceUs 　and 　tetraploid

　　cell 　cycle 　induced　by　eridoreduplication 　can 　be　recognized 　from 　the 　histogram

使用 に よ り autoradiography で 核酸合成期 に あ る 細胞を

識別 し，顕微鏡下で ， 分裂期 に あ る細胞 を測定 し ， それ

らの 数値をも とに 各種 の パ ラ メ
ー

タ
ーが 決定 され て きた

が，G
エ
　phase お よ び G2　phase に 関 し て は ，直接的な計

測が困難 で あ っ た．近年， DNA 染色 の 染色度をもとに

G
、 お よ び G ， phase を識別す る方法が試 み られ ，特 に

Feulgen 染色 法 が有効と され て き た が ，こ れ も染色 の 安

定度に 問題があ り， また扱 う細胞数に も限度が あ っ た．

と こ ろ が ，1967年，Lepecq13） が ethidium 　bromideに ょ

る DNA 特異蛍光染色法 を 開発 し、そ の 後，　 Dittrichと

Gohdee） が automated 　pu 且se −cytophotometer を完成し，

細胞 の 核 DNA 量を自動的 に し か も莫大 な細胞数 （10万

〜100万 ）の 蛍光度に 相応 し た DNA 　hi5togram と し て 表

す こ とに成功 して 以来， cell　cycle の 各 phase が DNA

histogram と して 比 較的容易 に把 握 で きる よ うに な っ て

きた．こ の 方法で は ， 資料 nX　cel1　suspension の 状態で 固

定，染色され る こ と に特徴が ある，また，操作や機器 の

conditioning と して対 照 とな る single 　cell を必 要 とす る

の で ，こ の 実験で は Ficoll−contray 法に よ る 人 正 常 リン

パ 球を使用 し て い る，HiStogram の特徴 と して は ，　G2 と

Mphase は 同 じ DNA 量 （4C）を有す る の で ，同
一

の ピ

ー
ク に集積 して し まい 区別が つ か ない ．こ の 点は欠点 で

あ る が ， こ の 実験 の 場合 に は ，
G2 お よび Mphase は 同

じ放射線感受性 を有す る こ と か ら，あ えて 両者 を区別す

る必 要 は な く，
mitotic　indcx の 検索 は行 わ なか っ た．

　 さ て Colcemid の 重要な薬理作用 は ，   分裂期 の 中期

（metaphase ）に お い て ，　 spindle の 形成過程 で subunit

protein （6S）に結合し，　 microtubule の polimerization

を障害 し ， 分裂阻 止 効果 を有す る こ と
24 ）t5）

，　   1ate　S

phase お よ び G2　phase に あ る 細胞 に 直接作用 し，　 chro −

mQsome の 分裂を生 じ poliploid　cell を誘発す る cndore −

duplication の 作用
19 ）

が あ る とい う2 点で あ る．こ の 2

つ の 作用 は，そ れ ぞ れ 独 立 した mechanism に よ る もの

で あ る．ま た ， 分裂阻止 作用 は
一
定濃度で は可逆的 で ，

細胞内濃度 が 減少す る と， subunit との 結合は解離し，

anaphase へ と進 行す る が，ま た，2 × 10
”

“ mol 以 上 の 濃

度で は細胞構造 に 不可逆的 な障害 を も た ら し，細胞 は破

壊され る こ と に な る．

　本実験 は ， 分裂阻 止 効 果 を 利用 し て phase −synchroni −

zation を試み た わ けで あ る．　 C6 −ce1Hine の cell　cycle
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time は 明 らか に 24時間以内で ある か ら， 理論的 に み れ

ば，すべ て の 分裂細胞群 は cell 　cycl ¢ が順調 に進 め ば ，

mitotic　phase に 至 り ，
　 Colcemid の 作用を うけ分裂細胞

群の す べ て が Ga　M 　phase の ピー
ク に集積す る は ずで あ

るが， Colcemid 作用開始後24時間の 時点 で G
， 十 M

phase は 21％ で あ り ，
　 proliferating　peol　lこある 細胞がす

べ て集積を示 さな か っ た・こ の 現象は PUck と Steffani7）

の Colcemid ．に よ る mitotic 　 index の 計算式 ： MI 　at

time 　t ＝ cxp （t十tm ）ln　2tT　− 1 （MI 　a 　mitotic 　index，

tm ＿duratibn　of 　mitotic　phase，
　T 　＝cell　cycle 　time ）か

らみ て も ， 全 growth　fractionを bleck しえ な い こ と を

示 して い る．我 々 の 結果 か ら，
こ の 原因を類推す る と，

次の 4 点の 要因を あ げ る こ とがで き る．

　  Sphase の 増加 ： growth 　curve の 結果 を総合 し て

解析 す る と，Sphase の 増加 は核酸合成阻害を示 し て い

る．こ の た め ，
S 期が延 長 し cell　cycle 　time 全体が著 し

く遅延 し，24時間以内 に mitotic 　phase に達す る こ とが

で きなくな る． Colce皿 id の 核酸合成 に 与 え る 作用 は ，

Borum4 ）
や Lacour ら

11）
の報告で は 90％の 合成阻害をみ ，

RNA
，
　protein 合成に も影響を示 し metabolis 皿 全体に

障害を及 ぼ す こ とを 述 べ て お り，我 々 の 結果 と
一致 し て

い る．

　  Endoreduplication に よ る tetraploid　cell　cyclc 　sys −

tem27 ）への leakageが 生 じ る．こ の 現象 は 10
−7　 mol の 低

濃度に お い て も見 られ ， poliploid　cell が出現時間 と とも

に 増 加 す る．

　  5 × 10’z　mol 以下 の 濃度 で は ，
　 Colcemid の mitetic

blockの 作用 は
一

部解離 して お り，cell 　growth の 傾向が

認 め られ る （10
−Gmol

以 上 で は mitotic 　block の 作用は

持続 し て い る ）．

　  Long　GI　phase の 存在 ： G
， は cell　cycle 　phase で

も っ と もそ の 時間が変動 し，長時間 Gi　phase に と ど ま

る もの もある．

　Synchronization に お い て も っ と も重要 と思 わ れ る こ

と は ，
24時間の contact に お い て も 10”6　mol 以上 で は

G2十 Mphase の accumulation は Sphase の 延長 に よ り

cell 　cycle が 緩除 に 進行す る た め ， 除去後48時間で G
，＋

Mphase が maximum に な る とい う点 に あ る．また 5 ×

lO−v
　rnol 以下 で は mitotic　block が 解離 し ，同調増殖 の

結果 ， 再度 G2＋M 　phase へ の 集積を見 る．こ の 時点 で

28〜30％の G2　M 　phase の 蓄積 を得 る わ け で あ り ， 薬剤

の 投与 とそ の 効果出現の 時間的関係を示唆 し て い る．

Diploid　G
。
　fractionの 測定 は ， 我 々 の 結果 か らG

。
36％ ，

growth　fraction　64 “

／e の 数値 を得 た が ，　 pulse−cytoPhQto −

meter の 使用 に よ り，放射性同位元素 の 使用 な し に 測定

が 可能 で あ り ， また 臨床例 に お い て も治療中 に 腫 瘍 の

parameter の 情報を得 る こ とが で き ， 治療方針 の 上 で 重

要 な指標 とな る ．

　放射線増感 に 関す る 研究 は 多 い n「，
　 1963年 Bagsh ・ w

ら
1） が薬剤に よ る感受性獲得機構 と し て ♪

sensitization

（bromouridine，　thimidine 　analoque ），
　augmentation （02），

potentiation　（5FU ，
　 FUDR

，
　 methQtrexate ），

　 additivity

（alkylating 　agents
，
　actinomycin 　D ）の 4 群を分類 し て い

る．ま た ，1966年以来，佐野 ， 星 野 らは ，5−brom 〔｝
−2−

deoxyuridine に よ る脳腫瘍 へ の 放射線増感剤 と して の 基

礎お よび 臨床｛列の 報告を行 っ て い る．こ れ らの 増感 me −

chan おln と は 別 に，細胞 の cell　cycle 　phase に よ る放 射線

感受性の 差も研究 され て い る，古 くは ，
Henshow と

Franciss） の Drosophila　rneIahogaster （シ ョ ウジ ョ ウバ

エ ） の 発生段階にお け る放射線感受性の 実験 か ら は じ ま

り，Dewey ら
5） は L−P　59　mouse の fibloblastお よ び腹

水癌に お け る cell　cycle 　phase の 放射線感受性 を論 じ，

ま た Sinclair2i＞22 ）
は chinese 　hamster に お い て ，

　 Tera−

shima ら
z6 ）

は Hela 細胞の 同調培養法をも と に ，
　 cell 　cy −

cle 　phase の うちで G2 お よ び Mphase に著明な放射線

感受性 の あ る こ とを報告 し て い る．

　ま た，化学療法の 分野 にお い て も，化学療法剤 の 殺細

胞作用が cell 　cycle 　phase との 関連で 詳細 に 研究 され て

い る，化 学 療 法剤は，   cell　 cycle 　 speCific （S−phase−

specific ，　 S　phase　 specific 　 with 　selfLlimitation ），   cell −

cycle 　nonspecific に 大別 され る．

　1＞　Sphase 　specific 　drugs

　 S 期 に の み 作用 し，他の phase に あ る細胞に は影響を

与 えず ，
DNA 合成 を選 択 的 に 阻害す る （Ara−C ，　hydroxy −

urea
，
　guanazole）．

　2）　Sphase　speeific 　drugs　with 　seIf−limitationf

　 S期に の み 殺細胞 効果 を示 すが ，
RNA

，
　protein 合成

を障害し ， 他 の phase に ある 細胞 も障害す る こ と に な

り，全体 の cell 　cycle 　time が 遅延 して S期 へ の 流れ込 み

が 遅れ ，
cell　killingの 率 が 低下す る （methotrexate ，

6−

mercaptopurine
，
5−FU ）．

　3） Cel1−cycle 　non −specific

　Proliferating，　 non −preliferating に関 係 な く 既 存 の

DNA と結合 し，殺細胞効果 を有 す る （CyclophasPha−

mide ，　BCNU ，　CCNU ，　dounomycin，　 actiomycin ，　adria −

mycin ）．

　以上 の ご と く1 化学療法剤や放射線の cell 　cycle 　phase

speci 長city が 明 らか に な る に 従 い ， 前処置 と して の target

cell　 cycle 　phase へ の 細胞同調 ， 蓄積 の 方向が 提示 され

て きた，化学療法 の 分野 で は ，
methotrexate7 ），　hydroxy 一
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urea18
），　 Ara −Ci2） の 使用後，同調蓄積 され た時点で ，

再度 Sphase　speci 丘c　drug を使用す る こ とに よ り，そ の

有効性が報告され て い る．ま た，放射線治療 に お い て

も ，
5−FUt6 》

お よび hydroxyureai5）
で ，

　 S　phase の 蓄

積後 ， 腫瘍細胞の G2　M 　phase へ の 同調進行や，　daunQ・

Mycin14
）・　bleomycin20）

等 ｝こ よ る直接的な G2　M 　phase の

蓄積を利用した報告もあ る．しか しなが ら， synchroni −

zation を期待す る場合，あ ま り cytocydal な効果の 強 い

薬剤 は 同調増殖 の 点 で 問題 が 生ず る こ と と，同調法 に お

い て も腫瘍細胞 の 薬剤感受性 の 違 い を常 に考慮 しなけ れ

ば な らな い ．

　以上 の よ うな意味 あ い か ら， 脳腫瘍の synchronizing

chemQradiotherapy に適 した 薬剤 と して ，
　Vinca 　alkaloid

と nitrosourea 系制がん剤 の 組み 合 わ せ の もとに，放射

線治療 を行 う治療法 が有効 で ある こ とが示 唆され る で あ

ろ う．　また ， 臨床 にお い て も ，　薬剤の synchronizing

effect を経時的 に pulse−cytophotomcter で 効果判定 し，

合理的 な化学 ， 放射線療法 を行わ れ る とすれ ば，患者 の

余命 の 延長 に資す る もの と考え る．

V 　結 論

　脳 腫瘍 に 対す る synchronized 　 chemoradiotherapy の

基礎的研究と し て ，C6−rat 　glial　strain を使用 し，　 meta −

phase　stoPPer と して知 られ る Colcemid の 同調 ， 蓄積

効果 を pulse−cytophotometer （ICP−ll）で 測定 ， 解析 し ，

以下 の 結果 を得 た．

　1． Colcemid を10
−7 〜10−5　mol の 全濃度域 で24時間

作用中，完全 な cytostatic 　effect を認 め た．

　2． Colcemid 除去後 ，
5 × 10−7 ．・　19

−
7　mol の 低濃度

で は， cytostatic 　effect は直 ちに 消失 し，　 synchrQnous

growth を見 る．ま た ，10−5 〜10一窃

の 高濃度に お い て は 生

長抑制効果 は持続 し，72時間以上効果 が持続 す る．

　3． 10−5　・・　10−e　mQl の 高濃度 に おい て は G2　M 　phase

accumulation が 9 ％ か ら最高30％ ま で 得 ら れ ，ま た，

1O−7 〜5× 10『7　mol で は synchronous 　growth ｝こ よ り程

度認 め られ る．

　4． S　phase で は 17％ → 31％細胞増加を認 め た．

　5．　Endroeduplication　に よ り　tetra　ploid　 cell　cyclc

system へ の 移行が認 め られ た，

　6． Colcemid に 反応 しな い non −P 「Qlife 「 atin9 　cel1 は

36％ の 細胞 に認められ ， こ れを dipleid　Go 　fraction と

し，また 残 りの 64％を growth　fractionと し た．

　 7・ 全体 の 64％ の 分裂細胞群 の うち 44％ を synchro −

nize す る こ とが で きた．

　以上 ， 臨床上の synchroniz 三ng 　chemo −radiotheraPy に

お い て ，
v 三nca 　alkaloid 投与量，投与期間，な らび に そ

の 同調効果 に つ い て 基礎的知見を得 た の で 報告した。

　 御 校 閲 に 賜 っ た 東 京 大 学 　 佐 野 圭 司 教 授 に 深 謝 致 し ま

す．ま た ， 本 研 究 の 一部 は 厚 生 省 が ん研 究助成金 よ

’
り援

助 を受 け た ．
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