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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Summary

　Perturbed　cellular 　kinetics　of 　cxperimental 　C6　brain　tumor 　undcr 　 thc 　effect 　of 　chemotherapeutic 　 agents 　 and

physical 　condition 　wag．　investigated　fer　establishing 　thc　optimal 　rcgime 　of　brain　tumor 　synchronization 　as　pretreat・

mcnt 　R）r　radiotherapy ．　Cultured　C6　strain 　was 　treated 　for　72　hours　with 　Vincristine，　Villblastine，　ACNU ，　BCNU ，
5−FU ，　MethQtraxate ，

　Bleomycin
，
　hyperthemia 　or　microwave 　irradiation，　The 　cell 　cycle 　distribution　was 　anaSysed

by　the 　histograms　of 　pulse−cy 亡ophotometry 　with 　DNA 　specifiG 　1’luorcscent　stain 　ofeth 量dium 　bromide 　in　celL　suspen ・

sion ．　The 　quantitative　evaluation 　of 　cell　cycle 　phase　was 　Qbtained 　 using 　 a 　computerized 　 mathematicahnodel ．

Potent　synchronization 　in　the　G2−M 　phase　was 　observed 　in　the　group　treated 　with 　Vincristine，　Vinblastine，　ACNU
and 　BCNU ．In 　the 　Vinclistine　and 　ACNU −treated 　gr   up ，　G2−M 　phase 　accumulation 　increased　gradually　during　72

｝】rs．　Maximum 　Ievel　or 　G
ガ
M 　phase　was 　47．6％ of 　d1ploid　cell 　population 　by　72　hrs−contact 　with 　Vincristine，　and

47 ．2％ by　ACNU （c   ntroUO ％）．　In　the　Vinblastine　 and 　BCNU −trea匕ed 　group ，
　 G2−M 　phase−accumulation 　in−

creased 　rapidly 　during　24　h■ ．　alld 　then 　the 　accumulated 　cells 　in　G2−M 　phase　became 　dead　within 　72　hrs．　Hy −

per出 emia （40
°
）accumulated 　37％ oftotal 　cells 　into　the　G2−M 　phase．　In　other 　treatments ．，the 　cells 　in　G

岔

一M 　phase
were 　below 　30％ of 　tota ！cells．　Significant　synchronization 　dcpends　on 　concentration ，　 exposure 　time 　and 　tumor

speci 且city 　of 　agents
，
　even 　in　vitro 　systern ．

　 The 　effect 　of 　combined 　use 　of 　ACNU 　and 　Vincri5tine　was 　investigated　in　vivo　in　intraccrebrally　innoculated　C6

tumor ．　A 　rcl飢 訌vcly 　l  w 　amount 　of 　proliferating−fractめ n 　was 　shown 　in　comparison 　with 　cultured 　C691ioma ．　 Aftcr

the　gth　day 　fro皿 innoculation，　 combined 　 administration 　 of 　Vincristine
，
0．025mg ！kg　 on 　3　successive 　days，　 and

ACNU ，0．8　mg ！kg，　 on 　2　 successive 　days 倉om 　the　 second 　day 　of 　Vincristine　 was 　 intravenously　perfbrmed　 v 三a

femoral　vein 　of 　rats ．　The 　admlnistration 　ofVincristine 　O．25mgikg　and 　ACNU 　G．8　mg ！kg　was 　also 　tried　in　the　same

regimen 　in　another 　group 　Qf 　rats ．　The 　cells　in　GE−M 　phase　increased　to　2　1％ in　lowcr　 concentration 　and 　29％ of

total 　 cclls 　in　 higher 　 concentratlon （control 　69！0 ）．　 These 　 results 　 showed 　 the 　 possibility　 of 　 the 　 choice 　 of 　vinca

alkaloids 　and 　nitrosourea 　derivatives　f（〕r　cellular 　synchronization 　as　pretreatment　fc）r　radiotherapy ．
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1　 は じ め に

　近年生 長解析学の 進歩 は ， 腫瘍学を
一

層明解 な もの に

し ， 実 に化学療法，放射線療法 に お け る意義 も大 きい ．

　腫瘍 の 治療感受性 が Sinclair16） や Skipper17，

に よ り細

胞周期 との 関連 で 解明されて か ら， 漫然と した 経験 主 義

か ら理 論的 な治療体 系が 確立 され つ つ あ る．DeweyS ）

，

Sinclairle） な ら び に Terashimai9）
等 は，放射線 の 殺細胞

効果 を腫瘍細胞 の cell　cycle 　phase の phase　specificity に

基づ い て 研究 し，細胞周期 の うち で G2 （post
−synthetic ）

期 お よび M （mitotic ）期 に あ る 細胞が も っ と も放射線感

受性が高 い こ とを報告 し て い る．

　以来，放射線 の cell 　cycle 　phase　spccificity は 放 射 線

生 物学上 の 大 き な 問題 と し て 提起され て い る．こ れ らの

cell　cycle 　phase に基 づ く放射線感受性 の 違 い を，い か に

治療上 に 反映 し う る か とい う命題 で あ る．つ ま り， 腫瘍

細胞群 の う ち で G2 お よ びM 期に あ る細胞 の 絶対数 が 増

加すれ ば，cell 　kill の 効率が 良 くな る わ け で あ る ．

　放射線の target　cell 　cycle 　phase （G2M 　phase） に 脳腫

瘍細胞 を高 率 に蓄積 し，蓄積後 の 同調増殖 の 状態 で 放射

線治療 を計画 す れ ば，脳腫瘍 の 放射線増感を得る こ と が

可能とな る．

　以 上 の 目的 で ，実験脳 腫瘍細胞 に 対す る 各種 製 癌 剤

（Vincristine，　Vinblastine，　ACNU ，
　 BCNU

，
　 Bleomycin ，

5FU な らび に Methotrexate）お よ び ， 加温法 ，
マ イ ク ロ

波照射等 の 物理 的 要 因 が，培養細胞周期 に 与 え る 影響を

pulse−cytophQtometer で 観察 し，　 G2M 　phase へ の 蓄積効

果 に 関 し 比 較検討 し た ．さ らに Viucristineお よ び ACN

U の 合併投与 に よ る脳 内 移殖モ デル に お け る 同調効果 を

追加 し ， pulsc−cytophotometer の DNA 　histogra皿 の 自動

解析 の 方法 に つ い て 述 べ る．

皿　 方 法

1． 培養実験

　脳腫瘍 は ，
N ¶ itrQsQmethylurca誘発 の 実験 腫 瘍 rat

glial　tumor 　C6　straini
）

を使用 した．培養法 は37℃ ，
5 ％

炭酸 ガ ス 恒 温 静置培養 で，培養液 は RPMI 　1640 に bo−

vine 　fetal　calf 　serum （20％）を添加 し，　 initial　subcultiva −

tion は細胞数 104／ml で 2mt の dish で 開始 した，培養

開始後 3 日 目の log　phase に移 行 す る 時 点 で ，
Vincristine

sulfate （Oncovin ）を 10　pag／ml お よ び 1μg／ml ，　ACNU ：

1−（4−amino −2　methyl −5　pyrimidinyl ＞ methyl −3−（2−chlo

rocthyl ）−3−nitrosourea 　hydrochlor三de （三 共），を100μgお

よ び 10　Ug／rnl，　BCNU ： 1
，
3−bis（2−chloroethyl ）−1−ni しro −

sourea ，100 〜10 μg／m9 ，
5−fiuorouracil，　Methotrexate

，

Bleomycin を各 10 μg／ml の 各 濃度を含有す る 培養液 に置

換 し，24時間 ，
72時間 の 各時点 で pulse−cytoph 。tomcter

用 の 検 体 を作製 し た ．

　Micro −
wave 照射 は，　 DC 　power 　supPly 　I3・8V ，3・5A

か ら432．24　MHZ ，
10W の micro −wave で ，　dish の 上か

ら irradiation−plate を装置 し た．　さ らに hyperthcrmia

は ， 恒 温培養40 ℃ で contr ・1　dish の 温 度を保 ち な が ら行

っ た．

2． 動物実験

　実験脳腫瘍 Cfi　strain を Wister 系 ラ ッ トの 脳 実 質 に

106cells／0．03　 ml で 移植す る ，方法 は右前頭葉部 の 頭皮

を切開 し，動物 実 験 用 ドリル で 頭蓋 に 穿頭 し，硬膜下 2

mm の 深 さに 腫瘍細胞を注入 し，穿頭部 は bone　wax を

塗布す る．移植後 90 目で A ＞Vincristine　O・　025　mg ／kg

を 3 日間，2 日 目 よ り ACNU 　O．8mg 〆kg を併用静注・

B）10倍量 の Vincristineを 0・25　mg ／kg を 3 目間・さ ら に

2 日 目 よ り ACNU 　8　mg ／kg を大腿静脈より24時間 ごと

に ， 併用静注 を行 う．各時点の cell 　cycle 　phasc の 変動を

観察 し た．

3．　Pulse ・cytophetometer 用検体 の 作成

　培養細胞を0．2％ tripsine 処理 に よ り各 シ ャ
ー

レ よ り剥

離し， 遠心 （1，500r ・P・m ・・lemin ）1 さ らに PBS で 2 回

遠心 洗浄を行 う．そ の 後96％ cthyl −alcohol を 加 え ，　 ccll

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 添加 ，

37

℃ 20　 min 　incubation し，細胞内 RNA を溶解処理後 P

BS で 2 回遠心洗浄を行 う，そ の 後，　 pepsine液 10　ml

　（pepsine　10　mg ；0．2％ HCI 　IOe　ml ） を加 え，30℃ で 15

min 　incubationす る ．処理 後 PBS に て 2 回 遠心洗浄 を

行 う．0．Ol％ ethidium 　bromidc （ethidium 　bromidc　lO

mg ： tris　buffer　100　ml ） 染色液で 染色 し，室 温 に30分 放

置 し，検 体 を cell　suspension の 状 態 で pulse
−cytopho −

tometer に か け，　 DNA 　hlstogram を得 る．

4・ Pulse・cytophotometry の 各 peak か ら の cell

　　 cycle 　phase の 計測法

　Histogram か らの 計測 の 数字モ デル に は，著者 な ど が

小 杉 ら と作成 し た Fried の 変法を開い た．

　　 F 　＝　FCI 十 FS 十 F （G2 十 M ）

　　　　 G1 ＝＝∠41　exp ｛β1 （i
一

μエ丿
2
｝
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　　　　C， ＋ M 　一　A
、
　exp ｛B ，

　（i一μ3丿
2
｝

　 　 　 　 　 　 　 　 μ 3−1
　　　　F ∫＝A2 Σ 0   exp ｛B ．2

〔κ ） ri− k丿e｝
　 　 　 　 　 　 　 K ＝pl 十 1

　　　　　　 K ＝Channel 　number 　Cc
κ ）＝normalizing

　 　 　 　 　 　 　 　 facter

　　　　　　B
・
・ff・ 一・

・ ＋
低 二

群琵1
二 哩

　上式 か ら F は，7 個 の parameter ；A1 ，　A2， 毒 ，　Bl，　Bs，

μ 、，μ3 で 表 現 され る こ とに な る ．Hist・gram か らの 値 を

もと に FACOM 　230−38 で Fa
、，　E9，　Fσ

ガ 1．　M を CQm −

puter で 自動計算 し て い る ．

］1［ 結 果

1・ 培養実験 に基 づ く結果

　各種制癌剤 お よ び加 温 法 ，
マ イ ク ロ 波照射 に よ る細胞

周期 の 変動を pulse−cy 亡oph 。tometer に よ る DNA 　histo9−

ram か ら得 た が，無 処 置群の 実験 培養細胞 C6 の pat亡crn

を Fig・1 に示 す．横軸 は DNA の 染色量を示 し， 相対 D

NA 量 に な り， 縦軸 は各 channel に相 当す る 細胞数を表

わ し て い る．2C 　DNA 量 に 位置す る pcak が 細 胞 周 期

の うちで ， 核酸合成を開始す る 以前 の 細胞 ， すな わ ち G
、

phase で あ り，ま た non −
proliferating 　cell （Go） もこ の

部分 に位置す る と考 え られ，こ の peak は G
、

．1．diploid

G 。
cel1 の 集積とみ な し うる．ま た，4C 　DNA 量の peak

は 核酸合成が終了 し た G2　phase お よび mit ・tic　phase に

あ る細胞 を 表現 し て い る， さ らに 核 酸含成期 の Sphase

は，2C→4C の 2 つ の peak の 移行部に相当す る こ とに

45
．

ー

1

な る ．Simmulation に よ り測 定す る と，各 phase は G1
一トdiploid　G ，

　70．　9％，　S　phase　I8．5％ ，
　G2 十 Mphase に あ

る細胞 は，全体の 腫瘍 の うちで 10．6％ に な る ．

　1） 放射線感受性 の 高 い G2M 　phase へ の 集積効果

　Fig・2
，　 Fig・3

，　Table　 r に phasc の 変動 を示す hg　Vin−

cristine ，　 ACNU ，　Vinblastine，　 BCNU ， に 強 い G2M

rOO5
t

i
，． 、K　

C ° ” tr ° ’

（gs’s’’” ）

500

尸

2C 　O，〉＿ ＿ ＿＿ ＿ ＿

へ
ー

疑
 

V 工NCRIST 工NE
　 24hrs− 10μ9／ml

　　　　（／3294）

ー
　Cef1　cycle　phase　oI8tributien
of　C6　experim6ntal 　glioma

Oont斛
（9818c．c．）

コ ！∴ 一

Fig．　l　Pulse −cytophoto 皿 ctric 　histogram 　of 　cu 匡tured

　 rat 　cxperimental 　glioma 　C6　strain ．　 The 　first　peak

　 at 　2C　rcpresents 　cells 　with 　Gl　DNA 　content ．　The

　5econd 　peak　is　due　to　cells 　with 　G2　M −DNA 　 cQn −

　tcnt．　The 　cells　is　S　phaseare　lying　between 　the 　two

　peaks．　 Ordinatc ； ccll 　 numbcr ，　 abscissa ； relativc

　fiuorescent　intensity　of 　ethidium 　brornide　stain

　proportional　to　the 　nucLear 　DNA 　content ．

500

Iu 　 2C　 4C

ー

ノ

へ
ー
ー

ー
 

VINCRISTINE
　72hrs − 10μg／mt

　　　　（27802＞

LFig
，2　 The 　histograms　indicate　the　 change 　of 　the

　cell 　 cyde 　phase　distribution　undcr 　the　 effect 　 of

　Vlncristine （10 μg！mt ）．47 。6％ cells　of 　diploid　cell

　population 　 werc 　 accu 皿 ulated 　 into　 the　 G2M

　phase ．　PolyplQid 　 cells　 are 　induced 　by　Vincristine

　 treatment ．
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Table 　l　The 　quantitative　values 　of 　cell　cycle 　phase　under 　the 　e 飾 ct　of 　che 皿 otherapeutic 　agents ，　heperthermia

and 　micro −wave 　irradiation，

　 　 　 　 　 　 　 Concent−　 　 　 　 　 　 　 Time
　　　　　　　 ration 　　　　　　　　　　　　　　（h）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 G
！十 MGI ％　　　　　　 S ％

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ％

Vincristine

10 μ

4馬

227

61．426

．0

18．726

．4

1μ

4亠

227

59．652

．2

18．82

】．0

19．947

．621

．626

．8

100 μ

4−
0427

81eU164

乱

16．518

．4

16．540

．5
ACNU

10，u
4亠

227

53．323

．3

16．629
．9

30．147
．2

100μ

4亠

227

4e．1 　 22．9ccll
　death

37

BCNU

10μ

4ム

227

30．5 　 30 ．9cell
　death

38．　6

Vinblastine

loeμ
4ム

24

・

2

27

　

27

32．8 　 25．Ocell
　dcath

42．2

loμ

40．343

．6

29．121

．8

3G．634

．7

Methotrexate 10 μ

4亠

227

60．442

，8

L8．528

，4

181822

5−FU 10 μ

4晶

2

　

42

27

一
27

61．050

．558

，941
，0

21．523

．5

Bleomycin 10 μ

14，326
，0

17．525

．　926

．733
．O

Microwave 　 432．24
MHz 　 lOW

4宀

227

60，442

．8

Hypertbermia 40℃

4み

227

46．8

盟，且

18，528

，4

21．128

，8

32．318

．7

20．937

，2

phase　accumulatien を認 め る．集積効果 と時間の 推移と

の 関連か ら 2群 に 分 け う る．

　（i） G2M 　phase へ の 集積が72時間 に 漸増す る 群，

　Vincristine，　ACNU で は 漸時 cell　cycle 　phaseの 変動 が

認 め られ，diploid　cell　cycle の 47．6％ が集積 し，　 ACNU

で は47．2％ （10 μg），40．5％ （100 μg）の 値 を示す．

　（ii） G2M 　phase へ の 集積が24時間以内 に生 じ，そ の 後

細胞死 を示 す 群．

　BCNU は 100μg で 24時間後 に 37％，10 μgで 38．6％ を

示すが，72時間で は各濃度 で 細胞死 を 示 す．Vinblastine

も同様 に IOOμ9 で は24時間後42．2％，そ の 後細胞死 を

み る．10 μ9 で は 細胞 は生存 し，34．7％が 72時間後ま で

認 め られ る．

　（iii） G2M 　phase へ の 集積は生 じ る が，72時 間 後 で 30

％ 以 下 の 薬剤 群 は Mcthotrexate　28，8％，5−FU 　25．90／， ，

Bleomycin 　26．7％ で あ る．ま た，物理 的方法 と し て の

hyperthermia （40℃ ）37．2％，　 microwave 　28．8％で あ b，

加 温 法 が 高 い 値 を示 す の が 注 目 され る．

　 2）　 Sphase の 変動

　 Mcthotrexatc　28．斗％ ，
　 Vinblastine　25％，5−FU 　23．5％

で ， い ずれ も72時間後 に maximum 　levelに達 す るが，

G2M 　phase　accumulation の 比 率 か らみ る と低値 を示 す．

　 3） G
，phase の 変動

　 Vincristine　26，0％，　 AGNU 　23．3％ と低値 を示す．
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　　4）　Polyploid　cell （tetraploid 　cell　cycle ）の 出現

　Vincristine
，
　 ACNU

，
　 Bleomycin で 72 時間後，

　Vinblas −

tine，　BcNu に 24時間後 に 4・C　DNA の 右方に polyploid

cell の 細胞 が 出現す る．

2・　 動物実験 に 基 づ く結果

　Wister　rat に移植 し た Ce　tumor を Fig ．6 に示 す が，
106　cell ／O．03　m ♂の 濃度 で 100％ の 移植率を得 る こ とが で

きた．平均 生 存 日は 23± L4 日で あ る．未処 理群の C6
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Fig．6　1mplanted　C6　glioma 　in　the 　cerebral 　tissue

　 of 　Wister　rat ．
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Fig．7　The 　lllstogram　of 　irnplanted　C6　tumor 　irユ the

　 cerebral 　tissue　of 　VV孟ster 　rat ，　The 　relative 　lQw　rate

　of 　growth ［ね ction 　was 　illd正cated 　in　comparison

　with 　the　cultured 　C6　glioma．　G2M 　phase　fraction

　is　6つもof 　total 　cells ・

oq5

24hrs

mg
，Kg

42hrs72hrs

Fig ．8　 The 　gradual　increase　of 　G2M 　phase　by　the

　 cffect 　 of 　intravenous　 injection　 of 　ACNU 　 and

　 vincristine．

tumor の histogramは Fig・7 に 示す ご と く，G
、＋ G

。
84

％，Sphase　IOo／．，　G2M 　phasc　6 ％で ，培養時に比較 して

Sphasc ，　G2M 　phase が 低値 で あ る，　 Fig．8 は，各薬剤 の

濃度と投与 期間 に お ける G2M 　phase の 推移 を 図 に 示 し

た もの で あ る が，連続静注 に よ り漸時増加傾向を示 し ，

72時間後 に は Vincrlstine　O．　025　mg ／kg，お よ び ACNU

O．8mg ／kg の 合併臨床許容濃度で は 21％ ，
10倍 量 の Vin −

cristine 　o．025　mg ／kg，お よ び ACNU 　8　mg ／kg の 投与 で

は29％の 値を示 し ， 各 々 contro1 群 の 6 ％ と 比 較 す る

と，
3．5倍 ， お よ び4．8倍 の G2M 　phase の 増加 を 認 め て

い る．Fig・9 は ， 各濃度の histogram を示す もの で あ る

が ，
in　vive　model に お い て は 4C　DNA 　content よ り右に

位置す る polyploid　cell の 発生 は認 め られ な い ．ま た，

in　vivo　model 特 に脳内移植腫瘍に お い て も G2M 　phasc

accumulati 。n を生 じ る と理 解 し うる 結果 を得 た ．

鰍

Fig．9　 The 　maximum 　value 　of 　G ，
M 　phase 　is　29％

　in　higher　dosage　and 　21％ ln　lower　dosagc　during
　 72hrs　trcatment ．

IV　考 察

　Ethidium 　bromide　DNA 特異螢光染色法を 基 に し た

pulsc−cytophotometere
）

に よ る DNA 　histogram の 分 析

は，生長解析学に新 しい 手法 と し て導入 され た が ，
his−

togram と し て の pattern の 認識か ら各 cell　cyclc 　phase

の 計量化 の 方向性が求 め られ て きた．二 相 性 の pcak が

Gauβ分布 を とる こ と が前 提 で あ る が ，　 Berkharn2）ら

は，G1，　S，　G2M 　phase の componcnt の 合成 pattern と

して hist。gra 皿 の 数値 か ら simulati ・ n 　model を作 成 し

た．Simulation　dataよ り各細胞相 の 数値を逆算す る こ と

に な る．著者 ら と 小杉
9）

は Fried の 求 め た simulati ・ n

mode1 を改良 した が， それ は Fricd の 式 が 完全 な Gau β

分布 を想定 し て い る が，現実の pattcrn は noise 成分 の

混入や peak の dcformity が あ る こ とか ら，　 original 　pat一
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Fig．10　Mathematical 　 model 　 of 　simulation 　of 　his−

　togram 　is　based　on 　the　Fried　and 　Kosugl　method5 ．

tern の 全 点 が計算値を適正 化 させ る 最小 自乗法を基 に し

た analytic 　medel を作成 し た ．こ の 方法 に よ り得 られ た

S−phase の 値を H
，
−thimidine の labeling　index と比較す

る と C6　cell　lineの control 値 は 各18．4％ ， お よ び 18％ と

近 似 の 値を得 る こ と が で き る ．し か し な が ら，　 こ の si −

mulation 　model は S−phase に あ る細胞 か
一

定 の speed

で核酸合成を行 う こ と を想定 した modei で ，　 S−phase

に障害 が 生 じ る と，値 は ば らつ きが 多 くな る こ とが 今後

の 問 題 で あ る （Fig．　 IO）．

　本実 験 の 目的 は，脳 腫 瘍 に 対 す る 単 な る 感 受 性 の

screening を 目的 と し た もの で は な く，脳 腫瘍に使用 し う

る化学療法剤が Cellular 　synchronization と言 う観点か ら

の 効果 の 検 定 で あ る，化 学 療 法 剤 の うち で， vinca 　alka −

loid の 有す る cytostatic 　effect に 関 して は，　 Tannockl7 ）

，

Puckio）
，
　 Rizzonili）

らの 研究が ある が ，
　 cytophotometer

を 使用 した 実 験 で は Colcemid で 28〜30％ の G ，M 　phase

accumulation が 認 め られ
13）15｝，今回 in　 vitro の 実、験で

V三ncristine 　10μg で 47．6％ の 高値が得 られ た わ け で あ

る．

　しか しな が ら，Vincristine　l μg で は，26．8％で あ り，

concentration 　dependentで あ る こ とは留意す べ き 点 と思

わ れ る．ま た72時 間 の 経 過 で ，漸 増 的 に増 加 を示 す 傾 向

は Colccmid と 同様 で あ る ．　 C6　cell　Iineの ccll 　cycle

time か ら考え る と ， 十分な濃度があ れ ば 24時間以内 に，
G2M 　phase 　accumulation カヨ全細胞 で 完成され る こ とが 予

測され る わ け で あ る が，実験 結 果 で は ，72時間 で も Gl

phase，
　 S−phase に残存細胞 が 認 め られ る ．

　 お そらくこ の 現象は cytostatic 　effect が，一
回 の mito −

tic　impairment は block が完成せ ず に ，数回の 機会 が 必

要 で あ る こ と か ら生 じ る 現象 で あ る こ とが 示唆 され る わ

け で あ る．ま た Gi　peak に 遣 残 す る 細 胞群 と，長時間薬

剤 を使用 す る と必 ず出現 す る 4C 以上 の DNA 量 を 有

す る pQlyploid　cell の 解釈が問題 となる ．　 Gl　peak に 最

終的 に 遺残す る 細胞 を quiescent　cell い わ ゆ る G
。
　cell

と考 え て い る が
3 ）14 ＞

，　 こ の 点 は将来 cell 　soater と vital

stain の 開発 が み られない 限 り， 明 確 に な ら な い で あ ろ

う．

　 さ ら に ，polyploid　cell が functional　cell 　fusionの 結果

で 生 じ る 多核細胞 を意味す る の か，endoreduplicationli
）

に よ る polyplold の 出現 に よ る か， ま た は tctraploid

ccll　cycle への 移行が行わ れ て い る の か ， そ の 機構 は 現在

histogram か ら は区 別 が つ か ず ， 形態的な検索 で は い ず

れ の 可能性 を も示 唆 す る 所 見 を得 て い る ．

　Nitrosourea系制癌剤 で あ る ACNU ，　BCNU は ，

一
般

的 に Skipper の ccll 　cycle 　non −specific と され て い る が，
cytophotometric 　analysis に よ る と G2M 　phase の peak

に 集積 をみ て い る．

　両者 の 大 き な違い は，BCNU の 方 hl
’
　cytocidal 　effect

が ACNU よ りも強 く， 72時間以内に G2M 　phase に 集

積した 細胞 が ，
cell 　death の 過程を進 む こ と にあ る．　 A

CNU の G2M 　phase　accumulation は 漸増的 で 持続性 で あ

る．Bleomycin の 作用 は 多 くの 報告が あ るが，　 SchUman

ら
lz ）

は ，
　 melanoma の 細胞を G2M 　phasc に集積させ た報

告を し て い る が，今回 の Ge　cell 　 linc に お い て は 十 分 な

効果 を示 さな か っ た．こ れ は 腫瘍 の 薬剤感受性 に 基づ く

結果 と考 え て い る．

　Hyperthermia に よ る phase 　accumulation は，　Derting−

er 　chinese 　hamster を使用 した sphero 三d　culture の 実験 が

あ る
4 ）

．

　報告 に よ る と，外層 は partiaL　synchronization を 示

し， 後 に 内層 の non −cycling 　cell 　ill　growth　fraction　に

移行する rccruiting 　m ・ det を示 し ，
12時間後 に 32 ％ の

G2M 　phasc 　accumulation を彳尋て い る．我 々 の 実験結果 で

は，37．2％ の G2M 値 を示 して い る ．

　動物実験 model は ， も っ と も選 択性 の 強 い Vincristinc

と持続性 の ACNU の 併用効果を検討す る こ とを 目的 と

し て い る ．
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　3 日 間の 連続静注 は培養実験の 結果 が 漸増的 で ， 数回

の mitotic 　phase で の blockが 必 要 で あ る 可 能 性が 強 い

こ とか ら以上 の 投与法式を 試み た．Wister　rat を使用 し

た こ とは，本来 C6　glial　tumor は Fisher 由来で あ る が，

100％ の transplantability が あ る こ と と，全例が 脳 腫瘍 を

示 すの で ，cell　cyde 　phase の 変動の model に 使用 し た．

　脳内移植 の C6　tumor 　patternは in　vitr・ に比 較 し て ，

S−phase，
　G2M 　phase と もに低値 で ，　 G2M 　phase は培養

条件と同様 に 漸増的 に 増加す る．こ の 結果 は ，
72時間以

上 の 連続投与が 十 分 な G ，M 　phase 　accumulation に 必 要

で あ る こ とを示 す もの で ある．以上 脳 腫 瘍 の ccllular

synchronization を目的 と し た 化学療法に Vincristinc，　A

CNU の 選択 が有効 で あ る と考 え られ 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　tumor 　cell 　lineを使用 し，

培養お よび ラ ッ ト脳 内移植モ デル にお い て，各種制癌剤

お よび 加温法 ，
マ イ ク ロ 波照 射 の 同 調，蓄 積 効 果 を

pulse−cytophotometer （ICP −11）で 解析 した．

　Vincristineに 強い GfiM　phase へ の 選択的 な蓄積が 47・6

％認 め られ ，さ らに nitrQsourea 系制癌剤，加 温 法 に強 い

同調効果 を認 め た．ま た脳内移植 m 。delで は，　 ACNU
，

Vincristineの 併用療法 で，29％ の G2M 　phase の 蓄積を

認 め た．ま た時間的要素が 重要 で，開始 後72時 間 目ま で

漸増傾向 を示 す．

　勉 痂 omodel に お い て も同調効果が確認 され ， 今後の

synchronization
−radiation 　therapy の 可 能性 を示 唆 す る も

の で あ る．

　本 研 究 の 一部 は，厚 生 省 の 癌研 究 助成 金 よ り援 助 を う

け た ，
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