
N-acetoxy-methylaminoazobenzeneの ク ロ ー ン化

さ れ た ラ ッ ト肝 細 胞 株 に 対 す る影 響

岡山大 学 医学 部癌 研病 理 部(主 任:佐 藤二 郎教 授)

西 山 正 一 ・ 常 盤 孝 義 ・ 佐 藤 二 郎

(昭和56年11月26日 受稿)

Key words: Ac2F細 胞

ラ ッ ト肝単 個 培養 株

in vitro化 学 発癌

AcMAB

DAB代 謝 活性 体

緒 言

著 者 ら は,ア ゾ 色 素 に よ る ラ ッ ト肝 細 胞 癌 化

機 構 の 解 明 を 目的 と し た研 究1～14)の 一 環 と し て,

す で に 肝 マ イ ク ロ ゾー ム 分 画15～23)(S15 mix

ture)に よ り化 謝 活 性 化 さ れ た3'-methyl-4-di

methylaminoazobenzene(3'-Me-DAB)が,

 3'-Me-DAB単 独 投 与 に 比 しin vitroで 有 意 に

細 胞 の 悪 性 度 を 増 強 させ る こ と を 報 告24,25)し た.

本 研 究 に お い て 我 々 は,ア ゾ 色 素 に よ る 発 癌 と

代 謝 との 関 連 を知 る こ と を 目 的 と し て, DAB

のultimate型 と さ れ て い る, N-acetyl-methyl

azobenzene(N-AcMAB)の 正2倍 体 単 個 ク ロ

ー ン , Ac2Fに 対 す る 種 々 の 効 果(癌 化 実 験 を

ふ くめ た)を 検 討 した.

材 料 と 方 法

(1)細胞: Ac2F細 胞.す なわ ち5ヶ 月令 の呑 竜

系 の ラ ッ ト肝細 胞株RAL-526)を1ヶ 釣 培 養(1

ヶ釣 時の 培養 日数 はPrimary culture以 後370

日 目)し て正2倍 体 性 クロー ン とした もの で あ

る.

(2)培養 方 法:標 準 培 地 として はEagle's Mini

mal Essential Medium(MEM)に, 56℃, 30

間非働 化 したBovine Serum(BS)を20%に な

る よ うに加 えた培 地 を用 いた.培 地 には100uni

ts/mlの ペ ニ シ リンGカ リウム(明 治製 薬株式 会

社)と100μg/mlの 硫 酸 ス トレプ トマ イ シ ン

明 治(明 治 製 薬 株 式 会 社)を 添 加 し た.継 代 は

7日 目 ご と と し,継 代 時 細 胞 播 種 は60mmの プ

ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ(Falcon社)に 細 胞 数 が30

万 ヶ/シ ャー レ に な る よ う に 調 整 し た.培 養 は

開 放 系(37℃, CO2 5%, Air 95%)で お こ な っ

た.

(3)発 癌 剤 と そ の 濃 度

(a) DMSO(Dimethyl sulfoxide, Sigma社)

濃 度0.4%

(b) 3'-Me-DAB(3'-methyl-4-dimethylamino

azobenzene,東 京 化 成 工 業 株 式 会 社)濃 度4×

10-4M(80μg/ml)

(c) AcMAB(N-acetyl-methylazobenzene,東

北 大 学 橋 本 嘉 幸 教 授 恵 与)

濃度 1×10-4M(低 濃度 処理 の 場合)

5×10-4M(高 濃度 処理 の 場合)

発癌 剤 のAc2F細 胞へ の 処理 はFig. 1.の 通 り.

(4)実験 法

(i) 3'-Me-DAB(4×10-4M)とAcMAB(1

×10-4M)のAc2F細 胞 の 増殖 にお よぼ す効 果;

Ac2F細 胞 を6万 ヶ/mlの 濃度 で35mmの プ

ラ スチ ッ クシ ャー レ(Falcon社)に1mlず つ播

種 した. 3'-Me-DABな い しはAcMABを 含 む

培 地 で 培養 後, 1, 3, 5日 目に培地 交 換 を行

な い7日 目に お け る細胞 数 をカ ウ ン トした.

(ii)血清 濃度 を変 えた場 合 の3'-Me-DAB(4×

10-4M)とAcMAB(1×10-4M)の 細 胞 増殖

阻害;
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Fig. 1. Treatment of Ac2F cells with 3'-Me-DAB and AcMAB (N-acetoxy-MAB)

Ac2F細 胞 を6万 ヶ/mlの 濃度 で 含 む 標 準培

地 を35mmプ ラス チ ッ クシ ャー レ(Falcon社)

に1mlず つ播種 した.血 清 濃度 を0%, 5%,

 10%, 20%と 変 え た培地 に, 3'-Me-DABな いし

はAcMABを 含 む実験液 で培地 交換 した3日 後

(Total 5日 目)に お け る細胞 数 をカ ウ ン トし

た.対 照 と して 用 いたDMSO(0.4%)処 理 の細

胞数 を100と した時の処理 群 の細 胞数 の割 合(%)

を求め た.

(iii)動 物 復 元 実 験(Back-transplantation)の

検討;

生 後24時 間以 内の新 生 児 呑竜 系 ラ ッ トを使用

し細 胞数100万 ヶ又は150万 ヶを皮下 移植 し,腫

瘍 形 成 の有 無につ いて7ヶ 月～10ヶ 月間観 察 した.

(iv)細胞 形態 観 察; Fig. 1.参 照

継代 後2～3日 目に コン トロー ル な らび に実

験 群 の 細胞 を位相 差 顕微 鏡 を用 いて観 察 し細 胞

形態 の 経時 的 な変 化 を追 求 した.

(v)軟寒天 内 にお け る コ ロニー 形 成能 の検 討;

コン トロー ル な らびに実 験 群 の 細胞 を0 .5%

の 濃度 の 軟 寒天(Special agar-noble, Difco)

に重 層 され た0.33%の 濃度 の 軟 寒 天内 に生 細 胞

数33万 ヶ(High inoculum size)又 は3.3万 ヶ

(Low inoculum size)を 播種 し2～3週 間 程観

察 し コロニ ー 形成 の 有無 を調べ た.

(vi)細胞 飽 和 密 度(Saturation density)の 検

討;

コ ン トロー ル な らび に実 験群 の 細胞 を35mm

プ ラ スチ ック シャー レに10万 ヶ播種 した. 2日

ご とに培 地 を更新 しな が ら細 胞数 をカ ウン トし

増 殖 曲 線 を描 い て,細 胞が定 常 状 態に 達 した時

点 の 細 胞飽 和密 度 を算 出 した.

(vii)コロニ ー 形成率(Plating efficiency)の 検

討;

コン トロー ル な らびに 実験 群 の細 胞 を60mm

プ ラス チ ッ クシ ャー レに200ヶ 播種 した.播 種

後4日 目に培 地 更新 し, 8日 間培 養 した後 メタ

ノー ル で 固定,ギ ムザ 染 色 しコロ ニー数 を カウ

ン トした.

結 果

(1) 3'-Me-DAB(4×10-4M)とAcMAB(1×

10-4M)のAc2F細 胞 の 増殖 に お よぼ す効 果.

 (Fig. 2.)

本 実 験 に使 用 された 濃度 の3'-Me-DABな ら

びにAcMABで はDMSOに 対 して比較 した時,

細 胞 増 殖率 は50%以 下 であり,少 くとも4日 間以

上 の 添加 が可 能 で あ る こ とが 判 明 した.

(2)血清 濃度 を変 え た場 合 の3'-Me-DABとAc

MABの 細 胞 増 殖 阻害. (Fig. 3.)
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Fig. 2. Effect of 3'-Me-DAB and AcMAB on the 

proliferation of Ac2F, untreated rat liver cells

3'-Me-DABは 血清 濃 度 の 高 い所 で 比較 的 強

く細 胞増 殖 阻害 を示 したがAcMABで は 逆 の

現象 が 見 られ た.こ の意 義 は必 ず しも明確 では

な いが本 実験 でAcMABで 形 態 変 化 が 著 し く,

又3'-Me-DABで は ほ とん ど変 化 がみ られ なか

ったこ ととなん らか の 関連 が あ るのか も知 れ な

い.

(3)動物復 元実 験 の結 果. (Table 1)

Fig. 3. Effect of concentration of bovine serum 

on the proliferation of a rat liver strain, Ac2F 

cells after treatment with AcMAB and 3'-Me

- DAB

実験 開 始 後, 16日 目に復 元接 種 された 結果 で

はAcMABの 高 濃度処 理 細 胞 に お い て1/2の

腫瘍 形 成 を認 め たの み で あ り,コ ン トロー ル な

らび に3'-Me-DAB処 理 細 胞に お い ては すべ て

陰 性 で あ った.実 験 開 始後, 99日 目の結 果 で は,

 AcMABの 高濃 度処 理 な らび に3'-Me-DAB処

理 細 胞 にお いて それ ぞれ1/3の 腫瘍 形成 を認め

た他 に,コ ン トロールの腫 瘍 形 成(1/3)を 認めた.

(4)位相 差 顕微 鏡 に よ る細胞 形態 の 経 時的 観 察.

Table 1. Back-transplantation test of Ac2F cells treated 

with or without AcMAB or 3'-Me-DAB
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(a)コン トロ一 ル(DMSO),写 真1, 2:実

験 経過 中上 皮様 細 胞の 形 態 を維持 した.コ ロニ

ーの 辺縁 部 は規 則正 しい配列 を示 した . (×100)

(b) 3'-Me-DAB(a),写 真3, 4:実 験 経過 中上

皮様 細 胞 の形 態 を維持 しコロニ ー辺 縁 部 も大体

規 則正 しい.実 験 の 経過 中,細 胞 質の 若 干増 大

して い る もの が散 見 され た. (×100)

(c) 3'-Me-DAB(b),写 真5, 6: (b)の場 合 とほ

ぼ 同 様 で上皮 様 形態 を維持 し辺 縁 部 も大 体規 則

正 しい配列 を示 した.し か しなが ら実 験 の 後半

では 細胞 の大 きさが所 々 に お いて不 均 一 で あ っ

た. (×100)

(d) AcMAB(1×10-4M),写 真7, 8:実 験

経過 中,大 きな変 化 はみ られ なか った.上 皮様

細 胞の 形 態 を維持 し コロニー の 辺 縁部 は規 則正

しい配 列 を示 した. (×100)

(e) AcMAB(5×10-4M),写 真9, 10:実 験

の経過 に と もない細 胞 形態 に変 化 が 出現 した.

す なわ ち実 験 の後半 で は細 胞 質の 増大 が 著 明で

細胞 の大 小不 同 もみ とめ られ た.細 胞密 度 の高

い部 分 にはPiling-upが 見 られ 多核 細胞 も存在

し核 分 裂像 も多見 され た.細 胞質 内に は著 明 に

空 胞が み られ コロニー の 周辺 部 は不 規 則 であ っ

た. (×100)

(5)軟寒 天 内に おけ る コロニー 形 成能(Table 2)

AcMABの 高濃度(5×10-4M)処 理 細 胞 の

場合 に播種 細 胞数 が 多い時(細 胞数33万 ヶ)に

軟 寒天 内に おけ るコ ロニー数 の増加 が み られ た.

Table 2. Growth properties of Ac2F cells treated with or without 

AcMAB or 3'-Me-DAB. Colony forming efficiency in soft 

Agar

又, 3'-Me-DAB単 独 処 理 の 場 合 もAcMABの

高 濃度 処理 の時 ほ どでは な いが 軟 寒天 内 コロニ

ー 数 の若 干 の増 加 が認 め られ た.

(b)細胞飽 和 密度(Saturation density)の 検 討

(Table 3)

コ ン トロー ル に くらべAcMABの 高 濃 度 処

理 細 胞 の場 合 に のみ 細胞 飽 和密 度 の 有意 な増 加

がみ られ た. (※P<0.05)

(7)コロニー 形 成率(Plating efficiency)の 検 討

(Table 4)

コン トロー ル に くらべAcMABの 高 濃 度 処

理 細 胞の場 合 に コロニー 形 成率 の場加 がみ られ

た.他 の 処理 条 件 で は コン トロール との 間に有

意 な差 は み られ なか った.

考 察

今 日発癌 剤 の代 謝 活性 化 は細 胞 に おけ る突 然

変異 の 誘導 あ るいは 発癌 に必 須 な 条件 とみ な さ

れ て いる.哺 乳動 物 細 胞 を用 いた この方 面の 研

究 も多数15～23)みられ るが それ らは種 々の 薬剤 耐

性 コロニー の 出現,な い しは 急性 の染 色 体 異常

をマ ー カー とした 突然 変 異の 立場 か らの 追求 が

殆 ん どで あ り癌 化 との 直接 的 な 関 連 まで に言 及

した もの は 少 ない.こ こでは, 3'-Me-DAB単 独

添加 例 と比 較 しつ つ代 謝 活性 体(AcMAB)に

よ る ラ ッ ト肝細 胞 の 形態 的変 化 な どの 諸性 状 の

変 化 と と もに癌 化 の 可能 性 を追 求 した.

復 元実 験 の 結果 は,実 験 開始 後16日 目お よび

99日 目にお いてAcMAB高

濃度処 理 細 胞の 腫瘍 形 成 を認

め た.コ ン トロー ル は99日 目

にお い て 自然 発癌 を認め た.

 16日 目にお いてす で に腫 瘍 形

成 を認 め た事 実 はAcMAB

の 強 い突 然変 異 原性(微 生 物

の 系),あ るいは 以下 に のべ ら

れ る細胞 生物 学 的変 化 との相

関 を示唆 す る もの で あ るが,

 99日 目の結 果 は 自然 発癌 の事

実 よ り, AcMABに よる癌 化

の誘 導 か 自然 発

癌 の促進 の いず れか を区別 す

ることはできないと考 えられる.
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Table 3. Growth properties of Ac2F cells treated with or 

without AcMAB or 3'-Me-DAB. Saturation density

* p<0
.05

Table 4. Growth properties of Ac2F cells treated with or without 

AcMAB or 3'-Me-DAB. Plating efficiency on plastic dish

* 300 cells were inoculated

in vitroに お け る種 々 の性 状 の変 化 につ い て

は, AcMABの 高 濃度(5×10-aM)処 理 に よ

り調べ られ た種 々 の性 状 にお いて著 明 な変化 が

認 め られ た。AcMABは 矢 作 ら27)によ って,微

生物 の 系に お いてDABあ るい は3'-Me-DAB

な どの,前 駆 物 質 に比較 して 強 い突 然変 異 原性

を示 す こ とが 報告 され て い る.本 実験 で 認め ら

れたAcMABの 肝 細 胞 に 対 す る効 果 は この よ

うな, AcMABの 変 異 原性 に よ る もの と思わ れ

る.

現 在,本 研究 の うち復 元実 験 に 関 して16日 目

の結 果 の追 試確 認 中 で あ るが 当面 の問 題 と して

は培 地,培 養 法 な どの

改良 に よ り,コ ン トロ

ー ルの安 定 な実験 系 の

開発 が 早急 に望 まれ る.

結 語

クロー ン化 され た培

養 ラ ッ ト肝 細胞 株 に対

し3'-Me-DABあ る い

は究極 型 発癌 物 質 とみ

なされ て い るAcMAB

を添加 し,腫 瘍 形成 能

と と もに種 々の性 状 の

変 化 を検討 した.そ の

結果,細 胞生 物学 的 変

化 と して は,対 照群 の

細 胞に くらべ実 験 群 の

細 胞(特 にAcMAB

の高 濃度 処 理 の細 胞)

で は細 胞形 態 の変 化 が

著明 で あ った.又,軟

寒天 内 にお け る コ ロニ

ー 形 成能
,液 体 培 地 に

おけ る コ ロニー 形 成能

(Plating efficiency),

細 胞飽 和 密 度 な どにつ

いて もAcMABの 高

濃度処 理 の 細胞 では対

照群 の細 胞 に くらべ 著

明 な差 異が 認め られ た.

動物復元実験に関し

て は,実 験 開始 後, 16日 目お よ び99日 目に お い

てAcMAB高 濃度 処理 細 胞 に腫 瘍 形成 を認め

た.コ ン トロー ルに は99日 目にお い て 自然 発癌

を認 め た.

なお,本 論文 の要 旨は昭和55年11月 に開かれた第

39回 日本癌学 会総会(東 京)に お いて発表 した.
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Effect of N-acetoxy-methylaminoazobenzene and 3'-methyl-4

- dimethylaminoazobenzene on cloned rat liver cells with special

 reference to cellular morphology and growth capacity

Syoichi NISHIYAMA, Takayoshi TOKIWA and Jiro SATO

Division of Pathology, Cancer Institute

Okayama University Medical School

Cloned rat liver cells were treated with an ultimate carcinogen, N-acetoxy-methyl

aminoazobenzene (AcMAB) and 3'-methyl-4-dimethylaminoazobenzene (3'-Me-DAB) then 

various biological characters of the cells including tumorigenicity were examined. In 

regard to back-transplantation, after 11days of experiments, a high concentration 

(5•~10-4M) of AcMAB-treated cells formed tumors in one out of two rats. And a low 

concentration (1•~10-4M) of AcMAB or 3'-Me-DAB-treated cells and untreated control 

cells did not form tumors. After 99days of experiments, tumor formation was observed 

not only with the high concentration of AcMAB-or 3'-Me-DAB-treated cells but also 

with untreated control cells. AcMAB-treated cells had altered morphology and growth 

properties in vitro compared to 3'-Me-DAB-treated cells and untreated control cells. 

These results suggest an ultimate character of AcMAB, especially from the view point 

of tumor-forming capacity.


