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第1章　 緒 言

1965年 梅 沢1),2)らによって発見 されたBleomycin

は放線菌Streptomyces Verticillusの 一菌株より

分離された抗腫瘍性抗生物質であるが,臨 床的には

市川3)らによって扁平上皮癌にす ぐれた治療効果を

認めることが報告され,そ の作用機序については田

中5),梅沢6)らによるとBleomycin (BLM)はintact

の大腸菌, Ehrlich癌 細胞, Hela細 胞のDNA合 成

を阻害するとされているが,特 筆すべきことは副作

用 として従来の制癌剤にみられたような造血障害が

臨床投与によってまず認められないことである.市

川7)ら も468例 について, BLMの 副作用の統計的観

察を行ない, BLM治 療 に関する限 り造血臓器障害

に対しては全 く考慮する必要がないとしている.一

方Mitomycin C (MMC), 5-Fluorouracil (5-

FU)の 如 き制癌剤ではその投与によって副作用で

ある白血球減少の如き骨髄障害は程度の差 こそあれ

ほとん どの例 に認 められている8)9)10)11).この理由と

してMMC, 5-FUの 如 きDNA代 謝 阻害作用を有

する制癌剤は腫瘍細胞のみな らず骨髄等の正常細胞

をも障害するので,当 然の結果 として骨髄造血障害

が惹起されることになるわけである10).12).では, BL

Mは 上記の如 く腫瘍細胞 のDNA合 成 を障害 するに

もかかわ らず,い かなる理由によって造血障害 を示

さないのであろうか.そ してこれを解明す ることは

BLMの 生体内での作用機序を解明する重要な手掛

か りになるものと考えられる.そ の一助 として私は

骨髄に対するBLMの 直 接の影響を検討す るために

骨髄の組織培養 を行ない,こ れにBLMを 添加 し,

更 に対照 としてMMC, 5-FUを 添 加してその影響

を経時的,動 的に観察 して比較検討 した.尚 骨髄培

養法は,教 室に於て多数の系統的研究がなされ,骨

髄造血能をよく反映することが認め られている教室

考案の臨床組織培養法13)14)15)16)を用 いた.こ れによ

れば骨髄組織培養上の組織増生は殆んど白血球系統

の増生によるものであるか ら,比 較成長価,細 胞密

度及び細胞の機能状態の検索 として遊走速度,更 に

墨粒貧喰能を観察することによ り,ま ず第1編 では

白血球系造血に対する各制癌剤の影響について検討

したので以下その成績を述べ る.

第2章　 実 験 方 法

第1節　 実 験 材 料
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1) 実験 動物

体重1.5～2kgの 健 康な雄性白色家兎を実験の都

度撲殺 し,大 腿骨を骨鉗骨を用いて割 り,速 かに取

り出した骨髄を滅菌シャーレ中に入れたRinger氏

液中で均一な約1mm3の 細片にして培養材料 とした.

以上の操作は総て無菌的に行った.

2) 血 清

予め絶食せしめた健康家兎を背位固定後心臓穿刺

によ り血液を滅菌試験管に採取 し, 1分 間3000回 転

で10分 間遠沈して血清を分離 した.

3) VB12

市販の1ml中 に100γ含有する注射液を使用した.

4) 添加制癌剤

添加したMMC, 5-FU, BLMは 市販の粉末又

は注射液をRinger氏 液 を溶媒 として稀釈して用い,

その濃度は各々の臨床上の常用量が投与 された場合

の最高血中濃度65)66)67)の近似値及びこれよ り10倍,

 100倍, 1000倍 の高濃度について実験 した.即 ちMM

Cで は0.002mg/cc, 0.02mg/cc, 0.2mg/cc, 2mg/cc,

 5-FUで は0.005mg/cc, 0.05mg/cc, 0.5mg/cc, 5

mg/cc, BLMで は0.0005mg/cc, 0.05mg/cc, 5mg/

ccの 培地濃度とし,こ れらの対照には同量のRinger

氏液 を用いた.

5) 墨 汁

市販のペ リカン墨汁をRinger氏 液にて稀釈して

使用した.濃 度は教室角南17)の指摘の如く森氏の方

法17)に従い,墨 汁の液柱の高 さを5mmと して60W電

球 を高さ20cmの 所 より照 し,下 に置いた白紙上の墨

の辺縁が見え始めるところをとった.尚 かくして得

られた墨汁は煮沸滅菌 し直ちに使用 した.

6) 組織培養盤及び被覆ガラス

クロム硫酸,水 洗,キ シロール,ア ルコール内貯

蔵を経て清拭し,更 に乾熱滅菌 した,教 室考案の平

木式臨床組織培養盤No. 2 (Depth 600μ)を 用いた.

被覆ガラスは24×32mm大 の ものを用いた.

7) 実験 器具

メス等はオー トクレーブで,他 はすべて乾熱滅菌

して用いた.

第2節　 実験方法

A) 培養骨髄の細胞増生並に細胞運動に及ぼす制

癌剤の影響について

臨床組織培養盤No. 2の 中央にツベルクリン用注射

器(1ml, 1/3針)を 用いて血清2滴 を滴下 し,ガ ラ

ス棒にて直経1.5cmの 円形に拡 げる.次 いでその中

央に骨髄組織片を置 き,更 にVB12及 び 各制癌剤及

びRinger氏 液の各々2滴 を添加し,ガ ラス棒を用

いて血清をよく混和 し,被 覆ガラスで覆い,そ の周

囲をパラフィンで充分に封 じる.し かる後に37℃ の

孵卵器中に静置し,適 宣取出して後述の方法によ り

増生面積及び遊走速度の観察 を行な う.

B) 家兎偽好酸球墨粒貧喰能に及ぼす制癌剤の影

響について

臨床組織培養盤No. 2の 中央にツベルクリン用注射

器(1cc, 1/3針)を 用いて血清2滴 を滴下し直経1.5

cmの 円形にガラス棒を用いて拡 げる.そ の中央に骨

髄組織片を置き,更 にツベルクリン用注射器を用い

て,予 めVB12と 墨 汁を1:1の 比に混和 しておい

たもの2滴 を滴下する.更 に各制癌剤及至は対照液

(Ringer氏 液)を2滴 添加 し,ガ ラス棒を用いてよ

く混和 し,被 覆ガラスで覆い,そ の周囲をパラフ ィ

ンで充分に封ずる.し か る後に37℃ の孵卵器中に被

覆ガラスの面を下に向けて静置する.観 察する時は

再び元に戻 して油浸対物 レンズによ り後述の方法で

観察する.

第3節　 観察方法

培養標本は培養後3, 6, 12, 24の 各時間毎に孵

卵器よ り取 り出し, 37℃ の保温箱中に顕微鏡を入れ

て生態観察 を行った.

A) 細胞増生並に細胞運動の観察

1) 比 較成長価の測定

培養 した骨髄の原組織及び新生増生帯をアッベの

描画器を用いて描画 し,そ の面積をプランメーター

で測定 して実面積に換算 し,増 生前後の差,即 ち絶

対成長価の原面積に対す る比率 を求 め,比 較成長価

とした.

2) 細 胞密度の測定

接眼10倍,対 物100倍 の レンズを用いて増生帯の周

辺部,中 間部,中 心部の3部 について各々1視 野の

細胞数を算出し,そ の和を細胞密度指数 とした.

3) 細 胞遊走速度の測定

家兎偽好酸球の移動を逐時的に形態をアッベの描

画器を用いて描画 し,そ の細胞中心点の1分 間の移

動距離を曲線計で測定 し,実 距離に換算 して遊走速

度 とした.

B) 墨粒 貧喰能

教室角南17)によれば家兎偽好酸球の墨粒貧喰能は

人好中球に比 して甚だ低い ものであるから,貧 喰能

の最 も高い増生帯周辺部のみの偽好酸球 について観

察を行なった.又 墨粒貧喰能の分類は谷18)に従 って

次の如く表 した.即 ち,
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0度:全 く墨粒 を貧喰していないもの

1度:小 墨粒 を1及 至数個,こ れにまだ中墨粒を

形成するに至 らぬ半月状墨粒を混ずる程度

のもの

2度:中 墨粒を1及 至3個,こ れに小墨粒数個を

混ずる程度迄の もの,或 は小墨粒のみの時

は全体の1/2以下 の範囲に貧喰されているも

の

3度:中 墨粒4及 至5個 以上,或 は大墨粒2個 迄

を有 し,こ れに小墨粒数個 を混ずる程度迄

のもの,或 は小墨粒のみの時は全体の1/2～

2/3の範 囲に貧喰されているもの

4度:大 墨粒3個 以上,或 は巨大墨粒1個 以上を

有するもの,或 は小墨粒のみの時は全体の

2/3以上 の範囲に貧喰されているもの(図1)

以上 の基準のものに杉山19)の方 法に準 じ偽好酸球

100個 を数 え細胞1個 の平均貧喰度を算出した.

第3章　 実 験 成 績

実験はいずれも5例 について行ない,以 下その平

均値をもって比較検討 した.

A) 比較成長価に及ぼす影響

1) MMC添 加 の場合(表1,図1)

表1　 正常家兎骨髄に対するMitomycin C添 加

比 較 成 長 価

表2　 正常家兎骨髄に対する5-Fu添 加

比 較 成 長 価

図1　 墨粒貧喰度分類

(谷 による)

図2　 比較成長価

MMCの2mg/cc, 0.2mg/ccの 添加により培養3時

間ですでに比較成長価は対照(Ringer氏 液添加)に

比し明らかに低値を示し, 6時 間後にはますますそ

の差が大きくなり, 12時間 ではMMC2mg/ccの 添加
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ではもはや増生帯の成長はみ られず,肉 眼的にも骨

髄組織の変性を思わせ る色調 を呈し, 0.2mg/cc添 加

では対照との差がますます大 きくな り,以 後同様の

傾向をたどった.こ れに対 しMMC 0.02mg/cc, 0.002

mg/ccの 低 濃度添加では対照 と有意の差を認めなか

った.

2) 5-FU添 加の場合(表2,図2)

5-FU 5mg/cc, 0.5mg/ccの 添加により比較成長

価 は培養後3時 間ですでに対照に比 して明 らかに低

値を示し, 6時 間後にはますますその差が大 きくな

り,中でも5mg/cc添 加 ではほとんど比較成長価のの

びがみ られなかった.こ れに対 し5-FU 0.05mg/cc, 

0.005mg/ccの 低濃度添加では対照と有意の差を認め

なかった.

3) BLM添 加の場合(表3,図2)

BLMで は0.005mg/cc, 0.05mg/cc,更 には5mg/

ccの 添加によっても,培 養後3, 6, 12, 24時 間迄

の観察で,比 較成長価は対照 と有意の差を認めなか

った.

B) 細胞密度指数に及ぼす影響

1) MMC添 加 の場合(表4)

MMC 2mg/cc添 加 によ り細胞密度指数 は培養後

3時 間ですでに対照に比 して明らかに低値 を示し,

以 後24時 間にわた り同様の低値を示 したが, MMC

O.2mg/cc, 0.02mg/ccの各濃度の添加では対照と有意の差

がみられなかった.

2) 5-FU添 加 の場合(表5)

5-FU 5mg/cc添 加 により細胞密度指数は培養後

3時 間ですでに対照に比し明 らかに低値を示 し,以

後24時 間 にわた り同様の低値を示 したが, 5-FU 0.5

mg/cc, 0.05mg/ccの 各 濃度の添加では対照 と有意の

差がみられなかった.

3) BLM添 加 の場合(表6)

BLM 0.0005mg/cc, 0.05mg/cc,更 に5mg/ccの 各

濃度の添加によっても細胞密度指数 は24時 間にわた

り,対 照と有意の差が認められなかった.

C) 家兎偽好酸球遊走速度に及ぼす影響

1) MMC添 加 の場合(表7,図3)

MMC 2mg/ccの 添加により家兎偽好酸球の遊走は

認められず, 0,2mg/cc添 加では,培 養後3時 間で平

均遊走速度は対照 に比してやや低値を示し, 6時 間

ではますますその差が大 きくなり, 12時 間以後はそ

の遊走を認めなかった. MMC 0.02mg/cc, 0.002mg/cc

添加 では培養3時 間以後24時 間にわたり対照 と有意

の差 を示さなかった.

表3　 正常家兎骨髄に対するBleomycin添 加

比 較 成 長 価

表4　 正常家兎骨髄に対するMitomycin C添 加

細 胞 密 度 指 数

表5　 正常家兎骨髄に対す る5-Fu添 加

細 胞 密 度 指 数

表6　 正常家兎骨髄に対す るBleomycin添 加

細 胞 密 度 指 数

表7　 正常家兎骨髄に対す るMitomycin C添 加

家兎偽好酸球遊走速度(μ/min)
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図3　 遊 走 速 度

表8　 正常家兎骨髄 に対する5-Fu添 加

家兎偽好酸球遊走速度(μ/min)

2) 5-FU添 加の場合(表8,図3)

5-FU 5mg/cc添 加 によ り家兎偽好酸球の遊走,

は認められず, 0.5mg/cc添 加 では培養後3時 間では

対照に比 して低値を示 し, 6時 間後及び12時 間後に

はますますその差が大 きくな り, 24時 間後にはもは

や遊走が認められなくなった. 5-FU 0.05mg/cc, 

0.005mg/ccの 低濃度の添加では対照 と有意の差を認

めなかった.

表9　 正常家兎骨髄に対す るBleomycin添 加.

家兎偽好酸球遊走速度(μ/min)

図4　 墨粒貪喰能

表10　 正常家兎骨髄に対す るMitomycinC添 加

墨 粒 貧 喰 能

3) BLM添 加 の場合(表9,図3)

BLMで は0.0005mg/cc, 0.05mg/cc,更 には5mg

/ccの 添加でも家兎偽好酸球の平均遊走速度は対照

に比 し有意の差 を示さなかった.

D) 家兎偽好酸球墨粒貧喰能に及ぼす影響

1) MMC添 加 の場合(表10,図4)

MMC 2mg/cc添 加 では,培 養後3時 間には対照

に比 して極めて低 い墨粒貧喰度 を示 したが以後全 く

墨粒貧喰現象はみられなかった.

0.2mg/cc添 加 では3時 間ですでに対照に比 して低

値を示 し,以 後6, 9, 12時 間 とますますその差が

大 きくなり, 24時 間ではもはや墨粒貧喰現象はみら

れなかった. 0.02mg/cc添 加 では, 3, 6, 9時 間 ともに

対照に比 しやや低値を示 したが, 12時 間以後はまず

対照 と有意の差を示 さなかった.更 に0.002mg/cc添

加では全 く対照と有意の差を認めなかった.
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2) 5-FU添 加の場合(表11,図4)

5-FU 5mg/cc添 加 では3時 間で対照に比 して極

めて低い墨粒貧喰度を示 したが,以 後は全 く墨粒貧

喰現象はみ られなかった. 0.5mg/cc添 加では3時 間

ですでに対照に比 して極めて低値を示 し,以 後6,

 9, 12時 間 とますますその差が大きくなり, 24時 間

では全 く墨粒貧喰現象は認められなかった. 0.05mg

/cc, 0.005mg/ccの 低 濃度添加では全 く対照と有意の

差を示さなかった.

表11　 正常家兎骨髄に対する5-Fu添 加

墨 粒 貧 喰 能

表12　 正常家兎骨髄に対するBleomycin添 加

墨 粒 貧 食 能

3) BLM添 加 の 場 合(表12,図4)

BLMで は0.0005mg/cc, 0.05mg/cc,更 に は5mg

/cc添 加 に よ って も対 照 とまず 有 意 の差 を 認 め な か

っ た.

第4章　 総括並びに考按

BLMの 造 血障害 を惹起しない特異な機転につい

て採索 し,そ の制癌剤 としての生体内での作用機序

解明の一助 とするため,ま ずBLMの 骨髄 白血球系

造血への直接の影響を観察 し, DNA合 成 阻害 とい

う同一作用機序を有するMMC, 5-FUと 比較検討

したのでその成績の各々について考按を加 える.

 MMCは1956年 北里研究所の秦20)並びに若木らに

よって発見 された抗癌性物質であり,その後Sloan

Kettering InstituteのK. Sugiuraら をはじめとし

て多くの人々により実験的悪性腫瘍に対す るスクリ

ーニングテストが行なわれ,そ の有効性が確認され,

今 日我国で最 も広 く臨床的に用い られている制癌剤

の一つである.又 その強力な抗癌性と抗癌スペクト

ルムの広 さにおいて本剤は特異な存在である.そ の

化学構造式の中には,従 来特定分子構造の中で抗癌

効果 と関係があると思われる3つ の構造,す なわち

Quinone, Urethane, Ethylenineが 組合わ されたよ

うな外見を呈 している.そ の製用機序については芝

らにより大腸菌B株 で,こ の物質が蛋白及びRNA

合 成には影響しないで, DNA合 成 のみを特異的 に

阻害することを報告して以来,癌 細胞について もD

NA合 成 を阻害す ることが報告 されている21). MMC

によ る化学療法上,白 血球減少は最 も憂慮すべ き副

作用の1つ であるが, MMCの 実 験的及び臨床的投

与によって殆んどすべての例において末梢白血球の

減少 を来 しており22)23)24)25)26)27)28),骨髄 に対する抑制

も強いとされている29).更に白血球減少 と併行して白

血球の機能 も低下 し28)30),末梢白血球数減少が認め ら

れる時期には骨髄像に於てもすでに骨髄有核細胞数

が減少 しているとされている26)30)31)32).しか し本剤の

骨髄に対する直接の影響についての研究はあまり見

当らないが,教 室鍋島33)は健康人骨髄の組織培養 に

MMCの 添 加を行ない, 0.2mg/cc以 上 の濃度では骨

髄増生 を抑制すると述べている.私 の実験成績で も

健康家兎骨髄はMMCの 低 濃度添加では何 ら影響が

みられないが0.2mg/cc以 上 の高濃度では明らかに骨

髄組織の増生が抑制 され,更 に墨粒貧喰等の細胞機

能 も0.2mg/cc以 上 の濃度で同様に障害 され,教 室鍋

島の健康人骨髄に対す る本剤の影響と同様の傾向を

示 した.以 上によりin vitroに 於 るMMCが 骨髄白

血球系造血への障害を示 したことは, MMCの 癌 細

胞への作用機転21)と同様の機転 によるものかもしれ

ない.

次に5-FUは1965年R. Duschinsky68)ら によっ

て合成 され, C. Heidelberger34)35)ら によってその

制癌効果が認められ,今 日欧米で発表 されている抗

癌剤中cyclophosphamideと 並んで最 も広 くその効

果が評価 されている.そ の作用機序に関してはHa

ndschumacher69), Reichard70),そ の他の研究によると

5-FUはuracilと 本質的には全 く異なる物質であ

るが,そ の型が非常によ く類似 しているため生体内

では正常の基質 と間違 って取 り込まれることになる.

正常の核酸代謝ではuracilはRNAの 中 に組込ま

れてゆくわけであるが, 5-FUを 与 えると, 5-F

Cが しばしばRNAのuracilと,置 き代って取 り込

まれていることが証明されている.し か し5-FUの

制 癌効果 はRNAへ 間違 って取 り込 まれることによ
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りその核質の変化をきたし,核 本来の生物学的作用

を失 う結果,腫 瘍細胞の発育増殖が障害 されるとい

うよ りはむしろ, DNA合 成 にあづかる酵素thymid

ilate Syrthefaseの 表面でdeoxyuridylateと,拮 抗

阻害を行 うことがその機序 と考 えられている.そ の

結果DNA合 成 阻害が起 ると説明されている.そ の

臨床効果は消化器系の癌,乳 癌その他に有効である

とされてお り,又 その副作用 としては消化管の粘膜

障害が最 も強 く,末 梢血の白血球減少は比較的軽度

であるとされてい るが37)59), Heidelberger34)35)及 び

Philips71)ら は骨髄造血組織の機能低下を指摘してい

る.し かし本剤の骨髄造血に対す る直接の影響につ

いての研究はあまり見当らない.私 の実験成績 によ

ると5-FUは,健 康家兎の骨髄増生を0.5mg/cc以 上

の添加で明らかに抑制 し,こ れに平行 して偽好酸球

遊走速度,墨 粒貧喰度の低下がみられ,や は り白血

球機能の低下がうかがわれた.以 上によりin vitro

に於 て5-FUが 骨髄白血球系造血への障害 を示 した

ことは5-FUの 癌細胞への作用機転69)70)と同様の機

序による可能性が考えられる.

さてBLMは 皮膚癌,陰 茎癌,食 道癌,肺 癌,悪

性 リンパ腫等に有効であり31)36),その作用機転に関し

てはその一次作用点はDNA合 成 の阻害にあること

は種々の実験か らほぼ間違いないとされている.4)5)

61)62)即ちBLMが よ くとり込まれ
,し かも不活性 化

されなかった扁平上皮癌その他の組織細胞ではSH

化合物又はH2O2の どちらかの協力によって,細 胞

のDNAにBLMが 働 きDNA鎖 に切断を起す と考 え

られている60)63)64).上記 の如 く, BLMはMMC, 5-

FUと 同様にDNA合 成 阻害 という共通点を有 しな

がら,後2者 では臨床上当然の結果 とされている白

血球減少等の骨髄造血障害がまず認められていない.

即 ち市川7)らは468例 のBLM投 与症例に於て7)36)主

た る副作用は肺及 び皮膚に認められたが,白 血球減

少は4例(0.8%),赤 血 球減少9例(1.9%)で,

 BLM治 療 に関する限 り造血障害に対 しては考慮す

る必要は全 くないと述べている.又 梅沢38)らは犬に

対するBLMの 毒性実験で,全 く白血球減少を認め

なかったと述べている.し か しこれ までにBLMの

骨髄組織への直接の影響についての研究はな く,私

の組織培養による研究が最初である.私 の実験成績

によると, in vitroに 於 てBLMは5mg/ccと い う高

濃度で も骨髄白血球系造血への障害 はまず認められ

なかった.こ の濃度はBLMの 臨床 的な常用量15mg

/ccが 静注 された場合の最高血中濃度3.2mcg/cc67)

と比較 して極端な高濃度である.こ の成績か ら, B

LMは 何 らかの選択作 用により,骨 髄細胞 のDNA

合成のみは阻害 しないものであろうかと推察され る.

この理由の1つ としては,骨 髄ではBLMを 不 活性

化することが考えられる.更 にBLMの 作 用機序か

ら推論す ると,も しBLMのDNAへ の反応が, H2O2

との協力によるものであれば,梅 沢38)の述べ る如 く

カタラーゼが少ないほどBLMに 対 する感受性が強

いといえるが,一 方癌組織ではカタシーゼは少ない

と云われている38)39)40)ので, BLMに 感 受性 が強く

そのDNA合 成 阻害 が惹起 きれるのではなかろうか

と考えられる.こ れに対 し骨髄造血細胞では梅沢38)

の述 べる如 くカタラーゼが多いためにBLMに 対 す

る感受性が弱 く,従 って骨髄造血障害が惹起 されな

いのか も知れない.い ずれにして も, BLMに はMM

C, 5-FUの よ うな従来の制癌剤 とは全 く作用機序,

を異にする新 しい制癌剤であり,上 記の如き推論に

基ずいて造血臓器の細胞がBLMに 強 い抵抗性を有

す る理由を解明することは逆に, BLMの 生 体 内で

の作用機序,中 でもその選択作用の機序 を明 らかに

す るのに役立つと考 えられる.

第5章　 結 論

骨髄白血球系造血に対するBLMの 影響をin vitro

に於 て検討するため正常家兎を用いて臨床組織培養

法によ り検討 し以 下 に示す結果を得た.先 ず対照

に用いた制癌剤では, MMCは 高度 に骨髄 白血球系

造血を抑制し, 5-FUで も明 らかに骨髄白血球系造

血を抑制する.これに対 してBLMは 骨 髄 白血血球系

造血を抑制しない.以 上によりBLMは 一 般に臨床

上用いられる濃度では従来の他の制癌剤に見 られる

ような白血球系造血障害がなく,特 異な選択性を有

する制癌剤であると考えられる.

擱筆するにあた り,御 指導 と御校閲 を賜わった恩

師平木教授に深甚の謝意を表すと共に,終 始御助言,
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尚,本 稿の要旨は第31回 日本血液学会総会 におい

て発表 しました.文 献は第3編 末尾に記 した.
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Author's abstract

In order to observe the influence of Bleomycin on the bone marrow leukopoiesis, clinical 

Tissue culture of bone marrow from normal rabbits was conducted. Bleomycin solution at various 

concentrations were added directly to the culture media and observations were carried out on the 

outgrowth, cell density, wandering velosity of pseudoeosinophils, carbon particle phagocytosis.

The experimental results demonstrate that the leukopoietic functions of bone marrow were 

not inhibited in the medium containning 0.0005mg/ml, 0.05mg/ml and 5mg/ml of Bleomycin.


