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第1章　 緒 言

Bleomycin (BLM)の 作 用 機 序 につ いて はMi

tomycin C (MMC), 5-Fluouracil (5-FU)と

同様 に細 胞の, DNA合 成 阻害 に ある5)と されて い

るが, MMC, 5-FUで は当然 の結果 と考 えられる造

血 障害 とい う副作 用がBLMで はみ られない7).36)こ

とは特筆すべ きことであ る.従 って骨髄造血 に対 す

るBLMの 影響 につ いて検討 す ることは, BLMの 作

用機序 その もの を解明す るための一助 にな り得 ると

考 え,前 編 ではBLMの 骨 髄 白血球系造血 に対す る

影響 につ いて述べ たが,本 編 においては栓球 系造 血

に及ぼす影響 につ いて検討 を試 みた.臨 床 的 に黒 川

41)らはMMCで は白血 球 減少 に比 し栓球減少 が強い

ことに注 目し,特 に長期投与群 ではいずれ も相当高

度の栓球減少 を認 めて お り, 5-FUで は軽度 の栓球

減少 を認 めてい る37)ので,こ れ らを, BLMの 対照 と

して比較検討 を行 なった.一 方,教 室 においては,

従来教室考案の臨床骨髄組織培養法 を用いて多数 の

系統的研究 が行 なわれ13)14)15)16),本法 が骨髄 の造血 能

をよ く反映す る もので あ るこ とは一般 に認 め られて

い るところである.教 室角南,栗 井42)は本培 養法 に

よ り巨核球 に明瞭 な偽足運動並 びに突起形 成 を認 め

その尖 端 よ り栓球 が分離 されるのを確認 し,本 法が

骨髄 巨核球 機能の判定 に最 も有力 な手段 であ ること

を述 べてい る.そ こで私 はこの臨床 骨髄組織 培養 法

を用 いて海 〓骨髄 を培養 し,これに各 々BLM, MMC

5-FUを 添加実験 し,そ の骨髄 巨核球機能 に 及 ぼす

影響 を比較検討 したの で報告 す る.

第2章　 実 験 方 法

第1節　 実験材料

実験動物 は体重300乃 至400gの 健康 雄性 海 〓 を

使用 した.第1編 にお いては家兎 を使用 したが,家

兎骨髄 では組織 培養増生帯へ の巨核球 の出現が極 め

て少 な く,各 制癌剤の 巨核球へ の影響 を観察 す るに

は不適 当であ るため,海 〓骨髄 を使用 した.海 〓 は

実験 の都度撲殺 し右大腿骨 を骨鉗子 を用 いて割 り,

無菌的 に取 り出 した骨髄 を予 め減菌 シ ャー レにRi

nger氏 液 をみた した中 に入 れて用 いた.添 加 したM

MC, 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,

白血球系造血 に対 す る影響 について検討 した第一編

と同 じく,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 を行 った.即 ち

MMCは2mg/cc, 0-2mg/cc, 0.02mg/cc, 0.002mg/

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

 0.005mg/cc, BLMで は5mg/cc, 0.005mg/cc,

 0.0005mg/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.

第2節　 実験方法

培養 方法 は教室考案 の臨床 組織培養 法16)によった.

即 ち教 室考 案の平木式臨床 組織培養盤No. 2を 使用 し,

その中央 にツベル ク リン用注射器(1ml1/3針)を 用

いて海〓 血清2滴 を滴下 し直径1.5cmの 円形 に拡 げ

る.そ の中央に無 菌的 に採取 した骨髄組織 片(1mm3)

を置 き,次 にVB12溶 液(1ml中 に100γを含 む)及 び

各制 癌剤 を各 々2滴 加 え,複 覆硝 子で覆 い周 囲 をパ

ラ フ ィンで封入 し, 37℃ の孵卵器 中 に静置 した.

第3節　 観察方 法

観 察は総て培養約18, 24時 間目に37℃ の保 温箱 内

に顕 微鏡 を入れ て行 った.各 濃 度 につ き5枚 の標本

を作 成 し,各 増生帯 中 に出現 す る巨核球総 数 を算定

し,そ の平均値 を求 めて 出現 巨核球数 とし,更 に骨

髄 巨核球機能 は図1の 如 く
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図1

A. 変 形運動型:胞 体 の軽 度変形 を認 める もの

B. 偽 足運動型:胞 体 に偽足運動 を認 める もの

C. 突起 形成型:触 手状突起形 成 を認 め栓球分離

を示す もの

運 動形態 によ りA. B. C型 の3型43)に 分 類 し,各 型

について も増生帯 の出現巨核球数 に対 す る百分率 を

求 め,又 その和 を もって全運動型 巨核球百分率 と し

た.

第3章　 実 験 成 績

1) 海〓骨髄 巨核 球 機 能 に及 ぼすMMC添 加の影響

(表1,図2)

表1　 海 〓骨髄 巨核球機能 に及 ぼす

Mitomycin C添 加 の影 響

出現巨核球数 は対照 に比 し0.2mg/cc, 0.02mg/cc

添加 にお いて減少 を認 めたが, 0.002mg/cc添 加で は

対照 とほぼ同様 であった.全 運動型 巨核球百 分率 に

つ いて も0.2mg/cc, 0.02mg/cc添 加で は対照 に比 し

軽度 の低下 を認 めたが, 0.002mg/cc添 加 では影響 を

認 めなか った.運 動型 巨核球百分率 で も0.2mg/cc添

加で は, A型 は低下 し, B型 及 びC型 の 出現 はな く,

 0.02mg/cc添 加 にて もB型 は著明 に低下 し, C型 は認

め られ なか った. 0.002mg/cc添 加で はC型 の 出現 を

認 め対照 と同様 であ った.

図2　 海 〓骨髄巨核球機 能に及 ぼすMitomycin C添 加の影響

表2　 海〓骨髄 巨核球 機能 に及 ぼす

5-Fu添 加の影響

図3　 海 〓骨髄 巨核球 機 能 に 及ぼ す5-Fu添 加 の影響

2) 海〓骨髄 巨核球 機能 に及 ぼす5-FF添 加 の影響

(表2,図3)

5-FU 0.5mg/cc添 加では全 く巨核球 は出現 せず対

照 とは明 らか な差 を示 したが, 0.05mg/cc添 加 で は出

現 巨核球 数及 び全運動 型巨核球 百分率,運 動型 巨核

球数 のA, B, C,型 出現 率 と もに対照 と有意 の差

を認 めず, 0.005mg/cc添 加 で も同様 に対照 と有 意の

差 を認 め なか った.

3) 海〓 骨髄 巨核球機 能 に及 ぼすBLM添 加 の影 響

(表3,図4)
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図4　 海 〓骨髄巨核球機 能に及ぼ すBleomycin添加の影響

表3　 海 〓骨髄 巨核球機能 に及ぼす

Bleomycin添 加 の影響

BLMで は0.0005mg/cc, 0.05mg/cc,更 に5mg/

cc添 加 で も出現 巨核 球 数,全 運 動 型 巨核 球 百 分 率,

 A, B, C,型 の 出現 百 分 率 と もに,全 く対 照 と有 意

の差 を認 め な か っ た .

第4章　 総括並び に考按

MMCの 造血 障害 は本 剤 による悪性腫瘍 の治療上

の副作用 として重要 な問題で あ り,白 血球減少 と共

に栓球 減少に よる出血 性素質の出現が注 目 されてい

る.黒 川41)等は白血球 減少 に比 し栓球減少が強 い こ

とに注 目 し,特 に長 期投与 群では いずれ も相当高度

の栓球減少 を認 めてい る.私 の実験 成績 による とin

Vitroに 於てMMCは0.2mg/cc,更 に0 .02mg/ccの 添

加 で海〓骨髄 の栓球系造血 を明 らかに抑 制 したが,

この 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 も知れ ない.

5-FUで は臨床的 にその副作用 としての栓球 減少

は軽度 であ るとされて いる37)が,私 の実験 で も0 .5

mg/cc添 加 で は骨髄増生帯へ の巨核球 の出現は全 くみ

られず,明 らかに骨髄 栓球 系造血 に対す る抑制 を認

めた けれ ど も, 0.05mg/ccで はす でに対照 と有意 の差

を認 めず, MMCに 比 しその抑 制 が軽度 で ある と考

え られ,こ の ことは上記 の臨床 的事実 と一致す る.

しか し, 5-FUに よ る末梢血栓球 減少 はMMCと 同

様 に,そ の制癌剤 として の作用機序69)70)と関連 して

惹起 され るのではないか と推察 され る.

次 にBLMで はin Vitroに 於 て5mg/ccと いう高

濃度 の添加 によって も骨髄栓球系造血 は まず障害 さ

れない もの と考 え られ る °この濃 度 はBLMの 臨床

的 な常 用 量15mgが 静 注 された場合の最高 血中濃度

3.2mcg/cc57)と 比 較 して極端 な高濃度 であ る.こ れ

らの ことは第1編 の白血球系造血 に対す る成績 と合

せて考 える と, MMC, 5-FUで は骨髄造 血 を明 ら

か に障 害す るの に対 し, BLMで はまず骨 髄 造血 を

障害 しない結果 が示 された もの と考 えられ る。 この

理由 につ いて第1編 の成績 と も考 え合 わせて総合 的

に検討 を加 えるこ とにす る.

BLMの 制 癌への作 用機 序 につ いて は,田 中,鈴

木,永 井,梅 沢44)等によって一応 解明 されてい る.

即 ち これによ ると先ずDNAにSH化 合物 が反応 し,

これ にBLMが 反応す ると, DNAは 切断 され る44)45)

46).また
, DNAにBLMだ けでは反応 しな いが, H2O2

が低濃度 に存在す るとBLMはDNAに 反応 しDNA

は切断 され る44).

更 に市川47)らは20-MCthylcholarthreneを 塗 布 し

てマ ウスの皮膚 につ くった扁平上皮癌 に対 しBLM

は阻止 的に作用す るが,同 物質 を皮下 注射 してつ く

った肉腫 に対 して はBLMは 抑 制 力の ない ことを観

察 してい る.又 梅沢43)らは この よ うに して得た扁平

上皮癌又 は肉腫 を有す るマ ウスに3H-Bleomycinを

注射 し,腫 瘍 及 び各臓器 の濃度 を放射活性 と抗 菌作

用 とで測定 した結果, BLMは 扁 平 上 皮癌 に よ くと

りこまれ不活 性化が弱 いの で扁平 上皮癌 を阻止 す る

が,肉 腫 には周 囲の正常 な皮膚 よ り低 い濃度 に しか

と りこまれず,内 腫 中で は肝等 と同様 に強 く不活化

され,そ の結果 肉腫 の発育 を阻止 しな いこ とを証明

し,薬 剤 の効果 と組 織の不活化作 用の間 には逆 関係

の あるとい う興 味深 い成績 を発表 して いる.こ の よ

うな関 係は藤 田49)らによ るとMMCに おいてみ られ

れ, MMCの 有効 な胃癌 や肺 癌 組 織で は不 活化作 用

が弱いの に反 して, MMCの 無効 な原 発 性肝 癌組織

では嫌 気的不活化作 用が強 い とい う現象 と類似 して

い る.更 に藤 田49)らはBLMを 投 与 された家 兎 及 び

マ ウスの各種臓器 の組 織内濃度 をBioassay法 によ

って測 定 し, BLMは 脾,肝,睾 丸 ,消 化管,横 紋
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筋,血 球 な どで強 く不 活化 され るが,高 濃度 のBL

Mの 分布 が証 明 されて いる48)肺や皮膚 の乳剤 によ る

不活性化作 用は弱 い と報告 して いる.従 ってBLM

投与 では,高 濃度 に薬剤 が分布 し副作用 を きた しや

す い皮膚 や肺組織 に薬剤 を不活化す る作用 が弱 い こ

とは特記すべ きことであ る.さ てBLMの 骨 髄組 織

内濃度,不 活性化 の程度 についての研究 はこれまま

で に見当 らないが,私 の実験 成績か らinvitroに お

いてBLMは 骨髄組 織培養 に5mg/ccと い う大量 を添

加 して も造血障害 を示 さない とい うことが判明 した

ことは極 めて興 味深 い こととい えよう. BLMの 骨

髄造 血に対す る影響 と制癌効果 との関係,疑 問点 を

ま とめて考察す る と次の様 な可能性 が示唆 され る.

即 ち先 ずBLMの 細 胞 膜透 過 性 とい う点 か ら考 える

と, BLMが 効 果 を示す扁 平上 皮 癌 その他 ではよ く

とり込 まれ るが,骨 髄造血 細胞 ではBLMが と り込

まれないのか もしれな い.次 にBLMの 不 活 作用,

とい う点 か ら考 えると,骨 髄 の細 胞 はBLMの 強 い

不活化能 を有 す るため骨髄 は障害 され ないのか も知

れない.更 に, BLMとDNAと の反応 を促進 す る因

子 とい う点 か ら考 えると,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 いわけであ り,こ の点か ら推 論す ると,

造血臓器 の細胞で はカ タラーゼが多 く,一 方 これ に

対 して癌 組織で はカタ ラーゼが少 ない と云 われて い

るが39)40),特に扁平上皮癌 では カタラーゼが少 ない と

い うよ うな ことが あるのか もしれな い.

第5章　 結 論

栓球系造血 に対 す るin vitroで のBLMの 影響 を

検討す るため正常 海 倶を用 い,骨 髄 組織培養法 によ

り巨核球機能 を検討 し,次 の結果 を得た.ま ず対照

とした制癌剤 では, MMCは 高度 に, 5-FUは 軽 度

に出現巨核球数並 びに全運動型 巨核球 百分率の低下

を認め,骨 髄栓球系造血 を抑制す る.こ れ に対 して

BLMは 全 くかか る骨髄 栓 球 系 造血 を抑制 しな いこ

とが判明 し,白 血球系造血 障害 のない ことと共 に,

本剤 の骨髄 造血 に対す る特異 な態度 が示 された.
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In order to observe the influence of Bleomycin on the bone marrow thrombopoiesis, clinical 

tissue culture of bone marrow from normal guinea pigs was conducted. Bleomycin solutions at 

various concentration were added directly to the culture media and observations were carried out 

to see effect of Bleomycin on the function of megakaryocytes of bone marrow.

The results obtained show that the thrombopoietic functions of bone marrow were not inhibited 

in the medium containning 0.0005mg/ml, 0.05mg/ml and 5mg/ml of Blomycin.


