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緒 言

癌細 胞 の み を選 択 的 に破 壊 して 治癒 に 導 く制 癌 剤

の研 究 は,現 在 で は癌 化学 療 法 の大 勢 で あ る.し か

しBergel1)に よれ ば,癌 細胞 を正 常細 胞 に 変 え る

こと はで き な いが,癌 細 胞 中の酵 素 不 均衝 を訂 正す

る ような 物質 の連 続 投 与 に よつ て癌 細 胞 の異 常 な 活

動 性 を制 禦 して い く試 み が あ る.

本 実験 では 問題 点 をDPNに 限 局 させ,こ れ に 関

連 す る制 癌物質 の酸 化酵 素 に対 す る影 響 を 検討 した.

悪 性腫 瘍 組織 中のDPN量 は正 常 組織 に比 較 して 低

い とい う事 実2-11)か ら,諸 家 に よ り 細 胞分 裂 と

DPN量 との 関係 が 追 求 され て き た.そ し て 藤 井12)

松 山13はnicotinamide及 びDPNの 投 与 によ る細

胞 内DPN量 の増加 が あれ ば,正 常 及 び 腫 瘍組 織 の

増 殖 が 抑 制 され る と主 張 して い る.

しか し一 方Roitt, Holzerら14)に よ れ ば,あ る

種 の 制 癌剤 の投 与 に よ りDPN量 は 減少 す る が,

これ は その 制癌 剤 の抗 腫 瘍 性 を示 す と して い る.

す な わ ちnicotinamide及 びDPNな ど で 腫 瘍 細

胞 内のDPN量 を よ り増 加 させ ると分 裂 が抑 制 され

るが,ま た 一方endoxan(N, N-bis(β-chloraethyl)-

N', O-propylenephosphoric acid ester diamide)及

びmitomycin Cな ど の制 癌剤 に よ り分 裂 が抑 制 さ

れ る とDPN量 は よ り減 少す る.

さ らに 高橋15)に よ れ ば テ トラ ヒ メナ に お い て

DPN量 は その 生 活 環 に関 連 し て 増 減 し て お り,

 nicotinamideが そ の 温 度 処 理 後 か ら 分 裂 ま で の

DPN量 の 増 加 を防 ぐと同 時 に,分 裂 を抑 制 す る こ

と を報 告 した.

本 編 に お いて は 上述 の よ う にDPNを 増 減 さ せ

るendoxan, nicotinamide, DPN及 び こ れ ら の 対

照 と してDPNに 関 係 が な い と さ れ るcolchicine

を投 与 して お こ る腹 水 癌 細胞 のdiphosphopyridine

 nucleotide diaphorase(DPNHD), triphopyridine

 nucleotide diaphorase(TPNHD), succinic dehpdrog

nase(SD),及 び α-glycerophosphate dehyderogenase

(α-GD)の 変 化 をEhrlich腹 水 癌細 胞 を用 い て 細

胞 化学 的 に検 討 し た.な お 第 Ⅱ編16)に おい て は制

癌 物 質 を腹 腔 内投 与 と した ため にそ の直 接 作用 を さ

け る こ とが で きな か つ たの で,本 編 で は4種 類 の 薬

剤 と もす べ て皮 下 投 与 と した.

実 験 材 料及 び 実 験方 法

塩 野 義 研究 所 よ り譲 渡 さ れ たEhrlich腹 水 癌 を

25g前 後 のddsマ ウスに 移 植 し, 7日 後 よ り 制 癌

物 質 を 各 々5匹 ず つ に投 与 した.

endoxanは0.5mg/匹 を3日 間 連 続投 与 して24

時間 後, nicotinamideはKaplanら17)に 準 じて15

mg/匹 を3日 間 連 続 投 与 して24時 間 後, DPNも

Kaplanら17)に 準 じて40mg/匹 を投 与 して4時 間

後, colchicineは 武 田18)に 準 じ て4γ/匹 を投 与 し

て12時 間後 の 腹 水癌 を 採取 した.こ れ を 塗抹 法 及

び 浮 遊 法16) 19)を 用 いて 実 験 し た.こ の 観 察 に は

普通 顕 微 鏡,位 相 差 顕 微 鏡 及 びFormazan-Hae

matoxylin重 染 色19)を 用 い た.ま た細 胞 化学 反 応

液及 び反 応時 間な ど反 応 条 件 は す べ て 第1編19)に

準 じた.

染 色の 対照 に は移 植 後 同 日数 を経 た 腹 水癌 を用 い,

各 制癌 物 質投 与 に よ る細 胞変 化 の観 察 に は位 相差 顕

微 鏡及 びMay-Giemsa染 色 を 用 い た.な おDPN

投 与 群 に おい て は細 胞 化 学反 応 の 対照 と して反 応 液

にDPN 3mg/ml加 え た もの を 用 いて 実 験 し た が,

 DPNを 加 え な い場 合 と同 一 の染 色結果 をえ た.

* (本論文の要旨は第21回 日本癌学会において発表 した.)
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実 験 成 績

Endoxan投 与群: May-Giemsa染 色標本では細

胞質も核も同様に腫脹し,核 破壊像が散見され,細

胞分裂は著減し,分 裂はほとんど異常分裂であつた.

塗抹法では4酵 素とも対照に等しい染色性を示 し

た.

浮遊法ではDPNHDに おいて濃染す る細胞が対

照に比 して増加 しており,約30%を 占めた.

他の淡染または陰性の細胞の染色性にはほとんど

変化を認めなかつた. TPNHDの 染色性は対照に比

してほとんど変化がなかつ た. SD及 び α-GDの

染色性の対照に比 して一般に軽度の亢進を示 してい

た,分 裂細胞の場合4酵 素ともほとんど陰性であつ

た(Fig. 1～4).

Nicotinamide投 与群:休 止期及 び分裂期を通

じて形態学的には著変を認めないが,分 裂細胞は1/2

以下 に減少した.

塗抹法では4酵 素とも染色性に変化はなかつた.

浮遊法で はDPNHD及 びTPNHDの 染色性に

おいて,著 しく濃染する細胞がごく軽度に増加 して

全体の約15%を 占めたが,そ の他に著変を認めなか

つた. SD及 び α-GDの 染色性も変化 はなかつた

(Fig. 5～8).

DPN投 与群:す べての細胞に形態学的変化を認

めることはできなかつたが,分裂細胞はnicotinamide

の場合以上に減少した.

塗抹法では4酵 素とも染色性の変化を認めること

はできなかつた.

浮遊法ではDPNHDの 著 しく濃染した細胞が全

体の20%に 増加 していたが,他 の淡染した細胞など

は対照と同様の染色性を示 した. TPNHDの 染色

性は一般に染色性増加の傾向にあつたが,ほ とんど

対照と同様であつ た. SD及 び α-GDの 染色性 に

も変化は認められなかつた(Fig. 9～12).

Colchicine投 与群: May-Giemsa染 色標本 では

休止期の細胞に変化がなく,次 々に分裂するが,分

裂前期から中期で阻止された分裂中絶細胞及び矮小

細胞が出現 していた.

塗抹法ではDPNHD及 びTPNHDの 染色性 に

変化はなかつたが, SD及 び α-GDの 染色性は軽

度に低下していた(Fig. 13～16).

浮遊法ではDPNHDの 染色性は対照と変りなく,

 TPNHDで は全般的にみ ると変化はないようであ

つたが,著 しく濃染 した細胞が僅かに減少 していた.

 SDは 中染 した細胞が増加して明かに染色性の亢進

がみられた.α-GDは 一般に染色性に変化がなかつ

た.分 裂中絶細胞及び矮小細胞は4酵 素とも陰性で

あつた(Fig. 17～20).

考 按

第Ⅱ編16)に おいて染色標本の微細な変化に対す

る意味づけが危険であることを述べたが,本 編にお

いて も同様にごく明瞭なdiformezan沈 着の変化の

みを検討 した.

Endoxan投 与群: endoxanはnitrogen mustard

を環状に閉じた誘導体20-22)で,腫 瘍組織内で活性

型に変化する所のtransport formと なつており14),

アルキル化剤 中最 も有効 とされて いる23).勿論

Ehrlich腹 水癌にも,杉 浦24)に よれば著効がある

という.そ して対照で明らかなように腫瘍細胞は細

胞全体が腫脹す るが, Molbert25), Buchner26),

 Themann27)ら によればミトコンドリアもそれに平

行して腫脹 しているという.こ の形態学的変化をき

たした細胞はそのDNA代 謝を阻害され, RNA合

成が促進されているという28).さ らに2次 的におこ

る現象と考えられ るが,細 胞内DPN量 が著しく

減少するという28) 29).し た がつてDPNの 減少に

対するDPNHDの 変化を検討することは,興 味深

いことである.

塗抹法の結果4酵 素は全く破壊されないことが明

らかとなつた.

浮遊法において は第Ⅱ編16)のnitorominと 同様

に細胞膜の透過性が亢進してるいことは疑いないか

ら,染 色性だけで活性を論ずるわけにはいかない.

したがつて第1編19)の 実験3に おける透過性亢進

浮遊法と比較しつつ活性を推察することにする.

endoxanの アルキル化反応により,細 胞は腫脹し

て分裂細胞は減少 するが, DPNHDの 染色性は亢

進しており,濃 染細胞が30%を 占めるが,こ れは実

際に活性が亢進 したのか,分 裂阻害のためにDPN-

HD高 活性の細胞が増加してくるのか,ま たは透過

性亢進のために濃染したものと考えることができる.

 TPNHDの 染色性には変化がないが,こ れはTPN-

HD活 性 に何の変化もないか軽度に低下 しているか

のどちらかであろ う. SD及 び α-GDの 染色性は

軽度に亢進しているが,こ れは透過性亢進のために

よるものか,実 際に活性が亢進 しているのか明らか

でない.第1編19)に よれば, SD及 び α-GDは 分

裂期以外は一定の活性を示すが, endoxanに よる場
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合 も同様 で,腫 瘍 細胞 内 の これ ら非 常 に低 い 活 性 を

示 す代 謝 系 がendoxanに よつ て 亢 進 す る兆 候 が ほ

とん ど な い こ とを 示 して い る.ま た細 胞 肉 のDPN

量 が低 下 して も これ ら酵 素 の 活性 に は影 響 が ない こ

とを 示 して い る.勿 論分 裂 細 胞 は4酵 素 活性 と も陰

性 で あ る.

以上 を 総 括 すれ ば, endoxanに よ つ てDPNHD

活 性 は軽 度 に亢 進す るの か高 活 性 の細 胞 が 増加 す る

の か,ま たは 活性 が 不 変 で あ るが 細胞 膜 の 透 過性 が

亢 進 して い るか の いず れ か で あ り, TPNHD活 性 は

変 化 が な いか 軽 度 に低 下 して い るか で あ り, SD及

び α-GD活 性 は軽 度 に亢 進 して い るか変 化 が な い

かで あ る.

Nicotinamide投 与 群:一 般 に胎 生 組織 及 び 腫 瘍

組織 の よ うな活 発 な成 長 組織 のPyridine nucleotide

含量 は 少 な い が2-11),こ れ はBlaster9)に よ れ ば

pyridine nucleotideの 破 壊の 増 加 よ り も む し ろ そ

の合 成 の 減少 に よ る と 推定 して い る.こ の 低 い

pyridine nucleotide含 量 の腫 瘍 は大 出30), Morton31),

 Sahsarabudhe32)ら に よれ ば細 胞増 殖 率 と関係 が あ り,

低 いpyridine nucleotide量 の 場合 にfeed back機

作 に よつ て細 胞 分裂 が 誘起 され る31) 32)と い う.そ

こ で細 胞 内DPN量 の増 加 を き た せ ば 腫 瘍 細 胞 の

増 殖 が 抑制 され ると い う観点 か ら諸家 に よ り腫 瘍 に

対 してnicotinamideが しば しば 投 与 され て き た.

大 出33)はEhrlich腹 水 癌細 胞 にお い てnicotinamide

の投 与 に よ り約1.7倍 のDPN増 加 をみ て お り,

 Kaplanら17) 34)はL1210白 血病 細 胞 にお い て 約2倍,

 S37腫 瘍 及 びC36腫 瘍 で 各 々約4倍 のDPN量 の

増 加 を み て い る.こ の状 態 で 正常 また は腫 瘍 細胞 の

増 殖 は抑 制 され ると い う.北 村35)ら に よれ ばAH

130腹 水 癌 細胞 で 分 裂細 胞 数 は1/2以 下 と な り,藤

井12)に よ ればEhrlich腹 水 癌 で40-70%分 裂 を抑

制す る と して い る.ま た松 山 ら13)はMC肉 腫 の発

生 と成 長 を効 果 的 に妨 げ る と して い る.

この 機 作 につ い て は 藤 井12)は 細 胞 内DPN合 成

の促 進 か,分 解 低下 の ど ち らかを 予 想 して い る.す

で にMannら36), Zatmanら37), Nasonら38),

 Kaplanら39)に よ り, nicotinamideに よ るdipho-

sphopyridine nucleotidaseの 阻 害が 明 らか に され て

い るか ら,分 解 の抑 制 が お こ る こ とは間 違 い な い.

しか しnicotinamideがDPNの 前 駆 物質 で あ る こ

とか ら合 成 の 促進 も推 察 され る.こ のDPN量 増 加

に際 してDPNHD及 びTPNHDが いか に 働 くか

興 味 あ る問 題 で あ る.

塗抹法の結果では4酵 素の破壊は考えられない.

浮遊法ではDPNHD及 びTPNHDの 濃染細胞

が15%程 度であり,僅 かに増加している傾向にある

がほとんど変化はみ られない.こ の事実と分裂細胞

が減少している事実と考え合せると,こ の分裂抑制

作用によつて細胞分裂が減少 しても,こ れら酵素に

はあまり影響がな く,休 止期の終りに達しえた細胞

のDPNHD及 びTPNHD活 性 はやはり高 くな る

ことを示していると同時に,そ の時期の細胞が増加

していることが推察される. Mannら36)に よれ ば

SDにnicotinamideを 添加 してもSD活 性 はほと

んど変らない.本 実験でもSD及 び α-GD活 性 に

変化はなかつたが,こ れはnicotinamideが 直接 こ

れ らに作用しないことを意味す る以外 に,細 胞内

DPN量 が増加しても腫瘍細胞内のこれらの低い酵

素活性が分裂期以外の時期の細胞であつても正常な

酵素活性に戻らないことを示すものである.勿 論分

裂期 では4酵 素 活性 と も陰性で ある.す なわ ち

DPN添 加 により腫瘍細胞中のクエン酸回路 の活性

が変化しないというDajaniら40)の 結果と一致す

る.

以上を総括するとnicotinamdeはDPNHD及 び

TPNHD高 活性の細胞を僅に増加させるが,こ れは

活性自身が亢進するためか休止期末期の細胞が増加

するためか明らかでない. SD及 び α-GD活 性 は

変化しない.

DPN投 与群: nicotinamide投 与群で述べたよう

に細胞内のDPN量 と細胞分裂との間には密接な関

係が存在する. Kaplanら17) 34)はDPNを 投与し

て2時 間後に正常マウスの肝組織のDPN量 が最高

値となるとし,さ らにL1210白 血病マウスに投与し

て12時 間後のDPN量 を報告してい るが,腫 瘍細

胞のDPN量 の増加は1.12倍 である.し かし北村

ら35)によればAH 130腹 水肝癌ではDPN投 与に

よる細胞分裂が対照に比して1/3以 下 に減少してお

り,ま た松山 ら13)はMC肉 腫 の発生と成長の抑

制に効果があるとしている.こ のよ うに細胞内の

DPN量 がごく軽度に増加しても細胞分裂 を抑制し

ているので, DPNの 投与による他の酵素 に及ぼす

影響を検する必要がある.

塗抹法の結果では4酵 素の破壊は考えられない.

浮遊法においては, DPNHDで は高活性の細胞

が約20%と 僅かに増加している以外には対照と同様

の活性を示している.こ れはDPNHD自 身の活性

の変化ではなくて,分 裂減少のために休止期の終り
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の高 活 性 細胞 が 僅か に 増加 し た と推 察 す る こ とが で

き るが,一 方TPNHD活 性 に は 変 化が な い か らや

は りDPNHD活 性 が僅 か に亢 進 して い る と 考 え る

の が妥 当 で あ ろ う. SD及 び α-GD活 性 も 変 化 は

な い が,こ れ もDajaniら40)の 生 化学 的 結 果 と 同

様 で あ る.勿 論 分 裂 細胞 の4酵 素 活 性 は 陰性 で あ る.

以上 を総 括 す れ ばDPNHD活 性 は 僅 か に亢 進 す

るが, TPNHD, SD及 び α-GD活 性 には 何 らの影

響 もな い.

Colchicine投 与 群: colchicineはATPase阻 害

剤 で あ る が41),第 Ⅱ編16)の よ う に大 量 を 使用 す

ればDPNHD及 びTPNHD活 性 が 著 し く 阻 害 さ

れ る.し た が つ て 本編 で は ご く少 量 の投 与 に止 め

た.

その 結 果,塗 抹 法 に よれ ば 酵 素 の破 壊 は ほ とん ど

な く,た だSD及 び α-GDに 軽 度 の破壊 が考 え ら

れ る.

浮 遊 法 で もSDを 除 く3酵 素 に著 変 は 認 め られ な

かつ た.た だSD活 性 は亢 進 して い た.分 裂 中絶 細

胞 で は4酵 素 と も活 性 は陰 性 で あ つ た.す な わ ち

colchicineは 少 量 で はSD及 び α-GDを 軽 度 に 破

壊 し, SD活 性 を亢 進 させ る.

結 論

Ehrlich腹 水癌 を 移 植 し て7日 後 のddsマ ウ ス

にendoxan, nicotinamide, DPN及 びcolchicine

の4種 の 制 癌 物質 を 皮 下 に投 与 し,そ の腹 水 癌 細 胞

のdiphoaphopyridine nucleotide diaphorase(DPN

HD), triphcaphopyridine nucleotide diaphorase (T

PNHD), succinic dehydrogenase(SD)及 び α-gly

cerophoaphate dehydrogenase(α-GD)の 変動 を 塗抹

法及 び浮遊 法 を用 い て細 胞 化 学 的 に観 察 した結果,

つ ぎ の結 論 を え た.

1)一 般 に細 胞 分 裂 の 阻害 を 主 と した 変 化 が 形 態

学 的 に観 察 され た が,こ れ ら酸 化酵 素の 破壊 減少 は

な く,そ の 活性 の 変 化 も僅 少 で あ つ た.

2) endoxanの 場 合,細 胞膜 透 過 性 の 変化 を 老慮

して 検討 す ると, DPNHD, SD及 び α-GD活 性 は

軽 度 に亢 進 して い るか ま た は不 変 で あ り, TPNHD

活 性 は変 化 が ない か ま た は軽 度 に低 下 して い るかで

あ つ た.

3) nicotinamideで は, DPNHD及 びTPNHD

の高 活 性細 胞 が 僅 か に増加 し, SD及 び α-GD活 性

に は変 化 が な かつ た.

4) DPNで はDPNHDの 高 活性 細 胞 が軽 度 に増

加 し, TPNHD, SD及 び α-GD活 性 に 変化 はな か

つ た.

5) colchicineで は4γ/匹 で はDPNHD, TPNHD

及 び α-GD活 性 に変 化 な く, SD活 性 の み軽 度 に亢

進 した.

稿 を終 るに あ た り,御 指導 な らび に御 校 閲下 さい

ま した恩 師 陣 内教 授,田 中助 教 授 及 び緒 方 講師 を始

め 陣 内外 科 癌 研究 班 の 諸 兄,及 び 材料 を提 供 して下

さい ま した 塩 野義 研 究所 峰 下 博 士 らに対 し深 甚の 謝

意 を さ さげ ます。
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Explanation of Figures

1) Endoxan admimistration group

Fig. 1-4: Suspension method used nitro-BT, •~1000

Fig. 1: DPN diaphorase, Fig. 2: TPN diaphorase, Fig. 3: SD, Fig. 4: ƒ¿-GD 

Upper half shows microscopic figures without counter staining.

Lower half shows diformazan-haematoxylin counter staining figures.

Stainabilities of the DPN diaphorase, SD and ƒ¿-GD are slightly intenser than that of control tumor cells 

(Fig. 1, 3 and 4).

2) Nicotinamide administration group

Fig. 5-8: Suspension method used nitro-BT, •~1000

Fig. 5: DPN diaphorase, Fig. 6: TPN diaphorase, Fig. 7: SD, Fig. 8: ƒ¿-GD

Upper half shows microscopic figures without counter staining.

Lower half shows diformazan-haematoxylin counter staining figures.

In Fig. 5 and 6, the number of cells reacted intensely is increased in lesser degree.

3) DPN administration group

Fig. 9-12: Suspension method used nitro-BT, •~1000

Fig. 9: DPN diaphorase, Fig. 10: TPN diaphorase, Fig. 11: SD, Fig. 12: ƒ¿-GD

Upper half shows microscopic figures without counter staining.

Lower half shows diformazan-haematoxylin counter staing figures.
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In Fig. 9, the cells reacted intensely are slightly increased in number. 

Note the negative or little reaction in the mitotic phase (Fig. 1-12).

4) Colchicine administration group

Fig. 13-16: Smear method used nitro-BT, •~1000

Fig. 17-20: Suspension method used nitro- BT, •~1000

Upper half shows microscopic figures without counter staining. 

Lower half shows diformazan-haematoxylin counter staining figures.

Fig. 13 and 17: DPN diaphorase, Fig. 14 and 18: TPN diaphorase, Fig. 15 and 19: SD, Fig. 16 and 

20: ƒ¿-GD

Stainabilities of the SD and ƒ¿-GD in the smear method are slightly weaker than that of control tumor 

cells (Fig. 15 and 16), while stainability of the SD in the suspension method is slightly intenser 

than that of control (Fig. 19).

Note the nigetive reaction in the metaphase-arrested cells (Fig. 17-20).

A Cytochemical Study on Ascites Tumor

Part 3. Effect of Endoxan, Nicotinamide, DPN and Colchicine 

on Four Oxidative Enzymes of Ehrlich Ascites Tumor Cells

By

Takao Kawashima

First Department of Surgery, Okayama University Medical School, Okayama, Japan

The four kinds of anti-tumor agents i. e. endoxan (0.5mg per mouse, three times), 

nicotinamide (15mg per mouse, three times), DPN (40mg per mouse, one time) and 

colchicine (4mg per mouse, one time) were subcutaneously administered to dds-mice which 

had been transplanted with Ehrlich ascites tumor seven days previously. And the changes of 

the activity of the DPN diaphorase, TPN diaphorase, succinic degydrogenase (SD) and ƒ¿-

glycerophosphate degydrogenase (ƒ¿-GD) of the ascites tumor cells were cytochemically examined 

in the smear method and suspension method.

1) In general, their was no definite morphological change of the cells except for 

inhibition of mitosis in the above dosages, nor destruction of the enzymes. But a few 

variations of the enzymatic activity were noted.

2) After the administration of endoxan, stainabilities of the DPN diaphorase, SD and 

ƒ¿-GD were slightly increased, while that of the TPN diaphorase showed no change.

3) After the administration of nicotinamide, the number of tumor cells with the high 

activity of the DPN diaphorase and TPN diaphorase was increased about five per-cent. NO 

change of the activity of the SD and ƒ¿-GD was observed.

4) After the administration of DPN, the number of tumor cells with the high activity 

of the DPN diaphorase was increased about ten per-cent. But no change of the TPN dia

phorase, SD and ƒ¿-GD was observed.

5) After the administration of colchicine, there was no change of the activity of the 

DPN diaphorase, TPN diaphorase, ƒ¿-GD, while the SD activity was increased in lesser 

degree.
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河 島 論 文 附 図
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河 島 論 文 附 図
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河 島 論 文 附 図
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河 島 論 文 附 図
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河 島 論 文 附 図


