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第1章　 緒言ならびに文献

従来,癌 細胞と正常細胞との間の明確な差異を何

らかの方法で見出そうとして多くの努力が払われて

きたが,現 在のところ癌細胞に決定的な特異性はま

だ発見されるに至つていない.わ たくしも第1編1),

第2編2)に おいて, NTS螢 光色素により癌細胞が

特異的に染色されはしないかとの考えから若下の基

礎的研究を行なつてきたが,こ の色素は酸性色素で

あつてmediumが 非常に高いpH域 にある場合に

のみ癌細胞が正常細胞よりも良く染まるということ

を知りえたにすぎない.こ のことは,癌 細胞には塩

基性蛋白が正常細胞より多く含まれているためであ

つて,癌 細胞に限らず塩基性蛋白の多い細胞はすべ

てこの酸性色素で染色されるもので,必 らずしも癌

細胞の検出に特異的に役立つものではないようであ

る.

この螢光色素NTSの 基礎的な染色機構の解明に

関する実験中,わ たくしはエールリッヒ腹水癌マウ

スの腹腔中に制癌剤を投与した後, NTS螢 光色素

を用いて腹腔内細胞の超生染を試みたところ,制 癌

剤によつて変性をうけた癌細胞がきわだつてNTS

螢光色素によりよく濃染されることを知つた.第1

編 で酸性域の変性蛋白はNTS螢 光色素とよく結合

して染色 されやすいことをのべたが,制 癌剤投与を

うけた癌細胞がNTS螢 光色素による超生染で良染

される事実から, NTS螢 光色素が とくに変性細胞

の変性蛋白とよく結合すろことを裏付け,こ れはエ

オジンなどの酸性色素と共通の性格を有するもので

あろうと考えた.こ の染色機構が超生染てある限り,

これら色素は細胞膜をよく透過するということが重

要な条件になつているに違いない.

そ もそも細胞膜はリポ蛋白より構成されているが,

その物質透過性については膜電位と透過物質の分子

の大きさや荷電の状態などの相互関係で説明が許さ

れるであろう.こ のような機構を解明するには,従

来からNile blue, Janue green B等 を用い,色 と

して光学顕微鏡で観察できる超生体染色3)-15)ある

いはこれを重金属などで固定して電子顕微鏡的16)-33)

に解析を加えようとする研究などが数多くされてき

ている.妹 尾 ・大口34)-35)は,各 種色素による超生

体染色の研究より細胞膜の透過性を論じているが,
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酸性色素はmediumの 酸 性側で,塩 基性色素は

mediumの アルカリ側で色素の細胞膜透過性が亢進

され,そ の結果細胞内に色素が侵入し細胞が超生染

されやすくなるとのべている.こ の細胞膜の透過性

に着目していろいろの色素を用い,超 生体染色によ

つて腫瘍細胞と正常細胞との間に相異点を見出そう

と試みた研究もまた多い32) 35)-40).ま た 一方細胞膜

の透過性の研究に当つて人工的な条件を加えて透過

性の検討を試みたものにBernard, Alexander42)な

ど43)-45)の仕事がある.す なわち, Alexander42)は

石鹸がその構造的特色より非常に高い界面活性能を

持ち、これが生体細胞に透過亢進的に働くことを立

証し,ま たB. Lucke & A. K. Parpart46)は 腫瘍細

胞は正常細胞に比して高級アルコールに対し膜透過

性が低い ことを発表している. Bennet47)に よれば

オレイン酸のような界面活性能を有する物質により

腫瘍細胞は赤血球と同様に著しく膜を破壊され,細

胞質の流出を起し,し たがつて細胞の呼吸の低下を

来すようになることを報告している.

わたくしは,細 胞膜の透過性を何らかの条件を与

えることによつて人工的に亢進させることができれ

ば, NTS螢 光色素やエオジン等の酸性色素を,通

常では超生体染色されることのないアルカリ側に傾

いたmediumに おいても染色を可能 ならしめるの

ではないかと考えた.わ たくしはこの条件をみたす

ものとして界面荷電状態を変換しうる物質がよかろ

うと考え, Tween80,サ ポニン,逆 性石鹸(オ スバ

ン).な どの界面物質を用い,細 胞膜構造や細胞膜

荷電を変えることによつて起 る細胞内えの物質の侵

入のしかたやその変化を検討し,ま た正常細胞と腫

瘍細胞についてのこの間の態度の差を観察しようと

試みた.

さらにこの問題の解明に興味を添えたのは,わ た

くしどもの教室 で行 なわれたOX物 質(以 下OX

とい う)の 臨床的研究48)で ある.す なわち, OXは

山本49)-52)によ りX線 照射家兎の肝より抽出分離さ

れた抗腫瘍性の不飽和脂肪酸分画で,臨 床に用いら

れるのはこれから作られた鹸化液であり,こ れはつ

よい界面活性能を有し癌巣に塗布あるいは癌病巣局

所に注射を行なうと,そ の周辺正常組織には殆んど

障碍をもたらさず癌組織にのみ選択的な壊死作用を

起す抗腫瘍作用をもつていることが明らかにされて

いる.こ のものは, pH 7.2の 領域においても高い

界面活性能を有しており,細 胞膜の透過性に特別な

変化をもたらしている可能性もあり,臨 床的には上

述のように正常組織と癌組織との間に明らかな作用

の相異がみられるので,抗 腫瘍性のほかにOXに

は界面活性物質としての作用のあることも検討する

必要があろうと考えてこの物質も実験に加えること

とした.

さて,超 生体染色に関する手法は種々の条件がか

みあつてかなり複雑な ものであるが,大 口35)は色

素による細胞膜透過性にはmediumのpHと 超生

染に要する時間とが重要な因子であるといい,後 に

なつて彼はこの時間を一定にすることによつて超生

体染色を成功に導いている.わ たくしは,色 素濃度

ならびにmediumのpHを 一定にし,ま た染色時

間もできるだけ一定にしたうえ,界 面活性物質の濃

度や種々変えて細胞膜構造の荷電状態に変化を与え,

膜 の透過性を人為的に亢進せしめて超生体染色を促

進させようと考えた.こ のようなことが可能であれ

ば,酸 性色素であるNTS螢 光色素,あ るいはエオ

ジン色素によつても,通 常アルカ リ側で超生染不能

のものも超生染可能となるであろう.こ の間の細胞

膜透過性の問題を充分検討してゆけば,臨 床的にも

人工的に癌細胞膜の透過性をたかめておいて,そ れ

に制癌剤を投与してよりよく癌細胞に選択的に制癌

剤を作用せしめ得るような理想的な制癌方法が確立

される筈である.本 編ではこのような点に関し2, 3

の基礎的実験の展開を試みた.

第2章　 実 験 方 法

第1節　 案験動物

実験動物には,体 重20g前 後 の市販雑系dd系

マウスを使用した.

第2節　 実験材料

1.実 験に使用した腫瘍細胞は岡山癌源研究所よ

り分与され上記マウスに移植されたエール リッヒ腹

水癌細胞の移植後7～9日 目の腹水を使用した.

2.対 照 としての正常細胞は,健 康マウス腹水細

胞,同 腸上皮細胞,同 肝細胞を選んだ.腹 水細胞は

細いガラス毛細管で穿刺により腹水を得,腸 上皮細

胞,肝 細胞は,マ ウス撲殺後直ちに(5分 以内)生

理的食塩水中にて腸粘膜,肝 切片を洗滌して後,こ

れをオベクトグラス上に軽く圧迫(ス タンプ)し,

細胞の剥離脱落した浮游液を使用した.

3.細 胞膜透過性を観察するための色素は, NTS

螢光色素(住 友化学)と エオジン(和 光純薬)の2

種類を用いた. NTS螢 光色素 およびエオジンはい

ずれもMcIl vaine緩 衝液にてpH 7.2に 調整し,
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濃 度は0.1%に なるように溶解して使用し た.4

.界 面活性物質としでは, 5%ブ ドウ糖液で稀釈し

たTween80(片 山化工製)1%液,サ ポニン(武

田化学製)1%液,オ スバ ン(逆 性石鹸)(武 田薬品

製)10%液,リ ノール酸2%液(高 速ホモゲナイザー

処理)お よびOX(東 芝製薬)2.5%液 の5種類を用い

た.こ れら界面活性物質を細胞に接触せしめる最終

濃度は,上記調整濃度のものから5%ブ ドウ糖液でつ

ぎつぎに倍々稀釈したものを使用 し, pHで はMcIl

 vaine緩 衝液にてつねにpH 7.2に 保 つようにした.

第3節　実験方法
1.各 種界面活性物質の生物学的活性度を表わす

ために,わ たくしは赤血球溶血限界濃度を標準とす

ることにした.す なわち,上 記の ように調整 され

たTween80,サ ポニン,オ スバン,リ ノール酸,

 OXな どを5%ブ ドウ糖液でそれぞれ倍々稀釈した

もの5ccに,健 康人末梢血を1滴 ずつ滴下し,室 温

放置15分 後溶血開始濃度をもつてこれら界面活性物

質の生物学的標準濃度とした.

2. NTS螢 光色素による細胞膜透過性亢進に及

ぼす影響の検討法として,前 述の各種細胞浮游液を

オベクトグラス上に1滴 採取後, pHが7.2に 調整

された各種濃度の界面活性物質を1滴 宛加え,室 温

(20℃)に て手際よく混 じ, 1分 後 さらにpH 7.2

の0.1%のNTS溶 液を9滴 加え,さ らに1分 間よ

く混じた後,デ ッキグラスで覆い, 30分 目に検鏡し

た.観 察には,千 代田光学製螢光顕微鏡を用い,フ

イルターはイワキF1を 使用した.

3.エ オジン色素による膜透過性亢進に及ぼす影

響の検討法は,前 項と同様にして採取した各種細胞

浮游液 に, McIl vaine緩 衝液 にてpH 7.2に 調 整

された界面活性物質を1滴 加え, 1分 間やはりよく

混じ元後, pH 7.2の0.1%の エオジンを9滴 加え,

前記同様の操作を行ない,同 じく30分 目に検鏡した.

観察には光学顕微鏡および位相差顕微鏡を用いた.

第3章　 実 験 成 績

第1節　 界面活性物質の生物学的比較標準濃度

界面活性物質の比較標準濃度をきめるためには,

赤血球浮游液に上述の界面活性物質を加え,室 温に

15分 間放置して赤血球の溶解が起り始める濃度を指

標とした.

これによると, Tween80は0.0038%,サ ポニン

0.0019%,オ スバ ン0.0011%,リ ノール酸0.0038

%, OX 0.0023%で あつた.こ の濃度を界面活性物

質の生物学的比較標準濃度とした.

第2節　 NTS螢 光色素による細胞膜透過性亢

進に及ぼす影響の検討

1.対 照:対 照として界面活性物質を添加するこ

となく諸種細胞のNTS螢 光色素による超生体染色

を行なつたが, pH 7.2で は 螢光色素によく染色さ

れる細胞群と,部 分的には全く染色されない細胞群

とに常にわかれた.こ の状態を部分染色と呼ぶこと

にする(〓 印)(表1,写 真1).

2. Tween80:表1に みられるように,エ ール

リッヒ癌細胞および正常腹水細胞は,添 加 された

Tween80が 標準濃度の27倍 というかなり高濃度で

あつても全細胞が決して均一に染色されることはな

く部分染色像を示した.こ れに反し正常腸上皮細胞

は標準濃度から上のすべての高濃度域で全細胞が均

一に良染せられ,肝 細胞はTween80添 加 が26倍

の高濃度以上で全細胞がすべて均一に染色され(均

一染〓印)る .こ の場合個々の細胞をみると,細 胞

質,核 とも良染像を示す.し かし肝細胞では25倍

以下,腸 上皮細胞では2-2以 下の低濃度においては

対照と同じく部分染色像を示すようになり. Tween

80の 濃度と各種細胞との間に透過性の明らかな相異

のあることが示された.

3.サ ポニン:各 細胞とも高濃度においては膨化

・破壊されるが,そ の破壊片までもみなすべてよく

表1　 NTS螢 光 色 素 超 生 体 染 色

注: 〇 全染 △部分的 〓 濃染
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色素に そまつている(均 一染 ・良染像 〓印).低 濃

度 になればやはり対照と同 じく部分染像を示す(表

2).サ ポニンは生物学的標準濃度の25～27に おい

て各種の細胞膜の透過性にデ リケー トな差異をあら

わす.写 真2は エール リッヒ癌細胞と正常腸上皮細

胞の混在浮游物を0.125%サ ポニン添加で染色した

ものであるが,両 者ともすべてよく染色される.特

に核染色性がつよい.

4.オ スバン:サ ポニンと同様に各細胞とも高濃

度(10～2.5%)に なれば膨化,破 壊を示すが(写

真3),破 壊片 も均一に よく染色され,良 染像を示

している.し かしオスバンは標準濃度の22か ら25

倍 の低濃度においても各細胞は均一に染まり,良 染

像(〓 印)を 示す(表3)特 徴がある.

5.リ ノール酸:各 細胞とも標準濃度の28～29倍

の高濃度においては膨化を示すが全細胞均一に染ま

り良染である(〓 印).低 濃度になるにしたがつて

部分染色を示すようになる(表4).

6. OX:表5に 示すように,標 準濃度の210倍

にあたる2.5%の 高濃度になれば細胞は膨化し一般

に不染性を示すが,エ ール リッヒ腹水癌細胞は29～

25倍 の巾広い範囲で均一に染まり良染像を示した. 

29～210以 上で は正常腹水細胞は膨化,破 壊を示 し

染色性悪 く不染像を示すが, 28よ り23倍 までは均

一に染まり良染を示す
.し かし正常腸上皮細胞は29

倍より,肝 細胞は29倍 より均一に染まり良染状態

となり,破 壊や膨化像は認められないという非常に

特殊な染色状態を示した.

小括:以 上に示したようにNTS螢 光色素による

超生体染色は,上 皮系,問 葉系,腫 瘍細胞を問わず

必らずしも全部の細胞を均一に染色するとは限らな

い. NTS超 生体染色時に界面活性物質を添加する

表2

注: ○全染 △部分的 〓 濃染 〓破壊残片 〓破壊片

表3

注: ○全染 △部分的 〓 濃染 〓 破壊残片 〓破壊片

表4

注: ○ 全染 △ 部分的 〓濃染
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表5

注: ○ 全染 △ 部分的 〓 濃染 -不 染 ±微染 〓 破壊片

と,一 般にそれが高濃度の時は細胞膜から色素がよ

く侵入し全細胞が均一に染色されるようになる.さ

らに高濃度の添加が行なわれた場合は,細 胞が膨化

・破壊するがその破壊物も極めてよく色素と結合し

ている.し かしOXの み は,高 濃度添加の際に必ら

ずしも細胞が均一良染するとは限らず,特 別の説明

が必要とされる結果を得た.

生物学的比較標準濃度は赤血球破壊能をもつてあ

らわしたが,界 面活性物質の細胞膜の物質透過作用

の溶血能力と必らずしも併行するものではないこと

が示された.と くにオスバンは非常な低濃度でも細

胞膜の透過性を亢進せ しめる作用を有することが明

らかになつた.

第3節　 エオジン色素による細胞膜透過性亢進

に及ぼす影響の検討

1.対 照: NTS螢 光色素の場合と同様に,界 面

活性物質を使用せずにエオジンで超生染を行なつた

が,こ の場合は各種細胞ともいつも部分染色像(〓

印)を 示した.

2. Tween80:表6に 示 すように,エ ールリッ

ヒ腹水癌細胞および正常腹水細胞は, 1%以 下の濃

度ではどの濃度においても部分染色像を示しており,

全細胞が均一平等に染色されることはない(写真4).

正常腸上皮細胞および肝細胞は,高 濃度になれば均

一に染まるが,標 準 濃度の21以 下の低濃度におい

ては部分染色を示 している.

3.サ ポニン:標 準濃度の26と いう高濃度添加

においては,エ ール リッヒ癌細胞および各種細胞と

も膨化 ・破壊を示すが,全 細胞とも均一に染まりよ

く良染する(写 真5).そ れより低濃度 になるに従

つて個々の癌細胞の染色度は低下し不染性を示すよ

うになるが,そ れに比し正常腹水細胞は,こ の範囲

内の濃度ではかなり高濃度でも部分的染色で良染を

示している.腸 上皮細胞および肝細胞は全細胞とも

均一に良染し,膨 化 ・破壊像 も認めず共通して透過

性の亢進を示している(表7).

4.オ スバン:標 準濃度の213倍 に相当する10%

の高濃度になれば,癌 細胞はじめ各種細胞とも膨化

・破壊が強く,破 壊核影を残すのみであるが,そ れ

自体は良染されている. 25倍 以下の低濃度になるに

つれて,超 生染度は低下して部分染色になるが,正

常腸上皮細胞および肝細胞は標準濃度になるまで均

一に染まり良染を示している(表8) .

5.リ ノール酸:エ ール リッヒ腹水癌細胞および

正常腹水細胞は甚しい高濃度の28～29倍 になれば部

分染を示し, 25～27倍 の濃度範囲においてエール リ

ッヒ癌細胞は均一に染まり良染を示すが,正 常腹水

細胞は22～27倍 の 範囲にて均一に良染を示してい

る.し かしそれ以下の濃度では部分染色像を示す.

正常腸上皮細胞 および肝細胞は28～29倍 の高濃度

になつても均一に染まり良染像を示すが, 21倍 以下

の低濃度では部分染色である(表9).

表6

注: ○ 全染 △ 部分的 〓 濃染
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6. OX:表10に 示すように,エ ールリッヒ癌細

胞は,極 めて高濃度のOXす なわち210倍 には膨化

するが,ど の細胞 も均一に染色される.し かし個々
の細胞をみると核徴染の状態であり,か えつて低い

濃度の28～29倍 で均一 に安定して良染を示す(写

真6).そ れ以下では,部 分染色で細胞染色度に均

一性を欠くようになる(写真7).正 常の腹水細胞

は, 29～210倍の高濃度では,細 胞は膨化・破壊さ

れ核影の残存を認めるのみであるが，26～28倍の間

では均一に染まり良染状態である.そ れ以下の濃度
では,部 分染色に とどまる.腸 上皮細胞は, 210倍

の高濃度になれば膨化の状態となり染色性は均一と

表7

注: ○全染 △ 部分的 〓 濃染 ±微染 〓破壊残片 〓 破壊片

表8

注: ○全染 △部分的 〓濃染 〓破壊残片 〓破壊片

表9

注: 〇全染 △部分的 〓濃染 ±微染

表10

注: 〇 全染 △ 部分的 〓濃染 ±微染 -不染 〓核微染 〓破壊片
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表11

注: ○全染 △ 部分的 〓 濃 染 +軽 染 ±微染

なるが,微 染の状態を示し, 29倍 で もつとも均一に

よく染まる. 28以下 の濃度では部分染を示す.こ れ

に反し肝細胞は, 210倍 の高濃度でやはり膨化し不

染性を示すが, 26～29で は均一染,良 染を示し,そ

れ以下では部分染を示している.こ の実験で特徴的

なことは,表11に 示す通り, 0.6～0.4%に おいて,

エール リッヒ腹水癌細胞,正 常腹水細胞,正 常肝細

胞がいずれも均一染で良染を示すのに,正 常腸上皮

細胞のみは態度を異にし,部 分染でしかも微染にと

どまることである.今 エール リッヒ癌細胞と正常腸

上皮細胞の混在する細胞浮游液に0.4%OXを 添加

しエオジン超生染を行なえば,写 真8の ごとくエー

ルリッヒ癌細胞は染色されるが腸上皮細胞は染まら

ず,細 胞膜透過性に明らかな差異のあることが立証

せられた.

小括:以 上のごとく,エ オジン超生染はmedium

がpH 7.2に おいて通常はエールリッヒ腹水癌細胞

や正常の腹水細胞を全部均一に染色することはあり

得ない.し かし本実験 においてmedium中 に 細胞

膜透過性亢進物質として界面活性物質を添加すると,

一定の濃度以上ではエオジン超生染が完全に行なわ

れることが明らかにされた.と くに興味あることは,

 OXが 添加された際,そ の適性濃度においては細胞

は均一 ・良染の超生染像を示すが,か えつてそれ以

上の高濃度になると細胞は不染性になることであ

る.こ のことは,細 胞内オルガネラの蛋白荷電の状

態にOXが 変化 を与 えるために,極 性染料が結合

しなくな るものと理解せられる.な お,腸 上皮細胞

はOXに 対し比較的抵抗が強いことがわかつた.

これに反し, OX以 外 の界面活性物質す なわち

Tween80,サ ポニン,オ スバン,リ ノール酸 など

は,高 濃度になるにつれて膨化 ・破壊を示し,こ の

ような状態でも超生染像は均一染 ・良染を示しエオ

ジンがよく細胞内オルガネラと結 合することが示さ

れた.ま た,こ れら界面活性物質を添加 した場合,

癌細胞よりも腸上皮 ・肝細胞の方がより一層膜の透

過性の亢進を起す結果が得られた.

第4章　 総括ならびに考按

以上の結果に示されたように,界 面

活性物質を使つて細胞膜の透過性を亢

進せしめると,元 来,酸 性色素である

NTS螢 光色素やエオジンでも, pH 7.2

とい う高いところで超生染が完全に可

能であることが判明した.

ま た,以 上の実験結果から,界 面活性物質で細胞

が膨化し,リ ピド顆粒が胞体に増してきて変性機序

が起り始めると, NTS螢 光 色素による超生染がそ

れにつれて高度になることを認めた.こ のことは,

従来行なわれていたエオジン超生染によるエオジン

指数の概念と全 く同じように, NTS螢 光色素でも

細胞変性の有無を知ることができる筈である.

さて,実 験成績にみるように,サ ポニン,オ スバ

ン.リ ノール酸などは高濃度になればなるほどNTS

螢光色素でよく濃染され螢光度を増すことを知つた.

これは細胞膜透過性の亢進とともに,細 胞内に変性

蛋白が増加 し, NTS螢 光色素が これとよく結合す

ることを意味するものであろう.固 定された細胞の

場合は,塩 基性蛋白の多い細胞がNST螢 光 色素に

よく染色されるということは,す でに第1編1)で 述

べたとおりであるが,超 生染の場合でも,界 面活性

物質のために細胞が変性におちいると変性蛋白が増

え,こ れとNTS螢 光色素が結合することによりよ

りよく良染されたものということができよう.こ の

NTS螢 光色素の超生染は,わ たくしの観察したか

ぎりでは,各 種界面活性物質を添加した場合に,そ

れぞれに特徴的な染色現象が起るというものではな

く,ま た細胞相互間においても超生染に特徴的な差

は認められなかつた.要 するに,細 胞そのままの超

生染にしろ,固 定した場合の染色にしろ, NTS螢

光色素は癌細胞を特異的に染色する54)とい うこと

はありえない.し かし,不 飽和脂肪酸 のOX鹸 化

液の場合のみは,そ の濃度が2.5%を 超えると,か
り

えつてNTS螢 光色素に不染の状態を きたすが,こ

のことはOXの 大きな特徴であつて,こ の高濃度

の不飽和脂肪酸が細胞内のオルガネラと反応を起し,

何か特殊な荷電状態 を作りだして, NTS螢 光 色素

と結合しないようになつたものではないかと考えざ

るを得ないが,こ の点に関しては,さ らにOXの

本態の究明と相まつて研究が進められなければなる

まい.ま た, Tween80で はやはり濃度の上昇とと

もにNTS螢 光色素の染色性は高まるけれども,癌
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細胞の染色性にむらがあり(不 均一性),か なり高

い濃度でもNTS螢 光色素に不染性の癌細胞が残る

ことがあるのを観察 したが, Tween 80の この特徴

についてはなお解明すべき多 くの問題を含んでい

る.

次にエオジンによる超生染についてみると,や は

りNTS螢 光色素の場合と同様に,サ ポニン,オ ス

バンでは高濃度になるにしたがつて濃染されること

を知つた.こ れらは膨化 ・変性がつよく,細 胞崩壊

が起つてもその細胞砕片にもエオジンの親和性がつ

よいことは前述の通 りである.と ころが, OXの み

はNTS螢 光色素の場合と同様に,高 濃度になると

細胞が超生染されなくなる.も ちろん,こ の場合は

細胞砕片も染色されないが,あ る適性濃度において

のみ全細胞が均一によく超生染されることを知つた.

このこととはおそらく不飽和脂肪酸であるOXと

細胞内の蛋白とが結合して蛋白の荷電の変動をきた

し,エ オジン色素に対する親和性が低下するためと

思われ,螢 光色素の場合と同様の説明が与えられる

べきであろう.細 胞の膨化 ・破壊の像からすれば,

この現象は透過性の低下によるものとは到底考えら

れない.こ の場合, OXは 他の界面活性物質と違つ

て特徴的なことは,癌 細胞の均一 ・良染を示す0.6

～0.4%濃 度では,正 常腸上皮細胞は癌細胞と異な

りエオジンにはあまり染色 されない ことを知つた

(写真8).こ の ことは, OXに よる人体消化器癌の

局所療法に際して,腸 上皮の刺戟損傷が少なくOX

が癌巣のみに選択的に親和性をもつているという陣

内ら49)の 臨床使用経験を裏付けるものであろう.

また,不 飽和脂肪酸であるリノール酸においても,

あまり高濃度になると,エ オジン超生染で癌細胞が

良染されなくなるのは, OXの 場 合と同様に不飽和

脂肪酸が細胞質の蛋白と結合し細胞質蛋白荷電の状

態に変化をきたし,エ オジン色素がこれと結合しな

くなつたためであろう.実 際,内 海55) 56)は不飽和脂

肪酸と血清アルブミンがin vitroで よ く結合す る

ことを実験的に証明している. Tween 80に おいて

は,エ オジン超生染 もNTS螢 光色素の場合と同様

に細胞の均一染度が少ないが,こ のことはやはり界

面活性物質としてのTween 80の 特徴であろう.

以上のように界面活性物質の存在のもとでは,細

胞は膨化から崩壊に移行するが,そ の間,濃 度の亢

進とともに細胞膜の透過性の亢進がおこつているこ

とが明らかになつた.

OXや リノール酸のような不飽和脂肪酸で,細 胞

膜の リピ ドの多いエール リッヒ腹水癌細胞が,細 胞

膜の リピ ドの少ないマウス腸上皮細胞より膜透過性

がより亢進せしめられてエオジンやNTS螢 光色素

でより染まりやすくなるという結果は,界 面活性物

質の細胞膜 リピドに対する脂溶性作用の差としても

説明されるであろう.

ちなみに,細 胞膜の化学構造の差は,当 然細胞表

面の荷電の相違となつて現われるわけであつて,悪

性腫瘍細胞ほど負電荷が多いというPurdon'57)の 実

験からすると,癌 細胞の悪性度と細胞膜表面の化学

構造とはある程度の相関性がもてて興味深いものが

ある.

わたくしの実験ではエールリッヒ癌に限られたの

で,細 胞の悪性度と膜表面活性との間に関しては,

と くにご注目すべき所見は把握していない.

しかしとにかく,界 面 活性物質や脂溶性 溶媒

(Lucke46))を 作用させることにより細胞膜の透過性

が亢進することは事実である.癌 細胞のみの膜透過

性を選択的に高めるということは困難なことである

が, OXや リノール酸を始めとする界面活性物質の

脂溶性作用が,上 述のごときエール リッヒ腹水癌細

胞と正常マウスの腸上皮細胞との間に,細 胞膜のリ

ピ ド含有量の差異と関連して,膜 透過性の差を人為

的に作りえたことは,は なはだ興味深いことといわ

ねばならない.

Bennet47)に よるとオレイン酸のような高級肪酸

の界面活性物質によつても,腫 瘍細胞はかなり著し

く膜がこわされ,細 胞質の流出を起すことが明らか

である. Ludford59)は,腫 瘍細胞膜は,脂 溶性色素

に対する透過性が正常細胞より大きいことを示して

いるが,こ れは腫瘍細胞膜の方にリピドが多いから

だといつている.こ のような膜の化学構造の相異は,

腫瘍細胞と正常細胞のミトコンドリア膜の間にも相

対的ながら認められるという58) 48).

このように細胞形質を化学的構成が,た とえ量の

多寡であるにせよ腫瘍細胞と正常細胞との間で異な

り,こ とにそれがリピドの含有量の差となつてくる

と,界 面活性物質のそれに働 く意義は非常に重大と

なつてくるわけである.

このことは,癌 細胞の治療にも応用せられうるこ

とであつて,第4編 においては,界 面活性物質の膜

透過性亢進作用を応用して,正 常細胞よりも癌細胞

の方により多くの制癌剤を導き入れようとする試み

について述べようと思う.
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第5章　 結 論

第1・2編 において,わ たくしはNTS螢 光色素

の固定細胞に対する染色機構を基礎的実験により証

明したが,本 編においてはその超生体染色の際の染

色態度の解明を試みた.併 せて,超 生体染色時に種

々の界面活性物質を添加することにより,被 染細胞

の細胞膜透過性の亢進によつて惹起せられる染色性

の動態を観察 し,次 のような結果をえた.

1. NTS螢 光色素は酸性色素であり,エ オジン

と同じように超生体染色の色素として充分鮮明な像

がえられ,変 性蛋白との親和往はエオジンと同様細

胞変性の観察には有力な色素である.

2. NTS螢 光色素,エ オジンのごとき酸性 色素

で超生染を行なうに際し, Medium pHを7.2に 引

きあげても, Tween80,サ ポニン,オ スバ ン,リ ノ

ール酸, OX(抗 腫瘍性 不飽和脂肪酸)な どの界面

活性物質を添加すると,色 素は細胞膜をよく透過し

全細胞残らず陽性に染色されるようになることを明

らかにした。

3.上 記の界面活性物質は,一 般に添加濃度を高

めるに従つて色素の細胞膜透過性は亢進するが,

リノール酸, OXな どの不飽和脂肪酸の場合は,あ る

濃度域においてはそれらが細胞内オルガネラと結合

しその蛋白電荷に変更を与えるためか,か えつて色

素が細胞を染めださないという特殊な場合を発見し

た.

4.エ ールリッヒ腹水癌細胞,健 康マウス腹水細

胞,腸 上皮細胞,肝 細胞などを超生染の資料とした

が,界 面活性物質の種類によつて多少ともそれら細

胞膜の透過性亢進作用に差があり,殊 にオスバンに

もつとも透過性亢進作用が強 く, Tween80の 場 合

にはかなり弱い結果が得られた. OXの 場 合は,正

常腸上皮細胞よりもエール リッヒ癌細胞につよい膜

透過亢進作用を与え,か かる界面活性物質は使用の

方法によつては,腫 瘍細胞にある程度荷電物質を選

択的に導入せしめ得る根拠を作つた.

(尚本論文要旨は第20回 癌学会総会において発表

した.)

稿を終るに臨み,御 指導 ・御校閲を賜つた陣内傳

之助前教授ならびに田中早苗現教授に深謝するとと
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Studies on Fluorescence Staining of Cancer Cells and Cancer

 Chemotherapy with Concurrent Use of Surfactants

3. Accelerative Effect of Various Surfactants on the 

Permeability of Cancer Cell Membrane
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Author's Abstract

In previous reports 1 and 2, the author experimentally verified te fundamental staining 

mechanism of fluorescent NTS dye by its deposits in various cells. In the present experiment
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an attempt has been made to see whether it is possible to perform supra-vital staining with 
this fluorescent NTS dye. At the same time observations have been carried out on the stain
ing behaviors (or changes) induced by the accelerated permeability of cell membrane in the 
course of supra-vital staining with concurrent use of various surfactants (surface active subs
tances), and the results are summarized as follows.

1, It has been found that flurorescent NTS dye, being an acidic dye, has affinity to 
denatured protein, revealing a staining mechanism similar to eosin, and it stains degenerated 
cells deeply.

2. It has also been elucidated that in the course of supra vital staining with acidic dyes 
such as fluorescent NTS dye and eosin, even when the medium pH is raised to 7.2, on the 
addition of such surfactants as Tween 80, saponin, osvan, linoleic acid, OX (an anti-tumor 
agent of unsaturated fatty acids from xray-irradiated rabbit liver) the dye readily permeates 
the cell membrane and thus the entire cell is uniformly stained positively.

3. These surfactants accelerate the permeability of the dye through the cell membrane 
as their concentration is raised, but in the case with saponified solution of fatty acids such 
as linoleic acid and OX at a certain range of concentration they bind chemically with intracel 
lular organellae, bringing about changes in protein electrical charge of the organellae and as 
the result the cell becomes no longer stainable. Therefore, this point needs to be taken into 
consideration when the supra-vital staining of cells is attempted with concurrent use of surfac
tants of fatty acid series.

4. With fluorescent NTS dye and eosin supra-vital staining has been tried on Ehrlich 
ascites tumor cells, liver cells, epithelial cells of intestine, and ascites cells. It has been 
demonstrated that there is at least some difference in the accelerative effect of surfactants on 
the permeability of cell membrane depending on the kind of the substances. The accelerating 
effect of osvan, which is cationic surfactant, is especially marked. In the case of Tween 80 
(a non-ionic surfactant) its effect is weak. In the case of OX. it imparts a greater permea-
bility to Ehrlich ascites tumor cells rather than to epithelial cells of intestine.

From these results, it seems that to a certain extent the basis has been established for 
introducing selectively some of charged substances into tumor cells depending upon the use of 
these surfactants.



550 森 下 和 郎

森 下 論 文 附 図

写真1　 NTS螢 光色素によるエールリッヒ癌細胞

染色,(対 照:界 面活性物質を添加せず)

写 真2　 0.125%サ ポニ ン添加 の エ ー ル リッ ヒ癌

細 胞 とマ ウ ス正常 腸 上皮 細 胞(円 柱 状細 胞)

の 全 染像(NTS螢 光 染 色)

写真3　 10%オ スパ ン添 加 に よ り膨 化 破 壊 され た

エ ール リッ ヒ癌 細 胞(破 壊 殘片 も よ く染色 さ

れ る)(NTS螢 光 染 色)

写 真4　 0.125%Tween80添 加 の ヱ ール リ ッヒ

癌細 胞 部 分 染色 像 ↑印は エ オジ ン 超生 染,

陽 性 を示 す.
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森 下 論 文 附 図

写真5　 0.125%サ ポ ニ ン添 加 の エ ー ル リ ッ ヒ癌

細胞 全 染 像.(エ オ ジ ン超 生 染)

写真6　 0.4% OX添 加 の エー ル リ ッヒ癌細 胞 全

染像(エ オ ジ ン超 生 染)

写真7　 0.25% OX添 加 の エ ー ル リッ ヒ 癌細 胞 部

分 染 色像(Blista formationも よ く染 色 され て

い る)(エ オ ジ超生 染)

写 真8　 0.4% OX添 加 の エー ル リ ノヒ癌 細 胞 と

マ ウス正 常腸 上 皮細 胞 との 混合 の もとで,エ

ール リ ッヒ癌 細 胞は 全 染 な る も,マ ウ ス腸上

皮 細 胞 は不 染 像 を 示す.(エ オ ジン超 生 染)
↑印 は腸 上皮 細 胞不 染 を 示す

.


