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論文内容の要旨

CfJ 的コ

癌の治療において，手術療法にも一定の限界があると考えられる現在， jlil]癌斉iJの占める役割を無視する

ととはできない口 ところで臨床的にもっとも有効に制癌剤を使用するには制癌剤の作用機序を解明するこ

とが必要である。 そしてこの作用機序の解明は， 同時により効果的な nJl] î出剤への発展に対する糸口を与

えるものであり， さらに癌の増殖機構解明にも通ずるものと考えられる口もちろん薬剤の作用は担癌生体

及び癌細胞に対する作用の両面より追求すべきではあるが，癌細胞内体に対する影響を見る場合， 組織培

養法号用いることは薬剤再任意の町問， 1f ;1古;の民度で作用せしめうる利点がある円しかし従来 in vitro に

おける薬剤の効果観察ば， 実際生体内において作用しうると考えられるよりはるかに高い濃度，長い作用

時間で行なわれていることが多い。生体内における真の薬剤の作用を見るには， 生体内において作用しう

ると同松の限度及びII'j'間で観察することがÆ要である。

私は以上の点に留;むし， HeLa 細胞を)+]いてこれに対するマイトマイシン C (以ド MMC と略す) の

作用を検討した。

〔方注並びに成績〕

1 HeLa 細胞増殖に及ぼす MMC の影響

Simplified replicate tissue culture method により HeLa 細胞を培養し， とれに一定n ，lJ'問， 平手柿:法度

の MMC を作用させ，その後 MMC 非添加培地に変えて培養し，所定の培養日に細胞核数を計測し，対

照群と比較した。

対照群においてはその世代時間は25-30時間を示すが， MMC 作用群においては， MMC 濃度と作用時

間に対応して増殖の抑制がみられ，ほぼ濃度と作用時聞に比例した影響が見られた口 しかし世代時間以上

にわたる MMC 添加では作用時間とは無関係に濃度のみに対応した影響を及ぼした。
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n DNA 合成に及ぼす MMC の影響

MMC を終限度 1mcgjml になるよう培地中に加え， 1 II;~ニ間 fr:刈させた後， MMC 非添加1培地に変え各

時間後に 3H-thymidine を加え gas flow counter を用いて“DNA へのとり込み"を測定した o

MMC 作用直後には対照と大差なく，一定時間後( 6 時間後〉に最低値をとり， その後再び回復傾向を

見た。

L n の結果は MMC!こ対する感受性が， HeLa 細胞の life cycle の特定時期におい・て， もっとも高

いと考えると説明しやすい。

I HeLa 細胞の世代時間及び分裂各期の推定

使用せる HeLa 細胞の世代時間及び分裂各期の時聞を autoradiography を用い， 細胞標識率・核分裂

率及び分裂;ltJJ細胞標識率の時間的推移より推定した口

すなわち，世代時間 (T) 28時間・分裂期 (M) 2.0時間・ DNA 合成前期 (G1) 8.7時間・ DNA 合成期

(S) 13.6時間・ DNA 合成後期 (G2) 3.7時間と推定しえた口

I MMC の HeLa 細胞分裂各期に及ぼす影響

MMC を終濃度 1mcgjml になるよう培地中に加え， 1 時間作用させた後， MMC 非添加培地に変え，

その後の各H寺期に 3H-thymidine の pulse labeling を行ない， autoradiography により核分裂率・細胞

標識率・銀粒子数の変動を観察した。

核分裂率はMMC作用後 9 時間までは対照と大晃なく正常域に保たれるが， 12時間以後急激に低下した。

細胞際識率は MMC 作用直後は対照と大差ないが，漸次減少し， 6 n寺問で最低値をとり， 以後再び増

加， 12--18時間ではむしろ対照より高い値を示した。

平均銀杭子数は， gas flow counter の成績と同様，直後では大差なく， 6 川:問で最低値をとり，再び12

--18時間では回復の傾向を示した口

以上の結果は DNA 合成期前半及び DNA 合成前期後半の HeLa 納胞が MMC に対してとくに感受

性が高いと考えると説明がつく。

V MMC による HeLa 細胞 DNA の解重合について

MMC による 3H-thymidine の“DNA へのとり込み"の阻害が DNA の解軍合にもとづく 2 次的な結

果であるか否かを，あらかじめ全細胞を 3H-thymidine をもって標識した後 MMC を投与し， その後酸

可溶性分画に放射活性を見出しうるか否かにより検討した。

使用せる HeLa 細胞は20時間でほぼすべての細胞の "DNA へのとりこみ"が行なわれ， resting cell 

は 3--5 労であった。

MMC を終濃度 1mcgjml になるよう培地中に加えて 1 時間作用させ， その後 6 時間自における酸可溶

性分両の放射活性を見ると，対照と同様ほとんど検しえず，酸可溶性分間に入るような DNA の何分子化

は起乙らないことを示した。

〔総括7

MMC の作用ば HeLa 細胞の life cycle よりみて， DNA 合成後期及び DNA 合成期後半の細胞に対

しては分裂期への進行を阻たげないが， DNA 合成前期後半及び DNA 合成期前半の細胞に対してとくに

その DNA 合成を阻害し，また DNA 合成期jの延長を来たすものと考える。
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論文の審査結果の要旨

抗府弁1] マイトマイシン C (以下 MMC と附す)の作用機序については， 従来より， 主として生化学的

に検討され，その一次的な作用点は DNA とつながりが深いとされている。

ただ，従来の生化学的な研究)j法では， 細胞のいかなる H;J:月j に目抜作用するかは|リ]らかにされていなか

っ 7こ。

土井は 3H-thymidine による Radioautography を用いて，組織培養 HeLa 細胞に対する MMC の影

響を詳細に検討し， 通常臨床的に使用しうると JJ7えられる濃度において， MMC は HeLa 細胞に対し，

その life cycle の中 DNA 合成前期後半から DNA 合成期前半の細胞にもっとも強く作用することを明

らかにした。

このことは，中.に MMC の作用機序の一端を(何らかにするのみならず，生相l胞における DNA 合成機

構の解明にも寄与するものと考える。




