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〔緒言〕

Cyclophosphamide (Endoxan) は現在広く制癌剤として臨床的に用いられているが， その作用機序

はよくわかっていない口研究の遅れている原因の一つは， Endoxan そのものは生物的に殆んど不活性

であり，生体内で何らかの変化を受けて，はじめて活性が増強するためである。すなわち， Endoxan 

は高濃度で長時間，細胞に作用させないと効果をあらわさない。

本研究では， Endoxan 溶液 (Endoxan を純水あるいは適当な緩衝液に溶かしたもの)をあらかじ

め，電離放射線照射することによって， Endoxan の活性(細胞に対する致死効果)が著しく高めら

れる乙とを発見したので，それについて報告する。このように活性化された Endoxan および活性化

機構そのものの研究は，今後の Endoxan 作用機序研究の促進に役立つものと信じる。(研究に使用

したのは Asta 社製の NaCl を含まない純粋な Endoxan である)

〔方法ならびに成結〕

1 HeLa 細胞に対する非照射および照射 Endoxan の増殖抑制効果

(a) Endoxan 水溶液 (20 mg/ml) に 60CO r 線 5 x 103 ，.._， 105 R の種々の線量を照射したものを 0.5

mg/ml の濃度で，増殖中の HeLa 細胞に 48時間投与し，洗樵除去後さらに 48時間培養した時の細胞

数で増殖抑制効果を比較した。 104R 程度まで照射された E吋oxan は増殖抑制効果をあまり示さな

いが， 5x 104R 以上のものは著しく抑制効果を示した。

(b) Endoxan 水溶液，結晶 Endoxan，純水のそれぞれに r 線 5 x 104R 照射後，これらを細胞に投

与し， (a) における実験と同様にして，それらの効果を比較した。ただし，投与濃度は Endoxan で

は照射区，非!照射区ともに 0.25 mg/ml，照射純水は 0.025 ml/ml となるようにしたっその結果，水溶

液として照射された E吋oxan 以外は，使用した条件卜では細胞増殖抑制効果を示さなかった。
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2. Escherichia coli による Endoxan 効果の検討

上記の実験結果についてさらに系統的に調べ，その活性化機構および作用機序を解明するために

E. coli を用いて実験した。

(a) 予備実験として E. coli の照射および非照射 Endoxan に対する感受性を検討した。

紫外線高感受性株 (Hs 30) と抵抗性株 (H/r 30) の定常期細胞を用いた。 非照射 Endoxan は 10

mg/ml の濃度で 6 時間作用させても，わずかに致死効果がみられるにすぎないのに対して，照射

Endoxan (20 mg/ml of buffer で 4x 105R 照射)は同じ投与濃度で，著しい致死効果をあらわした。

(b) 上記の結果を参考にして， Endoxan 照射時の濃度 (2.S ，_，20.0 mg/mlof buffer) と照射線量(1 

x 105,_,30 x 105R) をかえた時の Endoxan の効果増強を定量的に検定した。使用した E. coli は感受

性株 (Hs 30) である口 Endoxan 効果増強の定量的尺度としては， E. coli に対する 37%量 D37 (細胞

の生存率を37%にするに要する薬剤濃度)の逆数を用いた。

その結果，同一線量を照射した Endoxan でも，照射時の濃度が低い程，効果増強が著しいことを・

認めた口極端な場合として，結晶 Endoxan でも照射による活性化は認められたが，溶液の場合に比

して極めて弱い。

(c) Endoxan 溶解に用いた緩衝液のみを (b) と同様に出射したところ， Jl.{~射 Endoxan に比して

極めてりりし九が有意の致死効果を示した。

(d) 30 x 105R 照射緩衝液に非照射 Endoxan を溶解すると，そωEndoxan に対して活性イじせしめ

似ることが認められたヮしかし溶液 Endoxan を照射したιi合ω活J性化よりはりりし '0

以上の実験結果より次のことが結論される口

①放射線照射をうけた Endoxan 溶液に細胞致死作用の効果噌強があらわれる ω は，主として

Endoxan 自体が活性化されたものである。 これに比べ溶液中に放射線によって生じた生成物の致死

作用は著しく小さい口

① 放射線による Endoxan 活性化作用は直接作用によるものも無制できないが，主として間接作

用による。

3. 次に照射 Endoxan の致死作用機序を推定するために， 紫外線抵抗性株 (H/r 30) および高感

受性株 (Hs 30 および Hs 30R) の照射 Endoxan に対する致死感受性を比較した。

(a) H/r 30 に比べ， Hs 30 および Hs 30R は 3 倍から 4 倍以上死に易く，定性的には紫外線の場

合と類似の感受性差を示した。

(b) 照射 Endoxan による突然変異(アノレギニン要求性より非要求性への変異)の話発は H/r 30 

および Hs 30R のいずれにも認められなかった口

以上は予備実験ではあるが，照射 Endoxan は DNA に作用し，突然変異を生じないような障害

(おそらくナイトロジェンマスタードのように分子鎖間架橋の生成)をもたらし，それが細胞致死を

ひきおこすことが示唆される。今後検討すべき課題である。

4. 照射 Endoxan の効果増強が何によるかを知るため，薄層クロマトグラフィーによる有効成分

の分析を行なった。照射 Endoxan の有効成分は Rf 値ゼロ周辺に位置し， 本来の Endoxan および

その加水分解生成物の有効成分のいずれの Rf 値とも異なった値を示したっ

。
。



〔総括〕

1 .水溶液 Endoxan に放射線を照射することによって， Endoxan の細胞致死効果を増強せしめ得

ることを発見した。

2. 照射時の Endoxan 濃度が稀薄である程，効果増強は著明である。すなわち，活性化は主に放

射線の間接作用によることを確認した口

3. 照射によって生ずる有効物質は Endoxan の加水分解生成物とは異なったものであり，その作

用は DNA におよぶものであると推定される口

4. 照射 Endoxan は非増殖状態においても細胞致死能力を発障することを認めた。

論文の審査結果の要旨

本研究では，まず in vitro では不活性で，生体内で変化を受けて，はじめて抗腫場性をあらわす特

性を有する Cyclophosphamide (Endoxan) が溶液状態で，数万 R 以上の電離放射線照射によっても，

活性化される事実を発見した口それは培養人癌細胞および大腸菌におよぼす増殖抑制効果あるいは致

死効果を指標とした実験によって認められたが，その結果， この活性化 Endoxan は増殖中の細胞の

みでなく，増殖停止中の細胞にも作用し得ることが明らかにされた。 この活性化には溶液 Endoxan

の場合，主として放射線の間接作用が働いていること，すなわち，照射された水中に発生した遊離基

あるいは分子状生成物の作用が重要な役割を有していることを見出した。 さらに，その Endoxan 活

性化作用には分子状生成物がかなり重要であること，および大線量照射された水溶液でも，ある条件

下では一定期間，細胞に致死的な影響をおよぼすことが無視できないのを示唆している。

最後に活性化 Endoxan を分離し， それが単なる加水分解産物とは異なる未知物質であることを確

認した。この研究の特異的な点は，一般には放射線によって物質が破壊，分解され，その化学結合に

影響をうけてその物質本来の作用が弱化されるが，こ〉では逆に活性物質にかえられることを見出し

た点であり， これは， Endoxan が不活性化， rþ和あるいは弱毒化するはずの生体内肝臓作用によっ

て活性化されるのと同様の現象が放射線によっても生じ得ることをしめしている。これら新事実の発

見は今後の Endoxan の作用機序の研究に役立つと j考えられ， さらに新しい抗腫揚物質の開発の可能

性を示唆するものと思われる。

したがって，本論文は学位を授与する価値あるものと認める D
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