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緒 言

Bleomycinは1962年 梅 沢 等 に よ りStreptomyces

verticillUSよ り分 離 され た 抗 腫 瘍性 抗 生物 質 で,分 子 量

の大 きい.水 溶 性,塩 基 性 の ペ プ タイ ドで あ る。 本 剤 は

これ よ り前,同 じく梅 沢 らに よ り 発 見 さ れ たPhleo-

mycinと 類 似 して い る が区 別 され る物 質 で,Phle◎mycin

の よ うな 不 可逆 性 の 腎障 碍 を生 じない^

Bleomycinは マ ウ ス のEhrlichcarcinomaやSarco-

ma180ee高 い 治 療 係 数 を示 し,急 性 毒 性 に 比 し亜急 性 毒

性 が 遙 か に 小 さ い特 徴 を有 し,臨 床 的 に は,陰 茎癌,外 陰

癌,皮 膚 癌 等 の 扁平 上 皮 癌 に す ぐれ た 効 果 を 治 め て い る。

本 剤 は抗 腫 瘍 性 を有 す るの み な らず,グ ラ ム陽性 菌 や

陰性 菌 に抗 菌 性 を有 して い る。 す な わ ち,黄 色 ブ菌,四

連 球菌,枯 草 菌,大 腸 菌,チ フ ス菌,赤 痢 菌,肺 炎 粁 菌,

結 核 菌 等 に 中等 度 あ るい は 高 度 の 抗 菌 性 を示 す こ とが 認

め られ てい る。 した が つ て,こ の 細菌 に 対す る発 育 抑 制

効 果 を逆 に 利 用 して,本 剤 投 与 時 の生 体 内 の濃 度 を定 量

す る ことが で き る。

わ れ わ れ は 以 前 よ り抗 菌 性 を 有 す る抗 癌 剤 につ い て,

細 菌 を試 験 生 物 と したBioassay法 に よ り,抗 癌 剤 の 微

量 定 量 を 行 な つ て い る。 す なわ ち,MitemycinC,5

Fluorouracil,ChromomycinA3,ActinomycinD等

に つ き行 な つ て 来 た。

今 回 はBleomycinの 微 量 定 量 をBacillussubtilisの

芽 胞 を 試 験菌 とす るBi◎assay法 に よ り施 行 し,多 数 の

癌 患 者 お よび 実 験 動 物 の血 液,尿,組 織,腫 瘍 内 濃 度 を

測 定 した の で,以 下 そ の 測 定 法 お よ び測 定 結 果 に つ い て

述 ぺ る。

実 験 方 法

BacillussubtilisATCC6633株 の 芽 胞 を試 験 菌 と し

た薄 層 カ ップ法 に よ りBleomycinの 濃 度 を 測定 す る。

詳細 は 下 記 の とお りで あ る。

(1)試 験 菌

B.subtilisATCC6633株 をHeartlnfusi。nAgar

上 に37。C,7日 間 培 養 し芽 胞 を 作 らせ る。 これ を2白 金

耳ノm1と な る よ うに 滅 菌 蒸 溜 水 中 に浮 游 させ,60℃,30

分 加 熱 後,滅 菌 蒸 溜 水 で3回 遠 沈 洗源 し,原 容 量 に 再

浮游 して,さ らに 同様 に60。C,30分 加熱 し調 製 す る。

本 芽 胞 液 は 数 ヵ 月 間保 存 して も安 定 で,感 受 性 の変 化 を

来 さない。

(2)薄 層寒天平板作成

培地は第1表 に示す ような,カ ザ ミノ酸,澱 粉,寒 天

末 よ り成 る簡単な る培地,す な わ ちMむLLER-HINTON

変法培地を考案 し使用 してい る。

普通寒天培地やHI寒 天培地に含 まれ るペプ トンや肉

エキ スはBleomycinや5FUの 抗菌性を抑制す る作用

があ るため,こ れ らを含 まない培地を使用 し た の で あ

る。

本培 地を加温溶解 して,中 試験管に5m1つ つ分注 しメ

56℃ に保 つ。 これ に芽胞液を2滴(約0.1m1)加 え,

充分混釈 後,直 径9cmの ペ トリシ ャー レに流 し込み,

水 平台上 で固化 させ,薄 層平板 を作 る。 この培地上に滅

菌ステ ンレス製 円筒を3～4コ 立 て,こ の中に試料あ る

いは薬剤対照液を満たす。

(3)Incubationと 判定

上記の平板の円筒 中に液を満た した後 シ ャーレはた

だ ちに4～5℃ の冷蔵庫に納 入し,正 確に24時 間静置

して,薬 剤を滲透 させ るQつ いで37℃ の艀卵器に移 しi

約18時 間培養す る。培養後,Bleomycinの 濃 度 に応

じて,円 筒周囲に円形 の発育阻止帯を生ず る。 この直径

第1表

Culturemediumforthebioassayofbleomycin.

usingB.subtilis(ATCC6633)spores

Casaminoacid(Eiken)

Starch(Merck)

Bactoagar(Difco)
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を 計測 し,薬 剤対照 より作成 され た標準 曲線 と比較 し,

Bleomycin量 を 算定 す る。標準 曲線は 第 ユ図に示す よ

うに,片 対数 グラフを用い,縦 軸に阻止円の直径 を常数

旧盛に と り,横 軸に薬剤濃度を対数 目盛 に とり作製す る。

本法に よ り作成 されたBleomycinの 標準 曲線 の特徴

:を示す。

① 最低測定可能濃度はo.1mcg/mlで あ る。 この値

1は人 間の血 中濃度や,動 物実験で大量投与時の血 中およ

び 組 織内濃 度を測 るには充分であ るが,人 間の組織内・

腫瘍 内濃度を測 るには未だ不充分で,さ らに1桁 くらい

鋭敏 な試験菌 の出現が期 待され る。

② 標準 曲線は直 線 とならない。

③ 広範囲の濃鹿 す な わ ちO.1・-IOOmcgノ=m1が 同'

一 標準 曲線 とに集 まる。理 由は本剤が高分子のペプ タイ

ドで,寒 天中の滲透速度が遅 いた めであ る◎

この現象は広範囲の濃度の測定 が稀釈 なしに行ない得

る便利 さはあ るが,い つぼ うでは測定誤差の範囲が大 き

くなるとい う欠点を有す る◎

結 果

G)血 中濃度

第2図 は 陰 茎 癌患者3名 に15mgのBleomycinを

瀞 注 し,投 与後各時期(5分,10分,20分,30分,60

分,120分,180分)に おけ る血清中の薬剤濃 度の平均

値 をあらわ した ものであ る。

最高血 中濃 度は5分 で平均3.3mcg/ml,halflifeは

14分,11101ifeは110分 であつた。すなわち,投 与後

30分 くらい までは比較 的急峻 なカーブで減少 す るが,

そ の後ゆ るやかに下降す る。

他の抗癌剤(MitomycinC,5FU)の 血中濃 度 に 比

し,Bleomycinは 最高血中濃度が高 く,ま た と くに1

時 間以後 の薬剤の血中 よ りの減少は緩徐で,長 時間血 中

に 存在す る傾 向を有す ることが観察 され る。

第3図 は陰茎 癌患者2名 に 同量の薬剤を筋肉内に投与

した場合の血中濃度の消長を示 してい る。筋注に於け る

.血中濃度は投与後30分 から1時 間に最高値,す なわち

ヤ2図
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平均 で0。97mcg/mlを 示 し,そ の後 きわめて ゆ るやか

な 曲線を描いて,数 時間に亘 り徐 々に下降す る。すなわ

ち筋注 に於い ては静注に比 し,薬 剤の最高濃度は1!3以

下 であるが,中 等度 の濃度が長時 間持続す るこ とが観察

され た。

(2)尿 中濃度,尿 中排泄量

第4図 は陰茎癌 患者3名 にBleomycin15mgを 投与

した際の尿中濃度,血 中濃度,腫 瘍内濃 度の平均値 を示

した ものであ る。本図では濃度を対数 目盛に,時 間を常

数 目盛であ らわ した。その結果,尿 中濃度は血 中濃 度 よ

り1桁 高値 を示 し,Bleomycin投 与 後30分 か ら1時

間 までの間に採取 した尿に於い て,最 高 値:30・7mcg/

m1を 示 した。 その後,6時 間 までは半対数 目盛で ゆ る

やかにほぼ直線的に下降 し,排 泄は遅 く,長 時 間にわた

り高濃度の薬剤が検出された。

第2表 はBleomycinの 尿中排泄量 を示 した もので,静

注 の場合,24時 間 までに投与量の33・3%お よび43.4

%が 尿へ排泄 された。筋注では6時 間 まで の 測定 で,

投与量の19.2%が 排泄 された。他の抗癌剤,た とえば

MitomycinC,5FUが10%以 下であ るのに 比 して,
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第2表

Urinaryreceveryofbleomycinincancerpatients(Administrateddoseofbleomycin:15mg)

Patient
A(i.v,)

LevelQuantity
(mcg/ml)(m1)

B(i.v.)

LevelQuantity

(mcg加 ユ)(ml)

C(i.m.)
LevelQuantity

(mcg/ml)(ml)

0～0.517×378.9×1657.1×50

0.5～127×391α7×7011.4×20

Timeafter 1～25.9×2766.6×1157.3×85

Administ一 2～32.3×3166.3×1757.9×60
●

ratlon 3～4,2.9×429.6×3511.3×50

(hours) 4～52.2×903.7×2155、1×85

5～61.5×1301,3×2354.0×50

6～240.67×7500.66×1夢500

Totalurinary
excretion(mcg) 1 5,063 1 6,506 } 2,876

Recovery(%) 1 33.3 E 43.4 19.2

BleomycinのRecoveryrateは ひ じよ うに高い。す な

わち尿か らの排泄は本剤 の体 内よ りの消失に重要な役割

を演 じてい ると考 え られ る。 また,同 量のBleemycin

で も投与方法の違 い によ りRecoveryの 差 を 生 じ,一

般に筋注は静 注に比 してそ の率は低い傾向を有 した。

(3)組 織内濃度

組織内濃 度の系統的 な追求は人体では不可能であ るの

で,主 としてマ ウスを用 いて行 なつた。第5図 はdd系

vウ スに大量(50mg/kg)のBle。mycinを 尾静脈 内に

投与 し,30分 後に於け る薬剤の臓器,組 織内分 布 を 示

した もので,薬 剤は腎 に最 も高濃度に,肺,肝,皮 膚,

脾に中等度に,睾 丸 横紋筋,胃,小 腸,心 筋組織に微

量が検出 され た。腎は排泄 の臓器 として高濃度検出は当

然 と考え られ るが,肺 お よび皮膚 にかか る比較的大量の

分布をみ ることは他の抗癌剤 にみ られ ない特徴であ る。

第3表 は これ らの動物実験 を総括 した も の で,Blee-

mycin10mg/kg投 与,30分 後成績 も同 様 の傾向を示

した。 また,同 量 の 薬 剤 を連続7日 間静脈 内 に 投 与

し,投 与終 了後1,2,3目 後 に組織を捌 出し,薬 剤の残

第3表

Tissuelevels*ofbleomycininmicefoUowing

intraveneUSinjection

Mice:ddN♂

饗戦 蔽糠細輪)
Tim,eafter30
1njectionmln.

Heart

Lung

Liver

Spleen

Kidney

Stomach

Intestine

Testis

Muscle

Skin

0。95-一 一

5.32.61.00.850.67

5.02.12.5-一 一一

3.31.80.470.65--IO。70

13,42.32.50.77-一

0.6

2.3

1.4

5.0

一 〇.37-一 一

1.70.60-一

0.51

2.0

5.7

1.9'

4.6

0.49
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存を検す るに,本 剤は微量なが ら長時間後に も,肺,腎,
ず

脾,皮 膚に蓄積 してい ることが証明され た。

(4)腫 瘍 内濃度

第4表 は臨床的に陰茎癌お よび子宮頸癌 患者,計8名

の腫瘍 および その周辺正常組織の濃度測定の結果 であつ

て,Bleomycinは15mg投 与 後30分 にこれ らの癌組

織 中に0.5・vO,08mcg/mlの 比較的高値に 分 布 す る こ
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第4表

Concentrationsofbleomycinintumortissuesfromcancerpatients

(Administrateddoseefbleemycin:15mg,i.v.)

Patientssuffering

from

Peniscancer

Peniscancer

Peniscancer*

Peniscancer

UterUScancer

UterUScancer

Uteruscancer

UterUScancer

Timeafter

administration

ofbleomycin

37mn.

37mn.

30min.

24h.

30min.

60m

120m

120m

n.

n、

n.

Concentrationsof

bleo血 ・ycinin

Tumer
(mcg/ml)

0.49

0.25

0.08

O、50

0.08

0.09

Normaltissロe

一一(Pre七uce)

(Cervixof
uterus)

一 〃

ノ

ノ"

lB1・ ・d

0.69

0.06

0.94

0.19

*別eomycinwasinjectedintramuscularlyinthiscase
.

とが判 明した。投与後1～2時 間経過す ると,腫 瘍 内濃

度はかな り低 下す る。いずれ の患者群 において も,隣 接

の正常組織中には薬剤は証明できなかつた。

第5表 は動物実験 の成 績 で,SR-61,Sarcoma180,

EHRLICHCarcinomaの 腹水型胆癌 マウスに於い て,薬

剤は これ らの腹水中に最高値 あるいは最高値に次 ぐ高濃

度に証 明された。 しか し,遠 沈 して洗源後,乳 剤化 した

第5表

Tissuelevelsofbleomycinintumorbearingmice

at30minutesafterintraveneusinjec匙ion

(Mice=ddN6

Administrateddoseofbleomycin:10mg/kg)

腫瘍細胞 中には予期 に反 して,微 量

あ るいは測定不 可能 であつた。 また,

皮下 の固形腫瘍 であ るNF-Sarcoma

中には 中等度量 の薬剤 の存在が観察

された。

(5)組 織 乳 剤 に よ るBleo-

myeinの 不 活性化 実験

一般 に投与 され た薬剤は一部組織

に蓄積 され る場 合 もあ るが,大 部分

は排泄 され るか,あ るいは体内で代

謝 され不活性化 され て消失 してい くo

Bleomycinは 他 の抗 癌 剤 に比 し排

泄の率が高い こ とが判 明 したが,次

に本剤 の不活性化 に つ い て 検討 し

た。すなわち マウスの各種臓器乳都

と薬剤 を接触 せ しめ,37℃,60分

間incubateし て,薬 剤 の吸着お よび不活性化作用 に よ

る力価の減少を測定 した。

その結果は第6表 に示 した。一般的 に,本 剤は ヤウス

の各種乳剤 と混合 しincubateし て も,ほ とん ど力価の

減少を来 さない。すなわち吸着や不活性化の率が非常に

低 い ことが判明 した。 しか し,各種の臓器乳剤の中で も,

脾 乳剤に吸着現 象が,小 腸 乳剤に不 活性化作用が軽度に

認められ た。後者 に関 しては小腸 中の消化液や腸 内細菌

の作用の加わ ることを考慮 しなけれ ばならない。

以前,わ れ われ はMitomycinCに 於い て,肝,脾,

腎 乳剤に よる不活 性化 作用 が嫌 気的環境 で促進 され るこ
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とを観察 してい るので,Bleomycinに 於 い て も,嫌 気

的すなわちN2ガ ス中で,ウ サ ギ肝乳剤 を使つ て接触実

験 を行なつてみた が,こ の実験 に於い て本剤の不活性化
ち

はほ とん ど認められ なかつた。

結 論

Bleomycinの 微量定量をBioassay法 に よ り施行 し,

癌 患者および実験動物について,血 中,組 織 内,腫 瘍内

濃 度,排 泄 と不活性化等を検討 した。

(1)測 定 法はBacillussubtilisATCC663株 を試

験菌 とす る薄 層カ ップ法を用いた。

(2)患 者にBleomycin15mg静 注 時の最 高血 中濃

度は3.3mcglmlで,比 較的高 く,始 め は 急速 に血 中

よ り減少す るが,1時 間以後の減退はゆ るやかであ る。

筋注 では最高濃度は前老の1/3で あ るが長時間中等度濃

度 の薬剤が血 中に留 る。

(3)マ ウ塔組織 内の本剤の分布は高い ほ うか ら,

腎,肺,肝,皮 膚,脾 の順であつた。肺 と皮膚 の比較的

高い薬剤分布は本剤の特徴であ る。

(4)患 者の腫瘍組織には隣接 正常組織 に比 し高値 に

薬剤が分布 した。胆癌マ ウスの腹水中や 固型腫瘍 中に高

値 あるいは中等度量の薬剤が検出された。 しか し腹水腫

瘍細胞中には低値あ るいは陰牲であつた。

(5)患 者に本剤15mg静 注後,尿 中 へ 投 与 量の

38.4%が24時 間内に排 泄 され た。 このRecoveryrate

は他の抗癌剤に比 し高率であ り,尿 か らの排泄は本剤の

体 内よ りの消失に重要な役割を演 じてい る。

(6)本 剤 とマウス組織乳剤 との接触実験で,脾 乳剤

に吸着が,小 腸乳剤に不活性化が,軽 度 に観察 され る外

は,組 織乳剤に よる本剤の吸着,不 活性化は他の抗癌剤

に比 し軽度であつた。

本論文の要 旨は第16回 日本化学療 法学会総 会(昭 和

43年5N,東 京)で 発表 された。
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STUDIES ON CONCENTRATION OF BLEOMYCIN IN 

       BLOOD, URINE AND TISSUES

 HIROSHI FUJITA 

Department of Clinical Laboratory, National Cancer Center Hospital

                                         Summary 

 1) Concentration of bleomycin in the blood, urine, and tissues from cancer patients or experimental 
animals was estimated by means of bioassay method (thin plate-cup method using Bacillus subtilis, 
ATCC 6633 spores as the test  organisms). 

 2) The maximum blood level was  3.  3 mcg/ml in the patients received intravenously 15 mg of the 
drug, and was  0.97 mcg/ml in those received intramuscularly. 

 3) Relative high level of bleomycin was detected in the kidney, lung, liver, skin and spleen in ani-
mal experiments  (mice). 

 4) The drug level in the tumor was higher than that in the adjacent normal tissues of cancer pa-
tients. In tumor bearing mice, relative high or moderate level was obtained in the ascitic fluid and the 
solid tumor tissues, but very low in the ascitic tumor cells. 

 5) The drug was recovered at the ratio of  38.  4% within 24 hours in the urine of the patients recei-
ved intravenously 15 mg of the drug. 

 6) The effect of inactivation or adsorption of the drug by various tissue homogenates from mice 
was very slight as comparing with other anti-cancer drugs.




