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I.　 緒 言

癌の治療に対して化学療法が選ばれる最大の理由は,

外科的或いは放射線療法が,局 所的であ り,種 々の制約

があるのに対し,化 学療法は,全 身的であ り,治 療上の

制約がほとんど無いことである。

このような観点で癌治療を考えても,現 実には,手術,

放射線,制 癌剤(化 学療法)の 順に選択されてお り,そ

の評価は2次 的な場 合 が 多 い。 しかし術後の再発対策

や,手 術放射線療法の不可能な例の治療は,化 学療法が

主役を演ずることになる。そこで副作用を少なくして如

何に癌の発育を阻止するかに,薬 剤の選択,投 与量,期

間,間 隔お上びその投与経路などの検討が急 が れ て い

る。しかし薬剤の作用機序などが,研 究され,如 何に解

明されても,個 々の薬剤に対する癌細胞の感受性は,個

個に異なつてお り,別 に調べてみる必要がある。

正常体細胞は,必 要に応 じて失なわれた細胞を補充す

る程度にしか増殖してないが,癌 細胞は,宿 主の制御機

構とは関係なく分裂増殖してお り,こ の点をうまく利用

した制癌剤の使用法が期待されている1)0こ こ に癌細胞

の世代時間や染色体にご関する研究の重要性が 指 摘 され

る。BOVERI(1914)ら を始めとする初期の研究者達は,

核 分裂異常が染色体の異常をもたらし,高 倍数性細胞の

出現が,癌 細胞における共通現象であることを 重 視 し

た。その後マウスやラットの可移植性腹水腫瘍の確立に

上つて,1951年 牧 野は腫瘍細胞における種族細胞説を打

立てて,腫 瘍細胞の中には,そ の増殖の中心となる細胞

群が存在し,そ の染色体構成は,腫 瘍の性状を規定する

ものであることを突きとめた。こ の よ うな現象はその

後,外 村および佐々木(1957),俣 野 および牧野らに依っ

て確められ,腫 瘍細胞の変化に付随して腫瘍の性状も変

ることが見出された2)。以来,実 験動物腫瘍のみならず

人癌の細胞の染色体を調べた報告が,数 多 くなされて来

たが,一 般に,solid tumorか らの標本作成は難かしく,

明確な病理学的所見との関係を究明することは困難であ

る3""5)。そ こでsolid tumorに 較べて標本作成が容易な

胸腹水などのeffusionを 用 いた研究が進 め られ て き

た6～12)。近年になつて染色体研究技術の進歩に伴ない,

消化管などのsolid tumorで は鮮明な分裂 像が得 られ

るようになり13,14),多 くの腫瘍細胞の染色体には数的,

構 造的変化が伴ない,そ れぞれの腫瘍にはそれぞれの同

一腫瘍に特有な染色体型をもつていることが明らかにさ

れてきた。 しか し,染 色体異常 と部位,病 理組織の型,

悪性度,浸 潤度などのあいだには強い相関関係は見 られ

ていない15御18)。

現在,人 癌の染色体研究は,盛 んに行なわ れ て い る

が,個 々の症例について,染 色体およびその薬剤感受性

を調べて治療を開始するとい うところまでには至つてい

ない。人癌には真の意味での対照例はなく,ま た実験射

な方法が取れない上,研 究のmaterial収 集 さえなかな

か困難である。そこで,本 研究では人癌細胞に義類似した

動物の実験腫瘍を利用し,人 癌適用時の効果を持つもの

として19),実 験的な研究を行なつた。使用した制癌剤は

現在市販されてい る も の で,マ ウスの腫瘍細胞につい

て,最 も効果を発現し易い投与方法を使用して,腫 瘍細

胞における細胞学的な動態 と染色体の変化,異 常細胞の

出現率を観察し,薬 剤との接触に依 る細胞変化および延

命効果について,検 討を試みた。

* 本論文の要旨は第16回 日本化学療法学会東日本支

部総会(昭 和44年11月7日)に おいて発表 した
** 大学院学生 第38回 卒
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II.　 実験材料ならびに実験方法

1.　 実験動物

実験には,生 後4～6週,体 重18～229(平 均20.7g)

のDD系 雄 マウスを使用した。実 験動物には,微 生物

化学研究所から譲渡を受 けたEHRLICH ascites tumor

(継代126代)を 使用した。腫瘍の移植は,各 マウス腹腔

内に移植後12～14日 目の細胞を7×106個 生 食水0.5

mlに 浮遊して注入 した。薬剤の注入は,1群3匹 ずつ

とし,移 植後無処置のマウスを対照 とした。

2.　 実験方法

a　 細胞分裂の観察……押 しつぶし法

継代移植後の腹水を25guageの 注射針を用いて採取

し,最 少必要量の1滴 をスライドグラスの上にのせ,30

% acetic dahlia液 と混 和,2～3分 後カバーグラスを

かけ,親 指で強 く押 しつぶして,周 囲をバルサム ・パラ

フィンで封ずると,約1カ 月間の観察が可能であった。

観察には光学顕微鏡(1,000×)を 用い,静 止 期 の細胞

を約1,000個 数 える間に認め られた分裂細胞の各期細胞

数を記録し,静 止期および各期の細胞数を集計し,総 観

察細胞数にご対す る各 期 のpercentageを 求 めた。観察

は,各 期の境界判定を同一にするため,1人 で行ない,

細胞分裂の各期の うち初期および後期の識別 は(photo

A-H)に 示 す上うな基準のもとに行なつた。

b　 染色体標本作成……air-drying法20)

腹 水約0.25～0.5mlを 採取,Hunks液 で 洗 い低張

液処理後,ア ルコール氷酷酸(3:1)液 で2回 固定を行

ない,airdrying法 に 上つて標本を作製し,Giemsa染

色を行なつて観察にご供 した。なお対照群については,腹

水採取後コルヒチ ンを添加して約3時 間培養を行なつた

が,実 験群に対しては薬剤注入後の染色体観察にコル ヒ

チ ンを使用せず,採 取後直ちに標本を作成 した。

3.　 使用薬剤

a　 使用薬剤名お よび量

5-Fluorouracil(以 下5-FUと 略 す)25mg/kg(500

mcg/mouse)。MitomycinC(以 下MMCと 略す)2mg/

kg(40mcg/mouse)。

b　 使用法

生食水0.5ml中 に上記濃度の薬剤が含まれる上うに

稀釈し,27guage針 で腹腔内に注入した。注入法 は次

の6種 である。

a)　 5-FU群 … … 移植第4日 目に5-FU1回 注入

b)　 MMC群 … … 移植第4日 目にMMC1回 注入

c)　 5FU-5FU群 …5-FU注 入後2日 目に5-FU注

入(移 植6日 目)

d)　 5FU-MMC群 …5-FU注 入後2日 目にMMC注

入(移 植6日 目)

e)　 MMC-MMC群 …MMC注 入 後2日 目にMMC注

入(移 植6日 目)

f)　 MMC-5FU群 …MMC注 入後2日 目に5-FU

注入(移 植6日 目)

5-FUお 上びMMC単 独1回 注入群は注入後30分 あ

るいは1時 間後から96時 間までの分裂頻度と,5時 間

から10日 まで染色体変化 とを観察 した。5FU-5FU以

下の各群は,移 植4日 目の初回注入後2日 目に2回 目の

注入をしたのであるが,3時 間後から96時 間まで分裂

頻度を,1日 後から8日 まで(MMC-MMC群 は4週 ま

で)染 色体を観察した。

III.　 実 験 成 績

1.　対照群について

a)　 体重の変化

移植直前にまず体重を測定 してお き,さ らにご0.5m1

の生食水に浮遊した細胞を移植後4日 目に再び体重を計

つた。 この作業は継代移植時に代々5匹 ずつについて行

ない,体 重の減少したもの,異 常にご増加 したものを除い

た53匹 についてみると,平 均の体重増加量 は,1.35g

であ る。角谷21)に依 る と,体 重増加1g当 りの腹水量

は0.9mlと 報 告されているので,腹 水増加量は1匹 平

均1.22mlと な る。

b)　 生存 日数

実験時のものを含めて,継 代 ごとに観察した23匹 に

ついてみると,早 いものでは12日 目,最 も長 く生存し

たものでは23日 で,平 均 生 存 日数 は17.8日 である

Fig. 1 Control: life span of mice after
inocutation of E.A.T. cells
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(Fig. 1)。

c)　 分裂頻度

移植後2日 目から,3匹 のマウスから腹水を採 取し,

各期細胞を前述の基準にご従がつて観察分類し

た。分裂細胞の頻度は平均値で見ると,一 般

に高値を示 したが(Fig.2),5日 目には最も

高 く(7.25%),以 後段階的に低下 し,15日 目

には2.61%と い う低値を示 した。 しかし,

さ らに延命 したものでは,再 び上昇する傾向

を示すが,そ の場合でもanaphaseお よ び

telophaseの 頻 度 は 下降する。全般的に見

て,移 植後6日 までに高率を示し,9日 目に

prophaseを 主 体として再び活発 となり,約

2週 間目頃が最も分裂頻度が低下する。

d)　 染色体

移植後7日,11日,23日 目の対 照群 マウ

スの腹水を採取,7日 目のものについてはコ

ルヒチン添加後標本を作成し,133個 の中期

核 板 像 に つ い て,調 査 した 。 染 色 体 数 の 変 化

は42か ら,153ま で の 広 範 囲 に わ た つ て い

るが,66の もの27個(20.3%),69の もの

30個(22.6%),71の も の24個(18.0%)で

これ か ら3種 類 の 細 胞 群 が61%を 占め,い

ず れ も次 中 部 着 糸 点 型 の2次 狭 窄(secondary

constriction)を 有 す る 大 型 の 標 識 染 色 体

(marker chromosome)が1個 認 め られ,こ

れ か ら3種 類 の 細 胞 群 はstem line cellsと

推 定 され た(Fig. 3, photol)。 な お,こ の

marker chromosomeは,染 色 体 数66,69,

71以 外 の細 胞 で も認 め られ る こ と が 多 い。

Marker chromosome以 外 はす べ て 端 部 着 糸

点(acrocentric)を も つ 染 色 体 で,中 に は

minuteあ る い はfragmentの 見 られ る も の

もあ つ たEndoredupllcation22)を 示 す 細 胞

は133個 中2個(1.5%)に ご認 め られ た 。11

日,23日 目に は コル ヒチ ン を使 用 せ ず,異 常

染 色 体23)の 出現 頻 度 を 調 べ た(photo J.K.L.

M.N)。

11日,23日 目と も約10%の 細 胞 にsticky,

chromatid gap & chromatid breaks, chro-

mosomal exchageの 上 うな 異 常 を一 部 に示

す 染 色体 を 有 して い た 。

2.　 薬 剤 注 入 後 の 成 績

a)　 移 植 後第4日 目5-FU500mcg/mouse

1回 注 入 群

i)　 分 裂 頻 度

3匹 の平 均 に つ い て 見 る と(Fig.4),腹 腔

内 薬 剤 注 入 後2時 間 か ら分 裂 頻 度 の 低 下 が 目

立 ち(4.20%),3時 間 目か ら6時 間 目に か け

Fis. 2 Mitotic rates by day of Ehrlich ascites tumor
cells in control mice

Fig. 3 Chromosome number distribution of Ehrlich ascites tumor

cells in control series

Fig. 4 Mitotic rotes of E.A.T. cells . at a dose (level) of 5FU 25mg/kg。
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A B

C D

E F

G H

A & B: early and late prophase, C & D: early and late metaphase, E & F: early and late 
anaphase, G & H: early and late telophase, I: karyotypes of modal cells in Ehrlich ascites 
tumor (M; Marker), J: sticky, K: chromatid gap, L: chromatid breaks, M: chromosomal



VOL. 18 NO. 8 CHEMOTHERAPY 1013

exchange, N: marked destruction, O: karyotypes of normal cell observed after 4 weeks in 
MMC-MMC groups.
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て低下の度合が衰え,9時 間か ら12時 間頃にご

は2.16%と な る。 しかし,24時 間頃か ら再び

上昇傾向を示 し,こ れでみると5-FUの 影響の

持続性は余り長 くない。また96時 間 目では対

照群の第8日 目と有意差がな くなる。各期別で

はmetaphaseとtelophaseの 変動が著しく,

metaphaseは12時 間までの低下 と24時 間以

後の上昇傾向が顕著である。Telophaseは3時

間 目に低下が著しいが12時 間 目以後少しく上

昇傾向を示す。分裂期細胞全体としてみると,

12時 間 までにかな りの低下をみるよ うであ る

が,各 期個々にみると,96時 間 まで大きな変

動はない。

ii)　 染色体の変化

一部またはそれ以上の染色体に何 らかの異常

を認めた細胞の推移を調べた。5時 間,10時 間,

1,4,10日 後の染色体の異常の有無をそれぞれ

40～65の 分裂中期細胞について調べた結果 は

Fig.5の とお りである。図のdotで 示 した部分

が,異 常な染色体を含む細胞で,66,69,71な

どの染色体数のcountの 出来る ものは,別 枠

で示 した。白抜きの部分は,何 らの変化も示 し

てないもので,染 色体数66,69,71の 種族細

胞 と思われるものは他のものと区別 した。5時

間後では全体で14.8%の 細胞に しか変化がな

く,10時 間後でも,65個 を観察 して10個 の

細胞にご異常を認め(15.4%),そ の うち6個(9.2

%)は 種族細胞以外のもので あつ た。24時 間後では顕

著な差異はないが,4日 後には,25%の 細胞に異常を認

めた。ここでは異常の認め られない細胞45個 のうち43

が 種族細胞で占め,10日 後 もほぼ同様の結果を示した。

iii)　生存 日数

本群で用いた3匹 の マウスの生存日数は,そ れ ぞ れ

19,22,24日 で,25日 目に死亡した追試例1匹 を加えた。

計4匹 の平均生存日数は22.5日 であ り,対 照群の17.8

日と比較すると生存期間の延長が認められた(Fig.6)。

b)　 移植第4日 目MMC40mcg/mouse1回 注入群

i)　 分裂頻度

分裂期細胞全体の頻度を平均で見ると,30分 後から軽

度にご1時 間後ではかな りの低下(3.60%)を 示 し,2時

間後(3.1%),3時 間後(2.38%)と 低下し続けるが,4

時間後から48時 間までの間は低下の勾配が緩慢になる。

48時 間後が最も低 く,1.52%で あつた。以後の72時

間,96時 間では,上 昇 傾向を示 し,MMC注 入後2時

間 目の値 とほぼ同様になる。96時 間の値は,こ の群の

Fig. 5 Chnomosome aberrations in E.A.T. cells
after injection of 5FU

Fig. 6 Comparison of survival time: mean of life spans

Fig. 7 Mitotic rates of E.A.T. cells at a dose Level
of MMC 2mg/kg
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2匹 につ い て の み で あ る が,24時 間1.94%,

48時 間1.75%と 低 下 傾 向を 示 し て い た。

Pr0phaseに こつ い て み る と注 入 後1時 間 後 か

ら徐 々に 低 下 の傾 向 を 示 す が,96時 間 で は

僅 か にご上 昇 傾 向 を み せ た 。

Metaphase, anaphaseと も 同 様 の 傾 向を

示 す が,telophaseは こ の 傾 向 が 極 端 で,1

時 間 目に1.12と 急 激 に 低 下 し,6時 間 後 で

0.43%と な るが,24時 間 後 に は0.8%と

少 し回 復 を 見 せ,72時 間(0.41%)か ら96

時 間(1.34%)へ とか な り上 昇 が 急 で あ る

(Fig.7)。

ii)　染 色体

5時 間には53個 の観察細胞中26個(49.1

%)にご異常を認め10,24時 間後も少し増加してほぼ半分

が異常を示したが,種 族細胞以外の細胞にことくに異常染

色体が多い。異常はchromatidgapお よびbreaksが 殆

んどでstickyは 少な く,24時 間後にはchromosomal

exchangeが 出現してくる。4日 後には7.5%の 細胞にご

影響があ り,染 色体数66,69,71の 細胞もかな りの影

響を受けている。10日 後では4日 後 と有意差がないが,

影響を受けていない種族細胞以外の細胞が観察されなく

なつている。この時期になると染色体数40の 全体 とし

て形の小さな細胞が散見された(Fig.8)。

iii)　生存 日数

3匹 中2匹 はそれぞれ21,26日 目にご死亡したが残る

1匹 は2カ 月を過ぎてもなお生存 している。

c)　 5-FU25mg/kg注 入48時 間後5-FU25mg/kg

注 入群

i)　 分裂頻度

2回 目の注入後,3時 間 目か ら腹水を採取,鏡 検 した

が,5-FU25mg/kg初 回注入後48時 間 目と変 りな く,

6時 間後か ら分裂期細胞全体の低下がみられ,12時 間 目

2.58%か ら24時 間 目2.5l%と 低 くなるが,48時 間

目では3.25%と 上昇傾向がみ られ た。96時 間 目では

2.93%で,対 照の10日 目(3.87%)と 有意差がなくな

る。内訳を見 る と,Pr0Phaseの 変 動は 大体mitotic

cells全 体 の変化と似ている。すなわち,12時 間から48

時間 にこかけて0.78%,0.79%,0.88%と 低 いが72時

間,96時 間では1.20%と 上 昇の傾向を示す。

Metaphaseは 処理前にごは最も高頻度を示 していたが,

6時 間後にご1.45%か ら0.79%へ と低下し,48時 間 目

か ら少し回復するが(0.98%),そ の ままの状態で経過

する。Anaphaseは3時 間 目では変化がないが,12時

間 目では0.1%と 他の期の細胞の出現頻度よりいち じ

るしく低い値を示す。 しかし間 もな く回復し,48時 間

で0.32%,96時 間 で0.83%で あつた。Telophaseは

全 経過を通じて変化を示 さず,72時 間 目上り,第2回

投与前よりも上昇の傾向を示 した(Fig.9)。

ii)　染色体

24時 間 目にごchromatidgap&breaksな どの異常を

有する細胞はほぼ半数の49.1%に 出現し,種 族細胞 と

他の細胞 との間には差異が認められなかつた。4日 目で

は79.6%の 細胞に異常が観察され,特 に種族細胞以外

のものに,異 常細胞の出現率が高 く,完 全に崩壊 したと

考えられる細胞が1個(2.0%)見 られた。種族細胞中で

は,染 色体数71の ものが9個 中6個,69で は11個 中

8個,66で は14個 中10個 が影響を受け ており,影 響

を受けていない細胞の2倍 以上であつた。8日 目になる

と完全に破壊された細胞は観察 され な くな り,全 体で

Fi2. 8 Chromosome aberrations in E.A.J. cells

after injection of MMC

Fig. 9 Mitotic rates of E.A.T. cells at a dose (level)

of 5FU 25mg-5FU 25mg/kg
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12%の 細胞に異常を認め るだ けとな り,薬 剤注入しな

い10日 前後の対照群での異常染色体出現率 と差がない

(Fig.10)。

iii)　生存 日数

4匹 について観察した結果,生 存 日数は19,22,25,

37日 で,平 均24.5日 となり,対 照群の17.8日 にご較べ

て生存日数が認め られた。

d)　 5-FU25mg/kg注 入 後48時 間 目MMC2mg/

kg注 入群

i)　 分裂頻度

5-FU25mg/kg注 入後48時 間 の分裂細胞全体 の頻

度は4.03%で あるが,MMC2mg/kgを 追加注入する

と3時 間 目か ら急激な低下(2.30%)が 見 られた。

それか ら6,12時 間 と少 しく低下傾向をた どり,24

時 間では1.1%,48時 間では1.23%と 最 低値を示 し

た。72時 間,96時 間では1.54%で 僅かなが ら細胞分

裂の回復傾向が窺がわれた。 しか しその時点に相当する

対照群の10日 目の分裂頻度3.87%と 比較すると,極

めて低値を示している。Prophaseに つ いては,注 入後

1時 間か ら多少影響を受け始め,徐 々にご減少 し続けて,

48時 間 では0.1%と 極 端に少ない。72,96時 間後に

少しく上昇するが,0.3%に 止つたままで あ る。Meta-

phaseは 全般にご他のどの期よりも多くを占めてお り,24

時間に最も低 くなるが(0.46%),他 の 期 のものよりは

高い。96時 間 目には0.80%と な り,他 の期 にご比較 し

て高 く,対 照群10日 目の出現頻度と比較してほとんど

差がない程である。Anaphaseに 大 きな変動はないが,

12時 間 目だけが少し高い値を示 してい る。Telophase

はほぼprophaseと 同じような経過を辿 り,24時 間 で

最低(0.23%)と なつて,そ の後やや上昇傾向を示しな

が ら96時 間にご至る(Fig.11)。

ii)　染 色体

第2回 注入後24時 間にごほぼ半数の44%に 染色体の

異常が見 られ,染 色体数66,69,71以 外 の細胞に異常

の頻度が高い。4日 後では更に高くな り,49個 の観察細

胞中34個(69.4%)に 何 らかの異常を認めた。種族細

胞にも一様な影響を与えたものと考えられる。正常な染

Fig. 10 Chromosome aberrations in E.A.T. cells

after injeotioh of 5FU-5FU
Fig. 11 Mitotic rotes of E.A.T. cells at a dose (leven

of 5FU 25mg-MMC 2mg/kg

Fig. 12 Chmmsome aberrations in E.A.T.cells
after injection of 5FU-MMC
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色体は1個(2%)し か見当らず,他 はかな り強度の影響

を受けたと見られる28個(56%)の 細胞(図 のmode-

rate destruction)を 含 め約98%の 細胞に異常が認め

られた。なお,こ の28個 は染色体数の算定が出来なか

つたものである(Fig.12)。

iii)　生存 日数

3匹 の平均は27.3日 で ある。1匹 は19日,他 は26

日 と37日 でそれぞれの間の差は大きい。対照群 と比較

して約10日 間長く生存した。

e)　 MMC2mg/kg注 入48時 間 後MMC2mg/kg

注入群

分裂期細胞全体の頻度で見ると,注 入後1時 問で1.52

%か ら1.07%へ と低下し,24時 間 目には最低の0.47

%へ と下降したが,第1回 目のMMC2mg/kgで すで

に1.52%と 低値を示していたので,低 下が著明となつ

た。72時 間目では0.94%と 上 昇傾向を示したが対照群

の9日 目に比較すると顕 著な低下 で あつ た。Prophase

は全 体の中で常に高い出現率を示す傾向がありMMC単

独 注入群の場合と似て い るが,48時 間 目にご少しく上昇

(0.91%)を 見せるが,そ の ま ま の 状 態で経過する。

Metaphase, anaphase, tel0phaseと も全般にご低い値を

示 して,変 動も少な く96時 間 目にanaphaseを 除いて

少し上昇する傾向にあつた。Anaphaseに ついては,12

時 間から48時 問にかけて約2,800個 の細胞を観察した

が,こ の分裂期の細胞は1個 も認められず強 く分裂の進

行が抑制されているものと推定された。なお,MMC単

独 注入群の48時 間 目におけるanaphaseの 頻度は0%

で あった(Fig.13)。

ii)　 染色体

MMC 2mg/kg単 独注入によつて60%の 細胞に異常

が 誘起されているところへMMC2mg/kgを 追加注入

すると,1日 後には80%の 細胞にご影響が出現す る。55

個 の観察細胞中17個(30.9%)は 完全崩壊,9個(16.4

%)は 破壊が強 く染色体数の算定が不可能であつた。4

日後にこなると影響は更にこ著しくな り,42個 中26個(61.9

%)が 完全な崩壊,12個(28.6%)が 強い崩壊,染 色体

数66の もの2個(4.8%),69の もの1個(2.4%),71

の もの1個(2.4%)と な り,影 響を受け ていない細胞

はほとんど観察されなかつた。8日 目では分裂もしくは

崩壊 した腫瘍細胞は認められず,染 色体数40の 細胞42

個が観察された。4週 間後に再検してみると,22個 の観

察で全てが染色体数40を 示した。いずれもacrocentric

な染 色体から成つており,こ れ らは反応性の体細胞であ

ると判定された(Fig. 15,Poto. 0)。

iii)　生存 日数

3匹 中2匹 は24日 と31日 目に死亡したが,1

匹 は3カ 月後の現在も生存中で,腹 水も貯留して

いない。死亡 した2匹 の平均生存日数は27。5日

である。

e)　 MMC2mg/kg注 入48時 間 後5FU25

mg/kg注 入群

i)　 分裂頻度

分裂期細胞全体で見ると,分 裂頻度は6時 間 目

にこいちじるしく低下した(0.67%)。 以後12時 間,24

時間,48時 間 と横ばい状態で経過するが,72時 間

以降少 しく上昇の傾向を示 した。96時間 目の1.09

%は 対照群の10日 目と比較 して大きな差がある。

各phaseに ついて見ると,3時 間 目(0.52%)

か ら6時 間 目(0.26%)に かけての低下がそれ以

Fig. 13 Mitotic rates of E.A.T. cells at a dose (level)
of MMC 2mg-MMC 2mg/kg

Fig. 14 Chromsome aberrations in E.A.T. cells
after injection of MMC-MMC



1018 CHEMOTHERAPY DEC. 1970

降に較べて急である。3時 間 目にお けるprophaseは

metaphaseやanaphase上 り低い出現率を示 していた0

Metaphaseは ほぼprophaseと 同 じ.上うな 出現頻度

を示 したが,3時 間 目と72時 間 目ではProphaseよ り

高頻度であつた。

Anaphaseは 第2回 目注入前か ら少 ない が5-FU注

入後 も全 く低い状態のままで経過 した。しかし72時 間,

96時 間 目には2,963の 細胞中6個(0.2%),3,022個

中5個(0.17%)と 上昇傾向を示 した。

Telophaseは3時 間 目,6時 間 目とも他の分裂期に較

べて非常に少なく,24時 間 目では0.13%でanaphase

の場合 と同じ程度の出現率であつ たが,48時 間以後上

昇傾向を示 して96時 間では0.43%と な り,MMC単

独注入後48時 間値のそれの0.38%を 少 しく上回る結

果 となつた(Fig.15)。

ii)　染 色体

5-FU追 加注入後1日 目で影響を受けていない 細胞は

全 く見当らず,66,69,71の 染 色体数を算定 し得 る細

胞はそれぞれ1,1,2(3.9%)し かなく,比 較的破壊の

強くないと思われた細胞が18個(35.3%),全 く分裂を

続けることが出来ないと思われた細胞が29個(56.9%)

であつた。4日 目になると観察された細胞のなかで,染

色体数66の 細胞が7個(7.6%),69が4個(5.1%),

71の ものが2個(2.5%),合 計13個(15.2%)が 出現

した。残 りの84.8%は 異 常を含む細胞で,完 全な破壊

を示す もの46.8%と 最 も多く,種 族細胞で数の確認出

来たものはFig.16の とお りであつた。8日 目にご再度鏡

検すると影響を受けたが,染 色体数の算定が出来る細胞

が見当 らな くなり,完 全破壊が62.5%破 壊 の軽度なも

のが30.4%と なつた(Fig.16)。

iii)　生存 日数

3匹 の生存日数は,ほ ぼ一定していて,そ れぞれ24,

25,26日 目にご死亡,平 均は25日 であつた。対照群の平

均生存日数 と較べて延長が認め られた。

IV.　 総括および考按

腹腔内移植後の腫瘍細胞の分裂に関しては,数 々の報

告があつて,ま ず使用薬剤の作用する細胞数に関する問

題を考えたい。

EIIRLICH腹 水腫瘍細胞の成長に関する文 献に24)依る

と,移 植後経時的に浮遊細胞数を調べた結果,移 植後の

細胞増殖はある潜伏期があつて,移 植細胞数にご反比例し

て長く,何 日目の細胞を移植した か ど うかは関係が無

い。細胞数は,移 植細胞数にご拘 らず,最 大1.5～2×109

個 で 止 り,7×106個 移 植 後 の4日 目の 細 胞 数

は,ほ ぼ25×107で あ る と い う。LUCKE&

BERWICK25)に ご依 る と,2×107個 移 植 後 の 全 細

胞 数 と,腹 水 増 加 量 とは10日 目まで ほ ぼ 平 行

して 増 加 し,第4日 目で は ほ ぼ25.6×107個 で

あ る。 本 実 験 で は4日 後 の 腹 水 は1mm3中

15×104で あ り,腹 水 量1.22ml中 に は18.3

×107個 とな る。 しか し注 入 時 の生 食 水0.5ml

を 除 い て 計 算 す る と,4日 目の 腹 水 は0.77m1

とな り,細 胞 数 は11.6×107個 とな る。 上述 の

2文 献 に 於 け る 理 論値 と合 せ る と18.3×107の1

ほ うが 近 く,生 食 水 の 分 は 考 慮 に 入 れ な くて 良

い と考 え られ る。

本 実 験 の 上 うな,腹 腔 内 へ の薬 剤 注入 方 式,す

Fig. 15 Mitotic rates of E.A.T. cells at a dose (level)
of MMC 2mg-5FU 25mg/kg

Fig. 16 Chromosome abermtions in E.A.T. cells

after injeetion of MMC-5FU
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なわ ち腫 瘍 細 胞 と薬 剤 との 接 触 試 験 は,in vitroのcon-

tacttestと ほ ぼ 同 じで あ る とす る 考 え が あ る が,細 胞

の移 植 と同 時 にご薬 剤 を 注 入 す る の で な く,4日 目 とな る

と細 胞分 裂 は ほ ぼ ピ ー クを 示 す ほ ど活 発 で あ り,腹 膜,

実 質臓 器 へ の 侵 潤,転 移 な ど も起 こつ て,細 胞 は す で にこ

そ の 生 体 の もの とな つ てお り19),in vitroの 試 験 と 同一

とは 考 え 難 い 。 本 実 験 で は これ ら の細 胞 にご作 用 した 薬 剤

は,マ ウ ス の平 均 体 重 を20gと す る と18.3×107個 の

細 胞 に 対 し,ほ ぼ5-FU25mcgMMC2mcgが 作 用 し

た こ とに な る。

各 種 腫 瘍 細 胞 の分 裂 頻 度 お よび 世 代時 間 にこつ い て 考 え

て み る。 牧 野 ら26>は吉 田 肉腫 を 用 い て ヌ メア に 依 り分 裂

頻 度 を 調 べ た。 そ れ に 依 る と,移 植 後24時 間 か ら分 裂

開 始 し,3日 目お よび6日 目にご分 裂 期 細 胞 は 最 も増 加 し,

16日 目にご死 亡 し た と い う。MTK Sarcoma I II IIIにこ

つ い て外 村27)ら は,MTK Iが3日 目5.0%,4日 目4.8

%,MTK IIは4日 目4.2%,6日 目4.5%,MTK III

は3日 目が 最 も高 く4.7%11～12日 で 死 亡 した と報 告

して い る。EHRLICH ascites tumor cellを 用 い た も の

で は,EDWARDS et al28)に 依 る と1.8×106個 移 植 した

も ので は,5日 目が 最 も高 く22.1%で あ る。 こ の 値

はBERTALANFFY et al29)がLEIGHTON30)法 で 標 本

を 作 つ て8,000個 以 上 を 数 え て得 た結 果,常 に 分 裂 期 の

細 胞 は5.9%(う ちprophase2.6%,metaphase1.6

%,anaphase 0.25%,telophase 1.5%)で あ る とす る

値 よ りも,ま た,本 実 験 の 値 よ りも遙 か に 高 い 。 本 実 験

の5日 目を 後 者 の報 告 と比 較 す る とtelophase以 外 の

分 裂 期 で は ほ ぼ 一 致 し た 。 な おtelophaseに 関 して は

前 者 の報 告 に お け るtelophaseがmetaphaseの 約1.4

倍 で あ る点 は 近 似 的 で あ り,従 が つ てmit0ticphaseの

検 討 に 関 して は 諸 家 の 報 告 と大 略 一 致 した 結 果 を 得 た。

な お,核 分 裂 に は 時 間 的 変 動 が あ っ て,ラ ッ テ肝 細 胞 有

糸 核 分 裂 で は,午 前4時 にご多 くな る(尾 持 ら31))と す る

報 告 も あ るが,BERTALANFFY et al.29)の 観 察 で は,

腫 瘍 細 胞 の場 合 昼 夜 を 通 じて 大 差 な い とさ れ て お り,本

実 験 に お い て は この 因 子 は と くにご考 慮 しな くて い い と思

わ れ る。

緒 言 で述 べ た 上 う な 理 由 か ら,世 代 時 間 に つ い て,

数 々 の報 告 を 参 考 に した い 。 吉 田 肉腫 の分 裂 を 生 体 外

で 観 察 し,映 画 で 撮 影,実 測 し た 値 で はgenerati0n

time(GT)は16時 間 で あ る32)。Hela細 胞 をThymidine

投 与 で 観 察 し た 結 果,高 崎 ら33)はgeneration timeを

48時 間 と し てい る。EHRLICH ascites tumorcellに 関

し て の 諸 家 の 報 告 は 次 の と お り で あ る。KLEIN&

REVEZ24)がHUGHES34)の 式 を 用 い た 値 で はmitotic

time(MT)55～72分,generation time(GT)35時 間

と し,B.LUCKE25)はGT21.4時 間 と し,EDWARDS28)

はMTを5時 間,GTを18時 間,特 にS-phaseを

8.5時 間,G2-phaseを1.5時 間 と報 告 し,HORNSEY&

HOwARD35)のAdenin1ACを 用 い た 方 法 で はGT18

時 間 と同 様 だ がMT30分,Gが12時 間 と 長 くS-

phaseは5.5時 間 で あ る と し てい る。 熱 海 らは 「38分

56秒+α 」 と し,MTを 約1時 間 で あ る と して い る。 宮

地 ら36)のDPNH-diaphorase活 性 を 有 す る 細 胞 を 利 用

した 実 験 にご依 る と,S期 の 終 り頃 か ら活性 が 出 現 す る と

す れ ば,GTは 約20時 間 とな る。 小 林 ら37)にご依 る と,

GT37,G25.5,S-phase7.5,Gl+M4時 間 とし てい

るOBERTALANFFy29)に 依 る と,コ ル ヒチ ンでMeta-

phaseを 蓄 積 す る方 法 で,doubling timeと して 計 算 し

た 結 果GT21時 間,MT75分 とし た。 以 上 の 報 告 を

考 察 す る と,EHRLICH細 胞 のGTは18～21時 間 で ほ

ぼ20時 間 と考 え て 良い と思 わ れ る。

次 い で染 色 体 に つ い て考 え る。

EHRLICH ascitestumorは,自 然 発 生 乳 癌 の腹 水 型 と

し て継 代 に 成 功 して 以 来,各 国 で 継 代 さ れ て い るが,同

一 の 条 件 下 で 移 植 継 代 さ れ て い る も の で な く
,数 種 の亜

系 が 更 に 変 異 して 行 く とい う形 が 普 通 で あ る。Heidel-

berg Lettreの 研 究 室 でLOWENTHAL & JAIINの 腹 水

転 化 以 来 の 系 で あ る染 色体 数45～47の もの や,ア メ リ

カ にごあ る 系 統(CopenhagenのFISHER→Stockholm

のKLEINを 経 て い る と思 わ れ る)は,neartetraploid

ま た はhypotetraploidで,日 本 に 来 て い るの は,こ の

ア メ リカ の ほ うの系 統 で あ る38)。 多 くのEHRLICII腹 水

腫 瘍 で は,HAUSCHKA39)が 要 約 した とお り,染 色 体 数

m0deが45～47のLETTRE型40),70～76のhypo-

tetraploid,80前 後 のtetraploid90～92のhyPertetra-

ploid45)な どに つ い て 多 く報 告 さ れ て お り"41～44),3n附

近 の も の が 少 な い。 しか し,Harvard Medical School

か ら受 け たtumorで は62～73迄 のdistributionを 示

して い た のが,だ ん だ ん 狭 くな り64～69のhypertri-

ploidのsublineが 報 告46)さ れ て い る。 こ のtumorを

移 植 され た マ ウ スは,腹 腔 内 出 血 傾 向が 強 く,悪 性 度 は

3倍 体 細 胞 の ほ うが 強 く,8日 目にご死 亡 し た と い う。

Ascites tumorを 長 期 に亘 つ て 移 植 し て い る と染 色 体 構

成 の変 化 を 示 す こ とが 知 ら れ て い る が47～49),本 実 験 にこ

用 い た細 胞 は69,66,71で あ り,hypertriploidと 思

わ れ る。 このtumorは 微 生 物 化 学 研 究 所 か ら譲 渡 を 受

け た も の で,継 代 移 植130代 に も及 ぶ が,一 度 肝 転 移 し

た も の を再 び 腹 水 腫 瘍 と して戻 した こ とも あ り,こ の辺

にこもhypertriploidと な つ た 原 因 が あ るか も知 れ な い 。

本 腫 瘍 の異 常 染 色 体 の出 現 頻 度 は 前 述 の とお り で あ る

が,核 分 裂 異 常 は8日 目に 最 も激 し い と す る報 告 が あ
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り50),本 実 験での薬剤注入後の1つ の指標 としたこれ ら

の変化も,約10%の 自然にご出現して来 る分裂異常の結

果を考慮せ ね ば な らない。本実験後の染色体変化は,

stemcelllineの 改変をおこすまでには至つていない。

変化を受け易かつたのは,stemcell以 外 の細胞にご多か

つた といえる。

制癌剤として実験にご用いた5-FUは ビ リミジン代謝拮

抗剤 として51.52),発表 されて以来,動 物移植癌に対する抗

癌性が認められ53-55),臨床 的に最も多く用い られている

制癌 剤 の1つ で あ る。作用 はthymidinemonophos-

phate synthetaseを 阻害し,DNA合 成 を阻害す るも

のであり,本 実験にご於ける成績(5-FU単 独)に あてはめ

て考えると,効 果はG1の 後半,S期 の前半にあるとす

ると,諸 家の報告から約8時 間とな り分裂可能な細胞の

約44%に 対 し,薬 剤注入後G2期 を経るまでは,現 わ

れないことに な るが,実 際は1時 間後から僅かにご影響

(分裂頻度)が 出 てい る。しか し中期核型は5時 間後が

第1回 の標本作成であるので,こ のときは既にS期 にあ

つた細胞は中期に到達してい るので影響があつてよいと

思われる。分裂頻度への影響は例えばS期 にごあつた細胞

が,薬 剤の接触後すぐ,G2の 移行が停止す れ ば,分 裂

細胞数は少なくなるので,当 然影響があつたものと見倣

していい訳である。そして分裂細胞にこついて考えると,

移植4日 目の合計6.65%の うちの56%,す なわち3.4

%は,薬 剤の影響下にご無 く,分 裂阻止を免れてい る筈

である。実測値は6時 間 目3.38%,9時 間 目2.57%で,

次 々とGl,S期 へ入つて来た細胞もそこで中断されたも

の と考える。24時 間目にやや回復の傾向が あ るのは,

generationtimeが18時 間 とすると,娘 細胞のS期 で

影響を受けないものが,か な り出現 したことを示唆 して

いる。

5FU-5FU群 の分裂頻度についても,同 様 の傾 向が

うかがえる。すなわち,12時 間から24時 間にこかけて,

第2回 目の注入前の約40%が 減少 し,48～96時 間 では,

約20%の 細胞数減にご止まるとい う経過を示しており,

中期で中断された細胞が一時的にご増加している。このこ

とか ら注入を数回繰返せば,効 果のあることが,推 定出

来る。24時 間後の染色体につ い て見 ると,異 常頻度は

20%に ご達せず,4日 目で25%に 達する程度で,し かも

異常を示す細胞は種族細胞以外 の ものに 多い。5FU-5

FU群 の24時 間後で約50%に 異 常染 色体を認め,4

日後には80%に 異 常を見たのは,48時 間で中期 細胞

が次の分裂へ入る力を失つていることに依るものと考え

られる。5FU-5FU群 の8日 目で は,か な り著 明な回

復が見られ,計50mg/kgで は分裂を完全に押えきれ る

ものでないことを物語つている。量的な問題ももちろん

関係があつて実験しなければならないところ で あ つ た

が,本 実験における投与量と種類との組合せは次の上う

な理由にもとついている。

HEID肌BERGER53)ら の実験では20mg/kg,芦 川 ら56)

では,11.8mg/kgを 総量82.6mg/kg(LD50の 約1/2),

石山 ら57)では12.5mg/kgを 総量125mg/kgで 最 も延

命効果を認め,し かも,単 独大量注入したものは,何 れ

も効果がなく,連 日少量使用 したものに効果を認めてお

り,本 実験では,少 量連続で,他 薬剤との併用が,臨 床

的にも実際的応用が可能な上うな目的を持つたものであ

る。

MMCもDNA合 成を選択的に阻害する薬剤である58)

が,DNAのdouble strand間 にcross linkageを 引起

こし,そ のためにstrandは 互いに分離出来なくなるこ

とに依 り,2次 的にDNA合 成が阻害され,ま たcross

linkageは 自然にph0sphodiester bandで 切 れて正常

塩基で修復され,DNA合 成能が再開され る59)とい う。

動物に於けるその抗腫瘍性は高 度で,9種 のtumorに

対 し完全な破壊または抑制が見られ60),投 与後1時 間か

ら休止期の癌細胞の核,仁 および附近 のchr0matinに

特 異的に変化が起 こり,つ いで核の変性崩壊を来す61)と

報 告されている。 これはRNAへ の影響に依ると考えら

れ る。本実験の結果では2mg/kg注 入後30分 後 から

影響が現われているが,量 的な因子が関係 して い る。

本実験はoneshotを 目的としてお り,次 の報告を参考

とした。SOKOLOF62)は2mg/kgのEHRLICHascites

tumorへ の実験で3～4日 後に最も著 しい変化を認め,

間漱投与で充分に薬剤の効 果 が あ る と し,紺 谷は50

mcg/mouse(約2mg/kg)注 入後3時 間 でDNAへ の

Thymidineの 取込み,6～9時 間で分裂頻度の著明な低

下が認められたと報告63)してお り,1mg/kgが 極量であ

るとす る報告もあるが,LD50の 約半量65)以下 で あり,

出来 るだけ大量を用いて,完 全にtumorの 消失が見 ら

れればとい う意図で選択した。MMC2mg/kg単 独1回

注入後,急 激な細胞分裂頻度の低下 は,DNA合 成G1

後半66),S期 前半に作用 し,細 胞毒といわれる上うに休

止期の仁にこも影響を与えるため,5-FUに 較べ て早期に

著明な変化が出たものと考えられる。MMC-MMC群 に

ついても分裂周期67)の1回 終了した24時 間で最も低 く,

24時 間 目の時点でmetaphaseが 一時的に最 も多いの

は,blockさ れていたためと考え られ る。Total 4mg/

kg注 入後,4日 目の染色体で異常を示さないmetaphase

が見 えないのに,分 裂頻度は上昇傾向を見せている。こ

れは,静 止核で影響を受けていても,押 しつぶし標本で

に,中 期染色体の一部に現われる上うな微細な細胞変化

は見付け得なかつたからと考える。MMCl回 注入群で
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は染色体変化を見ても明らかにご有効ではあるが影響を受

けないで,通 常の分裂を続けている細胞が20%も 残 つ

ている。これにごMMCを 追加 した場 合 は8日 目に既に

染色体数40の ものしか見当らず,念 のため4週 後に再

検 して見ても,40の ものだけで分析してみ ると,正 常

マウスの雄の核 型 を 示 し,正 常円形細胞が浸潤 して来

て,何 らかの刺激で分裂 したものと考えられる。その後

2週 以降,腹 水採取不可能とな り,生 存 日数も100日 を

越え,治 癒 したものと思われる。 この よ うにごMMCの

場合は,間 歇的にご大量に用いれば,完 全に癌細胞を破壊

することが出来ると考えられる。5-FUとMMCと の変

更併用投与の結果は,細 胞分裂の頻度の変化からみると,

5FU-MMC上 りもMMC-5FUの ほ うの抑制がsteady

であるが,染 色 体 異常から見 る と,MMC-5FUは5

FU注 入で異常染色体を持つ細胞の出現率 は い つ たん

高 くなるが4～8日 目頃から低 くなるのに対して,5FU-

MMC群 では,徐 々に異常細胞が増加し,8日 目で は種

族細胞が僅かながら認められただけで,5FU-5FU群 にご

較べて格段の差が認められ,生 存日数にこついても同様で

あつた。しかしMMCが 大量なために制癌剤の種類 にご

よるよりも,量 的影響のほ うが強く,完 全な比較 とはな

り得ない。ただ しMMC単 独 使用上りも5FUを 併 用

した場合のほ うが,延 命効果の点からも有効であると思

われる。

本実験の結果から,細 胞遺伝学的見地か らも大量投与

法が効果を収める事実は確認されたが,臨 床の実際にあ

たつて2mg/kgと い う量は使用し得ない。如何に して

高濃度に病巣へ投入するか,如 何にして宿主側へ与える

副作用を少なくするか,併 用療法68～70)につ いては多くの

問題が残されている。

同時多剤,間 歇併用等その組合せは限りないが,MMC,

5FUを 用いた場合,MMCを 大量間歇的に,5FUを 連

続で併用したほ うが,腫 瘍側の抵抗性54,55)に対 しても効

果が大きいと考えられる。腫瘍によつて生理的変異があ

つて,そ れぞれの薬剤感受性が異なる71)とい うこともあ

り,薬 剤注入に依 り同一腹腔内の癌細胞にも感受性の異

なることが確認72)されている。

V.　 結 語

EHRLICH腹 水腫瘍を用いて5-Fuluorouracilお よび

MitomycinCの 制癌効果を調べ,そ の投与方法を検 討

した。評価の指標 として細胞分裂頻度,染 色体における

異常染色体の出現率および生存期間を調べた。それに依

つて,5FU,MMC投 与後の細胞学的な影響が確 認され

た。投与後の数的な変化 としては,個 々の分裂各期細胞

が減少しその占める頻度が,5-FUで は緩徐な低下を示

し再上昇が早い。MMC投 与 ではgenerationtimeの1

回 目頃に最も低く,上 昇は遅く分裂頻度抑制が強い。染

色体への影響はchr0matidgapあ る い はchromatid

breaks, stickな どで,一 部に変化を示すものが 多く,

高度な破壊像が見 られ るのはMMCで は,ほ ぼ作用後

4日 以後,変 更 して投与したものでは1な い し2日 後で

あ り,5-FUで はほとんど高度な破壊は見 られ なかつ

た。たとえ高度の変化が見 られても,数 日ない し数週後

に観察 して種族細胞が残存していれば,完 全治癒とはな

らない。 この場合影響を受けずに残るのは,種 族細胞が

多い。特に影響が少ないものでも,一 時的なmetaphase

の増 加などの所見が得られ,1匹 についてではあるが,

腫瘍細胞が消失し,体 細胞だけとなり長期生存したのを

認めた。抗腫瘍効果は,分 裂頻度の観察,染 色体変化の

観察,生 存 日数の確認をして総合的にご判断す べ きで あ

る0

5-FU,MMCお よびその組合せに依る投与法のうち,

単独で投与 したものの影響よりも,同 一薬剤を再度投与

したもの,他 薬剤 と変更投与 したもののほ うが影響が大

きい。特に染色体変化の傾 向か らみ て,5-FU-MMC,

MMC-5FU群 の効果が著しい。MMCは 大量,5FUは

少量連続で投与するとしても,両 者を互いにご変更 して用

いたほ うが効果がある。
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ON EFFECT OF ANTI-TUMOR AGENTS TO MITOSIS 

AND CHROMOSOME OF EHRLICH ASCITES TUMOR CELLS 

TETSUYA WATANABE, M. D. 

The 3 rd Department of Surgery, Nihon University, School of Medicine 

Cytological effects of 5-Fluorouracil and Mitomycin C on EHRLICH ascites tumor were observed to 

discuss the method of employment of the drugs. The frequency ,of cell divisions and chromosome 

aberrations were calculated to quantitatively determine the degree of growth inhibition of tumor cells. 

Cytological characteristics of untreated tumor cells were as follows; 

In the peritoneal cavity of each mouse, 7•~106 tumor cells were [inoculated. The body weight in-

creased by days and it was 1.35 g on average on the 4 th day. Mitosis rate was 6. 65% at the top 

frequency and the mitotic phases were frequent in prophase, telophase, metaphase and anaphase in 

order from high to low. Average life time of untreated mice bearing tumors was 17. 8 days. The 

distribution of the chromosome number of the tumors was varied in the range from 42 to 153, and 

characterized by hypertriploidy 66, 69 and 71 in each sampling, which were stem cell lines. The 

idiogram analysis indicated that the stem cell contained 1 marker chromosome with secondary con-

striction and that the [remaining chromosomes were acrocentric in shape. Chromosome aberrations 

such as chromatid gap and breaks were counted about 10% on the 11 th and 23 rd day after inoculation.
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On the 4th day after inoculation of the tumor cells 5FU or MMC was injected intraperitoneally at 
a dose of 25mg/kg or 2mg/kg. In the same way cytological changes were investigated at the time 
from 30 minutes to 8 days after injection. The experiments were divided into following 4 groups : 

5FU-MMC; 2mg/kg of MMC were added 48 hours after injection of 25mg/kg 5FU. 
MMC-5 FU; 25mg/kg of 5 FU were added 48 hours after injection of 2mg/kg MMC. 
MMC-MMC; 2mg/kg of MMC were added 48 hours after injection of 2mg/kg MMC. 
5FU-5 FU; 25mg/kg of 5 FU were added 48 hours after injection of 25mg/kg 5FU. 
The cytological effects and prolongations of tne life time were particularly evident in the groups 

MMC-5FU and 5FU-MMC, excepting in a mouse of MMC-MMC group. However, some of the tumor 
cells remained unaffected. Almost of these resistant cells were cells of stem cell lines. 

The results might indicate that successive combination chemotherapy, in which for instance a large 
dose of MMC was used intermittently and a continuous small dose of 5 FU followed it, was the most 
effective application.


