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前報において1)我 々は,数 種のプリン誘導体の核酸合

成に及ぼす影響を各種のcell- linesに ついて検討 し,

6- Mercaptopurine (6- MP), 6- Mercaptopurine riboside 

(6- MPR), Thioguanosine (TG)お よび6- MPRのBis

体は,Hep. No.2細 胞,HeLa細 胞 のようながん由来の

細胞,或 いはL細 胞のように本来は非悪性腫瘍組織由来

の細胞であるが,永 く継代され充分に株化を受けてすで

に悪性腫瘍化 しつつあ ると言える細胞のDNAお よび

RNA合 成 は著明に抑制するが,chick embryo fibroblast 

(CEF) ,mouse embryo fibroblast (MEF)ま た はrat 

embryo fibroblast (REF)の よ うな非悪性腫瘍細胞ある

いはMDBK細 胞 のように株化はされていても,ま だそ

れほど永い株化歴を有していない細胞においては,そ れ

ほど著るしい核酸合成阻止を来さないことを見出 した。

このような核酸合成阻止における腫瘍特異性が どのよう

にして生ずるのかを検討する第1段 階 として,我 々はま

ず これらの実験に使用 した各種の細胞の間で,薬 物のと

り込みの効率が異なるものか どうかを検討 したので,そ

の結果について報告する。

実験材料および実験方法

細胞:実 験に使用 した細胞は,が ん由来細 胞 と して

Hep. No. 2細 胞 株化の進んだ非がん由来の細胞として

L細 胞,株 化のそれほど進んでいない非がん由来の細胞

としてMDBK細 胞,正 常細胞としてCEFを 使用 した.

培地:増 殖培地として10%牛 血清加YLA培 地を,

維 持培地としてEAGLE培 地を使用した。

薬物:14C- 6- MPを 使用 した。

実験の具体的操作は実験結果の項で記述する。

実験結果ならびに考察

(1) 14C- 6- MPの 細胞内とり込み測定法の検討

まず本実験の開始に先立つて必要であるのは,細 胞浮

游液と14C-6-MPを 接触させたのち,細 胞内にとり込ま

れたradioactivityを 測定するに当つて,ど んなに充分

な精度と効率で薬物の細胞内とり込みを測定するかとい

うことである。

この点を検討するため下記のような実験を行なつた。

従来,標 識化合物の細胞内とり込みを見るためには,

化合物と細胞を一定条件で接触させ,次 いで,細 胞を充

分洗滌後に凍結融解した後に遠心 し,そ の上清をとつて

radioactivityを 測定する方法がよく用いられてい る。

しかし,本 法による時は原理的には細胞のほとん ど総て

が破壊されるものであるが,操 作の実際的条件によつて

は未破壌の細胞が残存する可能性もある。我 々 はそ こ

で,よ り完全に細胞を消化する方法としてメタノール ・

苛性カリ溶液による細胞の液化を行な う方法を並行 して

検討 し,い ずれの方法が より本研究の 目的に沿 うものか

どうかを検討した。

実験は次のように行なつた。

500万 のHep. No. 2細 胞をHANKSの 溶 液に浮游さ

せ,14C- 6- MPを2μci加 え る。37℃, 30min.振 盪 し

てincubateし た 。1,000rpmで 遠心後3回 細胞を洗滌

し,こ の洗液と遠心上清とを合せる。細胞を均等に2部

分に分け,第1部 分をアセ トン ・ドライアイスで5回 凍

結融解し,2,000rpmで 遠 心上情のradioactivityを 測

定する。第2部 分は2N-メ タ ノール性苛性カリを加え,

70℃, 30min.液 化 し,ト ルエン系シンチ レーターを加

えてradioactivityを 測定した.

実験の結果を表1に 示す。

表1で 明かなとお り,加 えた全アイソ トープ量に封す

る細胞内にとり込 まれた14C- 6- MPに 起 因するradio- 

activityは 液化法では5.5%に 対 し,凍 結融解 法では

表1 薬物の細胞内とり込み測定に当つての

凍結融解法と液化法の比較
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1.8%に す ぎない.回 収率も液化法は98.7%に 対 して

凍結融解法では95.0%で あつた。以上の結果から液化

法を用いて本実験の検討を行なつた。

(2) 14C- 6- MPの 各種細胞系におけるとり込み

以上の検討の結果,各 種の細胞の500万 をHANKS溶

液 に浮游し,こ れに14C- 6- MPを 加 えて,370℃ にin- 

cubateし,以 後5min. , 10min.お よび30min.と 時 間

経過と共にぬきとり,液 化法によりその細胞内とり込み

を測定した。実験の結果を図1に 示 した。

図1に 見られるとおり,Hep. No. 2細 胞 とMDBK細

胞 はほぼ等程度に速 く且つ多く細胞内radioactivityを

増加 し,こ れに対 して,L細 胞 とCEFで は細胞内ra- 

dioactivityの)増 加は前2者 に比 し遙かにおそかつた。

この結果を前報1)で 得た各種の細胞での核酸合成阻止と

比較検討すると,が ん由来のHep. No. 2細 胞 と正常細

胞であるCEFと では,や はり核酸合成阻止作用 と同じ

ように,薬 物のとり込みにおいても劃然とした差を示 し

ていることが明らかである。このことは膜透過性とい う

観点からみると,が ん細胞と正常細胞の膜構造の差が薬

物のとり込み感受性に反映するが,本 来正常細胞である

ものが継代と共に株化 して行 く場合には,継 代 ・株化の

条件の規定がより複雑であるため結果の一律的な把握が

困難となるように思われる。

この問題の解決には継代 ・株化の条件を同一に調節 し

た細胞系を作成 して始めて明確に結論づけられるもので

あろう.

要 約

14C- 6- Mercaptopurineの 細胞内とり込みを検討 した。

核酸合成を6-MPで 著明に抑制されるHep. No. 2細 胞

は,そ れほ ど著明な核酸合成阻止を受けないchick em- 

bryo fibroblastよ り明らかに 多量 のradioactivityの

細胞内とり込みを示す。本来は正常細胞由来であるL細

胞とMDBK細 胞 では,MDBK細 胞 の細胞内radioac- 

tivityがL細 胞におけるより高 く,6-MPのL細 胞およ

びMDBK細 胞での核酸合成阻止と相反する結果がえら

れた。
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図1. 各 種 の細 胞 における14C- 6-Mercaptopurineの細胞内とり込み
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The penetration of 14C- 6- Mercaptopurine (6- MP) into cells was investigated. In Hep. No. 2 cells, the 

penetration rate of 6-MP was remarkably higher than that in chick embryo fibroblast cells. The 
nucleic acid synthesis of the former cells was more sensitive on 6-MP than that of the latter cells. 
Between the passaged and strained cells tested, the penetration rate in MDBK cells was higher than 
that in L cells.


