
VOL.20 NO.6 CHEMOTHERAPY 787

抗 癌 剤 の 殺 細 胞 作 用 の 定 量 法

Mitomycin Cの 殺 細胞 作用 につい て

下 山 正 徳 ・木 村 嬉 代 二

国立 がんセ ンター病院 内科

(昭和47年6月29日 受 付)

は じ め に

抗癌剤 の殺 細胞作 用を定量的に表現 できる方 法は少な

く,従 がつてその方 面の研究 も系統 的にな さ れ て いな

い。放射 線の場 合,古 くか ら培養細胞 のコ ロニー形成能

を利 用 してその殺細胞作用 が定量 的に検討 され1),ま た

最近では,Spleen colony methodを 利 用 してin vivo

でも放射線 の効果 が定量 的に検討 されて い る2)。これ ら

の研究 に より,放 射 線の場合,線 量が増加す るに従 がい

細胞 の生残率は対数的に減少す ることが知 られ ている。

す なわち放射線の殺細胞作用は線量に比例 して対数 的に

増加す る。 この ことは,放 射線治療に於い て照射 線量 を

増せば増す程 よ り優れた腫瘍効果 が得 られ る とい う治 療

理論を示す と共 に,ま た放射線感受性や 修復 に関す る基

礎的問題 の研究 に寄与 してい る。

いっぽ う抗癌 剤では残 念な ことに,放 射 線で行なわれ

た ような殺細胞作用 の定量 が充分に検討 され ていないた

め,抗 癌剤の適切な投与法を示す確実 な治療 理論は未だ

示 され ていない。現在 まで多 くはin vivoで の抗 癌剤の

効果,す なわ ち宿 主の生存期 間や腹水 中の腫瘍細胞数 の

算 定3), endpoint survival assay4), spleen colony

method5)を 利 用 した臓器内腫瘍細胞数 の定 量 等か ら抗

癌 剤の殺細胞作用 が検討 され てはい るが,そ の定量範 囲

に限界があ り不充分 である。 この点か ら,in vitroに 於

け る抗癌剤 の殺細胞作用 の定量 法は癌化学療法 に於 け る

治療理論の展開 に,ま た薬剤 感受性の基本的問 題の解決

に,有 用で ある と思われ る。

実験材料 な らび に方法

培養液:増 殖培地 と してRPMI-1640培 地(日 水製 薬)

(pH7.4)に 仔牛血 清(千 葉血清)を20%に 加えた も

のを用いた。抗生物質 は通例添加 しないが,時 に より硫

酸 カナマイ シンを60mg/1の 濃度に加 え て用 い た。軟

寒 天培地 を用 いる場合,増 殖培地 にBacto-agar (Difco)

を 適量 添加 して用い る。す なわ ちBacto-agarをEagle-

MEM(日 水製 薬)に 溶 き3.0%に す る。 これ を 高 圧 滅

菌 して保存 し,使 用時に約60℃ に溶解 し,増 殖培地 に

そ の約1/8量 を加 えて軟寒 天培 地 とした。

細胞培養法:細 胞 の培養 は水蒸 気飽和 した5%炭 酸 ガ

スを含む 空気を持続的に流 している37.5℃ の培養器(炭

酸 ガス培 養器)中 で シ ャー レに よる静置培養を行な う。

また軟寒天培地の場合 もシ ャー レ中で固 ま らせ て静置培

養す る。

腫 瘍細胞培養株:実 験に用いた腫 瘍細胞 はin vitroで

浮 遊培養 され る吉 田肉腫 細胞(YASIC),L 1210マ ウス

白血病細胞(L 1210/V/C), L 5178 Y/CA 55マ ウス白血

病細胞(L 5178 YNC)で ある。吉 田肉腫細胞(佐 々木研究

所 由来)は 腹水 型 として呑竜 ラッ トに継 代維 持された も

の(国 立が んセ ンター,仁 井谷久暢 博士か ら分与)か ら

培養樹立 した。L1210マ ウス 白血 病 細 胞(L 1210/V)

(Sloan-Kettering Institute,Dr. D. J. HUTCHISON由

来)は 腹 水型 としてBDF1マ ウスに継 代維 持 された もの

(愛知が んセ ンター,星 野章博士 か ら分与)か ら培養樹立

した 。L 5178 Y/CA 55マ ウス 白血 病 細 胞 はL 1210/V

細胞 と同 じ由来の 腹 水 型 としてBDFIマ ウスに継代維

持 された ものか ら培養樹立 した。 これ らの細胞 はそれ ぞ

れ軟 寒天培地に よ るcolonial cloningを1～2回 行 な

つ て長期継代培養 された クロ ーン株であ る。

Cell viability:生 細胞 の指標 と して次の3方 法を用 い

検討 した。1)Dye exclusion methodす なわちtrypan

blue0.5%で 染 色 されな い 細 胞 をviable cellと して

算出。2)Growth curveか ら算出す る方法,す な わ ち

増殖培地 で増 殖 させなが ら,あ る一定時間 お きに細胞数

を血球計 算板で算出 し,そ の増殖 曲線を最 小2乗 法か ら

求め,そ の式 か ら分裂増殖可能 な細胞 が最初にい く らあ

つたかを 外挿 法に よ り算 出す る。3) Soft agar cloning

assayか ら算出,す なわち軟寒天培地 で コロニ ー形成能

あ る細胞 を生細胞 として算 出す る。そ の方法は培養液 中

の細胞 をRPMI-1640培 地で稀釈 し,適 当量 の細胞数を

含むcell suspension 2mlに 仔牛血 清を0.5ml加 え

38℃ に保 つ。さ らに約60℃ に溶解 され た3.0%Bacto-

agarを0.4ml加 え,直 ちにP-I型 シ ャー レに移 しか

え,固 ま らせ て,炭 酸 ガス培養器 内で11日 間培養 し,

11日 目に 生 じた コロニ ー数を 肉眼 で 算 出 し,原 液中に

あ る コロニー形成能あ る細胞を生細胞 として算定す る。

以上 の3方 法は同 じ材料を用 いてそ れ ぞ れtripleに 行
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なつて検討 した。

抗癌剤:MitomycinCの 適 当量 をRPMI-1640培 地

に溶解,ミ リポ アフ ィル ター(0.45μ)に よる濾過滅菌

後 必要濃 度に稀釈 して使用 した。いずれ も使用直前に調

整 し,常 にpH7.4で 使用 した。

抗癌剤 に よる殺細胞作用 の定量法:抗 癌 剤 の 濃度の

他,抗 癌 剤 と細胞の接触時 間 も問題にな る と思われ るた

め,soft agar cloning assay法 を 利用 して次 の ような

2通 りの定量 法を用いた。 なお,こ の実験で用 い られ る

"survival"
, "viable", "killing"と い う言 葉はすべ て

各 々の細胞 の軟 寒天培地での増殖 能力,す なわ ち肉眼 的

な コロニ ー形成 能力の有無で判定 し使用 した。

1) Assay I。図1に 示す よ うに 適 当な 薬剤濃度を含

んだRPMI-1640培 地1.0 ml,仔 牛血清0.5ml,適 当

量 の細胞数を含 んだcell suspension (RPMI-1640)1. 0

mlを 加 え,小 試 験管中で38℃ に保ちな が ら約

60℃ に溶解 された3.0% Bacto-agarを0.4ml

加 えて後,直 ちに室 温 中 でP-1型 シャー レに移

し込む 。寒天を固 ま らせ て後炭酸ガス培養器 内で

11日 間培 養 し,11日 目に生 じた コロニー数 を肉

眼で算定 し,植 え込んだ細胞数 との比,す なわ ち

cllony forming effciency (CFE)を 求め る。 こ

のCFE値 に原液 中の総 細胞数を掛 けて,生 細胞

数を算定 し,生 残率(S)お よび致死率("log kill")

を次式か ら求める。

通例,抗 癌剤 は高 濃 度 か ら倍 々稀釈 し,8～20

段階 の濃度勾配を 作る。 また 細 胞 数 は約106/ml

か ら10倍 稀釈 し約10コ/mlま での6段 階 の 細

胞濃 度を作 り,薬 剤濃 度 と細胞濃度をそれ ぞれ縦

横 に組合せて実験を 行な う。すなわ ち1つ の薬剤

濃 度に対 し6段 階 の細胞濃 度が組合 され る条件で

実験を 行ない,殺 細胞作用 が定量的に表現 され る ように

実験を行 なつた。従がつ てこの場 合,薬 剤は不 活化 され

ない限 り常 に細 胞 と接触 している と い う条 件 でassay

された ことにな る。

2) Assay II。 あ る一定時 間細胞 と薬剤を 接 触 させ

て後,生 き残つた細胞数 をsoft agar cloning assay法

を 利用 して定量す る方法で,図2に 示す よう に 行 な つ

た。す なわち適 当な薬 剤濃 度を含んだRPMI-1640培 地

(pH7.4) 2.5ml,仔 牛血清0.5ml,増 殖培地に浮遊 さ

れた細胞 液(4～8×105/ml)を1.0ml加 え,モ ル トン

栓 を した小試験 管を約20° の 角度に 静置 し,炭 酸ガス培

養器内でincubationし た。 その 後,一 定時間 毎に取 り

出 し,細 胞を遠心分 離 し,薬 剤を含 まな いRPMI- 1640

培地(pH7.4)で1～2回 細胞を 充分 洗つた鏡 薬剤を

含 まない増殖 培地3.0mlに 浮 遊 させ る0こ の 細胞液

図 1 薬 剤 と細 胞 が 常 時 接 触 して い る条 件 で の薬 剤 の 殺 細 胞 作 用 のAssay Method

Soft Agar Cloning Assay I

図 2 薬 剤 と細 胞 が 単 位 時 間 当 り接 触 して い る条 件 で の,薬

剤 の 殺 細 胞 作 用 のAssay Method

Seft Agar Cloning Assay II
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0.3mlを と り2.7mlの 増殖培地 の入つ た 小 試 験管に

加え,以 後同様に10倍 稀釈を連続6段 階に行な う(従

が つて この時の各細胞液量は2.7mlと なつ て い る)。

さ らに各試験 管を38℃ に保 ちなが ら約60℃ に溶解 し

て ある3.0%のBacto-agarを0.4mlず つ 加 え,直

ち にP-1型 シャーレに移 し込む 。以下Assay I法 と同

様 に培養 し,11日 目に コロニー数を 算定 し,preincuba-

tionで 用 いた各薬剤 濃 度 毎 にCFEを 求め,対 照群 の

CFEと 比較 して生 残率お よび致死率をAssay Iと 同様

の方法で求め る。従がつ て,こ の方法では各薬剤濃度 に

於け る細胞 と薬剤 との接触時 間当 りの生残率お よび致死

率が求め られ ることに.なる。

結 果

1) 培養細胞 のviabilityの 検討

Exponential growthを し てい るYAS/Cお よ びL

1210/V/C細 胞を,そ れぞれ連続10倍 稀釈 して,各 細胞

濃度か ら培養 した場合の増殖 曲線は図3,4に 示 される。

す なわ ち両細胞群 とも,1～ 数 コ/mlと い う稀釈 条件で

も,そ れぞれ の増殖 曲線の勾配はほ とん ど変 らない。す

なわち これ らの細胞 群では,た とえ1コ/mlと い う少数

コになつた と して も全 く同様に増殖 可能である ことを示

し,ま た これ らの増殖曲線か ら最小2乗 法で計算 された

細胞 の平均分 裂時間はYAS/C細 胞で13.6±1.4時 間,

L1210/V/C細 胞 で12.2±1.2時 間で ある。

同様 の実験 で,約104/mlの 細胞濃度 か ら出発 した細

胞の増殖 曲線 を血球計算板で算 出 さ れ る 総 細 胞 数,

trypan blue不 染 のviable cellお よび軟 寒天培地で コ

戸ニー形成 能ある細胞数を 同一材料 を もとに して検討 し

た 結 果,YAS/C細 胞 で は 図5に,L1210/V/C細 胞

では 図6aに 示す よ うに なる。す なわち培地を交換 しな

い条件 では,約104/mlに 調製 された細胞 は4日 後に1

～2×106/mlに まで 増 殖 す る が,そ の後trypan blue

不染 のviable cellな らびにcolpny forming cellは 減

少 して くる。その減少傾 向に差が あ りcolony forming

cellの 減少が最 も著 る しい。 と くにYAS/C細 胞 にそ の

傾 向は著 明にみ とめ られ る。さ らに同一材料を用 い,そ

れぞれの細胞液を適 当に稀 釈 し増殖 曲線をかかせ る と,

YAS/C細 胞 では図5bに,L1210/V/C細 胞では 図6b

に示 され るよ うにな り,や は り第5日 以降 の培養液中の

増殖可能 な細胞 数は激減 してい る こ と が 分 る。 この場

合,原 液 中にある増殖で きる細胞数 は,こ れ らの増殖 曲

(a) (b)

(a) (b)

図 3

Growth Curve (YAS/C)

図 4

Growth Curve (L1210/V/C)

図 5

Coleny Forming Capacity, Growth Capacity and Viability

(YAS/C)

図 6

Colony Fbrming Capacity, Growth Capacity and Viability

(L1210/V/C)
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線 か ら外 挿 法 で 計 算 さ れ る が,そ の 値 は 表1に 示 す よ う

に,trypan blue不 染 のviable cell数, colony forming

cell数 と比 較 す る とcolony forming cell数 と 定 量 的

に 合 致 し,viable cell数 とは 合 致 しな い 。

2) 軟 寒 天 培 地 に 於 け るcolony forming efficiency

対 数 的 増 殖 を して い る培 養 細 胞 を,soft agar cloning

assayに よ りコ ロ ニ ー 形 成 させ る。 こ の ば あ い 植 え 込 ん

だ 細 胞 数 と生 ず る コロ ニ ー 数 との 関 係 は,図7に 示 され

る とお り,直 線 関 係 に あ る 。 最 小2乗 法 で 算 出 され る直

線 の 勾 配 か ら,colony forming efficiencyはL 1210NV/

C細 胞 で は99.5%, L5178Y/c細 胞 で は75.4%,YAS/c

細 胞 で は28.0%で あ る。 また,こ の こ とは 各 コロ ニ ー

は1コ の 細 胞 か ら形 成 さ れ て 来 る こ とを 示 して い る。 コ

ロ ニ ー の顕 微鏡 写 真 な らび に 肉眼 写真 は そ れ ぞ れ 写 真1

お よび2に 示 さ れ る 。

3) Mitomycin Cに よ る 殺 細 胞 作 用 のdose res-

ponse curve

YASNC細 胞 を 用 いたAssay Iで の 殺 細 胞 作 用 の定 量

の1例 は 図8に 示 さ れ る。 す な わ ち,Mitomycin C

(MMC)の 最 終 濃 度 と して3.57×10-3mcg/mlか ら連

続 倍 々稀 釈 して2.77×10-5mcg/mlま で の8段 階 の 薬

剤 濃 度 を 含 む 各 濃 度 系 列 お よ び 対 照 に 対 し,そ れ ぞ れ

L 1210/V/C細 胞 の軟 寒 天 培 地 に 於 け る コ ロ ニ ー

形 成,写 真1は11日 目の 肉 眼所 見,コ ロニ ー の大 き

さは1～2mm。 写 真2は8日 目の コ ロニ ー の 顕 微

鏡 所 見,コ ロニ ー の 大 き さ は0.4mm。

YASNC細 胞を8.0×105/シ ャーレを最高 に連続10倍 稀

釈 して8.0コ/シ ャー レまで の6段 階の細胞数を 含 む よ

うに組合せて軟寒天培地 とし,11日 間培養 した場合 の コ

ロニーの出来 方は,薬 剤濃度が濃 くな る に つ れ 減 少 し

表 1 Colony forming capacity, growth capacity and

viability of in vitro cultured YAS/C cells

図 7

Colony Forming Efficiency

写真 1

写真 2

図 8 Assay I法 に よ るMitomycin Cの

殺 細 胞 作 用 の定 量 の1例 。YAS/ C細

胞 使 用

Assay 1

Total No. of YAS/C cells
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3.57×10-3mcg/ml以 上 の 濃 度 で は コ ロ ニ ーは 全 く形 成

され な くな る 。 また 各 薬 剤 濃 度 に 於 け る細 胞 のsurviv-

ing fractionを 算 出 しdose respense curveと し て

plotす る こ と が 可 能 で あ り,こ れ は 図9の11d. の

dose response curveと して 図 示 され る。 また,Assay

IIの 方 法 を 用 い て,各 薬 剤 濃 度 で の各 一 定 時 間 接 触 させ

た 後 の,surviving fraction,す な わ ち30min, 2h, 3

h,16h,24h,48h,等 の 各 一 定 時 間接 触 させ た 後 のsur-

viving fractionも 同 様 に 求 め られ,こ れ らは 図9の そ れ

ぞ れ の時 間 で のdose response curveと して 図 示 され

る。 以 上 の こ とはL1210/V/C細 胞 に 於 い て も全 く同 様

に 実 験 さ れ,そ のdose response curveは 図10に 示 さ

れ る 。 この よ うにMitomycinCの 殺 細 胞 作 用 のdose

response curveは 薬 剤 と細 胞 の接 触 時 間 が 短 くな る に

つ れ,高 濃 度 の ほ うへ 移 動 す る だ け で あ り,そ のdose

response curveの 形 は ほ ぼ 同 一 で あ る 。

以 上 は 薬 剤 濃 度 幅 が 大 き い た めlog-logのscale で

表 現 した が,さ らに 薬 剤 の殺 細 胞 作 用 を 詳 細 に 分 析 す る

た め,surviving fractienを 薬 剤量 に 対 しsemi- logで

plotす る とL1210/V/C,YASNCい ず れ の 細 胞 で も,

そ のdose response curveは 直 線 関 係 に あ る こ と が 分

る(図11,12)。 そ して薬剤 との接触時 間が長 くな るに

つれ,そ の直線 の勾 配は急峻 とな り,最 大に達す る(11d.

の直 線)。 従がつ て この直線の勾配か ら薬剤の感 受 性 を

表現 す ることが 可能 とな る。す なわ ちMitomycin Cの

殺 細胞作用 のdose response curveは

log S=log n-kD

 

(S:生 残 率)

D:薬 剤濃 度

nお よ びk: constant

で表現 し得 る。そ の勾配kの 逆数 は生残率を10%に す

図 9 YAS/C細 胞 に 対 す るMitomycin C

の 殺 細 胞 作 用 。 薬 剤 接 触 時 間 別(log-

log plot)

Mitomycin C

図 10 L1210/V/C細 胞 に 対 す るMitomycin

Cの 殺 細 胞 作 用。 薬 剤 接 触 時 間 別(log-

log plot)

Mitomycin C

図 11 YAS/C細 胞 に対 す るMitomycinCの 殺 細

胞 作 用 。 薬 剤 接 触 時 間 別(Semi-log plot)

Mitomycin C

図 12 L1210/V/C細 胞 に 対 す るMitomycin C の

殺 細 胞 作 用 。 薬 剤 接 触 時 間 別(Semi-1log plot)

Mitomycin C

表 2 Sensitivity of tumor cell to mitomycin C:

Mean lethal dose (10%)

Mean lethal doseで 表 現。Surviving fractionが

10%に 減 少 す る薬 剤 濃 度(MLD10)。 す な わ ち90%の

細 胞 が 殺 され る濃 度。
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る量,す なわ ち90%の 細胞を殺す薬剤濃 度を表わ してい

る ことにな り,細 胞 の感受性の指標 となる。 この値は放

射 線 の場 合 と同様に 平 均 致 死 量(10%) [mean lethal

dose (10%)]と して表現 され,L 1210/ V/ C細 胞お よび

YAS/ C細 胞について測定 され た結果は表2に 示 され る。

この平均致死量か ら細胞 の薬剤感受性を比 較 す る と,

YAs/ C細 胞 はL 1210/ V/ C細 胞 よ り約100倍 もMito-

mycin Cに 対 し感受性が 高い。 ま たMitomycin Cに

関 し,平 均致死量 は薬剤 と細胞の接触時間が長 い場 合は

短 い場合 よ り少量 となる。両細胞群 とも11日 間の接触

の場合 の平均 致死量 は,30分 間 の接触 の平均致 死 量 の

約100分 の1で ある。

考 案

放射線や薬 剤に よる殺細胞作用を定量的 に測定す るた

め に,腫 瘍 細胞の生死を判定す る方法 として,細 胞 の増

殖 能力の有無で区別す る方法が最 も確か らしい ことは,

腫瘍 細胞の性格か ら充分考 え られる ことであ る。そ の内

soft agar cloning assay法 は古 くか らPUCKら1)に よ

りHeLa細 胞を用 いて,放 射線 の作用 の研 究 に用 い ら

れ て来た0し か し残念 な ことには,こ の方法 は薬 剤,と

くに抗癌 剤の殺細胞作用 の研 究には用い られ る ことが少

な く,最 近になつ て2, 3の 報告6, 7)が な され て い るに

す ぎない。 と くに この方 法は浮 遊培養細胞に も容易に適

用 され得 るもので,コ ロニー形成能を持つ た細胞数を比

較 的簡単に定量で きる方法であ る。放射線 の場 合 と異な

り,抗 癌剤を用 いる場 合には,薬 剤 と細胞 との接触時間

が 問題 とな るので,monolayerで 増殖す る 細 胞 を 用い

ると,広 範 な薬 剤濃 度勾配を とつ て実験 を行な う場合 に

は,あ る一定接触 時間 ごとに迅速 にsamplingす ること

が困難 とな り使用 しに くい欠点が あ り,こ の点浮遊培養

され る細胞 は これ らの実験 目的 に適 してお り,使 用 しや

す い0従 がつ て この実験で はすべ て浮遊培養 され る腫瘍

細胞を用 いて実験を行なつ た。

各種抗癌 剤の殺細胞作用を 明確 に 把 握 す る こ と は

total cell killを 目ざす 抗癌 剤の投与法 や,最 適 な投与

形式を示す 治療理論 の一端を展 開す るのに有用 と思わ れ

る し,ま た細胞の薬剤 に対す る感受性や耐性 の程度を 定

量 的に示 し得 る方法 と して,化 学療法の基礎的 問題 の解

決 に も有用であ る。 これ らの ことは 一般 の細菌学 に於い

て,抗 菌性物質 の研究 では常識 的 な 方 法 と して用 い ら

れ,臨 床的には感受性 の測定に広 く応用 され ている。抗

菌 性物質の場合,一 定 の血中濃度が保 たれ る ような投与

法 が取 られ得 るが,抗 癌 剤のばあい副作用が 強いため,

血 中濃 度を一定に保つ よ うな投与法をすべ ての抗癌 剤に

無 条件に適応す る ことは出来ない。 こ の 意 味 か ら言つ

て,抗 癌剤 の殺細胞作 用のdoseresponseを 定 量 的に

極め ることは,そ れ ぞれの抗癌剤の作用機作,至 適 投与

法を考え る上に極 めて重要であ る。 しか し現 在 まで,抗

癌 剤の殺細胞作用 が これ らの方法を用 いて定量的に検討

された ことはHIMMELFARBら6),THAYER 8)ら,お よ

び下山 ら7, 9, 10)の報 告を除 い て は な い｡HIMMELFARB 6)

やTHAYERら8)はspin filter culture device 11)を 用

いてい るため,広 範な濃度勾配を とつ た実験はな されて

い ない。 この点,我 々の方法は広 範 な 薬 剤 濃 度 と色 々

な接触 時間を組合せ て実 験を行な うこ とが 可 能 であ る

点す ぐれてい ると思われ る。 しか し細胞 と薬剤 とのin-

cubation中,薬 剤が不活化 され る場 合,薬 剤濃度が一

定に保たれな い とい う欠 点 は あ る｡こ の点,HIMMEL-

FARB6, 8)らの方法は,常 に同一薬剤濃度 で細 胞 がinfu-

sionを 受け ているので,stock medium中 で,薬 剤 が

不活化 され る場合 を除 き,薬 剤濃度を一定 に保 ち得 る方

法 としてす ぐれ てい る。従がつて実験規模や 目的によ り,

いずれか,ま たは場 合に よ り両者 の方法を 併用 して検討

す ることも必要であ ろ う。

放射線の場合 と同様,抗 癌 剤の場合で も増殖抑制作用

がみ られ る0こ のため コロニーの大 きさが小 さい場 合 と

か,大 小不 同が生 じ,コ ロニー数 の算定 に多少の困難 さ

が伴 な う0さ らに,細 胞が死 に到 るまで数 回の分裂を行

な うとい うreproductive deathが あ り,こ の場合abor-

tive colonyと してみ られ る。 このabortive colonyと

slow growing colonyと の鑑 別は長 期 培 養 して コロニ

ーの大 きさが増すか どうか,ま たは顕微鏡による観 察で

小 コロニーで あ りなが らコロニー構成細胞が変性崩壊 を

示 してい るか どうかに よつて決定され得 る。す なわち,

経験的には11日 目に コロニー数を肉眼判定 し,さ らに

疑わ しい コロニーについては,検 鏡に より判定す ること

で鑑別は比較的 容易とな る。

Mitomycin Cの 殺 細 胞 作 用 のdose response curve

は 一 部 放 射 線 の場 合 と類 似 し て い る 。す な わ ち細 胞 の生

残 率 は 薬 剤 濃 度 が 増 す ご とに,対 数 的 減 少 を示 す 。 従 が

つ て そ の殺 細 胞 作 用 はconcentration dependentで あ

り,cytocidalで あ る と 言 え る。 興 味 あ る こ とは 放 射 線

の 場 合 と異 な り,低 濃 度 範 囲 で のlag phase,す な わ ち

dose response curveのconvex portionが み られ ず,

最 初 か らsemi- logで 直 線 関 係 に あ る点 で あ る。 放 射 線

の 殺 細 胞 作 用 のdose response curveはmulti- hit

survival curveで 表 わ され る こ とが 実 験 的 に 証 明 さ れ

て い る1, 12)。す な わ ち,S= 1- (1-e-kD) nの 式 に あ て は

ま る(S: 生 残 率,D: 線 量,n: hitness number)。D

が 小 の 場 合survival curveに はinitial shoulder,す

な わ ちconvex portionが あ り,Dが 大 とな る に従 が い

semi- log plotで 直 線 関 係 に あ る。 す な わ ち 理 論 的 に も
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Dが 大 の場 合,上 記の式はlog S= logn- kI)で 表わ され,

この式か らD=0の 時 のSの 外挿値 はnと な り,hitness

number nは 簡単に求め られ る。Diploid cellで 典型的

な ものはN=2で,2 hit survival curveを 示す ことが

知 られ てい るように,放 射線 の作用 点 はchromosome 1)

で あ り,2本 鎖DNAの 両鎖 とも放射 線に よ り障害を受

けて初めて増殖能が失な わ れ る と さ れて いる1, 12, 13)。

Mitomycin Cの 場合,最 初 か らlogS= logn- kDで

表わ され,semi- logで 直線関係にあ るが原 点 を 通 らな

い。また放射 線でみ られ る少量範囲で のconvex portion

の消失がみ られ る｡Mitomycin Cの 作 用 機 作はDNA

の合成阻害14)であ り,DNAの 相補的塩基対 の間にMito-

mycin Cがcross linkを 形 成 す る こ とに よ りDNA

複製が不可能 とな る点に ある とされてい る15)。す なわ ち

アル キル化剤 と類似の作用を持 ち,1分 子のMitomycin

Cはbifunctiona1な 作 用 を 行 な つ てい ると考 え られ

targetで あるDNAに 達 したMitomycin Cの 分 子は,

同時に2重 鎖DNAの いずれに も作用 し,cross linkを

形成す る。 この 意味か ら,Mitomycin Cの 殺 細胞 効果

が 最初か らsemi-logで 直線関係にあ り,one hit survi-

val curveと 一致す ることが理解 できない ことはない｡

このばあい原点を通 らな い理 由 として,お そ らく薬剤の

細胞 内へ の取込み がactive transportま た は その他何

らか の制約を受 けてい るた め に,target (DNA)へ の到

達が ある一定 の薬剤濃 度以上に な らない と達成 されない

とい うことが考え られ る｡す な わ ち 放 射 線 の 作用 は

monofunctionalで あ り,細 胞 内 のtargetに 対 し,ほ

ぼ自由に到達 し得 る の に 反 し,薬 剤 の場合,細 胞 内の

targetへ の到達はあ る濃度以上に な らない と 達 成 され

ないとい う制約を受け,か つMitomycin Cの 場合1分

子 は同時にbifunctionalな 作用を 行ない得 る 点 等 の相

違が,こ れ らのdose response curveの 形 の 相 違 とし

て現われて来 るのではないか と考 え られ る。

以上の議 論は ともか く,細 胞 の薬剤 に対す る 感 受 性

は,か な り明確に表現で きる。す な わ ち 殺細胞作用 の

dose responseか ら,そ の生残率 の減少直線の勾配 の逆

数 は常用 対数を用いた場 合は90%の 細胞を殺 し,生 残

率を10%へ 減少 させ る量に相 当し,自 然対数で表現す

れ ば放射 線の感受性の指標 としてよ く用 い られ る平均致

死量,す なわち63%の 細胞 を死滅 させ,生 残率 を37%

へ 減少 させ る量に相 当す る。 この論文 では,前 者 の表現

を用 いたが,今 後薬剤 の殺細胞作用 を統計数学的 に解 析

してい く上に於いては,後 者 の表現 を用いたほ うが よい

のか も知れ ない。

結 論

L 1210マ ウス 白血病細胞,L 5178 Yマ ウス白血病 細

胞,吉 田肉腫等の腹水型 よ り浮遊 状態で増殖 し,長 期継

代培養 され る培養株を樹立 し,さ らに軟寒 天法に よりク

ローニングして高率 に コロニ ーを形成す る細胞株 をそれ

ぞれ樹立 した 。 これ らの細胞株 を 用 い,soft agar clo-

ning assayの 方法に よ り,抗 癌剤 の殺細胞 作 用(肉 眼

的な コロニー形成 能の有無で判定)を 定量 的に測定す る

方法を考案 した。

この方法を用 いてMitomycin Cの 殺 細 胞 作 用 を定

量す ると,細 胞 の生残率は薬剤濃度 に対 しsemi- logで

直線的 に減 少す るが,こ の直線は原点を通 らない。 この

理 由は,お そ らく薬剤の細胞 内へ の取込み に制約があ る

ため,あ る濃 度以上にな らな い と 細胞 内へ取 り込 まれ

ず,そ の作用点であ るDNAへ 到達 し得ない ことが,あ

る薬 剤濃度以上か ら作用 が表 われる ことと関係 している

らしい。 またMitomycin Cはb圭functionalな 作用 が

あ り,1分 子で2重 鎖DNAに 同時に 作用 し,DNA間

にcross linkを 作 るとい うことがMitomycin Cの 殺

細胞 作 用 はsingle hit theoryに 従 が いexponential

survival curveを 示す ことに関 与 してい ると思われ る。

Mitomycin Cの 殺 細 胞 作 用 が1inear logarithmic

lineを 示す ことか ら,細 胞の薬剤感受性 はそ の直線の勾

配 に よ り現わす ことが出来 る0勾 配係数 の逆 数は平均致

死量(mean lethal dose, MLD)を 示 し,常 用 対数を用

いた場合 は生残 率を10%に 減 少させ る(致 死率90%)

濃 度 また 自然対数を用い て表わ した場 合は 生 残 率 を

37%に 減 少させ る薬剤 濃 度 を 示 す。Mitomycin Cの

MLD (10%)で 感受性を比較 す る と,YAS/ C細 胞 はL

1210/ V/ C細 胞 より約100倍 も感受性が高い。 また両細

胞系 とも長時 間接触(11日 間)の 場 合のMLD(10%)は,

短時間接触(30分 間)のMLD (10%)の 約100分 の1の

濃 度であ るO

(本論文 の一 部は第29,30回 癌学会総 会に於いて発表

した。本研 究中,有 益な 御助 言をいただいた国立が んセ

ンター 仁井谷 久暢博士,大 星 章一博 士に謹 しん で 感 謝

の意を表 しますOま た本研究 は文 部省 お よび厚生省 のが

ん研究費 の助成を受けた。)
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QUANTITATIVE CLONAL GROWTH OF MAMMALIAN CELLS 

Its Application for Quantitative Study of Cytocidal Action of Mitomycin C 

MASANORI SHIMOYAMA and KIYOJI KIMURA 
National Cancer Center Hospital

The soft agar cloning assay has been successfully applied to suspension-grown mouse leukemia 
L 1210(L 1210/V/C), L 5178 Y (L 5178 Y/C), and YOSHIDA ascites sarcoma (YAW) cells. 

The effects of mitomycin C have been quantitatively studied on single cells of L 1210/V/C and YSA/ 
C cells under conditions such that almost 100% cells of L 1210/V/C and about 30% cells of YAW 

produce in isolation to form macroscopic colonies. Survival (5) of single cells (defined as the ability 
to form a macroscopic colony within 11 days) yields a typical exponential or single hit survival curve 
when plotted against mitomycin C concentration (D). The survival curve fits the following equation : 
log S= log n-kD. The reasons for exponential survival curve obtained by mitomycin C are discussed 
in comparison with the sigmoid, multi-hit survival curve observed in irradiation. 

The sensitivity of cell to mitomycin C can be expressed by mean lethal dose, the reciprocal of slope 
coefficient k. On this basis, YAS/C cells is 100 times more sensitive to mitomycin C than L 1210/V/C 
cells.


