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概 要

Bleomycin (BLM)が 他 の 化 学 療 法 剤 と同 様 にin vivo

に お い て 銅 を キ レー トす る こ と を 明 らか に した1)。 す な

わ ち ラ ッ ト血 清 と脱 銅BLM complex(以 下,ブ レオ と

略)を37℃30分 間incubateし カ ラ ム ク ロ マ トグ ラフ ィ

ーを 行 な うと290mμ に お け るOptical density (OD)

のpatternはBLMの 溶 出pattemと ほ ぼ 一 致 し,ま

た 各 分 画 に お け る銅 の含 量 は ほ ぼODと 平 行 関 係 に あ

つ た 。 この こ とか ら ブ レオ が血 清 中 の 銅 を キ レー トした

と考 え られ た 。 次 に ブ レオ 静注 後 の ラ ッ ト血 清 を 採 取

し,カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー を 行 な うと,同 様 にOD

と銅 の 溶 出patternは 一 致 し,し か も血 清 中 の 銅 の 総

量 は,生 理 的 に 存 在 す る血 清 中 の 銅 以 上 の量 を含 有 して

い た 。 この こ とか らBLMは 臓 器 の 銅 を も キ レー トす る

こ とが 判 明 した 。 ブ レオ筋 注 後 の 尿 を 採 取 しカ ラ ム ク ロ

マ トグ ラ フ ィー を行 な う と,血 清 の 場 合 と同 様 に290

mμ のODのpatternと 一致 して 銅 が 溶 出 さ れ た 。 ブ

レオ筋 注 後 に 採 取 し た 尿 を 薄 層 ク μマ トグ ラ フ ィー

(TLC)で 展 開 す る と脱 銅 ブ レオ のRfに 一致 した 部 分

に 銅 の含 量 は多 く存 在 した 。BLMが 体 内 に お い て 銅 を

キ レー トす る こ とは制 癌 効 果 発 現 機 構 の面 か ら興 味 あ る

事 実 で あ る。 ま たBLMが 臓 器 に お い て 銅 を キ レー トす

るの で銅 の組 織 化 学 的 な 局 在 性 か ら間 接 的 にBLMの 局

在 性 を推 定 で き る よ うに な つ た2)。

緒 言

多 くの抗 菌 性 物 質 や,制 癌 作 用 を有 す る 化 合 物 は少 数

例 を除 い て 金属 キ レ ー トを 形 成 す る3,12)。 こ れ ら の抗 菌

あ る い は抗 腫 瘍 効 果 発 現 機 構 は 金 属 とキ レ ー トす る こ と

と密 接 に関 係 す る もの が あ る13)。BLMは 最 初 含 銅BLM

と して ま ず 登 場 し,後 に 脱 銅BLMのcomplex"ブ レ

オ"と して 製 品 化 され た 。 中 山4,12)等 は 脱 銅BLM-A2

また は 一B2を マ ウ ス に筋 注 し,1時 間 お よび3時 間 後 に

採取 した尿 をTLCに か け ル ベ ア ン酸 で 発 色 させ た が,

BLM-A2ま た は-B2のRfに 相 当 す る位 置 に 銅 の青 色

反 応 を 認 め な か つ た と報 告 した。 した が つ て 脱 銅BLM

は体 内 の 銅 を キ レー トす る こ とな く排 泄 され,ま た含 銅

BLMの 銅 はBLMか ら離 れ る こ とな く排 泄 され る と説

朋 さ れ て い た4,12)。 しか しわ れ わ れ の検 討 で は,ル ベ ア

ン酸は遊離形の銅は呈色するが,キ レー トした銅は呈色

しなかつた。In vitvoで 銅 とキレー トす るBLMはin 

vivoで も銅 とキレートする筈であ り,し たがつてこれら

の理由からさらに検討する必要がある。従来微量の銅を

測定することは手技が煩雑で困難であつたが,最 近原子

吸光分析装置を用いて比較的簡単に測定が可 能 に な つ

た7)ので,わ れわれはこの方法を用いて検討を行なつた。

実験材料および実験方法

1) "ブ レオ"の 組成

われわれが実験に用いた ブ レオは,現 在臨床に供さ

れているもので,塩 酸BLM-A2を53%,塩 酸BLM

-B2を19 .9%,塩 酸BLM-B4を3%以 下,塩 酸BLM

-B群 総量を35%以 下 とした脱銅品で,そ の1mg(重

量)の 力価は約1.5mg(力 価)で ある。主成分のBLM

-A2 ,-B2の 構造式は,滝 田,梅 沢等に よるとFig.1の

とお りである。なお最近,銅 をキレー トする場所も判明

した。以下,ブ レオとは現在臨床に使用されている脱銅

BLM complex,含 銅 ブレオとは含銅BLM complexを

さす。

2) カラムクロマ トグラフィーおよびTLCの 条件

CM Sephadex C-25を 管径8mm,カ ラム高19cm

にな るようにガラス管に詰め,展 開溶 媒は0.1M酢 酸

Fig. 1. Chemical structure of bleomycin 

(R : terminal amine)
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アンモンを用い,フ ラクションコレクターで5mlず つ

に分画 して採取 した。TLCはMerck社 のSilica Gel

Plate DC-Fertigplatter Kieselgel 20×20cmを 使 用

し,展 開溶媒にはメタノール: 10,10%酢 酸 アンモン: 

9,10%ア ンモニア水: 1の 割合に混合した液を用い,

10cm以 上展開した。BLMのspotの 検 出は過マンガ

ン酸カリ反応およびPAULY反 応にて呈色させることに

より行なつた。

3) ブ レオと血清とのincubation

体重約200gの ウ ィスター系成熟雌 ラットの血清2ml

とブ レオ10mg(力 価)を37℃30分 間incubateし た

試料を前述のカラムクロマ トグラフィーで展開 し分画採

取した。ブラクシ ョンコレクター一を用いて5mlず つ に

分けて,各 々検体のODをEPU-2A型 日立分光光度

計にて測定 した。また並行 して銅の含量を 日本ジャーレ

ルアッシュ社製AA-1型 原子吸光分析装置に よ り測 定

した。

4) ブ レオ静注後の血清の分析

約200gの ウ ィスター系成 熟雌 ラットに60mg(力

価)の ブ レオを股静脈から静注 し,約2分 後に反対側の

股静脈から採血 した。3,000回 転5分 間遠沈 して分離 し

た血清2mlを カラムクロマ トグラフィーにて展開 し,

ODと 銅 の含量を3)の 条件にて測定した。

5) ブ レオ筋注後の尿のカラムクロマ トグラフィー

約200gの ウ ィスター系成熟雌 ラットに15mg(力

価)の ブ レオ筋注後の4時 間尿をプラスチック製の代謝

ケージを用いて採取し,そ の2m1を カラムクロマ トグ

ラフィーにて展開 し,ODと 銅 の含量を測定 した。

6) ブ レオ筋注後の尿のTLC

5)の 検体約1mlをTLCに 吸 着 し展開した。展開

したプンー トを乾燥後1cm間 隔 に分けて剥ぎ取 り,各

分画を4mlの 再蒸溜水で溶解 し,遠 沈 した上清を含銅

量の測定のため原子吸光分析を行なつた。

7) BLM-A2の 尿 中代謝産物の検討

約20gのICR系 成熟雌マウスに14C-BLM-A2 0.5

μCi筋 注後の2時 間尿を膀胱穿刺により採取し,カ ラム

クロマ トグラフィーにて溶出し,各 フラクションの一部

を とり,試 料にdioxame scintillator (toluene, dioxame, 

ethyleneglycol-monomethyl ether等 量 混 合 液 に,

DPO 4g/L, POPOP 0.1g/L, naphthalene 75g/Lを

加 えた液)10mlを 加 え,そ の放射能をパッカード社製

モデル3375液 体 シンチレーションカウンターにて測定

した。

実 験 成 績

1) 含銅および脱銅ブレオの吸収peakの 検 討

ブ レオ120μg(重 量)を4mlの 生理的食塩水で溶解

後,124型 日立ダブルビーム分光光度計にて測定し,Fig.

2の とお り250mμ の材近はshoulderで,290mμ に

吸収のpeakが あ ることを認めた。 したがつて以下の実

験は全て波長290mμ にて測定した。なおプ レオ5mg

(力価)と 含銅ブレオ10mg(力 価)を カラムクロマ トグ

ラフィーで展開すると,Fig.3の よ うにブ レオは脱銅品

も含銅品も同様の溶出pattemを 示 した。

2) TLCに おけるブ レオのspot検 出法の検討8)

BLM-A2を50%以 上含むブ レオのTLCに おける

spotの 検出にはどの反応が適切かを知 るために,ア ミノ

酸,ペ プチ ドの検出定量に用いられる以下の方法につい

て検討 した。なお,陽 性所見をはつきりさせるための対

照としてBLM-A5,グ リシンおよびシスチンを用いた。

(1) ニンヒ ドリン反応

0.84%ニ ンヒドリンアルコール溶液 をTLCプ レー

トに均一に噴霧すると,A5,グ リシソは紫色を呈して陽

性であつた。ブレオ,シ スチンは陰性であつた。

(2) 塩 素 ヨー ドカリデ ンプン反応

Fig. 2. U-V absorption spectrum of "Bleo" 

(commercial BLM)

Fig. 3. Separation of "Bleo" 

column : CM-Sephadex C-25 0.8•~18cm 

Sample

Solvent : 0.1M HCOONH4 

Flow rate; about 50ml/60 minutes 

each tube contains 5ml 

Temperature: about 10•~15•Ž 

(room temperature)

fraction number
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KMnO4と 塩酸で発生 させた塩素ガスを充満 させたガ

ラス容器にTLCプ レ ーレを5～10分 間入れ,取 り出し

てから過剰の塩素を除き,こ れにデ ンプン ー照 溶液 を

噴霧した。ブ レオは薄褐色を呈し,弱 陽性を示 した。

(3) オル シノール反応

TLCプ レー 峯に0.1%オ ル シノール,エ タノール溶

液(硫 酸を0.004Nに 含む)を 噴霧し,110～120℃ で

30分 間加熱したところ,ブ レオは陰性であつた。

(4) 過 マ ンガン酸カリ反応

0.3Nの 硫酸で酸性に した0.15M KMnO4水 溶液を

TLCプ レー トに薄く吹きつけると,ブ レオは赤 紫 色の

中に黄色の明瞭なspotを 生 じたが,1時 間以上経過す

ると不明瞭とな り,1晩 放置すると全くspotは 消失し

た。 したがつてこの反応は結果を保存するには不適当で

あるが,即 時反応として適 していると思われる。

(5) 紫外線照射

マツダの殺菌灯にcoming NO 9863 filterを 装 置し

たもので照射すると,濾 紙ではブ レオはbluespotと し

て検出されたが,TLCプ レー トでは認められなかつた。

(6) PAULY反 応

(a) スルファニル酸9g, conc. HCI 90ml, H2O 

910ml 1容

5%(w/v)亜 硝 酸ナ トリウム(NaNO2)水 溶 液1容

(b) 10%(w/v)無 水炭酸ソーダ水溶液2容

必要に応じて(a)の2種 の試薬を混合 し,室 温で4～

5分 間放置し,TLCプ レー トに噴霧 し,続 いて(b)を

噴 霧した。短時間でははつぎりしないが,15分 間 く ら

い経つと,ブ レオは赤褐色の明瞭なspotと して検出さ

れ,い ちぽん適した方法 と思われる。しか もこの反応は

1晩 置いてもそのままの状態で保存され,安 定な反応 と

言える。

(7) 坂 口反応

(a) 0.1%(w/v)オ キシン(8-オ キ シキノリン)ア セ

トン水溶液,100ml,尿 素0.1g (H2O 0.2ml)

(b) Br2 0.3ml, 5N-NaOH 100ml

まず(a)を 噴霧 し,風 乾して完全にアセ トンを除き,

次 いで(b)を 噴霧 したところ,ブ レオは陰性であつた。

3) ブ レオと血清 とのincubation実 験

Fig.4の とお り,ブ レオと血清 とをincubateし た試

料はCM-sephadex chromatographyで2つ のpeakを

示 し,そ の各々rc-A致 して銅の含量 も同様 の溶 出pat-

temを 示 し,ブ レオが血清中の銅をキ レートした こ と

を示唆 している。

4) ブ レオ静注後の血清の分析

Fig.5の とお り,3)と 同様に,ブ レオ60mgを ラ ッ

トの股静脈に静注し,2分 後に反対側の股静脈から採血

分離 した血清は2つ のpeakを 示 し,銅 の含量のpeak

もそれに一致 して,ブ レオが銅をキ レー トしたことを示

す。しか もBLMのODは 低 いにも拘わ らず銅の含 量

は3)の 実験 よりも多いことを示 している。血清中の銅

の含量は約1ppmで あ るか ら,こ れはブ レオが血清中

の銅以上の銅,す なわち臓器中の銅をもキンー トしてい

ることを示 している。これはきわめて重大なことを示唆

しているため,こ の実験は前後5回 行なわれ,2m1の 血

清中に3ppmか ら5ppmと 多少のばらつきはあるが,

常に正常血清中の銅の含量以上 とい う成績を示 した。

5) ブ レオ筋注後の尿のカラムクロマ 塾グラフィー

Fig.6の とお り,ラ ットに15mgの ブ レオを筋注し,

その4時 間尿 をCM-sephadex-chromatographyに て

展開すると,290mμ のODのpeakに 一 致 して銅の

peakが あ り,体 内でキ レー トされた銅が尿中に も排泄

されたことを示 している。

6) ブ レオ筋注後の尿のTLC

5)と 同 じ試料を2ml,TLCに 吸着させ 展開 した。

また同時にブ レオをpilotと して展開すると,Fig.7の

とお り,Rf=4.1, Rf=7.0の2個 のspotに 分 かれ,

そのspot に 一致 して銅の含量のpeakが 認 められた。

Fig. 4. Chromatographic elution pattern of "Bleo" 

sample : "Bleo," incubated with 2ml of rat 

serum at 37•Ž for 30 minutes•@

fraction number•@

Fig. 5. Chromatographic elution pattern of "Bleo" 

in rat serum•@

sample : 2ml of rat serum, obtained 2 minutes 
after I.V. injection of 

60mg of "Bleo" 

fraction ngmber



1308 CHEMOTHERAPY OCT. 1973

しかもRfの 大きいpeakの ほ うが小さいpeakよ り銅

の含量が多 く,5)の 結果とも矛盾 していない。

7) BLM-A2の 尿 中代謝産物の検討

Fig.8の とお り,明瞭に単 一のpeakを 描 き,ま たその

位置も含銅BLM-A2を 単独でカラムクロマ トグラフィ

ーにて展開した際の位置 と一致した。 この事実はBLM

-A2は 体 内で代謝されることな く尿中に排泄 されること

を示唆 している。

考 案

医薬品を投与すると,ARIENS 9) (1962)に よれば投薬

後,吸 収,移 動,生 化学変化,排 泄の過程を経 る。これ

らの薬物が生体相(biophase)と 呼ばれる受容体の直接

周辺部に集中され,初 めて医薬品受容体反応が起こり,

そ の薬物効果があらわれるものと考えられる。また。医

薬品と受容体 との相互作用はある生物学的効果をもたら

すが,こ の効果は存在する医薬品一受容体錯化合物の量

に比例すると考えられている。BLMの 作用機構はDNA

の合成阻害,特 に切断されたDNAを 修 復するDNA-

ligaseの 阻害によるとみなされている10)が,こ れも作用

の本質と言 うよりはその結果であるかもしれない。一般

に酵素は金属をキレートして活性を保つてい る事 実 か

ら,BLMが 培地の中の銅をキ レー トする性質にわれわ

れは早くか ら強い興味を有 していた。しかし,従 来脱銅

BLMは マ ウス体内の銅をキ レー トすることな く排泄さ

れると説明されていた4,11)。これに従が うとBLMは 培

地中(in vitro)で は 銅 をキレー トす るが,体 内(in 

vivo)で は影響を受けない ことになる。含銅BLMと 脱

銅BLMは 毒性を除いては両者に生物学的効果に差が無

いと一般に信 じられていた。しかしその後,鈴 木等14)の

詳細な検討等,良 く調べてみると,両 者の差を指摘 した

データも散見される。すなわち,エ ールリッヒ腹水癌に

対する延命効果,抗 菌力では共にその最少有効量に差は

無いが,BLM-A2, BLM-B2,お よび臨床用 のブ レオで

は銅をキレー トしない場合のほ うが尿中への排泄は速や

かであると言 う。生理食塩水中の安定性の検討 で はin 

vitroに おいてもBLMの 力価が低下するのに要す る時

間は79.6時 間 で,脱 銅BLMが39.2時 間 で あるの

に対して,含 銅BLMで は131時 間 とされてい る。

また,鈴 木等14)に よ る と,BLMの キ レー ト能はBLM

が作 用するために必要であ り,BLMは 他 の化学療法剤

と同様にin vitro (Eagle medium中)でZn2+, Co2+, 

Cu2+の 配 位子となりキレー ト化合物を形成する として

いる。BLMが 体 内でCu2+を キ レートするだけでな く,

その能力が作用の本質 と結びつくとすれば,脱 銅BLM

は含 銅BLMよ りも副作用の面だけでなく,効 力の面で

も有利に作用する可能性があるものと思われる。われわ

れは含銅BLMと ラット血清 とのincubationか ら,含

銅BLMは 殆 んどキレートする能力を有しないことを認

めている。57 Co-BLM, 99m Tc-BLM, 51 Cr-BLMはBLM

としての生物活性が著るしく弱くなる14)のに反して,銅

だけがBLMの 生物活性を殆んど弱めない どころかむし

ろ強める場合もあるとい うことは,銅 とキレー トするこ

とがBLMの 抗癌効果 と密に結びついていることを示唆

している。従来BLMがin vivoで 銅 をキレー トしな

Fig. 6. Chromatographic elution pattern of "Bleo" 

in rat serum 

sample: 2ml of rat urine, obtained 4 hours 

after I.M. injection of 15mg 
of "Bleo" 

fraction number

Fig. 7. "Bleo" and Cu in rat urine on TLC 

sample: rat urine obtained 4 hours after 
I.M. injection of 15mg of "Bleo" 

Fig. 8. Elution pattern BLM in mouse urine from 

Sephadex column 

sample : mouse urine obtained 

2 hours after I.M. injection of 

0.5ƒÊCi of C14-B. L. M. A2 

fraction number
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いといわれていたが,わ れわれはこの点に疑問をいだき

検討を始めた。その結果,Fig.4,5,6の よ うに,カ ラ

ムクロマ トグラフィーによる分析で,生 体に投 与 した

BLMが 血 清 中および尿中でいずれも明らかに銅 とキレ

ートしてお り,また血清 とのincubationで も同様の結果

を得た。また,TLCを 用いて尿中のBLMに 関 しても

検討した結果,原 子吸光分析を行な うことにより,Fig.

7の よ うに,銅 とキ レー トして排泄されることを証明し

た。われわれは含銅BLM投 与時の各種臓器におけるブ

レオの局在性を銅を組織化学的に証明することにより検

討したが,ル ペアン酸で直接染色した場合には銅は染色

されなかつた。そこで各臓器でBLMが 銅 とキレー トし

ているものと考え,硫 化水素ガスで処理 してキレー塾を

はず したら染色可能となつた15)。この方法の原理はブ レ

オの製造過程で培養液か ら陽イオン交 換 樹 脂 法,CM-

sephadex等 の処理で製造 したBLMが0.08～3%の

銅 を含有しているので,こ の含銅BLMを 精製 して脱銅

とする工程と全 く同一である。わ れ わ れ は 先 に 含 銅

BLMの 組織化学的証明法を試みるに際 して,ル ベアン

水素酸銅検出法,パ ラジメチルア ミノベ ンチリデンロダ

ニン法,ジ フェニールカルバチッド法5,6)を用 いたが,原

法のままでは染色できなかつた。この原因はこれらの方

法ではCu2+は 証明できるが,キ レートした銅はそのま

まではもはやキレー ト化合物を作 り得ないので証明不能

であることを示唆 している。われわれは既に含 銅BLM

を20-methyl cholantraneで 発癌させた子宮 頸癌マウ

スに投与 して,BLMは 腫 瘍細胞そのものよりもその直

下の結合組織細胞に高濃度に入ることを明 らかにして発

表した20)。また脱銅BLMを 投 与 しても含 銅BLMの

場 合と同様に体内でキレートした銅が褐色の顆粒として

証明された。 これはいわばBLMが 銅 を体内でキ レー ト

す ることを示 している。従来,扁 平上皮癌に著効を呈す

る理由として扁 平 上 皮 癌組織にBLMが 高 濃度に存在

し,ま たそ こで不活性化を受け難いためと説明されてい

る17)。そ の他にBLMは 癌 組織の間質を侵 し,こ れによ

つて癌細胞の栄養をblockす る とも言われて い る16)。

BLMは 治療量で結合織に明らかな変化,特 にその重要

構成成分である酸性ムコ多糖類の代謝に影響をおよぼす

という報告がある。このことは治療効果 とい うより副作

用の本体であると解釈されるが,さ らに検討を要すると

考 える。最近BLMの 作 用機構をキ レー トの面から検討

した論文18)も発表されている。ブ レオが体内で銅とキレ

ー トすることが抗癌効果と密接に結びついているとすれ

ば,こ の点をさらに検討してより有効な抗癌作用のある

ものが見出せるかも知れない。また銅 とキレー トするこ

とを応用 して組織化学的に銅を染色 して間接的にBLM

の局在性を証明することも可能である。

結 論

1) ブ レオは血清中の銅 とキレー トする。

2) ブ レオは臓器中の銅 ともキ レー トする。

3) ブ レオは尿中ヘキレー トした形で排泄される。

4) 以上の結果を利用 してBLMの 臓器における局在

性を組織化学的に証明することが可能である。
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CHELATION OF BLEOMYCIN WITH COPPER IN VIVO 

MASAAKI KANAO, SHIGERU TOMITA, SADANAO ISHIHARA, 

AKIRA MURAKAMI and HIROJI OKADA 
Department of Obstetrics and Gynecology, Kyoto Prefectural University of Medicine 

(Director : Prof. H. OKADA) 

Abstract 
In vivo chelation of bleomycin (BLM) with copper was investigated. Column chromatographic analysis 

of rat serum incubated with copper-free BLM in vitro showed coincidental elution of copper with BLM. 
Rat serum obtained after the intravenous injection of copper-free BLM was also analysed with the same 
system and concurrental elution of BLM with copper was demonstrated. Moreover, the amount of 
copper chelated was far more higher than that expected from serum copper level. Analysis of 
rat urine, obtained after the intramuscular injection of copper-free BLM also showed that BLM che 
lated copper in vivo. Thin layer chromatographic analysis of rat urine excreted after the intramus 
cular injection of copper-free BLM also showed high copper content at the spot of BLM. The signi-
ficance of chelation of BLM with copper in vivo was  discussed.


