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1. 緒 言

膀 胱 移 行 上 皮 癌 由来 のKU-1細 胞 株 を 使 用 し てCytos-

ine arabinosideの 増 殖 抑 制 効 果 をGrowth curveと 微

速 度 映 画 撮 影 に よる 観 察 に よ り検 討 し併 せ て 他 の 制 癌 剤

Thio Tepa, Mitomycin C,5FUの 作 用 と比 較 した の

で 報 告 す る。

2. 研 究 材 料 お よ び 方 法

膀 胱 移 行 上 皮癌 由 来 のKU-1細 胞 は1966年12月 に

初 代 培 養 を 行 な ったgradeIIIの 手 術 に よる摘 出 組 織 を

培 養 した も の で,8年 半を 経 過 し て な おOriginalの 性

質 を維持 した ま ま順調な発育 を続け て い る 細胞株 であ

る。

位 相差顕微鏡 に よって観察す るとKU-1細 胞は,Fig.

1の とお り類角形 の石 垣状配列を示 しか な りの大小不 同

異形 成を示 し,細 胞内には類数 の顆 粒を認め る。核は大

型 楕 円形,核 小体 が著明で上皮性細胞 の持 つ特微 をそ な

えてい る。継 代培 養を行な った時 の細胞 の発育態度 をみ

る と,Fig.2に 示す とお り細胞塊 を中心にout growth

は基底層 の細胞に類似 した細胞の増殖 と小型 でresting

phaseと 思われ る細胞 の2種 類が認 め られ るが,時 間の

経 過 とともにFig.3に 示 す よ うに両者 が移 行 して区別 が

明 らか でな くな り,個 々の細胞は三 角形 ない し類角形,

大型化 してcell sheetを 形 成す る。

このよ うな性格 は正常の移行上 皮の性格を よ く模倣 し

それを継承 している ものの ようであ り,こ れを模式 的に

表現す る とFig.4の よ うな発育 のregulationが 行 なわ れ

てい ると考 えられる1)。す なわ ちbasal cellに お いては

restingPhaseを 経 てdividing Phaseに 至 るcycleの

なか で細胞 の増 殖が行なわれ てい るが,い っぽ うでは し

だいに分化 の方向に向か っての形態 学的な変化 が認め ら

れ る。 しか し大型類角形 化す るこの形態 の変化 はfeed-

back機 構 に よってcontrolさ れ てい ると考え られ,こ

のcontrol外 にな った細胞は剥離 し去 ってしま う。

Fig.1 KU-1 ce11s in monolayer culture, Polygonal

cells are arranged showing pavement-like 

structures with preimorphism and atypysm.

Fig.2 KU-1 cells 24hours after passage demons-

trate two different types of cells such as 

proliferating basal cells and resting polygonal 

cells.

Fig.3 KU-1 cells 36 hours after passage alter the 

appearance being mixed the two cellular 

types.
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各 種 の 制 癌 剤 の作 用 機 序 がKU-1のgrowth regula-

tion modelの ど こに 作 用 す るか は まだ 完 全 に 明 ら か に

は さ れ て い な い 。

Cytosine arabinosideの1.0,10.0,100μg/mlの 濃

度 で継 代 時 に 培 養 液 に 添 加 し,細 胞 の増 殖 抑 制 効 果 を 検

討 した 。

(1) 培 養 細 胞 の 発 育 曲 線(growth curve)抑 制 の 検

討

KU-1に 対 してHeLa細 胞 をcontrolと し て使 用 し,

Thio Tepaの 細 胞 増 殖 抑 制 を も っ て 比較 して み た 。

そ の うえ でKU-1に 対 しThio Tepaとcytosine

arabinosideに よ る抑 制 効 果 を 比較 検 討 した 。

(2) 微 速 度 映 画 撮 影 に よ る観 察

1秒 間1コ マ の 自動 露 出 に よ る顕 微 鏡 位 相 差 写 真 装 置

(Nikon MDS)に よ りまずThio Tepaと 比較 検 討 し,

そ の うえ でcytosine arabinoside単 独 に よ る抑 制,Mi-

tomycin C, 5 FUと の 併 用 に よ る効 果 を検 討 した 。

3. 研 究 結 果

(1) Cytosine arabinoside の KU-1細 胞 株 発 育 曲

線 に 対 す る影 響

まずThio Tepaを 使 用 し てHeLa細 胞 に 対 す る 発

育 抑 制 を 検 討す る と,Fig.5の とお りThio Tepaの1

μg/mlでHeLa細 胞 は48時 間 ま で はか な りの 増 殖 を示

す が,そ の後 増 殖 は72時 間 ま で の 問 に 下 降 す る 。10

μg/mlの 濃 度 で は 発 育 抑 制 が 認 め られ る。100μg/mlで

は ほ とん ど増 殖 は 認 め ら れ な い 。 同 じ濃 度 でKU-1で

行 な って み る とcontrolの 曲線 は,Fig.6に 示 す とお り

明 ら か に 低 く,増 殖 が 極 め てslOWで あ る こ とが 判 明 し

た 。 しか しslow growingなtumorに 対 す るThio

Tepaの 作 用 は 比 較 的 に は 抵 抗 性 で あ るが,濃 度 の 増 加

と と もに 明 らか な 抑 制 を 示 した 。

こ の 発 育 曲線 はKU-1を0.2×105に した 場 合 で も同

様 の 傾 向 を 示 した(Fig.7)。

い っぽ うKU-1にcytosinc arabinosideを 加え て み

Fig.4 KU-1 growth regulation model showing

proliferation and differentiation under control

of feedback mechanism.

Fig.5 Cytostatic effects of Thio Tepa on HeLa

growth curve at various doses. Initial cell

count0.1×105

Fig.6 Cytostatic effects of Thio Tepa on KU-1

growth curve at various doses Initial cell

count0.1×105

Fig.7 Cytostatic effects of Thio Tepa on KU-1

growth curve at various doses. Initial cell

count0.2×105
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る と同 工 く0.2×105の 数 で1μgfmlで 著 明 な 抑 制 を 示

す が,こ れ が10μg/mlの と きFig.8の と お り極 め て口

似 した カ ー ブ を 描 く。もち ろ ん100μg/mlで は 細 胞 の 増

殖 は 全 くみ ら れ な い 。 しか しThio Tepaの100μg/ml

で は,24時 間 か ら元 の 細 胞 数 を 下 廻 る(cytocidal)の

に 比 較 す れ ばcytosine arabinosideの 作 用 は 終 始 細 胞

増 殖 の 抑 制(cytostatic)に と ど ま った 。

(2) Cytosine arabinosideのKU-1細 胞 株 に 対 す

る増 殖 抑 制 効 果 の微 速 度映 画 撮 影 に よる観 察

a. 対 照

細 胞 増 殖 の 抑制 効 果 を 比 較 す るた め にThio Tepaの

結 果 を 対 照 と して示 す 。Fig.9の 左 端 はKU-1細 胞 の 継

代 後48時 間 経 過 した も の で,類 角 形 の細 胞 が 石 垣 状 に

配 列 し て増 殖 して い る。 これ にThio Tepa1.0μg/ml

を 添 加 し,48時 間経 過 した 時 の 微 速 度 映 画 撮 影 は 中 央 の

列 に 示 した 。 す な わ ち 石 垣 状 の 配 列 を示 すcell sheet

は 全 く消 失 し,コロ ニー は 極 め て縮 少 し少数 の 細 胞 塊 と

化 して い る(cytocidal)。Fig.9の 右 の列 は そ の 後14日

間 培 養 を継 続 し,そ の 間3回 のThio Tepaを 含 まな い

controlの 培 養 液 の 交 換 を 行 な っ て14日 間経 過 した も

の であ る が,同 じ視 野 を 観 察 す る と再 び細 胞 は 増 殖 を 始

めcell sheetを 形 成 しつ つ あ る こ とが 判 明 した 。

b.Cytosine arabinosideの 効 果

Cytosine arabinosideを1.0μg/ml添 加 し24時 間,48

時 間 ま で微 速 度 映 画 撮 影 で観 察 した 。Fig.10の 左 の 列 は

controlで,継 代 培 養 を 行 な って48時 間 後 の も の で あ

る。 こ れ にcytosine arabinoside1.0μg/mlを 添 加 し

24時 間 経 過 した もの がFig.10の 右 の 列 で あ る。 細 胞 数

の 著 明 な減 少 は 認 め られ な い が,細 胞 の と くに コ ロ ニー

の 表 面 の 部 分 の 細 胞 は 細 胞 に お け る突 起 を 出 して 激 し く

運 動 し て いた もの が 運 動 を 停 止 し,突 起 は消 失 し変 性 を

起 こ し て い る像 が 認 め られ る(cytostatic)。48時 間 では.

24時 間 の変 化 と 大 差 な く そ の後 培 養 液 を 交 換 し て培 養

を 続 け た が,細 胞 は ガ ラ ス の表 面 か ら全 く剥 離 し て微 速

度 映 画 撮 影 に よ る観 察 は 不 能 と な った 。

Fig.8 Cytostatic effects of cytosine arabinoside

on KU-1 growth curve at various dosis.

Initial cell count0.2×10s

Fig.9 Timelapse cinematographs of KU-1 cells

following exposure to Thio Tepa.1.0μg/ml

Cell sheet shrinks after 48 hours but recovery

is shown in 14 days.

Fig.10 Timelapse cinematographs of KU一1 cells

following exposure to cytosine arabinoside

1.0μg/ml.cytostatic effects are seen after

24 hours. Cells come off totally thereafter.

Fig.11 Timelapse cinematographs of KU-1 cells

following exposure to cytosine arabinoside 1.0

μg/ml, Mitomycin C 1.0μg/ml and 5 FU 10

μg/ml,Cytostatic effects are unremarkable

but cells totally corne off after 48 hours.
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c.他 の制癌剤 との併用効果 につ いて

Cytosine arabinoside 1.0μg/ｍlに 加 えてMitomycin

C 1.0μg/ml,5 FU10 μg/mlを 前 回 と同様に継代培養

後48時 間 の状態 に対 して添加 し,微 速度映画撮影 で観

察 した。結果 は,Fig.11に 示す とお り24時 間 で コロニ

ー表面に近 い細胞の動 きが停止 し変性 像 が 認 め ら れた

が,48時 間 では細 胞数はやや増加 し,表 面に近い細胞 の

運 動は停止 した ままであ る。 その後,培 養液を変 えて観

察 を続けた が,細 胞は剥離 して しまい微速度映画撮影 に

よ る観察 の継続 は不可能 となった｡

4. 考 按

組織培養 を応用 した制癌剤 の感受性試験は細胞 の増 殖

を直接指標 として判定 できる点 で器管培養法や生化学 的

方法に比較 して よ り定量的 であ り,ま た用い る細胞株 が

eriginalの 性格 を維持 してい るのであれば癌細胞 の特異

性 も加味 し,そ の意 義は大 きい といえる()わ れわれが樹

立 した膀胱移行上 皮癌由来のKU-1は 従来用 い られ て

い る吉田肉腫やHeLa細 胞 と比較 してかな り特異な性格

を 維持 してお り,劇 癌剤の感受性試験 の基 本的材料 とし

て重 要視 され てきている｡KU-1は 下記 の4つ の特徴を

維持 してい る2)｡

1. 極め て緩徐 なが ら安 定 した増殖 を示 す こと(slow

and steady growing)

2. 重層化 しなが ら表面は剥離 し つ.つ 重 積 してい く

(wear and tear,pile up)、

3. 増殖 しす ぎる と大量に剥離 して しま う(massive

deciduation by over growth)

4. 薬剤お よび放 射 線 に 抵 抗 性(drug and radio

resistant)

これ らの性格 の うち1,2,3に 関 してはあ る意味 で膀

胱 の移行上皮癌 の増殖の基本 的な形態を維持 しているも

の ともい える。4は 臨床上 の治療 成績を代表す る性質 で

もあ るが,薬 剤 に関 しては抵抗 性 であ るが ゆえに新 しい

薬 剤 の感 受性試 験には この細胞 株を使用す る ことの意味

が大 きい といえ る。

細胞株KU-1を 薬剤感受 性テス トの材料 として使用す

る場合 に,Fig.4に 示 した増 殖のregulation modelを

理 解す る ことが必要 である。 これ は前述 のKU-1の1。

2,3を 総 合的に示 した ものにほかな らないが,こ の模式

図 の基本 は正常扁平上皮 の増殖 動態を表現 したIVERSEN

の理論1)に 基づ くものなので,同 様に 扁平 上皮癌 由来 の

細 胞株 であ るHeLa細 胞を まず対照 と して 比 較検討 し

た｡

す なわ ち,Fig.5,6を 比較 する と明 らか な ようにHeLa

細胞 とKU-1の 差 は増殖速度 の点 で明 らかに異 な ってい

るが,アルキル化剤 であるThio Tepa 1μg/ml,10μg/ml,

100μg/mlの 濃度 で比較す る限 りは基本的には 同 じパ タ

ー ンを とってい る。つ ま り薬 剤の濃度対細胞数 の抑制細

胞 の数 の上 での抑制の比率 に関 しては,ほ とん ど同様 で

あ るといえる。 この結果 か らThio TepaがHeLa細 胞

と比較 してKU-1に と くに感 受性が高い とは断言 できな

い｡Fig.6で はKU-1の 細胞数は0.1×105で 開始 して

い るが,Fig.7で は0.2×105で 開 始 し た。Fig.6の

KU-1は 閉鎖静置培養 であ るが,Fig,7で はCO2培 養器

でsemi-openで 培養 を行な った。 その結果Thio Tepa

はかな り強 い細胞 の増殖 抑制 作用を示 した。 同 工条件 で

cytosine arabinosideを 行 な っ たFig.8で は,Thio

Tepaと 比較 して1μg/mlの 濃度 で48時 間 までは 明ら

かに強 い細胞 増殖抑制 を認 めた。 しか し10μg/ml,100

μg/mlの 濃度 ではThio Tepaに 比較 してThio Tepa

ほ どの増殖抑 制を示 さな か っ た｡こ の実 験では最長72

時間 まで しか観 察 しなか ったが,後 の微速 度顕微鏡映画

撮影 に よる観察 と比較 してみ る とさらに長 い時間の検討

が必要 にな るもの と考え られ る。

細胞 増殖 曲線 で薬 剤の 感 受 性 を テ ス トする場合鋤 に

は基 本の細胞 数に対 して一定 の濃度 の薬剤を培養液中に

混 入 してい るが,微 速度顕微鏡映画 撮影に よる観察 では

継 代培養 し少 な くとも48時 間経過 した後に充分の細胞

増殖 が得 られ た ところに制癌剤を添加 する ことにな る｡

す なわ ち前者 では細胞がば らまかれ てガ ラスの表面に定

着 す る以前 か ら薬剤の作用が開始 されてい るの で,微 速

度映画撮影 とはstartか ら条件 が異 な ってい る と い え

る｡し た が って これを直接比較 す ることは できないが,

Fig.9に 示 す と お り視 野一面にsheet状 に増殖 した

KU-1がThio Tepa1μg/mlの 添 加後48時 間 で中央

の列に示 す よ うな少数の細胞塊に縮少 して しま うことが

示 され た。 もしこれ を しいて細胞増殖 曲線 との関連 を求

め るな らば,Fig.7に お いてcontrolの48時 間後 の細

胞数0.6×105がstart lineと い うことに な り,も しこ

こか ら増 殖曲線 を描 くとなれば96時 間後に は急激 な下

降 を示 す ことが推定 され る｡微 速度映画撮影 では,そ の

後14日 間 まで3回 の欄癌剤を含 まない培養液交換 を行

ないなが ら観察を続 けた()こ れはむ しろ瀕死 の細胞 を救

お うとい う努力を した結果に もな るが,Fig.9の 右 の列

に示 す ようにcell sheetの 蘇 る 像が観察 され た。 もし

も この間の培養液に ひ き続 きThio Tepaが 加え られて

いたな らばtotal cell killと い う結果に なったか もしれ

ないが,0.1μg/mlのX回 の接触 で72時 間経過 した後

に薬剤を含 まな い培養 液を変 え た 場 合 では,total cell

killに は至 らない とい うこ とを示 した ものであ る。

これ に対 してcytosine arabinosideを1.0μg/ml添

加す ると.Fi9.10の とお りcontrolに 比較 して24時
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間 後の嫁は細胞数の減少 では著 明な ものはないが,映 画

観察に よって細胞の動 きが減弱 ない し停止 してい る像 は

明 らかに観察 され,こ の変化 が48時 間で もほ とん ど同

様 であ ることが示 された。 これ はThio Tepaと 比較す

る とcytocidalす なわ ち 殺細胞効果 としては 低いが,

細胞 増殖を停止す ることない し細胞 活性の抑制に よって

cytostaticの 変化 は充分 に確 認す ることが で きた。 これ

はFig.8の 増 殖曲線に対す る影響 と比 較 して も興味あ

る ところであ る。

しか しなが らcytosine arabinosideを 加 え た顕微鏡

微速 度映 画撮影を さらに続けた場合 には,1週 間以 内に

tcellsheetは 完全にガ ラスの表面 か ら剥離 し去 り観察を

続 ける ことが不可能にな った。 これはThio Tepa1μg/

mlを 加 えて培養 液を薬剤を含 まない培 養液 で交換 して

い った場合に,2週 間後 に再びcell sheetを 形成す るの

に対 して極め て対照的 な結果 であ った。す なわ ちKU-1

の薬 剤抵抗性(drug resistant)の 性 質は薬剤 の作用機

序に よって必ず しも一定 ではない ことを示唆す るもので

あ る。

Fig.4の 細胞増殖のregulation modelを 引用す るな

らば,Thio Tepaは お そら くdividing Phaseに 直接作

用 して細胞を死に至 らせ るが,生 き残 った細胞は再 び増

殖 を開始 しうるの で濃度に よってはtotal cell killに は

至 らない と考 え られ る。い っぽ う,cytosine arabinoside

ではむ しろresting phaseの 細胞 にお けるfeedback機

構 を より推進 す ることが考 えられ,増 殖 は抑制 しても分

化 の方向に向か っては急速に進行 し,KU-1の 性質の2

の項 で述 べたregulationは 消失 し直 ちに3の 特徴 であ

る大 量の細 胞の剥離に至 るもの と推定 され る。

以上 の結 果か らcytosine arabinosideの 効 果 につい

て断定 的な ことは言えないが,ひ とつ の方法 としてはた

だ薬剤 との併用療 法に よってよ り効果 を上 げる ことの期

待 が存在す る。Mitomycin C,5FUと の併用 を微速 度

映 画撮影 で試み たが,48時 間 までの観 察 で は,Fig。11

のとお り明 らかな相乗効果をみ るに は至 らなか った。 し

か し濃度 を変 え条件を変え て検討 しなけれ ば,こ の結論

を うる ことはで きない。

培養細胞 株を用い る制 癌 剤 のinvitroの テス トは直

接 定量 的に増殖 抑制効果を得 ることの利点 があるい っぽ

う。KU-1の ような特殊な性質をそ なえた細胞 株 では増

殖 曲線 だけに よって薬剤の作用のすべ てを断定 す るわけ

に はいか ない。KU-1は く り返 し述べ るよ うに増殖は緩

徐 であるに もかかわ らず 分 化(differentiation)へ の方

向 へ のregulationが 働 い て い る こ とは 明 らか で,こ れ

に は微 速 度 映 画 撮 影 に よ る観 察 あ る い は そ れ 以 上 の研 究

方 法 を併 用 して 初 め て 結 論 を 得 られ る もの と考 え る｡

以 上 の 培養 細 胞 株 を 用 いたin vitroの 実 験 結 果 が直

ち に 臨 床 的 に 応用 で き る とは 言 い が た く。 そ こに は 宿 主

と腫 瘍 細 胞 との 関 係,そ の 他 の 外 的,内 的 因 子 の 関 係 を

考 慮 す る必 要 が あ る。 ま た 長 年invitroに 飼 い な ら さ

れ た 細 胞 が人 癌 由 来 とは い い なが ら,そ の 性 質 を 変 え て

い る可 能 性 につ い て も充 分 検 討 す る必 要 が あ る｡

5. 結 語

膀 胱 移 行 上 皮 癌 由 来 細 胞 株KU-1を 用 い てcytosine

arabinosideの 効 果 を 検 討 し た 。Cytosine arabinoside

はin vitroで1.0μg/ml,10μg/ml,100μg/m1の 濃

度 で 増 殖 曲 線 を 描 く とcontrolに 比 較 して 著明 な 細 胞 増

殖 の 抑 制 を 示 し た 。 これ はThio Tepaの 抑 制 効 果 に 充

分 匹 敵 す る も の で あ るが,殺 細 胞 効 果 に 関 して は72時

間 ま での 観 察 で はThio Tepaに 及 ば な い 。

しか し な が ら 顕 微 鏡 微 速 度 映 画 撮 影 に よ っ て観 察 し た

場 合,Thio Tepa1.0μg/mlで48時 間 ま で に 著 明 に

縮 少 した 細 胞 が14日 後 に は 再 びcell sheetを 形 成 して

増 殖 を 開 始 す る こ とが 認 め られ た の に 比 し,cytosine

arabinosideの 同濃 度 で は48時 間 ま でにcell sheetの

縮 少 は 認 め られ な か った が 細 胞 活動 の 停 止 が 観 察 され,

そ の 後1週 間 以 内 に は,cell sheetは 完 全 に ガ ラ ス の表

面 か ら剥 離 し去 っ た 。

以 上 の 結 果 か ら,cytosine arabinosideは 膀 胱 癌 由来

細 胞 株KU-1に 対 し て 特 異 的 な 抑 制 効 果 が あ る もの と

考 え る。
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ACTION OF CYTOSINE ARABINOSIDE ON 

CULTURE CELL LINE KU-1 
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Effects of cytosine arabinoside on culture cell line KU-1, which was derived from human transitional 

cell carcinoma of the urinary bladder, were evaluated. The cell growth was remarkably inhibited by 

cytosine arabinoside at concentration of 1. 0, 10. 0 and 100. 0 ,ƒÊg/ml in this system, which was almost 

equal effect of Thio-Tepa in the same condition in vitro, however, the cytocidal action was not stronger

than that of the latter.

On the other hand, time lapse studies of microscopic cinematography on these experiments observed 

complete detachment of cell sheet from glass surface in 10 days following interruption of cell activity 

without shrinkage of cell sheet by 1. 0 ,ƒÊg/ml of cytosine arabinoside, while in 14 days recovery of 

growth was observed from temporally collapsed cell sheet exposed by Thio-Tepa at same dosis.

The results conclude that a specific inhibition effect of cytosine arabinoside on culture cell line KU-1, 

derived from human bladder carcinoma was suspected.


