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単細胞移植に よってつ くられ た弘前 肉腫 の1系 について,腫 瘍細胞の1×107個 を ラッ ト腹腔 内に

移植 し,移 植48時 間後 よ り全 く無効量の1μg/kgのMitomycinC(MMC)を 連 日腹腔 内に投 与

した。移植動物 の腫瘍 死前 に この腫瘍細 胞の1×107個 を次の ラ ッ ト腹腔 内へ と移植 し,こ れ に対 し

て移植48時 間後 よ り1μg/kgのMMCを 連 日投与す るとい うことを引続 いての ラッ トにおいて反

復 して行 な った。 この ような間欠投 与の過 程で,当 初か ら63回,111日 においては本来 有 効 量 の

100μg/kgのMMCの 連 日5日 間投与に対す る耐性化は確認で きなか ったが,こ れ に移植直後 より

1μ9/kgのMMCを 投 与する とい う連 日投 与を追加 した場合には25回,25日 で耐性化 した。 原

系 は当初 よ り88回,160日 において も耐性化は確認 されなか ったが,こ れに連 日投与を追加 した場

合 には9回,9日 で耐性 化 した。 当初 よ り間欠投与のみを続 けた原系は109回,190日 において連

日投 与に切換える ことな く耐性化 した。 この ことは耐性化の過程が漸 進 的に進行 した ものである こ

とを示 した もの と思われ る。

この ように耐性化 した弘前肉腫には このあ とも間欠投与を続け,当 初 よ り120回,208日 で投 薬

を中止 した。 このあ と6か 月の休薬後に単細胞移植に よって樹立 され た20系 の弘前 肉腫 につ いての

耐性試験を行な った ところ,す べてが100μg/kgのMMCに 対 して完全に耐性 であ った。

以上の成績は弘前 肉腫が全 く無効量の1μg/kgのMMCの 間欠投与 とい うselectionの 全 く考

え られな い薬剤 と長期間接触 して いる間に,殆 ん どすべ ての腫瘍細胞が本来有効量の100μg/kgの

MMCに 対 して漸進的 に耐性化 した ことを示 す もの と思われ る。

腫 瘍 細 胞 の薬 剤 耐 性 に 関 す る 研 究 は 多 数 報 告 され て い

るが,そ の耐 性 獲 得機 序 に つ い て の 一 致 し た見 解 は 得 ら

れ てい な い1～3)。わ れ わ れ4)は この 機 序 を 明 らか に す る た

め に 単 細 胞 移 植 に よる 弘 前 肉 腫 を 腹 腔 移 植 され た ラッ ト

に,全 く無 効量 の10μg/kgま たは1μg/kgのMMC

を移 植 直 後 よ り連 日腹 腔 内 に 投 与 す る こ とを 代 々の ラッ

トに おい て反 復 した 。 この 結 果,弘 前 肉腫 は10μg/kg

の 場 合 は24回,1μg/kgの 場 合 は44回 の 投 与 で,本 来 有

効 量 の100μg/kgのMMCに 対 して 完 全 に 耐 性 化 し た

こ とを報 告 した 。 この こ とは,耐 性 化 の 機 序 を 一 般 に 考

え ら れ て い る よ うにmutation and selectionに よ っ て

説 明す る こ とが 困 難 で あ る こ とを 示 す も の と思 わ れ た。

今 回 はMMCの 作 用 を さ らに 弱 め て も同 様 の 結 果 が

得 られ る か 否 か を 明 らか に す る た め に,1μg/kgの

MMCの 腹 腔 投 与 を弘 前 肉腫 の腹 腔 移 植48時 間 後 よ り

開 始 し,引 続 い て の 代 々の ラ ッ トに お い て も 同様 の こ と

を反 復 した 。 この 結 果,腫 瘍 細 胞 は100μg/kgのMMC

に 対 して漸 進 的 に 耐 性 化 す る こ と を確 認 す る こ とが で き

た の で,そ の 成 績 を 報 告 す る。

I. 実 験 材 料

実験動物:雌 雄両性の岐 阜系雑婚 ラッ トの体重150～

1809の ものを使用 した。

実験腫瘍:実 験に使用 した弘前 肉腫5)は 岐阜系雑婚 ラ

ッ トの リンパ節に原発 した リンパ肉腫 であ って,長 年月

に及んで当教室に おいて腹 水腫瘍 として同種 ラッ トに累

代移植 されてい るもの である。 今回の実験 には本腫瘍の

単細胞移植に よって新に樹立 した弘前 肉腫の1系 を使用

した。

MMC:協 和醗酵社 よ り提供 され た もので,ラ ット腹

腔移植弘前 肉腫に対す るMMCの 最小有効量は50μg/

kgの 腹腔内連 日投与 である6)。

II. 実験 方法と結果

予備実験:そ れ ぞれ10匹 よ りなる4群 の ラ ッ トに対

して,こ の単細胞 移植 に よって樹立 された弘前肉腫細胞

の1×107個 を腹腔 内移植 した。 移植48時 間後 よ り連 日

5日 間,第1群 には100μg/kg,第2群 には10μg/kg,

第3群 には1μg/kgのMMCを 腹腔 内に投与 した。 こ

の結 果,100μg/kg投 与群は腫瘍細胞 の特有な 多 形 核
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巨 細 胞 形成 を特 徴 とす る変 性 を 示 して 全 例 が 治 癒 し た

(Fig.1)。10μg/kgお よび1μg/kg投 与 群 は そ れ ぞ れ

6.9±0.6(Mean±S.D.)日 お よび6.8±0.8日 で 特 有

な変 性 を 示 す こ とな く全 例 腫 瘍 死 した。 第4群 の対 照 群

は7.1±1.0日 で 全 例腫 瘍 死 した。 第2,3,4群 の腫 瘍

死 日数 の 問 に は統 計 学 的 な有 意 差 は み られ なか った 。 こ

の こ とは100μg/kgのMMCは 弘 前 肉 腫 に対 して確 実

に有効であるが,10μg/kgお よび1μg/kgのMMC ,

特に1μg/kgのMMCは 全 く無効 であることを示 した

もの と考え られる。 以下の本実験 におけ る腫瘍細胞耐性

化 の有無はすべて この弘前 肉種 のラ ッ ト腹腔移植48時

間後 よ り100μg/kgのMMCの5日 間連 日腹腔投与 の

結果に よって判定 した｡

本実験:1)1×107個 の弘前肉腫を腹腔移植 され たラ

Fig. 1 MMC-sensitive Hirosaki sarcoma cells treated daily with 100  pg/kg of MMC for 5 days
,

showing the characteristic degeneration. Giemsa staining . •~ 1,000

Fig. 2 MMC-resistant Hirosaki sarcoma cells treated daily with 100 pg/kg of MMC for days
,

without showing the characteristic degeneration. Giemsa staining . •~ 1,000
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ッ トの腹腔に,移 植48時 間後 より1μg/kgのMMC

を連 日投与 し,移 植 ラ ッ トが腫瘍死す る前 に,こ の腫瘍

細胞の同量を次 のラ ッ トの腹腔 に移植 した。 この ラッ ト

に移植48時 間後 よ り同様に1μg/kgのMMCを 腹腔

に投与す る とい う処 置を代 々の ラ ッ トに つ い て 反復 し

た。 この結果,当 初 よ り23代,63回(111日)に おけ

る検 査では100μg/kgのMMCに 対す る耐性化は確認

で きなか ったが(Fig.1),こ の腫瘍 よ り樹立 された別の

1系 に対 して移植直後 よ り1μg1kgのMMCの 連 日投

与 を追加 した ところ,6代,25回(25日)で100μg/

kgのMMCに 対 して完全 に耐性化 した(Fig.2)。

2) もとの間欠投与系 に対 して さ ら に1μg/kgの

MMCの 間欠投与を続け た ところ,当初 よ り34代,88回

(160日)で の検査において も100μg/kgのMMcに

対す る耐性化を確認する ことはで きなか ったが,こ の腫

瘍 よ り樹立 された別の1系 に対 して移植直後 よ り1μg/

kgのMMCの 連 日投与を追加 した ところ,4代,9回

(9日)で100μg/kgのMMCに 対 して完全に耐性化

した。

3) もとの間欠投与系に対 して,こ のあ とも1μg/kg

のMMCの 間欠投与を続け た ところ,当 初 よ り42代,

109回(190日)に 及んだ ところで,100μg/kgのMMc

に対 して完全に耐性化 し,腫 瘍細胞は特有な変性を示す

ことな く増殖 し,ラ ッ トはすべて腫瘍死す るよ うにな っ

た(Fig.2)。

4) 耐性化 した間欠投与系弘前 肉腫は このあ とも間欠

投与 を続 け,46代,120回(208日)で 投薬を中止 した

(Fig.3)。

5) このあ と6か 月の投薬中止後 での腫瘍は100μg/

kgのMMCに 対 して完全 に耐性 であ った。さ らに,こ

の腫瘍 よ りの単細胞移植 に よって樹立 した20系 の弘前

肉腫 につ いての耐性試験 を行 な った ところ,す べ て が

100μg/kgのMMCに 対 して完全 に耐性 であ った。

Fig. 3 Process of the development of resistance 
to MMC in Hirosaki sarcoma in the course 
of the intermittent administration of Lug/ 
kgjday of MMC

III. 考 按

われわれ4)はさきに弘前 肉腫細胞 が1μg/kgのMMC

の連 日投与を行 な うことに よって44回(44日)に おい

て100μg/kgのMMCに 対 して完全 に耐性化 する こと

を報告 した。今回は1μg/kgのMMCを 間欠投与 とい

う一層弱 めた状態 で作用 させ た結果,弘 前 肉腫 の耐性化

は漸進的 に進行 し,109回(190日)と い う連 日投与 の

場合 よ りは長 い期間 を経 て100μg/kgのMMCに 対 し

て完全 に耐性化す ることが 明らか にされ た。 この ような

MMCの 間欠投与 の過程 で,当 初 よ り63回(111日)

において連 日投与 に切 り換 えた場合 には25回(25日)で

耐性化 し,さ らに当初 よ り88回(160日)に お いて連

日投与 に切 り換 えた場合には9回(9日)で 耐性化 した

ことは,耐 性化の過程は漸進的 に進行 した もの であるこ

とを示 した もの と思われ る。前回の実験4)に おけ る正常

の弘前 肉腫 に1μg/kgのMMCの 連 日投与を行 なった

場合には耐性化す るのに44回(44日)を 要 した こ と

も,今 回の間欠投与におけ る耐性化の漸進的進行を一層

確実に裏付け るもの と思われ る。

今回の実験 にお いては,全 く無 効 量 の1μg/kgの

MMCを 間欠投与 とい う一層弱い形で作用 させたのであ

るか ら,こ れに よって腫瘍細胞 のselectionが 行 なわれ

た と考え ることは,前 回の連 日投与の場合 よ りも一層困

難 である。 さらに,こ の よ うに耐性化 した弘前 肉腫の単

細胞移植 によって樹立 された20系 のすべ てが100μg/

kgのMMCに 対 して耐性化 してい たとい う こ と は,

selectionの ない状態で弘前肉腫の殆ん どすべての 細 胞

がMMCに 対 して耐性化 した ことを示 す もの と思われ

る。 この よ うな耐性化の機序を,腫 瘍細胞が薬剤 と接 し

てい る間にmutationに よって少数の耐性細 胞 が 生 じ

て,こ れがselectionさ れて腫瘍の耐性化がお きた もの

として説 明する ことは困難である。

今 日,細 菌 学の領域では,plasmidに よって薬剤耐性

が伝達 され ることが知 られてい る7～9)が,高 等 動物の腫

瘍細胞においては この よ うな可能性は証明 されていない

よ うであ る。仮に何 らかの機序に よって細菌におけ ると

同 じよ うな耐性の伝達がい くつかの腫瘍細胞にお いてお

きたと して も,こ れに よってselectionの ない状態で大

多数の腫瘍細胞が耐性細胞に変 った もの と説 明す ること

は困難で ある。 も しもこの よ うなことが可能 とすれば,

弘前 肉腫 の 日常 の累代移植 の間 にmutationに よって少

数 のMMC耐 性細胞が生 じて,長 期間の累代移植の間

に何 らの処置を加 えることな くこの よ うな耐性の伝達 が

進行 して結局す べての弘前 肉腫細胞がMMC耐 性 とな

るはずで あるが,現 実 にはそ の ような ことは決 してお ぎ

てはいないのであ る。
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われわれは,こ の ような現象の機序 として,弘 前 肉腫

細胞が全 く無効量の1μg/kgのMMCと 接 して いる間

に,そ の大多数 の細胞が次第 に これ に適応 して遺 伝的に

変異す るこ とによって,有 効量 の100μg/kgのMMC

に対す る耐性化 がおきた もの と考えたい と思 ってい る。

(本論文 の要 旨は1981年 第70回 日本病理学会総会に

おいて報告 した)
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MECHANISM OF THE DEVELOPMENT OF RESISTANCE TO 

MITOMYCIN C IN HIROSAKI SARCOMA 

ISAMU USUBUCHI, TATSUSUKE SATO and HAJIME KUDO 

Department of Pathology, Hirosaki University School of Medicine

Non-inbred rats of both sexes of Gifu strain, weighing 150•`180 g, were used in all experiments. 

Tumor cells employed were those of Hirosaki sarcoma which had developed in the cervical lymphnode 

of a non-inbred rat and has been serially transplanted i. p. in non-inbred rats for 30 years in this 

department. The minimum effective dose of mitomycin C (MMC) to Hirosaki sarcoma in vivo is 50

μg/kg/day.

 A clonal cell line of Hirosaki sarcoma was established in rats. Forty-eight hr after the i. p. trans-

plantation of 1 •~107 cells of the clonal cell line, the tumor was treated daily with i. p. administration 

of 1 pgjkg of MMC. Tumor cells treated were serially transplanted to the next passage before the 

host dies and the similar treatment was repeated in the new host. Although a complete resistance of 

the tumor to 5 daily administrations of 100 ƒÊg/kg of MMC was not recognized after 63 intermittent 

administrations of 1 ƒÊglkg of MMC in 111 days, the resistance was recognized after 25 continuous 

administrations in 25 days in the subline of this tumor treated additionally with daily doses of 1 ƒÊg/ 

kg of MMC immediately after the i. p. transplantation of tumor cells. Similarly, although a complete 

resistance of the original line was not recognized after 88 intermittent administrations in 160 days, 

it was recognized after 9 continuous administrations in 9 days in the subline of this tumor treated 

additionally with daily doses of 1 ƒÊg/kg of MMC immediately after i. p. transplantation of tumor cells. 

Finally, after 109 intermittent administrations in 190 days, the original line showed a complete resis- 

tance to MMC. Thus, the process of the development of resistance to MMC seems to be a gradual 

one. 

The intermittent administration of 1 ƒÊg/kg of MMC to the original line was stopped when 120 admi-

nistrations were done in 208 days. In the examination after 6 months, the tumor showed a complete 

resistance to 100 iug/kg of MMC. Moreover, each of 20 clonal cell lines derived from this MMC-

resistant Hirosaki sarcoma was also resistant to 100 ƒÊglicg of MMC. 

These results seem to show that most of Hirosaki sarcoma cells may have gradually acquired a here-

ditary resistance to MMC in the course of the contact with the ineffective dose of MMC, which did 

not make the selection.


