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Thece一lcycleperturbationsinducedbyACNU andtheirroleinenhancingeffecton

radiother壬IPyWereSt･udiedusingCt:.ratglionlaCells.

Theeellcycleperturbat､ionswereanとllyzedwithilowcytometryfroln3to72hours

afterACNUtreat-ment-. Them ajore打､ectofACNUoncellcycleprogressionwasG井I

accumulation. Alterat.ionoft､ller)NAhistogralllSafterexposuretoACNUL10,25/唱/

ml〕showedcommonfeat.ures:t.heG舟Iaccumulationincreasedtoamaximunlat24hr,

remainedby3Ohr,thendpCreaSedgradually. Fr()m t･hesefulalyses,thetenlPOralcourse
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Wasdemonstrat.ed.

ToexaminewhethertheG舟IaccumulationinducedbyACNU isresponsibleforthe

potentiationofirradiat.ion,thefollo≠･･ingstudywasperformed. (寺1lswereirradiated

(6Gy)atvaTまous time intervaiS 挽fもeT ACNU tTe蝕もment(25将血量,1hT),汲ndposレ

treatmentstlrVivalWasassessedbyCOIonyformingassay. Allsurvivalvaluesobt･ained

fr()m thecombinationtreatmentscheduleswerenormalizedfortheACNUCellkilland

tJlenCOmPared withthesurvivalvalueobtainedafterirradiational()ne. ItapI冶ared

thatcom binedt.reatmenthadasimilarsynergisticefl'ect･inallcombinationschedules.

Frornt-hesestudies,it･wasconcludedthattheG._過,IaccumulationinducedbyACNU
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細胞周期移行隅書.ブrJ-サ イトメト1)-.AC,NU,e6細抱.化学放射線療法

Ⅰ. は じ め に

悪性 グリオーマに対する化学蝶法制の中で,現在最 も

効果的と考えられているのはニ トロソウレ7'系薬剤であ

る1).本邦では ACNU が主として用いられ 放射線 と

の併用による有効性が実験的にも2)3､,臨床的にも小確

認されている.どのような併用スケジ:i-ルが効果的か

に関 して も種々の検討がなされているが3)516､71,未だ

一定の結論は得られていない.

近年,化学療法剤と放射線との併用においては化学療

法剤による腫癌細胞同調効果が重要祝され81,ACNU

にも細胞同調効果を期待できる可能性が示唆されている9).

しか し,ACNU による放射線感受性の増強が細胞同調

効果に基づ くものかどうかに関 しては,-ト分解明されて

いない.

今回,効果的な同調化学放射線療法を確立する目的で.

invitroにおける ACNU の抗腫癌性なr-.'ぴにcellpr(チ

gressiollに及ぼす効果を詳細に検討するとともに,放

射線を併用 して同調効果が認められるかどうかを検討 し

たので報告する.

II.材料および方法

1.腫療細胞および培養

魔境細胞は N-nitrosomethylurea誘発のラ･ソトグり

オーて細胞 (C6細胞)を用い,培養は109,61etalbovine

serum 加 TC-1!粉培貴液 (Nissui)にて37℃,5%′co2

培養器内で単層培養 した.本細胞の対数増殖期における

平均倍加時間は約19時間であった.

2.ACNU 処理および放射綬照射

ACNU は蒸留水にて溶解 し,適当濃度に希釈 したの

ち一定量を培養液に添加 して最終濃度が目的の濃度にな

るよう調整 した.放射線照射は 60co遠隔照射装置を用

いて,焦点表面間距離 80cm,0.6Gy//minの条件で室

温にて行なった.

ACNU処理の終わった細胞は培養液を取 り除き,‖anks

液で2回細胞表面を洗ってかLl)以後の実験に利用 した.

放射線照射終了後は直ちに培養液を新 しいものと交換 し

た.

3.FlowcybmetTy

細胞を0.Ol!6rEDTA 含有 0.02% trypsinにより

採集し,PBSで2回遠心洗浄 (1.tW rpm.5分)後759,6

ethanolで4℃にて固定 した.固定の終わった細胞は PBS

で2回遠心洗浄,0.1,%RNAaseで37℃,20分間処理

Lたのち pepsin液 (0.01qiIPepsin,0.296'HCl溶

液)にて37℃,15分処理 し裸核化 した.その後 pBSで

遠心洗浄をしてから ethiditlm br(1mide液 (ethidiumI

bromideIm巨 ,:Eo.1M Tris-HClbuffer,10ml)によ

～:Fへ∴ ここ･･･' ･･..こ.:･ I .

各細胞集団の DNA量は Cy･tonuorogr'd (Ortho)

で解析 し 得られた DNA ヒス ト'/ラムか1､-'細胞周期

各期の分布を分析 した.各ヒスト'fラムの作成には lX

105個の細胞 DNA を計数 した.

4.実 験 方 法

1) ACNLTの抗膝壕効果

抗腫壌効果を細胞増殖曲線とコr7ニー法で検討した.

細胞増殖曲線の作成には 75cm2Falcont_issueculture

naskを用い,2×106個の細胞を移植 L20mlの培薬

液で培養 した.培養開始48時間後,細胞が対数増殖期に

移行 した時点で ACNU を添加 し,2′i時間毎に生細胞

数を算定 した.生細胞数の算定にはおのおの3個の nask

を用い,trypan-bluedyeexclusion 法(こより非染色

細胞数を計数 した.対照には同量の蒸留水のみを添加 し

た.

:]ロニー-法の概略は以下の通 i)である.まず対数増殖

期にある細胞を前述の trypsinで処理後.数回ビベ ..,

テ ヤングして単離細胞浮遊液を作成 した.これを適当濃

度に して 60mm ブラスチ tソクシャ- レ (Falcon)に

植え込▲Zi. 12時間後細胞がシャ一･･一レ底面に付着 して対

数増殖を始める時期に ACNU を添加 した.治療の終

わった細胞は新 しい培養液でさらに10日間培毒 し,10%̀

f(汀malin固定および Giemsa染色を行ない,50個以上

の細胞かr-)成るコロニ-を計数 して細胞生存率を策定 し

た.細胞生存率の算定には3個以上のシャーレを用い,

平均値±標準誤差を求めて生存曲線を作成 した.

なお対照のコロニー形成率は,全実験を通 じて50-･70

%であった.
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2) ACNLTの cellprogressi()nに及ぼす効果

対数増殖期くこある細胞を最終濃度 10,25,100J略:'ml

のACNL丁で持続および1時間処理 し,その後の DNA

ヒストグラムの変化を.CytofluorogI･afにより72時間

後まで経時的iこ分析した.対照として蒸留水のみを添加

した細胞群も,同様に分析 した.

31 ACNU と放射線との併用時期および併用効果

併用時期を蜜化させて,放射線の抗腫揚効果がACNLJ

で検討 した.併用時期は now cytometry施行の時期

果が最も効果的な併用時期とどのよF)に関連するかに関

しても検討した.ACNU の濃度は--.一定とし,持続処理

および1時間処理の両者で検討 した.

ⅠⅠⅠ. 結 果

1. ACNVの抗腫漂効果

細胞増殖曲線では,濃度依存的な増殖抑制効果を認め
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た (Fig.1､).

すなわち,10,25ILg:'ml処理では一一一定期間増穂速度

が減少した後に増殖が停止した.最終的な増殖抑制効果

は,lOILg:,mlよi)も 25FLg;/mlでより著明であ-'た.

100ILg.:I-mlでは,当初より増殖は停LLL細胞数は数日

間かけて徐々に減少Lた.

ACNU 1時間処理を行なった場合の用量生存曲線は,

50ILg:mlまではゆるやかに生存率が減少しそれ以上の

濃度で指数関数的に生存率が減少する,threshold-type

となった.増殖が完全に抑制される 100/Lg::mlでの殺

細胞効果は99.6%であった (Fig.2).

2. AUNT.Jの cellprogTeLqSionに及ぼす効果

ACNU 持続処理および1時間処理とも共通 した DNA

ヒストグラムの変化を示 した.すなわち.濃度が高くな

るほど G2M 期に相当する DNA 量を有する細胞の比

率が増加し,対照群のバターーンに戻りにくくなる傾向が

認められた.
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持続処理での DNA ヒス トグラムの射 ヒを検討する

と , 10,25/Lg,;mlの濃度では6時間後より徐々に G1

期細胞群が減少するとともに G2M 期細 胞 群 が 増 加 し,

211-.30時間後に G2M 期-の細胞集積 (以下 C2M 集

積)が最大となった.その後は時間経過 とともに対照群

の I..)NA ヒス トグラムに戻 i),72時間後にはほぼ対照

群に煩似 したパ ター一一ンとなった (Fig.3,4).100F唱.∴

mlでは,G1期細胞群の減少および C2M 解横は72時

間後 まで持 続 し. さl二)に48時間11降には壊れた DNA

を持つと考えられる,G1期細胞群よりも DNA 健の少

ない細胞群がllii現 した (Fig.5).

1時間処母では,G2M 集積の程度は持続処理の場合

よりも軽 くなるが,I)NA ヒストグラムの経時的変化は

持続処理の場合と類似の傾向を示 しノた (Fig.6)一

以上より,ACNU により引 き起こされる主な変化は

G2M集横であ り,また増殖を完全に抑制する濃度以下

では G2M集積は-弓適性であることが明らかとなった.
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3. ACNU と放射線との併用時期および併用効

果

1) ACNU24時間処理と放射線との併用

ACNU 濃度を 25IEg.,-mlと一定iこし,放射線照射の

前後に ACNU を併用 して樺細胞効果を検討 した.樵

射線量は 0･-10Gyと変化させ放射線単独の生存曲線

ど.放射線に ACNU を併用 した場 合の生存曲線 とを

比較 した.なお放射線に ACNU を併用 Lた場合の生

存曲線は ACNU 単独の効果を差 し引いて示 してあL),

併用療法の生存曲線の万が放射線単独の場合よI-)も下方

にあれば,相乗効果といえる10､.

効果は相加的であることが分かった (Fig.71.-万照

射の前に ACNLJ処理を行なうと,併用の場 合の生存

曲線は放射線単独の生存曲線より下方に偏位 し,軽度な

がLl.)相乗的効果が認められた (Fig.8).ここで,放射

線単独の生存曲線が Fig.7iこ比べ Fig.8でより大
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きな肩を持つのは,細胞を構えてかLT)照射する迄の時間

が Fig.8の万が長 く､その間に細胞が分裂増加 Lて

いるためである.

以卜,ACNU と放射線との併用では放射線照射前に

ACNtJを併用するのか,より効果的であるとの結果

を得た.

2)ACNLT1時間処理と放射線との併用

ACNU と放射線との併用i･こおいて.どのような併用

時期が最も効果的であるかを検討する目的で以下の実験

を行なった.

ACNUの濃度を 25FLg.:'ml,照射線量を 6Gyと.一

定iこして,ACNLT処理後に種々の間隔で放射線を併用

し,併用時期の違いiこよる放射線増強効果の差を比較検

討Lた.併用時期はIACNU処理直後 (0時間),3,

6,12.24,30,48,72時間後とした.

その結果,調べた併用時期すべてにおいてほほ同程度

の相乗効果が認めr〕Ilた.12時間後併用で最も相乗効果
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が強も､傾向を認めたが､有意な差ではなかった (Fig.

9).なお.併用療法の場合の生存率は ACNU単独の

効果を差し引いて示してある.

tV. 考 察

化学療法剤と放射線との併用では,化学療法剤による

分割細胞の同調効果が重要視されているR､.悪性グ))オー､-

ての治療でも,同調効果を期待 した化学療法剤と放射線

との併用が試ふられているが11トILI',末だ十分満足でき

る結果は得られていない.

ACNL丁は悪性 ゲりオーてに対する第-----･選択薬剤と考

:ir'れ 放射線との併用効果も確認されている小. しか

し ACNLJによる放射線感受性の増強が同調効果に上

るのかどうかに関する基礎的検討は十分なされていたい.
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近年化学療法剤〔･J')cellpt一()grPSSion に及ぼす影響が

検討されるようになり予ACNu をこぼ G2M 集積効果の

あることJJ]L;博吉 されている= 5､16､17､.そこで.C 2M 駁

横が同調効果と考えられるのかどうかを,G2M 集積が

最大となる時期およびその前後に放射線照射を行なって,

放射線感受性増強効果に差があるかどうかで検討 した.

結果.ACNLTの各濃度 (1(),25,loo/Lh..r1111 で C2M

餐磯が認められたが,細胞増殖を完全に抑制する高濃度

(100/Lgmト)を除いて C2～.･1駁情は ∴適性で:i;汁,た.

1時間処理 とも24-30時間襖をニG乏M 条章が最大とな

るが, その後次第をこ軽減 して72時間後 にはほぼ G2M

薬療は消焦 した.

後72時 間 蜜で G2M 集積が持続すると報告 しているが,

野村 ら桝 は,柑pg/ml処理後24時間に G2M 薬療を

認めるが48時間,72時間では G望M 期の細胞が減少し

ていると述べている.当施設で行なった ヒトダリオ-マ

細胞株 (NP--1,NP一･･-2,NP131による検討でも,増殖を

完全に抑制する渡渡よりも低い濃度での G2M 集積は72

時間までに軽快する傾向があ り19㌧低濃度LTlACNUに

よる G2M 輿横効果は一過性であると考えられた.

実際,臨床的に達成 可能な瞳場内 ACNL了濃度はせ

いぜい 3.8FLg.,■ml程度であ i)20㌧ 臨床的に引き起こさ

れる G2M 薬療 も恐 らく-時的なものであろうと推察
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される.

--)ぎi･こ. ĈNt_Jと放射線と_U')併用時期LT)違いにより

殺細胞効果に差があるかどうかを検討 した.ACNU(25

pg/mD汚娩処理と放射線との併周では,照射後をこACNu

勉理を行なっても相加的効果であったが,ACNU 処理

後照射では照射線量をこかかわらず相乗的効果を認めた.

照射を行なって細胞生存率を算定すると,ACNU 直後,

3,6,12,2も 30,略 7望時間後いずれの併周でも同

程度の相乗効果が認められた.

鮎 w cytometTyをこよる分析から ACNU (25pg/mD

による G2M 集積効果は銅-30時間後をこ最大となるこ

とが分かっており,以上の結果はラそのような時期をこ放

射線照射を併用 しても特に優れた相乗効果をもたらさな

いことを示 したものと考えられた.したがって,ACNu

をこより誘導される G2M 集横は分裂細胞の同調効果と

は異なるものである可能性が示唆された,ACNU 持続

処理と放射線との併周でも,持続処理の方が1時間処理

よりも明らかをこG2M 集積効果が強いにもかかわらず

それ程強い相乗効果を示さなかったことも,この考えを

支持する結果と考えられた.

Wheelerら21)は,BCNU の放射線感受性に対する

効果を検討 し,相乗効果の機序として BCNU の部分同

調を完全に除iことはできないが可能性は少ないと述べ

ており,今回の結果と一致する報告をしている.

ACNU による G･lM 繁積効果に関 して.野トド)lLq､

は治墳前 SG2M 期細胞数に対する治療後 SG2h,l期細

胞数の増減の割合で,ACNU に対する感受性を推爵暗で

きる可能性があると述べており,Gめ4集積効果はACNU

の細胞障害の程度を反映 しているのかもしれない,今回

の窯験でも,増殖抑制効果および穀細胞効果が強くなる

ほど G2M 衆横が高度となっており,このような可能

CCNU,nile-･tlCNU の CellprogTeSSionに及ぼす効果

を検討 し,G2で阻止される細胞は最初に死をこ至る細胞

に集積される細胞が死に至る運命にあるかどうかに関 L

ては不明であ;).今後さ吊こ詳細な検討が必要である.

ACNt_Tと放射線とL7)効果的な併用時期に関しては,in

vivo の実験から,鈴木ら3)は同時筋層が, 金子ら5)

はACNLJ投与 1時間後の照射併用が,最も効果的と報

告している.invitroでは,単層培養において,ACNLT

後44時間2㌧ 2.-24時間6､に照射 して相乗効果を見た上

され て7二,-_ロイドにおいては.ACNU 後0--24時間61,

Effl

2-8時間7)の照射で相乗効果が見られている.いず

れの報告 も放射線照射の前をこACNu を投与するのが

効果的としており,著者の結果と一致する結果であった.

て相乗効果を認めた理由は不明で あ る .

ACNU と放射線との餅周における相乗効果発現顔序

に関しては,BCNU,CCNU での研究結果23)から推論

されるにとどまっており,そこをこ述べられているようをこ予

薬剤iこよるsLlblL,thaユdalnage十放射線によるsLlhlethと11

dam呼 との綴み合わせによる可能性が考えられている.

こLI')点に関 しては今後さ吊こ検討が必要であるが.そ''T)

ような検討から一層効果的な併用スケジュ-ルが開発さ

れることが期待される転のと考えられる.

Ⅴ. ま と め

1. ACNLTによる放射線感受性の増強が細胞同調効

果 に基づくものかどうかを,C6細胞を用いて imvitro

で検討 した.

cytometryで72時間まで経時的に分析すると,重なる

変化は24-30時間後に最大となる一過性の G2㍍ 集積

であった.

3. ACNL†処理後0-72時間に照射を子.f~な-､て細胞

生存率を算定すると,いずれの併用スケジェ-ルでもほ

ぼ同程度の相乗効果であった.

4. 以 仁より ACNLrに誘導されろ C2M 蟹積は.

細胞同調効果とは異なるものである可能性が示唆された.

したがって,ACNU と放射線との併周をこおける相乗効

果発現の顔序はチ同調効果とは異なる機序による可能性

が考えられた.

稿を終えるをこあたり,御指導御校閲を賜わりまし

たtll申降 ∵教授に深甚在る謝意を表します.
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