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フローサイトメトリーを用いたBrdU/DNA

二重染色法による細胞動態の解析

―制癌剤感受性試験への応用の可能性についてん―

厚生連村上病院泌尿器科（指導：新潟大学泌尿器科　佐藤昭太郎教授う

渡 部 忠 男

Flow Cytometric Analysis of Cell Kinetics by Means
of BrdU/DNA Double Staining Method

- S t u d y  t o  A p p l y  a s  a  C h e m o s e n s i t i v i t y  t e s t -

Tadao WATANABE

Department of Urology, Koseiren Murakami Hospital
(Director: Prof. Shotaro SATO)

In the present study, availability of double staining of BrdU/DNA for cheniosen-

sitivity test was examined using human urinary bladder cancer cell line (NBT-2) and
several types of anti-cancer drugs; adriamycin (ADM), carboquone (CQ), mitomycin C

(MMC), fluorouracil (5-FU), and cis-diamminedichloroplatinum (CDDP). When tumor

cells were treated with 5-FU and MMC but not the other anti-cancer drugs, the change

of S, G2M, So were correlated with the results of the regrowth assay method which

was previously described as chemosensitivity test. These results suggest that BrdU/DNA

double staining method might be applied to anti-cancer drug sensitivity test on 5-FU

and MMC.
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緒　　　　　口

癖化学療法の治療効果を高めるために観々の制癌剤感

受性試験が行われてきたが，いずれも一選一短があり，

現在のところ一般的に用いられ得る，確立された方法は

ない．最近フロ…サイトメトリ…（FCM）を応用し，

瞬時に大量の細胞を分析し　細胞動態の解乳　さらには

制癌剤感受性試験軒こ応用しようとの試みがなされている

が1潮，細胞周期の分析には数学的処理が行なわれてき

たため，制癌剤勉理等によってDNA分布の偏りが生

じた場合の補正は困難であった3）．しかしD軋曳合成

期にTh卿idineのアナログとして取り込まれる伽か

modeoxyuridine（以下BrdtJ）に対するモノクローナ

ル抗体が開発されてからは，より正確にS期の細胞の同
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定が可能こり こり詳細に細胞動態の解明が可能とな1たLu

5､6..-万二Ilまでの制癌剤感受性試験 としては再増輯

癌 よ･r)樹立 した腫楊細胞株 Nl与Tl･1)10､､を用いて検討を

行--､てきた11㌧ 了fたそしり結果に基-穴､た餅耽臆壕に対

一㌧卜るイIl卜二.トーノLを作敏 し.実際u)臨床iこおける化学療

法に応J~-IH_てきた12㌧ 今IL車)検討では FCM を用いた

制癌剤感受性試験tl')可能性;･二一)き検討するたれ NBT-

2に対すノt,各種制癌剤の細胞回転に対する彩轡に/)いて

Hr(1u I_)NA _二重;敬色を行い.細胞間斯比率分布ハ硬化

と増殖曲線を求め,そn結果と再増殖測定法と〔7)結果ミLこ

付き比較検討 した.

材 料及び方 法

使用 した腫癌細胞恥 よ席耽移行上皮癌由来Lpr)NIr1､-12

で新潟入学医学部泌尿器科にて樹立 し,継代培養 し~てい

るものである10∴帥粛剤L,L_してAdriamycin(以 卜AI)Ml.

C･arboqu(1nt,(以 下CQ).Mitomycin･tp'廿1下 h:tM('上

flluoro-urこICil廿1下 5昔 u 上Cis-dianlmine-diehlot･opla-

tinum 汀1卜CDDP)の 5 刑を用いた.腫癌細胞(･7､)増

ト--,,(ニンを lOOr:/ml. 紡晶べこシⅠ】ンGカ))｢H､を

37tCで培養 した.

ます予備実験で対数増碑期iこある細胞Eこ各制癌剤を種 々

の洩慶で作周 させ増殖が軽度押倒される濃度を東めた.

その濃度を中心iこ各制癌剤濃度を表 lLT)よr-)に設定 し

た.次いで対数増殖期にある細胞にそれぞItの濃度の制

癌剤を2/1時間,48時FlLiJ.72時間持続接触させた後.細胞

1×105:mlの濃度で培養 した.BrdLUl.)NA 二番解析は

FLg.:mlの濃度で pulse】atx!lL,細胞を集め,PBSで

2回洗浄後,冷7096-T-ウノ一･･-′Lを 5-･-10m1滴 トし,4

℃に3O分1上し二放置 して同定 した.Ⅰ-'ⅠうSにて洗浄 した後

表 1 制 椴 剤

細胞iこ･4N-一･HClを滴 卜して DNA の変性を行左い,0.1

M-sodium tetra-borこIt(･-､を加は て.巨和 した.次iこ細胞

で20分反応させた.遠心洗浄後 5.欄.,■1111の Pl溶液を

加:ilo---15分間4℃暗所に放置 した (図 11.FCM 解

し,FI'1､r LI)桜色蛍光を 51'Onm ban(IPassfilterで,

r'lLり赤色東光を 6(X)nm bこlndpassrilter で 同 時 に 測

細胞間将](r')各期L')割 合は BrduDNA lキャ､ソlJ一･一

ゲ:.iム 1二に GoGl斯,G2M 壬乱 S期,S｡期 しS期の

I BrdU による pulseI(lk 15FLgLTlllこi7Tで30

分

↓

2 冷却遠沈後 pRSで2【~i】1洗浄

I

3 冷70% ethこlnOlで上司定

i

LI PtうSで洗浄後 IIN-HClで DNA LT)変性

↓

J

6 0.5% tween20含･t=lPBSに懸濁後 FITL'
漂戯抗 BrdL丁抗体を加:空_暗所室温20JJJ

▼

7 PfミSで洗浄後 50/ILJ)十イt~=7ンメ･.,シニー_杏
通す

ふ

8 5/LRTml(71Pl溶液を加え冷暗所15分

▼

9 FCM による解析

図 1 Ⅰ3rdL了′DNA ∴竜染色法

濃 度 (γ､･.ml)

ADM 0.01 ().025 ().05 0.075 0.1 0.25 0.5 (一.75 1,0

CQ 0.001 0.0025 0.005 0.0075 0.01 0.025 0.05 0.075 0.1

MMC 0.01 0.025 0.05 0.075 0.1 0.15 0.2 0.25

5-FU 1 5 10 20 25 50 75 100 200

*それぞれに薬剤を付加 しない対照もとった
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図 2 無処置の BrdUIDNA スキャッタ-グラム

l~)N̂ 量を持-1が BrdU に標識されたい細胞)し7)で一一

トを設けてその中に含まれる細胞数の全細胞に対する割

合上して求め-/∴ し図 21120.000個Lr)紳7胞を数えた.細

胞増殖曲線は, トリバソプル-染色法を涌いて壁細胞数

を求めて作成 した.

結 果

ADh:1,CQ.h/･IMC,5-IrtT.COT)1~'州榔こ結果を述

べる,

A】)M:図 3-----5i二一二三･かぞ木2L･lF瑚用後.i18時間後.72

時間後の増殖曲線及び細胞周期の変化を示す.24時間で

0.025---(I.057一,(I.i-1).21-)7･､0.T5--ll.0㌢でS期比率

-ll.17･.Tl)時間でハ 0.075T1､人仁こ.C2M比率が増加
していた.

0.0二!5,,I..L48時f肝と(710.005-().0757･,72時間では0.(附75

1･1'Li:.-でS期比率が増加 していた.

M̂ il(∴ 結果を図 9111に示す.1).1時間での 0.001

-10.025γ,･~棚邪;巨テの O.01･･･････-(),25㍗,7:汎描-]-JL':.CT)0.()1

10.1 T.().2-･･一･･･一0.25TでS其削七率が増加していた.

5--F L T : 結果を図 12-.146こ示す.2服用札 48時間,

72時間L･')757-1､1上でS期比率が減少し,Lt::LT)時間濃度

(10､個mC)
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図 3 増殖曲線と細胞周期分布 (AD掴 24時間後)
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囲 壇 増殖曲線と細胞周期分布 (ADM 服時間後)

でも G望M の比率が減少 している｡

Ct)i)I):結果を図 1.5--I-17に示す.二!川印可('10.1--

5.07･上18時間し')0.1-2.0㌢でS付けヒ率が増加 しじ
72時間ではS期比率の乱れがみられ2凄時間の 且.0㌢ 以

上で C,.}M が減少している.

これらの結果をこついてそれぞれの抗癌剤のコソトロ-

･Lと各濃度群間にS期, G2M 期. So期比率L7L)変化

(乱れ)を伴うLT)か香かを Fl･iednlLln検定により検討 し
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図 6 増 柚 け1線 i挙胴 とげ澗 IJ)石 ((｢Q 2一川紺 朕 ,

てふたが, 有意の差は検出され在か--,た. 決iこ Ⅰ.〉ag(?

検定により S,C2M.So其肌七率LT)減′レ傾向に濃度依存

性があるか杏か検討してLLllた とこ石 5--1/U では濃度作

用時間に依存 して (S,G･lh ,I,So期の細胞(′')1減少傾

向が認め上､-)か (･18時間で p-O.01.7が邪 臣とp-O,Oこい.

O.oれ Al)M.CQ.Cl)DP では有意の差は検出された
か--､た.
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考 案

泌尿器科領 域 では尿路上皮腫慶をこ射する化学療法め効

果は商いとの報告が多い一方,患者の年令が高いためそ

の扇鎚作欄が問題になっている書感染症に対 しては,纏菌

の同定を行い,それに対する感受性試験の結果から健周

する薬剤を決定するのは臨床上一般的である.癌化掌感

泣をこおいても同様の感受性試験を行なうことができれば,
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予め効果の期待できない薬剤をのぞくことをこよって副作

周の軽減をはかることが可能となりタより効果的な治療

ができると考え上､､れる.こIlをu的として今までに様々

左方法が試ム!､一才lてきた.しかしこItまでの制癌剤感受

性試験は.再現性に乏しし､,時間と費Fl拍ミかかる上い-つ

巨Z】G.G.i::lS }lG:M 臣…ヨS.

図11 丹拍吊11線と細胞周期分lfJliM M(i72時間後}
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図12 増柚的線と細胞周期分･rtjL5-A-FL724順鞘蛍丁㌻

のではなか一一､た.FCM ぼ短時間に人一巌の細胞を分析す

ることをnl'能であり,細胞回転に一一)いても1981年Gl廿

tznerが BrdU に対するモノTJr-ーナノL抗体を開発し

てかIL,LiIり詳細iこS期の同定が可能とな一･､たLl1715㌦閲

[]恒T)Nlrl'--2を用いた再増殖測定法による検討では,

臨床棟数では ADM,CQ,5+'U.Cl)i)P,MMC,Ni-
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mustinehydr()chloride(1十f:ACNLn L'7)IE掛こ効果を

示し,また副作用係数では ACNLIが高値を示してい

たH､.今回.Ⅰ･-TCl,M とBrdLT-i/ク1.-一十JL抗体を用

いた BrdU..･/DNA 二重解析法を行六･･)た結果.検討 し

た ADN.CQ,MMC,5--FL7,CI)DPのうち 5-FU

につt･､ては再増殖測定法と今回LJ)増殖曲線の結果が.一致
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図16 増殖曲線と細胞FLl;-]期/))和しCDDP4削射日日射

し. 本方法は応汁i可能L･L_考九lt)わた. また MMC に

関してもl司様LT)傾向が認め吊 1本方法応用の可能性は充

分考えられるもののなんらかの改良が必要であろう,5-

FU には画按 L)NA 粒製を障害 LS猫を阻害する経路

とRNA合成を阻害する経路が考i-)itている川上MMC

は NADPIl依存性J)還元酵素あるいは非酵素的に還元
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図17 増勅書1】線上細抱周期/7)rh-LCl)111'72時制後)

され DNA-DNA 架橋形成をこより2本顔 DNA の開

裂を妨げるとされ 同時に 1)N̂ 銀C･T)切断作用も認占ヽ

られるま6).こうした MMCの作周撒序をこ関しては正常

細胞の巻添えや分裂 した細胞,GoGHこ対する作摺な

ども考えられ 結果として代謝を乱れさせているような

感 じを受ける.

･方.Al)M,CQ.CI)I)I)に一一〕いては再増殖測定法

及び今回の増殖曲線や臨床効果とは必ず しも一致せず,

この窯験系では解析不能と考えられる.帝増殖測定法で

最も効果n高か-)た Al)九･11.CQ では S,C2M.So期

阻害は今回認められなかった. 泌尿器科領域における

療化学療法上最も高い効果を有する制癌剤の1つである

CI)1)Ⅰトでも同様であー-)た.塚越17､によナ日工 Al)M は

DNA と結合するnが比較的速 く. 結果!二して l)NA

依存性 DNA および RNA 合成の抑制をおこすといわ

れている. しかし今回の検討では明確左 l~)NA阻害と

しては検出され在か-･-,た.また CQ は全細胞間期にあ

る細胞iこ対して作用するのが特徴であ畑 濃度依存性に

効果が高護るといわれる17)が ADM と同じく今回 S,

キJL.化剤(･T)それと似ており.DNA tf)2本鎖の間に本刑

による橋状結合が生 じた場合巌も細胞障害作用が強いと

結合塾として蓄積されると報告されている17).今回の im

vjtroの実験では充分にこItit_,CT)作用を反映することは

できなかった.

今回我々は使用 し左か一.､たが.尿路.l二皮瞳楊iこ効果し')

期待できる制癌剤として､MettlOtrC,Xt･_Ill,汀l下 MTX)

会予稿集演_頓番妄言2801は傍眺覇細胞株であるlくLT-1に

DNA 二範解析法を行い,S期巨･:,'二'.′''スと殺細胞効

果が良好に榔喝した上報告 し.本法が今後制癌剤感受性

試 艶 の 有 力 な方法となりうることを示癒 した.今回の検

討 か ら も 5-FU と MMCをこついては本法ないしなんら

かの改良法をこよる制癌剤感受性試観が可能ではないかと

考えられる由

結 論

新潟大学医学部泌尿器科で樹立 した静観癌細胞培養殊

である NBT-2に制癌剤 (Ar)M,CQ､MMCl.5イU.

CDDP) を作周させ増殖曲線を求めると衆をこ, Brdu/

I)NA 二重解析を行な一一､た.ADM､CQ.C_1)1)lJに--ニー

し､ては S.G13M,So斯阻害と増殖曲線の結果が ･致せ

ず本法のみにて感受性を推定するのは困難と思われた.

5･耳LT.MMCについては本法と増殖曲線の結果ミこより

本法が制癌剤感受性試験として応用 し得ることが示唆さ

れた.
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