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エト嚇シドとシタラぱン憐癩に勅敏篇

鏡艦瘍鏑粟増藪の機序に鰯す為醗究
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緒　　論

小児癌の死亡原因の約半数を占める白血病は、造血器の悪性腫瘍であ

り、何らかの原因で血液幹細胞の一つのクローンが、無制隈に増殖し、

その結果、末梢血液中に未熟な白血球が出現する疾患である。白血病は

増殖した白血球が骨髄由来の骨髄性白血病及びリンパ系由来のリンパ性

白血病に大別され、さらに、それぞれ急性及び慢性に分類される。白血

病は全身的疾患として発症する癌であるため、外科的に腫瘍を切除する

などという局所的療法では治療できない。従って、その治療は完全寛解

を目標とし、次いで寛解維持療法を行なって治癒を目指す化学療法が有

効である。

白血病を含めた癌に対する抗腫瘍薬は、アルキル化剤、代謝拮抗剤、

抗腫瘍性抗生物質、植物アルカロイド、その他の抗癌物質に大別される。

抗腫瘍薬による化学療法が導入された初期の治療法は、単一の薬剤によ

る療法が主流であり、血中濃度を一定に維持するように投与することが

目標であった。しかし、抗腫瘍薬の単剤投与では、投与量の増加に伴っ

て正常細胞への毒性が増し、投与量に限界が生ずることから、2種以上

の抗腫瘍薬による併用療法が試された。これは、抗腫瘍薬の併用におい

て作用機序の異なる一方の薬物に腫瘍細胞が抵抗性を示したとしても、

他方の薬物には充分な感受性を持つのではないか、つまり腫瘍細胞の感

受性がこの二つの薬物に対して同一でないという考えに基づいたもので
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ある。この併用療法は、1950年代後半に白血病に試みられ、のちに固形

癌にも応用されるようになった。以後、抗腫瘍薬による化学療法は、相

加もしくは相乗効果を期待した多剤併用が中心となり、現在に至ってい

る。こうした背景から、白血病治療における多剤併用でも作用機序の異

なる薬剤について、その有効性と毒性のバランスを詳細に検討し、複数

の薬剤の組み合わせを選択するのが一般的となっている。

　シタラビン（a・a－C）は以前から白血病治療に用いられてきた抗腫瘍薬

である。一方、エトポシド（etoposide）はそれまで知られていた抗腫瘍

薬とは異なる作用機序を有する新しい抗腫瘍薬として、本研究の開始時

に、登場したものである。EtopOsideとara－Cの併用は白血病における

治療法として動物実験系で、1975年以降からその有効性が検討されてき

た（1I2I3）。しかし、これらの報告はそれぞれ単剤投与に対して、2剤同時投

与の場合の抗腫瘍効果を評価しただけのものであり、また、併用の有効

性に関しては、相反する結論を示すものであった。両剤の併用による臼

血病治療の試みは臨床的にも行なわれ、その効果に期待が寄せられては

いたものの両剤の併用時の投与条件の確立には至っていなかった。

EtOposideとara－Cは共にDNA合成阻害により細胞増殖を阻害するもの

とされているが、直接の作用点が異なるため、これらの薬剤の併用にお

いて時間差を設定することにより相乗的な効果を期待できる可能性があ

る。著者は、両薬剤の併用の有効性を動物実験において示し、その機序

を解明して、両剤併用の臨床利用に対して理論的根拠を与えるために本
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研究に着手した。

本論文では、腹水系L1210担癌BDF1マウスを用いてetoposideと

肌一Cの投与量及び投与スケジュールと抗腫瘍効果との関係を詳細に調

べた結果を第1章で扱った。また、第2章では、両薬剤の併用により増

強される抗腫瘍効果の作用機序を明らかにすることを目的として、

etoposideによるDNA鎖切断と修復の時間経過、両薬剤投与に時間差を

設けた場合のam－Cの細胞内取り込み、代謝及びDNAへの取り込みへ

の影響などを1nViVO及びinVitr○の細胞について調べた結果を扱った。

さらに、第3章では本研究の結果を総括し、白血病治療における

etOPOside及びara－Cの時間差投与の有効性を考察した。．
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GTP, guanosine triphosphate ; PBS, phosphate buffered saline ; 

RPMI, Roswell Park Memorial Institute ; topo II, topoisomerase 11 ; 

UTP, uridine triphosphate ; 
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　　　　　　　　　　　　　第　ユ　章

Etoposide及びara－C単独投与時と両薬剤

併用時の投与スケジュールと抗腫瘍効果
との関係（4）

Etoposideはメギ科の多年草植物Podophy11um　pe1tatumの根茎から抽出

したpodophy11otoxinの半合成誘導体であり、本邦においては、治療薬と

して1987年3月に製造が許可された薬剤である（Fig．1）㈹。その作用機

序はtopoisomeraseI1（topo1l）の阻害を介した間接的なDNA鎖切断の

誘起であると考えられている（7β・9・lo・1亘）。Topo　IIは2量体酵素でDNAの

5㌧末端に共有結合を生じATP依存性に核内でDNAと結合し一過性の

DNA鎖切断を起こし、DNA鎖のリンキング数を変化させ、DNA構造を

変えた後、切断されたDNAを再結合することにより、その3次元構造

に変化をもたらす。EtoposideはDNA及びtopoIlとの三者からなる

c1eavab1ecomp1exをつくり、一過性に切断されたDNA鎖の再結合を阻

害することにより、抗腫瘍効果を発揮すると考えられている。

∴㌧＼、
　　H　　OH　　　　　　　　　　　O＼

一

H£O　　　　　OCHl・
もH

Fig．1．Strリcture　of　etoposide
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一方、ara－Cは1959年、Wa1wickらにより合成されたデオキシシチ

ジン類似体であり（Fig．2）、1961年、EvansらによりL1210細胞、

Ehr1ish細胞に対して抗腫瘍効果を示すことが報告された（12）。1963年、

臨床応用が開始されたが、ara・Cは他の抗癌剤との間に相乗的に抗腫瘍

効果を増強するという従来の薬剤にない特性が見いだされ、白血病に対

しても効果が認められ現在に至っている。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　NH2

＿。∴

〇一1－1　H

　　　　　　　　　　　Fig．2，Structure　of　ara・C

Cha．t・1に示すように、a。。一Cはa・a・CTPへの活性化とa・a・Uへの不

活性化の二つの経路で代謝される（｝3）。ara・CTPはDNA　po1ymeraseに対

してdCTP（deoxycytidine　triphosphate）と競合することによってDNA

合成を阻害する（14）。ara－CTPの一部はpo1ymeraseの作用によりDNA申

に組み込まれ、その結果、DNA鎖が不安定となり、DNA鎖の複製が阻

害される（15〕。ara・CのDNAへの組み込み量が多いほど殺細胞効果が強

く、さらに、a・a・CのDNAへの組み込み量と抗腫瘍効果との間に相関性

が見いだされているため、DNAへの組み込みがara・Cの抗腫瘍作用には

必須であると考えられている（｝6）。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　ara－C　　→　ara－U
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓2

　　　　　　　　　　　　　　　　　ara－CMP
　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓3

　　　　　dATP，dGTP，dTTP，dCTP，ara－CDP
　　　　　　　　　　　　↓　　　　↓4
　　　　　　　　　　　DNA　　←　　　ara・CTP
　　　　　　　　　　　　　　　5

　　　　　Chart－1．Metabo1ism　of　ara－C　by　tumor　cel1s

1：cytidine　deaminase　2：deoxycytidine　kinase3：deoxycytidy1ate　kinase

（dck）4：nuc1eoside　diphosphate　kinase　5：DNA　po1ymerase

本研究では、まずはじめに、etoposideとara・Cとの併用について、時

閲差投与の有効性を動物実験系で確立するために、L1210細胞を移植し

たBDF1マウスにetOPosideとara－Cを単剤投与、同時投与、時間差投

与を行ない、抗腫瘍効果を比較した。

　薬剤投与量はetoposide7．5及び15mg／㎏，ara－C25及び500mg／㎏と

設定した。これは、毒性を示さず最高の抗腫瘍効果を生む投与量が

etoposide単剤で18mg／kg，ara・C単剤で1200mg／㎏とするRiveraらの

報告に基づいたものである（1）。Fig．3に示すように、薬剤を投与しない

群（コントロール群）のマウスの平均生存期間は7．20日であった。一方

で、etoposideを7．5mg／kg及び15mg／㎏の用量で投与した群の平均生

存期間はそれぞれ17．50日と19．80日であり薬用量の増加と共に延長さ

れた。ara・C25mg／㎏及び500皿g／㎏投与群でも、マウスの生存期間は、

それぞれ13．55日と20．05日に延長された。両薬剤共に単独投与におけ

る腫瘍の治癒（120日以上の生存）は認められなかった。
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02S　　　　　　　　　　500

　ara－C（mg／kg）

Fig．3，Effect　of　administration　of　etoposide　and　ara－C　on　s泌rviva1of

　　mice　inoc山ated　with　L12101eukemia．　Groups　of　lO　mice

　　were　inocu1ated　i，p　with　l06L1210ce11s24h　before　treatment．

　　＊PくO．01as　compared　witb　the　contro1by　Sωdent’s　t・test．

　次に、Fig．3と同様の薬用量で両薬剤の併用実験を行なった。なお

etoposideの投与とara・Cとの投与間隔は、ara・Cに対してetoposideを

6時間、3時間前、同時投与及び3時間、6時間後とした。その結果、

両薬剤の併用により、担癌マウスの延命ばかりでなく治癒も観察され、

その効果は極めて投与スケジュール依存的かつ投与量依存的であった

（Fig．4）。Etoposideとara－Cの同時投与では（．Fig．4C），ara－C

25mg／㎏のときは全く治癒が認められなかったが，ara－C500㎜g／㎏の

場合は，etoposideの用量に依存して高い治癒効果が認められ，etoposide

との併用療法でara－Cの投与量を増すほど抗腫瘍効果が高まるとする

Riveraらの報告（至）と一致した。両薬剤の投与に時間差を設けた実験では，

一etoposideの先行投与で（Fig．4A及びB）、ara－Cの投与量に関係なく，
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高い治癒率が認められた。特に，ara－C500mg／㎏，etoposide15mg／㎏

の組み合わせにおけるetoposide6時間先行投与では，100％の治癒となっ

た。…方，ara－C先行投与群では（Fig．4D及びE），ara・Cの投与量が

少ないとき（25mg／㎏）は，時間差を延ばすと治癒率が高まり，ara－Cの

投与量が多い場合（500㎜g／㎏）は，時間差の延長が治癒率を低下させる

傾向が見られた。なお、いずれの実験群においてもマウスの体重の有意

な変化は見られなかった。

e重oposide　　etoposide　　etopos云de　　　跡a－C　　　　　跡3－C

　！・・　！・・　斗　　いh　！6h
a閉．C　　　　班かC　　　　　a閉一C　　　e迂opos量de　　　etopos五de

（
津

）
⑪

μ飼
渋

⑪
』
箏

020

07．51507．5工5 0　　7．5　五5

Etoposid－e（mg／kg）

Fig．4．Effectof　timingcf　administration　of　etopOside　in　relatioΩship　to

　　ara－C　oΩclユreゼate．Groups　of　lO　mice　were　inocU1ated　i．p　with

　　l06L1210ce1ls24h　before　treatmeηt．

　　　○：am・C25mg／kg　　㊥：ara－C500mg／kg

　このように本章で示したL1210担癌BDF1マウスを用いたin．i．o

実験系は、etoposideとara・C併用時の抗腫瘍効果は時問差を設けた投与

スケジュールに依存し、etoposide6時間先行投与が最高の抗腫瘍効果を

一g一



/~~"~'J~~ ~ ~~By~lR ~ ~ ~~ f~~ ~ t+.~. > 
~ 

-10 -



第　2　章

Etoposideとara－C併用時の作用機序

第1節Etoposide単独投与時のDNA鎖切断と修復（王7）

Etoposid6はtopoI1の阻害を介した間接的なDNA鎖切断を誘起する

と考えられているので（7舳川、etoposide先行投与において最も抗腫瘍

効果が高まるという機序解明の一一端として、etoposid・投与後のDNA鎖

の状態とara－Cの投与時期との関係を知る必要がある。そこで、この機

構を明確にするために、etoposide15mg／㎏単独投与後のDNA鎖の切断

から修復に至る変化を検討した。

EtoposideのDNA鎖に対する影響はアルカリショ糖密度勾配遠心法で

分析し、その結果をFig5に示した、、薬剤無処理でのL1210細胞では、

DNA鎖はフラクション8に一峰性のピークとして分画されるのに対し

て、etoposide投与後10分では、ピークは最上層のフラクション25に

認められ既にDNA鎖の切断が起きていることが明かとなった。投与後

1時間では、フラクション20になだらかなピークを認め、時間の経過

と共に修復されることがわかった。投与後3時間を経過すると、ピーク

はフラクション14に移動した。投与後6時間ではフラクション10の

主ピークとフラクション16の複ピークが認められ、主ピークの溶出位

衡から判断すると、DNA鎖の状態はほぼ正常に回復したと考られる。

これらの結果は、Robertらが検討したetoposideの誘導体である
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teniposideでのDNA鎖の切断から修復に至る経過とほぼ…致した（I8）。

このように、etoposide投与後3～6時間は切断されたDNA鎖はまさに

修復過程にあり、この修復期にara－Cを作用させれば、ara－Cの効果を

有効に引き出せる可能性がある。

　i項　　　　　　　　ゆ
　1孝　　c◎愉・I　lO閉h

　司◎

　　8
叩　6
◎　奉

向
閏・2

昌　1．1い。2。。5
引0

　8
　6

　萄
　2

i0

8

6
4
2

　　　え◎ρ3h

i　　　5　　10　　15　　2◎　　25

6h　　　　　　毛◎ρ

？　　5　　i0　　15　20　25　　　　　　　　　　　　　1　　5　　10　　15　20　25

　　　　　　　Fraction　No

Fig，5．SedimentatioΩof　DNA　from　L1210ce11s　at　lOmin，1，3and6h

　　　after　adm1Ωistration　of15mg／kg　of　etopos1de．
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第2節Etoposide投与による細胞周期の変動とリボヌクレオチドプー

ル及びデオキシリボヌクレオチドプールヘの影響（至7・19）

抗腫瘍薬には、細胞周期に特異的なものと非特異的なものがあり、そ

の特異的な薬剤の投与によって細胞周期の遅延やブロックが引き起こさ

れる。a．a－Cは細胞周期に特異的な薬剤で、S期の細胞に対して抗腫瘍

効果を示すことが知られているく2帆22）。従って、ara－Cを多剤投与の併

用薬として用いる場合、その投与時期における細胞周期の動態を把握す

ることは、ara・Cの効果を有効に引き出すためには必須である。本節で

はL1210細胞を穆植後3日経過したBDF1マ・ウスにetoposide

15狐g／㎏を腹腔内投与し、細胞を3，6，10時間後に採取して細胞周期

の変動とヌクレオチドプールの変動を解析した。細胞のDNAを蛍光染

色した後、各細胞の蛍光強度をフローサイトメーターを用いて測定し、

細胞周期を解析した（Fig．6）。G1期の画分はヒストグラムの立ち上が

りピークの面積、G2M期の画分はヒストグラムの第ニピーク及びピーク

に至る面積、及びその間の面積をDNAを合成する細胞群であるS期の

画分とした（232舳。Etoposide投与後3時間ではS期全体がコントロー

ルの45．6％から59．8％に増加した。投与後6時間までは、㎜id　S期か

ら1ate　S期が上昇しS期が61．3％に達した。また、G2＋M期も30．5％

と増加が認められた。投与後10時間では、細胞の蓄積はG2＋M期に至

り、S期は逆に31．3％に減少した（19）。
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Fig．6．DNA　histograms　of　L1210ascitesωmOr　after　administration

　　　of　etopos…de．

次に、細胞のリボヌクレオチドプール及びデオキシリボヌクレオチド

プールに対するetoposideの影響について、細胞内リボヌクレオチド及

びデオキシリボヌクレオチドを高速液体クロマトグラフイー法により測

定することで検討した。Fig．7に示したように、腫瘍細胞内のcytidine

triphosphate（CTP）あるいはむridinetズiphosphate（UTP）濃度は、

etoposide投与後1時間ではコントロールとほとんどかわらなかったが、

投与後3時間ではコントロールに比してこれらは共に1，4倍に増加した。

Ad㎝osi爬triphosphate（ATP）は、投与後1時間で1．5倍に増加し、6

時間では2倍に増加した。GUa㏄sine　triphosphate（CTP）は、投与後時

間の経過と共に増加した。…方、Fig．8に示したように、etoposide投与

後の腫瘍細胞内のデオキシリボヌクレオチドプールは、リボヌクレオチ

ドプールと同様に時間の経過と共に増加した。dCTPは、投与後1時間

でコントロールに比して1．5倍に増加し、6時間で2倍となった。
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dATPは投与後1時間で2倍に増加し、さらに、6時間では3倍に増

加した。dTTPとdGTPは、投与後！時問で各々2．2倍と1．8倍に増加

し、その状態が6時間まで続いた。

◎つ

Φ
○

吻

〇
一
ミ
0
8
叫

i50
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50

CTP
　　　500

400
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0　　1　　　　3

ATP

ト

UTP

…’一一’…‘’……→

工ooo

500

61h）　　　O　　1　　　　3
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…・・一……→

　　　　　　i00

CγP

6f卜〕

・…………・・｛

O　1　　　3　　　　　6（ト）　　O　1　　　3　　　　6fト〕

　　　　Time　after　injection　of　etOposide

Fig．7．Eff・・tof・t・p・sid・㎝・ib㎝む・1・・tid・p・・1・

　　　○c㎝tズ○l1㊧etOPOside15mg／㎏
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本節で検討したetoposideの細胞周期への影響をみると、etoposide投

与後3時間では、S期が59．8％、6時間ではm－id　Sから1ateS期が上昇

し61．3％に達した。この現象は、etoposide投与により間接的なDNA鎖

の切断が起こったことで、通常のDNA鎖の分裂、複製というサイクル

が遅延し、そのためS期の通過時間が長くなり、結果としてS期全体の

割合が増加したことを示すものである。さらに、etoposide投与後10時

間ではS期が減少し、G2＋M期が増加したが、これはヒトリンパ芽球性

白血病で検討された場合と同様の傾向である（2627）。さらにこの時期に

DNA合成は低下しており、etoposide投与で観察された全ヌクレオチド

プールの上昇はDNA合成抑制などによるデオキシリボヌクレオチドの

利用障害が原因であると考えられる。Etoposide投与後3～6時間にS期

の細胞が増加するが、この期間にara・Cを投与すると、ara－CのS期特

異的である特性を最大限に引き出すことが可能となり、両薬剤併用にお

いて抗腫瘍効果が高まるという第1章で観察した現象の説明が可能となっ

た。
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第3節Etoposide投与によるara－C膜輸送と細胞内蓄積への影響（2＆29）

ara－Cは投与後能動的膜輸送により細胞内に取り込まれると、

ara－CTPにまでリン酸化されて薬効を発現する（30β1・32β3）。一方、

etoposideは細胞膜におけるチミジンの膜輸送と細胞内蓄積を抑制するこ

とが知られているので（34β5）、a・a－Cのinf1uxはetoposideによって影響

されることが予想される。従って、etoposideとara－C併用による抗腫瘍

効果の増強に対して理論的根拠を与えるためには、ara－Cの細胞膜翰送

の面からもetoposideの作用について検討を加える必要がある。本飾で

は、マウス白血病細胞と患者より採取した白血病細胞を用いて、ara－C

のこれらの細胞にお，けるinf1ux，eff1ux及び細胞内蓄積に対する

etoposideの影響について検討した。
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　はじめにマウス白血病細胞株の一つであるP388細胞（P388）と

deoxycytidine　kinase（dck）欠損株であるP388ara・C耐性細胞

（P388／ara－C「）における細胞内へのara－C取り込み量を検討した

（Fig．9）。1n舳x量を可能な限り正確に評価しうる時間を決定するために、

ara－Cのリン酸化能が欠失しているP388／ara・C「とP388を用いて比較

した。実験開始より30秒までは、ara－Cの細胞内への取り込みに両細

胞間に差は見られないが、30秒以後耐性細胞でのara－Cの取り込みは

鈍化した。さらに120秒後ではP388は耐性細胞に比して1．8倍の取り

込みを示した。従って、30秒まではP388のdck存在の有無による

ara－Cの細胞内への取り込みの差は無視できると考え、以後の実験では、

30秒間のara・C取り込み量をinf1uxとすることとした。

8　　0P388
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Fig．9Time　cOurce　Of　ara－C叩take　by　P388and　P388／ara－C「ce11s．

　　　Each　data　point　is　the　mea乃of　three　separate　experi㎜ents．

　　　A11vaiues　show　the　means±SD．
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　P388etoposide「は、P・グリコプロテイン陽性で細胞内etoposideの

eff1脳を尤進させる性質を有しているが、その機構がinf1uxに対して影

響を及ぼすか否かについては調べられていない。そこで、P388とP388

etoposide耐性細胞（P388／etoposide「）における1μM　ara－Cのinf1uxに

対するetoposideの影響を検討した（Fig．10）。Etoposideの濃度に依存

してara－Cのinf1雌が抑制されたが、etoposide500μM以上の高濃度で

抑制はプラトーとなった。このことはetoposideに対して5％の非感受

性経路が存在することを示唆している。また、P388，P388／etoposid♂

の両細胞間ではetoposideによるara・Cのinf1uxに対する作用に差は認

められなかった。
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Fig．10Etoposide－inducedinhibitionof1μMara－Cinf1uxinP388ce11s
　　sensitive　or　resistant　to　etoposide．Each　data　point　is　the　lmean　of

　　three　separate　experiments：SD＜10％
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Fig．11はetoposideによって引き起こされたara－C　inf1ux抑制の解除

の速さについて検討した結果を示したものである。P388にetoposide

を10μMあるいは100μM加えて1時間培養し、洗浄後新しい培地に

再浮遊させ、O，5，30，60分後にara・Cのinf1uxを測定した。洗浄直

後では、etoposide　lOμMで約25％、100μMで約75％のinf1ux’抑制効

果が認められた。しかし、洗浄後5分では、etoposide　lOμMで既に抑

制効果は消失し、etoposide　lOOμMでも抑制効果は18％にまで減少し

た。洗浄後60分ではほとんど抑制効果は認められなかった。
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Fig．11．Disappeamnceofetoposideinducedinhibitionof1’μMara－C

　　　inf1泌x．Each　data　point　is　the玉nean　ofthree　separate

　　　exper王皿ents．

　　　A11va1lユes　show　the肌e狐s±SD．

一21一



　Fig．12ではP388におけるara－C1μM及び100μMのinf1uxと細胞

内蓄積に対するetoposideの影響を示した。Etoposideはara・C1μM及

び100μMに対して共に濃度依存的にara－C　inf1uxを抑制した・一方で

ara－C1μMの場合の細胞内蓄積は、etoposide　lOμMではコントロ∵ル

と変わらず、etoposide　lOOμMで32％、etoposide　lOOOμMで77％の抑

制が認められた。また、ara－C　l00μMにおいては、etoposide　lOOμM

でara－Cのinf1uxが35％にまで抑制されたが、細胞内蓄積には、全く抑

制が認められなかった。このことはetoposideがara－Cのinf1uxを抑制

し、かつ、ara－Cの細胞内蓄積も抑制する一方で、am－Cの濃度が上昇し

た場合、ara－Cのリン酸化よりもinf1uxが過剰になるため、inf1uxの抑

制効果が機能しているにもかかわらず、細胞内蓄積の抑制は受けにくく

なっていることを示しているものと考えられる。
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次に，a・a－Cのeff1uxに対するetoposideの影響をara・C代謝産物を産

出しないdck欠損株であるP388ara・C耐性細胞を用いて検討した

（Fig．14）。13Hl　ara・Cと1分間培養した細胞をO℃で洗浄した後、再び

37℃の培養液に入れたときの細胞中に残る13Hl　ara－C量を測定した。

狐a－C洗浄後45秒では、etoposide無処理で細胞内ara・Cは88％eff1ux。

されるのに対して、etoposide　lOOμM存在下では58％のara・Cが細胞

内に存在し、am・Cのe圭舳xに対する抑制効果が認められた。
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Fig．14Effect　of　etoposid－e　on　ara－C　eff1ux　by　P388／ara・C「ce11s．

　　　、P388／ara－C「ce11s　were　incubated　with1μM13H］ara－C　for1皿in．

　　　After　wash　atぴC，ce11s　we舵reincubated　with　or　without　lOOμM

　　　etoposide．Each　d批a　point　is　tb－e皿ean　of　three　separate

　　　experi皿e耐s．A11va1ues　show　the皿eans±SD．

　しかし、8分後では、etoposide　lOOμM存在下でも細胞内ara－Cの存

在の割合は5％にまで滅少しetoposide無処理との間に差異は認められ
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なかった。また、O℃では、etoposide非存在下でも細胞内ara－Cの

e舳xは少なく約80％に維持され、この排出機構はエネルギー依存的で

あることが示唆された。Fig．15ではさらにara－Cとetoposideの相方に

対する耐性細胞を用いてara・Cのe舳xに対するetopOsideの影響を検

討した。Fig，14においてara・C耐性細胞では、etoposideによ一りara・C

のe舳xが抑制されることが確認できたが、さらにetoposide耐性を併

せもった細胞でara・Cのe舳xがどう変わるかを調べた。その結果、

etoposideによるa・a－Cのef舳x抑制効果は前貢のara－C耐性細胞の場

合と同じであった。
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Fig．15Effect　of　etoposide　on　ara・C　eff！じx　by　P388／ara－C「．etopOside「
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Flg．16には、P388細胞及びP388etoposide耐性細胞をara－C1μM

と1時間培養後洗浄し、etoposide1，10，100及び1000μM存在下

で1時間培養後の細胞内に保持されるara－C量を示した。Etoposide1μ

Mと10μMでは差はみられないが、100μMではP388細胞でコントロ

ールのL3借、耐性細胞で1，6倍の細胞内ara－C保持の増加が認められ

た。
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　　　experiments：SD〈10％＊P〈O，05，compared　with　contr01treated
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　本節で得られた知見を総括すると次のようになる。Etoposid・は同時

に処理したara－CのP388細胞へのinf1uxを抑制したが、この作用は可

逆的であり、すみやかに解除されるものであった。また、ara－Cの

inf1uxは高濃度のetoposideで完全に抑制されることはなく、etoposide

に対する非感受性経路の存在が明かとなった。さらに、etoposideは

孤a・Cの細胞内蓄積も抑制したが、IC。。値で比較すると、inf1ux抑制よ

りも、はるかに高い濃度を要した。この傾向は、マウス白血病L1210

細胞をはじめとするほとんどの樹立白血病細胞株でみられた。一方、患

者自血病細胞では、etoposideによるara－Cのinf1uxの抑制と細胞内蓄

積の抑制は同程度のIC5。であったことから、i皿f1脳がara－C蓄積の律速

段階であると推察された。この知見は、実際に白血病患者に対して両薬

剤を同時投与した時に抗腫瘍効果が減弱される可能性を示唆している。

さらに、etoposideはara－Cのeff1uxも抑制した。これは、抗腫瘍薬が

ara－Cのeff1uxを抑制することをはじめて明らかにしたものあるが、

etoposideがara－Cのeff1服をコントロールし細胞内含有量を高めること

は。。a－Cの抗腫瘍効果を高めるうえで有利な性質であると思われる。

本節では、etoposideがara・Cのinf1ux及びeff1uxを可逆的に抑制する

ことを明らかにした。従って、etoposideとara－Cの同時投与ではara・C

i双f1uxが共存するetoposideによって抑制されるが、etoposide先行投与

では、ara－C投与時にetoposideの薬剤濃度が生理的なクリアランスによ

り低下しているため（36）、ara・Cのinf1uxは抑制されず、ara－Cの殺細胞
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と推察される

一29一



第4節　Etoposideの投与タイミングによるara－CのDNAへの組み

込み量の変化（37）

第ユ節～第3節における検討によってetoposide投与後3～6時間に間

接的に切断されたDNA鎖が修復に至り、この時期にS期細胞が著明に

増加するため、etoposide先行投与でS期特異的であるara－Cの殺細胞効

果がより有効に引き出されている可能性が明かとなった。さらに、

etoposideはara－Cのinf1uxを抑制するため、両薬剤が細胞に対して共存

する同時投与では抗腫瘍効果の増強がみられず、ara・C投与時にはすで

にetoposideの薬剤濃度が低下しているetoposide先行投与により高い殺

細胞効果が期待できる。これらの可能性を実験的な事実をもって明確に

するには、etoposideの先行投与が、ara－CのDNAへの組み込みを増加さ

せているか否かについて検討を加える必要がある。

本節では、L1210細胞を腹腔内移植したBDF1マウスに［3Hl　ara・Cと

etoposideを腹腔内投与し、etoposideの投与タイミングによってara・C

のDNAへの組み込み量がどのように変化するかを検討した。
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L1210細胞担癌BDF1マウスに対するetoposideとara－Cの投与スケ

ジュールがL1210細胞の酸可溶性画分と酸不溶性画分へ取り込まれる

［3H］a．a・C量にどのように影響するかを検討した。Etoposideとエ3H】

ara－C同時投与では、酸可溶性画分及び酸不溶性画分に取り込まれる放

射活性が共にara－C単独投与に比して滅少し、総取り込み量も41％に

減少した。一方、etoposide3時間先行投与での酸不溶性画分に存在する

放射活性は110％の増加が認められ、酸可溶性画分の放射活性はara－C

単独投与に比して30％減少し、総取り込み量の増加は25％にとどまっ

た（Fig．17）。この結果は、etoposide先行投与がara－CのDNAへの組

み込み量を著しく増加させることを示している。

次に、etoposide及びara－Cの投与スケジュールによるDNAへの［3H】

a・a－C組み込み量への影響を検討したところ、etoposideとa・a－Cの同時

投与1時間後では、ara－C単独投与に比して、［3Hl　ara一ρのDNAへの組

み込み量は減少した。さらに、同時投与の場合には、DNAへの組み込み

がプラトーに到達するのに要する時間がara－C単独投与よりもかなり長

い。このことは、et・posideがa・a－Cのinf1uxを抑制するというinvit・o

で観察された現象がin　ViVOでも実際に生じている可能性を示唆するも

のと考えられる。一方、etoposide3時間先行投与群でのara－Cの組み込

み量は、ara－C単独投与に比して約2倍の増加が認められた（Fig．18）。

これらの結果は、ara－CのDNAへの組み込み量へのetoposideの影響は

極めて投与スケジュールに依存的であることを確認するものである。
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　さらに、a・a－C投与後1時間での13Hl　a・a－CのDNAへの組み込み量に

対するara・Cとetoposideの投与間隔及びetoposideの投与量の影響にっ

いて検討した。Etoposide1時間先行投与ではara・CのDNAへの組み

込み量に、ara－C単独投与との間に差異はないが、etoposide3及び6時

間先行投与では組み込み量が約2倍に増加した（Fig．19）。Etoposide3

時間先行投与で・投与量を1・5及び15肌g／㎏．と変化させたところ、

etoposide1皿g／kgによってDNAへの王3H］ara－Cの組み込み量は、ara－C

単独投与に比し約80％増加し、etoposide5及び151mg／㎏でもほぼ同じ

組み込みがみられた（Fig．20）。
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ara－C単剤投与では、能動的膜輸送により細胞内に取り込まれリン酸

化を受けてara－CTPとなりDNAに組み込まれる。Etoposideとara－C併

用においてetoposideの投与スケジュールを変えると、ara－Cの代謝や

ara－CのDNAへの組み込み量に変化が見られた。まず、etoposideと

肌一Cを同時に投与した場合は、ara－Cの代謝産物を示す酸可溶性画分及

びDNAへの組み込みを示す酸不溶牲画分共にa．a－C単剤投与より減少

し、取り込み速度の低下も示唆された。これは、前節で示したように同

時に処理したetoposideがara－Cのinf1uxを抑制したことが、影響して

いるものと考えられた。一方、etoposide先行投与後3時間では、ara－C

単独投与に比して酸可溶性画分は減少したが、酸不溶性画分へは110％

の増加が認められた。このことは、ara－CTPのDNAへの組み込みの効率

が良いことを示しており、すでに示したetoposide投与後3～6時間は

DNA鎖の修復過程にあることや、S期細胞数が著明に増加することを

含わせて考慮すると、この時期はa．a－Cの薬剤受巧期であると考えられ

た。　さらに、etoposide先行投与によるara－CのDNAへの組み込みは、

e七〇posideの投与量にあまり影響を受けずに増加することが明かとなった。
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第5節　Etoposide投与によるara－C代謝の律速酵素である

deoxycytidine　kinaseへの影響（38）

Deoxycytidinekinase（dck）はピリミジン合成系のサルベージ経路を担い、

デオキシシチジンやその誘導体をリン酸化する酵素である（榊）。a．a－C

は、抗腫瘍効果を発揮する上で、リン酸化されてa・a－CTPにならなけ

ればならない（30β1・41）。　ara－Cのリン酸化においてはa．a・Cから

a・。一CMPへのリン酸化が律速段階であり（42）、d・kはこの過程を担う酵素

である。dck活性の低下がara－C耐性化の一つの機構として、知られて

おり（28）、ar＆・Cの抗腫瘍効果の発現はdckによるリン酸化に大きく依存

していると考えられている。本節では、etoposide先行投与における

DNAへのara－Cの組み込み充進は、etoposideがdck活性を変化させた結

果生じたものか否かについて検討した。
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　次に、etoposide1または10μMの存在下でのdck活性の経時的変動

を検討した（Fig．22）。処理後20分において、dck活性はetoposide

1μMでは処理前のものとほとんど変わらなかったが、10μMでは

125％に上昇した。1時間後ではetoposide1μM及び10μMのいずれ

でもdck活性が濃度依存的に上昇し、この上昇した活性は少なくとも3

時間まで持続した。
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　　　A11va1ues　show　the　means±SD．

　　　＊P＜O．01as　compared　with　contro1treated　group．
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　本節での検討によって、dck活性はetoposide処理後20分ですでに、

上昇することが明かとなった。また、この効果は濃度依存的であり、1

μMのetoposideでもdck活性の上昇が認められた。さらに、dck活性の

上昇は20分後で認められてから少なくとも3時間まで持続した。これら

のことからetoposide投与後のdck活性の上昇は、前節でのetoposide先

行投与によるara－CのDNAへの組み込み増加の主な要因の一つである

と考えられる。このように抗腫瘍薬が他の抗腫瘍薬の代謝に関与する酵

素活性に影響を及ぼす例はそれほど多く知られているわけではない。特

に、本節で明らかにしたetoposideがara・C代謝の律速酵素であるdck

の活性を上昇させることによってara・CのDNAへの組み込みを促進し

たという発見は、抗腫瘍薬併用による効果増強の機序を解明する上で重

要な新知見であると考えている。
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　　　　　　　　　　　　　第　3　章

　　　　　　　　　　　　　総　　括

本研究では、マウス白血病L1210細胞を取り上げ、これに対する

etoposideとara－C併用時の抗腫瘍効果と投与スケジュールとの関係を明

らかにし、その作用機序の解明を試み、以下のような結果を得た。

1）Etoposideとa・a－C併用時の抗腫瘍効果は、極めて投与スケジュール

に依存的亡あり、検討した投与条件の中では、etqposide6時間先行投与

の治癒率が最も高く、画期的な治療効果が得られた。

　2）Etposide投与後3～6時間はDNA鎖の修復過程であり、S期細胞も

著明に上昇した。

3）Etoposideは同時に処理したara－Cの細胞内へのinf1uxを抑制した

が、その効果は洗浄により解除された。

4）ara－Cの細胞内蓄積に対するetoposideρ抑制効果は、樹立白血病細

胞より患者白血病細胞においてより著明であった。

5）Etoposide先行投与後のara・CのDNAへの組み込み量は、ara－C単

剤投与より著明に増加した。

6）Etoposide投与後、ara－C代謝の律速酵素である　dckの酵素活性が

濃度依存的に上昇した。

癌化学併用療法の研究領域では、如何なる組み合わせで最高の治療効

果を示すかに閑して、動物実験で確認され、臨床応用されることが切望
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されている。しかし、ほとんどの癌化学療法の場合、治療域と毒性域は

隣接し、投与量を増すと強い毒性が出現し、毒性の軽減のために投与量

を下げると十分な効果が得られていない。本研究で見い出した投与スケ

ジュールにおいて、毒性が全くみられなかったことは強調すべき点であ

る。

本研究で明らかになった結果から得られた考察をもとに、両薬剤併用

時の作用機序をara－C単剤投与、etoposideとara－C同時投与、

etOPosi4e先行投与後a・a－C投与の三つの投与法についてまとめ・ると以下

のようになる。

まず、単剤投与では、ara－Cは能動的膜輸送により細胞内に取り込ま

れてara－CTPとなり一部がDNAに組み込まれて抗腫瘍効果を発揮する。

次いで、etoposideを同時に投与する方法は、臨床で最もよくみられる。

Etoposideは細胞外から作用してara－Cのinfluxを抑制するため、細胞

内のara－C量は低下する。Etoposideの投与により発現する薬効は、

ara－C投与に対してより有利な性質を有しているが、同時投与では

…一Cがi・f1・xされないという決定的な欠点が生じ、併用による効果増

強に及ばないと考えられる。この効果は、ara－C量が少ない場合により

著明である。Etoposide先行投与の場合は、その薬効がara－C投与まで

の期間に細胞内でa．a－Cが有効に作用できるような状況が作られる。つ

まり、切断されたDNA鎖は修復過程にあり、S期細胞が特異的に上昇

し、さらに、a・a－C代謝の律速酵素であるdck活性が上昇している。
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また、etoposideによるara－C　inf1uxの抑制が解除されているため、

ara－Cは迅速に細胞内に取り込まれる。このことから、ara－Cが抗腫瘍効

果を発揮するために好条件となっており、両薬剤併用において抗腫瘍効

果が増強するものと考えられた。

臨床では、多剤併用イコール同時投与という考え方が根ざし、併用効

果が見られない場合、それに追加投与されるのが一般的である。

本研究において、etoposideと＆ra－C同時投与では、併用効果が

a・a－Cの薬用量に依存するという観点からみると、臨床においてこの治

療法は、不確定な治療効果しか望めない。そこに時間差を設けて投与を

行なった結果、劇的な治療効果を生みだした。

本研究で得られた成果は、臨床の常識に一考をもたらし、白血病に対

する治療に科学的な根拠を与えたものであると考えている。

　これらの研究成果は、三重大学医学部小児科においてetoposide先行投

与のプロトコール化として、臨床の場で活かされている（43）。
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　　　　　　　　　　　　　実験の部

　　　　　　　第1章　実験材料及び方法

細胞：L1210細胞は塩野義製薬研究所（大阪）より供与を受け、三重

大学動物センターにて、BDF1マウスの腹腔内移植により継代したもの

を用いた。

動物：L1210細胞1xl06個を腹腔内移植したオスのBDF1マウス（体

重20～22g）を用いた。飼育は、三重大学動物センターにて動物実験用

固形飼料と水道水を自由に摂取させ、温度23℃明暗サイクル12時間

で行なった。

薬剤：Etoposideはブリストルマイヤーズ株式会杜及び日本化薬株式

会社、ara－Cは日本新薬株式会社より供与を受けたものを用いた。両薬

剤は投与直前に、生理食塩水で希釈した。

薬剤投与法：L1210細胞移植後、1，4，7日目に、etopOside，ara－Cを

単剤、同時又は各投与スケジュールに従って希釈した薬剤O．2m1を腹腔

内投与した。またコントロール群にも生理食塩水O，2m1を同様の投与ス

ケジュールで腹腔内投与した。

薬剤投与量：EtOPoside7．5及び15皿g／kg，ara－C25及び500mg／kgと

設定した。

抗腫瘍効果の評価：腫瘍細胞移植後120日以上の生存は治癒とみなし

た。また腫瘍細胞移植日及び移植後7日目にマウスの体重を測定し、急

性毒性の評価を行なった。
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　　　　　　第2章　実験材料及び方法

第1節
　　アルカリショ糖密度勾配遠心法は、Friedmanらの方法に準じて行なっ

た（44）。L1210細胞を腹腔内移植した3日目のBDF1マウスに、

f3H〕thy皿idine（Thd）1．48MBqを腹腔内投与し、さらに12時間後、

etoposide15㎜g／㎏を腹腔内投与した。EtoPoside投与後10分，1，3，6時

間に細胞をマウス腹腔内より採取し、氷冷したPBS（phOsphate　buffe．ed

s．1i．e）で洗浄後、5xl05ce11s／皿1となるように同液に浮遊させた。次に、

30㎜1超遠心管に、60％のショ糖液（O．1M水酸化ナトリウム，O．9M塩化

ナトリウム及びO．01Mエチレンジアミン四酢酸ニナトリウムの混液）

5m1を入れた後、5～20％のショ糖勾配液（O．1M水酸化ナトリウム，

O．9M塩化ナトリウム及びO．01Mエチレンジアミン四酢酸ニナトリウム

の混液）20㎜1とその上にO．45M水酸化ナトリウム，O．55M塩化ナトリ

ウム及びO．11Mエチレンジアミン四酢酸のアルカリ溶液を1m1のせ、

5xl05個の細胞を静かに重層した。2時間4℃にて保冷後、Beckman

SW27rotorで4℃80，OOOxgにて2時間超遠心し、底から1分画を

1皿1とし、合計27分画に分取した。各画分には、1N塩酸60％トリク

ロロ酢酸混液100μ1を加え、20分問氷冷後、遠心分離したDNAに、

5％トリクロロ酢酸混液200μ1を加え、15分間沸騰水中にて溶解した。

そして、各々の放射活性をLKB1219液体シンチレーションカウンター

にて測定し、DNA鎖切断と修復について検討を行なった。
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第2節
　細胞、動物及び薬剤は第1章で述べた同じ条件のものを用いた。

　ヌクレオチドプールの測定

1）リボヌクレオチドプールの摘出及び分析

　　1xl06個のL1210細胞を腹腔内移植したBDF1マウス3日目に、

etoposide15mg／㎏を腹腔内投与し、投与後1，3，6時間に細胞を採取

した。腹腔内からの細胞採取は、トリスアミノメタン：塩化アンモニウ

ムの1：9の混液により行なった。採取した2x107個の細胞は、氷冷した

PBSにて2回洗浄後、1．5㎜1のマイクロテストチューブに移し、O．6N

トリクロロ酢酸200μIを加えて、4℃で10分間撹幹振藍した。さら

に180xg，1分間の遠心分離後、その上清を別のマイクロテストチュー

ブに移し、フレオン：オクチルアミンの7．8：2．2の混液を．300μ1加えて、

4℃で5分間撹絆振盤した。180xg，1分間の遠心分離後、その上層

（細胞内酸可溶性分画）がpH7になっていることを確認し、その50～

60μ1をリボヌクレオチドプール用とした。

2）デオキシリボヌクレオチドプールの抽出及び分析

　この分析は、Khy皿e，Santiの変法により行なった（榊）。デオキシリボ

ヌクレオチドプール分析用として、上述の酸可溶性分画100μ1を別の

マイクロテストチューブに移した。リボヌクレオチドプールを除くため

にまずO．2M過ヨウ素酸20μ1を加え、37℃で2分間反応後、1Mラ
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ムノース2μ1、並びにリン酸でpH7に調整したO．4Mメチルアミン30

μ1を加えて、37℃で30分間反応後、分析まで一20℃で保存した。

分析と定量は、次で述べる高速液体クロマトグラフイー法によって行

なった。

3）高速液体クロマトグラフイー

　　細胞内ヌクレオチドプールの分析には、ウォーターズ社ALC／GPC

204型高速液体クロマトグラフ装置を用い、Partisi110－SAXカラムを使

用した。分離は流速1．O　m1／皿inで行ない、溶出液には、A液O．05Mリ

ン酸ニカリウム（PH3．35M）、B液O．5Mリン酸ニカリウム（PH4．7M）

を用い、A液は100％から開始し、1inea．g．adientで20分後にA液

25％、B液75％としその状態を40分続けた。検出は、波長254n㎜で

行ない、記録は島津社製のCR－2Aを用いた。定量は、標品により作成

した検量線を用いた。細胞内デオキシリボヌクレオチドプールの分析に

は、TSK　ge1DEAE－2SWカラムを使用した。分離は流速O．7m1／minで行

ない溶出液には、O，06Mリン酸一ナトリウム（PH6．6with20％アセト

ニトリル）を用いた。検出は波長254nmで行なった。定量は、標品に

より作成した検量線を用いて検討した。

細胞周期の測定

　　1xl06個のL！210細胞を腹腔内移植後3日経過したBDF1マウス

にetoposide15㎜g／㎏を腹腔内投与した。細胞はetoposide投与後、
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3，6，10時間にトリスアミノメタン：塩化アンモニウムの1：9の混液によっ

て腹腔内から採取した。さらに細胞を70％エタノールで固定後、プロ

ピディゥムァイオダイドでDNAを染色し、EPICS－Cフローサイトメー

ターを用いて測定した。DNAのヒストグラムは、矩形法により解析した

（23，24，25，47，48，49）

　　　　　o

　第3節

細胞：マウス白血病細胞株（P388，L1210）及．び樹立ヒト白血病細胞

株（HL60，K562，Dandi，NALM18，C7，PEER，NKBI，MOLT－4）は、

10％胎児牛血清，20μM2一メルカプトェタノールを加えたRPMI

（Roswe11ParkMemoria1Instiωte）1640倍地中で37℃、5％CO．95％空

気存在下で継代培養したものである。各耐性細胸P388ara－C耐性

（P388／ara－C「），P388etoposide耐性（P388／etoposide「、）、　p388ara－C

etoposide耐性（P388／ara－C「，etoposide「）1は、三重大学医学部小児科学講座

研究室にてin　Vitr○で薬剤濃度を段階的に上げることで樹立した（28）。

P388／ara－C「は、deoxycytidine　kinase欠損、P388／etoposide「はP一グリコ

プロテイン陽性により、P388／ara－C「，etoposide「は両者の性質を有する変

異細胞である。患者白血病細胞は、急性リンパ性白血病であり初発で未

治療の白血病細胞を用いた。

薬剤1［3Hl　ara－C（30Ci／m蛆ol）はA㎜ersha皿Japan社より購入したも

のを用いた。
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a．a・C膜輸送及び細胞内蓄積量の測定

　1）1皿f1ux：RPMI培養液に浮遊させた1xl07個のP388と13Hlara－C

1μMと100μM（1μCi／㎜1）との反応液をシリコンオイル（シリコン：

流動パラフイン＝42：8）に重層して30秒間接触後、4℃18，OOOxgにて

1分間遠沈した。この操作により細胞成分は管底に沈殿を形成した。次

いで注意深く培養液を除去し、生理食塩水で管壁を5回洗浄した後、オ

イルを吸引除去し、細胞成分を分離した。さらに細胞にO．4N水酸化カ

リウムを加えて、37℃で24時間保存し溶解した後、1N塩酸で申和し、

アクアゾール5㎜1を加え、液体シンチレーションカウンターにて放射活

性を測定した。またシリコンオイル上で細胞と13Hla・a－Cとを接触直後に

遠沈した群のカウントを細胞表面及び細胞間の培養液中の13Hlara－Cに

よるカウントとして全ての測定値から差し引いて補正を行なった。

2）細胞内蓄積：RPM1培養液中に浮遊させた1x107個のP388に

13則ara－C1μM及び100μM（1μCi／肌1）とetoposideO，10，100．

1000μMをそれぞれ同時に添加し、37℃で30分間培養した。培養後、

反応液をシリコンオイルに重層して、4℃18，OOOxgにて1分間庫沈し、

上述と同様の操作で放射活性を測定した。また患者白血病細胞は、白血

病細胞が自血球細胞が白血球数の95％以上である患者末梢血をフィコ

』ルコンレイに重層して、180xgにて30分間遠沈した後、白血球画分

を洗浄することにより得た。

3）eff1ux：RPM1培養液中に浮遊させた1xl07個のP388／ara－C「と
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13Hlara－C1μM（1μCi／m1）を37℃で1分間培養した液、O℃180xg

で5分間遠沈した。上清を除去し、細胞成分を氷上で分離し、etoposide

（O，100μM）存在下で37℃で新鮮なRPM1培養液に再浮遊させた。再

浮遊O，45，90秒3，5，8分後に反応液をシリコンオイルに重層して、

O℃18，OOOxgにて1分間遠沈し、上述と同様の操作で放射活性を測定

した。

第4節
　　細胞及び動物は、第1章で述べた同じ条件のものを用いた。薬物は、

前節と同じものを用い、投与直前に生理食塩水に溶解して使用した。

13Hlara－C1μCiとetoposide15mg／㎏は各投与スケジュールで腹腔内投

与した。

酸可溶性及び酸不溶性分画の定量

　　細胞はマウス腹腔から氷冷したPBSによって採取した。次に1xl07

個の細胞をマイクロテストチューブに取り、O．6Nトリクロロ酢酸500

μ1を加え、4℃で10分間携幹振鑑した。1分間180xgでの遠沈によっ

て上清（酸可溶性分画）と沈殿物（酸不溶性分画）に分離した。さらに

沈殿物は、O，6Nトリクロロ酢酸で2回洗浄し、O．4N水酸化カリウムを

O．5m1加え、37℃で12時問放置し溶解した。ara－CのDNAへの組み

込み量は、酸不溶性分画のビH］a．a－Cの放射活性を測定することにより

定量した。放射活性は、LKB1219液体シンチレーションカウンターで
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測定した。

　第5節

細胞：第1章で述べた同じ条件のものを用いた。

薬剤：Etoposideは日本化薬株式会社、圧3H】デオキシシチジンは

　A皿ersha㎜Jap＆n社より購入したものを用いた。他の試薬はすべてシグ

　マ社より購入したものを用いた。

　　dck活性の測定

dck活性の測定は、Che㎎らの変法により行なった（38）。　まず薬剤処理

したL1210細胞を採取し、1500xg　lO分で遠沈し培養液である上清を

除去した。次にマイクロテストチューブに細胞を移し、生理食塩水1m1

を加えて5000xg1分で遠沈した。上清の生理食塩水除去後、下記の緩

衝液A200μ1に再浮遊させた。

　「緩衝液A」

　トリス塩酸（PH7．6）50㎜M，ジチオスレイトール2mM，20％グリセロ

ール，塩化フェニルメタンスルホニルO．5㎜Mを順次加え精製水にて全

量とする。

続いて凍結及び解凍を3回繰り返した後、14，OOOxgで5分遠沈した。

その上清はマイクロテストチューブに移し、次の測定段階まで一80℃

で保存した。

マイクロテストチューブに保存した細胞20μ1と下記の緩衝液B30
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μ1を氷上で加え、よく振盤した後、37℃で30分放置した。その後、

50μ1の溶液はWhatman　DE－81フイルター上に静かにのせて、約15分

放置した。次に乾いたフィルターを14の水が入った容器に入れ、30分

で3回洗浄した。そしてフィルターを充分乾燥させた後、放射活性を液

体シンチレーションカウンターにて測定した。また25％ヒト血清アル

ブミンを用いてタンパクの補正を行ない、その結果は、Pmo1of

dCMP／㎜in　per皿g　of　proteinで示した。

　「緩衝液B」

デオキシシチジン10μM，ATP　lOmM，塩化マグネシウム10mM，

トリス塩酸（PH7．5）50肌M，フッ化ナトリウム15皿M，ジチオスレイ

トール10㎜M，シチジン1mMを順次加え精製水にて全量とする。
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