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Trypanosomα の薬剤耐性形質転換におよぼす

発癌性物質の効果 （1）

小　 野　　 忠　 相

大阪大学微生物病研究所原 虫学部（ 部長　 猪木正三教授）

（1966年2 月17 日受領）

特　別　掲　載

緒　 言

猪木およびその協力者らは1953 年以来 アフリカ 睡眠

病の病原体である7 欠かどinoよoma　ga用占tenseの細胞 質内

自家増殖性顆粒 す なわち，　kinetoplast が薬剤の 作用 を

受 けて消失する 現象について 遺伝学的 な 解析 を 試 み，1960

年にはこの原虫の かrosaniline 耐性に 関す る 形質

転 換を発表した（Inoki　＆　Matsushiro，　1960）．こ の成績

は原 虫にお いても細菌における と同様，形 質転換 現象が

存 在することを初 めて実証し得た ものとして重要 な知見

である．さらにInoki　d　al．　（1960） はこ の 形質転換に

対 する抗腫 瘍性物質お よび抗菌性物 質の効果 を調 べ，抗

腫 瘍性 が認められている10 種類 の物質の中azane ，　col－chicine

，　demecolchineを除 くすべて の物 質は形 質転換阻

害作用 をもち，単 な る 抗 菌性物質にはこ のような 作用

がない ことを認めた． この 事実は 抗腫性物 質の 作用 と7

び’panosoma の遺伝 現象 との間に， ある関係が成立す

ることを意味するもので あり，同時にこ の実験方法 が非

腫瘍生物系 スクリーニング法として抗腫瘍性物質 のスク

リ ーニングに 使用 し得 る可 能性を示唆する もの と思 われ

る．

発癌機構 がわからない現在，発癌 と制癌 とい う2 つ の

現象 の間に はその根本 の機序においてどの ような関連 を

持つ かとい う事 につい ては勿論明らかでない．しかし，Haddow

　（1937）が指 摘しているように制癌性 を持 つ 物質

は同時に発癌性 をもつ事 が多 く，先の実験（Inoki　et　at．，1960

）で 使用 したnitromin 　（Heston　1949），　actinomycin

（Kawamata　d　ah ，　1959） 等 でも抗腫瘍性と ともにその

発癌性 が証明 されてい る．そこで抗腫瘍性物質の作用 と

形質転換阻 害作 用との間にみられ た関係が発癌性物 質と

の間におい ても認められるかどうかを知る ためDAB お・

よびMAB とそ の誘導 体を用いて 上記の 形質転換 にお・

よぼす効果 を調 べた．こ れら の物質は発癌実験 に最もよ

く用い られてきたこ と， 核置換基 の違いに よっ て発癌性

を示し たり，示 さなかっ た りするこ と（Miller　＆　Miller1953

） などから上述 の関係を追究するには絶好 の材料で

ある と思 われる．実 験の結果 ，誘導体 の示す発癌性 の有

無 と形質転換阻 害作 用の有無 との間に完全 な一致 が認めj

られ た．

実験 材料 および実験方法

1） 使用 した原 虫株

こ の実験 には7 ‾’，ひrpanosoma　gam・ε。g　Wellcome 株

の かrosaniline感性 株（原株，以下WS と略）と 耐性 株こ

（以下WR と略）が用い られ た．WS に感染してい るマ

ウスに米国E 】i　Lilly　製 薬会 社附 属研究所 から 恵与 され

た かrosaniline を注射してAK 型誘発試 験（Inoki　＆Matsushiro

，　1959） を行な う と　AK 型 原虫， す なわちkinetoplast

を欠除した原虫が約21 ％出現する， 色素を

注射しない 自然 の状態 にお けるAK 型原虫 の 出現率 は1

％以下であ り， こ の値 はDAB およびMAB とそ の・

誘導体を作用 させて も変 わらない．　lysateとして用い た．Donor

のWR はInoki 　＆　Matushiro　（1959） の方法 に

準じてWS を薄 い濃度から始 め漸次高濃度 の ターrosam－line

　（以下 かros と略）にマ ウス体内で接 触させて作っ

た ものであ る．用い た 最高濃度 はp －ros　85　mg／kg　マ ウ

ス量であっ た．これ はマ ウスに対 する毒性からみて， 使で

用 できる最大限 の濃度であ る．このようにして得 られ た

本研究は文部省科学研究費の補助 を得 て行 なわれた．記し て謝意を表する．（猪木正三記）
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供試物質
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第1 表　形質転換におよぼすDAB およびMAB とその誘導体の阻害効果AK
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；　供試物質 （DAB およびMAB とそ の誘導体）
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（J．　A．　Miller　et　al．　1953，　1957）

AK 型 出現率（％）の平均値

1 ％の危険率でみ たAK 型 出現率（％）の平均値の信頼限 界．
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発癌活

性6）
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WR はその後現在に至る迄8 年以上もその性質を不変　　103 個／mm3＊の割にWS を含む原虫懸濁液1ml とを試

に保持している．WR に対していわゆるAK 型誘発試　　 験管内にて混じ，直ちにこれに供試発癌性物質0 ．5　ml

験 を行 なうと約4 ％のAK 型 原虫が出現す る．

2） 形 質転換 の操 作

形 質転換 は大体猪木らの報告 （Inoki　＆　Matsushiro，1960

，　Inoki　et　al．　1960，　Inoki　d　J．　1961，猪木，　1961）

に準拠 して行 なっ たが，　Donor として感 染 ラッテから採

取 し たWR 原 虫 を用いた． すなわちWR 感染の極期

におけ るラッテ から0 ．5％クェ ン酸ナトリ ウムープド ウ

蒭 一塩化 ナトリ ウム水溶液（以 下CGS 液 と略）に全血を

とり，　3，500rpm　5 分間遠心沈 澱し上清を拾て，沈渣に

新 しいCGS 液を 加えて105 個／mm3＊のWR を含む原

虫懸濁液 を調製 した．このDonor 原虫 は アセト ン・ド

ライアイ スに よる凍結融解 を10 回 繰返して 完全に 破 壊

され た．実験はこ のようにし て作製 したlysate　l　ml　と

＊　lysateとして用いた　Donor の原虫数およびReci －pient

の原 虫数はいずれもTrypanosoma のAK 型

に関す る 遺 伝学的 研究 第17 報 （日本寄生虫学会報

告）に基づい たものであ り， その詳細は別に報告す

る予定である．
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を加 えた．なお発癌性物質 とし て 用いたDAB お よびMAB

とその 誘導体はいずれも 水に 難溶 のため， 先 ず

少量 のエ チルアルコールを加え （アル コールの最終濃 度

は0 ．2％以 下），ついでこれを 軽 く 加 温す る事 によっ て

溶解 し， その 後， 直ちに 誘 導体 が500 γyml あ るい は1

，000γ／m凵 こなる ように水を加え，コロイド 状様 の懸 濁

液 を作製 して実験に使用した．

上記 の混液2 ．5　mlはこれをよ く混和 し，室温で15 分

間放置後， その0 ．05　ml　宛 を各マウスに接種し た．

3） 原 虫におけるjり－ros耐性度 の測定

マウス体内における本原 虫のP －　ros耐性 度はAK 型

誘発試験 （Inoki　＆　Matsushiro，　1959）に より 測定 する

事 ができる． これは7yy 戸anosoi冫zα の ／・－ros耐性の 研

究に猪木 らが常 に用い てい る方 法である，すな わちマ ウ

スの末梢血 に適 当な数の原虫が出現し たときをみて ターros

10　mg／kg　をマ ウス の腹腔内 に 注射し4 時間後 の血

液塗抹標本 をとっ て その 中 に含 まれるAK 型原虫 の数

を調べるのである． こ の 実 験では 原虫400 個について



AK 型原虫 の数 を調 べた． こ の 場 合，も し 感染原 虫がj

り－ros感性株であればAK 型原虫が 多 く 出現 し，耐性

株であれば少し しか現 われない ．した がってAK 型原

虫の出現率を調 べるこ とによっ て原虫の薬剤耐性度を測

定 するこ とが出来る．こ の試 験は動物体内 の原虫 の耐性

度 を宿主を殺さず，き わめて短時 間に測定し得る点にお

い て，従来 の薬剤耐性度 の測定法 とは全 く異なる もので

あ り，しか もき わめて感度 の高い測 定法である．

実 験 成 績

第1 表対 照欄のWS 十CGS 十W は耐 性株のlysate や

発 癌性 物質 を用い ず， 感性原 虫WS と原 虫の 懸濁液に

使用 したCGS 液 のみを用い た場 合であ り，AK 型原虫

の出現率 が約21 ％を示 している ． こ の値 はWS 十CGS

十C （供試し た発 癌性 物質），　ws 十WS －L　（WS のlysate）

十W （水），　ws 十WS －L十C の実験 でもほとんど変わら

ない．

WS 十WR －L十W は発癌 性物質 を 用 い ず，WR のlysate

を作 用させた 実験であっ てAK 型原 虫の 出現率

が約12 ％を示し，　Inoki　＆　Matsushiro（1960 ）が報告した

形質転換 が起こっ ている事を意味 してい る．WS 十WR －L

＋C はDonor にWR を用い ， これ にDAB およ

びMAB とその誘導体16 種類 を作用 させた実験である

が，第1 表お よび第1 図にみられ る如 く，発癌性 が少しで

も認 められ てい る誘 導体は総て形質転換 を阻害 し，こ れ

に 反して発癌性 が認 められていない誘導体ではこ のよう

な作用が全 くみられなかっ た．すなわち，こ の成績 から

供 試物質 の発癌性 の有無 と形質 転換阻害作用の有無 との

問 に一定 の関係が存在する事 が明らかになっ た．なお，

この実験で用い たDAB お よびMAB とそ の誘 導体に

はAK 型原虫を誘発す る作用 がなく，　p－rosを使 わなけ

れ ばこ れらの誘導体を 作用させて もAK 型原虫 の 出現

串 は常 に1 ％以下 であ り，また殺7 欠かanosoma 作 用も

ない所 から77り 倉z，z・g ，u 感 染マウ スに治療効果 を示 さ

た かっ た．

考　　 察

供試物質 の発癌性 の有無 と7yy 戸ど冫刀osomα の形質転換

に対 する阻 害作用 の有無 とい う一見無関 係と思 われる両

作 用の間に何故こ のように見事 な一 致が認 められるので

あ ろうか，癌細胞 と 乃こypanoぶoma とい う2 つ の動物細

胞 の間には無制限の増殖とい う事以外 に何 か類似 点があ

るの，であろうか，　Gause　（1958，　a）は「もし癌 細胞が遺

伝的 に 損 なわれた 呼吸活性を 持つ ものならば 微生物の

（177 ）

10

AK 型出 現岑 （％）15

20

73

第1 図　 形質転換 にお よぽすDAB お よびMAB　 ．

とその誘導体 の阻害効果

（1）　WS ；　Tryp α刀∂∫りma 　gcアmbiense の ／＞－rosaniline

感性株

（2）　WR －L；　乃こy戸anosoma　gambien ヽsEの ／）－rosani－line

耐性株 のlysate

（3）　W ； 水

（4）CGS　；　citrate－glucose－saline

（5） 十；　形質転換阻害

（6） －；　 形質転換非阻害

図 におい てi　l　l はAK 型 出現串（％）の平均値お
ー

よび1 ％の危 険率でみ たAK 型出現率（％）の平均値

の信頼限 界を示 す．

中に癌細胞と同じ ようなものを得ることがで きない だろ

うか」 と述べている．こ うい う見解から酵母のPetit 集

落，ブ ドウ球菌のmutant ，嫌気性菌等（Gause 　1958　b，Dipaola

　＆ 　Rosenfield　1958，　1959）が抗腫瘍性物 質のス ク

リーニングに用いられ たがDipaola 　（1960 ）が利用価 値

のない実 験であるとして甚 だ悲観的 な見 解を示してい る

こ とからも明 らかな如 く，癌細胞 を用い るスクリ ーニ ン

グ法にま さる成績 は得られてい ない．さ てこの実験で問
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題 に な るTrypanosomatidae のkinetoplast は 元来janus

green　に染色され，　Feu］gen 反応陽性の 性質 を示

し， 電 子顕微鏡ではmitochondria に似た小器官として

認 め ら れ（Clark 　＆　Wallace，　1960），　7欠かαx翻 助・α

即jj・＆ag でも患 者から分離してまもない原虫ではチ ト

クローム系 呼吸酵 素が存在し，呼吸商も高い．しかし実

験に用い た原 虫のように 長い 間動物に 継代した 株ではFeulgen

反応陽性 の性 質は依然として続 くが，　mitocho－ndria

に含 まれる呼吸酵素はその活性 を失い， エネルギ

ー獲得 の方 法が一変 して解糖によっ てエネル ギー を得る

ように なっ てい る．さて，上述 の酵母や ブ ド ウ 球菌のmutant

ではこの実験で 見出 されたような 現象を何故見

出 すこ とができなかっ たのであろうか，彼等は薬剤の効

果 を呼吸欠損菌に対 する増殖阻 止作 用によっ て調べてい

るが，癌 細胞 に対 してのみ強い効果を示し，正常な細胞

に対し て影響 のない 薬剤が見出されていない癌研究の現

状 から考 えても， ただ呼吸 が傷害を受 けている とい う点

で呼吸欠損菌 を使 用し，それに対 する選択的な増殖阻止

効果 を期待 するこ とにより，これを抗腫瘍性物質 のス ク

リーニ ングに利 用しようと試 みることは無理な要求で は

ない かと思 われる．

さて，　Inoki　d　al．　（1960 ）の業績によっ て抗腫瘍性物

質 がTrypanosom α の形質転換を阻害する事 が見出され

たが，従来1 つ の化 合物に抗 腫瘍性と発癌性が証明され

る例が多 い所 から， この実験ではDAB お よびMAB

とそ の誘導 体の形 質転換 におよぽす効果が調べられた．

その結果 ，誘導 体の発癌性の有無が形質転換阻害効果

の有無 と一 致す る事 が明らかとなり，この実験方法が抗

腫瘍性物 質お よび 発癌性 物質のスクリーニ ングに利用し

得 る可能性 が示 された．それならばこの実験において，

どのような事 が発 癌性 物質の効果を調べるのに適してい

るのであろ うか，1） この実験は かros 耐 性を遒伝的指

標 とした形 質転換 であるが，これにお よぼす発癌性物質

の効果 を調 べるために 用い たDAB お よびMAB　 と

そ の誘導 体は原 虫の 増殖 を 阻止 する 効果がなく， またAK

型原虫 を誘発す る作用 もない ．それ故 形質転換 の実

験 にこれらの物 質を用いてもp －TOSによるAK 型 誘発

試験 を行 なわなけ ればその効果 を調 べる事はできない．

この ようにp －rosは実験方法の点で大 きな役割 を演 じて

い るが， さらにこ の実 験のために重 要な意味 をもっ てい

るのではないかと想定される もの とし て かros の発癌性

の問題 がある．す なわちy ）－rosはp －magenta として知

ら れる染料 として利用されているが，これ を取扱 う人々

に膀胱 癌を発生させる． この場 合，染 料製造の中間段階

で作 られる2 －ナフチル アミンが 重要 視されており， こ

れがN －ヒドロキシル化を受け て発癌性を示す ものと思

われる．従ってこの点で 冫・－rosはN －ヒド ロキシ体を重

要代謝産物 とする発癌性物質であ るDAB お よびMAB

と似 てお り，この ターros耐性 に関 する形質転換にDAB

お よびMAB とそ の誘導 体を作用 させてい るから， この

ような事 が実験成立の上で大き な要因 になっ てい るかも

知れ ない．2） 形質転換とい う遺伝現象ではrecipient

原虫 によるDNA の取込 み， 取込まれたDNA の複製

さら に形質 発現という段階 があ り，　DAB およびMAB

がどの時期 にその効果を発揮する かは明 らかで ない が，

いず れの時期 に作用 するにしても薬剤 は直接，原 虫に作

用 させる より形 質転換に際 して用いた方がその影響 は強

くあ らわれ，これらの薬剤の作用 も調べやす くなるので

は ない かと思 われる． しかもこの実験において遺伝的指

標 としてい るX・－ros耐性 とい う形 質は 夕－ros存在下 でも

こ れに抵抗 して分裂 を続けること ができる　kinetoplast

の特殊な分裂機 構に関係しており，この ような形質 に関

する形質転換 に対 しては元来，何等かの形で細胞 の分裂

と関係 をもっ と思 われる発癌物質がその作用を より強 く

発揮する のではない かと考えられる．以上 のようなこと

がこの実験 の成 立に関係しているものと思われる．なお

先に述べ た酵 母，嫌 気性菌 等を用いて抗腫瘍性物 質や発

癌性物質 をスクリーニングする方法以外に，溶原菌 を用

いて発癌性物質 をスクリーニン グする試みがあ り，こ の

方法 の可能性 はLwoff 　（1953）に よって最初示 されたが，Endo

　et　al．　（1963）は4 －nitroquino】ine　1－oxide　とそ の類

似体 の発癌性 の有 無と溶 原菌 に対するフ ァージ誘 発効果

の有無 とが一致 することを見出した．しかし，同じ水溶性

発癌物質で も例外 があり，また代表的 な発邯物質であ る

ア ソ色素や炭化水素系発癌物質 については無効である ．

さて，こ の実験で は用い た発癌性 誘導体の発癌活性 の

強弱が形質転換阻害作用 の強弱 に反映 されず，発癌活性

の弱い誘導体で も強い誘導体 と同様，形 質転換を完全 に

阻 害した．実験方法 の所 で 述べ た 如 く，　DAB お よびMAB

は懸濁液として用いてお り，原 虫に対 する作用 が

全 くな く，し かも誘導体 を完全 に溶解 する溶媒が右し存

在し，それ を使って実験 を行 なっ たならば同じ発癌性誘

導体でもその活性の強弱 によっ て形 質転換を阻害する最

少有効濃度 に差 を生じ るかも知 れない ．しかし，発癌活

性の強弱 とい うのはあくまでもラッテの肝癌形成を指標

としたものであ り， ラッテの肝 細胞 とT り ／’£jyja∫oma 原

（178 ）



虫 がDAB お よびMAB に対して同じ 膜透過性 をもっ

とは考え られない し， 細胞 内へ入っ ても同じ強 さの代謝

活性 があ らわれるとは思われない．したがって誘導体 を

完 全に溶 解して実験 に使用 しても発癌活性の強弱 が形質

転換阻害 作用 の強弱 に反映 するかど うかは疑問であ る．

む しろ 膜透過性 の違い を考えた場合，この実験において

特 記 され るべきことは7 大炉α77θ夕θma 原 虫とい う肝 細胞

とは全 く異なる 動 物細胞でし かもDAB お よびMAB

を懸濁液 として用い た形質転換において少しで も発癌性

のあ る誘 導体は総 て形質転換を完全に阻害し たとい う事

実であ る．このことは形質転換 の阻害あ るい は非阻害 と

い う発 癌性誘導体と非発癌性誘導体 の作用 の違い がこれ

・らの誘導 体の本来 の性 質によるものであって誘導 体の溶

解度な どの問題 が関与 したものではないこ とを示唆 して

お り，発 癌性 誘導体はそれが弱い活性の誘導 体であっ て

も非発 癌性 誘導体とは違っ た作用 をもち，そ の作用 と形

質転換阻害作用 との間にある関係が成立す るこ とを示し

てい る．

・ 結　　 論

7 欠かanosom £i　gambiense の7 ・－ros耐 性 に関 す る形 質

”　－　　　　　　　・
転 換 に お よぼ す 発 癌 性物 質 の 効 果 を 調 べ るた め に実 験 を

行 な っ た ． そ の 結果 ， 発 癌 性 物 質 と し て用 い たDAB お

よ びMAB とそ の誘 導 体16 種 類 の 中 ， 発 癌 性 が認 め ら

れ てい る誘 導 体11 種 類 はい ず れ も 形 質 転 換 を 阻 害 す る

こ とが 認 め ら れ た ． こ れ に 反 し 発 癌 性 が 認 め ら れ ない 誘

導 体5 種 類 は形 質転 換 の阻 害 効 果 を全 く もた な か っ た ．

擱 筆 に あ た り 終 始 ， 御 指 導 を賜 わ り， 御 校 閲 を 得 た猪

沐 正 三 教 授 に 深 甚 な る 謝 意 を 表 し ま す． な お ，　DAB 及

びMAB と そ の 誘 導 体 を 恵 与 し て 頂 き ， 数 々 の 有益 な

御 助 言 を 頂 い た 京 都 大 学 工 学 部 福 井 謙 一 教 授 に感 謝致 し

ま す． 又 討 論 を 賜 わ ， 御 助 言 を頂 い た 大 阪 大 学 理 学 部村

上 英 夫 氏 に深 く 感 謝 致 し ま す ．

本論 文 の 要 旨 は 昭 和35 年6 月 第29 回 日本 寄 生 虫学 会

册 会 に お い て 発 表 し た ．
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EFFECTS 　OF　CARTINOGENIC　SUBSTANCES　ON　THE　DRUG －RESISTANCETRANSFORMATION　IN　TRYPANOSOMA　1

Tadasuke　ONO

｛Depa Γtment　of　I？rotozoology，　Research　Institute　foΓMicr 。bial　Diseases，Osaka

び，卮。・jjり。Osaka ）

The 　occurrence　of　^＞－rosaniline　resistance　transformation　m　Trypanθsoma 　gambiense　wasreported　by　Inoki　and　Matsushiro　

（1960）　and　an　inhibitory　action　of　some　anti－tumor　substancesupon　the　transformation　in　the　protozoa　was　observed

by　Inoki，　Ono　and　Sakamoto　（1960）．　Iathe　present

paper　the　effect　of　cartinogenic　substances　such　as　DAB，　M：AB，　and　16　their　deriva－tives

upon　the　transformation　in　trypanosomes　was　investigated．

Eχperiments　indicated　that　DAB，　MAB，　and　l　l　derivatives　with　more　or　less　cartinogenicactivity　were　provided　with　an　inhibitory　action　on　the　transformation

，　while　no　inhibition　wasobserved　in　the　other　5　non

－cartinogenic　derivatives．　The　results　obtained　is，　therefore，　indica－tive

of　a　close　relation　between　the　cartinogenicity　and　inhibitory　action　in　these　drugs　tested．On

the　basis　of　the　results　reported　by　the　present　author　and　by　Inoki　et　al．　（1960）　it　may　bepossible　to　estimate

the　anti－tumor　or　cartinogenic　actions　of　given　chemicals．

In　addition，　neither　trypanocidal　nor　akinetoplastic　form　inducing　activities　were　observedin　drugs　used　in　this　study

．
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