
Arch Jap Chir 48 (4), 471～483, Juli, 1979 

グリオーマの生化学的研究

一－DBc-AMPの腫蕩細胞に対する役割を中心として一一

東邦大学医学部第2外科学教室（指導：粟津三郎教授）

長 津 貞 継

〔原稿受付：昭和54年5月10日〕

The Biochemical Studies on Glioma 

-The Analyses Round about Role of DBc-AMP in Tumor Cel.1-

SADATSUGU NAGASAWA 

Second Department of Surgery, School of Medicinl', Toho University. 
(Director : Prof. Dr. SABURo AwATsu) 

Glioma cells were studied by biochemical analysis for the purpose of chemotherapy of 

cerebral malignant tumors. As shown below, analysis of protein, nucleic acids, amino acids 

and lysosomal enzymes which are said to show peculiar movements as an intracellular enzyme, 

revealed that Ac-P. & B-Glu. showed a specific activity in cerebral malignant tumors and 

that they can be used as indicators of histological changes. Therefore, in patients suffering 

from astrocytoma Grade-IV, Dibutyryl adenosine-3, 5・cyclic monophosphate (DBc-AMP) 

was given. Using the above technique, biochemical changes in tumor cells were studied. As 

a result, Glioma cell divisions and growth were clearly arrested and it was shown that this 

chemical study has a high possibility of being used in the treatment of cerebral tumors. 

1. As astrocytoma spreads, total protein content decreases and soluble protein shows 

exactly the same tendency. 

2. Free amino acid 

Compared to normal brain tissue, in astrocytoma grade-III and IV, decrease in 

aspartic acid and cystathionine is characteristic. In addition, in astrocytoma grade-IV, 

glutamic acid and GABA decreased greately. 

3. Nucleic acid 

RNA in astrocytoma grade-III and IV showed over 50% increase and DNA, 6 to 7 
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Lysosomal enzyme, Non-operative therapy. 
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times more than that of normal standard. RNA/DNA ratio in astrocytoma grade-IV 

is 1. 23 and with increase in DNA content, the pattern of lowered RNA/DNA ratio 

was noted. 

4. Lysosomal enzyme 

With spread of tumor, both B-Glu. & Ac-P. activities increased, reflecting their 

changes in activities. Also, intracellular free activity was 75% of total. 

5. Change due to DBc-AMP administration Protein content increased approximately 30%, 

nucleic acids ; RNA, DNA, RNA/DNA ratio were lower and free amino acid values 

were all very colse to that of normal brain tissue. With lysosomal enzyme, Ac-P. 

activty was approximately 1 '6 and βGlu. activiity was held to 1/8 of normal. 

緒 号
一
回

脳腫蕩IC対する治療法は，良性腫蕩IC対する手術的

療法を除き，悪性脳腫蕩lζ対しては，手術療法lζ加

え，放射線療法，化学療法，免疫療法などを行なって

も充分に満足する結果を得るには到っていない．

そこで近年，あらためて脳腫蕩の化学療法に対する

基礎的研究の洗い直しが行なわれつつある．著者は脳

腫蕩の化学療法の基礎となる生化学的分析を，特ICグ

リオ マ細胞について検討した．すなわち，細胞構成

々分の分析，ならびに細胞代謝の面よりグリオー7細

胞の特徴を調べ，更に最近腫蕩細胞分裂に密接に関連

する細胞内酵素として注目されて点ているライソゾー

ム酵素の動態を詳細ICi:i！討した．

また，細胞分裂・増殖の際に，細胞内で特徴的な変

動を示すことから近年注目を集めている cyclicA:¥lP 

がグリオーマ細胞の分裂・増殖時lζ極めて特異な変動

を示すζとが， invitroの実験で報告され， さら

に Dibutyryladenosine-3’，5’－cyclic monophosphate 

CD Be一品IPと略す〕が培養条件下で，グリオ 7細

胞の分裂・増殖を抑制し，細胞内 cyclic-AMP濃度

を増加させる ζとが明らかとなった8,16)30)41>_

この様な現状から著者は DBc-AMPが invivoで

グリオ－＜細胞に如何なる影響を与えるかを，生化学

的にうj、析し，細胞分裂・増殖機構｛ご品接lζ関連する

Lysosome酵素への DBc-AMP ':UJ ';i1，を仏叫ゴ，iflt1J:cっ

き険芯し，グリオ－＜治療への応用の可能性について

研究を行なった．

実験方法

I ）試料の調整

a〕 人脳腫蕩組織は手術時摘出された直後，血液成

分を可及的速やかに清拭し，プラスチック容器中lζ密

封の上， 20°cで冷凍保存したものを用いた また摘

出組織の中で，組織学的検索で正常と思われる部分を

対照として用いた．

b〕 実験的外傷脳ラットのグリオージス組織は，全

脳摘出後冷却しつつ酵素調整用緩衡液で血液を洗作

後，灰白質のグリオーシス組織のみを30～50mg摘出

し試料とした．

］［）生化学的分析

A）核酸の定量

試料を4% Perchloric acid (PCA〕にて除蛋白後

Schmidt Thannhauserの変法39,Iζ従い，遊離アミノ

酸，核酸を分離抽出し， RNAはOrcinol酸，核酸を

分離抽出し， RNAはOrcinol法6',DNAは Burton

法3）により比色定量した．また蛋白質量の測定は

Lowryの変法27）によった．

1〕RNAの定量（Orcinol法〕6)

鉄ミヨワパン0.27g，オノレシン 0.4gを再蒸溜水［こて

lOmlとし，この 0.5mlに濃塩酸8.3mlおよび再蒸溜

水 1.2mlを加え試薬とし，試料lmlに対し 3mlを加

え， ioo0c,20分煮沸後， 目立101型光竜比色計を使

用して 670mμ で比色定量した．

2) DNAの定！日（（Burton法）3)

精製ジフェニールアミン0.6g，酢酸40ml，濃硫酸 lml

を混和し，乙れに稀釈 Acetaldehydeを加え試料2ml

lζ倍量の試薬を用いて 30°C, 20時間恒温温槽で反応

させ， RNA定量と同除lζ 600mpで比色定量を行な

った．

B）蛋白質の定量（Lowryの変法）21)

試薬 A: Na2 C03 lOg, NaOH 2gを再蒸溜水で
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500mlとする．試薬 B・ 2% Tartaric acid溶液，試

説、 C’1%Cupper sulfate溶液を作成し， A・B・c
各々 100:1:1の割合で混合液を作る．試料は pH=

7.3に調整した 0.32M, S'Ucてose液 1.5mlで

homogenizeし，その0.5mlを..A・B・C混合液3ml
と混和後， 10分間放置し， phenol試薬 0.15mlを加

え，更に室温で30分間反応させた後， 750mμ で比色定

量した．可溶性蛋自の定量は植村らの方法相｛ζょっ

fこ．

C）アミノ酸分画定量

遊離アミノ酸の定量は 43旨Perchloricacidで除蛋

白し，酸抽出して得られた試料を水酸化カリウムlζて

pH=7. 4 tζ中和した後，アミノ酸自動分析器（日本電

子製 JLC-6AH型）を用いて測定した．

D）ライソゾーム酵素の測定

りかGlucuronidaseの定量

Katoらの方法17）を利用して全活性（totalactivity) 

及び遊離活性 （freeactivity）を測定した．遊離活性

はpH=7.3,0.32M Sucrose 1.5ml IC.て homogenize

した約 50mgの試料の O.lmlを用いて． また金活性

の測定lζは 0.05%Triton X-100で homogenizeし

た試料O.lmlを用いて pH=4.5,0.2M酢酸一酢酸ナト

リウム緩衡液 0.35ml,p-nitrophenyl i9-glucuronidase 

0.05mlと混和し， 37°C4時間解置後，アルカリ試薬

として pH=l0.450.4M Glycine buffer 1.0mlを加

え， 10分間室温lζて反応後，再蒸溜水 3.0mlで稀釈，

2500 r. p. m. 15分間遠沈後 400mμ で比色定量した．

標準液には p-nitrophenolを用い，蛋白量当たり μg

数としてー11g/mg・Protein/hour－で表示した．

2) Acid-phophataseの定量

かGlucuronidaseの測定と同様の試料を用いて全活

性および遊離活性を測定した． King-Armstrong 法

の変法20>IC.従い， Citratebuffer (pH=4.8) 1.0ml及－＂

ぴフェニJレ燐酸2ナトリウムと4－アミノアンチピリン し

とにより作製した基質液 1.0mlを混和する． 37°C, 

60分間恒温反応させ，発色剤として特級フ占リシアン

化カリウム液（2.4g/dl溶解液）を加え， 2500r.p.m. 

15分間遠沈後，570mμ で被検液の吸光度を測定した．

標準液には Phenolphthalein液を用い，蛋白量当たり

の，，g数として表示した．

皿） DBc-AMP投与法（Table-3〕

dibutyryl 3’，5’－adenosine monophosphateを2市g/
kg• Body • weight/dayの割合で連続2～3週間，内

頚動脈持続動脈内注入法lζより投与することを原則と

じた．その後3週間休比した後，点滴静注法［とて2週

間を1クールとし，連日投写を行ない，.fl後30～45日
間隔で出米る限り長時聞にわたり，投与を継続した

実験結果

1)グリオーマ細胞の生化学的分析

ηる蛋白質含有量

総蛋白量は Kernohan分類19）の Astrocytoma

Grade-Iで湿重量当り 154～317（平均 247)mg/g, 

Grade-II裂で 83～789c平均と233)mg/g,Grade-ill型
でι0148～300c平均 19I)mg/g, Grade-IVで 93～284
（平均 142)mg/gと悪性度を増す毎にその含有量は減

少し，各々開きはあるものの明らかに差異を認める ζ

とができる．

一方，可溶性蛋白は各々湿重量当り39.3～40.2mg/g,

36.8～38.Smg/g, 34.1～35.9mg/ g, 31.6～33.Zmg/gと，

とれも明らかな分類による違いが認められた.(Table 

2) 

2〕遊離アミノ酸（Table-4)

悪性度の低い Gliomaを正常脳組織に比較すると，

グルタミン酸，チスタチニオン， GABAが著明な低

下を示し，グリシンが逆lζ軽度の増加を認めたが，他

のアミノ酸には変化はみられなかった． ζれをGrade

Eの8例とで検討すると， アスパラギン酸， チスタ

チオニンが著しく低下するが，グルタミン酸，アラー

ン， GABAは有意差なく，夕、ノレタミン．クリシンは

逆lζ増加の傾向を示した更に， GradeIVのB伊！と

比較すると，アスパラギン酸，チスタチオニンが同様

lζ低下すると共IC.，グルタミン酸及び GABAが著し

く低値を示した．グリシン，アラニンは軽度の上昇が

みられた．

3）核酸（Table-5)

AstrocYtoma について対照群と対比しつつ，蛋白量

当たりの含有量を測定した.RNAについてみると，

Grade Iで 1,13mg/g,Grade-IIでは軽度減少して

0. 79mg/ g, Grade-illでは 2.55mgg, Grade-I¥＇では

2.66mg/g と悪性度の高い腫療では対照群IC.比して約

50%以上含有量が増加していた．

。NA’は悪性度の低いものでは，余り変化を認めな
いが， Grade-ill, ［＼＇では各々 6倍， 7倍と高値を示
した．

これらを単位細胞当たりの含有量として， Rl¥'Ai

DNA ratioをみると， 対照群5.40に対し Grade-ill

では 1.82,Grade－！＼＇では1.23と R!¥'A吊が相対的に
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Table 1. Protein c0ntent in human brain tumors 

Tumor 

Astrocytomas (Experimental No.) mg/g wet weight (mean values) 

Grade I ( 9 cases) 154-317 (247) 

Grade II (15 cases〕 83ー789〔233)

Grade III 〔13cases〕 148-300 (191〕

Grade IV (12 cases) 93-284 (142) 

Benign Tumors 

Meningioma (12 cases〕 55-372 (160) 

Hemangioblastoma ( 4 cases) 105-176 (142) 

Pituitary adenoma ( 2 cases〕 96-112 (104〕

Acoustic neunnoma ( 2 cases〕 235-274 (255) 

Malignant tumors 

Pinealoma ( 4 cases) 102-338 (212) 

Ependymoma ( 4 cases) 51-143 ( 92〕

Medulloblastoma ( 2 cases〕 633-735 (685〕

Table 2. Soluble protein content in human 

astrocytoma 

Table 3. Method of dibutyryl 3', 5’－adenosine 

monophosphate (DBc-AMP) administ-

rat10n 

I. Injection into the internal carotid artery 

continuously 
Astrocytoma 
(Cases) 

Grade -I (4) 

Grade -II (4) 

Grade ・III14) 

Grade -IV 14) 

Conditions 
(Cases) 

Astrocytoma 
Grade -III (8) 

Astrocytoma 
Grade -IV (8) 

Grade -IV (8) 
(DBc-AMP treated) 

Normal (5) 

Soluble protein 
(mg/ g wet weight〕

39.3-40.2 

36.8-38.8 

34. 1-35.9 

31. 6-33. 2 

dibutyryl cyclic-A恥1P. 

2 mg/kg body weight/day during for 

2-3 weeks 

injective speed : 5 ML/ 24 hours 

II. Intravenous injection 

dibutyryl cyclic-AMP : 

2 mg/kg body weight/day for 2 weeks 

injective speed : 500 ml 2 hours 

Table 4. Amino acid content 

ASP. 1e1u. NH2[ GLU. i GRY. ALA. CYST A. I GABA 

i 1. 03 

(1 

0.54 

(1 

11. 18 

4.69-9. 75 

(7.87〕 (2. 73〕（2.22〕（0.91 I (1. 62) 

1. 10-4. 21 0.98-4.38 0.59-3.68 0.30-0 . .+8 

〔4.46）〔2.18) 〔2.66〕 (2. 68) (2. 14) (0. 39) 

吋叫削…刊叶s叩「汁m「；011恥…泊I＇同一…招叫山…2.2叩2田3↑2船町0. 
( 4. 95) (2. 87〕（1.61) (1. 66) (2. 05〕（1.14) 

112.山山3.53 6. 35 I 6. 4日 27I 0.目.37 I 1.15 2.紅 2.59-4. 35 I 1. 38-1. 94 

! (3.凶！ C4. 94) I c1. 86〕 Ici. 47) I ci.間 I(3. 47) I (1.附
(μ moles/ g W芭tweight) (mean values) 
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Table 5. Nucleic acid content in astrocytoma 

RNA 1vレ~hie民i~~A RNA/DNA 
Conditions 〔Exp.No.〕 1

mf~~a~ 
Ratio 
〔mean)

0.65-2. 18 
Grade I (5) 

(1. 13) 

0. 43-1. 14 
Grade II (7) 

(0. 79) 

2. 18-4. 12 
Grade III (8) 

(2.55〕

1. 05-4. 10 
Grade IV (8) 

(2.66) 

Grade IV (8) 
1. 30-3. 47 

(DBc-A恥iPtreated) 
(2.41) 

1. 56-1. 68 
Control (5) 

(1. 62) 

Table 6目 Acidphosphatase activity in human 

brain tumors 

Astrocytomas (Cases) 

Garde I ( 4) 

Grade II (12) 

Grade III (12) 

Grade IV (11〕

Benign tumors 

Meningioma (12) 

Hemangioblastoma ( 4 ) 

Pituitary adenoma ( 2 ) 

Acoustic neurinoma ( 2 ) 

Malignant tumors 

Pinealoma ( 4 ) 

Ependymoma ( 4 ) 

Medulloblastoma ( 2 ) 

ug/mg protein/hour 
(mean values〕

114. 4-274. 4〔194.4)

63. 6 245. 8 (140. 6) 

125.0-463.3 (310.4〕

69.1-785. 6 (411. 3〕

18.0-366.9 (144.8) 

105. 4-299. 7 (170. 7) 

93.8-182. 7 (138.2) 

11. 0-17. 5 (14. 2) 

335. 3 630. 0 c 421. 3) 
41. 9-189. 9 (106. 0) 

103. 9-108. 8 (106. 4) 

減少していた．一方，実験的lζ作製したラット脳の反

応性細胞増殖を示しているグリオージス組織 1ヶ月

目のものと対比すると， RNA ・ 2.34, DNA . 0.83, 

RNA/DNA比： 2.82と含有量は腫蕩細胞分裂組織と

は異なり，高値を示さなかった．

4）ライソソーム酵素（Table-6,7) 

0.31-1.07 0.61-2. 10 

(0.69) CL 63) 

0.09-0.61 1. 87-4. 78 

(0.35〕 (2. 24) 

0. 72-3.53 0.90-3.22 

CL 79〕 (1. 82) 

0.63-5.20 0.69-2.62 

(2. 16) (1. 23〕

0. 89-1. 89 0.68-3.89 

〔1.45〕 〔1.95〕

0.29-0.31 5. 17-5.63 

(0.32) (5.40J 

Table 7. Beta-glucuronidase activity in human 

brain tumors 

Astrocytomas (Cases) 

Grade I ( 4) 

Grade II (12) 

Grade III 〔12)

Grade IV (11) 

Benign tumors (Cases) 

fyfeningioma ( 12J 

Hemangioblastoma ( 4 ) 

Pituitary adenoma ( 2 ) 

Acoustic neurinoma ( 2 ) 

Malignant tumors (Cases) 

Pinealoma ( 4 ) 

Ependymoma ( 4 ) 

Medulloblastoma ( 2 ) 

r1g mg protein/hour 
〔meanvalues) 

6. 4-15. 9 (11. 0) 

2.3-17.9 c 7.5) 
2.4 39.6(22.1) 

11. 1-66. 2 c 40. 8) 

2.0-25.4 (10.6〕

29.9-46.6 (35.0) 

7.8-15.6 (11. 7) 

3.2-5. 1 ( 4.2) 

12. 5-20. 6 (17. 7) 

5. 7 19. 8 (12. 5〕

9. 1-12. 9 (11. 0〕

数種類のライソゾーム酵素について人脳腫蕩組織

を試料として検討した結果，特徴ある所見を呈した

Acid-phosphatase(Ac-P), p-Glucuronidase（月一Glu.)

の2種の水解酵素を取りあげた．

a) Astrocytoma 

Kernohan分類に従い，組織学的に診断し得た試料
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Table 8. Effect of DBc-AMP treatment on lysosomal enzymes 
(Astrocytomagrade-IV) 

Acid-phosphatase I Beta-glucuron川崎se Pro函In
mg/g wet weight 
(maen values) 

μg/mg protein/hour I μg/mg protein/hour 
(mean values) I (mean values) 

Conditions 

Non treated 
(8 cases) 

DBc-A:¥1P treated 
(8 cases) 

69. 1-785. 6 ( 411. 3) 11. 1-66. 2 (40. 8〕 93 284 (142) 

33. 4-136. 4 ( 66. 4) 2.2-8.8 ( 4. 7〕 60-298 (156) 

Table 9. Lysosomal enzymes activity in astrocytoma (Grade-IV) 
。fhuman brain 

T玩;fact而ty
ug/mg protein/hour 
(mean values〕

Free ac白石ty
1ig/mg protein/hour 
(mean values) 

Beta-glucuronidase 1 45.2-64.8 
cs2. 1〕

38. 5-41. 7 
(3θ. s) (5 cases〕ホ

Acid phosphatase ' 105. 6-121. 9 I 84. 1-94. 1 
(5 caseが i ciu. 7) I (87. 6) 

本Thesecases were maesured in another samples of astrocytoma grade-IV. 

のみを用いた．

Acid phosphatase (Ac-P）は全活性でみると平均

値で Grade-I : 194.4(1g/mg・Protein/hour,Grade-
II: 140.6, Grade-ill 310. 4, Grade-I¥' 411.3 と

悪性度が高くなるにつれ活性値が上昇している． (3-

Glucuronidase 0-Glu. 〉は平均値で同織に， Grade-

I :]11. 0 Grade-II: 7ムGrade皿： 22.1, Grade-I¥': 
28.8 と Ac-P値と同じ傾向を示し， Grade-I¥'は

Grade I lζ比し2倍以上の活性値上昇を認めた し

かし， Ac-P値各群の変動は悪性化するに伴なって，

その活性値のばらつきが大きくなっており，その傾向

は，；－Glu.についても問機であった． ζれらのうち， 5

例について臆蕩組織に多く存在する遊離型活性を検討

した. Ac-Pでは全活性平均値 111.7Iζ対し 87.6μg/ 

mg• Protein/hourと78%を占め， JGlu.も同様に全
活性平均値52.71ζに対し 39.81tg/mg • Protein/hour 

と75'}bを占めるととが判明したー

b〕 その他の脳腫蕩

Hemangioblastoma, Pinealoma は両酵素とも高値

を示し平均で前者は，i-Glu.: 35. 0，後者は Ac-P.:

421.3μg/mg・Protein/hourと各々 Grade-I¥'よりも
更に高値を示した.Meningiomaは典型的な良性腫蕩

であるが，その活性値は各種の脱腫鎖中ほ y，中間位

lζ属する．しかし，先lζ述へた Grade-I¥'11::みられる

如く， Ac-P 18. 0～366. 9, ,;-GJu. : 2. O～25. 411g I 

mg • Protein/hour と試料により著しし、ぱらつきがみ

られ，上限値は下限値lζ対し Ac-Pで20.4倍， P-Glu.

で12.7倍と言う変動幅があった．今回検討した各種

脳腫蕩の中でも生命予後の極めて不良な Medullobla・

stomaの2例は，共lζ小児より得た組織であるが，

Ac-P ．平均106.4, ,3-Glu.：平均11.Oμg/mg •Protein 

/hourと Astrocytoma lζ比べると，ほ Y Grade-I 

lζ相当する程度の活性を呈したに過ぎなかった更

に， Ependymomaも比較的悪性度の高い脳腫蕩と看

倣されるが，やはり Grade-I に類する値を示した．

一方，良性腫毒事である pituitaryadenoma は Ac-P

138.2, }-Glu : 11. 7 と前二者よりや〉高めの値を得

た． しかし acousticneurinomaでは両酵素とも著明

な低値を示した．

i)臨床的検討 一一Dibutyryl3', 5’－ adenosine 

monophosphate (DBc-AMP）の効果について

(Table-8) 

1)蛋白質含有量の変化

非投与群8例平均：23mg/gwet weight lζ対し，

DBc-AMP投与群8例平均 156mg/g wet weightと

約30%の増加を示したが，やはり試料によるぱらつき

が多くみられた．

2〕 遊離アミノ酸構成の変化（Table-4,Fig.ーl,2) 

一般に悪性化する腫蕩組織では前述の様に，アスパ

ラギン酸，チスタチオニン，グルタミン量産，GABA等



477 グリオーマの生化学的研究

Nontreated Astrocytoma Grabe IV 

Treated Astrocytoma Grade IV 
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Amino acid contents were determined by the amino acid autoanalyser. 

Effect of DBc-AMP Treatment on Amino acid Fig. I. 

の低下，グルタミン，グリシン，アラニンの増加等の

ノfターンを示すが， DBcAMP投与群では GABA,

グルタミン，クリシン，アラニンは正常脳組織と近似

した値を示し，正常化への傾向を強く伺わせた．

3) 核酸への効果（Table-5)

非投与群6例の平均lζ対し， DBc-AMP投与群で

は極めて特徴的な変化を示し， RNA,DNA, RNA 

DNA比は，いずれも低値を示した．

4〕 ライソゾーム酵素の変化（Table-8〕

Ac-Pは全活性で，非投与群平均 411.3,ug'mg • 

Protein/hourであるのに対し， DBc-AMP投与群は

平均66.4μg/mg・Protein/hourと約l.'6の活性抑制が

みられた. B-Glu.では非投与群平均 40.8μg/mg• 

Protein/hour lζ対し， 4.711g/mg• Protein/hourと約

1 8のi百性（氏下を示した．

ASP. 

GLU. 

Fig-2 

CYSTA. 

!!I!lEコNon-treated Astrocytoma Grade -IV 
亡コ TreatedAstro叩 omaGrade -IV 

by DSC-AMP 

Circle means normal average of each 
amino acid CONTENTS 

Fig. 2. 
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考按

I）腫軍事細胞悪性度と酵素活性変動

細胞内の機能IC対応して代謝系を調節する酵素が

細胞内頼位の 1つに含まれているζとから， Ribonu-

clease, Deoxyribonuclease, Cathepsin, ,9-Glucuroni-

dase, Acid-phosphataseの水解酵素を Lysosome酵

素と命名し生化学的ICその存在を明らかにしたのは

C. de Duveら引の業績である．翌年， Novikoffら3引

と共lζP• V • P-sucrose homogenateから microso-

mal membraneよりは遥かに小さい 56x76Aのdense

bodyを電顕的lζ確認し，これが Lysosomal頼位であ

るζとを同定するに到り，形態学的な解明はもとよ

り，酵素化学領域における研究は長足の進歩を遂げる

ζととtJっfニ

A) ;3-Glucuronidase 

1961年 Allen"は各種の脳腫蕩について，かGlu，活

性を測定した結果，一般的IC~c 'f化型腫湯が，より分

化した腫蕩lζ比べすべて高値を示すとは言えないが，

Astrocytoma lζ関しては， Kernohan分類で悪性度を

増す毎iこ明らかな高値を示すととを認めた その詳細

な分析により，各腫蕩lζ応じて活性変動を示したと報

告した．即ち Grade-I¥ >Ependymoma>Medulloblas-

toma>Grade-III>Meningiorr】a>Grade-II> Grade 

Iの順に活性は低値を示し，乙れは奇しくも著者の成

績と一致するものである.(Table 7) 

今回， tJ照とした全脳腫場組織の酵素活性をみる

と，最も低値から最高値までに広く分布するのは，や

はり Astrocytomaであり， 2.3～66.2μg/mg • Protein 

/hourと聞きがある． ζれは Lehrer25lの Glioblastoma

multiforme 2例の組織で6～30倍の酵素活性の違い

が存在した給果と同織の傾向を示した． ζの理由とし

て Glia細胞の増殖期には通常 11-Glu. 活性の増加が

認められるので， ζれらの腫湯の成長の度合と何らか

の関係があるのではないか，と述べている． 事実，当

教室の佐藤:is.，ζよれば，ラッ ト脳の切戯実験で術後第
5病日を頂点とする著しい ,B-Glu. の活性上昇と30日

以上持続する高値を証明している．

ζのような活性値の変化を Mullan28＞の悪性度分類

を応用し，所謂良性・悪性に分け検討した． Heman-

gioblastoma は平均 35.0pg/mg• Protein/hour と著

しい高値を示す例外的良性腫蕩であり，とれを除いた

Meningioma, pit山taryadenoma, acoustic neuri-

nomaの良性脆蕩群は平均 8.8pg/mg• Protein/hour 

であるのに対し， Pinealoma,Ependymoma, Medulla・

blastomaの悪性臆蕩群の平均は 13.7μg/mg・Protein

/hourであり，約1.6倍の差が存在する． ζの事は一般

に分化の程度が進んだ腫蕩では低値を示し， 未分化な

腫療では高値を示す傾向があるのではないか，と一応

言い得る嫌である．

B) Acid-phosphatase (Table 6) 

一方， Ac-Pは変性lζ関して良い指標とな｛；，とす

る数編の報告があるが引23閣に それらは全て組織化学

領域のものであり，生化学的検討を主とした論文は僅

かである37J45J46) 且つ，いずれも未だ酵素活性変動の

機序と変性との相関性を明確にするには到っていな

今回，著者の得た Ac-Pの結果は，先lζ述べた ，i-

Glu. 以上lζ悪性度および腫蕩組織の違いに相関する

活性値変動が得られた．即ち，前者lζ倣い列挙する

と， Pinealoma>Grade-IV>Grade-][ > Grade-I> 

Hemangioblastoma>Grade-II >Meningioma>pitui-

tary adenoma> Medulloblastoma> Ependymoma> 

acostic neurinomaのJI買となる． } Glu. で高値を示

した Medulloblastoma及び Ependymomaは軽度の

上昇に留まっている.Astrocytomaは分化の程度によ

り明瞭に活性値の変化を示し， Grade-I・E群lζ比し

Grade-III • IV群では明らかな活性上昇が認められ，

,B Glu.と問機の傾向を示した．

ζれは Wollemannら相の結果とほ Y同様の傾向を

示した．一方，河島ら18）らは腹蕩の悪性度と酵素活性

変動とは相関しないとしている．著者のデータを晃て

も脳腫蕩組織は形態的にも極めて変化IC富み，病理学

的lζGrade-illlζ属すものでも， その部位によって活

性値は異なり， 又測定方法や処置方法によっても影響

されるものである為，結論的評価は慎重を要する．し

かし， Grade-I • II群と Grade-ill • I＼＂群との活性値

の差異は明らかである．

acoustic neurinoma 2例では極端な低｛直を示した

が， Wollemannら45',Mullerら加は活性の上昇があ

ったとしており， Lolova ら加も組織化学的IC血管周

囲の偽黄色腫細胞に驚く程濃厚に染色した，と報告し

ている．しかし，活性上昇は殆んど無かった9)18’とす

るものもある． ζの傑な差異が生じたのは試料として

聴神経より発した臆蕩だけでは無く，それ以外の神終

鞘腫をも含めている ζとが，その理由かも知れない．

Pinealoma 4例では，平均した高値を示したが， h

I重湯でのこれに比較すべき結果は未だ報告を見ない．
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本酵素を二群lζ分ち，平均値を各々求めると，良性

腫場群は117.0μg/mg• Protein/hour，悪性臆蕩群では

211.2月 ’mg・Protein/hourと前者lζ比べ1.8倍の活性

上昇を示し， /3 Glu.と同様各種脳腫蕩の特徴を比較的

良〈反映する， 7)<解酵素であると考えられる． Ac-P 

lζ関して比較される報告をみないが， AllenのPGlu. 

を検討した結果とも非常に良く相関するととがわか

る.40数種類のライ ソゾーム酵素のうち，臨床的lζ脳

腫場組織の種類，更に悪性度を良く反映するものとし

てかGlu.が取り上げられていたが，著者の研究では

Pinealoma, Medulloblastoma, Pituitary adenoma, 

acoustic neurinomaなどでの Ac-Pが比較的平均し

た活性値を示したことは， /3-Glu. と同様lζ重要な

Lysosome酵素であると言えよう．

I) Lysosome醇素の活性型の相違（Table-9)

一般に腫蕩組織内のライソゾーム酵素は，遊離型活

性が極めて高い値を維持しているものが多い．又，損

傷或いは炎症時lζ細胞内でライソゾーム酵素は結合型

活性が著明に上昇し，それらの障害が除かれた後は急

速に活性が低下し正常嫁にもどることも確かめられ

ている．正常脳組織の細胞分裂時におけるライソゾ

ーム酵素変動については，野口ら34）はラット小脳の

D Nase, DNA-polymeraseを測定し，神経細胞やグ

リア細胞の分裂期Iζ酵素活性変動があるととを報告し

ている．清木ら40Jは新生仔ラット脳の発育lζ伴なう

/3-Glu. Ac-Pを経時的lζ検討し，酵素活性の発育lζ

伴なう変動を詳細に報告している．

Lysosome酵素は，同一酵素iζ2種の存在機式を有

している．細胞が正常な状態にある時，細胞質中l乙遊

離して存在する部分があり，とれを測定したものが遊

離型活性又は Freeactivityと言われるものである

Lysosomeの膜構造は極めて敏感で，種々の細胞条件

や外力lとより透過性充進や膜損傷を受け易く，膜iζ存

在する restingstage lとあった Lysosome酵素が遊離

され，活性化される．とれが全活性又は totalactivity 

と呼ばれ，生化学的には TritonX-100などにより賦

活させて測定している．

正常ラ ット脳組織でかGlu.,Ac-Pを全活性，遊

離活性で測定した結果は既lζ報告したが，遊離型活

性が約50%を占めた．又，佐藤38）が報告している通

り，損傷脳におけるライソゾーム酵素活性は明らかに

repairing enzymeとしての働きを示し， restingstage 

にあった結合型活性（全活性より遊離活性を差引いた

部分〉が著明な高値を示し，しかも修復lζ伴なって正

常値へと復する ζとも明確となった．著者の検討した

脳腫湯組織では，前二者とは全く異なった態度を示し

た．全活性は正常の数倍より10数倍と増加している．

遊離型活性は80～90%を占めており， ζの傾向は／3-

Glu., Ac-Pいずれも同様であった．しかも，損傷脳

や発育過程の脳組織と異なり，余り消長は無く，常lζ

高値が持続するのが特徴であり，正常化への推移は全

くみられなかった．今回の結果より，腫蕩細胞分裂時

におけるライソゾーム酵素の存在様式は遊離活性であ

るζとが，腫蕩細胞にとって必要条件となっている嫌

である．機能的にも“細胞損傷時における repairing

mechanism lζ密接に関連する働き”として捕えられる

ライソゾーム酵素の機能の他IC，本来は restingstage 

におかれるべき部分の酵素が何らかの細胞内環境の変

化によって活性化され，しかも誘導され，かつ合成さ

れ続けると言う新たな細胞環境ができ上ったのが，腫

場細胞であるとの現象が得られた．細胞分裂・増殖の

機憶にライ ソゾーム酵素が同一酵素でありながら，明

らかに異なった2つの存在棟式（遊離型と結合型）を

とって関与しており，しかも正常細胞分裂と異常細胞

分裂，即ち腫蕩細胞分裂とで存在様式型の比率が明ら

かに異なるととが証明できたととは，分裂・増殖機憾

の解明につながるものと考えられる．

JI)蛋白質含有量（Table-1)

Gerhardtら引によれば， Gliomaでは良性，悪性

の区別無く，蛋白質含有量は増加しており， Medull-

oblastomaでもその傾向があったとしている.Paoletti 

ら361は Meningiomaで Albuminの増加を指摘して

いる．著者の成績では総蛋白量でみると， Medullobla・

stoma の著しい高値を除いて約 100～250mg/g•wet•

weightの範囲にある．此処で注目したいのは Astrocy-

to ma における含有量の違いである. Grade-I平均

247mg/ g·wet•weight IC対し Grade-IV平均142mg/g

•wet •weight と 50%以上減少している ． 一般に脳組織

に含有される蛋白質は，脂質・多糖体などと殆んどが

結合した形で存在し，更に酸性蛋白が多い為，方法に

よって回収率IC多少の差があるが，悪性度との逆相関

が認められた点は重要であろう．しかし，他の悪性腫

蕩群と良性臆場群とを比較すると， 各々平均152.0, 

165. 3mg/g • wet • weightと有意差は認め難い．

細胞憐成々分のlっとして取り上げた蛋白質は，総

蛋白量として考えるときには，腫蕩の悪性度との十II

関は症例に応じて異なり，その主たる原因が個々の

edemaなどに強く影響されると考えられる．よって
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酸可溶性部分としての分析や電気泳動による各分画と

を，同時に検討することが必要であろう．

I¥ ）核酸（Table-5)

蛋白合成における核酸の役割が注目されて以木、脳

腫蕩組織の核酸lζ目が向けられたのは Heller ら11）が

正常脳と極蕩とのDJ¥'Aを測定したととが大きな契機

となった．彼らは， Gliomaの DNA量が悪性度に

lζ比例して上昇するζと， また Meningiomaで高値

を示すζとを確かめた．其後，正常脳組織と脳腫蕩組

織とを検討した報告が相次いで発表されている 5)12)24)

33）が，いずれも Gliomaで DNA含有量の上昇を認

めている．

D:'-JA量の増加を蛋白質含有量当たりで，検討する

と， GliomaのGradeが進むにつれて，明らかにDNA

は増加を示し，悪性度と良く相関する ζとがわかる．

Hellerら111も，malignantGliomaと benignGlioma 

とを細胞単核当たりのD.:'-JA量で比較し，明らかに悪

性腫蕩群lζ増加を認めた 又，良性腫蕩の Menin-

gioma iζも増加を認め，良性腫湯では細胞密度の高い

腫望書が，悪性腹蕩では旺盛な細胞増殖をしている臆蕩

が，各々高値を示すと考えている．

R'.'¥A含有量（ま D'.'¥Aとは多少異なった傾向を示し

た Grade-IVで 2.66mg/g·wet•weight と高値を示

したが．対照群及び Grade-Ilζ比し著しい差では無

い．一般に悪性腫湯では比較的高値を示す傾向がある

僚に恩われるが， Grade-IVでは最も低値を示した例

も報告されており， D:>JAの変化に見合う程の変動は

無いと考えられる．従って悪性化の段階を R~A ’

D:¥A比で示すと，悪性度の高い組織程ζの比は小と

なり， DNA含有量の増加を伴なった RNA1DI¥A比

の低下は腫蕩組織に特徴的であると述べた Cohenの

命題5）は，明らかにζの結果を裏付けており，悪性化

する麗蕩，殊ICAstrocytoma において，その程度を弁

別する乙とができるように恩われる． そして， R);A 

・DNA共に悪性度が高く なるに従い，その含有量が

増加し D'.'¥. .＼でその傾向が顕著である．即ち腫蕩が

悪性化するに従い， DNA［（＇（が増加する様であり，極

めて有用な生化学指僚であると考えられる．

n遊雛アミノ酸構成（Table-4)
Wenderら44）は正常脳組織と比較して Gliomaで

cystineの減少と phenylalanineの増加とを報告して

いるが，組織診断および悪性度との相関は無い様であ

るー 本研究では Grade-I＼，でグノレタミン散と GABA

の著明な低下と，グリシン・アラニンの怪度上昇があ

り， Grade-IIIでアスパラギン酸，グリシン，グルタ

ミンの増加とチスタチオニンの著明な低下を認めた

が，各症例lζより幅がある機であった．

脳組織に特有な高値を示すクソレタミン酸が， GABA

と共lζ悪性脳麗蕩で著しい低下を示した点は，細胞分

裂増殖の盛んな悪性新生物の細胞内アミノ酸の代謝的

特異性を示唆するものと考えられる．

以上の結果より，脳臆場組織において悪性度分類lζ

対応する一定の特徴を見出すζとはできないが，正常

中枢神経系組織に特異的高値を示すζれら遊離アミノ

酸lζ明らかな構成々分分布の変化が認められた ζと

［士、注目すべき事実であろう．

11) DBc-AMPのグリオーマ細胞への効果

とれ迄，脳腫蕩組織について神経化学的分析を進め

て広たが，治療に難渋する Grade-IV8例IC腫蕩摘出

術後，或いは再発前または深部の腫蕩摘出不能例lζ，

非手ft）的治療として DBc-AMP療法を行った結果を

まとめた.DBc-AMPは Glioma細胞の分裂培殖を

抑制するのみならず， 未分化細胞をより分化した細胞

へと変化させ，更には腫蕩細胞の特異な細胞内代謝を

正常化させる傾向を有する10)13Jl5Jl6J30)41)，と報告され

神経化学領域，脳神経外科でも一躍脚光を浴びて，脳

腫湯治療剤として期待されている Dibutyryl3九千

adenosine mono-phosphateを臨床応用し，前述した

生化学的実験項目の検討を行なった．治療群は関頭術

後， 本剤を計画投与し得た8171］である．

Glioma細胞内で高値を維持するライ ソゾーム酵素

に対して如何なる影響を及‘ますか，について検討を行

なった（Table-8）.ライソゾーム酵素は脳の発育に伴

なう細胞増殖や腹蕩細胞増殖等の際lζ，活性値が上昇

する ζとは確実となった．それらの細胞に直接作用す

る DBcAMPを投与するζとにより，細胞内で高度

lζ活性化しているライ ソゾーム酵素に対して，どの様

な効果を及iましているかは，ライソゾーム酵素が細胞

分裂機構の重要な因子とも考えられる為，興味がもた

れた．

DBc-AMPを投与した8例は非治療群8例lζ比へ

λc Pで 66.411g "mg • Protein；’hour (15. 4%), ,9-Glu. 

では 4.7μg/mg・Pratein/nour (11. 5%) と予期した

通り著明な活性値の低下を恥し‘いずれも今回検討し

た脳腫蕩組織中，最も低値を示すクノしープlζ属すとと

となっプこ

これに比し，蛋白含有量は非治療群の10%上昇した

にとどまったが， Grade-Iは Grade-IVlζ比べ約75%
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含有量が多いととから考えると，との増加はやはり薬

物投与による細胞内での変化の1っと考えるζ とがで

きる様に思われる．

一方，核酸についてみると（Table-5),RNA, DNA 

共に Grade-I及び IIよりもやや高い程度の値とな

り，各ャ平均2.4lmg/ g•wet•weight, 1. 45mg/ g•wet• 

weight, RNA/DNA比1.95を示し，いずれも DBc-

AMP投与により非治療群との差を認め，高度に抑制

された値を示したζとは，極めて注目すべき事実であ

ろう．

更に，アミノ酸織成の変化をみると ＼Table-4,Fig, 

-1, 2〕， Grade-IVで低下していた GABAは 1.14μ 

Mole/gと明らかに増加，グリシン・アラニンは 1.61. 

1. 66μMole乍と各々ほぽ正常範囲迄減少しており，

アミノ酸情成の面からも正常化への変換が想定され

Heidrickら10）は各種の腫蕩細胞の組織培養実験で

DBc-AMPをそれらに作用させ， 70～89%増殖抑制が

みられた一方で，正常細胞は僅か13%しか抑制されな

かったとして，正常細胞への影響は著しく弱L、ととを

確認している．

Hsieら13）は腫蕩性の線維芽細胞に DBc-AMPを作

用させた所，正常な細胞と見分けがつかない形態とな

り，正常な増殖形態lζ戻った乙とを見出している．

これら細胞の形態学的変化は DBc-AMPが腫湯細

胞を正常細胞の性格lζ近づける作用を有することを証

明したが，著者のライソゾーム酵素を始めとする生化

学的分析は，生体内でも確実にその作用が発揮されて

いるζとを明らかにしたものと考えられる．一般に

glioblastoma multiforme は摘出術を行なった後にお

しそ，半年前後lζは再発がしばしば観察されるが，臨

床的IC内頚動脈内持続動注を行い得た症例では，現在

もなお再発無く経過している例が多々あるととをみて

も，その治療効果の有意性が充分に示唆される．

しかし，一応症状の寛解は得られたものの，ライソ

ソeーム酵素活性は来だ正常値の2～3倍の高値が維持

しているのは，如何なる理由によるものなのであろう

か．僅かな腫蕩組織で細胞分裂が残存している為のラ

イソゾーム酵素活性の上昇なのか，或いはまた，今回

のデータにみられた様に，遊離型活性と結合型活性の

分布の相違lζ起因したものなのかは，不明である．

又，腫蕩細胞でみられた10数倍の高活性を示すライソ

ソーム酵素の働きは，経蕩細胞の分裂増殖の原因とな

っているのか，結果なのか．しかもとの現象が，細胞

内 cyclic-AMP濃度IC影響を与える DBc-AMPIC 

よって，明らかに抑制を受け，形態学的にも分裂・増

殖が静止ないし停止する乙とは，細胞内 cyclic-AMP

代謝とライソゾーム酵素との相関が，細胞分裂増殖の

重要な因子である ζとに間違い無いものと推測され

る．

もし，腫湯細胞内ライ ソノーム酵素活性を正常レベ

ルlζ保つζとができるならば，腫場細胞の増殖は止ま

り，ひいては消滅乃至正常細胞化への可能性が引き起

されるものと期待される．

乙の様な推論が正しいとするならば，今後は DBc

AMPを用いた臨床治療の方策が大いに検討されるべ

きであろう．

結語

脳腫蕩の化学療法の基礎となる生化学的分析を，主

としてグリオー7細胞ICついて，下記の各構成々分を

検討した．またζれらの結果から，臨床的にDibutyryl

adenosine-3', 5' -cyclic monophosphate (DBc-A:VIP) 

の応用を試み，それによって得られた成績は以下の通

りである．

1.総蛋白質量は Astrocytomaで悪性度を増すに従

い，その含有量は低下し，可溶性蛋白も全く同様の傾

向を示した．

2. アミノ酸分画

正常脳組織に比較すると Grade-III,IV共iζアスパ

ラギン酸，チスタチオニンの低下が特徴的であり，且

つ Grade-IVではグルタ ミン酸， GABAが著しく低

下していた．

3.核酸

RNAはGrade-III,IVで正常に比し，約50%以

上の増加を， D>JAlま6～7倍もの高値を示した．

RNA D'.¥JA ratioでみると， Grade-IVでは1.23と

なり， DNA含有量の増加を伴なった RNA’DNA 

ratioの低下，というパターンを示した．

4. ライソゾーム酵素

Ac-P.も B-Glu.も共IC悪性度が高くなるにつれ活

性値が上昇し，両酵素とも活性変化が良く反映され

た．なお，細胞質中の freeactivityは各々その75%

以上を占めた．

5. DBc-AMP投与による変化

蛋白含有量は約30%の増加，核酸では， RNA,DNA, 

R J¥' A・D NA ratio.いずれも低値を，ア ミノ酸分画で

は，いずれも正常脳組織に近似した値を各々示した
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ライソゾーム酵素は Ac-P. で約V6：こ. B-Glu.で約

1/8迄l乙活性が抑制された．

6. DBc-AMPの臨床効果

上記の成績から Ac-P.と B-Glu. が脳腫蕩で明瞭

な活性を示し，組織変化の指標として用いるととが可

能と考えられた．また現在難治である Astrocytoma

GradeーIVの患者に対し全身的投与を行ない，前述の

Ac P と B-Glu.を指標として検索を行なった結果，

グリオーマ細胞の分裂増殖を抑制している ζ とが判明

した．このことは，今後 DBcAMPが脳腫蕩の治療

に応用される可能性が高いζ とを示している．

稿る終るに臨み，御指導，御校聞を賜った恩師粟津三郎教

授，並びに平野修助第2生理学教授に深甚なる感謝の意を捧

げます．また，終始直接の御教示，御協力を頂戴した柴田家

門講師IC深謝すると共に多くの助言を頂いた串田良昌講師，

江12外科教室員，および検体の一部を提供して頂いた静岡日

赤病院脳神経外科，の諸先生方lζ厚く忠誠lf'＜します．
なお本論文の要旨は第2回脳研究会 (1975年，福岡），6th 

Int. Congress of '.'leurological Surgery (1977. Sao Paulo, 

Brasil〕，第36回日本脳神経外科学会総会 (1977年，大限），

:(¥37回日ド悩神経外科学会総会 (1978年，熊本〕 IC於て発表

した．
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