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第1章　 緒言な らびに文献

近来,癌 は局所疾患であると同時 に全身疾患であ

るとの考え方が強 くなつて きたが,こ れは比較的早

期の癌患者の流血 中に も癌細 胞の出現がかなり高率

にみられ ることが明 らかにされてきたか らである.

 Poolお よびDumlop1)は 溶血法を用 いて この問題の

系統的な研究を行なつて きたが,そ の後多 くの研究

者2)-12)により各臓器の癌腫患者の流 血中の 癌細胞

検出率に関する種 々の成績 が相ついで発表 されてい

る.こ れ らの検 出率は10%前 後か らおよそ60～80%

までの巾があ り,そ の成績 は報告によつて全 くまち

まちである.こ のよ うに成績が区 々であるのは,癌

種の進行状態,血 中よ りの腫 瘍細胞収集技術の優劣,

採血の時間的関係,さ らに腫瘍細胞 を判定 す る基準

の差異などによることが主な る原因であろ うと思わ

れる.流 血中の腫瘍細胞の判定基準は人によつて著

しい差異があ ることは,そ の検 出の技術的困難を物

語るとともに,腫 瘍細胞の形 態学的判定 に現在確固

たる基準がないことが原 因となつていると考えてよ

い.実 際問題 として癌細胞に特異的な染色法がない

限 りは,癌 細胞検出は形態学的には非常に困難 な問

題であるといわねばな らない.

このような意味か ら癌細胞を螢光色素NTS 4.4´-

Bis(5″, 7″-disulfonaphtho-1″, 2″-triazol-2-yl)2, 2´-

Stilben disulphonic acid hexasodium saltで 特異的

に染色13)できは しないかとす る試みが,多 くの人 々

によつてなされるようになつてきた.わ たくしはこ

の色素が本当に癌細胞のみを特異的に染色 し,血 中

癌細胞の検出に も有力な手掛 りを与 えは しまいか と

の考えか ら,そ の染 色機構を明 らか にする必要を感

じて, 2, 3の実験を試み た.本 編ではその染色機構

に関 して得た基本的な知見 とNTSを 用いて動物癌

細胞,人 癌細胞などについて得 られた結果について

のべることとする.

第2章　 実 験 方 法

螢光色素NTSが 生体細胞を染 色す る機構は,一

般の染色機機か ら考えて色素と細 胞内蛋白との静電

結合によるものではないかと考え,種 々の蛋白質 と

各pH域 のNTS溶 液とを用意し,こ れらをいろい

ろな組 合せで適 当に混合した り或いは蛋白質 を固定

した りして,電 気泳動法 と拡 散法 とを利用 してその

結合状態を観察 し,し か る後,実 際種 々の生体細胞

を用 いてNTS染 色を行なつてその染色状態 と染色

の特異性を明 らかにしよ うと試みた.

第1節　 実 験 動 物

実験 に使用 した動物 は,大 沢飼育場 で育成 された

C3H/HeN(〓)×dd(♀): F1マ ウス,市 販雑系dd

系 マウス,お よび成熟家兎を使用 した.
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第2節　 実 験 材 料

1.染 色 液 と して,黄 色 粉 末 の 螢 光 色 素NTS No.

 23(住 友 化 学)を 使 用 し た. NTS No. 23の 化 学 名

は4, 4´-Bis(5″, 7″-disulfonaphtho-1″, 2″-triazol-2-

yl)-2, 2´-Stilben disulfonic acid hexasodium saltで

次 の 構 造 式 を 有 す る.

2. NTSの 細胞染色機構を究明するために,等 電

点 の異 なる種 々の 蛋白質 として,卵 白アルブ ミン

(三光純薬製),馬 血球ヘモグロビン14),牛 血清蛋 白,

正常家兎肝よ りMirsky, Pollisterの方法15)により

抽出 したDNA-蛋 白(DNA-P),エ ール リッヒ腹水

癌細胞よ り抽 出したDNA-Pを 使用 した.

3.実 験 に使 用した 悪性腫瘍 は,エ ール リッヒ腹

水癌細胞,佐 藤16) 17)に よ り発表 された マウスの腹

水肝癌MH-134の 第276代 および277代 を前記の

F1マ ウスに継代移植 した 腹水型 のものを用 い た.

このMH-134は 移植後 晩期には流血中に も癌細胞が

出現す る点で特徴のあ るものである.

4.人 体材料としては,胃 癌患者の転移 リンパ節.

末梢 血,お よび膿汁等を使用 した.

第3節　 実 験 方 法

実験 にはモデルとして次のよ うな方法をとつ た.

1.一 般の細胞 染色機 構と同 じく, NTSが 主 とし

て静電結合によつて蛋 白を染色す るものでははない

か との考えか ら,上 記の種 々の蛋白を約0.3%溶 液

とし,そ の10ccにNTSの5mgを 混 合し, pHを

2.3～11.0ま で階段的に調整 した.こ のNTS,蛋 白

混 合液をHClお よびNaOHに て水素 イオン濃 度

を 変 化せ しめ,そ れを一定 の 濾紙(電 気泳動濾紙

No. 51)上 に滴下し,斑 点を作 り,そ の蛋白とNTS

の濾紙上における泳動,拡 散状態をみた.す なわち

写真1, 2の ご とく電気泳動用濾紙は 従軸に半分に

切 りその一 方を 蛋白のBPB染 色で,他 方のNTS

はそのまま千代田光学の螢光顕微鏡装置用光源で観

察 し,同 時にア ミノ酸の反応 をもニ ンヒ ドリン反応

でテス トした.ま たこれ と平行 して,対 照の 目的で,

これ ら種 々のpH域 でのNTSだ けの拡散状態を も

合わせて検討 した.

2.次 にNTS自 体が 溶媒のpHに よつてその荷

電状態 に変動をきたす ことが考え られるので, NTS

溶 液 のpH 2.0～11.0の 範 囲でKCl-HCl, Beronal,

 Na2CO3-NaHCO3な どのBuffer中 で 電 気泳 動 を行

ない そ の泳 動 像 を検 討 した.

3.ま た種 々の 蛋 白 にNTSを 混合 した ものを 上

記 同 様 のBufferに よ り種 々のpHの もとに濾 紙電

気 泳 動 を行 な い,蛋 白の 泳動 像 とNTSの 泳 動像 と

をそれぞれBPB染

色 お よび 螢光 検 査

か ら結果を求め,そ

の相 関 関 係 を観 察

し た.電 気 泳動 は

100V. 2mAで12時 間行 なつた.

4.次 に固定変性蛋白に対 するNTSの 染色態度

を み よ う との 企 図 か ら,あ らかじめpH 8.6の

Beronal Buffer中 で 牛血清を電気泳動 し,そ れに

100℃ 10分 の熱処理をほどこし乾燥固定 し, pH 2.0

～11.0に 整調 され たNTS溶 液により染色 し,蛋 白

の染色され るpH域 を求 めた.

5.同 様に また 種 々の蛋 白すなわちアルブ ミン,

ヘモ グロビン,牛血清,エ ール リッヒ腹水癌DNA-P,

家兎肝DNA-Pを 濾紙上に滴下 し拡散泳動せ しめた

後, 100℃, 10分 の熱処理を行ない,同 様乾燥固定

し,種 々のpHのNTS溶 液で10分 間染色し, NTS

染色可能のpH域 を決定 した.

6.動 物細胞の 染色については,ま ず 細胞を 塗沫

乾燥 し,メ タノール或いはホルマ リン液で固定した

ものを,最 低 イオン濃度のHCl, NaOHで, pH 5.0

～12.0の 範囲に調整 したNTS溶 液で5分 間染色 し,

それぞれ同一 のpHで 十分洗浄し,千 代 田光学螢光

顕微鏡によ り細胞の染色 される状態を観察 した.こ

の場 合,多 くの標 本は癌細胞 と正常細胞 とをまぜて

同一のス ライ ド上 に塗沫 しできるだけ染色条件を一

定 にして,癌 細胞の染色度な らびに正常細胞のそれ

との差異について観察 した.ま たNTSは とくに核

を濃染 し, DNA-Pと の親和性が うかがわれるので,

核のみについて詳細に観察す る目的を もつて,一 般

にDNA-P染 色が行 なわれ ると同様の方法,す なわ

ちあらかじめ5%のPCA(過 クロール酸)で95℃ 

10分 熱処理 しDNAを 抽 出した後鍾 々のpHのNTS

液 で5分 間染色を行なう方法でその染色態度を観察

した.

第3章　 実 験 成 績

まずNTSの みの荷電の変化に基 く濾紙上での拡

散状 態の 変化を観察す る 目的で,濾 紙上に種 々の
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pHのNTS溶 液の 斑点試験を行ない,そ の拡散度

を螢光 スポ ッ トをあてて観察 してみた ところ,写 真

1, 2に 示す結果をえ た.す なわちAに 示す とお り

NTSは 酸性(pH 2.3),中 性(pH 6.5),ア ルカ リ

性(pH 11.0)の 如何を 問わず それだけの場合には

その拡散状態に とくに変化はみ られない.

しか しこれに反 し,卵 白アルブ ミンとNTSを 混

合して同様に3通 りのpHに 調製 した ものの濾紙上

での拡 散状態は,写 真1・2のBに 示すよ うに, NTS

は酸性域の蛋白および酸性域熱 変性蛋白とは非常に

よく結 合し,つ よい螢光を 発す る. BPB染 色を 施

すとこのNTS・ 蛋 白結合物 は 螢光 を 失つて くる.

アルカ リ域 あるいは中性域の蛋 白は螢光 の残存がか

なりつよ くみ とめ られ,ア ル カ リ域で はNTSと 蛋

白との結 合が弱い とい う結果が得 られ た.対 照 のた

めアルブ ミンの代 りにア ミノ酸を用いてみたところ

では,ア ミノ酸にはNTSは 少 しも結合せず ニンヒ

ドリン反応後,螢 光を観察 して もNTS螢 光は斑点

全域にみ とめ られた.

つぎに馬ヘモ グロビンとNTSを 混合 した ものの

種 々pH域 にお ける濾紙上での拡散状態 は,写 真1

・2のCに 示 すように 中性域ではアルブ ミンとほぼ

同様の所見であ るが,酸 性域での1部 のヘモグロビ

ンは拡散せず中心 に残存 し, 1部 のヘモ グロビンは

完全に拡散するのを認めNTSと つ よく結 合す るこ

とをたしかめた.ア ルカ リ域で は中心にヘモグロビ

ンの拡散残存はみ とめ られないでむ しろNTSと 未

結合のヘモグロビンが認 められ る.酸 性域での熱変

性ヘモグ ロビンでは酸性域の場合とほぼ同様である

が.中 心部に変性 ヘモグロビンが-層 増加 している.

すなわちNTSは ヘモ グロビンの場合は中心に残存

する1部 の高分子ヘモグロビンを除いては卵白アル

ブ ミンとほぼ同 じよ うな結 合の様式をなす といえ る.

つ ぎに牛血清とNTSの 反応 では,写 真1・2のD

に示すよ うにほぼpHの 全域 において卵白アルブ ミ

ンと同じよ うな結 合を行なつている.し か しくわ し

く観察す ると,こ の卵白アルブ ミン,馬 ヘモ グロビ

ン,牛 血清の3者 の間には中性 およびアル カ リ性域

で拡散輪の大 きさにわずかの差がみ られ,そ の結合

の状態にわずかの差 があ るものと考 えられ る.

つ ぎに正常 マウス肝,エ ール リッヒ腹水癌細胞か

ら抽出 した粗核 蛋白は前3者 と全 く行動を異に し(写

真1・2のE・F),酸 性(pH 2.3),中 性(pH 6.5),

アルカ リ性(pH 11.0)各 領域に おけるNTSの 拡

散はきわめて悪 い.こ のことは, DNA-Pは 酸性 に

傾 くとBPBの 染色度がおち,か つDNA-Pが 酸性

中では とくにfibrousに なり易 く,粘 調 度が高 くて

拡散 されに くくなる特性を有す る.し か し,斑 点の

NTSとDNA-Pと の拡 散は酸性域ではBPB染 色

の場合と螢光染色 の 場合とが よ く一致 して おり,

 DNA-PとNTSと はよ りよく結合 している事実がよ

く示 されている(表1).

次に,こ れ らの現象を さらに くわし く検討す るた

め, NTSだ けおよびNTSと 混合された牛血清を種

々のpHで 電気 泳動 してみると, NTS単 独ではい

かなるpH域 で も全 く電気的に泳動 されない ことが

示された(図1).

しか し血清を 混合 した場 合には,図2, 3に 示す

よ うに,酸 性(pH 2.0)域 ではNTSは 蛋白ととも

に 〓側に向つてつよ く泳動 し,中 性(pH 6.5)域,

アル カ リ性(pH 8.6)域 ではNTSは ほとんど泳動

を示 さず 基本線上に残 り, BPB染 色では血清蛋白

表1.各 種蛋白の各種PH域 におけ る拡散度.
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図1. NTSの みの電気泳 動

(いかなるpH域 で も泳動を示さない)

図2. NTSと 牛血清 との混合 の電気泳動

のみが〓に泳動する.す なわち牛血清は酸性

域のみにおいてNTSと 結 合し,蛋 白ともど

も泳動 され ることがわかつた.

さ らにあ らか じめ牛血清をpH 8.6で 濾紙

電気泳動 し,蛋 白を乾燥固定 して変性せ しめ

た際,そ れを種 々のpHでNTS染 色を行な

つ た結果,酸 性域で はもつとも強い結 合を示

すが,中 性アルカ リ性に な るに した が つ て

NTSと 蛋 白は結 合しにくくなり,そ のため染色度

は減退 して来 てい る(図4, 5).

図3. NTSと 牛血清の電気泳動の螢光観察

(pH 2.0の 場合 のみは-泳 動を示す)

図4.牛 血 清 をpH 8.6で 電 気泳 動 した 後,

種 々のpHのNTSで 染 色

(酸 性 域 で は もつ と も強 い 染色 を示 す)

図5.牛 血 清 をpH 8.6で 電 気 泳 動 した後,種 々の

pHのNTSで 染 色 して 螢光 観 察

ま た種 々の蛋 白(ア ル ブ ミン,ヘ モ グ ロビン,牛

血 清,正 常 マ ウス肝核 蛋 白,エ ー ル リ ッヒ腹 水癌細
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胞核蛋白)を 濾紙上に 滴下 して 斑点を作 り, 100℃

 10分で乾燥,蛋 白変性 を行なつた ものを種 々pHの

NTSで 染色 した結果は 表2に 示す ようであ る.す

なわち,ア ル ブミン,ヘ モグ ロビン,牛 血 清などは

それぞれ酸性域(pH 1.8よ りpH 3, PH 6.5ま で)

で染色されるが,そ れ 以上のpHで は 染色度 は 急

減する.し か し肝,エ ール リッヒ癌細胞の核蛋白は

pH 11.0に おいて もなお染色可能 であ る.

表2.種 々の 蛋 白 を変 性 し, NTSで 染 色.

(NTS染 色 は 蛋 白 の等 電 点 と関 係 あ る

ことを 示 して い る)

これ らのことは, NTSが 蛋白 を 染色 し,し か も

その染色 はあ る程度蛋白の等電点 と関係 し,静 電結

合により染色 されることを示 す ものである.

次に,以 上の基礎実験 か ら,マ ウスの白血球およ

びエール リッヒ腹水癌細胞 をメタノールで固定変性

し,種 々のpHでNTS染 色を行なつてみた.そ の

結 果は表3の よ うに,螢 光顕微鏡 で観察 しうる限 り

では,核 も胞体も低いpH域 ではNTSに よる染色

性 の差がないが,高 いpHで はエール リッヒ癌細胞

の方が正常 白血球 よりもよ く染色 されることがわか

つ た.写 真3は その螢光写真で, 1印 は腹腔内非癌

細胞である.

表3.マ ウス の白 血球 お よび エー ル リッ ヒ癌

細 胞 のNTS染 色

次に,人 膿汁,リ ンパ節,肝 細胞,家 兎白血球,

人胃癌患者末梢血,人 胃癌患者組織 切片,エ ール リ

ッヒ腹水癌細胞, MH-134腹 水癌細胞等を 固定 した

の ち,種 々のGlycin緩 衝液 およびNaOHで それ

ぞれpHを 調 整 し,各pH液 でNTSに より染色

して螢光顕微鏡下で 観察 した結果 は,表4, 5に 示

すようで,や や 癌細胞 の方が 高いpH域 まで 染色

可能であることが明 らかになつた.た だ し,非 癌細

表4. NaOH緩 衝 液 でpHを 調 整 し, NTS染 色

表5. GLYCIN緩 衝 液 でpHを 調 整 し, NTS染 色
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胞 の うち家兎白血 球だけはかな り高いpH域 まで

染色 され る.

また,こ の場合, NaOHあ るいはHCl等pH調

整の ための 緩衝液 イオン濃度 は 最少眼(minimum

 ion concentration)に 止めたが,こ れとGlycin緩 衝

液で染色され たもの との間には結果的には大 した差

は認め られず,ま たDNAを 過 クロール酸 あるいは

トリクロール酸で抽出 した ものについても大差はな

かつ た.

第4章　 総括ならびに考按

現在において もなお癌細胞の染色上の特異性につ

いてはほとん ど把握 されていない.も ちろん,癌 細

胞の特 異性 としてはCrabitree efect18), DPN-TPN

の減 少19), RNAのguaninの 量の 増加20), deoxy

cytidylete deaminase活 性 の上昇21), Phosphatase活

性の 変動29), Toxohormonの 産生23)な ど生化学 的

な性格の変動については数多 く示 されており,ま た

形 態学的 には細 胞の異型性,染 色性の不動等 があり,

概 念的には幼若細胞の性格を もつことが知 られてい

る.しか し,これ ら種 々の性格の特 異性はあ くまで も

相対的または量的な変動であつて,正 常細胞で も幼

若細 胞などでしば しば それに類似 した性格が示 され

ている.こ こに示 したNTSに よる細胞染色の結果

も.や は り同様で,癌 細胞 に特有 な質的な特異性は

み られなかつた.す なわ ち, NTSに よる 染色 は+

に荷電 した蛋白を染色する性格を示 している.一 般

にはこのよ うな静電結 合によつて細胞が染色され る

機構は,図6に 示 すよ うに種々のpH域 での被染色

物 と染色色 素との間の荷電の変化による ものと理解

されている.す なわち塩基性 色素 は 高いpH域 で

強 く+に 荷 電 し,両 性電解質である蛋白はその等電

点(Isoelectric point: IEP)よ り高 いpH域 では-

に荷電 して塩基姓色素に染色 され,逆 に酸性色素は

低 いpH域 では-に 荷電 し,蛋 白は 等電点より低

いpH域 で+に 荷電す るので 酸性色素に染色 され

る.

この現象 か らす ると, NTSは 酸性色素 としての

性格 を有 してい ることにな る.し か し,ア ル ブミン

の等電点はpH 4.6附 近で あ るのて, pH 4.6以 上

では-に 荷電 し,酸 性色 素には染ま らぬはず であ る

が,そ れに もかかわ らず,実 際にはpH 6.5に おい

て も染色 され るので,こ のNTSの 染 色は必 らずし

も静電結 合のみ によるものではない らしい.し かし

NTSの 染 色機構は 上述 の 濾紙電気泳動 法によ る実

図6.解 電結合に よつて細胞が染色される

機構模式図

験 か ら,や はり静電的結合が主役を演 じていると考

えて差 し支えな さそうである.

癌細胞が正常細胞に比 して酸性色素NTSで 高い

pH域 でよ く染色され るという本実験の結果を考え

てみ ると,次 の2つ の ことに要約 されよ う.す なわ

ち,第1は 現在 までの多 くの研究結果では,癌 細胞

には多倍体が多 く,従 つて これにはRNAやDNA

の蛋白量が正常のものよりずつと多 いことが考え ら

れ,そ れ とNTSと が強 く結合すること.第2に は

幼若細胞は1部 の ものではprotaminが 核蛋白を構

成 し,一 般 には核蛋白に多 量の塩基性ア ミノ酸があ

るためであろう.最 近の研究では,肺 癌細胞の塩基

性蛋白のア ミノ酸組成が同様に多量の塩基性ア ミノ

酸よ りなつていることが報告 されている24).す なわ

ち一方 では核蛋白の量が,他 方ではそのア ミノ酸組

成が多量の塩基性ア ミノ酸か らなつており,そ の結

果等電点が上昇 してい ることが考え られ,こ れ ら2

つの因子によ り癌細胞が正常細胞に比較して
,は な

はだ高いpH域 で もNTSに 濃染 され るものであろ

うと考え られる.

このような 染色の 機構 か らすれば, NTSは どう

も癌細胞特異的染色色素 としての価値は少ないよう

である.
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しか し,癌 細胞や幼若細胞には染色体の多倍体が

多 く,塩 基性蛋 白が多いという証拠が示 されねばな

らない.こ れに関 しては第2編 でのべるつ もりであ

る.

第5章　 結 論

癌細胞を濃染す るNTS螢 光色素の染色機構を明

らかにするため,モ デル実験 として種 々の蛋 白質 と

NTSと を 結合せ しめ,そ の 染色状態を いろいろの

pH域 で斑点拡散試験 お よび濾紙電気泳動法に より

追求 し,さ らに エール リッヒ腹水癌細胞, MH-134

腹水肝癌細胞,正 常家兎肝,白 血球,人 胃癌患者 リ

ンパ節,人 胃癌患者末梢血,人 膿汁等 を用いて細胞

染色を行ない,次 のごとき結果 を得た.

1.種 々の 蛋白質 とNTSと の結合 は 静電気的結

合が主役を演 じている.

2.癌 細胞 は 正常細胞 に 比 して高 いpH域 で も

NTSに 強染する.

3.以 上か ら, NTSは 癌細胞の染色に好都合では

あるが,同 様塩基性蛋白の多い幼若細胞に も特異性

があ るので,癌 特異染色物質 としての価値は必 らず

しも満足すべ きものでない ことが判つた.

(尚本論文要旨は第19回 日本癌学会総会に於いて

発表 した.)

稿を終 るに臨 み,御 指導,御 校閲を頂いた陣 内伝

之助前教授な らびに田中早苗現教授に深謝するとと

もに,直 接御援助頂いた本学癌源研究所内海耕慥 助

教授に深 く感謝する.
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Studies on Fluorescence Staining of Cancer Cells and Cancer 

Chemotherapy with Concurrent Use of Surfactants

1. Staining Mechanism of Cancer Cells By Fluorescent NTS Dye

By

Kazuo MORISHITA

Department of Surgery Okayama University Medical School
(Director: Prof. Dennosuke Jinnai, Sanae Tanaka)

Author's Abstract

For the purpose of elucibating the staining mechanism of fluorescent NTS dye that deeply 

stains cancer cells, some model experiments were conducted using fluorescent NTS dye mixed 

with a variety of proteins to pursue the manner of staining by means of stripping method at 

varying pHs as well as by paper electrophoresis. In addition, staining of cells was performed 

with the use of Ehrlich ascites tumor cells, MH-134 ascites liver cancer cells, normal rabbit 

liver cells, normal rabbit leucocytes, lymph nodes and peripheral blood of gastric cancer bear

ing patients, and human pus, and the following results were obtained.

1. Static electrical binding seems to play a principal role in the combination of fluores

cent NTS dye with various proteins.

2. Cancer cells are stained deeply with the fluorescent NTS dye at higher pH range as 

compared with normal cells.

3. From these findings it has been clarified that, although fluorescent NTS dye is a 

suitable material for staining cancer cells, as young cells with abundant basophilic proteins 

possess specificity, fluorescent NTS dye is not necessarily so satisfactory a material with 
respect to its specificity to cancer cells.
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写真1. BPB染 色による各種蛋白の拡散斑点試験

写真2.各 種蛋白の拡散斑点試験(NTS螢 光染色)の 螢光観察
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写 真3.マ ウスの 白血 球 お よび エ ール リ ッヒ癌 細 胞 のNTS螢 光 染色 の 螢光 観 察

(矢 印 は 白血 球 を 示す).

White cells

pH 10.5

pH 9.5

pH 8.5

Ehrlich

pH 10.5

pH 9.5

pH 8.5


