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I.緒 言

各種抗白血病剤の中でNitorogen-mustard(NM)

及びその誘導体は細胞分 裂の抑制,突 然変異の誘起,

発疱起炎作用,諸 種酵素作用の抑制,核 酸合成 の抑

制,白 血球の破壊等の諸作用を有 し,こ れ等のX線

に類似す る生物学的作 用のためRadiomimetic Com

poundsと 呼ばれ,そ の 興 味ある作用機序に関 して

は多数の業績を見る事が出来る.こ れ等の中でSH

基との関係につ いても多 くの人に よつ て追求 され,

夫々一定の成果が得 られている.即 ち, Hellerman1)

はNMがcysteineやglutathioneのSH基 と結合

する事を発見 し,続 い てBarron等2) 3), Loveles4)

及び平出5)はNMに よる生体 内SH基 阻 碍 が そ

の生物学的作用発現に重要な意味を もつ事を明かに

した.木 村等6)は ウニ卵の卵 割に及ぼすNM並 び

にNitrogen-mustard-N-oxide(NMNO)の 作用を

観察し,こ れ等の作 用 に よ り一 度停止 した卵割が

cysteineやglutathioneの 如 きSH試 薬 添加に よ

り15～25分後再び正常卵割過程に戻 る事を見出して,

可逆性のSH基 阻碍を証明 してい る.

NMの 作用機序とNMNOの そ れ と が本質的に

同種のものであ り, NMNOは 注 射 後生体内の摂取

された場所の酸化還元的 環 境 に支 配 されて,逐 次

NMを 生 じこれによ り作 用を発現す るという事は既

に石館等7) 8)に より報告 された.

私は前報9)に 於てSH酵 素としてのATP-ase活

性がX線 照射動物に於て時間的に可成 り著明な変動

を示す事を明らかに したが,今 回はNMNOのATP-

ase活 性に及ぼす影響を検索 し,こ れを注射 した場

合及び組織切 り出し後体外的に これで処理 した場 合

のATP-ase活 性について興味ある結果を得 たので

報告する,又 細胞分裂毒として有名 なColchicineの

作用が,細 胞分裂期の紡錘糸に働 くATPの 力を阻

碍す るものであ り,十 分ATPを 加 えると分 裂阻止

が起 らないとい う木村6)等 の報告に基き, ATP-ase

活性に対するNMNOの 作 用とColchicineの 作用

を比較検 討した結果も併せ報告 したい.

II.実 験材料及び方法

正常マウスの腹腔内にNMNOの1%水 溶液を致

死 量を 遙 か に 越 える300mg/kgB. W.の 割で注

入し,そ の後 の時間的経過を追つて肝 ・脾 ・心 ・腎

十二指腸のATP-ase活 性の変動を生化学的及び組

織化学的に追求 した.こ の注射量では体重15～20g

のマウスは大多数6～8時 間後に死亡する.

次に正常組織 をNMNOで 体外的に処理 した場合

のATP-ase活 性への影響を しらべ,又Colchicine

に よる影響 と比 較す るため,正 常マウスの上記各臓

器及び正常家兎末梢血 ・骨髄 を用い,こ れ等 を夫々

正常media, 10-2mol NMNO添 加media, 10-6

mol Colchicine添 加mediaの3者 で反応 させた時

のATP-ase活 性を生化学的に測定 して比較した.

これと同時に組織化学的には,正 常組織切片及び

末梢血塗抹標本,骨 髄 スタンプ標本等を予め上記濃

度のNMNO或 はColchicine溶 液に30分 浸漬後蒸

溜水で十分洗 い,標 準基 質 液又はcysteine添 加基

質液で反応を試みた.

以上何れ の場合に於 ても反応の実施方法はすべ て

前報10)に述べ た通 りである.即 ちATPは 家兎及び

犬の骨骼筋からLohmannの 方法11)を用いて抽出精

製 した もの を用 い,生 化 学 的 方 法 ではMyosin
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ATP-ase活 性 をPerryの 方 法12)で, Mitochondrial

 ATP-ase活 性 をKielleyの 方 法13)で 測定 した.組

織 化 学 的 に は 冷 中性 フ オル マ リン固 定 凍 結 切片 のみ

を用 い,末 梢 血 は フ オル マ リンガ ス固 定 塗 抹 標本 を,

骨 髄 は未 固 定 ス タ ンプ 標 本 を 夫 々 用 いた. NMNO

は市 販 のNitrominを 使 用 した.

III.結 果

1.腹 腔 内 注 射 の場 合

正 常 マ ウ ス の 腹 腔 内 にNMNO 1%水 溶 液

300mg/kg B. W.を 注 入 し て,そ の 後 時 間 的 に

肝 ・脾 ・心 ・腎 ・十 二 指 腸 のATP-ase活 性 の 変 動

を しらべ る と,生 化 学 的 に は 各臓 器 共 大 体類 似 した

変 動 を 示 した(Fig. 1～Fig. 5).

即 ちMyosin ATP-ase及 びMitochondrial ATP-

ase共 そ の活 性 は注 射 後30分 で或 程 度 の低 下を 来 し,

 3時 閥 後 には 一度 回 復 して正 常 値附 近 乃 至 は それ 以

上 に まで 上 昇 す る.こ の上 昇 は 肝 に於 て最 とも著 明

で あ り,又 十 二 指 腸 のMitochondrial ATP-aseの

みは こ の回 復 が 認 め られ な かつ た.そ の後 これ等 の

活性 は 再 び 次 第 に 下降 し来 り,マ ウスが 死 戦 期に あ

Fig. 1 ATP-ase Activity of Liver after 
Nitromin-injection (300mg/kg B. W.)

Fig. 2 ATP-ase Activity of Spleen after 
Nitromin-injection (300mg/kg B. W.)

Fig. 3 ATP-ase Activity of Heart after 
Nitromin-injection (300mg/kg B. W.)

Fig. 4 ATP-ase Activity of Kidney after 
Nitromin-injection (300mg/kg B. W.)

Fig. 5 ATP-ase Activity of Duodenum after
 Nitromin-injection (300mg/kg B. W.)

る7時 間 後 では 例 外 な く著明 な 低 下を 来 し各臓 器の

固 有 無機 燐 量 に まで近 つ く程 で あ る. Mitochondrial 

ATP-ase活 性 はX線 照 射 の場 合と 異 り, Myosin

 ATP-ase活 性 の変 化 に 先行 す る よ うな 傾 向 を示す

事 な く,大 体平 行 的 関 係 を保 ち つ つ変 動 す るのが特

徴 で あ る.全 経 過 中の活 性 の変 動 範囲 は 各臓 器共常

にMyosin ATP-aseの 方 が大 で あ り,注 射 前の正

常 時 にはMitochondrial ATP-ase活 性 よ り高 値 を

示 して い たMyosin ATP-ase活 性 が,死 戦 期に於

ては反 対 に よ り低 い値 を とる も のが 多 い.
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組織化学的には,各 臓器共注射後3～5時 間以内

の活性の変動は殆 んど認め難 い程度の ものであつた

が,約7時 間後の死戦期に於けるものに於ては心筋

線維,肝 実質細胞,腎 細尿管上皮基底部等の染色性

の或程度の低 下を認める事が出来た.血 管壁の反応

は殆んど不変であるが,脾 髄 の血球の反応は予期に

反 して幾分の低下を示した.

2.体 外的処理の場合

正常マウスの肝 ・脾 ・心 ・腎 ・十二指腸及び正常

家兎の末梢血 ・骨 髄のMyosin ATP-ase活 性並び

にMitochordrial ATP-ase活 性 を,正 常media,

 10-2mol NMNO添 加media, 10-6mol Colchicine

添加mediaの3種 を用いで生 化 学 的に測定 した結

果はFig. 6及 びFig. 7に 示す通 りである.こ れ

Fig. 6 A Comparison of Myosin ATP-ase

 Activity in Normal and Nitromin or

 Colchicine added Media

Fig. 7 A Comparison of Mitochondrial ATP

- ase Activity in Normal and Nitromin

 or Colchicine added Media

等 に よ り 明 ら か な 如 く, Myosin ATP-ase及 び

Mitochondrial ATP-ase共mediumにNMNOを

添加す る事に よ りす べ ての臓 器 に於 て 著明 な活 性 の

低下 を来 し,極 端 な 時は 正 常 の半 分 以 下 の値 を示 す

の であ るが, Colchicine添 加 に よつ て は活 性 値 は 不

変又は極 く軽度の低下を来すに過 ぎない.

組織化学的方法に よつ ても,組 織切片又は末梢血

塗抹標本,骨 髄 スタンプ標本等を予めNMNOで 処

理す ると,各 臓器,組 織に より色 々の程度の反応性

の低下を 認 め る事 が 出来るが, Colchine処 理に よ

る影響は全 く見られない.即 ち肝に於 て切片を予め

10-2mol NMNO溶 液に30分 間浸漬後染色 した場 合,

実質細胞の反応は 明かに減弱 され毛細胆管 も染 まつ

て来ない.血 管 壁 の 染 色 も幾分減弱 した ように見

えるが これ は 極 め て 軽 度である. NMNO処 理後

cysteine添 加基質液で 反 応 させ ると,肝 細胞の反

応 が幾分回復す るようであるが,毛 細胆 管が染つて

来 るまでには至らない.脾 に於ては脾髄 の血球その

他の染色がNMNOに より明らかに低下 し,濾 胞中

心動脈壁 の反応 も或程度減弱 してい る(Plate Fig.

 1, 2).

心に於 ては心筋線維の染色性はNMNOに より著

明に減弱 され るが冠状動脈壁 の黒染は殆ん ど影響 さ

れ ない. cysteine添 加基質液 で反応させ ると心筋線

維 の反応 が或 程 度 回復 され て来 るのが 認め られ る

(Plate Fig. 3, 4, 5).腎 に於ては細尿管上皮基底

部に軽度 に認め られ る反応がNMNOに より全 く消

失する以外,糸 球体や腎 動脈壁等の染色は何等の変

化 も受けずcysteineの 影響 も 見 られなかつた.十

二指腸に於て も粘膜上皮,十 二指腸腺上皮及 び滑平

筋層等の反応はNMNO処 理に対し殆ん ど影響 を受

けない. X線 に よつ て活 性の変化が殆 んど見 られな

かつ た末梢血又は骨髄 の血球の反応がNMNOに よ

り著明に減弱 され るのは 面 白 い所見である(Plate

 Fig. 6, 7).し かしcysteineに よる回 復は全 く見

られない.

IV.総 括並びに考按

NM及 びその誘導体が放射線に類 似す る生 物学的

作用を有す るため, Radiomimetic Compoundsと 呼

ばれ,特 に生体内SH基 と結 合してその作用を阻碍

す る事は前述 の如 く多 くの人 々に より報告 されてい

る.前 報9) 10)に於て私はSH酵 素であ るATP-ase

に関しATPを 基質 として生化学的並びに組織化学

的に正常組織に於け る活性 を追 求し, PCMB, cys

teineを 使つ て真のATP-aseの 組織化学 的反応が

どの ようなものであるかを示し,又 一方大量のX線

照射動物に於 てATP-ase作 用の阻碍 される事を示

した.こ の結果か ら真のATP-aseの 反応を確立す

ると共にX線 阻碍 によつて組織のATP-ase活 性が
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如何に変化するかを示 した.而 して更に今回の実験

によりNMNOも 又ATP-ase活 性を著明に阻碍す

ることを明かにし得た.

即ち致死量を越 える大量のNMNOを 正常マウス

の腹腔内に注射 した場合は,大 量X線 照射の時と同

樣ATP-ase活 性値は時間的に著明な変動を来すが,

変動範囲は後者 の時 より更に大 き く正常活性値の50

%以 上に も及び,殊 に死戦 期の低下が甚だ しい.各

臓器 とも時間的に大体一致した変動を示 し, Myosin

 ATP-aseとMitochondrial ATP-aseの 両 者 も平

行的に変化す るのが 特 徴であ る. NMNOが 注射後

逐次NMに 変 りこれに より作用を発 現 す る事は石

館等7) 8)の 報告 の如 くで,両 者の作 用は本質的に同

一 と考えられる
.

然 しNMがSH基 と結 合す る場 合は

2R'SH+RN
 CH2CH2Cl 

CH2CH2Cl•¨RN

 CH2CH2SR' 
CH2CH2SR'+2HCl

の如 く一種 のアル キル化反応であ り14),生 体内の単

なる酸化還元的要素の影響に よるものではないので,

 X線 照射の)場合に くらべて比較的一定 した大 なる変

動を示すものとも考えられ る.

NMNOに よる正常臓器 組 織の体外 的処理の場合

に於て もATP-ase活 性の著明な低下が認 められて

いるが,特 に組織化学的所見は興味深いものがある.

即 ち前編10)に報告 した 如 くSH酵 素 としての特異

的ATP-ase活 性に間違いないと考 えられ る心筋線

維の反応が明 らかに減弱 しているのは当然であるが,

特異的SH賦 活剤乃至阻碍 剤 に対して何等の影響

の認められなかつた血球の反応が著明に減弱 され て

いるのであ る.し か も血球 と同一群 と考え られた血

管系の反応はNMNOに よつ でも矢張 り大 した低 下

を来 たしていない.又 肝実質細胞及び毛細胆管,腎

細尿 管上皮細胞基底部等の反応がNMNOで 減弱 さ

れるのに,こ れ等 と同一種類 と思われ た十二指腸壁

滑平筋の反応は殆ん ど不変 である.か か る現象の本

態につ いては,組 織化学的に表現 されるATP分 解

酵素の複雑性に よるという外はな く,不 明の点が多

いが, SH基 以外の活性基を もつATP分 解酵素の

或種の ものをNMNOが 阻碍する結果に よることだ

けは確実 であ る.

NMNOとSH基 との結合は アル キル化反応であ

り, SH化 合物に よつても回復不能 と考え られ るが,

木村等6)はNMに よるウニ卵の卵割阻碍がSH試

薬 添加に より回復す る事実を報告 してお り,私 も今

回の実験 でNMNO処 理後cysteine添 加 基質液で

反応 さす事に より心筋線維及び肝実質細胞の染色性

が幾分回復す る事を見出した.こ の事実か らNMNO

のSH基 阻碍には一部 に 於 て 単な る酸化等の可逆

性の過程 も含 まれていると考えざるを得ない.

Colchicine処 理によるATP-ase活 性への影響は

殆んど認め られ なかつたが,こ れに よつても細胞分

裂の抑制の本態がNMNOと 全 く異な る機序による

ものであ る事は 明らかである. Colchicineの 作用が

細胞分裂期の紡錘糸に働 くATPそ れ 自体を阻碍す

る6)と い う報告 と併 せて考 える と,私 の使用した反

応 液中には十分な量のATPを 含有 していたので酵

素作用の阻碍を起すに至 らなかつたのであるうと想

像 され る.即 ちColchicineの 作用は非 常 に不安定

なもので,充 分なATPの 存在はその作用を打消す

ように作 用す るものと考え られ る.

何れにしても以上 の実験結果か ら考えて, NMNO

乃至はNMの 生物学的作 用の機 序には 生体内SH

基阻碍 が 重要な意味を もつ事は間違いないといえよ

うし, ATP-aseそ の他 の主要SH酵 素の不活性化

はそのNMNO作 用 の主要部分を占めるものと考え

られる.

V.結 論

正常 マウスの)腹腔 内にNitrogen mustard n-oxide

(NMNO)の1%水 溶液を300mg/kg B. W.の 割

で注入 し,そ の後の時間的経過を追つて肝 ・脾 ・心

腎 ・十二指腸のATP-ase活 性 の変動をしらべた.

この注射量では体重15～20gの マウスは大多数6

～8 .時間後 に死亡す る.又 注射群とは別 に正常マウ

スの上記各臓器及び正常家兎の末梢血,骨 髄 を用い,

これ等を夫々正常基質液, 10-2mol NMNO添 加基

質 液, 10-6mol Colchicine添 加 基 質 液の3者 で反

応 させた時のATP-ase活 性 を比較 した.

1)NMNO射 後各臓器のATP-ase活 性 は時

間的に大体類似の変 動を示 した.即ちMyosin ATP-

ase, Mitochondrial ATP-ase共 その 活性は注射後

30分 で軽度の低下を示 し, 3時 間後には一度回復し

て正常値附近乃至は それ以上に まで上昇する.例 外

として十二指 腸のMitochondrial ATP-aseの みは

この回復が認め られ なかつた.そ の後は これ等の活

性は再び下降 し,死 戦期にある7時 間後では例外な

く著明な低下を見せ,そ の臓器の固有無機燐量にま

で近づ く程である.こ の低下は組織化学的にも明ら

かに認める事が出来た.全経過を通じMitochondrial

 ATP-ase活 性 の変動はMyosin ATP-aseの それに



血球及び組織細胞 のATP-ase活 性に関す る生化学 的並びに組織化学的研究 443

比し軽度であつた.

2)正 常組織をNMNO添 加基質液で反応 させ る

とATP-ase活 性の著明な低 下 を示すに反 し, Co

lchicine添 加では然 々無影響か又は極めて軽度の低

下を示すに過 ぎなかつた.

3)組 織化学的にはNMNO処 理では心筋線維,

肝実質細胞及び毛細胆管,脾 髄 の血球 ・腎細尿 管上

皮細胞基底部等 の反応性 の明らかな低 下が見られ,

 X線 照射 により影響の見 られなかつた末梢血及 び骨

髄の血球の反応 も著 明 に 減 弱 す る.こ れ等の中で

cysteine添 加基質液で反応 させ た場 合,心 筋線維及

び肝実質細胞の反応は或程度回復す る.

稿を終 るに 当り恩師妹尾教授の御懇篤な る御指導

と御校閲に深 く感謝す る.尚 本実験は岡山大学第1

生 理学教室村1助 手の御援助に負う7甚 だ火 である

ので記 して謝意を表す.本 研 究は文部省科学研究費

の援助を受けた.

(本研究の要旨は 日本病理学会 第46回 会に於て

報告した)
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写 真 説 明

Fig. 1.脾,冷 中性 フ オル マ リン固 定凍 結 切 片, ATP, 30分,

脾 髄 の細 胞 は 略 々一 様 に 中等 度 の 黒 染 を示 し,濾 胞 の胚 中心 のみ は 幾分 反 応 が 弱 い.濾 胞 中心 動 脈 そ の他

の血管 壁 の 染色 も見 られ る.

Fig. 2.脾,同 上 切 片, 10-2mol NMNO溶 液30分 後, ATP, 30分,

脾髄 の 細胞 の 染 色 が明 か に 低 下 し,動 脈 壁 の 反応 も或 程 度 減 弱 して い る.

Fig. 3.心,冷 中性 フ オル マリン固 定凍 結 切 片, ATP, 30分,

心筋 線 維 及 び冠 状 動脈 壁に 高 度 の 反応 が 見 られ る.

Fig. 4.心,同 上切 片. 10-2mol NMNO溶 液30分 後, ATP, 30分,

心 筋線 誰 の反 応 は 著 明に 減 弱 して い るが,冠 状 動 脈 壁 の 黒染 は 大 し た影響 を受 け て い な い.

Fig. 5.心,同 上 切 片, 10-2mol NMNO溶 液30分 後, ATP+Cysteine, 30分,

心 筋線 維 の反 応 が 或 程度 回 復 され て い る.

Fig. 6.家 兎 骨髄,未 固 定 ス タ ン プ標 本, ATP, 2時 間,

骨 髄 細胞 の胞 体 に 強 い 黒染 が 見 られ る.

Fig. 7.家 兎 骨 髄,同 上 標本, 10-2mol NMNO溶 液30分 後, ATP, 2時 間,

骨 髄細 胞 の胞 体 の 反 応 が著 明 に 減弱 され て い る.
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Among the various anti-leukemic agents, nitrogen mustrad and its derivatives have the 

similar biological effects identical with x-ray inactivating the SH group. Following up the 
author's former reports, in which a marked fluctuation of ATP-ase activity in various tissues 
of the x-ray irradiated mice was described, the author reports the effect of NMNO on the 

ATP-ase activities of the liver, spleen, heart, kidney and duodenum of mice. By a single 
injection of 1% NMNO, 300mg/Kg., most of the adult mice died after 6 to 8hours. Hourly 

observations revealed the marked fluctuation of ATP-ase activitity in various organs as in 

the case of x-ray irradiation. The activities both of myosin and mitochondrial ATP-ase 
decreased slightly in every organ 30 minutes after the injection of NMNO, and then increase 
slightly reaching nearly the normal level after 3 hours. Further obverations revealed 

that the transient recovery of activities decreased again, reaching the level of inorganic P 
contents proper to each organ 7 hours after injection. The histochemical observation revealed 

also a marked decrease in the activity of ATP-ase. The inhibitory effect of NMNO to the 

ATP-ase activities was also proved in vitro, adding 10-2mol. NMNO in the incubating media. 
The colchine, a mitotic poison, added in the same media 10-2mol. effected only a slight 
decrease in ATP-ase activity. The incubation with L-cysteine after the treatment wiht NMNO 

restored the ATP-ase activity to a certain degrree. In the case treated with NMNO a marked 

decrease in the reactions of liver parenchymal cells, biliary tubules, blood cells of splenic pulp, 
cardiac fibers, the basillar part of epithelial cells of renal tubules is observable; and reactions 

of peripheral blood and blood in bone marrow, which received no effect from X-ray irradi
ation, are reduced markedly. However, when the reaction is made to take place in the 

substrate loaded with cysteine, only the reactions of cardiac fibers and liver parenchymal 

cells are restored to a certain degree.
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