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Summary

　　　　Growth　of　Ehrlich　ascites　tumor　cells　was　inhibited　in　hypophysectomized　in　ICR－

JCL　male　mice．　The　total　cell　number　in　the　hypophysectomized　animals　was　about

ahalf　of　that　in　control　on　the　5th　day　after　tumor　cell　inoculation．　This　inhibitory

ef〔ect　in　hypophysectomy　was　more　evident　as　the　tumor　age　increased，　and　the　doubling

time　of　the　tumor　cells　was　prolonged　as　the　time　after　the　inoculation　elapsed．　Ad－

ministration　of　mouse　growth　hormone　showed　a　recovery　of　the　inhibited　tumor　growth

in　hypophysectomized　animals，　whereas　that　of　prolactin　did　not　show　any　afFec．t　on　the

growth　of　the　tumor．　The　tumor　cells　transplanted　into　the　thyroide．ctomized，　adrena1－

ectomized，　and　cas．trated　mice　grew　in　a　manner　comparable　to　that　in　intact　animals．

　　　　Regarding　the　retardation　of　growth　of　the　tumor　cells　in　hypophysectomized　mice，

cytokinetic　experiments　revealed　that　the　inhibition　of　the　growth　in　hypophysectomy

was　caused　by　an　prolongation　of　the　DNA　synthetic　phase　in　the　cell　cycle　time．

IntroductiOI襲

　　　　Anumber　of　studies　have　been　made　regarding　the　involvement　of　endocrine　factors

ill　carcinogenesis　and　growth　of　tulno．rs　including　transplantable　tumors1鐸3＞．　A．s　to　th．e

effect　of　growth　hormone（GH）on　the　growth　of　trasplantable　tumors　in　intact　mice，

only　a　few　reports　are　available，　and　the　finding　and　conclusions．　in　these　investigations

Were　COnHiCting4卿6）．

　　　　On　the　other　hand，　several　studies　have　been　hitherto　reported　oP　the　inhibition

of　the　tumor　growth　in　hypophysectomized　animals；however，　the　machanis皿which

underlies　the　inhibition　by　hypophysecto．my　has　not　yet　been　elucidated．

　　　　We　examined，　therefore，　the　e仔ects　of　the　puri丘ed　GH　on　Ehrlich　ascites　tumor

growth，　and　also　analys．ed　the　cytokinetics　of　the　tumor　cells　in　the　hypophysectomized

mice．

］M：aterials　and　methods

　　　　Aπ魏αZ5：ICR－JCL　male　mice　were　supplied　from

pophysectomized，　thyroidectomized，　and　castrated　mice，

the
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at　an　age　of　5－6　weeks　were　obtained　from　the　Nihon　Hypox　Laboratories，　Tokyo．

Adrenalectomy　was　conducted　from　the　back　of　mice　in　our　laboratory．　These　animals

were　used　on　the　4th　or　5th　day　after　the　operation．　The　completenes．s　of　the　opera－

tion　was　checked　by　macroscopic　observations　when　the　animals　were　killed。　These

animals，　with　free　access　to　a　pellet　diet（No．　NMF，　Oriental　Yeast　Ind．，　Tokyo）and

water，　were　housed　in　a　Coitotron　EA　at　24－26。C　with　a　light：dark　cycle　of　12：12

thrQughout　the　experiments．　Animals　were　killed　daily　until　the　5th　day　after　tumor

Cell　inOCUIatiOn．

　　　　丁拐ノ7τ01－c8ZZ5＝Hyperdiploid　Ehrlich　ascites　tumor　cells　have　been　maintaine、d　in

our　laboratory　by　weekly　intraperitoneal　transplantation　into　ICR－JCL　mice7）．　A　seven

day－old　tumor　was　inoculated　in　doses　of！07　cells　intraperitoneally　into　mic．e．　For

estimation　of　the　total　number　of　the　tumor　cells　ill　ascites，　the　ascites　was　drained

with　a　syringe　and　the　peritoneal　cavity　was　washed　with　20－50　m40f　phosphate

buffered　saline（PBS）．　The　ascites　and　washings．　were　pooled．　The　tumor　cells　were

・counted　using　a　haemocytometer．

　　　　C肋7zガ。αZ5＝Tritium　labeled　thymidine　with　a　speci丘。　activity　of　12．O　mCi／mmol

was　purchased　from　Daiichi　Pure　Chemical　Co．　Ltd，，　Tokyo．

　　　　Sheep　prolactin（LTH）was　purchased　from　Sigma　Chemical　Co．　Ltd．　St．　Louis，

U，S．A．　Mouse　GH　was　puri丘ed　from　ICR－JCL　mouse　pituitaries　according　to　the

method　of　Raben8）．　The　recovery　of　GH　was　about　3％of　the　pituitary　acetone　powder．

The　purity　of　the　preparation　was　examined　by　the　aid　of　polyacrylamide　gel　electro－

phoresis　as　described　by　Davis　8孟α乙9）and　the　biological　activity　was　tested　in　terms

of　the　increase　in　body　weight　of　hypophysectomized　mice（Fig．1aand　l　b）．

　　　　GEαπ4　LTHα4”2f2z∫∫’7一αあ。π5＝　Daily　injections　of　6μg　of　the　purified　GH　and

5．O　I．U　of　LTH　per　mouse　were　made　subcutaneously　from　the　4th　day　after　hypo－

physectomy，　respectively．　Tumor　cells　were　inoculated　on　the　secoロd　day　after　injec－

tion　of’ fH　or　LTH．　Cell　counting　was　done　on　the　5th　day　after　inoculatiQn．

PUR旧EO　GH

　　GH
W卜K》しEPITU1犠RY

GH

aF Alb， aF

E9．1a　Densitomet■ical　diagエams　of　a　preparation　of　mouse　GH　on　poly－

　　　acryla．mide　gel　electrophoresis（7．5％，　pH　9．5）．　The　puri丘ed　GH　shows　a

　　　single　peak　and　a　shoulder　of　faster　migrating　substance．　This　faster

　　　migrating　substance　was　reported　to　possess　full　biQlogical　activity．

　　　Alb．：albumin　and　LTH，　B．F．：bufEer　front
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Fig。1b　Effect　of　puri丘ed　GH（6μ9／mouse／day）on　increase　ill

　　　body　weight　of　hypophysectolnized　mice．　Mean　values　and

　　　standard　deviations　are　plotte．d．

　　　（○　　○＞GH　injected　　（●一一一●）PBS　injected

　　　D読‘’ガ。／z7・α∫8　qブメη一6－Zα66Z841一α4ゴ。α6’かむ∫義y：　Four　i．　p．　injections　of　3H－thymidine

（0．2μCi／g　body　weight）separated　by　6　hr　intervals　were　given　to　mice　be．aring　a　4　day－

01d　tumor．　This　procedure　was　designed　to　label　all　the　cells　in　the　cycle　including

mitosis．　Actually，　the　labeled　cells　wer己about　92％as　determined　by　autoradiography．

Labeled　tumor　cells　were　transplanted　in　doses　of！07　cells　into　mice，　Five　days　after

the　transplantation　of　the　labeled　tumor　cells，　were　harvested　and　washed　with　ice－cQld

trichloroacetic　acid．　The　radioactivity　of　the　acid－ins．oluble　materials　was　determined

in　a　liquid　scintillation　spectrometer　using『atoluene－triton　scintillator．

　　　　qy孟。々∫7zε擁。ε畷）8rf，η6η‘5二Cytokin．etic　time　parameters　weエe　calculated　from　percent

labeled　mitoses　curve（PLM）11）．　The　PLM　experilnents　were　carried　out　on　the　4th　day

after　transplantation．　After　puls－1abe．ling　with　3H－thymidine（20μCi／mouse），　animals

were　killed　at　l　hr　intervals　up　to　a　period　o．f　33　hr．　For　autoradiography，　smears

were丘xed　in　absolute　ethanol　and　dipped　in　2×diluted　Sakura　NRrM2　emulsion

（Konishiroku　Photo　Ind．，　Tokyo）pre－warmed　to　45。C．　After　one　week　exposure　at

room　temperature　these　were　developed　and　stained　with　Giemsa．　The　fraction　of

labeled　mitoses　was　determined　from　100　mitotic　cells　per　slide，　the　fraction　of　labeled

cells　was　determined　in　1，000　cells　per　slide，　and　mitotic　index　obtained　by　counting

！，000　turnor　cells．

　　　　Examinations　were　repeated　twice　or　three　times　for　each　experiment，　and　3　to　6

animals　were　used　in　a　group　in　each　examination．　The　statistical　probability，　P，　of

a＄igni丘cant　was　derived　from　Fisher’s　table　of’values．

Results

　　　　丁配〃．zo7・gブ。τθ読：Growth　curves．　for　this　tumor　are　shown　in　Fig．2．　The　growth

rate　was　exponential　for　the丘rst　few　days　and　its　decline　from　the　exponential皿ode

was　notable　from　the　4th　day．　On　the丘rst　day　after　tumor¢ell　inoculation，　the　dif［er．

ence　in　the　cell　growth　between　hypophysectomized　and　intact　mice　was　not　signi丘cant，

but　on　the　2nd　day　and　thereafaer　this　difference　became　remarkable．　On　the　5th　day，
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the　effectiveness　of　hypophysectomy　was　evi－

dent　and　the　difference　in　the　cell　growth

between　the　two　groups　was　statistically

s．igni丘cant．　To　assess　whether　the　inhibition

of　the．　tumor　growth　in　the　hypophysecto－

mized　is　caused　by　disappearance　of　the　hor－

mQnes　from　the　target　endocrine　orgarls　of

hypophysis，　the　total　tumor　cell　number　in

the　thyroidectomized，　adrenalectomized，　and

castrated　mice　was　examined　on　the　5th　day

after　transplantation．　The　results　are　sum－

Inarized　in　Table　1．　The　influences　of　the

extirpation　of　the　target　endocrine　organs

were　not　signi丘cant．　Since　specific　target

endocrine　glands　of　GH　and　LTH　have　not

beerl　defined，　thes．e　hormones　were　adminis一
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tered　to　the　hypophysectomized　animals　with　results　as　shown　in

ce．11　number　in　the　GH－injected　group　was　about　by　85％

ectomized　animals，　whereas　the　inje．cted　sheep　LTH　had

tumor　growth　inhibited　by　hypophysectomy．

3 4 5

　　　　　　　　　　　Days　a㎡ter　inocu藍ation

Fig．2　Tulnor　growth　in　hypophysectomized
　　　and　intact．皿ice．　Mean　values　are　plqtted．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　2．　The　total

　　　　　　　　　　greater　than　in　the　hypophys－

　　　　　　　　　　no　efEect　on　recovery　of　the

Table　1　　加ノZ‘‘｛1ηぐ8∫（～プ‘んθ8κ’カ♪α距。η（ゾ’ん8

　　　6η40C’ゴη8・’即ノZ50／Z’ん8’Z碑・ア’9r・観ん

Ta1）1e　3　E挽。重げ読ε’o刀オ1z8如’～～o’¶

　　　9”o魏11fπfπ孟αα1ノ漉8

Operation Total　tumor　cell　number
　（×108）on　the　5th　day Dietary　manipulations Tumor　growth

on　the　5th　day

工ntact

Hypophysectomy

Thyroidectomy

Adrenalecto．my

Castration

4．81±0．08＊

2．33±0．26（Pく0．01）

4．65±0．20（n．s．）

4．07±0．28（n．s．）

4．46±二〇．27（n．s．）

Free　diet

Food　restriction

High－calory　diet＊

100

99．4

97．9

＊　Standard　error　of　the　mean．

n．S．：not　signi丘C繰nt

Table　2　1娩‘’（ゲごz4〃zゴノzガ5’1エz’～oπげσZ牙

　　　0プLTH　oπ伽孟観zor　gノー0鵠ん加彦1Lθ

　　　ん：〉ψ⑫1げ∫8ぐ’o’π詑8ゐ’露∫ca

In　the　Table　are．　relative　vlues　normalized

with　free　diet　as　100％．

＊　Clea－B．F　pellet　diet．

Table　4　　Dゴ1配孟foπ（～ブプα4∫oαc孟fη疲y（ゾオ”ε

　　　3H・吻〃．L蔽2zゆ7岬8一励8♂84励’ω’ごθ♂Z5

TQtal　tumor　cell　number
（×108）on亡he　5亡h　day

Inoculum
　　　On　the　5th　day

Hypophys－　　　　intact

　　　　ectomy

Treatment

Hypophysectomy
　　十PBS

　　十LTH（51．U．／day）

　　十GH　（6μg／day）

2．33±0．26＊

2．30±0，24（n．s．）

4，32±0．28（P〈0．01）

Exp．1．　34942

Exp．2．　62155

1682（21，1）

2680（23．2）

　742（47。2）

1310（47．4）

＊　Standard　error　of　the　mean．

n．s．：not　significant

The　values　are　radioactivies（c．pm．／107　ceUs）

of　the　tumor　cells　with　3H－thymidine，　and

the　values　in　parentheses　are　the　dilution

rates　of　radioactivities　on　the　5th　day

compared　with　the　values　at　inoculation．
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　　　　Since　hypophysecto皿ized　allimals　weエe　fed　a　lesser　amount　than　the　intact　animals，

and　the　body　weight　did　not　increase，　the　ef〔ect　of　the　restriction　of　the　food　intake

on　the　growth　of　the　tumor　was　examined．　As　shown　in　Table　3，　the　food　restriction

resulting　in包mere　body　weightエnaintairlance　did　not　affect　the　turnor　cell　growth．

　　　　Decrease　of　pre．labeled　radioactivity：　The　results　in　Table　4　showed　t．hat　the

dilution　rates　of　radioactivity　were　almost　equal　to　that　of　multiplication　of　the　tumor

cells．　The　rates　were　about　22　in　hypophysectomized　animals　and　47　in　the　intact

animals　on　the　5th　day．

　　　　ω員∫競ゴ。5：Median　cell　kinetic　par．ameters　on　the　4th　day　tumor　computed　from

the　PLM　curves（Fig．3）were　given　in　Table　5，　and　the　growth　fraction　was　determined

from　the　relationship　by　Mendelsohn

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！＝（蔀／N）／（N8／Nσ）

where　2V5＝number　of　DNA　synthetic　phase，　N＝tota．l　number　in　or　out　of　a　mitotic

cycle　and　Nσ＝number　in　a　mitotic　cycle．　In　intact　mice，　the　duration　of　cell　cycle

ti皿e（G）was　22　hr，　of　which　18　hr　were　spent　in　DNA　synthetic　phase（5）and　4　hr　in

C－2十mitosis．　These　periods　of　the　parameters　were　consitent　with　those　calculated

by　Lala　and　Patt13）on　7　day．old　Ehrlich　ascites　tumor　cells　inoculated　in　doses　of　106

cells．　In　hypophysectomized　mice，　G　was　27，5was　23，　G－2十mitosis　was　estimated　as

¶OO
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Hour5　aft●r　inloctbn　of　3H－TdR

Hg．3　Frequency　of　labeled　mitoses　at　difEerent　times　after　3H－thymidine（TdR）

　　　inlectiQn　into　Iロice　with　the　4th　day－01d　tumGr．

Table　5 G1’oτび’んραノη〃置6彦（η一5　qプα5ご髭05’z‘〃‘or∫oπ　〃L84〃～4αツ

Parameters Hypophysectomy Intact

Median　duration（hr）of：Doubling　time

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cell　cycle　time

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DNA　synthesis

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　G－1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　G－2十血itosis

O．5hr　3H－thymidine　labeling　index（％）

Co皿puted　prQliferating　fraction　（％）

145

27

23

　4

57

67

57

22

18

　4

61

74
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4hr．　It　was　not．ed　that　prolongation　of　cell　cycle　time　in　the　hypophysectomized

depend　on　the　expended　3　phase．　The．　G－1　phase　of　cell　cycle　was　either　very　small

or　absent．

Discussion

　　　Anumber　of．　studies　have　been　made　on　the　effects　of　pituitary　hormones　on　the

growth　of　tumors　and　the　course　of　tumorigenesis1～3，14＞；however，　only　a　few　reports

are．　available　which　are　concerned　with　the　tumor　growth　in　hypophysectomized　animals．

Areport　by　Talaley　8孟α♂．15）showed　that　hypophyse．ctomy　inhibited　the　growth　of

Walker　tumor　in　rats　to　about　a　half　of　the　tumor　weight　in　controL　Huggins　and

Oka16）reported　that　hypophysectomy　resulted　in　a　profound　regression　of　stem－cell

erythroblastic　leukemia　in　rats．　Our　results　on　Ehrlich　ascites　tumor　in　mice　are　con－

sistent　with　these　reports　in　t．hat　hypophysectomy　inhibited　the　growth　of　the　tumor．

On　the　5th　day　after　the　inoc．ulation，　the　tumor　cell　number　reached　only　about　one－half

in　hypophysectomized皿ice　as　compared　with　that　in　intact　animals．　Thyroidectorhy，

adrenalectomy　and　castration　of　mice，　in　contrast　to　hypophysectomy，　did　not　produce

inhibitory　effects　on　the　tumor，　in　a　similar　manners　to　the　results　by　Kodama17）．　It　is

thus　appropriately　suggested　that　the　inhibitory　e任ect　of　hypophysectomy　is　not　ascribed

to　the　ablation　of　target　organs　of　hypophysis．　Since　it　was　further　shown　that　ad－

ministration　of　GH，　but　LTH，　to　hypophysectomized　mice　enhanced　the　tumor　growth，

GH　is　emphasized　as　a　crucial　endocrine　factor　that　af［ects　the　growth　of　Ehrlich

aSCIteS　tUmOr．

　　　　Since　hypophysectomized　animals　were　found　to　ingest　food　in　less　than　a　half　of

the　normal　amount，　it　was　surmized　that　the　efFects　of　dietary　manipulations　may　play

arole　in　the　tumor　growth．　In　this　respect，　Watanabe　and　Oka18）reported　recently

that　the　growth　of　Ehrlich　solid　tumor　was　not　a妊ected　either　by　the　feeding　schedule

or　by　the　type　of　diet．　Our　results　on　Ehrlich　ascites　tulnor　were　in　good　agreement

with　this　report　by　Watanabe　and　Oka，　in　that　food　res．triction　did　not　suppress　the

tumor　growth．

　　　　There　are　only　a　few　reports　on　the　influence　of　admini臼tration　of　GH　on　the

growth　of　transplantable　tumors　in　intact　mice．　These　reports　seem　to　be　in　contrast

with　each　Qther；namely　a　promotion　of　tumor　growth　by　Smith　8孟αZ．5），　a　nulli丘cation

by　Schulman　8’‘zZ．4＞，　and　an　inhibition　by　Smith　8孟αZ．6）．　In　these　experiments，　they

used　transplanta1〕le　mammary　adenocarcinoma　and　the　injected　GH　was　in　strikingly

large　dose（100－400　tiInes）as　compared　with　our　experiments。　A　complete　separation

of　LTH　activity　from　GH　preparations　was　reported　to　by　virtually　imposs．ible止9・20）．　It

is　therefore　suggested　that　the　LTH　ef［ect　on　the　tumor　growth　is　superimposed　on

the．　GH　effect，　when　a　large　dose　of　the　GH　preparation　is　used．　Six　Inicrograms，　in

our　experiments，　are　considered　as　the　minimal　effective　dose．　Furthermore，　hypophys．

ectomy　is　a　nessesary　postulate　for　examining　the　eflects　of　GH．　1且this　connection

the　discrepancies　among　the　assumptions　mentioned　above　may　also　be　based　on　the

fact　that　non－hypophysectomized　mice　were　used　in　these　investigations．

　　　　Considerable　information　has　been　accumulated　regarding　the　in且uences　of　GH　on
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various　enzymes，　proteins，　RNA，　immunocapacity，　and　lymphocyte　transformation21厚26）．

However，　the皿echanism　of　GH　action　on　tumor　growth　has　not　been　clari丘ed，　and

tllere　is　no　information　available　regarding　the　inhibitory　mechanism　on　tumor　growth

in　hypophysectomy．　The　retardation　in　tumor　growth　in　hypophysectomized　animals

may　have　resulted　from　1）the　appearance　or　elongation　of　the　lag－phase，2）an　increase

in　the　rate　of　cell　Ioss，3）adecline　in　the　proliferating　fraction　and　4）aprolongation　Qf

the　mitotic　cell　cycle．　In　our　studies，　the　inhibited　growth　of　Ehrlich　ascites　tumor　in

hypophyse．ctomized　mice　is　considered　to　be　mainly　caused　by　the　prolongation　of　cell

cycle　time，　directly　by　lengthening　of　the　DNA　synthetic　phase，　but　is　probaly　affected

by　the　decrease　in　the　growth　fraction　to　a　slight　extent，

　　　　Aprevious　cytokinetic　analysis　of　Ehrlich　tumor　made　in　non－hypophysectomized

mice　by　Lala27）showed　that　a　lellgthening　of　cell　cycle　time　due　to　a　prolongation　of

the　5　phase　was　fQund　to　occur　in　addition　to　a　decrease　in　the　growth　fraction　in

the　lat．er　stages　of　the　tumor　development．　The　prolongation　of　the　5　phase　was　also

emphasized　by　Dombernowskyθ’αZ．28）as　relevant　to　retardation　of　JB－1　ascites　tumor

in　mice　with　the　increase　of　th．e　tumor母ge．　The　results　in　the　present　experiments

on　hypophysectomized　mice　are　considered　to　be　consistent　with　these　previous　reports．

　　　　Hypophysectomy　may　provide　a　microenvironment　in　ascites　which　is　disadvanta－

geous　fOr　the　tumor　cell　growth　such　as　in　ascites　in　the　later　stages　of　tumor　develop．

ment　in　the　non－operated　animals，

　　　　Another　po．ssible　interpretation　Qn　the　action皿echanisエn　Qf　the　tumor　inhibiting

effect　of　hypophysectomy　may　be　that　GH　stimulates　the　DNA　synthesis　or　mitosis，

through　speci且。　RNA　and　protein，　as　was　also　suggested　by　Baserga29）．　We　have　in

program　further　experiments　to　investigate　whether　GH　potentiates　the　cell　cycle

stimulating　ef〔ects　on　Ehrlich　tumor　cells，　in　order　to　contribute　to　the　answer　of　the

above－mentioned　question．

　　　We　express

experlment・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ac㎞owledgment

our　sincere　appreciation　to　Prof．　H．　Tsukada　for　his　va．luable　advice　in　this

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received，　March　24，1975）
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