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   The inhibitory effect of human-recombinant tumor necrosis factor (Hu-rec-TNF) alone 

or in combination with human recombinant r-interferon (rec r-IFN), doxorubicin (ADM) 

or cis-platinum (CDDP) was studied for two human renal cell carcinoma lines (KO-RCC-

1 and RCC-nu-1 cells). Hu-rec-TNF inhibited the cell growth of KO-RCC-1 cells in a dose-

and time-dependent manner. The inhibitory effect was seen 48 hours after the treatment 

with Hu-rec-TNF alone. The effect of Hu-rec-TNF was cytotoxic in our experiment. On 

the other hand, Hu-rec-TNF did not inhibit the cell growth of RCC-nu-1 cells. There were 

sensitive and resistant cells in renal cell carcinoma. In KO-RCC-1 cells, Hu-rec-TNF 

enhanced the inhibitory effect of rec r-IFN, ADM or CDDP. On the other hand, Hu-rec-

TNF did not enhance the inhibitory effect of rec r-IFN, ADM or CDDP in RCC-nu-I cells. 

In our experiment, the combined treatment with Hu-rec-TNF and rec r-IFN, ADM or CDDP 

was useful in human renal cell carcinoma which was sensitive for Hu-rec-TNF.

Key words: Human recombinant TNF, Renal cell carcinoma

は じ め に

近年,新 しい 制癌 剤 と して 注 目を あ び て い る腫 瘍 壊

死 因 子(tumornecrosisfactor)1よ1975年Sloon-

Iicttering癌 研 究 所 のCarswellら1)に よ り発 見 さ

れ た,す な わ ちBCGに 感 染 した マ ウスに2週 間後

cndotoxinを 静注 し得られた血清を皮下移 植担 癌 マ

ウスに投与すると腫瘍壊死を引き起こし,ま たこの血

清はある種の癌培養細胞に対し細胞障害性を示すが,

正常細胞には影響を与えないとしたト4).ま た,種 を

越えて細胞障害性を有することでも知られている.最

近遺伝子工学的 手技に よりヒトrecombinant-TNr
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Table　 1.　 DrugS　 and　 Concentration　 used

Dru8s Coneentration

Tre邑t隔ent口ith

dru8　 alone

恥 一reCrT閥P

(u!齢1)

Rec　r・IF鱈

(り!●D

Doxorubiein

ωD晦 μ8/隔D

Ci8・platinu●

(CDOP,μ8!● 且}

10　 　 100　 　1aOO

10　 　 100　 　1000

0●OOO4　 　0.OO4　 　　0.04

O・002　 　0●02　 　　0。2

Treat巳e動t噌it』

Hu・rec・7NF

(100U!陰1)

ind　 dru8

Hu-ree・ 丁断F十

(1000!ロD

RecY一 工FN

(u/・1)

Do翼or凹biein

(AD馬 μ9!●1》

Ci8・plati皿 旧

(CD勧Pgμ8!● 且)

10　 　 100　 　!OOO

O●OOO4　 　0●004　 　　0●04

O.002　 　　0.02　 　　　0.2

(Hu-rec-TNF)の 大 量 生産 が 可能 と な り,そ の抗 腫

瘍 効 果 がin　 viVO5・S)お よびin　 vitre7～9)の 実験 系 で検

討 され て い る.今 回,わ れ われ は現 在 の と ころ有 効 な

化 学 療 法 剤 の な い ヒ ト腎 細 胞癌 に 対 しHu-rec-TNF

の抗 腫 瘍 効 果 をin　 vitroで 検 討 す る と と も に,ヒ ト

recombinantγ 一interferon(recγ 。IFN),　 doxoru・

bicin(ADM)お よびcis-platinum(CDDP)と の

併 用 効 果 を検 討 した.

材 料 と 方 法

　 細 胞rヒ ト腎細 胞 癌 由来 培 養 株,KO-RCC-11。)お

よびRCC-nu・1ii)細 胞 を用 いた.　 KO-RCC・1細 胞

は 当 教 室 の 岡 田 ら に よ り株 化 され,他 方RCC-nu-1

細 胞 は 金沢 が ん研 究所 沢 口博 士 よ り分与 を受 け た もの

で と もに原 腫 瘍 は 組 織学 的 に淡 明 細 胞 を主 体 とす る腎

細 胞癌 で あ る.

　 薬 剤:ヒ トrccombinant　 tumor　 necrosis　 factor

(Hu・rec-TNF,　 PT-050)は 大 日本 製 薬 ㈱ よ り入 手 し

た.力 価 は105単 位/ml(1単 位 はL-M細 胞 の50%を

障 害す る量)で あ る.他 方 ヒ トrecombinantγ 一inter・

feron(rec　 r.IFN)お よびdoxorubicinは 協 和 発 酵

㈱ よ り,cis-platinum(CDDP)は ブ リス トル.マ

イ ヤ ー ズ㈱ よ り供 与 され た.各 薬 剤濃 度 をTablc　 l

に示 す.

　 紐【胞 培 養:こ れ ら 細 胞 は,　 10%fetal　 bovine

serum(FBS),　 penicillin　 G　100　U/m1,お よびstre.

ptomydn　 100μ9/mlを 添 加 したDulbecco's　 mo・

diried　 eagle培 地(c・DME,日 水 製 薬)で37℃,5

%CO2　 incubator内 で 培 養維 持 し4～5Hご とに,

O.1%etrypsin処 理 に て継 代 した.

　 感 受 性 試 験

　 1)Cell　 growth　 inhibition　 test:対 数 増 殖 期 に

あ る細 胞 をO.　1%trypsin処 理 に て単 離 細 胞 浮 遊液 を

得,細 胞 濃 度 を1×104/mlに 調 整 し24　 well　 plate

(falcon　 plastic　corp,　 oxnard,　 CA)に1.　 O　mlず

つ 播種 し,37℃,5%CO2　 incubator内 で 静置 培 養

した.24時 間後,培 地 を 捨 て 各 薬 剤 を 含 む,c-DME

培 地 を 加 え た(Table　 1).コ ン ト ロー ルは 薬 剤 を含

ま な いc-DMEと した.薬 剤 添 加 後,24,48,72お

よび96時 間 後 に 付 着 細胞 をO.　1%etrypsin処 理 に て剥

離 しtripan　 blue染 色 を施 し非 青 染 細 胞 を 数 え た.

細胞 障 害 性 は,コ ン トロー ル の非 青 染 細 胞 数 に対 す る

比 で表 した.

　 2)　 In　vitre　clonogenic　 assay

　 Salmonら12・:3)のdouble-laycr.soft　 agar　system

を用 い行 な った.す な わ ち下 層 は,McCoy's　 5A培

地(Grand　 lsland　 Biological　 Co)に,5%horse

serum(HS),10%FBS,2.2%sod亘um　 pyrubate,

21mg/ml　 serine,200　 mM　 glutamine,100　 Ulml

penicillin　 G,お よ び100μg/ml　 streptomycinを

添 加 したenriched　 McCoゾs　 5A培 地 で あ りさ ら に

使 用 直 前 に3%triptic　 soy　broth(Grand　 Island

Biological　 Co.),0.6　 mg/ml　 asparagineお よび0.3

mg/ml　 DEAE-dextran(Parmacia　 Fine　Chem五ca1s

Piscataway,　 N .1.　)を 添 加 した 最終 濃 度O.　5%oのagar

(Difco　 Detroit,　 MI,)で あ る.上 層 は,　 CMRL-

1066培 地(Grand　 Island.　 Biological　 Co.)に,15

%　 Hs,100　 u/ml　 penieillin　 G,100μ9/ml　 stre一
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ptomycin,2mM　 glutamine,4mM　 calcium　 chr-

01ideお よび3　 u/ml　 inSulinを 添 加 したenrichcd

CMRL-1066培 地 で さ ら に 使 用 直 前 に0.6　 mg/ml

asparagine,0.5mg!ml　 DEAE-dextran,50　 gM　 2-

mercaptoethanolお よび3×103個/dishの 細 胞 と薬

剤 を添 加 した最 終 濃 度0.3%oのagarで あ る.こ れ ら

を37℃,5%CO2　 incubator内 で 培 養 し,21日 後

40個 以 上 の細 胞 よ り成 る独 立 した 細 胞 塊 を コ ロ ニー と

して数 え,各dishご とに コ ロ=一 数 を 算 出 し コ ソ ト

ロー ルの コ ロニ ー数 との比 で薬 剤 効 果 を表 した.な お

本実 験 は,1薬 剤1濃 度 に っ き35mm　 petri　dish　3

dishず つ 行 な い,少 な くと も3度 繰 り返 し施 行 した.

結 果
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　 A)Cen　 growth　 inhibition　 test

　 a)各 薬 剤 単 剤 の 抗 腫 瘍 効 果:Hu-rec-TNFは

KO-RCC-1細 胞 の 増 殖 を 濃 度 依存 性 に抑 制 し,薬 剤

作 用96時 間 後 に100　 u/mlお よび1,　ooo　u/mlで 各

50±10%,40±8%に 抑制 した.他 方,RCC・11uJ

細 胞 に 対 し殆 ど細 胞 増殖 を 抑制 しなか った(Fig.1,

2).ま たHu-rec-TNFの 細 胞 増 殖 抑 制 効果 は薬 剤作

用48時 間 以 後 に 見 ら れ た(Fig.3).　 recγ 一IFNは

KO-RCC-1細 胞 の 増 殖 を 濃 度 依 存 性 に 抑 制 し,100

U/mlお よび1,000　 u/m1で 薬 剤 作 用96時 間後,各60

1.
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ン← 一一×Hu-rec・TNF(IOeU!mり+Drug

Fig.1.　 Inhibitory　 effect　 of　 cell　 growth　 in　 KO-RCC・1　 cells　 after　 96　hr

　 　 　 　 drug　 treatment.4種 の 薬 剤 と も に 濃 度 依 存 性 に 細 胞 増 殖 を 抑 制 し

　 　 　 　 た,Hu-rec-TNFは こ れ ら 薬 剤 の 細 胞 増 殖 抑 制 効 果 を 増 殖 した.

　 　 　 　 Each　 value　 presents　 mean±S.E.
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　)←嗣→くHu-rec・TNF(100U!ml}+Drug

Fig.2.　 Inhibitory　 effect　of　ccll　growth　 in　RCC.nu-1　 cells　after　 96　hr

　 　 　 　 treatment.　 Hu-rec・TNFお よびrecγ 一IFNは 細 胞 増 殖 殆 どを 抑

　 　 　 　 制 しな か った.ADMお よびCDDPは 濃 度 依 存 性 に 細 胞 増 殖 を 抑

　 　 　 　 制 した ・Hu-rec-TNFは,こ れ ら薬 剤 の細 胞 増 殖 抑 制 効 果 を 増 強 し

　 　 　 　 なか った.Each　 value　 presents　 mean±S.E.
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±5%お よび48±6%に 抑 制 した.他 方,RCC-nu-1

細 胞 で は 細 胞 増 殖抑 制 効 果 は み ら れ なか った(Fig.

1,2).ADMお よびCDDPは と もにKO。RCC-1

お よびRCC・nu-1細 胞 の増 殖 を 濃 度 依 存性 に 抑 制 し

た(Fig.1,2).

　 b)Hu-rec-TNFの 他薬 剤 と の 併 用 効 果=KO-

R・CC-1細 胞 に 対 しHu・rec-TNF(loo　 u/m1)は

recγ一IFN,　 ADMお よびCDDPの 細 胞 増 殖 抑 制 効

果 を増 強 し,そ の程 度 はrecγ 一IFN(1,000　 U/ml),

ADM(o.04μ9/ml)お よびCDDP(o.2μ9/ml)と

の 併用 で各30±6%,5±8%お よび20±6%に 抑 制

した(Fig.1).他 方,　 RCC-nu4細 胞 に対 して増 強

作 用 は み られ なか った(Fig.2).

　 B)　 In　vitro　clOnOgen三C　 aSSay

　 a)各 薬 剤 単 剤 の コPニ ー 形 成 抑制 効 果:Hu-rec-

TNFは,　 KO-RCC-1細 胞 の コuニ ー形 成 を濃 度 依

存 性 に 抑 制 し,Hu-rec-TNF　 10　U/ml,100　 U/mlお

よび1,000　 u/m1で 各42±8%,34±6%お よびo±

8%に 抑 制 した(Fig.4).他 方,　 RCC-nu・1細 胞 の

コ ロニ ー形 成 抑 制 効 果 は み ら れ な か った(Fig.5).

recγ一IFNはKO-RCC-1細 胞 の コ ロニ ー一形成 を 濃

度 依存 性 に抑 制 し,10U/ml,100　 U/mlお よび1,000

U/mlで 各95±8%,72±5%お よび58±8%に 抑 制

した(Fig.4),他 方,　 RCC-nu-1細 胞 の コ ロニ ー 形

成 抑 制 効果 は見 られ な か った(Fig.5).　 ADMお よ

びCDDPは と もにKO-RCC-1細 胞 お よびRCC-

nu-1細 胞 コ ロ=一 形 成 を 濃 度 依 存 性 に 抑 制 し た

(Fig.4,5).

　 b)Hu-rec・TNFの 他 薬 剤 と の 併 用 効 果:KO一

RCC・1細 胞 に 対 しHu-rec-TNF(100　 U/ml)}よ

rccγ一IFN,　 ADMお よびCDDPの コ ロニ ー形 成 抑

制 効 果 を 増 強 し,recr-IFN(1,000　 U/ml),　 ADM

(0.04μg/ml)お よびCDDP(0.2μg/m1)と の 併 用

で 各2±6%,25±5%お よび22±8%に 抑 制 した

(Fig.4).他 方,　 RCC-nu-1細 胞 で は,　Hu-rec・TNF

はrcc7-IFN,　 ADMお よびCDDPの コPニ ー形
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Fig.3.　 Inhibitory　 effect　of　cell　growth　 in　KO・

　 　 　 　 RCC-1　 cells,　 Hu-rec-TNFの 細 胞増 殖 抑

　 　 　 　 制 効 果 は 薬 剤 作 用48時 間 後 に あ ら わ れ,本

　 　 　 　 剤 が 濃 度 お よ び 時 間 依存 性 に 細 胞 増 殖 を 抑

　 　 　 　 制 す る こ とが 示 唆 され た.Each　 value　 pre・

　 　 　 　 sents　 mean±S.E.
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Fig.4。 　 Inhibitory　 e銑ct　 of　 colony　 formation　 in　 KO・RCC。1　 cells.4種 の

　 　 　 　 薬 剤 は 濃 度 依 存 性 に コ ロ ニ ー形 成 を 抑 制 し た.Hu・rec・TNFは こ れ ら

　 　 　 　 薬 剤 の=ロ=一 形 成 抑 制 効 果 を 増 強 し た.Each　 value　 presents　 mean

　 　 　 　 ±S.E.
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Fig.5.　 Inhibitory　 effect　of　colony　 formation　 in　RCC-nu-1　 cells.　Hu-rec-

　 　 　 　 TNFお よびrecγ 一IFNは 殆 ど コ ロニ ー形 成 を抑 制 しなか った.　ADM

　 　 　 　 お よびCDDPは 濃 度 依存 性 に コ ロニ ー形 成 を 抑 制 した.　Hu-rec-TNF

　 　 　 　 は こ れ ら薬 剤 の コPニ ー 形 成 抑 制 効 果 を 増 強 しな か った.Each　 valuc

　 　 　 　 prcscnts　 mean±S.E.

成抑制効果を殆ど増強しなかった(Fig.5).

考 察

　 1975年,Carsweliら1)に よ り発 見 さ れ たTNF

は,種 を越 え 腫瘍 細 胞 の 増 殖 を特 異 的 に 抑 制す る物 質

と して 注 目を あ び て きた1～4).近 年,遺 伝 子工 学 の発

達 に よ り,ヒ ト遺 伝子 組 換 え 型TNFの 大量 生 産 が

可 能 とな り3・4),ヒ ト悪 性 腫 瘍 に 対 す る 抗 腫瘍 効 果 が,

　in　vivO5・6)お よびin　 viho7～9)で 検 討 され て い る.し

か し,現 在 有効 な 化 学 療 法 剤 の ない 腎 細 胞 癌 に た いす

る本 剤 の 抗 腫 瘍効 果 を 検 討 した 報 告 は 少 な くS・9),他

剤 との併用 効 果 は 報 告 され て いな い,

　 TNFの 作 用 機序 に つ い てRuffら14)は 濃度,時

間お よび温 度 依 存性 に細 胞 障 害 を示 す と した,わ れ わ

れ の 実験 で もTNFに 感 受 性 を 有 す るKO-RCC-1

細 胞 で は濃 度 お よび 時 間 依存 性 に細 胞 増 殖 抑 制 効果 が

示 され た.し か し,RCC-nu-1細 胞 で は,濃 度 お よ

び時 間 に か か わ らず 細 胞増 殖 抑制 効 果 は しめ され な か

った.渡 辺 ら15)は,TNFが 細 胞 障 害 作用 を 発揮 す る

の はTNFが 細 胞膜 表 面 のTNF　 receptorと 結 合 す

るた め と し,細 胞 膜 表 面 のTNF　 receptorの 数 を

Scatchard　 plot解 析 に よ り調 べ,　TNF　 receptor数

とTNF感 受性 の間 に 相 関 関 係 の あ る こ とを示 した.

また彼 らはTNFはreceptorと 結 合 す る こ と に よ

り細胞 質 内へ取 り込 まれ,リ ソ ゾー ム膜 を 障 害 し,腫

瘍細 胞 を 破壊 す る と した,わ れ われ の実 験 で は 細 胞膜

表 面 のreccptor数 の 測 定 は 行 な って いな い が,同 一

の組 織 型 で あ るKO・RCC-1とRCC-nu-1でTNF

感 受 性 お よび 非 感 受 性 と異 な る こ と,お よ びTNF

作 用 後細 胞 増 殖 抑 制 効果 が 示 され る の に48時 聞 を 有 す

る こ とな どか ら,TNFが 細 胞 膜 を一 義 的 に 破 壊 す る

の で は な くTNF　 receptorの 存 在 が示 唆 され た.

　 TNFは,　 in　vivol・9)お よ びin　 vitro15)の 実 験 系 で

正 常 細 胞 に 対 し障 害 性 を示 さ な い.渡 辺 らt5)は 正 常 細

胞 のTNF　 receptor数 を 調 べ,正 常 ヒ ト線維 芽 細胞

お よびPHA刺 激 リンパ 球 に もTNF　 receptorが

存 在 して い る が これ ら細 胞 はTNFに よ り全 く障 害

され な い と して い る。 彼 らは この 説 明 と して推 測 の域

を 出 な い が,TNF-receptor　 complexが 細 胞 内 に取

り込 まれ る だ け では 細 胞 を 死 に い た らせ る こ とは で き

ず,更 に細 胞 内のcytocidal　 systemを 介 し は じ め

て そ の 作 用 が 示 さ れ,正 常 細 胞 に は こ のcytocidal

systemに 対す る 何 ら か のrcscue　 systemが 存 在す

る ためTNFの 作 用 を 打 ち消 して い る と して い る.

　 TNFと 他 薬 剤 との併 用 効 果 に つ き 検 討 さ れ て い

る,渡 辺 ら15)は,3種 の ヒ ト腫 瘍 細 胞 株 に 対 しTNF

と ヒ トrecγ 一IFNの 併 用 で相 乗 効 果 が認 め られ た こ

とを 報 告 し,こ れ はrec　 7-IFNがTNF　 receptorの

数 を 増 加 さ せ る と した.榎 本 ら16)は ヒ ト悪性 神 経 膠 細

胞 株 に 対 しHu-rcc-TNFと ヒ トIFN一 β の 併 用 で

細 胞 増 殖 抑 制効 果 は増 大 した と述 べ て い るが,そ の 作

用 機 序 に つ い て は 検 討 して い な い.そ の他TNFは

actinomycin-D,　 mitomycin　 Cお よ びcyclopho-

sphamideと の併 用 に よ りin　 vivo15)お よびzη 謝ro6)

で そ の作 用 が 増 強 され る こ とが報 告 され て い る.折 田

ら且7)は,こ れ ら薬 剤 の 作用 増 強 機 序 はTNFに よ り

障 害 を 受 け た 細 胞 の修 復 の過 程 に 必 要 な 物 質 の 合成 が

これ ら薬 剤 に よ り阻 止 され た ため と して い る.ま た,
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非 感受 性 の細 胞 をactinomycin-Dやcyclophospha・

mideで 処理 す る とTNFに 感受 性 と な り,こ れ は

TNF　 receptorが 増 加 した こ とに よ る と して い る.

わ れ わ れ の実 験 で は,Hu-rec-TNFはTNF感 受 性

株 で あ るKO-RCC-1細 胞 に 対 しrecγ 一IFN,　ADM

お よびCDDPの 細 胞 増 殖 抑 制 効果 を 増強 し,他 方

非 感 受 性 株 であ るR.CC-nu-1細 胞 では,　recγ 一IFN,

ADMお よ びCDDPの 細 胞 増 殖 抑制 効 果 を 増 強 し

なか った.

　 Beutlerらle)は,　 ヒ.トTNFが マ ウスcachectin

と類 似 した 構 造 を 有 して い る こ とか ら両者 を 同一 視 す

る報告 が あ るが 諸 家 らの動 物 を 用 い た実 験 に お い て

cachexiaを 認 め て お らず 今後 の検 討 が必 要 で あ る.

　 今 回 の結 果 か らは,Hu-rec-TNFが す べ て の 腎 細

胞癌 に 有用 とは い え な い.し か し,Hu・rec-TNFに

感 受 性 を有 す る本 腫 瘍 に 対 しHu-rec-TNFとrecγ 一

IFN,　 ADMお よ びCDDPの 併 用 は,薬 剤 の 抗 腫

瘍 効果 を増 強 す るの み な らず これ ら薬 剤 の個 々 の使 用

量 を 減 し副 作 用 軽 減 の 意味 で有 用 と成 りえ る 可能 性 が

示 唆 され た.

　なお,木 論文の要 旨は第45回 日本癌学会(1986年,札 幌)

において 発表 した.
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