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Clonogenic         assay

インターフェ

ー単独ならびに制癌剤との併用効果について一

を用いた腎細胞癌に対する

ロンの抗腫瘍効果の検討

札幌医科大学泌尿器科学教室（主任：熊本照明教授）
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   With human tumor c1Qnogenic assay， the direct antiproliferative activity of recombinant human

leukocyte interferon alpha（IFN一α）was investigated on human renal cell carcinornas（RGGs）， which

consisted of a human RCC cellline（ACHN）， two human RG（〕xenografts and fifteell primary R（〕Cs．

The combination effec亡。．f IFN一αwith a cancer chemo亡herapcutic agent was stud孟ed， as we1】， with the

aSSay systeエn．

   IFN一αshowed a dose－depe璽dent n・．ntiproliferative activity against tlle human RCCs． The cIonaI

gr◎wth of ACHN cell line w鋪inhibited by less than 50％．at t｝ユe concentration of l，0001U／ml． Two

xenografts had a different sensitivitiy to IFN一α， in which the percent colony fbrmation was less than 20％

in RGC鱒3 at the concentra亡ioll of 100－100ン0001U／皿1， wh三亙e in RCC－4 more than 50％ evcn at the high

concentr’ation of 10，0001U／mL

   In 15 primary tumors obtained at surgery， two types of response to IFN一αwere dcmonstrated．

One was the response in which the colony f（〕rmation was inhibi亡ed ill a dose－dependcnt manncr as an

increment of IFN一αconcentration， and the other ill which the colony formation was l／ot su冊ciently

inhib｛ted evcu at the｝high concentration of IFN一α． The dose－dependent inhib三tioll of colony tbrmation was

demonstrated in 100ut of l 5 specimens（66．7％）． Whell the colony fbrmation suppressed to lcss than 50％

of control was considered to be sensitive to IFN一α，6．7％of these 15primary tumors were sα1sitive to IFN一

α．at 1001U／m1，20．0％at 1，0001U／皿1 and 20，0％at】0，0001U／ml．

   Cornbination effects of IFN－ct and with each of｛bur di飴rent cancer chemotherapeutic age飢s（villblastine，

adriamycin， methotrexate，5－fiuorouracil）were investigated on the AGHN cell llne． Every combination

type produced a subadditive or synergistic combination effect． In particular， the combination of IFN一α

with vinblastine of more than O，1μg／ml concentration yielded a gombinatiOn effect of statistical

slgni丘cance（p《：0．OOI）． Even against． premary tumors， the comb三nation of IFN一αwith vinblastinc

sllowed a synergistic e．ffect in one out of e▽ery three tumors． These results suggested that the combinatioll

o£IFN一α with a cancer chemotherapeutic agent、vou正d enhance the ciinical．effect of IFN一αa玉one in only
     ロ           コ             の

a certaln sltuahon．

                                              （Acta urol． JPn．35：737－747，1989）

K6y words：Renal ce11 carcilloma， Humah tumor clon‘〕genic assay， Interferonor， Canccr
           chemotherapeutic agent

緒 言

 インターフェロン（以下IFN）は現在多様な生物

活性をもつcytokineの1つとされるが，当初はウイ

ルス増殖抑制物質として注目されていた．その後，直

接的な抗腫瘍効果や，免疫能活性化による抗．腫瘍効果

もあることが明らかになってきた．その抗腫瘍効果に

関する基礎的研究Dや臨床的研究2）が発表されると，そ

の研究当初にはIFNは制癌性化学療法剤の1つとし

て位置づけられ，各方面での臨床的検討が進められて

きている，

 ことに腎細胞癌にある程度の抗腫瘍効果が認めら
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れ，しかも他に有効な化学療法剤もまだ開発されてい

ないことから，腎細胞癌治療剤として期待がもたれ，臨

床的治療検討がひろく行われてきている．しかし，

ヒトの腎細胞癌におけるIFNの治療効果は必ずしも

充分とはいえず3－8），むしろ他制癌剤との併用による

効果増強が注目されるようになってきている．

 そこでhuman tumor clonogenfc assay（以下

clonogenic assay）により，株垂直細胞癌，ヌードマ

ウス可継代腎細胞癌および腎細胞癌臨床標本を用い

て，これらに対するIFNの抗腫瘍効果と， IFNと

各種制癌剤の併用の意義を種々検討したのでその成績

を報告する．

対象および方法

 Clonogenic assay二clonogenic assayは既幸艮9・10）

に従い，以下の方法にて行った．

（1）単離細胞浮遊液の作製：早撃腫瘍は，抗生物質を

含む洗浄用培養液（McCoy’s－Wash）内で無菌的に細

切後酵素処理し，ステンレススチールメッシュでの濾

過後，25ゲージ注射針を通して単離細胞浮遊液とし

た．

（2）軟寒天培地の作製：clonogenic assayに用いる

軟寒天培地は，下層のfeeder laycrと上層のp王at－

ing layerからなるが，これも既報9・lo）の方法に従い

作成した．ただし株化培養細胞（ACHN細胞）11）を

用いたassayでは，二層軟寒天培地の上層および下

層のいずれの培養液も，細胞を継代維持するのに用い

たEagle’s MEMを使用した．

 IFN：α型の組換え型ヒト白血球インターフェPン

（rlFN一αA；Ro22－8181：日本ロッシュ）での検討を

行った．

 IFNの濃度は臨床投与時の最高血中濃度が300～

1，000 IU／mli2・13）であるところがら，100，1，000，

10，0001u／mlの3濃度としたが， loo，ooo lu／mlと

いう高濃度での検討を行った場合もある．

 IFNはin vitroで時間依存性の作用を示す14）とさ

れていることから，二層軟寒天培地の上層に前述した

薬剤濃度となるように加え，培養の期間中持続的に癌

細胞と接触させた．培養は37℃，7．5％CO2，水蒸気

飽和の状態で10～14日間行った．また，実験はいずれ

の場合もtriplicateにて行った．

 培養期間中にIFNの活性値が低下する可能性が考

えられたため，IFNの活性値を夏日的に検討した．

Fig．1に示したように，14日目のrIFN一αAの活性

値の低下は50％程度であったが，この程度の活性値の

低下による影響は少ないと考えられ，培養期間中に培
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Fig． 1． Changes in activity of rlFN－crA during

    incubation period， Each point represents

    an average of three・dishes．

地中にIFNの追加は行わなかった．なおIFNに
対する対照薬剤としては生理食塩水を用いた．

 併用制癌剤：上記のIFNとの併用を検討したもの

はvinblastine（VBL；塩野義製薬）， adriamycin

（ADM；協和醗酵工業）， methotrexate（MTX；目

本レダリー），5－fiuorouracil（5－FU；協和醗酵工業）

の4薬剤である．

 併用制癌剤の濃度は，各薬剤の通常投一与量を1回で

静注した場合に臨床的に到達可能な血中最高濃度の1

／ユ。～lo倍とし， vBL， ADMではいずれも。．ol，

0・1，1・0，10μ9／mlの4濃度， MTXでは0．5，5．0，

50μ9／皿1の3濃度，5－FUでは0．6，6．0，60 P9／ml

の3濃度を用いた．

 制癌剤との併用実験は，Aaproら15）に準じ，それ

ぞれの制癌剤を腎細胞癌細胞に1時間接触させた後，

培養液にて2回洗浄し，rlFN一αA，1，0001u／mlと持

続接触により先の条件下で培養した．

 対象とした腎細胞癌細胞：clonogenic assayでの

検討対象としたものは，次の3種の腎細胞癌細胞であ

る，

①株化小細胞癌細胞ACHN（CRL 1611）11），②

札幌医科大学泌尿器科でclear ccll typeの腎細胞癌

症例より樹立し，3代以上継代されたヌードマウス可

継代腎細胞癌2株（RCC－3， RCC－4），③手術時に採

取した腎細胞癌摘出標本（15例）．すべて腎細胞癌で

あることが病理組織学的に確認されている．

 IFNの抗腫瘍効果の判定：工FNの抗腫瘍効果の

判定は，倒立顕微鏡にてコワニー数を数え，コロニー

形成率で算定した．この際vital stainを行って，死

滅したコロニーを算定から除外したlo）．
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Table 1． Assessment of drug combination effeets in clonogenic assay

Synergistic A tt”B＞ （A） × C B） 〉 ［A＋B）

Additive A｝I B＞ （A） × ［B） ＝ ［A＋B）

Subadditive ［A）， （B］ 〉 CA＋Bj 〉 CA］ × （B）

Interference ［A］〉 （A十B） ＞CB］ 1．？ （A） × C B］
              or （B） 〉 （A十B） 〉 （A） 1．） （A） × ［B）

Antagonistic ［A十B］〉（A） ll； （B） ll； ［A］× ［B］
（A］ ， （B）

（A＋B］

［A］ X ［B］

：surviving rate for individual drugs

： surviving rate for drugs used in combination

： carculated theoretical additive effect

 コPニー形成率は，無処置対照群での形成コロニー

数に対するIFN処理群での形成コPニー数を百分率

で求めた．

 （〕lonogenic assayでのcytokineに対する感受性

の判定基準としてはまだ確定されたものはないが，コ

ロニー形成率が50％以下となった場合を感受性有りと

することが多い」6・17）．Salnlon18）によれば， clonogen－

ic aSSayによる制癌剤評価で従来用いられているコ

ロニー形成率が70％以上抑制される場合よ1）も，コ

nニー形成率が50傷以上抑制される場合を感受性とし

た方が，clonogenic assayの結果と臨床成績との相

関をみた場合によく相関するという．そこで今回の検

討ではコロニー形成率が50％以上の抑制を受けた場合

を感受性とした．その場合コPニー形成率が50％とな

るIFN濃度を求め， ED（50％e館ctive dose）と

した．

 臨床標本におけるIFN作用時のコPtニー形成率に

影響する因子の検討：臨床標本におけるIFNの効

果，すなわち各濃度におけるIFNのコロニー形成

率を目的変数とし，腎癌取扱い規約19）に基づく組織学

的細胞異型度，組織学的構築型，組織学的細胞型，浸

潤増殖形式，二層軟寒天培地での薬剤無処置対照の

plating eflliciency（播種細胞数に対する形成された

コμニー数の比）を説明変数として重回帰分析2。）を行

った，

 IFNと制癌剤との併用効果の評価：薬剤の併用効

果の評価はValerioteら2D， Monparlerら22）に準

じて行った．すなわち，IFNおよび制癌剤を単独に

用いた場合のそれぞれのコロニー形成率〔A〕および

〔B〕から求められる相加効果の期待値〔A〕x〔B〕／

100と，両老を併用した場合のコPニー形成率の実測

値〔A十B〕とを比較し，次のような判定基準に従い

判定した．

 a．相乗的（synergistic）効果：〔A十B〕が〔A〕×

〔B〕より小さい場合．

 b．相加的（additive）効果：〔A＋B〕が〔A〕×

〔B〕に等しい場合．

 c．亜相加的 （subadditive）効果：〔A＋B〕が

〔A〕×〔B〕より大きい場合．しかも〔A十B〕が〔A〕お

び〔B〕より小さい場合．

 d，干渉（interfcrence）効果：〔A＋B〕が〔A〕×

〔B〕より大きい場合．ただし〔A十B〕が〔A〕と〔B〕の

中問値となっている場合．

 e，拮抗的（antagonistic）効果：〔A十B〕が〔A〕

×〔B〕より大きい場合．しかも〔A十B〕が〔A〕，〔B〕

の両者より大きい場合とした．

以上をまとめるとTable 1に示したとおりである．

 さらに相加効果の期待値〔A〕×〔B〕ノ100と，両者を

併用した場合のコμニー形成率の実測値〔A十B〕の差

をDrewinkoら23）に従って， Z一検定により検定し

た．

結 果

A．IFNの抗鍾瘍効：果

 IFNの濃度と抗腫瘍効果との関係を，用いた3種

の腎細胞癌細胞で検討した．

 a．ACHN細胞に対する効果の検討

 Fig．2に示すように，各濃度でのコロニー形成率

（平均値±標準誤差）は，1001u／m1で76．5±5．9％，

1，0001U／mlで36．7±5，5％，10，0001U／mlで18．5±

1。4％，100，0001U／mlで13． 8±5．6％であった．この

ようにACHN細胞に対するrlFN一αAの抗腫瘍効
果は濃度依存的であった．

 b．ヌードマウス可継代腎細胞癌に対する効果の検

討

 Fig．3にその成績を示した． RCC－3株ではrlFN一

αAの濃度が1001U／m1でコPニー形成率は19．6±

8．ユ％と三値で，充分な抗腫瘍効果が認められた，100

1U／ml以上に濃度を高くしても，コロニー形成率は

それ以上には低下しなかった，
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Fig． 3． Effect of recombinant interferon－a on
    colony formation rate of xenograft
    human renal cell carcinome （RCC－3＆4）．
    Each point represents an average of

    three dishes． Bars mean standard error．

 RCC－4株ではrIFN一αA 1001U／mlでコロニ＿

形成率は111．7±11．5％，10，0001u／mlでもコロニー

形成率は79・3±18．1％であった．先のRCC－3株と

は異なり，rIFN一αAによってコロニー形成は一卜分に

は抑制されなかった。RCC－4株はIFNに対する感受

性は低く，細胞によりIFN感受性に差のあることが

示された．

       see s，eoe te，ooO see，eoo
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Fi．cr． 4． Effect of recombinant interferon－cr on
    colony formation rate of human renal

    cell carcinoma specimens． Each point
    represents an average of three dishes．

 c．臨床標本よりの腎細胞癌細胞に対する効果の検

討

 手術により摘出した腎細胞癌組織を細切し，単離し

た癌細胞に対する rIFN一αAのコロニー形成抑制効

果を検討した．Fig．4に15例につき検討した成績を

示す．

 IFNの濃度依存性にコロニー形成率の低下傾向が

認められる反応群（図中の実線：10例）と，IFNを

高濃度にしてもコロニ．一形成率の低下傾向が認められ

．ない非反応群（間中の点線：5例）に分かれた．濃度

依存性の反応群は10／15（66．7％）であった．

 臨床標本15例の薬剤無処置対照群での plating cf－

ficiencyと腎癌取扱い規約19）に基づく病理組織学的な

特徴をTable 2に，またコロニーの形成率が50％以

上低下した場合をIFNに対する感受性あり（S）と

判定して，その有感受性率をIFN濃度別にTable

3にまとめた．

 反応群の中にあってもコPニーの形成率が70％以上

抑制されたものはなかった．．感受性率は100 IU／m1

で6．7％，1，0001u／mlで20，0％，10，000 lu／mlで

20．O％であった（Table 3）．

 臨床標本からの腎細胞癌細胞においても，可継代株

で認められたと同様，感受性群と非感受性群に分かれ

ることが明らかになった．

 d．臨床標本におけるIFN作用時のコロニー形成

率に影響する因子の検討

 IFNの臨床標本における効果，すなわち各濃度で
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・Case （age－sex）

Plating

efficiencyi） Grade Architecture2） Cell type3）

 Infiltrative

gnrowth pattern4） Stage

TNMV classification
pT pV pN pM

1 Y．H．

2 O．T．

3 K．Y．

4 S．K．

rj S．M・

（52－M）

（54－M）

（55－M）

（57一 F ）

（66－M）

O．0546

0．019

0．0064

0．127

0．0208

工

I

I

I

I

Tubular

Alveolar

Alveolar

Alveolar

Alveolar

Clear

Clear

Clear

Clear

Clear

B

．B

fl

B

a

I

I

I

II’

N

2b la ×

2a O 0
3 la 0
4 lb 0

2b la ×

o

o

o

o

1

6 1．K．

・7 H．Y．

8 T．T．

9 K．G．

10 S．K．

11 F．S．

’（68－M＞

（76－M）

｛72－M）

〈75－M）

（76－M）

（52－M）

O，0078

0．022

0．0304

0．059

0．146

0．035

II

II

II

II

II

II

Alveolar

Alveolar

Tubular

Papillary

Alveolar

Alveolar

Clear

Clear

Granular

Clear

Mixed

Clear

a

a

／9

3
fi

B

I

III A

III B

IIIA＋B

2a ユa  O

3  2  e

3  ユa  1

4  2  2

4 la 2

2a la ×

0

1

0

0

1

1

12 S．F，

13 H．K．

14 S．S．

15 S．K．

（43－M）

（47－M）

（ors－M）

（67－M）

O．108

0．0571

0．11

0．527

III

III

III

III

Alveolar

Papillary

Alveolar

Alveolar

Clear

Clear

Clear

Clear

B

B

B

B

III A 4  2  0

2b la 0

2b O 0

4 la ×

0

1

1

1

1） Plating efficiency ： number of coloniesfnumber of cells plated； an average of three control dishes．

2＞ Alveolar：Alveolar type， Papillary： Papillary type， Tubular l Tubular type

3） Clear： Clear cell subtype， Granular： Granular subtype， Mixed： Mixed subtype

4） alExpansive type， B l Intermediate type

Table 3． Sensitiviy to rlFN－crA in clonogenic assay for hurrian renal cell carcinomas

IFN concentration and

colony forrnation rate．

Case （age－sex） 100 lu／me 1，000 lu／me lo，ooo lu／me loo，ooo IU／me
Clin圭cal
Response

1

2

3

4

5

Y．H．

O．T．

K．Y．

S・Ke

S．M．

（52－M）

（54－M）

（55－M）

（57－F）

（66－ptO

91．8 （R）

82．8 （R）

90．6 （R）

52．6 （R）

113 〈R）

78．0

112．9

78．1

58．1

97．1

（R）

（R）

（R）

（R）

（R）

  （ff）

96．8 （R）

84．4 ・（R）

39．5 （S）

110 （R）

  〈一）

  （一）

37．．5 （S）

  （‘）

116 （R）

（一）

（一）

（一）

（一）

PD

6’LK．

7 H．Y．

8 T．T．

9 K．G．

10 S．K．

11 F．S．

（68－M）

（76－M）

（72－M）

（75－M）

（76－M）

（52－M）

81．0 （R）

39．4 （S）

73．8 〈R＞

104．3 （R）

79．0 （R）

100 （R）

39．7

43．1

66．6

87．1

49．4

100

（s＞

（s）

（R）

（R）

（s）

（R）

  （一）

  （一）

49．3 （S）

69．9 （R）

  （一）

  （一）

（一）

（‘）・

（一）

（．）

（．）・

（一）

〈一）

（一）

PD
（一）

（一一）

PD
12

13

14

15

S．F．

H．K．

s．s．

S，K．

（43－M）

（47－M）

（58－M）

（67－M）

78．8

81．1

107

105

（R）

〈R）

（R）

（R）．

61．8

80．1

96．4

109

（R）

（R）

（R）

（R）

63．7 （R）

67．6 （R）

92．5 （R）

105 （R）

55．9 （R）

 （一）

 （一）

 （一）

NC
PD
（一・）

PD
Sensitivity Rate 1／15（6．70／e） 3／15（20．0％） 2／10（20．0％） 1／3 （33．30／o） 0／6（oO／o＞

S （sensitive）tColony growth reduced to less than 50％ of control，

R 〈resistant）

（一）：Not examined

NC ：No change

PD ： Progressive Disease

のIFNに対する感受性の有無を目的変数とし， IFN

濃度，薬剤無処置対照群でのplating efficiency，組

織学的細胞異型度，組織学的構築型，組織学前細胞

型，浸潤増殖形式を説明変数として重回帰分析を行っ

た．各要因の標準化偏回帰係数，F値と寄与率（重相関

係数の2乗ですべての分散の何パーセントが重回帰式

で説明されるかを示す）をTable 4に示した。その

結果，これら6要因でIFNに対する感受性の22．3％
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Table 4． Result of multiple regression analysis

Factor
 Standard partial

regression coefficient

F value Coefficient of

determination

Cell type

Infiltrative growth pattern

IFN concentration

Architecture

Plating efficiency

Grade

O．32362

－O．29151

0．22745

－O．07439

－O．06304

－O．00906

4．653

3．164

2．350

0．217

0．126

0．003

O．08603

0．16155

0．21532

0．21854

0．22247

0．22253

が説明された．このうちF値が2．0を越える組織学的

細胞型，浸潤増殖形式，IFN濃度により21．5％が説

明される．

 e．感受性腎細胞癌細胞におけるED の検討

 以上の検討でみられるように，感受性細胞であって

もその感受性には差がある．そこでそれぞれの感受性

細胞のコロニー形成率が50％となるIFN濃度（ED50）

をTable 5に示した． ACHN細胞のED50は
6251U／m1， RCC－3ではく1001U／m1であった．

Table 2に示したIFNにいずれかの濃度で感受性

のあった6例の臨床例でも，ED5・は1001U／m1未

満からgo，182 lu／mlと幅広く分布するが，6例中3

Table 5． EDso of rlFN－exA for IFN－siensitive

      renal cell carcinorna cells in clono－

      genlc assay

Materials EDso （IUIml）

ACHN cel1 652

RCC－3 〈100

Clinical

materials

Case 7

Case 6

Case 10

Case 8

Case 4

Case 3

H．Y．

1．K．

S．K．

T．T．

S．K．

K．Y．

〈100

 802

1，000

1，500

5，000

90，．182

Table 6． Interaction of rlFN一αA and． chemotherapeutic drugs on colony formation
of cell line， ACHN

Used drug COnCentratlon and Observed colony Expected colony
observed

翌奄狽?drug

co玉ony fo㎜ation

≠撃盾獅?i％Mean±SE）

rate formatlon rate

奄?combination

i％Mean±SE）

formation rate

奄?combination

i％Mean土SE）

Combined
@effect

Pa）一

魔≠hue

〔A〕 〔B〕 〔A÷B〕 〔A〕x〔B〕

VBL
0．01（μ9／m1） 63．8±12．7 25．3±8．8 21．8±10．2 Subadditive N．S．

0．1 66．7±16．2 4．9±2．3 22．8±11．1 Synergistic P＜0．001

1．0 19．7±3．8 2．5±0．7 6．7±3．1 Synergistic P〈0．001

10 16．7±5．8 0．7±0．1 5．7±3．1 Synergistic P＜0．001

rlFN・αA ADM
1，000（IU／m1）： 0．01（μ9／m1） 106 ±75，0 17．2±9．4 36．3±29．8 Synergistic N．S，

34．2±14．4 0．1 107 ±35．4 14，0±5．6 36．6±19．6 Synergistic N，S．

1．0 37．8±6．0 10。3±5．9 12．9±5．8 Synergistlc N，S．

10 30．7±8．6 4．7±1．9 10．5±5．3 Syhergist｛c N．S．

MTX
0，5（μ9／ml） 130 ±69．8 18．5±7．8 44，5±30．3 Synergistic N．S。

5．0 61．0±14．9 11．5±6．6 20．9±10．2 Synergistic N．S．

50 16．5±2．2 8．6±6．4 5．6±2．5 Subadditive N．S．

5－FU

0．6（μ9／m1） 84．4±59．7 28．3±7．8 28．9±23．7 Synergistic N．S．

6．0 44．8±18．6 10．7±2．1 15．3±9．1 Synergistic N．S．

60 27。4±6．7 3．2±1．4 9．4±4．5 Synergistic N．S，

a） P values are reported only for differences between “expectedi’ and “observed” colony formation rate

 that indicate statistically significant drug synergy or ． antagonism．
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例ではED50が1 ，OOO IU／ml前後であった．

 B．IFN一αと制癌剤との併用効果

 以上の検討から，IFN単剤である程度の抗腫瘍効

果はあるものの，その効果は必ずしも十分とは言えな

い．そこでVBL， ADM， MTX，5－FUの4種の制

癌荊との併用効果の検討を行った．

 a。ACHN細胞での検討
 検討したその成績をTable 6に示した．その際

に各種制癌剤と併用したrlFN一αAの濃度は，前項で

検討したAcHN細胞のED50が6521u／mlであ
ったことを参考に，1，000 IUImlとした．この場合の

rIFN－orA 1，000 IU／mlでのコロニー形成率は34。2±

14。4％であった．

 VBLとの併用効果
 vBL o．01，0．1，1。o，10μ9／皿1の各濃度と IFN

併用でのコロニー形成率はそれぞれ25．3±8，8％，4。9

±2・3％，2・5±0・7％，0．7±0・1％であった．0．01μ9

／mlの濃度でコロニー形成率は70％以上抑制された

が，その併用効果は亜相加的な効果であった．しか

し，o．1μg／m1以上の高濃度での併用効果はいずれも

相乗的であり，コロニー形成率は95％以上抑制され

た．しかも，0．1日半／ml以上の濃度での併用ではコロ

ニー `成率の実測値と相加効果の期待値の差は危険率

0．ユ％以上で統計学的にも有意であった．

 ADMとの併用効果
 ADM O．01，0．1，1．0，10μ9／mlの各濃度とIFN

併用でのコPニー形成率はそれぞれ17．2±9．4％，14，

743

O±5．6％，10．3±5，9％，4．7±1．9％であった．0．01

μg／mlの濃度：での併用でも，そのコロニー形成率は

80％以上抑制された．いずれの濃度でも2剤併用時の

コロニー形成率は，IFN， ADM単剤処理によるそれ

ぞれのコロニー形成率から求められる期待値以下であ

り，相乗的な併用効果が認められた．しかし，コロニ

ー形成率の実測値と相加効果の期待値の問には危険率

5％で統計学的有意差は得られなかった．

 MTXとの併用効果
 MTXO．5，5．O， 50 ptg／mlの各濃度とIFN併用での

コロニー形成率はそれぞれ18．5±7．8％，11．5±6．6

％，8．6±6．4％であった．5．oμg／m1以下の濃度での

併用では相乗的な効果であった．50μg／mlでコロニ

ー形成は90％以上抑制されたが，併用効果は亜相加的

であった．コPニー形成率の実測値と相加効果の期待

値の間セこは危険率5％で統計学的有意差はなかった．

 5－FUとの併用効果

 5－Fu o．6，6．o，60μ9／mlの各濃度とIFN併用で

のコロニー形成率はそれぞれ28．3±7．8％，10．7±2．1

％，3．2±1．4％であった．いずれの濃度でもそのコP

ニー `成率は併用した IFN，5－FU単剤処理による

コロニー形成率の期待値以下であり，相乗的な併用効

果が認められた．しかし，危険率5％ではコロ＝一形

成率の実測値と相加効果の期待値との聞に統計学的な

有意差はなかった，

 b．手術標本での検討

 すべての制癌剤で併用効果を検討するのには，手術

標本から得られる癌細胞数が不十分なことと，前項で

Tablc フ。 Jnteraction， of rlFN－evA and vinblastine on colony forrnation
of human renal ce11 carcinoma obtained from surgery

Observed colony

formation rate

Case with rlFN－aA alone

（％Mean±SE）

   （A）

Observed coiony

formation rate

with VBL alone

（％Mean±SE）

    （B）

Observed colony

formation rate

in combination

（e／oMean±SE）

 CA＋B）

Expected colony

formation rate

in combination

（O／oMean±SE）

 （A） × （B）

Combined P c）

 effect value

1 H．K． （1，000）a） 80．1

         ±11．7

（o．1）b） 7s．o

    ± 7．9

（1．0） b） 72．7

    ± 9．6

44．4

± 4．5

44．0

± 5．9

62．5

土11．1

58．2

±11．4

Synergistic N．S．

Synergistic N．S．

2 T．T． 〈1，000）a） 66．6

         ±22．6

（o．Ol）b） 91．s

    ±11．4

（o．1）b） 64．s

    ±14．0

86．1

±20．7

60．1

±14．0

61．6

±22．1

43．2

±17．4

Interference N．S．

Subadditive N．S．

3 s．K． （1，000）a） loo

         ±19．1

（o．1）b） 7s．6

    ±15．1

100

 ±21．5

75．6

±21．3

Interference N．S．

a） Used concentration of rlFN－aA （IUIme）．

b） Used concentration of VBL （” g／me）．

c） P values are reported only for differences between “expected” and “observed” colony fermation rate

 that indicate sta亡istlcally significant drug synergy or an亡agonism
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の検討でIFNとVBL との併用が統計学的にも有

意な併用効果を認めたことから，VBLとだけのIFN

の併用効果を検討することとした．使用したIFN濃

度は前項同様i1，0001u／mlとした．

 3例のみの検討ではあるが，Tabic 7にその結果

を示した．症例1ではVBL． o．1μ9／mlで44．4±4・5

％，1．Oμg／mlで44．0±5．9％というコvニー形成率

であった．いずれのVBL濃度でも相乗的効果が認

められ，しかも併用によってコロニ」の形成率は50％

以下となった．しかし他の2例ではその効果は干渉的

効果あるいは亜相加的効果で，十分な併用効果は認め

られなかった．またいずれの場合にも，危険率5％で

は2剤併用時のコロニー形成率の実測値と相加効果の

期待値に統計学的な有意差は得られなかった．

考 察

 1FNの作用には種特異性があることから，ヒト由

来のIFN（HulFN）の作用を基礎的にin vitroで
検討するには，ヒトの腫瘍細胞を用いた実験系におい

て行わねぽならない．そこでわれわればIFNの制癌

作用を検討するため，ヒh腫瘍細胞から培養樹立さた

ヒト悪性腫瘍細胞およびヌードマウス可継代腫瘍，さ

らに手術的に採取したその臨床標本を用いてclono－

gen正。 assayにより研究を行った，

 今回はそのin vitroでのIFNの作用を腎細胞癌

に焦点を絞って検討を行ったが，その結果をまとめる

と以下のとおりである．・

①腎細胞癌に対し直接的な抗腫瘍効果がある．

②しかしすべてのヒト腎細胞癌にIFNの効果が認

められるわけ’ではなく，腎細胞癌はIFN感受性群と

非感受性群に分かれる．

③IFNに対する感受性の有無は組織学的細胞型

浸潤増殖形式，IFN濃度により2L 5％が説明される．

④ 腎細胞癌のIFN感受性群に対する DEsoは，

検討した範囲ではく100～90，1821U／m1であった．

⑤このIFNの制癌作用はさらに制癌斉肥併用する

ことにより，その制癌剤の抗腫瘍効果をより増強する

ことがある．

 IFNの抗腫瘍効果としては直接作用と宿主介在性

の間接作用とが考えられている1・11・24）．

 今回の実験系は宿主の免疫系の介在しないin vitro

の系であって，株化培養腎細胞癌細胞，ヌードマウス

可継代ヒト腎細胞癌，腎細胞癌臨床標本に対してみら

れたコロニー形成の抑制は，IFNの直接作用の存在

を証明している．

 しかし，マウスでのin vivo抗腫瘍実験では， in

vitroではIFN－resistantである3Cl・8細胞に対し

てもin vitroでIFN－sensitive ts 745細胞セこ対してと

同程度の抗腫瘍効果が得られたという報告もあり25＞，

宿主の免疫機構の関与も考えられる．

 さて，今回われわれの検討で用いた株化培養腎細胞

癌ACHN細胞は， Bordenら11）がIFN一αおよび

βにより増殖抑制をうけると報告しているが，今唱わ

れわれも rlFN一αAによリコロニー形成率は50％以

下に抑制されることを確認した．

 しかし，ヌードマウス可継代ヒト腎細胞癌株ならび

に腎細胞癌の臨床摘出標本で行った検討では，必ずし

もIFNによるコロニー形成抑制効果が十充分でない

ものもある．

 IFNの直接的抗腫瘍作用はIFNレセプターを介
して現れるものと考えられてfO’ b tt・2”」・26），このように

腎細胞癌によりIFNの抗腫瘍効果に差があるのは，

IFNレセプター量の差とも考えられる．

 ヒト腎細胞癌細胞に対するIFN・α（rlFN一αA）の

抗腫瘍効果のclonogenic assayによる検討で，コロ

ニー一 `成率抑制50％以上のものは3／13（23％）で，抑

制70％以上となるとわずか夏／13（7．7％）に過ぎなか

ったとSalmonら16）が報告している．また松山27）

は，ヒト腎細胞癌細胞に対する各種IFNの抗腫瘍

効果は612フ（22％）にみられたと報告している．従

って腎細胞癌症例の20％程度ではIFNの抗腫瘍効果

が期待できるものと考えられる．

 しかし，IFN濃度を下げ，50～1001U／mlり低濃

度で検討すると，対照群のコPtニー形成数の標準誤差

の2倍以上のコロニー増殖を示す場合があるという報

告もある．この濃度で作用させた場合，Ludwig

ら28）は腎細胞癌の2／10（20％）で，まte松山27）は

腎細胞癌の2／27．（7％）でコロニー増殖の増強をみた

という．

 われわれの検討ではRCC－4では1001U／mlでや

や増殖傾向がでていた．IFN感受性症例ではIFN

濃度が高くなるにつれ抗腫瘍効果が高くなっている．

臨床的にIFNが抗腫瘍効果を発揮するためには，可

能なかぎり高濃度の血中IFN濃度の維持が望ましい

と考えられる．ED50の検討では，1，000 IU／m1程度

のものが多かった．しかしIFN一αの臨床投与の場合

は，1回3；OOO，0001Uという一般的な投与量では，

血中最高濃度は3001U／mlに留り，100，000，0001U

の筋肉内投与でも血中最高濃度は1，000 lu／mlを越

えない12・13）とされている．1．回IO，OOO，OOO IU以上の

高単位投与は副作用の発現率が高く，臨床上は事実上

投与困難である．
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 IFN・αの臨床第H相試験での腎細胞癌に対する有

効率は約20％3－8）と報告されている．今回の臨床腎細

胞癌細胞に対するIFNの抗腫瘍効果の検討で1，000

1U／mlの感受性率は3／15（20．0％）であった．今回の

実験結果ならびに臨床投与時の血中濃度から考えて，

臨床成績の約20％というあたりがIFN単独での効果

の限界であろう．

 さて，このようにIFN単独でこれ以上の抗腫瘍効

果を期待できないとすれば，IFNと制癌剤との併用

療法に期待せざるをえない．

 ヒトIFNと制癌剤との併用実験については最近

いくつかの報告が散見される15・29－36）．Aaproら15）

は，各種培養細胞を用いて clOnogcnic assayを行

い，rIFN一αA と VBL， vincr三stine， vindesine，

vinzolidine， cis－platinum， ADM， etoposide，

melphalanの8薬剤との併用効：果を検討し， VBL

が強い二乗作用を示したと報告している．彼らはその

作用機序がVBLのmicrotubuleへの効果とIFN

の細胞骨格への作用によるものと推定している，ま

たKataokaら34）も，細胞骨格への作用を有する

vincristine， ADMなどの制癌剤との併用が，細胞増

殖抑制を増強することを報告している．

 MTXに関しては， Brostrom29）は骨肉腫の株化

培養細胞を用いた実験で，なんら相乗効果を認なかっ

たとしているが，Slaterら30）は， L1210細胞担癌マウ

スで平均生存期間を著明に延長するとの併用効果を認

めている．

 5－FUについては， Miyoshiら31）は， IFN一αが

5－FUの細胞内取込を増加させ，あるいる5－FUの

細胞内代謝を阻害することにより相乗的な細胞増殖抑

制効果をもたらすとしている．

 今回われわれがAcHN細胞でIFN 1，000 lu／m1

に，VBL， ADM， MTXおよび5－FUを併用した

ところ，いずれの濃度においてもIFN単独および制

癌剤単独で処理した場合よりもコロニー形成率を低下

させ，その抗腫瘍効果のほとんどが相乗的効果を示し

た．特にVBL O．1μ9〆m1以上の濃度との併用では，

コPt＝一形成率の実測値と相加効果の期待値との間で，

危険率0．1％以下の統計学的有意差が認められた，

 臨床例での検討では，3例中1例でVBL との併

用でコロニーの形成率は50％以下となり，IFNある

いはVBL単側の場合よりも20～30％低下した．今

後IFNとそれら制癌剤との併用療法がIFNの臨床

効果を増強する可能性のあることが示唆された．

 しかし腎細胞癌に対するIFNと他制癌剤との併用

療法の臨床報告は，現在までのところ数少なく，VBL
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やADMとの併用を行った報告37－40）でも十分期待さ

れたほどの効果は出ていないのが現状であり，今後さ

らに臨床上検討していくべき問題点と考えている．

結 語

 Clonogenic assayを用いて，腎細胞癌に対する

IFNの抗腫瘍効果を検討し，以下の結果を得た．

1）IFNの抗腫瘍効果には濃度依存性がみられ，株化

腎細胞癌 ACHN 細胞では 1，0001U／ml以上の

rlFN一αA濃度でコロニー形成率は50％以下となった，

 ヌードマウス可継代腎細胞癌2系統中，RCC－3は

1001U／m王以上のrIFN一αA濃度で感受性を示した

のに対し，RCC・4はIOO～10，000 IU／mlのrlFN一αA

濃度で感受性を示さなかった．

 手術時採取した臨床標本15例の検討では，濃度依存

性にコロニー形成率が低下する群（ユ0例）と，高濃度

でもコロ＝一形成率が低下しない群（5例）がみられ

た．腎細胞癌の濃度依存性は10／15（66．7％）でみら

れた．

2）rlFN一αA 1 ，ooo lu／mlの濃度での，これら15例

の臨床標本の感受性例は3例20．0％に留った．また重

回帰分析によればIFNに対する感受性の有無は組織

学的細胞型，浸潤増殖形式，IFN濃度により21． 5％

が説明された．

3）この様にIFNの抗腫瘍効果には限界があり，他

の制癌剤（VBL， ADM， MTX，5・FU）との併用効

果を検討した．株化腎細胞癌ACHN細胞を用いての

併用効果の検討では，いずれの薬剤との併用において

も亜相加あるいは相乗的な抗腫瘍効果の増強がみられ

た．特にVBL O．1μg／m1以上の濃度とOP．併用では，

危険率0．1％で統計学的にも有意な効果の増強を認め

た．臨床標本3例でのVBLとの併用効果の検討で

は1／3例に相乗的な抗腫瘍効果が認められたが，逆に

1例では干渉的効果が認められた．併用療法が有効な

例があるが，しかし必ずしもすべてに有効でないこと

を示していた．
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