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TNFと 癌化学療法剤との併用効果の検討
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   The antitumor activity of combination therapy of recombinant human tumor necrosis factor a 

(rHu-TNFa) and chemotherapeutic agents against murine bladder tumor (MBT-2) was studied. 
Tumors were intradermally transplanted into the hind leg of C3H-HeN mice and allowed to grow 
until they reached a diameter of 8 to 10 mm 10 days after transplantation. TNF (3,000 units) was 

given intraperitoneally from day 10 to day 19, and the chemotherapeutic agents, 5-FU (60 mg/kg), 
CPM  (100  mg/kg), CDDP  (10  mg/kg) and ADM  (5  mg/kg), were applied once intraperitoneally on 
day 10. The antitumor effects were evaluated based on tumor volume on day 20. 5-FU, CPM 
and ADM enhanced the antitumor effect when combined with TNF, but CDDP did not. These 
findings suggest that combination therapy of TNF and certain antitumor chemotherapeutic agents 
is effective cancer treatment. 

                                                   (Acta Urol. Jpn. 38: 285-289, 1992) 
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緒 言

腫瘍壊死因子(TNF)は1975年CarswellらDに よ

りBCGあ るいはC.parvum投 与2週 間後のマ ウ

スに さらにlipopolysaccharide(LPS)を 投与す る

ことに よ り血 中に 出現す るマ クロファージ由来 の抗腫

瘍性因子 として見 い出された.TNFは 動物種を越え

て腫瘍細胞特異的に強い抗腫瘍活性を示す こ とか ら新

しい抗腫瘍性物質 と して注 目された、近年,遺 伝子工

学の 進 歩 に よ りヒ トrecombinantTNFα(rHu-

TNFα)の 大量生産が可能 とな り臨床に も応用 されつ

つあ るが,単 独 では期待 された よ うな抗腫瘍効果 はえ

られていない.そ のため他 のサイ トカイ ンや抗癌剤 と

の併用療法が検討 されてい る.わ れわれは今回マウス

膀胱腫 瘍 細 胞 株(MBT。2)2)を 用 いてinvivoで

TNFと 各種抗癌剤 との併用効果を検討 した.

方 法

実 験 動 物 は6週 齢 雄性C3HIHeNマ ウス を 日 本 ク

レア よ り購 入 し1～2週 間 予 備 飼 育 した もの を 用 い

た.実 験 腫 瘍 は 化 学 発 癌 剤N・ 〔4(5-nitro-2-furyl)・2-

thiazolyl〕formamide(FANFT)で 発 癌 させ た マ ウ

ス膀 胱 腫瘍(MBT-2)を 用 いた.マ ウス皮 下 で 継 代

され て い るMBT-2を 細 切 し十 分 なpipettingに て

RPMII640で 細 胞 浮 遊 液 を 作 成 後5×105個 の 細 胞 を

マ ウ ス後 肢 皮 下 に移 植 した.TNFは ヒbrecombi-

nantTNFα(PT-050,大 日本製 薬株 式 会 社)を 用 い

た.抗 癌 剤 は5-fluorouracil(5-FU,協 和 発 酵),cy-

clophosphamide(CPM,塩 野 義製 薬),cis-diammi-

nedichloroplatinum(CDDP,日 本 化 薬),adria-

mycin(ADM,協 和 発 酵)を そ れ ぞ れ購 入 した.腫

瘍 移 植 後10日 目に長 径8～10mmの 腫 瘍 が形 成 され.
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たマ ウスを無作意に選びcontrol群 は20匹,他 群は

10匹ず つ グループ分け した.TNFは 移植後10日 目よ

り鎗 露騰達続で腹腔海撲与 を行 い,観 癌叢は姶 縫震に

1回 だ け腹腔 内投与を行った.今 回使朋 した各種抗癌

鋼の読与量はRegenassら3}がinvivoでMethA

細胞に対 してTNFと の併用で最 も増 強 効 果を 認め

た量を投与 した.

効果判定は腫瘍移植後20日 目に腫 瘍体 積で 評 価 し

た・錘瘍 の長径(L,mm>と 短径(W,mm)を 灘定

しW2×L×1/2の 式か ら推定 腫瘍 体 積(cm3)を 求

め・また腫瘍増殖抑劒率(iRhibitionrate:1R)を

次式 よ り算 出 した,IR(%)=(1一 薬剤投与 群平均

腫蕩体積～対照群平均腫瘍体積)×}c9

結 果

脛 瘍 移 植2帽 漏の平 均 腫 瘍 体 積(cm3,mea吐SD)

はcontrol群5.44±9.98,TNFI,9◎0単 位 投 与 群

肱52±LO3,TNF3,000単 位 投 与 群3.13±O.98,

10,000単 位 投 与 群 で は2.45±O.61で あ りTNF1,000

灘 位設 与 群 とcontrol群 との購 に は有 意 差 を 認 め な

か った がTNF3,000単 位 投 与 群 とTNF10,000単 位

投 与 群 はcontroi群iに 対 しお のお のpく0.Ol,p<0.Ol

で有 意 差 を 認 め た.し か しTNF3,000単 位投 与 群

と τ餐罫 沁,§鎗 単 猿投 与群 と の鰐 に は 有意 差 を認 あ

なか った.

また航 癌蓬 との併 用 療 法 で5照u単 独 投 与 群 で は

腫 瘍 体積3.ll±O,76で あ るの に対 し5-FU十TNF3000

単位併用投与 群では2.12±O.68で あ り5FU単 独投

与 群,TNF3,000単 位投与群に対 しそれぞれP<0・Ol,

p〈e・05の 有意差を もって併用江 よる増強勧栗を認 あ

た.

またCPM単 独投与群では腫瘍体積はO.44±e.eg

であるのに対 してCPM十TNF3,000単 位併用投与

群でIX9.3i±{}.e6で あ 参,CPM単 鞍投 与群,TNF

3,000単 位投与群 に対 しそれ ぞれp<0.Ol,p<O.Olの

有意差を もって餅稽に よる増強効果を認めた.

CDDP単 独投与群 では腫瘍体積 は2,24±0.78で あ

るのに対 しCDDP十TNF3,000単 位 併用投 与群では

1.92±0.59で あ りTNF3,000単 位投 与群 との間には

P<◎.9圭 で有意差 を認あたがCDOP-¥獲 投与 群 との

間 には有意蓮を認めなかった.

ADM単 独投与群では腫瘍体ffel4.01bO.64で あ

るのに対 しADM牽TNF3,000単 位併用投 与群では

2.42±9.42で あ りADM単 独投与群,TNF3,000単

位投与群 との間にそれぞれP〈0.Ol,P<O.05の 有意

差 を認めた(Tabie1,Fig.1.Fig.2).

考 察

TNFは 単独で各種の癌細 胞に対 してinvitro,in

vivoで 傷書活性を示す ことが知 られてお り現 在,臨

床に使穏 され始あている.し か しTNFに 麟 す る感

受性を持つ癌細胞 はそれ ほど多 くは な く,ま た 同 じ組

織で も脩 々の腫瘍細胞 で感受性 に 差が認 め られ る4・5》.

またTNFは 単独で抗腫瘍効 果 を認 めて も大量 投与

Table1. CombinedeffectQfTNFa轟dantitumordrugs

◎籠MBT-2tra轟 §P茎a薮総d… 註C3RjHeN船 蓋ce

Treatment
Tumervo墨ume(day20>

(cm3,mean±SD)

lnhibitionrate

(%)

control 5.44±O.98

　りTNFlOOOU

3eeGU

loooou

4.52± 曝.◎3

3.薯3士 ◎98
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では 発 熱,シ ョ ッ久 血 圧低 下,血 小 板 減 少 等 副 作用

が 強 く投 与可 能 な量 の 全 身投 与 で は5%前 後 の 有 効 率

しか 認 め られ て いな い6-8)そ の た め 他 の サ イ トカイ

ソや 抗 癌 剤 との併 用 に よ りTNFの 投 与 量 を 減 量 し腫

瘍 の感 受 性 を増 加 させ る試 み が な され て きた.サ イ ト

カ イ ソ との併 用 ではWiHiamsonら9)は 各種 ヒ ト癌 細

胞 に 対 す るinvitro細 胞 傷 害 活性 が イ ソタ ー フ ェ ロ

ン α お よび γに よ って 増 強 され る と報 告 して い る。ま

たAggarwalら10)も 各種 癌 細 胞 に 対 してTNFと イ

ソタ ー フ ェ ロ ン γ との相 乗 効 果 を認 め て い る.Aggar-

wa1ら はそ の 機 序 を イ ンタ ー フ ェ ロ ン γに よ り腫 瘍 細

胞 のTNFレ セ プ タ ー数 が 増 加 し増 強 効 果 を 示 す と

して い るが そ れ を否 定 す る報 告 もあ る11・12).ま た 抗 癌

剤 との併 用 で は 山 内 ら13)はLM細 胞 を 用 い た 三nvi-

tro,invivoの 研 究 でADM,CDDP,Mitomycin

C(MMC),5-FUがTNFと 相 乗 効果 を示 す こ とを

報 告 して い る.ま たKullら14)もinvitroに お いて

MMCがTNFの 作 用 を 増 強す る こ とを示 して い る.

わ れわ れ も15)各 種 腎細 胞 癌 細 胞 株 に 対 しinvitroで

TNFと 抗 癌 剤 との併 用 を検 討 しMMCで 増 強 効果

を 認 め て い る.TNFと 抗 癌 剤 併 用 に よる作 用 増 強 機

序 につ き渡 辺 ら16)はTNFに 暴 露 され た 腫 瘍 細 胞 で

はRNA合 成 を 伴 ったrescuesystemが 惹 起 され

るが 抗 癌 剤が こ のrescuesystemを 障 害 しTNFの

作 用 を増 強 す る の で は な い か と 推測 して い る.一 方

Alexanderら17)はL929を 用 いたinvitroの 研 究

でDNAtopoisomeraseIIに 作用 す る抗 癌 剤 で あ る

ADM,actinomycinD(ACD),VP-16はTNF

の 抗腫 瘍 効 果 を 著 明に 増 強 す るがtopoisomeraseII

に 関与 しな いMMC,CDDP,vincristine(VGR),

vinblastine(VLB)等 は増 強 しな いか して も軽 度 で

あ る と報 告 して い る.ま た 今回 わ れ われ が使 用 した

MBT・2を 用 いた 実 験 で もinvitro,invivoと もに

ACD,VP-16がTNFの 効果 を増 強 す る こ とを 報 告

して い る18).し か しKrosnickら19)は3-methylcho-

lanthrene誘 発 のMCAIO2,106に 対 してtopoiso-

meraseIIに 作 用 す るADMよ りむ しろCPMで

強 い 相乗 効果 を認 め て い る.今 回 のわ れ わ れ の検 討 で

は5-FU,CPM,ADMはTNFと 併 用 す る こ とに

よ り増 強 効 果 を示 し た がCDDPは 増 強 効 果 を 示 さ

ず,TNFが あ る特 定 の作 用 機序 を持 った 抗 癌 剤 との

み 増 強 効 果 を示 す の で はな い と考 え られ た.TNFの

抗 腫 瘍 作 用 は腫 瘍 細 胞4)や 腫 瘍 血 管20)に 対 す る直接 傷

害 性 だ け で な くマ ク ロフ ァー ジ の活 性 化21),リ ソバ

球,好 中 球 の 活性 化22)な ど の宿主 を 介 した 間 接 作 用 を

基 礎 と して い る.ま た 今 回使 用 した 抗癌 剤 の5-FU,

CPM,CDDP,ADMに も免 疫 に 作 用 し生 体 の抗 腫

瘍 免 疫 能 を 高 め る作 用 が 知 られ て い る23　25).今 回 の

研 究 で は 免疫 能 の検 討 を 行 って い な い が 今 後,TNF

と抗 癌 剤 との 併 用 効果 に関 しては 免 疫学 的 な側 面 も検

討 す る必 要 が あ る と考 え る.

結 語

マ ウス膀胱腫瘍(MBT-2)を 用いてinvivoで

TNFと 各種癌化学療法剤(5-FU,CPM,CDDP,

ADM)と の併用効果 を検討 した,

MBT-2にC3H/HeNマ ウスに移植 し,移 植後10

日目よ りTNF3,000単 位を10日 間連続 で腹 腔内投与

し各種 癌化学療法剤は移植後10日 目tcl回 だけ腹腔内

投与を行 った,腫 瘍移植後20日 目に効果 を検討 した.

5-FU,CPM,ADMはTNFと 併用す ることに よ り

抗腫瘍効果が増強 されたがCDDPで は増 強効 果 を
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kg)andADM(5mg/kg),wereappliedonceintraperitoneallyonday10.

認めなかった.TNFの 今後 の臨床応用 に際 し適切な

癌化学療法剤 と併用 することに よ り治療効果を高め る

可能性 が示唆 された.

なお,本 論文の要旨は第78回 日本 泌尿器科学会総会 におい

て発表 した.

文 献

1)carswellEA,OldLJ,KasselRL,etal.lAn

endotoxin-lnducedserumfactorthatcauses

necrosisintumors.ProcNatlAcadSci

USA72:3666-3670,1975

2)SolowayMS=Intravesicalandsystemicche-

motherapyofmurinebladdercancer.Can-

cerRes37=2918-2929,1977

3)RegenassU,MullerM,CurschellasE,et

al.:Ant呈 ・tumoreffectsoftumornecrosis{ac.

torincombinationwithchemotherapeutic

agents.IntJCancer39:266-273,1987

4)WatanabeN,NiitsuY,NcdaH,etal.=Antレ

tumoreffectoftumornecrosisfactoragainst-

variousprimarilyculturedhumancancer

cells・ 」pnJCancerRes76:lll5-1119,1985

5)sugarmanBJ,AggarwalBB,HassPE,te

aL=Recombinanthumantumornecrosisfac-

torαeffectsonproliferationofnomユal

andtransf6rmedcellsinvitro.Science230=

943-945,1985

6)BlickM,SherwlnSA,RosenblumM,etal.:

PhaseIstudyofrecombinanttumornecro・

sisfactorincancerpatients.CancerRes47:

2986-2989,1987

7)JakubowskiAA,casperEs,GabriloveJL,et

aL:PhaseItria互ofintramuscularlyadmin-

isteredtumornecrosisfactor亘npatientswith

advancedcancer.JCIinOncol17:298-303,

1989

8)CreavenPJ,BrennerD,CowensW,etaL:

AphaseIclinicaltrialofrecombinanthu・

mantumornecrosisfactorgivendailyfbr

£vedays.CancerChemotherPharmacol23二

186-191,1989

9)Wi亘1iamsonBD,CarswellEA,Rub三nBY,et

aL:Humantumornecrosisfactorproduced

byhumanB-celllines:synergisticcytotoxic

interactionwithhumaninterferon.Proc

NatlAcadSciUSA80=5397-5401,1983



池本,ほ か:マ ウス膀胱腫瘍 ・TNF 289

10)AggarwalBB,EessaluTEandHassPE:

Characterizationofreceptorsforhumantu-

mornecrosisfactorandtheirregulationby

γinterferon.Nature318=665-667,1985

1i)RugieroV,TavernierJ,FiersW,etal・:In-

ductionofthesynthesisoftumornecrosis

factorreceptorsbyinterferon-gamma・JIm-

munoll36:2245-2250,1986

12)TaguchiT,AbeS,NakanoK,etaL:

Synergisticenhanccmentoftheantitumor

activityofrecombinanthumanTNF一 αby

recombinanthumanIFN・ γ.CancerDetect

Prevl2:105-114,1988

13)山 内 尚 文,渡 辺 直 樹,大 塚 善 樹,ほ か=Tumor

NecrosisFactor(TNF)と 各 種 抗 癌 剤 の 細 胞

傷 害 性 相 乗 効 果 の 解 析.癌 と化 療14=2730-2734,

1987

14)KuHFCJrandCuatrecasasP:Possiblere-

quirementofinternalizationinthemecha-

nismofinvitrocytotoxicityintumornecrosis

serum.CancerRes41:4885-4890,1981

15)IkemotoS,HayaharaN,WadaS,etal。:

Effectoftumornecrosisfactorαandanti-

cancerchemotherapeuticagentsagainsthu-

manrenalcarcinomacelllines.EurUrol

19=236--239,1991

16)渡 辺 直 樹,新 津 洋 司 郎,根 田 寛,ほ か ・腫 瘍 細

胞 お よ び 正 常2倍 体 細 胞 に お け るTNFの 細 胞

傷 害 性 に 対 す る 防 御 機 構 の 解 析.Biotherapy1;

70-78,1987

17)AlexanderRB,NelsonWGandCoffeyDS:

Synergisticenhancementbytumornecrosis

factorofinvitrocytotoxicityfromchemo一

therapeuticdrugstargetedatDNAtopoiso・

meraseII,CancerRes47=2403-2406,1987

18)AlexanderRB,IsaacsJDandCoffeyDS=

Tumornecrosisfactorenhancestheinvitro

andinvivoefficasyofchemotherapeutic

ClrugstargetedattopoisorneraseIIinthe

treatmentofmurinebladdercancer.JUrol

138:427-429,1987

19)KrosnickJA,MuleJj,MclntoshJK,etal.:

Augmentationofantitumorefficacybythe

combinationofrecombinanttumornecrosis

factorandchemotherapeuticagentsinvivo.

CancerRes49:3729-3733,1989

20)WatanabeN,NiitsuY,UmenoH,etal.l

Toxiceffectoftumornecrosisfactorontu-

morvasculatureinmice.CancerRes48:

2179-2183,1988

21)WatanabeN,UmetsuT,SoneH,etal.;Stim-

ulationofantitumorigeniccytotoxicityin

macrophagesbytumornccrosisfactor・

cancerJ2:165-168,1988

22)collinsJL,KaoMsandPatekPQ:Human

exP「essnaturalcytotoxic(NC)cellactivity

thatissimilartomurineNCcellactivity・J

Immunol47:2793-2798,1987

23)新 田 和 男:が ん 免 疫 化 学 療 法 の 新 し い 方 向.癌 と

イヒ療10:Il17-1128,1983

24)細 川 真 澄 男:化 学 療 法 とBRM.Oncologia6:

65-75,1983

25)細 川 真 澄 男,小 林 博=癌 化 学 療 法 に お け る 抗 腫

瘍 免 疫 の 増 強.癌 と 化 療17:1402-1406,1990

(ReceivedonJune3,1991AcceptedonOctober3,1991)




