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   The effects of an aromatic retinoic acid analog (Ro 10-9359), its metabolite (Ro 10-1670) and 

mitomycin C (MMC) on the in vitro growth of rat bladder carcinoma cells,  BC50-TC were examined. 

The growth of the cells treated with  10-4 M of either of the retinoids for 1 hour was not inhibited. The 

growth of the cells was inhibited by 37% and 93%, respectively, by the 3-day treatment with Ro 10-9359 

and Ro 10-1670, at the concentration of 5 x  10-5 M. The retinoids given in combination with MMC 

produced additive effects. Slight synergism was suggested at high concentrations of the retinoid. 

   The fact that the retinoids exhibited anti-tumor activity in vitro might preclude indirect effects 

from being  the only factor in the inhibition of the tumor growth in vivo, but the fact that antagonism 

with MMC did not occur in vitro whereas it did in vivo suggests that the indirect effects of the retinoid 

might be more important in mediating the anti-tumor effects. Regardless of the mechanism of action, 

care should be taken when prescribing retinoids with MMC or other cytotoxic agents. 
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緒 言

膀胱腫蕩も皮膚同様に,イ ニシエーションとプロモ

ーションの2段 階(あ るいはさらに多段階)を 経て発

生しうることが実験的にあきらかにされているD.こ

のプロモーションには,促 進物質(プ ロモーター)の

長期間持続的作用が必要であ り,こ の過程の一部は可

逆的である2).そ こで不可逆的で短期間に終了するイ

ニシエーションよりも,プ ロモーシーンを抑制するほ

うが,発 癌抑制に実際的であると考えられる.し かし

プロモーターは通常の食 物や3・4),内 因性のホルモン

中2)に も存在する可能性が強 く,曝 露を完全に避ける

ことは困難である.こ こに副作用の少ない抗プロモー

シ=ン 物質が重要 となり,実 験的にはビタミンA類 縁

物質(レ チノイ ド)の 投与,食 餌カロリーや脂質の制

限などがプロモーションの抑制作用をもつと報告され

ている2).

膀胱腫蕩保存的手術後の再発率は非常に高く,一 因

として広汎な尿路上皮の異常が指摘されている5).わ

れわれはレチノイ ドの一種ethylall-t「ans-9'(4'me'
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thoxy.2,3,6.trimethylphenyl).3,7.dimethyl-2,4・6,8-

nonatetraenoate(Ro10-9359)を 乳 頭 状 非 浸 潤 性膀

胱 腫瘍 の治 療 お よび再 発 予 防 に用 い たが,内 服 で は 副

作用 が 強 く,効 果 も十 分 で は なか った6>.13一 シスーレ

チ ノイ ン酸を 用 いた場 合 に も同様 の結 果 が 報 告 され て

い る7).こ の点 お よび 実験 的 に も,レ チ ノイ ドの単 独

投 与 で は 完 全 な 腫 瘍 の抑 制 を お こす わ け で は な い こ

と8)か ら,抗 癌 剤 との 併用 の可 能 性 を 考 え,マ ウス膀

胱腫瘍細胞株BC50-Tcg)を ラ ット皮下に移植し,マ

イ トマイシンC(MMC)とRo10-9359と の効果を

みたところ,そ れぞれ単独投与では腫瘍発育抑制効果

を示したのに,併 用投与では逆に効果が低下した(文

献10お よびFig.1,2).そ こで今回,BCso-TCに 対

し,invitroで も両薬剤がinvivoと 同様の効果を示

すかどうか検討を加えた.
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1化 学物質

材料および方法

藤 田 ・ほ か:レ チ ノイ ド ・膀 胱 癌

Ro10・935gk一 よびその血清中代謝産物Ro10・167011)

は日本ロシュ株式 会社(東 京)よ り提 供を うけた.

MMCは 協和発酵 工業(東 京)よ り購入した.レ チ

ノイ ドはdirnethylsulfoxideに,MMCは 蒸留水

に使用直前に溶解し,溶 媒の最終濃度は0.5%以 下 と

した.

2細 胞およびinvitro増 殖抑制アッセイ法

Bc50-Tc(Acl/Nラ ッ トにN-butyl・N・(4-hy-

droxybutyl)nitrosamine(BBN)で 誘発した膀胱

癌を,培 養細胞株としたもの)は,山 口大学 酒徳治

三郎教授より分与を うけ,既 報のごとく置o)1060仔牛血

清添加Eagle,sminimumessentialmedium(目 水

製薬,東 京)中 で,37℃,5%eCO2下 で培養した.

トリプシンにて単離 したBC50・TC細 胞(600個/

35mmデ ィシュ)を24時 間培養 し,細 胞集塊がなく,

十分に細胞が分散付着していることを位相差顕微鏡で

確認したのち,薬 剤を 添加した.1時 間 接触 実験で

は,薬 剤(Ro10-9359ま たはRo10-1670単 独 およ

びMMCと の同時併用)を 加えて1時 間培養したの

ち,生 理食塩水にて2回 ディシュを洗藤,新 しい培

養液を加え,さ らに3日 間培養後 液を捨て,細 胞を

May-Grunwald液 で固定し,顕 微鏡下に,5個 以

上に増殖 している細胞集塊(ク ラスター)の 数を数え

た.3時 間接触実験では,薬剤を前記同様に加えたあと

培養液をかえることなく3日 間培養を続け,固 定染色
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後 クラスター数を数えた.ひ とつの薬剤濃度に3枚 ず

つのディシュを使用し,そ の平均値をとった.溶 媒の

みを加えたコントロールのクラスター数に対する,薬

剤添加時クラスター数の百分比をとって,効 果をあら

わした.

結 果

Ro10.9359,Ro10-1670,MMCを そ れ ぞれ 単 独

添 加 した と きの用 量 一 効果 曲 線 をFig.3に 示 した.い

ず れ も増 殖 抑 制 は,薬 剤 濃 度 お よび 接 触 時 間 に 関 連 し

て いた.両 レチ ノイ ドとも1時 間 接 触 で は ま った く効

果 が な く,3日 接 触 で は5x10-SM濃 度 で,Ro10-9

359は37%,Ro10-1670は93%BC50-TCの 増 殖 を

抑 制 した.Ro10-9359と10-gMMMCと の併 用 で

は3日 接 触 で相 加 効果 あ る い はRo10-9359高 濃 度 で

軽 い相 乗 効 果 が み られ た(Fig.4).Ro10-1670と

MMCと の 併用 で も同様 の結 果 であ った(デ ー タ省

略).

考 察

レチノイドは細胞の増殖分化,遣 伝子の発現に影響

を与えることが,癌 遺伝子,細 胞骨格,成 長因子,蛋

白リン酸化酵素などの酵素系についてあきらかにされ

ている12》.さらに実験的にマウスやラットにおける発

癌,な かでも膀胱発癌を予防するだけでなく8),可 移

植性悪性腫瘍に対する有効性の報告も,膀 胱癌,皮 膚

癌,軟 骨肉腫,乳 癌などでみられている1。・12・13).しか

し臨床的には皮膚基底腫,メ ラノーマ,肺 癌,膀 胱乳
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Fig.4.SurvivalofBC50-TCcellsincubated

withbothRo10-9359andMMCfor

3days.Pointsrepresentthcaverage

oftwoexper三mentswitheachtest

triplicated.

頭 腫 で有 効例 が あ る もの のt4'-i7》,副作 用 の ため 大 量,

長 期 全 身投 与 が で きず6・7),単 独 使 用 では 現 在 の と こ

ろ あ ま り期 待 で きな い.invitroの 細 胞 増 殖 抑 制効 果

は,非 特 異 的 細 胞 毒 性 に よる もの では な く可 逆 的 で あ

り18》,invitro化 学 発 癌 実験 で も持 続 的 に レチ ノイ ド

が 存 在 しな い と,悪 性 細 胞形 質 が発 現 して くる12》.今

回BC50-TCに 対 し,Ro10-9359は1時 間 接触 で は

可逆 性 の ため か,効 果 が み られ なか った.臨 床 的に も

膀 胱 内注 入 は 全 く無 効 で あ り6),長 期 間 持続 的投 与 法

を検 討 す る必 要 が あ ろ う.レ チ ノイ ドは お そ ら くそ の

膜 に 対 す る 作 用 に よ り,tamoxifen,5-fluorouraciI

な どの抗 癌 剤 の効 果 を 増 強す る こ とが,勿 〃伽,痂

viveで 示 され て い る8・9).し か しわ れ わ れ の経 験 では,

Ro10-9359とMMCと はBC50-TC細 胞 に 対 し,

単 独 投 与 ではinvitro,invivoと もに増 殖 抑 制 効 果 を

示 した のに,併 用 で はinvivoで 効果 減 弱10),invi-

troで は 相 加 な い し相 乗 効 果 であ った.ま たRo10-

9359の か わ りに そ の 代謝 物Ro10-1670を 用 い て も

MMGと の 措 抗 作用 はinvitroで み られ なか った.

つ ま りinvivoで のみMMCに よるRo10・9359の

抗 腫 瘍 効果 抑 制 が み られ た の であ る.こ の こ とか ら,

inviveで はRo10・9359は 主 と して腫 瘍 細 胞 以 外 の

系 に 作用 す る こ とに よ り間 接 的 に 抗 腫瘍 効 果 を示 す の

で は な い か と考 え られ る.こ れ は レチ ノイ ドが 腫 瘍 細

胞 の 免 疫 原 性 を増 強 す る のみ で な く生 体 の免 疫 反 応 性

を も高 め る とい う点13'19)か ら も興 味 深 く,Ro10・9359

が皮下移植したBC50・TCに 移 して効果を示 したの

に,BBN投 与によりラットに膀胱癌を誘発した楊合

には治療効果を示さなかったとい う観察2のを説明しう

るが,invivo投 与時には標的臓器での薬剤濃度や時

間の問題 もあ り,さらに研究が必要である.そのほかレ

チノイ ドとの有効な併用療法として,セ レニウム投与,

卵 巣摘除術,抗 炎症剤の投与などが あげられている8).

しか しN-(4・hydroxyphenyl)retinamideと 免疫増

強剤MVE-2と の併用で拮抗的に作用21),Ro10-93

59とBCGで は相乗効果であるのに13一シスーレチノ

イン酸とBCG併 用ではBCG単 独 よりも効果が劣

った22),Ro10-9359は ラット膀胱発癌の予防効果は

あるが,マ ウス膀胱発癌には無効8)な どという報告が

ある.つ まりレチノイ ド投与のときには,毒 性,他 薬

剤との相互作用,レ チノイ ドの種類,投 与方法だけで

なく,動 物による代謝変化の差,組 織分析,排 泄など

も十分に配慮する必要がある.さ らに発癌物質の頻回

投与や紫外線による発癌などはむ しろ促進することが

知られているので2),迅 速 で注意深い臨床評価が必要

である.

結 語

レチノイ ドとMMC併 用の,培 養 ラット膀胱癌細胞

BC50-TCに 対するinvitroza殖 抑制効果を検討した.

Ro10-9359,そ の代謝物Ro10-1670は ともに単独

1時 間接触では効果がなかったが,持 続接触で増殖抑

制効果を示した.MMCは 単独1時 間接触,持 続接触

ともに有効であった。Ro10・9359ま たはRo10-1670

とMMCと の併用持続接触では,相 加的ないし高濃

度 レチノイ ドでは相乗的効果を示し,invivoに おけ

る効果1。)と対照的であった.

以上より,レ チノイ ドがBC5aTC細 胞に直接的

増殖抑制効果をもつことがあきらかとなったが,レ チ

ノイ ドのinvivo抗 腫瘍効果は免疫系などを介した間

接的なものである可能性,膀 胱内注入療法における持

続投与の必要性,invitro感 受性試験の限界などが示

唆された.

な お,本 研 究 の 要 旨 は,InternationlBladderCancer

Conference1981atMt.Fujiに て 発表 した.
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