
1627

泌 尿 紀 要30巻ll号

.1984年ll月

芳 香族 レチ ノイ ン酸 誘 導体 の単独 お よび

マ イ トマ イ シンC併 用投与 に よる ラッ ト

膀胱腫瘍invitro増 殖 抑制

京都大学医学部泌尿器科学教室(主 任:吉 田 修教授)

藤田 潤・吉田 修

INHIBITORY EFFECTS OF AN AROMATIC RETINOIC ACID 

ANALOG, ADMINISTERED ALONE OR IN COMBINATION 

  WITH MITOMYCIN C, ON THE IN VITRO GROWTH 

      OF RAT BLADDER CARCINOMA CELLS

        Jun FUJITA and Osamu YOSHIDA 
From the Department of Urology, Faculty of Medicine, Kyoto  University 

 (Director: Prof. 0. Yoshida)

   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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group1.



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.

文 献

1)HicksRM:Multistagecarc呈 血ogenesisinthe

uri豆arybladder.BritMedBul136:39～46,

1980

2)BoutwellRK=Dietandanticarsinogenesis



藤 田 ・ほ か:レ チ ノイ ド ・膀 胱 癌

inthemouseskintwo-stagemodeLCancer

『R
{∫s.(SUpp1)母3:2465s～2468s,1983

3)SugimuraT=Mutagens,carcinogens,and

tumorpromotersinourda三1yfbod.Cancer

49:1970～1984,1982

4)KakizoeT,KomatsuH,HonmaY,Niiji・

maTandSugimuraT:Detectionofami-

noacidsaspossiblepromotersofbladder

cancerinratsbymeasuringtheirenhance・

mentofagglutinationofbladdercellsby

concanavalinA.Gann73:870～873,1982

5)KakizoeT,FujitaJ,MuraseT,Matsumoto

KandKishiK=Transitionalcellcarcino一

皿aofthebladderinpatientswithrenal

pelvicandureteralcancer.Jurol124:17～

19,1980

6)YoshidaO:Retinoidtherapyforbladder

tumors,Newconceptsofbladdercancer,

ProutGRJr,TazakiH,lsted,217～220,

MedicalResCenter,Tokyo,1983

7)ProutGRJrchemopreventionofbladder

carcinomawith13.cisretinoicacid,New

conceptsofbladdercancer,ProutGRJr,

TazakiH,lsted,209～216,Med童calRes

Center,Tokyo,1983

8)MoonRC,McCormickD.LandMehtaRG=

Inhibitionofcarcinogenesisbyretinoids.

CancerRes(Supp1)43:2469s～2475s,1983

9)野 田 益 弘 ・橋 本 嘉 幸:N-butyl-N-but狐ol(4)

nitrosamineお よ び そ の ア セ チ ル 体 に よ る 近 交

系ACIINラ ッ ト膀 胱 腫 瘍 の 発 生 と 発 生 腫 瘍 の

移 植 性 に つ い て.日 泌 尿 会 誌64:397～407,

1973

10)FujitaJ,MiyakawaM,TokudaHandYo-

shidaO:Therapeuticeffectofanaromatic

retinoicacidanalogonratswithbladder

carcinomauponadministrationalQneorin

combinationwithmitomycinC.Gann73:

285～288,1982

11)HanniR,HerboutetDandBusslingerA:

Determinationofanaromaticretinoidand

itsmainmetabolitebyhighperformanceli.

quidchromatography.∫Chromatogra162:

615～621,1979

12)SpornMBandRobertsAB:Roleofreti.

noidsindifferentiationandcarcinogenesis.

1631

CancerRes43;3034～3040,1983

13).LotanR;EffectsofvitaminAanditsana-

10gs(retinoids)onnormalandneoplastic

cells.BiochemBiophysActa605:33～91,

1981

14)Bo11agW=Retinoidsandcancer.Cancer

ChemotherPharma3:207～215,1979

15)EvardJpandBollagw:Konservat量veBe-

hand正ungderrezidivierendenHarn・blasen・

papillomatosemitVitamin-A-Saure.Schwe三z

MedWochenschr102:1880～1883,1972

16)LevineNandMeyskensFTopicalvita-

min-A・acidtherapyfbrcutaneousmetastat量c

melanoma.Lanceti:224～226,1980

17)MickscheM,CcrniC,KokronO,Titscher

RandWrbaH:Stimulationofimmune

response三nIungcancerbyvitam量nAthe-

rapy.Oncology34=234～238,1977

18)wilkoffLJ,DuImadgeEAandchopraDP:

V童abilityofculturedLewislungcellpopu-

lationsexposedtoβ ・retinoicacid(140753).

ProcSocExpBiolMed163:233～236,1980

19)TomitaY,HimenoK,NomotoK,EndoH

andH量rohataT=Combinedtreatmentswith

vitam三nAand5・fluorouracilandthegrow-

thofallotransplantableandsyngeneictu-

morsinmice.JNatlCancerInst68:823～

827,1982

20)FujitaJ,TokudaH,ItoYandYoshidao:

Therapeuticeffectofaretinoid(Ro10.93

59)onratswithbladdertumorsinducedby

N-butyl・N・(4-hydroxybuty1)-nitrosamine

uponadministrationaloneorincombina・

tionwithmitomycinC.UrolRes111227～

230,1983

21)MccormickDL,BecciPJandMoonRc:

Inhibitionofmammaryandurinaryblad・

dercarcinogenesisbyarctinoidandama1-

meicanhydride-divinylethercopoIymer(M-

VE-2).Carcinogenesis3=1473～1477,1982

22)PangASDandMoralesA:Chemoimmuno-

prophylaxisofanexperimentalbladdercan。

cerwithretinoidsandBacillusCalmettc

Guerin.Jurol130:166～170,1983

(1984年4月25日 受 付)




