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 4'-Epi-adriamycin (EPI) is a new derivative of adriamycin (ADM). The cytotoxic effect 

of EPI on the T24 cell line, an established cell line from human urinary bladder carcinoma, 

the distribution of the drug in blood, urine and tissues of various organs and histopathological 

change in the bladder mucosa in dogs following intravesical instillation of the drug, were 

studied. 

   The cytotoxicity of EPI on the cultured T24 cells was examined by a colony formation 

method. After 2 hours exposure, EPI was slightly less cytotoxic than ADM, but showed 

higher cytotoxicity than mitomycin C or aclacinomycin A. 

   The drug levels in blood, urine and tissues were measured by HPLC following bladder 

instillation in Beagle dogs with bilateral cutaneous ureterostomy. They were elevated in 

proportion to the drug  concentration instilled intravesically. After 50 mg of EPI dissolved in 
10 ml of physiological saline was instilled intravesically, the blood levels of EPI were not 

elevated significantly and reached the maximum levels of only 0.222 pg/ml. The total amount 

of EPI excreted into the urine during the 10 hours afters intillation was  389µg which was 

equivalent to 0.78% of instilled EPI. The tissue levels of 50 mg of EPI after 6 hours retention 

were 1216±1094 pg/g in the bladder mucosa, 259±250 pg/g in the bladder muscular layer, 

 7.65±1.19  pg/g in the iliac node,  22.1±4.8  //gig in the  cortex of kidney,  15.1±3.8  pg/g in the 

medulla of kidney,  11.3±1.0  pg/g in liver and  5.80±1.20  pg/g in the heart. To examine the 

effect of the drug on the bladder mucosa. 50 mg of EPI was instilled intravesically. After 6 

hours retention, bladder mucosa was observed through a microscope and a scanning electron 

microscope. Only exfoliation in the mucosa was observed sporadically and no histological 

change was observed in the submucosal layer. 

   The above results suggest that EPI is a suitable drug for intravesical chemotherapy to 

bladder cancers. 
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緒 言

制癌剤の膀 胱腔 内注入療法は表在性膀胱腫瘍に対す

るもっとも効果的な治療法 のひ とつである.岡 山大学

ではAdriamycin(以 下ADMと 略す)が 本療法に

適 した薬剤 と考え基礎的,臨 床的に検討 してきた1-'4)

ADM注 入療法 では す でに高 い 有効率が 得 られ てい

るが,副 作用 として注入濃度に応 じて正常膀胱粘膜 が

障害 され膀胱刺激症状を起 こす.し たが って,ADM

と同等 の抗腫瘍効果 を有 し,副 作用 の少ない誘導体が

膀胱腔 内注入療法に灘入されれば,本 療 法の成績 はよ

り優 れたものにな ると考え られ る.

'1'-ePi-adriamy¢in(以 下EPIと 略す)は ファル

ミタ リア カル ロエルバ社研究所(イ タ リァ,Milan)

で開発 されたADMの 誘導体5・6)であ り,基 礎的お よ

び全身投与に よる臨床 的検討 では抗腫瘍効果 はADM

とほぼ 同等 であ り,副 作用 の頻度お よび程度 はADM

よ り軽度 であ る?'"9).以上の点 か ら,著 者 はEPIを

膀胱腔 内 注入療法に 使用すれば,低 頻度 の副 作用 で

ADMと 同等以上の有効率を得 ることが可能ではない

か と考え基礎 的検討を開始 した.ま ず,人 膀 胱癌培養

細胞株T24に 対す る殺細胞効果 をcolonyforma-

tionmethodに て検討 した.さ らに,ビ ーグル犬を

用いてEPIの 膀胱腔 内注入における体 内動態お よび

正常膀胱粘膜に与える影響について検討 した ので報告

する.

材 料 と 方 法

1,人 膀胱 癌 培 養 細 胞 株T24に 対 す るEPIの 殺

細 胞 効 果

T24細 胞 は よ く知 られ た膀 胱 癌 培 養 細 胞 株 で あ り,

1979年12月 に 日本 医 科 大 学 附属 第1病 院 泌 尿 器科 中神

義 三 助 教 授 よ り岡山 大 学 に提 供 され た,岡 山 大学 で の

培 養 方 法 は20%bovineserum添 加Eagle,sMEM

を 用 い,kanamycin60Ptg/mlを 培 養液 中に 添 加 し

た.pHはNaHCO3を 加 え7.2～7.4・ とな る よ うに

調 節 した.培 養 は プ ラス チ ッ クシ ャー レ(3,002dish,

FalconGo.USA)を 用 い 開 放 系 と し,37℃,5%

co2下 で静 置 培 養 を お こな った.継 代 はo.2%tryp-

sinお よび0.04%EDTAの 等 盤混 合 液 に て週1回 お

こな っ て い る.

制 癌 剤 感 受 性 試験 はcolonyformationmethod

を用 いた.Dish内 にsemiconfluentmonolayerに

発 育 して い るT24細 胞 を 前 述 の ご と く剥 離,分 散

し,105個/mlの 細 胞 浮 遊 液 を3mlず つFalcon

3,002dishにinoculateし,48時 間培 養 を お こな っ

た.つ いで,0.2%trypsinお よび0.04%EII)TAの

等量混合 液を 加え,pipettingを お こないsingle

cellsuspensionと した.こ れ を前述 の培 養液 にて稀

釈 し,生 細胞数100個/mlの 細胞浮遊液を作成 した.

あ らか じめ3,002dish内 に培養液2mlを 入れ てお

き,前 述 の細胞浮遊液 を1mlず つ分 注 し,100個/

dishと した.37℃,5%CO2下 で24時 聞培養 の後,

培養液をす て,各 種濃度 の薬剤 を含む培 養液 で2時 間

あるいは24時 間,同 様 にincubateし 薬剤に接触させ

た.そ の後,再 び薬剤 を含む培養液 を除去 し,Hanks

液にて2回 洗浄 し,新 鮮な培養液 を3ml加 えた.10

日か ら14日後 にメチルアル コールに て固定 しギ ムザ液

にて染色後1細 胞数20個 以上 よ り成 る=ロ ニー数 を計

算 した.実 験 は各薬剤,各 濃度あた り3枚 の シャー レ

を用 い,平 均値を求めた.ま た,こ の実験を3回 繰 り

返 しお こなった.

制癌剤 としてはEPI(注 射用製剤,フ ァル ミタ リ

ア カル ロエルパ 株式 会社)に 加え,mothercom・

poundで あ るADM(ア ドリアシ ンOP注,協 和発酵工

業株式会社),同 じanthracycline系 制癌剤 のAcla・

cinomycinA(以 下ACRと 略す,ア クラシノン⑦注

射用,三 楽オーシ ャン株式会社),さ らに,現 在膀胱

腔内注入療法に 広 く用い られ てい るmitomycinC

(以下MMCと 略す,マ イ トマイ シン⑫協和S,協 和

発酵工業株式会社)を 用いた.薬 剤を滅菌蒸留水にて

溶解 した後,培 養液で稀釈 し1.8×10愉6Mよ り5段 階

3倍 稀釈 をお こなった.な お,薬 剤の調 製はexpo-

sure当 日にお こな った.

∬.ビ ーグル犬を用いた膀注後 の血 中,尿 中移行,

臓器内濃度お よび正常膀胱粘膜に与 える影響 について

生後7な い し10ヵ 月,体 重7～13kgの 雌性 ビーグ

ル犬(富 士ア ニマル ファーム より購入)を 用いた.ケ

タラール(5～10mg/kg)筋 肉内麻 酔お よび ネ ンブタ

ール(2 ・0～3.Omg/kg)静 脈 内麻酔下に,仰 臥位に 固

定 した後,経 腹膜的に両側尿管を露出,尿 管 カテーテ

ルを挿入 し尿管皮膚痩を作製 した.つ いで,膀 胱 およ

び尿道 を露 出 し,尿 道に切開を加えネ ラ トンカテーテ

ルを膀胱 まで 挿入 し,生 理食塩水(以 下 生塩水 と略

す)ま た は薬剤を注入 し膀胱頸部を結紮 した,血 中,

尿中移行 および臓器 内濃度 の検討には合計21頭 の ビー

グル犬を使用 し,6群 に分けて生塩水 また は薬剤を膀

胱腔 内に注入 した.第1群 はEPI20mgを 生塩水

10mlに 溶解(2,000μ9/m1),第2群 はEPI50mg

を生塩水10m1に 溶 解(5,000μ9/mi),第3群 は

EPI100mgを 生塩水10mlに 溶解(10,000pt9/

m1),第4群 はADM50mgを 生塩水10mlに 溶解
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Table1.Experimentalmethodusingdogs.
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Group DrugConeentration

ofBl己dder

Instillation

RetainedTimeofNo.of
Time(hrs.)SacrificeDogs

1
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4

5
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Barsindicatemean±SD.

(5,000μg/ml),第5群 はACR10mgを 生塩水10

mlに 溶解(1,000Pt9/ml)し 膀胱腔 内に 注入 した.

第6群 は対照 として生 塩水10m1を 膀胱 腔 内に注入

した.薬 剤 の把持時間お よび注入後屠殺 までの時間は

Table1に 示 した,血 中 濃 度につ いては注入前,注

入後1,2時 間 および以後屠殺 まで2時 間 ごとにヘパ

1

＼ 鬼

Exposed

for24hrs.

02.26.72060180

ConcentrationofDrugs(×IO'eM)

●一 ●Adriamycin△ 一 △Mi量olnycinC

O-04'-epi-Adriamycin▲ 一 ▲AclaclnomycinA

Fig。2。Effectof'variousanticancerdrugson

theplatingefficiencyofT24cells.

Barsindicatemean±SD.

リン採血 し,血 漿を分離 し 一20℃ に て凍結保存 の後,

測定に供 した.尿 中濃度につ いては注入後2時 間 ごと

の尿を左右別に採取 し同様に 一20℃ にて 凍結保存 の

後,測 定に供 した.ま た,薬 剤 の尿中排泄量は尿中濃

度お よび尿量 よ り計算 した.臓 器 内濃度は膀胱(三 角

部,後 壁,側 壁 の粘膜お よび筋層),腸 骨 リンパ節,
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腎(皮 質 および髄質),肝,心 につ いて測定 した.各

臓器 は ビーグル犬を屠殺後,速 やかに摘出 し,生 塩水

に て付着 した 薬剤お よび血液 を洗 浄除去 した後,-20

℃ にて凍結保存 の後,測 定に供 した.血 中および尿

中濃度は μg/ml,臓 器 内濃度 は μg/gtissueに て示

した.な お,測 定 はファル ミタ リア カル ロエルパ株

式会社試験室に委託 し,HPLC法 にてお こな った.

正常膀胱粘膜に対す るEPIの 影響については9頭

のビーグル犬を用 いて検討 した.薬 剤は生塩水10mI

に溶解 し,前 述 の方法 で膀胱 腔内 に注入 した.EPI

20mgを1頭 に,50mgを3頭 に,100mgを1頭 に

注入 した.他 に,ADM50mgを1頭 に,ACR10

皿gを1頭 に注入 した,ま た,2頭 をcontrolと し

てそれぞれ生塩水注入 および無処置 とした.薬 剤注入

の6時 間後に ビーグル犬を屠殺,膀 胱 を摘 出し光顕的

お よび走査電顕 的に検討 した、

結 果

1.人 膀 胱 癌 培 養 細 胞株 丁24に 対 す るEPIの 殺 細

胞 効 果

結 果 はFig.1,2に 示 され る ご と くであ る.2時 間

薬 剤 を 添 加 した揚 合 のED5。 値 はADMo.13Pt9/ml,

EPIO.20μg/ml,MMCO,30μg/ml,ACR>146μg/

mlで あ った,24時 間 薬剤 を添 加 した 場 合 のED5・ 値

はADMO.014μg/ml,EPIO.017μg/ml,MMC

o.023Pt9/ml,AcR.o.058μ9/mlで あ った,こ の結 果

を も とに,ADMとEPIに つ い てo.13Pt9/ml(ADM

を2時 間添 加 した場 合 のED5。 値)の 濃 度 で,colony

formationmethodに よ り各 時 間 ご との殺 細 胞 効 果

を みた のがFig.3で あ る.ADMとEPIで は 著 明

な 差 は認 め られ なか った.

■.ビ ーグル犬を用いた膀注後 の血中,尿 中移行,

臓器 内濃度お よび正 常膀胱粘膜 に与え る影響 について

1.血 中濃度

各群 の血中濃度の平均値をTabie2に 示 した.注

入前,注 入後1,2時 間 目の血中濃度は2,6,10時

間後 に屠殺 した ビー グル犬 より採血 し測定 した濃度の

平均値 であ り,注 入後4,6時 間 目の血 中濃度は6,

10時間後に屠殺 した ビーグル犬 よ り採血 し測定 した濃

度の平均値であ り,注 入後8,10時 間 目の血 中濃度は

10時間後に屠 殺 した ビーグル犬 よ り採血 し測定 した濃

度の平均値である.EPIの 血 中濃度 は 膀胱腔 内に注

入 した薬剤の濃度に依存 して上昇 してお り,最 高血圧
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1
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Table2.Plasmalevelsof4,-epi-adriamycin ,adriamycin
andaclacinomyclnAindogs.

(v91ml)

Drug

Dose聾

EPI
20rng

(nm3)

EPI
50mg

(n=9)

EPI
lOOmg

(n=1)

ADMACR
50mg10mg

(n=3)(n=3)

Before

lhr『

2

4

6

8
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0

0

0
0

0

0

ND引繰

030土0.0300

042士0.0240

078士0卿0400

035±O.0160

0210

0250

ND

O82士0

114土0

187±0

190±0

222±0

112土0

053

052
150

131

101

049

0

0

0

0

0
0

ND

334

215

398

286

093
067

0

0

0

0

0

0

闘DND

O58士0●029ND

127土O・026ND

105±0.040閥D
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132ND

O62吋D

eeDrugsweredissolvedin10mlofphysiologicalsalin
e.÷H÷

ND:Notdetected
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Table3.Urinarylevelsof4'-epi-adriamycin,adriamycin

andaclacinomycinAindogs。

(v9/ml)

Drug

Dose襲

EPIEPI

20mg50mg

(n雷3)(n冒9)

EPIADMACR

100mg50mg10mg

(n=1)(n=3)(n呂3)

O-2hrs.

2-4

4-6

6-8

8-10

3

7

8

5

5

4473

64716

19016

76810

6988

558

410

550

869

959

10

25

25

17

7

4184

31915

32214

17121

46319

2090

5750

8400

4670

8090
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菩Drugsweredissolvedin10mlofphysiologicalsaline
.

1000

3
3

ぎ
';

9500

契
田

恐
謹

;

00

/プ

ノ塑
。/

o-o

0-一 一 〇

ムー ■一 邑ム

●一 ●

Fig.4.

2468

Time⊂hours》

4㌔epトAdriamycinIOOmg110ml

4'-epi-Adriamycin50mglaOml

4'-ePl-Adriamycin20mg/10m5

Adrlamycin50rngl10mL

UrlnaryexCretlOn

10

Cummulativcof4,Q

epi-adriamycinandadr三amycinindogs.

Bars五ndicatemean±SD.

濃度はEPI20mg群0.078±0.040μg/皿1,50mg

群0.222±0.101μg/ml,100mg群0.398μg/m1,

ADM50mg群0.132μglmlで あ った.ACRは 他

の薬剤 と比較 して注入濃度が低か ったためか測定 限界

以下であった.

2。 尿中濃度

各群 の尿中濃 度の平均値 をTable3に 示 した,各

ビーグル犬について左右分 腎尿 の単位時間あた りの濃

度 と尿量か ら尿中排泄量を計算 し,尿 中排 泄量の総和

を尿量 の総和 で除 して該 当す る単位時間における尿中

濃度 とした.血 中濃度 と同様に,尿 中濃度 も膀胱腔 内

に注入 した薬剤 の濃度に 依存 して 上昇 して いた,ま

た,EPIとADM璽 の比 較 で は ほ ぼ洞 等 の値 を 示 し

た.さ らに,10時 間 目に屠 殺 した ビー グル 犬 の単 位 時

間 あた りの 尿 量 お よび尿 中 濃 度 か ら尿 中 排 泄量 を計 算

した(Fig.4).注 入開 始 後10時 間 ま で の総排 泄 量 は,

EPI20mgで は162μg,50mg群 では389±162

μ9,100mgで は882μ9で あ り,ま た,ADM50

mgで は799μ9,ACR10mgで は6.78μ9で あ っ

た.し た が って,注 入 量 に 対 す る尿 中排 泄量 の割 合 は

それ ぞ れ0.81%,0.78%,0.88%,1.60%,0,07%と

な る.

3.組 織 内濃 度

薬 剤 を 膀 胱 腔 内 に 注入 後2(EPI20mgは3時 間

後 に 屠 殺),6お よび10時 間 後 に ビ ー グル犬 を屠 殺 し,

測 定 し た 組 織 内濃 度 をTable4～6に 示 した(腎 お

よび 腸 骨 リンパ節 の濃 度 は 左 右 の 平 均 値 で あ る).

膀 胱 壁 は 三角 部,後 壁 お よび 側 壁 に 分 割 して検 討 した

が,部 位 別 の 濃 度 は ば らつ きが 大 き く一 定 の傾 向 は認

め られ な か った.6時 間 注 入 群 の膀 胱 全体 と して の濃

度 の平 均 値 はEPI20mgで は 粘 膜983±i27μ9/9,

節 層247±114μg/g,EPI50mg群 では 粘 膜1,216

±1,094μ9/9,筋 層259±250μ9/9,ADM50mgで

は 粘 膜1,431±630μ9/9,筋 層143±72μ9/9,ACR

lomgで は粘 膜165±29μ9/9,筋 層16.3±8.6μ9/9

で あ った.他 の組 織 も含 め てEPI50mg群 とADM

50mg群 の比 較 で は ほぼ 同等 の値 で あ った.ACRは

血 中 濃 度,尿 中 濃度 と同様 に 低 値 で あ った.

4.膀 胱 粘 膜 に対 す る影 響

病 理 組 織 学 的 な所 見 はTable7に 示 され る ご と く

であ る.EPI20mg/生 塩 水10mlの 注 入 では 粘 膜 お

よび 粘 膜 下 層 に 変 化 は 認 め られ な か った.EPI50mg

お よびADM50mgで は 粘 膜 の剥 離 が 散 在性 に 認 め

られ た が,や は り,粘 膜 下 層 に影 響 は お よん で い なか

った(Fig.5)。EPI100mgで は 粘 膜下 層 に 浮 腫 お
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Table4.Tissuelevelsof4,-epi-adriamycin,adriamycin

andaclacinomycinAindogskilledafter2
hoursretentionofdrugs.

(ug19)

Drug

Doseee

EPI

20mg轍

EPI

50mg

ADM

50mg

ACR

10而9

Bladder

trigone

lateral

mucosa

rnuscle

mucosa

muscle

posteriormucosa
muscle

11iacnode

Kidneycortex

medulla

Liver
Heart

830

150

494

91。2

924

138

2.62

4.54

1.79

0.96

0.19

668±356148064.7

124止33

708±144

75.9=ヒ6.7

530土137

103止57

1。35圭0腰48

7.73±3.31

4.25士1。99

3.08±1.03

2・26±0.54

13722.8

83578.4

669。56

69075.2

1239.14

1・190934

5.960rO9

6.040。05

0.84国D轍

2.130.12

eeDrugsweredissolvedin10mlofphysiologicalsaline .
"t"leDogwassacrificedafter3hoursretentionofdrug .
celeeeND=Notdetected

Table5.TissueIevelsof4,-epi・adriamycin,adriamycinandaclacinomycin

Aindogskilledafter6hoursretentionofdrugs.

(ロ9/9)

Drug

Doseee

EPI

20mg

EP1

50mg

EPIADM

100mg鼎50mg

ACR

10mg

Bladder

trigone

lateral

mucosa

剛scle

mucosa

muscle

posteriormucosa
muscle

Iliacnode

Kidneycortex

medulla
Liver

Heart

990

356

824

90.4

1135

296
4.84

12.1

9.12

2.66

2.48

2043土1426

537圭247

1033圭539

97.1±17唇0

572士368

142±98

7.65±1.19

22.1圭4。8

1501土3.8

11・3±1.0

5唇80±1。20

51502000

517243

5701740

68.5107

585553

49.378雷7

14.39。74

14・027●6

19.414.3

10.310.1

8.046顧75

156

28.5

204

11隅1

136

9.39

0.29

ND轍

ND

ND

ND

NDrugsweredissolvedin10mlofphysiologicalsaline
.

輔Dogwassacrificed10hoursafterdruginstillation
瞥

→糖ND=Notdetected

よび細 胞 浸 潤 が 認 め られた.ACRで は粘 膜 の軽 度 の

剥 離 が 認 め られ た の み で あ っ た,

走 査 電 顕 的 に はEPI20mgで はmicroridgeの

不 鮮 明化 が 認 め られ た.EPI50mgで はluminal

cellの 脱 落 お よび 出血 が 軽 度 認 め られ,残 存 す る

1uminalcellはmicroridgeが 不 鮮 明 とな りmicro・

villi,blebの 出現 が 認 め られ た(Fig.6),ADM50

mgで はEPI50mgと ほ ぼ 同等 の所 見 で あ った,

EPI100mgで はluminalcellの 脱 落が 中 等 度 と な

った.ACRIOmgで は1uminalccl1の 脱 落は ほ と

ん どな く,配 列 も整 っ て い る.

のblebが 認 め られ た,

考

しか し,表 面には多数

察

膀胱 腫 瘍に 対 す る 制 癌 剤 の 膀 胱 腔 内 注 入 療 法 は

Sempleio)がpodophyllinを 使 用 した のが 最 初 で あ

り,そ の 後,thio-TEPAii),Ethoglucidi2),BCGls),

MMCi4>,carboquone(以 下CQと 略 す):s),

ACR16),bleomycini7)な どが 検 討 され て い る.尾 崎 薯)

は 本療 法 に適 した薬 剤 の条 件 と して 次 の4点 を あ げ て
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Table6.Tissuelcvelsof4'-epi-adriamycin,

aclacinomycinAindogsk川ed

retentionofdrugs.

adriamycinand

after10hours

(μ9/9)

Drug

Doseee

EPI

20mg

EPI

50mg

ADM

50mg

ACR

10mg

Bladder

trigonemucosa
muscle

lateralmucosa

muscle

posteriormucosa
muscle

Iliacnode

Kidney

Liver

Heart

cortex
medulla

368

41。6

318

40.6

508

209

4.27

5.26

3.63

2.78

1.40

1754±727

225±149

1297±642

111±62

755±398

85.9±53・8

22.6±12.3

25.4±1.6

18.0±4・6

12.3±3.3

6.55±0■38

1040192

17056.1

735215

11814.5

585137

91・66.71

14・11●17

28.7NDee"

37.2ND

8.70ND

8.100.24

eeDrugsweredissolved

leeND=Notdetected
inlOmlofphysiologicalsaline・

Table7.Histologicalfindings

Drugce Mucosa

ExfoliationNecrosis Edema

Submucosa

InflammationNecrosis

EPI

ADM

ACR

20mg
50mg

100mg

50mg

10mg

十

朴

十

±

ま

十 十 十

[ 菩D
rugsweredissolvedin10mlofphysiolosical

Drugswereretainedfor6hours.

saline.

A B

篇.y 4「 許 ダ 、

ζ軍メご1、f溜 ・J-;r」'〆

惰想 畔 ・'.㌧ゴポ 芦一∴

禦㍉ ＼ こ・
・:こ1ご㌶疑 響

. 「"覧..

の 　ド ユ
脅 属 馬 靹L事 ・

馬1

1"

・気 墜二
,)'":-r.:1'

「

.こ'㌶ 一

可、
「』

、 や'

∵ 、

,.、 ご ピ

覧 、 零 も

鮎
♪蔑

・

、

,童 馬 ら'

bり

'1

.'f「 、."・

.《

》PP
「

『ll一 ㌻ が く

、.`tt、 ・.砂ζ.・》,-tt,

達繋1霧嚢ぎ
、ご '、 『

嚇 ・,..「 【_.〆 一'.=,.一 ∠ 閥 弓.ワ ラ

㌔藩酉 ＼ご!『§ 、.二∵コンニ蒙.騨
、 π ^..評.サ.L}./・

鳩.F、'ド げ ㌧..`イ 「',.〆 『iv"<曝 疑『}講

Fig.5.Lightmicroscopicviewofthebladdertreatcdwith
A)4,-epi-adriamycinandB)adriamycinfor6hours.



1952

騨

泌尿紀要31巻11号1985年

・繋蟹 等
曜

・聯 ・ 鱗ゆ

孤

Fig.6. Scanningelectronmicroscopicviewofthebladder

treatedwith4'-epi-adriamycinfor6hours,
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Fig.7.Chemicalstructureof4,-cpi-adriamycin.

いる.す なわ ち,1)移 行上皮癌に感受性 があること,

2)比 較的短時間の接触 で も,殺 細胞効果を 有す るこ

と,3)正 常膀胱粘膜へ の刺激性がない こと,4)血 中

への 移 行が 低 率で ある こと,以 上 の4点 で あ る.

ADMは 以上の点をほぼ満たす薬剤 と考え られ,臨 床

的に もす でに高い有 効率が 得 られ てい る⊃,2・4).しか

し,注 入濃度に応 じて正常膀胱粘膜に も影響 を与え膀

胱刺激症状を起 こす,EPIは ファル ミタリア カル ロ

エルバ社 研究所で 開発 されたADMの 誘 導 体で あ

り,そ の構造式はFig.7に 示 される.す なわ ちEPI

はADMの4'位 のOH基 がaxial位 よ りequa・

torial位 に 変換 され た もので,主 た る 作用 機序 は

ADMと 同 じ くDNA合 成 阻 害 で あ る.基 礎 的 お よ

び 臨床 的 検討(全 身 投 与)で はEPIの 抗 腫瘍 効 果 は

ADMと ほ ぼ 同 等 で あ るが,副 作 用 の頻 度 お よび程 度

はADMよ り 軽 度 と 報 告 され て い る7'"9).著 者 は

EPIを 膀 胱 腔 内 注 入療 法に 使 用す れ ば,低 頻 度 の副

作 用 でADMと 同 等 以 上 の 効果 を得 る こ とが 可 能 で

は な いか と考 え 検 討 を 開 始 した.

ま ず,EPIのinvitroに お け る 殺 細 胞 効 果 に つ

い て は,Arcamoneら6),DiMarcoら18)がHeLa

細 胞 を用 い てcolonyformationmethodでEPI

の殺 細 胞 効 果 を 検 討 し,EPIはADMと 比較 してや

や 劣 る と 報 告 し て い るが,Salmonら19)は,7種 の

人腺 癌 細 胞 を 用 い てEPIお よびADMの 殺 細 胞 効

果 をstemcellassayに て 比 較 検 討 し両 者 は ほ ぼ同

等 の成 績 であ る と報 告 した.ま た,人 膀 胱 癌培 養細 胞

に 対 す る制 癌 剤 の殺 細 胞 効 果ecつ い ては,加 藤 ら20),

関 口21),打 林22)の 報 告 が あ り,ADM,CQ、MMCな

どに 高 度 の殺 細 胞 効 果 を認 め てい る.し か し,現 在 ま

で,EPIの 膀 胱 癌 培 養 細 胞 に 対 す る 感 受 性 を 検 討 し

た 報 告 は な い た め,著 者 は膀 胱 癌 培 養細 胞株T24を

用 い てcolonyformationmethodに てEPIの 殺

細 胞 効果 を 検 討 した.colonyformationmethod

は 薬 剤に 暴 露 さ れた あ と で も,真 に 増 殖 能 力 を 有す る

腫 瘍 細 胞 の数 を ほぼ 正 確 に 把 握 で き る方 法 と して,現

在 も っ と もす ぐれ たinvitro薬 剤 感 受 性 試験 とされ

てい る.T24細 胞 は 今 回 の 実験 時 に お い て,single

cellrateは95%以 上,ま た,100個/dishの 細 胞 を植

え こん だ場 合 のplatingefficiencyは95%以 上 で あ

り,colonyformation・ncthodに 適 合 した 細 胞 株 で
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ある.今 回の実験に おいては打林22)の報告を参考に し

て,薬 剤添加時間は2時 間 お よび24時 間 としたが,2

時間薬剤を添 加 した場 合のEDso値 はADMO.13

μ9/ml,EPIO・20μ9!ml,MMco・30μ9/m1,ACR

>1.46μglmlで あ った.以 前報告 した予備 的検討23)

ではED50値 はADMo.0499/ml,EPIo.06Pt9/ml

であ り,今 回の検討 ではED5・ 値が若干 高 い値 とな

っている.こ れは,T24細 胞 の培養条件が 閉鎖系 よ

り開放系に変更 され てお り,さ らに,実 験 時の薬剤 の

濃度が10倍稀 釈か ら3倍 稀釈に細分化されているため

と考え られ る.ま た,24時 間薬剤を 添加 した場合 の

EDso値 は2時 聞薬剤を添加 した場合 の それの約10分

の1を 示 した こと,お よび,Fig.3の 結果か らEPI

のT24細 胞に対す る殺細胞作用 は濃度依存性 と時間

依存性を有す るもの と考え られた.EPIはADMと

比較 してやや低い殺細胞効果 を有 していたが,現 在 注

入療法に用 いられてい るMMC,ACRと 比較 して高

い殺細胞効果を示 した.Holmesら24>は,薬 剤の細

胞に対する 効果 と 臨床効果 の 平行関係を 主張 してお

り,今 回の実験結果は,EPIが 膀胱癌治療 に 有用 で

あることを示唆す るものである と考 える.

ついで,膀 胱腔内注入に おける副作用を検討す る 目

的で尾崎3)の方法を参考に して ビーグル犬を用 いEPI

を両側 尿管 皮膚痩 を 施 行し空置 した 膀胱腔内に注入

し,血 中,尿 中移行,臓 器 内濃度お よび膀 胱粘膜に与

える影 響について検 討 した.

まず,膀 胱壁か らの薬剤 の吸収についてであ るが,

動物実験あるいは臨床 的な検討が種 々の薬剤でな され

ている・Jonesら25)は,膀 胱腔 内に注入 されたthio-

TEPAは3時 間で約113が 吸収 され ると報告 した.

都田ら26)によれば,FT-207と5・FUを 膀胱腔 内に

注入 し吸収効率を検討 した ところ,FT-207は5-FU

の23倍 であ り,こ の差は薬剤 の脂溶性に よる と述べ て

いる.前 述のthio-TEPAは 脂溶性 の優れ た制癌 剤

である.他 方,水 と脂質の分配係数が 低 い と され る

5-FU,MMC,ADMな どでは吸収効率が低 い.ま

た,薬 剤 の分子量に関 しては,Yeates27)は200以 下 の

物質は経膀胱 的に 吸収 され るとしてい る.EPIの 分

子量はADMの それ と同 じ579.98で あ り,ま た,水

にはやや溶けに くく,エ タ ノールにはほ とんど溶 けな

い.以 上の点 か ら考 えて,EPIは 膀 胱壁 よ り吸収 さ

れに くい薬剤 であると推察 され る.著 老の検討では,

EPIの 血中濃度は注入濃度に応 じて 上昇 して いる.

しか しなが ら,EPI50mgを 生塩水IOmlに 溶解

(5,000μ9/ml)し,注 入 した 場合の最高 血 中 濃度 は

o.222Ptglrn1で あ り低 濃度を示 した・
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さて,最 高血中濃度が得 られた のはEPI20mg群.

50mg群,100mg群 ではそれぞれ注入後4,8,4

時間後 であ る(Table2).Brogginiら28),藤 田ら29)

は静脈 内に投 与 されたEPIは 血中 よ り速 やかに組織

に移行 し,組 織 中に高濃度に保持 され ると報告 した,

著者の検討に おいて血 中濃度が注入後4,8,4時 間

目以降やや下 降 しているのはEPIの 経膀胱的吸収が

一定 ではない ことを示 唆 している.す なわ ち,吸 収 さ

れたEPIが 速やかに組織に移行 し,経 膀胱的吸収が

一定 でないために血 中濃度に変動 をきた した と考え ら

れ る.し か しなが ら,EPIの 経膀胱的吸収が一定でな

いことが何に 起因す るのか は 不 明である.EPI100

mgで 血中お よび尿 中濃度 が6時 問 目以降において下

降 してい るのは,薬 剤 を6時 間 で膀胱腔 内よ り除去 し

たためであ る.

尿中濃度は,血 中濃 度の約100倍 の高濃度を示 して

お り,尿 中濃 度 と尿量か ら尿中排泄量を計算 し検討 し

てみ る と,10時 間 目に屠殺 した ビー グル犬 ではEPI

を膀胱腔内に注入 してか ら10時間 までの尿中排泄量 は

20mg群162μg,50mg群389μg,100mg群882

μgで あ り,注 入 されたEPIの それぞれO.81%,

0.78%,0.88%に あたる.こ れは永 田30)のラッ トを用

いた3H-ADMの 膀胱腔 内注入における12時 間 まで

の尿中回収率0.7%と ほぼ 同等 の成績であ った.著 者

の実験系では尿中に検出されるEPIは,膀 胱腔内に

注入 されたEPIが 血行性 であれ リンパ行性であれ膀

胱壁 よ り吸収 され血 中に移行 し,そ の後に腎 よ り尿中

に排泄 され た もの と考 えられ る.し たが って,EPI

の経膀胱的吸収量は 尿中排泄量が 等 しくな る ような

EPIの 静脈 内 投与量 と 同 じ で ある と見 なさ れ る.

Weenenら31)は 人体での静脈 内投与に よるpharma-

cokineticsを 検討 し,尿 中へ のEPIの 排泄 は投与後

48時 間 までに11%で あると報告 した.こ の結果 は人体

におけ る薬物動態 であるため著者 のビーグル犬に おけ

る検討 と直接 に比較 することはできないが,膀 胱腔 内

に注入 されたEPIの 膀胱壁 よ りの吸収量 は10分 の1

以下の少量である と考 えられ る.ま た,ADM50mg/

生塩水10mlを 注入 した場 合 の血中 濃度は 同濃度 の

EPIの それ よ り若干低値を示 したが,注 入後10時 間

まで の尿中 排泄量 は799μ9で あ り,注 入 された

ADMの1.60%で あ った.静 注後の尿 中 排泄を 含む

体内動態はEPIとADMで ほ とん ど 同 じであ るが

細かい点 では相違性 を示す と言われている28・29).今回

の実験では10時 間 までADMを 把 持 した ビーグル犬

が1頭 と少数で あったため 断定的な ことは 言 えない

が,EPIの 同様 の濃度 での10時 間までの 尿中排泄量
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は0.78%で あ ったため,EPIの 膀胱腔 内注入後 の経

膀胱的 吸収はADMの それ と比較 して 同等 ない しそ

れ 以下 と考え られる.

つ ぎに,臓 器内 濃度について であ るが,尾 崎3)は

ADMを 空置 した膀胱腔内に 注入 し膀胱 粘膜 は 筋層

の3な い し20倍 の濃度 であ った と報告 している.著 者

の成績(Table4～6)で は膀胱粘 膜は筋層 の4な い

し10倍 の高濃度 を 示 して お り,ADMと ほぼ同等

の成績 であ りEPIの 組織吸着性の強 さを うかがわせ

た.ま た,膀 胱 の部位別の濃度については土居 ら32}は

ADMを 用いた犬の検討において3頭 中1頭 で後壁お

よび側壁 の組 織内濃度が三角部のそれ より高 く,水 圧

を加えた場合では組織 内濃度は上昇 し,や は り後壁お

よび側壁 の組 織内濃度が三角部のそれ よ り高か った と

報告 した.中 田 ら33)は臨床例でADMを 膀注 し組 織

内濃度を検討 し,三 角部,底 部,側 壁 および頂部の非

腫瘍部粘膜では濃度に有意差はない と報告 した.著 者

は膀胱を三角部,後 壁 および側壁に 分割 して組織内濃

度 を検討 したが,各 部位 の比較では一定 の傾 向は認め

られなか った.

さて,腸 骨 リンパ節 におけるEPIの 濃度 は腎 のそ

れ と比較 して低 く,10時 間薬剤を把持させ た群に おい

て肝 よ りやや高値 を示 したにす ぎない.し た がって,

EPIの リンパ行性の吸 収は 短 時間 の注入では 少 ない

のでは ないか と考 えられた.そ の他 の臓器 では 腎皮

質,髄 質,肝,心 の順に濃度が高 かった.EPIの 静

脈 内投与における臓器分布について,Brogginiら28)

はLewislungcarcinomaを 移植 したマ ウスお よび

ラットを 用 いて 臓器内濃度を 検討 し腎が もっとも高

く,つ いで肝,心 の順 であ り,ま た,EPIとADM

の比較では肝,腎,心 では同等の成績 であったが脾 お

よび腫瘍 でEPIはADMよ り低濃度 と 報告 した.

藤 田ら29)はsarcomaI80を 移 植 したマ ウスを用 いた

臓器内濃度の検討 では肝,腎 が もっ とも高濃度で,つ

いで脾,肺,心,消 化管が比較的高値 であ り,ま た,

EPIとADMの 比較 では心,肺,脾 でEPIの 濃度

が低か った と報告 した.つ ま り,静 脈 内投与におけ る

臓羅分布はEPIとADMで 多 くの類 似点 を 有 して

いるが,細 かな点 で相違性を示 している,著 者の ビー

グル犬を 用 いた 膀胱腔内注入に おける 臓器分布では

EPIとADMで 各時間,各 臓器 で一定 の傾向は見い

だせ ず両者は ほ ぼ 同等 の成績 で 毒 った(Table4～

6).

最後に膀胱腔 内に注入された制癌剤 の膀胱粘膜に対

す る影 響 に つ いてで あ るが,MMcs4》,ADM3),

CQes》,cis・diamminedichloroplatinurn(ff)36》 な

どで動物実験あるいは臨床例 で検討 され ている・EPI

のmothercompoundで あ るADMに つい ては尾

崎3》が雑種成 犬を用 いて検討 してお り,20mg1生 塩水

10ml(2,000μglml)を 空置 した 膀胱腔 内に 注入 し

2時 間把持例では粘膜下 出血 が,6時 間把持例 では著

明な浮腫,上 皮の脱 落,好 中球 の浸潤 が認 め られ,10

時間把持例で もほぼ 同程度 の 所 見で あった と 報告 し

た.著 者は単回注入(6時 間把持)に おけるEPIの

正常膀胱 粘膜に与 える影響につ いて ビー グル犬を用い

て検討 したが,20=ng1生 峯水10m1(2,000pt9/ml)

の注入 では膀胱 粘膜 上皮 お よび粘膜下層に変化は認め

られず,直 接に比較は できないが,尾 崎3)のADMの

結果 よ り軽度 の変化 と推察 された.EPI5,000μ9/ml

の注入に おいても,粘 膜 の剥離が散在性に認め られた

のみで あ り軽度 の変化 であった.ま た,著 者 のEPI

5,000μg!m1とADM5,000μglmlの 比較 では 光顕

的に も走査電顕的に も ほぼ 同程度 の所見を 示 した.

ADM注 入療 法4)にお いては萎 縮膀胱な どの重篤な局

所 的副作用は認め られ ていないため,著 者 の実験結果

はEPIの 臨床への導入が可能であ ることを示 唆す る

もの と考え られた.

結 語

Adriamycin(ADM)の 誘 導 体 であ る4'-epi・

adriamycin(EPI)を 膀胱腔 内注入 療法に 導入す る

目的で基礎的に検討 し,以 下 の結果を得た.

1)人 膀胱癌培養細胞株 丁24ec対 す るEPIの 殺

細胞効果をcolonyformationmethodに て 検討 し

た.EPIはADMと 比較 してや や低い殺 細胞効果を

有 していたが,mitomycinCお よびaclacinornycin

Aと 比較 して高い殺 細胞効果 を示 した.

2)ビ ーグル犬を用 い両側尿管皮膚痩 を施行 し空置

した膀胱腔 内にEPIを 注入 し血中,尿 中お よび臓器

内濃度 をHPLC法 にて測定 した結果,EPIの 膀胱

壁 よ りの吸収量 は少量 であった.

3)正 常 膀胱粘膜に 対す る 影響について 検討 した

が,薬 剤を6時 間 把持 した場合,EPI20mgノ 生塩水

10mlで はまった く変 化は認 め られず,EPI50mg/

生塩水10mlで は,粘 膜の剥離が散在性に 認 め られ

たのみであ り,EPI100mg1生 塩水10mlで は 粘膜

下 層に影 響が お よんだ.

4)以 上の結果 か らEPIは 膀 胱腔内注入療 法に適

した性質を有 してお り,臨 床へ の導入が可能 であ ると

考え られ た.
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