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   The direct antitumor effects of various types of interferons (IFNs) were compared against 

urological malignancies, in particular the renal tumor using the human tumor clonogenic 

assay (HTCA). 

   The concentrations of each IFN were 50 and 500 IU/ml, respectively, and the exposure 

time was continuous (2^-4 weeks). IFN aA, [3, r, (recombinant type) and a (human lympho-

blastoid type) were investigated in 37 specimens of urological primary tumors. Each tumor 

was judged to be sensitive to IFN by 70% colony inhibition when compared to the colonies of 

the controls. Eight (22%) of the 36 trials were sensitive to IFN. On the other hand, 3 

cases (8 %) were augmentated cases defined as a colony increase of more than two times 

the standard error of control colony growth. The renal tumor had a tendency to be 

more sensitive to IFN than the other urological tumors (P<0.1). The order of the colony 

inhibition against the renal tumor was IFN r> a> aA, P. This order was statistically signi-

ficant (P<0.025, Wilcoxon's tets). These results corresponded with the results reported by 

others. We recommend the HTCA as an adequate method for assessing the direct antitumor 

effect of IFN.

Key words: Clonogenic assay, IFN, Urological tumors, Augmentation

緒 言

泌尿器腫瘍には治療 が困難 なものが少な くないが,

なか でも腎癌は化学療法がほ とん ど無効であ り進行症

例や腎摘術後の再発例 に対 しては有効な治療手段 を持

たないのが現実である.

しか し近年イ ンターフェロン(以 下IFNと 略す)

が抗腫瘍効果 を有す るこ とが報告 され!),腎 癌 に対 し

てもあ る程度の有効性 が認 められ ることがphaseH

studyの 結果 か ら明 らかに なった2).

そ こでわれわれは腎癌を含めた泌尿器腫瘍に対す る

各種IFNの 痂 痂 γoにおけ る感受性試験 をSalmon

&Humburgerら の開発 したhumantumorclono.

genicassay(HTCA)3)を 用 いて行ない,次 の点に

ついて検討を行な った.

①腎腫瘍に おけ る各種IFN間 の感受性 の比較.

②腎腫瘍 とその他の泌尿器腫瘍 のIFNに 対す る感

受性 の比較,
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Table1

IFNa

(門OCH【DA)

IFNaAJREcoMBINAN了1NTERFERON(Ro22-8ユ81)

(JAPANROCHE)

IFNβJREcoMBlNAN丁1NTERFERoN(6KT一 β)

(KYOWAHAKKO)

IFNorJREcoMBINANTlNTERFEPoN(TRP-2)

(JAPANROCHE)

」 レluMAN鼠_YMPHoBLAsTo:DINTERFERoN(門OR-22)

③IFNの 感受性 の差に よる各症例 の分類

対象および方法

1.研 究方 法

当 科 で行 な って い るHTCAの 方 法 はSalmonら

の原 法 を さ らに簡 便 に した も ので あ る(Fig.1).ま ず

無 菌 的 に 採取 した検 体 を メ ス先 また は ハ サ ミを 用 いて

約1mm3以 下 に細 切 後,0・1～0・2collagenase(Si・

gma社,TypeIa)と と もに30～60分 間37℃ 温 浴

槽 中 で撹 絆 後,ガ ー ゼ メ ッシ ュを 通 過 させ,遠 沈洗 浄

を2回 繰 り返 し,1×medium(Flowlaboratories,

Dulbecco'sMEM)に 再 浮 遊 させ た もの を ガ ラ ス ウ

ール ,27gage注 射 針 の順 に 通 過 さ せ,singleccll

suspensionを 作 成 し た.さ ら に デ ィ ッシ ュに 播種

直 前 に380ナ イ ロ ン メ ッ シ ュを通 過 させ て,可 能 な限

りcellaggregationを 除去 した.ま たviabiiityの

チ ェ ッ クに は0.43%ト リパ ン青 で 染 色 され な い有 核

細 胞 を生 細 胞 とし て判 定 し,播 種 細 胞 数 が1～5×105

cel1/dishと な る よ うに 調 整 した.

Baselayerの 作 成 に は1×medium,2×medium,

仔 牛血 清(以 下FCSと 略 す.Flowlaboratories

社,ロ ッ ト番 号896),1.2%agar(Difco社)を 等

量 ず つ 加 え,寒 天 濃 度 お よびFCS濃 度 が そ れ ぞれ

0.3%,25%と な る よ うに 調 整 した後,35mmグ リ ッ

ド付 プ ラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ(Lux社,Lux5217)

に1mlず つ す ば や く分 注 した.

ToPlayerは2×medium,FCS,1.0%agar,先

に 作 成 したsinglecellsuspensionを 各 々1mmず

っ 加 え,さ らにIFNを 加 え た 後,3枚 の デtッ シ ュ

のbaselayer上 に1mlず つ 重 層 さ せ た.

使 用 した 各 種IFNは,① ヒ ト リ ンパ 芽球 性 α型

IFN(以 下 α と略 す.MOR-22),② ヒ ト遺 伝 子 組 換

α型IFN(以 下 αAと 略 す.R.。22・-8181),③ 同 β

型IFN(以 下 β と略 す.GKT一 β),④ 同 γ型IFN

(以 下rと 略 す.TRP-2)の4種 類 で あ る(Table

1),な おIFNに25%FCS,10mMhepesbuffer

を含 む1×med玉um(NaHCO3を 含 ま な い)を 用 い

て4×103お よび4×1041U!mlに 溶 解 後 一80℃ で

凍結 保 存 し,HTCAの 直 前に 溶 解 して使 用 した.



松 山=泌 尿 器 腫 瘍 。イ ン ター フ ェ ロソ

各 デ ィ ツシ ュは5%CO2,37℃incubator内 で

2週 間 以 上培 養 し た.ま た 原則 と し て コ ン トロ ール

(対 照 群)は6枚,cellaggregatiQnを 検 定 す るpo・

sitivecontro1は10%ホ ル マ リ ンで固 定 した もの を 用

いた.

ll.判 定方 法

コ ロニー カ ウ ン トは2～4週 間 培 養 後,倒 立 位 相 差

顕微 鏡 下 で 行 な い,直 径60μm以 上,細 胞 数30個 以 上

で構 成 され る細 胞 集 団 を コ ロ ニー と判 定 した.な お カ

ウ ン トに 際 して は,先 に 作 成 し たp。sitivecontrol

の コ ロ ニー数 をccllaggregationと して各 デ ィ ッシ

ュの コ ロニ ー数 よ り差 し引 い て算 定 した.

感 受 性 の 判 定に つ い ては2つ の 観 点 よ り判 定 基 準 を

設 定 した.ま ず 対象 群 コ ロ ニー数 に 比 べ50%以 上 の抑

制 ま た は70%以 上 の抑 制 を 示 す 症 例 を 有 効 と 判 定 し

た.ま たIFN濃 度 に つ い てはtoplayerが102ま

た は1031Ulmlと な る よ うに 調 整 し て い る がIFN

のbaselayerへ の移 行が あ り,最 終 的に は50ま た

は5001U/m1と な る.こ れ らの 濃度 は臨 床 的 に到 達

し うる血 中濃 度 で あ り2・4),前 者 を 低 濃 度 接 触 群 後

者 を 高 濃度 接 触 群 と し,2群 に つ い て検討 した.

皿.対 象 お よび 検 体

505

対象 とした症例は1982年2月 よ り1984年12月 までに

当科 お よび そ の関連病院 で得 られ た泌尿器腫瘍 であ

り,原 則 として手術摘出後,で きるだけ早 く検体 とし

て供 した.

実験に先立 って寒天中 の各種IFNの 経時的 な力価

の変動 を検討す るためIFN製 造各社に 依頼 して寒天

培地作成直後,24時 間後,3日 後,7日 後,14日 後 の

5点 でBioassay法 を用いて力価 を 測定 した(Fig.

2).

Fig.2は 培地作成直 後の力価 を100%と した ときの

各時 間の力価 をプ ロッ トした もので抽出率は70～90%

であ った.そ の結果,①toplayer中 のIFNは 重

層直 後 よ りbaselayerへ 移行 し,等 濃 度で平衡状態

に達す る.す なわ ちtopIayer中 で1021Ulmlに 調

整 しても力価 の変動 とは関係な く501U/mlと なる、

② β お よび γは力価の減衰が急速で24時 間後に3Q～

60%,1週 間後に5～10%に 低下す る.し か し,α お

よび αAは 減衰 が緩 徐であ り1週 間後 でも約70%以

上 の力価が残存 している.③ α お よび αAの 寒天中

の力価 の減衰は培養液 中の減衰 よ り緩徐 である(資 料

未発表).以 上の結果 をふまえ,感 受性試験 の結果 の

検討を行な った.
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Table2.TheresultsoftheHTCAaga五nsturologicaltumors.

TUMORTYPE No。OFTRIAL

SUFFIcIEN了GROWTH脅

FORDRUGTESTING(Z) MEANP、E言 昏
椛ANNO.OF
COLONIES(RAN6E)

RENAL

OTHERS

BLADDER

URE丁ERAL

TESTICULAR

RETROPERITONEAL

22

15

5

3

邸

3

11

6

1

2

1

2

(50%)

(40Z)

(20Z)

(67Z)

(25Z)

(67Z)

0.085

0、198

49(30-84)

243(38-686)

TOTAL 37 17(46%) 0.125 117(30-686)

・=MORE了HAN30coLoNIEs/DlsH

曇脅:P」A了:閥GEFFIC:E閥CY

Table3.TheresultsoftheHTCAagainsturologicaltumors.

NolOFτRIAL
SUFFIcIEN↑GRowTH
FORDRUGTES丁ING(露) MEANP.E。

MEANNOoOF
COLONIES(RANGE)

PRIMARY
LESION

ME丁ASTA丁IC
LESION

30

7

12(40X)

5(71X)

0.122

0.ユ33

130(30-685)

108(31-・237》

結 果

Table2は 腎腫瘍 およびその他の泌尿器腫瘍 の内訳

および コ ロニー形成能 を比較 した ものである.施 行 さ

れたHTCAの うち,感受性試験 の判定が可能な症例

(1デ ィッシュあた り30個以上の コロニー形成 のみ ら

れた もの)は 全体 で37例 中17例(46%),腎 腫瘍は22

例中ll例(50%),そ の他 の泌尿器腫瘍 は15例 中6例

(40%)で あ った.そ の他の泌尿器腫瘍 を臓器別に分

類す ると膀胱5例,尿 管3例,睾 丸4例,後 腹膜腫瘍

3例 であった.ま た腎およびその他の泌尿器腫蕩 を原

病巣 と転移巣に分けて分類す ると,原 病 巣は30例(81

%)を 占め,判 定可能症例は30例 中12例(40%)で あ

ったが,転 移巣は7例(19%)で,判 定可能症例は7

例中5例(71%)と 高 率であった.ま た平均 コロニー

形成 能(meanplatingefficiency:P.E.)は 腎腫瘍

0.085%,そ の他0.198%,平 均 コロニー数は腎腫瘍

49,そ の他243で あった(Table3).

1.各 種IFN間 の感受性の比較

Fig・3は 各種IFNに 対す る 腎腫瘍 の感受性を低

濃度接触群 と高濃度接触群 で比較 した ものである.

70%以 上 の コロニー抑制を有効 とした とき(Fig.3

(B)),低 濃度群 と高濃度群で感受性の差を比較する と

αAお よび α は接触濃度に よる感受性 の差はみ られ

ないが,β お よび γ で は 高濃度群 ほ ど感受性 が 高

く,濃 度依存性 を示す結果 が得 られた.同 様 の傾 向が

Fig,3(A)に おいて もみ られた.

次に同 じ α 型では あ る が製 造方法 の異な る α と

αAの 感受性を統計学的に 比較 した と ころ α は αA

よ り有意に(P<0.025,Wilcoxon検 定)感 受性が 高

く,さ らに4種 類 のIFNを 比較 した とき,r>α 〉αA,

β の順で有意に(P<O.025)感 受性が高か った.

H.腎 腫瘍 とその他の泌尿器腫瘍のINFに 対す る

感受性 の比較

Fig.4は 腎腫瘍 とそ の他 の泌 尿器腫瘍 の感受性 の

差を比較 した ものである.そ の結果,低 濃度接触群,

高濃 度接触 群 とも腎腫瘍 はその他 の泌尿器腫瘍に比べ

IFNに 対す る感i受性が 高い傾 向を 認 め た(P<0.1,

WiIcoxon検 定).

Fig.5は 腎腫瘍の α 型IFNに 対す る感受性試験

の結果 を示 したものであるが,こ の中に少数例 なが ら

501u/ml接 触群 でコロニー数が抑制 されず む しろ増

加(対 照群 の標準誤差 の2倍 以 上)し た いわ ゆ る

augmentationcaseが み られた.
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皿.感 受性 の差 に よ る各 症 例 の 分類

これ らの 症 例 を簡 略に 整 理 す るた めFig.6の よ う

な分 類 を 試 み た.

1.Sensitivegroup:低 濃 度,高 濃 度 群 と も70%

以 上 の コ ロ ニ ー抑制 を認 め る 群.

2,Relativcsensitivegroup:低 濃 度 群 で 約50

%,高 濃 度 で70%以 上 の 抑 制 を認 め る群(A),ま た

は低 濃 度,高 濃度 ともに50～70%の 抑 制 を 認 め る 群

(B).

3.Resistantgroup:低 濃 度 群 で50%未 満,高 濃
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度 群 で70%未 満 の抑 制 を認 め る群.

4.Augmentationgroup:低 濃 度 また は高 濃 度 群

で対 照 群 よ り有 意 の コ ロ ニー数 増 加 を認 め る群.

以 上 の よ うに 分類 した 場 合,腎 腫 瘍 で のべ27例 中6例

(22%),そ の他 の泌 尿 器 腫 瘍 で の べ9例 中2例(22

%),全 体 で のべ36例 中8例(22%)がsensitivegroup

に 分 類 され る.sensitivegroupはHTCAを 用 い

た 感 受 性試 験 で はIFNに 対 して高 い感 受 性 を 示 す 群

であ る.relativesensitivegroupはIFNに 対 して

比 較 的 高 い 感 受 性 を示 す 群 で,全 体 で は36例 中8例

(22%)が この群 に 分 類 され る.こ れ ら の群 は 臨 床 で

IFNを 投 与 した場 合,有 効 性 を 得 る 可 能 性 が あ る と

思わ れ る.resistantgroupはIFNに 対 して 感 受性

を示 さ な い群 で,腎 腫 瘍27例 中II例(41%),そ の他

の 泌尿 器 科 腫 瘍9例 中6例(67%),全 体 で36例 中17

例(47%)と 約 半 数 近 くが この群 に 含 まれ る.こ の群

は臨 床 でIFNを 投 与 した 場 合,有 効性 を得 る可 能 性

が低 い と思 わ れ る.augmentationgroupはIFN

投 与 に よ りコPニ ー増 殖 を 助 長 され る群 で,全 体 で36

例 中3例(8%)に み られ た.こ の群 は臨 床 でIFN

を 投 与 した場 合,腫 瘍 の増 大(progressivedisease)

の可 能 性 が 高 い と思わ れ る.

考 察

500
Iu/ML

IFNは 抗腫瘍効果 を 有す る こ とが 発 見さ れ て以

来,そ の作用機序が検討 され てきたが未 だ不 明な点が

多い.し か しIFNが,① 腫瘍細胞に対す る直接的抗

腫瘍作用D② 宿主細胞の免疫系を介す る間接作用5)③

細胞膜に対す る作用6)の3種 の作用機序を有す ること

は諸 家の意見 の一致をみ ている といってよか ろ う。 こ

の ように作用機序が多面的 であるため,従 来 の抗癌剤

と性格が異 な り,増 殖抑制形式 もcytostaticで あ る

とい う報告が多 く,最 近 では抗癌剤 とい うよ りbio-

logicalresponsemodifiers(BR.M)の 範疇 に入れ

られ ている,

さてこのIFNのclinicalphasestudyに は膨大

な費用 と時間 を要す るものであるがinvitraでIFN

の抗腫瘍効果を評価す る方法がい くつか考案 されてい

る.そ のひ とつ として宿主網内系細胞(た とえばna-

turalkillercell)に 対 してIFNを 作用 させた後,

継代腫瘍細胞株に対 して宿主細胞 の抗腫瘍効果 をみ る

方法7)が あ る.し か しこの方法 ではtargetと なる腫

瘍細胞はPrimarytumorで はな く,し か も免疫系

を介す る間接作用 のみを評価 しているにす ぎない.

そ こでわれわれ はSalmonら が考案 したHTCA
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Fig.6.ClassificationoftheresultsofsensitivitytestforIFN.

を用いてIFNに 対す る泌尿器腫瘍 の感受性試験を行

ないIFNの 抗腫瘍効果を検討 した.HTCAは 新 し

い抗癌剤のinvitrophaseHstudyと して米国で も

その評価は定着 しつつあ り,同 法ではIFNの 直接作

用 および細胞膜に対す る作用の評価 が可能 であると推

定 され る.し か し寒天中に播種 され る腫瘍細胞浮遊液

中の宿主免疫 系細 胞の存 在 がHTCAの コ ロニー形

成能に影響を与え るとい う報告8>も あ り,免 疫系を介

した間接作用 の関与 の可能性 もないとはいえない.

HTCAを 用 いたIFNの 抗腫瘍作用 の評価はEp-

steinら9)に 端を発 し,現 在 までに数多 く報告 されて

いるが,泌 尿器腫瘍に対す る評価 は比較的少ない.わ

れわれ がIFNに 対 してHTCAを 用い た腎腫瘍の

感受性 試験 の有効 率(sensit三vegroup:22%)は

phaseIstudyに おけ る有効率(CR十PR十MR・

約20%)2)と ほぼ一致 してい る.ま た腎腫瘍 がその他

の泌尿器腫瘍 よ りIFNに 対す る感受性が高い とい う

われわれの結果 もphaseHstudyの 結果 とよ く相関

してお り,HTCAを 用 いたIFNの 評価 の妥当性を

裏づけていると思われ る.し か しこの際問題 となるの

は感 受性 の判定基準 であ る.わ れわれはHTCAに よ

る従来 の抗癌剤 の評価 の際用い られる50%コ ロニー抑

制 と70%コ ロニー抑制を併用 して用い,低 濃度(50

1u/m1)お よび高濃度(5001u/ml)接 触群 での コロ

ニー抑制率 を総合的に判定 したが,あ くまで も試案 で

あ り臨床効果 との 相関 よ りrctrospcctiveに 決定す

べ きであろ う.

次に 各IFN間 の比較 であるがWilcoxon検 定を

用いて統計処理 した ところ,腎 腫瘍 の感受性は γ〉α

〉 αA,β の順に 高か った(P<0.05).こ の結 果 は γ

の抗腫瘍効果 の一般的な評価 と一致10'-12)しているが,

異 なる種類お よび作用機 序のIFNの 抗腫瘍効果を抗

ウイルス価に よ り決定 された現 行の単位 で比較す るこ

とは問題が あ り,再 考 の余地があ ると思われ る.Sa-

lmonら は αAと αDの 抗腫瘍効果の比較を重量単

位(ng)で 行ない,き わめ て良好 な結果が得 られた と
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報 告 して い る13).ま た 同 じ α 型IFNで も α は αA

よ り腎 腫 蕩 の 感 受性 が 高 い とい う結 果 に つ い て は α

が αAよ り抗 腫 瘍 効 果 の高 いsubtypcを 有 す る こ と

やrecombinanttypeで あ る αAが 遺 伝 子 組 換 技 術

では 糖 鎖 を 持 つ こ とが で き ず,こ の糖 鎖 の存 在 が 抗

腫 瘍 効果 に影 響 を与 え る 可 能 性 が 推 定 され る.α 型

IFNは 濃 度差 に よる感 受 性 の差 は な くほ ぼ 一 定 で あ

るが,β,γ は高 濃 度 接 触 群 ほ ど感 受 性 が 高 く濃 度 依

存 性 を 示 して い た.こ の結 果 よ り,今 後 のIFNの 投

与 法 と して も α型IFNは 低 濃 度持 続 投 与,β お よ

び γ は 大量 間 漱投 与 の有 用 性 が 示 唆 され る.

最 後 にaugmentationgroupの 存 在に つ い て言 及

す る,IFN投 与 に よ りコ ロニ ー増 殖 が み られ た り14),

実 験 動 物 で 腫瘍 が増 大 した と い う報 告15)は 少 な く な

い.Ludwigら はIFN投 与 に よ り,対 照 群 コ ロ ニー

数 の標 準 誤 差 の2倍 以 上,コ ロ ニ ー増 殖 が み られ た症

例 を コ ロニー増 殖 症 例 と定 義 し,225のHTCA施 行

症 例 中30例(13.3%),腎 癌IO例 中2例(20%)に

augmentationcaseが み られ,同 時 に 行 な ったH3

の取 り込 み も著 明に 増 加 して お り,こ の傾 向は 低 濃 度

ほ ど顕 著 で あ った と述 べ て い る16).ま た 低 濃 度IFN

(50～1001UIml)と 高 濃 度IFN(1,0001U/ml以 上)

とで は そ の作 用 が全 く逆 に な る こ とが あ り,フ レ ン ド

赤 芽 球 性 白血 病 の あ る種 の ク ロー ンで は 低 濃 度IFN

に よ リヘ モ グ ロ ビ ン産 生 細 胞 へ の 分化 誘 導 が 促 進 され

るが,高 濃度 で は逆 に 阻 害 され る とい う17)生 体 内 の

IFN血 中 濃 度 よ り推 定 す る と,腫 瘍 内濃 度 は 比 較 的

低 濃 度 が長 く持 続 す る とい う状態 が考 え られ,こ の状

態 はHTCAに お け るIFNの 低 濃 度 接 触 群 に あ る

程 度類 似 して い る と思 わ れ る.し た が っ て この 感 受 性

試 験 でaugmentationgroupが み られ た とい うこ と

は 臨 床 投 与 の 際 に もaugmentationす なわ ちPD

(progressivedisease)がIFN投 与 に よ りお こ って

い る可 能性 を示 唆 し てい る.

従来HTCAに よる抗 癌 剤 の評 価 はtruenegative

rateが90～95%と きわ め て高 く,腫 瘍 に 無 効 な 抗 癌

剤 の除 去 に 適 して い る と い わ れ て い る18).そ こ で

IFNに お い て も本 法 に よ り感 受性 を有 し ない 症 例(わ

れ わ れ の 分類 で は3.resistantgroupお よ び4.

augmentationgroup)に 対 して はprogressivedi-

seaseの 可能 性 もあ り,投 与 を ひか えた 方 が よい と思

わ れ,こ れ らの症 例 の選 択 に対 して 本法 は 大 い に 有 用

な 感受 性 試 験 と いえ よ う.

結 語

われ わ れ は各 種IFN(α,αA,β,γ)に 対 す る泌 尿

器腫瘍(腎 腫瘍22例 を含む)の 感受性 試験 をHTCA

を用い て行な った.そ の結果,腎 腫瘍 はその他の泌尿

器腫瘍に比べIFNに 対す る感受性が 高 く,各IFN

間の比較では γ〉α〉 αA,β の順に腎腫瘍 の感受性 が

高か った.ま た施行症例 を感受性 の程度 に応 じて4群

に分類 した と き,36例 中8例(22%)がsensitive

groupに 分類 されたが3例(8%)がaugmentation

groupに 属 した,HTCAを 用いたIFNに 対する感

受性試験はinvitrophase]studyと し て意義 が

あるとともにIFNに 対す る無効例 お よびaugme-

ntationの 危険のあ る症 例の除 外に有用である と思わ

れた.
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