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   We examined the chemotherapies with cis-diamminedichloroplatinum (II) (CDDP) alone and 

in combination, using the human bladder cancer xenografts (BT-8 and  BT-11 strains) in athymic 

nude mice (BALB/C), to establish the most effective and useful method for urothelial cancer in clini-

cal use. First, to assess the and-tumor activities of single-drug and our devised VPM or CisCF com-

bination chemotherapies, experiments were done using the BT-8 strain bladder cancer (transitional 

cell carcinoma and grade III). The schedule and dosage of each chemotherapy were as follows. 

   Vincristine (VCR) : 0.06 mg/kg, days 1-6, peplomycin (PEP) : 0.9 mg/kg, days 1-6, methotrex-

ate (MTX) : 0.6 mg/kg, days 1-6, cytosine arabinoside (Ara-C) : 3 mg/kg, days 1-6, 5-fluorouracil 

(5-FU) : 30 mg/kg, days 1-6, adriamycin (ADM) : 3 mg/kg, days 1-6, cyclophosphamide (CPM) : 
10 mg/kg, days 1-10, and CDDP: 2.5 mg/kg, days 1-6. These were for single-drug chemotherapies. 

The VPM combination consisted of VCR (0.06 mg/kg, days 1 and 4), PEP (0.3 mg/kg, days 1-6) and 

MTX (0.3 mg/kg, days 2, 3, 5 and 6), and the CisCF combination consisted of CDDP (2.5 mg/kg, 

days 1 and 4), Ara-C (3 mg/kg, days 1 and 4) and 5-FU (15 mg/kg, days 2, 3, 5 and 6). 

   The control group was given normal saline of 0.1 ml/20 g body weight, intraperitoneally. All 

anti-cancer drugs were also given intraperitoneally. 

   Secondly, to assess the and-tumor activities of CDDP alone and various modes of combination 

chemotherapies with or without CDDP, the following experiments were done using the BT-11 strain 

bladder cancer (a mixed type of transitional cell carcinoma and squamous cell carcinoma). CDDP: 

2.5 mg/kg, days 1-6. VPM x2: VCR (0.04 mg/kg, days 1, 4, 8 and 11), PEP (0.2 mg/kg, days 1-4) 

and MTX (0.2 mg/kg, days 2, 3, 5, 6, 9, 10, 12 and 13). CisCF x 2: CDDP (2.5 mg/kg, days 1 and
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8), Ara-C   (3  mg/kg, days 1, 6, 8 and 13) and 5-FU (30 mg/kg, days 3, 4, 5, 10, 11 and 12). 

   VPM-CisCF (I) : VCR (0.04 mg/kg, days 1 and 4), PEP (0.2 mg/kg, days 1-7), MTX (0.2 mg/ 

kg, days 2, 3, 5 and 6), CDDP (2.5 mg/kg, day 8), Ara-C (3 mg/kg, days 8 and 13), and 5-FU 

(30 mg/kg, days 10-12). VPM-CisCF (II) : VCR (0.06 mg/kg, days 1 and 3), PEP (0.3 mg/kg, days 
1-4), MTX (0.3 mg/kg, days 2 and 3), CDDP (3.75 mg/kg, day 4), Ara-C (3 mg/kg, days 4 and 7) 

and 5-FU (30 mg/kg, days 5 and 6). 

   Cis-A-F (by Williams et al) and Cis-CPM-A (by Yagoda) chemotherapies were selected for the 

comparison with our devised regimens (VPM-CisCF). Cis-A-F: CDDP (1.25 mg/kg, days 1-5), 

ADM (3 mg/kg, day 1) and 5-FU (30 mg/kg, day I). Cis-CPM-A: CDDP (5 mg/kg, day 1), CPM 

(15 mg/kg, day 2) and ADM (3 mg/kg, day 3). 
    Thirdly, the synchronized effects, especially the accumulation in the G2M phase, were assessed 

in our devised regimens, by means of flow cytometric method using a flow cytometer (Bio/phisics 

4800A). 

   VCR, PEP and MTX were not effective against tumor growth and acted only as short-term in-
hibitors during the 6-day period they were administered. Neither Ara-C or 5-FU were effective. 

CDDP, ADM and CPM proved to be effective, and their effects continued long after the cessation 
of administration. 

   VPM combination was effective, but the effect did not continue so long as those of CDDP, 

ADM or CPM. VCR, PEP and MTX were not effective when given alone, even though the total 

dose of each agent was three times of that used in the VPM combination. The activity of each 

agent in the VPM combination proved to be enhanced by the combined use. 

   CisCF combination was just as effective as the CDDP single-drug chemotherapy. Each agent 

in the CisCF combination was also found to be enhanced by the combined use, even though the 

dose of CDDP, Ara-C or 5-FU in the CisCF combination was one third of that used in single-drug 

chemotherapy. 

   First, we had assessed whether the VPM-CisCF chemotherapies were more effective than VPM or 

CisCF combination alone, or not. VPM x 2, was moderately effective and CisCF x2 was more effec-

tive, but VPM-CisCF chemotherapies were more effective than them. In conclusion, the combined 
use of VPM and CisCF combination was reasonable. 

   Next, the combination chemotherapies of VPM-CisCF (I) or (II), Cis-A-F and Cis-CPM-A, 

and CDDP single-drug chemotherapy against tumor growth were compared. CDDP single-drug 

chemotherapy was the most effective and the others were similarly effective. However, from the 

standpoint of usefulness which was determined by and-tumor activity and toxicity which was seen 

in the body weight loss affected by chemotherapy, VPM-CisCF (II) was the most useful. 

   In the VPM-CisCF (I) or (II) chemotherapy based on the synchronization theory by the af-

fection of VCR and/or PEP, the cell accumulation in the G2M phase was seen and it was more 
strongly accumulated in regimen (II). 

   We concluded that the and-tumor activity of the VPM-CisCF combination included a synchro-

nization effect except for the additive or synergistic effect. We believe that the VPM-CisCF chemo-

therapies, especially regimen (II), would be useful clinically against urothelial cancer.

Key words: Nude mice, Bladder cancer, Multi-drug combination chemotherapy, Cis-Diamminedi-

chloroplatinum (II), Synchronization, Non-cross-resistance
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緒 言

近 年,膀 胱 癌 の 治療 に お い て,転 移 を 有 す る進 行 期

癌 は もち ろ ん,転 移 の な い 浸潤 癌 の治療 に も集学 的 治

1-3)の 一 環 と して ,化 学 療 法 が 手 術 と と もに行 なわ

れ る よ うに な った4-30).

しか し,従 来 単 剤 と して あ る程 度 有 効 性 の認 め られ

てい る薬 剤 はdoxorubicifihydrochloridc(adria.

mycin:ADM)u>cycゴophosphamide(CPM)12),

5.fluorourac十1(5-FU)角 、,methotrcxate(MTX)ia,

15)お よびvinblastine(VBL)16)な ど で あ るが ,そ

の有 効 率 は20～40%で あ る17).

また,Rosenbergら のcis-diamminedicnloro-

platinum(II)(CDDP)の 抗 腫瘍 効 果 の発 見18)以

来,種 々の悪 性 腫 瘍 に 試 み られ,と くに睾 丸 腫 瘍 に す

ぐれ た 成績 を示 して い る19)膀 胱 癌 に 対 して も,Ya-

goda20)が そ の有 効 性 を 報 告 し,そ の後 諸 家 に よ り追

試 され,CDDPは 膀 胱 癌 に も最 も有効 な抗 癌 剤 であ

る と認 め られ て い る17).し か し,そ の 有 効 率 は40%程

度 で あ り,ま だ満 足 す べ き もの で は な い.

多 剤 併 用療 法 に 関 して は諸 家 に よ り種 々の薬 剤 の組

合わ せ が 報 告 され て い るが21^-30),そ の効 果 はCDDP

単剤 効 果 に 比 べ て期 待 され た ほ どで は な い17)ま た,

有効 率 の比 較 的 高 い もの26)で も,副 作 用 の わ りに は完

全 寛解 率 は 低 く,容 易 に行 な え る もの で は な い.

多剤 併 用 療 法 を 行 な うに あた って は,薬 剤 の種 類,

投与 量,投 与 方 法 を十 分 に検 討 し,よ り副 作用 の少 な

い,よ り優 れ た 効果 が得 られ る組 合 わ せ を 考 え る こ と

が 大切 であ る3,・32)、この点 に関 しては,従 来 よ り基 礎
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的 研 究 が あ り,vincristine(VCR)とMTXの 併

用33),bIeomycin(BLM)とMTXの 併 用34),

CDDPとcytosinearahinoside(Ara-C)35)お よ

びCDDPと5-FUas)の 併 用 で,相 加 な い しは相 乗

効 果 が あ る と され て い る.ま た,効 率 の よい殺 細 胞 効

果 を 得 る方 法 と して,Barrancoら37)のBLMに よ

る 同調 法 お よびBhuyanら38)が 示 唆 したAra-Cと

5-FUに よ る同 調 法 な どが あ る,臨 床 的 に は,Livi-

ngstonら39)のVCRとBLM,ま たCostanziらao)

のBLMとMTXの 併 用療 法 が あ り,同 調 法 の有

用性 が示 され て い る.

わ れ わ れ は,で き得 る 限 り副作 用 を 少 な く し,抗 腫

瘍 効果 を能 率 よ く挙 げ るた め に,先 に 述 べ た 基礎 的臨

床 的 報告 を検 討 して,同 調 理論 に もとづ き各 薬 剤 の配

分 を 考 慮 した 薬剤 の組 合 わ せ と して,VCR,peplo-

mycin4D(PEP),MTX,CDDP,Ara-C,5・FUの

6剤 を用 い た 同調 多 剤 併 用 化学 療 法 を考 案 した.

この 化学 療 法 に つ いて,ヌ ー ドマ ウス継 代 移 植 ヒ ト

膀胱 癌 を用 い て抗 腫 瘍 効 果,副 作 用 お よび 同 調 性 に つ

き実 験 検討 を 行 な い,総 合 的 効果 判 定 に おい て 優 れ た

もの で あ る とい う結 果 を 得 た の で 報告 す る.

実験材料および方法

ヌー ドマ ウス(BALB/c)は,京 都 大学医学部泌尿

器科学教室実験動物 施設 でのSPF下 繁殖飼育 の8～

10週齢の雌 を使用 した.

ヌー ドマ ウ ス継代移植 ヒト膀 胱癌BT-8株(79歳

男性 の原発巣か ら採取 し,1978年5月 初 代移植 した移

行上皮癌悪性度 皿の組織型),BT-11株(1980年9月,

灘艦
Fig.1.HistopathologicviewoftheBT-8(left)orBT-11

(right)strainbladdercancer(H.E.stain,x100).
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69歳 男 性 の 原 発 巣か ら採 取 し初 代移 植 した,移 行 上 皮

癌 お よ び 扁 平 上皮 癌 の混 合 型)の 各2株 を 使 用 し た

(Fig。1).

BT-8株 は,10～12世 代 を,BT・11株 は5～6世 代

を使 用 した.BT-8株 で は,対 照 群10匹,各 試験 群3

匹 を使 用 し,BT-11株 で は 対 照 群10匹,各 試験 群5

匹 を使 用 した.

抗癌 剤 はCDDP(日 本 化 薬 株 式 会社 よ り供 与),

cyclophosphamide(CPM),adriamycin(ADM),

vincristine(VCR),peplomycin(PEP)(日 本 化 薬

株 式 会社 よ り供 与),methotrexate(MTX),cyto-

sinearabinoside(Ara-C),5-FUを 使 用 した.

各 薬 剤 お よび各 併 用 法 の投 与方 法 ・投 与 量 はTa-

bleIa,bに ま とめ た 如 くに 行 な った.薬 剤 濃度 は体

重209あ た り0.1mlの 投 与 量 とな る よ うに,生 食

に て 希 釈 した.ま た,各 併 用 群 に お い て も1日 投 与 量

が 各 薬 剤 総和 と して20gあ た り0.1mlと な る よ う

Yom,各 薬 剤 濃 度 の調 節 を 行 な った.対 照 群 に は 体 重

20gあ た り0.1mlの 生食 を投 与 し,全 て腹 腔 内投 与

と した.

各 薬 剤 お よび 併 用 療 法 の効 果 判 定 は 以下 の諸 点 に つ

いて 行 な った.

1)腫 瘍 増殖 曲線 お よ び 増 殖 抑制 率(%T/Cinhibi-

tion)

継 代 移 植 腫蕩 を細 切 の うえ,ト ラ カ ール 針 に て マ ゥ

iz号1986年

ス背 部 皮 下 に 約200mma程 度,各 マ ウス に移 植 した ・

移 樋 瘍 が再 増 殖 し,約200～250mm3に な った と

こ ろ で腫 瘍 体 積 を経 時 的 に測 定 した.体 積 は π/6(長

径_0.4)(短 径 一〇.4)(高 さ 一〇・2),単 位:mm・ で求

め た42).

この よ うに して得 られ た 各 薬 剤 お よび 各 併 用 法 の腫

瘍 増 殖 曲線 と対 照 群 の増 殖 曲線 との比 較 に よ り効 果 を

判 定 した.増 殖 曲線 は半 対 数 グ ラ フ上 に作 成 した.

増 殖 抑 制 率(%T/Cinhibition)は ・ 試 験 開 始 日

よ り1定 の 期 間 で の対 照群 に対 す る試 験 群 の増 殖 率 の

比 較 で,(1-T/C)×100(%),T:試 験 群 の 増 殖 率

(平 均 値 ±標 準 偏 差),C:対 照群 の増 殖 率(平 均値),

で求 め られ る.な お,50%以 上 を も って有 効 とす る.

2)体 重 減 少 お よ び 治 療 係 数(therapeuticindex・

T.1.)

総 合 的 効果 判 定 の意 味 で,治 療 係 数(T.1.)を 算 出

した.治 療 係 数 の算 出 は,T.1.=%T/Cinhibition÷

jT/Cbodyweightlossよ り求 め,T/Cbody

weightlossは%T/Cinhibitionと 同 様 の方 法 で対

照 群,各 治療 群 の経 時 的 体 重 減 少 測 定(bodyweight

105°inratio;%)か ら算 出 した.

3)組 織 学 的 効 果 判 定

下里,大 星 ら43)の組 織 学 的 効 果 判 定 基 準 に よ り,各

治療 法 の 効果 を判 定 した.各 療 法 開 始 後 経 時 的 に 腫瘍

を 採 取 し,HE染 色 の うえ 光顕 に て判 定 した.grade

Tablela.Schedulesforsingle-drugchemotherapies(vincristine(VCR),peplomycin(PEP),
methotrexate(MTX),cytosinearabinoside(Ara-C),5-fluorouracil(5-FU),cis-
diamminedichloroplatinum(II)(CDDP),adriamycin(ADM)andcyclophospha-
mide(CPM)),andforcombinationchemotherapywithVPM-combinationwhich
consistsofVCR,PEPandMTX,orCisCF-combinationwhichconsistsofCDDP,
Ara-Cand5-FU,againstthehumanbladdercancerxenograft(BT-8strain)in
athymicnudemice.

Single-drugchemotherapy

Vincristine(VCR):

Peplomycin(PEP):

Methotrexate(MTX):

CytosineArabinoside:

(Ara-C)
5-Fluorouracil(5-FU):

Adriamycin(ADM):

Cyclophosphamide(CPM):

CDDP:

0.06mg/kg,days7-6.

0.9mg/kg,days1-6.

0.6mg/kg,days1-6.

3mg/kg,days1-6●

30mg/kg,days1-6.

3mg/kg,days1-6.

10mg/kg,days1-10.

2.5mBlkg,days1-6.

VPM-combination

VCR:0.06mg/kg,

PEP30・3mg/kg,

MTX:0.3mg/kg,

CieCF-combination

daysland4.

days1-6.

days2,3,5and6.

CDDP:2.5mg/kg,daysland4.

Ara-C33皿9/kg,day81and4・

5-FO:15mg/kg,days2,3,5and6.
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TableIb.SchedulesforCDDPsingle-drugchemotherapyandcombinationchemotherapies
ofVPM-combinationfor2weeks,CisCF-combinationfor2weeks,VPM-CisCF
(1)or(II)whichconsistsofVPM-combinationandCisCF-combination,Cis-A-F
whichconsistsofCDDP,ADMand5-FU,andCis-CPM-Awhichconsistsof
CDDP,CPMandADM,againstthehumanbladdercancerxenograft(BT-11strain)
inathymicnudemice.

CDDP:2.5mg/kg,days1-6.

VPMx2(VPM-combinationfor2weeks)

VCR:0.04mg/kg,days1,4,8and11.

PEP:0.2mg/kg,days1-14・

MTX:o●2皿g/kg,days293,5,6,9,10,12and13.

CisCFx2(CisCF-combinationfor2weeks)

CDDP:2.5mg/kg,daysland8.

Ara-C:3mg/kg,days1,6,8and13.

5-FU:30mg/kg,days3.4.5,10,11and12.

VPM‐CisCF(1)

VCR:0.04mg/kg,daysland4.

PEP:0.2mg/kg,days1-7.

MTX:0.2mg/kg,days2,3,5and6.

CDDP:2.5mg/kg,day8.

Ara-C:3mg/kg,days8and13.

5-FU呂150mg/kg,dayslO-12.

VPM‐CisCF(工 工)

VCR:0.06mg/kg,daysland3.

PEP:0.3mg/kg,days1-4.

MTX:0.3mg/kg,days2and3.

CDDP:3.75mg/kg,day4.

Ara-C:3mg/kg,days4and7.

5-FI7:30mg/kg,days5and6。

Cis-A-F

CDDP言

ADM

5-FV:

1。25mg/kg,days1-5。

3mg/kg,day1.

30mg/kg,day1.

Cis-CPM-A

CDDP:5mg/kg,daq1.

CPM:15mg/kg,day2.

ADM:3mg/kg,day3.

Ilb以 上 を効 果 あ りと判 定 した(Table2ノ.

4)Flowcytometry(FCM)44^AP)に よ る 同 調 効 果

お よび 殺 細 胞 効果 の検 討

FlowcytometerはBiolphisics社 製(New

York,USA)4800Aお よ びModel2102-multi-

channeldistributionanalyzerを 使用 した.得 られ

たDNA・contentdistributionか ら,Baischらse)

の計 算 式ModelIを 使 用 してGo-i期,S期,GzM

期 の細 胞 数 お よび 比 率 を 算 出 した.な お,細 胞 数 は総

計3万 個 以 上 を計 測 した(Fig.2).

対 照 群 と して生 食 投 与 群 を お き,投 与 開 始4日 目,

8日 目,14日 目に そ れ ぞ れ 腫 瘍 を 採 取 し,FCM測 定

を行 な った.

結 果

1)腫瘍増殖 曲線 お よび増殖抑制率(%T/Cinhibi-

tion)

BT-8株 膀胱癌 におけ る単剤お よび 併用投与群 の効

果をFig.3a,bに 示 した.

BT-8株 膀胱癌は 移植後1週 ～10日 後 に は 約250

mm3に 再増殖 し約5.3日 のdGublingtimeで 計測期

間中は,半 対数 グラフ上 で ほ ぼ直線的な 増殖 を 示 し

た.

VCR,PEP,MTXは,投 与期間中 は よ く増殖を
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HistopathologiccriteriaofShimosatoandOhboshi.

Grade2

GradeI工

Characteristicchangesarenotedintumorcellsbut

tumorstructureshavenotbeendestroyed(thereisno

defectintumornestsresultedfromlysisofindividual

tumorcells).

Inadditiontocharacteristiccellularchanges,tumor

structureshavebeendestroyedasaresultofdis-

appearanceoftumorcells.However,variablenumberof"

viablecells"stillremain.

a:Destructionoftumorstructuresisofmilddegree,i.e.,

"viabletumorcells"arefrequentlyobserved
.

b:Destructionoftumorstructuresisofseveredegree,

thatis,"viabletumorcells"arefewinnumber.

Grade工1工=Markedlyaltered,presumablynon-viabletumorcellsare

presentsinglyorinsmallclustersand"viablecells"are

hardlyseen.

GradeIVNotumorcellsremaininanvofsection(localcure).

a:Extensiveareasofcoagulationnecrosisarepresent.

b:Granulationtissuewithorwithoutsmallfociof

necrosisincludingkeratoticdebrisremains.

c:Onlycicatrixisobserved.

抑え,投 与終 了と同時に再増殖を示 し,時 間依存性の

作用51)を試験投与量 では示 した,Ara.Cお よび5.FU

においては,こ の試験投与量では効果 を認めず,若 干

5-FUに おいて時間依存性抑制効果 を うか が わ せ た

(Fig.3a).

VPM3剤 群は,VCR,PEP,MTXと 同様 に強

い時間俵存性抑制効果を示 した.CisCF3剤 群 は,

投与終了後 もか な りの増殖抑制を 示 した,こ れ は,

CDDP単 剤 の効果 と同程度 であ り,ADMも 同様 の

効果を示 した.

CPMはmaskedcompoundの アル キ ル 化 性 抗 癌

剤 であ り,そ の作用 として薬剤投与量,投 与間隔にお

いて,時 聞依存性作用 と濃度依存性作用51)の両面 があ

るとされ,今 回の実験では中等量頻 回投与法の効果 を

み る意味で,10日 間投 与 とした.結 果 はFig.3bに

示す如 く,投 与終了後 もよく増殖抑制効果を示 し,時

閲依存性お よび濃度依存性薬剤の両者の作用を示 唆 し

た,

BT-11株 膀胱癌においては,移 植後2週 前後 で250

mm3と 再増殖 しdoublingtimeは 約7日 で計測期

間中は一定 の増殖を示 した.こ れ を用いてVPM-Cis

CF(1)お よび(II)法 の効果検討 を 行 な った,ま

ず,VPMお よびCisCF3剤 群 を 各 々2週 投 与 した

場 合 と,VPM-CisCF(1)お よ び(II)法 との 比較

を 行 な った.こ れ で 明 らか とな った こ と は,VPM3

剤 群,C五sCF3剤 群 だ け を 投 与す る よ り も,VPM-

CisCF多 剤併 用 療 法 の ほ うが よ り効 果 的 で あ る と い

うこ とで あ る.な お,VPM-CisCF(1)と(II)に

お い て は,コ ー ス終 了時 点 で の評 価 は 有 意 差 を 認 め な

カ、った(Fig.4).

また,BT-11株 膀 胱 癌 に お い て,CDDP単 剤投

与,Williamsら23)のCis-A-F併 用 療 法,Yagoda22)

のcis-cPM・A併 用 療 法 と,VPM-CisCF(1)お よ

び(II)の 併 用 療 法 の効 果 を 比 較 した.コ ース終 了時

点 で は,CDDP単 独 群 が 最 も増 殖 抑 制 が 強 く,各 併

用 群 に お い て そ の差 は 認 め られ ず 同 程 度 で あ った

(Fig,5).

腫 瘍 増 殖 曲 線 の 結 果 に も と づ き,%TO/Cinhibi-

tionで 現 わ した も の が,Table3aお よび3bで あ

る.50%以 上 の抑 制 率 を 示 した もの が有 効 とす る と,

BT-8株 膀 胱 癌 にお い て は,VCR,PEP,MTXが

7日 目で は有 効 で あ るが,コ ー ス終 了時 で は有 効 で は

な か った.ADM,CisCF3剤 群 は全 経 過 を通 じて有

効 で あ つた.CDDP,CPMは7日 目以 後 コ ー ス終 了
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Extirpationofthetumor.

a

Mincethetumortissueaftercuttingintofinepiecies.

O.1%trypsinizationinMEM,for3to5minutes,at37C.

与

}ζ(Leaveitst川forlor2minutesafterpipettingandlorstirring)

(Filtrationofsupernatantthrough40μnylonmeshY afterinhibitionoftrypsineactivityby10%cultseruminMEM)

醐U(・i・glece"suspensi・ ・)

a

WashwithMEMandcentrifuge600r.p.m.(11.5G)forlminutes,twice.

f(discardthesupernatant)

Washwith50%methanolinphosphatebuffersaline(PBS)300r.p.m.(10G)

f,twiceorthrice.

(discardthesupernatant)

Centrifuge800r.p.m.for10minutesanddiscardthesupernatant.

る

ResuspendthepalletinImQofPBSandaddRNase(0.2111Q/10'cells).

↓

Leaveitstillfor30minutesat31C.

a

Fulltubewithglassdistilledwater,centrifugeBOOr.p.m.for10min.

anddiscardthesupernatant.

a

Stainwith10m20fcoldPropidiumIodidesolutionat4CforIhour.

a

Keepthesampleat4Cuntil)measurementofFCM.

1787

Reagents.

1)MEM,Trypsine&culfserum(FlowLaboratorieslnc.,Rockville,

Maryland,USA)

s)

3)

4)

40メ」nylonmesh(Kyoushin-RikouK.K.,Tokyo,Japan)

RNase

Ribonuclease(SigmaChemicalCo.,SaintLouis,pAissouri,USA),

1爾gノ旭inSorenson'sphosphatebuffer(0,2M)approximately

pH1.0-stocksolutions.

Sorenson'sbuffer:(NaHzPO,

NazHPO,

HzO・ ・HZ。193050::蓄:;::::1:::::mm:ll:1:r)r)

100醜
PropidiumIodide(SigmaChemicalCo.)

0.05A9/m2in1.12%SodiumCitrate

Fig.2,Materialsandmethodsforflowcytometry(FCMI,

時には効果 を認め,遅 発性 ・持続 性の増殖抑制を認め

た.VPM3剤 群は,当 初顕著 な増殖抑制 を 認 め た

が,コ ース終 了時 の24日 目では増殖抑制を認めなか っ

た(Table3a).

BT-11株 膀胱癌 にお い て は,各 薬剤投与終 了後7

日目と,コ ース終了(24日 目)で 比較 した が,VPM

3剤 群単独 では全経過を通 じて有効 ではなか った.薬

剤投与 終了 後7日 目で は,CDDP単 剤 群,VPM-

CisCF併 用群 において有効で,コ ース終 了時 の24日

目では,VPM3剤 群を除いて全て有効 であった(Ta・

ble3b).

2)体 重減少お よび治療 係数(theraVeuticindex:

T.1.)

体重減少の結果 をFig.6に 示 した・経時的体重減

少 は,bQdyweightlossinratioで 示 し,治 療 開 始

時 をo%と した.%T/cbodyweightlossは,コ ン

トロー ル群 との 差 で 現わ さ れ,こ れ ら の 結果 か ら,

cDDP単 剤 群 が最 も悪 く,次 い でVPM-CisCF(1)

併 用 群 であ った.

VPM3剤 群2週 投 与 お よ びvPM-CisCF(II)

併 用 群 が 体 重 減 少 で み る 限 りで は,副 作 用 は 軽 度 で あ

っ た(Fig.6).

こ の体 重 減 少 と%T/Cinhib三tionか らな る治 療 係

数(T.1.)で 比 較 してみ る と,そ の 総 合 的 効果 が あ る

程 度 推 測 可 能 で,VPM-CisCF(II)が 結 果 と して最

も良 好 であ った(Fig,7).た だ し,最 終 日 の24日 目

だ け で な く,そ れ 以 前 の 途 中 経 過 に お い て も同様 の結

果 で あ った.
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TumorgrowthcurvesoftheBT-8strainbladdercancer,treatedwithsingle-drug

chemotherapyofvincristine(VCR),peplomycin(PEP),methotrexate(MTX),

cytosinearabinoside(Ara.C)Qr5・fluorouracil(5-FU).

Arrowsindicatetheadministrationschedules.Tenmicewereusedincontrol

groupandthreemicewereusedineachtestgroup.

TumorgrowthcurvesoftheBT-Rstrainbladdercancer,treatedwithsingle-drug

chemotherapyofcis-diamminedichloroplatinum(II)(CDDP),adriamycin(ADM)

orcyclophosphamide(CPM),andwithVPM-combinationwhichconsistsofVCR,

PEPandMTX,orCisCF-combinationwhichconsistsofCDDP,Ara-Cand5-FU.

3)組 織学的効果判定

各治療群における8日,王5日,22日 目の組織学的効

果判定結果をTable4に 示 した.組 織学的には種 々

の変化を認め るが,一 番変化の強い所 を もってその治

療群 の効果 と判定 した.

結果 として,%TICinhibitionと よ く一致 した.

4)FCMに よ るVPM-CisCF併 用療法 の 同調 効

果お よび殺細胞効果 の検討

VPM」C量sCF併 用療 法のFCMに よる分析結果 を

Table5a,bに 示 した.

VPM-CisCF(1)に おいてVPM3剤 群i週 間投

与に よ り,7日 目ま でG2M期 に細胞群 が 同調 され

ている と考えたが,結 果 は同調 されてお らず,む しろ

減 少 していた.こ れに比ぺ て,VPM・CisCF(II)は

4日 目まではG2M期 同調効果を認めた.な お,第1

法 での4日 目で も弱い な が らもG2M期 へ の同調効

果 を認めた.

8日 目では,vPM・ciscF(1)お よび(II)と も

に,ほ ぼ同様 の結果 であ り,VPM3剤 群投与で もか

な りの抗腫瘍効果が あることが解った.14日 目では,

両考 ともにS,G2M期 の細胞数の減少 を認め た が,

io

5

1

(X)

φ診 ノ

Control

　
び ロク

ロノ

.!・'

.,!1瀦 〆 、

ノ レニrプ』

JVPMzz
ゆゆび

JcrscFx2

疋

VPM-CisCF(()

VPM-CisCF(II)

締
IMeantS.D.

i 8 15 2z pgdey

Fig.4.TumorgrowthcurvesoftheBT-11
strainbladdercancer,treatedwithCis
CF-combinationfor2weeks(CisCFx
2),VPM-combinationfor2weeks(VPM
x2),VPM-CisCF(1)orVPM-CisCF

(II)chemotherapy.
TheeffectofVPM-combinationor

CisCF-combinationaloneisweakerthan
thoseoftheVPM-CisCFcombinations.
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第H法 に お いて よ り強 い減少を認め,細 胞回転 の障

害,つ ま り,殺 細胞効果 が強力であ る こと を示 唆 し

た.

Table5bに 各群聞 の有意差 検定 の結果 を示 し た

が;こ とに,14p目 での両者 の比較 において,全 てに

有意差を認め たのは,第H法 においてよ り優れてい る

ことを示す ものである,

考 察

腫瘍増殖曲線お よび%TICinhibitionで 認 め た

ようper..,VPM-CisCF第1お よび第H法 と もに 有効

である.し か し,抗 癌剤に よ る治療効果 を 評 価 す る

に,腫 瘍縮少効果だけを み る直接効果判定 だ け で な

く,こ れに必 然的 に随伴す るところの副作用 も併わせ

て評価 しなけれ ば臨床応用への参考 とはな らない.そ

こで,わ れわれは基礎実験薬効判定に よく用い られ る

治療比(LDs。/ED5。,ED5。:50%抑 制 率を示 す 最 低

投与量)に な らって,二 律背反す る両者 を含んだ総合

的効果判定法 として治療係数を算出 した.こ の治療係

数で総合的に判定 した有用性 では,CDDP単 剤群に

次いで第1法 が低値 を示 した.し たが って,第1法 は

臨床応用にあた っては,有 用性が低い よ うに思われた.

なお,比 較に用 い たWilliamsz')ま た はYagoda

10

5

1

%
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Control

(MeantS.D.)

一.T

`6凸`る 一一一一一VPM-ClsCF(1)
一・一・-VPM-CisCF(p)

鱒・鱒…CDDPalone

輯.._,.Cis-A-F

-…-Cis-CPM・A

181522day

Fig.5,TumorgrowthcurvesoftheBT-11strain
bladdercancer,treatedwithvarious
modesofchemotherapies(VPM-CisCF

(1),VPM-CisCF(II),CDDPalone,
Cis-A-F(CDDP-f-ADM-1-5-FU),orCis-
CPM-A(CDDP-1-CPM-FADM)).
Arrowsindicatetheadministration

schedules.

Table3a,%T/Cinhibitionsofvariousmodesofs三ngle-drugorcombination

chemotherapiesfortheBT-8strainbladdercancer,onday7,day

15andday24afterinitiationofmedication.Unit%,Mean±

S.D.(n=3/,

anti-tusoragent day7 dayt5 day24

Vincristine

Peplomycin

Methotrexate

62.2=r1.238。8圭12.832。4=ヒ14.8

64.6士18.527.9=ヒ35.4-16.0圭66.6

73。5圭13.013.4土44。5 9.6圭33.6

CytosineArabinoside14.3t8.4-10.Ot19.011.1t8.7

5-Fluorouracil

CDDP

Adria画ycin

Cyclophosphanide

YPM-coebination

CisCF-combination

44.且 土4,926.7士1。0 2.7ヨ=9.1

40.8圭 監7●660.6士10,166.3士 監3.8

62.7=ヒ2.267.0土2.173.9圭4.1

38,0全4。666。3±5。775.1±6.2

72.9士15り9

63.2土4.8

80.3t14.945.1t23.3

48.6t2.166.3t2.9

Table3b.%T/CinhibitionsofvariousmodesofchemotherapiesfortheBT-11strain

bladdercancer,7daysaftercompletionofmedication(*)andonday24after

initiationofmedication.Unit:%,Mean±S.D.(n=5).

dayVp鮪x2CisCFx2VPM-CisCF(1)VP門,CigCF(皿)Cis-A-F Cis-CPM-A CDDP

i42.Ot21.257.1t10.660.1t7.259.9t7.395.7t11.749.8t6.354.Ot9.0

2445。3土20.158.4圭9。468。 且 圭6.268.5圭5.4sa.9士6.且65.2圭4。878.i=上6.0
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Fig.7,

Evaluationonthe24thday

Therapeuticindicesofvariousmodes

ofchemotherapies,onday24afterin一

i

Fig.6,

8152229

Bodyweightlossinratio.

itiationofmedication

strainbladdercancer.

Statisticallyanalysed

single-drug

T-test.

fortheBT-11

chemotherapy

againstCDDP

bystudent

Table4,Histopathologicevaluationsofvariouschemotherapeuticeffects

fortheBT-80rBT-11strainbladdercanceronday8,day15

andday22afterinitiationofmedication.

strainchemotherapy day8 day15 day22

BT-8:Vincristine

Peplo謄ycin

Methotrexate

CytosineAra6inoside

5-Fluorouracil(5-FU)

CDDP

Adria圏ycin(AD門)

Cyclophospha,ide(CP門)

VP鮪 一co国bination

CisCF-coabination

3T■11:VP岡 瓦2

CisCFx2

VPM-CiaCF(1)

VPM-CfsCF(II)

CDDP

Cis-A-F(CDDP+ADM+S-FU)

皿b

IIb

IIn

I

IIa

IIb

IIb

皿b

翼

IIc

IIa

II6

11n

IIb

IIb

雇

Cis.CP門 一A(CDDP+CP門+AD岡)蟹

IIa

旺a

IIa

I

I

置

且

皿b

雇

IIb

璽

IIb

且

買

IIb

亘

I

I

I

I

I

皿b

夏

夏

皿n

翼

IIe

■

置

■

夏

皿b

IIb

ら22)の多剤併用療法 と比ぺて も,直 接効果の点では第

1お よび第H法 ともに優 るとも劣 らないものの,治 療

係数での有用性 においては,第 皿法 が最 も優 れ て い

た.

これ らの結果は,第1法 では1コ ースあた り2週 間

の薬剤投与に よ り,PEP,MTXの 量が1日 投与量に

おいて減 じられてい ると雷 っても,慢 性蓄積性 の毒性

が副作用 にお よび,こ の結果が治療係数で の有用性に
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ResultsofflowcytoinetricanalysesforVPM-CisCF(1)or(II)chemotherapy,

0nthe4th,8thand14thdayafterinitiationofmedication,usingtheBT-11

strainbladdercancerinathymicnudemice.Unit:%,Mean±S.D.(n=3).

dayPhaseControl VPM-CisCF(工}VPM-CisCF(II}
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4thGO-7

S

G2M

8thGO-1

S

G2M

14thGO-1

S

G2M

73・5士2・8

17・8士1●3

8.7士1.6

70●i士2・7

18●4士Oq6

11。5士2・6

73.3ま 雪.8

16・3ま1。4

10。5ま2・4

70。0士i・5

i5・2ま0・6

14.8t2.1

79●5ま1・5

13●2士0.5

7.3士1。2

80.6±0.7

10・3ま0・6

9.2士0.6

67・8ま2●8

14.3tO.8

17・8士2.9

80.4ま1●7

12。i士1●0

7.6f1.4

86.4±1.2

9.2tO.4

4.5士0.9

Table5b. Statisticalanalysis(pvaluebystudentT-test)oftheresultofDNA-content
distributionobtainedbyFCMintheBT-11strain.

day

4thGO-1

S

G2M

8thGO.1

S

G2M

14thGO-1

S

G2M

PhaseCont.‐CI)Cont.‐(II)

o.os>

o.os>

o.oi>

0.06>

0.06>

(1)一(冠)

o.o≫

0.06>

o.oi>

0.06>

0.06>

0.06>

0.Ob>

0.05>

0.06>

0.06>

o.ooa>

影響 した と考 えられ る.

また,1コ ース あた りのPEP,MTXの 総量が第

1法 と第II法 において は,第 皿法の方で減 じられ てお

り,副 作用の点 でよ り有用性が向上 した ものと考 えら

れる.

当初,第1法 を考案す る うえでの意図は,VPM3

剤群投与に よるG2M期 へ の同調効果お よび あ る程

度の殺細胞効果を期 待 し,次 いでCisCF3剤 群投与

に よる同調細胞を含め,他 の周期(G・-1ま た はS期)

の細胞集団の一掃 的殺細胞効果をね ら うとい うもので

あ った.

また,VPM3剤 群の最適投与期間の確 たる証拠は

ない ものの,VPM3剤 群投与に よ り,同 調され た細

胞は薬剤投与 されている期 間は,G2M期 に とどまっ

ているだろ うとの考えで,ま た,通 常の癌細胞 の細胞

回転周期は1週 間以内 とされる ところ54)から,1週 投

与をひ とつ の目安 とした,

VPM3剤 群,CisCF3剤 群 を 併用 で 投与 す る

VPM-CisCF併 用療法 の合理性 が,Fig.4お よび

Table3bで 示 した如 くに明 らか となったが,こ の各

3剤 群併用療法た るVPM-CisCF療 法 の合理的 な効

果 が,同 調効果に よるものか はまだ判然 とは していな

い.

この点 を解 明す るため に,FCMを 用いて実験 を行

なった訳であ るが,VPM-CisCF(1)は4日 目 で は

軽度のG2M期 への同調効果 を認 め るが,生 食投与

群の対照 と比べて も有意 ではない(studentT-trst).

これに比べて,vPM-CisCF(II)で はG2M期 同調

効果を認めた(P<o.01).8日 目では,VPM-CisCF

(1)に おいてはもはや同調 されてお らず,当 初 の推測

とははずれ た結果 となった.14日 目で は,G・ ・且期,

S期,G2M期 の各周期 において,VPM-CisCF(1)

および(II)と の比較では有意差を認め,FCMで 抗

腫瘍効果を検討 した場合 で も,VPM-CisCP'(II)に

おいて よ り強力な,よ り速効性 の効果を認めた.こ れ

は,G。 一・期の 増加,S,G2M期 の細胞数 の減少 よ り

強い細胞回転阻止作 用を認 める ところか ら判 断 され

る.

以上 よ り,CisCF3剤 群投与 はVPM3剤 群投与

開始後4日 目で適当である と考 え られ,VPM-CisCF
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(II)に,,よ り強 い同調効果を認 める とこ ろ か ら,同

調多剤併用療 法 と呼称 しうると考える.

VPM-CisCF多 剤併用療法 では,同 調 され た 細胞

に有効に作用す る主た る薬剤は,CDDPだ け とな っ

てい るので,collatera正sensitivity55)と い う現象が

あるものの,GDDPに 低感受性 の腫瘍に対 しては,"

その効果に疑 問が残 る.

その点,Williamsza)ま たはYagodaら22)のCDDP

十ADM十5・FU,CDDP十CPM十ADMは,抗 腫瘍

効果の強い濃度依存性薬剤51)を主体 に組合わせてお り,

前者は2者 の うち,後 者は3者 の うちひ とつで ち感受

性を示せば効果を現わす よ うに,抗 癌 スペ ク トラムが

拡が っている.

抗癌剤の併用療法において,Devita3DやKrakoff

ら32)の述ぺ る如 くに,抗 癌 スペ ク トラムの拡大は重要

である.VPM-CisCF多 剤併用療法に お い ては,確

かに6剤 を使用 しているが,CDDPを 除いて他薬剤

はそれ ぞれ十分に抗腫瘍効果 を示すほ どの量 は投与 さ

れてお らず,ま た,そ の効果 も主に時間依存性抑制効

果 を示す薬剤ばか りで占め られ,効 果 を み る に は 長

期投与 を要す る ものば か りで ある.故 に,本 療法は

CDDPの 効果 増強を主眼に した組合わ せ と言え る.

ただ,Yagoda22),Williamsら23)の 組合わ せ と違 っ

て,副 作用の点で長期投与 も可能で,本 実験結果か ら

も理解 され るように,時 間 依 存 性 抑 制効 果 を示 す

VPM3剤 の組 合わせが効果を現わ して くると考え ら

れ,で きるだけ本療法 を長期投与す ることが望 ま しい

と思われ る.

抗癌剤の組 合わせ では,副 作用の分 散をはか るの も

併用療法の基 本である.こ の点.6剤 使用 したVPM-

CisCF療 法 では,理 にかな っている と考 えられ る。

すなわち,VCRの 主たる副作用 は神経症状で骨髄 抑

制は比較的少 な く,PEPは 肺線維症でこ れ また骨髄

抑制は少ない.MTXは,肝 。腎機能障害に加えて,

骨髄抑制,こ とに血小板減少症を主副作用 とするが,

低用量では頻 度が少 ない,CDDPは 腎機能障害が問

題であ る.

比較 に 用 い たCDDP+ADM+5-FUお よび

CDDP+CPM+ADMの 併用療 法では,CDDPの

腎機能障害お よび骨髄抑制 に 加xて,更 にADM,

CPMな どの骨髄抑制の強 い薬剤 ばか りを 加 え,ま

た,ADMの 心筋 毒性 も加わ る.こ れ は,比 較的高

齢者 の多い尿路性器癌患者 に とって は,か な りのda-

mageと 考え られ,2～3コ ース投与は可能で も長期

投 与は不可能 とな り1し た がって予後に影 響 して こな

いのではないか と.推 測された更に,腎 機 能に関 して

は,こ の ような化学療法 を施行 され る患者 に お い て

は,当 初か ら尿路閉塞,片 側腎 などの腎機能障害を有

す る ものが多 く,そ のCDDPの 総投与量 も考 慮 さ

れる必要が ある.

その他,多 剤併用療法 の組合わせにお いて,相 加 な

い し相乗効果 の組合わせ となるよ うに構成 され るのが

普通 であるが,こ の点で もほぼ満足のい くものであ っ

た.こ とに,BT-8株 の系で認めた如 くにCisCF3

剤群は,CDDP単 剤投与群 に比ぺ てCDDPの 量が

総量 で,%に 減 じられてい るに もかかわ らず同等以上

の効 果 を挙げた ことは,Ara-C,5-FUと の併用 に て

CDDPの 効果増強が可能 とな り,ま た,Ara-C,5-

FUの 単剤投与群では全 く効果 を認めなか った ことを

考xる と,予 想以上の効果 であ った.

CDDPとAra-C,ま たは,5-FUと の併用 で効果

増強がある ことは,Schabelら36)がL1210細 胞培養

系で,ま た,Ara-Cと の併用 では,Drewinkoら35)

がcolonadenocarcinomaの 細胞培養系で の実験で

証明 している.

Drewinkoら35)は,Ara-Cに よる増強効果を,po-

tentiallylethaldamagerepair(以 下PLD-reps三r)

の抑制効果56^61)で説 明 して いる.5-FUに おいて も同

様 にPLD-repairの 抑制効果62-66)の報告 があ り,こ

れ は,わ れわれのCisCF3剤 群の投与法の組 合わせ

の根拠 とした ところで もあ る.

また,こ れ に 加 え て,Bhuyanら38)の5-FUと

Ara-Cと の併用 において,1.1210細 胞培 養系 で,同

時投与 よりも5-FUの 先 行投 与後 にAra-Cを 投与

す るsequentialcombinationと したほ うが,よ り

効果的 であ るS期 同調効果 を示 唆 してお り,こ の点 も

効果増強の一因 と考え られ る.

更に,近 年は細胞回転の解 析に よ り,緒 言 で述べた

如 く,よ り合理 的な投 与法 として同調効果 をね らった

組合わせが普遍的 とな りつつある66-71).こ の点 では,

高本 ら4849)のFLM細 胞培養系で,各 種抗癌剤の作

用機序解明において証 明 した如 く,ま た,わ れわれの

今回の実験で示 した如 く,FCMに よる細胞回転の解

析を もとに多剤併用療 法を考案す ることの合理性が理

解で きるところである.

耐性獲得の問題について は,併 用療法に よって薬剤

耐性を克服 しようとす るのも,根 本理念のひ とつであ

るが,原 則的には併用薬剤が多ければ多いほ ど,理論上

は不耐性 となる訳 である7279).今 回の実験 では,こ の

点については検討 を行 なってい な い が,Livingston

ら74)が用 いて い るnon・cross-resisCantcombina-

lionsと 言 う言葉 があては まるな らば,VPM-CisCF
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併用療法に もあては まるだろ うと想像 された.も しそ

うであるならば,臨 床上その副作用の少ない ところか

ら,長 期投与が可能 とな り,ま た,不 耐性の故に再増

悪後にも投与可能で,予 後 の改善,つ ま り,延 命が期

待できると考え られ る.

近年,膀 胱癌に対 し てMTX孟4・15・17)の 使用 が考慮

され るよ うに な り,こ と に,Yagoda17>,Soloway

ら76)は臨床応用 の可能性を強調 している.ま た,最 近

ではMTXを 主剤 とした併用療法76・77)が行なわれ る

ようにな り,大 いに有望であ るとの報告 もある.こ の

点,わ れ われ はCostanziら9C)の 予備 試験的併用療

法の臨床応用結果 を参考に,VPM3剤 群を考 えた訳

であるが,今 後 と も,MTXの 臨床応用 の結果が 蓄

積 されれば,更 に この3剤 群の投与 法の改良 も考慮 さ

れねばな らない.

また,こ の実験系で も認め た如 く,ADMお よび

CPMも,単 剤 お よび 併用療 法に お い て抗腫蕩効果

の点では有効 と考え られ,殺 作用多剤群 としてCis-

CF3剤 群の他に,こ れ らとCDDPを 加味 した殺

作用 多剤併用を今後 とも検討 してい く必要 があ る.

結 語

Vincristine(VCR),peplomycin(PEP),metho-

trexate(MTX),cis-diamminedichloroplatinum

(II)(CDDP),cytosinearabinoside(Ara-C),5-

fluorouracil(5・FU)の6剤 併 用 化 学 療 法 を 考案 し,

BT-8株 お よびBT-11株 の ヌ ー ドマ ウス継 代 移 植 ヒ

ト膀 胱癌 を用 い てそ の効 果 を 検 討 した.

1)直 接 抗腫 瘍 効 果 で は,BT-8株 に お い て,CDDP

(2.5mg/kg/dayx6),ADM(adriamycin:3mg/kg

/dayx6),CPM(cyclophosphamide:10mg/kg/

day×10)の 単 剤 投 与 群 は,そ れ ぞ れ に 有 効 で 濃度 依

存 性抗 腫 瘍 効果 を認 め た.

VCR(0.06mg/kg/dayx6),PEP(0.9mg/kg/

day×6),MTx(o.6mg/kg/dayx6)で は,一 過 性

の抑 制 効果 を認 め た.

Ara-C(3mg/kg/dayx6),5-FU(30mg/kg/day

×6)は 全経 過 を通 じて 無 効 で あ った.

2)VPM3剤 群(VCR十Ara-C-1-5・FU)お よび

CisCF3剤 群(CDDP十Ara-C十5-FU)投 与 で

は,前 者 に お い て時 間 依 存 性 の 抑制 効 果 を 認 め,後 老

で はCDDP単 剤投 与 群 と同等 以 上 の 効 果 を認 め た.

BT-11株 の系 に お い ては,各 種 多 剤 併 用 療 法 につ き

検 討 した が,VPM-CisCF.第 豆法 が 有 効 で,比 較 と

して用 いた,Williamsら のCDDP+ADM+5=FU

お よびYagodaのCDDP十CPM十ADMと 比 べ
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ても優 るとも劣 らない ものであ った.ま た,体 重減少

で評価 した副作用を加味 した有用性 の点では,第 ∬法

が有意に優れていた.

3)VPM-CisCF多 剤併用療 法において,第1法 お

よび 第 皿法 のG2M期 同調効果 をflowcytometry

で検討 したが,VPM3剤 群投与では4日 目に同調効

果を認め,第 皿法 においてよ り強い効果 を認めた.

4)VPM-CisCF多 剤併用療法では,第II法 が臨床

応用の うえで,よ り有用であろ うと考 え られた,

木論文 の要 旨は,一 部,第13回 国際癌学会 にて発表 した.

また,flowcytometryを 行 なうに あたって,日 本 化薬株式

会社総合研究所の木間恭成,関 利之 の両氏,お よび高橋克俊

室艮に 多大 の御助 力を願 った ことを,こ こに深 く感謝いた し

ます.
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