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腎細胞 癌化学療法 のin　 vitroで の実験 的研究

2.　 細 胞 回転か らみた イ ンタ ー フェ ロ ンと制 癌剤 との併 用効 果
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   To establish a useful combination therapy of interferon (IFN) with antitumor agents, I investi-

gated the antiproliferative effect and change of DNA histograms in vitro after the IFN exposure ei-
ther alone or in combination with antitumor agents, simultaneously or sequentially, on NC-65 cells 

derived human renal cell carcinoma. The IFN used was recombinant interferon a-2a (IFN-a) and 

the antitumor agents selected were vincristine (VCR) and adriamycin (ADM). 

    IFN-a supressed the proliferation clearly in a dose dependent manner but not so apparently even 

after the 96-hour exposure. Six to 12 hours after the exposure of IFN-a, accumulation of the cells 

in the G, phase was observed at the higher concentration, and then increase of S phase cells up to 

72 hours, suggesting a G1-S block at a short period and then prolongation of S-phase. 

   VCR combined with IFN-a suppressed NC-65 cell proliferation additively, whereas ADM com-

bined with IFN-a suppressed it rather less than additively. The sequential exposure of IFN follow-

ed by VCR induced the enhancement at a higher concentration but that followed by ADM did 

not, suggesting that IFN-induced cell modification made the cells more sensitive to VCR. 

   Dose dependent accumulation in the G1-S boundary phase was observed after the combined ex-

posure of IFN-a and antitumor agents, especially by sequential exposure, and then accumulation in 
S and G2-M were observed. The delay of cell progression in the S phase was likely significant when 

IFN-a was used with antitumor agents, such as VCR and ADM.
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            Cell kinetics

緒 　　 言

　 イ ンター一フェロン(以 下IFNと 略す)は,発 見当

時注 目された抗 ウイル ス作用 だけでな く,さ まざまな

形 式で抗腫瘍作用を発現す ることがあきらか とな り,

基礎的な研究 とともに近年では種 々の領域で臨床応用

も試み られ ている.

　IFNの 抗腫瘍作用 については,直 接的 な増殖抑制

作用 と,自 己防御機構 に関係 した免疫学 的な作用 の2

つの面か ら検討 されて きた1～3).IFNの 種特 異性か ら,
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in　vivoで の実験系に比べ,　in　vitroでは直接抗腫瘍効

果の検 討が容易 なことか ら,line化 され た ヒ ト癌 細

胞を もちい,増 殖抑制効果 や作用機構につ いてすでに

多数 の 報 告 が み られ る4～11).こ れ ら の うち,cell

cycleに お よぼす影響については,　 IFN存 在下では,

細胞回転を遅延 させ るこ とが知 られてい るが7-11),具

体的に どのphaseで 阻害 され るかにつ いては,い ま

だ一定 した見解 は得 られていない.一 方,IFNの 臨

床応用 は,白 血病,骨 肉腫,悪 性 リンパ腫,悪 性黒色

腫な どに投与 され,有 効 な症例 も報告 され ている12-13).

泌尿器科 領域 において も,腎 細胞癌で の有 効 性 は 上

記の悪性 腫蕩 に対す る効果 に匹敵す るものである とさ

れ14NI6),大 きな期待がかけ られてきた.し か し,近

年の報告 をみ ると,単 独投与 による治療効果 には限界

がある ことが次第に明 らか とな り,制 癌剤 との併用効

果 が基礎的,あ るいは臨 床 的 に 検 討 され つ つ あ る

17"19).し か しIFNの 単独投与あるいは制癌剤 との併

用 においても,そ の理論的背景はい まだ確立 され るに

は至 っていない.著 者 は,第1報 において ヒ ト腎癌由

来 の細胞株であ るNC-65細 胞を もちい,制 癌剤が及

ぼすcell　kineticsへ の影響 も考慮 した併用効果 の 実

験 を行 ない至適投与法 につ いて 考 察 した2。).今回 は

IFNの 持っ直接増殖抑制効果 の うち,と くに細胞回転

に対す る影響について注 目し,flow　 cytometry(以 下

FCM)を もちい検討 した.さ らに,こ のよ うな細 胞

回転の変化か らみて,制 癌剤 とIFNと の有効な併用

につ いて も検討 したので報告する.

実験材料および方法

　 1.細 胞

　 実 験 に もち い た細 胞 は第1報 と同 じ,ヒ ト腎 細 胞癌

由来 のNC-65細 胞 で20・21),培 養 液 はEagle's　 MEM

(10%FCS)を もち い た.こ の細 胞 の生 物 的 特性 に つ

いて は,第1報 に報 告 した とお りで あ る.

　 2.イ ンタ ー フ ェ ロ ン

　 今 回 実 験 に もち いたIFN一 α は,組 換 え 型 ヒ ト白血

球 イ ン タ_フ ェ ロ ンA(rIFN一 αA,日 本 ロシ ュ)で,そ

の比 活 性 は4×108mcg/mg蛋 白質 で あ る.　IFN濃 度

は臨 床 に お け る血 中 濃 度 を参 考 に し,4,0001U/mlか

ら倍 数 希 釈 して,計4濃 度 を もち い持 続 接 触 させ た.

　 3.制 癌 剤

　 併用 す る制 癌 剤 と して は,第1報 で本 細 胞 に 有効 と

考 え られ たvincristine(以 下VCR).　 adriamycin

(以 下ADM)に つ い て,単 独 で そ れ ぞれ 約50%増 殖

を 抑 制 す るVCR　 1.6×10-2/ml.　 ADM　 3×10-2/ml

の濃 度 を もち い て 検 討 した.

　 4.実 験方法

　 実験は,原 則 と して各条件下でtriplicatcと し,

3回 以上繰 り返 し行 な?た.薬 剤 による増殖抑制効果

の算定は,第1報 と同様に 同一区域 内写真撮影法に よ

り対照群に対す る増殖 比率(percent　 growth　 P・G)で

あ らわ し,こ の値をFleisherの 逆正弦変換法を もち

い角変 換(Arcs五n》PG)し,効 果の比較に もち い た.

FCM検 体の作製法は,第1報 で記載 した方法を もち

い,細 胞周期 の比率は,Baischら22)の 方法に準 じ算

出 し,各 条件 で3回 繰 り返 し,そ れぞれの平均値 であ

らわ した.

　 5.併 用効果 の比較

　 併用 による効果の比較は次の手順 で行 な った.ま ず

IFN一αお よび各制癌剤単独での増殖比率を算 出 し,角

変換 した値を求めた.次 にIFNの 各濃度 と上記制癌

剤 との併用に よって得 られ た増殖比 率か ら角変換 した

値 を求めた.こ の値 と,あ らか じめ測定 した各制癌剤

およびIFN一 α それ ぞれ単独 での効果 の 積 一 期 待 値

(expected　effect)一 との差一併用効果値(combinat-

lon　value)一 を有効性 をあ らわす指標 と した.な お

各実験群間の比較は対応 のないt検 定を もちいて行な

った.

実験1

　 a.IFN一 α 単独での増殖抑制効果

　1×104/mlの 細胞 を6×6cmプ ラスチ ックシャー

レに接 種 した後,48時 間後に4,000　lu/ml,　2,000　lu/

ml,1　,OOO　IU/ml,5001U/m1,250　 IU!mlのIFN一 α

を添加 した.薬 剤接触前 よ り連 日計16区 画の同一区域

内を写真撮影 し,薬 剤接触前 の細胞数 との比を と り増

殖率 とし,こ れ を片対数表上に プ ロットし,増 殖 曲線

を作成 した.

　 b.IFN一 α に よる細胞 回転 の経時的変化

　5　×　1041mlの 細胞を プラスチ ックボ トルに接種 した

後,48時 間後 に各濃度 のIFN一 αを浮加 し,6時 間,

i2時間,24時 間,36時 間,48時 間,72時 間に,　FCM

で の細胞周期 の変化 を検討 した.

実験　2

　 a.IFN」 α と制癌剤 の 併用 に よ る増殖抑 制効果

(Fig.1)

　Fig.1に 示 す ように,　IFN一αと,　VCRあ るい は

ADMと の併用効果について,1)IFN一 α と制 癌 剤

同時併用群,2)IFN・ α 先行投与後制癌剤投与 の2群

に分け,両 者 の増殖比率に対する効果 を比較 した.す

なわち培 養48時 間 後 に各 濃 度 のIFN一 α とVCR

(1.6×10-2/ml),あ るいはADM(3×10-2/m1)を2時

聞同時接触 させ,そ の後同濃度 のIFN-aを 持続接触



神 波:腎 細 胞 癌 ・イ ソ ター フ ェ ロ ン 17

o 24hr 4Shr 72hr 96hr 120hr 144hr

m8d「um　 chango

↓

ZZMzzwnZZZ　 i・

一 ・・
12hr　 24hr　 36hr　 48hr 72hr出

ZeFN-a

O　 Ant「tumor

　 　 agonts

Fig.1,　 Shcdules　 of　 drug　 treatment　 to　 compare　 two　 experimental　 groups

Table　 1.　 Relative　 growth　 rate(percent　 growth　 P.G.)estimated　 144　 hours

　 　 　 　 　 after　 cell　 seed三ng.

　 　 　 　 　 After　 24　 hrs;1FN　 exposure　 24　 hrs　 after　 cell　 secding

　 　 　 　 　 After　 48　 hrs;1FN　 exposure　 48　 hrs　 after　 cell　 seeding

　 　 　 　 　 Arcsin　 ～/P.G=sin」 ～/PG

IFN一 α

concentration
40001u!嘘 　　20001u1認 　　10001u!雌 　　　5001uノ 認 　　　2501ulm2

After

24　hr.

Percent　 Growth

　 (P.G)
46.60土4.63　 　55.35±3.91　 　62.58±6.75　 　75.86土5.36　 　91『23±9930

Arcsin》 〆"i5rd　 　43.05±2,7e　 　4S.07±2.31　 　52.2S±4.05　 　SD.57±3.16　 　72.76±5,E7

After

48hr.

Perc6nt　 Growth

　 (P.G》

49.49±3.72　 　56.53±6.91　 　62.63土7.13　 　75.29土8.40　 　92.95±8.74

Arcsin,/■ 戸百 　　44.71±2.15　　 48.80=ヒ4.05　　 52.51=ヒ 辱.25　　 60.52±5.85　　 74.97±5.42

した1群,培 養後24時 間 よ り,あ らか じめ 各 濃 度 の

IFN一αを接触 させてお き,さ らに24時 間後に制癌 剤

を2時 間接触 させ,以 後同濃度 のIFN・ α を持続 接触

させた2群 に分 け,前 述の方法でその有効性を比較 し

た.

　 b.IFN一 α と制癌剤 の併用に よる,細 胞 回転 の 経

時的変化

　5×1041mlの 細胞を接種 した後,実 験2のaと 同様

に,1群,2群 の各条件下 におけ る,FCMの 継 時的

変化を,制 癌剤接触後12時 間,24時 間,36時 間,48時

間,72時 間で検討 した.

結 果

実験1

　 a.IFN一 α単独 での増殖抑制効果(Fig.2,　Table　1)

　IFN・α 作用後48時 間 までは,5001Ulml以 下 の

低濃度群 では対照群以上の増殖率を示 したが,そ の後,

時間を経過す るとともに徐 々に濃度依存性に増殖 は抑

制 された(Fig.2).

　培養後24時 間 あるいは48時 間後か らIFN・ αを持続
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Fig.2.　 The　 effect　 of　 interferon一 α　 on　 the

　 　 　 　 multiplication　 of　 NC.65　 cells.　 Cells

　 　 　 　 were　 treated　 with　 interferon　 at　 sev-

　 　 　 　 eral　 concentrations　 48　 hours　 after

　 　 　 　 seed三ng　 into　 Petri　 dishes,　 Dose

　 　 　 　 dependent　 inhibiton　 was　 observed.
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させ,培 養 後144時 間 後 に算 定 した 増 殖 比 率 はTable　 1

に示 す よ うに,IFN一 α4,000　 lu/mlで46.　 6%,49.5

%と,IFN一 α 作 用 後 の時 間 に よる若 干の 違 いを 認 め

たが,濃 度 が 低下 す るに つ れ,ほ ぼ 同様 の増 殖 比 率 を

示 した.

　 b.IFN一 α に よ る細 胞 回 転 の経 時 的 変 化(Fig.3)

　 IFN一 α の高 濃 度 領 域 に お い ては6時 間 か ら五2時 間

にか け て軽 度 のG1期 の 増 加,　G2-M期 の減 少 を 示

し,IFN一 α 接 触 後12時 間 で,4,000　 lu/mlで はGl後

期か らS期 前 半 の 低下 を示 した,24時 間 か らは,S期

の増 加 が濃 度 依 存 性 に み られ,36時 間 後 に は最 も顕 著

とな り,72時 間 後 で も若 干 のS期 の 増 加 を示 した.

実 験2

　 a.IFN一 α と制 癌 剤 の 併用 に よ る 増 殖 抑 制 効 果

(Tabic　 2,3)

　 VCRとIFN一 α との併 用 で は,同 時 併 用,　IFN一 α

先 行 投 与 に よる併 用 に お い て も,IFN・ α濃 度 の増 加 に

1号 　 1987年

伴い増殖は抑制 され るが,期 待値 との差であ らわされ

たcombination　 val　ueを み ると,　IFN。 α4,000　IU/ml

先行投与後VCRを 接触 させた場 合を除 き,濃 度増 加

による効果の増強は み ら れ な か った.IFN一 α1,000

1u/ml以 上では同時接触 に比べIFN・ α を先 行投与

した群 では強い増殖抑制を示す が,有 意 の差 を示 した

のは.IFN.α.4,0001u/ml(P<o.ol),1,0001u/m1

(p<0.05)の みであ った(Table　 2).

　ADMとIFN・ αとの併用 では,同 時併用 でもIFN一

α先行投与に よる併用において も,ADM単 独 での増

殖抑制効果 と大差は無 く,IFN一 αの濃 度を増 加 して も

増殖制抑 の増強はみ られなか った.ま た,IFN一 α の

いずれ の濃度 において も,同 時接触 とIFN一 α の先行

投与 群で増殖抑制に有意差は無 く,2,0001ulm1以 下

の濃度 ではむ しろ同時併用の方 が増殖 比率は低値 であ

った(Table　 3).

　 b.IFN一 α と制癌剤 との併用に よる細胞 回転 の経

6hr 12hr 24hr 36hr 48hr 72hr

G1　 =5ア 、e3覧

S;21.72覧

G?・M=20,45覧

61　 　 ミ57.55覧

S=22」6髄

G2・MUO.69瓢

G1　 　　 =55.31瓢

S　 　 電23.四 覧

G2・M,2,.40覧

G圏　 156.⑬ 瓢

S　 　 き2t脳 覧

G7・M島M.63覧

G,　 　　 冨55層6脳

S　 　 竃25.30覧

G2・M=聾9.oI覧

GI　 　 罵関.短 覧

S　 　　 巴21.89覧

G2・M;15.02覧

Contrel

Gl　 =60.39漏

Sミ22.3ア 瓢

G2・M亀1724覧

G臨　 　 =60,駒 瓢

S　 　　 321.29艶

G2・M=182惰

G1　 、50,27覧

S:36.36瓢

G2・M胃13.37覧

GI　 ;4736覧

S乙40.52瓢

G2・MU2篭2覧

G1　 　 =49,89晃

S　 　 冨38.38鷺

G2・M要 亀173覧

Gl　 　 冨弱,12覧

S　 　 =路.76覧

G～・M毛15.12覧

IFN・a40001U!ml

G,　 :50,64覧

s竃22.75覧

G?・M:16,61覧

GI　 :co,30梶

S=22.33X

G2・M;1737覧

G卜　　 留54.16笈

S　 　 ;y.28覧

G2・M;11、57、

G1　 冨53.11、

S　 　 て36.08覧

G2・M=噛O.81瓢

GI　 ;58.69瓢

S=3T.92覧
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1':巽:盈
G;・M=14,3SX

IFN-a　 2000　 1Ufml

GI　 　 ミ59t7S

S=2323覧
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G,　 15525覧
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S　 　 =31.55覧
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G,-M=,648覧

IFN・ ロ　1000　 1U!ml

GI　 　 竃56.46覧

S;25.12覧
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S　 　 =25,斜 覧

G7・M;馳5.7暁

G距　　　笥53.69覧

s;202,覧

Gl・M;17,10S

G馳　　　;55Pア2瓢
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S=32.14X
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Fig.3.　 Changes　 of　 DNA　 histograms　 after　 the　 continuous　 exposure　 of　IFN・ α　at　 several

　 　 　 　 concentration.6to　 12hours　 after　 the　 treatment,　 GI　 cells　 were　 higher　 than　 the

　 　 　 　 control　 and　 G1・S　 boundary　 phase　 was　 decreased　 at　 the　 conce臓tratiQ取of　 IFN

　 　 　 　 4,0001u/mL　 After　 24　hours,　 accumulation　 of　 s　 phase　 was　 observed　 and　 continued

　 　 　 　 to　 72　 hours.
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Table　 2.　 Comparison　 of　 combination　 effect　 Qf　 IFN・ α　 and　 vincristine

　　　　　　 between　 simultaneous　 and　 sequential　 exposure.

Drug　 combination Pe「。1鵠 。Wth　A・cs・ 傭E澱 奮d　 C。離ti.n　 F・
・t・・Calc:1"`ed

lFN・α　400引u!謡
　　　　　　　　　　　　　　　　　34.63±5.29　 　　36rO4±3.13　 　　　20.98　 　　　-15.06　　 十　 VCR　 1

.6×10-2　 mcg!醒

IFN層α　40001Uノ 醜
　　　　　　　　　　　　　　　　　27.90±`.SO　 　　31.81士3.09　 　　20,20　 　　-11.61　 笛

ゆVCR　 1.6x1『2　 mog1嘘

1』62・86]・

IFN。 α　200e　 tu!認

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 38.46±5.32　 　　38。30=ヒ3,14　 　　　22.90　 　　　-15.40　 　 十　 VCR　 1
.6×1『2　 mcgノ 祀

1.oe　 　　 e.5s
8FN,α 　20001u1祀

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 36.99±5.50　 　37,42±3.26　 　　22.55　 　　-14.87　 」嵩VCR　 1
.6×10幽2　 mcg!認

IFN・α　10001U!凶
　　　　　　　　　　　　　　　　　47.05±4、69　 　　43.30士2.70　 　　　24.64　 　　　-18.66　　 十　　VCR　 1

.6×1『2　 mcg!認

IFN一 α　 10001U1認
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 4醗.57士6.41　 　　39,77士3.77　 　　24.53　 　　　-15.24　 竺

ゆVCR　 1.6×10-2　 mcg!認

1・9・ ・…]・ ・

IFN・ α　　5001u1嘘　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 49
.75±7.01　 　　44,88土4.04　 　　　28.40　 　　　-16.48　 　

十　　VCR　 1.6×10-2　 mcgノ 威

1.22　 　　 0.05

IFN・α　　5001Uノ 嘘　　　　　　　　　　　　　　　　　49
.79=ヒ6.34　　44.89士3.66　 　　28.37　 　　-16.52　 竺

ゆVCR　 1.6×10曽2　mcg!配

*P<O.Ol　 **O.Ol<P<O.05

Table　 3.　 Comparison　 of　 comb三nation　 effect　 of　 IFN一 α　 and　 adriamycin

　　　　　　　between　 simultaneous　 and　 sequential　 exposure.

Drug　 combination
Pe「糊 。Wth　A・cs・ 而 驚 鷲d　 C。℃ll。:t'o"　F・a…Calcllated

IFN・ α40001ulnt
　　　　　　　　　　　　　　　　 46.59±9・06　 　42.99=ヒ5.32　 　　21.05　　 十　 ADM　 3×10冒2

mcg!m2

一21 .94

2,97　 　　 0.95

lFN・ α　4000　IU/　nd
　　　　　　　　　　　　　　　　 43,15±53.32　 　4書,05=ヒ3.09　 　　　20.21　 畠ADM　 3×10-2

mcglm2
一20 .IB

IFN一 α　20001U!皿e　　　　　　　　　　　　　　　　
47.95±4甲50　 　　43.82±2.58　 　　　22.98　　 十　 ADM

　3x10-2mcg/m2
一20 .B4

1.e7　 　　 0,SO

lFN一 α　200田u/m2
　　　　　　　　　　　　　　　　 49.60±4.40　 　　44.79土2.50　 　　22.64　 出ADM　 3×10-2

mcglm2

一22 ,15

lFN一 α　10001U!m2　　　　　　　　　　　　　　　　
45.87±4.48　 　　42.63±2.59　 　　　24.73　　

十　 ADM　 3×10-2mcg/認

一17 .90

2,32　 　　 1.30

iFN一 α　10001U!旭　　　　　　　　　　　　　　　　 49
,47±6.82　 　44.69±3.95　 　　24.62　 詣

ADM　 3×10-2mcg!爬

一10 .07

lFN・α　　5001U!m2　　　　　　　　　　　　　　　　
52.90±4.76　 　　46.67±2.74　 　　　28.50　　

十　 ADM　 3xlo-2mcg1肌2

一le .17

2.40　 　　 0.63

lFN・α　 5001U!祀　　　　　　　　　　　　　　　　 54
.ア2±7.37　 　　47.73±4.26　 　　　28.52　 幽ADM

　3×10-2mcg1認

一19 .21

時的 変 化(Fig.4a,　 b,5a,　 b)

　 VCRとIFN一 α を 同時 接 触 し,そ の後 のFCMの

変 化 を み る と,12時 間 後 に,IFNの 高 濃 度 で はVCR

単 独 と比 べ,Gl-S期 移 行 部 の 増 加 を:認 め,　 Gl期 の

増 加 を示 す が,IFN一 α の濃 度 が 低 下 す る につ れGI

期 は減 少 し,逆 にG2-M期 の 割 合 が増 加 した.と く

にIFN一 α の 高 濃 度 領 域 で はG1期 後 期 か らS期 前

半へ の細胞の集積 が特徴的で,S期 の比率 はすべての

濃度 でVCR単 独群に対 し高値であ った.24時 間後

か らG2-M期 の比率は低下 し,さ らに36時 間 ではS

期の増加が顕著 とな った,そ の後48時 間か ら72時間に

かけ て も濃度依存性にs期 への集積 がみ られた(Fig.

4a),

　IFN・α を培養後24時 間か ら接触 させ てお き,さ ら
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12hr 24hr 36hr 48hr 72hr

GI　　 :知.77覧

S;32」5覧

6,・鴎=46.78漏

61　 　:56,51瓢

S　 　　:32,35瓢

G2・M;零0.94覧

GI　 　 =61.22瓢

S:24.01瓢

G7曹M;14.77覧

Gl　 　　=餌753瓢

S:32。35覧

G2-M=13.12瓢

G:　　 `56.67覧

S　　　`27.32瓢

G2・M=16.01覧

VCR　 1.6x10曹2

　 　 　 　 mcglml

GI　 　=22,07X

S:44.82覧

G2・M`33.11瓢

G,　 　,3t7335

S=37.lex

G?・M:31、lex

G1　 　 !38,71鷺

S:46.24覧

G2・M;15,05覧

G葦　　　;32」8覧

S=42.11瓢

G2・M:25.71瓢

Gl　 　̀ 51.ア1覧

S　　　:36.40覧

G2・M:11、89瓢

IFN一 α40001U!ml

　 十

VCR　 1.6x10-2

　 　 mcg!mi

lFN一 α20001U/ml

　 　 十

VCR　 t6x,0-2

　 　 　 mcglml

GI　 　r10.64瓢 　 　 　 　G1　 　:40.48斑

S;40.85覧 　 S!36.00罵

G2・M;侶.5罵 　 　 　　G2・M=23.46箔

Gl　 　 :38,22瓢

S=49、2】 覧

G2・M=12.57第

G■　　　;35.70覧

S　　　:40.66鷺

G2・M=23.64覧

Gl　　 =44,60瓢

S　　 ;34.博 覧

G2-M乞2t.27瓢

lFN-a　 IOOO　 IU/ml

　 十

VCR　 1.6x10冒2

　 　 mcg/ml

G1　 ;12.27瓢 　 　 　 　G1　 　 =47.83瓢

S竃43.83覧 　 S;27 .129～

G2・M;43.89覧 　 　 　 G2・M;25.06覧

G1　 　　=33.40瓢

S:50.83X

G?・M:15.77N

G幽　　　;51,斜 男

S　　 ;35,90鷺

G2-M:12,76覧

G酢　　　=51rO3瓢

S　　　;30 .37覧

G?・M:le.00覧

IFN・`{　 5001U/ml

　 十

VCR　 1.6x10曹2

　 　 mcg!ml

Gl　　　 9.56覧

S　　　=39.34梶

G2・M:51,09曳

G1　 　=49.03X

S;24.93X

G2・M:26.04X

Gl　 　 =40.55覧

S乙44.54覧

G2・M;14.91瓢

G1　 　 =43.90覧

S竃25.89覧

G2-M亀30.21晃

Gl　 　 =52.01覧

S=28949覧

G2-M;19,50瓢

Fig.4,　 a　 　Changcs　 of　 DNA　 h三stograms　 after　 the　 simultaneous　 exposure　 of　 IFN一 αand　 v五ncris .

　 　 　 　 　 　 tine.　 After　 12　 hours,　 GI　 phase　 increased　 at　 higher　 conccntrat三 〇n,　 and　 in　 contrast

　 　 　 　 　 　 decreased　 at　 iower　 concentration.　 Accumulation　 of　 G1-S　 boundary　 was　 markedly

　 　 　 　 　 　 observed.　 After　 24　hours,　 G2-M　 phase　 was　 decreased　 gradually　 showing　 the　 S　phase
　 　 　 　 　 　accumulat三 〇n　until　72　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　　 　 　 　 　 hours.

に24時 間後にVCR.を 接触 させ るとt　l2時間後では同

時接触 に比べG1後 期 か らS期 の比率がさ らに増加 し,

G2-M期 への集積 は減少す る.24時 間後 では,　Gl後

期か らS期 前半 の増加は認 めるものの,G2-M期 への

集積が同時接触 に比 し,よ り顕著 であった,36時 間か

ら48時間 にかけては,同 時接触 と同様,S期 の増加が

み られ,72時 間ではさ らにS期 が増加す る傾 向を示 し

た(Fig.4b),

　ADMとIFN一 α の同 時 接触 で は,12時 間 後 に

IFN一 α の各濃度 でGI期 後期か らS期 前半へ の 集積

がみ られ,IFNの 高濃度領域ではG1期 はADM単

独に比 しわずか なが ら高値であった.24時 間後では,

12時間後 に比 し,G2-M期 は 低 下 し,36時 間以後 で

は,IFN一 α の各濃度 でS期 の増加を示す が,低 濃度

で時間の経過 とともにS期 か らG2-M期 への比 率が

増加 してい く傾 向を示 した(Fig.5a)。

　IFN一 α を 先行投与 し,　ADMを24時 間 後 に接 触

させ ると,12時 間後に同時接触に比べ,著 明なG1後

期か らS期 へ の集積が みられ た.24時 間後ではS,

G2-M期 が増加 し,72時 間後までS期 の増加は,顕 著

であ った(Fig.5b).

考 察

　 1960年Atanasiu&Chany23)に よ りIFNの 抗

腫 瘍 作 用 が 見 い だ され て以 来,多 くの研 究 者 に よ りそ

の 特性 につ い て 報 告 され て きte4～11).こ の 結 果 ,一 般

にIFNは 殺 細 胞 効 果 は 示 さず,そ の 効果 はcytostatic

な 作用 で あ る こ とが 明 らか と な っ て き た.こ の抗 細 胞
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12hr 24　hr 36　hr 48hr 72hr

Gl　 　署20.77瓢

S覧32.45覧

G2.M;46.78覧

G8　 ξ5邸 鵬

s　　 号詮35瓢

G2・M;10.伽 覧

G肇　　　亀61.22覧

S;24.01瓢

G2・MI14,77瓢

GI　　　3　旧.53瓢

S　 　　=32.謁 覧

G2・M冨13.12覧

6,　 　 ;56.e7漏

S;27.32X

G2-M:16.OIX

VCR　 1.6x10'2!ml

IFN。 α40001U!ml

　 l24　 hr

VCR　 1.6×10,2

　 　 　 mog!ml

oI　 :36.09覧

S　　 ;39.18瓢

G2・M=24.72覧

Gl　 ;33.14瓢

S`32.37覧

G2-M　 134.4DX

G1　 :菊.70瓢

S;42.73覧

G2昌M塞 　1唱.57瓢

G,　 審41.96瓢

S　　 書鈎.90当

G2・M=23.14駕

G1　　　呂39r57瓢

S　　 響38.34艶

G2-M;22.09男

IFN曽 α20001U!耐

　 ～24　hr

VCR　 1.6x10-2

　 　 　 mo9!ml

G1　 128.42覧

S　　 冨40,37漏

62・M=31.21覧

G1　 ;銘.訪 当

S　　 塁筑05瓢

G2-MI27.60∬

G1　 ;40.88瓢

S　　 ;40.23覧

62-M318.90覧

G雪　 零50.9眺

S　　 ;3324駕

G2-M審15.81瓢

G1　 ;47.75瓢

S　　 :37,63覧

G2-M;14.58瓢

Fig.4,　 b　 　Changes　 of　 DNA　 histograms　 after　 the　 sequential　 exposure　 of　 IFN一 α　following　 the

　 　 　 　 　 　 exposure　 of　 vincristine　 24　hours　 later.　 Increase　 of　 G1・S　 bou皿dary　 phase　 was　 observed

　 　 　 　 　 　 more　 remarkable　 than　 the　 simultaneous　 treatment　 and　 S　and　 G2-M　 phase　 accumui・

　 　 　 　 　 　 atiOn　 WaS　 Seen　 lOnger.

増殖作用は,必 ず しも腫瘍細胞に選択的に作用す るわ

けではな く,ま た腫瘍細胞 の種類に よ りその反応 は異

な り,こ のよ うな感受性の差は,細胞表面 のrcceptor

の量に関係す るとされている.こ の ように細胞表面 の

recept。rに 結 合 したIFNに よ りさまざまな細胞内の

生化学的変化が生 じるのであるが,細 胞 内の最終的な

変化 としてDNA8～lo),　 RNA9・11)あ るいはタンパ ク

質合成 の低下9)な どが報告 され,こ れ らの結果細胞回

転 にもなんらか の変化を きた し,細 胞増殖が抑制 され

るもの と考え られてい る.d'H・ogheら7)は 連続写真

撮影法を もちい,IFNに よる有糸分裂時間間隔の延

長,generation　 timeの 延長 を認め,第3,4世 代に

とくに顕著であ るこ とを明らかに しているが,Killa-

nderら24)はIFNが と くに どの相を ブロックす る と

い うことはみ られなか ったと してい る.こ れに対 し多

くの研究者 によ りGl期 か らS期 の移行率の減少25)と,

これに続 くS期,分 裂期 の延長 が報告 されて いる26～34).

これ らの実験の多 くは,比 較的IFNに 感受性の高 い

培養細胞 をもちい,特 殊 なchemostatを もちい た 同

調培養や,thymidine,　 colchitineな どに よ り同調 さ

れた細胞 に対す るアイ ソ トープの取 り込みをみた もの

であるが,細 胞のIFNに 対す る感受性や,ま た実験

条件に より微妙 にその効果は異な り,細 胞 回転に関す

る詳細な点 についてはまだ結論は得 られていない.今

回実験に もちいたNC-65細 胞は濃度依存性 に増殖 は

抑制 され るが,長 時間接触に もかかわ らず増殖抑制に

高濃度 のIFNを 要 し,比 較的感受性 の低い部類 に属

しているといえる.しか し,この ような感受性 の低い細

胞で,しか も非 同調細胞において も,FCMに よるDN

Aヒ スFグ ラムの変化をみると,特 徴的な所見が認め

られた.第1に,IFN単 独接触後6時 間か ら12時 間

にかけては高濃度 で軽度のGl期 の増加 を示 し,接

触後12時 間でのFCM波 形上4,0001U/mlで はS期

前半の細胞が減少 した.ま た制癌 剤 との 併 用 に お い

ては,12時 間か ら24時間 にかけてGl後 期 か らS期

前半への集積がみ られた ことであ る.Sokawaら は,

confluentな 状態 とな りG1期 に同調 された細胞 に対

し,血 清 を加え ると対群照 で もIFN処 理群で も12時

間のlag　 periodを おいてDNA合 成 が開始され るが,

IFN処 理群 ではDNA合 成 の比率が減少す る ことか

ら,IFNはG1期 か らS期 への導 入 率(transit三〇n

pr。bability)を 低下 させ る作用を有す ることを示 し,

またIFNの 作 用点 はGl期 に特異的であ る と して

いる25).そ の後,Creaseyら26),　 Fuse,　 Kuwata27)

に よ りG1期 か らS期 への 導入率ばか りでな く,そ

の後のS期 の延長,分 裂期 の延長 も認め られ ることが

示され たが,最 近 の報告では,DNA合 成 に 必 要 な

thymidineのtransportお よびuptakeの 低 下 を

示す ことが次第 に 明 らか と な り9・31),IFNに よ り

DNA合 成 の開始が遅延す ることは事実 の ようで ある.
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12hr 24　hr 36hr 48hr フ2hr

G1　　言38.5惰

S　　 零⑳,30瓢

G2・M亀 駿.19覧

Gr　　 葛62.朋覧

S　　 525.桝 瓢

G2-M;15.95覧

Gl　 ;55,59瓢

S　　 ;21."覧

G2・M7".93瓢

6r　 =鯉.88∬

S　　 呂麗.90瓢

G2・M雪14」 ●瓢

G,　 　 =60.53覧

S　　　:22.閃 覧

62-M=t6.90覧

ADM　 3x10'2

　 　 　 　 mcglml

tFN・a　 4000田1ml

　 　 十

ADM　 3xlO-2

　 　 mcg!ml

G■　　　=43・62覧

S　　 :26.82覧

G2・Mこ29、5脳

G1　 　　=58.48瓢

SI30.96瓢

G2・M=10.57第

G酢 　 =46.39X

S;37.95鑑

G2-M　 =　15,66X

Gl　　 347,06瓢

S冨3529覧

G2-M3畢7.65覧

61　 　 159,26X

S;25.93X

GI・M;1`.8協

tFN・a　 20001U!ml

　 　 十

ADM　 3x10-2

　 　 mog/ml

G1　　 =40,8嶋

S　　　;27.09瓢

G2・M=32.07瓢

Gl　　 ;46,田 瓢

S;23.29瓢

G2・Mこ30.1砺

Gl　　　=51.33覧

S　　 330,05瓢

G2・M=18.62覧

Gl　 ,54、57覧

S=2ア.45瓢

G2■MI　 1ア,98劣

G,　 　356.73覧

S　 　 　 書31,70梶

G,・Mち11.56瓢

lFN・αlooe　 IUlmI

　 　 十

ADM　 3x10,2

　 　 　 　 mo91mI

G1　　 =37.81覧

S　　 :27.8眺

G2・M;3へ 訓瓢

Gl　 ;52。6脳

S;23.24X

G2・M;24.07X

Gl　 :54.MX

S;26.61X

GI・M118.55覧

G聾　 :50.00瓢

S　　 ;34.62覧

G2-M電15,38覧

Gl　　 冨49。88覧

S　　　;30,78瓢

G2・M言19.34覧

SFN-a　 5001U!ml

　 　 十

ADM　 3x10'2

　 　 　 　 mcg!ml

GI　 弓40.74瓢

S　　 旨30.45瓢

G2-M亀28.81瓢

Gレ　　　島侶.37冤

S言2434覧

G2・M吊27,29瓢

G1　　　電51.03瓢

S　　　;30.75瓢

G2-M=1821覧

G1　　　竃馴.28瓢

S監3t93覧

G2-M:13.79覧

Gl　 亀39.71覧

s　　 ;甜,oo覧

G2・M;21.29鷺

Fig。5,　 a　 Changes　 of　 DNA　 histograms　 after　 the　 simultaneous　 exposure　 of　 IFN一 αand　 adria.

　 　 　 　 　 　 mycin.　 GI　 phase　 was　 slightly玉 且creased　 12　hours　 after　 the　 exposure　 and　 accumulat量on

　 　 　 　 　 　 of　 G1-S　 boundary　 phase　 was　 observed,鹸er　 24　 hours　 G2・M　 phase　 was　 decreased

　 　 　 　 　 　 gradua11y　 and　 then　 accumulation　 of　 S　phase　 continued　 until　 72　 hours.

非同調 細胞 をもちいた本実験 におけ る上記 の結果は,

IFN単 独でGl期 に 高 率 な細 胞 集 団 に お い て,

4,000　IU/mlと い う高濃度でGl期 か らS期 へ の 移

行が強 く阻害 された もの と考 えられ る.ま たVCR.,

ADMの 同時併用 に よ り,　G2-M期 に細胞が高率に集

積 した状態 では,そ の細胞 回転阻害部位はS期 前半か

ら中期 に移行 しS期 前半へ の細胞の集積 がみられた も

の と推察され る,し たが って,IFN接 触 後短時間 で

はGl-S期 移行部あるいはS期 前半での細胞 回転 の遅

延がみ られ,こ の作用は高濃度 で顕著であ ることが示

された.第2のFCM上 の変化の特徴 として,24時 間

後か らS期 細胞 の増加が 長 時 間 見 られ る点であ る.

IFN処 理細胞におけるDNA合 成の低下 または延長

はすでに多 くの研究者に よ り報告 されて きたが8～10・26-t

31)
,本 実験におけるFCMの 変化をみ る と,　S期 の

増加は高濃度 では36時 間が ピークで,低 濃度 ではその

ピー クが遅れ るが同程度にみ られた.増 殖 曲線か ら,

増殖抑制が顕著 とな る時期 とS期 の増加 の時期が一致

す るこ とか らも,S期 増加はDNA合 成が増 強 した

結果 ではな く,DNA合 成 の延長 と考えるのが妥 当で

あろ う.し か も,こ のよ うなS期 の延長 は制癌剤 との

併用,と くにIFN・ α を先に投与 しておいたほ うが長

時間にわた り認め られた.第3番 としてG2-M期 の

変化である.制癌剤 とくe=VCRと の併用 に お い て 同

時接触後12時 間で,低 濃度 でG2・M期 の比率はVCR

単独に比べ ても明らかに高値 を示す.す なわち,IFN

の高濃度では,前 述 のGl期 か らS期 へ の阻害 がお も

な作用 であるが,IFNの 低濃度 では,　G2-M期 がかえ

って増加 し,そ の後 の細胞回転の動 きをみる と,徐 々

に細胞 回転は進行する.IFN添 加後の増殖 曲線か らは,
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Fig.5,　 b　 　 Changes　 of　 DNA　 histograms　 after　 the　 sequential　 exposure　 of　 IFN。 α　followiロg　 the

　 　 　 　 　 　 exposure　 of　 adriamycin　 24　 hours　 Iater.　 Accumulation　 of　 G1-S　 boundary　 phase　 was

　 　 　 　 　 　 observed　 more　 remarkable;than　 s三multaneous　 exposure.

IFNの 低濃度 では増殖は対照群に比較 して,かえ って

促進す る時期 があ り,少 な くともIFN単 独で分裂期

に対 し顕著な延長作用 を示す とは考え難いri　IFN添

加後のaugmentationを 示す報告 は しば しば み ら

れるが,こ の ようなG2-M期 の増加 が関与 して い る

か どうかは今後 さらに検討が必要であろ う.

　 制癌剤 とIFNと の併用については,　in吻oに おい

て,cyclophosphamideやadriamycinと の併用で

有効であった との報告が多 くみ られ る33・35).in痂γ0に

おいては感受姓試験に もちいた細胞 の種類に よ り有効

な薬剤は異な り,ま た各報告者 に よっても異な った薬

剤に有用性が示 されているのが現状 である26～41).　こ

れらの報告の うち,Okuら41)は 数種類 の制癌 剤 で,

ある濃度領域においてIFNと 制癌剤 の 同 時 接 触 で

antagonisticな 作用を示 したが,2剤 の うち1剤 を先

行投与 させ次に1剤 を接触 させた ものではすべて相加

以上の効果を示 した と報告 している.彼 らは この原 因

として,IFNに よる細胞回転の変化を示 唆 している.

Kataokaら42)は,　 H.EP#2細 胞で,　IFN一βとVCR,

ADMと の併用が最 も有効であ ったが,　VCRを 先行

投与 した後にIFNを 投与 した ものに比べ,　 IFNを

先行投与 した後にVCRを 投与 した もので著 明 な 効

果を認め,ADMで も軽度 ではあるが 同様の傾 向がみ

られた として い る.こ の 原 因 と してIFNに よ る

microtubuleへ の変化がVCRの 効果を増強させた

可能性が高い と述ぺ ている.本 実験 においてはVCR

とIFNの 併用ではわずか なが ら併用に よる効果を認

めたが,ADMと の併用 においては,併 用 による効果

はみ られ なか った.こ の原 因 として,Kataokaら の

い うように,IFNに よるmicrotubuleの 変化 と,　V

CRに よるmicrotubuleへ の作用がわずか な が ら効

果 的に作用 した とい うこ と も否 定 で き な い.ま た

IFNの 先行投与 に よ り,　VCRで は,同 時 併用 に 比

ぺ強い効果を示 した が,ADMで は同時併用 と同様 な

効果 しか示 さなか った.第1報 の結 果 か ら,ADM

はS期 か らG2-M期 に集積 した細胞集団に対 し強 い

作用を示 したが,IFNの 先行投与に よ り高率にS期

に集積 した細 胞集団に対 して有意な効果 として認め ら

れなか った.す なわち,IFNをS期 への同調 薬剤 とし,

制癌剤に よ り効果 を高 めるこ とは,本 実験 の結果か ら

は認め られなか った ことに なるが,こ の点 については

前述のIFNのmicrotubuleへ の作用 も考慮 しなけ

れ ばならない し,ま た,よ り多 くの制癌剤で種々の濃

度 で検討 され る必要 があろ う.

　臨床におけ る腎細胞癌 のIFNと 制癌剤の併用 では,

vinblastineと の併用が多 く報告 され ている17～18).わ

が国では,里 見 ら19)によ りmethotrexate,　 vinblas。

tine,　pepieomycinと の併用 によ り有効であ った症例

も報告 され,欧 米 ではFiglinら17)のIFNとvinbla-

stineの 併用に よ り15%oの 有効率を示す報告 もみ られ
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る.し か し一般 に臨床においては期 待されたほ どの効

果は認め られ ないとの見方が多 く,ま た効果を増 強さ

せ るためにIFNの 投与量 を増加す ると,副 作用 も増

強 されるこ とが問題であ ることも指 摘 され て い る.

IFNは その免 疫 学 的 機 構 を 介 して の作 用 か ら,

biological　response　 modifiers(BRM)と しての効

果 が期 待されていたが,直 接細胞増殖抑制作用を有す

るこ とや,こ の よ うな副作用 の面か ら一般 の制癌剤 と

同様 に臨床治験がすす め られて ぎた。 しか し,そ の作

用機構 をみた場合receptorを 介 しての作用であるこ

とは制癌剤 との大きな相違点であ り,本 稿 で述ぺた細

胞 回転上の変化や細胞表面の変化な どの特性を利用 し

た投与は臨床的な有効性を増す手段 として有用であろ

うと考え られ る,と くにGO,　 G1期 が大部分を占め

る腎細胞癌においては,先 に述ぺたtransition　 pro・

babilityの 低下,　S期 の延長はその増殖を抑制す る意

味において有効 に作用する とも考え られ る.事 実,以

前 よ りin漉70に おいては,　growing　 stateに ある細

胞 よ りもstationary　 stateに あ る細胞 の方がIFNに

強い感受性 を示す との報告 もみ られ る5・32)ま た本実

験 においては併用効果 はみ られなか ったが,S期 の延

長,増 加 を示す細胞 集団に対 し,S期 に特異的に作 用

す る制癌剤 との併用 も一考の価値があるもの と考え ら

れ る.ま たmicrotubuleの 変 化などの特性を利用 し,

より有効な制癌剤 との併用法の考案 も可能である と考

えられ る。

結 語

　 1.ヒ ト腎細胞癌由来のNC-65細 胞に対 し,　IFN一

α 単独,IFN・ α とvincristine(VCR)あ るい は

adriamycin(ADM)と の併用における増殖抑制効果

と,fiow　 cytometry(FCM)を もちい細胞回転にお

よぼす効果について も検討 した.

　 2.NC-65細 胞は,　IFN一α に よ り濃度依存 性に増

殖抑制 される ものの,比 較的感受性 の低い部類に属す

る.

　 3.IFN一 α 単独 では　 6時 間か ら12時 間に か け,

G1期 か らS期 への移 行阻害が高濃度領域で起 こるこ

とが示 され た.IFN接 触後24時 間か ら36時 間にかけ

てS期 細胞 の増加が顕著 とな り,S期 が延長 したもの

と考えられた,

　 4.IFN一 α とVGRと の併用に よ り軽度 の増殖抑

制効果の増強がみ られ たが,ADMと の 併用 で は み

られ なか った.

　IFN一αを先行投与 し24塒…間後に制癌剤 を接 触 させ

ると,VCRと の併用 では高濃度で同時接触 に比 し増

殖 は抑制 されたが,ADMと の時間差接触 では効果 は

増強 されなか った.

　 5.IFN一 α と制癌剤 との併用 に よる細胞 周期 の変

化をみ ると,IFN接 触 後短時 間での細胞 回転 の 阻 害

はS期 前半か ら中期 にみ られ,低 濃度 で はG2-M期

の増加 がFCM上 顕著に示 された.そ の後 のS期 の

増加 はIFN単 独に比 し,よ り顕 著に長 時間み られた.

IFNを 先行接触 させ た場合,こ のよ うな変化が更に顕

著にみ られた。

　 6.IFN・ α に よ りS期 に高率に集積 した細胞 集 団

に対 し,ADMの 細胞周期特異性 の効果は 認め られ な

かったが,VCRと の併用 では同時 さ らにIFN先 行

接触に よ り効果は増 強され,有 効 な併用薬 剤 と考 えら

れた,

　 本 研究 の要旨は,第73回 日本泌 尿器科学会総 会(1985)に
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御校閲を賜 りました,滋 賀 医科大学泌尿器科学講座友吉唯夫

教授に感謝 の意 を表 します.ま た,腎 細胞癌 のイ ンターフェ
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切 な御指導を いただいた京都大学 医学部泌尿器科学教室吉 田

修教授に深 謝いた します.さ らに本実験 の実施に あた り,多
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