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マウス膀胱腫瘍(MBT-2)に 対するCDDP投 与 と

温熱療法併用効果の検討
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ThecombinationeffectsofCDDPandllypcrthermiainmousebjaddertumor(MBT-2)were

investigatedbothinvivoandinvitro.MBT-2wastransplantedintothehindlegofaC3HIHemouse.

Thenthelegwasdippedinahotwaterbathimmediatelyaftertheintraperitonealadministration

ofCDDP.Theantitumoreffectswerecvaluatcd肋mtumorvolumc,TheCDDPplushyperther-

mia(43℃)groupshowedremarkabletumorgrowthretardation.Theinvitrocolonyfbrmingassay

showedthatMBT-2culturedce11streatedwithCDDPat42。Ccxhibitedgreatcolonyfbrmingin-

hibitionincomparisonwiththeGDDPalonecells.TheeffectsofCDDPplushyperthermiaonthe

cellcycleprogressionofMBT-2culturedcellswerestudicdbyusingflowcytometry。Theresults

showedthatthecellstreatedwilhCDDPat42℃exhibitedanaccumulationofcellsintheG2phase

f()rmanyhoursascomparedwiththeCDDPalonecclls,indicatingthermalcnhancementofDNA

damageinMBT-2culturedcellstreatedwithCDDP.
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緒 言

Cis-diamminedichloroplatinum(II)(CDDP)

は膀胱腫瘍に対 して最も有効な抗癌剤 とされ,そ の

有効率は33%～55%と 報告されている1-3).し か し,

CDDP単 剤ではその治療効果に限界があり,他 の抗

癌剤の併用や,放 射線療法の併用などにより治療効果

を向上させる試みがなされている。一方,従 来膀胱腫

瘍に対して膀胱温水灌流による温熱療法が試みられ,

その有効率は62%～66%と 報告されている4,5)が,こ

の膀胱温水灌流法は膀胱壁深部の加温が不十分であっ

た,と ころが,近 年電磁波により身体深部を加温でき

る装置が開発され,癌 の治療手段の1つ として温熱療

法が注目されるようになってきた,こ の温熱療法は単

独で用いるよりもむしろ,化 学療法や放射線療法との

併用で用いることにより癌の新しい治療法として期待

されている.そ こで著者は膀胱腫瘍に対するCDDP

と温熱療法の併用療法に着目し,マ ウス膀胱腫瘍を用

いてinvivoお よびinvitrcでCDDPと 温熱の併

用効果の基礎的検討を行った.

方 法

1.∬nvivo抗 腫 瘍試 験(Fig.1)

実 験動 物 は6週 齢 雌 性c3HIHeマ ウス(千 代 田開

発 社)を 用 い,1群6～7匹 と した.

実験 腫 瘍 は 化 学 発 癌 剤N・ 〔4-(5-nitro-2-furyl)-2-

thiazolyl〕formamide(FANFT)で 誘発 した マ ウス

膀 胱 腫瘍(MBT-2)6)を 用 い た.マ ウス皮 下 で継 代 さ

れ て い るMBT・2腫 瘍 を 細 切 し,0.1%collagenasc

にて 細 胞浮 遊 液 を作 製 後1×106のMBT-2細 胞 を マ

ウ ス後肢 皮下 に移 植 した.

治療 開始 時 期 は腫 瘍 が 測 定 に 適 度 な 大 き さ(450

～550mm3)に な る移 植11日 目 とした.こ の 時点 で

CDDPと 温 熱 に よ る治療 を 施 行 し,経 日的 に 各 治療

群 の 腫瘍 の縦(X),横(y),高 さ(Z)を 測定 し腫

瘍 体積(v)をv=xyzと して算 出 し て 腫瘍 増 殖 曲

線 を作 成 した.

抗 腫瘍 効 果 の 判定 は 治療 開 始 後7日 目の 腫瘍 体 積 の

分 散分 析 で 行 った,

1)治 療 法 別 抗腫 瘍 試 験
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Fig.1.Methodofinvivoantitumortcst.

CDDPの 抗腫 瘍 効果 の 温 熱 に よる 増 強 効果 を 検 討

す る 目的 で,① 対 照 群,②CDDP単 独 治 療 群,③ 温

熱単 独 治療 群,④CDDP+温 熱 併 用治 療 群 の4群 に

大 別 し,治 療 法 別 の 抗 腫瘍 効 果 を判 定 した.CDDP

単独 治 療 群 のCDDPの 投 与量 は3mg/kg,投 与 方 法

は腹 腔 内投 与 と した.温 熱単独 治摩 群 の加 温方 法 は,

avertin(tribromoethanol十tertiaryamylalcoho1十

ethanol)麻 酔下に先端を切除して加工した50ccの

注射筒内にマウスを固定し,腫 瘍移植後肢を恒温槽内

に43。C30分 間温浴した.CDDP+温 熱併用治療群は,

CDDP(3mglkg)腹 腔内投与直後に同様に して腫瘍

移植後肢を43℃30分 間温浴した.

2)CDDP+併 用温度別抗腫瘍試験

CDDPの 抗腫瘍効果の併用温度の違いによる増強

効果を検討する 目的で,CDDP+温 熱併用治療群に

ついて恒温槽の温度条件を変えて,①37℃,②41℃,

③43℃ の3群 に大別し,併 用温度別の抗腫瘍効果を

判定した.

2.∬nvitroコ ロニー形成試験(Fig.2)

実験細胞は,MBT-2腫 瘍を単層培養して単一の細

胞より増殖した細胞集落をメスピペ ットにて採取し,

この細胞を再び単層培養で継代維持 したMBT-2培

養細胞を25cm3tissuecultureflask内 で10%胎 児

牛血清含有MEMに て3日 間precultureし,対 数

増殖期にある細胞を用いた.

MBT-2培 養 細 胞に対す るCDDPお よび温熱

の細胞増殖抑制効果 を検討す る 目的で,① 対照,

②CDDP単 独処理,③ 温熱単独処理,④CDDP+

温熱併用処理の各処理別のコロニー形 成能を比較 し

た.CDDP処 理 は1μg/mlの 濃 度のco砒inuous

exposurcと した.温 熱処理は42℃30分 間incuba-

tiollし た.CDDP+温 熱併用処理はCDDP処 理 と

温熱処理を同時に行った.各 処理後48時 間単層培養し
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た時点 で0.1%trypsinに て 単 離細 胞 浮 遊 液 と し,

2回 遠 沈洗 浄 後,播 腫細 胞 数 が2×103cell/dishと な

る よ う調 整 し て,basclayerとtoplayerか らな

る二 層軟 寒天培 地 で 培 養 した.baselaycrの 作 製 に

は,①i×DMEM(Dulbecc・u'sMEM),②2×

DMEM,③ 胎 児 牛 血 清,④1.2%agarを 各 々 等

量 ず つ 加 え よ く混 和 し1mlず つ35mmgrid付

plasticdishに 分 注 した.toplayerの 作製 に は,①

2×DMEM,② 胎 児 牛血 清,③1.2%agar,④ 先 に調

整 した単 離 細胞 浮 遊液 を 各 々1mlず つ加 え よ く混和

し,3枚 のbaselaycr上 に1mlず つ重 層 させ て,

最 終濃度25%胎 児牛 血 清,0.3%agarの 二 層 軟寒 天

培 地を作 製 した.各dishをincubator内 で2週 間

培養 後,倒 立位 相 差顕 微 鏡下 に て30個 以 上 の細 胞 よ り

形成 され る コ ロニ ーの数 を 算 定 し,percentcolony

survivalを 次 式に て 算 出 した.

percentcolonysurvival=

隻鐸鵠r≡三審 ・1・・(%)

3.細 胞 回 転 の進 行 に及 ぼ す影 響(Fig.2)

MBT-2培 養細 胞 に 対 す るCDDPお よ び 温 熱 の

細 胞回 転 の進行 に 及 ぼ す 影 響 を 検 討 す る 目 的 で,

① 対 照,②CDDP単 独処 理,③ 温 熱 単 独 処 理,

CDDP+温 熱 併 用処 理 の 各処 理 別 にfloNNTcytometry

(FCM)に よ り検 索 した.

実験 細胞 は 実験2と 同 じく25cm3tissueculture

flask内 でprecultureし 対 数 増殖 期 に あ るMBT-2

培 養細 胞を 用 い,CDDP処 理 お よび 温 熱 処 理 も 同

じ条件 で 行 った.各 処 理 後60mmpetridish内 で

4×105ce11/dishの 細 胞 を単 層 培 養 し,培 養 開始 後24

時 間,48時 間,お よび7211寺問 の 各時 点 で,petridish

内の培 養 液 を 吸引 除去 し,リ ン酸 緩 衝液 で2度 洗 浄後

リン酸緩 衝 液 で溶 解 した0.1%trypsin液 で単 離 細 胞
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浮 遊 液 を作 製 し,① 細 胞 数 を算 定 し細 胞 増殖 曲線 を作

成 した,② 細 胞(3×104ccll)の 核DNA監 をFCM

を用 い て 測 定 し経 時 的DNAヒ ス トグ ラムを 作成 し

た.

FCMの 試 料 作製 は,細 胞 を4℃70%ethano1で

固定 し,30分 間RNase処 理 お よび15分 閻pepsin処

理 後,核DNAを50μ9/mlpropidiumiodideに

て染 色 した.FCMの 装 置 はFACSIIIを 使 用 し,

標 準 試 料 と して マ ウス リンパ球 を用 い て,CV値 を6

%以 下 に調 整 した.

結 果

1.Invivo抗 腫 瘍 効果

1)治 療法 別 抗 腫瘍 効 果(Fig.3)

治 療 開 始 後7日 目の平 均 腫 瘍 体 積(V±SDmm3)

は,対 照 群(2,257±463mm3),CDDP単 独 治 療 群

(1,856±213mm3),温 熱 単 独 治 療 群(1,653±341

mrn3),CDDP+温 熱併 用 治 療 群(812±291mm3)で

あ った.対 照 群,CDDP単 独 治 療群,温 熱単 独 治療

群 の3群 間 に は抗 腫瘍 効 果 の有 意 差 を認 め な か った.

一方 ,CDDP+温 熱 併用 治療 群 は 他 の3群 との間 に

有 意 な腫 瘍 増 殖抑 制 効果 を 認 め た(p〈0.01).

2)CDDP+併 用 温 度 別 抗腫 瘍 効果(Fig,4)

治療 開始 後7日 目の 併 用 温 度 別 の 平 均 腫 瘍 体 積

(V±SDmm3)は,37℃(2,662±tl49mm3),41℃

(2,263±445mm3),43℃(913±384mm3)で あ った.

37℃ 温 熱 併 用 群 と"eC温 熱併 用 群 の2群 間 には 抗

腫 瘍 効 果 の有 意 差 を認 め なか った.一 方,43℃ 温 熱

併 用 群 は他 の2群 との 問 に有 意 な腫 瘍 増殖 抑 制 効果 を

認 め た(p〈0.Oi).

2.コ ロニ ー 形 成法 に よ るInvitro抗 腫 瘍効 果(Fig.

5)

対 照 の コuニ ー数(±SD)は493±23.9で,plating'
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efflciencyは24.7%で あ った.各 処理 別 の コ ロニ ー数

(±SD)は,温 熱 単独 処 理(428±31.2),CDDP単

独 処理(101±13.1),CDDP+温 熱 併 用 処 理(10±

1.25)で あ った.各 処 理 別 のpercentcolonysurvi-

valは 各 々,86.7%,20.5%,2.1%で あ った.

3.細 胞 回転 の 進行 に及 ぼ す 影響(F量g.6)

細 胞 増殖 曲線 お よ びDNAヒ ス トグ ラ ムの経 時 変

化 をFig.6に 示 した.対 照 で は,単 層 培 養 開 始後24

時 間 でexponentialphaseに 入 り,doublingtime

は30.9時 間 で あ った.温 熱 単独 処 理 で は,細 胞 増 殖抑

制 は 軽 度 で,DNAヒ ス トグ ラムの 経 時変 化 はほ とん

ど認 め られ な か った,CDDP単 独 処 理 で は,細 胞増

殖 抑 制 は軽 度 で あ った が,DNAヒ ス トグ ラムは24時

間後 にS期,G2期 の 細 胞蓄 積 が み られ た.し か し,

48時 間 後 にG2期 の 細 胞 蓄 積 の 減 少 が み られ,72時

問 後に はG2蓄 積 は 消 失 し対 照 と 同様 のDNAヒ ス

トグラ ムを示 した.CDDP+温 熱 併 用 処 理 で は,細

胞増 殖 抑制 が 強 く認 め られ,DNAヒ ス トグ ラムは24
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時間後にS期,G2期 の細胞蓄積がみられた.48時 間

後にはS期 の細胞蓄積は減少したが,G2期 の細胞蓄

積は持続 し,72時 間後もG2期 の細胞蓄積がみられ,

CDDP単 独処理に比べてG2蓄 積作用は長時間に及

んだ,

考 察

マウス膀胱腫瘍を用いた動物実験で,CDDP単 独

治療および温熱単独治療では腫瘍増殖抑制効果は軽度

で対照群との間に有意差は認められないにもかかわら

ず,両 者を併用すると著しい抗腫瘍効果を認めること

は興味深い.こ のことはCDDPの 効果が温熱の併

用により増強することを示唆していると考えられる,

Hhan7)ら は温熱により抗癌剤の効果が増強する作用

機序として,修 復機序の抑制,細 胞膜の透過性の増大

を述べている.し かし,個 々の抗癌剤によって効果の

増強に必要な温度や作用様式が異なり,例 えばbleo-

mycinは42℃ 以下ではあまり効果が増強されない

が,43℃ 以上で著明に効果が増強され7),ア ルキル

化剤は39。C～41℃ の比較的低い温度でも効果増強が

みられる8).本 実験では,CDDPは41℃ では効果

増強を認めず,43℃ で効果増強がみられ,臨 床応用

には腫瘍を43℃ 程度に加温する必要があると考えら

れる.

ところで,invivoの 実験では,血 流,薬 剤の分布,

代謝,PO2,pHな どの外部条件によってCDDPと

温熱の併用効果が修飾されていると考えられ,腫 瘍細

胞に対する直接のCDDPと 温熱の併用効果を検討

するには,外 部条件を除いたinvitroの 細胞 レベル

で詳細に検討する必要がある.Sa五mon9)ら は二層軟

寒天培養法で腫瘍細胞の抗癌剤に対する感受性を調べ

る方法を考案したが,そ の後本法は放射線や温熱に対

する感受性試験にも用いられている10).そ こで著者は

このコロニー形成法を応用し,細 胞 レベルでCDDP

+温 熱併用のMBT-2培 養細胞に対する細胞増殖抑

制効果を検討した ところ,CDDP+温 熱併用処理で

は,percentcolonysurviva1カ ミ温熱単独処理 の約

1!40,CDDP単 独処理の約1/10に 減少し,著 しいコ

ロニー形成の抑制が認められた.こ のことは,細 胞 レ

ベルでのCDDPと 温熱併用 に よる細胞増殖抑制効

果の増強を裏付けていると考えられる,

次に,MBT。2培 養細胞の細胞回転の進行に及ぼす

影響をみると,CDDP+温 熱併用処理では細胞数の

増加をほとんど認めず,G2期 の細胞蓄積が72時 間後

も持続し,長 時間のG2蓄 積作用を示 している.高

本らll)はadriamycin,bleomycinな どの抗癌性抗生
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物質のG2蓄 積作用を示し,DNAの 構造に物理的変

化を与えることがG2苔 積の要因と推察 している,

CDDPはDNA鎖 のcrosslinks形 成を引き起 こ

すこと12)と,こ のDNA鎖 のcrosslinks形 成は温

熱により著しく増強することla)から,CDDP単 独処

理に比しCDDP+温 熱併用処理で長時間のG2蓄 積

作用を示すことは,CDDPに よって引き起こされる

DNAの 構造の異常が温熱併用によってより増強され

ることに帰因すると考えられる.

臨 床上CDDPと 温 熱療法を併用す る場 合,

CDDP+温 熱併用処理 により長時間のG2蓄 積作用

を示すことと,G2期 の細胞は放射線感受性が高いこ

とを考慮すると,CDDPと 温熱併用療法を施行後

G2期 に細胞蓄積がみられる時点で放射線療法を併用

することはより有効であると推定される,今 後の課題

として,よ り正確な温度の設定が可能な加温装置の開

発が重要であるが,本 実験結果より,膀 胱腫瘍に対す

る集学的治療の1つ として,CDDPと 温熱療法の併

用療法は治療効果が大いに期待できるといえよう.

結 語

MBT-2を 用 いてinvivoお よびint,itroで

CDDP+温 熱併用効果の基礎的検討を行った.MBT

-2移 殖 マウスを用いた動物実験では,CDDP+43℃

温熱併用により著明な腫瘍増殖抑制効果がみ られ,

CDDPの 効果が43℃ 温熱併用により増強すると考

えられる.MBT-2培 養細胞を用いたコPニ ー形成試

験では,CDDP+温 熱併用処理すると著 しい コロー

一形成抑制を示し,CDDPと 温熱を併用すると細胞

増殖抑制効果が増強すると考えられる.MBT-2培 養

細胞をCDDP+温 熱併用処理するとCDDP単 独処

理に比し長時間のG2蓄 積作用を示 し,CDDPに よ

って引き起こされるDNAの 異常が温熱に よって よ

り増強されることが示唆される。本実験結果より,臨

床上膀胱腫瘍に対す るCDDPと 温熱療法の併用療

法は十分効果が期待できると思われる.

稿を終 えるにあた り,終 始 ご指導な らびにご校閲を賜 わ り

ました恩師酒徳治三郎教授 に深 甚なる感謝の意 を表 します,

また本研究 に際 し直接 ご指導 いただ きま した山本憲男助教授

に深謝致 します.

なお本論文 の要旨は第73回 日本泌尿器 科学 会総会において

発表 した.
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