
993

〔泌尿紀要25巻10号1979年10月〕

ヌードマウスを用いた非ホルモン性抗癌剤による
            前立腺癌化学療法に関する研究

京都大学医学部泌尿器科学教室（主任：吉田 修教授）

            岡  田  謙一郎

            吉  田     修

EXPERIMENTAL STUDY ON NON－i｛［ORMONAL

CHEMOTHERAPY FOR CARCINOMA ・OF THE
            PROSTATE IN NUDE MICE

        Kenichiro OKADA and Osamu YosHiDA

From the DePartment of Urology， Faculty of Medicine， Kyoto Universit］

            （Chaiman： Prof． O． Yoshida， M． D．）

    The interest of皿’any urologists in chemotherapy of carcinoma of the prostate has recently ariserl

in treatment gf intractable cases to anti－androgen therapy． Several clinical trials in broadly organized

pr（？jg¢t．¢耳卑『，． sμψ． as NPGP．加．口．S．A．， are now progressing， but they have not produced’definit圭ve

c6nciUsiOns yet． We herein report the experimental results on effectiveness of several non－hormonal

anti－tumor agentstested in nude mice with tumors resulting from inocculation of cultured EB 33 cells

which had been established from human prostatic cancer tissue． Three representative chemothe－

rapeutics such as 5－fluorouracil （5－FU） or Futrafu1， a masked compound of 5－FU， cyclophosphamide

（GPM）and v量ncristine（VCR）were principa五candidates for the experiment， and cis－diammined量chlo－

ride platinum （CDDP） and Estracyt were also tested． The effect of these drugs was evaluated through

statistical analysis of the tumor growth curve compared to that of the control group． The drugs were

i．，．sually injp．．cted intr－aper，：tonea．11y for consecutive 14 days except for VCR， 7 times per 3 days， and

CDDP， for consecutive 5 days． The results obtained are as follows．

    1） 5－FU， 20 mg／kg， did not show tumor reduction， while 60 mg／kg of FT did a tendency of growth

inhibition compared to controls with less decrease of body weight than 5－FU．

    2） CPM and VCR brought a significant tumor reduction compared to controls at the doses of

10 mg and 0．45 mg per kg， respectively． ln VCR group， however， 3 of 6 animals suffereq from disten－

sion of intestine during experimental period， while only minimal loss of body weight occurred in CPM

group．

    3） A combination of 2 of 3， and all of the 3 above mentioned ’agents ・were also examined if there

was a synergic effect among them． CPM plus VGR showed an additive effect， but neither multiplied

nor additive effect was recognized in other combinations．

    4） Estracyt， 20 mg／kg， did not show any significant change in tumor growth， although rather

marked decrease of body weight occurred at this do．se．

    5） CDDP showed apparent inhibition of tumor growth， although shortage of numbers of tested

animals prevented from statistical analysis．

    It is concluded through the experimental result’ that CPM and／or VCR， and CDDP seem to be

effective chemotherapeutics for carcinoma of the prostate． The result has alrnost corresponded to



994 泌尿紀要25巻 10号 1979年

those in clinical reports up to date． This experimental mode｝ will be a usefu1 tool in further study

for carcinoma of the prostate， since EB 33 ce｝ls well preserve original characteristics as human

prostatic epithclial cel正s．

は じ め に

 前立腺癌治療の現況は，依然除睾術および合成エス

トロジェン剤投与による抗男性ホルモン療法（以下単

にホルモン療法と呼ぶ）が大勢を占めているが，エス

トロジェン製剤による心血管系への副作用1）とともに，

ホルモン療法に対して初めから抵抗性を示したり経過

申に再燃する症例に遭遇し，次第にこの治療の限界が

明らかとなり，近年前立腺癌に対する放射線療法，あ

るいは非ホルモン性抗腫瘍剤による化学療法（以下単

に化学療法と呼ぶ）に大きな関心が寄せられている・

ことに，進行した再燃例に対しては現状では化学療法

に頼らぎるをえない状態であり，有効な化学療法確立

の必要性が認識され，最近その機運はにわかに高まっ

ている．しかしながら，前立腺癌組織の抗腫二二に対

する感受性は一般に低く，対象が高齢者でしかもしば

しは骨転移を有しているため薬剤に対する耐性が低い

ことなど2）化学療法を困難なものとする障害も少なく

ない．適切な試験によって有効性の証明された薬剤は

少なくとも1975年までは皆無であり3），最近ようやく

2，3の薬剤について試験結果が明らかにされつつあ

るが，さらに今後の基礎的および臨床的な研究が待た

れているのである．しかるにヒト前立腺癌のin vitro

細胞培養，あるいは移植実験は従来きわめて困難とさ

れ，また動物実験モデルにしても，本来ヒト前立腺組

織とはheterolegousというばかりでなく，組織発生

学的にも絹片する点があり，ごく限定された目的にし

か用いられなかった．このような状況の下でわれわれ1

はかねてよりヒト前立腺癌の細胞培養およびヌードマ

ウスの異種移植を試み，種々な目的でi基礎実験モデル

の確立に務めてきた4｝6）．今回われわれは，ヌードマ

ウスにヒト前立腺癌由来培養細胞EB 334）を接種し，

生じた腫瘍の増殖曲線の比較によって，作用機序を異

にする代表的な薬剤について単剤効果，および併用効

果を検討し，さらに最近臨床的に効果の注目されてい

るEstracytおよびcis－diamminedichloride platinum』

（CDDP）についても実験を行なったのでこれらの結

果について報告する，

実験材料と方法

 生後およそ6週齢の雌雄ヌードマウスの背部皮下に，

予め継代培養中のEB 33細胞を0．25％トリプシン処

理後，培養液にておよそ107／mlの細胞浮遊液とし0・l

mlずつ注射した． EB 33細胞は，全実験を通じて第

63～68代継代のものを用い，培養条件は基本的には既

報の方法4・6）によるが，その後の検討でin vitro増殖曲

線および細胞の形態にほとんど差のないことが確か

められたので，Ham’s F－10の代りにMEM培養液

（Flow Laboratories， USA）を用い，t 10％の濃度で胎

児仔牛血清を添加した．培養液申にLOμg／面の割合

で常にテストステロンを加えたことには変りない．な

お実験に用いた63～68代EB 33細胞のin・vitroでの継

代増殖曲線はほぼ一定であった．

 実験に用いたヌードマウスは，この細胞集団になお

わずかながらアンドロジェン依存クローンの存在する

ことを考慮し6），すべて実験開始48時問以前に去勢し

た後，直ちにテストステロン・プロピオネートを1・0

μg／g／dayの割合で投与を開始し，実験中ホルモン環

境を一定に保つよう努めた．細胞接種後4～6日目よ

り形成される腫瘍（以下EB 33腫瘍と呼ぶ）の計測

を始め，2日ごとに施行してその体積をFig．1に示

す方式に従って求め，半対数グラフ上にplateauに達

するか実験の終了するまで継続する．

皮 膚

va．7／

amm

bmm

±

   

⊥

         腫 瘍

     
  V≠t（・一〇・4）（b－O・4）（c－0・2）

（ヌードマウスの皮膚平均0．2mmを，それ
ぞれの計測値より差し引いて補正した）

Fig・1・腫瘍の計測法と体積を求める近似式

 腫瘍の増殖が半対数グラフ上で直線相に入ったこと

を確かめた後，6～10日目に原則として各氏5匹とし

て（対照群のみ20匹）各薬剤の投与を開始し，これを

第1日として，各群の腫瘍の大きさの平均値を移殖後

の日数が等しい対照群の腫瘍増殖曲線と比較して薬剤

の効果を検討した．また副作用の程度を知るためおよ

び薬剤間の濃度バランスを検討するため，腫瘍の計測
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と同時にすべてのマウスの体重を測定して各群で投与

前に比べて平均時減量を求めた．

 実験を行なった化学療法剤はTable Iに示すとうり

で代謝拮抗剤として5－fiuorouracil（5－FU）およびその

masked・co・npoundであるFT－207（Futrafu1，以下FT

と略す），アルキル化剤としてcyclophosphamide（以

下CPMと略す），また分裂阻害剤としてvincristine

（以下VCR．と略す）を選択して，これら薬剤の単剤

としての効果，および併用による相加ないし相垂効果

につき検討した．ただし併用効果検討時における代

謝拮抗剤としては，後述の理由により．FTを選んだ

（Table 1）・またこれらの標準化学療法剤以外に，最

近前立腺癌の治療剤として注目を浴びているEstracyt

およびCDDPについても効果を検討した．前者は

Fig・2に示すとうり， estradiol－17β一diphosphateの

G3水酸基にnitrogen・nustardカゴ結合した合剤であ

り，また後者はFig．3のようにプラチナ原子を申心

にアンモニアおよび塩素が平面に対しシス位に対した

錯体である．

 各薬剤の投与量の決定にあたっては，臨床常用量の

3倍を一応の基準としたが，予備実験における副作用

Table 1・化学療法剤と実験内

実囎薬剤名（諾／諸．島拳ゴ遍

対照群

5－FU
FT－207（F T）

Cyclophosphamide

（CPM）

Vincristine

（VCR）

FT
CPM
FT
VCR
CPM
VCR
FT
CPM
VCR
Estracyt

CDDP

     20

20 mg 4

60国g   13
100 mg 5

10 mg 6

  ／9Na
o一 plr一 o

  XbNa
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Fig．2． Estracytの化学構造式．
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Fig．3． Gis－diamminedichloride platinum

    （CDDP）の構造式．
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O．4 5 mg

 50 mg

  5皿9

 50 mg
O．2 25 mg

  5 mg
O．2 2 5 mg

 30 mg
 3．3 mg

O．1 5 ng

 20 mg

 1．5皿9
 3 mg

6
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4

4

6

6

2
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1）5FU， F T－207， C P M Estracytは

連日14日間、CDDPは連続5日間投与。

2）VCRは3日ごとに7回投与

3）投与方法はいずれも腹腔内（IP）にO．1 mレ／20g

体重 の割合に蒸溜水で稀釈して投与し、対照群

には体重該当量の蒸溜水のみ注射した。

の軽重により多少増減した，Table 1に示すとうり，

単剤としての効果検討には5－FU 20皿9／kg， FT 60 mg

および100 mg／kg， CPM 10 mg／kg， VCR O．45 mg／kg

を用い，これらのうち2剤および3剤併用ではそれぞ

れ上記濃度（FTは100 mg／kgとした）の1／2および1／3

を用いて併用による効果を検討した．またEstracytは

20mg／kg， cDDPは1．5 mgおよび3mg／kgの2濃度

を用いた．

 これらの薬剤はすべて1日あたりのもので，5－FU，

FT， CPMおよびEstracytは連続14日間， CDDPは

5日聞連続投与したが，VCRのみ3日に1回通算7

回投与した．投与方法はいずれも腹腔内（IP）注射で，

すべての薬剤は0．lml／20g体重の割合で蒸留水に溶

解したものを用いた．なお対照群には体重該当量の蒸

留水のみをIP投与した．

結 果

1．対照群の腫瘍増殖曲線

 対照群20匹のEB 33腫瘍の体積の経時的変化は

Table 2に示すとうりで，5日目より増殖期に入り40

日目まで着実に増殖する．これを半対数グラフ上に図

示すると，Fig．4のごとく第5日より40日目まで相関

係数のきわめて高い直線が得られる（r－O．9871）．

したがって，106個の細胞接種後得られるEB 33腫瘍

について，5～7日目からおよそ40日目までの期間で，

各化学療法剤の効果判定がこの対照群腫瘍増殖曲線
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対照群20匹の経時的腫瘍体積および

平均体重の変動

移植後
日 数

体   積（㎡）
（平均値土SE）

体 重 ＊
増 減（gm）

5

7

9

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

33

36

40

O．023±O．OO24

0．026±OOO36

0．029±O．OO36

0．039±O．OO29

0．044±O．0113

0．060±O．0105

0．070±OO 156

0．090±O．0267

0．092±O．0266

0．106±O．0270

0．099±O．0427

0．139±O．0437

0．180±O．0904

0．195±O．0694

0218±O．0675

0．308±O．0920

O． 2

O． 2

O． 2

一〇．1

一〇．7

O．5

一〇．6

O．3

O． 1

一 1．2

一〇．7

一〇．6

一LO
o

O． 2

（以下単に対照群と略す）と比較し有意差検定を行な

うことによって可能であり，以下この方法によって薬

剤の効果を検討した．

2．5－fluorouraci1（5－FU）

 4匹のヌードマウスに細胞接種後5日目より5－FU

20mg／kg／dayを連日14日問IP投与を行なった．投与

開始日を第1日として投与群の腫瘍体積（平均値±

SE）の変動を対照群とともに図示するとFig．5のご

とくで，1週目までは縮小する傾向にあるが対照群と

の間に有意差はなく，その後漸次増大し始め，群内比

較でも第15日目から投与開始時にくらべ有意に増大し

つづける（p〈0．05）．一方投与群の平均体重減少は中

等度にみられ，第13日目に一3．1gと最も顕著であり

この濃度がほぼ耐容量上限と思われた．また薬剤の性

格上濃度依存性は低いことが知られているので投与量

は増量しなかったが，EB 33腫瘍に対する5－FUの有

効性は低いといえる（Fig．5）．

3． FT－207 （FT）

 5－FUのpaasked comp・undであるFTを，まず3

匹のヌードマウスに対し3Q mg／kg／day 1問週投与し

て予備実験を行なったがEB 33腫瘍の増殖は抑制き

れなかった．他方副作用もほとんどみられなかったの

で60皿g／kg／dayに増量し，細胞接種後7日目より13

1，0

＊ 移植後5日目を基準とした。

 Controt growth curve

             （n＝20）

Votume
 crn3

O．10

QOI

．

一  一

．

Y＝lO
O．0326x－1．7636

r ＝O．9871

r2＝O．9743

Velume
 crn3

1．0

5－Fluorouracil

侮の

O．1

O．Ol

O．OOI

5FU 20㎎ノkg／day IP

                ノ

      loss of BW ｛gm）
o

－1

－2

－3

－4

t ＝23．0686

o

Fig． 4．

 10 20 30 40                Days

対照群ヌードマウス20匹のEB 33腫瘍
の増殖曲線．

 1 3 5 7 9 11 13 1’S 1’1 1’9 il
                   Days

Fig．5．5・FU 20 mg／kg／day連日14日間投与に

    よる4匹のヌードマウスEB 33腫瘍の
    体積の変動（平均値±SE）および平均体

    ：重の減少．
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匹のヌードマウスに対し連日14日間投与した．結果

はTable 3およびFig・6に示すとうり対照群にくら

Table 3． EB 33腫瘍担癌ヌードマウス（13匹）に対す

るFT－20760mg／kg連日14日間投与の効果

騰耀罐瑠・響対譲群 定

初期値

997

7

9

11

13

15

17

19

21

23

25

27

1

3

5

7

9

t1

13

15

17

19

21

O．026±ODO44

0．022±O．0052

0．031±O．0078

0．035±O．0058

0．034±O．0071

0．052±O，0098

0．082±O，0245

0．100±O．0285

0．127±OD376

0．225±O．0838

0．202±O．0744

一〇，1

 0

 0

＋O，1

 0

－O．1

 0

＋0ユ

＋0．2

＋03

NS

NS
NS
NS
＊（一）

NS
NS
NS
NS
NS
NS

NS
NS
＊（＋）

NS
料（㊨

tiqk（＋）

料（（→

料（（＋）

＊（＋）

＊（＋）

太字は投与

の行なわれ

た期間を表
わす。

v。1ロQ3
1．0@1

FT’207 （Futraful）

＊  P〈0ユ0
＞bk P〈O．05

（＋）は増大、（一）

は縮小を示す。

（n＝13）

 ＋PくO．10

べ増殖は一般にゆるやかで，注射開始9日目には縮小

の傾向（p〈O・10）がみられた．

 一方投与群の体重はほとんど変動しなかっtsので，

念のため100mg／kgに増量して5匹のヌードマウス

について同様の実験を行なったところ，60mg／kgの

場合とほぼ同様に軽度の増殖抑制がみられたが対照群

にくらべ有意の縮小ではなかっt，また．体重減少は

100 mg／kgでは軽度ないし中等度にみられ，以上の結

果からFTはE833腫瘍に対しかなり抗腫瘍効果を

もつものと判定した．

4． cyclophosphamide （CPM）

 6匹のヌードマウスに移植後7日目よりCPM 10

mg／kgを連日14日間投与したところ， Tabic 4および

Fig・7に示すとうり，注射後9日目以降21日まで対照

群にくらべて，かつ7日目以降は初期値にくらべいず

れも有意の縮小を示した．また平均体重の．減少は投与

前のそれにくらべ0・5g以内と軽度であり， EB 33腫

瘍に対して優れた抗腫瘍効果をもつことが判った．

5 ． vincristine （VCR）

 6匹の担癌ヌードマウスにEB 33細胞接種後9日

目よりVCR O．45 mg／kg／dayを3日ごとに7回投与

したところ，Table 5およびFig・8に示すとうり，

3日目，7日目にそれぞれ対照群にくらべ有意の縮小

Table 4． EB 33腫瘍担癌ヌードマウス（6匹）に対

     するcyclophosplramide（CPM）10 mg／kg

     連日14日間投与の効果

。．t

e．ot

O．OOI

無徳隔直播・響対海門 定

初期値

FT 60nglkglday I P

十

controJ

Z

FT－20T

    f 3 5 7 9 11 13 15 IT 19 21
                      Days

Fig．6． FT 60 mg／kg／day連日14日間投与による13

    匹のヌードマウスEB 33腫瘍の増殖曲線
    第9日目に対照群にくらべ縮小の傾向がみら
    れる（P〈0．10）．

7

9

11

13

15

17

19

21

23

25

27

1

3

5

7

9

1i

13

15

17

19

21

OD33±O，0067
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Volurne
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Fig．7． CPM l O mg／kg／day 14日間連続投与による

    6匹のヌ」ドマウスEB 33腫瘍の体積の変
    動（平均値±SE）および平均体重の増減．

Table 5． EB 33腫瘍類癌ヌードマウス（6匹）に対

     するViner量stine（VCR）0．45 mg／kg 3日

     毎7回投与の効果

O．OOI

VCR 0．45㎎！kg／3 days， IP

r 王

   control

戟｡change of BW（9m》 f

1  3 5 7  9  11 13 15 17 19  21

2

1

0

－1

－2

                   Days

Fig．8． VCR O．45 rng／kg／day 3日毎7回投与によ

    る6匹のヌードマウスEB 33腫瘍の体積の
    変動（平均値±SE）および平均体重の増減．
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   始から日 数
   の日数

編羅、響藷初嵩値

9

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

1＠ O．033±O．0073

3 O，025±O．0061
 ＠
5 O．028±ODIII

7＠ O．013±O．ooco

9 O．014±O．0062
 ＠
ll O．017±O，0059

13D ODZ±O．015

15 O．029±O．017
 ＠
17 O．027±O．Ol1

1｛ID O．Oll±O．006

21 O．017±O．009

一〇．3

一1．0

一〇．7

一〇．5

一〇8

一〇．6

＋O．4

＋08

一1．8

一1．4

NS
tidk（一） ／pk（一）

NS ejck（一）

”qk（一） ofbk（一）

＊（一） NS

＊（一） NS

不 能 不 能

tt

tt

tt

lt

tt

tt

tt

tt

◎印はVCR
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（一）は縮小を示す。

がみられた（p＜O・05）・また群内比較でも3，5，7およ

びlI日自にそれぞれ初期値に対して有意に縮小した

（p〈0．05）．ただし平均体重減少は2g以下であったが，

半数（3匹）が13日目以降腸管が高度に膨満し，イレ

ウス様の所見を呈したため屠殺し，それ以後の検定は

不能であった．このイレウス症状は，VCRの副作用

のひとつである末梢神経障害によると考えられ，EB

33腫瘍に対する抗腫瘍効果は認められたがこの濃度

では副作用もかなり強いことが推察された．

6．2剤併用

FT， CPMおよびVCRの3剤のうちそれぞれ2者

を選んで併用した場合の効果を検討した．組み合わせ

ばTable lに示したごとく1群5匹として， FT＋

CPM， FT＋VCR， CPM＋VCR．の3通りで，投与方

法および投与回数は単剤効果を検討した実験と同様で

あるが，投与量はそれぞれ1／2に減量した．すなわち

1回あたりFT 50 mg／kg， CPM 5 mgtkg， VCR O・225

mg／kgの注射を前2者は連続14日間， VCRは3日に

1回通算7回，全体として0・1ml／20gマウス体重ず

つIP投与した．結果はFig・9，10， I Iに示すとうり

で，それぞれ移植後対応する日時の対照群と比較し検

定可能な限りで有意の縮小傾向がみられたのはCPM

十VCR併用群のみであった．この他FT十CPM群

では対照群にくらべ全般的に増殖は抑制されるようで

あったが有意と認められないかまたは検定不能であっ

た．
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Fig．9． FT－20750 mg／kg， CPA 5皿g／kg併用によ

    るヌードマウス5匹のEB 33腫蕩の体積の
    変動（平均値±SE）および平均体重減少．

Volume
 can3

t．o
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o，o：

Futraful and Vincristine

          （  n＝4mean±SE）

FT 30nglkg／dey， VCR O．225aigtkgr3 deys． IP
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 王！王 ・ 王 王

r
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o
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－2

13579tl13951ア1921 Days

Fig．11， CPM 5 mg／kg， VCR O．225 mg／kg連目14

     日戸投与による4匹のヌードマウスEB 33
    腫瘍平均体積の変動（平均値±SE）および

    平均体重減小．

O．OOI

  13 5 7 9 11 13 15 17 19 21                      Days

Fig・10・FT 30 mg／kg連日14日間， VGR O．225 mg／

    kg 3日毎7回投与によるヌードマウス4匹
    のEB 33腫瘍の体積の変動（平均値±SE）

    および平均体重の増減．

 一方体重減少からみた副作用の検討では，FT＋

VCR群は実験期間中平均lg以下と軽度であったが，

FT十CPMおよびCPM十VCR群では最高4～69
におよび，副作用も同時に加算されることが推察され

た．

7．3剤併用

 前項の実験でCPM＋VGRに相加効果が認められ，

FT ＋ CPMにその傾向が示唆されたので，これら3

剤の併用効果を検討した．投与方法，投与回数は単剤

効果の検討と同様であるが，各薬剤の濃度はそれぞれ

1／3に減量した．すなわちFT 30 mg／kg， CPM 3．3

mg／kg， VCR O．15 rng／kgで，前2者は連14日日間，

vcRは3日ごとに7回，全体として。．lml／209マ

ウス体重ずつ投与した．結果はFig．12に示すとうり

で，6匹のヌードマウスによる実験では移植後対応す

る日時の対照群よりも増殖抑制の傾向をみたが有意と

判定されなかった．

8． Estracyt

 6匹のヌードマウスに．EB 33細胞接種後7日目よ

りEstracyt 20 mg／kgを連日14日間投与したが， Fig．

13にみるとうり増殖抑制は軽度であり，対照群との

間に有意cp差はなかった．また体重減少は中等度であ

り，投与終了時に平均一L8 g減少した．
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Fig．13． Estracyt 20 mg／kg連日14日間投与による

     6匹の．ヌードマウスEB 33腫瘍の体積の

    変動（平均値±SE）および平均体重減少．

9 ． cis－diamminedichloride platinum （CDDP）

 上記の一連の実験と別に，第84代EB 33細胞を用

いてCDDPの効果につき予備的実験を行なった．ヌ

ードマウスのホルモン環境等は一定であったが，実験

準備期間を短縮する目的で接種する細胞数はおよそ

103／m1培養液の細胞浮遊液とし，その0・1mlを背部

皮下に接種した．また効果の相違をより明確にするた

め初期体積（薬剤投与開始時の腫瘍体積）を大きくし

た．細胞接種後5日目から，対照群を4匹とし，2匹

ずつのヌ・一一ドマウスにCDDPを1日 1．5 mg／kg，3

mg／kgの2濃度で5日間連続投与し，後者の増殖曲

線を対照群のそれとともに図示した（Fig・14）．少数

例の実験ではあるが，GDDP 1．5 mg／kg投与では対

照群とほとんど差はないが，3 mg／kg投与で，図に示

すとうり短期間ではあるが明らかな腫瘍の縮小ないし

増殖抑制が伺われた．

考 察

 前立腺癌に対する非ホルモン性化学療法はすでに

1950年代後半から，進行したホルモン療法再燃例に対

してきまぎまな形で試みられてきた・

 1959年Weyrauchら7）のThiG－TEPAによる治療

をはじめ，cyclophosphamide8）（Fox，1965），nitrogen－

mustardg）（Flocks，1969）など一連のアルキル化剤に
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関する報告がつづき，これらはいずれも限定きれた少

数例にではあるが終痛の軽減，自覚症状の改善など，

一時的な他覚的改善をえている．また，1968年Flocks

and Ghangio）（1968）はnitrogen mustardと5－FU

の併用によって12例月6例｝こKarnofsky分類による

1－A以上の寛解が得られたといい，その他Tucker et

aLI1）（1968），最近ではKane et al．12）（1977）らの

主として乳癌に対するregimenを応用した多発併用

療法が試みられてきた．その他にBCNU， methyl

CCNUなどのnitrosourea系薬剤， vincristineある

いはvinblastineなどのvinca alkaloid， methotrexate，

FUDRなどの代謝拮抗剤，またmithramycin， mi－

tomycin C， adriamycinなどの抗腫瘍抗生剤と多剤に

わたって試みられてきたが3・王3），いずれも少数例に対

する限られた試験であり，少なくとも1975年までは適

切な評価によって有効と判定されたものはない状態で

あった3）．このような従来の抗腫瘍剤による治療とは

別に，1960年代後半から主として北欧を中心に前述の

Estracytの有効性，ことにホルモン療法再燃・癒穏当

に対する効果が期待されて広く臨床試験が行われてき

た．Andersson14）（1975）の集計によると，466例の患

者のうち276例（59％）にpositive responseが得られ

たといい，そのうちすでにエストロジェン療法を施行

されていた症例では402例中223例（55％），未治療い

わゆる新鮮例では64熱中53例（83％）に有効であった

という．本邦においても1977年来Estracytの臨床試

験がほぼ全国的な規模で施行されその成果も集約され

つつあるが，ホルモン療法再燃例に対する効果など詳

細はいまだ明らかでない．

 前立腺癌化学療法にかんするこれまでの臨床研究は

このような例外を除いておおむね個々の医療機関にお

ける小規模なトライアルに終始し，その重要性が認識

されていたにもかかわらず泌尿器科領域では比較的

等閑視されていたこともまた事実であって，例えば

Carter and Soper15）によると，利用可能なすべての

抗腫瘍剤のうち前立腺癌治療に使用されたものは10％

にすぎず，一方睾丸腫瘍に対しては34％が，結腸癌，

肺癌に対しては90％の薬剤が試験されたという．

 前述のとうり，前立腺癌の化学療法を困難にする因

子も少なくないことは事実であるが，このように一方

では泌尿器科医の関心が低かったことも否定できず，

理由のひとつとしてホルモン療法が圧倒的な頻度で施

行されており，かつ劇的に奏効する症例も少なからず

経験することが積極的に化学療法に取り組む姿勢を鈍

麻させていたことをSchmidti6）も指摘している．

 ホルモン療法の限界とこれを代償する化学療法の重

1001

要性が次第に認識されるようになり，とくに症例割り

付けのランダム化，効果判定規準の均一化の下で，多

数例における正当な試験が求められるようになったが，

欧米においてこのような試験を目的の一つとして幾つ

かの系統的なリサーチ・グループが組織されるように

なった．そのひとつは，1973年米国におけるNationaI

Prostatic Cancer Pr（）ject（NPCP）であり，前立腺癌

に対する基礎的研究とともに，有効な化学療法の確立

を目指して広く臨床試験が行なわれ，現在もなお進行

中である．1975年ごろより順次その成果が報告きれつ

つあるが，ホルモン療法再燃例に対して5－FUおよび

cycloPhosphamideが，非ホルモン性化学療法剤以外

の従来の諸治療にくらべ部分的寛解が有意に高率であ

り，生存期間も延長すること17），また両剤の比較では

CPMの方が5－FUにくらべて延命効果でより有効で

あること18），などが関らかにされた．またadriamycin

（以下ADMと略す）についてもその有効性が報告さ

れ19），とくにMayo Clinic一派からは，投与量の相

違はあるものの前記両剤よりも優れた効果がランダム

割り付け試験によって報告されており20），現在NPCP

プロトコールではこの3剤が単剤として有効であると

認めている21）。最近Ghlcbowski et a1・22）（1978）は，

ランダム試験によりCPM単独投与と．これにADM，

5－FUを加えた3者併用療法の治療成績を比較し，両

群でほぼ半数に病状が固定したこと，治療に反応する

もののみの比較では，GPM単独の方に生存期聞が有

意に延長していたと報告レている．さらlc 1976年末

ごろから，広い雨域でCDDPの抗癌性を証明する報

告が相次いでいるが，前立腺癌に対してもMerrin23）

（1977）により最初の試験結果が報告され，1例の新

鮮例を除いた先行治療無効な21例に対）て43％の他覚

的寛解を得，現今の化学療法剤の中では最も有効なも

のであろうと述べている．

 以上前立腺癌化学療法の歴史と現況について概略を

述べたが，混迷の時期からようやく1975年を境として，

統一されたプロトコール，症例のランダム割り付けな

どによる正当に評価された試験成果が次第に集積され

つつある．レかしながら，現在までに得られた知見は

いまだ限られたものであり，より有効な化学療法確立

を目指してなお一層の努力が払われているのである．

 このような状況の下で，われわれはこの度現在保有

しているin uitro鴬よび勿蜘。実験系を組み合わせて

前立腺癌に対する化学療法剤の効果を検討したのであ

る．すなわち，前立腺癌由来の永久細胞学EB 33を

ヌードマウスに移植し，生じた腫瘍の増殖曲線を対照

群のそれと比較することにより投与した薬剤の増殖抑
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制効果を検討した．

 およそ化学療法を行なうにあたって最も望ましいの

は∴難じめ実験的に有効な薬剤が何であるかを知り，

これらを組み合わせて使用することである．抗腫瘍剤

の多くは正常な生体組織ことに造血臓器をはじめ主

要臓器への障害，免疫能の低下などをもたらし有効性

の低い薬剤の使用は患者の生体予備能を損なうばかり

でなく，癌そのものの発育を促進さへするからある24）．

 現在施行されている代表的な抗癌剤の感受性試験は，

大別すれば組織培養，細胞培養を利用するin vitro実

験系であり，またin vivo実験系である．後者はマウ

ス，ラットにおける実験腫瘍を移植した担癌動物を用

いる方法が現在も主流をなしているが，1973年ごろか

らヒト癌組織を直接にヌードマウスに移植し，これを

用いて抗腫瘍効果を検討する方法が次第に普及しつつ

ある．

 これら両実験系にはそれぞれ長短があり，in vitro細

胞堵養では短時間で比較的簡単な操作により均質な結

果を得やすいという利点はあるものの，細胞の薬剤に

対する感受性をスクリr・一一ニングすることはある程度可

能であっても，生理的な条件と異質の環境で固鎚腫瘍

でなく遊離細胞を対象とするため，得られた結果を生

体ヘフィードバックした際に不一致を生じることも少

なくない．さらに，生体内で体謝されて作用を発揮す

る薬剤，例えばmasked compoundについてin vitro

での検討は本質的に不可能である．このような観点か

ら，われわれはEB 33細胞を用い直接にin vitro実

験を行なうことを避けたのである．

 一方，前立腺癌組織をヌードマウスに移植して行な

うin vivo実験では，愚者そのものの，ないしは同一

組織を対象にする点では理想的といえるが，前立腺全

山除術の症例が非常に少なく移植に供すべき新鮮な組

織そのものを得がたいこと，さまざまな努力にかかわ

らずヌードマウスにおける成着率はおよそ70％であり，

しかも発育はきわめて緩除である5）ため薬剤の効果判

定のパラメーターに乏しいという難点がある．少なく

とも現在前立腺癌においては，癌組織を用いて，まし

て個々の症例についてそれぞれin vivo実験を行なう

ことは不可能である．よってわれわれは，伽伽。およ

びin vivo実験系を組み合わせ， EB 33細胞をヌード

マウスに接種し，生じた腫瘍（EB 33腫瘍）を対象と

して作用機序を異にする代表的な化学療法剤について

経時的な腫瘍増殖曲線，とくに移植後の日時が対応す

る対照群のそれと比較することによってこれら薬剤の

効果を検討することにした．

 実験に用いたEB 33細胞については，現在までに

およそつぎのようなヒト前立腺上皮細胞としての特性

が明らかにされている，

 1）螢光抗体染色法により，細胞質に免疫学的にヒ

ト前立腺特異性のある豊富な酸フォスファターゼ活性

を有している25）．2）抽出されたEB 33細胞の膜抗

原はこの細胞に特異的なものであり，また前立腺癌患

者のリンパ球はEB 33に対し特異的に細胞毒性を示

す26）．3）EB 33細胞はアンドロジェン依存および非

依存細胞集団より成り立つと考えられ，アンドロジェ

ン依存クv一ンが分離されている6），などである．し

たがって，EB 33細胞は細胞学的には変性した面はあ

るにせよ4），ヒト前立腺上皮細胞の特性をよく保持し

ており，本実験で検討した薬剤に対する感受性という

点でも，例えば前立腺癌組織を直接に対象とした場合

とくらべて不一致は少ないことが期待される．しかも

EB 33腫瘍はほぼ100％着床し・， doubling timeは約

8日で増殖は比較的速やかであり，このようなin vivo

実験系として好都合である．

 さてヌードマウスを用いた抗腫瘍剤の効果検討は，

きまぎまなヒト癌組織が移植可能であり，継代によっ

てもオリジナルの特性をよく維持することから，すで

に1975年Povlsen et al．27）によってその可能性が示唆

され，1974年には継代移植中のBurkittリンパ腫に対

するcyclophosphamideの効果を腫瘍増殖曲線と組織

学的所見とから検討し28），さらに翌年彼らは移植され

た悪性黒色腫に対して5－FU， nitrosoureaなどの薬剤

を用いて実験したが，得られた結果は臨床成績とよく

一致したことを報告している29）．このことは，ヌード

マウスに移植された腫瘍は機能や形態とともに，薬剤

感受性についても元の腫瘍と同じ性質を保持している

ことを示しており，従来みられなかった抗腫瘍剤の感

受性テストの優れたin vivoシステムとして注目を浴

びるようになり，現在までに内外を通じてすでに多数

の成果が報告されている。

 きて，このようなヌードマウスにおける感受性試験

は，大別するとつぎの3つの指標を用いて行なわれて

いるようである．

 1．組織学的所見

 2．腫瘍重量

 3．腫瘍増殖曲線

 これらはそれぞれ長短があり，組織学的判定法は短

期間内での実験が可能であり，初代移植組織片におい

ても検討しうるという利点のある半面，移植そのもの

に伴う組織像の変化と薬剤のおよぼす影響を如何に識

別するか，またもたらさせる変化の不均一性という点，

さらにこれを評価する上で客観性および定量性に欠け
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る点は否めない．これに反して，腫蕩重量や増殖曲線

による方法では何よりもヌードマウスで安定した成長

を示す継代株を樹立する必要があり，由来組織にもよ

るがこのような成功率はおよそ20％台にすぎないこ

と30・31），実験終了までかなり長時間を要するため当座

の症例そのものには有用とならない場合もあるなどの

難点がある．しかしながら，薬剤の影響を客観的かつ

定量的に表現しうること，前記の組織学的判定にくら

べ副次的な因子で影響されることが少なく，効果をよ

り正確に判定することは大きな利点があろう．いずれ

の方法によるにせよ，実験はつねにコントロールと対

比するという形で行なうべきであって，さもないと結

果を誤って判定する恐れがある．さらに念頭におくべ

きことは，移植部位と薬剤の特性についてである．ヌ

ードマウスへの移植は背部皮下に行なわれるのが通例

であるが，投与する薬剤の一定の組織親和性（例えば

bleomycinと肺）が移植後もそのまま保たれるか否か，

あるいは逆にマウス体内で皮膚あるいは皮下組織に比

較的高濃度に集積することが予想されるneocarzino・

statin， bleomycinなどでは，このような濃度匂配によ

って結果が修飾される恐れはないかなどにも留意する

必要があろう．

 今回の実験では，われわれは前述のさまざまな理由

から，ヒト前立腺癌由来の長期継代培養細胞EB 33

の定量的接種（io6個／マウス）により形成きれる腫

瘍の増殖曲線を移植後日数の等しい対照群のそれと比

較し，有意差検定を行なうことによって効果を検討し，

かつ投与薬剤の副作用判定の目安として経時的に体重

変動をチェックし，薬剤間の濃度バランスを勘案しつ

つ有効性を吟味した．この際，壊死．融解などによっ

て腫瘍体積の変動をきたしうる点を考慮し，実験は対

照群の腫瘍が指数函数的増殖期にある移植後5～40日

の問に完了した．

 また本実験は，現在広く化学療法に関する臨床試験

の行なわれている前立腺癌に対して，どのような作用

機序の化学療法剤が有効性を持つかという指針を得る

ことを第一義として，代謝拮抗剤，アルキル化剤およ

び分裂阻害剤としてそれぞれ代表的な5－FUあるいは

FT， CPM， VGRを選択し，これらの単剤としての効

果およびそれぞれの薬剤間の相乗ないし相加効果の検

討を主たる目的とした．ただし5－FUについては，単

剤効果の検討以外はそのmaskcd compoundである

FTを用いて実験を行なった．5－FUにくらべ，副作

用，ことに骨髄抑制が低いので，高齢者を対象とする

臨床の場では好適と考えられるからである32）．

 本実験においては，5－FU 20 mg／kg 14日間連続投

1003

与によっても対照群との間にほとんど差異は認められ

なかった．一方FT 60 mg／kgの同様の実験では対照

群にくらべ増殖は抑制きれる傾向にあり（p＜0・10），

しかも体重減少は5－FUよりも明らかに小さく．，よっ

て併用時の効果検討にはすべてFTを用いることにし

た．

代表的なアルキル化剤であるCPMを用いた実験で

は，10mg／kg 14日聞投与により対照群との間に有意

の縮小がみられ（p＜0．05），しかも体重減少が軽微であ

ったことから，CPMはEB 33腫瘍に対して優れた抗

腫瘍効果をもつといえる．前述のごとく，臨床試験にお

けるScott et al．18）の報告にみられる5－FUよりも

CPMの方が有意の延命効果をもたらすという事実，

またCPM単独投与はADM，5－FUおよびCPM併
用よりも有効であるとする報告22）によく符号する結果

であった．

 またVCRも0．45 mg／kg／day 3日ごと7回投与に

よって対照群とくらべ有意の縮小がみられた．しかし

注射開始後13日目（4回投与後）には実験群6必中3

匹のマウスに腸管の膨隆鼓腸が著明にみられ疲弊が

強かったので屠殺した．よって次後の有意差検定は不

能であったが，本剤の副作用のひとつである末梢神経

障害による腸管麻痺33）が生じたものと推定された．

V（】R．は同じvinca alkaloidであるvinbiastineにく

らべ骨髄抑制などの副作用は軽度とされているが，有

効量と中毒量の闘値の差が小さい34）ので，ことに臨床

的に高齢者への使用にあたっては細心の注意が必要で

あろう．また本剤は現在施行されている米国NPCP

のプロトコール＃800で，単独あるいはestramustine

との併用により効果が実際に試験されつつあるが，わ

れわれの実験結果からするとかなり好結果が得られる

ものと信ずる．

 さてこれらFT， CPM， VCR 3剤のうち2剤の組

み合わせによる併用効果の検討では，CPM十VCR群

に相加効果が認められ，FT＋CPM群にもその傾向

が示唆された．そしてこれら3剤の併用では増殖は抑

制されるようであったが対照群との間に有意差をみな

かった．

 通常多剤併用による効果ことに相乗効果は，本実験

のごとく作用機序を全く異にする薬剤の組み合わせよ

りもむしろ同系の薬剤，例えばDNA合成に関与する

比較的近い過程で阻害作用を示すような薬剤の併用を

行なった場合に強く発揮されることが多く，作用機序

が非常に異なる場合，併用の．ため投与量を少なくする

ことによってかえって相加効果もえられない場合も生

じるといわれている34）．本実験において2剤ないし3
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剤併用によって相乗効果はおよそ認められず，単剤

として有効性が証明されたCPM， VCRの併用時に

のみ相加効果が認められた理由のひとつと思われる．

 近年，ことにホルモン療法再燃例への効果も期待き

れているEstracytについては本実験では有効性は

示されなかったが，これは本剤の構造上から，ま．k

Yamanaka et a1・35）のラット前立腺におよぼす影響を

調べた実験から，本剤の効果は主としてエストロジェ

ン作用によるのであろうとの見解が正しいとするな

ら，EB 33腫瘍はアンドロジェン依存性に乏しいので

効果が低かったと思われる．しかし，ヒトにおける

Estracytの代謝，前立腺癌への作用機序はいまだすべ

て解明されてはおらず，Kad・hama et al．36）の指摘す

るように動物とヒト では本剤の代謝に差があり，動

物を用いたin vivo実験成績を以て直ちに臨床効果を

説明できないのかもしれない．

 最近，さまぎまな領域でCDDPの優れた抗腫瘍効

果に関する報告が相次いでいるが，われわれも上記の

実験とは別の機会に，継代84代のEB 33細胞を用い

た同様の実験方法でCDDPの有効用量決定試験を行

なったところ，5日聞IP投与で増殖曲線上1・5 mg／

kgでは変化なく，3mg／kgで対照群にくらべ明らか

に縮小するようであった．またごく最近．由井37）も

ヌードマウスに継代された未分化前立腺癌を用いた実

験により本剤の抗腫瘍効果を認めたと報告している．

CDDPの臨床での使用は，すで｝C 1977年Merrin23）

が前立腺癌に対する最初の治療経験を通じて，現在ま

でのところ本剤は最も有効な薬剤であろうと述べてお

り，今後前立腺癌に対する化学療法において重要な役

割を占めるものと思われわれる．

 以上ヌードマウスに移植したEB 33腫瘍の増殖曲

線実験により，前立腺癌化学療法剤としてGPMつ

いでVGRが有効と思われること，代謝拮抗剤の効果

は顕著でなかったが，5－FUよりもFTの方が副作用

の点でもより効果的と思われること，CDDPは優れ

た抗腫瘍効果を持ち今後有力な治療剤のひとつとなる

であろうことを明らかにした．そして，得られた実験

結果をもとに，現在までに報告された臨床知見を参考

にし，われわれはすでにGPM， VCR， FTの3者併

用により38），あるいはCDDPまたはCPM単独で進

行したホルモン療法再燃例に対して治療を行なってい

る，結果は別の機会に譲るとして，われわれ自身の反

省を通じ，また幾つかの臨床報告に接して，ホルモン

療法に固執し化学療法開始の時期が遅きに失する像向

にあることを痛感する次第である．

 このようなホルモン療法抵抗性の本態ないしはそれ

を獲得していく過程はすべて解明された訳ではないが

乳癌において女性ホルモン依存性の喪失がみられると

同様に腫瘍組織中のホルモン依存性細胞集団．と非依存

性集団の量的関係によって規定きれることは間違いな

いであろう，現状では癌組門中のアンドロジェン愛容

体を定量的に解析することは技術的に困難であるため

ホルモン療法継続の適応が否かは専ら臨床所見による

のである．したがってホルモン療法再燃の徴候が臨床

的に認められたなら，早期に他の治療法に移行すべき

であろう．時期を失した化学療法は必然的に不充分と

なり，そしてそれは免疫能の低下など生体予備能を低

下させかえって癌の進行を速める結果となるからであ

る．

 前立腺癌化学療法の現状はいまだ満足すべきもので

はないが，その機運はようやく高まりつつあり，本邦

における広汎な臨床試験プmジェクトの組織化を望む

とともに，本実験系を用いt他の薬剤および併用療法

の検討がわれわれのつぎの課題と考える．

ま  と  め

 1．ホルモン環境を一定にしたヌードマウスにヒト

前立腺癌由来のEB 33細胞の接種によって生じた腫

瘍（EB 33腫瘍）を対象として，腫瘍増殖曲線によっ

て作用機序を異にする非ホルモン化学療法剤の効果を

検討した．

 2・対照群20匹の腫瘍増殖曲線は細胞接種後5～40

日間にわたり半対数グラフ上で相関係数の高い直線相

となり（r－0・9871），この期問内で薬剤投与群（平均

6匹）のそれと比較し有意差検定を行うことによって

有効性を正確に判定することができた．

 3・上記の方法によって，代謝拮抗剤として5－

fluorouracil（5－FU）あるいはFutraful（FT），アルキル

化剤としてcyclophosphamide（CPM），また分裂阻

害剤としてvincristine（VCR）を選び，これらの単剤

としての効果およびこのうちの2剤，あるいは3剤併

用した際の効果を検討した．

 まtこれらとは別に，近年前立腺癌に対する効果が

期待されているEstracytおよびcis diamminedichlo－

r量de platinum（GDDP）についてもEB 33腫瘍に対

する効果を検討した．

 4・．各薬剤の投与量は，単剤として臨床常用量の3

倍を一応の基準とし，予備実験における体重減少の程

度に応じて増減して各薬剤の濃度のバランスをはかっ

た．また対照群を含め腫瘍計測とともに体重を測定し

実験開始前のそれと比較して副作用のパラメーターの

ひとつとした．各薬剤は滅菌蒸溜水で稀釈し，0．1ml／
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209マウス体重となるよう調整したものを腹腔内注射

し，対照群には蒸溜水のみ投与した．

 5・5－Fuは20 mg／kg連日14日投与によっても腫

瘍の増殖は有意に抑制されず，この濃度で中等度の体

重減少がみられた．FT 60 mg／kgの同様の投与では

対照群にくらべ縮小の傾向が認められ（p＜0．10）．し

かも体重に殆んど変動を来さなかった．

 6・CPMは10 mg／kg連日14日聞， VCR．はO．45

mg／kg 3日毎7回注射したが，両者とも対照群にくら

べ有意に腫瘍は縮小した（P＜O．05）．CPMでは体重減

少も軽微で優れた抗腫瘍効果が認められたが，VCR・

では体重減少は低かったが半数のマウス（6匹中3匹）

にイレウス症状を来たし本剤の副作用によるものと考

えられた．

 7・Estracyt 20 mg／kg 14日間投与では腫瘍の縮小

は対照群にくらべ有意差なく，しかも体重減小が中等

度に認められ，本実験においては抗腫瘍効果は低いと

判定された．

 8・CDDP I．5mg／kg，3．O mg／kg連続5日間投与

により，後者で短期間ではあるが明らかな腫瘍の縮小

がみられた．少数例のため有意差検定は不能であった

が，EB 33腫瘍に対する抗腫瘍効果は大きいものと考

えられる．

 g．FT， CPM， VGRの3剤のうち2剤を選んで併

用による効果を検討したが，（〕PM÷VCRの組み合

わせで相加効果が認められたが，他の組み合わせおよ

び3剤併用による相乗効果あるいは相加効果は認めら

れなかった．

 10・本実験で得られた結果は，現在臨床試験が行な

われているVGRを除いて，これまでに得られた臨床

成績とほぼ一致するものであり，前立腺上皮細胞の特

性をよく保持しているEB 33腫瘍を用いたこの実験

系は，今後の研究に有用であると考えられる．

 11．前立腺癌に対する非ホルモン性化学療法の歴史

と現状を述べその聞題点を指摘したが，臨床的に抗男

性ホルモン療法に再燃したと診断されたstage D症例

に対しては速やかに化学療法を選択すべきことを強調

した．

 この実験に使用したEB 33細胞の永久株樹立と細

胞学的な検討，ヌ雨下ドマウスへの前立腺癌組織あるい

はEB 33細胞の移植に関する基礎的研究は，西ドイ

ツヴュルツブルグ大学泌尿器科学教室および放射線医

学研究所でなされたものであるが，指導と助言を受け

た現ロッテルダム，エラスムス大学泌尿器科教授であ

る畏友F・H・Schr◎eder博士に心から謝意を表明する．

また直接実験の補助にあたった平井多美子氏の尽力に
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対しても深く感謝する．

 なお本論文のデータの一一一部は，1976年第66回目本泌尿器科

学会シンポジウム，1978年第16回日本癌押韻学会ワークショ

ップ，第28回日本泌尿器科学会中部連合総会シンポシウム等

において発表されたことを附記する．また，本研究の一部

昭和53年度厚生省がん助成金（53－20）によって行なわはれ

たことを附記する
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