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VP－16のヒト膀胱癌由来培養細胞KK－47， KW－103， RT 4

    およびヒト腎癌由来培養細胞KN・41に対する
             in vitroの殺細胞効果
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  Using a colony forrnation technique and KK－47，， KW－103 and RT4 ceil lines established from

human bladder transitional cell carcinomas and KN－41 cell line from a human renal cell carcinoma，

the drug sensitivity of VP－16 was determined． The survival curves of the cell lines showed that this

agent has a concentration dependent cell killing effect． From the drug sensitivity at 50 per cent and

90 per cent inhibitions （IDse and IDgo） determined from the survival curves in these cell lines at 2－

and 24－hour exposure series of the drug， it was indicated that V？一16 has’ ≠撃高盾唐?the same cell killing

effects as those of bleomycin and cis－platinum． Compared with those of mitomycin C， adriamycin

and carboquone， the IDso and IDge values of V？一16 were 1 to 3 digits higher in order．

緒 言

 マンダラゲ（podophyllum peltatum）の薬用成分に

ついては19世紀頃から下剤，胆汁分泌促進剤としてそ

の生物学的作用が知られていたが，その強い毒性のた

め一般的でなかった，1942年，その抽出成分のポドフ

ィリン（podophyllin）の外用剤が尖圭コンジロームの

治療に有効と報告され1）， さらにこれより毒性が少な

く，かっ抗腫瘍性の高い誘導体の研究がおこなわれた．

その結果podophyllotoxinの誘導体のうちVP－16，

およびVM－26が抗癌剤として臨床的に応用しうるこ

とが見出された：2）．VP－16（4’一demethyl－epipodophy－

llotoxin一β一D－ethyli（lene glucoside）はSarcoma－37

と180細胞に抗腫瘍活性が認められ，実験的に細胞周

期の分裂前期に増殖阻止作用を有し，G2， S期が高感

度を示しG2期における阻害が考えられている3）．臨

床的には肺のoat－cell carcinoma IC有効な薬剤とされ，

その他histiocytic iymphoma， acute non．lymphocytic

leukemiaに有用視きれている．固型癌ではVP－16の

坐剤あるいは他剤との併用により乳癌，卵巣癌，膀胱

癌にも応用価値が認められている4）．

 筆者はVP－16のヒト膀胱癌由来培養細胞株KK－

475），KW－1036）， RT47），さらにヒト腎細胞癌由来培養

細胞株KN416）における殺細胞効果をin vitroのコ

ロニー形成法を用いて検討した．

実験材料および方法

抗癌剤の殺細胞効果はin evitroのコロニー形成率に

より，抗癌剤の濃度勾配に対しそれぞれの細胞生残率

を求め，片対数表上にplotし， dose－response curvc



772 泌尿紀要27巻 7号 1981年

を作製し，細胞の50％致死量ID5。，90％致死量IDg。

を算出して比較検討した．なお薬剤接触時間は2時

間，24時間の2シリーズとし，それぞれ実験系をデザ

インした．実験法はすでに報告したごとくであるが8），

以下の方法を用いた．

 細胞培養｝こはHam F 12培地（日水製薬㈱，東京）

に20％calf serum（㈱医学生物学研究所，名古屋）

とaminobenzyl penicillin 50μ9／mlを含むものを使

用した．

 KK－47， KW－103， KN－41はいずれもすでに報告し

たごとく金沢大学医学部泌尿器科学教室にて樹立され

た細胞株で，RT4はRigby and Franksにより樹立

されたもので，Dr， P． Collins， Krolinsua Institute

の厚意により送られてきて，当教室にて維持されてい

るものである．

 各細胞は培養i瓶中にsemi－confluent monolayerに

発育しているものを用い，0．02％EDTAと0．i％

pronaseにてd至sperscし，生細胞数を40～60／mlの

濃度にsingle cell suspensionを作製した．これを

ペトリ皿，3002tissue culture dish，60×S5 mm

（Falcon， Cal．， USA）に5mlあて分注し，それぞれ

のplating eMciencyをあらかじめ測定した．なお

KK47， KW－103， RT4， KN－41のdoubling time

はそれぞれ23．5，16．0，54．7および20．9時間であっ

た．ペトリ皿に細胞植え込み後，5％GO2，37℃の

incubationを24時間おこない，その後mediumをす

て，5～7段階の濃度に倍々希釈したVP－16「 �ﾜむ

mediumを，それぞれ5mlあてtriplicateにペトリ

皿に注入し，2時間，あるいは2塒間薬剤接触をおこ

なった．薬剤接触後直ちに新しいmediumにて3回

洗浄し，さらに！2～13日間培養をつづけた．培養終了

とともにmediumをすて，10％ホルマリン溶液に

てコロニーを固定し，ギムザ染色を施し，乾燥後コロ

ニー数を肉眼的に計算した．対照には薬剤無添加の

mediumによる結果を用いた．対照コロニー数から各

濃度における細胞生残率を算出した．この実験は各シ

リーズ当り3開くり返し，生残率の平均値とその標準

偏差を求めた．生残率は濃度別に片対数表上にplot

し，survival curve（dose－response curve）を作製した．

IDso， IDgoはそれぞれsurvival curveより求めた．

実 験 成 績

 1．KK47細胞のVP一玉61CtSするsurvival curve

はFig．1およびFig．2に示す．薬剤2時間接触時

のID50は1．7μ9／ml， IDgoは3．8μ9／mlで，24時間

接触時のID50は。．17μ9／ml， IDgoは。．48μ9／mlで
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  2、KW－103細胞におけるsurvival curveはFig．3，

およびFig．4に示す．薬剤2時間接触時のID5。は

2．3μg／ml，．IDgoは7．5．μg／mlで，24時間接触時の

ID50は。．24μ9／m1， IDgoは。．47μ9／mlであった．

  3．RT 4細胞では2時間接触時のID5Gは8．8μ9／

ml， IDgoは19，2μ9／mlで，24時間接触時のID50

は，0．76μ9／ml， IDgoは1．7μ9／m1であった（Fig．5，

6）．

  4．KN－41細胞では2時間接触時ID5。は2．lP9／
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考 察

 いずれの株細胞においても2時間薬剤接触時の

survival curveの勾配は大きいが，細胞の生残率は薬

剤濃度とともにほぼ直線的に低下する．24時間薬剤接

触時のsurvival curveを前者の片対数表上にplotす

ると，survival curveはさらに急峻となり，直線的で

本剤のconcentration dependentな殺細胞効果がで層

明確に認められる，ID50とIDg。における薬剤濃度

差は2時間，および24時間薬剤接触のいずれの場合も

10倍前後であった．このことは両survival curveがか

なり直線的に平行関係を保っていることを示すもの

で，VP 16は濃度依存性の性格を有するものといえ

る．RT4のID5。， IDgoは他の3株に比してかなり大

であったが，この低感受性はRT4のdoubling time

が他の3株に比して2倍以上長いためかもしれない．

 ID50， IDg。の観点からみるとVP－16は，これまで「

筆者の実験したbleomycin， cis－platinumのそれらに

匹敵し，mitomycin C， carboquoneのそれらと比較

して10～1000倍大であった，すなわちこれまでに検討

した薬剤の中では比較的殺細胞効果の低いものであっ

7．

ま と め

 VP－16のKK－47， KW－103， RT4，およびKN－41

に対する殺細胞効果をsurvival curve，より検討する

と，本剤はconcentration dependentの性格を有する

抗癌剤であるが，ID5。， IDgoの比較ではbleomycin，．

cis－platinumのそれとほぼ匹敵する殺細胞効果が

認められ7．しかしmitomycin C， adriamycin，

carboquoneと比較すると1／10～1／1000程度であっ

た．
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