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　 In　vitro　 Colony　 Formation　 Assayを 用 い た

膀 胱 移 行 上 皮 癌 株 に対 す るエ トポ シ ド(VP　 16)と

　 　 　 　 　 4種 の制 癌 剤 との併 用 効 果
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THE  ACTIVITY OF ETOPOSIDE (VP16) IN COMBINATION 
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   The activity of Etoposide (VP16) in combination chemotherapy against four human transitional 
cell carcinoma cell lines of bladder (TCCaB) was determined by in vitro colony formation assay. 
Four anti-tumor agents (methotrexate: MTX, vinblastine: VBL, adriamycin : ADM, cisplatin : 
DDP) were used for combination chemotherapy with VP16. 

   The ADM+VP16 combination exhibited a strong synergistic antitumor effect against the human 
TCCaBs compared with other combinations in this study. 

   The combination chemotherapy of ADM+VP16 may be useful as a new chemotherapeutic 
regimen for advanced bladder cancer.

(Acta Urol. Jpn. 37: 995-998, 1991)
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緒 言

進行性膀胱移行上皮癌に対し,現 在の所,メ トト

レキセー ト(MTX),ヴ ィンブラスチン(VBL),ア

ドリアマイシン(ADM),シ ス プラチン(CDDP)を

用いたM-VAC療 法を中心とした,制 癌剤の併用療

法が試みられている且・2).しか しながらその奏功率は

約50%で あ り,決 して満足すべきものとはいえない.

加えるに奏功期間が比較的短いことからもさらに効果

的な化学療法が望まれる,

一方
,エ トポシド(VP16)は 他の制癌 剤と併用す

ることによりある種の悪性腫瘍に対 し,相 乗効果のみ

られる事が知 られている3一5).

そ こ で今回われわれは膀胱移 行上皮 癌株を用い,

VPI6と 他の制癌剤 との併用効果についてinvitro

ColonyFormationAssayを 用 い検討した.

実験材料及び方法

1.培 養 細 胞 及 び 培 養方 法

使 用 した 培 養 細 胞 株 は,T24,5637,TCCSUP,

NBT2の 膀 胱 移 行 上 皮 癌 の4株 で あ る.5637とTC-

CSUPは,ATCC(AmericanTypeCultureCol・

lection,大 日本製 薬)よ り,NBT2は 免 疫 生物 研 究

所 よ り購 入 した.ま た,T24はJapanCancerRe-

searchResourcesBankよ り提 供 され た.細 胞 は ペ

ニ シ リ ン(IOOu/ml),ス トレ プ トマイ シ ン(100fig/

ml),lmML一 グル タ ミソお よび50nM2一 メル カ プ

トエ タ ノ ール を 含 むRPMII640(日 水 製 薬,東 京)

に10%牛 胎 児 血 清(fetalcalfserum,FCS,Filtron,

Australia,LotNo.8179)を 加 えた もの を 培地 と し

て用 い,37℃,5%CO2の 条 件 下 に て 培 養 した もの

を実 験 に 供 した.

2.制 癌 剤 感 受 性試 験
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今 回 用 いた 制 癌 剤 は,メ ト トレキ セ ー ト(MTX),

ヴ ィ ン ブ ラス チ ン(VBL),ア ドリァ マイ シ ン(AD-

M),シ ス プ ラチ ン(DDP),エ トポ シ ド(VP16)の

5剤 で あ り,感 受 性試 験 の方 法 は,ほ ぼFrancis

Mcgovernら の方 法6)を 用 い た.す なわ ち,60mm

径 のdishに 癌 細 胞,300～500個 を10%FCS加 培地

に 浮遊 させ,植 え込 み24時 間 後 に,制 癌 剤 添 加io%

FCS加 培 地 と培地 交 換 を 行 な った.ま た コ ン トR一

ル と しては 制 癌 剤 無添 加10%FCS加 培 地 を 用 い た,

制癌 剤 とi時 間接 触 させ た 後,dishよ り培地 を 取 り

除 きHanks'balancedsaltsolution(HBSS)に て

dishを3回 洗 浄 した,再 びlo%Fcs加 培 地 をdish

に加 え,さ らに6日 間 培 養 し,そ の後 培 地 を捨 て10%

ホ ル マ リソで10分 間 固 定 の後,0.25%ク リス タ ル ヴ ァ

イ オ レ ッ トに てdish上 の コ ロニ ーを 染色 した.30個

以上 の 細 胞 よ りな る コ ロ ニー を実 体 顕 微鏡 下 に カ ウ ン

トし,コ ン トロール に 対す る抑 制 率 を 求 め た.

実 験 に て用 いた 制 癌 剤 の濃 度 は,ヒ ト投 与 時 に 得 ら

れ た1f且中 濃 度 の1/10量 を 中心 と し,そ の前 後6濃 度

で行 った.得 られ た 結果 は,Ting-ChaoChouand

PaulTalalayに よ るMedianEffectAnalysis')を

用 い て,併 用 指 数(CombinationIndex;CI)を 求

め た.す なわ ち,約50%抑 制 率 を示 す ところ の 制癌 剤

投 与量 と癌 細 胞 抑 制 率 との関 係 を基 礎 に して,以 下 の

数 式 が導 き 出 され る.

(1-S)/S=(DIDm)m

こ こでSは 癌細 胞 の生 存 率 を,Dは 使 用 した制 癌 剤

の 投与 量 を示 す.ま たDmは 癌 細 胞 が50%生 存 を 示

す 際 の制 癌 剤 の 薬剤 量 であ り,mは 制 癌 剤 の 効果 をみ

る際 に認 め られ る,量 効 果 曲線 のS字 状 曲線 の程 度 を

示 す も の であ る.さ らに 上 記 の数 式 は 以下 の よ うに も

置 き換 え られ る.

D=Dm[(i-s)/S]1/m

次 に制 癌 剤 を2剤 併 用 した 際 にみ られ る癌細 胞 に 対

す る 抑制 効 果 に つ い て であ るが,制 癌 剤1に よ りみ ら

れ る効 果 と制 癌 剤2に よ りみ られ る効 果 は そ れ ぞれ の

濃 度 に起 因 す る と考 え られ る.そ の関 係 を 以下 の式 の

よ うに表 す.

fl=Cl/(Cl十c2)

こ こでfiは 制 癌 剤1と2を 併 用 した際 にみ られ た

抑 制効 果 の中 で 制癌 剤1に よ り効果 が あ った と考 え ら

る割合 を示 して い る.

C1とC2は そ れ ぞ れ の制 癌 剤 の濃 度 を示 す.

以 上 の数 式 を 用 い,CIは 以下 の ご と く定 義 され る.

GI=(Dl2)(fl)/Dl十(Dl2)(f2)/D2

十(D12)(fl)(Dl2)(f2)/(DI)(D2)

ただし以上の数式の中で(Dl2)(fl)(Dl2)(f2)/

(DI)(D2)は 制癌剤を併用して用 いたときのmの 値

が,単 剤でみられるmの 値より大きい値を示す ときに

のみ,用 いられる.

CIの 意義を以下に示す,

CI〈1相 乗作用

CI=1相 加作用

CI>1拮 抗作用

なお実験はtriplicateで,各2回 ずつ行った結果

の平均値を用いた.

成 績

膀胱腫瘍4株 に対する各制癌剤による50%抑 制を示

す濃度であるDmをTablelに 示す。Tablelで

見 られる通 りVP16で は ばらつきが少ないが,そ の

他の制癌剤では株による差がみられる.

一方2剤 を用いた際のCIの 結果を,Fig.1か ら

Fig.4に 示 した.図 は横軸に制癌剤を併用 した際の

抑制率(Fa)を,縦 軸にCIを 表わす.

rig.1よ りVPl6十MTXで は,5637に 対 しては

Table1.Dm(50%inhibitiondosage)Moffour
TCCaBcelllinesagainstMTX,VBL,
ADM,DDPandVP16

MTXVBLADMDDPVP16

T24

5637

TCCSUP

NBT2

12.30.100.0716.8

2.80.300.2811.1

6.80.080.331.5

N.D.0.050.673.8

2.12

2.33

2.87

2'33

CI
3

z

1

0

N.D.:notdetermined

VP16+MTX

0.2 0.4

Fs

o.e

悩

TCCSUP

5637

o.e

Fig.1.Fractionaffected(Fa)forthegrowth
inhibitionofbladdercancercelllines
byamixtureofmethotrexate(MTX)
andetoposide(VP16).
WhenCI<},antagonismisindicated.
CI=1,summationisindicated.
CI>1,synergismisindlcated.
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Fig.2.Fractionaffected(Fa)forthegrowth
inhibitionofbladdercancercell]fines
byamixtureofvinblastine(VBL)and
etoposide(VP16).
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Fig.3.Fractionaffected(Fa)forthegrowth
inhibitionofbladdercancercelllinesby
amixtureofadriamycin(ADM)and
etoposide(VP16).

VP16+DDP

いかなる時も,相 乗作用がみられるのにもかかわらず,

TCCSUPに 対 しては拮抗作用しか示 さない.ま た

T24に 対 しては,Faが0.75以 上にな り初めて相乗作

用を示 している.す なわち,か な り高濃度での併用で

なければ相乗作用が得にくい事を示唆している.

一方,Fig.3よ りVPI6+ADMで は,4株 中3

株 までがいかなるFaで も相乗作用を示し,残 る1株

もFaが0.45以 上 で相乗作用を示 している.こ れよ

りVPl6+ADMの 組合せにより,膀 胱移行上皮癌に

対し,相 乗作用が得やすい可能性が考えられる.

VPI6十VBL,VPI6十DDPの 組合せによる制癌

剤の併用効果は,そ れぞれの株によりかな りばらつき

がみられた.

CI

3

2

T24

TCCSUP

5637

NBT2

考

1

0

'嵐}r

0.20.ao.eo.e

F自

Fractionaffected(Fa)forthegrowth
inhibitionofbladdercancercelllines
byamixtureofcisplatin(CDDP)and
etoposide(VP16).

察

Fig.4.

Schabelら は,実 験的にP388マ ウス白血病のモ

デルを用い,DDPとVPI6の 併用効果について検

討を加え,DDP単 剤では治療的効果はみられず,ま

た,VPI6の 効果もごく限られたものであったにもか

かわらず,両 老の併用では30%の 治癒率であったと報

告 している8).以 後,実 験的にも,臨 床的にもVP16

と他 の制癌剤との併用(主 としてDDP)に ついて検

討が加えられ,種 々の癌で有用であるとの報告が,多

数見られる.

また臨床的に肺小細胞癌や精巣腫瘍において,多 剤

不応症例に対しても,VP16と 他 の制癌剤との併用に

より,効 果がみられたとの報告 もある3,5>.

今回われわれの実験では,膀 胱腫瘍に対しADM

とVPl6の 組 み合わせが効果 的との結果を得た,

Wassermannら やTarrら は,ADMが トポイソメ

ラーゼHに よるDNA鎖 の切断(cleavage)を 促進す

ることを明らかにしており9・10),その一方でVPI6は

トポイソメラーゼnがDNA鎖 を切断した状態で固

定化 してしまうことにより細胞障害性を発現するとさ

れている.以 上よりADMとVP16が 制癌剤として

相乗効果を示すことは充分に想像しうる.

進行性膀胱移行上皮癌に対する化学療法は,以 前に

比べ数段の進歩を遂げているものの,ま だまだ完成さ

れたものとはいい難い.実 際に臨床に携わ る者 とし

て,薬 剤耐性については避けて通れない重要な問題の

一つであり,多 剤不応症例に対する化学療法,す なわ

ちサルヴェージ(salvage)療 法の確立も今後の課題

の一つ と考えられる.

そ のような意味からも,今 回の実験結果は,膀 胱移

行上皮癌に対して,VP16+ADMが,比 較的相乗作

用を得易 く,制 癌剤の併用療法を考xる 上で,有 用で
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はないかと考えられた.加 えて,最 近では制癌剤使用

時において,ス ヶジュール(schedule)依 存 性が指摘

されてお りu),VP16+ADMも スケシュールを工夫

することによって,効 果増強の可能性も期待できる.

また,副 作用に関 しては,乳 ガンや頭頸部腫瘍症例に

おいてVPI6十ADMの 併用療法で重篤な副作用を

みなかったとの報告12,13)もみ られ,現 状V`い て進行

性膀胱移行上皮癌で多剤不応症例となった場合,VP

16+ADMの 併用療法も考慮しうるのではないか と

考えられた.

結 語

1)膀 胱 移 行 上皮 癌 株4株 を 用 い,VP16と 他 の薬 剤

との併 用 効果 を,invitrocolonyformationassay

に て検 討 した.

2)VPI6+ADMの 組合 せ に よ る併 用 が,比 較 的 相

乗 作 用 を 得 易 か った.

3)多 剤不 応 症 例 とな った,進 行 性 膀 胱 移 行 上皮 癌患

者 に対 し,VP16十ADMの 併 用療 法 の可 能 性 が示 唆

され た.

今回使用 したT24の 供給を受け ましたJapanCancer

ResearchResourcesBankに 謝意を表 します.ま た,実 験

助手をつ とめ られ た佐藤純子嬢 に感謝致 します.
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