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 The cytocidal effect of 6 anticancer agents on in vitro cultivated KK－47 cells， established from a

human bladder carcinoma， was determined by a colony forming method． Carboquone showed the

most remarkab｝e cytotoxic effects量n tcrms of the assessment of 50 percent Iethal dose in the 2一， and

                                        ナ
24－hour exposures of anticancer agents；3．5×10－3 and l．1×10 3μg／ml． A combined exposure of Uro－

kinase（10CTA u．！ml）， and carboquone（2．0×ユ0－3μg／ml）resulted in a significant decrease of cell

growth as compared wlth the single exposure of carboquone， In add｛tionJ 3H－thymidine uptakes of

the cells wcre remarkably reduced by the combination exposure．

  Based on the results obtained in the experimental studies， a combined intravesical instillation

therapy of carboquone and urokinase fbr the prevention of recurrence of bladder carcinoma was per．

fc）rmed in 17 patients． One Qf the玉7 patie且ts showcd． @a recurrence of bladder carcinoma・The

recurrence rate for 14months after operation was 6．3 percent using an actuarial mcthod． No signifi－

cant side effect was observed． The combined ingtillation thcrapy was considcred a potent usefhl

one for the prevention of recurrence of bladder carcinoma．

緒 ．言

 膀胱移行上皮癌は多中心性発生の傾向が高く，特に

低浸潤度の多発性乳頭状癌では膀胱保存手術後の再発

の著しいことが知られている．このような膀胱におい

ては腫瘍部周辺のみならず，腫瘍から離れた部位にも

carcinoma in situやprecancerous changesヵま広範

に認められ1・2），膀胱癌の外科的治療とともに化学療

法の重要性が認識されるに至っている．特に膀胱腔内

．への抗癌剤注入療法は，膀胱の貯留臓器と．レての解剖

学的特性を利用して高濃度の薬剤を直接癌病変部に作

用させることが可能で，しかも全身投与に比較して

副作用が少ない利点を有するので，今日では広く応

用される傾向にある，注入薬剤としてはthio－TEPA，

mitomycin C，のほか最近ではadriamycin， cytosine

arabinoside， carboquoneなど多くの薬剤が使用され

ており，．それらの臨床成績ではいずれも抗腫瘍および

再発防止効果が認められている．金沢大学医学部泌尿
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器科学教室においても膀胱保存手術後の再発防止を目

的として1971年より8年間におよぶthio－TEPAと

urokinaseの膀胱内併用注入療法を行ない，この治療

法の有効性について報告している3）．抗癌剤の選択に

関しては加藤ら4）も指摘するごとく，これまで泌尿器

科領域の悪性腫瘍においては，もっぱら経験的に薬剤

選択がなされ，膀胱癌細胞や組織に有効に作用すると

思われる薬剤についての基礎的検討がほとんどなされ

ていないのが現状である．感染症化学療法における薬

剤感受性試験のごとく，癌化学療法においても個々の

症例に適した薬剤や，その投与量が予言可能となれ

ば，現在癌化学療法が抱えているいくつかの問題の解

決への手掛りとなり，その治療成績もさらに向上する

ものと期待きれる．現在各科領域で行なわれているヒ

ト癌由来培養細胞利用による抗癌剤の検討は必ずしも

・nv・voの成績に結びついているとは考えられず，多

くの困難な問題を残しているが，一方では将来なんら

かの有力な情報を提供する可能性を有しているものと

思われる．

 今回われわれは当教室において樹立に成功したヒト

膀胱癌由来培養細胞（KK－47）に対する各種抗癌荊の

in vitroにおける殺細胞効果およびurokinaseとの

併用効果について検討を行ない，その成績を基にして

若盛の症例に再発防止を目的としたcarboquoneと

urokinaseの併用注入療法を行なったので，現在まで

に得られた成績を報告し，本注入療法の有効性につい

て考察を加える．

実験材料および方法

L KK－47細胞5）

 1975年，52歳男子の膀胱移行上皮癌（grade I， stage

A）」：り継代培養され株化に成功したものである、そ

の生物学的特性6），凝固・線溶活性7）の成績について

はすでに発表した．現在この株化細胞は20％仔牛血

清（医学生物学研究所，名古屋）を含むHam F12（日

水製薬，東京）を用いて，37℃に密栓し静置され，

順調に継代中で197代を経過している．今回の実験に

は130代の細胞を使用した．

2．各種抗癌剤の殺細胞効果

 すでに報告したごとく8），colony forming method

を用いて抗癌剤の殺細胞作用を定量的に測定した．す

なわちthio－TEPA， blcomycin， NK－631（bleomycin

誘導体硫酸塩），mitomycin C， carboquone， adria－

mycinの6種のdose－dependentと考えられる薬剤を

用い，その濃度およびKK－47細胞との接触時間を変

化して作用させた後，薬剤を洗浄し，mediumを交換し

た．さらに一定時間培養した後，形成されているco－

lony数を計測し，対照に対する生残率を求め濃度反

応曲線を作製した．この曲線より最：小2乗法を用い50

％致死率（LD50）を求め，各薬剤の殺細胞効果を比較

した（Fig．1）．

    cell suspension 40・一・60 cells／mi

    in Ham’s F12＋ 20ele C．S，
           L

 inoculation roO’一soO ceHs／dish and incubation
 at 37 OC for 24 hrs in air ＋ L5 e！o CO2

     ／ x2 or 24 hr exposunes of no exp6sure of

antlcancer agents anticoncer agents

     x ／     5 times washipg wlth mediurn
           J

     incubation for i2・v l5days
           ，

         colony count

Fig． 1． The assay system of cytotoxicity of

    anticancer agents in KK－47 cells．

3，urokinase併用によるcarboquoneの細胞増

  殖抑制効果の測定

 1）細胞成長度測定

 この方法はすでに報告した実験方法9）に準じた．す

なわちFig．2に示すごとく， KK－47細胞をO．1％

pronaseと0・02％EDTAの混合液を加えpipetting

にて遊離させる．このsuspensionに培養液を加え細

胞数を3×104／m正に調整し，組織培養用プラスチッ

クシャーレ，60×15mm（Falcon， Calif， U．S．A．）に

5mlあて分注し，37。C 5％CO2培養器内に静置し

た．logarithmic phaseに入った3日後にcarboquone

（三共製薬株式会社，東京）0．002μ9／m玉単独，uroki－

11ase（株式会社，ミドリ十字，大阪）10 cTA units／ml

単独，carboquone O．OO2 Pt9／mlとurokinase l O CTA

units／mlの併用および対照の4群にわけ，それぞれ薬

剤を添加した．対照には滅菌蒸留水を使用した，2時

間薬剤を接触させ，Hanks液で2回洗浄後，培養液

5m1を加え培養を継続した．6日後に0．1％pronase

o

i

2

5

4

5

（1） Plating of 5xlO4 cells／m：

｛2） Carboquone a urokinase exposure tor 2 hrs

6days ｛5） CeH count

Fig． 2． An experimental program of cell

    growth assessment．
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と0．02％EDTAを加え細胞を剥離しtrypan blue

染色後，血球計算板にてその生細胞数を計測した．各

群は同一条件下にtriplicateにて行なった．

 3）3H－thymidineの取り込み測定

 培養シャーレに3×10．；fmlに調整したKK－47細

胞浮遊液を5mlあて分注し， CO2培養器内に静置し

た． 3日後に前述したと同様にcarboquone単独，

urokinase単独， carboquoneとurokinaseの併用およ

び対照を2時間接触させ洗浄後培養を続けた．6日後

に3H－thymidine（6，7 Ci／mM， New England Nuclear，

Boston， Mass．， U．S，A．）（最終濃度0．5μCi／ml）を6

時間接触させた．Hanks液で2回洗浄後， pronaseと

EDTAにより細胞を遊離し，この浮遊液を遠心した．

さらに5％トリクロール酢酸溶液で2回遠心し，NCS

solubilizer （Amersham Searle Co．， Arlington illinois．

U．S．A．）を1ml加え振盗後，密栓して一昼夜放置し

。

2

5

4

5

6

InPl・†i・g。f 3XIO‘ ce“s／ml

（2） Carboquone ＆ urokinase exposure for 2 hrs

   （5） Administrotion ot iH－TdR（O．5一）CVml｝ for 6 hrs

7 doys （4） Liquid scintillation counter

Fig．3． An experimental progra皿of cellular

    uptake of 3H－thymidine．
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細胞を消化した．これを液体シンチレーションカウン

ター用バイアル瓶に移し，トルエン1，000mlにつき

PPO（2，5－diphenyl－oxazole，和光純薬工業，東京）

4g， POPOP （1， 4－bis［2一（5’一phenyloxazolyl）］一benzine，

和光純薬工業，東京）0．lgを加えたシンチレーター

液10mlを添加して，液体シンチレーションカウンタ

ーLS200 B型（Beckman， Calif．， U．S，A．）にてβ線

のcpmを測定した（Fig，3）．

4．膀胱癌患者に対する膀胱内薬剤注入法

 1）対象は1978年7月より1979年8月までの14カ

月間に金沢大学附属病院泌尿器科へ入院し，膀胱保

存手術を行なった膀胱移行上皮癌17例である．全例

過去に膀胱癌で治療をうけた既往のない新鮮例である
（Table 1）．

 2）薬剤および注入方法

 TUR， TUC，腫瘍切除術，膀胱部分切除術の膀胱

保存手術後，感染の消失を待ってcarboquone（注叡

用エスキノン，三共製薬株式会社，東京）4mgを添

付溶解液に溶かし，urokinase 24，000国際単位に混じ

全量を20mlとし，週1回，5週連続して膀胱内にネ

ラトンカテーテルにより注入した．原則として注入後

2時間排尿を禁止した．以後月1回の注入を1年間続

けることを目的とした．週1回法の終了時点，その後

は3ヵ月に1度膀胱鏡検査，尿細胞診，血液学的検査

を行ない，また必要に応じてX線学的検査により再

発，副作用の有無について観察を行なった．

Table 1． Combined intravesical instillation therapy with carboquone and urokinase．

No． Case Age Sex Method of operatlon
Grade of Stage of

malignancy tumor
Recurrence Follow－up

period （mos．）

 1

2

5

4
5

6
7

8

9

10
11
12
j5
14
15
16
i7

A．K，

K．S．

HK．

A．T．

YM
S．T．

H．！．

AK
S．M

s，o，

T．O．

K．H．

MH
Y．A．

MH．
K．T．

H，O．

Male

Male

Maie

Male

Male
Male

Female

Male

Mde
Male
Male

Male
Male

Male
Fernale

Male

Mole

  TUR
Tumor resection

  TUR
Tumor resection

  TUR
  TUR
  TUR
  TUR
Partial cystectomy

  TUR
  TUR
  TUR
Partial cystectomy

  TUR
Pt］rtial cys士㏄めmy

Tumor resection

Fb「？k闘cys↑ecきorrツ

口

ll

I

工

E
工

ll

工

u

皿
五

皿
ll

I

五

皿

A
o
o
o
o
o
A
o
o
B巳

A
B巳

A
o
o
A

A

｛一）

（一）

（”）

｛一）

（一）

｛＋）

｛一）

（一）

（“）

（：一）

（一）

（一）

（一｝

ト｝

（一）

（一｝

c一）

 8

口

io
 9

 9

 7

14

12

12

JO
g
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 2x

 9

 5

 5
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if Witbd rawn



686

成

1．各種抗癌剤の殺細胞効果
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  この成績についてはその概略をすでに発表し8），ま

た詳細についても発表予定であるので，ここでは簡単．

に結果についてのみ述べる．各薬剤の2時間および24

時間接触のKK47細胞に対するLD5G値はTablc 2

に示すごとくである．2時間作用ではthio－TEPA，

bleomycin， NK631がそれぞれ7．6μ9／ml，2．4μ9／m1，

2・0μ9／mlと高濃度でLD5。値を示し，以下mito一

・nycin C， adriamycinと順次1けたずつオーダーが

下がり，最も低濃度でLD5D値を示したcarboquone

は3・5×10－3μ9／mlであった．24時間薬剤作用でもほ

ぼ同様の傾向を示しcarboquoneが1．1×10－3μg／m1

と最も低い値を示した．

2．uroki皿ase併用によるcarboquo・・eの細胞増

  殖抑制効果

 上記の成績よりKK－47細胞に対して最も強い殺細

胞効果を示したcarboquoneを選択した．臨床的に薬

剤の膀胱内貯留拝聞が2時問であることを考慮し，ま

た2時間接触時のLD，。値を参考としてcarboquone

の濃度を2．0×10－3μ9／mlとした． urokinaseは10

CTA units／mlの濃度ではKK－4－7細胞の増殖に：対す

る影響は認められず，102CTA units／mlでurokinase

単独による細胞増殖抑制作用が認められたことから，

その濃度を10CTA units／mlとし実験を行なった9）．

 1）細胞成長度測定

 対照の生細胞数は64．4±4．6×104／mlであり， uro－

kinase群は60・4±3．8×1041ml， carboquone群は56，9

±4．3×104／mlであった．一方carboquoneとuro－

kinaseの併用群においては44．8土3・6×104／mlとな

り，carboquone単独に比しurokinaseとの併用では

有意（P＜0・025）の細胞増殖抑制効果が認められた

（Table 3）．

 2）3H－thymidine取り込み測定

 Table 4に示すごとく，3且・thymidineの取り込み

量は対照で86，956．0±6，749．3cpm， urokinase投与で

は83，533・0±：6，481．5 cpmであった． carboquone単

独投与のそれは．59，449．3±2，577．4 cpmでurokinase

併用では55，044・3±1，441．5 cpmであり， carboquone

単独投与に比較してurokinase併用では3H－thymi－

dineの取り込み低下の傾向が見られた．

3．carboquoneとurokinase併用注入療法治療成績

 症例はTable正に示すごとくで男15例，女2例で

あり，その年齢分布は41～75歳（平均62．5歳）であっ

た・病理組織学的には全例移行上皮癌でIow stage，

正ow gradeを示すものが大部分を占めた．． T1回の連
続注入を終了後追跡不能となった1例以外は全例注入

療法を継続中である．観察期間に再発を認めたものは

1例で術後2ヵ月目であった．この症例はgrade I，

Stagc OでTURが行なわれており，切除部位に隣接

し再発を認めた．本療法の再発率をactuarial method

により算出すると術後14ヵ月までの再発率は6．3％で

あった（Table 5）． carboquoneの副作用としておも

に膀胱刺激症状が報告されているが，現在までこれら

の症状を訴えた症例は認められなかった．末梢血白血

球数に関しては1例に注入初期2700／mm3と減少を

認めたが，この症例は注入療法前にadriamycin， car－

boquone，5－Fuの全身投与がなされており，注入療法

によるものとは考えられなかった．現在も月1園の注

入を継続申であり白血球数も6400／mm3と回復して

いる．そのほかcarboquoneに起因すると思われる全

身的，局所的な副作用は認められなかった．

Table 2． LDso of anticancer agents in KK－47

cells．

exposure time
LD．（．pg／m1）

2hr 24 hr

Thio－TEPA
BIeomycin

NK 631

Mitomycin C

Adriamycin

Carboquone

 7．6

 2．4

 2．0
4．6xJO噛i

3．【xlO薗2

3．5xio’3

 1．0
2．9xlO’1

   －12．OxlO

25xso－i
1．OxlO－2

1，lxto’5

Table 3． Growth inhibitory effects of the use

     of carboquone and／or urokinase on

     KK－47 cells．

Nvmber of cells

（xlO4 ceIls／m1）

Control

Urokinase （IO CTA units／m 1 ）

Ca rboquone （ 20 x L O－5，vg／m 1 ）

Carboquene 十Urokinase

64．4 十 4．6

60，4 十 3．8

56．9＋4．5

44．8＋ 5．6

Table 4． Combined effects of carboquone and

     urokinase on 3H－thymidine uptake

     of KK－47 cells．

Radiooctivity（cpm）

Controi
Urokinose｛IO CTA unlts／rni｝

        づCarboquone｛2．OXIOメ」g／ml）

Carboquone 十 UrokinGse

86，956．0士6、749．3

85，533．O士6，481．5

59，449．5 ± 2，577．4

55，044．5 ± 1，44 1．5



Table 5．

三崎・ほか：Carboquone urokinase併用注入療法

Recurrence rate following combined intravesical instillation therapy with

carboquone and urokinase （actuarial method）．
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        Without

｛離しl？搬ipg占欝ce塁lll。nce W・hd・・w・

        interval

    PersonWithout
     mos．
recurrence expo＄ed

Recurrence

．rate

Recurrence
rate at end

of intervat

 O一一5

 4一一6

 7一一9

10一一i2

／5－i5

17
14
12

7

1

1

0
0
0
0

1

o
o
o
o

i

2

5

6
t

16．0

13． 0

9．5

4．O

O．5

6．5

0
0
0
0

6．5

6．5

6．5

6．3

6．3

考 察

 新しい抗癌剤の開発と相伴って，おもに多剤併用療

法により癌治療成績の向上が得られつつある．しかし

組織型の異なるものでは全く効果を示さなかったり，

同種の組織型においても患者の全身状態や癌進展時期

により，また同一の思者においてさえ投与時期や投与

方法により薬剤にする反応が異なり，癌化学療法の困

難性を痛感させられることもしばしばである．このよ

うに個々の癌組織，細胞は薬剤に対して異なった感受

性を有することが推定され，従来の経験的な薬剤選択

ではなく，各組織型ないしは個々の癌患者に対し感受

性の高い薬剤の選択が望まれている．

 抗癌剤の感受性測定法としては相川。，in vitroの2

種類の方法があり，これまで多くの報告が見られる10）．

in vivoにおける方法は薬剤の組織内濃度・吸収，宿主

の組織構造の介在，宿主組織による薬剤の活性・不活

性化が問題とされている．これに対してinび痂。では

癌細胞と薬剤が確実に接触するため，その直接の作用

を見ることが可能である11）．膀胱癌においても近年ヒ

ト膀胱癌組織培養を利用した薬剤感受性，殺細胞効果

が検討きれつつあり4・12），特に膀胱内注入療法におい

ては癌組織が薬剤と直接に接触するため，in vitr・にお

けるこれらの成績が臨床的効果と関連することが期待

されるかもしれない．加藤ら4）はT24細胞株を用い

14C－leucine取り込み法により12種の抗癌剤の効果を検

討し，carboquone， neocarzinostatin， actinomycin D，

mitomycin C， adriamycinおよびchromomycin A3

の6剤にきわめて高度の細胞障害が認められたと報告

している．われわれのcolony f（）rming methodを用

いた成績でもやはりcarboquone， adriamyclnに高い

殺細胞効果が認められた．Carter and Wassermani3）

によれば現在用いられている抗癌剤の中で膀胱癌に対

し全身投与により効果の期待できる薬剤はadriamy－

cin，5－FU，mitomycin Gであるとされている． carbo一

quoneはまだ開発も新しく系統だった膀胱癌に対する

全身投与の成績が得られていないのが現状のようであ

り，その効果については不明である．現在われわれは

進行性膀胱癌や膀胱全摘除術前の症例にcarboquone，

adriamycin，5－FUの併用全身投与を行ない，その効

果について検討中である．

 一方緒言でも述べたごとく，膀胱癌化学療法におけ

る膀胱腔内抗癌剤注入療法は明らかに有効な治療法と

して認められるところである．その適応は多発性，表

在性の移行上皮癌で，欧米では主としてthio－TEPAi4）

が使用され，本邦ではmitomycin． Cls）， adriamycini6）

の使用報告が多い．carboquoneに関しては最：近本邦

における報告が増加しており，土田ら17）は7例中5

例に腫瘍の消失ないしは縮小を認め，小幡ら18）は50例

中完全消失4例，縮小25例，無効16例であったと述べ

ている．加藤ら4）も9例中6例に抗腫瘍効果を認めて

おり，また8症例の定期的注入療法において，22～25

ヵ月間の観察期間中再発を認めたものは1例であった

と述べている．われわれの場合観察期間がまだ短く症

例数も充分ではないため明確に論ずることはできない

が，現在までのところわれわれがこれまで検討してき

たthio－TEPA， cytosine arabinosideにおける成績3）

に勝るとも劣らない効果が期待できそうである．ちな

みにFig．4はthio－TEPAおよびcytosine arabino－

sideとurokinaseの併用注入療法における24ヵ月ま

での成績とを比較したものである．

 一般に担癌生体は低線溶，過凝固状態にあるといわ

れ，臨床的にも癌患者における血栓形成やDICの発

生が高頻度に認められている．当教室におけるこれま

での研究においても膀胱癌組織，膀胱癌細胞および膀

胱癌由来培i養細胞はfibrinolysis inhibitor dominant

な状態にあることが明らかにされており19・20），抗癌剤

の膀胱内注入に際してactivator優位な状況にし抗癌

剤の効果を増強させる目的でurokinaseの併用を試

み，その基礎的，臨床的効果を検討してきた．今回さ
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Fig． 4． Rates of recurrence following intravesical instillation therapies．

らにcarb・qu・neとの併用においてもKK－47細胞

増殖抑制効果の増強が認められ，この併用効果の機

序についてはさらに実験の追加が必要であるが，

urokinaseとthio－TEPAについての検討結果9）から

推定すると，urokinaseのplasminogen活性化によ

り細胞膜透過性が血温し，その結果carboquon6の制

癌効果が増強したものと考えられた．

 carboquoneの膀胱内注入による副作用に関しては

膀胱刺激症状がおもで全身的なものは比較的少ないと

されているが，まれには白血球減少17）やアナフィラキ

シーショック21）の報告例も散見される．また安藤ら22）

は局所的副作用として膀胱萎縮をきたした3例を報告

し，うち1例は非可逆的経過をたどり膀胱全摘除術を

施行している．彼らはこれらの経験よりcarb・quone

の溶液濃度を250mcg／ml以下とし，総投与量50 mg

以上では特に排尿回数に注意を払うべきだとし，また

副腎皮質ホルモンの併用注入などの副作用防止につい

て述べている．幸いにもわれわれの注入療法において

はこれら刺激症状や白血球減少などのcarboquone注

入に起因すると思われる副作用は全く認められず，現

在までに注入療法を中断した症例はなかった．われわ

れの場合1回注入量も4mgと少なく，注入液lm正

あたりの濃度も0．2mgと低濃度であり，また投与間

隔も5回までは週1回，以後月1回で継続しており，

あるいはこの投与方法（low dose， Iow concentration，

long圭hterval）が副作用の防止に役だったのかもしれ

ない．今後さらに症例数を重ね臨床的に優れた効果と

副作用の少ない投与方法を検討していきたいと考えて

いる。

結 語．

 ヒト膀胱移行上皮癌より継代培養されたKK－47細

胞を用い，各種抗癌剤の殺細胞効果およびurokinase

の併用効果をin vitroにおいて検討し，さらにその成

績をもとに膀胱保存手術後の再発防止を目的とした膀

胱腔内注入療法を行ない，以下の成績を得た，

 1．colony f（）rming method lこよる各種抗癌剤の

感受性測定の結果，carboquoneの2時間，24時間接

触時のLD5・’値において最も高い殺細胞効果が認めら

れた．

 2．carboquone（2．0×10－3μg／ml）の2時間作用

時の細胞成長度測定において，urokinase（10GTA

units／ml）の併用により有意の細胞増殖抑制効果が認

められた．また3H－thymidineを用いた場合，その取

り込み量の減少傾向が認められた．

 3．in vitroの成績よりcarboquone 4 mgとuro－

kinase 24，000国際単位の併用注入療法を17例の膀胱

癌患者に施行した．14ヵ月の観察期間中，再発を認め

たものは1例で再発率は6．3％であった．carboquone

に起因すると思われる副作用は認められなかった．

 以上より，carboquoneは膀胱内注入療法における

有効な薬剤の1つになりうるものと考えられた．

 本論文の要旨は第17回日本癌治療学会総会において発表し
た．
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