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　　　　To　 establish　 a　useful　 combination　 chemotherapy　 of　advanced　 renal　 cell　carcinoma,　 I　determined

the　 optimal　 design　 of　therapeutic　 schedules　 with　 an　 in　nitro　experimental　 model.　 At　 first,　I　deter-

mined　 the　 chemosensitivity　 of　the　 NC-65　 cell　line　 established　 from　 human　 renal　 cell　carcinoma.　 The

method　 used　 is　an　 original　 growth　 inhibition　 test　 which　 traces　 the　 cell　 growth　 in　 the　 same　 area

by　 photography.　 This　 method　 can　 be　 completed　 in　a　short　 term　 and　 cell　growth　 inhibition　 rate　 eval-

uated　 sequentially　 and　 precisely　 as　 well.

　　　　Among　 8　 tested　 drugs,　 vincristine(VCR),　 adriamycin(ADM)and　 carboquone(CQ)were　 the

most　 effective　 drugs.　 The　 effect　 of　these　 three　 drugs　 on　 cell　cycle　 traverse　 was　 estimated　 by　 flow　 cy-

tometry.　 With　 all　of　these　 three　 drugs,　 at　a　concentration　 which　 inhibits　 cell　growth　 less　than　 50%,

an　 accumulation　 of　 cells　in　 the　 S　and　 G2-M　 phases　 was　 observed　 12　 hours　 after　 the　 exposure　 to

the　 drugs.　 Although　 24　 hours　 later,　 the　 histogram　 showed　 the　 increase　 in　cells　 of　a　GI　 phase　 and

decrease　 in　 G2-M　 cells,　 followed　 by　 the　 cell　progression　 partially　 synchronized.　 The　 tendency　 was

the　 most　 characteristic　 in　 VCR　 although　 it　was　 not　 so　 significant　 in　 CQ.

　　　　Effectiveness　 of　the　 simultaneous　 or　 sequential　 combination　 of　 two-drugs　 was　 compared　 to　the

ca[culated　 expected　 effect　 using　 the　t-test.　 At　 a　low　 conccntration　 which　 inhibits　 cell　 growth　 32%

(IC　 32),　 most　 of　the　 combination　 groups　 showed　 a　weak　 effect.　 Sequential　 treatment　 at　 12-hour

intervals　 such　 as　 with　 VCR-ADM,　 CQ-VCR,　 CQ-ADM,　 were　 considered　 more　 effective　 than　 that

of　a　24-hour　 interval.

　　　In　 the　medium　 concentration　 which　 inhibits　 cell　growth　 50%(IC　 50),　 si-nultaneous　 administration

of　ADM　 and　 CQ　 showed　 a　 relatively　 high　 inhibition　 rate.　 Sequential　 treatment　 of　 CQ　 followed

by　 VCR　 was　 the　 most　 cytotoxic.　 Comparison　 of　sequential　 administration　 schedules,　 administration

at　 12-hour　 intervals　 showed　 a　 higher　 inhibition　 rate　 than　 that　 of　 a　24-hour　 interval,　 in　 the

combination　 of　VCR-ADM,　 CQ-ADM.
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　 腎 細 胞 癌 は 初 診時 す でに 遠 隔 転 移 を 有す る もの が約

30%を しめ1・2),腎 摘 除 術 後 に 転移 が 出現 す る 症 例 も

加 え る と約 半 数 が 転移 を有 しz),し か も この よ う な 進

行 した 腎 細 胞癌 の 予後 は きわ め て 不 良 で あ る1-4).化

学 療 法 も従 来 か らさ ま ざ まな 方 法 で行 な わ れ て き た

が,い まだ,適 切 な 治療 法 は 確 立 され る に至 って い な

いa'8》.近 年 イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 有 効 性 が 注 目 さ

れP,11).ま た 新 しい観 点 に 立脚 した免 疫 療 法 剤 も試 み

られ て い るがL2・13),そ の有 効 性 は 当初 期 待 され た ほ ど

の もので は な く,再 度 化 学 療 法 の検 討 に 関 心 が 高 ま り

つ つ あ る.と く に 近 年in　 U71YOお よびin　 UtUOで の

薬剤 感 受 性 評価 シス テ ムが 進 歩 し,臨 床 へ の フ ィー ド

バ ッ クが 比 較 的 容 易に な った こ とも背 景 の ひ とつ に 挙

げ ら れ る で あ ろ う.な か で も1977年Salmon&

Hamburgerら14)に よ り開 発 さ れ たhuman　 tumor

cell　colony　 forming　 assayは 臨 床 効 果 と高 い相 関 を

もつ 抗 癌 剤 ス ク リー ニ ン グ法 と して,と くに 腎細 胞 癌

にお いて は 高 い コRニ ー形 成 率 が 得 ら れ る た め,近

年,諸 家 に よ り多 くの 報告 が な され て い る15～17).こ

れ に よる と,腎 細 胞 癌 に お い て も,従 来 考え られ た ほ
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rig.1.　 Microphotographic　 view　 of　 NC-65

　 　 　 　 cells.　 　Polygonal　 epithelial　 cells

　 　 　 　 cover　 the　 plastic　 vessels.　 　Reduced

　 　 　 　 200times　 by　 a　pbasecontrast　 micro-

　 　 　 　 scope.

Table　 1.　 Biological　 characteristics　 of　 NC-

　 　 　 　 　 65　 cells.

Origin　 Renel　 cell　 carcinoma

　 　 　 　 6アyo　 male

　 　 　 (moderately　 differentiated　 granular　 cell　 carcinoma)

Dete　 of　 establishment　 June　 1976

Doubling　 time:25.8　 hr

Mode　 of　 chromosome:61(b2^-66))

Plating　 efficiency:86.74　 t　6.76

Heterotransplentetion:(f)

ど有 効 薬 剤 は皆 無 とい うので は な く,投 与 法 を い ま一

度 吟味 す る価 値 の あ る 薬 剤 も知 られ て い る.

　 しか し,従 来 の 制癌 剤感 受 性 試 験 で は,固 形癌 に対

して,薬 理 学 的特 性 を も考 慮 した 併 用療 法 の 検 討 は 困

難 で あ り,報 告 は 少 な い18).in　 UitYOで のcell　 kinc-

ticsか らみ た 薬 剤 の効 果 検 討 は,　 in　UIUOよ りも容 易

か つ 正 確 で あ り,臨 床 応 用 へ の 貴 重 な基 礎 的 デ ー タを

提 供 す る も ので あ る.と くに,従 来radio　 autogra-

ph(RA)に よ り行 な わ れ て きた 細胞 回転 の研 究 は,

flow　cytometry(以 下FCM)の 開 発 に よ り,近 年

飛 躍 的 な進 歩 を遂 げ て きた19).そ こ で 今 回著 者 は ヒ ト

腎 細 胞癌 継 代 培 養 株NC-65細 胞 を対 象 に,ま ず独 自

の 工 夫 を加 えた 薬 剤 感受 性 試験 を用 い て 有 効 薬 剤 の

ス ク リー ニ ングを 行 な い,こ れ らの薬 剤 を どの よ うに

併 用 すれ ば最 も 効 果 的 で あ る か を,FCMを 用 い

cell　kineticsの 面 か ら も検 討 した の で 報告 す る.

材料ならびに方法

　 細 胞

　 実 験 に 使 用 した 培 養 細 胞 は,1976年Hoehnら201

に よ って,67歳 男子 腎細 胞 癌患 者 の 原発 巣 よ り樹 立 さ

れ たNC-65細 胞 で,培 養 皿 上 で 単 層 に 増 殖 す る

(Fig.1).そ の 生物 学 的特 徴 を,　Table　 lに 示 す が,

こ の細 胞 のplating　 efficiencyは 比 較 的 低 く,少 数

の 細 胞 を培 養す る コ ロニ ー形成 法 に は不 適 当 で あ る.

細 胞 は]0%FCS添 加Eagle's　 MEM(大 日本 製 薬,

東 京)を 基 本 培 養 液 と し,通 常,1週 間 ご とに0.25%

ト リプシ ン(阪 大 微 研)処 理 後,フ ラ ス チ ・・クシ ャー

レ(Corning　 25010)を 培 養 皿 と して,5%Co2環

境下 に て継 代 培 養 され た.

　 実験1

細 胞増 殖 曲線

　 上記 の直 径6cmの 培 養皿 の培 養 面 に,　 Aか らPま

で,560μm四 方 の 計16区 画 の桝 目を 刻 印 し,NC-65

細 胞 をlxlO4/mlの 単 離 細 胞 浮 遊 液 と し,均 等 に 接

種 した.A群 と して,シ ャー レ7枚 に つ い て,連 日7

日 目ま で写 真 撮 影 し,観 察 区域 内 の増 殖 比 率 を 算 出 し

た,B群 と して,無 作 為 に連 日7枚 の シ ャ ー レを取 り

出 し,細 胞 剥 離 後,ト リパ ン ブル ー不 染 の 生 細 胞 数 を

血 球 計算 盤 に て 計 算 し,増 殖 率 を 求 め た.A,　 B　2群

の増 殖 比 率 の 乎 均 値,お よび標 準 偏 差 を 求 め ,片 対数

グ ラ フ上 で 比 較 した.

　 実 験2

有効 薬剤 の 選 定

a.薬 剤

　 計8種 類 の 薬 剤 に つ い て,臨 床 投 与 時 の 末 梢 血 中濃
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度 を 参 考 と して,濃 度設 定 の予 備 実験 の後 に,1薬 剤

に つ い て5段 階 の 濃 度 に つ い て実 験 を 行 な った(Ta-

Lyle　2).

b,方 法

　 Fig.2に 示 す ご と く,　l　x　lO4/ml　 flhlの細 胞 を 接 種

し,48時 間 後 に薬 剤接 触 前 の観 察 区 域 内 を あ らか じめ

写 真 撮 影 した のち,各 薬 剤 を2時 間,あ るい は24時 間

接 触 し,phosphate　 bufferd　 saline,　 Ca・Mg　 free

(以 下PBS(一))で 洗 浄 し,培 養 液 を3ml加 え静

置培 養 した.薬 剤 接 触96時 間 後,こ の 区 域 を写 真 撮 影

し,薬 剤接 触 前 後 の フ ィル ムを比 較 し,薬 剤接 触 前 に

3

比べ 明 らか に 増 殖 を 示す コYニ ー 内の 細 胞 数 を 数 え,

対照 群 に対 す る増 殖 比 率 を算 出 し,こ れ を 片対 数 表上

にplotし て,　dosc　 rcsponsc　 curveをf'r=成 し た.

得 られ た 曲 線 か ら,50%増 殖 抑制 す る 濃 度(以 下

IC50)を 算 出 し,　in　U7UOに おけ る マ ウ スのLD50

との 比 を有 効 係 数(以 下EI)と し,臨 床 的 な有 効 性

を 示 竣 す る指 標 と した.実 験 は原 則 と してtriplicatc

で3回 繰 り返 し,平 均値 お よび 標 準 偏 差 を 求め た.

　 実験3

各 薬 剤 の細 胞 回 転 に 及 ぼす 効 果

　 実験2でEIが 大 き く有 効 と考 え られ たv三ncris一

Table　 2.　 Drugs　 used　 in　 chemosensitivity　 test.

Concentration

Drug

24hr　 exposure(mcg/ml) 2hr　 exposure(mcg/ml}

Carbezilquinone

5-Fluorouracil

Methotrexate

(CD)　 　 　 5x10-*.7.5x10-*.10-3.2.5x10-3.5x10-3　 　 5x10-3.10-2.2.5x10-2.5x10-2.1

(5-Fu)　 　　70-'.5x70-'.　 1.　5.　75

(MTX)　 5x10-z.10-x.5x10".1.5

Nimustine　 hydrochloride(ACNU)　 5x10-'.　 7.5x10-'.　 1.　5.　70

Doxorubicin

Mitomycin　 C

Vincristine

CisDletin

(ADM)　 5x10-*.7.5x10-*.10-3.5x10-3.10-z

(MMC)　 10'3.5x10-3.10-2.5x10-2.10-'

＼
10-'　 5x10-'.　 1.　 5.　 10＼
5x10.3.　 10-2.　 2.5x10.2.　 5x10,2.　 10-1

10-2.　 10".　 5x10"　 　1.　5

(VCR)　 　 5x10-4.7.5x10・4,10冒3.2,5x10-2.5x10-3　 　 io-3,5x10-3.10幽2.2,5x10.2,5x10曽z

(CDDP)　 10'2.5x10-2.10幽1.5x10'1　 1 5x10-'.　 1.　 5.　 10.　 50

A-P

Photo
celI

0

count　 一 需

q-p　 　 96h

PFwto

cell　 count　 -一 一一7

Cell　 inoculation　 　 lx10'ノml

　 　 　 　 　 　 　 in　MEM　 medium

　　↓　 　 　 　 　 　 　 containing　 10%FCS

Incubation　 for　 48　hrs

　　↓

　 eC

難
　 ON

Addition　 of　 antitumor　 agents　 et　 several　 concentration

!incubation　 land/or　 24　hrs

Linse　 with　 PBS(‐)

Addition　 of　 medium

incubation

L…Percent・ 一 ・(
、testontrol)

　 　 　 　 、C50

　 　 　 　 　i

　 　 　 Effective　 Index

Fig.2.　 Assay　 system　 of　 cytotoxicicity　 Uy　 drugs .
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tine(VCR),　 adriamycin(ADM) ,　 carboquone

(cQ)の3剤 に つ い て,　FCMを 用 い,各 薬 剤2時

間単 独接 触 で増 殖 を 約32%抑 制 す る低 濃 度 群(VCR

I×]0-2/ml ,　ADM　 2×lo-2/ml,　 CQ　 1.2×10-2/ml)と,

約50%抑 制 す る中 濃 度 群(vcR　 i.s×10-z/ml,　 ADM

3xlo-21m1,　 CQ　 1.8x10-2/ml)の2種 類 の濃 度 に お け

る薬 剤 接 触 後 のDNAヒ ス トグ ラムの 継 時 的変 化 を 検

討 した.方 法 は,Fig.3の ご と く,細 胞 数 を5×104/

mlに 調 整 し,培 養 フラ ス コ(Corning　 25100)に 細

胞 浮 遊 液6mlを 入 れ 培 養 した.培 養48時 間後 に,そ

れ ぞれ の濃 度 の薬 剤 を2時 間接 触 させ,PBS(一)で

洗 浄後,培 養 液 を加 え,静 置 培養 した,そ の後,12時

間 あ る いは24時 間 ご とに 細 胞 を トリプ シ ンで剥 離 し,

30%,50%MEOHで 固定 し,　 RNase(0.1%Sig-

ma)処 理,　propidium　 iodide(PI.　 Hocchst)染 色

を 行 な い,40mcmメ ッシ ュで ろ過 し,　FCM用 検 体

と し た。 使 用 し たflow　 cytometerはBIO/PHI-

SICS　 480Aで,得 られ た ヒス トグ ラ ムか ら,　Baisch

ら2Dの 方 法 に 準 じ,各 周 期 の 比 率 を 算 出 した.実 験 は

3回 繰 り返 し,各 周 期 の比 率 は そ の 平均 値 で あ らわ し

た(Fig.3).

　 実 験4

薬 剤 の 併用 効 果 の 検 討

　 VCR,　 ADM,　 CQの3剤 を 用 い,2剤 同 時 あ る い

は 時 間 差接 触 に よ る増殖 抑 制 効 果 を,低 濃 度 群 と中濃

mu

O

d
aE

z

Cell　 inoculation　 5×10/11Q　 MEM(10%FCS)

　 　 f　 　Incubation　 48　hrs

Addition　 of　anti-tumor　 agents　 at　several　 concentrations

　 　 j　 　Incubation　 2hrs

Medium　 change

　 　 f　 　Incubation　 6,　 12,　 24,　 36,48,　 12　hrs

Cell　 suspension(0.25%Trypsin)

　 　 亭

RNase　 treatment

　 　 a

Propidium　 Iodide　 Solution

　 　 a

　 F.C.M.

　 　 2C　 　　4　C

　 DNA　 contents/cells

馬 。・Gll　Sド ・+MI

　 　 皿〇　 四 　囲

Fig.3.　 Method　 of　 FCM　 analysis.

度群に分け比較検討した。実験3の 結果か ら,時 間差

接触では1剤 接触後,そ の細胞周期の変化が著明な12

時間,お よび24時 間後に他剤を接触させ,初 回薬剤接

触後96時 間で効果判定を行なった.こ れ らの結果を推

計学的に比較するために,次 のような方法で検討を行

なった.第1に,得 られた増殖比率は,対 照群に対す

る・・一セントであらわされ(percent　 growth,　P.G・),

これ らの値を正規分布として比較する必要 があ るた

め,個 々の増殖比率をFisherの 逆 正弦変換をもちい

角変換 し,そ の平均値と標準偏差 を求め た(Arcsin

VP.G.).第2に,時 間差接触の有効率を比較する場合,

培養から薬剤接触までの時間で増殖率が異なるものを

比較することになるため,培 養後48時 間,60時 間,72

時間後にそれぞれ単独で接触させた場合での対照群に

村する増殖比率およびそれらを角変換した値をあらか

じめ測定した。この各薬剤単独での効果の積をそれそ

の条件下での期 待値(expected　 effect)と し,実 際

に実験で得られた値 との差を,併 用による有効性の指

標(combination　 value)と した.さ らに,各 併用法

における比較を,対 応の無い場合のt検 定で,i%以

下の危険率で有意に増殖が抑制された組合わせのみを

有用(significance)と して示 した.

結 果

実 験1　 細 胞 増 殖 曲 線(Fig.4)

　 1×104/mlの 細 胞 を培 養 した場 合,培 養 後24時 間 の

lag　phaseを お い て,48時 間 後 よ りlogarithmic

phaseに 入 り(倍 加 時間:25.6時 間),144時 間 後 に

は,stationary　 phaseに 達 した.写 真 撮 影 に よ り増

殖 率 を 算定 したA群 に お い て は,培 養 後24時 間 か ら

144時 間 ま で,細 胞 を 剥 離 後生 細 胞数 を 算 定 し たB

と非 常 に よ く相 関 した 増 殖 率 を示 した.前 述 の と う り,

培 養 後144時 間 以 降 で は,増 殖 はplateauと な るの で,

以下 の実 験 では 培 養 後48時 間 に薬 剤 を接 触 させ,培 養

144時 聞 後 に お け る細 胞 の増 殖 率 を 比 較す る こと に し

た.

実 験2　 有 効 薬剤 の選 定(Fig.5a,b,　 Table　 3)

　 す べ て の 薬 剤 にお いて 濃 度 依 存性 に増 殖 抑 制 が み ら

れ た.な か で もVCR,　 ADM,　 CQの3剤 は,2時

間 接 触 で も24時 閥 接 触 に お い て も,低 濃 度 領域 か ら著

明 な増 殖 抑 制 効 果 が み られ た.こ のほ か,mitomvcin

C(MCC)が2時 聞 接 触,24時 間接 触 で も高 い 増 殖

抑制 を示 した.cisplatinum(CDDP)は,24時 間 接

触 で比 較 的 強 い 抑 制 効果 を示 した の に反 し,2時 間 接

触 で は 軽 度 で あ っ た.methotrexate(MTX),5・

fluorouracil(5-FU),　 nimustine　 hydrochloride
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(ACNU)の3剤 では24時 間接触でも高濃度領域で僅

かに増殖抑制がみられたのみで,感 受性 は低か った

(Fig.5).　IC50を み ると,　VCR,　 ADM,　 CQ,MMC,

MTXで は,2時 間接触では24時 間接触の10～20倍 の

濃度を要したが,CDDPは 約100倍 の濃度を要した.

EIは,　 VCR,　 ADM,　 CQの3剤 で24時 間接触,2

時間接触のいずれにおいても高値を示し,本 細胞のこ

れら3剤 に対する高感受性が証明され た(Table　 3)・

実験3　 各薬剤の細胞回転に及ぼす効果(Fig.6,7)

　単独で増殖を約32%抑 制する低濃度群では,3剤 と

も12時 間後にS期 からG2・M期 の軽度の増加を示し,

24時 間後には逆にG1期 は増加 しS期,　 G2-M期 の

比率は減少した.VCRで は とくにG2-M期 細胞の

比率の変化,ADMで はS期 細胞の比率の変化が顕

著であった.CQは12時 間後に,　G2-M期 の増加に

ともないS期 も軽度増加するが,24時 間後では対照群

と比べ,軽 度のS期 減少を示すのみであった.36時 間

以降では対照群とほぼ同様の波形を呈した(F三9。6).

　単独で増殖を約50%抑 制する中濃度群では,低 濃度

群でみられた細胞周期の変化はより顕著となった.12

時間後でVCR,　 ADM,　 CQの 順Y`G2-M期 への強

い集積を示 し,24時 間後では逆に この順にS期,G2

M期 の減少を示した。VCR.で は,36時 間 後 にG1

期 の増加,G2-M期 の減少を示 した後,48時 間 か ら

72時 間 にかけS期 の軽度の増加を認めた.ADM,　 CQ

では,36時 間後にG1期 の増加,　 G2・M期 の減少を

示 し,72時 間後には再び対照と同様の波形 となった

(Fig.7).

Table　 3.50%growth　 inhibition　 concentration

　 　 　 　 　 in　nitro(IC50)and　 effective　 index.

　 　 　 　 　 (EI=LDso　 in　vivo¥ICso　invitro)

Drup

IC60

in　vitro
LD　60 E什畝1》●Indg翼

　 (E・1)

2hr unr in　 viva 2hr 24hr

　 　 1.8x70'2　 　1.9xlO'3　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 6
.O　mp/kq　 　333.3　 　3158CD

　 　 　 m㎎ ノml　 　 mo9/ml

ACNU/5.665　 mp/kp/11.2
mop/ml

　 　 3.Ox　 10"　 　2.1x10"
ADM　 　　　　　　　　　　　　　　　　 9.8　 rr旧ノkp　 3267　 　 46657　 　 　

mop/ml　 　 mcp/ml

MMC　　 　
mcq/ml

7.1x10-'　 8.6x10-'

mw/ml
5.O　 ㎎ ノky　 7.0 58.2

6FU/52262mp/k9/50.4mtg/ml
　 　 5.2MTX

　 　 　 mpg/ml

　 　 1.6x10"VCR

　 　 　 m㎎ ノml

　 　 104CDDP

　 　 　 mcg/ml

6.2%10甲 璽

m㎎ ノml
180ma/ka　 　34.6　 　　 2903

1.7刈0'3　　 　 　 2
.1　 mp/kp　 　131.3　 　　1235

mop/ml

9.4x10"　　 　 　 17
・BRW/k7　 　1.7

mop/ml
189.4

実験4　 薬剤の併用効果の検討(Table　 4～6)

a.低 濃度群

　Dose　 response　curveよ り,培 　X48時 間で薬剤

を単独で接触 させた場合,32%増 殖抑制を示す濃度は,

Table　 4,　 Relative　 growth　 rate　 (percent　 growth　 P。G.)at　 Iow　 concentration　 group-a

　 　 　 　 　 and　 middle　 concentration　 group‐b.

　 　 　 　 　 After　 48　 hrs:Drug　 exposure　 48　hrs　 after　 cell　 seeding

　 　 　 　 　 After　 60　 hrs:Drug　 exposure　 60　 hrs　 after　 cell　 seeding

　 　 　 　 　 After　 72　 hrs:Drug　 exposure　 72　hrs　 after　 cell　 seeding

　 　 　 　 　 Aresin》 配=sin-1》 再

Concentration

After　 48　hrs After　 80　hrs After　 72　hrs

Group　 　Drug　 　 　 　 　 　 　
鵬G9!ml Percent　 Growth

.__.　 Aresin　 P.　G
　 (P.G)

Percent　Growth　 　 　 　 　 　
Aresin　 P.　G　 (P

.G)

Percent　 Growth　 g
resin　 P.　G　

(P.G)

VCR　 　　　 lx10-2

e　 　 ADM　 　　2×10-2

CD

88.2434.83　 　　　　56.84:2.88

87.48t4.72　 　　　　55.28　 x　2.99

t2x10■2　 　　　　69.50土4.28　 　　　　56.52土2.63

70.32x5.19

88.84x8.23

89.81s6.33

57.01x3.22

56.95:3.88

58.89t3.30

71.62ま8.23

72.8635.46

70.35x7.13

57.51t3.86

58.61x3.38

58.26t4.42

VCR　 　　　1.6x10.2　 　　　63.3314.58　 　　　48.9212.84

b　 　 ADM　 　　3x10'Z

CO

53.83t4.87　 　　　　　47.09　 x　2.81

1.8x10-z　 　　　　62.81　 t　4.70　 　　　　48.87　 t　2.70

58.24x8.32

68.63t4.88

63.36t4.92

48.80x3.92

49.81x3.02

48.93=3.08

58.31t5.27

59.72x6.56

68.87x6.68

19.79x3.27

50.80x3.93

48.82t3.52
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12hr 24hr 36hr 48hr 72hr

Control

VCR

lx10-2　 mcg/ml

G1　　 =57,55覧

　　　 ;惣.76覧

02・麟 驚19.59瓢

Gl　　　;55.31覧

　　　 ;23,29瓢

dy・M:11.0%

GI　 　乞56.43覧

　　　 ;21.図 漏

G2-M葛21.63瓢

Gi　　　;65.88%

　　　 ;25.30瓢

02-M:18.01%

Gl　　 尾63.29鷺

　　　 32t69覧

G2-M:i6.OP%

Gi　　 :14.77%

　　　乙28,78覧

G=-M:30.45%

G1　　 ;6122瓢

　　　 =25.17覧

G2噛M;13960覧

G聰　　 ;53.ux

　　　 ;22.0偶

e2曹M;19.55覧

Gi　　 :67.34%

　　　 ;25.81瓢

G2-M　 昌16畠85覧

Gi　　　:55.16%

　　　 :48.60%

G=・M:18.15%

ADM

2x10-2　 mcg/ml

CD

1,2x10-zmcg/ml

Gl　　 =範 。12瓢

　　　 =31.21覧

G2.M;閥.67覧

c,　　　:ez.ux

　　　 ;19.09瓢

G2曹泌:te.ux

Gi　　　:66.66%

　　　 `24.70瓢

G2-M旨9.72梶

Gi　　 :80.82%

　　　　21.37%

G2-M　 5　17昌81漏

Gt　 　:82.49%

　　　 ;23.26瓢

G2-M:　 11.25%

Gi　　 :X2.81%

　　　呂箔.06覧

6x-M:31.r3%

G「　　 ;59.83瓢

　　　 ;田.98覧

G2冒M　 321」9覧

Gi　 　J65.QX

　　　葛22.63瓢

G2・M亀2t90覧

G1　　　:81.35%

　　　 ;23,42漏

G2膠M;15.23覧

G覧　 358.㏄ 瓢

　　　 ;篇.14覧

Gz・M:　 18.18%

Fig.6.　 Changes　 of　 DNA　 histograms　 after　 exposure　 of　 the　 drugs　 for　 2　hrs.

　　　　　　 Low　 concentration　 group　　　　　　

Minor　 accumulation　 of　 cells　 in　 S　 and　 G2-M　 was　 observed　 12hrs

　　　　　　 after　 the　 drug　 exposure,　 decrease　 24　hrs　 after.

12hr 24hr 38hr 48hr 72hr

Control

Gi　　　:51.65%

　　　 ;22.76覧

Gp-M:1YA8%

55.31覧

23,η 漏

zi.十〇x

Gi　 　 :58.3%

　　　=21.9縦

G2-Mも21.63漏

Gl　　　;　55,69瓢

　　　 :25.30覧

G2・M;鴇.01覧

G膵　　　=63.29覧

　　　ち2t69盟

Gq-M　 :15.02%

VCR

1.6x10'2mcg/ml

20,77瓢

32.45瓢

45.7B覧

Gi　　　:68.81%

　　　蓼3235瓢

G2-M乙10,肘 覧

Gi　　　:81.42%

　　　 `24,01覧

Gp-M:U.77%

G蓼　　　 156.67覧

　 　 　 ;27.32瓢

G2噛M;16.D1覧

ADM

3x10'2mcg/ml

G1　 　　 =関.51覧

　 　 　 =29,30瓢

G2・M;32.協 覧

Gi　 　　 :62.　 1%

　 　 　 =21.餌 覧

Gp-M;15.85%

55.5脇

21.48覧

22.93覧

G,　　　=62,58瓢

　　　 ;22.96覧

G2響M;14.16覧

50.58%

22.53%

18.90鷺

Ca

1.8x10.2m㎎ ノml

Fig.

Gl　　 37.88瓢

　　　:33.81覧

Gp-M:28.38%

55,27駕

18。17覧

25.56覧

Gi　　　:57.38%

　　　ぎη,39薯

G2・M乙20.23瓢

62.03%

sztoz

15.76%

G,　 　　　 62.97%

Gi　 　 :23.59%

G7-M;13./3%

7,Changes　 of　 DNA　 histograms　 after　 exposure　 of　 the　 drugs　 for　 2　hrs.

　　Middle　 concentration　 group　　C
hangeof　 S　 and　 G2-M　 accumulation　 was　 seen　 more　 significantly

　　than　 low　 concentration　 group.　 After　 36　 hrs　 cell　 cycle　 progression　　
was　 partly　 synchronized.
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Table　 5.
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Comparison　 of　 combination　 effect　 among　 the　 different

combination　 schedules.　 Low　 concentration　 group

Orug　 combination

　　 (mcg!曜}

Percent　 Growth

　　 (P.G)
Aresin　 p,G　 Expected　 Combinationeffect　value

VCR

　 g

　 l

ADM

VCR

VCR

VCR

ADM

ADM

1×10-2　 十　 ADM　 2×10-'

1×10-2』 二嵩ADM　 2×1『2

1×10-z笛ADM　 2×10-2

2×10■2im.一.　 VCR　 1×10冒2

2×10-2嵩VCR　 　l　X10嘗2

53.48±4.78　 　　41.00t4.16

50.1Yt5.19　 　　45.0712.99

60.22±3.67　 　　50.91土2r17

60.4215.79　 　　51.05±3.41

56.86±4.78　 　　48.96±2.80

30.67

31.24

32.73

31.51

31.79

一16 .33

-13 .83

-18 .18

-19 .54

-16 .81

VCR

　 l

　 i

CQ

VCR　 　i　X　10_2　 十　　CQ　 　1.2×10-'

VCR　 　1　X鴇 曽2出CQ　 　1.2×1『2

VCR　 　1×10冒z二 二当CQ　 　1.2×1『z

CQ　 1.2×10-z出VCR　 lX1『2

CQ　 1.2×10-2二 出VCR　 1×1『2

58,94±5.i5　 　　50.18土3.02

59.19±4.08　 　　50.3112.38

64.37±4.29　 　　53.38±2.59

51.1014.17　 　　45.9812.75

62.16±4.29　 　　52.00±2.61

31.56

31.77

32.12

32.22

3Y.50

一18 .62

-18 .53

-20 .66

-13 .76

一 糟 .50

*

コ・

ADM

　 }

　 o

CQ

ADM　 2×10"'　 十　 CQ　 1.2×10"'

ADM　 2×10冒z出CQ　 1.2xt『2

ADM　 2×10_Z'_":CQ　 1.2×10"=

CQ　 t2×10-2出ADM　 2×10-2

CQ　 L2×10-2三 嵩ADM　 2×10-2

55←42±6マ93　 　　48.14土4.03

58.54±3.45　 　　49.88±1.99

55.88±/.B9　 　　18.31±2.15

50.20±3.91　 　×5.11±2.29

58.61±5.61　 　　50.23±3.21

31.24

31,30

32.21

31.62

32.84

一16 .14

-18 .58

-16 .13

::;:::コ・

*P<0.01

Table　 6. Comparison　 of　 combination　 effect　 among　 the

schedules.　 Medium　 concentration　 group

different　 combination

Drug　 combination

　　 (mcg/AI¢)

Percent　 Growth

　　 (P.G)
Aresin　 p,G　 Expected　 Combination

effect　 value

VCR

　 ,

　 l

ADM

VCR　 1,6X馨0冒2　 十　ADM　 3×1『2

VCR　 1,6×10-2出ADM　 3×1『2

VCR　 1,6×10-2出ADM　 3×10璽2

ADM　 　3×1『2出VCR　 1、6×10-2

ADM　 3　X　1『s　3醤VCR　 1,6×1『2

41.3416.16　 　　40.58±3.58

30.81±2.92　 　　33.70±1.81

41.81±3.14　 　　40.21±2.16

35マ53±3昌64　 　　36.5フ ±2.i6

34.3715.35　 　　35.84±3.25

12.09

23.12

23.14

zz.es

23.15

一18
.49

　　　　　コ・
‐io .se

_is .s3コ ・

-13 .66

-12 .39

*

VCR

　}

　a

CQ

VCR　 1.6×10-'　 十 　　CQ　 1.6×10-'

VCR　 1、6×10-2嬰CQ　 　1.6×10旧2

VCR　 1.6×1『2識 、　CQ　 　1.6Xio需2

CQ　 1、8×10-2　 itn.　 VCR　 1.6×1『2

CQ　 1,8×1「2二 鑑VCR　 1.6×1「z

38r30±7,4i　 　　38.13±4、58

36.91±4.48　 　　37.39±2.63

37.79±2.49　 　　37.9211.41

1B.66　 t　3.39　 　　35.51±2.50

16.61土5.69　 　　23,78±4.45

a.so

zz.oz

ss.ei

22.68

23.?4

一16 .23

-15 .37

-15 .06

-2 .83

-0 .51

*

ADM

　 i

　 `

CQ

ADM　 3×10-'　 十　CD　 1.!X10-'

ADM　 3×10冒3出CQ　 1.8×1『2

ADM　 3×10-2　 tin.　CQ　 1.8×10-2

CQ　 t8×10-2出ADM　 3×1『2

CQ　 1.1×10-2盗AOM　 3×10闇2

17.7516.37

40.74土3.13

33.9913.03

26.69±4.62

31.1513.5/

31.6514.11

39.66±1.BY

35.62土1.85

31.17土2.95

33.6A　 13.33

11.98

tz.is

22.99

23.19

23.61

一9
.61

::;:::コ・

:1::::コ・

*P<0.OI
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VCR　 10-2　mcg/ml,　 ADM　 2　x　10-2　mcg/ml,　 CQ

1,2×10一Zmcglm1で,そ の増殖比率に3剤 間で有意

差は認められなかった.培 養後60時 間,72時 間に上記

の濃度で接触させ,144時 間後に増殖比率を算定する

と,48時 間後に接触させたものに比し,若 干増殖比率

は高値を示 した(Table　 4).

　 この濃度における併用では,期 待値に比べ,高 い増

殖比率を示す ものが多いが,時 間差接触においては,

VCR接 触後12時 間でADMを 接触 した場合および

CQ接 触後12時 間 でVCRあ るいはADMを 作用

させた場合に,24時 間後に接触させた併用群に比べ,

増殖は強く抑制された(Table　 5).

b.中 濃度群

　Dose　 response　curveよ り,50%増 殖を抑制する,

VCR　 1.6x10-2　mcg/ml,　 ADM　 3　x　10-2　mcg/ml,

CQ　 1.8×10-z　mcg/mlの 濃度を選び,対 照群に対す

る増殖率を比較すると3剤 間に有意差は認められなか

った.ま た培養後60時 間,72時 間 で薬剤を接触すると

増殖比率は軽度増加 した(Table　 4),

　 この濃度における併用効果をみると,2剤 同時接触

では,ADMとCQの 同時接触で期待値に近い効果

を示したが,他 の2つ の組合わせではいずれも期待値

に比べ,非 常に低い増殖抑制しか認められなかった,

時間差接触では,CQ接 触後12時 間,24時 間にVCR

を作用させたものが期待値 とほぼ同等の増殖抑制を示

し,同 時併用に比べても顕著な効果を認めた.そ の他

では,VCR接 触後12時 間でADMを 接触させた組

合わせ,ADM接 触後24時 間でcQを 接触させた組

合わせ,cQ接 触後12時 間でADMを 接触させた組

合わせに,強 い増殖抑制が示された(Table　 6).

考 察

　 In　Uil7'Oに お け る制 癌 剤 感 受 性 試 験 は,新 し く開 発

され た制 癌 剤 の1次 ス ク リー ニ ング と して,あ る い は

臨 床材 料 を用 い,有 効 な薬 剤 を 選 定 し,臨 床 応 用 へ の

基 礎 デ ー タ と して,そ の果 た す 役 割 は 大 き い.し か

し,近 年 では さ まざ ま な悪 性 腫 瘍 に お い て併 用 療 法 の

有 効性 が 確 認 され,ど の よ うな 併用 を 行 な えば 最 も効

果 的 で,し か も少 な い投 与 量 で 副作 用 を分 散 で きる か

も,臨 床 医 に と って 重 大 な 関 心事 で あ る.と く に,

Skipperら22)が,　 in　UtUOで,坑 癌 剤 の殺 細 胞 作 用 の

cell　cycle　speci丘cityか ら,至 適 投 与 法 に よ ってsche-

dule　 dependencyが あ る こ とを 報告 して以 来,同 調

培 養 法 や,ラ ジオ ア イ ソ トー プ,FCMな どを 用 い,

抗 癌 剤 の 細 胞 周期 上 の致 死 効 果 や,細 胞 回転 に及 ぼ す

効果 につ いて,多 くの 基 礎 的 な 研 究 が な さ れ て き
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た23^36).しか し,LLL　vitroに おける併用効果の判定は,

手技的にも煩雑になり,ま たその評価 も難 しい面があ

るため,応 用できる感受性試験の方法も限定されざる

を得ない.従 来用いられてきたおもな感受性試験の う

ち,増 殖抑制法は,短 時間で判定できる方法として多

くの研究者により愛用されてきたが,本 法の最大の欠

点として,分 裂増殖はするがやがて死滅 してい く細胞

すなわちreproducting　 deathを 示 す 細胞 を識 別

することは困難で,こ のため,判 定 日に よ りIC50

値は変化し,定 量性に欠けることが指摘され37),現 在

ではあまり用いられなくなった.ま た,Puckら38)に

よ り開発されたコロニー形成法は,細 胞の増殖能を比

較的正確に反映する方法として現在広 くもちいられて

いる.し かしこの方法も,細 胞の単離率が100%に 近

いこと,コRニ ー形成能が高いこと,接 種細胞数に比

例してコ・ニーが形成されることなどが必須の条件と

なるため,応 用できる細胞は限定 され,し かも判定に

長期間を要することが最大の問題点 とされている.ま

た,従 来から映画法による増殖動態の解析や39,40),マ

イ クロプレートを用い,microcolonyを 算定する方

法41-43)も行なわれてきたが,著 者は,こ れ らの変 法

として,薬 剤接触前後の一定区域内の生細胞数を正確

に,短 期間に数値 として表わす方法として本法を考案

した.こ の方法は対数的増殖期にはいった細胞(コ ロ

ニー)の みを対象とするので,薬 剤の効果を正確に判

定することがまず特徴として挙げられる.こ の他,細

胞に対する トリプシンやEDTAの 影響を排除でき,

薬剤の併用効果をみる目的でも,経 時的に薬剤を接触

させ,そ の増殖動態の変化を検討することが可能であ

る.も ちろん,本 法でも　reproducting　 deathを 全

く除外できないものの,Table　 4に 示されたよ うに

判定日による誤差はごく軽度で,dye　 exclusion　 me-

thodに 比ぺ,増 殖能を正確に反映 しているといえる.

事実FCMの 実験結果からも,薬 剤接触後72時 間で

のFCMの バターンは,い ずれの濃度でもコントロ

ールに近い波形に復 し
,72時 間以降では薬剤による細

胞の増殖動態への影響は軽微であった.

　 腎細胞癌のin　UilYOに おける制癌剤感受性試験は,

近年さかんに 行なわれつつあるclonogenic　 assayis
-≫)を 除 くと

,報 告例は少ない.久 住らは,継 代培養

株KN-41を 用い,コRニ ー形成法により感受性試験

を行ない,ADMに 強 い感受性を認めas‐as),小泉 ら

は,ヌ ー ドマウスを用いたin　UtUOで の実験系で類似

した結果を報告 している46).clonogenic　 assayセこよ

れば,個 々の症例で,各 薬剤に対する感受性はかな り

異な り,ま た,感 受性を示す薬剤は少ないことが報告
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されている15^17).臨床 における諸家の報告 例をみ て

も,単 剤 としてはHrushskyら のvinblastine単 独

大量投与により比較的高い有効率(25%)が 認められ

る47)以外,有 効な薬剤は報告されていない。また,併

用療法については,一 般に併用による効果増強は少な

いとされているが,Ishmalら48)の 報告では,　VCR,

ADM,　 BCG,　 medroxyprogesteroneの 併用で,33

%と 高い有効率が認められている.他 にも,VCRあ

るいはvinblastine,　 ADMを 含めたいくつかの併用

療法で,比 較的良好な成績が報告されてお りt9,5。),本

実験で有効とされた薬剤の併用で,臨 床でも良好な成

績を示す ものが多い.

　 薬剤の併用効果については,以 前より同時併用によ

る相加効果,相 乗効果を示す ものが実験 的に確認 さ

れ,こ のような共同作用は臨床的にも広 く応用されて

きた.し かし,こ のような併用効果検討 の実験系 で

は,in　 UtUOに おいても,　in〃漉oに おいても,各 薬剤

で種々の濃度をもちいて検討することは莫大な実験を

必要とし,限 られた濃度設定で行なわざるをえない.

したがって,作 用機序が非常に異なるものの組合わせ

においては,併 用によっても効果の増強がみられない

とい う可能性 もあることは考慮されなけれぽならない

が,逆 に効果の得られた組合わせは,個 々の薬理学的

作用が効果的に作用 しあって　得 られたものと考えて

良い.今 回有効と判定 した3剤 について,ADMと

CQの 同時接触で比較的強い効果が認められたが,こ

の組合わせは星野らの動物実験においても同様に相乗

効果が証明されている51).

　 ところで,現 在用いられている抗癌剤の多くは,細

胞回転に対 し,そ れぞれ特有な作用を発揮することが

知られている.一 般に,細 胞回転からみた制癌剤の作

用についての研究は,3つ に大別 されて いる.第1

は,細 胞の増殖動態の差(増 殖期,安 定期)を みるこ

と,第2は,各 細胞周期で,制 癌剤に対する感受性が

異なることをもとに検討するものであ り,第3と して

は,制 癌剤の細胞周期の進行に及ぼす影響をみるもの

である.と くに細胞回転の検討は,FCMの 出現によ

り従来RAで 測定し得たDNA合 成期(S期)お よ

び分裂指数の算定による分裂期だけでな く,分 裂後休

止期(G1期),分 裂前休止期(G2期)を 含めた細

胞周期全体を肥握することが可能となり,ま た数万個

の細胞を僅か数分でヒス トグラムに描出でき,制 癌剤

添加後の細胞集団の動きを観察することは比較的容易

となった3。)そ こで著者は,ま ずFCMに よ る細胞

周期の進行に対する効果を調ぺ,こ れをもとに薬理作

用を考慮 しつつ各薬剤 の有 効性を検討 した,VCR

は,細 胞周期上の作用点はS期Y'あ る とされ てい る

が,細 胞周期の進行においては,分 裂 申期 でarrest

を起 こし24-26,34,31》,今回の実験でも12時 間後でのG2-

M期 への集積は低濃度領域から顕著で,同 調薬剤 と

しての特性を有 している.併 用実験ではCQを 最初

に接触させた場合,低 濃度群では12時 間後に,中 濃度

では12時 間後でも24時 間後でも強い増殖抑制がみられ

た.し か し,ADM接 触後VCR.を 接触 させた組合わ

せでは12時 間,24時 間後でも増殖率に顕著な差は無か

ったことや,FCMの 動 きからみても,細胞回転の作用

点(S期)にVCRが 強 く作用したもの とは考えに くい.

したがって,後 に述ぺ るようにcycle　nonspeci丘cな

薬剤であるcqに より障害をうけたDNAの 修復過程

におけるVCRの 作用が効果的であったことが示 唆

された.ADMの 細胞周期の進行に対する作用 につ

いて,高 本らは,G2蓄 積作用は不可逆的であるとし

ている2q,25,29-33)が,本実験では,低 濃度領域か ら中濃

度においては,G2-M期 へ の部分的な蓄積を示 した

のち,時 間的な経過とともに対照群と同様の波形に復

し,細 胞回転は同調して進行 してい る ものと考えら

れた.そ の効果はcycle&phase　 nonspecificで あ

るが,濃 度 依存性 で,短 期間でもcytocidalな 効

果が期待できるとされている.ま た最 近 では,age

response　curveか ら比較的増殖期に感受性が 高 く,

cell　cycle内 でも相対的感受性を示すphaseが あ る

ことが知られてきた2425,32).し か しADMの 作用点

は,諸 家の報告により,ま た,実 験に用いられた細胞

によっても相違があり,S期,　 S-G2期,　 M期,あ る

いはearly　 S期 と,そ の見解は一定ではない.今 回

の併用効果の検討では,VCRやCqに よ り12時間後

に高率にS期,G1-M期 に蓄積された細胞集団に対

し,ADMに よる増殖抑制効果は増強され,　NC-65細

胞 においては,こ の時期に高い感受性を有することが

示唆された.cqは 分 裂期からG1期,　 Gl期 か ら

DNA合 成期への移行阻害はなく,　DNA合 成が阻害

されるため,DNA合 成 期が延長 し,そ の結果S期 か

らG2期 への移行が阻害され,ま たG2期 か ら分裂

期への移行も阻害されるG2　 block｢'よ る分 裂遅延

も認められ ると言われている26-27・96).本実 験 でも低

濃度,中 濃度でG2・M期 への蓄積を示したが,こ の

濃度における細胞回転の変化は比較的軽微であった.

その作用は一般にcycle　 nonspecificな 薬剤に分類さ

れるが,主 としてM期,G1・early　 S期 に感受性 が高

く,次 いでG2期 に感受性をもっ,　X-ray　 typeに 属

する。今回の実験からは,VCRに よりG2-M期 に

蓄積された細胞集団に対 しては増殖抑制効果の増強は
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認めず,中 濃度群においてはADM接 触後,24時 間

でG1期 が増殖 した細 胞集 団に対 して増殖 を抑

制するものの同時併用に優 る もの ではな く,cycle

nonspecificな 薬剤 としての作用を重視 した投与法が

望ましいと考えられた.

　 以上 より,NC-65細 胞 に対する併用療法 の有効性

を細胞回転の変化からみると,全 般 に,12時 間 後に

S,G2・M期 に集積 した細胞集団に対する効果は,24時

間後にG1期 の増加.　S,G2-M期 の減少をしめす細胞集

団に比ぺ,強 い増殖抑制効果を示 した.こ のうちでは,

VCRやCQに ょ り,　S期,　G2-M期 に 同調された

細胞にたいしてADMを 作用させると,そ の増殖抑

制効果は増強され,ま た,cycle　 nonspecificな 薬剤

であるcQを 接触後VCRを 接触するとその効果

が増強された,も ちろん,in　vitroとin　vivoで は,そ

の増殖動態はかな り異なるものであ り,また,in　 vitro

においても,対 数的増殖期にある細胞と安定期にある

細胞では,感 受性にも差があることが報 告 され てい

る34,35).と くに増殖が緩徐な腎細胞癌では,growth

fractionも 小 さく52),臨 床においては,こ のよ うな

cell　cycle　specifityを 考慮し,同 調理論に基づいた

投与は行ないがたいともいえる.し か し,近年,FCM

を用い,腎 腫瘍組織中の相対的°DNA量 を測定すると、

早期に転移をおこし,臨 床的にも悪性度が高いaneu-

ploid　tumorで は,　S期 十G2期 十M期 の割合 は,

臨床的に悪性度の低いdiploid　 tumorに 比 し,明 ら

かに高いことが報告されている53,54).したがって,化

学療法を必要とするような症例においては,腫 瘍細胞

は仮に個々の薬剤には感受性は低いとしても,細 胞周

期依存の感受性もあ り,選 択された薬剤で倍加時間を

考慮した投与法により,増 殖を効果的に抑制すること

できるであろう.さ らにホルモン療法,イ ンターフェ

ロン,免 疫療法剤との併用を行なえば,有 効性が低い

とされる現在の腎癌化学療法においても,さ らに治療

効果の改善も期待できるものと考えている.

結 語

　 1)従 来のin　JtErOに おける制癌剤感受性 試験に

若干の工夫を加え,写 真撮影法により,薬 剤接触後の

増殖動態を観察し,短 時間で比較的増殖能を忠実に反

映する感受挫試験を考案 した,

　 2)検 討 した8種 類の薬剤のうち,vincristine

(VCR),　 adriamycin(ADM),　 carboquone(CQ)

の3剤 が,腎 細胞癌由来のNC-65細 胞に対 し強い増

殖抑制効果を示 した.

　 3)上 記3剤 のcell　cycleに 及ぼす効果をFCM
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を用いて調べた.こ の結果,3剤 とも,単 独で50%増

殖 を抑制する濃度までは,12時 間後にS期 か らG2-

M期 への蓄積を示 し,24時 間後には,逆 にG1期 の

増加,S,G2・M期 の減少を示し,そ の後は部分的な同

調を示 しつつ細胞回転は進行 し,72時 間後には対照と

ほぼ同様の波形に復した。

　 4)2剤 の同時併用に よる 効果 で は,ADMと

CQの 同時接触で比較的強い併用効果を示 した,

　時間差接触では,cQ投 与後のVCR投 与が,有

効な投与法であることが示唆され,細 胞回転を考慮し

た併用では,VCRやCQに よ りS,G2-M期 に蓄積

した細胞集団に対し,ADMの 有効性が示された.

　 5)上 記3剤 は,臨 床的にもしばしば用いられる薬

剤であるが,臨 床的に悪性度の高い腎細胞癌では,今

回の結果に基づいた投与法の工夫により,臨 床効果を

増強する可能性が示唆された.す なわち臨床における

倍加時間を考慮したVCR→ADM,　 CQ→VCRの

投与はその一法であると考xら れる.

　 なお本研究 は一部文部省科学研究費(1981)の 援助 により

行なわれ,そ の要旨は,第69回 および第70回 日本泌尿 器科学

会 総会(1981,1982)に おいて口演 され た.稿 を終 えるにあ

たり,本 論 文のご指導,ご 校閲 を賜 りま した滋 賀医科 大学泌

尿器科学講座友吉唯夫教授 に感謝 の意 を表 します.ま た,本

実験 の計画 に際 し,尿 路腫瘍 の全般 にわた り,懇 切 なご指導

をいた だいた京都大学 医学部泌尿器科f　 室吉 田修教授 に深

謝 いた します 。 さらに,培 養 細胞を用いた感受性試験 や,

Flow　cytometryに ついて,終 始適切 な助習 とこ指遜 をいた

だいた,京 都大学医学部泌尿器科学教室 岡田謙一郎 助教 授に

深 く感謝の意を表 します.
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