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{ま じ め に

悪性 腫 瘍 の 治療 に お け る現在 の 化 学 療 法 剤 の 効 果 は 必

ず しも期 待 で きず,現 段 階 に お い て は,臨 床 的 には 副 作

用 の軽減 を は か る と と もに,効 果 的 な 投 与 法 の 検 討 が 最

も重 要 な もの と思 わ れ る｡清 水 らユ)は人 癌 の 世 代 時 間 は

1～3ヵ 月 で,制 癌 剤 の 世代 時 間 投 与 法 が 動 物 実 験 に お

いて他 の どの 投与 法 よ りも優れ て い る と述 べ て い る｡わ

れわ れは この 考 え方 をinvitvoのHeLa細 胞 に 適 用 し,

制 癌剤 の時 問 的,量 的 因 子 がHeLa細 胞 の 増 殖 に お よ

繧 す影響 に つ い て 報 告 した2)｡す な わ ち,HeLa細 胞 の

世代 時 間は 約24時 間 で あ るが8～5),Nitr◎min(NMO),

MitomycinC(MMC)で は,1回 の 投 与 量 が 大 で あ れ

ば,2～8日 の 長 期 間 投 与 で な くて も3～12時 間 の短 期

間投与 で著 明 な増 殖 抑 制 効 果 が み と め られ た が.Metho-

trexate(MTX)で は,長 期 間 投 与 群 に抑 制 効 果 が大 で,

量 的因 子 よ り時 聞 的 因 子 が 重 要 で あ る こ とをみ とめ た｡

これ らは主 に各 制 癌 剤 の 作 用 機 序 が 異 る こ とに よ る も の

と思わ れ る｡

今回 はMMCを 中心 と して,こ れ にNMO,MTXお

よびToyomycin(TYM)を 併 用 し,さ らに 時 間 的,量

酌 因 子 も考慮 の も とにHeLa細 胞 の 増 殖 曲線 に お よ ぼ

す影響 に つ い て検 討 した｡

1.実 験材 料 お よび 実験 方 法

1)実 験 材 料

HeLa細 胞:九 大 細 菌 学 教 室 か ら譲 り うけ,大 型 角瓶

に継代 した もの を用 いた｡

培養 液:Hank/sBSSSe%,5%1actalbuminhydro-

1ysatelo%,bovineserumlo%にPCloou/ml,SM

100mcg/m1を 加 えた｡す な わ ち,b｡vineserumは 屠

殺 直 後の 新 鮮 血 を 静 置 して 血 清 を 分 離 し,3,000rpm45

分 聞遠沈 後Seitz濾 過 器 で 滅 菌 し,56｡C30分 間 で不 働

化 して4℃ に 保 存 し,使 用 に あ た つ て は1.4%NaHCO3

でpH7.4}こ 調i整 した｡

Trypsirr液:細 胞 核 数 算 定 に はTrypsin「 モ チ ダ」を

Trypsin溶 解 液(1L中NaC189,KC10・29,Na2HPOa

1・,159,KH2Po40.29,蒸 溜 水1L)}c400H・u・M・/m1

に とか した も のを,植 え継 ぎ な らび に分 注 にはHank's

BSSにTrypsin「 モチダ」を200H.U.M./mlに とか

して使 用 した｡

細胞核染 色液:染 色液 の組成は クエ ン酸219,ク リス

タル紫0,59,ホ ル マ リン原液10滴,蒸 溜水1Lで あ

る｡

2)実 験 方 法

培養術式,細 胞核数算定 法,短 冊標 本作製,制 癌剤稀

釈法な らび に細胞形態 の鑑 別の基準については前回の報

告2)で 記載 したので省略す る｡

制癌剤投与法:制 癌剤 の投与に際 しては,培 養2日 目

に制癌剤 添加培養液1.5mlを 注入交換 し,以 後は隔 日

に培養 液を交i換した｡MMCお よび他の制癌 剤を単独に

連 日投与 した ものをそれ ぞれA群 お よびB群 とし,併 用

投与 にあたつて,MMC投 与後 に他の制癌剤を併用 した

ものをC群,他 の制癌剤投与後にMMCを 併用 した も

のをD群 とし,MMCと 他の制癌翻を各 々の単独投与時

の1/2量 ず つ同時 に併用 した ものをE群 とした｡

II.実 験 成 績

1.MMCsとNMOと の併用

増 殖曲線におけ る併用効果 の判定は難 しいが,わ れわ

れは近藤 ら6)の考え方に したが つ て,A,B群 の中間点

を基準 として,そ れ よ り増殖 曲線 の勾配が 低い場合 を併

用効果 あ りとし,高 い場合 を併用 効果 なし と考 え た｡
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併 用 投 与 の(NMO前 投 与 一・-MMC後 投与)のD群 と

(MMC,NMOの 各112量 同時投与)のE群 の間では殆

ん ど差異が み られず,と もにMMC,NMO各 々の単独

投 与のA,B群 の間に位置 し,し か もA,B群 の中間点

よ り勾配が低 く軽度 に併用 効果がみ とめ られた｡し か し

(MMC前 投与 一NMO後 投与)のC群 は著明な併用効

果 を示 した(図1)｡

形態学 的には,培 養 最終 日にはC群 に多数の媛小型細

胞 の出現 がみ られ た が,D,E,B群 には膨化,巨 細胞が

多 く,ま た異常 分裂 細胞の出現率が高かつた｡

2.MMCとMTXと の併 用

併用投与 のC,D,E群 は増殖曲線において,単 独投与

のA,B群 の 中間に あ り,殆 ん ど併用効果はみ られ なか

つたが,形 態学 的に もこれに一致 して膨化,巨 細胞 や異

常分裂細胞 の出現は極 めて少なかつた(図2)｡

3.MMCとTYMと の併用

O.Olmcg/m1のMMCと0.01mcg/m1のTYMと の

併用 で,増 殖 曲線において最 も増殖抑制を示 した のはC

群 で,各 単独 投与群 よ りまさ り,こ れ と反対 に併用 投与

でもD,E群 は単独投与 よ り増殖抑制効果が劣つ てお り,

併 用 した ことに よ り,む しろ逆効果 を示 した｡し か し,

増 殖曲線で抑制効果 の最 も強 いC群 と最 も弱いD群 との

差 は軽微で あるた め,形 態 学的にはC群 にのみ僅かの膨

化,巨 細胞 の増加が み とめ られ たにす ぎなかつた(図3)｡

さ て,MMCの みをo｡1mcg/m1に 増加す る と,増

殖抑制 効果 は併用投与のC,E群 が単独投与のA,B群

よ り大 きく,明 らかに併用効果を示 した｡し か し,D群

は増殖曲線 において単独投与群 の中間 にあ り,併 用効果

は殆ん どみ られなか つた(図4)｡形 態学 的には,A,E,C

群 に異常分裂細胞 および膨 化,巨 細胞 の出現 が多 く,さ

らにC群 では媛小型細胞 も多数,出 現す るの を み と め
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総 キ舌な ら び に 考 察

作用機序 の異な る数種類 の制癌剤 を併 用す ることによ

つて,そ の有 効スペ ク トラムの幅を広げ る とともに副作

用を軽減す ることも当然考 え られ る｡

1949年,SKIPPER7)が マウス白血病 に対 してUretalt

とNitr｡gen-mustardの 併用効果を みた のが この方面1

の研究 の嘱 矢 で あ る が,臨 床的 に も,1954年,BUR--

CHENAL8》 が小 児急性 白血 病に6-MPとAzaserineを

併用 し,6-MP単 独療法に比較 して1～4カ 月長い寛解

期 間がえ られた ことを報告 している｡

最近に な つ て,癌 に対 して もアルキル化剤,抗 生物

質,代 謝桔抗剤,ス テロイ ドホルモ ンな どの3～4者 併

用が試み られ,あ る程度の効果がみ とめ られ ている9'vBl)・・

その うち,MMCと 他の制癌剤 との併用では効果をみ と

めた もの とみ とめない もの とがあ り,必 ず し もそ の成縫
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tx-一・・Stしていない、肋vitrOで は,HeLa細 胞 を使 用 し

て,和 田20)はMMCとTYM,木 村21)はMMCとCarz-

inophilinと の併用でその効果をみ とめ て い るが,と も

に同時併用投与のみであ り,交 互投与の検討については

まだ報告がない｡

われわれは アルキル化剤 としてNMO,抗 生物質 とし

てTYM,代 謝拮抗剤 としてMTXを 選び,こ れ らの鋼

癌剤とMMCと の同時併用お よび交互併用投与がHeLa

細胞の増殖にお よぼす影響につい て検討 した｡MMCと

NMOは ともにradiomimeticsubstanceと いわれ てい

るように,あ る程度,作 用機序が似 てお り,交 叉耐性が

あるとの報告 もある22-26)｡MMCとTMOは と もに抗

生物質であ るが,MMCが 殆 ん ど選択 的にDNA合 成

を阻害す るのに比 して,TYMは 主 にRNA合 成 を,一

部にDNA合 成を阻害す るといわれてい る27・28)｡MMC

とMTXと は作用時期 の異 な るものの組み 合せであ る｡

す な わ ち,MMCは 分裂休止期のDNA合 成準 備期 と

DNA合 成 期 に 作 用 し28),MTXは 分 裂 期 に 作 用 し,

folicacidか らfelinicacidへ の転 化を阻 害 し,間 接 的

にDNAとRNA合 成を阻害す る29"'so)｡このよ うに制

癌剤の作用機序,作 用時期 な どを考慮 してそれ らの併用

効果を検討す る ことは興味 あ るこ とであろ う｡

MMCとNMOと の併用では,(MMC前 投与 一NMO

後投与)が 最大の併用効果 がみ られ,つ い で(MMC,

NMOの 各112量 同 時 投 与),そ し て(NMO前 投与

一MMC後 投与)の1頂になつた｡さ らにMMCとTYM

との併用に-ついて,相 対的抑制効果 と投与法について検

討 した｡相 対的抑制効果はMMCo.01mcg/ml<TYM

O,01mcg/mlで あ る が,併 用 効 果 は(MMC前 投与

一TYM後 投与)〉(MMC ,TYMの 各1/2量 同時投与)

〉(TYM前 投与 一MMC後 投与)で あ るので,相 対的

抑制効果の小 さい制癌剤を前投与 した場合 に抑制 効果が

最大 とな るとも推定 された｡そ こで,MMCをo.1mcg/

miに す る と,相 対的抑制効果 はMMco.1mcg/ml>

TYMO.01mcglm1と な るが,こ れ らの併用に よる抑

制効果は前 と同 じ順 序 となつた｡し たがつて併用効果は

相対的抑制効果の強弱に関係な く,投 与順序に依存す る

ことが推定 され る6

一方,MMCとMTXと の併用 におい ては,い ずれ の

併用方法で もその効果は殆 ん どみ とめ られなかつたが,

その申で も,MMC前 投与 一MTX後 投 与 が 最大の抑

制効果を示 した点 は他の併用時 と共通 してい る｡

制癌剤の投与時に み られ るHeLa細 胞 の形態学的変

化は,膨 化,臣 細胞,1委 小型細胞 の出現,異 常分裂細胞

の増加,正 常分裂細胞 出現率 の低下 な ど で,す で に報

告2)し た制癌剤 の単 独投 与の場 合 と同様 の所 見 を示 し

た｡す なわち膨 化,巨 細胞の出現頻度は細胞増殖 曲線 の

水 平線をやや下 まわ る付近に最大 とな り,そ れ以下では

媛小型細胞が優位を 占めるこ とを観察 しえたが,こ の成

績は野獄鋤.若 松鋤 らのそれ と類似 してい る｡

この よ うに,制 癌効果はinvitroに お い て さえ投与

方法に よつて差異を生 じてお り,臨 床的 には この 他に癌

細胞の制癌剤感受性,耐 性,宿 主 の抗腫瘍性,あ るいは

免疫な どの諸困子が関与す るので,有 効 な併用方法の確

立は非常 に困難 な問題 であ る｡

併用療法の多 くの場 合,作 用機序 の異 な る2種 以上の

制癌剤 を使用す ることによつて,単 独療 法ではえ られ な

い相加的～相乗的効果 を期待 し,且 つ副作用を も軽減せ

しめよ うとす るにあ り,こ れ らの研 究は将来,さ らに展

開 され るべ き重 要な問題 と思われ る｡
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