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1t) 金沢大学十全医学会雑誌 第102 巻 第1 号 1 0 】16 (1 9 9 3)

鶏卵法 に よ る ヒ ト癌転移巣に 対す る 抗癌剤お よ び腫瘍壊死因子 の

抗腫瘍活性な ら び に 温熱併用効果 に 関す る検討

金沢大学医学部泌尿器 科学講座 ( 主 任: 久住治男教授)

李 秀 雄

(平成 5 年 1 月 4 日受付)

受精 鶏卵 を 用 い る ヒ ト腫瘍 転移実験系に よ り
, 鶏卵胎児臓器に 形成 され た ヒ ト腫瘍転移巣に 対 する温熱化学療法 に よ る

治療実験を 行い
l そ の 実験糸 と して の 有 用性 に つ い て 検 討 した . さ ら に こ の 実 験 モ デ ル を 用 い て

ト 踵 瘍壊死 因子 (t u m o r

n e c r ｡ Si s f a c t o r
,
T N F ) の 転移抑制効果に つ い て 併せ て 検討 した . 酵卵10 日 目の 受精鶏卵紫尿膜 上 の 血 管 内よ り

,
ヒ ト膀胱癌培

菱細胞 T 24 を l x 1 0
6

個移植 し
,
移植後3 日 目 に 抗癌剤投与お よび 温熱処理を行 っ た . T N F 投与 は

l 移植30 分後お よ び 3 日後

に 行 っ た . 移植後 7 日 目 の 胎児肝 よ り抽出 した D N A (1 鵬) に 対 して
,

ヒ ト β
-

グ ロ ビ ン 渾伝子配列(57 6 塩基対) に 特 異的な プ

ラ イ マ ー を用 い て
, 特異的 D N A 増幅反応( p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n , P C R ) 法 お よび サ ザ ン プ ロ

ッ ト解析を行 っ た ･ 肝 転移

巣 に 対する温熱処理 に よ り , 加温条件に 応 じた治療 効果が 認め られ , 4 2 . 5 ℃ , 2 0 分ま た は43 ･0 ℃ , 1 0 分 の 加温に よ り
,

そ れ ぞ

れ69 . 2 % ,
8 2 . 0 % の 抗腫瘍効果が認 め られ た . a d ri a m y ci n ( A D M ) 2 0 FL g/ e g g お よ び 温熱 (42 ･ 5 ℃

,
1 0 分) の 単独処理 に よ る治

療効果ほ
,

それ ぞれ13 . 5 % お よ び26 . 7 % で あ っ た の に 対 し , そ れ らを併 用 した 場 乳 54 . 2 % と 相加効果以上 の 治療効果が 認め

られ た .

一 九 T 2 4 細胞移植30 分後に T N F を 1 ×1 0
5

単位/ e g g 投与 した場合 ,
7 6 . 6 % の 肝 転移抑制効果が 認め られ , 移植 3

日 後 に T N F を 1 ×1 0
S

単位/ e g g 投与 し た 場 合 , 6 3 . 9 % の 肝 転移 巣増殖 抑制 効果 が 認 め ら れ た ･ 移植 後 3 日 目 に T N F

(1 ×1 0
5

単位/ e g g) と 温熱(42 . 5 ℃
,
1 0 分) と を併用 した 場合 ,

9 1 . 9 % と相加効果 以上 の 塵瘍増殖抑制効果が 認め られ た ･ 以上 の

結果よ り , 本葉験 系は
,

ヒ ト腫瘍転移巣に 対す る温熱化学療法 に よ る治療効果を 評価す る上 で 有 用 で あ る こ と が 明 らか と な

り ,
さ ら に T N F の 転移抑制効果き お よび 転移巣に お け る腫瘍増殖抑制 効果 が認め られた ･

K e y w o r d s c hic k e m b ry o a s s a y ,
T 2 4 h u m a n bl a d d e r c a n c e r c e ll s

,
m e t a St a Sis , h y p e rt h e r m ia

,

t u m o r n e c r o si s f a ct o r

癌治療 に おい て
, 痛 の 転移 ほ患者の 予後を左右す る重要 な国

子の
一

つ で ある . 早期に 発見され た 原発巣に 対 して ほ
, 外科 的

摘除 ,
放射線療法 , 温熱療法, 癌化学療法あ るい は これ らの 併

用療法に よ り , 局所の 根治的治療が可 能 で あ る . しか し , 原発

巣が ある程度増大 した 段階で は
, すで に 全身的に 微小転移巣が

存在す るもの と仮定 して
,
全身療法と して の 癌化学療法 , 免疫

療法 また は 全身淀熱療 法な どを 施す必要が ある . 従 っ て
, 痛の

根治 的治療を 目的と す る場 合に は , 微小転移 の 段階で 効率的 に

癌の 増殖 を抑制 し癌の 進行を阻止す る こ と が 重要 で あり
, 微小

転移巣に 対す る よ り有効な 治療法 の 開発が 重要な課題 と な る ･

しか し,
これ まで ヒ ト腫瘍に 対す る有用 な 転移実験系 が確立

されて お らず, 転移痛 の 治療 に 関す る研究は 少な い
. 本研究で

ほ , 迅速 , 簡便に 施行 でき ,
か つ 高い 腫瘍生者率が 得 られる 鶏

卵 法 を 用 い て
, 特 異 的 D N A 増 幅 反 応 (p oly m e r a s e c h ai n

r e a c ti o n
,
P C R) お よび サ ザ ン プ ロ

ッ ト解析に よ り ,
ヒ ト癌転移

巣 に対す る温熱化学療法の 治療実験を 行い
,

そ の 実験系 と して

の 有用性 に つ い て 検討 した . 次い で こ の ヒ ト腫瘍転移実験 モ デ

ル を 用い て
,

サ イ ト カ イ ン の 1 つ で あ る腫 瘍壊死 因子 (t u m o r

n e c r o sis f a c t o r
,
T N F ) の 抗腫瘍活性 に つ い て 検討 した の で併 せ

A b b r e via ti o n s : A D M
,

a d ri a m y ci n ;
一

b p ,
b a s e p air ;

て報告する .

材料 お よび方法

Ⅰ . 腫瘍細胞と 埼養

ヒ ト勝胱癌培養細胞 T 24
1)

ほ
,
1 0 % ( v/ v ) 非働化ウ シ 胎 児血

清 (GI B C O , G r a n d I sl a n d
,
U S A ) を含 む R P M I-1 6 4 0 培地( 日 水

製薬㈱ , 大阪) 中 に お い て C O 2 濃度 5 %
,
3 7 ℃ で 培養 した . ま

た
, 非腫瘍性細胞 で あ る ヒ ト胎 児線 維芽細 胞 K M S T-6

2)
ほ

,

1 0 % ( v/ v) 非働化 ウ シ 胎児血 清を 含む D-M E M 培地 ( 日 水製薬

㈱) 中に お い て 同様 に 培養 した ,

Ⅱ . 実験動物

宿主 動物と して 用い た受精鶏卵 ( プ リ マ ウ ス ロ ッ ク 種 × 白色

レ グ ホ ン 種) ほ 岐阜県後 藤酵卵場 よ り 入手 し
,
湿度70 % ,

3 7 ℃

の 粁卵器内で 保温 した . 受 精鶏卵 の 模式 図を図 1 に 示 し
, 腫瘍

細 胞の 移植方法を 以下に 記述する .

粁卵10 日 目の 鶏卵 に 照明を 当て , 凍 尿膜 上 の 血 管 の 位置を 定

め
, 卵殻 に 回 転式 の ヤ ス リ を 用 い て 10 ×5 m m 程度 の 傷 を 付

け ,
ピ ソ セ ッ トを 用 い て卵殻を 除去 した . 露出 した卵殻膜 に 流

動パ ラ フ ィ ン を薄く塗 り血 管を 見易く した 後 , 3 0 ゲ
ー ジ の 注射

C A M
,

Ch o rio alla n t oi c m e m b r a n e ; C B D C A
,

C a rb o pl atin ;

C D D P
,

Cis p la ti n ; C P M
,

C y Cl o p h o s p h a m id e ; = P T
,
h y p e r th er m ia ; I R i n hibiti o n r a t e ; i ･ V ･

･
i n t r a v e n o u s ; M M C

,

mi t o m y ci n C ; O D 抑 O p tic al d e n sit y at 5 40 n m ; P C R
, p Oly m e r a s e c h ai n r e a c tio n ; T N F

･
t u m O r n e C r O Sis f a c t or



鶏卵法 に よ る ヒ ト癌転移巣 に 対する 温熱化学療 法

針を用 い て と = 膀胱癌培養細胞 T 24 を 血 管内よ り鶏卵 1 個 当

た り1 ×1 0
6

個移植 した . 貯卵17 日 目 に 胎 児を解剖 し, 摘出 した

肝よ り D N A を抽出 し だ
)

･

Ⅲ .
P C R 法 とサ ザン プロ ､

ソ ト解析

ヒ ト に 特異的な D N A 配列と して β
-

グ ロ ビ ン 遺伝 子配 押
)

を選 び
,
P C R プ ラ イ マ ー ( H uβ-1 と H uβ-8) お よ び プ ロ

ー ブ

( H uβ-2) を作製 した ･ こ れ ら の P C R プ ライ マ
ー

を 用 い て
, 各

D N A I FLg を 鋳型と して
,
P C R 法

5)
に よ り ヒ トβ - グ ロ ビ ン 遺伝

子配列 (57 6 塩基対) を増幅 した ･ そ の 乱
32
PT A T P ( A m e r s h-

a m ,
G r e e n w hi c h ,

U S A ) で 5
,

末端を 標識 した H uβ一2 を用 い て

サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 解析
郎
を 行 い

,
オ ー

ト ラ ジ オ グ ラ ム 上 の 各バ ン ドの 放射活性を バ イ オ イ メ ー ジア ナ

ラ イ ザ ー

( 富士 フ ィ ル ム ㈱ , 東京) に よ り測定 し た ( 図 2) ･

p c R 法に よ る増幅反応ほ94 ℃
,

1 分の 熱変性 ス テ ッ プ
,
そ れ に

続 く55 ℃
,

2 分の ア ニ ー リ ン グ ス テ ッ プ ･ そ して72 ℃
,

1 分の

伸長反応 ス テ ッ プ を 1 サ イ ク ル と して ,
D H A サ ー マ ル サ イ ク

ラ ー (P ｡ r ki n
- E l m e r C e t u s , N o r w a lk

,
U S A ) を使用 し25 回線返 し

た .

Ⅳ . 抗癌剤 および温 熱併用 に よる転移巣治療実験

転移巣に 対す る治療実験を 行う場合 ,
腫瘍細胞移植後 3 日 目

すな わ ち 形卵13 日 目に
, 卵殻の 別 な 部位 に 窓 を開け

,
血管 内よ

り 薬 剤 を 投 与 し た . 用 い た 薬 剤 は
I

a d ri a m y ci n ( A D M ) ･

ci s pl a ti n ( C D D P ) ,
C a r b o pl ati n (C B D C A ) ,

m it o m y c i n C ( M M C )

お よ び 9y Cl o p h o s p h a m id e ( C P M ) で ある ･ 薬剤濃度ほ臨床投与

量を 参考に し
, 鶏卵胎児の 平均体重 (薬剤投与時で5 ･1 g ) に 換

算 して 決定 した . 温熱処 理 を行 う場合 に は
, 紆卵1 3 日 目 の 鶏卵

を恒温水槽内に 保持 し全身加温 した ･

温熱化学療法を 行う場合 は
,
粁卵1 3 日 目 に まず薬剤投与を行

い
,

そ の 後30 分以内に 鶏卵を 恒温水槽 に て 加温 した ･ 温度測定

は ,
タ カ ラ サ ー ミ ス タ

ー

D 9 2 5 (宝工 業 軌 神奈川) およ び セ ン

サ ー S X K 牒7 ( 宝 工 業㈱) を 用い て
, 卵黄中心 部付近 に セ ン サ ー

を置い て 行 っ た . 移植後 7 日 目 に 摘出 した肝 よ り D N■A を抽出

し
,
P C R 法お よ び サ ザ ン プ ロ ッ ト 解析を行 っ た ･

転移巣治療実験に お ける効果判定ほ
, 非治療群 の P C R 産物

を100 % と した 場合の 治療群 で の P C R 産 物の 減少率 を 比較す

る こ と に よ り行 っ た . 抗腫瘍効果( 腫瘍増殖抑制率) は次式に よ

り求め た .

F i g . 1 . S c h e m a of th e f e r tili z e d e g g ･ T u m o r c ell s w e r e

inj e c t e d i n t o th e c h o rio al 1 a n t oi c m e m b r a n e (C A M ) v ei n of

l O ･d a y c hi c k e m b r y o s wi th a 3 0 g a u g e n e e d l e th r o u g h th e

sh ell m e m b r a n e .

1 1

抗腫瘍効果 (好)
= (1

-

T/ C ) × 1 0 0

た だ し
.

T ほ 治療 群の 放射活性 ,
C ほ 非治療群の 放射活性 と し

た . 得られ た結果は ス チ ュ
ー デ ン ト t 検定に よ り統計学的処理

を行 い
,

危険率が 5 % 以下で ある場合 を有意と した ･

v . T N F に よ る試験管内(f … か 0) 温熱併用感受性試験

試験管内に おけ る T N F 感受性試験は
,

C a r r ni c h e al ら
丁)

の 方

法 に 準 じ , 生細 胞の 脱 水 素酵 素の 還 元 能を 指 標と す る 3 -(4 ･

5T di rn e t h yl thi a z ol-2- yl) -2
,

5-d i ph e n y トt e t r a z oli u m b r o m id e

( M T T ) 法を用 い て 行 っ た . 使 用 した T N F (大 日本製薬軌 大

阪) は
,

ヒ ト マ ク ロ フ
ァ

ー ジ由来 T N F c D N A を大腸菌で発現

させ精製単離 した 試料( エ ン ド ト キ シ ソ 含 量 1 0 p g/ 1 0
6

単位 以

下) で ある , こ の ヒ ト 遺伝 子 組 み 換え 塾 T N F の 比 活性は
1

2 . 5 5 × 1 0
6

単位/ m g 蛋白で あ っ た . な お , 1 単位 ほ L-M 細胞の

50 % を 障害す るの に 必要な 量で ある .

T 2 4 細胞を 培地中 で 1 ×1 0
4

個/ m l に 調整 し
, 試験管内に こ の

細胞懸濁液を 0 . 9 m l 分注 し, 同時に T N F 希釈液を 0 ･ 1 m l 加

え ,
3 7 ℃恒温水槽に お い て30 分振 返 し た ･ そ の 後96 穴培養 プ

レ
ー ト ( N u n c , Illi n oi s

,
U S A ) に 1 穴 当 り 200 pl ず つ 分注 し

,

C O 2 濃度 5 %
,
3 7 ℃で48 時間培養 した ,

T N F ほ
, 最終濃度 が

1 ×1 0
3

. 1 × 1 0
4
お よ び 1 ×1 0

5

単位/ m l に な る よう 調整 した ■ 温

熱処理 を併用す る場合は
,
試験管 内で T N F 処 理 した後 , 恒温

水槽に よ っ て 試験管内を加 温 した . 温 熱処理 は , 温 度を42 ･ 5

℃
, 時間を10 分 , 2 0 分 , 3 0 分お よ び60 分と した ･ そ の 後は 培養

プ レ ー ト に 1 穴当り 200 〃l ず つ 分注 し
,
同様 に 培養 した ･ 2 鵬/

m l に 調整 した M T T 試薬(Si g m a ,
S t ･ L o ui s

.
U S A ) の リ ソ 酸緩

衝液 (p h o s ph a te b uff e r e d s ali n e
,
P B S) ( 和光純 軋 大阪) を 1

穴当り 25 パ 加え
,

さ らに 4 時間培養 した . 上 清を吸 引除去 し
,

ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (d i m e th yls u lf o xid e ,
D M S O ) (和光純 薬)

20 恥1 を 加え
,
生成 した M T T フ ォ ル マ ザ ン を溶解 した ･ 各試

料 は s c a n ni n g m ulti w e u s p e c tr o p h o t o m e t e r (I m m u n o R e a d e r

N J -2 0 0 0
,

日 本イ ン タ ー メ ッ ド , 東京) を 用い て 54 0 n m に おけ

る 吸光度を測定 した .

l n o c u18t O t U m O r C 011 s 帥t o C ÅM v o b

Ⅰ
l n c u ヒ鳩t O †o r 7 d 8y 5 at 3 7

0
C

D Is s o ¢t O m b ry o nI c o r;1 8 n

b ..連t ｡ N A

I
A m p l町 $ 卵 C 川¢ 紳 g

lT 帽 nt O †g o n o m l c D N A †ro m t u m o r o 州 S

by 2王妃y ¢l 0 8 0†p 01y
l M r● 紳 ¢h al n r ●8 ell o n

F ig . 2 . D e t e ctio n of m e t a s t a si z e d t u m o r c ells i n c h i c k

e m b r y o s .



1 2

効果判定 (増殖抑制 率) は
一 対照群の 吸 光度を100 % と した 場

合の T N F お よび 温熱処理群の 吸光度を 対照群と比較す る こ と

に よ り 行 っ た . 増殖抑制率の 算出方法を 次式に 示 す .

増殖抑制率 (% ) =

(1
-

T / C) × 1 0 0

た だ し
,

T は T N F' お よ び温熱処理 群の 吸 光度 ,
C は 対照 群の

吸 光度と した . 得 られ た 結果は ス チ ュ

ー

デ ン ト t 検定 に よ り統

計学的処理 を 行 い
,
危険率 が 5 % 以下 で ある 場合 を 有 意 と し

た .

Ⅵ .
T N F および温熱 併用 によ る試験管外(i 乃 リブu o) 転移 巣治

療実験

T N F の 試験管外 に おけ る抗腫瘍活 性を受精鶏卵 を 用 い て 検

討 した . 鶏卵 1 個 当た り T N■F l x l O
3

,
1 ×1 0

4
およ び 1 ×1 0

5

単

位を 紫尿膜上 の 血 管 内よ り投与 L た . 投与は
! 僻卵10 日 目の 鶏

卵 に 腫瘍細胞移植30 分後
,

お よ び 移植 3 日 後 の 2 通 り で 行 っ

た . 温熱処理 を併用 す る 場 合は , 酵卵1 3 日 日 に T N F を 投与

し, 3 0 分後に 鶏卵 を恒温 水槽 内に 保持 し加温 した . 温熱処理 は

42 . 5 ℃
1
1 0 分と した . 酵卵17 日 日 に 摘出 した胎 児肝 よ り D N A

を 抽出 し
,
P C R 法 お よ び サ ザ ン プ ロ ッ ト 解析 に よ り 効果 判定

を 行 っ た .

F ig . 3 . K i n e ti c s of g r o w th of T 24 a n d K M S T - 6 c ell s in

e m b r y o ni c liv e r af t e r i nj e c tio n i n t o th e C A M v ei n . T w o

g r o u p s of l O - d a y e m b r y o s r e c ei v e d eith e r T 2 4 0 r K M S T - 6

c ell s (1 ×1 0
6

c e ll s/ e m b r y o) . T h r e e o r f o u r e m b r y o s f r o m

e a c h g r o u p w e r e kille d a t th e s t a t e d ti m e (1 ,
3

,
5

,
a n d 7

d a y s) af t e r c ell in o c u la ti o n . E m b r y o ni c li v e r s w e r e

di s s e c t e d a n d w eig h e d
,

a n d th e D N A w a s e x tr a c t ed . D N A

f r o m e a c h e m b r y o ni c li v e r w a s mi x e d a n d l p g o f D N A

W a S t e S te d b y th e p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n ( P C R)

t e c h ni q u e a n d S o u th e r n bl o t a,n a ly si s .

F i g . 4 . P h o t o mi c r o gr a p h of a 1 3 -d a y e m b r y o n i c li v e r

S h o wi n g m e t a s t a si s of T 2 4 h u m a n bl a d d e r c a n c e r c e11 s .

(h e m a t o x ylin a n d e o si n s t ai n
,

×1 0 0)

成 績

l . 鶏卵胎児肝に おけ る T 2 4 細胞 の桂時的増殖動態

ヒ ト膀胱癌培養細胞 T 24
, ま た は非腫瘍性 の ヒ ト線維芽細胞

K M S T -6 を鶏卵梁尿膜上 の 血 管内よ り ㍗×10
8

個移植 し
,
移植

後 1 ,
3

,
5 お よ び 7 日 冒 に 胎 児肝 よ り D N A を 抽 出 し

,

P C R 法お よ び サ ザ ン プ ロ
ッ ト法に よ り解析 した . T 2 4 細胞 の

場合 ! 移植1 日 目か ら 7 日 目 ま で 経時的に 増幅 D N A 断片 の バ

ン ドは増強 して い た .

一 方
,

K M S T -6 細胞 で は
, 移植後 1 日 目

よ り 3 日冒 ま で は バ ン ドが 認め られ た が
,

5 日 目 よ り急激 に 減

少 し, 7 日 日 で ほ P C R 産物 は ほ と ん ど検 出され な か っ た (図

3) . ま た
,
T 2 4 細胞 移植後 3 日 日 の 鶏卵胎児肝 の 組織学的検索

を行 っ た 結果 , 多数 の 転移巣 が確認 された (図4 ) . これ に 対 し

て K M S T-6 細胞は
▲ 移植後7 日 目で ほ 組織学的に 検 出 さ れ な

か っ た .

‡ . 鶏卵胎児肝転移巣に 対する温熱療法

T 24 細胞移植後 3 日 目 の 鶏卵 を恒温水槽 内で 加温 した . 対照

群と 比較 し
, 加温条件に 応 じた増 幅 D N A 断片の 減少が認 め ら

れ た ( 図5 ) . 4 2 . 5 ℃
,
2 0 分 お よび4 3 . 0 ℃

,
1 0 分 の 加温 に よ っ

て
,

そ れ ぞれ69 . 2 % およ び82 . 0 % の 統 計学的 に 有意な 腫瘍 増殖

抑制効果が認め られた が
,
4 2 . 5 ℃

,
1 5 分以下の 加温で は 抗腫瘍

効果は 認め られ な か っ た (表1 ) .

以下の 実験 で は薬剤 との 併用効果を 検討す るた め , 加温条件

を42 . 5 ℃
,
1 0 分 と l o w d o s e に 設定 した .

Ⅲ . 鶏卵胎児肝転移巣に 対する 抗癌 剤単独お よび温 熱併用療

法

A D M 単独投与 お よ び 温 熱処 理 併 用 に よ る治 療実験 を 行 っ

た . A D M 2 0 p g/ e g g 単独投 与で は , 1 3 .5 % と治療効果は 僅か で

あ っ た の に 対 し
,
4 2 . 5 ℃

,
1 0 分の 温熱併用 に よ り ,

5 4 . 2 % と 相

N : G e n o m l C D N A 什 耶 e m b r y o n l c 亡h l c k 1 1 v e r

F ig . 5 . E ff e c t of h y p e r th e r m i a ( H P T ) o n li v e r m e t a st a sis of

T 2 4 h u m a n bl a d d e r c a n c e r c ells i n c h i c k e m b r y o s . H P T

W a S p e rf o r m e d b y i m m e r s l n g e a C h of th e e g g s 3 d a y s

af t e r t u m o r c ell i n o c ul a ti o n in a cir c ul a ti n g w a t e r b a th a t

V a ri o u s t e m p e r a t u r e s a n d f o r v a ri o u s l e n gth s of ti m e .

T a bl e l . E ff e c t of h y p e r th e r m i a o n li v e r m e t a s t a si s o f

T 2 4 h u m a n bl a d d e r c a n c e r c ell s i n c h i c k e m b r y o s

T e m p e r a t u r e
～ T i m e R a di o a c ti vit y I R ( % )

( ℃ , mi n )
'

M e a n 士S D ( A U/ m m
2

)

4 3 . 0
-

1 0

4 2 . 5
-

2 0

4 2 . 5
-

1 5

4 2 . 5 -

1 0

4 2 . 0 - 1 5

c o n tr ol

3 3 . 2 士 3 0 . 3 8 2 . 0
*

5 6 .7 士 4 9 . 2 6 9 . 2
*

1 0 4 .6 士11 8 . 8 4 3 . 2

1 3 5 . 0 土 2 7 . 4 2 6 . 7

1 4 2 . 3 士 9 4 . 0 2 2 . 7

18 4 . 1 士 7 6 . 3

I R ( % ) 芦 (1
q

( R a di o a c ti vit y o f tr e a t e d g r o u p)/( R ad i o a c -

ti v it y of c o n tr ol g r o u p)) ×1 0 0
*

P < 0 .0 1 b y S t u d e n t
'

s t -t e St



鶏卵法 に よる ヒ ト 痛転移巣 に 対す る温熱 化学療法

加効果以上 の 治療効果が 認め られ た (表 2) .

次に C D D P また は C B D C A 単独投与,
お よ び温熱処理併用

に よ る治療 実験 を 行 っ た . C D D P l O FLg/ e g g ま た は C B D C A

l 恥g/ e g g 単独投 与で は , そ れ ぞれ29 .1 %
,
2 7 . 3 % の 抗腫瘍効

果が 認め られ, それ らの 効果 ほ い ずれ も温熱併用 に よ り増強さ

れな か っ た (表 3 ) .

次い で M M C また は C P M 単独投与 ,
お よび 温熱処理 併用に

よ る治療実験 を行 っ た . M M C l O p g/ e g g 単独投与で は58 . 9 % ,

C P M 2 5 0 p g/ e g g お よ び 50 0 p g/ e g g 単独投与 で ほ
,

そ れ ぞれ

75 . 4 % ,
9 2 . 3 タ̀ ,

M M C と 温熱 と の 併用 で は
,
8 2 . 4 % の 抗腫瘍

効果が 認め られ た (表 4) .

Ⅳ . T N F に よ る試験 管内感受性試験の結 果

温熱単独処理 で ほ
▲

い ずれ の 処 理時 間に お い て も低感受性を

示 し , 4 2 . 5 ℃ t 60 分加温に て も増 殖抑制率 が29 . 4 % で あ っ た .

T N F 単独処理で も,
1 ×1 0

3

,
1 ×1 0

4

お よ び 1 ×1 0
5

単位/ m l の 濃

度 に お い て
, そ れ ぞれ26 . 0 % ,

2 4 .3 % お よ び1 9 . 5 % と低感受性

を 示 した .

一

方 ,
T N F に 温熱処 理を併用 した 場合, 4 2 . 5 ℃ ,

T a b l e 2 ･ E ff e c t of a d ri a m y c i n ( A D M ) a n d h y p e rth e r m i a

( H P T ) o n li v e r m e t a s t a si s of T 2 4 h u m a n bl a d d e r

C a n C e r C ell s i n c hi c k e m b r y o s

D r u g s ( p g/ e g g)

H P T

n o n e 4 2 . 5 ℃
-

1 0 m i n

n O n e 2 6 . 7

A D M (2 0) 1 3 . 5 5 4 . 2
*

I R ( % ) = ( 1 - (R a di o a c tivi ty of tr e a t e d g r o u p)/( R a di o a c
-

ti vi ty of c o n tr ol g r o u p)) ×1 0 0
*
P < 0 .01 b y S t u d e n t

'

s t - te S t

T a b l e 3 . E ff e c t of ci s pl a t in (C D D P ) a n d c a r b o pl a ti n

( C B D C A ) w it h/ wi th o u t h y p e r th e r m i a ( H P T) o n li v e r

m e t a s t a sis of T 2 4 h u m a n b l a d d e r c a n c e r c ell s i n c hi c k

e m b r y o s

D r u g s ( p g / e g g)

H P T

n o n e 4 2 . 5 ℃ - 1 0 m i n

n O n e 2 4 . 5

Cis pl a ti n (1 0) 2 9 .1
*

3 3 . 4
*

C a r b o pla tin (1 0) 2 7 . 3
*

4 4 . 5
*

I R ( % ) = (1
- (R a di o a c ti vity o f tr e at e d g r o u p)/(R a di o a c-

ti vi t y of c o n t r o l g r o u p)) ×1 0 0
*
p < 0 .0 5 b y S t u d e n t

'

s t - t e S t

T a bl e 4 . Ef f e c t of mi t o m y ci n C (M M C) w it h/ wi th o u t

h y p e r th e r mi a (H P T) a n d c y cl o p h o s p h a mi d e (C P M ) o n

li v e r m e t a s t a sis o f T 2 4 h u m a n bl a d d e r c a n c e r c ells i n

C hi c k e m b r y o s

D r u g s ( p g/ e g g)

H P T

n o n e 4 2 . 5 ℃
-

1 0 m i n

n O n e 1 8 . 6

M M C (1 0) 5 8 . 9
*

8 2 . 4
*

C P M (2 5 0) 7 5 . 4
*

C P M (5 0 0) 9 2 .3
*

I R ( % ) = (1 - (R a di o a c ti vi t y of tr e at e d g r o u p)/ (R ad i o a c
-

ti vit y of c o n t r o l gr o u p)) ×1 0 0
*
P < 0 .0 5 b y S t u d e n t

'

s トt e s t

1 3

2 0 分以上 の 併用 に よ り ,
い ずれ も相加効果 以上 の 殺細胞効果が

得 られ
, 加温時 間の 延長と とも に 併用効果 の 増強が認 め られ た

(表 5) .

Ⅴ . T N F お よび温熱併用に よ る試験管外転移巣 治療実験 の

結果

図6 に 示すように
,

T N F 単独投与で ほ
, 僻卵1 0 日 目 お よ び

T ab l e 5 ･ E ff e c t o f h y p e r th e r mi a ( H P T ) a n d t u m o r

n e c r o si s f a c t o r ( T N F) o n th e g r o w th o f T 2 4 h u m a n

bl a d d e r c a n c e r c e11s i n vi tr o
-)

H P T T N F (U/ m l)
T i m e ( m i n) n o n e l O

3

1 0
4

1 0
5

n O n e 2 6 . 0
♭)

2 4 . 3
b)

1 9 . 5
b)

4 2 .5 ℃ - 1 0 6 . 5
b)

2 8 . 5
b)

3 2 . 8
b)

1 9 . 5

2 0 1 0 . 7
b)

3 9 . 8
b】

4 3 . 5
b)

3 8 . 1
叫

3 0 1 1 . O
b)

5 2 . 8
b)

4 9 . 4
b) 3 6 . 2

叫

6 0 2 9 . 4
b〉

7 3 . 2
b)

7 0 .9
h)

5 9 . 6
b)

I R ( % ) = il - (O D 5.｡ O f tr e a t e d g r o u p)/ ( O D 51 ｡ Of c o n tr ol

g r o u p)) ×1 0 0

a) M T T a s s a y

b) P < 0 .0 1 b y S t u d e n t
'

s t -t e St

O n D a y 1 0 0 n D a y 1 3

T N F ( U / e 9 g)

ー 5 7 6 b p

H : T 2 4 g e n o m i c D N

N : G e n o n li c D N A †r o m e m b r y o ni c c hi c k li v e r

F i g . 6 . E ff e c t of h y p e rth e r m i a (H P T) a n d t u m o r n e c r o sis

f a c t o r ( T N F ) o n li v e r m et a s t a si s o f T 2 4 h u m a n b la d d e r

C a n C e r C e11s i n c hi c k e m b r y o s . I nj e c ti o n of T N F w a s

P e rf o r m ed eit h e r 3 0 m i n
,

O r 3 d a y s a f t e r t u m o r c ell

i n o c ul a ti o n ( o n d a y l O , 1 3 af t e r i n c u b a tio n) . A d m i ni str a ti o n

Of T N F c o m bi n e d w it h H P T w a s c a r rie d o ut 3 d a y s aft e r

th e i n o c ul a ti o n ( o n d a y 1 3) .

T a bl e 6 . E ff e c t of h y p e rt h e r mi a (H P T ) a n d t u r n o r

n e c r o si s f a c to r ( T N F ) o n li v e r m e t a st a sis of T 2 4

h u m a n bl a d d e r c a n c e r c ells i n c hic k e m b r y o s

T N F ( U/ e g g)

H P T

n o n e 4 2 .5 ℃
-

1 0 m i n

D a y 1 0 D a y 1 3 D a y 1 3

1 0
a

9 .0 2 2 . 3
*

4 1 . 9
*

四 62 . 0
*

4 9 .8
*

78 . 8
*

1 0
6

7 6 . 6
*

6 3 . 9
*

91 . 9
*

n O n e 2 2 . 3

I R (% ) = ( 1
-

(R a di o a c ti vi ty of tr e a t e d g r o u p)/ (R ad i o a c
-

ti v ity of c o n tr o l g r o u p)) ×1 0 0
*
P < 0 .01 b y S t u d e n t

'

s トt e s t



1 4

1 3 日 目 (D a y l O お よ び D a y 1 3) と も投与量に 応 じて P C R 産物

の バ ン ドが減弱 して い た . 温熱処理 を併用 した 場合 ,
T N F の

投与量に 応 じてバ ン ドの 減弱が認め られ た ∴ 酵卵10 日 目
,

T 2 4

細 胞 移 植 後3 0 分 に T N F を 投 与 した 場 合 ,
1 ×1 0

4
お よ び

1 ×10
S

単位/ e g g 投与に て
,

それ ぞれ62 ･0 % およ び76 ･ 6 % と腫

瘍細胞 の 肝転移抑制効果が 認め られ た ･ 貯卵13 日 目 , 移植 後 3

日 目 に T N F を投与 した 場合,
1 ×1 0

3

,
l X 1 0

4
お よび 1 ×1 0

5

単

位/ e g g 投与に て , そ れ ぞれ22 . 3 % ,
4 9 ･ 8 % お よ び63 ･ 9 % の 肝転

移巣増殖抑制効果が 認め られ た . 移植後 3 日日 に T N F 投与お

よび42 . 5 ℃
,
1 0 分の 温熱 処理 を 併用 した 場合 に は

I
T N F の

1 × 1 0
1

お よび 1 ×1 0
5

単位/ e g g 投与に て
, そ れ ぞれ 78 ･ 8 % ,

91 . 9 % と相加効果以上 の 肝 転移巣増 殖抑制 効果が 認 め られ た

(表 6) .

考 察

191 2 年 M 口r p h y
8)

ほ ∴鶏卵 梁尿膜上 に 移植腫瘍組織 が生者 し,

増殖す る こ とを 初め て 見出 した ･ 1 9 5 4 年 に は
,

ヒ ト 額上 皮癌

H E p-3 細胞の 鶏卵糞尿膜上 ある い は卵 黄 内 へ の 移植 に よ り ,

肝 , 後 軋 肺, 脳な ど の 鶏卵胎児臓器に 転移す る こ と が 見出さ

れ , 同時に ナ イ ト ロ ジ ェ ソ マ ス タ
ー

ド に よ る 治療実 験 が 行 わ

れ
, 転移腫瘍の 増殖抑制が 報告され た

g}
t

受精鶏卵を 用 い る場合 , 突放可能期間が 7 日 間と短い た め 鶏

卵胎児臓器 に お ける 転移巣 が肉眼的に確認 され る こ とは 稀で あ

る . 従 っ て
, 転移巣の 検出ほ鼠織学的検索 に 頼 らね ばな らず

,

受精鶏卵を転移実験モ デ ル と して 広く応用す るに は定量性 に 問

題 が あ っ た ∴鶏卵胎児臓器中の ヒ ト腫瘍細胞を 特異的に 検 出す

るに は
,

ヒ ト腫瘍細胞に 特異的な マ ー カ ー を見出す こ と が 重要

で ある . E n d o ら
岬11)

ほ ,
ヒ ト に 特異的 な D N A 配列 と し て の

β - グ ロ ビン 遺伝子配列を P C R 法を 用 い て増幅する こ と に よ

り , 鶏卵胎児臓器中の と = 庫瘍転移細胞 を特異的 に 検出で き る

こ とを 報告 した . 本研究 で ほ ,
E n d o ら の 方法を 用 い て ヒ ト 膀

胱癌培養細胞 T 24 の 故小転移巣に 対する温熱化学療 法 に よ る

治療効果に つ い て検討 した .

鶏卵胎児肝 に おけ る ヒ ト 膀胱癌培養細 胞 T 24 の 増殖 動態 を

調べ た結果 ,
P C R に よ る増幅 D N A 断片の バ ン ドは 移植後経時

的に 増強して い た .

一

九 非腫瘍性 の K M S T - 6 細胞 で は , 移植

後1 日 日よ り 3 日 目 ま で バ ン ドが 認め られ た が , 5 日 目 よ り急

激 に 減少 し, 7 日 目 で ほ ほ と ん ど検 出 され な か っ た ･ す な わ

ち
, 非腫瘍性の K M S T-6 細胞は

, 鶏卵胎 児肝で は増 殖で き な い

が
,

高転移性の T 24 細胞は 単に 肝に 捕捉され た だ けで は な く ▲

肝に 生者 し
, 増殖 して 転移巣を形成する こ とが 確認 され た ･ 以

上 よ り ,
P C R 法を 用い る こ と に よ っ て 鶏卵胎児肝 に お け る ヒ

ト 腫瘍転移細胞を 定量的か つ 特異的に 検出でき る こ とが 確認 さ

れ た .

次 に 温熱療法 に よ る治療 実験を 行 っ た . 試験管 内 で ほ
,

T 2 4

細胞 は温熱に 対 して 低感受性で ある こ と が判明 した ･ 試験管外

で は
l 加温条件 に 応 じた 抗腫瘍効果が 認め られ

,
4 2 ･ 5 ℃ ,

2 0 分

お よ び43 . 0 ℃ , 1 0分 の 加温に よ っ て
,

そ れぞれ6 9 . 2 % お よ び

82 . 0 % の 腫瘍増殖抑制効果が 認め られ た ∴試験管外 に お い て 高

い 腫瘍増 殖抑制効果が認 められた 理由と して
, 握熱に よ り腫瘍

血 管が 閉塞, 出血
,

う っ 滞する こ と に よ り, 腫瘍 内の 低酸 軋

低 p H 状態を 引き起 こ し細胞死を 促進 す る土と が 知 られ て お

り
1 2)

, 試験管外で は温熱に よ り腫瘍血 管の 障害が 起き るた め と

考えられ た .

次 い で 抗癌剤 お よ び 温熱 処理 併 用 に よ る 治 療 実 験 で は 】

A D M と温熱と の 併用 に よ り相加効果以上 の 腫瘍増殖抑制効 果

が 認め られ ,
M M C と温熱処理と の 併用で は ほぼ 相加効果に 相

当 す る 抗 腫 瘍 効 果 が 認 め ら れ た .

～

方 ,
C D D P お よ び

C B D C A で は
,
単独投 与と比較 し温熱に よ る 有意 な増強効果は

認め られ なか っ た .
A D M や bl e o m y ci n は ∴粗熱に よ りそ の 作

用 が増強され る代表的な 薬 剤 で あ る が
, そ の 作用機 序 と し て

ほ
,
1) 加温に よ り細胞膜 の 透過性が 高ま り薬剤の 細胞内濃 度が

高め られ る
,
2) 加温 に よ り , 薬剤に よ る細胞 の 潜在的致死効果

か らの 回復が 阻止 さ れ る ,
た め と され る

131 ‖)
.
C D D P は 比較的低

い 加温に よ りそ の 作 用 が増強 され る薬剤
15)

で ある が
, 今回 の 実

験結果はそ れ に 反 して お り
,

T 24 細胞 の 温熱感 受性 が 低 い こ

と ,
C D D P に 対す る感受性が 低い こ とな どが そ の 原因と考 え ら

れ た . ま た O h n o ら
16)

は ,
ラ ッ トの 側腹部皮下 に 線維肉種を 移

植 した実験系に お い て ,
C B D C A 投与に 温熱処理を 併用 した場

合,
C B D C A 単独と 比較 し

,
そ の 治療効果が 3 ～ 4 倍増強 され

た と 報告 して い るが; 本実験 で は温熱併用に よ る有意 な増強効

果ほ 認め られ な か っ た .

次に 本法を用 い て , T N F の 抗腫瘍活性 に つ い て 検 討 した ･

T N F は
,
1 9 7 5 年 C a r s w ell ら

1T)
に よ り

,
カ ル メ ッ ト ･ ゲ ラ ン

ー

ウ シ 型結核菌 (b a c ill e C al m e tt e G u 6 ri n
,
B C G ) と エ ン ド ト キ シ

ソ で処理 した マ ウ ス の 血 清中 に 発見され た抗腫瘍因子 で ト 腫瘍

細胞 に 特異的に しか も種 を越 えて 細胞障害な い し増殖阻止作用

を 示 す
酬 ) こ と よ り , 興味 ある 生物 反応 修飾 物 質 (biol o gi c al

r e s p o n s e m o difi e r s
,
B R M ) と して 注 目 さ れ て い る ･ 従 来 ,

T N F の 試験管外 に おけ る効果ほ , 移植腫瘍の 原発 巣に 対 す る

壌死ある い は腫瘍退縮の 程度 で表現 され て きた が
,
1 98 4年渡辺

ら
20)2 1)

ほ
,

マ ウ ス に B-1 6 メ ラ ノ ー マ 細胞 を移植す る人工 転移実

験系 を用 い て
,

T N F 投与を 腫瘍細 胞静 江20 分後 , お よ び す で

に 微 小転移巣の 形成 され た 2 日後の 2 通り で 行 い
,

3 週間後に

肺表面転移結節数を 数え た 結 果 ,
著明 な 肺転移 抑制 効果 を 示

し , ま た観織学的検索で は転移巣以外の 肺覿織 に は壌死 軋 炎

症細胞浸潤 な どの 所見は 認め られ なか っ た と 報告 した ･ 本研究

では ∴鶏卵頻尿膜上 の 血 管内よ り T N F を 投与 し,
T N F の 抗腫

瘍活性を 肝転移抑制効果 ,
お よび 肝転移 巣に 対す る増殖抑制効

果の 面か ら検討 した .

試験管内に お け る実験結果か ら ,
T 2 4 細胞は T ＼F に 対 して

低感受性 であ る こ と が 判明 したが
,

T N F に 温熱 処 理 を 併 用 し

た 場 乳 加温時間の 延長 と と も に 併用 効果 の 増 強 が 認 め られ

た . 試験管外に お い て
,

まず T 2 4 細胞 移植後30 分 に T N F を投

与 した 段 階で は
, 腫瘍細胞は 肝の 血管 内に 存在 し

,
ま だ 転移巣

を形成 して お らず ,
1 ×1 0

4

お よび 1 × 1 0
5

単位/ e g g 投与 に て ,

そ れ ぞれ62 . 0 % お よ び76 . 6 % の 抗腫瘍 効果 が認め られ た こ と よ

り
,

T N F に よ る腫 瘍細胞 の 肝転移抑制 効果が判 明 した t さ ら

に 移植後 3 日 目に T N F を 投与 した 段 階で ほ
,
す で に 肝 に 微小

転移巣を形成 して い る こ と よ り , 1 ×1 0
3

,
1 ×1 0

4
お よ び 1 ×1 0

5

単位/ e g g 投与 に て
,
それぞれ22 . 3 % , 4 9 ･ 8 % お よ び63 ･9 % の 肝

転移巣に 対す る増殖抑制効果が 明 らか と な っ た ･
こ れ らの 抑制

効果は い ずれ も T N F の 投 与量に 応 じて 増強さ れ た ･

一 九 移

植後 3 日 冒 に T N F 投与に 温熱処理 を 併用 した 場合 ,
T N F の

1 ×1 0
4

お よ び 1 ×1 0
5

単位/ e g g 投与 に て
,

そ れ ぞれ 78 . 8 % ,

91 . 9 % と増殖抑制 効果が相加効果以上 に 増強 さ れ た ･ T N F お

よ び温熱併用 に よ る抗腫瘍性増強効果 の 作用磯 序
22)2 3 )

と して
,

1) 加温に よ る T N F の 細胞 内 へ の 取 り込み の 増加 ,
2) T N F の
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細胞障害 に 対す る修復機能の 阻害 ,
3) 細胞周 期特異性の 相補的

作用,
4) 加 温に よ る T N F の 腫瘍血 管障害性 の 増強

I
5) 加温に

ょ る T N F の ラ イ ソ ゾ
ー ム 蛋白分解酵素の 活性化 お よび活性酸

素発生の 増 軋 な どが 考え られ , 試験管内お よ び試験管外 の 実

験結果か ら, 腫瘍血 管障害性 の 増強が よ り密接に 関与 して い る

も の と推察され た .

温熱療法に 関 して
,

こ れ ま で 特 別な 副作用 は 報告され て お ら

ず ,
T N F と温熱療法と の 併用は

t
副作用の 軽減 の みな らず , そ

の 効果 を増強す る意味で 有用な 方法と 考え られ た . 温熱療法で

は 温度測定 の た め に 腫瘍 内 に 直 接温 度 セ ン サ ー を 刺入 して お

り
,

こ れ を用 い る こ と に よ り容易 に T N F を 腫瘍局所 に 投与
24)

す る こ と が可 能 で あり
, 静脈 内投与時に み られ る発熱や 血圧低

下な どの 副作用 を軽減で きるも の と考 え られ る .

以上 の 結果よ り , 木鶏卵法ほ
1 簡便 で効率の 良い

,
い わ ゆ る

普及型の ヒ ト 腫瘍 転移実験モ デ ル と して
,

ヒ ト腫瘍微小転移巣

を特異的か つ 定量的に 検出する こ と が 可能 で あり ∴ 温熱化学療

法 に よ る転移巣治療実験 に 適用 可 能で ある こ とが 明 らか とな っ

た . ま た
,
T N F の 抗腫瘍活性 と して

, 腫瘍細胞 の 肝転移抑制効

果お よ び肝転移巣に お け る腫瘍増殖抑制効果が認め られ た .

結 論

1 . 試験管内 で は
,
T 2 4 細胞 は温熱 に 対 して 低感受性を 示 し

た . 試験管外で ほ
1 温熱治療忙 よ っ て

, 加温条件に 応じた肝 転

移巣増殖抑制効果が 認め られ た .

2 . A D M と 温熱療法 との 併用 に よ っ て
, 相加効果以上 の 抗

腫瘍効果が 認め られ た . C D D P
,
C B D C A ほ ∴温熱療法併用 に よ

る増強効果が 認め られ な か っ た . M M C と 温熱療法と の 併用に

ょ っ て 高い 抗腫瘍効果が 認め られ た が ∴温熱併 用に よ る 相乗性

効果ほ 認め られ なか っ た .

3 . 試験管 内で ほ ,
T 2 4 細胞ほ T N F に 対 して低感受性を示

した .

一 方 ,
T N F に 温熱処理 を 併用 した 場合

,
相加 効果以上 の

増殖抑制効果が 認め られ た . 試験 管外 で は ,
T N F 単 独投与 に

よ っ て
,
T 2 4 細胞 の 肝 転移抑制効果 ,

お よ び肝転移巣に おけ る

腫瘍増殖抑制効果が 認め られ た . T N F と温熱療法 と の 併 用 に

よ っ て
,
肝転移巣に 対し て 相加効果以_

上の 高い 抗腫瘍効果が 認

め られ た ,

4 . 本鶏卵法は 簡便 卜 迅速か つ 定量 性に 優れ た ヒ ト腫瘍転移

実験 モ デ ル と して
, 温熱化学 療法 の 基礎 実験 に 適用 可 能 で あ

り ,
T N F の 抗腫瘍宿惟を 検討す る とでも有用で あ る こ と が 明

らか と な っ た .
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c h e m o th e r a p y : S y n e r gis m b et w e e n h y p e r th e r m ia (4 2
-

4 3 ℃)

a n d a d ri a m y ci n ( o r b le o m y c i n) i n m a m m ali a n c e11 i n a c ti v a ti o n ･

P r o c . H a tl . A c a d . S ci . U S A , 7 2
, 9 3 7T9 4 0 (1 9 7 5) .

1 4) B r a u n , J . & H a h n ,
G . M . : E n h a n c e d c e11 k illi n g b y

bl e o m y ci n a n d 4 3 ℃ h y p e r th e r mi a a
,

n d th e i n h ibitio n o f

r e c o v e r y f r o m p o te n ti all y l e th al d a m a g e ･ C a n c e r R e s ･
,
3 5

,

2 92 1- 2 92 7 (1 9 7 町

15) M e y n
,

R . E .
,

C o r r y ,
P . M .

,
F l e t c h e r

,
S ･ E ･ &

D e m e tri a d e s
,
M . : T h e r m al e n h a n c e m e n t of D N A d a m a g e i n

m a m m ali a n c e11s tr e a t ed wi th ci s
→ di a m mi n e di c h l or o pl a ti n u m

( n ) . C a n c e r R e s .
,
40

,
11 3 6 - 1 1 3 9 (1 9 80) ･



1 6

1 6) O h n o
,
S .

,
Si d di k

,
Z . H .

,
B a b a

,
H .

,
S t e p h e n s

, L . C . ,

S t r e b el
,
F . R .

,
W o n d e r g e m

,
J .

,
K h o k h a r

,
A . R . & B u ll

,

J . M . C . : E ff e c t o f c a r b o pl a ti n c o m b i n e d w ith w h ol e b o d y

h y p e rth e r mi a o n n o r m al tis s u e a n d t u m o r i n r at s . C a n c e r

R e s .
,
51

,
2 9 9 4 - 30 00 (1 9 9 1) .

17 ) C a r s w elf
,
E . A .

,
O ld

,
L . J .

,
K a s s el

,
R . L .

,
G r e e n

,
S

り

F i o r e
,

N . & W illi a m s o n
,
B . : A n e n d o t o xi n

-i n d u c e d s e r u m

f a c t o r th a t c a u s e s n e c r o si s of t u m o r s . P r o c . N a tl . A c a d . S ci .

U S 九 7 2
,
3 6 6 6 - 3 6 7 0 (1 9 7 5) .

1 8) H el s o n
,
L .

,
G r e e n

,
S .

,
C 8 r S W e11

,
E . A . & O l d

, L . J . :

E ff e c t of t u m o r n e c r o si s f a c t o r o n c ult u r e d h u m a n m el a n o m a

C ell s . N a t u r e
,
2 5 8

,
7 3 1 - 7 3 2 (1 9 7 5) .

1 9) M a tt h e w s
, N . & W a t k i n s

,
J . F . : T u m o r n e c r o sis

f a c t o r f r o m th e r a b b it . I . M o d e of a c tio n , S p e Cifi city a n d

P h y si c o ch e m ic al p r o p e r ti e s . B r . J . C a n c e r
,
3 8 ! 3 0 2 - 3 0 9 (1 9 7 8) .

20) 渡辺直樹 t 新津洋 司郎 . 曽根久 雄, 横 田 寛 , 石垣聖 史,

漆崎 一 郎 : T u m o r N e c r o sis F a c t o r ( T N F) に よ る肺 転移抑制効

果に つ い て . 日癌治
,

19
, 1 0 4 9-1 0 5 4 (1 9 84) .

2 1) N ii t s u
,

Y . , W a t a n a b e
,

N .
,

U m e n o
,

H
リ

S o n e
,

H .
,

N e d a , H .
, Y a m a u c h i , N り M a e d a , M . & U r u s h i z a k i

,
Ⅰ. :

S y n e r gi s tic eff e c t s of r e c o m bi n a n t h u m a n t u m o r n e c r o sis

f a c t o r a n d h y p e r th e r mi a o n i n vi t r o c y t o t o x icit y a n d

a r tifici al m e t a s t a si s . C a n c e r R e s .
,
4 8

,
6 5 4 - 6 5 7 (1 9 8 8) .

2 2) W a t a n a b e
, N .

,
N iit s u

,
Y .

,
U m e n o

,
H .

,
K u ri y a m a

,
H .

.

N e d a
,
H .

,
Y a m a u c h i

,
N .

, M a e d a , M . , & U r u s h iヱa k i
,
1 . :

T o xi c eff e c t of t u m o r n e c r o si s f a c t o r o n t u m o r v a s c ul at u r e

in mi c e . C a n c e r R e s .
,
4 8

,
21 79 -2 1 8 3 (1 9 8 8) .

2 3) Y a m a u c h i
,
N .

,
W a t a n a b e

,
N .

,
M a e d a

,
M .

t
O k a m o t o

,

T .
, S a s a k i , H .

, T s uji , N . , T s uji , Y . , U m e n o
,
H .

,
A k i y a m a

,

S . & N iit s u
, Y . : M e c h a ni s m of s y n e r gis ti c c y t o t o xi c eff e c t

b e t w e e n t u m o r n e c r o si s f a c t o r a n d h y p e r th e r m i a . J p n . J .

C a n c e r R e s .
,
8 3

,
54 0 - 5 4 5 (1 9 9 2) .

2 4) A r n a n o
,
T .

,
K u n i m i

,
K .

,
N a k a s h i m a

,
K .

,
U c h i b a y a s h i

,

T ･ & H i s a 2: u m i
,

H .
: A c o m bi n e d th e r a p y of h y p e rt h e r m i a

a n d t u m o r n e c f o si s f a c t o r f o r n u d e m i c e b e a rin g K K - 4 7

bl a d d e r c a n c e r . J . U r ol .
,
1 4 4

, 3 7 0- 3 7 4 (1 99 0) .

An tit u m o r Effb ct $ Of An ti c a n c er A g e nt s a n d T h m o r N e c r osi s F a ct o r i n C o m bi n ati o n wi th / w it h o u t H y p e rt h e r m ia

O n M et a st a si z e d H u m a n B I a d d e r C a n c e r C el)s i n C h i c k E m b r y o s S o o - W o o n g L e e ,
D e p ar t m e n t O f U r ol o g y ,

S c h o ol

Of M edici n e
,
K an a Z a W a U niv er sity ,

K an a Z a W a 9 20
q

J . J u z e n M ed S ∝ .
,
1 02

,
1 0 -

1 6 (1 9 93)

K ey w o r d s chi c k e m b r y o as s a y ,
T 2 4 h u m an bl a d d er c a n c er c ell s

,
m e ta S ta Si s

,
h y pe r th e r m ia

,
t um Or n e C r OSi s fa c t or

A b st r a ct

T 出s st u d y w a s c a rri e d o ut to e v al u at e w h e th e r d le C hic k e m br y o as s a y sy st e m c o uld s e rv e a S a n in vi v o m o d el fo r th e

p r eli m ln ar y l n V e Stlg ati o n of c h e m o h y pe r th e rm i a o n h um an t u m Or m e taS ta Si s . A nti - m et a S ta d c e 飴 c ts of t um Or n e C r O Si s fa ct or

(T N F) w e re al s o e x am i n ed i n th i s s y ste m ･ H um an bl a d d er c an C e r C ell s
,
T 2 4 ( 1 ×1 0

6
c ell s/ eg g) ,

W e re i n ∝ ul at e d i nt o th e

C h o ri o all an t Oi c m e m b r an e (C A M ) v ei n o f l O -d a y c hi c k e m b ry o s ･ H y p e r th e rm ia ( H F r) w as pe r fb r m e d
,
f b ll o w i n g i rLj e cti o n

Of d ru g S in t o th e C A M v ei n 3 d ay s a 触r tu m or c e11 i n o c ul ad o n . I n t r a v e n o u s (i .
v .) a d m i nistr ati o n of T N F w as c a mi ed o u t

ei th e r 3 0 mi n or 3 d a y s a fter th e i n o c ul a ti o n
･

T h e e m b ry o mi c li v e rs w e r e d i ss e c te d 7 d ay s a ft e r th e i n o c u l a d o n
,

an d D N A o f

th e e m b r y o mi c li v er s w a s e xtr a c te d ･ T h e D N A ( 1
F
L g) w as te s te d b y th e p ol y m er a s e ch ai n r e a c d o n ( P C R) t e c h ni q u e w i th th e

S pe Ci丘c p ri m e rs f or th e h um a n β -

g lo bi n g e n e (5 7 6 b p) ,
an d S o u th er n h y b ri di z ati o n m e th o d . H y pe r th e r m i c th e r ap y sh o w e d

i nhibit o ry e 蝕c ts o n th e g r o w th of m et as ta si z ed T 2 4 c ell s i n a th e r m al d o s e - d e pe n d e n t m an n e r
.

T b e an ti t um O r e ff t c ts o f

H P T a t 4 2 ･5 ℃ - 2 0 m i n an d 4 3 ･0 ℃ - 1 0 mi n w er e 69 ･ 2 % a nd 8 2 ･0 %
,

r e SP e C ti v el y ･ H F r (4 2 ･5 ℃ - 1 0 mi n) al o n e an d ad ri am y Ci n

( A D M ) 20 F L g座g g al o n e sh o w e d 2 6 ･7 % an d 1 3 ･5 % t u m or g r o w th i n hi b iti o n
,
r e S pe C ti v el y ･ C o m b i n a ti o n th er a p y o f A D M an d

l m r e v e al e d an e n h a n c ed i n hi bit or y a cti vi ty ( 5 4 ･ 2 % i n hi b iti o n) o n th e g r o w th o f m et a sta si z e d T 2 4 c ell s . I . v . i nj e cti o n of

T N F at l X l O
5

u ni ts/ e g g sh o w e d 7 6 .6 % an ti - m et aSt a ti c effe c ts
,

W h e n ad m i ni st e r e d 30 m i n a ft e r th e i n o c ul ati o n . Wh e n

a d mi mi st e re d 3 d ay s afte r 也 e i n o c ul a d o n
,
T N F at l X l O

5

un its k g g i n c o m bi n ati o n w i th H P T (4 2 .5 ℃ - 1 0 m i n) r e v e al e d 9 1 .9 %

加 1 0 r g r O W th i n hibiti o n
,
W h er e a s T N F al o n e at th e s am e d o s e sh o w ed 6 3 ･9 % ･ A s y n erg lSti c i n hibiti o n of m et a st ati c t u m o r

g r o w th b y th e c o m b in ati o n of T N F a n d E F r w a s o b s er v ed ･ T h e r e s ults obt ai n ed s u gg est th at th i s s y st e m c an b e u s e fu l fb r

e v al u atl n g th e e 触 ct s of c h e m o h y pe r th e rm i a o n m et as ta si z ed h u m an t u m Or C ells an d th at T N F h a s a p r e v e n tiv e e ffb ct o n

m et a st asis an d an i n hibit o ry e 蝕 ct o n m eta sta ti c t u m o r g r o w th ･ I n hibiti o n of t um O r m et aS ta Sis b y T N F w a s gr e atly e nh an C ed

W 把 止y 匹 血 e m i a .


