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カ フ ェ イ ン に よ る制癌剤 の 効果増強 に 関す る研究
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化学療法の 導入 に よ り悪性骨軟部腫 瘍の 治療成績 は飛躍的 に進歩 した が， 未だ満足 すべ き段階に 達

し て い な い
． 微小 転移巣と原発巣 の 両者の 治療が可能で ある 化学療 法に 寄せ られ る期待は大き く

， 何等か

の 方法で 肉腫化学療法の 有効性 を高 める必 要が あ る
． そ こ で本研究で は カ フ ェ イ ン の D N A 修復阻害作 用

に着目し
，

ヒ ト肉腫細胞 を用 い て種々 の 方法 で制癌剤と カ フ ェ イ ン の併用 効果 を検討 した
．
h u m a n t u m 。r

Cl o n o g e ni c a s s a y くH T C A l に よ る実験 で は
，

カ フ ェ イ ン は4 種類の D N A 合成阻害剤で ある，
シ ス プラ

チン
，

マ イ トマ イ シ ン C ， サイ ク ロ フ ォ ス フ ァ マ イ ド及 びア ドリ ア マ イ シ ン の 作用 を相乗的に 増強した ． 特

に シ ス プ ラチ ン と カ フ ェ イ ン の 併用 は
，

ヒ ト肉腫新鮮材料に お い て 18 検体 中14 検体 け8 ％う に相乗効果

を認め
， 最も有効 で あ っ た

． 単層培養系を用 い た シ ス プ ラチ ン と カ フ ェ イ ン の併用 効果の検討で は ，
シ ス

プ ラチ ン投与後 よ り カ フ ェ イ ン を持続接触さ せ た場合に 腰瘍倍加時間を経過 した時点か ら肉腫培養細胞 に

対する殺細胞効果が 著明 に 増強し， 細胞 回転上 の変動と して は S 期及 び G 2ノM 期の蓄積が 解除さ れ た ． ま

た， 効果増強が 著明 な場合に は
， 細胞核 の 細片化 くn u cl e a r f r a g m e n t a ti o nl が高率 に 認め られ た ． さ らに ，

臨床と高い 相関を有す る と考え られ る鶏卵法及 び ヌ ー ド マ ウ ス 法に お い て も ， 有意な脾臓重量や体重の 変

動を認 めず に カ フ ェ イ ン は シ ス プラ チ ン の ヒ ト肉腫に 対す る抗腫瘍効果 を有意に 増強し た くp く0 ． 01う． 以

上 よ り ，
カ フ ェ イ ン は D N A 合成阻害作用 を有する制癌剤の 作用 を相乗的に 増強し

， 肉腫化学療法の 限界 を

打破す る有用 な薬剤で ある 可能性が 示唆 され た
．

K e y w o r d s c aff ei n e
，

a n tic a n c e r a g e n t
，
b o n e a n d s oft － tis s u e s a r c o m a ， d r u g

S e n Si ti v it y t e st
，

S y n e r g lS m

癌化学療法の 進歩に 伴 い 骨肉腫や ユ ー イ ン グ肉腫 を

はじ め と する 悪性骨軟部腫瘍の 治療成績 も飛 躍的に 向

上し て き た ぃ 71
が ， 未 だ満足 す べ き段階 に は達 し て い

ない
． 悪 性度の 高 い 骨軟部腰 瘍 に お い て は初診時既に

存在す ると 考えら れ る微小 転移巣 を制 す る こ と が で き

ない 限り
， 今以 上の 治療成績 の 向上 す なわ ち生存率の

上昇 は望め な い 即
． 従 っ て 集学的治 療 を遂行 して い く

上で
， 微小転移巣と原発巣の 両者の 治療が 可能 であ る

化学療法に 寄せ られ る期待は極め て 大 き い
． し か しな

がら
， 全て の 肉腰細胞 に 有効 な制癌剤 は現段階 で は存

在せ ず
，

さ ら に 制癌剤の 腰 瘍細胞 に 対す る 自然及 び後

天耐性の 問 題が大き く 立 ち は だ か っ て い る
．

それ ゆ え

に
，

有効な制癌剤の 開発や制癌剤の 効果 を増強 する よ

う な薬剤の 発見及 び開発が必 要と な っ て くる
．

制癌剤の 多く は
，

一 般に D N A に 作用 して その 効 果

を発現す る ． しか し
，
D N A に は外的国子 に よ っ て 障害

を受 けた際に それ を修復す る機構 が存在 し， 制癌剤の

効果 が発現 しな い 場合が あ る ． キサ ン テ ン 類に 属す る

カ フ ェ イ ン が
， 紫外線や X 線及 び アル キ ル 化剤な ど，

細胞の D N A に 障害 を与える物質の 作用 を増強す る こ

とが
一 部 で報告さ れ て お り

，
こ れ は主 と して カ フ ェ イ

ン の D N A 修復 阻害作用 に よ る と言われ て い る
9 ト 1 7I

しか し
，

カ フ ェ イ ンが 果して 腫瘍細胞 に 対 して制癌剤

の 作用 を増強す る の か
， ある い は実際の 各種 ヒ ト肉腰

A b b r e v i ati o n s ニ A N O V A
，

a n aly sis of v a ri a n c e ニ E D T A
，

e t h y l e n di a mi n e t e t r a a c etic a cid ニ

F B S
，
f e t al b o vi n e s e r u m i H T C A

，
h u m a n t u m o r cl o n o g e ni c a s s a y ニ O S T

，
O St e O S a r C O m a

T a k a s e 三 R P M I － 1 6 4 0
，
R o s w e11 P a r k M e m o ri al I n stit u t e M edi a － 1 6 町 S P F

，
S p e Cific p a th o g e n

f r e e ．



5 4 4 土

細胞 に 対 して カ フ ェ イ ン に よ る制癌剤の 効果増強の 発

現 が 可能な の か は未だ研究さ れ て い な い
． 今回 著者は

，

カ フ ェ イ ン と臨床上頻用さ れ て い る各種制癌剤と の 併

用 に よ り どの 様 な効果が 発現す るの か に つ い て
，

ヒ ト

肉腫培養細胞及 び臨床材料を 対象と して i n vi t r o 制癌

剤感受性試験で あ るh u m a n t u m o r cl o n o g e n i c a s s a y

くH T C A l を用い て検討 した ． さ らに ， H T C A で 最も

有効 で あると 考え られ た シ ス プ ラチ ン と カ フ ェ イ ン の

併用 に つ い て は
，

フ ロ ー サイ ト メ トリ
ー に よ り細胞周

期の変動を解析す る とと も に
， 臨床応用 へ の 可能性 を

知 る目 的 で 鶏卵 法及 び ヌ ー ド マ ウ ス 法 を 用 い て i n

vi Y O に お け る 抗腫 瘍効 果の 発 現 に 関 し て も 検 討 を

行 っ た ．

対象お よ び 方法

工
． 対 象

培養細胞 は
，

当教室で継代培養さ れ て い る ヒ ト骨肉

腫 培養細胞 くO S T 株1 畑
及 び ヒ ト線維 肉腫 培養細 胞

くH T －1 0 80 株1 瑚
を用 い た

．
生検及 び手術時 に 得 られ た

ヒ ト骨軟部肉腫の 新鮮材料 は計 18 検体で あ り
， 骨肉腰

8 検体，
悪性線維性組織球腫 3 検体， 横紋筋肉腫 2 検

PI e u r aI ef f u si o n

c ul tiv a t e d m e th o d

e e ll sh e e t

嘩三三
c ul tiv 8 t e t U rT

一

泊 r C ell s

i n R P M l
－

1640 m e d 由

w it h 15 ％ F B S

l

b 8 n ノe S t a S Si n gle cモ州

S U S P e n S 1 0 n

くT rY P Si n
－

E D T A J

r e m o v e R B C

b y F i c ol ト C o n r a y

ー
Si n gI e c 釧

S u S P e n 引 O n

屋

体， 類上 皮肉腫 ， 間葉性軟骨肉腫 ， 滑膜 肉腫， 平 滑筋

肉腫，
悪性骨 巨細胞腫各 1 検体を用 い た ．

H ． 各種試験法 に よ る カ フ ェ イ ン と制 癌剤の 併用効

果 の 判 定

1 ． h u m a n t u m o r cl o n o g e ni c a s s a y くH T C A l に

よ る効果判定

H T C A は
， 原則と し て H a m b u r g e r らに よ り開発さ

れ た 二 重 軟寒天 法に 準 じた
抑

．
ヒ ト肉腫 新鮮 材料に お

い て 得 られ た 浮遊細胞数 が少 な い 場合 に は
，

T o m it a

らの H T C A 変 法 くc u lti v a t e d H T C A l 2 り
に 従 い 細胞

を
一

旦 R P M ト16 4 0 培 養液 く1 5 ％熱 非 動 化胎 児牛血

清 十 1 ％ペ ニ シ リ ン ． ス ト レ プ ト マ イ シ ン亡p e ni ci11i nl

st r e pt o m y c in s ol u ti o n 1 0
，
0 0 0 u n it s くP S ， G ib c o 川

を用 い た 単層培養 系で 増 殖 させ て か ら 実験 を行 っ た

く図1 1 ．
O S T 株は 1 di sh あた り 1 X lO

4 個 ， H T ．1 080

株で は ， 1 di s h あ た り 5 X lO
4

個 ，
さ ら に じ 卜肉腫新鮮

材料 で は
，
1 di sh あ た り 1 M 5 X l O

5 個の 生細胞を播種

した ． 培養 は
，
3 アC ， 7 －7 ． 5 ％ C O 2 ， 水 蒸気飽和の 状

態 で 10 日か ら 3 週 間行 い く培養細胞 は 1 0 日 か ら2 週

間， 肉腫 新鮮材料で は 2 週 間か ら 3 週間1 ， 5 0 個以上よ

り な る 細胞集 塊 を コ ロ ニ ー

と 定 義 し， 30 コ ロ ニ ー

ノ

S Oli d t u m o r s

h H

C Ol o n y f o r m a tio n

C O u n t C OIo n Y
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37
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c
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d i s r u p ti o n o f th e t u m o r ． If th e n u m b e r o f th e t u m o r c ell s w a s n o t e n o u g h ，
th e t u m o r c ell s

w e r e c ul t u r e d i n R P M I ．1 6 40 m e d i u m w ith 1 5 ％ f e t al b o v i n e s e r u m u n til c ell s e a t w a s
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t r y p sl n a n d E D T A ． T h e tu m o r c ell s w e r e i n c u b a t ed i n t e st t u b e s w ith d r u g s o r c o n t r ol

m e d i u m f o r l h o u r a t 3 7
0

C ．
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．

T h e d i血 e s w e r e i n c u b a t e d a t 3 r C i n 7 ． 7 ．
5 ％ C O 2

－h u m id ifi e d ai r f o r 2 － 3 w e e k s ．
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p a rti cl e c o u n t e r a n d th e p e r c e n t c ol o n y i n hib iti o n w a s c al c ul a t e d 一



カ フ ェ イ ン に よ る制癌剤 の 効果増強

di sb 以 上 の コ ロ ニ ー 形成の 認 め られ た も の を評価 の

対象と し て 倒立顕微鏡及 び自動 コ ロ ニ
ー

カ ウ ン タ ー

くH a n d e x C P － 2 0 001 で その 数を算定し た ．

使用 し た制癌剤 は，
シ ス プラ チ ン くci s pl a ti nl ，

マ イ

トマ イ シ ン C くm i t o m y ci n CI ，
サ イ ク ロ フ ォ ス フ ァ マ

イ ド くc y c l o p h o s p h a m id el ， ア ド リ ア マ イ シ ン

くad ri a m y ci n l
，

ビ ン ク リ ス チ ン くvi n c ri st in el ，
メ ソ ト

レ キセ ー

ト くm e th o t r e x a t el で あ り
，

m a Sk e d c o m －

p o u n d で あ るサ イ ク ロ フ ォ ス フ ァ マ イ ド は
， 活性型 で

ある 4 － h yd r o p e r o x y c y cl o p h o s p h a m i d e を用 い た ． 制

癌剤の 濃度は
，

V o n H off の 方法に 従 い と 卜に 投与さ

れた場合の 最高血 中濃度の 10 分の 1 と し
2 2I

， カ フ ェ イ

ンの濃度は
，
2 m M と 0 ． 2 m M を用 い た

． 制癌剤の 接

触は37
0

C ，
1 時間接触 と し

，
カ フ ェ イ ン は 制癌剤と 同

時に 1 時間接触さ せ る場合 く培養細胞 の みフ と制癌剤

を 1 時間接触後よ り 二 重軟寒天 培地 の上 層に カ フ ェ イ

ンを混 入 し 10 日 か ら 3 週間持続接触 さ せ る場合 と を

設定した
．

5 0 ％以上 の コ ロ ニ ー 形成の 抑制が認 めら れ た場合 に

感受性陽性 と し
， 相乗効果及 び相加効果の判定 に は

，

V al e ri o t e ら の 定義 細 を参考と し， 薬剤の 併 用 を行 っ

た場合の 1 － くコ ロ ニ ー 抑制率うが各薬剤単独処置に よ

り得られ た 1 －くコ ロ ニ ー 抑制率うの 積よ り小さ い 時に

相乗効果が ある と し
， 同 じ値の 時は相加効果 と した ．

また， 単剤と併用 群の 有意差検定 に は
，

コ ロ ニ ー 数 を

用い て 分散分析 くa n a l y si s o f v a ri a n c e
，
A N O V A l の

後S c h effe の 多変比 較法 を行 い
， p く0 ． 0 5 を有意と し

た
．

2 ■ フ ロ
ー

サイ トメ ト リ ー に よ る細胞周期の 変動の

解析

O S T 株及 び H T －1 0 80 株 を 用 い
， 1 X lO

5

個の 腫 瘍

細胞 を R P M エー 1 64 0 培 地 に 播 種 し
，
3 7

0

C ，
7 －7 ．5 ％

C O 2 ，
水蒸気飽和の 状態 で 48 時間培養の 後，

シ ス プ ラ

チ ン を．．1 時間接触さ せ た
．

シ ス プ ラ チ ン の 濃度 は
，

O S T 株で 0 ■2 JL gノm l と 2 ． O JJ gノm l
，
H T －1 0 8 0 株 で は，

2 ．0 ノノgノm l と 5 ．0 ノノgノm l を 用 い た ． カ フ ェ イ ン は 2

m M の 濃度 を使用 し
，

シ ス プ ラ チ ン 1 時間接触直後 あ

る い は24 時間後 よ り持続接触さ せ た
． 腫瘍細胞数の 算

定は
，
シ ス プラ チ ン 投 与後 か ら24 時間お き に 自動血 球

測定器 くh e m o c y t o m e t e rl に て 行い
， 増殖曲線を求 め

た ． 同時に
， 細胞 回転上 の 変化 をフ ロ

ー

サイ ト メ トリ ー

によ り D N A ヒ ス トグ ラム を求 め解析 した ． 染色法 は
，

腫瘍細胞 を 4
0

C の 7 0 ％ア ル コ ー ル で 30 分 以 上 固定

し
，1 0 0 0 r p m 5 分 間遠沈の 後

，
50 0 m l の 蒸留水に ク ロ

モマ イ シ ン A 3 10 m g と M g C1 2
．

6 H 2 0 1 ．5 g を溶解 し

た液を 2 － 3 m l 入 れ 30 分間 4
0

C の 冷蔵庫 内に 静置

する方法 を用 い た ． ま た ， 標準試料と して は ニ ワ トリ

54 5

赤血球 を用 い
，

レ ー ザ ー 光は 4 5 7 ． 9 n m くA r g o n l a s e rI

を用 い た
． 上 記染色法に て 染色後， p r O pid i u m i o di d e

l m l を加 える 方法あ る い は パ パ ニ コ ロ ー 染色 に よ り

顕微鏡下 に 細胞核 の 形 態学的観葉 を行 っ た ． 生細胞 の

判定は
， トリ バ ン プ ル ー

を用 い た色素排除試験 に よ り

行 っ た ．

3 ． 鶏卵法 くe m b r y o n a t e d c hi ck a s s a yl に よ る効

果判定

本法は
，
1 9 12 年 M u r p h y に よ り開発され 細

， 佐々 木

ら に より制癌剤感受性試験， 抗腫瘍剤の ス ク リ ー ニ ン

グ
， 転移能の検索な どへ の応周と い う ように 発展 して

き た
2 5J 抑

膵卵11 日目の 鶏卵を c a n dl in g く光 に て 逢 引 し
， 境

尿腰上 の 血管の 位置を定め て回転式の ヤス リを用 い て

約 1 c m
2
の 大 きさ に 卵殻を閲恋した ． 直下 に ある梁尿

膜 に傷 をつ け ない よう に卵穀膜 に傷 をつ け， 気室 中央

の 卵殻 に 小孔 を開け， その 小孔より気室の空気 を弱く

吸引し て卵殻膜と 襲尿膜と を分離し た後
， 卵殻膜 を除

去 して人 工気重を作成 した
．

この露出 した襲尿 腰上 の

血 管の 発達 し たと こ ろに
， 移植位置の 保持と細胞の拡

散 を防止 す る 目的 で 直径8 m m の テ フ ロ ン リ ン グ を

置い て O S T 株 で は 4 X l O
6

個 ，
H T －1 08 0 株で は 5 X

lO
5 偶 の 細 胞 を移 植 し た ． 腫 瘍 移植 3 日 目 に 再 び

C a n d li n g を行い 血 管の 位置を定め卵殻膜を露出し
，
流

動パ ラ フ ィ ン を塗 布 した ．
こ こ に 30 ゲ ー ジ針の つ い た

注射器に て シ ス プ ラチ ン 5 月g く総量 0 ．1 m ll を投与 し

た
．
その 翌 日か ら， 持続接触 を意図して カ フ ェ イ ン 2 ． 5

m g を卵黄内に 3 日 間連 日投与 した ． 移植 7 日日 に 襲

尿膜上 に 成育 した腫 瘍の 重量 を測定 し， 対照群 と比 べ

て増殖阻止率 を算出し評価 した
．

な お
，

一

つ の 治療 に

対 して原則 と して 10 個の受 精鶏卵を使用 し，平 均値 を

算出し て評価 した ． ま た， 各群間の有意差検定 に は，

分散分析の 後 S c h eff6 の 多変比較法 を用 い
， p く0 ． 05

を有意と し た ．

4 ． ヌ ー

ド マ ウ ス 法に よ る効果判定

実験に 用 い た ヌ ー ド マ ウ ス は
， S p e Cifi c p a th o g e n

f r e e くS P Fl の 条件下 で 飼育 さ れ た B A L B I C n ul n u

で あり
，

アイ ソ レ
一 夕 ー 内の 温 度25

0

C
， 湿度55 ％に 保

持し て
，
滅 菌 した 水と 飼料 を与 えた ． 体重約20 g の

7 －8 週 令 の 雄 ヌ ー

ド マ ウ ス に 5 x l O
6

個 く0 ． 3 c c の

生 理食塩 水を含 むI の O S T 細胞を背部皮下に 接種 し
，

1ノ2 x く長径I x く短径1 2

で求め た推 定腫 瘍重量 が 200 m m
3

前後 に な っ た と こ

ろで シ ス プ ラチ ン 5 ある い は10 m gノk g を腹腔 内投与

した ． 翌 日 く24 時間後フよ り
，
カ フ ェ イ ン 1 m g の 連 日

7 日間腹腔 内投与 ある い は カ フ ェ イ ン 4 m g の連 日 3

日間腹腔 内投与 を行 っ た ． 治療開始 2 週後 に B a tt e11 e



5 4 6 土

C ol um b u s L ab o r a t o ri e s P r o t o c ol に 従 い
，

す な わ ち

上 記式に て求め た推定腫瘍重量 を対照群 と治療群と で

比較検討 し効果判定 を行 っ た
叩 2 81

． な お 1 つ の 治療 方

法に つ き 5
－

6 匹 の ヌ ー

ド マ ウ ス を使用 し平均値 を算

出 して評価 した ．
さ ら に

， 腫 瘍倍加時間と 実測腫瘍重

量で も効果判定 を行い
， 脾臓 重量 と体重 に よ り毒性の

検討も行 っ た ． 各群間の有意差検定 に は分散分析 の後

S c h e ffさの 多変比 較法を用 い
， p く0 ． 0 5 を有意と した ．

成 績

I
．

H T C A に よ る 各 種 制癌剤 と カ フ ェ イ ン の 併用

効果

1 ． ヒ ト肉腫培養細胞に 対 す る各種 制癌剤 と カ フ ェ

イ ン の併用効果

各種制癌剤と カ フ ェ イ ン を同時に 1 時間接触 した 場

合に は，
い ずれ の併用 に て も相乗効果 を認め な か っ た ．

次 に
， 制癌剤を 1 時間接触後カ フ ェ イ ン を持続接触さ

せ た 場合の 結果に つ い て述 べ る
． 有糸分裂 を阻害す る

ビ ン ク リ ス チ ン と葉酸代謝指抗 剤で あ る メ ソ ト レ キ

セ ー ト で は カ フ ェ イ ン に よ る効 果増 強は 認 め ら れ な

屋

か っ た
．

シ ス プ ラ チ ン 単独処置で は
，

コ ロ ニ ー 抑制率

が O S T 株で 1 1 － 8 ％
，
H T －1 0 8 0 株 で 0 ％で あ るの に対

し て
， 0 ． 2 m M カ フ ェ イ ン の 併 用 で 各々 6 1 ． 2 ％と

13 ． 9 ％に コ ロ ニ ー 抑制率が 上 昇し O S T 株 で は感受性

陽性と な る相乗効果 を認め た ． 2 m M カ フ ェ イ ン の併

用 で は， さ ら に O S T 株 に お い て 82 ． 6 ％と コ ロ ニ ー 抑

制率が 著明 に 上 昇 した
．

な お
，

H T －1 0 8 0 株で は2 m M

カ フ ェ イ ン の 投 与で コ ロ ニ
ー 抑制率が 100 ％と なり効

果判定が 不能 で あ っ た ．
マ イ ト マ イ シ ン C と カ フ ェ イ

ン の 併用 で は
，

H T －1 0 8 0 株が相乗効果を認 め た
． すな

わ ち，
マ イ ト マ イ シ ン C 単独で は コ ロ ニ ー 抑制率が

50 ．4 ％な の に 対 し 0 ． 2 m M カ フ ェ イ ン の 併 用 で

80 ．4 ％と な っ た ． サイ ク ロ フ ォ ス フ ァ マ イ ド単独処置

で は， コ ロ ニ ー 抑制率が O S T 株で 14 ．2 ％，
H T － 1080

株 で 8 ． 5 ％で あ る の に 対 して
，
0 ． 2 m M カ フ ェ イ ン の

併 用 で 各 々27 ． 8 ％と 56 ． 2 ％ に コ ロ ニ ー 抑制 率が上昇

し H T － 1 0 8 0 株 で は感受 性 陽性 と な る相乗効果 を認め

た
．
2 m M カ フ ェ イ ン の 併用 で は， O S T 株で コ ロ ニ ー

抑制率 57 ． 1 ％と感受性陽性 とな っ た
．

ア ドリ アマ イ シ

ン と カ フ ェ イ ン の 併用 で は
，
H T －1 0 8 0 株が 感受 性陰性
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カ フ ェ イ ン に よ る制癌剤の 効果増強

か ら陽性に な る相乗効 果を認め た ． す な わ ち
，

ア ド リ

ア マ イ シ ン 単独で は コ ロ ニ ー 抑制率が 6 ． 2 ％なの に 対

し 0 ． 2 m M カ フ ェ イ ン の 併用 で 50 ． 6 ％と な っ た
．

ま

た
，
0 ． 2 m M カ フ ェ イ ン の 単 独 処 置 で は O S T 株 で

9 ．2 ％，
H T －1 0 8 0 株 で 1 2 ．5 ％の コ ロ ニ ー 抑 制 率 を 認

め
，
2 m M カ フ ェ イ ン の 単 独処 置 で は

，
O S T 株 で

15 ． 0 ％，
H T －1 0 80 株 で 10 0 ％の コ ロ ニ ー 抑制率 を認 め

た く表1 J ．

2 ． ヒ ト肉腫 に 対す る 各種 制癌剤 とカ フ ェ イ ン の 併

用効果

ヒ ト肉腫培養細胞の 場合と同様 に
，

手術 ま た は生検

で得られ た と 卜肉腫 に お い て も ビン ク リス チ ン と メ ソ

ト レ キセ ー

トの 効果 は カ フ ェ イ ン に よ り増 強さ れ な

か っ た
．
シ ス プ ラ チ ン 単独処 置で は 1 8 検体 中5 検体が

感受性陽性 で あ っ たが
，
2 m M カ フ ェ イ ン の 併 用 に よ

り 柑 検体 中14 検体 く77 ．8 ％コ に 相乗効果 を認め
，

う

ち13 検体が感受性陽性 とな る コ ロ ニ ー 抑制率 を示 し

た． また，0 ． 2 m M カ フ ェ イ ン の 併用 に よ り相乗効果 を

4 検体と相加効果 を 3 検体 に 認め た く図2 － A l ．
マ イ ト

マ イ シ ン C の 単独処置で は 1 8 検体 中4 検体 が感受性

陽性で あ っ た が
，
2 m M カ フ ェ イ ン の 併 用 に よ り 18 検

体中8 検体 く44 ． 4 ％う に 相乗効果，
1 検体 に 相加効果

を認め
， う ち8 検体が 感受 性陽性と な る コ ロ ニ ー 抑制

率を示 し た
．
0 ． 2 m M カ フ ェ イ ン の 併用 で は 3 検体 に

相乗効果， 2 検体に 相加効果を認め た く図2一別 ．
サイ

ク ロ フ ォ ス フ ァ マ イ ドの 単独処 置 で は 1 8 検 体中4 検

体が感受 性陽性 で あ っ たが
，
2 m M カ フ ェ イ ン の 併用

によ り18 検体 中8 検体 く4 4 ． 4 ％ンに 相乗効 乳 1 検体

に相加効果 を認 め
，

う ち 7 検体が 感受 性陽性と な る コ

ロ ニ ー 抑制率を示 した ． 0 ．2 m M カ フ ェ イ ン の 併用 で

は4 検体が 相乗効果，
1 検体 が相加効果 を認め た く図

2 － Cう． ア ドリ ア マ イ シ ンの 単独処 置で は 1 8 検体 中5 検

体が感受 性陽性 で あ っ たが ，
2 m M カ フ ェ イ ン の 併用

によ り1 8 検体中 6 検体 く33 ． 3 ％ン が相乗効果 を認め
，

新たに 2 検体が 感受 性陽性と なる コ ロ ニ ー 抑制率 を示

した ． 0 ■ 2 m M カ フ ェ イ ン の 併用 で は相乗効果と 相加

効果を 2 検体 ず つ 認 め た く図2 － Dう
．

工I ． シ ス プ ラチ ンと カ フ ェ イ ン の 併用 に よ る 細胞周

期 の 変動 と増殖 曲線

O S T 株 は
，
シ ス プ ラ チ ン及 びカ フ ェ イ ン 単独処 置で

は増殖抑制効果を認 め なか っ たが， 両 者の 併用 で 著明

な殺細胞効果及 び増殖抑制効果を認め た
． 対数増殖期

に お ける O S T 細胞 の 腫瘍倍加時間は 約 30 時間 で あ

るが
，
シ ス プ ラ チ ン を 1 時間接触直後あ る い は 24 時間

後よ りカ フ ェ イ ン を持続接触さ せ た場合に
，
4 8 時間後

よ り増殖抑制効果が 著明 に な り， 対照 と比 較 して 96 時

間後 に は 0 ， 2 声 gノm l の シ ス プ ラ チ ン と 2 m M カ フ ェ

54 7

イ ン の 併用 で 63 ％
，
2 ． 0 声g ノm l の シ ス プ ラ チ ン と カ

フ ェ イ ンの 併用 で 91 ％の 抑制効果 を認め
，
さら に こ の

場合 1 週間後に は t o t al c ell k i11 が 達成さ れた
． 細胞

周期の 変動は
，

カ フ ェ イ ン単独処置で は変化な く ，
シ

ス プ ラ チ ン 単 独処 置で は0 ． 2 ノノgノm l の 場合 24 時 間

後，
2 ． 0 メ gノm l の 場 合も 24 時間後 に S 期 か ら G 2ノM
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F i g ． 2 ． T h e c o m b i n e d eff e ct o f a n tic a n c e r a g e n t s

W i th c a ff ei n e b y h u m a n t u m o r cl o n o g e n i c a s s a y ．

A I ，
eff e c t of ci s pl a t in w ith c aff ei n e ニ Bl ，

eff e c t

O f mi t o m y ci n C wi th c a ff ei n e i Cl ， eff e c t o f

C y Cl o p h o s ph a m id e wi th c a ff ei n e 三 DJ ，
e ff e c t o f

a d ri a m y c in w ith c aff ei n e ． W ith th e a d d iti o n of

2 m M c a ff ei n e ， Ci s pl a ti n tO ．2 JL gl m り sh o w ed

m a rk e d s y n e r gi sti c eff e c t i n 1 4 0 u t O f 1 8 s p e ci ．

m e n sく78 ％1 ，
m it o m y ci n C く0 ． 1JL g J

I
m ll i n 8 0 u t O f 18

S p e Ci m e n s く44 ％ン，
C y Cl o ph o s p h a m id e く3 ．OJL gノm lJ i n

8 0 u t O f 1 8 s p e ci m e n s く4 4 ％1 ，
a n d a d ri a m y c in く0 ．

0 4JJ gl mi J i n 6 0 u t Of 1 8 s p e ci m e n s く33 ％1 ．

I n d i v id u al eff e c ts a r e ill u st r a t e d b y diff e r e n t

S y m b oI s ニ ー
，

S y n e r gi sti c eff e c t i 人
，

a d di ti v e

eff e c t ．
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期に か けて の蓄積が 認め られ た
．

シ ス プ ラ チ ン 1 時間

接触直後よ り カ フ ェ イ ン を持続接触 さ せ た場合 に
，

こ

の S 期 か ら G 2ノM 期 に か け て の 蓄積 が 解 除 さ れ た

く図 3ン． 図4 に 96 時間後 の 倒立位相差顕微鏡 に よる細

胞形態 を示 した が
，

シ ス プ ラ チ ン とカ フ ェ イ ン の 併用

で殺細胞効果及び増殖抑制効果 は明 らか で あ り残存細

胞も 変性所見 を認 めた ．

H T －1 08 0 株で は
，
カ フ ェ イ ン及 び 2 ． O JL g J

l
m l シ ス プ

ラ チ ン の 単 独処 置で 増 殖 抑制効果 を認め ず
，

5 ． 0 月 g

ノm l シ ス プ ラ チ ン の 単独処置 で 96 時間後に 5 1 ％の 抑

制効果 を認 め た
．

H T rl O 8 0 株 で も O S T 株同様 に シ ス

プ ラ チ ン と カ フ ェ イ ン の 併用 で 著明な殺細胞効 果及 び

増殖 抑制効果 を 認め
，

H T － 1 0 8 0 細胞 の倍 加時 間 く27

時間う を越 えた 48 時間後 よ り抑制効果が 出現 し始め
，

対照と比 較 し て 96 時間後 に は 2 ， 0 ノf gノm l シ ス プ ラ チ

ン と カ フ ェ イ ン の 併用で 61 ％， 5 ． 0 ノJ gノm l シ ス プ ラチ

ン と カ フ ェ イ ン の併用 で 88 ％の 抑制が 認め られ た
． 細

胞周期の変動は
，
2 ． 0 ノ上gノm l の シ ス プ ラ チ ンで は部分

的 G 2 ブ ロ
ッ ク， 5 ．O JL gl m l の シ ス プ ラ チ ン で は S 期

I n hi biti o n o f C e 11 G r o w t h

X l O 5
c ell s ノh l

2 4 4 8 7 2

T i m e くh o u r sl

9 6

屋

か ら G 2ノM 期 に か け て の 蓄積 が 24
，
4 8 時 間後 に 認め

られ た が
，
シ ス プ ラ チ ン処置直後 あ るい は 24 時間後か

らの カ フ ェ イ ン の 持続接触 に よ り これ らの 蓄積が解除

さ れ た く図5 う．

こ の よ う に 殺細胞 効果及 び増殖抑制効果が 明ら か に

認 め ら れ た 場 合 に は
， 細 胞 核 の 細 片 化 くn u cl e a r

f r a g m e n t a ti o n l が 高率 に 認め られ た く図6 1 ．

王工1 ． 鶏卵法 に よ る シ ス プ ラチ ン と カ フ ェ イ ンの 併用

効果

O S T 株 で は
，

シ ス プ ラ チ ン単 独投与 で 22 ．9 ％
，
カ

フ ェ イ ン 単独投与 で 2 ． 6 ％の 腫 瘍増殖抑制効果 を認め

た が ， 両者の 併用 投 与に よ り抑制効 果が 56 ． 6 ％とな

D N A hi s t o g r a m

C o n t r o l
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Fi g ． 3 ．
T h e c o m b in e d eff e c t o f ci s pl a ti n a n d c a ff ei n e o n O S T st r ai n ． C a ff ei n e e n h a n c e d th e

eff e ct o f ci s pl a ti n w h e n S a n d G 21 M a c c u m ul a ti o n w a s r e d u c e d o n D N A h i s t o g r a m ．

A
，

C a ff ei n e く2 m M l 三 B
，

Ci s pl a ti n く0 ．2 JL gl m 臣 C
，

Ci s pl a ti n く2 ．O JL g J
l
m ll ニ D

，
Ci s pl a ti n く0 ．2 JL gJ

m 11 ＋ c a ff ei n e く2 m M J ニ E
，
Ci s pl a ti n く2 ．OJL gJ m l 汁 c a ff e i n e く2 m M h F

，
Ci s pl a ti n く0 ．2 p gノm り十

C a ff ei n e く2 m M l a ft e r 2 4 h r ニ G
，

Ci s pl a ti n く2 ．O JL g J
I
m ll ＋ c a ff ei n e く2 m M l a ft e r 2 4 h r ．
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り ． 単剤 に 比 べ 有意に 抑制率が 上昇 した くp く0 ． 0い ．

H T ． 10 8 0 株 で も シ ス プ ラ チ ン 単独投与 で 4 ．2 ％の 抑

制効乳 カ フ ェ イ ン単独投与で 27 ．4 ％の 抑制効果 を認

め たが， 両 者の 併用投与に よ り抑制効果が 58 ．4 ％とな

り有意に 抑制率が 上昇 し た くp く0 ． 0 いく表 2う．
な お

，

治療経過 中鶏卵胎児の 体重変動は ほ とん どなく， 死 亡

例も 認め なか っ た ．

I V ． ヌ ー ド マ ウス 法 に よ る シ ス プラチ ン とカ フ ェ イ

ンの 併用効果

B a tt ell e C ol u m b u s L a b o r a t o rie s P r o t o c ol に 従 っ

た相対腫 瘍重 量比 の 検討で は
，

シ ス プラ チ ン 5 m gノk g

の 単独投与 で は抗腫瘍効果が認 め られ なか っ た が
，

シ

ス プ ラ チ ン投与後よ り カ フ ェ イ ン 4 m g を3 日間連 日

腹腔内投与 を行 っ た場合相対腫瘍 重 量比 が 42 ．9 ％ と

な っ た ． また
，

シ ス プラチ ン 1 0 m gl k g の 単独投与 で も

相対腫瘍重 量比 25 ． 8 ％で あ っ たが
，

カ フ ェ イ ン 1 m g

7 日間連日腹腔内投与の 併用 で 12 ． 0 ％，
カ フ ェ イ ン 4

C

F i g ． 4 ． T h e c o m b i n ed eff e c t o f c I S pl a ti n wi th

c a ff ei n e o n O S T st r a i n 9 6 h o u r s af t e r tr e a t m e n t ．

a
，
2 ．O p gl m l ci s pl ati n ニb

，
2 m M c a ff ei n e i C

，
2 ．

O JJ gl m l ci s pl a ti n ＋2 m M c af f ei n e－T h e r e w e r e

d e g e n e r a ti v e c h a n g e s i n t u m o r c ell s b y c o m bi n e d

u s e of ci s pl a ti n w ith c a ff ei n e ． くX 4 0 0 b y ph a s e

C O n t r a S t mi c r o s c o p el



5 5 0

m g 3 日 間連日 腹腔内投与の 併用 で 7 ■ 6 ％と な っ た
． 実

測腫瘍重 量及 び腰 癌倍加時間の 比較 で も同様の 結果 で

あ り
，

シ ス プ ラチ ン 5 m gノk g の 投与 で は カ フ ェ イ ン 4

m g を 3 日 間連 日腹腔 内投与 し た場 合に
，

シ ス プ ラ チ

ン 10 m gl k g の 投与で は カ フ ェ イ ン 1 m g を 7 日間連

日腹腔 内投与及 びカ フ ェ イ ン 4 m g を 3 日 間連 日腹腔

内投与 した場合 に 有意 に 抗腰瘍効果 が増 強さ れ た くp

く0 ． 051 ． ま た ，
こ こ で 問題 と な る の は毒性 で あ るが

，

2 遇後の体重及び牌臓重 量の 変動 は各治療群間で ほと

ん ど有意羞 が認 め ら れ な か っ た く表 3 1 ． し か し，
カ

フ ェ イ ン 投与 中は， 興奮作用 の た め ヌ ー

ド マ ウス の活

動性が 上 昇 し0 － 1 5 ％， 平均 1 1 ． 8 ％の 体重 減少が認 め

られ た
．

考 察

当教室 で は感受性 の ある 薬剤 の 的確 な投与 と副作用

の 軽減 を目的 と して H a m b u r g e r と S al m o n に よ っ て

開発さ れ たi n v it r o 制癌剤感受 性試験 で ある H T C A

I n hi biti o n o f C e lI G r o w t h

X l O
5

c ell s ノm t

屋

を悪 性骨軟 部腫 瘍 に 対 し て 応用 し検討 を 重 ね て きた

が ， 予 想以 上 に 感受 性の あ る薬剤の 数は少 なく， また

個 々 の 腫 瘍 の 制 癌 剤 感 受 性 も 大 き く 異 な っ て い

た
2 g 削 I

． そ こ で
， 有効 な制癌 剤や制癌剤の 効果 を増強す

る物質の 発見や 開発 を は じめ と して
，

自然及 び後天耐

性 を克服 する こ と が必 要と な っ てき て い る ． 紫外線や

X 線 に よ り D N A に 障害 を受 けた細胞は
，

カ フ ェ イ ン

の 投与 に よ り死 滅す る ． こ れ は カ フ ェ イ ン が D N A 修

復機構の 内の 複製後修復 を阻害 して い る こと に よ ると

報告 され て い る
3 い 3 21

． 本研究 で は，
こ の こ と に 着目して

D N A 修復 阻害作用 を持つ カ フ ェ イ ンが 各種制癌剤の

D N A h i s t o g r a m
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A
，

C a ff ei n e く2 m M 十 B
，

Ci s pl a ti n く2 ．O JJ gノm 臣 C ， Ci s pl a ti n く5 ．O JL gノm 県 D
，

Ci s pl a ti n く2 ．O JL gl

m l 汁 C a ff e i n e く2 m M 上 E
，
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効果を増強する か否か に つ い て検討を行 っ た ．
H T C A

を用 い た実験 で は 2 種類の と 卜肉腫培養細胞と と 卜肉

腫新鮮材料 1 8 検体 に お い て D N A 合成 阻害剤 で あ る

シス プラチ ン
，

マ イ ト マ イ シ ン C ，
サ イ ク ロ フ ォ ス フ ァ

マ イ ドとア ド リ ア マ イ シ ン の 作用 が カ フ ェ イ ン に よ り

増強さ れた
．
す なわ ち

，
O S T 株が シ ス プラ チ ン と サイ

ク ロ フ ォ ス フ ァ マ イ ド，
H T － 10 8 0 株が マ イ トマ イ シ ン

C ，
サイ ク ロ フ ォ ス フ ァ マ イ ド及 び ア ドリ ア マ イ シ ン

とカ フ ェ イ ン の 併 剛 こよ り感受 性陽性と な る相乗効果

を認め
，

ヒ ト肉腫材料に お い て は カ フ ェ イ ン を併用 す

る こ とに よ り少なく と も 1 種輯以上 の D N A 合成阻害

作用 を示 す制癌剤 と著明な相乗効果 を認め た ． 3 種類

の D N A 合成阻害作用 を示 す制癌剤と相乗効果 を認め

551

た もの は 7 検体
，

2 種類の D N A 合成阻害作用 を示 す

制癌剤 と相 乗効果 を認め た も の は 4 検体， 1 種 類の

D N A 合成阻害作用 を 示す 制癌剤と相乗効 果を認 め た

も の 7 検体 で あ っ た ． こ の こ と か ら
，
カ フ ェ イ ン は種 々

の D N A 合成阻害作用 を示 す制癌剤の 効果 を増 強す る

可能性の あ る こ と が示 唆され た
． 特に

，
シ ス プラ チ ン

と カ フ ェ イ ン の 併用 は有効 で あ り ， 18 検体中14 検体

く78 ％1 に 相乗効 果を認め て お り最も有効 な組合せ で

あ っ た ．

ま た ， 既 に 感受性が 陽性 で あ っ たもの は シ ス プ ラ チ

ン 5 検体，
マ イ ト マ イ シ ン C 4 検体， サ イ ク ロ フ ォ ス

フ ァ マ イ ド4 検体
，

ア ドリ ア マ イ シ ン 5 検体で あ っ た

が
， その う ち 2 m M カ フ ェ イ ン の 併用 に よ り シ ス プ ラ

Fi g ． 6 ． N u cl e a r f r a g m e n t a ti o n o f t u m o r c ell s くO S T s t r a i nl

a
，

Ch r o m o m y ci n A ，＋ p r o pid i u m i o d id e くX 6 0 01 i b
，

P a p a n i c ol a o u

S t a in くX lO O OシーN u cl e a r f r a g m e n t a ti o n s o f t u m o r c ell s w e r e f r e q u e n tl y

O b s e rv e d w h e n c a ff ei n e p r o d u c e d s y n e r gi sti c eff e c t w ith ci s pl a ti n ．
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ナ ン 4 検体，
マ イ ト マ イ シ ン C 2 検体，

サ イ ク ロ フ ォ

ス フ ァ マ イ ド 3 検体，
ア ドリ ア マ イ シ ン 3 検体が相乗

効果を認め た ． さ らに
，
H T C A に て もと も と感受性 の

な い 薬剤が 2 m M カ フ ェ イ ン の 併用 に よ り感 受性 陽

性と な る コ ロ ニ
ー

抑制率 を示 した検体は， シ ス プ ラチ

ン で 9 検体，
マ イ ト マ イ シ ン C で 6 検体，

サ イ タ ロ

フ ォ ス フ ァ マ イ ドで 6 検体， ア ドリ ア マ イ シ ン で 2 検

体で あり
， 自然耐性の 克服 に もカ フ ェ イ ン が 有用 であ

る可能性が 示 唆され た
．

現在ま で に制癌剤の 作用 を増強す る薬剤 と して
， 細

胞膜の 透過性 を変化 させ る こ と に よ りア ド リ ア マ イ シ

ン と ビ ン ク リ ス チ ン の 作用 を増強 す るカ ル シ ウム 桔抗

剤が最も よく知 られ て い る
瑚 が

，
ヒ ト骨肉腫 培養細胞

屋

で は ア ド リア マ イ シ ン と ビ ン ク リ ス チ ン の 作用 は かレ

シ ウ ム 桔抗剤に よ り増強され ない 瑚
．

一 方カ フ ェ イ ン

は
， 少な く とも今 回用 い た 4 種類の D N A 合成阻害作

用 を示 す制癌剤の作用 を増強す る こ と や， ヒ ト肉腫培

養細胞に お い て薬剤の 濃度 を通常の H T C A に 用 いる

濃度 の 1 ハ0 に お と して も 2 m M カ フ ェ イ ン の 併用 に

よ り感受性陽性 とな る相乗効果を認 めた 珂 こ と か ら
，

制癌 剤の効果 を増 強す る非常 に 有 用 な m o difi e r と考

え ら れ る ． 今回 は ， 制癌 剤の 多剤併用 の 場合や癌腫で

の 検討は行わ なか っ た が
，

D N A 合成阻害作用 を示す

制癌剤を 多剤併用投与 し，
さ ら に カ フ ェ イ ン を併用す

る場合に は著明な相乗効果の 認 め られ る こ とが予想さ

れ
，

また
， 癌腫 に お い て も肉腫と 同様の 効果 が期待さ
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カ フ ェ イ ン に よ る制癌剤の 効果増強

れる ．

カ フ ェ イ ン の 抗腫瘍効果に つ い て考察を加 えて み る

と
， 高濃度の カ フ ェ イ ン に 突然変異 を誘発す る作用 の

ある こと は報告され て い る 矧 が
，

カ フ ェ イ ン 自体 に 制

癌作用が あ るか どう か は不明 で ある ． I s hid a ら に よ れ

ばカ フ ェ イ ン そ の もの に D N A 二 重鎖 を破壊す る作用

の ある こ とが 報告され て い る
37l

． 本実験で の 2 m M カ

フ ェ イ ン 単独処置の もの は
，

ヒ ト肉腫新鮮材料 に お い

て0 ．0 ％か ら 48 ． 2 ％ く平均 19 ． 1 ％1 の コ ロ ニ ー 抑制率

を認め たが
，
H T C A に お い て感受性陽性 と まで評価で

きるも の はな か っ た ． また ， 鶏卵法や ヌ
ー

ド マ ウ ス 法

にお い ても カ フ ェ イ ン単独投与 で 有意 な抗腫瘍効果 を

認めた もの は存在 しな か っ た
．
た だ

，
H T －1 0 80 株で は

，

H T C A で 2 m M カ フ ェ イ ン 単独処置 に よ り 100 ％ コ

ロ ニ ー 抑制率を認め た こと か ら，
カ フ ェ イ ン 単独で も

殺細胞効果 の増 強さ れ る 場合の あ る こ と が 示 唆さ れ

た．

次に カ フ ェ イ ン に よ る制癌剤の 効果増強 のメ カ ニ ズ

ム に つ い て検討 を加 える
． 細胞 の D N A 合成に 障害 を

及ぼす物質の作用 が， カ フ ェ イ ン に よ り増強 され る こ

とは1970 年代よ り報告さ れて い るが ，
そ の メ カ ニ ズ ム

に つ い て 触 れ て い る 報 告 は少 な い
．

P a r d e e ら及 び

L a u ら は
，

ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ
ー

ドと カ フ ェ イ ン の

併用に よ る殺細胞効果の増強 を次 の よう に 報告 して い

る ． すなわ ち
，

D N A を障害さ れ た細胞 は， D N A を修

復する ため に G 2 期の 延長 を示 す に い た る が
，

カ フ ェ

イ ンは D N A 合成 を促進す る こ と に よ り G 2 期 を短縮

させ
，

D N A を修復 させ ず に 細胞 を分裂期 に 移行さ せ

るので 殺細胞効果 が増 強され る と して い る
相 川

．
また

，

R o b e rt s ら に よ れ ば ， サ ル フ ァ マ ス タ
ー

ド あ る い は シ

スプラチ ン と カ フ ェ イ ン の 併用 に よ る 殺細胞効果の増

強は
，
P a r d e e らと は逆 に D N A 合成 を阻害 す るた め に

D N A 二 重鎖が破壊 さ れ る こと に よ る と して い る1 刀
．

また
， 細胞周期の 点 か ら は S 期に 特異的に 作用 す る薬

剤で は， カ フ ェ イ ン が S 期の 細胞 に 作用 す る こ と に よ

り殺細胞効果の増強が 認め られ
1 0I 川

， 紫外線 や マ イ ト

マイ シ ン C で D N A が障害され た細胞で は
，

カ フ ェ イ

ンが G 2 期に い る細胞 に 作用 す る場合 に 殺細胞効果 の

増強が認め られ る と い う 報告が な され て い る 用 1 51
．

カ

フ ェ イ ン に よる制癌剤の 効果増強の メ カ ニ ズ ム は現段

階にお い て は未解明 の 点が 多く， 各制癌剤に よ り耐性

の機序が異な ると 考え られ る こと か ら し て効果 増強の

メ カ ニ ズ ム も 複 維多 岐 で あ る こ と が 予 想 さ れ る
．

C hi n e s e h a m st e r V 79 細胞 を用 い たIli a k i s ら の 実験

で は， カ フ ェ イ ン は ア ド リア マ イ シ ン と併用 した場合，

細胞内の アド リ ア マ イ シ ン の 濃度 を減弱 させ る と報告

してお り
3 81

，
ヒ ト肉腫 を用 い た H T C A に よ る 実験 で

553

も ア ドリ ア マ イ シ ン とカ フ ェ イ ン の併用 は最も低率な

相乗効果を示 した ． 腫 瘍細胞の 性質 に よ っ て は ， す な

わ ち制癌剤に 対 する耐性機序が D N A 修復 に よ る の か

否か に よ っ て カ フ ェ イ ン に よ る制癌剤の効果増強が 認

め られ る場合と認め られ な い 場合がある と思わ れ る ．

本実験 に 限 っ て 言え ば， H T C A で は制癌剤と カ フ ェ

イ ンの 1 時間同時接触 で相乗効果を認めず， 制癌剤 1

時間接触後よ り カ フ ェ イ ン を持続接触させ た場合に 相

乗効果を認め
， 単層培養 を用 い た実験で は時間依存性

に カ フ ェ イ ン は腰 癌細胞の増殖 を抑制 した
．

この こ と

は
，

カ フ ェ イ ン が D N A 修復を 阻害す る こ と に よ り制

癌剤の効果 を増強して い る可能性を示 して い る
．

さ ら

に
，

シ ス プ ラチ ン とカ フ ェ イ ン を併用 した 場合の細胞

周期の 変動と して S 期及 び G 2ノM 期 の細胞の 蓄積 が

解除され る こ と や
， 増殖抑制効果及び殺細胞効果が著

明な場合に は
， 細胞核 の細 片化 を高率に認め る こ とか

ら
，

腫 瘍細胞 は D N A を完全 に修復で きな い まま 分裂

期に 移行 し死滅 してい るも の と考え られた ． す なわ ち
，

殺細胞効果の 増強 と して は
，
i n t e r p h a s e d e a th の パ

タ
ー ンよ り は む し ろ分裂期 を経 て死滅す る r e p r o d u c ．

ti v e d e a th の パ タ
ー ン を と っ て い る こ と が 予 想 さ れ

る ．

最後 に 臨床応用 へ の 可能性 を追求 して みる
． 臨床と

高い 相関 を示 すと考 えられ るi n v i v o 制癌剤感受性試

験で ある鶏卵法と ヌ ー ドマ ウス 法 を用 い て
，

シ ス プ ラ

チ ン の効果が カ フ ェ イ ン に よ り増強され る こ と を本実

験 で 証明 した
．

しか しなが ら，
ヌ ー

ド マ ウ ス の体重 を

約 20 g と した場合，
ヌ

ー

ド マ ウス へ の 4 m g の カ フ ェ

イ ン の 投与 は体重 60 k g の ヒ ト に お い て は約 12 g に

相当 し
，

こ れ は
， 非常に 強い 毒性が予 想され る量で あ

り
，

中枢神経 系に重大な影響を及 ぼ す こ とが考 え られ

る
391

． 単層培養系を用 い た実験 で は，
シ スプ ラチ ン投与

直後か らカ フ ェ イ ン を持続接触 させ た場合 に腫瘍細胞

の 倍加時間を経過 した時点 か ら抗腫瘍効果が著 明に な

る こ と や
，
シ ス プラ チ ン 投与 24 時間後 か ら カ フ ェ イ ン

を投与 して も 96 時間後 に は 同等 の 効果を認め る こ と

か ら， 投与時期の 検討 を行 い
，

カ フ ェ イ ン の 減量投与

が 可能 か 否 か を検討 し な けれ ば な ら な い と考 えて い

る ． ま た ， カ フ ェ イ ン はキ サ ン テ ン 類に 属する 物質 の

1 つ で ある が
，

カ フ ェ イ ン と類似 の 分子 構造 を持つ 物

質で よ り毒性 の 少な い も の で 制癌剤の効果を増強 しえ

るか 否か を検 討して行く 必要が あると思わ れ る ． さ ら

に
， 腰瘍細胞 が制癌剤の 投与 に よ り どの よ う な細胞回

転上 の 変化を認 めた場合 に カ フ ェ イ ン を併用投与す れ

ば 相乗効果 を認 め る か の検討， あ る い は制癌剤 と カ

フ ェ イ ン の 併用 投与が有効な腫瘍と有効で ない 腫 瘍 の

鑑別
，

治療効果 の 予 測 と い う 点 で フ ロ ー サイ トメ ト



5 54 土

リ
ー に よ る細胞回転の 変動の 解析は重用 で ある

．

以 上本実験 に お い て
，

カ フ ェ イ ン は少な く と も 4 種

類 の D N A 合成 阻害作 用 を 示 す 制 癌剤 の 作 用 を 増強

し
， 特に シ ス プラ チ ン と は著明な 相乗効果 を認め る こ

と が判明 し
，

悪 性骨軟部腫 瘍 に お ける化学療法の 限界

を打破す る有力 な効果増強補助剤 とな り え る可能性が

示唆 され た
．

結 論

カ フ ェ イ ンが D N A 修復 を阻害す る作用 を持 つ こ と

に 着目 して ，
ヒ ト肉腫細胞を用 い て 制癌剤 と カ フ ェ イ

ン の 併用効果 を種々 の 方法 で検 討 し以 下 の 結 論 を得

た ．

1 ． ヒ ト肉腫 培養細胞 を用 い た H T C A に お い て
，

制癌剤 と カ フ ェ イ ン の 1 時間同時投与 は相乗効果 を認

めず
，
制癌剤 1 時間投与後 より カ フ ェ イ ン を持続接触

と した場合 に著 明な相乗効果 を認め た
．

2 ．
ヒ ト肉腫新鮮材料を 用い た H T C A で は，

シ ス

プ ラチ ン
，

マ イ ト マ イ シ ン C ， サ イ ク ロ フ ォ ス フ ァ マ イ

ド及び ア ド リア マ イ シ ン の 4 種類の D N A 合成阻害作

用 を示 す制癌剤と カ フ ェ イ ン が 相乗効果 を認め ， 特 に

シ ス プラ チ ン とカ フ ェ イ ン の併用 は有効で あ っ た
．

3 ． 単層培養系を用 い た シ ス プ ラチ ン と カ フ ェ イ ン

の 併用効果の 検討で は
，

腫瘍倍加時間を経過 した 時点

か ら 肉腫 培養細胞に 対す る殺細胞効果 あ る い は 増殖抑

制効果が 著明 に 増強 し
，

か つ 細胞回 転上 の変動と して

S 期及 び G 2ノM 期の蓄積が解除 され た ．

4 ． 鶏卵法及 びヌ ー ド マ ウ ス 法 に お い て
，

カ フ ェ イ

ン はシ ス プ ラ チ ン の 抗腫瘍効果 を著明に 増強 し，
か つ

治療効果判定 日 に お け る体重 及 び肺臓重量 は
，

カ フ ェ

イ ン と シ ス プ ラ チ ン の併用投与群 と対照群 との 間 に有

意差 を認 めな か っ た ．

5 ． カ フ ェ イ ン は
，

D N A 合成阻害作用 を有 す る制

癌剤の 効果を増強す る こ と か ら肉腫 に 対す る化学療法

の 限界 を打破 す る有用 な効果増 強補助剤 で ある可能性

が 示 唆され た
．
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v a ri o u s a s s a y t e c h n i q u e s ． I n h u m a n t u m o r cl o n o g e n i c a s s a y ， th e c o m b i n e d u s e o f c a ff ei n e

p r o d u c e d s y n e r g i s ti c eff e c ts w it h f o u r D N A
－ d a m a gi n g a n ti c a n c e r a g e n t s くci s p l a ti n

，

m it o m y ci n C
，

C y Cl o p h o s p h a m i d e a n d a d ri a m y ci n l ． P a rti c u l a rl y b y th e c o m b i n a ti o n o f

c i s p l a ti n w it h c a ff ei n e ，
m a r k e d s y n e r g is ti c e ff e c ts w e r e o b s e r v e d i n 1 4 0 u t O f 1 8 c a s e s

く7 8 ％l o f E r e s h h u m a n tu m o r sp e c i m e n s ． C a ff ei n e m a r k e d l y i n c r e a s e d th e c y t o c i d al eff e c t

。f cis p l a tin f oll o w i n g mi t o sis ． A t th a h ti m e
，

t h e a c c u m u l a ti o n o f S a n d G 2J M p h a s e w a s

r e d u c e d o n th e D N A h i s t o g r a m ． M o r e o v e r ，
n u Cl e a r f r a g m e n t a ti o n s o f t u m o r c ell s w e r e

fr e q u e ntl y o b se r v e d － I n a ss a y u sl n g e m b r y o n a t e d c h ic k s o r a th y m i c m i c e ， t h e c o m bi n ati o n

o f c a．ff e i n e a n d ci sp l a ti n s h o w e d p r o m i n e n t a n tit u m o r eff e c t w i th o u t sl g ni fi c a n t t o xi city ．

T h e s e fi n d i n g s s u g g e s t t h e p o s si b ili t y t h a t c af f e i n e c o u l d b e a u s ef u l d r u g c a p a b l e of

o v e r c o mi n g th e li m it a ti o n i n c h e m o t h e r a p y of s a r c o m a
，

a S C aff ei n e e n h a n c e d t h e eff e c t of

D N A － d a m a g l n g a n tic a n c e r a g e n ts ．


