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緒 言

肺 小 細胞 癌 に対 す る化 学療 法 は,近 年 長 足の

進 歩が み られ,長 期 生存例 の報告 も認 め られ る

よ うにな っ て きた7).しか しなが ら肺 扁平上 皮癌

は,化 学療 法 に対 す る感受 性 が低 く進 行期 症例

に対す る化 学療 法 の 成績 は必 ず しも良婦 とは言

えな い2).進行期 肺 扁平 上皮 癌 に対す る治療 成績

の向上 に は,新 しい抗 癌 剤 の開発 と共 にこ,よ り

効 果的 な治 療法 の確 立が 必要 と思 わ れ る.

ところ で癌細 胞 は,正 常 細 胞 に比 し温 熱 に対

す る感受 性 が 高 い こ とが知 られ てい る.ま た,

あ る種 の抗 癌剤 は,温 熱 を加 え る こ とに よ りそ

の細胞毒 性 が増 強す る こ とが知 られ てい る.最

近,こ の こ とを利 用 し,化 学療 法 と温 熱療 法 を

併用 した温 熱化 学療 法 に つ いて の種 々の基 礎的

検討 が筋 え られて お り3),進行癌 に おけ る臨 床応

用 もい くつ か報 告 されて い る.そ こ で進行 期肺

扁平 上 皮癌 に対 す る新 しい治療 法 と して 本療法

に 注 目 し,ヒ ト肺 扁平 上皮 癌細 胞株 を用 い, in

 vitroに おけ る抗癌 剤 と温 熱 との併用 効果 につい

て検 討 を加 えた.

案 験耕 料 お よび方 法

1. 細 胞

腫〓 総 胞株 として は,当 教室 で継 代培 養 され

て い るヒ ト肺 扁 平上 皮 癌細 胞株EBC-14)を 用 い

た.実 験 用 の細 胞 を得 るためf1×106個 のEBC

-1細 胞 を ,炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ムL2g/l(三 光

純 薬 製), 2-メ チ ル カ プ トエ タ ノー ル10mEq/ml

(Shigma製),ス トレプ トマ イ シ ン100μg/ml

(明7a製 菓 製),ペ ニ シ リン100単 位/ml(明 治 製

菓 製), 5%胎 児 ウ シ血 清(Fetal Calf Serum;

 FGS, Gibco製)を 含 むRosewell Park Memo

rial Institute 1640(RPMI1640; Gibco製)を

培 養 液 と して,ペ ト リ イ ッシ ュ,(Falcon)内

で37℃, 5%CO2, 95%airの 加 湿 培 養 器 に て48

時 間subcultureし,坐 細 胞 率95%以 上 の 対 数 増

殖 期 の 細 胞 を実 験 に 供 し た.

2. 薬 剤

実 験 に 用 い た 薬 剤 は, adriamycin(AD)M;協

和 発 酵 製), bleomycin(BLM;日 本 化 薬 製),

 mitomycin C(MMC;協 和 発 酵 製)お よ びcis

dichlarodiammineplatinum(II)(CDDP;目 本

化 薬 製)の4薬 剤 で,展 的 濃 度 に な る よ う生 理

食 塩 水 に て 用 時 調 整 した.

3. 笑 験 方 法

1) 薬 剤 の 接 触 お よ び加 温

subculture開 始 後48時 間 経 過 したEBC-1細

胞 か ら培 養 液 を 除 き, 0.05%EDTA7加 ト リプ シ

ン 液(Gibco製)を 加 え た 培 養 器 に て5分 間 作 用

さ せ て 単 一 細 胞 浮 遊 液 を作 成 し これ を1500r. p.

 m. 5分 間 遠 沈 し培 養 液 に て2回 洗 浄 し た.つ ぎ

にEBC-1細 胞 の 細 胞 密 度 を6×104/1.8mlと す

る よ う培 養 液 で 調 整 し, 3, 4段 階 の 目的 濃 度

に 溶 解 し た 薬 剤 溶 液0.2㎡ を 加 え, 10ml用 ガ ラ ス
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製 試 験管 に 浮遊 し,目 的 温度 に設 定 した循 環 式

浴 槽(Lab ThermobathLHB-10;東 洋科 学工

業製,誤 差 ±0.1℃)に て1時 間加 温 した.な お,

加 温 の み の実 験 にお いて は培 養 液 にて調 整 した

細胞 浮 遊液 に0.2mlの 生理 食 塩水 のみ を加 えた.

い ず れの実 験 に お いて も温浴 槽 内温 度 を通産 省

検 定書 付 きの 温 度計 に て モニ ター したが,温 度

誤 差 範囲 は ±0.1℃ 以 内で あ った.

2) 効 果 判 定

薬 剤お よび温 熱 に よる致死 効 果 は, 2層 軟 寒

天 培地 を用 い たcloningassay法 に よ り判定 し

た.す な わち. 2mmグ リッ ド付 き直径35mmの プ

ラ スチ ッ クペ トリデ イ ッシュ(Lux製)に,あ

らか じめ15%FCS,炭 酸 水素 ナ トリウム1.2g/

l, 2-メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル10mEq/2,

 RPMI1640を 含 む0.5%agarose(Marine Col

loid製)1mlか らな るfeeder layerを 作成 して

お き,そ の上 に前 述 の処 置 を加 えた細 胞 を,培

養 液 にて2度 洗浄 したの ちplatingし た.す なわ

ち. feeder layerと 同 じ成 分 を含 む0.3%agar

oseを 用 い て2×104個/mlの 細 胞密 度 となるよ う

調 整 し,これ をplating layerと してfeeder layer

の上 に重 層 させ た.こ れ を37℃, 5%CO2, 95

%air加 湿 培養 器に て2週 間静 置培 養 したのち,

倒 立顕 微鏡 下 で コロニー数 を算定 した.な お,

コ ロニー 算定 に あ たって は, 30個 以上 の細 胞集

塊 をコ ロニー と判 定 した.各 実験 の対照 は37℃

に お け る薬剤 無添 加 の コ ロニ ー数 と し,各 温度,

各 薬剤 濃度 に おけ る コロニー数 との比 をプ ロ ッ

トし,こ れ を もとにsurvival curveを 作製 して

殺 細 胞 効 果 を評 価 し た(surviving fraction).

各 実 験 はtriplicateで 行 い,少 な く と も2回 以 上

の 実 験 に て再 現 性 を確 認 した.

図1　 EBG1細 胞 のplating　 14日 目の コ ロニ ー

図2　 EBC-1細 胞におけ る加温時間 とそれによる致

死効果の関係

成 績

EBC-1細 胞 の コロニー を図1に 示 す.細 胞が

密 に増 殖 し境 界明瞭 な球 形 の細 胞集 塊 を形成 し

た.な お, EBC-1細 胞 の コロニー 形成率(colony

 forming efficiency)は,無 処 置の場 合,い ずれ

の 実験 に おい て もほぼ4～6%の 間に あ り,安

定 して い た.

EBC-1細 胞 に対す る温熱 のみによる殺 細胞 効

果 を検 討 した成 績 を図2に 示 す. 41℃ では, 6

時 間加 温.後も温熱 に よる致死 効 果は 全 く認め ら

れ なか ったが, 42℃ で は1時 間加 温 にて約20%,

 3時 間加 温 に て約50%, 6時 間加 温 に てほぼ90

%の 殺 細 胞効果 が認 め られ た. 43℃ で は1時 間

加 温に て約40%, 3時 間加 温に て約90%の 殺細

胞効 果 が認 め られ, 6時 間加 温 後に は生 残細 胞

はほ とん ど認め られ なか った.

つ ぎに,各 薬剤 添 加 にお け る温熱 の増 強効果

を検討 した成 績 を示す.ま ずBLMに つ いてみる

と,各 温 度 に お け るEBC-1のdoseresponse

 curve(図3)か ら得 られ たBLMの90%殺 細 胞

濃 度(LD90)は,表1に 一括 して示 す ご と く,

 37℃ に お いて120μM, 41℃86μM, 42℃32μM,
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43℃8μMと,高 温 に な るほ ど その増 強効 果 は

著 明 で あ り, BLMと 温 熱の相 互 作 用は相 乗的 な

傾 向 を示 した.

ADMに 対 す る 各 濫 度 のEBC-1のdose

response curveを 図4に 示 す.そ れか ら求め た

各 温度 に おけ るLD40は, 37℃1.05μM. 41℃0.76

μM, 42℃0.45μM, 43℃0.18μMで あ り(表1),

 BLMの 場 合 と同様 に温熱 による増 強効 果は高温

に な るほ ど明瞭 に現 れ た,し か し,そ の傾 向 は

8LMに おけ るほ ど著 明 では なか った.

図3　 bleomycinの 各温 度 に お け る殺 細 胞 効 果

図4　 adriamycinの 各 温 度 に お け る殺 総 胞 効 果

図5　 cis-dichlorodiamminePlatinum(II)の 各 温

度 に おけ る殺細 胞 効 果

図6　 mytomycinCの 各 温度 に お け る殺 細 胞 効果

同 様 にこ, CDDPに つ い て み る と(図5)各 温

度 に お け るEBC-1のdose-responsecurveは は

ぼ 平 行 線 を 呈 した.す な わ ち,各 温 度 にこお け る

CDDPのLD90は, 37℃78μM, 41℃52μM,

 42℃36μM, 43℃22μMで あ り(表1),温 熱 と

CDDPの 相 互 作 用 は 相 加 的 とす る所 見 で あ っ た.
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MMCに つ いて は, CDDPの 場合 とほぼ 同様

の 結果 が得 られ た(図6) .す な わち,各 温 度 に

お け るdose-response curveは 平 行 線 を呈 し,各

温 度 にお け るLDgaは, 37℃0.60μM, 41℃0.45

kM, 42℃0.32μM, 43℃0.20μMで あ り(表1),

薬 制 と温 熱 は相 加的 とす る所 見 であ った.

薬 剤 と温熱 の相 互作 用 を よ り明確 にす るため,

Hahns)が 提 唱 す るthermal dose modifing fac

tor(TDMF)を 各薬 剤,各 温 度 につ い て, LD50,

 LD90, LD99の3点 で算 出 し,表2に 示 す. TDMF

とは, 37℃ にお いて一 定 の 目標 点 に到達 す るた

めに 必要 な薬剤 濃度 と,あ る温度 にお い て同 じ

目標 点 に到 達す るため に必 要 な薬 剤濃 度 とを比

と して表 した もの で あ り,こ の 場 合, TDMFの

数 値 が 大 きいほ ど温熱 に よ る増 強効 果 が高 い こ

とを意 味す る.

表1　 薬剤の各温度におけ る90%殺 細胞濃度(μM)

* Cis-dichlorodiammineplatinum (II)

表2　 各 薬 剤 に お け る温 熱 に よ るThermal dose modifying factor

* Cis-dichlorodiammineplatinum (II)

TDMFは, 41℃ に お け る比 較 で は, 4薬 剤 と

も に ほ ぼ 同 程 度 の 数 値 を示 し た が, 42℃ に お け

るTDMIFは, BLMとADMに お い て 高 く,特

に43℃ に お け るTDMFはBLMに お い て

12.8(LD50), 15.4(LDgo)16.7(LD90)と 著

し く高植 であ った.一 方, CDDPとMMCに お

け るTDMFは,濃 度 の上 昇 とともに若 干 の増加

を示 したが,そ の程 度 はBLM, ADM紅 比較 し

て軽 微 であ っ た.

考 案

一 般 に
,腫 瘍細 胞 は正常 細 胞 に比べ て温熱 に

対す る感 受性 が 高い ことが知 られて お り5～7),温

熱療 法は 古 くよ り癌 治療 にお け る魅 力的 な テー

マの 一つ で あ った.そ の発 端 は19世 紀 中 頃に さ

かの ぼ る こ とが で き るが,そ の 副作 用,全 身管

理 の不 備 な どに よ り十分 な治療 効果 をあ げ るこ

とが で きなか っ た.し か し透年 医療 技術 の 目覚

ま しい達 歩に よ り,加 温技 術の 改善,全 身管理

の向上 が もた らされ た結 果,よ り安 定 で確実 性

の高 い温熱 療法 が可 能 となっ て きた.時 を同 じ

くして,あ る種 の抗 癌剤 は 温熱 との相 互作用 に

よ り,薬 剤 の殺 細胞 効果 が著 しく増 強す るこ と

が注 霞されて きた。 現在,温 熱 との相 互 作用 に

よ り効 果増 強が 認め られ る薬 剤 と して, BLM,

 ADMな どのantllracyclin, actinomycin D,

 thio-TEPAな ど の ア ル キ ル 化 剤, BCNU,

 CCNU, methyl-CCNUな どのnitrosoureaa剤,

 MMC, CDDPな どが知 られ てい るが5～7),これ

らの 多 くは, chinese hamster ovary cellな ど

の実 験腫 〓 を用 いた結果 に もとつ くもの である,

温 熱 に よる抗癌 剤 の効果 増強 が何 に よって も

た らされ るかは必 ず しも明 らか では ないが,温

熱 に よる薬剤 の細胞 内uptakeの 亢進,薬 剤 によ

るDNA損 傷 を修 復する修復 酵 素の阻害 などが主

た る要 因 とみ な され てい る7～11).

近年 増 加傾 向の 著 しい肺癌 は,早 期発 見 の努
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力に もか か わ らず,確 定 診断 時す で に手 術不 能

の進展 期 に あ る症 例 が 大部 分 を 占め,全 身療 法

た る化 学療 法が 重要 な役割 を担 って い る。 しか

し,小 細 胞癌 は 別 と して,非 小 細 胞癌 の 薬 剤に

対す る反応性 は極め て乏 し く,効 果 的 な化学 療

法の確 立 が望 まれ る ところ であ る,今 回著 者 は,

非小 細 胞癌 の化 学療 法 効 果増 強 を計 るこ とを 目

的 に,当 教 室 で樹 立 され た ヒ ト肺扁 平上 皮癌 株

細 胞(EBC-1細 胞)を 用 い,肺 非小 細胞癌 に活

性 を示 す い くつ か の薬 剤 と温 熱 の相 互作 用 につ

いて検討 を加 え た.

まず. EBC-1細 胞 に対 す る温 熱の みの 効 果 を

検討 した とこ ろ, 41℃ では 濃熱 に よ る殺 細 胞効

果 は全 く認 め られ なか った もの の, 42℃, 43℃

にお いて は,加 温 時 間 に よる生 細胞率 は 指数 関

数 的 に減少 し,こ の ヒ ト肺 扁平 上皮 癌由 来 の細

胞が,他 の実 験腫 〓 と同様 に温 熱に 対 して感受

性 を有 す るこ とを知 るこ とが で きた,す な わ ち,

この所 見 は, Dewayら が42℃ 以 上の 加温 下 での

chinese hamster ovary cellに お いて認 め た,

加 温時 間 と生 細 胞率 の指 数 関数 的関 係 を よ く再

現す る もの であ っ た12).

BLMと 温熱 との併 用効 果 につ いて は,相 乗効

果の もた らせ るこ とが,実 験 腫 〓 を用 いた 報告

にお いて示 され て い る5,8,9). Hahnら のChinese

 hamster ovary cellを 用 い た成 績 をみ る と,温

熱によるBLMの 細胞 内uptakeの 亢 達は認め て

お らず,そ の相 乗効 果 には 膜透 過性 の亢 進 は関

与 してい ない.そ して彼 らはBLMの 温熱 に よる

効 果増 強 は, BLMに よ り生 じたpotential lethal

 damageを 修 復す る酵素 を温熱 が阻 害 した結 果で

あ ろ うと推 論 してい る8,9).

著者 の 用 いた ヒ ト肺扁 平上 皮癌 株 細胞(EBC

-1)に お いて も
, BLMと 温熱 の相互 作 用 は,

 41℃ よ り も42℃, 42℃ よ り も43℃ と増 強効 果 は

著 し く, TDMFの 数 値 か ら して も相乗 的 と も言

うべ き もの であ り,実 験腫 瘍 の成 績 を よ く再現

して いた.

ADMと 温 熱 との相 互作 用 につ いて も,著者 が

用 いたEBC-1細 麹 は,他 に報告 され てい る実験

腫〓 と題様 の 態度 を示 した.す なわ ち, ADMは

BLMと 同様 に,温 熱 との併 用に よ り相乗 的 とも

言 うべ き効 果増 強 が認 め られ た が,そ の要 因は

温 熱 に よ る膜透 過性 の変化 に 基づ く薬剤 の細 胞

内uptakeの 亢進 と考 え られ て いる7,13).しか し

温 熱 によ る膜透 過性 の亢進 は長時 間は持 続せ ず,

 chinese hamstier ovary cell5,13),マウスM3A

細 胞7,14)にお いてはその時 間は最初 の30分 のみ で

あ り,それ以 上経過 す る とむ しろ細 胞はADMに

対 して抵抗性 を示す 所見 が述べ られ てい る. Oh

nosiら も ヒ トメラ ノーマ 細胞 に おいて長 時間の

過 熱がADMに 村 す る抵抗性 を誘導 す る成 績 を

示 してお り15),温 熱 と薬 剤 投与 の タ イン グは,

 anthracycline系薬 剤 においては極め て重 要 と考

え られ た.

MMC,お よび最近 肺 非小細 胞 癌の化学 療 法に

お い て重 要 な役割 を 占め てい るCDDPは,と も

にdouble strand DNAとcross-linkingを 形 成

す る こ とによ り抗 腫〓 効果 を発揮す る とみ な さ

れ て いる16),17).実験腫 〓 を用 いたMeynら の成

績 では,温 熱 とCDDPの 相 亙作 用 は高温 に な る

ほ ど強 く現れ,薬 剤 の細胞 内uptakeの 亢 進 が効

果増 強 の要 因で あ り,修 復 酵素 の阻 害は 関与 し

ない こ とが示 されて い る11).一方, MMCに つ い

て も温 熱 との相互 作 用は相 乗 的 であ る とす る成

績 が 多 く, EMT 6 mouse mammary tumor細

胞 を履 い たBevelyら に よる と,その機 序 には膜

透過 性 の 増強 に よ る薬 剤 の細 胞 内uptakeの 亢

進,修 復 酵素 の 隆害 の両者 が 関与 が示唆 されて

い る18).一 方,著 者が 用い た ヒ ト肺扁 平上 皮癌 由

来 のEBC-1細 胞で は, CDDP, MMCと 温熱 の

相互 作用 は実 験腫 〓 で認め られ るほ どには著 明

で な く,両 者 が相加 的に作 用す る と考 えた 方が

妥 当 であ り,実 験 腫瘍 との間 に若干 の解 離 を認

め た.

以 上 を総括 す る と,今 回著 者が検 討 した薬 剤

は,濃 熱 との相互 作 用に よ り効 果増 強が 認 め ら

れ,全 身加 温 として耐容 で きる42℃19), 20)におい

て もTDMFは2な い し4倍 の値 を示 した,こ の

意味 に おい て これ ら4剤 は全 身温熱 療法 に おい

て利 用 しうる薬剤 と考 え られ た.さ らに 温 熱 を

43℃ に設 定す るこ とによ り, BLMとADMで は

相乗 的 とも 言うべ き著 しい効果 増 強が認 め られ

た こ とか ら,こ れ ら2剤 は局所 温 熱療法 に お い

て著 しい効果 を期 待 しう る薬 剤 と考 え られ た.

著 者の 実験 結乗 は,以 上 の ごと くヒ ト肺 癌細
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胞に お いて も温 熱 が抗 癌 剤の効 果 を増 強 す るこ

とを示 す もの で あ るが,全 身温熱 療法 と して用

い るに は なお 多 くの 問題 が残 されて い よ う.温

熱 その ものに よる宿 主の障 害 は ともか くとして,

温 熱 と薬 剤の 相互 作 用 に よ る正常 細 胞へ の 障害

性 が,ど の程 度増 強 す るか は必 ず しも明 らか で

はな い.さ らに,腫 瘍側 か らみ て も,目 標 とす

る温 度 に到達 す るまでに要 す る時 間preheating

 timeな どに よ り,薬 剤 との 相互 作用 は種 々に変

化す るこ とが類 推 されてお り21),薬剤 投与 の タイ

ミン グにつ いて も重要 な課 題が提 起 されて いる.

しか し,温 熱化 学療 法は,肺 非 小細 胞癌 の よ う

に薬 剤 に対 して初 め か ら耐 性 を示 す腫 〓 に おい

て のみ な らず,小 細 胞癌 にお い て しば しばみ ら

れ るよ うに,薬 剤 と接 触 す るこ とに よ って発現

す る獲 得耐 性 を示 す 腫瘍 に録 して も,耐 性 解 除

の頬 策 の 一つ と して この効 果 を期 待 す る こ とが

で き るの では ないか と思 わ れ る.

結 論

ヒ ト肺 扁 平上 皮癌 細 胞株 を絹 い, in vitroに お

け る抗 癌剤 と温 熱の併 用 効果 につ いて検 討 した.

検 討 した薬 剤 は, ADM, BLM, CDDPお よび

MMCの4薬 剤 で, 37℃ のsurvival curveを コ

ン トロー ル と して41℃, 42℃ お よ び43℃ 加温 時

のsurvival curveよ り増 強効 果 を判 定 した.そ

の結果, 4薬 剤 とも41℃, 42℃ お よび43℃ の 各

温度 にお いて は, 37℃ に 比 し細 胞毒 性 の 増強効

果が 認め られ た.そ しTBLM, ADMは 高温 度

ほ ど増強 効果 が強 く認 め られ,特 にBLM 43℃

加 温 にて 相乗 的 とも言 うべ き著 しい増 強効 果 が

認め られ た. CDDP, MMCはBLM, ADMに

比 しその 増強 効果 は若 干 弱 く,温 度上昇 と平行

して相加 的 とも言 うべ き増 強効 果が 認め られた,

以上 の 所見 は,ヒ ト肺 扁平上 皮癌 の治療 に お

い て,温 熱化 学療 法 が効果 をあ げ る可 能性 を承

唆す る もの であ り,肺 癌 にお け る温熱療 法 の臨

床治 験 を試み る上 で の基礎 的知 見 と して,意 義

を有 す る と思 わ れた.

本論文 を擱筆す るにあた り,御 懇篤な る御指導な
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The effectiveness of hyperthermia in combination with anticancer drugs on EBC-1 cell line 

established from a patient with pulmonary epidermoid carcinoma was investigated. Antican

cer drugs tested in the present study were adriamycin, bleomycin, cis

dichlorodiammineplatinum (II) and mitomycin C. EBC-1 cells were incubated with the drug 

for one hour at 37•Ž or at elevated temperature (41•Ž, 42•Ž and 43•Ž). The enhancement of 

cytotoxicity by hyperthermia was found in combination with all of the drugs. The degree of 

enhanced cytotoxicity was positively elated to the temperature in combinations with 

adriamycin and bleomycin. Especially, a synergic enhancement of cytotoxicity was found with 

the combination of hyperthermia and bleomycin. The present study showed that the combina

tion of hyperthermia and anticancer drugs produced potential cytotoxicity on EBC-1 cells in 

vitro, and may provide useful information for the clinical trials in the future.


