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緒 言

一 般 に悪 性腫 瘍 に対 して は
,手 術 療 法,化 学

療法,免 疫 療 法,放 射線 療 法 な どの 治療 が行 な

われて い る が,い ず れ も単 独 で は,充 分満 足 の

い く効 果 は得 られ て お らず,種 々の併 用 療 法 が

試み られ て い るの が現状 で あ る.近 年 悪 性 腫瘍

に対 す る温 熱療 法 が再 び注 目 されるよ うにな り,

脳 神経 外科 領域 に お いて も,そ の報 告 が散 見 さ

れ る ようになって きた1～3). 1965年Popovicら4)

はハ ムス ター頬 嚢 移植 腫 瘍(human adenocar

cinoma)に 対 して, 4℃ の全 身 低 体 温 下 に腫

瘍 部 分 の み を37℃ に10時 間 加温 す る と い う,

いわゆる区別低体温法(Differential Hypothermia,

以 下D. H.と 略 す)を 行 ない腫 瘍 の完 全消 失 を認

めた.さ らにD. H.に5-Fluorouracil(5-Fu)を

併 用 す れば, 1時 間 のD. H.処 置 で同 様 の抗 腫

瘍 効 果 が得 られた とす る一連 の報 告4,5)を 行 なっ

た.当 教 室 に おい て は,こ のD. H.療 法 を悪 性

脳 腫瘍 の補 助 療法 として臨床 に応 用 すべ く, 1969

年以 来,種 々 の基礎 的 お よ び臨 床的 研 究 を続 け

て きて い る6～15).し か し温 熱 を実 際 の臨 床 に応

用 す る に際 して は,脳 とい う特 殊 な臓 器 を安 全

か つ確 実 に設 定 した温 度 に加温 す る方 法 が未 だ

確 立 されて いない現 在, D. H.療 法単 独 で 充 分 な

抗 腫 瘍 効 果 を得 る こ とは困 難 で あ る.従 っ て現

段 階 では,よ り高 い 治療 効 果 を期 待 す るた め に

は他 の 治療 法 との併 用,た と えば あ る種 の抗 腫

瘍 剤 との併 用 に よ る効 果 につ い て検 討 を加 え る

こ とも重 要 な課 題 の1つ で あろ うと考 え られ る.

今 回,著 者 は抗 腫瘍 剤 と して 本邦 に お いて 開発

され,悪 性 脳 腫 瘍 の 治療 に広 く用 い ら れて い る

ニ トロ ソ ウ レア系 化 合物 で あ るACNU[1-(4-

amino-2-methyl-5-pyrimidinyl)methyl-3-(2-

chloroethyl)-3-nitrosourea hydrochloride]

を用 いて培 養 グリオーマ細 胞 に対 す る温 熱 単 独,

あ るいは温 熱 とACNUと の併 用 に よ る殺 細 胞

効 果 につ い て,ま た温 熱 が細 胞 周期 に及 ぼ す 影

響 につ いて も併 せ て検 討 した.そ の結 果,温 熱

を悪 性 脳 腫瘍 の補 助 療法 の1つ と して確 立 して

い く上 で興 味 あ る知 見 が得 られた の で文 献 的 考

察 を加 えて 報告 す る.

実 験材 料 と方 法

1.培 養 グ リオ ーマ 細胞

C-6細 胞 は1968年Bendaら91)に よ り樹 立 さ

れ た ラ ッ トグ リオ ーマ細 胞 株 で,当 教 室 に おい

て継 代 培 養 され た もの(継 代160代 目か ら184代

目 まで)を 用 い た.さ ら に1981年4月 に39歳 の

男性 の神 経 膠種(Astrocytoma Grade III)よ り
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樹 立 され現 在 まで53代 継 代 された ヒ トグ リオ ー

マ(KY)細 胞 を用 いた.細 胞 培 養 に は, 10%新

生 児 牛 血 清(GIBCO, USA)及 びpenicillin G

(50unit/ml), streptomycin(50μg/ml)を 含 む

pH 7.4に 調 整 したEagle's MEM(GIBCO, USA)

を使用 し,ガ ラス培 養 瓶TD-40(40×100×20mm,

池 本理 化 工 業,東 京)に て37℃ 下 で閉鎖 静 置培

養 を行 な っ た.

2.加 温 お よび温 度 測定 装 置

発 泡 スチ ロー ル で被 わ れた 自作 の ア ク リル樹

脂 製 水槽(30×35×50cm)に 約50lの 水 を入れ,

 Thermounit(大 洋 科 学 工 業, C-550,東 京)で

加 温 し,恒 温 槽 と して 使 用 した.温 度 測 定 は

Thermistor(Shibaura Electrics, M 44-4,東

京)を 用 い,実 験 中 は ±0.1℃ の範 囲 内 に厳 密

に温度 コ ン トロ ー ル を行 な った.

3. Flow cytometry

培 養細胞 の細 胞動態の解析 にはflow cytometer

(BIO/PHYSICS, Cytofluorograf, 4800A,

 USA)を 使 用 した.試 料の作 製 法 はVindelov16)

の変 法 で, 1) 107 cells/mlの 細胞 浮遊 液0.2ml,

 2) 0.1% Triton X-100溶 液4ml, 3) 1%

 Ribonuclease溶 液0.1mlの4者 を混 合 して用

い た70).上 記 方法 に よ りDNA染 色 を行 な っ た

個 々の 細胞 のDNA量 を20,000～30,000個 の 細

胞 につ いて 集 計 す る こ とに よ り, DNAヒ ス ト

グ ラムの作 製 を行 な っ た.

4.温 熱 お よ び温 熱 と抗 腫 瘍剤(ACNU)と の

併 用 に よ る殺細 胞 効 果 の検 討

温 熱 単独 処 置 の場 合 は, C-6お よ びKY細 胞

をそれ ぞれ11本 のガ ラス培 養瓶TD-40に, C-6

細 胞 は104個 づつ, KY細 胞 は2×104個 づ つ植

え込 み, 37℃ にて 培 養 を行 な った. 48時 間 培

養 後 に新鮮 な培 養 液10mlづ つ と交換 し,直 ち

に41℃ にセ ッ トした恒 温 槽 に浸 し加 温 を開 始

した.加 温 開始 後30分 毎 に試 料 を取 り出 し,コ

ロ ニ ー形 成能 を調 べ た.こ れ ら を加 温 開 始 直 前

の コロニー形 成 能 との比 よ り, 41℃ にお け る そ

れ ぞれ の 細 胞 のsurvival curveを 作 成 した.

 43℃ および45℃ につ い て も同様 の実験 を行 な

っ た. ACNU単 独 処 置 の 場 合 も同 様 に, C-6

細 胞 は104個 づ つ, KY細 胞 は2×104個 づ つ植

え込 み, 48時 間 培 養 後 に, ACNUの 濃 度 が5

μg/mlと な るよ うに使 用 直前 に調 整 した培 養液

10mlづ つ と交換 し,直 ちに37℃ でincubation

を開始 した.処 置 開始 後30分 毎 に試 料 を取 り出

しコ ロ ニー 形 成能 を調 べ,コ ン トロー ル との比

よ り, ACNU 5μg/ml処 置時 のsurvival curve

を作 成 した. 20, 40, 80μg/mlのACNU濃 度

につい ても同様 な実験 を行 ない, 37℃ にお け る

種 々の濃 度 のACNU処 置 によるsurvival curve

を作 成 した.次 に温 熱 とACNUと の併 用 によ る

効果 につ い て の検 討 も,上 記 と同 様 な手順 で行

な い, 41℃ 加 温 とACNU濃 度5, 20, 40, 80

μg/mlの 同時 併 用 時 のsurvival curveを それ

ぞ れ作 成 した. 43℃ 加 温 で も同 様 な実 験 を試

み た.コ ロニ ー形 成 能 の検 索 には,ま ず取 り出

した試 料 の培 養 液 を捨 て, 0.05%ト リプ シ ン5

mlを 加 えて お だや かに ピペ ッテ ィングを行 ない,

 single cell suspensionを 作 製 した.次 に顕 微

鏡 下 で 計算 板 に よ り細 胞 数 を算定 した後,培 養

液 を加 えて, 20cells/mlの 濃 度 に調 整 し, 100

cells/5mlづ つ直 径6cmのplastic tissue cul

ture dish 3002(60×12mm, Falcon, USA)3

枚 に分 注 した.こ れ らのdishを37℃. 5%CO2

下 で培 養 器(Water jaket incubator, Hirasawa,

 WJ-12-C,東 京)内 に て静 置培 養 を行 な っ た.

培 養 開始 後10～14日 目に10%ホ ルマ リンで 固定,

 0.2%ク リス タルバ イオ レッ トで染 色 し, 50個 以

上 の 細胞 を含 む集 落 を1個 の コロ ニー と算 定 し

た.以 下 そ れ ぞ れの条 件 下 で 同様 な操 作 を繰 り

返 した.無 処 置 コ ン トロ ー ルの コ ロニ ー形 成能

はC-6細 胞 で60～70%, KY細 胞 で50～60%で

あ った.

5.温 熱 の細 胞 周期 に及 ぼ す 影響 の検討

ガラス培 養 瓶TD-40, 24本 にそれ ぞれ約8～

10万 個 のC-6細 胞 を植 え込 み, 43℃ にセ ッ ト

され た恒 温 槽 に浸 し, 30分 間 加温 群8本, 2時

間 加温 群8本, 5時 間加 温 群8本 の3群 に分 け

て 処 置 を行 な つた.加 温 終 了直後 すべ ての培 養

液 を静 か に除去 し,新 鮮 な培 養 液20mlを 加 え

る と共 に37℃ でincubationを 開始 した. in

cubation開 始 後6時 間 毎 に各 群 か ら1本 づつ

試 料 を取 り出 し, 0.05%ト リプ シ ンで細 胞 を単

離,浮 遊 させflow cytometerに よ りDNA

 histogramを 作 製 し, 42時 間 まで 経 時 的 に変化
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を観 察 した.

結 果

1.温 熱 単 独処 置 に よ る殺 細 胞 効 果

C-6細 胞 およびKY細 胞 を41°, 43°, 45℃ に

て, 5時 間 ま で 加 温 処 置 した 時 のsurvival

 curveを 示 した(図1a. b). C-6細 胞 に お い

て は, 43℃ 加 温 で は,初 め比 較的 大 きなshoul

derを 持 っ た 曲 線 を 描 いた 後,直 線 的 にcell

 survivalが 低 下 して お り,こ の部 分 で のDo

[survival curveの 直 線 部 分 で 生存 細胞 数 を37

%に 減 少 させ るの に必要 な加温 時 間(分)]は30

で あっ た.こ れ に対 し, KY細 胞 で は,ほ とん

どshoulderが み られず,直 線 的 にcell survival

が低 下 してい るが, Doは100で あり, C-6細 胞

に比 べKY細 胞 の方 が熱感 受性 に乏 しい結 果 で

あった.ま た45℃, 30分 間加温 でもcell survival

は, C-6細 胞 が1.8%. KY細 胞 が20%で あ り,

 KY細 胞 の方 が熱 耐性 で あ る と考 え られ た.

2. ACNU単 独 処 置 に よ る殺細 胞 効 果

培 養細胞 に種 々の濃 度 のACNUを 単 独 で作

用 させ た と きのsurvival curveを 示 した(図2

a. b).種 々 の濃 度 でACNUを5時 間 まで 作 用

させた にもか かわ らず, 2時 間以 降 はcell sur

vivalに 変 化 が認 め られ な か っ た.さ ら にKY

細 胞 は, C-6細 胞 よ りもACNUに 対 す る感 受

性 に乏 しい こ と も明 らか とな った.

3.温 熱 とACNUと の併 用 に よ る殺細 胞 効 果

41℃ 加 温 とACNUと の 同 時 併 用 処 置 で は,

 C-6お よびKY細 胞 ともACNU単 独 処 置 に よ る

殺細 胞 効 果 と比較 して 明 らかなcell survivalの

低 下 は認 め られ な か った(図3a. b). 43℃ 加

温 で は,温 熱 とACNUの そ れ ぞ れ単 独処 置時

のcell Survivalの 単純 相 加 効 果 は 計算 上 図4a,

図5aに 示 す ご と く にな る.と こ ろ が,実 際 の

43℃ 加温 とACNUと の 同時 併 用処 置 で は,図

4b,図5bに 示 す ごとく, C-6細 胞 につ いては,

 10μg/ml以 上のACNU濃 度 において,ま たKY細

胞 で は, 5μg/ml以 上 のACNU濃 度 にお いて,

明 らか な相 乗 殺 細胞 効 果 が認 め られた.

4.温 熱 の細 胞 周期 に及 ぼ す 影響

43℃ 加 温 処 置がC-6細 胞 の細 胞 周期 に及 ぼ す

図1a. b　 培 養 グリオーマ細胞(C-6, KY)に 対す る温熱単独処置の殺細胞 効果
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図2a. b　 培養 グリオーマ細胞(C-6, KY)に 対す るACNU単 独処置 の殺細 胞効果

図3a. b　 培養 グ リオーマ細胞(C-6, KY)に 対する41℃ 加温 とACNUと の同時併用処置

による殺細胞 効果
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図4a　 C-6細 胞 に対す る43℃ 単独処置並 びにACNU単 独処置 の単純相加殺細胞 効果(図1a

と図2aよ り作 図)

b　 C-6細 胞 に対す る43℃ 加温 とACNUと の同時併用処置 によ る殺細 胞効果(実 測 値)

影 響 につ いてflow cytometerを 用 い て検 索 し

た.無 処 置 コン トロ ール細胞 のDNA histogram

を図6に 示 す. 2Cピ ークはG0+G1期(44%),

 4Cピ ークはG2+M期(23%)を 示 し,そ の 間 が

S期(22%)を 示 し,残 りがfragment(11%)で

あ る.本 実験 で は,便 宜上,各 ピー クの 接 点 を

垂 線 で区 切 り,各phaseの 細 胞 数 を算 定 した70).

 43℃ で30分 間, 2時 間, 5時 間加 温 処 置時 の

C-6細 胞 のcell survivalは,そ れ ぞれ80%,

 30%, 0.3%で あ っ た(図7).こ れら3つ の異 な

った条 件 下 で加 温 した細 胞 群 の 細胞 周 期 の 変 動

は図8の 如 くで あ った.そ の 中で, 30分 間加 温

処 置 と2時 間加 温 処 置 群 で特 徴 的 な変化 が認 め

られた.図9に,そ れ ら代 表的DNAヒ ス トグ

ラムpatternを,図10に,各phaseの 占め る割

合 の経 時的 変 化 を示 した. 43℃, 30分 加 温 で

は,加 温後6時 間 目に, S期,特 にlate S期 へ,

 6～12時 間後 にG2+M期 へ の細 胞 の 集 積 が著

明 となり,さ らに12時 間後 には6C, 8Cに 相 当

する部 位 に, polyploid cellsと 思 われ るピー ク

が認 め られ た. 43℃, 2時 間加 温 で も,加 温 後

12時 間 から24時 間 に かけ てS期 へ,次 いで30時

間後 を中 心 と してG2+M期 へ の細 胞 の 集 積 が

認 め られ,同 時 に6C, 8Cと 思 わ れ る部 位 に

小 さい ピー クが み られ た,な お, 43℃, 5時 間

加温 で は,細 胞 周 期 に明 らか な変 化 は認 め られ

なか っ た.

考 察

培 養細胞 に対 する加温実験 は, 1912年, Lambert24)

がマウスの肉腫 細胞 と正 常の 結 合 織 細 胞 を43

℃で加温 し
,両 者 の熱 感 受性 に相 違 が あ るこ とを

報 告 したの が最 初 で あ る.そ の後,腫 瘍 細 胞 と

正 常 細 胞 との熱 感 受性 の差 を認 め た とす る報告

が続 いた25～30).し か し,一 方 で は, HeLa細 胞

とヒ ト線維 芽細 胞 を比較 し,両 者 の間 で 感 受性

に は ほ とん ど差 が なかった とす る報告31)や,正

常細 胞 の 熱 感受 性 の 方 が よ り高 かっ た とす る逆
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図5a　 KY細 胞 に対する43℃ 単独処 置並 びにACNU単 独 処置の単純 相加殺細 胞効果(図1bと

図2bよ り作図)

b　 KY細 胞 に対する43℃ 加温 とACNUと の同時併 用処 置による殺細胞 効果(実 測 値)

図6　 Flow cytometerに よ る無 処 置 コ ン トロ ー ル

細 胞 のDNA histogram 図7　 43℃ 単独処置 によるC-6細 胞の生存 曲線
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図8　 43℃ 加温処 置によるC-6細 胞 のDNA histo

gramの 継 時的変化

図9　 43℃ 加温 処置によりC-6細 胞 にみられたDNA

 histogramの 代表的変動 パ ター ン

△…… △ G0+G1

▲-▲ G2+M

□--□ S

図10　 43℃ 加温処置後 の継時 的変化
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の結 果の 報 告 まで み られ た32,33).そ れ 以 来,温

度 とsurvival curveと の 関 連 に つ い て 種 々 の

検 索 が な され る につ れ32,33),個 々の腫 瘍細 胞 株

間 に お いて も熱 感 受性 に違 い が あ る こ とが 明 ら

か となった36).こ の よ うに一 般 的 に は腫 瘍 細 胞

が正 常 細 胞 よ りも熱 感受 性 が高 い とい う報告 が

多 い が,熱 感受 性 の相 違 は,基 本的 には,個 々

の細 胞 の持 つ生 物 学 的特 性 に起 因 す る もの と考

え られ て い る37,38).

ところで, in vitroで 殺 細 胞 効 果 を定 量 的 に

検討 す る方 法 は,い くつか あるが18～21), 1956年

Puck22)ら によ り確 立 されたcolony formation

 techniqueは 最 も信 頼 され て お り23),今 回 の 実

験 で も本 法 を用 い て,温 熱 および 温 熱 とACNU

処 置 に よ る殺細 胞 効 果 を評 価 判 定 した.悪 性 脳

腫 瘍 に対 す る化 学 療 法剤 と して は,本 邦 にお い

て 開発 された水 溶 性 ニ トロ ソ ウ レ ア剤 で あ る

ACNUが,悪 性 脳 腫 瘍 に対 して も広 く用 い ら

れ て お り,現 在 その 有効 性 が確 認 され て い る.

これ ま で にBCNU,そ の他 の ニ トロ ソウ レ ア剤

の 温熱 との併 用効 果 は既 に報 告 され て い る こ と

53,54)から
,今 回,温 熱 と併 用 す る 薬 剤 と して,

 ACNUを 用 い た.ニ トロソウ レア剤 の作 用機 序

につ い て は,そ の分 解 産物 で あ る カル ボ ニ ウ ム

イ オ ンに よ るDNAの アル キ ル化 と,イ ソ シ ア

ン類 によ る蛋 白 の カルバ モ イル化41)と が推 察 さ

れて い るが, ACNUに おいては専 らDNAの ア

ルキ ル化 に よ る合 成 阻 害 が主 た る作 用 で あ る と

報 告 されている41,42).こ のようにACNUはDNA-

binder,す なわ ちcell cycle non-specificな 薬

剤 と して分 類 され て い るが細 胞 周期 に 及 ぼす 影

響 と して, S期, G2+M期 へ 細 胞 を集 積 させ

る効果 が あることも知 られ て おり43～46),こ の 特

性 を利 用 した脳 腫 瘍 の 同 調化 学 放 射線 療 法 も,

実際 の 臨 床 に試 み られ て い る43).

ACNUは 溶 解 液 のpHに よ り,薬 剤 の 安 定

性 が著 し く影響 を受 け, pH 7.40の 培 養 液 中 で

は,そ の抗 腫 瘍 活性 の 半減 期 は25分 と比 較 的 短

い ことが知 られ て い る17).本 実 験 で も,処 置 時

間 が, 2時 間 を過 ぎる と,コ ロニ ー 形 成能 か ら

み たcell survivalに 変 化が なかった ことは,こ

うしたACNUの 失 活 に よるもの と考 えられ る.

また,ヒ トグ リオーマ 由 来 のKY細 胞 は ラ ッ ト

グ リオー マ 由来 のC-6細 胞 よ りACNUに 対す

る感 受 性 が 乏 しい こ と が判 明 した.こ の よ うに

動物 種 が異 な ると,薬 剤 に対 す る感 受性 に相 違

が あ ることは よく知 られて い るが, Yung47)や,

 Heppner48)ら は,同 一 腫 瘍 由 来 の 細 胞 で あ っ

て も細 胞 株 の違 い に よ り,種 々 の薬 剤 に対 す る

感受 性 が異 な るこ と を報告している. Hoshino49)

らは, flow cytometerを 用 い て 種 々 の脳 腫 瘍

組 織 を検 討 した結 果,悪 性 脳 腫 瘍 組織 にお いて

は,腫 瘍 細 胞 を構 成 す る個 々 の細 胞 は部 位 によ

り異 な ったDNA量 を持 った 不均 一 な細 胞 の 集

合体 で あ る こ と を明 ら か に した.こ れ らの事 実

は悪 性 脳 腫 瘍 の補 助 化 学 療法 を施 行 す るに際 し

て,常 に念 頭 にお い て お かね ば な らない重 要 な

事 項 で あ る.

In vitroに お け る温 熱 と抗腫 瘍 剤 の併 用 実験

につ いて は, 1961年Mahaley50)ら がVX 2

 carcinomaに 種 々 の ア ルキ ル化 剤 と42℃ 加温

と を併 用 し,温 熱 の併 用 に よ りア ルキ ル化 剤 の

抗 腫 瘍 効 果 が 高 め られ た と報 告 して以 来,種 々

の薬 剤 や 抗 腫瘍 剤 に つ いて温 熱 との併 用 に よる

殺細 胞 効 果 の 増 強 が報 告 されて いる51～56).特 に

BCNU53～55), bleomycin51,54,55), cisplatin53～55)

な ど につ い ては,多 くの 報 告 が み られ,こ れ ら

は温 熱 との併 用 に よ る殺 細 胞 効 果 増 強 の明 らか

な薬 剤 で あ る.そ の中 でBCNUと 温 度 との 同

時併 用 時 にみ られ る相 乗 効果 は, 42℃ から43℃

の 高温 域 にみ られ るこ とや, adriamycinで は,

高濃 度 の 場 合 にの み認 め られ るこ と な どが報告

され て いる54).こ の よ うな温 度 と薬 剤 の併 用 に

よ る増 強 効 果 の機 序 は個 々 の 薬物 に よ って異 な

り, adriamycinの 場合, 37℃ と比 べ て45℃

にお い て, adriamycinの 細 胞 内取 り込 み が増

大 す ることが示 され て い る59)が, bleomycinに

おい て は, 14C標 識bleomycinの 細 胞 内取 り込

みが43℃ 加 温 で も増 加 せ ず,併 用効 果 の作 用

機序 は, bleomycinに よる細 胞 障 害 か らの修復

機 能 を,温 熱 が阻害 するためと考 えられている51),

一 方 ニ トロ ソ ウ レア剤 を含 め
,ア ルキル化 剤 は,

一 般 に温 度 の上 昇 と共 に薬 物 の 代謝 が増 強 され,

その 結 果 不 活性 前 駆 体 か ら活性 型 誘 導 体 の増加

が観 察 され て いる54,58).従 って本 実 験 にお ける

温 熱 とACNUと の相 乗 効 果 は,他 の ニ トロソ
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ウレア剤 と同様 に加 温 によりACNUの 活性化 が

促 進 され た こ と によ るもの と考 え られ る.

温 熱 自体 の殺細 胞 効 果 につ い て は,細 胞 周 期

依存 性 があることが古 くか ら知 られて おり, Rao60),

 Selawry25)ら は, metaphaseで 最 も熱 感 受 性

が高 い と報告 している. Coss61)ら は, CHO細 胞

に対 して, 45.5℃, 5～15分 間 の加 温 を行 ない,

 cinematographyでmetaphaseの 細 胞 を追跡

し, 88%以 上 が多核 細 胞 と な るこ と と,電 顕 的

に紡 錘 糸 の形 成 がみ られ なか っ た こ と を報告 し

ている.一 方Palzer62)ら は,同 調培 養 したHeLa

細胞 を用 い て, 42℃, 1～2時 間 の 加 温 を 行 な

い,熱 感 受性 はlate S期 で は 高 い が, late G2

期 で は低 い こ と を報 告 して い る. Westra35)ら

は, CHO細 胞 を用 いて,細 胞 周 期 の 各時 期 に,

 45.5℃, 6～15分 間の 加温 と, 600 radsの 放 射

線 照射 とを比較 し,放 射線 に抵 抗性 のS期 の細

胞 が最 も熱 感 受性 が 高 い と報 告 してい る.こ れ

らの こ とか ら,本 実験 の 図9で み られ たpoly

ploid cellsはCoss61)ら の指 摘 した,加 温 に よ

り多核 とな り脱 落 して い くM期 の 細 胞群 で は な

いか と推 測 され る.ま た, Kal64)ら は, 43℃,

 1時 間加温 により,マ ウスのmammary sarcoma

cellがS期,つ いで, G2+M期 に集 積 す る こ

と を報 告 して い る.一 方, Sapareto63)ら は,

振 盪法 により同調 したCHO細 胞 を用いて, 41.5℃

持続 加 温 が細胞 回転 に遅 延効 果 を もた らす こ と

を確 認 して い る.そ して, S期 に お け る遅 延 効

果の 持続 が, G1期 やG2+M期 で の遅 延 効 果

の持 続 よ りも短 い こ と よ り,非 同調培 養系 で は,

 S期 が減少 し, G2+M期 へ の細 胞 の 集 積 が み

られ るで あ ろ うと推 測 して い る.し か し,本 実

験 で は初 めS期,特 にlate S期 の 増加 と,つ い

でG2+M期 へ の 集積 がみ られ て お り(図9),

このパ ター ンは む しろKal64)ら の 報 告 と一 致 し

て い る.こ の よ うな,温 熱 に よ る細 胞 のG2+

M期 へ の集 積 効 果 や,細 胞 回転 の遅 延 効 果 は,

温 熱 が あ る特定 のphase(特 にS期 とM期)に

感 受性 が高 い とい う事 実 とも関 連 が あ る もの と

思 わ れ るが,こ れ につ い ては 今 後 よ り詳 細 な検

討 が必 要 で あ ろ う.

さ らに,温 熱 の 殺細 胞 効 果 を左右 す る重 要 な

因子 として,培 養 液 あ る い は組 織 のpHの 問題

と熱 耐性 獲 得 の 問題 とが あ る. Gerweck65,66)

らは, CHO細 胞 について, 37℃ の 条 件下 で は,

 pHが6.7～7.4の 範囲 内で あると, cell survival

に変 化 は認 め られないが, 42℃ 加温 の場 合, pH

が酸性 に傾 くと,温 熱 に よ る殺細 胞 効 果 が著 し

く高 め られ る と報 告 して い る.逆 に,熱 感 受性

の低 い細 胞 株 で あっても, pHを 低 くす る こ とに

よ り,熱 感 受 性 を高 め る こ と が可能 で あ る と も

述 べ て い る69),ま たKang67,68)ら は, mammary

 carcinomaを 用 いて, in vitroとin vivoと で

43.5℃, 30分 加 温 の 効 果 を比 較 して, in vivo

の方 が殺 細 胞 効 果 が強 か った と述 べ て い る.そ

の理 由 と して,腫 瘍 内 の 血 管 閉塞 に よ り,腫 瘍

細胞 へ の酸 素 と栄 養 の 供 給 が 途 絶 え,局 所 の

acidosisが 進 行 した ため で あ ろ うと結 論 して い

る,そ の他 低 酸 素細 胞 は,正 酸 素細 胞 よ りも熱

感 受性 が高 い こ とな どが 報告 されて い るが71),

 Overgaard72)ら は, pHを 同一 に した場 合,低

酸 素細 胞 と正 酸 素細 胞 との 間 に熱 感受 性 に差 が

ない と して お り,こ の こ とは細 胞 内外 のpHが

温 熱 の殺 細 胞効 果 の発 現 に大 き く関与 して い る

こ と を示 唆 して い る もの と考 えられ る.

温 熱 処 置 を反復 す る と2回 目以 降 で は,同 一

条件 下 で も殺細 胞 効 果 が減 弱 して くるこ と が,

種 々 のin vitro73,74),お よびin vivo80～82)の 実

験 か ら明 ら か にな っ てい る.こ う した,熱 耐 性

の獲 得 には,初 回加 温処 置後,細 胞 をあ る期 間

37℃ の生 理 的 条件 に戻 す ことが 必 要 で,こ の期

間 を4℃ で 置 換 す る と熱 耐性 が 発 現 しな い こ

とや76),こ の 期 間 だ けpH値 を低 下 させ る と,

熱耐 性 の 発 現 が 妨 げられるこ と83,84)な どが知 ら

れ て い る.後 者 につ いて は,加 温 に よっ て,腫

瘍 組 織 が よ りacidicな 状 態 に陥 ると考 え られ る

腫瘍 組 織 で は,熱 耐 性 の発 現 が押 え られ るこ と

にな り82),温 熱 治療 の点 か らは有 利 とい え る.

また これ ら熱耐 性 を獲 得 した細 胞 には,新 た に

あ る種 の 蛋 白 の合 成 が行 なわ れ て い る こ とが報

告 され て お り85～87),熱 耐 性 との関 連 につ いて,

今後 の検 討 が 待 た れ る と ころ で あ る.

さて,本 実験 に お け る温熱 とACNUと の相

乗効 果 発 現 の機 序 は, Hahn53)ら が述 べ て い る

ご と く,温 度 上 昇 に伴 って,ニ トロ ソ ウ レア系

薬剤 の代 謝 が 増 強 され る こ と によ り殺細 胞 効 果
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の 増大 が もた ら された もの と推 測 され る.し か

し,殺 細 胞 効 果 が ほ とん ど見 られ なかった41℃

加 温 との 併 用 で は 増 強 効 果 が な か っ た こ とや,

温 熱 およ びACNUの ど ち ら もが,細 胞 周期 に

対 して, S期, G2+M期 へ の 集 積 作 用 を持 っ

てい た こ とな どか ら,温 熱 とACNUは 共 通 の

細 胞 内標 的 を有 し,両 者 それ ぞれ の細 胞 障 害 作

用 が重 な っ て相 乗殺 細 胞 効 果 をもた ら した可 能

性59)も 否 定 出 来 な い.し か し,い ず れ に して

も,温 熱 やACNUに 対 して, C-6細 胞 に比 べ

よ り抵 抗 性 で あ ったKY細 胞 につ い て も, C-6

細 胞 と同様 に,温 熱 とACNUの 併 用 に よ る相

乗 殺細 胞 効 果 が認 め られ た こ とは 大 い に注 目す

べ きことで ある.こ の ことにより, heterogeneous

な細 胞 の集合体 で あ る悪性脳 腫瘍 の治療 に,今 後

温 熱 とACNUと の併 用 療法 が よ り有 効 な治療 手

段 とな り得 る可 能性 が 示 され た もの とい える.

また本 実 験 にお い ては, 5～80μg/mlと 比 較

的 高 い濃 度 のACNUを 用 いた が,脳 腫 瘍組 織

内 のACNU濃 度 は,現 実 には5μg/g以 下 が

ほ とん どで あり88),今 後 さ らに治 療 効 果 を高 め

るた め には, ACNUの 動 注 法89)も し くは,高

張 浸 透 圧 溶 液 の 動 注 に よ るOsmotic blood-

brain-barrier modification90)を 行 な うな ど,

投 与 法 の 工 夫 を行 な い, ACNUの 腫 瘍 細 胞 へ

の到 達濃 度 を高 め る こ と も必要 で あ ろ う.

一 方
, Mahaley50)やHerman55)ら はin vitro

に お いて低 温 処 置下 では 抗腫 瘍 剤 の 殺細 胞 効 果

が減 弱 して いることを報 告 して お り,山 田12,13)

はD. H.処 置 と5-Fuと の 併 用 効 果 を検 討 し,

担 癌 宿 主 に対 す る抗 腫 瘍 剤 の副 作 用 が減 弱 され

る可 能性 を指摘 して い る.

さらに, D. H.処 置 下 で は,加 温 局 所 の血 管 透

過 性 が 亢進 し7),解 糖 系 代謝 の 亢進3)に よ り,

 acidicな 状 態 とな って お り, ACNUの よ うに

酸性 領域 で より安定 な薬 剤 では,よ り有 効 に作 用

するもの と考 えられ る ことか ら, ACNUはD. H.

と併 用す る上 で好 都 合 な薬 剤 の1つ といえ よ う.

結 語

ヒトグリオーマ由 来の培 養KY細 胞 お よび ラ ッ

トグ リオーマ由 来の培 養C-6細 胞 を用 い て,温

熱 単 独処 置 および温 熱 とACNUと の併 用処 置 に

よる殺細 胞 効 果 をコロニ ー形成法 により検 討 した.

さらに, C-6細 胞 については, 43℃ 加 温が細 胞周

期 に及ぼす 影響 につ いて, flow cytometerを 用

いて検 討 した.そ の結 果, 1)細 胞 の 種 類 に よ り,

温熱 およびACNUに 対する感受性 が異 なっていた.

 2) 43℃ 加 温 とACNUと の同時 併用処置 により,

 2種 の細 胞 の いず れ に も,相 乗殺 細 胞 効 果 が認

め られ た. 3) 43℃ の 加 温処 置 に よ り, C-6細

胞 のS期,つ い でG2+M期 へ の集積 効 果 がみ

られ た.こ の効 果 は, 30分 加温 に比 べ, 2時 間

加温 で は よ り大 き く,か つ 遅 れ て 出現 した.

これ らの結 果 から,温 熱 とACNUと を同時 に

併 用 す る こ とは,各 々単 独 使 用時 の殺 細胞 効 果

の単純 相 加 以 上 の 効 果 が あ り,両 者 の 併 用 が悪

性 脳腫 瘍 に対 す る有 用 な補 助 療法 の1つ に な り

得 る可 能性 が示 唆 され た.一 方,温 熱 により, C-

6細 胞 のS期,つ い でG2+M期 へ の集 積 効 果

と細 胞 回転 の遅 延 効 果 が 明 らか とな った が,こ

の こ とは,今 後 温 熱 を他 の薬 剤 あ るいは 治療 法

と併 用 す るに際 して,考 慮 す べ き重要 な こ とと

考 え られ る.
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Cytocidal effects of heat on cultured glioma cells

-with special reference to combined use of ACNU-

Susumu NAKASONE

Department of Neurological Surgery, Okayama University Medical School

(Director: Prof. A. Nishimoto)

The effects of heat used either alone or in conjunction with 1-(4-amino-2-methyl-5-pyrimi

dinyl) methyl-3-(2-chloroethyl)-3-nitrosourea hydrochloride (ACNU) on cultured rat (C-6) and 

human (KY) glioma cell lines were quantitatively studied by colony formation assay. Flow

cytometric analysis of the cell cycle progression of C-6 glioma cells after exposure to 43•Ž 

was also carried out. The results obtained were as follows. 1) These cell lines had differences 

in heat sensitivity and in their response to the cytocidal effect of ACNU. 2) Synergistic 

effects of combined heat and ACNU were observed on both cell lines. 3) After exposure to 

43•Ž asynchronous C-6 cells accumulated initially in late S phase and later in the G2+M 

phase. These results suggest that the combined use of heat and ACNU is effective in the 

management of malignant tumors.


