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葛 : 培養グリ オ ー

マ 細胞に対する温熱と抗癌剤の 併用効果に関する研究

n a ti o n i n d e x ( C I) m e t h o d .

c o m bi n e d t h e r a p y w it h h y p e r t b e r m i a a n d a n ti n e o p l a s ti c a g e n t s h a s s y n e r g l Sti c
c y t o t o x i c err e ct o n c u lt u r e d g li o m a c ell li n e s ･ W S T - 1 a s s a y i s m o r e u s ef u l f o r a s s e s si n g
c ell s u r v i v a l t h a n c o l o n y a s s a y o r M T T a s s a y .

K e y w o r d s : h y p e r t h e r m i a ･ g li o m a c ell li n e
･
W S T - 1 a s s a y ' C h e m o th e r a p y

は じ め に

温熱療法( ハ イ パ ー サ ー

ミ ア) は痛 の 集学 的治

療法の
一

つ と して注目されて い る . 温熱療法 が癌

治療に用 い ら れる の は
, 単独 でも癌細胞 の 致死効

果を示 し, それが正 常細胞 の 感受性 よ りも高 い こ

とが第
一

の 理 由で ある
1) 2)

. 更 に組織 レ ベ ル で温

熱を行 っ た時, 腫療の 血流, 酸素状態 , p H な どの

組織変化が熱感受性を増加 させる こと も知られ て

い る ･ 癌の 臨床 にお い て温熱 と放射線 , 化学療法

を併用すると, よ り高 い 治療効果が得 ら れ る こ と

ち -

般臓器にお い て報告されて い る . 我 々 の 施設
にお い ても早くか ら温熱の 抗腫療効果を期待 して ,

悪性神経豚腫 ( 悪性 グリオ ー

マ ) に 対 して
,
温熱

療法を展開して きた . 特 に再発グリ オ ー

マ に対 し

て は温熱治療単独 で , 初発 グリ オ ー

マ に対 して は

放射線併用温熱療法を行 い 良好な成績が得られて
い る .

一

方 , 悪性 グリオ ー マ の 治療に お い て
,
A C N U ,

M C N U と い っ た ニ ト ロ ソ ウ レ ア 系 の 抗癌 剤が 化

学療法剤と して 頻用 されて い る が 3 ト 6) , そ の 効 果

につ い ては良好とは言 い 難く
,
こ の 化学療法剤 の

感受性増強の課題を克服する こ とが求め られてき

た ･ そ こ で化学療法剤の 温熱 による 増強効果 が他

の臓器癌 と同様に脳腫療にお い て も期待され ると

こ ろで ある . しか し, こ れ まで温熱 が こ れ ら の 抗

癌剤と の併用で, グリ オ ー

マ 細胞 に対 して殺細胞

効果を示すか どうか は明らか にされて い なか っ た .

今回我々 は従来より温熱生物学的研究に用 い られ

て きた c ol o n y 法あ る い は M T T a s s a y 法 より も

簡便性, 正確性の 優 れ て い る W S T- 1 a s s a y 法を

用 い 7 ト 9)
, 各種培養グリ オ ー

マ 細胞に対す る温 熱

と抗癌剤との 併用効果に つ い て実験 し, その 併用

効果が相加な い し相乗効果を示すか否か を検討 し

た .

25 3

材料と方法

1 . 細胞及び培兼

実験 には ヒ ト グリオ ー

マ株化細胞 で ある T 98 G

( R ik e n c ell b a n k , T s u k u b a , J a p a n) , ラ ッ ト グ リ

オ
ー

マ 株化細胞で ある C 6 ( D ai n ip p o n L a b o r a -

t o r y , T o k y o , J a p a n) お よ び 9 L ( R ik e n c ell

b a n k , T s u k u b a , J a p a n) を用 い た .

対数増殖期 にある これ らの グリ オ ー マ 細胞を10

% r e t al c alf s e r u m ( F C S) 添加 , E a gl e
'

s m i ni -

m u m e s s e n ti al m edi u m ( M E M ) 中で , 1 × 10 4 /
180 FL l に調整 し, 9 6 w ell マ イク ロ プレ ー

ト上 に 1

× 10
4
/ 180 〃1/ w ell ず つ p l a ti n g し, 3 7 ℃か つ 5 %

C O 2 存在下 で 2 4 時間培養 した .

2 . 薬剤処理と温熱処理

D o x o r u bi ci n h y d r o c hl o rid e ( A D 氏) ( K y o w a
h a k k o ･ T o k y o , J a p a n) , Ci spl a ti n ( C D D P) ( N ip p o n
K a y a k u , T o k y o J a p a n) , R a ni m sti n e ( M C N U)

( M it s u bi s bi W elfid e , T o k y o , J a p a n) , 各抗癌剤
は
,
P B S で希釈 して種 々 の 濃度の もの を作成 した .

まず , 予備実験 に お い て 各細胞 に 対 す る A D R
,

C D D P
, M C N U の 単独 の 薬剤感受性を検討 し, 本

実験 に用 い る 至適抗 癌剤濃度 は A D R で は
,
C 6

およ び 9 い こ対 して は 0 ･0 1 , 0 ･05
,
0

･ 1 , 0 ･5 , 2 .5 〃 g

/ m l , T 98 G に対 して は 0 ･01 , 0 ･ 1
,
0 ･5

, 5 , 2 0 〃 g / m l

の濃度を
,
C D D P で は C 6 お よ び 9 L に対 して は

0 ･0 1
, 0 ･05 , 0 .1

,
0 .5

, 2 .5 i L g / m l , T 9 8 G 対 して は

0 ･05 , 0 ･5 , 2 ･5
,
12

.5 , 2 5 FL g / m l の 濃 度を, M C N U

で は C 6 およ び 9 L に対 して は0 .05
, 0 .5 , 2 .5

,
2 5

,

10 0 〃 g / m l , T 98 G で は 0 .05 , 2 .5 , 50 , 25 0 , 500 〃 /

m l の 濃度をそれぞれ選択 した .

24 時間培養後の各 w ell に各濃度 の 抗癌剤 を2 0

〃1 ず つ 添加 した .

加温方法と して
, 各抗癌剤 を添加 後 , イ ン キ エ

ペ 一 夕 - を用 い て , 37 ℃ ( c o n t r ol) , 42 ℃, 43 ℃ の



2 5 4 新潟医学会雑誌 第 11 6 巻 第6 号 平成
1 4 年 (2 0 02) 6 月

に gli o m a c ell9 6 w e ll p l a t e ( c 6 ､ 9 L ､ T 9 8 G ) を播く

⊂⊃ ⊂⊃ ⊂⊃

⊂⊃ ⊂⊃ ⊂⊃

⊂⊃ ⊂⊃ ⊂⊃

1
2 4 時間後

D R ､ C D D P ､ M C N U 各抗癌剤を添加

イ ン キ エ ペ 一 夕
-

で加温 (3 7 ℃ ､ 4 2 ℃ ､ 4 3 ℃)

1 7 2 時間後
s T

-

1 液 を添加

1 4 時間後
吸光度の 測定 ､ 生存率の 解析

図1 グリオ
ー マ 細胞株 の培養と抗癌剤ならび に温熱刺激

各温度で 1 時間加温 した .

3 . W S T - 1 a s s a y に よる細胞生存率測定

細胞生存率の 測定は( 4 - [ 3 - ( 4 -i o d o p h e n yl)-

2 - ( 4 - ni t r o p h e n yl ト 2 H- 5
-t e t r a z oli o ト 1 ,

3 -

b e n z e n e m e t h o s ulf a t e) ( W S T - 1 ) a s s a y ( W a k o

c ell C o u n ti n g K it , O s a k a , J a p a n)
7 卜 9) を用 い

た .

加温終了後, 細胞を更に7 2 時間培養 し, 各 w ell

に W S T _ 1 溶液を 2 0 /り ず つ 添加 し , 4 時間反応

させ た . 反応終 了後, 各 w ell の 吸 光度 ( o p ti c al

d e n sit y ‥ O D ) を マ イ ク ロ プレ
ー ト吸光度測定装

置( D ai nip p o n L a b o s y st e m , T o k y o J a p a n) に て

試験 波 長 450 n m , 参考 波 長 6 00 n m で 測 定 し た

( 図 1 ) .

それぞれ の 実験 にお い て, w ell の 吸光度 ( O D )

の 平均値を求 め た . 次 に 37 ℃, 抗癌剤 無添 加 の

w ell にお ける O D 平均値を標準値 ( 100 % ) と し

て
, 各温度, 各抗癌剤 , 各濃度にお ける O D 平均値

を絶対値 で表 し, こ れを生存率と して そ れ ぞれ の

殺細胞効果を検討 した . また
, 各細胞 の それ ぞれ

の 温度 にお ける各抗癌剤の 50 % 抑制濃度(i n hibi
-

ti o n c o n c e n t r a ti o n 50 : IC 50) を求め た .

4 . 続計処理並びに併用効果判定法

細胞 生存率 で は , 各抗 癌剤 0 .5 FL g / m l , 4 3 ℃ 1

時間加温 にお ける温熱単独 , 抗 癌剤 単独 , 両者併

用の 三群を比較し, 統計学的有意差 は パ
ー ソ ナ ル

コ ン ピ ュ
ー

タ
ー 統 計解 析 ソ フ ト ( St a t V i e w ,

J a p a n) を用 い , S t u d e n t t
-t e st にて解析 した ･

c b o u ら
10) により確立されたC o m bi n a ti o n i n d e x

( cI) の概念 を温熱と抗癌 剤の 併用効果の 判定 に
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図 2 抗癌剤単独 の効果

C 6
,
9 L

,
T 9 8 G 細胞を 1 ×1 0

4
/ w e ll ず つ pl a ti n g

･ し
,
A D R

,
C D D P

,
M C N U を 0 . 01

,
0 . 05

,
0 .1

,
0

.
5
,

2 . 5 FL g/ m l の各濃度にお い て ,
殺細胞効果を分析 した . A D R で は T 98 G

,
9 L , C 6 い ずれ にお い ても, 漉度

依存性に殺細胞効果が認められた. C D D P
,
M C N U にお い て は培養 グリオ

ー

マ 株 の 違 い により
,
殺細胞効果

に差を認めた .

応用 した馬場ら37) の 方法を用い た . す な わち , 堤

熱と抗癌剤の 併用効果は増殖抑制率を ( % ) と し

た時 に
,

A - 抗癌剤併用時の IC x を示す加温時間 ( m i n)

/ 温熱単独 におけるIC x を示す加温時間( m i n ) ,

B - 温熱併用時 の IC を示す抗癌剤濃度 ( 〃 g /

m l)/ 抗癌剤単独 に お ける IC x を示す濃度 ( 〃 g /

m l) と定義 し,

CI - A ＋ B ＋ A X B

C I < 1 の 場合を相乗作用, CI - 1 の 時 が相加作

用
,
CI > 1 の 場合が括抗作用と判定 した .

結 果

1 . 抗癌剤単独効果

C 6 , 9 L 細胞 で は A D R , C D D P 濃度 0 .01 F L g /

m l 以上 で , M C N U 濃度 0 .05 F L g / m l 以 上 で 濃度

依存性 に, 抗癌剤無添加群 に対 して有意 な殺細胞

効果が認め られた ( 図 2 ) ( p < 0 .0 1) .

一

方 ,
T 98 G 細胞 で は A D R 濃度 0 .0 1 F L g / m l

以上 で , C D D P 濃度 0 .5 iL / m l 以 上 で , M C N U 濃

度5 0 F L g / m l 以上 で 濃度依存性 に , 抗癌剤無添加

群に対 して有意な殺細胞効果 が認め ら れ た ( p <

0 .0 1) .

2 . 温熱単独効果

図 3 の グラ フ は, 各細胞株 に対する 37 ℃, 42 ℃,

43 ℃, 44 ℃の 加温時間の生存率 に及 ぼす影響 を見

て い る . C 6
,
9 L 細胞 で は 42 ℃60 分加温 で 殺細胞

効果が認め られた . T 98 G 細胞 で は 43 ℃, 4 4 ℃6 0

分で初 めて殺細胞効果が認め られた もの の , 温熱

感受性 は低 い傾向が見られ た .

3 . 各抗癌割と温熱併用効果

細胞生存率を比較すると , C 6 ( 図 4 ) , 9 L ( 図

5 ) 細胞 と もに A D R , C D D P 濃度が 0 .01 FL g / m l

以上 お よび , M C N U 濃度 0 .5 / ∠ g / m l 以上 で 4 2 ℃

お よび 4 3 ℃ の 加温 の 併用 に より殺細胞効 果が増

強 した . とく に A D R , C D D P 漉度が 0 .05 F L g / m l

か ら 2 .5 〃 g / m l ま で , M C N U 濃度 の 0 .5 /∠ g / m l

か ら 50 〃 g/ m l ま で , 37 ℃ の 加温 と比較 し, 42 ℃

お よ び4 3 ℃の 加温 の 併用時 に有意 な殺細胞効 果

の 増強を認めた .

一 方, T 98 G 細胞( 図 6 ) で は A D R 濃度が 0 .01

〃 g / m l 以上 で, C D D P 濃度が 0 .05 /∠ g/ m l 以上 で,

M C N U 濃度 0 .
5 F L g / m l 以上 で は加 温に よ る 増強
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図 3 加温単独 の効果

各細胞株を 3 7 ℃( c o n t r o l)
,
42 ℃

,
43 ℃

,
44 ℃に加温し

,
それぞれ 3 0 分

,
6 0 分

,
90 分

,
1 2 0 分の 加温 時間で

,

殺細胞効果を調 べ た. す べ て の培養グリオ
ー マ 細胞にお い て , 加温温度と加温時間の相互作用によ る殺細胞効

果を認めた .
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図 4 C 6 抗癌剤と温熱の併用効果

C 6 細胞を1 ×1 0
4
/ w e ll ず つ pl a ti n g し , A D R , C D D P , M C N U を 0 .01

,
0

.
05

,
0

.
1
,
0 . 5

,
2

.5 〃 g / m l の

各濃度で設定し, 37 ( c o n t r o l) , 42 ℃ , 4 3 ℃ 1 時間加温 した . A D R
,
C D D P

,
M C N U の す べ て の抗癌剤で

,
0 .5

〟 ど/ m l
- 2 . 5 /∠ g/ m l の 濃度にお い て ,

温度依存性に併用殺細胞効果が認め られた .

効果は僅少 で あ っ た .
T 98 G 細胞 にお い て は各抗

癌剤濃度にお ける37 ℃の加温と比較 し, 42 ℃ の 加

温の 併用時に有意な殺細胞効果の増強を認めなか っ

た .

こ の結果を踏まえて, 各抗癌剤と 加温の 併用効

果 を見やす い 0 .5 ( 〃 g / m l) の 濃度 にお い て , 43

℃加温 1 時間温熱刺激単独 , 抗癌剤単独 , 両者併

用の 三群 に つ い て細胞生 存率 を比較 した グラ フ を

( 図7 ) に示す . 細胞生 存率 で は抗癌剤単独 , 温熱

単独治療 に比 して, 両者併用群の 殺細胞効果 は顕
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,
0 .5

,
2 .5 F L g / m l の

各濃度下で 37 ℃( c o n t r o l)
,
4 2 ℃, 43 ℃1 時間加温 した . A D R

,
C D D P

,
M C N U の す べ て の抗癌剤で

,
0 .5 FL g

/ m l - 2
. 5 /∠ ど/ m l の 濃度にお い て ,

温度依存性に併用殺細胞効果が認め られた .
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図 6 T 9 8 G 抗癌剤と温熱の 併用効果

T 9 8 G 細胞を 1 ×1 0
4
/ w ell ず つ p l a ti n g し A D R ,

C D D P , M C N U を 0 .0 1
,
0 .0 5

,
0 .1

,
0 . 5

,
2 .5 F L g / m l

の各濃度下で 37 ℃( c o n t r o l) , 42 ℃ ,
4 3 ℃1 時間加温した . A D R

,
C D D P

,
M C N U の す ベ て の 抗痛剤で ,

0 .5

fi g/ m ト 2 .
5 F L g/ m l の 濃度にお い て ,

温度依存性に併用殺細胞効果が認め られた.

著で あり, 特 に温熱単独 に比 して , 両者併用群 は

有意な殺細胞効果が認め られた ( p < 0 . 0 1) .

4 . I n hibiti o n e o n e e n t r a ti o n 5 0 (IC 50)

C 6 , 9 L , お よ び T 98 G 細胞の IC 5 0 は3 7 ℃ に比

べ 42 ℃お よび 4 3 ℃ では各抗癌剤 が い ず れ も温度

の 上昇 と共に低下 した ( 表 1 ) .

5 . C o m bi n a ti o n i n d e x ( C I) に よる抗癌剤

と温熱の併用効果の評価

通常悪性脳腫癌 に用 い て い る 43 ℃ で 6 0 分加温

にお ける各抗癌剤と温熱の 併用効果 を C I 方法 で
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葛 : 培養グリ オ
ー マ 細胞に対する温熱と抗癌剤の 併用効果に関する研究

表 1 各抗癌剤の 5 0 % 抑制濃度 (i n h ib iti o n c o n c e n t r a ti o n 5 0: I C 5 0)

( 〃 g/ m l)

( 1 - 1 )

T h e I C 5 0 V a l u e s o f A D R a t v a r i o u s t e m p e r a t u r e s g l i o m a c e l l l i n e s ( u g/ m l)

T e l nP e r a t u r e

C e l l li n e 37
o

C 4 2
o

C 4 3
o

C

C 6 0 . 6 4 0 . 3 8 0 . 2 2

9 L 0 . 3 9 0 . 2 8 0 . 1 8

T 9 8 G 2 0 1 5 7 . 9

0 . 2 8 0 . 1 8

( 1 - 2 )

T h e I C 5 0 V a l u e s o f C D D P

T e m p e r a t u r e

C e l l l i n e 3 7
o

C 4 2
o

C 4 3 ℃

c 6 1 . 1 2 0 . 3 9 0 . 1 3

9Ⅰノ 3 . 6 2 . 2 1 . 6

Q R G 1 2 3 6 3 4 5T 9 8 G 1 2 3 6 3

( 1 - 3 )

T h e I C 5 0 V a l u e s o f 班C NU

T e m p e r a t u r e

C e l l l i n e 3 7
o

C 4 2
o

C 4 3
-

C

c 6 2 . 8 2 .
1 1 . 3

9 L 1 9 1 5 1 1

T 9 8 G 4 9 0 4 5 0 4 1 0

表 2 温熱と抗癌剤の 併用効果に関する c o m b i n a ti o n i n 丘e x ( C I) に よ る

評価

A n t i n e o p l a s t i c A g e n t s

C e l l l i n e A D R C D D P M C N U

C 6 0 . 9 ( C I < l ) 0 . 9 4 ( C I - l ) 0 . 6 ( C l < 1 )

9 L 0 . 8 6 ( C I < 1 ) 0 . 8 7 ( C I < 1 ) 0 . 5 8 ( C I < 1 )

T 9 8 G 1 . 1 2 ( C I - 1 ) 1 . 4 ( C I > 1 ) 1 . 2 8 ( C I > 1 )

c I < 1 の 場合を相乗作用
,
C I - 1 の 場合を相加作用 ,

C I > 1 の 場合 が括抗

作用と判定した .

2 59



2 60 新潟医学会雑誌 第 11 6 巻 第 6 号 平成1 4 年 (2 0 02) 6 月

評価 したもの を表 2 に表す .

C 6 , 9 L 細胞 に対 して , 抗癌剤 と温熱 (43 ℃)

の 併用効果 は C I < 1 で , 相乗効果 と認め られ た .

た だ し, C 6 の C D D P 併用時 は C I - 1 で , 相加効

果で あ っ た .

T 98 G 細胞に対 して , 抗癌剤 と 温熱 (43 ℃) の

併用効果は A D R 併用時に CI - 1 で , 相加効果 が

認め られ たもの の , 佃 は CI > 1 で あ っ た . T 98 G

細胞にお い て は C D D P と M C N U で は温熱との 併

用効果が認め られなか っ た .

考 察

腫癌細胞は正常細胞よ りも熱感受性 が 高く, 堤

熱 に対す る 反応 が よ り顕 著で ある こ と は多くの

i n v i v o およ びi n vi t r o の 研究 によ っ て 知 られ て

い る
1 1)

. また腫蕩の 中心部 は低酸素 , 低 栄養状 態

にあり , 腫癌の 活発な解糖作用 と相ま っ て , p H は

酸性 に傾 き, 熱 に対 して 感受性 が 高くな っ て い

る
12)

. さ ら に腫蕩血管は
一

般に正常 血管 に比 べ て

構築も粗造で , 神経支配も なく ,
正 常 血 管よ り低

い温度で 障害 を受けや すく, その 結果 と して 局所

加温 で は腫療全体は血流 によ る熱冷却効果も弱く

なり, 腫蕩は正 常組織よ りも加温さ れ や す い と 考

えられ て い る13) ,

我 々 の 施設 で は これ まで に, 悪性 グ リ オ
ー

マ に

対する温熱療法 に つ い て 基礎的なら びに臨床的研

究を行 っ て きて お り14 ト 16 ) , R F 組織 内加温法 で は

実際に多くの症例にお い て 良好 な治療効果を報告

した
17)

.
こ の 方法で は腫療は43 ℃以 上 に加温す る

が
,
周囲の 腫癌浸潤域 にお い ては神経組織 の 保護

の ため42 ℃60 分以上 の 加温 は避 けなければなら な

らず, 加温単独 の抗腫癌効果 は充分と は言 い 難 い

もの で ある . そ こ で腫蕩浸潤域 の腫 癌細胞 に対 し

て温熱療法と化学療法を併用 して 行う治療法が期

待さ れる18 ト 19)

一

方, 悪性 グリオ
ー

マ の 化学療法 に つ い て 考え

た時, 薬剤 に対 して 耐性を獲得 した細胞 にお い て

も多くの 場合, 温熱 に対する感受性 に は 変化 が な

く, その 上加温 により耐性腫癌細胞 の 抗癌斉r] に対

する細胞毒性を増強す る こ とも知 ら れ てお り2 0)

そ の 面か らも温熱療法と化学療法の 併用に対する

期待は大きい .

現在悪性 グリオ ー マ の 化学療法 に額用されて い

る薬剤 は脂溶性 ニ トロ ソ ウ レ ア剤 で ある A C N U

とその 副作用軽減の 目的で 臨床的に近年用 い られ

て い る M C N U で ある . ま た , 本来 B B B を通過 し

にく い 薬剤と考えられてきたが 臨床 的に使われ て

い る抗癌剤 に C D D P と A D R があ る . ま た , こ の

両剤は, 温熱化学療法の観点から その 併用効果 が

報告され ており
2 1 ト2 5)

, 我 々 も特 に温熱 の 併用化

学療法剤 と して注目して きた . そこ で 本研究 で は

この A D R , C D D P , M C N U に つ い て 検討した .

A D R の作用機序 は D N A 構成塩基間 に入り込

み , R N A 合成お よ び D N A ポリ メ ラ
ー

ゼ反応を阻

害 し, 致死作 用 を示 すも の と 考 え ら れ て い る .

A D R の 殺細胞作用発現 に は A D R が 細胞内 - 敬

り込まれ る こと が 必要 で ある . A D R の 細胞内 へ

の取り込み は加温温度が上昇すると増加 し, 細胞

毒性 は増感す る と い う2 1 ト 23) . c D D P は D N A 分

子間 に入り込み , D N A の グ ア ニ ン と 結 合 し て

D N A 鎖に架橋を形成 し, D N A 複製を阻害する こ

と で
, 殺細胞作用を示す . C D D P も加温 によ り細

胞内 - の取り込み が増加する ことも報告され て い

る
24 ト2 5)

. また, ア ル キ ル化剤 M C N U は 細胞膜 を

通過 して , 細胞 内に入り, 細胞 内で 活性 化 エ チ レ

ン イ ミ ン を形成 し, D N A 複製と R N A - の 転写が

阻害され る . M C N U は 温熱 によ る大 き な増 感作

用の報告も散見さ れる26 ト 2 8)

抗癌剤が作用するため には , 薬剤 が標 的腫癌細

胞 に充分浸透しなければ良好な結果が得られない .

悪性グリ オ ー

マ で は壊死巣とその 周辺 に毛細血管

の 豊富 な腫癌細胞巣が存在 し, そ こ は低酸素状態

で か つ 栄養供給が悪く, こ の 結果 , 抗癌剤 の 到達

が悪く, 放射線 に抵抗性を示す . 温熱療法 は放射

線 に抵抗を示す低酸素状態の 細胞で , 細胞周期 と

して S 期 の細胞 に有効で あり, 化学療法を増強す

る
2 9)

.

一

般 に薬剤感受性 ･ 耐性の 程度は腫癌細胞株 に

よ り相違が見られ る こ とが知られ てお り, 温熱 ･

薬剤の 併用効果を効率良く検討するた め , 今回 は

W S T - 1 a s s a y 法を用 い て 各培養 グ リ オ
ー

マ 細胞
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の温熱 ･ 抗癌剤に対す る感受性を検討 した . 酸化

還元発色試薬 W S T - 1 ( 4 - [ 3 - ( 4 -i o d o p h e n yl) -

2 - ( 4 - ni t r o p h e n yl) - 2 H- 5 -t e t r a z oli o] - 1
,
3 -

b e n z e n e m e t b o s ulf a t e) は P M S 還元型 の 存在下

で 細胞内の乳酸脱水素酵素な どが 関与 した脱水素

反応と共役する .
こ の 結果生 じた W S T - 1 f o r m a -

z a n は高 い 水溶性を持ち, 黄色の 里色反応を起 こ

し, 比色定量が可能で ある . 生成され た f o r m a z a n

の 色素量は細胞内の 脱水 素反応 の 活性 に対応 し,

その まま細胞の 活性を示す . すなわち細胞増殖 能

に直接比例する こ とと なる .
こ の 方法 で は可 溶性

の プロ セス が不要で , 大幅な時間短縮 が で きる こ

と や , r o r m a z a n の 安 定 性 か ら , 従 来 の M T T

a s s a y 法に比 べ 簡便性を有して い る
30) 3 2) 33)

. ま た ,

薬剤の 感受性をi n v it r o で検討す るの に多く用 い

られて 来た c ol o n y f o r m a ti o n a s s a y は 手技 が 繁

雑な上 , 時間も長くか かる と い う欠点があ っ た
31 )

.

今回, 我 々 の 用 い たグリ オ
ー

マ 細胞株 は C 6 , 9

L , T 9 8 G の 3 株 で あり , A D R , C D D P , M C N U

の 化学療法単独 で の 感受性 を検 討 した と こ ろ ,

A D R に比 して C D D P , M C N U にお い て は T 98 G

細胞株 は抵抗性を示 した . また , 加温単独 の 感受

性の 検討にお い て も, T 98 G 細胞株は温熱 に対 し

て も抵抗性を示 して い た .

一 方, C 6 , 9 L , 腫癌細

胞株で は抗癌剤単独治療, 温熱単独治療 と と もに

両者併用の 感受性は顕著 に増強する こ とが確認さ

れ た .

･

とく に M C N U にお い て は化学療法単独 で

は高濃度にお い て の み殺細胞効果を示 した が , 堤

熱との 併用にお い て はそ の効果に増強効果が認め

られ, 温熱化学療法併用の 有効性が 高まる 可能性

を示 したもの と考えられ た .

A D R
,
C D D P , M C N U の 3 種 の抗癌剤 にお い て

は, 化学療法単独 で は M C N U の 感受性が低 か っ

たもの の 加温 との 併用効果 で はす べ て の 薬剤で 感

受性 が高ま っ て い た . 特 に A D R は温熱 と の 併用

で
,
T 98 G 腫壕株 にお い て も併用効果が認め られ,

今後の 温熱化学療法と して期待 された .

一

般 に温熱と抗癌剤の 併用効果を考え る際 , そ

の 相互作用 は加温温度や加温時間, 腫癌細胞株 に

よ っ て 様々 な修飾を受けるため , 客観 的な評価 が

難し い . そこで複数の 抗癌剤によ る併用効 果が相

加 な い し相乗 効 果 で あ る か を判 断 す る た め に

c b o u ら
10) によ り確立 された C I の 概念を温熱 と

抗癌剤の 併用効果の 判定 に応用 し た馬場 ら3 7) の

方法を客観 的評価法 と して 用 い た .
こ れ に より ,

相加, 相乗, 括抗作用を簡便 に定量 で き
22) 34 ト 36)

,

C I は温熱と抗癌剤の 併用効果の 評価 に有用であ っ

た .

本研究で特に注目すべ きは, 殺細胞効果増 強が

42 ℃6 0 分の 加温と抗癌剤併用 にお い て 確認 さ れ ,

その作用が相加効果 で あ っ た こ とで ある .
こ の こ

と は正 常脳と浸潤腫癌細胞が混在する悪性グリ オ ー

マ の 治療にお い て極め て重要な こと で , 臨床 にお

ける温熱化学療法の 基盤 とな っ たもの と考える .

結 語

1 . C 6
,
9 L

,
T 9 8 G の 培養悪性 グリ オ ー マ 細胞

株 に対 する A D R , C D D P , M C N U と 温熱の 併

用効果を W S T- 1 a s s a y で 検討 した .

2
.
W S T - 1 a s s a y は簡便 か つ 正確さ や , 感度も高

く, 温熱薬剤感受性の 評価 に応用可能 と思 われ

た .

3 . 正 常脳 に障害を与えない 42 ℃, 60 分加温 と抗

癌割 との 併用 で , 脳腫癌細胞に殺細胞効果 の 増

強が認め られた ,
A D R , C D D P , M C N U 薬剤 は

温熱化学療法 に有用な薬剤と考える .

4 . C o m bi n a ti o n i n d e x ( CI) を用 い , 温熱 と抗癌

剤の 併用効果の判定をお こ な い , その 有効性 を

示 した .
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