
Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

日本産科婦人 科 学 会 雑 誌　AcTA 　OBsT 　GYNAEc 　JPN　Vol，39，　No ．6
，　pp．933− 939， 1987（昭62， 6月）

VP16 −213 （Etoposide）の 絨毛癌 に 対す る

抗腫瘍効果 に っ い て の 基礎的研究

　　　　　千 葉大 学 医 学部 産科婦人科学教室

松井　英雄　　小林　　治　　城武　昇
一一

関谷　宗英　　高見沢裕吉

Anticancer　Effect　of　VP16 −213 （Etoposide）

　 on 　Three　Choriocarcinoma　Cell　Lines

　　　　　　Hideo　MATSul ，　Osamu 　KOBAYAsHI
，
　Shoichi　SHIROTAKE

，

　　　　　　　　　Souei　SEKIYA　and 　Hiroyoshi　TAKAMIzAwA
D 召加 γ魏 覦 ’｛ゾ 0観 召漉 65 α廊 （｝

’
ynecology，　Chiba　Universめ’ So勿 o〜〔ゾ Medicine，　Chiba

概 要　新 し い 抗癌剤で ある VP16 −213の 3株 の 培養絨毛癌細胞 （BeWo ，　HCCM −5，　SCH 株） に 対す る効

果を，生存率 の 変化 ， DNA 合成 の 抑制 に よ りMTX ，　Act−D と比較し た．

　（1）VP16 −21310Dmg 点滴静注 後 の 血 中濃 度は
，

1 時間後に 10．3± 1．19μ g／m1 ，12時間後 に 1．35± 0，38
μ g／m1 と な つ た ，

　〔2）DNA 合成 の 抑制 ；VP16 ・213に よ る
：雪H ・thymidlne 取 り込 み は

， 3株と も70％程度 に 抑制 され た．
これ は，MTX ，　Act−D の 臨床使用濃度 に お け る抑制 と同 レ ベ ル で あ つ た ．

　（3）細胞生存率 ；VP16 −213に よ る生存率 は ，6 日 目 に は 3株 とも10％以 下 と な り，MTX
，
　Act−D と 同

程度 あ る い は そ れ 以上 の 効果 が 見 られた。

　（4）VP16−213の薬剤動態は ，　 MTX と同様 な短時間の 取 り込 み ，放 出を示 した ．

　以上 の 事よ り，3株 の 培養絨毛癌細胞を使つ た i血 vitro に お け る検討で は，　VP16 −213の 抗腫瘍効果は，
MTX

，
　Act・D と 同等あ る い は それ以上 と考え られ る。

Synepsis　A 　new 　anticancer 　drug，　VP16 −213　was 　studied 　in　v 三tro　to　determine　it：s　effect 　upon 　
3H −thymidine

uptake 　and 　the　survival 　rate 　of 　choriocarcinoma 　ce ！ls　in　comparison 　with 　the　effect 　of 　MTX 　and 　Act・D ．
Three 　human 　choriocarcinoma 　cell 　lines，　BeWo ，

　HCCM −5　anCl 　SCH 　were 　used ，　 The　results 　were 　as

foUows；

　（1） Serum　VP16 −2131evels　were 　10．3± L19 μg／ml　and 　l．35± O，38μ g／ml 　at　one 　hour　and 　12　hours　after
the　administration 　of　10  mg 　of 　VP16 ・213，　respectively ．

　（2） In　those　three　cell 　lines，　VP16 ・213　suppressed 　cellular 　
3H −thymidine 　uptake 　by　7 ％ as 　compared 　with

the　 control ，

　（3） On 　the　sixth 　day　after 　exposure 　to　VPI6 −213
，
　the　survival 　rate 　of 　choriecarcinoma 　cells　was 　less　than

工O％ in　each 　of 　the　three　cell　lines．

　（4） One　of　the　most 　prominent 　pharmacodynamic 　characteristics 　of　VP16・213　was 　a 　rapid 　infiux　and
ef丑ux 　mechanism 　as 　seen 　in　MTX ．

　From 　the　above ，　the　anticancer 　effect　of 　VP16 ・213　upon 　those　three　cell 　lines　was 　supposed 　to　be　equal
to　 or 　 more 　 than 　those 　of　MTX 　 and 　Act−D ．
Key　words ： Choriocarcinoma　cell 　lines。VP16 −2ユ3・Methotrexate　・　Actinomycin −D

　　　　　　　　　 緒　　言

　Methotrexate　（MTX ）
12 ）
，　 Actinomycin−D

（Act・D ）
z°）

， さ ら に は MAC 療法 （MTX ，
　Act−D ，

Cyclophosphamide）を代表 とす る 多剤併用療法

の 導入 に よ り，絨毛性疾患の 寛解率は
， 侵入奇胎，

非転移性絨毛癌で は 100％ ， 転移性絨毛癌 で も50％

に 向上 し て い る
4｝s〕

。
一一

方 MAC 抵抗性 症例や 再発

症 例 に 対 し て は
，

CHAMOMAi6 ）
，
　 CDDP 十

BLM2i ）
，　Modified　MAC （MACIII ）

7）27＞な ど の 治

療法が試 み られて い るが，い まだ有効 な方法は 見

られな い 。

　最近 Newlands　et　al．15）一’17）1よ，難治性絨毛癌に
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対 し，新 し い 抗癌剤 VP16 −213 （Etoposide） を中

心 と し た 多剤併用療法を試み ，60〜80％ の 寛解率

を報告 して い る。そ こ で 今回 ，
VP16 −213

，
　MTX お

よ び Act −D の 血 中濃度 の 変化に 基づ き ， 絨毛癌培

養細胞株 に対す る効果を検討した の で 報告す る．

　　　　　　 実験材料お よび方 法

　細胞株

　慈恵会医科大学産婦人科伊藤治英，中本　治両

博士 よ り分与 され た HCCM −5株
14 ）

， 大 日本製薬組

織培養 セ ソ タ
ー

よ り購入 した BeWo 株
19），千葉大

学 微 生物 学 教 室桑 田 次 男博 士 よ り分 与 さ れ た

SCH 株 3）を用 い た 。

　培養方法

　細胞 株は RPMI1640 培地 （日水製薬）に 100単

位fmlの ペ ニ シ リ ン G カ リ ウ ム （明治製菓），
100

μ g／ml の 硫酸 ス ト レ プ ト マ イ シ ソ （明 治製菓）お

よ び 10％牛新生 児血 清 （Flow　Lab ．）を添加 し た 培

養液を用 い
，

ガ ラ ス 培養瓶 （フ ラ ッ ト）に接種 し，

5 ％CO ， ， 加湿恒温器 （Forma 　Sci．）中 37℃ t’こ て 静

置単層培養した ．

　 薬剤

　抗癌剤 は MTX （日本 レ
ー

ダ
ー一），

　 Act −D （萬有

製i薬），VP16 −213（Etoposide：日本化薬）の 3 剤

を使用 した ．添加濃度 は 各 々 の 抗癌剤 の 臨床使用

量 の 最高血 中濃度 お よ び 12時問血中濃度を基準 と

し て 設定 した ．また添加時間は Act・D の み 1 日 2

時間 とし ， 他の 2剤は 48時間 と し た ．

　 生存率の 判定

　 1〜3 × 105個／m1 の 絨毛癌培 養細胞株 を plastic

culture 　bottle（Falcon3013）　に 接種 し ，　5 ％CO2

37℃ に て培養 し た e 接種 24〜48時間後 よ り MTX

2 × 10− 8M

，
　Act・D 　10

−sM
，　VP16 −2131 μ g／rnl で 48

時間処 理 した （Act −D の み 1 日 2 時闘連 日処 理 と

した）．処理後 2 ， 4 ， 6 ，
8 日 目の 生存 率を Oku

et　al．IB｝の 方法に 従 い ，生細胞 の 中性赤の取 り込み

を 吸光度計 （日立 モ デ ル 220）を用 い て 測定 し た ．

　
3H ・thymidine の 取 り込み

　 Ball　 et　 aL6＞
の 方法 に 従 つ て ，滅菌 した ガ ラ ス

Scintillation　vial に各細胞を 約 105個／ml 接種 し，

72時間静 置単 層培 養 し た 。種 々 の 濃 度 の MTX ，

Act −D
，
　VP16 −213で 1 時間 （MTX の み 48時間）処

理 後 48時問 incubation し た ．薬剤で 処 理 し た の

ち，
3H −thymidine （Spec．　act 、15Ci／mmol ，

　New

England 　Nuclear 　Corp，）1μ Ci／ml で 30分問 in−

cubation ，次 い で 冷 BSS （千 葉血 清），冷 1．5％過

塩素酸で 洗浄した ．洗浄後純 エ タ ノ ール 10mlを添

加 し ，
10分後洗浄 ， 更に 5 ％過塩 素melmlを添加 ，

70℃ 1 時間加湿後 4 ℃ で 冷却 した 。Triton　X シ ン

チ レ ータ ー10m1 を 添加 後 シ ソ チ レ
ー

シ ョ ソ カ ウ

ソ タ
ーRack　 Beta モ デ ル 1215 （LKB 　wallac ） で

そ の 放射活性を測定 し た 。

　 細胞内取 り込み と放 出

　 1× 106個／m1 の 絨毛癌細胞株を plastic　 culture

bottle（Falcon　3046） に接種 し， 5 ％CO237 ℃ に

て 48〜72時間培養 した。培養後
3H −MTX 　（Spec．

act ．238mCi／mmol ，　 Amersham 　 International

Limited），
　

sH ・Act −D （Spec，　 act ．8．7Ci／mmo1 ，

Amersham 　International　 Limited），
3H ・VP16 ・

213 （日本化薬よ り分与）を加 え ， 30　一一　240分後の

細胞 内濃度を Tsuruo　et　 al．29 ）変法 に 従 い 測定 し

た。ま た 120分処理後 Hank ’
s 　BSS （千 葉血 清）で

2 回洗浄 し，薬剤を含 まな い 培養液中に 放 出され

る
3H

濃度を経時的 に 測定 し た ．

　　　　　　　　　研究成績

　 1，血中濃度

　MTX 　20mg 筋注，ある い は 450mg 点滴静注時

の 経 時 的 な MTX 血 中 濃 度 を 図 1 に 示 し た
e

MTX 　 20mg 投与で は 1 時間後に 最高値 を示 し，

以後漸減 し，12時間後 に は 10r『7M に 低下 した ．
一

方 MTX 　450mg 点滴静 注で は 3時間後に ピ ー
ク

を示 し ， 以後減少す る が 12時間後で も10一6M
の 濃

度を維持 し て い た。

　 次に VP16 −213100mg あ る い は 200mg を 1 時

間で 点滴 静注 した後 ，
1

， 3 ，
6

，
12

，
24時間後

の 血中濃度を測定 し た （図 2）．100mg 点滴静注後

VP16 −213の 血 中濃度 は 1 時 間で 10．3± 1．19μg／

エn1 と最 高値を 示 し ， 以後漸 減 し 12時間 で 1。35土

O．38μg／ml と な つ た ．200mg 点滴後の 最高血 中濃

度 は 24．3μg／m1 で あ つ た ．

　 以 上 の 結 果 か ら in　vitro に お け る MTX
，

VP16 −213の 濃度は 各 々 2× 10
−8M

， ユμg／ml と し，

処 理 時 間 は 48時間 と し た 。また Tattersall　et　a1．28 ）

N 工工
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CCM ・5SCH による と，Act − D の血 中濃

は 0 ．5mg
静

注
後 2 時 間 で 5 × 10 − 9M と報

さ れて
いる

の
で ，処 理濃度 は10 − 8M ，

理時間は 1 日 2 時 間とした．

@2 ． DNA 合成に 及 ぼす 影 響 　3剤の各種 濃度処理時

お ける 3H − thymidine 取り込 みに

るDNA 合成 の 変化を図 3〜5 に 示 した． MTX：H

M − 5 株の DNA 合成は 10 − 9M

で
抑 制 され たが

SCH 株では ，10 − 4M でも 全 く 抑 制され ず，M

に対す る
感
受性は， 　 HCCM ・ 5 ， BeWo ，　 SCH

株
の
順 で

つ た1） ．　Act − D ：10 −7M で はSCH 株 45 ％，　

CM − 5 株 25 ％， 　BeWo 株10％ に
DNA

合 成

抑 制さ れ たが， 10 −8〜10” 9M で は
い ずれ

細胞株 とも7G〜 80 ％の 抑
糊 で あり， 細 胞

株間の

t − D感受性 には
，
差 を 認めな

かつた2
）．
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ま た 他の 2 剤に 比 し ， 濃度依存性 の DNA の 合成

抑制は示 さなか つ た ．

　3。生存率に 及ぼす影響

　2× 10
− sM

　MTX 処理 に よ り BeWo
，
　 HCCM −5

株の生存率は 経 日的 に 抑制 された が ，SCH 株で は

全 く抑制 され な か つ た （図 6 ）．10
− 8M

　Act−D 処 理

で は ， 3株 とも感受性 に差 が な く生存率は 経 日的

に 抑制 さ れ た （図 7 ）．
一

方 VP16 −213処 理 で は

BeWo が他 の 2株よ り感受性 で あ り， 6 日 目に は

3株 と も生存 率は 10％以下 とな り差を 認め な か つ

た （図 8 ）．

　以上 の 結果か ら，
VP16 −213の絨毛癌細胞 に 対す

る殺細胞効果は MTX ，　Act−D に 匹 敵す る効果 を

有す る こ とが 判明 した．

　4。細胞内濃度 の 変化

　
3H ・MTX

，
　
3H

　
e
　Act−D，

3H ・VP16 −213の 細胞内

濃度 の 変化 を図 9 〜11に 示 し た ．MTX ，
　VP16 −213

で は 処理後 30分で 細胞 内薬剤濃度は プ ラ ト
ーに 達

し た の に対 し ， Act・D は 経時的 に細胞 内濃度 が上

昇する傾向が見られた 。ま た 細胞 よ りの 薬剤 の 放

出も MTX
，
　VP16 −213で は 比較的急速 で あつ た の

に 対 し，Act−D で は 緩
」
漫な放出が認め られた．
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図 11　1nflux　and 　eMux 　of 　3H ・VPI6 −213

　　　　　　　　　考　　察

　VP16 −213は Podophyllotoxin 誘導体で あ り，そ

の 作用 機序は DNA の 2本鎖を 切断す る こ と に よ

る とされ て い る
26＞．臨床的 に は

， 小細胞 肺癌，卵巣

癌 などの 固型癌
23）25）

や 白血 病，ポ ジ キ ン 病
9）
な ど で

有効性が 報告 されて い る，
一

方 Newlands　et　a1 ．17 ）

は ，26例 の 絨毛癌に対 し
，
VP16 ・213単剤治療 に よ

り62％ ， EMA ／CO な ど VP16・213を含む 多剤併用

療法
15 ）16 ｝に よ り79〜84％の 寛解率 を報告 し ， い わ

ゆ る難治性絨毛癌 に 対する本剤の 有効性が注 目さ

れて い る，しか し VP16 −213の 絨 毛性 疾患 に 対 す

る基礎的研究，特に 従来の MTX
，
　Act−D とその 抗

腫瘍効果 を比較 した報告は ない ．そ こ で 今回 3剤

の 血中濃度の 変化に 基づ き， 3株 の 培養絨毛癌細

飽 にお け る抗腫瘍効果を，DNA 合成の 抑制，生存

率の 変化 か ら比較 した 。

　 In　vitro に お け る薬剤の 抗腫瘍効果を比較す る

場合問題 とな る点 は ，薬剤濃度及 び接触時間を い

か に 設定す るか と い うこ とで ある．薬剤濃度 は 臨

床使用量に よる最高」甑中濃度の 1／10ある い は 12時
間血 中濃度 に よ り決定す る の DS．一般的で ある 。今

回 の MTX ，　VP16 −213の 濃度 は ，実際 の 血 中濃度

測 定 に よ り各 々 2× 10− sM
，
1μ g／m1 と し ，

　 Act−D
は Tattersall　et　a1 ．28）

の 報告 に 基 づ き，10
−8M

と し

た ．また接触時聞は．血 中濃度 の 変化に よ り MTX
，

VP16 ・213は 48時間，　Act−D は連 日 2 時間処理 と し

た ．

　 こ れ ら薬剤処理 に．よ る DNA 合成 の 抑制，生存

率 の 変化か ら ， VP16 −213は 3 種 の 培養絨毛癌細胞

に 対 し て 通常 の 臨床使用量 で ， MTX
，
　Act −D と同

等あ る い は そ れ 以 」： の 効果 の あ る こ とが 判 明 し

た 。

　MTX ，　Act−D の 耐性機序 の
一

つ に 細胞 内薬剤

濃 度 の 低 下 が あ げ ら れ て い る
2）10）13 ］24 ｝．ま た

Seeber22）に よ る VP16 −213抵抗性株 に お け る 薬剤

の取 り込 み は 感受性株の 1／3と の 報告 もあ る。今回

MTX
，
　Act−D

，
　VP16 −213の 細胞 内取 り込み ， 放出

に つ い て 比 較する と ，
MTX ，　VP16 −213の 細胞内濃

度 は 投与後急速に 上 昇 し，3 分以内に
一

定 の 濃度

とな つ た
1）22）が，Act・D は 時間 と ともに ゆつ く りと

上 昇 し て い る。ま た そ の 放 出 も MTX
，
　VP16 −213

は 短時間 の うち に 薬剤が細胞外に 放出 され る の に

対 し ， Act・D で は 比較的ゆ つ く り放出 され て い る。
こ の よ うに VP16 −2］．3の 薬剤動態は Act−D と は 異
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な り ， MTX と同様な変化が確認 され た ．

　今後 さ らに in　vivo や 臨床上 の 検討を要す る と

思わ れるが ， 3種 の 培養絨毛癌細胞で 見る限 り，

VP16 −213の抗腫瘍効果は ，
　MTX ，　Act・D と同等 あ

る い は それ 以上 と考え られ る、
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