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SUMMARY 

An experiment was designed to study the efficacy of the combined administration of the 

nilvadipine as a calcium channel blocker which was estimated less toxic for heart. As for 

SCC -25 cells , KB cells and Hel a cells, the e百ect of the combination of nilvadipine and 5’ 

DFUR was tested in vitro . 

Furthermore , each cell was stained immunohistochemically by ABC method and 

efficacy brought about by the combined administration of nilvadipine as a chemosensitizer 

was investigated . 

At the same time, each cell w as studied from the view point of correlation with 

P-g lyc opro tein. As for SCC.25 cells, havin g incubated 48 hours, signific antl y additive e任ects

in combination of O .1 μ gmJ -1 of nil va dipine and 16 μ gml 1 of 5’DFUR were recognized 

statistically (examination- I). KB cells showed the additive effect, but were not significant 

statistically. 

On the other hand, the immunohistochemical stain by ABC method was performed on 

SCC-2 5 and KB cells and it turn ed out that P -glycoprotein was positive. 

For further additiv e effects for 5’－DFUR by nilvadipine , it was indicated that the 

mechanism had been correlated with P-glycoprotein. 

くγeceive d Sφ temb eγ 20, 1996 ) 
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activity 

癌化学療法の進歩にはめざましいものがあるが，最 している場合を自然耐性 natur alre sis tance と呼び，

近注目されている問題の 1つに抗癌剤に対する耐性獲 突然変異や抗癒剤の治療によって誘起される場合を獲

得の現象がある．元来，抗痛剤に対して感受性が低下 得耐性 acquired resistance とよんで区別している
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（桑野， 1983).

後者の場合，癌細胞は最初に用いた薬剤に対して耐

性になるだけでなく，構造も作用機作も全く異なる他

の抗癌剤に対しても交叉耐性になることが多い．これ

を獲得性多剤耐性と呼び，化学療法上の大きな問題と

なっている（植田， 1988 ）.多剤耐性のひとつの説明と

して，これら癌細砲では各種抗癌剤が共通の機構で細

胞外に積極的に排世されるため細胞内抗癌剤の蓄積が

低くなり，癌細胞が抗癌剤に抵抗するということが考

えられている．つまり排出機構に共通性があるため，

一旦ある抗癌剤が排出される耐性機構が獲得されると，

他種抗癌剤も同様に積極的に排世されるようになり，

他種抗癌剤に対しても耐性を示すようになるのだと考

えられている（鶴尾， 1986).

またこの機構に， P-glycoprotein と呼ばれる分子内

二重構造をもっ蛋白質が関与するといわれ，その機能

を抑制する Ca 括抗剤を抗癌剤とともに耐性細胞に用

いると，著しい抗癌剤の細胞内蓄積が認められるとい

われている（鶴尾， 1986).

今回筆者は，多剤耐性でない細胞に関しても Ca 桔

抗剤を加えることにより作用の増強がみられないかど

うかについて検討した．すなわち， SCC-25 細胞， KB

細胞， HeLa 細胞に対して， 5’－DFUR を投与し， Ca

措抗薬である Nilvadipine の併用による効果の増強の

有無につき実験的検討を行った．さらに，それぞれの

細胞に対し， ABC 法により P-glycoprotein の免疫組

織化学染色をおこない， Ca 措抗薬である Nilvadipine

の併用による効果と P-glycoprotein との関係につき

考察をおこなった．

材料および方法

A. 実験 IおよびII

SCC-25 細胞， KB 細胞， HeLa 細胞の 3種類の培

養細胞に対して， F DFUR に， 4 種類の濃度の

Nilvadipine を加えて接触させた群と， 5' DFUR のみ

を接触させた群での比較を以下の 2つの実験について

行った．

実験 I ：培養細胞と薬剤とを 48 時間接触させ， 48

時間後に細胞数をカウントした．

実験H ：培養細胞と薬剤とを 3時間接触させ， 1週

間後に細胞数をカウントした．

実験のプロトコールは，以下に示すとおりである．

実験 I : 

1. 平底 24 well プレートに， l×los 個／ml/well ず

つの細胞を播いた

谷口雅彦

2. 約 18 時間、 37 ℃、 5 %CO2 で、 incubate し細胞

が付着したところへ， 16 μg/ml の 5' DFUR と 0,

0. 0125, 0. 025, 0. 05, 0 .1 μg/ml の Nilvadipine を

それぞれ接触させた．

3. 48 時間後に，それぞれの上清を吸引で除去し

トリプシン 500 μl で，プレートより培地を取り除き，

その後トリプシン 1 ml をくわえた．

4. 15 分間， incubator 内に静置した．

5. パスツールピペットで細胞を剥がして顕微鏡で

細胞が剥がれたことを確認し，各時間の各濃度ごとに

パスツールピペットでチューブドに入れた．

6. 培地を 4ml 加えて計 5ml にした．

7. 1000 rpm で 5分間遠心した．

8. 上清をデカンテーションして捨て， sec 用培地

を 1ml くわえた．

9. 0.1 %トリパン青液を用いて，細胞数を測定し

た．

10. 対照として， 5ぺDFUR を接触させず同様の実験

をおこなった．

実験II . 

実験 I と同様な手順で行い，薬剤と 3時間接触させ

た後， 1週間後に細胞数をカウントした．

※SCC-25 細胞（舌， ヒト扇平上皮癌）は， AME-

RICAN TYPE CULTURE COLLECTION 社のもの

を用いた．

※KB 細胞は，桑野信彦教授（当時大分医大，現在

九州大学）より提供をうけた．

※ 5' DFUR は，日本ロシュ株式会社より，

Nilvadipine Cニパジーノレ③〉は，藤沢薬品工業株式会

社よりそれぞれ提供をうけた．

B. 実験凹

SCC-25 細胞， KB 細胞， HeLa 細胞の 3種類の培

養細胞に対して， ABC 法により P-glycoprotein の免

疫組織化学染色をおこなった．

実験のプロトコールは，以下に示すとおりである．

1. 培養細胞を，スライドガラスに塗布し乾燥させ

Tこ．

2. 冷アセトンで 5分間，固定した．

3. リン酸緩衝液 （PBS ) 0/15 M, pH 7.2, 0.1 % 

Tween-20 含〉で 3 分間 3 回洗浄した．

4. 10 %正常ウサギ血清 ／PBS で室温で 15 分間反

応させ，非特異反応のブロッキングを行った．

5 . P-glycoprotein 抗体 （第 1抗体〉を室温で 3時間

反応させた. (1 次反応〉

※ negative control として正常マウス血清を同様に
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反応させた．

※第一抗体（P-glycoprotein 抗体，抗ヒトモノクロ

ーナル） (AUSTRAL Biologicals 社〉は， PBS で 30

倍に希釈して使用した．

6. リン酸緩衝液（PBS) (1/15 M, pH 7 .2, 0.1 % 

Tween-20 含〉で洗浄した. ( 3分× 5 回〉

7. ピオチン結合第二抗体（抗マウス lgG) Cヤギ血

清）を室温で 10 分間反応、させた. ( 2次反応〉

8. リン酸緩衝液（PBS) (1/15 M, pH 7.2, 0.1 % 

Tween-20 含〉で 3分間， 3 回洗浄した．

9. ABC 溶液（ストレプトアピジンピオチンベル

Table 1 SCC-25 cells, being incubated 48 hours 

and counted, showed significantly addi-

tive effects in combination of O .1 
μ gmI-1 of nilvadipine and 16 μ gmI-1 

of 5' DFUR. Data represent means and 

SDs. 

Concentration 
number of cells （× 105/well) 

of 

Nilvadipine 
5’－DFUR(+) 5＇司DFUR （一〉

(μg/ml) 

。 1.0±0.3 1.9±0.4 

0.0125 1.0±0.3 1.8±0.4 

0.025 0.9±0.3 1.8±0.4 

0.05 0.8 土0.3 1.8±0.4 

0.1 0. 7±0.4* 1.8±0.4 

* p<0.05 vs. control by Student ’s t-test. 

Table2 SCC ・25 cells, being incubated 3 hours 

and counted after 1 week, did not 

reveal significant di 百erence between 

the groups with and without 

nilvadipine. 

Concentration 
number of cells （× 105/well) 

of 

Nilvadipine 
5'-DFUR( +) 5'-DFUR( ) 

(μg/ml) 

。 2.3±0.6 2.8±0.3 

0.0125 2.3 土0.7

0.025 2.1±0.6 

0.05 2.1±0.6 

0.1 2.1±0.6 2.7 土0.2
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オキシダーゼ複合体〉を室温で 5分間反応させた. ( 3 

次反応〉

10. リン酸緩衝液（PBS) (1/15 M, pH 7 .2, 0.1 % 

Tween-20 含〉で 3 分間， 3 回洗浄した．

11. 次の発色液で 5分間反応させた．

DAB 25 mg+ H202 50 μ1/100 ml Tris ・HCl pH 7.4 

12. 蒸留水で 5 分間水洗を行った．

13. ヘマトキシリンで 5分間核の染色を行った．

14. アルコール・キシレン系で脱水および透徹を行

った．

15. 封入後，顕徴鏡で、観察を行った．

Table 3 KB cells being incubated 48 hours and 

counted, showed additive effects in 
combination of O .1 μ gmI-1 of nilva 司

dipine and 16 μ gml 1 of 5’－DFUR, even 

though these di 百erence were not statis-

tically significant. 

Concentration 
number of cells （× 105/well) 

of 

Nilvadipine 
5'-DFUR( +) 5'-DFUR （一〉

(μg/ml) 

。 2.1±1.3 2.5±1.1 

0.0125 1. 9士1.2 2.4±1.0 

0.025 1.6±0.8 2.4 士1.0

0.05 1.4±0.8 2.4±0.9 

0.1 1.2 土0.6 2.4±1.1 

Table 4 KB cells being incubated 3 hours and 

counted after 1 week, showed not 
significantly. 

Concentration 
number of cells （× 105/well) 

of 

Nilvadipine 
5'-DFUR( +) 5'-DFUR （一）

(μg/ml) 

。 5.3±0.9 6.1±0.8 

0.0125 5.3±1.2 

0.025 5.3±1.1 

0.05 5.5±1.1 

0.1 5.3±1.1 6.1±0.6 
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Fig. 1 SCC-25 cells (top ) and KB cells (bottom ) 

showed a P-glycoprotein-positive picture 

by immunohistochemical stain of ABC 

method. Both cell membranes showed a 

brown ring-enhancement. C×400 ) 

Fig. 2 HeLa cells showed P-glycoprotein-

negative picture by immunohistochemical 

stain of ABC method . C×400 ) 

谷 口 雅 彦

※染色キットは，免疫組織染色用 Pathostain ABC 

POD CM) Kit C和光純薬工業株式会社〉を使用した．

※統計的検定には，対応のない t検定を用いた．

結 果

A. 実験 IおよびII

1. SCC-25 細胞に関しては，実験 Iにおいて， 5'-

DFUR 16 μg/ml に， Nilvadipine O .1 μg/ml を加え

接触させた群と 5' DFUR 16 μg/ml のみを接触させ

た群との間で，統計的有意差が認められ （p < 0.05 ),

Nilvadipine による 5' -DFUR の作用の増強を認めた．

実験 II においては統計的有意差は認められなかった．

(Table 1-2) 

2. KB 細胞に関しては， 実験 Iでは N ilvadipine の

投与で細胞数は減少したが， 実験 II では細胞数は減少

せず，ともに統計的有意差は認めなかった. (Table 3 

-4) 

3 . HeLa 細胞に関して は，実験 I , II とも

Nilvadipine の投与で細胞数は減少しなかった．

B. 実験III

1. SCC-25 細胞， KB 細胞はすべて，細胞膜が褐色

に染色され P-glycoprotein 陽性ぜあった. (Fig. 1) 

2. HeLa 細胞はすべて，細胞膜が染色されず，

P-glycoprotein 陰性であった. (Fig. 2) 

考察

癌治療において，外科的切除手技あるいは放射線治

療の技術的進歩はめざましいものがあるが，外科的あ

るいは放射線治療が対象となし得ない症例も依然、存在

する．また，全身化している進行癌症例に対する唯一

の治療法は化学療法である．現在，化学療法を施行す

るうえで大きな問題となっているのが癌細胞の耐性獲

得，特に獲得性多剤耐性である．抗癌剤多剤耐性の機

序としては， Lane (1979 ）によると（1）癌細胞自身の生

化 学的な変化（2）薬理学的な動力学（phar-

macodynamics ) (3 ）宿主の免疫学的不全（4）細胞周

期，特に G。期の癌細胞数の増加などが関与する細胞

の動力学（cell kinetics ) (5 ）未知の機構などがあげら

れる

これまでも多剤耐性を克服し，抗癌剤を効果的に利

用するためにいろいろな試みがなされてきたが，大き

くわけて，（1）剤型の転換による効果の増強 (2 ）他の治

療法との併用による効果の増強 (3 ）非抗癌剤との併用

による効果の増強の 3つに分けられる．剤型転換には，

liposome (Inaba ら， 1981 ），マイ クロカプセル（Kato



Nilvadipine による 5’－DFUR の増強効果

ら， 1980 ），油性懸濁液（Takahashi ら， 1976 ）などが

用いられ，臨床に応用されつつある．他の治療法との

併用では，放射線療法，外科療法，免疫療法，温熱療

法などがあり，抗癌剤同士の併用では，多剤併用療法

があげられる．また，非抗癌剤との併用では，アンギ

オテンシン II C佐藤ら， 1981), Ca 括抗剤などがあげ

られ，特に後者は，最近注目されている．

多剤耐性を示す細胞に推察される機構のひとつに，

薬物の細胞内とりこみ減少ならびに細胞外放出増大と

いう変化があげられる．抗癌剤は，細胞膜を通して細

胞内に輸送され効果を発現する． したがって，抗癌剤

の効果は薬剤の細胞内での蓄積と維持の度合いに密接

な関係をもっている．稲葉ら (1979 ）によれば， in vivo 

において P388 感受性株では， adriamycin や dauno-

rubicin の細胞内全体活性の 50 ～ 70 %が 1時間のイン

キュベーション後細胞内に保持されている時に， anth-

racycline 系抗生物質耐性細胞ではほとんど細胞内に

保持されていなかった （能動性 efflux の充進〉．他に

も，マウス白血病 L5178Y 細胞から ADR 耐性株を単

離した田中らによっても同じような報告がある （田中，

1980; Sugimoto ら， 1981). したがって，もし膜作用

物質を用い膜を介しての抗癌剤の流入，流出をコント

ローノレできれば抗癌剤の効果増強がはかれることが推

察される．

これまでにも，抗癌剤の膜の透過性促進や放出を減

少させる物質として，ポリエ ン系抗生剤 （桑野，

1981 ), ビタ ミン AC 桑野， 1983 ), Verapamil C鶴尾，

1981 ; Turuo ら， 1981), Nifedipin C鶴尾， 1989 ),

Dibucaine （稲葉， 1979), Chloropromazine C稲葉，

1979 ），スクワレン（Yamaguchi ら， 1985 ），イソプレ

ノイド（Yamaguchi ら， 1986 ）などが報告されてい

る。 Turuo ら (1981) によれば，マウス白血病細胞

P388 とその adriamycin および vincristine 耐性細胞

を用いた実験において， vincristine 耐性細胞では，

verapamil によって 10 倍以上の vincristine の蓄積が

もたらされた．また， adriamycin 耐性細胞においても

2倍以上の adriamycin の蓄積がみられた．これは，

抗癌剤の細胞外放出（efflux ）機構が verapamil によ

りおさえられたと考えることができる．また，臨床的

には verapamil の血中濃度は 3μg/ml まであげられ

ることが報告されている （Rogan ら， 1984).

これまでにも臨床に用いられているカルシウム括抗

薬には， Verapamil, Diltiazem, Nicardipine 等があ

るが，これらのカルシウム括抗薬を用いた報告で血圧

降下や不整脈が認められる場合が多い．一例として，
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verapamil を用いた症例で、血圧低下や 1度房室ブロッ

クは必発で，左心不全， 2度房室ブロック，完全房室

ブロックが，約 20 ～ 30 %の患者に生じるとし、う報告が

ある （Miller ら， 1991). そこで，いかに副作用の少な

い Ca 括抗剤を選択するかが問題になってくる．

今回用いた Nilvadipine Cニパジール＠） は，

Nifedipine, Nicardipine, Diltiazem 等に比べると，

心筋に比べ血管選択性の Ca 括抗作用をもち，かつ持

続性であり，血管平滑筋の中でも脳血管および冠血管

に対する選択性が高い。よって，心機能に悪影響を及

ぼさず，脳血流，冠血流などの重要臓器の血流量をパ

ランスよく増加させる作用時間の長い Ca 桔抗薬であ

る．

一方 5' DFUR (5 ’－deoxy-5-fluorouridine ) Cフルツ

ロン③〉 は， 5-FU の潜在活性型であり生体内では，

pyrimidine nucleoside phosphorylase により 5・FU に

転換して DNA 合成を阻害する．この酵素は小腸など

を除き正常組織に比べて腫蕩組機に多く存在すること

から，腫蕩特異性が期待できる化合物である．本研究

においては，まず Nilvadipine の濃度を変化させ，

5'-DFUR に対する効果の増強につき，トリパンブノレ一

法にて細胞数をカウン卜することにより比較検討した．

まず，予備実験をおこない， Nilvadipine については

それ単独で細胞に対して毒性を示さない濃度の範囲

co～ 0.1 μg/ml) で濃度を変化させた. 5' DFUR の濃

度については， SCC-25 細胞に対して， 0, 4, 16, 32, 

64, (μg/ml) と濃度を変化させたものを投与し 2, 4, 

7, 10, 14 日目に細胞数のカウントを行い， 2 日後， 7

日後にコントロールと比べて有意差のでる最小濃度，

つまり 16 μg/ml に定めた．

結果では，実験 Iにおける sec ・25 細胞にのみ統計

的有意差が認められたが，実験 Iの KB 細胞において

も差が生じる傾向がみられた。今回， SCC-25 細胞につ

いては， S DFUR 単独で感受性が認められ，

Nilvadipine によりその作用が増強された．このこと

は，感受性のある細胞に対しても抗癌剤の作用の増強

をおこし得ることを示唆すると考えられる．一方多剤

耐性を示す細胞は，膜成分に変化をうけているという

点が注目されている. Kartner ら（1983 ）は， Hamster

細胞の多剤耐性株に関する研究で，分子量 17 万の細胞

膜の糖蛋白質の発現の増加をともなっていたと報告し

ている．この糖蛋白質は P-glycoprotein と呼ばれ，分

子内二重構造をもっ蛋白質であり，物質の膜輸送に関

与する蛋白質であると推定されている（Gerlach ら，

1986; Chen ら， 1986 ).
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P -glycoprotein は正常細胞にも存在する蛋白質で 的に有意ではなかった．

あり， Fojo ら (1987 ）は耐性遺伝子 mdr 1の mRNA 2. ABC 法による P -glycoprotein の免疫組織化学

は，副腎 （とくに皮質〉には，実験癌耐性株と同じ程度 染色では SCC-25 細胞， KB 細胞はすべて，細胞膜が

にまた，腎にも強く発現し，肺，肝，小腸，大腸にも 褐色に染色され， P-glycoprotein 陽性であった．

中程度に検出されたと報告している． 3 . Nilvadipine によって 5'-DFUR の作用の増強

P-glycoprotein の機能は，正常細胞において有害物 を認めた細胞に対しては，その作用増強の機序におい

質を細胞外に排出し，耐性癌においても毒物である抗 て， P -g lycoprotein が関与している可能性が示唆され

癌剤を細胞外に排出することと考えられている． た．

Hamada ら (1987 ）は， P-glycoprotein は， C キナー

ゼによってリン酸化される蛋白質であることを見いだ 稿を終わるに当たり，御指導御校閲の労を賜りまし

している．彼らは， P-glycoprotein が，リン酸化され た小池靖夫教授に深謝致します．また，直接御指導，

ることによりその機能が制御されるとし，そのリン酸 御教示をいただし、た野口病院 野口志郎院長， 具体的

化はカルシウム桔抗剤によ って充進するとしている． な実験手技でご協力いただいた野口病院検査科 足立

今回筆者はそれぞれの細胞に対して， ABC 法にて 光男氏，丸田淳子氏， 安岡陽子氏に深謝いたします．

P -glycoprotein の免疫組織学染色を行ったが，その結

果 SCC-25 細胞， KB 細胞では，細胞膜が褐色に染色

され， P-glycoprotein 陽性であったが， HeLa 細胞で

は，細胞膜が染色されず， P-glycoprotein 陰性であっ

た．すなわち， Nilvadipine によって 5'-DFUR の作

用の増強を認めた細胞では，その作用増強の機序にお

いて， P-glycoprotein が関与している可能性が示唆さ

れた．よ って，今回の実験系においては，多剤耐性の

いかんにかかわらず， P -glycoprotein 陽性である細胞

に関しては， Nilvadipine によって 5' DFUR の作用

が増強される可能性があるということになる．臨床に

おける投薬効果の判定にあたっては，宿主の薬剤耐性

も考慮にいれなければならないが，今回の実験系では，

0.1 μg/ml の Nilvadipine が増強効果を示しているの

で，薬剤投与 により癌組織中に 0.1 μg/ml の

Nilvadipine が出現し，かっ副作用がなければ，

Nilvadipine によって 5' DFUR の抗癌作用を増強さ

せる治療法は有効でありうると考えられた．

結 論

SCC-25 細胞， KB 細胞， HeLa 細胞に対して， 5'-

DFUR を投与し， Ca 括抗薬である Nilvadipine の併

用による効果の増強につき実験を行い，それぞれの細

胞に対し， ABC 法により P -glycoprotein の免疫組織

化学染色をおこなった．

1 . SCC-25 細胞に関しては，培養細胞と 48 時間接

触させた実験 I において， 5～DFUR 16 μg/ml に

Nilvadipine 0.1 μg/ml を加えた群と 5'-DFUR 16 

μg/ml のみの群で統計的有意差が認められ，

Nilvadipine による 5' DFUR の作用の増強を認めた．

実験 Iの KB 細胞においても差が認められたが，統計
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