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We have examined the enhancing effect of verapamil on the cytotoxicity of vincristine (VCR), 
adriamycin (ADM) and cis-platinum (CDDP) against the established cell line from human renal cell 
carcinoma (NUR) and primary human kidney cell (PHK). To test the effect of cytotoxicity, we have 
assayed cell growth curve and 3H-thymidine incorporation. And effects of verapamil on the uptake and 
release of anticancer drugs were examined by measurement of cellular radioactivity of 3H-VCR and 3 
H-daunomycin. The concentration of verapamil using anticancer drugs was 1.0cg/ml which itself showed 
no cytotoxicity. 
 The results we obtained were as follows: 1) Verapamil showed enhanced cytotoxicity of ADM, VCR 

and CDDP in the growth curve and reduced the 3H-thymidine incorporation for NUR cell. The concentra-
tion of verapamil which could enhance the cytotoxicity of ADM against NUR cell was proved to be 0.
lg/ml and over. 

2) The IC50 of ADM, VCR and CDDP for NUR cell by 3H-thymidine incorporation were 0.095, 4.81 
and 1.01pg/ml, respectively, while in the presence of verapamil (1.0pg/ml) the IC50 were shifted to 0.039, 
1.29 and 0.508pg/ml, respectively. 

 3) By verapamil, the uptake of 3H-VCR and 3H-daunomycin into NUR cells were increased and the 
release of 3H-VCR from NUR cells was also inhibited. But verapamil had no effect on the release of 3 

H-daunomycin from NUR cells. 
4) In PHK cell, we observed a slight enhancing effect of verapamil on the cytotoxicity of VCR, ADM 

and CDDP, but the degree was so slight that it seemed to be able to ignore. The uptake of 3H-VCR and 
3H-daunomycin into PHK cells showed a small increase by verapamil. 

要 旨: 当教 室 で樹立 した人 培 養腎癌 細 胞株(NUR)お よび人 正常 腎細胞(PHK)を 用 い, ビソク リスチ

ン(VCR), ア ドリア マイ シ ン(ADM), シス プ ラチ ン(CDDP)に 対 す るverapamilの 効果 増強 作用 に

つ い て検討 した. 殺 細胞 効 果 につ いて は, 細 胞 の増殖 曲線, 3H-thymidine incorporation法 で検討 した. 

また細胞 内に おけ る3H-VCR, 3H-daunomycinの 取 り込 み を経 時的 に測定 し, 取 り込 み お よび放 出に対

す るverapamilの 影 響 をみ た. verapamilの 濃度 は細胞 毒性 を示 さな い1.0μg/mlと した. verapamilは

NURcellの 増 殖 曲線, 3H-thymidine incorporationの いず れ にお いて もADM, VCR, CDDPの 殺 細胞

効果 を増強 させ, 3H-thymidine incorporationの 抑制 でみ る とIC50 (drug concentration for 50%

inhibition) は各 々制癌 剤 単独 で0.095, 4.81, 1.01μg/mlで あ った もの が, verapamil 1.0μg/mlの 併

用 で, 0.039, 1.29, 0.508μg/mlと な った. またNUR cellに 対 し, ADMの 効果増 強 を生 じるverapami1

の最 小濃 度 は, 約0.1μg/mlで あ り, そ の増 強効果 は濃 度依 存 性 に高 め られ た. 3H-VCR, 3H-daunomycin

のNUR cellへ の取 り込 みはverapamilに よって, いず れ も増加 した. しか し細胞 外放 出に対 しては, 3

H-VCRはverapamilに よ って抑 制 され る傾 向 を示 した が, 3H-daunomycinに つ いては, そ の影 響 を認
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め なか った. PHK cellに つ い て も3H-thymidine incorporation に よ ってVCR, ADM, CDDPに 対 す

る verapamil の 影 響 を 検 討 し た が, い ず れ も 軽 度 で あ った. ま た, PHK cellへ の3H-VCR, 3H-

 daunomycinの 取 り込 み に対 す るverapamilの 影 響 も極 軽度 で あ った. 

 緒 言

 進 行 性 腎癌 は泌尿 器 科領 域 の悪 性腫 瘍 の中 で も, 極

め て予 後不 良 な疾患 で あ り, 最 近 の め ざま しい化学 療

法 の進 歩 に もかかわ らず, これ とい った有 効 な制癌 剤

も見 つ か って い ない. 最 近 で はIFN療 法1)が この疾 患

の first choice とな って い るが満 足 な成績 は得 られ て

いな い. 

 最 近, 鶴尾 ら2)3)はadriamycinやvincristineに 耐 性

とな ったP388白 血 病 細胞 に対 し, これ ら制癌 剤 にCa

拮抗 剤 を併 用す る こ とで, そ の耐 性が克 服 で きる こ と

を報 告 した. 腎細胞 癌 につ い て も, 制癌 剤 に対 し強 い

抵抗 性 を有 す る こ とか ら, わ れわ れ は腎癌 細胞 はP388

白血 病細 胞 同様, 制 癌剤 に耐性 ない し低 感 受性 を有 す

る もの と考 え, そ の克服 に よって治 療 の手 が か りが得

られ るの では ない か と考 えた. あ る種 の制 癌剤 が臨 床

的 に 有 効 で あ った と い う報 告4)5)に加 えstem cell

assayに よって有 効薬 剤 の選 択 も可 能 とな って お り, 

これ ら薬剤 を効 果的 に投与 す れ ば, 腎 癌 の化学 療法 も

違 った 展 開が期 待 で き る. そ こで われ わ れ は, 当教 室

にお いて樹 立 した人 培 養 腎癌細 胞株6)(NUR)お よび

人正 常 腎細 胞 を用 い, verapami1が 制 癌 剤 の効 果 あ る

いは毒 性 を更 に増強 させ うるか ど うか, また その機 序

につ いて検 討 を行 な い, 若 干 の知見 を得 たの で, 考 察

を加 えて報 告す る. 

 材 料 な らびに方 法

 1. 細 胞

 使 用 した細胞 は 当教 室 にお いて樹 立株 化 した人培 養

腎癌 細胞(NUR)お よび腎 細胞 癌 の正 常腎 組織 部分 か

ら ト リプ シ ン処 理 に て 培 養 に移 した 人 正 常 腎 細 胞

(PHK)で あ る. これ ら細胞 の培養 は炭 酸 ガ ス培 養 器

(37℃, 5%CO2)内 で 行 な い, 細 胞 培 養 液 はeagle

MEM(日 水製 薬)お よび10%fetal calf serum(FCS:

Gibco社)を 用 いた. 

 2. 制 癌剤 お よびCa拮 抗 剤

 使 用 した制 癌剤 は, 硫 酸 ビン ク リスチ ン(VCR: 塩

義製 薬), 塩 酸 ドキ ソル ビシ ン(ADM: 協和 発 酵), シ

ス プ ラチ ン(CDDP: ブ リス トル マ イヤ ー ズ)で あ る. 

Ca拮 抗 剤 としては, エ ーザ イ株式 会 社 の提供 に よ り純

度99.9%のverapamil原 末 をMEMで 希 釈 し て使 用

した. 

 3, radiochemicals

 3H-thymidine(specific activity 43Ci/mmol～48Ci/

mmol: Amersham 社)

 3H-daunomycin(specific activity 4.3～5.0Ci/

mmol: New England Nuclear 社)

 3H-vincristine sulphate (specific activity 4.4～7.6

Ci/mmol: Amersham 社)

 4. 実 験 方 法

 培 養 細 胞 に 制 癌 剤 お よ びverapami1を 接 触 させ, そ

の影 響 を 増 殖 曲 線, 3H-thymidineの 取 り込 み で 観 察 し

た. さ ら に3H-daunomycin, 3H-VCRを 細 胞 と接 触 さ

せ, そ の 細 胞 内 放 射 活 性 を 測 定 す る こ とに よ って, ver-

apamilの 影 響 を 検 討 した. 

 (1)増 殖 曲 線 へ の 影 響

対 数 増 殖 期 に あ るNUR cellを35×10mmペ ト リ

デ ィ ッシ ュ(Falcon)に1×105～2×105個 つ つ 分 注

し, 炭 酸 ガ ス 培 養 器 内 に 静 置 し た. 48時 間 培 養 後, 各

種 薬 剤 を24～48時 間 接 触 さ せ, 0.02%EDTAお よ び

0.25% trypsinに て 細 胞 を 剥 離 し血 球 計 算 盤 に て 細 胞

数 を 計 算 し, 薬 剤 無 処 置 のcontrolと 比 較 した. 

 (2)3H-thymidineの 取 り込 み

 金 武 ら7)の 方 法 に 準 じて 施 行 した. 即 ちNUR cellお

よ びPHK cellを35mmペ ト リ デ ィ ッ シ ュ に2×105

個 つ つ ま き, 対 数 増 殖 期 に な った と こ ろ で, 制 癌 剤 お

よ び, verabamilを24時 間 接 触 さ せ た 後, 3H-

thymidineを 最 終 濃 度1μCi/mlで24時 間 取 り込 ませ, 

1N-NaOHで 細 胞 を 破 壊 した. 次 に10%cold trichlor・

oacetic acid(TCA)を 加 え てacid insoluble DNA

fractionをmilipore filter(pore size 0.45μm)に か

け, こ れ をscintillantで 溶 か し, 液 体 シ ン チ レー シ ョ

ン に てcountを 行 な っ た. な お, assayは 全 てtripli-

cateで 行 な った. 

 (3)制 癌 剤 効 果 増 強 を 生 じ う るverapami1濃 度 の

検 討

 実 験(2)の 方 法 を 用 い, ADMの 濃 度 を0.1μg/mlに

固 定 しverapamilの 最 終 濃 度 を0～10μg/mlま で 変 化

さ せ て 相 乗 効 果 の 生 じ るverapamilの 最 小 濃 度 を 調

べ た. 

(4) 3H-daunomycinお よ び3H-VCRの 取 り込 み と

放 出
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 NUR cell, PHK cellを35mmペ トリデ ィ ッシ ュに

2×105個 つ つ ま き, 対 数 増 殖 期 に な った と ころ で, 3

H-daunomycin, 3H-VCRをMEM単 独 お よ び最 終濃

度1μg/ml verapamil入 りMEMに 溶 か し30秒 ～24時

間 細 胞 と接 触 させ た. NUR cellと 接 触 さ せ る3H-

VCR, 3H-daunomycinの 最 終濃 度 は いずれ も10-2μg/

m1と し, またPHK cellと 接 触 させ る3H-VCR, 3H・

daunomycinの 最 終濃 度 は各 々10-2μg/ml, 10-1μg/ml

とした. 次 に10%TCAで す ぼ や く洗 浄後, 1N-NaOH

で 細胞 を破 壊 しscintillantを10ml加 え, scintillation

counterで 経 時的 に細胞 内RI活 性を 測定 した. 細胞 外

放 出 に対 す る実験 と して は, まずNUR cellを 上記 同

様 に培 養 後, 3H-VCR, 3H-daunomycinを7時 間接 触

さ せ て, 充 分 に細 胞 内 に 取 り込 ま せ た. つ づ い て

mediumを 吸引後, MEM単 独 と1μg/ml verapamil入

りMEMにmediumを か え, そ の直後 か ら細胞 内RI

活 性 を経 時的 に測 定 した. 

結 果

(1) Verapamilの 培養 細 胞 に及 ぼす影 響

 verapamilの 濃 度 を0～10μg/mlま で 変 化 さ せ

NUR cell, PHK cellに 対す る影 響 を3H・thymidine

incorporationに よ って検 討 した. NUR cell, PHK

cellい ず れ も1μg/m1ま で は, ほ とん ど影 響 な く, 細 胞

に対 す る毒 性 は5μg/ml(NUR: p<0.01, PHK: p<

0.01)位 か ら生 じて きた. 

 (2)相 乗 効果 を生 じ うるverapamilの 濃度

 Fig. 1はADMの 濃 度 を0.1μg/mlに 固 定 し, ver-

apamilの 最 終 濃 度 を0～10μg/mlま で 変 化 さ せ, 

NUR cellに 対 し相乗 効果 の生 じるverapamilの 濃 度

を3H-thymidineの 取 り込 み に よって みた もの で あ る. 

相 乗 効 果 はverapamil 10-1μg/ml位 か ら生 じ (p<

0. 05), 濃度 依存 性 にそ の効 果 が強 くなる こ とが観 察 さ

れた. (1)お よび(2)の 実験 結 果 よ り, 制 癌 剤 と併用

す るverapamilの 濃 度 は, それ 自体 細胞 毒性 が無 く, 

かつ充 分 な相乗 効果 が得 られ る1μg/mlと した. 

(3) ADM, VCR, CDDPにverapamilを 併用 した

場 合 のNUR cellに 対 す る殺細 胞 効果

 ADM(Fig. 2), VCR(Fig. 3), CDDP(Fig. 4)

いず れ もvarapamilの 併 用 投 与 に よ りNUR cellに

対 す る殺 細胞 効 果 は更 に増 強 した. 

(4) ADM, VCR, CDDPにverapamilを 併 用 した

場 合 の培 養 細 胞 の3H-thymidine取 り込 み に与 え る影

響

Fig. 1 The effect of various concentrations of verapamil under the concentra-

tion of 0.1ag/ml ADM on NUR cell

*P<0.05
**P<0.01

Fig. 2 The effect of various concentrations of 
ADM alone (o) or in the present of verapamil 

(o) on the growth of NUR cell

-I- ADM 

-O- ADM+verapamil
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 NUR cellに っ い てはADM(Fig. 5), VCR(Fig. 

6), CDDP(Fig. 7)い ず れ もverapamilと の併用 に よ

り3H-thymidineの 取 り込 み は低 下 しDNA合 成 阻害

が 強 くな る こ とが 明 らか と な った. 即 ちADMで は

10-1μg/ml(p<0.01), VCRで は10-1, 5×10-1μg/ml

(p<0.01), 1μg/ml(p<0.05), CDDPで は10-1, 5×

10-1μg/ml(p<0.01)の=濃 度 にお いて統 計学 的 に有意

差 を認 めた. またIC50で み る とADM, VCR, CDDP

各 々単独 で は0.095, 481, 1.01μg/mlで あ った もの が

verapamil 1.0μg/m1を 加 え る こ とで0.039, 1.29, 

0. 508μg/mlと な り, 2.0～3.7倍 の 相乗 効 果 が得 られ

た. PHK ce11に つ いて は, ADM, VCR, CDDPい ず

れ もverapami1の 併 用 に よる3H・thymidine取 り込 み

への 影響 は極 め て軽度 で統計 学的 有意 差 は無 か った. 

 (5)3H-VCRお よ び3H・daunomycinの 細 胞 内 取 り

込 み に対 す るverapamilの 影響

 NUR cellへ の3H-VCR(Fig. 8), 3H-daunomycin

(Fig. 9)の 取 り込 み はverapami1に よ っ て 増 強 さ れ, 

Fig. 3 The effect of various concentrations of 
 VCR alone (0) or in the presence of verapamil 

 (o) on the growth of NUR cell

-- VCR

-O- VCR+verapamil

Fig. 4 The effect of various concentrations of 
 CDDP alone (0) or in the presence of verapamil 

 (o) on the growth of NUR cell

-- CDDP 

-O- CDDP+verapamil

Fig. 5 The effect of ADM only (0) and ADM+ 
 verapamil (o) on the incorporation of 3H-

 thymidine in NUR cell

-- ADM 

-O- ADM+verapamil 

 ** P<0.01

Fig. 6 The effect of VCR only (0) and UCR+ 

 verapamil on the incorporation of 3H-thymidine 
 in NUR cell

-- VCR 

-O- VCR+verapamil 

**P<0.01

Fig. 7 The effect of CDDP only (0) and CDDP+ 

 verapamil (o) on the incorporation of 3H-
 thymidine in NUR cell

-- CDDP 

-O- CDDP+verapamil 

**P<0.01



15

3H・VCRに つ いて は顕 著 であ った. しか しPHK cell

で の3H・VCR, 3H・daunomycinの 取 り込 み につ い て

は, 前 者 で軽度 影響 が み られ た もの の, 後 者 で はそ の

影響 はみ られ なか った. 

 (6)3H・VCRお よ び3H・daunomycinの 細 胞 外 放 出

に対 す るverapamilの 影 響

 NUR cellか ら の3H・VCRの 放 出 はverapamilに

よって 抑 制 さ れ る 傾 向 を 示 し た が(Fig. 10), 3H-

daunomycinの 放 出 はverapamilに よって 全 く抑 制

され なか った(Fig. 11). 

 考 案

 進行 性腎癌 の治療 にお いて最 も問題 とな るのが, 腎

癌 細胞 の制癌 剤 に対 す る低感 受 性 で あ る. 桜 本 ら8)は

腎細 胞癌 お よび尿路 上 皮癌 に対 しstem cell assayに

よ って制 癌 剤感 受性 試験 を 行 ない, 腎細胞 癌 の感受 性

が20%程 度 で あ り, 尿路 上皮 癌 の50～75%に 比 べ てか

な り低 い こ とを報 告 した. Lieber9)やSarosdyらlo)は

6～11%程 度 と報 告 し て お り, Fleischmannら11)に

Fig. 8 The effect of verapamil on the uptake of 
 3H-VCR in NUR cell CPM: count per minute of 

 radioisotope

-s- 3H-VCR 10-2ug/ml 
-O- 3H-VCR 10-2ug/ml+verapamil 1.0ug/ml

Fig. 9 The effect of verapamil on the uptake of 
 3H-daunomycin in NUR cell

-- 3H-Daunomycin 10-2ug/ml 

-0- 3H-Daunomycin 10-2ug/ml+verapamil 1.0ug/mI

Fig. 10 The effect of verapamil on the release of 
 3H-VCR from NUR cell

-- MEM only 
-o- verapamil 1.0ug/ms

Fig. 11 The effect of verapamil on the release of 
 3H-daunomycin from NUR cell

-s- MEM only 
-O- verapamil 1.0ug/ms
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至 って は, 感 受性 を示 す 薬剤 は ほ とん ど無 か った と述

べ て い る. 増 田 ら12)はUFT投 与後 の腎 腫瘍 組織 内濃

度 を測 定 し, 比 較 的高 い濃 度 が維 持 で きる こ とを示 し

た が, そ の臨床 効果 は満足 のい くもので は ない. この

よ うに充 分 な濃 度 の制 癌剤 との接 触 に もかか わ らず 抗

腫瘍 効 果 が期待 で きない とい うこ とは, 腎細胞 癌 が既

に何 らか の機序 で薬 剤 耐性 を 獲得 してい る もの と考 え

ざ るを得 ない. しか し, この耐性 を克 服 で きれば, 腎

細胞 癌 の化 学療 法 に も新 しい展 開 が期待 で きる. しか

も腎細胞 癌 に は, vinblastine, ADM, CDDP, UFTな

どに比較 的 感受 性 を有す る ものが あ り, これ ら制 癌 剤

の効 果 を更 に増 強 で きれ ば, 治療成 績 も向上 し うる も

の と思 われ る. 

 制 癌剤 の効果 を高 め る方 法 としては, 制 癌剤 のcom-

bination therapy, 制 癌 剤 と非 制癌 剤 との 併用, 制 癌剤

の剤 型 を変 えて投 与 す る方 法 な どがあ る. 最 近, 鶴尾

らはCa拮 抗 剤 を制癌 剤 と併 用投 与 す る こ とに よって

制 癌 剤 の効 果 を 増 強 させ る報 告 を行 な った. 彼 らは

P388白 血病 細胞2)3)やヒ ト骨 髄 性 白血 病K562細 胞13)を

用 いたin vivo, in vitroの 実 験 で, VCRやADMに

耐 性 と な った もの がverapamilの 併 用 投 与 に よ って

感 受 性細 胞へ と戻 り死 滅 す る こ とを証 明 した. さ らに

彼 ら14)は耐 性細 胞 のみ な らず, 低 感 受 性細 胞 もCa拮

抗 剤 に よ って感 受 性 を増 感 で きる こ とを 各種細 胞 を用

いて 明 らか に し, 各 細胞 間 のheterogeneityが 克服 で

き る こ とを報告 した. 

 われ わ れ は, これ らの報 告 に基 づ き, 泌 尿器 科領 域

で も最 も制 癌剤 の感 受 性 が低 い と考 え られて い る腎細

胞 癌 に お いて, Ca拮 抗 剤 で あ るverapamilの 制 癌 剤

感 受性 増 強 の可 能性 につ い て, in vitroに よ る実 験 を

行 な った. 結論 か ら言 え ぽverapamilはNUR cellに

対す るADM, VCR, CDDPの 殺細 胞 効果 を更 に増 強

させ うる こ とが 細 胞 増 殖 曲線 お よび3H-thymidineの

取 り込 み に よって 明 らか とな った が, 併用 効果 の程 度

は制 癌 剤 の種類 に よ って若 干異 な って いた. 増殖 曲線

でみ た場 合, ADMは 他 のCDDP, VCRに 比 べ殺 細胞

苅果 が 強 く, 単 独で もIC50が0.05μg/ml, verapami1併

用 で は0.018μg/mlと 約3倍 の併 用 効果 を示 したが, 

CDDP, VCRに つ いて は, verapamil併 用 に よ って増

強効 果 はみ られ る もの の50%以 上 の抑制 は認 め られず

低 感 受性 で あ った. 3H-thymidineの 取 り込み でみ た場

合 も よ く似 た結 果 が得 られ た. つ ま りADMの 場 合, 

単 独 で は得 られ ないIC90以 上 の抑制 効 果 がverapamil

併 用 に よ ってみ られ たの に対 し, VCRの 場 合, 相 乗効

果 は明 らかに認 め られ る もの の, IC55以 上 の抑 制効 果

には いた らな か った. この理 由 として は, VCRが 強 い

時 間依存 性 薬剤 で あ り, 細胞 接 触時 間 が24時 間 で不 充

分 であ った 可能 性 も考 え られ る. 従 って各種 薬剤 の接

触 時 間 に つ い て は検 討 の 必 要 が あ る と思 わ れ た. 

CDDPに 関 しては実 験 当初, verapamilの 相乗 効果 は

予期 してい なか った が, 結果 的 に はその効 果 が認 め ら

れ, CDDPの 細胞 内 濃度 測定 な どに よる機 序 の解 明が

必要 で あ ろ う. いずれ に して も, ADM, VCR, CDDP

に対 す るverapamilの 相乗 効果 は, 制 癌剤 が低 濃度 で

あ る程, 明 らか であ り, 高濃 度 となる につれ て, は っ

き りしな くな る傾 向が あ り, 低濃 度 の制癌 剤 であ って

もverapamilに よって充 分殺 細 胞 効 果 が 得 られ る こ

とが 示唆 され た. 

 制 癌 剤 の相 乗 効 果 が 得 られ るverapamilの 最 小濃

度 は鶴 尾 ら13)によれ ば約0. 3μg/mlで あ り, わ れ わ れ

の実 験 で も0.1～0.5μg/mlで 明 らか な 相乗 効 果 が 認

め られた. verapamilそ の ものの細胞 毒 性 につ いて は

鶴 尾 ら13)は, human hemopoietic tumor cell linesで

は6.6μM(3μg/ml)ま で, P388白 血 病細胞 では20μM

(10μg/m1)ま で はcell growthに 全 く影 響 しない と述

べ て い るが, わ れ われ の実 験 で はNUR cellに 対 す る

毒 性 は5μg/ml位 か ら生 じて お り, 細胞 に よって毒 性

濃度 が異 な る こ とが示 され た. 

 Ca拮 抗 剤 に よ る制癌 剤 効 果増 強 の機 序 に つ い て鶴

尾 ら14)はverapamilがVCR, ADMのefHuxを 阻 害

し, VCR, ADMの 細胞 内蓄 積 が高 まる こ とに よって

制 癌 剤 効 果 が 増 強 す る とい う こ と を3H-VCR, 3H-

ADMの 細 胞 内濃 度測 定 に よ って推論 した. Yanovich

ら15)もnow cytometryに よ ってp388 daunomycin耐

性細 胞 内 のdaunomycin濃 度 を 測 定 し同様 の 機 序 を

報告 した. さ らにRogan16)もADM耐 性細胞 であ る ヒ

ト卵 巣 腫 瘍A1847に お け るADMの 細 胞 外 排 出 が

verapamilに よって抑制 され る こ とを述 べ た. われ わ

れ も この機序 がNUR cellに お いて証 明 で き うるもの

か3H-VCR, 3H-daunomycinを 細 胞 内に取 り込 ませ て

そ のradioactivityを 測 定 し間 接 的 に細 胞 内濃 度 を み

た. VCRに つ い て は細 胞 内蓄 積 の増強, 細胞 外 排 出の

抑 制 の 両 面 にverapamilが 関 与 し て い る こ とが わ

か った. しか し, daunomycinに つ いて はverapamil

は細胞 内蓄 積 を高 め るが, 細胞 外 排 出は全 く抑制 しな

か った. 従 って これ か ら は, 細 胞 内取 り込 み に の み

verapamilが 作 用 した こ とに な り諸 家 の報 告14)～16)と

異 な って い る. How cytometryな どによ る再 検討 も必
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要 か と思 われ る. VCRに つ いて は細胞 外排 出の抑制 が

結 果的 に細 胞 内蓄積 を もた らした と考 え られ るが, 細

胞 内 へ の 取 り込 み に対 しverapamilが は た し て促 進

作用 を もつ か ど うか は今後 の検 討 課題 で あ ろ う. 

 ま た わ れ わ れ は正 常 人 腎 細 胞 に対 す るverapami1

の影 響 に つ いて も調 べ たが, NUR cellと 比較 す る と, 

制癌 剤 の毒 性増 強作 用 は軽 度 で あ った. もっ とも これ

は正 常 腎細 胞 がNUR cellと 比べ, 制 癌剤 に高 い感 受

性 を有 す るた め, そ の差 が 出 なか った もの と思 わ れ る. 

正 常 細 胞 に対 す る毒 性 増 強 を検 討 した 実 験 は 少 な い

が, Simpsonら17)は マ ウス の膀 胱 内注 入 と してADM

やthiotepaにverapami1を 併 用 し, 主 要臓 器 に対す る

副作 用 を組織 学 的検 査 お よ び組 織 重量 測定 で検 討 し, 

verapami1に よ って 副作用 が増 強す る ことは無 い との

報告 を行 な った. 

 わ れ わ れ は2名 の 患者 に 対 しverapami1160mgの

内服 投与 を行 ない経 時 的 に血 中濃 度 を測 定 した. ver-

apamil, norverapamilい ず れ も3時 間で最 高 とな り, 

verapamil 156.9ng/ml～1045.3ng/ml, norverapamil

89.3ng/ml～468.1ng/m1で あ った. :濃度 に差 があ るの

は1名 は 測 定 日前 日まで の29日 間verapami1を1日

240mg連 日内服投 与 して い たた めで, 投 与 前値 が既 に

高 く, 薬 剤 の蓄 積が 認め られた. も う1名 は 当 日のみ

内服 した もので あ る. norverapamil18)はverapamil経

口投 与後 に検 出 され るN-脱 メ チル代 謝物 で あ り, ver-

apamilの 約20%に 相 当 す る冠 血 管 拡 張 作 用 を 有 す る

とされ て い るが, 人 にお け る詳 細 な薬理 学的 作用 はわ

か って い な い. し か しverapamilが 経 口投 与 で も

1045.3ng/mlと 制 癌 剤 との 相 乗 効 果 を 期 待 で きる濃

度 が得 られ, 投 与後2～4時 間 は700ng/ml以 上 の濃度

を維 持 で きた こ とは臨 床応 用 が充 分可 能 であ るこ とを

示 してい る. また 両者 とも血 圧低 下 な どの副作 用 も無

く安 全 性 に は問題 な か った. 

 verapamilは 心 筋 細 胞 のslow channelをblockす

る こ とに よってCa++の 細 胞 内 濃度 を下 げ る こ とが 知

られ てい るが, 癌細 胞 にお い て もCa++濃 度 の低 下 が直

接 制 癌 剤 の 排 泄抑 制 に関 与 して い る可 能 性 が あ る. 

verapamilは 脳 下垂体, ラ ンゲル ハ ンス島, 副 腎皮 質, 

甲状 腺 な どか らのホル モ ン分泌 を抑 制 す る こ とが知 ら

れ て い るが19)～21), 細胞内Ca++濃度が低下すると, これ

らホル モ ン分泌 が抑 制 され る こ とが知 られ て お り, 制

癌 剤 のefnux抑 制 機 構 との関 連 性 が示 唆 され て お り

今後 解 明 され るべ き興 味あ る問題 であ る. 

 癌 細胞 の薬剤 耐性 の メカ ニズ ムは現在 の所, 全 く不

明 で あ る が, 最 近, 耐 性 細 胞 表 面 に 出 現 す るp-

glycoprotein22)が 注 目され て い る. この蛋 白 は分子 量

が 約170,000でcolchicineやdaunorubicinに 耐 性 と

な ったchinese hamster ovary cell linesに おい て認

め られ てお り, pleiotropic drug resiStance (PDR)23)

との関連 性 が指 摘 され て い る. このPDRは 現象 的 に

は制 癌剤 の膜 輸送 特 に排 出の充 進 が原 因 にな って い る

と考 え られ, Ca拮 抗剤 や カル モ ジ ュ リン阻 害剤 に よ っ

て克 服 で き る こ とが 最 近 明 らか とな った. 現在 この

PDRを 生ず る薬 剤 は, コル ヒチ ン, ビンカアル カロイ

ド系, ア ドリア マイ シ ソ系 に 限 られて お り, これ ら薬

剤 の使 用 にお いて は交叉 耐 性 の問題 を常 に念 頭 に置 く

必 要 が あ る. わ れ わ れ はNUR cellを 用 い てver-

apamilがVCR, ADM, CDDPの 感 受性 を高 め る こ と

を報告 した が, 逆 に考 えれ ば, この細胞 はPDRを 有 し

てい た可能 性 も考 え られ, 腎細胞 癌 が化 学療 法 に感 受

性 が低 い原 因 を考 え る上 で興 味深 い. 

 verapamilな どのCa拮 抗 剤 や カル モジ ュ リン阻 害

剤 に よる制癌 剤 効 果増 強 の報 告 は散 見 され る24)～28)も

のの臨床 応 用で の報 告 は極 めて少 ない. 最 近 で はver-

apami1が 血 小板 凝 集 を抑 制 す る こ とに よって腫 瘍 の

血行 性転 移 をお さえ る とい う報告29)もあ り, Ca拮 抗 剤

は腎癌 のみ な らず, 広 く尿路 悪性 腫瘍 に対 し, 臨床 検

討 に値す る もの と思 われ る. 

結 語

人 培 養 腎 癌 細 胞 株(NUR)お よ び 人 正 常 腎 細 胞

(PHK)を 用 い, VCR, ADM, CDDPに 対 す るver-

apami1の 効果 増強 につ い て検討 した. またNUR cell

内 にお け る3H-VCR, 3H-daunomycinのradioactivity

を測 定す る ことに よ って, 細胞 内取 り込み お よび細胞

外放 出 に対す るverapamilの 影 響 をみた. 

 1. NUR細 胞 の増 殖 曲線 お よび3H-thymidine取 り

込 み の いずれ に おい て もvefapamilはVCR, ADM, 

CDDPの 殺 細 胞効 果 を増 強 させた. 

 2. 3H-thymidineの 取 り込 み で み た場 合, NUR細

胞 に 対 しverapamilがADMの 殺 細 胞 効 果 を増 強 さ

せ る最 小 濃度 は約0.1μg/m1で あ り, 濃 度依 存 性 に そ

の効果 が 強 くな った. 

 3. NUR細 胞 に おい て3H-VCR, 3H-daunomycinの

細 胞 内取 り込 み はverapamilに よって増加 した. 細胞

外 放 出 につ い て は3H-VCRはverapamilに よ って 抑

制 され る傾 向 を示 した が, 3H-daunomycinで はそ の影

響 は認 め られ なか った. 

 4. PHK細 胞 につ いて はVCR, ADM, CDDPに 対
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す るverapami1の 影 響 は, 3H-thymidineの 取 り込 み

で みた 場合, 極 め て軽 度 で あ った. 

 稿を終 るにあた り御指導, 御校閲を賜 った恩師斉藤 泰教

授に心 より感謝致 します. また終始直接 の御指 導を頂 いた

金武洋講師に深謝致 します. さ らに, 多大 なる御協力を頂い

た教室員一同に御礼申 し上 げます. 

 本論文の要 旨は, 第72回, 73回, 74回 日本泌尿器科学会総

会, 第22回 日本癌治療学会総会 にお いて発表 した. 
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