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ラット肝転移モデルを用いた血管新生阻害剤TNP－470の

　　　　　　　　　　　　　抗腫瘍効果の検討
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（指導：小柳泰久主任教授）

【要旨】　血管新生阻害剤TNP－470の血管内投与による肝転移抑制効果，延命効果をラットを用いた実験モ

デルにより検討した．まずTNP－470の静注のための溶解法をHP－6－CyDを用い試みた．さらに液体クロマ

トグラフィーを用い溶解液の化学的安定性を検討した．F344ラット雄，ラット大腸癌腫瘍株ACL15を用い，

脾臓に腫瘍細胞を移植し肝転移させ，TNP－470溶液の静注による抗腫瘍効果を肝表面転移個数，生存期間を

指標とし投与法，投与時期より検討した．投与法は連日5日間静注群，連日7日間持続静注群（胃内頚静脈

投与群と経門脈系投与群）とし，TNP－470投与開始時期は脾注後それぞれ7，14，21日目とした．また

UFrとの併用増強効果の有無について検討した．さらにチャンバー法，第VIII因子関連免疫染色により，

TNP－470の抗腫瘍効果の血管新生への関与につき検討した．　TNP－470静注による抗腫瘍効果は経門脈系持続

静注群で脾注後早期よりの投与で最も効果が高く，転移初期で血管新生が十分発達していない時期に投与を

開始することが重要と考えられた．チャンバー法および病理学的検討ではTNP－470，　UFrいずれにおいて

も血管新生阻害作用がみられた．TNP－470とUFr併用群はそれぞれの単独投与群より高い抗腫瘍効果が認

められ，UFrによる増強効果が証明された．

はじめに

　抗癌剤は手術で対処できない微小転移に対して

も有効で，systemicな治療が可能なため癌治療に

おける役割は大きい．しかし，多くの抗癌剤は正常

細胞にも直接作用し殺細胞作用をもたらすため副作

用の出現により治療の中断，あるいは投与量・投与

期間の縮少を余儀なくされ，充分な抗腫瘍効果が得

られないことも多い．そこで当然のことながら副作

用が少なく，抗腫瘍効果の高い治療薬の開発が求め

られている．血管新生阻害剤は，血管新生における

一過程あるいは複数の過程を阻むことで腫瘍内血管

新生を阻害し，腫瘍増大抑制，転移抑制に働くもの

である．今回使用したTNP－470は血管内皮細胞に

のみ特異的に作用し内皮細胞の増殖を抑制すること

で血管新生阻害作用を発揮する1・2）．このため抗癌

剤で問題になる副作用の発現は少ないと考えられ

る．TNP－470は難溶性物質のため溶解が困難であり，

血管内投与のための確立した溶解法がなく，TNP－

470に関する実験報告の多くは皮下投与法によるも

のであった．そこで我々は独自にTNP－470の溶解

液としてHP一β一CyD（hydroxypropy1一β一cyclodextrin）

を使用することで臨床応用に向けた血管内投与法

を考案し，ラットを用い7日間持続投与可能な動物

実験モデルを新たに確立した．また肝転移モデル

に対しTNP－470の持続静脈内注射（以下持続静注

と略す）および持続経門脈系静注をおこなった．

これにより，TNP－470の至適投与法，投与経路，投

与時期，さらに臨床応用を前提とした抗癌剤の併

用効果についても検討した．

2000年1月7日受付，2000年1月25日受理
キーワード：TNP－470，　Angiogenesis　inhibitor，　HP一β一CyD，　UFT

（別刷請求先＝〒160－0023東京都新宿区西新宿6－7－1　東京医科大学外科学第三講座　只友秀樹）
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研究材料および方法

　1．実験動物および腫瘍

　使用動物は300g前後のFisher系ラットF344の

雄を用いた．ACL153）は脾臓注入後（以後脾注と

略す），肝転移したものを取り出し無菌的にRPMI

Medium　1640溶液（GIBCO　BRL製）に10％となる

ようにFetal　Bovine　Serum（GIBCO　BR：L製）を加

えて培養液とし，380Cの保温器にて培養，維持し

た．すべての実験は東京医科大学動物実験指針およ

び動物実験委員会承認に基きエーテル麻酔下に行っ

た．

　2．薬剤および溶解法

　血管新生阻害剤としてTNP－470（AGM－1470）

（武田薬品工業㈱より供与），抗癌剤としてUFr

（モル比；テガフール：ウラシル＝1：4，大鵬薬品

工業㈱より供与）を使用した．

　TNP－470は常直下に極少量の無水エタノールを加

えて溶かし，あらかじめ注射用蒸留水で溶解調整し

た40％HPβ一CyD（Aldrich瑞西）溶液を必要量加

え充分掩絆して作製した．UFrは，0．5％HPMC

（信越化学工業社製）溶液を溶媒として加え総量3

mlとなるように作製した．

　3．溶媒40％HP一β一Cy：Dの安全性

　単回投与試験として，HP一β一CyD　500　mgを3mlの

注射用蒸留水に溶解し静注した．反復投与試験とし

て，HPβ一CyD　100　mgを1回量とし，1mlの注射用

蒸留水に溶解し連日7日間静注した．いずれも対照

は注射用蒸留水投与群とした．

　4．TNP－470溶液の安定性

　TNP－470溶液に対し以下の条件で液体クロマトグ

ラフィーによる定量をおこなった．

　Column：Shim－pack　CLC－ODS（6．0×150　mm），

Mobile　phase：　500／o　Aceto－nitrile／500／o　water，　Flow

rate　1　1．2　ml／min，　lnjection　volume　：　80　L｛1，　Detection　：

210　nm

　室温（22～250C），冷所（40C）および370C子牛

血清中におけるTNP－470溶液の濃度を経時的に測

定し，TNP－470溶液の安定性を残存率より検討した．

またTNP－470溶液（100　mg／kg／2　ml）をラットに

静注し15分，30分後における血清中TNP－470濃度

を測定し，TNP－470溶液の安定性をin　vivoにて検：

討した．

　5．TNP－470溶液の副作用

　TNP－470溶液を尾静脈より隔日5回静注し，100

日生存率，体重減少，下痢などの副作用について検

討した．総投与量により以下に群別し，対照は生理

食塩液投与群とした．（各群n＝4）

　A群：30mg／kg，　B群：50　mg／kg

　C群＝100mg／kg，　D群：200　mg／kg

　6．実験動物モデルの作製とモデルの評価

　（1）肝転移モデルの作製：エーテル麻酔下にラッ

トを開腹し，1×106個／0．5mlに調整したACL－15

細胞浮遊液を27G針にて脾臓に注入し，肝転移モ

デルを作製した．

　（2）中心静脈持続静注モデルの作製：4Frのアト

ムチューブ先端にポリエチレンチューブ（SP10㈱

夏目製作所製）を接続し接続部をナイロン糸にてし

ばりカテーテルを作製した．右内頚静脈よりカット

ダウンにてカテーテルを挿入し，先端を上大静脈内

に留置し固定した．薬剤を注入した浸透圧応仁ポン

プ（ALZET社，　model　2ML1）にカテーテルを接続

し作製した．同ポンプは浸透圧勾配により7日間持

続注入が可能である．カテーテル，アトムチューブ，

ポンプはすべてラット背部皮下に埋め込み，体動，

かみつきによる損傷を防止した．

　（3）経門脈系持続静注モデルの作製：ラットを開

腹し，回結腸静脈末梢枝より上記カテーテルを挿入

固定した．薬剤を注入した浸透圧微注ポンプにカテ

ーテルを接続した．カテーテル先端は上下問膜静脈

内に入らないように注意した．カテーテル，アトム

チューブ，ポンプはすべてラット背部皮下に埋め込

み，体動，かみつきによる損傷を防止した．

　（4）実験モデルの評価：浸透圧雨注ポンプに生理

食塩液2mlを注入した中心静脈持続静注モデル，

および経門脈系持続静注モデルの100日生存率を検：

討し，対照群と比較した．（各面n＝6）

　7．実験群の作製と実験方法

　各実験ともすべてTNP－470総量は30　mg／kgと

し，対照は生理食塩一投吐出とした．

　実験（1）：TNP－470の投与法

　脾注後14日目より，以下の方法に従いTNP－470

を投与した．（各群n＝8）

　①1．C．V．（intra　caudal　vein）　群　：月卑？主恩14日目

より，TNP－470溶液（6．O　mg／kg／2．Om1／回）を連

日5日間尾静脈よりone　shot静注した．

　②CJ．V．（continuous　trans　juglar　vein）群：脾注

（2）
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Table　2　Results　of　experiments

Liver　metastasis W6ight Survival　time（D　ays）

　　Number　of　Liver　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　％metastasis（mean±SD） W6ight　loss（％）

imean±SD）

Survival　time　　　Survival　rate

imean±SD）　　　　　（％）

Control 34．5±4．11　　　　　　　　　　一 18．7±1．84 49．9±4．39　　　　　　　　　　一

1．C．Vday！4 31．0±3．90　　　　　　　　　　90．0 18．3±2．09 49．6±3．85　　　　　　　　　　99．4

CJ．Vday7 24．6±3．33　　　　　　　　　　71．3 11．5±1．67 58．5±2．73　　　　　　　　　　117．2

CJ．Vday14 26．0±3．46　　　　　　　　　75．4 12．4±2．22 56．3±3．01　　　　　　　　　　112．8

CJ．Vday21 30．6±3．02　　　　　　　　　　88．7 16．0±2．12 52．4±3．81　　　　　　　　　105．0

C．1．Vday7 20．3±2．71　　　　　　　　　　58．8 9．5±1．84 63．3±2．71　　　　　　　　　126．9

C．1．Vday14 21．4±2．72　　　　　　　　　62．0 9．7±2．24 61．5±2．83　　　　　　　　　　　123．2

C．LVIday21 26．1±3．23　　　　　　　　　　75．7 13．5±2．48 53．9±3．27　　　　　　　　　108．0

UFT 24．8土2．96　　　　　　　　　　71．9 10．9土2．44 59．1±3．02　　　　　　　　　118．4

UFr＋C．1。Vday7 16．3±二3．06　　　　　　　　　　47．2 9．6±2．5！ 70．3±2．96　　　　　　　　　140．9

U潤「＋C．1．Vday14 16．8±3．20　　　　　　　　　　48．7 9．7土2．52 69．9士2．85　　　　　　　　　140．1

後14日目に中心静脈持続静注モデルを作製し，

TNP－470溶液を7日問持続投与した．

　③C．1．V．（continuous　trans　iliocecal　vein）群：脾

注後14日目に経門脈系持続静注モデルを作製し，

TNP－470溶液を7日間持続投与した．

　実験（2）二TNP－470の投与開始時期

　CJ．V．群とC．1．V．群の2群に対し，それぞれ以下

の如くTNP－470投与開始時期を変更し7日間持続

投与を行った．（各群n＝8）

　day　7群：冠注後7日目より7日間持続投与

　day　14群：脾注後14日目より7日間持続投与

　day　21群：脾注後21日目より7日間持続投与

　実験（3）：UFrの併用

　UFT単独投与：肝転移モデルに対しUFr　25　mg／

kg／日を脾注後7日目より20日間連日投与した．

UFrは経ロゾンテにて投与した．（n－8）

　TNP－470およびUFr併用（以下併用群と略す）：

実験（2）の結果より，最も抗腫瘍効果の高かった

C．1．V．法とUFTの併用実験をおこなった．

　UFT＋C．1．V．　day　7群：脾注後7日目よりUFT　25

mg／kg／日で20日間連日投与と，　TNP－470の経門

脈系持続静注7日間行った．（n＝8）

　UFr＋C．1．V．　day　14群：冠注後7日目よりUFr　25

mg／kg／日で20日間連日投与と，脾注後14日目よ

りTNP－470の経門脈系持続静注7日間行った．（n
＝＝　8）

　8．効果判定および統計処理

　効果判定は各実験ともすべてACL－15脾注後28

日目の肝表面転移個数および体重減少率，さらに生

存日数をもって評価した．結果は平均±標準偏差で

表わし，統計処理は実験（1）および実験（2）は投

与法，投与時期について2因子の分散分析，実験

（3）はTNP－470投与開始時期，UFr併用についての

2因子の分散分析でおこないP＜0．05を有意とした．

　9．チャンバー法

　TNP－470の抗腫瘍効果に血管新生が関与している

ことの確認としてチャンバー法4・5）を行った．

　チャンバーの作製：ディフュージョンチャンバー

リング（ミリポア社製）の両面に，メンブレンフィ

ルター（ミリポア社製）を張り付け固定し，ガス滅

菌した．1x106個／0．15　m1に調整したACL15細胞

浮遊液をチャンバー内に充填封入した．

　チャンバーの移植および薬剤投与：ラット背部皮

下にチャンバーを移植し，移植当日よりTNP－470

およびUFr（30　mg／kg／日）の投与を開始した．

　1．C．V．群：TNP－470溶液を5日間連日one　shot静

注した．

　CJ．V．群：TNP－470溶液の中心静脈持続静注を7

日間行った．

　UFr群：UFr単独7日間経口投与した．

　CJ．V．＋UFr群：UFrとTNP－470溶液の中心静

脈持続静注をいずれも7日間行った．

　一群n－6とし対照は薬剤無投与群とした．判定

はチャンバー移植より7日目に実体顕微鏡を使用し

新生血管数を計測した．新生血管は蛇行を示し，長

さが5mm以上のものと定義した．統計処理はt検

定をもって行いP＜0．05を有意とした．

　10．病理組織学的検討

　肝転移巣における血管の検出として，第VIII因子

関連免疫染色を行った．免疫組織染色法はSAB法

（3）
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B：　Comparision　of　the　stability　of　TNP－470　in　serum　and　in　saline　at　370C，　in　terms　of　remaining　TNP－470．
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Fig．　3　Change　in　body　weight　after　bolus　i．v．　injection　of　TNP－470　solution　five　times　every　other　day　at　a　total　dose　of　30，　50，

　　　100，　200　mg／Kg．

を用い，トリプシン処理（370C，30分）による抗

原賦活処理を加えた．一次抗体はvon　willebrand

factorポリクローナル抗体（Dako社）を用い2000

倍希釈とし，40C，　over　nightで反応させた．この

他，陰性コントロールとして一・次抗体を加えない標

本を別に作製した．100倍率1視野における血管数

を計測し，各群5カ所における平均値を算出し比較

検討した．対照は肝転移自然経過モデルとした．統

計処理はt検定を用いP＜0．05を有意とした．

結 果

　1．溶媒40％HP一β一CyDの安全性

　単回投与試験，反復投与試験：とも体重減少，活動

性の低下は認めず溶媒40％HP妥CyD溶液のラット

への影響はないと考えられた．

　2．TNP－470溶液の安定性

　室温における残存率は溶液調整後2時問内で約

90％，この後徐々に減少し20時間までに85％であ

った．20時間以降は80％前後で安定していた
（Fig．！A）．冷所（4。c）では常温に比して安定性が

高く残存率は7日間95％以上であった（Fig．1B）．

また37。C子牛血清中残存率は，10分で80％弱，30

分後には10％前後まで低下した（Fig．2A）．　in　vivo

においてTNP－470溶液静注30分後では測定可能下

限であり，血清中TNP－470は投与後約30分でほぼ

分解されることが示された（Fig．2B）．これはin

vitroでの実験結果とほぼ一致した．

　3．TNP470溶液の副作用

　100日生存率はすべての群で100％であった．C

群，D群でTNP－470投与前体重を最大でそれぞれ

6．2±1．o％，13．1±1．3％下回った（Fig．3）．　A群と

B群問で，体重減少に有意差はみられなかった．下

痢はB群，C群，　D群でみられ，持続期間はB群

で1．1±0．9日，C群で4．6±1．2日，　D群で7．7±2．3

日であった．TNP－470投与量の増加に従い下痢持続

期間の延長がみられ，TNP－470静注による体重減少

は消化器障害による下痢が関与している可能性が考

えられた．

　4．実験動物モデル

　100日生存は中心静脈持続静注モデル6例
（100％），経門脈系持続静注モデル5例（83．3％）

であった．経門脈系持続静注モデルの死亡例は術後

3日目，術中出血過多によると考えられた．対照と

比較して有意差はなく実験動物モデルとして確立さ

れたと考えられた．

　5．TNP470による抗腫瘍効果

　1）ACL－15脾注肝転移モデルの自然経過

　肝表面転移個数は1週目0個，2週目8．2±2．0個，

（5）
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3週目20．2±3．3個，4週目34．5±4．1個であった．

体重減少は1週目0．8±1．4％，2週目3．3±1．9％，

3週目10．3±2．1％，4週目19．7±1．8％であった．

生存日数の平均値は49．9±4．3日であった．

　2）肝表面転移個数

　TNP－470投与法では，1．C．V．群は31．0±3．9個，

CJ．V．群は26．0±3．5個，　C．1．V．群は21．4±2。7個で

あった．1．C．V．群は対照群と比較して肝転移個数に

有意差は認められなかったがCJ．V．群，　C．1．V．群は

対照群と比較して有意に肝転移が抑制されていた

（P＜0．001）．TNP－470投与時期で比較すると（Table　1），

CJ．V．法，　C．1．V．法ともday7群とday14群の問には

有意差はみられなかったが，day　7群，　day　14群と

day　21群の比較で明らかな有意差がみられ（P＜

0．05），TNP－470による肝転移抑制効果は投与時期

による因子が関与していると考えられた．C．1．V．法

のday　21群とCJ．V．法のday　7群，　day　14群がほぼ

同程度であり，CJ．V．法で脾注後21日目よりの

TNP－470投与群はCJ．V．法で脾注後14日以内より

のTNP－470投与群とほぼ同程度の肝転移抑制効果

を示した．最も肝転移抑制効果のみられたものは

C．1．V．　day　7群であった．

　併用群でみると（Table　1），UFr単独群は，

CJ．V．　day　7群とほぼ同程度の肝転移抑制効果を示

した．TNP－470およびUFFrそれぞれの単独群と併

用群の比較では有意な肝転移抑制効果がみられた

（P±0．05）．UFT＋C．1．V．　day　7群とUFT＋C．1．V：day

14群のあいだには有意差はみられなかった（P〈
O．05）　（Fig．4）．

　3）体重減少率

　TNP－470投与法では，1．C．V．群は18．3±2．1％，

CJ．V：群は12．4±2．2％，　C．1．V．群は9．7±2．2％であ

った．TNP－470投与時期で比較すると（Table　1），

CJ．V．　day　21群を除き全ての群において有意差がみ

られた（P〈0．05）．C．1．V．法で早期（脾注後1，2週

目）よりのTNP－470投与で体重減少が少なかった．

　併用群でみると（Table　1），併用群はC．1．V．　day　7

群，C．1．V．　day　14群とほぼ同様の体重減少率を示し

た．UFr＋C．1．V．　day　7群とUFr＋C．1．V．　day　14群に

有意差はみられなかった（Fig．5）．

（7）
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　　　　　　　Fig．7　Chambermethod
A：　control

B：　continuous　（1　week）　i．v．　injection　of　TNP－470　solution

C：　continuous　（1　week）　i．v．　injection　ofTNP－470　solution　in

　combination　with　Uff

　4）生存日数

　TNP－470投与法では，　LC．V．群では49．6±3．9日，

CJ．V：群では58．5±3．0日，　C．1．V．群では61．5±2．8

日であった．対照群との比較でCJ．V．群，　C．1．V．群

は生存日数の延長がみられた（P＜0．05）．TNP－470

　　　　　　　　　　　　A

　　　　　　　　　　　　B

Fig．　8

A：　control

B：　Continuous　（1　week）　i．v．　injection　of　TNP－470　solution　into

　the　peripheral　of　iliocecal　vein　in　combination　with　Urr

　Histopathological　findings　with　factor　VIII　related　antigen

　staining　showed　significantly　fewer　microvessels　in　the

　treated　group．

投与時期で比較すると（Table　1），対照群との比較

ではCJ．V．法およびC．1．V．法のday　7群，　day　14群

において生存日数の延長がみられた（P＜0．05）．

CJ．V．法，　C．1．V．法のいずれもday　7群，　day　14群間

とday21群の問で生存日数の延長がみられ（P＜

0．05），生存日数にTNP－470の投与時期が関与して

いると考えられた．

　併用群でみると（Table　1），　U潤「単独群はCJ．V．

day　7群と同程度の生存日数の延長がみられた．

TNP－470およびUFrそれぞれの単独群と併用群の

比較では，生存日数に有意差はみられたが，UFr

＋C．1．V．　day　7群とUFr＋C．1．V．　day　14群のあいだに

は有意差はみられなかった（Fig．6）．

（8）
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　6．チャンバー法

　新生血管数は対照群では10．7±2．2本，1．C．V．群

では9．8±2．02本，CJ．V．群では4．5±2．1本，　UFr

群では7．8±2．2本，UFr±CJ．V．群では3．8±2．2本

であった．1．C．V．群では血管新生抑制はみられなか

ったが，TNP－470の持続静注群では血管新生抑制が

みられた（P＜0．05）．UFrはCJ．V．山程ではない

が，血管新生抑制効果を示し，抗腫瘍効果の作用機

序として関与している可能性が示された．血管新生

抑制効果と抗腫瘍効果は比例しており，TNP－470の

抗腫瘍効果は血管新生阻害によることが示された
（Fig．　7）．

　7．病理組織学的検討

　各群5ケ所における平均血管数は1．C．V．群では

28．2±2．5本，CJ．V．　day　7群では16．3±1．9本，

C．1．V．　day　7群では11．8±2．1本，　UFr単独群では

19．1±1．4本，UFr±C．1．V．　day　7群では6．6±1．0本，

対照群では30．1±3．0本であった．TNP－470および

UFT投与による肝転移抑制効果，延命効果が高い

群ほど血管数が少なく，TNP－470の抗腫瘍効果発現

に血管新生阻害が大きな役割を果たしていることが

裏付けられた（Fig．8）．

考 察

　多くの腫瘍細胞はb－FGF，　VEGFなどの血管新生

促進因子と抑制因子を産生分泌しており，これらの

バランスが保たれているときは血管新生が生じない

ため腫瘍は微小なままで増大をおこさない6）．しか

し両者のバランスが崩れると，血管新生促進因子は

活発に血管内皮細胞の増殖に働き，周囲の既存血管

より腫瘍内に新生血管を誘導して腫瘍内血管密度を

増し，さらなる酸素や栄養分の補給を可能にして腫

瘍は増大を始める．また血管新生促進因子で活性化

された血管内皮細胞はPDGF－BB，　HB－EGF，　IL6

などを産生し腫瘍細胞を刺激し，腫瘍を増大させる7）．

さらに腫瘍の増大と供に新生血管は転移路としての

役割をも担うようになる．つまり癌は血管新生促進

因子の増産により血管新生能を獲得し，腫瘍内血管

密度を増すことで悪性度が高くなると考えられる．

実際多くの癌において血管新生促進因子や腫瘍内血

管密度の増大が，悪性度および予後と相関関係にあ

ることが確認されている8・9）．また原発巣と同様に

転移巣における腫瘍の発育にも血管新生は不可欠で

あり，転移先でも血管新生が生じなければ転移が成

立しないか，転移巣は微小のままでとどまることに

なる．我々が実験に用いたTNP－470は糸状菌

aspergillus　fumigatusから精製されたフマギリンの

誘導体であり，強力な血管新生阻害作用を有する．

その作用は血管内皮細胞を特異的に抑制することが

in　vitrolo），　in　vivoll）で示されている．動物実験にお

いて腫瘍縮小，転移抑制効果，生存期間の延長がみ

られ，さらに抗癌剤の併用12～ユ8）およびサイトカイ

ンの併用19・20）により転移抑制，生存期間の延長が

増大することが報告されている．

　1．TNP－470の溶解法J溶解液の特性

　TNP－470は難溶性物質であり動物実験における血

管内投与のための溶解法が確立されていない．蒸留

水21～23）あるいは5％glucose12・24）にて溶解し静注

をおこなった報告があるが，我々の検討では単独で

ほとんど溶解しなかった．これ以上の詳細な溶解法

の記載がなく，また溶解液の安定性，生体への影響

も不明なため我々はまずTNP－470の溶解法につい

て検討をおこなった．HPβ一CyDはβ一CyDの誘導体

であり，その形成する空洞内部は疎水性，空洞開口

部は親水性を示し難溶性物質を取り込むいわゆる包

接化が可能である25）．この特徴に着目し，難溶性物

質であるTNP－470を蒸留水に溶かして調節した

40％HP－6－CyD溶液にて包接化をおこない水溶性複

合体として溶解を試みた．HP－6－CyDはCyD類の

なかでも毒性が低く医薬品，食品添加物に使用され

ている25）．今回副作用実験によりラットに対する安

全性が確認された．また液体クロマトグラフィーを

用いたTNP－470の化学的安定性実験，血中停滞率

実験より血清中のTNP－470溶液の残存率はin　vivo，

in　vitroいずれにおいても低く，血中（血清中）で

の分解が速いことが推察された．40％HP一β一CyD溶

液を用いた溶解法は安全性，溶解性については克服

でき，臨床応用への可能性も示された．さらに

TNP－470は血中（血清中）での分解が速く，薬効を

十分発揮させるには血中濃度を一定に保てる持続投

与が必要と考えられた．

　2．TNP－470投与法について

　TNP－470溶液は血中での分解速度が速く，one－

shot静注では有効血中濃度の維持が困難であり，

対照群と比較しても1．C．V．群は有意差がなく投与法

としては不適当であると考えられた．Yamaoka24），

William26）らもTNP－470溶液の静脈内投与はone

shot静注よりも持続静注において高い抗腫瘍効果

（9）
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が得られたと報告しており，TNP－470の有効な静注

法としては血中での一定濃度が維持しやすい持続静

注がよいと考えられた．さらに持続静注のなかでも

肝転移巣周囲の毛細血管内TNP－470濃度を持続的

に維持することができるCJ．V．注がより有効である

と考えられた．

　3．TNP－470投与開始時期について

　肝転移モデルの自然経過において肝表面転移個数

は，脾注後2週目を境に著増がみられた．これは脾

注後2週目頃から内因性血管新生促進因子の刺激に

より，転移巣周囲毛細血管の内皮細胞の活性化がお

こり血管新生が増生を始め，この新生血管により肝

転移が急速に増加したためと考えられる．

　TNP－470投与時期による肝転移抑制効果は脾注後

2週目を境にして有意差が認められた（P＜0．05）．

この結果より，転移巣周囲毛細血管の内皮細胞の活

性化がおこり，発育，増大に必要な血管新生が十分

発達し，肝転移巣の著増した3週目以降よりの

TNP－470投与では効果が少ないと考えられた21）．こ

れは血管新生促進因子の刺激で血管内皮細胞の活性

が高値になると，血管内皮細胞に直接作用する

TNP－470の薬効が充分発揮できないことによると考

えられる．

　Yamaoka24）らは，　TNP－470の投与開始時期から

の検討は行っていないが，持続静注にて腫瘍の縮小

による生存期間延長率が183％になったと報告して

いる．我々の実験：においても，TNP－470の早期（脾

注後1，2週目）からの持続静注により対照群と比

較して生存日数の延長がみられ，特に肝転移抑制の

高いC．1．V．　day　7，　day　14群において延命効果が高

かった．肝転移抑制効果と延命効果に比例関係がみ

られ，血管新生阻害による肝転移抑制が生存日数の

延長につながったと考えられた．

　4．T：NP－470とUFT併用効果について

　宇根，小川らはcolon　26細胞を用い，　in　vitroに

おいてTNP－470の直接的な腫瘍増殖抑制作用を示

唆している15・16）が，TNP－470の主作用は血管内皮

細胞増殖抑制であり抗癌剤のごとく直接細胞に作用

することは少ないと考えられる．このため抗癌剤と

比較して（1）副作用が少ない．（2）薬剤耐性が生

じにくい28），という利点がある．反面，腫瘍細胞に

直接作用するのではないため転移巣，原発巣の増殖

抑制はある程度可能でも根治性は期待できない．ゆ

えに抗癌剤，あるいはサイトカイン19・20）との併用

による抗腫瘍効果増強について検討がおこなわれて

いる．TNP－470は血管新生を阻害し腫瘍への血流を

減じることで抗腫瘍効果を発揮する．このため併用

投与の場合，抗癌剤の腫瘍内移行の低下をきたす可

能性がある．宇根らはこの点についてTNP－470と

抗癌剤の投与時期から検討をおこなっており，抗癌

剤投与後にTNP－470投与した群で最大抗腫瘍効果

が得られ，同時あるいはTNP－470投与後に抗癌剤

投与した群では血管新生抑制により抗癌剤の組織内

移行が減じたため抗腫瘍効果が低値であったと報告

している15）．今回使用したUFTは，　Shibataらによ

れば単独投与で腫瘍縮小効果，延命効果だけでなく

血管新生抑制作用を持つことが報告されている27）．

UFr併用群は，　TNP－470およびUFr単独群と比

較して肝表面転移個数の減少，生存日数の延長がみ

られ併用増強効果が認められた．しかしUFr先行

投与（UFr＋C．1．V．　day　14群）と同時投与（UFr

＋C．1．V．　day　7群）問に有意差はみられなかった．

TNP－470は血管内皮細胞の増殖を抑制することで新

生血管の発達，出現を抑制することは可能でも，転

移巣形成の初期の段階で腫瘍細胞の生着に必要であ

った既存の血管に対しては効果を持たないと考えら

れる15＞．転移巣の血管新生が極度に発達し増大して

いる場合には抗癌剤先行投与後に　TNP－470を投与

しないと既存の血管のみでは増大した腫瘍内に十分

に抗癌剤分布がおこなわれず，宇根らのごとく抗腫

瘍効果が低山となる可能性が高い．しかし転移形成

初期の段階で転移巣が小さく血管新生が十分発達し

ていない状況では，投与された抗癌剤は既存の血管

によって腫瘍内に分布される可能性が高い．ゆえに

この段階では投与順序は抗腫瘍効果に影響はあたえ

る因子ではないと推測された．UFr＋C．1．V．　day　7

群とUFT＋C．1．V．　day　14群の間に有意差は認めなか

ったことは，両面とも転移形成初期の段階で薬剤投

与を開始したためと考えられた．TNP－470と抗癌剤

の併用により，抗癌剤のみと同効果を得るのに抗癌

剤総投与量を減じることができ，これにより副作用

の出現を軽減できる可能性を秘めている．このこと

はQOLの立場からみても重要であると考えられ
る．

　5．チャンバー法および病理組織学的検討

　TNP－470による抗腫瘍効果が血管新生阻害に関与

していることをチャンバー法および病理組織学的所

見により検討した．その結果，TNP－470による抗腫

（　10　）
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瘍効果が大きい群ほど血管新生抑制作用が強いこと

が，チャンバー法および病理組織所見にて証明し得

た．以上よりTNP－470の抗腫瘍効果発現は血管新

生阻害作用が大きく関与していると考えられた．ま

たUFTは対照群と比較して血管新生抑制がみられ，

抗腫瘍効果の作用機序に関与していると考えられた28）．

TNP－470とUFrの併用群で最も高い抗腫瘍効果が

得られたことは，両脚による血管新生阻害の相乗効

果による可能性が高いことも病理組織学的に示唆さ

れた．

結 語

　1）TNP－470の血管内投与における溶解法を検討

し，HP－6－CyDを用いることで臨床応用の可能性の

ある溶解法を確立した．

　2）血管内留置用カテーテルと浸透圧樋里ポンプ

を用いて，ラットにおいて持続静注および経門脈系

持続静注が可能な動物実験モデルを作製した．

　3）TNP－470の血中分解速度は早く，TNP－470の

血管内投与においてより高い抗腫瘍効果を得るには

持続静注が必要と考えられた．

　4）TNP470の投与方法，投与時期は抗腫瘍効果

に影響を与える因子であり，経門脈系持続静注で脾

注後14日以内の早期からの投与で最も抗腫瘍効果が

高かった．

　5）抗癌剤併用により抗腫瘍効果の増強がみられ

た．

　6）チャンバー法および病理組織学的検討により

TNP－470の抗腫瘍効果は血管新生阻害作用によるこ

とが証明された．またTNP－470とUFTの併用によ

る抗腫瘍効果の増強は調剤による血管新生阻害相乗

効果による可能性が示唆された．

　尚，本研究は平成11年度東京医科大学研究助成

金の援助によった．
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Antitumor　effects　of　angiogenesis　inhibitor　TNP－470
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　metaStaSIS　ln　ratS．

on　liver

Hideki　TADATOMO．　Shiniti　ITOH　　　　　　　　　　　　　　　　，

（Director：　Prof．　Yasuhisa　KOYANAGI）

Third　Department　of　Surgery，　Tokyo　Medical　University

ABSTRACT

　　We　examined　the　inhibition　of　liver　metastasis　and　life　prolonging　effect　by　administrating　of　TNP－

470in　a　liver　metastasis　model，　which　was　induced　by　infection　of　ACL－15　cells　into　the　spleen．　TNP－

470　was　dissolved　in　4090　HP－6－CyD　solution　and　it’s　stability　was　examined　by　liquid　chromatography．

TNP－470　was　cleared　rapidly　from　the　circulation　after　i．v．　injection．　TNP－470　solution　（total　dose：　30

mg／kg）　was　given　by　one　of　three　ways，　bolus　i．v．　injection　every　5　days，　continuous　injection　in　to　the

jugular　vein　for　7　days，　and　continuous　injection　into　the　iliocecal　vein　for　7　days．　We　started　the　admin－

istration　of　TNP－470　solution　7，　14　or　21　days　after　the　injection　of　ACL－15　cells　into　the　spleen．　The

antitumor　effects　combination　with　UFT　was　also　examined．　The　effects　were　evaluated　by　numbers

of　metastatic　colonies　on　the　surface　of　the　liver　4　weeks　after　transplantation，　and　also　by　the　life　pro－

longing　effect．　The　method　of　continuous　injection　of　TNP－470　solution　in　to　the　iliocecal　vein　in　the

early　stage　in　combination　with　UFT　was　most　effective．　The　chamber　method　and　histopathological

findings　with　factor　Vlll　related　antigen　staining　showed　significantly　fewer　microvesseles　in　the　group

of　continuous　injection　of　TNP－470　solution　into　the　iliocecal　vein　in　the　early　stage　in　combination

with　UFT．　These　results　suggest　that　the　administration　of　TNP－470　at　an　early　stage，　when　the　angio－

genesis　is　not　developed　in　the　liver　metastasis　is　important．

〈Key　words＞　TNP－470，　Angiogenesis　inhibitor，　HP－fi－CyD， UFT
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