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S-1, a novel ora川uoropyrimidine, has increasingly been used for the treatment of many types of human

cancerincluding gastrointestinalcarcinomas, breast, lung, head & neck etcl　0Xaliplatin is a third一generation

platinum compound, has been used for the treatment of gastrointestinalmalignancies･ The purpose of the pres-

ent study is to investigate whether S- 1 (prodrug of 5-FU) and Oxaliplatin combinationchemotherapy was euec-

tive to human ovarian cancer. SHIN-3, human ovarian cancer cell line was usedinthis study. Nudemice in-

jecting tumor cells in the abdominal cavity were treat,edwith 10 mgn'g Sll, and 3.35 mgn'g, 1.67 mがkg

Oxaliplatin or both. Tumor weight on the days of 21 was the treatments'endpoint･ The results showed that

while Sll or Oxaliplatin were slightly effective as slngle agents in tumor weight, the combined treatment was

highly effective. (Control ; 1.47±0.18 g, S-1 ; 0.91±0･40 g, 0Ⅹaliplatin ; 0･86±0･48g, S-1+0Ⅹaliplatin ;

0.06±0.05 g.) Wealso examined the anticancer efBcacy using biomarker CA-125･ But there were few euects

of combining treatment, whereas in vivo tumor weight experiment demonstrated higheffectiveness･ (Con-
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trol ; 28.55±08.56U/ml, S-1 ; 2.83±4.28 U/ml, 0Ⅹaliplatin ; 4.87±4.49 U/ml, S-1+0Ⅹaliplatin ; 3.70±1.74 U/

ml.) To detemine whether S-1 and Oxaliplatin combinationchemotherapy is euective on SHN-3 humanovar-

ian cancer cells, MTT assay were used. The result shows that combination therapy were slightly effective than

single agents therapy. (Control ; 1±0.12, 5-FU ; 0.71±0.06 , 0Ⅹaliplatin ; 0.64±0.16, 5-FU+0Ⅹaliplatin ;

0.52±0.ll.) h these data, we concluded that S-1 and Oxaliplatin chemotherapy is very eHective for human

OVanan Cancer.

1.は　じめに

進行･再発のがんに対し,医療の現場では新薬

の開発と臨床研究が常に行われ,化学療法は常に

進歩し続けている｡そのような中でS-ll)は非小

細胞肺がん･胃がん･結腸がん･直腸がん･乳が

ん･子宮頚がん･障がんに対して著しい成果を挙

げており2),他の薬剤との併用も数多く研究され

ている3-7))｡S-1はフルオロウラシル(以下

5-Fu且))のプロドラッグであるテガフール(以下

FT)に2つのモジュレーター,ギメラシル(以

下CDHP)9)とオテラシルカリウム(以下0Ⅹo)10)

をモル比1:0.4:1の割合で配合した経口抗悪性

腫蕩剤である1･11~13)｡ FTは主に肝ミクロゾーム

P450(CYP2A6)により徐々に5-FUに変換される｡

なお5-FUは効果発現及び副作用発現のメカニズ

ムが解明されており,広くがん治療に使われてい

る抗悪性腫蕩剤である14)｡ cDHPは主に肝に多く

分布する5-FUの異化代謝酵素のジヒドロピリミ

ジンデヒドロゲナ-ゼを選択的に阻害することに

よって, Frより派生する5-FU濃度を上昇させ,

抗腫癌効果が増強させる働きをもつ12)｡ oXoは消

化管組織に分布し, 5-FUの強い抗腫蕩効果を損

なうことなく.消化管障害が軽減すると考えられ

ている10･13)0

また,現在卵巣癌に対する治療はプラチナ製剤

が主流の一つになっているが5-17),プラチナ製剤

は副作用の多さが常に問題となってきた18-20)｡そ

こで,我々は副作用低減の目的で,より少ない量

で抗腫壕効果を増強させるため,他の薬剤との併

用を考えた｡

併用させる薬剤は先に挙げたS-1と第三世代の

プラチナ製剤であるオキサリプラナン(以下L-

OHP)2122)としたo　プラチナ製剤は生体内変換体

を形成し,腫壕細胞内のDNA鎖内及び鎖間の両

者に白金-DNA架橋を形成する｡この架橋が

DNAの複製及び複写を阻害し,細胞増殖を抑制

する作用を発現すると考えられる｡ LOHPの対

象疾患は治癒切除不能な進行･再発の直腸･結腸

癌である｡ LOHPは単剤としての効果は十分で

はなく. 5-FUやホリナ-ト(IN)との併用によ

る有用性が確認されている22)0

本研究で我々は卵巣癌の腹腔内播種に対して

S-1としOHPの併用療法を試み,併用における

抗腫蕩効果の有用性を単独治療のみを行った場合

と比較することで検証を行った｡

2.材料及び方法

2-1細胞株

sHN-323) (ovarian cancer) :ヒト卵巣薬液性嚢

胞腺病由来の細胞培養株である｡ CA-125及び組

織ポリペプチド抗原(TIn)の2種類の腫癌マー

カーを恒常的に産生する｡

2-2　薬剤

本実験で用いた抗癌剤は以下の通りである｡
･ S-I (TS-1 ; Taiho PharmaceuticalCo., Ltd.)

･ L10HP (エルプラット;池kultHonshaCo.,

Ltd.)

2-3 invivoにおける抗腫療効果実験

invivo系の実験としてヌードマウスに腫壕を移

植して治療を行った後,開腹し転移の状態を調べ

た｡なお動物実験においては東北大学動物実験委

員会の指針を遵守した｡

(∋　SHIN-3をRPMIMedium 1640 (ライフテ

クノロジーズジャパン株式会社製), 10%FETAL

BOVINE SERUM(MP BiomedicalS, Inc. &　#@) ,
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1%penisillin-streptomycin (ライフテクノロジー

ズジャパン株式会社製)で培養後, singlecellの

状態にし, 5×106cellsn)odyを体重約20gの

BALB/C♀ヌードマウス(6週齢)の腹腔内に

26Gの注射針を用いて移植し,翌日より治療を開

始した｡治療に用いる薬剤はS-1とLOHPとし

た｡グループはControl群(無治療群　Vehicle投

与), S-1 (10mgn(g (5-FU相当))単独群,

L-OHP (3.35m〆kg)単独群, L-OHP (1.67mg/

kg)単独群, S-1 (10 mgn(g(5-FU相当)) + (3.35 mg/

kg)併用群, S-1 (10mgn(g (5-FU相当)) +L-

OHP (1.67mgn(g)併用群の6群とした｡なお

vehicleはS-lには0.5%ヒドロキシプロピルメチ

ルセルロース2910 (和光純薬工業株式会社製,

以下HPMC),L-OHPには5%ブドウ糖注射液(大

塚製薬株式会社製)を用いる｡各グループのヌー

ドマウスは各5匹とした｡

②　治療は腹腔内に細胞を移植した翌日(dayl)

から開始した. S-1は1日1回(5回/week) 2週

間経口投与し, S-1を投与しない全てのグループ

にControlとしてVehicle (0.5%HPMC)を経口授

与した｡ L-OHPはdayl及び血y8に腹腔内投与

した｡ L-OHPを投与しない全てのグループに

contmlとしてvehicle (5%ブドウ糖注射液)を

26G注射針を用いて腹腔内投与した｡ (図1)｡毒

性判定として各治療群毎の体重変化を週3回の割

合で調べた｡

③　胞移植後21日後にヌードマウスを安楽死

させて解剖し,腹腔内播種の状態を調べてデジタ

ルカメラで記録した｡また,目視で腫癌を確認し

ながらピンセットを用いて摘出し,その重量を分

析天秤で測定した｡

2-4　腫療マーカーCA-125倍による抗腫癌効

果判定

ヌードマウスを開腹する際に血液を採取し,

1.5mlバイアルに入れて遠心分離機(1,800rpm,

10min)にかけて血清を取り出す｡取り出した血

清からEnzyme-Linked lmmunoSorbent Assay法

(以下ELISA法)を用いて各治療群における腫蕩

マーカーCA-12524)の値を調べた｡ ELISA法を行

うに当たり, Immunospec Corporation (U.S.)製

のCA-125EuSAKit (96tests)を使用し,手順は

付属のプロトコルに準じて行った｡

2-5 in vitrD系による3- (4,5-dmethylthiazo1-2-

yl) 12,5diphenyltetra20lium brmide (MTT)
cytotodcity assaly (以下MTT aswy)によ

る殺細胞効果判定

96wellプレートに細胞をlwellあたり1×103個

に撒き,薬剤による治療を行った｡治療に用いる

薬剤濃度は事前の実験で細胞の生存率が約50%

図1. invivo系の実験概要
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となった濃度とし,それぞれ5-FU (80011M),

LOHP (100llM)とした｡ 24時間経過後に

MTTassayを行った｡

①　血清を含まない培養液にMTT溶液(5mg/

mlinBPS)を加え, 0.2pmのフィルターでろ過

した｡

② lwellにつき50LLlのMTT溶液をくわえ,

37℃で4時間インキュベ-トした｡

(卦　MTT溶液を捨て.エタノールとジメチル

スルホキシド(シグマアルドリッチジャパン株

式会社製)の混合液(1:1)を150pl加えた.

(彰　室温で10分インキュベ-トした｡

⑤　96wellプレートリーダーを用いて540mm

の波長の光の吸収度を測定した｡

3.結　　　果

311 invivoにおける抗腫癌効果実験

図2に各治療毎の腹腔内播種の状態を示す｡

治療を行っていないControl群の写真では,潤

化管に付着した腫癌が多く確認できる｡

S-1単独群のマウスの腫癌はControl群に比べ

て少ないことが分かる｡

L-OHP (3.35mgルg)のみで治療を行ったマウ

スではS-1単独群よりもさらに腫癌が少ないこと

図2.腹腔内播種の状態
-で示す部分が腫壕である｡
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が分かる｡

S-1+L-OHP (3.35mgn(g)併用群はほとんど

腫壕が確認されなかった｡

併用効果を検証するためLOHPの投与量のみ

を1,67mgn(gに代えた場合を調べたところ,

L-OHP (1.67mgn(g)単独群はControl群に比べ

腫場が減少していたが, S-1+L-OHP (1.67mg/

kg)併用群では腫場がほとんど確認されない結果

となった(datanotshown)｡

各群における腫蕩重量をまとめたものを図3に

示す｡腫蕩重量はそれぞれControl 1.47±0.18g,

S-1 (10mgn(g5-FU相当) 0.91±0.40g, L-OHP

(3.35 mgnig) 0.31±0.27g. L-OHP (1.67 mgn(g)

0.86±0.48g, S-1 (10mかkg51FU相当)+ L-OHP

(3.35 mgn(g) 0.01±0.02 g, S-1 (10 mgnig 5-FU

相当) + L-OHP (1.67mgn(g) 0.06±0.05gであっ

たo Control群に比べて各治療における腫壕重量

は減少していた｡また,単剤使用に比べてS-1と

しOHPの併用は抗腫癌効果が大きいことが分か

る｡

S-1+LOHP (1.67mgn(g)併用群はそれぞれ

の単剤使用群との有意差が認められた(b>0.05)0

Sll+L-OHP (3.35mgn(g)併用群はS-1単独群

との有意差が認められた(p>0.05)が, L-OHP

(3.35mgn(g)単独群とでは有意差が認められな

1.8
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図3.腫蕩重量
(a)Control (b)S-1(10mg収g5-FU相当) (C)

L-OHP (3.35mgn(g) (d) L-OHP (1.67mg/

kg) (e) S-1 (10mかkg5-FU相当)+L-OHP

(3.35mgn(g) (i) S-1 (10mgn(g5-FU相当)十

LOHP (1.67 mdkg)

BarはSDを示す
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図4.体重の推移

(a) Control (b) S-1 (10mdkg5-FU相当) (C) L-OHP (3.35mgn(g) (d) L-OHP (1.67mgn(g) (e)

S-1 (10mgルg 51FU相当)+L-OHP (3.35mがkg) (i) S-1 (10mgn(蛋 5-FU相当)+ L-OHP (1.67mg/

kg)

BarはSDを示す
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かった(9-0.ll)0

副作用による毒性を確認するため,マウスの体

重の推移をみたものを図4に示す｡ S-1とLOHP

併用群は, Control ･単剤使用群と比較して体重

の減少がやや大きいことが確認できる｡また.

S-1と併用するL10HPの投与量が1.67mg稚gの

群は,投与量が3.35mgn(gの群に比べて治療終

了後の体重の増加が大きいことが確認できる｡

3-2　腫癌マーカーCA-125億による抗腫蕩効

果判定

ELISA法によって得られた腫蕩マーカーCA-

125倍を図5に示す｡マーカー値はそれぞれCon-

tro1 28.55±08.56U/ml, S-1 (10 mgn(g 5-FU相当)

02.83±4.28 U/hd, L-0Ⅰ廿(3.35 mが(蛋) 4.56±0.55 U/

ml, L-OHP (1.67mgn(g) 4.87±4.49U/ml, Sl1 (10

men(g 5-FU相当) +L-OHP (3.35mgnig) 0.47±

2.llU/ml, S-1 (10mgn(g5lFU相当)+ L-OHP

(1.67 mgn(g) 3.70±1.74 U/mlであった.

Controlに比べて各治療におけるマーカー値は

非常に小さい値となった｡各治療におけるマー

カー値を比較すると, S-1+L-OHP (1.67m〆kg)

併用群では単剤使用の場合とほとんど変わらな

かったが, S-1+L-OHP (3.35mgn(g)併用群で

は単剤使用と比べてマーカー値は小さい借となっ

た｡

また, ERISA法による腫癌マーカーの値は非

常にばらつきが大きかったが,その中でS-1+L

OHP (3.35mgn(g)併用群とL-OHP (3.35mg/

kg)単独群との間には明確に有意差が認められた

(p>0.05) ｡

3-3 in vitro系によるMTTassayによる殺細

胞効果判定

MTTassayによる殺細胞効果の結果を図6に示

す｡ Controlを1 (±0.12)とした場合のそれぞれ

の相対値は5-FU (800pM) 0.71±0.06, L-OHP

(100 LIM) 0.64±0.16, 5-FU (800 LIM)+L-OHP

(100pM) 0.52±0.11であった｡

invivoほどの顕著な効果は見られなかったもの

の. Contmlに比べて各治療における相対値は小

さい結果となった｡また, 5-FUとLOHPの単

剤使用に比べて併用を行った場合で効果が大きい

』㈹｣3
⊥【脚
JS⊥伽

･⊥13仙　35　氾　25　祖　15　5　5　0

(【長n)遡丁上n-i

図5.治療の違いにおけるCA-125の相対値(ELISA)

(a)Control (b)S-1(10mdkg5-FU相当) (C)

L-OHP (3.35mgn(g) (d) L-OHP (1.67md

kg) (e) S-1 (10mgn(g5-FU相当)+L-OHP

(3.35rndkg) (i) S-1 (10mgn(g5-FU相当)

+L-OHP (1.67mgn(g)一

BarはSDを示す

1.2

1

0.8
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∵■
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図6.各薬剤投与における殺細胞効果(MTTassay)

(a) Control (b) 5-FU (800uM) (C) L-OHP

(100uM) (d) 5-FU (800uM)十L-OHP

(100 uM)

BarはSDを示す

ことが確認できる｡

4.考　　　察

4ll invivo系における抗腫蕩効果と毒性

invivo系ではS-1とL-OHPを併用することで

卵巣癌の腹腔内転移に対して優れた抗腫蕩効果が

得られた. S-1+L-OHP (3.35m9kg)併用群と

L-OHP (3.35 mgn(g)単独群では有意差が認めら

れなかったものの,今後さらに標本数を増やすこ

とで有意差を認めることができるようになると考

えられる｡
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毒性を調べるため体重の推移を測定したとこ

ろ,単剤使用においてはS-1単独群もLOHP単

独群もControl群とそれほど変化がなかったが,

併用治療群では体重減少が顕著にみられた｡この

場合, LOHPの投与量が多いほど体重の減少も

大きいため, LOHPの投与量を小さく抑えるこ

とで毒性を抑えることが必要である｡また,

L-OHPの投与量を3.35mgn(g/dayから半分の

1.67mgnくddayに減らした場合でもS-1との併用

で十分な効果が得ることができ.かつ体重の減少

を小さく抑えることができた｡以上のことから,

高い抗腫蕩効果を得つつ,より毒性を抑えた治療

を行える可能性がある｡

LOHPの投与量について体重変化と腫癌重量

の結果から考えると,より最適な投与量が1.67-

3.35mgn(g/dayの間にあるものと考えられるo　こ

の投与量であれば高い抗腫癌効果を得つつ,毒性

(体重減少)を最小限に抑えることができるもの

と思われる｡

また,今回S-1の投与量を変えた実験は行わな

かったが, S-1の投与量の違いによる変化を詳し

く調べることで,さらに効果的なS-1としOHP

の併用療法が可能となると考えられる｡

S-1及びLOHPの投与制限毒性はそれぞれ骨

髄抑制14),神経毒性22)であると報告されている｡

ここでは毒性を調べるため体重のみの変化を見た

が,今後は多用な毒性を示す指標を用い,治療法

による副作用の影響の違いを調べていきたい｡

4-2　腫癌マーカーCA-125億による抗腫蕩効

果判定

腫癌マーカーCA-125倍による抗腫癌効果判定

の実験においては. S-1+LOHP (1.67mgn(g)併

用群での抗腫療効果は単剤とほとんど変わらない

結果となったo Lかし, S-1+L-OHP (3.35mg

kg)のものにおいては併用による効果が出ていそ

うである｡この結果に対して,図2,図3のデー

タを見ると, Sll+L-OHP3.35mgn(g併用群のみ

ならず, Sll+LOHP 1.67mgkg併用群において

も単剤と比較しても優れた抗腫癌効果が確認でき

る｡この違いは,図2,図3は目視できる範囲の

腫場だけを摘出して調べた結果だが,腫癌マ-

カーでは血清を採取してCA-125の値を調べてい

ることが原因であると考えられる｡ CA-125は卵

巣掃墨腹膜を発生起源とする柴液性腺癌で最も特

徴的に上昇するバイオマーカーである25'｡ cA-

125は様々な偽陽性因子が存在することなどの問

題点が指摘されている26)が,卵巣や腹膜原発の

柴液性腺痛では高値を持続することが多く,経過

と共に漸増し,腹腔内病巣があれば他の組織亜型

の腺癌であってもそれぞれに特異な腫疹マーカー

とともに軽度～中等度の上昇を示すため,卵巣癌

で使用されるバイオマーカーとしてグローバルス

タンダードとなっている25)｡また,評価可能病変

が出現する3-4ケ月前にCA-125の値が上昇す

ることから,卵巣癌の再発を予知する予後因子と

しても有用であるとの報告もある27･28)｡このこと

を踏まえると,併用にはLOHPの投与量を

3.35mgnくgとした方が,再発を防止するという点

において適当なのではないかとも考えられる｡い

ずれにしてもこの点は今後の研究が必要となる｡

4-3 in vitro系によるMTTassayによる殺細

胞効果判定
一方in vitro系では,わずかに併用した場合の

殺細胞効果が見られたが,しかしinvivoほどの

抗腫蕩効果は得られなかった｡これはSHIN-3の

ダブリングタイムとMTTassayの検査時間に起

因するとものと考えられる｡ 5-FUは細胞周期の

S期に取り込まれることで作用する性質があるた

め29),薬剤を投与してもある程度時間をおいて細

胞周期のサイクルを回さなければ効果が得ること

はできない｡本実験では, invivoの治療期間は

14日であったのに対してin vitroでの治療期間は

1日のみであったため,治療期間が短すぎて

5-FUが十分に作用せず,顕著な抗腫疹効果が見

られなかったものと考えられる｡したがって治療

期間をより長く設定することでinvivoに近い治

療効果が得られるものと考えられる｡

5.結　　　語

本研究により卵巣癌に対するLOHPとS-1の

併用による優れた抗腫壕効果が認められた｡今後,

より細かい適正量が検討され,卵巣癌治療の発展
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につながることを期待する｡
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