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ヒト胃癌に対するCis‐diamminedichloroplatinumとカフェインとの

併用効果と染色体に詠Sよぼす影響

山本 裕 司

竹鼻 敏 孝

緒  言

腹膜播種性転移 に対す るCis‐diamminedichloro‐

platinum(以下 CDDP)の 腹腔内投与は Howelら 1)に

よりその効果が報告され,近 年消化器癌に対しても応

用されている。 し かしながら,投 与量の増加にともな

う副作用の発現や,薬 剤耐性などの問題を有し,満 足

すべき成績は得 られていないり,

カフェインは DNA修 復阻害作用を有 し,種 々の

DNA障 害をもたらす制癌剤 との併用で抗腫瘍効果を

増強する。～ゆとされている。そこで,われわれはヒト胃

癌細胞株 STKM,1"を 用いて CDDPと カフェインと

の併用による抗腫瘍効果の増強と,染 色体に及ぼす影

響について検討し,腹 膜播種性転移に対するCDDP・

カフェインの腹腔内投与の臨床応用への可能性につい

て報告する。

材料 と方法

1.増 殖抑制効果

ヒ ト胃痛細胞株 STKM‐ 1(神 奈川県立がんセ ン
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ヒト胃癌細胞株 STKM-1を 用いて Cis,diamminedichlorOplatinum(以下 CDDP)と カフェインとの

併用抗腫瘍効果 と染色体におよぼす影響について検討した。

CDDP(2″ g/ml)3時 間接触で57%の 増殖率であったが,CDDP接 触後カフェインlmM持 続接触

にて23%に ,2mMに て9.3%に低下し,抗 腫瘍効果の増強が認められた。

CDDP(2″g/ml)処理後の染色体におけるgap/breakの出現頻度は1,816±1,509/Cell,exchanとe

の出現頻度は0.184±0.565/Cellであった。CDDP処 理直後からカフェインlmMを 24時間接触させる

とgap/breakの出現頻度は4.206±3.162/Cell,exchangeは0.760±0.938/Cellと増加した。CDDP処

理後24,48時間後にカフェインを接触させても同様の結果:が得られた。

以上より,カ フェインはDNA修 復阻害作用を有し,胃 癌に対する化学療法において,CDDPと の

併用で抗腫瘍効果の増強が期待された.

Key words: human gastric cell line, STKM-I, caffeine', concomitant effects of CDDP and caffeine,

chromosomal abberation

ター)を 用い,10%牛 胎児血清 (FBS,CIBCO Co.)

加 RPM11640(GIBCO Co.)培 養液にて37℃,5%C02

下で培養した。上記培養液にはPenicillin G 100unit/

ml,Streptomycin 100″g/mlを加えた。

対数増殖期の細胞を用い,l X 105に調製した細胞浮

遊液を60Hlm dish(Coming)に分注し,カ フェインを

0.2,0.5,1.0,2.0,5.OmMの 濃度で持続接触させ,

72時間後に0。25%ト リプシン(DIFCO,USA)で 剣離

分散後,0.5%ト リパンブルー色素排除法にて生細胞を

カウントした.CDDPは 0,2,0.5,1.0,2.0,5,0,10.0

″g/nalの各濃度で3時間接触させ,72時間後に同様に

生細胞をカウントした。

また,CDDP 3時 間接触後,カフェインlmMお よび

2mMの 濃度で72時間持続接触後,同 様に生細胞をカ

ウントし,CDDPと カフェインの併用効果を検討し

ツこ.

各条件下で 3検 体ずつ処理し,生 細胞数は 3検 体の

平均値 とした。なお,検 体中の生細胞数は 1検体つき

4回 測定してその平均値 とした。

2.染 色体分析

CE)DPを2″g/mlの濃度で3時間接触させた。その



46(1958) ヒト胃癌に対するCDDPと ヵフェィ

Fig。 l Method  of treatment with Cis・

diamminedichloroplastinum(DDDP)or caffeine

GrOup A:after 24 hours of treatment with CDDP

(2/g/ml・観lr),GrOup B:after 48 hours of treat‐

ment with CDDP(2/g/ml・ 3hr),GrOup C t after

72 hours Of treatment with CDDP(2μ g/ml・3hr)

CDDP alone: Cells were treated with CDDP

alone,CDDPttcarfeine i cells were treated with

CDDP and exposed to caFfeine(lmM)during iast

24 hours before harvesting

0        24        48       72 hr

CDDP(2″3/d・3情)

mtt A<登&軽姦市

CttB<登&た
CDEP(2″J市 .3倍 )

いいC<登&毎原戸転瓦
後細胞の採取時間により3群 (A群 :24時間,B群 :

48時間,C群 :72時間)に分けた。さらに各群を CDDP

単独群 (CDDP alone)と カフェイン併用群 (CDDP十

careine)に分けた。カフェイン併用群では細胞を採取

する24時間前に培養液中のカフェインの濃度がlmM

になるようカフェインを培養液中に添加 した (地 .

1).

細胞培養液中にコル ヒチンを0,001″g/mlの 濃度に

なるように注入し,3時 間接触後,細胞を採取 し,0.05

Mの KCIで 12分間低調処理を行った。固定は CamOy

液 (メタノール :氷酢酸 3!1)で 3回 洗浄固定後,

スライ ドグラスに塗布し,空 気乾燥 した.乾 燥後, ト

リプシン処理を行い,Giemsa染 色し,染 色体分析を

行った (Fig.2).

各処理 ごとに30個以上の細胞分裂像を観察 して

gap,break,exchangeな どの染色分体の構造異常を

観察 し,計 測した。Gapと breakの区別は,染 色分体

が同軸線上にあるものを gapと し,同 軸線上よりはず

れているものを breakと されているが,両 者の区別は

困難であり,両 者一括 して測定 した。

統計的処理は Student‐t検定および ぇ
2検定を用い

ブt .

ンとの併用効果 と染色体  日 消外会議 26巻  7号

酎ど。2 Method oF chromosome staining

Colchicine (0.001 μ g/●1) for 3 hr

|
はy,otonic tre8↓ 口ent for 20 ,in

FixEtion rith Carnoy'a l irative x 3
(Iethanol:Acetic acid 3:l)

I
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Fig. 3 Effect of caffeine alone on the cell prolifer.
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結  果

1.増 殖抑制効果

1)カ フェイン単独

STKM‐ 1細胞の増殖はカフェインの濃度が0.2mM

および0.5mMで はほ とんど抑制 されず,lmMで 約

78%,2mMで 約40%,5mMで 約22%の 増殖率であっ

た (Fig.3)。

1.0   2.0   3.0   4 0
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Fig. 4 Combination effect of CDDP with caffeine
on the cell proliferation.

C : CDDP alone (3hr), O : CDDP (3hr) *caffeine 1
mM (72hr), n : CDDP (3hr)*caffeine ZmM Q2
hr)

2 ) C D D P単 独

S T K M‐1細胞の CD D Pに 対する感受性は比較的低

く,C D D Pの 濃度が0. 2″g / m lで9 4 % , 1 / g / m lで7 0 % ,

2″g/mlで 57%,5″ g/mlで 26%,10″ g/mlで 9%と 増

殖率は CDDPの 濃度に対して直線的に低下した (Fig.

4 ) .

3)CDDP・ カフェインの併用効果

CDDP接 触後カフェインを持続接触させると,低 濃

度の CDDPで もSTKM‐ 珠田胞の増殖率は著明に低下

し併用効果がみられたが,CDDP 10″g/mlで は併用効

果はみられなかった (Fig。4).

2.染 色体の構造異常

STKM‐ 1細胞の染色体数は46～90本で,最 頻値は52

本であった (Fig.5,6).

無処置群において染色体の構造異常を認めた細胞は

9。1%,gap/breakの 出現頻度は0.103±0.279/cell,

exchangeの 出現頻 度 は0015± 0.171/cellであった

(Table l).

C D D P単 独群において染色体の構造異常を認めた

細胞は24時間後 (A群 )で 7 3 . 5 % , 4 8時間後 (B群 )

47(1959)

Fig.5 Chromosomes of STKM‐ 1
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Fig. 6 Histogram of chromOsome nurnber of

STKM‐ 1
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で60%,72時 間後(C群 )で51.5%と 無処置群 と比較 し

て有意 (p<0,01)に 増加したが,時 間の経過 とともに

減少す る傾向がみ られた (Table l)。さらに,gap/

breakお よび exchangeの 出現頻度も無処置群 と比較

し有意 (p<001)に 増加した (Fig.7,9,10).

CI)DP接 触直後からカフェインをlmMの 濃度で24

時間接触させると (A群 ,CDDP ttcafeine),染 色体

の構造異常を認めた細胞は95.9%と 有意 (p<0,01)に

増加し (Table l),gap/breakお よびexchangeの 出

現頻度は CDDP単 独接触群 と比較 し有意(p<001)に

増加した (Fig.8,9,10).

CI)DP接 触24時間後 (B群 ,CDDPttcafeine)お よ

び48時間後 (C群 ,CDDPttcareine)に カフェインを

接触させても同様の結果が得 られた (Fig.9,10).

考  察

CDDPは 1969年Rosenbergら 1いによ り開発 された

制癌剤であり,現 在各領域の癌化学療法の中心的役割

Numbsr of chromoaomes (/cell)

CDDP(″ g/m:)
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Fig. 7 Chromosome aberrations induced by

CDDP treatment with Zpg/ml ( 1 : break)

ヒト胃癌に対するCDDPと ヵフェインとの併用効果と染色体  日 消外会議 26巻  7号

Table l  lncidence of chronnosome abberations
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Fig, 9 Incidence of chromatid gaplbreak

Group A GroW B Gros C

10 Incidence of chromatid exchange
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CDDPに よりDNAに 損傷を受けた細胞は G2期 の

延長を来 し,この間に DNAは 修復 され M期 へ と回転

するが,修復できない細胞は死滅する。この DNA修 復

機構には損傷を受けた部位が除去され,そ の後新しい

DNAを 合成し除去された部位に置換されるexcision

repairと,損 傷を受けたままDNAが 複製され,そ の

後修復 され るpostreplication repairとがあるが,

CDDPに より損傷を受けた細胞は後者の pOst replica‐

No. of cells damaged cells
(%)

chromosome aberrations (/cell)

gaplbreak exchange

Control

GrOup A   :33:fttine

Croup B  :33:ftttieine

Croup C   ::::ft署督eine

3 ( 9 1 )

3 6 ( 7 3 5 )司

47(95 9)」

18(60 0)――■

47(87 0)一―」

17(51 5)――¬

27(84 4)――」

0103± 0279

1816± 1509司

4206± 3162-」

1 000t1 240¬

5 037t3 990」

1 1 5 2±1 3 0 2¬

3 8 4 4±3 3 2 3 -」

0015± 0171

0184± 0565¬

0 760tO.938-―」

0 167■0 456-一¬

1574± 1525」

0 030二生0 183-―¬

0 719■0 023-―」

`p<001

畿

Fig. 8 Chromosome aberrations induced by treat-
ment of CDDP (2ps/ml) and caffeine (lmM)
( t : gap, A: exchange)

！甕

を果たしている。その主たる作用機序は DNAと 結合

し,crosslinkを形成することによるDNA合 成障害で

ある11)～1め.
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tion repairにより修復する。とされている。 こ うした

CDDPの 作用は DNAヒ ス トグラム上 G2M期 の蓄積

として現れ,染色体にもgapや breakな どの形態異常

として現れてくる.
一方,カ フェイン単独では高濃度の場合,細 胞内

cyclic AMPの 上昇,Thymidineや Uridineの細胞内

への取 り込みの低下あるいは DNA polymerase活 性

の低下などによりDNA合 成を阻害するが,低 濃度で

はその効果はほとんどみられない1。とされている。わ

れわれの実験結果からもカフェイン濃度が0.5mMま

での低濃度では増殖抑待」効果はみ られなかったが,1

mMで 約30%,2mMで 約60%の 増殖抑制がみられた。

カフェインの低濃度における作用は DNA修 復阻害

作用 とされている。Van Den Bergら "は CDDP処 理

後にみ られるDNA合 成の低下は0,75mMの カフェ

インを併用することにより正常 レベルまで回復す る

が,合 成された分子量は正常の分子量 と比較 して低い

ことからカフェイン“まpost replication repairを離1害

す るとしている。さらに,Isekiらいの報告によると

Neocarzinostatinとの併用で,Mitotic lndexを経時

的に測定すると,そ の回復時間は Neocarziostatin単

独よりも速 くなることからカフェインは DNA損 傷を

受け G2期 に蓄積 している細胞を DNAが 修復 されな

いままM期 へと回転させるものと推測 している。

著者はこうしたカフェインの作用を染色体の形態学

的変化から検討 した。CDDP単 独処理後にみ られた

gapや breakお よび exchangeの構造異常の出現頻度

はカフェイン併用において有意 (p<0.01)に 高 く, こ

うした変化は CDDP処 理後72時間までのいずれの時

期にカフェインを作用させても同様であった。

染色体の構造異常の生成機構は不明な点が多いが,

CDDPに より損傷を うけた DNAは 切断され,そ の大

部分は元通 りに修復するが,あるものは M期 へと回転

し,染 色分体が切断されたまま残 り,あ るものは 2個

の切断部位が誤って再結合 し,exchangeな どの異常

を形成する1ゆと考えられる。

カフェイン併用により染色分体の構造異常が増加し

たことは,前 述のごとくカフェインによりDNA修 復

が阻害されたものと考えられる。

以上のようにカフニインは DNA障 害をもたらす制

癌剤 との併用で抗腫瘍効果の増強がみられるが,そ の

効果発現にはカフェインが長時間持続的に接触するこ

とが必要であった。

In vivoによる実験では Kyriazisらのは膵癌株を用

49(1961)

もヽ て CDDPと 1‐β‐D‐Arabino‐furanosylcytosine

(Ara,C)を併用し, さらにカフェインを200～300mg/

kg週 1回 の腹腔内投与で相乗効果が得 られた として

いる。また,Mourelatosら ゆもEhrlich腹水癌細胞を

用 いて Cydophosphamideと 併 用 しカ フェイ ン130

μgんgの 腹腔内 1回 投与で相乗効果が得 られたとして

いる。しかし,われわれの行った実験
1いでは相乗効果を

得るためには CDDP投 与後 カフェインを顔回に腹腔

内投与する必要があ り,Kyriazisのや Mourelatosらゆ

の報告 と違った結果であった。

路床例では Kelsenら1のは進行膵癌症例 に対 して

CDDP,Ara‐ C投 与後 カフェイン400mg/m2皮 下投与

したが,効 果は得 られなかったとしている。しかし,

カフェインは前述したように制癌剤投与後持続的に腫

瘍 と接触することが必要であ り,臨 床応用す るにあ

たって,全 身投与よりは腹腔内投与のような局所投与

に適 していると思われる。今後, さらにカフェインの

投与量,投 与時期などの検討が必要 と思われるが,腹

膜播種性転移を有する胃痛に対するCDDP腹 腔内投

与においてカフェインを併用することにより,抗 腫瘍

効果の増強が期待できるものと思われる。

稿を終えるに当たり,STKM‐ 1細胞株を提供して頂いた

神奈川県立がんセンターの矢野間俊介氏に心から感謝いた

します.
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The Concomitant Bffects of Cis-diamminedichloroptatinum and Caffeine on the
Proliferation and Chromosomal Changes

Yuji Yamamoto, Tomishige Amano, Toshio Imada, Norio Aoyama, Hiroharu Suzuki, Toshitaka Takehana,
Yasushi Rino, Makoto Takahashi and Akihiko Matsumoto

First Department of Surgery, Yokohama City University School of Medicine

The antitumor activity of concomitant Cis-diamminedichloroplatinum (CDDP) and caffeine treatment and its
chromosomal effects were studied using by a human gastric cancer cell line, STKM-I. The growth rate was 57%
after 3 hours of treatment with CDDP (2 pglml), but it was reduced to 23% and 9.3% respectively by incubation with
1 mM and 2 mM caffeine following treatment with CDDP. Thus, the antitumor effect of CDDP was enhanced by
caffeine. The incidence of gaps or breaks in the chromosomes after treatment with CDDP (2 pg/ml\was 1.816 i
1.509/cell and the incidence of exchange was 0.184 t 0.565/cell. When the cells were incubated with 1 mM caffeine
for 24 hours beginning just after CDDP treatment, the incidence of gaps or breaks increased to 4.206 t 3.I62/cell
and that of exchanges to 0.760 t 0.938/cell. The same results were obtained by incubation with caffeine for either
24 or 48 hours after CDDP treatment. These findings indicate that caffeine may inhibit DNA repair, and should
enhance antitumor activity when used concomitantly with CDDP in the treatment of gastric cancer.
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