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生体内におけ る腫瘍細胞の制癌剤 に対す る感受性試験に

関す る研究 第2報

腫瘍細胞結節型を用いた制癌剤感受性判定について

副 島 清 治 ・佐 藤 公 生

弘前大学医学部第一外科

(昭和46年4月26日 受付)

1.　 は じ め に

癌 細 胞 の制 癌 剤 に 対 す る感 受 性 の判 定 法 に 関 し て,

CAP法1),INK法2),SDI法3)そ の 他 多 くの 業 績 が み ら

れ る。1954年ALGIREら5)は,移 植 免 疫 に お け る細 胞

性 抗 体 と体 液 性 抗 体 を 検 討 す る こ とを 目的 と し て,Dif-

fusion chamberを 考 按 し て い る が,こ のDiffusion

chamberを 使 用 す る こ とに よ り,生 体 に 近 い 状 態 に 保

た せ た,一 定 量 の 腫 瘍 に 対 し て,一 定 量 の 制 癌 剤 を 作 用

させ,そ の 感 受 性 を 検 討 す る こ とが 可 能 で あ る。 著 者 は

前 報4)に お い て,ALGIERら5)の 考 按 し たDiffusion

chamberを 応 用 し,実 験 腫 瘍 腹 水 型 を 用 い,Diffusion

chamber内 腫 瘍 細 胞 数 の 増 減 を 指 標 と して 生 体 内 に お

け る腫 瘍 の制 癌 剤 に 対 す る感 受 性 を 検 討 し,Diffusion

chamber法 が 制 癌 剤 感 受 性 試 験 の た め の1手 段 と して

有 用 で あ る こ とを 認 め てい るOし か し制 癌 剤 感 受 性 試 験

の 目的 は あ く まで も人 癌 組 織 で あ り,組 織 塊 をfreecell

typeと す るた め の 方 法 と して は,Trypsin液 中 で 攪拌

す る方 法 が 一 般 的 で あ り,そ の外,近 藤 ら6)の ク ラ ッ シ

ヤ ーを 用 い る方 法,山 根 ら7)の 精 製 プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い

る 方 法 等 い ぐつ か の 方 法 が あ るが,手 技 の面 倒 さ と,多

くのliving free cellを 得 るた め の 技 術 的 困 難 性 を 伴 な

い,1つ の 大 き な問 題 点 とな る 。 で きれ ば 人 癌 結 節 の ま

ま で制 癌 剤 感 受 性 の 判 定 が可 能 で あ る こ とが 望 ま し い。

著 者 は,1) Diffusion chamberが 生 体 内に おい て 結 節

型 腫 瘍 の制 癌 剤 に 対 す る感 受 性 試 験 の た め の1手 段 と な

り う るか を 明 らか に す る こ と,お よび2)生 体 内に おい

て制 癌 剤 感 受 性 試 験 を 施 行 す る た め に は,癌 患 者 自身 の

生体 を 利 用 す るか,ま た は他 の 生 体 を 利 用 す るか を 意 味

す る こ とで あ るの で,Diffusion chamberを 挿 入 す る宿

主 を 同 種 の 宿 主(本 文 中 で はrat)お よび 異 種 の宿 主(本

文 中 で はmouse)と し て,Diffusion chamberに よ る

制 癌 剤 感 受 性 試 験 を 検 討 す る こ とを 目的 と して,次 の実

験 を 試 み た 。

II.　 実 験 材 料 お よ び 方 法

実 験 腫 瘍 は,MMC感 受 性 弘 前 肉腫,吉 田 肉腫 お よび

MMC耐 性AH66を 用 い,各 々の 純 培 養 状態 の 累 代 移

植 細 胞 腹 水 型 をDonryu rat背 部 皮下 に 注 入 して腫 瘍皮

下 結 節 を 作成 し,摘 出 後 概 小 細 片 と してHanks液 と共

にDiffusion　 chamber内 に 封 入 した 。

実 験 動 物 は,100～120gのDonryu ratお よび20～

30gのddmouseを 用 い,腫 瘍 を封 入 したDiffusion

chamberはDonryurat背 部 皮下 に 同 種挿 入 さ れ,ま

たdd mouse背 部 皮 下 に 異 種挿 入 され た 。

制 癌 剤 はMMCを 用 い,0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5

mgの 各 量 をDiffusion chamber周 辺 に 局所 投 与 した。

観 察 項 目は,組 織 像,酵 素 活 性,放 射 性 同 位 元 素 標識 率

で あ り,実 験 動 物背 部 皮 下 に 挿 入24時 間 後 に摘 出 され

たDiffusion chamber内 腫瘍 細 胞 の 変 性,壊 死 等 の組

織 像 の変 動,乳 酸 脱 水素 酵 素(LDH),コ ハ ク酸 脱 水 素

酵 素(SDH)の 変 動,3H-Thymidine標 識 率 の 変 動 を指

標 と して 制癌 剤 の 感 受 性 を 判 定 しよ う と した(第1図)。

乳 酸 脱 水 素酵 素 はNACIILUSら11)の 方 法,コ ハ ク酸

脱 水 素酵 素 は 森12)の 方 法 に 従 が い,3H-Th.標 識 率 の検

討 は 津屋13)の 方 法 を 参 照 し,腫 瘍 組 織 極 小 細 片 を3H-Th.

10μc/3ml Hanks液 中 に2時 間incubate後 遠 心 洗灘,

捺 印標 本 作成,固 定 後Stripping法 に よ りAutoradio-

graphを 作 成 し施 行 した 。

III.　 実 験 結 果

1.　 弘 前 肉 腫 結 節 型 の制 癌 剤 感 受 性試 験 に つ い て

弘 前 肉腫 皮 下 結 節 を 極 小 細 片 と してDiffusion cham-

第1図　 実 験 方 法
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berにご封入 し,Donryuratお よびddmouse背 部皮下

に同種お よび異種挿入後MMCを 局所投与24時 間後に

摘 出,Diffusion chamber内 弘 前肉腫 の組 織 像,LDH,

SDH, 3H-Th.標 識率の変動を観察 した。

組織像では,同 種挿入群に おいて24時 間対照お よび

MMC投 与群 とも挿 入前 に 比 し て,や や腫瘍 細胞の 変

性,壊 死の増加 を認 めるが,と くにMMC0.5mg投 与

例に壊死が進行的であ る。異 種挿入 群 も同種挿入群 とほ

ぼ 同様の傾 向を示すが,同 種挿入 群 に 比 し てMMC投

与例に腫瘍細胞の変性,壊 死 がさらに進 行 的 で あ り,

MMC0.2mg, 0.5mg投 与例に壊 死に陥つた腫瘍細胞

の増加をみ る。

LDHで は,同 種挿入 群にお い て24時 間対照に活性

の低下を示 し,MMC投 与群に挿 入前お よび24時 間 対

照 に比 して さらに活性の低下を示 した 。異 種挿入群にお

いては,同 種挿入群 とまつた く同様の傾向を示 し,24時

間対照に 比 して,投 与群に活性 の低下は進行 的 で あ つ

た。

SDHで は,同 種挿 入群にお いて24時 間 対 照にごやや

活性 の低 下を認め,MMC投 与群 にさ らに進行的 に活 性

の低 下を認め,と ぐにこMMC0.2mg, 0.5mg投 与例 に

活 性の低下は著 しい。異 種挿入群にこお い て は,24時 間

対照 に明 らかに活性 の低下 を認め,MMC投 与群 にさ ら

に著 しい活性の低下が認 め られた(第1表)。

3H-Th .標識率では,同 種挿 入群にこおいて24時 間対照

に 比 し,MMC投 与群にご標識率 の低下 が進 行的で あ り,

挿入 前に比 して対照お よびMMC0.01mg, 0.05mg投

与例 がほぼ同程度の標識率 の低 下を示 し,MMC0.1mg,

0.2mg, 0.5mg投 与例が ほぼ 同程度では あるが さらに

標識 率の低下を示 してい る。異 種挿入群におい ては,標

識率 の低 下は同種挿入群 に比 して さらにご進行的 であ り,

挿入 前に比 して24時 間対照 に標識率の 明らか な低下を

第1表　 Diffusion chamber内 弘 前 肉 腫 組 織 像 と酵

素 活 性

(Mitomycin局 所 投 与 後24時 間)

A: in Donryu rat, X.: in DD mouse 

0: Pre implant

第2表　 Diffusion chamber内 弘 前 肉 腫

Thymidine標 識 率

(Mitomycin局 所 投 与 後24時 間)

Allo: in Donryu rat, Xeno.: in DD mouse

0: Pre implant

第3表　 Diffusion chamber内 吉 田 肉 腫組 織 像 と酵

素 活 性

(Mitomycin局 所 投 与 後24時 間)

A.: in Donryu rat, X.: in DD mouse 

0: Pre implant

第4表　 Diffusion chamber内 吉 田 肉 腫

Thymidine標 識 率

(Mitomycin局 所 投 与 後24時 間)

Allo.: in Donryu rat, Xeno.: in DD mouse 

0: Pre implant
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認 め,MMC投 与群の標識率 の低下 はさらに進行的で あ

り,MMC0.01mg, 0-05mg投 与例 お よびMMC0.1

mg投 与例お よびMMC0.2mg, 0.5mg投 与 例 と階

段状 に明 らかな低下を示 した(第2表)。

2.　 吉 田肉腫結節型 の制癌 剤感受性試験につ いて

弘前 肉腫の場合 と同様 の方法 と観 察項 目にこよ り吉 田肉

腫結節 型のMMCに 対す る感受性を観 察 した。

組織 像では,同 種挿入群にこおいて弘前肉腫 の場合 と全

く同様 にご,24時 間対照 およびMMC投 与群 とも挿 入前

に 比 してやや 腫瘍細胞 の変性,壊 死の増加を認め,異 種

挿入群 も弘 前肉腫の場合 と全 ぐ同様 にこ同種挿入群 とほぼ

同様 の傾向を示 すが,同 種挿入群 に 比 してMMC投 与

例に腫瘍 細胞 の変性,壊 死が さらにこ進 行的であつた。

LDHで は,同 種挿入群 において24時 間 対照にごやや

活性 の低下 を示 し,MMC投 与群に さらにこ活 性の 低下を

示 した 。異種 挿入群にお いては,同 種挿入群 とほぼ 同様

の傾 向を示 し,24時 間対照にご比 してMMC投 与群 でや

や活性低下 の進行を認めた。

SDHで は,同 種挿 入群 にこおいて24時 間対照 にや や

活性 の低下 を認め,MMC投 与群にごさらに活 性の 低下を

認 めた 。異種 挿入群においては24時 間対照に明 らかに

活性 の低下 を認め,MMC投 与群 で はMMCO.2mg,

0.5mg投 与 例に著 しい活性 の低下 をみた(第3表)。

3H-Th .標識率 では,同 種挿入群 において24時 間対照

に比 してMMC投 与 群にご標 識率の低下が進 行的で あ り,

MMC0.01mg, 0.05mg投 与例 お よびMMC 0.1mg

投与例お よびMMC0.2mg, 0.5mg投 与 例 と階段状

に標識率 の低下 を示 し,異 種挿入群 においては標識率 の

低下は 同種挿 入群に比 して さらにご進 行的であ り,対 照に

比 してMMC0.01mg, 0.05mg投 与例 お よびMMC

0.1mg, 0.2mg, 0.5mg投 与例 と階段状 にご明 ら か な

標識率 の低下 を示 した(第4表)。

3.　 AH66結 節型 の制癌 剤感受性試験につ いて

AH66皮 下結節 を極小細片 としてDiffusion chamber

に封入 し,弘 前 肉腫,吉 田肉腫 の場合 と同様AH66結

節型 のMMCに 対す る感受性を観察 した。

組織像 では,同 種挿入群,異 種挿入群 ともに同様 の傾

向を示 し,24時 間対照お よびMMC投 与群 とも,挿 入

前に比 してやや腫 瘍細胞の壊死 の増 加を認 め るがそ の程

度は両者 とも同程度であ り,同 種 挿入 群,異 種挿入群 と

もMMC0.5mg投 与例 にこ壊死の程度がやや増 加 した。

では,同 種挿 入群,異 種挿入群 とも 挿 入 前,24時 間

対照お よびMMC投 与群,各 群いずれ も同程 度 の 活 性

を示 しMMC投 与に よる影 響は認めなかつた。

SDHで はLDHと 同様,同 種挿入群,異 種挿入群 と

も,挿 入前,24時 間対照 お よびMMC投 与群,各 群い

ず れ もほぼ 同程度 の活性を示 し,異 種挿入群MMC0.5

mg投 与例にやや活性 の低下を示すのみで,MMC投 与

に よる影響はほ とん ど認めなかつた(第5表)。

3H-Th .標識率では,同 種挿入群において24時 間対照

に比 し,MMC投 与群に標識 率の低下がや や進行的 であ

り,挿 入前に比 して対照,MMC0.01mg投 与例お よび

MMC0.05mg,0.1mg投 与例お よびMMC0.2mg,

0.5mg投 与例 と階段状 に各々軽度標識率の低下を示 し,

異 種挿入群にお いては標 識率の低下は同種挿入群に比し

て進行的で あ り,対 照 に 比 してMMC0.01mg, 0.05

mg投 与例お よ びMMC0.1mg, 0.2mg, 0.5mg投

与 例 と階段状に軽度標識率 の低下 を示 した(第6表)。

IV.　 考 按

著 者は第1報4)に お い て,実 験腫瘍腹水型を 用 い,

Diffusion chamberに よる制癌剤感受性判定 の可能性に

つ いて検 討 した が,臨 床例を検討す るに際 しては,腫 瘍

第5表　 Diffusion chamber内AH 66組 織 像 と

酵 素 活 性

(Mitomycin局 所 投 与 後24時 間)

A.: in Donryu rat X.: in DD mouse 

0: Pre implant

第6表　 Diffusion chamber内AH 66

Thymidine標 識 率

(Mitomycin局 所 投 与 後24時 間)

Allo.: in Donryu rat Xeno.: in DD mouse 

0: Pre implant



VOL. 19 NO. 4 CHEMOTHERAPY 291

の結節型を検討 しなければな らないので,基 礎実験 とし

て実験腫瘍結節型に関 して検討を試みた。

皮下移植腫瘍に対す る制癌剤 の効果に 関 して は,SU-

GIURA14)のmouse, rat, hamsterの 各種腫瘍にこ対す る

広範な研究,臼 淵 ら8)の弘 前肉腫 に対す る検討等が み ら

れ るが,い ずれ も皮下腫瘍結節にご対す る制癌剤 の有 効性

を認めてい る。桜井15)はscreening toolと して の腹 水

腫瘍への批判 として,腹 水腫瘍を用い るscreeningの 最

大の利点は,癌 細胞が薬物に よつて蒙 る障害 を形態 学的

に も組織化学的に も明確にかつ容易に観察す るこ とがで

きること,1つ の実験経過を通 じて経時的 にそれ らを観

察す ることが可能で あるこ と,細 胞 数を一定にこし,移 植

お よびそれに続 く増殖 の条 件を比較 的一定 にご保ち うるた

めに実験結果の再現性が 高 く,効 果 の定量 的表現が容易

であ ること等を述べてお り,ま たscreening toolと し

て の固形癌への批判 として,固 形腫瘍 では,い ずれの形

式に よつて投与 された薬物 も腫瘍細胞 との接触に至 る場

合の経過が腫水腫瘍に比較 してはるかに 複 雑 で あ る こ

と,腫 瘍 の部位 と組織 構造 の個性差に よる薬剤 のdistri-

butionの 違 いが予測 され る こ と,腫 瘍の 量 と条件を一

定にす るとい う点で腹水腫瘍 に比 して 困難 を 伴 な うこ

と,対 照動物群 の腫瘍経過に不 同が起 こ りがちであ り,

効果の再現性がやや劣 るこ と,組 織 細胞 像の顕微鏡的観

察に技術 と時間を要す るこ と等 を述べ てい る。秦 ら16)も

一般に移植固型癌を用 いるscreeningに こ必要な ことと し

て,腫 瘍が安定 してい て再現性 がある こと,自 然治癒が

な ぐ100%腫 瘍死す るこ と,薬 剤に対す る 感受性が あ

ま り偏 していない こと,移 植す る動物が容易に入手で き

ること等をあげてお り,こ れ ら腫瘍 の結節型に対す る短

所 をお ぎない,腹 水型 の 長所を い か す た め,結 節型か

らfree cellを 得 る手段 が講 じられて い る が6,7),未 だ

完 全なものは ない。前 述 の 結節型への 批 判 は,生 体皮

下結節型 の制癌剤感受性 の検討に対す る批判で あるが,

Diffusion chamberを 用 い,結 節 型腫瘍極小細片を封入

して生体 内に挿入後制癌 剤の感受性を検討す ることに よ

り,結 節型 の感受性検 討に対 す る問題 点はかな り緩和 さ

れ ると考 える。我 々の実験 においては,弘 前肉腫,吉 田

肉腫およびAH66の 結節型 をDiffusion chamberに

封入 し,Donryu rat皮 下に挿入,MMC感 受 性を検討

したが,弘 前 肉腫,吉 田肉腫 のMMC高 感受性,AH 66

のMMC低 感受性 が よく表現 された。

腫瘍の制癌剤 感受性 を表現す る指標 と して薬物に よる

腫瘍細胞の形態 学的変化を検索す る の も1法 で あ る。

秦17)はMMCの 吉 田肉腫 に対 す る影響を,腫 瘍細胞 の核

および原形質の著明な膨 化,崩 壊お よび24～48時 間 の異

常分裂像の出現を特徴 としてあげ,臼 淵 ら8)はMMCの

弘前 肉腫に対す る細胞 効果 として,注 射後3時 間で起 こ

る腫瘍 細胞の有糸分裂像 の著 明な減少等を認め,ま た秦

ら16)は形態学的判定法 と し て,細 胞突起の 消失,原 形

質,核 の顆粒 の増加,核,核 仁の変形,崩 壊,細 胞 の崩

壊,巨 大細胞の 出現 な どをあげてい るが,た だ しこれ ら

の方法には,は つ き りした 基準がな く,客 観性に乏 しい

欠点があ ることも指摘 してい る。腫瘍細胞 の酵素活性 の

変動を指標 とす るのも1法 で あ り,西 岡 ら2),近 藤 ら3),

山本 ら1)の研究 が酵素活性の変動を指標 とす るもの で あ

り,そ の他,染 色体へ の影響をみた三戸 ら18)の研究,核

酸合成能に対す る影 響をみたMCDONALD19),東20)の 研

究等の報告がみ られるが,腫 瘍の制癌剤感受性 を確実 にこ

かつ明確に表現す る指 標 として充分な ものは 未だにない

よ うであ る。我 々は腫瘍 の制癌剤感受性判定 のた め,い

ちお うの 目安 として癌 細胞の形態学的変化,さ らに酵素

活性 の変 動 としてLDH, SDH, LDH核 酸合成 能の変動 と

して3H-Thymidine標 識 率を指 標 として合せ て観 察 し

たが,Diffusion chamber内 腫瘍 の各観察 項 目 の変 動

は,弘 前 肉腫,吉 田肉腫 のMMC高 感受性,AH66の

MMC低 感受性を よ く表現 した。

制癌剤感受性試験 の終局 目的は臨床 例にある ことはい

うまで もない。従がつて,生 体 内におけ る癌 細胞の制癌

剤に対す る感 受性試験を 目的 と した場 合,生 体内 とは,患

者 自身の体 内(自 家),他 人 の体 内(同種),他 動物の体 内

(異種)を 意味す るが,同 種体 内を使 用す るのは事実上不

可能 であ り,自 家体 内の場合,患 者の協力が得 られぬ こ

とがあ る点,ま た挿入す るDiffusion chamberの 数 が

制限 され るため多数 の制癌剤 の感 受性試験がで きない点

で難点 があるため,異 種体 内で制癌剤 感受性を よ く表現

す るこ とが可能であれば,は なはだ好都合であ る。腫瘍

の異種 移植に関 しては,TOOLAN19)のX線 照射ratに 対

す る人扁平上皮癌 の移植,GREENE20)の 脳 内異種移植,

GREENE21)の 前眼房 内異種移植 の報告等,幾 多 の異種 移

植 の好成績の報告をみ る。 さ らにごALGIREら22)はDiffu-

sionchamberを 用いて,HeLa細 胞,人 の 表皮細胞,

人 のmelanoma細 胞,人 胎児の卵巣 と副 腎 皮 質,人 の

白血病白血球,Rous肉 腫 等をmouse腹 腔 内で長期 間,

生 存 させてい る。 これ ら先 人の業績か ら異種生体 内でも

腫瘍 を よく生存 させ るこ とが可能であ ること,お よび前

述 の よ うな制癌剤感受性 試験 におけ る異種生体 の必要性

を 含めて,同 種お よび異 種生体内におけ る制癌剤感受 性

試験の基礎実験を試みた が,同 種生体 内にこお いては もち

ろん,異 種生体 内にお いて も同種生体 内に比 してやや 劣

るが,両 者 と もに,弘 前肉腫,吉 田肉腫 のMMC高 感

受 性,AH66のMMC低 感受性の低感受性を よ く表現

した。
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V.　 総 括

以上,Diffusion chamberを 用いての生体内にこおけ る

腫 瘍結節型に対 す る制癌剤感受性試験に 関す る基礎実験

の 結果を ま とめてみる と,

1)　 腫瘍結節型をDiffusion chamberに 封 入 して,

制 癌剤感受性を検討 したが,腫 瘍結節で も制癌剤 の有効

性,無 効性を よ く表現 した。

2)　 制癌剤感受性 の判定 として,腫 瘍細胞 の形態 学的

変 動,酵 素組織化学的変動 核 酸生合成能の変動を指標

と して検討 したが,い ず れ もDiffusion chamber内 腫

瘍 結節 の制癌 剤の有効性,無 効性 をよ く表現 した。

3)　 人癌 の生体内におけ る制癌剤感 受性試験 のため の

基礎実験 として,同 種生体お よび異種 生体を用いて制癌

剤感受 性試験 を検討 したが,異 種生体 内は同種生体 内にご

比 してやや劣 るが,両 者 とも腫瘍結節 の制癌 剤感受性を

よ く表現 した 。

この論 文内容の一部は,第27回 日本癌学会総会,第

1回 制癌剤適応研 究会において発表 した。
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SENSITIVITY TEST OF ANTICANCER DRUG FOR 

TUMOR CELL IN VIVO II 

Sensitivity Test of Anticancer Drug for Solid Tumor in Diffusion Chamber 

SEIJI SOEJIMA and KIMIO SATO 

First Department of Surgery, Hirosaki University, School of Medicine 

(Prof. YOSHINOBU ISHIKAWA)

In the author's experiment with diffusion chamber technique the morphological histochemical changes 

as well as the change in DNA synthesis of experimental solid tumor of rat proved to be available as
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indicating the sensitivity of the tumor to anticancer drug in diffusion chamber inserted in homologous 

and heterologous host. 

This technique contributed also to the evaluation of mitomycin on solid type of Hirosaki sarcoma, 

Yoshida sarcoma and AH 66. Hirosaki sarcoma, Yoshida sarcoma were highly sensitive and All 66 

was low sensitive to mitomycin. 

This experiment is a basic study to gain access to the investigation on sensitivity test of anticancer 

drug for human tumor cell in vivo.


