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I. 緒 言

Screening法 で 優 れ た制 癌 性 を示 し,臨 床 に応 用 さ れ

ている薬剤はいずれも毒性の高い物質で,正 常細胞にも

かなり毒性を示す。生体に無害な制癌剤を発見すること

が理想であるが,現 在のところcytostaticactionの み

の薬剤は抗腫瘍効果が認められていない。一旦,効 果の

あつた薬剤も長期使用で抵抗性が 出現 した り1),ま た,

副作用が致死的な方向に進むことがある。それ故に使用

上で薬剤の毒性を少なく,か つ増殖抑制を強 くするには

その腫瘍の薬剤に対する感受性を測定 し,感 受性の高い

薬剤を使用すれば効果が望めるのではないか と考える0

近来,腫瘍 の種類,発 生部位,分 化の程度などによる

薬剤感受性の相異が広範な臨床経験によつて明 らかにな

りつつあるが2,3),し か し,そ の系統的な所見での感受性

も個々の腫瘍によつて差異があるので,症 例別に腫瘍細

胞に対するin vitroで の制癌剤感受性試験が必要 であ

る。

臨床に使用される制癌剤の感受性試験は次の3方 法に

大別される。1)癌 組織切片を使用する方法4,5),2)器 管

培養法6,7,8),そ して,3)組 織培養を利用する方法9)であ

る。組織切片を直接使用する方法は,薬 剤接触後におけ

る形態学的,化 学的変化を測定する方法であり,次 の器

管培養法も本質的には組織培養に含まれるが組織片を直

接使用するので,使 用組織の大きさが等量でも生細胞数

が等 しいとはかぎらず,判 定にむ らがある。 これ らの欠

点を取 り除 く意味で,一 定の条件下で制癌剤を接触させ

る組織培養法が行なわれている。 しかし,培 養細胞の腫

瘍性判定方法や感受性試験 として種 々な技術的な困難さ

がある。それ故に本研究では継代1代 目で染色法お よび

染色体数を測定 して形態学的な同定を試み,腫 瘍性細胞

群と同定された継代培養細胞を使用 して感受性試験を行

なつた。実験の対象 となつた悪性腫瘍は,教 室で手術を

行なつた胃癌症例100例 で,初 代培養 の結 果,腫 瘍性

細胞群の出現 した13例 について継代1代 目,お よび2

代 目でMitomycin C(MMC),5-Fluorouracil (5-FU)

を接 触後,形 態学的には細胞核数測定を,生 化学的には

DNA量 を測定 して薬剤感受性を判定 し,臨 床的に使用

して臨床効果と培養成績 とを比較検討 した0

II. 実 験 方 法

1) 実験準備

組織培養の実施にあたつては細菌感染の防止がまず第

本論文の要旨は第8回 日本癌治療学会総 会(昭 和45

年10月),第19回 日本化学療法学会総会(昭 和46年

6月)に おいて発表 した。

筆者 昭和38年 卒。
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1に 重要であり,特 に粘膜面より採取 した癌組織片は感

染が常在すると考え細菌感染防禦に充分な注意をは らい,

設 備,器 具などの処理および培養液の調製を行なつた。

1)-a) 培養操作室

操作室内は紫外線殺菌燈と殺菌剤散布 を 併 用 し,特

に,材 料や培養液がこぼれやすい操作台には作業前後に

洗浄消毒を逆性石鹸液で行なつた。

1)-b) 培養液

合成培地としてTC199を 使用 したが,培 養 方 法の

変更に伴いEAGLEの 処方に よるminimum essential

medium 1959(MEM)粉 末培養液を自家調整 し,細 菌感

染をおさえるためにカナマイシン50mcg/ mlを 加 え,

pH調 整はNaHCO3溶 液にて最終的に7.4と した。添

加血清 として30%馬 血清 と20%仔 牛血清を使用 した

が,主 として滅菌済みの組織培養用仔牛血清 を使 用 し

た。保存は蛋 白分解を防 ぐために凍結保存 とした。

1)-c) 緩衝 塩類溶液

組織片洗浄や薬剤溶液希釈用に等張生理的緩衝塩類溶

液にエネルギー源 と してglucoseを 加 え調製 した。

NaCl 8.0g, KCl 0.4g,Glucose 1.0gを 蒸 留 水1L

に溶解,NaHCO3で7.4に 調 節 した。細胞 分散 剤は

Difco trypsinを 緩 衝 液 で溶解し,濾 過滅菌後0.2%

trypsin緩 衝溶液を作製した。

2) 初代培養

細胞培養法 と組織片培養法を行ない,特 に組織片培養

法は固定法と浮遊法の2方 法を用いた0材 料は手術時に

肉眼的に癌組織 と認め られた部位 より採取した。

2)-a) 材料処理

切除胃の癌浸潤が漿膜面に達 している場合は漿膜面よ

り充実性の腫瘍部分を採取 した。粘膜面より採取する時

は胃内容を排除し滅菌水でよく洗浄したのちに壊死組織

をさけ腫瘍中心部より採取 した。また正常粘膜部分を対

象として採取した。切除不能症例は転移 リンパ節または

浸潤組織の試験切除片を材料とした0感 染防止のために

粘膜面より採取した材料 と漿膜面や リンパ節などの清潔

な材料とは別々に処理す る。カナマイシン50mcg/ml

を含む培養液約50ml中 に培養操作まで4℃ で2時 間

保存した。材料に付着 した細菌発育防止と培養液 の組織

内滲透を 目的 とした。

材料洗浄 は緩衝 塩類 液にpenicillin l00単 位/ml,

streptomycin 100mcg/mlを 添加 し,pH調 製後,数 個

のシャーレに分注し,そ の中に材料を入れよく洗浄 しな

が ら次々とシャーレを変え,洗 浄中に粘液や壊死組織を

除去し出来るかぎり充実性の癌組織塊を作る。漿膜面や

リンパ節の材料も同様な洗浄を行ない,脂 肪組織や結合

組織は除去 した。洗浄した材料はシャーレ内で鋭利なハ

サ ミで細切する。1mm3以 下に細分された組 織片が よ

い発育を示す。

2)-b) 細胞培養法

細切された組織片に細胞分散 液を加え,37。Cで1時

間分散した後,細 胞浮遊液を作製し,塩 類溶液で3回 遠

沈を くり返 してtrypsinを 除 き培養液中に再浮遊 させ

る。次に,0.5% trypan blue溶 液で生細胞を算定して

5×104 cells/mlの 濃度にて培養 ピンに分注して静置 培

養した。

2)-c) 組織 片固定法

Cover slip上 にfibrinogen溶 液を滴下し,そ の中に

細切組織片を入れ,そ の上にthrombinを 滴下しfibrin

で組 織片をcover slipに 附着させる。このcover slip

を培 養ピン内に入れて培養液をみたす。組織片はfibrin

を栄 養源としてfibrinの 網内で増殖する。

2)-d) 組織片浮遊法

シャーレ内の細切組織片に培養液を加えて培養ピンに

分注して閉鎖培養する0培 養液の量は組織片が静置の状

態でガラス面に定着する程度とした。これは浮遊組織片

が培養液中に増殖 してガラス面に附着するので充分固着

するまで移動しにくいように培養液量を調節 した。

2)-e) 静置培養

ゴム栓で閉鎖 した培養ビンを37℃ のフ卵器に入れて

培養 した。シヤーレを用いる時には,15%CO2を 入 れ

た嫌気性培養用のビン中にシャーレを置いてpHの 変動

を防いだ。培養液は最初2日 目に補充し,4日 毎に交換

した。

3) 上皮性細胞群判定

初代培養は,癌 組織の上皮性部分と支持組織の混合培

養である。そのため,上 皮性細胞群の判定が 必 要 と な

る。位相差顕微鏡を用い,細 胞間相互接着性,細 胞質内

分泌顆粒,集 団的な細胞拡大などの形態学的所見より判

定した。その うちで上皮性細胞群が優位な発育を示す培

養 ビンを選び継代培養 した。

4) 継代培養法

上皮性細胞群が発育した培養ビン また は シャーレに

0.2% trypsin溶 液を加え細胞群をガラス面から剥離す

る。細胞浮遊液を800回 転5分 間遠沈 し,さ らに塩類緩

衝液で3回 遠沈を くりか えしtrypsinを 除去 して培養

液におきかえる。1% trypanblneで 生 細胞 数 を測定

し,培 養 ビン分注量を決定する。腫瘍性判定用と感受性

試験用の各培養ビンに当量ずつ分注し,細 胞数約5×104

cells/ mlと して静置単層第1代 目の継代培養を 行 な つ

た(Plate 1)。 特に腫瘍性判定にはcover slipを 培 養

ビン底におき,そ の上に細胞浮遊液を注入して増殖した

時期に取 り出し,各 種の染色法を用いた。
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Plate 1. Growing cells in culture bottle. 1 st 

secondarily culture.

Plate3. Epithelial cells group. (phase-contrast

×200)

Plate 5. Decision of cancer cells determined by 

the irregular shape of cells and nuclei 

of irregular contour which contain 

granules of chromatin and large nucleo-

lus. (phase-contrast •~ 200)

Plate2. Non epithelial cells group. (phase-

contrast× 100)

Plate 4. Epithelial cells group showing con-

tinuous growing out of colony. (phase-

contrast •~ 100)

Plate 6. Sheets of cancer cells showing piled 

up and condenced colony. (phase-cont-

rast •~ 100)
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Plate 7. Case 45. Cancer cells of the 1 st 

secondarily culture showing irregular 

shape of the cells and nuclei. (oil im-

mersion •~ 100)

Plate 9. Case 31. Glycogen in cytoplasm by 

PAS staining. (•~ 400)

Plate 11. Case 32. 72 chromosomes of the 1 st 

secondarily culture cell.

Plate 8. Case 31. Cancer cells of the 1 st secon-

darily culture. Contraction of cells and 

extension of intercellular space by 

fixing. (H.E. •~ 400)

Plate 10. Case 31. Metaphase spread found in 

the 1 st secondarily culture cell.

Plate 12. 5-FU-6-T uptake measured by micro-

autoradiography. After 15 minutes con-

tact showing some silver grains in 

nucleus. (oil immersion •~ 1,000)
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5) 腫瘍性判定

培養細胞の腫瘍性を判定するには,同 一胃の正常組織

の培養細胞と比較すれば良い理であるが,全 症例に正常

組織培養で上皮性細胞君羊の出現を望めない。腫瘍部分の

培養で上皮性細胞群が発育すれば当然癌細胞 と考えてよ

いが,明 確な判定を求めるために次の3

方法を用いた。

5)-a) 位 相差 顕 微鏡 に よ る形 態 観 察

継 代 培 養 細 胞 は 単 層 に な り相 互 接 着 性

も少 な くなつ て 細 胞 の 運 動 も活 発 化 し て

来 る と と もに 扁 平化 し,顆 粒,空 胞,多

核 化,核 優 性 の 状 態 が 明 らか に な る が,

癌 細胞 の 判 定 に は 細 胞 間 の 結 合 を主 体 と

したpiled up, densed colonyの 所 見

を重 要 視 した 。

5)-b) 染 色 法

染 色 法 はGiemsa染 色,hematoxylin-

eosin染 色,PAS染 色,mucin染 色 の 各

方 法 で,PAPANICOLOAU, GRAHAMの 基 準 を 参 考 に し

て 核 の変 化,細 胞 質 内 泌 顆 粒,異 常 分 裂 像 な ど の所 見 で

判 定 した。 発 育 が さか ん な細 胞 群 の た め 決 定 的 な所 見 で

は な い が,細 胞 内粘 液 分 泌,glucogen増 加11)は 腫 瘍 細

胞 の所 見 と した 。

5)-c) 染 色 体 数 測 定 法

染 色 体 数 異 常 は 諸 家 に よつ て述 べ られ て い る12, 13)｡継

代 培 養1代 目の培 養 ビ ンに50mcg/ mlのcolchicine溶

液 の0.2mlを 加 え,2時 間 後 にtrypsin溶 液 で 剥 離 し,

低 調 水 で 処 理 した 細胞 を 氷 酢 酸 ア ル コー ル(3: 1)液 で2

回 固 定,冷 却 したcover slip上 に 固 定 細胞 浮 遊 液 の1

滴 を 落 し,1層 に 拡 げ 乾 燥 させ るair drying法 に よ り

標 本 を作 製 し,Giemsa染 色 に よ り染 色 体 数 を 測 定 した 。

6) 感 受 性試 験(Fig.1)

腫 瘍 性 が 判 定 され た 細 胞 群 を 感 受 性 試 験 に 供 した。 接

触 薬 剤 はMMC, 5-FUの2剤 を 使 用 し,薬 剤 に 対 す る

感 受 性 の 判 定 に は,次 の3方 法 を用 い た 。

6)-a) 細 胞 核数 測 定 法

接 触 濃 度 はMMC 1, 0.1, 0.01mcg/ ml, 5- FUは

Plate 13. After 1 hour contact with 5-FU-6-T 

showing gradual increasing of silver 

grains in nucleus. 

(oil immersion •~ 1,000)

Plate 14. After 2 hours contact, silver grains 

either in nucleus and cytoplasm found 

almost equal and total uptake of cell 

fairly increasing. 

(oil immersion •~ 1,000)

Plate 15. After 3 hours contact, silver grains 

in nucleus increasing remarkably, 

however total cells number decreasing 

by 5-FU toxicity. 

(oil immersion •~ 1,000)

Fig. 1 Sensitivity test
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5, 0.5, 0.05mcg/ mlの 各3段 階とした0こ れらの濃度

は臨床上血中濃度を上まわ らないことを目標とした。薬

剤接触は継代培養1代 目の細胞群をtrypsinで 剥離 し,

緩 衝液に再浮遊させる時期である｡接 触時間は最初1時

間であつたが,制 癌剤の核内取込みなどの検討により2

時 間 とした。 接触後の 細胞を約5× 104cells/ ml, 2 ml

ず つ小型培養ビンに分注し,37℃ 静置閉鎖培養で,24,

48, 96, 168, 240時 間毎の各培養ビ ン床に 附着増殖し

た細胞をtrypsinで 剥離 してcrystal violetで 染 色し,

血 算板を用いて核数を算定14)した。各濃度,各 時間の2

本ずつの培養ビン内細胞核数を平均 した。培養液は3日

毎に交換した。

6) -b) disk平 板法

1× 105cells/ mlの 細胞をシャーレ内に3ml分 注 し,

37℃ で24時 問15% CO2フ 卵 器で培養した後に,培

養液をすて5mlの 培養液MEM寒 天 で覆い,細 胞核

数測定法 と同濃度のdiskを24時 間作用 させた。disk

を除去し2次 寒天を重層し,さ らに3日 間 培 養 した後

Giemsa染 色 をして阻止円の直径を測定した15, 16)。

6) -c) 核酸量測定法

前述の2方 法 との併用では細胞数が不足なのでさらに

継 代培養し,2代 目の細胞群を使用 した｡中 角型培養ビ

ンに約1× 105cells/ mlを2ml分 注 し,2日 目の 増 殖

細 胞 群にMMC lmcg/ ml,5-Fu5mcg/mlを2時 間

静置接触した直後,24時 間後,さ らに48時 間後の細胞

群をtrypsinで 剥 離 した。microhomogenizerで 細胞

破壊後,OGUR- RESEN法 に もとづき,40℃, 70% ethanol

を加 え遠沈沈渣を0.1% PCA, 70% ethanolで 洗浄す

る。さらにこの沈渣に沸騰ethanol ether (3: 1v/ v)で

脂 溶性分画を除去し,さ らに沈渣に冷0.2N PCAを 加

え2回 繰 り返 して酸可溶性分画を除去する。遠沈沈渣に

1N PCA, 4℃, 18時 間抽出し,1N PCAで2回 洗い,

この上清を合せてRNA分 画 とする。RNA分 画採取後

の沈渣を0.5N PCAで70℃,20分 抽 出,こ れを2回

繰 り返し上清をあわせDNA分 画 とした｡こ の両 者の

上清を紫外線吸収測定した｡RNA分 画,DNA分 画 と

もに,260mμ の波長 で測定 した｡RNA, DNA量 は紫

外線吸収検量値と正比例する(Table 1)。

7) tritiuln (3H)に よるmicroautora4iography 18)

薬剤接触時間の決定のために培養 胃癌 細胞 の3H- 5-

FUに よるmicroautoradiographyで 追求した。tritium

標識化合物質5- Fu- 6- T5.6 mcg/ ml, 3H, 50mcCi/ ml

の濃度で培養細胞の接触時間ごとの取込みを測定した。

cover slip上 に3日 間単層培養した細胞群に15分 間,

.30分 間,1時 間,2時 間,3時 間 まで37℃ で静置接触

し,直 ちに洗浄固定した。さらに薬剤洗浄後24時 間静

置培養した標本も作製した0方 法は液 体 乳 剤(さ くら

NR- M1)中 に培養細胞附着面を浸 してcoating し,乾

燥剤と共に暗箱内で7日 間露出し,レ ントゲン現像液で

現像,定 着,水 洗する。乾燥 後にGiemsa染 色 して,

接触時間毎の細胞質内,お よび核内のsilver grainを

算定 した。

III. 実 験 成 績

1) 培養成績

培養症例は胃原発癌の切除または試験切除した100例

である。培養材料の病理組織はadenocarcinoma tubul -

lareが 過 半数をしめ,男 女の比は7:3で 男性が多かつ

た(Table 2)｡年 齢 分布をみると50歳 台に約1/3が 集

中した(Table 3)。 培養方法別の培養成績を比較すると,

細胞培養法では細胞採取のtrypsin処 理 に時 間がか か

るので感染が起 こりやす く,初 代培養の成 功 例 が少な

い。fibrin固 定法はfibrinの 栄養により初代培養 の発

育は良好であるが上皮性細胞群の出現が遅 く,fibrin網

のため継代培養用の細胞採取が出来なかつた。組織片浮

遊法では15例 に初代培養か ら継代培養が出来た0さ ら

RNA calibration DNA calibration
Table1. Quantitative analysis of nucleic acid

Table 2 Sex distribution and histological classification 

of culture materials

Table 3 Age distribution and culture progress
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にその内の13例 に制癌剤感受性試験が可能 とな つ た

(Table 4)。 次に,培 養材料別の培養成績をみ る と,非

切除例材料,切 除例材料共に初代培養成功例数では大差

がないが,上 皮性細胞群出現例数では非切除例材料を用

いた24例 中の6例(25%),切 除例材料を用いた76例

中の12例(15.8%)で,試 験切除片を用いたほ うが優

位であつた(Table 5)。 これは培養前の処理が簡単であ

ることと,癌 細胞が浸潤あるいは転移 した辺縁部から増

殖活発な材料を採取出来たため と考 え る。それに対し

て,切 除例か らの材料は,癌 組織の少ない早期胃癌 より

採取し,さ らに粘膜部分を切 り落すので癌組織片がかな

り挫滅され,培 養状態が不利とな り,非 上皮性細胞群が

優性に発育して継代培養から感受性試験にいたる症例数

が少なかつた｡

2) 上皮性細胞群判定成績

初代培養細胞群に対 し,上 皮性細胞群判定を位相差顕

微鏡の観察で判定した。培養初期に,結 合組織の線維芽

細胞が組織片より,と び出て増殖し,多 角形や紡錘形,

さらに突起が加わつて複雑な外形を呈 して くる(Plate

2)｡次 に円柱上皮細胞が組織片 より上皮性シートを作つ

ておし出るような増殖形態をとり(Plate3, 4),扁 平化

して隣接細胞 と比較的密に接着 し重な り合 う0細 胞内の

構造は線上皮に多 くみ られる分泌顆粒,分 泌空胞をみ と

め,核 内には数個の核小体を持つている(Plate5, 6)｡

しか し,個 々の細胞は全 く一定の所見を有せず重層 して

いる場合が多いので細胞 レベルで分類す る こ とは出来

ず,細 胞集団で増殖してゆ く状態から両者の判別は明ら

かであつた。培養症例100例 中,上 皮性細胞群が18例

に優性に発育した。その うち,継 代培養が出 来 た の は

15例 で全て組織片浮遊法によるものである。不成 功の

3例 は発育の不充分であつた細胞培養法の1例 と, fibrin

網 内から細胞を取 り出す ことが出来なかつたfibrin固

定 法の2例 であつた。

3) 腫瘍性判定成績

上皮性細胞群を継代培養1代 目で腫瘍性判定した。全

症例とも比較判定するのに充分な正常組織の上皮性細胞

群を得ることが出来ず,ま た,継 代後の分裂,増 殖状態

より腫瘍性を判定する目的で映画撮影 も用いたが,こ の

方法でも比較する対象がな く決定的な判定法ではなかつ

た。個々の細胞の染色による癌特性 と染色体数異常より

判定した。継代1代 目の細胞群をcover slip上 で 培養

し,alcohol固 定 したのちに染色した。染色後の状態は

位相差顕微鏡所見 とはかな り異な り,固 定による細胞の

萎縮か ら細胞間隙がはつきり分離する｡Giemsa染 色,

hematoxylin- eosin染 色で細胞同士のpiled up, denced

colonyの 状態,核 の濃染,多 数の核小体,異 常 分裂像

な どが判定の基準とな り(Plate 7, 8), glucogen産 生

細胞群はPAS染 色(Plate 9)で 証 明され,mucin染

色は3例 に陽性であつた(Table 6)。 次に染色体数測定

も染色法 と同様に,継 代1代 目の培養細胞を用いて測定

したO染 色体数算定出来たのは,継 代培養症例15例 の

うち7例 であ り,各 症例 とも4枚 以上のslide glassを

作製 し,20細 胞以上の染色体数を測定した。異 常染 色

数は各症例で10～ 18%の 範 囲に認め られ,高2倍 体,

3倍 体近辺の染 色 体 数 を示 した(Table 7, Plate 10,

11)。 各症例の測定細胞数が少ない の で,染 色体構成の

Table 4 Culture progress of culture methods

Table 5 Culture progress and culture materials
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Case 25

Case 27

Case 31

Case 32

Case 39

Case 45

Case 48

分析はせずに,異 数性のみで判定した。

染色法 と染色体数測定か ら腫瘍性判定出来たのは,継

代培養15症 例の うち13例 で,2例 を除外 した。1 例

は継代1代 目の腫瘍性判定時に非上皮性細胞群が優性 に

なつて来 た の で除去した。他の1例 は異常染色体数が

2%で,染 色法でも基準 に達 しな か つ たcarcinoma

simplexの 症例である。

4) 小 括

初代培養に種々の培養法を試みたので,そ れぞれの方

法について検討 した。細胞培養法は材料 のtrypsin処

理 に時間がかかるので,そ の間に感染が起 りやす く,操

作に手間がかかるわ りに発育がおそくて成 功 例 が 少な

く,継 代培養か ら感受性試験に必要な細胞数を短時間に

得ることが出来なかつた。次に,細 胞より組織単位の培

養法が感染に強く発育も早 い の で,組 織片培養法を試

みた。混合培養であるか ら上皮性細胞群を選択的に増殖

させる必要がある。組織片培養法の組織片fibrin固 定

法では非上皮性細胞群がfibrin膜 外 にとび出て発育 し,

上皮性細胞群はおおむねfibrin膜 内 に とどまり,そ れ

Table 6 Tumorgenecity and contact time of drug

Table 7. Chromsome-number 
distribution

Table 8. Uptake of 5-F-U-T
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after contact for 1 hour

Case 14 Case 16

After contact for 2 hours

Case 24

Case 25

Case 27

Case 33

Case 37

Case 38

Case 39

Table 9 Growth inhibitory effect by tumor cell number
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以上の増殖が望めず,非 上皮性細胞群増殖優性 となり継

代培養用の細胞を取 り出す ことが出来 な か つ た。症例

21以 後は組織片浮遊法を用いた◎操作が簡単で あ り,

組織片が新鮮で鋭利に切断されていれば増殖が良好であ

つた。また,腫 瘍の中心部より採取 し粘膜面の壊死組織

を出来るかぎり除 くことで感染を防止でき,培 養成功率

が上昇した。 この方法を用いた中には,早 期胃癌症例を

多 く含んでいるが,処 理中に粘膜部分を除去するので,

癌成分がなくなり非上皮性細胞群が優性 とな り,さ らに

継代培養 しても上皮性細胞群は出現 しなかつた()

上皮性細胞群は位相差顕微鏡による形態学所見で判定

した。非上皮性細胞群の増殖が著明な症例や,発 育に長

期を要 した上皮性細胞群は経過中に除外 した。

腫瘍性は,1)染 色法(Giemsa, hematoxylin- eosin,

PAS, musin),2)染 色体数測定で判定 した。染色 法で

は固定による変化で形態は位相差顕微鏡所見 とかなり異

なるが,細 胞配列,核 の状態,glucogen 蓄積, mucin

産 生細胞の証明などにより腫瘍性を判定 した。さ らに,

培 養初期の染色体数異常は癌細胞の特徴 とされており,

特 に胃癌緬胞の染色体数は高2倍 体か ら3倍 体に分布す

るといわれる19)。症 例24以 後の継代培養成切例15例

中,染 色体数の測定が出来たのは7例 であつた.測 定細

胞数が少ないので,形 態学的分析はせずに異数性をみた

だけであるが,10～18.%の 異数性のみでは全てが腫i瘍

細胞 と断定できない。 しかし,混 合培養ではこの範囲が

限度 と思われる。

5) 感受性試験成績

継代培養,お よび腫瘍性判定が出来た13例 について,

この研究の主目的である感受性 を判定 した。13例 の う

ち継代1代 目で感受性試験が出来たのは7例 で,他 の6

例 は核酸量を同時に測定する ため に継代培養を追加し

た。接触薬剤は胃癌に最 も使用されているMMC, 5-FU

の2剤 の単独静置接触方法を用いた()接 触濃度は臨床使

用時の血清内濃度にもとづき,MMC,5-FUと もに各3

段 階の低濃度とした20,21)。接触時間は ひFU-6-Tに よ

るmicroautoradiographyで 検討した()100個 の細胞内

取込みを算定し,1個 の細胞の平均を取つた.細 胞 内取

込みは接触時間の長さに比例して増加し,特 に,合 成に

関連 した核内取込みは1時 間で細胞質内と等しくな り,

2時 間経過すると核内取込みが優位となつた(Table8,

Case 31

Case 32

Case 45

Case 48
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Plate 12, 13, 14, 15)。 ま た,1時 間,2時 間,3時 間

接触後,さ らに24時 間培i養した細胞内取込みをみると,

2時 間接触細胞に5- FU- 6- Tの 核 内取込み が持続 し,

3時 間接触では細胞が死滅 し,cytotoxicな 作 用がみ ら

れた()こ の成績より2時 間接触が5-FUの 細 胞 増殖抑

剃作用を判定するに適当と考えた。MMCも 対比上この

塒…間を接触時間とした。

細胞核数測定法は13例 すべてに行なつた。症例14,16

では1時 間接触であつたが,そ れ以後の症 例はmicro一

飢toradiographyの 結果 より2時 間接触である。各症例

の24～240時 間にいたる細胞核数を算定して各濃度別に

controlと 比 較し,そ の抑制率を平均 した。抑制平均値

はほぼ薬剤濃度差別に段階的に高濃度になると抑制が高

くなる。この濃度,接 触時間では細胞の死滅はなかつた

(Table 9)。 感 受性薬剤決定には5-FUとMMCの 接

触濃度3段 階の間で,即 ち,高 濃度問,高 濃度と中濃度

問,中 濃度問,お よび低濃度間の細胞抑制平均値を対比

させ,両 薬剤間の有意差検定に供した(Table 10)◎ 有

意差検定には下記計算式を用いた22)。

M: 各濃度の10日 間 の細胞核数平均値

n: 測定回数

d: 偏差

N: 自由度

有意差は,有 意水準1%の 範囲で比較し,自 由度のt分

布より算出した値t=3.2よ りも上記式のt値 が高い時,

M1と 砺 の間に有意差があるとした()4方 法の濃度別

対比で抑制平均値が高 く有意差がある薬剤を細胞核数測

定法の感受性薬剤と判定 した。13例 中7例 に判定 出来

一た(Table 11)。

核酸量測定は,6例 に行なつた。継代2代 目の細胞を

2日 間培養して増殖した 細 胞 群 に,2剤 をそれぞれ2

塒 間接触 した後,時 間毎にDNA, RNA量 を 測 定 した

(Table 12)。MMCの 作用機序 ば値 接DNA合 成 を抑

欄し23),5-FUはRNA合 成阻害 と共に間接的な作用で

thymidilateの 合成抑制か らDNA合 成抑制作用がある

とされ,両 薬剤にDNA抑 剃 作用があるか ら,DNA量

を測定 してconolと くらべ抑制率を求めた。薬剤判定

は,接 触直後,24時 間後,さ らに48時 間後の抑制率を平

均 して比較し,6例 中5例 に判定が出来た(Table 13)。

disk平 板法は,症 例16,38,45の3例 に試みたが,

HeLa細 胞 のように株化していないので寒天内では増殖

せず,ガ ラス底面に接着発育した細胞群への薬剤滲透に

よる抑制を見るので明確な阻止円を作 らず3例 とも判定

は不可能であつた。

IV. 感受性薬剤判定および臨床効果

感受性薬剤の判定には,細 胞核数測定法と核酸量測定

法の両者の成績を総合判定 した。薬剤と接触 した13例

の うち感受性薬剤の判定が出来た症例は10例 であつた

(Table 14)。2方 法による判定が一致 しない 場 合 が あ

り,症 例45で は核酸量測定でMMCに 対 して感受性

Table 10 Comparative method Table 11 Test of significance in comparative methods
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Table 12 Growth inhibitory effect measured by tumor nucleotic acid

Table 13 Decision by inhibitory effect of DNA
Table 14 Fitting drugs in the test
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MMC 5-FU

を示し,細 胞核数測定では各濃度段 階で5-FUに 対 し

てかな りの有意差をもつて感受性を示 したので,こ の場

合は後者の結果 より5-FU感 受 性 と判 定した。感受性

薬剤が使用された症例は5例 であつた(Table 15)。 他

の5例 のうち1例 は他の薬剤が使用され,4例 は切除例

で未使用である。感受性薬剤使用例5例 中,切 除例は2

例で,非 切除例は3例 であつた。さらに,有 効症例は2

例であつた。 また,総 合判定で感受性薬剤の決定が出来

なかつた症例32,37は,使 用薬剤に反応し腫瘤の縮少な

どの臨床効果を認め,末 期にもかかわらず延命効果があ

つた。感受性薬剤使用例で臨床的に有効 と され た症例

31, 33の2例 について概要を述べる。

症例31は56才,女 性,食 欲不振,上 腹部痛,嘔 吐

あ り,上 腹部に鶏卵大の腫瘤を触れた。胃X線 および内

視鏡検査の結果,進 行胃癌の診断のもとに,開 腹術施行

した。腫瘍は前庭部小彎側を主体とし所属 リンパ節の腫

脹,膵 臓および肝臓への転移を認め胃腸吻合術を行なつ

た(Fig.2)。 培 養には漿膜浸潤部より材料を採取 した。

術後1カ 月 目に判定が出来(Table16),MMC感 受 性

の判定にした がって4mg静 注開始 し10回 計40mg

使用 し2カ 月目ごろより腫瘤の縮少と腹水の消 失 が あ

り,約2カ 月間持続した。その後腫瘤の再増大があつた

が全身症状は約6カ 月間の長期にわた り軽快 した。

症例33は61才,女 性,上 腹部痛があり,胃X

線 および内視鏡検査で進行胃癌と診断し,腹 部所見

より肝転移が疑われ,吻 合術の目的で開腹 した。腫

瘍は胃前庭部か ら発生 し,肝 門部へ浸潤するととも

に肝転移があつた。胃空腸吻合術を行ない,培 養材

料は胃漿膜面の癌浸潤部より採取した。感受性判定

が遅れたので5- FU 500mgを5目 間使用 したが副

作用のため一時中止 して経過観察していた。臨床的

には症状の変化がなく過 ぎたが,約2カ 月後に核酸

量測定によりMMC感 受性の判定が出たので,週2

回4mg静 注を開始した。MMC使 用後腫瘤の縮少

と全身状態の改善がみられ,約2カ 月間の症状軽快

が持続 した(Fig3)。

次 に無効例を1例 述べると,症 例45は,胃 切除

が行なわれ肉眼的 お よび病理学的に治癒手術で,

adenocarcinoma tubullare, Bormann III型 で あつ

た。感受性試験で5-FUと 判定して, 250mg隔 日

10回 使用した。 しかし肝機能障害が出た の で中止

した。9カ 月 目で下腹部に腫瘤をふれ卵巣転移と診

断され,腹 水貯留 も加わ り5-FUの 使 用を開始し

たが,臨 床的に効果なく速かに増悪し使用後1カ 月

で癌性腹膜炎に より死亡 した。

なお,感 受性薬剤が未だ使用 され てい ない4例

Table 15 Clinical effects

Fis.2 Case 31 56 Female Gastrojejunostomy.

Fig.3 Case 33 61 Female Gastrojejunostomy

Table 16 Case 31 Growth-Inhibitory effect by tumor tell.number 

in contact for 2 hours
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は,い ずれ も切除例である。

V.考 察

癌細胞に対する制癌剤感受性試験をin vitroで 判定

する方法として, 1)組 織切片を直接使用する方法 は,

癌組織切片に制癌剤を接触させて,組 織学的変化を検討

する方法に は じ ま り24), BLACKの 乳 癌組織の感受性

判定25),西 岡 はによるINK法26),近 藤 らのSDI法27),

autoradiographyを 利用 して核酸合成阻害で判定する方

法28陶30),などが報告されている。実験操作は簡略化され

つつあり,測 定が定量的で判定が明確となつてきた。し

かし,こ れ らの接触材料は組織切片として切断された直

後に接触され,さ らに短時間の核酸量の変動を測定する

ので,薬 剤の組織への浸透状態,腫 瘍細胞への取 りこみ

などは一定の条件を作 りえないばか りでなぐ,細 切すれ

ば組織の破壊をきたし,核 内のthymidine変 動,ひ い

てはDNAの 変動が起 り,測 定値に影響す る。2)組 織

切片を接触後培養する器管培養法 は, YARNELL8 )ら の

試験切除切片の器管培養による感受性試験, DICKSONの

chamber法31 )で 乳癌組織の器管培養に よる癌細胞の反

応を観察した報告32)がある。しかし,成 績に一貫性がな

ぐ,組 織切片が等量であつても培養 した時に等しい数の

生細胞が含まれているとは限 らない とい う欠点がある。

3)組 織培養法は癌細胞を培養液中で増殖 させ,癌 細胞

の制癌剤に対する反応を直接検索するので,細 胞 レベル

で観察する利点がある。 BIESEL33)の 初代組織片培 養 に

よる感受性判定, EAGLE, FOLEY34 )が 腫瘍組織 に対す

る制癌剤の毒性を組織培養で比較 して以来, WRIGHT9),

ANBROSE35), HURLEY36),最 近 ではDENDY37)の 初代培

養による感受性試験の報告がある。

それぞれの方法には利点,欠 点があるので,本 実験で

は基礎実験 として,組 織培養法で初代培養より継代培養

をして充分な細胞を得たのち腫瘍性判定をした。さらに

同一条件下で制癌剤と接触させ抑制効果より感受性薬剤

を決定することを目標とした。

組織培養による腫瘍細胞の薬剤に対する感受性の測定

には主 として細胞の増殖を指標 とした次の方法がある。

接触細胞数を算定して増 殖 度 を測定する形態学的な方

法38),細 胞 の発育阻止円の測定15, 39),蛋 白量の測定40),

直接核酸合成 阻 害 を 生 化 学 的41),ま た はautoradio-

graphyで 測定する方法などがあり,最 近では染色体の

変化により判定する報告42)もある。実験では, 1測 定法

で判定することは不充分であると考え,細 胞核数測定,

核酸量測定,阻 止円による測定の3方 法で判定すること

とした。 しかし,阻 止円による判定法は寒天上における

MMC, 5-FUの 拡散度の相異が阻止円の大 きさを左右

し,濃 度差で阻止円が得 られず,判 定不能な数例を経験

した。多量の細胞を使用 す る の で,判 定不能例が多い

disk平 板法をやめ,細 胞核数測定を主体として核酸量

測定を併用 した。

細胞核数測定では増殖継代した細胞を浮遊状態で薬剤

と接触後,長 期間にわたる増殖抑制を観察した°浮遊細

を胞用いた理由は薬剤の毒性作用を受けて死滅した細胞

は培養ビン底への接着能がなくなるので,核 数を測定す

る場合,培 養ビン附着細胞の増殖を算定すればよく細胞

〓殖抑制作用を長期間測定出来る利点がある。培養ビン

底で発育 している細胞を用いて接触すると死滅細胞の混

在があり核数算定には不向きである。

核酸量測定は,継 代培養後2日 目の培養ビン接着細胞

群に,薬 剤を接触させて増殖抑制を測定した。前者と接

触方法が異なるが,こ れは核酸量測定には多量の細胞数

を必要とすることと,最 も増殖がさかんな時期の細胞を

どの程度抑制することが出来るかを知る目的もある。し

か し,高 濃度の測定は単層培養でも死滅細胞の混在で測

定上誤差が生じる。

接 触 薬 剤 はMMCと5- FUを 用 い た 。 MMCは 制 癌

作 用 と し てquinone, urethane, ethylenimineの 3つ

の 構 造 が 組 合 され て お り, alkylating agentに 似 か よ

つ た 抗 生 物 質 で あ る43, 44)。 5-FUはuraci1の isostere

で あ るantipyrimidineで antimetabolic actionを 示

す 。 一 般 に細 胞 発 育抑 制 作 用 は 核 酸 合成 抑 制 か ら蛋 白 合

成 が 阻 害 され る結 果 で あ り,こ の2剤 と もDNAの 合 成

を抑 制 す る作 用 を示 す が,作 用 機 序 は異 な つ て い る 。 即

ち, MMCはDNA合 成 の み 特 異 的 に 阻 害 す る もの で,

細 胞 内で 還 元 され て 活 性 分 質 とな り,細 胞 核,特 にDNA

と 結 合 す る。 5-FUは uridine monophosphateか ら

RNAに 取 込 まれRNA合 成 阻 害す る 経 路 とdeoxyuri-

dine monophosphateか らmethyl化 反 応 でthymidilate

され る と ころ が 抑 制 を 受 け,基 質 過 剰 とな りDNA合 成

が 阻 害 さ れ る 経 路 とが あ り,制 癌 作 用 と して は 後 者 が 考

え られ る。

接触時間について検討してみると,一 定時間接触した

のち再び算定して培養ビンに分注するのであるが,こ の

操作による細胞の損失は接触時間の長短に よつ て 異な

り,1時 間で約16%, 2時 間で約30%と 時間 に比例し

て増加する。また,1時 間以内では操作が不正確にな り,

増殖 も同濃度間でば らつきがあつた。2時 間では操作はに

余裕があ り,30%程 度 の細胞損失では算定上 影響 がな

いが,3時 間になると細胞損失が50%近 くな り,cont。

rolで も算定が困難となつてきて,3時 間の接触は不適当

と考えた。一方, micmoautomadiogmaphyに よる検討で

も,2時 間以上接触 した後の5-FU-6-Tの 核 内取込み

は細胞平均でみると差がなく.接 触後24時 間経過して
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も大差がないことより, 2時 間接触がすべての点で有利

と考え,症 例24以 後 は2時 間とした。

感受性薬剤の決定に正常組織と癌 組 織 を培養 し,制

癌剤と接触 して比較すれば良い と考 えたが, FOLEY,

EAGLEの 報告45)では,正 常細胞 と癌由来細胞の間には

一定の感受性差異を発見出来ず ,継 代培養 しても癌細胞

に特異的に作用する薬剤を見出せなかつた と述 べ て い

る。これにより同じ細胞で薬剤間の増殖差異を測定すれ

ば薬剤決定が出来 る。細胞核数測定は24時 間から240

時間 までの各濃度の細胞増殖を算定し,薬 剤間の抑制率

を比較して感受性薬剤を決定 したが対比方法は臨床使用

時の血中濃度に従つた。核酸量測定は発育抑制効果の判

定法として継代後2日 間培養 した細胞群に2時 間接触さ

せ, 48時 間 までのDNA, RNA量 を測定,DNA産 生 を

抑制する薬剤を感受性剤 とした。 5-FUがDNA合 成 に

影響するまでの時間についてはすでに報告され てい る

が46), 5-FU-6-Tに よ るmicroautoradiographyの 結

果, DNA合 成部位である核内取込みは,接 触後2時 間

で細胞質内と等しくなる事実 より推測すると,こ れより

以後はDNA合 成阻害がある もの と考 え,接 触直後 と

24時 間, 48時 間の測定値を平均 した。

実験症例100例 中感受性薬剤の決定出来たのは10例

で,そ のうち5例 が使用されたが2例 に明 らかな効果が

あつた。 しかし,個 々の症例の年齢,性,培 養材料,病

理組織所見,手 術時の腫瘍の浸潤程度などの諸因子を検

討しても,臨 床効果と特定な関係を見出すことは出来な

かつた。

培養胃癌細胞を用い たin vitroの 制癌剤感受性試験

と臨床効果が必ず しも一致 しなかつた原因は,担 癌宿主

を全 く除外した実験のためで,こ れには大別して次の3

つの事項が考えられる。第1に,臨 床的に得 られる制癌

剤の組織内濃度とその持続時間の問題で,実 験では臨床

使用による濃度範囲で2時 間接触 したが,そ れぞれの臨

床症例ではこの実験条件と一致するとは考え られない。

また,使 用量や注入速度なども密接に関連することであ

る。第2の 事項 として,制 癌剤が生体内で うける代謝に

基づ く不活性化の問題で, MMCは 肝,腎,脳,心 など

で不活性化されるといわれ,ま た, 5-FUも 肝 で最も強

く代謝を うけdihydroHuoruracilか ら最終的にはurea,

CO2な どになるといわれている。 しかし,こ の両薬剤は

ともに腫瘍組織によつては不活性化されないとされてお

り46),培 養腫瘍細胞と制癌剤 との関連だけを考えれば不

活性化はほとんどないといえよう。第3と して,胆 癌宿

主のもつている抗腫瘍性で,こ れは リンパ球を主体 とす

る細胞性免疫である とい わ れ て い る。 したがつてiN

vitroの 実験ではこの宿主の抗腫瘍性は全 く関与してい

ないので,こ の点 も重要な原因と考える。

VI. 結 語

胃癌組織培養より得た癌細胞に制癌剤感受性試験を行

ない,細 胞核数測定 と核酸量測定より細胞増殖率を指標

にして感受性薬剤を決定した後に臨床面に使用 し,そ れ

ぞれ,次 のような結果を得た。

1) 初代培養症例は100例 で18例 に上皮性細胞群の

出現をみた。この上皮性細胞群を増殖継代培養 し,腫 瘍

性の判定出来たのは15例 で,さ らに,こ れ等を継代培養

し接触試験が出来るまでに細胞数が確保出来た のは13

例 であつた。

2) 制癌 剤感受性は細胞核数測定と核酸量測定法にて

決定 した。細胞核数測定は13例 に測定可能であつたが,

核酸量測定は充分な細胞数が採取出来た6例 に 行 な つ

た。

3) 制癌 剤の接触時間は, 5-FU-6-Tを 用 いたmicmo-

autoradiographyで 検討 し, 2時 間にて細胞内の銀粒子

数が核内の数と等しくな り,そ れ以後は有意な差がない

ので接触時間を2時 間と決定 した。

4) 制癌 剤はMMCと5-FUを 使用 し,接 触濃度は

臨床使用時の血中濃度の範囲とした。細胞核数の有意差

は8例 に認められた。一方,DNA量 測 定は4例 が接触

後24時 間, 2例 が さらに48時 間までを測定 し合成阻

害の強いほうを感受性薬剤 とし,判 定出来たのは5例 で

あつた。

5) 最終 的に細胞核数測定法と核酸量測定法の判定を

合せ感受性薬剤決定出来たのは,13例 中10例 で あつ

た。

6) 感受性の決定した10例 中切除症例は7例 で,非

切除例は3例 で,実 験成績に基づいて制癌剤を臨床的に

使用 したのは5例 であつた。 この5例 中腫瘍の縮少など

臨床効果の認め られたのは2例 である。 5例 の未使用例

はいずれも切除症例で,現 在生存中である。

稿を終えるに臨み,御 懇切なる御指導 と,御 校閲を賜

つた,恩 師 石山俊次教授に深甚なる感謝の意を捧 げ ま

す。 また,直 接御教示いただいた坂部孝助教授に深謝す

るとともに,御 協力をいただいた山形省吾講師な らびに

癌研究班各位に感謝致 します。
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ANTI•`TUMOR SENSITIVITY TEST OF CANCER CELLS 

OF THE STOMACH IN TISSUE CULTURE 

MASASHI SHIOSAKA 

The Third Department of Surgery, Nihon University School of Medicine 

(Director : Prof. SHUNJI ISHIYAMA)

Epithelial cell groups, which were growing in primary culture of stomach cancer tissue, were 

secondarily cultivated, then tumorgenecity was determined by means of morphological examination 

and chromosome distribution. Thus secondarily cultured tumor cells were contacted with mitomycin 

C and 5•`Fluorouracil in concentrations ranged within serum levels of these drugs in clinical use, and 

anti-tumor effect of drugs was tested by cell nuclei number and amount of DNA. 

As results of this study, in 13 among 100 cases of primary cultures the drug contact test was suc-

cessfully performed, and drug sensitivity could be determined in 10 cases. 

In clinical trial, anti-tumor chemotherapy was carried out in 5 cases and 2 of them showed remark-

able clinical responses, and remaining 5 were not yet treated, because of radically resected cases.


