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人癌培養細胞 のinvitro薬 剤感受性試」験 第1報

再増殖測定法の適応と限界

本 山 悌 一 ・鈴 木 利 光

新潟大学医学部第一病理学教室

(昭和54年9月6日 受付)

人癌細胞のinvitro薬 剤感受性測定法の1つ と して,ALEXANDER&MIKULSKIの 逆挿法 を改良

した再増殖測定法(regrowth assay method)の 確立 を試み た。 この方法 は,被 検細胞 の植込み至

適細胞濃度の幅に よって規定 され る測定可能範囲があ るが,こ の点に注意 して使用す る とき,再 現

性 の高い,定 量性のある方法であ ることを確認 した。 また 応用で きる細 胞株 も極 めて多 いとい う

利点を有す る。MitomycinCに 対す るヒ ト胃癌培養細胞株の 感受性度を 再増殖測定法に よって求

めた ところ,分 化型腺癌は感受性が低 く,低 分化型腺癌は感受性が高い とい う傾 向が認 められた。

序 文

起炎菌 の薬剤感受性試験 に よって最適薬剤を選択 使用

する とい う指導原理が確立 されて以来,細 菌感染症 に対

する化学療 法の成果にはめざましいものがあ る。 人癌 の

化 学療 法の場合に も同様の考 え方 に基づ き癌細胞に最も

有効 な抗癌剤を選別使用できれ ば,治 療成績のなお一層

の向上が期待 され よう。 しかしなが ら,現 実 にはいまだ

そ の方法は確立 されてはいない。 したがって抗癌剤 のス

クリーニングは,一 般的にはほ とん ど動物癌 を用 いて行

なわれてい る。 しかも,実 験動物の癌においてさえ,そ

の発生や形態 に関係 な く,そ れぞれの薬剤に対す る感受

性に多様性 のある ことが知 られてい る1～3)。つ ま り個 々

の癌は,抗 癌剤感受性 において も優 れて個性的 な性格を

示すのであ る。 人癌 においても当然同様の特性が推測 さ

れ るo

人の場合,invivoで 薬 剤のス クリーユソグを す るこ

とは許 されずかつ不可能で もある。 この隆路 をい くらか

でも克服 しよ うとすれば,目 下の ところinvitroで 人

癌細胞 の薬剤感受性を検討する以外 に手段は ない もの と

思われ る。最近では我国で も多数の人癌細胞株が樹立維

持 され てお り4),そ れ らの 株 細胞 を用 いて人癌細胞の薬

剤感受性の特質を解明する ことが可能 となって きた。

従来,invitroの 薬剤感受性測定法 としては,癌 細胞

の増殖を50%抑 制 する薬 剤濃度(50%増 殖 抑制濃度)

を求め る増殖抑制法(growth inhibition method)5,6)が

広 く行なわれてきた。 しか し,こ の方法は,わ れわれが

詳細に吟味 したところ全 く不適当な方法であ ることが明

らかになった。 その理由 については続報 で詳 し く論 じた

い。 また,下 山,木 村に よって確立 された軟寒天 コロニ

一形 成 法(soft agar cloning assay)7,8)はinvitrcに お

け る抗 癌 剤 の 殺 細 胞 作用 を 定量 化 す る最 も よい 方法 と考

え られ るが,こ れ を 応 用 で き る人癌 細 胞 株 は 現実 には極

め て 少 な く,必 ず し も実 用 的 と は 言 え な い。 このため,

か つ て 薬 剤感 受 性,放 射 線 感 受 性 の定 量 的 測 定法 として

用 い られ た こ と もあ るALEXANDER&MIKULSKIの 逆

外 挿 法(backward extrapolation method)9,10)を 改 良す

る試 み が 下 山 ら 埠2).著 者 ら13」4)に よ って な さ れ て き

た。 下 山 らは こ の方 法 を再 増 殖 試 験(regrowth assay)

と して 主 に浮 遊 増 殖 の細 胞 に 応 用 す る こ とを 試 み て い

る。 今 回,著 者 らは この 改 良 法 が 浮 遊 増 殖 系 と付着増殖

系 とを 問わ ず'大 多 数 の 細 胞 株 に 応 用 で き るこ と,し か

し な が ら,各 株 細 胞 の 増 殖 態 度 に よ り生 残率 には測定限

界 が あ る こ と の2点 を 確 認 した。 これ らの結 果 を各種 ヒ

ト胃癌 培 養 細 胞 株 とMitomycinCを 用 い た実 験系 で具

体 的 に提 示 す る。

材 料 と 方 法

培 養 細 胞 株:Table1に 示 す よ うな ヒ ト胃癌 由来の細

胞 株9株 を 用 い た 。MKN7株15),MKN28株15),MKN

74株16)は 分 化型 管 状 腺 癌 由 来,MKN45株15),MK2

株,OKAJIMA株 は低 分化 腺 癌 由 来,KATO-III株17)

は 印 環 細 胞 癌 由 来,MKN1株15)は 腺 扁平 上 皮 癌 由来,

SCH株18)は 胃絨 毛 上 皮癌 由来 で あ る。MK2,0KAJIMA,

KATO-IIIの 各細 胞 は浮 遊 増 殖 の形 態 を と り,他 は付着

増 殖 を 営 む 。MKN1,7,28,45,74の 各 細 胞 は教室の

北 条晴 人 に よ り樹 立 され た株 細 胞 であ る。OKAJIMA株

は 国立 が ん セ ン タ ー 下 山正 徳 博士,KATO-III株 は 東

大 医科 研 関 口守 正 博士,MK2株 は東 京 医 大 井 上仁博

士 に よ り恵 与 され た。SCH株 は 故 大 星章 一 教 授が国立
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Table 1 Stomach cancer cell lines used in the

present study

がんセソター当時樹立 され たものである。

培養液:RPMI-1640培 地(日 水製薬)に 牛胎仔血 清を

10%の 濃度に加え,さ らに20μ9/m1の 硫 酸カナマイ

シソ(明 治製菓)を 添加 したものを 用 いた。pHは,炭

酸水素 ナ トリウムと炭酸 ガス とで7.2に 調製 した。

細胞は60×15mmの プ ラスチ ックシャー レ(LUX)

でふやし,指 数増 殖期後期 の細 胞を30×10mmの プ ラ

スチックシャーレ(LUX)に ある一定 数 まきなお し,抗

癌剤の実験に供 した。各 シャー レは5%炭 酸 ガ ス加大気

で37℃ 加湿恒温器 中で静置培養 した。

薬剤処置:抗 癌 剤 と し てMitomycinC(以 下MMC)

(協和発酵)を用 いた。薬剤 は活 性 を失 なわない ように常

に使用直前に準備 した。す なわ ち,蒸 留水に溶解後,新

鮮な上述の培養液 に よって使用濃度に 稀釈 した。細 胞は

上述の培養条件下 で2時 間MMCで 処理 し,そ の 後直

ちにMMCを 含 まな い培養液で1回 洗浄 し,新 鮮 な培

養液を加え再 び静置培養に戻 した。

細胞数計算:細 胞は0.25%ト リプ シン(SIGMA)と

0・01%Ethylendiamine tetraacetic acid(EDTA)(和 光

純薬)に よって単 個細胞 の浮遊液 と し,そ の1m1に 等

量の トリパンブルー(CHROMA)を 加 え,ピ ペ ッテ ィン

グ後BORKERの 血球計算板で不染細胞数を 生細胞 とし

て数えた。対照お よびMMCの 各濃度に つ き各 々2シ

ヤーレの細胞数を算出 し,そ の平均を得 て生腫瘍細 胞数

とした。

成 績

ALEXANDER&MIKULSK1原 法に よる生残率 の測定:

MMCで 処理 した後 の腫瘍細胞の増殖曲線は全 ての細胞

株でほとん ど同 じ態 度 を 示 す 。Fig1はMKN45株

をMMCで2時 間処理 した場合の 増 殖 曲線 である。植

Fig. 1 Growth curves of MKN 45 cells after 2-

hr-treatment with different doses of Mito-

mycin C. Dotted lines showed backward

extrapolation of growth curves.

込 み後,付 着が安定 し,指 数増 殖期 に入った細胞 にMMC

を作用 させてい る。0.016μ9/m1と い う比較的低 濃度 の

MMC処 理 の場合,細 胞の増殖 は初期 に僅か に抑 制され

るが,直 ぐ対照 細胞の増殖速 度 とほ とん どかわ りのない

増 殖速 度を と りも どす 。増殖 曲線を さらに詳 細 に 見 る

と,対 照 とMMC処 理群 間に細胞数の差 が 出 て くるの

は,処 理 時の細 胞数が倍加 した後であ ることがわか る。

また顕微鏡で観 察 しても初めの24時 間以内にはMMC

処理群 に高度 の変性を示す細 胞の増加 はほとん ど認 めら

れない。 これ らの ことはMMC処 理 後 もなお大部分 の

細 胞は少な くとも1回 以上の分裂増殖 をしている ことを

示 してい る。 多核細 胞,空 胞細胞等の異常細 胞の出現や

核 崩壊,細 胞崩壌は,処 理後細 胞数 が倍 加した後 に 目立

ち,同 時に増 殖速 度も低下す る。 しか し,こ の後 は増殖

力を再 び回復 し,対 照 と同様 の速度 で増殖 して くる。 こ

の新 たな増殖 曲線は,MMC処 理 に よって致命的 な障害

を受けなかった細 胞か ら生 じて くる新 しい細 胞群 に より

形成 される と考 え られる。 したがっていわ ゆ る細 胞生残

率 はALEXANDER&MIKULSKI9)の 方法 に より,こ の

新 しい細 胞集団が作 り出す再増殖 曲線 をY軸 に逆外挿す

ることによって得 られ る対数 目盛 を対照 のそれで除す る

ことに よって求め ることがで きる。Fig.1の 点線 は逆外

挿 を示 してい る。0.063μ9/mlあ る いは0.125μ9/rnl

とい う比較 的高濃度 のMMC処 理 では,細 胞 の増殖速

度 は よ り早 く抑 制 され るが,対 照 との間に差 が出るのは

や は り細 胞数が倍加 した後であ るこ と がFig1か らわ

か る。低 濃度の場 合 と同様に一定 の遅滞期 を経 て再 び細

胞 が増殖 して くるが,元 の増 殖力を回復す るまでにか な
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りの時間を要す る。 このため,対 照群 の細胞濃度が飽和

状態に なってしまった り,元 の増殖速度を回復す る前に

被検細胞群 自体 も細胞密度 が高 まることに よって増殖速

度 が再 び低下 して しまうとい う事態が生ず る。 したがっ

て,0.063μ9/mlあ るいは0.125μ9/mlと い う濃度で

は逆外挿法 を用い ることがで きな くなる。薬剤処理時の

細胞数を変え ることに よって生残率を測定で きる薬剤濃

度の幅を多少拡げ ることは可能 であるが,そ の幅は極め

て狭い。

ALEXANDER&MIKULSKI法 の拡大(細 胞稀釈 と再植

込み法):前 述 のよ うにALEXANDER&MIKULSKIの

原法では,検 索 しうる薬剤の濃度がか な り制 限 さ れ,

Fig.1の ような場合には0.063μ9/ml以 上 の 濃 度 の

MMCで 処理 した場合の生残率 は測定で きない。 この制

約を と り除 くためにはFig.2に 示す よ うに 増殖曲線が

定常期 に達す る前に対照 と処置群 とをそれぞれ同一の稀

釈で まきなおせ ぽよい。稀釈倍数は,ま きなお した細胞

が後述す る至適範囲内に入 るように決め る。Fig.2の 場

合は9倍 してある。 まきなお し後 の再増殖曲線が対照の

それ と平行 になるまで増殖曲線を追跡 し,平 行 とな った

ところで前述 のよ うにY軸 に 逆外挿 し,0.063μ9/mlお

よび0.125μ9/mlと い う高濃度処理 の際 の細胞生残率

を求める ことがで きる。

至適細胞濃度 と 生 残 率 測 定 限 界:ALEXANDER&

MIKULSKIの 原法お よびその拡大操作に よって得 られる

生残率 が理論的に正 しい値であるためには,各 々の植込

み細 胞の増殖 曲線が指数増殖期 で互いに平行な関係にな

った ときの細胞数の比率が元の植込み細胞数の比率 と一

致 しなければ ならない。Fig3にMKN45株 の 例 を示

す。 この細胞 で は,1.1xlo4/dishか ら2.4×105/dish

程度 の細胞をL5m1の 培養液 を含む30×10mmの プ

Fig. 2 Growth curves of MKN 45 cells after 2-

hr-treatment with Mitomycin C. On the

6 th experimental day, cancer cells of the

control and test groups were reseeded by

the same dilution.

ラスチ ックシャー レに植込 んだ場合 に,最 高増殖時の細

胞数 の比率 と植込み時 の細胞数 の比率 はほぼ 等 し くな

る。 このよ うに言わば植込み細胞数 の至適細胞濃度はど

の細胞株に も存在 し,測 定はこ の範囲内で行なわれなけ

ればな らない。MKN45株 の場 合 は,1.1×104を2.4

×105で 除 した数,す なわ ち0.046が 生残率 の 測定限

界 とい うことになる。

生残率 曲線:以 上 のよ うな方法で求 め たMMC2時

間処理時 のMKN45株 の生残 率曲線 をFig.4に 示す。

処理時7.6×104/dishか らL2x105/dishの 細 胞数の

ものに対 しては稀釈 まきなお し操作を加えず,1.0×105/

dishか ら1.2×106/dishの 細胞数 のもの に対 しては稀

釈まきなおしを加えた。同一 のMMC濃 度 で7か ら11

回の測定を行な ってい るが,被 検細胞数の多寡にかかわ

らず ほぼ一定 の結果が得 られ,再 現性に富んでいる。

薬剤感受性の指標:Fig.4の 生残率曲線 に示 されたよ

うに,MMCの 殺細胞作用 は,生 残 率が薬剤濃度に比例

して対数的に減少す ることか ら,強 い濃度依存性をもつ

Fig. 3 Growth curves of MKN 45 cells in different

cell numbers inoculated

Fig. 4 Survival of reproductive capacity in MKN

45 cells as a function of Mitomycin C dosage.

The survival fractions are not influenced by

the cell numbers to be treated.
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Table 2 Mitomycin C sensitivity of cultured human stomach cancers

Fig. 5 Survival curve and 90% lethal dose (LD90)

ことがわか る。semi-109Plotし た場 合,MMC処 理時

の生残率曲線は一般にFig.5の よ うな濃度反応 曲線 と し

て得られ る。低 濃度域 では肩の部分(Ds)を もつ ことが

あるが,Ds濃 度以上にな ると曲線はほ ぼ 直 線 状 に な

る。ある細胞群 の90%を 死滅 させ るに必 要な薬 剤量を

90%致 死量値(90%1ethaldose,LDgo)と 表現 できる

が,こ のLD90を もって薬剤感受性 の1つ の指標 とす る

ことができる。 この値 は,縦 軸 の10-1の 点で 横軸 に平

行に引いた直線 と生残率 曲線 との交点の横軸 目盛(薬 剤

濃度)と して得 られ る。

ヒト胃癌培養細胞株のMMC感 受性:ヒ ト胃癌 由 来

の9株 について,MMC2時 間処理時 のLDg。 を 求めた

結果をTable2に 示す。 分化型管状腺癌 由来 のMKN

7,28,74の 各株のLD9。 はいずれも0.30μg/ml前 後

の値で比較的感受性が低 く,低 分化型 のMKN45株,

OKAJIMA株,KATO-III株 のLDgoは0.15μ9/ml前

後の値で比較的感受性が高い。 しか し,低 分化型の もの

でもMK2株 は高分化型 のもの と同様の 感受性の 低 さ

を示している。 また腺扁平上皮癌 由 来 のMKN1株 は

さらに感受性が低 く,胃 原発絨毛癌 由来 のSCH株 に至

っては極めて感受性の低い ことがわか る。 また,こ れ ら

LD90の 値は細 胞の増殖速 度(倍 加時間)と は 必ず しも

平行 の関係 にはな く,増 殖速度 が速 けれ ば速 いほ ど感受

性が高 い とは言えない。

考 察

抗癌 剤処理 に よる死滅細胞 と生残細 胞 とは当然 の こと

なが ら処理 された細胞個 々の運 命に よって決 め られなけ

れぽな らない。 しか しなが ら,抗 癌剤に ょる細 胞死には

放 射線に よる場合19)と同様に間期死(interphase death)

と,何 回か分裂増殖を行な ってか ら 死 に 至 る 増 殖 死

(reproductive death)の2通 りがあ る。前掲のFig。1か

らも明 らかな よ うに,MKN45株 も細 胞数 が 倍加 した

後に初めて増殖 曲線に差が出て くること,ま た形態変化

の詳細な観察か らも,通 常投与 し うるMMC量 で は 増

殖死がむ しろ大部分を 占めてい る。 したが って,薬 剤処

理後のいわゆ る生細胞には,分 裂増殖はす るが結果的に

は死に至 るべ き細胞 と,薬 剤に よる致命的な障害を免れ

無限に分裂増殖 してゆ く能力を持 った細胞 とが混在 して

い ることにな る。 このことは色素吸着法(dye exculsion

method)で 不染 な細胞 が必ず し も 増 殖 能を持 った細胞

とは限 らず,そ れ をもって増殖能を持 った生細胞 の指標

とす ることがで きない ことを意味 してい る。

ALEXANDER&MIKULSKIに よって開発 され た 逆外

挿 法(backward extrapolation method)は,薬 剤感 受

性 お よび放 射線 感受 性の定量的解析 に利用 され9,10),こ

の方法 とコロニー形成 法による態受 性試験 の結果 とが よ

く相関す ることはNIASら20)に よって既に証 明され てい

るが,こ の点 については著者 らも続報 で明示 したい。 逆

外挿法の原理はFig6に 示す よ う に,薬 剤処理時No

の細胞数が,薬 剤処理 に よってN1に 減 じ た と見 な し

え,生 残 率は1V1/Noと 表 現で き,こ れは 各直線 部分を

Y軸 に逆外挿 して得 られ る対 数 目盛 の 比n1/noと して

よ り簡単に得 られ るとす るものであ る。 この方法が従来

あ ま り用い られなか った理由の1つ は,頻 回の細胞数算

定が必要なためかな りの労力を必要 とす ることが考え ら
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Fig. 6 Principle of the backward extrapolation

method

れ る。 も う1つ の理 由も推測にす ぎないが,本 法には既

に述べた よ うに測定限界が ある。実験者がそれに気 づか

ずに本法を用 い ることに よって,得 られた結果か ら再現

性 の乏 しい方法 と誤認 し,感 受性試験法 として採用 しな

か ったのではないだろ うか。浮遊細胞を主 として用 いて

い る下山 ら粉は,測 定可能範囲については言及 していな

いが,充 実癌 由来 の付着細胞は概 してこの範囲が狭いた

め,実 験前に範囲 の充分な)確認が必要 である。今回 の著

者 らの研究 は,ALEXANDER & MIKULSKI法 に よる測

定可能範囲を明らかにす るとともに,稀 釈 まきなお し操

作を加える ことに ょって検索で きる抗癌剤 の濃度 と細胞

数の幅を拡 げることがで き,生 残率 の測定可能範囲を拡

げ ることがで きることを確認 した。生残率の測定可能範

囲は,植 込み細胞数が少ない と増殖速度が低下す るよう

な細胞株では狭 く,植 込 み細胞数が少な くて も増殖速度

に変化 のない細胞では よ り広 くな る。 ヒ ト胃癌培養細胞

株 では,全 例10-1の 生残率を得 る濃度,す なわち90%

致死量値は実測可能で あったが,10-2の 生残 率を得 る

濃度,す なわち99%致 死量値 の実測はおおむね不可能

で あった。

下山 ら12)は,稀 釈まきなお し操作を行なって測定す る

方法に対 してだけ再増殖試験法(Regrowth assay me-

thod)と い う言 葉 を 使 っ て い る が,ALEXANDER&

MIKULSKIの 原法 において も薬剤処理後 の再増殖のパ タ

ーンをそのよ りどころとしてい るところか ら
,ま た低濃

度 の薬剤処理の場合,敢 えて稀釈まきなお しを行な う必

要 もないことか ら,原 法 と改良法 とを合わせ て再増殖測

定法(regrowth assay method)と 命名す る の が 適当

か と思われ る。

文 献

1) 吉 田富三, 井坂英彦, 中村久 也, 小 田島成和, 佐

藤 博: 腹 水 肝 癌 の 研 究 。 日病 会 誌44: 407～

421, 1956

2) 大 星 章 一: 癌 化 学 療 法 に おけ る腫 瘍 スベ ク トラム

お よ び腫 瘍 細 胞 の 薬 剤 耐 性 に 関 す る研 究。癌 の化

学 療 法 (武 田勝 男 編) pp.192～205, 医 学 出版,

東 京, 1957

3) 吉 田 富 三: 腹 水 肝 癌 の 研 究1960年 ま で の成

績 の 総 括 。 東 京 医 学 雑 誌68: 715～728, 1960

4) 大 星 章 一, 関 口守 正: 日本 で 樹 立維 持 され ている

ヒ ト癌 細 胞 培 養 株。 蛋 白 質 核 酸 酵 素23: 697～

711, 1978

5) EAGLE, H.& G. E. FOLEY: The cytotoxic action
of carcinolytic agents in tissue culture. Am.
J. Med. 21: 739-749, 1956

6) MORIWAKI, A.: Studies on carcinostatic subs-
tances. XL. Application on cell counting
method to the screening of antitumor subs-
tances using in vitro-cultured Yoshida sar-
coma cells. Chem. Pharm. Bull.(Tokyo)
10: 462-467, 1962

7) 下 山正 徳, 木 村 禧 代 二: 抗 癌 剤 の 殺 細胞 作用の定

量 法-Mitomycin Cの 殺 細 胞 作 用 に ついて。

Chemotherapy 20: 787～794 , 1972

8) 下 山 正 徳 木 村 禧 代 二: 人 癌 細 胞 培養 の医学生物

学 へ の 応 用 化 学療 法。 人 癌 細胞 の培養(大 星

章 一, 菅 野 晴 夫 編) pp.477～499, 朝 倉 書店, 東

京, 1975

9) ALEXANDER, P.& Z. B. MIKULSKI: Differences

in the response of leukaemia cells in tissue

culture to nitrogen mustard and to dimethyl

myleran. Biochem. Pharmacology 5: 275•`

282, 1961

10) ALEXANDER, P.: Mouse lymphoma cells with

different radiosensitivities. Nature 192: 572

～573 ,　1961

11) 下 山 正徳: 人 が ん細 胞 培 養 株 を利 用 した抗がん剤

ス ク リー ニ ン グ法 開 発 に関 す る研 究。 昭 和52年

度 文 部 省 科 学 研 究 費 補 助 金 に よ る 「が ん」特別研

究 研 究 報 告 集 録pp.736～738, 1978

12) 下 山正 徳, 田 中和 彦, 木 村 禧 代 二: 人 がん細胞培

養 株 の薬 剤 感 受 性 度 再 増 殖 試 験 (Regrowth

assay) に よ る薬 剤 感 受 性 度 測 定 とそ の 意 義。癌

の臨 床25: 75～83, 1979

13) 本 山 悌 一, 北 条晴 人, 大 星章 一: Regrowth assay

法 に よ る培 養 ヒ ト胃癌 細 胞 の薬 剤 感 受 性。第37

回 日本 癌 学 会 総 会 記 事145, 1978

14) MOTOYAMA, T.: H. HOJO, T. SUZUKI & the
late S.OBOSHI: Evaluation of the regrowth
assay method as an in vitro drug sensitivity
test and its application to cultured human

gastric cancer cell lines. Acta Medica et Bio-
logica 27 (in press), 1979

15) 北 条晴人: ヒ ト胃癌細胞培 養株 の樹立 とその形態

学的特性。 新潟医学会雑誌91: 737～763, 1977

16)北 条晴人, 大星章 一: ヒ ト胃癌 細胞 の培養-組

織型 とin vitro増 殖形態お よび 分化能との関係

について。 第36回 目本癌学 会 総 会 記 事109,



VOL. 28 NO. 2 CHEMOTHERAPY 147

1977

17) SEKIGUCHI, M.; K. SAKAKIBABA & G. FUJII:
Establishment of cultured cell lines derived
from a human gastric carcinoma. Japan J.
Exp. Med. 48: 61-68, 1978

18) 大星章一, 清藤 勉 吉 田紘 一, 下里幸雄, 小 出

勉, 佐野量造: 胃悪性絨毛上皮腫の組織培養。 日

病会誌61: 146～147, 1972

19) 山 田 武, 大 山 ハ ル ミ: エ ネル ギ ー 代 謝阻 害 と放

射 線 に よる 細 胞 間 期死 。 動 物 学 雑 誌80: 111～

119, 1971

20) NISA, A. H. W. & M. FOX : Minimum clone size
for estimating normal reproductive capacity
of cultured cells. Brit. J. Radiol. 41 : 468-
474, 1968

IN VITRO DRUG-SENSITIVITY TEST OF CULTURED

HUMAN CANCER CELLS. I

Regrowth Assay Method; its Application and Limitation

TEIICHI MOTOYAMA and TOSHIMITSU SUZUKI

First Department of Pathology, Niigata University School of Medicine

Original regrowth assay by ALEXANDER and MIKULSKI and revised one by SHIMOYAMA et al. to

which they introduced dilution and reseeding of the control and test cells, have been confirmed to be

reliable and adequate methods to evaluate in vitro drug sensitivity of cultured human cancer cells.

These methods, however, have limitation of measurement because speed and pattern of growth of

cancer cells depend on the inoculation cell size.

The optimum inoculation cell size, in which growth curves run parallel each other in the expo-

nential growth phase, is variable at every cell line tested. To apply this method succesfully, the

optimum inoculation cell size should be measured in each cell line prior to starting of drug sensitivity

test. Sensitivity tests of 9 human stomach cancer cell lines against Mitomycin C were measured by

regrowth assay. In general, cell lines derived from poorly differentiated adenocarcinoma were more

sensitive to the test drug than those from well differentiated tubular adenocarcinoma.


