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人癌培養細胞のin vitro薬 剤感受性試験 第3報

各種測定法の吟味とその評価

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in vitro薬 剤感受性試験 として従来か ら用い られて きた,い くつ かの方 法につい て,

各面か ら吟味 し,評 価を加えた。

個 々の癌細胞 の増殖能を直接検定 しうる コロニー形成法が最 も望 ま しい 測定 法 と考 え られたが,

採用 する コロニーの大 きさに注意を要す ることを再確 認 した。 また,コ ロニー形成法 には多 くの制

約があ り,応 用で きる人癌培養細胞株が極めて限 られ てい るため,そ の場 合,コ ロニー形成法 とも

よく相関す る再増殖測定法を用い ることが適当であ る。 この方 法は多 くの労 力を必要 とす るが,コ

ロニー形成法 と同様,培 養癌 細胞の薬剤感受性を定量的に解 析す るこ とが可能 である。 多 くの細胞

株 に応用 できることが第1の 利点であ る。

増殖抑制法 は,定 量的な感受性試験 としては全 く不適 当であ り,ま た形態学的 変化か ら癌細胞の

薬剤感受性度を推定す ることも不可能であ った。

序 文

著者 らは,前2報 において,in vitro薬 剤 感受性試験

としての再増殖測定法(regrowth assay method)の 適

応 と限界,さ らに,そ の方法に よる培養 ヒ ト胃癌細胞 の

Mitomycin Cお よびCarboquoneに 対する感受性 につ

いて報告 した12)。

今回は,従 来用い られてきた3種 のin vitro薬 剤感

受性試験-コ ロニー形成法,増 殖抑制法お よび再増殖

測定法-に ついて相互 に比較検討 した。 その結果,そ

れ ぞれ の方法に内在 する幾つかの問題点を明らかにす る

ことがで きた。 本報 ではそれ らの成績を報告 するととも

に,人 癌培養細胞 の応用研究に まつわる体制上の問題点

について論 じたい。

材 料 と 方 法

人癌細胞培養株:用 いた人癌培養細 胞株は,前2報 と

同様,ヒ ト胃癌 由来 の培養細胞株,MKN1,MKN7,

MKN28,MKN45,MKN74,MK2,KATO-III,

OKAJIMA,SCHの9株 で あ る。 コロニー形成 法 と再

増殖測定法 の両測定法を応用 しうる細 胞株 として,秋 田

大学 加藤哲郎博士か ら恵与 された ヒ ト膀胱癌 由来細胞

株MGH-U13)を 用 いた。

培養方法:前2報 と全 く同 じ方法で あ り,MGH-U1

株 も牛胎仔血清を10%の 濃度に加えたPPMI-1640培

地で培養 した。

薬剤処理:抗 癌剤 としてはMitomycinC似 下MMC)

を用い,癌 細 胞の処理方 法は前2報 と全 く同 じである。

感受性試験:コ ロニー形 成法(Cloning assay,Colony

formation method)は,PUCK&MARCUS4)の 方法を

用いたが,feeder layerは 必要 とし なか った。判 定は

10日 後 に行なった。再増殖測定法 につ いては第1報1)で

詳述 した。増殖抑制 法(growth inhibition method)は

森脇5)の方法 を用 いた。す なわ ち,薬 剤作用後(何 日目

かに)対 照群 の細 胞数に対す る処理群 の生細胞数の比に

よ り増殖抑制度を求 め,そ の細 胞増殖度が50%inhibi-

tion concentration(IC50)と した 。形態学的な変化は,

95%エ タ ノール,エ ーテル等量液で固定後,Papanico-

1aou染 色を施 し,光 学顕微鏡 で観察 した。付着細胞は,

固定前0.25%ト リプシ ン溶液 で剥離 し,ピ ペ ヅティソ

グに よ り単離細胞 とした 。

成 績

コロニー形成法に よる感 受性試 験:MMCで2時 間処

理 した ヒ ト膀胱癌由来MGH-U1株 の 生 残 率をコロニ

ー形成法で求め ると,Fig1の ようになる。低濃度域で

はほ とん ど差はないが,高 濃度域では50個 以上の細胞

か らな るコロニーを採用 す るか,100個 以上 の細胞から

な るコロニーを採用 す るかに よって生残 率にかな りの差

が生ず る。 この例では再増殖測定法に よって求めた値は

前2者 のほぼ中間に位 置 してい る。 しか しながら,ど ち

らか といえば50個 以上の細 胞か らな るコロニーによつ

て判定 した コロニー形成法の結果にほぼ平行す る傾向が
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Fig. 1 Survival of reproductive capacity in MGH-

U 1 cells as a function of Mitomycin C dosage.

The survival fractions are obtained by the

cloning assay and the regrowth assay

Table 1 50% Inhibition concentration (IC50) of
Mitomycin C

ある。

増殖抑制法に よる感受性試験:ヒ ト胃癌 由来の9株 に

ついて,先 ずMMC処 理時 の細胞数 がほぼ2×105/dish

と一定になる ように調整 して2時 間 処 理 し,4日 後の

IC50を 求め ると,Table 1の ようになる。MKN 1株 と

SCH株 を除 くと,IC50値 は倍加時間,す なわ ち 増殖速

度 と密接な関係にあ り増 殖の速い細胞 ほ どそのIC50値

は小さい。

次に,薬 剤 と細 胞 とが一定条件で接触 してい る限 り,

被検細胞数の多寡 にかかわ らず薬剤効果 も一定 のはず で

ある。 ところが増殖曲線お よびIC50の 値 は 薬剤処理時

の細胞数に よって違 って くる。Fih.2は,MKN 45株 を

MMCで2時 間処理 した場 合の4日 後の増殖曲線であ る

が,被 検細胞数が増すほ どIC50は 高 く な る。 例 えば

8.0×104/dishの 細 胞を処理 し た と き のIC50は0.07

μg/ml,1.9×106/dishを 処理 した ときのIC50は0.62

μg/mlと な り,数 値 に約9倍 の開 きが 出る。

また,増 殖 抑制法は,薬 剤処理後 の増養 日数 に よって

も増殖抑制曲線お よびIC50の 値 が全 く変わ って くる。

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

hr-treatment with Mitomycin C. The diffe-

rence in cell numbers to be treated results in

the different values of IC50

Fig. 3 Growth and inhibition curves of MKN 45

cells after 2-hr-treatment with Mitomycin

C

すなわち,Fig.3に 示す よ うに,薬 剤処理 後3日 目の増

殖抑制曲線 と4日 目の増殖抑制曲線 とは全 く異 な り,

IC50の 値 も各 々0.21μg/m1,0.08μg/mlと な り約3

倍 も値が違 って くる。 これ らの間に一定の関係は得 られ

ない。

以上 の ように,IC50は,薬 剤効果の本質 とは 異 なる

ところのい くつか の要素に よって容易に変動す る。 と く

に,IC50値 は,癌 細胞の増殖速度 に強 く影響 さ れ る 傾

向が あ り,癌 細胞 の真 の薬剤感受性を反映す るとはみな

し得 ない。 したが ってIC50の 意味す るところ も極めて

不 明確で ある。

形態学的 変化か らみ た 薬剤感受性度 の推定:先 ず,

0.1μg/ml,1.0μg/m1のMMcで2時 間 処 理 し,24

時 間後,48時 間後,96時 間後 の形態学的変化を ヒ ト胃

癌 由来9株 で観察 した。MMCに 対す る感受性 の極 めて

低 いSCH株 とMKN 1株,と くにSCH株 が い ずれ

のMMC濃 度,ど の観察時期 において も形態 上の 変 化

は他に比べて乏 しか ったが,残 る7株 においては一 定 し
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Fig. 4 Morphological changes of KATO-III cells
after 2-hr-treatment with 0.15 gg/m1
Mitomycin C

Fig. 5 Cellular enlargement of MKN 45 cells and

MK 2 cells after 2-hr-treatment with each

LD90 dose of Mitomycin C

MKN45 MK2

た傾向は認め られ なか った。す なわち,形 態学 的変化を

指標 とした場 合 も,判 定 日時に よ り各株細胞間の感受性

度の順位が変わ って くるとい う結果が得 られ た。

KATO-III株 を例に とって薬剤作用後の異常形態 を示

す細胞の経 時的 出現率を見 ると,Fig.4の ようになる。

Fig.4は,前2報 で述べた90%致 死量値(LD90)に 近

い0.15μg/mlのMMCで2時 間処理 した 例で腫 大細

胞,腫 大核,多 核細胞,空 胞細胞,核 濃縮,核 崩壊等の

異常形態 の出現 を,指 数増殖期にあ る無処置の細 胞群に

おいて も見 られ る頻度を1と して,処 理後の出現 比を見

た ものであ る。初期変化 としては細胞腫大 と核 腫大 とが

Fig. 6 Nuclear enlargement of MKN 45 cells and

MK 2 cells after 2-hr-treament with each

LD90 dose of Mitomycin C

MKN45 MK2

最 も認識 されやすい変化であ る。 このこ とは他の細胞株

におい ても同様であ る。 しか し,後 続変化 としての多核

化,空 胞 化,核 濃縮,核 崩壊等が 出現 して くる時期は各

細胞株 に よって異 なる。 そこで増殖速度 の速いMKN 45

株 と増殖速度 の遅いMK 2株 とを 各 々のLDgo値 に近

い0.15μg/mlと0.30μg/mlのMMCで2時 間処理

した後 の細胞 質と核 の大 きさの変化 を 見 る と,Fig 5,

Fig.6の ようになる。増殖速度 の速 いMKN 45株 では

細胞腫大,核 腫大 とも処理後24時 間には既 に著明とな

り,60時 間後 には元 のパ ターンに復 しつつ あ るのに対

し,増 殖速 度の遅いMK 2株 では36時 間後に漸 く変

化が明 らかにな り,60時 間後 も変化はなお進行 してい

る。つま り,生 物学的 に同等 の効果を もつ薬剤量を投与

して も,現 われ て くる形態学的変化は細胞の増殖速度に

強 く影響 され ることを示 してい る。

考 察

PUCK & MARCUS4)6)がHeLa細 胞 に よって1個 の

細胞が個 の コロニーを形成す ることを証 明し,さ らに,

この方法 を用 いて放射線照射後 の増殖能を もった生残細

胞の測定 に成功 して以来,コ ロニー形成法は主として放

射 線感受性試験 と して利用 され て き た。下山,木 村7,8)

は,軟 寒天 コロニー形成法(soft agar cloning assay)

を考察す ることに よりコロニー形成法を浮遊培養系に用

いることを可能 と し,多 くの抗癌剤の作用を定量的に解

析す ることに成功 した。

一般に コロニー形成法を用い る場合,10日 か ら20日

後に50個 以上の細胞か らな るコロニーを1個 のコロニ

ー と見 な し て い る。 しか し,均 一な細胞集団を用いて

も,コ ロニーの大 きさはかな り広範な分布を示 し,放 射

線等で処理 した場合には,そ の モー ドが低値に移動する

だけで な く,分 布 もさらに幅広 くな る こ と が,す でに
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Table 2 Comparison of three methods

NIASら9,10)に よって詳細に報告 され て い る。 したが っ

て,大 きなコロニーだけを と りあげ ると生残率 は低 くな

るし,小 さな コロニーもと りあげ ると生残率は高 くなる

傾向がある。われわれの成績で もコロニー形成法に よる

生残率は,採 用す るコロニーの大 きさに よって異な って

いた。 したが って,コ ロニーの判定基準を如何に設定す

るかが問題 とな る。 しか し,今 回の我 々の成績か らは,

コロニー形成法に よる薬剤感受性試験 の結果 は適当 な コ

ロニーの大 きさを採用す ることに よ り再増殖測定法 の結

果とよく相関す ることを示 してい る。逆に言 えば,コ ロ

ニー形成法では,再 増殖測定法 との相関性を考慮 して,

適当な大 きさの コロニーを選 ぶ必要があ る。 しか し,こ

の コロニーの大 きさの問題 と適用で きる細胞株の問題 と

を除けば,い くつかの理由で コロニー形成法は再増殖測

定法に比 し薬剤感受性試 験 として適 してい ると考え られ

る。先ず労力の面で,頻 回に細胞数計算を必要 とし,さ

らに稀釈 まきなお しを も必要 と す る 再増殖測定法に比

べ,コ ロニー形成 法は より少ない労力ですむ。2番 目に

は,再 増殖測定 法において逆外挿が必 らず しも容易では

ない場合がある。3番 目には,コ ロニー形成法では個 々

の細胞の再増殖能を測定 できるのに対 し,再 増殖測定法

では細胞集団全体 の増殖 を取扱わ ざるを得ない。4番 目

には,コ ロニー形成法 では,in vivoで の 癌細 胞の存在

様式に近い とされ る定常期 での分析が可能 であ るのに対

し,再 増殖測定法ではそれが できない,等 であ る。

コロニー形成法最大 の欠点 は,第1報1)で も述 べ た よ

うに,細 胞単離率が100%に 近 いこ と,コ ロニー形成能

が高いこ と,植 込 んだ細胞数 に比例 して コロニーが形成

されることなどが必須 の条件 となるた め,応 用 できる人

癌細胞株が極めて少ない ことであ る。 その点,再 増殖 測

定法は,よ り多 くの細胞株に応用で きる利点があ る。

一方,腫 瘍細胞の増殖を抑制す る程度に よって薬剤感

受性を調ぺ よ うとす る方法は,EAGLE & FoLEY 12)の仕

事以来,多 くの研究者13～15)によって愛用 され て き た。

原法は細胞蛋白量を測定す るもので あ ったが,森 脇5)に

よって生細胞数を数え る方法 も開発 され,現 在 ではむ し

ろ後者 が広 く用 い られてい る。増 殖 抑 制 法はLEITER

ら15)の仕事 に代表 される ように抗癌性物質 の スク リーニ

ング法 としては意味があ り,今 なおその価値を失 なわ な

い。 しか し,今 回の著者 らの研究 が明 ら か に した よう

に,指 標 として用 い られるIC50と い う値 は薬 剤に対す

る真 の感受性 を表わ しえない。これは,第1報1)で 述 べ

た ように,薬 剤 の効果 が処理 され た細胞 自体 の運 命に よ

って決め られ ねばな らないのに対 し,増 殖 抑制 法では,

分裂増殖 はす るがやが て死すべ き細 胞 と無限 に増殖 して

ゆ く能 力を もった細胞 とを全 く区別 しえず,一 緒 に取扱

わ ざるを えない こ とに起因す る。 したが って,増 殖抑制

法では細胞株相互 の感受性の比較,あ るい は同一細胞株

で の感受性 の変化 などを定量的に分析す ることはできな

い。

薬剤処理後の形態学的変化を もって感受性度を推定 し

よ うとす る試み も古 くか らな されてい る。真 の感受性に

非常に差があ る場合は ともか くとして,そ の差が2倍 前

後の範囲内の ときには,形 態学的変化は細胞の増殖速度

に左右 され,通 常の条件設定では感受性の高低は判別 し

えない。著者 らの成績か らは,形 態学的変化か ら細胞に

対す るおお よその毒性濃度が判定で き,そ の作用機作の

推定 も可能 とす る梅田16)の説は納 得 しえない0形 態 学的

変化を定量的な解析に結 びつけ ようとす る試 みは,極 め

て慎 重を要 し,充 分な基礎的検討が必要であろ う。

感受 性を表 わす指 標 として,放 射線感受性 の 分 析 で

は,D8線 量(quasi-threshold dose)あ るい はDo線

量が一般に用い られて きた17)。抗 癌剤に対す る感受性度

は下 山8)によって90%平 均致死量値(90% mean lethal

dose,MLD90)が 採用 されていた。著者 らは前2報1,2)に

おいて90%致 死量値(90% 1ethal dose,LD90)を 用い

た。抗 癌剤の場 合,放 射線 の場 合 と異 な り,作 用時 間 と

い う要 素が入るため,こ れ に よって 生残率曲線は変 動

し,Dq線 量に相当す る薬剤量を もって 感受性の指標 と

す るこ とは不適当であ る。MLD90もDo線 量 も生 残率

曲線 の直線部 分の傾 きに よって決ま り,ほ ぼ対応す る意

味 をもつ と考 え られるが,再 増殖測定法ではその測定限
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界のためにMLD90を 求めえないこ とが しば しばある。

生残率曲線が必ず しも直線性を示す とは限 らない とい う

実験事実を重視す る と,コ ロニー形成法で も,再 増殖測

定法で も容易に求 めることがで きるLD90が 抗癌剤感受

性の指標 として適 当と考 えられ る。

再増殖測定法,コ ロニー形成法,増 殖抑制法の3法 を

比較 した結果をま とめると,Table2の ようになる。薬

剤感受性測定法 として,増 殖抑制法は全 く不 適 当 で あ

り,コ ロニー形成法か,再 増殖測定法を用 いるべ きであ

ることが明 らかにな ったが,こ の2法 は ともに被検細 胞

が安定 した増殖態 度を示す ことを必要 とし,株 化された

細胞に しか用い られない。 したが って,個 々の患者材料

を培養 して,短 期間に薬剤感受性を調べ ようとす る 目的

に は不向 きであ る。しか しなが ら,第2報 において示 し

た ように,分 化型管状腺癌 由来 のMKN28株 とMKN

74株 とはMMCに 対 してもCQ(Carboquone)に 対 し

ても同様な態度を示 し,か つ,こ れ らの培養細胞は培養

開始後3年 以上を経 た現在 なおヌー ドマウスに植 込み材
ぐ

料 と同様の組織像を再現す る。 このことは,由 来組織が

特徴的な方向への分化を示 し,培 養細胞 もその性格 を保

持 してい る場合,薬 剤に対す る感受性 も同 じ傾向を示す

可能性があ ることを意味す る。現在用い られてい る組織

型分類は,全 て とはいえないがかな りの部分において薬

剤感受性 ともよ く対応す るものと推察 され る。

1977年11月 末現在 で,日 本 で樹立維持 されてい る人

癌細胞株は140株 を超え て い る(リ ンパ芽球様細 胞株

を除 く)18)。こ れ らの細胞株 の保存維持を各施設 の情熱

と労力に依存す る時代はすでに終わ ってい ると考えねば

な らぬ。 また,理 論的 に正 しい方法で,多 くの薬剤 に対

す る多 くの細胞株の感受性 を測定す ることは,ひ とり一

小施設の力でな し得 るこ とではない。癌化学療法の研究

あるいは臨床応用には,癌 細胞 自体の薬剤感受性 の検定

とい う問題が常に眼前にあ り,そ の た めにはin vitro

におけ る人癌細胞の培養 とい う大前提が存在す る。株化

培養細胞の保存維持に関す る公的機構の設立 と,そ こで

の集中的な抗癌剤感受性 の検討を切望する。
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IN VITRO DRUG-SENSITIVITY TEST OF CULTURED

HUMAN CANCER CELLS. III

Comparative Study on the Assay Methods

TEIICHI MOTOYAMA and TOSHIMITSU SUZUKI

First Department of Pathology, Niigata University School of Medicine

Comparative study on three kinds of assay method of in vitro drug sensitivity has been performed.
Among them, the cloning assay has been revealed be most reliable as an in vitro drug sensitivity
test, since the method can evaluate the reproductive capacity of individual cancer cells which were

previously exposed to an anticancer drug. The cloning assay, however, has several limitations; the
cell line to be applied should have such characteristics as almost 100% single cell rate, high colony
forming rate and colony formation in proportion to the number of inoculated cells. Therefore, very
few human cancer cell lines, in fact, are capable of employing this method. In that case,
the regrowth assay, which requires much labor, should be recommended for in vitro drug sensitivity
test, since this method is closely coincident with the cloning assay and can be employed in many
cell lines which are not adaptable to the cloning assay. The growth inhibition method is quite unsui-
table as an in vitro drug sensitivity test, since the value of IC50 by this method is changeable with
the difference in the number of cells treated and with reference to the date of judgment. The value
of IC50 seems to have relation to the growth rate of test cells. Drug sensitivity of cancer cells
cannot be also estimated by their morphological changes after exposure to an anticancer drug.


