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【原著 ・臨床】

食 道 癌 治療 にお け る コ ラ ー ゲ ンゲ ル ドロ ップ包 埋 培 養 に よる抗 癌 薬

感 受 性 試 験 の 有 用性
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食道癌19症 例(原 発 巣13検1体,転 移巣12検 体,生 検 組織13検 体)を 対象 に コラーゲ ンゲル ドロップ

包埋培 養に よる抗癌 薬感受性 試験(CD-DST)を 行 った。CD-DSTの 培 養成功率は,原 発 巣85%,転 移 巣

92%,生 検 組織69%で あ った。7日 間培 養における食道癌の腫 瘍増殖率(7.33±8.43)は 胃癌 のそれ(2.68

±2.95)に 比 べ有意 に高値 を示 した。原発巣の薬剤感受性 は,cisplatin 45%, 5-fluorouradl 45%, mitomycin

C 40%, adriamycin 20%, etoposide 18%で あ った。食道癌で は多剤耐性 の腫瘍 の比率 は27%で あ り,

胃癌 のそれ(67%)に 比 べ低 率であ った。 原発 巣の薬剤 感受性(T/C比)と 転 移巣 のそれ との間 には有 意

の相関 を認 めた。5-fluorouracilの 抗 腫瘍 効果 はそ の接 触条件 に よって差 を認め なか った。CD-DSTに よ

り,計 測可能病 変 を有する4例 中3例 の臨床効果 を予測す るこ とが可 能であ った。
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食道癌は早期発見が困難なため,手 術のみで治癒する症例

は少なく,放 射線療法や化学療法のはたす役割が大 きい。放

射線療法はその効果が照射範囲内に限られるため,遠 隔リン

パ節や臓器転移を有する症例には化学療法が第一選択 と考え

られる。一般的に消化器癌に対する化学療法の効果はあまり

良好 とはいえないが,食 道癌に関 してはcisplatinを 中心 と

する併用療法の効果が高い1)と報告されている。 しか し,こ

れ らの併用化学療法は副作用 も強 く,腫 瘍が感受性 を示 さな

い場合には,臨 床効果が期待できないだけでな く,全 身状態

の悪化 を招 く危険性が高い。腫瘍の薬剤感受性が判明すれ

ば,低 感受性の腫瘍には無効な薬剤の投与を避けることがで

きるし,高 感受性の腫瘍には副作用を覚悟で積極的に治療を

行 うことができる。

抗癌薬感受性試験の必要性は古 くか ら認識されてお り,多

くの方法が開発 されてきた2～5)。しかし,評 価可能率が低い,

手技が繁雑である,時 間がかかる,費 用が高い,結 果の信頼

性 に問題があるなどの理由により広 く普及するに至った方法

はない。 これらの問題点をクリアーで きる新 しい方法 とし

て,小 林 ら6)はコラーゲ ンゲル ドロップ包埋培養による抗癌

薬感受性試験(CD-DST)を 開発 した。本法は細胞外基質の

1つ であるコラーゲンを用いた三次元培養であるため,癌 細

胞が生体内に近い形で増殖でき,(1)培 養 成功率が80%前 後

と高い,(2)少 ない細胞数でも試験が可能である(5×103cells/

drop), (3)無血清培養なので線維芽細胞の増殖を抑制で きる,

(4)生理的な薬剤濃度で感受性が判定で きる,(5)画 像解析によ

り線維芽細胞を除外 し,癌 細胞のみの感受性を判定で きる,

な どの特長をもつとされている。

われわれはこれまでに胃癌を対象にCD-DSTを 行い.そ

の臨床応用の可能性を報告した7)。今回は食道癌を対象にCD

-DSTの 臨床応用の可能性を検討したので報告する。

I. 対 象 と 方 法

当科に入院 した食道癌19例 を対象とした。性別は男

性18例,女 性1例,年 齢 は52～76歳(中 央値65歳)

であった。癌の進行度はstage I 2例,stage III 6例,

stage IV 11例 であった。組織型は扁平上皮癌では低分

化型4例,中 分化型10例,高 分化型4例,そ の他癌肉

腫1例 であった。感受性試験に用いた材料は,原 発巣13

検体,転 移巣12検 体(リ ンパ節10,肺 転移1,肝 転移

1),生 検組織13検 体であった。原発巣検体は切除標本

の粘膜側か ら5～10mm角 の組織 を採取 した。生検組

織は切除標本から内視鏡用生検鉗子に より7個 の組織

片を採取 した。

CD-DSTは 小林 ら6)の方法に準じて実施 した。無菌的

に採取 した組織をカミソリでペース ト状になるまで細切

し,細 胞分散用酵素液(EZR,新 田ゼラチ ン(株),大阪)

で37℃,2時 間処理 し,径30ミ クロン以下の腫瘍細胞

塊浮遊液 とした。これを底面にコラーゲンゲルをコー ト

した培養フラスコ(CGフ ラスコR,新 田ゼラチン(株))に

注入し,CO2イ ンキュベーター中で37℃,24時 間予備

培養 した。コラーゲンゲル層に付着 したviabilityの 高

い腫瘍細胞 を回収 し,最 終濃度が1×105cells/mLと な

る よ うにtypelコ ラー ゲ ン溶液(Cellmatrix Type

CDR,新 田ゼラチン(株))中に懸濁 させた。 この懸濁液を

6ウ ェルマイクロプレー トに30μLず つ滴下 し(3ド ロ
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ッ プ/ウ ェル),CO2イ ン キ ュベ ー ター 中で37℃,1時

間イ ンキュベー トして コラーゲ ンをゲル化 させ た。 コラ

ーゲ ンが ゲル化 した ら
,各 ウェルに培養液(胎 児子牛血

清を10%含 む)を 添加 し,CO2イ ンキ ュベ ー ター中 で

37℃, 24時 間 イ ンキ ュベ ー トした。

抗癌薬 はcisplatin (CDDP), 5-fluorouracil (5-FU),

mitomycin C (MMC), adriamycin (ADM), etoposide

(VP-16)の5薬 剤 につ いて検討 した。 各薬剤 を最 高血

中濃 度の1/10に 相 当す る濃度(CDDP: 0.2μg/mL, 5-

FU: 1.0μg/mL, MMC: 0.03μg/mL, ADM: 0.02μg/

mL, VP-16: 1.0μg/mL)に な る よ うに培 養液 中 に添

加 し,24時 間 接 触 させ た。 なお,5-FUに 関 して は,

このほか に高濃 度短時間接触(10μg/mL, 2.4時 間0と

低濃度長時間接触(0.2μg/mL, 120時 間)を 行 った。

抗癌薬 を含ん だ培 養 液 を除 去 して2回 洗浄 し,無 血 清

培養液(PCM-2R,新 田 ゼ ラチ ン(株))に よ り7日 間(5

-FU長 時 間培 養 の場合 に は3日 間)培 養 した。培 養終

了時 に,ニ ュー トラル レ ッ ドを最終 濃 度が50μg/mL

とな るように添加 し,コ ラーゲ ンゲ ル ドロ ップ中の腫瘍

細胞 コロニ ー を2時 間染 色 した。 なお,60mm径 の シ

ャーレに作成 しておいた コラーゲ ンゲ ル ドロ ップ を抗 癌

薬添 加 の直 前 に ニ ュ ー トラ ル レ ッ ドで 染 色 した(0

time)。 染 色 した コ ラー ゲ ンゲル ドロ ップ を10%中 性

ホルマ リン溶液 で40分 間固 定 し,水 洗 後風 乾 した。0

time,対 照 群,抗 癌 薬接 触群 の腫 瘍 細 胞 コ ロニ ーの体

積 を画像解析 装置 を用 いて計測 した。抗癌 薬接触群 と対

照群の腫瘍 細胞 コロニ ー体積 比(T/C)が50%以 下 の

場合には感受性 あ りと判 定 した。対 照群 と0 timeの 腫

瘍細胞 コロニー体積 比(腫 瘍増殖 率:growth rate)を

算 出し,こ れが0.8未 満 の場合 には,対 照 群の腫瘍細 胞

コロニ ー体積 の値 にか かわ らず培 養 不成功 とみ な した

(low growth rate)。

統 計学 的検 定 にはx2検 定,t検 定 お よ びpaired t検

定 を用い,P<0.05を 有 意差 あ りと した。

II. 成 績

1. 培 養 成功率

CD-DSTの 培 養成功率 は,原 発巣 では85% (11/13),

転 移 巣で は92% (11/12),生 検 組 織 で は69% (9/13)

で あ っ た。培 養 が 不 成 功 と な っ た 理 由 は,増 殖 不 良

(growth rateが0.8未 満)が6件,細 菌 汚 染 が1件 で

あった。増殖不良6件 の内駅 は原発 巣2件,転 移 巣1

件,生 検組織3件 であった。腫瘍増殖率は,原 発巣7,33

±8.43,転 移巣4.07±4.37,生 検組織7.13±11.77で あっ

た。

2. 食道痛の薬剤 感受性

食道癌の薬剤 感受性 試験成績 をTable 1に 示 した。

CDDPとMMCに 対 しては,検 査材料 を間わず,40%

以上の高い陽性率 を示 した,こ の他に,原 発巣では5-

FUに,転 移巣ではVP-16に 対 して,高 い陽性率を示

した。一方,ADMに 対する感受性陽性率 はいずれの材

料でも20%以 下にとどまっていた。感受性陽性 と判定

された薬剤数をTable 2に 示 した。検討した5薬 剤のす

べてに感受性 を示 したのは原発巣,転 移巣各1検 体に

過ぎなかった。逆にいずれの薬剤にも感受性を示さなか

った検体が原発巣では27%,転 移巣では36%を 占め

た。

同一症例で原発巣と転移巣の薬剤感受性が得 られた症

例について,両 者の成績(T/C比)を 比較 したところ,

CDDP, ADM, VP-16で は両者間に有意の正の相関関

係が得 られた(Fig. 1)。原発巣と生検組織の薬剤感受

性成績の対応が得られた症例は5例 に過 ぎず,両 者間

に有意の相関は得られなかった。なお,腫 瘍増殖率と薬

剤感受性成績 との間には有意の相関関係を認めなかっ

た。

5-FUの 接触条件による感受性試験成績をTable 3に

示した。原発巣,転 移巣のいずれにおいて も,5-FUの

接触条件によって明らかな成績の差を認めなかった。

3. 臨床成績 との相関

評価可能病変を有する4症 例に対 し化学療法 を行い

(4例 とも放射線療法を併用 した),そ の臨床効果とCD

-DSTの 成績 を対比 した(Table 4) 。CD-DSTで 有効

と判定 された薬剤を投与 し,臨 床的にも有効であった症

例(true positive)が2例,CD-DSTで 感受性 な しと

判定 された薬剤 を投与 し,臨 床的に有効であ った症例

(false negative)と 無効であった症例(true negative)

が各1例 であ り,4例 中3例 で感受性試験成績 と臨床効

果が一致 した。

III. 考 察
一般にヒト癌細胞の初代培養は困難であり

,対 照群の

腫瘍細胞の増殖状況にかかわらず,計 測可能であれば試

Table 1. In vitro susceptibility of esophageal cancer to 5 anticancer agents

CDDP: cisplatin, 5-FU: 5-fluorouracil, MMC: mitomycin C, ADM: adriamycin, VP-16: etoposide
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CDDP 5-FU

MMC ADM VP-16

CDDP: cisplatin, 5-FU: 5-fluorouracil, MMC: mitomycin C, ADM: adriamycin, VP-16: etoposide.

Fig. 1. Correlation between T/C ratios of primary and metastatic tumors. With cisplatin.
adriamycin, and etoposide, there were significant correlations between the T/C ratios of

primary and metastatic tumors.

Table 2. Number of effective drugs in vitro

Table 3. Effect of 5-fluorouracil by exposure condition

Table 4. Chemosensitivity detected by CD-DST and clinical response

CD-DST: collagen gel droplet embedded culture drug sensitivity test

CDDP: cisplatin, MMC: mitomycin C, 5-FU: 5-fluorouracil

meta: metastasis, CR: complete response, PR: partial response, NC: no change

験を成立 させ,感 受性 を判定していることが多い。 しか

し,対 照群の腫瘍細胞が培養開始時よりも減少 した場合

には,抗 癌薬(特 に静細胞作用の薬剤)の 効果が過小評

価 される可能性が高い と思われる。CD-DSTで は,対

照群の腫瘍増殖率が0.8未 満の場合には,計 測が可能で

あったとしても培養不成功と判定 している。これによっ

て,試 験の成功率は若干低下するが,試 験成績の信頼性

が高まると考えられる。

In vitro抗 癌薬感受性試験では,薬 剤の接触条件が問

題 となる。多 くの試験では,臨 床と同等の有効率を確保

するために,生 理的濃度の20倍 か ら30倍 あるいは数

百倍の高濃度を採用 している。しか し,薬 剤濃度が高い

場合には,通 常とは異なる作用機序で抗腫瘍活性 を示す

可能性があ り,臨 床 との解離が危惧 される。CD-DST

ではコラーゲ ンゲル ドロップの容積が小さく,培 養液中

に添加 した抗癌薬が十分かつ速やかに腫瘍細胞に到達で
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きるため,生 理的薬剤濃度を用いた試験が可能で,通 常

め作用機序による薬剤の効果が判定可能 と思われる。

癌細胞の初代培養では線維芽細胞の混入が問題 とな

る。混入した線維芽細胞が増殖すると,癌 細胞の増殖 を

抑制したり,薬 剤の効果判定に影響を与える可能性があ

る。このため,不 連続密度勾配遠沈法による痛細胞の純

化8)や,軟 寒天培養法9)による線維芽細胞の増殖抑制 な

どの試みがなされている。CD-DSTで は無血滴培地に

よる培養で線維芽細胞の増殖を抑制できる。 また,画 像

解析装置では癌細胞と線維芽細胞の区別が可能であ り,

画像処理によって線維芽細胞を除外 し,腫 瘍細胞コロニ
ーのみを計測できるのが大 きな利点である。

食道癌原発巣に対するCD-DSTの 培養成功率は85%

であ り,乳 癌(80%),肺 癌(89%),周 癌(80%)の

培養成功率と同等であった。食道癌における腫瘍増殖率

は7.33±8.43で あ り,胃 癌 のそれ(2.68±2.95, n=24)

に比べ有意に高値であった(P<0.05)。 腫瘍増殖率は1

週間の培養における腫瘍体積の増加率を示す ことから,

腫瘍の悪性度 を示す1つ の指標に な りうると思われ

る。

薬剤感受性試験成績 をみ る と,食 道癌 はCDDPと

MMCに 対 しては検査材料を問わず,高 い感受性を示 し

た。この他に,原 発巣では5-FUに,転 移巣ではVP-16

に対 し高い感受性 を示 した。臨床では,食 道癌に対する

CDDPを 含む併用化学療法の有効率は40～60%と 報告

されており1), CD-DSTの 成績1はこれと矛盾 しないと考

えられた。MMCは わが国で胃癌に多用 されているが,

今回の成績からは,食 道癌への有効性 も期待できる薬剤

であると考えられた。感受性陽性の薬剤数をみると,胃

癌では67%の 症例で感受性薬剤数が0で あったのに対

し,食 道癌ではそれが27%に とどまってお り,食 道癌

は胃癌に比べ抗癌薬に対す る感受性が高い と考え られ

た。

5-FUは2つ の作用機序を有し,低 濃度持続接触では

主としてDNA合 成阻害を,高 濃度短時間接触では主と

してRNA機 能障害を起こす ことにより抗腫瘍効果を示

すとされている。胃癌症例の検討では高濃度短時間接触

(10μg/mL, 2.4時 間)お よび標準接触(1.0μg/mL,

24時 間)が 低濃度長時間接触(0.2μg/mL, 120時 間)

に比べ有意に良好な成績を示 し,5-FUの 間歇投与の有

用性が示唆 された7)。今回検討 した食道癌症例では,接

触条件によって5-FUの 抗腫瘍効果に差を認めず,い

ずれの投与法を採用 しても良いと考えられた。

通常,抗 癌薬感受性試験は切除された原発巣の組織 を

用いて実施 されてお り,こ の成績にもとついて転移巣や

再発巣の治療を行っている。 しか し,原 発巣と転移巣で

は,癌 細胞の生物学的性格が異なる可能性が指摘 されて

いる。以前に検討した胃癌症例では転移巣は原発巣に比

べ薬剤感受性が低い傾向が認め られ7),臨 床的に問題に

なると考えられた,今 回検討 した食道癌症例では,原 発

巣と転移巣の薬剤感受性試験成績には相関関係が認め ら

れ,い ずれか一 方の成績から他方の感受性 を推定 してよ

いと考えられた。

CD-DSTで は少量のサ ンプルでも検査で きるのが特

長の1つ であ り,生 検組織で も69%の 検体で培養が成

功 し,薬 剤感受性を判定することができた。切除不能例

に対する化学療法や,巡 行例に対する術前化学療法を行

うにあた り,生 検組織で薬剤感受性が判明することはき

わめて有用と思われる,今回 の検討 では切除標本から内

視鏡用の生検鉗 子で確実 に癌の組織片を7個 採取 して

検体としたが,食 道内視鏡検査でも良好なサ ンプルが得

られれば,こ の程 度の成功率が期待できるであろう.

抗癌薬感受性試験の臨床的有用性については多くの綴

告があ る。Kubotaら はhistoculture drug response

assay (HDRA)を 胃癌の術後補助化学療法に応用 し.

感受性陽性群は感受性陰性群に比べ術後生存率が有意に

高率であった と報告 している10)。Von Hoffはcolony

assayに 関す る報告 を集計 し,2,300例 中84%で 臨床

成績 との一致が得 られたと報告 している。特に真陰性率

は91%と 高 く,無 効な薬剤の投与が避け られるとして

いる11)。食道癌は症例数が多 くない し,手 術侵襲が大 き

く,術 後合併症の発生率 も高いため,感 受性試験成績が

得 られて も,そ れを臨床応用できない場合が少 な くな

い。 また,放 射線照射を併用することが多 く,効 果判定

に影響を与える可能性がある。われわれの検討でも,評

価可能病変を有 し,CD-DSTと 臨床効果の対比がで き

た症例は4例 に過 ぎなかった。食道癌 に対す る抗癌 薬

感受性試験の有用性判定のための症例を確保するために

は,多 施設で共同研究を行った り,術 前化学療法施行例

を対象にするなどの工夫が必要と思われる。
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A clinical application of collagen gel droplet embedded culture drug sensitivity

test to esophageal cancer
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The collagen gel droplet embedded culture drug sensitivity test (CD-DST) was applied to 19 patients
with esophageal cancer (13 primary tumors, 12 metastatic tumors, and 13 biopsy specimens). Evaluable
rates by CD-DST were 85% for primary tumors, 92% for metastatic tumors, and 69% for biopsy
specimens. Growth rates of esophageal cancer for 7 days of culture were significantly higher than those of

gastric cancers (7.33 vs 2.68). Chemosensitivities of primary tumors were: cisplatin 45%, 5-fluorouracil
45%, mitomycin C 40%, adriamycin 20%, and etoposide 18%. The percentage of multidrug-resistant
tumors in esophageal cancers was lower than in gastric cancers (27% vs 67%). There were significant
correlations between chemosensitivities (T/C ratios) of primary tumors and those of metastatic tumors.
There was no difference between the effects of 5-fluorouracil by exposure condition to the drug. In 3 of 4

patients who had measurable lesions, clinical responses to chemotherapy were predictable by CD-DST.


