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造血器腫瘍に おける抗腫瘍剤感受性試験 の

臨床応用に 関する研究

金沢大学医学部医学科内科学第三講座 ( 主 任: 松 田 保教授)

彼 谷 裕 康

こ れ ま で ヒ トの 悪性腫瘍濫 つ い て 抗腫瘍剤 に 対する種 々 の 感受性試験が試み られ て きて い る が , 正 常細胞の 混 入 な どの

技術的問題 , あ る い は 臨床的に 使用され た 際 の 抗腫瘍剤の 血 中動態 と , 感受性試験 で の 薬剤量と の 関係 に つ い て 検討 され て い

な い こ と , な どの 問題 の た め に 未だ確立 され た 方法 は な い . 本研究 で ほ比較的簡便な感受性試験 で ある 3-(4 , 5- ジ メ チ ル チ ア ゾ

ルL2 イ ル)-2 , 5- ドフ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド (3-(4 , 5-d i m e th yl th i a z oト2-yl)- 2 , 5-d o p h e n yl t e tr a z oli u m b r o m id e , M T T)

ア ッ セ イ を用 い て 臨床応用 の た めの 基礎的実験 と とも に , 造血器 腫瘍患者よ り得た 臨床検体に つ い て の 試験 を行 い , 有用性を

検討 した . 基礎的検討の 結果, 分離 した腰瘍細胞 が80 % 以上 に な る検体で , 培養期間は リ ン パ 系細胞 で は 2 日間 ,
骨髄糸細胞

で ほ 4 日 間と し, 阻害率7 0 % を 感受性の 有無 の 開催 と設定 して ,
臨床検体 で の 検討を 行 っ た . 末治療 の 成人急性非 リ ン パ 性白

血 病( a c u t e n o nl y m p h o bl a sti c I e u k e m i a , A N L L) に お い て は , 真陽性率が92 % , 真陰性率が50 % , 予測率が87 % , 未治療の 成

人罪ホ ジキ ン リ ン パ 腫 ( n o n- H o d gk i n
'

s ly m p h o m a , N H L) に つ い て ほ 真陽性率が1 00 % , 真陰性率が 0 % ▲ 予測率が50 % で あっ

た . 難治療例 , 再発例の N H L に お い て ほ 真陽性率が1 00 % , 予測率が100 % で あり , M T T ア ッ セ イ の 結 果と臨床 の 結果と が相

関する こ と が証 明 され た . しか し, 難治療例 , 再発例 の A N L L で は偽陽性が多か っ た . こ の た め 未治療例 の 検討 で は あ るが ,

多剤耐性( m ultid r u g r e sis t a n c e ,
M D R) と の 閑適 を検討 した と こ ろ , M D R 発現が 偽陽性例 で 多い と い う こ と ほ なく , ま た , 生

体外 で ア ン ト ラ サ イ ク リ ソ 系抗腫瘍剤に 対す る感受性 と M D R 発現に つ い て 検討 したが , 有意 な関連は なか っ た ･ こ の 原因に

つ い て は
王 長時 間薬剤 と接触 させ る こ とに よ り M D R の 故樺を越 え て薬剤が細胞内に 入 る 可能性 と , 別の 耐性機序が存在する

可 能性と が 考え られ た . な お
, 造血 器腫瘍に お い て , 感受性試験 と M D R 発現の 検索 の 両 者を 同時 に 行 う こ と で l 予後を 推測

でき る可 能性 が生存率の 成績か ら示 唆 され た .

K e y w o r d s c h e m o s e n siti vit y t e s t , M T T a s s a y , h e m a t o lo g i c m alig n a n c y , m u ltid r u g r e si st a n c e

こ れ ま で ヒ ト の 悪性腫瘍に 対 して抗腫瘍剤に よ る種 々 の 感受

性試験が試 み られ て きて お り, 固形腫瘍に つ い て は 二 重寒天法

(h u m a n tu m o r clo n o g e ni c a s s a y , H T C A )
l)2)

,
3-(4 , 5- ジ メ チ ル チ

ア ゾ ル ー2 イ ル)一2 , 5- ド フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド

(3-(4 , 5- di m e th yl th i a z ol-2- yl)-2 , 5- d o p h e n yl t e tr a z oli u m b r o m id e ,

M T T ) ア ッ セ イ
3)
な どが 開発され て きた . しか し , 検体中 の 正

常細胞の 混入 な ど の 技術的な問題 , あるい は使用 され た際 の 抗

腫瘍剤の 血 中動態 と感受性試験で の 薬剤畳と の 関係 に つ い て の

検討が 困難である な どの 問題の た め に 未だ 確立 され た 方法 ほ な

い
4)

. 白血 病細胞は固形痛 と比 べ て 検体採取が容易 で , ま た 頻

回 に 採取で き1 感受性試験の 検討に ほ都合が よ い .
H o n g o ら

5)

は 小児 の 白血病 に お い て M T T ア ッ セ イ を 行い , 予測 率が70 %

を超 え精度の 高い 有益な方法である と報告 して い る .

一 方 , 下

山 ら
6)
ほ
, 従来の 感受性試験 で峰, 薬剤を作用 させ た 後も わず

か に 生き残 り しか も増殖能を有す るよ うな 細胞を測定する こ と

は 困難で あり , 再増 殖試験 に よ り検討す べ きだ と述 べ て い る .

しか し
,
こ の 方法で は 手技が極め て 煩雑 に な り , 判定 ま で に 時

間を要すると い う 欠点 がある . 本研究 で ほ 簡便に しかも迅速に

結果を得 る こ と が で きる感受性試験 で ある M T T ア ッ セ イ を選

び
,
株化白血 病細胞を 用 い て 基礎的検討を行 うと と もに , 得ら

れ た結果を基に して , 急 性白 血 病 お よ び 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫

( n o n- H o d g ki n
'

s ly m p h o m a , N H L ) 患者 よ り得た 腫瘍細胞を用 い

て 本法の 臨床応用 へ の 可能性 を検討 した . さ らに
,
抗腫瘍剤に

対す る薬剤耐性の 発現は治療 を困難 に して い る大きな 要因の→一

つ で あり , 近年多剤耐性( m ultid r u g r e si st a n c e , M D R) 磯序
7) の

関与が 注 目 され て い る こ と か ら , 本研究で は 同時 に M D R の 発

現の 有無を 調 べ ると と もに ,
M T T ア ッ セ イ の 結果な らびに 臨

床効果 と の 関係 を検討 した .

対象お よび方法

Ⅰ . 材料 および対象

1 . 細胞株

基礎実験用 の 細胞株は慢性骨髄性白血病 の 急性転化細胞株で

あ る K 56 2 ( 理 化学研究所細胞開発銀行 , 和光 ,
か ら供与) およ

平成 8 年 5 月1 6 日受付, 平成 8 年 7 月1 2 日受理

A b b r e via ti o n s : A L L , a C u t e ly m p h o bl a stic le u k e mi a ; A N L L , a C u t e n P nl y m p h o bla stic le u k e m ia ;
A M i xL ･

a c ut e m i x e d li n e a g el e u k e m i a ; A P A A P , alk a li n e
`
ph o sh a t a s e a n ti

- alk alin e p h o s p h a t a s e ; B S A , b o vin e s e r u m

alb u m in ; C R , C O m p le t e r e m i s sio n ; D M S O , di m e th yl s u lf o xid e ; F A B , F r e n c h- A m e ric a n
- B ritis h ; F B S ,



造血 器 腫瘍に お ける抗腫瘍剥感受性試験

びその d o x o ru bi ci n 耐 性株で ある K 56 2/ A (癌研究会癌化学療

法セ ン タ
ー

1 東京, 鶴尾隆博士 よ り 供与) を 4 日 に 1 度20 % ウ

シ 胎児血清 (f e t al b o vi n e s e r u m , F B S) ( G I B C O , G aith e r s b u r g ,

U S A ) 加 R P M I1 6 4 0 (G I B C O ) で l x l O
5

個/ m l に 希釈 し, 継代

培養した . 実験に は 培養 4 日 目 で 対数増殖期 に あ る細胞 を 用

い
,
20 % F B S 加 R P M I1 6 4 0 に 浮遊 さ せ , 実験に 供 した .

2 . 臨床検体

199 2 年12月 か ら19 95 年 3 月 ま で に 金沢大学医学部第 三 内科お

よびそ の 関連病院を受診 した 未治療急性白血病患者22 例 (3 2 検

体) , お よび 末治療悪性 リ ン パ 腫患者 8 例( 9 検体) , な らび に そ

れぞれ の 再発
･ 難治療例5 例 ( 6 検体) お よ び 3 例 ( 3 検体) に

つ い て 検討 した . そ の 内訳 は急性非 リ ン パ 性 白 血 病 ( a c u t e

n o nly m p h o bl a s ti c l e u k e mi a , A N L L ) で フ ラ ン ス ーア メ リ カ ー

イ

ギ リ ス (F r e n c h- A m e ric a nA B riti s h , F A B) 分類
8)
の M O が 2 例 ,

M l
,
2 例 ,
M 2

, 1 1 例 ,
M 3

, 1 例
,
M 4 , 3 例 ,

M 6
,
1 例お よ

び混合性白血病 ( a c u t e m i x e d lin e a g e l e u k e m i a , A M ix L ) が 2

例 で あ っ た . 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 ( a c u t e l y m ph o bl a sti c

le u k e m i a
,
A L L ) で は L 2 が 3 例で あ っ た . 悪性リ ン パ 腫 で ほ 全

例が N H L で あ っ た .
こ の う ち 末治療例 の A N L L の1 7 例 と

A M i x L の 2 例に つ い て は
, 同時に M D R の 検討も行 っ た .

1 ) 骨髄液 1 末梢血

臨床検体 で ほ リ ン フ ォ プ レ ッ プ ( N y c o m ed P h a r m a A s ,

O sl o
,
N o r w a y) に て 単 核 球 だ け に 分離 し ,

2 0 % F B S 加

R P M I1 6 4 0 に 浮遊さ せ , 実験に 供 した .

2 ) リ ン パ 節

生検 リ ン パ 節 は 半切 した もの を 用 い
,
2 0 % F B S 加 RP M I

1 6 40 の 中で 無菌的 に ハ サ ミ で 細切 した . そ の 後 1 5 恥 m の ス テ

ン レ ス メ ッ シ ュ に 通 し, さ らに リ ン フ ォ プ レ ッ プ を用 い て 単核

球を分離 し, 実験 に 供 した .

Ⅱ . 方 法

1 . M T T ア ッ セ イ

M o s m a n n
3}

. お よ び H o n g o ら
5)
の 方法に 準 じ, 以下の 検討を

行 っ た .

1 ) 基礎実験

ドキ ソ ル ビ シ ソ が 最終的に 0 .0 5FL g/ m l, 0 .5〃g/ m l , 5 FL g/ m l に

な る よ う に 20 % F B S 加 R P M I1 6 4 0 で 調 整 さ れ 各 ウ ェ ル

15 恥1 ず つ 分注 して ある96 ウ エ ル マ イ ク ロ ブ レ ー ト ( 9 6 w e11

C ell c ult u r e cl u s t e r 3 5 9 6) ( C o st a r , C o r ni n g , U S A ) に ,
上 記の 細

胞株浮遊液 を 5 仙1 ず つ 分注 し た . 次 に 分 注 し た 細 胞 を

5 % C O 2 の 存在下で , 3 7 ℃ で 1 時間
,
2 日 間お よび 4 日 間培養 し

た. こ の 後 ,
リ ン 酸 緩衝液 (p h o s p h a t e- b uff e r e d s ali n e , P B S)

( p H 7 ･6) で 希釈 した 5 m g/ m l の M T T 試 薬を 25 pl ず つ 添加

し
,
37 ℃ で さ らに 3 時 間培養 した . そ の 後 ,

2 0 0 0 回 転で10 分間

遠心 し
,
M T T フ ォ ル マ ザ ン を 吸 引 しな い よ う に 注意 しな が ら

上清を 除去 した . さ ら に ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド (di m e th yl

S ulf o xid e
,
D M S O) (和 光純薬, 大阪) 20 0 pl を 加え て 虎絆 し , マ

イ ク ロ フ
ォ ト メ

ー タ ー ( E A R 3 4 0) (S L T , V i e n n a , A u s tri a) で
,

測定波長 550 n m
, 対照 63 0 n m の 条 件下で 測定 した . な お ,

コ

ン ト ロ ー

ル と して抗腫瘍剤 の 替わ りに 20 % F B S 加 R P M I1 6 4 0

f et al b o v in e s e r u m ; H T C A , h u m a nt u m o r cl o n o g e ni c

50 7

を 15 恥1 入れ た もの を用 い た . 抗腫疹剤非添加細胞ウ ェ ル と添

加細胞 ウ ェ ル と の 吸光度の 差の 抗腫瘍剤非添加細胞 ウ ェ ル の 吸

光度 に 対する割合 , すな わ ち
l
コ ン ト ロ ー ル に 対する 死滅細胞

の 割合を求め ,
これ を 阻害率 (i n h ibiti o n in d e x , ⅠⅠ) と した .

2 ) 臨床検体

抗腫瘍剤が最終的 に 理 論的最高血中磯風 お よ び そ の 1/1 0 ,

1/ 1 0 0 に な る ように 20 % F B S 加 R P M I1 6 4 0 で調整 し各ウ ニ ル

に 15 恥1 ず つ 分注 して ある96 ウ ニ ル マ イ ク ロ プ レ ー

l
､

に , 上 記

の よ うに 処理 した検体を 50〃1 ず つ 分注 した . なお
, 抗腫瘍剤の

最高濃度 は本郷 ら
9)10)
の 報告の よ う に 常用 量 を 静脈内投与 L 均

等に 拡散 した と 仮定 した とき の 血 中濃度 を原則と した が
, 着色

性の ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 系薬剤 で ほ , 吸光度に 影響を与え ない

よ うに 更 に l/2
-

1/ 1 0 に 希釈 して 用 い た . 表1 に 試験薬剤とそ

の 濃度を示 した . 次に 分注 した細胞を 5 % C O 2 の 存在下で , 3 7 ℃

で 培養 した . こ の 後 ,
P B S で 希釈 した 5 m g/ rn 1 の M T T 試薬

を 25 〃l ず つ 添加 し , 3 7 ℃ で さ ら に 3 時間培養 した . そ の 後 ,

2 0 0 0 回転 で , 1 0 分間遠心 し, M T T フ ォ ル マ ザ ン を吸引 しな い

よ うに 上 宿を 除去 した . さ らに D M S O 2 0 0 〃1 を加 えて 撹拝 し ,

E A R 3 4 0 で , 測定波長 550 n m
, 対照 63 0 n m の 条件下 で 測定 し

た . な お , 効果は基礎実験同様
, 阻害率 で 判定 した .

2 . 細胞株を 用 い た 基礎的検討

1 ) 細胞数と 吸光度と の 関係

吸光度 は , 細胞数あるい は細胞 の 大きさ , 細胞の 種類な どに

よ っ て 異な り
,
細胞株 と臨床検体 で は 異 な る こ と が 予想 され

る . 本実験 で は , 細胞数と 吸 光度 との 関係を検討する ため に ,

K 5 6 2/ A の 細胞数 を2 , 0 0 0 個/ ウ ェ ル , 1 0 , 0 0 0 個/ ウ ニ ル ,

2 0
,
0 0 0個/ ウ ェ ル ,

1 0 0
, 0 0 0 個/ ウ ニ ル , 2 0 0 , 0 0 0 個/ ウ ェ ル ,

5 0 0
,
0 0 0 個/ ウ ェ ル お よび750 ,

0 0 0 個/ ウ ェ ル の 7 種類と な るよ う

に 調整 し
,
そ れ ぞれ M T T 試薬 と 3 時間反応 させ ,

M T T ア ッ

セ イ に よ る感受性試験を行 っ た . なお
,
こ の 実験よ り得られ た

結果か ら, 臨床検体の 感受性試験 に お い て の 細胞数 を調整 し

た .

2 ) 細胞増殖曲線

96 ウ エ ル マ イ ク ロ ブ レ ー 1 ､ に 1 × 1 0
5

個/ m l に 調整 し た

K 5 6 2/ A を 5 0ノJl ず つ 分注し 1 , 乙 3 . 4 , 5 , 6 お よび 7 日間培養

T a bl e l ･ C o n c e n t r atio n s o f a n ti c a n c e r dr tlg S

A nti c a n c e r d ru g S

C o n c e n t ra ti o n t e st ed ( FL g/ m l)

L o w In t e rm e di at e

D o x o m b icin

M it o x a n tr o n e

D a u n o ru bi cin

M e th o tr e x ate

E to p o sid e

C yt ar ab in e

C is pl a 血

V i n c risti n e 4

5

5

0

0

0

｣

5

0

0

0

0

1

3

4

0

0 4

〇.

〇.

1

1 0

3 0

00

5

〇.

5

5

10

00

∞

∞

5 0

〇.

1

3

4

a s s a y ; J A L S G , J a p a n A d ult L e u k e m i a S t u d y G r o u p

M D R
,
m ultid r u g r e si st a n c e ; M D S , m y el o d y s pl a stic s y n d r o r n e ; M T T , ( 3 -(4 , 5 -di m e t h yl t hia z ol

- 2- yl)
- 2
,
5 - d o p h e n y l

t et r a z oli u m b r o m id e ; N H L , n O n - H o d g ki n
'

s ly m p h o m a ; N R , n O r e S P O n S e ; P B S , p h o s p h at e-b u ff e r e d s ali n e ;

P -

g p , P -

g ly c o p r ot ei n ;▲P R , p a rti al r e m is sio n
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し
, 各細胞濃度 お よ び M T T フ ッ セ イ に よ る吸 光度を プ ロ ッ ト

し
,
細胞増殖曲線 を得た .

3) 培養時間 と感受性の 検討

ドキ ソ ル ビ シ ソ が最終的に 0 .0 5 FL g/ m l , 0 .5 /Jg/ m l , 5 p g/ m l に

な る よ う に 20 % F B S 加 R P M I 1 6 4 0 で 調 整 さ れ 各 ウ ェ ル

1 5 0 /上1 ず つ 分注 して あ る96 ウ ニ ル マ イ ク ロ プ レ
ー

ト に ,

2 0 % F B S 加 R P M I1 6 4 0 で 5 ×1 0
5

個/ m l に 調整 され た K 56 2 と

K 5 6 2/ A をそ れ ぞれ 50 /Ji ず つ 分注 し, 培養時間を 1 時間 ,
2 日

間お よび 4 日 間の 三 種類 の 実験系 を作 っ た . 培養後 ,
M T T

ア ッ セ イ を 行 い そ れ ぞれ ドキ ソ ル ビ シ ソ 濃 度 が 0 .0 5 〟g/ m l ,

5 /Jg/ m l に お ける 阻害率 を求め , 感受性 の 逢い に つ い て 検 討 し

た .

4 ) 検体中の 腫瘍細胞 の 占め る割合と M T T ア ッ セ イ に 及 ぼ

T a bl e 2 . C h e m o th e r a p y p r o t o c o Is

す影響

可 及的に 腫瘍細胞 の 占め る割合 の 多 い 検体を 用 い たが
, 分離

した細胞中に 線維芽細胞 ,
正 常 リ ン パ 軋 正 常単軌 正常幼君

顆粒球の 混入 は 避け られ な い ■ 正 常細胞が多い と 正確 に 腫瘍細

胞 の 感受性を判定できず偽陽性 , 偽陰性 が 多く な る 恐れ があ

る ･ そ こ で , 検体中に 腫瘍細胞 が何% 以 上 占め れ ば
, 偽陰性

,

偽陰性を 最小限に 止 め る こ と が でき るか に つ い て 検討した . ド

キ ソ ル ビ シ ソ 感受性の K 56 2 と 耐性 の K5 6 2/ A を各 5 ×1 0
5

個

/ m l の 濃度 と し ,
そ れ ぞれ 5 : 5 , 3 ‥ 7 , 2 = 8 , 0 : 1 0 の 割合で混

ぜ た後 ,
5 恥1 を 上 記と 同様に 三 種類 の 濃度の ドキ ソ ル ビ シ ソ の

入 っ た96 ウ ニ ル マ イ ク ロ プ レ
ー

ト に 分 注 し, 4 日 間培養 して

M T T ア ッ セ イ を 行い , 阻害率 を求 めた .

3 . 臨床検体 に よる M T T ア ッ セ イ と 臨床結果 との 相関

A d m i ni str ati o n

C h e m oth e r ap y r e g l m e n An tic a n c e r d

D o s e ( m g / m
2

) D u r ati o n (d a y)

J A L S G - A M L - 9 2 A) B e h e n o yl c yt o s in e a r ab i n o sid e

D a u n o r u bic h

6 M P

B) B e h e n o y l c yt o s in e a r a bi n o sid e

E to p o sid e

D a u n o r u bi cin

S t r o n g A C O P

D B E P

J A L S G - A L L - 93

C H O P

M M IP E

M M E P

I C E

6 M P

Wh e n p a tie n ts d o n ot o b ta in C R ,

M it o x a n t r o n e

C yt o s in e a ra b in o sid e

D o x o ru bici n

C y cl o p h o s p h am id e

V i n c ri sti n e

P r e d nis ol o n e

D a u n o m b icin

B eh e n o yl c y t o s in e a r a b in o s id e

E t o p o sid e

Pr ed n is o lo n e

V i n c ris ti血e

D o x o ru bi ci n

Pr e d n is o Io n e

L- a S P a r a gl n a S e

C y cl o p h o s p h a m id e

D o x o ru bi ci n

C y cl op h o s p h am id e

V i n c ris ti m e

Pr e d n is o l o n e

M it o x a n t ro n e

M eth o t r e x at e

I 女)S f a m id e

Pr e d n is ol o n e

Et o p o sid e

M ito x a ntr o n e

M eth o t re x at e

E to p o sid e

P r e d n is ol o n e

lfb sね m id e

E to p o sid e

C arb o pl atin

2

2
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5
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7 0
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00
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J A L S G
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J a p a n a d u lt l e u k e m ia s tu d y g r o u p ; A M L , a C u t e m y el oid l e u k e m i a ; A L L , a C u te ly m p h o bl a s ti c

l e u k e m i a



造血器腫瘍 に お け る抗腫瘍剤感受性試験

急性白血病患者お よ び悪性 リ ン
パ 腫患者 , な らび に そ れ ぞれ

の再発
･ 難治療例よ り得 た腫瘍細胞に つ い て M T T ア ッ セ イ を

行い ,
理論的最高血中濃度( 本実験系 で は高濃度) に おけ る阻害

率を求め , 臨床効果と の 比較検討を行 っ た ･

1 ) 化学療法

A N L L に 対 して は 日 本成人白 血 病治療 グ ル
ー

プ (J a p a n

ad ult le u k e m i a s t u d y g r o u p , J A L S G ) の プ ロ ト コ
ー

ル に 従 っ た

もの が18 例 で , 強化 ( st r o n g) A C O P 療法を 行 っ たも の が 1 例,

D B E P 療法 を行 っ た もの が 1 例 で あ っ た , A N L L 難治療例に 対

して は上記 の 化学療法 の う ちそ れ ま で 最も効果があ っ た と思わ

れる もの か , あ るい ほ そ の 組み 合わ せ で 行 っ た . 1 例 で 少量 シ

タ ラ ビン (lo w -d o s e a r a C) 療法
11)
を行 っ た . A L L に 対 して ほす

べ て J A L S G の プ ロ ト コ
ー ル に 従 っ た .

N H L に 対 し て ほ

C H O P 療法を行 っ た も の が 8 例で M M I P E 療法 を行 っ た もの

が1 例で あ っ た . N H L 難治療例 , 再発例に 対 して は M M E P 療

法が 2 例, I C E 療法 が 1 例 で あ っ た . 表 2 に 各 々 の 化学療法の

内容を示 した .

2 ) 臨床効果判定基準

効果判定 は以下の よ う に 本郷 ら
g)10 ) の 判定 に 準 じて 行 っ た .

完全 寛解( c o m pl e t e r e m i s si o n , C R ) , A N L L お よ び A L L に お

いて は
,
1 コ ー ス 後の 骨髄穿刺 で 白 血 病細胞 が 5 % 以下 と な

り, 全身状態の 改善と と も に 血 液学的所見の 正 常化が み られ ,

しかも こ の 状態 が 1 か 月 以上 持続 した 場合 を C R と した .

N H L に お い て は 2 コ
ー

ス の 化学療法 で 臨床的 ,
画像 診断 上病

変が検出され な くな っ た 場合 を C R と した .

部分寛解 (p a rti al r e m is si o n .
P R) , A N L L お よ び A L L に おい

ては
, 1 コ

ー

ス 後の 骨 髄穿刺で 白血 病細胞ほ減少 したも の の ,

5 % か ら15 % 残存 して い る場合を P R と した . N H L に お い て

は2 コ ー ス の 化学療法 で 評価 可能病変が50 % 以 上縮 小 し, B 症
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状 の 消失が 認め られ た 場合に P R と した .

非寛解 (n o r e s p o n s e , N R), A N L L お よび A L L に お い て は ,

1 コ
ー

ス 後の 骨髄穿刺で 白血 病細胞が
一

旦 は減少するもの の 最

終的に は 寛解 と な らな い 場合 ,
N H L に お い て は 2 コ ー ス の 化

学療法 で 寛解 に 入 らな か っ た 場合を N R と した .

3 ) 総合評価

感受性試験 と臨床効果と を合わ せ て 検 討 し
,
以下の 基準 で 総

合評価を試み た . 真陽性は感受性あ りと 判断 され た 薬剤1 剤以

上 を 使用 し , C R 凌) る い は P R に 達 したもの , 偽陽性は感受性

あり と判断され た薬剤1 剤以上 を 使用 した が , N R で あ っ た も

の
, 偽陰性は感受性な しと判断 され た 薬剤 の み を 使用 した が ,

C R 凌) る い ほ P R と な っ た もの , 真陰性 は感受性な しと判断 さ

れ た 薬剤の み を使用 し , N R で あ っ たも の と した . 以上 の 評価

か ら , 真陽性率 , 真陰性率 , 予測率を算定 した . 真陽性率 , 真

陰性率 . 予測率 の 計算方法は Cl a r k ら
1 2)
の 方法に 従 っ た . 真陽

性率 = 真陽性/(真陽性 + 偽陽性) , 真陰性率 = 真陰性/( 偽陰性 +

真陰性) , 予測率 = ( 真陽性 + 真陰性)/(真陽性 + 偽陽性 + 偽陰性

+ 真陰性) .

4 . 多剤耐性現象 と臨床と の 相関

1 ) 多剤耐性 P 糖蛋白 (P -

gly c o p r o t ei n , P
嶋

g P) の 検出

採取 した 末梢 血あるい は骨髄血 か らリ ン フ ォ プ レ ッ プを用い

て 単核球を分離 した . 次に ,
2 0 % F B S 加 R P M I1 6 4 0 に 浮 遊 さ

せ
,
1 × 1 0

6

個/ m l の 濃度 に 調整 し, サ イ ト ス ピ ン ( C y to s pi n 2)

( S h a n d o n S o u th e r n P r o d u c ts L td .

,
C h e s hi r e

,
E n gl a n d) を 用

い
,
8 0 0 回 転10 分に て ス ラ イ ドグ ラ ス に 塗抹 し乾燥 させ た . こ

の 標本は - 80 ℃ で 凍結 し, 染色時 まで 凍結保存 した . 染色は

A P A A P KI T シ ス テ ム ( D A K O , C a r pi n t e ri a , U S A ) を用 い た .

染色時標本を室温 に 置き , ゆ っ く り と20 ℃ ま で戻 した 後, 4 ℃

の ア セ ト ン で20 分間固定 した . 固定後 , 標本 を十分に 風乾 し以

A B C

Fig ･ 1 ･ lm m u n o s t ai n of p o siti v e c o n t r ol , n e g a ti v e c o n tr ol a n d M D R e x p r e s si o n of a c s e S . M .
. ( A ) M D R - p O Siti v e c el1 1i n e K 5 6 2/ A

W a s s t ai n e d a s p o siti v e c o n tr ol . (B ) A s n e g a ti v e c o n tr ol , M D R -

p O Siti v e c e11 1 in e K 5 6 2/ A w a s st ai n e d u si n g m o u s e l g G 2 a i n s t e a d
Of C 21 9 m o n o cl o n al a n tib o d y . ( C) 6 9 .9 % of le u k e mi c c ell s o b s t ai n e d f r o m a c a s e S . M . w e r e p o siti v e . C y to pl a s m s w e r e s t ai n e d
W ith m a n y r e d g r a n ul e s . O ri gi n al m a g nifi c a ti o n , ×1 , 00 0 .
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下の 処理を 行 っ た . P -

g p の 細胞質側 ドメ イ ン を 認 識す る モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る C 21 9 抗 体 ( C e n t c o r D i a g n o s ti c s ,

M al v e r n
,
U S A ) を 10 % F B S 加 0 .5 M T ris バ ッ フ ァ ー

に て

1 毎g/ m l に 調整 し , そ の 5 恥1 を標本 に の せ
,
室温 で 1 時 間反応

させ た . そ の 後 ,
0 . 1 % ウ シ 胎児血 清ア ル ブ ミ ン (b o vi n e s e ru m

alb u m in
,
B S A ) ( S ig m a C h e mi c al , S t . L o ui s , U S A )- 0 .05 M

T ris バ ッ フ ァ ー で 3 回洗浄 し, 余 分な 液体 を拭 い ,
二 次 抗体

( ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗 マ ウ ス イ ム ノ ダ ロ ブ リ ン ･ ウ サ ギ 抗体) を の

せ て 室温 で 3 0 分 間 反応 させ た . 0 .1 % B S A-0 .0 5 M T ri s バ ッ

フ ァ
ー

で 2 回洗浄 した後 ,
ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク

ー ゼ ･ 抗 ア ル

カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ ( alk ali n e p h o s ph a t a s e a n ti

-

alk ali n e

p h o s p h a t a s e , A P A A P ) 抗体( マ ウ ス) 複合体を の せ , 室温 で30

分 間反応さ せ た . 次 に ナ フ ト ー ル A S- M X リ ン 酸塩 お よ び フ ァ

ス ト レ ッ ド T R を 混合 した 錠剤を 0 .5 M T ri s バ ッ フ ァ ー で溶解

し
,
標本に の せ , 室温で20 分 間発色 させ た 後, 蒸留水 で 洗浄 し

た . さ らに マ イ ヤ
ー

･ へ マ ヤ キ シ リ ン で 1 分間後染色を施 し,

流水で15 分間洗浄の 後, 乾燥 させ ,
鏡検 した .

2 ) P - g p 陽性細胞の 算定

顧徽鏡下で対物 レ ン ズ10 0 倍 (渦浸) を 用 い て 白血病細胞を順

に1
,
0 0 0 個観察 し , 明 らか に赤く染 ま っ て い る も の を 陽性細胞

と して
,
そ の 割合 (陽性率) を 求めた .

3 ) コ ン ト ロ ー ル

陽性 コ ン ト ロ ー ル に は
l 細胞株 K 56 2/ A で 上 記の よう に 染色

したもの を 用 い た . 陰性 コ ン ト ロ
ー ル にほ

,
C 21 9 抗体 の 替 わ

りに マ ウ ス I g G 2 a を 用 い て 染色 した もの を 使用 した (図 1) .

5 . ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 系薬剤 に お け る M T T ア ッ セ イ と

M D R 発現 との 関係 の 検討

A N L L 患老17 人 お よび 混合性白血病 の 2 人 に つ い て ア ン ト

ラ サ イ ク リ ソ 系薬剤に対す る感受性 と P-g p 発現の 有無 に つ い

て 検討 した . さ ら に 感受性 と P -

g p 発現 の 有無 に よ り ,
こ れ ら

の 症例を M D R 陽性 M T T 感受性( +) , M D R 陽性 M T T 感受

性( - ) , M D R 陰性 M T T 感受性( + ) , M D R 陰性 M T
'

r ∵感受性

( - ) の 4 群に 分 け て K a pla n
- M ei e r 法 に よ る 生 存曲線 を求め

た .

成 績

Ⅰ . 基礎実験

1 . 細胞数 と吸光度 と の 関係

図 2 の よ うに M T T ア ッ セ イ に お い て ほ吸 光度0 . 1 か ら1 . 3 の

範閉で 細胞数 と の 間に 正 の 相関が認め られ , 臨床検体 でも こ の

範囲内で あれ ば吸光度 か ら生細胞数の 予測 が可 能 で ある と考 え

られ た . した が っ て ! 実験開始時 に 蒔く細胞数 は ∴ 細胞株 で は

急激に 増殖す る こ と を考慮 し, 図 2 の 検討可 能 な最小吸光度 で

ある0 .1 に 対応す る細胞数 , すな わ ち25 ,0 0 0 個/ ウ ニ ル と し ,
一

方臨床検体 で ほ l 増殖 よ りも死滅 して い く細胞 が多 い た め に ,

検討可能 な 最大 数光度 である1 . 3 に 対応する 細胞数 , す な わ ち

500 , 0 0 0 個/ ウ エ ル と した .

2 . 細胞増殖曲線

囲3 の よ うに M T T ア ッ セ イ に おけ る吸光度 お よ び細胞数 と

培養時間の 関係を み ると , 吸光度 は 5 日で1 . 4 に 達 して 以降上

昇傾向が止 っ た .

一 方 , 細胞 数は 3 日 ま で は 急 激 に 増加す る

が
, 以降ほ 平衡 を保ち ,

5 日 目に は減少 し始め た . した が っ て

K 5 6 2 お よび K 5 62/ A に 関 して ほ ∴至適培養期間ほ 5 日 ま で と

考 えられ た .

3 . 培養時間 と感受性 の 検討

図4 の よう に 1 時 間で はか な り ばら つ きが あ るもの の ドキソ

ル ビ シ ソ 感受性 の K 56 2 と 耐性の K 5 6 2/ A の 平均阻害率ほ 1 低

濃度( 理論 的最高血 中濃度 の 1/1 0 0) 1 時間 の 曝露 で そ れ ぞれ

1 5 ･6 % ,
-

1 ･6 %
,
2 日 間 で - 6 -5 % , - 3 ･5 %

, 4 日間 で 3l .6 %
,

-

1 ･67 % , 高濃度 慨論的最高血 中濃度) 1 時間 で 2 ･3 %
,
7 .0 %

,

2 日 間 で 61 ▲0 乳 2 6 ･0 %
,
4 日 間で 93 ･3 % , 3 9 ･0 % で あっ た . 4

日間の 培養 で K 56 2 と K 5 6 2/ A の 阻害率 に 最も差が認め られ た

( p = 0 ･0 2 6 9 , W el c h
'

s t t e s t) ･ また , 臨床検体で感受性の 有無を

決定する際の 闘値に つ い て 様 々 な報告
5)7) 9)
は あ る が

, 本実験に

お い て
, そ れ ぞれ の 薬剤 に 対す る阻害率を 上 記 A N L L 31 検体

で 検討す ると , そ れ ぞれ の 中央値 が60 % か ら93 % の 間で あ っ た

こ と
,
ま た

, 高濃 度 の ド キ ソ ル ビ シ ソ 曝露 下 4 日 間培養の

K 56 2 と E 5 6 2/ A の そ れ ぞれ の 阻害率 の 差 の 中点が27 .2 % で あ

り , 両者の どち らに も片寄 らな い よ うに 中間値を と ると66 . 2 %

に な る こ と , さ らに , 闇値の 設定 を低くす る と効果的な薬剤を

ス ク リ ー ニ ン グす る と い う 目的に は そ ぐわ なく な る こ とか ら,

阻害率70 % を 閉値 と した .

4 . 分離 した 白血 病細胞の 割合の 検討

K 56 2 と K 5 6 2/ A を種 々 の 割合 に 混合 して M T T ア ッ セ イ を
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行うと , 高濃度の ドキ
ソ ル ビ シ ソ で ほ K 5 6 2/ A の 割合が50 % な

ら阻害率が74 % , 7 0 % な らば66 % , 8 0 % な らば65 % , 1 0 0 % な ら

ば50 % とな り, 標 準偏差も含め る と よ
ドキ ソ ル ビ シ ソ 耐性細胞

が80 % 以上 で あれ ば 阻害率が70 % 以 下となり , M T T ア ッ
セ イ

に よ り耐性と判定可能 で あ っ た ( 図5 ) . した が っ て ∴隠瘍細胞

が全単核球の 80 % 以上 あれ ば偽陽性を少な く する こ とが で きる

と考え られ た ･

本実験 で 用 い た 抗腫瘍剤の 中 に は シ タ ラ ビ ン の よ う に 時間依

存性に 抗腫瘍効果を発揮するもの も含 まれ る こ と か ら , 臨床検

体で は培養時間を 4 日 間と し, 阻害率 の 開催ほ70 % に 設定 し判

定した . ただ し , リ ン パ 系腫瘍細胞 に つ い て は t
3 日 間以上 培

養すると 対照の 細胞もほ と ん ど死 滅 して しま うの で ,
2 日間の

短期の 培養 で 判定 した . な お
, 分離 した 単核球の う ち ‥

腫瘍細

胞が80 % 以上を 占め て い る もの の み に つ い て 検討 した ･

Ⅰ . 臨床検体 に よ る M T T ア ･

ソ セ イ と臨床効果 との 相関

1 . 総合評価

表3 に 示 すよ う に 高濃度 ( 理論 的最高血中濃度) に お け る感

受性試験の 結果 と , 化学療法の 臨床効果と を比較検討 した ･ 未

治療の A N L L で は , 真陽性率が92 % , 真陰性率が50 % , 予測率
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が87 % で あ っ た . 難治療例 で は l 真陽性率が17 % , 予測率 が

17 % で あ っ た . 末治療の A L L で ほ , 真陽性率が 0 タ首, 真陰性

率が50 % ,
予 測率 が33 % で あ っ た .

N H L で は , 真陽性率 が

100 % , 真陰性率が 0 % , 予測率が56 % であ っ た . 難治療例お よ

び再発例の N H L で は , 真陽性率が10 0 % , 真陰性率が 0 % , 予

測率が1 00 % で あ っ た .

2 . 末梢血 と骨髄血 に よ る判定の 差異

A N L L の 5 例 に おい て 末梢血 と 骨髄液 で 感受性を比較する

と
, 図 6 に 示 すよ う に , 高濃度 の ドキ ソ ル ビ シ ソ と高濃度 の ダ

ウ ノ マ イ シ ン で それ ぞれ 1 例, 低濃度の シ タ ラ ビ ン で 3 例に お

い て 両 者の 間に 感受性の 判定 に 差異の 認め ら れ るも の が あ っ

た . しか し
, 低濃度 の ドキ ソ ル ビ シ ソ ,

ダウ ノ マ イ シ ソ
, 低濃

度お よ び高濃度の エ ト ポ シ F＼ 高濃度の シ タ ラ ビ ン で は 一 束梢

血 と骨髄液と の 間に 差は み られ なか っ た . した が っ て
,
ア ン ト

ラ サ イ ク リ ン 系の 薬剤 お よび ェ ト ポ シ ドに お い て ほ ▲ 末梢 血と

骨髄液 に よ る差異ほ認め られず ,
容易 に 検体の 得 られ る末梢血

で も十分検討できるも の と 考え られ た .

3 . 感受性試験 の 臨床応用

A N L L- M 4 難治症例 N . M . の 感受性試験 の 結果を み る と , 図
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造血器腫瘍忙 お ける抗腫瘍剤感受性試験

7 の ように シ タ ラ ビ ン に お い て は低濃度で も感受性 が高か っ た

ため に ,
そ の 結果を 参考に して 少量 シ タ ラ ビ ン を長期間投与 し

たと こ ろ寛解 に 達 した .

Ⅲ . 多剤耐性現象 と臨床 との相関

1 . 多剤耐性現象 と F A B 分類お よび 臨床効果 との 関係

M D R 発現 と F A B 分煩 と の 関係 で は , 図 8 に 示 す よ うに

M 4 で 高頻度に 発現が み られ , そ の 陽性度も高か っ た . ま た ,

寛解率との 間に ほ相関 は認め られ ず , 再発率 との 間にも明らか

な相関はみ られ なか っ た (表 4) .

2 . ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 系抗腫瘍剤 に 対す る感受性 と M D R

発現

表5 の よう に 19 例 中 8 例 で M D R 陽性 に もか か わ らず ,

M T T ア ッ セ イ 上 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 系抗腫瘍剤 に 対する感受
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M D R- p O Siti v e l e u k e m i c c ells ( A ) a n d M D Rr p o siti v e p a ti e n t s

( B) . B a r s , S D .

性が 認め られ た . ま た
,
1 例(Ⅰ. K .) で M D R 陰性 に も かか わ ら

ず , M T T ア ッ セ イ で ほ 耐性 で あ っ た . さ ら に
, 末 治療例の

A N L L の うち M T T ア ッ セ イ 上 感受性 があ り臨床 の 結果が

N R の 偽陽性例 で M D R の 発現頻度 が高い と い う こ と もなか っ

た . ア ン ト ラ サ イ ク リ ソ 系抗腫瘍剤に 対す る感受性 と M D R 発

現 の 問に も ズ
2

検定 で 有意な関連は な か っ た (表 6) .

3 .
ア ン ト ラ サ イ ク リ ソ 系抗腫瘍剤 に お け る 感受性試験 と

M D R 発現と の 組み 合わ せ と 予後 の 関係

A N L L お よ び A M i x L の1 9 例 を M D R 陽性 M T T 感 受性

( + ) , M D R 陽性 M T T 感 受性 ( - ) , M D R 陰性 M T T 感 受性

( + ) , M D R 陰性 M T T 感受性 卜) の 4 群に 分ける と , 死 亡 率ほ

そ れぞれ63 %
,
1 0 0 %

,
3 3 % ,

1 0 0 % と な り ,
4 群 の K a pl a n-

M ei e r 法 に よ る生存曲線は図 9 の よう に な っ た . 5 0 % 生存率は

そ れ ぞれ384 日 ,
6 0 日 , 算定不 能, 5 9 日 で あ っ た . しか し

,

一

般

化 W ilc o x o n 検定 で , M D R 陰性 M T T 感受性( + ) と M D R 陰

性 M T T 感受性 ( - ) お よび M D R 陽性 M T T ( - ) の 間で は有

意な差は認 め られ なか っ た が ,
M D R 陰性で M T T に よ る感受
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F i g . 9 ･ S u r vi v al c u r v e s i n 4 g r o u p s a c c o rd i n g t o c o m b in a ti-
O n Of M D R a n d M T T a s s a y . T h e s u r vi v al d u r a ti o n at 5 0 %

in M D R +
,
M T T . S g r o u p w a s 3 8 4 d a y s , M D R q , M T T . R

g r o u p 5 9 d a y s , a n d M D R + J M T T ･ R g r o u p 60 d a y s ,

r e s p e c ti v ely . V e r ti c al li n e s i n d ic at e p ati e n t s w h o a r e

ali v e ･ +

,
M D R +

,
M T T . S ;

･ " " M "

,
M D R -

, M T T . S ;
- - - -

, M D R +
,
M T T . R ;

一 一 - -

,
M D R - , M T T . R .

性の ある ほ うが 予後が よ い 傾向が 認め られ た ( p = 0 .0 6) .

考 察

これ ま で ヒ ト の 悪性腫瘍に 対 して 種々 の 抗腫瘍剤感受性試験

が試み られ て きて い るが , 未だ 確立 ほ して い な い .
H o n g o ら

5)

ほ 小児の 白血 病細胞を用 い て M T T ア ッ セ イ を行 い , そ の 結果

か ら本法 ほ抗腫瘍割に 対す る感受性 を検討す る の に ほ 極めて 有

用な方法 で ある と報告 して い る . 本研究 で は 1 抗腫瘍剤感受性

試験 と し て M T T ア ッ セ イ を 用 い る こ と と し
,
ま ず

,
M T T

ア ッ セ イ を臨床応用す るた め の 基礎的検討 を し, 検体の 選択基

準の 設定 , 培養 お よび 測定条件の 確立 な ら び に 感受性判定開催

の 決定を行 っ た . こ れ ら の 検討は , 感受性試験を普遍化するう

え で 極め て重要 で ある . まず , 吸 光度に つ い て検討 した . 吸光

度が極端 に 低 い と値に ば ら つ きが 認め られ , 極端 に 高い と フ ォ

ル マ ザ ン が飽和状態に な っ て お り正 確な値 を反映 しな い な どの

理 由か ら , 吸光度ほ0 . 1 か ら1 . 3 の 範 囲内 で 検討す る こ とと し

た . 次に 培養 日数 に つ い て み ると , 本郷 ら
1 3)

ほ 2 日 間か ある い

は 4 日間 で ,
C a m plin g ら

‖)
ほ 2 ～ 5 日 間で , そ の 他の 報告で は

4 日 間で 検討 されて い る
-5 卜 2- )

. 今 回の 細胞株 を使 っ た基礎的検

討で は , ドキ ソ ル ビ シ ソ 耐性で ある K 56 2/ A 細胞 の ドキ ソ ル ビ

シ ソ に よ る阻害率 と , ドキ ソ ル ビ シ ソ に 感受性 の ある K 5 62 細

胞の 阻害率 と の 差が 4 日間培養で最も大き く , シ タ ラ ビン な ど

の 時間依存性薬剤も同時に 検討す る こ と を考慮す る と4 日間が

適当と考 え られ た . しか し
,
リ ン パ 系の 細胞 に お い て ほ 2 日間

の 培養で も
r

死滅す るもの が 多い と され て お り
13)

, 本 実験で も同

様の 結果 であ っ た た め に , 時間依存性薬剤 に 関 して は 阻害率が

低く判定 され る危険性はあるもの の t
2 日間 の 培養 と した . 次

に 各 ウ ニ ル に 蒔く細胞数に関 して 検討 した . 細胞株は 急激に 増

殖す るた め に 検討可 能な 最小吸光度 である0 . 1 に 対応す る細胞

数で ある25 , 0 0 0 個/ ウ ェ ル で よく ,

一 方 , 臨床検体 で は ,
細胞の

増殖 はほ とん どみ られ ず , む しろ死滅 して 減少す るもの が 多い

こ と を考慮 して , 検討可 能な 最大吸光度 で ある1 . 3 に 対応する

細胞数 の500
,
0 0 0 個/ ウ ニ ル を 蒔く こ と と した . 感受性の 有無の

判定 に つ い て は ,
K 5 6 2 と K 5 6 2/ A の 阻害率 の 差 の 最も大きく
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なる 4 日間培養 で の K 5 6 2 , K 5 6 2/ A そ れ ぞれ の 阻害率 の 中間値

が約70 % で あり , また , 各種抗腫瘍剤 に 対す る A N L L 3 1 検 体

の 阻害率の 中央値が60 % か ら93 % で あ っ た こ と か ら, 本実験 で

は , 開催を70 % に 設定 した . 本試験 を臨床 に 応用す る場合 に

は , 分離調整 した 検体中に 占め る腫瘍細胞の 割合が判定 に 影響

を与え る こ と が予想 され る .
こ の こ とを 検討する た め に 上 記の

ような条件を設定 した 上 で ,
K 5 6 2 と K 5 6 2/ A と を

一

定 の 比率

で混合 して 影響を調 べ た . そ の 結果 , 耐性の 細 胞が80 % 以上 あ

れば耐性と して 判定で き, 偽陽性 も少な くな ると考 え られ る こ

とか ら , 腫瘍細胞が80 % 以上 を 占め るも の に つ い て の み 検討す

る こ とと した . した が っ て
, 臨床検体で検討する場合は , 分離

した細胞の う ち腫瘍細胞が80 % 以 上 を 占め る の も の の み を 用

い
,
細胞数 を500 , 0 0 0 個/ ウ ェ ル で蒔き , 2 日間(リ ン パ 系) ある

い は 4 日 間(骨髄系) 培養 し , 感受性 の 有無の 闇値を70 % と して

判定した .

末治療の A N L L に つ い て ほ80 % を超 え る高 い 予測率が得 ら

れたが , A L L に つ い て ほ30 % 台 の 低値 に 止 っ た . 小 児 の 白 血

病に おい て報告
5)

され て い る ように
,
成人の 末治療 の A N L L に

おい て も臨床 の 効果 と相関す る こ とが 明 らか に な っ た . また
,

難治療例, 再発例 に つ い て み る と , A N L L で は予測率が低か っ

たが N H L に おい て ほ1 00 % と高く ,
N H L に お い て ほ再度リ ン

パ節生検を行 い 本法を用い る こ と に よ り ,
か な り高 い 精度で 抗

腫瘍剤の 効果 を予測可能 で ある こ と が 明 らか と な っ た . しか

し
, 難治療例 , 再発例の A N L L に つ い て ほ偽陽性が多く , 予測

率ほ17 % と低値に 止 っ た . こ の 原因 の 一

つ と して
, 武本

4)
が 述

べ て い る よう に , 感受性試験 で の 薬剤濃度と生体内で の 薬剤動

態に 差異の ある こ と が 考え ら れ る . 実際 の 症 例で み る と ,
N .

M . 例の よう に 臨床使用時の 薬剤濃度 に 近 い 値 で 効果判定す る

とよ り高い 精度 で 効果を予測 で き る こ と が 示唆 され た .

化学療法 の 回 数を 重ね る と薬剤 に 対 して 耐性 を獲得す る こ と

が知 られ て お り
7)

, 臨床上 も こ の よ う な例 を し ば しば 経験 し
,

治療に 難渋す る . 耐性の 獲得 に ほ 何 らか の 薬剤耐性磯序の 存在

が考え られ て い る . 近年化学療法の 強力化に よ り急性白血病 の

治療成績 は向上 して きたも の の 依然 と して 15 ～ 4 0 % の 症例 が

寛解.
に到 らず治療抵抗性を示 す . そ の 原因 の

一

つ と して ア ン ト

ラ サ イ ク リ ン 系抗腫瘍剤, 植物 ア ル カ ロ イ ドな ど の 薬剤に 共通

して 薬剤耐性を生ず る M D R の 存在 が 明らか に な っ て き た7) .

M D R ほ
, 細胞膜に 発現 した P 糖蛋白が薬剤を外 に 排出す る ポ

ン プの 役割を な し ,
こ の た め に 細胞内に 一

旦取 り込 まれ た抗腫

瘍剤が そ の ま ま排出 され て し ま い 効果を 発揮で き なくな り, 耐

性を生ず るの で は な い か と考え られ て い る
22)2 3)

. 1 9 8 6 年 に ほ P

糖蛋白を コ ー ドする m d r l 遺伝 子が単離 され た
24)

. M a ら
25)
は P

糖蛋白の 細胞質側 ド メ イ ン を 認識す る C 21 9 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗

体を用い て免疫染色法を行 い , 治療後に P 糖蛋白 の 発現が認 め

られた と報告 して い る . G o a s g u e n ら
26)
は C 21 9 モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗体を用 い て 免疫染色法 に よ り A L L の5 9 例 に つ い て M D R の

発現状態 を検討 し, M D R 発現 と寛解率お よ び再発率 と の 間 に

それ ぞれ 有意な相関があ っ た と報告 して い る . I n o ら
27)
は P 糖

蛋白の 細胞膜外側 エ ピ ト ー プを 認識する M R K 1 6 モ ノ ク ロ ー

ナ

ル 抗体を用 い て
,
A N L L の 患者に つ い て M D R 発現状態を フ

ロ
~

サ イ ト メ トリ ー 法で 検討 し , M D R 発現 と寛解率 お よ び 再

発率と の 間に ほ 相関が なか っ た と 報告 して い る . M a ri e ら
28〉
ほ

急性白血 病 に つ い て ス ロ ッ ト プ ロ ッ ト法 で m d rl 遺 伝子 の

m R N A を検 出 し検討 した と こ･ろ , m R N A の 発現ほ 寛解率と相
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閲 し , ま た
, 感受性試験に お い て ドキ ソ ル ビ シ ソ 耐性 の もの で

m d rl 遺伝子 の m R N A の 発現を 認め る傾向に あ っ た と報告 し

て い る ･ こ の よう に M D R に 関 して ほ 現在 まで に 種 々 の 方法を

用 い て 検討 がな され , 様 々 な結果が 報告され て い る . 本研究で

ほ
,
M D R 発現 と急性白血病の F A B 分類と の 関係を C 21 9 抗体

を 使用 して 検討 した . そ の 結果 ,
M 4 で 高頻度に 陽性と な り ,

そ れ ぞれ の 陽性度も高い 傾向に あ っ た . しか し
, 寛解率と の 間

に は 相関ほ認め られ ず, 再発率 で も相関は認め られ なか っ た .

しか し
, 骨髄移植後の 再発率が M 4 , M 5 で 高い と い う報腎

9)
が

あり , 長期間観察 した場合, 単球系で 再発率が高く な る可 能性

もあ り
, 今後の 検討が必 要で あろう .

本研究で は
, 難治療例や再発例 で M T T ア ッ セ イ で の 偽陽性

例が多か っ た こ と か ら
,
その 原因と して上 記の よ うに M D R の

発現の 関与が 考え られた . しか し
, 難治療例や再発例 では 検討

できな か っ た が , 未治療例 で み る 限り で は偽陽性例に M D R の

発現頻度 が高い と い う結果ほ得 られ ず, M T T ア ッ セ イ の 結果

と M D R 発現と の 間にも有意な関連 はみ られ なか っ た . こ の こ

と は , 抗腫瘍剤に対す る耐性の 売掛 こは , M D R の み な ら ず他

の 耐性磯序 の 関与 の 可 能性を 示 唆 して い る も の と 考 え ら れ

る
30)

. ま た , 今回 の 基礎実験 か ら推定 され る よ うに , 抗腫 瘍割

に 長時間曝霹 させ ると M D R 陽性 細胞 で も感受性 が増強する可

能性もある . 臨床 検体 の M T T ア ッ セ イ に お い て も症例 N

M ･ の ように M D R 陽性 である に もか か わ らず , 4 日間の 培養

に よ っ て M D R に 関連 した ダ ウ ノ ル ビシ ソ およ び ミ ト サ ン ト ロ

ソ な どに 対 して ほ感受性が認 め られ た . こ れ らの こ と か ら ,

M D R が発現 して い ても長期間持続的に 薬剤 と接触 さ せ る こ と

に よ っ て細胞内に 蓄積 され る薬剤の 量が , M D R 機序 に よ り排

出 され る量よ りも多く な る た め に ,
M T T ア ッ セ イ の 結果 と

M D R 発現の 間に 相関が み られ な か っ た可 能性も考 え られ る .

こ の よ う に ,
M D R 発現は白血 病細胞 の 抗腫瘍剤 に 対する性質

を表す 一

つ の 因子 では あるが , 臨床上必 ず しも薬剤耐性を 示す

有力な指標と は な っ て い な い . こ の 理由 と して . 生体外と 生体

内と の 薬剤動態の 違 い ある い ほ 薬剤接触時間と の 関係な どが複

雑に 関連 して い る ため と 考 え ら れ る が , 今後 の 検討課題 で あ

る .

本研究で は 上 白血 病細胞 に つ い て M T T ア ッ セ イ の 結 果と

M D R 発現状態と を組み合わ せ て , 予後の 推定を 試み て み た .

両 者の 成績を組 み合わ せ て 4 群に 分け , 寛解率 およ び 生存率を

比較する と , 有意な差ほ な い も の の M T T ア ッ セ イ で 感受性が

あり M D R の 発現 して い な い 群 で 生存率が最も高 い 傾向があ

り, 理 論と 一 致す る結果が得 られ た . こ の こ と か ら , 両者 の 阻

み 合わ せ ほ 有力な予後推定因子と な り得 る こ と が示 唆され た .

ま た ,
M D R の 発現 して い る例で ほ , M D R に よ る 耐性を解除す

る と され て い る シ ク ロ ス ポ リ ン や ベ ラ バ ミ ル な どの 薬剤をあ ら

か じめ投与する こ とに よ り , 治療 効果 の 増強を図る試みも な さ

れ て お り
31)3 2 )

, 今後 , M D R の 発現 の 有無を 参考に した 治療方法

の 開発が期待され る .

ま だ解決すべ き点 はある が ,
M T T ア ッ セ イ お よ び こ れ に

M D R 発現の 有無 を組み合わ せ る 方法 は 】 簡便で正 確か つ 迅速

な予後判定法の
一

つ と考 えられ , 造血 器腫瘍を は じめ とす るが

ん化学療法の 効果 の 向上 に 役立 つ もの と考え る .

結 論

造血 器腫瘍に つ い て M T T ア ッ セ イを 利用 した 抗腫瘍剤感受
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性試験 を導入 す る 目的 で ,
基礎的 な ら び に 臨床的検討 を行 っ

た . ま た , 多剤 耐性因子の 発現と の 関係に つ い て も検討 し, 以

下の 結果を得 た .

1 . M T T ア ッ セ イ に つ い て の 基礎的検討で は , 分 離 した 単

核球の う ち腫瘍細胞が80 % 以上 を 占め る検体が試験 に 適 し, 培

養期間は リ ン パ 系細胞で は 2 日 間, 骨髄系細胞 で は 4 日 間, 感

受性の 有無の 閲値 は阻害率70 % とす る の が 最も適当と考 え られ

た .

2 . 成人 A N L L の 未治療例 , 成人 N H L の 難治療例 お よ び再

発例に お い て , M T T ア ッ セ イ の 結果 と臨床効果が良く相関 し

た .

3 . A N L L の 難治療例お よび 再発例で M T T ア ッ セ イ で の 偽

陽性例が多く ,
M D R の 関与も考えられ た が , 今回 の 末治療例

での 検討で は偽陽性例 に M D R 発現 が多 い と い う こ と は な か っ

た .

4 . M D R の 発現 と寛解率お よ び生存率と の 間に は 有意 な相

関ほ認め られ なか っ た . また
,
生体外 で ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 系

抗腫瘍剤に 対す る感受性の 有無と M D R 発現と の 関係 に つ い て

検討 した と こ ろ
,
同様 に 有意な 関連 は認め られ な か っ た .

こ の

原因の 一

つ と して , 抗腫瘍割 と長時間接触 さ せ る こ と に よ り

M D R の 機構 を超 え て 薬剤が 細胞内に 入 る可 能性, あ る い ほ ,

別 の 耐性磯序 が存在す る可 能性が考 え られ た .

5 . 臨床的検討 か ら ,
M T T ア ッ セ イ と M D R 発 現の 両 者を

組み 合わ せ る こ と に よ り生存率に 差 がみ られ , 予後を推定す る

良い 指標と な る こ と が示 唆 され た .
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m igh t b e c a u s e d b y o v e r c o m l n g th e m e c h a n i s m s of M D R b y l o n g
- t e r m i nc u b a ti o n w i th a n ti - C a n C e r d ru g S , O r b y e xi stl n g th e

m ec h a ni s m s o f c h e m o r esi sta n c e o th e r th a n M D R ･ I n h e m at ol o g l C m ali g n an Ci e s , th e M T T as s a y c o m bi n e d w i th a n an al y sIS

Of M D R e x p r e ssi o n m a y b e a u s e fu 1 to ol f b r p r e d i ctin g th e p r og n o si s ･


