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骨軟部悪性腫瘍の 治療成績 の 向上 の た め に は , 原発腫瘍 の み な らず転移腫瘍 に 対する有効な治療方法を開発す る必要が

ある . 本研究で は骨軟部悪性腫瘍の 転移実験法な ら び に 転移巣治療実験法の 確立を 目指 し. 受精鶏卵 を用 い る腫瘍移植系 (受

精鶏卵法) に よ る ヒ ト 腫瘍細胸 の 人工 転移実験系 の 有用性 を検討 L た ･ 僻卵10 日 目 の 受精鶏卵の 凍尿膜上 の 血管 に 1 ×1 0 憫 の

腫瘍細胞を移植 し, 7 日後に 胎 児肝お よ び肺を 摘出し D N A を 抽出 した ･ 転移 ヒ ト 腫瘍細胞の 特異的且 つ 定量的な倹出方法 と

して
,
転移腫瘍に 含まれ る ヒ ト D N A の 特定領域せ特異的 D N A 増幅反応(p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n , P C R ) 法に よ り増幅し

た後, 増幅 D N A 断片を サ ザ ン プ ロ ッ ト法に て 検出およ び 解析 し た , 本法を 剛 ､ て 骨軟部悪性腫瘍培養株の 転移能 を検討 した

結果 , 線維 肉腫細胞株 で は H T
-1 0 8 0 が

, 骨 肉腫細胞株 で は M N N G/ H O S と S K-E S
-1 が 高い 転 移能を 示 し た ･ さ ら に

H T-1 0 8 0 お よび M N N G/ H O S を 移植 した 鶏卵胎児に おい て は 単位重量当り の 転移細朋 が肺よ り肝 の 方が そ れ ぞれ H T
-1 0 8 0 で

約 3 胤 M N N G/ H O S で 約10 倍上 回 っ て い た . そ れ に 対 して ,
S K- E S, 1 で は 肺 およ び肝に お け る転移細胞数は ほ ぼ同程度で ,

肺 へ の 転移指向性が H T -1 08 0 や M N N G / H O S に 比べ て 高い こ と が 示唆 され た . 腫瘍移植 7 日後の 肝お よ び肺の 阻織学的所見

で は こ れ ら の 腫瘍細胞の 転移 が多数観察 され , P C R 法に よる 検出結果と
一 致 した . 転移巣に 対す る抗が ん剤 の 感受性を検討す

る 目的で 移植後 3 日目 に 抗が ん剤 を凍尿膜上 の 血管内に 投与した . H T
-

1 08 0 , M N N G/ H O S およ び S K
- E S-1 の 転移巣は い ずれ

もア ドリ ア マ イ シ ン ( a d ria m y c in , A D M ) と マ イ ト
マ イ シ ン C ( m it o m y ci n C ,

M M C ) に 高い 感受性 を示 L た ･ また シ ス プ ラ チ ン

( cis
-

bl a ti n u m , C D D P ) , サ イ ク ロ ブ ォ ス フ ァ
マ イ ド( C y Cl o p h o s p h a m id e , C P M ) お よ び

ビ ン ブ ラ ス チ ン ( v i n b la s ti n e , V L B ) に 対

する転移巣の 感受性は各細胞株に よ り 異な り ,
S K -E S -1 は C D D P およ び C P M に

,
H T-1 0 8 0 は V L B に 高 い 感受性 を 示 し

た . しか し
,
M N N G/ H O S の 転移巣は 同 投与量の C D D P , C P M お よ び V L B に 対し感受性を 示 さ なか っ た ･ M N N G / H O S 細

胞を移植 した 鶏卵胎児肝の 経時的な組織学的所見で は , 腫瘍細胞 は 2 時間お よび 8 時間後で も微小血管内に 存在 L て い た が ,

1 2 時間後に は 腫瘍細胞 は血 管内皮細胞内に 侵入 して い た . さ らに , 2 2 時間お よび51 時間後で は分裂増殖 が認め られ , 7 日 後で

は 転移巣を多数形成し て い た . 転移巣形成 の 抑制 を 目 的 に , 受精 鶏卵 に M N N G / H O S 細胞 を 移植 し た 後早期に M M C と

V L B を投与 した . M M C を移植 2 時間後に 投与 した場合で は91 . 9 % の 肝 転移巣抑制効果を示 し, 2 4 時間と72 時間後で ほ 各 々8

3 . 2 % お よ び51 . 8 % の 抑制率を 示 した .

一 九 V L B 投与群の 転移巣抑制率は移植2 時間後の 投与で は- 2 ･ 2 % , 7 2 時間後 の 投与

では10 . 4 % で あ っ た .
こ の よ う に 腫瘍細胞移植後早期に 有効な抗が ん剤を 投与す る こ とに よ り転移を抑制す る こ と が 可能 で あ

る こ と が示 され た . 受精鶏卵法 は ヒ ト 骨軟部悪性腫瘍の 転軌 浸潤の 機構解明 の た め の 転移実験系と して ,
また 転移巣に 対 す

る治療法 の 開発 に も有用 な実験系 に な るもの と考 え られ た .

K e y w o r d s h u m a n b o n e a n d s oft ti s s u e t u m o r c ell , m e t a S t a Si s , P Oly m e ra s e c h ai n r e a c ti o n t

c h e m o s e n siti v lt y t e St , C hic k e m b r y o

骨軟部悪性腫瘍に お け る最も憂慮され る べ き予後因子の
一 つ

ほ診断時に おけ る転移の 有無で あ る . しか し なが ら, 現在の が

ん医療iこ おけ る転移が ん の 一 般的な 検出限界 は直径 1 c m の 應

痛ま で と され て お り
l

＼ ニ の 検出限界 よ り も さ ら に 小 さ い 微小

転移が ん の 検出法は未だ確立 され て い な い . 従 っ て ,
が ん で あ

ると診断が下 され た 段 階で緻小転移が ん が 存在す ると 仮定した

全身的治療法が施行 され て い る の が 現状で ある . 掛 こ骨軟部悪

性腫瘍領域に お い て は 強力 か つ 有効な 化学療法の 支援が そ の 治

療成績の 向上 に 大き く貢献 して い る こ と か ら
2､■ ､ 5
＼ 全 身的治療

法であるが ん 化学療法は微小転移が ん の 治療に 有用 な 手段 に な

り得る と考 え る .

一 九 が ん化学療法は未だ完成 され た もの で

はな く . 既存の 抗がん 剤の 投与の み で は 完全に 転移を抑制す る

こと ほ 難し い . 転移を阻止 し 転移が んを 効果的に 治療する た め

に は
,
が ん細胞の 転移の 機構に 基づ い た 薬剤ま た は治療法を新

たに 開発する必要がある .
こ れ ま で の 転移研究の 大部分は転移

現象 の 解析で あり , 転移 がん の 治療 に 関す る報告は極 めて 少な

い . こ れ は 有用 な転移実験 モ デ ル 系が確立され て い な い こ と に

原因の 一 つ が ある . 本研究では 骨軟部悪性腫瘍の 転移実験系な
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ら び に 転移巣治療実験系の 確立 を 目指 し, 受精鶏卵法 に よ る ヒ

ト骨軟部悪性度瘍細胞の 転移実験お よ び微小転移巣 に 対す る抗

が ん剤感受性試験 を検討 した .

材料お よび方法

Ⅰ
. 腫瘍細胞七培養

本研究の 転移実験 に 用い た ヒ ト腫疹細胞株は , 線維 肉腫細胞

H T -1 0 8 0
81

[ A m e ri c a n T y p e C u lt u r e C o11 e c ti o n ( A T C C ) ,

R o c k v ill
,
M D

,
U S A か ら購 入] と 以 下の 6 種の 骨肉腫細胞 , 当

教 室 で 樹立 し継 代 し て き た ヒ ト 骨 肉腫由来 細胞 (h u m a n

O S t e O g e ni c s a r c o m a T a k a s e s tr ai n , O S T )
Tl

, M N N G/ H O S
8)

( A T C C か ら購入) , M G - 63
g)

( A T C C か ら購入) , K H O S - 31 2 H
川

( A T C C か ら購入) , S K - E S-1
11)

( A T C C か ら購入) , U - 2 0 S
12 }

( 住友

製薬研究所 , 大阪よ り供与) の 計 7 種類で ある . 組織 培養液 は

10 % ( v/ v) 非働化 ウ シ 胎児血清 (f e t al c alf s e r u m , F C S )( G I B -

C O
,
G r a n d I sl a n d

,
N Y

,
U S A ) と 0 .3 m g/ m l グ ル タ ミ ソ ( 日水製

薬 , 東京) を 含む R P M I -1 64 0 培地( ニ プ ロ , 大阪) で ある . 各

細胞 は阻織培養液中 に お い て , 5 % C O 2 濃度 ,
3 7 ℃ で 培養 し

た . 移植用の 細胞浮遊液は以下 の ように 調整 した . 0 ､ 0 2 % ト リ

プ シ ソ ( GI F C O , D e tr oit , M i c h り U S A ) - 0 . 2 % エ チ レ ン ジ ア ミ ン

四酢酸 ニ ナ ト リウ ム ( e th yl e n e d i a m in e t et r a a c e ti c a cid , E D T A )

を 含 む 0 ･1 5 M リ ン 酸 緩 衝生 理 食塩 液 (p h o s ph a t e - b u ff e r e d

S ali n e
,
P B S ) を用 い て 細胞を 剥離 した後∴組織培養液を用 い て

細胞浮遊液1 ×10
T

個/ m l を 作製 した . 移植 に 用 い た 腫瘍細胞の

浮遊液は ,
ト リバ ン プル ー 色素排除試験法 に よ り , 9 0 % 以上 の

生細胞が ある こ と を 確認 した .

Ⅱ . 実験動物

本研究 で 腫瘍移植の 宿主動物 と して 用い た受精鶏卵 ( プ リ マ

ス ロ
ッ ク 薩 × ホ ワ イ ト レ グホ ン 種) は後藤僻卵場(岐阜) よ り購

入 し
, 加湿 した 紆卵器中37 ℃ で 貯卵 させ た .

Ⅲ . 腫瘍細胞の移植方法

受精鶏卵 の 模式図 を図 1 に 示 し
, 腫瘍細胞の 移植方法 を以下

に 記述す る . 酵卵10 日日の 鶏卵 を透光 し , 凍尿膜 上 の 血管 の 位

置 を定 め , そ こ を 中 心 に 回 転式 の ヤ ス リ を 用 い て 卵殻 に

1 c m x O .5 c m 程度 の 傷 を付け ,
ピ ン セ ッ ト を用 い て 卵殻を除去

した . 露出 した卵殻膜 に 流動 パ ラ フ ィ ン ( M e r c k , D a r m s t a d t ,

G e r m a n y) を滴下 し血 管 を見や すく し , 3 0 ゲ ー ジ針の 付 い た 注

射器を用 い て 1 ×1 0
6

個(0 .1 m l) の 腫瘍細胞を凍尿膜上 の 血管内

に 移植 した .

Ⅳ . 転移巣治療実験

抗が ん剤 に よ る治療実験 を行 なう場合に ほ腫瘍細胞移植 3 日

後
仁
即 ち貯卵1 3 日目 に ,

Ⅲ に 記述 L た方法 で 卵殻の 別 の 部位に

窓を 開け
,
3 0 ゲ

ー

ジ の 注射針を 用 い て 0 ･1
,

m l の 抗が ん 剤を投与

した ･ 薬剤濃度ほ臨床投与量を参考 に し, 鶏卵胎児の 平均体重

(肝卵1 3 日 目 で 5 ･1 g) に 換箕 して 決定 した (表1 ) . 抗が ん割とし

て ア ドリ ア マ イ シ ン ( a d ri a m y ci n , A D M )( 協和醸軌 東京) , シ ス

プ ラ チ ン ( ci s- P土a ti n u m , C D D P )( 日本化薬 , 東京) , サ イ ク ロ フ ォ

ス フ ァ マ イ ド ( C y Cl o p h o s p h a m id e , C P M )( 塩野義製* , 大阪) ,

ビ ン ブ ラ ス チ ン ( vi n bl a s ti n e , V L B )(塩野義製薬) , マ イ ト マ イ シ

ン C ( m it o m y ci n C , M M C ) ( 三 共 , 東 京) , エ ト ポ サ イ ド

( e t o p o sid e , V P -1 6) ( ブ リ ス ト ル ･ マ イ ヤ ー ズ ･

ス ク イ ブ
, 束

京) を用 い た ･ 移植後 7 日 目即 ち将卵17 日 冒に 胎児を 解剖 し ,

摘出 した 肝お よ び 肺か ら D N A を抽 出 した .

V . D N A 抽 出と鋳型 Dr( A の 調製

ヒ ト腫瘍培養細胞ま た ほ 鶏卵胎児よ り 摘出 した 肝 ( 約 0 .5 g)

お よ び肺 (約 0 ･1 5 g) か ら の D N A 抽出は , 以下 に 示 す方法で 行

な っ た
13)

. 鶏卵 肝 及 び 肺 を 4 m l の 0 .1 M 塩 化 ナ ト リ ウ ム ;

O 12 M シ ョ 糖; 0 ･01 M E D T A ; 0 .3 M T ri s q H C l 緩衝液( p H 8 .0 ) 中

で 破砕 した . 各 破砕液 ほ フ ァ ル コ ン 2 0 5 9 チ ュ
ー ブ (B e ct o n

D i c ki n s o n , N J , U S A ) に 入 れ ,
2 5 0 pl の1 0 % ドデ シ ル 硫酸ナ ト リ

ウ ム ( s o di u m d o d e c yl s u lf at e , S D S) を加 え攫拝 し , 6 5 ℃ の 温洛

中に お い て 30 分間加温 した . さ らに , 6 0 0 〟1 の 8 M 酢酸カ リウ

ム p H 5 ･2 を 加え , 控搾後水中 に60 分間静置 した . 氷冷後 , 4

℃
,
1 1

,
0 0 0 r p m に お い て20 分間遠心 し

,
上 清を 新た な チ ュ

ー ブ

に 回 収 し た . ク ロ ロ ホ ル ム 2 m l
,
T ri s -E D T A ( T E) 緩 衝 液

Fig ･ 1 ･ S c h e m a o f t h e f e r tiliz e d e g g . T u m o r c ell s w e r e

i nj e c t e d i n t o th e c h o ri o all a n t oi c m e m b r a n e ( C A M ) v ei n of

l O- d a y- 0 1d c h i c k e m b r y o s w it h a 3 0 g a u g e n e e d l e th r o u g h
th e s h e u m e m b r a n e .

T a bl e l ･ A n tit u m o r d r u g s a n d d o s e s f o r t h e c h e m o s e n siti vi t y t e s t

D r u g C li ni c al d o s e E x p e ri m e n t al d o s e (J 唱/ e g g)

A d ri a m y ci n ( A D M )

Ci s - pl a ti n u m (C D D P )

C y cl o p h o s p h o mi d e (C P M )

E t o p o si d e ( V P -1 6)

M i t o m y ci n C (M M C)

V i n b l a s ti n e ( V L B)

60 m g/ m
2

1 0 0 m g/ m
2

1 2 0 0 m g/ m
2

6 0 m g/ m
Z

l m g/ k g

O . 2 m g/ k g

1 0 , 2 0 , 4 0 , 8 0

5
,
1 0

, 2 0

1 0 0
,
2 5 0

,
5 0 0

2 0 , 4 0

2 0 , 4 0

0 . 5
,
1

T h e e x p e ri m e n t al d o s e s w e r e d e t e r mi n e d a c c o r di n g t o th e cli ni c al d o s e s .

S ali n e ; P C R , p Oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n ; S D S , S O di u m d o d e c yl s ulf at e ; S S C , S al in e s o di u m citr at e ; T E , T ris

E D T A ; V L B , Vi n bla s tin e ; V P -1 6 , e t O p O Sid e
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〔10 m M T ris- H C l ( p H 7
･4) ･ 0 ･1 m M E D T A ( p H 8 ･0 )〕 飽和 フ ェ

ノ
ー ル 2 m l を 加え 攫拝後 ,

3
,
0 0 0 r p m に お い て1 5 分間遠心 し

た . 氷 層に ク ロ･ ロ ホ ル ム 4 m l を 加え携拝後 ,
3 ,0 00 r p m に お い

て15 分間遠心 を 行な っ た ･ 分取 した氷 層 に 8 m l の エ タ ノ
ー

ル を

加え , 4 ℃ ,
3
･
00 0 r p m に お い て15 分間遠心 し, D N A を沈殿と

して 得た . 沈殿は 5 ロー1 の8 0 % エ タ ノ
ー

ル で 洗 い , 減圧乾燥 した

後に 2 m l の T E 緩衝液に 溶解し た ･ 各 D N A 溶液 に リ ボ ヌ ク レ

ア
ー ゼ A (S ig m a , S t . L o u is , M O , U S A ) 1 0 0 p g を 加 え37 ℃ ,

30 分間反応させ た後 ,
3 M 酢酸ナ トリ ウ ム ( p H 5 ･2) 2 0 0〟l を 加

え, T E 緩衝液飽和 フ ェ ノ
ー ル M ク ロ ロ ホ ル ム (1 : 1 ) 2 m l に て

1 回 (3 ,00 0 r p 町 1 5 分 間) , ク ロ ロ ホ ル ム 2 m l に て 1 回

(3 朋O r p m , 1 0 分間) 抽出を行な っ た ･ 分敬 した 水層 に 5 m l の エ

タ ノ
ー ル を 加え 3 ,0 0 0 r p m に て1 5 分間遠心 し エ タ ノ ー ル 沈殿 を

行な っ た . D N A は , 8 0 % の エ タ ノ ー ル 2 m l で洗い , 減圧 乾燥

した 後, T E 緩衝液 に 溶解 した . 各 D N A の 26 0 n m に おける吸

光度 (o p ti c al d e n sity , O D ) を 測定 し て D N A 濃 度 (1 0 D
= 5 0

鵬/ m I) を 求めた 後 ,
滅菌蒸留水を 用 い て 1 0 0 鵬/ m l に 調製 し,

こ れ を T a q D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ (P e rk i n - E l m e r C e t u s ,

N o r w alk , C T , U S A ) を 用 い る特異的 D N A 増幅反応 (p o ly m e -

r a s e c h ai n r e a c ti o n , P C R) の 鋳型 D N A と して 用い た .

Ⅵ . プ ライ マ
ー

お よびブ ロ ー プ用オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドの 作製

P C R プ ラ イ マ
ー

と プ ロ
ー ブ用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドは E n d o

ら
棚
の 報告 に準 じ, ヒ ト β- グ ロ ビン 遺伝子576 塩基対を 特異的

に増幅す る･ H uβ
-1 : 5

'

- A G A G C C A T C T A T T G C T T A C A
-3
'

と

H uβ-8 : 5
'
- T A T G A C A T G A A C T T A A C C A T

-3
'

, お よ び プ ロ
ー

ブ用オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド , H uβ-2 : 5
㌧A C A C A A C T G T G T T C-

A C T A G C -3
'

,
を D N A 合 成 装 置 P C R メ イ ト (A p pli e d

Bi o s y s t e m s , C A , U S A ) に よ り 合 成 し た . プ ロ ー ブ D N A

1 3 p m ol に 対 し【T
32
P] A T P 5 0 p C i ( A m e r s h a m , G r e e n w h ic h ,

C T
,
U S A ) , ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ

ー ゼ 緩 衝 液 [ 50 m M

T ri s - H C l (p H 7 .6) , 1 0 m M 塩化 マ グネ シ ウ ム ,
5 m M ジチ オ ト レ

イ ト
ー ル

,
0 .1 m M ス ペ ル ミ ジ ン お よ び 0 .1 m M E D T A

(p H 8 .0) ∴ 1 0 単位 T 4 キ ナ ー ゼ ( 宝 酒 造 , 京都) お よび 滅菌蒸留

水を加え全量 2 恥1 と し ,
3 7 ℃ に お い て45 分間反応 さ せ た 後 ハ

イ プリ ダイ ゼ
ー シ ョ ン に 用い た .

Ⅶ .
P C R 反応

調製 した鋳型 D N A I FLg に 対 して P C R 反 応緩衝液 [ 10 m M

T ris- H C l ( p H 8 ,3 ) , 5 0 m M 塩化カ リ ウ ム ,
1 .5 m M 塩 化 マ グネ シ

ウ ムニ, デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド混合液 [ デ オ キ シ ア デ ノ シ

ン 三 リ ン 酸(d e o x y a d e n o si n e 5
'

-t rip h o s p h a t e . d A T P ) , デ オ キ シ

グア ノ シ ン 三 リ ン 酸 (d e o x y g u a n o si n e 5
'

- t rip h o s p h a t e ,
d G T P ) ,

デ オ キ シ シ チ ジ ン 三 リ ン 酸 (d e o x y c ytidi n e 5
'

T t rip h o s p h a t e ,

d C T P ) , デ オ キ シ チ ミ ジ ン 三 リ ン 酸 (d e o x y t h y m idi n e 5
'

-

tri ph o s p h a t e , d T T P ) 各 20 0 /ノM ] , T a q D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ 2 . 5

単位, 各 々 1 〃M の プ ラ イ マ
ー

を加 え
,
滅菌蒸留水に よ り全量

10 恥= こ調整 した . 加熱 の 際に 起き る反応液の 蒸発を防 ぐた め ,

反応液に 10 毎1 の ミ ネ ラ ル オイ ル ( S ig m a) を重層 した . 反応に

ほ D N A サ ー マ ル サ イ ク ラ ー ( P e r ki n - E l m e r C e t u s) を使用 し,

熱変性を94 ℃
,
1 分間, ア ニ ー リ ン グ を55 ℃

,
2 分間, D N A の

伸長を72 ℃
,
1 分間と し, こ れ を 1 サ イ ク ル と して ,

2 6 サ イ ク

ル 繰 り返 した . 反 応終了後 ,
3
,
0 0 0 r p m に お い て 数秒間遠心 した

後, 上層 の ミ ネ ラ ル オイ ル を 除去 し, ク ロ
･

ロ ホ ル ム 10 0〃1 を加

え振乱 し
, 上 層に増幅後の D N A 溶液 を得 た .

Ⅶ . 増幅 D N A 断片 の検出

増幅後の D N A 溶液に 10 〃1 の 3 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム ( p H 5 .2)

お よ び 30 0 〃1 の エ タ ノ
ー

ル を加え
,
4 ℃

,
1 5 .0 0 0 r p m に て20 分

間遠心 し D N A を 沈殿 さ せ た . D N A は , 8 0 % エ タ ノ ー

ル

3 0 恥l に て洗浄 した後 ,
減圧 乾燥 し, 試料溶解液(0 . 0 6タ̀ プ ロ ム

フ ェ ノ ー ル ブル ー

,
0 . 06 % キ シ レ ン シ ア ノ ー ル お よ び6 . 7 % グ

リ セ ロ ー ル を 含む T E 緩衝液) 恥1 に 溶 解 し た . 各 試 料 は

0 .5 FL g/ m l ェ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド を 含 む 泳動緩衝液 (40 m M

T ri s , 2 0 m M 酢酸ナ ト リ ウ ム ,
1 m M E D T A , P H 7 .2) 中 , 売電圧

10 肌
r

に おい て1 . 5 % ア ガ ロ ー

ス ゲル で 電気泳動 を行 っ た . 泳動

後 サ ザ ン 法
15
1 こ準じて ト ラ ン ス フ ァ ー

を行 な っ た . 即 ち , 泳動

終 了 後 の ゲ ル を ア ル カ リ 変性液 (0 .5 M 水酸化 ナ ト リ ウ ム ,

1 .5 M 塩化ナ トリ ウ ム) 中で30 分間振返 し D N A を 変 性 させ た

後 ,
中和 液 (3 M 塩化 ナ ト リ ウ ム ,

0 .5 M ト リ ス 一 塩 酸 ,

p H 7 .2) 中で1 5 分間振浸 した . 中和操作 を 2 回 線 り返 した 後 ,

D N A は2 0 × 食 塩 ･ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 (S ali n e s o di u m

c it r a t e
,
S S C ) (3 M 塩化 ナ ト リ ウ ム ,

0 .3 M ク エ ン 酸ナ ト リ ウ

ム) を 用 い て ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン フ ィ ル タ
ー

( H yb o n d
- N
,

A m e r sh a m ) に ト ラ ン ス フ ァ
ー

した . ナ イ ロ ン メ ン プ レ ソ フ ィ

ル タ ー に1 0 分間紫外線を照射し て ,
D N A を フ ィ ル タ

ー に 固定

した . フ ィ ル タ
ー は ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン 緩衝液 〔6 × SS C ,

D e n h a r d t 液
t6 ､

( 0 . 1 % ポリ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン ,
0 . 1 % ウ シ 血 清 ア

ル ブ ミ ン
,
0 .1タ石フ ィ コ ー ル 4 00)

,
1 0 % 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン ,

0 . 1 % S D S
,
お よ び 0 .1 m g/ m l サ ケ精 子 D N A〕 中, 4 3 ℃ の 恒温

水槽に お い て 1 時間の プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た .

そ の 後, 0 . 05 % ( ソヽⅤ)
32
p 標識プ ロ ー ブを 加 え

,
4 3 ℃ に お い て

16 時間の ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ
ョ
ン を行な っ た .

フ ィ ル タ
ー

は 2

×S S C お よ び0 .1 % S D S を 含む 溶液中で45 ℃ , 1 5 分の 洗浄を 2

回行な い , 引き続き0 .1 × S S C お よ び0 . 1 % S D S を含む 溶液中

で45 ℃ , 1 時 間の 洗浄 を行 な っ た . 洗 浄 後 X 線 フ ィ ル ム

( K o d a k , ＼e w Y o r k , U S A ) を用 い て室温 下1 2 ～ 1 8 時間 の 感光を

行 な っ た オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー

で 解析 を行な い ,
さ らに バ イ

オ イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ
ー

(富士 フ ィ ル ム , 東京) に よ り放射活性

の 測定を行な っ た ,

Ⅸ . 抗腫瘍効果の評価と判定法

転移巣治療実験に おけ る 効果判定は非治療群 の P C R 産物 を

100 % と した場合の P C R 産物減少率 を比較す る こ とiこ よ っ て

行な っ た . 治療効果 (腫瘍増穂抑制率 , % ) は 次式に よ り求め

た .

治療効果 (% ) = (1 - T/ C ) x l O O

ただ し T は治療群の 放射活性, C は非治療群の 放射病性と し

た . 得 られ た結果 は S t u d e n t の t 検定 に よ り統計学的処 理 を行

な い
,
危険率が 5 % 以 下で ある 場合を有意と した .

X . 試験管内抗が ん 剤感受性試験

試験管内抗が ん剤感受性試験に は , C a r m i c h a el ら
仰
の 方法に

従い , 生細胞内の 脱水素酵素の 還元能を指標 とす るジ メ チ ル チ

ア ゾ ー ル ジ フ ェ ニ
ー

ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド[3 -(4 , 5欄dト

m et h ylthi a z oト2
-

yL)- 2 , 5-di p h e n ylt e tr a z oli u m b r o m id e , M T T ] 法

を 用い た . 即 ち , 各細胞株 に お い て 18 恥1 の 培養液中に 細胞が

2 ×1 0
3

個に な るよ うに 細胞浮遊液を作製 し, こ れ を9 6 穴平 底

マ イ ク ロ ウ ニ ル プ レ ー ト ( N u n c , R o sk ild e , D e n m a r k) に 1 ウ ニ

ル 当た り 1 8 恥1 分注 した . 同時に 各種抗が ん 剤を 20 〟1 加 え ,

C O 2 濃度 5 % ,
, 3 7 ℃ の条件下 で 急月 間培養 した 盲 な お C P M ほ

試験管内で は不 活性であるた め , 活性型り 4 - ハ イ ド ロ ペ ロ キ シ



3 9 4
r亀

サ イ ク ロ フ ォ ス フ ァ マ イ ド (h y d r o p e r o x y c y c lo p h o s p h a m id e ,

4 0 汁 C P M ) (塩野義製薬) を用 い た . P B S に 溶解 した 2 m g/ m l

濃度 の M T T 試薬 (Sig m a) を 1 ウ ェ ル 当た り 25 pl 加 え , さ ら

に 4 時 間培養 した . 培養後培地を 吸引 し , ジメ チ ル ス ル フ ォ キ

シ ド(di m e th yl s ulf o x id e , D M S O ) (S ig m a) 2 00 pl を 加 え
,
生成

した M T T ホ ル マ ザ ン 結晶を溶解 した .
マ イ ク ロ プ レ

ー

ト ミ キ

サ ー

M P M -1 ( 岩城硝子 , 東京) に て 均等に 拡散 させ , 各 ウ ニ ル

の 54 0 n m に おけ る吸光度 をイ ム ノ リ ー

ダ
ー

( 日本イ ン タ ー

メ ッ

ド
, 東京) を 用 い て 測定 した . 効果判定 ( 増殖抑制率) ほ , 対照

群 の 吸光度を1 00 % と し
, 薬剤投与群の 吸 光度を 比較す る こ と

に よ り求め た . 増殖抑制率の 算出方法を次式に示 す .

増殖抑制率( %) = (1 - T/ C) × 1 0 0

た だ し T は 薬剤投与群の 吸 光度 ▲
C は対照群の 吸光度 と し

た .

刃 ･ 鶏卵胎児肝 および肺の転移巣 より分離 した 腫瘍細胞に対

す る試験管内航が ん 剤感受性試験

揮卵1 0 日 日 の 受 精鶏卵 の 凍尿膜 の 血 管内 に 腫瘍 細胞 を

1 ×1 0
6

個移植 し, 拒卵1 用 目 の 胎児 よ り肝及び肺を摘出 した .

各臓器を鋏 で締切 し∴組織培養液 で 5 回洗浄軋 単層培養糸 で

H T
-

1 0 8 0 M N N G 什のS U 2 0 S O S T
= =毒 ｢ ∵

･̀■
ニ

.-･･･ f･■･･･
‥

･壬
=

.
J
i ミ~1.･.■.■
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‥
十･

∴
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･ 感 藤 一 卜 弼 如

F ig ･ 2 ･ D e t e c ti o n of e x p e ri m e n t a = i v e r m e ta s t a sis f oll o wi n g
i n t r a v e n o u s i n o c ul a ti o n of h u m a n b o n e a n d s of t ti s s u e

t u m o r c ell li n e s
,
H T -1 0 8 0

,
M N N G/ H O S , U -2 0 S

,
O S T

,

S K - E S -1
,
K H O S - 31 2 H a n d M G- 63 . C e11 s w e r e i nj e c t e d i n t o

th e C A M v ei n
,
: E m b r y o s w e r e r e c ei v e d e a c h c ell lin e a t

th e in o c ul u m si z e of l x l O
6
c eLI s a n d i n c u b a t e d f o r 7 d a y s .

T h e n th eir li v e r s w e r e di s s e c t e d o u t a n d w e ig h e d , a n d th e

D N A w a s e x tr a c t e d ･ D N A s a m p l e s w e r e a m plifi e d b )
′ 2 6

C y Cl e s of P C R a n d h yb ridiz e d t o th e p r o b e H uβ- 2 a s

d e s c rib e d i n
"

M a t e ri aE s a n d M e th o d s .
1'

D N A f r o r n c h ic k

e m b r y o s h a vi n g r n e t a s t a ti c t u m o r c e11 s pr o d u c e d a si n gl e

b a n d of th e e x p e c t e d siz e (5 7 6 b p) f o r th e h u m a n βq gl o bi n

g e n e . R e s u lt s of e a c h l a n e i n di c a
.
t e th e i n di v id u al d iff e r e -

n c e s of u s e d e m b r y o s , r e S p e C ti v ely .

転移 して い る腫 瘍細胞 を増殖 させ た ･ そ の 軋 腫瘍細胞の 抗が

ん剤に 対す る薬剤感受性 を M T T 法に よ り検討 した .

軋 腫瘍細胞移植後の鶏卵胎児肝の組織学的検索

1 ×10
6

個の M N N G/ H O S 細胞を 将卵1 0 日 目 の 受精鶏卵の凍
尿膜上 の 血 管内に 移植 し , 移植 3 日 目 に 抗が ん剤 を投与 した.

移植 7 日 乱 胎児 を解体 し肝を摘出 した ∫ 胎児肝 ほ10 % で ホ ル

マ リ ン 液中 で浸漬固定後 へ マ ト キ シ リ ン ･

エ オ ジ ン (h e m a t｡ _

Ⅹyli n a n d e o si n e ･ H ･ E ･) 染色を行 い , 転移巣形成 の 有無を抗が

ん 剤非投与 の 胎児肝 と比較検討 した ･ ま た M N N G/ = O S 細胞
移植後経時的 に 胎児肝を摘出 し

,
H ･ E ･ 染色標本 を作成 し肝転

移形成過程を組織学的に 観察 した .

成 績

Ⅰ ･ 受精鶏卵胎児におけ る と 卜骨軟膏β悪性腫瘍細胞の転移能
ヒ ト線 維肉腫細胞 H T-1 0 8 0 と 6 種 の 骨 肉腫細胞 M N N G/
H O S , K H O S -3 1 2 H

,
U -2 0 S

,
O S T

,
M G - 6 3 お よ び S K-E S-1 の

鶏卵胎児臓器に お ける転移能 を検討 した . 将卵1 0 日 目 の 受精鶏

卵寮尿膜 上 の 血 管内に各腫瘍細胞(1 ×1 0
6

個) を移 植 した . 移植

後 7 日 目 に 鶏卵胎児よ り摘出 した 肺お よ び肝 の D N A 試料に つ

い て プ ラ イ マ ー

,
H uβ-1 お よ び H uβ-8 を用 い てP C R に よ る ヒ

トβ- グ ロ ビ ン 遺伝子配列576 塩基対の 増幅 を行 っ た .
サ ザ ン プ

ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法に よ り増幅 D N A 断片を解析

した結乳 H TTl O 8 0 , M N N G/ H O S お よ び S K - E S -1 を移植した

S K - E S - 1 M N N G/ H O S H T
-10 8 0

S K - E S - 1 M N N G / H O S H T - 1 0 8 0

F ig ･ 3 ･ D e t e c ti o n of e x p e ri m e n t al li v e r a n d l u n g m et a st a si s

f oll o w i n g i n tr a v e n o u s i n o c ul a ti o n of S K- E S
-1

,
M N N G/ H O S

a n d H T-1 0 8 0 c ells , E m b r y o s r e c ei v e d o n e o f S K, E S-1 ,

M N N G/ H O S , a n d H T,1 0 8 0 c e11 s (1 0
6

c ells) , F o u r e m b r y o s

f r o m e a c h g r o u p w e r e kill e d a t 7 d a y s af t e r c ell i n o c ul a tト

O n . E m b r y o li v e r s a n d l u n g s w e r e d is s e c t e d o u t a n d

W ei gh e d , a n d t h e D N A w a s e x tr a c t e d . 1 〟g Of D N A w a s

t e s t e d b y P C R a n d S o u th e r n bl o t a n al y sis a s d e s c rib e d i n
"

M a t c ri al s a n d M e th od s .
"

D N A f r o m e a c h e m b r y o s

r e c eiv e d t u m o r c e ll in o c ul a tio n p r o d u c e d th e P C R

f r a g m e n t s (5 7 6 b p) .

T a bl e 2 ･ C o m p a ri s o n of m e t a s t ati c a bih ty o f h u m a n t u m o r c ell li n e s i n c hi c k e m b r y o ni c o r g a n s

T u m o r c e n s

T i s s u e w eigh t ( m e a n 土S D , m g)

L i v e r L u n g

R a di o a cti v ity
J }

((A U
b)
土S D)/1 m g of ti s s u e)

Li v e r L u n g

R a ti o of r a d i o a c ti vi ty

(1i v e r/1 u n g)

H T -1 0 8 0 45 7 ･ 0 士7 ･ 3 1 5 3 ･ 9 土3 9 ･ 3 1 92 9 ･ 9 士2 7 2 . 1 59 1 . 9 士2 6 0 . 9 3 . 2 6

M N N G/ H O S 49 5 ･ 1 士1 0 4 . 2 1 4 8 . 0 士9 . 8 1 9 7 5 . 5 士2 4 6 . 2 2 0 4 . 0 土1 2 4 . 4 9 . 6 8

S K - E S -1 3 8 1 ･ 9 士 弧 4 1 2 9 - 7 土3 4 ･ 7 6 3 2 . 0 士彪6 . 4 5 7 6 . 7 士2 7 2 . 5 1 . 1 0

a) R a di o a c ti Y ity o f
32
P ･l a b elle d p r o b e h y b ridi z e d w ith P C R p r o d u ct s .

b) A r bitr 卿 y u nit .
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鶏卵胎児肝 の D N A に おい て 転移細胞 の 存在を 示す576 塩基対

の増幅 D N A 断片が 検出 され た . ま た O S T
.
M G -6 3 を 移植 し

た胎児肝 D N A に お い ても ヒ ト β- グ ロ ビ ン 遺伝子配列が検出さ

れ た が ,
P C R 産 物 量 は H T -1 0 8 0

,
M N N G / H O S お よ び

S K - E S-1 に 比 較 し少 な い も の で あ っ た .

一 方 , U - 2 0 S
,

K H O S
- 31 2 H を 移植 した鶏卵胎児肝 D N A で は P C R 産物は ま っ

た く検出 されなか っ た (囲 2) . 各臓器 の D N A よ り検出 された

P C R 産物量を相補結合 した プ ロ ー ブ D N A の 放射活性 で 比較

した場合 ,
H T-1 0 8 0 お よび M N N G/ H O S を移植 した胎児肝 の

D N A に お い て は 単位組織重量当り の 平均放射活性 が肺 D ドA

に 比 較し大幅に 上 まわ っ て い た . こ れ に 対 し て S K - E S -1 で は

肝およ び肺 D N A よ
■
り検出され た 単位覿織重量当りの P C R 産

物量は ほ ぼ同程度の 値を 示 した ( 表 2 , 図 3) . 即 ち単位魁織重

量当り の 転移巣 は 肺 に 比 べ 肝 の 方 が H T -1 0 80 で 約 3 培 ,

M N N G/ H O S では 約10 倍多く ,
こ れ らの 腫瘍細胞は鶏卵胎児 に

お い て肝転移形成能 が高 い こ と が 明 らか に な っ た .

一 方 ,

S K
-E S -1 は 肝 と 肺 に お け る 転移巣 形成 は ほ ぼ 同 程 度 で

H T -1 08 0 や M N N G/ H O S に 比べ 肺 へ の 転移指向性 が高 い こ と

が示醸 され た . また 腫瘍移植 7 日 後の 鶏卵胎児肝お よ び肺 に お

ける転移巣の 組織学的検索の 結果 ,
こ れ ら3 株 の 腫瘍細胞 に 転

移細胞が多数観察 さ れ P C R 法に よ る検出結果 と
一

致 して い

た .

Ⅱ . ヒ ト骨軟部悪性腫瘍の転移巣 に対する杭が ん 剤感受性試

験･

受精鶏卵法 に よ る 転移実験 で高い 転移能 を示 した H T-1 0 8 0 ,

M N N G/ H O S お よ び S KrE S-1 の 転移巣 に 対する抗が ん 剤感受

性試験を施行 した . 抗が ん剤ほ 腫瘍細胞移植後 3 日 目 に 受精鶏

卵凍尿段上 の 血 管内よ り投与 し , 抗が ん 剤投与後4 日 目即 ち腫

瘍移植後7 日 日に 肺お よ び肝を 摘出 した . 各臓器の D N A 試料

に 対して P C R を行 い ,
サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ

ン 法に よ り増幅 D N A 断片を解析 した . H T -1 0 8 0 細胞 を移植 し

た胎児に 抗 が ん 剤 A D M (4 0 p g/ 卵) , C P M (5 0 0 p g/ 卵) , V L B

(1 購/卵) およ び M M C (2 恥g/ 卵) を 投与 した結果 , 抗が ん剤を

投与した胎児肝の D N A に お い て は
, 抗 が ん剤非投与の 胎児肝

D N A に 比較し検出 され た P C R 産物 量ほ 明 らか に 減少 し て い

た . 抗が ん 剤投与群 に おける転移抑制率は各 々 A D M : 8 9 . 5 % ,

C P M : 7 6 . 3 % ,
V L B : 8 6 . 6 % ,

M M C : 8 3 .4 % で あ っ た .

一 方 ,

39 5

C D D P (1 0 , 5 FLg/ 卵) お よ び C P M ( 25 0 p g/ 卵) の 投 与 ほ

H T -1 0 別 の 肝転移巣に 対する治療効果を示 さず , それ らの 転移

巣抑制率は各々 - 0 . 2 %
,
5 . 3 % お よ び4 . 6 % に と ど ま っ た (表

3 . 図4 ) t M N N G/ H O S 細胞の 肝転移巣は M M C (2 0 FLg/ 卵) お

よび A D M (4恥g/ 卵) に 対 して高 い 感受性 を示 した (転移抑制

率 : M M C , 8 5 ･ 0 % : A D M
,
7 2 . 9 % ) . しか し

,
C P M (1 0 0 p g/

卵) , V P-1 6 (4 0 〟g/ 卵) およ びV L B (1 FLg/ 卵) で は治療効果が見

られ なか っ た (蓑4 , 図5) . S K -

E S-1 細胞の 肝転移巣は各抗が

ん 割に 対 して 比較的高い 感受性を 示 した (表 5
,
図 6 ) . さ ら

に
,
い ずれ の 踵瘍細胞 に お い て も肺転移巣に 対する治療効果 と

C o n t r 0l
V L 8 V L 8 Å D M A D M
l O . 5 8 0 4 0

C D D P C P M C P M

5 5 0 0 2 5 0

E 農( 摘′ 咽 )

琵濫( 廊 e ｡ g)

F i g . 4 . E ff e c t of a n tit u m o r d r u g s o n li v e r r n et a st a sis of

H T-1 08 0 c e11 s i n c h ic k e m b r y o . H T -1 0 8 0 c ell s (1 0
6

c ells)
W e r e i nj e c t e d i n t o th e C A M v ei n of l O- d a y c hi c k e m b r y o .
A n tit u m o r d r u g s w e r e i n tr a v e n o u sly i nj e c t e d 3 d a y s af t e r

t u m o r c ell i n o e ul a tio n ･ E ig h t g r o u p s of e m b r y o s i nj e ct e d

t u m o r c ell s r e c eiv e d e a c h d r u g a t t h e i n d ic a t e d d o s e .

T h r e e o r f o u r e m b r y o s fr o m e a c h g r o u p w e r e kill e d at 7

d a y s aft e r c e11 i n o c ul ati o n . E m b r y o li v e r s w e r e di s s e c t e d

O u t a n d w ei g h e d , a n d t h e D N A w a s e x t r a c t e d . 1 FL g Of

D N A w a s t e s t e d b y P C R a n d S o u t h e r n bl o t a n aly si s a s

d e s c rib e d i n
' L

M a t e ri a l s a n d M e t h od s .

" ` '

N
"

i n d ic a t e s I FL g

Of D N A f r o m c h ic k e m b r y o ni c li v e r a s n e g a tiv e c o n t r o = o r

P C R ･ P C R p r o d u c t s of p r e d ic t e d siz e (5 7 6 b p) w e r e

g e n e r at e d u si n g s p e cifi c p ri m e r s f o r t h e h u m a n β-g lo bi n

g e n e ･

T a bl e 3 A E ff e c t of a n tit u m o r d r u g s o n li v e r m e t a s ta t a sis of H T
-1 08 0 c e u s in e m b ry o ni c

c hi c k

D ru g D o s e (F Eg/ e g g) R a di o a c ti vity (A U
-) 土S D) I R

b}

(% )

A D M

C D D P

C P M

V L B

C o n t r ol

0

0

0

5

0

0

1

5

0
0

4

1

0

5

5

2

n

U

1 3 . 7 士9 . 4

2 3 . 0 士1 3 . 2

21 6 . 7 士60 . 0

20 7 . 6 士46 . 0

5 2 . 0 士1 8 . 9

20 9 . 6 土1 3 7 . 5

2 9 . 3 ±31 . 5

9 8 . 4 土5 0 . 0

21 9 . 2 士1 2 8 . 2

93 . 8
亡)

8 9
. 5
亡)

- 0 . 2

5 . 3

7 6 . 3
- )

4 . 6

8 6 . 6
亡)

55 . 1
d )

M M C 2 0 1朗 . 6 士75 . 4

C o n t r ol l ll l . 6 士道9 . 8

8 3 . 4
d )

a) A r bitr a r y u n it .

b) I n hibiti o n r a ti o = (1 , ( A U o f tr e a t e d g r o u p)/( A U o f c o n tT Ol g r o u p)) ×1 0 0
C) P < 0 .0 0 1 d) P < 0 .01 e) P < 0 .0 5



3 9 6 局

肝転移巣の 治療効果は ほぼ
一 致し て い た .

Ⅲ . M N N G / H 体 細胞を移植 した 鶏卵胎児肝 の坑が ん 剤投

与後の組織学的所見

M N N G/ H O S 細胞移植 3 日 後に 抗 が ん 剤 を投与 し た 胎児肝

の ホ ル マ リ ン 固定標本の H . E . 染色像を 図7 に 示 した . 腫瘍移

v L 8 V しB M M C M M C D r u g

C o n t r o 1 1 0 . 5 C Q n t r O1 4 0 2 0 D o s e

__ L__._ 一｣ - .
二 ■二÷･.･･･.... ･ ナ こ

二

････
∴
⊥

√｣~ ｢｣1｣ テ i･-･･.･■･･･-･･･-
≒

V しB V L B M M C M M C D r u 9

C o nl r ot l O . 5 C o n t r o1 4 0 2 0 D o s e

l

. . ■...
ニ･ 三一∴ ∴.･

7･
チー.･

∴

=･
二■=･■■･■

三

･･■■･■■~･
｢

･
÷ j

･-･
∴■⊥~･~享 ご

_･
∴
二~ =~ ㌻

F i g ･ 5 ･ E ff e c t of a n tit u m o r d r u g s o n li
v e r a n d l u n g m e t a s

-

t a si s of M N N G/ H O S c ells i n c hi c k e m b r y o ･ M N N G/ H O S

c ells (1 0
6
c e11 s) w e r e i nj e c t e d i n t o th e C A M v ei n of l O-d a y

c hi c k e m b r y o . E a c h d r u g of M M C a n d V L B w
a s i nj e c t ed

a t th e i n d ic a t e d d o s e 3 d a y s af t e r t u m o r c e11 i n o c u l a ti o n ･

T h r e e e m b r y o s f r o m e a c h g r o u p w e r e k
ill e d a t 7 d a y s

af t e r c ell i n o c u l a ti o n . E m b r y o li v e r s a n d l u n g s w e r e

dis s e c t e d o u t a n d w ei gh e d , a n d th e D N A w a s e x tr a c
t e d ･

1 〟g Of D N A w a s te s t e d b y P C R a n d S o u th e r n b lo t

a n aly si s a s d e s c rib e d i n
..

M a t c ri a l s a n d M e th o d s r
"

植後 7 日 目 の 抗が ん剤非投与の 鶏卵胎児肝 お よ び V L B (1 鵬/

卵) 投与群の 胎児肝 でほ 多数の M N N G/ H O S 細胞が 転移巣を形

成 して い る こ とが 認め られた .

一 九 M
ノ
M C (4 0 鵬/ 卵) を投与し

た胎児肝に お い て も少数 の 転移細胞が観察 され た が , 抗がん剤

非投与 の 胎児肝 に 比較 し転移細胞は明 らか に減少 して い た . こ

れ らの 結果は P C R に よ る検出法の 結果 と
一 致 して い た .

Ⅳ . M N N G / H O S 司乳脂を移植 した鶏卵胎児肝 の経時的な租

織学的所見

M ドY G/ H O S 細胞を 鶏卵凍尿膜上 の 血 管内に 1 ×1 0
6

個移植

した 後, 経時的 に 摘出 した 胎児肝 の H . E . 染色標本 を作製し
,

肝転移形成過程を組織学的に 観察 した . そ の 結果 , 血管内に 移

植 した 腫瘍細胞 は 2 時間後お よ び 8 時 間後で は 徴小血管内に 存

在 して い た が , 1 2 時 間後 に は 腫瘍細胞 は血 管内皮細胞内に 侵入

して い た . さ らに ,
2 2 時間お よ び51 時間後で は 分裂増殖が認め

られ ,
7 日 後で は転移巣 を多数形成 して い た ( 囲8 ) .

V . 転移初期 に お け る杭が ん 剤投与の効果

血管内に 移植 し
-

7 = M N N G/ H O S 細胞ほ 移植後 2 ～ 8 時間に

お い て は微小血管内に 存在す る こ と , ま た 脈管外 に 浸出した腫

瘍細胞 は移植22 時間以内よ り分裂増殖す る こ と が本研究 で明 ら

か と な っ た . そ こ で
, 転移巣の 形成阻止を意図 した 抗が ん剤に

よ る早期治療 モ デ ル と して の 本法の 有用 性を 検討する た め , 転

移初期段階 に 投与 した 抗が ん 剤の 転移抑制効果に つ い て 試験し

た . 貯卵10 日 目 の 受精鶏卵凍尿膜上 の 血 管内に 腫瘍細胞 を移植

した 後 ,
2 時間 ,

2 4 時間お よび72 時間に M M C ま た は V L B を

投与 L , 腫瘍移植後 7 日 目 の 胎 児肝 に お け る 転移腫瘍細胞を

P C R を 用い た検出法 に よ り解析 した . な お 薬剤 は 臨床投与量

T a bl e 4 . E ff e c t of a n tit u m o r d r u g s o n li v e r a n d l u n g m et a s t a si s o f M N N G/ H O S c ell s i n

e m b r y o ni c c hi c k

D r u g
D o s e

レg/ e g g) R a di o a c tiv it y

( A U
可
士S D)

R a.
di o a c ti vi ty

(A U 士S D)
I R
b)
( % )

▲

:T㌻こ:ニここ
り

I R ( % )

C D D P

A D M

C o n tr ol

0

0

5

0

0

0

2

1

4

2

1

1 9 . 8 土1 7 . 5

5 6 . 0 ±8 . 5

6 2 . 9 ±2 0 . 3

2 4 . 2 士1 6 . 4

6 5 . 1 士3 7 . 9

8 2 . 0 士2 3 . 3

8 9 . 4 士2 7 . 8

78 . 1
d)

4 2 . 0 士1 4 . 4

3 7 . 4
- )

7 7 . 0 ±28 . 9

2 9 . 6
- )

9 9 . 7 ±1 2 . 8

7 2 . 9
〔)

6 6 . 4 土6 . 3

2 7 . 2
●)

1 1 1 . 8 士3 0 . 8

8 . 3 8 0 . 0 士1 8 . 7

1 1 9 . 7 士2 9 . 3

64 . 9
d)

35 . 7
●)

16 . 7

44 . 5
亡)

6 . 6

3 3 . 2
C )

2 5 0 3 3 9 . 2 士8 9 . 6

1 0 0 4 8 4 . 4 土9 0 .5

5 8 2 . 5 士2 3 4 . 9

4 1 . 8 6 9 . 7 ±5 0 . 7 4 8 . 4

1 6 . 8 鎚 . 5 士1 8 . 7 4 9 . 3
d)

13 5 . 2 士3 4 . 4

4 0 7 2 9 . 1 土17 3 . 1 8 . 9 6 4 7 . 0 士2 1 5 . 7 2 4 . 7

2 0 9 1 1 . 9 士1 5 6 . 0
-

1 3 . 9 9 27 . 6 士1 4 3 . 5
-

8 .
0

8 0 0 . 3 土1 7 6 . 5 8 5 9 . 0 ±5 8 . 2

4 0 1 1 1 . 6 士1 9 . 6

2 0 1 9 9 . 7 士6 5 . 1

1 3 3 3 . 7 士1 0 2 . 7

9 1 . 6
¢)

4 9 . 7 ±8 . 9 7 8 . 3

8 5 . 0
亡)

8 4 . 9 士3 9 . 3 63 . 0

2 2 9 . 3 士1 3 4 . 5

1 99 1 . 9 士2 5 2 . 0

0 . 5 1 48 9 . 3 士2 5 5 . 1

1 38 8 . 7 士3 7 8 . 7

2 8 . 6 1 88 . 5 士8 7 . 9 21 . 4

-

7 . 2 2 5 9 . 0 士1 2 1 . 6
- 8 . 0

2 3 9 . 9 士8 2 . 5

a) A rb itr a r y u nit .

b) I n hibiti o n r a ti o = (l
- ( A U of tr e a t e d gr o u p)/( A U of c o n tr ol gr o u p)) ×1 00

c) P < 0 .0 01 d) P < 0 .01 e) P < 0 .0 5
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を基に 鶏卵胎児 の 平均体重 か ら算出 し た 有効量を投与 した ･

M N N G/ H O S 細胞 の 移植 2 時間後 に M M C (8 p g/ 卵) を 投与 し

た鶏卵胎児に お い て は薬剤非投与 の 胎児 に 比較 し顕著に 肝転移

隆瘍細胞 の 減少が見られ , そ の 転移抑制率 は91 ･ 9 % であ っ た ･

また , 移植後24 時間の M M C (1 0 鵬/ 卵) の 投与で は83 ･ 2 ‰ 72

時間後の M M C (2 0 〃g/ 卵) の 投与で は51 ･ 8 % の 抑 制率 を 示 し

た .

一 九 V L B 投与群の 転移抑制率は移植後 2 時 間 の 投与で

- 2 .2 % ,
72 時間後 の 投与で は10 . 4 % で あ り , 抑制 効果 は見 ら

M M C M M C V L 8

C o n t r o1 2 0 4 0 1

D r u
g

即靡頗 嘲頗廟

Fig . 6 . E ff e c t of a n tit u m o r d r u g s o n li v e r a.
n d l u n g m e t a s

-

t a sis of S K - E S -1 c e11 s i n c hi c k e m b r y o . S K- E S-1 c elI s

(1 0
6
c ell s) w e r e i nj e c t e d i n t o th e C A M v ei n of l O -d a y c hi c k

e m b r y o . E a c h d r u g of M M C a n d V L B w a s i nj e c t e d a t

th e i n d i c at e d d o s e 3 d a y s af t e r t u m o r c ell in o c u l a tio n .

F o u r e m b r y o s f r o m e a c h g r o u p w e r e k ill ed a t 7 d a y s af t e r

C e11 i n o c u l atio n . E r n b r y o li v e r s a n d l u n g s w e r e di s s e ct ed

O u t a n d w eig h e d , a n d th e D N A w a s e x tr a c t e d . 1 p g of

D N A w a s t e s t e d b y P C R a n d S o u th e r n bl o t a n al y si s a s

d e s c rib ed i n
"

M a t e ri a l s a n d M e th od s .
"

れな か っ た (衰 6 , 図 9 ) . さら に , H T
-1 0 8 0 細胞の 転移巣に 対

して 高い 治療効果 を示 す V L B と A D M を 投与 した結果でも,

同様に 腫瘍移植後 ,
より早期に 投与 した 方が高 い 転移巣抑制率

が得 られ た (表 7) .

Ⅵ . 鶏卵胎児肝および肺 の転移巣より分離 した腫瘍細腰に対

する試験管内杭がん剤感受性試験

鶏卵胎児肝 お よび肺の 転移巣よ り分離 した M N N G/ H O S 細

胞の 抗が ん 剤に 対する試験管内の 感受性を M T T 法を 用 い て 調

べ た . 転移巣治療実験 に 用 い た 6 種 の 抗が ん剤 を用い , 抗が ん

剤 の 各細胞に 対す る増殖抑制率を算出 した 結果 , 継代細胞 の

IC 5｡( p g/ m l) は C D D P : 0 .48 , A D M : 0 .0 9 , C P M : 1 ･1 ,

V P-1 6 : 1 .7 , M M C : 0 .1 8 お よび V L B : 0 .00 2 で あ っ た .

一 方 ,

肝 転移細胞 の 各抗が ん剤 に 対す る IC 5｡( 〟g/ m l) は ,
C D D P :

0 .3 2 , A D M : 0 .0 48 , C P M : 0 .7 5
,
V P -1 6 :0 .56

,
M M C : 0 .1 2 お

よ び V L B : 0 .0 0 2 であ り, 肺転移細胞 の 各抗 が ん 剤に 対す る

IC 5｡( p g/ m l) は C D D P : 0 .5 2 , A D M : 0 .0 4 8 , C P M : 0 ･6 4 ,

V P -1 6 : 0 .7 0
,
M M C : 0 .2 3 お よ び V L B : 0 .0 0 2 で あ っ た . 継代

細胞と肝 , 肺転移細胞の IC 5｡ 値 は ほぼ 同程度の 値を示 し , 感受

性 に 違い が 見られ なか っ た .

考 察

従来 ,
ヒ トが ん の 転移実験は主 に 秩化細胞を 用 い た 試験管内

の 実験であり , 転移過程 の 各段階 を人工的に 再現す る こ と に よ

り行わ れ て きた .
ヒ トが んに 対す る異種移植 の 宿主動物と して

P o vI s e n ら
18)
が 初めて ヒ ト腫瘍組織の 移植 に成功 して 以来, 先

天的に胸腺を欠失 した ヌ
ー ド マ ウ ス が使 用 され て きた . しか

し
,
ヌ

ー ド マ ウ ス 法ほ ヒ ト腫瘍の 生者率が低い こ とに 加え , ヒ

ト腫瘍の 自然転移率も極め て 低い と され て きた
I gト 2Ⅰ)

. 1 9 8 0 年 代

の 後 半 ,
E w i n g

22 }
の

"

解 剖学的非無作 為転移 (a n a t o m i c al
-

T a b l e 5 . E ff e c t of a n tit u m o r d r u g s o n li v e r a n d l u n g m e t a s t a si s of S K
- E S -1 i n e m b r y o ni c

c h ic k

L i v e r L u n g

D r u g
(p g/ e g g) 聖霊a予想モy IR

b)
( % ) 竺禦悪霊

ty
I R (% )

(A U
l)
士S D)

▲ ▲ ､ ､ ′ U J

(A U 士S D)

D o s e

A D M 4 0 8 .1 士2 . 0 9 4 . 7
一)

1 9 . 2 土1 0 . 8

C o n tr ol 1 5 4 . 2 士90 . 4 5 1 4 . 8 土2 24 . 0

粥 . 3
d)

C D D P

C o n tr ol

0

n
U

5

2

1

9 . 3 士3 . 8

1 0 . 2 士3 . 3

1 2 . 0 ±5 .2

3 8 8 . 1 士21 4 . 4

9 7 . 6
●)

1 4 . 2 ±7 . 4

9 7 . 4
d ) 4 3 .0 土2 5 . 6

9 1 . 7
d )

5 2 .畠土45 . 7

5 8 2 . 2 ±1 28 . 5

C D D P

A D M

C P M

C o n tr ol

0

0

0

0

0

2

1

4

5

0

2

1

1 4 . 7 士3 .8

8 0 . 7 士9 3 .1

45 . 5 士2 2 . 7

24 .7 士2 0 . 8

2 3 0 . 6 士1 7 7 . 4

6 68 .1 ±3 8 2 . 4

97 . 8
●)

1 6 . 0 土3 . 3

8 7 . 9
●)

5 9 . 2 土1 7 . 4

9 3 . 2
d)

2 7 . 3 土6 .7

9 6 . 3
モ)

5 8 . 9 土17 . 9

6 5 . 5
●)

25 7 . 5 士6 4 . 8

4 07 . 6 士6 . 2

舗 .1
亡)

8 5 . 5
f )

9 3 . 3
亡)

8 5 . 5
- )

3 6 . 8

V L B l 1 2 0 .8 士6 7 . 4

M M C 4 0 7 .8 士2 . 6

2 0 1 0 . 4 士7 . 7

C o n tr o1 2 5 3 . 9 士49 . 9

5 2 . 4
●)

1 98 . 9 士8 4 . 5

9 6 . 9
¢)

2 . 9 士2 . 7

95 . 9
f )

4 . 9 士6 . 0

2 8 2 . 8 士1 2 7 . 7

a) A r bitr a r y u nit .

b) I n hibiti o n r a ti o = ( 1
-

( A U o f t r e a t e d gr o u p)/( A U o f c o n tr ol g r o u p)) ×1 00

c) P < 0 .0 0 1 d) P < 0 .0 1 e) P < 0 .0 5



3 98 向

m e c h a n ic al)
"

仮設 お よ び P a g e t
23)
の
"

土壌( s e e d a n d s oil)
"

仮

設を踏襲 した
"

正常 部位 (o rt h o t o pi c)
"

移植法を取 り入 れ た 移植

経路を種 々 検討する こ と に よ り
,
が ん に よ っ て は 高率 に 転移す

る こ とが 明 らか に され ,
ヌ

ー

ド マ ウ ス 法が 再認識 され つ つ ある

が
紬 →制

, 未だ 確立 され た 実験系と は 言え な い . 特に 骨軟部悪性

腫瘍 に お い て は
,
H I-1 0 8 0 細胞

2g)
や R D 細胞

諷 )

を用 い た 転移実験

が報告 され て い る に 過 ぎない .

一 方 , 受精鶏卵 ほ M u r p h y
31 1
が 鶏卵簸尿膜上 に 移植 した 腫瘍

組織が生者 し増殖す る こ とを報告 したの を 始め と して
, 実験動

物腫瘍お よ び ヒ ト腫瘍 の 移植の た 捌 こ使用 され てき た
32 卜 抑

. し

か し , 受精鶏卵 を用 い た 腫瘍移植実験は増殖や転移な ど腫瘍の

生物学的特性 に つ い て 研究 した もの が 多くt ヒ ト腫瘍 の 治療実

Fig ･ 7 ･ H i s t olo gi c al s e c ti o n s of e m b r y o n i c c hi c k li v e r 7 d a y s

a! t e r i n o c u l a ti o n o f M N N
■

G/ H O S c e11s . I n c hi c k e n b r y o n i c
li v e r s u n tr e a te d ( A ) a n d tr e a t ed (B ) wi th V L B (1 FL g/ e g g) ,
l a r g e m e t a s t a ti c f o c i w e r e f o r m e d

･

7 d a y s af t･e r C ell
i n o c ul a ti o n . O n th e o tb e r h a n d

,
S m all m e t a s t a ti c f o ci w e r e

f o r r n e d i n e m b r y o s tr e a t e d wi th M M C (4 0 p g/ e g g) (C ) .
A r r o w s i n d i c a t e m e t a st a ti c c ell s . H . E . s t ai n

.
× 5 0 .

験 に 関す る報告 は少 なか っ だ
丁 冊

･ 佐 々 木 らほ 受精鶏卵 を動物

腫瘍ある い は ヒ ト腫瘍 に 対す る宿主動物 と して用 い , 移植腫瘍

に 対する抗が ん 剤感受性試験 , 転移巣治療実験 お よび 腫瘍の 悪

性度判定試験 が 可能 で ある こ と を 系統的 な研究 に よ り証 明L

た
… 3}

･ しか し
, 受精鶏卵 を転移実験 に 用い る場合, 実験可 能

期間が 7 日 間と短 い ため 形成 され る転移巣 は軽く徴小で
, 転移

巣の 検出は病理覿織学的検索 に よ っ て も困難で あり , 定量性に

問題があ っ た ･ こ の 間題を 解決する た め 同グ ル ー

プは
,
と り -

グ ロ ビ ン 遺伝 子576 塩基対に 対する特異的な プ ラ イ マ ー を 用い

た P C R 法相 に よ り
, 鶏卵胎児臓器 中の ヒ ト腫瘍転移細胞を定

量的に 検出できる こ とを 報告 した
‖) 抽

. 本研 究で は 骨軟部悪性

腫瘍の 転移実験系 な らび に 転移巣治療実験系の 確立 を 目指し
,

こ の 方法に従 い , 受精鶏卵を用い た ヒ ト骨軟部悪性腫瘍細胞の

転移実験 お よび 微小転移巣に 対す る抗 がん 剤感受性試験 を行っ

た .

本転移実験研究 で 用 い た ヒ ト腫瘍細胞株ほ , 線維肉腫細胞株

H T-1 0 8 0 と 骨 肉腫細胞株 で あ る M N N G/ H O S , S K-E S
-1
,

U -2 0 S
,
K H O S 3 1 2 H

,
O S T お よび M G -6 3 の 7 種類で ある. 受

精鶏卵糞尿膜上 の 血 管内に 各腫瘍細胞 を移植 し
,
鶏卵胎児よ り

摘出 した 肝 に お け る 転移能 を 検 討 し た 結果 ,
H T -10 町

M N N G/ H O S お よび S K - E S -1 を 移植 した鶏卵胎児肝 の D N A

に 転移細胞 の 存在を 示す P C R 法に よ る増幅 D N A 断片が 検出

され た . さ らに
, 腫瘍移植7 日後 の 鶏卵胎児肝お よ び肺に おけ

る転移細胞 の 組織学的検索の 結果 ,
H T -1 0 8 0

,
M N N G/ H O S お

よ び S K - E S ･1 の 転移細胞 が多数観察 され ,
P C R 法に よ る検出

結果と 一 致 して い た . 以上 の 結果は H T -1 0 8 0
,
M N N G/ H O S お

よ び S K - E S-1 が 受精鶏卵 に お い て 高 い 転移能 を 示 し
,
ま た

P C R 法を 用い る こ と に よ っ て鶏卵胎児に お け る ヒ ト 腫瘍転移

細胞 を定量的 , か つ 特異的に 検出 で き る こ と を示 して い る .

マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ ( m a t ri x m e t all o p r ot ei

-

n a s e
,
M M P ) フ ァ ミ リ

ー の 発現 と転移能は強く相関す る こ とが

示 吸 さ れ て お り
46 卜 48 )

,
H T -1 0 8 0

,
M N N G/ H O S お よ び S K-

E S-1 に は い ずれ も M M P -2 (7 2 k D a ゼ ラ チ ナ ー ゼ/ Ⅳ 塑 コ ラ ゲ

ナ ー ゼ) と M M P-9 (9 2 k D a ゼ ラ チ ナ
ー

ゼ/ Ⅳ型 コ ラ ゲナ ー ゼ) が

発現 して い る こ と が 報告 され て い る
49〉

. 本研究で ,
こ の 3 種の

細胞 が特に 高い 転移能 を 示 した こ と は ,
M M P s 発現 が 受精鶏

卵 に おけ る転移に 重要 な役割 を果た して い る こ と を示 疾し て い

る . また
,
各臓器 の D N A よ り検出 され た P C R 産物量を単位

観織重畳当 り の 平均放射活性 で比較 し た 結果 ,
H T-1 0 80 と

M N N G/ H O S を 移植 した場合 , 肺 よ り肝 の ほ うが 約 3 ～ 1 0 倍転

移細胞が多い こ と が 明 ら か に な っ た .

一 方 ,
S K- E S

-1 で は
, 肝

転移 と肺転移は ほ ぼ 同程度 で あ っ た . 塵瘍細胞を移植する形卵

10 日 目の 鶏卵胎児の 肺覿織は未成熟で あり , 循環系の 発達 は肝

に 比 べ 乏 しい . 従 っ て
,
血 管内移植 した腫瘍細胞は肺よ りも肝

に 多 く転移す る傾向 が あ る . 今 回 の 実 験 で も H T -1 0 80 や

M N N G/ H O S の 肝 転 移 が 肺転移 よ り 多く認 め ら れ た が ,

S K - E S -1 は肺 へ 転移指向性が他の 腫瘍細胞 に 比 べ 高 い こ と が

示 酸 され た .
こ の こ とは 転移様式を決定す る要因 の

一

つ と して

P a g e t
23)
が 捷喝 した 土嚢仮設を実証するもの と考 え る . また 受

精鶏卵法ほ他 の 実験動物 と同様に転移に 係わ る生物現象を再現

L 得 る生体内(i n v i v o) の 実験 系と して十分な有用 性を備 え て

い る こ と を示 して い る .

転移巣に対す る抗が ん 剤感受性試験 と L て 移植後 3 日 目に 抗

がん 剤を血 管内に 投与 した 場合
,
H T -1 0 80

,
M N N G/ H O S お よ



ヒ ト 骨軟部悪性腫瘍の 転移巣iこ 対する抗癌剤感受性試験

び S K-E S
-1 の 転移巣は 抗が ん剤に よ り異 な る 感受性 を 示 した

が , 肝転移巣と肺転移巣
に 対する抗が ん剤 の 治療効果は い ずれ

の腫瘍細胞 に おい て もほ ぼ
一 致 して い た ･ ま た鶏卵胎児肝 お よ

び肺の 転移巣 よ り分離 した腫瘍細胞に 対する
M T T を用 い た抗

がん剤感受性試験でも , 継代細胞と肝転移巣と肺転移巣に おけ

る抗が ん剤の 感受性 に 違
い は認め られ な か っ た ･ 従 っ て こ れ ら

の細胞の 転移巣に おけ る薬剤感受性は ∫ 個 々 の 細胞 の 抗が ん 剤

に 対する反応性を反映 した もの で あり 一 転移過掛
こお い て薬剤

感受性の 異な る細胞 が選択 され て い な い
こ と を示 して い る ･ 即

ち , 培養細胞に お い て は薬剤感受性や 転移能 を含
め た 細胞母集

団の 多様性が低い た め に , 原発巣(培養細胞) と転移巣で ほ 同様

の 抗がん 剤感受性を 示 すもの と考え る ･ 臨床的に ほ腫瘍が同
一

組織軋 同
一 個体の もの で も, 原発巣 と再発巣ある い は 転移巣

の違い に よ っ て ,
抗が ん 剤の 感受性が異な る こ と は多 くの 報告

に よ っ て明 らか で ある
50)5 1 )

. 従 っ て ,
培養細胞に 比べ よ り多様性

の 高い 臨床腫瘍 を転移実験に 用 い て転移巣 に おける 治療効果を

調べ た場合 , 原発巣と転移巣で異な る感受性 を示 す こ と が十分

考え られ る . 受精鶏卵法 は臨床腫瘍 の 生者率が 高い こ と か ら

も, 転移能 の 推測の み な らず , 転移腫瘍 の 薬剤感受性を予測す

399

る実験系と して 有用 で ある と考え る .

腫瘍細胞を移植し た鶏卵胎児肝 の 敵織学的所見を経時的に 検

討 した 結果 ,
腫瘍細胞は移植 2 時 臥 8 時間後で は微小血管内

に 存在するが ,
1 2 時間後で は血 管内皮細胞内に 侵入 し, さ らに

22 時間お よ び51 時間後 に は 分裂増殖を開始 して い る こ とが 明 ら

か に な っ た . この 所見は , 受精鶏卵旅尿膜 の 血 管内に 移植 した

腫瘍細胞 は移植後 2 時間で は微小血管内に 存在す るが移植後 8

時 間以内 に ほ と ん ど の 細 胞 は 血 管 外 に 浸 出す る と い う

C h a m b e r s ら
52 ､

が ビデ オ マ イ ク ロ ス コ
ー プ を用 い て 行な っ た 実

験結果と 一 致 した .

上 述の 試験結果を基に ,
転移の 初期段 階に 抗が ん剤を 投与 し

た場合の 転移抑制効果に つ い て 検討 を行 っ た . M N N G/ H O S 細

胞 の 転移巣に 対 して M M C ある い は V L B を 腫瘍移植 2 時 間

後 ,
1 日 また は 3 日後に 投与 した結果 , 転移抑制率は M M C 投

与群で は各 々91 . 9 % , 8 3 . 2 % お よび51 .8 % で あ り , V L B 投 与

群で は 2 時間後の 投与で
-

2 . 2 % , 3 日 後の 投与 で は10 ･ 4 % で

あ っ た . こ れ らの 結果は ! 移植後早期に 有効な薬剤を投与す る

こ と が 腫瘍細胞の 転移抑制 に 最も効果的 で ある こ と を 示 して い

る .

F ig ･ 8 ･ H is t ol o gi c al s e cti o n s of e m b r y o n ic c h ic k li v e r af te r i ･ V l i n
?
C ul a ti o n of M N N G/ H O S c e11 s ･ A t 2 h r s (A ) a n d 8 h r s ( B) ,

t u m o r c ells e xi s t e d i n s m a11 v e s s els . A t 1 2 h r s ( C) , t u m O r C ell s l n V a d e d i n t o th e e n d o th eli al c ell s . A t 2 2 h r s (D ) a n d 51 h r s

(E ),･ t u m o r ℃ e11 s t s h o w e d , m iもO Si s･ a .n d I p r Olif e r a ti o n . ･･ T u m o r c el･ls f o r m e d､
･

m e t a S t a ti▼C f o ci o n d a y 7 (F ) ･ A r r o w s ih Tdi c a t e m e t a st ati c

C e11s . H . E . s t ai n
,
× 5 0 ,
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Fi g ･ 9 ･ E ff e c t of a n tit u m o r d r u g s o n li v e r m e t a s t a sis of

M N N G/ H O S c e u s i n c hi c k e m b r y o . M N N G/ H O S c e11s
(1 0

6
c ell s) w e r e i nj e c t e d i n t o th e C A M v ei n o f l O- d a y c hi c k

e m b r y o ･ I n j e c ti o n o f M M C a n d V L B w e r e p e rf o r m e d
eith e r 2 h u r s

,
d a y l o r d a y 3 af t e r t u m o r c e u i n o c ul a tio n .

E m b r y o s f r o m e a c h g r o u p w e r e k i11 e d a t 7 d a y s af t e r c ell

i n o c u l a ti o n . E m b r y o li v e r s w e r e d is s e c t e d o u t a n d

W e ig h e d , a n d th e D N A w a s e x tr a c t e d . 1 p g of D N A w a s

t e st ed b y P C R a n d S o u th e r n b l o t a n aly si s a s d e s c rib ed i n
` `

〟 αね rfαJ α乃d 凡才g≠んo d ∫ .

"

T a b l e 6 . C o m p a ri s o n of i n hi bit o r y eff e c t o f a n tit u m o r d r u g s a d m i n i st e r e d a t a dif f e r e n t ti m e o n

m e t a st a si z e d M N N G/ H O S c ell s i n e m b r y o ni c c hi c k o r g a n s

D r u g T i m e
可

D o s e

(〃g/ e g g) R a d io a c ti vi ty

(A U
b)
±S D)

R a di o a c ti vi ty

(A U ±S D)
R
⊂)
(% )

▲

:Tr = 二て
り

IR (% )

M M C 2h r s

D a yl

D a y 3

C o n tr ol

8

0

0

ハ

U

1

2

4

1 3 5 . 0 士1 3 2 . 6 91 . 9
d )

2 7 9 . 8 ±1 8 3 . 7 8 3 . 2
d )

8 0 0 . 5 ±3 1 1 , 5 5 1 . 8
d)

4 5 5 . 5 士1 5 4 . 8 7 2 . 6
d)

1 6 6 0 . 8 ±1 5 7 . 4

4 0 . 8 士3 1 . 5 8 9 . 0
一)

9 8 . 9 土5 7 . 8 7 3 . 3
■)

1 7 7 . 1 土3 6 . 6 5 2 . 1
●)

9 2 . 9 ±2 2 . 9 7 4 . 9
d)

3 7 0 . 1 士1 7 8 .5

V L B 2 h r s

D a y3

C o n tr ol

8 9 6 . 4 ±3 0 1 . 3
-

2 . 2

7 8 5 . 9 士3 5 1 . 8 1 0 . 4

8 7 7 . 1 ±1 6 0 . 1

2 4 3 . 4 ±2 6 . 3 2 8 . 7

3 3 6 . 7 士1 2 2 .8 1 . 4

3 4 1 . 6 ±8 7 . 3

a) D r u g s w e r e i nj e c t e d a t th e st a t e d ti m e a ft e r t u m o r c e u in o c ul a ti o n .

b) A r bi tr a r y u nit .

c) I n hi biti o n r a ti o = ( ト( A U o f tr e a t e d g r o u p)/( A U of c o n tr ol g r o u p)) ×1 0 0
d) P < 0 .0 0 1 e) P < 0 .0 1

T a bl e 7 . C o m p a ri s o n of i n hi bit o r y eff e c t of a n tit u m o r d r u g s a d mi nis t e r e d a t a d iff e r e n t ti m e o n

m e t a s t a si z e d H T -1 0 8 0 c ells i n e m b r y o ni c c hi c k o r g a n s

D r u g T i m e
-)

D o s e

山名/ e g g) R a di o a c tiv ity

(A U
b)
士S D)

R a di o a c ti vi ty

( A U ±S D)
R
亡)
(% )

▲

:Tr = = 景て
り

I R ( % )

V L B

A D M

C o n tr ol

翫

D 叩l

瑚
独

D a yl

D a y3

･

2

･

0

･

0

0

l

1

2

2

5

5

4
0
0

5

0

0

0

7 9 0 . 3 土3 9 9 . 9 4 8 . 1

1 0 9 1 . 8 士4 0 1 . 3 2 8 . 3

2 5 7 . 2 士7 0 . 2 8 3 . 1
d)

1 5 0 . 4 士9 4 . 2 90 . 1
d)

1 6 . 8 士1 0 . 9 98 . 9
d)

2 9 0 . 4 士2 4 . 9 8 0 . 9
d)

1 1 9 . 1 士6 5 . 7 92 . 2
d)

3 4 6 . 1 ±5 0 . 7 7 7 . 3
d)

3 35 . 1 士8 8 . 0 7 8 . O
d)

15 2 2 . 6 士3 8 1 . 0

6 0 1 . 2 ±2 6 2 . 0 5 8 . 5

6 58 . 4 ±2 6 3 . 5 5 4 . 5
●)

3 4 9 . 0 土1 0 6 . 5 7 5 . 9
d)

2 5 6 . 1 土1 1 8 . 8 8 2 . 3
d)

28 . 4 士14 . 5 98 . O
d)

5 1 2 . 1 士3 0 3 . 4 6 4 . 6
d)

1 5 9 . 4 ±9 5 . 4 8 9 . O
d)

3 3 9 . 4 士7 6 . 8 7 6 . 6
d)

1 4 7 . 6 ±1 06 . 9 8 9 . 8
d)

1 4 4 8 . 3 士3 5 0 . 9

M M C D a yl

D a y 3

C o n t r ol

≦婚 . 2 土47 . 3 8 8 . 2
d)

1 8 1 . 1 士1 1 7 . 4 77 . 2
d)

8 1 3 . 0 土1 7 7 . 2

2 5 9 . 0 ±98 . 0 8 3 . 1
●)

3 1 5 . 5 土1 56 . 6 7 9 . 5
d)

1 5 3 6 . 7 ±3 77 . 1

a) D ru g S V e r e in 5 e c t e d a t th e st a t e d ti m e aft e r t u m o r c el = n o p u h ti o n ･
b) A r bi tr a r y t mi t .

c) I n hi biti o n r a ti o = i l
- ( A U o f tr e a t e d gr o u p)/( A U of c o n t r ol gr o u p)) ×1 0 0

d) P < 0 .0 01 e) P < 0 .01
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受精鶏卵法 に P C R お よび
サ ザ ン プ ロ ッ ト法を 用 い た検出系

を適応させ る こ とに よ り ∫
ヒ ト骨軟部悪性腫瘍の 転移実験お よ

び教小転移巣に 対す る抗が ん 剤感受性試験
が 可 能で ある こ と を

明らか に した ･ 本研究 で は ヒ ト骨軟部悪性腫瘍の 細胞株を用い

て 実験を行 っ た が , 今後 ･
臨床腫瘍 を 用 い る転移実験系 に 本法

を適用 させ る こ と に よ り , 転移が ん の 治療 な らび に 転移抑制法

の 開発に 大きく貢献す る こ とが 期待さ れ る ･

結 論

受精鶏卵を用 い た 転移実験系 に よ り ,
ヒ ト 骨軟部悪性腫瘍細

胞の 転移能を検定 し , さ らに 高転移性細胞の 転移巣
に 対する抗

がん剤感受性試験を行な っ た . 鶏卵胎児に おけ る転移細胞の 検

出法と して ,
転移腫瘍砿 含 まれ る と † に 特異的なβ

- グ ロ ビ ン 遺

伝子配列を P C R 法 に よ り増幅 した 後 ,
サ ザ ン プ ロ ッ ト法に て

増幅 D N A 断片を 検出お よ び解析 し, 以下の 結果を 得た ･

1 . 貯卵10 日目 の 鶏卵凍尿挨上 の 血 管内に 移植 した 骨軟部悪

性腫瘍培養株 7 株 の う ち ,
H T -1 0 8 0

.
M N N G/ H O S お よ び

S K . E S -1 の 3 株が 鶏卵胎児に お い て 高 い 転移能 を有 して い る

こと が 判 明 した . さ ら に
,
S KT E S-1 は H T

-1 0 8 0 や M N N G/

H O S に 比べ 肝 よ り肺 へ の 転移指向性が高 い こ とが 示 酸され た ･

2 . 高転移性骨軟部腫瘍細胞の 転移巣に 対す る抗が ん剤の 感

受性を検討 した . 腫瘍細胞移植後 3 日 目 に 抗癌剤を媒尿膜上 の

血管 内 に 投与 し た 結 果 ,
H T -1 0 8 0 , M N N G/ H O S お よ び

S K-E S
-1･ の 転移巣で は い ずれ も A D M と M M C に 高い 感受性

を示した . また C D D P , C P M お よ び V L B に 対す る転移巣の

感受性 は細胞株 に よ り 異 な
E
) ,
S K - E S-1 は C D D P お よ び

C P M に
,
H T

-1 08 0 は V L B に 高感 受性 を 示 した ･
しか し

,

M N N G/ H O S の 転移巣は C D D P , C P M , V L B の 同投与量に お

い て 感受性を 示 さ な か っ た .
ニ れ ら の 結果 は , M T T 法を 用 い

た抗が ん剤感受性試験 の 結果と
一 致 して い た .

3 . M N N G/ H O S 細胞 を移植 した胎児肝 を経時的に 調
べ た組

織学的所見 では , 腫瘍細胞 は 2 時間お よ び 8 時 間後で は微小血

管内に 存在して い た が ,
1 2 時間後に は 血 管内皮細胞内に 侵入 し

てい た . さ ら に ,
2 2 時間お よ び51 時間後で は 分裂増殖が認め ら

れ
,
7 日後で は転移巣を多数形成 して い る こ と が確認 され た ･

4 . M N N G/ H O S 細胞移植2 時間後 ,
1 日 ま た は 3 日後に 抗

がん剤を投与 した結果 ,
M M C 投与群 の 肝転移巣抑制率 は各 々

91 . 9 % , 8 3 . 2 % お よ び51 . 8 % で あ っ た .

一 方 ,
V L B 投与群の 肝

転移巣抑制率ほ移植 2 時間後の 投与で
- 2 . 2 % ,

3 日 後 の 投与

で10 . 4 % であ っ た . 腫瘍細胞移植後の 早期 に 有効な抗が ん剤を

投与する こ と に よ り , 転移 が抑制される こ と が示 され た .

5 . 受精鶏卵法 に P C R 法お よ び サ ザ ン プ ロ ､

ソ ト 法を応用 す

る こ とに よ り
,
ヒ ト骨軟部悪性腫瘍の 転移巣を高精度か つ 定量

的に 検出できた . 本法は ヒ ト骨軟部悪性腫瘍の 転移巣に 対する

抗が ん剤感受性試験 と して 十分な有用 性を 備え て お り , 転移,

浸潤機構の 解明 お よ び転移巣に 対す る治療法の 開発に 有用 な実

験系に な るもの と考 え る .

謝 辞

稿を終える に臨み , 懇篤なる御指導と御校閲を賜 りま した 恩師宮 田勝

郎教授に深甚 なる謝意を表 します . ま た
, 本研 究を直接御指 乱 御教授

頂きま した 金沢大学がん 研究所化学療法部佐 々 木琢磨教授に 衷心 より謝

意を表 します . また , 本研究遂行 に あた り , 終始御助言 , 御協力頂 きま

した 金沢大学がん研究所化学療法部遠藤良夫先生に 心 より感謝 い た しま

す . さらに ∴阻織標本 の作製 , 病理組織所見に 際 し御教示 ,
御協力頂 き

ま した金沢大学医療短期大学都岡田保典助教授 , 金沢大学第
一

病理木村

顕子先生に 深謝い た します . 多大なる御協力 を賜 りま した金沢大学がん

研究所化学療法部の皆様と金沢大学整形外科腫瘍班の 先生方 に厚く御礼

申 し上げ ます .

文 献

1 ) S t e p h e n , W . : S u r g e r y f o r p ul m o n a r y m e t a st a ti c

t u m o u r s of b o n e . I n R . C o o m b s & G . F ri e dl a e n d e r ( e d s .) .

B o n e T o m o u r M a n a g e m e n t , 1 st e d , , P 2 3 9-2 4 6 , B u t te r w o rth s ,

L o n d o n
,
1 9 8 7 .

2 ) C o r t e s , E . P
り
H o ll a n d

,
J . F . & G lid e w ell , 0 ∴

A m p u t ati o n a n d a d ri a m y ci n i n p r l m a r y O
S t e O S a r C O m a : a

5 -y e a r r e p O rt . C a n c e r T r e a t . R e p
･
,
6 2

,
2 71 -2 7 7 ( 19 7 8) ･

3 ) J a ff e , N .
,
F r ei , C . E .

,
T r a g gi s , I) . & B is h o p , Y ･ :

A dj u v a n t m e th o tr e x a te a n d cit o v o r u m
-f a c t o r tr e a t m e n t of

o st e o g e ni c s a r c o m a . N . E n gl . J ･ M e d ･ , 2 91 , 9 9 4- 99 7 (1 9 7 4) ･

4 ) R o s e n , G .
,
M a r c o v e

,
R . , C a p a r r o s , B ･

,
N i r e n b e r g ,

A .
,
K o sl of f

,
C . & H u v o s , A ･ G ･ : P ri m a r y o s t e o g e ni c

s a r c o m a t h e r a ti o n al e f or pr e o p e r a ti v e c h e m o t h e r a p y a n d

d el a y e d s u r g e r y . C a n c e r , 43 , 21 6 3-21 7 7 (1 9 79) ･

5 ) R o s e n , G . : R ol e of c h e m o th e r a p y i n t h e m a n a g e m e n t

of b o n e a n d s oft ti s s u e s a.r c o m a s
. I n C o o m b s & G ･ F ri e dl a -

e n d e r ( e d s .) , B o n e T o m o u r M a n a g e m e n t , 1 s t e d ･ , P 2 8 0T2 9 4 ,

B u tt e r w o r t h s , L o n d o n , 1 9 8 7 .

6 ) R a s h e e d , S .
,
N el s o n - R e e s

,
W . A . , T o t h , E ･ M ･

,

A r n s t ei n , P . & G a r d n e r
,
M . B . : C h a r a c t e ri z a ti o n of a

n e w ly d e ri v e d h u m a n s a r c o m a c e11 1i n e (
H T-1 0 8 0) ･ C a n c e r ･

3 3
,
1 0 2 7-1 0 3 3 (1 9 7 4) .

7 ) 山崎安朗 : ヒ †骨肉腫由来細胞株の 樹 立 と そ の 形態学的

観察 . 十全医会誌 ,
7 1
,
1-1 3 (1 9 75 ) ■

8 ) R h i m , J . S .
,
P a r k

,
D . K .

,
A r n s t ei n , P ･

,
H u e b n e r

,
R ･

J .
,
W eis b u r g e r , E . K . & N els o n

- R e e s
,
W ･ A ･ : T r a n sf o r m r

a ti o n of h u m a n c ells i n c ult u r e b y N- m e t h yl- N
'

- nit r o- N- nit r o-

s o g u a n idi n e . N a t u r e , 25 6 , 75 1-7 53 (1 9 7 5) L

9 ) M il a n , S , B .
,
M a g n u s o n , V . L . ,

S t eff e n s e n
,
B ･

.

C h e n , I) . & K l e b e , R . : IL-1β a n d p r o s t a gl a n d i n s r e g ul a t e

in t e g ri n m R N A e x p r e s si o n ･ J ･ C ell ･ P h y si ol ･ . 1 4 9 , 1 7 3-1 8 3

(1 9 9 け

1 0) R h i m , J . S .
,
C h o

,
H . Y . & H u e b n e r , R ･ J ･ : ＼o n-

p r o d u c e r h u m a n c ells i n d u c e d b y m u ri n e
s a r c o r n a vir u s ･ I n t ･

J . C a n c e r , 15 , 2 3-2 9 (1 9 7 5) ･

1 1) B l o o m . E . T . : F u rt h e r d efi niti o n b y c yt o t o xi cit y t e s t s

of c ell s u rf a c e a n tig e n s of h u m a n s a r c o m a s i n c ult u r
e ･

C a n c e r R e s , , 3 2 , 9 6 0 -96 7 (1 9 7 2) .

12) S a
,

n c h e z
,
A .

,
C h e s t e r m a n

,
C . N . & S l ei g h , M ･ J ･ :

N o v el h u m a n P D G F A g e n e t r a n s c r ip ts d e ri v e d b y alt e r n a ti v e

m R ＼A s pli ci n g . G e n e , 9 8 , 2 9 5
-2 9 8 (1 9 91 ) ･

1 3) D a v i s , L . G .
,
D i b n e r , M . D . & B a tt y , J ･ F ･ : B a si c

M e th od s i n M ole c u l a r B i ol o b y , 1 s t e･d . , p 4 2
- 4 3 , E Is e vi e r

S ci e n c e P u b lis hi n g C o . , I n c .
,
N e w Y o r k

,
1 9 8 6 ･

14) E n d o . Y .
,
S a s a k i

,
T .

,
H a r a d a

,
F . & N o g u c hi , M ･ :

S p e cifi c d e t e c ti o n of m e t a s t a si z e d h
u r n a n t u m o r c ell s i n

e m b r y o ni c c hi c k s b y th e p oly m e r a 弧 C h ai n r e a c ti o n ･ J p n ･ J ･

C a n c e r R e s .
,
81 , 7 2 3 -7 2 6 (1 9 9 0) .



40 2

1 5) S o u t h e r n , E . M . : D e t e c ti o n of s p e c ifi c s e q u e n c e s

a m o n g D N A f r a g m e n t s s e p a r a t e d b y g el el e c tr o p h o r e si s . J .

M ol . B i ol .
,
9 8

,
5 0 3- 51 7 (1 9 7 5) .

1 6) D e n h a r d t , D . J . : A r n e m b r a n e イilte r t e c h n iq u e f o r th e

d et e c ti o n of c o m pl e r n e n t a r y D N A . B i o c h e m . B i o ph y s . R e s .

C o m m u n . , 2 3
,
6 4 1 - 6 4 6 (1 9 6 6) .

1 7) C a r r n i c h a el
,
J .

,
I) e G r a ff

,
W . G .

,
G a ヱd a r

,
A . F .

,

M i n n a , J . I) . & M it c h e11 , J . B . : E v al u a ti o n of a t e tr a z oli-

u m
-b a s e d s e m i a u t o m at e d c ol o ri m e tri c a s s a y : a S S e S S m e n t Of

C h e m o s e n sitiv ity t e s ti n g . C a n c e r R e s . , 4 7 , 9 3 6
- 9 4 2 (1 9 8 7) ,

18) P o v I s e n , C . 0 . & R y g a a r d , J . : H e t e r o tr a n s pI a n t a tio n

of h u m a n a d e n o c a r c in o m a of th e c ol o n a n d r e c t u m t o t h e

m o u s e m u t a n t n u d e . A s t u d y of ni n e c o n s e c u ti v e tr a n s pl a n
-

t a tio n s . A c t a P a th o l . M i c r o b iol . S c a n d . , 79
,
1 5 9 -1 6 9 (1 9 7 1) .

1 9) 藤田 昌美 : ヒ ト癌 - ヌ ー

ド マ ウ ス 系に よ る 抗癌剤感受性

試験 一 前臨床 2 次 ス ク リ ー ニ ン グ と して の 有用性 .

K A R KI N O S
,
3
,
3 3- 42 (1 9 9 0) .

2 0) S h a r k e y , F . E . & F o g h , J . : M et a s t a si s of h u m a n

t u m o r s i n a th y m i c n u d e m i c e . I n t . J . C a n c e r , 2 4 , 7 3 3 -7 3 8

(1 97 9) .

2 1) R i c c a r d i , C .
,
B a rl o z z a ri , T . , S a n t o n i , A . , H e r b e r m a n

,

R . B . & C e s a ri n i
, C . : T r a n sf e r t o c y cl o p h o s p h a mi d e

- tr e a t e d

mi c e of･ n a t u r aI ki11 e r ( N K) c ell s a n d i n vi v o n a t u r al r e a c ti vit y

a g ai n s t t u m o r s . J . I m m u n ol .
,
1 2 6

,
1 2 84-1 2 8 9 (1 9 81 ) .

2 2) E wi n g , J . : N e o pl a s ti c D is e a s e : A T r e a tis e o n T u m o r s ,

3 r d E d .
,
C h a,P

. 4 . p 8 7
-1 00 , S a u n d e r s I n c

"
P lil a d elp h i a . 1 9 2 8 .

2 3) P a g e t , S . : T h e di s trib u ti o n of s e c o n d a r y g r o w th i n

C a n C e r Of th e b r e a s t . L a n c e t
,
l
,
5 71-5 7 3 (1 8 8 9) .

2 4) K y ri a zi s , A . P .
,
I)i p e r si o , L .

,
M i c h a el

,
G . J .

,
P e s c e

,

A . J . & S ti n n e tt
,
J . D . : G r o w th p at te r n s a n d m e t a s t a tic

b e h a vi o r of h u m a n t u m o r s g r o w i n g i n a th y m i c m i c e . C a n c e r

R e s . , 3 8 , 31 8 6 -3 1 90 (1 97 8) .

2 5 ) G i a v a 2 Z i , R .
,
C a m p b ell , I) . E .

, J e s s u p , J . M .
,
C l e a r y ,

K . & F i dl e r
,
Ⅰ. J . : M e t a st a ti c b eh a vi o r of t u m o r c e u s

i s ol a t e d f r o m p r l m a r y a n d m e t a st a ti c h u m a n c ol o r e c t al

C a r Ci n o m a s i m pl a n t e d i n t o diff e r e n t sit e s i n n u d e m i c e .

C a n c e r R e s . , 4 6
,
1 9 2 8-1 9 3 3 (1 98 6) .

2 6) M o ri k a w a , K . ,
W &l k e r

,
S . M .

,
J e s s u p , J . M . &

F i dl e r
,
Ⅰ. J . : I n vi v o s ele c ti o n of h i g hly m e t a s t a tic c ells f r o m

S u r gi c a:l s p e ci m e n s of d iff e r e n t p ri m a ry h u m a n t ol o n

C a r Ci n o m a s i m pl a n t e d i n t o n u d e m i c e , C a n c e r R e s . , 48 ,

1 9 4 3 -1 9 鳩 (1 9 8 8) .

2 7) R o d olf o
,
M .

,
B al s a ri

,
A .

,
C l e m e n t e

,
C .

,
P a r m i a n i

,
G .

& F o s s a ti , G . : T u m o rig e n ic ity a n d di s s e m i n a ti o n of p ri m a r y

a n d m e t a s t a ti c h u m a n m el a n o m a s i m pl a n t e d i n t o d iff e r e n t

Sit e s i n n u d e m ic e . I n v a si o n M e t a s t a si s
,
8
,
3 1 7-3 3 1 (1 9 8 8) .

2 8) A k i m a ru , K .
,
S t u h l m ill e r

,
G . M . & S ei gl e r , H . F . :

H u m a n m ela n o m a g r o w th i n th e p e rit o n e al c a v ity of th e

a th y m i c m o u s e . A m o d el f o r i n v i v o s t u d y of c e ll m e d i a t e d

i m m u n ity . J . S u r g , O n c olり 1 7 , 3 0 9 - 3 2 0 (1 9 81 ) .

2 9) C r e s s o n , D . H .
,
B e c k m a n

,
W , C .

,
T i d w ell

,
R . R .

,

G e r a t E
,
J . D . & S i e g al , G . P . : I n vi tr o i n h ibiti o n of h u m a n

S a r C O m a C ell s
'

i n v a si v e a b 最ty.b y bi s (5
-

a m idi n o -2 - b e n zi m id a z -

Ol yl) m e th a n e - A n o v el e s 旭 r o p r o te a s e i n hib it o r . A m . J .

P ath ol
リ
1 2 3

,
4 6 - 56 (1 9 8 6) .

3 0) N a n n i , P リ D e G i o v a n n i , C ･
･
N i c ol e tti

,
G ･

, D e I R e
,

B ･
･
S c o tl a n d i

,
K ･ & L o 11i n i , P ･ L ･ : H u m a n r h a b d o m y o s a r -

C O m a C e11 s i n n u d e mi c e a s a m o d el f o r m e ta s t a sis a n d

diff e r e n ti a ti o n ･ I n v a sio n M e t a st a sis
,
9
,
2 3 ト2 41 (1 9 89) .

3 1) M u r p h y , J ･ B ･ : T r a n s pl a n t a b ility of m ali g n a n t t u m o r s

t o th e e m b r y o s of a f o r ei g n s p e ci e s ･ J I A m ･ M e d . A s s o c .
,

5 9
,
8 7 4-8 7 5 (1 9 1 2) ,

3 2 ) D a g g , C ･ P ･
,
K a r n of s k y , D . A . & R o d d y , J . : G r o w th

Of tr a n s pla n t a bl e h u m a n t u m o r s i n th e c hi c k e m b r y o a n d

h a t c h e d c h ic k . C a n c e r R e s .
,
16
,
5 8 9 -5 9 4 (1 9 5 6) .

33 ) V o g el , H . B . & B e r r y , R . G . : C h o ri o all a n t oic m e m -

b r a n e h e t e r o tr a n s pl a n t a ti o n of h u m a n b r ai n t u m o r s . I n t . J .

C a n c e r
,
1 5

,
4 0 1 -4 0 8 (1 9 7 5) .

3 4) O s s o w s k i , L . & R ei c h
,
E . : E x p e ri m e n t al m o d el f or

q u a n tit ati v e s t u d y of m e t a s t a si s . C a n c e r R e s . , 4 0 , 2 3 0 0-2 3 09

(1 9 8 0) .

3 5) C h a m b e r s , A . F .
,
S k a fir

,
R . & L i n g , V . : A m o d el

S y St e m f o r st u d yi n g m e t a s t a sis u si n g th e e m b r y o ni c c hi c k .

C a n c er R e s .
,
42
,
4 0 1 8 -4 0 2 5 (1 9 8 2) .

D e x t e r
,
D . L .

,
L e e

,
E . S .

,
D e F u s c o , D . J .

,
L ib b e y , N .

S p r e m ulli , E . N . & C al a b r e s i
,
P . : S el e ctio n of

m et a s t a ti c v a ri a n t s f r o m h e t e r o g e n o u s t u m o r c e11 1i n e s u s l ng

t h e c hi c k e n c h o ri o all a n t oi c m e m b r a n e a n d n u d e m o u s e .

C a n c e r R e s .
,
4 3

, 1 7 3 3 -1 74 0 (1 9 8 3) .

3 7) D a g g , C . P .
,
K a r n o f s k y , D . A .

,
T o o l a n , H . W

. &

R o d d y , J . : S e ri al p a s s a g e of h u m a n t u m o r s i n c hi c k

e m b ry o : g r O W t h i n hib iti o n b y n itr o g e n m u s t a r d . P r o c . S o c .

E x p . B i ol . M e d . , 8 7 , 2 2 3-2 2 7 (1 9 5 4) .

3 8) H a r ri s , J . J . : T h e eff e c t of N S C s u r v e y c o m p o u n d s o n

h u m a n t u m o r s i n e m b r y o n a t e d e g g s . C a n c e r R e s リ
2 2

,
ト8

(1 9 6 2 ) .

3 9) G it t e r m a n , C . 0 .
,
R i c k e s

,
E . L .

,
W olf

,
D . E .

,

M a d a s
,
J . , Z i m m e r m a n

,
S . B .

,
S t o u d t

,
T . H . & D e m n y ,

T . C . : T h e h u m a n t u m o r- e g g h o st s y s t e m . Ⅳ . Di s c o v e ry of

a n e w a n tit u m o r a g e n t , C O m P O u n d 5 9 3 A . J . A n ti bi o t . . 2 3 ,

3 0 5- 31 0 (1 9 7 0) .

4 0 ) T e r ui , S ∴ E x p e ri m e n t al s t u d y o n d r u g s e n siti vit y of

th e r at a s cit e s h e p a t o m a c ell s i n e m b ry o n a t e d e g g s . S ci ･

R e p . R e s . I n s t . T o h o k u U ni v リ
2 2 , 1 0 -1 7 (1 9 7 5) .

4 1) 佐 々 木琢磨 : 鶏卵 法に よ る痛苦性度の 判定 と薬剤感受性

試験 . フ ァ ル
マ シ ア

,
2 3

,
5 8-6 2 (1 9 8 7) .

42 ) U c h i d a , H .
,
S a s a k i

,
T .
,
T a n a k a

,
M .

,
E n d o

,
Y .

,
N itt a ,

K .
,
N is h i k a w a

,
K .

,
C h u m a n

,
H .

,
F u k u m a

,
H . &

M a t s u m o t o , K . : R e s p o n s e t o a n tit u m o r a g e n t s of m u ri n e

tr a n s pl a n t a bl e t u m o r s o n t o c h o ri o all a n t o ti c m e m b r a n e of

C hi c k e m b r y o . Jp n . J . C a n c e r R e s . , 7 8 , 72 9 イ36 (1 9 8 7) .

4 3) N i s h ik a w a , K .
,
S a s a k i

,
T .

,
T a n a k a

,
M .

,
U c h i d a , H .

,

E n d o
,
Y .

,
F u k u m a

,
H .

,
C h u m a n n

,
H .

,
B e p p u , Y り

M a t s u m o t o
,
K .
& N i tt a , K . : E x p e ri m e n t al m o d el f o r

p r e d ic ti n g m e t a s t a ti c a bility of t u m o r s u si n g c hi c k e m b r y o
･

J p n . J . C li n . O n c ol . , 1 7 , 3 1 9 - 3 2 5 (1 9 8 7) .

4 4) S a i ki , R . K .
,

｣

S c h a rf
,

･

S
り
F al o o n a

.
F .

,
M u lli s

,
K . B ･

,

H o r n
,
G . T .

,
E rli c h

,
H . A . & A r n h ei m

,
N . : E n z y m a ti c
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a m plific a ti o
n of β一gl o b i n g e n o m i c s e q u e n c e s a n d r e s tric ti o n

sit e a n aly si s f o r di a g n o sis si c k le c e ll a n e m i a
･ S ci e n c e ･ 2 3 0 ,

13 5 0-1 3 54 (1 9 8 5) .

45 ) E n d o , Y
･
,
S ei k i

,
M
り
U c h i d a

,
H ･

,
N o g u c h i , M ･

,
K i d a

,

Y .
,
S a t o , H ･

,
M ai

･
M ･ & S a s a k i

･
T ･ : E x p eri m e n t al

r n e t a st a si s of o n c o g e n e-t r a n Sf o r m e d NI H 3 T 3 c e11 s i n c hi c k

e m b r y o . J p n . J ･ C a n c e r R e s ･ , 8 3 , 2 7 4
- 2 8 0 (1 9 9 2) ･

4 6) B a lli n , M . , G o m e z , 0 ･ E ･
,
S i n h a

,
C ･ C ･ & T h o r g ei r s s o n ,

U . P . : R a s o n c o g e n e m e di a t e d i n d u c ti o n of a 9 2 k D a

r n et all o p r o t ei n a s e ‥ S tr O n g C O r r el a ti o n w ith th e m alig a n t

p h e n ot y p
e ･ B i o c h e m l B io p h y s , R e s ･ C o m r n u n ･ ･ 1 5 4 , 8 32-8 3 8

(1 9 8 8) .

47) Y a m a g a t a , S .
,
l t o

,
Y .
,
T a n a k a

,
R ･ & S h i r ni z u

,
S ･ :

G el ati n a s e s of m e t a s t a tic c e11 1i n e s of m u ri n e c ol o ni c

c a r ci n o m a a s d e t e c t e d b y s u b s tr a t e
-

g el el e c tr o p h o r e sis .

B i o c h e m . B i o p h y s . R e s . C o m m u n ▲ , 1 5 1 , 1 5 8
-1 62 (1 9 8 8) ･

4 8) Y a m a g a t a , S .
,
T a n a k a

,
R ･

,
It o

,
Y ･ & S h i m i z u

,
S

G el a ti n a s e s of m u ri n e m e t a st a ti c t u m o r c ell s . B io c h e m .

B i o ph y s . R e s . C o m m u n .
, 1 58 , 2 28- 2 3 4 (1 9 8 9) .

4 9) S a t o , H .
, K id a , Y .

, M ai , M .
,
E n d o

,
Y .

,
S a s a k i

,
T
り

T a n a k a
,
J . & S ei k i

,
S . : E x p r e s si o n of g e n e s e n c o di n g ty p e

Ⅳ c oll a g e n
- d e g r a di n g m e t allo p r o t ei n a s e s a n d tis s u e i n h ibit o r s

Of m e t a1l o p r ot ei n a s e s i n v a ri o u s h u m a n t u m o r c elIs . O n c oT

g e n e , 7 , 7 7
-8 3 (1 9 9 2) .

5 0) K o n d o , T .
,
I m a m u r a

,
T . & I c h ih a s h i

,
H . : I n vitr o

t e s t f o r s e n siti vi ty of t u m o r t o c a r ci n o st a ti c a g e n ts . G a n n ,

5 7
,
1 1 3 -1 21 (1 9 6 6) .

51 ) K a r n o f s k y , D . A . : Diff e r e n c e s b e t w e e n c a n c e r s i n

t e r m s of th e r a p e u ti c r e s p o n s e s . C a n c e r R e s . , 16 , 6 87
-6 9 7

(1 9 5 6) .

5 2) C h a m b e r s , A . F .
,
S c h m i d t

,
E . E .

,
M a c D o n a ld , Ⅰ. C .

,

M o r ri s , V . L . & G r o o m
,
A . C . : E a rly s t e p s i n h e m a t o g e n-

O u S m e t a S t a Si s of B 1 6 F l m e la n o m a c e11 s i n c h ic k e m b r y o s

s t u d ie d b y hig h
-

r e S Ol u tio n i n tr a vi t al vi d e o mi c r o s c o p y . J . N a tl .

C a n c e r I n s t .
,
8 4

,
7 g 7 -8 0 3 (1 9 9 2) .

C h i c k E m b r y o As s ay a s a C h e m os e n si ti vit y T b st fb r M et a st a si 2 e d E u m a n B o n e a n d S oft Ti s s u e T h m o r C elIs

Y hs ut a k a T h k a gi , D ep a rt m e n t of O r th 0 pe di c S u rg e ry , S c h o ol of M edi ci n e , K a n a z a w a U mi v er si ty , K an a Z a W a 9 2 0
~

J ･ J u z e n

M e d S ∝ .
,
1 02 , 3 9 1

-

4 03 ( 19 93)

K e y w o r d s h um an b o n e an d s o ft tiss u e t um Or C e11 , m e ta St aSis , P Ol ym er a S e C h ai n r e a cti o n ･ C h e m o s e n siti vi ty
tes t

･
Chick

e m bry o

A b st r a c t

lm p r o v ed th er a pe u ti c e 飴c ti v e n e ss f o r p ati e n ts w i th h um an b o n e a n d s o ft ti ss u e tl 皿 O r C ell s r eq u lr eS th e d e v el op m e n t of

m or e e 蝕c ti v e tr e at m e n ts fb r p n m ar y tu m O rS an d al s o m eta st a sis ･ I n th is st ud y , th e u s e fu h es s of chic k e m bry o as s ay as a

C h e m os e n siti vlty te St f or p n m ar y t un Or S a n d m eta st asi s o f h um an b o n e an d s o ft ti s s u e t um O r C e
ll s w a s d e m o n s tr at ed ･ S e v e n

k in ds o f h um an b o n e an d s oft ti ss u e t um Or C ell li n e s w er e e x am i n e d f o r th eir m e tas tatic t e nd e n cie s u sln g e m b ry o ni c chi c k s ･

T h e c ell s ( 1 ×10
`
c ell s/ e g g) w e r e i n o c u l ate d in t o th e c h o ri o a11a n t oi c m e m b r an e (C A M ) v e in o f l O

- d a y
- 01d ft rtili z ed e g g s ･

T h e e m b r y o ni c c h i c k s w er e s a c ri 丘c e d 7 d a y s a fte r 山 m o r c ell i n o c ul ati o n an d D N A w a s e x tr a ct e d 放o m th e l un g S a
nd th e li v -

er s ･ T h e D N A ( 1 F L g) w as am pli鮎d b y th e p oly m er as e c h ai n r e ac ti o n ( P C R) wi th th e s pe C
ifi c p ri m er s f o r th e h um an β -

g1 0bi n g e n e (57 6 b p) an d th e r e ac ti o n pr od u c ts w er e an al y s ed b y S o u th e m b l o tti n g ･ H i st o p a th o1 0 gi c al 血din g s w er e al s o

e x am in e d ･ M a n y m e tas tati c c e11 s o f H T
･1 0 8 0 負b r o s a rc o m a c e11 s

,
M N N G 胴 O S o st e o s ar C O m a C e11 s an d S K - E S - l o ste o s arc o -

m a c e11 s i n e m b ry o mi c o rg an S W e r e d et e c te d b y u sl n g th i s m eth od ･ A n ti t um O r d ru g S
W er e l q e C te d in t o th e C A M v ei n s 3 d ay s

aft er t um O r i n o c u l ati o n . T h r e e m et as ta si z e d h u m an t um Or C ell s sh o w e d hi gh s e n siti vi ty t o A D M ( 40 FL g/ e g g) an d M M C (2 0

FL g/ eg g) b u t s h o w ed di fft r e n t s e n si ti v i ti e s t o C D D P ( 10 F L g /e g g) , C P M ( 2 5 0 FL g/ eg g) an d V L B ( 1 FL g 座g g) ･ S
K - E S - 1 s h o w e d

h ig h s e n siti v i ty t O V L B ( 1 FL g/ e g g) .
M N N G / H O S d id n o t sh o w s e n siti vi ti es to C D D P (1 0 FL g k g g) , C P M ( 25 0 F L g h g g) an d

V L B ( 1 fL g/e gg) . T h e hist op a 也0l o gi c al n n di ng s of th e m et a st a si s o f e m b ry o mi c
li v e rs a n d l un g S e X hibit e d th e s am e r e S ult s a s

th at o f th e P C R m e th od .
F or th e in hibiti o n of m et a sta sis , th e e 蝕 cts o f a n ti tu m or d r u g s a t an e arly st ag e of m et ast asi s w er e

e x am in ed . M M C a n d V L B w er e i nj e ct ed at 2 h r s , d ay l a nd d ay 3 . T h e i nl 1i bi ti o n r ati o s of M M C i n M N N G 田O S c e11 s w er e

9 1
.9 % ( 2 hr s) , 8 3 .2 % ( d a y l) a n d 5 1 .8 % (d ay 3) , r e SP e C tiv el y ･ T h e i n hi bi ti o n r ati o s o f V L B i n M N N G n l O S

c ell s w e r e

-

2 .2 % (2 h rs) , an d l O .4 % (d a y 3) . T b e s e r es ult s d e m o n s b
･

at ed th at th e i nj e cd o n of ap pr op ri at e d ru g S at a n e arly st a g e a ft er

t um Or C ell in o c ula ti o n w a s efft c d v e i n p r e v e n ti n g m et a st a sis ･ W i th 血e p r e se nt e d as s ay s y ste m us ln g th e P C R t e
ch mi q u e , a n
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