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ヌ ー ド マ ウ ス 可移植性 エ ス ト ロ ゲ ン リ セ プタ
一 陽性 ヒ ト乳癌

腰癌くM C F －71 の 増殖 ， 細胞動態 ，
エ ス ト ロ ゲ ン リ セ プタ ー

お よ び 工G F － 1 に及 ぼ す ホ ル モ ン の 影響 に つ い て

金沢大学医学部外科学第 二 講座 く主任 二 宮崎過失教授フ

小 矢 崎 直 博
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ヌ ー ド マ ウ ス 可移植性 エ ス ト ロ ゲ ン リセ プ タ 一 陽性 ヒ ト乳癌腫瘍 M C F －7 の増殖 に 及 ぼす ホ ル モ

ン の 影 響 を
．

エ ス ト ロ ゲ ン くe s t r o g e n
，
1 7 P －

e St r a d i ol d ip r o pi o n a t eナ 投 与群 くE i群1 ，
タ モ キ シ フ ェ ン

くt a m o xif e nI 投与群 くT A M 群1 ， 薬剤非投与群 く対照群ナ の 3 群 に 分 け
， 腫 瘍重量 ，

フ ロ ー サ イ ト メ ト

リ ー に よ る S 期 分画 くS p h a s e f r a c ti o n くS P FII ，
エ ス ト ロ ゲ ン リ セ ブ タ ー 酵素 免疫 測定法 くe st r o g e n

r e c e pt o r e n zy m e i m m u n o a s s a y くE R ． E I A ll ，
エ ス ト ロ ゲ ン リ セ ブ タ

ー

免疫 細胞 化学 測定 法 くe st r o g e n

r e c e pt o r i m m u n o c yt tx h e m i c al a s s a y くE R －I C A II ，
ラ ジオイ ム ノ ア ッ セ イ くr ad i oi m m u n o a s s a y くRl鋸1 に よ

る 血 中イ ン ス リ ン 様増 殖 因子 1 t in s ul in lik e g r o w th f a c t o r ．1 くIG F － 川 ， 腫 瘍 内 IG F －1
，
I G F ．1 染 色

くIG F －1 免疫組織化 学染色1 ，
E R －I C A と

3
H ． チ ミ ジ ン オ ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ イ
一 に よ る 二 重染色 お よ び

IG F －1 染色 と
8
H － チ ミ ジ ン オ ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ イ
一 に よ る 二 重染色 を用 い て検 討 した ． そ の 結果 ，

1 I

M C F －7 の増殖 は E 2 群で促進 され
，

T A M 群 で抑制 され
，
S P F も E 2 群で 上昇 し

，
T A M 群 で低下 を示

した ． 2 1 E R － E I A に よ る E R 値 は E 2 群で極 め て低 い 値 を示 し
，

T A M 群で も 有意 に 低 い 億 を示 し

た ． 3 1 E R ，I C A に よる E R 陽性細胞率で も
，
E 2 群で は 陽性細胞 を ほ とん ど認め ず

，
T A M 群で 低い 傾

向 を示 し た ． 4 1 血 中 IG F －1 は
，
E 2 群 で有意 に 低下 を示 し ，

T A M 群 で 差 を認め な か っ た ． 5 1 腰瘍 内

IG F －1
，
I G F －1 染色に よ る I G F －1 陽性細 胞率は と も に E 2 群で 有意に 低 く ，

T A M 群 で 有意に 高 い 値 を示

した ． 6 1 E R －I C A と
3
H ， チ ミ ジ ン オ ー

ト ラ ジオ グ ラ フ イ
ー の 二 重染 色に よ る E R 陽性細 胞 ， 及 び E R

陰性細胞 の
3
H ＋ チ ミ ジ ン 標識細 胞指数は

，
T A M 群 ， 対照群と も に

，
E R 陰性細胞 の標識指数が E R 陽性

細胞 の そ れ に 比 べ 有意 に 高 か っ た ． り 工G F －1 染 色と
3
廿 チ ミ ジ ン オ

ー

トラ ジ オ グ ラ フ イ
ー

の 二 重染色に

よ る I G F －1 陽性細 胞 ，
及 び IG F －1 陰性細胞の

3
H － チミ ジ ン標識細胞指数 は

．
3 群 と も に I G F －1 陰性細 胞

の標識指数 が IG F－1 陽性細胞 の そ れ に 比 べ 有意 に 高か っ た ． 8 う 各腫瘍毎に 工G F ． 1 陽性細胞率 ，

3

甘 チ

ミ ジ ン標識指数 を プ ロ ッ ト し
，

そ の 相関関係 を検討 した結果
，
負 の 相 関 関係 を認 め た ． 以 上 の 結果 よ

り ， 免疫反応性 IG F －1 は ， 生体 内に お い て M C F－7 腫瘍の 増殖 に 促進的 に 働か な い こ とが 示 唆さ れ た ．

K e y w o r d s e st r o g e n r e c e p t o r
，
h o r m o n o n e s

，
I G F － I

，
M C F －7

，
n u d e m o u s e

ホ ル モ ン依存性乳癌 は ホ ル モ ン に よ っ て そ の 増殖が 殖 因 子 ア ル フ ァ くt r a n s f o r m in g g r o w th f a c t o r －

L r

制御され て い るが
，

そ の 機序 に つ い て はな お
，

不 明 な くT G F ．

a 汁．
腫 瘍 化 増 殖 因 子 ベ

ー

タ くt r an Sf o r m in g

点が 多い 了 最近
，
乳癌 の ホ ル モ ン に よ る 制御 は

，
上 皮 g r o w th f a ct o r

． P くT G F － P Jl ， イ ン ス リ ン様増殖因子 1

増殖因子 くe pid e r m al g r o w th f a c t o r くE G F 汁 い 腫瘍化増 くin s u l in ．1ik e g r o w th f a c t o r －1 くIG F － 1Il と い っ た オ
ー

ト

A bb r e vi atio n s 二 a V id in － bi ot in p e r o x id a s e c o m p le x 三 B rd U
，

5 － B r o m o ． 2
，

一 加 o x y u ri d in e ニ D A B
，

dia m in ob e n zid in e i E 2，
1 7 P

． e st r ad iol d ip r o p io n at e i E G F
，

e p id e rm al g r o w th f a ct o r s E工A
，

e n z ym e i m m u n o a s s a y i E R
，

e St r O g e n r e C e p t O r ニ E R ．I C A
，

e St r O g e n re C e p t O r i m m u n o c y t o ch e m i－

C al as s a y i E T W
，

e St 血 at e d t u m o r w ei gh t ニ F C M ， F l o w c y t o m e t r y i H 度E
，
h e m a t o x ylin an d



6 0 2 小 突

ク リ ン くa u t o c ri n el ，
パ ラ ク リ ン くp a r a c r in el の 増殖 因

子 を介す る と す る 説が 有力視 さ れ て い る
1 ト 41

． 最近 ， 乳

癌腫 瘍 に 対 し て ノ ー

ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ 恒o rtb e 皿

bl o tt in gl を施行 した研究 に お い て
， 特 に IG F －1 は癌細

胞 で な く 問質細胞で 産生さ れ ， それ が 近在 す る癌細 胞

の 増殖 を 刺 激 す る パ ラ ク リ ン 増 殖 因 子 くp ar a C r in e

g r o w t h f a c t o rl で あ る と 示 唆 さ れ て い る
5，

． ま た
，

工G F －1 は ， 種々 の 乳癌細胞 の 増殖 を促進す るが
6ト 11I

，
血

清 IG F － 1 濃度 を低下 させ る ソ マ ト ス タ チ ン の 類似 物

質
1釘

は 乳癌 細胞 の 増殖 を抑制 す る と 報告さ れ てい る
13，

．

一 方 ， 生 体 内 の 研 究 で 卵 摘 し た ヌ
ー

ド マ ウ ス に

M C F －7 細 胞 を注入 し
，

そ れ に 工G F － 1 を投与 す る と腫

瘍形成 が認 め ら れ た と い う報告
141

が あ り ， ま た ， タ モ

キ シ フ ェ ン くt am O X if e nl の 抗 腫 瘍 効 果 の 一 部 は
，

I G F ．1 産生 に対 す る抑 制に よ る と も 報告 され てい る
15－

．

しか し なが ら
，
生体内 に お ける 血 中 IG F － 1 は成長 ホ ル

モ ン の 影 響 を 強 く 受 け て お り ， 閉 経 後 の 患 者 に

e th in yl
r

e st r a d i ol を投 与す る と
，

．

血 中 I G F －1 が 低 下

し
即 7I

， そ の 後 の タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 に よ り 血 中

IG F －1 値が 回復 す る と報告 さ れ て い る
畑

． 問質細 胞 由

来の 工G F －1 は ， 肝で産生 さ れ る IG F ．1 と同様で あ り ，

生体 に お い て は こ の 問質細胞 の み な らず
，
肝 で産生 さ

れ る 王G F －1 も M C F －7 乳癌細 胞 の 増殖 に 関与 す る と考

え ら れ
，

エ ス ト ロ ゲ ン や タモ キ シ フ ェ ン が 血 中， 及 び

腫瘍内 IG F －1 に 及ぼ す 影響 は 非常 に 複 雑 で あ る と 考

え られ る ． 従っ て
，
生体 に 各種 ホ ル モ ン剤 を 投与 し

，

腫瘍増殖や 細胞 動態に 対 す る影響 を血中 1 G F － 1
，
及 び

腫瘍内 IG F － 1 と の関係か ら検討 す る こ と は 大変興 味

深 い と思わ れ る ． そ こ で 今 回 ，
エ ス ト ロ ゲ ン リ セ ブ

タ
ー

くe st r o g e n r e c e pt o r くE Rll 陽性乳癌 M C F －7 腫瘍 を

ヌ
ー

ド マ ウ ス に 移植 し
， 各種 の ホ ル モ ン に よ る 内分泌

療法 を行い
ト 腫瘍増殖 ， 細胞動態

，
E R

，
王G F －1 に 及ぼ

す 影響に つ い て検討 し た ．

材料お よ び 方法

工 ． 実験動物

実験動物 中央研究所由来の B A L B I
I
c n ul n u 雌 マ ウ

ス く日 本ク レ ア ． 東京1 を金沢大学医学部付属動物 実験

施 設の アイ ソ ラ ッ ク 内で
， 滅菌水 と オ リ エ ン タ ル 固形

飼料くオ リ エ ン タ ル 酵母 ， 東京1 を投与 し飼育 した ， 実

験開始時の マ ウ ス の 体重 は 20 g 前後
，
週令は 6 へ 7 週

e o s in st a in in g i I G F ．1
，

in s u l in 1ik e g r o w th

p e r o xid a s e an ti－

p e r O X id a s e i P B S
， p h o s p h at e

r ad ioi m m u n o a s s a y ニ T A M
，

t a m O X if e n ニ T d
，

と した ．

工I ． 移植腫瘍

E R 陽性 ヒ ト乳癌培養細胞 くM C F － 71 く慶応 大学医学

部久保 田講 師よ り供 与I I x lO
7

個を10 ％牛胎児血清と

ペ ニ シ リ ンノス ト レ プ ト マ イ シ ン10 0 単位 を含む培養液

R P M エー1 6 4 0 0 ． 5 m l に 浮遊 さ せ
，

ヌ ー ド マ ウ ス 背側皮下

に 接種 した ． 毎週 1 回，
E P ホ ル モ ン ． デ ポ ー く1 叩

－ e S t r a d i ol d ip r o pi o n a t e l m gl m l
，

お よ び1 7 a
－h y d r o x ．

y p r o g e s t e r o n e c a p r o a t e 5 0 m gJ m l ， 帝 国臓 器 社
， 東

京う0 ． 1 m l を大腿筋 肉内 に 注射 し
，
腫瘍 の 増殖 を促し

た ． 増殖 した腫 瘍を ヌ
ー

ド マ ウ ス か ら 摘 出 し
，
2 m m

角の 塊 と し
，

そ の 2 個 を T r o c a r 針 を 用 い て受供用

ヌ
ー

ド マ ウ ス の 両 側 背側 皮下 に 移植 し
，

E P ホ ル モ

ン ． デ ポ
ー

0 ． 1 m l を 毎週 1 回筋注 し腫 瘍増 殖を 促し

た ． 移植 さ れ た膿瘍 が対 数増加 す る28 日目 に 次 に示 す

内分泌 療法 を行 っ た ．

m
． 内分 泌療 法

マ ウ ス を無作為に 分 け
，

以 下の 3 群 を作成し た ．

第 1 群 くE 2群1 二 1 7 P ． e s t r a di ol d ip r o pi o n at e くEd

くSi g m a 社 ，
S t ． L o u is

，
M O

，
U S A l 原末 1 m g をゴ マ 油

1 m l に 溶 解 して
，
5 m gノk g 毎週 1 回筋注 した ．

第 2 群 くT A M 群1 ニ T a m o xif e n くT A M l tI ． C ． I ．

フ ァ
ー マ 社

，
L o n d o n ，

E n gl an dl 原 末 1 m g を ゴ マ 油

1 m l に 溶解 し て
，
5 m gl k g 毎週 1 回筋注 し た ．

第 3 群 く対照葺約 二 無処 置と して E 2 群
，
T A M 群の 対

照と した ．

治療開始時 よ り遇 3 回
，

ノ ギス を用 い て膿瘍の長径

と 短径 を計測 し た ． ま た
，

3 週 間 の 内分泌療法後 ， 各

群の ヌ ー ド マ ウ ス を任意 に 二 分 し ，

一 方 は 5 － B r o m o
一

－ 2
，

－ D e o x y u ri di n e くB rd UlくSi g m a 勧 20 m glk g を腹腔内

に 注射 して 1 時間後 に採 血 し ， 屠殺後直ち に 腫瘍を摘

出 し そ の 湿 重 量 を 測 定 し た ． E th yl e n e d ia m in e

t e t r a a c e ti c a c id くE D T A l を含 む ス ピ ッ ツ に 採取した血

液 は 直 ち に 5
，
0 0 0 g ，

1 0 分，
4

0

C の 条 件 下 で 遠心 機

くK U B O T A 51 0 0 丸文通商
，
東 刺 で血 清を 分離し

，

－

8 0
0

C で凍結保存 し血 中IG F －1 測定 に 供 した ． 腫 瘍はそ

の
一 部 を70 ％ エ タ ノ

ー ル に 固定 し，
フ ロ

ー サイ トメト

リ
ー くFl o w c yt o m e t r y くF C M lいこよ る S 期細胞率の測

定に 供 し
， 他の 部分 は－80

0

C に保 存 し酵素免疫測定法

くe n z ym e
－ h m u n o a s s a y くE 瑚 いこ よ る エ ス ト ロ ゲ ンリ

セ ブ タ
ー

くe st r o g e n r e c e p t o rくE Rll の 測 定
，

ラ ジオイム

f a ct o r － 1 ニ N G S
，

n O r m al g o a t s e ru m 三 P A P
，

b u f e r e d s al in e 三 r
，

C O rT elati o n c o e fficie n t 芸 R n ，

t u m o r d o u blin g t in 1 e 三 T G F －

a
，

t r a n Sf or m in g

g r o w t h f a ct o r －

a i T G F － P ， t r a n Sf or m in g g r o w th f a c t o r － P



ヒ ト乳癌腫瘍 くM C F －71 に お ける免疫反 応性 工G F －1 に つ い て

ノア ツ セ イ くr ad i oi m m u n o a s s a y くくRl封J に よ る I G F －1

の測定 に供 した ． 他 の
一 方は

3
H － チ ミ ジ ン く

3
H － th ym i －

d in e
， 特 異 活 性 くs p e cifi c a cti vi tyI 2 3 ． 6 C il m m ol

，

A m e r s h am B u c k in gh a m s hi r e ，
L o n d o n ， E n gl a n dlI 50 JL

Cil k g を腹腔 内注射 し ，
1 時間後 に 屠殺 し

，
直 ち に 腫

瘍を摘出 しそ の 湿重量 を 測定 し た ． そ の 腫 瘍 を 2 分

し
，

一 方は
－ 8 0

0

C に 保存 し
，

エ ス ト ロ ゲ ン リ セ プ タ
ー

免疫細胞化学測定法 くE R ．i m m u n o c yt o
－

C h e m i c al a s s a y

くE R ．I C A II お よ び E R －I C A と
3
H － チ ミ ジ ン オ ー ト ラ ジ

オグラ フ イ
ー

く
8
H －th ym id in e a u t o r a di o g r a p h yl に よ る

2 重染色に 供 し ， 他方 は10 ％中性緩衝 ホ ル マ リ ン に 固

定後 ，
工G F － 1 染色 ，

お よ び 1G ト1 と 刊 ． チ ミ ジ ン オ ー

トラ ジオ グ ラ フ イ
一 に よ る 2 重染色に 供 した ．

N ． 治療効果 の 判定

1 ． 推定腫瘍重量 くe sti m a t e d tu m o r w e i gh t
，
E T W I

N a tio n al C a n c e r h s tit u t e くN ． C ． り プ ロ ト コ ー

ル
18I

に 準 じ
，
各腫瘍毎 に

推定腫瘍重量 二 長径 X 短径
2

－ナ 2

を計算し ， 各群毎 に 平均推定腰 瘍重量 を 求め
，

治療 開

始後の 日数毎 に プ ロ ッ ト し ， 腫瘍 の 増 殖 曲線 を 求 め

た ．

2 ． 治療終了 時の 実測膿瘍 重量

摘出した 腫瘍 は眼科 用 ハ サ ミ で脂肪組織 ， 線維組織

を可及 的 に 除去 し
，
腫瘍 の湿重 量 を測定 し た ．

3 ． 腫瘍倍加時間 くt u m o r d o u b l in g t 血 e
，
T dl

C ol血 s ら の方法
糊

に 従 っ て
，
次式 に よ り腫瘍倍加時

間を算出 した ．

T d ニ t h 21くlm V rl n V 。I

t こ 内分泌療法期間 く21 別

V
t
こ 2 1 日目の 推定腫瘍重量

V d 治療 開始 日 の 推 定腫 瘍重量

V ． D N A I n d e x くDII と S 期 分 画 くS p h a s e

h c ti o n
，
S P FI

70 ％ エ タ ノ ー ル で 固定 し た組織片 を
，
0 ． 5 ％ p e p 血

S Ol u ti o n くp H l ． 5I に て3 7
0

C ，
2 時間酵素処理 し

， 約 2 x

l O
6

個 の 単 離細 胞 と し た ． 2 N H C l に て3 0 分 間
，

N a 2B
4
0 7 に て10 分間中和 した後 ，

0 ． 0 1 M リ ン 酸緩衝生

理食塩水くp h o s p h a te b u ff e r e d s al in e
，
P B SJ p H 7 ． 2 で 二

回洗浄 した ． 次 に0 ． 5 ％ T w e e n
－ 2 0 くSi g m a C h e m ic al

C o ．
， S t ． L o u is

，
M O ， U S A l お よ び0 ． 5 ％正 常 山羊血 清

くn o r m al g o a t s e ru m
，
N G S l を含 む P B S l m l で15 分間

再浮遊 し た 後 ，

一 次抗 体 と し て 抗 B rd U 抗体 くa n ti －

B rd U m o n o cl o n al an tib c d y ，
鮎 c t o n D ik in s o n 血 m u n

－

CX Iytc c h e mi s t ry S y st e m
，

M o u n t a in V i e w
，
C A

， U S A l

6 0 3

1 0ノバ を入 れ
，
室温 で60 分間処置し た ． そ の後 ，

0 ． 5 ％

T w e e n －2 0 を含 む P B S で 15 分間 二 回洗浄 した 後 ，
二 次

抗体 と し て FI T C c o nj u g a t e d g o a t a n ti－

m O u S e I g G

くC a p p e lニ C o o p e r Bi o
－

m ed i c al h c ． M al v e m
，

P A
，

U S A l l O JL l を 含む P BS で60 分間浮遊 し た ． P B S で 2

回 洗 浄 し た 後 t
D N A 染色の た め ，細胞 は p r o pid i u m

ic d id e くP rd l
，
S ig m a C h e m ic al C o ．

，
U S A 1 2 0 gl m l を含

む P BS 4 m l で30 分以上 再浮遊 し た ． そ の後 ． 細 胞 は

4 叫 ナイ ロ ン メ ッ シ ュ で 濾過 し
，

F C M で 分 析 した ．

尚 ， 脾細胞 を 二 倍体 くdi pl oiの の 対 照と し て 用 い た ．

F C M は
，

E P I C S － C くC o ult e r C o ．
，

fB al e al 1
，

F L A
，

U S Al を使用 した ． 1 検体に つ き 1 万 個以上 の細 胞 を

測定 し
， 癌細胞 の G 。G l p e a k と牌細胞の G お．p e a k の

比 を D N A h d e x くDD と し．
D I ニ 1 ． 0 を 二 倍体 ， それ 以

外の も の を異数倍数体 くan e u pl oidl と した ． S 期 分画

は bi v a ri a t e B r d U I D N A di st ri b u ti o n よ り算出 した ．

V l ．
E I A 法 に よ る E R の 測 定

1 ． C 舛 O S Ol の調整

－

8 0
0

C に 凍結保存 した腫瘍組織 を細切 し
，

7 倍量の

ホ ル モ ジ ネ ー ト用 緩衝液 L ト リ ス 塩酸緩衝液 くト リ ス

ー ヒ ド ロ キ シ メ チル ー ア ミ ノ メ タ ン 1 0 m M
，

エ チ レ ン

ジ ア ミ ン 四酢酸 ニ ナ トリ ウム 1 m M
，

ア ジ化 ナ ト リ ウ

ム 3 1 n M
．

チ オ ブ リ セ ロ
ー

ル 1 2 皿 M
，

グ リ セ ロ
ー ル

1 0 ％， 塩酸 に て p H 7 ．4 に 調整 Iコ を加 え
，

4
0

C
，

1 5秒

間 ， 3 回 ， 各45 秒 間 の休 止期 を 置き ホ モ ジ ナ イ ズ し

た ． こ の ホモ ジ ネ ー トを超遠心分離機 で50 ， 0 0 0 g ，
4

O

C
，
6 0 分間遠心 し

，
上 清 を細胞質分画くC y t o s oll と して

得 た ． 紫外吸光測定で 細胞質分画蛋白濃度 2 へ 3 m gノ

m l に な る よう に 上 記の ホモ ジ ネ ー ト周 緩 衝液 に て希

釈 した ． こ の希 釈細胞質分画 を次の 操作 に 移す と 共に

L o w 叩 法 に よ る蛋 白定量 に 供 し た ．

2 ． 測定法

測定 は A B B O T T E R － E I A m o n c c l o n al k it くA b b ott

L ab o r a t o ri e s
，
N o rth C h i c a g o

，
I L

，
U S A l を用 い て 行 っ

た ． 各濃度の E R 標準液 く0 ，
5

，
2 5

，
1 0 0

，
2 5 0f m oll m lJ

2 0 0ノJ l ず つ を
，
反応 ト レ イく以 下 ト レ イ と略 す る1 の 各

穴 に 分注 し
， 順 に 検体希釈用 緩衝 液10 叫 1

，
さ ら に 検

体ま た は E R コ ン ト ロ
ー ル 液10 0 声l ずつ を分注 した ．

E R 抗体 ビ ー

ズく以 下 ビ ー

ズと 略す る1 1 個 を ト レ イ の

各穴に い れ ， ト レ イ を シ ー ル で お お い
，

5
0

C で 1 8 時

間 ，
1 回 目の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た ． 反 応液 を

吸 引除去し
，

ビ ー ズ を蒸留水 で 洗浄し ． く5 m l
，

2 回1 ，

直 ちに E R 抗体 － ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ20 叫 1 を各穴 に 加

え
，

ト レ イ を シ ー ル で お お い
， 3 7

q

C
，

1 時間 ，
2 回 目

の イ ン キ ュ ベ
ー

シ ョ ン を行 っ た ． 再度反応液 を吸 引除

去 し
，

ビ ー

ズ を洗浄 し
， く5 m l

，
2 回ン， 直 ち に ビ ー ズ を



6 0 4 小 矢

酵 素反応用 試験管 に移 し
， 調整 した 基質液 く0 ． 0 2 ％過

酸化水素 5 m l に オ ル トフ ユ ニ レ ン ジ ア ミ ン ニ 塩酸 塩

15 m g1 3 0 0 〆1 を ビ ー

ズ の 入 っ た 試験管 に 加 え ， 室温で

30 分間 ，
3 回目の イ ン キ ュ ベ

ー

シ ョ ン を行 っ た ． 1 N

硫酸 1 m l を す べ て の試験管 に 加 え
，
酵素反応 を停止 さ

せ た後
，

サ ン プ ル ミ キサ
ー

で 十分 に 混和 し た ． 蒸留 水

を ブ ラ ン ク と し て ゼ ロ 調節 し
，
波長 492 n m で 吸光 度

を測定 した ． 標 準 曲線 を作 成 し ， 検体 の 吸光度か ら

E R 量 げm olノm ll を読み 取り ， その 値 を 2 倍 し て E R

量 と した ． 検体の E R 畳 げm olノm D を検体の 蛋白濃度

で 除 し
，
単位蛋白 当りの E R 量 tf m oll m g

．

p r o t e in l を

求 めた ．

m l
．

R I A 法 に よ る 血 中 工G f
l

－ 1
， 腫瘍組織 I G F － 1 の

測定

血 中 IG F －1
， 腫 瘍組織 IG F －1 の 測定 は S o m a t o m －

ed in － C R ad i oi m m u n o a s s a y K it くN ic h oI s h s tit u t e

Di a g n o stic s
，
S z u l J u a n C a pis t r an 0 ， C A 9 2 6 7 5 ，

U S Aナ を

用い て 行っ た ．

1 ． 血中 I G F ． 1

e へ 囲の 番号 を 記 し た 試験 管 を用 意 して 0 ， 魯 を

ト
ー

タ ル カ ウ ン ト測定用 ， e 旬 囲は標準曲線製作用 に

使用 した ． 試験管e ． せ に O m U ノm l 標準 ソ マ ト メ ジ

ン C 溶液 を50 JL l ずつ と り ， C9 ， 6 1 に 7 m U l m l 標準 ソ

マ トメ ジ ン C 溶液 と
， 順次魯 ， 硯ま で の試験管 に そ れ

ぞ れ標 準ソ マ トメ ジ ン C 溶液 を5 0ノ上1 ずつ 秤 取 した ．

ソ マ トメ ジ ン管 理血 清 お よ び検体 は あら か じめ 緩衝液

げBSl を用い て20倍 に 希釈 し
，
次 い で 1 希釈 検体 に っ

き 2 本ずつ の 試験管を準備 し
， 魯以降の 番号 を記入 し

て 各希釈検体 を50ノJ l ず つ 秤取 した ． 以降の 試験管 に

緩衝液250 ノバ ずう 加 え
，
さ らに ソ マ トメ ジ ン C 抗血清

溶液 を100 声1 ずつ 加 え ミキ サ
ー で 混和 した ． 室温 で 1

時 間イ ン キ エ ペ ー

卜 し ， す べ て の 試験管 に
125
王 様 識 ソ

マ トメ ジ ン C 溶液 を100 〆 ずつ 加 え ，
ミ キ サ ー を 用 い

て 泡和 した ． 5
0

C で2 4 時間イ ン キ エ ペ ー

卜 し
， e 以 降

の 試験管 に 第 二 抗体溶液 を5 叫 ずつ 加 え
，

ミキ サ
ー

を

用い て 演和 した ． 5
0

C で 1 時間イ ン キ エ ペ ー

卜 し ， 母

以降の 試験管 に 沈澱安定剤 溶液 を20ノJ ずつ 加 え ， ミ キ

サ ー を用 い て 溝和 した ． 5
凸

C で 1 時間イ ン キ ュ ベ ー

卜

し
，
3 ． 0 0 0 r ． p ． m く2 ，

0 0 0 x gl で 冷却遠心分離 し
， 速や

か に 上 滑 を吸引 除去 し た ． シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン

タ
ー

く84 － ウ ェ ル オ
ー

ト ガ ン マ カ ウ ン タ ー

，
A l o k a 社

製
，
東京1 を用 い て ， 各試験管 の 放射能 を測 定 した ．

O m ロノm l 濃度の 標準ソ マ トメ ジ ン C 溶 液 の 平均 カ ウ

ン ト数 を算出 し， 各標準 ソ マ トメ ジ ン C 溶液 お よ び検

体 の BノB o ％ を算 出した ．

BI B 。く％I ニ 各試験管 の カ ウ ン ト数 ＋ O m U l m l

濃度 の 標準 ソ マ ン ドメ ジ ン

C 溶液 の 平 均カ ウ ン ト数 X l OO

片対数 グ ラ フ 用紙 の対 数目盛り く横 軸1 に 標準ソ マ

ン トメ ジ ン C 溶液を と り ，
ま た 整数 目盛 り く縦軸1 に

BノB o ％ をと っ て
， 各標準 ソ マ ン トメ ジ ン C 溶液の Bノ

B o ％ を プ ロ ッ ト し
， 標 準曲線 を作成 した ． 標準曲線に

検 体の BノB o ％ をあて は め て
， 検 体中の ソ マ ン トメ ジ

ン C 濃度 を読 み取 っ た ． 上 記 の読 み値 よ り
，

ソ マ トメ

ジ ン C の 血 中濃度 を次 の よう に算 出 した ．

ソ マ ト メ ジ ン C くU ノm りこ 読 み値 X 20 ＋1
，
0 00

2 ． 組織 中 I G F － 1

組織 重量約0 ． 5 g を水冷下で 細切 し
，

リ ン 酸緩衝生

理食塩 水 に て ト リボ ロ ン ホモ ジナ イ ザ
ー

を用 い て ホモ

ジナ イ ズ し
，

4 t l O O
，
00 0 r ． p ． m l 時間超遠心を行っ

た ． そ の 上清 を上 述の 血 中1G F －1 と同様 の方法で測定

し
， 組織 1 g 量で算 出 した ．

V肌 E R －I C A 及 び E R －I C A と
3

H ， チ ミ ジ ン オ
ー

トラ

ジ オ グ ラ フ イ
一

に よ る 二 重 染 色

E R －I C A は A B B O T T E R －1 C A m o n c xIlo n al kit

くA b b o tt L al 1 0 r at O ri e sl を用い て行 っ た ． 凍踪保存した

腫 癌 組 織 を C r y o st a t くTi s s u e
－ T e c II

，
M n e s 社 ，

E lk h a rt
，
U S A いこ て厚 さ 4 旬 6 Jバ こ薄切 し

，
リ ジン膜

加 工 した ス ライ ド グラ ス に の せ
，
3 ． 7 ％ ホ ル マ リ ン を

含む0 ． 0 1 M P B S p H 7 ． 2 中で15 分間固定 した ． P B S 槽

で 5 分間放置 し た後 ，
ス ライ ド グラ ス を－15

〆 －
－ノ

■－ －

25
0

C

の メ タ ノ
ー

ル くm e th a n oll 中に 4 分 間，

－

1 5
ヘ ー25

C

C

の ア セ ト ン くa c e t o n el 中 に 1 分間浸 し ， 非特異的反応

を抑 え
，
P B S 中で 5 分間の洗浄 を 2 回 ， 行 っ た 一 次に

正 常 山羊血 清 くn o r m al g o a t s e ru m l を滴下 し15 分軌

湿 箱 中 で 反 応 さ せ た 後 ，

一

次 抗 体 くa n ti － E R r at

m o n o cl o n al a n tib o d yl を滴下 し
，
3 0 分間

，
湿箱中で反

応さ せ た ． P B S 槽 で 5 分間 ，
2 回 の 洗浄 を行い

， 架橋

抗体 くg o a t an ti ．

r a t a n tib c xl yl を滴下 し
，
3 0 分間 ， 湿箱

中で 反応 させ た ． P B S 槽 で 5 分間
，

2 回 の 洗浄 を行

い
，
P A P 複合体くp e r o xid a s el r a t a n ti p e r o xid a s el を滴

下 し
，
3 0 分間湿箱中 で 反 応さ せ た ． P B S 槽 で5 分臥

2 回 の洗浄 を行 い
．
d i a m in o b e n zid in e くD A Bl 液を5 分

間反応 させ た ． 流水 中で 5 分 間洗浄 した後 ，
1 ％くV ノ

Vl ハ リ ス へ マ ト キ シ リ ン くH a r ri s H e m at o x yl in1 液で

5 分間核 染色 を行 っ た ． 流水中で 5 分間洗浄した後．

9 5 ％ エ タ ノ ー ル くe tb 皿 011 槽 中 に 2 分 間 ず つ 2 臥

1 0 0 ％ エ タ ノ ー ル 槽中 に 2 分間ずつ 2 回 ， 更 に キ シ レ

ン くx yl e n el 槽中 に 2 分間ずつ 2 回 浸 し ， 脱水
，
透徹を



ヒ ト乳癌腫 瘍 くM C F － 71 に お け る免疫反応性 王G ト1 に つ い て

行い
，

マ リ ノ ー ル くM a 血 0り に て 封入 した ． そ の 評価 は

400 倍の視野で 鏡検 し
，

一

検体 に つ き1 ， 00 0 個 の癌細胞

を数え ，
D A B に よ る 特異的核 染色 の 有 無 に よ り E R

陽性， 陰性細胞に 分け
，

E R 陽性細胞率 く％1 ニ E R 陽性細胞数 十1
，
00 0 X l O O

を計算 した ．

E R rIC A と
3
H － チ ミ ジ ン オ

ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ イ
一

に

よ る 二 重染 色 は
，

上 述 の E R 一工C A の 操 作 の う ち
，

D A B 滴下後 の水洗 ま で の 操作 を同様 に 行 っ た ． 次 に

スライ ドグラ ス を37
0

C に て乾燥後 ， 4 0
0

C に加 温 した感

光乳剤に 約 3 秒間
， 静 か に 浸 し くm p画1 g 法L 室温 で

1 時間乾燥後
，

シ リ カ ゲ ル くsili c a g e11 と 共に 暗箱室 に

いれ
，

4
0

C
，

3 週間の 露出 を行 っ た ． 露 出の 終 了し た

スライ ドグラ ス を C o n d ol ． X で2 0
0

C ，
5 分間現象し

，

C o nifi x で1 0 分間定着
，
30 分間水洗後 ，

10 ％くVI Vl ハ

リス へ マ ト キ シ リ ン 液 に て 核染色 し
，

そ の 後 は上 述の

E R 染色と 同様 に脱水 ， 透徹 ， 封入 を行 っ た ． そ の 評

価は400 倍の 視野で 鏡検 し
，

－ 検体 に つ き1
，
0 0 0 偶の 癌

細胞 を数 え
，

D A B に よ る 特異 的核染色 の 有 無 に よ り

E R 陽性細胞
，
E R 陰性細胞 に分け ， 更 に それ ぞれ に つ

い て核 に 鍍粒子1 0個以 上 を み る も の を
3
H － チ ミ ジ ン 標

識細胞と した ．

3
H サ ミ ジ ン 標 識 細 胞 指 数 く

3
H －th ym id in e l a b el in g

b d e xI く％1 ニ
3

H － チ ミ ジ ン 標識細 胞数 ＋1 ， 0 0 0 X l O O

E R 陽性細胞 の
3
H － チ ミ ジ ン 標 識細胞 指 数 円山h y

－

m id in e l al 1 el in g in d e x of E R p o siti v e c ells H ％1 ニ

E R 陽性
3
H － チ ミ ジ ン 標識細胞数＋ E R 陽性細胞数

X l OO

E R 陰性細 胞 の
3
H － チ ミ ジ ン 標識 細胞 指 数 く

3

H －th y
－

mi d in e l a b el in g in d e x of E R n e g ati v e c ell sI

く％1 ニ E R 陰性
3

王i － チ ミ ジ ン標識細胞 数 ＋ E R 陰性

細胞数 X lO O

を計算し た ．

旺 ． 工G F － 1 染色お よ ぴ I G F － 1 と 刊 － チ ミ ジ ン オ
ー

ト

ラジ オ グ ラ フ イ
一

に よ る 二 重 染色

ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン包埋 腫瘍組織 を ， 厚 さ 5

月 m で連続で 数枚薄切 し た ． 脱 パ ラ フ ィ ン 後 ． 内因性

ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ活性 を除去 する た め
，

0 ． 3 ％過 酸 化

水素メ タ ノ ー ル 液30 分 間浸 し ，
P B C 液 で 5 分 臥 2 回

洗浄し た後， 免疫染色 は ア ピ ジ ン ビ オ チ ン ペ ル オ キ シ

ダ ー

ゼ 複 合 体 法 くa v id i n－bi o t in p e r o xid a s e c o m p e x

m e th e d
，
A B C m e th od J に 従い

，
V e c t a st a in A B C k its

くV e c t o r L a b ．
，
h c

． ， B u rlin g am e
，
C A

，
U S A l を用 い て

行っ た ．

一

次抗体 は ポ リ ク ロ
ー

ナ ル ヒ ト 工G F ．1 抗体

605

くa m in o a c id s l t o 7 0
，
I G F ．1

，
K a b ig e n A B

，
S tt x k h o

一

lm
，
S w ed e nンを1

，
0 0 0 倍に 希釈 し て用 い た ． 即 ち

， 非特

異的反応を抑 え るた め湿箱中で正 常山羊血 清を 滴下し

15 分間
， 湿箱 中で反 応さ せ た後 ，

鵬 次抗体 を滴下 し
，

3 時間湿箱 中で反応さ せ た ． P B S 槽で 5 分間 ， 2 回 の

洗浄 を 行 い
， 架橋 抗 体 くbi o tyl at e d g o at an ti － r a b bit

肌 tib d yI を滴 下 し
，
3 0 分間湿 箱中 で 反応 さ せ た ．

P B S 槽で 5 分間
，

2 回の 洗浄 を行い
， A B C 複合体 を

滴下し
， 3 0 分間湿箱申で反応 さ せ た ． P B S 槽で 5 分

間
，

2 回の 洗浄 を行い
，
D A B 液を 5 分間反応 させ た ．

流水中で 5 分間洗浄後 ， 1 ％ くV ハり ハ リ ス へ マ ト キ

シ リ ン くH a r ri s H e m a t o x yli nJ 液 で 5 分間核染色 を行 っ

た ． 流水中で 5 分間洗浄後， 95 ％エ タ ノ
ー ル 槽中 に 5

分間ずつ 2 回
，
1 0 0 ％エ タ ノ ー ル 槽中 に1 0 分 間ず つ 2

臥 更 に キ シ レ ン槽 中に10 分間ずつ 2 回浸 し
，
脱 水

，

透徹 を行い
，

マ リ ノ ー ル に て 封入 し た ． そ の 評価 は

E R －1C A と同様 に 鏡検 に て ，

一

検体 に つ き1
，
0 0 0 個 の

癌細胞 を数え
，

D A lヨ によ る特異的細胞 質染色 の 有無

に よ り IG F －1 陽性細胞 ，
工G F －1 陰性細胞に 分 け

，

I G F －1 陽性細胞率 く％，ニ

工G F － 1 陽性細胞数＋1
，0 0 0 X lO O

0 7 川 2 1

Da y s a fte r in it ia l t re a t 皿 en t

F ig － 1 ． C h a n g e s o f th e e s t 血 at ed t u m o r w ei g h t s

in E 2，
T A M

， a n d c o n t r ol g r o u p s 二 F j q ユ

E 2 g r O u p くn ニ 36 巨 書
一

専 ， T A M g r o u p くn
こ 3 61 ニ

0 － 0 ，
C O n t r Ol g r o u p くn 二 2 81 ．

ホ

， P く0 ．0 5
，

り

，

p く0 ．0 1 c o m p a r e d w ith c o n tr ol g r o u p ．
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を計算 した ．

1 G F －1 染色 と
3
H － チ ミ ジ ン オ

ー

トラ ジ オ フ ラ フ ィ
ー

に よ る 二 重染色 は
，

上 述 の E R －I C A と
3
H － チ ミ ジ ン

オ ー ト ラ ジオ フ ラ フ ィ
ー

に よ る 二 重染色 と 同様 に 行 っ

た ． その 評価 も 同様 に400 倍 の 視 野で 鏡 検 し
，

－

検 体

に つ き1
，
0 0 0 個の 癌細胞 を 数え ，

D A B に よ る特 異的細

胞質染色の 有無 に よ り IG F －1 陽性細胞 ，
1 G F－1 陰性細

胞 に 分 け ， 更 に それ ぞ れ に つ い て核 に 銀粒子1 0 個以 上

を み る も の を
3
住 チ ミ ジ ン 標識細胞 と し

，

工G F －1 陽 性 細 胞 の
3
H － チ ミ ジ ン 標 識 細 胞 指 数

く
3
H ．th ym id in e l ab el in g in d e x of I G F － 1 p o sitiv e

c eu s H ％1 ニ I G F －1 陽性
3
H － チ ミ ジ ン標識細 胞 数 ＋

IG ト1 陽性細胞数 X lO O

工G F tl 陰 性 細 胞 の
3
H － チ ミ ジ ン 標 識 細 胞 指 数

く
3
H －t h ym id in e l a b el in g in d e x o f I G F －1 n e g a tiv e

c ell s H ％1 こ I G F －1 陰性
3
H－チ ミ ジ ン標識 細胞 数 十

IG F －1 陰性細胞数 X lO O

を計算 し た ．

X ． 統計学的処理 方法

本 実験 の 成績 は す べ て 平 均 士 標 準 偏 差 くM e an 士

S ． D ．I で 表 し た ． 2 群 間 の 平 均 値 の 差 の 検 定 に は

S t u d e n t
，

s t テ ス ト を 用 い
， p く 0 ． 0 5 を有 意 の 差 と し

た ．

成 績

工 ． 腰 痛増 殖

推定腫瘍重量は
，
対照群 に 比 して E 2 群 が 8 日 目 で

有意 に 増加 し ，
T A M 群 が 5 日 目 に 有意 に 低下 し た

く図 1 ト また
．
2 1 日 日の 腫瘍湿重 量 は対 照群 に 比 して

E 3群が 有 意に 大き く くp く0 ． 0 1I ，
T A M 群 が 有 意に小

さ か っ た くp く 0 ．0 りく表 い ． 腫瘍倍加 時間 は 対照群 に

比 し て E 2 群が 有意 に 短縮 し くp く0 ． 0 11 ，
T A M 群が有

意 に 延長 し た くp く0 ． 0いく表 1 1 ．

II ． 細胞動態

3
H － チ ミ ジ ン 標識細胞指数 は対照群に 比 して E 2 群が

有意 に 高く くp く0 ． 0 51 ，
T A M 群が 有意 に 低か っ た くp

く0 ． 0 引 ． S 期分画 は対照群 に 比 し て E 2 群 が有意の増

加 を認 め た が くp く0 ． 0 51 ，
T A M 群 は対 照群 と差 を認め

な か っ た ． ま た
，

D N A in d e x は各群 間 に 差 を認 めな

か っ た く表 21 ．

HI ． 腫瘍の 病理 組織

対 照群 の 腰 瘍 は 充実性 の 胞 巣 を形成 し て い た く図

21 ． E 2群 の腫瘍 は対 照群 に 比 べ 核 分裂 像が 多く
， 中心

壊死 を認 め たが
，

そ の他 は対照 群 の それ と ほぼ 同様の

所見 で あり く図3 1 ，
T A M 群 の腫瘍 は細胞が 変性し

，

空胞が 多く認 め ら れ た く図4 1 ．

N ．
E R 値 と E R 陽性細胞率

E R － EI A に よ る E R 値 は E 2 群 ，
T A M 群 と も に対照

群 に 比 して有 意に 低 く くp く0 ．0 1I ， 特 に E 2 群 で は測定

下 限に 近い 低 値 を示 し た ． E R －I C A に よ る E R 染色

は
， 核 に の み種 々 の程度 に 染色 され たが ，

E 2 群で は2

個 の 腫瘍 に の み 僅か な陽性細 胞 を認 め た ． 即 ち ，
E R

陽性細胞率は
，
E 2 群が 対照群 に比 して 有意 に低値を示

した が くp く0 ． O 11 ，
T A M 群と 対照 群 は有意の 差を認め

な か っ た く表 3 1 ．

V ． 血 中 1 G F － 1 備 ， 腫瘍内 I G F － 1 値 ，
1 G f

l
．1 陽性

細胞率

T a bl e l ． I nfl u e n c e of h o r m o n al a g e n t s o n t u m o r w e ig h t s a n d t u m o r d o u b li n g ti m e

A g e n ts E s ti m a t e d t u m o r w ei g h t s くm gl W e t t u m o r w ei g h t s くm gl T u m o r d o u b li n g ti m e くd a yl

E z 7 6 1 士26 0 く36つ
－

T A M 2 5 9 士10 5 く36つb

C o n t r o1 4 7 3 士18 5 く28l

6 1 5 士21 4 く36つ
－

9 ．7 士3 ．4 く36つ
－

2 6 9 士10 2 く36う
b

2 2 ． 7 士1 3 ．7 く36つ
b

4 1 9 士1 6 1 く28つ 1 2 ． 9 土4 ． 1 く2 鋸

a

， P く 0 ．0 1 i n th e E 2 g r O u P V e r S u S th e c o n tr ol g r o u p ニ
b

， p く0 ．01 i n th e T A M g r o u p v e r s u s th e

c o n tr ol g r o u p こく 1 ．
N o ． of t u m o r s

T a bl e 2 ． l n fl u e n c e o f h o r m o n al a g e n t s o n c ell k i n e tic s

A g e n ts
コ
H － th y m id i n e l a b el in g i n d e x く％l S p h a s e f r a c ti o n く瑚 D N A i n d e x

E 2 3 0 ．5 士3 ． 6

T A M 1 5 ．3 士5 ． 3

C o n tr o1 2 2 ．3 士5 ． 0

よ

b

へ
l

ノ

へ
l

一

ノ

ー．

一
ノ

0
0

9

7

く

く

く

30 ． 8 土3 ． 9 く6つ
－

1 ． 7 0 士0 ． 0 1 く6つ

21 ． 4 士4 ． 6 く6つ 1 ． 6 8 士0 ． 0 3 くの

25 ． 6 士2 ． 0 く釦 1 ． 6 9 士0 ． 0 1 くの

a

， p く0 ．0 5 i n th e E 2 gr O u P V e r S u S th e c o n t r ol g r o u p i
b

， P く0 ．0 5 in th e T A M g r o u p

V e r S u S th e c o n tr ol gr o u p こく l ， N o ． of t u m o r s



ヒ ト乳癌腫瘍 くM C ト7J に お ける 免疫反 応性 工G F －1 に つ い て

Fig ． 2 ． M i c r o s c o pi c f in d in g of M C F ．7
，

Sh o w in g a

C a r C in o m a wi th t r a b e c u l a e a n d s m all n e s ts o f

p oly g o n al c e n s ． くH 8 tE h X 2 0 0 ，

F 短． 3 ． M i c r o s c o pi c f in d in g of M C F － 7 t r e at e d

wi th E 2
，

Sh o w in g m it o si s an d n e c r o sis くa r r o w l ．

くH 及即i X 2 0 0 ．

6 0 7

血 中 工G F － 1 値 は対照群 に比 して E 2 群 が有意 に 低く

くp く0 ．0 1J ，
T A M 群が 有意の差 を認め な か っ た ． しか

しなが ら
， 腰瘍内 IG F －1 値は

， 対照群に 比 べ E 2 群 が

有意 に 低く くp く0 ． 0 1J ， T A M 群が 有意に 高か っ た くp

く0 ． 叩 ．

一 方
，
工G F －1 染色は ， 細胞質 に 種々 の 強度 で

染色さ れ る が
，

そ の染色率は 対照群 に 比 し て E 2 群が

有意に 低く くp く0 － 0 1l ，
T A M 群が有意 に 高か っ た くp

く0 ． 0 1 H 表 4 ト

V L E R 染色 ，
I G F － 1 染 色及 び そ れ ぞ れ に お け る

3

H ． チ ミ ジ ン オ
ー

トラ ジ オグ ラ フ イ
一

里 一 チミ ジ ン の取 り込み は， E R 陽性細胞に 比 べ て
，

E R 陰性細胞 に 多く観察さ れく図5 1 ，
ま た

，
1 G ト1 陽性

細胞 に比 べ て
，
工G F －1 陰性細胞に 多く観察 さ れ た く囲

Fig ． 4 ． M i c r o s c o pi c f in d in g o f M C F －7 t r e a t e d

wi th T A M
，

S h o w m g mi c r o c y sti c d e g e n e r a ti o n of

t u m o r c e n くa r r o w l ． くH 盈El ニ X 2 0 0 ．

T a bl e 3 ． I n fl u e n c e of h o r m o n al a g e n ts o n e s tr o g e n r e c e p t o r l e v el

くE R － EI A l a n d E R p o si ti v e c ell r a t e

A g e n t s E R くf m o V m g
．

pI E R p o siti v e c ell r a t e く％l

E 2 1 6 ． 9 士3 ． 0 く13う
ー

T A M 5 1 ． 0 士1 5 ． 3 く8う
b

C o n tr o1 8 1 ． 8 士2 1 ． 1 く8l

0 ． 6 士1 ． 2 く8つ

21 ． 2 士5 ． 3 く9つ

23 ． 0 士5 ． 1 く7つ

れ

， P く 0 ．0 1 i n th e E 2 g r O u P V e r S u S th e c o n tr ol g r o u p i
b

， P く0 ．0 1 i n t h e

T A M g ro u p v e r s u s th e c o n t ro l g ro u p ニく I ，
N o ． of t u m o r s

T a bl e 4 ． I n fl u e n c e of h o r m o n al a g e n t s o n I G F －1 l e v el i n s e r u m a n d t u m o r a n d I G F －1 p o siti v e c ell
r a t e

A g e n t s I G F －1 i n s e r u m くUノm lI I G F －1 i n t u m o r くUJ gl I G F －1 p o siti v e c ell r a t e く％1

E 2 1 ． 1 8 士0 ． 1 3 く8つ
－

0 ． 6 6 士0 ． 1 4 く18う
ー

8 ． 1 士7 ． 6 く8つ
－

T A M l ． 4 6 士0 ． 2 2 く8つ 1 ． 4 0 士0 ． 3 6 く24フ
b

6 9 ． 5 士1 0 ． 1 く9つ
b

C o n tr ol l ． 5 0 士0 ． 1 6 く釦 1 ． 0 5 士0 ． 4 1 く14つ 25 ． 7 士1 0 ． 0 く7つ

A

， P く0 －01 i n th e E 2 g r O u P V e r S u S th e c o n t r ol g r o u p ニ
b

． p く0 ．01 i n th e T A M g r o u p v e r s u s t h e c o n t r ol

g r o u p ニく l ，
N o ． o f t u m o r s
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6 J ． T A M 群 と対照群に お い て
，

E R 陰性細胞 に お け

る
3
H － チ ミ ジ ン 標識細胞指数 は E R 陽性細胞 の そ れ に

比 べ
， 有 意 に 高 く くp く 0 ． 0 り，

E 2 群 で は 差 を 認 め な

か っ た ． さ ら にE 2 群は対 照群 に 比 べ て E R 陽性細胞 ，

陰 性細胞 と も
3
H － チ ミ ジ ン 標 識細 胞 指数 が 有 意 に 高

か っ た が くp く 0 ． 0 11 ，
T A M 群 で は 対 照群 に 比 し て

E R 陰性細胞の 与トチミ ジ ン標識細胞 指数 の み が有意 に

低 か っ た くp く0 ．0 引く表5 1 ．

F i g ． 5 ． E R ．i m m u n c c yt c xI h e m i c al 1 y st a in e d
3
H ．th y

－

mi d in e a u t o r a di o g r a p h y 二 T h e E R p o sitiv e c ell

w ith o u t
3
H －th ym id in e u pt ak e くa r r o w A l ，

T h e E R

n e g a tiv e c ell w ith
3
H －th y m id in e u p t a k e くa r T O W

Bl ． x 20 0 ．

崎

一 方
，
工G F －1 陽性細胞 ， 陰性細胞 に お ける

3
H － チ ミジ

ン 標識細胞指数 は 3 群 と も に 王G ト1 陽性 細胞 に 比べ

陰性細胞 で有 意に 高か っ た くp く0 ． 0 11 ． ま た ， 工G F tl 陽

性細胞 に お け る
3
甘 チ ミ ジ ン 標識細胞指数 は E 2 群が対

照群に 比 べ 有意 に 低くくp く0 ． 0 軋 T A M 群は対照群と

有意の 差 を認 め な か っ た ． 工G F ．1 陰性 細胞 に お ける

3

H ． チ ミ ジ ン標識細胞 指数 は 3 群 間で 差 を 認 め な か っ

た く表 6 1 ．

F ig ． 6 ． I G F －1 i m m u n o hi st o c h e m i c al 1 y st ai n ed
3

H －

th ym id in e a u t o r a d i o g r a p h y ニ T h e I G F －1 p o sitiv e

C e u W ith o u t
3

H － th y m id in e u p t a k e くa r r o w A l ，
T h e

I G F － 1 n e g a ti v e c ell w ith
8
H －t h ym id in e u p t ak e

くa 汀 O W Bン．
x 2 0 0 ．

T a b l e 5 ． I n fl u e n c e of h o r m o n al a g e n t s o n
3

H － th y m idi n e l ab eli n g

i n di c e s o f E R p o siti v e c ell s a n d E R n e g a ti v e c ell s

A g e n t s

3
H － th y m id i n e la b eli n g i n d ic e s く％l

E R p o si ti v e c e11 s E R n e g a ti v e c ell s

E 2 2 6 ． 0 士1 ． 4 く8つ
1

3 0 ．7 士5 ．8 く釘
－

T A M 8 ． 9 士2 ． 7 く9つ 17 ． 4 士5 ． 3 く9つ
b 亡

C o n tr o1 9 ． 7 士2 ． 8 く7つ 24 ． 2 士5 ． 0 く7つ
b

1

， P く0 ．0 1 i n t h e E 2 g r O u P V e r S u S th e c o n t r ol g r o u p i
b

， p く0 －01

i n th e E R p o siti v e c e lls v e r s u s th e E R n e g a ti v e c ells i
e

，

p く0 ．0 5 i n t h e T A M g r o u p v e r s u s th e c o n t r ol g r o u p ニく 1 ， N o ■

of t u m o r s

T a b l e 6 ． I n fl u e n c e o f h o r m o n al a g e n t s o n
3
H －th y m idi n e l a b eli n g

i n di c e s of I G F －1 p o siti v e c ell s a n d I G F －1 n e g a ti v e c ell s

A g e n ts

3
H － th y mi di n e l a b eli n g i n di c e s く％I

I G F －1 p o siti v e c ells I G F －1 n e g a ti v e c ell s

E 2 9 ．8 士6 ． 0 く8つ

T A M 1 2 ． 5 士5 ．1 くの

C o n tr ol 1 6 ． 7 士5 ． 2 く7つ

32 ． 5 士4 ． 9 く7つ

24 ． 3 士3 ． 2 く釦

28 ． 9 士7 ． 2 く7つ

札

， P く0 ．01 i n th e E 2 g r O u p V e r S u S t h e c o n tr ol g r o u p ニ
b

， p く0 ．01 i n

th e I G F －1 p o siti v e c ell s v e r s u s th e I G F rl n e g a ti v e c ell s ニく 1 ，

N o ． o f t u m o r s



ヒ ト乳癌腫瘍 くM C F －7I に お け る免疫反応性 1G F －1 に つ い て

軋 E R 陽性細胞率と I G F － 1 陽性 細胞率の 関 取 及

び 判 ． チ ミ ジ ン標 識細胞指数 と 柑 F － 1 陽性細胞

率の 関係

各腫瘍毎のE R 陽性細胞率，
工G F －1 陽性細胞 率 を グ

ラ フ上 に プ ロ
ッ ト し ， その 相関関係 を検 討す る と

， 対

照群 に お い て 有 意な 正 の 相 関 を 認 め た が
，

E 2 群 と

T A M 群で は 有 意 な関 係 を 認 め な か っ た く図 7 ト ま

た
，
各腫瘍毎 に

3
汁 チ ミジ ン 標識細胞指 数と 工G F － 1 陽

性細胞率 を グラ フ上 に プ ロ
ッ ト し

，
その 相関関係 を検

討す ると
， 全体 と し て有意 な逆相関 を認 めた 個 8 1 ．

考 察

乳癌は ホ ル モ ン 依存性癌の
鵬

つ と し て知 ら れ て い る

が
， 特に エ ス ト ロ ゲ ン レ セ プ タ ー くe st r o g e n r e c e p t o r

，

60 9
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r申e s くXI an d

3

H －th ym id in e l a b e l in g in d e x くり こ

EL E 2 g r O u p 二 争，
T A M g r o u p ニ 0

，
C O n tr Ol

g r o u p ． C o r r el a ti o n c o e ffi ci e n t s くrl w e r e s t a tis t －

i c al 1y si g n ifi c a n t くr
ニ ー 0 ．8 21 7

， p く0 ．0 11 ．

E RJ が陽性の 乳癌で は
， 約60 ％に ホ ル モ ン 療法が 奏効

す る こ と が明 ら か に な っ て い る ． こ の E R 陽性乳癌の

増殖に エ ス ト ロ ゲ ン くe s tr o g e n
， E J は重 要な役割 を持

ち ， 非 ス テ ロ イ ド系抗 エ ス ト ロ ゲ ン 剤で あ る タ モ キ シ

フ ェ ン くt a m o x if e n
， T A M J は エ ス ト ロ ゲ ン と競合 して

E R と結合す る こ と に よ り抗腫瘍性 に働 く と考 え られ

て い る
紬 －

． し か し な が ら
，
乳 癌の 増 殖 に 関 与 す る

E R の 役目 に つ い て は依然不 明な 点が 多い ． 最近 の 抗
E R モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 を用 い た研究 に よ り ，
E R が

核に 存在 し
竺1 日I

， 更 に E R 陽性乳癌は E R の レ ベ ル に 応

じて E R 陽 胤 陰性細胞 が 混 在 す る と 報 告さ れ て い

る
咽

． ま た
，
E R 陽性乳癌に エ ス ト ロ ゲ ン を投与す る

と
，

エ ス ト ロ ゲ ン と E R の 結 合 の結果 ，
E R 値及 び

E R m R N A の d o w n r e g ul a ti o n を生じる
卿

と 共に
，

エ

ス ト ロ ゲ ン の 刺激 に より 急激 に 増大し た腫瘍は
，

エ ス

ト ロ ゲ ン の 刺激 を受 けな い 腫瘍 に比 べ
，
E R 値 が 低下

して い る と報告さ れ て い る
鋤

． 従 っ て E R 値は細胞 濃

度， 増殖速度
，

エ ス トロ ゲ ン と の 結合に よ り変化す る

と考 え られ る ．

一 方
，

タ モ キ シ フ ェ ン の E R 値 に 対す

る効果 に つ い て は議論が 多い ． K i a n g ら
卿
は タ モ キ シ

フ ェ ン が E R 量 の 急激な 増加 を惹起す る と述 べ て い る

が ， R e a d ら
3 0，

は タ モ キ シ フ ェ ン投 与で E R m R N A の

変化は生 じ なか っ た と報 告 し て い る ．

一 方
，

B e z w o ．

d a ら
抑

ら は
，

タ モ キ シ フ ェ ン投与 軋 E R 値 は有意 に

低下 し た と報告 して い る ． 今 回 の 検討 で は
，

E 2 猟

T A M 群の E R 値 は対照群の そ れ に 比 較し て有意 に 低

下し てい た ， 更に E R 陰性細胞 の
3
H － チ ミ ジ ン 標識細

胞指数は
，
E R 陽性細胞 の それ に比 べ て有意に 高 く ，

E R 陽性細胞率 と 里 一 チミ ジン 標識細胞指数の 間に 逆相

関 を認め た ． しか し
，
E R 陽性細胞の み な ら ず， E R 陰

性細胞 の 乳 チ ミ ジ ン 標識細 胞指数 も 対照 群 に 比 べ

T A M 群 で 有意 に 低く
，

E 2 群 で 有意に 高 く
． 内分泌療

法は E R 陽 性乳癌の E R 陽性細胞の み な らず
，
E R 陰

性細胞の 増 殖に も影響 して い る こ とが 示唆さ れ た
25，

．

最近 ， ホ ル モ ン 依存性乳癌 に お ける エ ス ト ロ ゲ ン の

作 用 は ， E G F
，

T G F －

L2
，
T G F－P ．

I G F －1 と い っ た

a u tc xI r in e ， P a r a C ri n e の 増殖因子 を介す る とす る 仮説が

有力に な っ て い る
l ト 3，

． 事実 ， 試 験管内 の 研究 に お し1

て
，
工G F － 1 は様 々 な 乳癌細 胞 の 増殖 を促 進す る と さ

れ
6 州

，
ヒ ト乳癌細胞株 M C F－7 は

，
I G F － 1 の 投与 に よ

り
，
短期培 養で

3
王与チ ミ ジ ン の 取 り込 み が 増加 を 示 し

，

長期培 養に よ り細胞数 ，
D N A 量が増加 す る と 報 告さ

れ て い る
8，

． ま た
． 生体内の 研 究に お い て は

， 卵摘 ヌ ー

ドマ ウ ス に M C F －7 腫 瘍細胞 を移植し
，
I G F －1 を投与

す る と腫瘍形 成 を認め た と報告さ れ てしユる
瑚

． 免 疫 反

応性IG F ．1 くlm m u n o r e a c tiv e I G F－11 は乳癌細胞株 の 培



6 1 0 小 矢

養液中 に 検出さ れ ，
オ ー トク リ ン増 殖因子 くa u t o c ri n e

g r o w th f a c t o rl で あ ると 報告さ れ て い た が
郎 l，327

． 最近

の 研究で は M C F L 7 乳癌細胞 を in sit u h yb ri di z a ti o n で

分析 し た結果 ，
I G F －1 m R N A の 発 現が認 め ら れ な か っ

た と報告 して い る
5，

． この こ と は
， 局所 の 問質細 胞 で

産 生さ れた I G F －1 が パ ラ タ リ ン 増殖 因子 くp a r a c ri n e

g r o w th f a c t o rl と し て乳癌細 胞の 増殖 を促進 す る こ と

を 示 唆 し て い る ． し か し
，

生 体 に お い て
， 血 中

工G F － 1 に 及ぼ す エ ス ト ロ ゲ ン
，

タモ キ シ フ ェ ン の 役割

は 複雑 で あ ると 考 えられ る ． 即 ち
， 血 中IG F －1 の 大部

分は肝臓で 産生 さ れ るが
，

それ は成長 ホ ル モ ン の 影響

を強く受 け てお り ， 成長 ホ ル モ ン が 過剰の 場合 に は血

中工G F －1 値は上 昇 し
，
成長 ホ ル モ ン が 欠損 し て い る場

合 に は低下 す る
糊

と さ れ て い る ． ま た ，
エ ス ト ロ ゲ ン

は I G F －1 の 産 生を抑制す る が
岬1 7 耶 割

， 成長 ホ ル モ ン に

対 し ては血 中IG F － 1 減少に よ る n e g ati v e f e e d b a c k に

よ り増加させ る と報告さ れ て い る
1 n 抑

．

一 方
，

C o u e tti

ら
lの

は タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 に よ り 乳 癌 症 例 の 血 清

I G F －1 が 低 下 す る と 報 告 し て い る が
，

F r o hl a n d e r

ら
161

は 閉経後患者の 血中I G F － 1 が e th in yl e s t r a d i ol の

投与 に よ り低下 す るが ， タ モ キ シ フ ェ ン の 投与 に よ り

治療前値 に ま で 回復す る と 報告 して い る ． 今 回 の研究

に お い て も血 中 IG F － 1 は E 2 群 が 対照群と比 較 して有

意に 低下 して い た ． 乳癌組織 の 問質細胞か ら 産生さ れ

る 工G F ．1 は肝臓 で 産生 され る工G F －1 と 同様で あ り ， 生

体 に お い ては 問質細胞の 工G F － 1 の み で な く
，

血中 の

IG F －1 も M C ト7 乳癌細胞の 増殖 に 関与す る も の と 考

え ら れ る ． 今 回 の 研 究 で は
，

腫 瘍 の 免 疫 反 応 性

IG F －1 は対 照群 と比 較 して E 2 群 で低下 し
，

T A M 群で

有意に 増加 した ． さ ら に 各腰瘍 に お け る
3
王i － チ ミ ジ ン

標識細胞 指数 と工G F －1 陽性 細胞 率は 逆相関 して お り ，

1 G F －1 陽性 細 胞 の
3
H － チ ミ ジ ン 標 識 細 胞 指 数 は

，

1 G F －1 陰性細胞 の それ に 比 べ て有意 に 低下 し て い た ．

こ の 結果は
，
工G F － 1 が 乳癌細胞 の増殖 を促進 し て い る

と い う 従来の報 告か ら す る と
一 致 し て い な い ． しか し

こ れ らの 結果 に 対 して そ れ を間接 的な が ら支持 す る次

の よ う な 報 告 が あ る ． ま ず 第 一 に
， 免 疫 反 応 性

IG F －1 はI G F －1 関連 蛋白 ， ま た はI G F －1 結合 蛋白 を現

し て お り
3 桝

， そ の 染 色強度 と 工G F － 1 受 容 体 を 現 す

12
可－I G F －1 結合部位 と は相関 しな い と 報告

3別
さ れ て い

る ． 第二 に 細胞膜 に 染色さ れ る 工G F － 1 と 核に 取り込 ま

れ る チ ミ ジ ン で は細胞周 期上の 時期が 異な っ て い る ．

即 ち ，
I G F － 1 は 1 a t e G l に 働く 増殖因子 で あ り ．

，

J
i 期

か ら S 期 へ 移行す る細胞の 割合 に影響 を与 える の に 対

して
咄

，
チ ミ ジ ン はS 期の核 に 取 り込 まれ る ． S 期 は

E R 合成 と同様 に IG F ．1 受容体合成の 時期で は な い と

崎

考え ら れ る
加1

． 第三 に 工G F －1 は試験管内 の研究に お い

て 癌細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る こ と が 知 ら れ て い る

が
677 削 0－

，
生体 内の 研究 で は試験管内の それ と異な り

，

次の よ う な 矛盾 し た 現 象 も報 告 さ れ て い る ． 即 ち
，

O s b o rn e ら
41I

は E R 陰性で ある M D A －2 31 ヒ ト乳癌細

胞が 工G F － 1 を高濃度 に 分泌 して い る に も か か わ らず
，

M D A － 2 3 1 細胞 は M C F ． 7 細胞の 増殖 を促進 しな か っ

た と報告 して い る ． また ，
A 止 e 喝 a ら

超I は ヌ ー

ドマ ウ

ス 移植腫瘍 に お い て ，
I G F －1 受容 体抗 体 が M D A －231

ヒ ト乳癌腫瘍の 増殖 を抑制す る が
，

M C F －7 腫瘍の 増

殖 に 対 し て は抑 制 し な か っ た と 報告 し て い る ． さ ら

に
，
1 G F － 1 受容体 は E R

，
P g R と 正 の 相関 を 示 し

ゆ 叫

，

1 G ト1 受容体陽性腫瘍の 症例 は陰性の 症例 に 比べ
， 予

後良好 と報告 さ れ て い る
嶋1

． 従来 よ り IG F －1 は試験管

内の研究 に お い て癌細胞 の 増殖促進困子 と して知られ

て い る が
研 削 OI

， 生体 内に お け る腫瘍の 増殖 に は腫瘍自

体 の増殖 の 他 に
， 増殖促進因子 ， 増殖抑制因子等が複

雑 に 絡 み合 っ て お り
， 複 雑で ある と考 え られ る ． 従っ

て
，

生体 内で の E R 陽性乳 癌 に お け る 免 疫 反応性

IG F ．1 の 働 き に つ い て は 今後 ， 更 な る研究が 必要であ

る と 考 えら れ る ．

結 論

ヌ ー ド マ ウ ス 可 移 植 性 E R 陽性 ヒ ト 乳 癌 腫 瘍

M C F － 7 に 対 し て 実験 的内分泌療法 を行 い
， 腫瘍増軋

細胞動態 ，
E R

， 及 び 工G F ．1 に 及 ぼす 影響 に つ い て 検

討 した ，

1 ． 腫瘍重量 ， 腫瘍倍加 時 間，
S 期 分画 くS ph a s e

f r a c ti o nI か ら み る と 腫 瘍 増 殖 は
，

エ ス ト ロ ゲ ン

くe st r o g e n I 投与 に よ り有意 に 促進 し ， タモ キ シ フ ェ ン

くt am O X 迂e nl 投与に よ り 有意に 抑制 され た ．

2 ． 腫瘍の E R 値 お よ び E R 陽性細胞率 は エ ス ト ロ

ゲ ン
，

及 び タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 に よ り 有意 に 低下し

た ．

3 ． し か し
，
血 中 IG F －1 値 は タ モ キ シ フ ェ ン投与に

ょ り ほ と ん ど変化せ ず
，

エ ス トロ ゲ ン 投与 に よ り有意

に 低 下 した ．

4 ． ま た ， 腫 瘍中の 1G ト1 量 お よ び 工G ト1 陽性細胞

率は エ ス ト ロ ゲ ン投 与に よ り 有意 に 低 下し
，

タ モ キ シ

フ ェ ン 投与 に よ り有意に 上 昇 した ．

5 ，

一 方 ，
工G F － 1 陽性細 胞率と 刊 ． チ ミ ジ ン標識細胞

指数は 有意な 逆相関 を示 し
，
工G F －1 陽性細胞 の

3
日． チ ミ

ジ ン 標識細胞指数は 工G F － 1 陰性 細胞 の そ れ に 比 し て

有意 に 低 か っ た ．

6 ． 更 に IG F ．1 陽性細 胞率 と E R 陽性細胞率は有意

に 相関 し て お り ，
E R 陽性細胞 の 刊 － チ ミ ジ ン標識細胞



ヒ ト乳癌腫 瘍 くM C F － 71 に お け る免疫反 応性 1G F ． 1 に つ い て

指数は E R 陰性細胞の そ れ に 比 し て有意 に 低 か っ た ．

以上 の 結果か ら ， 免疫反 応性 IG F －1 りm m u n o r e a c ti ．

v e I G F ，1J は生体 内で M C F －7 の 腫 瘍増殖 に 促進 的 に

働か な い こ と が 示唆 さ れ た ． こ の 結果 は従来の 試験 管

内で の 研究結果 と 一 致 し て い な か っ た が
， 最近 ， 同様

に IG F－1 が 乳癌の 増殖促進 因子 で あ る こ と を疑 問視

する事実も報告 され て お り
， 今後更な る検討 が必 要 と

考えら れ る ．
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C a n C e r C e n li n e s b y s e x
， S t e r Oid h o r m o n e ， th eir

an t a g O n i st s an d g r o w th f a c t o r s ． M ol ． E n d o c r in ol ．
，
3

，

2 9 5 － 3 0 4 く19 8 9I ．

3 1I H u 仔
，

K ． K ．
，

K n a b b e
，

C ．
，

Li n d s e y ，
R ．

，

K a u f m a n
，

D ．
，

B r o n z e r t ， D ．
，

Li p p m a n
，

M ． E ． 皮
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in s u l in －1ik e g r o w t h f a c t o r － I － r el a t e d p r o t e in in M C F －7

h u m a n b r e a s t c a n c e r c e11 s ． M ol ． E n d o c r in 01 ．
，
2

，

2 0 0 －2 0 8 く19 8 引．

3 2I M i 血 n o
，

F ．
，
J D el M o n t e

，
P ．

，
B a r r e e a

，
A ．

，

N i c oli n
，
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，
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E n d o c r in 01 ．

，
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，
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，

D
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，
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，
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，
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p r o t e in s f r o m h u m a n b r e a st c an C e r C ell s ．
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，
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，
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，
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E
．

，
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，
C nll e n

，
E ．
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，
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，
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，
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，
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，
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，
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，
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，
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，
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，
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，

J F i r e s t o n e
，
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，
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，
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，
2 1 2

，
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卿 S t e g e
，
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，
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，
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，
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，
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，
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，
3 3 3 －3 3 8 く19 8 7J ．

3 9ナ S hi g e m a t s u
，

軋
，

E a t a o k a
，

Y ．
，
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り

K u ri h a r a
， ．M －

，
N i w a

，
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，
H ． ニ

P arti al c h a r a c t e ri z a ti o n o f in s ul in －1ik e g r o w th f a c t e r
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－

to c h e mi c al an d r e c e pt o r a u t o r ad i o g r a ph i c t e c h n iq u e
－

S － C a n c e r R e s ．
，
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，
2 4 8 1 －2 4 8 4 く1 9 90I ．

40J C h e n
，
Y ． 鹿 R a b i n o vi t c h

，
P ． S ． ニ A lt e r e d c eu

r e s p o n s e s t o in s ul in －1ik e g r o w th f a ct o r l
，
b u t n ot

pl at el e t －d e ri v e d g r o w th f a c t o r a n d e pid e r m al g r o w th
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，
1 4 4

，
1 8 －2 5 く19 90ン．
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4 1I O sb o m e
，
C ． E ．

，
R o s s

，
C ． R ．

，
C o r o n a d o

，
E ．

B ．
，
F u q u a

，
S

． A ． W ． 皮 E i tt e rL
，
L ． J ． ニ S e c r e t ed

g r o w th f a ct o r s fr o m e s t r o g e n
－

n e g a ti v e h u m a n b T e a S t
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p o siti v e b r e a s t c an C e r h th e n u d e m o u s e m od el ．

B r e a s t C an C e r R e s ． T r e at ．
，
1 l

，
21 1 － 21 9 く19 88l ．

4 2I A r t e a g a
，
C ． L ．

，
E it t e n

，
L ． J

． ， C o r o n a d o
，
E ．

B ．
，
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，
S ．

，
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，
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，
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，
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，
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，
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，
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4 31 P e k o n e m
，
F ．

，
P a r t a n e n

，
S ．

， M a k i n e n
，

T ． 鹿

R u t a n e n
， E ． M ． ニ R e c e p t o r s f o r e pid e rm al g r o w th

f a c t o r a 皿d in s ul in ー h k e g r o w th f a c t o r I a n d th ei r

r el a ti o n t o st e r oid r e c e pt o r s in h u m a n b r e a s t c a n c e r ．

C a n c e r R e s ．
，
4 8

，
1 3 4 3 －1 3 4 7 く19 8 8J ．

4 4I P e y r a t
，
J ． P －

，
B o n n e t e r r e ， J ．

，
B e u s c a rt

，
R ．

，

Dji a n e
，
J ． 烏 I k m a ill e

，
A ． ニ h s ul in ．1ik e g r o w th

f a c t o r l r e c e pt o r くIG F l － Rl in h u m an b r e a st c a n c e r
，

R el a ti o n t o e s t r ad i ol aLn d p r o g e st e r o n e r e c e pt or s ．

C an C e r R e s ．
，
48 ， 6 42 9 － 6 4 33 く19 8 8J ．
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，
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，
R

．
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1ik e g r o w th f a c t o r l r e c e p t o r s in h u m an b r e a s t

C an C e r ． C a n c e r R e s ．
，
5 0

，
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I n n u e n c e of H o r m o n e s o n P r olif e r ati o n of T h m o r G r o w t h
，
C eII K in e tic s

，
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－1 くI G F － り O f H u m a n B r e a st C a n c e r くM C F ． 71 S e r i ally
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S c h o ol o f

M e d i ci n e
，
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J ． J u z e n M e d S o c ．
，
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，
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E ey w o r d s e str o g e n r e c e pt o r
，
h o r m o n e s

，
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，
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，
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，
S p h a s e f r ac ti o n

くS P Fl ，
E R － e n Zy m e i m m un O aS S a y くE R － E I AJ ，

E R －i mm un O Cy t O C h e m i c al as s a y くE R －I C A l ，
S e ru m l e v el s

O f I G F －1
，
t u m O r C O n te n tS Of I G F － 1

，
I G F － 1 i m m u n o h is tく光h e m i c al st al nl n g ，

E R －i m m un O C y t O C h e m i c a11 y

S tai n e d 3
H 一 th y m i di n e a u t o r a d i o g r a p h y a n d I G F － 1 i m m u n o h i s to c h e m ic all y s t ai n e d

3
H － th y m id i n e

a u to r adi og T ap h y ． T b e m i c e w e r e di vi d e d i n to th e f oll o w l n g 3 g r o up sこ A
，
E 2 g r O u p W i th th e m i ce

r e c ei vi n g 1 7 P － eS tr a d i ol di p r o pi o n ateこ B
，

r

r A M g r o up w i th th e m i c e r e c ei vi n g t am O X if e nニC
，
C O n tr Ol
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th e 1 7 P － e Str ad i ol dip r opi o n at e くE 21 gr o u p ，
b u t i n hi bi te d i n th e t am O Xi fe n く

r

r A M l g r o u p ，
Si mi l arly

S P F si g 山負c a n tly i n c r e a s ed in th e E 2 g r O u P ，
W hil e si g ni丘c an d y d e c r e as ed i n th e T A M g r o u p ． く2うth e

E R l e v el es ti m ate d b y th e E R － E I A sig ni fi c an d y d e c r e a s ed b o th i n th e E 2 an d th e E 2 g r O uP ． く31 th e E R
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3
H － th ym i di n e a u t o r ad i o g r ap h y s h o w e d th at

th e l at x li n g i nd e x of E R n e g a ti v e c ells w a s slg nifi c a n tl y hig h e r th an th at o f E R p o si d v e c ell r a tes
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e d w i th th e
3 H －t h y m i di n e l a b el e d c ell r at es

，
an d th e in v e r s e c o r r el ati o n w a s sta ti sti c ally sl g ni 丘c an t ．
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