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b r o m id e 比色法 を用 い た骨軟部悪性腫瘍 に

対 す る 抗 癌 剤感受 性試験 の 研 究

金沢大学医学部整 形外 科学講座 は 任 二 富 田勝郎教 掛

森 川 精

く平成 3 年 7 月17 日受付1
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骨軟部悪性腫瘍 に 対 す る治療 に お い て 化学療法 は重 要 な位 置 を占め て お り ， 治療成績 の 向上 を目

指し実用 的で簡便 な抗癌剤感受性試験が 望ま れ て い る T 本研究は 3 －く4 ，5 －d 血 eth ylthi a z ol －2 －

ylト2
，
5 ．d ip h e n

－

ylt e tr a z o h u m b r o mi d e くM T TJ と96 穴 マ イ ク ロ プ レ
ー

ト く96 w e n m i c r o tit e r pl a t eJ ，

マ イ ク ロ プ レ
ー

ト

リ
ー ダ ー くm ulti w e u s c a n n in g s p e ct r o p h ot o m e t e rJ を用 い た M T T 比 色法くM T T a s s a yl を骨軟部悪 性腰

掛 こ対 す る抗癌剤感受性試験 と して応 用 し
，

そ の実用 性を検討す る目的で 行 っ た ． 本法 は テ トラ ゾ リ ウ

ム くte t r a z oli u m ト塩の 一 種 で ある M T T が 生細胞 に よ っ て 暗青色 の ホ ル マ ザ ン tf o r m a z a nl i に 変化 す る

こ と を利用 して お り
，
生 じた ホ ル マ ザ ゾ塩 の 吸光度くO Ptic al d e n sity ，

O Dナは マ イ ク ロ プ レ ー

トリ ー ダ ー

に よ り半自動的に 測定す る こ とが でき る － ま ず
，
1 1 種 の ヒ ト骨肉腫 由来培 養細胞株 を用 い て基礎的検討

を行 っ た ． 各細胞 株 に お い て溶解 さ れ た ホ ル マ ザ ン塩 の O D と細胞数 は良好 な相関関係を 示 し た ． こ れ

らの 細胞株 に 対 して最大血中濃度 に お い て は ア ク チ ノ マ イ シ ン D
，

ア ド リ ア マ イ シ ン
，

シ ス プ ラチ ン
，

メ ソ ト レ キ セ
ー

ト
，

ビン ク リ ス チ ン
，

サイ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ドが 高 い 有効率 を示 した ． 最大血中濃度 の

10 分の 1 に お い て は こ れ ら薬 剤も 有効率 は低 か っ た ． こ れ ら の 薬剤 は骨肉腫 に 有効と さ れ てお り最大血

中濃度 に お ける 効果判定が適 当で ある と考 えら れ た ■ ま た骨肉腫 に 対す る 有効性 が未 だ報告さ れ て い な
い エ ト ポサ イ ドが い ずれ の 細胞株 に 対 し て も高 い 効果 を示 し

， 骨肉腫 に 対す る有効性が 示 唆さ れ た ． こ

れ らの 細胞株に 対 す る基礎的検討 の 結果 をふ ま えて
， 臨床 材料 に 対 し て M T T 此 色法 を周 い た抗癌剤感

受 性試験を 行っ た ． 過去 2 年 間 に 手術ま た は 生検に よ り得ら れ た 骨軟部悪 性腫瘍67 検体く58 症翻 を用 い

た ■ 6 7 検体中64検 体く96 ％I に 感受 性判定が 可能 で あ っ た ． 1 x l O 憫 以上 の 細胞 を播種 した検体 は全て 判

定可能 で あ っ た 一 感受性の 判定が 可能で あ っ た薬剤数 は平均8 － 4 剤 で あ っ た ■ 3 0 検体 に つ い て臨 床効果
と の 関連性 を前向 き研究 くp r o s p e c ti v e st u d y，お よ び 後向き研究 t r e t r o s p e c ti v e s t u d yl に よ っ て検 討 し

た － M T T 比 色法 を用い た感受性試験 の 結果と 臨床効果 との 相関 は
．
真陽性が15 検体

，
偽陽性が 2 検 阻

真陰性が10 検 軋 偽陽性が 3 検体 で あ り ， 裏陽性率が88 ％ ， 真陰性率が77 ％で
， 全体 的な予 測率は83 ％

で あ っ た ． 本法は 少な い 材料 で 迅 速 に 多数の 薬剤の 感受 性 を簡便 に 判定で き
， 成功率 も高く 臨床効果と

の 相関も 高い こ と が 示 され た 一 以上
， 本研究に よ り M T T 比色法 を用 い た 感受 性試験 は骨軟部悪性腫瘍

に 対す る 実用 的な抗癌剤感受 性試験 に な り う る も の と考 えら れ た ．

E e y w o r d s C h e m o s e n sitiv it y t e s t
，

M T T a s s a y ，
b o n e an d s oft tis s u e

S ar C O m a

A b b r e vi atio n s ニ A C D
， a C t in o m y c in D ニ A D M

，
ad ri am y C in ニ A r a － C

，
C y t ar ab in ニ B L M

，

ble o m y c in ニ C D D P
， Cis －

p l at in u 町 C I
，

C y t Ot O Xic in d e x 三 C P A
，

C y Clo p h o s p h am id e ニ C Y V A D IC
，

C y cl op h os h am id e ＋ v in c ri s t in e ＋ a d ri am y C in ＋ d 血 e th yl tri a z e n o i m id a z ol e c at b o x am id e ニ 5 － F u
，

5 －flu o r o u r a c il 3 G C T
， gi a n t c ell t u m or I H T C A

，
h u m an t u m O r Cl o n o g e nic a s s a y ニ M F H

，
m al ig n an t
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抗 癌剤 を用 い ての 化学療法は
， 骨軟部悪 性腫 瘍 に 対

す る 治療 体系の 一 環 と して 不可欠 な も の に な っ て き て

い る ．

一 方
卜
腫瘍 の抗癌剤 に 対 す る感受性 は

，
腫瘍 が

同
一

病理 組織像 で あ っ て も異 な り
， 同

一 個体 で あ っ て

も原発巣 と再発 巣， 転移巣 な どの 時期
，

部位 の 違い に

よ っ て異 なる こ と は良く知 ら れ て い る
い2I

． し か し ， 現

在行 われ てい る化学療法の プ ロ ト コ
ー ル は主に そ の 組

織 型に 応 じ て
，
経験的 に 有効と 考 え られ る 抗癌剤が 用

い られ て お り ， 個 々 の 腫瘍の 感受性の 差異 は考慮さ れ

て い な い ． そ の結果 ， 無効な 抗癌剤 を投与 され た患者

は その 抗癌剤の 副作用 の み を被 る こ と に な る ばか り で

な く ， 薬剤耐性の発現 に よ っ て 以 後 の 化学療法 に 対 し

て反応 し に くく な る ． した が っ て個 々 の 腫瘍 に 対 し有

効 な抗癌剤を選択 し
，
無効 な抗癌剤 を排 除す る こ と が

望ま し い
． 特 に 骨軟部悪性腫瘍領域 に お い て は 多剤併

用療法が 主流 である こ と
，

ま た組 織塾が 非常に 多彩で

あ る こ と
， 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
，

そ して 化学療法の 効果如何 に

よ っ て 患肢温存 が 可能 に な る 場 合 も あ る こ と な どか

ら ， 個々 の 腫 瘍に対 し て抗癌剤 の 投与前 に 有効
，
無効

を知る こ と が で き れ ば治療 に 大 き く貢献 す る こ と は明

ら かで ある ．

今 日 まで に 組織器官培養法
瑚

， 核酸前駆物質 を 指標

と した方法 珊
，

ヌ ー

ド マ ウ ス 法
力 朝

，
ヒ ト癌 コ ロ ニ

ー 形

成法 くh u m a n t um O r Cl o n o g e n i c a s s a y ，
H T C A J

q lOl
な ど

数多く の抗癌剤感受性試験 が 試行さ れ て きた が
，

い ず

れ の 方法 も
一

長
一 短が あ り

， 簡便性
，
迅速性

，
予言性

とい っ た 多く の条件 を満た す 臨床応用 可能 な理 想的 な

感受性試験 は未 だ に 確 立 さ れ て い な い の が 現状 で あ

る ． 3 －く4 ，
5 －d i m e th ylth i a z ol － 2 ．

yll ．2
，
5 ． d ip h e n ylt e t r a z oli u

．

m b r o m id e くM T Tンは テ ト ラ ゾリ ウム くt e t r a z oli u m l 塩

の 一 種で
， 生細胞 内の脱水素酵 素に よ り 還元 さ れ 暗青

色の ホ ル マ ザ ン げo m a 都血巨結晶に 変化 す る 特徴 を 有

す る ． 1 9 8 3 年，
M o s m a n n

1 11
は こ の M T T と96 穴 マ イ ク

ロ プ レ ー

ト く96 w e11 mi c r o tit e r pl at eJ ，
マ イ ク ロ プ レ ー

ト リ
ー ダ ー くm u lti w ell s c a n n in g s p e ct r o p h ot o m e t e rl

を用 い た M T T 比色法 くM T T a s s a yl を報告 した ． 著

者 は こ の方法の 簡便性 ， 迅速性 に 注目 し
， 骨軟邪悪 性

腫瘍 に 対す る抗癌剤感受性試験 と し て確立 す る こ と を

意図し ， 検討 を行 っ た ．

材料 お よ び方 法

工 ． 材 料

実験 に 使用 し た材料 は
， 培養細胞 と し て ヒ ト骨肉腫

由来培 糞 細 胞 株 o st e o g e ni c s a r c o m a T a k as e st r a in

くO S T
， 当 教 室 に て 樹 立1 ，

H O S
，

M N N G － H O S
，

K H O S －2 4 0 S
，
M G 6 3

，
K H O S － 3 1 2 fL K H O S － N P

，
G 2 92 く大

日本製 薬 ．
大阪か ら 購入I ，

S K E S －1
， U － 2 0 S

，
S A O S ．2

し住友製薬研究 所
，
大 阪よ り供与1 の11 種 を用 い た ． 臨

床材料と して 過去 2 年間 に 骨軟邪悪性腫瘍の 原発巣，

再発巣 また は転移巣 に 対 し生検 また は手術 を行っ て得

られ た67 検体く58 症例1 を 用 い た ． その 内訳 は骨原発性

腫瘍 で は骨 肉腫くo s t e o s a r c o m al 1 3 検体く11 症例ン， 軟骨

肉腫 くch o n d r o s a r c o m a1 8 検体 く8 症例1 ，
悪 性線経性

組織球脛 くm ali g n an t fib r o u s hi stit x yt o m a
，
M F 叩 5 検

体 く3 症 例1 ，
脊索 腰 くch o rd o m a1 2 検体 く2 症例1 ，

ユ
ー

イ ン グ肉腰 くE w in g
，

s s a r c o m aI l 検体 く1 症翻 ，

悪性骨巨細胞腫くm ali g n a n t gi a n t c ell t u m o r
，
m ali g n a n t

G C T l l 検体 く1 症例1 で あ り く表 り ， 軟 部腫瘍で は

M F H 9 検 体 く8 症例I ， 滑膜 肉腫 くs ym O V i al s a r c o m a1

6 検体 く5 症例1 ， 脂肪肉腫 く1i p o s a r c o m a1 6 検体く5 症

例1 ， 横紋 筋 肉腫 くrh ab d o m y o s a r c o m a1 6 検体 く5 症

例I ， 平滑 筋肉腫くIei o m y o s ar C O m a1 3 検 体く3 症卿 ， 悪

性 神経 鞘腰 くm a h g n a n t s c h w a n n o m 如 3 検 体 く2 症

例1 ， 線推肉腫tfib r o s a r c o m al l 検体く1 症例1 ， 中皮腫

くm e s o th e h o m al l 検体 く1 症 例1 ， 膠芽 濃 くgli obl a s to －

m al l 検 体 く1 症 例ン，
悪 性 リ ン パ 腫 くm ah g n a n t

l 叩 I p b o m al l 検体 く1 症例I で あ っ た く表 21 ．

細 胞 株 の 継 代 培 養 や 感 受 性 試 験 の 際 に は 培地

R o s w e u P a r k M e m o ri al h s tit u t e M e d i a
－ 1 6 4 0くR P M I ．

1 6 4 0 H 月 水製薬
，
東 剰 10 ． 2 g を蒸留水 900 m l に 溶解

し ， オ
ー

トク レ ー プ に て12 l
O

C
，

5 分 で 滅菌 し た もの

に
，

7 ％炭酸 水素ナ トリ ウ ム 30 へ 4 0 m l
，

ペ ニ シ リ ン

偶 有製薬 ， 東 剰 100
，
0 0 0 U と ス トレ プ ト マ イ シ ンく明

治製薬 ， 束京ン10 0 m g ，
グル タ ミ ン く協和発酵 ，

東副

0 ． 3 g ，
お よ び56

0

C で3 0 分間加 温 し非動 化 した牛胎児血

清 tf e t al b o v in e s e ru m
，

F B Sl くGib c o
，

N e w Y o rk
，

U ．S ． A ．1 1 00 m l を加 え て作成 した 組織培養液 を用い た ．

I工 ． 抗 癌 剤

抗癌剤 と し て ア ク チ ノ マ イ シ ン D くa c t in o m y c in D
，

fib r o u s his ticKIy t O m a 三 M M C ，
m it o m y c in C ニ M T T

，
3 －く4 ，

5 －d i m e t h ylt hi a z olq 2 －

y ll
－ 2

，
5 － dip h e n ylt et r ．

a z oli u m b r o m id e ニ M T X ， m e th o t r e x at e 三 O D
，

O p tic al d e n sit y i O S T
，
O St e O g e n ic s a rc o m a T ak as e

st r a in 芸 P P C ， p e a k p l a s m a c o n c e n t r ati o n 芸 S DI
，

S u C C in ic d e h y d r o g e n as e in h ibiti o n t e st 三 V C R
，

v in c ri st in e i V D S ， V in d e s in e ニ V L B
，

V in b la s t in e
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A C D H 萬有 製 剰 ， ア ド リ ア マ イ シ ン くad ri am y C in
，

A D 叫H 協 和 醸 酵立 ブ レ オ マ イ シ ン くbl e o m y c in
，

B L M l く日本化薬 ， 束 剰 ，
シ ス プラ チ ン くCi s

－

pl a t in u m
，

C D D P H 日本化 勢 ，
シ タ ラ ビ ン くc y t a r a b in

，
A r a

－ C H 月

本新薬 ，
京 恥 ，

エ トポ サ イ ドくet o p o sid e
，
V P ．1 6Jt ブ リ

ス トル ．

マ イ ヤ
ー

ズ ． ス タ イ ブ
， 東京1 ，

フ ル オ ロ ウ ラ

シ ル く5 ，fl u o r o u r a cil
，
5 － F u H 協和醸戸削 ，

メ ソ ト レ キセ ー

トくm e th ot r e x a t e
．
M T X H 月 本 レ ダ リ

ー

ト 東雇主 マ イ

トマ イ シ ン C くm it o m y c in C
，
M M C H 三 共

， 東 剰 ，
ビ

ン ブラ ス チ ン くv in bl a s t in e
，
V L Blく塩野 義製薬 ， 大阪l ，

ビンク リ ス チ ン くv in c ri s t in e ， V C R H 塩 野義 製薬 ， 大

町 ，
ビ ン デ シ ン くv 由

．
d e s in e ，

V D S H 塩野義製 勢 ，
サ イ

75 9

ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド くc y cl o p h o s ph a mi d e
，
C P A H 海 野

義製 剋 の13 剤 を用 い た ． な お C P A は試験管 内で は

不 活性 で あ る た め
， 活性 型 の 4 －h y d r o p e r o x y c y cl o ph o －

S Ph am id e く4 0 H － C P A H 塩野 義製 郵 を 用 い た ． 用 い た

濃 度 は臨 床 投 与 量 に お け る 理 論 的 最 大血 中濃 度
12I

くp e a k pl a s m a c o n c e n t r ati o n
，
P P CJ お よ び そ の10 分 の

1 を用 い た く表3 J ．

m ． 培養細胞株 を用 L l た基 礎的実験

1 ． 細胞数 と吸 光度の 相関 の 検討

各細胞 株 に お い て 2 0 0 月l の 培 養液 中に 細 胞 が

1 x lO む － 1 x l O
S

個と な る よう に 単離細胞浮遊 液 を 作成

し
，

こ れ を9 6穴 平底 マ イ ク ロ ウ ェ ル プ レ ー

ト くN u n c
，

T a bl e l － Cli ni c al c h a r a c t e ri s ti c s a n d d at a of M T T a s s a y of b o n e s a r c o m a s

A g e

C a s e N a m e ノ T y p e of t u m o r
b，

S e x
員I

1 －1 A ．N ．

1 － 2

2 Y ． A ．

3 K ．T ．

4 T エ

5 N ．Y ．
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7 6 0

R o s kild e
，
工k rl r n a dkl の 各ウ エ ル に 20 0 JL l ずつ 分注 し

た ． 次 に 各 ウ エ ル に 0 ． 1 5 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 ed s al in e
，
P B S I に 溶解 し た 2 m gl

m l の 濃度 の M T T くSi g m a
，
S t ． L o u i s ， U ．S ． A ．J を 2 5

月l 分注し ，
3 7

8

C
，

5 ％ C O 2 で 4 時間培養 し た 一 培養

後培地 を吸 引 し
，

ジ メ チル ス ル フ ォ キ シ ド くdi m e th yl
－

s u lf o x id e
，
D M S O H S ig m aI 2 00 JL l を加 え 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 t l く岩城硝子 ，
東京1 に て溶解 し た結晶 を均等に

拡散 させ
， 各 ウ エ ル の 吸 光度 くop ti c al d e n sit y ，

O DJ を

マ イ ク ロ プ レ ー

ト リ
ー ダ ー

くイ ー ジ ー リ ー ダ ー

，

E A R 3 40 A T H S L T － L a b in st ru m e n t S
，
V i e n n a

，
A u s tri al

を用 い て波長 54 0 n m に て 測定し た ．

2 ． 培養 日数 と O D の 検討

T a bl e 2 ． C li ni c al c h a r a c t e ri sti c s a n d d a t a of M T T a s s a y of s of t ti s s u e s a r c o m a s

A g e S ite of S o u r c e I niti a1 0 D
ぐ1

0f N n m b e r

C a s e ソa m e ノ T y p e o f t u m o r
b

p rl m a ry Of c e11 c o n t r ol o f a s s a y

S e x
－I

t u m o r s p e ci m e n n u m b e r く54 0 n m I d r u g s

m

川

m

山
川

．

．－
1

M

川

ノ
ノ

ノ
ノ

ノ
ノ

ノ
ノ

ノ

ノ

2

1

2

2

3

4

3

7

6

2

F

H

M

T

5

S

T

S

S

V
ll

ハ

ノ
ー

ー

ー

7
0
0

9

ハ

リ

l

l

ハ

ノ
ー

ハ

ノ
ー

ユフ
ー

3

3

3

2

3

3

3

4

こ
J

3

3

6

7

3

3

1

2

1

2

－

－

－

一

0
0

9

9

0

1

1

3

3

3

4

4

4

K

M

K

エ

W

S

K

K

廿

M

甘

K

0

9

4

5

d
一

9
ご
じ

亡
U

6

7

6

1

3

1

1

4

M F H of s o ft p a rt

M F H or s oft p a rt

M F H o f s o ft p a r t

M F H o f s of t p a r t

M F H of s of t p a r t

ノm M F H of s oi t p a r t

n M F H o f s of t p a rt
■

l
■

r
一

皿

－

1
一

E

f
l

ノ

ノ

ノ
ノ

ノ

ノ

ノ

ノ
ノ

ノ

ノ

4

5

4

9
ご
U

6

M F H o f s o it p a rt

S y n o vi al s a r c o m a

S y n o v ial s a r c o m a

S y n o v ial s a r c o m a

S y n o v ial s a r c o m a

S y n o v i al s a r c o m a

M ．Y ． 7 7ノr L ip o s a r c o m a

A ．0 ． 3 91f L i p o s a r c o m a

■
T
一

m

ク
ー
一

m

ノ
ノ

ノ

ノ

ノ
ノ

ノ
ノ

l

l

1

7

4

3

丘
U

I

M

伏

m

Ml
上

2

－

－

2

3

，t
一
－

．

n
V

二
J

4

4

4
－

一
．

豆

上
皿
1

6

7

8

4

4

d
一

L i p o s a r c o m a

L i p o s a r c o m a

Li p o s a r c o r n a

R h a b d o m y o s a r c o m a

K ．T ． 2l m R h a b d o m y o s a r c o m a

J ． U ． 1 3 J
l

m R h a b d o m y o s a r c o m a

Y ． 0 ． 8ノm R h a b d o m y o s a r c o m a

49 Y ． T ． 2Jf R h a b d o m y o s a r c o m a

5 0 H ．N ． 7 0ノr L ei o m y o s a rc o m a

5 1 T ．K ． 4 5ノm L ei o m y o s a r c o m a

5 2 T ．K ． 5 8ノzD L ei o m y o s a r c o m a

5 3
－

1 F ． H ． 4 0ノf M ali g n a n t s c h w a n n o m a

5 3 － 2

5 4 K ．T ． 7 41f M ali g n a n t s c h w a n n o m a

5 5 H ．T ． 6 3l m F ib r o s a r c o rn a

5 6 K ． N ． 58ノm M e s o th eli o m a

5 7 1く． M ． 1 9J
I
zn G li o bl a s t o m a

5 8 K ． M ． 3 2l 皿 M alig n a n t ly m p h o m a

T r u n k S u r g e ry

N e c k S u r g e r y

T hig h S u r g e ry

T hi g h S u r g e ry

B u tt o c k B io p s y

S u r g e r y

T hig h B io p s y

T hig h S u rg e ry

F o r e a r m S u r g e ry

T hig h B i o p s y

L e g S u r g e r y

T hi g h S u r g e r y

T r u n k S u r g e r y

T hi g h B i o p s y

S u r g e ry

T hi s h S u r g e ry

T r u n k S u r g e ry

S u r g e ry

T hig h S u r g e ry

T hig h S u r g e r y

T hi gh S u r g e T y

T hi g h B i o p s y

S u rg e ry

T hi g h S u r g e r y

E lb o w S u r g e r y

E lb o w S u r g er y

L e g B i o p s y

T hig h S u r g e ry

U p p e r a r m S u r g e ry

T r u n k S u T g e ry

T hig h B io p s y

S u r g e r y

T hig h S u r g e r y

T hig h S u rg e ry

T r u n k S u r g e ry

S pi n al c o r d S u r g e r y

T hi g h S u r g e r y

8 x lO
コ

0 ． 4 60

8 x 1 0
コ

1 ．1 42

1 x 1 0
－

0 ． 6 35

l ．4 x 1 0
1

0 ． 7 2 2

2 x 1 0
1

0 ． 6 2 5

2 x 1 0
t

O ． 5 6 8

1 ．3 x l O
4

0 ． 2 3 4

1 x 1 0
1

0 ． 2 4 6

5 x 1 0
コ

0 ．0 2 1

7 X l O
コ

0 ．2 6 1

1 x l O
4

0 ．7 6 7

l ．1 x l O
－

0 ． 37 1

5 x 1 0
コ

0 ． 21 5

2 x l O
l

o ． 6 21

l ．7
－

x l O
4

0 ． 2 6 2

1 X 1 0
4

0 ． 41 9

3 x l O
－

0 ． 9 3 4

l ．1 X 1 0
4

0 ． 2 8 0

5 x l O
3

0 ． 2 5 9

1 X lO
4

0 ． 4 1 5

6 x l O
3

1 ． 1 5 1

2 ．5 x 10
4

1 ．5 4 2

3 x 1 0
1

1 ． 97 0

2 ．8 x 1 0
4

0 ．7 6 0

1 x 1 0
．

0 ． 28 1

2 ．1 x 1 0
4

． 1 ．8 4 9

2 ．8 x 1 0
1

0 ． 2 7 6

5 x l O
ユ

0 ． 2 7 9

2 ．4 x l O
4

0 ． 5 5 1

1 x 1 0
4

0 ． 3 1 9

l ．8 X l O
l

l ． 4 6 9

2 x l O
4

0 ．4 5 4

1 ．4 x 1 0
1

0 ．2 8 6

臥4 x 1 0
ユ

0 ．4 1 5

2

3

6

4

1 1

1 2

8

1 2

1 3

7

7

8

4

1

3

2
1
上

4

1

1

3

9

0

2

4

2

7

3

2

0

9

2

8

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

l X 1 0
4

0 ．4 3 5 1 3

1 x l O
4

0 ．7 8 3 8

1 ．4 X l O
4

0 ． 37 4 11

al r n
．

m al e ニf
，
f e m al e ．

b トM F H
．

m alig n a n t fib r o u s his ti o c yt o m a ．

Cl O D
，

O P ti c al d e n sity ．



骨軟部悪 性腫瘍 に 対す る抗癌剤感受 性試験

マ イ ク ロ プ レ
ー

トの 各ウ エ ル に細 胞の 単離浮遊 液を

1 X l O
3

，
5 X l O

3

，
1 x l O

4

，
2 x l O

4

と な る よ う に 分 注 し
，

37
0

C
，

5 ％ C O 2 条件下 で 1 へ 1 0 日 間培 養 した ． 培養後

前述の 方法で M T T を加 え 4 時間後 に O D を測 定 し

た ．

3 ． 抗癌剤の 濃度と細胞株 に対す る効果の 検討

各細 胞株 に お い て 1 8 0 ノバ の 培 養 液 中 に 細胞 が

1 X lO 個 と な る よ う に 単離細胞浮遊液 を作成 し，
こ れ

をマ イ ク ロ ウ エ ル プ レ ー トの 各 ウ エ ル に 分注 した ． 同

時に接触濃度 の1 0 倍濃度 に 調整 した 各 種 抗癌 剤 を 20

〆1 ずつ 加 え，
20 叫 1 と した ． 抗癌剤 の濃度 は最大 血

中濃度お よ び その10 分の 1 と した ． これ を3 アC
，

5 ％

C O 2 条件下で 3 日間培 養 した ． 培養 後 前述 の 方法 で

M T T を分注 し4 時間後 に O D を測定 し た ． ま た
， 細

胞数を 2 X l O
3

， 5 X l O
3

個 と し て同様に 検討 を行 っ た ．

N ． 臨床材料 に 対 す る 抗癌剤感受 性試 験

手術ある い は生検 に よ り得 られ た腫瘍 片を で き る だ

けす みや か に 鋏 で 細切 し た ． 組織 培養 液 で 2 回 洗浄

後．
ス テ ン レ ス 製メ ッ シ ュ で 濾過 し

， 均 一

な細胞浮遊

液を得た ． その 際 ，
0 ． 5 ％ トリ バ ン プ ル ー 染色 に よ り

，

有核生細胞数 を算定 した ． これ を18 0 月1 の 培養液中に

細胞が 5 X l O
a

旬

3 x l O
一

個 とな る よ う に 調整 し
，

マ イ ク

ロ ウ エ ル プ レ ー

トの 各 ウ エ ル に 18 0 声1 ずつ 分注 した ．

同時に 最大血 中濃 度 の 1 0 倍 濃度 に 調整 し た 抗癌 剤 を

20 月1 分注 した ． 3 日 間培 養後
， 前述の 方法 で M T T

を分注 し， 4 時間後 O D を測定 した ．

7 61

V
． 抗腫 瘍効果 の 評価と判 定法

1 一 抗癌剤感受性試験 の 判 定

得 られ た O D よ り 次式 に て細胞 毒指標 くc yt o t o x i c

由d e x
，
C工1 を求め た ．

C H ％1 こ く1 － TノCI x l O O

T 二 抗癌剤投与群の O D の 平均

C こ 対照群 の O D の 平均

CI 値が50 ％以上 の 場合
，

その 抗癌 剤 に 対 して 腫 瘍

が 訂感受 性 あ り迅 と 判定 し ． 5 0 ％未満の 場合 は 町感受

性 な し迅 と 判定 した ．

2 ． 臨床効果の判定

化学療法の 臨床効果 は
， 骨腫 瘍 に お い て は 日本 整形

外科学会骨 ． 軟部腫瘍委 員会 の 原発性骨悪性腫瘍治療

効果判 定基準 條I
13，

に した が っ て判定 した ． 軟部腫瘍

に お い て は 日本痛治療学 会固形が ん 化学療法直接効果

判定基 準
川

に し たが っ て 判定 し た ． 骨腰 瘍 ， 軟部腫瘍

い ずれ に お い て も著効 くc o m pl e t e r e s p o n s e
，
C RI な い

し有効くp a rti al r e s p o n s e
，
P RI の 場合 を臨床で実施 され

た 化学療 法 は 町有夕別 と 判 定 し
， 不 変 くn o ch a n g e

，

N C I な い し進 行 くp r o g r e s siv e di s e a s e
，
P Dl の 場 合 を

訂無さ削 で あ る と判定 した ． 抗癌剤感受 性試験の 結果

と 臨床効果 との 関連性 に つ い て 統計学 的検 定 を行 っ

た ．

VI
． 統計学的検定 法

二 群の 平 均値の 差 の検定 に は
，
S t u d e n t

，

s t 検窪 ま た
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ハ

U

ハ

リ

O
ハ

リ

5

8

3

0

0

0

0

3

2

0

4

0

0

1

0
n

U

ハ

リ

O

A C D

A D M

設
M

m

汎

M T X

諾
V C R

諾

0 － 0 0 8 0 ．0 1 5 m gノk g

O ． 0 6 6 0 m gノm
2

0 －3 1 5 m gノm
2

0 ． 2 5 1 0 0 m gノm
2

2 5 ． 0 1 0 m gノk g

3 ． 4 2 9 0 m gノm
2

6 ． 0 1 5 m gノk g

4 0 ．0 1 20 0 0 m gノm
2

0 ．1 5 2 0 m gノb o d y

O ．0 8 0 ． 2 m gノk g

O ．0 3 7 0 ． 0 2 5 m gノk g

O ． 0 0 5 3 m gノm
2

3 ， 0 1 0 m gノk g

a 1 4－hy d r o p e r o x y c y cl o p h o s p h a m id e i n

u s e d i n vi t r o s t u d y ．

bI P P C
， P e ak pl a s m a c o n c e n tr a ti 。n ．

St e a d of c y c lo p h o s p h a m id e w a s
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は W 弘c o x o n の 順位和検定 くW il c o x o n r a n k －

S u m t e Stl

を用 い た ． 抗癌剤感受 性試験 の 結果 と臨床効果 と の 相

関性 の検討 に つ い て は Y a t e s の 連続補正 を用 い て x
2

検定を行 っ た ．

成 績

I ． 培養細胞棟 を用 い た 基礎 的実験

1 ． 細胞数 と O D

各紙胞株に お い て播種細 胞数 が 1 x l O
3

へ 1 x lO
4

個ノ

ウ エ ル に お い て細胞数と O D は 直線 的な 相関関係 を示

した く図 り ． 相関係数 は O S T で0 ． 9 9 7 くp く0 － 0 い，

H O S で0 ． 9 9 0 くp く0 ． 0 11 ，
K H O S －2 4 0 S で 0 ． 9 8 7 くp く

0 ． 051 ，
M G 6 3 で0 ．9 7 2 くp く0 ． 0 封，

K H O S － 3 2 1 H で0 ． 9 79

くp く0 ． 0 11 ，
M N N G － H O S で0 ．9 3 1 くp く0 ． 0 51 ，

G 2 9 2 で

0 ． 9 65 くp く0 ． 0 引 で あ っ た ．

2 ． 培養 日数と O D

培養日数 と O D の 関係で は 1 ウ エ ル あた り 5 X l O
3

，

E
こ

q
寸

m

l

雨

音
2
0
P

扇
じ

亀
0

1 X l O
4

偶の 細胞 を播種 し たも の は 3 日 日ま で O D は直

線 的に 増加 し ， 以後 は プ ラ ト
ー

と な っ た ． 1 x l O
3

個を

播種 した群 は 7 日 目ま で 直線 的に O D は増加 し
， 以後

プ ラ ト ー と な っ た ． 2 x l O
4

個 を播種 し た も の は1 日目

に O D が 最高値 を示 し た く図 2I ．

3 ． 抗癌剤の 濃度と 各細胞 株に 対す る効果

最大血中濃度 に お け る各細 胞株 に 対す る抗癌剤の 効

果 を表 4 に
， 最大血 中濃度の10 分の 1 に お ける効果を

表 5 に 示 した ． CI 傾 が5 0 ％以 上 の もの を有効と し
， 有

効率 くeffi c a c y r a t el を求め た ． 最大血中濃度に お ける

抗癌剤 の 有効率 は8 ．0 士2 ． 3 ハ1 で あ り ， 最大血 中濃度

の 10 分の 1 に お け る有効率 は3 ． 4 士1 ， 5 ハ1 で
， 最 大血

中濃度 に お け る抗癌剤 の有効率 は最大血中濃度の10分

の 1 に お け る有効率 に 比 べ 有意 に 高 か っ たくp く0 ．0 11 ．

最 大 血 中 濃 度 に お い て A C D
，
A D M

，
B L M

，
C D D P

，

M T X
，
V C R

，
C P A が 高い 有効率 を示 した くp く0 ．O ll ．

ま た エ トポ サ イ ドも 高い 有効 率を示 し た ． し か し こ れ

1 X l O
3 1 X l O 4 1 X lO 5

C e lJ n u m b e r ノ w ell

F ig ． 1 ． R el atio n s hi p b et w e e n c ell n u m b e r a n d th e o p ti c al d e n sity a t 5 4 0 n m in M T T

a s s a y ． A 1 8 0 JL I v ol u m e of h u m a n o st e o s a r c o m a c e u s u s p e n si o n w a s pl a t e d in

e a c h w ell of 9 6 w e11 m i c r otit e r pl a t e く1 x l O
3

へ 1 x l O
5

c e u sI w ellJ an d a 2 0 p I v olu m e

Of M T T s ol u ti o n く2 m gl m ll w a s i m m e d i a t ely a d d e d ． T h e pl at e s w e r e in c u b at e d

f o r 4 h r a n d m e a s u r e d ． 0 ，
O S T 三 ■ ，

H O S ニ A
，
G 2 9 2 i A

，
K 王のS －3 21 H ．



骨軟部悪性腫瘍 に 対す る抗癌剤感受性 試験

らの薬剤も 最大血 中濃度 の10 分の 1 に お い て は 有効率

は低く ， 他の薬剤 と比 べ 有意差 を示 さ な か っ た ．

4 ． 播種細胞数 と抗癌剤の 効果

播種細胞数 を 2 X l O
3

個 ，
5 x l O

3

個
，
1 x l O 憫 と し て

それ ぞれ の播種細胞数 に お ける抗癌剤 の効果 を検討 し

た く表 61 ． 各薬剤 に お い て 播種細胞数 に よ り抗癌剤の

効果に 有意善が み ら れ る こ と は な か っ た ．

王工 ． 臨床材料 に 対す る 抗癌剤感受性試験

1 ． 抗癌剤感受性試験

生検ま た は手術に よ り 得ら れ た67 検 体 く5 8 症 例I に

M T T 比色法 を行 っ た ． 3 日間培養後の コ ン ト ロ
ー ル

群の O D く54 0 n m l は0 ． 0 2 1 へ ノ 2 ． 26 8 く0 ． 66 0 士0 ． 4 6 8I で

あっ た ． O D が0 ．2 以上 の値 を示 した も の を感受性 判定

可能と した ． 6 4 検体く55 症例I 95 ． 5 ％ に 抗癌剤感受 性判

定が 可能で あ っ た ． O D が0 ． 2 未満 で あ っ た 3 検体 は播

種細胞数が 5 x l O
3

個 で あ っ た 2 検体 く症例 9 と 症例

瑚 と播種 細胞 数が 7 x l O
3

個 で あ っ た 1 検体 く症例

川 で あ っ た ． 1 x l O
4

個以 上 を播種 した検体 は全 て 判

定可能で あ っ た ． 感受性 を判定す る こ と の で き た薬剤

数は 1 旬 13 剤く8 ． 4 士3 ． 5
， 平均値 士 標準偏差ナで あ っ た

く表1
，

2 1 ．

2 ． 抗癌剤感受性試験の 結果 と臨床効果 との 関連性

感受性判定可能で あ っ た も の のう ち で
， 臨床効果と

の関連性 に つ い て検討 可能で あ っ た も の は30 検 体 く2 5

u
u

O

寸

m

馬

首
s
u

省
一

3
息
0

76 3

症例1 で あ っ た く表 7 ト そ の 内訳 は骨 腫瘍 が1 2 検 体

く10 症 例ンで軟 部腫瘍 が18 検体く1 5症例I で あ っ た ． こ の

う ち生検材料 に 対 して感受性試験 を行い
，

そ の 結果 か

ら 釘感受性あ 机 と 判定 され た薬剤 を臨床 に 使用 で き

た前 向き研究の も の は11 検体 く11 症例．
症例 1

，
6

，

7
，
1 1

，
2 0

，
2 2

，
32

， 3 5 ， 4 5 ， 5 0 ， 58J で
，
骨腰瘍が 6

検体 ， 軟部腰 痛が 5 検体 であ っ た ． 既 に 化学療法が施

行さ れ て い た か
， 感 受性試験の 結果に も とづ か ず薬剤

を投与 した後 向き研 究の もの は1 9検体く19症 例1 で
， 骨

腰瘍が 6 検体 ， 軟部腰 瘍が1 3 検体 で あ っ た ． 3 0 検体 の

う ち本法に て F感受性あ 机 と判 定され
， 臨床 的に も

町有効迅 と判定 され たも の く真陽性 ，
t ru e

－

p O Sitiv eJ は

15 検体 で
， 逆 に 本法 に て 肝感 受性 な し迅 と 判定 さ れ

，

臨床 的 に も 町無 効d と 判 定 さ れ た も の く真 陰 性
，

t ru e
． n e g a ti v el は10 検体 であ っ た ． ま た本法 に て 町感

受性あ り迅 と判定さ れ た が
， 臨床的に は 町無効迅 と判

定 され た もの く偽陽性
，
f al s e

－

p O Siti v el は 2 検体 で
．

さ

ら に 本法 に て F感受性な しJ と判定さ れ た が
， 臨床的

に は 町有効遁 と判定さ れ た も の く偽陰性
，
f al s e

．

n e g a t －

i マ el は 3 検体 で あ っ た ． 以 上 よ り本法の 臨床的 な感受

性 に 対す る 予 測率 く真陽性検 体数ノ真 陽性検体 数 ＋ 偽

陽性検体数
，

真陽性 率，
t r u e

－

p O Siti v e r a t eJ は88 ． 2 ％

く1 5ハ71 で
， 耐性 に 対す る 予測率 く真陰性検体数ノ真 陰

性検 体数 ＋ 偽 陰性検 体数
，

真陰 性率 ，
t ru e

－

n e g ati v e

4 6

D a y s a f t e r i n o c u l a t i o n

F i g ． 2
． R el a ti o n sh i p b e t w e e n in c u b a ti o n p e ri d of t u m o r c e11 s t e st e d a n d th e

O p ti c al d e n sit y in M T T a s s a y － O S T c e u s w e r e pl a t e d a n d in c u b at e d f o r l 旬 1 0
d a ys ■ A f t e r in c u b a ti o n

，
th e pl at e s w e r e in c u b a t e d f o r a n o th e r 4 h r w ith M T T a n d

m e a s u r e d ． h iti al c e11 n u m b e r ニ ー，
1 X lO

3

l w e11ニ A
，
5 x l O

3

ニ 0 ，
1 x l O

4

ニ ム
，
2 x lO

4

．
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7 6 6

r a t el は76 ．9 ％で あ っ た ． ま た 全体と して の 予測率く真

陽性検体数 ＋ 真陰性 検体 数ノ全検 体数 は8 3 ． 3 ％ く25ノ

301 と 高 い も の で あ り
，

Y a t e s の 連 続補 正 を 用 い て

ズ
2

検 定を行 っ た結果 ， 有意な 臨床効 果 の 予 言性 が 認

め られ た くp く0 ． 0リく表 81 ． 1 1 症例 に お い て 実施 で き

た 前向き研究 の 結果 は
，
1 1 例中10 例く90 ．9 ％1 で 感受性

試験の 結果に も と づ い て投与 され た薬剤 の 臨床効果 は

町有効d と 判定さ れ ， 前向 き研究 に お い て も本法 の 高

い 予言性が 示 さ れ た ．

考 察

骨悪性腫瘍 とく に 骨 肉腫 ，
ユ ー イ ン グ肉腫 の 予後は

化学療法 の導入 に よ り 飛躍 的に 改善さ れ た ． 骨肉腫は

196 0 年代 ま で は 5 年生存率 5
－
1 2 0 ％

1 5I
と極 め て予後 不

良で あ っ たが ． 1 9 7 0 年代以 後 A D M
，
M T X

，
C D D P を中

心 と した 化学療法が 強力に 行わ れ る よう に な り
16ト 1 引

，

その 予後 は大幅 に改善さ れ 5 年生存率50 ％以上 と な っ

た
1 鋤

． ま た
，

ユ ー

イ ン グ 肉腫 に お い て も R o s e n ら
20l

，

J aff e r ら
211

な どの プ ロ トコ ー ル に よ り 飛躍的な 治療成

績の 向上が み ら れ て い る ．

一 方
， 軟部悪性 腫瘍 に お い

て は 化 学 療 法 の 導 入 は 遅 れ て い た が C Y V A D IC

くC P A 十 V C R ＋ A D M 十d i m e th yl t ri u e n o i m id a z ol e

c a t b o x am id el 療 法
221

， V A C くV C R 十 A C D 十C P A l 療

法
231

や R o s e n の T プ ロ ト コ
ー ル くT －

p r Ot O C Ol1
241

な どが

行わ れ る よう に な り ， そ の 有効性が 報告 され て い る ．

そ して化学療法が 有効 な場合 に は生命予 後 を改善 す る

の み な ら ず， 腫瘍切除緑 を縮小 す る こ と に よ り患肢温

存手術の 適応 が拡大 され
， 機能的予後 の改善 も望 め る

よう に な っ て き た
卿

． こ の よ う に 今 日で は化 学療 法 は

骨軟部悪 性腫 瘍の 集学 的治療 の
一 環 と して 不可欠な も

の と な っ て きて い る ． し か し
，
骨軟 部悪 性腫瘍 の組織

型が非常 に 多彩で ある こ と ， そ の発 生頻 度が 骨肉腫で

年間全 国で 百数 十 例，
ユ ー

イ ン グ肉腰 で 二 十数例な ど

と 低く
卿

， 大規模 な研究が 行 え な い こ と や 軟部 悪 性 腫

瘍に 対 す る化学療法の 取り組 み の 遅れ な どか ら
， 骨肉

腫 や 小児の横紋筋肉腫 を除い て は現在の と こ ろ広く 認

め られ た プ ロ ト コ
ー ル は ない の が 現状で ある ． ま た骨

肉腫 に 対す る R o s e n の T プ ロ ト コ
ー ル 抑

や 軟部悪性腫

瘍 に 対す る C Y V A D I C 療法 に 代表 され る よ う に 非常

に 多数 の薬剤の 併 用 療法 が 主体 と な っ て い る ． し か

し ， 腫瘍 は同 一 組織 型で も ， 同 一 個体 で あっ て も感受

性 に 差異が あ り
り2I

，
こ れ ら の 薬剤 の 中に は当然 無効薬

剤も 含まれ る こ とが 予 測さ れ る ． 無効な 薬剤 を投与さ

れ た場合 は患者 は その 副作用 の み を被る こ と に な る 0

ま た
， 抗癌剤 に 対 し耐性 を生 じ以 後の 化学療法が 効果

を示 しに く く な る ． し たが っ て ， 理 想的 に は個々 の症

例 に 対 して 抗癌 剤感 受性 試験 を行 い
， 有効 な薬剤を選

択し
，

無効な 薬剤を 排除す る こ と
，

す な わ ち 化学療法

の 個 別化 くC h e m o
－i n di v id u al i z a ti o nl が 望 ま し い ． この

た め こ れ まで 種々 の 抗癌剤感受性試験が 試み ら れてき

た ．

抗癌剤感受性試験 に は大別 して 試験管内感受性試験

t in v it r o a s s a yl と 試 験 管 外 感 受 性 試 験 t in vi v o

a s s a yl が あ る ． 試 験管 内感 受性 試験 と し て は H TC －

A
91 1 01

， 色 素染 色排除 テ ス トくd y e e x cl u si o n t e s t1
2 乃

， アイ

ソ ト
ー

プ法 くS C in till a ti o n a s s a y1
5 帰

，
コ ハ ク酸 脱水素酵

素 阻 害試験 くs u c c in ic d eh y d r o g e n a s e in hib iti o n te s t
，

S D工 法1
1I
な どが あげ ら れ 了試験管外感受性試験 として

は ヌ ー

ド マ ウ ス へ の 皮 下移植 法
乃8I

， 腎被膜 下移植法

くs u b r e n al c a p s u l ar a S S a y ，
S R C a s s a y1

28，

， 受 精鶏卵柴尿

膜 法
罰朋 嘲

な どが あげ られ る ． し か し
，

い ずれ の 方法も長

所と 短所が あ り ， 簡便性 ， 迅速性 ，
予 言性と い っ た多

く の 条件 を満 た す臨床適用 可能な 理 想的な 抗癌剤感受

性試験 は未だ に な い の が 現 状で あ る ． 当科 に お い ても

骨 軟部 悪性腫 瘍 に 対 す る 抗 癌 剤 感 受 性 試 験 と して

H T C A
，
受精鶏卵寮尿膜 法な どが 試 み られ てき た ．

H T C A は S al m o n と H a m b u r g e r
別
に よ り 開発さ れた

二 層軟寒 天培地 上 で コ ロ ニ ー

を形成 す る細胞 に 対する

抗癌 剤の 感受 性 をみ る 方法で あ る ． こ の 方法は臨床効

果 と の 高い 相 関性が 注目さ れ
．

T o m it a ら
101

は こ れ を

骨 肉腫 に 対す る 抗癌剤感受性 試験 と して検 討し た ． そ

の 臨床効果 との 相 関 は真 陽性 率が 78 ％ ， 真陰性率が

73 ％
，
全体的 な予 測率 は75 ％と 高い も の で あ っ た

3 り
．

し か し癌腫 に 比 べ 肉腫で は コ ロ ニ ー 形成率が低 く
． 横

川
甥

は
一

旦単 層培養 して か ら H T C A を行 う改良法の

培養 H T C A くc ulti v a t e d H T C AI を 開発 し
，

その 成功率

を骨 肉腫 に お い て は原法 の26 ％か ら78 ％に 改善しえた

が
， 肉腫全体 と し て は4 6 ％と低率 で あ っ た ． ま た感受

性判 定 ま で に 原法 で 2 へ 3 週 間 ， 培 養 H T C A では

4
一

－ 6 週 間と 長期間 を要す る こ と ， 細胞凝 集に よ りコ

ロ ニ ー 数の 算定が 不正確 に な る こ と な と が 問題で あっ

た
礼 閲

佐々 木
蟄，

は受 精鶏卵が 免疫学的 に 未発達 で あ り ヒ ト

腫 瘍 を渠尿膜上 に 移植で き る こ と に 注目 し ，
これ を抗

癌剤感受 性試験 法 に 応 用 で き る こ と を報 告 し た ■ 杉

原
測，

は こ の 方法を骨軟部悪 性腰瘍 に 対 す る抗癌剤感受

性試験 と し て研究 し た ． そ の 結果 ， 腫瘍 は94 ％ に 生者

し ， 感受性判 定が可能 で あ っ た ． 臨床効果 との 相関性

も高 く ， 真陽性 率が100 ％， 真陰性率 が9 3 ％で 全体と

して の 予 測率 は95 ％で あ っ た ． し か し
，
人 工気室の作

成 に 手技的習熟が 要求さ れ る こ と や効 果判 定を腫瘍重

量に よ り行 っ て い る た め 腫瘍増殖 の 遅 い も の は効果判



骨軟部悪性腫 瘍 に 対す る 抗癌剤感受 性試験

定が不正確 に な る 恐れ が あ る こ と な ど の 問題が あ る ．

臨床に 応用 で き る 抗癌 剤感受 性試験 の 条件 と して
，

い 正確 に 臨床効果 の 予 言性の ある こ と
，

2 う 簡便 で

か つ 迅速 に 判定で き る も の で ある こ と
，

3う 少な い 臨

床材料 で 実施 可能 で あ る こ と
，

4 J 成 功率 が 高 い こ

と ，
5 ン 安価 な 方法 で ある こ と

，
6 J 評価が 客観的 で

ある こと
，

な どが あ げ られ る ． これ ら の 条件の う ち 臨

床効果の予言性が 高い こ と が も ち ろ ん重 要で あ る ． 臨

床効果の 予 言性 を厳 密に 検討 す るた め に は前向き研 究

が必要とさ れ る が ， 整形 外科領域 に お い て は切 断及 び

広範切除な どの 手術 に よ り腰 瘍 を余す こ と な く切 除し

てしまう た め手術後 の 前 向き 研究は ほ と ん ど不可能 で

ある ■ こ の た め生 検後の 術前化学療法 に お い て前向 き

研究の必要 があ る ． しか し，
H T C A の よ う に 判定ま で

長期間を要 す るも の で は生検後 それ だ け の 期間 を化学

療法を行わ ず待機 しな けれ ばな らず
，
実際上 は 不可能

である ． こ の た め
， よ り迅速 な感受 性試験法の 確立 が

切望され た ． ま た抗癌剤感受 性試験 法と して 広く
一

般

化する ため に は簡便 で あ る こ と も非 常に 重要な条件 で

ある ．

K o n d o ら
1，

は簡便 で 迅速 な 抗癌 剤感 受 性 試験 と し

て
，

コ ハ ク酸脱水素酵素の 活性 を指標 と し た S D ほ を

発表した ． こ れ は細胞 活性を酵素学的 に 測定す る 試験

である ． 生細胞内に 存在 す る コ ハ ク 酸 脱 水素酵素は コ

ハ ク酸を酸化す る 際に 適 当な受 容体 に コ ハ ク 酸の 水素

分子 を転移 くt r a n sf e rJ す るが ，
こ の受容体 に テ ト ラ ゾ

リ ウム 系酸化還元 色素 を用 い
， 還 元 さ れ て生 じ た ホ ル

マ ザ ン 塩の 色 の 差 を比 色計 に よ り測定 す る ． 抗癌剤に

より細胞が 死 滅す れ ば こ の 酵素活性 は失わオ1
， 還元 能

力を喪失す る こ と に な る ． M o s m an n
l lI

は テ ト ラ ゾ リ ウ

ム塩と し て M T T を用 い
，
9 6 穴 マ イ ク ロ ウ エ ル プ レ ー

トを用 い て 培養 し
．

マ イ ク ロ ウ エ ル プ レ ー

トリ
ー

ダ
ー

に て測定す る M T T 比 色法 を報告し
，
リ ン パ 球幼君化

測定法な どに 用 い た ． C a r m i c h a el ら
331

は と 卜肺癌 由来

培養細胞株 を用 い て M T T 比 色法を新規抗癌剤 の ス ク

リ ー ニ ン グ な ど に 使用 でき る 可能性 を示 し た ． 著者は

この 方法の 簡便生 ， 迅 速性に 注目 し
， 骨軟部悪 性腫瘍

に 対す る抗癌剤感受 性試験法 と して 確立 す べ く 検討を

行っ た ．

M T T は 生細胞 内の 活動性 ミ ト コ ン ドリ ア 内に 存在

する脱水素酵素に よ り還元 さ れ 暗青色の 諌 ル マ ザ ン 結

晶に変化す る ． こ の 結 晶の O D は リ ン パ 腫 由来細胞株

などに お い て生 細胞数と 良好な相関関係 を示 す こ と が

報告さ れ て い る
川

． 今回 ヒ ト骨肉腫 由来細 胞株 に お い

て 1 x l O
3

個ノウ エ ル か ら 1 x l O
5

個ノウ エ ル の 範囲 に お

い て M T T ホル マ ザ ン 量 と細胞数の 間に 有意な 相関関

767

係 を認め
， 骨軟部悪 性腫瘍 に 対 して も M T T 比色法 を

用 い て抗癌剤 の 効果 を測定す る こ とが 可能 な こ とが確

か め られ た ．

播種細胞数 は 1 ウ エ ル あ た り 2 x l O
4

個 を播種 し た

場 合 は O D が 播種 後 1 日目 よ り プ ラ ト ー

と な り
，

2 x l O
3

個 を播種 した場合 は プラ ト
ー

に 達す る ま で に 7

日間 を要 して お り
，

3 日目 ま で O D が 直線 的に 増加 し

た 5 x l O
3

へ 1 x l O
ヰ

個が 播種細胞数 と して適当 と思わ れ

た ． ま た播種細胞数の 多少に よ り感受性 の 結果が 左右

さ れ な い こ と も示 さ れ た ．

試験管内抗癌剤感受性試験 に お い て
， 検討薬剤 の濃

度 の設定 は重要な 問題で ある ． 著 者は11 種の と 卜骨肉

腰由来細 胞株 に 対し て臨床投 与時 にお ける理 論的最大

血中濃度 お よ び そ の10 分の 1 の 濃度
12，

を用 い て検討 し

た － 最大血 中濃度 に お い て は従来骨肉腰 に 有効と され

て い る
16 ト 1B 12 V

A C D
，
A D M

，
B L M

，
C D D P

，
M T X

，
V C R

，

C P A が 高 い 有効率を 示 し た ． しか し こ れ ら の 薬 剤 も

最大血中濃度の 10 分の 1 に お い て は有効率は低 く ， 他

の 薬剤と 有意差 を認 め な か っ た ． これ ら11 種 の と 卜骨

肉腫由来培養細胞株 の 薬剤感 受性 は臨床に お ける 骨肉

腫の 感受 性 を反 映 し て い る も の と推測 さ れ る こ と か

ら
， 実際の 感受性試験に お い て は最大血 中濃度 を用い

て効果判定 を行 う こ とが 妥当と考 えら れ た ． した が っ

て 臨床材料 に 対 する 抗癌剤感受性試験 に お い て は 最大

血 中濃度 を用 い て効果判定 を行 っ た ．

エ ト ポサ イ ド は従来骨 肉腫 に は 用 い られ て い な か っ

たが
， 今回 の 検 討に お い てほ と ん ど全 ての 細胞株 に 対

し て 高い C王値 を示 した こ と か ら ， 骨肉腫 に 対す る 化

学療法の 新 しい 有効薬剤に な りう ると 考え られ た ．

こ れ ら の ヒ ト骨肉腫由来培養細胞株を用 い た基 礎的

検討の 結果 を ふ ま えて
， 生検や 手術 に よ り得ら れ た新

鮮臨床材料 に 対 して 抗癌剤感受 性試験 を行 っ た ． 6 7 検

体に 行 い 6 4 検体 に感受 性判定が 可能 で あり
， 成功率 は

95 ． 5 ％と き わ め て 高 い も の で あ っ た ． 培養細胞株 を用

い た 検討で は播 種細胞数が 2 x l O
3
個

，
5 x lO

3

個ノw e ll

で あ っ て も抗癌 剤の 効果 判定の 際 Cl 値 に 有意差 を 認

めず ， O D も良好 で あ っ た の で ， 臨床材料 に 対す る 抗

癌剤感受 性試験 に お い て 当初 は 5 x l O
3

個 旬 1 x l O
4

個ノ

ウ エ ル 程度 を播種 し てし 1 た が
， 3 日 間培 養後 コ ン ト

ロ
ー

ル 群の O D が 非常に 低値 を示 し感受 性判定 が で き

な い も の が あ っ た ． 播種細胞数を 1 x l O
一

個ノウ エ ル 以

上 と す る こ と に よ り O D は全例0 ． 2 以上 の 良好な 値 を

示 し
， 全例 に 感受 性判定が 可能 と な っ た ． また どの 組

織型 に お い て も 高い 成功率を示 し ， 成功率は 骨肉腫 で

92 ％
， 軟骨 肉腫 で88 ％

．
軟部 M F H で8 9 ％ ， そ の 他 の

組織型 は100 ％ で あ っ た ． H T C A に お い て は成功率 は



7 6 8

骨肉腫 で58 ％
， 軟骨肉腫で33 ％

，
骨 M F H で55 ％ ， 軟

部 M F H で64 ％
，
滑膜肉腫 で64 ％ 巨 脂肪 肉腫で 9 ％ ，

横紋筋肉腫で5 5 ％な どで あ り
32I

． 本法 は全体 と し て の

成功率が 高い ばか り でな く ，
H T C A で は 成功 率が 極

め て低か っ た 脂肪肉腫や 軟骨肉腫 に お い て も 成功率が

高 い こ とが 明 らか と な っ た ．

ま た
， 本法は 播種細胞数は 1 ウ エ ル あた り 1 x l O 咽

で あり
，

こ れ は H T C A が 1 ウ エ ル あ た り 1 X l O
5

個を

要す の に 比 べ
詑I

よ り小 数の 細胞 に て感受性試験 を行 う

こ と が で き る ． 臨床材料 よ り得 られ る細胞数 に は限 り

が あ り ，
小 数 の 細胞 で 感受性試験 を施行 で き れ ば それ

だ け多数 の 抗癌剤 に 対 し て の 感受 性判 定が 可 能 と な

る ． 本法 で は平均8 ．4 剤と 多数 の 抗 癌剤 に 対 し て の 判

定が 可能 で あ っ た ．

感受性判定が 可能で あ っ た も の の う ち
．
3 0 検体 に お

い て臨床効果 との 関連性が 検討可能 で あ っ た ． ま た こ

の う ち11検体 に つ い て 前向 き 研 究 を行 う こ と が で き

た ． H T C A に お い て は 前向き研究 は で き ず全 て 後 向

き研究 で あ っ たが ，
こ れ は H T C A に お い て は感 受性

判定 まで に 2 旬

6 週間と 長期間 を要す る た め
，

こ の 期

間化学療法を 行わ ず待 機 す る こ と は 実際 上 不 可能 で

あっ たた めで あ っ た ． 本法 は感受性判定ま で に 要す る

期間か 3 日 間と短期間 で あ る た め
，
生検後本法に よ る

感受性試験の 結果 を待 っ て か ら 町感受性 あ り過 と 判定

さ れ た抗癌剤 を投与す る こ とが 可能で あ っ た ． 前向き

研究に お い て 本法に て F感受性あ り迅 と判定 され た 抗

癌剤を用 い て 実際に 化学療法 を行 っ た結果 ，
1 1 症 例中

10 検体 く91 ％1 に お い て 臨床効果 は 町有効迅 で あ っ た ，

1 症例が F無効d で あ っ た が く症例501 ． こ の 症 例で は

生検時の 感受性試験で C D D P が 訂感 受性あり迅 と判定

され
，
化学療法後得ら れ た手術 材料 に 対 す る感受 性試

験の 結果で は C D D P は 訂感受性 な しA と判定 さ れ た ．

この 結果か ら こ の 症例に お い て は 化学療 法に よ っ て耐

性 を生 じ F無効d と な っ た 可能性が 示 唆さ れ た ．

後向き 研究 も加 え た全体 的な 結果， 本法は骨軟部悪

性腰 瘍 に 対す る抗癌剤感受 性試験法と して ， 真陽性率

が87 ． 5 ％， 真陰性率が76 ． 9 ％ ， 全体的な 臨床 効果の 予

測率が82 ． 8 ％と
， 高 い 臨床効果 との 関連性 を有す る こ

と が 確認 さ れ た ． こ れ は H T C A に お け る 真 陽性 率

78 ％
，

真陰性率73 ％
，
全体的な 予 測率75 ％と 比 べ て も

高い も の で あ っ た ．

ま た本法 は 3 日 間培養 後 マ イ ク ロ プ レ
ー

ト に 直 接

M T T 試薬 を 入 れ れ ば よ く ，
4 時間後 培地 を 吸 引し

D M S O を加 える 以外洗浄な どの 操 作が 不要 で
， 測 定

も マ イ ク ロ プ レ ー トリ ー ダ ー を 用 い て 1 プ レ ー ト を数

秒か ら 数分で 測定で き
， 結 果も 正確 な数億 と し て 表す

こ と が で き る ．

こ の よ う に 本法は い 簡便で あ る こ と ， 2 う 3 日間

と迅速 に 結果が 得 られ る こ と ， 3 う 少量 の 材料で 多数

の 薬剤 の 感受 性 を判定で き る こ と
，

4 つ 半自動的 に客

観的 に 測定で き る こ と
．

5 1 組織型 に か か わ ら ず成功

率が 高 い こ と
，

くH 安価 で 特 別な 技術 を 要 し な い こ

と
，

7 う 臨床効果 と の 相 関が 高い こ と な どが 特徴とし

て あ げら れ る ． これ ら は理 想的 な抗癌剤感受性試験と

し て の条件 を満 た し て お り ， 本法 は骨軟部悪 性腫瘍に

対 す る抗癌剤感受性 試験 と し て 臨床 に 応用 す る ことが

で き る 方法に な る も の と 考え られ た ．

欠点 と して は 培地 を 吸引す る際 に 注意 し ない と ホル

マ ザ ン 結晶を 吸引 して しま う恐れ が あ る こ と
．

ま た正

常細胞 の 混入 に よ る 影響 が あ る恐 れ が ある こ とが挙げ

ら れ る ． しか し
，
軟 寒天 培地 を用 い る な どの手技を用

い る と 本法の 特徴の 1 つ で ある簡便性 が損 なわ れる ．

こ れ らの 欠点が あり 得る と して も本研究 の 結果高い 礁

床効果 との 関連性が 得 られ た こ と に よ り
，

M T T 比色

法は 骨軟部悪性腫 瘍 に 対 し実用的な抗癌 剤感受性試験

と して 有用 で あ り
，
十分臨床 応用 が 可能 な 方法 で ある

と考 え られ た ．

結 論

骨軟部悪 性腫 瘍 に 対す る 抗癌 剤感 受 性 試験 と して

M T T 比 色法 を用 いキ方法 を新た に検 討 した ■ そ の 結

果
，

以 下 の結論 を得 た ．

1 ． ヒ ト骨肉腫由来培養細胞株 に お い て M T T ホ ル

マ ザ ン の O D と細胞数は 良好な相 関関係を 示 した ．

2 ． ヒ ト骨 肉腫 由来培養細胞株 に 対 す る抗癌剤の 効

果は 最大血 中濃 度に お い て は従来骨肉腫 に 有効とされ

て い る も の が 高く
， 最大血 中濃度 の1 0 分の 1 に お い て

は こ れ ら の 薬剤の 有 効率は低 く ， 最大血 中濃度に お け

る 効果 判定が 適当で あ る と 考え ら れ た ． ま た エ トポサ

イ ドの 有効率が 高く 骨肉腫に 対 す る新 し い 有効な薬剤

に な る と 考 え られ た ．

3 ． 6 7 検体く58 症例I の 骨軟部悪 性腰 瘍 の 臨床材料を

用 い て
，

M T T 比 色法 を用 い た 抗癌 剤感受 性試験を検

討 し た結果
，
64 検体 く95 ．5 ％1 に 感受性 判 定が 可 能で

あ っ た ． 播種細胞数が 1 X l O
4

個以 上 の も の は 全例判定

可能 で あ っ た ． ま た 判定 ま で に 要 す 期 間 は 3 日 間で

あ っ た ， こ の よ う に 本法 は成功率が 高く
，

少量の 材料

で 多数 の 薬剤 の 感受性 を迅 速 に 判定 で き ． ま た簡便 ，

客観 的に 測定 で き る と い う 利点が あ っ た ．

4 ． こ の う ち30 検体く25 症例1 に お い て 臨床効果との

関連性 が検討 可能 で あ っ た ． 1 1 検体く11 症卿 で は前向

き研 究を行う こ と が で き10 検体 く1 0 症 例1 に お い て感



骨軟邪悪 性膿瘍 に 対 す る抗癌 剤感受 性試験

受性試験で 釘感受性 あ り迅 と判定 さ れ た薬剤の 臨床効

果は 町有捌 で あ っ た ． 後 向き研究 も加 え た結果 ， 真

陽性率は88 ％
，
真陰 性率 は77 ％

，
全体 と して の 予 測率

は83 ％で あり
， 高 い 臨床 効果 と の 関連 性 が 得 ら れ た

くp く0 ． 0リ ．

こ の よ う に M T T 比色法を 用 い た抗癌剤感受 性試験

は簡便， 迅速で 成功率が 高く 少量の 材料 で 多数の 薬剤

の感受性 を判定で き る 方法 で あ り
，

また 臨床効果に 対

する 高い 予 言性 も得 ら れ た こ と か ら
， 骨軟部悪性腫 瘍

に対する 抗癌剤感受 性試験と して 臨床 に 応用 で き る実

用的な方法で ある こ とが 示 唆さ れ た ．
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