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ヒ ト胃未分化癌細胞株くK K L S 細胞J の 樹立 と性状お よ び

新 し い 抗癌剤感受性試験 一 上層培養液 M T T 法

く1i q uid t o p l a y e r
－ M T T a s s a y ， L M A 卜 の 試み

金沢大学が ん 研究所外科部 は 任 二 磨伊正 義教授う

浅 井 透

く平成 3 年3 月25 日受付1

425

本研究は
，

ヒ ト胃未分 化癌 の 生物学的細 胞特性の 検討及 び臨床 に と っ て 有用 な抗癌剤感受性試験

の 確立 を目的と して
，
培養系に お ける と 卜胃未 分 化癌細胞株くK K L SI の 樹立を行 な っ た ． ヒ ト胃未 分化

癌の 転移 リ ン パ 節か ら単離 し た 培養細 胞 は 上 皮系の 形 態 を 示 し つ つ 増 殖 し ．
こ の 初代浮 遊細胞 よ リ

K K L S －S 細胞 を． 生 者細胞の 単個培養に よ り I
，
II

．
m の 3 株の ク ロ ー ン を得 た ． K K L S －S 細胞お よ び

3 ク ロ
ー ン 細胞 の 倍加時間は25 ノ ー 3 0 時 間，

コ ロ ニ ー

形 成率 は約 8 へ 2 2 ％ ， 染色体分析で は ． 1 4 番染 色体

の 短腕 に 8 番長腕よ り の 転座 を共 通 し た異常 と して 認め た ． K K L S － S 細胞 はヌ
ー

ド マ ウ ス 移植可能 で あ

り ，
その 移植腫 瘍お よ び培 養細胞 の 検索 に て

．
手術摘出標本 と 同様 の 所見 を認め た ． 又 ， 免疫組織学 的

及 び電顔 に よ る 検 索 に て 胃 未 分 化癌 由来 と 同 定 し た ． 3 －く4 ．
5 －d i m e th yl thi a z o ト2 ．

ylト2
，
5 －di p h e n yl t e t －

r a z oli u m b r o mi d e 法くM T T a s s a yI を用 い 本細胞株 の 抗癌剤感受性 に つ き 検討 し た所 ， 他 3 株の 胃癌培

養株と比較 し，
K K L S － S 細胞 は ヴ ィ ン デ シ ン くVi n d e si n e

，
V D Sナ．

エ トポ シ ドくet o p o sid e
，
V P －1 61 に よ り

高い 感受性 を示 し ， 又 ．
10 剤 の 薬剤の 中で は エ ス キ ノ ン くC a r b a zil q u i n o n e

，
C Ql に 対し 最も 高 い感 受性

を示 し た ． 知見の 及 び 範囲で は
．

ニ れ ま で に 胃未分化癌細胞株 の 樹立 の 報告 は無く 本棟 を も っ て囁 矢と

し
， 今後胃癌の 生 物学的特徴 の 解明 に 寄与 す る こ と が 期待さ れ る ． こ の 樹立化細胞 を用 い

． 既存の 抗癌

剤感受性試験 で ある M T T 法 を上 層培 養液法 りiq u id t o p l a y e r a s s a yl を 応用 す る事 に よ っ て改良し ．

線維芽細胞の 影響 を出来る だ け 排除し た 新し い 抗癌 剤感受 性試 臥 上 層培 養液 M T T 法 りiq u id
J
t o p

l a y e r－M T T a s s a y ，
L M A l を 開発 し そ の 有効性 に つ い て 検討 し た ． そ の 結果

， 胃癌培養株の 抗癌剤感受

性に 閲し L M A は M T T 法 と ほぼ 相関し
．
又

．
L M A に お い て 練維芽細胞の 増殖 は抑制さ れ た ． 更に

，

K K L S －S 細胞 の ヌ ー

ド マ ウ ス 移植腫 瘍 を単離し た 実験 に お い て
．
L M A は M T T 法 に 比 し ， 培養細 胞の

M T T 法に よ り近 い 値 を示 し た ． こ の 事 は ．
ヒ ト腫 瘍 の 抗癌剤感受性 に つ い て も ，

L M A が よ り正 確な

評価 を下 しう る事 を 示唆し ， 線維芽細 胞の 影響 を可 能な か ぎり 除外し う る 本法 は
， 今後の 臨床応用 に 大

き な期待が持 た れ る ．

K e y w o r d s u n d iff e r e n ti at e d c a r ci n o m a of t h e s t o m a c h
， g a St ric c a r ci n o m a

C ell li n e
，
i n vit r o c h e m o s e n siti vit y t e st

，
M T T a s s a y ，

1iq uid

t o p l a y e r － M T T a s s a y

A b b r e v i ati o n s 二 A D R ． a d r i a m y ci n i A F P
，

a
－f e t o p r ot ei n 三 A T C C S

，
a d h e si v e t u m o r c e11

C qlt u r e s y s t e m i C A － 1 2 5
，

C a r b o h y d r a t e a n ti g e n 1 2 5 三 C A 19 －9
，

C a rb o h y d r a t e a n ti g e n 19 －9
，

C D D P
，
Ci s pl ati n ニ C E A

，
C a r Ci n o e m b r y o ni c a n tig e n ニC Q ，

C a rb a zilq ui n o n e 三D F －1 5
，
D ulb e c c o

，

s

m o difie d E a gl e
，

s m ed i a s u p p l e m e n t e d w it h 1 5 ％ f et al b o v i n e s e r u m ニ D M E M
，
D ulb e c c o

，

s



4 2 6 浅

19 5 2 年 G e y ら
1，
が ヒ ト子 宮頸癌 由来 の H e L a 細胞株

の 樹立 に 成功 して 以来 ，
ヒ ト悪 性腫瘍由来細 胞株の 樹

立 が数 多く報告さ れ て い る
2ト 4－

． こ れ ら は 悪 性 腫瘍 に

関す る生化学 ， 免疫学 ，
ウ イ ル ス 学 な どの 基礎的研究

に 応用 さ れ
，

ヒ ト癌 の 生物学的特性 を知 る上 で 大 き な

役割 を果た して い る ．

一 方 ， 胃癌 は我 が 国に お い て 最

も多 い 悪性疾 患で あ り ，
この 生物学 的特性 の 解明

，
適

切 な抗癌剤の 選択は 必要不可 欠な こ と で あ る ．
ニ の 意

味に お い て
， 本邦 で は 古く よ り 胃癌培養の 試み が 成さ

れ
5 槻

，
さ らに 現 在種々 の 抗癌剤感 受性 試験 が 試 み ら れ

て い る ． 抗癌剤感受性試験 に 関 し て は ，
1 9 5 6 年 P u c k

ら
7－

が 培養細胞 を用 い て
，
放射線 の 生物 物理 学的 作用

の 定量化に 成功 して以 来 ，
抗癌剤 の殺細胞作 用 の 定量

化 に も応用 さ れ
，
抗癌剤研究 の 重要な 方法 と して 用 い

ら れ て い る ． し か し
，

個々 の 患者に 対す る 抗癌剤の 臨

床効果 を予測す る必要が あ る ． こ の 日的 に 即 し た方法

と して
，
H a m b u r g e r ら

8，
に よ り 開発さ れ た 二 重寒天 法

th u m a n t u m o r cl o n o g e n i c a s s a y ，
H T C A l が あ り ，

その 後種々 の 方法
削
が 試み ら れ ， さ ら に 最近で は19 8 3

年 M o s m a n n ら に よ り 考 案 さ れ た 3 －く4 ，
5 － di m eth yl

－

th i a z ol －2 － yll －2
，
5 －di p h e n yl t e t r a z o li u m b r o m id e 法

くM T T 亨封
岬
が

，
広く普 及 し つ つ あ る ． し か し

， 本法は

初代培養の 際線 維芽細 胞 の 混 入 が 見 ら れ
， 問題 が 残

る ．

以 上 の 事実 を踏ま え ， 著者 は ヒ ト胃癌細胞培 養を試

み ， 胃癌由来細 胞株を樹立 し そ の 性状 に つ い て 検討 し

た ． 更 に この 樹立化細胞 を 用しユて
，
線推芽細 胞の 影 響

を除 く こ と を目 的 と し
，

M T T 法 を 上 層 培 養 液 法

Oi q u id t o p l a y e r a s s a yl
llI

を応用 す る事 に よ っ て改 良

し
，

こ れ を 上 層培 養液 M T T 法 く1i q u id t o p l a y e r
－

M T T a s s a y ，
L M A l と命名 し ， 今回 樹立 した ヒ ト胃未

分化癌細胞株 を用 い
， 本法 の 有 用性 を検 討し た ．

材料お よ び 方法

工
． 材 料

症例は ，
5 8 歳 の 男性 ． 1 9 8 8 年 9 月20 日頃 よ り上 腹部

不快感 を認め10 月3 1 日当院 を受診 ， 多発性肝転移 ，
リ

ン パ 節転移を 伴う B o r r m a n n l 型 胃癌 と 診 断 し た ．

尚， 患者 は
，
同年6 月21 日 胃の 集団検 診に て 異 常 を指

摘 さ れ てお らず ， ま た ， 当時 の 間接胃 X 線写真 の 再読

影に お い て も異常 は指摘困難で
，
発育速度の 速 い 腫瘍

m o difi e d E a gl e
，

s m e di a ニ D M S O
，
di m et h yl

a c id こ E M A ， e pid e r m al m e m b r a n e a n ti g e n 芸

で あ る と 考え ら れ た ． 同年1 1月1 7 日 胃部分切除術を施

行 した ． 摘 出標本 で は
，
胃休部小攣の 1 1 x 6 ．5 c m の乳

頭状 に 突出す る
，
軟 らか な隆起性腫 瘍 で あ っ た ． この

際得 られ た転移 陽性 胃小 攣 リ ン パ 節 を 培養材料とし

た ． 術後
，
肝勤 注 に よ り マ イ ト マ イ シ ン くmi t o m y ci n

C ，
M M Cl ，

シ ス プ ラ チ ン くCi s pl a ti n
，
C D D P l ，

フ ル オロ

ウ ラ シ ル く5 －fl u o r o u r a c il
，
5 － F uJ ，

ベ
ー

タイ ン タ ー フ ェ

ロ ンくP
－i n t e r f e r o n

， P ，I N Fl 等 を投与 した が
， 画像診

断上 も 効果 を認 めず
，

1 9 8 9 年 2 月13 日 肝転移の ため死

亡 した ． 尚 ， 術前術後の 全期間 を通 じ ， 痛胎児性抗原

くC a r C i n o e m b r y o n i c a n ti g e n
，

C E A l ， 糖 鎖 抗原 19 ．9

くC a rb o h y d r a t e a n ti g e n 1 9T9 ，
C A 1 9 －91 ， 糖鎖抗原 125

くC a r b o h y d r a t e a n ti g e n 1 2 5
，
C A 1 2 51 ，

a －フ ェ トプロ

テイ ン くa ．f e t o p r o t ei n
，
A F P l 等 の 各種腫瘍マ ー カ ー

は ， 正 常域内 に あ っ た ．

工工
． 原 発腫癌 の 病理 組織学的検討

摘出標本 は へ マ ト キ シ リ ン ー

エ オ ジ ン くh e m a t o x y
－

1i n
－

e O Si n
，
H E l 染色

，
過 ヨ ウ素酸 シ フ tp e ri o di c a cid

S c h iff ， P A Sl 染色 ，
P A S － ア ル シ ア ン ブ ル 岬 染色を行

な い
，

更 に 免 疫組 織 化 学 染 色 と し て A F P
，
C E A

．

C A 1 9 －9
，
サ イ ト ケ ラ チ ン

，
ヴ ィ メ ン チ ン

，
上 皮膜抗原

くe pid e r m al m e m b r a n e a n ti g e n ， E M A J 染色を行なっ

た ． 電子 顕微鏡標本 は2 ． 5 ％ グ ル タ
ー ル ア ル デ ハ イ ド

液 4
b

C 3 0 分国産後 ，
0 ． 1 M カ コ ジ

ー ル 酸緩衝液で洗浄

し ，
2 ％四酸化 オ ス ミ ウ ム で 固定 し た ．

エ ボ ンで 包埋

後 ダ イ ア モ ン ド カ ッ タ ー

を用 い て 標本 を作成
，
酢酸ウ

ラ ニ
ー ル

， ク エ ン 酸鉛で 染色 し観 察 した －

III ． 細胞単離法

M i y a z a k i ら
1 2

切 肝細胞単離法 に 準 じ た 1 摘出転移

リ ン パ 節 を ハ ン ク ス 液 くGi v c o ， C o ． ， U ．S ．A ．1 中に て被

膜 を除去後 ，
メ ス 2 本 を周 い 1 ル 2 m m 角に 細切した ．

0 ， 0 2 ％の e th yl e n e di a m i n e t e tr a a c e ti c a c id t E D T A l

く和 光 純 薬 工 業 ，
東 京一 を 含 む ハ ン ク ス 液 IC a

． サ

，

M a
十 十

不 割 に て 4
0

C ．
3 0 分 間洗浄後 50 x g に て低速

遠心 ， 上 浦除 去後 ．
0 ． 0 5 ％の コ ラ ゲ ナ ー ゼ tさ

，

p ell
，

くS i g m a ， C h e m
．
C o ．

，
S t ． L o u i s

，
U ．S ．

A J を含ん だハ ン

ク ス 液 で37
0

C ，
3 0 分間振造消化 を行 な っ た ．

ハ ン ク フ
ー

液 で 洗 浄 後 低 速 遠 心 ， 上 清除 去 後 デ ィ ス ノ ベ ー ゼ

く1 0 0 0 p uノm りく合同酒精 軋 東 斜 に て 37
O

C 3 O 分間振漁

消 化し た ． 充 分な ピ ペ ッ テ ィ ン グの 後 ナ イ ロ ン ス ト

キ ン グで 濾過
，
濾液 を低速遠心 で 5 分間3 回洗浄し －

s ulf o x id e 三 E D T A
，

e t h yl e n e di a m i n e t et r a a C etic

F B S
，
f et al b o v i n e s e r u 町 5 － F u

，
5 － fl u o r o u r a Cil s

H E
，

h e m a t o x y lin e o si n ニ H E L
，

h u m o n e m b r y o n al l u n g c ell i H T C A
，

h u m o n t u m O r

cl o n o g e n i c a s s a y ニI C 7 0， 7 0 ％ in hibit o r y c o n c e n t r a ti o n 3 L M A
，
1iq uid t o p l a y e r ， M T T a s s a y 3



K K L S の 樹立及 び L M A の 試み

単離細胞を回 収し た ■ 単離後 ，
ト リ バ ン プ ル ー に て染

色し ，
非染細胞 を生 細胞 と し て血 球計算板 に て カ ウ ン

ト ，
生細胞率 を求め た く図 1 ト

N ． 初代 培養

1 ． 培養液

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

tR P M l －1 6 4 01 くGib c o
，

C o ■1 ，
D ulb e c c o

，

s m o d ifi e d

E a gl e
，

s m ed i a くD M E M H 日本製薬 ． 東 斜 に1 5 ％ に な

る よ う に 牛 胎 児 血 清 tf e t a l b o vi n e s e r u m
，

F B Sl

くGib c o
，
C o ．

，
U ．S ．A ．I を加 え

，
カ ナ マ イ シ ン 仙 之 内製

軋 東京I lO O ノノ gノdl
，

フ ア ン ギ ソ ンく日本 ス ク イ ブ
， 東

剰 0 ． 1 C qノdl を添加 し
，

R P M I －1 6 4 0 s u p pl e m e n t e d

w ith 1 5 ％ F B S くR F ．1 51 ，
D M E M s u p pl e m e n t e d w ith

1 5％ F B S のF －1 引 を作成 ， 更に イ ン ス リ ン く小 玉
， 東

新 0 ． 8 Uノm l を加 えた ．

T u m o r s p e ci m e n

l
Mi n c e

上
Ri n s e

上
0 ．02 ％ E D T A i n C a

，
M g

－f r e e H a n k s
，

s ol u ti o n

a t 4
0

c fo r 3 0 m i n ．

C e n trif u g a ti o n

l
50 x 9 f o r 5 m i n ．

P r e cipit a t e

l
0 ．05 ％ c o暮I a g e n a s e i n H a n k s

，

s ol uti o n a t 37
0

c
f o r 2 0 m i n ．

Ri n s e a n d c e n tr if u g a ti o n

上
0 ．02 ％ E D T A i n C a

，
M g f r e e H a n k s

，

s ol u ti o n

50 x g f o r 5 r両 n ．

P r e cipit a t e

l壬g2
0

3吉盟
．di s p a s e

Filt r a ti o n

l
n y lo n sto c k i n g

C e n trifu g a ti o n

J
50 x 9 f o r 5 m i n ．

1s ota t e d c a n c e r c e ll

上
C O u n t c ell n u m b e r

i n H a n k s
，

s ol u ti o n a t 37
O

c

C e H c ult u r e

Fi g ． 1 ． F l o w di a g r a m f o r is o l a ti o n a n d p r e p a－
r ati o n o f K K L S c ell s ．

4 2 7

2 ． 培養法

それ ぞれ の 培養液 に て 生細 胞 50 x l O
J

c ell sノm l の 細

胞 浮遊液 を 作成 し
，

2 5 c m
2

組 織 培 養 フ ラ ス コ 3q 1 3

くF al c o n
， C o ． ， L i n c o l n P a r k

，
U ．S ．A ．1 に 5 m l ず つ 分 注

し ， 3 7
0

C ， 湿潤 ， 5 ％C O 2ノ95 ％空気下に 静置培 養を行

な っ た ． 培嚢液 は ， 培養開始 当初 3 日に 1 度 半量 づ つ

交換 した ．

V ． 継代培養

1 ． 培養液

継代1 代よ ウ20 代迄は初代培養 同様 R ト15 を 用 い

培養し た ． ま た D M E M は
，
R P M I －1 6 4 0 に 較 べ 明 ら か

に 増殖 が 不 良 で あ っ た た め
， 継 代 7 代 以 後 R P M ト

1 64 0 の み を 使 用 し た ． さ ら に 継 代2 1 代 以 後 は

R P M ト16 4 0 に F B S を10 ％加 え くR F －1 01 継代 培 養 し

た ．

2 ． 培養法

継 代 は
．

0 ． 0 2 ％ E D T A と0 ， 2 5 ％ ト リ プ シ ン

t D if c o
，
C o ．

，
D e tr o it

，
U ．S ． A ．I に て 1 二 2 希釈 で 2 句

4 日毎 ，
2 1 代以降 は 1 こ 8 に希釈 して 3 へ 5 日 毎に

行 な っ た ． 培養条件 は ， 3 7
0

C
，
湿潤 ，

5 ％C O 2ノ95 ％空 気

下 で ある ．

Vl ． 増殖曲線 の 測定

継代培養後 2 日 で
． 細胞が 密集 する 約70 へ 8 0 ％の 段

階 で
，

細胞 を E D T A
，

トリ プ シ ン に て 剥離 ， 充 分 ピ

ペ ッ テ ィ ン グ を行 な い 細 胞 浮 遊 液 を 作成 ，
こ れ を

1 0
4

c e11 sノm l に 調整 し た後
， 組 織 培 養 皿3 0 0 1 く直 径

20 m m H F al c o n
， C o －1 に 2 m l ず つ 分注 し培賛し た ． そ

の 1
， 3 ， 5 ， 7 日 後の 細胞数 を

， 各群 3 検体ず つ
，

トリ バ ン プ ル
ー 染色 の 後血球計算板で 計測 ，

ニ の 平 均

値 を プ ロ ッ ト し た ．

VIl ． 光顕 観察

各継代毎の
． 倒立 位相差 顕微 鏡 に よ る 観察 の 他 ，

L a b －t e k ，
4 8 0 4 くM il e s L a b ． I n c ． N a p e r v ill e

，
U ．S ． A

．1

で 培養 し ，
H － E 染色

．
P A S 染色．

P A S － ア ル シ ア ン ブ

ル ー 染 色 を 行 な い
， 更 に 免疫 組 織 化 学 染 色 と し て

C E A
，
C A 1 9 －9 染色 を行な っ た ．

Vlu ． 電 顕 観察

組織培養皿 に て 培養 した細胞 を 前述の 方法で 固定
，

エ ボ ン で 包埋 後用 手的に 剥離 し
， 細胞付着面 に 水平に

ダイ ア モ ン ドカ ッ タ ー を用 い て標本 を作製 ， 酢酸 ウ ラ

ニ ー ル
，

ク エ ン 酸鉛で染色 し観察 した ．

M M C
， m it o m y ci n C ニ M T T

，
3 －t 4

，
5 － di m e t h y lt hi a z ol － 2 －

y lト2
，
5 － dip h e n y lt e t r a z oliu m b r o m id e 三

M T X
， m et h o t r e x a t e 三 N C A

， n e O C a r Ci n o st a ti n こ O D
，

O p ti c al d e n sit y ニ P A S
， p e ri o d ic a cid

S chiff s P B S
， p h o s p h at e － b u ff e r e d s ali n e 三 P E P

， p e p l e o m y c i 町こ P P C
， p e a k p l a s m a

C O n C e nt r ati o n ニ R F － 1 0
，
R o s w ell P a r k M e m o ri al I n s tit u t e m e d i a － 1 6 40 s u p p l e m e nt e d w it h lO ％
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IX ． コ ロ ニ ー 形成率の 測 定

対数増殖 期の細胞 を E D T A
， トリ プ シ ン を用 い て

剥離 ，
9 5 ％以上 の単離細胞浮遊液 を作 成 し

，
トリ バ ン

プ ル ー 染色に て 総生細胞数 を算 定 した ． こ れ を
．
培養

液 R F l O に て 所定の濃度 に 希釈 し
． 組織 培 養皿 300 2

値 径 60 m m l くF al c o n
，
C o ．1 に 3 m l ずつ 分注 し ， 3 7

0

C
，
5％C O a伯5 ％空気 下に て 8 日 間培養 し た － 培 養液

を除去 し1 0 ％ホ ル マ リ ン で固定後 ，
1 ％ク リ ス タ ル バ

イ オ レ ッ トに て 染色 ，
3 0 個 以 上 の 細 胞 よ り 成 る コ ロ

ニ ー 数 を倒立顕微鏡下に 算定 した ． 植 え込 み 細胞数 に

対 す る コ ロ ニ ー 数の 比 を コ ロ ニ ー 形成率 と した ■ 尚 ，

植 え込 み細胞数 は100
，
2 0 0

，
4 0 0 個ノdi s h と し

，

コ ロ

ニ ー 数は そ れ ぞ れ組織培養皿 3 枚 の 平均 よ り求 め た －

X ． 細胞の ク ロ
ー

ニ ン グ

ク ロ
ー ニ ン グ は 既 報 の 単 個 培 養 法

13I
に 準 じ た ■

0 ．0 2 ％ E D T A と0 ． 2 5 ％ ト リ プ シ ン に て 単 離細胞 率

95 ％以上 の細胞浮遊液 を作成 し培養液くR F 一 周 に て希

釈 ，
5 0 c ell s1 3 0 m l に 調整 した ■ こ の細胞浮遊液 を96 穴

マ イ ク ロ プ レ イ トに 各穴 1 50ノバ ず つ 撒 き 込 み
，

倒 立

位相差顕微鏡 に て 細 胞 1 個 の 穴 を 確認 し
．

3 7
0

C
，

湿

潤 ，
5 ％C O ノ95 ％空気下 に 静置培養 を 行 な っ た ． こ の

条件 で増殖 ，
コ ロ ニ ー 形成 を行 な っ た も の を E D T A

と トリ プ シ ン に て単離 し ， 再度16 穴 マ イ ク ロ プ レ イ ト

に 植 え込 み単 個培養 ク ロ ー ン を得 た ．

X 工 ． 染色体分析

培養 2 日目の 対数増殖期 の 細 胞に 0 ． 0 5ノJ gノm l デ メ

コ ル チ ン くコ ル セ ミ ッ ド1くGib c o
，
C o ．1 を加 え て 2 時間

培養，
そ の後 E D T A

，
ト リ プ シ ン に て細胞 を単離 し

，

0 ． 0 7 5 M の K C l を用 い 低張液処理 を行 な っ た ． 固定 は

カ ル ノ ア 液 で 行な い
，
1 0

6
亡ell sノm l の 細 胞 を ス ラ イ ド

グ ラ ス に 滴下 した後 ， 自然乾燥 し た ． G バ ン ド染色で

は
， 更 に

，
0 ． 2 5 ％ トリ プ シ ン に て 5 へ 1 0 秒間処理 後ギ

ム ザ染色 し た ． 以 上 よ り得た 検体 を ， 4 0 0 倍 又 は100 0

倍光学蹟微鏡下 に 写真撮影 を行 な い 観察 し た ．

X I工 ． 異種 移 植

E D T A
， トリ プ シ ン で細胞浮遊液 を作成 し

．
1 0

7

偶の

細胞 を ハ ン ク ス 液0 ．2 m l に 浮 遊 さ せ
，

ヌ ー ド マ ウ ス

くB A L G ノC
，
n u J n ul く三 共ラ ボ サ ー ビ ス

， 東 刹 3 匹 の 大

腿筋 内に 皮 内針 を用 い て 接種 した ，

X 11I ．
M T T 法及 び 上 層培 養液 M T T 法 くL M A l

l ． M T T 法

M T T 法 を用 い 抗癌剤感受性試験 を行 ない
， 他の低

分化型胃癌株 K A T O－1II ，
M K N 4 5

，
N a k aji m a の 3 株

と比 較検討 し た ， 抗癌剤 は
，

M M C
， ア ド リ ア マ イ シ

ン くad ri a m y c i n
，
A D RJ ，

C D D P
，

カ ル ポ コ ン くC a rb a
－

zil q u i n o n
，
C Q l ，

エ ト ポ シ ド くe t o p o sid e
，
V P －161 ，

ネオ

カ ル チ ノ ス タ テ ン くn e o c a r ci n o st a ti n
，
N C Sl ，

5 － F u ， メ

ソ ト レ キ セ
ー

ト くm e th o t r e x a t e
，
M T X l ，

ペ プ ロ マ イ

シ ン くp e pl o r n y ci n
，
P E Pl ，

ヴ イ ン デ シ ン くVi n d e si n e
，

V D Sl の 1 0 剤 を 用 い た ． 作 用 濃 度 は 最 高血 梁濃度

くp e a k pl a s m a c o n c e n t r a ti o n
，
P P Cl を 基 準と し

，
そ

の1ノ8
，
1ノ4

，
1ノ2 ，

1
，
2 倍 の 5 段階 を お き ， 作用時間

は 3 日 間 の 持 続 接 触 と し た ． 尚 ，
P P C の 値 は

Alb e r t s ら
川
に 準 じた く表 い ．

M T T a s s a y は9 6 穴平 底 マ イ ク ロ プ レイ ト を用い
，

培 養 液 R ト15 に て 浮遊 さ せ た 細胞 を 各 穴 10
4

c ell sノ

1 00 ノバ 撒 き
，
そ れ に ， 抗癌剤処理 の 場合 は R F －1 5 に て

上 記濃度の 2 倍 に 調整 し た各種抗癌剤 を ， 対照の 場合

は R ト15 を 1 0 0 声1 加 え
，
3 7

0

C
，
5 ％C O 2ノ95 ％空気下 に

3 日 間培養 ，
そ の 後 ，

燐 酸緩衝生 理 食 塩水 くp h o s ph a ．

t eTb u f f e r e d s ali n e
，
P B S い こ て 2 m gl mi に 調整し た

M T T を 25 JL l 添加 し更 に 4 時間培養 ，
2 0 00 r p m で5

分 間遠心 し た 後上 清 を 吸 引 し
，

di m e th yl s ulf o x id e

tD M S O l くSi g m a ， C h e m ． C o ．1 を 20 0 JL l 加 え生成した

M T T フ ォ ル マ ザ ン 塩を 溶解 ，

プ レ イ ト ミ キ サ ー にて

1 0 分 間撹拝 し た 後 自動 吸 光度 計 くE A R 3 4 0 A T
，
S L T

，

V i e n n a
，
A u s t ri al を用 い

， 波長 54 0 n m に お ける O D

T a bl e l ． P e a k pl a s m a c o n c e n tr a ti o n t P P Cラ

D r u g P P C くp g l m ll

C Q

V D S

慧

芸
汎

P E P

N C S

M T X

0 ． 2 5

0 ．0 5

1 ． 5

0 ． 6

3 4 ． 2

2 ． 5

6 0 ．0

5

7

3

7

0

0

2

f e t al b o v i n e s e r u m i R F r 1 5
，

R o s w ell P e a k M e m o ri al I n stit u t e m ed i a － 1 64 0 s u p p le m e nt ed

w it h 1 5 ％ f e t a l b o vi n e s e r u 町 R P M I －1 6 4 0
，
R o s w e11 P a r k M e m o ri al I n stit u t e m e di a －1 640 i

s D I
，

S u C Ci ni c d e h y d r o g e n a s e i n hibiti o n 妄 T P A
，
ti s s u e p ol y p e p tid e a n ti g e n i V D S

，
Vi n d e sin e I

V P － 1 6
，

e t O p O Sid e



K K L S の 樹立及 び L M A の 試 み

くop ti c al d e n si tyl 値 を ， 対照 を 630 n m に お き 測定 し

た ． 尚，
各群 3 検体 に て行 な い

， 同様の 実験 を 3 回 行

なっ た ． 以 上 よ り
， 対照 の O D 値 に 対 す る抗癌剤処理

群の O D 値の割合 を 生存率く％ナと して 求め
，
プ ロ ビ ッ

ト備に 変換，
そ れ ぞ れ の 回帰曲線よ り70 ％増殖抑制濃

度く70 ％ g r o w th i n h ib it o r y c o n c e n t r a ti o n
，
I C 7。J を求

め比較検討し た ■

2 ． 上 層培養液 M T T 法 くL M AI の 検討

1 I 方法

M T T 法同様96 穴 平底 マ イ ク ロ プ レ イ ト を 用 い た

が ， 下層 に
，

1 ％寒 天 と 培養液 R F t3 0 を 等 量混 ぜ

R F －15 で0 ． 5 ％ に 成 る よ う に 調整 し た 寒天 を 50 ノ川

w e11 おき
，
上 層に

，
R F －1 5 に て 培養 株細胞 で は 10

4

個 ， 初代培養細胞 で は 4 x l O
4

偶 の 細胞数 に 成 る よう に

調整した細胞浮遊液 を 10 0 声1ノw ell お き ， 更 に
，
抗癌

剤処理 は R F ． 1 5 に て最終濃度の 4 倍 に な る よ う に 調

整した抗癌剤 を
， 対 照 は R F －1 5 を 50 ノバノw ell 加 え

た ． そ の 他の処理 は
，

M T T 法と 同様 に 行 な っ た く図

2I ，

2 1 細胞数と 吸光度 との 関係

胃癌培養株 K K L S － S
，
M K N 4 5 ， N a k aji m a の 3 株 を

用い それ ぞれ各穴当 た り1 2 5 0
，
2 50 0

， 5 0 0 0 ， 1 0 0 0 0
，

2 00 0 0個の 細胞 を撒 き
，

3 日後の O D 値を 測定し ， 細

． C ell li n e s o f g a s t ric c a r ci n o m a

■ P ri m a r y c ult u r e f r o m th e t u m o r

l
i s ol a ti o n

9 6 w ell m i e r o pl a te

c ell s 1 X l O4 f o r c ell li n 8

4 X l O4 f o r p ri m a r y c ult u r e

i n R F － 1 5 ．
w ith ノんith o u t d r u g

0 ． 5 ％ a g a r c o n t aini n g R F － 1 5

l c ultu r e d f o r 3 d a y s

A d diti o n o f M T T i n P B S く2 m g ノ布1tl
2 5 山 ル ell

1
4 h o u r s

u
一

05

1
ノ

1

1Hr

C e n t rif ug a ti o n く2 00 0 r p m
，
5 m 両

土
A spir a tio n of t h e s u s p e n si o n

l
A dditi o n o f D M S O く2 0 0 ul ノん elLl

l
S h a ki ng く1 0 m i nl

l
．

R e ad by a s c a n n ．ng m u Eti w eLL s p e ct r o p h o t o m e t e r

く5 4 0 n m
，

r ef e r en c e こ 6 3 0 n m l

F ig 1 2 ． Fl o w di a g r a m f o r li q uid t o p l a y e r
－ M T T

a s s a y くL M AJ ． R F －1 5
ホ

， R o s w ell P a rk M e m o
－

ri al I n s tit u t e m e d i a
－1 6 4 0 s u p pl e m e n t e d w ith

1 5 ％f et a l b o v in e s e r u m ．
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胞数と 吸光度 と の 関係 に つ き検討 した ． 各群 3 検体に

て 行な い
， 同様 の 実験 を 3 回行 な っ た ．

3ン 胃癌培 養株及 び線維芽細胞 を用 い た
．

L M A と

M T T 法 との 比 較

ヒ ト胎児肺 由来の 線推芽細胞系 E E L と前述の 3 株

の 胃癌培養細胞 に 対 し M M C を作 用 させ
，

L M A と

M T T 法 を行 な い 両者 を比較検討 した ． M M C の 濃度

は
，
P P C を基 準に その 1 ハ0

，
3 ハ0

，
1

．
3

，
10 倍の

5 段 階と し た ． 尚， 各群 3 検体 に て同様 の 実験 を 3 回

行な っ た ． 又
， 各細胞 に お け る対照群 く抗癌 剤無処 理

群1 の ， L M A と M T T 法で 得ら れ た O D 値 の比 を求

め
，

比 較検討 し た ， 更 に
， 線推芽細胞 H E L に つ い て

は
，
L M A と M T T 法両者 に 於け る細胞の生者 ， 増殖

様態を倒立位 相差顕微鏡 に て観察 し
，

比 較検討 した ．

4 う K K L S ．S 細胞の ヌ ー

ド マ ウ ス 移 植腫瘍 を 用 い

た
，

L M A と M T T 法と の 比 較

K K L S －S 細胞の ヌ ー ド マ ウ ス 移植腫 瘍 を 前述 の 初

代培養単離法 を用 い て単離し
，

P P C の 1 ハ0
，

3 ハ0
，

1
，

3
，

10 倍 の 5 段階の 濃度の M M C 及び A D R を作

用 さ せ
，
L M A と M T T 法 を行な い

． 培養継代 さ れて

い る K K L S －S 細胞の M T T 法の 結果と比較 し検討 し

た ．

成 績

工 ． 原 発 腫 瘍 の 病 理 組織学的検討

組織学的 に は
， 充実性 ， 網状 ， 乳頭状 に 発 育す る未

分化な腫瘍細胞 を認 め
． 管状構造も 稀に は見ら れ る も

の の
， 極性 を有 す る細胞よ り な る腺管形成は 認 めら れ

な い
． 腫瘍細胞 は立方状の 形態 をと る部分が 多 い が

，

一 部網状 の 配列 を示 す 部分で は
，

星 亡状の 形態 をと り

細胞質の 先端 で 相互 に 連結が認 めら れ る ． 細胞質は明

る く ， 大型 の 核 に は通 常 1 個の 明 る し1 核小 体 が 見 ら

れ
， 多数の 核分 裂像 を 認める く図 3 j ． P A S 染 色で－

一 部

Fi g ． 3 ． H i s t o l o g y of p ri m a r y t u m o r ． H e m a t o
－

X yli n － e O Si n s t ai n ． x 4 0
．
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に 陽性細胞 を認 める が ，
ジア ス タ ー ゼ で 消化 さ れ ， 粘

液の 産生は な く グ リ コ
ー ゲ ン で あ る こ と が判 明 した ■

P A S －ア ル シ ア ン ブ ル ー 染色で は ， 細胞間質に ア ル シ

ア ン ブ ル ー 陽性 の 酸性 ム コ 多糖が 見ら れ る が 線推性結

合組織 に 乏 し い
． 免疫組織化学染色 で は

，
サ イ ト ケラ

チ ン弱陽性の 腫瘍細胞 を僅か に 認 め る もの の く図4 1 ．

ヴ ィ メ ン チ ン
，
E M A

，
A F P

，
C E A は陰性で あ っ た ．

電顕 所見 で は
， 腫瘍細胞 は シ

ー

ト状配列 を 示 し腺管

構造 を認め な い ． 隣接す る腫瘍細胞 の 細胞膜 は 密に 接

し ， 張原線維束 を伴わ な い 未発 達な デ ス モ ゾ
ー

ム 様の

構造 を ，
し ばし ば認 める ． 個々 の 腫瘍細胞に は 極性は

見 ら れず ， 細胞 質の 中央 に 位置す る核 に は大型 の 核小

体 を認 め
，

しば しば核膜の 切れ 込 み が見 られ る ■ 細胞

質に は
，
未発達な細胞 内小 器官 ，

ミ ト コ ン ド リ ア
， 遊

離リ ボ ゾ
ー ム 等 を認 め る ． 徴 絨 毛 は 見 ら れ な い く図

5 ナ． 以 上 よ り
． 本腫 瘍 を胃 原発 の 未 分 化癌 と診 断 し

た ．

工工 ． ヒ ト胃癌細胞 株の 樹立 過程

転移陽性リ ン パ 節 を単離 し
，

R F－1 5 ，
D F － 1 5 に て 生

細胞数 50 x lO
4
c ell sノm l の 細胞浮遊液 を作成 ， 初代 培

養 を行 な っ た ． 両培 養液共 に 癌細胞 は線維芽細胞 の 間

に 島状 に 増殖 し
， 敷石状配列 を示 し た ． 初 め て の 継代

は培養開始土0 日目 に 1 ニ 2 希釈 で 行なしト 線維芽細

胞の 除去 を目 的に ，
こ の 継 代約2 4 時間後の 浮遊細 胞を

回収 し再度静置培養 した と こ ろ
，
数個の コ ロ ニ ー

を形

成 し線推芽細 胞は殆 ど見 られ な か っ た ． こ の 細胞の 継

代よ り得 られ た細胞株 を K K L S －S と し た 一 又
， 継代 1

代目 に 線維芽細胞と共 に 生 者 し た細胞 系 を K K L S と

し ．
上皮 系細胞と の E D T A に 対す る 感受性の 差を 用

い
， 線推芽細胞 を こ の 細胞 系か ら継代10 代 ま で に 除去

し た ． 培養液 は ，
D F t 1 5 で は 明 ら か に 増殖不 良な 為，

継代 7 代以降 は R F － 15 の み と し ． 更 に継 代2 1 代以 降

は F B S を 10 ％ くR F－1 01 と し た ． 増 殖 の 旺 盛 な

Fi g ． 4 ． C y t o k e r a ti n st ai n o f p ri m a r y t u m o r ． A

p a rt o f c ell s a r e s t a i n e d －
X 8 0 ■

K K L S －S は培 嚢開始 3 年 を経過 し継代300 代 を超 え安

定 した 増殖 を示 し て い る ．

一 方 ， 増 殖 の よ り緩徐 な

K K L S は
，
4 0 代 目に 凍結保存 し た ． ま た

． 単個培養法

に よ り K K L S 継代38 代 より 5 種の ク ロ ー ン を得 ， 形

態学的 及び 染色 体分析に よ り 3 つ の相異 な るク ロ
ー ン

を確認 し
，

K K L S － 工
，

H
，
王工工と命名 し た －

1Il ． 樹立 細胞株の 性状

1 ． 形態

1う 光顕像

培養細胞 は多 角形 で 敷石 状の 増殖 を示 し
，

そ の 核は

額 円形 の 大型核 で数個 の 核小体 を有 し て い た ． E K L S

く図6 al で は大小 不同 の 数種 の 細胞 が混 在 し多核巨細胞

も 見 ら れ
，

重 畳が し ば し ば 認 め ら れ る の に 対 し
，

K K L S － S く図6bl は比 較的均 一

な細 胞で
， 細胞間の 接着

に 乏 しく 浮遊す る細 胞が 多く ， 重畳は 殆 ど見 られ ず ，

又 ， 多核巨細胞 も稀 に し か 認 めら れ な か っ た ． ク ロ ー

ン 細胞 の K K L S
－

I く図6 cl は多角形細 胞が
， 敷石 状

に コ ロ ニ
ー

を形成す る よ う に 増殖 し
，
細胞間は密で あ

る ． K K L S N II く図6dl は 細胞表面に 多数の 小 額粒状突

起 を認 め
．

K K L S －III く図6 el は K K L S － S と ほ ぼ同様

の 増殖 形態で 細 胞間の 接 着に 乏し い が敷 石状 に 配列す

る ．

Fi g ． 5 ． El e c t r o n m i c r o g r a p h o f p r l m a r y t u m O r l

A r r o w s
，
d e s m o s o m e li k e st r u c t u r e s ．

X 7 20 0 ．



K K L S の 樹立 及 び L M A の 試 み

2 I 電顔像

継代28 代の K K L S 及 び継代76 代の K K L S － S を用 い

検討した ， 細胞は紡 錘形な い し は 多横形 を呈 し ， デ ス

モ ゾ ー ム 様の 構造に よ っ て 隣接 す る細胞 と接合 し てお

り，
しばし ば多核細胞 を認め る ． 細胞質 に は核の 近傍

に ゴ ル ジ野 が 見ら れ る 他 ， 梓状の ミ ト コ ン ド リ ア
， 盛

胞状の 粗面小胞体 が観 察され る く図 7 ト

2 ． 増殖曲線

増殖開始後10 数時 間は細胞数の 増加の な い 遅延期を

認め
．

その 後対数増殖 期， 定常期 を示 した ． 対数増殖

期に 於て 細胞数 が 2 倍 に なる の に 要す る 時間 ， 即 ち倍

加時間は
，
K K L S 2 4 代 で36 時間 ， K K L S －S 継代1 2 代で

72 時間，
35 代 で27 時間 で あ っ た く図 81 ． ま た ク ロ ー ン

細胞の K K L S
－

I
，
II

，
III の 倍加時 間は そ れ ぞ れ継代

12 代で28 ， 2 5 ， 3 0 時間 で あ っ た ．

3 ． コ ロ ニ ー 形成率

K K L S －S 及 び 3 株 の ク ロ
ー ン 細 胞 の 各培 養皿 当 た

り1 00 個，
2 0 0 個 ，

4 0 0 個の 細胞 を撒 い て コ ロ ニ ー 形 成

率を求め た く表 2 ト コ ロ ニ ー 形成率の 最も 高 い 細胞 は

K K L S
－

工工で 約22 ％ で あ っ た ． ま た ， 細胞数に よ る コ

ロ ニ
ー 形成率 に は差 は 無か っ た ．

4 31

4 ． 染色体分析

ギ ム ザ 染色及 び G 分染法 に て行 な い
，

K K L S は継

代2 1代 ，
K K L S－S は4 8 代の 細胞 を用 い た ． ク ロ ー ン細

胞 5 株は それ ぞれ 継代 9 代よ り継代28 代の 細胞 を用 い

て検討 した ． 染色体数 は
，

K K L S に お い て は4 3 へ 1 7 0

と広く 分布 しモ ー

ドは84 で
，
全体 の 約60 ％は低 四倍体

域 に あ る の に 対し く図9 aJ ，
K K L S ．S で は

， そ の 分布は

比較的狭く5 9 旬 7 6 の 範囲で そ の 殆 どは 高3 倍体域 に あ

Fi g ． 6 ． P h a s e c o n t r a s t mi c r o g r a p h of K K L S

a n d i t s c l o n e s ． くa I K K L S ， tb l K K L S－S ． t C I

K K L S ， I ． くd l K K L S ．II ． くeJ K K L S ．1II．
x 5 O ．
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り ，
モ ー ドは70 で あ っ た く図9bさ． G 分染法に よ る核型

分析 で は
，
男性由来の 細胞 で あ り性染色体の 基本的 な

構成 は X Y で ある が ，
そ の 数及び 構造 に種 々 の 異常を

認 め
，
又 ， 常染色体に も種々 多彩 な 転座 等の 異常 を認

め た が ，
K K L S

，
K E L S AS 両者に 共通 して

，
1 番染色

体の 短腕 に17 番 よ りの 転座 と1 4番 染色体の 短腕 に 8 番

長腕よ り の 転座 を認 めた く図1 01 ． 又 ，
ク ロ

ー ン 細胞 5

株及 び K K L S － S は ， その 染色体異常よ り 3 群 に 分 類

さ れ
，

3 株の ク ロ
ー ン を得 た事 に 成 る ． ちな み に

，
1 4

番染色体の 短腕 へ の 8 番長腕 よ り の 転座 は ，
K R L S

，

K K L S －S
， 3 件 の ク ロ

ー ン 全 て に 共通 す る 異常 で あ

Fi g ． 7 ． El e c t r o n m i c r o g r a ph o f K K L S －S － A r
－

r o w s
，
d e s m o s o m e lik e s tr u c t u r e s － X 9 0 0 0 ．

り ，
い わ ゆ る マ

ー カ ー 染 色体 と考 え ら れ た く表3 1 ．

5 ． ヌ
ー

ド マ ウス 戻し 移植

10
7

偶の 細胞 をヌ ー

ド マ ウス 3 匹 の 大 腿 筋内 に 接種

した と こ ろ ， 3 匹 共 に 生者 ， 約 1 週間 で 腰痛 の 発現 を

認 め ， 2 週間後 に は 小 指頭 大 の 充実性 腫 瘍 を形 成し

た ．

こ の 移植腰瘍 の 組織像 は ． 手術摘出標本同様， 類円

形 の 大型 腫 瘍細胞 が 充実性 に 発育 し
， 明 る い 大型の 核

小 体 を 有す る 核 と 両 染性 の 細胞 質 を 有 し て い る く図

1 1 ト 又 ， 電顕所見 も ， 原発巣と ほぼ 同様の 所 見でデス

モ ゾ
ー ム 様の 構造 で 細胞 間は 結合 し

．
さ ら に 無定形物

質を 含ん で 拡張 した 粗面 小 胞体が 目立 つ く図1 礼

6 ． 細胞産生物質の 検索

01X

01Xl

5
ハ

UIX5

票
扇
l

d

L

鼠
L

む

q

E
コ

u

0 2 4 7 2 1 2 0 1 6 8

T 血 e o f c ulti v a tio n くh rl

F i g ．
8

．
G r o w th c u r v e o f K K L S － S ． 0

－ 0 ，

1 2 th g e n e r a ti o n こ 争
一

争 ， 3 5 th g e n e r a ti o n ．

T h e r e s u lt s a r e sh o w n a s m e a n o f 3 d i sh e s ．

T a bl e 2 ． P l a tl n g effi ci e n c I
T

O f K K L S ，S a n d cl o n e s

P l a ti n g effi ci e n c y く％1

K i n d of c ell N u m b e r o f c ell s i n o c ul a te d i n t o d is h

1 0 0 2 0 0 40 0

K K L S － S l l ． 6 士 6 ． 0
稗

K K L S － I 8 ． 3 士 1 ．5

K K L S － II 2 2 ． 3 士 0 ． 6

K K L S －工I1 1 3 ． 3 土 1
．
5

1 0 ． 8 士 2
．
1 9 ． 6 士 0 ． 9

7 ． 3 士 0 ． 8 8 ．
2 士 1 ． 5

2 1 ． 2 士 1
．
9 2 2 ． 5 士 1 ． 6

11 ． 7 士 1 ． 4 1 1 ． 6 士 0 ． 8

ホ M e a n 士 S ． D ． くn 二 3 l
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む
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C h r o m o s o m e n u m b e r

F i g － 9 － D i t rib u ti o n o f c h r o m o s o m e n u m b e r ． くal K K L S
，

2 1 s t g e n e r a ti o n ．

くbl K K L S － S
，
4 8 th g e n e r a ti o n

．

T a b l e 3 ． L o c a ti o n o f a b n o r m a l c h r o m o s o m e s

C l o n e s o f

K K L S c ell s

P r e s e n c e o f a b n o r m a lit y

C h r o m o s o m e n u m b e r

1 3 6 8 14 1 5 1 6 17 18 1 9 X Y

K K L S － I a ＋
ホ

十 ＋ ＋ ＋ ＋

b ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

d ＋ ＋ ＋ ＋ 十 ＋ －

K K L S － II c ＋ 十 十

K K L S － m f M ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 十 十 － ＋ ＋

K K L S ． S ＋ 十 ＋ 十 十 ＋ 一 十 ＋

木 ＋ ， P r e S e n tこ －，
a b s e n t ．

4 3 3
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Fi g ．1 0 ．
K a r y o ty p e o f K K L S －S くG －b a n d i n gl ．

A r r o w
，

m a rk e r c h r o m o s o m e ．

F i g ．
1 1 ． H i s t o l o g y o f t u m o r i n o c ul a t e d i n t o n u d e

m o u s e ． H e m a t o x yli n
．

e o si n s t ai n ． X 5 0 －

培養液中の 生物活性物質の 産生 の 有無 を見 る為 ， 細

胞が 密集す る ま で 培養 ，
培地交換 か ら 3 日後 の 培 養上

清 に つ き 検討 した 所
， 組織 ポ リ ペ ブ タイ ド抗原くti s s u e

p ol y p e p tid e a n ti g e n
，
T P A l は 22 0 U I L と若干 高値 を

示 し た が
．

C E A
，
C A 1 9 －9

，
A F P の 産 生 は 認 め ら れ な

か っ た ． 又
， 細 胞の 免 疫組 織 化学 染色 に よ る 検 索 で

も
，
C E A

，
C A 1 9 －9

，
A F P い ずれ の 抗体 に お い て も陰性

で あ っ た ．

I V ．
M T T 法 を 用 い た抗癌剤感 受性試験

抗癌剤感受性試験と して M T T 法 を行 ない
， 他 の 胃

癌培養株 K A T O
－

III
，
M K N 4 5

，
N a k aji m a の 3 株 と

Fi g ．1 2 ．
El e c tr o n m i c r o g r a ph of t u m o r i n o c ul a

，

t e d i n t o n u d e m o u s e ． A r r o w s
，
d e s m o s o m e

lik e s t r u c t u r e s ．
X 2 0 0 0 ．
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比較検討し た ，

胃癌4 株 に 共通 して
，

その IC 70 が P P C の 2 倍ま で

に納まる も の は
，
C D D P

，
M M C

，
A D R

，
C Q の 4 剤で あ

り， 他方 N C S
，
P E P

，
M T X の 3 剤 は IC 7。が P P C の

3 ．7 倍か ら17 ． 5 倍 で 低 い 感受性で あ っ た ． 又
， 同

一

薬

剤に対す る感受性 に お い て も
，
細胞株 間に 約 2 倍 か ら

3 倍の差を認 め ， 特に P E P で は3 ． 2 4 倍と 大き な差 を

認め た ． K K L S－S は
， 他 細 胞 株 に 比 し て V D S

，

V P －1 6 に お い て感受 性 が 高い ． し か し ，
P P C を基準 に

した IC 70 値 は
，
C Q で 最も低 く

，
1 ．2 で あ っ たく表 4 ト

V ． 上層培養液 M T T 法くL M 封 の 検討

0 ．4

0 ．3

0 ．2

0 ．

む
じ

仁

和

q
L

O

S
q

V

1 2 5 0 2 5 0 0 ．5 0 0 0 1 0 0 0 0 2 0 0 0 0

C e ll n u m b e r

F i g ．13 ． C ell n u m b e r a n d a b s o r b a n c e d e t e c t e d b y

3 c ell li n e s o f g a s t ri c c a r ci n o m a ．

K K L S －S トム
－

A
，
M K N 4 5 ニ 0 － 0 ，

N a k a
－

jl m a ． T h e r e s u l t s a r e s h o w n a s m e a n o f 3

S a m pl e s ．

43 5

1 ． 細胞数 と 吸光度 との 関係

胃癌培 養株 3 株 に お い て ． 細胞 数と吸光度と は 正 の

相関を認 め た く図13う．

2 ． 胃癌培養株及 び線維芽細胞 を用 い た ，
L M A と

M T T 法と の 比 較

線碓芽細胞 H E L と前述の 3 株 の 胃癌培養細胞 に対

し M M C を作用 さ せ
．
L M A と M T T 法を 行な っ た

所 ， 胃癌培養株 に 関 し て は 両者 の 結果 は 相関 し た ．

H E L に 関 して は ， L M A で の 対照 群 く抗癌 剤無 処理

群1 の O D 値が0 ． 0 5 6 と 低く ， 生存曲線は求 め得 なか っ

た く図1 封． 又 ， 各細 胞 に お け る 対照 群 の ． L M A と

M T T 法 で 得 ら れ た O D 値 の 比 くO D L M A 1 0 D

M T T I を 求め た 所， 胃癌培養株3 株 に 於て は そ の 値 は

0 ．5 い － 0 ． 5 2 で あ るの に 対し
，

H E L で は0 ． 2 7 と有 意 に

低 い 値 を示 し た くP く0 ． 0 引く表封． こ の こ と は
，

L M A

と M T T 法両者 に 於 ける ， 細胞 の 生者 ， 増殖様態 の 倒

立 位相差 顕 微 鏡 に よ る 観 察 で も 明 ら か に 示 さ れ ．

M T T 法で は H E L は 旺 盛 な 増殖 像 を呈 す る の に 対

し
，

L M A に 於 い て は その 生者及 び増殖 は抑 制さオL た

く図1引．

3 ． K K L S － S の ヌ
ー

ド マ ウ ス 移植 腫瘍 を 用 い た
，

L M A と M T T 法と の 比 較

K K L S ． S 細胞の ヌ ー

ド マ ウ ス 移植腫瘍を単離 し
， 各

濃度の M M C
，
A D R を用 い て 両法 を行な い

．
培養継代

され て い る K K L S － S 細胞 の M T T 法の 結果 と比 較 し

た ． M M C で の 生存率は
， 継代細胞の M T T 法 に 対 し

て単離細胞の L M A は
，
P P C の 1 1 10 倍 を除き 他の 4

T a bl e 4 ． 7 0 ％ g r o w th i n hi bit o r y c o n c e n tr a ti o n tI C ，。l of K K L S－S a n d o th e r g a s t ri c

c ell li n e s

I C
，。くx P P Cり

c ell li n e

K K L S－S K A T O ， Ill N a k aJl m a M K N 45
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串P P C ， p e a k pl a s m a c o n c e n t r a ti o n ．



1

0
L

雲

8
0
－

む

0

こ

遥
L

O
S

q

旧

宅
む

U
L

む

L

一

O
L

芸

8
0
－

ひ

0
こ

遥
L

O

S

q

の

盲
0

0
L

O

L

1 ノ1 0 y l O 1 3 1 0

C o n c e n t r a ti o n くX P P C l

1ノ1 0 y l O 1 3 1 0

C o n c e n tr a ti o n くX P P Cl

ち
L

芸

8
0
－

む

0

こ

遥
L

O

S

q

田

呈
む

O
L

む

d

一

O
L

芸

8
0
－

O

U

こ

ぶ
L

O
S

q

旧

芸
0

0
L

む

d

1 ノ1 0 y l O 1 3 1 0

C o n c e n t r a t i o n くX P P C l

1 ノ1 0 a ノ1 0 1 3 10

C o n c e n t r a ti o n くX P P C，

Fi g ．14 ■ D o s e r e s p o n s e c u r v e o f M M C o n g a s t ri c c a r ci n o m a c e11 1i n e s a n d H E L

b y M T T a s s a y a n d L M A ． くal K K L S － S ． くbl M K N 4 5 ． くCJ N a k aji m a ． くdl H E L ．

■ －

■ ，
L M A i O － 0

，
M T T a s s a y ．

F i g ．1 5 ． P h a s e c o n tr a st m i c r o g r a p h o f H E L w i th a n d w i th o u t a g a r t くaン W i th o u t

a g a r ． くbl w i th a g a r ． X l Od ．



K K L S の 樹立 及 び L M A の 試 み
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F i g ．1 6 ． D o s e r e s p o n s e c u r v e o f K K L S －S a n d i t
，

s p ri m a r y c ul t u r e f r o m th e

t r a n s pl a n t e d t u m o r p r o c e s s e d b y c a r c i n o s t a ti c s くal M M C ． くb 仏 D R ， 0 職

0 ，

K K L S－S a n a l y z e d b y M T T a s s a y ニ コ
職

こ
，
t r a n S pl a n t e d t u m o r a n a ly z e d b y

M T T a s s a y i ED
一

喝 ，
tr a n S pl a n t e d t u m o r a n al y z e d b y L M A ． T h e r e s ul ts a r e

S h o w n a s m e a n o f 3 s a m pl e s ．

段階全て に 有意差 を認 め なか っ た ． 他 九 継代細胞の

M T T 法と単離細胞 の M T T 法 と の 間に は ， P P C の

10 倍を除 き他 の 4 段 階 全 て に 有意 差 を 持 っ て くp く

0 ．0 0 11 生存曲線に 解 離が認 め られ た く図1 6 aj ． A D R で

は
． 継代細胞の M T T 法 に 対 し て 単 離細胞の L M A と

M T T 法の 両 者と も に P P C の 3
，

l 1 0 倍 ，
1 倍 ．

3 倍の

濃度に お い て有意差くp く0 ．0 0 1 へ 0 ． 0 21 を認 めた ． し か

し ， P P C の 1 ハ0 倍 ，
3 ノ1 0倍 ， 1 倍 の 3 段 階 に お い

て二継代細胞の M T T 法 に 対し
， 単離細胞の L M A は

M T T 法 に 比 し有意差 くp く0 ． 0 0 い を持 っ て よ り近 い

値を示し た ． ちな み に
，
P P C の 3 ノ1 0 倍 ，

1 倍 で の 両

者の 差は それ ぞ れ17 ■ 4 ％ ， 1 4 ． 9 ％で あ っ た ． 個 16 b j ，

即ち ， 線維芽細胞の 混 入 し た腫瘍細胞 の 単離実験 に 於
いて

，．癌細胞の み の 抗癌 剤感 受 性 を 示 す 継代 細胞 の

M T T 法に 対 し ， L M A は M T T 法 に 比 較 し ， よ り近

似した値を示 した ．
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考 察

ヒ ト癌細胞 の 樹立 は
， 19 5 2 年 G e y ら に よ り 子 宮頸

癌由来の H e L a 細胞の 樹立 が報 告さ れ て 以 来数 々 の

報告 が成 さ れ てし1 るが
，

その 数は未だ 多く は な い ． 胃

癌は我が 国 に お い て最 も高頻度 に 発 生 する 事か ら 古く

か ら細胞株樹 立 の 試み が な さ れ
．

1 96 1 年 n T a k ai ら

に よ る J l て ．7 が 初の 報告と さ れ て い る
引

． 更 に
，

19 6 8

年 菅野 ら
5 一

，
19 6 9 年 に は O b o s hi －ち

61

1二よ り そ れ ぞ れ樹

立 の 報告が なさ れ て い る が
． 何れ も 現存し なし－

． そ の

後 ， 本邦 に お い て 幾 つ か の 胃癌株樹立 の 報 告
3I

が あ る

く最近の も の で は ， 培 養細胞 の 株情報 ． H u m a n C ell ，

2
，
4 3 9－4 6 3 り98 9 扶

一 方 ， 国 外で は初の 報告と し て
．

19 6 3 年 の D o b r y n i n
15 1

に よ る C a V e の 樹立 が 知ら れ て

い る が
， 胃未分化癌 由来株の 報告は な い

． 今回培 養由

来材料と し た 胃癌の 病理 組織学的診断 は未分 化癌 と し



4 3 8

たが
， 胃癌取扱 い 規約四 に よ れ ば ， 未分 化癌 は 仁癌 で

あ る こ と は わ か り え ても
．
腺上 皮ま た は扁平 上 皮 へ の

分化傾向の ま っ た く認め ら れ な い も の で
，
低 分化腹痛

と は こ の 点 で 厳に 区別す べ き も の で あるJ と 定義 さ れ

て い る ． し か しな が ら ， 未分化癌 は未だ 十分確立さ れ

た概念と は な っ てお ら ず，
その た め発生頻度 は諸家に

ょ り異な り ，
0 へ 1 0 ．7 ％とか な り 開き が あ る

1711 8ユ
ー 教室

で も手術摘出胃癌103 0 例の う ち病 理組織学的 に 未分化

癌 と 診断 し た も の は ， 今 回 樹 立 に 使 用 し た 1 例 の

0 ． 1 ％の み で あ る ． 本腫瘍 は ， H E 染 色で腺管形成は 無

く
， 組織学的 に も 明 ら か に 通 常 の 腺 病 と は 異な り ，

P A S 染色で も 粘液 の 産生 はな く ， 非常 に 分 化度 の 低

い 腺 軋 悪性 リ ン パ 腫や 肉腫 と の 鑑 別が問題 と な る －

こ の 為に サイ ト ケラ チ ン
，

ヴ ィ メ ン チ ン
．

E M A 染色

を行な っ た ． 通常サイ ト ケラチ ン
，
E M A は上 皮系腫

瘍 で
，
ヴ ィ メ ン テ ン は問質系腫瘍 で 染色さ れ る が

1飢20一

本症例で は ，

一

部サ イ ト ケ ラ チ ン 弱陽性 で は あ る が

E M A 陰 軋 ヴィ メ ン チ ン も陰性で あ り ， 上 皮系 ． 問

質系 どち ら由来と も云 えな い ■ 更に ， 癌 由来 の い わ ゆ

る 腰瘍 マ
ー

カ
ー

で あ る A F P
，
C E A

，
C A 1 9 －9 も 全て 陰

性で あ っ た ． しか しなが ら電顕所見 に お い て
，
細胞間

の結合に
，

デ ス モ ゾ
ー

ム は 見られ な い もの の ， 張原線

推 束を伴わ な い 未発達 な デ ス モ ゾ
ー ム 様 の 構造 を 認

め
．

これ は
，

上 皮 系腫瘍 で 有 る 事 の
一 根拠 と 成 り 得

る
21I

． 以上
，
悪性 リ ン パ 腫 や 肉腫 と す る根拠 は 無 く ，

又 ． 癌 を否定 する 明ら か な根拠が 無 い 事よ り ， 分化傾

向の な い 癌と判断 した ． こ れ は先 に 延 べ た胃癌取扱い

規約 に よる 未分化癌の 定義と も
一 致 し

，
本腫 瘍 を未分

化癌 と診断 した ．

著者の 用 い た M iy a z a k i ら 隼の 細胞単離法は
，
振漁

法と ，
コ ラ ゲ ナ ー ゼ

，
デ ィ ス パ ー ゼ に よ る 化学的細 胞

分散法と を組 み 合わ せ た も の で あ る ■
この 方法 は

，
元

来肝細胞単離に 用 い ら れ た も の で あ る が ， 腫瘍組織 に

こ の 方法 を用 い た場 合も 極 め て 良好 な 結 果が 得 ら れ

る ． 著者 の 経験で は
，
0 ． 2 ％ トリ バ ン プ ル 山

に よ る 非

染色率で 見る と
， 単離後 の 生細胞率 は95 ％以 上 と 良好

で あ っ た ．

培養液と そ れ に 加 える 血 清に つ い て は ，
C o b b ら

22－

が詳細 な検討を加 え ，
E a gl e

，

s M E M に2 0 ％自家 血 清

を加え るの が 最も 良い
．

と して い る が
，

ヒ ト培 養細胞

で は自家血清 で 培養 を続 け る こ と は 不 可能 で ある ．

又 ， あ の H e L a 細胞 の 樹立 の 際 に も使 わ れ た ヒ ト臍帯

血 血清 を用 い る施設も 見ら れ る が
23，

，
大量の 細 胞 を 維

持す る為の 血 清の 確保 は困難で あ る ． そ の 為 ， 多く は

仔牛血清 また は 牛胎児血 清 を用 い て お り
， 著者 も それ

に 倣 っ た ， 丸 血 清中に は様々 の 未知な る増殖 国子 が

含ま れ てお り ， 現在 ま で に 上 皮成 長因 子 くe pi d e r m al

g r o w th f a c t o r1
2 4I

， 線 推芽 細 胞 成 長 因 子 くfib r o bl a st

g r o w th f a c t o r1
25，

，
イ ン ス リ ン

26ト

等が 知 られ て い る ． 今

回 著者も ， 培養 初期 に イ ン ス リ ン を使用 し盛ん な細胞

増殖 を得た ．

一 九 培養液 は樹立細胞株 に お い て ， そ

の 違い に よ る 増殖の 差は 少な い と云 われ て は い るが
．

樹立 維持さ れ て い る 胃癌株の 多く は R P M ト1 64 0 を使

用 し て お り ， 著 者も D M E M に 比 して R P M I －1 6 40 に

お い て 明ら か に よ り良好 な発育 を認め た 一 更に
， 著者

は 最近
， 初代培 養に 際し

， 種 々 の 増殖因子 を含むとさ

れ る 無血 清培地 に1 0 か ら2 0 ％の F B S を 加え て使用し

た処 ， 今回 報告 し た 胃 癌株 以 外 の 2 腫 の 胃 癌に お い

て ， 良好 な発育 を示 す細胞系が 得ら れ た ． 今後更なる

培 養液 の改 良や増殖 因子 の 発見 に よ り ， 細胞 抹の 樹立

や 初代培養に よ る実験 は 容易 に な り得 る
，

と 考える t

本細胞株の 光頗観 察で は ，
K E L S は敷石 状増殖を示

し ， 接触増 殖抑 制は な く ， さ ら に K K L S －S やク ロ
ー ン

細胞 に お い て若干の 差異 はあ る も の の
，

上 皮系腫瘍細

胞の 形態 的特徴 を呈 し た －

こ こ で
，

ニ の よ う に し て 得 られ た培養細胞系が
， 本

来の 癌細胞に 特有の 性格 を有 す る か どう か を同定する

こ とが 不 可欠 と なる ． 同定法と し て は従来 よ り種々 の

方法が 用 い られ てき たが
， 最も信頼性 が 高い の は

， 異

種移植 に よ る腫 瘍再現性 である ■ 異種移植 で 現在最も

多く 用 い ら れ る の は ヌ
ー

ド マ ウ ス ヘ の 移植 で ある が，

他 の 胃癌 株の 中 に は し ば し ば 移 植 困 難 な も の が あ

る
5－27I

． 本細胞株 は移植率100 ％ で
，
腫瘍 再現 に よる同

定が可 能 で あ っ た ． 移植腰癌 の組織像 は 原発巣と同じ

像を呈 し ． ま た電顕所見 でも
，
原発巣 ， 培養細胞，

移

植腫瘍 の 三 者は ほ ぼ 同様 の 所見 を示 し
，

三 者に 共通し

て細胞間 に デ ス モ ゾ
ー ム 様 の 構造が 見 られ る 事から

，

本培養細胞 は胃未分化癌由来と 同定で き る 一 現 在まで

幾 つ か の 胃癌株樹立 の 報告が あ る が ， そ れ ら は全て低

分化型 ま た は 分化型 腺病 で あ り ， 胃未分化癌 の 樹立は

世界的に 見て も ， 本棟 を も っ て喘矢と す る t 胃未分化

癌 は臨床的に も 数少な い も の で あ り
， 今後 －

こ の 生物

学的特徴の 解明 に 寄与す る こ とが 期待 さ れ る ．

細胞 の増殖能 に 関 して
， 細 胞の 倍加 時間は

，
親瀾胞

で あ る K K L S 2 4 代は36 時間で K K L S ． S 3 5 代 の27 時

軌 ま た ク ロ
ー ン細胞 の それ ぞれ25 － 3 0 時間に 比して

長く
，
増殖の 早い 細 胞が選択 され た可 能性が 示唆され

る ． ま た K K L S －S は 継代12 代 で倍カロ時間 は72 時間と

長時 間で あ っ たが ， 継代と と も そ の 増殖 は速く なlフ
I

培 養細胞 の 環 境 へ の 適合も 考 えら れ る も の の
，

こ こに

ぉ い て も細胞 の 選択 が示 唆さ れ る ■ ニ の 細胞の 倍加時

間は
，
他樹立胃癌 株の 殆 どが30 時間以 上 で ある こ とと



K K L S の 樹立及 び L M A の 試み

比較して も
，
非常に 増殖 の 盛 ん な こ と が 伺 える ． し か

しなが ら コ ロ ニ ー 形成 率は
，
最も高 い K K L S －

H で 約

22 ％と
，
他細胞 株と比 較 して 決 して 高 い 値 で は なか っ

た ． 培養系で の 薬剤感受性の う ち
， 従 来よ り用 い られ

る方法で最も信頼性 の あ る方法は コ ロ ニ
ー

形 成法
2 咽

である が
，
K K L S の 様 に コ ロ ニ ー

形 成 率の 低 い 細胞 で

は， 本法 は使用 で き な い ．

染色体分析は
， 諸家 に よ り様 々 な異常 が報告さ れ て

お り ， 胃癌に 特徴的 な異常 ，
マ

ー

カ
ー 染色体 と その 有

無な どに 関し
，
共通 した 所見は得 られ て い なし1

． 性染

色体に つ い て は
，
O c hi ら

叩
に よる 原発癌胃癌 5 症例 の

染色体分析で は男性胃癌 4 症例 のう ち 3 症例 に お い て

Y 染色体の 消失を指摘 し てお り
，

さ ら に 培 養細 胞 に

お い ても M U S G －1
3 u

で 同様の 異常が報 告さ れ て い る ．

し か し K K L S も 男性 由来 で あ る が ， 親 株 や そ の ク

ロ ー ン細胞 に お い て 殆 どの細胞 に Y 染色 体 を 認め ，

更に K K L S ． S で は ， 多く の 細胞 に 2 個の Y 染色体 を

認めた ． 又 ， 染色体 異常に よ り 3 群に 分類し た が
， そ

の
一 つ で ある E K L S m に は Y 染色体 の異常が 存在 す

る ． ま た
， 男性由来 で あ る に も 関わ ら ずし ば し ば 2 個

の X 染色体が み ら れ
，

K K L S ．S
，
III に は X 染色体 の

単腕末端部 に 由来不 明 の 転座 くX p ＋う．を認 め る ． 常 染

色体で も ，
O C bi ら

鋤
は

，
1 p2 2 ， 3 p2 1 ，

1 9 p 1 3 に 異常 を

認める頻度が 高い と し て い る が
， 本細胞株 や他胃癌細

胞株に お い て
，

同様 の 傾向は 見ら れ て い な い ． 先 に 述

べ た如く ， 染色体の 異常 に よ り 3 群 に 分類 し ， 3 株の

ク ロ ー ン 細胞 を 得 た が
，

浮遊 細 胞 よ り 得 ら れ た

K K L S ．S と ク ロ
ー ン で あ る K K L S －III は 数箇 所 に お

い て異なる もの の 概ね 同 一 の 染色体異 常が み られ
． 同

じ群と して も点 い か も しれ な い ， ま た ， 染色体数は
，

K K L S に お い て4 3 へ 1 7 0 と 広 く分 布 し
，

モ ー

ドは8 4 で

低四倍体域 に あ る の に 対し ， K K L S － S で は
．

そ の 分布

は比較的狭く59 へ 76 の 範 囲で ，
モ ー

ド は70 と 高3 培体

域に あ り
， 先程 の 染色体 異 常 の 所見 と 合 わ せ 考え る

と ， K K L S －S も ， 浮 遊細胞 回収 と し1 う 操 作 に よ り ク

ロ
ー

ニ ン グ と同様の 操作 が成さ れ た
，

と 云 え る ．

本細胞株の 樹立 に よ っ て ，
ヒ ト胃未分 化癌 の 特性 を

知る 上で の
，

ま た新 し い 治療法の 開発 の 為の
， 培養系

や動物移植腫瘍 で の 実験 モ デ ル を確 立 し得 た と い え

る ． 今回著者は本腫 瘍株 を用 い て
． 抗癌 剤感受 性試験

の方法論の 確立 を目指 し た ． 培養系 で の 抗癌剤感受 性

試験は
， 1 95 6 年 P u c k ら

丁一

が 培養細胞 を 用 い て
，

コ ロ

ニ ー

形成法 に よ る放射線の 生物物理 学的作用 の 定量 化

に成功して 以来 ， 抗癌剤の 殺細胞効果の 定量 化 に も 応

用され抗癌剤研究に 重要な 方法 と し て用 い ら れ た ． さ

らに そ の 後培養系 を用 い た感受性試験 と して増 殖抑制

439

法 ， 再増殖 測定法や 放 射性 ア イ ソ ト ー プ を用 い た方

法
32 働

が行 な わ れ て きた ． しか し ，
こ の よう な場合 に 絶

えず 考慮せ ね ば な らな い 問題 と して
， 培養系に お け る

形質転換 の 可能性 が 上 げ られ る．． さ ら に 臨 床 に 於 い

て ， 癌患者 の化学療法に 際し
， 副作用 の み が 出現 し腰

癌に 対す る効果が 全く 得られ な い こと が し ば し ば経験

さ れ る － こ の 為 ， 個々 の 症例 に 適し た抗癌剤の 選択を

目的と し た ，
ヒ ト癌細胞 の 初代培養を用 い た抗癌剤感

受 性試験が 必 要 とな る ．

こ の 目的 に 初 めて 即 し たも の が
，

H a m b u r g e r ら
8，34，

に よ り開発さ れ た 二 重寒天 培養法を用 い た コ ロ ニ ー

形

成法，
H T C A で あ る ． そ の 後 ，

H T C A と そ の改長法

で あ る シ ン チ レ
ー シ ョ ン 法

35I
は

， 臨床的に も じ 卜癌 に

試み られ て い る ． しか し ，
こ れ ら 二 重寒天 培養法を用

い た方法は ， 線推芽細胞の 影響は除外され る で あ ろう

が
，

コ ロ ニ ー

形 成能 は0 ． 0 0 1 2 旬 0 ． 3 53 0 ％
36－

と 低く
，
更

に コ ロ ニ ー と凝 集塊 の 識別が 困難 で あ り ， 検査 に 多数

の 細胞 を必 要と す る
捌

． ま た ，
こ れ ら の感受 性試験 に

おしユ て
， 臨床効 果と の 相関は決 して 高い も の と は云 え

ず ， 広く 臨床応 用 され る に 至 っ て い な い ．

一 方 ， 細胞 内酵素量の 変化 に 基づ く抗癌剤感受 性試

験と して
， 以 前 よ り近藤 ら の 開発 に よる コ ハ ク酸脱 水

素 酵 素 抑 制 法 くS u C Ci ni c d e h y d r o g e n a s e i n hib iti o n

t e s t ， S D I 法ナ
37I3 8一

が 行 な わ れ
， 近 年 で は

，
1 9 8 3 年

M o s m a n n ら に よ り 考案さ れ た M T T 法
IO一

が広く 普及

し つ つ あ る ． S D I 法 は
，

tri p h e n ylt e tr a z o li u m

C hl o ri d e を受 容体に コ ハ ク酸脱水素酵素の 活性 を指標

と し た方法 で
， 抗癌剤感受 性試験 の 短 期培養法の 中で

は比 較的感度が 高く
，
又

， 種々 の 改良が成さ れ ， 現 在

も 尚良く 用 い ら れ て い る
3別40，

． M T T 法 は
．
S D I 法同様

細胞質内 ミ ト コ ン ド リ ア の 脱水素 酵素活性 を 指標 と

し
，

M T T を受 容体と し て 形 成さ れ る フ ォ ル マ ザ ン 塩

量よ り細胞の 生 死 を 判定す る も の で
， 感度が 非常に 高

しユ ニ とが 特徴 で あ る ． さ ら に 本法 は洗浄等が 不 要， 操

作が 簡単で 多数の 検 体の 処理 が可 能で あ り
， 放射性 ア

イ ソ ト ー プ を 用し 1 る こと も な い
． こ れ らの 利点よ り

，

種 々 の 改 良が 成され た とで
皿 皿 －

， 米 国で は新 規抗癌剤

の ス ク リ
ー

ニ ン グに 公的 に 用 い ら れ
．

又
． 我 が 国 で も

現 在 S Dl 法と 合わ せ
，
胃癌 に 対す る感受 性 試験 と し

て の 有効性 に 閲 し ． 全 国規 模 での 評価が 成さ れ つ つ あ

る ． し か し
，

こ れ ら に お い て は初代培養の 際混 入 する

線椎芽細胞 に 対 し
， 全く考慮が 払われ て い な い 事が

，

未解決 の 大き な問題点と し て残さ れ てい る ．

こ の 間題 に 対 し
， 内藤 ら

刷
は二 重寒天 培養法を 導入

し た M T T 法 を試み て お り ， 更 に 本法 は
．

二 重 寒天

M T T 法くM T T － h y b rid a s s a yJ と し て他施設 よ り追加
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検討が 加 えら れ て い る
瑚

． こ の 方法 は ，
M T T 法同様

少 な い 細胞で 処理 が 可 能な 上 に 正 常細胞の 影響 を 除外

しう る事よ り ， 客観的 な判定が 可 能 で あ る と さ れ る 一

し か し 二 重寒天 M T T 法で も H T C A 同様
，

コ ロ ニ ー

形成能 を有す る ごく小 数の 細胞の 感受 性 を見て い る に

過 ぎ な い
，

と 云 う 可能性 は 否 定 で き な い ．

一 方
，

F ri e d m a n ら
11，

は ，
H T C A の コ ロ ニ ー 形成能 を 上 げ る

為に
， 上 層寒天の代 わ り に 培養液 を用 い た 上 層培養液

法を行 な い
，

H T C A と 同等の 線推芽細胞 増殖 抑制能

及び E T C A に 数倍す る コ ロ ニ ー 形成能 を認め た
，

と

報告 して お り
，

ニ の事 は玉 井
47一

に よ り追試 され 確認 さ

れ て い る ． そ こ で 著者は ，
こ の 上 層培養液法 を用 い た

M T T 法 を ， 上 層 培 養 液 M T T 法 口iq u id t o p

l a y e r
－ M T T a s s a y ，

L M A I と命名 し て検討 し た ．

まず こ こ で
，

L M A が 抗癌剤感受 性試験 と して使 用

しう る か どう か ， が 問題 と な る ． こ の 間題 に 閲 し
． 細

胞数と 吸光度 と の 関係を検討 し た と こ ろ
，

M T T 法と

同様両者は相 関し ，
L M A に 於い て も殺細胞効果の 判

定 が 可 能 で あ っ た ． ま た
，

胃 癌 株 3 株 を 用 い た

M M C 処 理 の結 果が M T T 法 と 相関 す る 事 よ り ，

L M A が抗癌剤感受性試験 と し て信頼 しう る
，

と考 え

ら れ た ． 更 に
， 胃癌 3 株 と 線維 芽細 胞 田 E LI の

，

L M A と M T T 法 に お け る抗癌剤無処 理 群の O D 値の

比 が
， 胃癌株に 於て は0 ． 5 1 旬 0 ． 5 2 で あ るの に 対 し ， 線

推芽細胞 H E L で は0 ． 2 7 と 有意 に 低 い 値 を 示 し ， ま

た
，
位相差顕微鏡に よ る観察で も ，

H E L は M T T 法

で は 旺 盛に 増殖す る の に 対 し
，

L M A で は そ の 生者
，

増殖が 抑制さ れ て い た ． 以 上 よ り
，

L M A に 於 い て
，

線推芽細胞 の 影響 が か な り除 外 で き る こ と が 予 想さ

れ
， 腫瘍 の 単離細胞に 対す る

，
即 ち

，
臨床 を目 的と し

た抗癌剤感受性 試験 と し て 有 用 で あ る ， と 考 え ら れ

た ．

そ こ で
． 臨床材料の モ デ ル と し て K K L S －S 細 胞 の

ヌ ー

ド マ ウ ス 移植腫 瘍 を用 い
， 培養細胞 の M T T 法 を

真の感受性と し
．
線維芽細 胞の 混入 した 腫瘍単 離細胞

に お け る L M A と M T T 法 を比 較検討 した ． そ の 結果

M M C お よ び A D R の 濃度依存曲線 に お L ，て 単離細胞

の L M A は単離細胞 の M T T 法 に 比 して 増贅細胞 の

M T T 法 に 有 意 差 を も っ て 近 似 し た ． こ れ よ リ

L M A は
，
腫 瘍固有の 感受 性に 関し M T T 法に 勝 る も

の と 考え られ る ． ま た ， 臨床材料 で は限 られ た腫 瘍量

で 多く の 薬剤の 感受性を検討 す る必要が あ り ， 濃度段

階 を或 る
一 点 に 設定し 感受性 の有無 を判定 す る こ とが

多い ． この 場合 ， 判 定基準の 設定 に よ っ て は L M A と

M T T 法の 両者間 に 判定の 差 異が 生 じる事 か ら も明 ら

か な よ う に
．
現 在行な われ て い る M T T 法 を用 い た 臨

床材料 に 対す る 抗癌 剤感 受性 試験 に は
， 多くの 問題が

残さ れ る ．

1 9 8 6 年 B a k e r ら
卿

に よ り開発さ れ た 腰瘍細胞生者

培養 シ ス テ ム くad h e si v e tu m o r c ell c ult u r e s y s te m
，

A T C C Sl は
，
L M A 同様腫瘍細胞の 感受性 を選択的に

測定す る事 を目的 と した 方法で あ る が ， 本法 は抗癌剤

に よ る副作用 と し て最 も 多 い 骨髄 抑制 を念 頭 に 置い

て ， 濃度 を骨髄細胞 の50 ％抑制値 を基準と し て4 段階

設定 し て い る ． ニの よう に
，
臨床 で は 抗癌剤使用時の

副作用 を絶 え ず念頭 に 置 く必 要が あ り ， 今後抗癌剤濃

度 の設定 に は最 高血 中濃度の み な らず ，
こ の 概念の導

入が 必 要で あ る ． 又 ． 何 を持 っ て 効 果 あ り とす る の

か
， 即 ち ， 判定 基準 の 問題 に 付 い ても

， 本法は各薬剤

の90 ％増殖抑制 濃度 く90 ％ g r o w th i n h ibi t o r y c o n c e －

n t r a ti o n
，
I C J を求 め

，
そ れ が こ れ ま で に 多 く の 腫瘍

よ り得 ら れ た 工C 鋤 値の ど のあ た り に 位置す る のか
，
そ

の 低濃度域1 5 ％以 内く15 p e r c e n til el に 有る場合 を効果

有り と す る ， と 云 う 斬新な発 想を取 っ て い る ． この 他

に も
，

ニ れ ま で の 抗癌剤感受性試験 に 見 ら れ ない
， 幾

つ か の 学 べ き 点が 有 り
， 我々 も現 在消 化器領域癌に た

い す る本法の 有効性 に つ い て 検討 中で あ る
瓢l

． こ の意

味 か ら も
，

L M A は濃度 ， 判定基 準の 設定 に 閲し未だ

検討が 不 十分 であ り ， 更 なる 基礎 実験 の追加
． 臨床材

料 を用 い た検討が 必要で はあ る が
．
安価で 手技の簡便

な本法 は
， 今後 の 臨床応用 に 大き く 貢 献す る ものと期

待 さ れ る ．

結 論

ヒ ト胃癌組織 か ら 単離 細胞 培養 を 行 な い 細胞株．

K K L S の 樹立 に 成功 した ． そ の 培養細胞の 持つ 形態学

的及 び生物学 的性状 の 検 討と 共 に ， 本細胞株を用 い線

維芽細胞の 影 響 を 考慮 し た 新 し い 抗癌 剤感受性試験

くL M Al の 開発 を行 な い
， 以 下の 結論 を得た ．

1 ． 手術摘出標本の 組織型 は光顕 ，
電顕 お よ び免疫

組織学的検索よ り未分化癌で あ っ た ．

2 ． ヒ ト胃未分化癌の 組織 か ら 分離し た培 養細胞は

上 皮 系の 形 態 を示 し つ つ 増殖 し ，
ニ の 初代浮遊細胞よ

り K K L S － S 細胞 を ， 単個培養 に よ り I
，
II

，
11I 3 株の

ク ロ ー ン を得 た ． K K L S ．S 細胞 は培養 開始 2 年麿L

代300 代 を経過 し て な お 安定 した 増殖 を示 し て い る ．

3 ． K K L S － S 細胞お よ び 3 つ の ク ロ
ー ン 細胞の倍加

時 間は
，
2 5 へ 3 0 時間

，
コ ロ ニ ー 形 成率 は約 8

へ 2 2 ％

で
，
染色体分析 で は ，

1 4 番染色体の 短 腕 に 8 番長腕よ

り の 転座 を共通 し た 異常 と し て 認 めた ．

4 ． E K L S － S 細胞 は ヌ ー ド マ ウス 移植可能で あり ，

そ の 移植腫瘍 及び培 養細胞 の検索 に て手術摘出標本同



K K L S の 樹立及 び L M A の 試み

様の所見を認め ， 胃未分化癌 と同定 した ．

5 ． M T T 法 を用 い た 抗 癌 剤 感受 性 試験 に よ る

K K L S ．S 細胞 と 他 3 株 の 胃癌 培 養株 の 比 較 で は
，

K K L S －S 細胞 は他細 胞株に 比 し て V D S
，
V P －1 6 に お

い て 感受性が 高 く 見 ら れ る が
，

P P C よ り 得 ら れ た

IC 神債で は CQ で 最 も 低 く
， 高 い 感受 性が 示 唆さ れ

た ．

6 ． 胃癌培養 株 の 抗癌 剤感受性 に 閲 し
，

L M A は

M T T 法と ば ば相関 し
，

L M A に お い て ， 線維 芽細

の増殖は抑制さ れ た ．

7 ．
K K L S pS 細胞 の 移植腫 瘍 に お い て

，
L M A は

M T T 法に 比 し ， 培養株の M T T 法 に 近似 の 値 を 示

し，
L M A に お い て

， 線維芽細胞の 影響 を除外し う る

可能性が示 唆され た ．
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－

s e n siti vi ty ． B r ． J ． C a n c e r
，
5 6

，
2 7 9 L 2 8 5 く1 98 7I ．

4 2I C h e m i c h a el
，
J ．

，
D e G r a f f

，
W ． G ．

，
G A z d a r

，
A －

D ．
，
M i n rL a

，
J ． D ． 良工M it c h ell

，
J ． B ． こ E v al u a ti o n

o f a t e tr a z o li u m
－ b a s e d s e m i a u t o m a t e d c ol o ri m etric

a s s a y こ a S S e S S m e n t O f c h e m o s e n si ti v it y t e sti n g －

C a n c e r R e s ．
，
4 7

，
9 3 6 ， 9 42 く19 87I ．

4 3I P a rk
，

J ． G ．
，
K r a m e r

，
B ． S ．

，
S t ei n b e r g ，

S －

M ．
，
C a r m i c h a el

，
J ．

，
C o lli n s

，
J ． M －

，
M i n n a ，

J ． D ．

鹿 G a z d a r
，

A ． D ． こ C h e m o s e n siti v it y te sti n g of

h u m a n c ol o r e c t al c a r ci n o m a c ell li n e s u si n g a

t e t r a z oli u m －b a s e d c ol o ri m e t ri c a s s a y ． C a n c e r

R e s
リ
4 7

，
58 7 5 t5 8 7 9 く19 8 71 ．

瑚 内藤克 軌 越 田 軋 浅利豊 軌 小 橋
一 札 打林

忠雄 ．
久 住治 男 こI n v it r o 抗癌剤感受 性試験に お ける

T e t r a z 。1i u m B r o m id e の 応用 に 関す る 基礎的検討 一

癌 と化療 ，
1 4

，
1 9 3 3 ． 19 35 く19 8 71 ．

4 5I 榎 本稔 美 ， 牟礼 乳 高 尾 尊 身 ， 島 津久 酢

M T T － H yb rid a s s a y に よ る 放射線感 受性 試験の 基礎

的検 討 ． 日癌 会第47 会総会記 ，
6 4 4 く19 8 軋



K K L S の 樹立 及び L M A の 試み

d朝 川 井 章 ，
伊藤士 郎 ， 尾 崎敏文 ノ 井上

－

．
田辺

剛造
，
佐藤 二 郎 こ ヒ ト骨 軟部 腫 瘍 を 用 い た M T T －

h y b rid a s s a y の 検 討 ． H u m a n C ell
，

2
，

2 8 3 －2 9 8

く19 8 91 ，

47J 玉井政材ニ Liq u id t o p l a y e r a s s a y を 用 い た制癌

剤感受性試験 に つ い て 一 京都府 医大誌 ， 92
，
2 0 1 5 －2 0 2 6

く19 83I ．

上瑚 B a k e r
，

F
．

L ．

，
S pit z e r

，
G ．

，
A j a n i

，
J ． A ．

，

B r o c k
，

W ． A ． ， L u k e m a n
，

J ．
，

P a t h a k
，

S ．
，

T o m a s o vi c
，

B ．
，

T h i el v o ld t
，

D
．
，

W illi a m s
，

M ．
，

V i n e s
，

C ． 鹿 T o fil o n
，

P ． ニ D r u g a n d r a d i a ti o n

S e n Siti v ity m e a s u r e m e n t s o f s u c c e s sf u l p ri m a r y

m o n ol a y e r c u lt u ri n g o f h u m a n t u m o r c ell s u s l n g

c ell －

a d h e si v e m a t ri x a n d s u p pl e m e n t e d m ed i u m ．

4 4 3

C a n c e r R e s ． ，
4 6 ， 12 6 3 －1 2 7 4 く1 9 8 61 ．

4 9J A j a n i
，
J ． A ．

，
B a k e r

，
F ． L ．

，
S pit z e r

，
G ．

，

K ell y ，
A ．

，
B r o c k

，
W ． A －

，
T o m a s o vi c

，
B ．

，
S i n gl c t a r y ，

S ． E ．
，
M c M u r t r e y ，

M ． 及 P l a g e r
，
C ． こ C o m p a r is o n

b e t w e e n cli n i c al r e s p o n s e a n d i n v it r o d r u g

S e n Si ti v ity o f p ri m a r y h u m a n t u m o r i n th e a d h e
－

Si v e t u m o r c ell c ul t u r e s y s t e m ． J ． C li n ． O n c ol ． ， 15
，

1 91 2 －1 9 2 1 く1 9 8 7I ．

5 0I 沢 口 潔 ． 浅井 透 ， 出口 康
一 伊藤 透 ， 曹

敏 臥 荻野 知 己
， 磨伊正 乱 柳川 正 ． 関原 千 春 ，

田

口 宏子 ， 塚 田 裕 ， 高橋正 室こ A d h e si v e T u m o r C ell

C ul t u r e S y s t e m くA T C C SI を用 い た 消化器悪性腫瘍の

制癌剤感受 性の 検討 ． 第28 回 目痛 治療会第2 引回総 会

記
，

4 3 7 く19 9 0I ．

E st a bJis h m e n t a n d C h ar a Ct e riz ati o n of H u m a n U n d iffb r e n tia t e d C ar Ci n o m a C elI Li n e of t h e

S t o m a c h くK X L SI，
a n d a T ri aI of N e w C h e m o s e n siti vi t y T b s t ， Li q uid T b p L a y e r － M T T A s s a y

くL M AJ T b h ru As ai
，
D ep ar t m e n t O f S ur g e r y ，

C an C er R e s e ar C h I n s tit u te
，
S c h o ol o f M e di ci n e

，

K an a Z a W a U ni v ersity ，
K an a Z a W a 9 20

－

J ． J u z e n M ed S o c ．
，
1 00

，
4 2 5 －

4 4 4 く1 9 91J

K e y w o r d s un di ff t r e nti ate d c ar ci n o m a o f th e st o m a c h
， g a S 出c c ar ci n o m a c el1 1i n e

，
i n vitr o

C h e m o s e n si ti vity te s t
，
M T T a ss ay ，

1iq uid t o p l ay e ト M T r a ss ay くL M AJ

A b st r a ct

h th is s tu d y ，
a h um a n u n di ff e r e mi a te d c ar ci n o m a c el1 1i n e o f th e s to m a ch

，
K K L S

，
W a S e S ta b －

1ish e d
，
f o r th e p urp os e of el u ci d ati n g th e bi ol o g i c al c h ar a C te ri sd c s o f g a 血 c un di ff e r e n tia te d c ar Ci n o －

m a a n d o f d e v el o p l n g a C h e m o s e n si ti v lty te St f o r clini c al u s e ． T um O r C ell s i s ol ate d f r o m th e

m eta sta ti c l y m p h n o d e o f a h um a n g a S 打i c u n di ff tr e n ti at ed c a rci n o m a w e r e g r o wn i n e pi th eli oid f o r m ．

K K L S － S c ell s w e r e o b ta in ed 加 m a s u s pe n Si o n o f th e p rl m ar y C ul t u r e an d 3 cl o n es b y s l n gl e c ell

Cl o nl ng 丘
．

o m ad h e re n t c e11 s ． T h e d o u bli n g tl m e r an g e d fr o m 2 5 t o 3 0 h rs an d th e p l ati n g efn ci e n ci e s

V ari e d 丘
－

O m 8 t o 2 2 ％ ． C h r o m o s o m al an al y si s r e v e al e d tr an Sl o c a ti o n k o m 8q to 1 4 p as a c o m m o n

ab n o r m al ity － A f te r tr an SPl an ta ti o n of K K L S － S c e11 s in to th e n u d e m o u s e
，
a W ell － Cir c um SC ri b e d s oli d

tu m o r f b rm ed w i th si m il ar hi stol o g l C al fe at ur e s to th e p r m a ry t um O r
． I mm u n O hi st ol o g l C al a n d el e c －

tro n m i c r o g r ap h i c s t u di e s i d e n ti fi e d th at th ey d e s c e n d e d 魚
．

o m u n di ff e r e n ti at e d c a r ci n o m a ． A

C h e m os e n si ti vity te st u si n g 3－く4
，
5 － di m e th y l th i a z o ト2 －

y ll
－ 2

，
5 － di p h e n yl te tr a z oli um b r o m i d e くM T

a SS ay re v e al e d th at K K L S － S c ell s w e r e m o re s e n si ti v e to vi n d e si n e くV D SJ a n d et op o si d e くV P － 1 6J
th an th e o th er 3 g a st ri c c an C e r C ell li n e s － O ut of t e st ed l O d ru g S

，
C ar b a zil q ui n o n e くC QJ w as th e m o s t

Se nSi ti v e t o K K L S － S c e11 s － 7 n i s i s th e 丘r st r e p o r t e v er of an un d i 蝕 n ti ate d c ar Ci n o m a c e11 1in e of th e

StO m a ch
， an d i t i s e x pe Cte d t o p r o v i d e a g o od e x p e ri m e n tal m o d el f or v ar i o u s in v e stlg ati o n s

－ A lr e a d y
O ne e x p eri m e n tal m o d el u s l n g th i s c ell li n e

，
a n e W Ch e m o s e n si ti vi ty te s L li q uid t op l ay e r － M T T a ss ay

O J M AJ ，
h as b e e n d e v el o pe d an d e x am i n e d ． It i s i m p r o v e m e n t of th e M T r a ss a y ，

ad a p ti n g th e li q ui d
tO p l ay e r a s s ay ，

fb r eli m i n a h n g th e e ff e c t o f n b r o bl as ts ． As f ar as th e c h e m o se n si ti v lty O f g as b i c c an －



4 4 4 浅 井

c er c el1 1in e s ，
K K L S － S an d 3 0 th e r ad di d o n al li n e s

，
i s c o n c e m e d

，
th e r e s ul ts of L M A h a d a g o od c o ト

r el ati o n w i th 也o s e o f th e M T T a s s a y ． T h e g
r o w th of 丘b r obl asts w a s r e str ai n e d b y L M A

，
an d th e

an al y sIS O f th e i n o c ul a te d t u m or i n 血e n u d e m o u s e r e v e al ed th at L M A w a s m or e reli a b l e f or p n m a ry

c ul tu r e th a n th e M T T as s ay ． T b e s e s t u di e s s u g g e st th at th e cl in ic al u s e of L M A c an b e e x pe C te d to

bri n g m o re a c c ur ate r e s u lts b e c a u s e of th e e 蝕 c t of m imi m l Zl n g fi b r obl a st pr od u c ti o n ．


