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増殖能 に及 ぼす内分泌療法 の 影響 に つ い て
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621

ヒ ト乳癌株 M C F －7 の 増殖 に 与 える各種内分泌 療法の 影響 を腫瘍重 量， 腫癌倍加時間，
デ キス トラ ン

チ ャ コ
ー ル くd e x t r a n ． c o a t e d ch a r c o al

，
D C Cl 法

，
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 l お よび

著 者の 考案 し た 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 法 くE R －i m m u n o －

c y t o c h e m i c all y s t ai n e d
3
H ．th y m i d i n e a u t o r a di o g r a p h yl を用 い て検 討し た

．
そ の結果，

M C F － 7 の 増殖

は T a m o x if e n
，

M ed r o x y p r o g e st e r o n e a c e t a t e およ び A m i n o gl u t e thi mi d e で 抑制 され る傾向が あ り ，

17P ． e st r a di ol di p r o pi o n a t e で 有 意 に 促 進 さ れ た ． D C C 法 に よ る e s tr o g e n r e c e p t o r くE Rl 値 は

T a m o x if e n 群 ， M o d r o x y p r o g e st e r o n e a c e t a t e 群 ，
A m i n o gl u t e thi m i d e 群 お よ び 1 7P －

e S t r a d i o l

di p r o pi o n a t e 群 で有意 に 低下 し
， 特 に T a m o x if e n 群 と17P －

e St r a di ol di p r o pi o n a t e 群で顕著で あ っ た ．

E R －I C A で E R 陽性細胞と E R 陰性細胞 は腫 瘍組織内で モ ザ イ ク状に 混在 して認 め られ たが
，
E R 陽性細胞

率は T a m o x if e n 群お よ び M o d r o x y p r o g e st e r o n e a c e t a t e 群 で有意 に 低下し
，

A mi n o gl u t et hi m id e 群 で

低下 の 傾向を認め
，

ま た 1 7P －

e S tr a d i o l d i p r o pi o n a t e 群で 有意に 増加 した ．

一 方， 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 染色法で E R 陽性細胞と E R 陰性細胞 の
3
H － チ ミ ジ ン 標識 指数 を別々

に算出した結Bi ，
T a m o x if e n 群，

M o d r o x y p r o g e st e r o n e a c e t a t e 群お よび A r ni n o gl u t e th i m id e 群で E R

陽性細胞の み なら ず E R 陰性細胞の 標識指数も有意 に低下 し， 逆に 1 7P －

e S t r a d i o l d i p r o pi o n a t e 群 で は E R

陽性細胞の み なら ず E R 陰性細胞の 標識指数も 有意 に増加 した ． す なわ ち
， 従来， 各種内分泌療法の 影響を

E R 陽性細胞お よ び E R 陰性細胞の それ ぞ れ に つ い て検討 した報告 をみ な い が
，
著者の 考案し た 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 染色法で検討 し た結果 ， 各種内分泌療法 は M C F － 7 の

E R 陽性細胞の み な らず E R 陰性細胞 の 増殖能 に も 影響 を及ぼ して い る こ と が判明し た
．

K e y w o r d s h u m a n b r e a st c a n c e r
，

n u d e m o u s e
，

e n d o c ri n e t h e r a p y ，
e St r O g e n

r e c e p t o r

189 6 年B e a t s o n
りが 末期乳癌患者 に 対 して 初め て 卵

巣摘除術 を施行 し抗腫 瘍効果 を認め て 以 来
，
乳癌は ホ

ルモ ン依存性膿瘍と し て 認識 され
， 本疾患の 治療法と

して 内分泌療法が 手術， 放射線 お よ び化学療法と共 に
，

重要な位置 を占め て い る ． 内分泌 療法 は外科的内分泌

療法と内科的内分 泌療法の 二 つ に 大別 され る が
，

い ず

れの 内分泌 療法で も無選 択に 行 な えば
，

その 有効率は

約30％で ある
2I

． そ こ で 無意味な外科的侵襲や 薬剤の

A b b r e vi a ti o n s こ A M G
，
a m i n o gl u t et hi m id e ニ

副作用 を避 けるた め 内分 泌療法の 効果を予 測す る方法

が研究され た
．
1 9 62 年，J e n s e n ら は子 宮な どの エ ス ト

ロ ゲ ン くe s t r o g e n l 標的臓器 に エ ス トロ ゲ ンと 特異的

に 結 合 す る エ ス ト ロ ゲ ン レ セ プ タ
ー

くe s t r o g e n

r e c e pt o r
，
E R l が 存在 し

3I
，

ま た E R の 有無と 内分泌療

法の 有効性が相関す る こ と を示 したヤ． 更に M c G ui r e

は デ キ ス ト ラ ン チ ャ コ
ー ル くd e x t r a n

－

C O a t e d

C h a r c o al
，
D C Cl 法

5I
に よ る細胞質内の E R の 定量 法 を

D A B
，
di a m i n o b e n zidi n e 芸 D C C

，
d e x t r a n －

C O a t ed

Ch ar c o al 三 D P M
，

di si nt e g r a ti o n p e r m i n u t e こ E R
，

e St r O g e n r e C e p t O r 三 E R －I C A
，

e S t r O g e n

re c e p t o r i m m u n o c y t o c h e m i c al a s s a y 三 E 2 ，
1 7P － e St r a di ol d i p r o p i o n at e ニ E T W

，
e Sti m at ed

t u m o r w ei gh t ニf m olノm g p ，
f e m t o m ol e sl m g c y t o s ol p r o t e in ニ M P A

，
m ed r o x y p r o g e st e r o n e



6 2 2

開発 した ． D C C 法 で E R 陽性 と判 定さ れ た乳癌 の 約

60 ％に 内分 泌療法が 有効で あ る
打
た め

， 今日
，
こ の D C C

法は内分泌 療法の 効果 を予 測す る指標 と して 広く利用

さ れて い る ．

一 方，
エ ス トロ ゲ ン の 標的細胞内に お け

る作用 発現の 過程は
，

まず エ ス ト ロ ゲ ンが 細胞質 中に

存在 す る E R と特異的に 結合 し活性化 され
， 核 内に 移

行 し ク ロ マ チ ン の ア ク セ プ タ
ー

サ イ ト くa c c e p t o r

sit el と結合 し遺伝子 活性 をも た ら し ，
m － R N A の 生成

を介 して蛋白合成 を営む と考 えら れ た引 71
．
し か も

，
E R

陽性乳癌に は E R 陽性細胞 と E R 陰性細胞 が 混 在す る

こ とが 指摘 され
，

エ ス トロ ゲ ン の 影響 は E R 陽性 細胞

に 限られ ，
E R 陰性細胞 は そ の 影響 を受 けな い と考え

られ たヤ
911 0l

．
しか し

，
そ の 後， G r e e n e ら は ヒ ト E R に

対 す る 単 ク ロ
ー ン 抗 体

l り
を 用 い た E R －i m m u n o

－

c y t o ch e m i c al a s s a y くE R －I C A l を開発 し，
E R は核 に

のみ 存在す る こ とが明 ら か と な り
1 2I

，
ま た

，
S i rb a s k u

ら ほ エ ス ト ロ ゲ ン で刺激 した ラ ッ ト子 宮， 腎組織の 抽

出液が 乳腺腫瘍細胞の 増殖 を促進 する 事実 よ り ，
エ ス

ト ロ ゲ ン の 標的細胞内に 対す る作用 発現の 機序 は特別

の 増殖因 子 くg r o w th f a c t o rl を 介 し て い る と考 え

た
用

．
すな わ ち

，
エ ス トロ ゲ ン は E R 陽性細胞 の 核 に存

在す る E R に 結合す る こ と に よ り
，

E R 陽性細胞よ り

分泌され る増殖因子 を介 して それ を分泌 した E R 陽性

細胞の み なら ず くa u t o c ri n e c o n t r o ll ， 周囲の E R 陰性

細胞の 増殖も制御す る くp a r a c ri n e c o n t r oIJ と い う仮

説が 提案 され た
14 H 引

． そ こ で著者 は ヌ ー

ド マ ウ ス 可移

植性 ヒ ト乳癌株 M C F － 7 を用 い
， 内分泌 療 法が E R 陽

性細胞お よ び E R 陰性細胞 の それ 摩れ の 増殖能に 及 ぼ

す 影響を
，

D C C 空気 E R －I C A お よ び 著者 の 考案 し た

E R －I C A と
3
H － チ ミ ジ ン オ

ー

ト ラ ジオ グ ラ フ イ
ー

く
3

鉦th y m i di n e a u t o r a di o g r a p h yl に よ る 二 重 染色法を

行な っ て検討 し
，

い く つ か の 興味あ る知 見 を得 たの で

報告する
．

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 AI c n uノn u 雌 マ ウ

ス を日本 ク レ アよ り購入 して 用 い た ．
マ ウ ス の 飼育 は

金沢大学医学部付属動物実験施設 の アイ ソ ラ ッ ク 内で

行 ない
， 滅菌水とオ リ エ ン タ ル 固形飼料 を自由 に 与え

た
． 実験開始時の マ ウ ス の 体重は 20 g 前後， 遇令 は6

へ
一

7 過と した ．

工1 ． 移植腫瘍

尻

慶応大学医学部外科久 保田講師よ り供与さ れた と卜

乳癌 培養細胞 くM C F て1
刷

1 X l O
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 I －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17 P －

e St r a d i o l d i p r o pi o n a t e l m gノm l お よび17 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 gl m l か ら成る
．

帝国臓器 社， 東京1 0 ． 1 m l を大腿 筋肉内 に 注射し
， 腫

瘍増殖を促 し継代株化 した
1 7I

． 継代株化 され た腫瘍塊

を提 供 用 ヌ ー ド マ ウ ス か ら 摘 出し 2 m m 角の 固形 ブ

ロ ッ ク 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 背部皮下に 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
．

こ の よう に して 移植され た腫 瘍が 対数 増殖 を開始する

時期 く移植後 4 へ 7 週1 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 6 群 を作成した ．

第 1 群 くT A M 群1 二 T a m o x if e n くT A M
．

I
．C エ

フ ア
ー マ 杜， 大阪ユ 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 2 回筋注 した ．

第 2 群 くM P A 群l こ M e d r o x y p r o g e s t e r o n e

a c e t a t e くM P A
，
協和発 酵社， 東京1 原末2 0 m g をゴ

マ 油 1 m l に 溶解し て
，

1 0 0 m gノk g 毎週 2 回筋注した．

第 3 群 くE 2 群1 二1 7 P
－

e S t r a di ol d i p r o pi o n a t e くE 2，

Si g m a 社 ， S a i n t L o u i sl 庶末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 4 群 く無処 置群うこ 薬剤 を 投与 せ ず，
T A M 瓢

M P A 群お よ び E 2 群の 対照 と した
．

第 5 群 くA M G 群l こ A m i n o gl u t e th i m i d e くA M G
．

日本チ バ ガイ ギ
ー 社， 宝 塚フ原末30 m g をtl ．5 ％ カ ル ポ

キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス くC a rb o x y m e t h yl c ell ul o s ej l

m l に 懸濁 し 毎日 150 m gノk g を腹腔 内 注射 する と 共

に
， 糖質コ ル ナ コ イ ド を補充す る為に 毎ロ ベ タ メ サ ゾ

ン くB e t a m e th a s o n e 1 1 m gl k g を筋托 した ．

第 6 群 くべ タ メ サ ゾ ン 群H 毎 日 べ タ メ サ ゾ ン I

m gノk g を節注し
，

A M G 群 の 対照 と した く図1 l ．

治療開始時 より ， 遇 3 回 ，
ノ ギ ス を 用 い て腫 瘍山長

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， －州
一 方は屠殺後，

直ち に 腫瘍を摘 出し， その 湿 重 量 を測定 し
，

1 紆C に

保 存 し D C C 法 に 供 し た ． 他 方 は
3
H－チ ミ ジ ン t

3
H ，

th y m i di n e
，

S p e Cifi c a c ti vi t y 2 3 ．6 C iノm m o l ，
r a d i o a c

－

a c et at e ニ N S B
，

n O n S p e Cific b o u n d i P A P
， p e r O X y d a s el a n ti －

p e r O X y d a s e ニ P B S
， p h o s p h at e

b uff e r ed s ali n e ニ r
，
C O r r ela ti o n c o effici e n t 三 S B

，
S p e Cific b o u n d ニ T A M

，
t a m O Xif e n ニ T B

，
t Ot al

b o u n d －

ニ T d
，
t u m O r d o u b li n g ti m e ．



E R 陽性乳癌の 増殖能 に及 ぼす 内分泌療法 の 影響

ti v e c o n e n tr a ti o n l ．O m Cil m l
，
A m e r s h a m J a p a n 社

，

東京フ5 〆Ciノk g を腹腔内注射 し
， 1 時間後 に 屠殺 し

げ1 a s h l a b elli n g 法I ， 直 ち に腫瘍 を摘出し
，

その 湿重

量を測定し
，

一

8 0
0

C に 保存 し E R －I C A お よ び E R －1 C A

と
3
廿 チミ ジ ン オ

ー

トラ ジオ グラ フ イ
一 に よ る 二 重染

色法 に供 し た
． 更 に

，
腫瘍の

一

部 は 1 0 ％ホ ル マ リ ン

Cf o r m ali nl に て固定後， H 8 t E 染色 を施 し鏡検 した ．

N ． 治療効果 の 判定

1 ． 推 定 腫 瘍 重 量 くe s ti m a t e d t u m o r w ei gh t
，

E T W I

N ．C ．I ．p r o t o c o l
1 81

に 準L3 ， 各層瘍毎 に

推定腫瘍重量 二
長径 X 短管

くm g1
2

を計算し， 平均推定腫 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 実測腫瘍重量

摘出した腫 瘍は眼 科用 ハ サ ミ で月旨肪組織， 線維組織

を可及 的に 除去 し， 腫 瘍の 湿重量 を測定し た ．

3 ． 腫瘍の 倍加時間 くt u m o r d o u b li n g ti m e
，
T dl

個々 の 腫 瘍に つ い て推定腫 瘍重 量 くE T W う の 自然

対数値と， 治療開始後の 日数 くくりうの 間で相関係数 くrう

およ び標本回 帰方程式 L n E T W ニ
a 十 bくtl を求 め た

．

t こ
，

－ナ 仰 x v 信二言 に より r の 信頼 性 がp く0 －0 5 で

ある こ と を確認 して
，
T d 二 L n 21 b よ り腰瘍倍加時間を

求め た
．

V ． 体重 の 測 定

薬剤の 投与量 を決め る ため
， 週3 回

，
体重 を測定し

た
．

VI ． D C C 法 に よ る E R 値 の 測 定

G r o u p I ． T a h Oよi r く川 5 ■ 尺ノk 只 i l
．

いパ止丑 V e d り y

卜 l 与 I
ん

l
．

2 H 血 ，S I

G r o u p 2
．
H ed r o x y p r o 員e S L e r o n e d C e L a しe 1 0 加代ノk g i F ． L 再 c e u e e い y

左
．－ I

与 l ん 1
2，くd a ，8 ，

G r o 叩 3
．
1 7 f 卜 e s しr ad i ol d i p r o p i o n ヱI L e 5 叩ノk 氏 i ■ ． O n C C －C e k l y

古 一 与 た 2．く 如 ユ

くir o
u p 右 卜 帖 しrくさa L l e n L

G r o u p 5
． A ．i n o た1 u L e Lh i 中i d e 1 5 0 耶 ノk 尺 i p ． d 右 I y

くpl u s n e L a 血 O Lh a s o n e t 甘 露ノk 又 i 血
．

d a i l yI

古I I I I H 与H H l 用 H I l l 1
2．くd ． ，Sユ

G r o u p 6 ． B e L a ． e Lh a s o n e l 晰 ノk 員 i ■ ． d ai l y

トリ H I l
与 H I H IわH I H I

2，く舟 川，

Fig － 1 ． D e si g n s o f e x p e ri m e n t a l e n d o c ri n e th e r a p y ．

i m ．
，
i n t r a m u s c ul a r i nj e c ti o n 三 i p ．

，
i n t r a p e rit o n e a l

m J e C ti o n

6 2 3

1 ． C y t o s ol の 調整

－80
0

C に 凍結保存さ れ た 腫瘍組織 0 ． 5 句 1 ． O g を解

剖 ハ サ ミ で細切後，
4 倍量 の ホモ ジナイ ズ用 リ ン酸緩

衝 液 仁20 m M リ ン 酸 くp h o s p h a t e l ， 9 ． 5 m M

Di th i o th r eit ol
，

2 5 9 m M サ ッ カ ロ ー ス くs a c c h a r o s e

l ， p H 7 ．5コを加 え
，

ガ ラス ホ モ ジナイ ザ
ー 仙 下製作

所， 大阪， 特別仕様うで水冷 しなが ら，
1 5 秒間， 5 へ ■1 0

回
，
各4 5 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 分離器 くB e c k m a n
，

F u ll e r t o n
，

m o d el L 8 －7 01 で 4 5
，
0 0 0 rp m

，
O

O

C ， 3 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
．

C yt o s ol は

結 合 ア ッ セ イ 用 リ ン 酸 緩衝液 く20 m M リ ン 酸
，

0 ． 5

m M D i th i o th r eit o l
， p H 7 ．51 を用い て 2 倍希釈 し，

こ の 希 釈 C y t o s ol を 次の 操作 に 移 す と 共 に
，

一

部 を

L o w r y 法に よ る蛋白定量に 供 した ．

2 ． 結合ア ツ セ イ

各8 本の 小試験管中7 本 に 結合 ア ツ セイ 用リ ン酸緩

衝液 50 ノJl を入 れ ， そ れに 各変化量 く0 ．0 5
，
0 ．1

，
0 ． 2

，

0 ． 4
，

0 ．5
，

1
，
2 p m ol eI の

3
臥 エ ス ト ラ ジ オ ー ル

くE2
，
4

，
6

，
7 一くH 汁e s tr a d i ol

，
S p e Cifi c a c ti v it y l Ol ．7 CiJ

m m ol e
，
N e w E n gl an d N u cl e a r 社，

B o st o n l を標識

ス テ ロ イ ド調 整 用 緩衝 液 仁20 m M リ ン 酸，
0 ．5 m M

D ith i o th r eit ol
，
40 m M S o d i u m m ol yb d a t e

，
1 0 ％ エ チ

レ ン グリ コ
ー ル くe th yl e n e gl y c oll ，

4 ％エ タ ノ ー ル

くe th a n o ll
， p H 7 ． 5コに 溶解 して 50 JLl と し添加 した

．

更に 希釈 C y t o s ol l O O JLl を加 えて 全量 を200 JLl と し，

混和後 0
0

C
，
1 6 時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した

．
ま た

，

残りの 1 本 に は非特異的結合量 を得る為
，
2 p m ol e の

3

臥 エ ス ト ラ ジオ
ー ル と共 に

，
1

，
0 0 0 倍量の非標識 1 叩 一

二
E

へ

の

ヱ
O

E
d

首
亡

コ

0

山

1 2
3
H － e S t r a d i o l くP m O l e s I

F i g ． 2 ． E R s a t u r a ti o n c u r v e ．

中 一さ
，
t O t al b o u n d e st r a di o l くT Bl ニ Ej － D

，
n O n

－

S p e Cifi c b o u n d e st r a di ol くN S B h o
－

0
，

S p e Cifi c

b o u n d e st r a di ol くS Bl ．
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ェ ス トラ ジ オ ー ル く1 m M エ タ ノ ー ル 溶液 を結合 ア ッ

セ イ 用 リ ン酸緩衝液 で 希釈調整l を加 え
，
希釈 C y t o s ol

と混和 し， イ ン キ エ ペ ー 卜 した ．

3 ． BノF 分離

イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン後， 各試験 管 に D C C 液 仁1 ％

くW I Vl ノ リ ッ ト S x
－ 3 くN o ri t S x －3l ，

0 －1 ％ くW I Vl

デ キ ス トラ ン T －7 0 仁D e x tr a n T － 701ノ結合ア ツ セ イ 用

緩衝液コ20 町 1 を加え て混和後， 氷水 中で 1 0 分間静置

した
．
3

，
00 0 r p m

，
0

0

C ，
1 0 分間遠心分離 し

，
その上 清

200 JLl に S ci n ti s oI E x
－ H く同任化学研究所， 熊村 10

m l を加 えて浪和後，
液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ

ー

くP a c k a rd
，
D o w n e rf G r o v e

，
T R I － C A R B 4 6 4 01 に て

5 分間， 放射能を測定 した ．

4 ． Bi n d i n g p a r a m e t e r の算定

液体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン タ

ー

で計測 され た カ ウ

ン ト数 くDi si n t e g r a ti o n p e r m i n u t e
，
D P M l を

D P M X諾x
99 X 2 ．2 2 X l O

3
x 苦 くp m o l el m l，

に 代 入 し
，

3
H － エ ス ト ラ ジ オ

ー ル の 総 括含 量 くt o t al

b o u n d
，

T B l お よ び 非 特異 的 結 合 量 くn o n s p e cifi c

b o u n d
，
N S Bl を得， 各

3
H － エ ス トラ ジオ

ー ル 添加 量を

横軸に ， そ の 時の 結合量を縦軸 に プ ロ ッ ト し ， 更 に T B

と N S B の 差 くT B ． N S B l を特異 的結 合量 くsp e cifi c

b o u n d
，
S B l と して グ ラ フ 上 に プ ロ ッ ト し

，
E R の 飽和

曲線 を作成 した く図 2l ． 次 に S c a t c h a r d a n al y si s に

よ り ，
E R の 結合部位数 くn u m b e r o f b in d i n g sit e s

，

N S B l を求め た ． 即ち
，

横軸に S B
，
縦軸 に S B と非結

合型 a
H － エ ス トラ ジオ ー ル量 く円 との比 くS BノFう を

0 ．1 0 ． 2 0 ．3

S 8くP m O l e s ノ m り

Fi g ， 3 ． S c a t c h a rd a n a l y si s f o r b i n d i n g p a r a m e t e r ．

S B
，

S p e Cifi c b o u n d e st r a di o l i F
，

f r e e
3
H －

e s tt a d i o l三 A
，
N u m b e r o f b i n di n g sit e s くN S 印 ．

尻

7 点，
プ ロ

ッ トし
， 各点 を結ん だ直線と横軸の 交点A

を N B S くf e m t o m o l e sl m ll と した く図 31 ． 更に N B S

は L o w r y 法で 測定 した C y t o s ol の 蛋 白量 くm gj 当た

り に 換算し
，
f e m t o m ol e sl m g c yt o s ol p r o t ei n くf m oll

m g pl と 表わ した ．

明I ． E R ． 工C A

凍結保存 した腫瘍組織 を C r y o st a t くTi s s u e
－ T e c II

，

M il e s 社， El k h a r tl に て 厚 さ 4 句 6 JL m に 薄切し
， 組

織接着剤 くp r o t ei n s ol u ti o n w ith an ti m i c r o b ili al

a g e n tl で 処理 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 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水

くp h o s ph a t e b u ff e r e d s ali n e
，
P B Sl 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
r

v －25
0

C の メ タ ノ ー ル くm eth a n oll 中に

4 分間，

－ 1 5 旬 －25
0

C の アセ ト ン くa c e t o n e l 中に 1 分

間浸 し
， 非特異的反応 を抑え

，
P B S 槽 中で 5 分間の洗

浄 を 2 回行っ た ． 次に 非特異的な抗体 の 結合を抑える

為， 正常LLJ 羊血 清 くn o r m al g o a t s e r u m l を滴下し15

分間，
湿 箱中 で反応さ せ た後，

一 次抗体 くa n ti － E R r a t

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 槽中 で 5 分間の 洗浄 を 2 回行ない

，

架橋抗体 くg o a t a n ti － r a t a n ti b o d yl を滴下 し
，
30 分

間， 湿 箱中で 反 応させ た
．
P B S 槽中 で 5 分 間の 洗浄を

2 回 行 な い
，

P A P 複 合 体 くp e r o x y d a s el r a t an ti ．

p e r o x y d a s el を滴下 し
，
30 分間，

湿箱中 で 反応 させた．

P B S 槽 中 で 5 分 間 の 洗 浄 を 2 回 行 な い
，
di ．

a mi n o b e n zi di n e くD A Bl 液 を 5 分間反応さ せ た ． 流水

中 で 5 分間洗浄後，
1 ％ くV ノVウ ノ 1 リ ス へ マ トキ シリ

ン くH a r ri s H e m a t o x yli n l 液 で 5 分間核染色を行っ

た ． 流 水 中 で 5 分 間，
洗 浄 後， 9 5 ％ エ タ ノ ー

ル

くe th a n oll 槽 中に 2 分間づ つ 2 回 ，
1 0 0 ％ エ タ ノ

ー

ル槽

中に 2 分間づ つ 2 臥 更 に キ シ レ ン くx yl e n el 槽中に

2 分間づ つ 2 回 浸 し脱水， 透徹 を行 い
，

マ リ ノ
ー ル

くM ali n o ll に て封入 した く図4 l ．

そ の 評 価 は 4 0 0 倍 の 視野 で 鏡検 し，

一 検 体に つ き

10 0 0 個の 癌細胞 を D A B に よ る特 異 的核 染色の 有無

に よ り E R 陽性細胞と E R 陰性細胞 に 分け て数え，

E R 陽性細胞率 ニ

E R 陽性細胞数
x l O O く％う

1
，
0 0 0

を計算 した
．

Vu ． 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 法 くE R －i m m u n o －

c yt o c h e mi c all y s t ai n e d
3 H － th y m idi n e a u t o

．

r a d i o g
．

r a p b yう

上 述の E R －I C A の 操作の 内 D A B 滴下後 の 水洗まで

の 操作 を同様 に行 な っ た ． 次に ス ラ イ ドグラ ス を37
ぐJ

C

に て乾燥後，
40

0

C に 加温 し た感光乳 剤 くS a k u r a N R．
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M 21 に 約3 秒， 静か に 浸し て引き上 げ くDi p pi n g 法j ，

室温で 1 時間乾燥後
，

シ リ カ ゲ ル くsili c a g ell と共 に 暗

箱内に 入 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 S a k u r a C o n id ol － X で 2 0
0

C
，

5 分間現像 し
，
S a k u r a C o n ifi x で 1 0 分 間定着，

3 0 分

間水洗後，
1 0 ％ くVノVウ ノ1 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 －I C A と同様に 脱水
，
透

徹， 封入 を行 っ た く図5 1 ．

そ の 評価 は 4 00 倍 の 視野 で 鏡 検 し叩
一

検体 に つ き

100 0 個の 癌細胞 を D A B に よ る特 異 的 核染色 の 有無

によ りE R 陽性細胞 と E R 陰性細胞に 分 け
， 更 に それ

ぞれ に つ い て 核 に 鍍 粒子 10 個以 上 を み る も の を
3
B ．

チ ミ ジン標識細胞と し
，

6 2 5

E R 陽性細胞の 標識指数 くL a b elli n g i n d e x o f E R

P O Siti v e c ell s
ニ

E R 陽性黒一三えまま慧識細胞鞍
x lOO く％ユ

E R 陽性細胞数

E R 陰性細胞の 標識指数 くL a b elli n g in d e x o f E R

n e g a ti v e c ell s
ニ

E R 陰性巴
一

三えまま慧鮎 ヨ胞数
x l O O く％コ

E R 陰性細胞数

を計算した ．

伏 ． 統計学的処理 方法

本実験 の 成績 はす べ て M e a n 士 S ．D ． で 表わ し た
． 多

群間の 平均値の 差の 検定 に は 分 散分 析後 D u n c a n の

1 ．
3 ．7 ％ F o r m al in i n P B S t4

O

C 1

2 ． P B S ri n s e

3 ．
A b s ol u t e m e th a n ol ト 10 t o w 2 5

0

C 1

4 ．
A c e t o n e ト 10 t o M 2 5

O

C 1

5 ．
P B S ri n s e

6 ．
B l o c k in g r e a g e ll t くN o r m a l g o a t s e r u m

LI

7 ．
P ri m a r y a n tib o d y りi 22 2 S p2 r ，

m O n O C l o n al r a t a n tトE R 1

8 ． P B S ri n s e

9 ．
B rid gi n g a n tib o d y くG o a t a n ti －r a t a n tib o d yl

l O ． P B S ri n s e

l l ．
P e r o xi d a s e－a n ti p e r o xi d a s e c o m pl e x くR a tl

12 ．
P B S ri n s e

13 ．
D i a m i n o b e n zi si n e 4 H C l く1 0 m g i n 16 m l P B S c o n ai ni n g

O ．
0 6 ％ h yd r o g e n p e r o x id e1

1 4 ．
Di s till e d w a t e r ri n s e

15 ．
1 ％竹V H a r ri s h e m a t o x yli n

1 6 ． T a p w a t e r ri n s e

17 ．
D e h y d r a ti o n i n g r a d ed a l c o h o I s

18 ． M o u n tin g i n P e r m o u n t

F ig ． 4 ． E R－i m m u n o c y t o c h e m i c a l st a i n l n g p r O C e d u r e ．

1 ．
D r yi n g a t 37

0

C

2 ．
D i p p m g i n p h o t o g r a ph i c e m ul si o n k e p t a t 4 0

0

C

3 ．
D r yi n g at r o o m t e m p e r a t u r e

4 ．
E x p o s u r e a t 4

q

C

5 ． D e v e l o p m e n t b y C o nid ol－X

6 ．
F i x l n g b y C o nifi x

7 ． T a p w a t e r ri n s e

8 ．
1O ％ V V H a r ri s h e m a t o x yli n

9 ．
T a p w a t e r ri n s e

10 m i n

5 m i n

4 m i n

l m i n

5 m i n
，
t W ic e

15 m i11

3 0 m i n

5 m i n
，
t wi c e

3 0 m i n

5 m i n ， t W i c e

3 0 m iI1

5 m i n ，
t W i c e

5 m i n

5 m i n

5 m i n

1 h r

4 w e elくS

5 Il1 1Tl

lO m i n

5 m l11

5 1n lI1

5 m in

1くJ ．
D e h y d r a ti o n i n g r a d e d al c o h oI s

l l ．
M o u n ti n g i n P e r m o u n t

F i g ． 5 ． E R －i m m u n o c y t o c h e mi c a11 y st a i n e d
ご一
汁th y mi d i n e a u t o r a d i o g r a p h y －

F oll o w e d b y th e di still e d w a te r ri n s e af t e r th e c ol o r d e v el o p m e n t

w ith d i a m i n ob e n zi si n e ． S e e Fi g ． 4 ．．
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ヱ
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E
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の

む
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冨
三

T t q 2 1

D a y s a f t e r i n i t i a l t r e a t m e n t

尻

5 0 0

0 0 0

5 0 0

こ
ぎ
二

i
研

芯
壷

L
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E
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P

む
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三
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二
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む

u

冨
三

T 1 4 2 1

D a y s a f t e r i n i t i a L t r e a t m e n t

1 4 2 l

D a y s a f t e J i n i t i a I t r e a t m e n t D a y s a f t e r i n i t i a I t r e a t m e n t

Fi g ． 6 ． I n f u e n c e of h o r m o n al a g e n ts o n e sti m a t e d t u m o r w ei gh t くm gl

O
－

0
，
T A M g r o u p くn

ニ 1 4 h ロ ーロ
，
M P A g r o u p くn ニ 111 三

忠
一

せ
，
E

2 g r O u p くn ニ 1 7l i ム M A
，
A M G g r o u p くn

二 1 2l ニ

ー
q

書
，
N o t r e a t m e n t g r o u p くn

ニ 1 21ニ ム ー A
，
B e t a m e th a s o n e g r o u p くn 二 1 41

S e e l e g e n d i n T a b l e l ．

7 川 2 1 7
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成 績

王 ． 治療効果

1 ． 推定腫瘍重 量 の 経時的変化

T A M 群は治療開始 11 日以 後， 無処置群 に 比較 して

低下する傾向 を認 め， M P A 群で は治療終了 時 に お い

て
， 無処 置群に 比 較し て 低下す る傾向を認め た ．

E
2 群

では治療開始 後 16 日 以後， 無処置群に 比 較 して 有意 に

増加し た
．

ま た
，

A M G 群 で は 治療開始 18 日以後，
べ

タ メ サ ゾ ン 群 に 比 較 し て 低 下す る傾 向 を認 め た く図

6 う
．

2 ． 実測 腫瘍重 量

内分 泌療 法終 了 時に お ける 実測腫瘍重 量 の 平 均値

くM e a n 士S エり は T A M 群 2 7 3 士 1 3 6 m g ，
M P A 群

32 2 士 14 1 m g ，
E 2 群 9 O 2 士 5 3 1 m g お よ び A M G 群

352 士 14 9 m g で あ り
， 無処置群 509 士2 1 1 m g ま た は べ

タ メ サ ゾ ン 群 50 1 士2 O l m g に 比 較 し て T A M 群，

M P A 群お よ び A M G 群 で 低下 する 傾向 を認め
，

一 方

E 2 群で は有意に 増加 し た く表1フ．

3 ． 腫瘍倍加時間

す べ て の 腫癌 で その 相関係数が 統計学 的に 有意 で

あ っ たE 2 群無処 置群， およ び べ タ メ サ ゾ ン群の 腫瘍倍

加時 間の 平 均 値 くM e a n 士S ．D ．1 は そ れ ぞ れ 9 ．9 0 士

2 ． 7 0 日 ，
1 5 ． 26 士6 ． 3 4 日 お よ び 14 ．0 3 士3 ． 45 日 で あ り

，

E 2 群 は無処置群 に 比 較 して 有意 に 短縮 した く表 1 う．

H
． 腫瘍の 病理 組織

無処置群は病理 組織上
， 多角細胞の 小柱とノJ l 巣か ら

成 る d u c t a l c a r c in o m a を呈 し た く写真 1 l ．

一 方
，

T A M 群，
M P A 群お よ び A M G 群は共に

， 空胞形成，

小義胞形 成と緑綬化が認 めら れ
， 特に T A M 群 で は顕

著で あ っ た く写 真2 1 ．
E 2 群は無処置群と ほ ぼ同様の

所見で あ り
， 他 に 中心壊死 を認 めた

．

1工I
． 治療終了時の 体重

治 療終了 時の 体重 の 平 均値 くM e a n 士S ．D ．1 は T A M

群1 8 ．9 士2 ． 2 g ，
M P A 群 22 ．1 士 1 ．5 g ，

E 2 群 19 ． 5 士1 ． 7

g お よ び A M G 群 19 ． 6 士0 ． 9 g で あ り ， 無 処 置 群

20 ． 6 士 1 ． 5 g ま た は べ タ メ サ ゾ ン 群 20 ． 7 士2 ． 9 g と 比

較し て有意の 差 を認め なか っ た く表 2I ．

1V ． D C C 法 に よ る E R 億

D C C 法 に よ る E R 値 の 平 均 値 くM e a n 士S ． D ．j は

T A M 群 12 ． 3 0 士3 ． 8 7 くf m o l l m g p l ，
M P A 群

1 18 ． 40 士 4 8 ． 99 くf m oll m g pl ， A M G 群 12 6 ． 35 士 16 ． 1 8

くf m o lノm g pl お よ び E 2 群9 ． 6 9 士 1 ． 99 くf m oll m g pl

で あ っ た ． T A M 群
，

M P A 群お よ び E 2 群 は無処 置群

14 6 ． 82 士3 ． 3 4 くf m o lノm g pl に 比 較し て有意 に低下 し
，

特に T A M 群と E 2 群に お い て 頗著で あ っ た
．

ま た
，

A M G 群 も べ タ メ サ ゾ ン 群 14 5 ． 2 0 士6 ． 11 くf m o ll m g

p コ に 比 較し て 有意に 低 下し た く表3 J ．

V ． E R －I C A に よ る E R 陽性細胞率

D A B に よ る E R の 特異的染色は癌細胞 の 核に 限局

し細胞質はま っ たく 染ま らず
，

また こ の 特異 的核染色

の 有無に よ り区 別され る E R 陽性細胞と E R 陰性細胞

は組 織中に モ ザ イ ク 状 に 混 在 し て 認め ら れ た く写 真

3l ． E R 陽性細胞率の 平均値 くM e a n 士S ． D ．1 は T A M

群 5 4 ． 7 士3 ， 7 ％，
M P A 群 51 ． 1 士 1 ． 2 ％， A M G 群

66 ． 6 士 1 ．9 ％
，

E 2 群82 ． 8 士4 ． 6 ％で あ り ． 無 処 置 群



6 2 8

6 8 ． 0 士2 ． 6 ％ に 比 較 して T A M 群 と M P A 群 で 有意 に

低下 し
，

E 2 群で 有意 に 増加 した
．

ま た
，

A M G 群は べ

タメ サ ゾ ン群 68 ． 4 士1 ． 3 ％に 比 較 して 低下の 傾 向 を認

め た く表4 う．

m ． E R 陽性細胞 お よ ぴ E R 陰性細胞 の 標識指数

E R ．工C A と
3
日－ チ ミ ジ ン オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ イ

一 に

ょ る 二 重染色法 で
，

3
廿 チ ミ ジ ン 取り込 み を有 す る細

胞 す なわ ち S 期の 細胞 は E R 陽性細胞に も E R 陰性細

胞に も認め ら れ た く写真4 1 ．
E R 陽性細胞の 標識指数

は 平 均 値 くM e a n 士S ． D ．J は T A M 群 7 ． 1 士1 － 8 ％，

M P A 群10 ．0 士2 ．0 ％，
E 2 群 1 7 ．0 士3 ． 3 ％お よ び A M G

群 9 ． 5 士1 ．9 ％で あ っ た ． 無処置群 13 ． 5 士 1 － 4 ％また は

べ タメ サ ゾ ン 群13 ． 2 士2 ． 4 ％ に 比 較 して ，
T A M 群，

M P A 群，
A M G 群で 有意に 低下 し，

E 2 群で は 有意 に 増

加 し た
．

一

九 E R 陰性 細 胞 の 標 識 指 数 の 平 均 値

くM e a n 士 S ． D ．1 は T A M 群 7 ． 9 士 1 ． 4 ％，
M P A 群

10 ．9 士2 ． 1 ％，
E 2 群 20 ．2 士3 ． 4 ％お よ び A M G 群 9 ． 9 士

2 ．5 ％で あ っ た ． 無処置群 16 ． 1 士2 ． 3 ％また は ベ タメ サ

ゾン 群 15 ． 9 士1 ． 3 ％に 比 較 し て T A M 瓢 M P A 群，

A M G 群 で有 意に 低下 し， E 2 群 で は 有 意 に 増 加 し た

く表 5 I ．

考 察

乳癌 は今日
，

エ ス ト ロ ゲ ン くe st r o g e n l をは じめ とす

る多く の ホ ル モ ン の 支配 を受 けて お り ， 乳癌細胞 に は

そ れ ぞ れ の ホ ル モ ン に 対 す る特 異 的 な 受容 体 くr e
－

c e p t o rl が存在す る と考え ら れ る
．

．
こ の よ う な概念は

，

J e n s e n ら に よ り標識 エ ス ト ロ ゲ ン が エ ス ト ロ ゲ ン レ

セ プ タ
ー ほ即 と特異的 に 結合 し，

そ の標識細胞 に 長

時間貯留す る こ と に よ り立証 され た
3I

． 更 に ， M c G ui r e

ら に よ り 細 胞 質 分 画 くC yt o s oll 中 の E R を c o m
－

p etiti v e bi n d i n g a s s a y を基礎 と し て 測定す る D C C 法

が開発さ れ
51

， 臨床上 ， 内分泌療法 は E R 陽性 と判定さ

れ た乳癌の 約60 ％に 有効で ある の に 対 し て
，

E R 陰性

と判定さ れ た 乳癌 で は 10 ％以下 し か有効 で な い こ と

が確認さ れ た
2I

． 従っ て
，
D C C 法は

，
内分泌療法の 効果
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－

g e n r e c e p t o r l e v el くD C C l

E R l e v el s

A g e n t s N o ． of t u m o r s

げ品a

T A M

M P A

E 2

N o tr e a t m e n t

A M G

B e t a m eth a s o n e

9

5

7

5

5

5

1 2
．
3 0 士 3 ． 8 7

ホ

11 8 ．4 亡は 4 8 ．
99

峯

9 ．
6 9 士 1 ． 9 9

半

14 6 ． 8 2 土 3 ．3 4

1 2 6 ．
3 5 士 16 ． 18

ホ

1 4 5 ． 2 tl 士6 ．1 1
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を予測 し得る定量性お よ び再現性の 高 い 方法とし て評

価さ れ
川

， 今 日， 広 く臨床に 応用 さ れ て い る
．

し か し， その 後，
G r e e n e ら はと 卜乳癌培養細胞 M CF ．

7 の 細胞質 E R くC yt o s oI E R l を抗原と す る単ク ロ ー

ン抗体 くm o n o cl o n al an tib o d yl を作成 し
1 1l

，
これを

用 い た e n z y m e i m m u n o a s s a y や E R －I C A に よ る E R

の 測定法 が可能と な っ た ． K i n g ら は ，
こ の E R －I C A を

用 い て検 討し た結果， E R は核内に のみ 染色され， 細胞

質は 反応 しな か っ た こ と を報告 して い る
121

．
こ の こと

は生化学的方法
2 01

，
オ

ー

ト ラ ジオ グラ フ イ
ー 2 り

によ っ

て も示 唆 され て い た 点 であ るが ， 最近 で は W el sb o n s

ら が E R 陽性 ラ ッ ト下 垂体 腫 瘍細 胞 を c y t o c h al a si n

B で 細胞質 と核 を分離 し検討 した 結果， 非飽和 の ER

活性 は ほ と ん ど核 の み に 存在 す る こ と を確認 して い

る
2 2I

． 従 っ て
， 従来 の D C C 法 で検出さ れ た細胞質E R

は抽出の 過程 で 核か ら漏 出した も の と考 え られる ． 更

に
，

こ の E R ，I C A は D C C 法と 異な り E 2 や T A M で飽

和 され た E R をも検 出す る こ と が で き る
23I

． 著者の実

験結果 で も
，

T A M 群お よ び E 2 群 に お ける D C C 法に

よ る E R 値 は共 に 極 端な 低値 を示 した の に 対 して
，

E R ．I C A に よ る E R 陽性 細 胞 率 は そ れ ぞ れ54 ．7 士

3 ． 7 ％，
8 2 ． 8 士4 ． 6 ％で あ っ た ． D C C 法に よ る E R 値は，

T A M また は E 2 が E R の エ ス トロ ゲ ン 結合部 くbi n d －
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P h o t o l ． M i c r o s c o pi c fi n d i n g o f M C F － 7
，
S h o w i n g a d u c t al c a r ci n o m a w it h t r ab e c ul a e

a n d s m all n e st s of p ol y g o n al c ell s ．くH 8 t E h X 2 0 0 ．

P h o t o 2 ． M i c r o s c o pi c fi n di n g s o f M C F ．7 tr e a t e d w i th T A M ， Sh o w i n g v a c u ol a r a n d

m i c r o c y sti c d e g e n e r a ti o n o f t u m o r c ell s a n d i n t e r s titi al fib r o si s くH 8 t E H X 20 0 ．

62 9



63 0 田 尻

P h o t o 3 ． E R －i m m u n o c yt o c h e m i c a l s t ai n i n g o f M C F － 7
，

S h o w i n g n u cl e a r l o c ali z a ti o n

o f e st r o g e n r e c e pt o r a n d m o s ai c di s t rib u ti o n 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 i X 4 0 0 ．

P h o t o 4 ． E R －i m m u n o c y t o c h e mi c all y st ai n e d
3
H ．th y m id i n e a u t o r a d i o g r a m o f M C F － 7 ．

T u m o r i s c o m p o s ed o f E R p o siti v e c ell s w it h
3
H －th y m i di n e u pt a k e くa r r o w A l ，

E R

p o si ti v e c e11 s wi th o u t
3
H ．th y m id i n e u pt a k e

，
E R n e g a ti v e c ell s w ith 3 H ．th y m id i n e

u p t a k e くa r r o w B l a n d E R n e g a ti v e c e11 s w i th o u t
3
H ．th y m id i n e u pt a k e i

X 4 0 0 ．



E R 陽性 乳癌の 増殖能 に及 ぼ す 内分泌療法の 影響

in g si te， に結合し た ため 低値 を示 し，
こ れ に 対 して抗

ヒト E R 単 ク ロ ー ン 抗体 は飽和し た E R に も 結合 で き

る ことを示 し て い る ． 従 っ て
，
E R ．I C A は半定量的 で は

ぁるが，
T A M な どの E R に 結合す る薬剤 を投与 した

場合の E R 陽性乳癌の E R を調 べ る こ とが で き る
．

一 方，
D C C 法に よ り E R 陽性 と 判定さ れ た 乳癌 で

も，
腫瘍組織内 の 採 取部位 に よ り E R 値 に 差 が あ り

u n te r－Sit e v a ri a ti o n l
，

必ずしも均 一 で な い
241

． 更に
3

H －e Str a d i ol a u t o r a d i o g r a ph y や E R －I C A で E R 陽性

乳癌組織 を検討す る と E R 陽性細胞 と E R 陰性細胞 が

混在して い る こ と が観察さ れ る
細 1 0，1 2，2 り

． 最近，J a k e s z

は と 卜乳癌培 養細胞 M C F － 7 で G l 期，
G 2 期 に E R が

多くS 期に は少な く
，

E R 陽性細胞 と E R 陰性細胞の

遠い は細胞周 期の 異な っ た時期を見て い る と述べ てい

る
2 51

．
しか し， 著者の 二 重 染色法で は

3
汁 チ ミ ジ ン を取

り込 ん だ細胞す な わ ち S 期の 細胞 は E R 陽性細 胞 に

もE R 陰性細胞 に も 同程度に 認 めら れ ， 更に 小 林 ら は

乳癌臨床材料 に E R J C A を施 し た結 果 で E R 陽性細

胞とE R 陰性細胞が 明 ら か に 別の 集団を形成 して い る

と報告して い る
2 引

． 従 っ て， 少なく と もヌ ー ドマ ウ ス に

移植し た M C F － 7 や 臨床乳癌な どの 固形腫瘍 で は E R

陽性細胞と E R 陰性細胞 と は細胞 周 期 の違 い で は な

く，
それ ら は別々 の ク ロ

ー ン と し て増殖 して い る と考

えられる ．

従来， 内分泌療 法は E R 陽性乳癌組 織 に 存在 す る

ER 陽性細胞に の み作用 し
6 川

，
E R 陰性細胞 は その 影響

を受 けな い と考え られ て き た
鋸 馴 1 0l

． しか し，
S i rb a s k u

らは
，
用細胞増殖 に 及 ぼ す エ ス ト ロ ゲ ン の 効果 はi n

vi v o に 比 し て i n v it r o で は必 ず し も明確 に 得 ら れ な

い こ と
，

ほユエ ス ト ロ ゲ ン で 刺激 した ラ ッ ト子宮， 腎組

織抽出液が 乳腺腫 瘍 の N T W 91 P L 細胞 の 増殖 を促進

すると いう 実験結果 よ り
，

エ ス ト ロ ゲ ン は標的細胞の

E R 系を介し て直接的 に 細胞増殖を 刺激 す る の で はな

く
， 特別の 増殖因子 くg r o w th f a c t o rJ を 介して ， この

増殖国子 を分泌 し た細 胞の み な ら ず周 囲の 細胞の 増殖

に も影響す る と 考 え て い る 刷
． 最近，

G a r ci a ら
27
や

A d a m s ら
2 8Iは と 卜乳 癌培養細胞 M C F－7 も こ れ と 同

様ま たは類似の 増殖因 子 を分泌 す る こ と を示 し
，

こ れ

らに対する 単ク ロ
ー ン 抗体の 作成に 成功 して い る ． ま

た， Li p p m a n は T A M が細胞増殖 を促進 す る 増殖 因

子の 分泌 を抑制す る の み なら ず ， 細胞増殖 を抑制す る

T r a n sf o r mi n g g r o w th f a c t o r P の 生成 を惹起 する 可

能性を示唆 して い る
2 別

．
エ ス ト ロ ゲ ン の 刺激 が E R 陽

性細胞の 増殖の み 制御 す るの で あれ ば
， 種々 の 内分泌

療法は E R 陰性細胞 に は反 応せ ず比 較的早期に そ の 乳

癌は E R 陰性細胞の み と なり
，

癌全 体と して E R 陰性

とな り
， 腫 瘍 は 比 較 的 早期 に 再 増殖 す る こ と に な

631

る
911 0 1 3 0 倒さ

． しか し， 内分泌療法に 反応す る乳癌 は， し

ば しば長期間増大を停止 して い る か
， 縮小 した ま まで

ある
．

こ の よう な 臨床的な事実か らも エ ス トロ ゲ ン 刺

激 に よ り E R 陽性細胞よ り分泌 され た増殖因子 は自己

の 細胞の み な らず くa u t o c ri n e c o n tr o ll ， 周 囲の E R 陰

性細胞の 増殖 も制御 して い る くp a r a c ri n e c o n t r oll こ

とが 推察さ れ る
141 1 引

そ こ で
， 著 者は ヌ ー

ド マ ウ ス 可 移植性 ヒ ト乳 癌株

M C F －7 に T A M
，

M P A
，
A M G お よ び E 2 な ど E R 系

を介す る ホ ル モ ン剤 を投与 し， E R 陽性細胞お よぴ E R

陰性細胞 の それ ぞ れの 増殖能に 及 ぼす影響 を E R －1 C A

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 一 に よ る 二 重染色法に よ っ て検討 した ． その結果，

T A M
，
M P A

，
A M G は M C F － 7 の増殖 に 抑制効果 を示

し
，
E 2 は促進効果 を示 した ． また

，
E R －I C A に よ る E R

陽性細胞率 は T A M 群 お よ び M P A 群 で有 意の 低下

を， A M G 群 で低下の 傾向 を，
E 2 群で有意の増加 をみ

た
．

こ の結果 は D M B A 誘発ラ ッ ト乳癌組織の E R 値

は卵摘 な どの 内分泌療法 に よ り減少し， E 2 投与 に よ り

E R 値 が増加 す る と い う 従来の 実験 結果 糾 0
りこ

一

致 し

た
．
し か し

，
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 染色法で は ， E R 陽性細胞の 標識指

数は T A M 群，
M P A 群，

A M G 群で有意の 低下 を，
E 2

群で 有意の 増加 を認 める と共 に
，

E R 陰性細胞の 標識

指数 も また
，

T A M 群， M P A 群，
A M G 群 で有意 の 低

下を，
E 2 群 で有意 の 増加 を認めた

．
な お

， 著者の用 い

たホ ル モ ン 剤の 内，
M P A 以 外 は E R 系 を介さ な い 直

接的な核酸合成阻害は ない と考え られ る
3 2I

．

す なわ ち
， 従来， 各種内分泌療法の 影響を E R 陽性細

胞と E R 陰性細胞 の それ ぞれ に つ い て調べ る こ と が困

難 で あ っ た が ， 著者の 考案し た 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 染色法で 検討 し

た結果， 各種 内分泌 療法は M C F－7 の E R 陽性細胞 の

み なら ず E R 陰性細胞の 増殖能に も影響 をおよ ぼ して

い る こ と が判明 した ．

結 論

ヌ ー ド マ ウ ス 可移植性 E R 陽性 ヒ ト乳癌株 M D F －7

に 対して 実験的内分泌 療法 を行ない
， 腫 瘍増殖と 共に

，

E R 陽性細胞 と E R 陰性細胞の そ れ ぞ れの 増殖能 に 及

ぼす影響を検討 した ．

1 ． T A M
，

M P A お よ び A M G は M C F － 7 の 増殖に

抑制効 果を 示 し
，

E 2 は促進効果 を示 した ．

2 ， D C C 法 に よ る E R 値 はす べ て の 群で 有意 に 低

下 し， 特に T A M 群お よび E 2 群で は顕 著で あ っ た
．

3 ．
E R －I C A に よ る E R 陽性細胞率は T A M 群お

よ び M P A 群 で 有意 に低下 し A M G 群で 低下 の 傾向
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を認 め
，
E 2 群で有意に 増加し た

．

4 ． 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 二重染色法 で E R 陽性細胞の 標識指数 は

T A M 群，
M P A 群お よび A M G 群 で は有意 に 低下 し

，

E 2 群 で は有意 に増加 し
，

E R 陰性細胞の標識指数も ま

た T A M 群， M P A 群お よ び A M G 群で は有意に 低下

し E 2 群で は有意 に増加 した
．

こ の 結果 よ り
，

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 の増殖能 に も影 響を与

える こと が判明 した
．
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