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軟部悪性腫瘍 における h u m a n t u m o r

C l o n o g e n i c a s s a y の 研究

金沢 大学医学部整 形 外科学講座 く主 任 二 野村 進教授J

下 崎 英

く昭和6 1年 8 月1 8 日受付J

軟邪悪 性感瘍は組織像， 悪 性度が 多岐に わ た る上 に
，
各種 の膿癌の症例数が少な い もの が 多い ．

こ

の た め
，
その 化学療法は未 だ に 全く混沌と した状態 に あ り， こ こ に 精度の 高い 制癌剤感受性試験の 必要性

が叫ばれ て い る． 本研究 は
，
近年 主に 癌腫 に お い て

， 臨床効果と の相関性が高 い 制癌剤感受性試験と して

注目さ れ て い る h u m a n t u m o r cl o n o g e ni c a s s a y くH T C A l を軟邪悪 性腫瘍に 導入 し， 臨床応用 す る こ と を

目的と した． 対象 は， 過 去 3 年間に 得 られ た軟部悪性腫瘍 32 例 40 検体で あ る． 方法は
，
H T C A の 原法

くst a n d a rd H T C A J を行う 一 方
，
コ ロ ニ

ー 形成率 を高め る た め に ， 横川が 骨肉腫 に 対 して行 っ た 如く ， 腫

瘍細胞 を 一 世代く約13 日間1 単層培養し， 増殖 した腰瘍細胞 を用 い て H T C A を行 っ たくc ul ti v a t e d H T C A l ．

そ の結果， 原法で は感受性判定可能率 く30 個以上 の コ ロ ニ ー 形成 を認 め たも のI 23 ． 7 ％， コ ロ ニ ー 形成率

0 ． 0 0 5 3 士0 ． 0 05 1 ％ くm e a n 士S Dl で著 しく低 か っ たが
，
C ulti v a t e d H T C A で は

， 感受性判定可能率70 ％，

コ ロ ニ ー 形成率0 ． 0 2 31 士0 ． 0 1 8 6 ％と有意な 向上 を認め た け く0 ． 01う． ま た
， 両方法で 共に 感受性判定可能

であ っ た 9 検体に お け る 8 制癌剤に 対 す る感受性 を推計学的 に 比較検討 した と こ ろ両方法間の制癌剤感受

性 に は殆 ど差異は なか っ た くP く0 ． 0 1う． さ らに
， 軟邪悪 性腫瘍の 組織学的悪性度 と コ ロ ニ ー 形成と の 関係

に つ い て み ると
， 組織学的悪性度の低 い 腫瘍くg r a d e ll に お い て は， ま っ た く コ ロ ニ

ー

形成 を認め ず， 主

に 化学療法の対象と な る組織学的悪性度の 比較的高い 腫 瘍 くg r a d e 2 ， 31 に おい ては ， C ul ti v a t e d H T C A

に よ り 87 ． 5 ％と高 い 感受性判定可能率 が得 られ た ． c ul ti v a t e d H T C A の 結 果 と 臨床効果 と の相関 を

r et r o s p e c ti v e に 評価 した と こ ろ， t r u e p O Siti v e r a t e 8 0 ％， t ru e n e g a ti v e r a t e l O O ％で ， 全体的な 予 言性

は 91 ． 7 ％と有意 な相関が認 め られ たC P く0 ．0 2 5l ． 以上 か ら， C u lti v a t e d H T C A は， 軟邪悪 性腰 瘍に おい

て も制癌剤感受性試験と して 非常に 有用 で あり
，
さ らに， その 臨床応用 に も 充分 な期待が持 て るも の と考

えられ た．

E e y w o r d s s of t tis s u e s a r c o m a ， h u m a n t u m o r cl o n o g e ni c a s s a y ， Ch e m o －

S e n Siti vit y t e st ， m O n Ol a y e r c ult u r e ， Clin ic al c o r r el ati o n ．

近年， 数多く の制癌剤が開発さ れ ， 現在約 30 種 以上

の 制癌剤が臨床 に 用 い られ て い る． しか し
，
どの 制癌

剤 を どの 腫瘍に ， い か な る 方法 で投与す る の が 最適で

あ るか に 関 して は未だ意見の
一

致 を得て い ない ．
こ れ

は， 同 一 臓器の 腫瘍
，
同 一 病理組織像 を示 す腫瘍 であ っ

て も， そ の 制癌剤感受性が そ れ ぞ れ異な る か ら に 他な

ら な い
．
と りわ け軟部悪性腫瘍 に お い て は ， 組織像や

悪性度 が極め て 多彩 で ある上 に ， 各種 の 腫瘍の 症例数

が少 な い た め， 臨床上
， 経験的に 有効 な制癌剤 を突き

止 め る こ と は非常に 困難 で あ る． この ため
，
軟部悪性

腫瘍 の 化学療法 に お い て は未だ に 制癌剤と そ の 投与法

に 明確な方向づ けが なさ れ て い な い ．

その 意味で ， 制癌剤感受性試験の 占め る役割は大きく，

個々 の 患者 の 腫瘍 に 対 し て 有効 な 制癌剤が 選択で き

A b b r e vi ati o n s こ A C D
，
a Cti n o m y ci n D ニ A C R ， a Cl a r u bi ci n ニ A D M ，

a d ri a m y ci n 三 C D D P ， Cis
－

P l ati n u m ニ C M R し10 6 6 ， C o n n a u gh t M ed ic al R e s e a ch L a b o r a t o r y M ed ia － 10 6 6 ニ C P A ， 4 －h y d r o
－

p e r o x y c y cl o p h o s p h a mi d e i C x T ， C O n C e n t r a ti o n － ti m e p r o d u ct 三 D E A E － d e x t r a n
，
diet h yl

．

a m in o e t h y l ．d e x t r a n ニ D T I C ， di m et h yl t ri a z e n o i m id a z ol e c a r b o x a m id e i E D T A ， et h yl e n
－



軟部悪性腫瘍の h u m a n t u m o r

る ， 精度の高い 制癌剤感受性試験 の 開発が必要か つ 急

務で ある と考 える． と こ ろ が， これ まで に も数多く の

制癌剤感受性試験が開発され て き た に も か か わ らず，

臨床反応を適確に 予言す る ま で に 至 っ た も の は殆 どな

い と い っ て も 過 言 で は な い ． こ れ ら の な か で
，

H a m b u r g e r ら
りに よ り 開発 さ れ た h u m a n tu m o r

cl o n o g e n i c a s s a y くH T C Aう は， 個々 の癌腫 に 対する

制癌剤の臨床効果 を比 較的高い 確率 で 予 言し得る もの

とし て， 近 年高い 評価 をう けて い る感受性試験法で あ

る．

癌腫と こと な り 一 般に 肉腫 に H T C A を 導入 す る に

は， コ ロ ニ
ー 形成率の 低い こ と や症例数が少な い こ と

な どが 大きな 障害 とな り， 今ま で に 肉腫， 特 に軟部悪

性腫瘍に 関 す る H T C A の報告 は見当た らな い ． 当教

室横川21 は， 骨肉腰 に対しS al m o n らの 原法3I くst a n d a r d

H T C Aユ を改良 して ， 臨床新鮮材料か ら得 られ た腫瘍

細胞を 一

旦 単層培嚢系 へ 移行し
，
C ell p o p ul a ti o n を増

加させ た上 で H T C A を行い くc ul ti v a t e d H T C A l
，
コ

ロ ニ
ー 形成率を向上 さ せ て骨肉腫 に お ける c u lti v a t e d

H T C A の 有用 性に つ い て 報告 した
．
そ こ で

， 著者 は軟

部悪性腰瘍に お い て も ，
C u lti v a t e d H T C A が有用 で あ

るか を検討 し， さ ら に
， 本法 を用 い た制癌剤感受性の

結果と臨床効果と の 相関性に つ い て検討 した．

材料 お よ び方法

工 ． 材 料

実験 に 使用 した 臨床新鮮材料 は， 過去 3 年間に 当教

室で 生検 ま た は手術 を行っ た軟部悪性腫瘍 32 例 く40

検体1 か ら得 られ た く表 1う． その 内訳 は， 悪性線推性

組織球腫 くM F H う11 例 く15 検体フ， 滑膜肉腰 5 例 く9

検体上 月旨肪肉腫 5 例く5 検体J
，
横紋筋肉腫 4 例く4 検

僻 ， リ ン パ 管肉腰 2 例く2 検体う， 平 滑筋肉腫 2 例く2

検附 ， 悪性間葉腰 ． 線椎肉腫 ． 神経肉腫各 1 例 く1 検

射 で あ る
． 各腰 瘍の 組織学的悪性度

，
蜘軒乳 予後

などに つ い て は表 1 に 示 した
．

H ． 臨床新鮮材料の 処理

腫瘍材料 を ペ ニ シ リ ン ． ス ト レ プ ト マ イ シ ン

Ep e n i cilli nl st r e p t o m y c i n s ol u ti o n l O ，
00 0 u n it s くP S ，

G ib c olj を含む培養液 EM c C o y
，

s 5 A くGib c oI w a s hj

内で ， で き る だ けす み や かに 無菌的に ハ サ ミ で細切 し

た． その 衡 酵素カ ク テ ル F H a n k
，

s b a l a n c e d s a lt

S Ol u ti o n くGib c ol ＋ c oll a g e n a s e t y p e I くSi g m aJ O ．2

6 9 9

m gJ m l ， D N a s e くSi g m al O ．2 m gl m l ， p r O n a S e く科研

化学1 0 ． 5 m gl m lコに て37
0

C
，
3 0 分間処理 し た． 次に ，

ス テ ン レ ス 製 メ ッ シ ュ く50 メ ッ シ ュI に て材料 をろ過

して 単離細胞浮遊液 を作成 したく図 い ． 集めた腫癌細

胞 は， 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 のち ， 3 X l O 6個ノm l とな る よう に 調整 した．

H ． 腫瘍細胞 と制癌剤と の 接触

3 X l O
6 個ノm l の単離細胞浮遊液 0 ．5 m l に

，
0 ． 1 5 m l

の 制 癌 剤 と M c C o y
，

s 5 A w a sh O ．8 5 m l を 加 え て

37
0

C
，
1 時間接触さ せ たく図1 I ． 対照液と して は ， 生

理的食塩水を使用 した． ま た
， 時間依存性の 代謝桔抗

剤は持続接触 と した が， この 場合 に は単離細胞浮遊液

0 － 5 m l に 制癌剤 また は対照液 を0 ．3 m l 加 え， 後述 の

d o u bl e e n ri c h e d C M R L 溶液 1 ． 9 m l を加え た．

N ． ニ 重寒天 培地 の作成

1 ■ U n d e r l a y e r け ィ ー ダ ー 層1 の作成

M c C o y
，

s 5 A 培養液 500 m l に
，
h e a t －i n a c ti v a t e d

くHIl f et al c alf s e r u m くF C S ， G ib c o1 50 m l
，
H I 一馬

血 清くGib c o1 2 5 m l
，
ピル ビン 酸ナ トリ ウム く2 ．2 ％1

5 m l
，
L ． セ リ ン く2 1 m gl mi 1 1 m l ， L － グル タ ミ ン く200

m M 1 5 m l と PS 5 mi を加 えて e n ri c h e d M c C o y
，

s 5 A

培養液を作成 した． 次 に ， Pl a ti n g m e di u m を下記 の よ

う に 作成 した． 即 ち e n ri c h e d M c C o y
，

s 5 A 培養液 4 0

m l に t r y p ti c s o y b r o th く3 ％， D if c ol lO m l ， L ア ス

パ ラギン く6 ． 6 m g J
I
m l1 0 ． 6 m l お よび D E A E ． デ キ ス

ト ラ ン く50 m gl m l ， P h a rm a Ci a1 0 ．3 m l を加 え た．
こ

の pl a t in g m e d i u m と 3 ％b a c t o a g a r くDif c ol を混

合 して最終濃度 0 ．5 ％の 軟寒天 とな る よう に 調整 し
，

そ の 1 － O m l を 35 m l ベ ト リ デイ シ ュ くC o r n i n g ， ガ

2 5
，
0 0 0つ に 播 き， フ ィ ー

ダ
ー 層を作成した く囲 い ．

2 ． T o p l a y e r く培養層l の 作成

腫瘍細胞 を下記の よ う に 作成 した培養層内で培養 し

た
．
C M R L － 10 6 6 くGi b c o1 5 0 0 m l に H l 一馬血清 75 m l ，

塩化 か レ シ ウム く10 0 m M 1 2 0 m l ， イ ン ス リ ン く100 tJノ

m l1 10 m l ， ビ タ ミ ン C く30 m M 1 5 m l
，
し グル タ ミ ン

く200 m M l l O m l
，
P S 5 m l を 加 え て ， e n ri c h e d

C M R し1 06 6 培 糞 液 を 作 成 し た ．
次 に

，
e n ri c h e d

C M R L － 1 06 6 培養液4 0 m l に つ き L － ア ス パ ラ ギ ン く6 ． 6

m gノm l1 0 － 6 mi
，
D E A E － デ キス ト ラ ンく50 m gl m l 川 ． 3

m l お よ び2 － メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー ル 川． 5 X l O－3 M フ0 ．4

m l を加 えて
，
d o u b l e e n ri ch e d C M R L 培養液を作成

し た．

e dia m i n et et r a a c eti c a cid 三
．
F C S

，
f et al c alf s e r u m i H I ， h e at l n a c tiv at e d i H T C A ， h u m a n

t u m o r cl o n o g e n i c a s s a y 三 M F H ， m alig n a nt fib r o u s his ti o c y t o m a 三 M M C ， m it o m y ci n C ニ

M T X
，
m et h o t r e x a t e i P E ， p l a tin g effi cie n c y ニ P S ， p e ni cill in － St r e P t O m y Cin s ol uti o n ニ R P M I －

16 40
，
R o s w ell P a r k M e m o ri al I n stit u t e M e di a － 16 4 0 三 V C R ， V in c ri sti n e ．
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軟部悪性腫瘍 の h u m a n t u m o r

その 後， 先に 制癌剤また は対照 液と 1 時間接触さ せ

た 群 を M c C o y
，

s 5 A 溶 液 で 洗浄 し
，
こ の d o u b l e

e n ri c h e d C M R L 培 養 液2 ． 7 m l と 3 ％ b a c to a g a r

を0 ，3 m l 加 え， 0 ． 3 ％の 軟寒天 と し て 1 ディ ッ シ ュ あ

た り5 X l O
5

偶の 細胞数と なる よう に
，先に作成 しておい

た フ ィ
ー ダ ー 層の上 に 重層させ ， 二 重寒天培地を作成

した．
制癌剤持続接触の 場合も ， 先述の ごと く

， 培養

液を 1 ． 9 m l 加 え， 0 ． 3 ％の 軟寒天 と な る よ う に a g a r

を加えた．
そ して

， 各制癌剤ま た は対照液 ごと に 各々

3 ディ ッ シ ュ ずつ の 二 重寒天培地 を作成 した く図1 J ．

V ．
ニ 重 寒天培地の 培養

以上 の ごと く 作成した二重寒天培地を
，
3 7

0

C 水蒸 気

飽和状態 で 7 ．0
－

7 ． 5 ％ C O 2 を含 ん だ 培養器で培養 し

た．

VI ． C ul ti v a t ed 壬王T C A

II ■ に て得 られ た腫瘍細胞 を pl a sti c fl a s k くC o rn －

i n g ，
さ2 5

，
1 00 ま たは 繹25

，
1 1 0J 内 で ， R P M I ．1 6 4 0 培養

液 く15 ％H I － F C S ＋ 1 ％P Sl を用 い て
，
3 7
0

C の も と で

単層培養 した． 2 日
－

3 0 日く平均13 ． 2 別 で培養細胞

が シ ー ト状 に な っ た 時点 で く図 2 ． a
，
dう， 0 ． 0 2 5 ％

tr y p si n ＋ 0 ． 02 ％ eth yl e n e d i a m i n e t e t r a a c eti c a cid

くE D T A l に よ り再び 単離細胞浮遊液 を作成 した． こ

の 時， tr y p Si n 十 E D T A で は充分な単離細胞 が得ら れ

ず， C e11 a g g r e g a te s の混 入 が 多く み ら れ る場合 があ

り， こ の よう な場合に はさ らに
， 先述の 酵素カ クテ ル

を2
，
3 滴加 える こ と で充分な単離細胞 を得る こ と が

できた．
これらの 単離細胞浮遊液も トリバ ン プル ー 染色に

よ り有核生細胞数 を算定し て 3 X l O 6個ノm l に な る よ

う に 調整 した
．
こ れ に より得 られ た腫瘍細胞 を用 い て

III
，
I V

， V と同様 の操作 を行 っ た く図1う．

VlT ． コ ロ ニ ー の 算定 と同定

50 個以 上 の腰瘍細胞 か ら 成る 細胞集団 を コ ロ ニ ー

と判定 し く図 2
，
b
，
eI
， 培養開始後2 －

3 週目で コ ロ

ニ ー 数 を算定 した．
コ ロ ニ

ー 算定 に は
， 倒立 顕微鏡ま

たは a u t o m a ti c p a r ti c l e c o u n t e r くH a n d e x C P －2 0 0 01

を用 い た
．
ま た， 形成され た コ ロ ニ ー が腰 瘍細胞か ら

成る こ と を P a p a ni c ol a o u 染色 に よ り確認 した 個 2 ，

C
，
fう

．

Y肌 使用 した制癌剤の 濃度と接触時間

使用 した制癌剤 は， 軟部悪 性腫瘍に 対 して比 較的よ

く用 い ら れて い る a c ti n o m y ci n D くA C Dl ， a Cl a r u bi ci n

L A C Rl ， a d ri a m y ci n 仏 D M l ， Ci s ． pl a ti n u m くC D D Pl ，

活性 型 4 ．h y d r o p e r o x y c y cl o p h o s ph a m id e くC P Al ，

mi t o m y ci n C くM M Cl ， m e th o t r e x a t e くM T Xl ，

V i n c ri sti n e くV C Rl の 8 剤で あ る く表 2 1 ．

制癌剤濃度は
，
通常臨床的に 投与され た時の最高血 中

濃度およ び C x T くC O n C e n tr a ti o n －ti m e p r o d u c t ， 血 中

70 1

濃度と時間の 軌 の約10 ％の 低濃度を用い た
4 出

．
こ の

濃度は， 腰瘍内濃度 に ほ ぼ 一 致す る と い われ る
．
ま た

，

制癌剤 との 接触時間は
，
1 時間と した 刷 が， 代謝指抗

剤で あ る M T 又 は持続接触と した ．

臥 対 照群 に お け る コ ロ ニ ー 形成の 評価

対照群 に お い て， 1 デ ィ ッ シ ュ 当 り5 個以 上 の コ

ロ ニ
ー 形成が み られ た もの を 町コ ロ ニ ー 形成能 あ り遁

と し
， 3 0 個以上 の コ ロ ニ ー 形成が み られ た もの を町感

受性判定可能化 した． ま た
，
コ ロ ニ ー 形成率くpl a t in g

e ffi ci e n c y ， P E l は ，

P Eく％ユニ 避 x lOO

で表現 した
．
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Fi g ． 1 ． M et h o d s f o r th e h u m a n tu m o r cl o n o g e n i c

a s s a y o f s o ft ti s s u e s a r c o m a s ．

印 F r e sh t u m o r m a t e ri al w a s o b t ai n e d f r 。 m
b i o p s y o r s u r g e r y ． t2J A si n gl e c ell s u s p e n si o n
W a S p r e p a r e d b y m e c h a ni c a l a n d e n z y m a ti c

d i s r u pti o n o f th e t u m o r ． く3J T h e t u m o r c ell s
W e r e C ul t u r ed in R P M I －1 6 4 0 m e d i u m wi th 1 5 ％
f e t al c al f s e r u m t F C Sl u n til a c ell s h e e t f o r m e d i n
th e b o ttl e ． T h e c ell s w e r e h a rv e S t ed a s a r efi n ed
Sl n gl e c ell s u s p e n si o n b y tr y p si n a n d E D T A o r a n

e n z y m e c o c k t ail ． く41 T h e ttl m O r C ell s w e r e
i n c u b a t e d in t e s t t u b e s w ith d r u g s o r c o n t r ol

m e d i u m f o r l h o u r a t 3 7
D

C ． C51 T h e t u m o r c ell s
W e r e W a Sh e d a n d pl a t e d i n s o ft a g a r i n 35 m m
P et ri d i s h e s ． 佃 T h e di sh e s w e r e i n c u b a t e d a t
3 7

O

C in 7 －7 －5 ％C O 2 －h u mi difi e d a i r f o r 1 4 d a y s ．
T h e n u m b e r o f c ol o n i e s i n e a c h di s h w a s c o u n te d

u n d e r a m i c r o s c o p e o r w ith a n a u t o m a ti c p a r ti cl e

C O u n t e r a n d th e p e r c e n t c ol o n y i n h ibiti o n w a s
C al c u l a te d ．

く11 嶋く21 ■く4 ト畑汁十 佃 ■ 刑
，
S t a n d a rd H T C A ニ 川

■t2l ■く31 十く4j ＋く51 ■く6l ■く7ン， C u lti v a t e d H T C A ．
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X
．
コ ロ ニ

ー 形成細胞の 制癌剤感受性の 評価

各制癌剤の感受性 は， コ ロ ニ ー 数算定 に よ り得 られ

た コ ロ ニ
ー 形成抑制率 くp e r c e n t c o l o n y i n h i biti o nl

で 表現 した ．

コ ロ ニ
ー 形成抑制率 く％ユ ニ

く 卜
制

慧諾警三言
数
，x lO O

X L 統計学的検定法

S t a n d a rd H T C A と c ulti v a t e d H T C A の コ ロ ニ
ー

形成の 検定に は ズ
2

検定を 用い ， コ ロ ニ ー 形成率に 関し

て は角変換を行 っ たの ちに W el c h
，

s t － t e St を行 っ た ．

また， 両方法間の制癌剤感受性 に 関 して は， 相関分析

お よ び x
2

検定 を行っ た ．
c u lti v a t e d H T C A に よる制

癌剤感受性 と臨床効果と の 相関性 に 関 して は ズ
2

検定

を行 っ た ．

成 績

王 ． コ ロ ニ ー 形成 に つ い て く対照 群 に お い てI

各腫瘍の 対照群に お ける 平均 コ ロ ニ ー

数お よ び コ ロ

ニ ー 形成率 を表 3 に 示 した ．

1 ． S t a n d a r d H T C A に お け る コ ロ ニ ー 形成

崎

コ ロ ニ ー 形成能は ， 3 8 検体中26 検体く68 ． 4 ％うに み

られ たが
，
感受性判定可能で あ っ た もの は 38 検体中9

検体 く23 －7 ％フ と 少な く， さ ら に コ ロ ニ ー 形成率は
，

0 ． 0 0 5 3 士0 － 0 0 5 1 ％くm e a n 士S Dl で著 し く低率 で あっ た

く表 4 1 ．

2 ． C ul ti v a t e d H T C A に お ける コ ロ ニ ー 形成

コ ロ ニ ー 形成能は ， 4 0 検体中29 検体く72 ．5 ％1 に み

られ た ． 感受性判定可能 で あ っ た もの は， 4 0 検体中28

検体 く70 －0 ％1 で あり
，
St a n d a rd H T C A に 比 べ て感

受性判定可能 な割合が著 しく 増加 した くズ
2

検 温 P く

0 ． 0 1う． ま た
，
コ ロ ニ ー 形成 率 は， 0 ． 0 2 3 1 士0 ． 0 18 6％

くm e a n 士 S D l で st a n d a rd H T C A の それ と比 べ て有

意 な向上 が み られ た け く0 ． 0 1J く表4 1 ．

工工 ． 軟部悪性腫瘍の 組織学的悪性度と コ ロ ニ ー

形成

と の 関連

対象と した各腫瘍 を通常， 軟部悪性腫瘍 に 対 してよ

く用 い ら れて い る T h e A m e ri c a n J oi n t C o m m itt e e の

組織学的悪性度の分類引 を用 い て 分類 しく図3う， 組織

学的悪性度 と コ ロ ニ ー 形成 と の 関係 を検討 し た く表

5 1 ． こ の分煩 は
一

般的 に， 細胞密度．細胞の 多形性と

異型性 ． 核分裂像の頻度 ． 壊死 の 有無 ． 発育様式な ど

の 所見を総合 して行 う． g r a d e l くGll はl o w g r a d e

T a bl e 2 ． A n ti c a n c e r d r u g s a n d t h eir c o n c e n tr a ti o n s u s e d i n thi s
S t u d y

D r u g s C o n c e n tr a ti o n sくp gノm ll

A c ti n o m y ci n D くA C DI

A c la r u b i ci n くA C RI

A d ri a m y ci n くA D M I

Ci s － Pl a ti n u m くC D D P 1

4 － h y d r o p e r o x y c y cl o p h o s p h a m id e くC P AI

M i to m y ci n C くM M CI

V i n c ri s ti n e くV C RI

M e th o t r e x a t e くM T Xl
a

0 ． 0 0 5

0 ． 2 0

0 ． 0 4

0 ． 2 0

3 ． 0 0

0 ． 1 0

0 ． 0 1

2 0 ． 0 0

a ， u S e d a s hi gh － d o s e c h e m ot h e r a p y ．

D r u g c o n c e n tr a ti o n w a s c h o s e n a s a p p r o x i m a t el y l O ％ of t h e p e ak

Pl a s m a c o n c e n tT a ti o n ．

Fi g ． 2 ． M i c r o s c o pi c fi n d i n g s o f c ult u r e d t u m o r c ell s a n d c ol o n i e s ．

くal C u lt u r e d m a li g n an t fib r o u s h i sti o c yt o m a くM F 印 c ell s ． x 20 0 ． くbl M F H c ol o n y
in s oft a g a r a t 1 4 d a y s o f c u lt u r e ． X 2 0 0 ． くCI M o r ph ol o gi c al a p p e a r a n c e o f M F H
C O l o n y a t 1 4 d a y s o f c u lt u r e くP a p a n i c ol a o u st ai nJ ． X 1 60 ． くdl C u lt u r e d s y n o v i a l
S a r C O m a C ell s ． x 2 0 0 ． くeJ S y n o v i al s a r c o m a c ol o n i e s i n s o ft a g a r a t 1 4 d a y s of
C ul t u r e ． X 2 0 0 ． くfl M o r ph ol o gi c al a p p e a r a n c e o f a s y n o v i al s a r c o m a c o l o n y a t 1 4
d a y s of c ult u r e くP a p a n i c o l a o u s t a 叫 ． X 3 2 0 ．
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T a bl e 3 ． G r o w th of c ol o ni e s

S t a n d a rd H T C A C ulti v a te d H T C A

C a s e N

認諾誌． p Eく％，
b

N

認諾詰L P Eく％，
b

1

2

1

2

3

一
一
一

一
－

1

2

3

4

5

い
1

7

8

9

1 0

1 1

1 2－

ふ

二
1 4

－

－

1 5

1 6

1 7

1 8

1 9

2 0

21

2 2

2 2

2 4

2 5

2 6

2 7

2 8

2 9

3 0

3 1

3 2

3

2

9

1

5

1

2
0
0

6

3

9

8

0

0

3

3

3

1

2

3

3

1

1

2

n

n

0

0

0

3

0

7

0

0

7

0

0

3

g r o w tb

g r o w th

n o g r o w th

1 25 ． 0

32 ． 0

7 ． 3

11 ．7

1 3 ．7

8 ．0

14 ．7

n o t d o n e

8 5 ．O

n o g r o w t h

n o g r o w th

n o g r o w tb

1 9 ． O

n o g r o w th

3 1 ． 0

5 ． 7

n o g r o w th

9 ． O

n o g r o w th

n o g r o w th

2 2 ． 7

n o g r o w th

2 5 ． O

n ot d o n e

n o g r o w th

0 ． 0 0 6 6

0 ． 0 0 6 4

0
． 0 0 7 8

0 ． 0 0 2 3

0 ． 0 0 5 0

0 ． 0 0 6 3

0 ． 0 0 6 4

0 ． 0 0 1 6

0 ． 0 0 1 3

0 ． 0 0 2 6

0 ． 0 0 3 8

0 ． 0 0 5 7

0 ． 0 2 5 0

0 ． 0 0 6 4

0 ． 0 0 1 5

0 ． 0 0 2 3

0 ． 0 0 2 7

0 ．0 0 1 6

8 4 ． 0

4 3 ． 7

1 11 ． 0

1 45 ． 0

4 5 ． 0

7 9 ． 0

1 00 ． 0

4 6 ． 0

6 4 ．7

9 3 ．7

1 0 0 ，0

5 5 ． 0

3 8 ． O

n o g r o w th

n o g r o w th

1 8 5 ． 0

工6 0 ． 0

4 7 ． 0

6 7 ． 7

4 6 3 ． 7

4 0 ． 0

0 ．0 0 2 9 1 1 1 ． 7

0 ．0 1 7 0

0 ． 00 38

0 ． 00 62

0 ． 00 11

0 ． 0 0 18

0 ． 0 0 4 5

0 ． 0 0 5 0

1 6 7 ． 7

3 3 0 ． O

n o g r o w t h

n o g r o w t h

n o g r o w t h

l 1 5 ． O

n o g r o w th

l 1 5 ． 0

2 1 0 ． O

n o g r o w th

1 2 5 ． O

n o g r o w th

n o g r o w th

1 20 ． O

n o g r o w th

7 5 ． 0

1 7 ． O

n o g r o w th

0 ． 0 1 68

0 ． 0 08 7

0 ． 0 2 20

0 ． 0 2 90

0 ． 0 0 90

0 ．
0 1 58

0 ． 0 2 00

0 ． 0 0 9 2

0 ． 0 1 2 9

0 ． 0 1 8 7

0 ． 0 2 0 0

0 ． 0 1 1 0

0 ． 0 0 7 6

0 ． 0 3 7 0

0 ． 0 3 2 0

0 ． 0 0 9 4

0 ． 0 1 3 5

0 ． 0 9 2 7

0 ． 0 0 8 0

0 ． 0 2 2 3

0 ． 0 3 3 5

0 ． 0 6 6 0

0 ． 0 2 3 0

0 ．0 2 3 0

0 ． 04 2 0

0 ． 02 5 0

0 ． 02 40

0 ． 0 1 50

0 ． 0 0 34

M e a n 士S D 2 6 ． 5 士2 6 ． 3 0 ．0 0 5 3 士0 ． 00 5 1 11 5 ． 7 士9 2 ． 9 0 ． 0 2 3 1 士0 ．0 1 8 6

a
，
5 x l O

5
c ells pl a t e d p e r di s h ニ b ， P l ati n g effi ci e n c y ， N u r n b e r o f c ol o ni e s ノ n u m b e r

Of n u c l e a t e d c e11s pl a t e d x l O O ％ ．

T a bl e 4 ． C o m p a ri s o n of g r o w th of c ol o ni e s o n t h e s t a n d a rd H T C A a n d th e c ulti v a t e d

H T C A

7 0 5

M e th o d
s pご霊n s

宣

長ま宗
主

ヲS認諾 p Eく％，
b

S t a n d a r d H T C A 3 8 2 6 く68 ． 4 ％1 9 く23 ．7 ％1 0 ． 00 5 3 士0 ．0 0 5 1

C ulti v a te d H T C A 4 0 2 9 く72 ． 5 ％つ 28 く70 ． 0 ％l
＋．

0 ． 02 3 1 士0 ． 01 8 6
ホ ＋

a
，
5 x l O

5
c ells pl a t e d p e r di s h i b ， P l a ti n g effi ci e n c y ， V a l u e s a r e m e a n 士S D －ニ

ホ ホ

，
Si g nifi c a n tly d iff e r e n t f r o m th e s t a n d a r d H T C A くP く0 ．011 ．
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，

rヱ1hlLI 5． G T O I Vth
of c oZo ni e s v e r s u s p a lh ol o gic g Tad c of m ali 即 Il n C y

I Jr l111一山唱i c N o ． 0－
S t aIld a rd Il

■

1
t

C 八

7 07

C ulLi v at cd r rr C 八

之 5 c olo 11ie s 之3 0 亡く山川 iu さ
押
j e J slつe Ci 血 S

ノdi sh
l l

ノdi sll
l l

ぐミ3 伸也り 2G 22ノ25く88 ． 0 ％う 7ノ2 5く28 ． 0 ％う

G 2くm く1 血 ra t eI 6 4ノ5 く80 ． 0 ％つ 2ノ5 く一肌 09五っ

G 川 8 W 1 8 0ノ8 く0 ％う 0ノ8 く0 ％う

ハ

U

O

こ

室
エ
こ
膚

主
0
－

O
U

一

u

冨
L

邑
V

V

U
ト

H

P
L

匂

P
u

雲
S

ー 珊 うよぶミ
く川ie s

誓三詐
nie s

M 潮

n ．00 52 士 0 ．0 055 2 3ノ2G く88 ．5タ古う 2 3ノ2Gく88 ． 5 ％う
． ．

0 ． n25G 土 0 ． 021 3

0 ．00 57 士0 ．0 007 6ノ6く10 0 ．0 ％う 5ノG く83 ． 3タ右フ
． ． 0 ．0 ほri 士 0 ． 008 3

0ノ8 く0 ％1 0ノ8 く0 ％J

a
．
p a Lh ol o gic 8 r ad e of m 81i即

a n C y くT h e A m e ric a n j oint C o m m itt c c，ニ b ． 5 x －0
5
c eII s pI at e d p e r di sh ニ C ． Pln ti n g erri cj e n c y ．

v alu e a r e m e a n 士S D ． こ
榊

．
s lg nifi c a n tly diff e r e nt fr o m l o I V g r a d e t u m o r s くP く0 ．0 1ユ．

C h e m o s e n sili vit y t e st w a s p o s sibl e i n hig h g r ad eくG 31 1 u m o r s a nd r n o d e r at e g r ad eくG 2J t u m o r s こ
sl a n d a rd ll T C AくG 3 十G 2 ニ 9 J

I30l ニ 30 ％． c ultiv at cd H T C At G 3 十 G 2 ニ 2813 2I ニ 87 ．5 ％t si g nific a n tl y diffe r e nt I r o l 1 1 S 仙 一dこIr く1
tl T C A ． P く0．0り．

彩

00

10 0 ％

C uEti v 8 t 8 d H T C A くp 8 r C e nt C Ol o n Y i nhibiti o nl

Fi g ． 4 ． C o r r el a ti o n b y r e g r e s si o n a n al y si s b et w e e n

th e c h e m o s e n si ti v iti e s a s d et e r mi n e d b y th e

St a n d a r d H T C A a n d th e c ul ti v a t e d H T C A ．

T h e p o in t s r e p r e s e n t th e p e r c e n t c o l o n y i n hi bi －

ti o n s f o r 8 d r u g s i n 9 s p e ci m e n s くト1 ， 1 －2 ， 2 － 1 ， 3 ， 4 ，
12－1 ， 1 2

－2
，
1 6

，
2 2 i n T a b l e ll i n w h i c h th e c h e m o －

S e n Siti v ity t e st w a s p o s sib l e b y b o t h m e th o d s ．

m ali g n a n c y で ， g r a d e 2 くG 2I は m o d e r a t e g r a d e

m ali g n a n c y ， g r a d e 3 くG 31 はhigh g r a d e m ali g n a n c y

を意味する
．

g r a d e l くGl1 8検体で は， St a n d a r d H T C A
，
C ul ti v a t e d

E T C A 共 に コ ロ ニ ー 形成 を認め た も の は な か っ た ．

g r a d e 2 くG 21 6 検体で は， St a n d a r d H T C A に て 40 ％

が感受 性判定可能で あ っ た が
，
C u lti v a t ed H T C A に お

い て は83 ■ 3 ％ が感受 性判定可能 と な っ た
． g r a d e 3

F i g ． 3 ． P a th ol o g l C g r a d e o f m ali g n a n c y

くG 31 2 6 検体で は， S t a n d a rd H T C A に て 28 ％が 感受性

判定可能で あ っ たが
，
C ul ti v a t e d H T C A に お い て は

88 ． 5 ％が感受性判定可能 とな っ てい た ． G l を除い て，

G 2 ま た は G 3 と判 定 し た 腫瘍 に お い て は st a n d a rd

H T C A の 30 ％か ら c ul ti v a te d H T C A の 8 7 ．5 ％に 感

受性判定可能率が 向上 し たくズ
2検 私 P く0 ．0 い ． ま た

，

コ ロ ニ
ー 形成率 に つ い て は， 訂 a d e が 高く な る に つ れ

て上昇する傾向が み られ た
．

III ． S t a n d a r d H T C A と c ulti v a t e d H T C A に お け

る 制癌剤感受性の 検討

St a n d a rd H T C A お よ び c u lti v a te d H T C A の両者

に お い て
， 感受性判定可能で あ っ た 9 検体く表 1

，
症例

1 －1
， 1 －2

，
2 －1

，
3
，
4
，
1 2 － 1

，
1 2 －2

，
1 6

，
2 2コ に お ける制癌剤感

受性を推計学的 に比較検討した． まず
，
両者 に お ける

8 制癌剤 の感受性 を相関分析 に て 検討す る と ， r
ニ

0 ． 73 2 くP く0 ． 0 11 で高い 相関が得 られ た く図4 う． 次に，

両者に お ける 制癌剤感受性 に つ い て70 ％ コ ロ ニ し 形

成抑制率， 60 ％ コ ロ ニ ー 形成抑制率， 50 ％コ ロ ニ し 形

成抑制率で各々 c u t ． o ff p oi n t を設 けて ， 感受 性制癌剤

と抵抗制癌剤 を区別 して検討 した く図5う．
7 0 ％以上

，

6 0 ％以 上，5 0 ％以上 の 各々 の コ ロ ニ ー

形成抑制率 で訂感

受性 あり逮 と した場合， t ru e P O Si ti v e r a t e は各々 ，

6 9 － 2 ％， 8 1 ． 5 ％
，
7 5 ． 6 ％でt ru e n e g ati v e r a t e は各々 ，

90 ■ 9 ％， 8 5 ． 4 ％， 7 4 ．1 ％ で あ っ た ． ま た
，
全体 と し

て の 正 診率は 各々 ， 86 ． 8 ％， 8 3 ． 8 ％， 7 5 ．0 ％と 高い も

の で あ り， ズ
2 検定に お い て も有意で あっ たくP く0 ． 0 1う．

I V ． C u lti v a t e d H T C A を用 い て得ら れ た制癌剤感

受性と臨床効果との 相関 に つ い て

1 ． 制癌剤効果の 判定 に つ い て

I n v it r o に お ける効果 判定に つ い て は， S al m o n 7 や

V o n H o ff
．

ら
51 の報告を参考に して

，
7 0 ％以上 の コ ロ ニ ー

O f s o ft ti s s u e s a r c o m a s ，

くal G r a d e l s h o w i n g a littl e c ell u l a rity wi th a b u n d a n t c oll a g e n o u s s tr o m a 仁M F H 妄
H e m a t o x yli n－E o si n s t ai nl ． X 2 0 0 ． くbl G r a d e 2 s h o w i n g m o d e r a t e c ell u l a ri ty a n d
a t y pi a くM F H ニ H e m a t o x yli n E o s in st ai nl ． X 2 0 0 ． くcI G r a d e 3 sh o w i n g m a r k e d
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崎

形成抑制率 を示 した場合 を 折感受性 あ り遁 と し， 70 ％

未満の 場合を貯感受性な し迅とした． 臨床効果の 判定に つ い

て は
，
小山 ． 斉藤別の 固形癌化学療法判定基準ま たは

S hi m o s a t o ら
91の 組織学的判定基準 に 基 い て， それぞ

れ p a rti al r e s p o n s e 以 上 ， g r a d e II B 以 上 の 効果の み ら

れ た もの を 折感受性あ り邁 と した．

2 ． 臨床効果との 相関

C ulti v a t e d H T C A を行い 感受 性判定可能 で あ っ た

20 例 く28 検体l の う ち 10 例く12 検体1 に お い て r et r o ．

s p e c ti v e に 臨床効果と の 関係 が検討可能 で あ っ た く表

6 I ． 10 例 ぐ1 2 検体1 の 内，i n v it r o に て 訂感受性 あ 机

と判定さ れ， 臨床的に も 粁感受性あ 机 と判定された

もの くSI S
，
t r u e p O Si ti v el は 4 検体で， 逆 に ， i n vitr o

に て 感受性が 認 めら れ ず， 臨床的 に も 無効 と判定され

た も の くRI R
，
t r u e n e g a ti v eI は 7 検体で あ っ た ． ま

たi n vi t r o に て 折感受性 あ り迅 と判定さ れ たが 臨床的

に 無効 で あ っ た もの くSI R ， f al s e p o siti v el は 1 検体

で，
一 方， i n v it r o に て感受 性を認 め ず， 臨床的に感

受性 を認 めた も の くRIS ， f a l s e n e g a ti v el は な か っ た ．

以 上 よ り
， 本法の臨床的な感受性 に対 する 予言性くtr u e

p o si ti v e r at el は 80 ％ で ， 耐性 に 対す る予 言性 くtr u e

n e g a ti v e r a t el は 10 0 ％で あ っ た ． ま た， 全体 として

の 予 言性は 91 ． 7 ％と高 い も の で あり， ズ
2

検定に ても有

意 な臨床効果 の予 言性が認め られ た くP く0 ．0 2 5う．

各腫 瘍の i n vi t r o
，
i n vi v o の 制癌剤効果 に つ い て は

表 7 に 詳細 を示 した ．
t r u e p o siti v e 例 に お い て， 多剤

併 用 投与の場合 70 ％以 上 の コ ロ ニ
ー 形成抑制率を示

した制癌剤 に 対 し ての み t r u e p o si ti v e で ある と判定

し た ． な お
，
d i m e t h yl t ri a z e n o i m i d a z o l e c a－

r b o x a m id e くD T I C l に つ い ては， 本剤が i n vi t r o に お

い て は m a s k ed c o m p o u n d で ある た め， 本研究からは

除外 した ．

考 察

I
． 軟部悪 性腫瘍 へ の H T C A の 導入

骨悪 性腫瘍の 化学療法に お い て ， 骨肉腫 で は， M T X ，

A D M の 登場に よ り， その 高い 有効性 か ら飛 躍的な延

命率の 向上 が み ら れ， M T X と A D M な しで は骨肉腫

の 治療は語れ ない と ま で い われ る よ う に な っ た ． 更に，

C D D P の 登 場 に よ り本剤の 骨肉腫 に 対 す る高 い 有効

性 も 多く報告 さ れ ，
現 在 で は 骨肉腫 の 化 学療法は

A D M
，
M T X

，
C D D P を主 軸と し たも の に 定ま っ てき

て い る
1 0Il り

．
ま た

，
ユ

ー

イ ン グ肉腰 に お い て も R o 肥 l

ら
1 2

リ a ff e ら
1 町な どの プ ロ ト コ

ー ル に よ り 飛躍的な治

療効果の 向上 が み られ て い る．
こ の よう に ， 骨肉腫を

代表 と す る骨悪性腫瘍 に対す る化学療法の 発展は めぎ

ま しい ．



軟部悪性腫瘍の h u m a n t u m o r

一 方， 軟部悪性腫瘍の 化学療法に つ い て ， 系統だ っ

た報告が み られ る よう に な っ たの は 19 70 年以 降 か ら

である． J a c o b s 川 は V A C くV C R ＋ A C D ＋C P A l 療法

によ り横紋筋肉腫の 5 例中3 例， そ の 他の 軟部悪性腫

瘍の 9 例 中 2 例 に 有効性 を認 め た ． 0
，

B r
－

y a n ら
1 引
，

B e nj a m i n ら
1 61 は

，
A D M 単独投与に よ り各種軟部悪性

腫瘍の 33
－

40 ％に 有 効性 を認 め， G o ttli eb ら
1 71は

，

A D M と D T I C の併 用 投与 に よ り 46 ％に 有 効性 を認

めた． さ らに 彼 ら は， C Y V A D I CくC P A ＋ V C R ＋A D M

＋D T王Cl 療法 を1 18 例 に 行い 59 ％に 有効性 を認め た

と報告し， 制癌剤単独投与 よ り併 用療法の方が有効

であると した．
B e nj a m i n ら

1 81 は
， C Y V A D A C T くC P A

＋V C R ＋ A D M ＋ A C D l 療 法 と C Y V A D I C 療 法 の

r a n d a m i z e d s t u d y を行い， C Y V A D A C T で は 35 ％，

C Y V A D I C で は 4 4 ％が 有効 で あっ た と報告 した． しか

し
，
これ ら の報告に お い て共通 して い える こ とは ， 制

癌剤自体の有効性も低 い が， 各種軟部悪性腫瘍 を
一 括

して取扱 っ てお り， 結局の と こ ろ， どの腫瘍 に 対し て，

70 9

どの制癌剤の投与が有効 で あ るの か 明確に さ れ て い な

い
．
さ ら に

，
L i n d b e r g ら

19I は
，
C Y V A D A C T 療法 を

行 っ た群 と， 行 わ なか っ た 群に お い て 生存率 ． 転移率

に 差が な く， 化学療法の副作用 だ けが は な はだ しか っ

た と報告して い る． 以上 の ごと く， 軟部悪性腫瘍 に お

い て は
，
腫瘍の組織像， 悪 性度， 発育態度が多岐に わ

た る上に ， 各種 の 腫瘍 の症例数が少ない た めに 化学療

法の傾向が つ か めず， こ の た め現在， 小児の 横紋筋肉

腫 を除い て は
，

一

般 に広 く認め られ た制癌剤の投与法

や組み合 わせ が な い と まで い わ れ て い る 岬 叫 ． 特に ， 我

が 国で は軟部寒性腫瘍 に 対す る化学療法は緒 を発 した

ば か り に 等 しく， こ れ に 関す る多数例の 報告は な く，

2 0 － 60 ％の有効性 を述 べ る文献が散見さ れ るに す ぎな

い
2 り22I

．
しか も

，
その 投与法は外国の報告を参考に した

り， 時に は思い つ き に近い 格好で ， 各施設 に お い て臨

床的試行が な さ れて い る状態である． そ こで ， 理論的

に もよ り有効な治療 を行う た め に は精度の高い 制癌剤

感受性試験の 開発 が必要か つ 急務である と 考 え ら れ

T a b l e 6 ． I n vi tr o －i n vi v o a s s o ci a ti o n s

N o ． of

a s s o ci a ti o n s I n vi t r o ノi n vi v o
S
a

ノS S
a

ノR RノS R ノR

1 2 4 1 0 7

a
，
I n vi tr o s e n siti vity w a s difi n e d a s 之7 0 ％ c ol o n y i n hi biti o n ． こ
S
I
S e n Siti v e こ R ， r e Si st a n t こ T r u e p o siti v e r a t e ニ 8 0 ％こ T r u e n e g a ti v e

r a te ニ 1 0 0 ％こ O v e r al 1 c o r r el a ti o n r a t e こ 91 ．7 ％ ．

A s s o ci a ti o n b e t w e e n i n v itr o a n d i n v i v o r e s ul ts w a s s lg nifi c a n t

くP く0 ．0 2 5I ．

T a bl e 7 ． D e t ails of i n vi t r o－i n vi v o a s s o cia ti o n s

C a s e くty p e o f t u m o rl
I n vi v o D r u g s u s ed i n vi v o

r e s p o n s e く％ c ol o n y i n h ibiti o rl i n v itr ol
a

T r u e p o sitiv e s f o r a s s a y

5 ． M F H

1 2 ． S y n o vi al s a r c o m a

1 5 ． S y n o vi al s a r c o m a

2 3 － R h a b d o m y o s a r c o m a

T r u e n e g ati v e s f o r a s s a y

2－1 ． M F H

2 － 2 ． M F H

6 ． M F H

1 3 －3 ． S y n o vi al s a r c o m a

1 4 ． S y n o vi al s a r c o m a

1 6 ． S y n o vi al s a r c o m a

30 ， M alig n a n t m e s e n c h y m o m a

F al s e p o siti v e f o r a s s a y

1 3 － 1 ． S y n o vi al s a r c o m a

P R
b
A D M く751 ＋ M T X く681 ＋V C R く201

P R C P A く581 ＋ V C R く721 ＋ A D M く701 ＋ D T I C

P R A C R く701

P R V C R く761 ＋ M T X く62つ

N R
C
A D M く671 ＋ M T X く571 ＋V C R く341

N R C D D P く371

N R A D M く301

N R C P A く441 ＋ V C R く57つ＋ A D M く491 ＋ D T I C

N R V C R く331 ＋ A C R く271

N R A D M く481 ＋ A C R く541 ＋D T I C

N R C D D P く301

N R C D D P く71つ

a
，
I n vi t r o s e n siti vi ty w a s d ifi n e d a s 主70 ％ c olo n y i n h ibiti o n ． ニ
b
，
P a r tial r e s p o n s e ニ C ， N o r e s p o n s e ．



7 1 0 下

る ．

H T C A は
， 他の 制癌剤感受性試験が癌細胞の全 ての

細胞母集団を対象と して い るの に 対 して ， 増殖能 を有

す る細胞， 即 ち
り

s elf r e n e w al
，，

をお こ な い 得る細胞が

L t

st e m c ell 毒 cl o n o g e n i c c el1
7 ，

で あ る と い う考 え を基

本と して ， これ ら の細胞 を選択的に テス トの 対象と し

てい る
23ユ

． この E T C A の 特徴 に は， 0 腫瘍の 増殖や

転移 を司 る と考 え られ る自 己増殖能のあ る， 即 ち ク

ロ ー ン形 成能の あ る細胞 に お ける制癌剤感受性が検査

で き る こ と ， el fib r o b l a st な どの 正 常細胞 は ほ と ん

ど増殖せず組 ， 腫 瘍細胞だ け の 制癌剤感受性が確認で

き る こ と
，
な どが挙げら れ る．

こ のた め ， H T C A で は

臨床効果と の高い 相関性が期待さ れ， 主 に癌腫 に つ い

ての これ まで の成績 で は， 種々 の他 の 感受性試験 に比

して精度が高い と い う評価 が なさ れ て い る ．

そ こ で， こ の H T C A を軟部悪性腫瘍 に 導入 す る こ

と に より， それ ぞれ の腫瘍 に 感受性の高い 制癌剤 を遠

出 し， こ れ を臨床応用 す る こ と で よ り有効な化学療法

が期待で き るの で はな い か と考 えた．

II ． C ul ti v a t e d H T C A に つ い て

H T C A では，
一 般的に 上 皮性の腫瘍 に 比 べ 非上 皮性

の 腫瘍の コ ロ ニ
ー

形成率は非常 に低 い と い わ れ， 肉腫

同様 に1 e u k e mi a や1 y m ph o m a な ど で も 低率 で あ

る 研
2 の

．
E T C A を軟部悪 性腫瘍 に 応用 す る 上 で， 最大

の問題点と して
，
この コ ロ ニ

ー 形成率 の著 しく低 い こ

とが挙げら れ る． 横川2Iは そ の 点 に着目 し， 肉腫 の コ ロ

ニ
ー 形成率を上 昇させ る た め， 材料を

一

旦 単層培養 し

た上 で H T C A に 移す方法 に よ り 目的 を達成 させ う る

こ と を示 し
，
こ れ を骨肉腫 に 用 い て 実証 した ．

何故， i n vi tr o を経過させ る と コ ロ ニ ー 形成率が 向

上 したの か に つ い て
，
主な理 由 と して は， 単層培養系

に て c ell p o p ul a ti o n を増加 させ る こ と で cl o n o g e ni c

C ell の選択的 な増生が生 じた可能性が挙げら れ る． 培

養株くc ell li n el を用 い た実験 で 新鮮材料 と比 べ て はる

か に 高い コ ロ ニ ー 形成率が 認 め ら れ る と い う C a r n e y

ら 卿 の報告は， その
－

証左で あ ろう．

そ こ で， 著者 は， 横 川2Iが 骨 肉腫 に 対 し て 行っ た

C ulti v a t e d H T C A を軟部悪性腫瘍 に 対 して行い ， 本法

が軟部悪性腰瘍 に応用 で き る か を検討 した．
コ ロ ニ

ー

形 成 能 に つ い て は ， St a n d a r d H T C A で 6 8 ．5 ％，

c ulti v a t e d H T C A で 72 ．5 ％と ほ と ん ど変 わ り は な

か っ たが ， 3 0 個以上 の コ ロ ニ ー 形成を み たも の く感受

性判定可能 で あ っ た も の1 に つ い て は， St a n d a rd

H T C A で 23 ． 7 ％で あ っ たが
，
C ulti v a t e d H T C A で は

70 ％と有意な 向上 が み られ た くP く0 ． 0 1う． また ， コ ロ

ニ
ー 形 成 率 に つ い て は

，
S t a n d a r d H T C A で は

0 ． 00 5 3 士0 ． 00 5 1 ％と著 し く低率であっ た が ， C u lti v a t －

崎

e d H T C A で は 0 ．0 2 3 1 士0 ． 0 1 8 6 ％と 有意 な 向上 を示

し たくP く0 ． 0 1l ． その結果
，
C ul ti v a t e d H T C A に よる

コ ロ ニ ー 形成率は ， 一 般の 癌腰 の それ と比 べ て も優る

と も劣 らな い もの に な る と考え られ た ．

次 に ， こ の過程 に よ り制癌剤感受性 に変化が生じな

い か
，
と い う こ と に つ い て検討す る と， 成績H王で 示し

た ご とく ， S t a n d a r d H T C A と c ulti v a t e d H T C A の

制癌剤感受性 に お い て は， 相関分析 に て 高い 相関がみ

られ くP く0 ．0 い， 感受性制癌剤と抵抗性制癌剤 を区別

す る上 で も 高い 正 診率が得 られ た くP く0 ． 01う． これ に

よ り
，

一

世代 の単層培養 を介 して も， その制癌剤感受

性 に ほ とん ど影響が な い こ と が伺 われ た ．

以 上 か ら
，
C ulti v a t e d H T C A は軟部悪性腫 瘍に お い

て も
，
St an d a rd H T C A の 欠点を改良 した有用 な感受

性試験である と考 えら れ た．

Hl ． 組織 学的悪 性度 と コ ロ ニ ー

形 成

腫 瘍の組織学的悪性度と コ ロ ニ ー 形成と の 関係に つ

い て は
， J o h n s

2 7
や M a tt o x ら紬 や R o s e n b l u m ら

2 91
は

明 らか な相関関係 はな い が
，
悪性度 が高 い ほ ど コ ロ

ニ ー 形成率が 高い 傾向が み られ る と述 べ て い る．
これ

は
，
H T C A の 対象 とな っ て い る 腰瘍 の増殖や転移に関

与 す る cl o n o g e ni c c ell 毒 s elf r e n e w al p o t e n ti al c ell

が悪 性度が 高い ほ ど多い た めで あ る と考 えられ る． 著

者 の 研究 に お い て も， 成績王工の ごと く悪 性度が高い ほ

ど コ ロ ニ ー 形成率 は高い 傾向に あ り，G l で は コ ロ ニ ー

形成 を認 めた も の は 1 例も なく
，
G 2

，
G 3 で の コ ロ ニ

ー

形成 に 関 して は， St a n d a rd H T C A で の感受性判定可

能率 30 ％が
，
C ul ti v a t e d H T C A で は 87 ． 5 ％と向上し，

9 割近 い 腫瘍が感受性判定可能と な っ た ．
こ の 結果は，

G 2
，
G 3 と い っ た 悪 性 度 の 高 い も の に C u lti v a t ed

H T C A が有 用 で ある こ と を示 唆 し て い る も の と考え

ら れ た
．

軟部悪性腫瘍の 予 後 は
，
組織学的悪性度に 大きく左

右さ れ る とい わ れ， M y h r e ．J e n s e n ら
3 0I
の報告で は， 10

年生存率が g r a d e l ， 2 ， 3 で それ ぞ れ ，
9 3 ％

，
5 7 ％，

2 3 ％と な っ て お り， M a r k h e d e ら 311の 報告で は， それぞ

れ 100 ％， 5 5 ％， 2 6 ％とな っ てい る ．
また

， 化学療法な

どの 治療 を行う上 でも ， ■椚
一 般 に 組織学的悪性度が重視

され る傾向に ある． 即 ち， 臨床上 Gl の 腫瘍 に対 しては

手術療法だ けで 充分と さ れ る こ とが 多く， M a r k h ed e

ら
31
りこよ れ ば G l の 転移率， 生存率 は手術療法だ けで

それ ぞれ 0 ％， 1 0 0 ％ で あ っ た と され て い る．
そ こで ，

化学療法は G写， G 3 の 腫瘍 を主 に 対象と してい る こと

が 多 い ． こ れ を考慮す る と， 軟部悪 性腫瘍 に お ける

c u l ti v a t ed H T C A の 有用 性が さ ら に 高 まる も の と考

えら れ た．

工V ． 臨床効果と の 相関 に つ い て



軟部悪性腫癌 の h u m a n t u m o r

H T C A と臨床効果 との 高い 相関性 に つ い て は 多施

設か ら報告さ れ て い て ，
S a l m o n ら

3 21 は 9 6 症 例の 卵巣

癌 ． 骨髄腫 ． 悪 性黒 色腫 な どの 悪 性腫瘍患者 を対象 に

193 検体に つ い て H T C A を行い ， 臨床効果と の 相関 を

r et r o s p e c ti v e に 分 析 し， t r u e p O Siti v e r a t e 61 ％， t r u e

n e g a ti v e r a t e 9 6 ％で あ っ た と報告 して い る ． ま た，

V o n H off ら
51
は8 00 症例 ．3 6種の 悪 性腫瘍患者 を対象 に

H T C A を行い ， 12 3 例 に つ い てr e t r o s p e c ti v e に 臨床効

果と の 関係 を検討し， t r u e P O Si ti v e r a t e 7 1 ％， t r u e

n e g a ti v e r a t e 98 ％で， 臨床効果 の 予 言性 は 93 ％で

あっ たと 述 べ てい る ．
しか し

，
これ ら はい ずれ も ほ と

んどが癌腰 に つ い て の 報告で あり， 肉腫特 に 軟部悪性

腫瘍に お け る臨床効果 との 相関に つ い ての ま とま っ た

報告はな い ． 本研究 に お け る結果 で は
，
t r u e P O Siti v e

r a t e 8 0 ％， t r u e n e g a ti v e r a t e l O O ％ で， 全体的な臨

床効果の 予言性は 9 1 ． 7 ％で あり ， i n vi t r o の 制癌剤感

受性の 有意な臨床効果 との 相関が み られ くP く0 ． 02 5う
，

症例数は少な い なが ら上 記 の 癌腫に つ い て の 報告と ほ

ぼ同等の高い 予 言性 が得られ た．
これ は

，
軟部悪 性腫

瘍に 対して c ul ti v a t e d H T C A が 臨床応用 で きる こ と

を示 唆して い るも の と考 えられ た．

ただ
，
V o n H o ff ら

5Jが指摘す る よう に ， r et r O S p e C －

ti v e な評価 で は， 表 6 に 示 す ご と き 多剤併 用療法 を

行っ て い る場合， t r u e p O Siti v e 例に お い て は臨床効果

が必ずしもi n v it r o で F感受性あ りA と判定され た制

癌剤の 効果を示 して い ない の か も しれ ない ． し か し，

逆に
，
i n マit r o で無効 と判定さ れ た場合 は臨床的に も

無効で ある こ と を高 い 確率で 予 測す る こ と が で き る と

い える
．
したが っ て

， 少な くと も無効 な制癌剤 を突き

とめ得 る方法 と し て 臨床応用 で き る も の と考 え て い

る
．

H T C A に よ り真 に 有効 な制癌剤の 選択が高 い 確率

で な し得為かの 判定 に は， p r O S P e Cti v e な臨床効果 と

の相関に つ い ての 評価が 必要 で あ る．
V o ll H o ff ら

3 3I

は24 6 例 の 各種悪 性腫瘍を対象に p r o s p e c ti v e cli ni－
C al t ri al を行 い ， tr u e p O Siti v e r a t e 6 0 ％ ， t r u e

n e g a ti v e r a t e 85 ％で 全体的 な予 言性 は80 ． 5 ％で あ っ

た と し て p r o s p e c ti v e cli ni c al t ri al に お い て も

ログC A の 精度の 高 い こ と を報告 した ．
しか し

， 整形 外

科領域 に お い て は
， 切 断お よ び広範囲切除な どの 手術

に て 腰 瘍 を 余 す こ と な く す べ て 取 り 去 る た め に ，

p r o s p e c ti v e な 効果 判定 が ほと ん ど不可能 に 近い ． 故

に
， 馴 寺点で は H T C A の 臨床効果 と の 相関 は r et r o －

S p e c ti v e な評価に 頼 ら ざる を得な い と考 えら れる．

結 論

H u m a n t u m o r cl o n o g e ni c a s s a y くH T C A J を軟部悪

711

性腫瘍の 制癌剤感受性試験 に応用 す る ため に ， 軟部悪

性 腫 瘍 32 例 4 0 検 体 を 対 象 と し て ， S a l m o n 良

H a m b u r g e r の 原法 くst a n d a rd H T C A l を行う と と も

に
，
コ ロ ニ

ー 形成率を向上 さ せ るた め に 腫瘍細胞 を
一

世代く約 13 日間う単層培養し， 増殖し た腫瘍細胞 を用

い て H T C A を行 い くc ulti v a t e d H T C A l ， 以下の 結論

を得た．

1 ． S t a n d a r d H T C A で は， コ ロ ニ ー

形 成 率 が

0 ． 0 0 5 3 士0 ． 00 5 1 と 低く， 感受性判定可能率も 23 ． 7 ％と

低い ため に 有用性 に 乏 しか っ た ． し か し， C u lti v a t e d

H T C A に よ り コ ロ ニ ー 形 成率が 0 ．0 2 3 1 士0 ． 0 18 6 くP く

0 ． 01う， 感受 性判定可能率が 70 ． 0 ％くP く8 ． 0い と 著明

な改善 を認め た
．
ま た

，
その 制癌剤感受性も st a n d a r d

H T C A の そ れ と ほ と ん ど 差異 は な か っ た ． くP く

0 ． 01l
．
こ れ に よ り

， 軟部悪 性腫瘍に お い ても c u lti v a t －

e d H T C A は感受性試験 と して 有用 で ある と考 え られ

た
．

2 ． 組織学的悪性度の 低 い 腫瘍くg r a d e l， に お い て

は
，
ま っ た く コ ロ ニ

ー 形成 を認め ず， 主に化学療法の

対象と な る組織学的悪性度の 比較的高い 腫瘍 くg r a d e

2
，
31 に お い て は， C ul ti v a t e d H T C A に よ り 87 ．5 ％

の 感受 性判定可能率が得られ た．
こ れに よ り

， g r a d e 2 ，

3 の 腫瘍 に 対して ， C ulti v a t ed H T C A が有用 であ る と

考 えられ た．

3 ． C u lti v a t e d H T C A の 結果と臨床効果と の 相関

に つ い て r e t r o s p e c ti v e に 評価 し た．
t r u e p o siti v e

r a t e 8 0 ％， t r u e n e g a ti v e r a t e l O O ％ ，
全体と して の 予

言性9 1 ． 7 ％と有意な相関性が えられ たくP く 0 ．0 2 5つ．

こ れ に よ り， 軟懲 悪 性腫瘍 に お い て は c ulti v a t e d

H T C A の 臨床応用 が 充分期待でき ると 考え られ た．
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