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T u m o r c o l o n y f o r m i n g a s s a y の 改良 に よ る

骨肉腫 の コ ロ ニ ー

形成 の 研究

金沢 大学医学部整 形 外科学教室 く主任 こ 野村 進数探1

横 川 明 男

く昭和6 0 年7 月2 0 日 受付1

t u m o r c ol o n y f o r m i n g a s s a y くT C F A J に よ る制癌剤感受 性試験は
， 臨床 に お け る治療効果と高い

相関を示 す と して 注目され て き て い る ． しか し
，
悪性骨軟部腫瘍，特 に 骨肉腰に 対 して は T C F A は コ ロ ニ ー

形成能，
コ ロ ニ ー 形成率が 低い と の理 由か ら， ほと ん ど試 み られ て い ない

． 本研究は ， 従来の癌腫 系に行

われ て い る S a l m o n 及 H a m b u r g e r の 原法に よる T C F A を改良 して
， 骨肉腫 に お い て も利用 で きる方法

を開発 す る こ と を目的と した ． 著者 の方法 は T C F A の た め の 細胞を収集す るに あたっ て
，
腰瘍 を酵素的に処

理 して単離細胞浮遊液 を調整 し，
い っ た ん 単 層培 養 を行 い い － 2 世代分裂増殖 した腫 瘍細胞 を獲得した

後，
a S S a y に用い る方法であ る

． 骨肉腫 15 症例 ，
23 検体 を用 い て T C F A を施行 した

． 原法で は
，

コ ロ ニ ー

形成能 く5 個以上 の コ ロ ニ
ー 形成を認 めた も の，71 ． 4 ％

，
コ ロ ニ

ー 形成率 くコ ロ ニ
ー 数ノ播種 した腫 瘍細胞

数X lO O ％川 ． 0 03 9 士0 ． 0 02 5 と い ずれ も低率 で あ っ た ． 改良法 に よ る と ，
コ ロ ニ ー 形成能． 9 1 ． 3 ％，

コ ロ ニ ー

形成率 0 ．0 1 6 4 士0 ． 0 1 2 1 と 原法 に 比較 して 著明に 上昇 した
． 特 に 感受性判定能率く30 個以 上 の コ ロ ニ

ー

形成

を認 めた ものコは庶法の 26 ．6 ％か ら， 本法の 78 ．3 ％ と有意 に 高 くな っ た ． 改良法に よる 骨肉腰 6 検体， 5

薬剤 を対象と した制癌剤感受性試験の結果 は
， 原法 に よ る それ とほ ぼ

一

致す るも の で あ っ た くp く0 ．0い こ

と よ り
， 骨肉腰の 制癌剤感受性試験に お い て改良法が有 用 な手段 とな る こ とが 示 され た ．

K e y w o r d s o st e o s a r c o m a ， t u m O r C Ol o n y f o r m i n g a s s a y ， C h e m o s e n siti vit y ，

d o ub le s oft a g a r
，

m O n Ol a y e r c ultiv a tio n ．

制癌剤を用 い て の 化学療法 は
，

悪性腫瘍 に 対す る治

療体 系の 一 環 と して不可欠と な っ て き て い るが
， 腫瘍

の 制癌剤感受性は腫瘍の 発生 した臓器に よ り
，

あ る い

は
，

同 一 病理 組織像 を示 す腫瘍 に お い て ， さ ら に は，

同 一 個体で も時期に よ っ て そ れ ぞれ 異な る こ と は数多

くの報告り21 よ りよ く知 られ て い る ．

一 方
， 多剤併用投

与の 中に は無効 と な っ て い る も の も あ り，
こ れ が か

え っ て生体の 防御機構 を阻害 し
， 宿主 抵抗を弱 めて い

る可能性も 高い 釘
． こ れ ら の こ とは

，
整形外科領域の 悪

性腫瘍， 特 に骨肉腫に お い て も 同様 で あ り ， 腫瘍構成

細胞や腫瘍増殖態度が癌腫以上 に 種々 変化に 富 ん で い

るだ けに ， 個々 の腫瘍 に 最 も効果的な制癌剤 を選択 し，

無効な薬剤 を見極 める こ とが 重要で ある ．

A b b r e vi a ti o n s こ A C D
，

a Cti n o m y ci n D 三 A C R
，

今 日ま で に 組織器官培養法4 ト 61
， 細胞化学的方法7彗

核酸前駆物 質指標
9I 川

， 免疫抑制 マ ウ ス や ヌ ー ドマ ウス

移植腰瘍 な どを用 い た制 癌剤感受性試験1 1 ト 1 釘
が試行

さ れて き た が， い ずれ の 方法も
一 長 一

短 が あり，
また

i n vi t r o で の 成績 と 臨床効果と が必 ず しも
一 致しない

な どの 問題 点が あ っ た ．

S a l m o n 8 t H a m b u r g e r
川 は

，
二 重 軟寒天培地を駆

使 し て t u m o r c ol o n y f o r mi n g a s s a y くT C F Al を確立

し
， 制癌剤 に よ る コ ロ ニ ー 形成抑制率 を判定する こと

に よ り
，
制癌剤の 抗腫瘍効果 をin vi t r o で 評価した

．

本法が 感受性試験の 結果 と対象と す る症例の 臨床反応

に
， 高い 相 関性が み ら れ る こ と を明 らか と し

，

一 躍注

目 を浴び る よう に な っ た
．

しか し
，

T C F A は肉腫系に

a cl a r u bi ci n ニ A D R
，

a d ri a m y ci n ニ C D D P
，
Cis 一

pl atin u m I C M R し1 06 6
，

C o n n a u gh t M e di c al R e s e a r c h L ab o r at o r y M e di a －1 0 66 三C P M
，
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 ニ C X T
，
C O n C e n t r ati o n －ti m e p r o d u 叶 D E A E －d e x t r a n

，
di et hyl

．



骨肉腫の tu m o r c ol o n y f o r m i n g a s s a y

別 －て
，

コ ロ ニ ー

形 成能 は癌腫 系の そ れ と比 較 して 著

しく低い 点が指摘さ れ て お り
1 51 瑚

， 制癌剤感受 性試験

として は十分 に応用 され てい な い
． そ こ で

， 著者は骨

肉腫採取材料 をい っ た ん単層培養系 に 移 行 し た 上 で

T C F A を試み ，
コ ロ ニ ー

形成能 を高め る方法を確立 し

た
．
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材料お よ び方法

工 ． 材 料

実験に 供 した 材料 は
，
1 9 8 3 年8 月よ り約1 年間 に 当

教室 に お い て 骨肉腫 原発巣，
あ る い は肺転移巣 に 対 し

て手術を行 っ た 15 症例， 2 3 検体 であ る く表1 J ． 内訳

T abl e l ． C li n i c al ch a r a c t e ri s ti c s a n d d a t a of T C F U s o f o s t e o s a r c o m a ．

A g e P ri m a r y
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．
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■8 0 － 00 3 9 士0 ． 0 02 5 8 1 ．2 ＋6 0

，3 0 ． 0 16 4 士0 ． 0 12 1

S m
，

m al eこ f
，
f e m a l e ．

十 B
，
bi o p s y s p e ci m e n I S

，
S u r gi c al m a t e ri al i M

，
m e t a S t a ti c m a te ri a l f r o m l u n g ．

ヰ
p e ri o d of m o n ol a y e r c ul ti v a ti o n ．

事 象 5 x l O
s

c ell s pl a t e d p e r di s h ．

ヰ Pl a ti n g effi ci e n c y ，
N u m b e r o f c ol o ni e s l n u m b e r of n u cl e a t e d c ell s pl a t e d x l O O ％

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

，
e th y l e n e －

dia m in et e t r a a c etic a cid ニ F C S
，
f e t al c alf s e r u 町 H I

，
h e a t －in a c tiv a t e d i M T X

，
m e t h ot r e x at e i

N IC
，

n u Cl e a rl c ell i P E
， p l ati n g effi ci e n c y ニ P S

， p e nicilli n e ＋ S t r e p t O m y Ci n s olu ti o n 3 R P M I ．



7 4 6

は
， 原発巣の 生検材料 6 検体， 手術材料 9 検体 ， 肺転

移巣 材料 8 検体 で ある ．

口 ． 新鮮腫瘍 材料の 処 理法

手術あ る い は生検 に よ り得 ら れ た腫瘍 片を S al 皿 O n

及こ H a m b u r g e r
1 71

ぉ よ び 井上 ら 嘲 の 方法 に 従 っ て
，

M c C o y
，

s 5 A w a s h に と り ，
で き る だ けす み や か に 無菌

的に ハ サ ミ で珊切 した
．
M c C o y

，

s5 A w a s h は
，
M c C o y

7

s5 A 培養液くGib c o1 5 0 0 m l に べ ニ シ リ ン
，

ス ト レ プ ト

マ イ シ ン 亡P e ni cilli n l S t r e pt o m y c i n s ol u ti o n lO
，
0 0 0

u nit s くP S
，
G ib c oIコ5 m l と h e a t －i n a c ti v a t ed t H Il n e w

b o r n c a lf s e r u m くGib c oJ 5 0 m l を加 えた も の で ある ．

細 切 さ れ た 腫 瘍 材 料 を 酵 素 カ ク テ ル 亡H a n k
，

s

b al a n c ed s al t s ol u ti o n くGib c oナ＋ c oll a g e n a s e ty p e l

くSi g m aI O ．2 m gl m l
，
D N a s e I くSi g m al O ．2 m gl m l

，

p r o n a s e く科研化 引 0 ． 5 m gl m り に て 37
0

C
，

3 0 分間

処理 した後，
M c C o y

，

s 5 A w a sh に て 1 回洗浄 した
．

さ

ら に
，

ス テ ン レ ス 製 メ ッ シ ュ く50 メ ッ シ ュ1 で ろ過 し
，

ろ液 を 25 ゲ
ー ジ注射針 で 注射簡 内に 吸 引 して集 め，単

離細胞浮遊液 を作成 した く図 い ． その 際，
0 ．5 ％トリ

バ ン プ ル ー

染色 に よ り
，

有核生 細胞数 を算定 した ．

1王I ． 単層培養系 へ の 移 行 法

R P M I －1 6 4 0 培養液 亡15 ％H I －f e t a l c al f s e r u m くF C S
，

G ib c oう十 1 ％P Sコを用 い て， 単離細胞浮遊液の 状態と

な っ た腫瘍細胞は pl a s ti c fl a s k くC o r n in g ，
ガ251 0 01 内

で単 層培養を行 っ た
． 培養液の 交換 は培養開始 2 旬 3

日目 に 行 っ た後 は5 日 ご と に 交換 した
．

3 7
0

C の下 で
，

2 へ 3 週で 腫瘍細胞が シ ー ト状 に な る の を確 認 し く図

2 al ，
0 ．0 2 5 ％t r y p si n ＋ 0 ． 0 2 ％e th yl e n e di a m i n e

t e t r a a c e ti c a cid くE D T A l に よ り再び単離細胞浮遊液

と して 調整 したく図 り ．
こ れ ら の 細胞浮遊液も トリ バ

ン プ ル ー 染色 に よ り生 細胞 数を算定 し， 3 X l O
6

個ノm l

と な る よう に 調整 した ．

1 V ．
ニ 重 軟寒天 培地 の 準備

1 ． B a s e l a y e r の 作成

い E n ri c h e d M c C o y
，

s5 A 培養液

M c C o y
，

s5 A 培 養 液5 00 m l に 50 mi の F C S
，
2 5 m l

の H I －R5 血 清 くGib c ol
，

5 m l ピル ビ ン 酸ナ ト リ ウ ム

e2 ． 2 ％l
，
1 m l し セ リ ンく21 m gl m ll ，

5 m l L ． グル タ ミ

ン く200 m M l と 5 m l P S を加 えて 作成 した ．

2 1 Pl a ti n g m e d i u m

4 0 m l e n ri c h e d M c C o y
，

s5 A 培養 液に
，
1 0 m l t r y p tic

s o y b r o th く3 ％，
D if c ol ，

0 ． 6 m l L － ア ス パ ラ ギ ンく6 ． 6

m gl m ll
，
お よ び 0 ． 3 m l D E A E － デ キ ス ト ラ ンe5 0 m gl

mi
，ぞh a r m a ci al を使用直前 に 加 えた も の を使用 した ．

3 1 B a s e l a y e r くフ ィ
ー ダ ー 層う

3 ％b a c t o a g a r のif c ol を ，
5 6

0

C の 浴 槽に て 保温し

て使 用 し た
． pl a ti n g m e di u m と 混 合 し

， 最終濃度

0 ． 5 ％の 軟寒 天 と な る よ う に 調整 し， その 1 m l を35

m m ベ ト リ ディ ッ シ ュ くC o r n i n g ，揮2 5 0 0 01 に 播き
， 二

重軟寒天 培地の 下 層と した
．

11 I S p
e ci m e n 忘表

啓

皿 D i s a g g r e g a t e t o

S l n gl e c elt

S U S P e n Si o n

W it h e n z y m e

S T A N D A R D M E T H O D

く5I D r u g
i n c ub a tio n

M O DI FIE D M ET H O D

く3J c ell S h e et

モ
ー
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J
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移
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C o1 0 n
y

F i g ． 1 ． Fl o w d i a g r a m o f s t e p s i n t u m o r c ol o n y

f o r m i n g a s s a y くT C F A I o f o s t e o s a r c o m a ．

用 F r e sh s o lid t u m o r w a s o b t a in e d f r o m b i o p sy o r

o p e r a ti o n m a t e ri al s ． 榔 T h e c ell s f r o m t u m o r

w e r e di s a g g r e g a t e d t o p r e p a r e si n gl e c ell s u s p e n
－

si o n e n z y m a ti c all y くC O ll a g e n a s e t y p e l ，
D N a s e

I
， P r O n a S eJ ． く剖 T h e t u m o r c ell s w e r e c u ltiv at ed

i n P R M I ．1 6 4 0 m e d i u m w ith 1 5 ％ f e t al c alf s e ru m
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s u s p e n si o n b y tr y p si n a n d E D T A ， く51 T h e t u m o r

c e11 s w e r e i n c u b a t e d i n t e s t t u b e s w ith d ru g S O r

c o n t r o l m e di u m f o r l h o u r ． 湘 T h e c ells w e re

th e n w a s h e d o u t a n d pl a t e d i n t o d o u b l e s oft a gElr

i n P et ri d i s h e s ． m T h e di sh e s w e r e i n c ub a te d f o r

14 d a y s t o p e r m it t u m o r c ol o n y g r o w th ． 潮 T he

n u m b e r of t u m o r c ol o n i e s i n e a ch d is h e s w a s

c o u n t ed u n d e r a m i c r o s c o p e o r w itb a n a u t o m a tic

p a r ti cl e c o u n t e r a n d c al c ul a t e d th e p e r c e n t

C Ol o n y i n hib iti o n ．

1 64 0
，
R o s w ell P a r k M e m o ri al I n stit tl t e M e di a －1 6 4 0 ニ T C F A

，
t u m O r C Ol o n y f o r m i n g a s s ay こ

T C F U s ， t u m O r C Ol o n y f o r m in g u n it s i V C R
，
V in c risti n e ．
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2 ． Pl a ti n g l a y e r の 作成

1 1 E n ri ch e d C M R し 10 6 6 培養液

C M R し10 6 6くGib c o1 5 00 mi に 7 5 m l 馬 血 清，
2 0 m l

塩化カ ル シ ウム く1 00 m M l ，
10 m l イ ン シ ュ リ ン レ

ギ ュ ラ ー

，
10 0 U J

l

m ll ， 10 m l L グ ル タ ミ ン
， 5 m l ビ

タミ ン C く3 0 m M l ，
5 m l P S を加え て 作成 した

．

2 1 D o u b l e e n ri c h ed C M R L 培養液

e n ri c h ed C M R L 培養液40 m l に つ き
，

0 ． 6 mi し ア

スパラギ ン
，
0 ．3 m l D E A E ザ キス トラ ンお よび0 ．4 m 1 2 －

メ ルカ プ トエ タ ノ ー ル く0 ． 5 x lO．3
M l を使用直前 に加

えたもの を用 い た ．

7 4 7

3 1 P l a ti n g l a y e r

l デ ィ ッ シ ュ 当 た り 5 x l O
5 偶の 細胞密度 に な る よ

う に
， d o u bl e e n ri c h e d C M R L と最終濃度 0 ． 3 ％の 軟

寒天 の 混合液中に 浮 遊さ せ たく56
0

Cユ．
これ を ， 先に 作

成 して お い た b a s e l a y e r の 上 へ 重 層させ た く図3 l ．

V
． 薬剤感受性試 験

1 ． 1 時間接触の 場合

3 X lO 6 個ノm l の 細胞浮遊液 0 ．5 m ほ
，
0 ． 15 m l の 薬

剤と
，
0 ．8 5 m l M c C o y

，

s5 A w a sh を加 えた ．
コ ン ト ロ

ー

ル と して 薬剤の 代わ りに 生理食塩水を使用 し
，
3 7

0

C で

1 時間接触させ た後， M c C o y
，

s5 A w a sh に て 2 回洗浄



7 4 8

くc ナ

Fi g ， 2 ． くal C ul ti v a t e d o s t e o s a r c o m a c ell s f r o m a n l l y e a r old b o y くc a s e 41 i n a

b 。ttl e ．
X 1 6 0 ． くbl O st e o s a r c o m a c ol o n y g r o w i n g i n s of t a g a r くi n v e r t e d m i c r o －

s c o p el ．
X 1 6 0 ． くcI M o r ph ol o gi c al a p p e a r a n c e o f a n o s t e o s a r c o m a c ol o n y w ith

P a p a ni c ol a o u
，

s st ai n ．
X lO O －

B a s e L a y e r 二く1 ．O m り

P l a ti n g L a y e r こく1 ．O m り

5 X 用
5

t u m o r c eII s i n

d o u bl e e n ri c h e d C M R L

Wit h O ．3 ％ a g a r

■ ■ ■
t

u
■

■ ■ ■
－

リ
t ■ ■

．

D o u bl e s o ft a g a r

E n ri c h e d M c C o y
，

s w a s h

W it h O ．5 ％ a g a r

Fi g ． 3 ． C o m p o n e n t s of d o u b l e s o ft a g a r f o r t u m o r c ol o n y f o r mi n g a s s a y －

し た く1
．
0 0 0 g で 遠心う．

2 ． 持続接触の 場合

3 X l O
6 個ノm l の 細胞浮遊 液 を0 ． 5 m l

，
0 ． 3 m l の 薬

剤 に ， 1 ． 9 m l d o u b l e e n ri c h e d C M R L を加 えた ．
コ

ン ト ロ
ー ル は薬剤の 代わ り に 生 理 食塩 水 を使 用 し，

3 7
0

C で約 1 時間 p r ei n c u b a t e した ．
そ の 後，

3 ％寒天 を

0 ． 3 m l 加 え 最終 濃度 0 ． 3 ％の 軟 寒天 と し
，

3 デ ィ ッ

シ ュ の b a s e l a y e r 上 へ 分注， 播種 した ．

V I ． ニ 重 軟寒天培 地 の 培養

以 上 の よ う に して
， 播種さ れ た腫 瘍細胞を含むべr

リ デ ィ ッ シ ュ を
，

3 7
0

C 水蒸気飽和状態 で
，
7 ．0 へ 7 ，59b

炭酸 ガ ス 培養器 内で 培養 した
．

耶1 ．
コ ロ ニ ー の 算定と 同 定

細胞播種後， 倒立 顕微鏡下 で経時的 に 観察した ． 約
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亜 時間以 内に は個々 の 細胞く特に コ ロ ニ ー 形成細8削

が分裂を開始し
，

1 週 間前後で 細胞集塊， す なわ ち ク

ラスタ
ー

く7 へ 5 0 個の 分裂細 脚削 が 観察 され
，

2 へ 3

過後に は コ ロ ニ ー く5 0 個以 上 の 細胞集団1 が み ら れ る

ように な っ たく図2
，
bう． ま た ，

4 週 を過 ぎる と細胞自

己融解が起 こ っ てく る た め
， 通常 2

へ

3 週 目で対照

群及び薬剤接触群と も コ ロ ニ
ー 数 を算定 し

， 各制癌剤

の化学療法効果を その 抑制率か ら判定 した ．
コ ロ ニ

ー

算定に は倒 立 頗微鏡 ， ま た は
，

a u t O m a ti c p a r ti c l e

c o u n te r t H a n d e x C P －2 0 0 0J を用 い た
．

形成され た コ ロ ニ
ー

を マ イ ク ロ ピ ペ ッ トで 取 り 出

し， その 形態お よ び P a p a n i c ol o a u 染色 に よ り
，
腫瘍細

胞か らなる こと を確認 した く図2
，
Cう．

肌 制癌剤の 選 択と 濃度
，

お よ び持続時 間 の 設定

感受性試験 を行う 制癌剤 の 濃度は
，

臨床で 使わ れ る

時の血 中濃度 を参考に して決定し たく表 2プ． す なわ ち ，

V o n 王l off の 報告用 に 従 い
，

ヒ ト に 投与 され た 際の 血

中最高濃度の 約1ノ10 の 濃度 を標準値と して設 定 した
．

選択値用 した薬剤 は
， 骨悪 性腰 瘍 に 対 し臨床 で 比 較的

効果を期待さ れ て い る ad ri a m y ci n くA D M l ，
a Cl a r u b i －

Ci n 仏C Rl，
C is －

pl a ti n u m くC D D Pl ，
V i n c ri s ti n e くV C Rl ，

m eth o tr e x a t e くM T Xl を代表と して 用 い た ． さ らに ，

a c t in o m y ci n D くA C DJ ，
活性 型 の 4 －h y d r o p e r o x y

Cy Cl o ph o s ph a m i d e くC P M l ，
D T I C ，if o s ph a m id e

，
の 薬

剤で も検討した ．

すべ て t ripli c a t e く3 デ ィ ッ シ ュl で 行 い
， 薬剤との

接触時間は
，

おお むね 1 時間と した が
， 代謝桔抗剤 で

ある M T X は2 週間持続接触 と した
．

ま た
， 濃度 も大

量療法として の 使用 量 で 設定した ．

7 4 9

伏 ． 統計学的検定法

各方法 で の コ ロ ニ ー 形成，
コ ロ ニ ー 形成率， お よび

単層培養 に 要 した期間に つ い て は
， 平均値 士標準偏差

くm e a n 士 S D l を算 定 し た
．

ま た
， 統計学 的処 理 は

S t u d e n t の t 検定，
X 2 検定， お よ び 回帰分析 に よ り行 っ

た
．

成 績

工 ． 薬剤無処理群 に お ける コ ロ ニ
ー

形成 に つ い て

1 デ ィ ッ シ ュ く播種細胞 5 x l O
5

個つ あ た り，
5 個以

上 の コ ロ ニ ー 形成が み られ たも の を
一一

コ ロ ニ ー 形成能

あ り
，，

と した ． また ，
3 0 個以上 の コ ロ ニ ー 形成が み ら

れ たも の を
f く

感受性判定可能
，，

と した
．

コ ロ ニ ー 形成

率 くpl a ti n g e ffi ci e n c y ，
P E l は

，

P E く％1 ニ

形成 され た コ ロ ニ ー 数

播種細胞数 く5 X l O
5 個ノデ ィ ッ シ ュう

X l O O

で 表わ した
．

1 ． 原法 くst a n d a rd m e th o d l に お ける コ ロ ニ
ー 形

成に つ い て

骨肉腫 に お け る コ ロ ニ ー 形成能は 21 検体中15 検体

くn ． 4 ％1 に み られ た もの の ， 感受性判定可能率は
，

2 1 検体中6 検体 く28 ．6 ％1 と 3 割 に満 たな か っ た ． ま

た
，

P E は 0 ． 0 0 3 9 士0 ． 0 0 2 5くm e a n 士 S D l と
，

一

般の病

歴の P E よ り は るか に 低い 値で あっ た く表 3 ン．

2 ． 改良法 に よ る コ ロ ニ ー 形成に つ い て

23 検体 の う ち 2 検体 は
， 単層培養に て増殖が認 め ら

れ なか っ た ため a s s a y へ 導入 で き な か っ た が
，
培養増

T a bl e 2 ． A n ti c a n c e r d r u g s a n d th e ir c o n c e n tr a ti o n s u s e d in vit r o ．

D r u g s
C o n c

喜だ欝
i

蒜ぷ
d i n

A d ri a m y ci n くA D M J

A cl a r u b i ci n くA C RJ

C i s－Pl a ti n u m くC D D Pン

V i n c ri s ti n e くV C RJ

M e th o t r e x a t e くM T XJ
林

A c ti n o m y ci n D くA C Dン

4 －h y d r o p e r o x y c y cl o ph o s p h a mi d e くC P M I

D T I C
綽 ホ

If o s p h a mi d e

0 ．0 4

0 ．2 0

0 ．2 0

0 ．0 1

2 0 ．0 0

0 ． 00 5

3 ． 00

0 ． 10

2 0 ． 00

ポ

u s ed a s hi gh－d o s e c h e m o th e r a p y ．

疎 ヰ
di m e th yl－t ri a z e n o

－i mi d a z ol er c a r b o x a mi d e ．

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 tel y o n e
－t e n th th e p e a k pl a s m a

C O n C e n t r a ti o n i n h u m a n p h a r m a c o k i n e ti c st u di e s ．
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殖可能で あ っ た 21 検体す べ て 5 個以 上 の コ ロ ニ ー 形

成を認 め， 91 ． 3 ％の コ ロ ニ
ー 形成能 で あ っ た

．
さ ら に

30 個以 上 の コ ロ ニ ー 形成は 18 検体 78 ． 3 ％に 認め る よ

うに な り
， 原法 と比較 し感受性判定可 能率は有意に 上

昇 したくp く0 ．0 1う． P E でみ る と ， 0 ．0 16 4 士0 ． 02 1 と

極め て高い 値 を示 す よう に な っ た くp く0 ． 0 1う．

3 ． 改良培養 に よ り ， 実験 に 倶 す る まで に 十分な増

殖くシ
ー

ト状I に 要 した時間 は
， 採 取材 料 を と わ ず

平均18 ． 7 士4 ．4 日 で あ っ た ．

H ．
コ ロ ニ

ー

形 成細胞の 制癌 剤感受性の 検討

各制癌剤 の感受性 を コ ロ ニ ー 形成 抑制率 で 表 わ し

た ．

コ ロ ニ
ー

形成抑制率 くp e r c e n t c ol o n y i n hib iti o n l ニ

トコ三三三表警ゴ警習讐竺慧這うト00く％1

図 4 は感受性判定可能で あ っ た 6 検体 に つ き
， 各々

5 薬剤に 対 して の感受性 を原法と改良法の 両者 に お い

ての 相関を， 7 0 ％コ ロ ニ ー 抑制と 50 ％コ ロ ニ ー 抑制の

T a bl e 3 ． G r o w th o f T C F U s o f o st e o s a r c o m a

2 点 に c u t － O ff p oi n t を設け検討し た もの である
． 70％

コ ロ ニ ー 抑 制 で 感受 性 あ り と 判 定 し た 場合
，
tr u e

S e n Siti v e r a t e 70 ％
，

t r u e r e Si s t a n t r a t e 90 ％で
， 全体

と し て の 相 関は 83 ． 3 ％で あ っ た
． 同様 に

， 50 ％コ ロ

ニ
ー

抑制で感受 性あり と判定 した場合
，
t r u e S e n Sitiv e

r a t e 8 3 ． 3 ％
，

t r u e r e Si st a n t r a t e 9 1 1 6 ％で あり， 全体

の 相関 は8 6 ．7 ％と極め て高い も の で あ り， 70 ％
，
50％

コ ロ ニ ー 抑制 のい ずれ の c u t －

Off p oi n t に お い ても
， 両

者 に お ける感受 性薬剤及 び抵抗性薬剤の 正診率に高い

相関が 認め ら れた くp く0 ． 0い ． ま た
， 両者の コ ロ ニ ー

形成抑制率を 回帰分析 す ると
，

r こ 0 － 7 3 1 の 高い相関を

示 す こ と が明 らか と な っ た く図5 1 ．

一

方 ， 症例 11 に お け る単層培養細胞を用 い
， 1 代，

2 代
，

3 代，
4 代，

5 代及 び 10 代目の 継代培養された

それ ぞれ の細胞群に つ き
，
T C F A に よ る制癌剤感受性

を 9 薬剤 に つ い て検討 した と こ ろ ， p ri m a r y c ultu r e

と して の原法 と
， 第1 代継代培養 く1 st c u lt u r el とし

て の 改良法に おい て
， 両 者は ほ ぼ近似の 感受性を示し

た
．

しか し，
2 代，

3 代 と継代 を重ね る に 従い その感

N o ． o f N o ． of g r o w th N o ． o f g r o w th Pl a ti n g 牛
M e th o d s p e ci m e n 之 5 c ol o n i e sJ d i s h 十 之30 c ol o ni e sノdi s h 十 effi c i e n c y

t e s t e d く％l く％J く％1

S t a n d a rd m et h o d 2 1 1 5 く71 ．41 6 く28 ． 61 0
．
0 0 3 9 土0 ．0 0 25

M o d ifi e d m e th o d 2 1 2 1 く9 1 ． 31 1 8 く78 ． 3l
串

0 ． 0 16 4 士 0 ．0 1 2 1
ヰ

す 5 x l O 5
c ell s pl a t e d p e r d i sh

牛 M e a n 士 S D r
ホ

p く0 ．Ol くsi g n ifi c a n tl y d iff e r e n t f r o m th e s t a n d a r d m e th o dJ

S t 8 n d 8 r d m eth o d

M o d if ie d r n e t h o d S 8 n S iti v o r e si s t a n t

s 8 n S iti v 8

0 仁コ ■ ム 1

■ 1

■ ム

r 8 Si s t a n t

0 ロ ■ 0 亡コ 砂 ム A

0 亡コ ■ ム 1

O Eコ ム ム

0 ロ ム A

t o t 8 l 1 0 2 0

T r u 8 P O Si ti v e r 8 t e 7 ノ1 0 く70 ． 0 ％1 0 v o r 81 I c o r r o 1 8 tio n r 8 t 8 2 5 ノ30 く8 3 ． 3 ％J

T r u e n 8 g a ti v e r 8 t 8 1 8 ノ20 く90 ． 0 ％l S i g n if i c 8 n t C O r r eJ 8 ti o n o c c u r r 8 d くp く0 ． 0 り ．
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S t 8 n d a r d m e t h o d

M o d if i e d m e th o d S 8 n S iti v 8 r 8 Si s t 8 n t

S 8 n S lい V O

0 亡コ ■ ■ ム 1

0 ロ ■ ム 1

0 ■ ム

■

0

r e s I S t 8 n t

CI ■ 1 0 ロ ム A

ロ ム A

ロ ム A

ロ

t o t 8 l 1 8 1 2

T r u 8 P O Siti v 8 r a t e 1 5 ノ1 8 く83 ． 3 ％1 0 v e r 8 1l c o r r 8 l 8 ti o n r 8 t e 2 6 ノ30 く86 ．
7 ％1

T r u e n e g a ti v e r a t 8 1 1 ノ1 2 く91 ． 6 ％l s ig n ifi c 8 n t C O r r el 8 ti o n o c c u r r 8 d くp く0 ． 0 り ．

F i g ．
4

． C o m p a ri s o n o f c h e m o s e n siti v ity o n st a n d a rd m e th o d a n d m o d ifi e d m et h o d b y th e

C u t － Off p o i n t o n 7 0 ％ c ol o n y i n h ib iti o n くal a n d 5 0 ％ c o l o n y i n h ib iti o n くbl ．

S i x o s t e o s a r c o m a s くc a s e l
，
3 － 2

，
5

， 6
－ 2

，
7T 2 a n d ll－1 i n T a b l e ll w e r e st u di ed f o r e a c h 5

d r u g s － I n d i v id u al d r u g s a r e ill u st r a t e d b y d iff e r e n t s y m b o I s
，

r e S p e Cti v el y ニ 0
，

a d ri a
－

m y ci n ニ Ej
，

a Cl a r u bi ci n ニ ー
，

Ci s
－

pl a ti n u m i A
，

V i n c ri sti n e トム
， m e th o t r e x a t e ．

Fig ． 5 ■ R el a ti o n s hi p o f c h e m o s e n si ti v it y b et w e e n

S ta n d a r d m eth o d くx， a n d m o difi e d m e th o d くyJ ．

E a c h p o in t s f r o m F i g ． 4 w a s r e pl o tt e d t o o b t ai n a

m O r e a c c u r a t e r el a ti o n sh i p b e t w e e n d a t a f r o m

th e st a n d a rd m o th o d a n d thi s m et h o d ．

7 51

受 性に バ ラ ツ キ が出現 し
，

原発巣の 性質 は徐々 に 失わ

れ て い く 傾向が う か が えた ． さ ら に 5 代目か ら 10 代目

はほ ぼ同様の 感受性を示 し
，

一 定化す る傾 向を認めた

く図6 う．

考 察

工 ． T u m o r c ol o n y f o r m i n g a s s a y くT C F A I

l ． そ の 概念と歴史

各種の 腫瘍は
，
腰瘍細胞か ら問質構成細胞 に 至 る ま

で種々様 々 な細胞集団の 集大成と し て構成さ れ
， その

中に は
，

その 細胞自身が 分裂増殖 する 能力 くc a p a ci t y

Of s elf －

r e n e W aり をも ち
，

その 結果， 子孫と な る細胞

を増や して い く こ との で きる細胞が 存在す る
．

こ れ は

＋t

t u m o r s t e m c ell
，，

と 呼称さ れ たが
，

この 言葉 は血液

学の 領域 で の 造血 幹細 胞 に な ぞ ら え ， 腫 瘍幹細 胞

圧u m o r st e m c elll と い う概念 で 腫瘍生物学 の 分野で

想定さ れ たも の で ある
1 9J 抑

十 九 S al m o n 8 z H a m b u r g e r
川 2 りは

， 軟寒天培地 内

で コ ロ ニ ー

を形 成す る細胞 をt u m o r c o l o n y f o r m i n g

u nit s くT C F U sl と 呼称 した
．

こ れ と t u m o r st e m c ell

の 両者が 同 一

の もの で ある か は
，

い ま だ仮説の 域 をで

てい な い が
， 幹細胞 と は生体 に お い て腫瘍増殖に あず

か る細胞で あ り
，

コ ロ ニ ー 形成細胞は生体よ り摘 出さ

れ
，
i n v it r o 環境下 に 移さ れ ても な お コ ロ ニ ー

を形成
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しつ つ 増殖能 を示す細胞 で あ ると の 定義221
が

，
最も 明

確 か つ 妥当と 考え られ て い る
．

実験的に は
，
寒天培養 での 確 立 され た H e L a 細胞の

C ell li n e の ク ロ
ー ン化 は P u c h 盈 M a r c u s

Z 3I
に よ り

，

ま た
，

正 常 造 血 母細 胞 の Cl o n al a s s a y は T ill 及

M c C ul l o c h
2 4
牝 よ っ て 開発さ れ た ． そ の 後

，
正 常顆粒

球 ， マ ク ロ フ ァ ー ジ母細胞お よび マ ウ ス 骨髄細胞 を二

重軟寒天培地 に 用い る c ol o n y a s s a y 法 が B r a d l e y 晶

M e t c alf
25J

と ， P l u z ni k 8 t S a ch s
2 61

らに よ っ て 開発さ

れ た ． こ れ ら を契機に
，

A ri z o n a C a n c e r C e n te r の

H a m b u r g e r ら
21
りまヒ ト骨髄腫 中の コ ロ ニ ー

形 成細胞

の培養法を確立 し，
h u m a n t u m o r c ol o n y f o r m i n g

くst e m c ellJ a s s a y と して発表 した
．

そ の 後， 諸家に よ

り次々 に ヒ ト固形腫瘍の コ ロ ニ ー 形成細胞の 培養成功

が報告さ れ
2 7ト 301

，
い ずれ もi n vi t r o 感受 性試験の結果

と 臨床反応が 比較検討され
，

それ らの 高い 相関性が 注

目され る よう に な り
3 1I

現 在に 至 っ て い る ．

2 ． 骨肉腫 へ の 導入

肉腫 へ の T C F A の 導入 は
，

V o n H o ff ら
1 51の 17 例

を含め
，
A ll e y ら

3 21
の 1 5 例 ， 井上 ら

3 31
の 11 例な ど極 め

て少な く
， 特 に 整形外科領域 の 代表的悪性腫瘍で あ る

U

O

三
q
場

長
欄

ト

こ

0
一

8

芸

8
L

中

山

骨 肉腫 へ の 応用 はほ と ん どな い
． これ らの 理 由として

，

非 上 皮性 の 肉腰 細胞 は培 養 が 困 難 で あ る こ と や
，

Cl n o g e n i cit y が低 い こ と
1 71

，
さ ら に は 症例 の絶対数が

少な い こ と が挙 げられ る
． 著者が T C F A を骨軟部肉腫

系 に 応用
， 導入 す る際 に

， ま ず骨 肉腰 を選 択した理由
は

， 第 1 に ，
こ こ 数年来骨肉腰 の 化学療法の 方向が

，

R o s e n ら 叫 の 示 す A D M
，
V C R

，
M T X

，
C D D P を主軸

とす る も の に 定ま っ て きて お り， 臨床的に も飛躍的な

効果 をも た ら して き て い る こ と か ら
，
T C F A の真価の

検討
， 特 に 臨床と の 相関性を知 るう え で好都合である

こ と
， 第2 に

，
実際 の 臨床に お い て

， 前述薬剤に抵抗

性あ る い は耐性を獲得 した と思 わ れ る 骨 肉腫の 肺転移

症例 の 治療 に あた り
， 制癌 剤感受性試験に よる効果的

薬剤の 選 択決定は， 必 要不可欠の 問題 で あり急務を要

す る と い う 点 に あ る
．

II
．
T u m o r c o l o n y f o r m i n g a s s a y の 改良

1 ． 改 良法の 開発

V o n H o ff ら
3 51

は腫 瘍採取材料別 の T C F A に関す

る価値 あ る考察と して
， 胸， 腹水 か らの 材料や広範な

転移巣か ら の 材料は
， 高 い Cl o n o g e n i city を有してい

るが
，

一 方， 原発固形腫瘍の 低 い Cl o n o g e ni city は
， 機

P r i m 8 r Y I st n n d

寓悪臨豊
d

J

m r d IV th V th X th

くg e n e r a ti o nl

C u lti v 8 t e d o st 8 0 S 8 r C O m 8 C ettS

Fi g ． 6 ． R el a ti o n s hi p o f ch e m o s e n siti v it y b e t w e e n p ri m a r y c ult u r e くst a n d a r d m e th o 即 a n d

fi r s t g e n e r a t e d c ul t u r e くm o d ifi e d m e th o dl ． A s p e ci m e n くm e t a st a ti c m a t e ri alJ f r o m a 2 3

y e a r ol d m a n くc a s e 1 11 w a s st u di e d f o r 9 d r u g s ． I n di vi d u al d r u g s a r e ill u st r a t e d b y

diff e r e n t s y m b oI s
，

r e S p e C ti v el y ニ 0
， 卑d ri a m y ci n ニ 砂

，
a Cl a r u b i ci n ニ ム

， Ci s －

pl a ti n u m i X
，

vi n c ri sti n e ニ 0 ，
m eth o t r e x a t e i ホ

，
a C ti n o m y ci n D トム

，
C y Cl o p h o s ph a m i d e ニ ロ

，
D T T C ニ

P
，

if o s ph a m id e ．



骨 肉腫 の tu m o r c ol o n y f o r mi n g a s s a y

械的に固形腫瘍 を分離 し， 単離浮遊細胞 と す る こ と の

困難さ を示す と述 べ て い る
■

その 間題を解決 す べ く，

Sl o c u m ら
抑 や M a c K i n t o sh ら

3 7
恨

， 固形腫 瘍分離に

c oll a g e n a s e
， p r O n a S e

，
D N a s e な どの 酵素 を用 い て 高

い Cl o n o g e n i cit y の 獲得を証明
， 報告 して い る

． 著者も

骨肉腫材料に 対 し， す べ て この e n z y m a ti c al di s a g g r e －

g ati o n m e th o d を用 い て 単離細胞浮遊液 を調整 した ．

また， 高い Cl o n o g e n i cit y を得るた め の 手段と し て
，

C o u r te n a y ら
3 SJ は

，
ヌ ー ド マ ウ ス や 免疫抑制 マ ウ ス へ

の膿瘍移植を試み
，

増殖 し た腫瘍よ り再 び腫瘍細胞 を

詞整し T C F A に 応用 し て い る
．
B ui c k ら

3 91
や ， C a r n e y

ら彗 右 単層培養化す れ ば腰 瘍の 性格は 若干変わ っ て

くるもの の ， 繰り返 し実験が 可能な こ と
，

大量の 材料

を
一 度に獲得 で きる こ と

，
C O n t r OI s t u d y と して絶対的

である こ とを利点と して 挙 げて い る ． こ の よ う に 受 動

的に動物へ 移植した り
，
i n v it r o を経過 させ た り する

ことは
，

腫瘍細胞の コ ロ ニ
ー 形成能の 選 択的陶汰 へ の

誘導で あ り，
そ れ に よ り P E が 高く な る と R o s e n

－

bl u m ら 相 は述べ て い る ．

そこで 著者は， 固形腰瘍と して の 骨肉腫 材料 を単離

細胞浮遊液に した状態か ら
，

い っ た ん 単層培養系 に

移行して 細胞増殖 をは か り
，
再び 単離細胞浮遊液 に 調

整してか ら T C F A を行う ， 新 し い 方法 を 開発 考案 し

た
．

一 般に 単層培養系で は
， 腫瘍細胞 に 混 っ て，

fi b r o
－

bl a st の増殖も さか ん に 認め られ た が ， 本 a s s a y に お

ける二 重軟寒天 培地で は
，

fib r o b l a s t は 二 層の 軟寒天

の境界面に 移行して コ ロ ニ
ー

形 成に は参加 せ ず，
その

増殖が抑制さ れる 方向に 働い た
刷

．

原法と改展法の Cl o n o g e n i cit y を コ ロ ニ ー 形成能，

感受性判定可能率，
P E に よ り比 較検 討 し た ． その 結

軋 コ ロ ニ ー 形成能 は 原法の 71 ． 4 ％に 比 し， 改良法

の91 ．3 ％とか なり上 昇を 示 した
， 特 に

， 感受 性判定可

能率は原 法 の 26 ．6 ％に 対し， 改良法の 78 ．3 ％と明 ら

かな差を認め た ． 同時に P E も 0 ． 0 0 3 9 士 0 ，0 0 2 5 か ら

0 ■0 164 士0 ． 0 12 1 と有意に 上昇 し
，
癌腫 の そ れ に 匹 敵す

る有意義な値を得た ．

2 ． 改良法の 確立

TC F A に お い て コ ロ ニ ー は
， 単 一 細胞 の 繰 り返 さ れ

る細胞培化に よ り形 成さ れ るが
， 中に は腫 瘍 に 混在し

た造血系の幼君 細胞 くマ ク ロ フ ァ
ー

ジ
，

リ ン パ 球， 顆

粒恥 も ー 部 く約 2 0 ％ン に コ ロ ニ ー

を形成 しう ると さ

れている
3 6l

． こ れ らの 細胞が c o n d iti o nirl g f a c t o r と し

て作用 する こ とは
，

H a m b u r g e r ら
2 8

切 研究 に お い て
，

マ ク ロ フ ァ
ー ジを完全 に 除去 し た材 料で は

，
T C F U s

のコ ロ ニ ー 形成能が低下す る こと で 示 さ れ た
．
す なわ ち，

マ クロ フ ァ
ー ジは s ol u b l e f a ct o r を通 して

， 免疫細胞
とT C F U s の 両者の 増殖 を制御 し

， 誘導す る
H

両刃 の

753

剣
，
，

であ る と述 べ て い る ． これ らの 事実をふ ま えて ，

30 個以 上 の コ ロ ニ ー 形 成を得 た も の の み を制癌剤感

受性判定可能と す る こ と は
， 理 論的で ある と考 え られ

る
．

形 成さ れ た コ ロ ニ ー

を P a p a n i c o l a o u 染色 した と こ

ろ
，
ノ骨肉腫 細胞 の 同定 こ そ不能 で あっ た が

，
N ノC 比 ，

核の 大小 不 同な どの形態学的検索に よ り， 腫瘍細胞 よ

り成 る こ とが 証明さ れ た ．

原 法と 改良法の 制癌剤感受性の 検討 で は
，

70 ％お よ

び 50 ％ コ ロ ニ ー 抑制 に お い て c u t ． off p oi n t を設 け評

価し た結果
，

い ずれ に お い て も， 両者は感受性薬剤お

よ び抵抗性薬剤の 正 診率に 相関が認 められ た ． また ，

回帰分折 に お い て も両 者に 高 い相関性が認め られ た こ

と よ り， 改良法の 制癌剤感受性試験の 結果は
，
原法の

それ を適確 に 反映す るも の と 考え られ た
．

さ ら に
， 骨肉腫 継代培養過程に お ける制癌剤感受性

の 変化を み ると
， P ri m a r y c ul t u r e の 腫壕細 胞 と 継代

培養さ れ た腰癌細胞の 両者 は
， 1 旬 2 世代の 継代で あ

れ ばほ ぼ同等の制癌剤感受 性 を示 した こと も ， 改良法

が T C F A の
一

方法と して 有用 で ある こ と を示 唆 す る

重要な傍証に な る と思 われ た
．

以 上 よ り コ ロ ニ ー 形成能 が 高く， P E も癌腫 に 匹敵

する 高さ を有 し
，

か つ
， 制癌 剤感受 性性も原法と ほ ぼ

同等で ある こ とが 判明 した こ と よ り
，
改良法 は

， 骨肉

腰 に お け る T C F A と して十分に そ の 意義 を満た す も

の と考 えら れ た ．

m ． T C F A の 問題 点と将来の 展望

臨床 に応用 しう る制癌剤感受性試験の 条件と し て
，

1う 正 確に 臨床効果 の 予 言性 の あ る もの で ある こ と
，

21 比 較的簡便 で か つ 迅速に 判定で きる もの であ る こ

と
，

3う少 な い 臨床 材料 で も実施可能で ある こ と， 4 I

種 々の 制癌剤 に応用 可能で あ る こ と
，

5う 評価が 客観

的で ある必 要が あ り
， 試験の 成功率が 高い こ と， な ど

が あ げられ る
．

T C F A は
，
前述 5 条件は ほぼ 満た して い る と思 わ れ

る が
， 骨肉腫 を対象 と した場合，

コ ロ ニ ー 形成能お よび

P E の 低さ が最 も大 き な壁と な っ て い る ． こ れ ら を高

める 方法と して
，
低酸素濾度に お ける培養 榊 4I

， 上 層の

培地 を液体培地 とす る 方法45
や

，
C ell f r e e a s cit e s を

培地と し て使用 す る方 法吋 な どが行わ れ報告さ れ て い

るが
，

い まだ有効な 成果を上 げる に い た っ て い な い
．

著者の 方法は これ らの 障害を克服 し
，

か つ 臨床反応 の

予 言性 も高く ， 生 検 な どの 少な い 臨床材料か らで も
，

単層培養 を経 て 多量 の 細胞が獲得 でき， T C F A へ 実施

可能と な っ た こ とが 示 さ れた
． しか しなが ら

， 第 2 の

条件で あ る時間的猶予 に 関して は
， 従来の 方法よ り も

さら に 平均 18 ． 7 日 を要す る こ と は
， 今後の 問題点と し
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て さ ら に改良 の余地が 残さ れ て い る ． T a ni g a w a ら
4 71

は
，

T C F A の培養 手技 と a u t o r a d i o g r a p h y の 利 点 を

応 用 し
，

コ ロ ニ ー 算 定 以 外 の 立 場 よ り 評価 を 行 う

s ci n till a ti o n a s s a y を試み て お り
，

腫瘍採取 5 日後 に

制癌剤 の 作 用 機序 に 関係 な く 結果 が判 定可能で あ る

くr a pid a s s a yl こ と を強調 して お り
， 傾聴す べ き で あ

ろう ．

一

方 ，
i n vi t r o 制癌剤感受性試験 に お い て

， 検討薬

剤の 濃度や 薬剤 との接触時間の 設定は重要な 問題 であ

る ． 著者 は
，

ヒ ト に 対す る化学療法時の腫瘍内濃度 に

準拠 し
，

よ り 臨床 に 近 い 環 境 と し て 決 定 し た V o n

H o ff
l 封

の方法 に従 い， ヒ トに 投与 され た 際の 血中最高

濃度 の約 1ハ0 の 浪度 を標準値 と して設定 した
． 実際に

こ の演度は， O n e Sh o t 静往時の P －

p h a s e 起始 部に お け

る濃度 に ほぼ
一 致 し， また

，
1 時間接触 に よる細胞死

の 検討は
，

C X T く血中濃度と 時間の積フが 腫瘍細胞 の

殺作用効果 と最も相関す る と い う 点か ら
， 合理 的な設

定条件欄
と い え る ．

もう
一 つ の問題点 と して

，
m a S k ed c o m p o u n d へ の

対処が あ げら れる
．
著者 は活性型の C P M を使用 して

い る が
，

今後の課題 と して残 され る で あろう ．

さ ら に 重要な問題 は
，

e n Z y m a ti c al di s a g g r e g a ti o n

を用 い る 方法で あ っ て も 完全 な単離細胞浮遊液 を作成

す る こ と が 困難で あり， C ell a g g r e g a t e s が種 々の 割合

で含 まれ る こ とが不 可避で あ る点に あ る
．

こ れ ら が

コ ロ ニ
ー

算定上 の誤差 の 1 つ とな る こ とが 指摘され て

い る が 欄
， 改良法の 単層培養 系 を介す る 操作 は，

C ell

a g g r e g a t e s の 浪人 を最少限に 阻止 し，
コ ロ ニ ー 算定の

f al s e p o siti v e を未然に 防 ぐ こ と に 貢献 し て い る もの

と思わ れ た
．

今後，
臨床の場で 骨肉腫 の 制癌剤感受性試験と して

本法 を用 い てい く方針で あ る が
， 同時に

， 骨肉腫 の み

な ら ず， 広く整形外科領 域の 骨 ． 軟部に 発生す る肉腫

系に も改良法 を応用 し， そ の 有用性 を検討 した い
．

結 論

著者は骨肉腫の 制癌 剤感受性試験と し て 1 5 症例，
2 3

検体 を用 い て
，
T C F A の 原法お よび 新 しい 改良法を行

い 以下の結論 を得 た
．

1 ． T C F A の た めの 細胞を収集す る に あた り
，

い っ

た ん単層培養 を行っ た上 で
， 再 び腫瘍瀾胞 を獲得し，

a s s a y に 用 い る 方法と して 新 し い 改良法 を開発 した
．

2 ． 庶 法 で は コ ロ ニ ー 形 成 能は 71 ． 4 ％
， 感受性判

定可能率 28 ．6 ％，
P E O ． 0 03 9 士0 ． 0 0 2 5 で あ っ たが

， 本

法 で は コ ロ ニ
ー 形成 能 91 ．3 ％， 感 受 性判 定 可 能 率

78 ． 3 ％，
P E O ． 0 1 64 士0 川12 1 と有意 に 上 昇 し

， 特 に 感受

性判定可能率が 上昇 した こ と か ら感受性試験と して十

分に 有用 と考 えら れ た ．

3 ． し か し な が ら本 法 で は原法に 比 し
， 単層培養

の た め に
，

さら に 18 － 7 士4 ． 4 日 を費す 必 要が あっ た
．

4 一 本法 に お ける制癌剤感受性の 結果は
， 原法のそ

れ と ほ ぼ
一 致 し た結 果 を示 し た こ と か ら

， 骨肉腫の

T C F A の 一 方法 と して用 い う る も の と思 われ た
．
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