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金 沢大 学十全医学会雑誌 第94 巻 第 1 号 2 ト 38 く19 8 引

ヒ ト腎熔細胞株 くN C C － n u 細胞1 の 樹立お よび

そ の 玩 乙東 川 抗痛剤感受性 と温熱療法効果

金沢大学がん 研 究所外科部 住 任 二 部 桝l 儀 教授I

沢 口 潔

く昭和6 0 年 1 月1 4 日受 付ラ

21

本研究 は
，
臨床的ア プ ロ ー チ を 削勺と して ヒ ト癌細胞の ど調 む加 に お ける そ の 生物学的特性お よ び

抗癌剤， 温度 に 対す る感受性 に つ い て検討 した ． 手術 に よ り摘出後 ，
ヌ ー ド マ ウス くB A L BI C ， n uノn ul に

移植 し た腫瘍組織 を用 い ， ヒ ト腎癌由来細胞培養株くN C C ．

n u I を新 しく樹立 した．
こ の細胞株 をダ ル ベ ツ

コ ー

の イ
ー

グ ル 変法培地で培養 した と こ ろ， 多角形の 上 皮性細胞が 一

層の 増殖を示 し， 所々 に 巨大細胞の

混在 を認め た ． 細胞倍加時間は 2 7 時間で
，
コ ロ ニ

ー

形成率は約 50 ％で あ っ た ．
コ ロ ニ ー 性ク ロ ー ニ ン グで

分離 し た 7 株 の ク ロ ー ン は
，
その母細胞で あ る非 ク ロ ー ン細胞 に 比 べ て細胞倍加時間は 亜 時間以 上 と 長

く
，
ま た コ ロ ニ ー 形成率 も 5 へ 2 5 ％と低か っ た ． 染色体の 分析 は継代38 代と 84 代 で行 っ た ． 両代 とも に

モ ー

ド は 64 で
， 染色体は人 型 を示 す低三 倍性で あ っ たく64 X X Y う． ヌ ー

ド マ ウス へ の 再移植 に よ り境界明

瞭な腫 瘍 を形成 し
， 組織像は その と 卜原腫瘍 と同様で あ っ た

．
さ ら に

，
コ ロ ニ ー 形成法 を用 い て

，
ア ドリ

ア マ イ シ ンくA D M l ， マ イ ト マ イ シ ンくM M Cl ， お よ び カル バ ジ ー ル キ ノ ンくCQ l の N C C － n u 細胞 と H e L a

細胞 に 対す る殺細胞効果 を比 較検討 し たと こ ろ
，
これ ら薬剤の両細胞株に お ける 濃度依存曲線 は e x p o n e n －

ti al d e c r e a s e ty p e を示 した ．
2 時間ま た は 6 時間処理後 の 50 ％お よ び 90 ％増殖阻止漉度 く1C 5。， I C ，。l

は
，
C Q が両細胞 に 対 し最も殺細胞効果が高か っ た ． しか し th e r a p e u ti c i n d e x く臨床投与濃度II C 9。1 で は

A D M が N C C － n u 細胞に 対 し最も効果的で あ っ た ． さ ら に l o w g r a d e h y p e rth e r m i a く39
0

C お よ び 4 2
0

C
，

2 時間処郵 と A D M お よ び CQ に よ る抗癌剤 との 併用 で 相乗的殺細胞効果 を示 し将来的に 温熱化学療法

の 有効性 を示 唆 する も の で あ っ た
．

K e y w o r d s cl e a r c e11 c a r ci n o m a ， h u m a n r e n al c ell li n e ， H e L a c ell ，

i n u it r o c h e m o s e n siti vit y ， l o w g r a d e h y p e rt h e r m i a ．

1 9 0 7 年
，
H a r ri s o n

1 7 に よ り始 め ら れ た組織培養 は，

そ の 後， C a r r el ら21 に よ り と 卜悪 性腫 瘍培養 が試 み ら

れ
，
19 5 2 年 G e y ら

318こよ り黒 人 子 宮頸癌由来の H e L a

細胞株 の 樹立 に 成功 した．
こ れ を契機 と し て ヒ ト悪 性

腫瘍由来株の 樹立 が数多く報告 さ れ4 卜 引
，
こ れ ら は悪

性腫 瘍 に 関す る生化学， 免疫学
，
ウイ ル ス 芋な 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

で寄与 する と こ ろ大 で あ っ た
．
さ ら に

，
19 5 6 年 P u c k

ら
7I が 培養細胞 を用 い て の 玩 z厨 川 コ ロ ニ ー 形成法 に

よ り放射線の 生物物理学的作用 の 定量 化に 成功 して 以

A b b r e vi a ti o n s 二 A D M
，
a d ri a m y ci n ニ A F P ，

来， 抗癌剤の 殺細胞効果の 定量化
8 ト 岬 に も応 用 され ， 抗

癌剤研究 に 重 要 な方法と し て用 い られ て い る
．

一 方
， 今日 の 癌化学療法の 進歩発展は， こ れ ら培養

細胞や実験動物 を用 い て， 腫 瘍に 対 して選 択的に はた

らく抗癌剤 を開発す る こ と と， それ ら抗癌剤の よ り効

果 的な利用 法 川 の 二 者 に 負う もの と考 えら れ る． こ れ

らの 中 で ， 抗癌剤 の 剤型 転換
1 2 ト 1 什や非抗癌剤と の 併

用
1 5 ト 嘲
な どの 試み の ほか に

，
比較的古くよ り 行わ れ て

き た 温熱療法
2 0 ト 22 や 他 の 治療法2 3ト 2 5コと の 併用 に よ る

増感効果現象も試み ら れ， 臨床的に も効果 を上 げつ つ

a
－f et o p r o t ei n ニ C E A ， C a r Ci n o e m b r y o n ic a nti

－

g e n 三 C FI
－ 1 5

，
C o n n a u gh t M e di c al R e s e a ch L ab ol a t o r y ． 1 06 6 c o nt ai n s 1 5 ％ f et al b o vi n e s e r u m

a n d i n s ulin i C M R し 10 6 6 ， C o n n a u gh t M e dic al R e s e a ch L ab ol a t o r y －1 0 6 6 ニ C Q ， C a r b a zilq ui n o n i

C T
，
C O m p u t e d t o m o g r a p h y ニ D F － 5 ， D ulb e c c o

，

s m o difi e d E a gl e
，

s m e d i um C O n t ai n s 5 ％ f et al



2 2 沢

ある．

以 上 の事 実を踏 ま え， 著者は ヒ ト癌細胞 の単層培養

を試 み， 1 例 の腎癌由来細胞株 を樹立 しそ の 性状 に つ

い て検討 した． さ らに ， その 新樹立 化細胞の コ ロ ニ
ー

形成法 に よ る抗癌剤のi n vi t r o に お け る殺細胞効果 お

よ び 加温 の 併 用 に よ る抗癌剤増感作 用 に つ い て ，

H e L a 細胞 と比較 しつ つ 実験 して 得た結果 に つ い て以

下 に 報告す る．

材料お よ び方 法

工 ． 材 料

59 才男性， 左腹部巨大腰痛 の た め当科受診 し， 超音

波， C T ス キ ャ ン ， 血管造影 で腎癌 と診断 し， 1 9 8 3 年

4 月 18 日左 腎摘出術 を施行 した ． 腫 瘍 は 21 X 1 7 X l O

c m で 肺臓， 大腸， 横隔膜 に 直接浸潤 し， 重 量 17 5 0 g で

あ っ た
． 術後の病 理学的検索よ り こ の 腫瘍 は腎淡明細

胞痛 くG r a w it z
，

s t u m o rJ と診断さ れ た ．

摘 出腫瘍 の 一 部 をヌ ー

ド マ ウス 5 匹 に 移植 した と こ

ろ
，
1 匹 に 生者 し， そ の継代 1 代目の腫瘍 を培養出発

材料 と して使用 した ．

工1 ． 癌細胞単離法

M i y a z a k i ら
2 の
の 肝細 胞単離法 に準 じ て 行 っ た ．

ヌ
ー

ド マ ウス を エ
ー

テ ル 麻酔後屠殺， 皮膚 を アル コ ー

ル で 消毒 し， 無菌的 に 血管， 結合組織を な る べ く除去

しな が ら腫瘍を摘出した． 摘出 した 腫瘍 を ハ ン クス 液

に 入 れ， 腫瘍中心 壊死 部を 除去 し， メ ス 2 本 で 可及 的

す み や か に 1
へ ノ 2 m m 角に 紙切 した ． そ の後 0 ． 5 m M

e th yl e gl y c o l －b i s くP －

a m i n o e th yl e th e rつ N N
，
一t e t r a ，

a c e ti c a cid くE G T A l くSi g m a ， C h e m ． C o ．
，
U ． S A ．1

を加 えて p H 7 ．4 に 調整した ハ ン ク ス 液 くC a
＋ ＋

，
M g
＋ ＋

f r e el くGib c o
，
C o ．

，
U ． S ． A ．1 に て 4

0

C 3 0 分間洗浄 し

た．
5 0 X g ， 5 分間低速遠心上清除去後， 0 ． 0 5 ％ コ ラ ゲ

ナ ー ゼ くt y p e I V ， S i g m a ， C h e m ． C o ．
， U ． S ． A ．1 を加

え た ハ ン ク ス 液で 37
0

C 3 0 分間振逢 し， 消化 を行 っ た ．

そ の 後 E G T A を加 えた ハ ン ク ス 液 くC a
＋ ＋

，
M g
十 ＋
f r e el

で再度洗浄し， 低速 遠心 上 浦除去後 デ ィ ス パ
ー ゼく100 0

p ul m l ニ 合同酒精社， 東京1 で 37
0

C 30 分間振漁 消化 を

行 っ た ．
つ い で 充分な ピペ ッ テ ィ ン グ を行 い ， ナイ ロ

ン ス ト ッ キ ン グ で濾過 し， 濾液 を 50 X g の 低速遠心 で

5 分間 3 回繰 り返 し洗浄 して 腫瘍細胞 を単願 し た く図

1 1
．

単離細胞は ト リ バ ン プル
ー

を用 い て 染色 し， 非染細

口
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阜
m ln C e

l
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具
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－
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t o r 3 0 m h ．

r a ti o n

n y1 0 n 5 t O ki n g

C 虐nt rif u g ati o n

－
サ
O

l

t
引

l S

C

5 0 x g I o r 5 m im

l a t e d c a n c e r c ell
C O U nt C e川 n u m b e r

C ult u r e

F i g ． 1 ． I s ol a ti o n a n d p r e p a r a ti o n o f N C C
－

n u C ell s

f r o m t u m o r ti s s u e s ．

胞 を生細胞 と して血 球計算板 で計測し た．

I工l ． 初代培 養

1 ． 培 養 液

85 ％D u l b e c c o
，

s m o d ifi e d E a g l e
，

s m e d i u m

くD M E M H 日水製薬， 東京l ， C M R L －1 06 6くGib c o ， C o ． ，

U ． S ．
A

．1 お よ び R P M I
－1 6 4 0 くGib c o ， C o ． ， U ． S ． A ．1 と

15 ％f e t a l b o vi n e s e r u m くF B Sl くGib c o ， C o ． ， U ． S ．

A ．う よ り成る培養液に 抗生剤 くカ ナ マ イ シ ン 10 0 月gノ

dl ， フ ア ン ギ ゾ ン 0 ． 1 C qld ll さ らに 使用 直前イ ン ス リ

ン 0 ． 8 Uノn ll を追加 した 3 種の 培養液を使 用 した く以

下そ れ ぞ れ の 培養液 を D FI －1 5 ， C FI －1 5 ， R F I － 15 と略

すう．

2 ． 培 養 法

そ れ ぞ れ の 培養液で 単離生細胞数 50 X l O 4 c ell sl m l

の 細胞 浮遊液を作成 し， pl a s ti c fl a s k くF al c o n ， C o ．，

b o v i n e s e r u m 三 D F
－ 1 0

，
D l u b e c c o

，

s m o d ifi ed E a gl e
，

s m e di u m c o n t ai n s l O ％f et al b o vin e s e r u m ニ

D F I － 1 5 ， D ulb e c c o
，

s m od ifi e d E a g le
，

s m e di u m c o n t ai n s 1 5 ％ f et al b o vi n e s e r u m a n d i n s uli n 三

D M E M
，
D u lb e c c o

，

s m o difie d E a gl e
，

s m e di u m ニ E D T A ， e th y l e n d ia m in e t e t r a a c e tic a cid ニ

E G T A
，
e th y l e n g l y c ol

－ bi s くガー a m i n o e t h y l e th e rl N N
，
－t e t r a a C e tic a cid ニ F B S ， f et al b o vi n e
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301 31 に 5 m l づ つ を分注 して 37
0

C 湿潤， 5 ％C O 219 5 ％

a i r 下 に 初代培養を行 っ た ． 培養液 の 交換 は培養開始

3 日 目 に初 め て行い
，
以 後2 日 に 1 度半量 ず つ 交換 し

た
．

IV ． 継代培 養

1 ． 培 養 液

継代 1 代よ り 8 代ま で は初代培養 に 用 い た D F ト15
，

C F ト15 及 び R Fエー1 5 を使用 し た．
7 代以 後 はイ ン ス リ

ン の 使用 を 中止 し， 85 ％D M E M と 15 ％F B S より な る

培養液 を使用 し た
．
さ ら に 30 代 以 後 は血清濃度 を

10 ％ に 減少 した 9 0 ％D M E M と 10 ％F B S よ り な る培

養液 のF －1 0う に 切り替 えた ．

2 ． 培 養 法

0 ． 0 2 ％ e th yl e n e d i a m i n e t e t r a a c e ti c a ci d くE D T A l

と 0 ． 0 2 5 ％ト リ プ シ ン のif c o
，
U ． S ． A ．1 を用 い て細胞

浮遊液 を作製 し
，
1 こ 2 又 は 1 ニ 3 s p rit で 3 日 よ り

5 日 に 1 回継代 を行っ た ． 培養条件 ほ， 開放系く37
0

C
，

湿 潤
，
5 ％C O 21 9 5 ％ai rl と 閉鎖系く37

0

Cl と で行 っ た ．

V ． 細胞増殖曲線の 測 定

継代培養後 3 日 で 70 旬 8 0 ％に c o n fl u e n t と な っ た

細胞 を E D T A ， ト リ プ シ ン で 剥離 し
，
パ ス ツ

ー ル ピ

ペ ッ トで充分 ピペ ッ テ ン ダ を行 い ， 細胞浮遊液 を作成

し た
．
こ の 細胞浮遊液を 10 4 c ell sl m l に 希釈 し た後，

F a l c o n ti s s u e c ult u r e di s h 30 0 1
， 直径 20 m m に 2 m l

づ つ 分 注し培養 した ． 培養開始6 時間又 は 10 時間後 よ

り 8 日後 ま で E D T A と トリ プ シ ン を用 い て
， 毎 日経

時的 に di s h 3 枚づ つ か ら細胞浮遊液 を作成 し た． そ の

生細胞数を ト リバ ン プ ル ー 染色 に よ り， 血 球計算板 で

計測 し， そ の 平 均値を プ ロ ッ ト した ．

Vl ． 光顕 観察

各代の 生細胞 を倒 立位走査顕 微鏡 で 観察 し たほ か ，

L a b ． T e k
，
4 8 0 4 くM il e s

，
L a b ．

，
I ll C ．

，
U ． S ． A ．1 で 培養し

た 細胞 に へ マ ト キ シ リ ン ー

エ オ ジ ン 染色， P e ri o di c

A ci d S ch iff 染色 くP A S 染色j ， ズ ダ ンIII 染色 を行 い 観

察 した ．

VIl ． 電顕 観察

di sh 内に 培養 した細胞 を2 ．5 ％グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ

ド液 4
0

C 3 0 分間固定後
，
0 ． 1 M カ コ ジ

ー ル 酸緩衝撒で

洗浄 し， 2 ％ 匹l 醇 化 オ ス ミ ウ ム で 固定 した． 固 定し

た 細胞 を E p o ll で 包埋 後di sh 面よ り用 手 的に 剥が し

細胞付着面 に 水平 に ダイ ヤモ ン ド カ ッ タ ー を用 い て 標

本 を作成 し， 2 ％酢酸 ウ ラ ン 水溶液 で 染色 し観察し た．

2 3

用 ． 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

95 ％以上 の si n gl e c e11 s u s p e n si o n と して ， ト リバ ン

プル
ー

染色 より総生細胞数 を算定 した． これ を培養液

で 希釈 し， F al c o n ti s s u e c ult u r e di sh 3 00 2 ， 直径60

m m に 3 m l ずつ 分注 し， 37
0

C
，
5 ％C O 2J 9 5 ％ai r で 8

日間培養 した ． つ い で
， 培養液を捨て， 1 0 ％ホ ル マ リ

ン で 固定後， 1 ％クリ ス タ ル バ イ オ レ ッ トで染色 し，

3 0 個以 上 の 細胞 よ り な る コ ロ ニ ー

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

求 め
，
コ ロ ニ

ー 形成率 と し た． 植 え込 み細胞数 は各

di sh l O O 個
，
2 0 0 個， 4 0 0 個 と し， それ ぞれ 3 枚 ずつ の

di sb の 平均 よ り求めた ． なお
， 培養液は D F －1 0 を使肘

した
．

IX ． 細胞 の ク ロ ー ニ ン グ

こ の ク ロ ー ニ ン グは 既報
271の コ ロ ニ ー 性 ク ロ ー ニ ン

グ法に 準 じた． 前記 コ ロ ニ ー 形成法と同様 に 50 c ell sノ

di sh の 細胞 を F a l c o n pl a sti c d i sh 3 0 02 に 植え込 み コ

ロ ニ
ー 形成 を行わ せ た．

つ い で純水 で処理 した濾紙細

切片く1 m m 角1 に 0 ． 0 2 ％ト リプ シ ン を浸 した も の を

あ ら か じ め倒立顕微鏡下に di sh の 裏 面よ り 印 した 目

的の コ ロ ニ ー

上 に数分の せ て作用 させ た
．
そ の 濾紙片

を別の シ ャ ー レ の 培養液の 中で 振り， 吸着 して い る細

胞 を剥が し， その ま ま静置培養 して再度 コ ロ ニ ー 形成

を行 っ た ．
こ の 操作 を 3 回繰 り返して 行い ， コ ロ ニ

ー

性 ク ロ ー ニ ン グ を した細胞と した．

X
． 染色体分 析2 81

培養 2 日 日の 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
， 和光製薬， 大阪ン を加え て

2 時間培養 した． その 後 E D T A
，
トリ プシ ン を用 い て

細胞 を単離 し， ギム ザ染色で は 1 ％ク エ ン酸 ソ ー

ダ水

で
，
G バ ン ド染色 で は 0 ， 0 7 5 M ヘ ノ0 ． 01 6 M

，
K Cl を用 い

て低張液処 理 を行 っ た ． 細胞固定 はカ ル ノ ア 液 で 行い ，

1 0
6
c ell s l m l の 細胞 を浮遊さ せ ス ラ イ ド グ ラ ス に 滴

下 し た． ギ ム ザ染色に は ガ ス バ ー ナ ー に よ り乾燥 し，

G バ ン ド染色に は自然乾燥 を行っ た ． G バ ン ド染色は

さ ら に 0 ． 1 ％トリ プシ ン にて1 分処理後 ギム ザ頼 で 染色

し た． 観察は 光学顕微鏡400 倍又 は 10 0 0 倍に て写 真撮

影 を行 っ た ．

刀 ． ヌ ー

ド マ ウ ス 戻 し移 植

E D T A
，
ト リ プ シ ン で細胞浮遊液 を作製 し， 培養液

0 ．2 m l に 目 的 数 の 細胞 を浮遊 さ せ， ヌ
ー

ド マ ウ ス

S e r u m i 工C 5 0 ， 5 0 ％ g r o w t h i n hib it o r y c o n c e n t r ati o n ニ工C 9 。 ， 90 ％ g r o w t h i n hibit o r y c o n c e n t r a
－

ti o n こ M M C ， m it o m y ci n C ニ P A S ， p e ri o di c a cid S c hiff ニ R F I － 1 5 ， 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 －1 06 6 c o n t ai n s 1 5 ％ f e t al b o vi n e s e r u m a n d i n s u li n 三 R P M I －1 06 6 ， R o s w ell P a rk

M e m o ri al I n st it u t e M edi a － 1 0 66 三S ． R ．

，
S u r Vi v al r a t e ．
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C B A L B J C ， n uノn ul の 大腿 筋内に 皮内針を用 い て接種

した ． 細 胞数 は 50 X l O 4
，
1 0 0 X l O 4

，
2 5 0 x l O

4
， C ell sl

m o u s e で 各群 1 匹 か ら 5 匹 を 用 い て 2 回 の 移植実験

を行 っ た ．

孤 ． 抗癌剤殺 細胞効果 測定
8 ト 州

一

般 に 濃度依存性と考 え られ る マ イ ト マ イ シ ン C

くM M Cl
，
ア ド リア マ イ シ ン くA D M l

，
カ ル バ ジ

ー ル

キ ノ ン くC Qン に つ い て コ ロ ニ ー 形成法に よ り腎細胞癌

くN C C － n ul お よ び， H e L a 細胞 を用 い て 検 討し た． 培

養液 は N C C －

n u 細胞 で は D F － 10 ， H e L a 細胞 で は 95 ％

D M E M に 5 ％F B S を加え たくD F － 51 も の を使用 した．

い ず れ も対数増殖期の 細胞 を用 い て 200 個 の 細胞 を 3

m l に si n gl e c e ll s u s p e n si o n と して 浮遊させ F a l c o n

pl a s ti c di s h 3 0 0 2 に 分注 した．
3 7

0

C
，
5 ％C O 2 下 に 2 4

時 間培養後， 高濃度よ り倍々 希釈さ れ た抗癌剤含有培

養液 と交換 して
，
2 時間お よ び 6 時間培養 した ．

つ い

で 培養液 を除去 した後
，
ハ ン ク ス 液 で 3 回洗浄 し， 以

後抗癌剤 を含 ま な い培養液 に て 7 日 間培養 した ． 対照

と し て の抗癌剤無処置群 も同様 の 洗 浄 と培養液交換 を

行 っ た ．
8 日目 に 培養液 を除去 し

，
1 ％ク リス タ ル バ

イ オ レ ッ トに て染色 し， 各di s h の 細胞 数30 個以 上 よ

り な る コ ロ ニ
ー 数 を倒立 顕 微鏡下 に 測 定 した ． 各実験

は t ripli c a t e に て 行 い ， 同様 の 実験 を 3 回 く り返 し

行 っ た ． 各濃度 に お け る s u r vi v a l r a t e くS ． R ．1 は次の

式よ り 算出した ．

S ． R
．く％ユニ

処置群 の コ ロ ニ ー 数

無処置群 の コ ロ ニ ー 数
X l O O

こ の 式 よ り得 られた 値 を p r o b it 値 に 変換 し， それ ぞ

れ の 回 帰直線よ り 生存率 50 ％お よ び 90 ％ の 殺細胞効

果 を示 す薬剤濃度 をI C 5。値 く50 ％g r o w th i n h ib it o r y

C O n C e n t r a ti o nl ， I C 9。値 C9 0 ％g r o w th i n h ibi t o r y c o n －

C e n t r a ti o nj と して 求 めた．

ヱm ． 温 度感受性

N C C ． n u 細胞 と H e L a 細胞 を用 い 抗癌剤殺細胞効

果測定 と同様に di sb あ た り 20 0 個 の 細胞 を植 え 込 み ，

3 7
O

C ， 5 ％C O 2 下 に 24 時間培養後， 39
0

C お よ び 42
O

C の

炭酸 ガ ス 培 養装置内で 2 時間 よ り 12 時間の 加温 を行

い
，
その 後再度 37

0

C 下 に 7 日間の 培 養を行 っ た ．
8 日

日 ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト で染 色し， コ ロ ニ ー 数を測

定 し た． 本 実験 も tri pli c a t e で 3 回 く り返 し行 い 各加

温時間 に お け る s u r vi v a l r a t e を算出 した．

X IV ． 抗癌剤の 加 温 に よ る増感作用

N C C －

n u 細胞 に つ い て 抗癌剤殺細胞効果 と 同様 の 方

法 を用 い ， さ ら に 抗癌剤作用時に あ ら か じめ 37
0

C に 加

温 した 培養液 に 使用直前 に 抗癌剤を希釈 し， 3 9
0

C お よ

び 42
0

C の 培 養装置内 で 2 時間 お よ び 6 時 間の 培養 を

行 っ た．

成 績

1
．
ヒ ト腎 癌細胞 株の 樹立 過程

ヌ
ー

ド マ ウ ス腰 瘍よ り 単離 され た 癌細胞 を D Fエー15 ，

C F I － 1 5 ， R F I－1 5 それ ぞ れ で 生 細胞数 50 x lO
4
c ell sノ

m l の 細胞浮遊液 を作成 し， 初代培養 を行 っ た ．
3 種培

養液と も に 細胞は
一

層の 敷石 状 に 付着 し た． 培養液の

交換は， 培養開始3 日目に 初 めて 行 い 以 後培養液を 2

日に 一 度半量 ず つ 交換 した．
1 回 目の 継代 は初代培養

開始後 4 日 目よ り 1 1 日 目ま で に 行 っ た ．

継代後， 3 種の 培養液す べ て に お い て 細胞 の 増殖 を

認め た が， R F ト15 で は他2 種培養液に 比 し て 極め て 増

殖が遅 く， ま た D F I － 15 と C F I －1 5 と で は増殖 に 差は見

られ な か っ た
．
さ ら に イ ン ス リ ン 含有 の 有無で も差 は

な く
，
7 代以 後は 15 ％f e t al b o vi n e s e r u m を含有し た

D M E M の み を使用 し た． 継代 30 代以 後 は血 清濃度 を

下げ て D F －1 0 を使用 し た が 細胞増殖 に 影 響 は な か っ

た ． さ ら に 培養条件 を変更 して H a m
，

s F － 12 に 10 ％

c alf s e r u m を加 えた 培養液で は増殖が 悪 か っ たの で ，

こ の 培養液の 継続使用 は行 わ なか っ た ．

開放系 と閉鎖系何れ に お い て も 増殖 に 大差 は見られ

ず ，開放系と 閉鎖系の 両 方で 培養を続 け た． 継 代は 1．
二

2 ま た は 1 ニ 3 s p ri t で 3 日 よ り 5 日 に
一 度行 い ， 現

在
，
培養開始4 5 0 日 を， 継代 1 20 代 を超 え安定し た増

殖を示 して お り， こ の 細胞株 を N C じ n u と命名 し た．

H ． 樹立 化 細胞 くN C C 刊 tり の 性状

1 ． 形 態

1う 光 顕 像

培養細胞は多角形 の 大型 細胞が叩一 層の 敷石 状 の 配列

を示 し， また核 も比 較的大 き く 1 個 か ら数個 の 核小体

を有し て い た ．
さ らに と こ ろ ど こ ろ単核ま た は 多核の

巨大細胞 を 混 じ て い たく図 2 al ． P A S 染色で は わ ずか

に P A S 陽性細胞 が み ら れ た の み で
， 大部分 の 細 胞で

は P A S 染色は 陰性 で あ っ た ． ズダンm 染色で は胞 体内

に 多数の 赤褐色額粒を有 し， 脂肪 が 豊 富で あ る こ と を

示 し て い た く図2 bl ．

2 う 電 顕 像

細胞 は 明 瞭 な 核 小 体 の あ る 大 型 核 を も ち， j u n c－
ti o n al c o m pl e x が 見 ら れ， m i c r o vi11i

2 9J は少 数 で あ っ

た ． 原 形質内核近傍 に は ゴ ル ジ装置が 発 達 し
，
ミ ト コ

ン ド リア， 粗面 ノJ l 胞休も 多く， ま たグ リ コ ー ゲ ン 顆粒

が豊富で 脂肪摘も認 め られ た く図 3 コ．

2 ． 増殖曲線

増殖開始後
，
1 0 数 時 間 は 細胞 数増加 の な い 1 a g

pb a s e を認 め， 対数増殖期
，
そ して プラ ト

ー に 達 し
，
次

に 定常期 と い う通 常 の 増殖度 を示 した
． 対数増殖期に

細胞数 の 2 倍と な る時間， つ ま り細胞世代倍加時間



ヒ ト腎癌細胞株の 樹立 と抗癌剤お よ び温度感受性

Fi g ． 2 ． くal P h a s e － C O n t r a St i n v e r t e d mi c r o s c o pi c

vi e w o f h u m a n r e n al c e11 c a r ci n o m a c e11 1i n e こ

N C C－n u く74 th g e n e r a ti o nJ ． P ol y g o n al e pith eli a l
C ell s w ith gi a n t c ell s a r e g r o w l n g a S a Sh e et ． X

2 0 0 ． くbJ S u d a n III st a i n o f c ult u r e d c ell s
，
N C C －

n u ， C y t o pl a s m c o n t ai n s l a r g e n u m b e r o f r e dT
b r o w n g r a n u l e s ． x 2 0 0 ．

くp o p ul a ti o n d o u b l in g ti m el は著 者の 培養条件で 約

27 時 間で
， 継代 に よ る 変化 は現 在 ま で認 め られ な い

く図 4 う．

3 ． N C C ． n u 細胞 の ク ロ ー

ン 化細胞

コ ロ ニ ー 性 ク ロ ー ニ ン グ に よ り， 継 代35 代 よ り

N C C－35 A と継代 38 代よ り N C C－38 A b ， N C C－38 D a ，

N C C－38 E a ， N C CL 38 G a ， N C Cr3 8 I a ， N C C－38J a の

7 件の ク ロ ー ン を分離 し た． 全て の ク ロ ー ン細胞 は非

ク ロ一山ン細胞 に 比 して 増殖は遅 く， 比 較的増殖 の 速 い

N C C － 3 5 A に お い て も p o p u l a ti o n d o u b li n g ti m e は

約 4 8 時 間と 非 ク ロ ーン 細胞 の 1 ． 8 倍で あ っ た ．

4 ．
コ ロ ニ ー

形成率

各di s h あた り 1仁JO 個， 2 0 0 胤 4 0 0 偶の 細胞 を植 え込

ん だ コ ロ ニ
ー

形 成率 は
，
N C C－n u 非 ク ロ

ー ン細胞 で は

そ れ ぞ れ 52 ．3 士 4 ． 9 ％， 4 4 ． 5 士3 ．7 ％， 4 1 ． 8 士 1 ．8 ％で

あ っ た ．
7 株の ク ロ ー ン 細胞 は全て 非ク ロ ー ン 細胞 に

比 し て コ ロ ニ
ー 形成率 は低く

，
2 ． 3 へ ノ2 7 ％を示 した

．
ま

た比 較 に 用 い た H e L a 細胞 はそ れ ぞ れ 56 ．4 士 4 ． 0 ％，

6 5 ．2 士6 ． 2 ％， 56 ．4 士 3 ． 2 ％で あ っ た く表 1 ヨ．

2 5

F i g ． 3 ． E l e c tr o n mi c r o ph o t o g r a p h o f th e c u lt u r e d

C e11 s ， N C C －

n u ． T h e c ell s h a v e j u n c ti o n a l

C O m pl e x a n d m i c r o v illi ． N ， n u Cl e u s i M ， mi t o
－

C h o n d ri a J C ， j u n c ti o n a l c o m pl e x こ m ， m i c r o －

V illi ． x 3 0 00 ．

t
一

01Vハ5

t
一

皿
r

O

O

l

l

X

X

0

芯
盲
l

血

己

－

O

q

E
コ

リ

ニ

ひ

0

－

空
0

ト

0 4 0 8 0 1 2 0 1 6 0 2 0 0

C ult u r e ti m e くh rJ

F i g ． 4 ． G r o w th c u r v e of N C C
－

n u C ell s ． T h e c ell s

a r e c u lt u r e d i n a m e d i u m c o m p o s ed of 9 0 ％
D u lb e c c o

，

s m o d ifi e d E a gl e
，

s m e di u m wi th lO ％

f e t a l b o v i n e s e r u rn ． T h e r e s ult s a r e s h o w n a s

m e a n o f t h r e e d i sh e s ．

5 ． 染色体分 析

染色体 をみ る た め に ギ ム ザ染色と G バ ン ド染 色を

行 っ た ．
こ の 際， ギ ム ザ 染色は 1 ％ク エ ン酸 ソ ー

ダに

よ る低張処理 に よ り十分 な 染色体の 拡が り を得た ． し

か し， K Cl 低張処理 に よ る G バ ン ド染色で 一

般 に使用

さ れ る 0 － 0 7 5 M か ら 0 ． 0 6 5 M の E Cl 処理 で は染色体

の 拡 が り が 悪 く 最終的 に 0 ． 01 6 M の K C l で 2 0 分 の

低張処 理 を行い 標本 を作製 した．
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染色体は す べ て と 卜型 で， ヌ
ー

ド マ ウ ス 移殖腫瘍 と

い う こ と よ り懸念さ れ た マ ウ ス 染色体の混在 は なく ，

4 4 個か ら 144 個 と巾広い 分布 を示 した ．
モ

ー

ド は継代

38 代
，
8 4 代共 に 64 個で継代に よ る若干 の変動 はあ る

も の の大き な分布の差は見ら れ な か っ たく図5 I ． 8 4 代

の G バ ン ド染色で ， 7 qく＋うの マ
ー

カ
ー 染色体 を有す

る 6 4 X X Y の 低 3 倍性で ある こ とが 判明 した．
この 7

qく＋I の マ
ー カ ー 染色体 は 4 番 長腕 の転座 の 可 能性が

示 唆さ れ た く図6 う．

T a bl e l ． P l a ti n g e伍 ci e n c y o f N C C－n u くu n cl o n e d
a n d s e v e n cl o n e sI c ell s an d H e L a c ell s
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ヒ ト腎癌細胞件の 樹立 と抗癌剤お よ び温度感受性

6 ， ヌ ー

ド マ ウ ス 戻 し移植性

非 ク ロ ー ン 細胞 で は， 2 回 の 移 植実験 で ， 1 回 目

10 0 X lO
4

個の 細胞 を移植し た 3 匹 の 内， 1 匹 に 腫 瘍形

成 が な か っ た 以外， 全 ての マ ウ ス で腫瘍 を形成した ．

そ し て 移植よ り腫 瘍 の 出現 ま で の 期間， い わ ゆ る潜伏

期は移植細胞数が多 い ほ ど短 か っ たく表2 フ． しか しク

ロ
ー

ン細 胞で あ る N C C－35 A で は細 胞数 に か か わ ら

ず膿瘍形成 は見られ な か っ た ．

ヌ ー ドマ ウ ス戻 し移植 に よ り形成さ れ た腫 瘍組織像

は
， 手術摘出標本と同様の 淡明 細胞癌で ， 明 る い 胞体

を 有す る 中 へ 大型の 細胞が 索状配列 ある い は
一 部管腫

を形成 し， 豊富な血 管増生 を伴 っ て い る ．
ま た核は大

小不同を伴 い ， 異型 性 が強い く図 7 ， a ， b ．う
．

T a bl e 2 ． T u m o r i n cid e n c e b y r e t r a n s pla n t a ti o n

o f N C C －

n u C e11 s t o n u d e m o u s e

C ellノmi c e 5 0 X l O
4
10 0 x lO

4
2 50 X l O

4

E x p ． 1

．
E x p ． 2

3ノ3
．

2ノ3
．

く7 w l
ホ

く6 w l
ホ

5 ノ5
．

5ノ5
．

1ノ1
．

く6 w l
ホ

く5 w J
ホ

く3 w l
ホ

ホ

L a te n t p e ri o d s くw e e k l ，
－

N o ． o f t u m o r く＋1
m i c e l

l
N o ． o f m i c e r e tr a n s pl a n t e d ．

Fi g ． 7 ． くal H i s t ol o g y o f cl e a r c ell c a r ci n o m a f r o m

th e p a ti e n t ． くbl H i st o l o g y o f th e tu m o r f o r m e d

i n n u d e m o u s e af t e r t r a n s pl a n t a ti o n o f N C C
－ n u

c ell s ． H e m a t o x yli n
－

e O Si o n s t ai n ． x 2 0 0
．

Fi g ． 8 ． C o l o n y f o r m i n g a s s a y a ft e r t r e a t m e n t w ith C Q くC a r b a zil q u i n o nl ． O n e d is h c o n t a i n s

2 0 0 c ell s ． T h e c ell s w e r e e x p o s e d t o v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n o f C Q f o r 2 －h r o r 6 ．h r ． A ft e r

e x p o s u r e ， th e d ru g W a S r e m O V e d a n d th e c ell s w e r e w a s h e d t h r e e ti m e s w ith H a n k s
，

S O l u ti o n ． T h e n ，
th e c e11 s w e r e f u r th e r c ul t u r e d f o r 7 d a y s a n d c ol o n i e s f o r m e d w e r e

C O u n t e d af t e r st ai n l n g W ith c r y s t al vi ol et ．
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ヒ ト腎癌細胞株の 樹立 と抗癌剤お よ び温度感受性

7 ． 細胞産 生物質検索
3 0 卜 3 2I

培養液中に 癌細胞由来の 生物活性物質の 産 生が ある

か どう か を検策す る た め に
，
細胞培養 3 日目の 培養液

に つ き 測定し た．
しか し， エ リ ス ロ ボ イ エ テ ン

，
プ ロ

ス タ グラ ン デ ィ ン
， 副甲状腺 ホ ル モ ン ， ト ラ ン ス フ ェ

リ ン
，
C E A くc a r ci n o e m b r y o n i c a n ti g e nl ， A F P くa －

f e t o p r o t ei nl な どの 産生 は全て み ら れ なか っ た ．

III
． 抗癌剤感受性芸式験

前記の コ ロ ニ ー 形成実験 よ り， 抗癌剤感受性試験 に

さ い して
，
N C C －

n u 細胞 で は最も コ ロ ニ ー 形成率の 高

い 非 ク ロ ー ン 細胞 を使用 し た． ま た植 込 み 細胞数が

4 00 個以上 で は コ ロ ニ ー 間の 癒合が 見 られ る た め
， 約

10 0 個の コ ロ ニ ー

形成が 期待で き る 1 d i sh あ た り 20 0

個の 細胞 を植 え込 ん だ． H e L a 細胞 では こ の よ う な コ

ロ ニ
ー

の 癒合 は見られ な か っ た が， 同様 に 1 di s h あ た

り 20 0 個 の細胞 を用 い ， 感受性試験 に供 し た．

1 ． 形成 コ ロ ニ ー

の 性状

今回 コ ロ ニ ー と して算定 した の は， 3 0 個以上 の 細胞

数 よ りな る細胞集団で ある が， 抗癌剤作 用群 で は 1 偶

の コ ロ ニ ー

を形成す る細胞数が少 な い傾 向に あり， 3 0

個以下の 細胞 よ り成 る コ ロ ニ ー

が し ばしば み られ た．

コ ロ ニ
ー 数に つ い て は

，

一

般に 濾度 に 依存 して 減少し，

ま た 2 時間処 理 群 よ り 6 時間処理群 の方が よ り少 な

か っ た く図8 う．

2 ． 濃度依存曲線 に つ い て

N C C － n u 細胞， H e L a 細胞 に お ける A D M
，
M M C

，

C Q それ ぞれ 2 時間 およ び 6 時間接触 に よ る コ ロ ニ ー

形 成率を薬剤各濃度 に つ き 測定 し た． 得ら れ た濃度依

存曲線く図9 a へ fl は ， 3 剤全て 類似 した e x p o n e n ti al

d e c r e a s e d t y p e で あ り ， b i p h a si c t y p e は な か っ

た
331 34 1

3 ． 工C 50 値 と工C 9 0 値

それ ぞ れ の 回 帰直線 よ り求 め た工C 5 0 値 お よ びI C 9 0

値 を表 3 に 示 す
．
2 時間処理群く表 3 al で は両細胞 に

お い て C Q が IC 5 。億， I C 。。値 と も に 最も 低い 値を示 し

た ． 次 い で両紙胞 の A D M で の IC 5。値が低く ， N C C ．

n u

細胞 の I C 。。値 は A D M ， M M C の 順 に 低か っ た ．
しか し

H e L a 細胞 の I C 。。値 は M M C ， A D M 両者と も に ほ ぼ

同様 で それ ぞれ 0 ． 3 7 声gノm l ， 0 ． 3 6 ノノgノm l で あ っ た ． 6

時間処理 群く表 3 bうで も両細胞の 工C 5 0 値 ， 工C 9 0 値は と

も に C Q が最 も低い 値 を示 し， つ い で N C C－n u 細胞 で

は A D M
，
M M C

，
ま た H e L a 細胞 で は M M C ， A D M

の 順 で あ っ た ．

こ れ らの 両細胞 に お け る薬剤感受性の 有意差 をそ れ

ぞ れ の I C 5 0 値 ， 工C 90 値 を用 い て t 分布 よ り検定し た．

A D M で は 2 時 間処 理 群 に お い て 有意羞 は な か っ た

が
，
6 時間処理群 で工C 50 値 ， 1 C 9 0 値 とも に有意差くp く

29

0 ． 0 0 11 をも っ て N C C － n u 細胞で 低値を示 し
，
A D M に

高い 感 受性 を有す る こ と が判明 した．
M M C で は 2 時

間処理群， 6 時間処理 群の 全て で 有意差 を認め ， 2 時

間処理群 の工C 50 値 は p く0 ． 0 1
，
工C 90 値 は p く0 ． 00 5

，
6 時

間処理群 で は工C 50 値 ，工C 9 0 値とも に p く0 ． 0 0 5 の 有意差

で H e L a 細胞 に高 い 感受性 を認め た． また C Q で は 2

時 間処理 群 と 6 時間処理群 の 王C 5 0 値 で 1 ％以 下 の 有

意差 を認 め， さ ら に 2 時 間処 理 群 の1 C 9 0 値 で p く

0 ． 0 05 ， 6 時間処理 群の工C 90 値 で は p く0 ． 0 0 1 の有意差

を示 して H e L a 細胞に 感受性が より 高か っ た ．

4 ． 時間依存性

今回実験 に 用 い た 3 剤 は全て濃度依存性薬剤である．

が
， 時間依存性作用 に つ い て それ ぞ れ 2 時間お よ び 6

時間処 理群で検討 し， I C 9 0 備の比 で 表し た く表4 1 ．

N C C ． n u 細 胞 で は M M C で 3 ． 9 3 を示 し， A D M の

2 ． 4 5 ， C Q の 2 ．5 7 に 比 べ 高値であり， ま た H e L a 細胞

で も M M C が 4 ． 5 0 と他 2 剤よ り高値 を示 した ． つ ま

り M M C は 3 剤の 内で 最も 時間依存性作用 を兼 ね 備

えて い る と い える．

5 ． 臨床投与量と の 比 較

臨床的に 使用 する 各抗癌剤の 一

回投与量 は当教室で

は 通常 A D M 3 0 m g ， M M C 4 m g ， C Q 2 m g を使用 し

T a b l e 3
1
I n uit r o c h e m o s e n siti v ity o f N C C n u c ell s
a n d H e L a c ell s

a

d r u g N C C － n u C ell s H e L a c ells

A D M
工C 50 0 ．0 9 月gノm l 0 ．1 4 ノJ gノm l

工C 90 0 ．2 7
声gノm l 0 ．3 7 ノ戊ノm l

M M C
工C 50 0 ．3 2 ルgノm l 0 ，2 1

ノJ gノm l

1 C 90 0 ．錮
ルg ノm l 0 ．3 6 月gノm l

C Q

工C 5 0 1 ．4 0 x l O．2 声gノm l 1 0 ．5 x l O，2ノ増ノm l

工C 9n 2 ．5 7 x lO－
2

ノ上gノm l 1 ．7 5 x l O．
2
ノJgノm l

d r u g N C C －

n u C ell s H e L a c ell s

A D M

王C 5 0 0 ．0 3 ルgノI n l 0 ．0 9
ノJ gノm l

工C 90 0 ユ1
p gノm l 0 ．22 ノJ gノm l

M M C

工C 5 0 0 ．1 0 月gノr山 0 ．05
メイgノm l

工C 90 0 ．1 5
ル gノm l 0 ，08 ノ戊ノm l

C Q

工C 5 0 0 ．4 9 x l O
－ 2

ノJgノm l 0 ．3 6 x l O仙2 ルgノm l

工C 9 0 1 ．0 0 x l O－2 声gノm l 0 ．6 3 x l O．
2

ノ
Jgノm l

T h e c h e m o s e n siti v ity i s e x p r e s s e d b y 5 0 ％ a n d
9 0 ％ g r o w th i n h ibit o r y c o n c e n tr a ti o n くI C 50 a n d
I C 9 0ン of d r u g s ． くa1 2 －h r t r e a t m e n t w ith d r u g s ，
くb1 6 －h r tr e a t m e n t w ith d r u g s ．



3 0 沢

て お り， こ れ は
一 般 に 使用 さ れ て い る投与量

抑
に 該当

す る．
それ ぞれ の 投与量 で 理 論的に 達 し得 る最高血中

濃度は， 循環血液量 を 5 7 と す る と A D M 6 ノJ gノm l ，

M M C O ．8 JL gl m l ， C Q O ． 4 J L gノm l と予 想さ れ る． そ こ

で 各理 論的血中濃度 と実験 よ り得 られ た 比較的短時間

処理 す な わ ち 2 時間処理群の I C 9 0 値 の比 ， つ ま り血中

濃度J
，

I C ，。値 で現 し， th e r a p e u ti c i n d e x
3 6
埴 求 め たく表

5 う．

そ の 結果t h e r a p e u ti c i n d e x は N C C － n u 細胞 で は

A D M が 22 ． 2 と最も高 く， つ い で C Q 1 5 ．6 ， M M C l ．4

で あっ た ．
ま た H e L a 細胞で は C Q 2 2 ． 9 ， A D M 1 6 ， 2

，

M M C 2 ． 2 の順で あ り ， 換言す れ ば N C C － n u 細胞 で は
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A D M が ，
H e L a 細胞 で は CQ が 臨床上の 常用 濃度 で

最も感受性効果を示 す こ とが 示 唆さ れ た■
逆 に M M C

は両細胞 に お い て の臨床的効果 はあ ま り期待
で き な い

も の と考 え られ た ．

6 ． 温 熱化学療法

い 温度感受性

N C C － n u 細胞， H e L a 細胞 で の 39
O

C 処理 と 42
O

C 処理

に お け る コ ロ ニ
ー 形成率を グラ フ上 に 経時的に プ ロ ッ

ト し回帰直線 を求 めた く図10 ，a ， b ．う．
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th e d r u g w a s r e m o v ed a n d th e c ell s w e r e

W a S h e d th r e e ti m e s w ith H a n k s
，

s ol u ti o n
． T h e n

，
th e c ell s w e r e c ult u r e d a t 3 7

0

C f o r 7 d a y s ．
S u r vi v al r a t e of c ell s w e r e d e t e r m i n e d b y c ol o n y

－f o r m i n g a s s a y ． くaI C a s e b y A D M
くa d ri a m y ci nl c o m b i n e d w ith h e a t ． くbl C a s e b y C Q くc a rb a zil q u i n o n l c o m b i n e d wi th h e a t ，
魯 M e ．，

3 7
0

Cくc o n t r ol h ム
ー

ム
，
3 9

O

C ニ 同
一

田
，
4 2

O

C i T h e r e s ul ts a r e s h o w n a s m e a n 。f d a t a
O b t a i n e d f r o m n in e d i s h e s ．

それ ぞ れ の 回 帰直線 は N C C ．

n u 細胞の 39
O

C 処 理群

で は Y 二二二．岬 － 2 ．1 X ＋9 9 ． 9くr ニ 0 ． 95
， p く0 ． 0 0い ，

4 2
O

C 処

理 群で は Y ニニこ．－－2 ．8 X 十9 8 ． 2 ぐr ニ 0 ， 9 7 8 ， p く0 ． 0 0 い で

あ っ た ． ま た H e L a 細 胞 の 3 9
O

C 処 理 群 は Y ニ ー

1 ． 5 X ＋ 10 1 ． 2 くr ニ 0 ． 82 9 ， p く0 ．0 5う で 42
0

C 処理 群 は

Y ニニこ．－－5 ■ 2 X 十1 0 4 ． 3 くr
ニ 0 ．9 6 1

， p く0 ． 0 0 11 で あ り時間

と とも に 高い 相関 をも っ て コ ロ ニ ー 数は 減少 した． 回

帰直線 の 傾 き で 比 べ ると ， 4 2
0

C 処理 群 で は H e L a 細胞

で N C C －

n u 細胞 よ り傾き が大 き く ， また 39
O

C 処理群 で

は N C C － n u 細 胞 で H e L a 細胞 よ り 大き な傾 き を示 し

た ．
つ ま り42

D

C で は H e L a 細 胞の 方が N C C －

n u 細胞

よ り温度感受性が高く， 3 9
0

C で は N C C－n u 細胞の 方が

H e L a 細胞よ り温 度感受性が高か っ た ．

2 1 加温処 理 併用 に よる 抗癌剤の 増感効果

th e r a p e u ti c i n d e x の 高か っ た A D M と C Q に お い

て 39
0

C お よ び 4 2
0

C 処 理 を 2 時間併用 し た濃度依存曲

線 を N C C－n u
．細胞 を用 い て作製 し

，
3 7

0

C に お ける 抗癌

剤処理群 と比 較 した く図 11 ， a ， b ，う．

さ ら に
， それ ぞ れ の 温 度処理 に お ける IC 9 0 値 を前記

同様 の 回 帰直線 よ り 求 め ， 3 7
0

C 処 理 群 の IC 90 値 を

1 0 0 ％ と し て そ の パ ー セ ン トで 39
0

C お よ び 4 2
0

C 処理 群

の 1C 90 値 を表 し た く表6 J
．

t 分布 よ り検定し た工C 9 0 値は ， 両剤 と も に 39
0

C 処 理

群
，
4 2

G

C 処 理 群 で 37
0

C 処理 群 と の 間 に 有意差 を 示 し

た． それ ぞれ の 有意羞は， CQ で 37
0

C と 3 9
0

C で は p く

31

T a bl e 6 ． E ff e c t o f te nIp e r a t u r e O n I C 9 0 V al u e s
b y a d ri a m y cl n O r C a r b a zil q u l n O n

d r u g s 3 7
D

C 3 9
D

C 4 2
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C

2 ．5 7 1 ．69 1 ．3 3

c Q
X l O

－ 2

p gノm l x 1 0p 2
J Lgノm l x 1 0L 2J G l m l

l OO ％ 65 ．8 ％ 51 ．8 ％

A D M

0 －2 7 JLgl m l O ■1 4
FEgノm l O ．1 1 JLgノm 1

10 0 ％ 5 1 ．9 ％ 軋 7 ％

N C C ． n u c ell s w e r e tr e a t e d w i th A D M くa d r ia －

m y ci nl o r C Q くc a rb a zil q u in 0 再 c o m b i n e d wi th
l o w g r a d e h y p e rth e r mi a く3 9

O

C a n d 4 2
O

C l ． T h e
J C 9 0 く9 0 ％ g r o w th i n h ibit o r y c o n c e n t r a ti o nJ of
3 7

O

C i s u s e d a s th e s t a n d a r d v al u e o f l O O ％．

0 ， O l
，
3 7

0

C と 42
0

C で は p く0 ． 00 1 で あ り ， A D M で は

37
O

C と 3 9
0

C ， 3 7
O

C と 4 2
0

C は共 に p く0 ． 0 0 1 で あ っ た ．

温度 単独処 理 2 時間 で の コ ロ ニ ー 形成率 は 図 1 0 で

示 し た 回 帰直線 よ り 求 め る と
，
39
0

C 処 理 群 で は

95 －7 ％， 4 2
0

C 処理 群で は 92 ．6 ％ で あ っ た ． これ に 対し

抗癌剤 と加温 を併用 し た場合 その 工C 90 値 は， 3 9
0

C 処

理 群 は CQ で 65 ■8 ％ ， A D M で 5 1 ． 9 ％ で あ り， ま た

42
0

C 処理 群で は C Q で 5 1 ． 8 ％， A D M で 4 0 ． 7 ％で あ っ

た
．
以 上 の 結果よ り

， 抗癌剤と加温 の 併用 に よ り明 ら

か な抗癌剤の 相乗的増感効果が得 られ る こ とが判明 し

た．
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考 案

ヒ ト癌細胞株 の 樹立 は G e y ら
31 に よ っ て H e L a 細

胞が 樹立さ れて 以 来， 決 して容易で はな く約 30 年 を経

過 し た現在 に お い て も c h a n c e fi n d i n g に よる こ と が

多い と され て い る ． 著者も こ れ ま で ヒ ト癌の手術摘出

材料 お よ び ヌ
ー

ド マ ウ ス 移植 ヒ ト腫瘍 を 用 い て 胃癌

14 例， 大腸癌3 例， 食道癌 1 例， 腎癌 1 例の 計1 9 例 に

つ い て ヒ ト癌細胞の 組織培養 を試み て きた ． しか し1

年以上 を経過 して 維持さ れて い るも の は， 今回 報告し

た 腎癌由来細胞株くN C C － n u 細胞うと大腸癌由来株の 2

株の み で あ っ た ．

腎癌細胞 の 組織培養の 試 み は か な り 古く ， 1 9 5 7 年

Ri c h t e r ら に よる 5 日間の初代培養の報告が始め て と

され てお り
3 7J
，
そ の後 B r e g m a n ら

輔
，
E lh il ali ら 瑚

，

D al y ら
4 01
， S h o r e ら

411
，
が 比較 的短期間の培養成功 を

報告 して い る．
しか しなが ら明 らか な ヒ ト腎癌細胞株

樹立の報告は W illi a m s
3 7月こ よれ ば1 6 株 で あ り， そ の

他い く つ か の樹立 の報告
4 2 ト 瑚
を加 えれ ば， 現在 まで に

世界で 約 30 株
4 引の 腎癌細胞株が樹立 さ れ た も の と推

定 され る．

著者の用い た M i y a z a k i ら
261
の 細胞単離法は従来よ

り
一

般に 用 い られ て きた トリ プ シ ン 処理 の か わ り に ，

振漁法と コ ラゲ ナ ー ゼお よ び デ ィ ス パ
ー ゼ に よ る化学

的細胞分散法 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 る 方法で， 組織構築を応用

して い るも の と い えよう． す な わ ち ，
カ ル シ ウム イ オ

ン 除去 に よる細胞間接着， と く に デ ス モ ゾ
ー ム の 開裂，

コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ消化 に よ る組織骨格の解離， 物理 的な 方

法 に よ る細胞間の解離， さ ら に フ ァ イ ブ ロ ネ クチ ン な

どの 糖蛋白の 存在 も考慮 して各段階の 消化 を行 っ て い

る
． 著者 の 経験 で は ， 腫瘍組織 に こ の 単離法 を用 い

た場合の 細胞の 生存率は ル 2 ％ トリ パ ン ブ ル
ー に よる

非染色率 で見る と，9 0 ％以上 と 良好 な結果が得られ た ．

さ ら に ト リ プ シ ン で 分離 し た も の に 比 し て 細胞 が

pl a t e 面 に 付着 した 時点 で 明 らか に 線推芽細胞の 混在

が少 なく ， こ の 肝細胞単離法は
一 般 の 腫瘍細胞単離 に

も極 めて 有効 な方法と考 え られ た ．

培養液と そ れ に 加 える 血 清 に つ い て C o b b ら
相 は詳

細 な検討 を加 え， E a gl e
，

s M E M に 20 ％自家血清を加

えた培養液が最も増殖 が良 い と して い る．
しか し ヒ ト

細胞培養で は 自家血清 で培養 を続 ける こ と は不 可能な

た め， F B S ま た は c a lf s e r u m を使用 せ ざる を得な い

の が現状で ， 一 般に 10 へ 2 0 ％の F B S が 用 い ら れ て い

る． 血清 に つ い て はそ の 中に 様々 の 未知の 増殖因子 が

存在 する と 考 えられ て お り， こ れ ら を総括 して成長促

進国子 とよ ん で い る． 現在 ま で に e pi d e r m a l g r o w th

f a c t o r 相
，
fi b r o bl a st g r o w th f a ct o r

4 81
，
ソ マ トメ ジ

ン4 91
， イ ン ス リ ン

5 0l
， pl a t el e t d e ri v e d g r o w th

f a c t o r 5
1，
，
な どが 知ら れ て い る が ， 今回 著者 も こ の 成長

促進因子 を補う意味で ， 培養初期 に イ ン ス リ ン を使 用

し盛 ん な細胞増殖が得ら れ た．

樹立細胞株 で は培養液の 違い に よ る増殖 の 差 は少な

い と い わ れて い る が， 腎癌樹立株 の培養液は諸家 に よ

り異な り種々 の 培養液が使 用 され て い る．
さ ら に 初代

培 養 で S yt k o w s k i ら
3 0
切 樹 立 し た G K A 細 胞 は

N C T C － 1 09 ， N C T C －1 3 5 D M E M ， F q1 2 の 4 種培養液

のう ち N C T C
－ 1 0 9 の み で しか増殖が見ら れ て い な い ．

ま た 著 者 の N C C － n u 細 胞 で も 前記 3 種 培養液 の 中

R P M ト16 4 0 に よ る増殖 は極 めて 悪 か っ た ．
こ の こ と は

培養初期 に お け る細胞 の 増殖の 条件が か な り限 られ ，

細胞 そ れ ぞれ に 適 した培養液の 必要性 を示唆 す るも の

と思わ れ る．

さ て
，
こ の よ う に して樹立 さ れ た培養腫瘍朝胞が ，

本来の癌細胞に 特異 な性格 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， 光

顕 レ ベ ル の 細胞形態学的観察， 組織化学的観察， 染色

体分析， 電顕観察， 動物 へ の異種移植性 と組織構築 の

再現性確認 な どが 行わ れて い る． 光輝 レ ベ ル の 観察 で

は
， 線推芽細胞 と上皮性細胞と の 鑑別は比較的容易 で

あ るが ， 上 皮性細胞が増殖 して も それ が癌性上皮で あ

る か
， 非癌性上 皮で あ る か の 識別 に難渋さ せ られ る．

さ ら に 著者 の 樹 立 し た N C C － n u 細胞 は ヌ ー ド マ ウ ス

を経 由 して培養系に 移さ れ て い る の で， 光顕的観察だ

けで は ヌ ー ド マ ウ ス 細胞 の混 在も否定 で き な い ．

こ れ ら諸 問題解決の 一

つ と して染色体分析 を行 っ

た ．
こ の 染色体分析も佐藤 ら

5 2Iに よれ ば， 正 常細胞 で も

継代に よ り染色体 は異数性 と な り核塑 も変異 し発癌す

る こ と が あるた め ， その 分析だ け で 腫瘍細胞 に 由来す

るか どう か を判定す る こ とは 困難 で あ る と い わ れ て い

る． 腎癌細胞株の染色体は諸家 に よ り様 々 の 報告が あ

り， 高 2 倍性 か ら低6 倍性 まで の も の が あり， また マ
ー

カ ー 染色体 に つ い て も その 有無 あ るい は特徴 も全て異

な っ て お り
， 腎癌特有 の 染色体 の 存在は未だ知 られ て

い ない ． その 点， 本研究の N C C － n u 細胞 は染色体分析

で 全 て ヒ ト型染色体で あ り， 患者男性由来の 細胞 で あ

る Y 染色体 を伴い ， さ ら に 1 個の マ ー カ ー 染色体 を有

した低 3 倍性 を示 して い た． 染色体数 に つ い て は継代

に よ る若干 の 変化 は見られ たも の の ， モ ー ドは常 に 64

個で
，
上 記核型 の 特徴か ら マ ウス 細胞混在は否定 で き

た ．

腎細胞癌 は従来よ り腎近位尿細管 よ り発生す る こ と

が 知ら れ てお り
， 腎近位尿細管の 特徴的電蹟所見は管

腔 に 画 した 細胞膜 の m i c r o v illi と 細胞内小器管の 配
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置 の極性 で あ る
．
S elj elid ら

2 91
は こ の 特徴は 腎細胞癌

で も認 めら れ る と して い るの で
， 著者の N C C－n u 細胞

で は上 記の ご とき m i c r o v illi が 見ら れ る こ と か ら， 超

微形態学的に も腎癌細胞由来は ほ ぼ確実な もの と 考え

られ た ．

しか し最も 信頼性 の ある培養細胞の ヒ ト癌由来の同

定法は異種移植 に よ る腫瘍再現性 で あ る
．J o n e s

5
叫は免

疫学的に 寛容化 した ラ ッ トの 皮下 に 腎癌由来の培養細

胞 を植 え腫瘍結節 を得 て い る
．
ま た K a t u o k a ら

4 2，内

藤 ら 叫 も著者同様 に ヌ ー

ドマ ウ ス に 腎癌由来の 培養細

胞 を移植 し
，
生者 した腫瘍の 組織像 は もと の 腎痛と

一

致 し たと 述べ て い る ． し か しク ロ ー ン化 し た N C C ．

n u

細胞株が ， ヌ ー ド マ ウ ス で 造腫瘍性 を示 さ な か っ た 明

確 な理 由は不明 で あ る が， そ の 増殖能力の 低下が問題

とな る
． 同時 に

，
接種細胞 をよ り多 く した実験の 試み

と 他 の ク ロ ー ン 細 胞株 に 対す る検討が 必 要 と 思わ れ

る
． ま た その コ ロ ニ ー 形成 軋 増殖性の 低下 に つ い て

は
， 今後， 培地 を変えて検討す る余地が あ るよ う に 思

わ れ る．

そ の 他 今日行 われ て い る同走法と して， 原発性肝

癌の A F P 産 生の よ う な生化学的特徴 を有す る癌細胞

で は
，
そ の 培養細胞に も同様 の 特性が適用 で き る3 り． 腎

癌 で も 異所性 ホ ル モ ン 雇生 が 時 に 認 め ら れ る た め，

K U － 2 細胞3 2 や G K A 細胞
30

切 よ う に エ リ ス ロ ボ イ エ

チ ン 産生の 報告 も ある が
，
こ の よ う な ホ ル モ ン塵 生 を

示 す腫 瘍は稀で あ り， この 生化学的性状 を利用 し て 腎

癌細胞由来 を決定す る こ と は決 して 容易で な い
． 勝

岡
3 2I は

， 腎細胞癌 で は脂肪， 糖原 を多量 に 含有す る こ と

か ら特殊染色 で 識別が可能で あ る と し てお り， 著者の

N C C －

n u 細胞で も ズ ダ ンIII染色で 多量 の 脂肪が 証明で

き た ．m 一 方， M a t u d a ら 瑚 は 彼ら の O U R － 1 0 細胞 で 特異

な y
． G T P の 保持 を確認し

， 腎細 胞癌の 一

つ の 根拠 と

して お り
，
こ の よ う に 腎癌に 特異 な生 化学的性質の 検

索も， その 同定の 助 けと な ろう ．

次に こ れ ら培養細胞 の 玩 z厨川 薬剤感受性に つ い て

は
， 増殖抑制法

， 再増殖測定法， コ ロ ニ ー

形成 法が 従

来よ り
一

般 に 用 い ら れ て い る
．
こ れ ら の う ち ， 問題の

多い と され てい る 増殖抑制法や再増殖測定法に 比 し，

コ ロ ニ
ー

形 成法は 95 ％以 上 の 細胞単離率， コ ロ ニ ー 高

形 成能 をも つ 癌細胞 なら ば 最も信頼性の あ る方法と い

え る
8 ト 1 0I

．
そ の 条件 を満た す と 卜癌細胞 は決 し て 多く

は な い が
， 今回 実験 に 用 い た 著者の N C C － n u 細胞 と

H e L a 細胞は こ の 条件 を十分 に 備 えて い たの で
， 著者

も こ の コ ロ ニ ー

形 成法を用 い た
．

最近で は
3
H－t y mi d i n e ，

3
H －

u ri d i n e
，

1 4
C l e u c i n e な ど

の アイ ソ ト
ー

プ を用 い た方法5 小 5引 に より
， 核酸合成 ま

た は 蛋白合成阻害度 か ら短時間に 結果 を得る方法も行

33

われ て い る
．
しか し

，
これ ら の場合， 単

一

の アイ ソ ト
ー

プ の 使 用 だ け で は そ の 効 果判定 は 不 十分 で d o u bl e

l a b eli n g 法 を用 い る場合
5 7 糊
も あ る ．

しか し この よ う な 玩 z需 用 で の抗癌剤感受性試験の

際， 絶 え ず考慮せ ね ばな ら ない 問題 と して ， 才粥 びよ如

t r a n sf o r m a ti o n が あ げられ る．
こ の意味で原腫瘍の抗

癌剤感受性 を調 べ る場■

乱 最も理 想的な方法 は， 個々

の ヒ ト癌細胞の 初代培養 で行う こ とで ある．
こ の 日的

に即 す るも の が近年 H a m b e r g e r ら
弼
叫 こ よ っ て 開発

さ れ た 二 重寒天 培養法を用 い た コ ロ ニ ー 形成毒気 い わ

ゆ る h u m a n t u m o r st e m c e11 a s s a y であ る． こ の方法

は
，
ヒ ト癌細胞 を直接培養 して

，
そ の生死 を コ ロ ニ ー

形成能か ら判定す る 方法で
， 抗癌剤感受性試験 と して

臨床的 に も 多くの ヒ ト癌 に 試みら れ てい る8 1 ト 瑚

さ て 玩 止 血 者細胞様式よ り下山ら鋸は 各種抗癌剤

を濃度依存性作用 と時間依存性作用 に わ け て お り， 今

回 著者が抗癌剤感受性試験 に 用 い た A D M ， C Q ， M M C

は漉度依存性作用 に 分類され て い る薬剤 である ． さ ら

に 宮本3 al は細胞分裂周期各細胞齢 に 対す る効果 を考慮

し
， 抗癌剤 をそ の 濃度依存曲線 よ り3 群 に分類 して い

る． 即 ち
， 第

一

群 は e x p o n e n ti a l ty p e お よ び th r e s －

h ol d － e X p O n e n ti al ty p e で A D M ， C Q は こ の 範 疇に 属

す る
． 第 二群 は bi p h a si c t y p e で そ れ ら を亜群 に わ け

て い る ． 第三 群 は簡単 に 分類しか ね るも の を 一 括 して

お り， M M C は これ に 分類さ れて い る
．
し か し

， 著者の

用 い た 3 剤 くA D M
，
C Q ， M M Cl に よ り得 られ た漉度

依存曲線 は N C C －

n u 細胞， H e L a 細胞共 に th r e sh 。1d ．

e x p o n e n ti a l ty p e ， ま た は e x p o n e n ti al t y p e で あっ

た ． M M C に つ い て は
，
O h a r a ら

3 4 鳩 感受 性 の 高 い G ．

期細胞 が まず殺され る た め e x p o n e n ti a l t y p e を示 し ，

続い て 抵抗性の S 期細胞が th r e s h o ld e x p o n e n ti al に

殺され るた め S 字型 を示す と 述べ て い る
．
しか し著者

の 実験 で は， 濾 度 設 定 が 少 な く 低濃 度 で の e x －

p o n e n ti al な低下 を把握 で き な か っ た た め， M M C で S

字型 を示 さ な か っ た
． 細胞間の 感受性 に つ い て は ， 細

胞が 異 な れ ば 薬剤感受性 も異 な る38 刷
－ 6 引
と 報告さ れ

てお り， 今回著者の 用 し 1 た N C C ． n u 細胞と H e L a 細胞

の 問に も明 らか な感受 性の 差 を認め た．

抗癌剤感受性の 決定 に つ い て
，
I C 5 0 低 工C 9 0 値 だ け で

感受 性 を判定する こ と は
， 副作用 出現 の た め抗癌剤投

与量 が 制限され る と い う臨床的実際か ら み て 適当で は

な い
． そ こ で 著者 は 打林3 6 切 用 い て い る t h e r a p e u ti c

i n d e x を参考 に 臨床投与量 と 2 時間抗癌剤処理 に よ り

得 られ たIC 90 値 と を比 で 表 した ．
つ ま り th e r a p e u ti c

i n d e x が 高値を 示す ほ ど臨床応用 に 際 し， よ り 少な い

副作用 で高感受性が期待さ れる も の と考 え た．

こ の よう な 抗癌剤感受性 の 研究の ほか に 現在ま で に



3 4 沢

多数の 制癌剤増強の 試み がな さ れ て い る． 今回著 者も

こ の
－ 一 つ と して 温熱療法との 併用 に よ る増強効果に つ

い て検討 した．

温熱療法 に つ い て は文献上 100 年近く を さ か の ぼ る

こ と がで きる が
絢
， その 飛躍的 な進歩は こ こ 1 0 年余り

で ある． 温熱療法は， 外科療法
，
化学療法， 放射線療法

と は理論的 に 異な る機構 を持 っ て お り， そ の致死 障害

は タ ン パ クの 変性で ある 郎購朝 と され て い る． そ して そ

の殺細胞効果， つ ま り細胞の 生存率 は処理時間と共 に

指数関数的に 減少 し， 4 2 ．5
0

C を境 と し て温度 に対 す る

致死的効果 は高 まる と され て い る 抑 ．

しか し著者の 行 っ た温熱療法で は ，
N C C －

n u 細胞，

B e L a 細胞共 に 処理 時間に 相関 して 生存率は減少 し，

指数関数的減少 は見ら れ な か っ た ．
こ れ は著者の温度

決定が 39
0

C と 4 2
0

C とい う
，
4 2 ． 5

0

C を下 回 るl o w g r a d e

h y p e rth e r m i a で 行っ たた め と考 え られ る． 細胞 間の

温度感受性の違 い に つ い て も， N C C － n u 細胞 と H e L a

細胞の間 に 明 らか な差 を認 め， 39
0

C に お い て は N C C ．

n u 細 胞が ， 4 2
0

C で は H e L a 細胞の 方 が それ ぞ れ 温度

に 対す る感受性が高か っ た ．

．
い い か えれ ば こ の 39

0

C と

4 2
0

C の 3
0

C の 温度の変化 で ， 明 ら か に H e L a 細胞 で の

殺細胞効果の ひ ら きが N C C －

n u 細胞 よ り大 き い こ と

に なる ．
つ ま り， 温度感受性 に つ い て も抗癌剤感受性

同様 に 細胞株が異なれ ば感受性 に 羞 が あ り， さ らに 細

胞株 ごと に 特有の 温度変化 に 対す る反 応 を示 す も の と

考 え る．

薬 剤 と 温熱療法 の 併 用 に よ る 増感作 用 に つ い て

B r a u n ら
701
が ブ レ オ マ イ シ ン と 43

0

C の 温熱療法 の 併

用に つ い て報 告し てい る他 に ， h u m a n t u m o r st e m

c ell a s s a y を用 い た検索
71
りこよ り臨床面 か ら も研究さ

れ て い る． 本邦 で も水野ら2 11 が コ ロ ニ ー 形成法に よ り

抗癌剤と 4 2
0

C お よび 43
0

C の 温度 の組 み 合わ せ に よ る

効果を検討 して お り， ブ レ オ マ イ シ ン ， ア ドリ ア マ イ

シ ン
， ア ク チ ノ マ イ シ ン D ， マ ク ロ マ イ シ ン は温度 と

の 併用に よ り増感効果 を認め て い るが ， 他方 シ トシ ン

アラ ピノ サ イ ド
，
5 －フ ル オ ロ ウ ラ シ ル ， ビ ン ク リ ス チ

ン は 増感作用 を示 さ な か っ た と述 べ て い る ． さ ら に 増

感効果の あ っ た 薬剤に つ い て も そ の 度合 は異な り ブ レ

オ マ イ シ ン が 最も 大き い 値 を示 して い る．
また ア ド リ

ア マ イ シ ン に お い て は時間的効果に つ い て も 検討 し，

増感は加温時間 30 分ま で で ， そ れ 以上 で は抵抗性 を示

し
，
そ の IC 9 。値 は 42

O

C で 3 7
0

C の 1 J
I
2 ． 8

，
4 3

O

C で 3 7
0

C の

1ノ2 ． 0 で あ っ た と述 べ て い る ． 今 回著者 は併 用 時間 を

2 時間 と設定 し て行 っ た が A D M ， C Q 共 に 39
O

C お よ

び 42
0

C の 加温 に よ り， 抗癌剤の 殺細胞作用 に 相乗効果

を認め た．

腫瘍の 高温処理 な い し全身加温 に よ る治療は す で に

臨床的 に も 試み られ て お り， 加温装置の 開発も盛ん に

進ん で い るの で， 今後の 臨床応用 に 向けて の 研 究の 発

展が期待 され る．

ヒ ト培養細胞の 生物学的研究 は極め て 重要で あ り，

癌化学療法 や温熱療法の 効果 が， 個々 の と 卜癌細胞 の

特異的な性状 を把握で きる か否 か で将 来的 に 培養細胞

を用 い た ね乙 研兢仰 の実験の 意義付 けが な さ れ る で あ ろ

う ．

結 論

ヒ ト腎細胞癌の ヌ ー ドマ ウ ス 移植腫瘍か ら単離細胞

培養を行 い ， 細胞株 こ N C C －

n u 細胞 の 樹立 に成功 した ．

その 培養細胞の も つ 形態学的お よ び生物学的性状の 検

討 と共に ，
抗癌剤感受性 と加温 に よ る抗癌剤増感作用

を追求 し， 以下の 結果 を得た ．

1 ． ヌ ー ド マ ウ ス移殖腫 瘍よ り分離 した ヒ ト腎癌細

胞株 は上 皮系の形態 を示 しつ つ 増殖 し， 培養開始4 50

日 ， 継代 120 代 を経過 して なお 安定 した増殖 を示 して

お り， この 細胞株 を N C C － n u と命名 した．

2 ． N C C －

n u 細胞は d o u b li n g ti m e ニ 2 7 時間， コ ロ

ニ ー 形成 率こ 約 50 ％， 染色体 ニ モ ー ド 6 4 の 低 3 倍性

で 7 qく＋うの マ
ー

か
一

染色体 を認 め， ヌ
ー

ド マ ウス ヘ

の 再移植が可能で あ っ た ．

3 ． コ ロ ニ
ー 性ク ロ ー ニ ン グ に よ り 7 株の ク ロ

ー ン

を分離 した ． こ れ ら の ク ロ
ー ン の コ ロ ニ

ー

形 成 率 は

2 ． 3 旬 2 7 ％と低 く， ま た その d o u b li n g ti m e も 48 時間

以 上 で
，
ヌ ー ド マ ウ ス へ の 移植性は使用実験条件下で

は見 られ な か っ た ．

4 ． N C C － n u 細胞 は ズダ ンIII 染色， 電顕所見お よ び

ヌ ー ド マ ウス 再移植腫瘍の組織像 よ り腎癌細胞由来 と

同定 され た ．

5 ．
コ ロ ニ ー 形成 法 に よ り H e L a 細 胞 と 比 較 し た

抗癌剤 くA D M ， M M C ， C Q l の 感受惟で は ，
両細胞間

に 明ら か な感受性 の差 を認 めた ． ま た臨床投与量 と の

比 較 で も A D M に 高 い 感受性 を 示 す こ と が 示 唆 さ れ

た ．

6 ． 3 9
0

C と 4 2
0

C の 加 温 に よ り N C C －

n u 細 胞 と

H e L a 細胞 との 間に 温度感受性の 差を認め た ．

7 ． 抗癌剤 くA D M
，
C Ql と加温く39

O

C
，
4 2
0

Cl と の

併 用 で ， 抗癌 剤殺細胞作 用 の 相乗的 な増感効果 を

N C C －

n u 細胞 で認 め る こ と が で き た．
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h e t e r ol o g o u s ， h o m ol o g o u s ， a n d a u t ol o g o u s s e r u m s

o n h u m a n n o r m al a n d m a li g n a n t c ell s i n ui tr o ． J ．

N a t ． C a n c e r I n st ．
，
2 7

，
l－9 く19 6 1J ．

4 7I C o h e n ， S ． ニ I s ol a ti o n o f a m o u s e s u b m a x ill a r y

gl a n d p r o t ei n a c c el e r a ti n g i n ci s o r e r u pti o n a n d

e y elid o p e n i n g i n th e n e w
．b o r n a n i m a l ． J ． B i o l ．

C b e m
り
2 37

，
15 5 5

－

1 56 2 く19 6 21 ．

4 即 H oll e y ， R ． W ． 良工Ki e rn a n J ． A ． こ
く．

C o n t a c t

i n h ib iti o n
，，

o f c ell di vi si o n i n 3 T 3 c ell s ． P r o c ． N a tl ．

A c a d ． S ci ． U S A
，
60
，
3 0 0

－

3 04 く19 6 8J ．

4 91 D a u g h a d a y ， W ． H ．

，
H all K ．

，
R a b e n

，
M ． S ．

，

S al m o n
，
W ． D ． 鹿 V a n W y k ， J ． J ． こ S o m a t o m ed i n こ

p r o p o s e d d e si g n a ti o n f o r S ul ph a ti o n f a c t o r ． N a t u r e ，

23 5
，
1 7 く1 9 7 2I ．

5 0I J i m 6 n e 22 d e A s 丘a ， L ． ， S u ri a n ， E ． S ．
，
Fl a w i a

，

M ． M ． 鹿 T o r r e s
，
H ． N ． 二 E ff e c t of i n s uli n o n th e

g r o w th p a tt e r n a n d a d e n yl a t e c y cl a s e a cti v ity o f

B H K fib r o b l a s t s ． P r o c ． N a t ． A c a d ． S ci ． U S A ， 7 0 ，

13 8 8
－

1 3 9 2 く19 7 31 ．

5 1J A n t o n i a d e s ， H ．
N

． 鹿 S c h e r
，
C ． D ． こ R a d i o －

i m m u n o a s s a y o f a h u m a n s e r u m g r o w th f a c t o r f o r

B albノc －3 T 3 c ell s ニ D e ri v a ti o n f r o m pl a t el et s ． P r o c ．

N a t ． A c a d ． S ci ． U S A ， 7 4 ， 1 97 3－19 7 7 く19 7 7I ．

5 2I 佐藤 二 郎
． 常盤 考義二 培養細胞 の 染色体偏俺と癌

化． 組織培養， 7 ， 2 3 卜2 3 5 く19 811 ．

5 3I J o n e s ， G ． W ． こ P ri m a r y a n d m e t a s t a ti c

e pi th eli al t u m o r s o f th e h u m a n k id n e y a n d b l a d d e r

i n ti s s u e c ul t u r e ， C a n c e r
，
2 0

，
1 89 0－18 9 8 く19 6 7l ．

5 4I 加藤哲郎 二 膀 胱癌 の C ell K i n e ti c s に 関す る 研

究． 日泌尿会誌， 67 ， 4 9 ト50 1 く197 61 ．

5 5I T o b e y ， R ． A ． 二 A si m pl e ， r a pid t e c h n i q u e f r o m
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d e t e r m i n a ti o n o f th e e ff e c t s o f c h e m o th e r a p e u ti c

a g e n t s o n m a m m ali a n c ell － C y Cl e t r a v e r s e ． C a n c e r

R e s
り
3 2

，
3 0 9 －

3 1 6 く1 9 72ン．

5 6I N a g a ts u ， M ．

，
R i c h a rt ， R ， M ． a n d L a m b e r t

，

A ． ニ E ff e c t o f b l e o m y ci n o n th e c ell c y cl e o f E h rli c h

a s cit e s c a r ci n o m a ． C a n c e r R e s ．
，
3 2

，
1 9 6 6 － 1 9 70 く19 72J ．

5 7I M e ri w e th e r ， W ． D
． 鹿 B a c h u r

，
N ． R ． ニ I n h ib i －

ti o n of D N A a n d R N A m e t a b o li s m b y d a u n o r u b i ci n

a n d a d ri a m y ci n i n L 1 21 0 m o u s e l e u k e m i a ． C a n c e r

R e s ．
，
3 2

，
1 1 3 7－11 4 2 く19 7 2ン．

58I S m i th ， D ． B ． 鹿 C h u
，
E ． H ． Y ． ニ A g e n e ti c

a p p r o a c h t o th e st u d y of c y t o t o x i cit y a n d r e si s t ．

a n c e of c ul t u r e d C hi n e s e h a m s t e r c ell s i n p r e s e n c e

Of c y t o si n a r ab i n o sid e ． C a n c e r R e s ． ， 3 2
，
1 6 5 1

p

1 6 5 7

く19 7 21 ．

5 9I H a m b e r g e r ， A ． W ． 及 S a l m o n
，
S ． E ． こ P ri m a ．

r y b i o a s s a y o f h u m a n t u m o r s t e m c ell s ． S ci e n c e
，

1 9 7
，
4 6 卜 4 6 3 く1 9 7 71 ．

6 0I H a m b e r g e r ， A ． 及 S al m o n
，
S ． E ． 二 P ri m a r y

b i o a s s a y o f h u m a n m y el o m a s t e m c ell s ． J ． C li n ．

I n v e st ．
，
6 0

，
8 4 6－854 く1 9 771 ．

6 1I S al m o n ， S ． E ．
，
H a m b e r g e r ， A ． W ．

，
S o e h n l e n

，

B － B ． S ．
，
D u ri e B ． G ■ M ．

，
A l b e r t s

，
D ． S ． 鹿1 M o o n

，

T － E － こ Q u a n tit a ti o n o f d e ff e r e n ti al s e n siti vi ty of

h u m a n －t u m O r St e m C ell s t o a n ti c a n c e r d ru g S ． N ．

E n g ． J ． M e d ． ， 2 9 8 ， 1 32 1－13 2 7 く19 7 軋

62I H o ff
，
D － D ．

，
C a s p e r ， J ．

，
B r a dl e y ， E ．

， S a n d －

b a c h
，
J ．
，
J o n e s

，
D ． 及 M a k u c h

，
R ． 二 A s s o ci a ti o n

b e t w e e n h u m a n t u m o r c ol o n y －f o r m l n g a S S a y r e S u lt s

a n d r e s p o n s e o f a n in di n d i v id u a l p a ti e n t
，

s t u m o r t o

C h e m o th e r a p y ． A m e r ． J ． M ed ．
，
7 0

， 1 02 7－10 3 2 く1 9 8 1J ．

6 3I S i k i c ， B ． I ． 良 T a b e r
，
R ． I ．． 二 H u m a n t u m o r

C Ol o n o g e n i c a s s a y s ． C a n c e r C h e m ． P h a r m ．
，
6
，
2 0 1

－2 0 3 く1 9飢1 ．

3 7

6 41 M a r t o r elli
，
臥 J r ． ， P a ul o ， S り P a r sh l e y ， 軋

S ． 晶 M o o r e
，
J ． G ． こ E ff e c t o f c h e m o th e r a p e u ti c

a g e n t s o n t w o li n e s o f h u m a n b r e a st c a r ci n o m a s in

ti s s u e c u rt u r e ． S u r g ． G y n e c o l ． O b st ． ， 1 2 8 ， 1 00 l
，

1 0 0 6

く19 6 9I ．

6 51 B a r r a n c o
，
S ． C ．

，
fr a e n elt

，
B

． R ． 皮 G e e
，
駄 L ． ニ

D iff e r e n ti a l s e n si ti v iti e s of fi v e r a t h e p a t o m a c ell

li n e s t o a n ti c a n c e r d r u g ． C a n c e r R e s ． ， 3 8 ， 6 5 6
－ 6 60

く19 7 引 ．

6 6I 鈴木 利 光 ． 本山悌 －

こ 人癌培養株細胞 の わ川 才知

薬剤感受性検定法の吟味と その 応札 組織増乱 6 ， 46 5

－4 72 く1 9 8 0I ．

6 71 C o l e y ， W ． B
． ニ T h e t r e a t m e n t o f m a li g n a n t

t u m o r s b y r e p e a t e d i n o c u l a ti o n s of e r y si p el a s こ

W ith a r e p o rt o f t e n o ri gi n a l c a s e s ． A m e r ． J ． M ed ．

S ci ．
，
1 05

，
4 8 7－511 く189 3I ．

6 即 G e r s m a ， S ． Y ． ニ T h e eff e c t s of p ol yh y d ri c a n d

m o n o h yd ri c al c o h oI s o n th e h e a t i n d u c e d r e v e r sib l e

d e n a t u r a ti o n o f c h y m o t r y p si n o g e n A ， E u r ． J ．

B i o c h e m
． 1 4

，
1 5 0－15 3 く19 70J ．

6 91 H e r s k o vi t s
，
T ． T ．

，
G a r e g b e k u ， B ． 皮 J a ill e t

，

H ． こ O n th e st r a c t u r al st a b ilit y a n d s o I v e n t d e n a tu －

r a ti o n o f p r o t ei n s ． J ． B i o c h e m ．
，
2 45

，
2 5 8 8 － 2 5 9 8

り97 0I ．

7 0I B r a u n ， J ． 鹿 H a h n G ． M ． 二 E n h a n c e d c ell

killi n g b y bl e o m y c l n a n d 4 3
O

h y p e rth e r m i a a n d th e

i n h ib iti o n of r e c o v e r y f r o m p o t e n ti all y l e th a l

d a m a g e ． C a n c e r R e s ． ， 35 ， 2 9 2 ト29 2 7 く19 7 5I ．

叩 M a n n
，
R

． D り S t o r m ， K ．
， M ol t o n

，
D ． L

リ

B e r t el s e n
，
C ． A ．

，
K o r n

，
E ． L ．

，
K ai s e r

，
I J

． R ． 及

K e r n
，
D － H ． 二 P r e di c t a bilit y of r e s p o n s e t o cli n i c al

th e r m o c h e m o th e r a p y b y c ol o n o g e n i c a s s a y ． C a n c e r ，

5 2
，
13 8 9－1 3 9 4 く19 8 3ナ．
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N e w ly E st ab h s h ed H u m a n T u m o r C ell Li n e こ N C C
－ n u D eriv e d ff o m R e n al C h n c er － C o m p ar a

－

ti v e E x a m i n atio n of C h e m o － a n d T h e rm 0 － S e n Siti vity of th e C ells 加 pitr o
－ K i y o shi S a w a g u ch i ，

D ep art m e n t of S u r g er y ， C a n c e r R e s e a r ch I n stit u t e ， K a n a z a w a
U n i v e rsit y ， K a n a z a w a ，．9 2 ト J －

J u z e n M e d ． S o c ．
，
94 ， 2 l － 3 8 り98 51

K ey w o rd sこ Cle a r c ell c a r ci n o m a ， h u m a n r e n al c ell li n e ， H e L a
c ell

，
加 vit r o c h e m o s e n siti vit y ，

l o w g r ad e h y p e rt h e r m i a ．

A b str a ct

T h i s st u d y w a s p u r s u e d t o e x a m i n e t h e c h a r a c
t e ri s ti c b e h a v i o r a n d t h e c h e m o

－ O r t h e r m o －

s e n siti vit y o f h u m a n c a n c e r c e ll s b l Vit r o ， k e e p i n g a n ai m f o r cli n i c al a p p r o a c
h

． U si n g t u m o r

tis s u e s w h i c h w e r e o rig i n ally o b t a i n e d f r o m s u rg i
c al e x t r a cti o n a n d t h e n t r a n s pl a n t e d i n t o

n u d e m i c e くB A L BI C ， n ul n u J ， a C O n ti n u o u s h u m a n c e ll li n e くN C C
－

n u J f r o m cl e a r c ell c a r ci n o m a

o f t h e k id n e y w a s n e w l y e s t a b li s h e d ． W h e n c u lt u r e d i n D o u l b e c c o
，

s m o d i fi e d E a gl e
，

s m e d i u m

s u p p l e m e n t e d w i t h l O ％ f e t al c a lf s e r u m ， t h i s c ell li n e f o r m e d m o n o l a y e r s o
f p o ly g o n al e p it h eli al

c e11 s
，
O C C a Si o n al 1 y c o n t ai n i n g gi a n t c e ll s ． T h e d o u b li n g ti m e わ1 VitTV W a S a p P r O X i m a t el y 2 7 h r a n d

t h e p l a ti n g ef fi ci e n c y f o r c o l o n y f o r m ai o n w a s a b o u t 4 5 ％． S e v e n cl o n e s o b t ai n e d b y c o l o n i a l

cI o mi n g t e c h n i q u e s g e n e r a11 y s h o w e d a l o n g e r d o u b li n g ti m e くa b o u t 4 8 h rJ a n d a l o w e r p l a ti n g

e ffi c i e n c y く5 － 2 5 ％J t h a n t h o s e o f p a r e n t u n cl o n e d c e ll s ． C h r o m o s o m al a n al y si s w a s d o n e w it h t h e

c ell s o f t h e 3 8 t h a n d 8 4 t h g e n e r a ti o n s ． B o t h g e n e r a ti o n s r e v
e al e d h y p o t ri p l o id n u m b e r く6 4 x x yl

w it h o n e m a r k e r c h r o m o s o m e a t s e v e n
，
S h o w i n g t h e m o d al n u m b e r o f 6 4 a n d t h e h u m a n k a r y o

－

t y p e ． R e t r a n sp l a n t ati o n o f t hi s c ell li n e i n t o t h e n u d
e m o u s e f o r m e d a w ell

－

Ci r c u m s c ri b e d s o lid

t u m o r w it h s i m il a r hi st o l o g i c a l f e a t u r e s t o t h e o rig i n al h u m a n t u m o r ． U si n g ln Vi tr o c o l
o n y

f o r m ati o n t e c h n i q u e s ， t h e c y t o t o x i c e ff e c t s o f a d ri a m y ci n くA D 叫 ， m it o m y ci n くM M CJ a n d

c a r b a zil q u i n o n くC QJ o n N C C － n u C e ll s an d H e L a c ell s w e r e c o m p a r e d ． T h e d o s e － r e S P O n S e C u rv e O f

t h e s e d ru g S i n t h e t w o c ell s d e m o n st r at e d a n e x p o n
e n ti a l d e c r e a s e t y p e ． I n t h e v al u e s o f 5 0 ％ a n d

9 0 ％ g r o w t h i n h i b iti o n c o n c e n t r at i o n t I C 5 0 a n d I C 9 0 J a ft．e r 2
－

O r 6 － h r e x p o s u r e
，
C Q s h o w e d t h e

hi g h e st c ell k n li n g e ff e c t o n b o t h c ell s ． T h e t h e r a p e u ti c i n d e x くcli n i c al d o s elI C 9 0 J i n d i c a t e d t h a t

A D M w a s m o st e ff e c ti v e a g a i n s t N C C
－

n u C e u S ． M o r e o v e r
，
l o w g r a d e h y p e rt h e r m i a くa t 3 9

0

c a n d

4 2
0

c f o r 2 h rl c o m b i n e d w it h c h e m o t h e r a p y b y A D M o r C Q r e v e al e d a m u ltip li c a ti o n e ff e ct o n

t u m o r － Ci d al a c ti v it y o f b o t h d r u g s ， S u g g e Sti n g a p
r o m i si n g f u t u r e o f t h e s e t h e r a p e u t i c p r o c e d u r e s ．


