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　Turnor　 sensitivity 　 assays 　have 　been　 widely 　 reported ，　 and 　 we 　have　been　performed 　SDI （succ 卜

nic 　dehydrogenase 　inhibition）test　 using 　MTT ．　 In　this　paper　we 　have 　 studied 　 this　 test　 funda−

mentally 　by 　the 　use 　of　 a 　new 　synthesized 　 tetrazolium 　 salt ，　 XTT ．　 The 　 assay 　is　performed 　with ．

96−well 　microplates ．　 In　the　assay 　using 　XTT
，
　 addition 　 of 　 appropriate 　 concentration 　 of 　PMS

（phenazine　 methosulfate ）to 　XTT 　 results 　in　 a　 marked 　increase　in　 optical 　density　 and 　 continues ．

to　increase　 with 　reaction 　tinle，　 which 　 Ineans 　XTT 　is　less　toxic　to　 cells 　than 　MTT ．　 Therefore ，
we 　 have　 studied 　 from 　 time 　 to　time 　the　possibility　 of 　 evaluation 　 with 　 a　little　number 　 of 　 ceUs

comparing 　with 　MTT 　 assaY ．　 Tumor 　 cells 　 used 　 ln　 this　 experiment 　 are 　 Sarcoma　 180，　 Ehrlich

carcinoma
，
　NUGC4 　 and 　 SW13 　 as 　human 　 cell 　lines．

　In　 result ，　 when 　 we 　incubate　tumor 　 cell 　 over 　 20−h　 with 　XTT ，
　 we 　 are 　 ab 【e　to　evaluate 　suffレ

ciently 　 with 　 a　Iittle　number 　 of 　 cel 且s，　 and 　 we 　 studied 　I．1．（Inhibition　Index）of 　each 　drug（MMC ，

ADM
，
　 CDDP ）．　 XTT 　 assay 　is　 easy 　to　be　influenced　by　pH 　 and 　 requires 　the　 use 　 of　 mediuln 　con −．

tained　buffer，　FQrmazan 　 forrned　from 　XTT 　is　 soluble 　in　 water ，
　so　 that　 XTT 　 assay 　 does　 not

require 　DMSO （dimethyl　sulfoxide ），　 but　the　probIem 　is　the　 measure 　 of 　 colored 　drugs　for　exam −

ple　ADM 　 etc ．　 It　is　thought 　that　XTT 　is　 a 　useful 　 tetrazoliutn　salt　 and 　 the　 assay 　is　simple 　 and

able 　 to　 evaluate 　 wtth 　 a 　 little　 number 　 of 　 ce 玉ls．
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緒 言

　近年 ， 悪性腫瘍に対する化学療法の進歩は 著し

い が ， そ の 成績は
一

部 の 例外を除 い て は極め て 不

十分で ある．ま た ，制癌剤を投与する に 当た っ て

腫瘍 の 制癌剤感受性 は，腫瘍 の 発生 した臓器に よ
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りある程度の 傾向を示すが腫瘍 の 組織艨 とは 関係

な く，同 じ臓器 の 同 じ組織像 に 分類 されゐ 腫瘍で

も， 薬剤効果が まち まち で ある ： したが つ て，癌

化学療法を行 う際 に 重要 なこ とは，有効な薬剤を

選択 して 使用 し，よ り臨床効果を高め る と と も

に ，い たず らに 無効 な薬剤を使用 しな い こ とで あ

る．こ の 目的 の た め に ，現在種 々 の 制癌剤感受性

試験法が検討 され て い る． こ の うち，近藤 ら
1・2〕

が

発表し た in　vitro の 制癌剤感受性試験 SDI （suc
−

cinic 　Dehydrogenase 　Inhibition） test は，

tetrazolium 塩が生 きた癌細胞内 コ ハ ク酸脱水素

酵素に よ り formazan に 還元され る 反応 を利用

し て，制癌剤 の 効果を知 る方法で あ り，近藤らは

こ の tetrazolium 塩 として TTC 注 P
を用 い た ，

そ の 後感度が高 い MTT 注 21
が合成 され る と共 に ，

斉藤 ら
3｝

や Mosmann4 〕
が MTT を用 い た SDI

法を発表 し，現在欧米で も盛ん に 検討 さ れ て い

る
5『s〕．最近，新 し く XTT 注 3｝ が合成 され，　 Scu−

dieroら
9）

が XTT を用 い た方法を発表 した．

　今回，我 々 は XTT を用 い た SDI　testを施行

し，MTT を用 い た そ れ と実験腫瘍 に て基礎的 に

比較検討 し，さらに XTT の 特性を生か した 少細

胞数 で の 評価が 可 能か ど うか 実験的検 討を 加 え た

の で報告す る．

注1）　TTC ：2，3，5−triphenyl　 tetrazolium　 chloride

注2）　MTT ：3−（4，5−dimethyl−2−thiazolyl）−2，
　5−di−

　　　 phenyl−2H 　tetrazolium 　bromide

注3）　XTT ：2，3−bis（2−methyoxy
−4nitro−5−suIfo −

　　　 phenyl ）
−5〔（phenylamino ）carbonyl 〕

−2H −

　　　 tetrazolium　hydroxide

実験材料及 び方法

　実験 に 用 い た腫瘍細胞 は ，ddY マ ウ ス 腹腔 内に

継代移植 し た Sarcoma −180 細胞 と Ehrlich癌

細胞，そ し て名大第二 外科 よ り譲 り受けた ヒ ト 胃

癌株 NUGC4 と大 腸癌株 SW13 で あ る．　 NUG

C4 と SW13 の cell　line は RPMI 　1640 ＋ 20％

FCS で 培養 し 週 に 1 回培養液を交換 し て い る ．

MTT は シ グ マ 製薬よ り，　 XTT は Polysciences

よ り入手 した ．制癌剤 Ot　mitomycin 　C（MMC ），

adriamycin （ADM ），
　 cisplatin （CDDP ）を用

い た ．MMC ，　 ADM は協和発酵  よ り CDDP は

日本化薬  よ り購入 し ，
RPMI 　1640 ＋ 20％ FCS

で 各 々 の 濃度に 希釈 し た ，

　MTT ，　 XTT 　assay 両法 とも，腫 瘍 細 胞 を

RPMI 　1640十 20％FCS （50× 10‘
cells ！ml ） に 浮

遊させ 96well　cell 　culture 　plate に 100glず っ

分注 した 後，制癌剤 （100μ1）を加 え，5％CO2　 in−

cubator 内で 37℃ で 48時間培養 し た ．以 上 の 操

作は ク リー
ン ベ ン チ 内で 無菌的に 行 う．

　 MTT 　assay で は，48時間培養後制癌剤を PBS

（phosphate 　buffered　 saline ） で wash 　out し

沈渣に MTT 試薬 （MTT 　 4mg ！ml ＋ 0．1M コ ハ

ク酸 Na ）を 20μ1加 え 37 °C で 3 時間 incubate

した ．そ の 後 DMSO （dimethyl　sulfoxide ）150

μ1を加 え生成 した MTT 　formazan を 抽出 した．

次 い で ELISA 　reader を 用 い て 波 長 540nm で

測定後 ， Inhibition　Index （以下 1．L ）を算出し

た ．

　XTT 　 assay は Scudiero の 方法に 準 じた．

すなわ ち ， 培養後 XTT 試薬 〔XTT 　lmg 〆ml ＋

PMS （phenazine　methosulfate ）0．025mM 〕を

加え ， 37℃ で 3 〜 4 時間 incubateし生成 し た

XTT 　formazan を波長 450nm で 測定 し 1．1．を

算出 した．XTT に 加 え る PMS の 濃度を，　 Table

1 に 示す よ うに S−180細胞 と Ehrlich癌細胞を

用 い て 検討 し た ．すなわ ち，腫瘍細胞 浮遊液 と制

癌剤を 5 ％ CO2 条件下で 37°C で 48時聞培養後 ，

XTT 試薬 （XTT ＋ PMS ）を加 え 37°C で 4 時聞

incubate し 吸光度 を測定 した．　 XTT は それ 自体

で は 感度が低い が ， 促進剤て ある PMS を加え て

や る と XTT の 感度が増す．　 PMS の 濃度を O．　O

mM 〜0．05mM へ と変化 させ ると，各腫瘍細胞 と

も PMS の 濃度 と 共 に 吸光度 も増加 し た ．評価 し

うる 数値，background の 上 昇 も考 慮に 入れ PMS

の最良の 濃度は， 0．　OlmM 〜0．025mM と考え ら

れ ，本 実験で は 0，025mM の 濃度 を 使用 し た ．

XTT 　formazan は 2 個 の 陰イ オ ン を持ち 水溶性

で あ る た め MTT 　assay と異 な り， 遠心 分 離

上 清除 去お よ び DMSO （dimethyl　 sulfoxide ）

に よ る抽 出操作が不要で あ りそ の まま測定が 可能

で あ る．

　な お ， 両 assay とも細胞 数 と incubation　tirne

N 工工
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Table 　1．

　　　　 Cell　density
CelHi口e × 103cells／well

各 PMS 濃度に お け る XTT の 吸光度

　　　　　　　　　　　　　XTT
一

〇．OmM　ODImM　O．025mM　O．050mM
　　　　　　　　　　　　　　（PMS 濃 度）

S・180

Ehr］ichcarc
）noma

　　 50

　　100

　　 50

　　100Background

G．036　　0．116

0．058　　　0．245

07036　　　0．093

G．062　　　0．204

0．244　　　0．26G

0．145G

．7360

．1080

．6540263

O．2181

．5590

．1671

．2110

．316

●　incロbation　：　4hr．37
・
O

。各データの 数値 は backgr。und を引い たもの で ある。

の 関 係を検討す るた め ，Optical　Density（OD ．）

を incubation　time　24時間ま で比較測定 した ．

　制癌剤感受性 の 判定 に は ，control （a
− m ）に

対す る制癌剤添加細胞 の 酵素活性抑制率 Inhibi＿

tion　Index （LL ）を 次式で 求め た ，

　　 1．1．＝ a − p ！a − mX100 （％）

　　　 a ： 制癌剤非添加細胞＋ MTT 　or 　XTT

　　　 P ： 制癌剤添加細胞＋MTT 　or 　XTT （制

　　　　　tiMJ斉叮f乍用）

　　　 m ：background

2．

　
　
　

　

　

　
　

ω

〉
嵩
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実 験 結 果

　1．　 吸光度 と 生細胞数と の関係

　S−180細胞 と Ehrlich癌細胞 を 用 い ，
　 MTT

assay と XTT 　assay を各種細胞数 （5〜100×

1011ce11s！welD で 比較す る と　Fig．1 の よ うに

吸光度 と生細胞数の 問に は 正 の 相関があ っ た ．ま

た ，XTT 　 assay は MTT 　assay よ りも感度が

高 く，細胞数が少な い 場合で も評価で きる と思わ

れ る．

　2．　 少数細胞で 長時間 incubate した時の 吸光

紹
｛

A

5　　10　　　　20　　　　30　　　　40　　　　50　　　　60　　　　70　　　　80　　　　90　　　　100

　　　　　　　　　　　　　　Cells／Well （× 103）

　 Fig．　 L 　細胞数と吸光度の 関係 （Sarcoma −180細胞 ，
　 Ehrlich癌細胞）
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a

　　　 2 4 6 　 　 2〔｝ 　 24hour

　　　　　　　　　　 ［ncubation 　Time （hr．）

Fig．2．　各腫瘍 （S−180，　 Ehrlich　carcinoma ，　NUGC4 ，　 SW13 ）に お け る

　　　　少細胞数 （5 × 104cells！ml ） の XTT 反応時間 と 0 ．D ．値 の 関係

尸
度 （a

−m ）

　XTT 　assay は MTT 　assay よ り感度が高 く，

そ の 特性を い か し た 少数細胞で の 評価が可能か ど

うか検討し た．XTT を用 い た 場合 6 時間 ま で は

値が 低 い が，細胞 数 5× 104cells！ml で も 20 時

間以上 incubate する こ とに よ り更に高度な判定

が可能 とな る．Ehrlich癌細胞，お よ び NUGC

4，SW 　13 等 の cell　lineに つ い て も同様の 結果

を得た （Fig．2）．

　3．　反応時間と 吸光度の 関係

　S−180細胞 の 各細胞 数に おける XTT 　assay と

MTT 　assay の 反応時間 と吸光度の 関係を Fig．3

に 示す．反応時間を 0〜24時 問 と変化させ る と XT

Tassay は MTT 　assay よ り感度が高 く，細胞

数が 少な くて も反応時間が 長 くな る とともに 吸光

度が増 し，24時間も増加を示 し た が，MTT 　assay

で は 3〜 4 時間後に は ブ ラー トに達 し た．すなわ

ち，50× 104　cells ！ml を用 い た MTT 　assay と

同 じ値 は XTT 　assay で はその 1110 の 5× 104

cells！ml で 長時間 incubateす る こ とに よ り得 ら

れ る．細胞に対する毒性は ， MTT に比 して XTT

お よ び XTT 　formazan は 少な い と考 え られ る．

　4。 XTT 反応時間と 1．1．の 関係

　S−180細胞 を用 い て XTT 反応時間（2〜24時間）

と LI ．の 関係に つ い て 検討 し た．細胞数 10× 104

cells ！ml で 薬剤 3 種 3濃度に お い て実験を行 っ

た ．Fig．4 に 示す よ うに MMC ，
　 CDDP に っ い

て は 各濃度 と も反応時間 に 関係な く
一

定で あ っ た

の に 対 して ，ADM に つ い て は 6 時間まで は 不安

定で あ っ たが20〜24時間で は やや安定 して い た．

N 工工
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　　　　　　　　　　　 lncubation　Time 　（hr．）

Fig・3・ 各細胞 数に お け る MTT … ay と XTT 翻 Y の 反 応 輔 と 0 ．　D ．値の 関係

こ れは XTT 　assay の 操作上薬剤 を wash 　out

し な い た め ADM の 色が影 響 して い る と思われ

る．したが っ て Fig．2 で 示 され る よ うに ，吸光

度 が低 い 2 〜 6 時間 ま で は ADM の 色 の 影響 を受

けやす く， 薬剤濃度 の 低 い 1μg！ml の 方 が 薬剤濃

度の高い 30μg！m1 よ りも LI．が高 くで る傾向が

あ り ， 吸 光度が十分得 られる20〜24時間 で は安定

した値が得 られ た，

　5．　細胞数と 1．1．の 関係

　S−180細胞を 用 い て 細胞数 10× 104〜50× 10t

cells ！m1 で 各薬剤に お け る 1．L を 算 出 し た ．

Fig．5 に 示 すよ うに MMC
，
　 CDDP に つ い て は

それぞれの 濃度に お い て 細胞数 に 関係な くほ ぼ
一

定の 値を示 したが ， ADM に つ い て は 10× 104

cells 〆ml で 1．L が低か っ た． こ れ は 細胞数が少

な い た め 4 時間 で は 十分な吸光度を得る こ とが で

ぎず ADM の 色 が影響 して くる と思われ る．

　6．　薬剤濃度 と 1，1．の関係

　Fig．6 は XTT 　assay に お い て 少数細胞 で 艮時

間反応 させ た場 合 と多細胞で 短時間反応 させ た場

合 の 各薬剤濃度に お け る LI．（％）の 比較を示す．

　S−180 細胞 で XTT を用 い て 5× 10i　cells ！ml

で 22時間反応させ た場合 と 30× 104　cellsfml で 4
時 間反応 させ た 場 合 と比較 す る と 各薬剤濃度 の

．

LI ．は ほ ぼ同 じで ある．これ は Fig．4，5 で 示す

よ うに 1．1．は XTT 反応時間や細胞濃度に 影響 さ

れな い こ とに よ る．Ehrlich癌細胞 ， お よ び NU
GC4 ，　SW13 等の cell　lineに つ い て も実験を行

っ たが ほ ぼ 同様 の 結果を得た ．しか しADM に つ

い て は若干問題 が 残 っ た ．

轟

羸
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7． XTT 　assay に 影響を及ぼす因子 につ い て

　血 清 の 影響を み る た め に培養液 と し て Gibco

RPMI 　1640　with 　HEPES 　bufferと 日 水 製 薬

RPMI 　1640　with 　HEPES 　bufferを用 い ，それ

ぞれ に対 し Gibco の FCS と片山化学 の FCS を

加え て検討 したが ， その 影響はほ とん ど認め られ

な か っ た ．培養液に よ る変化は 日水 RPMI 　1640，

日水 RPMI 　1640　with 　HEPES 　bufferお よ び

Gibco　RPMI 　1640　with 　HEPES 　bufferを用 い

て 比較 し た が，Gibco　RPMI 　1640　with 　HEPES
buffer を使用 した もの が最も高く感度が高か っ た

（Table　2）．こ れ は ，　pH の 変動が ほ か の medium

よ りも少な い た め と思わ れ る ．す な わ ち medium

の pH の 変動を 6．4〜9，0に変化させ て 0 ．D ．値を

測定 す る と pH 　7．4 付近で は最も酸性側，ア ル カ

リ性側で は 低 くな っ て い る．ま た 各 皿 ediu 皿 で

S−180 細胞の 培養前後の pH の 変動を見る と bu−

fferを入れ な い 場合 の 培 養後 の pH は培養前に 比

べ ，1．00以上変動するの に対 して bufferを 入 れ

た場合は 変動が少な い ．MTT に つ い て も同様 の

実験を 行 っ たが ， 血 清，pH の 影響は ほ とん どな

か っ た ．

考 察

　近藤 ら
1

・
L）

に よ り開発された SDI　test は ，腫

瘍細胞 と制癌剤を
一

定時間接触させ た 後に そ の細

胞活性 を酵素的 に 測定す る もの で あ り，制癌剤感

受性試験短期培養法 の 中で は感度が高 く比較的よ

く用 い られ，臨床的 に もそ の 有用性が 報告され て

い る
10’． SDI　test の 特徴を あげ る と，1）簡便で

再現性が ある こ と，2）数量的に 判定され判定が客

観的で ある こ と，3）評価率が高い こ と ， 4）迅速に

結果 が得 られ る こ と， 5）多数の検体を処理 で きる

ρ

A

A

Table　 2，

緬胞　S −180

培養液の 違い の XTT 　assay へ の 影響

　　　　　　　　　　　　 数値 ：O ．D ．値

MTT （4hr，）
　　　　　　 ■
XT丁（4hr．）iXT丁（24hr．）
　 　 　 　 　 　 「

cellsノ溜 30× m4 30× 104i5 × 丁0・

日水RPMI1640
．．　　．一　　．．■　　　　　　胛■　　，　　■■　　●

　 0．634
■■●　・●」●o噂●鹽■　孕r ■■

　　0．760iO ，855
．　．　噛叩胃●．鱒．L　縄．　 鴨．鹽．

　 日7kRPMI1640

　 　 卩ith　 HEPES　boffer鹽・卩層 ”
　　 0．61D
．障．曾・■■畠幽　　翰■，■■一宦聯甼■　　0．952iO ．706

一鬯
GibcoRPM 工i640

　 導ith　HεPES　 b駆ffer 0，682

隔・「，層．舶■・卜■．“・辱●・■　孕．．

・423i1 ．390
　 　 　 　 　 　 「
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戸

こ と，6）多 くの 制癌剤を比較検討 で きる こ と，
7）

経済的に 負担が少 な い こ とな どを あげる こ とが で

きる．問題点 と し て は ， 1）固形腫瘍 の 場 合，腫瘍

細胞 と正 常線維芽細胞 と の 分離が 困難 で あ る こ

と，2）時間依存性 の 薬剤 の 判定 法 が 確立 され て い

な い こ と，3）masked 　 compound の 薬剤 の 判定

が で きな い こ とな どがある． こ の 方法は ，酵素活

性測定に 用い る tetrazolium 塩 として MTT が

広 く用 い られ て い る が ， その 後新 し く合成された

XTT が PMS （0．01〜0．025mM ）を加え る こ と

に よ り非常に高 い 感度を有する こ とが報告され，

こ れを用 い て MTT 　assay との 比較検討を 実験

腫瘍で 行 っ た ．

　 XTT ・MTT と もに 水溶液で ある が，そ の for−

mazan は MTT が イ オ ン 化され て い な い の に 対

し，XTT は 2 価 の 陰イ オ ン を もつ ため ，水溶性

で ある ．すなわ ち，XTT を 用 い て SDI　 test を

行 うに 当た り，MTT の 時に 行 う遠心 分離操作や

DMSO を用 い た formazan 抽出な どの 操f乍は 不

要 に な る．ま た XTT を 用 い る SDI　test で は 24

時間後も吸光 度の 増加を示すが ，

一
方 MTT で は

3 〜 4 時間後 に プ ラ ｝・一に 達す る こ と か ら，XTT

お よ び XTT 　formazan は MTT に 比 し細胞毒

性 が弱 い と考え られ る．すなわ ち，MTT 　 assay

ば 約 50× 10t　cells ！ml の 細胞 数 で 測定 され る が，

XTT 　assay で は 5× 10；
cells ！m1 で 20時問以上

incubate す る こ と ｝こ よ り測定 11r能 と な り，　 XTT

assay は約 10倍 の 感度を有す る こ とに な る．臨床

例 で は採取 出来る紅織量が限 られ て い る こ とが 多

く1 出来る だ け少な い 組織景 で判定 で き る感受性

試験が望ま し い ．こ の 点 XTT を用 い た SDI　test

は 有用な感受性 試験 と考 え ら れ る
11’． しか し，

XTT で は 促進 剤 で あ る PMS を加 えな い と感度

が 1：が らず ，
こ の た め background が 高 くな る

と い
t
）欠 点が あ る ．tetrazolium 塩を用 い た 感受

性試験法 に は ，細胞 の 採取法，正常細胞 の 混 入お

よび 制癌剤 （特 に ADM ） の 色 に よ る 影 響等解決

す べ ぎ点があ り ，
こ れ らは 他 の 感受性試験 に も共

通の 問題 で ある が，今後検討 し て い く 必 要 が あ

る．

　臨床効果 との 相関に つ い て は ， SDI　test の 成績

との 間 に は あ る程度の相関があ る とす る報告
12−16，

が多い ．各種 の 感受性試験に つ い て そ の 成績 と臨

床効果とを対比 した今ま で の 文献を ま と め た 報

告17・1巳）
に よる と，感受性試験法で 有効 ，臨床 で 有

効 で あ っ た もの 61〜69％，試験法 で 無効，臨床で

無効 な もの 91〜97％ で ある ，こ れ は 現在 の 感受性

試験法 に は まだ まだ多 くの 問題点が あ り，制癌剤

の 有効性 を十分正確 に は 予測が で ぎな い が ，無効

な もの は ほ とん どすべ て 予測 し排除 で きる こ とを

示 して い る．し たが っ て ，感受性試験は 癌化学療

法を 行 う際 の 前提 条件 と し て 広 く臨 床時に 用 い ら

れ る べ ぎ方法 と考えられ る．
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