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概要　 ヒ ト卵巣癌由来 の 培養細胞，Kuramochi 株 と CKS 株の ，　 in　 vitro に お け る Mitomycin　 C と

Carboquoneに 対する感受性を測定 し
， 種 々 の 組織型 に 由来する ヒ ト胃癌培養細胞株の それ と比較 した．

卵巣の 漿液性嚢胞腺癌由来の CKS 株は Mitomycin　C と Carboduoneに対する感受性が 胃癌群に 比 べ

て 極め て低 く， ま た ， 2 剤の 治療係数 も低 かつ た．他 方， 卵 巣の 未分化癌 由来 の Kuramochi 株 は
，

Mitemycin 　C　？c 対する感受性は低い が ，
　 Carboquoneに 対す る感受 性 は高 く，ま た Carboquone の 治療

係数も高か つ た ．し た がつ て ， 治療薬と し て
， 卵巣の 未分化癌tl　Carboquone を 用 い る こ とは 合理 的 で

あるが，漿液性嚢胞腺癌に は 2 剤とも不 適当と推察された． 2 剤ともそ の 殺細胞 効果 は
， 濃度お よ び作

用時間 に 依存す る が，Carboquone の 方が時間依存性 は や や少 なか つ た ．

Synopsis　Two 　cell　lines，　Kuramochi　and 　CKS ，　established 　from 　human 　ovarian 　cancer
，
　were 　analyzed 　in

vitro　Clrug　sensitivity　to　Mitomycin 　C　and 　Carboquone．　These　values 　were 　compared 　to　those　ofeight 　human

gastric 　cancer 　cell　lines　composed 　of 　various 　histological　types．

　The 　CKS 　cell　line，　derived　from　serous 　cystadenocarcinoma ，　was 　leSS　sensitive 　to　both　test・drugs　than　the

groups 　of 　gastric 　cancer 　cell　lines．　Therapeutic　indices　of 　the　two 　drugs　were 　very 　low．　So　it　was 　considered

that　the　two 　drugs　were 　unsuitable 　t。　chemotherapy 　to 　serous 　cystadenocarcinoma ．

　The 　Kuramochi 　ce 田 ine，　derived　from 　undifferentiated 　carcinoma ，　was 　less　sensitive 　to　Mitomycin　C　than

the　groups　of　gastric　cancer 　ce111ine ，　However ，
　it　was 　as 　sensitive 　to　Carboquone　as　high・sensitive　gastric

cancer 　cell 　lines，　Therapeutic　index　of 　the　Carboquone 　in　the　undifferentiated 　carcinoma 　was 　high．　So　it　was

eonsidered 　that　Carboquone 　was 　suitable 　to　chemotherapy 　to　undifferentiated 　adenocarcinoma ．

　The　cytocydal 　actions 　of　the 　two 　drugs　were 　dependent　upon 　dose　and 　ti【ne ．　Time ・dependency 　was ，

however，　smaller 　in　Carboquone　than　in　Mitomycin　C．
Key 　words ：　Ovarian　cancer ・Cell　culture ・Drug　sensitivity ・Therapeutic 　index
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　既報
5）の ご と く， 2種 の ヒ ト卵巣癌由来の 培養

細胞 は ，
ヒ ト 胃 印 環 細 胞 癌 由来 の 培 養 細 胞

KATO −III株に比 して ，　 Mitomycin　C に対す る感

受 性が 著 し く低 い 。し か し
，

こ の よ うな 現 象が

Mitomycin　C 以外 の 薬剤に つ い て もある の か ，さ

らに KATO ・III株以 外 の ヒ ト癌培 養株 と比 較し

た場合 に どの よ うに な る の か ， な どは 興味 ある問

題で ある．今回 は ， 以上の 2 点に つ い て 明 らか に

す べ く，
2 種 の 薬剤 ， 2種 の ヒ ト卵巣癌培養細胞

株 お よ び 8種 の ヒ ト 胃癌培養細胞株を 用 い て
， そ

れぞれ の in　vitro 薬剤感受性を比較検討 した．本

論文で は
， それ らの 実験結果を詳述す る と ともに ，

化学療法剤の選択法に つ い て 若干の 考察を加 え て

みた ．

　　　　　　 研究材料お よ び方法

　培養細胞株 ：今回 の 研究に 用い た培養細胞 は ，

卵巣癌 由来の Kuramochi　
5）
と CKSs）22）の 2 株 ， 胃

癌由来の MKN 　7　2 ｝，　MKN 　282〕，
　MKN 　74，　MKN

452），MK 　2， 0KAJIMA ，
　KATO −III2i），　MKN 　12，

の 8株で ある．各株 の 主 な性格は ， 表 1に 示 した ．

　対照 とし て ヒ ト 2 倍体細胞 IMR −9019）株を用 い

た ．

　培養方法 ：培養液 は ，20μg／ml の 硫酸カ ナ マ イ
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表 10varian 　and 　gastric　cancer 　cell 　lines　used 　in　the　present　study

Cell　lineHistological 　type　of　originGrowth 　patternKaryotypePDT
’1
（hr） Culture　medium

KuramochiUndifferentiated 　carcinoma ，
ovary

monolayerhyperdiploid24 − 2790 ％RPMI 　1640
　　＋ 10％FBS “2

CKS Serous 〔：ystadenocarcinoma，
ova 「y

monolayerhypodiploid 32− 3680 ％RPMI 　1640
　　＋ 20％FBS

MKN 　7Well
　di俛 rentiated 　tubular

ad   ocarcinoma ，　stQmach
mQnolayerhypotetraploid64 − 6690 ％RPMI 　1640

　　＋ 10％FBS

MKN 　28Well
　di匠erentiated　tubular

adenocarcinoma ，　stomach
’．羊 monolayerhypotriploid 30− 3490 ％RPMI 　1640

　　＋ 10％FBS

MKN 　74Well
　di匠erentiated 　tubular

adenocarcinoma ，　stomach monolayerhypodiploid 44− 4890 ％ RPM 【 1640
　　＋ 10％FBS

MK 　2 Poorly　diHerentiated
adenocarcinoma ，　stomach

suspensionhypertriploid52 − 5390 ％RPMI 　l640
　　＋ 10％FBS

MKN 　45Poorly 　di匠erentiated

adenocarcinoma ，　stomach monolayerhypotriploid 30− 3890 ％RPMI 　l640
　　＋ 10％FBS

OKAJIMAPoorly 　di鉦erentiated

adenocarcinoma ，　stomach
　　　　　　，
suspenSlonhypotriploid 36− 3890 ％RPMI 　l640

　　＋ 10％FBS

KATO −IIISignet
・ring 　cell　 carcinoma ，

stomach
  spen 謡onhypotetraploid37 − 4190 ％RPMI 　1640

　　＋ 10％FBS

MKN 　1Adenosq 岨 mous 　carcinoma ，
stomach

monolayerhypodiploid 43− 4590 ％ RPMI 　l640
　　＋ 10％FBS

塾1・PDT ： Population　Cloubling　time
＊2・FBS ； Fetal　bovine　 serum

シ ン （明治製菓）を含む RPMI −1640培地に ，
　 CKS

株 と IMR ・90株 とで は 20％ の 割合 に
， 他 の 株で は

10％ の 割合に 牛胎仔血 清を加 えた もの を用 い た．

pH は
， 炭酸水 素ナ ト リウ ム と炭酸 ガ ズとで 7．2に

調製 した．各細胞は ， 60× 15mm の プ ラ ス チ ヅ ク

シ ャ
ー

レ （LUX ）で ふ や し ， 指数増殖後期の 細胞

を 30× 10mm の プ ラ ス チ ッ ク シ ャ
ー

レ （LUX ）
・
に

ま きな お し ， 制癌剤の 実験 に供 した．細胞は全て

5 ％炭酸ガ ス 加湿恒温 器 内で 37℃で 静置培養 し

た。

　薬剤処置 ：Mitomycin　C（以下 MMC ）（協和発

酵）は蒸留水 に，Carboquone （以下 CQ ）（三 共）

は 0．4％ リ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム 液 に そ れ ぞれ 使用直前

に溶解 し
， 培養液 で 目的の 濃度に 稀釈 し た 後， 直

ち に 実験に 使用 した．なお CQ を用い た実験で ，そ

の 培養液中に わず か に 含まれ る こ とに な る リ ン 酸

ナ ト リ ウ ム は
， 細胞増殖に全 く影響を及ぼ さな い

こ とを予め 確認 した ．細胞は，前述の 恒温器内で

一
定時間 （30分 ，

2 時間 ， 8 時間 ， 24時間，48時

間）処 理 し ， そ の 後直 ち に 薬剤を含 ま な い 培養液

で 1回洗浄 し，再び静置培養 に戻 した ．

　生残率測 定 ：薬剤処 理 後の 細胞 生残率 の 測 定

は
， Alexander　 and 　 Mikulskii5 ）

の 逆 外 挿 法

（Backward 　extrapolation 　method ）を改良 し た

再増殖測定法 （Regrowth　assay 　method ）
6）12》18 ）を

用い た ，

　　　　　　　　　成　　績

　1． MMC と CQ の 濃度依存性作用

　両薬剤の 殺 細胞 効 果 の 濃度依 存性 を ， Kura −

mochi 株 と MKN 　 45株 とを例 に とつ て検討 し て

みた ，細胞生残率を薬剤量 に対 して semi −】og 　plot
した場合 ， 図 1 〜 4 の よ うな濃度反応曲線が得 ら

れる．生残率曲線は
， 作用時間が短かす ぎる と上

に 凹に なる傾向が見 られ るが ， 作用時間が長い と

直線状 に な り， か つ 急勾配 に な る．どち らの 薬剤

の場合 も生残率は薬剤濃度 に比例 して 対数的 に 減

少す る．

図 1　 Dose・response 　curves 　of　Kuramochi　cells 　to

　MMC （semi ・10g　plot）
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図 2 　Dose ・response 　curves 　of 　Kuramochi 　cells　to

　CQ （semi ・log　Plot）
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図 3 　 Dose ・response 　 curves 　of 　MKN 　45 　cells　
　 MMC （semi − log　plo

j

1

＝
03U

」
，

　
　

げ

苛

」コ の Concentratien 　

4glm 巳1 図4　Dose − response 　curves 　of　MKN　45　cel

　to　CQ 　（semi ・l

　

plot

）

　

　

　
　

　

　

　
　　
鹵
0

鷹
2t

一冖面三♪」 ，の QO ？　　　QO2 　　　
3 　 　 　 0．04Concentratio

@ 〔ノ ag ’ ml ） 　2 ．MMC

CQ の時間 依 存性作 用 　図5 〜
8 は， 前述の

狽   p い て 一定の薬剤濃 度 下 における 細胞

残率の変 化を時間反応曲線 （semi − 10g 　 plot ）と

て示したもの であ る． 両 薬剤 と も高濃度で 作

さ せる と生残率 は作用 時間に比 例し て対数的

減少する が ，低 濃度域 では生残率 曲 線 は上に

の 弯曲 を示す ．
し
たがつて，低濃度 図5　Time −response 　curves　of　
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図 8　 Time・response 　culves 　of　MKN 　45　cells　to　CQ
　 after 　 treatment　 with 　 a 　 certain 　 dose　 of　 MMC

　（semi −log　Plot）
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図10　Dose−response 　curves 　of 　Kuramochi　cells　to

　CQ 　（log・log　Plot）
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図 9　 Dose・response 　curves 　of 　Kuramochi　 cells 　to

　MMC （10g・10g　plot）
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図 11Dose ・response 　 curves 　 of 　 MKN 　 45　 cells　 to

　MMC （10g・log　plot）
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（log・log　P

t ） では，作用 時間 を 長くしても殺 細 胞 効果

上昇 は あ まり期 待

きない． 　両薬剤の時 間 依存性作用 の 程 度 を

較 し
て みる た め ，作用時 間別 に 濃度反

応曲線をlog ・l

　 plot で
求める と 図9 〜 12 の ように な

．生残率を1 10g 、 。値減少させる薬剤 濃度を30 分

用 ・ と 48 時 間 作
用とで比較 すると，Kuram

hi 株 の 場 合， MMC で は qo 倍， 　 CQ では 約4

{となる（図 9 ， 10）．一 方 ，
MKN 　 45 株では ，

　MM

ﾅ 約50倍 ，　 CQ で
約
25倍とな る（ 図 11 ， 12 ）

い ず れの場合にもCQ のほうが作用 時 間差 に

る 有 効 濃 度 差が小 さ い ． このこと は ， CQ の

う が 時間 依存 性が よ り少

い こと を 意 味して いる ． 　3 ． 培 養 ヒ

卵 巣癌 細胞と 胃癌 細胞のMMC およびCQ に対する

受 性 ： 生残率 を 11091 。値 減 少 させ る濃
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． 05 生残率を10％に減少させ る薬剤 濃度
を90 ％致死 量

l （ 90 ％Lethal 　 dose ） （ 以下 LD

。）と 表現 し ， これ を薬剤 感 受 性の一つ の 指

と することがで
き

る 。 表 2
に MMC

お
よ び CQ によ る

條ﾔ 処理時 のLDgo 値を一 括し て示 す．　

g 。

値が小
さ
いほ ど 高 感 受 性， 値が大き い ほ ど 低感受性 と 判 断さ れ
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表 2Sensitivity 　of 　．cultured 　human 　ovarian 　and

gastric 　cancers 　to　Mitomycin　C　and 　Carboquone

Cell　line MitQmycin　C
LDgo（μ9／m1 ）

Carboquone
mgO （μ9／ml ）

Kuram   hi 0，42 0，017
CKS 1．13 0．144
MKN 　7 0 ．31 0．049
MKN 　28 0 ．31 0．052
MKN 　74 0 ．27 0．038
MK2 0 ，32 0，025
MKN 　45 0．14 0，012
OKAJIMA 0．16 0．018
KATO ・1【1 0 ．16 0．018

MKN 　1 0 ．58 0．016

　胃癌 に お い て は ，
一

般に 高分化型管状腺癌由来

の細胞株は，MMC ，　 CQ りい ずれに 対 し て も低感

受性で あ り， MK2 株を除 い た低 分化型腺癌由来

の 細胞株， 印環細胞癌由来 の 細胞株は
， 両剤に 対

して 比較的感受性 が高 い ，漿液性嚢胞腺癌由来の

CKS 株 は，い ずれの 薬剤に 対 して も極め て 感受性

が 低 い ． しか し ， 未 分化癌 由来 の Kuramochi 株

は
， MMC に 対し て は 低感受性で あるが

，
　CQ に 対

して は 高 感受性 とな り， 胃腺扁 平上皮癌 由来 の

MKN1 株 と同様 の 傾向を示 した ．

　4． 治療係数に よ る薬剤効果 の 比較

　LDg
。値の 大 小に よ つ て 薬剤間 の 効力を 単純 に

比較す る こ とは で きな い ．臨床的に は ， 副作用が

最小で ， 治療効果が最大で ある薬剤が望 まれ るわ

けで あるが
， そ れ を判断す る

一つ の 基準 とし て 治

療係数が用 い られる ．これ は，
一

般に 生体の 最大

耐量 と治療薬用量 との 比で 求め られ ， こ れ を もつ

て 薬剤間の 有効性ある い は安全性 の
一
端を比較す

る こ とがで きる． こ の 考え に 準じ ，
MMC お よ び

CQ ヒ ト 最大耐量
11）を今回求め た LDg。値で 除 し，

in　vivo ・in　vitro 治療係数
11｝とした．・また ，

い わ ゆ

る 正 常細胞 と し て
，

ヒ ト胎児肺 由来 の 線維芽細胞

IMR ・90株 を 用 い，そ れ の 両 薬剤 に よ る LDiO値

（10％の 細胞を死 減 さ せ る薬剤量）を再増殖測定法

で 求 め ，こ れを上記 の よ うee　LDg 。値で 除す こ と に

よ り， in　vitro −in　vitro 治療 係数 を新た に設定 し

た．

　以上 の 2 種 の 治療係数は ，い ずれ もそ の 値 が大

き い ほ うが 治療上 ，
よ り安全 か つ よ り有 効で ある

表 3 　Therapeutic　index　of 　 each 　 cell 　line

Therapeu一 In　ViVO ・in　VitrO 寧 1In 　vitro ・in　vitro 轄

ticindexhllman
　MTD 虚2IMR ・90　LD1。

（mg 〆kg） （μ9／ml ）

Ce111ine MMC 　 　CQ MMC 　 　 CQ
1，0　 　 0．3 O ．ll　 　 O．OD9

Kuramochi2 ．9　　 17，6 0 ，262 　 　 0 ，529
CKS 0，9　　　 2 ．1 0，097　　 Q．063
MKN 　7 3．2　 　　 6．1 0，355　　 0．184
MKN 　28 3．2　 　 　 5．8   ，355 　 　 0．173
MKN 　74 3．7　　　 7 ．9 0 ．407 　 　 0．237
MK 　2 3，1　　 12．0 0，344　　 0．360
MKN 　45 7．1　 　 25 ．0 0 ，786 　　 0．750
OKAJIMA 6．3　 　 16 ．7 0 ，688 　 　 0．500
KATO ・III 5．9　　 16．7 0．647　　 0．500
MKN 　1 1，7　　 18．8 0，190　　 0，563

霧 1・In　vivo −in　vitro 　therapeutic 　index　was 　estimated

　 by　dividing　the　value 　of　human 　MTD 　by　the
　 value 　of 　LDgo 　 of 　each 　cell　Iine
l2 ・MTD ： maximum 　tolerance　dose
寧3・In　vitro ・in　vitro 　therapeutic 　index　was 　estimated

　 by　dividing　the　value 　of　IMR ・90　LDlo　by　the
　 value 　of　LDgo　of　 each 　cell 　line

と推測 され る．

　各細胞株の 両 剤 に 対す る治療係数を表 3 に 示

す．い ずれの 方法 にお い て も， CKS 株で は MMC

お よび CQ の 治療係数は ともに 胃癌由来の 細胞株

の それに比 し著 し く低い ．一方 ，
Kuramochi 株 で

は
，
MMC の 治療係数は 低い が

，
　CQ の 治療係数は

高 く，胃癌群の CQ 治療係数が高い もの と ， ほぼ等

値を示 して い る，

　　　　　　　　　考　　察

　卵巣癌の 化学療法剤 として ，欧米で は古 くか ら，

Melphalan，　 Cyclophosphamide，　 Chlorambucil，

Triethylene　thiophosphoramide（Thio−TEPA ）

等 の ア ル キ ル 化 剤 が 主 と し て 用 い ら れ て き

た
エ6）24）．そ の後，Hexamethylmelamine，　Adria・

mycin
，
5 皿uorouracil （5・FU ），　 Platinum　com ・

pounds 等 も単剤あ る い は 併用 で 用 い ら れ る よ う

に な つ て い る
20）24 ）25）

．しか し ， 古典的 ア ル キ ル 化剤

をは るか に上 まわ る臨床効果は 必ず し も得 られて

い ない ．

　一方， 日本 に お い て は ，本邦で 創製，工 業化 さ

れ た MMC が各種 の 癌に 対 し て優 れ た 効 果を示

し た た め ，卵巣癌に も初期か ら応用が試み られ た．

そ の 後 ，
MMC は 木 村

4）に よ つ て 開 発 さ れ た

．
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FAMT 療法 （5−FU ，　Cyclophosphamide，　MMC ，

Toyomycin の併用）， ある い は太 田らに よつ て 開

発 された MFC 療法 （MMC ，5・FC ，　Cytosineara・

binosideの 併 用）
s〕，　 METVFC 療 法 （MMC ，

Cyclophosphamide，　 Toyomycin ，　 Vincristin，
5・

FU
，
　Cytosine　arabinoside の 併用）

9＞に お ける主 力

制癌剤 と して の 位置を占め て お り， また ，
こ れ ら

の 合併療法は 卵巣癌に も現在 広 く用 い られ て い

る。

　 CQ は
， 卵巣癌に 対 して 単剤で 用い られた 報告

もあ る が
1〕3｝，武正

13》に よ つ て FCQ 療法 （5・FU ，

Cytosine　arabinoside
，
　CQ の 併用）が各種の 癌で

有効 である こ とが 認め られ ， 卵巣癌 に お い て も こ

の 方法がしぽ しば試 み られて い る
26 ）．

　 こ の よ うに ， 卵巣癌に 対 し て も， 多 くの 薬剤が

種 々 の 投与法 に よ つ て内外で使用され て きた．し

か し ， 薬剤相互間の 効力の 比較1 組織型に よる感

受性度 の 比較な どの 点で 評価に 耐え うる資料 は極

め て 少 ない ．

　 また ，MMC と CQ とは
，

ア ル キ ル 化を そ の 主作

用 とす る 点 ， 構造上 の 類似性 ， さ らには共 に 本邦

に お い て 開発され た 制癌剤で あ る こ と な どか ら ，

』
そ の 効力上 の 比較が問題視 され る こ とが少 な くは

ない が ，
こ の 点に お い て も資料は乏 しい ．

　 培養細胞 を用 い た in　vitro の 薬剤感受性試験 の

結果か ら，卵巣癌は，印環細胞型 の み な らず ， 低

分化型お よび高分化型の 胃癌に 比 べ ，MMC に対

す る感受性は低 く治療係数も低 い ．
一

方，CQ に 対

し て は
，
CKS 株は MMC に 対す る と同様の 傾向

を示 すが，Kuramochi 株 は 高感受性を示 し ， 治療

係数 も高い ．

　 胃癌で は MMC と CQ と に 対 し て ， 高分化型管

状腺癌が低感受性 ， 印環細胞癌お よび低分化腺癌

が高感受性 と い う傾 向が 認め られ る．卵巣癌にお

い て も， わず か 2株の in　vitro 薬剤感受性試験の

結果 か らで は あるが
， 同様 の 傾向がある と推測 さ

れ る。す なわ ち，分化型腺癌 で あ る漿液 性嚢胞腺

癌 は MMC と CQ の 効果 は 全 く期待 で ぎず， 未分

化癌 で は
，
MMC は 無効で ある が

，
　CQ は 少 な か ら

ぬ効果を発揮す る と推測 され る．

　 卵巣癌の うち ，

一
般 に ム チ ン 性嚢胞腺癌 と高分

化型漿液性嚢胞腺癌 とは 生存率が 良い
23 ｝
．こ れは

増殖速度が 比較的緩徐 なため と思われ るが，さ ら

に 生残率を高め る た め に は
， よ り有効 な制癌剤の

開発が 当面の 問題 とな る．一方 ， 感受性 は 高 い が
，

予後 は 必ず しもよ くな い 未分化癌に 対 し て は， よ

り有効 な制癌剤の 投与方法が検討 され ね ばな らな

い ．

　腫瘍の 組織型 と薬剤感受性の 関連お よ び至適薬

剤の 選択に つ い て は
， 究極的に は多数の 臨床資料

の 集積を待た ね ぽ な らな い ．しか し ， 各種臓器癌

別に よ り有効 な制癌剤を積極的に 見つ け る方法 と

して ，株化培養細胞の 薬剤感受性を定量的に 解析

するこ とが極め て 有効で ある と考 えられる．

　 今回用い た株細胞の 他 に ， 現在 日本で は HOC −

2114）
，
HAC ・27），

　 AS ・III7）な ど の ヒ ト卵巣癌培養細

胞株 があ る．こ れ ら細胞株の 薬剤感受性測定 とそ

の 解析が なされれば ，卵巣癌化学療法 の 基礎資料

が さ ら に豊富とな り，ひ い て は 臨床治療に 示唆す

る とこ ろ大 で あろ う．し か し，
こ の 方面 の 研究は ，

わず か に 関谷 ら
1°）

に よつ て 少数の 細胞 と少数の 薬

剤に つ い て なされて い る にすぎない ．今後 ， 多種

の 細胞 ， 多種の 薬剤に つ い て の 早急な検定実験が

望 まれ る．
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