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概要　悪性卵巣 腫瘍を中心 に婦人科腫瘍 57検体 に つ い て Salmon 　et　al．に よ る In　Vitro　Colony　Assayを

施行し，以下 の 成績を得た．

　1）腫瘍別の培養成功率 （対照群 の コ ロ ニ
ー
数 が30個以上）は ，悪性卵巣腫瘍65％ （26／40），子宮体癌

33．3％ （3／9）， 絨毛癌100％ （4／4）， そ の 他25％ （1／4）で あ つ た．ま た 全検体 の 成功率 は 59，6％ （34／57）

で あつ た ．

　2）悪性卵巣腫瘍 に お い て 10種類 の 制癌剤 に 対 す る 1．V ．C．A ．の 制癌剤感受性（50％以上 の コ ロ ニ ー抑制

で 判定）を検討し た結果 ，
Ci・．pl・tinum （CDDP ），Ad ・i・my ・i・ （ADR ），5−FU お よ び Bl・・my ・i・ （BLM ）

で 感受性例が高率で あつ た ．

　3） ヌ
ードマ ウ ス 移植婦人科腫瘍 5株を用い て LV．C．A ，と ヌ

ード マ ウ ス 実験を行 い ，延べ 24薬剤 の 感受

性を 測定 し両者 の 相関性を検討した 結果，true　positive　rate 　75％お よ び true　negative 　rate 　87．5％ で あ

つ た ．

　4）1．V ．C．A ．と臨床効果 と の 相関性 は true　positive　rate 　71．4％ （5／7），　 true　negative 　rate 　75％ （6／8）

で あつ た ，

　5）1．V ．CA ．に お け る適正薬剤濃度お よ び 接触時間 を 検 討す る た め ，臨床 投与 時 の CDDP 　（15皿 g／

body），　ADR （30mg／body），　BLM （30mg ／body） の 最高 血 中濃度 と卵巣腫瘍内濃度 を測定 し た結果 ，

CDDP は O．68μg／ml
，
0．48μg／g，　 ADR は 1．50μg／ml ，1．05μg／g，　BLM は 4．00μg／m1 ， 1．45μ g／g で あ

り， 各薬剤が腫瘍組織内 へ の 高 い 移行性 を 示 し た ．こ れ は従来 1．V．C．A ．で 使用され て い る 濃度 に 比 べ

2．4〜10倍 に 相当す る値 で あつ た ．

　6）濃 度依存性薬剤で あ る ADR と時間依存性薬剤 で あ る 5−FU ，　BLM お よ び VP −16に つ い て
，

1 時間

接触 と持続的接触 に お け る コ ロ ニ
ー形成抑制 率を検討 した結果，時間依存性薬剤 で は持続的接触を行 う

こ とで ，
よ り正確な感受性が得 られ る こ とが証明され た ．

Sy。。P 、i、 1。　Vit・・ C ・1・ny 　Assay　w ・・ ca ・・i・d ・ ut 　t・ ex ・mine 　ch ・ m ・ sen ・iti・ity　i・ 57 ・pecim ・ n ・ f・・ m

gynecologic 　malignancies ，　and 　following　results 　were 　obtained ．

　1）　Total　of 　34 （59．6％）fornled　adequate 　colonies 　for　sensitive 　assay ．

　2） Among 　ten　anticancer 　drugs　that　were 　tested，　Cis・platin  ，　Adriamycin ，5−FU 　and 　Bleomycin　were

relatively 　effective　for　ovarian 　malignancies ・

3） In　vivo 　chemosensitive 　tests　were 　also　performed 　using 　five　xenograft 　systems 　of　human 　gynecologic

tumor ，　 These　in　vivo 　results 　were 　compared 　with 　in　vitro 　data，　and 　a　75％ true 　positive 　and 　an　87．5％ true

negative 　rate 　were 　observed ．

　4） Retrospective　correlations 　between　in　vitro 　chemosensitive 　data　and 　patient　responses 　to　chemother −

apy 　were 　analyzed 　from　15　evaluable 　patients，　then　a　71．5％ tnue　positive　and 　a　75％ true　negatlve 　
rate

　
were

observed ，

　5） To　obtain 　pharmacokinetic 　data　on　anticancer 　drugs，　we 　measured 　concentrations 　of　plasma 　and

tumor 　tissue　for　Cis・platinum，　Adriamycin　and 　Bleomycin 　in　operated 　patients　and 　xenografts ．　 The 　in　vivo
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cer　drugs，
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　　　　　　　　　 緒　　言

　悪性腫瘍に 対する 化学療法は
， 種 々 の 優れた制

癌剤の 開発 に よ り近年 目覚ま し い 進歩を遂げて い

る．し か し制癌剤は 抗腫瘍作用 を持 つ
一

方で ，患

者 に種 々 の 副作用を及 ぼす欠点が あ る こ と， 同じ

臓器 で 同 じ組織形 を有 しなが ら個 々 の 症例で は制

癌剤 に 対す る感受性が異な る こ と， 治療継続中に

感受性が変化する場合が ある こ とな どよ り，臨床

で の制癌剤選択 に 際 して は 最 も効果が期待 され る

薬剤を 事前 に ス ク リー ＝ ン グ す る こ とが 望 ま し

い ．人癌 に対す る制癌剤の 感受性試験は古 くか ら

種 々 の 方法が 試 み られて い るが，Hamburger お

よび Salmon に よ つ て開発 された軟寒天培地に ょ

る In　Vitro　Colony　Assay （1。V ．C．A ．）法は
， 臨床

効果を よ く反映す る 感受性試験 と して 現在広 く普

及 しつ つ あ る．今回 我 々 は悪性卵巣腫瘍を 中心 に

婦人 科 腫瘍 57例 に 対 し て 1，V ．C．A ．を行 い
，

コ ロ

＝ 一形成 や 種 々 の 制癌剤 に 対 す る 感受 性 を 検討

し，同時に 行 つ た 5株の ヌ ー ドマ ウ ス 移植腫瘍系

の 感受性試験 お よび臨床 効果 との 相関性を検討 し

た ．ま た 1．V ．CA ．の 感受性精度上 の 問題点 と され

て い る薬剤濃度 ， 接触時間 に つ い て も検討を行つ

た ．

　　　　　　　　　 方　　法

　 1） In　Vitro　Colony　Assay 法

　LV ．CA の 対象 と した実験材料は，婦人科悪性

腫瘍患者の 手術あ る い は生検で 得 られ た腫瘍組織

29例 ， 腹水 14例 ，
ヌ
ー

ドマ ウ ス 移植腫瘍 7株お よ

び継代培養細胞 7株 の 計 57検体 で あ る．腫瘍別の

うちわ け は
， 悪性卵巣腫瘍 40例 ， 子宮体癌 9例 ，

絨毛癌 4 例 ， そ の 他 と し て 子宮頚 癌 3例お よ び卵

管癌 1 例 で あ る．LV ．C．A の 方 法 は 図 1 の 如 く

Hamburger お よ び Salmonの 方法
11）’一工3）18）19）に 準

じて行 い，詳細 な手技 は 癌研 方illl）S）噌S）を踏襲 し

た ．即 ち 固形腫瘍 材 料 は 培 養液 （McCoy 　 5A
Wash ＝ McCoy 　5A ＋ 10％ CS 十PC ＋SM ）中に 保

存 し ， 可及的速や か に 以下 の処理 を行 う．滅菌 ハ

サ ミ で 細 切 さ れ た 組 織 片 を 酵 素 カ ク テ ル

（HBSS 十 co ］lagenase
，
　DNase 　I，　pronase）中 で

37℃ ，30分間 incubationし
， 酵素液洗浄後培養液

図 1　Procedure　of　ln　Vitro　Colony　Assay

Fresh　 Tumor

minced 　with 　 scissors
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t’°n 　 at 　 37℃ ・5 駕 C°

・ hu皿 id’‘’eCl　 at皿゜sphe 「 e・’° 〜 14
　
da・・

colony 　count 　・・…　。　％　co …onies 　surv 量val

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

1985年12月

表 l　 Drug 　concentrations 　in　I．V ．CA ．

drugs μ9／ml d，ug颪 μ9／m1

Cis−platinum （CDDP ） 0．20Methotrexate （MTX ）  ．10
Adriamycin（ADR ） 0．10MCNU

婆 2．00
Vincristine（VCR ） 0．OlMitomycin 　C （MMC ） 0，20
5−Fluorouracil （5−FU ） ／．00Vinblastine 〔VBL ） 0，10

體騾鼎 CD ・

0．200
，01Et

。 poside（VP −16）
Vumon （VM −26）

IG．oo10
．00

皐1−（2−Chloroethyl）−3．（methyl α
一D ・glucopyranos−6−yl）−

1−nitrosourea

加 納 他

（McCoy 　5A 　Wash ）に 再浮游させ ，
ス テ ン レ ス 。

メ
ッ シ ュ （CeUector，　EC 　Apparatus　Corp ．）で 濾

過 し た 後25Gage 注射筒内 に 吸引 し単離浮游細胞

液 を作製す る．腹水は 浮游 細胞 の凝集 を防 ぐた め

ヘ パ リン を少量添加 し，遠沈後培養液に 浮游 させ

た．こ の よ うに し て 得 られた 単離腫瘍細 胞 は
，

0．5％ ト リパ ソ ブル
ー液に て 生細胞比 を算定 し，1

プ レ イ ト当 り 2 〜 5x105 個 に なる よ う調節 した

後， 37℃ ， 恒温槽内に て 各濃度 （表 1）・の 制癌剤

と 1時間接触 させ る．使用 され た 制癌剤の 濃度は

臨床的に 得られ る最高血 中濃度 の 1／10に 相当す る

量 とした
19 ）．incubation後の 細胞は培養液に て 洗

浄 し ， 15％馬血 清 （HJ ．）を加 えた double　Enliched

CMRL1066 の 培 養 液 と 最 終 濃 度 が 0．3％

Bactoagar （1ml）とな る よ う調 整 し，予め ペ ト リ

皿 に 準備した e．5％ agar の Enliched　McCoy 　5A

（1ml）に よ る Base　layerの 上 に重層さ せ る． 1 薬

剤 当 り duplicateに て 作 製 さ れ た ぺ ト リ 皿 は

37℃， 5％炭酸ガ ス 培養器 内で 10〜14日間静置培

養 した後 ， 倒立顕微鏡下で コ ロ ニ
ー
数を 算定する．

制癌剤感受性の 有無の 判定基準は 以下 の 如 くで あ

る．

　   30個 以上 の 細胞集塊を コ P ニ
ー

とす る．

　  対照 群 の コ ロ ニ
ー

数 が 30個 以上 の 場 合を感

受性判定可能例 とす る．

　   コ ロ ニ
ー形成阻止 率 （100％一

薬剤処理群 の

コ P ニ ー数／対照群の コ ロ ニ
ー
数 x100 ％）が 50％

以上 で ある場合を感受性あ りと し た ．

　 上 記 の 方法 で assay され た 婦 人科 腫瘍 57検体

の 腫瘍別 ， 材料別 の 培養成功率 （  ，   の 条件を

満た す もの ）と plating　e伍 ciency お よ び悪性卵巣

腫瘍に お け る薬剤別感受性成績を検討 した ．

2829

　2） ヌ
ー

ドマ ウ ス 移植腫瘍系の 感受 性試験

　1．V ．C．A ．を行つ た腫瘍 の うち，　 BALB ／c 系 ヌ
ー

ドマ ウ ス に 3代以上 継代移植が可能で あ つ た 5株

（卵巣単純性原発癌 2株，Embryonal　Ca．1 株，

子宮体癌 1株，卵管癌 1株） に つ い て ，Battelle

Columbus　 Laboratories　 Protocol2）161に従 つ て 各

種制癌剤 の 感受性試験 を行 つ た ．薬剤の 投与量 は

各 々 マ ウ ス で の ほ ぼ最大耐容量 を用 い
，

4 日毎 に

3 回を腹腔 内に投与 した． 1薬剤 に つ い て 3 〜 4

匹 の マ ウ ス を用 い
， 薬効判定は 実験終了時の 治療

群（T ）と対照群（C）の 平均腫瘍体積か ら（1− T ／C）

x100 （％）の 式 よ り増殖抑制率 （LR ）を求め
，

1．R が 58％以上 の 時を薬剤感受性 （有効性）あ りと

し た ．

　以 上 の 実験 で 得 られ た ヌ ー ドマ ウ ス に よ る in

vivo の感 受性 と同
一

腫瘍 ， 同
一
薬剤の 1．v ．c．A ．の

in　vitro の 感受性成績を直接対比 し た ．

　 3） 1．V ．CA ．と臨床効果 との 相関性 の 検討

　 1．V ．CA ，を施 行 した 婦人科腫瘍 の うち固形癌化

学療法効果判定基準に よ り治療効果の 判定が可能

で あつ た 15例に つ い て LV ．C．A ．の 感受性結果 と の

相関を検討 した．また 実際に 臨床 で 使用 された 薬

剤の LV ℃．A ，に お け る感受性結果 と予後 との 関連

を生存率に て検討 した （Kaplan −Meier法）．

　 4）薬剤濃 度の 検討

　 我 々 が婦 人科腫瘍症例に 日常良 く使用す る Cis・

platinum 　（CDDP ），　 adriamycin 　（ADR ），

bleomycin（BLM ） の 三 つ の 薬剤に つ い て ，通常

臨床 で 用 い られ る 量 を投与 され た 時の 最高血 中

（血 清中）濃度，悪性卵巣腫瘍例 の 卵巣 （腫瘍部分）

と子宮筋 の 組織 内濃度お よび ヌ
ードマ ウ ス 実験系

に お け る移植腫瘍内濃度を測定 し
，
IMC ．A ．で 従

来使用 され て い る濃度 と比較した．尚 CDDP の 測

定は Pt を marker とす る原子吸光分析法
7）

，　ADR

は 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー14）

， BLM は

illacillsss 　subtilz｛s　PCI　219を 検定 菌 とし た 濾紙

デ ィ ス ク 法に よ る 生 物検定法に よつ た ．

　5）薬剤接触時間 の 検討

　HEC50B （human 　endometrial 　cancer ） の 細胞

株 を用 い て ，濃度依存性薬剤 で ある ADR ，時間依

存 性 薬 剤 で あ る 5−Fluorouraci］ （5−FU ），

N 工工
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表 2　 Materials　of 　In　Vitro　Colony　Assay 　and 　colony 　formation

tumor no ．　 oftestedno ．　of 　 evalu ．
able 〔％）

no ・of 　colonies ／Plate
mean （range ）

寧

plating　e伍ciency
mean （range ）

Qvarian　Ca．
Corpus　Ca．
Chorioca．
others

40
　944

26 （65．0）
3 （33．3）
4 （IOO．0）
1 （25．0）

168 （23〜1，020）
286 （17〜　800）
7  5 （70〜1，520）
735

 ， 3 （0．O 4〜0，20）
O，06 （0．DO3〜0．16）
0．69 （O．042〜1．52）
0，15

speclmens

Fresh　tumor
AscitesXenograft

Cell　line

2914

　7
　7

17 （58 ．6）
7 （5 ，0）
3 （42．8）
6 （85．7）

169 （17〜1，020）
82 （20〜　158）

3G8 （42〜　735）
649 （70〜1，520）

0．03 〔0．003〜0、20）
0，02 （0．004〜0．03）
0．06 （0．0 8〜 ．15）
0．58 （0． 42〜ユ．52）

Total 57 34 〔59．6）
＊

P艮ating 　e伍ciency ； no ・of　colon 二es 〆no ．　of 　plated　cells × 100％

Etoposide（VP ・16），　BLM に つ い て 1．V ．C．A ．を行

い
， 薬剤濃度別お よび検討薬剤 の 1 時間接触 と持

続的接触 の 間の コ ロ ニ
ー
形成抑制効果 の比較を行

つ た．尚，HEC50B 細胞株は 北里 大学蔵本博行博

士 よ り供与され た もの で あ る．

　　　　　　　　　 成　　績

　 1）腫瘍別 ・ 材料別 コ ロ ニ ー形成の 検討 （表 2）

　悪性卵巣腫瘍40検体中 ， 対照群の ＝ ロ ニ ー数が

30個以上 で 感受性試験 として評価可能で あつ た も

の は 65．0％ （26／40）で あ つ た ．子宮体癌及 び頚癌

の 培養成功率 （30個以上 の コ ロ ＝ 一） は低 か つ た

が，絨毛癌で は 全て 継代培養細胞株を用い た た め

良好な コ ロ ニ ー形成 が得 られた ．材料別で は，新

鮮組織 ， 腹水， ヌ ー ドマ ウ ス 移植株 ， 継代培養細

胞株で の 培養成功率は ，58．6％ ，
50．0％ ，

42．8％ ，

85．7％で あ り， 継代培養細胞株が最も良好 で あつ

た ．ま た 全検体 の 培養成功率は 59．6％ （34／57）で

あ つ た ．

　2）薬剤別お よび組織別感受性 の 検討

　悪性卵巣腫瘍 で感受性評価可能で あつ た もの に

つ い て ，臨床で 日常使用 され る薬剤を 中心 に 個 々

の 感受性 を検討 し た （表 3）．50％以上 の コ ロ ニ ー

形成阻止率で 感受性の 検討 を行 うとCDDP （8／24，
33．3％），

ADR （8／23， 34．8％）， 5・FU （6／16，

37．5％）， BLM （6／19，31．6％）が in　vitro で の 感

受性例が 高率で あ つ た ．悪性卵巣腫瘍の 半数以上

を 占め て い た 漿液性癌 で は 同様 にCDDP （6／15，

40．0％），ADR （7／14， 50．0％），5−FU （3／10，

30．0％）， BLM （5／14， 35．7％）が 高感受性薬剤で

表 3　Frequency 　of 　drug　sensitivity 　test　of 　tumor

　colony 　forming 　units 　from　ovarian 　malignancies

Ovarian　malignanciesSerous 　Ca．  f　ovary
drugsno ，　of ≧50％ inhibitionno．　 of ≧ 50％ 童nhibition

／evaluable 　tests（％） ／evaluable 　tests（％）

CDDP 8／24 （33 ．3） 6／15 （40． ）
ADR 8／23 （34．8） 7／14 （50．0）
VCR 3／15 （20．O） 2／ 8 （25 ．の
5−FU 6／16 （37．5） 3／10 （30．の
BLM 6〆19 （31．6） 5114 （35．7）
ACD 4118 （22．2） 1／ 9 （11．1）
MTX 2／13 （15．4） 1／ 8 （12．5）
MC 溝 U 1〆15 （6．7） 1／8 （12．5）
VBL 3／13 （23．1） 2／ 7 （28．6）
MMC 3ノエ5 （20，0） 2／10 （20． ）

　　　　　　　　　＿一

あつ た ．し か し同じ漿液性癌 で あ りなが ら こ れ ら

の 薬剤に は 感受性 を認め ず，他の 薬剤で 感受性 が

得 られ る症例 もあ り， 個別 に 制癌剤 を選択す る こ

とが 重要で ある と考え られた ．また 症例数は 少 な

か つ た もの の Embryonal　Ca．（桶 口 ・加藤）で は

ACD （2／3），子宮体癌で は 5−FU （2／3），絨毛癌で

は MTX （3／4）お よ び VP ・16 （3／3）に お い て 感受

性例 が多か つ た．

　 3）同一腫瘍 に よ る 1．V ．C．A ．と移植 ヌ
ー ド マ ウ

ス に お け る制癌剤感受性の 直接 対比

　当科 で 樹立 し た 婦人科腫瘍の うち Elnbryona正

Ca ．（Y ．K ．）株 ， 子宮体癌 （KF ．）株，卵巣単純性

原 発癌 （E．S．）株 の 3 株に つ い て コ ロ ＝ 一の sur −

vival 　rate と ヌ
ー

ドマ ウ ス で の 増殖抑制率 を一薬

剤ご と に比較 し，図 2 に 示 した ．双 方概 良好な相

関性を 示 して い る も の の ，

一
部で ヌ ー ドマ ウス 側

の や や過剰 な増殖抑制効果 を示 す傾 向に あ つ た ．
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図 2 　Correlation　of 　in　vitro　and 　in　vivo 　sensitivity 　of 　gynecologic　malignancies

　to　anticancer 　drugs（ln　Vitro　Colony　Assay　vs ．　Xenograft）

　　　Y．K ．（Emb ，y。 。 。1　 C 。．＞　 　 K．F ．（C ・
−C ・）　 　 　 E・S・（Q ・・C ・ 〉

100
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＊ A ：％ Survival　of　TCFUs 　B ：lnhibition　Rate ＝（トT ／C ）XIDO ％

＊　TCFUs ＝ Tumor 　Coiony 　Forming 　Units

表 4　Relationship　between　in　vitro 　sensitivity 　and 　clinical　outcome 　in　patients

　with 　ovarian 　malignancies 　receiving 　cis −platinum 　and 　adriamycin

patientsre5ponse
　to

cisplatin

response 　to
adriamycinchemotherapy

石
　　 outcome

R．M ． S S CAPx6 PR

T ，A ． R S CAP × 8 PR

M ．M ． R S CAPx6 CR

」．s ， R S CAP × 5 PR

S ，E ． s S CAPx4 PD

K ．F ． S R CAP × 4　　　　　　　　1PR

F ，T ， S R CAPx8 　 ［ NC

M ．0 ． R R CAPx5 　　 1PR
M ．S ， R R CAP × 3 PD

S．1 ． R R CAPx4 PD

correlation

　 Y
　 Y
　 Y
　 Y
　 N

　 Y
　 N
　 　 N

　 　 Y
　 　 Y

S ＝sensitive ；　R ＝resistant ； CA 　P ＝cyclophosphamide ，　adriamycin ．　cisp 夏atm ；

CR ＝cQmplete 　respDnse ； PR ＝partial　response ； NC ＝no 　change ；

PD 二progressive　disease；　Y ＝yes ；　N ＝no

ヌ
ード v ウ ス 移植腫瘍 5株で 使用 され た 延 べ 24薬

剤に つ い て の 1．V ．C．A ．と in　vivo の ヌ
ー

ドマ ウ ス

実験 の 薬剤感受性成績 の 相 関を整理す る と （表 5

上段 ）， 1．V ．C．A．で感受性が あつ た もの で ヌ
ー一ドマ

ゥ ス 系 で も感受 性があ つ た もの （true 　 positive

rate ）は 75．0％ （6／8）で あ り，逆 に 1．V ．C．A ．で 感

受性が低 い （50％以下） もの で ヌ
ー

ドマ ウス 系で

も感受性 の な か つ た もの （true　negative 　rate ）は

87．5％ （14／16）で あつ た ．

　4）1．V ．C．A ．と臨床効果 との 相 関性の 検討

　 は じめ に 悪性卵巣腫瘍 10例に つ い て 1．V ．CA ．に

お け る CDDP お よ び ADR に 対す る 感 受 性結果

と CAP （CDDP ，
　ADR ，　CPM ）療法施行後 の 臨床

効果を比較した （表 4 ）．LV ．C．A ．に お い て CDDP

ある い は ADR の い ずれか に感 受性 の あつ た 7例

の うち 5例 （71．5％）が 臨床的 に も有効で あつ た ．

他 の 症例 も含め て 化学療法の 臨床効果が判定で ぎ

た 婦人科腫瘍15例 の retrospective な相関性 の 検

討で は （表 5下段 ），
1．V ，CA ．で 感受 性あ りと され ，

臨床的に も Partial　Response （50％以上 の 腫瘍縮

小が 4 週 以上 の 持続）以上 の 効果が得 られた もの

は 7L5 ％（5／7）で ，逆 tre　1．V ．C．A ．で 感受性 が な く，

臨床的に も無効 で あ つ た もの は 75％ （6／8）で あつ

た．ま た 図 3 は CAP 療法 と VAC （VCR ，
　 ACD

，

CPM ）療法 を中心 に 現在 当教室に お い て 悪性卵巣

腫瘍に 用 い られ て い る薬剤の LV ．C．A ．に お ける感
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受性 結果 と予後 との 関連 を生存率に て 検討 し た も

の で あ る．実際 の 症例に 用 い られ た 薬剤 （CDDP ，

ADR ，　ACD ，
5・FU 　etc．）の いずれか

一一
つ D：　r．V．C．

A ，で 感受性が あ つ た 場合 を sensitive 　group （10

例）とし ， 臨床に 用い られた薬剤 の すべ て が 1．V ．C．

A ．で 感 受 性 が な か つ た も の を resistant 　group

（11例）とした．症例が少な い た め 有意差 は 得られ

なか つ た が
， 前者が良好 な生存成績 を示 し ， 1．V ．C．

A の 結果 を臨床応 用す る こ と で 治療 成績 の 向上

図 3 　1n　vitro 　chemosensitivity 　and 　survival 　in　21

　 patlents　with 　gynecologic　malignancies

（％）

1　00 　＿ 　seasiti 》e，　N ＝ 　@1　

5

　 　 　12 　 　 　　 　　 　 　2

month 　after　treatmen

■一一一一r日sistant　 N ＝i

Cox 　 Mantel 　tes

U！ f＝122

　 　N．S

表 5　 Correlations 　of　 in 　vitro　and　in 　vivo 　se

| 　sitivity　of 　 gynecologic 　malignancies　 to 　an

− 　cancer 　dr

sin 　vitro ／in　vvO<TAB>IS<TAB> ／R<TAB>／S<TAB>
RXenogr f <TAB> <TAB> <TAB>2<TAB>

1Clinical　respo s <TAB> <TAB> <TAB>

6 ＊S＝ sensitive 　R＝resist
t ＊ true 　po団 tive 　rate ＝（SIS）／〔（S／ S＞十（S／R ）〕×1

％ Xenograft ：6 ／8＝75 ．O ％，　Clinical ：5 ／7二71
5 ％ ＊true 　negative　 rate二（RIR）〆〔（R 〆S ）十（R／ R）〕x
O ％ Xenograft：14 〆16＝87．5％，　Clin重cal ：6／8＝7

D0 ％ 日産 婦誌3

ｪ12 号 が 得られ るもの と

察 された． 　 5 ）

剤 濃度の検討 　
臨 床症 例 お よびヌー ド マウス

験系 で の 薬剤濃 度を 各 々 4〜7 検体測定し， 1 ． V ．

DA ． で 従来使 用 さ れ てい る濃 度と比較した．表6

CDDP ，　 ADR お よ び BLM の三つの薬

に ついて ， 臨床投与時 の 最高血中（血清中）

度， 悪性卵巣腫 瘍 症例の 卵巣 と 子 宮 筋層 の 組

内 濃度， お よ びヌードマゥ ス実 験系に おける

植 腫 瘍内 濃 度の 平均値を表わしたものであ る ． 一般的t
　1 ．V ． CA では 臨床投与 時の最 高 血中 濃度

5 〜 10 ％で感受 性の判定が行 われ る のが通

である が，我々の成 績では 臨床投 与時 の 卵

腫瘍組織内濃度と 最高 血中 濃度の 比 （ 組織内濃度／最

血中濃 度 ）はCDDP・・O ． 71， ADR ＝
O

． 70 ，　

M ＝ 0 ．41 で あつ た ．一方ヌー ド マ ウス 実験

では 一般に 臨 床
投与 量 の 5 〜10 倍（ 体 重

当

） が ヌード マウスに投与さ れ て い る た め， か

り 高い組織 内濃度と なつ ている こ とが判 明 し た

ADR は腹腔 か らの

収が不良なため，低い 組

D 内濃度となつた ． 　 6 ） 薬 剤接触時 間 の 検

　濃 度依存 性薬剤で あ る ADR で は ， 薬
剤
と

接 触 時 間 に関
係

なく高濃度 にな る に 従 い コロ

ー形 成が抑 制 さ れた．一方時 間依存性薬 剤で ある

| FU ，　BLM で は 1 時間接 触 で は薬 剤濃

を高くし てもコ ロ ニー形 成 は抑 制 されず ，む

ろ 従来1時 間 接触で 採用 さ れ て い る 濃 度
よ
り

らに 低い 条件 でも 持続的に薬剤と接触 さ せ る

と で コ P ニー形 成が 抑 制 さ れ た ． し かし時間

存性 薬 剤 の す
べ
て がこ のよ うな性 質を も つ

い るのではなく濃度依 存性にコロ＝一形成が 抑制される場合 もあつた 表6　1n　vitro　and　 i

vivo @ph rma
inetic 　correations<TAB>CDD<TAB>ADR<TAB>BLM<TAB>m

n± S．E ．

<TAB>mean±S ．E．（N）<TAB>me n±S ，E．（N〕 inia 歪<TAB><TAB><TAB>Route　 ad 　Dosage<TAB>15mg ／
dy、　D．L<TAB>30mg／body ，1．V ．<TAB>30mg／bodyC 　LV， Peak 　 lasma 　Concenration （μ9／ml
<TAB>0、68 ±0．  3（ 6）<TAB>1．50±0 ．32 （5）
0 ±0 ．62（6） Ti sue　Concentrtion （ μ9／9）<TAB><TAB>Ovar童an　Tu
r<TAB>D． 48 m ．  7 （6）<TAB>1．0 ±0．29 （5）<TAB>1．6 ±0、37 （6） Ut

us<TAB>  ．59 士

（4 ）<TAB>1．10 ±0，29 （5 ） 1，08 ±0，10 （4 ） eograft<TAB><TAB><TAB>Rout　and　Dosage<TAB>0．1
／body ，1．P ，<TAB>0．1mg ／body ，　LP C<TAB>0，2mg ／bodyC1 ．P ． Tumo 　Concentrati
（μ9／ 9）<TAB>1．28 ナ0．26 （ 6 j<TAB>LO ±0．4 （7）<TAB>

DD9 ±O ． 24 （ 5 ） vitro 　 dosage （ μ 9 ／
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図 4　 Dose −survival 　 curves 　for　human 　TCFUs 　following　l−h　and 　continuous

　exposure （HEC ・50B ）
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（図 4 ）．

　　　　　　　　　考 　　案

　制癌剤感受性試験 とし て 現在研究 され て い る 主

な もの は
， 細胞の 形態学的変化で み る方法 ， 細胞

の 代謝や 酵素活性 に よる方法，放射性前駆物質の

細胞 内摂取 に よ る方法，コ 卩 ニ
ー形成 に よ る方法，

異種動物移植 に よ る方法な どが ある．こ れ らの も

の が広 く臨床に 応用 され うる条件 と して は ，

　　　1）実験の 成功率が高い こ と

　　　2）手技 が簡便 か つ 安価で ， 短期間に感受性

　　　　 の 判定が で きる もの

　　　3）少な い 材料 で 実験が可能 で ある もの

　　　4）臨床効果 と の 相関性が 高 い こ と

な どが あげ ら れ る．

　Hambarger と Salmon に よ り1977年 に 報 告 さ

れた 1．V ℃ A 法
11）12）は ， 実験開始後 2 週間程 で 結

果 が 得 ら れ ， 培 養 成 功 率 は 諸 家 の 報 告 で

e＆10）17 ）22 〕26 》
， 悪性腫瘍全体 で 32〜68％，卵巣腫瘍で

は 43〜83％ と従来 の 初代培養に よ る感受性試験の

中で は 最 も高い とされて い る．我 々 の 成績で も婦

人科腫瘍全体で 59．6％ ， 悪性卵巣腫瘍で 65．0％ と

良好な培養成功率 で あ つ た ．

　我 々 が悪性卵巣腫瘍に つ い て 制癌剤感受性を検

討 し た 薬剤の 中で は CDDP ，
　 ADR ，

5−FU
，
　 BLM

が 30％以上 の 感受性例を得た もの で
，

こ れ ら は 実

際 の 臨床 に お い て も悪性卵巣腫瘍に 有効性の 高 い

薬剤で ある．し か し同一の 組織型で も個 々 の 感受

性結果に は 若干 の バ ラ ツ キが あ り ， 症例 ご と に制

癌剤を選択する必 要が ある と考 えられた ．

　本法の 最大の 利点 とす る と こ ろは臨床効果 との
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相関性が 高い こ と で ある．他 の報告
9】22 ）24）25）に よれ

をま， true　Positive　rate をま60〜80％ ，
　 true　negative

rate は 80〜95％で あ り， また 臨床効果 と の 相関性

の なか つ た false　 positiveお よび false　 negative

rate が 少な い こ と も特徴 とされ て い る．我 々 の 成

績 で は retrospective な検 討 で は あ る が，　 true

positive　rate 　Vま71．5％，　true　negative 　rate は

75．0％で あつ た．

　 我 々 は 1．V ．C．A ．法 と ヌ
ー

ド マ ウ ス 実 験 系 に よ

り，in　vitro と in　vivo の 制癌剤感受性 の 相関 を検

討 した．同一腫瘍 ， 同
一

薬剤に お ける コ ロ ニ ー形

成抑制率 と腫瘍増殖抑制率は必ず し も近似 して い

た と は い い 難 い が ， 50％以上 の コ ロ ニ ー形成抑制

お よ び 58％以上 の 腫瘍増殖抑制を もつ て 感受性 あ

りと し て 両者 の 相 関性をみ る と， true　 positive
rate は 75．0％ ，　 true　negative 　rate は 87．5％で あ

つ た ．

　 本 assay に よ る in　vitro の制癌剤感受性 と臨床

効果 と の 相関性 を他の 成績 も含め て総括す る と，

retrOSpeCtive 　CliniCal 　 trialで セま概 良好な相 関性

が得 られ て い る が
， 感受性試験 と し て の 精度を厳

密に 評価す るた め に prospective　clinical 　trialを

行 つ た 成績 で は 若干 false　 positive お よび false

negative 　case の 割合 が多 くなつ て い る．

　我 々 は こ うし た感受性試験 と し て の 精度を左右

する と考え られ る 1．V ．C．A の 設定条件，す なわ ち

薬剤濃 度 ， 接触時間 ， 感受性判定の た め の コ n ニ ー

抑制率に つ い て検討を 行つ た ．従来 1．V ．C．A ．に よ

る感受性 の 判定は
19》20），最高血 中濃度 の 1／10，

1 時

間薬剤接触 ， 7G％以上 の コ P ニ
ー
抑制 と い う条件

で 行わ れて い る． しか し70％以上 の コ ロ ニ
ー
抑制

とい う条件下 で は 感受性例 の 割合が少な くな りす

ぎる こ と と，in　vitro で 無効で も in　vivo で は 有効

で あ る false　negative 例が増加 しや す くな る こ と

（Von 　Hoff　et　aL25｝の 報告で は，　 false　negative の

大部分は50〜69％ の コ ロ ＝ 一抑制 で あつ た ）よ り ，

70％抑制で は 条件が厳 しす ぎる もの と考 え られ る

よ うに なつ た ，そ こ で 現在 で は 50％抑制 で 感受性

の 判定が され る こ とが 多 い
5）le）22 ］23）

．我 々 の 成績は

50％抑制 で 判定 され て い る が，臨床成績 お よ び

ヌ ー ドマ ウ ス と の 相関性 は ほ ぼ満足の い くもの で

日産婦誌37巻12号

あつ た ．in　vitro　resistance の 薬剤 の 取扱い に つ

い て は ，効果の 乏 し い 薬剤を投与し て 患者に 無駄

な副作用 を及ぼす こ とを防 ぐため ，
コ ロ ニ

ー
抑制

率 の 高 い 薬剤か ら順 に選択 をす る こ とが得策で あ

る と考える．

　 薬剤濃度 に つ い て は ヒ トに おけ る各種制癌剤 の

体内動態の 研究に よ り， 薬剤の 組織内濃度は 多 く

の 場 合 one 　 shot 静注時 の 投与直後の 急峻 な dis−

tribution　phase か ら ゆ る や か な elimination

phase へ の 変 曲点， す なわ ち β
一phase 起始部に お

け る濃度 （血 中濃度 の 約 1／10） に ほ ぼ一
致す る と

考え られ て い る
6）
．従 つ て 1．V ．CA ．で は

， 最高1血中

濃度 の 1／10の 薬剤濃度で 1時間接触に よ り感受性

試験 が行わ れて い る，しか し我 々 が 実際に 手術症

例 で卵巣腫瘍の 組織内濃度を測定 した結果 で は 制

癌剤 の 腫瘍組織内 へ の 移行性 は 予想以上 に 高 く，

最 高血 中濃度 の 41〜71％に もな り，こ れ は 従 来

我 々 が 1．V ．C．A ．で 採用 し て い た 濃度 の 2．4〜10倍

に相当して い た．

　 つ ぎに薬剤濃度 と接触時間 との 関係で ある．制

癌剤 の cell　kil］　kinetics　V＝ は 2種の 様式が あ り，

制癌性抗生物質や ア ル キ ル 化剤は濃度依存性 の 殺

細胞作用 を表わ し，多 くの もの は 臨床的に も one

shot 静注か 短期間の 点滴静注 で投与 され る．
一

方

代謝拮抗剤等 の 細胞発育阻止物質は 時間依存性 に

抗腫瘍作用を発揮す る， こ れ らは 比較的低濃度で

も作用時間 （接触時間）を長 くする こ とで 効果が

増強す る と い わ れて い る
8）15）21 ）．そ こ で 1．V ．C．A ．で

は 濃度依存性薬剤は 薬剤 との 接触時間を
一

定 （1

時間）に し て ，時間依存性薬剤で は agar に 薬剤を

混和した状態で 持続的に 薬剤 と接 触 させ感受性を

判定す る の が よ り臨床 の 条件 に近 く， 合理 的で あ

る ．我 々 の 実験成績 で は HEC50B 株に お け る 5・

FU お よび BLM に よ る コ n ＝ 一形成抑制 で 示 さ

れ た よ うに， 1 時間接触に お い て は薬剤濃度を高

くし て も感受性が認め られ な か つ た に もか か わ ら

ず， 持続 的接触で ぱ低 い 薬剤濃度で 高 い 感受性が

表れ る こ とが あ り， 時間依存性薬剤の 感受性 を判

定す る に 際し て は 薬剤濃度 と接触時間 （1 時間か

持続的接触か）を再検討す る必要 が ある と思わ れ

た．すなわ ち in　vitro で の 薬剤感受性 を指標 と し
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て ，臨床 に お け る制癌剤 の 有効性を よ り正確に推

測 す るた め に は
， 投与 され た 薬剤の phamlaco −

kineticsの 特徴 を十分に 把握す る意味で ， 実際 の

臨床例で 薬剤の 血 中濃度や病巣 の 組織内濃度が ど

の 程度 で 何時間 ぐら い 維 持されて い る の か を調査

し ， また 薬剤 の ceH 　kill　kineticsの 特性 を知 つ た

うえで 出来 る 限 り臨床 の 条件 に近似 した in　vitro

の 感 受性試験 を設定す る こ とが 必 要 と考 え られ

た．

　以上 LV ．C．A ．は 初代組織培養に よる制癌剤感受

性試験 と し て ， 培養成功率が高 く， 臨床効果 と の

相関性が 良好で あ る こ とが確認 された． しか し 今

回我 々 が指摘した薬剤濃度 と接触時間 の ほ か に ，

コ ロ ＝ 一一一形成率お よび細胞回収率 の 改善等 の 問題

を残 し て い る．今後 こ の方面の 研究が さ ら に進め

られ，1．V ．C．A 。の 信頼 性が ます ます向上す る こ と

を期待す る ．

　稿 を終 え る に 臨み，colony 　assay 法に つ い て 直接御教示

を い た だ い た 癌研 ・化学療法部 の 井上 雄弘博士 に 深甚 な る

謝意 を表 します．

　本論文 の 要旨は第22回 日本癌治療学会お よ び第37回 日本

産科婦人 科学 会 学 術 講 演 会に お い て 発表 した ．
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