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概要　抗癌 ホ ル モ ソ 剤の 感受性試験 と し て我 々 は ヌ ードマ ウ ス へ の 内膜癌培養細胞 （Ishikawa株）の 固

型化腫瘍 の 移植に よ る 長期間 の Subrenal　capsule 　assay （以下 SRC 法）を施行，一
つ の 系 として 提唱 し

た．抗癌ホ ル モ ン 剤は DNA 障害性の 薬剤 と異な り，cytocida1 な効果 よ りも cytostatic な効果 を示すた

め
， 抗腫瘍効果 をみ るに は 短期間 の ア ッ

セ イ で は 不十分 と考 えられる．我 々 の 試みた こ の 方法 は
， 時間

がか か り，手技的 に や や 難 し く，改良すべ き問題点 は 残 る も の の ，腫瘍 の 生着率が 90％以上 と非常 に 高

く，
ヌ ードマ ウ ス 皮下移植 法 に 比 べ ，個体差 が少 な い た め，実験精度 の 向上 が期待 で き る．一

方抗癌 ホ

ル モ ン 剤 の 効果を判定する に は長期間を要する が，本法は ヌ ードマ ウ ス 皮下移植法 の よ うに 腫瘍の 生着

を確認する ま で 待つ 必要がな く，28日間と い う比較的短期間で 評価可能で あり，非常に 有用な方法と考

え られ た．ま た 28日 の 経 口 投与期間は組織学的な変化を 生 じ るた め の 最低必要期間とい わ れ て お り， 本

法は 組織学的に も評価 し うる と考え ら れ る．同
一
条件下で cytostatic な作用を 示す薬剤の 抗腫瘍効果を

比較検討す る こ とが可能で あ り，今後，抗癌ホ ル モ ソ 剤や 類似 の 癌化学療法剤の 開発 に 対 し，一
定 の 評

価の で きる ア ッ セ ィ系 と して有用 と考 え られ た．今回 の 結果よ り MPA は投与量と と もに 投与期間 の 重

要な こ とが示唆さ れ た．

Sy離 opsis 　In　order 　to　establish 　a　sensitivity　test　system 　for　the　evaluation 　 of 　anti−cancer 　hormonal　agents ，
we 　tried　 a　long・term 　 subrenal 　capsule （SRC）assay

，
　 using 　nude 　mice 　with 　a　transplanted　solid　tumor 　 of

endometrial 　cancer 　cells （lshikawa
’
s　line）．　Unlike　DNA −affecting 　agents ，　anti ・cancer 　hormonal 　agents 　exert

cytostatic 　efEects　rather 　than　 cytocidal 　effects ，　and 　their　evaluation 　in　 a　short 　period　is　considered 　to　be
inaccurate，　 Our　test　system 　is　somewhat 　dithcult　in　terms 　of　technique ，　but　it　is　 useful 　since 　it　can （1）
evaluate 　the　 agents 　in　the　relatively 　short 　period　of　28　days　and 　（2）compare 　the　cytostatic 　anti・tumor
eMcacy 　of 　two　or 　more 　agents 　under 　the　same 　conditions ．　 The　rate 　of 　successful 　t  or 　transplantation　in
nude 　mice 　in　our 　system 　is　very 　high，　i，e．，　more 　than　90％．　 Although　there　are 　some 　points　which 　need

improvement，　our 　system 　is　considered 　to 　be　useful 　as 　an 　assay 　system 　fQr　the　development 　of　anti −cancer

honnonal　agents 　and 　 other 　 similar 　chemotherapeutic 　 agents 　 for　cancers ．　 When 　medroxyprogesterone

acetate （MPA ）was 　evaluated 　by　means 　of 　this　system ，　the　administration 　period，
　as　well 　as　the　dosage，　was

found　to　be　important．
Key　words ： Sensitivity　test　system ・Medroxyprogesterone 　acetate （MPA ｝・Subrenal　capsule 　assay ・

　 　 　 　 　 　 Nude 　mouse 。Endometrial 　 cancer 　 cell

　　　　　　　　　 緒　　言

　現在，子宮体 （内膜）癌は 術 後， 主 とし て プ ラ

チ ナ 誘導体や ア ソ トラ サ イ ク リ ン 系薬剤を中心 と

した多剤併用に よる寛解導入療法施行 の 後 ， 癌組

織型 ある い は 性 ス テ ロ イ ド受容体 の有無を考慮し

て Medroxyprogesterone　acetate （以下 MPA ）

等 の 抗癌 ホ ル モ ン 剤 ， 又 は フ ッ 化 ピ リ ミ ジ ン 等の

い わ ゆ る化学療法剤が維持療法 と し て 選択使用 さ

れ て い る．し か し投与量，投与期間の 設定は 難 し

く，進行内膜癌に 対 し て いずれ の 治療法を選択 し ，
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ど の よ うに 施行す る か は 患者 の 症状 の 程度や癌組

織の 生物学的特徴を多面的に 考 えなが ら行わ れる

こ と が重要で ある
9｝
，

　 と こ ろ で ，近年癌治療 に 占め る化学療法 の 重要

性が ます ます認識 され，適正 抗癌剤を選択 する方

法の 早急な確立 が望まれ て い る． こ の よ うな観点

に 立 つ て
， 抗癌化学療法剤の 感受性試験 もい くつ

か提 唱され，臨床 との 相関性を示す成績 も報告 さ

れ て い る
4）．しか しな がら抗癌 ホ ル モ ソ 剤 に つ い

て は
， そ の 作用機序 よ り cytocidal な効果 よ りも

cytostatic な効果が よ り優位 で ある と考 え られ ，

一
般に は他の 化学療法剤に 比 べ 長期間投与 され る

必要がある と報告 され て い る
6）．更 に抗 癌 ホ ル モ

ン 剤は生体内で 代謝され ， 活性要素 も加わ る可能

性も高 く，単 に 癌組織内 へ の 薬剤到達濃度だけで

は評価は困難で あ る．また投与 の 結果生ず る細胞

増殖過程 へ の 作用 も抗癌化学療法剤と は 異な り，

抗腫瘍 効果 に 影響す る と推察 され て い る
5 ，． こ の

よ うな こ とを考慮に 入れる と， これ まで 報告 され

て い る抗癌剤感受性試験 で は十分に 検討で きない

面が多 い と思わ れ る．

　抗癌剤感受性試験 は そ の 条件 と し て ，a） 臨床

効果 と の 相関が高い こ と ， b）腫瘍細胞 に 限定 し

た 抗癌剤 の 効果 がみ られ る こ と
，

c ）簡単で あ り，

評価可能率が 高い こ と，d）短期間で 結果が わ か

る こ と，e）定量的 か つ 客観的評価が行 える こ と，

な どがあげ られて い る．現時点で こ れ ら の条件 に

近 い 感 受 性 試 験 と し て
，

Human 　 tumor

clonogenic 　 assay （HTCA 法），　 Succinic　 dehy・

drogenase　inhibition（SDI 法），
　 Subrenal　capsule

assay （SRC 法）等が あげ られ て い る．当教室 に お

い て は， こ れ ま で HTCA を用 い て 抗癌 ホ ル モ ン

剤 の 子 宮 内 膜 癌 に 対 す る 評 価 を 行 つ て きた

が n2，
，
　 HTCA 法 で は 評価 可 能 率 も固形 癌で は

30〜60％ と低 く
【°）

， 実験期間 も21 日間以上 は 評価

困難で あつ た． また ホ ル モ ソ 剤の 作用発 現機序か

ら ， よ り生体内に 近 い 状態で評価する こ とが望ま

し い と考 え，in　vivo 試験で あ り，腫瘍 の 変化を組

織学的に検討す る こ と も可 能で ， し か も評価可能

率 の 高 い SRC 法 を応 用 した 感 受 性試 験 を雌 の

ヌ
ー ドマ ウ ス を使用 して 試 み た．なお ， 抗癌 ホ ル

モ ソ 剤に よ る
一

定の 評価を得 る た め
， 子宮内膜癌

培養樹立細胞 （lshikawa株）を 固型化 し そ の 腫瘍

塊を細切， ヌ ー ドマ ウ ス 腎皮膜下 に移植 した．ま

た 抗癌ホ ル モ ン 剤 と し て MPA を選び
，

こ の 種 の

薬剤を比較的長期間投与す る必要性を考慮 し て
，

4 週間連 日薬剤投与 とし，そ れ に よ つ て得 られた

デ ータ を もと に投与量及 びそ の 抗腫瘍効果 を評価

検討した．

　　　　　　 研究材料並 び に方法

　 1。　ヌ ー ドマ ウ ス

　 specific 　 pathogen 　 free の 条件下 に て 飼育 され

た 6 〜 8週齢 の 雌性 BALB ／c　nu ／nu ヌ ー ド マ ゥ

ス （日本 ク レ ア （株））を使用 した．実験（1）で は

各群 10匹 （計 20匹），実験 （2）で は各群 4 〜 5 匹 ，

対照 群 （薬剤非投与群）は 4 〜10匹 を用 い て 検討

した． マ ウ ス は 比較的短期間で 屠殺す る た め ，一

般 マ ウ ス 用 の 飼 育器 内で 落下 細菌予防の た め の エ

ア フ 4 ル タ ーを か ぶ せ た ケ ージ で 飼育 し得た ．ま

た 飼料 ，
チ ッ プ も新し い もの を特 に 滅菌操作等を

しない 状態で使用 ， 水は 水道水を 流水 の 状態に し

て 滅菌 された 給水瓶 に 汲み ， 連 日新 しい もの と交

換 し た ． こ の 飼育条件 で 実験中に 感染徴候を 示 し

た マ ウ ス は なか つ た ．

　 2．子宮 内膜癌組織

　評価対象 と して ， 均
一

と考え られ る実験系に で

きる 限 り近 づ ける た め ，移植腫瘍に は エ ス ト ロ ゲ

ン 受容体， プ ロ ゲ ス トーゲ ソ 受容体を有す る ヒ ト

分化型子宮内膜癌培養樹立 細胞 （Ishikawa株 ；筑

波大学西 田正人博士 よ り供与）を純 系 ヌ
ー

ドマ ウ

ス 皮下 に移植 し，固型化 し た 腫瘍を用 い た．

　3．抗癌 ホ ル モ ン 剤

　抗癌 ホ ル モ ン 剤 に は 内膜癌に 対 し，臨床的 に広

く使用 され て い る MPA （協和発酵（株）よ り提供）

の 原末を使用 した ．

　4．研究方法

　 ヌ ー ドマ ウ ス 皮下 に 移植 した 内膜癌細胞 よ り発

育した 固型化 腫瘍 を無 菌的 に 摘 出 し，た だ ちに

McCoy ’
s　5A 　medium （Flow 　Laboratories

，
　North

Ryde．，　N ．S．W ．，　 Australia） （1％ ペ ニ シ リ ン ・ ス

ト レ プ トマ イ シ ン 添加）の 入 つ た シ ャ
ー

レ に 移 し，

無菌操作下に こ の 腫瘍塊 よ り均
一

な腫瘍細胞に 富
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写真1　腫蕩細切器 （株）貝 印 工 業 製 造

ん だ充実部を切 り出 し て 以下 の 実験を 行つ た ，

　 実験 （1）

　 腫瘍 サ ン プ ル を 2 本 の メ ス に て 2mm 角の 立方

体 と し て ，
ヌ ー ドマ ウ ス の 腋窩皮下 に移植 した．

移植後 ， 経過観察を続 け て 腫瘍の 大きさが φ3mm

程度 とな つ た 時点 （生着 が 確認 で ぎた 時 点）で

MPA 投与群 と MPA 非投与群 （対照群）に 分け ，

薬 剤 投 与 を 開 始 し た ，MPA は 0．3％Hydroxy −

propylcellulosum （以下 HPC ）に懸濁後，
ゾ ソ デ

を用い て 0．1ml／回／日 （MPA 　25mg ／kg／day）， 8

週間連日 マ ウ ス 前 胃へ 強制経 囗 投与 した．腫瘍は

1 週間 ご と に ス ラ イ ドキ ャ リ パ ー
に て そ の 長径 ・

短径を計測 し
， それ よ り腫瘍重量 を近似計算 して

対照群 と比較検討 し た ，

　実験（2）

　腫瘍 サ ン プ ル を写真 1に示 した細切器 （東海中

央病院立 松　輝博 士 よ り供与） を用 い て 1mm 径

に な る よ うに 細切 した ．無菌的に エ ーテ ル 麻酔下

で ヌ
ー

ドマ ウ ス の 左側腹部 に 眼科用小 ク
ーパ ー

に

て切開 を加 えて 左腎を露 出 ，
メ ス に て皮膜に 小切

開を加 えた．細切 した腫瘍片を ピ ソ セ ヅ トに て そ

の 部分か ら皮膜下 に 挿入移植し ， 実体顕微鏡に て

そ の 長径 ・短径を計測 し た ．術後の 癒着をで ぎる

限 り小 さくす る た め 筋膜 は 吸収糸に て 縫合 ， 皮膚

は金属 ク リ ッ プ （キ ーフ ァ
ー縫合器  ）に て 縫合閉

鎖 し た ．手術翌 日を Day 　1と し て ，表 1 に 示す濃

度 に 調節 した MPA 懸濁vao．1ml／回／日を ゾ ソ デ

を用 い て マ ウ ス 前 胃へ 強制経 口 投与 し た ．ま た 対

照 群に は HPC 生 理 食塩 水の み を 0．1m1／回／日投

与した ．短期間投与群 で は Day 　7に
， 長期間投与

群 で は Day　28に マ ウ ス を頚椎脱 臼法に て屠殺 ， そ

の 後左腎を摘出 し， 再 度実体顕微鏡下に て 腫瘍 の

長径 ・短径を計測 した ．

　 5．評価方法

　 米国国立癌研究所 の Battelle　Columbus　 Labo−

ratories 　Protoco1（BCLP 　1978）14）に 準 じ，個 々 の

腫瘍ご とに その 長径 （a ；mm ）， 短径 （b ；mm ）

を計測 し ， 腫瘍重量 （w ≒ mg ）を w ＝ （a ×b2）／2の

計算式を用 い 算出 した．実験（1）で は そ の変化の 様

子 を毎週，実験（2）で は 屠殺後 ， 移植腫瘍の 相対的

平均腫瘍増殖率 RW （Wn ／Wo ）を求め （Wn ；実

験終了 時平均腫瘍重量 ， Wo ；実験開始時平均腫

瘍重量） ま た 腫瘍 増殖 抑制 率 （TGIR ； tumor

growth 　inhibition　rate ； （1一投与群 RW ／対照群

RW ）× 100）に よ り抗腫蕩効果 を評価した．ま た 腫

瘍径 の 増大 の み られ な か つ た も の
， あ る い は 縮小

した もの は非生着例 として 除外 し た ．

　　　　　　　　　研究成績

　 実験（1）の 成績を 図 1 に 示 し た ．MPA 投与群 と

非投与群 との 間 に 腫瘍増殖に ほ とん ど差がみ られ

ず ， MPA 　25mg／kg／day投与の結果で は皮下移植

内膜癌腫瘍 に 対 して増殖抑制効果は観察 されな か

つ た （総 MPA 投与量 1
，
400mg ／kg／8週間）．

　 そ こ で 実験（2）と し て SRC 法 を用 い 検 討 し た ．

まず MPA の 投与量 を 100mg／kg／day とし て ， 7

日間投与群 （系 3 ）と28 日間投与群 （系 2 ）， 並 び

に 7 日間投与後21日間 MPA 非投与 と した群 （系

4 ）を設定 した ．また そ の 他400mg／kg／day　7 日

間投 与群 ， 及 び25mg ／kg／day　28日間投与群 （系

．5 ）を設定 し 比較検討 し た ．

　 そ の 結果を表 1 に 示す．

　 系 1 ：400mg ／kg／day　7 日間連 日投 与 ， 合 計

2，800mg／kg （56mg／20grマ ウ ス ） で は RW は

0．89，
IR は 22．3で あつ た．

　 系 2 ：100mg ／kg ／day　28日間連 日投与 ， 合 計

2
，
800mg ／kg （56mg ／20gr マ ウ ス ）で は RW は

2．79，
IR は 46，4で あ つ た．

　 系 3 ：100mg／kg／day　7 日 間連 日投 与，合 計

7GOmg ／kg （14mg ／20gr マ ウ ス ）で は RW は 0．77，

IR は 36．3で あつ た ，
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　系 4 ：100mgfkg ／day　7 日間連 日投 与 ， 合 計

700mg／kg （14mg／20grマ ウ ス ）そ の 後 3 週 聞

HPC の み 投 与 し て 29 日 目に 判 定 し た も の で は

RW は 8．75
，
　 IR は 13．6で あつ た ．

1，4001

，200

31
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ε 800
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 投 与 後 日 数

図 1　 MPA 投与後 の ヌ
ー

ド マ ウ ス 皮下腫瘍 （lshika・

　wa 株）の 腫瘍成 長 曲線．縦軸 に 腫瘍重量，横軸 に 投

　与 開 始後 日数 を 示 す 〔実 験 ユ、）．

　系 5 ：25mg／kg／day　28日間連 日投与 ， 合計700

mg ／kg （14mg／20grマ ウ ス ）で 1ま RW は 1．19
，
　 IR

は 26，6で あつ た ．

　また 腎皮膜下 へ の 固型化腫瘍の 生着率 は 90％以

上 で ，

一
つ の 系で 2 匹以上 の 除外例は なか つ た （写

真 2 に 腎皮膜下 に 生 着し た 移植 片を 示す）．

表 1　 種 々 の MPA 投与体系に お け る RW ，

　つ い て （実験 2）

IR 値 に

1 日投与量

（mg ／kg）
投 与期間
　 （日）

観 察期間
　 （日）

総投与 量

（mg ／kg） 結 　果

系 1400 7 72 ，800RW
：0．89

1R　 　 22．3

系 2100 28 282 ，800RW
：2，79

1R　 ：46．4

系 3100 7 7 70 
RW ：O．77
1R 　　 36．3

系 4100 7 28 700RW
：8．75

1R　　 13，6

系 5 25 28 28 700RW
： 1．19

1R　 ：26 ，6

聖

写真 2　a に 移植後28日 目の 摘 出後腫 瘍像 （7 メ モ リ ；1mm ），　 b，　c に 組織像を 示 す．弱 拡 （b）で

　は 低 分化型腫瘍 の 構築 を と る 内膜腺癌 で 周 囲 へ 膨 張性 の 成長 を 示 し，強拡 （c）で は 多数の 核分裂

　像 が 見 られ，腫瘍 の 増殖 を 示 す （H ・E 染色，原版各2．5× 4，2．5× 40）（実験 2）．
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　　　　　　　　　 考　 　案

　元来 SRC 法は 1978年 Bogden　et　a1 ．に よ りそ

れ ま で の ヌ
ー

ドマ ウ ス 皮下移植法 に 対 し て ， ヌ ー

ドマ ウ ス の 腎皮膜下 と い う血流豊富な部位を腫瘍

生着 の 場 と し て 選び
， 高い 評価可能率と11日間 と

い う比較的短期間で の 判定を可能 とした新 し い 抗

癌剤感受性 試験と して 報告 された もの で ある
11＞．

そ の 後通常 マ ウ ス を 用 い た SRC 　6 日間法 と して

確立 された こ の 方法
12）は ，薬剤投与法 も効果 の 観

察法 も臨床投与例 とほ と ん ど同じ で あ り，一般 に

理解 しやす く ， また 多 くの 研究者か ら臨床奏効率

と の 高 い 相関率が報告 され ， 現在 in　vivo 試験 と

し て 最も有用な もの と考 え られ て い る。そ の 腫瘍

組織生着率は非常に 高く ， Gri茄n 　et　al ．13）の 1，000

例 の SRC 法 を施行 し た 報告に よ る と， 薬剤感受

性の 評価可能率 は 86％に の ぼ つ て い る ，し か し一

般 に 行わ れ て い る通常 マ ウス の SRC 　6 日間法 で

は ， 常に 宿主に よ る免疫反応を念頭 に お く必要が

ある．藤 田 の 報告
3 ）（1987年）に よ る と通常 マ ウ ス

の 腎皮膜下に 移植 された腫瘍細胞 は 6 日 目に は ほ

とん ど残存 しなか つ た が ，
ヌ
ー

ドマ ウ ス を 用い た

場合に は 15日 目で も順調 な細胞増殖が観察 され た

とい う．そ こ で 我 々 は純系の ヌ ー ドマ ウ ス を使用

して ，MPA の 長期間投与に よ る実験を行い ，短期

間投与の それ と比較 検討 した，

　 ヒ ト の 常用量投薬時 に 近 似 さ せ た 実験 （1）及 び

実験 （2）の 系 5 か ら， 1 日あた り の v ウ ス へ の

MPA 投与量 25mg／kg／day で は 抗腫瘍効果 は 観

察 されなか つ た ．

　MPA に は他の 抗癌化学療法剤 とは異 な り，そ

れ 自身毒性 は 少な く， LD50値は 明記 され て い な

い ．実際に 今回 の い ずれ の 実験系に お い て も投与

期間中に は V ウ ス の 体重減少や 下痢等は な く
，

ま

た死亡例 もなか つ た．

　MPA の 総投与量 を 2，800mg／kg とあ らか じめ

等 し く設定し た 系 1 と系 2 の 結果か らは
，

1 日あ

た りの MPA の 投与量は 少な くて も長期間投 与し

た方が抗腫瘍効果が高 くな り， 投与可能量 に お け

る cytocida1 な効果が優位 な
一

般抗癌 化学療法剤

との 違 い が現わ れた と考 えられた ．

　 1 日の MPA 投与量を 100mg／kg と設定 した実

験（2）の 系 2 と系 3 を比較 し て み る と ， 長期間投与

の 方が やは り抗腫瘍効果 は す ぐれ，特に 7 日 目で

投与を終了 し た 系 4 でみ られ る よ うに 短期間で 薬

剤投与 を中止 し た 場合 ，

・投与終了後 の 増殖抑制 は

得 られず ， か えつ て リバ ウ ン ド的に腫瘍増殖が高

め られる可能性が示唆 された ． こ の こ とば系 3 と

系 4 を比較 し て も納得 の い くもの で ある．

　 MPA の 総投 与量 を700mg ／kg に 設定 した 実験

（2）の 系 3 と系 5 の 比較で は 短期間 （7 日間）投与

で 成績が 良 くなつ て い る．また 実験（1）
1
で も こ の 量

で の 有効 性が否定 されて い る．MPA は 大量療法

の 必 要 性 が 強 調 さ れ て お り
6），そ の dose−

dependentな性格か ら， 実験（2）の 系 2 の条件で 最

大 の IR が得 られて い る こ ととを考 えあわ せ る

と ，
BALB ／c ヌ ー ドマ ウ ス に お い て

，
　 MPA の 投

与量は Bioavailabilityの 違 い に よ り， MPA の 至

適投与量 は ヒ トの 臨床投与量 とは か な り異 な り，

100mg／kg／day 近辺 に あ る の で は な い か と推 察

され る．また 長期間投与に お い て も RW は 1 以下

に は ならず，ま た IR 値 も一般的 な抗癌化学療法

剤で 報告され て い る値 と比較す る と低 く， や は り

MPA 単独で は 残存腫瘍塊 が 存在 し て い る場合，

癌 の 増殖を十分に 抑 える に は非力で あ る こ とが推

察され た．

　稿 を 終え る に 際 し，本研究 に 関 し多大 の 御協力 を賜 りま

し た 雪印生物科学研究所吉浜　誠博士
， 並 び に 貴重 な ご意

見を賜 りま し た 名古屋大学近藤達平 名誉教授 に 深謝 い た し

ま す．

　な お，本研 究 の
一

部 は 文部省科学 研 究 費補 助 金 （No．

02670752） に よつ て な され た，
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