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前立腺癌の軟寒天培養
一とくにtestosterone添加の影響について一

横浜市立大学医学部泌尿器科学教室（主任：穂坂正彦教授）

桜

窪

北

穂

本

田

島

坂

敏

吉

直

正

夫

信

登

彦

SOFT AGAR CULTURE OF 1－IUMAN PROSTATIC CARCINOMA’

一EFFECT． OF TESTOSTERONE ON THE CLONAL GROWTH OF THE CELLS一一

 Toshio SAKuRAMQTo， Yoshinobu KuBoTA，’ Naoto KiTA．uM．A

           and Masahiko HosAKA

Fアom the 1）ePa吻Z〃ll・びUrologrv， SC乃oolげハ4edicine． IVOkOhama Oめ，ひぬ6プ5妙

            （Director’Pr・f． M．Hosakの

  Soft agar cultures ef human prostatic carcinoma cells obtained from prostates with needle

biopsy and metastaticエymph nodes werc examined． Golony for皿ation wel－e observed in 2

0f the 4・ needle biopsy specimens and in 7 of the 10 lymphatic nodes specimens． The plating

efficienCy was O．04 to O．43％． rl’ihe effect Qf testosterone on the clonal growth of these cells

in soft agar culture was studiecl． ln half of the cases， ’col’eny formation was increased by

the addition of testosteron．e． Whereas in the other．cases， colony formation was not influencecl

by the testosterone． Clinically， most of the former cases responded well tg the anti－androg’en

therapy． NTeither EGF nor hydrocortisone showecl any effect on the colony formation of the

prostatic cancer cells in soft agar．

  These resu1ts suggest tliat primary culture of lauman prostatic cancer is possible in soft

a．crar medium， and that androgen dependcncy of these cells can be examined in vitro．

Key words： Stem cell assay， Prostatic carcinoma， Testosterone

緒 言

 ヒト前立線癌の内分泌環境をめぐる諸問題や再燃癌

の病態などについてはさまざまな検討がなされている

が，いまだ解決すべき未知の問題は数多くある．これ

ら．を解決し，実際の臨床に役立てるための方法のひと

つは良いモデル系を用いることである．しかし現在ヒ

ト前立線癌のIn vitroのモデル系はほとんどなく，

いくつかのヒト前立線癌由来の株細胞があるのみであ

る．これらの株細胞はそれぞれ特有の性質を保持して

いるものの，：樹立まで数ヵ月から数年の長期間の時間

を要し，また株化にともなう操作のためもとの腫瘍の

性質を必ずしも有していない，そのため株細胞を用い

て得られた数々の実験での成績はもとの患者の治療や

病態の理解にはほとんど役立っていないのが現状であ

る．

 SalmonとHamburgerによって開発された
human tumor stem cell assayl・2）は個浸の患者よ

り得られた癌細胞を二層軟寒天培地中に播種し，抗癌

剤処理後のコPニー形成を評価するものである．この

培養法の特写ま短期間で個々4）患者かゆ繍騰を培

養できる点である．そこでわれわれは今回この二層軟

寒天培地を用いてヒト前立線癌の培養の可否について

検討し，その培養におよぼすホルモンなどの影響を観
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察したので報告する．

培養組織

材料および方法

泌尿紀要31巻 10号 1985年

Table 1．検討症例とコロニー形成

材料 症例数 コロニー形成例  P．E

           （％1

 横浜市立大学医学部病院泌尿器科にて得られた前立

線癌組織14例を用いた．組織採取の方法は経会陰困民

生検（4例）によるものと，骨盤内転移リンパ節生検

（10例）によるものである．

 培養方法

 Stem cell assayとその尿路性器癌への応用の具

体的方法についてはすでに報告している3，4）が，簡単

に述べると．

 1．細胞採取無菌的に得られた前立線癌組織をハ

サミで細切し0．2％collagcnase（TypeIV：Sigma

社）あるいは0．2％collagenase＋0．02％DNAase

（Sigma社）溶液中で37℃，1～2時間処理した，

その後白金メッシュと26Gの注射針を通し癌細胞を

単離した．得られた細胞を0．4％trypan blue液

（GIBCO社）にて生細胞数を算定した．

 2．細胞培養 単離した癌細胞を培養液にagarose

（Typel：Sigma社）0．4％を加えた下層および0．24

％の上層で構成された二層軟寒天培地の上層に播種

し，5％CO2－air incubator中で培養した．そして

3～4週間後の培地中に増殖してくるコロニーを観察

した．

 3．薬剤処理一．コPニー形成におよぼす影響を調べ

るための各種薬剤，ホルモンは軟寒天培地の上層に添

加した．使用した薬剤はつぎのとおりである．testo－

sterone（Sigma社）， hydrocortisone（Sigma社），

epidermal growth factor （EGF： Collaborative

Rescarch社）．単離後の癌細胞浮遊液にこれらの薬

剤を加え，軟寒天培地に播種した．3～4週間後のコ

ロニー形成を観察し薬剤添加の影響を検討した．

前立腺（針生検） 4

転移リンパ節   10

2

7

O．09－O．28

O．04－O．43

P・E：plating efficiency（コロニー形成数／播種細胞数〉

Table 2．検討症例とコロ＝一形成におよぼす

     testosteroneの影響

case Age stteX HistoiogvX’ @C IO盾奄 olkZtien EILesCtts？Lrene

1 54 P Ad． Ca． W

2 82 P Ad． Ca．？

3 6e P Ad．Ca． P

4 74 P Ad， Ca． M

s 54 LN Ad． Ca．M

6 63 LN Ati． Ca． P

7 67 LN Ad． Ca． P

s 76’ LN Ad．Ca．W

9  79  L閥 Ad．Ca．閉

lo 68 LN Ad．Ca．W
11    63    L閥   Ad、 Ca．辮

12 75 LN Ad．Ca． M

13  79  L開  A酵．Ca． M

14 75 LN Ad， Ca． P

十

十

十

十

十

十

十

十

十

糺D．楽

閥．D．

閥．D，

十

十
隠，o．

十

十

閥，o，

N．O．

結 果

 コロニー形成について．

 検討症例の培養成績をTable l，2に示した．針生

検4例中2例（50％o），リンパ節10例中7例（70％）

にコロニー形成を認めた．播種細胞数あたりのコPニ

ー形成数（plating efficiency）1よ O．04～0．43％であ

った．

 針生二二では組織はすべてtrue cut針にて経会陰

的におこない2～3個の生検組織を用いた．1検体に

つぎ得られた単離生細胞数は1～3． 6×105個であり，

4例中2例は細菌汚染によリコPニーが得られず，残

りの2例のうち1例は十分な数の評価可能なコPニー

SiteW’ F ：prosiete， Lfi： iymplt nDde

Histolegv”‘ Ad， Cs， ： AdenocaFcinoms． W ： well dilleremtiated，

 M ： 獅od日r3電etソ ditferen電ialed．  P ： poorly 凶i置奮erentia1巳d

N．Dti ： net determined

形成が認められたが，1例は1dishあたり数個程度

のコロニーしか得られなかった．

 リンパ節組織より採取した検体は外科的に外腸骨，

内腸骨および閉鎖リンパ節より得られた前立腺癌転移

組織を用いた．1検体につき得られた単離生細胞数は

3×105～フ．5×106個であった．成績はTablc lの

ごとく10例中7例（70％）にコロニーを認め （Fig．

1），そのすべてに十分なコPニー形成が得られた，

 薬剤添加の影響

 1．testostcrone：培地中にtestosteroneを添加

しそのコロニー形成におよぼす影響を検討できたの

は，針生検からの1例とリンパ節組織からの7例計8

例である．針生検検体の1例（Case 4）は組織学的に

は中等度分化型の腺癌で，testosterone添加によリ

コロニーi数の増加が認められた．リンパ節検体の7例

中31列 （Case 5，7，9） カミ testostcrone 二二ロセこよりコ

ロニー数の増加とコロニー形態の増大が認められたが

残りの4例は反応を示さなかった．（Fig．2）これら

testosterone反応例（針生検1例，リンパ節3例）4
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Fig．1．前立腺癌コロニー（パパニコロー染色）
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Fig．2． Testosterone添加におけるコロニー形成
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Fig．4． Hydrocortlsone添加におけるコPニー形成
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Flg．3． EGF添加におけるコPニー形成

例のうち3例は臨床的に抗アノトロノェン療法（d・一

ethylstilbestrol sodium phosphate， hexestrol）t／こ反

応し酸性フォスファターゼ，前立腺酸性フォスファタ

ーゼの低下や腫瘍の縮小を認め臨床状態の改善が得ら

れた．残りの1例は当初より酸性フォスファターゼ，

前立腺酸性フォスファターゼが正常値を示し評価可能

な臨床所見がなく，抗アントロノェン療法の効果判定

はてきなかった testosterone 添加によりコロニー

形態に変化のなかった4例中2例は臨床的に抗アント

ロノェン療法の効果は不明てあり，残りの2例のうち

1例は抗アノトロジェノ療法にまったく反応しなかっ

たが，他の1例は抗アンドロソェン療法により酸性お

よひ前立腺酸性フォスファターゼの正常化を示した．

 2．epidcrmal growth factor（EGF） およひ

hydrocorusonc F193，4のことくEGF添加ては

5例中1例にコPニー数の低下を示す症例を認めたか

他はほぼ不変てあると考えられた． またhydrocor－

tlsone添加ても6例中1例に10μg／mlの濃度てコ
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ロニー数の低下を示すものがあったが残りはhydro－

cortisone無添加に比してほとんど差が見られなかっ

た．

考 察

 Stem cell assay法を用いてヒト前立腺癌細胞の二

層軟寒天培養を検討したが，14例中9例にコロニー形

成を認めた．とくにリンパ節より得られた組織で高い

コロニー形成率が認められ各種ホルモン添加の影響を

検討できた．testosterone添加の検体の中にはコロ

ニー `成の増大を示すものがあり，臨床的に抗アンド

ロジェン療法に対する反応と相関を示すと考えられる

ものがあった．

 軟寒天培地は癌細胞のみをほぼ特異的に増殖させる

性質があり1・2）この培養法による各癌腫の制癌剤感受

性試験がおこなわれている5・6）．われわれも腎細胞癌，

尿路上皮癌や膀胱剥離癌細胞での検討をおこなってき

た3，4）．前立腺癌に関する軟寒天培養では，ラット前立

腺癌を用いた検討や7・8），ヒト前立腺癌株細胞による

実験の報告があるが9・10），ヒト前立腺癌の初代培養に

よる検討はほとんどなされていない．また前立腺癌の

各種ホルモンに対する反応は軟寒天培養を用いて検討

されたことはない．

 今回前立腺癌組織の採取法として，経会陰的前立腺

針生検によるものと，骨盤内リンパ節生検の2法をお

こなった．針生検は比較的容易であり，対象症例も得

やすい利点があるが細菌汚染がおこりやすく，十分な

癌細胞数が集められないことが短所と考えられる．い

っぽう骨盤内転移リンパ節採取の場合十分な癌細胞数

を得ることが可能であるが，開腹が必要であり適応症

例が限られることが欠点であると思われる．Sarosdy

らは経尿道的または開腹により得られた前立腺癌組織

を用いてstem cell assay法による制癌剤感受性試験

成績を報告しているが11），それによると34例中22例

（65％）にコロニー形成を認め，30個以上のコ・ニー

があり感受性試験をおこないえたのは15例（44 ％）

で，コロニー形成率は0．0ユ～0．12％ と報告してい

る．われわれの検討では0．04～0．43％というコロニー

形成率であり，彼らの報告とほぼ同程度の値である．

 ホルモン添加の影響ではとくにtestosteroncにお

いて10 8Mのtestosterone添加濃度を中心に約2

倍程度のコPニー数の増加とコロニー形態の増大を示

すものがあり，コロニー増加傾向を示したものは不変

のものと比較し，臨床的にも抗アンドロジェソ療法に

反応を示すものが多く興味ある相関を示唆している．

hydrocortlsoneやEGF添加ではコPニー形成数

の低下を示すものが散見されたが全体的にはほぼ不変

であると考えられた．

 Stem cell assay法による制癌剤感受性試験をおこ

なううえでは，その低いコロニー形成率が多種の薬剤

検討をおこなう場合にその実施を困難にさせているひ

とつの要因である．コロニー形成率が帰化すれば必要

な採取癌細胞数は半分でよく，また検討薬剤も多くす

ることができる．したがってコロニー増殖を促進させ

る添加剤が得られればその意義は大きい．今回われわ

れの実験では前立腺癌の症例の中にtestosterone添

加によりStem cell assay法の成績の向上を望める

ものがあると考えられた．

 また前立腺癌症例の中にはこのようなtestosterone

添加時におげる軟寒天培養を検討することによりその

症例の臨床的な性質，とくにアンドロジェソ依存性を

ある程度予測できることを示唆していると思われる，

今後さらに症例を増やし，また臨床像との相関を調べ

ることにより，このin vitroにおけるtestosteronc

の要求性と臨床でのアンドロジェン依存性との関係を

さらにあきらかにしたいと考えている．
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