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コロニー形成試験および 〔3H〕サイ ミジン取 り込み試験 を

用いた膀胱癌細胞株の放射線感受性に関す る検討

京都大学医学部泌尿器科学教室(主 任 ：吉田 修教授)

李 南奎*・ 金丸 洋史 ・吉 田 修
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   The effect of radiation on the human bladder cancer cell lines, KK47 and J82, was 
studied using colony formation assay and (3H) thymidine incorporation assay. The response to 
radiation was dose-related for both assays, but the curve for the colony formation assay was 
steeper than that for C3H) thymidine incorporation assay. However, the steepness of the curve 
for (3H) thymidine incorporation assay increased to be approximately the same as that for the 
colony formation assay as the incubation period increased. (3H) Thymidine incorporation 
assay can provide a rapid assessment of radiation sensitivity comparable to that obtained by 
the colony formation assay to select a radiosensitive bladder cancer patient for definitive or 
adjunctive radiotherapy. 

Key words: Bladder cancer, Radiosensitivity, Colony formation assay, (3H) thymidine incor-

poration assay

緒 言

Salmonお よびHamburgeri)に よ り開発 された

コロニー形成試験は,現 在制癌剤感受性試験として広

く用いられているが,培 養成功率,培 養期間,コ ロ_

一計測などにおける問題点が指摘されてきた2).こ れ

らの問題点を克服 し,コ ロニー形成試験の利点を生か

した感受性試験として谷川ら3)やFriedmanら4)は,

〔3H〕サイミジソ取 り込み試験を開発し,そ の薬剤感

受性結果は,コ ロニー形成試験とよく相関することが

示されたため,簡 便かつ優れた制癌剤感受性試験 とし

て普及しつつある.

一方,膀 胱癌細胞の放射線感受性についての基礎的

な検討の報告は少なく,ま た臨床における浸潤性膀胱

癌に対する術前放射線治療の是非についても議論の分

*現:順 天郷大学医学部泌尿器科

かれるところである.今 回われわれは,膀 胱癌細胞株

の放射線感受性について上記のコロニー形成試験およ

び 〔3H〕サイミジン取 り込み試験を用いて検討 を行

ったので報告する.

材料および方法

1)細 胞 株:ヒ ト由 来膀 胱 癌 細 胞 株KK475)(金 沢 大 学

泌 尿器 科 学教 室 よ り譲 与)お よびJ826)を 用 い た .

KK47はRPMII640(日 水製 薬) ,J82はE・gl…

MEM(FlowLaboratoriesInc .)に それ ぞ れ10%ウ

シ胎 児血 清(FCS,Flow)を 添 加 した培 養 液 に て 継

代 培養 を 行 った.

2)コ ロニ ー形 成 試 験:Salmonら の方 法 に 準 じ て 以

下 の ごと く行 った.15%FCS添 加 培 養液(KK47は

RPMI1640,J82はMEM)にBact-agar(Difco

Laboratories)を 混 合 して0 .5%agar液 を作 成 し,

35×10mmプ ラス チ ッ ク皿(Linbro76-247-05)に
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lml注 入 し下 層 と しtF.次 に,腫 瘍 細 胞 を 浮遊 させ

た15%FCS添 加 培 養 液 にBact-agarを 混合 して0.3

%agar液 と し,1mlを0.5%agarの 上 層に 播 種

した.37C5%CO2の 条 件下 で 約2週 間 の 培 養

後,2-(P・iodophenyl>3-(P-nitropheny正)-5-phenyl

tetrazoliumchloride(INT)(半 井化 学 薬 品)に て生

体 染 色 を行 い,60μm以 上 の コロ ニーをAutomatic

particlecounterCP-2000(白 井松 器 械)に て計 測 し

た.

3)〔3H〕 サ イ ミジ ン取 り込 み 試 験;Fricdmanら に

準 じて 以下 の ご と く行 った.コ ロニ ー形 成 試 験 と同様

の0.5%agar下 層 の上 層 に,腫 瘍 細胞 を 浮 遊 させ た

15%FCS添 加 培 養 液1miを 播 種 し,3日 間(実 験

3で は4,7,11日 間)培 養 後2.5μCiの 〔3H〕 サ

イ ミジ ン(NewEnglandNuclear,NEN)を 加 え,

さ らに24時 間 培 養 した.培 養終 了後,上 層を 燐 酸 緩衝

食 塩 液(PBS)10m1の 入 った15cc遠 沈 管(Cor-

ning25310)に 回 収 し15分 間1,600rpmで 遠 沈 後,

上 清 を 除 去 し再 びPBSlOmlで 洗 浄,10分 間遠 沈 後

上清 を 除 去 し5%ト リク ロル酢 酸(TCA)5皿1お よ

び0.1mlの1%ヒ トア ル ブ ミンを 加 え,4℃ で1時

間静 置 した.10分 間 の 遠 沈 後 上 清 を 除 去 し,5%

TCA5mlを 加 え15分 間再 度4℃ で 静置 した.10分

間 の遠 沈 後 上清 を 除去 し,メ タ ノー ル5mlを 加 え10

分 間 遠 沈 した.上 清 を除 去 した後,水 酸 化 メチ ル ベ ン

ゼ トニ ウ ム0.5mlを 加 え60℃ の恒 温 槽 に1時 間 静

置 した.遠 沈 管 内容液 を ア クァ ゾールー2(NEN)4ml

と混 合 し,シ ンチ レー シ ョン カ ウ ンタ ー(Aloka)に

て 〔3H〕 サ イ ミジ ソ取 り込 み 量 の計 測 を 行 った.

4)実 験1'放 射 線 感 受性 試 験 に お け るKK47お よび

J82の 至 適 細 胞濃 度 を 決 定 す るた め の予 備 実験 と して,

種 々の 細胞 濃 度(5×103,1×104,5×104,1×105/ml)

に て コ ロ ニー形 成試 験 お よび 〔3H〕 サ イ ミ ジ ソ 取 り

込 み 試験 を 行 った.

5)実 験2お よび3:腫 瘍 細 胞浮 遊 液 を6×104/皿1の

濃 度 に 調 整 した 後,25cm2培 養 用 フ ラ ス コ(Cor-

ning25100)に 分 注 し,ラ イ ナ ノ クML-15MIII,

10MVX-ray(三 菱)に て,そ れ ぞ れ0。5,1,2,4.

8,12,16Gyの 放 射線 照 射 を 行 った.対 照 群(非 照

射 群)を 含 め,各 群 の腫 瘍 細 胞濃 度 が最 終 的 に2×10

4/mlと な る よ う調 整 し,実 験2で はKK47とJ82に

対 して,コ ロ ニー形 成 試 験 お よ び 〔3H〕 サ イ ミジ ン

取 り込 み 試 験 を行 った.実 験3で はJ82に 同 様 の 放

射線 照射 を 行 った 後,異 な った培 養 期 間(4,7,U日

間)に て 〔3H〕 サ イ ミジ ソ取 り込 み試 験 を 行 った.

結 果
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実 験1:腫 瘍 細胞 濃 度 と コ ロニ ー数 お よび 〔3H〕 サ

イ ミジ ン取 り込 み量 と の関 係(Fig.L2)

Fig.1はKK47とJ82の 細 胞 濃 度 と 〔3H〕 サ イ

ミジ ンの取 り込 み量 との 関 係を 示す が,細 胞 濃度5×

103～1×105/mlの 範 囲 で 〔3H〕 サ イ ミジ ン 取 り込 み

量 の直 線 的 な 増 加が 得6 .れた.

Fig.2はKK47とJ82の 細胞 濃 度 と コ ロニ ー数

との 関 係を 示 す が,細 胞 濃 度5×103～5×1041rn1の

範 囲 で コ ロニ ー数 のほ ぼ直 線 的 な増 加 を 示 した のに 対
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し,1×105/mlで はKK47に お いて コuニ ー数 の減

少 が み られ た.以 上の 結果 に基 づ き,実 験2お よび3

で は2×104/mlの 細 胞 濃度 で 実験 を 行 った.

実験2:KK47お よびJ82の 放射 線 感 受性(Fig.

3,4)

Fig・3はKK47の,Fig・4はJ82の 放 射 線 照
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Fig.4.ComparisonofX-raysurvivalcurvesfor

J82cellsusing〔aH〕thymidineuptake

andcolonyformatiQnassay.Datashown

arethe皿can±SDof3experiments.

射後の 〔3H〕サイミジン取 り込みおよびコロニー形

成を対照群(非 照射群)と の比で示 した.KK47.J82

のいずれも,二 つの試験法間で類似 した線量一効果曲

線が得られたが,高 線量域においてはコロニー形成の

減少が 〔3H〕サイミジン取 り込みの減少 よ り顕著 で

あった.

実験3:放 射線照射後の培養期間 に よるJ82の

〔3H〕サ イミジソ取 り込み量の変化(Fig.5)

培養期間の増加とともに,高 線量域 でのJ82の

〔3H〕サイミジン取 り込みは減少 し,11日 間の培養で

は・実験2の コロニー形成試験で得 られたJ82の 線

量一効果曲線とほぼ一致した.

考 察

浸潤性膀胱癌の治療における放射線療法の位置付け

は,い まだ確定的なものではないが,術 前放射線照射

後の根治的膀胱全摘標本において,一 部の症例にTの

低下が認められ,P。 となった症例の予後は良好であ

るという報告もある7・8).したがって,放 射線療法 に

対する反応群と非反応群を治療前に分別 可能で あれ

ば・治療効果の期待できる反応群に対してのみ放射線

療法を選択することにより,浸 潤性膀胱癌患者全体の

治療成績の向上が可能となるであろう・ しか し,現
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在その よ うな 加 〃加 での効果を正しく予見可能な

invitro放 射線感受性試験として確立されたものはな

い9).

一方,Salmonお よびHamburgerに よ り開発さ

れたコロニー形成試験は,正 常細胞の増殖を抑制 し,

anchorageindependentgrowthの 可能な腫瘍細胞

のみ選択的に増殖させる利点を有し,優 れたinvitro

制癌剤感受性試験として広 く用いられてきたが,培 養

期間の長さ(2～3週 間),培 養成功率 の低 さ(30～

60%),細 胞播種時の凝集塊によるコロニー計 測の困

難などの問題点が指摘されてきた.

これに対して,近 年 コロニー形成試験を応用して,

〔3H〕 サイ ミジンの取 り込みを用いた制癌剤感受性試

験が,谷 川らやFriedmanら によって開発された.

その薬剤感受性結果はコロニー形成試験 とよ く相 関

し,よ り短い期間(5日 間)で 高い評価可能率(50～

90%)10・11)が得 られる簡便な制癌剤感受性試験 と して

普及しつつある.

今回われわれは,こ れら二種類の試験法を用いて,

膀胱癌細胞株の放射線感受性について検討した.そ の

結果二つの膀胱癌細胞株において,二 種類の試験法間

でほぼ類似 した線量効果曲線が得られた.た だし高線

量域においてはコロニー形成の低下 は 〔3H〕サイミ

ジン取 り込みの低下より著明であった.こ れはヒト肺

癌細胞株を用いて同様の検討を行 ったTwentyman

ら12)の報告と一致する,コ ロニー形成試験では,2～

3週 間の長期間の培養でコロニーを形成す るclono-

geniccellを 標的とするのに対し,〔3H〕 サイミジソ

取 り込み試験では,増 殖能を有するより広い腫瘍細胞

集団を標的とすると考えられる.し たがって,放 射線

照射後の致死的傷害細胞の中で,1回 以上の分裂のの

ちに細胞死に至るような細胞群の存在は,コ ロー一

形成には関与しないが,短 期間培養 での 〔3H〕サイ

ミジンの取 り込みには反映される可能性がある.実 験

3で 培養期間を延長した 〔3H〕サイ ミジン取 り込 み

試験にて得 られた線量一効果曲線が,コ ロニー形成試

験にて得られたそれと高線量域においてもほぼ一致し

たのは,こ のような細胞群の要素が除去されたためと

考えられる,

Hopwoodら13)は,膀 胱癌を含めた42症 例の生検

より得た腫瘍細胞にinvitroで 放射線照射を行い,コ

ロ;一 形成試験を施行した.そ の結果28例 が評価可

能であったが,20Gyの1回 照射に対して50%以 上

のコロニー形成抑制を示したのは全体の75%に す ぎ

ず,今 回のわれわれの結果や他の細胞株で得られた結

果14)と比較して低い放射線感受性を示 した.
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コロニー形成試験あるいは 〔3H〕サイミジ ン取 り

込み試験が臨床での放射線感受性試験として有用であ

るかどうかは,細 胞固有の放射線感受性以外に,酸 素

濃度による感受性変化の問題(低 酸素性細胞分画 の

invitroで の評価)15)を含め,今 後の検討が必要だが,

治療を前提とした放射線感受性試験 としては,そ の迅

速さ,評 価可能率の高さから 〔3H〕サイミジ ソ取 り

込み試験がより適していると考えられる.
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