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Human tumor colony forming assayに よる

抗 癌 剤 感 受 性試 験 に つい て
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   In vitro chemosensitivity of urological cancers was assessed by a human tumor colony forming 
assay (HTCA) and a 3H-thymidine incorporation assay. Primary tumor cells from 160 of 253 
(63%) urological cancers showed adequate colony growth (>30 colonies per well), and there was 
a 57% true positive and 100% true negative rate for predicting clinical response of anticancer 
agents. On the other hand, cells from 37 of 45 (82%) urologic cancers incorporated u sufficient 
amount of 'H-thymidine (>300 cpm). However, when the positive control drug (chromomycin A3 
100pg/ml) was used for the assay quality control, the successful assay rate of the HTCA (38%) 
was lower than that of the 'H-thymidine incorporation assay (75%), while there was a significant 
correlation in drug sensitivities between the two assays. Thus, the 3H-thymidine incorporation 
assay seemed to be more useful than the HTCA for evaluating the chemosensitivity of urologic 
cancers. 

                                                (Acta Urol. Jpn. 34: 1917-1921, 1988)
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緒 言

Humantumorcolonyformingassay(HTCA)

はSalmonお よびHamburger')に よっ て開 発 さ

れ,初 代 培養 細 胞 を用 い たinU717U抗 癌 剤感 受 性試

験 と して 広 く用 い られ て きた.今 回,当 教 室 で施 行 し

た泌 尿器科 悪 性 腫瘍 に 対 す るHTCAの 成 績 を 報告

す ると と もに,HTCAに お け る問 題点 の検 討,お よ

びそ の改 良法 と して の 〔aH〕 サ イ ミジ ン取 り込 み試

験 とHTCAと の 比較 を行 い,今 後 の 抗癌 剤 感 受性

試験 の 展望 に つ いて 検討 した.

材料および方法

1)腫 瘍 組織ll982年8月 か ら1987年10月 の問 に京 都

*現;順 天郷大学医学部泌尿器科

大学 医 学 部 付属 病 院 泌尿 器 科 お よび 関連 病 院 に お い

て,手 術 ・生 検 に よ って得 た悪 性 腫 瘍組 織 を 用 いた.

2)腫 瘍 細 胞浮 遊 液 の作 成:腫 瘍 を 細 切後,0.14%コ

ラ ゲナ ーゼ(Sigma)お よび0.03%DNase(Sigma)

よ りな る酵 素液 に て1時 間370Cで 消 化 し,滅 菌 ガ ー

ゼ を通 した の ち,0.03%DNaseで 再 度処 理 した.

遠心 後,細 胞 を15%ウ シ胎 児血 清(FCS;Flow)添

加MEM培 養 液(Flow)に 浮遊 させ,26G注 射 針,

60/smナ イ ロ ンメ 吋シ ュを 通 し単 離 細 胞 浮遊 液 を 得

た.腫 瘍 細 胞数 は ト リパ ンブル ー法 に て生 細 胞数 を 算

定 した.

3)Humantumorcolonyformingassay

(HTCA):Salmonら の 方法 に 準 じて以 下 の ごと く

行 った1・2).15%FCS添 加MEMにBacto-Agar

(Difco)を 混 合 して0.5%agar液 を作 成 し,35x10

mmプ ラスチ 吋 ク皿(Linbro76-247-05)に1m1
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注入 し,下 層 と した.続 い て腫 瘍細 胞浮 遊 液 にBac・

to・Agarを 混合 して0.3%agar液 と し,lmlを0.5%

agarの 上 層 に 播種 した.腫 瘍 細 胞 数 は最 終 的 に5×

106/mに な る よ うに 調整 した.37℃5%co2の 条

件 下 で2週 間 培 養 後,50μm以 上 の コ ロニーをau-

tomaticparticlecounterCP-2000(白 井松 器 械)

に て計 測 した.抗 癌 剤非 治 療群 の コRニ ー数 が30個 以

上 の場 合,感 受性 評 価可 能 と した 。 また,コ ロニ ー形

成 率(platingefficiency)は,コ ロ ニー数!播 種 細 胞

数 ×100(%)で 計算 した.

なお,〔aH〕 サ イ ミジ ン取 り込 み試 験 との比 較 の 際

に は,さ らにpositivecontroldrugと して クRモ

マ イ シ ンA3(100μ91ml)を 使 用 し,ク ロモ マイ シ

ンA3に て80%以 上 の コ ロニー形成 抑 制 を示 した場 合

のみ,感 受 性評 価 可能 と した.

4)〔3H〕 サイ ミジ ン取 り込 み試 験=Friedmanら の

方 法 に準 じて 以下 の ごと く 行 った3-5).HTCAと 同

様 に 作成 した0.5%agar下 層 の上 層Vim,腫 瘍 細 胞 浮

遊 液1m1(5×106/ml)を 播種 し,4日 間 培 養 後,2.5

μCiの 〔メチ ルaH〕 サ イ ミジ ン(NEN)を 加 え,

さ らに24時 間 培 養 後,腫 瘍細 胞 を 含 む上 層 を 回収 し

た,細 胞 を燐 酸 緩 衝食 塩 水 で洗 浄後,5%ト リ クロル

酢酸を加えて得られた酸不溶分画を,水 酸化メチルベ

ンゼ トニウム0,5皿iに 溶解 し,こ れをアクアゾール

ー2(NEN)4mlと 混合し,シ ンチレーシ切ンカウン

ター(Aloka)に て放射活性を計測 した.抗 癌剤非治

療群のサイ ミジン取 り込みが300cp皿 以上で,ク ロ

モマイシンA3に より80劣 以上のサイ ミジ ン取 り込

み抑制が得 られた場合,感 受性評価可能とした・

5)抗 癌剤感受性判定=各 種抗癌剤を,臨 床常用量投

与時の人体血中最高濃度に相当する濃度Wで 培養上層

内に混入 し,培 養終了時まで腫瘍細胞と持続接触させ

た,薬 剤接触によって非治療群の70%以 上のコロニー

形成(あ るいはサイ ミジン取 り込み)の 抑制が得られ

た場合,薬 剤感受性ありと判定した.

結 果

1)HTCAの 評価可能率 泌尿器科悪性腫瘍253検 体

に対 してHTCAを 行 った結果(Table1),感 受性

判定に必要な30個 以上のコロニーを形成した ものは

160例(63%)で あ り,腫 瘍別では腎癌の評価可能率

(70%)が 最 も高かった.コ ロニー数,コ ロニー形成

率は腫瘍の種類によって有意な差を認めなかった.

2)HTCAに よる薬剤感受性:各 種抗癌剤に対す る

Table1,ResultsofHTCAinurologicmalignancies

TumortypeSuccessfulassays(6)ColonyNo.PlatingEfficiency

Renal

Uroepithelial

Prosta七e

Testis

68/97〔70}

72/122(59)

10/18(56)

10/16{63,

1381124

110土122

1511152

121土124

0.03910.038

0.03810.043

0・05710.050

0.02610.033

overall 160/253(63) 126x126 0.04010.042

Table2. Invitrosensitivitiesofurologicmalignanciesto

antitumoragentsinHTCA

Sensitiveinvitro/No.tested(Sensitivityrate9)

Drug RenalUroepithelialProstate Testis

剛MC

5-FU

CDDP

ADR

BLM

VCR

VBL

VP16

1F国

MTX

ACTD

8/25132}

7/26〔27}

4/27(15,

1/14(7)

3/18⊂18,

1/20{5)

o/〉>co)

0/8{0,

2/16⊂13}

O/6{O,

9/37(24)

1/21`5)

8/48(17)

z/zel7,

1/23(4)

z/≫ttz>

0/6{a)

0111⊂o)

o/ico>

0/1(0)

0/3(0)

o/s(o)

0!2{o)

1/7{14)

o/2co〕

0!2{O}

O!1⊂0)

5/9(56)

o/i⊂o)

2!8(25)

0/4(0)

1/5(20)

1/4(25)

2/5(40)

Overall26/171{15123/192(12, 1123{4}11/37⊂30,
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HTCAに よる感受性結果をTable2に 示す.延 ぺ

423の薬剤に対して,61(14%)の 薬剤が感受性陽性

であった,腫 瘍別にみると,精 巣腫瘍が感受性陽性率

が30%で 最 も高く,前 立腺癌が4%と 最も低かった.

3)HTCAと 臨床効果との相関=HTCAの 結果 と臨

床での治療効果の比較が可能であった12例 について検

討 した(Table3).HTCAで 感受性のあった7薬 剤

中,臨 床でも有効であったのは4剤(truepositive

rate57%),ま たHTCAで 感受性のなかった5剤

は臨床でもすぺて無効であった(truenegativerate

1919

Table3.Correlationbetweeninvitrosensiti-

vityandclinicalresponsetochemo-

therapy

No.oftrials sls★s/RR!SR/R

iz 9 3 0 5

*invitroresponae(HTCA)/clinicalresponse

S:aensitiveR:resistant

Truepositiverate4/7(578)
Truenegative=aセe5/5⊂100噺,

Table4.Comparisonof3H-thymidineincorporation

assayandcolonyformingassayinurologic

malignancies

Successfulassays*

TumortypeNo.ofassaysThymidineColony

Renal

Uroepithelial

Testicular

Other

10

4

1

1

7

3

1

1

3

i

0

1

Overaユ1 16 12(759)6(388)

*>808inhibitionof3H-thymidineuptakeorcolony

growthbypositivecontroldrug.

Table5.Comparisonofdrugsensitivitiesbe-

tween3H-thymidineincorporationand

colonyformingassay

Table6. Resultsof3H-thymidineincorporation

assayinurologicmalignancies

Inhibitionofcolonygrowth
Tumortype

No.of
assays

Successful

assays(B)

<708 》70馬 Renal

Uroepithelial

29

10

25(B6)

Inhibitionof<708

thymidineuptake

》70馬

9

3

4

16

Testis 6

6(60)

6(100)

overall 45 37(B2)
*P<0 .01(XZtest)

100%).

4)HTCAと 〔aH〕 サ イ ミジ ン取 り込 み試 験 の 比 較:

同一 検体 に対 してHTCAと 〔3H〕 サ イ ミジ ン 取 り

込み試 験 の両 者 を 施行 で きた16例 に つ いて,positive

c。ntroldrugを 使 用 して,評 価 可 能率 の 比 較 を行 っ

た(Table4).そ の結 果,〔3H〕 サ イ ミジ ン取 り込 み

試験 での 評価 可 能 率 は75%で あ った の に対 し,HTCA

の評価 可 能率 は38%と 低 か った.

さらに,こ の16例 中,二 種類の感受性試験が同時に

評価可能であった6例 における,抗 癌剤感受性の一致

率について検討 した(Table5).6症 例32薬 剤によ

る,コ ロニー形成抑制とサイ ミジン取 り込み抑制の関

係をみると,両 者とも感受性陽性,あ るいは両者とも

陰性であったのは32剤 中25剤 で,有 意の相関を示 した

(P<0.01).

5)〔3H〕 サ イミジン取 り込み試験の評価可能率:上
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Table7.Invitrosensitivitiesofurologicma-

lignanciestoantitumoragentsinsH-

thymidineincorporationassay

Sensj」 セ⊥veinvitroノ 四〇.te8ted`亀}

UroepithelialTestis

を比較すると,腎 癌において有意なビソブラスチソへ

の低感受性が認められた(Fig.i)・

Drug Renal

ADR

CDDP

VBL

MMC

11/21(52)
io/ielse)
2/25(el
10!13(77)

4/6(67)

6/6(100)

4/5〔80,

z/zcioaJ

2/5(40)
5/7171)
3/5(60)
111(too)

Overall33/77⊂43116!19(84} 11/18(61)

175

p<0.001
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Fig.1.Comparisonofinvitrosensitivityto

vinblastinebetweenrenalcellcancers

andotherurologicmalignancies

記 の結 果 に基 づ き,45検 体 に対 してpositivecontrol

drugを 使 用 しつ つ,〔3H〕 サ イ ミジ ン取 り込 み試 験

を 行 った(Tablc6).そ の結果,37例(82%)が 評 価

可能 であ った.

6)〔sH〕 サ イ ミジ ン 取 り込 み 試験 に おけ る抗癌 剤 感

受性:各 種 抗 癌 剤 に対 す る,〔aH〕 サ イ ミジ ン取 り込

み試 験 に よる感 受性 結 果 をTable7に 示 す.HTCA

の結 果 と比較 して,全 体的 に 感 受性 陽 性率 が 高 い が ,

そ の中 で 腎癌 の 感受 性 が比 較 的低 く,特 に ビン ブ ラス

チ ンに対 す る感受 性 が低 い点 が特 微 的 で あ った.そ こ

で,腎 癌 とそ の他 の泌 尿器 科 癌 の ビン ブ ラスチ ンに対

す る感 受性(サ イ ミジ ン取 り込 み 率;%ofcontrol)

HTCAは,初 代 培養 細 胞 を用 いたhのinvitro

の 抗癌 剤感 受 性試 験 の なか で,こ れ まで最 も広 く用 い

られ て きた 検 査 法 とい える.HTCAの 結 果 と臨 床効

果 と の 相 関 に つ い て の 報 告 も 多 く,truepositive

rate90%前 後,truenegativerate60%前 後 と,ほ ぼ

一致 した 結果 が示 され て い る7).今 回 のわ れ わ れ の泌

尿器 科 悪 性 腫瘍 に対 す るHTCAの 成 績 にお い て も,

これ に 類 似 した 臨 床 相 関 が得 られ た 。 腫瘍 別 の感 受性

も,Sarosdyら8)の 報 告 と 同様 に,精 巣腫 瘍 で 最 も感

受性 陽 性 率が 高 く,前 立腺 癌 で最 も低 い とい う,臨 床

で の化 学 療法 の奏 功 率 と類 似 した 傾 向 を示 した.

こ の よ うに,HTCAの 抗 癌 剤 感 受性 結 果 と臨床 効

果 との 相 関 につ い て は,比 較 的 定 ま った評 価 が あ る と

言 え るが,HTCAが 臨 床 での ル ーチ ン検 査 と して利

用 され るま でに は 至 ってい ない.そ の理 由 と して,培

養成 功 率 の低 さ(30～60%),培 養 期 間 の長 さ(2,3

週 間),コ ロ ニー算 定 の難 しさ な ど の問 題 点 が あげ ら

れ る9).

これ らの問 題 点 を克 服 す る試 み と して,谷 川 らio)や

Friedmanら3)は,HTCAを 改 良 した 〔3H〕 サ イ ミ

ジ ン取 り込 み 試 験 を 開発 し,ま た 一方 では,感 受 性 試

験 の精 度 を高 め るた め に,positivecontroldrugを

用 い たqualitycontrolの 導 入 が提 唱 され て きた11).

そ こで 今 回,わ れ われ もpositivecontroldrug

を使 用 して,HTCAと 〔3H〕 サ イ ミジ ン取 り込 み 試

験 の比 較 を行 った.そ の結 果,同 一 検体(16例)に お

いて,〔3H〕 サ イ ミジ ン取 り込 み試 験 の評 価 可 能率 は

75%で あ った のに 対 して,HTCAの 評 価 可 能 率 は38

0と 低 か った.こ れ は,positivecontroldrugを 使

用 しなか った,従 来 のわ れ わ れ のHTCAの 成 績(評

価可 能 率63%)と 比 べ て も低 い 結 果 で あ った.一 方,

この二 つ の 感受 性 試 験 が 同時 に 評 価 可 能 で あ った 症例

では,両 老 の抗 癌 剤 感 受性 は よく相 関 して いた.

以上 か ら,positivecontroldrugvこ よ るquality

controlを 行 った場 合,HTCAと 〔3H〕 サ イ ミジ ン

取 り込 み 試験 は互 い に 相 関 した 感 受 性 結果 を示 す が,

HTCAの 評価 可 能 率 は 低 く,迅 速 さ,手 技 の簡 便 さ

な どを併 せ 考 え る と,現 時点 で は 〔3H〕 サ イ ミジ ソ

取 り込 み 試 験 の方 がHTCAよ り有 用 性 が 高 い と 考

え た.

この結 果 に基 づ き・ 泌 尿器 科 悪性 腫x;45検 体 に 対 し

て 〔3H〕 サ イ ミジ ン取 り込 み 試 験 を 行 った が,pos一
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ゆ 』.CUMl1X・・ldrugを 使 用 して もrい 諦 可 能率ρ頓2%)カ{得 ち れ た
.

〔3珊)・サ イ ミジ ン取 り込 み試 験 に よる抗 癌 剤 感受 性
　 　

結果をみると,HT(】A、 の威績と比較して,全 体とし

て感受性陽性率が高い傾向寮認め.られた.Sondak

ら1りも同様の結果を報告し,HTCAよ りfalsepos-

hiverateが 高い,ことを指摘している.従 って,良

妊な臨床効果との相関を得うために,.Efdnitroで の抗

癌剤の適正な濃度設定について,今 後の檎討が必要と

考えられた.

一方,〔3H〕 サイ ミジン取 り込み試験によるビンブ

ラスチンに対する感受性をみると,腎 癌が他の泌尿器

・科癌と比較しで有意に低感受性であった点は興味深

.・い.最 近,ビ γカアルカロイ ドを中心とした抗癌剤の

・多剤耐性機序に関する研究の結果,MDR1遺 伝子に

ょってコードされ.るP糖 蛋白が多剤耐性細胞で多く産

生され,細 胞膜において,抗 癌剤の細胞外排出に関与
丁レている

.ことが明らか となった13).そ こ でわれ われ
'`は
,腎 癌を含めた各種悪性腫蕩におけ る,MDR1

遺伝 子の発現の有無 につ き検討し,腎 癌に おいて

MDR1遣 伝子が有意に高 く発現 していることを報告

した5).さ.らに,MDRImRNA量 と 〔3H〕サイミ

ジン取 り込み試験による抗癌剤感受性との関係を検討

した結果,MDRImRNAレ ベルとビンブラスチン

に対する感受性に有意な負の相関を認め,腎 癌の抗癌

剤自然耐性機序 としてMDRI遺 伝子が関与してい

る可能性を指摘した.

従って,今 後の抗癌剤感受性検査の展望として,既

存の抗癌剤による,臨 床効果との相関性を改善する努

力を続けるとともに,前 述のMDR1遺 伝子に関連

した多剤耐性を克服する薬剤の開発を含めた,新 しい

抗癌剤のスクリーニング法として活用するべきである

と考える.
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