
泌 尿紀 要34:1873-1878,1988 1873

尿路性器癌に対する各種抗癌剤感受性試験の検討

金沢大学医学部泌尿器科学教室(主 任;久 住治男教授)

打林 忠雄,久 住 治男,江 川 雅之,浅 利 豊紀

小橋 一功,天 野 俊康,内 藤 克輔

金沢大学がん研究所化学療法部(主 任：佐 木々琢磨教授)

佐々木琢磨,田 中 基裕,遠 藤 良夫

CHEMOSENSITIVITY STUDIES OF UROLOGICAL MALIGNANCIES

Tadao UCHIBAYASHI, Haruo  HISAZUMI, Masayuki EGAWA, 

Toyoki ASARI, Kazunori KOBASHI, Toshiyasu AMANO and Katusukc NAITO 

From the Department of Urology, School of Medicine, Kanazawa University 

                          (Director: Prof. H. Hisazumi) 

Takuma SASAKI, Motohiro TANAKA and Yoshio ENDO 

From the Department of Experimental Therapeutics, Cancer Research Institute, Kanazawa University 
(Director: Prof. T. Sasaki)

    Chemosensitivity tests to anticancer agents using human tumor clonogenic assay (HTCA), 
novel dye exclusion method (NDE assay), sub-renal capsule assay (SRCA), and chick embryo 
method (CE method)were utilized to measure the sensitivity of urological malignancies. Surgical 
tumor specimens from 67 patients with urological malignancies were subjected to HTCA develo-

ped by Hamburger and Salmon. An appreciable growth of colonies was obtained in 20 out of 33 
renal cancers, 20 out of 30 urothelial cancers and 1 out of 4 testicular tumors examined and co-
lonial growth adequate for chemosensitivity was obtained in 30 of the 67 patients. More than 70% 
decrease in the plating efficiency after anticancer drug exposure according to Von Hoff's defini-
tion, or more than 1.0 value of the "in vivo -in vitro therapeutic index" in terms of the ratio of 
IC90 to the peak plasma concentration of the drug tested was defined as susceptible. According to 
Von Hoff's definition, susceptibility to vinblastin (VBL) and cis-dichlorodiammine platinum 
(CDDP), was seen in 4 out of 11 patients with renal cancer, in 4 out of 15 patients with urothe-
lial cancer and 1 out of 4 patients with renal cancer, respectively. With adriamycin (ADM) it 
was seen in 3 out of the 15 patients with urothelial cancer, 2 out of 10 patients with renal cancer 
and 1 patient with tesicular tumor. According to TI, susceptibility to VBL was seen in 3 out of 
7 patients with renal cancer, and with CDDP it was seen in 2 out of 12 patients with urothelial 
cancer, and 1 out of 2 patients with renal cancer. The NDE assay was utilized to measure the 
sensitivity of a total of 79 urological malignancies including 33 urothelial carcinomas, 29 renal 
cell carcinomas, 13 testicular tumors, and 4 Wilms' tumors. The cell survival rate of 30% or less 
in this assay was defined as "sensitive" Sufficient cell survival for the NDE assay was obtained 
in 22 out of 33 urothelial carcinomas, 21 out of 29 renal cell carcinomas, and 8 out of 13 testicu-
lar tumors, 2 out of 15 urothelial carcinomas were susceptible to ADM, 6 out of 22 urothelial 
carcinomas to CDDP, and 1 out of 18 urothelial carcinomas to carboquone. In renal cell carci-
nomas, susceptibility to ADM, VBL and Interferon alpha were seen in 3 out of 13 patients, 1 
out of 17 patients, and 3 out of 5 patients. Chemosensitivity testing using subrenal capsule assay 
was performed in 33 bladder tumors. An evaluation of the results obtained was possible in 32 out 
of the 33 bladder tumors. The B16-F10 melanoma, the KK-47 cell line derived from a transition-
al cell carcinoma of the bladder and surgical specimens from 14 urological malignancies were 
subjected to a chick embryo method. The effects of intravascularly injected anticancer agents in 
combination with or without hyperthermia were investigated. A combined use of hyperthermia and 
CDDP, cyclophosphamide (CY) or ADM demonstrated a significantly high tumor regression rate 
in B16-F10 grafts. In KK-47 grafts, a single use of CY and a combined use of hyperthermia and CY 
exhibited a highly significant anticancer regression. Growth adequate for sensitivity test was ob-

tained in 11 of the 14 malignancies.
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   These data  suggest that chemosensitivity may be potentially useful for choosing the most 
effective drug. 

                                              (Acta Urol. Jpn. 34: 1873-1878, 1988)
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緒 言

初 代 培 養細 胞 または 初 代移 植 腫 瘍 を用 い た各 種 抗癌

剤 の感 受 性試 験 は,こ れ までにinUtUO,invitroの い

ずれ に お い て も種 々の方 法 が報 告 され て い る.こ れ ら

の うち1977年Salmonお よびHamburgerに よ り開

発 され たhumantum・ ・Cl・n・genicasSay1-3)は 臨

床 効 果 との相 関 性 が高 い ことか ら,現 在 広 く臨 床 応用

され て い る.当 教 室 で もこのassayを 中心 に,各 種

抗 癌 剤 感受 性試 験 の検討 を行 って お り,今 回著者 は こ

れ らのassayの 特 徴 お よび 問題 点 に つ ぎ若 干 の文 献

的 考 察を 加 え報 告 す る,

材料および方法

材料

金沢大学医学部附属病院泌尿器科および関連病院で

外科的に摘出された尿路性器悪性腫瘍組織を用いた.

実験方法

すべての手術材料は滅菌ガーゼに被覆し,当 施設に

集められた,当 施設で行っている抗癌剤感受性試験法

はTablelに 示す4つ のaSSayで ある.

Table1,Chemosensitivitytestingsemployed

ColonyInhibitionRate(%)

十 ヨ禦 誓聾 鐸蒜 …警薮)・1・・

Fig.1,Calculationofcolonyinhibitionrate

1.HumanTumorClonogenicAssay(HTCA)

2.NovelDyeExclusionMethod(NDEassay)

3.SubrenalCapsuleAssay(SRCA)

4.ChickEmbryoMethod

j,humantumorclonogenicassay(HTCA)

既 報 の ご と く4》,摘出材 料 を無 菌 的 に酵 素処 理 し12.5

～25 .0×104cells/ml濃 度 の 単離 細 胞 浮遊 液 を作 製 す

る ・ 各種 抗 癌剤 を 培 養 液 に て 各段 階 濃度 に稀 釈 後,

37℃ に て1時 間薬 剤 処理 を 行 う.つ い で2層 軟 寒天

培 地 のculturelayerに 処 理 後 の細 胞 を 播 種 し,2

～4週 間,37℃,7%CO2・airincubator中 で 培 養

し,軟 寒 天 培 地 中 に増 殖 し て くる コ ロニ ーを 算 定 し

た.倒 立 顕 微 鏡下 に5〔胴 以 上 の細 胞 集 団を コ ロ ニー と

判 定 した ・処 理 薬 剤濃 度 は 臨床 常 用投 与 量 に おけ る最

高血 中濃 度,そ の1/10濃 度 お よび10倍 濃 度 を用 いた.

感 受性 判定 法

1・colonyinhibitionrate(IR.)をFig.1に よ

り算 出 し,VonHoffら の 判 定基 準 に 準 じ70弩 以上 の

IRを 示 す場 合 を 感 受性 あ りと判 定 す る.

2.3濃 度 薬 剤処 理 に よ りえ られ たd・seresponse

curveよ り90%発 育 阻 止濃 度ICg・ を 算 出 し,臨 床 常

用 投 与 量 に お け る最 高血 中濃 度 と の 比 をinviv卜in

U2hOtherapeuticindex(TI)と し,1.0以 上 の値 が

え られ た場 合 を 有 感 受性 と判 定 す る,

」[.noveldyeexclusionmethod(NDEassay)

既報 の ご と く5),HTCAと 同様 の操 作 に よ り15×

104cells/mlの 細 胞 浮 遊液 を作 製 後,1時 間 抗 癌 剤 処

理 を行 う.つ い で新 鮮 培 養 液 に て洗 浄 した の ち,poly・

propylene製Falcon2005tubeにlmlあ て 注 入

し・37℃ ・95%CO2-airincubator中 で4日 間培

養 を 行 う.2%Fastgreen(Sigma)染 色 後,浮 遊

細 胞収 集 装置(ト ミー精 工)に て遠 心 し,ス ライ ドグ

ラス上 に腫 蕩 細 胞 を 固定 す る.対 比 染色 としてhema-

toxylineosin染 色 を 行 い,光 顕 的 に300個 以 上 の細 胞

につ い てFastgrcenに よ り緑 染 され た死 細胞,HE

染 色 に よ り ピ ンク色に 染 色 され た生 細 胞 を 計 測 し,コ

ン トロー ル群 と比較 した.コ ン トRル 群 に 比較 し,

腫 瘍細 胞 の生 残 率が70%以 上 抑制 され た 場 合 に 感受 性

あ りと判 定 した(r;o,2).

皿・subrenalcapsuleassay(SRCA)

Bogdenら の方法に準じ,摘 出材料を約1mm3に

細 切後,実 体顕微鏡下にCDF・ マ ウスの腎被膜下へ

移植し,翌 日抗癌剤を投与する.移 植時および移植6

日目に実体顕微鏡下で腫瘍の長径と短径を計測し,幽直

径+短 径/2を 腫瘍増殖度として算出する。この値に

より抗癌剤の殺細胞効果の判定を行う6).

IV.chickembryomethod(CEmethod)

Fig・3の ごとく,艀卵10日 目の受精鶏卵漿尿膜上に

腫瘍片または腫瘍細胞を移植し・3目 間,37℃ にて保

温する・つい で漿尿膜内の血管内に抗癌剤を投与後

さらV`4日 間 保温し・腫瘍塊を摘出して重量測定を

行う・コントロール群 との重量比を腫瘍発育阻止率

(lnhibitionrate:IR)と し・推計学的検定により感受
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specimens

i

treatedwithanenzymecocktailat39'Cfor30min.

pronaseO.5mg/mB

collagenaseO.2mg/m2

DNaseO.2mg/m¢

a

exposedtoanticanceragentsforlhrat37°C

a

cultivatedfor4daysat37'Cinahumidifiedatmosphereof5°/COz

inair

i

stainedwith2°oFastGreenDyefor10min.

a

counterstainedwithamodifiedhematoxilinandeosintechnique

a

reddish-pinklivingcellsstainedwithH&Ewereco叩ted

Fig.2.ProcedureofNDFmethod
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specimens

畢

transplantedontochorioallantoicmembraneoften-dayfertilized

chickembryo

a

incubatedfor3daysat37°Cinahumidifiedatmosphare

i

drugswereinjectedintothebloodvesselinthechorioallantoic

membrane

弓

treatedwithheatinginwaterbathat30min.afterinjection

a

excised,weighedandexaminedhistologicallyonthe7thdayafter

transplantation

Tig.3,Procedureofchickembryomethod

Table2.Growthofprimarytumorcells

Typeoftumor Nnoftumors

putinculture

Growth Incidenceofcolonialgrowth

adequateforcherosensitivity

Renal

Urothelial

Renalpelvis

Ureter

Bladder

Testicular

33

30

5

8

17

4

zo(si%)

20(67%)

3(60%)

5(63%)

iz(n%)

1(25%)

13(39%)

16(53%)

2(40°O/n)

4(50%)

10(59%)

1(2500/n)

Total 67 41(61%) 30(45%)

性を判定する.さ らに判定時に得られた組織について

病理組織学的にも検討を行った.

結 果

1,こ れまで67症 例に対し,HTCAを 用いた抗癌

剤感受性試験を施行し,67例 中30例(45%)に おいて

感受性判定の評価が可能 であった(Table2).こ れ

ら感受性可能症例 について検討 してみ ると,Von

Hoffら の判 定 法 で試 験 薬 剤 の す ぺ てがresistantで

あ って も,TI値 に よ り有効 性 の 期 待 で きる 薬剤 を あ

る程 度 予 測す る こ とが可 能 とな る.つ ま りVonHoff

らの 判 定基 準 で は,sensitiveま た はresistantの い

ず れ か の結 果 の み しか 得 られ な い.し か し症 例 に よ っ

て は試 験 薬 剤 がす ぺ てresistantで あ るが 抗 癌 化 学療

法 に 頼 らざ るを え な い 場 合 が あ り,そ の際TI値 を

参 考 に す る と,各 薬 剤 のTI値 が1.0に 近 い ものは 臨
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Assaysuccessrateinnoveldye

exclusionmethod

TypeoftumorSpecimensstudiedAssaysuccessful(%)

Renal

Urothelial

Testicular

Wilms'

zs

33

13

4

21(72.4%)

22(66.7%)

8(G1.5%)

0(0.0%)

Total 79 51(64.6%)

Table4. Acomparisonoftheresultsobtained

bythechemosensitivitytests

¥DrugADRCDDPCQTHPVBI.IFN-aTumortype
RCCb[

RCC

RCC

RCC

TCCc,

TCC

TCC

TCC

TCC

TCC

TCC

TCC

T㏄

TCC

のRIR

R/R

R/R

R/S

R/R

R/R

R/R

R/R

R/R

R/S

R/R

R/S

R/S

R/R

S/R

R/S

R/R

R/R

R/R

R/R

R/R

R/R

R/R

R/R

S/R

R/RR/R

R/RR/R

R/R

R/R

R/R

R/R

R/RR/S

R/R

a)HTCassay/NDEassay

blRenalcellcarcinoma

cIUrothelialtransitionalcellcarnnoma

sSensitive

RResistant

床常用量における最高血中濃度がICg。 に近似 してい

ることから,こ れらの薬剤の臨床応用に際し得られる

効果は十分に期待しえるものと予想される.

z.NDEassayの 成績についてみると,79例 中51

例(64.6%)に お いて 薬 剤感 受 性 の評 価 が 可 能 で あ つ

た(Table3).組 織型 別 の検討 で は,腎 細 胞癌 で29

例 中21例(72.4%)に 評価 可能 で あ り最 も高 値 が え ら

れ た.HTCAお よ びNDEassay同 時 施 行 例 の 結

果 はTable4に 示 す ごと く,両 感 受性 試 験 と も有 感

受 性 を示 した 症例 は 認 め られ ず,4症 例 に お いて 異 な

る結 果 が え られ た.

3.SRCAを 施 行 した 結果,33例 中32例(97.0%)

にお い て薬 剤 感 受性 評 価 が 可 能 で あ った,こ のassay

の結果 に基 づ き臨床 応 用 し,良 好 な 成 績 が え られ た1

例 を供 覧 す る.症 例 はgradeIIIの 左 尿管 移 行 上 皮

癌 で,腹 部 大 動 脈周 囲 お よび左 鎖 骨 上 リンパ節 転 移 が

認 め られ,左 鎖 骨上 リ ンパ 節生 検 材 料 を用 い てSRCA

を 行 った,そ の結 果adriamycinお よびmethotrex・

ateに 有 感受 性 を 認 め(Fig,4),こ の2剤 を用 い た

併 用 抗癌 化 学 療 法 を行 った.3コ ー ス終 了 後 には 左 鎖

骨 上 リンパ節 転移 巣 は消 失 し,4コ ー ス終 了 後に は 腹

部 大 動 脈周 囲 リンパ節 は90%,原 発 巣 に お い て も50%

の縮 小 が え られ,左 腎尿 管 全 摘除 術 お よび腹 部 リ ンパ

節 郭 清術 が 施 行 され た.

4.CEmethodに よる温 熱 ・抗癌 剤 併 用 効果 の検 討

を,継 代培 養 細 胞株(別6-FIOメ ラ ノー マ,ヒ ト膀 胱

癌 由来 培 養細 胞 株KK-47)お よび 臨 床材 料14例 に つ

き行 った.そ の 結 果BI6-F10メ ラ ノ ーマ で はadri-

amycin単 独 処 理 群 お よびadriamycin十 温 熱,CIS-

Platinum+温 熱,cyclophosphamide+温 熱 併用 群

お い て有 意 に 高 い 腫瘍 発 育阻 止 率 が得 られ,KK-47

で はcyclophosphamide単 独,cyclophosphamide

+温 熱 処理 群 で 同様 有 意 に高 い 腫 瘍 発 育阻 止 が 認 め ら

れ た.臨 床材 料 を 用 い た検 討 では14例 中11例(79%)

6

4

E2
Eb

N
y
4
0
E

H-2
a

一4

一6

pre-chemotherapy,supraclavicularlymphnode

4.0±1.4

1.3±1.7

ADM MTX CPM

ControI CDDP

一2
.5ヨ=2.3鄭

一1
.8=ヒ1.6. -0'

.3±3.5

*Pく0.05

Fig.4.Changeintumorsizetransplantedinsubrenalcapsule
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において感受性試験の評価が可能であった.推 計学的

処理により得られた結果につき,組 織学的にも同時に

検討したとごろ,対 照群での腫瘍増大がみられた症例

に関しては両群間に相関性が認められた.し かし対照

群で判定時に腫瘍縮小が認められた症例においては,

組織学的にも壊死性変化を生 じていた,今 後判定時に

おける組織学的判定を併用することにより,よ り正確

な感受性判定結果が得られるものと考えられる.

考 察

初 代 培養 細 胞 を用 い た抗 癌 剤 感受 性試 験 と して 当教

室 では1977年Salm・nandHamburgerに よ り開 発

され た1.humantumorclonogenicassay,Wei-

senthalらi,9)に よ り発 表 さ れ た2.noveldye

exclusionmethod,Bogdenら9-11)に よ り報 告 され

た3.subre皿alcapsuleassayお よび1912年Mur-

phyに よ り報告 され 且2),そ の 後感 受 性試 験 と して開

発 され た4.chickembryomethodを 施 行 し て き

た.こ れ らの 感受 性試 験 は いず れ も長 所 お よび い くつ

か の問題 点 が あ り,最 良 の感受 性 試験 法 を 決定 し得 な

い のが現 状 で あ る.HTCAは 先 に 述 べた よ うに,こ

の方 法 に よ り得 られ た結 果 と臨 床 効果 との相 関性 が 高

い とい われ て お り,1。clone形 成 能 の ある細 胞 に お

け る薬剤 感 受性 を み る ことが 可 能 で あ る,2。 初 代 培

養 であ り,存 在 す る細 胞 構 成 が採 取材 料 と類似 して い

る,3.従 来 の培 養 法 に比 べ,高 い コ ロ ニー形 成 率 を

得 る こ とが 可能 で あ る,4.軟 寒 天培 地 を 用 い る こ と

に よ り,fibroblastやlymphocytcの 発 育 を抑 制 し

clone形 成 能 を有 す る腫 瘍 細胞 の発 育 を知 る ことが 可

能 であ る,5.TI値 を 用 い る こ と に よ り,あ る程度

有 効性 の期 待 で きる薬 剤 の選 択 が 可能 であ る,と い っ

た 点 が特 微 と して あげ られ て い る.し か し一方 で は,

1.判 定 結果 が え ら れ る までに2～4週 間 を要 す る,

2.コ ロニ ー形 成 率 が予 想 した ほ ど高 くな い,3.sin-

glecellよ り形 成 さ れ た コ ロニ ーか,そ れ ともcell

aggregateよ り形 成 さ れ た の か 鑑 別 が 困 難 で あ

る13,14),4.感 受性 可 能 症例 が予 想 され た ほ ど高 くな

い,と い った 問 題点 が 指摘 さ れ て い る.こ れ に対 し

NDEassayで は,1.HTCAに 比較 し,短 期 間に

結果 が え られ る,2,永 久 標 本 を得 る こ と が で きる,

3.腫 瘍 細 胞 とそ うで な い もの の鑑 別 が 容易 で あ る,と

い った特 徴 が あ るが,一 方,1.rcproductivcdeath

を もた らす 薬 剤 に お い て は 抗 癌 剤 感 受 性 をunder-

estimateす る傾 向 に あ る,2.damageを 受 け た細 胞

が 正常 機 能 を失 うまで に4日 以 上 を要 す る場 合,同 様

そ の薬 剤 感 受性 をunderestimateす る こ と に な る点
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が問題とされ ている.HTCAに 対 し近年aH・TdR

incorporationassayの 評価も行われてお り15),その

有用性については今後の検討結果 を待たざるをxな

い.SRCAに 関 しては,1.操 作が比較的簡単で,短

期間に判定可能である,2.組 織の生着率が高 く,少

ない臨床材料で試験可能である,3.通 常 のCDFIマ

ウスを用いて施行可能であり,特 殊な飼育設備を必要

としない,4.ヌ ー ドマウスを用いる背部皮下移植法

に比較し,明 らかに安価である,5.inUIUOで の実験

系であることからmaskedcompoundを 含む薬剤の

評価も可能であるといえる.し かし,こ の方法にも問

題が残されており,そ の1つ としてマウスにより生ず

る宿主反応の問題がある.移 植腫蕩を組織学的に検討

してみると,移 植4～6日 目に高度の細胞浸潤が認め

られており,現 在行われているday6す なわち細胞

浸潤の著明な時期に腫瘍サイズまたは容量等の変化に

より腫瘍増殖度を判定することは,こ のような理由か

ら妥当ではないと考えられる.第2の 問題点としては

抗癌剤投与開始時期があげられる,つ まり移植後早期

に抗癌剤を投与することは,い まだ血管新生のない移

植片の着床を単に妨げているだけの可能性があ り,抗

癌剤の直接的殺細胞効果による腫瘍縮小を判定してい

ないとする意見もある.今 後はこのような意味から投

与薬剤の腫瘍内での薬物動態に関する検討が,是 非必

要であると考えられる.し かしながらHTCA,NDE

assayに 比べ本法による薬剤感受性の評価は33例 中32

例(97%)に おいて可能であったことから,こ れらの

問題点を解決することにより今後広く臨床応用される

可能性のあるassayの1つ と考xら れ る.CEme-

thodはMurphyが 腫瘍組織の鶏卵漿膜上へ の移植

に成功 したことに着目し,佐 々木らが抗癌剤感受性試

験として開発 したものでL6-18),1.簡 便,安 価でかつ

迅速に結果が得られ,2.生 着率が高く,3.凍 結保存

材料でも くり返し利用でき,さ らに4.prodrugを

含む薬剤の感受性試験も行いえる,な どの条件を満た

す可能性が高いassayで あると述 べている.SRCA

との比較検討の意味からも,今 後さらに検討されその

有効性が期待し得る感受性試験と考えられる.

以上のごとく,今 回著者は当教室で行っている抗癌

剤感受性試験を中心に検討を行ったが,い ずれの方法

も種々の問題点をかかえてお り,今 後症例を重ね検討

してゆく必要があると考xら れる.現 在のところ特殊

な培養技術,飼 育施設を必要 としない点,温 熱治療を

含む抗癌剤感受性試験が可能であり,さ らに安価で短

期間で結果が得られることから,CEmethodに よ り

得られた結果を第一p:.臨床応用し,同 時に基礎的研究
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の推進を考慮中である,
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