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In order to invc:,tigate whether the results of inχitro clonogenic川：，avwere predictivじ ofin 

vivo result人 weexamined both the in vitro and in vivo chemosensitivity of two human rhabdo 

myosarcom匂 xenografts(Rh P and Rh ¥[) mはintainedin nude mice. The following results were 

obtained: 

(1) In vitro colony inhibition and in vivo growth inhibition by antic川 Kerdru広、討howed 

a significant correlation (r=0.96司 p<0.01)in Rh-¥[ and showed a tendency to correlate (rニ

0.81, p<O.l) in Rh'.¥!. 

(2) Separating tumors into anticancer drug-sensitive or -resistant categories on the basis 

of in vitro colony inhibition, the results showed prediction of sensitivity to be 67% accurate, and 

prediction of resistance to be 100':0 accurate. This correlation of in vitro and in vivo results wa、
similar to that observed in previous clinical reports. 

(3) In vitro clonogenic assay may be a useful tool for predicting the in vivo chemosensitivity 

of human tumors. 
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要 旨
nu ＜ ウス（日本タレア）を使用した．ヌード7 ウス

の飼育及び実験操作は， specificpathogen free糸川下

ヌードマウス可移殖性横紋筋肉腫2系を用いて， in に行った．

vitroの制癌剤感受性試験である clonogenicassayの (II) 腫蕩 6才男児横紋筋肉腫症例の版寓原発巣

判定結果と，ヌード7 ウスを用いた invivoの実験化 及び l年 2ヶ月後の転移再発巣より，ヌード7 ウスに

学療法の結果とを比較検討し，以下の結論を得た． 継代移植可能で良好な発育を示す Rh-P,Rh M の2

Clonogenic assayの効果判定基準を50%以上のコロ 株を得た RhP, Rh-Mの2株の組織型には若干の差

ニー抑制，ヌードマウスを用いた実験化学療法の効果 異を認めるものの，両株ともに embryonaltype rha-

判定基準を58%以との増殖抑制とすると， clonogenic bdomyosarcoma であり，継代移植成功率は95らであ

ι同日〉の効果薬剤l予測ギは67匂，無効薬剤予測率は100 った．両腰湯は，ヌードマウス背部皮下において卵型

第であった．これは臨床例における clonogenicassay の発育を示し， centralnecrosisは巨大化した場合にの

の効果予測率と類似の結果であった．え， invitroにお み認められた.Rh-Pは継代10代目で，体積倍加時聞

ける各制癌剤のコロニー抑制率と，ヌードマウスにお （以下 TVDT）は 8日間， Rh-M は継代4代目で

ける増殖抑制率との聞には， I例において良好な相関 TVDTは5日間であり，増殖の速さは Rh-Mの方が

(r=O. 96, p<O. 01）が， I例おいて相関する傾向（r= かなり速い性質を持っていた．

0. 81, pく0.1）が認められた． 腫湯の移槌は， 16Gトロカー針を用いて行い，ヌー

ヌードマウスーヒト腫蕩系とともに， clonogenic ドマウス背部皮下に lmm 角数個の腰湯片を移植し

assav は人癌化学療法の有力な実験系と考えられた． た．

緒 日

悪性腫場lζ対する化学療法は，近年著しく進歩し，

臨床効果も他療法との併用もあいまって，かなり良好

な成績をあげつつある．化学療法の成績を向上させる

為IC，有効制癌剤の開発が待たれるが，臨床的には現

在使用されている制癌剤で，よりいっそうの効果をあ

げるととが要求されている．

とのAlζは，個々のJ陸揚l乙対する制癌剤の効果をあ

らかじめ予測することが必要であり，近年，種々の制

癌剤感受性試験が考案され，臨床応用もなされている．

1977年， Hιtmburger,！土tlmonが二層軟寒天培地を用

いた clonogenicassayを報告し，腫場細胞の生死を

in vitro におけるコロニー形成能として把握し，その

判定結果と臨床効果との良好な相関が報告されている．

我々 も， 200例を起す臨床症例に clonogenic assay 

を施行し，それらのコロニー形成能，制癌剤感受性に

！却し検討を行ってきたが，判定結果と臨床効果との相

関について検討し得た症例は少数である．

そこで， Zー卜7 ウス可移樋性腫場2系を用いて，

それらの invivo及び clonogenicu村山yにおける in

vitroの制癌剤感受性を測定し， invitroの判定結果と

in vivoの薬剤効果との相闘に関し検討した．

方 法

(I) ヌードマウス.4～8週齢の雄 BALB/cnu/ 

(III) ヌードマウスを用いた実験化学療法：制癌

剤投与量は， 7 ウスにおける LOso量を参考に決定し

た．すなわち， MitomycinC (MMC) 2 mg/kg, Adna-

mycin (ADM) 3 mg/kg, Vincristin (VCR) 0. 5 mg/kg, 

Actinomycin D (ACTD) 0. 1 mg/kg, Cisplatinum 

(Cispl) 5 mg/kg, Cyclophosphamide (CPA) 80 mg/kg 

を生食 0.2mlに溶解し週2回2週，計4回腹腔内投

与した．対照群は生食のみを投与した．各実験群はヌ

ードマウス 6匹を使用した．

効果判定．週2回ヌード7 ウスの体重と腫場の大き

さを測定した．腫湯の長径（L），短径（W），及び高さ

(H）を測定し，腫場体積を L×W×H.2として，腫湯

増殖曲線を求めた

各種制癌剤の抗艇場効果は，薬剤非投与群（対照群）

lζ対する薬剤投与群の腫易体積の相対的増殖抑制率を

下記の式lζて計算し，観察期間中の最大増殖抑制率で

表した．

[ IT C )] 
Iーh・!'-/c子J×100（勉）

ここで，

C。：治療開始時の対照群の股場体積

Cn：治療開始後n日目の対照群の腫場体積

To・治療開始時の薬剤投与群の腫場体積

Tn・治療開始後n日目の薬剤投与群の腫蕩体積

増殖抑制率58%以上を有効と判定した附

(IV) clonogenic assay山：ヌードマウスより
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人l>M投与群は，制癌剤副作用の為体重減少が著明

で，実験途中で7 ウスの死亡が認められた．他封ーには，

特に副作用を認めなかった．

各制癌剤の示した増殖抑制率を表 Iに示した.Rh 

P IC対しては， CPA,Cisplが良好な効果を示し，＼＇ CR,

:VIM（、にも効果を認めた．しかし， ACTD は全く効

果を示さなかった RhM に対しては， CPA,Cisplが

高い増殖抑制率を示したが，有効と判定された薬剤jは

なかった．

Rh M が RhP に比し，全体に制癌剤lこ対し抵抗

性になっている結果であった．

(II) clonogenic assay 

in vivoの結果と同じく， RhP, Rh九I両者lこ対し

て Melph(CPAの代用）が最も効果を示した．〉く，

Rh M か RhP Iζ比し，薬剤抵抗性となっているの

も同様であった（表2). 

(III) in vitro-in vivoの相関

人DMは，マウスへの副作用が強かった為除外して

検討した.in vivoの増殖抑制率58%以上， invitroの

コロニー形成抑制率50%以上を有効と判定すれば山，

in vitroで有効と判定され， invivo においても効果を

ヌードマウス可移植性腫場を用いた invivo, in vitro制癌剤感受性の検討

無菌的fC摘出した腰湯を鋭男刃lζて細切し，乙れを

collagenase, D Naseを用いた酵素法により分離，腫場

細胞浮遊液を作成した MMC 3. 0 μg/ml, ADR 0. 4 

/Lg 'ml, VCR 0. 5 μg/ml, ACTD 0. 1 μg. ml, Cispl 

2. 0 I'ιml, Melphalan （（、PA の代用として使用）

1.0JLg/mlの濃度となるように制癌剤を加え， 37°C,

C02 incubator内で 1時間作用させた．制癌剤を除去

した後，二層軟寒天培地において腫湯細胞を培養した．

効果判定： 2～3週間後，倒立顕微鏡にてコロニー

形成（50個あるいはそれ以上の細胞集団）を確認した

後， BiotranIII全自動コロニーカウンター（N刊 Bru-

nswick Co.，）を用いて，各 dishのコロニー数を測定

した．各制癌剤の抗腫湯効果は， controldish lと形成

されたコロニー数lζ対して，制癌剤を作用させたもの

のコロニー形成数が，何%抑制されたか（コロニー形

成抑制率）を計算して判定した．

果

(I) ヌードマウスを用いた実験化学療法

Rh-P, Rlト M の対照群及び制癌剤投与群の増殖曲

線を図l，図2に示した．

結
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VIVO 

表 1 仙 owthinhibition rate of antica11n・r drugs in 表2 Colony inhibition rate of anticancer druが in

vitro 

I Growth inhibition rate （必） Colony inhibition rate （勿）

Rh P Rh-M 
一 一一 一一一

1. MMl' 71* 11 

2. ADR 

3. ¥'('I< 78ホ 9 

4. ACTD 6 29 

5. Cispl 87本 50 

6. CPA 96ネ 54 

Rh P Rh M 

1 MM（‘ 52* 34 

(2. ADR 90 62) 

3. VCR 61* 35 

4. ACTI> 。 23 

5. Cispl 59* 62* 

6. Melph 93ホ 69本

*Defined sensitive as ~ 58匂 growthinhibition in vivo *Defined sensitive as孟50% colony inhibition in vitro. 

考 t安
示したものは 4薬剤， invitroで無効と判定され， in

vivoでも無効であったものは 4薬剤であった.in vitro Clonogenic A同川は， Hamburger,Salmon5・引によ

と invivoで解離を示したものは 2薬剤であった（表 り開発された invitroの制癌剤感受性試験で，二層軟

3）・ 寒天培地で腫場細胞を培養し，その生死をコロニー形

各制癌ti!Jの示した invitroのコロニー形成抑制l率と 成により判定する方法である．本法は，腫蕩の cell

川町VOの増殖抑制率との聞には， Rh-Pにおいて，有 populationの一部（colonyforming unit）を対象とす

意の直線的相関を（r=O.96, p<O. 01). Rh-Mにおい る特色を持っており，その判定結果と臨床効果とのす

て相関する傾向を（r=O.81, p<O. l）認めた（図 3)' ぐれた相関が報告されている.，，.，，.，出25>
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に制癌剤投与量を決定し，我々も 1,;LDso量の 4回投

与を行った．

効果判定は， BattelleColom bus Laboratoriesの効果

判定基準 T/Cζ42%を用いた叩．

我々 は， invitroの制癌剤感受性試験である clono-

genic assayの判定結果と invivoの薬剤効果とが相関

しているかどうかを，ヌードマウス可移植性腫療を用

いて検討した．

Clonogenic assay において，腫湯細胞と制癌剤との

接触濃度K関しては，未だ定説がないか，2,9,17・24l 我々

は，制癌剤常用量の人体血中ピークレベルを参考に決

定しているlOl,

又， cyclophosphamide(i in vitroでは活性でない

!.';, clonogenic assay においてはアノレキJレ化剤として

melphalanを用いた9》

各制癌剤の示した invivoの増殖抑制率と invitro 

のコロニー形成抑制率との間lζは，直線的な相関がみ

られ， clonogenicassayが invivoの制癌剤効果を良好

図3

又，本法は2～3週間の短時日で結果判定が出来，

比較的早期lζ臨床への feedbackが可能である．

一方，1969年 Povlsen,Rygaard1刊によって初めて

ヌードマウスにヒト結腸癌が移植され，以後種々の悪

性腫揚が移植，継代され，その腫湯が原腫湯の性格を

良好に維持する ζとが報告されている.3'10・出品＇＂＇＂ヌ

ード7 ウス移植腫蕩を用いて実験化学療法を行い，術j

癌剤IC対する腫蕩の感受性を調べ，臨床へ feedback 

しようとする試みは，近年，その成績がつまれつつあ

るJ4) しかし本法は，結果判定までに最低2～3ヶ月

を要し，早期の feedbackという点、で問題を含んでい

るが， mvivoの系として非常に有用と考えられてい

る ヌード7 ウスを用いた実験化学療法において，藤

田らわは，時間依存性の制癌剤は連日投与，その他の

制癌剤はl～2回／週で計5回投与を行い，それによ

って得られた実験結果と臨床効果がよく相関したと報

告している．他の報告も8'12.20），投与回数，投与期間に

よって差はあるものの，大略7 ウスの LDso量を参考

NO. of 
I Associations 

In vivo-in vitro associat10ns 

Sensitive I Resistant R判 istant

in vitro I in vitro わりth
λ ｜ 勿nrl I in vitro 

ana 1 込HU I 

resistant i sensitive I ana 

in vivo I m vivo I m vivo 

表3

－－ーNO. of 
trials 

8 ..j 。つ4 10 
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に予測し得る結果が得られた．

Tveitら24>, Guptaら4l もヌードマウス可移植性メ

ラノー7 を用いて，制癌剤の invitro の抗腫蕩効果

と，ヌードマウスにおける腫蕩の発育遅延が良好に相

関したと報告している．

又，効果判定基準を invivoにおいては58第の増殖

抑制， invitro においては50%のコロニー形成抑制とす

れば，本実験における clonogenicasscn・ の効果薬剤l予

測率は46(67ら），無効薬剤j予測率は 4/4(100）芦ちとな

り，この結果は clonogenicassay判定結果と臨床効果

との相関を検討した報告I州島山知と類似している．

Clonogenic assayにおける効果判定基準として，主

lと755ちのコロニー形成抑制率が用いられているが，

Von Hoffら加 Sandbachら山は，国型腫蕩lと関して

は50匂のコロニー形成抑制を基準として， in vitro-in 

vivoの相関があったと報告している．我々は， 200例

の胃，大腸癌lと対する clonogenicassayの検討におい

て11',in vitro において各制癌剤が示したコロニー形

成抑制率と，それらの臨床例における有効率とを検討

し， 50第のコロニー形成抑制を基準とした方が，相関

が良い事を報告している．

本実験のヌードマウス可移値性腫蕩2系を用いた検

討においても， 755ちより505ちのコロニー形成抑制率を

用いた方が， invivoの結果との相関は良好であった．

結 語

in vitroの制癌剤感受性試験である clonogenicassav 

が invivoの制癌剤効果を良好に反映し得るかを検討

する為に， ヌードマウス可移植性腫蕩2系を用いて

in vivo, in vitro 両者の制癌剤感受性判定を行~＇，以

下の結論を得た．

①各制癌剤の示した invivoの増殖抑制率と in

vitro のコロニー形成抑制率との聞には，直線的な相

関が認められた．

② in vivoにおいて58箔以上の増殖抑制を，invitro 

において50勾以上のコロニー形成抑制を示した制癌剤

を有効と判定すれば， clonogenicassayの効果薬剤j予

測率は67°ら，無効薬剤予測率は 100%と良好な相関を

認めた．

③ clonogenic assayは，制癌剤の臨床効れを良好

に予測し得る感受性試験であると考えられた．
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