
原 著

細胞 レベルにおける制癌剤効果判定に関する研究

京都大学結核胸部疾患研究所,胸部外科学部

(指導 :教授 寺松 孝)

張

緒 言

実験腫蕩細胞の薬剤感受性に関する =tumor

spectrum"なる概念1'は人癌に もあてはまる

ものかも知れない｡すなわち,癌には,程度の

差はあっても,それぞれ個性があり,制癌剤に

対する薬剤感受性もまた,それぞれ異るとして

よいのかも知れないということである｡

このように考えるならば,ある個体の癌に対

して化学療法を始めるに際して,その癌に最も

適 した制癌剤が何であるかをあらかじめ知って

おくことは,実地臨床上極めて重要である｡

このことは,癌の進展が速 く,制癌剤の副作

用も強大であるために,癌化学療法では,やり

直 しがきかない現状からもその重要性を首肯 し

うる処である｡

さて,制癌剤の効果を知るには種々の方法が

あるが,臨床的応用を目的にした場合,細胞レ

ベルでの方法が最も有用である｡

細胞 レベルで制癌剤の効果を判定しようとす

る場合,2つの方法が考えられる｡

1つは,患者に制癌剤を投与しつつ,経時的

に細胞診を行ない,細胞学的変化を基準にしつ

つ,使用された薬剤が細胞に変化を与え得たか

否かをしらべる方法で,いわば invivoでの効

果判定法といえるものである,これに関しては,

若干の報告2',3'があり,われわれも若干例に於

てその細胞学的所見を観察 している｡しかし,

この方法は必ずしも全例には行いえず,とくに

炎 森

治療前の薬剤選択という意味での効果判定はで

きないという致命的な欠点を有する｡

一方,invitroで制癌剤を作用 させ たのち

に,細胞に対する障害をみて,どの薬剤が癌細

胞に対 して最もつよい障害を与えたかをみる方

法については,従来 invitro-invivo法4'Ⅰ.N.K.

法5),14C-formateの核酸へのとりこみ阻害で

みる方法6),S.D.Ⅰ.法7㌦ など,いろいろの方

法が試みられているが,いずれも,臨床的に応

用するには,今一歩というところがあった｡

これらのうち,臨床的に最も普及したのは近

藤氏の S･Dエ 法7)である｡この方法 は,定量

的に取扱えること,操作が簡便なことなどから

かなり普及 し,これに関しての追試も若干なさ

れている8),9), しかしこの方法も,一つの薬剤

について 106ケ以上という多数の癌細胞数を必

要とするため,手術によって採取される程度の

まとまった大きさの組織が必要であるという欠

点があった｡

本研究では,培養液仁山こ保存 した腫癌細胞に

制癌剤を作用させた場合,何 らかの細胞学的変

化を来すか否か,その変化と腫癌細胞の viabi-

1ityとの関連性の有無,さらにはこれらの方法

が制癌剤の感受性試験としての可能性を有する

か否かなどが検討された｡

すなわち,本研究の目的は,細胞 レベルで制

癌剤による癌細胞の変性所見をとらえ,その変

性所見を基準として,制癌剤の効果判定に利用
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しうるか否かを検討すること,換言すれば,細

胞診 レベルで得 られる程度の少数細胞によって

制癌剤の効果判定を試みることにある｡

Ⅰ. 実験腫癌細胞による研究

(1) Papanicolaou染色による効果判定

a･ 材料および方法

実験腫癌細胞としては, DDD マウスに継代

移植された Ehrlich腹水癌細胞を用いた, こ

の腫癌細胞を生理食塩水で洗源,遠沈 したの

ち,表 1の如 く調整 した培養液中に再浮潰させ

た｡その最終的な腫癌細胞濃度は 106/C.Cであ

る｡

一方,これらの膜癌細胞浮瀞液 に最終的な

制癌剤濃度 と してほ Mitomycin-C10ソC.cH

Bleomycinl5'/cIC･,EndoxanSOOT/C.C"COPP

25ソC･C･,5-FU500ソC.C.になるように制癌剤を

加えて,CO2 incubatorで培養したのち,それ

ぞれの制癌剤による細胞の変性所見を塗抹標本

の Papanicolaou染色によって検討した｡

さらに,その変性細胞数の経時的変化につい

ても検討を加えた｡

b. 結 果

腫癌細胞に制癌剤を作用させた場合の変性所

見としては,写真(1),(2),(3),(4)のように細

胞膜に近接 した細胞質内の空胞の出現,細胞,

核の膨大傾向,染色性の低下,核縁の不整,核

質の粗大頼粒,核融解,核凝縮,多型性核,核

膜の崩壊像などがみられるが,このうち,細胞

質内空胞は,かなり早期から多数の細胞にあら

われ,(Ⅴ)に於て後述するように invitro-in

vivoの移植実験の成績とよく一致す るよ うに

思われる｡

この細胞質内空胞形成を変性細胞の基準にし

て,変性細胞数の経時的変化をみてみると,表

2のようで制癌剤との接触時間は, 1時間后が

最も差が著明で,その后,時間がたつにつれて

差がな くなる,したがって,制癌剤による細胞

表 1

培養液 TC199 70%

コ ウ シ 血 清 30%
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表2 制癌剤によるEIlrlich 腹水癌細胞空胞
形成率

1時間 3時間 6時間

対 照

MMC

BLM

5-FU

Ex

%

%

%

%

%

7

9

3

7

5

1

3

3

2

2

26% 75%

54% 91%

45% 94%

38% 94%

38% 98%

の障害を細胞質内空胞でみる場合には, 1時間

后の標本でみるのが最も適当である｡

(ii) 超生体染色による効果判定

形態学的な細胞の生死判定法としては,超生

体染色がよく用いられてお り Schrekによ る

エオジンおよびサフラニン超生体染色法10',

Bakerによる Methyleneblueおよび Janus

green超生体染色法ユ1',などがもちいられてい

る,これによると,生きた細胞は染色されない

が,細胞が死んで細胞膜に傷害が加わると容易

に染色されるとされている｡この結果を利用 し

て,制癌剤による腫癌細胞の生死判定を Eosin

および Neutralred等を用いた超生体染色12'

によって行なった｡

a･ 材料および方法

前項の実験と同様の腰癌細胞 と制癌剤 を用

い,それぞれの制癌剤による細胞の生死判定を

Eosin染色 Ne11tralred染色などの超生体染

色を行なった｡

さらに,生死細胞数の経時的変化についても

検討を加えた,染色にはそれぞれアルコールで

溶かした 0.1% Eosinおよび 0.25% Neutral

redを用いた｡

b. 結 果

Eosin,Neutralred を使って 超托体染色 に

よる生死判定を試みると,表 3および表4の如

く,各制癌剤の間の細胞学的障害の程度にあま

り差がみとめられず,(V)における invitro-

invivo法の成績とも一致しない,したがって,

制癌剤による腫瘍細胞の細胞学的障害をEosin,

Neutralred等の超生体染色でみる方法は感受

性試験には不適当である｡

超生体染色では,完全に死滅 した細胞 のみ
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表3 Eosin超生体染色による Ehrlich腹水
癌細胞の死亡率

1時間 3時間 6時間

対 照

MMC

BLM

5-FU

Ex

%

%

%

%

%

8

9

2

3

6

日
リ
:

%

%
%

%

%

0

1

5

3

8

日H
引

引

引

%

%

%

%

%

8

9

7

7

4

1

1

1

1

表4 Neutralred超生体染色による Ehrlich
腹水癌細胞の死亡率

1時間 3時間

対 照

MMC

BLM

5-FU

Ex

%

%

%

%
%

6

0

0

1

8

引

:

F:

%

%

%

%

%

3

6

1

8

5

1

1

2

1

1

を,障害をうけた細胞として算定 して い るの

で,再移植不可能なほどの障害 を うけて いて

も,完全な障害でないような細胞は,生 きた細

胞として算定 しているものと考えられる｡

(iii) IJDII･DPN-diaphorase染色による効果

判定

Farberら ('54-'56)13',14',15'および水谷 ら16'

は,図 1のような反応系を用いて, Formazan

の発色により LDH･DPN-diaphorase系の酵素

活性を組織学的に証明する方法を開発 した,特

に水谷 ら16'は,腹水癌細胞における本酵素系の

染色を行ない,変性細胞に於ては,染色性が極

度に低下することを報告 した｡ この結果を利用

して,制癌剤による腫癌細胞の変性を, LDH･

DPN-diaphorase系酵素染色法により判定 しよ

DPN

(DJPhNOuScP,heo.崇:d■ne｣.N汁roBT-Foormozon<

≠
矧
汎

日
=
=
=
Uidrogte' ノ＼

予 ~=-＼ / …VDPNジアフ ォ ラ ーゼ
乳酸脱 水 素酵素 (DPNDIC]PhorQS e )
(｣｡｡I.｡D｡hydr｡gemseJ ∫t

NltrO-BT
(NlIro-Bh｣e-Tetrc]zoHum)焦J性フドー 酸壇 DPNH

(pyruvqle) 巨 NADH〕

図 1 乳酸脱水素酵素 (LDH)-ジアフォ
ラーゼ系の組織化学的証明法
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うと試みたD

a･ 材料および方法

使用 した腫癌細胞および制癌剤は前項の実験

と同様である｡それぞれの制癌剤による腫疾細

胞内の酵素活性の変化を塗抹標本の LDH･DPN

-diaphorase染色 (表 5)によって検討 した｡

さらに,酵素活性の有無を基準とした場合の

変性細胞数の経時的変化についても検討を加え

た ｡

b.結 果

この LDH･DPN-diaphorase染色による染色

性の変化は細胞変性と比例する,ということに

ついては水谷16'以来若干の報告がある, この変

化は,かなり早期か ら多数の細胞にあらわれ,

(i)に於てのべたように空胞形成を来 した細胞の

出現率や,(Ⅴ)に於て 後述するように invitro-

invivoの移植法の成績とよ く相関するように

思われる｡

写真 (5),(6),(7)のよ うに染 色性 の あ る

細胞を Enzymeactivityのある細胞, 染色性

のない細胞を Enzymeactivityのない細胞と

し,Enzymeactivity のある細胞を生活細胞,

Enzymeactivity のない細胞を死滅 した 細 胞

とした, この基準の下 に,制癌剤 で処理 した

表5 LDH･DPN-diaphorase染色法(水谷)

1. 癌細胞浮薄液作製

2. 癌細胞浮済液 0.2C.C.宛を小試験管に分注,

これに 0.2C.C.宛の各制癌剤溶液を添加｡

3. この混合液を CO2incubatorに1時間 inc

ubateしたのち塗抹標本とする｡

4. 空気乾燥塗抹標本の冷 acetone30分間固定｡

5. 染色液作成

0.1% Nitro-BT (orNT) 1C.C.

0.1M Phosphatebuffer(pH7.0) 1C.C.

0.1M Sod.lactate(adjustedto

pH7.0byNaOH Ic.C.

DPN IOmg

6. DPN染色液を固定した塗抹標本に載せ,15

分間染色｡

7. 染色液を捨て,軽く水洗｡

8. 乾燥,Ⅹylol封入｡

9. 検鏡 (酵素活性の低下した細胞の割合を算定

する)0
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表6 LDH･DPN-diaphorase染色法による
Ehrlich腹水癌細胞の死亡率

1時間 2時間 3時間

対 照 10% 12%

MMC 26% 31.2%

BLM 18% 28.5%

5-FU 13.9% 16%

Ex 13.6% 15.9%

%

%

%

%

%

4

2

0

8

8

2

6

5

3

3

Ehrlich腹水癌細胞 の LDH･DPN--diaphorase

染色法によって,腫傷細胞oj/i死判定を行なっ

た｡

成績は表 6の通 りである,この表を見 ると,

1時間后に於てすでに差があらわれて くる, し

か しながら細胞が受けた障害度と細胞内酵素の

染色性の変化は連続的であるので,珪活如胞と

死滅細胞の問にはっきりした境界をつ くること

は容易でな く,判定基準にはかなり主観的な面

がある｡著者は全 く染色されない細胞や,染色

姓の低下 した細胞を死滅細胞の中に含めて考え

た｡

(iv) S.D.I.法と LDH･I)PN-diaphorase染色

の比較

1964年に近藤7'は表 7のようにコ-ク酵脱水

素酵素の活性の多少を,triphenyltetrazolium

chlorideに対する還元能の低下により定量的に

判定する方法 (S･D.Ⅰ･法) を開発 し,1969年伊

藤8)は肺癌細胞を用いて臨床的に迫試 し,かな

り信 じうる方法であることを述べている,著者

は Ehrlich腹水癌細胞を用いて S･D.Ⅰ･法によ

る Inhibitionlndexを求め,また LDH･DPN-

diaphorase系の染色性の低下 との 問 の関連性

を検討した,表 8は,S.D.Ⅰ.法 に よ る Inhibi-

tionlndex と LDH･DPN-diaphorase染色 に

よる変性細胞出現率との比較である｡

表 8の通 り,両者の成績は ほぼ平 行 して い

る｡

(Ⅴ) imvitro-invivo法による腫癌細胞の

viabilityと細胞変性所見との関連性

a. 材料および方法

実験腫癌細胞としては DDDマウスに継代移

植された Ehrlich腹水癌細胞を用 いた, この

表 7 S.D.Ⅰ.紘
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1. 癌細胞浮薄液作製

2.癌細胞浮溝液を細胞数600万個/0.3C.C.に調
号整,その0.3C.C.宛を小試験管に分注,0.2C.C.

宛の各ff,-･rJ癌剤溶液を添加｡

3. この混合液を 37oC,1時間 incubateした

のち,BufferedSalineで洗源し,Salineに

よって元の巌にする｡

4･ 0･03%TIT･C･鵡 MPhosphateBuffeTed
SalinepH7.4loo°.C.中にSodiumSuccln-

ate2.70g.TriphenylTetrazoliumChloride

30mg)0･3C･C･宛を加え,370C15時間以上

保混｡

5. 0.5% Trichloroaceticacid加 Ethylace-

tate3C.C.を加注し振盤する｡

6. Ethylacetate層に移行した赤色 Forma-

zanを,480m/上で比色定量する｡

7, 1nhibitionlndex-a二pxlOO
a-m

a.制癌剤を入れないもの

p.制癌剤を入れたもの

m.制癌剤もT.T.C.も入れないもの

LDH･DPN-
diaphorase
染色による変
性細胞出現率

対 照 10%

MMC 26%

BLM 18%

5-FU 13.9%

Ex 13.6%

S.D.Ⅰ.法による

Inhibition

lndex

0

65

60

28

28

腫癌細胞を 3回洗源遠沈 して,表 1の如 く調製

した培養液を作成 し,その最終的な腫癌細胞濃

度は 106/C･C.とした｡

一方,これらの腫癌細胞浮苗液に最終的には

Mitomycin-C LOT/C.C.,Bleomycin l5'/C.C.,

5-FU 500ソC.C.Endoxan500ソC･C.になるよう

に制癌剤 を加 えて, 1時間, 3時間, 6時間

Coョincubatorにて incubateのち,生理的食

塩水でこれらを 3回紋返 して洗漉 し,106/C.C･

の濃度になるように,制癌剤で処理された腫癌

細胞の生理的食塩水浮溝液を再調製 した｡マウ

スは 5匹宛 Control,Mitomycin-C,Bleomycin,
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Endoxan,5-FU の5組に分けた｡

このようにして調製した腫疫細胞浮肪液 の

02C･C.をマウスの背部皮下に注入 し,注入后28

日目まで観察 した,28日目まで生存したものは

すべて頂椎脱臼 (Cervicaldislocation)により

屠殺 して,移植腫癌を摘出し,腫瘍の大きさを

重量 (Gram)で計算 した｡

b. 結 果

表 9の通り, 1時間の制癌剤処理が最も適当

であると思われる｡制癌剤との接触時間を3時

間, 6時間と延長させると,各制癌剤の間の差

がほとんど出て来ない｡

実験腫癌の制癌剤に対する感受性 について

は,個々の腫疫によってかなり差があることが

知られている｡杉浦ら1'は,このような各種腫

癌の制癌剤に対する感受性の傾 向を 〃Tumor-

spectrum''と して体系化 してい る,著者は

Ehrlich腹水癌細胞 に対す る Mitomycin-C,

Bleomycin,5-FU,Endoxanなどの制癌剤効果

を imvitro-invivoの移植 により検討した結

果,最も効果がみられたのは Mitomycin-Cそ

の次は Bleomycinであった｡

この結果は(i)の空胞形成を基準にした変性細

胞率,(iii)の LDH･DPN-diaphorase染色を基準

にした変性細胞率などの結果とほぼ平行 してい

るようである｡

(vi) 小括

著者は,EhrlichAcitesTumorに各種の制

癌剤を加え,組織学的,酵素形態学的および

invitro-invivo再移植法により,制癌剤によ

る腫癌細胞の変性に関する研究を行ない,以下

の結果をえた｡

表9 invitro-invivo法による,Ehrlich皮
下腫癌の大きさ (Gram)に及ぼす MMC
BLM.5-FU.Ex.の影響
(各群とも5匹宛の平均値)

1時間 3時間 6時間

対 照 3･3g

MMC 0.4g

BLM 0.5g

5-FU 1.4g

Ex 1.6g

0･9g 0.6g0 0

0.32g 0
O･23g 0.2g

0.16g 0
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1) EhrlichAcitesTumorに於ては,再移

植法による制癌剤効果と細胞学的なダメージと

は比例する｡

2) CytologicalDamageは,Papanicolaou

染色,LDH･DPN-diaphorase染色な どでみる

のがよく,Eosin,Neutralred等の超生体染色

による方法では,不可である｡

3) CytoplasmicVacuolizationは細胞変性

のかなりよい指標になりうる｡

4. 腫癌細胞を制癌剤に接触させる時間は,

1時間で十分で,それ以上の実験は不必要であ

る｡

5) LDH･DPN-diaphorase染色によ る方法

は,SuccinicDehydrogenaselnhibitionとも,

再移植法の成績ともほぼ平行するので,この酵

素形態学的な方法も制癌剤による変性をみる方

法として有望である｡

ⅠⅠ.人肺癌細胞による研究

(i) Papanicolaou染色による効果判定

a･ 材料および方法

Papanicolaou法に供する腫疹細胞の浮瀞液

は,京大胸部研胸部外科及び京都桂病院胸部外

科で切除された12例の患者の肺組織から調製 し

た｡

すなわち,まず新鮮な癌組織 0.5-1.Ogm を

予め鉄で小さく切り,これをクラッシャーを用

いておし砕 く,この砕いた組織片は約 2C.C.の

無菌培養液内に受けて軽 く振盤すると容易に細

胞浮滑液を得ることが出来 る, この浮瀞液 を

0.2C.C.ずつ小試験管内に分注 し, これ に各制

癌剤溶液を 0.2C.C.ずつ加える｡

本実験における制癌剤の最終的濃度は Mit0-

mycin-C10ソC.C.,Bleomycin15ソC.C,Endoxan

500ソC･C･COPP25ソC.C.,5-FU500ソC.C.Toy0 -

mycinlrノC.C.となるように調整 した, この制

癌剤を加えた癌細胞浮併液 を CO2 incubator

に培養したのち,制癌剤による細胞の変性所見

を塗抹標本の Papanicolaou染色で検討した｡

b. 結 果

原発性肺癌細胞に制癌剤を作用させた場合の

変性所見 は, 写真 (8),(9),(10)の よ うに,
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表10 制癌剤による人肺癌細胞の空胞形成率
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Ehrlich腹水癌細胞におけると同様に,細胞質

内の空胞の出現,核内の空胞出現,細胞又は核

の膨大,核の融解,核の濃縮,核縁の肥厚,多

核細胞,染色性の低下などがあらわれるが,こ

のうち,細胞質内空胞はかなり早期から多数の

細胞にあらわれるので,この細胞質内空胞形成

を変性細胞の基準にした｡

表10は,制癌剤との1時間接触させた後に,

Papanicolaou染色を行なった場合の変性細胞

の百分率を示 している｡これによれ ば,Mit0-

mycin-C は腺癌に対 して有効なことが 多 く,

Bleomycinは晶平上皮癌に対 し有効 な ことが

多い｡この成績は,先に伊藤8)が S.D.Ⅰ.法によ

って報告 している成績と近似している｡

(ii) LDII･DPN-diaphorase染色による効果判定

a. 材料および方法

LDH･DPN-diapborase染色法に供する腫癌

細胞の浮苗字液は京大胸部研胸部外科及び京都桂

病院胸部外科で切除された16例の患者肺癌組織

から調製した｡

癌細胞浮瀞液のつ くり方と制癌剤の濃度は前

項と同様である｡

著者が用いた LDH･DPN-diaphorase染色法

の実施方法の詳細は表11の通りで,水谷の原法

とほとんど同様である｡

b. 結 果

LDH･DPN-diaphorase染色 による酵素活性

の変化は,細胞内酵素頂粒の染色性の変化によ

り表わされる｡すなわち,細胞採取直后のこま

か く,均一であった酵素頼粒は,時間とともに

次第に細胞外に逸脱を起こし,細胞内犠粒の減

少とともに酵素活性を有する細胞が著 しく減少

して来る傾向にある｡写真 (ll),(12)は人肺癌

細胞の LDH･DPN-diaphorase染色の所見であ

る｡

LDH･DPN-diaphorase染色によって, 染色

性の低下 した肺癌細胞の出現率をみると表12の
通りである｡これによれば, Mitomycin-C は

表 11

1. 肺癌組織 0.3-1.Ogm を破砕,癌藩田胞浮動

液作製｡

2. 癌細胞浮き好液を0.2C.C.宛を小喜式験管に分注,

0.2C.C.宛の各制癌剤溶液添加｡

3. この混合液を37oC 1時間incubateしたの

ち,塗抹標本とする｡

4. 空気乾燥塗抹標本を冷 acetone30分間固定｡

5. 染色液作成

0.1% Nitro-BT (orNT) 1C.C.

0.1M Phosphatebu斤er(pH7.0) 1C.C.

0.1M Sod.lactate(adjustedto

pH7.0byNaOH) 1C.C.

DPN 10mg

6. DPN染色液を固定した塗抹標本に載せ,15

分間染色｡

7. 染色液を捨て,軽く水洗｡

8. 乾燥,Xylol封入｡

9. 検鏡 (酵素活性の低下した細胞の割合を算定

する)0
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表12 LDH･DPN-diaphorase染色による

人肺癌細胞の変性細胞率
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腺癌に対して有効なことが多 く,Bleomycinは

偏平上皮癌に対 して有効なことが多い｡

(iii) S.D.Ⅰ.法と LI)II･DPN-diaphorase染色
の比較

近藤ら7)の S.Dユ 法と, われわれの LDH･

DPN-diaphorase染色とを同時に行なった症例

について比較してみると表13の通りとなる｡

すなわち, 近藤らの S.D.Ⅰ.法による Inhib-

itionlndexは, われわれの LDH･DPN-diap-

horase染色による変性細胞出現率 とよく比例

しており,実地臨床上にこの酵素形態学的方法

が用いうるという可能性を示唆していると思わ

れる｡

(iv) 小 括

著者は,前節の Ehrlich腹水癌細胞 による

実験の結果に基づき,人の肺癌細胞を用いて,

制癌剤の肺癌細胞に対する効果を,細胞学的な

いし,細胞化学的に検討して,以下のような結

果を得た｡すなわち,

1. 人肺癌細胞に於てもPapanicolaou染色

による Cytoplasmicvacuolization,あるいは

LDH･DPN-diaphorase系の染色性 の低下の両

者とも,制癌剤による癌細胞の障害の指標とな

りうるが,LDH･DPN-diaphorase系の染色性

を指標にする場合の方が,より適確に判定しう

る｡

2. S.D.Ⅰ.法の成績とLDH･DPN-diaphorase

系の染色性とは,よく比例する｡

3. この酵素形態学的,細胞化学的方法は,

肺穿刺吸引生検などえられる少数細胞にも応用

表13 S.D.Ⅰ.とLDH･DPN-diaphorase染色の比較

S.D.Ⅰ.によるⅠnhibitionIndex LDH･DPN-diapborase染色による
変性細胞出現率
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できるので,手術前の制癌剤の感受性判定,皮

いし手術を行なわない症例での感受性判定に期

待 しうる｡

ⅠⅠⅠ.総括ならびに考接

実験帽痘綱胞,および人肺癌細胞を用いて,

糾胞 レベルに於て制癌剤の効果を予知しうるか

否かについて検討し, Papanicolaou染色によ

る細胞変性所見および LDH･DPN-diapI10raSe

系染色による酵素形態学的に,それが可能であ

ることを明らかにした｡

細胞学的レベルの細胞の生死鑑別法について

は,Strugger17)が AcridineOrange染色を用

いて蚤光跡徴鏡で観察すると,生細胞は緑色に,

死細胞は赤色に染まることを幸腔;一したのにはじ

まる｡ その后 Methyleneblue,Janusgreen

超生体染色による方法,Giemsa位相差法 など

が行なわれて来たo しかし,臨床細胞学の立場

から癌細胞の生死を論ずる場合には,最近では

Papanicolaou染色によるものが殆んどである｡

放射線療法による治療効果を子宮癌剥離細胞

の変性所見から判定 しようとする研究は,従来

からかなり行なわれて来た｡

たとえば,Frankleら18)および,Glticksmann

ら19)は,癌組織の放射線治療による細胞の変化

を,

1. 胞体内空胞形成

2. 細川包の腫大

3. 核の毅襲形成 (wrinkling)

4. 多核細胞の出現

5. 奇態細胞 (Bizarrecell)の出現

などと記載 し,細胞の変化の著明なものほど予

后が良好で,細胞の変化の軽微なものでは予后

が不良であると述べた｡また Graham ら20),21)

Silvermanら22'も同様に,細胞の変化と遠隔成

績との問には,密接な関係があることを報告 し

ている｡肺癌剥離細胞に対する放射緑の影響に

関しては,柴円らの詳細な研究があり2),子宮

癌の場合にみられたのと同様の所見が変性所見

として報告され,放射線感受性は,小細胞癌が

最も高 く腺癌が最も低いと幸紀;･している(I

一方,制癌剤の効果を,同様に剥離細胞のレ

- 9-

ベルで検討している研究も,かなりみられるよ

うになった｡

たとえば, 柴田ら2),竹 ｢トら23),谷田ら24),

Beumerら3)によると,Mitomycin-C,Endoxan,

Bleomycinなどの制癌剤による剥離細胞の変

性所見は,放射線治療のそれ と全 く同様 で あ

り,また,制癌剤の種類によって変性像に差を

見出し難いことが明 らかにされているC細胞の

変性所見としてあげられる所見は次の如 くであ

る｡すなわち,細胞膜大,細胞質内空胞形成,
細胞質染色性の抜染傾向,細胞質均質組版化,

細胞境界の不明瞭化,細胞内封入物の増加,細

胞質の消失,核形の不整,核緑の肥厚鮮明化,

核染色質の融解あるいは凝集によって粗網状と

なったり,粗大凝塊状となったりする｡核仁の

腫大鮮明化,核内空胞,核濃縮,核破砕,核融

解,多核細胞,巨核細胞,奇妙な (bizarre)形

態を示す細胞および細胞分裂 の異常 な どで あ

る｡

一方培養細胞の変性像については

細胞質に関しては,

1. Cytoplasm の小楯粒増加

2. Cytoplasm 祈粒周囲の空胞出現

3. 空胞増加,Cytoplasm をみたす

(EndoplasmicReticulum 拡張による)

4. ミトコンドリア減少,消失

核に関しては,

1. 核oj不規則なrHl凸

2. 核質の一部,核小体の膜外遊出

3. 核質 くもったようになり,ついで頼粒

状となる

4. 核膜徐々厚みをまして来る

5. 有糸一無糸分裂移行型というべき分裂

の形を示す

などがあげられており,細胞質の変化は徐々に

起 り,核に変化が起ると急激に死に至るとされ

ている｡

培養液中に保存した癌細胞の変性所見につい

て Papanicolaou染色から検討した,著者の成

績によると,これらの所見の申 でも,特に細胞

質内空胞化は,かなり早期からはっきりとした

形であらわれはじめ,実験腰湯の再移植法によ
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っても,細胞質内空胞化を細胞変性の判定基準

としてよいことが判明した｡

次に,癌細胞内の酵素活性に対する制癌剤の

影響を制癌剤の効果判定に利用しようとする試

みは,近藤の S.D.Ⅰ.法7'で臨床的に応用される

ようになった｡

本研究に於ては,この S.Dエ法の欠点,すな

わち,かなり多数の細胞を必要とするという欠

点を補う目的で,癌細胞内酵素活性を形態学的

に染色する方法, すなわち, 水谷ら16'による

LDH･DPN-diaphorase系の染色を行なった｡

この酵素は,細胞の変性度に比例 しており,変

性細胞では,明らかに酵素の染色性が低下する｡

このことを利用 して,LDH･DPN-diaphorase

系染色を制癌剤使用下の Ehrlich腹水癌細胞

で試みたが,その染色性の変化と腫疫の再移植

法による腫疫の大きさとは比例 しており,この

方法が制癌剤の感受性検査に利用しうることが

明らかとなった｡

さらに,人肺癌細胞に本染色を試みたが,そ

の成績は,同じ症例におけるS.D.Ⅰ.法の結果と

全 く一致しており,臨床的応用も期待しうると

思われた｡

しかしながら,前述 したような,若干の主観

的判断の入る余地のある部分に関しては,顕徽

測光の導入も必要であろうと考えられる｡

ⅠⅤ.結 語

invitroにおける制癌剤によるEhrlich腹水

癌細胞の変性所見 について,Papanicolaou染

也,超生体染色,LDH･DPN-diaphorase染色

などを行なって検討して,制癌剤の感受性試験

が可能か否かについて若干 の検討を加 えた｡

また同時に人肺癌細胞を用 い,制癌剤 による

Papanicolaou染色による細胞変性所見 ならび

に LDH･DPN-diaphorase系の染色性低下など

についても検討した｡それらをまとめてみると

次のようになる｡

(1) Papanicolaou染色においては, Cyt-

oplasmicVacuolizationが細胞変性 の判定基

準として最も適当である｡

張 京大胸部研紀要 第5巻 第1号

(2) 制癌剤によって招来 され る Cytopla-

smicVacuolizationの程度と, 制癌剤 による

Ehrlich腹水癌細胞の移植性の低下とは比例す

る｡

(3) Neutralred,Eosinなどを用い,いわ

ゆる超生体染色を試みたか,これは制癌剤の感

受性試験には適当ではないと患われる｡

(4) 制癌剤による細胞内酵素活性の 阻害に

ついて,LDH･DPN-diaphorase系の染色を用

いて検討し,これが制癌剤の感受性検査として

用いうることを明らかにした｡とくに,この標

本では細胞の変性が酵素活性の低下,すなわち

染色性の低下ということで表現出来ること,結

果が近藤7'の S.D.Ⅰ.法の成績とほぼ一致するこ

となどから,少数の細胞での検査 が可能で あ

り,臨床的応用にかなり期待ができるように思

われた｡

(5) そこで, 人肺癌細胞 を用いて検討した

結果,LDH･DPN-diaphorase系の染色性低下

を基準とした制癌剤の感受性判定法の成績は,

S.D.工.法のそれと近似していることが 明らかと

なった｡

(6) それであるから,本法は,S.D.Ⅰ.法にお

ける大量の癌組織を要するという欠点を補い得

て,より一層臨床的に応用し易すい方法である

と思われる｡
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- 12- 脂 京大胸部研紀要 第5巻 第 1号

写真 1 エー リッヒ腹水腫癌細胞の変性所見,胞体内に空胞形J或,核クロマチンの粗大凝集,

不整な核縁などがみられる (Papanicolaou染色)0写真2 変性のすすんだェ
- リッヒ腫癌細胞,上の細胞では細胞のJLflj壊像がみられ,下の細胞に於ては細胞
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写真3 変性のさらにすすんだエーリッヒ腫癌細胞細胞腫人,胞体内巨大空胞形成,

細胞膜の破壊,核崩壊像などがみ



- 14- 京大胸部研紀要 第5巻 第 1号

写真5 エーリッヒ腫癌細胞の LDH-DPNdiaphorase染色右の細胞では,左に比し,染色

性がかなり低下している｡写真 6 エーリッヒ腫癌細胞の LDH-DPNdiap
horase染色所見,上の染色性の低下した細胞は



昭和47.1 細胞 レベルにおける制癌剤効果判定に関する研究 - 15-

写真7 エーリッヒ腫癌細胞の LDH-DPNdiaphorase染色,右の2ケの細胞は染

色性がよく保たれているが右の細胞は染色性が低下し,生活力の弱い細胞と判定した｡写



- 16- 京大胸部研紀要 第 5巻 第 1号

写真9 変性した人肺癌細胞の Papanicolaou染色,核膜に近接 した細胞内に空胞の出現が
あり,核クロマチン粗大凝集,空胞形成がみられる｡
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- 17-写真11 人肺癌の LDH-DPNdiaphorase染色,上の細胞は染色件がよく保た

れているが下の細胞では染色性が低

下している｡写真12 変性した人肺癌締1胞の LDH-DPNdiaphorase染色,上の細胞に於て
ほ染色性の低下が署


