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Histological diagnosiメofmalignant brain tumors can be predictive for the prognosis, but 

clinical courses in some cases may be variable due to their heterogeity of tumors. :¥falignant 

brain tumors, which rarely metastasize to distant organs, are deleterious mainly because of 

their invasive property in addition to the growth pressure. It is di伍cultto examine the invasive 

property in the two dimensional culture system such as monolayer culture. In order to investi-

gate brain tumor invasiveness，“invasion test”was modified and established. 
In the first, invasive property of 4 rat neurogenic cell lines (T 1, 9L, T 1A、TiB)were examined 

using modified“invasion test" The new procedure were characteristic in the prepar川 ionof 
multicellular tumor spheroid, which were made from colonies consisting of 20-30 cells by shaker 

culture at 100 rpm. By these modification the spheroid was able to be obtained constantly in 

shape and size. On the other hand pulsating heart tissues were obtained from 9 day-old chick 

embryo and minced into small fragment, then cultured in the shaker at 180 rpm. Spheroid 

and precultured embryonic chick heart (ECH) fragment were confronted and attached on 

semisolid agar medium for 2 hrs and then cultured on a gyratory shaker at 100 rpm until 7 days. 

The invasiveness was examined with hematoxylin-eosin staining and immunostaining using 

anti-ECH antibody. All examined cell lines were able to form spheroid and highly invasive 

by invasion test. 

After establishment of this invasion assay, this was applied to analyze the invasiveness of 

human brain tumor specimens. Eighty seven 仁川e~ ， consisting of 58 glicmas, 6 metastatic 

Key words: Brain tumor, Invasiveness, Spheroid, Malignancy, Invasion t白t

索引語：脳腫湯，浸潤能，スフェロイド，悪性度，インベイシ司ンテスト
Present address: Department of Neurosurgery, Faculty of :'dedicine, Kyoto University, ~aky“－ku, Kyoto 606, 
Japan. 



564 日外宝第56巻第6号（昭和62年11月〉

brain tumors喝 10meningiom川匂 4neurinomas, 1 melanoma, 2 craniopharyngiomas, 1 chemo-

dectoma and 1 pituitary adenoma. were investigated. Since gliomas were main target to study, 

they were more extensively studied and focused than other tumors. As it was dif五cultto get 

刈伍cientnumber of spheroid from human brain tumors in all cases、mincedtumor fragments 

about 300 500 ,um in size was used. About astrocytomas, which were characteristic of invasive 

growth, traditional histological diagnosis and invasiveness in this SJ',tem were well correlated in 

almost all low grade astroηtomas and in 75% of high grade astrocytomas. But discrepancy 

between histology and invasiveness w剖 observedin 25% of high grade astrocytomas. 

Although c仔（＇（＇ぉ ofprotease inhibitors on the brain tumor growth and invasion were 

ピxamined,it was very much di伍cultto explain the mechanism of invasion in simple theory. 

In 10 cases proliferating山、tivitvindicated by Brd Lマ（bromodeoxyuridine)labeling index 

(LI) was examined, but no correlation between LI and invasiveness was observed. 

The correlation between invasiveness and prognosis is an important subject and must be 

evaluated by many factors including histological apperan何，proliferativeactivity and invasiveness. 

The invasion test is thought to be a simple and useful means to predict the degree of malignancy 

m vitro. 

はじめに

ti I~ ｛神経系の悪性腫蕩は程々の集学的治療の進歩に

も拘わらず，今なお予後不良の疾患である。他臓器の

悪性麗蕩は早期発見，早期治療により原発iれからの転

移前に治療が行われる ζとにより，その治療成績は著

明に向上している．中枢神経系の悪性腫療は神経管外

への転移が稀であり，局所的に周囲脳組織を破峻し浸

潤進展するととがその悪性像の大きな特徴の一つであ

るM ・43》． 悪性脳腫蕩が中枢神経系以外に転移しにく

い理由としては， f•巨木から①頭蓋内lとリンパ系が存在

しない②血液脳関門内の環境下で生育したために， そ

の外では生存しにくい③頭蓋内の血管の中膜が未）t;f

なため腫蕩の局所的圧迫により血管が虚脱しており，

鰻場細胞が血管内へ侵入しにくい（~）原発lj~のために宿

主が早期IC死亡するために遠隔転移が存在しても無症

状に終わる⑤gliomaは adherentであるため腫湯細

胞が原発恥から遊離しに くい仙品目〉などといわれて

いる．

悪性j脳腫場の治療にあたっては，その浸潤能

(invasiveness）を解明するζとが重要な課題の一つで

あると考えられるM ，品抽59' しかし脱場と周囲脳組織

の聞に生じる浸潤のメカニズムについてはいまだよく

知られておらず，フラスコ内での単層培養などの二次

元モデノレでの解釈は困難であった＇＂＇＇＂＇.本研究では 脳

麗蕩の浸潤能をmvitroで検討するために， spheroid
(multicellular tumor spheroid）を用いた三次元モデノレ

での実験を行った．従来，能率の悪かった spheroid

の作成法にも工夫を加え，：、・I‘areellらの方法33,35，持＇＂＇

量山 ILならい腫湯塊と recipientをく つつけた後振草

培養（shakerculture）する i1、V；主siontestを考察し脳腫
蕩の l『】vasivenessを検討した.invasion testとは，

腫場組織塊が recipientとした組織にどの程度浸潤す

るかを組織学的に検討するものである．

材料および方法

1) 腫軍事細胞

(1) ラット脳腫蕩細胞株

① T,, T,A, T,B: ethylnitrosoureaで沈発されたラッ

トneurogenicturn or (malignant neurinoma)51＇②9L. 

methylnitrosoureaで誘発されたラッ トgliosarcoma

これら4種類の腫場細胞にて speroidを作成し実験

に用いた．

(2) ヒト脳腫場組織

関頭術時lζ摘出した新鮮なヒト脳腫），）187例を対象と

した．本実験の目的は，浸潤性発育を特徴とするクリ

オー7の浸滞能の検討にあるため，グリオーマ以外の
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腫湯は対象として比較した．症例の内訳は，グリオ－

<58例，転移性脳腫場10例，髄膜l厘10例，神経輸腫4

例，メラノー7 1例，血管芽細胞艦1例， 頭蓋咽頭腫

2例，下垂体腺腫l例，chemodectoma1例である．

2) 培養液

Dulbecco’s modi凸edeagle !¥IEM (m1mmum essen-

tial medium) （臼水）に Q.1 g/ I streptom、cinsulfate 
（明治製薬）および penicillinG potassium （万有製薬）

20万単位flを加えたものを用いた． ドCS(fetal calf 

serum）濃度はラット株化細胞の単層培養には10；；ぢと

し， spheroidの作成およびヒト脳腫湯細胞の維持には

20%とした．また，軟寒天培地には最終的に2096とな

るように調製した．

3) 腫痕t鬼の準備

(1) ラット脳腫君事細胞 spheroidの作成

従来，収滋率の悪かった spheroid作成法を改善す
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るために， singlecell suspensionから一旦 col川 yを

作り，これを振渇培養することにより spheroidを作

成する方法を工夫した（Fig.l）・spinnerflask法との優

劣についても，作成される spheroid後および回収率

にて比較した．

colony formationは軟寒天重層法（softagar over-

layer method) 1"18，山却によった．すなわち単層培養

にて対数増殖期にある細胞を Q.1%山 psi11十0.01%

EDTAで処理し 211らFCS加培養液で2回洗浄後 1.0

×106/m］の singlecdl suspensionとした． Lin bro 

6穴7＇レート（ FlowLaboratries）に下層 agarとして

20第f(、メ加培養液を含むo.s；；ちagarを入れ予め固め
ておき， 乙の上lζsinglecell suspensionを30μ1/well

ずつ散布し，さらに保温しておいた上層 agarを重層

させた．上層 agar は 20~わFCS 加培養液を含む0-3？ぢ

の semi-solid agar を用いた． 寒天は BACTO-

ーー「 「ででo-1.3% AGAR <CONTAINING旺OIUM川TH20みFCSl

協惣窃物~：.：__ 30外 OFSINGLE CELL釦SP印SI側（1xが川L)
、、‘o.stAGAR cc側TAININGMEDIUM川TH20品FCSl
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Fi~. 1. Spheroid preparation from colony. Colonies・;ireformed by soft-..1日川 overlayermethod. 

Thirty microliters of single cell suspension [1×106/ml] is seeded on O. 5Q6 agar l川 H

and overlayered with O. 3.% semi solid agar. After 2-4 d＇明 incubationcolonies con-

sisting of 20-30 c どllsare formed. Colonies are incubated at 37'C for 7-14 days on a 

gyratory shaker ~t 180 rpm. 
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。
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人（，人R l I> Iドt、（> Laboratories）を用いた． 37。（，

5c:::,c‘υ2の条件下で約3-4日間培養すると肉眼的にも
小さな斑点（直径30-5Qμm）が見えるようになった．

このうち細胞数が20-30個の colonyを実体顕微鏡下に

数個ずつ取出し，lOml三角フラスコ（培養液は 5ml)

iζ移し密栓をしたのち 37。C,100 rpmで振温培養した．

(2) ヒト脳麗湯細胞塊の作成

ラット腫場細胞株と同様IL, ヒト脳腫療でも当初

spheroidの作成を試みたが，次の理由で spheroidの

使用を断念し麗蕩片として細切したフロック状の組織

を用いた．①はじめのクリオ－710例で primary

cultureの後，単層培養で継代培養を行ったが， passage

10回を越えたものは2例のみであり， さらにこの2例

とも充分な数の spheroidを回収することができなか

った．すなわち， この10例で spheroidを用いた inva-

sion testが不可能であった．②平行して行っていたブ

ロック状の腫湯片を用いたinvasiontバtでの評価が可

能であったので，その後の症例はブロック状の腫蕩片

を用い， spheroidとどのような関係を示すかを検討し

SPHEROID 
0.3-0. 5 H阿

Iii DIAMETER 

。

た．③グリオ－7は heterogenousであることが多い

が，とりわけ mixedtumorなどでは primaryculture 

の後増殖し celllineとなるような cellpopulationは必

ずしもその腫場全体を反映していると［まいえない． 当

然， hett叩 genousな腫湯組織をそのまま用いる場合に

もこの危険性は伴うが， ラット腫霧細胞株 spheroid

との比較でいかなる差が出るかを検討するζとも有意

義であると考えた.l l体（I’j（七は， 手術時lζ摘出した腫

蕩組織を清潔な状態で直ちに 20勾FCS加培養液lζ入

れ，鉄で細切し実体顕微鏡下で一辺が300-500μmの

ブロックをサンプノレとして選んだ．麗蕩の hetero-

geneityの問題があるため， サンプルとした部分の

HE標本も同時に作成し組織診断の基準とした．

4) recipient tissueの作成

invasiveness を評価する recipientとして brain

tissueを用いるべきであるが，考察で述べる理由のた

めICMareell33'34'36"" IC準じて embryonicchick heart 

(ECH）を用いた． ニワトリの受精9日卵から胎児を

摘出し実体顕微鏡下に拍動している心臓を取り出し，
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INCU!lATEO AT 37・c
ON A GYRA TORY SHAKER 

FIXED AND STAINED WITH H-E 

Fi~. 2. Invasion t引 t. A tumor fragment (spheroid or min山 ιltumor block) and a fragment 
of precultured em I ir、unicchick heart (ECH) arc confronted and attached on semi-solid 
(O. 3590) agar for 2 hrs. Iいじhfu"・d tissue is incubated at 37。Cfor 7 days on a gyra-
tmv shaker 川 100rpm, and then stained、、ith HE  and immunostaining using anti 
F.CH antibody. 
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心外膜や大血管を除去した.20箔 FCS加培養液中IC

て 300-500μm程度の大きさに細切した．心臓l個あ E臥 DE0 。①
たり 2Qm／の培養液が適当で，との心筋片浮遊液を 10

mlの三角フラスコIC入れ密栓し37。C,180rpmで72時

間振盤婿養した．

5) invasion test 

腫蕩細胞塊（spheroidもしくは細切した腫場組織）

とECHを 20%FCS加培養液を含むQ.35%の軟寒天

上で接触させ 37・c,s；；ちC02下で2時間混合培養

(coculture）した．ペアになった• I； タJレ7型の組織を一

対ずつ lQm／の三角フラスコに移し lQQrpmで振鍋培

養した．フラスコ l個あたり約 7mlの培養液（20%

FCS加）が適当と恩われた（Fig.2）.実験は triplicate

以上にて行い， 1日目， 3日目， 5日目， 7日自に固定

し連続切片およびミラー切片法lζて HE(hematoxy-

Jin eosin）染色および抗 ECH 抗体を用いた染色2・21.

＂＂＇＂＂を行い浸潤の 程度について検討した. ECH Iζ 

対する抗体（ウサギ血清）は Dr.Mareellより供与を

うけた．同一症例で異なった浸潤度を示したものでは，

平行して作成している組織襟本から極端にはずれるも

のは除外し腫蕩の heterogeneityのために同一腫蕩

Table 1. Classi日cationof grades of invasiveness. 

GRADE 
HISTOLOGICAL 
APPEARANCE 

0 No attachment of T to ECH is observed. 

(including separation of once fused tissue 

in shaker culture within 24 hrs.) 

日

T is invaded ( I a) or surrounded ( I b) by 

ECH. 

T and ECH are fused 品rmlybut their 

interface is not dister bed. Both of them 

do not invade into each other. 

皿 Theinterface of fused tissue is disturbed 

and interaction is observed. Both tissues 

are viable equally, but五broblastoid outer 

layer of ECH is going to disappear. 

N ECH is surrounded or invaded by T. 

Fibroblastoid outer cell layt'r of ECH is 

going to disappear. 

Na: ECH is surrounded by T without apparent 

mvas10n. 

Nb: ECH is invaded by T and is destroyed 

and replaced. The degree of invasion is 

below 50第 on7th day. 
N c: ECH is invaded !iv T signi日cantly. Its 

degree is above 505'ぢon7th day. 

T: tumor fragment 

ECH: precultured embryonic chick heart fragment 

le lb 

GRADE I 。
GRADE 0 日ラ
GRADE皿 弓ヨ
@ ）~「⑧も ＿x

GRADE IV 

Fig. 3. Schematic presentation of grades of tumor 

invasiveness. T: Tumor fragment. ECH 

precultured em br}onic chick heart fragment. 

の種々の部分を反映していると考えられたものは平均

値をとった．

6) 浸潤度の判定基準

腫栃細胞の浸潤i交を判定するために Tablelおよび

Fig.3のような判定基準を設けた．軟寒天上での2時

間の混合培養lζて両者がくっつかないものを gradeO 

とし，明らかな浸潤を示すものを gradeW とし5段

階lζ分類した．すなわち grade Iは ECHの五bro-

brastoid cellが逆に腫場組織を取り囲む＼lb）か，浸潤

を示すもの（la）・grade日は両者がく っついているが，

境界明瞭で EC!Iの最外層の凸broblastoidcell layer 

が保たれているもの.grade mは両者の境界が乱れ，
ECH の凸broblastoidcell layerが消失し interdigita-

ti onを認めるが， どちらが優勢ともいえないもの．．

grade Wは腫蕩細胞が ECHを取り囲む（Na）か，さ

らに明らかな浸潤を示し ECHの細胞を置換している

もの （N b-c）とした．

浸潤度の判定は7日目の標本にて行い， 1-5日目の

経時的変化も考慮した．

7) 浸潤閉止因子の検討

① 軟骨からの浸潤阻止因子の抽出

K uettnerらの方法14027，加にならい，牛鼻中隔軟骨
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から浸潤阻止因子（cartilageextr川 t,l'E）の抽出を行

った．新鮮な牛鼻中隔軟骨（40g）を採取後直ちに無血

清の培養液（前述〕に入れ，短冊状（約10×2×2mm) 

に細切した．細切した組織を Plのgu：‘tclini1】ehydro-

chlorideを含む 20町iM MES (2-[ N -morpholino ］ 

eth：‘t 

くり撹持した（50rpm）.どろどろlζなつた液1イ‘を12000 

×gで20分間超遠｛士し，上清を櫨過したのち， 3日間

透析（3500r"Liけ の透析膜） しー20。（で凍結保存

した．以下の実験では，このCEのほかに手軽に入手

できる蛋白分解酵素阻害剤として gabexatemesilate 

(ethyl-4-(6-guadinino hex：川町、，loxvJ benzoate met ha 

ne sulfonate，以下（；＼＇［）および aprotinin（以下 AP)

を用いた．

② cell growthへの影響（invitro) 

題蕩細胞としてラッ ト脳腫蕩細胞株 T1と 9Lを用

い，これらのプレート上での成長iζ及ぼす（ι，G¥I,
《，＼］＇の影響について検討した. 96孔フ。レ一卜 （（‘（ I]

NINGJ Iζ250個／、、

~I~弗jを添加した. CEは10-1および10-2希釈，（山Iは

10一九10-3,10-5mg/ml, APは103,10, lQ Iじ’mlの各

濃度を用いた． 24時間毎に cellcountと medi山 m

change を行った．

③ ラット皮下移植腫蕩での検討（invivo) 

zt1.＜：＜増殖期にある T,l×106個を＼＼＇i,tar/Fibiger系

雄ラ y ト （体重 lOOg前後）の右側腹部皮下に移植し，

2週自に腫蕩径が約 10mmになった時点で治療を開

始した．治療は，肉眼的全摘出 1<ll'1,G九I腹腔内投与

(IP）と局所投与（L）の組み合わせで， Gi¥Iの濃度は

10, 10-1, 10-3mg/mlの3種類である．すなわち， i)

control群 ii)OPのみ iii)IPのみ ivJL のみ v)

OP+IP v11< ll'+Lの14クルーフ。である．

＠ 浸潤ICおよぽす影響（invasiontest による検討）

T, spheroidとECHを混合培愛するinvasiontest 

において CE,CM. APの影響を検討した．混合培養

の後24時間振滋培養した組織に CE(10-1, 10-2希釈），

GM (10ーに10-:i,10-5mg ml), A l’!103, 10, 10-1L':ml）を
添加し24時間毎lζmediumchangeを行い， 7日自の

組織を HEおよび ECHに対するわ川斗ζよる染色を

行い組織学的な検討を行った

8) BrdU labeling index (LI) 

thymidine analogue である bromodeoxyuridme 

(Brdl＇）は DNA合成中の示期の細胞に取り込まれる

ため BrdU投与により DNA合成能を知ることがで

き，腫湯の増殖能の一つの目安となる．従来の組織学

的悪性度およびinvationtest による浸潤能との比較検

討を行うために， 10症例で LIを算出した．（症例の

内訳は，lowgrade astrocytoma 3例，glioblastoma2 

例， oligodendroglioma 1例，転移性脳腫場l例，鎚

膜腫 1例，神経鞘腫 2~Jである。）

l~脇島錨加i
Fig. 4. SJ》h1・roid<T1B). Sc:inning electron microscopy 山川町sspherical apper川1ceof cell 
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手術時lζ麻酔導入後BrdU(150-200 mg/m2）を約30

分で点滴静注し，摘出された脳腫場組織を直ちに70.%

エタノーノレに入れ， 1224時間固定した後パラフィン

包埋した．切片作成後抗 BrdU抗体（BecktonDickin-

son）にて染色し， 100倍の視野で10視野ずつ算定し LI

の平均を求めた． LI（忽）＝numberof labeled cells" 

number of total cells ×100 

結 果

1) spheroidの形成

細胞数20-30個の colonyを数個ずつ小三角フラスコ

lζ入れ lOOrpmで振鐙培養すると， 23日自に肉眼的

にも明らかに認められる細胞塊（直径 lOOμm前後）

が出現し， 714日自には直径200-500μmの spheroid

が13個／自ask形成された（Fig.4）・とれらは光顕的に

(μm) 

600 
a b 

400 

／
g
 

200 

（%） 

100 
c d 

ノん一一一一一／ 〆J50 

l . 
2 

...._.... 
2 3 (weeks) 

Fig. 5. Comparison of spheroid formation between 

spinner flask method (open circle) and our 

method from colonies (closed circle). Dia-

meters of spheroid are plotted by mean± 

SE (a: T1, b: 9L). Spheroid growth are not 

different signi日cantlybetween two method, 

but in our method diameter of spheroid is 

not scattered. Rates of spheroid formation 

is indicated in c (T1) and d (9L). Although 

no signi品cantdefference is observed, the 

harvest rate in our method is usually su-

perior to that in spinner flask method. 
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は良く似た形態をしており大きくなるにつれ中心部壊

死を認めるが，球塊としての脆弱さには差があり単層

培養においてプレートによく くっつく細胞ほど sphe-

roidとしての形態をよく保っていた.T,Aおよび gL

に関して我々の方法と spinnerflask法での spheroid

径の変化および spheroidの回収率を F】g.5 Iζ示す．

spheroidの回収率は Sm！の小三角フラスコ内に直径

300μmのspheroidが1個以上形成されたものを陽性

とした．4種の細胞とも両方法での有意差は認められ

なかったが，colonyから形成する方が大きさのばらつ

きが少なく， 12週日での回収率は優れていた． この

方法での spheroid形成能は1,2, 3週目でも（70,90, 

100.Sぢ），T1A(70, 80, 100~仇 T1B(80, 100, 100~ぢ）9L(70, 

80, 90%）であり， plate上での doublingtime T1 16. 5 

hrs, T,A 13. 7hrs, T1Bl8. 5hrs, 9L 20. 5hrsと良く相

関した．

2) ECH 

受精9日目のニワトリ胎児心筋塊を細切したのち3

72時間振海培養するζとにより直径O.3-0. 5mmのほ

ぼ球形のECH組織塊ができた．最外層には平らな線

維芽細胞様の細胞がほぼ一層に並んだ（Fig.6）・この

五broblastoidcell layerは腫蕩細胞の浸潤IC際し一種の

barrierとして働き，組織学的に浸潤度を判定する際

の目安となった.ECHは48時間以内の培養ではきれ

いな球形とならす最外層の砧roblastoidcell layerも

形成されなかった．また引き続き単独で振重量培養する

と9-10日目で空胞変性を生じるため recipientとして

評価できるのは7日目までと考えられた．

3) ラγ ト脳腫蕩細胞の浸潤度

o.35%の軟寒天培地上で spheroidと ECHを接触

させた場合， 4種類の細胞すべてがECHとくっつい

ており（adherence( + ）），引き続き 100rpmで振盤培養

しでも24時間以内lζフラスコ内で分離するものはなか

Table 2. Sni•d invasiveness of 4 rat neurogenic 

cell lines. 

days 

3 5 7 
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All of them are highly invasive tumors. 
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Fig. 7. 

(e.) (b) 

( (;) 

Fi邑.6. Precultured eml,ryonic chick heart fragment (ECH). a & b: scanning electron 

microscopic appearancι （bar indicates 50,u (a) and 5μ (b））・ c light microscopic 

appearance （×100). ECH is al¥¥'ays covered 1nth五broblastoidcell lal'er. 

S"rial photographs of T1B spheroid inva日on.(ECH fragment is stained dark lw川、ti-ECHantibody. 

aι：b on 1st day, c & d: on 3rd day, e & f: on 7th day, a, c, e：×10, b, d, f：×25). On 
the 1st day tumor sph"roid begins to surround ECH but日broblastoidcell layer is still preserved. 

(l11 the 3rd day ECH is surrounded completely by tumor cells and五broblastoidcell !aver has 

disappeared. ( l11 the 7th day tumor cells significant！γinvade into ECH, which iお destrnv"dand 
dcμ"""r:1t1,d (JV c). 
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H S、TO、~OG:NVAS、V、E、NESS 日。 Il m 
I• lb IV• l、b IVc 

1-D  ． ．．． ． ．． ． 
ASTROCYTOMA 

－・
．．．． ．．．． ． ． ．． 

－・
皿～刊

－・
． ．． ．．．． ．． ．． ．． 

ーー
．． 
－・
．． ． 

OLIGODENDROGLIONA 

－・
． 

EPENOYMOMA 

・－－
． ． 

MEDULLOBLASTOMA ． ．． ． 
RADIAτION ． NECROSIS 

Fi~. 9. Correlation between histology and invasiveness in 57 human gliomas. Almost all low 
grade astrocytomas show low invasiveness. In high grade astrocytomas correlation 

between h目tologyand invas附 nessis obserbed in 75必 ofthem, but discrepancy is 
seen in 25必 ofthem. Three cac引 ofoligodendrogliomas show low invasiveness. 
Four ependymomas, all of which have malignant histological features, are highly 

invasive. Four cases of medulloblastomas have moderately invasive property. 

った.4種類のラット脳腫場株での経時的な浸潤度を

Table 2 ir:示す.T1は1日目で既に ECHの最外層を

破壊し interactionを認め（invasivenessgrade lil), 3 

日目以降で著明な浸潤傾向を示し， 7日目では心筋組

織は大部分破壊され腫蕩細胞に置換されていた.T1A, 

TiB,9Lとも表のような浸潤傾向を示し，程度の差は

あるが7日目ではいずれも highlyinvasive tumorと

考えられた．この傾向は前述の doubingtimeならび

にtumorigenicity(T1, T1A, T1B はWistar/Fibigerラ

ット.9Lは Fisher344ラγ 卜の脳内移積率がすべて

100%）と良く相関した.Fig. 7に代表例 （T1BJを示

す．

4) ヒト脳腫軍事の浸潤度

本実験の目的は浸潤性発育を特徴とするグリオーマ

の浸潤能の検討にあるため，グリオ－＜を中心に評価

を行い他の組織型の腫蕩はあくまで参一考とした．

(1) glioma (Fig・8および 9)

invasion testを行ったグリオ－＜は astrocytoma48 

例， oligodendroglioma 3例， espendymoma5例，

medulloblastoma 4例の計61例である． astrocytoma 

は Kernohanの分類24)lL基づき lowgrade astrocyto-

ma(!-!l）と highgrade astro円toma(Ill-IV) I二分け

て検討した．

① astrocytoma 

low grade astrocytoma 8例中 invasivenessEが1

例のみて他の7例は低い浸潤能しか示さなかった．

gradeの高い astrocytoma40例中75%の症例では

invasiveness E以上 （田 10例，れfa 12例，Wb4例， l¥/c

4例）であったが， 残りの259aでは低い浸潤能しか示

さなかった．これらの浸潤能の低い症例でも， HE標

本での腫蕩のviabilityは良く本来の組織像を良く反映

していた invasivenessの強弱ir:拘わらず， いずれも

年齢や腫蕩の局在あるいは初発例か否かなどの特徴に

一定の傾向は認められなかった．

② oligodendroglioma 

3例の oligodendrogliomaのうち 1例が invasive-

ness !l, 2例がい であり， いずれも低い浸潤度しか

示さなかった．

一一一一一 一一一一一Fi~・ 8. Typical invasive patteerns in human gliomas. (S1 x cases on 7th day are presented・）・a& b: Tumor 
tissue is surrounded by precultured embryonic chick heart (ECH）・（ Ib). c & d: Tumor fragment 

and ECH fuse tigh伽山tinterface bet¥¥Tc'n tumor tissue and ECH is not di山由ed.(!IJ. e & f: 
ln凶 digitationbetwe~n tumor tissue and ECH is observed. （皿）. g & h: Although ECH is 
surrounded completely by tumor tissue, the interface is not disturbed. (IV a). i & j: The interf則元ce

is disturbed and tumor cell invade into ECH. (l¥/b）ー k品： 1: Invasion of tumor cell into ECH is 

signi凸cantand ECH is degenerated. (l¥/c). 
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(3）髄膜腫

10例の髄膜腫では，invasiveness卜 IIIC属する 6{¥1] 

はどちらかというと whorl formation が著明で

psammomatous bodyを認めるものが多かった一方，

IV cの4例は meningotheliomatous tvpe にしろ

五broblastictype kしろ cellularityが高い傾向を示し

た．腫湯の局在部位と invasivenessの相関は認められ

なかった．

（↓）神経翰腫

3例の神経鞘腫のうち2例は強い浸潤傾向を示した．

(5) そのイ也

限禽（網膜色素上皮〉原発のメ ラ／ーマは極めて強

い invasiveness(IV c）を示し， 7日自には90%以上

ITHを置換していた．下垂体腺腹はほとんど ECH

iζくつつかず， chemodectoma(jugular foramen）も浸

潤性を示さなかった. 2例の頭蓋咽喉腫は強い浸潤傾

向を示した．良性腫蕩であるが，本システムでの検討

では ame!oblast様の細胞が ECHに浸潤する傾向を

示していた．

第56巻

③ ependymoma 

5例の ependymomaはすべて感性所見を認めたた

めか，明らかな浸潤を示した.(IV a 3例， IVbおよび

IV cがそれぞれ1例であった．）

④ medulloblastoma 

局所浸潤lζ加え播種を一つの特徴とする medullo・

blastomaは invasivenessEが1{¥1], 田が2例， Wが

l伊jであり，中等度の浸潤能を示した．

⑤ その他

術後 radiationnecrosisと判明したl例では， ECH

の五broblastoid cellが摘出組織に樹枝状に浸潤してい

た.( I a) 

(2）転移性脳腫場

6例の転移性脳趨場のうち5例は原発巣が肺癌（い

ずれも adenocarcinoma）で， 1例は hepatoblastoma

であった． 後者は ECHとほとんどくつつかず in・ 

vasiveness 0であった．肺癌由:j(ciJ癌細胞の ECHへ

の浸潤性は一定しないが，皿以上の浸潤能を示すもの

が多かった．
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l':ffnts of protease inhibitors (Pl) on '1'1 cell growth. (C‘E: cartilage L'Xlrnct, GM  
gabexate mesillate, AP: aprotinin) All of them inhibit cell growth on monolayer 
culture dose dependently. The Cell number is significantly different 川 96hrs. 

72 48 24 96 (HRS) 72 48 24 

Fig. 10. 
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Effects of protease inhibitors on cell growth. 

AP (U/ml) 
10 10-1 

(96) 
38.29 

Table 3. 

GM  (mg/ml) 
10-2 lQ I 10-3 

CE 

103 10 5 10-1 

29. 66 14.83 14.08 32.29 12.76 25.08 10.38 T, 

87.79 

gabexate 

56.44 

(indicated by T /C %: treatment group/controll group×100，ι＂E: cartilage extract, G¥・I 
mesillate, AP: aprotinin) All protease inhibitors supress the cell growth of T1 and gL. 

40.60 57.35 45. 08 36.03 52.79 36.03 9L 

の変化では OP単独群ではコント ロールとの有意差を

認めず， GM投与群では濃度依存性に腫場増殖を抑制

したが IP,LともコントローJレとの有志：差を認めたの

は10mg/mlであった.OP+GM投与群では Ipで10

mg/ml, L で101mg/ml以上で‘有意差を認めた. in 

vivoで腫場増殖抑制効果をあげるには，手術と GM

投与の併用が良いという結果であった また生存日数

では，いずれもGl'vllOmg/ml投与で有意な生存日数

の延長を認めた．

(3) 浸潤におよぼす影響

T，は invasivenessN cで浸潤能の強い腫場である

が， GM投与では腫蕩そのものの viabilityが低下する

脳腫第細胞の成長，浸潤におよぼす蛋自分解酵素

阻害剤の影響

(1) in vitroでの成長への影響

T，の成長曲線を Fig.10 IC, T，および 9Lの成長

率（コントロール群との比）をTable3 Iζ示す．もで

は CE,APの添加により濃度依存性に増殖が抑制さ

れ， GMは10-3と105mg/ml において逆転していたも

のの有意にプレート上での増猶抑制効果を認めた．ま

たgLでは，T，ほど著明ではないが濃度依存性に増殖

は抑制された．

(2) in vivoでの抗腫場効果

Fig.11 に腫場体積の経時的変化を示す．
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Effects of protease inhibitors on tumor growth of subcutaneously inoculated brain 
tumors in rats. Macroscopic total removal (Op) group is not signi自cantlyexcellent 
compared with control group. In GM  administration with or without Op, only ・1high 
dose (lOmg/ml) administration signi品cantlysuppressed tumor growth. (ip: intraperi-

toneal administration, I: local administration) 
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Fig. 11. 
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とともに浸潤を抑制していた. (10-1と103mg/mlで 期にはζれらの方法を行ったが労力の割には効率が悪

日， 10-5mg/mlで田） CEおよび川》投与ではいず く充分な spheroidを回収することができなかった．

れの濃度でも腫場組織は ECHを取り囲んでいるが， このため軟寒天重層法による colonyから spheroidを

浸潤は抑制されていた.(Na）薬剤および濃度にもよ 作成したところ満足すべき spheroid形成をみること

るが， 蛋白分解酵素阻害剤は invasiontestでの腫蕩細 ができた．すなわち増殖の旺盛な colonyを核にして

胞の浸潤を抑制した． 振替2培養してやると lOmlのフラスコの中に 1-3個の

い LIと invasivenessの比較 spheroid を確実に作成するζとができる． 目的とす

10症例の結果を［LI(mean，ちろ）・invasi町 ness］のよ る実験iζ必要な数lζ合わせて準備ができ，さほど煩雑

うに表示する.low grade astrocytoma 3例（5.2・ II, 7. 2 な操作も必要としない．樹立細胞株で colony形成能

• II，く1・II],glioblastoma 2例［15.3・m,7.7・Nb], をもっ腫毒事なら， 100%の確率で本法によるspheroid

oligodendroglioma [ < 1・Ib ］，転移性脳腫蕩（4.4・ill], の作成が可能であった．

髄膜腫（3.2 • IV c］，神経鞘腫2例［くl・!Ya,<l・恥 invation testの種々の至適条件を検討したのは

b］であった.10症例ではあるが， LIと浸潤能の相関 Maree！である33,3叫 Sl 1980年の綜説34》の中で彼は reー

は認められなかった． cipient としてどのような組織が至適であるかについ

考 察
て検却した結果，ECH(embryonic chick heart）が適切

であると述べている．我々も recipientの組織として

悪性腫蕩が・・悪性”といわれる諸性質のうち転移が ラット，ニワトリの胎児の脳，心筋，肝臓などについ

大きな因子の一つである仙ζとはいうまでもないか， て検討したが，脳および肝臓は脆弱すぎて振控室培養に

中枢神経系の悪性腫蕩が神経管外へ転移することは稀 耐えられず， かっ ECHのよ うな barrierとしての

であり，周囲脳組織に浸潤性に発育する乙とが悪性像 五broblastoidcell lawrは形成されなかった．さらに最

の大きな特徴のーっとなっているあ41>43品 58>59人したが もコ ンスタ ント！と入手できるものとしてニワトリ飴児

って，悪性脳腫療の治療に際して，この浸潤能の検討 の心筋組織を選択したが，乙れは MareeIの結果と同

は重要である． じであった.recipientとしての ECH組織塊について

三次元の培養系（threedimensional culture system) は， Kieler＇へ M</>rいυらも報告しており，あらかじめ
で悪性腫湯の浸潤能を調べたのは1958年の L目ghton 培養した心筋塊の最外層には平らな線維芽細胞様の細

らがはじめてであり， 以！？之多くの報告がみられるわ10. 胞が被膜のように存在し， これが浸潤に際し一種の

11>12.20・29.31・品仙63.64.70＞.これらのモデルも近年改良が加 barrier になっていると考えられている．

えられ，そのひとつとして腫場塊と心筋塊を混合培養 invasion testの方法として我々は， recipientの形

したのち振盟主培養する invasiontestも確立されてきた 態， 培養液の条件，回転速度について検討を加え，本

帥山2s.33,34,35,4j,42,43l. 腫場細胞が周囲組織に浸潤し転 報のような条件としたが結果的にこれらは Mareelの

移していく過程については，①腫蕩細胞の遊離（separa・ 綜説叩と同様であつたので，その詳細は省略する． ま

tion）②遊再Itした腫湯細胞の組織内移勤（locomotion) た腫湯モテ、ルとしての spheroid の良さM

③腫務細胞の脈管内F名行l>以ト’ 遠隔臓器への定着， は論を持たないが，その作成操作の煩雑さと標本のば

増殖というように分けられる3o.s2>.local spreadingを らつきからあまり用いられていないが，我々の方法に

中心とする①から②までが浸潤（invasio日）という過程 よればζれらの問題点は解決できるものと思われる．

K相当し中枢神経系の悪性腫湯においては特K重要で すでに述べたように，腫場の局所浸潤のメカニズム

ある．浸潤の過程を invitroで“再現”しようとする については古くから多くの研究がなされており，その

のが invationtestである． 主なものとして①growthpressure （細胞増殖に伴う機

腫蕩塊として用いられる spheroidは単層培養時の 械的圧迫）②separation 川、来の組織にとどまらず遊

腫蕩よりも invivoの腫携に近いモデソレとして1971年 離していくこと）③locomotion （細胞の組織内移行）

に Suther］日d らが確立したものである65•67>. spheroid ③destruction of host tissue （蛋白分解酵素などの関

の作成方法としては， single cell suspention から 与） @phagocytosisなどがある＇°＇＂＇ .しかし，浸潤の

spinner flask 内にて作る方法"49＞や microtitr社lion メカニズムについて説得力ある一元的な説明は本だな

plateを用いる方法6）などが一般的である．我 も々初 されていない．腫湯細胞の浸潤の仕組みの解明は極め
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て困難7別であるが，浸潤の過程を限られた条件下では

あるが invitro で再現しようとしたものが invasion

testである．

ラット脳麗場細胞を用いて invasiontestを確立し

た後，グリオー7を中心とするヒト脳腫蕩組織87例の

浸潤能の検討を行った．臨床例の検討において，

primary cultureの後に spheroidを作成し invasion

testを行うのが理想であったが，前述したように新鮮

なヒト脳腫蕩組織からコンスタントにspheroidを作り

invasion testを行うことは不可能であった． そのか

わりに，腫蕩塊として細切したブロック状の組織を用

いたが，との方が術後早期lζ確実な評価が可能であっ

た．即ち，当初乙の方法で果たして腫場細胞が ECHIζ

浸潤していくかどうかという懸念もあったが，予備実

験lζて振控室培養lとより適度な栄養，温度，回転を与え

てやれば浸潤傾向の評価が可能であると判明したから

であるS7'59l. 欠点、としては，①invitro system共通の

欠点であるが，血液供給（血管構築）が無いこと，②

腫蕩組織の heterogen目げ のために最も代表的な部分

がサンプルされない可能性があるというこ点である．

ヒト脳腫蕩の検討では，浸i筒性発育を特徴とする
おtrocytomaでは lowgrade astrocytomaで従来の組

織診断と本システムでのinvasivenessは良く相関した

が， gradeの高い astrocvtoma40例ではその75%で両

者の相関をみたが残りの25~ちでは一致しなかった．こ

のような不一致のみられた症例では今後の臨床経過に

注目する必要がある．例えば，悪性度の高い組織像で

ありながら invasiontestでの浸潤能がさほど強くなか

った症例の5年生存率が高いかどうかである． 最近，

BrdU labeling index (LI）を増殖能の目安とし悪性度

の評価を試みる報告が散見されるカ）S.Js,45,45》， ζれは

従来の 3Hthymidine による LI22》と相関するもので

ある． 我々のシリーズで LIを検討できた astro-

cytoma 系のク リオ－76~］では従来の組織診断と LI

およびinvasiontestでの浸潤能は一定の相関を示さな

かった．増殖能および浸潤能のみから悪性度が決定さ

れるものではないことは言うまでもない3，聞が， 多方

面からの評価が必要であると思われる．

浸潤能に関して astrocytoma系以外のグリオー7で

は症例が少ないこともあり，まだ一定の傾向を論じら

れなかった．

グリオーマ以外では， メラノー7の一例が極めて強

い浸潤能を示し，肺原発の転移性脳腫療も概して強い

浸潤能を示した．

髄膜腫10例中4例および神経腰3例中2例は強い浸

潤能を示したが，とれら組織のcellularityは概して高

く退行性変化を認めるものはなかった．髄膜腹は中庇

業起源、でありECHと親和性が良いことおよび，フラ

スコ内での primarycultureでその五broblasticcellが

良く増殖することが本システムでの強い浸潤能と相関

している可能性があると思われる． 神経鞘腫もフラス

コ内では良く増殖する傾向がある.in vitroでの増殖

能と浸潤能は必ずしも平行するとは断定できないが，

本法のように ECH を recipientとした限られた条件

下では乙の増殖能が強い浸潤能を惹起した可能性も考

えられる．しかし，両者とも生体内では脳組織に浸潤

することなく expandingk増殖し脳組織を機械的に

圧迫するか， その増殖は緩慢である． よって浸潤のメ

カニズムとしては， グリオー7のように脳組織に浸潤

性に増殖するものと髄膜腫のような invitroでの易増

殖性によるものの二つを考慮しなければならないと思

われたが，本システムでは両者を同一レベルで評価す

ることは不可能であった5"59>.

in vitroでの invasiontestを考案するとともに，浸

潤阻止因子の検討も行った． 従来から，軟骨組織は腫

場細胞の浸潤をうけず印九軟骨組織の抽出成分が腫蕩

細胞の浸潤を抑制するといわれている川知． これらは

蛋自分解酵素阻害剤の作用による1>27.37，仙叫が，脳腫蕩

細胞におよぼす影響についての検討はみあたらない

本研究では確立したinvasiontestを用いて脳腫蕩細胞

の成長と浸潤におよぼす影響について検討した．薬剤！

としては， 軟骨抽出物質（CE),gabexate mesilate 

(GM）および aprotinin(AP）を用いた. CEは三種

の異なった分画， すなわち collagenaselζ対する分画

（分子量22000),cathepsin Bや papainなとの thiol

protease に対する分画（分子量13000),trypsinなど

のserineprotease iζ対する分画（分子量7000）から成

っている51> GMおよびAPは市販されている蛋自分

解酵素阻害剤であるが，いずれも trypsin,kallikrein, 

plasm inなどに対する阻害効果を持っている56）.蛋白

分解酵素阻害剤の作用機序は，①腫湯細胞の浸潤， 転

移（C際しその proteolysisを阻害し，②細胞分裂を抑

制し腫療の増殖を阻害するS2・拍山といわれている． 今

回の実験ではいずれの蛋自分解酵素阻害剤も invitro 

での細胞増殖は著明に抑制したが，invivoの腫場増殖

抑制Kは高濃度の薬剤が必要であった．一方， inva-

tion testを用いた浸潤抑制能の検討では通常の使用量

で浸潤は抑制されていった．従って，蛋自分解酵素阻
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害剤（ま脳腫湯の増殖よりも浸潤IC効果があると思われ

た しかし，当然のととながら腫湯の浸潤のメカニズ

ムは複雑であり 16，晶35,39，仙72', preliminary k行ったヒ

ト脳腫湯への浸潤抑制l効果は一定しなかった．例えば，

組織学的には同じ astrocytomagrade Eでも薬剤jの有

効濃度は異なり，通常の使用量での浸潤抑制は困難で

あった．浸潤阻止因子の検討は，とりもなおさず浸潤

のメカニズムの解明につながるものであり，もう少し

基礎的に掘り下げた研究が必要であると思われる．す

なわち，ヒ ト脳腫場組織においても再度 primarycul-

tureの後，継代可能な腫蕩細胞において spheroidを

作成しinvasiontest における浸潤動態の検討を電顕レ

ベソレも含めて行い，同時に抗癌剤および蛋自分解酵素

阻害剤の効果について詳細に検討する必要がある．し

かし，すでに述べたように spheroidの作成が可能な

症例は少なく，さらに労力の必要な作業であるが，今

後の腫疲細胞の浸潤のメカニズムの研究IC::は是非とも

必要なととと思われる．

また，脳腫療の悪性度を検討するには浸潤能のみな

らず BrdU labeling indexで代表される増殖能の検討

も必要であるので，今後さらに浸濁能および増殖能両

面からの評価を続ける予定である．従来の組織学的診

断がその悪性度と良く相関することはし、うまでもない

が，たとえば同じastrocytomagrade illという診断で

も画一的な組織像を示すわけではなく，その組織像に

はある程度の広がりがみられる．本研究で検討した臨

床例でも同じ astrocytomagrade illの中lζ， 急激な

経過で悪化したものや再発までに比較的長い時間を要

した症例が存在した．そして，全例ではないが組織学

的に悪性所見を示しながら緩慢な経過を示す症例の中

IC:: invasion testでの浸潤度が低かったり，低い LIを

示すものが確かに存在した．このような症例において

は， i・ど；Kの組織学的診断に加えて浸潤能や増殖能の検

討が有用であると思われる．

脳腫務細胞の浸｛閣のメカニズムは復維で，その解明

は困難であるが，invitroで簡便に腫場の浸潤能を評価

する invasiontestを考案した．浸潤能という観点から

脳虚蕩の悪性度を評価するためにinvasiontestは有用

であると恩われた．

結 三五
回＂

1) 局所浸潤を一つの大きな特徴とする悪性脳腫蕩の

浸潤能を検討するために，invasiontestを考条した，

invasion testとは， spheroidもしくは細切した腰湯塊

とあらかじめ振鍾地養（shakerculture）し球形とした

ニワトリ胎児心筋塊を軟寒天培地上でく っつけた後，

振盟主培養し経時的な腫蕩細胞の浸潤を組織学的に検討

するものである．

2) sphenoid形成に際し，軟寒天重層法で colonyを

形成したのち振重量培養する工夫を加えることによりコ

ンスタントIζ細胞塊が回収できた．

3) 4種類のラット脳腫蕩細胞 sphenoidを用い， in-

vasion testを確立した後，グリオー？58例をはじめと

するヒト脳腫場87例においてinvasiontestによる浸潤

能の検討を行った．との際， spheroidのかわりに細切

したブロック状の麗湯組織を用いる点を工夫した．

4) 浸潤性'It育を特徴するクリオーマ（特lζastro・

cytoma）では，大勢においてiit米山手ll織診断と inva-

sion testによる浸潤能は良く相関したが， 一部に両者

の不一致を認める症例が存在した．乙の点の詳細な検

討にはヒト脳腫場組織由来の spheroidを用いたより

基礎的な研究が必要と思われた．

5) 一部の症例で BrdU labeling index (LI）と in-

vasion testでの浸潤能を比較したが，両者は相関しな

かった しかし，脳腫療の悪性度を評価するには浸潤

能と増殖能の両面からの検討が必要である．

6) 蛋自分解酵素阻害剤が，脳腫蕩細胞の成長および

浸潤lζ及ぼす影響について検討したが，臨床例への応

用にはなお基礎的な検討が必要であると思われた．

7) 脳腫湯の悪性度を検討する際iζは多因子の検討が

必要であるが，浸潤能という観点から悪性度を評価す

るために， invasiontestは簡便で有用な方法と思われ

る．

稿を終えるにあたり懇篤な御指導，御校閲を賜りました京
都大学脳神経外科教授菊池晴彦先生に深甚なる感謝の意を表

します．
また終始御示唆，御指導を戴きました京都大学脳神経外科
助教授山下純宏博士に深謝の意を表します．そして実験理論

および結果の解析に御指導戴きました京都大学脳神経外科助

手徳力康彦博士，滋賀県立成人病センタ一部長織田祥史博
士，京都大学脳神経外科宮武伸一学兄K感謝の意を表しま

す．
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