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   Surgical tumor specimens from 67 urological malignancy patients were subjected to a human 
tumor clonogenic assay (HTCA) developed by Hamberger and Salmon. Appreciable growth of 
colonies was obtained in 20 of the 33 renal cancers, 20 of the 30 urothelial cancers and 1 of the 
4 testicular cancers examined. Using HTCA, a plating efficiency ranging from 0.01 to 0.5% was 
obtained in these urologic malignancies. However, colonial growth adequate for chemosensitivity 
was obtained in 30 of these 67 patients. According to Von Hoff's definition, more than a 70% 
decrease in the plating efficiency after anticancer drug exposure was defined as susceptible. Sus-
ceptibility to vinblastine (VBL) was seen in 4 of the 11 patients with renal cancer. Susceptibility to 
cis-dichlorodiamine platinum (CDDP) was seen in 4 of the 15 patients with urothelial cancer, 1 of 
the 4 patients with renal cancer, and that to adriamycin (ADM) was seen in 3 of the 15 pa-
tients with urothelial cancer, 2 of the 10 patients with renal cancer and 1 patient with testicular 
cancer. For comparison, the ratio of IC,, to the peak plasma concentration of the drug tested was 
used as the " in vivo - in vitro therapeutic index (TI)"- According to TI, susceptibility to VBL was 
seen in 3 of the 7 patients with renal cancer, and that to CDDP was seen in 2 of the 12 pa-
tients with urothelial cancer, and 1 of the 2 patients with renal cancer. Susceptibility to ADM 
was seen in 3 of the 15 patients with urothelial cancer, and 1 of the 6 patients with renal can-
cer. These data suggest that chemosensitivity is a matter of individual susceptibility and HTCA is 

potentially useful for chosing the most effective drug.
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緒 言

種 々の 薬剤 感 受性 試 験 の うち,臨 床 効 果 と最 も良 好

な 相関 を 示 す と され て い る ものがHamburger,Sal-

mon量 ～3)に よ り開 発 さ れ たhumantumo「clono.

gcn量cassayで あ る.以 来 多 くの 施 設 で 本 法 が試 み.ら

れ る よ うに な り,臨 床 治療 効 果 と の一 致 率 も きわ め て

高 い とす る報 告 が な され て きだ ・5>.各 担 癌 患者 自身

により得られた腫瘍組織の初代培養であるため,存 在

する細胞構成が採取材料と類似 していることか ら,従

来の継代培養細胞を用いた薬剤感受性試験6の に比較

し,よ り個々の患者に適した判定結果が得 られるもの

と考えられる,

ごれ罰「まで報告 され たhumantumorclonogenic

assayの 成績を検討すると,確 かにVonHoffら も

述べているようにtruenegativerateカ ミきわめて高
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いことから,副 作用のみ強 くかつ臨床効果の期待しえ

ない薬剤の選択が可能となった.つ まり抗癌化学療法

を行な うに際し,は じめにこれらのresistantな 薬剤

を除外し,つ いで臨床効果を期待しうる抗癌剤を単独

または併用で臨床応用することにより,既 存の抗癌化 ,

学療法に比しより高い治療効果が得られるものと考え

られる.

しか し一方では手技の繁雑さ,至 適接触薬剤の濃度

および作用時間の設定,判 定方法の確立な どの他 に

turepositiverateが 期待したほど高 くないことが問

題点として挙げられる.今 回著者は判定法を中心とし

た検討 を,humantumorclonogenicassayを 用 い

て行なってきたのでその成績を報告する,

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泌尿器科悪性腫瘍組織64例 を用い

た(Tablci).

実験方法(Fig.!)

すべての手術摘出標本は減菌ガーゼで被覆し,当 施

設に集められた.感 受性試験の方法は常に無菌操作 と

し,腫 瘍組織をハサ ミで1mm'以 下 になる よう細切

した.同 時に壊死組織,出 血巣はできるだけ除去 し

た,細 切組織片をHank's液(GIBCO社)に て数

回洗浄後,0.5mg/ml濃 度pronase(科 研化学(株),

東 京,750,000単 位/9),o・2mg/ml濃 度collagenase

(TypeI,sigma社,u・S.A.)お よ び0.2mg/ml

濃 度DNase(TypeI,Sigma社,U・S・A・)の3剤

混 合 液 中 で37℃,30分 間酵 素 処理 を 行 な い,白 金 メ

。シ ュ(N・ ・80)難 は 滅 菌 ガ ー ゼ に て 濾 過 し26

gauge注 射 針 を 通 し単 離 浮 遊 液 を 得 た.症 例 に よっ

て は3剤 混 合 液 の代 りに1.8mg/ml濃 度 のcollage・

nase溶 液 中 の み で37℃,2時 間 の酵 素処 理 を 行 な っ

た.っ い で900～1,000rpmで10分 間遠 心 した の ち,

上 清を 捨 て15%胎 児 牛 血 清(MicrobiologicalAssoci

ates,Md.,U.S.A.)をHam'sF12培 地(日 水製 薬

(株),東 京)に 加 え た培 養 液(以 下FC-15と 略 す)

に 浮 遊 させ る.0.5%trypanblue液(GIBCO社)

染 色 に て 生 細 胞 数 を 算 定 後,さ ら にFC・15を 加x

I2.5～25.0×144cells/ml濃 度 の 細 胞 浮 遊 液 に調 整 し

た.こ の よ うに して得 られ た単 離 細 胞 浮 遊 液 に各 段 階

濃 度 の 各 種抗 癌 剤 を37。Cに て1時 間 薬 剤 処理 後培 養

Table1. Numberoftumorssubmittedto

chemosensitivitystudy.

RenalCellCarcinoma

UrothelialCarcinoma

RenalPelvis

Ureter

Bladder

Testic凹 互arTumor
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4

cases
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8cases

17cases

eases

Total 67 cases
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Pig.1.Procedureofhumantumorclonogeniccellassay.
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Table2.Anticancerdrugsinvestigatedinnitro

Drug ConcentrationRangeTested(ug/ml)

Adriamycin

Cisplatinum

Carboquone

Vinblastine

0,005-0.5

0,025-2,5

0.005-0,05

0,0f-i,o

Table3.Growthofprimarytumorcells,

Typeoftunor 閥o●oftu鵬orsGrowth

putinculture

Incidenceofcolonial6rovth

adequatoforcheロ050n8itivity

Renal

Urothelial

Renalpelvis

Ureter

Bladder

Yesticular

33

30

5

B

17

4

zo(six)

zotsix>

a(soz)

5(63$)

12(71f

1(25$)

13(39f)

16(53∫)

2(40$)

4(50$)

10(59銘)

i(zsz)

To七81 67 91(61$) 30(95%)

液 を 除去 し,Haln'sF12培 養 液 を 用 い て3回 洗 浄 し

抗済 剤 を除 去 した.つ い でFC-15を 加 えた0.24%軟

寒天 培 地(TypeI,Sigma社)5～10×104cells/dish

(3002tissueculturedish,Falcon,Oxnard,Cal.,

U.S,A.)濃 度 の 細 胞 を播 種 し,culturelayerと し

た.最 後 に あ らか じめ 準 催 して お い た0.4%寒 天 培 地

で あ るbasallayerに,culturelayerを 重 層 さ せ 二

層軟 寒 天培 地 で培 養 した.実 験 は 原 則 と して 各 種 抗癌

剤各 濃 度 当 り3dish作 成 し,37。C,7%CO2-air

incuUator中 で2～4週 間 培 養 後,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 に て50個

以上 の 細 胞集 団を コRニ ー と判 定 した,使 用 した 抗癌

剤 お よび 濃 度 はcis-platinum(CDDP),carbazil-

quinone(CQ),adriamycin(ADM)お よびvin-

blastin(VLB)で あ り,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.

実 験 に 用い た 抗 癌 剤 お よ び 薬 剤 濃 度 をTable2に 示

す.

感 受性 判 定 方 法

1.臨 床 常 用 投 与 量 に お け る最 高 血 中 濃 度 のi/io量

で薬 剤 接触 に よ り,未 処理 群 の70%以 上 の コ μニ ー減

少率 を示 す 場 合 を 有 感 受性 と判 定 す る(VonHoffら

の方 法).

皿。 各抗 癌 剤 の 臨 床 常 用投 与量 に おけ る最 高 血 中濃

度 と,3濃 度 薬 剤 処 理 に よ り得 られ たdoseresponse

curveよ り算 出 した90%発 育 阻 止 濃 度(ICg・)値 との

比をinUtUO-1nvitrotherapeuticindcxと し,1・0以

上を 示す 場 合 を 有 感 受 性 と判 定す る.

結 果

1,尿 路悪性腫瘍67例 のうち尿路上皮癌30例 中20例

(67%),腎 細 胞癌33例 中20例(61%)お よび睾 丸 腫 瘍

4例 中1例(25%)に1dish当 り5個 以 上 の コRニ

ー形 成 を認 め た .

2.コ ロ ニー形 成 率 は 尿 路 上皮 癌 で は0.Ol～0.5%,

腎 細 胞 癌0.05～0。3%お よび 睾丸 腫 瘍 ではo.ot%で あ

った.

3.抗 癌 剤 感 受 性 試 験 は67例 中30例(45%)に おい

て,評 価 可 能 であ った,

4.抗 癌 剤 感受 性 試 験 の 結 果 をTable3～5に 示 し

た.尿 路 上 皮 癌30例 中16例(53%),腎 細胞 癌33例 中

13例(39%)お よび 睾丸 腫 瘍4例 中1例(25%)の 評

価 可 能 症 例 計30例 につ き検 討 した.VonHoffら に よ

る判 定 基 準 に よれ ばADMに 対 して,尿 路 上皮 癌15

例 中3例(膀 胱移 行 上皮 癌case4,6お よ び 尿 管 癌

case13),腎 細 胞癌10例 中2例(caseI7,26)お よび

睾 丸 腫 瘍1例(casc30)に 有 感 受性 と 判定 さ れ た.

CDDPに 対 しては 尿 路 上皮 癌15例 中4例(膀 胱 移 行

上 皮 癌case4,6,7お よび 腎孟 癌casell)お よび

腎細 胞 癌4例 中1例(case26)が 有 感 受性 と判 定 され

た.GQに 対 して は 尿路 上皮 癌15例 中3例(case4,

6,7),VLBに 対 して は 腎 細 胞 癌II例 中4例(case

l7,18,21お よび26)が 有 感 受 性 と判 定 され た.こ

れ に 対 しinvivo-invitrotherapeuticindex値(以

下TI値 と略 す)は,理 論 的に はLO以 上 を一 応 有 感

受 性 と判 定 す る が,そ れ に 近 い 値 を示 す もの も臨 床

応 用 に 際 し,そ の 有 効性 が 期 待 で きる もの と考 え られ

る.い ず れ に せ よ1.0以 上 のTI値 を 示 す も.のを 感 受

性 あ りとす る と,ADMに 対 して は 尿 路 上 皮癌ll例 中

2例(膀 胱 移 行 上 皮 癌case2,尿 管癌case13)お よ

び 腎細 胞癌6例 中1例(casel7)が 有 感受 性 と 判 定

された,CDDPに 対 して は 尿路 上 皮 癌12例 中2例
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Table4.ChemosensitivityofurologicmalignantcellstoanticancerdrugsinHTCA.

Drus/Ca50123456789101112131415

Su8copt五bilityムD麗

AccordingtoCDDP

VonHoff'sfA

DefinitionYLB

RR
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RSRS
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R
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一invitroCDDP
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Indo罵VL3
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0・080・ 臼4
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SusceptibilityADN
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VonHoff'sCQ

DefinitionVLB
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RR

R
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R翼RSR。

R

R

S

R

R

invivodDM

-invitroCDDP

TherapeuticCQ

lndo罵VL3

0.35

0。07

3.960.560.04 0.210.29-0.20--

41.320.06

100.001.590.02-一 一 〇.160.22-32.050.65

一3noto翼a●finedS3Sensiti▼o腱3腕 ●8五●tentτ.z・=P68ヒPユ08匿8Coneentretio隔!ICg●

1-10:Bladder11,12:RenalPelvis13-16:Ureter17-29:Renal30:7estieular

Table5,Chemosensitivityofurologicmalignantcellstoanticancerdrugs.

DrugPenalUrothelial Testicular

RenalpelvisUreterBladder

Susceptibility

accordingto

YonNoff's

definition

eux

CDDP

CQ

VL8

2/10(20%)3/15(20%)

1/3(33%)4/ib(27%)

0/1(0∫)3!15(20瓢)

9nitasz)

0/1(0$)1/4(25$)2/10(33$)1/1(100$)

1!2(50$)0/4(O聾)3/9(sax}0!i(0瓢)

0/1(Ox)0/4(0%)3/10(30%)0/1(0$)

一 一 〇!1(0∫)

Susceptibility

accordingto

therapeutic

index

ムD麗

CDDP

CO

VLB

1!6(17∫)2111(iaz)

1/2(50%)2/12(17%)

0/12(ox)

3!7(435)

0/1(0$)1/3(33x)1/7(14x)

ii2(soz)oi4(ox)us(i7z)

0/1(0∫}0!4(oz)O/7⊂oz)

駒noto異8腓ined

(膀 胱 移 行 上 皮癌case7,腎 孟 癌casc11)お よび 腎

細 胞 癌2例 中1例(case26)が 有 感受 性 と 判 定 さ れ

た.CQに 対 して は 膀胱 移 行上 皮 癌casc2で0.94,

尿 管 癌case14で0.83と や や高 いTI値 を 示 した が,

い ずれ も1.0末 満 で あ り判 定 と しては 感 受 性 な し と し

た.VLBに 対 して は 腎細 胞 癌7例 中3例(Case17,

18お よび26)が 有 感 受性 と判 定 され た,

考 察

初 代 培 養 細 胞 を用 い た抗 癌 剤 感 受 性 試験 と して1977

年Hamburger,Salmonら はhuman-tumorstem

cellassayを 開 発 し報 告 した.彼 らは二 層 軟 寒 天 培 地

を使 用 す る こ とに よ り,高 い コ ロ ニー形 成 率 を得 る と

と も にfibroblastやiy皿phocyteの よ うな正 常 細

胞 の発 育 を 抑 制 し,腫 瘍 細 胞 を 実体 と して確 認 す る こ

とが 可 能 とな り,そ の 上 このassayに よ り得 ら れ た

invitroの 結 果 と臨 床 治療 効 果 と の一致 率 も き わ め て

高 い と報 告 した.そ の 後本 法 を用 い た 各施 設 で の報告

も相 つ い で 行 な われ る よ うに な りs-u》,一 方 近 年 コ ロ

ニ ーを 形 成す るclonogeniccellはstemcellの み

で あ る と の 証 明 が 得 ら れ な い こ と か ら,human

tumorclonogenicassayと 呼 称 さ れ る よ う に な っ

た 】2).い ずれ に せ よ こ れ ら の 報 告 に よ れ ば,こ の

assayに よ りsensitiveと 判 定 され た 薬 剤 が 臨床 効果

と して も有 効 とな るtruepositive・rateは50～70%

で,反 対 に 本assayに よ りresistantと 判 定 され た

薬 剤 が 臨 床効 果 と して も無 効 と な るtruenegative

rateは85～100%と い う結 果 で あ った.す な わ ち抗

癌 剤 の 副作 用 のみ 強 くか つ 効 果 の期 待 で き な い薬 剤 の

選 択 に は,本assayが きわめ て有 用 で あ る こ と を 示

唆 して お り,ま た この方 法 が 各担 癌 患 者 の腫 瘍 組 織 よ

り得 られ た 初 代 培 養 細 胞を 用 い て い る こ とか ら,当 初

感 染 症 に 対 す る 化学 療 法 の 分 野 で 既 に 確 立 され て い る

感 受 性 測 定 に準 じた成 績 が 得 ら れ る もの と期 待 され
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た.従 来 より行なわれてきた抗癌化学療法の基本的な

考え方は,で きるだけ臨床効果の期待しうる薬剤を第

一に選択し,こ れらを単独または併用することにより

さらに相加および相乗効果を期待することであった.

当然これ らの抗癌化学療法のregimenは 各抗癌剤の

薬理作用および体内薬理動態を考慮し,疾 患群別に臨

床応用されてきた,し かし,同 一疾患であっても個 々

の症例により薬剤感受性に差がみられることは周知の

事実であり,よ り高い臨床効果を得るためセこはこのよ

うな画一的なregimenの 決定法では十分とはいYxな

くなった,こ れに対 しHamburger,Salmonら に よ

り開発されたhumantumorclonogenicassayは こ

の点各担癌患者が有する腫瘍組織に対 し,そ れぞれど

の抗癌剤が臨床効果を期待しうるかを示唆する結果を

提供することか ら,よ り高い臨床効果が得られるもの

と考えられる.実 際本assayの 結果に基づ き得 られ

た臨床治療効果に関する報告も増加してお り,そ の有

用姓が期待されている.し かし一方ではこのような利

点とともに,接触薬剤濃度および薬剤接触時間,培 養時

間,cellaggregate,コ ロニー自体の性状および発育

様式さらに判定法などに関する諸問題が提起されてい

る.腫 瘍細胞と抗癌剤との接触濃度および接触時間に

ついては,通 常抗癌剤の臨床常用量における最高血中

濃度の1110濃 度量を1時 間接触作用させている施設が

多い.し かし抗癌化学療法を行なう場合抗癌剤の作用

だけでなく,そ の代謝 ・排泄さらに腫瘍組織での血流

をも考慮することが重要であ り,山 本13)は条件設定の

1つ の基準としてAUCを 用いた結果を検討し,そ の

有用性を報告 している.抗 癌剤のpharmacokinetics

を中心に設定 した条件であ り正今後さらに検討されて

ゆくものと考えられる.

培養期間については,当 然短期間で判定結果が得ら

れるassayが 望ま しいが,本assay.で は コロニー

形成に2～4週 間を要 し,か つコロニー形成率も満足

すべき結果が得られなかった.assay施 行全症例で感

受性試験結果が得られることが理想であり,こ の意味

からも近年各種ホルモン剤やgrowthfactorな どの

培地内添加が行なわれてお り14・16),われわれも今後こ

の点につき検討する予定である.

コロニー自体の判定は,こ れまで自動 コロニーヵウ

ソター.画 像解析処理装置さらに倒立位相差顕微鏡な

どを用いた方法により行なわれてきているが,single

cellお よびcellaggregateよ り形成されたコロニー

の鑑別はかな り困難であり,positivecontrolplate

をお き増殖のみられないaggregateやclusterを 除

く試みや,viablecolonyの みを染色する方法16)さら
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にcoionyvolumeの 変化により感受性を判定する方

法などが試みられてきている.し か し現在のところ,

いずれの方法が最良であるかはまだ結論が得られてい

ない.

今回著者は,お もに本assayで の判定法を中心 に

若干の検討を行なった.Tablc4に おいてみ られる

ように,case2お よびcase14の ごとくVonHoff

らの感受性判定で試験薬剤のすべてがrisistant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で ある.つ まりVonHoff

らの判定法ではsens三tiveま たはresistantの いずれ

かの判定結果のみしか得 られないが,各 薬剤のTI値

が1.0に 近い場合臨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,組 織型別感受性についてはTable5で み

られるように,腎 細胞癌でのCDDPお よびVLB

を除いて有効率は約20%前 後であ り,臨 床的に抗癌剤

の有効率が10～20%と いわれている結果にほぼ相当す

る.今 後の課題は,こ のassayに よ り得られた これ

らの有感受性薬剤をいかに有効に組み合せ,併 用療法

を行なうことによりどの程度高い臨床効果が得られる

かを検討することにある,

最後にこのTI値 を用いた判定法の問題点について

は,3濃 度薬剤処理により得られた回帰直線より理論

値 としてのICgo値 が算出され,こ の値を基にTI値

が求められることより,当 然従来の方法に比較し多数

の腫瘍細胞を必要とするのみならず,そ の煩雑性は否

定しxな い.今 後解決すべき課題の1つ であると考え

られる.

結 語

1982年12月 より当教室では尿路悪性腫瘍の手術材料

を用いて,humantumorclonogenicassayに よる

抗癌剤感受性試験を行なっている.尿 路悪性腫瘍67例

(腎孟 ・尿管移行上皮癌13例,膀 胱移行上皮癌14例,

腎細胞癌33例 および睾丸腫瘍4例)に 本assayが 施行

され,そ の コロニー形成率は尿路上皮癌で は0.Ol～

0.5%,腎 細胞癌0.05～0.3%お よび睾丸腫瘍で40.01

%で あった,抗 癌剤感受性判定基準 としてVonHoff

らに準 じた方法とともに,一 方ではTI値 に よる感

受性判定を行なった,い ずれかの判定法で感受性評価

可能例は尿路上皮癌30例 中16例(53%),腎 細胞癌33

例中13例(39%)お よび睾丸腫瘍4例1例(25%)に

み られ,計67例 中30例(45%)で あ った.尿 路上皮癌

においてVonHoffら の判定基準ではCDDPに 対
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して27%(4J15),ADMお よびcQに 対 してはい

ずれも20%(3/15)が 有感受性と判定された.TI値

に よる判定基準ではADMに 対 して18%(2/11),

CDDPに 対 し17%(2/12)が 有感受性と判定された・

腎細胞癌については前者の判定基準に よれ ば,VLB

に対 し36%(4/11),CDDPお よびADMに 対 して

それぞれ25%(1/4),20%(2/10)で 有感受性と判定

され た.後 老の判定基準で はCDDPに 対 し50%

(1/2),VLBに 対 し43%(3/7),ADMに 対 しては

17%(1!6)が 有感受性と判定された.以 上の2つ の

判定法でまったく一致 した結果は14例 で得 られ てお

り,残 る症例において今後の臨床応用での結果により

いずれの判定法が有効性が高いか判断せざるを得ない

と考xら れる.

今後症例を重ね,今 回われわれが用いた判定法の有

用性につき検討する予定である.
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