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Clonogenic assay has been used to study the in vitro colony growth and drug sensitivity of 

human gastric and colorectal cancers. In this study, the following results were obtained: 

① Appropriate colony growth required for d巴terminingchemosensitivity (an average of 

30 or more colonies on control plates) was obtained in 51 of 104 ( 49°/o) gastric cancers and 76 of 

102 (75%) colorectal cancers. There was significant difference in colony growth between gastric 

and colorectal cancer (P<0.001). 

② Taking;;;;50% colony inhibition as a de五nitionof sensitivity in vitro, colorectal cancer 

was significantly more sensitive to the anticancer drugs used in this study than was gastric cancer 

(P<0.001). 

③ Mitomycin C showed remarkably higher e伍cacyagainst tumor colonies derived from 

colorectal cancer than against those from gastric cancer (P<0.025). 

④ Correlation of in vitro sensitivity between human tumors and corresponding xenografts 

in nude mice proved that the colonies grown in vitro had originated from cancer cells. 

緒言

近年，悪性腫蕩lζ対する化学療法の成績は著明に改

善されているが，その多くは，腫蕩の種別lζ有効な制

癌剤併用療法が開発されて来た乙とによる．

しかし，以前より制癌剤に低感受性であるとされて

Key Word: Clonogenic assay, Colony growth, Chemosensitivity Gastnic cancer, Colorectal cancer. 
索引語：クロノジェニックアッセイ，コロニー形式，制癌剤感受性，胃癌，大腸癌？附ntaddress: The 2nd Department of Surgery, Fa凶 tyMedicine, Kyoto University, Saky叫 u,Kyoto 606, 
Japan目



372 日外宝第53巻第2号（昭和59年3月）

きた胃・大腸癌に関しては，今だその臨床成績に目立

った改善を見ていない．

胃・大腸癌K効果的な制癌剤として 5FUが導入さ

れて以来，臨床的に有効であると判定された制癌剤は

数種類にすぎず，現在，それらの併用療法が検討され

ているが， 胃癌と大腸癌を区別して，使用する制癌

剤を選択するというととは特に行われていないa.s,is,20,

21'22) 

in vitroの制癌剤感受性試験である clonogenicas-

say"8＇は，その判定結果と臨床効果との高い相闘が報

告され，現在，非常に予言性の高い感受性試験と評価

されている．

著者は，胃・大腸癌lζclonogenicassayを施行し，個

々の症例の制癌剤感受性を測定し，臨床へ feedback 

するだけでなく，両腫蕩の invitro におけるコロニー

形成能，制癌剤感受性を比較し，その差異について検

討した．

対象及び方法

(I）症例：当教室及び関連施設において手術摘出さ

れた胃癌104例，大腸癌102例を対象とした．乙れらの

手術摘出標本の一部を可及的無菌的に採取し，培養液

中にて移送， clonogenic出 sayを施行した，

(II) Clonogenic assay19》；

腫蕩細胞の酵素学的分離には， 0.145ぢCollagenase

type I, 0. 03% (500 KU /ml) Deoxyribonuclease type 

I （以上 SigmaChemical Company, ST Louis USA) 

加 a-MEM（以下， EnzymeSolution）及び 0.035ぢ

Deoxyri bon uclease加 a-MEM（以下， DNaseSolu-

tion）を用いた．

又，腫場細胞の培養には， Penicillin(50 U /ml), St-

reptomycin (50 mcg/ml), Amphotericin-B (1. 2 mcg/ 

ml) (Gibco Laboratories, Grand island Biological 

Company), 15%牛胎児血清加 CEM(Chee’S modiι 

cation of Eagle’s medium) （以下， CultureSolution) 

を用いた．

実験室lζ移送された腫場は鋭努刃Kて充分に細切し，

腫蕩 1grあたり 10～20mlの EnzymeSolution中

Kてゆるやかに撹伴しながら， 37°CC02 incubator 

内で30～60分間酵素を作用させ，腫蕩細胞の分離を行

った．とれを滅菌した2枚ガーゼlζて鴻過し，残澄を

除去， 800～lOOOrpmkて遠沈し，上清の酵素液は吸

引廃棄した．沈澱した腫場細胞に DNaseSolutionを

加え，軽くピペッテイングを行い細胞を浮遊させ，再

表1Drug Concentration 

Drug Concentration 

Adriamyrin 0.4 (μg/ml) 

Bleomycin 2.0 

BCNU 2.0 

Cis-platinum 2. 0 

5司FU 10.0 

Mitomycin 3.0 

Melphalan 1.0 

度遠沈后，上清の DNaseSolutionは吸引廃棄した．

腫蕩細胞は cultureSolution にて suspendし， trypan

blue exclusion test lζて生細胞比率を測定した後，生

細胞数が 1.5×106/mlとなるように調整した．

Culture Solution IC Bacto-agar (Difeo Lab. De-

troit, Mich）を0.55ぢとなるように加え， 35×lOmm

の Petridish に lmlずつ分注し下層を作成した．調

整された腫蕩細胞浮遊液を lmlずつ試験管IC分注，

無制癌剤の controll～2本を除き，各々に制癌剤と
50'C iζ温められた 2mlの Agar加 culturesolution 

を加え， 0.35ぢAgar加腫蕩細胞浮遊液とし， 3枚の

Petri dish下層上lζlmlづっ分注，上層を作成した．

使用した制癌剤は7種類であり，腫蕩細胞と各制癌

剤との接触濃度は，制癌剤常用量の人体血中ピークレ

ベノレ濃度を参考に決定した2l （表1). 

麗蕩細胞と制癌剤とは持続接触であり， 1枚の Petri

dish には 5×105個の腫蕩細胞が plateされた乙とに

なる. flateの終った Petridishは 37'CCo2 incu-

表2 コロ一一形成

コロニー形成を来した症例＊／症例数（第）

E円百 癌

原発巣 25/ 65 (38%) 

転移巣帥 26/ 39 (67 ) 

計 51/104 (49 

大腸癌

原発巣 57/ 73 (78 

転移巣柿＊ 19/ 29 (66 

計 76/102 (75 

* control dishで30個あるいはそれ以上のコロニー
形成を来したもの

＊紳リンパ節36，腹水l，大網l，腹壁1

＊＊＊リンパ節25，腹壁2，肝2
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bator内で2～3週間培養，倒立顕微鏡でコロニー形

式を確認した後， Biotranill全自動コロニーカウンタ

ーを用いて，各 dishのコロニー数を測定した.50個

あるいはそれ以上の細胞の集団をコロニーと判定し，

control dish において30個以上のコロニー形成を認め

たもののみを制癌剤感受性判定可能とした. plate時

iζ冷蔵保存した dishを用いて，少数の cellcluster 

による誤差を調整した．

制癌剤の抗腫蕩効果は，無制癌剤の controldish lこ

形成されたコロニー数に対して，制癌剤とともに plate

された dishのコロニー形成数が，何パーセント抑制

されたか（コロニー形成抑制率）を計算して判定した．

なお，感染を来した症例は，コロニー無形成と判定

した．

(III) ヌードマウスへの移植

醇素学的分離にて作成された胃癌1例，大腸癌1例

の腫場細胞浮遊液の一部を，ヌードマウス背部皮下に

移植し，生着した腫蕩lζ対しでも clonogenicassay 

を施行した．

原麗場とヌード7 ウス移植腫蕩の同一性は，組織学

的iζ確認し，両者の制癌剤感受性を比較検討した．

結 果

(I) コロニー形成（表2)

制癌剤感受性判定lζ必要な， 30個以上のコロニー形

成を来したものは，胃癌104例中51例（49%），大腸癌

102例中76例（75,)iぢ）であり，胃癌は大腸癌に比し，著

明ICコロニー形成が不良であった（pくo.001）.原発・
転移の別で検討すると， 胃癌は， 原発巣65例中25例

(38%），転移巣39例中26例（67$ぢ）と，転移巣のコロ

ニー形成が良好であり，大腸癌は，原発巣73例中57~］

(78$ぢ），転移巣29例中19~］ (66$ぢ）と，著明な差を認

めなかった．

(II) 胃・大腸癒の制癌剤感受性（表3): 

50$ぢ以上のコロニー形成抑制を示した制癌剤を有効

と判定し，各制癌剤の示した有効率（有効であった症

例／検討した症例） Iζ関して検討を加えた．

検討し得た全制癌剤の有効率は．胃癌iζ対して26%

(60/233），大腸癌IC対して36%(115/322）であり，

大島癌は胃癌に比し，有意に制癌剤に対する発受性が

高かった（p<O.001). 

個々の制癌剤IC関し検討すすると， MMCの有効率

は．胃癌に対し19%(9/47），大腸癌tζ対し38労（26/

表3制癌剤感 受 性

制癌剤j 有症例胃効数＊／症癌（例銘数） 有症例大効数腸I症（癌勿例数） 

一一 一
Adriamycin 13/ 40 (33%) 19/ 67 (2896) 

BCNU 6/ 27 (22) 12/ 30 (40) 

Bleomycin 6/ 18 (33) 9/ 20 (45) 

Cis-platinum 8/ 31 (26) 21/ 47 (45) 

5-FU 14/ 43 (33) 22/ 66 (33) 

Melphalan 4/ 27 (15) 6/ 24 (25) 

Mitomycin C 9/ 47 (19) 26/ 68 (38) 

計 60/233 (26) 115/322 (36) 

* 50;iぢ以上のコロニー形成抑制

68）であり， MMCは，胃癌lζ比し，大腸癌IC対し抗

腫場効果が良好であった（pく0.025）.他の制癌剤IC関

しては，胃癌と大腸癌に対する有効率lζ有意の差を認

めなかった．

(III) 制癌剤感受性の相関：

ヌード7 ウスに生着した胃癌，大腸癌各1例の腫蕩

の組織標本を作成し，原腫療との比較を行い，両者に

差異のない事を確認した（図1）.文，ヌード7ウス移

植腫蕩より作成された腫場細胞浮遊液には，ほとんど

正常細胞が含まれていなかった．

原腫湯とヌードマウス移植腫蕩の制癌剤感受性を検

討し両者の感受性スペクトラムには，有意の相関を

認めた（pく0.025) （図2). 

考按

clonogenic assayは， Hamburger,Salmon kより

開発された invitroの制癌剤感受性試験でM 》，制癌

剤の抗腫場効果を定量的に評価することができる．感

受性判定結果と臨床効果との相関について， VonHoff 

i;,s1＞は，有効ー有効の相関（truepositive rate）は71

%，無効ー無効の相関（truenegative rate）は98%と

有無に高い相関を報告し， f也の報告も同様の結果を示

している hl7品，26・32>.

種々の悪性腫湯lζ対する clonogenicassayの報告

が行われているが，，.市出品品30），胃・大腸癌の報告は少

数である令13・2Sl'

本研究において，良好なコロニー形式を来したもの

は，胃癌症例49%，大腸癌症例75$ちであったが，胃癌

12例（12,)iぢ），大腸癌6例（6%）が，感染の為コロニ

ー無形成と判定されており，消化器癌lζ対しては，感
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図1 Light Microscopy, A: original human colonic cancer which was diagnosed as well 
differentiated tubular adenocarcinoma. (Hematoxylin-Eosin stain，×100), B: tu-
mor xenograft in nude mouse. The histologic picture was consistent with that of 
the original tumor. (Hematoxylin-Eosin stain，×100). 
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Tropeら29lは， tritiatedthymidine, tritiated deoxy-

uridine の癌細胞への取り込みを利用して，胃大腸

癌の，制癌剤に対する感受性の heterogeneityk関し

検討し，胃癌と大腸癌の制癌剤IC対する感受性は臭っ

ているであろうと述べている．

本研究においては，大腸癌は胃癌lζ比し，制癌剤lζ

対する感受性は著明IL高く，特ILMMC Iζ対して，

大腸癌は胃癌IL比し有意に感受性が高いという結果を

得た．

しかし，臨床における治療効果は，一般に胃癌が大

腸癌lζ比し良好であり3巾 11.i2，出品仙拙，本結果と相違

している． ζの理由として，臨床的効果判定を行い得

る症例が，ほとんど進行癌であるのに対し，本研究対

象は，外科治癒切除例が多い事， clonogenicassayを

施行した胃癌症例の半数近くが不十分なコロニー形成

しか示さず，感受性判定を行い得た症例がすでに選択

されている可能性，又，大腸癌の方がコロニー形成率

が高く，この為， invitro においてより高感受性と判

定された可能性が考えられる山．画一的な方法で，性

格を異にする異種贋蕩を比較する事が問題なのかもし

れないが，との点については，今後の検討が必要であ

る．

clonogenic assay において，コロニーを形成する細

胞が麗蕩細胞である事は，多数の報告において確認さ

れている川市山出仙28'30l

本研究では， invitro における感受性判定結果が，

腫蕩細胞のみの感受性を反映している事を確認する為，

ヌードマウスを用いた比較実験を行った．原腫蕩とヌ

ードマウス移植腫蕩の制癌剤感受性スペクトラムは，

有意の相関を示し， mvitroでコロニーを形成する細
胞が腫蕩細胞であるととが証明された．

胃・大腸癌の制癌剤感受性の検討
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Correlation of In Vitro Chemosensitivities 

胃癌と大腸癌の制癌剤IL対する感受性の差異を検討

する目的で，胃癌104症例，大腸癌102症例iζclonogenic

assayを施行し， invitro におけるコロニー形成能，

制癌剤感受性を検討し，以下の結論を得た．

(1）制癌剤感受性判定に必要な30個以上のコロニー

を形成したものは，胃癌49~ぢ（51/104），大腸癌75%

76/102）であり，胃癌のコロニー形成は，大腸癌に比

し，有意に不良であった（p<O.001). 

(2）全制癌剤IL対する感受性は，大腸癌が胃癌に比

し，有意に高感受性であった（pくo.001). 
(3) MMCは，胃癌iζ比し，大腸癌iζ対して著明lζ

吾墨
田回結

図2

染防止が問題となった．

胃癌症例の39？ぢは，制癌剤感受性判定に必要な30個

のコロニーを形成しなかったが， Laboisse ら1おも，

胃癌7例，大腸癌8例の検討において，胃癌が大腸癌

よりコロニー形成率が不良であったと報告している．

胃癌及び大脇癌の制癌剤感受性lζ関して， 50%以上

のコロニー形成抑制を有効と判定した場合，両者に

は著明な制癌剤感受性の差が認められた． clonogenic 

assay において，有効制癌剤の判定lζは， 75第以上の

コロニー形式抑制を基準とした報告が多いが山27',

Von Hoffら白＇， Sandbachら24）は，国型腫療に関し

ては， 505ぢのコロニー形式抑制を基準とし， invitro-

in vivoの相関があったと報告している．

本研究において， 75%のコロニー形成抑制を基準と

すると，臨床的IL胃・大腸癌IC有効とされているふ

FUの様な制癌剤までもが，かなり低い有効率となり，

in vitroの有効率と臨床における有効率とが相違する．

しかし， 50%のコロニー形成抑制を判定基準に使用

した場合は，各制癌剤の invitro における有効率と，

臨床における有効率とは，ほぽ一致した値となる．

ADM, Cisplatinum, 5-FU, MMC等の制癌剤は，進

行胃癌IC対して， 20～305ちの臨床有効率を示し12d小品

川本結果も類似の値を示し，本法において，胃・大

腸癌の制癌剤感受性を判定する場合iとは， mvitroの
感受性判定基準として， 505ぢコロニー形成抑制を用い

た方が適当であると考えられた．
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高い抗腫蕩効果を示した（p<O.025). 

(4) ヌードマウスを用いた感受性比較実験において，

in vitroでコロニーを形成する細胞は，腫場細胞であ

ることが確認された．

稿を終えるにあたり，御懇篤な御指導と御校閲を賜わりま

した．京都大学第2外科，日笠頼則教授に深甚なる感謝の意

を表します．

さらに，直接の御指導・御陵縫をいただきました．京都大

学第2外科，里村紀作助教授，福井医科大学第2外科，谷川
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