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緒 言

ヒ ト肺癌 は 多彩な組 織型 を呈 し,進 展様 式,治

療 に対 す る効 果 な どの臨 床 像 は組 織 型 に よ り著

し く異 な る.各 組 織 型の ヒ ト肺 癌 細 胞株 を用 い

た制癌 剤 感受 性 試 験 は,各 組織 型 の 肺癌 に適 し

た制癌 剤 を選 択 す る上 で重 要 な情 報 を与 えて く

れ る もの と思 わ れ る.こ う した制 癌 剤感 受 性 試

験 にはdye-exclusion test1,2),酵 素 活性 を利 用

す る方 法3,4), agar plate法5),核 酸 ・蛋 白合 成

阻害 をみ る方 法6)な どin vitroで 行 う方 法や,ヌ

ー ドマ ウス7)な ど異種 移 植8)を 用 い た方法
, dif

fusion chamber9)な どのin vivoで 行 う方 法 が,

種 々試 み られ て きた.ま た 組織 培 養 法 を用 い て

も 多 くの報 告 が な され て きたが,従 来行 われ て

きた ものの 大 部分 は初 代培 養 細 胞 を用 い た もの

で あ り,継 代 され て い る細 胞株 を用 い た報 告 は

比較 的 少 な く,特 に ヒ ト肺癌 細 胞 株 を用 いた 報

告 は下 山10),辻11),長 瀬12)らの 報告 をみ るに す

ぎない.

一般 的 に制 癌 剤 の 殺 細 胞作 用 を定 量的 に 表 わ

す最 もよい 方 法 は軟 寒 天培 地 に お け る コロニ ー

形 成 を利 用 したsoft agar cloning assay法 で

あ る13).今 回, 2層 法 に よ るsoft agar clon

ing assay法 を用 いて,代 表 的 な ヒ ト肺 癌 の 組

織型である腺癌,扁 平上皮癌,小 細胞癌の細胞

株の各種制癌剤に対する感受性を検討したので,

その結果を報告する.

実 験 材 料

検 討 した薬 剤 はAdriamycin(ADM), 40497

S, Mitomycin C(MMC), cis-Dichlorodiam

mineplatinum(CDDP), Methotrexate(MT

X), Vincristine(VCR)の6剤 で あ る. 40497S

はCyclophosphamide(CPA)の 活 性 型 で あ

る14,15).

細 胞株 と して は,我 々 の施 設 で樹 立 し継 代 培

養 して い る肺 腺癌 細 胞株ABC-1,肺 扁 平 上 皮癌

細 胞 株EBC-1,肺 小 細 胞癌 細 胞株SBC-1,の3

種 類 を用 い た16). 3種 類 の 細 胞 株 の倍 加 時 間,

培 養 材料, donorに 対 す る既 往 治療 とその 効 果

をTable 1に ま とめ た. ABC-1はCPA, VCR,

 MTX, Procarbazine(PCZ)に よる多剤 併用療

法 やMMCの 胸 腔 内投 与 を受 け たが,ま った く

効 果 な く死 亡 した低 分 化 型 腺癌 の 患者 の癌 性 胸

水 よ り樹立 され た.大 部 分 の 細 胞 は 浮遊 増 殖 し,

その倍 加 時 間 は72時 間 で あ る. EBC-1は 低分化

型 扁 平上 皮癌 の 組織 像 を呈 した 肺扁 平 上 皮癌 患

者 の 皮 膚転 移 病 巣 か ら樹 立 され,培 養 容 器 の 底

面 に 付 着 し,単 層 に増 殖 す る. EBC-1のdonor
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Table 1. Characteristics of ABC-1, EBC-1 and SBC-1

CPA: Cyclophosphamide, VCR: Vincristine, MTX: Methotrexate

PCZ: Procarbazine, MMC: Mitomycin C, NCS: Neocarzinostatin

ADM: Adriamycin

は,生 前CPA, VCR, MTX, PCZやNeocar

zinostatinに よ る強 力 な 化学 療 法 が行 われ た が,

これ に ま っ た く反応 せ ず 死亡 して い る. EBC-1

の 倍加 時間 は42時 間 であ っ た. SBC-1は 組織 型

不 明 の ま ま右 肺 下葉 切 除 術 を うけ,胸 水 貯 留 で

再 発 した 中 間細 胞型 肺 小 細胞 癌 患 者 の癌 性 胸 水

か ら樹 立 さ れた. SBC-1のdonorに 対 して は

CPA, VCR, MTX, PCZに よる 多剤 併 用療 法,

 ADM, MTXの 胸 腔 内 投与 が 行 われ たが 著効 を

奏 さ なか っ た.こ のSBC-1細 胞 は大部分の細 胞

は浮 遊 増 殖 し,互 い に密 に結 合 して お り,そ の

倍 加 時 間 は53時 間 で あ る.

3種 類 の細 胞 株 は,ス トレプ トマ イ シ ン100

μg/ml(明 治 製菓 製),ペ ニ シ リン100単 位/ml

(明 治 製菓 製), 2-メ ル カプ トエ タ ノー ル10mEq

/l(Sigma製)を 含 むRosewell Park Memori

al Institute 1640(RPMI 1640; Gibco製)に10

%胎 児 ウ シ血清(Fetal Calf Serum; FCS,

 Gibco製)を 加 えた培 養 液 に て, 37℃, 5%炭

酸 ガ ス培養 器 で継 代培 養 され て い る.実 験 に は

対 数 増 殖期 に あ る生細 胞 率90%以 上 の 細 胞 を用

いた.

実 験 方 法

Fig. 1に 実 験 方 法 の あ ら ま しを 図示 す るが,

以 下 に そ の詳 細 を述 べ る.

1)単 一 細 胞 浮遊 液の 作 成

浮遊 増 殖 す るABC-1お よびSBC-1に つ い て

は,ピ ペ ッ ト操 作 に よ り.単一 細 胞 浮遊 液 を作 成

した.培 養 容 器 の底 面 に 付 着 し増 殖 す るEBC-1

Fig. 1. Soft agar cloning assay for chemo
sensitivity test

では,培 養 液 を除 い た あ と0.05% EDTA加0.25

%ト リプ シン液(Gibco製)を 加 え37℃ で5分

間作 用 させ て単 一 細 胞 浮遊 液 を作 成 し,こ れ を

1500r. p. m. 5分 間 遠 沈 し培 養 液 に て2回 洗 浄 し

た もの を用 い た.

2) 制癌 剤 へ の 接 触

ADM, 40497S, MMC, MTX, VCRは 生理

食塩 水 に よ り最 初 の 溶 解 を行 い,以 後 の希 釈 は

培 養 液 に よ り行 っ た. CDDPは 液 体 状 で あ り,

直接 培 養 液 に よ り希 釈 を行 った.細 胞 数 は2～

10×104/mlに な る よ うに調 整 し,制 癌 剤 を5～

9薬 剤 濃 度 に希 釈 し, 37℃ で1時 間incubate

した.各 薬 剤 の最 終 濃度 はTable 2に 示 した.

3)培 養 株 細 胞 のplating

制 癌 剤 に接 触 させ た の ち, 1500r. p. m.で5分

間 遠 沈 し上 清 をす て培 養 液 にて2回 洗 浄 し, 2
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Table 2. Drug concentration studied in the 

experiments

ニ ー と して,そ の数 を算定 した.

な お,実 験結 果 は, 1薬 剤 濃 度 につ い てtri

plicateの 測定 を行 っ た実験 を少 な くと も2回

繰 り返 し,そ れ を総 括 して表 わ した.各 薬 剤 濃

度 に お け る生細 胞率 は,薬 剤 無 添加 にお け る コ

ロニ ー数 に 対 す る比率 で表 わ し,こ れ を プ ロ ッ

トしてsurvival curveを 作 成 した.薬 剤 感受

性 はsurvival curveか ら得 られ る90%致 死 濃

Fig. 2. Morphology of colonies of EBC-1 cell grown in soft agar on 14th
 day of plating

層 法 軟 寒 天 培 地 を用 い 培 養 し た.す な わ ち, 2

mmグ リ ッ ド付 き直 径35mmの プ ラ ス チ ッ ク シ

ャー レ(Lux製)を 用 い, agarose 0.5%(Ma

rine Colloids製), FCS 15%,炭 酸 水 素 ナ ト リ

ウ ム1.2g/l, 2-メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル10mEq/l,

 RPMI 1640を 含 むfeeder layer 1mlを あ らか

じめ 室 温 に て 固 ま らせ て お き,そ の 上 にaga

rose 0.3%, FCS 15%,炭 酸 水 素 ナ ト リウ ム1.2

g/l, 2-メ ル カ プ トエ タ ノー ル10mEq/l, RPMI

 1640に 培 養 株 細 胞 を 含 むplating layer 1mlを

重 層 させ た.低 温 室 に 約5分 間 静 置 し て 寒 天 を

固 ま らせ た の ち37℃, 5%炭 酸 ガ ス 培 養 器 に て

2週 間incubateし, 30個 以 上 の 細 胞 集 塊 を コ ロ

度(Lethal Dose90; LD90)お よび70%致 死 濃 度

(LD70)で 表 わ し た.

成 績

ABC-1, EBC-1, SBC-1の3種 類 の 細 胞 株 は い

ず れ も軟 寒 天 培 地 に お い て コ ロ ニ ー を 形 成 し,

コ ロ ニ ー 形 成 率(Colony Forming Efficiency;

 CFE)は そ れ ぞ れ2%, 4.5%, 1%で あ っ た.

Fig. 2はEBC-1細 胞 の コ ロ ニ ー で あ る が,

い ず れ の 組 織 型 の 肺 癌 細 胞 も,境 界 明 瞭 な 細 胞

集 塊 を 形 成 し た.

ABC-1, EBC-1 SBC-1のsurvival curveを

そ れ ぞ れFig. 3, Fig. 4, Fig. 5に 示 す.ま た90
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Table 3. Lethal dose 70% (LD70) and 90% 
(LD90) of drugs tested in the three

 cell lines

(mcg/ml)

1時 間 の 接 触 で は充 分 な殺 細 胞 作 用 を示 さ なか

っ た. MTXは26(μg/ml)でLD70と な っ たが,

 100(μg/ml)で もLD90に 達 しな か っ た. VCR

は10(μg/ml)の 濃度 で もLD70に 達 しなか った.

 2) EBC-1の 制 癌 剤 感受 性 試 験(Fig. 4)

ADM, 40497S, MMC, MTX, VCRに 関 し

て はABC-1の 場 合 と同 様 の傾 向 を 示 したが,

 EBC-1はCDDPに 対 しては耐 性 を有 す る と思 わ

れ10(μg/ml)の 濃度 で も20%の 殺 細 胞作 用 しか

示 さ なか った.殺 細 胞 作 用 はADM, MMC,

 40497Sの 順 に 強 く, LD90は それ ぞれ0.46, 1.5,

 10(μg/ml), LD70は それ ぞれ0.16, 0.6, 7.6

Fig. 3. Survival curves for ABC-1 cells by cloning assay

%致 死 濃 度(LD90)と70%致 死 濃 度(LD70)を

Table 3に ま と め た.

1) ABC-1の 制 癌 剤 感 受 性 試 験(Fig. 3)

ADM, 40497S, MMC, CDDPは,い ず れ も

濃 度 依 存 性 の 殺 細 胞性 を示 した. 40497S, MMC,

 CDDPは 両 対 数 グ ラ フ で 上 に 凸 な 曲 線 を示 し た

の に 対 し, ADMで は そ れ ら よ り も 急 峻 な 直 線

的 な カ ー ブ を描 い て 生 細 胞 率 は 減 少 し た.殺 細

胞 作 用 はADM, CDDP, MMC, 40497Sの 順 に

強 く, LD90は そ れ ぞ れ0.19, 1.48, 1.6, 7.9

(μg/ml), LD70は そ れ ぞ れ0.11, 0.55, 0.85,

 3.8(μg/ml)で あ っ た. MTX, VCRは と も に

(μg/ml)で あ った. MTXに 対 してEBC-1は

ABC-1よ りさ らに 感受 性 が 低 く100(μg/ml)の

濃度 で もLD70に 達 しな か っ た. VCRに 関 して

はABC-1の 場 合 と同 様 に, 10(μg/ml)の 濃 度

で もLD70に 達 しなか った.

3) SBC-1の 制 癌 剤 感 受性 試験(Fig. 5)

SBC-1で は, ABC-1, EBC-1に 比 し て 特 に

MTXに 対 す る感 受 性 が低 く, 100(μg/ml)の

濃度 で も20%の 殺 細 胞 作 用 しか示 さ なか った.

 VCRはABC-1, EBC-1の 場 合 と同 じ く10(μg/

ml)の 濃 度 で もLD70に 達 しな い. ADM,

 40497S, MMC, CDDPはABC-1の 場 合 と同 じ
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Fig. 4. Survival curves for EBC-1 cells by cloning assay

Fig. 5. Survival curves for SBC-1 cells by cloning assay

Table 4. Maximum blood levels of drugs 

given intravenously to patients

Table 5. Response of bronchogenic carcino

ma to monochemotherapy by cell type suma

rized and reported by Selawry and Leghra
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く濃度 依 存 性 の殺 細 胞 作 用 を示 し,殺 細 胞 作 用

はADM, MMC, CDDP, 40497Sの 順 に 強 くL

 D90は それ ぞ れ0.27, 0.8, 3.0, 7.5(μg/ml),

 LD70は それ ぞ れ0.14, 0.22, 0.8, 4.2(μg/

ml)で あ った.

考 案

一 般 的 に細 胞 死 に は, mitotic death(repro

ductive death;増 殖死)とnon-mitotic death

(interphase death;間 期 死)が あ る17).増 殖 死

とは,放 射 線 あ るい は制癌 剤 に接 触 させ られ た

細 胞が 一 見正 常 と異 な らな い機 能 を示 しなが ら,

細 胞分 裂 直 後あ るい は分 裂 を く り返 しなが ら死

に至 る もの で あ り,間 期 死 とは細 胞 分裂 とは 直

接 の関 係 な く死 に至 る もの で あ る.増 殖 死 の 場

合 は,細 胞 の増 殖能 の有 無,す なわ ち コロニ ー

形 成能 に よって 明確 な生 死 の判 定 が で きる. Ro

perとDrewinkoは コロニ ー 形 成法 とdoubling

 timeを み る方 法, labeling index法, dye-ex

clusion法, 51Cr release法,〔3H〕thymidine

摂 取 率 をみ る方 法 を比 較 して,コ ロニー 形 成 法

が細 胞 死 を反映 す る最 も適 確 な方 法 で あ る こ と

を証 明 して い る13)

従来 行 わ れ て きた肺 癌 細 胞株 を用 い たin vi

tro制 癌 剤感 受性 試験 に は下 記の方 法が ある.す

なわ ち下 山は1層 の軟寒天培地 法 を用 い, CFEの

よい細 胞 株 のみ に つ い て検 討 して い るが 基本 的

に は今 回の 方法 と類似 して い る10).最 近,イ ン

シュ リン,ト ラ ンス フ ェ リン, Epidermal Gro

wth Factor(EGF)な どが 細 胞 の成 長促 進 因子

と して 注 目 され て お り18～20),特 にEGFは 肺 癌

細 胞 か ら も産 生 され る こ とが報 告 され て い る21).

 Feeder layerを 用 い た今 回の 方 法 は, condition

ingと い う点 で改 善 の余 地 を残 して いる.辻 らは

平 板 寒 天法 を用 い て い るが,こ の方 法 は 感受 性

を コ ロニー の 形 態 に よ り判 定 して い るため 厳 密

な 定 量 的評 価 が 下せ な い点 と常 時 薬 剤 に接 触 し

て い る点 に 問 題 が あ る11).長 瀬 の行 った マ イ ク

ロプ レー トを用 い て微 小 コロ ニー 形 成能 を見 る

方 法 は,培 養 液 が節 約 で きる長 所 が あ るが,腫

瘍 細 胞 の 同 定 が 困難 であ り,ま た微 小 コ ロニ ー

で は正 確 な 増殖 死 を表 現 しな い 欠点 が あ る12)

以 上 よ り,今 回用 いた2層 法 軟 寒 天培 地 を用

い る方 法 は手 技 は や や繁 雑 で あ るが,前 述 した

他 の 方 法 に伴 う欠点 が な く薬 剤 へ の接 触 時 間 が

任 意 であ り細 胞 死 を厳密 に定 量 的 に表 現 す る と

い う長 所 が あ り最 適 の方 法 であ る と考 え られ る.

ヒ トに お け る薬 剤 の体 内動 態 を検 討 す る と,

 one shot静 注 後の 血 中 濃度 は 多 くの場 合,急

峻 なdistribution phaseか らゆ るや か なelimi

nation phaseへ 移 行 し,こ の 変 曲 点 にお け る濃

度 は 投 与 直後 の 最 高 血 中 濃度 の1/10～1/20に 相

当 し22,23),こ れ は近 似的 に臓 器 内 濃度 を反 映 し

てい る もの と思 わ れ る.し た が っ て この 濃度 で

の1時 間 の接 触 に お け る細 胞 死 は 臨床 効 果 との

相 関 を論ず る上 で ひ とつ の理 論 的根 拠 を与 え る

もの とい え る.今 回検 討 した6剤 につ いて,臨

床 投 与 量 で得 られ る最 高 血 中 濃度 を文 献 か ら収

録 しTable 4に 示 した. 40497Sは 難 溶 性でone

 shot静 注 は不 可 能 であ るが, 20mg/kgを 投 与

した と仮定 す れ ば理 論 的 には最高血 中濃度 は260

μg/mlと なる.最 高 血 中濃 度 の1/10濃 度 に お い

て70%以 上 の殺 細 胞効 果 が 得 られ た もの をin

 vitroで 感受 性 あ り とす る と判 断 す る と, 40497

SがABC-1, EBC-1, SBC-1の いず れ に 対 して

も感 受性 を有す るが,他 の 薬 剤 はin vitroで 感

受 性 を有 さ なか った.今 回検 討 した3種 の細 胞

株 のdonorはTable 1に 示 した ご と くCPA,

 MTX, VCR, PCZに よ る 強 力 な 化 学 療

法 の ほ か, MMC, ADM, MTXの 胸 腔 内 投

与 が 行 わ れ たが 著 効 は得 らて お らず16), in vi

troで 各 種 制癌 剤 に対 して 感受 性 が 低 く, donor

にお いて も生前 化 学 療 法 の臨 床効 果が 認 め られ

なか った 点 で は一 応 の相 関 を示 した.

肺 癌 は 組 織 型 に よ り化学 療 法 の 有効 率 に か な

りの 差 が あ りSelawry32), Leghra33)ら が文 献的

に欧米 の報告 か ら検 討 した単 剤にお ける化学 療 法

の臨 床 効 果 はTable 5の 如 くで あ る. ABC-1,

 EBC-1, SBC-1の3種 類 の細 胞株 のLD90を 比

較 す る と, 3種 類 の細 胞 株 のin vitro制 癌 剤 感

性 差 はあ ま り認 め られ なか った(Table 3).こ

の こ とは3種 類 の細 胞株 と も各種 制 癌 剤 に対 し

て耐 性 を示 した 患者 か ら培 養 樹 立 され た こ とを

反映 して い る もの と思 われ る.

Barrancoら は同一 臓 器癌 で 同一組織 型由来の

細 胞株 で も制癌 剤 に対 す る感 受性 は 異 な る こ と
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を報告 してお り34),実 地 臨 床 の場 に お い て は今

後個 々 の患 者 か らのサ ン プル を用 いて 直接in

 vitro制 癌 剤感 受 性 試 験 を行 うこ とが望 まれ る.

結 語

代 表 的 な ヒ ト肺癌 の組 織 型 で あ る腺癌,扁 平

上 皮癌,小 細 胞癌 の細 胞 株 を用 いて 各種 制 癌 剤

に対 す る感 受 性 試 験 をsoft agar cloning assay

法 に よ り検 討 した. Adriamycin, 40497S, Mi

tomycin C, cis-Platinumは 濃度依 存 性の殺 細胞

性 を示 し, Methotrexate, Vincristineは1時 間

の 接触 で は充 分 な 殺細 胞 性 を示 さなか った. 90

%致 死 濃度 では3種 類 の細 胞株 間の 感受 性 差 は

少 なか った.

今 回 の実 験 は既 存 の 薬 剤 の投 与 法 の再 検 討,

多剤併 用化 学 療 法 にお け る相 乗 効 果 の基 礎 的 実

験,新 しい制癌 剤 の ス ク リーニ ン グ,薬 剤 耐 性

の 実 験 モデ ル の 作成 な ど きわめ て 多方面 へ の 応

用 の 可能 性 を示 して い る.

本論文 を擱 筆す るにあた り,御 懇篤 なる御指 導な

らびに御校 閲 を賜わ った恩師木村郁郎教授 に深 甚の

謝 意を表 わ します.ま た,終 始御懇篤 なる御指 導 を

賜 わった大熨泰亮講師,平 木俊吉博士に深謝 します.

なお本論文 の要旨は第22回 日本肺癌学会総会(昭

和56年 札幌)に おいて発表 した.
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Studies on the diagnosis and treatment of human lung cancer using 

double-layered soft agar cloning assay

I. In vitro chemosensitivity test on permanent cell lines from adeno-, 

epidermoid and small cell carcinoma of the lung using double-layered 

soft agar cloning assay

Masahiro MIYAI

Department of Medicine, Okayama University Medical School, Okayama, Japan

(Director: Prof. I. KIMURA)

An in vitro chemosensitivity test on permanent cell lines from adeno-, epidermoid and 

small cell carcinoma of the lung was performed using a double-layered soft agar cloning 
assay. Drugs tested in the present study were Adriamycin, 40497S, Mitomycin C, cis

- Dichlorodiammineplatinum, Methotrexate and Vincristine. Adriamycin, 40497S, Mito
mycin C and cis-Dichlorodiammineplatinum showed dose-dependent cytotoxity. Me

thotrexate and Vincristine did not show a significant cytotoxity when the cell lines 
were exposed for one hour. Differences in chemosensitivity to the six drugs examined 

among the three cell lines was relatively small e. g. the lethal dose 90% (LD90) of Adri
amycin was 0.19mcg/ml in adenocarcinoma, 0.46mcg/ml in epidermoid carcinoma 
and 0.27mcg/ml in small cell carcinoma. The lack of a difference in chemosensitivity 

in vitro might be attributed to the fact that the cell lines had been established from 
bronchogenic carcinomas which were refractory to intensive combination chemotherapy.


