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緒 言

癌治療 を目的にさまざまの治療法が試み られ

ているが,未 だ確実 な治療法はないと言ってよ

い.現 在癌腫に対す る治療法 として,手 術療法,

化学療法塗放射線療法,免 疫療法,ホ ルモン療

法などがあるが,な かでも手術療法が最 も有効

であ り,早 期癌に対 しては手術療法のみ でほぼ

完治可能 であると言っでも過言ではない.し か

し,進 行癌 に対 しては手術療法単独では有効 な

成績が得難 く,補 助療法 として他 の治療法 との

併用が推奨 されている,現 在一般的に行われて

い る併 用 療 法 は,外 科 手 術 後 に, adjuvant

 chemotherapyを 追加する方法であるが,投 与方

法に問題がある,即 ち,一 定のprotocolの もと

に,す べての患者に一律に施行 され,個 々の患

者で異な る制癌剤に対す る感受性については軽

視 され,効 果に関係 な く一定期 間投与されてい

るのが現状 である.無 効な薬剤を漠然 と術後の

体力低下をきた した患者に行 うことは,副 作用

の発現 を助長 し,不 運な場合には制癌剤の副作

用で死亡す る症例 も時に見受けられる.従 って,

慎重 な薬剤選択が必要 とな り,有 効薬剤を正確

に判定出来 る制癌剤感受性試験が望 まれるわけ

である.現 在,制 癌剤感受性試験は数種類の方

法があるが,そ れぞれ一長一短があ り優劣 をつ

けがたいが,比 較的短期間に判定され,臨 床効

果 と高い相関を示すHTCAが,多 くの施設で用

いられている.本 研究でもこのHTCAを 用 いて,

癌 患者の術後のadjuvant chemotherapyに 用 い

る薬剤の選択 と,癌 性胸水 ・腹水 を有す る末期

癌患者に対する有効薬剤の選択を試みる ととも

に,親 しいnatural humanTNF-α(nHuTNF

-α)の 抗腫瘍効果 とnatural human IFN-α

(nHulFN-α)と の併用にまる抗腫瘍効果につ

いても検討 したのであわせて報告す る.

対象 と方法

1. 対 象

当教室 とその関連病院で切除された固形癌患

者83例 と,來 期癌患有 より得 られた胸水 ・腹水

11例 を対象 とした. nHuTNF-α とnHulFN-α

の併用効果の険討には,当 教室で継代培養 して

いる,ヒ ト鼻咽頭癌由来KB細 胞とHeP-2細 胞,

ヒ ト胃癌由来KATO-III細 胞,ヒ ト胃癌由来PC

-9細 胞の4種 類の培養株細胞 を用いた
.

2. Human tumor clonogenic assay(HTCA)

HTCAは, Hamburger&Salmon1)ら の 原法

を一額改良 した方法2)(図7)を 用 いた.即 ち,

固 形 癌 組 織 を細 切 後, 0.8%Collagenase

(Sigma), 0.002%DNase(Sigma)添 加 の

RPMI1640に 浮遊 させ37℃, 5%CO2-Fで2時

間静置培養 した後, No.80 stainless meshで 濾

過 し, Ficoll-Conray比 重 遠沈法で赤 血球 を除去

505



506　 岡 本 幹 司

し,さ ら にFicotl-Conray二 層 法 で リンパ 球 を 除

去 し てsingle cell suspenkionを 得 た.胸 水 ・腹

水 は ヘ パ リ ン1謡 を加 え た500mlビ ン に 採 取 後,

遠 沈,濃 緒 し た 後,同 様 に してFicoll-Conray比

重 遠 沈 法 及 びFicali-Conray二 層 法 に て 赤 血 球

及 び 白 斑 球 を 除 去 し,癌 細 胞 のsingle cell

 suspentionを 得 た.細 胞 数 を15×105cells/mlに

調 製 し,各 種 薬 剤 と1時 間 接 触 後 よ く洗 浄 し た.

次 に, 35mmの ブ ラ ス チ ッ ク シ ャー レ(Falcon)

の 下 層 に, feeder layerと して15%FCS添 加

RFMI1640で 調 整 した0.5%Agarase(Difco社

BactoAgar)の1mlを あ らか じ め 敷 き,そ の上

にplating layerと して,細 胞 を5×105cells/

ml含 む15%FCS添 加 のRPMI1640で 調 整 し た

0.3%Agarose 1mlを 重 層 させ た. 37℃, 5%

CO2に て2週 間 培 養 後,倒 立 顕 微 鏡 を用 い てcal

ony数 を 算 定 し た. 30個 以 上 の 細 胞 集 団 をco1

onyとL,対 照 群 で30個 以 上 のcolony数 が 得 ら

れ た 場 合 を 薬 剤 感 受 性 評 価 可 能 例 と した.さ ら

に,培 養 癌 細 胞 を 用 い たHTCAで は,そ のplat

ing efficiency(PE)が 高 い た め, controlの

colony数 が20091後 に な る よ う に, 1 wellあ た

り癌 細 胞 数1が103～104個 とな る よ うplatingし た.

3. 使 用 薬 剤 及 び そ の 濃 度

Fig. 1 Schema of human tumor clonogenic 

assay.

用 いた抗癌剤 とその濃度は(表1)に 示 した.

薬剤濃度は臨床 におけるone shot静 注後の最高

血中濃度値の1/10を 基準 とし,そ の1, 10, 102

倍 の3濃 度を用いた.感 受性の判定は, colony

数がcontrolの それに比べて30%以 下の場合を感

受性有 りとした.一 方,サ イトカインであ るpartial

 purified nHuTNP-α, nHuTNF-a, nHulFN

-α は林原生物化学研究所より供与 されたものを

用いた3)(図2).ま た,こ れ らの薬剤にこついて

は癌細胞 と2週 間接触させ読 ける持続接触法 を

用いた。partial purified nHuTNF, nHulFN

-α ともに臨床使用時の有効血中濃度が不明のた

め,各 種濃度 を用いた.

4. Median effect plot法

Chouraら4)が 多剤併用効果の解析に用いた方

法に準 じて行 った.即 ち, median effect plot法

を用いて,あ る効果率におけ る理論的薬剤濃度

を算虚 し,そ の濃度を使用 しある効果率 におけ

るcombination index値(CI)を 求めた. CIが

1よ り大 きい場合は拮抗的,等 しい場合 は相加

的,小 さい場合は相乗的 と評価 した.

Table 1 Concentration of anticancer drug

MMC: mitomycin C,5-FU: 5-Fluorouracil, 

ADM: adriamycin, CPM: cyclophosphamide.
CDDP: cisplatin, ACNU: nimustine.

MTX: methotrexate, BLM: bleomycin.

PEP: peplomycin

結 果

1. 臨簾 材料に対するHTCA

表2に 示す ごと く,各 種癌患者92名94例 に対
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Fig. 2 Schema of the refinement for purified nHuTNF, nHuIFN-a, nHuTNF-a, and OH-1.

Table 2 Colony formation and plating efficiency in HTCA using various human tumors

してHTCAを 行 い, colony彩 成 がみ られたの

は,腫 蕩別 にみ ると胃癌18例,大 腸癌3例,肺

癌9例,肝 癌4例,乳 癌5例,膵 癌4例,甲 状

腺癌1例,胆 管癌2例,胆 嚢癌1例,そ の他3

例 の計50例(53.2%)で あ った. colony形 成 別

にみると,膵 癌4/9例(100%),乳 癌5/6例

(83.3%),肺 癌9/12例(75.0%)と 比 較 的 良

好 で あ っ た.し か し,用 い た 症 例 の 半 数 以 上 に

あ た る 胃 癌 と 大 腸 癌 の 成 績 が そ れ ぞ れ18/43例

(41.2%), 3/12例(25.0%)と 不 良 で あ っ た.

次 に,形 成 さ れ たcolony数 とplating efficiency

(PE)で み る と,甲 状 腺 癌 はcolony数1940個,
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PEは0.9%と 高率であったが,他 の癌組織では

colony数 は 多 くて480個 までであ り, PEも 低 率

であった.

Table 3 Susceptibility to anticancer drug in HTCA

*: No of specimen showed the positive sensitivity/total No. of Specimen tested .
MMC: mitomycin C, 5-FU: 5-Fluorouracil, ADM: adriamycin, CPM: cyclophosphamide, CDDP: cisplatin, 

MTX: methotrexate, BLM: bleomycin, PEP: peplomycin.

表3は,用 いた薬剤の感受性試験の結果であ

る. 5-fluorouracil(5-FU)は 持続接触性 を用

いたが,の 薬剤は1時 間接触法 を用いた. con

trotで30個 以 上のcolonyを 形成 した50例 のうち,

感受性 を示 したのは主 に用VSた4薬 剤の うち

adriamycin(ADM)が15例, mitomycm C

(MMC)が8例15-FUが11例, cisplatin

(CDDP)が1例 であ り, ADMに 対 しやや強い

感受性を示 した.

2. partial purified nHuTNF-α の抗腫瘍効果

の検討

用いた症例 は,胃 癌4例,肺 癌2例,肝 癌,

胆 管癌,直 腸癌,そ の他各1例 づつの計10例 で

あった.結 果は図3の ご とく,胃 癌1例 を除 く

9症 例 に於 て, 100U/mlの 濃度で30%以 上 のcol

ony形 成の抑制を示 し, 300U/mlの 濃度で50%以

上 のcolony形 成の抑制 を示 した.

3. nHuTNF-α とnHulFN-α の併 用効 果の

検討

Fig. 3 The antitumor effect of partial purified 

nHuTNF.

nHuTNF-α, nHulFN-α と, nHulFN-aと

nHuTNF-α を1:1で 混 合 し た謂 ゆ るOH-1

と, partial purified nHuTNFの 計4薬 剤 の 抗

腫 瘍 効 果 を, 臨 床 材 料 お よ びKB, Hep-2, PC

-9
, KATO-IIIの4種 類 のcell lineを 用 い て,

 HTCAを 施 行 し た 結 果 を図3, 図4に し た.い

ず れ の 薬 剤 に お い て もdose dependentな 抗 腫 瘍

効 果 が 認 め られ, KB, Hep-2で はOH-1が,



HTCAを 用いた制癌剤感受性試験とnHuTNFの 抗腫瘍効果　 509

KATO-IIIで はpartial purified nHuTNFが,

 PC-9で はnHuTNF-α が 最 も 強 い抗 腫 瘍 効 果

を示 した.ま た, pureなnHulFN-aとnHuTNF

-α の 合 剤(謂 ゆ るOH-1)がpartial purified

 nHuTNFに 匹敵する抗腫瘍効果を示す事が明ち

か となった.

Fig. 4 The synergistic effect was studied in a combination of nHuTNF-a and nHuIFN-a against four 

cell lines.

次 にnHuIFN-α とnHuTNF-α の 相 乗 効 果

をmedian effect plot analysisを 用 い て 検 討 し
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た結果 を図5に 示 した. KATO-III, PC-9で は

相乗効果がみ られず, KB, Hep-2で 相乗的抗

腫瘍効果が認め られた.

Fig. 5 Results of median effect plot analysis in Hep-2 and KB cell.

考 察

制癌剤感受性試験 としで, HTCAの ほか, nude

mouse法5), Subrenal capsule assay(SRCA)6),

 Scintillation assay7), SDI法8)な ど種々の方法が

あ り,そ れぞれに長所短所が報告されている.

 nude mouseは,一 度生着すれば繰 り返 し検査

可能 であるが,反 面生着率が低 く,結 果判定ま

でに長期 間を要 し,ま た, nudemouse自 体 が非

常に高価 である. SRCAは4-6日 と比較的早

期に結果 が得 られ,通 常のmouseを 用 いるため

安価 であ り, BogdenとVonHoff9)のHTCAと

SRCAを 比較 した報告では,薬 剤感受性評価可

能であ ったのはそれぞれ42%, 89%とSRCAの

生着率が良好で,臨 床効果 との比較 でもそれぞ

れ100%(10/10), 83%(19/23)とHTCAに 匹

敵す る糟関 を示 した.し かし,検 索対象は固形

癌のみであ り,ま た, mouseの 腎被膜下へ移植

した腫瘍 片の大きさを4-6日 後 に測定する場

合,免 疫学的拒絶 反応の関与が問題 となる,

 Scintilation assayは,谷 川ら7)によれば,薬 剤

感受性判定可能車及 び臨床効果 との相関性にお

いてHTCAと 遜 色なく,効果判定が5日 罠に可

能であるが,放 射性物質(3H-thymidineな ど)

を使用 しなければな らず,施 設 と機材面で制約

を受け,費 用 も高額 となる. SDI法 は操作 も容

易であ り,翌 日判定可能 であ るが,間 質細胞の

混入が否定 しきれないため,対 象 となる細胞が

果たして癌細胞だけなのかといった問題点があ

る.本 研究で用いたHTCAに つ いてみると, 1977

年 にSalmon&Hamburger1)に よってHuman

 tumor stem cell assayと して報告 され,ま たた

くまに多くの施設で行われるようになった.特

徴 として,(1)特 別 の薬品や器具 を必要 とせず,

現 在普遍的に行われている細胞培養 とい う簡単

な技術 さえあれば どこでも行 え,(2)2-3週 間

とい う比較的短期間 で結果が得 られ る.(3)true

 positive rateは, 61-71%10), 11), 12)で, true nega

tlve rateは91～98%10), 11), 12)と,臨 床効果 と高い

相関を示す,な どが挙げられる.

一 方
,問 題点としては,第1に, plating effi
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ciency(PE)が 低 く,そ のためcolony形 成 が悪

く,制 癌剤感受性評価可能例が少 なくなると同

時に,一 度に多数の薬剤の評価が出来ない.佐 々

木 ら13)は比較的培養 し易い肺癌 を対象 とし, col

ony形 成率が68%, Hirakiら2)は 肪癌 を主体に他

臓器の癌 を含め評価可能率 が41%,谷 川 ら14)は

種 々の癌を対象に60%, Salmon12)は40-70%と

し,い ずれ も60%前 後 と低率である,換 言すれ

ば,約 半数の症例で制癌剤感受性試験が不可能

とい う事 になる.本 研究では1 plateあ た り30

個 以上 のcolonyを 形成 した制癌 剤感受性評価

可能症例は, 50/95例(53.2%)と 他 施設の報告

とほぼ一致 した成績ではあったが,不 満足な結

果であった.一 般にcolony形 成の良好な癌種は,

卵巣腫瘍,メ ラノーマ,肺 癌,乳 癌等であるが,

本研究で対象 とした癌 は主に消化器癌であ り,

胃癌 と大腸癌だけで55例 と半数以上 を占め,特

にこの2種 類の癌のcolony形 成率が それ ぞれ

41-2%, 25.0%と 低 率であったため,全 体のcol

ony形 成率 を下げたもの と思われる.胃癌のcol

ony形 成 率 はHirakiら2)の43%, Tanigawa

ら15)の46%と 比較 して遜色のない結果であった.

第2に,固 形癌組織か らcell suspentionを 作 成

時のcell aggregationが あ る.即 ち, 1000個 の

細胞に 圭つのcell aggregationday,あ ったとして

も, PEは それだけで0.1%と な り,感 受性判定

評価時に大 きな誤差 を生 じる結果となる.こ れ

を防 ぐため に, 20μm nyloncloth乙5)で 濾過 した

り,培 養 した当 日にaggregationの 数 を計測 し

て12-20日 後のcolony数 計測時にその数 を減ず

る方法16), Nytex nylon meshとPolypropylene

 filterを 通 して除 く17)などの方法が施 行されてい

る.第3に,検 討薬剤の濃度 をなん種類用いる

かも問題である.多 いほど正確 な結果 を得 られ

るが,細 胞数を多 く必要 とす るため結果的には

検討す る薬剤数 を減 らさねばな らないのが現状

である.第4に,臨 床効果 と高い相関 を示 した

true positive rate, true negative rateに 限 界

がある. RoseらA6)はPEを 改善 して も臨床効果

との相関率 を高めることが出来なかったと報告

しでいる.さ らに藤本物 ま,感受性試験の精度を

表現するspecificity及 びsensibilityが ともに90

%の 試験法において も,制 癌剤の有効率が20%

な ら, truepositive rateは69,2%が 限 界 で あ り,

 true negative rateは97.3%が 隈 界 で あ る事 を数

学 的 に 証 明 し て い る.即 ち, HTCAを 用 い る 事

に よ っ て,有 効 率20%の 制 癌 剤 を3.5倍 の70%近

くの 有 効 率 に 高 め る こ とが 可 能 で あ るが,臨 床

との 相 関 を こ れ 以 上 改 善 す る こ とは 望 め ず,こ

の あ た り が 本 法 の 限 界 で あ る と し て い る,

 Salmonら19), 20)がHTCAを 新 し い 制 癌 剤 の

preclinical phase II studyと して 最 初 に そ の 有

用 性 を報 告 し て い る.ま た, HTCAを 絹 い た新

しい 制 癌 剤 や, IFN21), 22,のpreclinicatphaseII

studyが 行 わ れ て 良 好 な成 績 が 報 告 され て い る.

本 研 究 で も新 しい制 癌 剤 で あ るnHuTNF-α の,

 preclinical phase ll studyにHTCAを 用 い て

良 好 な成 績 を 得 た 。

KB, KATO-III, PC-10の3株 を用 い た 基 礎

実 験 か ら, partial purified nHuTNFは, time

 dependentの 性 質 を示 した た め,持 続 接 触 法 で検

討 す る 必 要 が あ る と考 え ら れ た(data not

shown).ま た,持 続 接 触 法 に よ るHTCAを 用

い, 100-300V/mlで 抗 腫 瘍 効 果 の 発 現 が み られ る

事 が 明 ら か と な っ た(data not shown).そ こ

で本 研 究 では30U/mlか ら3000U/mlま での5種 類

の 濃 度 を 用 い て, partial purified nHuTNFの

抗 腫 瘍 効 果 を 臨 床 症 例 よ り直 接 に 得 た 癌 細 胞 を

用 い てHTCAで 検 討 す る と, 10例 中の9例 に300

U/mlの 濃 度 で%survivalが50%以 下 に な る強 い

抗 腫 瘍 効 果 を 認 め た.こ の 結 果 よ り, nHuTNF-α

を臨 床 で 使 用 す る場 合,そ の 血 中 濃 度 をsaau/ml

以 上 に 維 持 出 来 れ ば,強 い 抗 腫 瘍 効 果 が 期 待 出

来 る もの と考 え られ た.

HTCAを 用 い た, TNFとIFNの 併 用 効 梁 の

検 討 は, Salmonら21)の グ ルー プ も報 告 して い る.

彼 らはrecombinant TNFとrecombinant IFN

-γ を用 い て い る . TNFの 濃 度 は100-10000U/

mlで, IFN-γ は100-1000U/mlを 使 用 し,持 続

接 触 法 を 用 い て い る. 8226-myeloma株 と肺 癌

株 に 相 乗 効 果 を認 め,特 に8226-myelama株 で

は, 100U/mlで 車 独 投 与 の 場 合,%survivalが

い ず れ も35-40%で あ っ た が,併 用 投 与 の 場 合

は わ ず か4%を 示 し,著 しい 相 乗 効 果 が あ っ た

と報 告 し て い る,性 用 したIFNが α と γ との 違

いや,ま た, TNFを 含 めnaturalとrecombinant



512　 調 本 幹 司

の違いなどがあ るものの,本 研究の結果 と同様

の結果 であった,一 方, Broxmeyer22)は 正 常人

骨髄 よ り得 た細胞 を使用 し, HTCAを 用 いて

TNFとINFの 併 用効果を検討 している魁TNF

がnaturalま たはrecombinantの いずれであっ

ても,ま たIFN-γ が両者のいずれであっても,

 TNFとIFN-γ の 問では相乗効果が認められた

が, TNFとIFN-α の 問では相乗効果が認めら

れなかった と報告 している, Salmon21)ら の 報告

でも,本 研究の場合 でも,対 象細胞に よって異

なった結果がえられた.し たがって,対 象 とな

る細胞の種類を多くして検討す る必要があ る.

 TNFとIFNの 棺 乗効果の機序については不明

な点が多い. Tujimoto23)は, INF-γ を加 えて培

養すると.細 胞のTNFの 吸着が増す事より, IFN

-γがTNFに 対 する細胞のr㏄eptor数 を増加さ

せ るためだ とし,弱 いながらもIFN-α 及び βで

もみ られた と報告 している.し か し,そ の後の

研究によ りTNF receptorが 正 常細胞にも存在

し, TNF receptor数 のみで抗腫瘍効果を説明

出来ないことが明らか となった.一 方, Naomoto

ら24)は細胞周期のS期(蛋 白合成期)に 特 異的

に集積す るBromodeoxy uridine(BrdU)を 用

いて検討 し, nHuIFN-α, nHuTNF-α の併用

により, G2/Mがblockさ れ, S期 へ の細胞の集

積が有意に増加す ることか ら,相 乗効果を示す

と報告 している.い ずれに して も,臨 床癌細胞,

培 養細胞においてnHulFN-α とnHuTNF-α

の相乗的抗腫瘍効果が認め られた事か ら,こ れ

らサイ トカインの臨床の実際においての有用性

が示唆 され た. nHulFN-α とnHuTNF-α の合

剤(謂 ゆるOH-1)は 現在臨床において, phase

 II studyが 進行 中であ り,そ の抗腫瘍効果が認

め られている.

結 論

臨床効果 と高い相 関 を示 すhuman tumor

 clonogenic assay(HTCA)を 用 い て,術 後 の

adjuvant chemotherapyに 用 い る制 癌 剤 と,末

期 癌 患 者 に 対 す る制 癌 剤 の 選 択 を 試 み た.ま た,

新 し い 抗 腫 瘍 剤 と して 注 目 さ れ て い るnatural

 human tumor necrosis factor-α(nHuTNF一

α)の 抗 腫 癌 効 果 を 臨 床 材 料 よ り得 た 癌 細 胞 で検

討 す る と と もに, nHuTNF-α とnatural human

interfelon-α(nHulFN-α)の 併 用 効 果 に つ い て

も検 討 し 以 下 の 緒 果 を得 た 。 各 種 癌 患 者92名,

94病 変 に 対 し施 行 し たHTCAで は, 501例(53.2

%)で 評 価 判 定 可 能 で あ り,感 受 性 を示 した の

はADM15例,MMC8例, 5FU11例 で あ っ た.

一 方
, partial purified nHuTNFの 抗 腫 瘍 効 果

の検 討 は10症 例 に 緬 行 し た。 こ れ らの う ち, 9

症 例 に100U/mlで30%以 上, 300U/mlで は50%以

上 のcolony形 成 抑 制 率 を示 す 強 い 抗 腫 瘍 効 果 が

認 め られ た.さ らにこnHuTNF-α とnFlulFN-α

の併 用 効 果 を4種 類 の 培 養 株 細 胞(KB, Hep

2, KATO-III, PC-9)で 行 い, KBとHep-

2で 有 意 の 相 乗 効 果 を認 め た.従 っ て, nHuTNF

-α は 強 い抗 腫 瘍 効 果 を持 ち
, nHulFN-認 との併

用 に よ り相 乗 的 抗 腫 瘍 作 用 を 認 め 臨 床 で の 効 果

に期 待 が もた れ た.
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に心 か ら感謝 致 し ます.
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The human tumor clonogenic assay is a test of susceptibility to anticancer drugs which is 

known to correlate well with clinical effects. In this report, this assay was used to study the 

antitumor effects of several anticancer drugs and human tumor necrosis factor-ƒ¿ (nHuTNF

ƒ¿), and the combination effect of nHuTNF-ƒ¿ and natural human interferon-ƒ¿ (nHuIFN-ƒ¿). 

Susceptibility to exisiting anticancer drugs was studied in 94 cases involving 92 patients. 

Colony formation was obtained 50 cases (53.2%). Of these, susceptibility to ADM was found in 

15 cases, to MMC in 8 cases and to 5-Fu in 11 cases. When the antitumor effect of nHuTNF-ƒ¿ 

was studied in 10 cases obtained from patients with malignant tumor, colony inhibition was 

shown in 9 cases of more than 30% with 100 units and more than 50% with 300 units. A 

synergistic effect was assessed with a combination of nHuTNF-ƒ¿ and nHuIFN-ƒ¿ against 4 cell 

lines (KB, Hep-2, KATO-III, PC-9). The results showed a synergistic effect in KB and Hep-2 

cell culture system. From these results, nHuTNF-ƒ¿ seemed to be effective anticancer drugs. 

The synergistic antitumor effect may be expected if the combination of nHuTNF-ƒ¿ and 

nHuIFN-ƒ¿ was used clinically.


