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培養甲状腺癌細胞への制癌剤の影響

久米田茂喜
信州大学医学部第1解剖学教室

　（主任：永田　哲士教授）

Effects of Antitumor Drugs on Thyroid 
Carcinoma Cells in Primary Culture

Shigeyoshi KUMEDA
l）の4吻6窺げAnatomy　and　Cell　Bio　logy，

　Shinshuひ勿tversity　School　ofルtedicine

　　（1）irecto7’Prof　7瀦S鰐ゼIVACA　TA）

　　Tissue　sa皿ples　from　18　cases　of　thyroid　tumors　and　normal　thyroid　glands　obtained　by　surgical　operation

and　autopsy　from　patients　who　were　clinically　diagnosed　as　having　thyroid　neoplasm　were　cut　in　pieces　and

placed　as　explants　in　TD－15　flasks　and　incubated　in　Eagle’s　MEM　supplemented　with　10％calf　serum　at　37°

C．Other　small　tissues　were　processed　through　routine　histologic　procedures　and　served　for　histopathologicaI

diagnosis．　Among　16　cases　of　thyroid　carcinoma，12　produced　a　well－developed　monolayer　culture．7－13　days

after　the　initiation　of　culture，　the　cultured　cells　were　exposed　to　adriamycin（0．2，2，10μg／m1），　mitomycin　C

（0．01，0．1，1μg／mD　or　5　fiuorouracil（1，10，100μg／ml）for　2，60r　24　hours．　The　number　of　cultured　cells　was

calcu五ated　by　the　cell　density　in　a　definite　area　and　the　outgrowth　area．on　each　phase・contrast　photomicro．

9r・ph・The　re1・ti・・g蝋h・at・was　cal・・1・t・d・n　th・b・・i・・f　the　cell　numb・・s　at　th・i・iti・ti・n・f　d，ug

exposu「e．

　　In　well－differentiated　thyroid　carcinoma，　the　groWth　of　cancerous　cells　was　slow　and　was　inhibited　slightly

by　adriamycin．　ln　anaplastic　carcinoma，　the　growth　of　cancerous　cells　was　rapid　and　was　extremely量nhibited

by・d・i・my・i・・Thi・m・th・d・eem・d　t・be　a　m・d・1・1・・er　t・th・勿吻・it・ati・・f・・the　ev・luati。・。f　d，ug
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　　　　　　　　　1緒　雪　　　　体とな・ており・化学療法は＋分行われていない1）・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　著者は，甲状腺癌の組織型による制癌剤の効果の相違

　甲状腺癌に対する化学療法は，手術あるいは放射線　　を知る目的で，初代培養された甲状腺癌細胞に制癌剤

療法に比し充分な検討がなされておらず，臨床的には，　を接触させて，増殖抑制効果について検討した。制癌

わずかに末分化癌，扁平上皮癌および悪性リソパ腫に　　剤感受性試験には，dye　excIusion　method，酵素活性

対して，手術後あるいは単独で化学療法が行われてい　　を利用する方法，組織培養による方法ならびにiso一

るにすぎない。甲状腺癌の大部分を占める分化癌は発　　tope取り込みによる方法などがあり2）t現在でも様々

育が遅く，現在のところ手術および内照射が治療の主　　な工夫が続けられているが，いまだ完成されたものは
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ないのが現状である。Jn　vitroでの試験結果が，臨床　　　　甲状腺癌手術例12例および剖検例3例の甲状腺癌組

での成績と一致するであろうとの前提がある一方，必　　織ならびに癌性胸膜炎を併発した末期甲状腺癌患者1

ずしも一致しないという報告3｝もみられる。著者は，　　例の胸水を実験に用いた。また良性腺腫および腺腫様

よりin　vivoの状態に近いモデルとしてexplant法に　　甲状腺腫それぞれ1例を比較のために用いた。対照と

より初代培養された甲状腺癌細胞を用いた。この方法　　して7例の甲状腺癌の手術時に癌組織から十分離れた

は，樹立された細胞系を用いたモデルと異なり，癌細　　正常甲状腺組織を採取して実験に用いた。今回の研究

胞以外の細胞すなわちおもに線維芽細胞の混入があり　　対象とした18例の年齢は21歳から86歳までで，性別お

単純な計測が困難となる。しかし，本Ote　in　vivoでの　　よぴ甲状腺原発腫瘍の組織像はTable　1に示したごと

癌の存在は，間質を含めた形で正常細胞のなかで浸潤　　くである。

増殖を示すものであり，in　vivoにより近いモデルと　　B　培養

しては理想的であると考えられる。接触させた制癌剤　　　採取した組織片をHanks液（penicillin　100U／ml，

は，Adriamycin，　Mitomycin　CおよびFluorouracil　　streptomycin　IOOμg／ml含有）中でメスを用いて

で，これらの制癌剤による甲状腺癌細胞の増殖抑制を　　lmm四方角以下の大きさに細切し，この小組織片を

組織型別に検討した。実験成績の初期の一部はすでに　　短冊型のカ・ミーグラス上に1％　fib血ogenとthrom一

報告した4）。今回は症例数を追加して成績を詳細に解　　binで接着させた後TD型培養管に入れ，37℃の恒温

析した結果を報告する。　　　　　　　　　　　　　器の中で静置培養した。1枚の短冊型力・“’　一一グラス

　　　　　　　　II材騰　　 ぽ票欝器撫講鵯繰寄仮嚇

A材料　　　　　　　　　　TD管にカバーグラス1枚ずつを入れて底に沈め，培

Tab王e　l　List　of　patients　and　results　of　culture

Cases Success　in　Culture

SexAge Histology （Period　of　Culture Treated　Drugs
No Initia1

（days））

1 K．0． 70 f follicular　ca ＋（60） ADM
2 K．F． 71 m papillary　ca ＋（60） ADM
3 K．N， 48 f papillary　ca ＋（90） ADM
4 K．u， 56 f folliCular　ca ＋（158） ADM

（trabecular　ca）

5 KT、 21 f papillary　ca ＋（131） ADM，　MMC
6 K，M． 67 f anaplastic　ca ＋（129） ADM，　MMC，5－FU
10 F．K． 76 f follicular　ca ＋（38） ADM，　MMC，5－FU
11 S，M． 49 f papillary　ca ＋（39） ADM，　MMC，5－FU　・

12 F．N， 46 f papillary　ca ＋（20） MMC，5－FU
13 K，M， 69 f papillary　ca ＋（41） ADM，　MMC，5－FU
14 K，M， 69 f papillary　ca ＋（128） ADM，　MMC，5－FU
16 S．0． 86 f anaplastic　ca ＋（127） ADM，　MMC，5－FU
7 T．H． 71 f anaplastic　ca＊

一

8 KT． 68 f anaplastic　ca申
一

9 H．K， 67 f anaplastic　ca＊串
一

15 K．0． 64 f anaplastic　ca串
一

17 F．M． 56 f adenomatous　goiter ＋（60）

18 」．1． 56 m colloid　adenoma ＋（90）

＊：autopsy　material，十：successful

＊＊ Fpleural　effusion，一；unsuccessful
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養液2mlを静かに加えて培養した。制癌剤の接触を考　　重当たりの常用量を基準として中濃度を設定し，その

え，1例につき10～30本のTD管を同時に培養し，正　10倍濃度を高濃度とし，1／10倍濃度を低濃度どしたが，

常甲状腺組織が得られた場合はさらに正常組織を　　・予備実験よりADM高濃度は5倍濃度とした。したが

10～30本のTD管で培養した。培養液の交換は，増殖　　って，濃度はADMを低濃度O．2μg／mlとし，中濃度

の程度と培養液のpHの低下に伴う色調の変化をみな　　2μg／ml，高濃度10μg／mlとし，　MMCを低濃度0．

がら，平均4～5日ごとに行った。　　　　　　　　　Olptg／m1，中濃度0，1μg／ml，高濃度1μg／mlとし，5

C　培養液　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一FUは低濃度1μg／m1，中濃度10μg／m1，高濃度

　EagleのMEM液を使用した。　EagleのMEMは日　　100ptg／m1とした。接触時間は2時間を原則とし，一

水製薬製粉末培地を蒸留水に溶解し，ミリポアフィル　　部については6時間および24時間接触群を設けた。い

ター（PHWP　14250）で濾過滅菌後，10％仔牛血清　　ずれの実験群も接触終了後は制癌剤を含まない培養液

　（GIBCO，　USA）を加え，10％NaHCO3液を使用し　　に交換して培養を継続して効果を観察した。

てpHを7．4に調節した。感染防止のため抗生物質と　　F　効果判定法

してpenicillin（100U／m1）とstreptomycin（100μg／　　　培養細胞に制癌剤を接触させた後の効果の判定には，

ml）を添加した。　　　　　　　　　　　　　　　　explant周辺を位相差顕微鏡写真に撮影し，引き伸ば

D　形態学的観察　　　　　　　　　　　　　　　　　　し写真上で形態計測を行い，増殖帯の面積と細胞密度

　定期的に毎週2回倒立位相差顕微鏡（ニコンMD　　を求めて細胞数を算出し，制癌剤接触直前の細胞数を

型，DDL位相差）で小組織片（explant）周辺の増殖　　基準とし，増減率（％）で比較した。実施方法は，

帯の観察を行った。位相差顕微鏡像でcriss－crossし　　explant周辺の増殖帯のうち最大の増殖を示す領域で

た配列を示すもの，pile－upの認められるものを癌細　　その増殖帯の巾を測定し，これをaとし，その中間位

胞の示標5）とし，これらのまったく認められないもの　　で細胞密度を測定し，これをbとすると，増殖帯の面

は除外した。癌細胞の増殖が確認されたものについて　　積をπa2として計算し，撮影倍率および引き伸ぽし倍

は，explant周辺を顕微鏡写真撮影装置（ニコン　　率を一定とした場合の定数をkとすると，細胞数は

AFM）と白黒フィルム（富士ミニコピー）を用い，

位相差顕微鏡写真に撮影して記録した。制癌剤接触実

験を行ったものについては，接触前，接触後1～3日　　　　　　　　　　　　　　、

後，1週間後，3週間後を目安とし，同じ部位を位相　　　　　　　　　　　　b　l
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　a差顕微鏡に繰り返して撮影した後，引き伸ばし写真上　　　　　　　　　　．／

で形態計測を行って解析した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　G，

E　制癌剤接触法

　癌細胞の増殖が認められたものに対し，培養7～13

日衡こ制癌剤を接触させた・実駒・用いた制癌剤は　　。、maxim。m　l。。g，h。f　cell．9，。．，h。。。e

Adriamycin（協和醸酵，以下ADMと略記），　　　　b：cell　Clensity

Mitomycin　C（三共，以下MMC）およびFluorour、　　　　c：explan七
acil（断・鵬以下5－FU）の3種類で，上述した　　cell　c°unt＝kπa2b

培養液に溶解して使用した。濃度設定は，臨床上の体　　　　　　　Fig．　l　Procedure　for　cell　count

Table　2　Correlation　between　cell　count　by　calculation　and　real　cell　count

cell　count

@　　　　by　calculation
9 60 101 193 228 232 512 658 869 1051

real　Cell　COtlnt 11 54 120 181 232 248 450 710 693 897

error（％）
一18 十11 一8 一2

F

一6 十14 一7 十25 十17
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　　　・縷

φ』の

Fig．2　Photomicrographs　of　tissue　sections　prepared　from　thyroid
　　　　　carcinoma　before　tissue　culture，　H　E　stain，　x　200

　　　　　　a：follicular　carcinoma（Case　10）

　　　　　　b：papillary　carcinoma（Case　5）

　　　　　　c：anaplastic　carcinoma（Case　6）
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鱗懸懸灘欝1搾驚纏鑛懸難灘暴臨

m　　　　　　・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　誌　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

Flg　3　Phase　contrast　photomicrographs　of　cultured　cells　from　respectlve　types　of　thyrold

　　　tumors　and　normal　thyrold，×100
　　　Contlnuous　cell　growth　was　seen　on　normal　thyrold　gland　and　benlgn　tumors（a，　f，　g）

　　　　Scattered　cell　growth　was　observed　on　carclnoma（b，　c，　d，　e）Degeneratlon　can　clearly　be

　　　　seen（h）

　　　　a　normal　thyrold（Case　5，10　days　after　the　inltlatlon　of　culture）

　　　　b　follicular　carclnoma（Case　10，8days　after　the　lnltlatlon　of　culture）

　　　　c　folllcular（trabecular）carcmoma（Case　4，8days　after　the　lnltiation　of　culture）

　　　　d　paplllary　carcmoma（Case　5，9days　after　the　lnltlatlon　of　culture）

　　　　e　anaplastlc　carclnoma（Case　6，9days　after　the　mltlatlon　ef　culture）

　　　　f　　adenornatous　golter（Case　17，14　days　after　the　lnltlation　of　culture）

　　　　g　collold　adenoma（Case　18，12　days　after　the　lnltlatlon　of　culture）

　　　　h　anaplastic　carclnoma（Case　6，2days　after　exposure　to　ADM　O　2μg／m16hr）

　　　　1anaplastlc　carcinoma（Case　6，7days　after　exposure　to　MMC　O　1μg／ml　6hr）

　　　　J　anaplastlc　carcmoma（Case　6，7days　after　exposure　to　5－FU　10μg／m16hr）
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Fig．4　Photomicrograph　of　cultured　cells　from　anaplastic　carcinoma（Case

　　　6，8days　after　the　initiation），　Giemsa　stain，×200

　　　E：explant　M：mitosis

kπa2　bで表される（Fig．1）。この数値は実際に総細　　った（Table　1）。おのおのの癌ならびに正常甲状腺組

胞数を数えた場合と大体一致した（Table　2）ので，　　織は，それぞれ生体内での条件の相違ならびに培養条

以後この方法により細胞数を算出した。　　　　　　　件に対する適応性の相違，さらには制癌剤に対する感

　培養に用いた組織の残りの一部は10％フォルマリン　　受性の相違があり，その培養結果は多様であった。し

固定，パラフィソ包埋を行い，薄切してスライドグラ　　かし，正常甲状腺および良性腫瘍では連続的に敷石状

スに載せ，パラフィソ切片を脱パラし，ヘマトキシリ　　に増殖し，甲状腺癌では非連続性，散布性に出現する

ン・エオジン染色後，病理組織検査を行って培養結果　　　傾向がみられた。正常甲状腺，濾胞癌，索状癌，乳頭

と比較した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　癌，未分化癌，腺腫様甲状腺腫およびコロイド腺腫

　培養に成功した場合のTD管の一部にっいては，短　　　（Plurrrrner病）の培養開始直後の培養細胞とADM，

冊型力・ミーグラスをとりだし，メタノール固定をした　　MMCおよび5－FU接触後の変化の位相差顕微鏡像を

後，Giemsa染色して培養細胞の観察を行った。　　　　　Fig．　3に示す。培養開始後8日目の未分化癌の培養細

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　胞の固定標本の顕微鏡像をFig．4に示す。　Explant周

　　　　　　　　m結　果　　　　辺の細胞の中に紛魏の細胞像が認められた。

A　培養材料の病理組織学的診断　　　　　　　　　　　　C　制癌剤の影響

　組織培養を試みた18例の病理組織学的診断は，甲状　　　初代培養に成功し，制癌剤接触実験を行った12例中，

腺分化癌10例（濾胞癌3例，乳頭癌7例），未分化癌　　　症例4～6，10～14，16について，培養生細胞の増減

6例，腺腫様甲状腺腫1例およびコロイド腺腫1例で　　率（％）を経時的に示したものがFig．5－13である。

あった。濾胞癌，乳頭癌および未分化癌の代表例を　　以下制癌剤の影響について概説する。

Fig．2に示す。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　正常甲状腺組織（Fig．5，6，8－12）

B　培養結果　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　正常甲状腺組織では，培養開始後2～3日頃より

　組織培養を試みた18例中，初代培養に成功した症例　　explant周囲に増殖帯を認め，10日頃には数百～数千

は14例で，その内訳は甲状腺分化癌10例，未分化癌2　　個の単層細胞帯が認められた（Fig．　3a）。その後徐々

例，腺腫様甲状腺腫1例およびコロイド腺腫1例であ　　　に増殖傾向を認めたが，1ヵ月頃には次第に線維芽細

った。培養できなかった未分化癌の4例は，死後に得　　胞が主体となり，その比率は時間の経過とともに増加

られた組織材料3例と胸水中の細胞を集めた1例であ　　した。培養7～13日目に制癌剤を接触させたが，
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Fig．5　．Transitional　curves　of　average　ce11　counts　in　culttired　normal　thyroid　and　follicular

　　　　　（trabecular）carcinoma（Case　4）after　exposure　to　ADM

　　　　　a：normal　thyroid

　　　　　b：normal　thyroid　after　exposure　to　ADM　for　2hr

　　　　　c：．normal　thyroid　after　exposure　to　ADM　O．　2ptg／ml

　　　　　d：trabecular　carcinoma

　　　　　e：trabecular　carcinoma　after　exposure　to　ADM　for　2hr

　　　　　f：trabecular　carcinoma　after　exposure　to　ADM　O．2μg／ml
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Fig．6　Transitional　curves　of　average　cell　counts　in　cultured　normal　thyroid　and　papillary

　　　　　carcinoma（Case　5）after　exposure　to　ADM　and　MMC

　　　　　a：normal　thyrQid

　　　　　b：normal　thyroid　after　expQsure　tQ　ADM　2μg／ml　for　2hr

　　　　　c：nomlal　thyroid　after　exposure　to　MMC　O．1μg／ml　for　2hr

　　　　　d：papillary　carcinoma　．

　　　　　e；papillary　carcinoma　after　exposure　to　ADM　for　2hr

　　　　　f：papillary　carcinoma　after　exposure　to　MMC　for　2hr
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Fig．7　Transitional　curves　of　average　cell　co岨ts　in　cultured　anaplastic　carcinoma（Case　6）

　　　　　after　exposure　to　ADM，　MMC　and　5－FU

　　　　　a：anaplastic　carcinoma

　　　　　b：anaplastic　carcinoma　after　exposure　to　ADM　for　2hr

　　　　　c：anaplastic　carcinoma　after　exposure　to　ADM　O．2μg／ml

　　　　　d：anaplastic　carcinoma　after　exposure　to　MMC　for　2hr

　　　　　e：anaplastic　carcinoma　after　exposure　to　MMC　O．1μg／ml

　　　　　f：anaplastic　carcinoma　after　exposure　to　5－FU　for　2hr

　　　　　g：anaplastic　carcino卑a　after　exposure　to　5－FU　10μg／mI
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Fig，8　Transitional　curves　of　average　cell　counts　in　cultured　normal　thyroid　and　follicular

　　　　　carcinoma（Case　10）after　exposure　to　ADM，　MMC　and　5－FU

　　　　　a：normal　thyroid

　　　　　b：normal　thyroid　after　exposure　to　ADM　for　2hr

　　　　　c：normal　thyroid　after　exposure　to　ADM　O，2μg／ml

　　　　　d：normal　thyroid　after　exposure　to　MMC　for　2hr

　　　　　e：normal　thyroid　after　exposure　to　MMC　O．1μg／ml

　　　　　f：normal　thyroid　after　exposure　to　5－FU　for　2hr

　　　　　g：normal　thyroid　after　exposure　to　5－FU　10μg／ml

　　　　　h：follicular　carcinoma

　　　　　i二follicular　carcinoma　after　exposure　to．ADM　for　2hr

　　　　　j：follicular　carcinoma　after　exposure　to　ADM　O．2μg／ml

　　　　　k：follicular　carcinoma　after　exposure　to　MMC　for　2hr

　　　　　l：follicular　carcinoma　after　exposure　to　MMC　O．1μg／ml

　　　　　m：follicular　carcinoma　after　exposure　to　5－FU　for　2hr

　　　　　n：follicular　carcinoma　after　exposure　to　5－FU　10μg／ml
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Fig．9　Transitional　curves　of　average　cell　counts　in　cultured　normal　thyroid　and　papillary

　　　　　carcinQma（Case　11）after　exposure　to　ADM，　MMC　and　5－FU

　　　　　a：normal　thyroid

　　　　　b：norlnal　thyroid　after　exposure　to　ADM　for　2hr

　　　　　cmormal　thyroid　after　exposure　to　ADM　O．2μg／ml

　　　　　d：normal　thyroid　after　exposure　to　MMC　for　2hr

　　　　　e；normal　thyro量d　after　exposure　to　MMC　O，1μg／mI

　　　　　f：normal　thyroid　after　exposure　to　srFU　for　2hr

　　　　　g：normal　thyroid　after　exposure　to　5－FU　10μg／ml

　　　　　h：papillary　carcinoma

　　　　　i：papillary　carcinoma　after　exposure　to　ADM　for　2hr

　　　　　j：papillary　carcinoma　after　exposure　to　ADM　O。2μg／ml

　　　　　k：papillary　carcinoma　after　exposure　to　MMC　for　2hr

　　　　　l：papillary　carcinoma　after　exposure　to　MMC　Oユμg／ml

　　　　m：papillary　carcinoma　after　exposure　to　5－FU　for　2hr

　　　　　n：papillary　carcinoma　after　exposure　to　5－FU　10μg／ml
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　　　　　Fig．10　Transitional　curves　of　average　cell　counts　in　cultured　normal　thyroid　and　papillary

　　　　　　　　　　carcinoma（Case　12）after　exposure　to　MMC　and　5－FU

　　　　　　　　　　a：normal　thyroid

　　　　　　　　　　b：norma｝thyroid　after　exposure　to　MMC　for　2hr

　　　　　　　　　　c：normal　thyroid　after　exposure　to　MMC　O．1μg／ml

　　　　　　　　　　d：normal　thyroid　after　exposure　to　5－FU　for　2hr

　　　　　　　　　　e：normal　thyrQid　afte治6xposure　tQ　5－FU　10μg／ml

　　　　　　　　　　　f　：papillary　carcinoma

　　　　　　　　　　g：papillary　carcinoma　after　exposure　to　MMC　for　2hr

　　　　　　　　　　h：papillary　carcinoma　after　exposure　to　MMC　O．1μg／ml

　　　　　　　　　　　i：papillary　carcinoma　after　exposure　to　5－FU　for　2hr

　　　　　　　　　　j：papillary　carcinoma　after　exposure　to　5－FU　10μg／ml
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　　　　　　　、　　　　21430daysFig．11　Transitional　curves　of　average　cell　counts　in　cultured　normal　thyroid　and　papillary

　　　　　carcinoma（Case　13）after　exposure　to　ADM，　MMC　and　5－FU

　　　　　a：normal　thyroid

　　　　　b；normal　thyroid　after　exposure　to　ADM　2μg／ml　for　2hr

　　　　　c：normal　thyroid　after　exposure　to　MMC’．0．1μg／ml　for　2hr

　　　　　d：normal　thyroid　after　exposure　to　5－FU　10μg／ml　for　2hr

　　　　　e：papillary　carcinoma

　　　　　f：papillary　carcinoma　after　exposure　to　ADM　for　2hr

　　　　　g：papillary　carcinoma　after　exposure　to　ADM　O．2μg／ml

　　　　　h：papillary　carcinoma　after　exposure　to　MMC　for　2hr

　　　　　i：papillary　carcinoma　after　exposure　to　MMC　O．1μg／ml

　　　　　j：papillary　carcinoma　after　exposure　to　5－FU　for　2hr

　　　　　k：papi11ary　carcinoma　after　exposure　to　5－FU　10μg／m1
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Fig．12　Transitional　curves　of　average　cell　counts　in　cultured　normal　thyroid　and　papillary

　　　　　carcinoma（Case　14）after　exposure　to　ADM，　MMC　and　5－FU

　　　　　a　：normal　thyroid

　　　　　blnormal　thyroid　after　exposure　to　ADM　for　2hr

　　　　　c：normal　thyroid　after　exposure　to　ADM　O．2μg／ml

　　　　　d：normal　thyroid　after　exposure　to　MMC　for　2hr

　　　　　e：normal　thyroid　after　exposure　to　MMC　O．1μg／ml

　　　　　f：normal　thyroid　after　exposure　to　5－FU　for　2hr

　　　　　g：normal　thyroid　after　exposure　to　5－FU　10μg／mI

　　　　　h：papillary　carcinoma
　　　　　i：papillary　carcinoma　after　exposure　to　ADM　for　2hr

　　　　　j；papillary　carcinoma　after　exposure　to　ADM　O．2μg／ml

　　　　　k：papillary　carcinoma　after　exposure　to　MMC　for　2hr

　　　　　1：papillary　carcinoma　after　exposure　to　MMC　O．1μg／ml

　　　　　m：papillary　carcinoma　after　exposure　to　5－FU　for　2hr

　　　　　n：papillary　carcinoma　after　exposure　to　5－FU　lOμg／m1
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Fig．13　Transitional　curves　of　average　cell　counts　in　cultured　anaplastic　carcinoma（Case　16）

　　　　　after　exposure　to　ADM，　MMC　and　5－FU

　　　　　a：anaplastic　Carcinoma

　　　　　b：anaplastic　carcinoma　after　exposure　to　ADM　for　2hr

　　　　　c：anaplastic　carcinoma　after　exposure　to　ADM　O。2μg／ml

　　　　　d：anaplastic　carcinoma　after　exposure　to　MMC　for　2hr

　　　　　e：anaplastic　carcinoma　after　exposure　to　MMC　Oユμg／ml

　　　　　f：anaplastic　carcinoma　after　exposure　to　5－FU　for　2hr

　　　　　g：anaplastic　carcinoma　after　exposure　to　5－FU　10μg／ml
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ADMでは低濃度2時間接触の場合，　MMCと5－FU　　められた（Fig．3e）。未分化癌に制癌剤を接触させな

ではどの濃度でもほとんどの場合，その後の増殖過程　　い場合には，癌細胞の増殖は速く，数週間から数ヵ月

は全体として無処理対照群とあまり変わらなかった　　間順調に増殖を続け，時間の経過につれて線維芽細胞

（Fig，　5　a－c，　Fig．6a，　c，　Fig．8a，　d，　e，　g，　Fig．9a－g，　　が優勢となり癌細胞が認められなくなる場合もあるが，

Fig，10　a－e，　Fig，11　a，　c，　d，　Fig．　12　a，　d－g）。しかし，　　100日後の観察でも癌細胞の増殖が認められた（Fig・7

ADM中濃度・高濃度2時間接触，ならびにADM低　　a，　Fig．／3　a）。培養開始後10日でADMを接触させる

濃度でも長時間接触では増殖抑制がみられた（Fig．5　　と，低濃度2時間の接触でその2日後に増殖抑制効果

b，　c，Fig．6b，　Fig．　8　b，　c，　Fig．9b，　c，　Fig．11　b，　Fig，12　　がみられ，中濃度・高濃度2時間および低濃度6時間

b，c）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　あるいは24時間接触ではさらに強い抑制効果が認めら

　2　甲状腺濾胞癌（Fig．　5，　8）　　　　　　　　　　　れた（Fig．3h）。接触後7～10日では，さらに抑制効

　甲状腺分化癌のうち，濾胞癌についてみると，症例　　果が認められ，症例6では，低濃度2時間および6時

4では正常甲状腺組織よりやや強いゆるやかな増殖傾　　間接触を除いて完全な培養細胞の消失を認めた。接触

向を示した（Fig，3c，　Fig．　5　d）が，症例10では正常　　後100日では，ほとんどすべての場合において培養細

甲状腺組織より弱い増殖傾向を示した（Fig，　3　b，　Fig．　　胞の消失を認めた（Fig．7b，　c，　Fig．13　b，　c）。未分化

8h）。これに制癌剤を接触させると，　ADMではいず　　癌にMMCを接触させた場合では，低濃度および中濃

れの濃度においても増殖の抑制がみられた（Fig．　5　e，　　度2時間接触では，接触後2日，7～10日，100日の

f，Fig．8i，　j）。　MMcと5－Fuでは高濃度および長時　　いずれにおいても増殖抑制はみられず，中濃度6時間

間接触でわずかに増殖抑制傾向がうかがわれたが，大　　接触でわずかに増殖抑制効果が認められた（Fig．　3　i）。

体において抑制はみられなかった（Fig．8k－n）。　　　　高濃度2時間接触および中濃度24時間接触では明らか

　3　甲状腺乳頭癌（Fig．　6，　9－12）　　　　　　　　　な抑制効果が認められた（Fig．7d，　e，　Fig，13　d，　e）。

　甲状腺分化癌のうちの乳頭癌にっいてみると，制癌　　未分化癌t／c　5－FUを接触させた場合では，低濃度・中

剤を加えなかった場合には，正常甲状腺組織とそれほ　　濃度2時間接触および中濃度6時間接触では，ほとん

どかわらないゆるやかな増殖傾向を示した（Fig．3d，　　ど抑制効果がみられず（Fig．3j），中濃度24時間接触

Fig．6d，　Fig．　9　h，　Fig．10　f，　Fig，11　e，　Fig．　12　h）。こ　　および高濃度2時間接触で抑制効果が認められた

れにADMを接触させると，低濃度2時間では抑制さ　　　（F至g．7f，　g，　Fig。13　f，　g）。

れない場合もあったが大部分は抑制され，中濃度・高
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　N　考　　　察
濃度2時間および低濃度6・24時間ではすべてが抑制

された（Fig．　6　e，　Fig．9i，　j，　Fig．　11　f，　9，　Fig．　12　i，　j）。　　甲状腺分化癌に対する化学療法剤は・ADM，

MMCを接触させた場合では，低濃度・中濃度接触で　　bleomycin，　cyclophosphalnide，　cisplatinum，5－FUお

は症例12の場合（Fig．10　g，　h）を除いてあまり抑制　　よびUFT等6）7）が用いられているが，臨床的に有効と

されず（Fig，6f，　Fig．9k，1，　Fig．11　h，　i，　Fig，12　k，1），　判断できる症例は少なく，一部の症例と特殊な状況

また長時間接触によっても特に増殖抑制が強くなる傾　　下819似外はほとんど用いられていない1｝。未分化癌に

向はみられなかった。しかし，症例5，13，14では高　　対しては，ADM，　MMC，　bleomycin，　cyclophos一

濃度で増殖抑制効果が認められた（Fig，6f，　Fig．11　　phamide，5－FU，　cysplatinum等の化学療法剤が単独

h，Fig．12　k）。5－FUを接触させた場合は，濃度差お　　あるいは多剤併用として用いられe）1°）11），手術療法お

よび接触時間の違いによる増殖抑制傾向の差は多少の　　よび放射線療法と併用される場合が多い1｝。従来，甲

例外はあるもののほとんどみられなかった（Fig．　9　m，　状腺癌に対する制癌剤の影響をin　vitroでみた報告は，

n，Fig．10　i，　j，　Fig．11　j，　k，　Fig．12　m，　n）が，症例11　　主として樹立された培養細胞に対しての効果であ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
と12では，全体的に抑制されている傾向がみられた　　り12｝ls），初代培養で制癌剤の効果をみた報告はない。

（Fig，9h，　m，　n，　Fig．10　f，　i，　j）。　　　　　　　　　　著者は，甲状腺癌の組織型による制癌剤の効果の相違

　4　甲状腺宋分化癌（Fig．7，13）　　　　　　　　　　を知る目的で，手術時に採取した甲状腺癌組織を初代

　甲状腺未分化癌を培養すると，1～2日後にex・　培養し，これに下山分類i4）type　I制癌剤（concentra・

plant周囲に急速な増殖帯が認められ，10日後には異　　tion　dependent　agents）としてADMおよびMMC

型度強く，criss－crossした配列あるいはpile－upが認　　　を，同type　II制癌剤（time　dependent　agents）に属
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するものとして5－FUを選択し接触させた。選択の理　　たものの，中濃度接触では抑制されず，したがって臨

由は，最も普遍的で古くより臨床使用され，その効果　　床的治療効果も期待できない。5－FUの未分化癌に対

も他臓器癌で充分に立証され信頼を得ている制癌剤だ　　する影響は，長時間接触で増殖抑制効果がみられたと

からである15｝16）。おのおのの制癌剤は，臨床使用蒔の　　ともに，高濃度2時間接触でも増殖抑制効果が認めら

標準的使用濃度（体重当たり）を中濃度とし，低濃度　　れた。今回の結果だけでは決定的ではないが，臨床上，

および高濃度設定を行って比較した。　　　　　　　　　長時間投与で治療効果が期待でぎる可能性がある。

　培養用語ではgrowth，　outgrowthは成長であって，　　　ヒト甲状腺癌の培養については，その報告は，主と

増殖（proliferation）とは区別されている。　Explant　　して樹立された細胞株を用いる12｝13）か，初代培養でも

法では，explantからの細胞遊出が主体となることが　　遊離された細胞培養結果である19）。これは主として癌

あり成長と表現する方が正確かもしれない。しかし，　　細胞以外の細胞すなわち線維芽細胞の増殖を除去また

Fig．4に示したように細胞分裂が含まれていることは　　は阻止すること2°）からくる必然的な結果であるが，本

事実であり，本稿では増殖と表現した。　　　　　　　実験でも，explant周辺に増殖した細胞が癌細胞かど

　甲状腺未分化癌に対し濾胞癌や乳頭癌は組織学的に　　うかが問題となる。培養初代における上皮様細胞の増

みて癌としてよく分化しており，生物学的性格や治療　　殖形態としては，①組織塊から連続性に敷石状に増殖

成績等に共通点も多いため，両者をまとめて分化癌と　　するもの，②非連続性，散布性に出現するもの，③浮

よばれる6）。本実験においても，濾胞癌の培養後の経　　遊状態で増殖するものがあり，癌細胞では②の形態を

時的変化がみれたものは2例で症例数が少ないことも　　示す場合が最も多く，正常上皮は主として①の形態を

あるが，乳頭癌ときわ立った差異はみられず，分化癌　　示し，また未分化癌では③の形態をとることがある2’｝

として一括して扱って差し支えないと考えられる。甲　　といわれる。本実験でも，培養液を交換するために③

状腺正常組織では，ADM中濃度・高濃度2時間接触　　の形態は確認できなかったが，正常甲状腺では敷石状

および低濃度でも長時間接触では増殖抑制効果を認め　　に増殖し，甲状腺癌では非連続性，散布性に出現する

たが，低濃度2時間接触ではほとんど影響されなかっ　　傾向が確認された。さらに，本実験とほぼ同様の方法

た。MMCおよび5－FU接触ではいずれもほとんど影　　によって培養した甲状腺癌の細胞をケラチンおよびビ

響がなかった。ところが分化癌では，ADM低濃度2　　メンチソ抗体を用いて蛍光抗体法で観察したところ，

時間接触でもかなり強い増殖抑制が認められた。した　　ケラチン抗体染色で細胞h：　criss－crossあるいはpile一

がってADMは臨床的にも分化癌に対する治療効果が　　upした部分での多くの細胞に蛍光が明瞭に認められ，

期待できるものと推測される。しかし，分化癌に　　ビメンチン抗体で染色すると，多くの細胞は弱い蛍光

MMCを接触させても，　MMC高濃度接触で増殖抑制　　を発するのみであったと報告されている22）。この結果

がみられることはあったが，全体としてみるとほとん　　から，本実験での培養細胞の多くはケラチン細糸を含

ど増殖は抑制されなかったものと考えられる。したが　　有し，上皮性細胞であると思われる。したがって，本

って分化癌に対してMMCの臨床的治療効果はあまり　　実験でcriss－crossした配列を示すもの，　pile－upの認

期待できないと思われる。また，分化癌に5－FUを接　　められるものを癌細胞の指標としたことは，正当性を

触しても，明らかな増殖抑制効果があったとは思われ　　得たものと考えられる。最近あらためて，甲状腺の細

ず，これも治療効果は期待できない。臨床的には難治　　胞培養ではなく，組織培養において技術的な改善に関

性の癌に対してADMを中心とした化学療法の報　　する報告23）がみられることも，本実験のような初代組

告17）ls）が主体で，　MMCあるいは5－FUの有効例の報　　織片培養法が古くて最新の方法であることを示唆して

告がみられないことが，この実験結果から理解できる。　いる。

　未分化癌では，ADMによる強い増殖抑制効果が認　　　制癌剤感受性試験は，同じ組織型の癌腫でも制癌剤

められ，concentration　dependentでありかつtime　　に対する感受性が異なる24）ために行うもので，治療に

dependentであることが示された。これは下山分類の　　応用するためには，　in　vitroの結果が臨床治療効果と

type　Ibの制癌剤14）であることを裏付ける結果である。　　一致するものでなければならないと同時に簡便である

未分化癌に対するMMCの効果はADMに比し弱い。　　ことが条件2｝である。最近では，　collagell　gel法，　SDI

MMCはADMと同様type　Ibに属する制癌剤である　　法，コロニー形成阻止法，核形法，シンチレーション

が，高濃度および長時間接触での増殖抑制は認められ　　法およびsubrenal　capsule　assay法等に種々の工夫を
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した報告25｝”27）があるが，おのおの利点と問題点があ　　の相違があるが，これは主としてその増殖速度の違い

り，いまだ確立された方法はない。著者は，簡便さと　　によるものであり，制癌剤としては，分化癌および未

いうことには難点があるが，より生体内での環境に類　　分化癌ともにADMが最も感受1生が高く治療効果の期

似した，すなわち臨床治療効果tc．一一一致しているような　　待ができる薬剤であると思われる。

モデルとしてexplant法を用いて制癌剤の効果を判定
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　V　結　　　語
した。制癌剤に対する感受性は，初代培養でも変化す

ることがある3｝といわれており，またさらには，培養　　　手術時採取した甲状腺癌組織の組織片培養法による

癌細胞がmonolayerであるか，　spheroidであるかで　　初代培養細胞に制癌剤を接触させてその結果を判定し

も感受性は異なり，spheroidの方が薬剤に対する感受　　たところ，次の票実が確認できた。

性に抵抗性があるとの報告12）もある。この意味では，　　1　甲状腺分化癌では，増殖速度は遅いが，ADMに

exp王ant法による培養細胞により早い時期に接触を行　　　よる増殖抑制効果がわずかながら認められた。

うことは妥当であると考えられるが，細胞数の計測に　　2　甲状腺未分化癌では，増殖速度は速く，ADMに

手数を要し，また線維芽細胞のcontaminationを客観　　　よる著明な増殖抑制効果が認められた。

的にとらえ排除あるいは考慮することができない点に　　3　手術時採取した生検試料から甲状腺癌組織を長時

問題が残されている。本実験では，特V：　1ヵ月を過ぎ　　　間培養して，制癌剤の効果を判定することが可能で

た頃には線維芽細胞の増殖が優勢となり，単純に細胞　　　　あり，臨床治療の際にこの方法により，薬剤感受性

数は増加しても癌細胞が増殖しているとはいえないの　　　を推定するのに利用することができる。

で，制癌剤接触後3週間程度が評価するに耐えうると

考えられる。正確に表現するならば，癌組織からの培　　　本論文の要旨は，第41回日本癌学会（1982年8月，

養細胞に対する制癌剤の効果をみたものであって，癌　　大阪）において発表した。
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