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は　じ　め　に

　癌の化学療法は新薬の開発により選択肢が増えてきて

いるものの，その効果は実際に治療を行ってみないと分

からないことが多い。抗癌剤感受性試験は体外で患者癌

細胞と抗癌剤を接触させ，癌細胞に対してどれくらい効

果があるかを客観的に判定する検査法である。抗癌剤感

受性試験の導入は治療成績の向上および患者の身体的負

担の軽減につながり，今後需要の増大が予想される。

　当院では2006年３月より CD-DST法（Collagen gel 

Droplet embedded culture Drug Sensitivity Test）に

よる抗癌剤感受性試験を試験的に導入してから３年目に

なる。当院における抗癌剤感受性試験の現況について報

告する。

原　　　　　理

　CD-DST法による抗癌剤感受性試験は腫瘍細胞をコ

ラーゲンドロップ内に埋め込み培養することで，生体内

に近い環境を作りだし，その中で腫瘍細胞に抗癌剤を接

触させ，実際に患者へ抗癌剤を投与した場合の感受性を

予測する。最終的な抗癌剤感受性の判定は抗癌剤に接触

させず培養した腫瘍細胞と抗癌剤に接触させた腫瘍細胞

をニュートラルレッドで染色し，各々の染色性の違いを

専用の画像解析装置で計測して行う。生きている腫瘍細

胞はニュートラルレッドを取り込んで赤く染まるが，効

果を認めた抗癌剤では腫瘍細胞が死滅するため，ニュー

トラルレッドの染色性が低下する。

対　　　　　象

　対象は2006年３月から2008年３月までの間に当院検査

室に提出された大腸癌66例，胃癌31例，乳癌21例，肺癌

による癌性胸水１例，悪性中皮腫１例，腹膜偽粘液腫２

例，卵巣癌１例，原発不明癌のリンパ節転移１例，原発

不明癌の癌性胸水１例の計125例である。

方　　　　　法

　CD-DST法の実施にあたっては新田ゼラチン社製ヒ

ト癌細胞初代培養システムキット Primasterを使用し

た。本試験の大きな流れは図１に示すとおりである。は

じめに手術等で摘出された腫瘍組織を壊死や潰瘍部を避

けて約１cm角に切り出し，抗生剤を含む生理食塩水で

洗浄する。切り出した腫瘍組織片には腫瘍細胞のほかに

壊死細胞，間質，脂肪，血球等，本試験に不要な成分が

含まれている。そこで物理的，化学的手法によって組織

片を細かく分散し，さらにコラーゲンゲルがコーティン

グしてある CGフラスコで一晩予備培養を行うことで，

コラーゲンゲルに接着する生きた腫瘍細胞を選択的に回

収する。回収した腫瘍細胞はコラーゲンゲル溶液に浮遊

させ，６穴シャーレの各穴に30μlずつ３ヶ所滴下し，コ

ラーゲンドロップを作製する。コラーゲンドロップは
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10％ウシ胎児血清を添加した DF培地に浸し，CO２イン

キュベーターで一晩培養する。翌日，コラーゲンドロッ

プに抗癌剤を接触させ，CO２インキュベーターで24時間

培養する（図２）。同時に対照として抗癌剤に接触させ

ないコラーゲンドロップ（抗癌剤非処理群）も用意す

る。抗癌剤接触後，添加した抗癌剤を洗浄・除去し，線

維芽細胞の増殖を抑える無血清培地にて７日間 CO２イ

ンキュベーターで培養を行う。培養終了後，コラーゲン

ドロップをニュートラルレッドで染色，10％中性ホルマ

リンで固定し，水洗，風乾する。

　抗腫瘍効果の評価は専用の画像解析装置を用いて，

ニュートラルレッドの染色度合いの差異を検出し，抗癌

剤非処理群（C）と抗癌剤処理群（T）との相対増殖率の

比T/C（％）を求め，T/C≦50％を高感受性，50％＜T/C

≦60％を中等度感受性，T/C＞60％を低感受性と判定し

た。なお，培養途中で細菌や真菌が混入し，腫瘍細胞の

みの染色性を測定できない症例や細胞増殖不良により抗

癌剤非処理群において２割以上の腫瘍細胞が死滅してし

まった症例では抗癌剤の効果を正確に評価できないため

判定不能とした。

結　　　　　果

　CD-DST法の検査成績を年別に集計し，表１に示し

た。2006年は全体で30例中13例（43.3％）が判定可能で

あり，７例（23.3％）が細菌や真菌発育，10例（33.3％）

が細胞増殖不良により判定不能となった。症例別にみる

と大腸癌では10例中３例（30.0％）が判定可能であり，

４例（40.0％）が細菌や真菌発育，３例（30.0％）が細

胞増殖不良により判定不能となった。胃癌では11例中７

例（63.6％）で判定可能であり，１例（9.1％）が細菌や

真菌発育，３例（27.3％）が細胞増殖不良により判定不

能となった。乳癌では３例中１例（33.3％）で判定可能

であり，２例（66.7％）が細胞増殖不良により判定不能

となった。肺癌では判定可能例はなく，１例中１例

（100.0％）が細胞増殖不良により判定不能となった。そ

の他の癌では５例中２例（40.0％）が判定可能であり，

２例（40.0％）が細菌や真菌発育，１例（20.0％）が細

胞増殖不良により判定不能となった。

図２　抗癌剤接触
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図１　CD-DST法の流れ
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　2007年は全体で61例中53例（86.9％），2008年は全体で

34例中32例（94.1％）が判定可能であり，いずれの症例

においても判定可能例が80％以上であった。

考　　　　　察

　抗癌剤感受性試験に使用する腫瘍組織は様々な条件の

臨床検体のため，必ずしも細胞培養に適した条件が得ら

れず，２割程度の症例で判定不能になるといわれてい

る１）２）。しかし，我々が CD-DST法を導入した2006年当

初は半数以上が判定不能となった。判定不能となる原因

は細菌や真菌混入と細胞増殖不良に大別される。今回の

大腸癌症例では細菌や真菌混入と細胞増殖不良の両者が

みられ，胃癌や乳癌では細胞増殖不良による判定不能例

が目立った。

　大腸癌の細菌や真菌の混入は組織に残存する細菌や真

菌の除去に問題があると考えられた。CD-DST法では細

菌や真菌汚染を防ぐため，抗生剤のペントシリンとカナ

マイシン，抗真菌剤のアンホテリシン Bを洗浄液や培地

中に加えることを推奨している。しかし，実際にはこれ

ら薬剤に対して耐性を示す細菌や真菌が高頻度にみられ

た。耐性を示す細菌や真菌の検索をおこなったところ，

Enterococcus faecium が原因の１つと考えられた。

2007年以降は Enterococcus faecium に効果を示すバン

コマイシンを洗浄液や培地に追加し，さらに抗真菌剤を

アンホテリシンBより効果の強いアムビゾームに変更す

ることで，有意に細菌や真菌の増殖を防ぐことができた。

　細胞増殖不良については腫瘍細胞の質的な問題と量的

な問題があった。本試験の対象とした大腸癌の多くは進

行癌であり，壊死や潰瘍の目立つ組織であった。そのた

め活性の低下した細胞を培養に用いたことが細胞増殖不

良の原因の１つと考えられた。2007年以降は病理医にサ

ンプリングを依頼することで，的確なサンプリングが可

能となり，細胞増殖不良例が減少したと思われる。

　胃癌や乳癌は腫瘍細胞が固い間質成分に取り囲まれて

いることが多く，十分量の腫瘍細胞を分離できず，細胞

増殖不良の原因となっていた。2006年は腫瘍組織をメス

や剃刀で細切したのち，細胞分散酵素で処理を行い，腫

瘍細胞を分離していたが，この方法ではコラーゲンド

ロップ内に間質細胞や破砕した細胞片等，本試験に不要

な成分の混入が目立ち，回収できる腫瘍細胞数も少な

かった。この問題を解決するため，陶器製の家庭用すり

下ろし器で組織片をほぐしたのち，酵素処理を行う方法

を考案した。すり下ろし器で組織を処理すると固い間質

成分が柔らかくなり，組織片から腫瘍細胞の剥離が容易

となった。また刃物を使わないため，細胞の損傷も抑え

ることができた。細胞分離方法を工夫することで，効率

的に腫瘍細胞を採取できるようになり，細胞数不足によ

る細胞増殖不良例が少なくなった。

　肺癌による癌性胸水をサンプルとした症例でも細胞増

殖不良がみられたが，胸水中に対象となる腫瘍細胞がわ

ずかしか認められないことが原因であった。このような

事態を防ぐため，CD-DST法を実施する症例では同時に

細胞診標本を作製し，検査に適切なサンプルであるかを

迅速に判断することが重要と思われた。

　１例の悪性中皮腫症例において CD-DST法を行った

結果，本試験において有効とされた薬剤が実際の治療で

も有効であった。このことから CD-DST法の対象と

なっていない腫瘍症例でも治療の参考となるデータを提

供できる可能性が示唆された。

　近年，5-FUを中心に抗癌剤の感受性を遺伝子レベル

で測定する報告３）４）５）が増えてきている。生物学的検査と

遺伝子学的検査を組み合わせることによって，さらに安

定性と信頼性を向上させたデータの提供が可能になると

思われる。 

表１　CD-DSTの検査成績

全　症　例
件数細胞増殖不良（％）細菌・真菌発育（％）判定可能（％）年

3010（33.3）7（23.3）13（43.3）2006

61　6　（9.8）2　（3.3）53（86.9）2007

34　1　（2.9）1　（2.9）32（94.1）2008

大　腸　癌
件数細胞増殖不良（％）細菌・真菌発育（％）判定可能（％）年

103（30.0）4（40.0）　3　（30.0）2006

362　（5.6）2　（5.6）32　（88.9）2007

20－－20（100.0）2008

胃　　　癌
件数細胞増殖不良（％）細菌・真菌発育（％）判定可能（％）年

113（27.3）1　（9.1）　7（63.6）2006

152（13.3）－13（86.7）2007

5－1（20.0）　4（80.0）2008

乳　　　癌
件数細胞増殖不良（％）細菌・真菌発育（％）判定可能（％）年

32（66.7）－1（33.3）2006

102（20.0）－8（80.0）2007

81（12.5）－7（87.5）2008

肺　　　癌
件数細胞増殖不良（％）細菌・真菌発育（％）判定可能（％）年

11（100.0）－0（0.0）2006

－－－2007

－－－2008

その他の癌
件数細胞増殖不良（％）細菌・真菌発育（％）判定可能（％）年

51（20.0）2（40.0）2　（40.0）2006

－－－2007

1－－1（100.0）2008
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ま　　と　　め

　今回の検討で抗生剤の選択，サンプリングおよび細胞

分離技術が細胞培養の成果に大きな影響を与えることが

分かった。現在は細胞培養技術の習熟や工夫により，当

院の CD-DST法も安定したデータの提供が可能になっ

た。これらデータを元に患者本位のテーラーメード医療

の１つとして CD-DST法を行っていきたい。
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