
緒　　言

従来より乳癌の予後予測因子として，腫瘍径，リンパ
節転移個数などがあげられてきたが，近年，分子生物学
の発展とともに，エストロゲンレセプター （ER） や
HER2 遺伝子の発現，Ki-67 などの分子マーカーを用い
た乳癌の分類 （subtype） と予後，治療効果予測がなされ
ている1）．また遺伝子解析技術の普及にともない遺伝子
発現解析を用いた予後因子の同定がなされており，化学
療法の適応の見極めに関する有用性が示唆されてい
る2）．

しかし，このような乳癌の個別化治療が進む中で，乳
癌の subtype に応じて薬物治療の方向性が定められてき
たが，依然としてエストロゲンレセプターや HER2 の発
現状況と化学療法の薬剤感受性，また化学療法による薬
剤感受性の変化，耐性の獲得については不明な点が多い．
Collagen gel Droplet embedded culture Drug Sensitivi-
ty Test （CD-DST 法） は Type Ⅰ型コラーゲンを用いた

微量三次元培養法を用いる事で，ヒトがん細胞の初代培
養に適していると考えられ，また生体濃度に近い接触条
件で抗癌剤感受性を測定できるため，実臨床に即した検
査法である3）．今回，我々はこの CD-DST 法を用いて，
抗癌剤薬剤感受性試験を行い，乳癌の化学療法の効果を
予測し，乳癌の subtype と薬剤感受性，また化学療法に
よる感受性の変化について，検討を行い報告する．

方　　法

対象：東京大学医学部附属病院・乳腺内分泌外科にお
ける 2008 年 1 月から 2012 年 9 月までの検体採取可能で
あった乳癌患者 60 例 59 検体を対象とした．本研究は東
京大学医学部倫理委員会において承認済みであり，検査
に際しては文書による患者の同意も取得されている．年
齢は 34 から 83 （平均 60.4） 歳で，乳腺組織が 53 検体で
リンパ節組織が 6 検体 （腋窩リンパ節 6 検体） であった．
乳腺組織検体は全例浸潤癌で，乳頭腺管癌 17 例，充実
腺管癌 9 例，硬癌 18 例，apocrine 癌 4 例，粘液癌 1 例，
浸潤性小葉癌 4 例であった．また分子マーカーではエス
トロゲンレスプター陽性が 33 例，陰性が 26 例であり，
HER2 遺伝子の発現では，HER2 陽性が 17 例，陰性が 42
例であった．また乳癌の分類である intrinsic subtype で
は，エストロゲンレセプター，プロゲステロンレセプタ
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ーの発現を認める luminal type が 28 例，ホルモンレセ
プターと HER2 蛋白が共に発現している luminal-HER2 
type が 8 例，ホルモンレセプター陰性で HER2 蛋白の発
現が認められる HER2-enrich が 9 例，ホルモンレセプ
ター，HER2 蛋白いずれも発現が認められない triple 
negative が 14 例であった．術前に化学療法を施行した
症例は 11 例であった．

方法：手術による摘出検体の腫瘍部分を無菌的に
1 cm3 大摘出し，直後に培養液中に冷保存をし，摘出後
30時間以内に冷凍保存を行った．その後，腫瘍を細切し，
細胞分解酵素を用いて 37℃で 2 時間処理をした．次にコ
ラーゲン・ゲル・フラスコで予備培養を行い，血球・壊
死細胞・非細胞成分を除去し生細胞のみを回収した．そ
して 30 mL のコラーゲンゲル中に細胞を包埋し三次元培
養を行い，培養後に 5-FU を 1.0 mg/ml，epirubicin を
0.1 mg/ml，paclitaxel を 1.0 mg/ml で 24 時間培養細胞と
接触させた後，線維芽細胞の増殖を抑制させ無血清増殖
培養を 7 日間行い，ニュートラルレッド染色にて生細胞
のみ画像解析定量を行った．癌細胞コロニーの体積を薬
剤非接触群 （C） と薬剤接触群 （T） との相対増殖率の比
T/C （％） 値を求め，50％以下を高感受性，50 から 60％
を中等度感受性，60％以上を低感受性とした．

結　　果

59検体中37検体 （62.7％） がいずれかの抗癌剤感受性
で評価可能であった （表 1）．5-FU は 37 検体中 34 検体 

（91.9％）， epirubicin は 37 検体中 35 検体 （94.6％）， pa-
clitaxel は 37 検体中 29 検体 （78.3％） で評価可能であっ
た．評価不能検体が 22 検体 （37.2％） に認められた．評
価可能であった検体の感受性試験の結果は，5-FU は 34
検体中 6 検体が高感受性であり，7 検体が中等度感受性，
21 検体が低感受性であった．epirubicin は 35 検体中 14
検体が高感受性であり，2 検体が中等度感受性，19 検体
が低感受性であった．paclitaxel は 29 検体中 11 検体が
高感受性であり，4 検体で中等度感受性，14 検体で低感
受性であった．

＜HER2過剰発現と抗癌剤感受性＞
HER2 過剰発現の有無と薬剤感受性との関連について

は，5-FU に対する評価が可能であった 34 検体のうち，
HER2 過剰発現は 10 検体あり，2 検体で 5-FU 高感受性
であり，2 検体が中等度感受性，6 検体が低感受性であっ
た．HER2 低発現は 24 検体で，そのうち高感受性は 3 検
体であり，中等度感受性が 6 検体，低感受性が 15 検体
であった．また epirubicin に対する評価が可能であった
35 検体のうち HER2 過剰発現は 10 検体あり，4 検体で

epirubicin 高感受性，0 検体が中等度感受性，6 検体が低
感受性であった．また HER2 低発現は 25 検体で，その
うち高感受性は 11 検体で，中等度感受性が 1 検体，低
感受性が 13 検体であった．同様に paclitaxel に対する評
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表 1　�CD-DST 法にて評価可能であった乳癌患者 37 症例の
背景

評価可能数
（n＝37）

年齢
50≦ 28
＜50 9

検体材料
乳腺 33
リンパ節 4

病理組織型
乳頭腺管癌 14
充実腺管癌 1
硬癌 13
小葉癌 3
アポクリン癌 2
その他 4

転移リンパ節数（n）
n＝0 14
1≦n＜4 10
4≦n 13

ホルモンレセプター
陽性 17
陰性 20

HER2 過剰発現
過剰発現あり 11
過剰発現なし 26

Subtype
luminal 16
luminal/HER2 4
HER2-enrich 7
triple negative 10

病期分類
Ⅰ 6
ⅡA 13
ⅡB 10
ⅢA 5
ⅢB 2
ⅢC 1
Ⅳ 0
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価が可能であった 29 検体のうち HER2 過剰発現は 10 検
体あり，そのうち 4 検体で paclitaxel 高感受性，1 検体が
中等度感受性，5 検体が低感受性であった．さらに HER2
低発現症例は 19 検体であり，そのうち高感受性は 8 検
体，中等度感受性が 2 検体，低感受性が 9 検体であった．
5-FU，epirubicin，paclitaxel いずれの薬剤においても
HER2 過剰発現の有無と抗癌剤感受性との間には有意な
相関は認められなかった （図 1）．

＜エストロゲンレセプター発現状況と抗癌剤感受性＞
エストロゲンレセプターの発現の有無と薬剤感受性と

の関連については，5-FU に対する評価が可能であった
34 検体のうち，エストロゲンレセプター陽性症例は 17
検体あり，そのうち 2 検体で 5-FU 高感受性，3 検体が
中等度感受性，12 検体が低感受性であった．またエスト
ロゲンレセプター陰性症例は 17 検体で，そのうち高感
受性は 3 検体，中等度感受性が 5 検体，低感受性が 9 検
体であった．また epirubicin に対する評価が可能であっ
た 35 検体のうちエストロゲンレセプター陽性症例は 18
検体あり，そのうち 7 検体で epirubicin 高感受性，0 検

体が中等度感受性，11 検体が低感受性であった．一方，
エストロゲンレセプター陰性症例は 17 検体で，そのう
ち高感受性は 8 検体で，中等度感受性が 1 検体，低感受
性が 8 検体であった．同様に paclitaxel に対する評価が
可能であった 29 検体のうちエストロゲンレセプター陽
性症例は 13 検体あり，そのうち 6 検体で paclitaxel 高感
受性，1 検体が中等度感受性，6 検体が低感受性であっ
た．また，エストロゲンレセプター陰性症例は 16 検体
で，そのうち高感受性は 6 検体，中等度感受性が 2 検体，
低感受性が 8 検体であった．今回の我々の検討では，エ
ストロゲンレセプターの発現状況と epirubicin との感受
性には有意な相関が認められ （p＝0.04＊），エストロゲン
レセプターの発現を認めるホルモン陽性乳癌は epirubi-
cin に対する薬剤感受性が相対的に低下することが判明
した．また 5-FU，paclitaxel に関しても有意な相関とま
ではいかなかったが，epirubicin 同様エストロゲンレセ
プター陽性乳癌は薬剤感受性が低い傾向が認められた 

（図 2）．
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図 1　HER2 過剰発現群における抗癌剤感受性
HER2 過剰発現群における 5-FU，epirubicin，paclitaxel に対する抗癌剤感受性を示す．
いずれの薬剤においても HER2 過剰発現の有無と抗癌剤感受性との間には有意な相関は
認められなかった．
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＜術前化学療法と感受性評価率との相関＞
今回の我々の検討において抗癌剤感受性の評価が可能

であった 37 検体のうち，術前化学療法を施行した症例
は 4 例 （10.8％） であった．一方，感受性試験において腫
瘍細胞の培養にて生細胞が増殖せず，評価不能判定とな
った症例22検体のうち術前化学療法を施行した症例は7
検体 （31.8％） であり，感受性試験評価不能判定群に術前
化学療法施行例が多く存在した．術前化学療法施行の有
無と抗癌剤感受性評価可能率との間には有意な相関が認
められ （p＝0.049＊），術前化学療法を施行すると，抗癌
剤感受性試験の評価可能率が低下することが判明した 

（図 3）．

考　　察

従来より乳癌の予後予測因子として，腫瘍径や，リン
パ節転移個数があげられており，腫瘍径が2 cm以上の症
例や，リンパ節転移陽性症例が術後化学療法の適応とさ
れてきた．しかし，近年の遺伝子発現解析により，腫瘍
径，リンパ節転移個数ではなく，ホルモンレセプターの

発現状況，HER2 蛋白の過剰発現の有無，Ki-67 腫瘍増
殖因子の発現といった腫瘍の生物学的特性にもとづき化
学療法の適応が決定され，今日ではホルモンレセプター
を発現し，増殖能が低いとされる乳癌以外の症例は，化
学療法の適応とされている．

化学療法の抗腫瘍効果を判定する方法として，ヌード
マウスを用いた in vivo 法と腫瘍検体を用いた in vitro 法
がある．また in vitro 法にも腫瘍組織を用いた HDRA 法 

（Histoculture Drug-Response Assay）4）と腫瘍細胞を用
いる方法があるが，今回我々が採用したCD-DST法は腫
瘍細胞を用いる方法である．CD-DST 法の特徴として，
少ない細胞数で検査可能である事，無血清培養および画
像比色定量を用いることにより線維芽細胞の影響を除去
できる事，また生体内の薬剤濃度をより正確に反映して
いる事があげられ，実臨床に応用しやすい検査法であ
る5）．CD-DST 法を用いた乳癌に対する抗癌剤感受性試
験において，その検体における感受性評価可能率は64か
ら 84.3％6,7）との報告があり，今回の我々の検討において
も，その感受性評価可能率は 62.7％と諸家の報告と同程
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図 2　エストロゲンレセプター発現群における抗癌剤感受性
エストロゲンレセプター発現群における 5-FU，epirubicin，paclitaxel に対する抗癌剤感受性
を示す．エストロゲンレセプター発現群では対照群（エストロゲンレセプター非発現群）と比
較して epirubicin に対する感受性は有意に低下しており（P＝0.04＊），5-FU，paclitaxel への
感受性においても低下傾向を示した．
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度の評価可能率であった．評価不能と判定された原因と
しては腫瘍中心部から検体を採取したことにより，cen-
tral necrosis により viability の低下していた腫瘍細胞を
多く採取してしまった可能性が考えられた．

近年の遺伝子解析の発展に伴い，乳癌もその遺伝子発
現型により 4 つの subtype に分類される事がわかってい
る8）．この subtype は本来は MammaPrint，OncoType 
DX といった多遺伝子解析試験により決定づけられるも
のであるが9），実臨床ではエストロゲンレセプター，プ
ロゲステロンレスプター，HER2，Ki-67 の過剰発現を
病理検体において免疫染色を行い，これらの発現状況か
らluminal （ホルモンレセプター陽性/HER2陰性），lumi-
nal-HER2 （ホ ル モ ン レ セ プ タ ー 陽性/HER2 陽 性），
HER2-enrich （ホルモンレセプター陰性/HER2 陽性），
triple-negative （ホルモンレセプター陰性/HER2 陰性） 
の 4 つの subtype を決定している．これらの subtype は
それぞれ，予後や治療効果が異なる事が知られており，
例えばホルモン陽性乳癌では，化学療法は奏功しづら
く10），luminal型の乳癌では化学療法による過剰治療をさ
けるため，術後化学療法の適応として，核 grade 3，4 個

以上のリンパ節転移，低ホルモン感受性，Ki-67 が高値
といった，腫瘍の増殖傾向が高い症例にのみ使用するこ
とが推奨されている11,12）．今回の我々の検討でも，エス
トロゲンレセプター陽性の検体は陰性の検体と比較して
epirubicin に対して有意に感受性が低く，また 5-FU，
paclitaxelに対しても，統計学的有意差はでなかったもの
の，エストロゲンレセプター陽性症例の薬剤感受性は低
い傾向を示した．またこれらの検討により，やはり lumi-
nal 型の乳癌の治療には化学療法は奏功しにくいが，腫
瘍増殖能が高い症例に対して化学療法を施行する際に
は，epirubicin よりも 5-FU や paclitaxel を用いたレジメ
ンのほうがより高い奏功率となる可能性が示唆された．
一方HER2陽性乳癌は化学療法が奏功しやすい事が知ら
れており13），特にアンスラサイクリン系薬剤の標的酵素
とされる topoisomerase Ⅱ alpha （topo Ⅱ alpha） は，ヒ
ト染色体 17q 領域に位置し，HER2 遺伝子の近傍に位置
する事から topo Ⅱの異常に伴って HER2 の異常が生じ
る事が知られている．よって HER2 のアンスラサイクリ
ン系薬剤に対する感受性は，主に topo Ⅱにより規定され
ていると考えられている14,15）．今回の我々の検討では
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図 3　術前化学療法と感受性評価
術前化学療法未施行群では術前化学療法施行群と比較して，有意に感受性評価可能症例を多く
認めた（P＝0.049＊）．
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HER2 過剰発現と薬剤感受性との間に相関は認められな
かったが，HER2 陰性検体数が 25 例であるのに対し，
HER2 陽性検体数が 10 例と HER2 陽性検体数が少なく，
さらなる症例の蓄積が必要であると思われた．また術前
化学療法を施行する事により，腫瘍のviabilityが低下し，
腫瘍増殖因子である Ki-67 の発現が低下する事が知られ
ているが16），術前薬物療法の治療においても，腫瘍増殖
が抑制され Ki-67 の発現量が低下し，予後の改善が見込
まれると言われており17,18），術前化学療法により腫瘍の
増殖能，viability の低下が引き起こされると考えられて
いる．今回の我々の検討においても，術前化学療法施行
症例では有意に感受性評価可能率が低下しており，原因
として術前化学療法による腫瘍の viability の低下によ
り，腫瘍細胞の培養が困難であった可能性が考えられた．

近年，乳癌領域においても，個々の患者に対して最大
限の効果が得られるよう，予後予測因子，治療効果予測
因子に基づき治療法を選択するテーラーメード治療が行
われている．しかし，治療効果予測因子として遺伝子プ
ロファイルが有用ではあるが，あくまで化学療法を施行
すべきかどうかの判定にすぎず，実際の使用にあたって，
多くの抗癌剤の中からどの薬剤を選択すべきであるのか
は現在のテーラーメード治療においても不明な点が多
い．そこで術前の生検検体をもちいてCD-DST法による
薬剤感受性試験を行い，感受性の認められる抗癌剤を選
択することでより確実なテーラーメード治療を行うこと
ができると考えられる．しかし，術前の生検検体で CD-
DST 法を施行するには，生検で得られる検体量が少量で
ある為，薬剤感受性試験を施行することが困難であると
思われる．確実なテーラーメード治療を行うためには，
今後は 10G 針によるバコラ生検など，検体量をより多く
得る工夫が必要であると思われた．

結　　論

乳癌の subtype 別に，抗癌剤と腫瘍縮小効果の相関を
CD-DST 法による抗癌剤感受性試験において検討した．
HER2 過剰発現と薬剤感受性との相関は認められなかっ
たが，ホルモンレセプター陽性の乳癌では，epirubicin
に対して有意に低感受性が認められており，CD-DST 法
は今後の乳癌化学療法を選択する上で，有用となりうる
可能性が示唆された．
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林原　紀明

Breast cancer is classified into four subtypes according to 
estrogen receptor （ER） and human epidermal growth fac-
tor receptor 2 （HER2） expression. The biological subtypes 
have a spectrum of clinical, pathologic, and molecular fea-
tures. Here, we investigated the correlation between the 
breast cancer subtype and chemosensitivity using the col-
lagen gel droplet embedded culture drug sensitivity test 

（CD-DST）. The response to 5-fluorouracil （5-FU） was ex-
amined in 34 specimens；the response to epirubicin, in 35；
and the response to paclitaxel, in 29. HER2 overexpression 
was not significantly correlated to the chemotherapeutic 

response to 5-FU, epirubicin, or paclitaxel. ER-positive 
breast cancer was significantly less sensitive to epirubicin 
and tended to be refractory to 5-FU and paclitaxel. The 
evaluation rate of the anti-drug sensitivity test was signifi-
cantly lower in the group that received neoadjuvant chemo-
therapy. CD-DST could be useful in choosing anti-cancer 
drug agents for breast cancer patients.

Key Words：�CD-DST, intrinsic subtypes, HER2 overex-
pression, estrogen receptor, chemosensitivity.

150 DJMS

Breast Cancer Subtypes and anti-cancer Drug Sensitivity  
Based on a Collagen Gel Droplet Embedded Culture Drug Sensitivity Test

Noriaki Hayashibara, Toshihisa Ogawa, Eiichi Tsuji, Kazuo Ishizuna

Breast Center, Dokkyo Medical University Koshigaya Hospital


