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速 報

完全 な In　Vitro系に よ る Choriocarcinoma

Gell　Line の 培養樹立

　 　　 大阪大学医 学部癌研究施設腫瘍発生部門
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　　　　　　　　　緒　　言

　 Choriocarcinoma を 研究す る 上で こ の 細胞 の

in　 vitro 　 culture 　 line を用 い て 実験を 進め る事

は ，
こ の 腫瘍の 臨床症例が比較的少 ない こ とか ら

も非常 に 有意義で ある と 思われ る ，その た め我

々 は と くに 免疫学的な見地か ら完全な in　vitro の

系 に よ る　choriocarcinoma 　 cell 　 line の 樹立 を

試み た ．今回我 々 は既に 新潟大学 に て 樹立 され

た choriocarcinoma 　 culture 　 Iine の 培養上 清を用

い た conditioned 　 medium を 用い る こ とに よ り

choriocarcinoma 　 culture 　 cell 　Iine の 樹立に 成功

した ．研究方法 ，材料 は 胞状奇胎娩出後 3年 に し

て choriocarcinoma の 発生 をみ た婦人 の 摘出子宮

よ り得た ．組織学的診断に て ch ・ ri・ carcinoma を

確認 した ．

　 conditi ・ ned 　medium は 新潟大学産婦人科竹 内

教授 よ り 恵与 さ れ た ch ・riocarcin ・ ma 　 culture

cell　line，　GCH −1 の 植 え継ぎ後 3 − 4 日 の最 も増

殖の 良い 時期 の 培養上清 と， Fetal　 Calf　Serum

（FCS）を 20％に含む Eagle ，
s　 Minimal 　 Essential

Medium （MEM ）を 1 ： 1 に 混合 し 作成 し た ．

MEM に は streptomycin 　 100Ptg！ml ，
　penicillin　G

100u！ml を添加 し た ．培養細胞 の 継代に は デ ィ ス

パ ーゼ （合同酒清） 1，000unit！ml を用 い た ．手術

材料を 20％ FCS ＋ MEM 中で 4 ℃に 保ちつ つ 細

切 ，pipetting に て 単個細胞浮遊液を作成し洗浄 ，

一群 を 20％ FCS 十 MEM の み で ， 他 の 群 は con ・

ditioned　 medium を用 い
，
　 FalcOn ’

s　 culture 　bottle

3013 で 5％ COz
， 37QCで 培養した ．培養開始後

48時間で非付着細胞を除去後 3 日毎 ， 後に 7 日毎

の 培養液交換を行な つ た ．

　　　　　　　　　研究成績

　conditioneCl 　 medium を 用 い た 群 で は ，
　 chorlo −

carcinoma 　cell と思わ れ る多形 性 の 細胞 の 増殖が

み られ約 2 週間で 明 らか な colony 形成が見られ

た ，しか し20％　FCS 十 MEM の み の群 で は ， そ の

よ うな細胞の 増殖が み られず ， 早期に 培養を断念

し た 。こ の よ うな多形性の 細胞は最初 ， 共存して

い る線維芽細胞に お され ぎみ で あつ た が 4 週付近

か ら明 らか に 線維芽細胞 を押 しの け て増殖を始め

た ． 4週 目に 混在し て い る 線維芽細胞を 除去す

る た め に デ ィ ス パ ー　u
“
　1　

，
OOOunit！m137 ℃ 15分間作

用 さ せ た ．こ の 条件下で は ，
choriocarcinoma 　cell

だけが 浮遊 する が 線維芽細胞 の 浮遊は ， きわ め

て 少 な くほ ぼ 純粋な choriocarci
喚
oma の colony

の みが得 られた ．培養開始後 8 週ま で の 増殖 曲線

か ら得 られた doubling　time は 約88時間 で あ り

GCH −1 の それ （約60時間） よ りもか な り長 くな

つ て い る ．形態的に は 敷石状 の 細胞集落を 作 り

GCH −1に類似す るが ， 個 々 の 細胞の多形性が強い

（写真 1），培養液中 の HCG は 2．OIU！mL 　 week

の levelで検出された ．

　　　　　　　　　考　　案

　今 日ま で choriocarcinoma の culture 　lineは Be．

Wo を始め 数多 く樹立 され て お り
1）5）6」8）

，本邦に

お い て も 田中ら
11

に よ り GCH −1
，
　 GCH −2，が報告

さ れ て い る ．こ れ ら の culture 　line は ， す べ て 得

られ た材料を hamster の cheek 　p・ uch ある い は

nude 　 mouse の 皮下 に 移植 し 数代 の 継代後初 め

て in　 vitro で の 培養に 移 した も の で ある．と こ
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写 真 1

ろで ch ・ ri・ carcln ・ ma はそ の 発生母地が胞状奇胎

ある い は 破壊性奇胎 と考え られる 場合が 臨床的

に 非常 に 多 く，最近に な りそ の 胞状奇胎 の 染色

体の分析よ り Kajii
，
　 Ohama4 ）

お よ び Wake
，
　 et

al ・i°）
に よ り父 方 の 染色体しか 持た な い こ と が

確認され た ．また 破壊性奇胎を 用い た Tsuji，　 et

aL2
）9》

も HLA 系 の 解析に よ り，父 方 の 組織適合

性抗原だ けを示す こ とを証明し た ．こ の 事実 は ，

choriocarcinoma が その発生母地か ら考えて 免疫

学的に完全な allogenic な特異性を示 す可能性が

強 く ，
こ の 方面で の 免疫学的研究が急がれ る所以

で ある ．し か る に これ ら一度 in　viv ・ で の継代を

経た choriocarcinoma 　 culture 　 cell 　lineを用 い て

免疫学的研究を行な うに は ， い くつ か の 不利 な点

が ある ．すなわ ち最初 の in　 vivo 継代に 用い る動

物が
，

た とえ nude 　 mouse と 言え ども完全 な 免

疫欠損動物で な く natural 　killer　cel1 や ，
　 macro −

phage 系 の 免疫監視機構が作動し て い る こ とが最

近報告されて い る
3〕7）．の で ，

こ れ ら動物 の in　viyo

継代中に 免疫学的選択が 行なわれて い る 可能性
』

が 残るか らである ．そ の た め 最初か ら完全 な in

vitro で の choriocarcinoma 　 culture 　 cell　 line の

樹立が望 まれ る が ， 今 ま で に そ の 成功例 は な い ．

こ れは in　vitro で の trQphoblast の 分裂が非常に

遅い こ とに 関連 し て 至適 な培養条件 の 設定が困難

なた め で あろ う．我 々 は in　viVo 継代後 in　vitr・

1ine となつ た choriocarcinoma 　 cell 　 line 培養上

清を新鮮な 20％ FCS 十 MEM に 混合 する こ とに

よ り こ こ に in　 vitro の 系 の み で choriocarcinoma

の 長期培養に 成功 した ．しか し全 く同一条件下で

も培養液が 20％ FCS 十MEM だ けで は 成功 し な

か つ た ．t れは GCH −1 に trophoblast の colony

stimulating 　factor（CSF ）が 存在して い る 可能性

を示唆する ．

　　　　　　　　　 結 　 論

　我 々 が， こ こ で 樹立 した choriocarcinema 　in

vit 「° 培養法は ChoriocarCinOma 　 tlこ 限 らず ， 胞状

奇胎 ある い は ， 正常 の trophqblast の培養に も応

用で き，そ の 研究 に 大 い に 寄与で きる の で は な い

か と思われ る．
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