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概要　絨毛癌の 細胞学的特性を検討す る 目的で，発生 の 異な る 3種類の培養絨毛癌細胞株（BeWo ，　GCH ・

2， SCH ）を用 い て ，それ らの 類似性，相違性の 確認な らび Va　Methotrexate （MTX ）添加に よ る細胞増

殖様式 ， hCG ， β
・hCG と Pregnancy　Speci丘c β

一1−Glycoprotein（SP −1）産生様式の 変化を検討し，以下

の 結果を得た ．

　A ：MTX 非添加時

　1）培養液中に 放出 され た ， hCG と β・hCG は 3株に お い て 対数増殖期直前 に 分泌 の 亢進が観察 され，

む しろ対数増殖期 に分泌 は
， 抑制 され た ．

　2）細胞内 hCG，β一hCG の 変勠 は
， 培養液 中 に 放 出された hCG，β一hCG の 変動 パ タ

ー
ン に 類似 し て い

た e

　3）SP・1 は，細胞内，培養液中とも培養開始か ら定常状態まで 2。5ng／ml 以下 で あつ た．

　 B ：MTX 添加時

　1） BeWo
，
　GCH ・2

，
　SCH の MTX 添加に よ る細胞増殖 ，

　 hCG ，β一hCG 産生動態は ， きわ め て類似 し て

い た．

　2）MTX 濃度 に つ い て 検討する と，10「si10 −7
，10

−6M
添加で，細胞増殖 ｝Ut　dose　dependent　tlこ抑欄さ

れ ，
hCG

， β
一hCG 分泌 は dose　dependent に亢進 した ，

　3）MTX 　24時間 ，
72時間 ，

168時間添加 に お い て ，細胞増殖 ，
　 hCG

， β・hCG
，
　SP・1 の 産生 を観察す る

と， 添加時間 に よ る 明 らか な差 は 認 め られな か つ た 。

Synops藍s　 Three 　choriocarc 耄noma 　cell 　lines（BeWo ，
　GCH −2　 and 　SCH ）cultured 　in　MTX 　 or 　MTX −free

medium 　were 三nvestigated 　 w 三th　respect 　to　cel三growth 　and 　production　 of　hCG ，β・hCG 　and 　speci 丘c β一1−

glycoprotein （SP・1）．
　MTX 　was 　administered 　at 　the　concentration 　of 　ID一呂，10

−7，10
一6，1075M　for　24　hours，72　hours　and 　168　hours

frorn　the 　fourth　day　 of 　culture ，

　Each　cell 三ine　demonstrated乞hat　the　ce1三growth 　and 　production　of　hCG 　and β・hCG 　were 　dose，　rather 　than

time，　dependent．10一6M
　or 　more 　of・MTX ’had　a 　dist三nct　effect，　but　10

−70r
　less　of　MTX 　had　little　effect．

　SP・1　 was 　produced 　at　a 　low　level　during　culture 　regardless 　of　the　medium 　used ，
　 The 　ratio 　of 　the　extra ・to　the　intracellular　hCG 　level　was 　shown 　to　be　about 　100 ：1after　the　administra ・

tion　of　MTX 　to　BeWo 　and 　GCH ・2．　 It　is
，
　thefefore ，　possible　that　the 　temporary 　elevation 　of 　the 　hCG 　level

observed 加 vitro　after 　treatment 　with 　MTX 　is　the　result 　of 　an 　increase　in　secretion 　of 　hCG，　rather　than
cel正u 正ar　damage ．
Key 　words ： Chorio ¢ arcinoma 　ce 至l　line。Methotrexate ・Human 　chorlQnic 　gonadotropin 。

　　　　　　 Specificβ・1・glycoprotein

　　　　　　　　　緒　　言

絨 毛癌 に 対 す る 臨床 レ ベ ル に お け る Metho 一

trexate （MTX ）の 有効性 に つ い て は ，多数の 報

告が あ るが 14）L8）
， 近年 MTX に よ り果 して 絨毛癌
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14 培 養 絨毛 癌細 胞 に お ける hCG，β・hCG，　SP−1の 産 生動態 日産婦誌36巻 1 号

は 完治す る の か とい う疑問 2）5）
， ある い は 絨毛癌の

なか に MTX に 抵 抗性 を示 す もの もあ る こ とな

どが報告され
15），現在絨毛癌細胞 に 対する

， 増殖あ

る い は ホ ル モ ン 分泌動態 の MTX に 対す る 反 応

性な どに つ い て 詳細な解析が望 まれ て い る．また ，

最近血 中 Pregnancy 　 Specificβ・1−Glycoprotein

（SP −1） も臨床上の 腫瘍 マ
ーカ ーとして注 目され

て い るが ， 同様，細胞 レ ベ ル で の 検討が待た れて

い る．

　 今回 ，
これ らの 点を解明す る

一
環 とし て 著者 ら

の教 室で維 持 し て い る ， 3絨毛癌細胞株 （BeWo ，

GCH −2，　SCH ）を用 い て ， こ れ らの 細胞学的特性

を観察す る と ともに，MTX 添加 に よ りそ れ らが

どの よ うに 変化 を受け る か に つ い て 検討を 加 え

た ．

　　　　　　　　　研究方法

　 1．実験材料

　妊娠性絨毛癌細胞株 と し て BeWo ，　GCH −2，非

妊 娠 性 絨 毛 癌細 胞 株 と し て SCH を 用 い た．

BeWo 株 は ・ ・ム ス タ
ー
頬袋 の 異種 移植腫瘍 とし

て 累代 され て い た もの を Pattillo＆ Georgei9）に

よ り株化され た もの で
， GCH −2 株は

， 田中 ら
8｝に よ

りハ ム ス タ ー移植株 とし て 樹立 され た も の で あ

る ．また SCH は大星 らη に よ り男子 胃原発絨毛癌

の培養株で ある．

　 2．培養方法

　 BeWo
，
　GCH −2

，
　 SCH を そ れ ぞ れ 0．5− 1× 106

個 ，Plastic　flask（Lux 社製）に 植 え込み ， 培養

液は
， RPMI 　1640に 10％FCS を加 え た もの を用い

た．培養液 3ml を加 え ， 37℃ ， 5 ％CO2　incubator

内で 静置培養を行 なつ た．培養液 は
， 24時間ご と

に交換 し た ．

　 3．実験方法

　（1）MTX を RPMI 　1640で 希釈 し ， 10
− 9

，
10
− 7
，

10｝6，10−5M に調節 し た ．培養開始 4 日 目よ り， 上

記濃度の MTX を24時間，72時間，168時間添加 し

以下 の 実験に 供 した ．MTX 含有培養液 は
， 前述の

培養方法 の よ うに 24時間 ご と に 交換 した ．

　（2）細 胞 数 の 変化 を観 察 す る た め に， O．1％

Tripsin十 〇．02％　EDTA 溶液で 細胞 を混和 し ，

BUrker−TUrk 計算盤で 算定 し た ．

　 　 図 1　 Cold　preincubation　method

Sample（IOOμ 1），　Rabbit　 anti −SP −l　Serum （2DO；tl）

incubε」ted　for　16− 24hr εLし 17− 27
°
C

愚

十 　
ユ251− LabcHorl　SP −1　（200 μ 1｝

incubated　forユ6−−24hr 　at 　1アー27℃

　十 　Goat 乱ntl　Rabbit　IgG　Scrum 〔100μ 1）

incubated　for　O，5− 4　hr　at　17− 27
°
C

cunLrifuged 　for　20min ，　15009

　畢

reeovei
’
ed 　じhe　predpit εLte

measure 〔ユradioacti ▽ ity

　 （3）培養液中 に放出された ，hCG ，β
一hCG ，　SP −

1の 測定は，それぞれ の 培養液 を 2，000rpm で 5分

間 遠 沈 し ， そ の 上 清 を 対 象 と し て Radioim ・

munoassay （RIA ）に よ り測定した．

　 （4）細胞中 の hCG
， β一hCG ，

　SP −1 の 測定は ， そ

れ ぞれ の 細胞を
，

FCS 　free　RPMI 　1640に て 3 回

洗浄後， 150W ，30秒間で 超音波破砕 （大岳製）し

800rpm で遠沈 ， 上清を RIA に よ り測定 した．

　（5）RIA 測定 は
，
　duplicate　sample に て 行なつ

た ．hCG は
，
　 CIS社 RIA −Kit （測定感度 2．0〜250

mIU ／m1 ），β一hCG は，　 CIS 社 RIA −Kit （測定感度

O．2−−50ng／m1 ）に よ り測定 した．　SP −1 は Hoechst

社 RIA ・Kitで cold 　preincubation　method （測定

感度2．5〜50ng／ml ） で 測定 した （図 1）．

　　　　　　　　　結 　　果

　1．細胞 増殖様式 と hCG ， β一hCG
，
　SP ・1 の 産 生

動態 （図 2 ）

　細胞 増殖様式 は ， 3 株 とも培養開始 2 〜 3 日目

に 誘 導期 （1ag　 phase），そ の 後 対 数 増 殖 期

（exponential 　phase）に 入 り， 培養開始 8 日 目前

後に定常期 （stationary 　phase） となっ た ．

　培養液中に 放出 され た hCG
， β一hCG は ， 3 株 と

も対数増殖期直前 に分泌 の 尢進が認め られ ， む し

ろ 対 数増殖期 に hCG
， β一hCG の 分泌 は 抑制 され

た ．また細胞内の hCG ，β
一hCG は，培養液中に放
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出 された hCG ， β
一hCG の 変動 と同様 の パ タ ーン

を示 し た ，

　SP・1は 細胞内，培養液中ともに培養開始か ら定

常状態 ま で ほ とん ど測定感度以下 で あつ た ．し か

し ， 定常状態 2 〜 3 日 目に 細胞内お よ び培養液中

で 0〜5ng／m1 以内で あつ た．

　2．細胞増殖様式に 対す る MTX の 影響

　各培養絨毛癌細 胞株 ご とに各濃度 の MTX 添

加に よる影響 を検討した （図 3 ），

　BeWo ，
　GCH −2 は

，
　 MTX 　10’sM

　24時間，72時

間，168時間添加に よ り細胞増殖抑鰯 は ， 対照群 と

著明な差は な か つ た．10
−7

，
1e『6

，
10−5M

添加 に よ

り明 らか な増殖抑飼が観察 された が，それ ぞれ の

添加時間（24時間，72時間， 168時間）に よる差は ，

認め られなか つ た 。MTX 　10
−7M

と10
一6M

を境に

細胞増殖抑制に 著明な差が認 め られ た 。す なわ ち ，

MTX 　10岬 M 添加で は
， 添加前 の 細胞数 を 2 〜 3

日間維持 し ， その 後再び増殖を開始 した。
一
方 ，

MTX 　10贈6M 以 上の 添加で は ， 細胞数は 添加前 の

約50％ に ま で 減少 した が
， 死滅す る こ とな く増殖

は 漸次回復を開始 し た 。

SCH は
，
　 BeWo

，
　GCH −2 と同様 に MTX 　le”8M

添加で 対照群 と差 は な く， MTX 　10
− 7

， 10
−6

，
10− 5

M 添加 で 増殖抑制が観察され た．BeWo
，
　GCH ・2

は ， それ ぞれ の 濃度で の 添加時間に よ る差 は認め

られ な か つ た が
， SCH で は MTX 　10

− 7M
　24時間

添加時 と72時間添加時 とに お い て
，
24時間添加時

よ り72時間添加時の 方が増殖抑制 は 著しか つ た．

しか し，72時間添加 時と168時間添加時で は
， 添加

時間に よる差 は 観察 され なか つ た ．

　3．hCG
， β一hCG

，
　SP −1産 生 に 対 す る MTX の

影響

　MTX 　10
’B −一　10

− 5M24 時間添加時 の BeWo に お

い て 10
”7〜10

−5M
で添加翌 日 よ りhCG

， β・hCG 値

は 上 昇 し Day　2〜3 に 対照群 と比 較 して 5 〜 7倍

の 値を示 した （図 4）．また 10
− 7M72

お よび 168時間

添加時で添加翌 日 （Day 　5）に hCG
， β一hCG は 約

2 倍 の 値を示 し た が
， その 後漸次減少 した ．10

　6

N 工工
一Eleotronlo 　Llbrary 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

16

Cel］sXIO6

　 　 　 　 MTX
　 lO

BeW
’
o

CeLl3
× lou

　 lo

GCH −2

培養絨毛癌細胞 に お け る hCG，β一hCG，　SP・1の 産 生 動 態

図 3　 MTX 各濃度添加時の 増殖 曲線
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図 4　 Effect　 Qf 　 MTX 　 upon 　 hCG 　 and β一hCG 　 by

　 BeWo 　 cell

hCGmrU ／1D6ce“

β

e　　　 ／ 2　　　 3　　　 4　　 　 5
Day

M72 お よ び 168時間添加 で Day　 6〜7 に 最 高値 を

示 す上 昇 が 観 察 され　hCG ，β一hCG 値 は 296± 35

mlU ／106cell，12± 3ng／106ce11で 添 加前 と比 べ 5
〜 7倍 の 上 昇で あつ た e

　 GCH −2 は 10− 7M72
お よ び 168時 間 添 加 で hCG ，

β一hCG の 産 生 を 亢 進す る が，168時 間添 加 時 に

hCG
， β一hCG は 19± 5mlU ／106cell，4± 1ng／106cell

か ら最 高値 42± 9mlU ／106cel1，7±1．5ng／10ecell

の 上昇に とどまつ た 。10一6M72 時間添加で Day 　6

に ，168時間添加で Day　5 に hCG
， β一hCG の 最高

値が観察 され た．しか し BeWo の 反応と は 異 な り

約 3倍 の 上昇 に あつ た （図 5
，

6 ）e

　SCH は 10尋 M72 お よ び 168時間 で 若干の 上 昇 し

か 観察 されず，10
−6M72

時間 ， 168時間添加 に お い

て は 一定 の 傾向は 認め られなか つ た ．

　MTX 添加 に よ る 培養液中 と細胞 内の hCG 推

移の 比較 を BeWo を用 い て 行な つ た ．　 MTX 　24時

間添加 後 3 日 目 の 培養液中お よ び 細胞 内 の hCG

は 10−6M と10− 5M
添加 群で 対照群 （薬剤 非添 加

時）と比 べ 培 養液中 と細胞 内の 両者で 5 〜 7倍 の

N 工工
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高値で あ つ た ．また対照群 の hCG の 細胞内含有量

は 培養液 の 約 1／10で あつ た が，10
− 6

，
10−SM 添加群

の それは 約 1／40で あつ た．

　 3株の SP ・1産生を み る と細胞当 りの 産生量 は

少な く MTX 添加 に お い て も 0〜5ng／ml 内を変

動 し hCG ，β・hCG の MTX 添加 に よ る
一

過性 の

上昇 は認め られ な か つ た．

　　　　　　　　　 考　 　察

　最近，妊娠 と関係の な い hCG 産生肺癌と絨毛癌

と の 間 に hCG ， β
一hCG の 分泌 能に 差が あ る と報

告 さ れ て い る，著者 ら の 維持 し て い る 絨 毛 癌

BeWo
，
　GCH −2 は妊娠性，　 SCH は非妊娠性株で あ

る．こ れらの 絨毛癌株を用い て ，
こ の 点に つ き比

較検討 して みた が
， 細胞形態， 増殖様式 と hCG

， β一

hCG 産生様式な ど に つ い て は ，牟 禮 ら
4）

の 報告に

もある よ うに ，3株は ，ほ ぼ類似 した傾 向を 示 し，

MTX 　24時間添加 に よ る変化も， 3株はほ ぼ共通

した反応を呈 して い た。さ らに ，
MTX 添加 時間 ，

お よび 添加濃度を組み 合せ て 検討す る と
，
MTX

添加濃度に よ る細胞増殖抑制効果は ， MTX 添加

10
−s

，
10

−7
，10

− 6
，
10
− 5M

の 順 に dose　dependentな

反応を ，
3株 で 観察 された ．

　hCG
， β・hCG 産生量 をみ る と BeWo

，
　GCH −2 と

SCH に お い て 若干の 差が認め られ たが ，
　MTX 濃

度 と hCG
， β一hCG の 産生量 は

，
　 MTX 　10−8

，
10−「

，

10−6
，
　10−5M の 順に 増加 し，細胞増殖抑制効果 と同

様に dose　dependentな反応が 観察 され た．

　MTX 添加時 間 に よ る
， 細胞 増殖 抑制 効 果 ，

N 工工
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hCG ， β・hCG 産 生 動 態 は ， 3 株 の 倍 加 時 間

（BeWo ≒ 40時間 ，
　GCH − 2≒ 37時間，　 SCH ≒ 72時

間） の 垂を考える と ， それ ぞれ の 添加 時間に よ る

有意 な差 が，観察 される と推測 された h：
，
’細胞増

殖抑制効果 ， hCG ，β・hCG の 分泌量 を測定 し た が

明 らか な差は 認め られ な か つ た ．

　こ れ らは
， Skipper　et　al．

22｝に よ る ：MTX の

selflimiting 作用に よる の か，　 Fider，　IJI3），
　Aidells

et　al．10）の い う腫瘍 に Heterogeneityの あ る こ と

か ら ， 耐性の ある細胞集団の み が残 つ て い く結 果

な の か は 今回 の 実験 か らは 不 明 で あつ た．

　MTX 添加濃度 ， 時間に つ い て
， 細胞増殖様式 ，

hCG
， β

一hCG
，
　SP −1 産生動態を 測定 し た が

’BeWo
，

GCH ・2
，
　SCH に は 明 らか な差 は認め られず，発生

の 異なる絨毛癌で あつ て も，きわ めて類似 した細

胞 特性を 有する こ とが推測 され た．

　次に 従来化学療法 中，
ま た 直後に 認め られ る一

過 性 の hCG 値 上 昇 の 主 要 原 因 に 関 し て ，

Bagshaweii｝， 石塚 ら
1）は ， 抗癌剤に よ る絨毛癌細

胞 の破壊 が細胞 内 hCG の 細胞 外 へ の 放 出を助長

す る と臨床上推測 し て い た。

　今回 の 細胞 内 ， 培養液中へ 放 出された hCG
， β・

hCG の 測定結果 に よれば ，　 hCG ， β・hCG の 細胞内

と培養液中の 比で は
， ほぼ 3株 とも定常状態で 約

1／10，MTX 添加時O　hCG 産生亢進時で 約1／40で

あ り， 産生 された hCG
， β一hCG は

， 細胞内に蓄積

され る こ とな く直ちに 細胞外へ 放 出 され る と考 え

られ る ．した が つ て 少な く と も細 胞破壊に よ る

hCG 放出助長が主要原因で は な い と結 論で きた ，

また著者 らの 実験結果は
，
BeWQ 株で MTX 添加

に よ り一過 性 の hCG 上 昇 を観 察 した Speeg　 et

aL2
呂｝の 結果 と同様で あっ た．　 Speeg　et　al．は ，

こ

の 現象 を Hussa　 et　 al．16）
の 実 験結 果 と合 せ て

MTX が細胞周期の S期前 へ 回転を停 止 させ
， 換

言すれ ば G1期へ の 細胞 の 集積が ，
　 DNA 合成 を阻

害 し hCG ，β一hCG の 産生亢進を もた らす と推測

して い る．蔵本 ら3〕
， 田中 9）らは

， 酵素抗体法 を用

い た 形 態 面 か ら の ア プ ロ ーチ で ，hCG 産 生 は

cytotrophob ｝ast 型 絨 毛 細 胞 か ら syncytiotro −

phoblast 型 絨毛細胞 へ と分化 し て い く過程 の 中

で 生 じ て くる と して い る．著者 らも， MTX 添加に

林他 19

よ り多核細胞 の 出現を認め て い る が
， 、これ らの 細

胞の 同定， ある い は意義に つ い て は ， さらに 詳細

な検討 が必要で ある と考え て い る。

　今回 の 3株 とも MTX 　10−s
，
10−7

， 10
−6ts 加の 順

に dose　dependentに 可逆的 な細胞増殖抑制 を示

し こ れ に 対 し て
，
MTX 　10−8

， 10
−7

，
10
− GM

の 順に

hCG
， β

・hCG の 産生が亢進 した こ とは
， 西 谷 ら

6）の

DNA 合成 を可逆 的 に 抑 制す る MTX 濃度に よ

り， 著 し い タ ソ パ ク合成が促進 され，hCG ， β一hCG

の
一

過性の 分泌亢進 に 密接 な関連が ある とす る報

告 に
一

致 し，可逆的 な細胞阻害 を起 こ す MTX 濃

度に よ る細胞増殖抑制効果 が
，

一種 の 二 律背反性

と も言 うべ き細胞 の 機能発現 ， す なわ ち hCG
， β

一

hCG 産生に 密接 な関係 を有 し て い る と推測 され

た．

　SP・1は ， 絨毛 性疾患の 腫瘍 マ
ー

カ
ー

と して 近年

臨床上 注 目されて い る が
， そ の 意義に つ い て は な

お詳細は明 らか で ない ，現在，臨床上 SP −1 と LH

と の 交叉反応
12》がな く hCG の 測定 と合 せ る と絨

毛性疾患 の 管理上 に お い て 非常に 有用で ある と報

告 されて い る
20 ）21｝24｝25 ＞。

　hCG と同様に syncytiotrophoblast の 細胞質内

お よび細胞膜上 に 存在す る SP ・1 が MTX に対 し

て どの よ うな反応を示すか を細胞 レ ベ ル で 検討 し

た が
，

RIA に よ る SP−1の 測定感度域に も問題 が

あ り，

一定 の 見解は 得 られなか つ た，細胞当 りの

SP −1産生 は，極め て 微量で 全培養期間中を通 じ て

も， 0〜10ng／ml の 範囲の 変動 し か 観察され な か

つ た 。傾向 と して は
， 細胞が full　sheet に なつ て か

ら測定 され る こ とが多 く， 細胞数 と相関す る よ う

で あ る． こ の こ とは SP・1が胎盤重量 と正 の 相関

を有す る と い う報告
5）に

一
致す る結果 と も考 え ら

れた 。

　 MTX に よ る
一過 性 の 産生 亢進す る もの と し

て ， hCG
， β一hCG 以外で は

，
　 Al・p が同様な活性増

加 を示す とされ て い るが 3｝，SP −1に 関す る報告 は

な く，今回，行な つ た 実験で は ， す くな くとも hCG
，

β
一hCG に 認め られた よ うな一過性 の 産生亢進は ，

SP−1 に お い て 観察 され な か つ た ．

　 　 　 　　 　 　 　 　 文　 　献

　 1．石 塚直隆 v 友田　豊，冑木考充，水谷 栄彦 ， 岡本
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