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概要　39歳 の 子宮体癌患者 か ら新 し い 子宮体内膜腺癌細胞株 （Ishikawa株）の 樹立 に 成功し た．細胞は

単層 シ
ー

ト状 に 配列 し て 増殖 し
， 容易 に 重積す る．培養開始後 3年 8 ヵ 月を 経過 し て 安定 し た増殖を続

け て お り， 現在第60代 に 至 つ て い る，細胞増殖 倍加時間 は 9 代 ，
40代 ，

50代 で それぞれ約 36
，
29

，
27時

間 で あ る．染色体 は diploid領域 に モ ードを持つ て い る．本細胞を ヌ
ードマ ウ ス に 移植す る と分化型子宮

体内膜腺癌に
一

致 した 管状腺癌組織を 再構築す る．移植腫瘍組織 と in　vitro 培養細胞 か ら z ス ト ロ ゲ ン
，

プ ロ ゲ ス テ ロ ン レ セ ブ タ ーが共 に陽性に検出 され た．in　vitro に お い て 培地 中か ら estrogen を除去 して

も細胞増殖は維持され，本細胞株は estrogen に 依存性を示 さなか つ た．

Synopsis　A 　new 　human 　endometrial 　adenocarcinoma 　cell　line，　Ishikawa　cells，　was 　established 　from　an

endometrial 　 adenocarcinoma 　from　a　39−year−old 　woman 　and 　has　been　maintained 　in　vitro 　for　more 　than　3

yea「s．
The　cells　were 　found　to　forrn　a　monolayer 　in　a 　mosaic 　falihion　and 　to　tend　to　pile　up ．

　PopUlation　doubling　time　was 　calculated 　to　be　about 　36，29　 and 　27　hours　at　the　9th，40th　and 　50th

generations，　respectively ．

　 The　mOdal 　chromosomal 　number 　of　the　cel）s　fe互1　in　a 　diploid　range 、

　Histology　of 　the　tumor 　induced　in　athymic 　nude 　mice 　showed 　it　to　be　a　well 　differentiated　adenocar −

cinoma 　which 　closely 　resembled 　the　original 　human 　tumor ．
Estrogen　receptor 　and 　progesterone　r   eptor 　were 　d  onstrat （Ul　to　occur 　not 　only 　in　the　induced　tumor

in　athymic 　nude 　mice 　but　also　in 三n 　vitro 　culture 　cells，

　From　the　fact　that　the　cell　growth　was 　mainta 三ned 　in　an 　estrogen −free　mediu 叫 it　appeared 　that　the　cells

had 　no 　estrogen 　dependency．
Key　words ： Endometrial　carcinoma ・In　vitro ・Anew 　ce111ine ・Steroid　hormone　receptor

　　　　　　　　　 緒　　言

　近年 ， 組織培養技術の 向上 に 伴 つ て ，多 くの ヒ

ト 由来悪性腫瘍細胞株が樹立 され ， 既 に す ぐれ た

実験系と して 悪性 腫瘍の 研究 に 貢献 し て い る． し

か しな が ら ， 単
一

の 腫瘍株細胞が普遍的に す べ て

の ヒ ト悪性腫瘍 の 性格を備 えて い る と考 える の は

誤 りで あ り ， 臨床的な腫瘍の 性格が原発臓器や組

織型に よつ て 異 な る よ うに ，株細胞 もまた個 々 の
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個性 を持ち合わ せ て い る ．従 つ て
，

よ り多 くの
，

よ り variety に富 んだ細胞株 が樹立 され実験 に供

され る こ とが 望 ま し く ，
こ の 点に お い て 新 し い 細

胞株の 樹立 は 意義 ある もの と考え られ る．

　今回，わ れわれ は 39歳 の 子宮体癌患者か ら分化

型腺癌細胞株 の 樹立に 成功 し ，
こ の細胞株が エ ス

ト ロ ゲ ン ，プ ロ ゲ ス テ ロ ン レ セ プ タ ーを有 す る と

い う特徴を有 して い た た め
， その樹立 経過並 び に

細胞性格に つ い て 報告する．

　　　　　　　実験材料及び方法

　症例 は 39歳 の 2 回経妊 2 回経産婦で ある．29歳

時に 第 2 児分娩後 ， 経 口 避妊薬を服用 し て い た既

往がある．昭和55年 8 月不正性器出血 を主訴 と し

て 当院を受診 し， 同年10月 14日子宮体癌 II期の 診

断の 元 に 入 院 ， 10月21日広汎性子宮全摘術 を受 け

た ，摘出子宮は超手拳大で ， 腫瘍は子宮腔全面 を

覆い
， 内腔 へ 向けて乳頭状 に突 出して い た （図 1）．

筋層 内浸潤 は 壁 の 1／2を超 えて い た が 漿膜 に は 至

つ て い な か つ た ． リ ン パ 節転移は 認め られず ， 組

織学的に は，腫瘍は大部分が高分化型管状腺癌 で

あ り ， 部分的に低分化な部分，また
一
部に 扁平上

皮化生を伴つ て い た （図 2）．PAS ，　Alcian　blueの

粘液染色で は 陽性所見が得 られ た．症例は 術後化

学療法 を施行 し
， 同年 12月27 日退院 ， 現在外来管

理 を受けて い る が 再発微候は ない ．

　 1．初代培養

　手術標本か ら無菌的に 拇指頭大の 腫瘍組織を採

取 し た ．組織 は 非常に もろ く， 鈍的に 線維 性 の 間

質部 と上皮性 と思わ れ る部分 との 分離 が可能で あ

つ た ． こ の 上 皮 性 成 分 を20mg ／m1 の Cefoxitin

sodium （マ
ー

キ シ ソ
， 萬有製薬）を含む PBS （

一
）

（ニ
ッ ス イ）溶液 中で洗 浄， 抗生物質を含 まな い

PBS （一）中で 2 回洗 つ た後細切 し ，
　 O．25％ F リ

プ シ ン （ニ
ッ ス イ ）中で ス タ ーラ ーを 用 い て撹拌 ，

10分毎 に ト リ プ シ ソ 溶液を交換 ， 撹拌を続 けた ．

得 られ た ト リ プ シ ン 溶液 を 1，000回転 5 分間遠沈

し
，

上 清を捨て 細胞成 分を初代培養 に 供し た ．培

地 は 15％胎仔牛血清 （FCS ）（Flow　Laboratories）

添加 Eagle　MEM （ニ
ッ

ス イ）を用 い た．培養器

は 6cm 径 プ ラ ス チ ッ ク シ ャ
ーレ （Falcon），培地 5

ml と し，5 ％炭酸 ガ ス ，95％空気，湿度 100％の 炭

図 1　 手術標本の 肉眼所見

図 2　原腫瘍組織（HE 染色，
× 40），高 分化型管状腺癌

　で あ る，

酸 ガ ス 培養器内に 静置 した ，

　細胞増殖は きわ め て 良好 で ，ほ と ん ど線維芽細

胞 の 混入 もみ られず ， 10月27日培養開始後 6 日目

に 第 2 代 へ と継代 し た ．継代時は 0．02％ EDTA と

0．1％ ト リ プ シ ン 溶液に て細 胞を剥離 させ た ， 11月

4 日第 3代か ら培養器を TD40 （池本理化）と し閉

鎖系培養 とした．現在第60代に至 つ て お り，安定

し た 増殖を続 けて い る．

　2．細胞増殖倍加 時間

　細胞増殖倍加時間 は細胞増殖曲線か ら求め た．

す なわ ち ， 3× 105個 の細胞 を 6cm 径 シ ャ
ー　wc ま

き ，
2 日毎に培地交換をす る

一
方 ，

2 枚ずつ 細胞

を剥離させ細胞数を 算定 し，平均値を片対数 グ ラ

フ 上 に プ P ヅ ト し て増殖 曲線を描 ぎ，
こ の グ ラ フ

の 傾 きか ら population　doubli  time を 算出 し

た ．

N 工工
一Eleotronlo 　Llbrary 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

1985年 7月 西田他 1105

　3．染色体標本 の 作成

　約4× 106個 の 細胞を 10cm 径 シ ャ
ーレ に ま き

「
， 培

地 10ml を 加え開放系環境で 培養 ，
2 日 目に培地交

換を お こ な い
， 3 日 目に Colcemid（GIBCO 　Lab−

oratories ）を O．1μ g／rn1　tS加 し て 2時間 37℃ に て

incubation， 培 地 を捨 て 0．25％ ト リ プ シ ン 5ml に

て 細胞を剥離 さ せ
， 培地5ml を加 えて ト リ プ シ ソ

の 作用を止 め，1，000回転 5分間遠沈 し た 後 ， 細胞

成 分を 0．2％ NaCl　5ml 中 に suspension とし て 40

分間低張処理 を お こ な い
，
10％カ ル ノ ァ （メ タ ノ

ー

ル ； 3 ：氷酢酸 ；1）を 4ml 加え て 15分間一次 固定

し
， 遠沈 して 細胞成分を集め ， 100％ カ ル ノ ア 5m1

中に suspension として 15分間二 次固定の 後 ， 再度

遠 沈 し て 細胞 成 分を 11nlの 100％ カ ル ノ ア 中 に

suspension とし
，

ス ラ イ ドグ ラ ス に滴下，乾操固

定 した後 ， 15％ギ ム ザ液 に て 15分間染色し標本と

した．

　 4． ヌ ー ドマ ウ ス 移植腫瘍 の 作成

　 6 〜 8週齢，BALB ／c 系雌 ヌ
ー ドマ ウ ス を使用

した．マ ウ ス 背部皮下 に 1× 107個 の細胞 を移植 し ，

腫 瘍 体 積 は Battle　 Columbus　 Laboratories

protoco11
｝に よ つ て 算出し た ．すなわ ち ， 腫瘍を楕

円形 と考 え，長径 a と短径 b とを測定 し ， 体積V

歓 ・ 計算式（v 一 箏 ）に よつ ・ 算 出・ た 腫

結保存して ホ ル モ ン レ セ プ ターア ッ セ イ 検体 と し

た ．

　腹腔内移植の 場合 も， ヌ
ー

ドマ ウ ス は 同様の も

の を用い ，移植細胞数は 1．5x107個 とした ．

　5．ス テ ロ イ ドホ ル モ ン レ セ プ タ
ー

の 検索法

　ス テ ロ イ ドホ ル モ ン レ セ プ タ ーは cytosol 分画

に お け る エ ス ト ロ ゲ ソ レ セ プ タ ー（ER ），プ 召 ゲ ス

テ ロ ン レ セ プ タ ー （PgR ） に つ い て お こ なつ た．

方法 OX　McGuire　 et　 al．の 方法
4）に 準拠 した dex−

tran・coated 　charcoal （DCC ）法に よ り図 3 ， 図 4

に 示 す よ うに お こ な つ た．す な わ ち 標 本 を

homogenize した後 ， 2回 の 遠沈 をお こ な い
， そ の

上清を試料 と し ， 5 ポ イ ン トの Scatchardプ ロ ッ

ト
5 ）か ら対蛋 白当 りの 結合部位 数を求め た ．蛋 白

量 は ロ ーリ
ー

法 に よ り求め，ligandと し て は
3H ・

estradiol
，

3H −R5020を用い た ． レ セ プ タ
ーが全 く

図 3　 ス テ P イ ドホ ル モ ン レ セ プ タ
ー

の 検索法（1）
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ン 固定 し て 光顕標本 とし，隣接部分を
一80℃ に 凍
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一
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図 4 　 ス テ P イ ドホ ル モ ン レ セ プ タ
ー

の 検索法（2）
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検出されない場合 に陰性 とした．

　 6．in　vitro 培養細 胞 にお け る ス テ ロ イ ドホ ル

モ ン レ セ プ タ ーの検 索

　 3× 105個の 細胞を 6cm 径 プ ラ ス チ ッ ク シ ャ
ー

レ

25枚に ま き， 7 日 目に 1回 だ け或い は 3 日 目， 7

日 目 の 2 回 の 培地 交換 を お こ ない ， 8 日 目に

HMG （パ ーゴ ナ ル
， 帝国臓器）100mIU／ml を添

加 した 場合， しない 場合 とで 検討 した ．い ずれ も

11日 目に 細胞 を ス ク レ ーパ ーに て 剥離 させ
，
PBS

（一）中に cen 　suspension と した 後，
3

，
000回転 15

分間遠沈 し ， 細胞成分を 一80℃ に 凍結保存 し
， 組

織標本 と同様 の 方法で レ セ プ タ
ー

の 検索をお こ な

つ た ．

　 7． エ ス ト ロ ゲ ソ 依存性 の 検討

　 培地 に 添加す る FCS を無処 理 の も の と DCC

処理 に よ つ て エ ス ト ロ ゲ ン を除去 した もの に 分

け ， 培地 を下記の 3群 に 分けて 第40代の 細胞 を用

い て そ の 増殖曲線を比較 した．その 他の 実験条件

は細胞増殖倍加時間を求め た時 と同一
で ある． 1

群），無処理 FCS 添加培地 ，
2 群），

　DCC 処理 FCS

添加培地 ， 3群），
2 群 と同様 に調整 した 培地中に

estradiol −17β 100pg／m1 添 加培 地．　 FCS の DCC

処理 は 下記 の ご とくお こ な つ た．25gの activated

charcoal （Norit
“

extra
”

， 和光純薬）を25ml の 蒸

留水中に suspension とす る
一

方 ，
　 dextran（Dex・

tran　T70
，
　Pharmasia 　Fine　Chemicals，　AB 　Up −

sala ，
　Sweden）2．5gを 25ml の 蒸留水 に 溶解し ， 両

．
者 を混 合 し た 溶 液 を dextran−coated 　charcoal

（DCC ）と した．こ の DCC 溶液 25ml を FCS 　500ml

と混合 し55℃ 30分間 incubateの 後 ， 2，000G　15分

間遠沈し ， 上清を更V＝　Millipore　filter（Millex　＠−

HA
， 0．45μm ）を通 して 残存す る DCC を除去 し，

DCC 処理 FCS （DC （＞FCS ）を得た ．

　　　　　　　　　 実験成績

　 1．細胞形態

　 細胞は単層 シ
ー

ト状に 培養器底面に 接着し て 増

殖す る ．位相差顕微鏡 下 で の 観察で は
， 細胞 は 大

小不 同著し く，多形性に 富み ， 細胞辺縁は 明瞭で

い わゆ る jigsaw　puzzle 様を呈す る．核 は 細胞質

ほ ぼ中央 に 位置し ， 明瞭な核小体を認め る．増殖

中期か ら単層 シ
ー ト状 の 細胞 が一部円形 に ガ ラ ス

面 よ り剥離 し
， 半球形 の 腺腔 （hemicyst ）を形成

す る．confluent とな る と容易 に重 積す る （図 5）．

Papaqicolaou染色で は細胞 質 は 淡染 し
， 細胞 縁

は 不 明瞭で ある．核は 大小不 同著 し く， 時に 多核

を呈 し ， そ の chromatin は細顆粒状で 均等に 分布

し
， 核縁 の 肥 厚 は 顕著で は な い （図 6），PAS ，

Alcian　blueに よ る粘液染 色で は 陽 性所見が得 ら

れ る． こ れ ら の 形態的特微は
， 初代培養開始後第

45代頃 （昭和58年 4 月頃）迄 は不変で あ つ た が ，

そ の 後やや 細胞境界が不 明瞭 とな るな ど， 低分化

傾向が認め られ る よ うに な つ て きて い る．

　 2．細胞増殖倍加時間

　第 9代 に お け る population　dubling　timeは 約

36時間で あ り， 第40代 に お ける それは 約 29時間 ，

図 5　 1shikawa 株の in　vitro 位 相差 顕 微 鏡 所 見

　（× 100）

　細胞は 多形性 に 富み ，jigsaw　puzzle様 に 配列 し，左

下 方に h  icystを形 成 して い る．

図 6　1shikawa株の Papanicolaou染色 所見（× 200）

　上 皮 性の 配列を と り，細胞辺縁 は 不 明瞭 で ある．
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第50代にお い て は 約 27時間 と継代 が進むに つ れ増

殖倍加時間は 短 くなつ て きて い る （図 7 ）．

　 3．染色体分析

　第22代 に お い て 166個 の 分 裂 像 に つ き exact

count を お こ な つ た 結果 ， 染色体数 は 19本か ら163

本 ま で 広 く異 数 性 に 分 布 し て い た が
，

125個

（75．3％）が diploid領 域 に ，36個 （21．7％）が

tetraploid領域に 存在 した．更 に diploid領域 に あ

る 125個 の 標本 の 染 色体 数は 46本 を ピ ーク と して

図 8 の 様 な分布を示 した ．核型分析を お こ な うと ，

　 　 　　 図 7 　1shikawa株の 増殖曲線

継代代数が 進む に つ れ，増殖倍化時間（単位 ；時間）

が 短縮 して きて い る．

× 細
5TO

同 じ46本の 染色体数で あつ て もそ の核型は異 な つ

て お り特 定 の 型 を 示 し て い な か つ た．従 つ て

Dember 方式に 従つ て 染色体配列を 決定す る こ と

は お こ なわず ， 図 9 に は 単 に染色体 の 大 きさの 順

に 並 べ て 核型の 1 例を示 し た ．

　 4。 ヌ ー ドマ ウ ス 移植腫瘍

　移植腫瘍の増殖は緩徐で
，
1

，
000−−2，000mrn3大

とな る とそ れ 以上 に 増大す る こ とはな い ．第 6代

に お げ る移植後 103日目の 組織所見 が図 10であ る．

腫鄒 9 × 8x5   で あ つ た ．鸛 疏 難 で 大

部分 が高分化型管状腺癌 で あ り，原腫瘍 （図 2）

ときわ め て 類似 した 組織を再構築 した．PAS
，
　Al・

cian 　blue染色で は 陽性物質が 腺管腔 内 に 認め ら

1

1

図 9　染色 体数46本時の 核型 の 1例

継代 代数　　増殖 倍加 時 間

一●− 　　9

晒 一
　 40

− o −一一　 50

　 36

初 期 28．e
中期 33．527

．6

　 28

　 26

　 24

　 22

分 20

裂 18

細 16

胞 T4

数 12

　 1e

012345678910 犀1lZ ↑3141515171819

　 　 　 　 　 　 培　 養　 日　 数

図 8　 モ
ー

ド領域に あ る 染色 体 の 分布

　46本を ピ ー
ク と して 分布 し て い る．

37　詔 　39　40　41　42　43　44　45　46　47　4B　49　50　51　52　53　54　55

　 　 　 　 　 　 　 染　 色　 体 　数

憾鸛癖 画趣 1・ ・ら ・・　 謡

図10　ヌ ード マ ウ ス 皮下 に 再構 築 さ れ た 腫 蕩組織

　（HE 染色，× 100）

原腫瘍組織 と類似の 分化型管状腺癌で あ る，
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れた ．こ の 腫瘍組織を 更に 5匹の ヌ ー ドマ ウ ス に

継代移植 し た 時 の 腫瘍体積増加 曲線が 図11で あ

る．腫瘍体積 は 約 1，000〜2，000mm3 で plateauと

な り，増殖倍加時間 は 約2．7日 と算出 される．増殖

が停止す る と
， 中心部 壊死が 強 くな り， 腫瘍表 面

は 潰瘍化す る．

　5， ス テ ロ イ ドホ ル モ ン レ セ プ タ
ー

の 検出

　 ヌ
ー

ドマ ウ ス 移植腫瘍の 検索を第 6代の 細胞 移

植時 ， 第 25代の 細胞移植時及 び第 6代で ヌ
ー

ドマ

ウ ス に 構築 され た 腫瘍を更に ヌ
ー ドマ ウス に継代

した ヌ
ー

ドマ ウ ス 継代 1代，更 に継代 し た 継代 2

代の 腫瘍に つ い て お こ なつ た ．結果 は表 1 に示す

ご とく， 第 6代 の 組織 は ER （一），　 PgR （＋ ），継

代 1代で は ER （＋），
　PgR （＋ ），第 2代で は ER

（＋ ），PgR （一）と変化した．第25代で は ER
，
　PgR

（
呈
ε

図11　 ヌ
ー

ドマ ウ ス 移植腫瘍 の 体積増加 曲線

　増殖倍加 時間 は 約2．7日 と算出 され る。

12345678
　 　 　 移 植 後 週 数

表 1　 ヌ ードマ ゥ ス 移植 腫瘍の ス テ ロ イ ド ホ ル

　 モ ソ レ セ フ タ ー

ER 累 PgR 癖

第 6 代

継 代 1代

継代 2 代

第 25 代

（一）

8735238

13235

（
一
）

50

＊fmo1 ／  pr。tein

共 に陽性 に検出された 。 こ の 時の 組織学的所見は

第 6代 ， 第25代 ， 継代 1代で は高分化型腺癌 で あ

つ た が
， 継代 2 代 で は低 分化 な部分が多 くな つ て

い た．また PAS ，　Alcian　blue　ee色で は 継代 2 代 で

陰性で あ り，それ以外は す べ て 陽性で あつ た．第

6代に お い て ER が陰性で あつ た原因は 明 らか で

ない が
， 以上 の 結果か ら ， 本細胞株は ヌ ードマ ウ

ス ス に ER
，
　PgR 共 に 陽性 の 分化型子宮体内膜腺

癌に
一

致した組織を再構築 す る こ とが 明 らか とな

つ た．

　
一方 ，

in　vitro で の 培養細胞 に お ける ス テ ロ イ

ドホ ル モ ン レ セ プ タ ー
の 有無に 関して は，培地 ，

培養条件を 種 々 変化 させ て 検 索をお こ なつ た結

果 ， 表 2 に お ける よ うに 確実に ER ，　PgR が誘導 さ

れ る条件は 見出 され て い な い も の の
， 継代代数が

若い 方が陽性率が高 く， 第 50代 となる と陰性化 し，

更 に 培 地 中 に HMG を添 加 した場 合 の 方 が 陽性

率 が高い （添加 した場合は第50代を除 い て 5 回す

べ て が ER 或 い は PgR 或 い は 両者 が 陽性 に 検出

され，添加 しな い 場合 に は 6回 中 3回 し か 陽性に

検 出されて い ない ） な どの 傾向が み られた ．従 つ

表 2　 in　vitro 培養細胞 の ス テ 卩 イ ド ホ ル モ ン

　 レ セ フ タ
ー

継代代数 培養 条件 ER ＊ PgR ＊

2呂 DCCFCS 十 HMGI ）
（
一

） 18

〃 DCCFCSD （
一
） 〔

一
）

〃 DCCFCS2 ＞
（
一
） 〔

一
）

〃 DCCFCS 十 HMG2 ） 32 ユ8

30 DCCFCS 十
．HMGI ）

（
一
） 24

〃 DCCFCS1 ） 26 30
〃 DCCFCS2 ） 103 14
〃 DCCFCS 十 HMG 露） 47 30

33 FCS2 ， 26 9
〃 DCCFCS2 ）

（
一
） （

一
）

36 DCCFCS 十HMG1 〕 91 （
一
）

50 DCCFCS ＋ HMG1 ｝ （一） （一）

〃 DCCFCSD （
一
） （

一
）

〃 DCCFCS2 〕

（
一
） （

一
）

〃 DCCFCS ＋ HMG2 ， （一一） （一）

FCS 　 　 ；15％ FCS 添加 Eagle　MEM

DCCFCS ；15％ DCC 処理 FCS 添加 Eagle　MEM

HMG 　 ；培養 開始後 8 日 日に HMG ．

　 　 　 （パ ーゴ ナ ル ；帝 国臓 器）100rnl．U ．fml添加
“fmol ／mg 　protein

l）；培養 開始後 7 日 目 に 培地 交換

2）；培養開始後 3 日 日，7 日 目 に培地 交換
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て 本細 胞株 は in　vitro 培養細 胞 に お い て も ER
，

PgR を 保有する能力は持 つ て お り，培養条件 さえ

整えぽ ER ，　 PgR は誘導 され得る と考 え て よ さそ

うで ある．な お 本実験 に お ける第28代 ， 30代 ， 33

代 の 細胞 は凍結保存 され て い た 細胞を解凍後実験

に 供 し た もの で ある．第 50代 に お い て ER ，　PgR が

陰性化 し た こ と は ，同時期 の in　vitro の 細胞形 態

が低 分化傾向を帯 び て きた こ と，また ヌ ー ドV ウ

ス に 再 構築され た 組織が よ り低分化に な つ て きた

こ とと関連した 結果と思わ れ る．

　6． エ ス ト ロ ゲ ン 依存性の 検討

　無処 理 FCS の 各種 ホ ル モ ン 濃度 は LH 　 2．O

mIU ／m1 ，　FSH 　2．9mlU ／ml ，
　E232pg ／m1 ，

　proges−

terone　 20ng／dl以下で あ り，　 DCC ・FCS の それは

LH 　2．OmlU ／ml ，　FSH 　2．3mIU ／ml ，　E210pg ／ml

以下 ， progesterone　20ng／dl以下 で あ つ た ．図 12

に 示す よ うに ，増殖 の 最 も良い の は 1群すなわ ち

無処理 FCS 添加培地 で あ り， そ の 増 殖倍加時間

は 対数増殖期前半で 28．8時間 ， 後半で 33．6時間 で

あつ た ．こ れ に対 し 2群（DCGFCS ），3 群（DCC ・

FCS ＋ E2100pg ／ml ）で はほ クま平行に 増殖曲線が

描か れ ， 増殖倍加時間は それ ぞれ 51．6時間，50．4

図 12FCS を 無 処 理 の 場合，　DCC 処理 し た 場 合 ，
　E2添

　加 時 の 細胞増殖曲線の 比較

× 10tle

瑠

゜ 123456

轟
9

目
゜

簸
12131415151 了 18

時間 とな つ た ，培養開始後 18日 目に は 3群共に細

胞数 は 10 × 106／dishとな りconHuent に 達 し た ．

こ の よ うに本細胞株は 培地 か らエ ス ト ロ ゲ ン を 除

去 した環境で も増殖 は 維持 され ， 更 に エ ス ト ロ ゲ

ン の 存在下に 増殖が亢進す る とい う結果 も得られ

なか つ た ．

　　　　　　　　 考　　案

　 本細胞株の 特徴は ，
ヌ
ー

ドマ ウ ス に分化型子宮

体内膜腺癌に
一

致 し た ER
，
　PgR 陽性 の 組織を 再

構築する とい う点で あ る．こ の こ とか ら in　vitro

で 培養され て い る細胞 も分化型の 腺癌細胞の 性格

を有す る と考 え て よか ろ う．

　子宮体内膜腺癌 に 関 し ， 分化型 と低分化型 の 相

異点に つ い て培養細胞で は ほ とん ど明 らか に され

て い ない ．そこ で 本細胞株の 特徴を北里大学医学

部産婦人科学教室蔵 本博行博 士 よ り分与 された

HEC −1株 s）
と比較 し つ つ 述べ る と以下の よ うに な

る．すなわ ち ， まず HEC −1株は in　v 量tro に お い て

比較的小型 ， 均
一

で あつ て大小不 同性に 乏 し く，

多形性が少ない ．胞体 内空胞を持たず ， 重積する

と細胞が無秩序に 重な り合 い
， 特定 の 組織構築を

模倣す る こ とは ない．ま た シ
ート状 に 配列す る細

胞 は位相差顕微鏡下に 細胞境界が不 明瞭で
， 細胞

の 厚み が薄 い と い う印象を受 ける．更 に培養器 と

の 接着力が弱 く，継代培養時の EDTA
，

ト リ プ シ

ン 処理 に よ り容易に剥離す る．増殖倍加時間は約

42時間で あ る． ヌ ー ドマ ウ ス に 皮下移植する とぎ

わ め て 旺 盛 な増殖を示 し
， そ の 重量 は ほ ぼ マ ウ ス

と同じ23gに も達 し， 3 〜 4 ヵ 月で マ ウ ス を腫瘍

死 させ る，そ の 組織像は低分化型で ，PAS ，
　Alcian

blueな どの 粘液染色陰性で あり， 特定の 粘液産生

能 ， 組織構築能を 持た な い ．腹腔内移植 の 場合 に

は 1〜 2 ヵ 月後に 血 性腹 水が貯 留 し マ ウ ス は 腫瘍

死す る．腫瘍 は主 と して 子宮 に形成 され ， そ の 他

の 部位に腫瘍が形成 され る こ とは 少 ない ．移植腫

瘍 の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン レ セ プ タ ーは ER 　10f

mol ／mg 　protein で あ り，　 PgR は 陰性 で あつ た ．

　 こ れ に対 し ， Ishikawa株に お い て は ， こ と ご と

く こ れ と異 な つ た 性 格 が 観 察 さ れ る．ま ず in

vitro の 形態で は 多形性 に 富み ，大小不 同著 し く，

胞体内空胞を持ち，細胞辺縁及 び細胞境界は 明瞭
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で 胞体が厚 い とい う印象を受 ける．単層 シ
ー ト状

の 細胞は hemicystを形成 し て ガ ラ ス 面 か ら ド
ー

ム 状に
一

部剥離する．培養器 との 接着力は HEG1

株に 比 し は る か に 強 く， しばしば剥離に 30分以上

を要す，移植腫瘍は 分化型 の 管状腺癌を再構築 し ，

粘液染色陽性で あ り，
ス テ ロ イ ドホ ル モ ソ レ セ プ

タ ーは ER
，
　PgR 共 に 陽性に 検出 される ．し か し な

が ら黼 鸚 の 増騨 灘 で 1
，
000・− 2

，
000mm3

で 増殖は止 つ て しま い
， 放置す る と中心 部壊死が

強 くな つ て腫瘍は徐 々 に萎縮し ，
マ ウ ス を鍾瘍死

させ る こ とは な い ．腹腔内移植 をお こ なつ た 場合

に は
， 3 〜 4 ヵ 月後 に 血 性腹水 が貯留 し マ ウ ス を

腫瘍死 させ る こ とが 可能 で あ る． こ の 際腫瘍は両

側卵巣に 形成 され る こ とが多い が，肝や横隔膜下

に も形成 され る こ とが ある．

　 こ の よ うに HEG1 株 と Ishikawa株は 同 じ ヒ

ト子宮体内膜腺癌由来の 細胞株 で あ りなが ら，そ

の 細胞性格は こ と ご と く異 なつ て お り，同等 に 扱

う こ とに疑問を感 じる程 で ある． こ れ らの 相異点

が個 々 の 細胞株 の い わ ゆ る個性に 由来す る部分が

多 い で あろ うこ とは当然考 え られ るが，或 る部分

で は 確実に
一

般的 な分化型 と低 分化型の 培養細胞

の差を示 し て い る で あろ う．

　一方，分化型 の 細胞株が継代培養を続 け る こ と

に よ つ て 低分化型 へ 変化 し て い く現象 がみ られ

る．前述 した HEC ・1株に お い て も Kuramoto 　 et

aL の 報告
3）

の 時点で は その 付図 に お ける組織像か

ら分化型で あつ た ， し か しなが らわ れわれ が譲 り

受けた細胞 は in　vitro の 形態 も ヌ
ード マ ウ ス に 移

植 し て 得 られ た 腫瘍組織 も低 分化 な もの で あつ

た．　lshikawa株にお い て も培養開始後 3年半を経

て こ の 傾向が うか が え る．第47代で ヌ
ー ドマ ウ ス

に 再構築 された 組織は分化傾向は認め られ るもの

の 低分化な部分が 多 くな つ て い た ． こ の よ うに 分

化型の 株細胞が継代す る に した が つ て 低分化 とな

つ てゆ くの は 宿命 の よ うで ，継代培養中に 何らか

の 細胞の 選択を お こ なわ な い か ぎ り ， 分化型の ま

ま で 存続 さ せ る こ と は 困難 の よ うで あ る ．Ishi・

kawa 株 に 関 して は，幸 い に し て 第 25代の 細胞 が

大量 に 凍結保存され て お り，
こ の 細胞は 解凍後に

お い て も ヌ ー ドマ ウ ス に 分化型 の 腫瘍を創 る こ と

が確認され て い るた め ，実験の 必要に 応 じて 常に

分化型 の細胞を供給す る こ とが可能で ある．

　本細胞株は ヌ ー ドマ ウ ス に ER
，
　PgR を持 つ 腫

瘍を形成す る ．従つ て in　vitro に お ける 培養細胞

も当然 こ の ホ ル モ ン レ セ プ タ
ー

を保持して い る と

考え られた訳で あるが，当初種 々 の 条件下に 実験

をお こ な つ て も in　vitro の 細胞か らは レ セ プ タ
ー

が検出され な か つ た ．そ こ で わ れ わ れ は in　vitro

の 環境で は レ セ プ タ ー
の inducerが欠けて い る の

で は な い か と考 え る よ うに な つ て い た
2）．しか し

なが ら，最近 FCS を DCC 処理 し ， 開放系環境で

11日間培養し， こ の 間 1 〜 2 回 の 培地交換をお こ

な い ，細胞の 剥離を ス ク レ
ーパ ーで お こ な うとい

う条件下で は か な り高率に レ セ プ タ ーが検 出され

る こ とに気付 い た．更 に培地 中 ）c　gonadotrepin

を添加 し た 場合 に は
， その 検出頻度がよ り高 くな

る とい う結果を得た．
一般的に 培養条件を悪化 さ

せ る と細胞 の 分化が誘導され る こ とが知 られて い

る が，DCC 処理 も こ れ と同じ理 由で 細胞の 分化を

誘導 し， レ セ プ タ
ー

の 検 出頻 度を高め た の か も知

れ な い ．
一方 gonadotropin に 関 し て は，その 子宮

内膜或 い は 内膜癌 に 対する 直接作用は現在肯定さ

れ て お らず ， また 添加 しな い 場合 に も検出が可 能

で ある こ とか ら，そ の機序に つ い て は なお 検討 中

で ある．い ずれ に して も培養細胞 h：　ER
，
　PgR を持

つ こ とは確か であ り， 条件設定 さえ整 えば常時検

出で ぎる もの と考 えられ る．

　 こ の よ うに lshikawa株は in　vitro に お い て も

ER
，
　PgR を保有 し て い るわ け で あるが

，
　 DCC 処

理に よ つ て 血清中の エ ス トロ ゲ ン を除 い て も細胞

増殖は維持され ，

エ ス ト ロ ゲ ソ の 無い 環境に お い

て 増殖力を失 つ た り，死滅した りする こ とは な か

つ た 。こ の こ とは Ishikawa株の 増殖 が エ ス ト ロ

ゲ ソ 依存性 で な い こ と を 物語 つ て い る．ま た 上 記

の 条件 に エ ス ト ロ ゲ ソ を添加 し て も増殖能は ほ と

ん ど変わ らず ，

エ ス ト ロ ゲ ン が増殖力を高め る と

もい えない ．従 つ て 現時点で は
， 本細胞株に 関す

る限 り，
ER を細胞が保有す る こ とは エ ス ト 卩 ゲ

ン 依存性 で あ る こ とを必ず しも意味 し ない と い う

考 ％を裏付け た 結果 と な つ た ．

　近年， ス テ ロ イ ドホ ル モ ン レ セ ブ タ ーが測 定可
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能 となつ て以来 ， 各種悪性腫瘍の ホ ル モ ン 療法が

見直 され ， 新た な発展の 可能性が考えられて い る．

と くに 子 宮体癌に 対す る ホ ル モ ン 療法 は 一層意義

を認め られて きた 感があ り， そ の 機構 の 解明は き

わ め て 興味あ る課題 で あ る．本細胞株は分化型で

ある と い うその 特徴 か ら考 えて こ の 種 の 実験に用

い るに は最も適した細胞株 と考 えられ る．

　実験 に 御協力頂 い た 本学技官寺 島 日出 子 嬢 に 感 謝 す る．
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