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概要　ヒ ト子宮腺癌，扁平上皮癌 Spheroidの 特微を線量 生存率関係か ら， 単層培養細胞 と比較し て検討

を行つ た ．

　HEC ．59，　SKG ・3a 細胞を使用．　Spheroidは Yuhas の 方法に 基 づ い て 作製 さ れた ・

　単層培養状態で は，D。，　Dq ，
　n 値 は

，
宜EC −59 （D ・

＝ 1．6Gy ，　Dq ＝ 0・6Gy ・n ＝ 1・5），　SK（｝・3a （Do ＝ 1・3

Gy，　Dq ＝ 0，4Gy ，
　n ；1．4）で あつ た．

　Spheroid状態で は ， 生存率曲線は SK （｝−3aで 2 相性となつ た ．　Spheroid の 直径が 300μm で は
・
HEC ’

59で 2相 目が殆 ど認め られな い が ，
SKG ・3a で は6Gy の 線量 を こ えた 時点 から明 らか な 2 相性 とな つ た．

ま た ，低線量域で は単層培養に比べ
， 生存率曲線上 の 肩 が 大 きくな り， こ の 現象は両細胞に 見 られた．

　以上 の 点 か ら，Spheroidは 単層培養状態で は見 られ ない
， 固形腫瘍 の 特徴を備 えて お り放射線効果を

検討す る うえで 有用 な手段 と示唆さai．た．

Synopsis　Radiation−induced　dose・surviva1 　relationShips 　of　human 　uterine 　adeno 　and 　squamous 　carcinoma

cells ・9r。 wn 　as ・spher ・id　w ・・e　st・di・d，　c・mpari ・g　th・m 　with 　m ・n ・1・y・・ cell ・・

　HEC ．59　and 　SKG ．3a　cell 　lines　were 　used ，　 The　spheroids 　were 　produced 　by　Yuhas’

s　method ．

1。 m 。n 。1。yer・c 、lture，・D 。，Dq ・nd 　n　va1 … i・ th・ Hit・th… ywere 　a ・ f・11・w ・・ HEC −59 （D ・
＝ 1・6Gy・「Dq ＝

0．6Gy，　n ＝1．5）and 　SKG −3a（Do＝1．3Gy
，
　Dq ＝ O．4Gy ，　n

＝1．4）．

　Survival　curves 　of　both　cell　lines　as 　spheroids 　demonstrated　biphaSic　curves 　after 　acute 　irradiation．

HEC ．59　cell ， 9r。w 。　a、・spher ・id・ 300μm 　i・ di・m ・t・・ did・・t　have　a 　g・eat ・sec ・nd ・・ mp ・ n ・nt・SKG −3a　celll

h。w 。ver ，　did。pParently　h・v ・ al ・・ge　am ・unt ・f　th・ sec ・nd ・・皿 P・n ・nt　wh ・n　a　6Gy　d・se 　was 　exceeded ・

Th 。
　Sh。 ulder ．in、th。　d。se．，… i。。1・curves ・f　b・th　ce11・ g・・ wn 　a・ spher ・id・ bec・m ・ 9reater・than・m ・ n ・1・ye 「

cells　up 　to　3Gy　dose．
　It　w 。。

　th。，ef。，e　p．。v，n ・th。t ・ph… id・・P・s・ess・simil ・・ ch ・・ act ・riSti・・t・ ・。lid　t・m ・・s・Thi・s  9・sts　that

spheroids 　are 　usefU1 　in　studying 　radiation ・induced　effeCts 　in　solid　tumors ．
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　　　　　　　　　 緒　　言

　固形腫瘍を構成す る腫瘍細胞は 総 べ て 均
一

の 細

胞の 集ま りで は な く，栄養 ， 酸素濃度の 違 い
， 細

胞周期の 変化な ど様 々 な相違 を持ち集団を成 し て

い る．Sutherland　et　al．（1971年） 嫉ス ピ ナ ーカ

ル チ ャ
ーを 用 い て V ・79細 胞 が ， 多 細 胞 球 状体

（Multicellular　tumor 　spheroid ）を構成す る事を

報告 し た
9）．そ の 後 ， 諸家 の 研 究に よ り， こ の

Spheroidが腫瘤性腫瘍 コ
ード構造 に お け る細 胞

増殖動態や 生理 学的特徴を 備え て お り，in　vitro

に お け る固形腫瘍 モ デ ル とし て有用で ある こ と が

認め られて きた
7）10）12 》．さ ら に ま た ，Spheroidの 応

用 として
，

ヒ ト腫瘍細胞 の Spheroidを用 い
， 臨床

上 の放射線治療や 化学療法で の 腫瘍細胞 の 生物学

N 工工
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が検討されて きて い る
5）8｝13）．

　 そ こ で ， 子宮腺癌 と扁平上皮癌の ヒ ト培養株を

用 い
， 放射線に対す る ， 単層培養及 び

， Spheroid
で の照射効果の 比較を行 うこ とに よ り ， 子宮腺癌 ，

扁平上 皮癌 Spheroidが固形腫瘍の どの よ うな特

徴を備えて い る か
， また腺癌扁平上皮癌で 差 を示

すか に つ い て 検討を行 うもの で ある．

　　　　　　　　　 方　　 法

　 （a ）培養細胞

　 ヒ ト子宮頚部扁平上 皮癌細胞株 （SKG −3q
， 慶応

大学 ・野沢志朗先生御供与）O 及び ヒ ト子宮体部腺

癌細胞株 （HEG59 ， 北里大学 ・ 蔵本博行先生御供

与）を使用 し た ．

　 両細胞 と も，MEM 　eagle 培養液 （日水製， 7％
NaHCO3 ，5％Glutamine加）加 10％Fetal　 Calf
Ser  （Flow 製）中で 培養．培養液交換 は週 1 回

行い
，

5％CO2　incubator 中で 維持 した．

　 （b）Multicellular　Tumor 　Spheroid作製法

　Yuhas の 方法に 基づ き11｝
，1％agarose で 表面を

コ
ーテ ィ ン グ した 10cm 径 dish中に ， グ ラ ス ピー

ズ で culture 　Oasko か らは が し
， 得た 細胞浮遊液

を適量ま き， 002incubator中で 培養． 3 日後 ，

こ の 細胞浮遊液を2m1 ずっ 10ml新鮮培養液中に

ま き培養．培養液 は 5m1 ずつ 週 2 回交換．　 Spher−

oid の 大 きさが直径 300μm に 達
．
した 時点で 実験に

使用 した．

　 （c ）増殖 曲線測定法

　単層培養細胞 ：対数増殖期 の細胞 を トリプ シ ソ

処理 （0．25％ ト リ プ シ ン 1m1，37℃）し
， 単細胞浮

遊液 を得る．こ の 時，SKG ・3a で は ト リ プ シ ソ 処理

時間は 6 分間 ， HEC ・59で は 4分間行 う．処理後 ，

直ち に 新鮮培養液10m1を加え ，
　pippetti  を行い

単細胞浮遊液 とす る．位相差顕微鏡下で単細胞を

確認 した後， 105個を6cm 径 culture 　dish中 の 8ml

新鮮培養液 中に ま く．その 後 CO2　incubator中で

培養 し，24時間 ご と に dishを 2 枚ずつ 取 りだ し ト

リ プ シ ン 処 理 し単細 胞浮遊 液 と した 後， ク
ー

ル

タ
ー

ヵ ウ ン タ ー （ク
ー

ル タ ー製） で 細胞数を 測定

す る． これ に よ り増殖曲線 を求め た ．

　Spheroid： Spheroidの 直径が 300μ m に 達 した

時点で ，stock 　dishか らパ ス ツ ー
ル ピ ペ

ッ トを用

639

い て ひ ろ い
， 10cm 径 Agarose　coated 　plate中の

10m1新鮮培養液中に 移 す．約半 日〜 1 日間培 養

後 ， 24well　Plate（corster 製）の 各 well 中に 一
つ

ずつ Spheroidを移す．各 well には 1m1 の培養液

があり 3 日ご とに 0．5ml ずつ 培地交換を 行 う．

　 暗視野実体顕微鏡を用 い ，接眼 レ ン ズ （10倍率）

下 の マ イ ク ロ メ ータ ーに よ り， 40倍対物 レ ン ズ 下

で 24well中 の 各 々 の Spheroidの 直径 を測 定 す

る，直径 の lunitは 25μm を表わす．こ の 直径の 測

定か ら Spheroidの 増殖曲線を求め た．

　 （d）線量生存 率関係の 測定法

　 単層培養細胞 ：対数増殖期細胞を ト リプ シ ン 処

理に よ り単細胞浮遊液とし ， culture 　flasko（Fal−

con 製）に適当数の細胞 をまく．12時間後，放射線

照射を行 い
， CO2　incubator中で培養．培地交換

は，10日ご とに 行 う．SKG −3a は 3週間，
　 HEC ・59

は 2週 間の 培養後 ，
1 ％ メ チ レ ン ブ ル ー

で 染色 し ，

コ ロ ニ
ー
数を算出 し

，
コ ロ ニ

ー
形成分析を行 い

，

線量生存率曲線を求め た．

　 Spheroid：300μm 径の Spheroidを 1群 50個ず

つ 放 射 線 照 射 し ， 直 ち に ト リ プ シ ン 処 理 後，

pippettingを行 い 単細胞浮遊液を得 る，そ の 後，適

当数 の 細胞を 6cm 径 culture 　dish（8ml 培養液）中

に ま き， CO2　incubator中で 培養し
，

コ n ニ
ー
形

成率を測定し て，線量生存率曲線を求 め た．

　 （e）放射線照射法

　 4Mev 　Liniacに よ り， 200rad／min ．　FSD 　100cm
Field　20× 20cm

， 室温中で X 線照射，

　単層培養細胞 は 37℃ ， 5mi 培養液の 入 つ た密栓

された culture 　flasko中で 1， 2， 3，4，5，
6

， 7， 8Gray
の 線量を照射．

　Spheroidで は
，
　 agarose 　coated 　 culture 　tube

（tubeは プ ラ ス チ ッ ク 製10m1用 ス ピ ッ ツ Lux

鞐）内37℃ ， 3m1 培養液中に Spheeridを各20〜50

個入 れ ， 密栓 し室温中で X 線照射．照射線量 は 2， 4，

6， 8， 10，12， 14Gray であつ た ，

　　　　　　　　　成 　　績

　図 1 は 単層 培養状 態 の HEC ・59
，
　SKG −3a細 胞

の 増殖 曲線 で あ る．増殖速度 は
， 対数増殖期で は

ほ ぽ 同じで あ り，doubling　 time　tt　HEC −59で 24
hr，，　 SKG −3a で 26hr． で あ る．プ ラ ト ー相 で は

N 工工
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Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

640 子宮腺癌 の 放射線線量生存率関係の 相違につ い て 日産婦誌38巻 5号

il

4x ℃
5

　
　
　

び

記
E
りト個
6

宝

糞
ε
，

Z

 
り

淵25

〔100te　FCS 　MEM ）
　 　 　 　 b

　 　 　 　 　 　 　 5KG −3a
　 　 　 　 　 ●

　　　 轟
　 　 　 　 　 　 　 HEC−59

0

「0

匚

o一
ぢ
o」
L

豐

Σ
》

≒
切

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Radiation　Dosis

D24681012 　Gy

●

　 1げ　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 15　 　 0　　　　　 5　　
．
　　 ゆ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 〔19）
　 　 　 　 　 　 　 Days

図 1 　Growth　curves 　of　monoLayer 　cells

SKG −3a は HEC ・59細胞よ り多 くの 細胞数で とま

る ．こ の 両細胞に 対数増殖期で 放射線の 単回急性

照射を行い
， 線量一生存率関係を求め る．．

・図 2 に

示 す如 く， hit　theoryに 基づ い て ，
　 Do

，
Dq

，
　n 値を

求め る と ，
且EC ・59で は Do ＝ 1．6Gy ，

　 Dcl＝O．6Gy，

n ＝ L5 ，
　 SK （｝−3a で は D 。

＝ 1．3Gy ，
1）q ； 　O．4Gy ，

rt＝ 1．4で あ つ た．両細胞間 に は D 。，
　 Dq 値 と も

Monolayer の 状態で 差が 認め られた ．こ れ ら両細

胞を Spheroidに し，増殖を 測定す る と両細胞 と

も直径 600μ m 位 ま で ほぼ一
定め増殖速度で 大 き

くなる（図 4）．図 3 は直径500μm 前後の 両細胞 の

Spheroidの 断面組織像で あ る，　 Spheroidの 構 造

は 中心 に Necrosisの 部 ， そ の 外層に 生細胞 の 層

が存在するが ， SKG −3a （扁平上皮癌）で は生細胞

層の 厚さ は 130μ m
，
HEC −59（腺癌）で は 165μπ iで

あ り， 生細胞の 厚さが HEG59 で は厚 く， 壊死部が

・5）

・4）

10
−3

図 2　Dobe　tesponse　curves ρf　monolayer 　cultured

　SKG ・3a　and 　HEC −59　cells 　　　　　　　
‘

．
少ない ，直径300μm の HEC −59

，
　SKG ・3a　Spher・

oid に 放射線を急性照射 し生存率曲線を求 め る．

図 5 は 点線が 血 onolayer の 生存率曲線 ， 実 線が

Spheroidの もの で あ る．低 線量域で は Spheroid

の 生存 率曲線上 の 肩 は 血 onolayer の 肩 よ り両細

胞 と も大 きい ．6Gy を超 え る 時点 よ り SKG −3a

Spheroidは
，
　HE （）−59Spheroidよ り生存率 の低下

が少な くな り，
2相性 の生存率曲線を 示 し た ．一

方 ，
HEC −59で は monolayer の D

。
とほ ぼ同 じ D 。

で 生存率が低下 した ．こ の た め 6Gy 以上 の 線量で

は 300μm の 細胞 は 扁平上皮 癌 SK （｝3a細胞が腺

SKG −3a HEC −59
図　 3
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図 4　Growth　curves 　of 　Spheroids

　 　 　 　 　 　 　 　 Redi　at 　ion　　@Dosi
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terteowe

h）

− s 図5　Dose　response 　qurves　of 　SKG・3a 　and 　HE

E59 　in　spheroid 　 and 　mQpolayer 　cu

ure 癌HEC59 細 胞よ り 放 射 線 抵 抗 性

示した． GroWth 　 delay の検討では，放射線 線

が6Gy に 達する 時点では 腺癌でGrowth 　 del

が小さく放 射 線抵 抗 性であ つ たが， 6Gy の時

で扁 平上皮癌 と同 じ増 殖遅延度で あり， 以 後

量の増加に伴 い 扁平上皮 癌で む しろ 増 殖 遅延

少なくなり ，放 射

抵抗性が逆転した ． 　

　　　　　　考　　察 　 Spheroid の構造 は，

心 に壊 死 部，外層に な る にし た が い非増 殖群

増

殖
群

綱

胞
によ
り
構
成

さ

れ
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　 8 匿 召 》 醒OO5 ヨ 9q 　　 　 　　　 　

@ 　 　 　 　 6 　 　 8 　 　100v 　　　 　　 　　 　 　

lrradiatien　Oo80 図6　Growtll 　delay 　days 　of　sphe

ids　after 　single

do 忌 e

　irradiation ている．3HTdR のAu
radiography で増殖 層 を 検討 し た報

S ） で は ，細 胞 の種 類 に よりか な り異 な

こ とが認められ
ている．本研究で 用い た HEC − 59 ， 　 S

i ｝ − 3a 細胞 も ， やはり 差 が 見ら
れ ，外 層か ら

死部までの 生
細胞の厚さは，SKG ・3a で 130 μ m ， 　 H

− 59 で165 μm であつ た ．こ の ことは ， SKG
3a 扁平 上 皮癌で

，酸素， 栄 養 の浸達 度が 浅 い ことが

唆され ， 130 μ m の 半 径を持つたSpher・ oidですでに

充 分な hypqxig 　fraction が存在す るものと

えられ る ． 一方，腺 癌（耳EC・ 59 ）Spher −

id では最外層から 165 μmで壊死が 出 現すること か ら半径 165μm

Spheroid で et 　 hypoxic 　 frac

tionが充分 存 在しな いも の と考えられる．事 実 ，

ｼ 細胞の 300μmの直径を もつたSpheroid で

扁 平上 皮癌（SKG−3a）の生存率 曲 線は2 相 性

示 し たが ， 腺癌 （ HEC ・ 59 ）の生 存 率曲 線
は

叶ｫであ つた． 2相性 の原因としては，酸 素効果 でのoxy − g

　 enhancement 　ratio （以下OER と

） が 約3 倍であるこ とから，扁平上 皮癌Spheroid

み ら れる2相憐は hypoxic 　element によ るものと考

ｦ られ， 約20 ％前後 のhypoxic 　fraction

300 μ m の直径 を もつ たSKG3a　Spheroid

存在 す る も のと認め られた．一方，腺癌Spheroid は

0 μ m の 直 径で は 殆
ど

hypoxic 　fra
ionは存 在しない こ と が示唆さ れた． そこで， こ

条件で
groWthdelay

を検 討 す る とやはり 6Gy す な



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

642 子宮腺癌の 放射線線量生 存率 関係 の 相違 に つ い て 日産婦誌38巻 5号

線上 hypoxic　element が生存率曲線 の 主 体 を成

し て くる放射線量を超 えた時点か ら， Spheroidの

増殖遅延が扁平上皮癌で 小さ くな り， む しろ腺癌

の 方が 遅延が長 くな り扁平上 皮癌 Spheroidが放

射線抵抗性となつ た ．こ の 現象は hypoxic　 frac−

tionの 量 に よ り放 射線抵 抗性 が変化す る こ とを

示 して い る．こ の よ うに ， Spheroidを用い る こ と

に よ りhypoxic　element の 検討を比較的正 確 に

且 つ 簡単に で きる．次に ， 増殖期細胞 に つ い て考

えて み る．両細胞 も， 単層培養状態で は対数増殖

期に ほ ぼ似た増殖速度を とるが ，Spheroidに な る

と異 な つ た 増殖速度を示 し，SKG −3a が HEC −59

に 比 べ 遅 い 成長速度 とな る． こ の 理 由 とし て ，細

胞 同士 の 3次元的結合に 伴 う物質 ・ 酸素 の要求量 ，

消費量の 違い が関与する もの と考 えられ る．すな

わ ち ， Spheroidの 断面図か ら明 らか に SK（｝・3aで

は n   rosis が大 き く存在 し，生細胞の 厚 さが薄い

点か ら， 酸素，栄養物質が中に入 り難 い こ とが容

易 に 推 測 され る．し た が つ て
， 同 じ大 き さ の

Spheroidで も，
　 HEC ・59 と SKG ・3a の 成長速度 が

異なる原因 として は，増殖層の 厚さに差が あるた

め と考 えられ る．こ の こ と は
， Spheroidの 3次元

的構造に 基づ くもの で あ り， 単層培養細胞 で は得

られ ない 特徴の
一

つ で あ る． こ の 3次元的細胞間

の 結合 が もた らす 効果 は，単に 生存率 曲線上 の

hypoxic　fractionの 出現だけで は ない ．放 射線量

が 2Gy 前後で の 生存率曲線 の 変化 に 注 目し て み

る と図 5 に 見られ る よ うに 肩 が大きくな り， 放射

線抵 抗性 と な つ て い る ．こ の 現 象は
， SKG ・3a，

HEC ・59とも存在 して い る．Hypoxic　element20 ％

で OER ＝ 3と し て SKG ・3aで の Spheroidの 理 論

曲線を単層培養細胞 の 曲線か ら求め てみ る と ， 明

らか に 実測 の Spheroidの 生存率曲線 と異 な り，

2Gy 前 後 の 肩 の 大 きさ が 単 に hypoxic　element

の 影響 に 基づ くもの で な い こ とがわ か る．こ の 現

象 は Durand　et 　a1．4）6〕に よ りcontact 　eff  t と し

て 報告 されて い るが ， 細胞 の 種類 に よ つ て 出現す

る もの と しな い もの が ある と い わ れて い る．本研

究 に 用 い た HEG59 ，　 SKG ・3a細胞 とも こ の con −

tact　effect は 存在 し
， 細胞聞の 結合性 か ら生 じる

特 異 な 現 象 を 検 討 す る 上 で 両細 胞 の Spheroid

は
， 非 常に 有用な モ デル と考 えられた．

　以上 の 如 く， HEC ・59，
　SKG ・3a細胞 の Spheroid

を用 い る こ とは
， 放射線抵抗性因子を解析す る上

で 有用 な手段で ある と示 唆された．

　　　　　　　　　 結　　語

　HEC −59
，
　SK （｝−3a，

　Spheroidは 子宮腺癌 の 放射

線抵抗性 を検討するた め の 良い モ デル で ある．
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