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概要　hCG 産生卵巣未分化胚細胞腫の 原発巣 か ら細胞株 （KURATOU 株）を樹立 した ，培養細胞 は摘

出腫瘍細胞 は きわ め て 類似 した 小型細胞 と，1 な い し数個 の 核を 持つ 大型細胞が認め られ た．population

doubling　time は 約10日で 遅 い 増殖を示 した ．培養上清 の hCG 測定 の 結果，細胞 1個あた り7〜9× 10−6

1U／cell の hCG 産生能を認め た．免疫細胞化 学的 に も培 養細胞 の ほ とん ど に hCG は 陽性 で あ つ た．染色

体は 69に mode を 示す 3 倍体領域に分布した。培養細胞 の
一

部 に HLA ・ABC 抗原が表現 され て い た が，
−DR 抗原 は 認め られ なか つ た ．異種移植 能 が あ り，形成 され た 腫瘍 は syncytlotrophoblast 様 の giant
cel1や 他腫瘍成分を含まず ， 原腫瘍 に 類似 し た．

Synopsis　A　cell　Iine，　designated　KURATOU ，
　was 　established 　from　 a　human 　chorionic 　gonadotropin

（hCG ）・secret 三ng 　pure　dysgerminoma　of　the　ovary ．　 The 　cemine 　comprised 　small 　cells 　resembling 　originai

tumor 　cells 　and 　large　ones 　possessing 　one 　or　a　few　nuclei ．　 Population　doubling　time　was 　calculated 　to　be

about 　IG　days．　 An 　enzyme 　lmmunoassay 　study 　of 　hCG　in　media 　showed 　that　the　cells　produced 　7〜9× 10−6

1U／cell 　of 　hCG．　 ImmunQcytGchemical　studies 　revealed 　hCG 　in　 almost 　all　of　the　cultured 　cells．　 The
chromosomal 　number 　was 　distributed　in　triploid　and 　the　modal 　chromosomal 　number 　was 　69．　 Some 　cells

contained 　HLA −ABC 　antigens ，　but　none 　contained 　HLA −DR 　antigens ，　 The 　cemine 　was 　transplanted　into

anude 　mouse 　and 　produced 　a 　tumor 　resembling 　the　original 　tumor 　but　with 　no 　other 　tumor 　elements ．

Key　words ： Dysgerminoma 。Cell　line・hCG ・Ovarian 　tumor

　　　　　　　　　 緒　　言

　未分化胚細胞腫は 比較的稀な卵巣腫蕩の
一つ で

ある が ， hCG を産生 す る もの は きわ め て 稀 で あ

る，未分化胚細胞腫で hCG 高値 を示す場合は
一

般

に絨毛癌 ， 奇形腫等 の合併が考 えられ る．そ の 理

由は ，未分化胚細胞腫は 遺伝的 に 決定 された 性 と

は関係な く発育す る未分化性腺 （胎生 8 週以前）

の 段階 にみ られ る primitive　germ 　cellが腫瘍イ匕

した と考 えられ，細胞内小器官が少な く蛋白分泌

の 期待で きな い 細胞 か ら搆成 されて い る か らで あ

る
2）．し か し

，
hCG 高値を示 しなが ら他の 腫瘍成 分

を持た な い 未分化胚細胞腫が Kapp 　et　aL5 ）に よ る

と 15例報告 されて い る ．こ れ ら の 報告の 多 く
B，9，は

gerrn　 cell 由来 の syncytiotrophQblastic 　 giant

ce11 が hCG を産生す る とし て い る．

　わ れ わ れ は 他の 腫瘍成 分や giant　cellを 含ま な

い 未分化胚 細胞腫 で
，
血 中 ， 尿中 hCG 高値を示 し

た 1 例を経験 し
， 摘 出腫瘍か ら細胞株を樹立 した

の で 報告す る，

　　　　　　　　 材料 と方法

　症例は 25歳未婚で 0 妊 0 産で あ つ た ，昭和60年

11月27 日 に 下腹部腫瘤，約 6 ヵ 月間の 無 月経 と繰

り返す不 正 性器 出血 を主訴に 当科 を受診 した．腫

瘍は 成人頭大で
， 充実性卵巣腫瘍 の 診断で 12月 13

日 に 開腹 し た ．血 性腹水 を 850ml認め た ．腫瘍は 左

卵巣原発で 30cm × 20cm の 大 きさ ， 表面は 平滑で

骨盤腹膜 に 繊維性癒着 と腹腔 内の 腹膜に 粟粒大の

播種 を認め た が，腸管表面， 大網 に は 異常 を認 め

な か つ た ．左附属器摘出術，右卵巣生 検，大網切

除術お よ び腹腔内 trc　Cis・platinum 　 150mg を投 与

し手術を 終了 した．腫瘍割面は 出血性で 軟 ら か く

胎盤様 で あつ た ．病理 組織学的に は未分化胚 細 胞
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　　 　 　 写 真 1　 摘 出 腫瘍 の 組 織 所 見

腫瘍細胞 は 均
一

で 他 の 腫 瘍成分 を認 め な い ，間質 に

リン パ 球 の 浸潤 を認 め る．（HE 染色，× 50）

腫 で あ り，多数 の 切片に お い て も他の 腫瘍成分を

認め えなか つ た （写真 1 ）．なお術前検査で 血 清お

よ び 尿 中 hCG 値 が 640mlU ／ml と高値 を示 し た

が
， 術後 の 昭 和61年 1 月23 目 に 5mlU ／ml 以下 と

な つ て か ら現在 ま で 再上昇せ ず再発を認め な い ．

ま た 術 前 の LH は 18mlU ／ml ，
　 FSH は 2．3mIU ／

ml
，
　 estradiol は 78．2pg／m1 ，

　 progesterone は O．6

ng ／ml で あ り正常範囲 と判断 され
，
　AFP

，
　CEA も

正常範囲で あつ た ．

　 1，細胞培養方法

　手術時に 摘出 した 左 卵巣腫瘍 よ り無菌的 に採取

した腫瘍 片を メ ス に て 細切 し ，
こ れ に Dispase（三

光 純 薬）1，000単 位／ml お よ び 10％牛 胎 仔 血 清

（FCS ） を含む DM170 培地 （極東製薬）を加えて

1時間，37℃，5％CO2の 条件で 培養 した．そ の後，

FCS を 含ま な い 培 養液 で 3 回洗浄 し ， 10％FCS

加 DM170 培地 に 細胞を浮遊 させ ，37℃ ， 5％CO2の

条件で 静置培養 した．以後，培養液は 10％ FCS 加

DM170 培地 とし ， 3 日ご とに 交換した ．

　 2．増殖 曲線お よ び培養上清 の hCG 値

　 1 × 105個 の 培 養細胞 を1ml の 培養液 に 浮遊 さ

せ 351nm径 dishに ま き， 37℃，5％CO
，
の 条件で 静

置培養 し た ． 3 日ご とに培養液を交換し，細胞 を

O．25％ ト リ プ シ ソ
， 0，01％EDTA で 剥離 し細胞数

を 計 算 し た ．さ ら に 培 養 上 清 の hCG を HCG −

CTP テ ス ト （武 田製薬）に て 測定 した．各 ポ イ ン

トご とに tetraplicateで測定した 。
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　 3．染色体分析

　 培養細胞 を通常の 方法で 固定 し
， ギ ム ザ 染色 し

た 。さらに ト リ プ シ ン G パ ソ ド法 に て 核型 分析 し

た．

　 4．異種移植実験

　 1 × 107個 の 培 養細胞 を 4 〜 5 週 齢 BALB ／C

系雌 nude 　mouse の 皮下 ま た は腹 腔 内 に 移植 し

た．摘出腫瘍は た だちに ホ ル マ リ ン 固定 し，光顕

標本 とした ，

　 5．培養細胞お よび摘出腫瘍の β hCG 染色

　 1× 105／ml の 培養細胞を Lab　Tek　Chamber

（MILES ）内で 2 日間培養 し ，
プ ア ソ 固定の の ち

500倍希釈の 抗 β hCG −CTP モ ノ ク P 一
ナ ル 抗体

（CGB 　O70
， 持田製薬）を 1次抗体 とし て ABC 法

に て β hCG 染色を した，

　 摘出腫瘍は すで に ホ ル マ リ ン 固定後 パ ラ フ ィ ン

包埋 され て い た標本を脱 パ ラ し，培養細胞 と同様

の 方法 で β hCG を染色 した．

　 6．培養細胞 の HLA 抗原 の検索

　 1 × 105／m1 の 培養細胞を Lab　Tek 　Chamber 内

で 培 養 し，ア セ ト ソ 固 定 の の ち HLA −ABC
，

HLA −DR （Cappel）を 1次抗体 として ABC 法に

て HLA 抗原を検索 した．　HLA ・ABC
，

−DR の 各抗

体 は 予備実験 の 結果 か ら ， それ ぞれ200倍， 160倍

に 希釈 した もの を使用 し た．

　　　　　　　　　実験成績

　 1．株 の 樹立

　培養開始 よ り線維芽細胞 の 混入 は少な く，比較

的小型 で 核小体の 明瞭な N ／C 比の 大 きな細胞 が

散在性に ，あ る い は シ
ー

ト状に 発育し た ．こ の 細

胞 は培養継続 に よ り マ リ モ 状の 球形を形成 し容易

に 剥離 した．小型の 細胞周囲 に広 く淡い細胞 質 と

1 な い し数個 の 巨大核 を有 した大型細胞 が散在 し

た． こ の 大型細胞は 32ヵ 月経過 し た 現在 で も認め

られ ， 継続 的に 観察す る と小型の 細胞が変化 し て

生ずる よ うに 考 えられた （写真 2）．い ずれの 細胞

も PAS ，　 Alkaline　phosphatase 染色 陽性 で あ っ

た ．現在 も安定 し た 発育を認め
，
　KURATOU 株 と

命名 した ．

　2．細胞増殖能 と培養上清 の hCG 値

　細胞増殖能に つ い て 6，9代 に つ い て 検討 した．
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　　　　　　　写真 2　 培養細胞像

　未分化胚細胞腫 に 類似 した 多稜形 ま た は 円形 の 小型

細 胞 と細胞質 の 広 い 大型細胞 が認 め られ る．多核 巨細

胞 も認め られ る．（Pap 染色，　x 　100）
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　　　　 図 1　 KURATOU 株 の 増殖曲線

　縦軸 は細胞数，横軸は培養 日数を 示す．○，●は そ

れ ぞ れ 6，9代 目の 細胞の 増殖曲線を 示す。ほ ぼ 同様

な発育を示す．

両者 とも，
ほ ぼ 同様な増殖速度を示 した ． 6代 目

の population　doubling　time　ellO　H 間 と長 く， 増

殖の 遅い 細胞 と考 えられた （図 1）．

　 6 代 目の 細胞増殖能 の 検討 と 同時 に培養 9
，
12

，

15日 目の 培養液 中の hCG を測定 した．それ ぞれ の

hCG 値 は 2．32± 0．29mlU ／ml ，3．66± O，76mlU ／

ml
， 5，13± O．46mlU ／ml で あ り， 細胞数の 増加 に

伴 い増量 した．し か し， 細胞あた りの hCG 産生量

を 計算す る とそ れ ぞ れ7、12± 1．37× 10
−6mIU

／

cell ， 9．24± 2．63× 1eN6mlU ／cell ， 8．93± 1．14×

10
”6mlU

／cell で あ り培養 日数に よ る明 らか な増

加 は認 め られ な か つ た （図 2 ）．

　 3．染色体分析

　 4 代 目 の 細 胞 に つ い て 分析 し た ．60個の 分裂像

に つ ぎ染色体数を 数え た 結果 ，
Triploid領域 に 分

9 　　 　　 　 12 　 　　　 　 15

　 Cuiture　 days

　図 2　 KURATQU 株 の 培養上 清に お ける hCG 値

　左縦軸は 培養上 清lml あた りの hCG 値，右縦軸は 細

胞 1 側あた りの hCG 値，横軸 は 培養 日 数を示す．各

point は tetraplicateの 平 均 値 と 標 準 偏 差 （1）を 示

す．

　培養 日数に 比 例 して hCG 値 は 増量 した が，細胞あた

りの hCG 値 は ほ と ん ど変化 がみ られ な い ．
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　　　 図 3　KURATOU 株の 染 色体
3倍体領域 に 分布 し，69に mode を 認め た．

布 し69に mode を認め た （図 3 ）．さ ら に ト リ プ

シ ン G バ γ ド法 の 結果 ， す べ て の 細 胞 に お い て

1p
−

， 5q＋
の 異 常 と 6 ，10お よ び X 染 色 体 の

trisomyを認め た ．

　4．異種移植実験

　20代 ，
26代 の 細胞をそれぞれ nude 　mouse の 皮

下お よ び腹腔内に 移植 した ．その 結果 いずれ に も

約 4 ヵ 月後に 腫瘍 を形成 した． きわ め て 軟らか く

均
一

で ，
こ の 腫瘍 は 嚢腫 の 形成 は 認め られなか つ

た （図 4 ）．

　組織学的に は原腫瘍に 類似 し ， リン パ 球 の 3 な

い し 5 倍程度 の 大 きさを有す る均一な細胞が胞巣

を形成 し
， 間質に 少数の リ ン パ 球 の浸潤を認 め た．

細胞質 は 広 く染 色 性 に 乏 し い が PAS 陽性 で あ

り， 核）t 　1 な い し 2 個 の 明瞭 な核小体を認め た．

syncytiotrophoblast 様 の giant　cell お よ び他 の

N 工工
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図 4　 KURATQU 株の 染色体核型分析

写真 3　 nude 　mouse 移植腫瘍 の 組織所見

　原腫瘍 に 類似 し た 未分化胚 細胞腫 の 所見 を示 し た．

　（HE 染色，× 100）

腫瘍成分は 認め られなか つ た （写真 3 ）．

　5．β hCG 染色

　30， 35， 41代 の 細胞に つ い て検討した，い ずれ

の 世代の 細胞 に お い て も βhCG 陽性で あつ た ．位

相差顕微鏡で 観察され た 比 較的小 さ い 細胞，お よ

び細胞質 の 大 ぎい 細胞と もに ほ とん ど の 細胞 は陽

性で あっ た （写真 4）．

　摘出腫瘍 に お い て は ，陽性細胞を ご くわず か 認

め た （写真 5 ）．

　6．培養細胞 の HLA 抗原

　24
，

30代 の 細胞 の HLA 抗原 に つ い て 酵素抗体

法で 検索 し た ．HLA −DR 抗原は す べ て の 細胞 で 陰

性 で あっ た．HLA ・ABC 抗原は 比較 的小 さ い 細胞

の
一部 と細胞質の 広 い 細胞に お い て 陽性で あつ た

（写真 6）．

　　　　　　　　　考　　案

　本例は 組織学 的 に 未分化胚 細胞腫 の 特徴を有し

て い る と考 え られる．す なわ ち，腫瘍は 染色性に

乏 し い広 い 細胞質を有す る細胞の 集団か ら構成 さ

れ ，
こ れが リ ン パ 球の 浸潤 を伴 う間質に よ り胞巣

状，索状 に 区画されて 配列し て い る点 ， 細胞質 に

glycogen を認め る点 ， 細胞膜は 鮮明で ，核小体 の

顕著な 大 きな 核が 細胞 の 中央 に 認め られ る点 ，

syncytiotrophoblast 様 の giant　cei1 や teratoma

等 他 の 腫瘍 成分 が 存 在 し な い 点 な ど か ら pure

dysgerminoma と診断 し た ．さらに 本例 は hCG

産生を認め た こ と か ら hCG 産生の pure　 dysger−

minoma と考 えられ る．

　未 分 化 胚 細 胞 腫 の hCG 産 生 細 胞 は

syncytiotrophoblast 様 の giant　cel1 で あ る と い

う報告
8）9）が多 い が

，
ほ か に small 　stromal 　cell や

腫瘍細 胞 自身が hCG を産 生 し て い る と い う報

告 6）1°）もみ られ る。本例は 酵素抗体法で 一部 の 腫瘍

細胞 に β hCG が証明 され ， 樹立細胞 自身 に も認め

られ ， 腫瘍細胞が βhCG を産生 して い た と考え ら

れる （写 真 4 ， 5 ）．また ， β hCG 陽性細胞 と陰性
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　　　 写真 4　 培養細 胞 の β hCG 染 色

ほ と ん どすべ て の 細胞 が陽性 を示 した ．〔x100 ）

左 ：陽性 像，右 ：陰性 コ ソ ト V 一ル

　　　写真 5　摘出腫瘍の β hCG 染色

　腫瘍細胞 の
一
部 に 陽性細胞 を認 め る．（x100 ）

→ ：陽 性 細胞

細胞 の 形態的差異は認め られ なか つ た．

　摘 出腫瘍で は 腫瘍細胞は均
一

で あつ た が
， 培養

細胞 は小型細胞 に 混じつ て大型で 細胞質 の 広い 細

胞が認め られ た．小型細胞 は 摘出腫瘍の 細胞 と類

似 し ， 腫瘍細胞 由来 とみな され る が
， 大型細胞 は

小型細胞 同様に hCG 陽性で あ り，位相差顕微鏡下

で 小型細胞 か ら移行 し て い くよ うに 観察され る こ

と，nude 　mouse 移植腫瘍 に 認 め られ な い こ と か

ら培養過程で 小型細胞 か ら移行 し た 増殖能 の 低 い

細胞 と考 えられ る．

　embyenal 　carcinoma の細胞株はすで に 樹立 さ

れ て い るが ， 未分化胚 細胞腫の 細胞株樹立 の 報告

は み られ ず ， 異種移植 の 報告もみ られない ． こ の

理 由は未分化胚細胞腫の 悪性度が低 く，増殖能も

低 い こ とが考 えられる．樹立 した KURATOU 株

の population　doubling　time が約10日 と他の 癌細

胞株 と比較 し て 遅 い こ とや，nude 　mouse に 生着

する ま で 約 4 ヵ月 と長期間を要 した こ とか ら も他

の 悪性腫瘍に 較べ
， 未分化胚細胞腫は 本来増殖が

緩徐な腫瘍で ある と推察 さ れ る．

　未分化胚細胞腫は 遺伝的に 決定 した性 とは 関係

な く発育す る未分化性腺の 段 階 にみ られ る primi−

tive　 germ 　 cell に 類似 し て い る こ と か ら，　 gem 〕

cell の 発 育の 段 階 で developmental　arrest を き

た した と推定 され，DNA 含有量 か ら性 染色体不

在説 が有力 視 され て い る
2）
．さ らに ， 笹本 ら

3）は

seminoma は ほ と ん ど 3 倍体を 示 し，性染色 体は

XYY を示 す こ とか ら精原細胞 の 倍数化や 融合に

よ り腫蕩化す る と報告 し て い る．KURATOU 株

は 染 色 体 分析 の 結 果 3 倍 体 で
，
X 染 色 体 も
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　　　 写 真 6　 培 養細 胞 の HLA −ABC 抗 原

HLA −ABC は
一一

部の 細胞 で 陽 性 を 示 した．（× 20 ）
左 ：陽性 像 （→ ），右 ：陰性 コ ン ト ロ

ー
ル

trisomy で あつ た こ とか ら い わゆ る未分化胚 細胞

踵 の 発生 母 細 胞 と考 え られ る primitive　 germ

cell よ り分化した 段 階の 細胞の 倍数化や 融合 に よ

つ て 腫瘍 化 し た と考 え られ る．言 い か え る と，

KURATOU 株 細胞 の ほ と ん どが hCG 陽 性細胞

で あ る こ とか ら， hCG 産生 未分化胚細胞腫細胞は

primitive　germ　cel1 よ り分化 した細胞 が 腫瘍化

し た と推測 され る．本間 ら
1）は 未分化胚細胞腫 の

HLA 抗原の 分析 で ， 腫瘍細胞に は HLA −ABC ，

・DR 抗原共に 陰性 で あつ た と報告 し て い る ．　 hCG

産生 未分化 胚細 胞腫 で あ る KURATOU 株 細胞

の 一部 の 細胞 に HLA −ABC 抗原 の 表現 を み た点

も，
こ の 細 胞が hCG を産生 しな い 未分化胚 細胞腫

の 細胞 と異な る発生 段階 か ら の 発生で ある とい う

所見の
一

つ と考え られ る．

　hCG 産 生未分化胚 細胞腫 由来 の 細胞株で ある

KURATOU 株 は trophoblast以 外 の hCG 産 生

細胞や 未分化胚細胞腫の 研究 に 今後有用な細胞株

に な る と考 え られ る。

　染色 体分析 を 行つ て い た だ い た SRL 社 な らび に 抗 体 を

提 供 して い た だ い た 持 田製 薬 に 感 謝 い た し ます．
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