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ードマ ウ ス に悪 液質を 誘導する ヒ ト卵巣癌培養細胞株の 樹 立 とそ の 解析
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【目的】進行癌患者の 多くは悪液質を呈するが，こ の 病態は生存期 問や 化学療法の 治療効果と密接 に 関連 して お り重要な予後因子の 一つ

で あ る．婦人科領域 で は腹水貯留を伴 っ た悪液質の 発生頻度が比較的高い ．そこ で実験モ デ ル作製として患者腹水よ り初代培養を試み

細 胞株を樹立 して そ の特性を検討 し た．
【方法】平成 9年 7月卵巣漿液性嚢胞腺癌患者 よ り了解の もと， 化 学療法施行前に採取 した腹水 よ り細胞成 分を回収 し，RPMII640 ＋ 10
％FBS 培地を用い て初代培養を開始 した．現在に至る まで安定した増殖 を示 し，増殖細胞形態，増殖曲線，お よ び 癌悪液質に関 しては

培養細胞にお い て illterleukin（IL）− 6，　IL−1α Jeukemia　inhibitory　factQr（LIF），tumor　necrosis　factor（TNF ）一
α ，vascular 　endothe ・

lia1　growth 　factor（VEGF ），transforming 　growth　factor（TGF ）
一
βの mRNA の 発現 を RT−PCR 法 で，培 養 ．E清中の 上記サ イ トカ イ

ン を ELISA 法にて 検索した．また BALB ／c ヌ ードマ ウス へ の 異種移植によ り， 悪液質の 表現型 と して マ ウ ス の 体重減少を観察した．
【成績】培養細胞は単層に増殖 し細胞間接着は比 較的弱 く，増殖曲線 よ り倍加時間は約48時間で 染色体は 正常で あ っ た．ヌ ードマ ウス 皮

下移植で は腫瘍の 増殖 とともにマ ウ ス の 体重減少が認められ，腹腔内移植で は早期に腫瘍死 した．培養細 胞に おい て IL−6，　IL−1α ，LIF，
VEGE 　TGF 一

βmRNA の発現を認め，培養上 清中で は IL・6，　VEGF が 高濃度 に検出 され た．
【結論】樹立した培養細胞株は悪液質関連サ イ トカイ ン を有 し， 移植ヌ

ードマ ウス に悪疫質の 病態を再現 して おり，癌悪液質の 特性を解

明してい く上で 有用 な実験モ デ ル で あ る と考え られた．

143　　 浮遊 増 殖 性卵 巣癌 細 胞株 の 樹 立 と こ れ を用 い た足 場非依存性増殖能の 獲得機序解明の 試み
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【目的】細胞の 癌化や癌転移機構を明 らか にす る上 で，足場非依存性増殖 能 の 獲得機序解明 は重 要 な 課題 で あ る．従来 こ の 研

究は 主 に 遺伝子導入細胞を用 い て行われ て きて い る が，本研究 で は，こ れ を よ り生 体 に 近 い 環境 で 明 らか に する こ とを．目的 と

して
， 浮遊増殖性卵巣癌細 胞株を培養樹立 し， そ の 特性 を検討 した．

【方法】同 意 の 得られ た多発 肝転移 を有す卵巣癌患者腹水 よ り細胞を 集め ，10％FBS 添加 RPMI1640 培 地 にて培 養 を開 始 し た．
通常 の シ ャ

ー
レ に て 単

一
な癌細胞の 増殖を確認後 ， 培地 中 に浮遊 して くる細 胞 の み を 分取 し， こ れ を コ ラ

ーゲ ン コ ートシ ャ
ー

レ に て 培養した．通常の シ ャ
ーレ上で の 培養細胞 は急速 に そ の 増 殖能を失っ て い っ た が コ ラ

ー
ゲ ン 上 で の 培養細胞 は 長期継

代培養 が 可 能で あ り細 胞株 TAC3 を樹 立 した．
【成績】本細胞株 は ロ ラ

ー
ゲ ン上 で は 接着性 に 増殖す る が，通常 の シャ

ーレ で は浮 遊性 に増 殖 す る とい う非常 に特徴的な性質

を示 した．集団倍加時間は接着時17時間， 浮遊時29時間で あ っ た．本細胞株 にお ける接着因子か らの 細胞内 シ グ ナル 伝達物質

を Western　blotに て解析 し，現 在 まで に，接 着情 報を 伝え る FAK の 異常 な活性化 は 認め ない こ と，増殖 シ グ ナ ル で あ る ERK
の 活性 は接着時， 非接着時共に 亢進 して い る こ と，を確認 して い る．
【結論1浮遊増殖性卵巣癌綱胞株 の 培養樹立 に 成功 した．こ の 特 性 は，原 発 巣 か ら離 脱 した 癌 細 胞 が 腹 水や 血 液 中を生 きた ま

．

ま移動 し癌性腹膜炎や 遠隔転移 を引 き起 こす ， とい う卵巣癌 の 生 体内 動態 を反 映 す る もの と考 え られ る．今後 こ の 細胞 の 特性

を検討 す る こ とに よ り，足 場非依存性 増殖能の 獲得機序解明が 期待 さ れ る．

144　　 LargeT 抗原，　 hTERT ，　Ha −ras ，　c−erbB2 遺伝子導入 に よ る ヒ ト卵巣上皮細胞 （OSE）の 不死 化 な らび に癌化 と そ の 機
　　　　 能解析
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【目的】上 皮性卵 巣癌発生 過程解明の 臼的 で ， 上 皮性卵巣癌 で 高頻度に 異常が報告されて い る 遺伝子の
，

ヒ ト卵巣上皮細胞

（OSE ）の 不死 化 ，癌 化 へ の 影 響 を遺 伝子導入 法 を用 い て 検討 し た ．
1方法】患者の 同意を得 て 採取 した ヒ トOSE に lipQfection法 で SV401argeT抗原お よ び hTERT を導入 後 ， 同 法 に て 変 異 Ha−
ras ，　c−erbB2 の い ず れ か を導入 した．1ife　span 延長効果を pepulation　dioubing　level（PDL）で，腫 瘍化 を軟寒 天培地 中で の コ

ロ ニ ー形成 ，
nude マ ウ ス で の 腫 瘍 形 成 の 有 無 で 検討 した．

【成績】largeT 抗原 お よ び hTERT 導入 群 の PDL は100以 上 と非導入 群 の 3 に 比 べ 有意 な life　span 延長 を認め た ．軟寒 天 培 地

で の コ ロ ニ ー形 成 数 は 非導人 群 で は 1．2 ± 1．7個，largeT抗原 お よ び hTERT 導 人 群 で は 6．0 ± 1．5個 に 対 し，さ ら に Halras，　c−
erbB2 を導入 す る と各21．8 ± 3．3個，43．4 ± 5．0個 と有意に 増加 した （p＜0，05）．［argeT 抗原お よ び hTERT に加 え Ha−ras ない し

c−erbB2 遣伝 子 導入細 胞 の 皮 F移植 に よ り各々 6匹中 2 匹に 腫瘍形成 が 認め られ た．C−erbB2XX 伝子を導入 して 形成 され た腫瘍
の うち一

例は 組織学的 に 上皮様の 分化 を示 し，CAI25 が 陽性 で あ っ た が，そ の 他の 腫瘍 はす べ て 未分 化 癌 と診断 さ れ た．
【結論】largeT 抗原お よ び hTERT 遺伝子導入 に よ りヒ ト OSE は不 死 化 し ， さ らに変 異　Ha −ras ない し c−erbB2 遺伝子の 鱒入

に より足場非依存性の 増殖能の 獲得，nude マ ウス で の 腫瘍形成 を示 し，そ の 痛化が 確認 され た．
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