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概要 　こ の 研究 は 人正常お よ び腫瘍細胞 の 温度感受性 に関す る研 究 シ リーズ の
一部 と し て 行 な わ れ た．

絨毛 癌細胞 の 高温感受性 の 分析 と，絨毛癌に対す る温熱療法 （Hyperthermic　therapy ）の 効果を考察す
る た め に ，本研究 の た め に設計製作 され た 特殊な温度勾配培養装置 を使用し て ，正常 よ り高温域 の 各種
温度環境を設定 し，そ れ ぞ れ の 温度 に お け る細胞 の 増殖能 お よ び形態学的変化 に つ い て実験，考察を行
な つ た ．細胞 は 絨毛癌培養細胞株 GCH ・nu よ り分離 した GCH −nu −YS ク ロ

ーン 細胞 を用 い た．培養法 は

開放系単層培養 で，各種温度域 で 約 2 週間培養を つ づ け て 増殖能お よ び形態 の 変動を観察 した ，

　そ の 結果， こ の ク ロ
ー

ン 細胞 は 39．2℃ まで の 温度域 で は 対 照 （37．0℃ ） と比較 し て増殖能 の 差 は ほ と
ん どみ られな い が，39．5− 39．6℃ の 温度域 で は 増殖能 に 軽度の 抑制が み とめ られ た．そ し て ，39．9℃を
超 え る と 明 らか な増殖抑制 が み られ，さ ら に 40．4℃以上 の 温度域 に な る と細胞 の 増殖は 全 くみ られず ，

む し ろ細胞が 破壊，死減 した．こ れ ら各種温度で の 培養結果 か ら こ の 細胞 の 生存 限界温度 は 40 ．4− 40．6℃

近辺 に ある こ と，また増殖限界温度は 40．1− 40．2℃近辺 にある こ と が示唆 され た．癌細胞 を温度感受性
す なわ ち 生存限界温度 お よ び増殖限界温度 か ら分類す る奥村分類法 を適用す る と，こ の 絨毛癌細胞 は腺
癌細 胞 の 性格 に 類似 ， 分類さ れ る こ とが 明 らか に なっ た ．

　ま た，形態学的に は 生存限界温度近辺 で は 細胞質 の 増大，核周辺部 の 顆粒増加，奇形細胞 （Bizzare　cel1）
の 出現な ど細胞 の 著 し い 変性化が観察され た ．

　 こ れ ら の 高温処理 に よ る絨毛癌細胞 の 増殖態度 ， 形態学的変化 に つ い て 考察がな され た ．

Sy・・ P・i・ Th ・ p・ssibility ・ f　hyperthermi・ therapy 　f・r　ch ・・i・ca ・ci・・ m ・ w ・・ fund・m 。nt 。lly　ana1 −

yzed　in　an 　in　vitro 　study ．　 The 　temperature 　sensitivity 　of 　choriocarcinoma 　cells　designated　GCH −
nu −YS 　clone 　was 　examined 　using 　a　severely 　controlled 　temperature　gradient　incubator（T ．GL ）．

　The 　cells　were 　placed　into　an 　atmosphere 　at　various 　temperatures （37．0−41．2℃）for　about 　2　weeks
and 　the　inhibitory　effect 　on 　cell　proliferation　was 　chronologically 　investigated　in　addition 　to
degenerative　changes 　in　cellular 　morphology ．

　When 　the　telnperature　was 　not 　higher　than　39．2℃ the　proliferation　of　YS 　clone 　was 　nearly 　the
same

　
as

　that　of 　the　cells　cultured 　at　37．0℃．　 Proliferatien　at　39．5−39．6℃
，
　however

，
　was 　slightly

inhibited，　　　　　 And 　when 　cultured 　at　over 　39．9℃，　it　was 　markedly 　inhibited，　 Above 　4 ．4℃，　cell

proliferation　was 　impossible，　thus　resulting 　in　destruction　of 　the　cells．　 These　data　suggest 　that　the
temperature 　upper 　limit　for　viability 　（TLV ）is　approximately 　40．4−40．6℃ and 　the　temperature 　upper
limit　 for　 proliferation 〈TLP ） is　 approximately 　 40．1−40．2℃．　 When 　 Okumura ’

s　 method 　 of
・1assi丘cati ・n　acc ・rdi ・ g　t・ t・mperature 　sen ・iti・ ity・i・ apPli ・d，　th・ ・h・・i・carci ・。ma 　cel1、　m 。y　b，

regarded 　as 　having 　the　characteristics 　of　adenocarcinoma ．　 Morphologica1丘ndings 　for　cells 　treated
at　TLV ・evea1 ・d ・nl・・g・m ・ nt ・ f　the　cyt ・pl・・m ，・ n 　increase　i・ th・ numb … f・perinu 。1。a ，　g，an 。1。、

and 　the　appearance 　of　deformed　cells 　such 　as 　bizzare　cells ．
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　　　　　　　　　緒　　言

　正 常細胞 と悪性腫瘍細胞 の 温度感受性 の 差異を

利用 し て ，悪性腫瘍を高温 に よ つ て 選択的に 治療

する云 わ ゆ る温熱療法 （Hyperthermic　therap｝・）

が近年注 目され て い る ．
一

部 の 領域で は 既に 臨床

応用 され て い る と こ ろ もあ り
2｝‘）1°）11 〕13 ，一’17 ）26 ）

，並行

し て こ の 療法 の 基礎的検討が生物学的，生化学的

見地 か らア プ ロ
ー

チ されて い る．婦人科領域で は

Okumura 　et　aL23
）
は子 宮体内膜腺癌細胞株を用 い

て 温度感受性を 分析 し
， 腺癌細胞が 高温 に 高感受

性 で ある こ とを報告し ， 宇 田川 ら
5）6）7）は 子宮体内

膜腺癌細胞株や 子宮頚 癌細胞株な どを用 い て お の

お の の 温度感受性 に つ い て 報告 し て い る．そ し て ，

こ れ らの 報告で 温熱療法の 臨床応用 へ の 可能性 を

示 唆 して い る． しか し，絨毛癌細胞 の温度感受性

に つ い て の 詳細 な 報告は 国内外 で 未だ に な い ．

我 々 は ，厳密に 温度制禦さ れ た 温度勾配培養装置

（Temperature　Gradient　lncubator；T ．GJ．）を用

い て ，純系 ク ロ
ーン とし て 分離 した絨毛癌細胞亜

株 （GCH −nu −YS ク ロ
ー

ン ）の 温度感受性を主 に 増

殖能 お よ び生 存能の 点か ら検討 し，そ の 生存限界

温度お よ び増殖限界温度を 明確 に し よ うと試み ，

さら に 形態学 的変化を位相差顕微鏡 を用 い て 観察

し，い くつ か の 結論を得た の で 報告す る．

　　　　　　　　　 研究方法

　 1．材料

　 培養系 で 樹 立 さ れ た 絨毛 癌 細 胞 株 GCH ・nu

（1975蔵本 ら
3））か ら 1981年奥村法 （炉紙法）に よ

つ て ク pL ン を 分離 ， 命名 され た 亜 株 GCH ・nu ・

YS ク ロ
ー

ン （以下 YS ク ロ
ーン と略 す）を 用 い

た．こ の 細胞 の 増殖お よ び継代培養に ば合成培地

Eagle’s　Minimum 　Essential　Medium （GIBCO）

に 10％新生牛血清 （中標津血清 ・三 菱化成 ；人正

常細 胞で 検定 され た も の ） を添加 し て 用 い た．培

地 の 最終 pH は NaHCO3 緩衝系 に よ り7．2に 調整

された ．培養装置内は 飽和湿度 5 − 10％ CO 、
の 混

合空気 を送入 し，37．0℃ で plastic　dish（径35mm ）

を 用 い ，培 養は 単層培養法で 行な われ た ．YS ク

ロ
ー

ン の 形態は 親 株 GCH ・nu の 特徴 に 類似 し，単

層 培 養 で は
“
は め 絵

”
状 を 示 し，主 に cytotro −

phoblast 型 の 細胞か ら成 る．

　2，実験方法

　図 1 に 示 され る通 り増殖曲線 を得る た め に ，細

胞は plastic　dish（径 35mm ）に 1× IOs個 ／2ml の 濃

度で うえ こ まれ，37．0℃ で 24時問培養さ れ ，細胞

が dish面に 生着後，特殊な培養装置 （開放系温度

勾 配 培 養 装 置 ・Temperature　 Gradient　 In−

cubator ；T ．G ．1．・東洋製作所） へ 移 され各種温度

条件で 培養を続 け られ た ．実験温度域は
， 予備実

験 で 37．0− 44．0℃ の 範 囲 を ほ ぼ 1 ℃間 隔で ス ク

リー
ニ ソ グ し，細胞の 生 存限界 ， 増殖限界に 密接

に 関係す る と考え られ る温度域 を し らべ ，本実験

で は 38。9℃ か ら42．4℃ ま で の 温度域に しぼ つ た ．

こ の T ．G．1．装置で の 培養期間 は温度記録計 に よ つ

て 温度 の 変動 を管理 した が ， 変化 の 誤差は ± 0．1℃

以下で あつ た ．他 の 環境条件すなわ ち こ の 装置内

の 各培 養室内 の 条件 は 98％以上 の 湿度， CO ，
ガ ス

分圧 な どが厳密に 管理 され た ．培地 の 更新 は，T ，

G．1．へ 移動時お よ び 24π 48時間毎 に行 なわ れ，あ

らか じめ 温度調整 され た培地で
， 培地 全量交換で

行な われ た ．

図 1

∵灘轜1：：…
　 　 　 Cell　 CQunt
　 　 　 Medium 　change

L 謡雛 臨 畔
h・s・・　 」

　1）生細胞数 の 算定

　生細胞数 の 算定 は 経 時的 に 行 ない ， replicate

culture で 1 つ の 温度条件 に つ い て 1 回 の sampl −

ing で 少 な く と も 2 個 の dishの 細胞 数 を算定 し

た ．そ し て ， 生細 胞 を 死細 胞 と選 別す る た め に

0．4％ ニ グ ロ シ ソ 色 素液を用 い ，生細胞数の み の 数

を ビ ュ ル ケ ル ・チ ュ ル ク 型血球 計算盤を用 い て 算

定 し た ．

　2）増殖 曲線 の 作成

　経時的に 算定 され た 生細胞数を片対数 グ ラ フ ヒ

に プ P
ッ ト し て 増殖 曲線と し た ．生細胞数 の 算定
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は 同
一

条件 で 複数 の dishの sampling で 行 な つ

た の で ， 片対数グ ラ フ 上 の プ 卩
ッ ト は各 dish内の

細胞数 の 平均値を求め て 決定 し た ．

　 3）パ ーセ ン ト コ ン ト ロ
ー

ル 曲線の 作成

　対照 （37．0℃） と各種温度域 で の 増殖能を比較

す るた め に ，対照の 生細胞数に対す る各種温度域

の 生細胞数の 割合を 算出 し，これを パ ー
セ ソ トで

表 わ し て 経時的変化を グ ラ フ 上 に プ ロ
ッ ト した．

　 4）形 態学的観察

　実験期間中の 細胞 の 増殖 に ともな う形態学的変

化 を位相差顕微鏡を用 い て 観察 し，写真撮影を行

な つ た．

　 　　　　　　　 研 究成績

　 1．細胞の 増殖能お よ び生存能に つ い て

　各高温域 の YS ク P 一
ン 細胞 の 増殖曲線を作成

す る た め に ，37．0℃で の 培養時の 増殖 を対照 とし

て ， 他の 温度域 で の 経時的 な細胞数の 変化を しら

べ て 増殖能の 比 較を行 なつ た 〔図 2）． こ の 図 2 に

示 される 通 り， 39．2℃ ま で の 温度域 で は対照 とほ

ぼ同様 の 増殖が 認め られ た．し か し，それ以上 の

高温域 に な る と影 響が 出始 め る こ とが 認 め られ

図 2　Growth　curve 　of 　GCH ・nu −YS 　clone 　at　various

temperatures
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　 　 　 　 　 　 　 　 7　　 9　　11　 13Pays 　in　T ．G ．1．
　 O　I　2　　 4　　　6　　　8　　 1  　　12　　14Total　Days
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刷 0，4−40．6℃ H 佃 ．6AO．8℃ 圃 1．1−41．3℃

た ．39．5− 39．6℃ の 温度域 で は 3 日 目ま で 増殖曲

線 の 立 ち上 が りの 遅延が み られる が
， 以後次第に

回復 する． し か し ， 対照お よ び39．0− 39．2℃ に 比

較 し て 増 殖 能 の 軽 度 の 抑 制 が 認 め ら れ た ．

39．9− 40．1℃ の 温度域 で は増殖 曲線の 立 ち上 が り

の 遅延は さ らに 著明で あ り
， 経時的な観察で は か

な りの増殖能 の 抑制 が認め られた．40．5℃ を超す

温度域で は 細 胞の 増殖は 最初 か ら全 く認め られ

ず ，
T ．G．1．に 移動後 5 日目で 生細胞 数は 1，eOO個 以

下 となつ た ，す なわ ち，99．5％が死 滅し た．そ の

後，生細胞数は ほ ぼ完全 に 0 とな り，長期間 の 観

察で も耐性な い し は 耐 性 ら しい 細胞す ら出現 し な

か つ た．41．0℃以 上 の 温度で は 早け れば 3 日 目， 遅

くとも 5 日目に は生細胞数は 0 とな つ た ．さらに

詳 し い 検討 を E的 とし て 40．4− 40．6℃ の温度域を

設定 し，同様 の 実験を行 な つ た （図 2 ×
一一．一一．一×）．

こ の 図 に 示 され る通 り
， 生細胞数に 多少 の 変動は

ある もの の ， こ の 温度域で は 細胞 は 増殖せ ず次第

に 減少 して ， 11日 目に は 87％が 死滅 した．

　また，実験結果か ら対照 の 生 細胞数 を100％ と し

た パ ー
セ γ ト コ ン ト ロ

ー
ル 曲線を作成 す る と （図

3 ），39．5− 39．6℃ の 温度域で は 最低値44％ ま で ，

図 3　 Percentage　 of 　contrQI 　 at 　various 　tempera 一

tures
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また 39．9− 40．1℃ の 温度域 で は 最低値7．3％ ま で

増殖能が低下 す る こ と が 明 らか に なつ た．

　 2．形態学的変化 に つ い て

　T ．G．L へ 移動後の 細胞 の 形態学的変化を粒相差

顕微鏡 を用 い て 経時的 に 観察 し た （写真 1 − 3）．

増殖可 能温度域 で 培養 され た細胞 で は ，細胞個 々

に は 薯 明な変化 や差異 は 認め られ な か つ た が，

40．6− 40．8℃ で 培養 され た細胞は
，

3 日 目で 大部

分が 変性 して dish面か ら剥脱 し，生着し て い る も

の もそ の 後 の 観察 に お い て 同様 に剥脱した．

　 40．4− 40．6℃ の 温度域で の 細胞形態 の 変化を詳

細に し らべ る と ， 実験終 了ま で の 観察に お い て ，

dish 面に 生着 して い る細胞 で は ，細胞質の 増大 ，

核周辺部の 顆粒増加 ， 奇形細胞 （Bizzare　celD の

出現 な どが経時的 に 著明 となつ て 行 く こ とが 明 ら

か に な つ た （写真 4 − 9 ）．

　　　　　　　　　考　　案

　悪性腫瘍 の 温熱療法 は
，

19世紀後半の 欧米で の

い くつ か の 臨床報 告に 始 まつ た
11）

．し か し
， 組織培

養法を用 い て 悪性腫瘍細胞が正 常細胞 よ りも温度

感 受性 が高 い こ とを示 し た の は 1912年の Lam −

bertが最初 で ある
18 ）．彼は ，ラ ッ トまた は マ ウ ス

の 肉腫細胞が 1E常 の 結 合組織に 比 べ て 熱 に 対す る

抵抗性 が小 さ い こ とを 報告 して ，温熱療法 の 基礎

的研窄の 先駆者 とな つ た．以後，今 E ま で に 組織

培養の 技術的進歩 もあ つ て 温熱療法 の メ カ ニ ズ ム

が細胞 レ ベ ル で 次第 に 解明 され て きたが ，従来 の

報告 は 実験動物細胞 を用 い た もの が ほ と ん どで あ

り，し か も不 十分な培養条件 （た とえば温度設 定 ，

培地 の pH な ど）で 行 ない ，研究成績 も報 告 に よ つ

て さ ま ざま で あつ た ．また ， 人細胞 の 温度感受性

の 研究は 極 め て 少な く， した が つ て 人癌の 温熱療

法 の 基礎実験 として は 不 十分な もの が大部分で あ

つ た ．今回 我 々 は ， 厳密に 温度制禦 され た 特殊 な

温度勾配培養装置 の 開発に よ つ て ，正 確な温度条

件 に よ る 細胞の 増殖能 と生存能を明 ら か に す る こ

とが で きた ，さ ら に ，従来報告 の な か つ た 絨毛 癌

細胞 の 温度感受性 に つ い て 研究 し た ．

　 奥村 分類法
1）9）に よ る と， 細 胞 の 温 度感受性 に

は ，増殖 の 限 界点 （増殖限界温度）す なわ ち 細胞

は 増殖で きな い が生 存 で きる温度 と，生存の 限 界

点 （生 存限界温度）す なわ ち 明 らか に細胞が死 滅

す る温度の 2 つ が ある．これ ら 2 つ の 限界点か ら

み る と ， 腺癌は 他 の癌 に 比 べ て 温度感受性 が高 い

こ と が特微 と され て い る．た とえば，子宮体内膜

腺癌 細胞株（SNG ・M ）は
， 子宮頚癌細胞株 （SKG ）

よ りも温度感受性 が高 い ．奥村分類法 は ， 従来の

病理 組織学的分類法 とは 別 に ，細胞 の こ の よ うな

温 度感 受性 の 特徴か ら腫瘍 を 分類す る もの で あ

る．

　絨毛癌細胞株に お い て は ，図 2 に 示 され る通 り

39．9℃ を超 え る と明 ら か な増殖抑制が み られ，ま

た 40．6℃ 以上 で は明 らか に 生存隈界温度 を超 え る

こ とを見出 した．そ して，40．4− 40．6℃ の 温度域

が 本細胞の 生存限界温度近辺で あ り，以上 の 結果

を総合 して 40．1− 40．2℃近辺に 増殖限 界温度が存

在す る こ とを推定 し た ． した がつ て 絨毛癌細胞の

温度感受性に 奥村分類法を 適用す る と ， 本細胞 は

温度感 受性 が 高 く腺癌 型 に 分類す る こ とが で き

た ．高温 に よ る 本細胞 の 増殖抑制の メ カ ニ ズ ム に

つ い て は ，こ れ か ら の 研究 に よ つ て 解 明される と

思わ れ る． こ れ ま で 他 の 悪性腫瘍細胞 に つ い て の

研究で ，細胞 呼吸 の 抑制 ，
DNA ・RNA 合成 の 抑

制 ， タ ン パ ク 合成 の 抑制，ある い は ラ イ ソ ゾーム

活性上昇に よ る細胞融 解な ど種 々 の 仮説が報告 さ

れて い る が
6）10〕12）19）

’−22124 〕25 ），本細胞の 場合に は どの

考察が適当で あ る の か 未だ 明 らか で は な い ．

　形態学的 に は光顕 レ ベ ル に お い て は 増殖可 能温

度域 で 個 々 の 細胞 に は 著明な 変化 は み られ な い

が，生 存限界温 度近辺 で は 細胞質の 増大 ，核周 辺

部 の 顆粒増加，奇形細胞 （Bizzare　cell）の 出現な

どが 目立 つ た． こ の こ とは
， 高温環境下 に お け る

細胞 内 の drasticな 変化を示 唆 し て い る もの と思

わ れ る． こ れ らお の お の の 所見が
， どの よ うな変

化 の 現お れ で あ る の か 今 後 さ らに 詳 し く検討 し て

行 きた い ．

　　　　　　　　　 結　　論

　 1．絨毛癌細胞 GCH ・nu −YS ク P 一ン を用 い て
，

その 温度感受性 を 主 に増殖能 お よ び 生存能 の 点か

ら検討 し，あわ せ て 形態学的変化を観 察 した．

　 2．本細胞ぱ 高温 に 感受性 が高 く，そ の 生存限界

温度 は 4〔〕．4− 40．6℃ 近辺 に あ り，増殖限 界温度は
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一Eleotronlo 　Llbrary 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

1983イ
†
i”2 月 下 田 他 187

40．1− 40．2℃近辺 にある こ とが判明 した．

　3．そ の 鋭敏 な温度感受性か ら本細胞 は，奥村分

類法を適用す る と腺癌型 に 分類 され る と考え られ

た ．

　4．形態学的観察 に お い て ， 生存限界温度近辺で

細 胞質 の 増 大，核周辺 部 の 顆 粒増加 ， 奇形 細 胞

（Bizzare　cell） の 出現 な どが著明に な る こ と が観

察 された ．

　稿 を終 わ る に 臨 み ，御 指 導 ・御 校閲を賜 わ つ た 国立 予 防

衛 生 研 究 所 室長 ・奥村秀夫博士 に 深謝 い た しま す と共 に ，

絶 え ざ る 御援助を い た だ き ま し た 国 立 予 防 衛 生研 究所 山 田

堅一
郎博士，束淑 了研 究 生 に 心 よ り感 謝 い た しま す。

　　　　　　　　　　 写真説明

　　写 真 l　GCH ・nu ・YS ク 卩 ・．”7 ．37．0℃．3 日 目．敷

　石 状配 列 を 示 す．× 109．

　　写真 2　40．6− 40，8℃．3 口 目．大部分 の 細胞が 変

　
・
「牛剥 脱 す る．× 109．

　　写真 3　 40．6．40．8℃．31湘 ．一一
部生着 して い る

　細胞 で ば 増殖 は しな い が，細胞質 の 増大が み られ る．

　 X109 ．

　　写真 4　 4〔L4 − 40．6℃，7 日 日．細胞 質の 増大．

　 × 109．

　　写 真 5　 40．4− 40．6℃ ．70 目．細胞質 の 増大．核

　周 辺部の 顆粒増加．× 109．

　　写真 6　 40．4− 40．6℃．7 日 目．核周 辺 部 の 顆粒増

　力口．× 109．

　　写 真 7　 40．4− 40．6℃．7H 目，樹枝状突起 を もつ

　た 奇形細胞 （Bizzare　cell ） の 出現．× 109．

　 写 真 8　 40．4− 40，6℃．11日 目，例 外的 に 辺 縁 に 顆

粒増加 を伴つ た細胞．x109 ．

　 写 真 9　40．4− 40．6℃．11日 目．核の 周 囲 に 放 射 状

　の 構造を もつ た 細胞．× 109。
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