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組織培養に お ける ヒト絨毛膜由来細胞 に

関する 内分泌学的研究

金沢大学医学部産科婦人科学講座 ( 主 任 : 西 田悦郎教授)

久 保 忠

( 昭 和5 7 年 3 月2 7 日受付)

ヒ ト絨毛 組織 に お ける 内分泌学的機構 を窺知す る目的
で
,
ヒ ト妊娠性絨毛 上 皮腫に 由来する B e W o

栄嚢膜細胞系( B e W o 細胞系) を被検材料と して 用
い
, その 細胞増殖お よび ヒ ト絨毛性 g o n a d o t r o pi n (h C G)

産生に及 ぼす s t e r o id h o r m o n e お よ び抗腫瘍剤の効果に
つ い て検索 した ･ 検討され た添カロ物質は p r e g n e n o ･

lo n e (P N ) , d e h y d r o e pi a n d r o s t e r o n e ( D H A ) , D H A s ulf a t e (
D H A - S) , p r O g e S te r O n e ( P) , e S t r a d i ol

(E D ) , t e St O S t e r O n e ( T ) , h C G , m et h o t r e x a t e ( M T X ) , d o x o ru b i ci n ( D R C) であ っ た ･ 培養液は W a y m o u th

培地 M B 75 2/ 1 , G e y 綬衝塩類溶液, ウシ 胎児血清 を, 5 ‥4 ‥1 に 混合して用 い た ･
St e r O id h o rm O n e は e th a n ol

きこ溶解し, e th a n o l の 終末濃度が 0 ･ 2 % に な る よう に し て培養液 に溶解 した･
B e W o 細胞 24 時間培養後 の

培嚢液中の h C G 濃度を1 a t e x 近赤外比 濁法に より測定 した･
St e r O id h o r m o n e は終末濃度 2 ･5

,
5
,
1 0

･
20

p g/ m l の各濃度 に , 抗腰瘍剤 は終末濃度
1
,
5
,
10
,
5 0 n g/ m l の 各濃度 に添加され , 非添加対照群 と比較検

討され た .
B e W o 細胞系の 細胞増殖 は st e r oid h o r m o n e 添加 に よ り抑制さ れた ･

その抑制の強さ は, 全体

的にみて E D > P > P N > D H A > T ≫D H A
-

S の順であっ た ･
D H A

-

S はほ とん ど抑制効果を示 さなか っ た ･

p また は E D を終末濃度5 〃g/ m l で 投与す る と細胞増殖は停止 した ･ す な わ ち, 7 日間培養後の 細胞数は増

資開始時とほ ぼ同数で あ っ た .

一

方 , 無添加対照群 で は 7 日後に は 20
～ 3 0 倍に 増加 した ･ 細胞 1 箇当り 24

時間の h C G 産生量は, P 添加の 場合 は添加 P 濃度の 増加 に 従っ て減 少 した
が

,
E D 添加 の 場合 は濃度の増

加こ伴っ て急増 し た . D H A , D H A - S , T 添加 は b C G 産生量に ほと ん ど影響を与 えな か っ た ･ また , h C G

添加は細胞増殖 に 対 して無影響 で あ っ た . M T X , D R C 添加 は細胞増殖 を強く抑制 した ･ 同 一 添加濃度で

はD R C の作用 が よ り強か っ た . 細胞 1 箇当た りの h C G 産生量 は D R C の場合, 添加濃度の上 昇と共に 急増

した.
さ らに

, 絨毛組織の 悪性度と そ れ に 及ぼ す st e r oid h o r m o n e の 作用 , h C G 産生 との 関連性な ど
に つ

い て検討が加 え られ た .

K ey w o r d s tis s u e c ult u r e , St er Oid h o r m o n e , a n tin e o p l a s t
i c

,
tr O P h o bl a s t ,

h C G p r o d u cti o n

ヒ トに お い て 胎盤は, い く つ か の 臓著削こ相当す る機

能を果してしゝる .
す な わ ち, 血液 ガ ス 交換の 面か ら み

机ぎ
, 肺に 相当す る呼吸 器官と い え , 母体 か らの 栄養

摂取の 痛か ら み れ ば
,
個体の 消化吸収器官に も類似し

ており
, 胎児の 種々 の 老 廃物 を排泄す る機能 か らみ れ

ば
, 腎に相当す る器官 と い える . さ ら に , 内分泌 面か

らは妊娠継続お よ び分娩 に 不 可決な 極め て重要な内分

泌臓器 としての 役割 を果し てい る .

胎盤 か ら分泌され る ホ ル モ ン は と 卜絨毛 性 ゴ ナ ドト

ロ ビ ン h u m a n c h o ri o n i c g o n a d o tr o pi n (h C G ) , p r O -

g e st e r o n e ( P ) , e St ri o l ( E T ) , ヒ ト胎盤性泌乳ホ ル モ

ン h u m a n pl a c e n t al l a c t o g e n ( h P L ) な どで あ り, 他

に 未確定で あ る が, さ ら に い く つ か の ホル モ ン が分泌

され る と され て い る
1
,
2)

.

こオL らの う ち
,
P
,
h C G , h P L は胎盤内で 塵生 分泌さ

れ ると され る が, E T は そ の 前駆物質 p r e c u r s o r の S e X

s te r oid h o r m o n e か ら胎盤内で 転換 c o n v e rt され て E T

と なり 分泌 さ れ る . す なわ ち, 胎生 期に は, 胎児副腎

E ff e ct s of S t e r oid H o r m o n e s a n d A n ti n e o p l a stic s o n G o n a d o t r o p i n P r o d u cti o n b y T r
-

o p h o bl a sti c T u m o r i n T is s u e C u lt u r e . T a d a s hi E.
u b o , D e p a rt m e nt of O b st et ri c s a n d G y

-

n ec ol o g y ( D ir e c t o r : P r of . E . N ishid a) , S c h o ol of M e dici n e , K a n a z a w 負 U n i v e r sit y ･
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皮質網状層の い わゆ る胎児層f et al z o n e は極め て肥大

増殖 してお り, そこから極めて大量の d e h y d r o e pi a n d r o ･

s te r o n e ( D H A ) が硫酸塩 s ulf a t e の 形で 分泌され る
3 ～ 7】

.

こ の D H A が E T と なる
8 ～ 1 3)

.
D H A が E T と なる た めに

は, 1 6 α
- h y d r o x yl a ti o n , a r O m a ti z a ti o n の 酵素が 必

要で ある が, 胎盤 で は a r o m a ti z a ti o n の酵素は存在す

る が
,
1 6 α - h yd r o x yl a s e は 欠 け る .

D H A s ulf a t e

( D H A
-

S ) は胎児肝で 16 α
-

h y d r o x yl a s e に より 16

α
- O H →

D H A
-

S とな り, 胎盤 に お い て s u lf a t a s e に

よ り 16 a - O H - D H A と な る
.
さ ら に 16 a -

a n d r o -

St e n e di o n e とな り, a r O m a ti 2: a ti o n をう けて E T とな る.

胎盤由来の E T
,
P は卵巣由来の それ ら と全 く同 一 物

質で あり, h C G は下 垂体か らの1 u t ei n i z i n g h o rm O n e

(L Ⅲ) に作用 面で類似点が多い が , 内分泌学的調節機

構の面か ら は, 胎盤と間脳一下垂体 一 卵巣系と は極 めて

異質である. す なわ ち
,
間脳

一 下垂体 一 卵巣系に お い て

は
, p r O t e O h o r m o n e と st e r oid h o r m o n e が 同

一 臓器や

同
一

部位か ら分泌され る ことはない が, 胎盤では P , b C G

と も に, S y n C yti o t r o ph o b l a s t 合胞細胞栄養膜(合胞細

胞層 sy n c yti u m ) か ら分泌さ れ る と され て い る
1 り 5)

. 間

脳
一 下 垂体

一

卵 巣 系 で は, p r O t e O h o rm O n e と st e r o id

h o r m o n e との間に 1 対 1 対応 の n e g a ti v e f e e d b a c k 機

構が働 い て い るが, 胎盤 に お い て は その よう な徴候 は

認め ら れな い .

ホル モ ン の 生理 学的生物学的作用面で も, 下垂体性

g o n a d o t r o pi n や卵巣 由来の S e X St e r Oid に つ い て は,

対性器お よ び性器外作用 に 関 して , か な りの面 で解明

され て い るが, 胎盤由来 の ホ ル モ ン に つ い て は, 不 分

明の 点が極 めて 多い .

b C G の唯 一 の明確な作用 は, 妊娠初期 に母体卵巣月

経黄体 c o r p u s l u t e u m m e n s tr u a ti o n i s に作 用 して ,

こ れ を妊娠黄体 c . 1 . g r a v id it a ti s に変化さ せ , 黄体か

らの P の 分泌を増大させ る こ と の みで あり, 他の 作用

は種 々 推測され なが ら現在全く不明で あ る1 6 ･ 1 7)

妊娠週数が進み, 胎盤由来の P が増量 し, 卵巣由来

の P が臨床的に全 く不要とな り
,
両側卵巣 を摘除し て

も妊娠分娩経過 に 全く異常が起 ら ない 妊娠中期 ･ 後期

に な っ て も
,
b C G は か な りの 量分泌さ れ て い る .

P が 増量 す る時期 に b C G 量 は急減す るが , その 消長

か らみ て両者間に f e e d b a c k 作用 が あ る と は 推定し難

い
.

妊娠時の P は非妊時の 約 100 倍の 量が分泌さ れ, そ

の作用と して は, 脱落膜 の機能保持, 子 宮筋 t o n u s の

低減, 0 Ⅹy t O Ci n の作用 の bl o c k , 乳腺分葉の 増加, 肺

胞換気畳の増大, 腸管 ･ 輸尿管な どの 平滑t o n u s 低減

な どの作用が 認め られ て い る .

一 方, 胎盤由来 のE T の 作用 と して は, 脱落膜 ･

子 宮

保

筋の 肥大作用 , 乳腺 ｡ 乳管の 発育
, 子宮頸管成熟など

の 作 用が認 め られ て い るが , 非妊時の 約 100 倍の分泌

壷 を考え る と, 他に 何 ら か の 重要 な作用 を有している

と考 え られ る .

ま た , 卵巣で は E T は e st r o n e (E O ) , e St r a di o = E D)

か ら c o n v e r t され 卵巣 で 直接産生分泌される が
, 胎盤

で は な ぜ, 1 6 α
-

h yd r o x yl a s e が 欠け, 全く別の合成

経路 を介し て E T に c o n v e rt され る の か , また
,
そのた

めに 必要な D H A の 産生部位が, 何故に 胎児副腎皮質で

な けれ ばな らない の か , 胎児副腎皮質由来の DIi A は胎

盤での E T 産 生の た めの p r e c u r s o r と しての役割以外に,

何の 重要な 生理 学的意義も有 しな い の か な ど
, 種々の

問題が 胎児一胎盤系の 内分泌機構 に は含まれ てい る
.

これ らの 未解明 の 面 を窺い 知る目的で, われわれも

い く つ か の 検索を行 っ てき てい る が, よ り基礎的で
,

か つ 複雑性の よ り少 い i n v it r o に お ける 実験方法の面

か らも, こ れ ら絨毛組織の 内分泌学的性質, さ らには

胎盤 にお け る内分泌学的機構 に つ い て検討を加える目

的 で , 本研究 を企 画 した .

絨毛組織 の生理学的内分泌機構 を知る上 では, 正常

絨毛 の 組織培養が最も適 して い るが , 今日なお 正常絨

毛 の 継代培養は可能で は な い1 8
~

2 0 )
. 従 っ て , 被検材料

と して は, 現在, 組織培養 の 可能な ヒ ト絨毛細胞であ

る
,
妊 娠性絨毛癌の株細胞 を用い , p r O g e St e r O n e , e S tr O

】

g e n , D H A ,r t e St O St e r O n e な どの ホ ル モ ン を添加投与

した場合の細胞の増殖状態, h C G 産生畳の 変軌 また,

抗腫瘍剤添加の 動態 な どに つ い て検 討を加えた.

材料お よ び方法

被検材料 と して は ,
ヒ ト妊娠性絨毛 上皮腫に由来す

る B e W o 栄 養膜細胞系t r o ph o b l a s ti c c ell li n e ( 以F

B e w o 細胞系) を用 い た .

B e W o 細胞 系は, ヒ トの 妊 娠性 の 組織か ら分離樹立

さ れ た細胞系で あり, t r O ph o bl a s t 同様の 内分泌学的特

性 を有 して い る
1 4 ･2 - ･2 2
三

す な わ ち, ヒ ト絨毛性ゴ ナ ド トロ ピン h u m a n c h o ri o ･

n i c g o n a d o t r o pi n ( h C G ) , ヒ ト胎盤性泌乳 か
レモン

h u m a n pl a c e n t a l l a c t o g e n ( h P L ) , p r O g e St e r O n e ( P
l
,

e st r o g e n ( E) を分泌 し, 従 っ て , ヒ ト絨毛細掛 昭 潮

学的作用 をi n v it r o に おい て 検索で き る被検対象およ

び指標と し て適 して い る もの と み な さ れ た .

継代培養に は, 約50 m I の ガラ ス 又 はプ ラ ス チ ッ ク製

角型 組織培養フ ラ ス コ を用 い , 培養液と して は ､ 原則

と し て, 下記組成 の W a y m o u th 培地, G e y 緩衝塩培潜

幸私 ウ シ 胎児血清の 3 者を, 5 : 4 : 1 の 比 率に混合して

用 い た . また , 継代培養操作に お け る細胞の 剥離分散

に は
, 後記 の ごと き t r y p si n - E D T A 溶液を健闘し′ /

J

∴
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w a y m o u th 培地は W a y
m o ut h

,

s m e d i u m M B 75 2/

1 の粉末培地を規定に 従い 蒸留水1 1 に 溶解 した ･
こ れ

に , 炭酸水素ナ トリ ウ
ム N a H C O 3 0 ■7 5 g , 硫酸 k a n a

･

m y ci n l OO
m g を加 え･ メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ

ー

m e m b ･

r a n e filte r ( 東 洋 凍紙 T M
-

2 , 孔 径0 ･ 4 5 F L m , 4 7

m 両) を用い て ろ過 し
て使用 した -

G e y b l a n c e d s a
l t s o l u ti o n ( B S S ) 緩衝 (平衡) 塩

類溶液の処 方は次の 如く で あ
っ

`

た ･

N えC 1 8 ･ 00 g/1

K C1 0 ･ 38

C a C1 2 0 ･ 1 3

M g C l 2
･ 6 H 2 0 0 ･ 2 1

N a 2 H P O 4
･ 1 2 H 20 0 ･ 3 0

K H 2P O ヰ 0 ･0 2 5

如u c o s e O ･2 5

ph e n ol r ed
O ･ 00 5

N a H C O 3 0 ･ 75

気 相 空 気

これに硫酸k a n a m y ci n l OO m g/1 を加え, m e m b r a n e

用t e r( 東洋濾紙 T M
-

2) で ろ過 した . な お , 参考 と し

た原処方で は, N a E C O 31 g/l で あ っ た が , p H が ア ル

かj 側に強く な っ たの で ,
0 . 75 g/l に 変 じた .

ウシ胎児血清fe t a l b o v i n e s e r u m ( F B S ) , コ ウ シ

血清 c alf s e r u m ( C S ) ( F l o w L a b o r .) は非働化せ ず

に使用 した ｡

t ry p si n
-

E D T A 溶液 ( T E 液) の 組成は次の 如く で

あ っ た. なお ,
これ らに はt r y p si n l : 2 5 0 ( D if c o L a b o r .

∋; di s o di u m e th yl e n e di a m i n e t et r a a c e t a t e
エ チ レ

ンジア ミ ン 4 酢酸2 ナ ト リウ ム ( E D T A , 和 光純薬工

熱 が用 い られ た .

tr y p s l n

E D T A

N a CI

K CI

N a 2 H P O ｡

K H 2P O 4

ph e n ol r ed

2 .O g/1

0 .4

8 .0

0 .2

1 . 1 5

n . 2

0 , 0 0 5

これに硫酸 k a n a m y c i n lO O m g/1 を加えア ス ベ ス トろ

過板a sb e st o s filt e r (東洋濾紙, N o .8 5 S B ) で ろ過 し,

使用に 供した . ま た , 上記処 方中の 量 の N a C l , K C l ,

N a 2f壬P O 4 , K H 2P O 4 を 含 む, い わ ゆ る P B S 卜 )

〔p h o s p h a t e b u ff e r ed s ali n e 隣酸緩衝 生 理 的食塩水

卜)〕を予 め作製し , それ に t r y p si n , E D T A な どを

溶解し ろ過し た .

培糞に お い て は
, 細胞数 を 10

5

細胞′

/ m l と なる よう 調

製し, 5 0 m l の プラ ス チ ッ ク製培養フ ラ ス コ に 入れ ,

3 7
0

C で培養した .

6 5 7

継代培養 は次の 如く に 行 っ た . 培養6 ～ 7 日 に細胞 が

増殖 して癒合性 ( c o n fl u e n t) に な っ た培養フ ラス コ の

古い 培養液 を捨て, 予 め 37
0

C に 加温した T E 液各 5 m l

で 2 回細胞表面 を洗い , 液を捨て 37
0

C に 数分間保っ た.

細胞 が剥離 し始 めた ら, 約2 m l の培養液 を入れ , 2 5 G

注射針付注射器 で 静か に 5 ～ 6 回 p u m pi n g をく り一返 え

した .
この よ う に す る と, 細胞 は個 々 に充分分散 し,

単個細胞 si n gl e c ell と な っ た .
激 しい 操作, p u m Pi n g

回数の 増加, 2 6 G 以 上 の経い 注射針の 場合 は, 破壊細

胞が増加し, ま た , 培養液 を入 れる 時期が遅れ る と,

死滅細胞が増加 した.

上 記操作 を 3 ～ 4 箇の培養フ ラ ス コ に つ い て 同時 に行

い
,
これ を集め, 適当量の培養液 を加 え, 総量約 40 m l

の 単個細胞浮遊液 si n gl e c ell s u s p e n si o n と した .

こ の よう に す ると , 細胞の破壊も少な く, ま た ,
一

定の 細胞密度の浮遊液作製 に好適で あ っ た . 液量が 100

m l を越 える と, 細胞傷害が起 る傾向が増強さ れた .

こ の よう に して得 られ た細胞浮遊液の 細胞密度 を,

血球計算板で計算 し, 適量 の培養液で 希釈して , 細胞

数10 5/ m l 近似 の 細胞浮遊液を作り, こ れ を特別 に作製

した ス ポイ ト付 ピペ ッ トで正 確に 5 m l と り , 培養 フ ラ

ス コ に 分注し, 密栓 して 37
0

C に保 っ た . 培養フ ラ ス コ

は N ロ n C ( N - 1 4 6 1) を用 い た . こ れ らの 細胞浮遊液を

継代培養お よ び実験被検細胞 と して 供 した . 分注 に 用

い た ピペ ッ トは先端が細 い と細胞 を傷害する の で , あ

る程度の 太さ の も の と し た . また , 培養フ ラ ス コ に 分

注後
,
3 7

0

C の 恒温器 に静置す る ま で の時間に バ ラ ツ キ

が あ ると, 実験条件 が
一 定 に な ら ない と危惧さ れ たの

で
,
分注を 2 箇の 培養 フ ラ ス コ に つ い て行う毎 に , こ

れ を p ai r と し て 直ち に 恒温 器内に 静置し,
一 方を実験

群 と し て. 他 方を対照ま た は比 較すべ き実験群 と して

実験を行 っ た .

培養液の 更 新は 24 時間後の 1 日 後, お よ び3 , 4 , 6 ,

7 日後に 行 っ た .

こ の よ う に して培養さ れ た B e W o 細胞に つ い て , 培

養液 へ の 種 々 の ホ ル モ ン お よ び, 抗腫瘍別の 添加が,

細胞増殖に 及 ぼす影響 に つ い て検討 を加 え, また , そ

の 場合の , 培養液中の h C G 濃度を測定し比較 した .

s t e r o id h o r m o n e とし て は, P r e g n e n O l o n e ( P N )

( S i g m a ) , D H A ( M e r c k ) , D H A - S ( M e r c k ) , t e St O
-

st e r o n e ( T ) ( S i g m a) , P (S i g m a ) , e St r a di ol ( E D )

( S i g m a ) が添加き れ ,
さら に h C G ( O r g a n o n ) , また ,

抗腫瘍剤と して m e th o tr e x a t e ( M T X ) , d o x o r u bi ci n

H C l ( D R C ) の 添加時の 効果が検討さ れ た.

s t e r oid h o r m o n e の 添 加 に お い て は , 予め こ れ を

e th a n o l に 溶解 した 後添加され た . eth a n ol 終末濃度は

∩ .2 % 以下 とな る よう に し て 添加 された . な お 対照群 に
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も 同濃度の eth a n ol が添加さ れ た ･
こ の濃度で は, 細胞

増殖 に 影響 しない こ とが 予め確認さ れ た ･

実験に お い て は, 増殖に 及 ぼ す影響 を知 るた
め
･ 細

胞密度を測定す ると と も に , 培養液中の申C G を測定
す

る た め に , 2 4 時間の 培養液 を採取 し, それ に含 まれ
る

h C G 畳 を測定 し, 細胞 1 箇 , 2 4 時間当りの h C
G 産生

童を算出した .
すな わ ち, 各種濃度の被検添加物質 を

含む培養液 に , B e W o 細胞 を浮遊 し, 恒温器内 に 静置

して
, 実験を開始 した 日を第 0 日と し, 第 3 日

に 培養

液 を交換 し, その後 24 時間後 に そ の 培養液 を採取し,

そ の
一

部を
-

8 0
0

C に凍結保存 し, b C G 測定に 供 した ･

同様の操作を第 6 日 か ら 24 時間の 培養液 に
つ い ても行

っ た .
ま た

,
b C G 測定用 の 培養液 に 交換 す る 際, す

なわ ち
,
第 3 臥 第6 日の 培養液交換に 際し て は, そ

れ 以前 に産生さ れた b C G を充分に 除去す る目的で , 細

胞 を3 回 以上培養液で洗 っ た後, 新 し
い 培養液を注入

した .

h C G の測定 に は, 近年開発さ れ た ラテ ッ ク
ス 近赤外

比濁法 L a t e x ph o t o m e t ri c i m m u n o a s s a y ( L
P I A ) を

用い た
23 , 2 4)

. 本法は, 被検液中の b C G を抗原抗体反応

に よ り凝集さ せ る, 免疫学的方法を応用 し, その 免疫

凝集物を , 特製の 比濁計 (三菱化成工業 T y p e P l) で

定量する 方法で あ り, r a di oi m m u n o a s s a y 法 ( R I A )

と異な り, 放射性物質 を全く 用 い な い の で, 随所
で実

験が で き, 定量法も 比較的簡便で精度
･ 再現性 な ど測

定結果の 面で も , 充分満足で き る結果が得 られ た ･

本実験で は, 1 回の 測定 に 0 ･6 m l の被検液が供 され

た . 予 め作製され た , b C G 濃度と吸光度の 増加速度
と

の 関係 を表わ す , 標準曲線 は図 1 の如く で あ っ た ･ 図

( 入
- 9 4 0 n 血 )

.

｢

〓
∈
＼

心
U
∈

只
-

し
O
S

月
く

【】. d l 監=臼

c o n 〔帥 t r 8【10 n O f
h C G ( 柑/ 扉=

Fi g . 1 . C alib r a ti o n c u
r v e f o r h C G

汗l

保

に 示 す 如く, 両者の 対数 の 間に は, ほ ぼ直線的関係が

み ら れ
,
本実験 に お け るb C G の 測定 に 適す る濃度は

h C G O . 0 4
～ 3 I U / m l の 範囲で あ っ た .

こ れ より高浪

の 試料 は, 適宜希釈 し て定量を行 っ た .

標準曲線 は毎回作製 され , そ れ に 従 っ て bC G 量が算

出され た . なお , 本実験に 使用された h C G 標準品は1525

I U / m g の も の で あ っ た .

細胞密度の 算定に 当 っ ては, 1 被検体 の算定には1 培

養 フ ラ ス コ を供 した . す なわ ち, 被計測検体培養フラ

ス コ の 細胞 に , 前記同様 の T E 液処理 を行 い , 全体を

-
一 定量の 単個細胞浮遊液 と し, そ の 細胞浮遊液中の細

胞密度 を, 血 球計算板 を用い て算出 した.
1 検体に つ い

て 6 回以 上 算出し, 平均値を も っ て , その 検体の細胞

密度と した .

一 般に , 細胞密度が 小 さ い 場合は, 細胞

浮遊液作製時, 希釈培養液量を多くす る と, 密度の濃

淡の 偏差が大 き く なる傾向が あ っ た の で , 液量 を適宜

調節 し, ま た , 8 回以 上 算出 した. 本実験条件下では,

一 般的に , 1 培養 フ ラ ス コ に つ い て の 単個細胞浮遊液量

は 2 ～ 2 0 m l , 細胞密度は 5
～

5 0 ×1 0ソm l 程度とするの

が
, 細胞密度算定 に便 で あ っ た .

同時に 5 箇 の 培養 フ ラス コ に つ い て , 細胞濃度を算

出 した場合の バ ラ ツ キ に つ い て は, 細胞密度の 大小に

ょ りや や異 な るが , そ の 標準偏差が 1 .2 ～ 1 ･7 % で あっ

た . 誤差範囲 を標準偏差 の約 3 倍 と見積る と±5 % 程度

の 誤差 とな り , 充分満足す べ き値 と み なされ た.

培 養液中 に 放出され た b C G 量 の 表現 に は, 細胞1 箇

当 り 24 時間 に産生 し た量と した 表現を用 い た.
この場

合, 培養液中の細胞数 は, 刻々 変化 して お り, どの時

点 の 細胞密度 を基準に す る か の 問題が あるが, 本実験

で は, 培養24 時間の 前後の細胞密度 を算定し, その 臥

細胞数が指数位数的 に 増殖 し たも の と み な し, その平

均的数凰 すな わ ち, 積分の 平均値 を算出し, それを

も っ て , そ の 間の 細胞密度の 代表値と し て, 細胞1 箇

当りの h C G 産生 童を 算出し, そ の 値 を, その 被検培養

細胞 の h C G 産生量 と して, 他の 実験条件群 の もの と比

較 した .

各培養実験 に お い て は, ま ず, 実験 用添加物の 人
ら

ない 培養液 をも っ て作製さ れ た, 細胞密度 川
5
/ m l の 単

個細胞浮遊液 を, 正確 に 5 m l ず つ , 予 め準備された数

10 箇の 培養 フ ラ ス コ に 分注 し, 37
0

C に 2 4 時間静置した･

24 時間後の 細胞数 は 1 培養 フ ラ ス コ 当り 約30
× 1u 哺

後 に 減少し た .

こ の 2 4 時間後を実験第0 日 と し, 培養 フ ラ ス コ を群

分 け し, 各群 それ ぞ れ所定の 培養液と交換し, 実験を

開始 した . 培養液交換は, 前記の 如く第 3 , 4 , 6 ,
7 日

で あ っ た .

培養 フ ラス コ 内の 総細胞数の 変動の 比較 にお
い てほ ,
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実験第0 日 の 細胞数 を 1 と し , それ と の 比 で 表現 し た ･

各実験 にお い て は , それ ぞれ 同実験を 3
～ 5 回 繰返 し

,

その 平均値を求め て比 較検討し た. 各種添加物を添加

した実験群は, 原則と して , 各種濃度群 4 群お よ び無

添加対照群の 計5 群 に つ い て比較 し た . 添加 st e r o id

b o r m o n e 濃度は, m Ol 濃度で表現 す る の も
ー

法 で あ

るが, 本実験 で は
一 般的な便の た め, 実重 量 の 終末濃

度で表わ した .

成 績

Ⅰ . 培養 B e W o 栄養膿 細胞の 増殖に 及 ぼ す et b a n ol

添加の 影響

終末濃度の 0 . 1
,
0 . 1 5

,
0 . 2

,
0 . 2 5 % の 割合 に な る よ

うに eth a n ol を培養液に 加 え, B e W o 細胞 を培養した

場合の 細胞増殖速度 は eth an O l 無添加 の 対照 群の それ

と, ほと ん ど全く差が 認め られ ず, 細 胞自身お よ び細

胞集団の 形態学的変化も , ほと ん ど認め ら れ なか っ た .

こ の結果 か ら st e r oid h o r m o n e の e th a n ol 溶 液 の

etb a n ol 終末濃度が 0 .2 % と なるよう に して添加 した.

-
一 方, e tb a n ol 終末濃度が 0 .5 % とな る と, 細胞増殖

は
, 対照群の 細胞数 を100 と す ると, 平均 86 . 5 で , あ

る程度増殖が抑制され た .
1 % で は 62 . 7 と かな り の 抑

制がみら れた . 細胞の 形態学的変化, 細胞破壊も み ら

れ, 1 .5 % で は , 4 日後 に は ほと ん どす べ て の 細胞 が破

壊され た.

ⅠⅠ. 培養 B e W o 栄養膜細胞の 増殖 に 及 ぼ す h C G 添

加の 影響

. hC G を20 O I U / m l の 終末濃度 で培養液に 添加 して 培

贅を行 っ たが, 7 日 間の 培養の 結果, 細胞の 増殖に は ほ
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とん ど全く影響 はみ られ な か っ た .

HI . 培 養 B e
l

Ⅳ 0 栄養膜細胞 の 増殖 に及 ぼ す s t e r oi d

b o r m o n e 添加の 影響

培養 B e W o 栄養腰細胞培養液 に , P N , P , E , D H A ,

D H A
-

S , T な どの 各種 st e r oi d を , 終末濃度 2 . 5 , 5 ,

1 0
,
2 0 〝g/ m l の 濃度 に添加 し, 7 日間培養した場合の,

細胞増殖 に 及 ぼす影響に つ い て検索し, 次の 如き結果

を得 た.

A
.
B e W o 細胞の 増殖に及ぼす p r e g n e n ol o n e 添加の

影響

P お よ び D H A の p r e c u r s o r で あ る p r e g n e n ol o n e

(P N ) を, 培養 B e W o 細胞の 培養液 に添加 した場合の

細胞増殖 は図2 に 示 す如く で あ っ た . 横軸に 培養日数

を示 し, 0 は P N 添加投与前で あり, 1 ～ 7 は P N 添加

後の 日数 を示 した . P N 添加第 3 日 か らの 24 時間お よ

び第 6 日 か らの 24 時間の 培養液 に つ い て, 培養液中に

含有 され た h C G 量 を測定した . 縦軸 に は, P N 添加後

の 培養 フ ラ ス コ 中の 細胞数と P N 投与前 の そ れ との比

をと り, そ の 比 を10 を底と した対数で表わ した . すな

わ ち
,

-

1 , 0 , 1 , 2 , な どの 数字は, 比 が 10
~ 1

,
10
0

,

1 0
1

,
1 0
2

な ど で あ っ た こ と を意味 してい る .

P N を添加せ ず
,
終末濃度 0 .2 % の e th a n ol の み を添

加 した対照群で は, 細胞数は指数位数的に , す なわ ち,

片対数グ ラ フ上 で は ほ ぼ直線的 に 急激な増加を示 し,

第 7 日 で は , 第0 日の 平均19 . 4 倍 とな っ た .
P N 添加

に より , 増殖 はあ る程度抑制され , 第 7 日の 第 0 日に

対する増加比 は, P N 2 .5 J` g/ m l 群で は平均 16 . 6 倍と

や や低下 し, 5 J( g/ m l 群 で は平均 7 .6 倍 で あっ た . P N

濃度が 10 〃g/ m l となると平均 1 . 7 倍と細胞増殖 はほと
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ん ど停止 した . 20 〟g/ m l で は , 第 3 日 で約 0 . 1 7 倍 すな

わ ち約 1/5 と激減 した .

B . B e W o 細胞の 増殖 に 及ぼ す p r o g e s t e r o n e 添加の

影響

p r o g e s t e r o n e( P ) 添加 が, 細胞増殖に 及 ぼす 影響 は,

図3 に 示 す如 く で あ り
,
P N に 比 し B e W o 細胞に 対す

る増殖抑制効果が大であ っ た . 第 7 日の細胞数の第0 日

の それ に 対す る比 は, P 非添加対照群で は平均 24 .0 倍

であ っ たが, P 2 .5 ノJ g/ m l 添加群 で は平均 7 . 3 倍と対照

群の約 1/ 3 に 低下し た .
P 濃度 が 5 〟g/ m l に なる と平

均 1 .3 倍 と細胞増殖 は停止 し, 10 /( g/ m l で は第 3 日で

平均0 . 5 5 倍 , 2 0 〝g/ m l で は平均 0 . 2 3 倍 と減少 した.

C . B e W o 細胞の増殖に 及ぼ す e st r a di ol 添加の 影響

e s t r a d i ol( E D ) 添加の場合は図4 に 示 す 如く であり,

第 7 日の 増加比 は平均 21 . 6 倍 で あ り, E D 2 . 5 お よび 5

〟g/ m l 添加の場合の それ らは, それ ぞれ平均 11 . 0 お よ

び 0 ･8 7 倍で あ っ た . ま た ,
E D l O お よ び 20 /J g/ m l 添

加の 第3 日 の 増殖比 率は, そ れ ぞ れ 平均 0 .1 6 お よ び

0 . 07 倍 と激減 した .

E D 添加 の場合の B e W o 細胞の 増殖に 及 ぼす抑制効

果 は
,
同 一 量で あれ ば, P の場合よ りや や 強い 傾向が認

め られ たが , 全体の 増殖速度 に つ い て は
,
ほ ぼ同様の

結果が得 られ た .

D . B e W o 細胞 の 増殖 に 及 ぼ す d e h y d r o e pi a n d r o -

s t e r o n e 添加の影響

d e h y d r o e pi a n d r o s t e r o n e ( D H A ) 添加の場合 の 成績

は図 5 に 示 す 如くで あ っ た . 第 7 日 の 増殖比率 は, 対
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保

照群, D H A 2 ･5 , 5 ･ 1 0 鵬/ m l 添加群それ ぞれ
, 平均

30 ･ 1
,
2 5 ･6

,
1 6 ■ 1

,
7 ･ 6 倍で あ り, 軽度の B e W o 細胞

増殖抑制作用 を示 した . ま た , D H A 2 0 〃g/ m l 添加の

第4 日の 比 は , 平均 2 ･ 0 倍で対照群の それ は 11 .4 であ

っ た
.

E . B e W o 細胞の 増殖 に 及 ぼ す d eh y d r o e pi a n d r ｡ ,

st e r o n e s u lf a t e 添カロの 影響

D H A - S 添加の 場合 の成績 は図 6 に 示 す 如く であ
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組織培養 ヒ ト絨毛膜由来細胞に 関す る内分泌学的研究

り, 著明な変化
は認 め られ な か っ た ･ 対 照群, D H A -

s 2 .5
,
5
t
l O 〟g/ m l 添加群の 第 7 日 の 比

はそ れ ぞれ
一

軍均28 ･ 8 , 2 6 ふ 2
6 ･ 8

t
2 5 ･ 4 倍 であ り, D H A

-

S 2 0 〝g/

m l の第4 日 の 比は平均
8 ･5 倍で あり, 対照群の そ れ は

1Q .4 倍で あっ た ･

F .
B e W o 細胞の 増殖 に 及ぼす t e s t o s t e r o n e 添加の

影響

te st ｡ St e r O n e (
T ) の 添加の瘍合の 結果 は図7 の 如く

であり, D H A 添加と ほぼ 同様
の B e W o 細胞増殖抑制

結果を示した ･
対照群, T 2 ■ 5

,
5
,
10 〃 g/ m l 添加群の

第7 日の 比 は, それ ぞ れ平均, 14
･9 , 1 2 ･ 4

,
1 0 ･5

,
5 ･ 7

倍であり, T 2 0 〟 g/ m l 添加
の 第 4 日の 比 は平 均 0 ･8 7 倍

であり, 対照群の それ は 4 ･ 2 倍であ っ た ･

ⅠⅤ. 培養 B e W o 栄養膜細胞の h C G 産生 量 に 及 ぼ す

st e r oid b o r m o n e 添加の 影響

_ 培
養B e W o 栄養膜細胞培養液を第 3 および 6 日に 交

換し, それ ぞれ 24 時間後
に そ の 培養液 を採取 し･ 液中

のhC G 濃度を測定し , 同時に その 24 時間の 前お よ び

後の 細胞密度 を測定 し, こ れ ら に 及 ぼ す 添加各種

如 r oid の影響を検討 し, 次の如き 結果 を得た ･

A .
B e W o 細胞の h C G 産生 に 及ぼす p r e g n e n ol o n e

添加の影響

P N を添加した場合の第3 日 より の 24 時間の培養液

中の b C G 濃度の 変化は, P N 添カ口演度 が増大す る に 従

っ て減少した .
P N 終末漉度 2 .5 , 5 , 1 0 J` g/ m l に お け

るbC G 濃度は, それ ぞ れ対照群の 約2/ 3 , 1/2 , 1/5 と

減少した. 第6 日 よ り 24 時間の も ので も ほ ぼ同様の 傾
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C ell s ( B e W o li n e)

6 61

向を示 した . 本実験で は P N を1 叫 g/ m l 添加 し, 第 6

日よ り 24 時間の もの で も b C G の 産生が 認め られ た .

前記 の 如く, B e W o 細胞増殖 は P N 添加洩度の増加

と共 に抑制傾向が強 く なり, 添加 P N 濃度が大 きい ほ

ど細胞密度 は小と な っ た .

上 記の如 く, 添加濃度の増力ロと共に b C G 濃度お よ び

細胞密度両者共減少 した が, 両者の関係 を推定す る目

的で
,
細胞 1 箇当り 24 時間の b C G 産生量の 算出を試

み た.
こ の場合, 細胞密度や細胞の広が り, 培養液 と

の 接触, 培養液中の b C G の濁度勾配, また添加物 に よ

る細胞増殖抑制 ない し細胞の損傷 ･ 破壊な ど種々 の影

響が加 わり , 実験条件はか な り複雑と なる と思考され

るが
,

一 応単純 に, 培養 24 時間の培養 フラス コ 中のb C G

総量を総細胞数 で除 し, 得 られ た数値 を比較検討 した.

な 玖 細胞数は, 前記の 如く 24 時間の 前 と後の敷か ら,

それ が 指数位数的に 増加 した と仮定 して, そ の積分の

平均値 を求 め, そ れ を平均細胞数と して, こ れ をも っ

て b C G 量 を除 した .
この よう に して得られ た結果 は図

8 に 示 す 如くで あ っ た . 横軸に は添加 P N 濃度 を示 し,

縦軸 に は細胞 1 箇当り 24 時間の い わば b C G 産生量 を

〟I U /細胞
･ 24 時間を単位 と して表わ した . また こ の よ

う に して 表わ さ れた も の を産生量 と表現す るの は必ず

しも適確 で は な い と思考され る が本論文で は
一 応 そ の

よう に 表現 した .

第 3 日の も の で は, 添加 P N 濃度 が 2 .5
,
5 , 10 JJ g/

m l と増加 して も, 細胞1 箇当り の数値に は著明な変動

はみ られず, P N 添加に よっ て細胞増殖は抑制され るが ,

細胞の h C G 産 生分泌能 は抑制され ない も のと推定され

た
.
また

, 第 6 日 の もの に つ い て の結果 も ほぼ同様で

あっ た .

B
.
B e W o 細胞の h C G 産生 に 及 ぼす p r o g e st e r o n e

添加 の 影響
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P 添加 に よる B e W o 細胞密度 お よ び培養液中h C G

濃度 は, 添加 P 濃度が増加す る に従 っ て共 に減少 した

が
,
各濃度に お ける値の非添加対照群 の それ に 対 す る

減少の度合 は, 細胞密度の減少度合 よ一り も h C G 濃度 の

減少度合の方が強く, 10 〝g/ m l 添加 で は, P で は E D

の場合 に 比 し, より 多くの細胞 が な お存在 して い る の

に 拘 らず, h C G 濃度は測定感度以下 の 濃度に 減 じ た .

P 添加の 場合 の 結果は図9 に 示 す如 くであっ たが , P 添

加 に より B e W o 細胞の h C G 産生分泌能は抑制 さ れる

傾向が認め られ た .

C . B e W o 細胞の h C G 産生に 及 ぼす e s t r a di ol 添加

の 影響

E D 添加の 場合も, B e W o 細胞密度お よび培養液中

h C G 濃度 は両者共, 添加 E D 濃度が増加す る に従 っ て

減少 したが , P 添加の場合 と異な り, 5 JJ g/ m l 以 上 の添

加濃度で は細胞密度減少の度合が著 しく, そ れ に 比 し

(

旨
p

〓
む
U

＼
コ
:

コ

)

申

盲
｣

U

〇
一

l

巴
じ

翳

8
エ

⊂
ノ

0

P r o g e s t e ｢ O n e

ー
ー

● 5 一 句tb d(】y

O . . _ つ 6 - 7t h d (】y

0 5 10 15 2 0

Co n c e n t r O t1 0 n O f s t e r o ld ( Jj g/ m l )

Fi g . 9 . E ff e c t o f p r o g
e st e r o n e o n h C G s e c r e ti o n

r a t e i n c u lt u r ed h u m a n c h o ri o c a r ci n o m a c ell s

(B e W o li n e)

(

書
〓

ぢ
､

≡
竜
)

小

岩
2
二
岳
-

1

巴
じ

む
S

B
エ

5

0

1

1

0
0 5 10 15 2 0

C o n c e n l: r Q tl o n o f s t e r ol d ( 〟g / m l )

Fi g . 1 0 . E ぽe c t of e st r a di ol o n h C G s e c r e ti o n r a te

i n c ul tu r ed h u m a n c h o ri o c a r ci n o m a c e11 s (B e W o

li n e)

保

て b C G 濃度の 減少度合 は相対的に 強くなく
, 従っ てED

添加 の場合の細胞 1 箇当り の h C G 産生量は図10 に示

す 如く に , 5 〃 g/ m l 以上 の E D 濃度以上 で は急増した.

D
.
B e W o 細 胞の h C G 産生に 及 ぼす D H A 添加の影

響

D H A 添加の 場合 では , 添加 D H A 濃度の増加と共に
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組織培養 ヒ ト絨毛膜由来細胞に 関する 内分泌学的研究

bC G 濃度は減少し
た が

,
その 減少度合は細胞増殖抑制

の度合とほぼ同
一 であ り , 従 っ て細胞1 箇 当り の h C G

産生童は図1
1 に 示 す如く, 添加 D H A 濃度に 拘 らず,

ほぼ
一 定で あっ た ･

E .
B e W o 紳胞の b C G 産生に 及ぼ す D H A

･ S 添カロ

の影響
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D H A ･ S 添加の 場合 は, そ の添加濃度が増加 して も

h C G 濃度 はほ と ん ど変化 をせ ず, 細胞1 箇当りの h C G

産生畳も 図12 に 示 す 如く, ほぼ 同
一

で あっ た .

F
.
B e W o 細胞の h C G 産生に 及ぼす t e st o st e r o n e 添

加の影響

丁添カロの場合は, h C G 濃度は添加 丁 濃度の増加と共

に 軽度 に 低下 した が, 細胞 1 個当りの b C G 産生量は 図

13 に 示 す如く , ほ ぼ 一 定の値 を示 した .

Ⅴ . 培養 B e W o 栄養膜細胞の 増殖お よ ぴ b C G 産生

量に 及 ぼす抗腫瘍剤添加の 影響

B e W o 栄養膜細胞は絨毛癌よ り分離樹立さ れた細胞

系で , 本来悪性細胞 で あるの で, こ れ に 対す る抗腫瘍

剤 m e th o t r e x a t e ( M T X ) お よ びd o x o r u b i ci n H C l

( D R C ) の効果 に つ い て検討を加え た .
M T X , D R C
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共 に終末濃度1 , 5 , 1 0 , 5 0 喝/ m l を添加 した . そ の場

合の細胞増殖に及ぼ す影響は, 図14 , 1 5 に 示 す 如く で

あ っ た .

M T X l n g/ m l 添加で はほとん ど増殖抑制効果はみら

れ な か っ た
.
5 n g/ m l 添加で は, 細胞数の増加が停止 な

い し は軽度減少傾向を示 したが , 培養 5 ～ 6 日日頃よ り

細胞数の増加す なわ ち増殖傾向が現われ た .
1 0 n g/ m l

添加で は, 第7 日で当初細胞数の約 1/1 0 に減 じ 50 n g/

m l で は さ らに 減少 した .

一

九 D R C 添加で は, 1 n g/ mi の場合の 増殖抑制効

果は さ ほ どで はなか っ たが , 5 n g/ m l 添加で は M T X の

1 0 喝/ m l 添加よ り強い細胞減少作用を示 し, 1 0 , 5 0 □g /

m l で はさ ら に 著 しか っ た .

こ れ らの 場合の h C G 濃度 は, M T X.添加 で は 添加

M T X 濃度が増加する と漸減 した.

一 方
,
細胞密度 は

M T X 添加 に よりかな り減少 したか ら, 1 細胞当り 24 時

間の h C G 産生 畳は, M T X 添加 濃度 の増加 に 従い か な

り増加 した . また D R C 添加で は, 添加 D R C 濃度が増

加 して も h C G 濃度 はさ ほ ど変化せず, 漸減 す る例も あ

っ た が
,
逆 に 漸増す るも の も あ っ た . D R C 添加 に よ り

細胞密度は相当減少 した か ら, 1 細胞 当りの b C G 産生

量は, D R C 添加溝度の増大 に伴 っ て , h C G 濃度 は著明

に増大 した.

考 案

胎児 にお い て副腎の体重に 対す る相対的重量が, 他

臓器 や成人の それ に 比 して極 め て大き い こ とは古 くか

ら知 られ て お り, ま た , その 増大 して い る皮質部分は

形態学的 にも特異であ り, 胎児層fe t a l z o n e と 呼称 さ

れ て き た
3)

.
い わ ゆ るf e t al z o n e の 生理学的意義 の

一

つ と して は, 大量の副腎性 a n d r o g e n の分泌が ある
4 ～ 7)

.

その 主要分画は d e h y d r o e pi an d r o st e r o n e ( D H A ) とく

に そ の 硫酸結合型 s ulf a t e ( D H A -

S ) の 形 で分泌され

ると さ れ
,
そ の 分泌は胎児下垂体 か らの A C T H に 主 に

支配さ れ ると され て い る .

一 方, 妊娠中は母体内に は大量 の e s t ri ol ( E T ) が存

在 し, 子宮脱落膜 ･ 筋層, 子 宮頚部組織, 腫上皮, 乳

腺, その他の 組織 に種々 の 妊娠 ･ 分娩維持に 必要な生

理学的作用 を呈し てい る .
こ の E T は胎児副腎皮質か

ら分泌さ れ る D H A に 由来 し, そ の c o n v e r si o n は胎盤

絨毛膜組織で さ れ る8
～ 1 3)

胎盤絨毛膜組織 で は栄養膜 t r o p h o bl a st ( T B ) が ホ

ル モ ン 産生, 転換, 分泌の 場 とな る . T B は , 形態学的

に c yt o t r o p h o bl a st 細胞 (性) 栄養膜 ( C T B) ( L a n ･

gh a h s 細胞層) と , S y n C y ti o t r o ph o b l a st 合胞細胞(性)

栄養膜 (S T B) と に 2 分さ れ るが, そ れ らが どの よう

な 内分泌学的役割 を果 して い る か につ い て は, そ の 詳

保

細＼

は な お不分明で あ る
25 ~ 2 7)

完成 さ れた h C G は S T B に 局在す る か ら
, 少なくと

も h C G の分泌 に は S T B が関与 して い る ことは明らか

とみ なさ れ る
1 5

･
2 8)

.

一

方, C T B の急激に 増殖する妊娠

初期 に
一

致 して, 絨毛膜組織か ら の b C G 分泌量が急増

し, C T B の増殖減退 に 一 致 して , h C G 分泌 量が低下す

る こ とや
,
S T B は形態面や増殖分裂面で, 他の 内分泌

機能 を有す る 一 般細胞 とか な り異な っ て い る ことなど

か ら , C T B が 胎盤 に お ける 内分泌面で 重 要な役割を果

して い る もの と推定 され て い る .

ま た , 同 一 部位 に あ る 1 な い し 2 種類の 細胞から
,

h C G
,
h P L , P , E T な ど数種の p r o t e o h o r m o n e と ste .

r o id h o r m o n e と が 分泌 され て い る こ と も
, 胎盤内分泌

面の特殊性 の 一 つ で あ る .

こ れ ら胎盤内分泌面の 研究に は
,
古く か ら種々の方

法が 用い ら れ, 胎盤組織 h o m o g e n a t e か らの ホル モ ン

抽 出分析, 絨毛膜組織切片の短時間培養, 胎盤還流に

よ る研究な どが あ り, 種 々の 新 しい 知見が得られてき

て い るが , 実験 方法や条件の制限, 限界や困難性のた

め に
一

つ の 限界を超 え られ な い 現 況で ある .
また動物

実験 も多く行 なわれ てい る が, 胎盤の形態学的, 機能

的機構に 種特異性 が強 く, 動物実験で得 られ た結果と,

ヒ ト に お け る場合と の 関連性 は, か な り稀薄となるも

の と推定 され る .

出来る だ け単純な実験条件下で 上 組織の内分泌面を

研究す る 方法 の
一

つ に
, 長時間i n vi t r o で組織培養を

し, 種々 実験条件 を人為的 に 変え て その 反応をみる方

法がある .

一

方 , 正 常な tr o p h o b l a st の 継代培養は, 現

在不可能で あ る . 今日 , 継代培養 しう る の は, 悪性の

t r o p h o b l a s t の み で あ る . 本 実験 で 被検材料とした

B e W o 細胞系も じ 卜妊 娠性絨毛 上 皮腫 に 由来する悪性

の 細胞である2 9
. 3 1)

.
こ の 場合, 悪性 t r o p h o bl a st から得

られ た結果 か ら正 常 t r o ph o bl a st の 場合 を類推すること

は, 必ず しも容易で はな い が , か な り の 参考に なるも

の と思 考さ れ る .
B e W o 細胞 は合胞細胞で はなく単

一

細胞 u n i c ell u l a r で ある が, 正常 な S T B 同様か なりの

h C G を分泌す る .

B e W o 細胞は,
一

種類 の 細胞で あ り, その
一 種類の

細胞 か ら h C G , h P L , p r O g e S t e r O n e , e S t r O g e n を明ら

か に 分泌 して い る .
こ の よ う に 単 鵬 細胞か ら p r o te o

･

h o r m o n e と s t e r oi d h o r m o n e の 両者 を同時に分泌する

こ と は, 胎盤由来細胞 に の み み られ る 特異な こ とで,

生体 内の 他の 内分泌臓器 に は み られ な い 現 象で ある .

こ の 細胞内の ホル モ ン 合成, 転換, 分泌機構は, 胎児

副腎皮質の D H A 分泌機構 と共 に , 産科内分泌字面で

極め て 重要 な興味あ る問題で あ る .

B e W o 細胞 の 培養で は p H 低下が比較的速く, 本実



組織培養 ヒ ト絨毛膜由来細胞に 関す る 内分泌学的研究

簸では培養液中
に 隣酸緩衝液が含 まれ て い るが , 培養

フラス コ 中の細胞密度の 大小 に 極端な善 が あれ ば, 相

互間に多小の p H の相違も現
われ るも の と思わ れ

,
実験

条件のよ り厳密化の た め に は･ 混合緩衝液の強 さな ど

の検討も必要と思われ た ･

s te r oid h o r m o
n e は 水に 難溶性 である の で ,

予め

曲 a n ol に 溶解 した後, 培養掛 こ滴下 し充分混合 した ･

本実験で使用した培養液に は血清と して F BS が 10 % 混

和されてい るの で, S t e r Oi d h o r m o n e の溶解状態 は,

生体内血清中に お ける溶解状態 に 近似 し て い る も の と

考えられた . 組織培養 に お ける e th a n ol 添加の 終末濃度

につい て は, 細胞の 種類 や実験条件 に よ り種々 で あ る

が
,

一 般に 1 % 以下の もの が 多い .
B e W o 細胞 に 関 して

はP N を e th a n ol 終末濃度 1 % となるよう に して添加 し

た実験な どが ある が
32)
, 本実験の結果か らは, 適量 に す

ぎるとみなさ れた .

s te r oid h o r m o n e 添加濃度 と して は, m Ol 濃度 とす

るのが実験条件 と して は厳密であ る が, 本来, St e r O id

h o r m o n e の 生物学的作用量 は互い に o rd e r が 異なり,

たとえば生体では
一 般 に P は E D の 1 0 0 0 倍の単位で作

用する. また分子 量は E D 2 7 2 , D H A 28 8 , T 2 8 8 , P 3 1 4 ,

P N 3 16 , D H A - S 36 8 と ある程度の差 はある が, それ

ら各ste r oid h o r m o n e の 作用 の傾向と比較す る上 で は,

必ずしも著明 な差 で はな い とも い える . 従 っ て
,
本実

験では
一 応

,
重量濃度と し, 各 st e r oid h o r m o n e す べ

て同 一 濃度の もの に つ い て比較検討 を行 っ た .

本実験では, 培葦中増殖した細胞数の算定に 1 回 1 培

養フラス コ を供 したが , 培養フ ラ ス コ 間の 偏 差をよ り

小さくする目的で , 恒温器内の温 度差が ない よ う に 留

意し
,
各シ リ ー ズ培養 フ ラ ス コ をな る べ く a t r a n d o m

に恒温器内に 置くよ う 留意 し, 数台の 恒温器 を同時 に

用いる場合に はその よ う な点に とく に 注 意した . 別の

実験で 培養温度が数度低下す る と, 実験 結果 に 明 らか

な差の 生ずる こ と を確め たが , そ の よ う な点か ら も恒

温器内に 静置する部位に 留意す る こ と は, 実験条件 を

･ 一 定に する上 で重要な こ と と み な され た .

一

つ の 実験

にお い て
, す べ て の 培養 フ ラ ス コ を 一

つ の 恒温 器 内に
′

静置し得れ ば実験条件 をよ り良くする こ とがで きるが,

その ために は培養 フ ラ ス コ の 大き さ, 形状 を選 択す る

ことも
ー

つ の 要素と な る . ま た , 本実験 で は , 3 7
0

C に

おけるもの に つ い ての み 比 較を行 っ たが , 3 7
O

C は B e W o

細胞に と っ ては至 適温度 で あるの で , 非添加対照群の

細胞増殖速度や b C G 産生 量が, 細胞の 有 す る能力の 最

大限で あ っ て
, 何 らか の 促進物質 を添加 し ても , その

至適温度で は それ以 上 増加値と な っ て 現われ ない こ と

もある とも考えら れ る . 従 っ て , これ らに 対 する促進

物質の 存在を検索す る実験の 場合に は, 培養温度や培
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衰液組成 な どの培養条件をある程度低劣なもの として,

そ れ ら細胞の有す る能力の
一

部を潜在能力化 した 条件

下で, 実験 を行う のが 適 してい る の で はな い か と 思考

さ れ た
.

b C G 測定 に は, 免疫凝集物 を比濁計で測定す る新 し

い 方法 を選択 した が, 本法は放射性物質も全く使用 せ

ず
,
また

, 簡便で 再現性も良好 で あっ た の で , 本実験

な どの目的に は極 めて 適 して い る と考 えられ た 犯
2 4)

h C G が B e W o 細胞増殖に どの ような影響を与 えるか

を検討する 目的で , 終末濃度 200 I U / m l の h C G を添加

したが, 生体 内で は悪性絨毛組織 は正常絨毛膜組織の

数倍な い し数十倍 の h C G を分泌す るか ら, 組織培養 に

お い て も, も し正常絨毛膜組織の ま ま継代培養が可能

と すれ ば
,
B e W o 細胞な ど悪 性細胞 はそれ ら より相当

大量の h C G を分泌 して い るも の で あろう . 正常妊婦血

中の b C G 濃度は , 最高値の妊娠7 ～ 1 0 週で は 50 ～ 1 0 0

I U / m l で あ る
33 - 3

ミ) こ れ らか ら , h C G 添加濃度 をと りあ

えず 200 I U / m l と した .
こ の 値で ほ とん ど全く影響 が

みら れ なか っ た の で, それ 以上 の値 に つ い て は実験 を

省略 した.

h C G を分泌 した細胞が , 自己の 分泌した h C G に よ り

影 響 を受 ける こ と は無い の か も しれ ない が,
一 般生体

で は 内分泌 学 的 に f e ed b a ck 関 係 を も つ p r o t e o ･

h o r m o n e と st e r o id h o rm O n e を 同 時 に 分 泌 す る

B e W o 細胞 に お い て は, 何 らか の 影響 を受ける と い う

こ とも絶対無い と も断言しき れ な い . b C G は生 物作用

面で は黄体化 ホ ル モ ン 1 u t ei n i zi n g h o r m o n e (L H ) と

極め て類似 してお り, 臨床的に も, 排卵促進 に L E の

代り に h C G が用 い られ , 有効な成績 を示 して い る が ,

大量の P 投与が LIi を 抑制 す る よ う に , 大量の P が

h C G 分泌 を抑制す る と い う生体 に お ける実験的根拠 は

乏し い . た だ , 妊娠11 週頃以 降の 急激な h C G 分泌低

下 は, h C G に よ る 妊娠黄体 か ら分泌 され る大量の P の

た めに
,
い わ ば f e e d b a c k 的に h C G 分泌が抑制され た

の で は な い か と す る推測も ある .
h C G の 生理学的意義

に つ い て は
,
な お不 明な点 が多い . 妊娠初期に h C G の

作用 に よ り母体卵巣 よ り大量の P を分泌 させ , そ れ が

子 宮内膜 の 脱落膜化を生 じ胎芽の 発育を安全に す る こ

とは疑義の な い こ と で ある が,
一 方 , 臨床面で . 妊娠

合併の 両側卵巣腫瘍また は , 残存
一

側卵巣の 腫 瘍化で,

妊 娠 8 過以後 に 卵巣組織 をす べ て摘除 しても, 流産 そ

の 他の 障害は ほ とん ど全く起 らな い とされ てい る
1 り 7)

これ は T B か ら分泌 され る P が 作用 を代行するた めと

され る が
,
妊娠 ごく初期 に , 全 卵巣組織を摘除して も

流産 が起 らな か っ たと す るも の も少なく な い .

その よう な観点や, 胎盤由来 P が 大量 に分泌され る

妊娠後半期 に も 大量 の P が 分泌さ れる こ とか ら考 える
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と, b C G に は母体卵巣黄体化以外 に何 ら
か の 生理学的

生物学的作用が 存在 す るの で は な
い か と 思考 され る ･

これ らの検索に も絨毛膜の組織培養 に よる研究は, 種々

解明 の端緒 を与 える可能性 を有す る も の と患
わ れ る ･

p N は P お よび D H A の p r e c u r s o
r で あり, 妊娠 中,

血中 P N 濃度 は, その経過 と共 に増加 し, 末期
で は約

2 . 5 〟g/ dl と な る
3 6)

･ また , P の 血中濃度は , 妊娠 机

中, 末期で はそ れ ぞれ 約 1 , 5 , 1 0 〟 g/ dl で ある
3 膵 ) 一

方 , 胎盤か ら胎児 へ 帰 る臍帯静血 中 P N 濃度
は
, 約7

〟g/ dl で
3 7)
,
P 濃度は 70 ～ 1 0 0 購/ dl で ある

3 6 t 3 9)

B e W o 細胞の 培養 に お け る P N 添加の影響に つ い て

は10 〟g/ m l の 終末濃度で は培養第3 日
で b C G 分泌が

停止 した とす る もの が あ るが
3 2)
,
こ の 場合, e th a n ol 終

末濃度 は1 % で あるの で , そ の影響に よ るもの
と もみな

され る .
e tb a n ol 濃度0 . 2 % で あっ た本実験 で は, P N

添加に よ り細胞増殖 は中等度に 抑制 され たが , 細胞
の

h C G 分泌能 は抑制され な か っ た .

臨床面で絨毛性腫瘍 は,h C G 分泌 は急増す るが, P
に

っ い て は不定である. 細胞自身が分泌 した P が , その

細胞 に影響 を与える か否か に つ い て は, 理論的に 種々

の問題があり, P と悪性化 した絨毛膜との 関係 とは異る

が
, 子宮 内膜癌組織に 対 して , P が 抑制作用 を有 して い

る こと は, 砺床的に も実験的に も実証されてい る. B e W o

細胞に 対 して は, P も E D も共 に , 細胞増殖 は抑制 され

たが ∴細胞 1 箇当りの b C G 分泌量は, P で は添加濃度

の増加と共 に 減少したが ,
E D で は増加 した . 2 4 時間の

培養液中の h C G 量を細胞数で除 した もの を直ちに細胞

1 箇当りの b C G 分泌量 とす る の は, 24 時間内の 細胞数

が 一 定 してい る場合は, 一 応 , 分泌量と して も 妥当で

あ るが , 2 4 時間の 前と後 とで細胞数の激変する場合は,

種々困難な面が生じて く る . すな わ ち, 2 4 時 間の 前で

はある程度の 数の細胞が存在 し, それ に応 じた b C G を

分泌 して お り , 2 4 時間の 後で は極め て少数の 細胞 しか

残存 しな い と い う よ う な場合算出され た細胞 1 箇当 り

の h C G 量 は極め て大き く な る .
こ れ を細胞 の h C G 分

洛量増加と い う の はも ち ろ ん妥当で は ない . 本実験で

は, 平均細胞数で除 した か ら, それ ほ ど極端 な くい ち

がい は ない も の と思われ る が , 理 論的に は, 細胞 1 箇

当りの b C G 畳を直ち に 分泌量 とす るこ と はでき ない 場

合が ある.

ま た
,
分泌量 と産生量の語 を厳密 に 区分ずに 使用 し

た が, 厳密に は ごく短時間の 培養液中に 含 まれ る b C G

量 をそ の時の細胞数で除 した も のが 分泌量で あ り,
一

方, 細胞内 に 含まれ る h C G 畳も含 めて測定 した場合,

こ れ を産生量と い う べ き で あ ろう .

E D の 場合, 細胞の 損 像 破壊, 減少が, P に 比 し大

き い 傾向が認 めら れた が , こ れ はそ れ ぞれ の 生物作用

保

に比 して
,
E D の 添加濃度が P の それ に 比 し相対的に大

き い た め と, E D 自体 の絨毛膜組織 に対する障害作用に

よる ものと考 えられ た一 動物実験に おい ても E D 投与は
,

胎児胎盤を障害す る傾向が小さく な い .

胎盤 か ら分泌さ れ る のが E T で ある こ とも重要な意

味 を有 して い るも の と み なさ れ る ･ 胎盤 の E T が
, 卵

巣 に お ける st e r oi d o g e n e si s と異な り, P か らE D を経

て で はな く ,
D H A か ら E D を介さ ずに い わ ば直接的に

E T と な る こ と か らも
,
E D の絨毛膜組織に 対する障害

性が推定さ れ るよう に 思われ る . 胎 児胎盤系で は
,
D H A

- S の 大部分が , 1 6 α - O H
-

D H A
-

S を経て E T とな

る
.
また

,
妊 婦尿中に 排泄さ れる E T の 90 % は胎盤由

来の も の であ り, 他 は母体に 由来す る もの である
. ま

た, 妊婦副腎に 由来 する D H A
-

S の量 は
, 胎児副腎の

それ に 比 し少量 で, 妊婦血中 D H A -

S 量は約40 ～ 20

〟g/ d l で 妊娠経過 と共に 減少す る .

一

方, 胎児では臍帯

動脈お よび静脈血中で は, それ ぞれ約 70 お よび4 叫g/

d l で ある3 7) .

妊婦血中 D H A
-

S の 1/ 3 は E D と な り , ま た, 母体

よ り胎児 へ は D H A - S は ほとん ど全く移行 しない
40

･叫

母体血中 E D 濃度は妊娠と共に 漸次増加 し, 末期では約

9 ～ 20 Il g/ m l と な る
即 2 瑚

D H A
-

S 添加 に よ り, B e W o 細胞の 増殖に も, h C G

産生 に も無影響であっ た こ と は, こ の よう な結合型の

もの は
一

般 に 生物作用 を有 して い な い と い う原則に
一

致す るも の と考 えら れ る .
D H A

,
T 添加 で は軽度の細

胞増殖抑制が み られ た .
b C G 産生能 に は影響は認めら

れなか っ たが
,
an d r o g e n の 大量 は B e W o 細胞や絨毛膜

組織 に 抑制的障害的 に作用 す る の で はな い か と推測さ

れ た
.
D H A

,
T は D H A

-

S に 比 し
,
妊婦血中濃度は

微量 で あ り, D H A は約 0 .4 J` g/ dl , T は約0 ･2 jL g/ dl

で
,
T は妊娠経過 と共に増量 す る

3 7)
. D H A は分娩時約

3 〟g/ dl で , ま た , 分娩直後の臍帯動静脈中 D H A 濃度

は約 9 お よび 6 JL g/ d l で ある
4 0)

.
こ れ ら a n d r o g e n が ,

妊婦, 胎児胎盤に どの よう な影響 を及 ぼ してい るか に

つ い て は , 多くの 面 で なお 不明の 点が 多い .

M T 又 は 主 要作 用 点が di h y d r o f ol a t e r e d u c t a s e で

あ る葉酸措抗物質で あ り, 臨床的 に も絨毛性腫瘍に対

し て有効で あ る .
B e W o 細胞に 対す る作用 としては,

M T X を0 . 1 ～ 1 0 0 0 〝M を添加して培養 した場合瀾
胞

数に 著明な変化が認め ら れ なか っ た と する もの もあ
る

が
4 5)
, 本実験 で は, 相当の 増殖抑制作 用が 認められた･

しか し
,
D R C に 比 し , 細胞破壊作用 が軽度で ある傾向

が み られ たが , そ の 差 は作用墳構の 差に も由来するも

の と思 わ れ た .

D R C は st r e p t o m y c e s v a r ･ C a e Si u s
か ら得ら れた抗

腫瘍性抗生物質で あ り, その 作用 機構 は D N A に強掛
二
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蘇合しで D N A
- R N A 合成 を阻害す る･ しか し, 蛋白

合成には ほとん ど影響 しな
い と され る

･
D R C 添加の 本

実験で は, h C G 産生量
の著増が認 めら れ た が, こ れ は

覿胞障害の た めと もみ な さ れ
る が

, ま た , 何 らか の機

構で細胞自体の h C G 分泌能
が高ま っ たの では ない か と

も考え ら れ る .
B e W o 細 胞 の h C G 産 生 に つ い て ,

A c ti n o m y Ci n D を添加 した場合, h C G 分泌は数倍 に,

細胞内b C G 濃度 は十数倍に な っ た との報告も ある
46)

･

これらか らも , 細胞障害 とb C G との 関連性 各種添加

物質に よる h C G 分泌促進作用 な どの 問題 は, 絨毛膜組

織の組織培養 に お ける重要な問題の
一 つ で ある ･

結 論

ヒト妊娠性絨毛上 皮腫に 由来する B e W o 栄養膜細胞

系B e W o t r o p h o b l a s ti c c ell li n e ( B e W o 細胞系) を

被検材料と して, こ の細胞増殖状態 およ び b C G 産生量

に及ぼ す p r e g n e n ol o n e ( P N ) , p r O g e S t e r O n e ( P ) ,

e str a di ol (E D) , d e h y d r o e pi a n d r o s t e r o n e ( D H A ) ,

D H A s ul f a t e ( D H A
-

S ) , t e S t O St e r O n e ( T ) , h C G ,

m e th o tr e x a t e ( M T X ) , d o x o r u b i ci n ( D R C) 添加の

影響に つ い て検索 し, 次の 結果を得た.

ste r oid h o r m o n e は e th a n ol に 溶解 して, 培養液 に

添加され たが, e th a n o l 終末濃度が 0 . 2 5 % 以 下で あれ

ば, 細胞増殖速度 や形態面 で対照群と eth a n ol 添加群

の聞に ほとん ど全く差が認 め られ なか っ た . 本実験 で

は etb a n ol 終末濃度が 0 . 2 % となるように して添加実験

を行なっ た .

添加 st e r oi d h o r m o n e 終末濃度 は 2 . 5
,
5
,
1 0

,
2 0 jL g/

m l であ っ た が ,
一 般に s t e r oi d h o r m o n e 添加に よ り,

細胞増殖 は軽度 ある い は著明に 抑制され , そ の程度は

添加濃度の 増加に 伴 っ て増強し た . そ の 抑制の 強さ は,

E D および P が最も強く, また E D が P よ り強い 抑制 を

示す傾向が認 められ た
.
E D 添加の 場合 は, 第 7 日 に お

ける対照群の 細胞増加比 は平均2 1 . 6 倍で あ っ た が,

E D 2 . 5
,
5 〟g/ m l 添加 で は平均11 . 0

,
0 . 8 7 倍と低下 し,

1 0
,
2 0 〟g/ m l 添加で は 第3 日で す で に 平 均0 . 1 6

,
0 .0 7

放と激減した
.
P 添加の 場合 は, 第7 日 に お け る対照群

の細胞増加比 は平均 24 . 0 倍 で あ っ たが , P 2 ふ 5 ノJ g/

m l 添加で は平均7 . 3
,
1 . 3 倍と低~F し, 1 0 , 20 ノノ g/ m l

添加では第3 日 で 平均 0 . 5 5
,
0 . 2 3 倍 と減少 した .

細胞1 個当 り 24 時 間 の hC G 産生 分 泌 量 は, E D 5

〟g/ m l 以 上の 添加濃度 で は, E D 濃度の 増加と共に 著し

く増加し たが
,

一

方 ∴P 添加の 場合で は, 濃度の 増加と

共に減少する傾向が認め られ た .

P N 添加の 場合の 細胞増殖抑制の 程度は中等度で あ

ー)
,
D B A

,
T 添加 で はそ の 抑制は軽度で あ っ た .

ま た
,

D H A - S , h C G に は ほと ん ど全く抑制作用 は認 めら れ

667

ず, 対照群 との 間に 著変は認め られ な か っ た . 細胞 1 個

当りの h C G 産生真に 及 ぼす 影響では, P N , D H A , D H A

- S
,
T の 添加濃度が変化し て も, 細胞の h C G 産生量は

ほ ぼ
一 定値 を保 っ た .

M T X
,
D R C の 添加濃度は 1 , 5 , 1 0 , 5 0 n g/ m l で あ

っ たが
,
B e W o 細胞増殖 に 及ぼ す影響で は, 1 n g/ m l で

は共に さほ どの 効果は なく , 5 n g/ m l で は , M T X の 場

合は細胞数の増加が停止 し, D R C の場合は急激 な減少

を示 した . そ の 細胞破壊作用 は濃度 の 増加 と共に 増大

した . 細胞 1 個当り の b C G 産生量 は, D R C の場合 に は

濃度の増加に 伴 っ て著明に増加 したが, M T X の場合 に

は濃度の増加 と共に 中等度 に 増加 した.

終りに指導 と校 閲をい ただい た西 田悦郎教授 に深甚の 謝意

を表 します . また , 種 々 の面 で教示, 協力い ただい た井本 ,

寺田博士始め 各教官, 穴田 , 相川 , 中川 , 山崎 , 荒木各技術

貞 に感謝 し , 併せ て技術面 で指導 を賜 っ た本学が ん研究所分

子免疫部右田教授 に感謝致します .
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