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緒 言

ヒ ト肺癌 の 大部 分 は,気 管 支 上皮 か ら発 生す

る とされ て い るが,そ の詳 細 は 必 ず しも明 らか

でな く,ま たそ の組 織 学 的所 見 は著 し く多彩 で,

多型性 の強 い癌 の一 つ で あ る と考 え られ て い る.

肺癌 は,組 織 学 的 には 扁平 上 皮癌,腺 癌,小 細

胞癌,大 細 胞癌 に分 け られ るが,発 生 部 位,進

展様 式,臨 床像,各 種 治療 に対 す る感 受性,予

後 な どは,そ の組 織 型 に よ り著 し く異な るこ と

が知 られ てい る1)-2).

各組 織型 の ヒ ト肺 癌 由 来の 培養 細 胞 株 を樹立

し, in vitroに おけ る実 験 モデル を作 製 す るこ と

は,各 組 織 型 の細 胞 生 物学 的 特徴 を知 る上 で大

きな意義 を もつ とと もに,ヒ ト肺癌 の細 胞生 化

学 的 あ る いは 細胞 薬理 学 的 研 究 に極 め て 有 用 で

あ る と思 わ れ る.し た が って,従 来 よ り多 くの

研 究者 に よっ て ヒ ト肺癌 の 長期 培 養 が 試 み られ

て きた が,ヒ ト肺 癌 細 胞 株 の 樹 立 は1955年,

 Frischら3)が 肺 腺癌 患者 の胸 水か ら肺 腺癌 細 胞

株 の樹 立 に 成功 した こ とに始 ま る.以 来,本 邦

にお い て も各種 組 織 型 の ヒ ト肺癌 細 胞 株 が い く

つ か樹 立 され て い る4).

今 回著 者 は,ヒ ト肺癌 のin vitroに おけ る実

験 モデ ル の作 製 を 目的 と し,肺 癌 患 者 よ り培養

細 胞株 の 樹立 を試 み,ヒ ト肺 扁平 上 皮 癌 由 来 細

胞株(EBC-1株)な らび に ヒ ト肺 腺 癌 由 来細 胞 株

(ABC-1株)を 樹立し,こ れら細胞株の性状につ

いて検討 したので若干の文献的考察を加えて報

告する.

症 例

(1) EBC-1株 由来症例

患者: 69才,男 性

主訴:背 部痛

現病歴ならびに臨床経過:生 来健康 であり,

昭和52年8月 集検時の胸部レ線にても何ら異常

を認めなかった.昭 和53年2月 頃より,発 熱,

咳嗽,喀 痰等を認め,胸 部レ線検査にて右肺門

部を中心に異常陰影を認めたため,抗 生剤,抗

結核剤等の投与をうけたが,症 状の改善を認め

なかった.同 年3月 中旬より背部痛,食 思不振

が出現し,同 年3月28日 某病院にて気管支鏡検

査を施行し,肺 癌 と診断されたため,同 年4月

21日岡山大学医学部第2内 科に転院となる.転

院時,理 学的には右側肺にて呼気時に乾性ラ音

を聴取し,頸 部,腋 窩,鼠 径部に小豆大からえん

どう大の リンパ節 を多数触知 し,胸 部,腹 部

皮下にえんどう大の腫瘤を多数触知した.肝 を

1.5横指触知した.レ 線検査では,右 肺門部の腫

瘤影および第9胸 椎に圧迫骨折像を認めた.入院

後の右側胸部皮下腫瘤生検の組織所見は,比 較

的大型の未分化な腫瘍細胞が充実性の胞巣を形

成し,明 らかな角化は示さないが扁平上皮癌へ
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の移 行 を示 す低分化 型扁平上 皮癌 であった(図 ①).

同年4月28日 よ りneocarzinostatin 6mg/日 を

5日 間 投 与 したが 効 果 は認 め られ ず左 胸水 の貯

留お よび 上大 静 脈 症候 群 を きた した.胸 水 は,

黄 色 透 明 で 貧 食細 胞 と成 熟 リンパ 球 が 主体 で あ

った.ひ きつづ きcyclophosphamide, vincristine,

 methotrexate, procarbazineに よ る化 学療 法 を

2コ ー ス施 行 したが 十分 な効 果 は認 め られ ず,

胸 水 の 増加,皮 膚 転移 巣の 増 悪,脳 転 移 を疑 わ

せ る精 神症 状 等 出現 し,同 年6月18日 死亡 した.

(2) ABC-1株 由 来症 例

患者: 47才,男 性

主訴:胸 痛

現 病 歴 な らび に 臨 床 経 過:生 来 健 康 で あ った

が昭 和52年8月,右 側 胸 部痛 が 出現 した.某 医

に て神 経痛 と して加 療 され た が,昭 和53年4月

胸 痛 の 増悪,発 熱,体 重 減 少,胸 水 の貯 留 が 認

め られ た ため,浸 出性 胸 膜 炎 を疑 い抗 結 核 剤 の

投 与 を うけ た.し か しなが ら,症 状 の 改善 は 認

め られ ず,同 年11月 精 査 加療 を目的 に 岡 山大 学

医学 部 第2内 科 に 転 院 とな った.転 院時,理 学

的に は 右胸 郭 の萎縮,運 動 制 限 あ り,右 第5肋

間以 下 に て呼 吸 音 は聴 取 され ず,打 診 にて 濁音

で あ った.胸 部 レ線検 査 で は,右 胸 水 の貯 留お

よ び右横 隔膜 上 に 巨大 腫 瘤 状 陰影 を認 め た.右

第4肋 骨 お よ び胸 膜 の生 検 を試 み たが,肋 骨 に

悪 性 所 見 は認 め られ ず,嚢 胞 状 の腫 瘤 内 よ り暗

赤 色 の 液体 を採 取 した のみ で あ っ た.同 年12月,

腸 骨 骨髄 生 検 を施 行 した結 果,組 織 像 は低 分化

型 腺 癌 で,比 較 的 大型 の 腫 瘍 細胞 が 胞 巣 を形 成

し,一 部 で管 腔 形成 が 認 め られ た.胸 水 のパ パ

ニ コ ロー 染 色 では,癌 細 胞 は 明瞭 な核 小 体 と泡

沫 状 の 中等 量 の 細 胞質 を有 し,典 型 的 な腺 癌細

胞 の像 を呈 してい た(図 ②).同 年12月15日 よ り

cyclophosphamide, vincristine, methotrexate,

 procarbazineに よ る化 学 療 法 を3コ ー ス施 行 し

たが 臨床 効 果 は 認め られ な か っ た.昭 和54年2

月右 胸腔 内にaclacinomycin 40mgを 注 入 した

と ころ腫 瘤 は 著 明 に縮 少 したが,同 年3月 に な

り左側 に血性胸 水の 出現 を認め たためmitomycin

図①. EBC-1株 由来患者 の皮下腫 瘤のH-E染 色標本. ×400倍.比 較的大型の腫瘍細 胞が充実

性の胞 巣を形成 し,低 分化型扁平上 皮癌 の像 を呈 している.
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C 10mgを 胸腔 内に 注 入 した.左 側 胸 水 の 細 胞

診 にて も腺癌 細 胞 を認 め た.こ の頃,骨 シ ンチ

に て全 身 に 多発性 の骨 転移 巣 を疑 わせ る集 積像

を認め,肝 シ ンチ に て肝 右葉 下 端 に 肝転 移 を示

唆す る所 見 を得 た.同 年4月 に な り,慢 性 播 種

性 血管 内凝 固症 お よびCO2ナ ル コー ジスの 状 態

にお ち入 り,同 年4月29日 死亡 した.

実験 材 料 と方法

1.培 養 方 法

EBC-1株 は,下 記 の手 順 で培 養 を行 な っ た.

す なわ ち,ま ず未 治療 時の 患 者 皮下 転 移 巣 を摘

出後,非 腫瘍 部 分 を除去 したの ち,耳 鼻科 用 鋏

で細切 し,パ イペ ッテ ィン グ後,茶 こ しで ろ過

した.次 に,ろ 過 した細 胞 浮遊 液 を遠 沈 し,得

られ た細 胞 をRPMI 1640(Flow製)で1回 洗 浄

後培養 に共 した.

ABC-1株 は,下 記 の 手順 で培 養 を行 な った.

す なわ ち,化 学療 法 後 出現 した 左血 性 胸 水 を,

ヘ パ リン で ぬ ら した 注 射 器 で150ml採 取 し,

 Ficoll Conray比 重 遠 沈法 で赤 血球 を除去 した

の ち,腫 瘍 細 胞 層 をRPMI 1640で1回 洗 浄後 培

養 に共 した.

植 え込 み は,培 養 液2.5mlに 細 胞 を浮遊 させ,

直 径35mmの ガ ラ ス シャー レに植 え込 み, 37℃,

 5% CO2培 養 器 に て静 置 培養 した.培 養 液 は ス

トレプ トマ イシ ン100r/mlと ペ ニ シ リン100単 位

/mlを 含 むRPMI 1640に, 20%胎 児牛 血 清(FCS,

 GIBCO製)を 加 え た もの と, 20%ヒ ト臍 帯 血 血

清(HCS,自 家 製)を 加 え た もの の2種 類 を使 用

した.培 養 液 は, 1週 間に2回 半 量 を静 か に 更

新 した. EBC-1株 の継 代 は, 0.25%ト リプ シ ン

溶 液 に0.05% EDTAを 加 え た 液 で 培 養 細 胞 を

分 離 し,そ の一 部 を新 しい シ ャー レ内 の培 養 液

に 浮遊 させ て行 っ た. ABC-1株 の継代 は,細 胞

浮 遊 液 の一 部 を新 しい シャー レに移 し,こ れに

新 しい培 養 液 を加 えて行 な った.

2.電 子 顕 微 鏡観 察

培養細 胞 を2000rpm 10分 間遠沈 し, cell pellet

を作 り, 3%グ ル ター ル ア ルデ ヒ ドで1時 間 固

図②. ABC-1株 由来患者の胸水のPapanicolaou染 色標本. ×1000倍.腫 瘍細 胞は,明 瞭な核

小体 と泡沫状の 中等量 の細胞質 を有 し,細 胞形態学的 に腺癌細 胞の特 徴 を有 して いる.
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定 した の ち, 1%オ ス ミウム酸 で30分 間 固定 し

た.次 い で,エ チ ル アル コー ル系 列 で脱 水 し,

プ ロピオンオ キサ イ ドを経 て エ ポ ン812に 包 埋 し

た. LKBウ ル トラ トー ム を用 いて ガ ラ スナ イフ

で超 薄切 片 を作 製 し,酢 酸 ウ ラニ ル お よび クエ

ン酸 鉛 で重 染 色 を施 し, Hitachi HS-8型 電 子 顕

微 鏡 で 観察 した.

3.染 色体 分 析

染 色 体分 析 は 原 則 と してMoorheadら5)の 方

法 に準 じて行 な った.す なわ ち,培 養 シ ャー レ

に1r/mlの 濃 度 の コル ヒチ ンを加 え, 37℃ 60分

間静 置 した の ち, 0.6%ク エ ン酸 ソー ダに よ り低

調 処 理 を行 な った.次 い で,メ タ ノー ル と氷 酢

酸 の3:1の 混 合 液 に て 固定 し,細 胞 をス ラ イ

ドグ ラ スに 滴下 し,乾 燥 後Giemsa染 色 し,顕 微

鏡 写 真 を撮 影 し,染 色体 を分析 した.

結 果

1.樹 立経 過

EBC-1株 は,昭 和53年4月21日 に 培養 を開 始

した.培 養 初 期 の増 殖 速 度 は,極 め て 緩 徐 で あ

った が,同 年9月2日 に 初代 継代 に成 功 した,

増 殖 速度 は,し だ い に速 くな り, 10代 目頃 よ り

は 約2週 間 に1回 の継 代 が 可能 とな った.細 胞

は,比 較 的 一 様 の 中等 大 の細 胞 で,浮 遊 す る こ

とな く,上 皮 様 配列 を示 し,ガ ラ ス面 に単 層 性

に付 着 増殖 し,重 層性 は 殆 ん ど認 め られ なか っ

た(図 ③).細 胞 分裂 指 数 は2.2で,細 胞 の倍 加 時

間 は42時 間 であ った.継 代 を重 ね,昭 和59年9

月現 在, 180代 の 継 代数 を数 えて い る.

ABC-1株 は,昭 和54年4月4日 に 培養 を開 始

した.培 養 開 始 後20日 目 まで は,大 半 の細 胞 は

ガ ラ ス面 に付 着 増 殖 を示 し,一 部 の 細 胞 のみ が

浮 遊 増 殖 を示 した.こ の 頃 よ り,浮 遊増 殖 の 細

胞 が しだ い に増加 し,同 年5月14日 初代 継代 に

成 功 した.以 後 は,中 等 大 の球 形 細 胞が,多 く

は浮 遊 増 殖 を示 し,そ の 一部 は小 さな細 胞 集 塊

を形 成 し,ま た 少数 の 細 胞 は ガ ラス 面 に付 着増

殖 した(図 ④).細 胞 分 裂 指数 は1.4で,細 胞 の倍

加 時 間 は72時 間 で あ っ た.約2週 間 に1回 の継

図③. EBC-1株 の位相差像. ×300倍. EBC-1細 胞は,上 皮様配列 を示 し,ガ ラス面に単 層

性 に付着増 殖 してい る.
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図④. ABC-1株 の位相差像. ×300倍. ABC-1細 胞 は,大 多数 が浮遊 増殖 を示 し,一 部は小 さな

細胞集塊 を形成 して いる.少 数 の細胞は,ガ ラス面に付着増殖 して いる.

図⑤. EBC-1株 のPapanicolaou染 色標本. ×400倍.や や扁 在す るほぼ円形の核 と1～2個 の核小体お

び 中等量 の重厚 感のあ る細胞質 を有 し,低 分化型扁平上皮癌細胞 の像 を呈 している.
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図⑥. ABC-1株 のPapanicolaou染 色標本. ×400倍.扁 在す る卵円形の核 と1～ 数個の明瞭 な核小体

を有 し,細 胞質 は明る く, ABC-1株 由来患者の胸水 中の腫瘍細 胞(図②)に 類似 してい る.

図⑦. ABC-1株 の透過型電顕写真. ×3800倍.腫 瘍細胞 は,腺 房構 造 を形成 し,一 部 にtight junction

が認め られ,細 胞質内 には多量 の粘液 顆粒 がみ られ る.



ヒト肺癌実験モデルの作製に関する研究 697

図⑧. EBC-1株 の染 色体 分布 図.モ ー ドは53本 で あ る.

図⑨. ABC-1株 の 染 色 体 分 布 図.モ ー ドは53本 と54本 で あ る.

代 を重 ね,昭 和59年9月 現 在190代 の継 代 数 を数

えてい る.な お,培 養 液はEBC-1株 お よびABC-1

株 と もに80% RPMI 1640+20% HCSあ る い は

80% RPMI 1640+20% FCSの ど ち らを用 い て

も培養 可 能 で あ った.

2.細 胞 形 態

EBC-1細 胞 は,パ パ ニ コロー 染 色 では やや 扁

在 す るほ ぼ 円形 の 核 と1～2個 の核 小 体 お よび

中等量 の 重厚 感 の あ る細胞 質 を有 し,細 胞形 態

学 的に 低分 化 型 扁 平上 皮癌 細 胞 の特 徴 を有 して

いた(図 ⑤) .

ABC-1細 胞 は,パ パ ニ コロー 染 色 では 扁在 す

る卵 円形 の核 と1～ 数 個 の 明 瞭 な核 小体 を有 し,

細 胞質は 明る くABC-1株 由 来患 者 の胸 水 中 の癌

細 胞に 類似 して い た(図 ⑥).

ABC-1株 の透 過 型 電子 顕 微 鏡 に よる観 察 では,

い くつ か の腫 瘍 細 胞が 腺 房構 造 を形 成 し,細 胞

は一 部 にtight junctionを も っ て互 い に接 着 し

て い た.細 胞周 辺 に は少 量 の微 絨 毛 を認め,細

胞質 内に は粘 液 顆粒 を多量 に 含 ん でお り,腺 癌

細 胞 として の特 徴 を有 してい た(図 ⑦).

3.染 色体
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EBC-1株 の 染 色体 分 析 は, 62代 目の培 養 細 胞

を用 いて50個 の細 胞 につ いて 行 な った.染 色 体

数 は, 35～102と 広 範 囲 に分 布 し,モ ー ドは53本

に あ った(図 ⑧).

ABC-1株 の染 色体 分 析 は, 69代 目の 培養 細 胞

を用 いて50個 の細 胞 に つ いて 行 な っ た.染 色体

数 は, 25～57と 広 範 囲 に分 布 し,モ ー ドは53本

と54本 に あ っ た(図 ⑨).

考 察

各組 織 型 の ヒ ト肺癌 細 胞株 の樹 立は,肺 癌 の

組織 発生,増 殖 態 度,各 種 治 療 に対 す る感 受 性

の差 異 な ど,肺 癌 の 基礎 的,臨 床 的研 究 に 有意

義 な材 料 を与 え て くれ る.ヒ ト肺 癌 細 胞株 の樹

立 は, 1955年Frischら3)が ヒ ト肺 腺癌 胸 水 よ り

の培 養 細 胞株(MABEN株)を 報 告 して以 来,本

邦 に お いて も1974年 辻 ら6)-12)が扁平 上 皮癌 由来

細 胞株2株,腺 癌 由 来 細 胞株5株,小 細 胞癌 由

来 細 胞株1株 を報 告 す るな ど,い くつ か の細 胞

株 の樹 立 が報 告 され て い る13).

著者 は, 1977年 よ り1979年 に か け て,ヒ ト肺

癌 のin vitroに お け る実 験 モデ ル の作 製 を 目的

と し,岡 山大学 医 学 部 第2内 科 に 入院 中の肺 癌

症例20例(扁 平 上 皮癌7例,腺 癌13例)よ り培養

細 胞 株 の 樹 立 を試 み,扁 平 上 皮 癌 細 胞 株1株

(EBC-1株)お よび 腺癌 細 胞株1株(ABC-1株)

の 樹立 に成功 した.細 胞株 の 樹 立 を試 み た20例

の 臨床 材 料別 の 内訳 は,扁 平 上 皮癌 症 例 で は 原

発 巣6例,皮 膚転 移 巣1例 であ り,腺 癌症 例 で

は 原発 巣8例,胸 水5例 で あ った.細 胞 株 の樹

立 に成 功 したEBC-1株 は皮膚転移 巣由 来 で あ り,

またABC-1株 は胸水 由来 であった.原 発 巣 よ りの

細胞 株 樹 立 は14例 に つ い て試 み たが,全 て 成功

しなか った.

原 発 巣 よ り細 胞 株 の樹 立 が で きず, EBC-1株

お よ びABC-1株 が そ れ ぞ れ 皮 膚 転 移 巣 お よび

胸 水 由 来 で あ っ た こ とは,こ れ らの部 位 か らは

培 養 材 料 が得 られ や す い こ との み な らず,原 発

巣 に 比 し,非 腫 瘍 性 の上 皮 細 胞 成分 が 少 な く,

他 の 環境 に生 着 しや す い ク ロー ンが選 択 され て

い る可能 性 が あ る こ と,壊 死 が 少 な くviability

の よ い細 胞が 得 られや す い こ とな どが 考 え られ

る14)-15).諸 家 の 報 告 で も,培 養 材 料 をみ る と,

 Baronら16)が 肺腺癌 原発巣 よ りの細胞 株(LAC株)

の樹 立 を報 告 して い るが,肺 癌 原 発 巣 由来 の細

胞株 の 報告 は少 な く17)-18),転移 リンパ 節,胸 水,

皮膚転移 巣由来の細 胞株が圧倒 的 に多い8)-10),19)-20).

この ことは,前 述の理 由に よる もの と推 測 され る.

今 回著 者 は, 2名 の患 者 よ り ヒ ト肺癌 の代 表

的 な組 織 型 で あ る扁平 上 皮 癌 お よび腺 癌 の培 養

細 胞 株 の樹 立 に 成功 した.こ れ ら2つ の細 胞 株

は,肺 癌 の組 織 型 に よ る生 物 学 的特 異 性 の相 違

を明 らか にす るた めの 材 料 と して その 意義 を有

す る とともに,ヒ ト肺 癌 細 胞 を用いて のin vitro

にお け る 各種 治療 法の 基 礎 的研 究,単 クロー ン

抗 体 の作 製,抗 腫瘍 剤 の ス ク リー ニ ン グ,あ る

いは 細 胞薬 理 学 的研 究 な どの ため のin vitroに

おけ る ヒ ト肺 癌 の 実験 系 として 有用 で あ る と考

え る.

結 語

今 回著者 は,肺 扁平 上 皮 癌 患者 皮 下 転移 巣 由

来の ヒ ト肺扁 平 上 皮癌 細 胞 株(EBC-1株)と,肺

腺癌 患 者癌 性 胸 膜 炎胸 水 由 来 の ヒ ト肺 腺癌 細 胞

株(ABC-1株)の 樹 立 に成功 した. EBC-1株 は,

昭和53年4月21日 に培 養 を開 始 し,昭 和59年9

月現 在180代 の 継代 数 を数 え て い る.細 胞 は,単

層性 に付着 増 殖 し,細 胞 分 裂指 数 は2.2で,倍 加

時 間 は42時 間 であ った.培 養 細 胞 のパ パ ニ コロ

ー染 色 で は,低 分 化 型扁 平 上 皮癌 の特 徴 を有 し

てお り,患 者 皮 下 転移 巣の 腫 瘍 細 胞 と形 態学 的

に よ く類 似 して い た,染 色体 数 は35～102と 広 範

囲 に分 布 し,モ ー ドは53本 に あ った. ABC-1株

は,昭 和54年4月4日 に培 養 を開 始 し,昭 和59

年9月 現 在190代 の継 代 数 を数 えて い る.細 胞 は,

大部 分 が 浮遊 増 殖 を示 し,一 部 が 付着 増 殖 し,

細胞 分 裂 指数 は1.4で,倍 加 時間 は72時 間 であ っ

た.培 養 細 胞 のパ パ ニ コロー 染 色 では,低 分化

型腺 癌 の 特徴 を有 してお り,患 者 胸 水 中の癌 細

胞 と形 態 学 的 に よ く類 似 して い た.透 過型 電子

顕微 鏡 に よ る観 察 で も,粘 液顆 粒 を 多量 に有 し

て い る な ど腺 癌細 胞 と して の特 徴 が 認 め られた.

染 色体 数 は25～57と 広 範 囲 に 分布 し,モ ー ドは

53本 と54本 に あ った.

これ ら2つ の ヒ ト肺 癌 細 胞 株 は,肺 癌 の 組織

型 に よる生 物 学 的特 異性 の 検 討,抗 腫 瘍 剤 の ス
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クリーニングを含めた各種治療法の基礎的研究

において有用な実験系になりうると考えられる.

本論文 を擱筆す るにあた り,御 懇篤 なる御指導 な

らびに御校閲 を賜わ りました恩師木村郁郎教授 に深

甚の謝意 を表 します.ま た,直 接御指導 を賜わ りま

した大熨泰亮助教授,平 木俊吉先生に深謝致 します.
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Experimental model of human lung cancer

Part I. Establishment and characterization of new tissue culture 

cell lines from human squamous cell carcinoma and

 adenocarcinoma of the lung.

Yoichi WATANABE
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(Director: Prof. I. Kimura)

Two human lung cancer cell lines designated as EBC-1 and ABC-1 were newly

 established for the purpose of making an in vitro experimental model of human lung 

cancer. The EBC-1 line was established from a metastatic skin tumor of a patient with 

squamous cell carcinoma of the lung. The cells grew in a monolayered sheet with a 

population-doubling time of 42 hr. The chromosome number showed wide variation from 35 

to 102 with a modal peak at 53. The ABC-1 line was established from pleural effusion of 

a patient with adenocarcinoma of the lung. The cells grew mainly in a floating clump 

with a population-doubling time of 72 hr. Karyotypic analysis disclosed a wide variation 

from 25 to 57 with two modal peaks at 53 and 54.

The EBC-1 and ABC-1 lines may be useful for biological, cytopharmacological and

 therapeutic studies of human squamous cell carcinoma and adenocarcinoma of the lung.


