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緒 言

原発性肝癌に由来す る細胞株は,肝 細胞癌発

生に対する肝炎ウイルスの関与や,腫 瘍マーカ

ーの発現 を初め,肝 細胞癌あるいは胆管細胞癌

の発生,病 因,診 断,治 療等の諸研究に欠かす

ことので きない材料であ る,現 在までに肝細胞

癌に由来す る細胞株 を中心に数十例報告されて

いる1)-17)が,研 究の一層の進展には未だ不十分

である.一 般 に肝癌の培養内株化は現在か なり

困難であると考えられている.肝 癌の組織 とし

ての特異性 もあるが,最 大の理由 として,現 在

は種々の治療 を経た手術材料が中心となるため,

細 胞生存率の低下が避けられない18に とによると

考 えられる,今 回,我 々は, 20例 の 肝動脈塞栓

術(transcatheter arterial embolization以 下

TAEと 略 す)施 行あるいは非施行手術材料 を入

手し,細 胞分散法あ るいは培養条件 を可能 なか

ぎり変化 させて秘代培養 を試み,α-フ ェ トプロ

テイン(AFP)や ア ルブ ミン(ALB)産 生 産の

推移 などの観察を行 うとともに,一 系の株化に

成功 したので報告する.

材 料 と 方 法

1. 症 例

培養には, Table 1に 示 した様に20例 の手術

材料 を用 いた.

2. 培 養 方 法

採取 された腫瘍組織を,メ スにて細片し,さ

らにHanks'液 にて洗浄後, 0.05%コ ラゲナーゼ

(sigma), 1000u/mlデ スパーゼ(合 同酒精)そ

れぞれ1.37℃, 30分,あ るいは500u/mlトリ プ シン

(持田製薬)4℃20分 か ら24時 間処理 しさらに

その後150μmporeの メ ッシュに通した.最 終濃

度10%牛 胎 児血清または20%成 集血清(56℃30

分 非動化 以下BSと 略す)と 最終濃度0.2%ラ ク

トアルブ ミンハイ ドロリゼイ ト(GIBCO)を加

えたRPMI-1640(日 水)を 主な培養液 とし(以

下RLと 略す),初 代 培養の場合は,全 細胞収量

を1～2枚 の35mmシ ャー レ(Falcon)あ るいは

35mmコ ラーゲンディシュ(岩 城ガラス)に 播種

し,株 細胞の場合は原則的には, 10万/m14mlを

60mmシ ャー レに播種 し, 5% CO2イ ン キュベー

ター内で静置培養 を行った.

3. 染 色体分析

対数増殖期にある細胞に0.3%コ ル ヒチンを添

加 した後,常 法19)に従 い作製 し,同定可能の分裂

像について分析 を行った.

4. 生 化学的検索

初代培養あるいは継代培養後,適 当な時点で

培養液 を交換し,さ らに2日 間培養液を1200回

転5分 遠心 した後,そ の上清についてAFP並 び

にALBをELTSA法20)に て,ま た,Ferritin,

 Elastase-1, Tissue Polypetide Antigen

 (TPA),β2-microglobulin (BMG), Carbo-
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hydrate Antigen (CA) 19/9, CA-125, Pancre

atic Secretory Trypsininhibitor (PSTI), Irn

munosuppresive Acidic Protein (IAP)を

radioimmuroassay kitに て それ ぞ れ測 定 をお こ

な っ た.ま た,培 養 上 清 中 の ア ル カ リフ ォ ス フ

ァ タ ー ゼ(ALP)をKingら21)の 方 法 で,ま た

γ-glutamyltranseferase(GGT)をLaishes22)の

方 法 で,さ らに,細 胞 中 のALP活 性 を, 0.93mol/

1 AMP緩 衝 液(PH 10.5)中 のP-ニ トロ フ ォ ス

フ ェ イ トか ら, P-N-ニ トロ フ ェ ニ ー ル の 遊 離 を

比 色 す る こ とに よ り測 定 した.

Table 1 PRIMARY CULTURE OF HUMAN HEPATOMA

* Transcatheter arterial embolization

** Hepatocelluar carcinoma

*** Cholangiocelluar carcinoma

5. 異種移植性

ヌード マウスBALB/Cの 背 部に,酵 素による

分散細胞ない しは細切 した組織片 として接種 し

た.播 種材料 は, HuH-15～24, 26～30, 33の16

例 で ある.株 化 したHuH-28に つ いては,継 代9

代 に も接種 した.

6. 増 殖 曲 線

細胞株 として樹立 されたHuH-28に つ いては,

 7代(植 え込み数1.5×104cells/wellお よび2.5×

104cells/well)お よび12代(4.5×104cells/well)

にお いて,ま た,亜 株HuH-28-1に つ いては,

 33代(3×105cells/well)に おいて,細胞 を24穴

マ ルチウエルディシュ(Falcon)に 播種 し, 2

週間 にわたり,細 胞数を計測 した.

結 果

1. 細 胞 分 散

腫瘍組織からの細胞収量なちびに生存率は,

酵素の種類に関係な く非常に低 く(細胞収量は,

多い例で104cells/g wet tissue,生 存率は約1

%),カ ウン ト不能な例が多かった.こ れは, TAE

非施行例2例 を除き,材 料のTAE施 行 の有無に

は とくにこ関係しなかった. HuH-28, HuH-33の

2例 については,ト リプシン処理により比較的



ヒト肝癌細胞の培養　 133

高 い生存率(両 者とも約15%)が 得 られた.

2. 初代 培養におけ る細胞形態

単層培養では, TAE施 行例1/8,非 施行例

4/12に 上皮性細胞 を認めた.一 方,移 植片培養

法では, TAE施 行 例1/8,非 施行例3/12に 上

皮性細胞の遊出を認めた(Fig. 1). HuH-28と

HuH-33を 除 いて,上 記の上皮性細胞のほとん ど

は, 1週 間か ら3ヵ 月間の間に変性消失 した,

 HuH-28は,紡 錘形細胞が主であり,一 部に多角

形細胞が存在 した. HuH-33は 多角形細胞 とやや

細い角形細胞が3ヵ 月以上存在 し, 1988年10月

1日 現在増殖中である.

Fig. 1 Epithelial-like cells derived from human primary liver cancer tissues treated with or without 

TAE. Phase contrast. •~100. 1, HuH-21 (TAE+): 2, HuH-15 (TAE-): 3, HuH-27 

(TAE-): 4, HuH-28: (TAE-): 5, HuH-33 (TAE-).

3. 細 胞 増 殖

ほ とん どの細胞系は,継 代に到 る前に死滅 し

た. HuH-28は,ゆ っくりとした増殖性を示 しな

がら継代可能となり細胞株となった23) 24).その後,

本細胞株 よりBS濃 度 を順次低下 させ, 1% BS

添加 培地で継代可能な亜株(HuH-28-1)を 得た.



134　 日下 泰徳 他6名

Fig. 2に は, HuH-28(RL+20% BS)お よび

その亜株HuH-28-1 (RL+1% BS)の 増殖曲

線 を示 した. HuH-33は,初 代培養後, 108日 目

に第一回目の継代が可能 となった。 また,以 下

に示す様に初代培養後22日目 に染色体作製可能

とな り,将 来樹立細胞系となることが,期 待 さ

れ る.

Fig. 2 Growth curves of HuH-28 cultured in 

RPMI-1640 supplemented with 0.2% 

lactalbumin hydrolysate and 20% BS

 (-, ------) and its subline HuH-28-1

 cultured in RPMI-1640 supplemented

 with 0.2% lactalbumin hydrolysate and

 1 % BS (-ý-). Bars, Mean•}SD.

4. AFPな らびにALBの 推移

肝癌細胞のマー カー としてAFPお よびALB

の推 移 を調べ た(Table 2).培 地 中のAFPは,

 1週 間 から1ヵ 月間検出可能であった.多 くの

細胞系は,細 胞の変性 とともにAFP量, ALB量

とも未検 出となった.

HuH-33は101日 現在,微 量ながらAFPお よび

ALBと もなお検出 可能であり観察される上皮性

細胞は,肝 癌細胞 であることが考えられた.

5. 染 色体分析

HuH-28お よびHuH-33が 染色体作製可能 とな

った. HuH-28で は,継 代3代 ならびに14代 にお

いて,染 色体はすべ て人型で,染 色体数は, 40-

90の 範囲 に分布 し,モー ドは,い ずれ も59で あ

った. HuH-33で は,初 代培養後22日 目にご染色体

作製 を行い,異 数体性が観察された(Fig. 3).

6. 異種移植性

移植後2ヵ 月か ら6ヵ 月の時点で腫瘤形成を

認めてい ない.

7. 生化 学的検素

HuH-28お よびその亜株HuH-28-1の)培 養上

清について生化学的検索を行 った結果, Ferritin,

 Eiastase-1, BMG, TPAを 検 出した.ま た,

 ALP, GGTも 微 量認められた. AFP, CEA,

 CA-19/9な どは検 出されなかった(Table 3).

また, ALPの 細胞内活性は, 165mU/mg protein

であ った.

考 察

ヒ ト肝癌組織の培養,株 化に関する報告 は,

その多 くが1985年 までになされているが,そ れ

以後は,や や少なくなる傾 向にある.そ の理由

として,神 代 らが述べている18) 25)様に,診 断技術

の向上,外 科的手術,化 学ならびに免疫療法の

発達等が上げられるが,特 に化学療法剤や リピ

オ ドール と併用 されるTAEの 普及26)-33)により,

生 きた肝癌細胞 を得がた くなったことによると

考えられ る.著者 らが知 りうる限りにおいては,

 TAE施 行に言及 した初代培養 あるいは株化に関

する報告は未だ無い.今 回行ったTAE施 行 また

は非施行肝癌組織の初代培養の試行結果 をもと

に以下に問題点 を上げ,考 察 を加える.

1. 初代培養法(細 胞分散法,培 養法)に ついて

入手材料の大 きさ,部 位その他に制限があり,

系統的な実験は不可能であったが,細胞 分散法

に関しては,コ ラゲナーゼあるいはデスパーゼ

法に比 し,ト リプシン法により生存率がやや増

加する例 を認めた.ト リプ シンでは,低 温長時

間処理が可能であ り,そ れだけ細胞傷害が避け

られるのかもしれない.

培 養法に関 しては,各 材料 について単層培養

法 と移植片培養法の二法を適用 した.上 皮性細

胞の出現, AFPあ るいはALBの 消長 などに関

し,両培養法の間に大 きな差異を認めなかった.

今 後,コ ラーゲンゲル内培養法など,マ トリッ

クスを考慮 した培養法も検討されなければなら

ないと考 えられた.
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Table 2 Production of ƒ¿-fetoprotein and albumin in human hepatoma cells after primary culture

* Not detected

2. TAE施 行 の影響 について

単層培養法において(移 植片培養法において

もほぼ同様の傾向であったが),上 皮性細胞の出

現の割合が, TAE施 行例1/8に 対 し,非 施行

例4/12と非 施行例が上回った.さ ちに,継 代の

可能性にこ関 して も,可能 となつた二系(HuH-28,

 HuH-33)は いずれもTAE非 施行例である. TAE

非施 行例においても当然のこ となが ら制癌剤処

置がなされてお り,そ の影響が残存 していると

考えられるが,上 記の結果より, TAE施 行 が肝

癌細胞の傷害 をより強 く残 していることが示唆

され,今 後,肝 癌の手術材料 としては可能 な限

りTAE非 施行例の使用が望ましいと思われる

.3. HuH-28の 株化について23)-24)

今 日までに報告のあった胆管細胞癌株は著者

らの知り うる限 りでは,数 例15)-17)しか無 く,ま

たいずれ も上皮様形態を保持 している. HuH-28

は, in vivoを 反映す る形態,す なわち紡錘型を

主とし多角型細胞の混在 も認め られ,新 しいタ

イプの胆管細胞癌株 と思われる.ま た,他 の胆

管細胞癌株 と比較 しで,低 い増殖率ながら,早

期 より安定な増殖性 を示す一方で,染 色体は,

 3代 においてすでに異常 を示 し,モ ー ド59は14

代 においても維持 されていた.こ のことは, HuH-

28が 長期培養においてもin vivoに おける生物学

的性状を比較的よく保持 していることを示 して

いるのか もしれない.

胆管細胞癌の予後は 日本肝癌研究会34)をは じ

めとして,種 々の報告35) 36)でいずれも非常に予後

不良 とされでいる.し かしながら,本HuH-28の

宿 主たる患者は,リ ンパ節転移や再発 を認めな

がら4年 以上 も存命 中であることより予後は比
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較的良好 と考 えられ,低 い増殖性 ならびに異種

移植性の欠如 とも併せてin vivoとin vitroの

関連性 という点で興味深い.

No. of chromosomes

Fig. 3 The distribution of chromosome num

bers in HuH-28 at passage 14 and in 

HuH-33 at primary culture.

HuH-28は,胆 道系酵素群 であるALPな らび

にGGT陽 性 であった.ま た,培 養上清中には,

 AFP CEA CA19-9は 認 めず, BMG Ferritin

 TPA EIastase-1を 認 め,機 能的に も特徴的な

胆管細胞 癌株であると思われる.

結 論

我々は,最 近の種々の治療 を施 された手術材

料(19例 の肝細胞癌 と1例 の胆管細胞癌)を 用

いた場合のヒ ト肝癌細胞株 を得 る可能性を探る

ため,初 代培養 を行った.

1. 酵素 処理 による細胞分散時の生存率 は,

 TAE施 行 の有無に関わらず1%以 下であった.

Table 3 Tumor markers in spent media by HuH-28 and its subline HuH-28-1 

HuH-28 (passage 3, RL+20% BS)

* Examined at passage 1 (ALP) and 6 (AFP), respectively.

HuH-28-1 (passage 28, RL+1% BS)

2. 単層培養法では, TAE施 行8例 中1例,非

施,行12例 中4例 に上皮性細胞 を認めた.一 方

移植片培養法 ではTAE施 行8例 中1例,非

施行12例 中3例 に上皮性細胞の遊出を認めた,

これら上皮性細胞 は1週 間～1ヵ 月の間AFP



ヒ ト肝癌細胞の培養　 137

産生 能 とともに培養内で維持された.

3. 上 皮性細胞を認めた7例 中,継 代可 能 とな

ったものは,単 層培養法由来のTAE非 施行例

2例 のみであった.そ の うち1例 はCCCで あ

り,そ の後CCCの 諸性質を有する細胞株の樹

立に到 った.

4. ヌー ドマ ウスへの移植性は調べ られたすべ

ての例で陰性であった.

以上の結果は, TAE施 行例のみならず非施行例

においても継代可能な上皮性細胞を得るには,

相当な困難を伴い,培 養条件その他に関し特別

な工夫がなされなければならないことを示して

いる.
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Primary culture of human primary liver cancer tissues treated with or without trancatheter 

arterial embolization (TAE) was perfomed with the following results.

1. The yield and viability were very low in cells from primary liver cancer tissues dissociated 

with enzymes.

2. Epithelial-like cells were found from TAE-treated cancer tissues at a ratio of 1/8 in both 

monolayer and explant culture and from TAE-nontreated tissues at a ratio of 4/12 in 

monolayer culture and 3/12 in explant culture. The AFP-producing capahity of these

 epithelial-like cells has been maintained from one week to one month in culture.

3. Cells derived from two TAE-nontreated cancer tissues were subculturable.

One was established as a cholangiocellular carcinoma cell line.

4. No heterotransplantability of primary cultured cancer cells into nude mice was found.


