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ヒト甲状腺腫瘍の組織培養による研究　
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Tissue Culture of Human Thyroid Cancer Cells 
II. Effect of TSH
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D砂π吻tent（ゾノ1natomy伽ゴCelムBio　logy，　Shinshuこfniversity　School〔ゾMedicine

　　　　　　　　　　　のirector’PrOf　TetsWfi　IVAGA　TA）

　　The　effect　of　TSH　on　the　growth　of　primary　cultured　thyroid　cancer　tissues　was　examined　using　the

culture　system　which　we　developed　and　discussed　in　the　preceding　paper．　Human　thyroid　cancer　tissues

surgically　obtained　from　thyroid　cancer　patients　were　used　as　materials，　The　outgrowth　from　the　explants　in

the　media　containing　various　concentrations　of　thyroid　stimulating　hormone（TSH）was　observed　continuous．

Iy，　by　phase・contrast　nゴcroscoP｝ろ

　　The　groWth　activity　of　the　explant　was　expressed　as　the　number　of　explants　with　outgrowth　per　the　total

number　of　explants　sublected　to　the　primary　culture．　The　addition　of　TSH　to　the　culture　media　inhibited　the

growth　activity　of　the　explants　of　thyroid　callcer　tissues．　Higher　concentrations　of　TSH　showed　effects　at

lesser　magnitudes　than　lower　concentrations．　TSH　was　also　shown　to　have　inhibiting　effects　on　the　growth　of

normal　control　thyroid　explallts．　Shinsゐ％Med．　f，，39’267－274，1991
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　　　　　　　　1　はじめに　　　　　　　　　　で最も問題となる細胞の増殖性については明らかにさ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　れていない。この点については我々の報告6）7）まで明ら

　前論文「甲状腺腫瘍の組織培養による研究1　培養　　　かな記載はみられなかった。本論文においては外科的

細胞の形態学的研究」において甲状腺癌組織を簡便に　　手術によって得られたヒト甲状腺癌を組織培養し，培

初代培養できる方法を開発したことを報告した1）。　　養液に濃度を変えた甲状腺刺激ホルモソ（TSH）を

TSHの培養甲状腺細胞に及ぼす影響にっいては近年　　添加し，その培養甲状腺癌細胞の増殖に与える影響を

広範な研究が行われている2）。それらの研究はおもに　　観察した。

培養正常甲状腺細胞について行われ，TSHの投与に
より蛋白合成および細胞内のcAMPに変化がみられ　　　　　　　　　　II材料と方法

ることが報告されている2）。培養甲状腺癌細胞につい　　A　材料

ても同様の研究が行われている3｝－5）。しかし，癌細胞　　　信州大学医学部附属病院第2外科において甲状腺癌
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表1　組織培養甲状腺癌患者一覧表

症例番号 性別 年齢 病理診断 培養期間 培養条件（TSH濃度）

1 ♀ 45 乳頭腺癌 33週間 10mU／m1

2 ♂ 59 髄様癌 28週間 100nlU／ml

3 ♀ 52 乳頭腺癌 17週間 10μU／ml，10mU／m1，100mU／ml

4 ♀ 51 乳頭腺癌 10週間 10μU／ml，10mU／m王，100mU／m1

5 ♀ 29 乳頭腺癌 10週間 10μU／ml，10mU／ml，100mU／m1

6 ♀ 63 乳頭腺癌 12週間 10μU／ml，10mU／ml，100mU／m1

7 ♀ 50 濾胞腺癌 10週間 10μU／ml，10mU／ml，100mU／ml

8 ♀ 49 乳頭腺癌 12週間 10μU／ml，10mU／mUOOmU／ml

9 ♀ 67 未分化癌 19週間

として手術され，病糊織学的岬状騨頭隔，髄　により細肌，　1mm×1rmn×1㎜刎・さ醐織片と

灘，濾胞舗および未分化魁診断された計9症例　し・短冊型が一グラ・上で組織片鞭（explant

からの組織を研究対象とした（表1）。外科手術時，　　culture）を行った。

無菌的に得られた甲状腺癌組織と，同一患者の正常甲　　B　培養法

状腺組織とを別々・・撚し，H・nk・va・…浸漬して組　前謙Dのとおり培勲イテ・，k・すなわち・1症例

繍翻。翻した．鞭室t・お・・て2本の替刃・ス　・・つ・・て・TD－・5型培養瓶を舗織2・f固・正常騰

　　図1　培養甲状腺癌細胞位相差顕微鏡写真

　　　　　培養16週目のTSH10μU／m1添加の乳頭腺癌組織（症例8）。×150

　　図2　培養甲状腺癌細胞位相差顕微鏡写真

　　　　　培養16週目のTSH10mU／m1添加の乳頭腺癌組織（症例8）。×150

　　図3　培養甲状腺癌細胞位相差顕微鏡写真

　　　　　培養16週目のTSH100mU／m1添加の乳頭腺癌組織（症例8）。　x　400

　　図4　培養正常甲状腺組織の増殖率の経時的変化

　　　　　正常組織（症例2）におけるTSH（100mU／ml）添加群と無添加群の比較。培養23週まで

　　　　はTSH添加群で増殖率が抑えられている。また，培養23週以降では無添加群の増殖率が急に

　　　　低下するが，添加群は維持されている。

　　図5　同一症例の正常組織および癌組織の増殖率の経時的変化（症例6）

　　　　　A　正常組織および　B　癌組織におけるTSH添加群と無添加群の比較。両者ともTSH

　　　　添加群は増殖率が抑えられている。

　　図6　培養甲状腺癌組織の増殖率の経時的変化

　　　　　癌組織（症例3）におけるTSH添加群と無添加群の比較。培養3週からTSH添加群で細

　　　　胞増殖が抑えられている。
　　　図7　同一症例の正常組織および癌組織からのoutgrQwthの大きさによる分類と増殖率との関係

　　　　　（症例6）
　　　　　　A　正常組織および　B　癌組織におけるTSH添加群と無添加群における細胞の増殖傾向

　　　　　　　を示す。

　　　　　　A　十，帯にTSH添加群と無添加群に差が著明に認められる。

　　　　　　B　一什，什ともにTSH添加群で増殖が抑えられている。

　　　図8　培養甲状腺癌細胞のJacobson染色標本の光顕写真

　　　　　　培養2週目のTSH無添加の未分化甲状腺癌組織。有糸分裂像（矢印）が観察される（症例

　　　　　9）。×200
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20個の計40個使用した。培養液としてEagle　MEM　　成長しつつ分裂増殖していることが確認された。癌組

（日水粉末）／10％新生子牛血清（GIBCO，　Inc．，　織のTSH添加群では無処置対照群に比べると一般に

Grand　Island，　New　York，　USA）とペニシリソG　　成長が遅い。　TSHの濃度を10μU／皿1，10mU／ml，

（100U／m1），ストレプトマイシン（IOOptg／ml）（明　　100mU／mlの3段階に変え，培養液中に加えたもので

治製菓，東京）を加えて使用した。実験群には，　　は，正常組織および癌組織ともに無処置対照群に比し

10μU／ml，10mU／ml，100mU／mlの3種の濃度の　　てoutgrowthがおさえられた（図4－6）。また変性

TSH（Armour，　Arizona，　USA）を加えて培養を行っ　　および剥離も対照群に比して早い傾向にあった。すべ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’た。一部の材料については0．1μU／ml，1μU／rn1，　　ての症例においてこの傾向は一定していた。培養正滞

10μU／ml，10mU／m1，100mU／mlの5種の濃度を加え　　甲状腺組織にTSHを高濃度（100mU／m1）に加え～

て培養を行った。培養方法は短冊型カバーグラス　　無添加対照群と比較すると，増殖率は抑制され，培養

（8mm×50mrn，松灘子，大阪）醐肌襯織片　20週までその効剰ま翻であったが，培魏間が麟

5～6個をのせてTD15型培養瓶（池本理化工業，東　　にわたり23週を過ぎると，無添加対照群では増殖率が

京）に入れ，37℃恒温器中で静置培養を行った。培　　急に低下したが，添加群では維持された（図4）。

養液は1日から1週間ごとに交換した。　　　　　　　　TSHを中濃度（10mU／ml），低濃度（10μU／ml）に

C　観察法　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　加えても増殖率の抑制が認められ，濃度が低いほど増

　培養細胞の定期的形態学的観察には，倒立位相差顕　　　殖率がより抑制される傾向が示された（図5）。

微鏡（オリンパスCK型位相差，　dark　contrast）を　　　培養甲状腺癌細胞にTSHを添加すると，高濃度で

使用した。培養組織の記録には毎週1回定期的に写真　　　も低濃度でも，癌組織は無処置対照群に比して増殖率

撮影をした。写真撮影にはニコンMD型倒立顕微鏡　　が抑えられ，しかも濃度が低いほど抑制が強い傾向が

にニコソ顕微鏡写真撮影装置を接続し，対物鏡として　　示された。10μU／m1，　lOmU／ml，100mU／mlの

DLL　contrastを用い，富士ネtパソF35㎜フィル　TSHを力口えたexplantおよびoutgrowthの位相差顕

ムで撮影し，引伸した写真を用いて計測した。各実験　　微鏡像（図1－3）では，低濃度TSH添加群は高濃

群において，explantの総数に対してoutgrowthが認　　度TSH添加群に比べて細胞の増殖が抑えられた。

められたものの割合をパーセントで示して増殖率とし　　　一部の症例において，explantから成長したout・

た。また一部の症例においては，outgrowthの大きさ　　growthの程度を4段階に分類して，増殖率のTSH

を程度によって4段階に分類し，explantから一方向　　による変化を調べた結果（図7），　outgrowthの程度

のみにoutgrowthが観察されたものを（＋），　ex・　がexplantから360°の方向に直径以内のもの（－H－）お

plantから360°の方向にexplantの直径以内のout・　　よびexplantから360°の方向に直径程度の成長を示し

growthを生じたものを（升），　explantから360°の方　　たもの（帯）の群においてTSHによる抑制効果が著

向に直径程度の成長を示したものを（冊），360°の方　　しかった。しかし，　（＋）の群においてはoutgrowth

向に直径以上の成長を示したものを（冊）と判定して，　が小さいため，正常組織においては対照群とTSH添

全explantに対する割合を求めた。　　　　　　　’　加群に著明な差はなかった。また癌組織においては軽

　全ての症例において，試料の一部は，短冊型カバー　　度のTSHによる抑制効果がみられたが著明な差はな

グラスのまま，メタノール固定，May・GrUnwald・　　かった。一方（冊）群は培養12週まで経過を観察して

Giemsa　（Jacobson）染色を行い，永久標本を作成し　　も，対照群においても↑SH添加群においてもそれ以

て，透過型光学顕微鏡により観察した。　　　　　　　　　上の成長は認められなかったため，両群間の著明雰差

　　　　　　　　喘果　¶　蹴轟鵬欝編欝礁磁
　正常甲状腺組織および甲状腺癌の無処置対照群およ　　の抑制は認められなかった。また，ここでも高濃度の

びTSH添加群のexplantをTD型培養瓶のままで倒　　TSHを加えると低濃度添加群に比べて正常組織細胞，

立位相差顕微鏡により，定期的に観察した。早いもの　　癌組織細胞ともrc　outgrowthの増殖抑制がおさえら

では数日後からoutgroWthが観察された（図1－3）。　れる逆説的傾向を示した。

固定染色標本でoutgrowthを観察すると，多数の有　　　固定染色標本の光学顕微鏡像を図8に示す。有糸分

糸分裂が認められ，outgrowthはexplantから外側へ　　裂像が認められ，　outgrowthが細胞増殖によることが

272　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌　Vol，39



ヒト甲状腺腫瘍の組織培養による研究

確認された。　　　　　　　　　　　　　　　　　　をとおして細胞に影響を与えることが推定されてい

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　る12）13）。加situ　hybridization法でTPAおよび
　　　　　　　　N　考　　　察
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cAMPの培養甲状腺細胞におけるサイログロブリン

　組織培養下におけるヒト甲状腺癌由来細胞の甲状腺　　遺伝子発現に与える影響を調べた実験14）では，それら

刺激ホルモソによる影響を観察し，癌細胞はTSH添　　の影響は細胞ごとに大ぎな差があることがわかってい

加によって増殖が抑えられることが明らかにされた。　　る。我々の研究においては，TSHの培養甲状腺癌細

癌組織における組織培養では，正常組織に比して一一re　　胞におけ’る影響が，高濃度　TSH添加が低濃度TSH

にexplantからの細胞のoutgrowthが遅く，特に　　添加に比べて成長抑制作用が小さいというような2面

TSH添加群においてそれが著しい。　　　　　　　　　　的な結果が得られた。このことは，以上の考察におい

　体内でTSHが甲状腺濾胞上皮細胞膜に作用し，そ　　　て細胞外から与えた代謝関連物質がやはり2面的な影

の受容体を介してaClenylate　cyclase－cyclic　AMPを　　響を与えることと関連があると考えられる。

活性化し，甲状腺ホルモン分泌を促進する事実が知ら　　　もっとも，最近ではc－fosおよびc－’myc癌遺伝子

れているが2），in　vitroにおいてはヒト甲状腺培養細　　とTSH投与の影響がいわれはじめており15），我々の

胞の細胞分裂にTSHが生長因子とならないという報　　確立した実験系はこのような研究領域でも有用になる

告s｝もあり，TSHと甲状腺癌細胞の増殖については関　　と思われる。

係が明らかでない。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　V　結　　　語
　近年TSHの培養正常甲状腺細胞の代謝に関する影

響が広く調べられ，DNA合成との関係が検索された　　　本研究においては初代培養甲状腺癌細胞に対する

が，種によって増加あるいは減少というように逆の結　　TSHの影響が前出論文にて発表した培養系を用いて

果が得られている9）。ヒトの正常および種々の培養甲　　調べられた。種々の濃度のTSHを含む培養液中の

状腺細胞においてTSH添加のDNA合成に及ぼす影　　explantからのoutgrowthが位相差顕微鏡を用いて継

響についてが調べられている10）。それによればTSH　　続的に観禦され次の結果が得られた。

添加によりDNA合成が抑制される場合と促進される　　1　explantの増殖能は初代培養を行った全explant

場合とがあり一定した結果が得られないとされている。　　総数にたいしてoutgrowthを生じたexplantの数

一方，FRTL－5という培養株細胞を用いた研究でも　　　の割合で表現した。　TSHの培養液への添加により

TSH投与と細胞増殖に明らかな関係が見られないこ　　　甲状腺癌組織の増殖能は阻害された。

とが示されているs〕。　　　　　　　　　　　　　　　　2　甲状腺癌組織においては高濃度TSH添加が低濃

最近，腫瘍プロモーターであるフォルボールエステ　　　度TSHに比べて影響がより少なかった。

ル（TPA）の培養甲状腺細胞に・与える影響が注目さ　　3　対照として用いた正常甲状腺組織においても

れている。細胞内のTPAの受容体はプロテインキナ　　　TSHは生長に阻害的な影響を与えた。

一ゼCであり，ヒト乳頭腺癌においてはそのアイソザ　　　なお，本研究の要旨は第39回日本癌学会総会（1980

イムタイプIIが特徴的に増加していることが知られて　　年11月，東京）において発表した。

いる11〕。TPAは培養正常甲状腺細胞の成長を促進す　　　協同研究を行って下さった第1解剖学教室の臼田信

ることが知られている12）la）。ただしその影響は高濃度　　光講師，藤井靖久助手，またご指導を賜った永田哲士

のTPAよりむしろ低濃度でより著しいといわれる。　　教授に感謝いたします。

プ・テインキナー一ビCは細胞内のcAMP濃度の変化
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