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前立腺腫瘍の組織培養
第2報　初代培養細胞への性ホルモンの影響
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画　　　　　　　　　Abst「・act

　　　Tissue　samp王es　of　the　prostatic　glands　were　obtained　by　need正e　biopsy　from　patients　who

were　clinically　suspected　to　have　prostatic　carc三noma．　Small　pieces　of　the　tissues　were　processed

through　routine　histologic　procedures　and　served　to　histopathological　diagnosis，　Other　smalI

pieces　of　the　tissues　were　placed　as　explants　in　TD－15　flasks　and　incubated　in　Eagle／s　MEM

supplemented　with　10％bovine　serum　or　calf　serum　at　37℃，　　　　　．

　　　Among　36　cases　of　patients，4cases　of　benign　prostatic　hyperplasia　and　4　cases　of　prostatic

carc三noma，　which　resulted　in　wel王developed　monQlayer　culture，　were　selected．　The　culture

vessels　from　each　patient　were　divided　into　4　experimental　groups；untreated　control，　testosterone，

10w　dose　diethylstilbestrol　and　high　dose　diethylstilbestro王groups，　respectively．　After　a　week

culture・testosヒerQne　propionate　（0・1　0r　O，5μ9／ml）　and　diethylstilbestrol　diphosphate　　（1　and　10

μ9／ml）wer・add・d　t・the　exp・・im・・t・19・・ups，　wh量1・・ntrea亡・d…t・。l　g，。ups　were　rem。i。，d

untreated．　Each　cultし㈹vessel　was　examined　with　an　inverted　phase　contrast　microscopy　and

morpholog童cal　changes　of　cultured　cells　were　recorded　by　means　of　phase　contrast　photomicroscopy

successively　twice　a　week．　On　each　photomicrograph　absolute　growth　values　of　cultured　cells

were　measured　planimetrically　（Tables　2，3）．　From　these　data　relative　growth　values　were

calculated　Dn　the　basis　of　the　absolute　grow亡h　values　at　the　initiation　of亡he　hormone　treatment．

　　　　Examples　of　histologic　figures　of　both　prostatic　hyperplasia　and　carcinolua　were　shown　三n

Figs．1an（12．　As　the　results　of　tissue　culture，　untreated　controlled　cells　showed　a　normal

appearance　of　cultured　cells（Figs．3．12，21）．　On　the　other　hand　the　experimental　gr【川ps　which

were　cultured　with　either　testosterone　or　diethylstilbestrol　showed　some　changes　of　degeneration

（Figs．4－11，13－20）except　l　prostatic　carcinoma　cultured　with　both　testosterone　and　diethylstilbe－

s亡rol（Figs．22－24），　and　l　benign　prostatic　hyperplasia　with　testosterone　only　whose　fibroblastic

cells　were　dom｛nant。　The　degeneration　of　cells　was　observed　2　weeks　after　primary　culture；a

，week　earlier　than　contro1．　The　results　of　relative　growth　values　of　each　patient　are　shown　in

Figs，25－32．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　　　　From　these　results　it　is　clear　that　the　growth　values　Qf　each　patient　were　suppressed　with
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both亡estosterone　and　diethylstilbestrol　except　l　prostatic　carcinoma　and　benign　prostatic　hyper－

plasia　with　testosterone　only．　The　patient　with　prostatic　carcinoma　whose　tissue　cultures　showed

no　response　to　testosterone　and　diethylsti正bestrol　in　vitro　died　after　6　nlonths　without　any

response　to　anti－androgenic　therapy．　However，　other　cases　were　well　cQntrolled　ciinically　w三th

anti－androgenic　therapy。　These　results　suggest　the　possibilities　that　this　in　vitro　model　system　is

comparable　to　anti－androgenic　therapy　and　that　this　model　system　can　be　employed　to　estimate

the　clinical　responsiveness　Qf　the　pat三ents　to　ant…－androgenic　therapy．

Key　words：前立腺肥大症（benign　prostatic　hyperplasia）

　　　　　　前立腺癌（prostatic　carcinoma）

　　　　　　組織培養（tissue　culture）

　　　　　　性ホルモソ（sex　hormones）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　症例7504：67才，昭和49年秋より排尿困難，頻尿が

　　　　1　緒　　言　　　　　　　　　　　　　　　　　出現した。50年5月30日前立腺生検を行ない前立腺癌

　ヒト前立腺の組織培養は，困難なものと考えられて　　　と診断した。6月20日除聖術を行ないdiethylstilbe一

おり，その報告も多くはない。著者1）は第1報におい　　　strol　300mg／dayの経口投与により，52年7月現在

て，臨床的に前立腺癌の疑われた患岩から生検により　　　前立腺触診所見には異常なく，転移を思わせる所見も

得た前立腺組織の組織片培養を行ない，その成功率，　　　ない，酸フォスファターゼtアルヵリフォスファター

培養細胞の形態とその経時的変化などにつき報告し・　　　ゼ値も正常である。

あわせてこの実験により培養された細胞に対して性ホ　　　　症例7509　：　76才，昭和50年9月頻尿を主訴として来

ルモンの骸響を調べることが可能なことを述べた。本　　　院，来院時すでに骨盤骨に転移がみられ，酸フォス

報においては，この細胞系を利用して培養液にtes一　　ファター一　ti　16，6K．　A，　U．，アルカリフォスファターゼ

tosterone　propionateとdiethylstilbestrol　diph－　　　11．3K．　A．　U．と高値を示していた。9月30日生検を行

osphateを添加し，培養細胞の形態的変化とその増殖　　　ない前立腺癌と確定したが細胞の異型性は低かった。

度を観察したρで報告する。　　　　　　　　　　　　diethylstilbestrol　600mg／dayの経口投与にも反応

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　せず51年3月】4日癌死した。前立腺癌患者としては，

　　　　1　材料と方法　　　　　　　　　　　　　　非常に速い経過をとった症例である。

　　　A　材　　料　　　　　　　　　　　　　　　　　　症例7601：70才，昭和48年春頃より頻尿に気づき，

　笛1報1）において詳細に述べたが，触診，尿道造　　　51年1月排尿困難も出現して来院した。1月14日生検

影生化学的検査などにより，前立腺癌の疑われた患　　　を行ない前立腺癌と診断したが，酸フォスファター

者36例（表1）より生検によって得た前立腺組織の一　　　ゼ，アルカリフォxファターゼ値はiE常であり，骨転

部を1mm　x　lmm　x　lmmの組織片に細切し，この組　　　移もみられなかった。　diethylstilbestrol　600mg／day

織片を5～6個ずつTD－15型培養瓶に入れ，10％コ　　　の経口投与を3ケ月間行なった後除睾術を施行した。

ウシまたはウシ血清を加えたEagleMEM（PC　IOO　　　以後治療を中断しているが，52年8月現在健在であ

u／m1，　SM　100μg／ml添加）を使用して，37°C静躍　　　る

培養した。通常」症例に8～10本の”rD－－15型培養瓶　　　　症例7705：69才、昭和5〔｝年秋頃より頻尿，排尿困難

を使用した。一方，生検材料の一部は10％フォルマリ　　　があらわれた。52年6月来院，酸フォスファタ“ゼ

ン固定，パラフィン包埋，薄切，HE染色をして病理　　　52．　5K，A，U．，アルカリフォスファターゼ46．5K．A．U．

組織学的検査を行ない診断を確定した。以上の方法に　　　と高値を示し，骨転移もみられた。7月25日生検を

て，単層培養に成功した症例は前立腺肥大疵5例，前　　　行ない前立腺癌と確定した。現在diethylstilbestrol

立腺癌12例であったが，このうち前立腺肥大症4例，　　　600mg／dayの経口投与により症状は軽快しつつあ

前立腺癌4例を選んで今回の実験を行なった。　　　　　　る。

　対象とした前立腺癌症例の臨床経過を，以下簡単に　　　　　　B　培養方法

記載する。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　初代培養後原則として7日目に観察し，培養に成功
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Table　1　　　　．　Materials　and　Histological　Diagnosis

Cases

No．

7401

7404

7409

7411

7412

7417

7418

7419

7501

7503

7505

7603

7703

7704

7706

7415

7402

7403

7406

7407

7413

7414

7416

7504

7506

7507

7508

7509

7601

7602

7701

7702

7705

7408

7420

7405

Initial

S．1，

LO．
Y．K．

K．M．

T．F．

K．M．

E．u。

K．N．

K．0．

K。S．

Y．A．

T．工．

G．Y．

S．1．

LI．
K．0．

M．1，

S．F．

M．S。

S．S，

K∴M，

K．M，

K．M，

M．M．

K。M．

K．M，

Y．T．

K．A．

M。T．

S．K．

T．1．

H，H．

S．K．

M．U．

K。M．

T．F．

Age

73

72

74

59

78

74

74

59

63

67

79

73

60

68

68

62

64

68

72

56

73

78

68

67

75

65

67

76

70

60

75

70

69

73

79

52

Histology

Hyperplasia　（9）

　〃　 （9）

　〃　 （m）

　〃　 （m）

　〃　　（f）

　〃　 （m）

　〃　 （f）

　〃　　（f）
　〃　 （f）

　〃　 （f）

　〃　 （m）

　〃　 （m）

　〃　　（f）

　〃　 （m）

　〃　 （m）

Chronic　Prostatitis

Adenocarcinoma

　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
Suspected　of　Carcinoma

　〃
Reticulum　Cell　Sarcoma

9：9玉andular　type

f：fibromuscular　type

m：mixed　type

Success　in　Culture

十

十＊

十＊

十＊

十＊

十

十

十

十

十＊

十

十

十＊

十＊

十

十

十＊

十．

十

十　　successful

－　　unsuccessful

＊　treated　with　sex　hormones
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した培養瓶を3または4群に分け下記のごとく実験を　　　ある。前立腺肥大症と前立腺癌の組織像の代表的例を

行なった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　図1，2に示すJ

　1）無処置対照群：EagleMEMのみを使用して培　　　　　　B　培養細胞の形態学的変化

養を行なった群。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．前立腺肥大症

　2）testosterone群：testosterone　propionate（水　　　　（1）無処置対照群　　初代培養開始後移植片を中

性懸濁性注射液テスタルモン，杏林薬品製）を0・1　　心として周辺に細胞増殖帯（outgr。wth）が形成さ

μ9／mlまたはo．　5P9／m1の濃度にEagleMEMに添　　　れ上皮細胞様細胞（以下上皮様細胞と記載する）と

加した培養液で培養した群。　　　　　　　　　　　　　少数の線維芽細胞様細胞（以下線維芽様細胞と記載す

　3）diethylstilbestrol低濃度群：diethylstilbe一　　る）が混合して増殖成長する。上皮様細胞では細胞質

9．・trol　diphosphate（水溶性注射液ホンバン，杏林薬　　　は多角形で細胞質の中心に球形ないし構円形の核を有

品製）を1．　Optg／mlの濃度にEagleMEMに添加した　　　し，核には通常1個，時に2個の核小体が認められ

群。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　る。細胞は相互に密に接触して単層・（monolayer）を

　4）diethylstilbestrol高濃度群：diethylstilbe－一　　形成し，外方へ増殖する。線維芽様細胞はその間に分

strol　diphosphateを10μ9／mlの濃度にEagleMEM　　　散し，細胞体は紡錐形で，その中心に核小体を有する

に添加した群。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　核が認められる（図3）。培養開始後ほぼ3週目にな

　いずれも培養液の交換は定期的に週2回同時に行な　　　ると，おもに増殖帯周辺部より細胞は萎縮し，細胞質

った。第3，第4群は単層培養に成功した培養瓶の少　　　が球形となりガラス壁より剥離した。また一〇部の細胞

ない時には，どちらかの実験を行なった。各群の実験　　　は多数の脂肪小滴を含み，脂肪変性をしめした。しか

した組織片は，培養の成功率の違いから1～6個と差　　　しこの変性剥離が少なくまだ増殖する培養例もみられ

が生じた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た。

　　　C　形態学的観察　　　　　　　　　　　　　　　　（2）testosterOne添加群　　添加直後は細胞増殖

　培養細胞の形態学的観察には，倒立位相差顕微鏡　　　帯が形成され成長するが，無処置対照群より成長速度

（オリンパスK型）を使用して観察記録し，同時に位　　　は遅く，無処置対照群より約1週間はやく培養開始2

相差顕微鏡写真撮影を行なった。写真撮影には4倍お　　　週目を過ぎる頃になると，主として脂肪変性が始まり

よび10倍のDL対物鏡と5倍および10倍の接眼鏡を組　　　細胞の崩壊消失がみられた（図4～7）。

合わせ，富士ネオパンFフィルムを装着してNikon　　　　（3）　diethylstilbestrol低濃度群　　1pg／mlの

AFM写真撮影装罵を使用した。　　　　　　　　　　　添加群では，対照に比して成長が遅く対照群より約1

　培養細胞の増殖度測定法としては，面積測定法を用　　　週間はやく培養開始2週目頃になると萎縮変性，細

いた。この測定法の欠陥を出来るだけ少なくするた　　　胞の剥離があらわれ，上皮様細胞にかわり線維芽様細

め，20倍で撮影したフィルムを4倍に引き延して現像　　　胞が目だち始める（図8～11）。

し，これを1区画5mm×5mmの正方形の単位として　　　　（4）　diethylstilbestrol高濃度群　　10μg／mlの

測定して絶対成長価をcm2単位で求めた。観察記録，　　　添加群では，成長は最も遅く萎縮変性，細胞剥離が

写真撮影は原則として培養後7日目より行ない，以後　　　よりはやく顕著にあらわれた。

週1回ないし2回定期的に写真撮影した。2圓目以後　　　　　2・前立腺癌

の絶対成長価は最初の絶対成長価で除して比較成長価　　　　（1）無処置対照群　　初代培養開始後主として上

を求め増殖度を比較した。測定は1対象群にっいて1　　　皮様細胞が移植片より周辺に分裂増殖して細胞増殖帯

個ないし6個の組織片よりの培養細胞に行ない，各々　　　を形成し，成長を始める。上皮様細胞は細胞質は多角

の比較成長価の平均値を求めて記録とした。　　　　　　　形で細胞質の中心に球形の核を有し核には1個ない

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し，2個の核小体が認められる。また細胞質内には微

　　　　H　結　　果　　　　　　　　　　　　　　　　　　細な穎粒が多数認められ，細胞は相互に密に接触し単

　　　A　生検組織の病理組織学的診断　　　　　　　　　層を形成する場合と，重層交差し培養下における癌細

　培養を試みた試料は36例（表1）で，その病理組織　　　胞の特徴を示す場合がある（図12）。

学的診断は，前立腺肥大症15例，慢性前立腺炎1例，　　　　（2）testosterone添加群　　対照に比して成長は

前立腺癌17例前立腺癌の疑い2例，細網肉腫1例で　　　遅く、対照より約1週間はやく初代培養開始2週目頃
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’

　　　　Fig．1　　Photomicrograph　of　a　biopsied　tissue　section　of　benign　prDstatic　hyperplasia　（No．

　　　　　　　　7501），H．　E．　stain．　　×400

　　　　Fig．2　Photomicrograph　of　a　biopsied　tissue　section　of　prostatic　carcinoma　（No．7505），

　　　　　　　　H．E．　stain．　　×400

　　　　Fig．3　Phase　contrast　photomicrograph　of　monolayer　cしilture　obtained　from　a　case　of

　　　　　　　　benign　prostatic　hyperplasia（No．7501），　cultured　for　6　days　in　vitro．　　×100

　　　　Fig．4　Phase　contrast　photomicrograph　of　monolayer　culture　obtained　from　a　case　of

　　　　　　　　benign　prostatic　hyperplasia（No．7501），　cultured　for　14　days　and　treated　with　testos－

　　　　　　　　terone（0．1μg／ml）for　8　days．　　×50

　　　　Fig．5　The　same　culture　as　in　Fig．4，　cultured　for　19　days　and　treated　with　testosterone

　　　　　　　　（0．lgg／mD　for　13　days．　　×50

　　　　Fig．6　The　same　culture　as　in　Figs．4and　5，　cultured　for　24　days　and　treated　with

　　　　　　　　testosterone（0．1μg／ml）for　18　days．　Degeneration　can　slightly　be　seen．　　×50

　　　　Fig．7　The　same　culture　as　in　Figs．4，5and　6，　cultured　for　31　days　and　treated　with

　　　　　　　　testosterone（0．1μg／ml）for　25　days．　Degeneration　can　clearly　be　seen．　　×50

　　　　Fig．8　Another　monolayer　culture　obtained　from　the　same　case　of　benign　prostatic

　　　　　　　　hyperplasia　（No．7501）　as　in　Figs．3－7，　cultured　for　14　days　and　treated　with

’　　　　diethylstilbestrol（1μg／ml）for　8　days．　　×50

　　　　Fig．9　The　same　culture　as　in　Fig．8，　cultured　for　19　days　and　treated　with　die－

　　　　　　　　thylstilbestrol（1μg／ml）for　13　days．　Degeneration　can　slightly　be　seen．　　×50
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Fig．10　The　same　culture　as　in　Figs．8and　9，　cu星加red　for　24　days　anCl　treated　with

　　　　diethylstilbestro正（1μg／m1）for　18　days．　Degeneration　and　exfoIiation　of　cells　can　be

　　　　observed．　　　×50

Fig．11　The　same　culture　as　in　Figs，8，9and　10，　cultured　for　31　days　and　treated　with

　　　　diethylstilbestro1（1μg／m1）for　25　days．　Degeneration　and　exfoliation　can　be　seen．

　　　　×50　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　，

Fig．12　Phase　contrast　photomicrogtaph　of　monolayer　culture　obtained　from　a　case　of

　　　　prostatic　carcinoma（No．7705），　cultured　for　7　days　in　vitro．　　x50

Fig、13　Phase　contrast　photomicrograph　of　monolayer　culture　obtained　from　a　case　of

　　　　prostatic　carcinoma　（No，7705），　cultured　for　10　days　and　treated　with　testosterone

　　　　（0．1ptg／ml）　for　3　days，　　　×50

Fig．14　The　same　culture　as　in　Fig，13，　cultured　for　14　days　and　treated　with　testos－

　　　　terone（0．1Ftg／ml）for　7　days．　Degeneration　can　be　seen．　　×50

Fig．15　The　same　culture　as　in　Figs．13　and　14，　cultured　for　21　days　and　treated　with

　　　　testQsterone（0．1μg／ml）for　14　days．　Degeneration　can　be　seen．　　×50

Fig，16　The　same　culture　as　in　Figs．13，14　and　15，　cultured　for　28　days　and　treated

　　　　wiヒh　testosterone（0．1μg／ml）for　21　days，　Degeneration　can　be　seen，　　×50

Fig．17　Another　monolayer　culture　obtained　from　the　same　case　of　prostatic　carcinoma

　　　　（No。7705）as　in　F三gs，　12－16，　cultured　f｛｝r　10　days　and　treated　with　diethylstilbestro1

　　　　（1μ9／ml）　for　3　days，　　　×50　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

Fig．18　The　same　culture　as　in　FLig，17，　cultured　for　17　days　and　treated　with　die－

　　　　thylstilbestrol（1μg／ml）for　10　days．　Degeneration　and　exfoliation　can　be　seen．

　　　　x50

Fig．19　The　same　culture　as　in　Figs．17　and　18，　cultured　for　21　days　and　treated　with

　　　　diethylstilbestrol（1μg／m1）for　14　days，　Degenerat三〇n　and　exfoliation　can　be　seen．

　　　　×．50

Fig．20　The　same　culture　as　in　Figs。17，18　and　19，　cultured　for　28　days　and　treated

　　　　with　diethylstilbestro1（1μg／ml）for　21　days．　Degeneration　can　be　seen．　　x50

Fig．21　　Phase　coptrast　photomicrograph　of　monolayer　culture　obtained　from　a　case　of

　　　　prostatic　carcinoραa（No．7509），　cultured　for　8　days　in　vitro．　　x50

Fig．22　The　same　culture　as　in　Fig．21，　cultured　for　14　days　and　treated　with　diethyレ

　　　　stilbestro1（1μg／ml）for　6　days．、　×50

Fig。23　The　same　culture　as　in　Figs．21　and　22，　cultured　for　21　days　and　treated　with

　　　　diethylstilbestrol（1μg／ml）　for　13　days．　Degeneration　can　slight工y　be　observed，

　　　　x50

F喧．24　The　same　cu！ture　as　in　Figs．21，22　and　23　cultured　for　32　days　and　treated

　　　　with　dlethylstilbestrol（1μg／mg）for　24　days，　　×50
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になると，おもに脂肪変性を起し崩壊消失する（図13　　　みで，初代培養開始後32日目においても増殖を続けて

～16）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　いる（図21～24）。

　（3）diethylstilbestro1低濃度群　　1μ9／ml添　　　　以上を要約すると前立腺肥大症，前立腺癌ともに

加群では，成長は対照に比して遅く，対照より約1週　　　testosterone，　diethylstilbestr。1添加群では，無処置

間はやく初代培養開始2週目頃になると・おもに萎　　　対照群に比べて1週間ほどはやく細胞変性が始まり，

縮・変性を起し剥離する。脂肪変性は少ない（図17～　　　細胞の成長も遅い。test。sterone添加では脂肪変性か

20）・　　　　　　　　　　　ら細胞の崩壊消失が認められ，di。thyl、tilbest，。1添
（4）d三・thyl・tilbest・・互高濃度群　10μ9／ml添　加では主に萎縮，変性と細胞の剥離が認められた。

加群では，成長は対照に比して遅くまた変性剥離が一　　　　　　C　絶対成長価

層著明である。この時期に培養細胞をEagleMEMの　　　　　1，前立腺肥大症

みの培養液にもどすと1脂肪変性を主とする対照群と　　　　前立腺肥大症4例における絶対成長価の平均値を喪

同じ変化にもどった。　　　　　　　　　　　　　　　　2に示す。無処置対照群はいずれも培養日数の増加と

　臨床経過においても細胞増殖度においても，他の　　　ともに面積が増加したが，症例7419は培養18日目に，

3例と異なる経過をとった症例7509においては，die一　　症例7501は31日目に，症例7503は23日目に面積が減少

thylstilbestrol　1μg／ln1の濃度の添加において，萎縮　　　した。症例7704のみは他の例と異なり増加を続けた。

して細胞質が球形となった細胞がわずかにみられるの　　　testoster。ne添加群とdiethylstilbestro1添加群は笥

Table　2　Absolute　Growth　Values　of　Cultures　from　Benign　Prostatic　Hyperplasia（cm2）

Case

Number

7419

7501

7503

7704

Days　in

Culture

5

7

五1

15

18

21

25

6

11

14

19

24

31

7

COntro1

27．1

66．6

100．4

138，5

120．8

73。0

48，0

46．1

85，9

157．8

136．6

136．6

136，1

　　　1
11　　1　　　58．5

18　　　　　　64．8

23

16．8

7

11

15

18

22

25

11．0

　51．3

202．　5

751．3

1093．5

1362．5

1987。5

Testosterone

0．1μg／m1

／

／

／

／

／

／

47．4

90．5

106．2

140，　3

110，7

79．　9

106．3

120．3

143．8

210．0

299．3

220．8

0．5μg／m1

46．3

92、4

170．9

179．3

165．4

100．1

105，5

／
／

／

／
／

／

／

197．0

120．5

　8．3

／
／

／
／

DiethylstilbestroI

1μ9／m1

／

／

／

／

／

／

／

53、6

107．5

114，8

66、　7

33，4

41．2

69．3

30．0

22．0

11．3

10μ9／ml

56．7

87．5

4．0

46，3

81，6

88．3

38．4

50，6

31°6

1。，1

39。8

80．0

81，8

62．　5

138．8

284，3

253．0

273．5
／

／

／
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対照群に比べて面積の減少が早期より起っている。　　　　様細胞と線維芽様細胞の混在であってtestDsterone

　　2．前立腺癌　　　　　　　　　　　　　　　　　　添加により成長価は対照群に比して低下していた。ま

　前立壕癌4例における絶対成長価の平均値を表3に　　　たdiethylstilbestro1の添加により明らかに細胞増生

示す。無処置対照群はいずれも培養日数の増加ととも　　　は抑制された。しかし図28の症例7704においては，線

に面積が増加した。症例7504は24日目，症例7509は39　　維芽様細胞優位であってdlethylstilbestrolの添綿こ

日目においても面積の増加を続けているが，症例7601　　より成長価は低下したが、testosteroneによる影響は

は18日目に，症例7705は24日目に面積が減少した。　　　みられなかった。

testosterone添加群では，症例7509において32日目　　　　　2．前立腺癌

まで面積の減少がみられなかったが，他の例では早期　　　　前立腺癌4例における比較成長価を図29～32に各症

より減少した。diethylstilbestrol添加群では，症例　　　例ご÷に示す。

7509，7705において面積の減少は遅くまでみられなか　　　　症例7504は，培養細胞型はほぼ上皮様細胞であ

ったが，症例7504，7601においては面積の増加は非常　　　って，図29のごとくtestosterone（0・5μ9／ml）と

に少なかった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cliethylstilbestrol（1および10μg／m1）の添加によ

　　　D　比較成長価　　　　　　　　　　　　　　　　　り対照群に比して著明に成長価が抑制された。しかし

　　1．前立腺肥大症　　　　　　　　　　　　　　　　　上皮様細胞優位から，線維芽様細胞優位にかわった

　前立腺肥大症4例における比較成長価を図25～28に　　　diethylstilbestroHOμ9／ml添加群では・培養2週間

各症例ごとに示す。図25～27の3症例は，すべて上皮　　　目を過ぎる頃より細胞増殖がはやまっている。

Table　3　Absolute　Growth　Values　Df　Cultures　from　Prostatic　Carcinoma　（cm2）

Case

Number

7504

7509

7601

7705

Days　in

Culture

7

11

17

24

8

11

14

21

27

32

39

7

12

18

21

7

10

14

17

21

24

28

Control

8．8

15．3

49，8

75，　3

27．8

53．1

93，8

97．5

102．3

84．　9

124．’O

31．4

200．6

1783

116，1

120．3

316．　9

577．9

630．1

673．1

550．0

467．　0

Testosterone

0・1μ9／ml 0．5μg／m1

　　　／，　11・8
　　　／　1　15．5

／い・・
／　　　　　1　　7・8

　　　1　　／

　／
　／

／

／

／

ノ

／

8．8

15，3

29，3

51．7

53、　3

44．　3

／／　　1123，0

　　47．5

　　224．3

一rmlwwrm－rm　lrm

158・3｝　／
226．　5

169．8

159．1

116．9

102．0

86．0

Diethylstilbestrol

1μ9／皿1

9．5

10．0

9，0

0．8

10，　3

18．　3

30．0

63．　2

76．6

115，6

66．4

84，　0

190．0

198，0

128，　8

86，5

124．1

151，1

181．4

205．6

277．　5

334．4

10μ9／ml

8．0

8．5

12．　0

20．　0

13．6

28．0

40．4

51．6

52。8

50．6

66．8

93．8

73．8

64．5

／

／

／
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　症例7509は，培養細胞型は上皮様細胞であったが，　　　たものか，組織片より移住（migratiOn）したものか

図30のごとくtestoster。ne（0．5μg／ml），　diethy1一　　　判らない点，および細胞密度の差を把握できないな

stilbestrol（1および10μg／血1）の添加による成長価　　ど，いくつかの欠点を持っている。密度の聞題は，方

の抑制はみられなかった。　　　　　　　　　　　　　法において述べたごとく拡大写真を撮影して測定し

　症例7601は，培養細胞型は上皮様細胞が優位であっ　　　たことにより，pile　upなどの現象が存在しない時に

たが線維芽様細胞も存在した。図31のごとくtestos一　　　は，ある程度この欠点をおぎなうことができた。また

terone（0．5μg／ml）添加による成長価の抑制は軽度　　　細胞容積の問題については，1個の組織片培養におい

であったが・diethylstilbestrel（1および10μ9／ml）　　　ては細胞型が変らないかぎり，組織片の近接部では細

添加による抑制は強くみられた。　　　　　　　　　　胞容積が小さく，周辺都に行くにしたがい大きくなる

　症例7705は・培養細胞型は上皮様細胞であって，　　　傾向を示したが，全体として同じ傾向を示し増殖度に

図32のごとくtestosterone（0・1μ9／ml），　diethyl一　　大きな差を与えることはないと思われた。しかし今回

stilbestro1（1μ9／m1）添加による成長価の抑制が強　　　の実験は，初代培養時の組織片単層培養法によって行

くみられた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ない，細胞を死減させることなく培養しつつ同一一mu織

　以上4症例中1例は・testosterone・diethylstilb一　　　片よりの増殖帯を測定したために，面積測定法以外に

estrolの添加により比較成長価は抑制されなかった　　　増殖度を測定する方法はなかった。従って細胞分裂

が・他の3例においては両ホルモンによりともに抑制　　　か，細胞移住かを区別できず，今回の成績は両者を含

された。抑制されなかった1例（症例7509）において　　んだものをあらわしていると考えるのが適当と思われ

は・臨床上においても抗男性ホルモン療法に反応せず　　　るが，この両考をin　vitroにおける細胞成長度と見

6ケ月後に癌死した。他の3例は臨床上も抗男性ホル　　　なす場合，性ホルモソ添加によって前立腺組織由来の

モン療法に反応している。　　　　　　　　　　　　　　培養細胞の成長が抑制されたと言うことができる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以上の所見を考察する場合，近年しだいに分子生物

　　　　W考察　　　　　　　 学的に明らかになって来たアンドロゲンの前立腺組織

　上述の結果に述べたように，今回の実験によって組　　　に対する作用機序を参考にしなけれぽならない。志田

織培養下における前立腺由来細胞の｛生ホルモンによ　　　ら3）4）5）によればその概要は，第1階程として血中遊離

る影響を観察し，前立腺肥大症4例，前立腺癌4例に　　　testosteroneが前立腺上皮細胞の細胞質内非特異結

おいて無処置対照群と比較し，性ホルモン添加群は成　　　合蛋白と結合することによる上皮細胞内への選択的と

長増殖が遅れ，早く変性が始まり細胞が消失する成績　　　りこみ，第2階程として5α一・reductaseによりtes一

が得られた。ただし例外的にtestosterone，　diethyl－　　　tosteroneが5α一dihydrotestosteroneとなり，第3

stilbestrolの両ホルモンにより何らの影響も受けな　　　階程として5α一dihydroしestosteroneは非特異結合蛋

かった前立腺癌の1例と，線維芽様細胞優位の前立腺　　　白とはなれ，特異蛋白（レセプター）と結合し5α一

肥大症の1例でtestosterone添加による増殖度の抑　　　dihydrotestosteroneレセプター複含体が形成され，

制がみられなかったものがあった。それ以外の培養紬　　　そのまま核内に進入しクロマチソのアクセプターと結

胞において，testosteroneでは脂肪変性を中心とし　　　合して，核酸合成が促進されホルモン効果が発現され

た細胞変性が，diethylstilbestrolでは細胞が萎縮し，　　るというものである。そして前立腺癌に対する抗男｛生

細胞質が球形となる所見と細胞の剥離が顕著であっ　　　ホルモン療法の作用機序は，間脳下遜体系を介しての

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　抑制効果以外に，前立腺組織に対する直接効果も解明

　増殖の抑制を計測する指漂として，成長帯の面積測　　　され，エストロゲソ剤は5α一redUctase活性阻害作用

定を行ない絶対成長価と比較成長価を計算したが，培　　　を有し，ゲスターゲン剤はレセプター蛋白結合阻害作

養下における細胞の増殖度の測定法は，黒田2）によれ　　　用を有することも明らかになった。以上の阻害作用は

ば面積測定法のほかいくつもの方法がある。今回用い　　　分化型の前立腺癌において認められるといわれてい

た面積測定法は，最も古くから用いられている方法で　　　る。

あるが，2次元的な面積の大きさによって測定する方　　　　以上の作用機序にもとついて考えれば，今回の実験

法であるため，細胞数の増加によるものか，細胞の容　 セこおいてtestesterone　O，1，・O．　5ptg／m1の添加は，成

積の増大によるものか判らない点，また細胞が分裂し　　　人男予血中testosterone値のほぼ100～500倍の濃度
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の添加となるが，それにより細胞増殖の抑制のみでな　　　などの各種の性ホルモγの1または10F9／mlの濃度

く，細胞の変性も現われているところをみると，こ　　　の添加で，酸フォスファターゼ活性の低下と蛋白含有

こにはtestosteroneのホルモン作用でなくその毒性　　　量の減少を認めている。　transformed　cellは，正常

作用が衷面に現われていると考えるのが妥当と思わ　　　の前立腺肥大症と異なり，前立腺癌細胞に近い生物学

れる。しかしこの点に関しては異なる報告もある。　　　的性状を有するに至るので、この結果はこれらの性ホ

Okadaら6）はHeLa細胞はtest。ster。ne　1μg／mlの　　　ルモンが，前立腺癌細胞の増殖を抑制するという1つ

添加により増殖が抑制されるが，彼らがヒト前立腺癌　　　の傍証になると思われる。

より樹立したEB－33なる上皮性細胞では，　testos一　　　以上に引用した報告のごとく，組織培養下における

terone　lμg／mLまたは5α一dihydrotestosterone　O．5　　　前立腺由来細胞へのtestosteroneの影響は，いまだ

μg／mlの添加においても増殖率に余り変化が起らな　　　はっきりした一定の結論に達していないが，志田ら3）

いことを示している。西川ら7）は継代培養細胞におい　　　4）5）の報告のごとく前立腺上皮に対するホルモン作用

て，前立腺癌由来細胞ではtestosterone　lμg／ml濃　　　の発現物質が5α一dihydrotestoster。neであるとすれ

度の添加においては，増生促進とDNA合成の上昇を　　　ば，組織培養下においてtestosteroneが細胞内にと

認め，濃度10μg／mlでは前立腺肥大症，前立腺癌由　　　りこまれ5α一dihydro亡estosteroneとなってホルモン

来細胞とも増生抑制とDNA合成の低下を認めてお　　　作用を現わす以外に，　toxic　effectを現わし，細胞の

り，これはtOxic　effectによると述べている。また　　　増殖抑制や変性を起す所見が認められても理論的に矛

R6hl8）は前立腺組織片の血漿包埋法による初代培養　　　盾しないと考えられる。

時の増殖度を，著者と同様に面積測定法で測定し，　　　　－M方，エストロゲソ系のdiethylstilbestro1などを

androsteroneの12．5μg／mlまたは25μg／m1の添加　　　添加した実験報告は，多くはないが結果は”致してい

で，前立腺肥大症では4例中1例にわずかの増殖促進　　　る。西川ら7）はdiethylstilbestrolの添加により，前

を認めた。しかし前立腺癌では6例中分化度の高い1　　　立腺肥大症由来の継代培養細胞において中等度の増生

例で50μg／nllの添加により成長が促進され，他の2　　　抑制とDNA合成の低下を，また前立腺癌由来細胞に

例ではわずかに促進がみられたが，残りの3例では何　　　おいては，濃度の上昇とともに箸しくなる増生抑制と

らの影響も認められなかったと報告している。　　　　　　DNA合成の低下を認め，10μg／mlではその所見が著

　またBrehmerら9）は，継代培養を行なう時にホル　　　明であったと報告している。またBrehmerら9）は前

モンを加え，細菌培養と同様な方法で増殖してくるコ　　　述のplating　efficiencyにより，前立腺肥大症，前

ロニーを数えることにより，Plating　efficiencyを測　　　立腺癌由来細胞ともに，　diethylstilbestrolの0・1お

定し前立腺肥大症由来細胞においてはtestosterone　　　よびO．　5μg／mlの濃度では影響がないものの，1・0

1μg／m1の添加でplating　efficiencyの低下が認め　　　μg／ml以上の濃度の添加では抑制効果が強く現われ

られるが，前立腺癌由来細胞においては10Pt9／mlに　　　ることを報告している。一’fJ　Wishnowli）はヒト前立

おいても低下は認められず，1μg／m1以下ではむしろ　　　腺ではなくhamsterのSV－40によりtrans・formさ

増加していると報告している。この違いは，前立腺癌　　　れた前立腺細胞の単層培養において，17β一estradiol

由来細胞には光学顕微鏡的にはわからないが，電子顕　　　は10μg／m1の濃度で世代時聞を20時間から30時間に

微鏡的には区別できる1つの細胞型が存在するからで　　延ぽし，細胞内酸フォスファターゼを減少させること

あると述べている10）。　　　　　　　　　　　　　　　　を報告している。著者の実験においても，diethyl－

　一・一一方，ヒト前立腺組織ではなく，SV－・tlOにより　　　stilbestrolは1および10μg／m1の濃度で臨床的に急

transformされたhamsterの前立腺細胞をもちいた　　　速な経過をとった前立腺癌の1例（症例7509）をのぞ

Wishnowi1）の実験では，25μg／mlのtestosteroneは　　　ぎ，前立腺肥大症，前立腺癌由来細胞ともに強い増殖

匹代時間を20時間から30時間に延ばし，50μg／mlで　　　抑制と，変性剥離をもたらしている。

は成長はほとんど抑制されたと報告している。また　　　　以上の報告も今回の著着の実験も，diethylstilb－＋

Banら12）は，酸フォスファターゼと蛋白含有量を測　　　estro1などのエストロゲン剤は，多少の差はあれ前立

定することにより性ホルモソの影響を調べた。ヒト前　　　腺肥大症，前立腺癌由来細胞の両方に対して増殖の抑

立腺肥大症上皮よりtransformされた細胞系MA－160　　制をもたらすことで一致している。しかしそれ以外に

においての実験で，testosterone，　diethylstilbestrol　　細胞変性，剥離を促進していることが，今回の著者の

No．3，1977「　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　243



椰　　沢　　温

実験で明らかになった。これらの所見は，エストロゲ　　　　　（稿を終るにあたり御指導，御校閲を賜わった

ンの細胞毒としての作用と，アソドロゲソ代謝におけ　　　　柿崎勉教授・また直接御詣導していただき・御校

…－redu・・ase阻害作用・’・，ともに前立騰細胞　麟謡野難瀦耕繋嶽繍
の増殖抑制作用をすることを考えれば・理解すること　　　　学教室の各位にお礼申し上げます。）

ができる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〈本論文の要旨は日本癌学会第36回総会（昭和

　一一t方，前立腺癌の1例（症例7509）はin　vitroで　　　　52年10月12～14日，東京）において発表した。＞

testosteroneにもdiethylstilbestrol　1こよっても増

殖抑制を示さず，臨床的にも抗男性ホルモソ療法に反　　　　　　　　　　　　文　　献

応せず，急涼な経過をとって死亡した例であって，生　　　1）柳沢　温：前立腺腫瘍の組織培養，第1報培養

体内の癌細胞の性ホルモンの投与に対する反応をin　　　　細胞の形態学的観察．臼泌尿会誌68：11月号掲

vitroのモデル実験で推定することができる可能性を　　　　　載予定，1977

示唆しており，生検組織を培養して性ホルモソ｝こ対す　　　2）黒田行昭：動物組織培養法・pp．245－283，共立

る反応をin　vitroで測定し，治療法の決定ならびに　　　　　出版，東京，1971

予後の推定に，この方法を臨床的に応用するtとがで　　　　3）志田圭三，島崎　淳，浦野悦郎，栗原　寛，高橋

きると思われる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　薄朋，古谷信雄，田谷元祐：アソドPゲソの前立

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　腺に対する作用機序に関する研究，第1編　前

　　　　V結　語　　　　　　　　　立腺組織におけるt，、t。st，，。。，代謝特｝こ5α一

　前立腺肥大症4例，前立腺癌4例の生検組織を，組　　　　　reductionを中心とする分子生物学的解明．日泌

織片単層培養して，培養液にtestosterone　propionate　　　　尿会誌，63：14．－26，1971

（0．1又は0．5μg／ml），　diethylstilbestrol　diphosphate　　　4）志田圭三，島崎　淳，浦野悦郎，栗原　寛，高橋

（1および10μg／ml）を添加して無処置対照群と比較　　　　　薄肌古谷信雄，田谷元祐：アソドロゲソの前立

し，細胞の形態学的観察と細胞の増殖度の測定を行な　　　　　腺に対する作用機序に関する研究，第2編　エス

い次の結果を得た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　トロゲソのtestosterolle－5α・re（luction抑制効

　1・testosteroneの添加により前立腺肥大症および　　　　　果．日泌尿会誌，63：27－42，1971

前立腺癌のいずれにも細胞増殖の抑制と・脂肪変性を　　　5）志田圭三，島崎　淳，浦野悦郎，伊藤善一t，古谷

主とした細胞変性が認められた。変性所見は対照に比　　　　　儒雄：前立腺癌抗アソドロゲン療法の再検討．癌

べて約1週間はやく・初代培養開始後2週間目頃より　　　　の臨床，20：859－－870，1974

観察された。例外として前立腺癌（症例7509）の1例　　　　6）Okada，　K．，　Laudenbach，1，　and　Schroeder，　F．

と，線維芽様細胞が優位を示した前立腺肥大症（症例　　　　　H。：Human　prostatic　epithelial　cells　in　cul－

7704）の1例は増殖抑制を示さなかった。　　　　　　　　　ture：Clonal　selection　and　androgen　depend－

　2・diethylst三lbestrolの添加によ1）前立腺肥大症お　　　　　ence　of　cell　Iine　EB－33．　J．　Urol，，115　：164一

よび前立腺癌のいずれにも細胞増殖の抑制と，変性剥　　　　　167，1976

離が認められた。これV＃．　1μ9／mlより10μ9／mlの濃　　　7）西川源一一郎，秋元成太，川井博，矢島権八，石

度でより顕著であった。変性剥離は対照に比べて約1　　　　　河園子，浅野伍朗，福士勝成言前立腺の組織培

週間はやく，初代培養開始後2週間臼頃より観察され　　　　　養，第3報　前立腺肥大症および癌由来細胞の継

た。ただし前立腺癌（症例7509）の1例は，増殖抑制　　　　　代培養時における性ホルモソの影響，第65回日本
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この症例は生体内の癌細胞の薬剤に対する反応が，in　　　　　O．：Growth　and　hormonal　response　of　celles
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のであると思われる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　the　prostate　ill　monolayer　cell　culture，　A
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