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子宮頸癌の放射線感受性に関する研究

第2編　組織培養による放射線感受性の検討

　　　　　　　口召禾034孟｝二］2月　30　日　　受イ寸

信州大学医学部席婦人科学教犠（主任：身ll井正二教授）
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　　　Part　II．　Examination　of　the　Irradiation　Scnsitivity　by　the

　　　　　　　　　　　　　　Tissue　Culture

　　　　　　　　　　　　　　Teiichi　Yamada
　　　I）epartment　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Faculty　of　Medicine，

　　　　　　　　　　　　　Shinshu　University
　　　　　　　　　　　　（Director：Prof．　S，　Iwai）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　桜式1σト賦培鐘器をま1時間7～］21副の減速調節可1∫旨o

　　　　　　第憶緒　冨　　　　　　培」腋がゴ雌に【構するのを予防するため5－7・の

　］933年Gey等に」：りRoller－・Tube法が考壌され　　　傾斜物有し，200木の培獲試験管の挿入可能のもので

て以来，組織培謎法は飛躍1「1勺な進歩な遂げ，今日冒iで　　　ある。

癌の蕪礎的な問題を始めとし，多くの研究に応用され　　　　　　　篇2項　プJ“ラス器卸“

ているが・魔婦人科領城に於ける組織培獲の応川も著　　　　最窓べて硬質で良質のものを撰択し，使用都度クロー

しく活溌となり・今日まで各種の興味ある知見が報告　　　ム個酸に約12時閲浸し，之な充分水洗（約10間），そ

されている。就中・子宮癌に対する研究が尤も盛んで、　　れを翼1こ再器留水で水洗（約3回），1600C　3〔｝分加熱

今日継代培養が可能で安定した純粋細胞株の最初のも　　滅繭し使用。

のと見倣されているHela細胞も子窟頸癌患潜より培　　　　　　第3項　ゴノ、揆類

義されたものであることは周知の如くである。更に又　　　市販されているゴム栓な4％HCIで孫沸，水洗し

子宮頸癌は他臓器の癌に比し，病蝋よりの材料の採取　　　更にコツホ釜で100。C　30分間滅菌。

が容易であることから，今後更に組織培幾の成果が期　　　　　　　第4項　塩類溶液

待される。従来の組織培、灘こよる研究は主として，そ　　　　研究目的により各種塩類藩液が使用されるも，フr一

の増榊或は制癌剤の効果半ll建的なものに限局されて　ノ・一ルレツド指示薬を入れ燃菌法の容易なH・nks

いるが、最近はGey，　Miller等により本法による腫　　　液を使珊した。

瘍組織の放射線感受性の研究が行はれ，実際臨床面へ　　　　　　　第5項　蛋白質類

の応用が注目されつXある。即ち子宮頸癌の治療にお　　　　各種血満の他色々の濾娼液や羊水，眼球内液等が用

いて乎術か放射線かを撰択する場合に当該癌の放射線　　　いられるが，余は鵬帯血血溝並びに人前1清を用いた。

感受性が判れば，極めて有利であることは論をまたぬ　　膀帯血は騰；刷専動停止を待ち，注射器で無繭的に採

所であり，今日迄各方面よりの研究が行はれているこ　　血。尚採血時に「しごく」と溶舶雌起し易く，後日発

とは，前編で述べた如くである。之に対し組織培養に　　　育判定の一助となるpHの変化を示すフ＝ノー・ルレツ

よる本問題の検討も非常に大なる意義を有するものと　　　ド変色判定に影響するので充分注意を要する。採lfgt’ma

考えられる。今回余も頸癌の組織培養に就き，少しく　　は数時間静鷹後，3000～4000rpm　15分遠沈し，血溜

実験を行つたので，以下その成績について報告する。　　　分離を2回行い一15°C，フリーザーで凍結保存する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第6項　　鶏胎エキス
　　　　　第2章　組織培養法　　　　　　　　　　　　培養組織の発育維持並びに促進物質も種々あるが，

子宮癌の培養法には樋の方法が劉馳されているが　余は現在最も一般的に採用されている鶏胎圧搾液（ll

余はRoller－Tube法により組織培養を行つた。　　　　日目の購牝生熟卵）を使用した。即ち卵殻を配酸で清

　　　第1節主要培蜘誤　　　　　　　掃更に70％°rルコールで消毒後，気室但1より卵澱を破

　　　　第噸，R・11・r－T・b・用回轍置　　　；Nし識胎を採り出し可及的速か蕃こH・nk・液に入れ，
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眼球を罐棄し，更にHanks液で洗浄した後，ホモゲ　　　（十），2視野に及ぶもの（昔），3視野及びそれ以！二に

ナイザーで粉砕し，凍結f堪存。使用時加温融角Tl．し，　　　及ぶもの（Hi・），移佐を（：lr）とし，（’卜）以上を増殖

300〔｝rpmで30分閥遠沈してその上滑を使用する。　　　　例と判定した。又癌細胞の消失或い1まOutgrowthの

　　　　第7項支持体　　　　　　　　　　　 剥脱をもつて1高組織発育細胞の死減と判鐙した。（写

　培旋組織片及増殖細胞の皮持体として賦鶏」虹漿を使　　　真6），

用した。採血に当つては02mg／ccのHeparin　Hanks

液を入れ，蝦状静豚から無菌的に．1（℃c採溢L。之を　　　　　　　第3章実験成緩

3000rpmで15分間遠沈し，上清の1血L漿と鶏胎エキス　　　　　解1節　未処醗の子宮頸癌1患、絃に於ける組織

の各1滴を混合して用いた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　培養

　　　　策8項　培漣液　　　　　　　　　　　　　　　先づ米処澱の二予宮頸癌患者に就き組織培簸を爽施し

　培鐙液の処方は下表の’ltl、1くである。　　　　　　　　　た。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第1項　実験材料
　　R　P、1。nks液．＿…．＿＿55％　　酬大学鰍楓院せ・樹醗縮辮脇

　　　脳帯1削清…一・……………　40％　　　　　　　　　　ffS　21riり：1験方浩

　　　鶏胎瓜キス．＿＿．，＿．＿、，＿　　5％　　　　　　　　　前）“の如くRoller－tube渥ヒに」：つた。

　　　貸雫誹購∵：：：：：：：：：lg’g？　　　第・項実験成績

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（1）　一般発育様式

　　　第2節　培擦術式　　　　　　　　　　　　　　先づ一般的培1巌発育様式【よ所謂上皮性様式でt培鍛

　　　　第1項　培嚢材料採取方法　　　　　　　　　　後数時間後に燭：組織片澗囲セこ各搬の游瀧細胞がみられ

　頚癌組織の採取に当つては，あらかじめ数日前より　　　るが，いつ，｝tもPlasma　cL〕tに圃蔵せず培義液中に

抗生物質（スプ1・ナール，べ＋＝・・ギン坐藁等）を撒看ゴ挿入　　　游滝流拠寸るe

し可及的に縢，原発巣の満浄化を図つた後充分瞳洗後　　　　移住の起茎》場合は培獲後12時「ll傾で，鍬組織片の1測

（此際薬剤の使用は盾壷卸き）試験切除器で1采取。採取組　　囲…部に荊11胞が溺状地様に拡火する醸が認められる

織片はHanks液で数圓洗趨し，1「旺液，粘液壊死等　　　が，増殖と異り雑然たる細胞の鞭団であるが，増殖の

の部分を除去，減菌小試験管又はシャーレ内で，眼科　　　場合は所謂上皮轄llで一層を蹴し増殖する。　（写輿1，

用鋏で辺縁を町及的lll・〔tw的になる様に注意して1～2　　　2，3，4）

mmの小片に細切し，更にHanks液で数圓洗浄し培　　　　癌細胞i’iR　一…般に6時間一72時1醐（平均30時間肩li後）

養にあてた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　で増殖が認められた。之なPapan1eolaouの塾色で検

　　　　第2項　培幾手披　　　　　　　　　　　　　鏡すると＆少小型化の傾向があるが細胞質と核比の不

　豫め準備した滅菌試験弩穿に鶏血漿の1滴と鶏胎r．ヤ　　　圃，核の火小刷司，集団化傾向，核小体の増加核の過

ス1滴を混含し．先端が軽度に曲つたガラス樺で，手　　　染性傾向等通粥の癌劇ll胞と圃様の特色が観察された。

速く試験管面に廻轍譲布し所謂P正asma　clotを作り　　培蝿4－6日貝に…般に母組織片周囲のPlasma　clot

ゴム検を施し匿少時放齪炎Clotの褒面に前記培養組　　　は液化され，その部分の増殖発育細胞は壇養液に流失

織の細切片を約1cm聞隔で二列に静胤　培養液を入，　するが，それ以外の母組織周辺では引ぎ続き細胞の増

れ，Raller－tube培養器に挿入し，37°Cで1特間圓転　　　殖が認められる。（写糞5）

数7回で培養した。培養液はフエノールレツド指示薬　　　　又線維芽細胞の発育が爆々観察されるが，その発育

の色調の変化程度より隔日父は3日目に交換を実施　　．は必ず癌細胞の発育増殖より逢れ，一一一一般に培凝開始後

した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10日すぎに多くみられ，母細胞片の宋棺に行く程，そ

　　　　第3項判定法　　　　　　　　　　　　の密度は疎となり，明瞭な紡鍾形を黒する。

　発育増殖した細胞のOtttgrowthの計測にも各種の　　　　（2）子宮頸癌13例を培養した結果をま第1褒に示

方法があり，何れも・－i長一短を有する様である。即ち　　す如く，発育増殖の程度の飽はあれ全例に発宵を認め

（1）Edinger投影器法　（2）Plank｝meter法　（3）　　た。培養試験管数に対する発育試験管数の率（以下増

核変化比　（4）乾燥重盤法　（5）D・N・A法　（6）　　殖率と略）は55．1％であつた。発育内容では（十）以

酸索やグリコーゼの消費澱測定　（7）浮游液培擬法　　　上の発育を示したものが9例，（十）のみが4例で，

等があるが余は松山の判定方法を参考として．100倍　　　その中2例では，12本中2本及び1本と鵜育不良であ

の拡大の検鏡で，一視野中に増殖の認められるもの　　つた。
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蓑1　　子宮噸癌の組織培鐘　　　　．　　　蓑2子宮頸癌と各分類と培養との関係
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6　　　処置のものに比し，一一般に増殖の悪い事がi充分に：予想

11　　　される所であり，逆にその増殖の変化状態か旺｝放射線

0　　　感受性的なものが予測される可能性があり得る。かx

1　る点から余は期櫛療雄行患者の灘職培融試み

全体増殖率55．1％　発育は48・v72時間　　　　　　た。

　　　　　　　　締剛㈱N（＋）　　（A）照拐撚灘よる組織欄ゆ変イヒ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　笛1項　　塞験材料
　松山等は子宮頸癌ではsq・・8　ft　？1ぐ92例中55例）の発育　　　信州大学産嬬人1偉1掌教室に於て照射癒法を実施しte

と報じているが，組織培整では影種多様の梅雑なる因　　、患鞍」：り採取。

子が関与し，厳密なる意味での絶対的議趨培：礎条件な　　　　　　　塘2項　実験方法

見出すことは不可能に近く極めて微妙なる盤でもその　　　　廻転照身｝，ザレコバルト照射，Co6町劇妾照射の各

発育には大なる相違を来すものと考へられる。余の方　　　施行中の6例からの採取材料を前記の法Roller－・tube

法と松山との方法に於て（1）1本あたりの培嚢組織　　　により培養した。

片数が少ない。（5～10ケ位）　　　　　　　　　　　　　　　　錦3項　護験成績

　（2）鶏M〈　nキスには殆どHanks液を入：トしなかつ　　　6例につき検索した成績は第3褒に示す如くで幽

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　る。一般に治療の進行と共に増聴は低下する傾向にあ

　（3）　鶏胎エギスはPlasma　clot用な除き，栄鐘　　　る様で，特に傑部昂：3000γ前后になると増殖の低下傾

液用のものは常に新鮮のものを使用した。　　　　　　　　向を示す様である。谷増殖発育を観察するに，無処澱

　（4）Roller－tubeの圓転数カミ4～5回少い7～8　　初代培趨時とくらべ・そのOutgrowthも一般に不

叩h。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　良で，又発育増殖日数も，線簸の増加と共に短期間

　1（5）判定法は】00倍検鏡で実施した等の差異があ　　　で・その日数も最矩7日より最畏36日聞であつた。も

り培養成績の蕪異の1國をなすものと思はれる。　　　　つとも原発集の変化の大なるCo601直接照射例は2例

　　（3）進行期，組織所見，SRと増殖率との関係　　　につき検索したが，1例では増殖をみず，1例でVi－一

　上寵各分類と増殖率との関係にっいては第2表の如　　　次効果（　H－）であるにもか厨っらず5本中3本に増殖

くで，例数少き為決定的な事は云へぬが，進行期の早　　　を認めたが此等の差は進行期，療法手抜，或いは線感

い例に，y組織所見では未熟例，　SRとの関係では10　　受性等の豊によるものと思はれ子宮頸癌組織の機雑性

％以上のものに増殖率が高い傾向を示す様であるが，　　　を物語るものと考へられたo

今後更に例数を増加して検討する必要があると思はれ　　　　　（B）　放射線感受性指数（Miller）に関する検討

る。　『　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Millerは近時組織培養を行った癌組織に照射を行

　　　第2節　処鷺（照射療法）子富頸癌患麿に於　　　　い，その照射貴と培澱組織の死滅する日数より，放射

　　　　　　ける組織培箆　　　　　　　　　　　　　　線感受性を或る程度予測し得る場合ありと推論してい

　子富頸癌原発巣は各種放射線療法により程痩の鑑は　　　るが，余も此の点につき以下検討を試みた。

あれ，何れも可なりの変化の生ずる事は当然である。　　　　　　　第1項　実験材料

かxる照射性変化の生じた癌組織の組織培養では，未　　　．僑大産婦入科に入院加療せる子宮頸癌患者4例（手
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写真3．　　　　　　　　　　　　慮
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写真4．
　増　殖　（子宮頸癌）

写真　5．

　母癌組織周囲の液化現象によ

　る癌細胞剥脱

（10x10）

　　　駕、1婚凱r繋騰梅藩拶厩

∴愛’／i雛藩騨塗款
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　　　蓑　3　　　　　　　　放射療洪施行患渚の組織培謎
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S　。＝照射第11：1目からの生存期闇

術患渚3例，、照射療法1例）。　　　　　　　　　　　　の所謂レ線感受性抵抗性犠ご示す数値を示したにもかk

　　　　第2項　実験方法　　　　　　　　　　　　　わらず局所総線徽5〔〕oer（ITelecobalt　i・1・1心部照射前

　RoUer－tube法で処概前に採取した癌組織を培礎　　　面300γ，后面より21）Oγ）の照射を実施した第一次効

し培養後7　一一13日繰過観察後，癌細胞の比鮫的発育良　　　果は入院時嶋卵大の腫瘍が邊院時1には醤明な縮少を認

好のものを選び，200γを1日1圓連日乃灘隔日に照　　　めた。本例は第3蓑の伐績の示す如く，150〔〕γでは5本

射を禦施した。照射条件は島津製作所儒愛腎STO　　中5木，3000γでは5本中1本に増殖カミみられ，　SOOOγ

200－2‘｝，180KV，15mA，濾過板O．5mm　Al十〇．5　　では増殖が認められておらず又陥床的経過が極めて順

mm　Cu試験管及管球距離40cn，，照射10x15c皿。　　　　調であった燃等よりin　vitroとin　vivoにおげる成績

　　　　第3項爽験成績　　　　　　　　　　　が一致せずMillerの云う放射線感受性指数に関して

　4例の成績は第4表の如くである。各症例にっき　　は，今後更に慎重なる検講を要するものと考へられる。

MillerのE・＝篭話夢の式にあてはめると，今仮りに連

日200r照射したものにつき之をみると26，103，780，　　　　　　　　考　　按

800，の数値を得る。4例中3例が放射性抵抗性，1　　　　組織培謎法は今世紀の始め頃より，既に研究が開始

例が良好型であつたが，症例2Vα1～2＞o．3は手術療　　　され，今日迄多くの業績が発表されg翼に術式，培鐙

法で第・・一一次効果と併用して観察は田来ず今後の5年治　　　器艮，培地等の改善考案が進め曝れつXある。今日起

癒によらねばならぬが，然し症例4に於てはMiller　　行はれて来た方法としてはCoverslip法，　Carrel法，



・66．（・66）　　　　　　　　　　　　儒州医誌鐸ジ9巻節1帰
M、tl、。d法，　R。11，，一・。b。法，囁1・」llL欝力・麟力・，　就・・篤欄1継に脳・1耽鵬される榔なり，　7a“

現侃もよく使用されている耀ではR・ller－t・be法　邦では！欄絢H・1・細ll包醐す甜究が・1うるが・

である。　　　　　　　　　　G・y瞭謝後儲よりの1司’糖麟し1棚・酬のと
木法は1933年G，yによ膀案された方法であるが，　購るナ㈱緩働小型上芝芝細包融み，醐解1鵬

捉励質の継と共に組織1，繍・一大飛1腰もたら　ついて報じ，近時甦Mln・・ノ鰍子酬1鯖からVilli：

し，特に最近Salk等が本法を応用して所謂Salkvac一　　接採Jrscした癩唖の組織小片の20～・1〔〕をRolle「”tubeで

，i。を誠レ＿撫。も非・1・搾燗心が払はれ穂セ疎　膿し，1・・i・畔（・職試鵬：翻瀬・挿入U翻）

つて来ている。纈梛職曙i網翫ては，既に相　とPh…。畑洋㈱駅1蝋をPl…し・副に挿入し

当以鰍り禰れており，牛網怨幽蠣の組織糠は　て照9，1）とに分けて照射を行い・その観繍果か捌

C。，，el，　B。，，。w等により開コtflされ，舶では翻で　勅る幸1・告捕っている・　PIIIちE弓ll　“・（E轍射

繍ll胞の培酬撒されている．　網951年G・y等　整i・徽i儲数，・燃・シ1ウごソ1・S珊聯田か

により作られたH。1。綱包肝’繭儲の欄；1・　xつ　らの職日数）の鵡りEの椰・団9轍射細藤受

たものであり，今日1堺各国で鋤面の研究に利用さ　M…蝕1・1悲50～100・・PtVi］tLU！，10°以一臆襯！・と1・・　’c

れている．鱒職“の綱．である．，ヨ・瀬醜調する業　工・Si・剛10例（舗1曜舗と瑚のll㈱では・

織しては，棚幽くのものがあ1、，鵬1・塒　綴1懐好嘲訊抗例3例沖闘型2f聯史徽得
Gl。tthaar，は・」儲剖1，）illl；IF“・｝ISSと搬1［，、㌃【1と・1）　1】に　た2報じt・・r・1り・酬湘・繊耀趣鯵親嘱るの

は，鞭によ，その幽，田繍桝醗・・糊，魏　ではないかと購じ・いるが，しかし｛nvit「9　．　qi　i’）‘i［

のある軸報じ，又1952・1・M。。reも1・例a・粥囎1　・・帥燃縦蝋射1撚鮒がil、・i…の1醐の反

繍と17例の子瀬勲，培」鰍果より，悪舗変部は　髄購に示すと1齢のは鴨であり糸・1論鵬る蹴

離椴部に比し轍1繍興配易い鱗肋難　齢1綱鮒縄要と述べて・・る・L…itzl“iもin
S。。しham舗R。H，r－t・1、e法で」醐の44％に糊珊　包　・it・。に於け雛煮射槻の・照射i’E・1：1鋤果けV・で他

の脇睦認め，V。i・nt・・の移植撒な灘・て・r・…，），　のL’・／・・1は剛馳細IL彿階等による滝・のとしているが

5ZL1959．f．1・1　G，andは42例の子’1鞭部榊1に・・ぎM・・i’t　纏繍軸細1包と臨床」・の放辮　㈱1効獄は予后の

mow　doub）e－－coverslip法で塞験し，組織螺養上の所　　推荊lll等に際し極めて示峻に‘・糖ものと塘へられ為。又

見は瞳塗抹標本の所見と一致し，末熟細胞の多い程，　　　GrahamのSR・RRが如何なるi1：により生ずるか又

培養活性度も高いと述べている。　　　　　　　．　　　　その判定嬉準身如何看こすべきか等に就ては今日尚不日正】

　近時本邦でも松峰は16珊の額棺脚1の膿　 の点が叙・所であるが・しかし今後組繊千鰍こよる癌
を行い，子宮顕癌59．8％，卵巣癌33．3％，妊娠ビラン　　細胞の昏方面からの榔・1により，その事情の一一端が解

30．8％，体部癌2〔1、O％，非妊娠ビラン17．6％，正常騰部　　　明されるものと考へられる。

1・1，1％の発育をみたと報告し，噸癌と正常子宮膣匡lll組　　　余の漿験成績では放射線痛｛法施行中より採取した組

織との間及び頸癌と1疑欄群との間に有意強な想めてい　　　織では，深部・ll30〔｝〔1γ薗後で発育の不良傾向を見無

・る．余の鮪・3例に於ける蠣血で醗膏物⑭澱の　姻働1醐代鞭塒よ醗育靴・般に不良で・‘謄期間

差はあれ，全例に癌細胞の初代培養の発育を認め，培　　　も短縮化の傾向を示し30日闘以内に増殖細胞の剥脱現

養試験管数に対する発育試験管数の率は55．1％であっ　　　象をみ，放射線効果の一端を知り得るのではないかと

た。体外で増殖する培養維織は，組織切除部f，1の状熊　　　考へられた。叉初代培縫したもの4例につき・連日～

を始めとして畷迄の時間謁染の程度，培蜘⑫新　wa－　El・，レ綜照射し・Mill・・氏の云う撒より之をみる

鮮度組成，廻転鐸獲回数等多くの慶雑なる閃子に左右　　　と4例中3例が手術療法を行った為・第1次効果と併

せられる事が当然想像され，それ等が相互に微妙なる　　　用しての観察は不可能であつたが，第一次効果と共に

関係を有するものと考へられる。組織1，f’sL’St‘法による各　　　襯察し得た1例ではin　vit「oでは放身1線抵抗惟であつ

種の麟は動物撒に比し有利な点が多く，細胞に対　たに書騨ず，臨床的に一次効果及経憩よ良好であっ

する薬剤の直接作用より，その効果の大局、を判定する　　た。此の事は前述の如くln　vitroの腫瘍の『放射線感

慕が可能である事より，臨床的には比較的最近迄制癌　　　受性より癌患諸の予後を推疋することは・Mille「自身

剤効果判定に関するものが，その蹄体を占める傾向で　　　も隙く警告する如くいましめるべきであると菅へられ

あつたが，現在では単に狭義の制癌剤のみならず，癌　る。最終結果は，勿論駒三治癬｛によらねばならぬ

に対する抑制作用に関する研究，即ちホルモン，代謝　　　　が，癌患、爵の生体反応の腹染樹生に就いては晦后尚多く

櫛〔鱒の榔寸が徹れてし漏更に放射性感受性に　の追求が、腰であるが，然し期性感難に関する闇
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題が大きく取りあげrnれている現在，組織培義法によ　　官に対し深謝すると共に，御協力を戴いた津田掌土並

る検討は大いに今綴期祷される興味ある方法と考へ　　びに教室の各位に対し感謝の意を爽する。

る。
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