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　子宮頚癌は婦人科腫瘍のなかで最も頻度が高い癌である。今回我々はその子宮

頚癌の一亜型である、すりガラス細胞癌（g1assy　ce11carcino㎜a：GCC）由来

の2細胞株を樹立した。GCCはその発生頻度こそ全子宮頚癌の！から2％と低

いものの、進行の早さ・放射線抵抗性・化学療法低抗性などの特徴を有しており、

子宮頚癌のなかでも非常に悪性度の高い腫瘍として知られている。今回の樹立に

より、既存のGCC細胞株と併せて生物学的な共通点を探索し、GCCの特徴を

調べることにより、今後の診断・治療の一助とすることを目的とした。

　4年間で約80例の初代培養を経験したが、そのうち11例で細胞が順調に増

殖して継代が可能となり、なおかつヌードマウスヘの可移植性が確認され細胞株

が樹立されたものは4例であった。このうち、GCC由来細胞株はTOM－2、

及びOpt60bの2株であり、これに加えて世界で初めて報告されたGCC細

胞株として知られるHOKUG株を含め、以下の検討を3株で行った。

　まず、in　vitroでの細胞培養時の特徴として細胞倍加時間はTOM－2，Op

t60b，HOKUGでそれぞれ87時間、59時間、49時間であり、増殖がやや緩

慢であった。培養細胞は単層シート状に配列し、細胞数が飽和しても容易に重層

化しない、また細胞間が明瞭である等の特徴を有していた。

　次いで染色体分析ではTOM－2が低4倍体、Op　t60bは3倍体、HOK

UGは低2倍体であり、p1oidyにっいては共通性はなかった。腫蕩マーカーの分

泌能に関しては、婦人科における腺癌系のマーカーであるCA125が3例共に

陽性を示し、扁平上皮癌系のマーカーのSCCもOpt60bを除く2例で陽性

であった。これはGCCが腺扁平上皮癌であり、腺癌・扁平上皮癌の両者の特徴

を合わせ持つための性質であろうと考えられた。また、低濃度であるが神経系細

胞に特徴的に分泌されるNSEも3例共に検出されたがその生物学的意義は不明

である。子宮頚癌で高頻度に検出され、癌化に関与していると考えられている、

舳manpapi11omavirusのDNAは3例全てで検出され、TO1M－2・Opt6

0bが18型、H　OKUGが56型であった。

　サイトカインの分泌能の検討では全ての株で1nter1帥kin（lL）一1α，一6，一8を分泌

しており、特に1ト6，一8については高濃度の分泌を認めた。。14種類の他の組織

型子宮頚癌由来細胞株の検討では1L－6，一8のいずれについても分泌していないか
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低値分泌するにとどまるものが多く、一部で1レ6か1L－8を比較的高濃度に分泌し

ていたものの、両サイトカイン共に分泌している株はGCC由来細胞株のみであ

った。癌の発生母地である子宮頚部の正常扁平上皮細胞でもこれらサイトカイン

の分泌能を有していることから、GCCにおけるIレ6、一8の高濃度分泌の原困を

考えると、GCCでは癌化のプロセスの中でもサイトカイン分泌能を保持し続け、

このサイトカインの分泌を促進するTNF一偽亘ト1αの分泌によってIL－6、一8の両者

の分泌が促進されている可能性が示唆された。

　非常に治療抵抗性で予後が悪いとされるGCCであるが、文献的に治療法につ

いての拠り所となるデータはほとんどない。そこで、　（1）3GCC株を用いた

Diseas6oriented　screening　syste㎜（DOSS）に基ずく抗癌剤の感受性検査、　（2）

GCC細胞のtota1ce11ki11を目指す上での養子免疫療法の基礎的検討、の2

点について検討した。

　DOSSとは化学療法に際して腫瘍の組織型I別に’共通する感受性抗癌剤をあらかじ

め調べることにより、有効と思われる抗癌剤の組み合わせを選択するものである。

今回、11種類の抗癌剤について薬剤感受性を検討したところ、HOKUGは比較

的抗癌剤の感受性が高く、6種類の抗癌剤に対して感受性を示したが、TOM－

2では3種類・Op　t60bでは5種類と比較的薬剤抵抗性であった。3株共に

共通して感受性を示した抗癌剤は、Ac　tDと婦人科腫瘍において化学療法の中

心的は役割を担っているCDDPのみであり、GCCの化学療法でもこれら2者

の併用またはCDDPを基本とした薬剤併用がなされるべきであると考えられた。

　養子免疫療法の検討については、子宮体癌由来細胞株であるlMIN－2に対す

るauto1ogousCTLの誘導を、癌細胞の培養細胞をtarget（いve　target）とした

場合と手術標本のホルマリン固定パラフィン包埋切片をtarget（fixed　target）と

した場合で確認した。また、同株やGCC株の原腫瘍組織のホルマリン固定パラ

フィン包埋切片からCTLの腫瘍抗原認識に不可欠なMHC　c1ass1分子の発現

を確認し、GCCにおいても応用可能であることが示唆された。

　以上より、GCCは子宮頚癌のなかで非常に特徴的は性質を持つことが判明し、

今後これらの特徴を考慮することが、GCCの正確な診断・適切な治療に有用で

あると考えられた。
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第1章　　緒言

第1節 本研究の動機

　近年、子宮頚癌検診の啓蒙が進み、受診者の増加に伴って多

くの早期癌が発見されるようになった。発見される子宮頚癌の

約20～30％は上皮内癌でIa期を加えると約半数となり、これら

の症例の予後は極めて良好である。その」方で、検診未受診者

を中心に発見される進行癌の治療成績が遅々として向上しない

現状もある。

　衛生環境の向上に伴う発生率の低下と早期発見が相まって子

宮頚癌は比較的予後の良い腫瘍と考えられるようになった。し

かしながら、進行癌では病状のコントロールは難しく、この10

年でその予後はほとんど改善されていない［1コ。　これは、現在

の集学的治療法をもってしても、進行子宮頚癌で癌細胞のtota1

ce11ki11が得られないことによる。他方、見逃せない事実と

して子宮頚癌の組織型比率が徐々に変わりつつあることがあげ

られる。　これは従来の集学的治療が比較的奏効し易く、予後、良

好とされる扁平上皮癌の割合が減少し、治療抵抗性の子宮頚部

腺癌や少数例の予後不良癌（小細胞癌［2］、カルチノイド［3コ、

明細胞腺癌〔4コ、すりガラス細胞癌（G1assy　ce11carcinoma：

GCC）［5I6コ［7I8コなど）が相対的に増加傾向となり、全体

の予後向上のために無視できない存在になっていることである。

　極初期の子宮頚癌は組織型に関係なく予後が良好であること

は、他癌と同様である。しかしながら、子宮頚癌の初期・早期
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浸潤癌では組織型により予後が有意に異なることはよく知られ

ている。例えば、扁平上皮癌は基本的な治療戦略がある程度確

立されており、比較的予後が良好であることが多い。他方、子

宮頚部腺癌や特殊型についての従来の治療はこの扁平上皮癌の

治療に準拠して施行され、その奏功率が扁平上皮癌に比して低

いということから予後不良とされていた。しかしながら、近年

この組織型の違いが腫瘍の生物学的な性質を規定し、治療に対

する反応性を反映するため、組織型別に治療が個別化されて一

定の成果をあげている。子宮頚部腺癌では独自の化学療法プロ

トコールが提唱され現在検討されているところである。今後こ

のような難治性子宮頚癌の治療を目指した独自の診断。治療法

の開発が子宮頚癌全体の予後改善には是非必要であるが、特に

低頻度の組織型の癌に対しては検討を行うための材料が不足し

ており、生物学的検討を行う際の障害となっている。

　・このような背景の中で、筆者は不幸にもGCCに罹患し集学

的治療の甲斐なく亡くなった一人の若年婦人の手術標本からG

C’C由来の細胞株（TOM－2株）を樹立した。入院時から亡

くなるまで高熱が持続し、また抗癌剤治療が全く無効だったこ

ともあり、従来の子宮頚癌と切り離してGCCに特異的な生物

学的特徴について研究する必要性を感じ、本研究を思いたった。

また、研究中にGCCの別症例で初代培養の機会を得て、再度

細胞株（Op　t60）の樹立に成功したため、既存のGCC細

胞株であるHOKUG株を加えた3株のGCC由来細胞株を用

いてその性状と治療法に関する基礎的検討を加えることが可能

となった。第二例目については、まだ樹立後間もないため全て
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の検討が完了しているわけではないが、多数の細胞株の共通し

た性格を分析する方が、GCCの本質に迫れると考え敢えて実

験対象とすることにした。本研究の成果が今後新たなGCCに

遭遇したときに診療の一助となること、また、稀な組織型の子

宮頚癌の生物学的特徴。治療法の開発のモデル系となり、ひい

ては子宮頚癌全体の予後を改善することを期待しつつGCCの

生物学的特徴を考察してみたい。

第2節 すりガラス細胞癌（GCC）とは

　本邦における子宮癌は組織学的に約90％程度が扁平上皮癌、

5～10％前後が腺癌、5％が他の特殊型である。近年の報告で

は徐々に腺癌系の癌が増加傾向にあるといわれている。GCC

は子宮頚癌の特殊型の一つである。子宮頚癌取り扱い規約［9コで

は腺癌・扁平上皮癌混合型に分類される腺扁平上皮癌の！亜型

とされ、低分化型とされている。

　1956年にG1uckmannとCherryにより最初の報告がなされ［5コ、

ヘマトキシリン。エオジン（H＆E）染色の所見として、すり

ガラス様の豊富な細胞質を持ち、核小体の目立つ類円形の核、

明瞭な細胞境界、問質反応として好酸球・好中球等のびまん性

の浸潤等が特徴とされている。電顕上の所見として、豊富なグ

リコーゲン穎粒やゴルジ装置、小胞体の拡張、　トノフィラメン

トの存在等、扁平上皮癌と腺癌の特徴を兼ね備えていることを
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特徴とする⊂5コ［6コ［10］［！1〕。この組織型は上記G1ucks㎜annらの

報告では2489例中41例、すなわち1．6％といわれ、その後の症

例の報告においても全子宮頚癌の1－2％の頻度であると言わ

れており［12コ［13コ⊂14コ、比較的稀な組織型である。筑波大学付

属病院では開院以来平成9年末まで登録された子宮頚癌は975

例を数えるが、本組織型と診断された症例は今回細胞株の樹立

に供された2例のみであり、約O，2％であった。罹患年齢も平

均年齢36～46歳［11I14I15コと他の組織型に比してやや若

年に傾いている。

　そして臨床病理学的に最も重要なことは、この腫瘍の癌とし

ての生物学的振る舞いが非常に過激であり、進展が早く発見時

にIb期、II期以降にずれ込むことが多いこと［5コ、　早期に転移

を来しやすいことなどから予後が不良なことである［5コ［6コ［7コ

［8コ。局所の進展が速いのみでなく、浸潤性に発育して早期のう

ちに近傍や全身に転移を来しやすい。放射線治療や化学療法に

も抵抗する症例が多いとされている。また非角化型扁平上皮癌

との鑑別が難しいため［15コ［16コ、思い切った濃厚な治療を行う

機会が与えろれず通常の非角化型扁平上皮癌として経過観察さ

れて再発し不幸な転帰をとる例が少なくない。5年生存率は30

％以下と報告されており［10コ［13I17コ、予後不良であることを

裏付けている。

　前述の我々が経験した症例でも、早期からリンパ節。遠一隔転

移を来たし、放射線療法・化学療法に抵抗性であったために治

療に難渋し、治療開始から死亡まで8ヶ月と非常に進行が速か

った。このように、非常に悪性度の高いGCCについては病理
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学的、臨床病理学的な検討の報告はあるものの、生物学的な検

討を行った報告はなく、GCC由来樹立細胞株の培養を通して

共通点が得られれば、GCCの診断。治療上非常に意味のある

ことと考えられた。

　これに関連して前述症例では38から39度の熱が腫瘍の消

長に平行する形で発熱・解熱を繰り返し、腫瘍熱と考えられた。

治療中にはこの発熱の原因は特定できなかったが、今回の検討

でGCCの腫瘍熱を来す原因についても推察したい。

一5一



第2章 GCC細胞株の樹立

第！節　　樹立方法

　　手術時に摘出した腫瘍より一部を初代培養用検体とした。

検体採取の際、病理診断の妨げにならないように最小隈の採取

を心がけた。標本は無菌シャーレにとり、少量の滅菌生理食塩

水を加え、以下の操作時まで冷蔵保存した。今回の検体はいず

れも転移リンパ節組織であった。まずクリーンベンチ内で腫瘍

組織を眼科用尖刀で細切し、O．25％トリプシン約6m1にDNase　I

（Sigma）100叫gを添加した酵素液を加えて撹絆しながら10－20

分問消化し、初代培養用培地（TOlM－2では15％ウシ胎仔血

清（：FBS（ニチレイ））添加MEM培地、Op　t60bで

は5％非動化FBS添加Rha二m一α培地〔18コ）でトリプンンを

不活性化した。1000rp㎡（140x　g）で3分問遠心分離し、他の

酵素を希釈し不活化したあとで、沈澄を4種類の抗生物質

（Kanamycin，Strepto㎜ycin，Genta㎜ycin，PCG）添加した培地に懸

濁してシャ7レ上に播種し、5％C02インキュベーター内に

37度で静置した。3日から5日毎に培地を交換しながら細胞の

観察を続けた。細菌汚染の心配がなくなり次第、漸次抗生物質

を除去した培地に移行した。
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第2節 TOM－2株

2イ　　　供試症例

　供試症例は27歳未産婦、不正出血を主訴に近医産婦人科受

診。細胞診上、子宮頚癌を疑われ、当院産婦人科を紹介受診し

入院した。入院時より連日38度台の発熱が持続しており、腫瘍

組織への感染が疑われ抗生物質の投与を受けたが、手術まで解

熱しなかった。1993年2月9目子宮頚癌（大細胞非角化型癌）

Ib期の診断で広汎子宮全摘出術を施行した。未婚で若年であ

ることから、左卵巣を後療法の放射後照射野外へ移動するべく、

左卵巣の上腹部への移植も同時に施行した。術後、一変して平

熱に戻り、40Gyの全骨盤照射と9．6Gyの小骨盤追加照射を

受けて同年4月20日退院した。その2ヶ月後、再度発熱と白血

球の増多、温存した左卵巣及び傍大動脈リンパ節の腫大から再

発と診断され再入院となった。その急速な進行と放射線抵抗性

から病理標本を再検討した結果、GCCと訂正診断された（図

！）。高熱は再手術直前まで持続し、同年7月8日左卵巣摘出

術と腫大傍大動脈リンパ節切除術の施行後解熱した。術後CD

DPを含む化学療法が行われたが、奏効せず再燃し、全身に転

移を来たし10月24日死亡、高熱は再燃から死亡まで持続した。

2－2　　細胞株樹立経過

本症例では第一回目の手術時に原発巣から初代培養が試みら

一7一



れたが成功せず、第二回目の初代培養は転移リンパ節からサン

プリングを行った［19コ。培養初期には癌細胞の小コロニーが線

維芽細胞の間に散在する程度であったが、半年にわたる培養に

より細胞密度が増し腫瘍細胞コロニーが優勢となって線維芽細

胞が自然に剥脱した。その時点で最初の細胞回収と継代を行い、

数回の継代の後に線維芽細胞の肉眼的消失を確認した。’ヌード

マウスに1x106個の癌細胞を皮下接種したところ、1ヶ月で

皮下腫瘍を形成した。この時点でTOM－2株の樹立と判断し
た。

2－3 TOlM－2株の諸性格

　位相差顕微鏡でのTOM－2培養細胞の観察では、細胞はシ

ート状に配列し、重層化はほとんどしない。低密度での培養で

は細胞質が豊富で個々の細胞が大型化しており細胞境界はやや

不明瞭であるが、細胞増殖に伴い高密度となるに従って細胞は

小さくなっていき、多稜形で細胞境界明瞭となった。個々の細

胞に注目すると、大きく明瞭な核小体を1から数個持つ核が綱

胞質の中央に位置していた（図！）。これらの所見からは低分

化から中分化の腺癌や腺扁平上皮癌が想定された。

　ヌードマウスに移植された腫瘍組織を観察すると、H＆E染

色では腫瘍の中央部が壊死に陥っているものの、すりガラス状

の胞体を持ち、明瞭な核小体をもつ類円形の核、細胞境界明瞭

等の所見が認められ、十分に原腫瘍の組織形態とほぼ同一であ

ることが確認された（図2）。電子顕微鏡での観察では小胞体
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が豊富で拡張しており、一部にtonofi1a㎜entやグリコーゲン穎

粒、　ミトコンドリア、ゴルジ装置の増生が観察された（図3）。

　また、PAS染色は陽性像を呈したが、A1cian　B1ue染色は

陰性であった。

　これらの所見を総合すると、原腫瘍とほぼ同様の形態的特徴

を有しており、文献的なGCCの特徴［7コ［8I9］〔11コ［12コと合

致することからTOM1－2は原腫瘍のGCCとしての特徴を保

持していると考えられ、GCC由来細胞株と考えられた［19コ。

　TOlM－2の発育形態であるが、増殖は緩慢で（図4）細胞

倍加時間は、86．5時問であり、最大培養密度は3宙47x

l05／c㎜2であった（表1）。その他マイコプラズマ汚染のな

いことと、細胞がヒト型であることを確認した。

第3節 Opt60b株

3－1　　供試症例

　　供試症例は50歳の2回経産婦である。不正性器出血により

近医産婦人科を受診し、進行子宮頚癌を疑われて当院産婦人科

を紹介受診し入院となった。入院当初から発熱が認められたが、

1996年10月21日子宮頚癌IIb期の診断で広汎子宮全摘術を施行

し解熱した。術後骨盤リンパ節転移カデ認められたため、全骨盤

放射線照射50Gy追加して退院、現在外来にて無病生存中であ

る。本症例も当初子宮頚癌非角化型大細胞癌と診断され、術後

標本の詳細な検討でGCCと診断された。

一11一
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3－2 細胞株樹立経過

　　本症例では手術時の転移リンパ節を初代培養用の検体とし

て用いた、TOM－2と同様の樹立経過で、線維芽細胞優勢な

状態では培地交換を繰り返して線維芽細胞の疲弊を待ち、約半

年後腫瘍細胞の増殖を確認して回収。播種して継代した。

　継代を重ねて癌細胞を純化させて後、ヌードマウス皮下への

移植能を確認して樹立とした。現在、継代12代であるが、順調

に増殖している。

3－3　　’Op　t60b株の諸性格

　位相差顕微鏡による観察では、押胞は比較的低密度の時は類

円形から多稜形をなし、大きな細胞質と少数の目立つ核小体を

有する核を細胞の中心に持つ細胞である。増殖に伴い高密度化

すると、細胞問隙は明瞭となり細胞質の割合は低下するが、細

胞の重層化は起こらずに浮遊していくものが増加した（図5）。

　ヌードマウス移植腫瘍の光顕での観察では、H＆E染色で核．

小体の目立つ類円形の核を持つ細胞で、細胞質は厚く充実性に

増殖しており、原腫瘍類似の形態を示した（図6）。

　電顕による観察は樹立問もないことから未施行である。

　Opt60bの発育形態は比較的緩慢な増殖を示し，細胞倍加

時問は59時問、最大培養密度は2．29x　l05　／㎝2であ

った（表五）。マイコプラズマは陰性であった。
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第4節 HOKUG株

　本細胞株はGCC細胞株として世界で最初に報告された樹立

株であり［20］、樹立者である石渡　勇博士より承諾を得て今回

の検討に加えたものである。供試症例、樹立経過は文献［20コ参

照。

4－1　　HOKUG株の諾性格

　位相差顕微鏡での観察では円形もしくは多稜形、紡錘形の単

層シート状の配列を示した。細胞質は豊富ですりガラス状であ

り、PAS染色強陽性であった。

　細胞倍加時問は49時問、最大培養密度は平均で2．60x

l05／c㎜2であった（表1）［20コ。

第5節　　小括

　　GCC由来細胞株の培養上の性質として3株の共通点を考

えると、全ての株において培養時に単層に配列し、重層化しな

いことが挙げられる。通常、株化腫瘍細胞では無限増殖能を獲

得し、細胞増殖時に接触阻害（contact　inhibition）が起こら

ないため、単層配列でfu11sheetとなった時に上方へ発育して

細胞の重層化がおこることが知られている。重層化しない性質

は、細胞問接着分子の発現不足による細胞問の低親和性も考え
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られるが、発生母体の性質から考えると、腺系の細胞よりは、

比較的扁平なンート状の細胞の配列を持つ扁平上皮系の細胞の

性質によるもの’と推察された。また、PAS染色陽性であるこ

とも細胞質内にグリコーゲン穎粒が豊富である扁平上皮細胞の

特徴を反映したものと考えられた。

　3株の細胞倍加時問は平均64時間であり、後述の他組織型

子宮頚癌株では30時問から93時間に分布したことから、G

CC株では細胞増殖が遅い傾向が認められた。

　Op　t60bは樹立後培養期問が短く、正式に初代培養の樹

立と宣言するためには、今後の継続的。安定的培養が必要であ

る。しかしながらヌードマウスに対する可移植性の獲得や移植

腫瘍の検討等から今回の検討に加えることに妥当性があると判

断し、以後の検討をこれら3株で行った。
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第3章 GCC細胞株の性状

　前章で培養細胞としての共通点を検討したが、本章ではGC

Cの持つ形態学的。生物学的に特徴・共通点について検討した。

第1節　　材料

　GCC由来細胞株3株を用いてGCCに共通する性質を調べ

た。前述の通りHOKUG株はGCC細胞株として世界で最初

に樹立報告された株であり、原論文［20コに記載してあるものに

ついてはデータを参照した。

第2節　　方法

2－！　染色体分析

　TOM－2，Opt60bについてG－band核型分析を
行うため細胞を播種し、対数増殖期の時点で固定して染色体を

調べた。また、HOKUGについては論文［20コを参照した。

2－2　腫瘍マーカー

　対数増殖期にある細胞で培地交換を行い、24時問後に培養

上清を回収した。これを直ちに遠心分離し細胞成分を除去して

凍結、各種腫瘍マーカー（CA125，CA19－9，CEA，
SCC抗原（TA－4），NSE）の測定用として一30度で保存し

一20一



検査依頼した。サンプリングと同時に細胞数をカウントして、

24時問。！06細胞数あたりの腫瘍マーカー産生量を計算し

た。

2－3　Hu㎜anpapi11o㎜avims（HPV）DNAの検出

　子宮頚癌並びにその前癌状態と目される子宮頚部異型上皮で

はHPVのDNAが高頻度に検出され、この感染が癌化のステ

ップの一つであると言われている［21■22コ［23コ。そこで、3株

についてHPVのDNAの検出を試み、HPVの型判定を施行
した。

　まず、各々のGCC培養細胞をトリプシン処理して、約5x

l06個の細胞を遠心し回収した。その後、以下のDNA精製法

でDNAを抽出した。まず、細胞を凍結融解により破壊した後、

ProteinaseKを加えて一晩酵素処理した。次いでフェノールで

蛋白質を変性させ、クロロホルムで除蛋白したあとでエタノー

ル沈殿法でゲノムDNAを採取した。採取したDNAは蒸留水

に溶かして吸光光度計で260n㎜の波長による濃度計測を行った。

　HPVのDNAの検出には、　Po1ymerasechainreaction－

restrictionf1agmentpo1y㎜orphis㎜（PC卜RFP）法を応用した

HPV　typingkit（宝酒造）を用いた。HPVのDNAのE6，

E7領域に特異的な配列を持つコンセンサス　プライマーセッ

トでPCR産物の増幅の有無を確認し、増幅が確認されたもの

についてはPCR産物を数種の制限酵素によって切断し、5％

ポリアクリルアミドゲル電気泳動（Po1yacry1amide　Ge1E1ectr一

一21一



ophoresis：PAGE）法でDNA断片を泳動して断片の長さの違いか

らHPVの型判定するものである。このブライマーは同時にH

PV　6型。11型。16型。18型・31型。33型画35
型邊52b型。58型が増幅されるため、今回の検討ではこれ

らについてDNA存在の有無を検討した。

　また、HOKUG株については石渡博士の報告も参照した。

2－4　サイトカイン分泌能

　細胞株のサイトカイン分泌能を調べるために、培養上清中に

分泌されているサイトカイン濃度を測定した、対数増殖期にあ

る細胞を培地交換し、その24時問後に培地を回収して遠心分．

離し細胞成分を除去した。上清を直ちに一80度で凍結保存し、

各種サイトカインをELI　SA法で測定した。そのうち、　IL

－6についてはGenzyme杜製Iト6ELISAkit（PREDICTA1L－6）を

用い。　IL－8はPerseptive杜製のIト8EIAkit（Titerzy㎜e　I

ト8）を使用し、　I　L－1α。T　NF一αについてはPharmingen杜

製の抗体を弔いてEL　I　SAを行った。その他のサイ㌧カイン

についてはTOM－2・HOKUGについては数種類を依頼検

査としたが、Opt60bでは共通性を見いだすことが目的で

あるためにTOlM－2もしくはHOKUGで陽性となった項目

のみを測定した。
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第3節　　結果

3－1　染色体分析

3－1－1　TOM－2

　metaphaseの36細胞を検討したところ染色体数は75から

84に分布しモードは79と低4倍体であった（図7）。検査

した全ての細胞で6p＋，11qキが検出され、マ」カー染色体である

と考えられた。それ以外には1p一，2q一，11p＋，12p一，13p＋が大多数

での細胞で観察された［19コ。

3－1－2 Opt60b

　60細胞の染色体数の検討から染色体数は66から72に分布

し、70にモードを認める3倍体であった（図7）。

3－1－3HOKUG

　染色体数は40から48に分布し、モードは42と低2倍体
を示した。1p一，1q一，4p＋，5q一，6q一，15p＋，16q＋，17p＋，20p＋，22q＋が

確認された［20コ。
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3－2 腫瘍マーカー

3－2－1 TOM－2

　　腫瘍マーカーはCA125とSCC抗原、NSEの3つの
マーカーを分泌していた（表2）。

　　　3－2－2　0pt60b

　　Op　t60bに関し島ては、CA－125とNSEが検出さ

れ、CEA・CA19－9・SCC抗原が測定感度以下であっ
た（表2）。

3－2－3 HOKUG

　　HOKUG株ではCA－125・TPA．TA－4（SC
C抗原）・NSEを産生していたとの報告されている。［20コ

（表2）。

3－3 HPV　DNAの検出

　　i3種類のGCC由来細胞株でHPVのDNAの検出を試み

たが、HOKUGではPCR産物の増幅が認められず、TOM

－2．Op　t60bの2株で増幅が確認された。これら2株で

増幅されたDNAを制限酵素で処理した断片の長さは、HPV

18型に特異的なものであった。　（図8）はいずれも増幅され

　　　　　　　　　　　　　一25一



表2　GCCの腫瘍マーカー産生育峯

也砥醐⑪資醐劉㌘k㊧r TO1雌困2 HOKU⑭ ○帥㊧⑪b

SOC（TA4）皿g／㎜ユ

CA125　　　U／㎜ユ

CA19－g　　　U1㎡ユ

C週A　　　　ng／捌

NSE　　　　ng／捌

88

720

皿．盈．

O．6

2．4

23

290

n．a．

n．a．

3．8

n．a．

45・

n．a．

n．d．。

2．O

（Pe・106囎us脾由y）

n．a。：nOt岨eteC七a．b1e
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A 
Opt 60b 
HPV N058 (HPV 33) 
HeLa.S3 (HPV 18) 
CaSki (HPV 16) 
marker 5 

HPV typing of the Opt 60b cells by RFLP 
with Ava II 

B
 

marker 5 
CaSki (undigested) 
CaSki (Ava ID 
HeLa.S3 (undigested) 
HeLa.S3 (Ava ID 
HPV N058 (undigested) 
HPV N058 (Ava ID 
TOM-2 (undigested) 
TOM-2 (Ava lD 

HPV typing of the TOM-2 cells by RFLP 
with Ava II 

~l8 GCC~~ (TOM-Z 
HPV DNAO)t~:tbl 
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たDNA産物を制限酵素Ava　IIで切断したものを電気泳動

したものであるが、HPV16型陽性コントロール（CaSk

i）。33型陽性コントロール（HPVNo58）とは異なり、

18型陽性コントロール（HeLa．S3）と同様の泳動パタ

ーンを示したことから、HPV18型と判定した。また、今回

の検討でDNAが増幅されなかったHOKUGはHPV56型
が陽性であると報告があった。

3－4 サイトカイン分泌能

　　（表3）に3株の培養上清中のサイトカイン量を示す。3

株で特徴的なことは、産生量の多少はあるものの五L－1α、一

6，一8の分泌能を有していることであった。特’にTOM－2

やOp　t60bではI　L－6，一8を高濃度に分泌されていた。

その他にTOM－2では低濃度のIL－7，TNF一α、　IF

N一γ、GM－CSFが、Opt60bではTNF一αとIFN
一γ、．HOKUGではIFN一偉、一γが検出された。

第4節　　小括

　　4種類の検査を施行して、GCCの培養上の基礎的特徴に

ついて検討した。まず、染色体分析については、TOM－2が

低4倍体、O　p，t60bが3倍体、HOK　UGが低2倍体であ

りp1oidyについて一定の傾向は認めなかった。

一28一



表3GCC細胞株のサイトカイン産生能

嚇oki鵬 TOM・2 HOKUG Op七60b

IL－1α

IL－1β

IL－2

IL－3

IL－4

IL－6

IL－7

IL－8

TNF一α

TN恥β

IFN一α

IFN一β

IFN一γ

GM－CSF

狸9／捌

P91刮

P9／拙

P9／刮

P9／㎞

理9／刮

P9／捌

P9／血1

P9／皿1

P9／㎡1

IU／血1

IU1㎜1

IU／㎜1

P9／血1

　672　　　　　　513

　n．a由　　　　　　　　　　n．a．

　n．d、。　　　　　　　　　　n．a．

　n．d．　　　　　　　　　　　n．d一。

　n．d．　　　　　　　　　　　n．d．

11000　　　　　　　　　2850

　　38　　　　　　　n．d．。

11500　　　　　　　　　．2130

　7．88　　　　　　　　　　n．a．

　n。泓。　　　　　　　　　　　皿。d。。

　n．a．　　　　　　　　　　　n．a．

　n．d一．　　　　　　　　　1，17

　　1．2　　　　　　　1，4

　　11　　　　　　n。唖。

360

n画t画

n国t。

η。t，

n固t圃

3900

n田t咀

710

253

n，t．

n．t．

n．a．

117＊

獺。t。

n．a。：n0七aeteCta．b1e

n．t。：n0七teStea

＊：狸91血1
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　続いて腫瘍マーカーについては全ての細胞株でCA125が

分泌されていた・臨床的にこのマーカーは癌性腹膜炎や卵巣癌、

その他婦人科系の腺癌において高頻度に陽性となることが知ら

れている［24I25］。全てのGCC綱胞株が分泌能を有している

ことは、GCCが腺癌としての機能の一部を有していることの

表れであると考えられた・また・SCC抗原は子宮頚部や他臓

器の扁平上皮癌に特異的と言われているが［26コ⊂27コ、TOM－

2とHOKUGの2株で産生していた。今回の検査結果から腺

癌系に特徴的なCA125と扁平上皮癌に特徴的なSCC抗原

の分泌が認められたことは、腺扁平上皮癌の一型として分類さ

れているGCCの位置づけが裏付けられたものと考えられた。

　臨床的に癌のスクリーニングや術後のフォローアップのため

に扁平上皮癌ならSCC抗原、腺癌系ならCA五25を測定す

ることが推奨されているが、GCCやこれと鑑別が難しい非角

化型扁平上皮癌が疑われる場合には、診．断の一助とするべく、

一度は両腫瘍マーカーの測定が必要であると思われた。また、

低値ながらNSEが3例全てで検出された。NSEを．検出した

ことの意味付けは今後の検討課題として残るが、通常は神経分

泌腫瘍や小細胞癌など特殊な子宮癌のマーカーである［28I29コ。

臨床検体での検討の結果によってはGCC特異的な腫瘍マ丁カ

ーとなる可能性もあると考えられ、更なる症例の積み重ねが待

たれるところである。

　HPV　DNAは型こそ異なるが3株全てで検出された。T

OM－2とO　p　t60bは18型、H　O　K　U　Gでは56型であ

った。・18型は16型に次いで臨床的に子宮頚癌患者で検出さ
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れることが多く、56型は検出されることが稀である。今回我

々が用いたプライマーは比較的臨床的に高頻度に検出される型

を網羅するように設計されているもので、56型の検出は保証

されていない。今回のHOKUGのように稀な頻度のHPV型

は見逃されてしまう可能性が指摘された。また、最近の知見で

はHPV　16型陽性例の子宮頚部癌の進行症例に比して18

型陽性例や16型。！8型両陰性例（他のH’pV型の有無は問

わない）では有意に予後が悪・いと言われている［30コ［31コ［32コ。

この原因を化学療法に対する低感受性に求めている文献もある

が完全に明らかにされているわけではない。子宮頚部腺癌では

16型の頻度が扁平上皮癌に比して低いとも言われており［33］

［34コ、今回の検討でGCCの3株全てで16型以外のHPV’が

陽性だったことから、これら予後不良組織型がHPV　16型

陰性例の予後を下げている一因となっている可能性がある。

　サイトカインの分泌能に関してはIL－6，一8の高濃度の

分泌能を有しているという興味深い結果を得た。更に低濃度で

あるがI　L－1α、TNF一α等のI　L－6、一8の分泌に関して

上流のシグナノレとなるサイトカインも検出されたことから、’自

らのIL－6，一8産生能を増強してしている可能性が示唆さ

れた。

　GCCのサイトカイン高濃度分泌について言及している報告

はなく、次章で更にこの特異性について検討することとした。
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第4章 GCC細胞株のサイトカイン分泌能

　　前章でGCCは3株全てでIL－6，一8を高濃度に産生

していた。そこで、　IL－6，一8産生能と細胞増殖の関係を

検討した。また、このIL－6，一8産生能を様々な子宮頚癌

細胞株と比較することにより特異性の有無を検討した。

　IL－6，一8はサイトカイン同士の相互作用（サイトカイ

ンネットワーク）により他のサイトカインの分泌を調節してい

ることから［35I36コ、IL－6，一8の分泌の上流のシグナル

となるサイトカインによる影響も検討した。

第1節 細胞増殖とIL－6，一8産生能

1－1 材料及び方法

　GCCの発育曲線を描くにあたり、細胞数をカウントしなが

ら培地交換を行い、第3章2－4と同様の方法でサイトカイン

測定用培養上清を経時的に採取し一、サイトカインの総生産量を

求めた。　IL－6，一8値の計測には前章同様にGenzy㎜e杜製

PREDICTA　IL－6ELISA　kit及びPerSeptive社製Titerzy㎜e　Iト8

EIAkitを用いた。
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1－2　　緒果

GCCの培養経過中のIL－6、一8産生量を（図9）に示す。

単位時問・単位細胞数当たりの両サイトカインの産生量は対数

増殖期に極大に達し、細胞密度が飽和した状態では減少した。

　これは、産生能と旺盛な細胞分裂が同調しており、細胞飽和

密度では培地中の栄養素の不足や、軽度の接触阻害などにより

サイトカインの細胞あたりの産生量が減少するものと考えられ

た。TOlM－2．HOKUGでのサイトカイン総生産量はIL

－8がIL－6に比して高かったが、Opt60b細胞では逆

にIL－6がIL－8に比して高値であり、両サイトカインの

分泌割合には一定の傾向は示されなからた。

第2節 GCCのIL－6，一8産生能の特異性

2－1 材料及び方法

　IL－6，一8産生能が子宮頚癌のなかでGCC特異的であ

るかを調べるために、GCC細胞株3株及び子宮頚癌細胞株1

4株の合計17株で産生能を検討した。

　GCCを除く14子宮頚癌株の内訳は、扁平上皮癌由来細胞

株が10株（CaSki，QG－U，OMC－1，TCS，
HKMUS　SF，　SKG－II　SF，　SKG－I，　SKG－II，

SKG－IIIa）であり、子宮頚部腺癌由来株が3例（HeLa．

S3，TCO－1，TCO－2）、小細胞癌由来株1例（TC一

一33一
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YIK）、カルチノイド由来株1例（Me　da二ma）である。

　それぞれの細胞を3枚ずつプラスティック製3．5cmシャー

レに各々の固有に使用している培地を用いて播種し、前章2－

4と同様に対数増殖期にある細胞の時問。細胞数あたりのサイ

トカイン産生量を計算した。

2－2　　結果

　子宮頚癌由来細胞株全17株のIL－6，一8生産能は

（図10）（表4）に示すとおりである。GCC由来株では3

株全例でIL－6，一8の両者の産生能が認められたが、他の

組織型では検出感度以下もしくは低濃度の分泌にとどまる株が

多く、少数例の産生株でもIL－6・IL－8のどちらか一方

のみを産生しており、両者を産生している細胞株はなかった

第3節　IL－6，一8産生能に対するサイトカインの影響

　　以上よりGCCでIL－6，一8の2種のサイトカインを

分泌していることが一つの特徴であると考えられた。また、先

に第3章でGCCの細胞株全てでIL－1αを、2株でTNF
一αをの分泌を確認した。これらのサイトカインはIL－6，

一8の分泌を尤進させるため、HOKUGにおける炎症性サイ

トカインネットワークによるXL－6，一8の産生増強の可能

性を検討した。
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3－1 材料と方法

　HOKUG株を35mmンヤーレ72枚に105個ずつの細胞を2

m1の培地で播種し、　IL－6。一8のいずれにも分泌促進的に

働くサイトカインとして知られる（1）TNF一αを10ng／m1、

（2）IL－1αを10ng／m1、　（3）TNF一αとIL－1αを

それぞれ5ng／㎜1　を培地中に添加した群と（4）サイトカイン

未添加のコントロール群の4群に分けて培養した。2．3日毎

に細胞数の計測と培地交換、同時に遠心して細胞成分を除去し

た培養上清をIL－6，一8測定用としてサンプリングし凍結

保存した。全ての検体のサンプリングが終了した時点でIL－

6。一8をEL　I　SA法を用いて測定し、単位時問当たり。単

位細胞数あたりのサイトカイン分泌量を求めた。

3－2　　結果

　（図1i）に結果を示す。細胞増殖曲線はTNF一α添加群

で有意に増殖が抑えられていた（a）。また、TNF一α添加

群。IL－1α添加群ではIL－6の産生が’コントロールに比

してそれぞれ約10倍。2－8倍に増加しており、TNF一αと

I　L－1α添加によるI　L－6生産量は相加効果を示していた

（b）。同様にIL－8の産生量についてもTNF一α添加群

で約40倍、　IL－1αでは約2－8倍に増加しており（c）、

その効果は相加的であった。
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第4節　　小括

　GCCでは高濃度のIL－6，一8の両者を分泌していた。

生体内でこれらのサイトカインはネットワークを形成し、お互

いの分泌を制御しながら恒常性の維持を行っている。子宮膣部

は外界からの刺激を受けやすい環境であるため、元来子宮膣部

を構成する細胞である子宮頚部ケラチノサイトはIL－6，一

8産生能を有していることが知られている［37］。

　GCCについて、　このようなサイトカイン産生能については

これまでに報告がない。そこで以下のような仮説が考えられた。

　発癌過程で発生母地となった組織の持っていた分化能が欠落

し、多くの子宮頚癌細胞では正常ケラチノサイトの特徴である

IL－6，一8の産生能を徐々に失っていき、一方GCCでは

低濃度の分泌量ではあるがTNF一αとIL－1αが産生されて
いたため’にIL－6，一8の分’’泌能が保持され、徐々に分泌能

が促進されたというものである。しかしながら、TNF一αと

IL－1αがIL－6，一8の分泌を促進しても、GCC細胞

株つ増殖促進的には機能していないことから、GCCの増殖に

関してこれらサイトカインのautoCrinθ，paraCrinθ機構は存在

しないものと考えられた。

　今回の実験でGCCはTNF一αとIL－1αの添加により非

常に高濃度のIL－6，一8を分泌するようになった。GCC

が生体内を浸潤。増殖していく過程で炎症反応が惹起されると、

腫瘍細胞からだけではなく局所で生体反応として産生される、

TNF一α、　IL－1α等によってIL－6，一8が産生がよ

一40一



り促進されるものと推定される。このこととGCCの臨床病理

学的な特徴の関連を考察すると、まずTOM－2の供資症例で

遭遇した腫瘍熱と思われる発熱はこれらサイトカインの分泌に

よる生体反応（腫瘍関連症候群［38コ［39コ）の一つと考えられ

る。また最近の報告では末期癌患者に起こる悪液質は生体内で

生産されるIL－6やTNF一αが関与していることが報告さ

れており［40I41I42］＼GCCの予後を低下させている原因と

して腫瘍の産生するこれらサイトカインによる宿主の免疫反応

の抑制や悪液質の惹起が関与している可能性も示唆された。具

体的な臨床例でのサイトカイン分泌の証明は当該症例でサイト

カイン測定に耐え得る保存血清がないため、今回の検討では不

可能であるが、特に工L－6による発熱はよく知られている事

実であり、TOM－2の臨床例での腫瘍熱の原因がIL－6で

ある可能性は十分に考えられるものである。

　また、GCCの病理所見として特徴的な腫瘍細胞周囲の好酸

球・好中球。リンパ球の浸潤は、IL－8が別名白血球活性化

因子とも称され、腫瘍近傍や炎症組織に対して白血球を動員さ

せる作用が・あることからIT、一8等の作用による可能性が高い

と考えられた。

　このようにGCCの複数サイトカイン産生性が他組織型の子

宮頚癌にない特徴であり、鑑別診断を行う上で大きな意味を持

つことが示唆された。
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第5章 GCCの抗癌剤感受性検査

　GCCが臨床的に進行が早く、たとえ早期に発見されたとし

ても治療に抵抗して再発し、予後不良の症例の多いことは既述

の通りである。一方、子宮頚癌のなかで大部分を占める扁平上

皮癌は予後良好な組織型と言われているが、これは早期発見例

が多いことに加えて進行例でも放射線療法や化学療法にある程

度の感受性を示すことも一因である。このなかで、化学療法に

関してはB1eo㎜ycin（BLM）とCDDPの2剤の有効薬剤が

知られ、これらの薬剤を中心に据えたいくつかのregimenが提

唱されている［43I44コ。このように組織型別に有効薬剤を選択

することは化学療法を施行する上で必要である。そのため我々

は〃γ〃roで組織型別に抗癌剤の感受性を検討し、適応薬剤を

選定して臨床応用する、いわゆるDisease　oriented　screening

syste㎜（DOSS）の考え方に基づき各種婦人科領域の腫瘍細

胞株について（卵巣明細胞癌［45コ、卵巣小細胞癌［46コ、子宮体

癌［47コ）抗癌剤感受性検査を施行した。

　今回、細・胞株数が揃わなかったためにこれまで行えなかった

GCCの抗癌剤感受性検査を施行し、有効薬剤の抽出を試みた。

第1節 材料及び方法

検討を加えた細胞株は前述のGCC細胞株3株である。

また、抗癌剤はCDDP・Etoposide（ETPジBLM（日本化
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薬）・MitomycinC（舳C）（杏林製薬）、254－S．4－hydro

peroxy　Cyc1ophospha㎜ide（CPMジVincristine（VCR）（塩野義製

薬）、5－F1uoro　uraci1（5－FU）（協和発酵）、Actino㎜ycin　D

（Act　D）　（萬有製薬）、7－ethy1－10－hydroxycamptothecin（SN－

38）（第一製薬：以上は製薬会杜各杜より供与）、Pac1itaxe1

（Taxo1）（和光純薬）であり、婦人科領域で頻用されている薬剤

を網羅した（表5）。

　細胞株はほぼConf1uentとなった培養フラスコからトリプン

ン処理で単細胞化し30000から50000個／㎜1の細胞浮遊液を作成

した。96穴マイクロプレート（ファルマシア）を用い、　1wθ11

あたり3000から5000個の細胞を播種した（細胞浮遊液O．1㎜1ずっ）。

翌日、細胞の付着を確認して上記抗癌剤の希釈系列を作成し、

培地に添加した。　接触濃度は各々の抗癌剤のareaunder　the

curve（AUC）を基に、臨床での最大耐用量で到達する血中

濃度を推定し、その近傍の10段階を設定した。接触時間も臨床

での投与方法を考慮して6時問から48時問の4段階を設定した。

規定時間で抗癌剤を接触させた後で培地を除去しCa＋㌧Mg＋＋

不含燐酸緩衝液（PBS（一））で2回洗浄してから培地を交

換し培養を継続した。最長接触時問である48時問時の洗浄後、

更に48時問継続培養しWST－1アッセイ［48コを行い、細胞の

活性を比較した。この方法は、以前に我々が施行した薬剤感受

性検査〔45コ［46■47コで用いたMTTアッセイと同様のSDI法

の一法であり、細胞のミトコンドリア内のコハク酸脱水素酵素

の活性を調べるものである。lMTTアッセイに比して、比色定

量に用いられるホルマザン色素の抽出が容易であり、簡便。高
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精度であると言われている。

　薬剤感受性の判定は各薬剤の4接触時問別に50％阻止濃度

（IC50）を求め、接触時問とI，C50値の積を〃〃けoでの仮

想AUC値として実際のAUC値と比較する、西出ら［47］の判

定基準に従った。すなわち、薬剤の最大耐用量でのAUC値を

〃〃γoでの薬剤の腫瘍接触量と仮定すると、1ηγ〃roでは薬

剤濃度と接触時問の積で近似できる。従って、臨床応用を考え

たとき、このAUC値以下でIC50値が得られた場合を臨床的

に効果が期待できると規定し、一点でもこの条件を達成した薬

剤を有効と判定した。具体的には各薬剤・各接触濃度における

’IC50値を算出して下記の式に従い、有効。無効の判定を行っ

た。

「有効」：　紅IC50x薬剤接触時問羽値が一点でも最大臨床

投与時のAUC値を下回った場合

「無効」：　KIC50x薬剤接触時問遡値が全ての点で最大臨

床投与時のAUC値を上回った場合
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第2節　　結果

　（図！2）．はTOM－2の代表的な用量生存曲線を示す。

4－hydroperoxyCPMではTOlM－2に対して全ての接触濃度

。接触時問でIC50が得られず無効であった。また、5－FU

では薬剤濃度依存性（各々の曲線の右下がり）は少ないものの、

暴露時問が長期化するに従い生存曲線の下方移動を認め、時問

依存性に作用することが判明した。一方、Ac　t－Dでは時問

依存性もあるが、急峻な右下がりの曲線となり濃度依存性の薬

剤であることが判明した。同様にして得られた3株のIC50値

を示す（表5）。

　斜線・太字。下線で数値を示している場所は感受性ありと判

定された箇所である。TOM－2は有効と判定された薬剤がC

DDP，　5－FU，Ac　t－Dの3種類しかなく、かなり薬剤

抵抗性であることが示された。

また、HOKUGでは比較的感受性が高く、ADM，A　c　t－

D，MMC，CPM，5－FU，CDDP，Taxo1で感受
性と判定された。

　OptdObについてはCDDP，Act－D，Taxo1，
SN－38に感受性であった。
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第3節　　小括

　〃山roでの抗癌剤感受性検査の結果、GCC細胞株の薬剤感

受性は比較的高感受性のHOKUGから低感受性のTOM－2

まで様々であり、一概に感受性の高低を論じることはできなか

った。3株に共通して有効性を認めた薬剤はCDDPとAct

－Dであった。Ac　t－Dξま副作用、特に骨髄抑制と粘膜面の

炎症が強く、臨床では絨毛癌以外では用いられる機会が少ない

が、主要な副作用が腎毒性であるCDDPとは臨床的に併用が

可能であ右と考えられ、2者併用によるAct－P療法の効果

が期待された。また、それ以外に3株中2株で有効と判定され

た薬剤は5－FU，MMC，Taxo1，　SN－38であり、

これらの薬剤と婦人科系腫瘍のkey　dmgであるCDDPの併用

療法の可能性も示唆された。特に新薬として登場したSN－3

8やTaxo1では、婦人科癌に対するCDDPとの併用療法

が有効であるという報告が多く［49I50コ〔51コ、効果が期待され

る。また、消化器癌を中心としてCDDPと5－FUを併用に

よるBioche㎜ica1modu1ationカ亨注目されている［52］［53］。

　臨床上TOM－2の症例ではCDDPを含む化学治療は奏効

しなかった。これは、〃山roと∫ηγ〃oでの薬動力学的特性の

差異や腫瘍周囲の環境の違いによるものと考えられるが、実際

に上記の薬剤併用は施行されておらず、今後の症例での検討が

必要であると考えられた。いずれにせよ、婦人科癌のkey　drug

はCDDPを中心としたプラチナ製剤であり、投与法をも考慮

した新しいregimenの開発が強く望まれる。
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第6章　細胞傷害性丁リンパ球（CTL）の誘導

　第5章でも論じたようにGCCに対する治療法の個別化。標

準化が不十分であることから、従来の治療法では限界がある。

そこで、新たな集学的治療法の可能性を求めて、近年注、目され

ている養子免疫療法に着目し基礎的検討を行った。

　アメリカNIHのRosenbergらは自已の末梢血由来リンパ球

を高単位の1L－2を添加した培地で培養し、増殖させたLAK

（1ymphokine　activatedki11er）細胞を1ト2と共に患者に投与

する治療法を試みた．〔54コ。この結果は奏功率33％（CR4＋PR8／36）

と有望視されたが、この方法は煩雑で高価なサイトカインを大

量に使用すること、その後の追試で効果の再現性が悪いこと等

から現在では下火になっている。次いで細胞傷害性丁リンパ球

（CytotoxicT1ymphocytes：CTL）が注目された。CTL

は当初ウイルスに感染した’細胞を特異的に傷害するキラー細胞

として研究．が進められ［55コ、これが腫瘍免疫に応用され、LA

K療法の後を受けてCTL療法が登場した。LAK療法との違

いは、一言で言えばLAKがIL－2でリンパ球を活性化して非自

己と認識された細胞を非特異的に傷害するのに対して、CTL

では抗原を発現した特定の腫瘍のみを認識し、強い傷害活性を

発揮する特異的免疫であるという点にある。CTLの抗腫瘍効

果の機序の解明が進むにつれて、この細胞は標的となる腫瘍細

胞上のMHC（㎜ajorhistocompatibi1ityco㎜p1ex）分子と、特

異的に腫瘍細胞に発現しMHC分子に結合する抗原ペプチド、

そして丁細胞上の丁細胞受容体（TCR）、これら三者の相互
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緒合によってtargetとなる腫瘍細胞を認識し殺傷していること

が明らかとなった（（図13）［56コより転載）。

　CTLは抗原特異的なキラー細胞であるため、特定のMHC

分子上に会合している抗原ペプチドの存在している腫瘍にのみ

強い傷害性を示すため、癌に対する免疫細胞療法の主役として

期待されている。

　現在では、CTLやNK（natura1ki11er）細胞等の免疫担当

細胞の監視により極初期の癌病変の多くが排除されているもの

と考えられている。しかしながら、担癌患者では癌細胞がこの

ような免疫機構を逃れて増殖・発育している。これに対する説

明として、担癌患者の自然経過中に十分な活性を持ったCTL

が誘導されなかったか、誘導されたCTLが失活していること

が考えられる。この点については近年いくつかの知見が得られ

ており、癌細胞が分泌する免疫抑制的なサイトカインで・あるIL

－4，Iト10等により近接するリンパ球の活性が失われたり［57コ、

癌細胞の膜表面上に存在するB7，1CAMといった、丁細胞を活性

化を維持するのに必要なCo－St1m1atorymo1eCu1eSが発現せず、

いわゆるanergy状態になることも知られている［58コ［59コ。更に

は癌組織周囲のpンパ球のTCRの会合分子の」つである、　ζ

鎖が欠失することによってシグナル伝達が阻害される．ことも指

摘されてし・る［60コ［61］。他方、癌細胞では増殖過程でMHC分

子を発現しなくなる場合や細胞膜表面にMHC分子や抗原ペプ

チドを輸送する蛋白質の欠落によって［62I63コ［64コ、腫瘍特異

抗原の提示をしないことでキラー細胞から逃れているものもあ

る。
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　これらの事実をふまえた上で、摘出された癌細胞を標的とし

てCTLを体外で誘導し体内に戻す、いわゆるCTLによる養

子免疫療法が考案された。しかしながら、この方法では癌細胞

の初代培養が困難であること一からtargetの安定供給が困難であ

ることが問題となる。婦人科腫膓に対して初代培養を試みた場

合、培養に成功して細胞株の樹立に至る例は10％以下であり、

安定したCTL誘導が可能な症例は少ない。

　そこで、今回我々は生着した癌細胞を使用せずにホルマリン

固定パラフィン包埋ブロックを用いてCTLを誘導する方法を

開発した［65I66I67コ。この方法の利点はホルマリン固定パラ

フィン包埋ブロックが全ての術後患者で保存してあるため、C

TL誘導の対象を飛躍的に増加させることができる点である。

そこで婦人科領域の腫瘍についてCTLが誘導できることを実

証するべく、モデル系として子宮体癌由来1MIN－2株を用い

てCTLの誘導を試み、GCCへのCTL誘導の可能性を検討

した。

第1節 材料及び方法

1－1　患者自己末梢有核細胞分画の調製

　モデル系として子宮体癌由来樹立株であるMIN－2を用い、

婦人科領域の悪性腫瘍に対するauto1ogousCTLの誘導法を検

討した［66コ。

　患者本人に研究内容を説明したうえで、同意を得て採血した。

　　　　　　　　　　　　　一52一



ヘパリン加採血の血液を生理食塩水で希釈しファイコールを使

用した密度勾配遠心法（Lymphoprep：Nyco㎜edPhamaAS）で末

梢血単核球分画（PBMC）を分離した。PBMCは生理食塩

水で2回洗浄したあと培地で洗浄し、リンパ球培養用培地とし

て5％自已血清添加Rha二m一αに浮遊させた。

！－2 生細胞からのCTL誘導（MIN－2）

　CTLを誘導するための標的（targθt）として生着MIN－

2細胞（以下1ive　target）を用いた。まず、6穴の細胞培養

プレート（ファルコン）にMlIN－2を播種・培養し、ほぼフ

ルシートとなった状態で50GyのX線を照射して増殖を抑制した。

その後培地に1nterferon（I　FN）一γ（塩野義製薬）を

100U／m1添加し1日培養して1ive　targetとした。一部の癌細

胞ではMHC分子の低発現の可能性が報告されており［62コ［63コ

［64コ、IFN一γの添加はMHC分子の発現の増強を狙ったもの

である⊂68コ［69コo

　1ive　targetからの具体的なCTLの誘導法であるが、前処

埋した1i下etargetに1－1　で調製したPBMCを約5xlOじ

’個加えて5％自己血清添加Rha二m一α培地で混合培養した。

この培地にリンパ球を活性化する目的で、　XL一・1（167U／m1：大

塚製薬），一2（67U／m1：塩野義製薬），一4（167U／狐1：小野薬品），

一6（134U／m1：味の素）を添加した［65コ。1，2日毎に細胞数の

計測と同時に培地交換を行い、サイトカインも同時添加するこ

とによりリンパ球を持続的に刺激した。targetとサイトカイン
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の持続的な刺激によりリンパ球は徐々に増加したため、その培

養密度を5xl05／m1に保つように適宜希釈しつつ培養系を

拡大した。

　リンパ球の増加に伴いtargetは針状に変性して剥離し、最終

的には消失した。この時点から、1～2週問毎にユivetargetを

effector／target（E／T）　ratioを10（腫瘍細胞に比して

リンパ球が10倍の割合）となるようにMIN－2細胞を添加し

てリンパ球を再刺激した。細胞の増殖を確認して後、フローサ

イトメトリーによるphenotypeの確認と、細胞傷害活性を検討

（ki11ingassay）した。　（図14）

1－3 ホルマリン固定パラフィン包埋切片を

用いたCTL誘導

！－3－1 腫瘍細胞上のMHC分子の発現性の検討

　　ホルマリン固定パラフィン包埋切片を脱パラフィンした標

的（fixedtarget）をCTL誘導に用いるためには、最低でも

腫瘍細胞膜の表一面にMHC　c1a　s　s　I分子（HLA　A，

B，C）とその表面に腫瘍特異的なペプチドが会合する必要が

ある（図13）。そのため、まず原腫瘍のホルマリン固定パラ

フィン包埋切片上でMHC分子の保存を確認する必要がある。

　免疫組織染色に先立ち、陽性コントロールを得る目的で1iVe

targetからのCTL誘導に使用したMIN－2・GCC細胞株

の生細胞を用いて実際のMHC分子の存在を確認した。細胞継
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代時にO．25％トリプシン処理により単細胞化したMIN－2・

TOM－2・Opt60b．HOKUGの生細胞にPE標識マ
ウス抗ヒトMHC　c1ass1抗体（ベクトン＆ディッキンソン）

とF　XTC標識マウス抗ヒトMHC　c1ass　II抗体（同）を作

用させてフローサイトメーターを用いてMHC分子の発現の有

無を分析した。この検討では4株全てでMHC　c1ass　I・11の

発現が認められたため（図15）、MIN－2．TOM－2・

Op　t60bヌードマウス移植腫瘍のホルマリン固定パラフィ

ン包埋ブロックを薄切したスライドを陽性コントロールとして

免疫組織化学による至適染色法の検討を行った。ここで問題と

なるのは抗ヒトMHC　c1assI抗体で入手可能なものでパラフ

ィン切片での染色性を保証しているものがないことであった。

今回使用した、Serotech杜製の抗ヒトMHC　c1ass1抗体（W6／

32）も前試験として行ったLSAB2キット（Dako）でマイクロ

ウェーブ処理による抗原復活を行ったにもかかわらず陽性コン

トロールまで全てが染色されず、通常の免疫染色では染色不可

能と考えられた。そこでDako杜製CSA（Cata1yzedsigna1

a㎜pエification）キット［70コを用いて感度増強によるMHC分子

の検出を試みた。

　MHC分子発現の検討対象は、MIN－2の臨床手術検体、

GCC株で手術標本の入手可能なTOM－2．Opt60bで、
パラフィンブロックより切片を薄切しシランコートされたスラ

イドグラスに展着させた。免疫染色に際して、抗体はSerotech

杜製の抗ヒトMHC　c五ass　I抗体（W6／32）とDAKO杜製抗ヒ

トMHC　c1ass　I1抗体を使用し、CSAキットを用いて染色し
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た。陽性コントロールとして上記ヌードマウス移植腫瘍の切片

を用い、陰性コントロールとしては同切片にDAKO杜製マウ

スI　g陰性コントロール処理したものを用いた。

　染色はCSAキットの手順に従った、すなわちスライドを一

連の操作で脱パラフィンし、内因性ペルオキシダーゼの阻害、

タンパクブロックを行い、一次抗体を40分接触させて、二次

抗体結合処理、次いで増感剤を反応させた後は通常通りに発色

させた。発色剤はキット附属の3，3’一diaminobenzidine　tetra－

hydroch1iride（DAB）を用いた。発色後にマイヤーのヘマ

トキンリンで核染色を行ない再透徹後にDAKO杜製永久標本

用メディウムで封入して観察した。染色性の判定は陰性コント

ロールが染色されず、陽性コントロールが染色性を示した時に、

同時に染色した腫瘍組織が10％以上の染色性を示したとき陽

性と判定した。

1－3－2 固定切片上でのMHC分子の抗原提示能

　1ηγ〃roでのfixed　targetの抗原提示能を確認するため1ive

targctから誘導したCTLを再刺激する際に、fixedtargetも

しくは1ivetargetを用いた。経時的にCTLの増殖曲線を描き、

増殖シグナルを比較検討した。

1－3－3 ホルマリン固定パラフィン包埋切片を用いた

CTL誘導

モデル系として子宮体癌由来のにMIN－2によりCTL誘

　　　　　　　　　　　　一58一



導を試行した。fixedtargetの作成法は以下の通りである。M

IN－2の原腫瘍の手術標本として保存されていたホルマリン

固定パラフィン包埋ブロックを薄切し約5枚分をポリプロピレ

ン製の！5㎜1遠心管（ファルマンア）に入れ、！00％キシレンを10

m1加えて撹絆、20分の静置の後、遠心分離（2000rpm，800x　G）

した。同様の処理を2回繰り返して脱パラフィンし、次いでキ

シレンを100％エタノールに置換するべく3回洗浄した。その

後に70％エタノールを加えて一晩室温に放置し減菌した。翌日

PBS（一）で2回洗浄し脱エタノールして最終的に培地に懸

濁した。

　細菌汚染チェックを行い、汚染がない’ことを確認した．ものを

fixed　targetとした。

　　1－1で調製したPBMCとfixedtargetを混合して培養を

開始した。これから先の方法は1－2の混合培養以下同様である

（図16）。この場合、再刺激に際して用いるtargetはfixed

　targetを用い、ki11ingassayではMXN－2生細胞を使用

した。

1－3－4 ki1⊥ing　assay

　ki11ing　assayは4時問接触の51Cr　re1ease　assayが標準法

とされているが、RIを使用するため操作が煩雑で計画性が要

求される。そのため我々は付着細胞をクリスタルバイオレット

染色して、生細胞数を比較する方法（CV　assay）を応用した

［65コ［71コ［72コ。この方法では生存している癌細胞がプレート上

一59一
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に付着していることに着目して、染色された細胞面積と細胞数

［65I73Iプ4〕。この方法では生存している癌細胞がプレート上

に付着していることに着目して、染色された細胞面積と細胞数

が相関することを用いて色素濃度を計測する。

　前日に96穴マイクロプレート（ファルコン）上にtargetと

なるM亙N－2細胞を100μの培地で5000個ずつ播種した。翌

日リンパ球をE／T　ratioを1，2，4，8となるように調製

したうえでtargetの付着しているwe11に100脾1の培地で添加し

た。24時問後に培地を除去してPBS（一）で1回洗浄して

から中性緩衡ホルマリン液を用い10分間固定した。そのあと

でPBS（一）による2回洗浄後クリスタルバイオレット溶液

を加えて30分間染色し水洗、80％メタノールで負素を抽出し

て波長570nmでの吸光度を測定した。この方法はassayの性質

上、浮遊系の細胞株には応用できないが、51Cr　re1ease　assayと

高い相関があることは既に証明されており⊂65コ、簡便で再現性

のあるアッセイ法である。’

1－3－5 リンパ球のphenotyping

　増殖したリンパ球の性状を調べるためにフローサイトメトリ

ーによるリンパ球のphenotypingを行った。使席した機器はベ

クトン＆ディッキンソン杜製のFACScanセ、Lysis

　I　Iのプログラムを解析に用いた。

　約1xlb6個のリンパ球牢PBS（一）で洗浄して60叫1の

PBS（一）懸濁液を作成した。これを3本に分注し、！本は

一61一



陰性コントロールとしてDAKO杜製FITC／PE標識マウ

スIg－G1混合抗体を添加した。残りの2本はDAKO杜製

の2種標識の抗CD3／CD56（F工TC／PE標識）、抗

CD8／CD4（F　I　TC／PE標識）抗体をそれぞれ5脾1ず

つ添加した。4度に1時問静置して抗原。抗体反応させ、次い

で2％FBS添加PBS（一）で2回洗浄し、O．5～1醜1のP

BS（一）に懸濁した。陰性コントロールの蛍光強度から陰性

範囲を決定し、試料の蛍光強度の強弱で各々の抗体に対する陽

性。陰性の比率を求めた。

第2節　　　　結果

2－1 MIN一’2の生細胞を用いたCTLの誘導

　MIN－2の1ive　targetを用いたCTLの誘導では、リン

パ球は順調に増殖を示し、約4週問で総計109　c　e11sに

達した（図17）。　このリンパ球のphenotypeはCD3：99

％、CD4：1％、　CD8：96％とCD8陽性丁リンパ球で

あり、またそのki11ing　assayの成績でも、E／T　ratio：1

でも50％以上の殺傷害性を示した。また、婦人科悪性腫瘍由

来細胞株に対する、a11ogenic　targetに対する傷省活性はほと

んどなく（図18）、auto1ogousな腫瘍特異的な細胞傷害性が

示された。以上より、誘導されたTリンパ球はCTLであると

考えられた。
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2－2 ホルマリン固定パラフィン包埋切片を用いた

CTL誘導

2－2－1 腫瘍細胞上のMHC分子の発現性の検討

　まず、生細胞のMHC分子の発現をFACScanで検索し

た（図15）・g・25％トリプシン処理により単細胞化し牟MI

N－2・TOM－2．Op　t60b．HOKUGの生細胞では
4株全てでMHC　c1a　s　s　Iの発現が確認された。また、

MHC　c1a　s　s　I　I分子の発現もHOKUGで弱いもの

の、発現されているものと考えられた。そこでMIN－2、一T

OM－2．Op　t60bのヌードマウス移植腫瘍より作成した

ホルマリン固定パラ7イン包埋切片を陽性コントロールとして

CSA　k　i　tを用いた免疫染色を行った。　（図19）に結果

を示す。MIN－2の原腫瘍組織（a）は中分化型の子宮内膜

．腺癌で一部に腺上皮様構造をとっているが、染色性の見られな

い間質細胞を背景に腫瘍細胞では強い染色性を示しており、細

胞膜中心の染色性が認められた。また、Op　t60b（b）の

原腫瘍組織においては腫瘍細胞が腫瘍巣を形成せずに問質の中

に浸潤しているのが観察され、染色されない問質と対照的に腫

瘍組織に染色性が確認された。TOM－2の原腫瘍も同様であ

った。MHC分子は細胞膜に存在していること、並びに今回は

陽性コントロールが陽性に染色され、陰性コントロールは染色

されなかったことから、MHC　c1a　s　s　Iヵ子がCSA

システムにより免疫染色可能となり、なおかつ3種類の原腫瘍

一65一



　
　
．
“

　
　
　
、
　
　
■

　
　
　
－

　
　
　
、

　
　
　
■

　
　
’

　　　　多　　寧
　壱さ

x一
少
．
3
’

｝
’
珂
．
一

x400x 100 

a．MlN－2

．
・
綬
い

、
．ミ

イ

パ
塚
↓

一
、
・
．
誰

ゾ
．
〃
、
’
．
・
，
二
．
阜
．
，
一
一
．
∴
パ
ぐ

＝
㌦
∵
．
㍍
、
．
一
｛
一
㌻
一
．
、
∵
、
、
∵

．
㌧
・
　
！
’
、
・
、
、
ん
、
ニ
プ
・
　
㌧

、
．
い
、
バ
．
．
ヘ
ニ
〆
・
・
二
　
一
ガ
㌢
・

1
1
∵
、
・
・
．
．
・
．
㌻
．
・
ぺ
㌧
、
　
．
い
小
．
ざ

ー
－
－
ゲ
、
、
一
ミ
、
一
、
、
一
。
，
∵
、
∴
二

一
㌻
．
、
｛
で
、
∵
一
グ
．
・
‘
，
　
二
一

一
．
∵
二
∴
ゾ
冷
、
、
㌻
〆
、
、
一
リ

．
・
・
　
　
一
、
ニ
ジ
宇
■
　
、
∴
、
・
、
；
　
’

’

ド
、
．
ド
ゾ
レ
■
」
－

3
’
㌦
ム一
」

x400x 100 

b．Opt60b

切片におけるMHC　c1ass1分子の保存

一66一

GCC固図19



組織切片上で陽性の結果が得られたものと判断した。

2－2－2 固定切片上でのMHC分子の抗原提示能

　そこで、　1ive　targetを用いて誘導したMIN－2のCTL

を用いて、再刺激に五ive　targetを用いたものとfixed　target

を用いたものでのリンパ球増殖の差異を検討した（図20）。

図中のRSは2回の再刺激を示す。1ive　targetでは2回の再

刺激とも1ivetargetで行い、fixedtargetでも同様にfixed

targetも全てfixed　targetを用いた。その結果再刺激後のCT

Lは両再刺激群共に旺盛な増殖を示し、再刺激を行わなかった

群が細胞数の減少してい亭点を考慮すると、fixedtar6etの抗

原提示能が保存されていることが明らかとなった。’

　以上よりMHC　c1a　s　s　I分子はホルマリン固定パラ

フィン包埋ブロックを脱パラフィンした検体でも保存され、な

おかつリンパ球に増殖・活性化シグナルを送る機能は保持され

ていることが判明した。

2－2－3 ホルマリン固定パラフィン包埠切片を用い

たCTLの誘導

　以上の実験によりfixed　targetによる刺激でCTLの誘導が

期待されたため、MIN－2fixedtargetを用いてCTLの誘

導を行った。
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　その結果、fixedtargetを用いた群は1ivetargetを用いた

群とほぼ同様の増殖様式を示し、1iVetarget群に比してやや

弱い傾向はあるものの傷害活性も確認できた（図17）。また、

phenotypeの確認でも95％以上の細胞がCD3陽性，CD8陽

性であり、fixedtargetからMIN－2に対するCTLが誘導

されたものと考えられた。　（図21）はMIN－2CTLの再

刺激前後の培養状態を示している。E／T　ratio：10では一

晩でtargetを全て傷害した。

　以上より、婦人科領域の腫瘍細胞に対して1ive　targetから

のみでなくfixedtargetからもCTLが誘導できることを実証

した。また、GCCの細胞もMHC分子の発現が確認されたた

め、GCCに対するCTL療法の可能性が示唆された。
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第3節　　小括

　MHC　c1ass　I分子の免疫染色は市販の抗体ではパラフィン

切片では困難と考えられており、通常凍結標本の免疫染色用と

して販売されている。しかしながらホルマリン固定パラフィン

包埋切片を脱パラフィンした、fixed　targetを用いてCTLの

誘導を試みる場合、凍結標本ではなくパラフィン切片でtarget

上にMHC　c1ass1分子が保存され、機能が保持されているこ

との証明が不可欠であった。そこでDAKO杜のCSAンステ

ムを用いてパラフィン切片でMHC分子の発現を検討した。こ

のシステムではこれまでパラフィン切片上で免疫染色が不可能

とされていたいくつかの抗原をうまく染色すること知られてお

り［70コ、今回のMHC　c1ass　I分子もうまく増感されて染色さ

れたものと考えられた。しかしながらこれだけではMHC分子

の機能の保持までは十分に証明できない。今回用いた抗体はM

HC　c1ass　I分子であるHLA　A，B，C分子のうちの一つ

だけでも発現していると染色される。また、固定等諸操作によ

って機能が保持されているMHC分子の数が激減している（C

SA　k　i　tで増感して初めて陽性化するほど少数である）可

能性も否定できない。そこでMHC分子の抗原提示能の保存状

態を明らかにするべく・、fixed　targetを用いて再刺激を行った。

結果として再刺激によるリンパ球の増殖はfixed　targetでも

1ive　targetと遜色ない増殖性を確認し、少なくともfixed

targetを再刺激に用いた場合、細胞増殖を促すシグナルの伝達

は行われていることが判明した。
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　次にモデルとして誘導を行ったMIN－2では1ive　target，

fixedtarget共にCTLが誘導されたが、ややfixed　targetで

誘導したCTLの傷害活性が弱かった。これに関しては、’単位

target量当たりの抗原提示能の違いや、MH　C以外にC　T　L増

殖に関与するco－sti狐u1atory㎜o1ecu1e［58］［59コの保存状態等

が今後解明されなければならない。

　GCCは術前に扁平上皮癌と診断されている場合が多く、初

代培養用の検体が採取されていない場合、従来のCTL誘導（

1ivetargetからの誘導）は困難となるため　fixedtargetか

らのCTL誘導の存在価値は大きいと思われる。今回GCCの

原腫瘍のホルマリン固定パラフィン包埋切片上でのMHC分子

の保存が明らかとなり、今後のCTL誘導に期待が持てるもの

と考えられた。

　既存の集学的治療に低抗性であるGCCに対してinvitroで

の強い傷害活性は臨床上魅力的であり、養子免疫療法が今後の

集学的治療の柱の一つとなることが期待される。
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第6章　　総括

　婦人科悪性腫瘍は子宮頚癌。子宮体癌。卵巣癌の3種類が中

心である。この中で子宮体癌や卵巣癌は近年進歩しつつある抗

癌剤による化学療法の恩恵に浴する機会が多いが、子宮頚癌は

比較的予後がよいとされ、放射線治療が奏効することが多いこ

とから、進行子宮頚癌イコール放射線治療というステレオタイ

プ化された図式はなかなか直らないのが実情である。しかしな

がら放’射線療法後に再発した症例や放射線治療低抗性の症例な

どを目の前にしたとき、実際に次の治療法（2nd1inetreat㎜e

nt）を選択するための拠り所となるデータはあまりに少ない。

　これはGCCについても同様であった。教科書的には放射線

治療抵抗性、進行は極めて早く予後不良との記載があるだけで、

有効な治療法についての記載はない。そのためGCCの細胞株

が樹立されたとき、この細胞株を用いてGCCに特徴的な性質、

効果的な治療法等について検討することが急務であると考えた。

その後丁○M－2・Opt60bが樹立され、HOKUGを加
え3株を用いた検討を行った。

　今回の検討で細胞生物学的特徴を挙げると、

1）　GCCは〃γれroでは多稜形で敷き石状に配列する単層

。平面的な増殖形態を示し、培養密度が高くなっても重層化し

ない。

2）　GCCの細胞倍加時間は44時問以上であり、これは他

の培養細胞と比して比較的長い。
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3）　GCCは腫瘍マーカーとして　CA125を分泌する。

TOlM－2とHOKUGでは同時にSCC抗原も分泌されてい
た。これはGCCが腺癌と扁平上皮癌の両者の性質を兼ね傭え

ているものと考えられ本腫瘍が低分化な腺扁平上皮癌と分類さ

れる事実を反映する。また、低濃度ではあるが、NSEも分泌

されており特異性の確認の必要があるものと思われた。

4）GCCには子宮頚癌患者で高頻度に検出されるHPVのD

NAが検出された。子宮頚癌で最も高い頻度で検出される16

型は検出されず、！8型2例、56型が1例であった。

5）GCCは高濃度のIL－6，一8を産生していた。他の子

宮頚癌細胞株では両者同時の産生が見られないことから、他に

分泌されているTNF一αとIL－1αがI　L－6，一8の分

泌促進的働いているものと考えられた。TOM－2の供試症例

で遭遇した腫瘍熱や悪液質、腫瘍細胞周囲の問質反応としての

好酸球・好中球。リンパ球の浸潤等GCCに特徴的な所見はこ

れらサイトカインの分泌が原因とれっていることが推察された。

　これらは今回初めて報告されたGCCの生物学的特徴であり、

今後臨床診断に役立つものと考えられた。特にGCCと大細胞

非角化型扁平上皮癌との鑑別に有用であると考えられた。
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一方、本研究によって得られた、GCCの治療面での知見は以

下のようにまとめられる。

1）GCCは薬剤耐性の強い腫瘍であるが、その中ではCDD

P，Ac　t－D，5－FU，Taxo1、・SN－38に感受性
を有していた。従って今後、これらの薬剤の併用療法の有効性

が期待された。

2）GCCにはCTLの腫瘍抗原認識を行うためのlMHC分子

の保存が確認され、今後CTLによる養子免疫療法も考慮され

るべきものと考えられた。GCCは生物学的にと’てもユニーク

は性質を持ち合わせているため、今回検討したパラフィン切片

からのCTL誘導だけではなく、過剰発現している腫瘍マーカ

ーであるCA125やSCC抗原、NSEのみならずIL－6、
一8やHPV関連蛋白質を抗原とするCTLの誘導がタンパク

質レベル［73トMHCに結合するペプチドレベル⊂74コ［75ト遺

伝子レベル［76コでのターゲッティングすることで、より効率的

に行戸、るであろうと考えられた。

　最後に今回の研究でGCCについて判明した生物学的特徴を

シェーマとして（図22）に記してまとめとする。
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