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Clear Cell Sarcoma (Malignant Melanoma of Soft Parts)

由来細胞株の樹立とその性状
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Aclearceusarcoma(CCS)Cellline.designatedasNCS-1,wasestablishedinmonol(lyer

cultul･Cfl-om Xen()graftlineoriginatingfrom metastaticCCS. Mal･kedkaryotypicaberrati(-)ns

(TmdtumorigenieityinnudemicerevealedthemaligrlalltderivationoftheNCS-1cellline.

TheCellscontainedabundalltglycogellandwereamelanoticbyLightlllicroscopy.ByelectrLHl

microscopy,howe＼でr,melaJIOSOmeSinv(lr･iousdevelopmentalstagesweI･eseen. F.lectron

mill-0SCOPicDopareactionrevealedthepresenceoftyrosinaseactivity. Byenzyme-linked

immunoadsorbentassay.theNCSI cellsexpressed75･--kdglycoproteinwhichhasbeen

iderltifiedasとImarkerofhighlydiffelでIltiatedmelaIュ()maCells. From thesedata,theNCSll

Cellswer･efoundtoretainbothcytoehemicalalld111Ol-phologicalpropel-tiesofCCS. Ⅰn

applyingtheNCS-1Cellstothepanel()fmelanocyticdiffcI･crltiation.itapproximately

c()1-reSP()ndedtohighlydifferentiatedmelanomacells. Inco【1Clusion,theI〕1-eSentStLldy

stronglysuppolledtheclosecytogenicrelatioIIShiptx!tweenCCSalldmaligI･lmltmClanoma.

1くeywords:Clea1-ccllsこ爪･OmaCellline,Melanosome.Tyrosinase,MelallOmaassociated

antigtゝIIS.Melanocytiediffel-entiation
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緒 日 当軌 その組織起源については滑膜由来が考えられてい

Clearcellsareoma(CCS)は.1965年に FJn･ZingeI･1､ た2､37.が,その後,鍾癌細胞に メラニン産生を認めたと
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する報告4)5)や,神経特異性蛋白である S-1湘 蛋白が

陽性という報告6)~8)と合わせて,本磨癌は meuTaicrest

由来で,さらに悪性黒色厳 (以下 ｢メラ}-マ｣)の敵

部組織の variantであるとする考え方が有力になって
きた.ehungatldE11ZingerG＼は トIl例LりLlCSを硝二

評価 し,hm;lligllantrntTlanornaorsol-Itlこlrls-､上し､･'-

をシュワソ細胞をこ求めた報告 も散見される9)料.近年,

抗メラノ-マモノクロ-ナル抗体である ‡鰍 感 が 窃ごS

をこ陽性であり,他の観部組織肉腫との鑑別においても有

用左-､ナ--I]-上′二.こて:,二十が示された11112､.

さて, 巨萱､腰痛由楽の培養細胞を涌いた窯験は癌研究

においてぼ不可欠な魁のであり,メラノ…マをこおいても

多くtT)細胞株が樹立さ.畑 それ∴を｢机 ､て腫渇とT)特性.

起源などを検索する試みがなされている13卜16㌔ しかし,

腫暗細胞は株化し-て長期継代可能にたる率は比奉加勺低く,

特に CLeSハ⊥'1に比較的稀六時喝で且 培養細胞を用

いた研究し.7)報苦は数が′レ左いl｣;＼.lR.今札 CeS n培養

細胞殊を樹立し,その 呈mvitTOでの韓性を検索するこ

とをこよりメラノ-マとの比較検討を行ったのでここをこ槻

肯守る.

材料および方法

1. 症 例

38歳,男性.症例の詳細をこついては既をこ報告済みであ

る旦那ので,ここでは概要を記載する. 3ケ月前より左

足床に瞳癌を生し∴ 急速に増大し!∴ 初診時Lr明窮癖Lrl大

きさは 25x30mlnで.表面三･こは自色調(:T)壊死組織が付

切断およびfT-:鼠径■Iンべ節郭清術が施行された.摘出さ

図 1 左足底の原発涯癌の光斬組織観.澄明-好酸

性の胞体を有 した腫療細胞が小胞巣を形成.

-マ トキシリン･エオジソ染色.

れた りソバ節の組織診では腰痛の転移が認められた.術

後L/'1化学療法上して 1T7-rLの CY＼II'ADl(二療法 Lcycll

恒･dtl0°lllt1ridLl､＼riIICl･istinL,)を施行 Lた.術後 1午Lq

ヶ月目をこ左膝窟 リンパ節をこ転移を認めたため摘出術を受

汁.更に1'ヤー′Lハ化学療法 LL-ispliltin.＼Tin(I(lSi11e､

た.そJ)後,全身状態が悪化し,術後2-f巨1J=,.f卜亡死亡.

剖検にて姉.肝.心.腎､副腎ハ各臓器に遠隔転移を認

めた.

原発瞳痴n光靴親戚像では,釦を卜畑こ線維性隔壁;:=よ一一､

て囲まれた多数の膿癌細胞巣を認めた く図 頼 個々の

腰癌細胞は澄明から好酸性の細胞質を有 し予核分裂像は

わずかに認めるのみであった. ド-パ反応陰性で,細胞

質内に■~,'ミ∴1--1L,:消化性Lf~)l九一Ⅰ･iodieacidSL,hiff(FAS)

反応陽性鞘粒萎/認めた.免疫組織化学的検索では,大部

分L･'Ⅷ酎塔細胞が S-100茶目を発現 し 抗 メラ ノーて抗

体である LLh;1Ⅰ卜15に陽性を示した.電顕的には細胞質

内に豊麗なグリコ-ゲソ衝粒を有 し,少数の輝円形から

済円形のメラノソ-ムを認めた桝 ,転移 した左膝窟 リ

ンパ節の鼠級所見も原発腫癌と同様であった.

2. 培養材料および方法

転移 リソバ節より無菌的に得 られた手術滑料をリソ駿

緩衝食塩凍 (PBS)で数回洗い,メスで粥状になる濠で

細切した.そしTl材料を注射針不用巨､て･l遇齢(,'lBAIJlう:L-

ヌ- ドマウスの背部皮下に接穂 した.接種後2-3週頃

より皮下痩癖の形成がみられ それらが直径約 2cm をこ

ウス-の接種を繰 り返 した. 3代田の挺癌マウスから摘

出 した瞳喝を細切後,0.250,0卜り-/-Iン溶液で原作 し

たが1､'15分i酎 LL.遠沈後収催 した細胞成分を増殖培地

に再浮遊 し,炭酸ガス培蔑器内で静贋培養 したや増殖培

地にはl()Oort-ltと11I.n＼,inesenl111加 1)tllttlrCO'smodified

l二;lL,I(､㌦ ll･lediulll廿l(11＼,しこIb..LTSAlを用いた.

3.培養細胞の光顕および電顕的検索

継代20-30代目の培養細胞をスライ ドグラス上に培養

し,PBSで洗浄 した後,PAS染色,メラエソ染色,

ド-パ反応を行い,光顕的に観察 した.電顕標本の作製

には 細胞浮遊液を遠沈 しべし･リ卜を作製. ナJlヤーーJIL

アルデヒドとオスミウムの二重固定後,脱水 しエポジ包

埋 した.超薄切片を酢酸 ウランとクエソ酸鉛で二霧染色

し,JEMIL10型透過型電子顕微鏡で観察 した.電顕 ト ･

パ反応20)21)には,グルタールアルデヒドによる短時間
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の固定後,2%ドーパ溶液に16時間浸潰 し,再びダルタ-

ルアルデヒドにより前固定 し,あとは同様の手順で標泰

を作製 した.

こI.染色体分析

培養細胞の染色体分析はシオノギバイオメディカルラ

ボラ トリ- (大阪)をこ依察 した,すなわち,コル吐テン

添加により分裂中期細胞を集積 し, トリプシンで遊離 さ

せた細胞を低張処理後,染色体を同定 し,画像解析装置

により核型を//)析した.

.F:). ttnTJyme-1inkLldimmunt)adL<OrbentaLtSa.V

(EuSA)22-23､

本細胞株における mt,llmomこ1;1SSOL.iatedこlntigens

(MAA)の発現を EL‡SA をこより検索 した.使周 した

1次抗体を表 lに示す.対照〔l二して.A375.G361,

本製薬, 大阪)を使周 した.それぞれの細胞を96究マイ

クロウェルプレ- 卜に2Xlが〆 ウェルになるよう分注

し,24時間培養後,4% パラホルムアルデヒドで ま時間

固定 した.細胞質内に存在する抗原 (HM S-襖5の認識

抗.rE!,I.gpT5,SllOO蛋白lを検出するため0.1OoTriton

X-Ilo(1で10分間〔･り膜透過処理を行･--､た. 20()守-[rtl清~)'

ノ1･-Tミン加 PtlSで 1時間ゾrl･リキンIFlした後, 1次抗

体で 1時間,さらにベルオキシダ-ゼ標識 2次抗体で 且

時間インキュベ- 卜し,パラフユニレソジアミソを基質

として発色させ,ELISA スキャナー (EAR 340AT,

SL/r-1LこIbinst111m(､ntS,Austrialを用いて ∴192)ntllにお

ける吸光度を測定した.t軸 1主cateの平均値を算定 した虫

6. ヌー ドマウスへの異種移植

i-)＼10tミし).lmlハ培養細胞をLl適齢(I)l'':111ノHt､~ー1---

ドマウスの背部皮下に接種 した. 6- 8週後をこ生者 した

腺癌を摘出しチパラフィン包埋 し,光顧約に観察 した.

結 果

1. N(lS-1株の樹立

呈mv血Oの培養系をこ入って3回目の継代の頃から線

維芽細胞の混入がみられたが,腺癌細胞の増殖が旺盛で

あり,継代を繰り返すうちをこ線維芽細胞は消衆 した,50

代を越えても安定した増殖をみせ,殊化したとみなし,

NCS-1と命名した.位相差廉徴錆毒･二､日:l観察では,N(二3----i

図 2 NCS-.1細胞Lfl位相差顕微鏡陳.紡錘-阜角

形ハ細胞が付着性に増殖.
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は主に紡錘形の形態を有 し,培養器内では付着性をこ増殖

した し図 21.細胞が C｡ntluentにたって も L-川11こIrl

豆mhibitiom はみられず,pi王eup し て 増 殖 す る 様 子 が 観

察された.

2.NLlS-1の光顕および電顕 所 見

PAS染色ではほ.lI/I_上lf)細胞 'r)細 胞 質 に 一致 し て 陽

性常陸が認められた (図 3)中それ ら は ア ミ ラ - ゼ 処理

をこよって消失するため,グリコ-ゲ ソ と 考 え ら れた す メ

ラニン染色および光蘇 ド-パ反応はとも に 陰 性 で あ った申

図 3 N(-二Sl 細胞L7~11-〕AS敬だ7_Tllj'･札.細胸'狛 ∴陽

性常陸を認める.

電顕にr_巨ニー観察では,腫暗細胞は聖二富皮細胞質しt二不規

則な形の大型の核を持ち,円形から卵円形のミトコソド

リアが多数認められた.大多数の細胞の細胞質にグリコ-

ゲソ願粒がみられた書円形から卵円形きさらに農楕円形

まで篠崎の形態を示す メラ}ソ-ムが散在 し 内部に層

板状構造を有 していた.メラニン沈着は不均-T きわめ

て少量であった く図 紬 電顕 ド-パ反応では, ゴルジ

装置および小胞をこ陽性所見を認め, メラノソ-ム内の電

J∴密度も増加し.+t7∴ トー巧 拙 トが示された し図 5l.

:i. 染色体分析

管,その中には同定不能であった-V-カ-数色体を且つ

含んでいた.∴1.I(1,lil,1)i)(')染色休を険し､た残 り(])敬

色体は全て.数.iUニートLL構造的左程常を認漬た し図 61.

1. N(lS-1における MAA の発現

f~二lJIŜ LI溜課 を蓑 1;二木寸.:l～)Ilnm における O_Ⅰつ.

伯を l.000(古畑こした数値で.仇LTl.:i種n i:]ノー--/細胞

株､乙寸ヒ畔 t上.N('S lは.検索を行-､た11穫LITl句で,の

ボ種ハ ＼ljLlA 左肘見してい東1二.抗 トラ/--＼,モ ノ′̀r一--

サル抗体である ∬MB-45は,NCS｣ を含めた全ての

細胞恥 ･二､,煩 津 卜を示 し.特に NCSl-1におし､ては高値

を示 した平た卜のメラノサイ ト系細胞をこ激魁強 く発現す

る揮感 作しこさ行こいる 幻)75は.N(ち--1と C,こ泌)にJSt､て

固 逢 NCS-1細胞の電顕像.内部をこ層状構造を着するメラノソーム (m)を認
める由
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図 5 N C S-1 細 胞 の 電 願 ド - パ 反 応 所 鼠 ゴ ル ジ 装 置 時 ) お よ び 小 胞 挽 剛

に 陽 性 反 応 が 認 め ら れ る . m : メ ラ } ソ - ム ー

spR亡AD ITl･JaG亡ftiWE:9～O之Ort 9～OニOTCL

+8,Ill,+(1し､rLIL)I,iLl:1211､疋t:I)t二日
十13.+lニ3.書l;r)い1､十1両-上 目titl十.
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図 7 NL､S-1細胞を背 部 乾 卜 に 移 植 さ れ た I3A iノB

cヌ- ドマウスや接穂後2且E3E3の生菌 鷹 揚

(無印).

のみ発現されたが緊とくに N岱弓 で強い活性を示した.

T7. ～(lS-1のヌ-ドマウスにおける異種移植

皮下に接魔を受けたま0匹の BALB克 ヌ--ドマウスの

すべてに腰痛の生者を認めた (開 署)や腰痛摘出時の解

剖所見では,肉眼的には肺夕静子uyパ節などへの転移

は認めなかったB移纏感轟の光戯組織所見を図 8に示

す.原発の腫癌をこ比し,均-な卵円形の榛が多く,小型

の胞巣が目立T3が,核分裂像に乏しく予ほぼ同様な組織

像であった書
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図 Ll -i-､一日/-:-17I.-くに終値された NCS-1細胞(])

発願健,原発威藤と無髄の組織像を蔓する.

へてトキニ1)ニ′･J,L一･十.:/ン染色.

考 接

これまで,過去にC(二LSt'欄召胞保を樹立Lた上する報

告は2つだげである.最初の織常軌 Eps痴 rlら17)をこ

ILtT_,SLトCCS--1保て:r守､上 そ(:'l軸!胞は付前作に増殖す

るが,細胞質が円形である盛が NCS-1とは異なるB

ft-た,彼llバエm(li(-itnmtlnOこISSLl)･によIr)～:l八八 ハ発

現を検索し,/:iJ一･-~､･i_'･.I.ハ類似性-,蛋:i諭し､~た.:_)番l~】ハ

報告IR目上 トlS･MM ､ヒ命FTさ.れた (二､してSL7)細胞株で.

i/:tが:､､二木:L､1)種LT)細胞株では,電離的検索によ-､て

もメラ}ゾ-ふの存在が確認できておらず,NC箆-1は,

メラjソ-ムの塵生能を保持 している CCS の細胞株と

しては初八十こしT)もLrリ二言,i:::i.入.:Iiil言1､は,CCS L/r)2

症例をこつき原発腰藤とヌ- ドマウス移植腰藤の電顧 ド-

パ反応を施行 し,チ田ジナ-ゼ活性の存在を証明 した.

NCS-1も光頗的には 'TulleklOtieでゴトー-1たが.電顕 ドー

パ反応で陽性を示 した.このことは芳メラ}…マを含め

た色素細胞をこ韓鼎的な療鮭であるメラニソ産生能を,防 1

が潜在的に行していI,事i:示す. 了吏た,NCSl は,~r'

ミラ-ゼ消化性の PAS 陽性願粒を認めタ電顕的をこも

グリコ-ゲソが存在することから,原腰痛の生化学的な

性質を良 く保持 していることが分かる.CCS における

グリコ-ゲソの存在は,滑膜肉感など髄の軟部組織肉腫

との鑑別の上で盈賓な所見であるとされている6).

NCS-1における MAA の発現をメラjWマ細胞株

とよ転校するため,ELISA による定畳を行 った.neTVe

grO＼VH1fこ1LIOrr(､叫 )tor†∴しこドS-10(1黄白ハ発現は

モノクロ-ナル抗体 rrA99によって認識 される抗原で

ある gt)75は. メこうノ､′--人に存在する糖蛋白であり.

ヒトのメラノサイ トおよびメラエソ産生を伴ったメラj-

て細胞に健位に発現するこ､l二かl･:-,p鹿11LTntこ/ltion-こkjS(I:iこ1ted

n11tigt111と4.)呼は,t･tていJi''115､.-rhoms()n 吊 ま. i:)

ニン産牛性t'71メ･う/-･-㌔,に対 して TA99に1-Lる免疫電

出を施行 L.卯75が slこ1gIL,帆,TVLニラ/､/---∴に限屈

抗体 卜札･llト15は.従来よりJJ,ノーーておよびその関連

病変をこ対す る特異的マ-力--として広 く利用 されてい

る27)28)点その認識抗原は未だ同意 されていないが, メ

:丁,I､′-ムしり構造蛋 白L/T) ･部であろ うと推察 され.

Scllaumbut甘l_e＼･erf.129､は､ メラノー--1における免疫

電戒的検索かと､).H九;113--45の反応部位が stage I, tl

およびメラニン沈着のみられない stage畏メラノゾ-

ムに存在すると報告 した.今回検索を行一･:､た11俺の 入ILLL Jl

細胞株においての.rJA高い反応強度を示 した.このことは.

これら2橡の細胞株がメラニソ形成に関 して近い性質を

.紅い :)こ上を示唆す る. また,N(I-S--1が ′rA99に対

して極めて強 く反応 したことは,革紐胞嬢がメラエソ産

生健を着せる寮を示す.

floLILTht川1日 L1-3.211は多数し7)1:7ノー一一~､欄削泡株をF机 ､

た解析か主､､､MAA tjl発現は ズ∴iノ･-＼･しり分化にf翠.-L､

ニソ慶盤などと並んで, メラj-マ細胞の浄化慶を示す

て一一小 一とな;日を巨:)事を示 した 彼畑 土･Jニラ/--てし71分

化度を.tP鵜 メ:-:･/十 ･(卜LT)発生甜 掛こ印 とこして.e山車,,

intLlrlllPdillt(､.liltビし')ニト1(rr_)型に分現 した,それによ

細胞は,矩上乾形で. ,<ニラニン産生が･も吊 lず.epidcmlill

frrOWthf'lCtOrreeePtOrや rLil-r)R にlti表される early

LTntigensを即見する. こ/I,Lをこ対 して lLlteStage塾,す

なわち高分化型のメラノーマは,樹枝状に近い形態で,

メラニン生成髄を有 し,監p75のような iateanti酢nSを

発現十･-,5.今回ハ検索;･こおいて.NCS11細胞は gp75を

についてはほとんど発現 しなかった｡また,電顧 ド-パ

反応によってメラニン生成能を有 していることも確認 さ

商分化型のメラノ-マ細胞に相当するものと考えられる.

結 論

CCS患者の転移 リンパ節 より,潔- ドマウスを経 由

して,in1.itroL-涌け他作 NCSl ,:!:樹立した.NCS-1は,



竹之内 :Clear･CtゝllSとIl-LTOmとI(～･･1ヱllignllntMelllnOm之lOfSoftPこ1rtS〕
由来細胞株の樹立とその性状

牛化学的および形態学的に.｢剛重喝としてしっeCS の性質

すなわち,グリコ-ゲソ緩嵐 メラノソ-ムの形成能な

から,メラj-マ細胞株との類似性が高 く,その分化の

IitltチエIL1(さに当てはめる上 島分化型L'1‥7ノーーてに相当

した卓これらの所鳳から,CCS は invitroにおいて

もメ:-i/---てにきわ(めて類似し,l･malignatltmeldnOnlとI

ofsoftpLTu-tS上い:l名称は妥当であると思われる.
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