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acFetoprotein (AFP) was first discovered by Bergstrand et al. (1956) in the embryonic sera 

and was found also in the blood of hepatocellular carcinoma by Abelev et al. (1963) and Tatarinov 

et al. (1964). Thereafter, AFP has been investigated as carcino embryonic protein, and utilized 

for detecting primary liver cancer or malignant tetratoma. Though it is useful for clinical 

medicine, metabolism and significance of AFP production in carcino embryonic cells have not 

been elucidated. So, we consider it very useful for these studies to establish the human hepato-

cellular carcinoma cell line that produces AFP, and the attempt has been made. 

A piece of neoplastic tissue was obtained (June 8, 1978) from a patient undergoing rt. 

lobectomy for the hepatocellular carcinoma (Edmondson: Gr. II, Serum AFP: 100μ,g/ml) arising 

in the right lobe of aけrrhoticliver. And a continuously growing cell line was established 

(HH2). From HH2, three sublines were obtained, viz, "HH2 6”， "HH2 4", "HH2 1''. 

AFP producing capacity has been maintained in subline HH2-1 and HH2-6, and further 

study wa日 performedin HH2-6 cell line. Doubling time was 72 hours. The cells had the 

epithelial appearan「巴 andshowed the piling up growth. Spent culture media contained AFP 
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nude mouse. 
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and albumin (ALB) from the cultured c-Ell行 lmmunohistochemistr、（PAPmethod) of the para侃n

embedded section of cultured cells showed AFP and ALB in the same cell司 thusconfirming their 

origin. The transplantability was tested by inoculating 107 cultured cells to nud巴mice. After 

two months、distincttumor growth w川 observe.Iand their serum had high titer of AFP. ¥for-

phological appearances of original tumor, cultured cells and transplanted tumor was shown in the 

paper. 

¥I any hepatoma cell lines have been established in various imtitutions, but only a few cell 

!ill(川 haveproduced AFP continuously for ,1 long timt'. HH2-6 cell line has been maintained 

for about 4.5 years. the longest in the world. HH2-6 cell line is extremely useful for the study of 

AFP, ALB and other protein produc-tion in the hepatic cells. 

緒 自

肝細胞癌は近年増加の傾向にあり， その予后は非常

lζ悪いものとされている．現在の治療法は手術を主休

として放射線療法や抗癌剤療法などを併用しているが，

最近の手術手技の向上にも拘らず早期に発見された症

例を除いて5年生存例は未だ多くは無い 早期診断法

では，血中 AFP値の測定， CT，血管造影法などに進

歩が見られるものの，血中 AFP値の測定は AFP非

産生肝癌には無効である．また， CTや血管造影法で

は．腫蕩の一定の大きさ（c/>2cm以上）を必要とする．

こうした臨床の現状に対し歴史的には， a-Fetoprotein

(AFP）は胎児性蛋白として発見されペ Abelev(1963 

年）υや Tatarinov(1964年）27》らによって肝癌にも見

い出される事が報告され，以来，癌胎児性蛋白として

注目されて米だ そして．そこでは，①動物肝癌の胎

生期～新生仔期lζ出現する AFPが，正常成熟動物で

は殆ど産生されなくなるにも拘らず，肝細胞1高や悪性

奇形腫などで再び出現する2）のは何故か，②肝細胞癌

には AFP産生型と非産生型が存在する山がその遺伝

子レベノレで差違があるか，③ AFPと Albumin（以下

ALBと略す）の類似性や関係の有無！Sds.24・29＞，などが

注目され，研究されて来たが未だ解明されるに至って

はいない．

そこで我々は．人肝癌に対して① Aドl’産生肝癌

の場合には， 治療の標的としての肝細胞癌を癌胎児性

蛋白である AFPもしくは抗 AFP抗体を用いる事に

よって，より小さな細胞単位での，且つ適確な標的とな

し得るのではなかろうか14.28＞.② AFP非産生肝癌の

場合では， AFPの発現や消退を人為的になし得る可能

性？中や， AFP以外の腫湯マーカー (l菌蛋白としては

他iζLEAの存在があげられるが， 完全性IC欠ける〕

の検索が可能となるのではなかろうか．このような観

点から AFP産生人肝癌の細胞の特性を調べる事は緩

めて重要な意義があると考えた. AFP非産生肝癌細

胞lζ於いても. AFP 産生の発現機構を研究する事は，

AFP産生細胞と AFP非産生細胞の特性の相違を明

らかにする事を通して AFPの動態が少しでも明らか

になるならば，臨床的にも極めて高い意義があると言

えよう．更にヌードマウスを用いる事によって腫蕩お

よび AFPの invivo に於ける動態の検索が可能とな

るであろう．また，人の正常肝細胞の機能について．

多くの研究がなされているにも拘らず，未だ充分に解

明されるに至っていないが，この事は，人の正常肝細

胞を長期に培養する事が殆ど不可能である事も一因を

なしており．この点からも人肝癌細胞の培養は，正常

と癌との相違を充分に考慮、lと入れた上で正常肝細胞の

機能を研究する事も可能である．これらの目的の為lこ，

人肝癌細胞の長期培養および培養細胞のヌードマウス

への移植を試みた．

材料および方法

1）材料

肝細胞癌U），；土問rOJ下に肝拡大右葉切除術を施行され

た50才男性の患者の手術摘出腫蕩組織を材料Iζ供した．

術前の検査成績では HBsAg陽性，および HBsAb陽

性，血中 AFP値は lOOμg,・mlであった（図 1). 

2) 培養方法

手術摘出標本を無菌的lζ採取し，細切后.0.己50） ト

リプシン（阪大微研） Iζて分解処理を施し司 20% Fl"メ

(Grand Island Biological ぐnrnpanv USA）を加えた

RPM! 1640 （日水製薬） mediumにて培養した．
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この際，同一試料を10培養胤iζ分注し密閉地養し，

以后の継代地養も同一培地で継続し．培養340日后（継

代 7代）でクローニンタを行った．

1也市のうT十似1トリプシンを使用せずに行い．クロ一

一ングlisingle cell culture・ を行った｛丸 検鏡で胞体

内籾粒の豊富な細胞を選じ出して培養を続けた

3) 増殖曲線

0. 25 7ぢトリフシン処理した細胞をレイトン管（17 

mm×75 mm) Iζ約 1×104側｜掃き．経時的lこシリコン

ラパーで掻き出し 0.05銘 rrv,tal violet in 0. 2 ¥I citric 

acidで染色した後に検鏡し計測した

4) 染色体分析

0. 04μ日 mlの濃度でコノレヒチン処理を行い.37°Cで

2時間 incubateした（え低張液（0.075 :¥I-KCIJを加

えた後．カルノアN1i1xによる固定を行い．細胞浮遊放

をスライドグラスのjにのせ．これを自然乾燥させた

後，じれlll'<l 染色して検鏡した

5) 透過型電顕 1TE:¥I1

原発肝癌組織および培養細胞について検索を行った．

後者はシリコンラパーで層を壊さない様にかき出し細

胞塊とし， 27ぢグノレターJレアJレデヒドおよび1o，，オス

ミウム骸の二重固定後，lliH＇，エポ ン包理し超薄切を行
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った，省一子顕微鏡は，目立の HU-1~人型を使用した．

6) 走査電顕（SE!VII 

カパークラスヒで培養した細胞を 2%グJレタールア

ルデヒドおよび l第オスミウム酸の二重固定後，脱水

し，臨界点乾燥後，金イオン・スバッター・コーテイ

ングを施した．電子顕微鏡は日以 HFS-2S型および

S-450型を用いた．

7) AFP定性，定量

Cond山onedmedium中の AFPの同定および定量

は． 同ngleradial immunodiffusion法22> (FPプレー

ト エーザイ）．赤血球凝集法（FPテスト：待問問薬）．

図2

radioimm unoassay法18'(AFP-H. IAキット ：栄研）を

用いた．

8) アルブミン（ALB）定量

Conditioner¥ medium中の定量は， ICメ法21>(ALB-

Reagent Test Kit Beckman｝を用い，抗体は抗ヒト

アルブミン羊抗血清（Beckman）を用いた．

9) 酵素抗体法による AFP,ALBの検索

手術標本およびヌード7 ウス腫携の組織検索はバラ

フイン切片で行い.t音養細胞はカパークラス上で細胞

を培養し．その！日．冷アセトン凍結. 10%中性緩衝ホ

ル7 リン議液で固定したものと，培養細胞を遠沈し10
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~·~系細胞を除いた上皮細胞成分だけの継代培養lζ成功

しHH26株と命名した．更に，本株は 2ヶ月后にク

ローニングを行った．また，同一試料から試みた他の

培養瓶においても培養開始后10ヶ月で上皮細胞成分だ

けの継代培養に成功し HH24株を樹立した 1-11-12

6株と HH24株は，同一試料を材料とし．共に上皮

細胞成分より成るにも拘らず，樹立直后より l-11-12-6

株は高い AFP産生能を示し， HH24株は AFP産生

能を余り示さなかった．その后，クローニングや代を

重ねる事によって， HH~ －6 株は AFP 産生株として，

HI-124株は AFP非産生株として，それぞれに性格

が特徴づけられるに至った

2) HH2 6株の増殖態度

増殖曲線は図 3の通り 2日間の lagphaseの1え 72

時間の doublingtimeを示した．

3) HH2 6株の染色体分析

培養細胞の染色体分析では， ・d：色体）／（は 2倍体， 4

倍体， 6倍体が見らfl, '7ーカークロモゾームも見ら

れた．（図 4)

4) HH2-6株の一般形態学的特徴

人肝癌細胞株 HH2-6の細胞は位相差像において敷

石状配列を示し，ガラス壁に良く壁着伸展した．核は

類円～卵円形でやや泡沫状．核／胞体比は大きく複数

個の明瞭な核小体を有し，~！fl粒の豊富な原形質を示し

第52巻

Cぢ中性緩衝ホノレマリン固定，パラフィン包理切片につ

「ご．それぞれ PAI》 ~rJJ/dk~色法にて検索した．

j/L(本としては，抗ヒト人FPウサギ抗血清（IJ人！＼：（））

または，抗ヒト ALBウサギ抗血清（:VllLESiの各標

本を使用した．発色l三［ま， DλB，対比染色には：＼l."・,・r

へ7 トキシリンを用いた．

10) ヌードマウスへの移植

第 7継代の培養細胞1×107ケを nunu (BALB) 3. 5 

ヶ月令，雄7 ウスの背部皮下へ移植し invivoの腫蕩

形成に成功した．接種后 2ヶ月で示指頭大の腫蕩を形

成した．これを脱血屠殺后，無菌的に腫蕩を摘出し，

継代移植すると共に一部腫療を10%中性緩衝ホノレマリ

ンに固定し，一般組織学的検査ならびに免疫組織学的

検索に使用した（図 2). 

11) 組織標本の光学顕微鏡的検索

手術摘出腫場組織およびヌード7 ウスへの移植j盛期主

は採取後100。ホノレマリン固定後，パラフィン包埋し，

4μ 薄切切片についてへマトキシリンエオジン染色で

光学顕微鏡により観察した．

結
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1) 人肝細胞癌の培養細胞株の樹立

1978年 6月 9日，人肝細胞癌の初代培養を開始し，

9ヶ月広i，線維芽細胞および7 クロファージなどの間

果
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図4 HH2-6株培養細胞の染色体：矢印はマーカークロモゾーム

た これらの細胞は典型的な敷石状配列をとって増殖

し，増殖中心部では pilingupの傾向が顕著であった

（図5). 

管を形成しており， microvilliが豊富に見られるが（図

的，培養細胞塊に於いても遊離縁には microvilli が

見られ，一部には毛細胆管様構造も見られる（図 7). 

ふ原発肝癌細胞に於いても培養細胞に於いても des・

mosomeはよく発達し，胞休内小器管は豊富で．

5) 電子顕微鏡所見

a）透過電顕観察（こより，原発肝癌組織は，毛細胆

図5 HH2-6培養細胞の位相差像（XlOO)
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図6 手術摘出標本の透過電顕像 !Sは k 5 μI 

トコンドリア，粗削小胞体， lysosome,freeribosome, 

micro五lamentなどを多数認め，これらの点でも HH

2 6株培養細胞は原発性肝癌細胞に良く類似していた．

b）培養細胞の走査電顕像では敷石状の配列が明瞭

図7 JI ll" Ii J;'; iG'Hllll包ωるj/j';li削除 （おじ.tic: 5 μI 
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で，樹校状突起は平坦であり， microvillilこ比較的乏し

く， lamellipodiaおよび 印opodialζ際立った特色は見

られなかった（図 8). 

6) AFPおよび ALBの免疫組織学的所見

百字素抗体 (I》APl法で染色した AFPは一般には胞

体内lζ褐色々素が微細目fi粒状K染色される．手術組織

標本では集族性l乙染色される傾向であったが，培養細

胞では約半数の細胞K陽性で，反応』ζ強弱はあるが．

かなり強く染色される細胞も多く認められた．まf二、

抗ヒト ALBによる PAP法では培養細胞の、作数以｜
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が陽性で ALBおよび.＼F

胞がf手在するものとみなされた（図9，図10).

7) 培養細胞のヌード7 ウス移植臆携の HEによる組

織像は手術摘出標本に比して，やや多綴の細胞が多く

なり，服場内細血管の分校に若干差違がみられるが線

維性間質は殆どなく，髄棟構造を示し基本的には同ー

の組織像を示していた．手術摘出標本は，組織分類か

ら Edmondsongrade H であったが， ヌード7 ウス

移植腫場は， Edmondsongrade IDとみなされた山知

（図11）.また，初代移植腫療の酵素抗体法でも PAP

図10

法を用いて AFPおよび ALBか染色された（図 9,

11). PAP法による ALB染色は，培養細胞で強く染

色されたが，ヌードマウス移植腫蕩の組織標本でぼや

や弱く染色された （図10).

8) Ouchterlony法では，HI-I2-6系培養細胞の con-

ditioned medium，初代移植ヌード7 ウス血清，および

AFP陽性肝癌患者血清で，抗体との聞に特異沈降線

が見られた（図12).

9) 培養系における AFPおよび ALBの定量的検索

① HH2-6株のコロニー間で AFP,ALBの産生
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Ill I三心 f1K

1111:< (j (ii¥( 

HH2-6 X¥ 

llH2-6-13Y* 

ALB AドI'
(ng/cell) 11山fc..JJI 

7. 5 1. 0×10-2 

12. 4 I 0. 5×io-2 
12. 0 0. 4×io-2 

113. o I 4. 8×io-2 

*HH2-f) 13、は特別にクローニンクを行なった．

:';:.:1こかなりの差違が見られた．高い礼l中産生を示す

コロニーを選びながら俳（にそ’irった系は．イ也系lζ比べ

表2 HH2-6株の細胞増殖と AFP産生量の変化

Incubation time 

l I＞八、

2 IJA ¥"S 

3 DA、同
5 DA、同
7 DAYS 

cell number 

1. Ox 10' 

0.9×10' 

2.0×104 

2.8>10' 

9. 5×104 

I AFP 
(ng/cell) 

1 58. o× 10-• 

83.3×10-・ 

33. 5× 10-• 

26. 0× 10-• 

I 6. 5× io-• 

て非常に高い ，＼FP産生能を維持している（表 1). 

② 九FP ：~t：を終 ｜｜的lと測定した結果では，培養細
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図12 Ouchterlony法による AFP定性

左図中心孔： Conditionedmediumの100倍濃縮液 右図中心孔：抗 AFPウサギ抗血清（原被）

l：抗 AFPウサギ抗血清（原液〉 1：生食水
2: か (1/2希釈） 2：移殖ヌードマウス血清（血中濃度： 38mg/di) 
3 : // (1/4希釈） 3: Conditioned medium (4 μ,gノmlを100倍濃縮）
4 : // (1/8希釈） 4: Conditioned medium (4 μ日 ml)

5: 。 (l116希釈） 5：正常人血清
6：生食水 6：肝癌患者血清

胞当りの AFP産生量は継代2日自にピークとなり，

以后，下降線を辿る事が，わかった（表 2). 

考察

1) 今日．樹立された人肝癌培養細胞株はいくつか報

告されており 3・9.13,17>例えばAlexandercell line (PLC/ 

PRF/5）の様lζHBvirus肝炎の研究lこ多大の貢献を

しているものもあり，遺伝子レベルまで掘り下げられ

て来ている5・6.!0J. 併し乍ら，他の実験系では特IC癌化

の問題については，膜酵素の変化25》や薬剤添加8仰に

よる増殖力の変化lζ用いられている程度で必ずしも多

くはない．この事は HBvirusが，人間や霊長類など

感染範囲が限られている事により，人肝細胞以外は殆

ど実験が不可能という事によるが， HBvirus以外の

実験系では7 ウスやラノトの方が樹立も維持もはるか

にやり易い事によると思われる．併し乍ら，人肝癌の

解明や治療に関する研究lζは，断然，人肝細胞が有用

である．更に肝細胞の蛋白産生についての研究には，

抗体作製などで．人の方が有利と思われる．

ととろで．今述べた様に，今迄報告された人肝癌培

養細胞株［こは， PLC/PRF/5の様な HBs産生株の他

！こ， AFP瑳生株がわずかにあるが， しかし消返して

しまった例のみであるh加．それに比して，HH2-6株

は， 5年弱を経た今日，尚，高い AFP産生機能を維持

しているのみならず， ALBや他の蛋白を良く産生し

ており，このような株は，今日，他lζ全く無く，蛋白産

生lζ関する研究には非常に有用であると考えられる．

2) 乙の細胞株は長年の経過を有しているが本質的な

形態変化は認められない．併し乍ら，ヌード7 ウスへ

の移植腫蕩や培養株の亜株の中の一部では多株細胞が

増加しており，染色体数も増加する傾向が見られる事

から，初代培養時の細胞に比べて若干の脱分化の傾向

にあると言えよう．この事は，栄養条件や環境条件に

よっては，癌細胞が時間経過と共に脱分化する一般的

傾向と一致する．と同時に司充分な条件を与える事に

よって，この傾向を差し止める事も可能であるかも知

れない．事実．この細胞株は，形態学的のみならず，

機能的にも初期の状態をかなり良好に維持している．

形態学的には，位相差像およびギムザ染色で，光顕

的に上皮細胞の性格を良く表現している．敷石状配列

もその中の lつであるが．乙の事は同時に人の間葉系

細胞や7 ウス．ラソトの細胞に比して，細胞がlケ1

ケになりにくく， contactinhi bi ti onが，かかり易い事

が考えられる． また， この細胞は monolayerに増殖

するが．同時に pilingupも多く見られ，これらの事

から doublingtimeが他細胞に比べ．延長していると
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恩われ；：， .また，胞体内i'ri粒が豊富である事は，電顕

｛象でミトコンドリアが豊富な事やグリコーゲン粁l校が

多い事と関連して旺盛な蛋白産生機能を有する事と関

係があるかも知れない．電顕像では，毛細胞管形成が

良く見られ， 乙の部で villiの発達ゃれsmosomeが

多く見られるが，他の遊離縁では，毛細胆管形成部に

比べ，叶Jiや d,・,111osomeの数が少ない事は興味ある

所見である 19'23》．

3) HI-12 11:1ζは現在3「の株 ！HH"-1,Hl-12-4, HI-I 

2-6）があるが，乙れらの人ドl・産生・¥t：には．かなりの

差違が認められ，HIL!＜＞休は非常な高値を示 し.HI-I 

2-4 f'.j;は九Fl'negativeとなっている． 更に， HI-126 

料、は入LBも高値lζ産生し AFP高値の細胞は ALB

産生能も高く.AFPと ALB産生量の間には，相関が

成り立つ（y=O.9平均）データーもあるが，稿を改め

たい いづれにせよ， Hll~ ii株は AFl'や ALB或

は transferrin等多くの蛋白産生能を有しているので，

蛋白産生能 ｝J－.λ 肝癌細胞の産生する種々の蛋白閣の

相関を調べる研究にとっては極めて有用な細胞株と考

えられる．

4) ヌードマウスへの移植実験では，前項で述べたは

に形態学的にも若干の脱分化の傾向を認めたが．時間

終過によるものか．それとも移植された環境等の変化

によるもωか．不明であるか闘1111；、，：／：い．引に．移植初

代では極めて高い AFP産生が示された（136μg/tnl) 

lとも拘らず， a代目以后に AFPを産生しなくなった

(I n日Jml以下）事も，脱分化の事実と関連するかも知

~1,なし、－

結 語

人FP陽性の肝細胞癌患者の手術摘出標本を用いて

初代培養を試み，その培養細胞株の樹立に成功し‘

I-II-12判、と命名した. HI-12株は培養当初に分注した

培養瓶により， HI-I26, I-1112 4, I-11-12-1の亜株に分

けられた．

III-12-6株は， 72時間の doublingtimeを有し．高

い AFP産生能を示した. I-II-12-4株は， AFPの産生

を示さす， AFP非産生株となった. HI-12-6株（／） Iやで

もれコロニ一間で九FPおよび λLBgg生能lこは明ら

かな差が見られた．

イみ：jでは， I-II12-6株の特性について．その特性を

生物学的．形態学的に険会し，ついで一部で人FPお

よび川，B の産生能に言及した．また， HI-12-61’いJ

Zードマウス皮下への移楠を試み．これに成功したの

で， zートマウス移値腕場の光顕像についても若干の

検索を試みた．

HH2-6株は極めて長期間の培養にも拘らず， AFP

や‘1しBなどの蛋白産生能を良く保持しており， AFP

の研究のみならず，肝細胞の蛋白産生能の研究に踊め

て有用と考えられる．
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