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緒 言

細胞 や組織 を生体 内で培養 しよ うとい う試み はか

な り古 くか ら行 われて きてい るが,生 体 内培養法が

急速 な進歩 を逐 げたのは,毛 細孔 を多数 有す る良質

のセル ローズ質 の膜 が自由に作 られ るよ うにな って

か らで ある.こ のセル ローズ質 の膜 で作 られたdi

ffusion chamber(DC)は,液 体 は自由 に通過す る

が細胞 は通過 しない とい う特 性を有 し, Algire等 は

1)2)3)4)この特性 を利用 した生体 内培養 に関 して多 く

の業績を発表 して,生 体 内培養 法の進歩 に大 きく貢

献 した. Algire等 の報告以来, DCを 用 いる生体内

培養 につ いて は多 くの研究者 によ って改 良,工 夫が

加 え られ現在迄 に幾 多の知 見が加 えられてきている5)6)

私 はDCを マ ウス腹 腔 内 に挿入 して,ヒ トリンパ

芽球様株細胞 の生体 内培養 を行い,細 胞の増殖能 と

経時的 な形態学的変化 を追求 した.ま た生体内培養

を行 った細胞 をin vitroの 培養 に戻 し,そ の再培養

能 につ いて も検討 したのでそれ らの成績 につ いて報

告 する.

実験材料 および実験方 法

実 験 に使 用 したDCは 日本 ミリポ ア ・リミテ ッド

製 の もので,プ ラスチ ックリングと円形極薄 フイル

ター(ミ リポア膜)よ りな る.リ ングは 非 毒 性

Plexiglass U-100で 作 られ,その大 きさは外径14m,

内径10mm,厚 さ2mmで,側 面 に細 胞懸濁液 を注入す

る0.59mmの 注入孔 がある.ミ リポ ア膜 はHAタ イプ

で,孔 径0.45±0.02μ の 毛細 孔 を持 ち,直 径14mm,

厚 さ150μで ある.又 リングの注入孔 を塞 ぐ為に ナイ

ロン糸があ り,こ れ をフィルター基質 を傷 つ けない

非透過 性接着剤 で,毒 性 は無視 出来 るMFセ メン ト

にて接着す る.同 様 にMFセ メン トにて,リ ング と

ミリポア膜 をDC組 立具 にて適 当に圧迫 し付着 させ

る.こ のよ うに して 出来 たDCは 内容積0.157mlで,

ethyleneoxide gasに て滅菌 した.

用 いた細胞 はHodgkin病 患者 リンパ節由来の リン

パ芽球様株細胞 の クロー ン株OUMS-6C17)で あ

る(写 真1).即 ちこの患者 は80才 の男性 で剖検 によ

る病理診断 はHodgkin肉 芽腫 で, 1970年2月18日 に

リンパ節 の培養 を開始 し,樹 立 され た リンパ芽球 様

株細胞 を軟寒天培養 法によ りクローニング した もの

である.

培養 は次のよ うな方 法で行 った.ま ず培養液 交換

後2日 目の細胞 浮遊 液 を1.000回 転5分 間遠 沈 し,上

清 を捨 て必要 量のRPMI1640液 を加 えて生細胞 数が

トリパンブルー法により3×106/mlに なるよ うにした.

この細胞 懸濁 液 を無 菌的 にDCの 注入孔 よ り23 gua

ge注 射針 にて注入 し,ナ イ ロン糸 にMFセ メ ン トを

つけて,注 入 孔 を塞 い だ.こ れ らのDCは マウス

の腹腔 内に挿 入す るまでRPMI1640液 を入れたPe

tri皿 内 に保 存 され た.準 備 したマウスは16匹 で,

各々エーテル麻酔下 に,下 腹部 を酒 性マ ーゾニンで

消毒 し, 1.5cm切 開 し, DCを 腹腔 内へ挿 入後, 2針

縫 合 を行 った.

観察 方法 に関 して は, DCを3日 目, 5日 目, 1週

目以後 は1週 間間隔で8週 目 まで経時的 に取 り出 し,

ミリポア膜内面 のスタンプ標 本 と内容液の塗沫標本

のMay-Grunwald-Giemsa染 色 を行 い,形 態学 的変

化 を光顕的 に観察 した. 1.000個 の細胞 を数 え,リ ン

パ芽球,成 熟 リンパ球, macrophage様 細 胞, mi

tosisを 示す細胞 とに分 類 した. 1週 目, 2週 目,

 3週 目には電顕学的観察 を も行 い,同 じく1, 2,

 3週 目にはDCを と り出す前 に,マ ウス腹腔内 に体
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重1gに つ き1μ.ciの3H-thymidineを 注 入 し, 1時

間後 に と り出 したDC内 の細胞の標識指数 〔(標 識

細胞/全 細胞)×100〕 を求 めた.

形態学 的 に成熟 リンパ球 は,① 細胞の平均直径 が

7-15μ.で,② 核細 胞質比 が大 きく,③ 染色 質 は凝

集傾 向 を認 め,④ 核小体 を認 めない もの と し,リ ン

パ芽球 と区別 した.そ して,一 般 に豊富な細胞質 を

持 ち,軽 度好塩基性 で,時 に網状構造 を示 し核 は偏

在性で卵 円形又 は,腎 形で,リ ンパ球の核 よ り薄 く

染色 され,核 小体 が時 に認 め られ るよ うな細 胞 を

macrophage様 細胞 とした.

更 に, 2週 目, 3週 目, 4週 目には細 胞 をin vi

voか らin vitroに 戻 し培養す る事 を試 みた.即 ち,

あ らか じめシヤーレにRPMI1640液 と胎児牛血清 を

4:1に した培養液3ccを 入れ てお き,そ の中に無

菌的 にマウス腹腔 内よ り取 り出 し一度RPMI1640液

で洗 ったDCを 入れ,ミ リポア膜 をハサ ミで切 り細

胞が外に遊 出 しやす い状態 に して培養 を開始 した.

培養 液の交換 は週2回 行 い,や がて活溌 に増殖す る

よ うにな った細胞 につ いて,染 色体分析 を行 い,こ

れが ヒ トの細胞 である事 を確認 した.更 に, 3日 目

2週 目, 4週 目, 5週 目に は, DCの ミリポア膜 を

Bouin液 にて固定 し,そ のパラフイ ン切片 をhema

toxylin-eosin染 色 し,ミ リポア膜 の内面 と外面 の

状態 を観察 した.

上記の実験 は2回 くりか えして行 ない,こ の2回

の実験成績 を平均 して結果 を求 めた.

結 果

① 経時的増殖能 と形態学 的変化

DC注 入前 のGUMS-6C1細 胞の木 部分 は,リ ン

パ芽球で あ り,中 に約16%の 成 熟 リンパ球 を含み,

 mitosisを 示す細胞 は1.3%で あ った(写 真1).

3日 目に取 り出 した細 胞は成 熟 リンパ球 を20.8%

含 み(写 真2a),他 の大部分の細胞が リンパ芽球 で,

 mitosisを 示す もの は0.4%で あ った(写 真2b).

5日 目の細胞 も3日 目 と大差 な く,成 熟 リンパ球 は

16.2%, mitosisは0.3%の 細胞 に見 られた. 2週 目

になる と細胞 の空 胞化,染 色 性の変化な どの変性傾

向 が目立 ち, mitosisを 示す細胞 は0.1%で あった.

この頃 には, macrophage様 細胞 と思われ る もの が

7～8%見 られ るよ うにな った(写 真2c). 3週 目

の細胞 にはやは り変性 した細胞がか な りあ り,細 胞

数 も減少傾 向を示 したが, macrophage様 細胞 の増

加 が見 られ,そ の割合は42%で あった. 4週 目には

macrophage様 細胞 と思 われる ものが著 明に増加 し,

特 に膜 内面 のス タンプ標 本にお いて顕著で あった.

これ らの細 胞の 占め る割 合は約80%で(写 真3),

残 りの細胞の ほ とん どは成熟 リンパ球で あった. 5

週 目にはmacrophage様 細胞 がさらに増加 し約90%

を占めた. 6週 目には変 性細 胞が さらに多 くなった

が,や は りmacrophage様 細胞 が多 く60～70%を 占

め,残 りの細胞 は同様 にほ とん ど成熟 リンパ球であ

った. 7週 目か ら8週 目にか けて細胞数 は著明に減

少 し,残 存 す る細胞 に も変性が強 くなった.こ の間

のmacrophage様 細胞 と成熟 リンパ球の推移 を図1

にmitotic indexを 図2に 示 した.

図1　 マ ウス腹 腔 内に挿入 され る前の細胞 と挿入

後 のdiffusion chamberに おけるヒ トリ

ンパ芽球様株 細胞の経時的形態学的変化

図2　 マ ウ ス腹 腔 内 に挿 入 され る前 の細 胞 と挿 入

後 のdiffusion chamberに お け る ヒ トリン

パ芽 球 様 株 細 胞 の 経 時 的mitotic index
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さらに1週 目, 2週 目, 3週 目に電子顕微鏡 によ

る形態学 的観察 を行 ったが,胞 体 の空胞化 が著 明で,

細胞外に フイブ リンの沈着 を認 めた(写 真4).

② 3H-thymidineに よる細胞標識

マ ウス腹腔内 に3H-thymidineを 注入 し, 1時 間

後 にと り出 したDC内 の細胞 のautoradiography標

本 を作 成 し, 10個以上の銀粒子 を持つ細胞 を陽性細胞

とした.そ の結果標識指数 は1週 目0.3%, 2週 目0.2

%, 3週 目0で 少 な くと も2週 目までは明 らかに

DNA合 成が行 われて いる事 が明 らか となった(図3).

図3　 マ ウ ス腹 腔 内 に挿 入 され たdiffusion

 chamber内 で の ヒ ト リン パ芽球 様 株 細

胞 の3H-tbymidineに よ る経 時 的 標 識

指数

③ macrophage様 細胞の貧食能

3週 目頃か ら増加 し始 めたmacrophage様 細 胞の

機能 を見 る為次 のよ うな実験 を行 った.前 述 した手

技 にて,ヒ トリンパ芽球様細胞 をDC内 に注入後 マ

ウス腹腔 内に挿入 し4週 目に とり出 した.こ のDC

内に23guage針 にて, Staphylococcus epiderm

idisの 懸濁液 を注入 し,そ の後RPMI1640液 の入 っ

た シヤーレ内 にDCを 入れて, 37℃ で24時 間放置 し

た.そ して膜内面の プ リン ト標本 と,内 容 液の塗 沫

標本 を作 って,これ にMay-GrtSnwald-Giemsa染 色

を施 した.こ の標 本 を観察 し,細 胞周囲 に細菌 の集

団塊がな くて,し か も胞体内 に明 らかに細菌 を とり

込んでい る細胞 を貧食能の ある細胞 とした(写 真5).

このよ うな細胞 の占め る割合 は21%で あったが,形

態 的にmacrophage様 細胞 と思われ る もので も細 菌

を貧食 していない細胞 がかな り見 られ た.コ ン トロ

ール群 として用 いた リンパ芽球様株細胞(OUMS-

6C1)の 中で貧食能の ある細胞 は2%で あ った.

④ 再培養開始 よ り樹 立 までの経過

DC内 の細 胞の再 培養 は2週 目, 3週 目, 4週 目に

行 なった. 2週 目にマ ウス よ りと り出 したDC内 の

細胞の再培養 は, macrophage様 細 胞 と円形 の浮遊

細胞 よ り構成 きれていた.再 培養 開始後1週 目に,

浮遊液の みを他 のシヤー レに移 し,各 々培養 を続 け

た.ど ち らも細胞 の増殖 は順調 で,円 形 細胞の増殖

が著明 になった2週 目に,染 色体分析 と細胞の塗沫

標 本のMay-Grunwald-Giemsa染 色 を行 った.染 色

体数は46本 で ヒトの もので ある事 が判明 し,形 態学

的に も最初DCに 挿入 した ヒ トリンパ芽球様細 胞 に

一致 す る もので あった. 3週 目に マウスよ りと り出

した細胞の再培養開始時 において も,や は りmacr

ophage様 細胞 と円形浮遊 細胞の両者 が見 られ たが,

 2週 目に比 べて円形浮遊細胞 の方 が少 いよ うに思わ

れた.再 培 養開始後,数 回にわた って他 のシヤ ーレ

に浮遊 液のみ を移 したが,培 養 は成功せず結局DC

を入 れた最初 の シヤ ーレの みの培養 を続 けた.こ の

シヤー レの細胞 の大部分 はよmacrophage様 細胞 で,

その増殖 は最初 の2週 間著 明で なか ったが,そ の後徐

々に増殖 を始 め, 6週 目か ら7週 目にか けて円形浮

遊細胞 の増殖 が著明 になって来 た.

その後macrophage様 細胞 は円形細胞 によ り完全

に置 きかえられ,後 者 の細胞の増殖 は10週 目までに極

めて盛 んにな った.こ の時点 でやは り染色体分 析 を

行 ない,そ の結 果染色体数 は46本 で,ヒ トの リンパ

芽球様細胞 であ る事が証明 された. 4週 目にマ ウス

よ りとり出 した細胞の再培養 の経 過 は, 3週 目の場

合 と類似 してお り,や は り再培養 開始後10週 目に染

色体分析 を行な った ところ,や は りヒ トに由来 した

細胞 であった.こ れ らの結果,少 な くと も4週 目ま

での細胞 はin vitroに 戻 して も,十分増殖 を続 ける

能力 があ り,形 態学 的 に も,も との細胞 に戻 りうる

とい うこ とが示 された.

⑤ ミリポア膜 の観察

ミリポア膜のパ ラフィニ切片 をhematoxylin-eos

in染 色 によ り観察す る と,い ずれの膜 も外面 に多数

の マウスの細胞 が厚い層 をな して附着 してい るのが

観察 された(写 真6).こ れは炎症性反応 の現れ と

思 われるが,マ ウス体液のDC内 への流入 を妨 げる

結果 にな り, DC内 の細 胞の栄養状態 を悪 くした もの

と考 え られ る.

考 察

私 の実験 は長期 培養 され てい る ヒトリンパ芽球様

株細胞 のクローン株がマウス腹腔 内 に挿入 され たDC

内 において どの ような形態学 的変化 を とげるか を観
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察す る目的で行 われ た.従来DCを 用いたin vivoの

実験 において は,動 物8)9)10)及びヒ ト11)12)の白血球 の

DC内 での変化 が追求 されてい る.即 ちPetrakisら

は12)DC内 に ヒ ト未梢 白血球 を注入 し,こ れを末期

の癌患者の腋窩 に挿 入 し, 6週 目までDC内 の細胞

の形態学的変化 を観察 した.好 中球 や好酸球 は2～

3週 目まで に消失 し,残 った単核細胞 が2週 目位 で

macmphageやhistiocyteの 形態 を とるよ うにな り

3週 を こえる とfibroblastと 思 われ る細胞 に変 る

ことをみて いる.同 様 に ヒ トの骨髄細胞 をDCに 入

れて,マ ウスの腹 腔 内に挿入 した場合に も, macr

ophage様 細胞 が徐々に増加 し,い くつかのDCに お

いて は, 60～70%を 占め るよ うになった と報告 され

て いる11).一方Rossら10)は,種 々の方法で採 取 され

たモ ルモ ッ トの白血球 をDC内 に注入 し,こ れをモ

ルモ ットの背部皮下 に捜入 してDC内 の細胞 の変化

を光顕的及 び電顕的 に観察 した.そ の結果,や は り

単核球細胞 がある時期 にmacrophage様 の形態 をと

る可能性 を示 した.又Johnsonら9)はPHAで 処理 さ

れ たラ ットの末梢 白血 球を注入 したDCを,ラ ッ ト

の腹腔 内に挿入 し, 24時 間間 隔で72時 間 まで, DC内

の リンパ球 のPHAに 対 しての反応 を観察 してい る

が,こ の際 に もmacrophage様 細胞 が出現 して きた

と述べ ている.

私 の実験 において も, DC内 へ注入前 の細胞 の大部

分 を占めた リンパ芽球 は, DC内 においてその割合 を

減 じ,徐々 にmacrophage様 細胞 の増加 が見られた.

このmacrophage様 細胞 がいかな る細胞 に由来 す る

か興味 あ る点 であ る. DC内 には クローン株 である リ

ンパ系細胞 のみが注入 されてい るので,今 回の実験

でみられたmacrophage様 細胞 は これ らの細胞 に由

来 した もの である と断定 出来よ う.観 察 期間 を通 じ

て,成 熟 リンパ球 の割合 はあま りかわ らず,リ ンパ

芽球の減少 に平行 してmacrophage様 細 胞の増 加が

見 られ たの で,恐 らくリンパ芽球 がmacrophage様

細胞 に形態学的変化 を とげた ものであろ うと推 測 し

てい る.た だ し,成 熟 リンパ球 がmacrophage様 細

胞へ変換 したという可 能性 も全面的 に否定出来 ない.

今回のin vivoに おける実験 においてin vitroと

異 る状態 はマウス体液 によ ってのみ細胞 が養 われて

い るとい うこ とと,小 さい内腔 を もつDC内 に細胞

の増殖が限定 されているとい う事 である. DC内 の細

胞の培養液 は炎症性 の浸 出液が主 体をなす腹水 か ら

成 り立 ち,こ れ は腹圧 や浸透圧等 によ ってDC内 に

はい る.こ の腹水 は リンパ系細胞 に最適 な酸 素飽和

度 よ り低 い酸素飽和度 を持つ し,グ ル コース濃度 も

低 く,理 想的 な培養液 ではない と言 われてい る13).こ

れ に加 えてDCの ブイル ターの外面 にはマ ウスの細

胞が多数付着 して いるのが観察 されてお り,こ れは

マ ウス体液のDC内 への流入 を妨 げる結果 とな り,

更に培養条件 を悪化 させ た もの と思 われ る.こ れ ら

の事か らmitosisやDNA合 成が3週 目以後 見 られ

な くな り,細胞数 も著明 に減少 して いった とい う事 は

当然理 解出来 ることで ある.こ の よ うに リンパ芽球

様 株細 胞のmacrophage様 細胞への形態学 的変化 は

あ ま りよくない培養条件の もとで行 われたのである

が,出 現 したmacrophage様 細胞 はmacrophageと

しての機 能的な面 を も備 えて いるのであろ うか?こ

の疑問に答 える為 に, macrophage様 細胞 の貧食能

の有無 を調べてみたが,貧 食能が ある と判定 された

細 胞の割合は21%で,コ ン トロール として用 いた リ

ンパ芽球 様株細胞の中で貧食能があると判定 された も

のは僅 かに2%で あった.こ の ように して私 の実験で

見 られたmacrophage様 細 胞は形態学 的 ばか りでな

く機能的 に もmacrophageと して の特徴 を備 えてい

るとい うことが言 える.

さて, DC内 の細胞 のin vitroで の再培 養の試 み

は2週 目, 3週 目, 4週 目で行 われ,全 ての場合 も

との リンパ芽球様株細胞 に復 した.こ の際DC内 に

見 られたmacrophage様 とリンパ系細胞 のいず れが

もとの リンパ芽球様株細胞 に戻 り得 たか明 らかでな

い. 2週 目にマウスよ りとり出 したDC内 の細胞 が

再培養 の樹立 に要 した期間 と4週 目にマ ウスよ りと

り出 した細胞 がそれ に要 した期 間には相当の違 いが

ある.即 ち, 4週 目の細胞 は2週 目の細 胞の再 培養

の樹立 に要 した期間 の10倍 の期 間 を必要 とした.こ

れ は2週 目にはだ リンパ芽球 も多 く存 在 し,さ ら,

にDNA合 成やmitosisも み られて いるので, in vi

voか らin vitroへ 移 された時,リ ンパ芽 球 が比 較

的容易 にわず か2週 間で もとの状 態に戻 り得た もの

と思 われ る.反 対 に4週 目のDC内 の細胞 はmacr

ophage様 細胞が大部分で,リ ンパ芽球 は,ほ とんど

み られ ていない.従 って恐 らくリンパ系細胞 に由来

した と思 われるmacrophage様 細胞 がin vitroで 再

び リンパ系細 胞に逆戻 りす る過程 に10週 間 とい う比

較的長 い期 間 を必要 としたので あろ う.な お,再 培

養開始時 にDCの ミリポア膜 に付着 してい るマ ウス

の細胞 の存在 を考慮 しな ければな らない.し か し,

これは シヤー レに付着す る故,継 代 を くりか えす う

ちに,selectionを うけて消失 し,遂 に は ヒ トの細
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胞のみ にな った もの と考 え られ る.こ の ことは リン

パ芽球 様株細胞の増殖が活溌 になった段階 で行 った

染色体 分析の結果 をみて も明 らか である.

結 語

Hodgkin病 患者 の リンパ節由来の リンパ芽球様株

細胞の クロー ン株をDCに 入れ,マ ウスの腹腔内で

培養 し,経 時 的にDC内 の細胞 にっ き種々検討 を加

えた.

DC注 入前の細胞は その ほ とん どが,リ ンパ芽球で

占め られていたが,注 入後3週 目頃か らmacrophage

様細胞の増加 が見 られ,そ の割合は4週 目, 5週 目

と増 加 し, 80～90%を 占 め るよ うにな った.こ の

macrophage様 細胞 の機 能 を見 る為, 4週 目の細胞

を細菌 と共に培養 し,貧 食能を見たが,貧 食能があ

ると判定 された細胞 の割合は21%で あ った.こ れに

対 しコン トロール として用いた リンパ芽球 様株 細胞

中貧食能の見 られた ものは2%で あった.又3H-th

ymidineを マウス腹腔 内に注入後DC内 の細胞 の標

識指数 を求 めた結果, 2週 目まで細胞 のDNA合 成 が

行 われている事が明 らか にな り, mitosisも2週 目

まで観察 された.さ らに, 2週 目, 3週 目, 4週 目

にDC内 の細胞 をin vivoか らin vitroへ 戻 して再

培養 を行 い,い ずれの場合 に もDCに 入 れ る前の リ

ンパ芽球様株細胞 の状態 に復 した.

以上の結果 よ りヒ トの リンパ系 細胞 が特殊 な環境

條 件下で, macrophageに 形 態転換す る可能 性が示

され た.

稿 を終 えるにあた り,御 指導,御 校閲 いただいた

恩師平木潔教授,お よび三好 勇夫 講師 に深謝 いた し

ます.
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Cultivation of Human Lymphoblastoid Cells in Diffusion 

Chambers Implanted in the Abdominal Cavity of Mice

Ⅰ. Morphologic Alteration of Human Lymphoblastoid Cells
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A clonal lymphoblastoid cell line derived from lymph node of a patient with Hodgkin's disease

was cultivated in diffusion chambers implanted in the abdominal cavity of mice and cellular morph

ologic changes were sequentially studied for up to 8 weeks.

The majority of cells before intraperitoneal implantation were lymphoblasts with approxima

tely 16% mature lymphocytes. However, after 3 weeks of in vivo cultivation in diffusion chambers, 

macrophage-like cells began to increase and occupied 80-90% of cells after 4 and 5 weeks.

 These macrophage-like cells, when tested for phagocytic activity after 4 weeks, exhibited bacte
rial phagocytosis. Labeling studies with 3H-thymidine indicated that active DNA synthesis continued 

for up to 2 weeks of in vivo diffusion chamber cultivation, during which mitotic figures were also ob

served morphologically. Further, it was attempted to recultivate in vitro cells that were taken out 

of diffusion chambers after 2, 3, and 4 weeks of in vivo implantation. These 3 separate attem

pts led to the development of lymphoblastoid cells that were morphologically and cytogenetically si
milar to those prior to diffusion chamber implantation.

From these findings, it is suggested that human lymphoid cells undergo morphologic alterati

on to macrophages under certain circumstances.
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