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肝細胞を分散浮遊化す る方法 は古く か ら行 なわ れて

い るが
1)2 '

. 分散さ れ た肝細胞は呼吸活性 が低 く , その

多 くの 細胞 が急激に死滅 して 実験材料 と し て は極 めて

不適当 なもの で あ っ た
3)

. 近年 H o w a r d らヰ)
,
が コ

テ ゲ ネ
ー

ス を用 い て 肝細胞の 分散浮遊化 に 良好 な結果

を得 たと 報告 して い るが . I n v it r o に お け る 酸素

消費の 実験結果か らは な お い く つ ゎ の 問題 が あ り .

I n v it r o の 実験材料 と して 必 らず しも完全 なも の で

はな い
.

一 方 , 肝細胞の P ri m a r y c ult u re も試 み ら れ て

い るが . 胎児性肝細胞
5)6'

. 肝が ん細胞 の丁) 試験管内培

養は比較的容易であるが . 分化 した械能 を も つ 成熟肝

細胞の 培養時極め て 困難なもの で あり , そ の 培養 が強

く望 まれ て い る にもか か わ らず報告例 は痕め て 少 ない

本研究で は こ れ まで 報告さ れ た結果 を中心 に 成熟肝

細胞の 分離浮遊化法 を改良 し . 分散浮遊化 し た肝細胞

に つ い て
, 肝湿重量 あた り の 収量 お よ び生存率 , さ ら

に I n v i t r o に お ける生細胞 の 動態 に つ い て 検 討

し , 実験材料と し て 充分に 使用し得 る分散浮遊化肝細

胞を得る こ と が できた . さ ら に , こ れ ら分散浮遊化肝

細胞の 試験管内増殖性を検討 し , パ パ イ ン に よ る細胞

処理が試験管内細胞増殖性 に極 め て 重要で あ る こ と を

見い 出した .

実験材料並び に 方法

1 . 肝細胞 の 分離法

肝細胞の 分離浮遊化 は こ れ ま で E D T A 処理 機械的

分散法
1 ト3､
と コ ラ ゲネ

ー ス 処理 分散法 仰 に よ っ て 行 な

わ れ て い る が , 本研究 で はさ らに 蛋白分解酵素 ( ト リ

プ シ ン あ る い は パ パ イ ン) 処理 に よ る肝細胞 の 分散浮

遊化を試み . 細胞の 収量
､
生存率を中心 に同 一 条件下

で こ れ ら分離法の 優劣 を比較検討 し た .

rs o l ati o n of t h e v i ab l e li v e r c ell s fI
･

O m

W i s t e r 系成熟 ラ ッ ト(静岡県実験協 同組合 よ り購

入 , 10過以上飼軋 体重400 g 以上) を エ ー テ ル 麻酔下

で開腹 し , 門泳 より 水冷 AI s e v e r 液で , つ い で 0 . 0 5

% コ ラ ゲ ネ
ー

ス を含 む C a
+ '

f r e e ハ ン ク ス 液 で 充分

に 凝流し た後肝を別出 し､
.

メ ス で 薄切 して 得 られ た肝

組織細片 を3 等分 し, E D T A 処理機械的分散法 ,
コ

ラ ゲネ
ー ス 処理 分散法 お よ び蛋白分解酵素処理 による

肝細胞 の 分散浮遊化を行 な っ た . E D 甘A ｡ 機械的分散

法 で は , 肝組織細片 に0 ,0 1 % E D T A を含 むC a
十 +

f r e e

ハ ン ク ス液を加え ,
ゴ ム で被覆 した ガ ラ ス ホ モ ジ ナ

イ ザ ー で ゆ るや か に 機械的処理 を行 な っ た . コ ラ ゲ

ネ ー

ス 処理 分散法 は原法
4)2､
に 従い , 肝組織細片 に0 . 0 5

% コ ラ ゲ ネ ー ス を含 む C a
+ +

f r e e ハ ン ク ス 液 を加

え
. 95 % ai r , 5 % C O 2 の 気相で t 3 7

O

c , 1 時 間 ゆる

や か に振渡 した . ま た蛋白分解酵素処理法 で は . 肝組

織細片1 g あた り . 0 .0 1 % の トリ プ シ ン ま た は パ パ イ

ン を含む ハ ン ク ス液25 m lを加 え , 9 5 % ai r , 5 % C O 2

の 気相室温申で15 分間ゆ る や か に 振塗 し た .

上記の 諸方法 で分散化 した各分画 に そ れ ぞ れ に 大量

の 水冷培養液ある い は袷仔牛血清 を加え た 後 , 8 枚の

ガ ー ゼで 濾過 し , 分散細胞 を含む濾液 を6 00 r p m で 遠

沈 し て 肝細胞分画 を得た . こ の 肝細胞分画 は原則 と し

て 培養液あ る い は ハ ン ク ス 液で 2 回洗浄 した . 6 0 0 r p

m ( g = 63) , 1 分以 内の 遠沈 で は K u pff e r 細胞 な ど

は肝細胞分画 の 上層 に 集積し , 吸引で 容易に 除去する

こ と が可能で あ る .

2 . 細胞数 の 算出と生存率 の 決定

肝細胞浮遊液 を白血球数計算用 メ ラ ン ジ ュ ー ル に 取

り , 0 . 2 % トリ バ ン プ ラ ウ を含む ハ ン ク ス液 で 稀釈し.

T h o m a ･Z ei s s 型計算盤で細胞数 お よ び 生細胞数

( 染色さ れ な い 細胞数) を算出 し た .

3 . 肝が ん細胞お よ び肝細胞の 継代培養法

実験 に 用 い た ラ ッ ト肝 が ん細胞 は ( M H .C .) R i c h
･

a d u lt l
･

at S a n d t h ei r p l
･

O p a g ati o n i n i n

Vi t r o c u lt u l
･

e . K a ts u k o T a ni u c h i , th e 2 n d D e p a r t m e n t o f P at h ol o g y , ( D i l
･

e Ct O l
･

: P r of .

G . O ht a) S c h o ol o f M e d ici n e , K a n a z a w a U n i v e r si t y a n d t h e l st D e p a rt m e n t of P at
･

h ol o g y . ( D i r e ct o l
･

: P l
†
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a rd s o n ら
7一

. に よ っ て M o r ri s 移植肝癌 ( N o .7 7 9

5 ) より 分離培養さ れ たもの で あ る . 細胞 は 小 型 上皮

様で鳥形成能をもち , 染色体 は異数性 ( 2 n = 4 5 ～ 4 9 )

である が , ラ ッ ト血清 ア ル ブミ ン を産 生す る . こ の 細

胞の 培養 に ほ15 % 馬血清 . 2 .5 % 仔牛血清添加 ハ ム F ㌧

川培養液を用 い た 1

正常肝細胞 は小田島らm , に よ っ て 成熟 ラ ッ ト 肝 か

ら分離培養さ れ た もの で t 染色体 は軽度 の 異数性( 2 n

= 3 8 ～ 42 ) を 示すが , 血清 ア ル ブ ミ ン , 恥 α 2 お よ びβ, .

良 グロ ブリ ン を産生する . こ の 細胞 の 培養 に は2 0

% 仔牛血清添加 ハ ム ト10 (30 % ) . L -1 5 ( 7 0 % ) の 混

合培養液を用 い た . 肝細胞 の 初代培養試験 に も同じ培

養液を使用し た .

何れ の細胞 に つ い て も培養液 の 交換 は過 2 回 と し ,

縫代培養は過 1 回規則的 に行な い , 培養 ( 継 代培養)

申に お ける細胞形質 の 変換を可能 な か ぎ り防 ぐ よう に

留意し た .

4 . 増殖曲線

トリプ シ ン (0 . 125 % )
-

E D T A ( 0 . 0 2 % ) 混液 で

細胞 を分散後, 細胞の 最終濃度を 2 ×10
4
c e11/ m I と

し3 5 m m プ ラ ス テ ィ ッ ク シ ャ ー レ ( フ ァ ル コ ン 社) に

播種し , 炭酸ガ ス培 養器( 池本製) で 3 7
0

c で 培 養 し

た . 各2 日員毎 に 2 枚 の シ ャ ー レ に つ い て
, ト リ プ シ

ン (0 ･125 % ) - E D T A (0 .02 % ) 混液 で 細 胞 を 分散

後に細胞数を算出し た .

5 . 細胞内里 -

T h y m i d i n e ( T d R ) の 取り 込 み

十定条件で 培養中 の 細胞 を ハ ン ク ス 液で 洗浄 後0 . 1

〟C i/ 5 mi
3
H- T d R を 含む新鮮 な培養液を加え , C O ,

ガス培養器で3 7
0

c で 培養し た . 1 時 間後 に 培養 液 を

捨て , 生理的食塩水で よく 洗浄後 . ト リ プ シ ンーE D T

A 混液で 細胞を剥軌 分散 した . こ の 細 胞浮遊液 を

ミ リポ ア ー フ ィ ル タ
ー

で 濾過 し . 細 胞 を 濾紙上 に 集

め･ P B S ( 燐酸緩衝液) で 数回 洗浄後 , 水冷 T C A (10

% ) さ らに 80 % エ タ ノ ー

ル で 洗浄 し た . 濾紙 上 の

T ri c hl o r o a c e ti c A ci d ( T C A ) 不溶 細胞分画 を室温

で 乾燥し . 5 m 肋 P C S ( A m e r s h a m ) を 加 え . 液

体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ
ー

で 測定 し た .

6 . S - G O T の 測定

肝細胞分散浮遊液中に 漏出する S- G O T 量 は 試 料
を遠沈して 細胞 を沈澱除去し た後 の 上宿 に つ い て , 行

なっ た ･ 測定法に は SI G M A 社製 の S- G O T 測

定用 Ⅰ(it を用 い た .

7 ･ 細胞膜表層物質の 調整方法

細胞表層物質 の 調整 は W i n zl e r.2 ) の 方 法を 改良 し

た小田 島ら
11)
の 方法 に従 っ た . 即 ち , 機械 的方法 で 分

散浮遊化 した成熟肝細胞 を0 .01 % パ パ イ ン あ る い は ト

リ プ シ ン を 含む ハ ン ク ス液中で 室温 . 1 5 分 間 イ ン ク

ベ ー

ト し , ラ ッ ト肝細胞勝義層よ り遊離し て く る い わ

ゆ る膜表層物質 をさ ら に プ ロ ナ ー ゼP で 室温12 時間再

消化し , 水冷 T C A 液 ( 最終濃度10 % ) を 加 え て 除

蛋白し た後 , 上帝を冷脱イ オ ン 水で透析 し た . こ の 上

清 を凍結乾燥 し て それ ぞ れ F-P A P ∴ト T R Y と し て

実験 に 用い た .

一 方小泉ら
刷
の 方法 を若干改良 して 全

肝臓組織か ら 同様 の物質 を調整し , 対 照 と し て 用 い

た ･ す な わ ち
, 肝臓 を水冷 ハ ン ク ス 液で 海流後 , 細切

して 直 ち に 5 倍量 ( Ⅴ/ W ) の ア セ ト ン を 加 え . ワ ー

リ ン グブ レ ン ダ ー で ホ モ ジ ナイ ズし た . 得 られ た肝 ホ

モ ジ ネ ー

トを 氷室で 約12時 間ゆる や か に 横枠後 , 遠沈

し て 上清を 除童 , さ らに 5 倍量の エ ー

テ ル を 加え て 氷

室 で12 時間ゆ るや か に 撹拝 し , 再 び遠沈し て 上清 を除

去 した ･ こ の よう な ア セ ト ン ■ エ ー テ ル抽 出を再度く

り 返え し て 後 , デ シケ 一

夕
ー

で 乾燥 した も の に つ い て

上記 の 細胞表層物質 の 調整法と同様 の 操作 を行 な っ

た ･ 即 ち , 乾燥肝末 1g r に つ き0 .1 N
-

N a O 口 を1 5 m l

の 割合 で 加え , 室温で ゆる やか に 捜拝 し , 充分 に 水解

後 , 0 . 1 N- H Ci で p H 臥0 ～ 8 . 2 に調整 し , プ ロ ナ ー ゼ

P を加え て 充分 に消化し , T C A に よ る 除 蛋白透析 ､

凍結乾燥 に よ っ て 得ら れ た物質を F - W L T と し て 実

験 に 用い た .

8 ･ 蛋白質 . 核酸 , お よび ウ ロ ン 酸の 定量

蛋白質の 定量 は P h e n ol 試 薬 を 用 い る L o w r y

ら
14)

･
の 方法 に 従 っ た ･ D N A の 定量 は D i p h e n yl a -

m i n 試薬を , R N A の 定量 は O r ci n o l 試薬 を 用 い

る標準的な
.5> 核酸定量法 で 行 な っ た . 標準 D N A . R

N A 試料 は シ グマ 社か ら購入し た . ウ ロ ン 酸 の 定量 は

Bi tt e r ら
t6 )

, の カ ル バ ゾ ー ル 硫酸法を改良 し た方法

に従 っ た ･ 即 ち , 5 m iの 硫 酸溶液を試験管 に と り 水

冷 し た後試料 1 m 瞳 静か に 重層 し . よ く 撹拝 し た .

さ ら に 沸騰洛中 で10
′

加熱 し た後室温 まで 冷却 し . さ

ら に15分 間沸騰浴中で 加熱 した . 室温に 冷去口後 . 5 3 0

〟 m で そ の 吸 収 を測定 し , 標準曲線か ら ウ ロ ン 酸 量 を

算出し た .

9 . 再生肝 の 作 り方

再生肝 は H i g gi n s と A n d e r s o n
.0)
の 方 法 に 従

い 成熟 ラ ッ トを麻酔下で 開腹 し , 左菜 およ び 中葉に い

た る血管を結染後 , 両糞 を結熟郎近く で 切断除去 し .

腹腔内に ペ ニ シリ ン を注 入後縫合 した . 切除肝 は全肝

の ほぼ3/ 4 に 相当す る .

10 . 実験材料

細胞培養液お よ び仔牛血清 . 属血構 はす べ て F L _

O W
-

L a b o r at o ri e s I N C . ( U .S .A .) を用い た . ま た 培

養に 剛 ､ た ペ ト リ ｡ ディ ッ シ ュ 培 養用 フ ラ ス コ は プ ァ



2 3 4

ル コ ナ イ ズさ れ た プ ラ ス テ ィ ッ ク 製 ( フ ァ ル コ ン 社

U .S .A .) で ある . コ ラ ゲ ネ
ー ス ( T Y P E

-

I) , 再結晶化

′ヾノヾイ ン は SI G M A 杜 ( U .S . A .) よ り . また ト リ プ シ

ン は再結晶し, 0 .2 5 % 液 と し た も の を G 柑 C O 社

( U .S A ) より値入 した .

3
H - T h y m i d i n . は ( S . A

.

50 C i/ m m o l e) N e w E n gl a n d N u cl e a r C O . よ り

購入 した . 蛋白畳お よ ぴ D N A 定量用 の 標 準曲線作

成の た め の B o v i n e s e r u m A lb u mi n , D N A (S aト

m o rり は Si g 皿 a 社 より購入 した . そ の 他 実験 に 用

い た化学薬品 は半井化学 . 和光純薬 よ り購入 し た .

結 果

1 . ラ ッ ト肝細胞の 分離法 の 検討

本研究 で は予備実験的に良好 な緬果 を得 た , 蛋白分

解酵素処理 に よる肝細胞浮遊化 を中心 に . こ れ まで 報

告 され て い る E D T A 一 機械的処理 お よ び コ ラ ゲ ナ ー ゼ

処理 に よ る肝細胞の 分散浮遊化法を比較検討 し た .

図 1 は E D T A 機械的処 理培お よ び酵素処理法 に よ

内

っ て 得 られ た肝細胞 に つ い て , 生 存 率 な ら び に I n

V i t r o で イ ン ク ベ
ー

ト中の 生存率 な らび に 時間的変化

を示 し た もの で あ る . イ ンク ベ ー ト は予測さ れ る実験

条件 を考慮 して3 7
0

C で 水平振盟 (6 0 c p s ) を行 な っ

た . 機械的処理法で は分離細胞 の は ぼ50 % が 死滅 して

おり ,
I n v i t r o で の 培養初期 で も急激 に 生存細胞

が減少す る . 洗浄液 や培養 メ ディ ウ ム と し て ハ ン ク ス

液を用 い た時 は特 に こ の 変化 は著 しい . 10 % 牛胎児血

清 を加 え た培養液を加 え る と生存細胞数 は や や増加す

る . 酵素処理 法の う ち コ ラゲ ネ ー ス を 用 い た 場合で

は , 分離 直後 の 肝細胞 の 生存率 (90 % ) は 最 も 高 い

が , イ ン ク ベ ー シ ョ ン の 過程で , 時間と 共に生存率は

低下 し, 3 時間後 に はは ぼ55 % に な っ た . トリ プ シ ン

処 理 によ る場合で は , 分離し た直後の 細胞生存率 は80

% で あ るが , I n v i t r o で の イ ン ク ベ ー シ ョ ン で は

よく安定 し. 3 時間後の 細胞生存率 は6 5 % で あ っ た

( 写真 1 ) .

図2 は E D T A ｡ 機械的処理 に よ っ て 分 離 し た 肝細

3 0 60 12 0

TI M E ( M 軋)

F i g . 1 . V i a bilit y of th e li v e r c e11 s tr e a t e d
i n v itr o

wi th E D T A a n d e n z y m e s r e s p e c ti v el y f r o m a d ult

r a t s .

1 川
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胞を等張食塩水 (30 8 m O s m , p H 7 . 5 ) で 室 温 で イ ン

ク
ベ ー 卜し , 時間的 な生存細胞 の 動態と培養液中に 放

出され る S- G O T の 量を プ ロ ッ ト し た もの で あ る
. 生

細胞の 低下と培養液中の S -

G O T の 増加 が 一 致 し て

みられ る . 図 3 は トリ プシ ン処理 に よ っ て 分離 さ れ た

肝細胞 に つ い て 同様 の 実験 を行な っ た もの で あ る が .

初期20
′

で大量の S -

G O T の 遊出が み ら れ る が . そ の

後ははぼ 一 定値 に な る .

な お , 酵素処理 法 に よる生存細胞 の 収量 は平均 2 ×

10
6
～ 1 × 10鳩 胸/ グ ラ ム肝温重量で あ り . E D T A ｡ 機

械的処理法で はそ の 半分以 下で あ っ た .

2 . 正常肝細胞 の 試験管内増殖性

肝組織を機械的処理 お よ び蛋白分解酵素処理 で 得 ら

れ た分離細胞に つ い て , そ の 試験管内増殖性 を検討 し

た . 分離され た肝細胞を5 ×10
5
c ell s の 洩庶 で6 0 m m

フ ァ ル コ ン製 プ ラ ス テ ィ ッ ク ｡ シ ャ ー レ に 播種 し , 7

日目の コ ロ ニ ー 形成率に よ っ て 試験管内増殖性 を比 較

した ･ 写真2 a は肝実質細胞由来の 典型的な上皮性細胞

の コ ロ ニ ー である . 非増積性肝実質細胞 は コ ロ ニ ー

を

形成せず (2 b) , そ の 他 o ri gi n 不 明 の 細 胞 ( 2 C )

と繊維芽細胞様細胞 を極く少数含む が , 増殖率の 判定

に はほと ん ど影響 し なか っ た . ま た 表1 で み られ る よ

う に E D T A ｡ 機械的処理 で 得 られ た肝細胞 は ほ と ん

ど増殖性を示さ な い . ト リプ シ ン処 理 で 得 ら れ た肝細

胞では 1 ×10細 胞 あ た り 1 コ の コ ロ ニ ー

が . ま た パ
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F ig ･ 2 ･ R el a ti o n b e t w e e n th e vi a b ility of E D T A ･

t r e a t e d c ell s a n d r el e a s e o f S G O T i n t o th e

m e di u m .

パ イ ン処 理に よ る肝細胞 で は1 ×10 切 胞 あ た り 平均

3 コ の コ ロ ニ ー 形成が み ら れ増殖性 の 高い こ と を示 し

た ･ 0 ･05 % コ ラ ゲネ ー スで 液流後 に E D T A で 機械 的

に 分離し た細胞 に つ い て パ パ イ ン 処理を行 い , そ の 増

殖性の 変化 を検討し た . ( 図 4 ) 即 ち機械的 に 分離 し

た細胞 をノヾノヾイ ン 濃度 (5 購 . 25 捕 . 50 〟g , 1 0 0 〝 g /

m l) で 処理 した後 , 播種し , 炭酸 ガ ス培養器 で 37
0
c

2 日間培養 した後 に
3
H- T d R の 取り込 み を検討 し た .

ノヾ ノヾイ ン で 処理 し なか っ た細胞群で は ほと ん ど3 H- T d

R の 取り込 み は み られ な か っ た が ,
パ パ イ ン 処理 し

た細胞群で は パ パ イ ン の 濃度 に比例 して ,

3
H - T d R

の 取り込 み は増加 し, 50 〟g / m l以 上で はは ぼ 一

定値 を

示 した .

3 ･ 再生肝細胞 の I n v it r o で の 増殖性

以 上 の 実験か ら成熟肝細胞 の I n v i t r o で の 増 殖

性は パ パ イ ン処理 に よ っ て著 しく増大す る こ と が 明 ら

か に な っ た . こ の 増殖性促進 の 機構を明 らか に する た

め に 次の 実験 を行 な っ た . 麻酔下で 成熟 ラ ッ ト の 肝 臓

を3/ 4 切除し て 再生肝を作成 し , 40 時間後に0 . 0 5 % コ

1
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-
1
勺

(

訳
)

>
ト

⊇
血

≦
>

｣
｣
山
U

38 8 ¢

TI M E ( M 削 .)

9 8

F ig ･ 3 ･ R el a ti o n b e t w e e n th e vi a bility o f t ri p s l n
-

t r e a t e d c e 11 s a n d r el e a s e o f S G O T i n t o th e

m e d i u m .
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T ab l e l . C o l o n y f o r m a ti o n o f th e 7 d a y s c ult u r e c ell s (1 × 1 0
5
c e lls) a ft e r i n uit r o

p r e tr e a t m e n t w ith E D T A a n d e n z y m e s ･

N u m b e r of c ol o n y .

E D T A t r e a te d c e ll s T r y p si n t r e a t ed c ell s P a p ai n t r e a t e d c ell s

E x p . 1 0 9 3 3

E x p . 2 2 1 3 3 5

E x p . 3 0 7 2 4

E x p . 4 0 1 0 3 0

E x p . 5 ロ 8 29

A v e r a g e ; 9 .4
.
30 . 2

T a b l e 2 . C ol o n y f o r m a ti o n o f th e 5 d a y s c u l
･

t u r e c e lls (1 ×1 0 5 c ell s) , O b t ai n e d f r o m r a t s

t r e a t e d w ith p a rti al h e p a t e c t o m y , f o1l o w i n g

i n vit r o p r et r e a t m e n t w ith e n z y m e s .

N u m b e r of c ol o n y

T r y p s l n P a p a l n

tr e a t e d c ell s t r e a t e d c ell s

E x p . 1 1 8 1 2

E x p . 2 1 8 2 0

E x p . 3 2 0 1 9

E x p . 4 1 6 2 0

E x p . 5 1 6 2 3

A v e r a g e ; 1 7 . 8 1 8 .8

ラ ゲ ネ ー ス で海流後 , 得 られ た肝細胞分画 を0 . 0 1 % ト

リ プ シ ン あ る い は パ パ イ ンで 処理 し . そ の コ ロ ニ ー 形

成を検討 した . 衷2 か ら明 ら かな よう に 再生肝細胞 の

増殖性 は トリ プ シ ンあ る い は パ パ イ ン 処理 の あ い だ に

著明な相遵は見 い 出さ れ な か っ た .

4 . 継代 培養細胞 の パ パ イ ン 処理 と
3
H - T d R の 取

込 み に つ い て

次に . すで に 継代培養申の 肝細胞 に つ い て パ パ イ ン

処理 に よ る増殖鯨 の 変化 を検討 し た . 肝細胞 を単層培

養 し , パ パ イ ン ( 5 〟g / 血 お よ び50 〟g / m り を含 む
ハ

ン ク ス 液を加 え . 室温で 15 分ゆ る や か に 振壊 し , 再 び

新鮮 な培養液で 培養し た細胞 に つ い て
3
H

- T d R を パ

ル ス ラ ベ ル し , 4 8 時間お よ ぴ72 時間後の 取 り込 み畳 を

測定 し た . 表3 に 示すよ う に パ パ イ ン 処理 し た継代培

養細胞 の48 時間, 72 時間後 の 唱- T d R の 取 り込 み は対

照に比して む し ろ低く . 増殖促進 はみ られ な か っ た .

｣
○
∝

ト
N
0
0

5 . 0 2 5 . 0 5 8 . 0 川 8 1 58

( J 喝/ m l)

P A P AI N C O N C E N T R Tl O N

Fi g . 4 .
3
H ･ T d R u pt a k e o f th e 2 d a y s c ult u r e

C e ll s f o ll o w l n g l n Vitr o p r e tr e a t m e n t w ith

p a p a l n .

5 . 成熟 ラ ッ ト肝細胞 の 表面物質 に よ る増殖阻止作

用 に つ い て .

以 上の 実験 か ら蛋白分解酵素 , とく に パ パ イ ン に は

正常肝細胞の I n v i t r o に お け る増殖性 を著し く促

進 さ せ る効果が あ るが , すで に増殖能力を も つ 再生肝

や継代培養肝細胞 に対 し て は増殖促進効果 がな い こ
と

が 明ら か に な っ た . こ の こ と は パ パ イ ン な どの 蛋白分
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解酵素 は細胞の 増殖機構に は直接作用 しな い こ と を示

して い る .

一 方正常肝細胞 に 対す る ′ヾノヾイ ン の 増殖促

進効果に つ い て は多 く の 可能性が考え られ る が , 本研

究で は正常肝細胞表面に 増殖阻止因子が存在 し ,
こ の

ために 肝細胞 は I n v i v o で は G 一期に 停止 し て い る

が ,

パ パ イ ン 処理 に よ っ て こ の 阻止因子 が除去 され る

ので あれ ば I n v i t r o に お け る増殖が促進さ れ る で

あ ろうと い う仮説 の もと に 以 下 の 実験 を行 な っ た .
パ

パ イ ン あ る い は ト リ プ シ ン 処理 に よ っ て 成熟肝細胞 の

表層か ら遊離し て く る い わ ゆ る s u rf a c e s u b s ta n c e

(F - P A P , F
-

T R Y) と はば 同様 の 方法 で 全肝組織 の ホ

モ ジネ ー トか ら得 られ る分画 ( ト W L T) に つ い て 単

層培養申の M o r ri s 肝 が ん細胞 ( 葺真3 a) の 増殖 性

に対す る阻止効果を比較検討 した .

図5 は対数増殖期 に あ る M o r ri s 肝 が ん細胞 に 各

分画を それぞ れ100 〟g / m I添 加し て 培養 を継続 し . 4 日

日に コ ン ト ロ ー ル を規準と し て 細胞 の 増殖阻止率を示

したもの であ る . FM P A P お よ び F -

T R Y 分画の 添加

群で は細胞敷か らみ て も , T h y mi d i n e u p ta k e か

らみ ても著 しい 増殖低下が起 っ て い る こ とを 示し て い

る ･ 増殖阻止率 を% で 示すと
, 蓑 4 と な り t lO O 〟 g /

m lの 抽出物質 を メ デ ィ ウ ム 中 に 加え る と , それ ぞ れ

79 % と6 4 % で あ るが , ト W L T 分画 の 増殖阻止率 は1 8

T a bl e 3 ･ P ul s e l a b e11 e d 3
H - T d R u pt a k e of

th e c ult u r e c ell s
,
f r o m e s t a blis h e d r a t li v e r

C ell st r ai n
,
f oll d w l n g b l uit r o p r e t r e a t m e n t

wi th p a p a l n .

｢
~

U p t a k e of th ym id in e

T r e a t m e n t
C p m

1 2 b 48 h 72 h

N o n e 2 5() .0 8 81 .8 51 9 9 . 0

P a p ai n ( 5 p g/ m l) 2 2 0 . 0 5 92 . 0 2 3 90 . 1

P a p ai n (5 0 p g / m l) 2 3 5 . 0 62 0 . 0 3 59 0 . 2

2 3 7

% で あ る . そ し て 増殖阻止% は F- W L T を 除 い て .

抽出物質の 添加量 に よ く 比例 して い る .

写真3 b , は F-P A P を20 0 〃g/ mi の 濃 度 で 培養液

に 添加 し , 4 E] 目 の M o r ri s 肝が ん培養細胞 で あ る

が , 形態学的に 異常 はみ と め られ ず. こ の 分画 に よ る

増殖率の 低下は細胞障害に よ るもの で はな い こ と を示
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F ig ･ 5 ･ I n h ibiti o n of i n vit r o p r olif e r a ti o n o f th e

M o r ri s h e p a t o m a c ell s b y a d d iti o n of th e c e ll

S u rf a c e s u b s t a n c e s
, O b t a i n e d f r o m a d u lt r a t

li v e r c eIIs b y m e a n s o f T r Yp Sin ( F
･ T R Y) a n d

P a p ai n ( F -P A P ) t r e a t m e n t
,
i n t o th e m e di u m .

T h e h a r v e s t w a s m a d e 4 d a y s f o1l o w i n g a d di
･

ti o n of th e s u b s ta n c e s i n t o th e m e di u m .

T ab l e 4 ･ % in hibiti o n of F - T R Y
,
FTP A P a n d F- W L T ( th e s u b s ta n c e e x tr a c t e d f r o m

a c e to n e p o w d e r of r a t n o r m al li v e r c e 11s) t o th e s a m e c ell s p r olif e r a ti o n , a S i11 u s tr ･

a t e d in F i g ･ 5 ･ T h e h a r v e s t w a s d o n e 7 d a y s f o ll o w l n g a d diti o n s of th e s u b s t a n c e s .

% I n hibiti o n R a t e

2 , 0 (〟 g/ m l) 2 0 . 0 ( 〃g / m り 50 .0 (/ 唱/ m l) 10 0 .
0( 〟 g/ m l) 2 0 0 .0 ( 〟g ′

/
m l)

F - W L T 1 3 % 1 8 %

F ･ T R Y 2 % 1 5 % 5 8 % 6 4 % 9 2 %

F t P A P 5 % 1 5 % 50 % 7 9 % 9 5 %
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し て い る . こ の 細胞膜表層物質は成熟 ラ ッ ト肝細胞 か

ら分離 し . 継代培養申の 肝細胞に 対 して も , 同様 の 増

殖阻止効果を示 した . こ れ らの 各分画の 生化学的組成

に つ い て は検討中で あ るが , F
- W L T は約50 % の 酸性

ム コ 多糖類と少量の 蛋白 を含み .
F

-

P A P . ト T R Y は

3 4 % の 蛋白と少量の 酸性 ム コ 多糖類 を含ん で い る .

考 察

肝 実質細胞 の分散浮遊化 につ い て

肝実質細胞の 分散浮遊化 は細胞生物学的 な研 究材料

と して極 めて 有用で あ ると考 え ら れ て お り .
そ の 方法

の 確立が強く望ま れて い る .

肝組織 か ら肝実質細胞を分散浮遊化 す る方法 は( 1 )

初期の 機械的分散法, あ る い は機 械的方法 に キ レ
ー

ト

割 と して E D T A な ど を用 い る分散浮遊化法 と( 2 ) コ

ラ ゲ ネ
ー

ス に よ る酵素処理法
4 -

. に大別さ れ る . 肝 細

胞 の 分散浮遊化法の 選 択 は研究目的 に よ っ て も異 な る

が . こ れま で 報告さ れ た結果 を縫合す る と . 嘩械的分

散法で 得 られ た肝実質細胞 は内部呼吸能 は認め られ る

が , 強い 細胞膜の 障害が推定 さ れ て い る . こ れ に 比 し

て コ ラ ゲ ネ
ー

ス 処理 に よ っ て 得 ら れ た肝細胞 は分散直

後 の 生存率も高く収量も多 い が , イ ン ク ベ ー シ ョ ン の

過程で , 時間 と共に 生存率が低下 し, 実験材料 と して

は極 めて 不安定で あ る . ま た こ れ ら細胞 は試験管内増

殖性を示さ な い .

本研究 で は予備実験的 に好結果を得た低濃度 の 蛋白

分解酵素 の 短時間処理 によ る分散浮遊化法 を中J い こ ,

同
一

条件下で . E D T A ｡ 機械的分散法 .
コ ラ ゲ ネ

ー ス

処理 分散法 を同時に 行 っ て . 細胞 の 収量 , 生存 率 t 生

存期間 につ い て比較検討 し た . E D T A ｡ 機械的分散法

で は分離の 時点で ほぼ半分 の 細胞が死滅 して お り . 肝

温東急1 g あ た りの 生存細胞収量も最 も悪く . 酵 素 法

の 半分以下で あ る ( 平均3 ×10
6
c ells ) , こ れ に 対 し て

酵素処理法で は 一 般 に細胞 の 収量 , 生存率 が よ く .
コ

テ ゲネ ー ス ○ ヒ ア ウ ロ ニ デ
ー

ス に よ る分散細胞で は ほ

ぼ93 % の 生存率が あ っ たと H o w a r d ら
り
が 報 じ て

い る . 本実験の0 .0 1 % トリ プ シ ン 処理群 で は平均83 %

で ある が . その 収畳 は畳も高く . 肝湿 重患 1 g r あ た

り平均 5 ×10
8
～

1 × 10
ア
コ の 細胞 が 得 られ た . 階 乗 処

理法が こ の よう に 高い 生存率を示す理由に つ い て は ,

B e r r y ら
17 ,

,
が報告し て い る よう に . 単 に細胞 の 分離

の み な らず分離過程で死滅した細胞 巷消化 し, 生存率

を高 め る上 に重要であるか らで あ ろう と 思わ れ る .

次 に こ の よう な方法で分離 し た肝細胞の I n v it r o

で の 生存期間が問題である . E D T A ･ 機械的分散法

で得ら れ た生細胞 は37
0

c で
ハ ン ク ス 液 中 で 分散 し イ

ンク ベ
ー

卜 する と , 初期の30 分 の 問 に急激に 減少 し .

2 時間後に 僅か に 5 % 前後 が生存 し て い る に す ぎな

い .

ハ ン ク ス液 の 代り に細 胞培養液中で イ ン ク ベ ー 卜

す ると や や 改善 さ れ るが . 2 時間後の 生存率 は20 % 以

下で あ る . H o w a r d ら
4 1
の コ ラ ゲ ネ

ー

ス ｡ ヒ ア ウ ロ

ニ デ
ー ス 法で 分散浮遊化 した細胞 は , 同 じく 時間と共

に 生存率が低下 し , 2 時間後の 生存率 は55 % で あ り
,

前述 の 方法 より も好結果 を得る . と こ ろ が0 .0 1 % トリ

プ シ ン
. 1 5 分消化に よ る分離細胞 はきわ め て 安定L て

お り , 2 時間後の 生存率も65 % で あ る . イ ン ク ベ ー シ

ョ ン初期 に おけ る著し い 細胞生存率 の 低下 は何 れの細

胞分画法 でもみ られ る が , と く に 機械的処理細胞群で

著し い . こ れ は分離の 過程 で障害さ れ た細胞 が遠沈な

どの 処理 と それ に つ づ く3 7
0
c 水平振漁 に よ っ て 急激

に死滅する た め で あ る . 従 っ て 図 1 の 結果 は機械的処

理 に よ る 分離 の 過程で多く の 細胞が障害 され て い る こ

とを 示 して おり , こ の こ と は次 の 結果 に よ っ て も明ら

かで あ る . 即 ち , 機械的お よ ぴ トリ プ シ ン処理 に よ っ

て 得 ら れた 各細胞分画 に つ い て . イ ン ク ベ ー シ ョ ン過

程 に お け る s G O T 漏出 と生存率低下 の 関係 をみ る と

(図 2 , 3 ) . s G O T の 細胞か ら の 漏 出と生存率 の 低

下は ほ ぼ 一 致 して い る . しか し死滅細胞数 と それ に対

応する培養液中の S G O T の 量的関係 で は両者 の 間 に

著し い 相違 がみ られ る . こ の 相違は 機械的処理法で は

そ の 分離の 過程で , すで に 細胞膜 が か な り 強く障害さ

れ て S G O T な ど細胞内物質が培養▲開始以前 か ら かな

り 漏出 して し ま うと 考え られ t ト リ プ シ ン処理 細胞群

で は分離の 過程で の 膜 障害 に よ る s G O T な ど の 漏出

が 少なく . 細胞死威と 一 致 して 培養液中の 急激 な s G

O T の 増加 が起 る こ と に よ る も の で あ ろう . 機械的分

離過程で の 細胞障害 は T a k e d a ら
柑一
, に よ っ て も 観

察さ れ て い る .

以 上の 実験結果か らも明ら か な よう に , 肝 実質細胞

の 分散浮遊化に は酵素処理法がす ぐ れ て い る こ とを示

し . 肝実質細胞 の 相互 の 固 い C e11 u l a r j u n c ti o n か

ら考 え て も当然 で あ ると い え よう . ト リ プ シ ン ( ある

い は パ パ イ ン) や コ ラ ゲ ネ
ー

ス ｡ ヒ ア ウ ロ ニ デ
ー ス で

分散浮遊化さ れ た細胞分画でもイ ン ク ベ ー ト 2 時間後

に か な り の 程度 の 死細胞 が混 在 して い る . と く に高濃

度の 酵素液 を用 い る H o w a r d ら
4)
. に よ っ て 得ら れ

た細胞分画法 は時間と共に 生存細胞が 低 下す る .

こ れ ま で 種 々 の 方法に よ っ て 得 られ た 肝分散細胞を

即 ､ た 細胞生物学的実験 が報告さ れ て い る が .
その場

合 . 分散直後 の 生存率 は記載 さ れ て い て も実験過程に

お け る生存率 の 変化 に 対する検討 は なく . デ
ー

タ
ー の

解析 に 多く の 問題が残さ れ て い る . ト リ プ シ ン で分散



成熟肝細胞 の 分散浮遊化とそ の 試験管内増殖他に つ い て

浮遊化し た肝細胞 はイ ン ク ベ ー ト の 過 程で 安定し た生

存率 を保持 して おり . I n v i t r o の 実験 に 充分使 用

し得る と考え ら れ る . し か し . コ ラ ゲネ ー ス に よ る方

法の 場合と同様 に分散浮遊化の 過程 で トリ プ シ ン ( あ

る い は
パ パ イ ン) に よ っ て 細胞裏面 が修飾 さ れ て い る

可能性 を考慮する こ と が必 要で あ る . ま た ,
こ れ ま で

の報告で は肝細胞 の 分離洗浄の た め に10 00 r p m ( g =

Ⅰ20) 2 分以上の 遠沈が行 なわ れて い るが , 赤 血球 な

どと男な り復姓 な細胞内構築 をもっ 肝細胞で は容易に

障害さ れ て , 細胞質
一

細胞膜分離や , p r O t u b e r a n c e

f o m ati o n が起 こ り 結果的に 細胞死 に 導 く . 細 胞

質 一 細胞膜分離 は 口o w a r d ら4 ) . が 図示 した分離細

胞にも み られ る . 600 r p m , 1 分以 内の 遠沈 で も こ の

変化を完全に 防 ぐ こ と は困難で イ ン ク ベ ー シ ョ ン 初期

の急激な細胞死の 主な原因 の 1 つ で あ る と 考 え ら れ

る .

肝細胞の試験管内増殖性に つ いて .

こ れま で に肝浮遊細胞 を用い た実験 が い く っ か 報告

さ れて い るが , 以 上 に の べ た よ う に . 実験に は大き な

制約を受け る こ と が明 らか で あ る . こ の た め に 肝細胞

の試験管内培養が望 ま れて い る . しか し , 胎児肝 あ る

い は幼君な肝細胞 . 悪性化し た肝が ん 細胞の 培養は 比

較的容易であ る がl 肝機能を保持 した成熟肝細胞 の 培

養は極め てむ づ か しく 報告例も少 な い . B i s s ell ら

柑〉
, は成熟 ラ ッ ト肝臓の 再生肝を作 り , 4 日後 に コ ラ

ゲネ
ー ス で 肝細胞を分離浮遊イヒし , 試験管内培養 を試

みたが
.
こ れ ら細胞 は増殖性を示さ な か っ た と報告 し

てぃ る .

一 方 C o o n ら
8J
, は生後 1 過日 の 肝組織 を

コ ラ ゲネ
ー

ス ｡ トリ プ シ ンの 混合酵素液 で 処理 して 肝

臓の培養に 成功し て お り , ま た小田 島 ら
9 }
, は パ パ イ

ン処熟 こよ る成熟肝細胞の 試験管内培養 に つ い て 報告

して い る .

I n v i v o で 成熟組織を コ ラ ゲネ ー

ス で 海流 し , 細 切

した肝組織を パ パ イ ン ま た は ト リプ シ ン で 処理 し て 得

られ た肝浮遊細胞 は試験管内増殖性 をも つ が . パ パ イ

ン処理に よ る細胞分画 の 方 が明ら か に 増 殖性 が高 い

( 衷1 ) . トリ プ シ ン 処理 に よ っ て 得 ら れ た 分離 肝 細

胞の コ ロ ニ ー 形成率は肝細胞1 ×10
4
c ell あ た り 1 コ

で K ai gh n ら
28 一

, の 報告と 一 致 し て い る . ま た コ ラ

ゲネ ー

ス で海流後に キ レ ー ト ｡ 機械的方法 で 分離 した

肝細胞 は試験管内増殖性 を示 さ な か っ た こ と は .

B i s s ell ら
脚
, の 実験結果を う ら づ け る も の で あ る .

こ れらの 分離細胞 をさ らに パ パ イ ン で 処理 した 後 ,

3

H
-

T d R の 取り込 み を見 ると 明らか に 増加す る ( 図4 ) .

従っ て
, 成熟肝細胞の 試験管内増殖に は ,

パ パ イ ン処

理が重要で あ る と考え られ , パ パ イ ン を 腹腔 内に 注入

23 9

す ると 肝臓 の 分裂指数 が増加す る と い う 報告
引､
と も

一

致する もの で あ る . 図 4 か ら 明らか な よう に 肝細胞を

0 .00 5 % パ パ イ ン 濃度以上で 処理 す ると最も効 果 的 で

ある こ と が明 らか に な っ た .

一

方 , I n v i v o で 肝臓の 部分的切除を行 い . 4 0 時

間後の 再生肝細胞 に つ い て 同じ よう に パ パ イ ン ま た は

トリ プ シ ンで 処理 して み た が , 試験管内培養 に お ける

増殖性 に つ い て は両者の 間に 著 しい 相違 は見出さ れ な

か っ た . ま た , すで に 増殖 サ イ ク ル に 入 っ て い る継代

培養細胞 で も パ パ イ ン に よ る増殖促進効果は み ら れ な

い
.

肝細胞 は I n v i v o で G 側 に 停止 して い る が , 肝

の 部分切除後 , 少 しの L a g p h a s e の 後に S 期 に 入

る
22)

,

一

方絶代培養申の 肝細胞は I n v i t r o で 約5 2

時間の 周期 で , G T 期 → S 期 → G 2 期 → M 期 → G ト如 と 連 続

的 な増殖 を繰返え して い る . ま た
. 胎児性 あ る い は幼

君 な肝細胞 は I n v i v o で 同様 に 増殖 を行な っ て い

ると 考え ら れ る . そ れ故 に パ パ イ ンは再生肝 や 継代

培養申の 肝細胞の よ う に すで に 増殖期の 細胞 に 対 して

は増殖促進効果 はな く , 成熟 し た肝細胞 の よう に G , 期

に 停止 して い る細胞 に の み作用 して そ の 増殖を促進す

る と考 え られ る . 即 ち . パ パ イ ン は細胞 の 増殖機構 に

直接作用 して そ の 増殖を促進 せ しめ る もの で は な く .

G , 期 に 抑制さ れ て い る肝細胞 をそ の 抑制か ら解放 す る

作用をも っ もの と推定さ れ る . 成熟肝細胞を パ パ イ ン

あ る い は トリ プ シ ン で処理 して 得ら れ る細胞表層物質

は明 らか に 継 代単層培養中 の M o r ri s H e p a t b m a

細胞の 増殖 を阻止 し, し かも パ パ イ ン 処理 で 得 ら れ た

表層物質は ト リ プ シ ン 処理 に よ っ て 得 られ る もの より

も明 らか に 増殖阻止作用が強い . しか も同じ よう に し

て得 られ た全肝 ホ モ ジネ ー ト 由来の 物質は僅か な増殖

阻止作用 を示す に すぎ なか っ た こ と な ど か ら ,
パ パ イ

ン 処理 に よる増殖促進効果 は つ ぎの よ う に 考え て よ い

と 思わ れ る . 即 ち , I n v i v o に お け る成熟肝細胞 は

表層物質 に よ っ て その 増植性 を ある程度抑制さ れ て G ､

期に と どま っ て い るが
,

ノヾ パ イ ン あ る い は ト リ プ シ ン

処理 に よ っ て そ の 物質が 除去さ れ る と試験管内で の 増

殖が可能に な る と推定さ れ る .

パ パ イ ン と ト リ プ シ ン

の 細胞増殖性 に 対する効果 の 相違の 理 由 は不明 で あ る

が
, そ の 活性 や細胞に 対す る作用部位さ らに は至 適濃

度 な どを今後検討する必 要 があ る . 細胞表層 に 存在す

る増殖抑制 に 関す る 因子 は ウ ロ ン 駿 を含む多糖類 と蛋

白質を含む こ とか ら Gl y c o p r ot ei n で あ ろう と推定

さ れる . こ れま で 報告 され て い る Cb a】o n e
23-24､■
も 同

じ よう に Gl y c o p r o t ei n と考 え られ て い るが ,
C h -

a】o n e は細胞質内に 存在する と い う 点で 本実験で の 増
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殖抑制因子 と は異な る が . さ らに 検討 が 望ま れ る ･

結 論

成熟肝実質細胞 の 分散浮遊化 の 試 み と その 分散実質

細胞の 試験管内増殖性 を検討 し て 次 の 結果 を得 た .

1 .
コ テ ゲ ネ

ー ス で海流 した肝 を E D T A ｡ 櫓 械 的

分散浮遊化法 で処理する と , 分散 肝細胞 は細胞障害性

が強く , 細胞 の 収量･も少 く , 生存率 も低い . そ し て そ

の 試験管内増殖性 はみ ら れ なか っ た .

2 . こ れに 対し て コ ラ ゲ ネ ー ス で 海流後 ,
パ パ イ ン

あ るい は ト リ プ シ ン 蛋白分解酵素処理法 に よ っ て 分散

浮遊化さ れた 肝細胞 は収量 . 生存率 と も に 良好で .
と

く に トリ プ シ ン ( あ る い は パ パ イ ン) 1 5 分間処理 で 得

ら れ た分散浮遊化細胞 はイ ン ク ベ
ー ト 申も も っ と も安

定し てい た . ま たそ れ ら に は試験管内増殖性 も あ り ,

とく に パ パ イ ン処理 が トリ プ シ ン 処理 に 比 して 3 倍 の

増殖性 を示 し た .

3 . すで に 増殖期 に あ る絶代培養肝細胞や肝部分切

除後の 再生肝細胞 に 対 して は t パ パ イ ン 処理 は特別の

増殖促進効果 を示さ なか っ た .

4 . I n v i v o で増殖期 に あ る肝部分切除後40 時 間

員の 再生肝細胞 は成熟肝細胞 に比 して 試験管内増殖性

が著しく高い . しか し . コ ロ ニ
ー 形成率で み ると ,

パ

パ イ ン 処理 と トリ プ シ ン 処理 と の 間 に は有意の 善が な

か っ た .

5 .

パ パ イ ン , ト リ プ シ ン 処更別こよ っ て 得 られ た成

熟肝細胞肢表層物質 は , I n v i t r o で 対数 増殖期 に

あ る M o rri s H e p a t o m a 細胞の 増殖を阻止 し , と

く に パ パ イ ン処理 に よ っ て 得 られ た ト P A P ( 細 胞 表

層物質) が よ り有効で あ っ た .

稿 を終 るに あたり . 終始御懇蟻烏 御指導 と卸校閲を賜

りました恩師太 田五六教授 な らび に 金沢医科大学第
一 病

理学教室/ト田島粛夫教授に深く謝意 を表 します . 併せ て

ミ ドリ十字 . 内藤良 一

博士の 御鞭様 に 対して心か ら御礼

申 し上 げるとともに . 番多洋子助手 は じめ 金沢医科大学

第
一

病理学教室の諸姉 に深く感謝 い た しま す .
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写 真 説 明

写真1 . 分散浮遊化 した肝実質細胞

トリ プ シ ン 処理 法で 分散浮遊化 し た肝実 質細胞 . 60

g , 1 分間の 遠心 で 分画し た た め に K u p ff e r 細 胞

な ど非実質性細胞 は み と めら れ な い が , 1 部 に p r o ･

t u b e r a n c e F o r m a ti o n が み と め ら れ る . ( 位 相 差顕

微鏡)

写真2 . 分散浮遊化細胞 の p ri m a r y c u lt u r e 7 日

後の コ ロ ニ
ー

a 二 肝実質細胞由来 の 上皮性細胞 の コ ロ ニ ー 形成 :

著明な核小体 と微/ト顆粒 の 豊富 な細胞質を も っ

た上皮性細胞で , 2 核細胞 も み られ る .

b : 非増殖性肝実質細胞 : 培養初期 に は典型的な肝

実質細胞 の 性質 を示す が . 時間 の 経過 と共に 細

胞質の 増大と核周辺 に細胞頬果の 集積が み られ

る . こ れ らの 細胞 は増殖す る こ と は なく 次第 に

変性す る . 矢印は変性過程 の 肝実質細胞 で あ

る .

C : O ri gi n 不明の 細胞群 : こ れ ら の 細胞 は培養初

期 には 全く み とめ ら れ な い が , 培養7 日 目以 後

に 観察 さ れ る よう に な る
.
こ れ ら細胞 は肝 細胞

と は明ら か に 異な っ た形態学的特徴を も ち , 軽

度の 増殖性 を示す .

写真3 . C u t u r e d M o r ri s H e p a t o m a 細胞

a ■: 培養7 E] 員 の M o r r i s H e p a t o r n a 細胞

b : 同じ条件で 培養し , 3 日目 に 細胞膜表層物質を

添加 し (200 〟g / m l) , 4 日 後 ( 培 養 7 日 目 の

M a r ri s H e p a t o m a 細胞 . 著 し い 増 殖阻止 が

み ら れ るが細胞障害 はみ と め られ な い .
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