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ヒ ト骨肉腫由来培養細胞 ( O S T 細胞) の g 柁 び′汗 0 ,

摘 乙油 川 に お け る 走査電 顕的観察

金沢 大学 医学 部整形外 科 学講 座 ( 主任 : 高瀬武平教授)

富 田

今日 ま で
一

般 に . 病理 形態学的研 究 に は , 試 料を薄

切 し , そ の 透過像よ り情報 を得 る , と い う 手段 を用 い

て き た . そ の 際 に 立体 的な情報が 必 要で あ れ ば , 連続

切片標本 を観察 し つ つ 推測 を働か せ ね ば な らず , 或 い

は
,

r e p li c a に よ っ て 鋳 型を造り , 間 接的 に 観 察す る

以 外に 方法 は なか っ た . そ れ故 , 必 要と す る 立 体構築

像 は模式 図 と して 描 か れ て おり . 対象 を客観的 に 正 確

に 理 解す る に は困 難で あ っ た . しか し近 年 , 走 査型電

子顕微鏡 ( 以 下 , 走査電顕 と略す . ) が 発 明 さ れ た こ

と に よ り , 対象物を 光顕 レ ベ ル 以 下 に お い て も立体的

に 観察す る こと が 可能 と な り , か か る問題 点 は 解 決さ

れ た . 先づ
, 工 学関係 で の 活用 に 成 功 し た 走 査 電 顛

は , 1 9 6 2 年頃 , 歯組織 の 観察
】)

に 応用 さ れ
, 次 い で1 9 6 6

年 H a y e s
12) が赤血球 を観察 し .

そ の 後 , 走 査 電 顕

の 持 っ 分解能 の 良さ , 解読 の 容易さ , 超 薄切片 作 成が

不必 要で あ る こ と . な どの 利点 と相侯 っ て , こ れが 次

第 に 悪性細胞 へ の 研 究に 利用さ れ る よ う に な っ て き

た .

即ち ∫乃 ロ∫け 0 で の 研 究と して .
マ ウ ス や ラ ッ トの

腫瘍由来細胞4)13) 2 0 )
,

ハ ム ス タ
ー

卵 巣 由 来 の C H O

c ell s
21 )2 4)

, 更 に マ ウ ス 色b r o b l a s t と そ の 悪 性 変 化

( t r a n sf o r m a ti o n ) に つ い て の 報 告
4 )

が な さ れ て お

り . 特 に そ れ ら の 細胞の C ell c y cl e に 関 係 し て の

細胞表面変化 , 細胞相互作用 .
v i r al i n f e c ti o n や

r e v e r s e t r a n sf o r m a ti o n a g e n t に よ る形態 変 化 に

つ い て 論 じら れ て き た . しか し
一

方 . ′乃 †ノブu o で の

悪 性細胞に つ い て の 検討で は . 子 宮頸部癌
14)

や . 膀 胱

劫
5)

の 組織 表面 を観察 した も の な ど を散見 す る に 過 ぎ

な い .

そ こ で 著者は , 長期継代培養 に 成功 し て い る 人 骨 肉

腫由来培養細胞 ( O S T 細胞) を 用 い て . わ1 Uf 汗 0

に お け る細胞表面形態 を走査電顕 で 観察 し . 更 に こ の

細胞 を マ ウ ス に 異 種移植 して で き た 腫瘍組織 の 割 断面
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を同様 に 観察 し て , ∫乃 Uf 汗 0 , 及 び 摘 乙両 川 で

の 本細胞 の 表面構造の 特殊性 の相異 を検討 し , 以 下の

如き興味 ある知見 を得た の で 報告す る .

実験材料 並 び に実験方法

1 . 人骨肉腫由来培養細胞 ( O S T 細胞) の 由来

196 3 年10月 , 金 沢 大学医学部整 形 外 科学 教室 に 於

て , 女子高校生 ( 15 歳) の 左大腿 骨々 幹部に 発生 し た

骨 肉腫を , 下肢切断直後 に 別出し . 細胞 を分離 し て 培

養 を行い , 1 9 6 4年 6 月 に 株化 に 成功 し . O s t e o g e n i c

S a r c o m a T a k a s e S t r a i n ( O S T 細胞) と 名 付け た
26)

も の で あ る . 以 後 . 継代培養 を続 けて19 7 5 年 9 月 現

在 . e s t a b li s h e d c e11 1i n e と し て5 4 6 代 を 数 え て

い る .

2 . O S T 細胞の 異種移植方法

1) 免疫反応抑制方法

著者は K u b i s t a e t a l . ( 1 9 6 7)
1 7)

の 方 法 に 準 L: て ,

R a b b i t A n ti - M o u s e ･ th y m u s S e r u m ( 以 下 . R A M

T S と略 す) を作製 して マ ウ ス に 投与 し . そ の 免 疫 反

応 の 抑制 を図 っ た . 即ち . 生後 2 週 の 雌 d d N マ ウ

ス よ り胸腺組織 を馴 出し , 細 切 し て 胸腺 細 胞 を と

り .
rI a n k

'

s b a l a n c e d S a lt S o l u ti o n に 浮 遊 さ

せ . こ の 胸腺細胞5 ～ 1 0 億個 を体重2 ～ 3 k g の 家 兎

の 耳静脈 へ 注射し . 2 週 間後 . 再度同量 の胸 腺 細 胞 を

静注 した . 2 回目 の 胸腺細胞静注後1 週 間で , こ の 家

兎か ら採血 し . そ の 分離 した血清 を56
0

c . 3 0 分 間 加

温 して 不徳化 し た後 . 使 用時 まで･¶20
0

c で 凍 結 保 存

し た .

2 ) マ ウ ス へ の 移植方法

継代培養 4 ～ 5 日目の 培養細 胞 を p o li c e m a n を

用 い て 培養瓶の ガ ラ ス面 よ り剥 離 し . p i p e tti rl g し

て 単離細胞と し た後 , 細胞濃度が20 ～ 4 0 × 1 0
6
/ m l と な

る よ う培養液 に 浮遊さ せ たも の を移植に 用 い た . 即 ち

S c a n n i n g el e ct r o n m i c r o s c o p i c s t u d i e s o n c u l t u r e d h u m a n o s t e o g e n i c s a r c o m a c e ll s

i n v i t r o a n d i n v i v o . K a ts u r o T o m it a
,

D e p a rt m e n t o f O r t h o p a e d i c S u r g e r y ( D i r e c t o r

: P r of . B . T a k a s e) , S c h o ol o f M e d i ci n e
,

K a n a z a w a U n i v e r sit y .
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生後2 過 の d d N 堆 マ ウ ス に R A M T S O . 0 5 m l を 7

日 間 , 毎 日 1 回腹腔内 に 注射 し た後 , 培養細胞 1 ～ 1 0

× 1 0
6

個 を その 大腿骨周囲 に 注入移植 し た . 移 植 後 も

同様に 毎 日 R A M T S 注射 を続 け る こ と に よ り , 2 過日

で 移植部 に小 豆大 . 3 過日 で 小指 頑大 の 腫 癌形 成 が見

られ , R A M T S の 中止 の な い 限 り r e g r e s si o rl を

起す も の は なく . 平均46 日 ( 3 3 日 ～ 5 8 日) に て マ ウ ス

は腫瘍死 した . 移植成功率 は86 % ( 8 0 匹申69 匹) で あ

っ た . 走査電鋳試料作製 に は , 移植後 3 ～ 4 週 目 の 腫

瘍 を用 い た .

3 . 走査電頗用試料 の 作製方法

1) 単離浮遊細胞 の 場合 - ∫乃 びi 汗 0 で の 観察

継代培養 7 日目 の O S T 培養細胞 を E D T A 処 理 後 ,

培養瓶 の ガ ラ ス 面よ り剥離 し , Pi p e tti n g に て 単 離

細胞浮遊液と した . こ れ を30 0 r p m 3 分間遠沈 し . 上

清 を棄て て 直 ちに p H 7 . 4 の D u l b e c c o 燐 酸 緩 衝

液 ( P 息S .) を 注 い で 振濃淡浄 し ( 以 後 の 液 の 交 換 は

全て 同様 の 遠沈操作 を行 っ て い る . ) . 再度遠沈 し て 上

清 を棄て , 2 . 5 % gl u t a r al d e h y d e (2 5 % g l u t a r al ･

d e h y d e : P .B .S .
= 1 : 9 ) を注 い で 2 時間 ,

l 前 固 定

を行 っ た . 再 びP .B .S . で 洗浄 し , 1 % O s O 4 ( 2 % O s O 4

: P .B .S .

= 1 : 1) で 1 時間 ,後 固定 し P
.
B . S . で 洗 浄 し

た . こ こ ま で の 操作 は全 て 4
0
c の 条 件 下 で 行 っ た .

次 い で こ の 試料を50 % , 7 0 % , 9 0 % . 9 5 % . 1 0 0 %

a c e t o n に . 2 0 分毎に 1 ～ 3 回 浸 し て 脱 水 し , 9 9 %

i s o a m y l a c e t a t e に 3 0 分間 浸 し て a c e t o n を 置換

し た . 更 に O S T 細胞の i s o a m yl a c e t a te 浮 遊 液 を ピ

ペ
ッ ト に て カ バ ー グ ラ ス 小片面 に 滴下 し . 直 ち に 日CP

-

1 型臨界点乾燥装置に 入れ , 液体 C O 2 噴 出 に よ る

細胞流出を防 ぐ た め に , 田 中
2丁) の 考 案し た d r y i c e

に よ る臨界点乾燥 を行 っ た . 乾燥 を終 え た試料 を , 銀

ペ ー ス ト 又は セ メ ダイ ン ホ ワ イ ト で 試料 台に 固 定 し .

カ
ー

ボ ン と金 パ ラ ジ ウ ム に よ り 回転蒸 着 , 或 い はI B-

1 型イ オ ン ク リ ー

ナ
ー

に よ る金 パ ラ ジ ウ ム の ス ノヾ
ッ タ

未着 を行 っ た ( 表 1 ) .

観察 に は日立電界放射型 走査 電子顧 微鏡 ( H F S
-

2 )

を用 い . 加速電圧15 ～ 2 0 K V の 条 件で 50 ～ 5 × 1 0
4 倍 に

拡大 し . 試料 台傾斜角 0 ～ 4 5
0

で 観察 した .

2 ) 単層培 養細胞の 場合 一f 柁 〃f け 0 で の 観 察

滅菌 シ ャ
ー

レ の 底面 に あ ら か じめ カ バ ー グ ラ ス の 小

片 を入れ て お き , その 上 に 単離浮遊細胞液 を 入 れ て 培

養 を行 い
,

カ バ ー

グラ ス 面 に 定着培 養 され た細胞 を ,

位相差顕微鏡で 観察 し つ つ 経 時的に .採り 出し て 試料作

製 に 用 い た ･ 試料作製方法 は ･ 遠沈 操作 を除 い て は ･

単離浮遊細胞 の 場合と 同様 ( 表 1 ) で あ る が . 臨界点

乾燥 に 際し て は 液 体 C O 2 を 使 用 し , 4 5
0
c の 臨界状

= 享く･･･

前 固 定

臨 界点乾塊

観 察

表 1 試 料 作 製 法

p B S ( p B 7 . 4
′

4
0
c ) で 洗浄

2 . 5 ! g l u t a r a l d e h y d e , 2
-

6 時 間 ,
4

0
c

P B S で 洗浄

1 篭O s O 4 .
ト 2 時間 .

4
0
c

p B S で 洗浄

5 0 亀
,

7 0 篭
. 9 0 亀

′
9 5 亀

.
1 0 0 宅 a c e t o n

( × 1) ( X l ) ( × 2) ( × 2 ) ( × 3 r
各 2 0 分

(樹脂 包墟､ 凍結割断､
p r O p y

l e n e o x i d e

9 9 篭 i s o a m y l a c e 垣 t e 3 0 牙

液体 C O 2

回 転蒸着 ( C
,

A u + p d)

イオン ス パ
ッ タリン グ ( A Ⅵ + p d )

H F S
- 2形

､
1 5 - 2 0 k V

で 溶 解)

態で 行 っ た .

3 ) O S T 細胞 の 異種移植腫瘍の 場合一拍 乙両 川 で

の 観察

O S T 細胞 を マ ウ ス に異 種移 植 し3 ～

4 過 を 経 て 小

指頚木に 発育 し た腫瘍を , 走査電顕観察 試料 と し て 用

い た . 即 ち , 生 き たま ま の マ ウ ス の 大腿 部よ り 腫 瘍を

切 除し , 速 か に P .B .S . 内で 2 ×2 × 4 m m の 大 き さ に 切

り 出し , 蓑 1 に 示す如く1) , 2) の 場合と 同 様 に 試料

を作製 し た . た だ し 固 定 は gl u ta r a l d e h y d e 6 時

間 , O s O ■ 2 時間行 い
, 目的と す る 観 察 面 を 得 る た

め に 操作途中 に 次 の よう な観察面剖 出法 を施 行 し た .

i) 固定前 又は固定申 の 組織 を , 鋭利な カ ミ ソ リ で 切

る か . 或 い は ピ ン セ ッ ト で ひ き ち ぎる .

ii) 1 0 0 % a c e t o n で 脱水中 に , イ) カ ミ ソ リ で 切

る ,
ロ) ピ ン セ ッ トで 折振割断す る ,

ハ ) 凍結割 断法

一 試料 を a c e t o n に 浸 し たま ま ゼ ラ チ ン カ プ セ ル 内

に 封入 し , 液体窒素で 凍結 し つ つ
.

ノ ミ で 鈍 的に 割断

する ,
ニ ) 樹脂包埋凍結割断法- セ メ ダ イ ン 15 0 0 中 に

試料 を包埋 し て カ プ セ ル に 入れ , 液休窒 素 で - 80
0

c

に て 凍結 さ せ つ つ ノ ミ で 鋭的 に 割断 , 次 い で 常温 に 戻

し た試料 を p r o p yl e n e o x i d e で2 0 分 間毎 4 ～ 5 回

洗 っ て セ メ ダイ ン を融か し .
i s o a m yl a c e t a te で 置

換 す る .

iii) 臨界点乾塊後 に ピ ン セ ッ トで 折損 す る .

以 上 の 方法 の う ち . 主 な 観察 に は良 い 観察 面 が得 ら

れ た 立) ロ ) ハ ) ニ) の 試 料を用 い た . 更 に 観 察 面 を
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イ オ ン エ ッ チ ン グし た後 仁 蒸着し た も の を も 観 察 し

た .

4 ) 宿主側の 結合組織 の 観察

O S T 細胞異 種 移植 腫瘍の 組織 を宿主側 の 結合組 織

と 比 較する た め , 腫 瘍周囲を 囲ん で い る線維 組織 を3 )

に 準 じ て 採取 し , 1 0 0 % a c e t o n 脱水 中 に ピ ン セ ッ ト

で折損 し て 得た も の を観察 に 用 い た .

尚 一 意査電顔試料作製 に 先立ち , 棟木を実体戴微鏡

で 観察 し て 確認 す る と共 に , 走査電 顧観察後 に 再 度 ,

光顧 レ ベ ル で 確認 す る た め に . 試料を 試 料台 より 剥が

し. 表 2 に示 す如く d o u b l e e m b e d d i n g t e c h n i q u e
2)

に て 包埋 し , 5 〃 m の 切片を つ く りR .E 染色 を行 っ た .

実 験 結 果

Ⅰ . わ乙 肌徳和 に お け る O S T 細胞の 走査 喝 顕 像

1 . 単離浮遊状態 に あ る O S T 細 胞

弱拡大 で 観察す る と ( 図 1 ) . O S T 細 胞 は ほ ぼ 球

形 に近 い 形態 を成 して お り .

一

見 .

"

湖底の マ リ モ
〝

様で あ っ た . そ の 大 き さ は直径 8 ～ 1 5 〟 m に わ た り 大

小不揃 い で , 表面 に は特色 あ る突起 が 見 られ た . 強拡

大で 観察 す る と ( 図 2 ) ,
こ の 細胞質突起 に は m i c r ･

0 V illi 及び bl e b s の 2 種類 の 形態 が あ り , 単独 に ,

又 は種 々 の 割合 に混 在し な が ら密生 して い る の が 認 め

られ た .

m i c r o v illi は直径約0 . 2 fL m の 指状の 突起で , そ の

長さ は0 .5 ～ 4 〟m に わ た っ て 最短ま ちま ち で あ り , 方

向性 も細胞表面か ら垂 直に 立 っ も の
, 斜方向 に 曲折 し

て い る も の な どが観察 さ れ た . そ の 5 × 1 0
4

倍 拡 大 率

で の 観察 は , 表面平滑 で あ っ た . b l e b s は mi c r o
･

v illi の 先端 が蛇頭状, 泡状又 は球根状 に変容 し て 膨

ん だ形態 をな し て おり l そ の 直径 は0 . 3 ～ 0 . 餌 m の 範

囲 に あ っ た .

2 . 培養後 の O S T 細胞の 経 時的観察

浮遊状態 に あ る O S T 細胞 は . s u b c u l t u r e を 行

っ た後 は時間の 経過 と と も に 沈 降し , カ バ ー

グ ラ ス面

に 定着 し始め た . 6 時間を経過 L た もの で は細 胞 の 表

面像 に 著変 は なか っ たが , ガ ラ ス 面 に 接し て い る部 で

は . 細胞 の ア メ ー バ 様運 動 の 始ま りと して R l o p o
-

di a や 1 a m e11i p o d i a ( r u 田 e d m e m b r a n e) な ど の

偽足 (p s e u d o p o d i a) が見 られ た ( 図 3 ) . r u 用 e d

m e m b r a n e は図3 に 示す如く , 細胞周辺 に 拡 が っ た

波状の 細胞質突起 で , そ の 表面 に は m i c r o v illi を

伴 っ て い た . 色l o p o d i a は m i c r o v illi と ほ ぼ 同 じ

太さ で あ っ たが , 培養後の 時間が た っ に つ れ て t よ り

伸展し た も の が観察さ れ . そ の 先端 は棟状 に 尖鋭 で あ

っ た . ま た , 近隣の 細胞 と の 問 に は相互の 鋸 o p o -

d i a の 接触 に よ るi n t e r c e ll u l a r b r id g e s が 見 ら れ

る よう に な っ た ( 図 4 ) .

1 2 時間を経過 した細胞を僻撤図 で 見る と ( 図 5 ) , カ

バ ー

グ ラ ス面 に 沿 っ て 全周に 放射状 に 伸展 し て い る

鋸 o p o d i a や . そ の 癒 合 した 1 a m elli p o d i a が 観

さ れ た .

1 日 を経過す ると ( 図 6 ) ,
O S T 細 胞 の ア メ

ー バ

様運動 は活発 と なり , 細胞は小丘状或 い は紡 錘 形状 の

形態 を整 え つ つ i n t e r c e ll u l a r b ri d g e s に よ る 細

胞相互接触作用や細胞分裂を示 した . 図 7 は , 培 養 2

日目 の試料 で 観察さ れ た細胞分裂直後 の 細胞 で あ る .

細胞 は はぼ等量 に 分裂 し , 核 の 存在す る 膨隆 部に
一

致
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して 細胞膜 に m i c r o v illi が密 生 し . そ の 部 で の 細

胞膜代謝活動 が盛ん で あ る 事 を 示 し て い た ･ ま た ･

mi c r o v illi や bl e b s を 伴 っ た 1 a m e lli p o d i a が

周囲に 伸 びて お り , 活発 な ア メ
ー バ 様運 動の 開 始 を示

して い た .

3 ～ 4 日 引 こな る と ( 囲 8 ) . 細胞 はま す ま す 平 担

化 し つ つ 増殖 し .
い わ ゆ る

■t

m o n o l a y e r
"

の 傾 向 が

現 れ て き た . 視野 に は C ell c y c l e の い ろ ん な 時 期

の も の が 混在 し て い ると考 え ら れ る 像が 見 られ ･ 各細

胞 間に は i n t e r c ell u l a r b ri d g e s が 見 ら れ た ･ 平

坦化し つ つ ある細胞 で は , 核存在部 は膨 隆 し , そ の 部

の 細胞膜 に は m i c r o v illi が 発 達 し , 周 辺 部 に は ま

ば らで あ っ た . ま た場所 に よ っ て は 図 9 に 見 る 如 く t

細胞間 に i n t e r c ell u l a r b r id g e s よ り も 更 に 微 細

な250Å前後の 巾 の
〝

ク モ の 糸ク
状 の 線維 様 物 質 が ･

幾 す じ も複雑に 絡 み合 い な が ら細 胞間 を縦横 に 走 っ て

い る の を見出 し , 我 々 は こ れ を m i c r o th r e a d s , 及

び その 網目構造を m i c r o th r e a d s n e t w o r k と呼 称

し た .

6 日目 で は ( 図10) , 殆 ん ど の 細胞 が ガ ラ ス 面 に
一

面 に 増殖 し,
い わ ゆ る

t -

m o n o l a y e r p a v e m e n t
一●

の

像 を呈す るよ う に な っ た .
こ れ らの 細胞 の 配 列 に は規

則性 が なく a t r a n d a m で , 色b r o b l a s t な ど に 見

ら れる よ う な方向性 は全 く示 さ な か っ た . 図 11 に 見

る如く , 個 々 の 細胞の 膿 は 広く伸展 し . 逆 に m i c r o
-

v i lli な どの 表面突起構造 は数少 な く な る嘘向 に あ っ

た . 更 に 強拡大 で 観察す る と ( 図12) , 細 胞 表 面 や 細

胞 間 に や は り 約2 5 0 A の mi c r o th r e a d s n e t w o r k

が 縦横 に 走 っ て い る の が 観察さ れ . 且 つ ･ こ れ ら の

m i c r o th r e a d s は m i c r o v illi に 起点 と終 点 を 有 し

て い た .

3 . C o l o n y の 観察

O S T 細胞は r o u ti n e と して 7 日目 に継 代 培 養 を

施行さ れ たが
, 更 に 培養 を続 けて 経過 を追 う と ･ 細胞

は接触抑制 を示さ ず に 重 な り合 い なが ら増殖 と運 動 を

続 け , 所謂
"

pili n g ･ u P
"

の 像 を呈 す る の が観 察 さ れ

た ( 図13) .

9 日 臼の 試料 で は ( 図1 4) , 5 0 ～ 5 0 0個 の O S T 細

胞の 堆構か らな る
‖

c o l o n y f o r m a ti o n
"

を 散 在 性

に認 め た . こ の C O l o n y は , ガ ラ ス面 に 接 し て い る

最下層 は平坦 な細胞 よ り な っ て い る が t そ れ よ り 上層

で は はぼ球形 の 細胞よ り な っ て お り t 外見上
"

c a u li -

fl o w e r
一･

の 様相 を呈 して い た . そ の
一 部 を 拡 大 し て

観察す ると ( 図15) t
c o l o n y は大小 さ ま ぎ ま の 大 き

さ の 球形 , 卵円形の 細胞の 堆積か ら成 っ て お り ･ 個 々

の細胞表面 は培養初期 の も の に 見 ら れ た も の と 同 じく

活発な mi c r o v i11i や 別 o p o d i a な ど の 細 胞 質 突

起構造で 覆わ れ て お り , 散発的 に 壊死 に 陥 っ た 細胞 も

観察 さ れ た . 細 胞間に は i n t e r c ell ul a r b r i d g e s が

発達 し て お り , 細胞 は こ れ に よ っ て お互 い に 密 に結合

して い た . 強拡大 で は ( 図16) , 密生 して い る m i c ト

｡ V illi の 間隙 を縫 う よ う に
. 更 に繊 細 な直径 約3 0 0Å

前後の m i c r o t h r e a d s が走 っ て い る の を観 察 し た
.

Ⅱ . 加 血 β に お け る O S T 細胞の 走査電顕 像

1 . X 線学的 , 光顕的検討

O S T 細胞 を異種移植 して 3 週目 に 形成 し て い る 腫

瘍を , 走査電顧 で 観察す る前 に Ⅹ線学的に 検討す る と

図17) . 腫瘍に 取 り囲 ま れ た大腿骨 は O S t e O S Cl e r o ti c

な像の み な らず o s t e o b l a s ti c な 像を 示 し . 腫 瘍

は O S t e O b l a s ti c な像 を示 し て お り , 人 骨 形 成 性 肉

腫 に 類似 し た所見を 示し た . 更 に 組紙学的 に 検討 す る

と ( 図18) . 腫瘍組織 は束 状 の 負b r o u s ti s s u e に

ょ っ て 区切 ら れ て al v e o l a r p a tt e r n を 示 す 腫 瘍細

胞 巣よ り成 り , 中心 部 は C e n t r al n e c r o si s に 陥 っ

て い た . 主 と し て 色b r o u s ti s s u e の 申 に 反 応 性 と

思 わ れ る骨新生 を認 め た が ,

一 部 に は腫 瘍細胞 巣内 に

も o s t e o i d を 認 め る こ と が で き た ･

2 . 腫瘍組織 に お ける O S T 細胞 表 乱 の 走 査 電 顕

像

O S T 細胞 を異種移植 し て で さ た腫瘍 組織 を ･ 脱 水

操 作過程申 に鈍 的に 折挽割断す る と . 個 々 の 細 胞表面

が良 く温 存さ れ たま ま で の 腫瘍組織 の 内部構造 が露出

さ れ た . こ の 面 を弱拡大 で 見る と ( 図19) , O S T 細

胞 が塊 り と な っ て 無秩序 に 堆積 し て い る の が 観察 さ れ

た . 個 々 の O S T 細胞 は長径10 ～ 2 仙 m に わ た っ て 大

小不揃 い で , 球 臥 卵 円 臥 紡錘 形の も の が 極め て 多

数 を占 めて い た . 所 々 に 血球成分 を認 め る他 に は明 ら

か な問質成分 は殆ん ど認 め ら れ な か っ た ･ 図20 , 2 1 の

如 く に こ れ を強拡大で 観察 す る と . 細胞 表面 の m i c ･

r ｡ V illi は太 さ約0 . 2 〟 m で 頼 = 再 わ叩 の 場 合 と 同 様

で あ っ た が , そ の 長 さ は概 して 短 い も の が 多く , 表面

に50 0 ～ 2 0 00Åの 小粒子 の 付着 を認 め た . b l e b s も 大

略 ∫柁 び∫け 0 と 同様 の 大 き さ で あ っ た が ･ サ ボ テ ン

状 に 平 ら に な っ た もの が多 く . 同様 に 表面 に 粒 子 の 付

着 を認 め た . 細胞間 に は n l o p o d i a 及 び ･ i n te r c e
-

11 u l a r b ri d g e s が 良く 発達 して お り ･ 細胞 は お 互 い

に こ の 連結 に よ っ て 固 く位置 の 安定を 得て い る よ う に

観察さ れ た . 部 分的に 巾250 A の m i c r o th r e a d s n e
-

t w o r k の 集塊 を認 め た . そ の 他 に は細 胞間 隙 に 明 ら

か な問質成分 を認 め な か っ た . 以 上 の 所 見 は ･
j頼

u ㍑ r o に お け る C O l o n y の 細胞表 面 と非常 に類似 し

て い た .
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3 . 腫瘍組織 に お ける O S T 細胞 割 断 面 の 走 査 電

顕像

O S T 細胞異種移植腫瘍を樹脂包哩 の う え , 凍 結 割

断す ると , 細胞自身 も割断さ れ て 細胞 内郎構造 が明 瞭

に観察さ れた . 特 に 核膜や核小体 は非常 に 明 瞭 に 浮重

出て お り . こ の 像 へ 透過 電顕像 に お け る悪 性 細胞 の 所

見を応用 する こ と が可能で あ っ た . 即ち 図2 2 に 見 る如

く , 核 は
一 般 に大 き く . 核膜 は不規 則な も の や 折 れ込

んだ も の が多く 見 られ , ま た細 胞 の 割断 面に よ っ て 異

ると は い え . 核/ト体 は一 大小数個 を認 め た . 強拡 大で

観察す る と ( 図23) , 核質 は主と し て 顆粒状 物 質 で 満

たさ れ て お り , 特 に核小体 t 核膜 の 近傍で は密 で あ っ

た .

一 方 . 細胞質 は均
一

化 し て お り , 細胞質内 小器官

は不明瞭 で あ っ た .

a c e t o n 包埋 の う え
, 凍結割断 し , 軽 く イ オ ン エ ッ

チ ン グを 加え た試料で は , 上記所見 と は か な り異 っ た

像 が得 られ た . 即 ち図24 に 見る女ロく , 樹脂包 埋儀 に 比

較 し て 核内構造 は不 明瞭で あ っ た が , 逆 に 細胞 質内部

構造 は よく保存 さ れ て お り . 小器管 な ど の 超 微 細構造

が あ る程度識 別可 能 で あ っ た .

Ⅲ . 腫 瘍周囲結合組織の観察

O S T 細胞異種移植腫瘍の 周囲 を と り 巻 く結 合 組 織

を破断 し た面を観察 す る と ( 図25 ) . 方 向性 が ほ ぼ 鵬

定し て い る 魚b r o b l a s t が , 互い に距離 を も っ て 散

在
.
性 に 存在 して お り , 細胞の 表面 は縦 横 に 走 る C Olト

a g e n 負b e r で 厚く 覆わ れて い た . 細胞間 は fi b r o ･

b l a s t の 長軸方向 に 一 致 し た 太 い C O ll a g e n 丘b e r

と . そ れ に 絡 み つ つ 網目状 に 密 に 交 錯 し て い る 細 い

c o ll a g e n 且b e r で 埋め ら れ て い た . 更 に 強拡 大 で 観

察す ると (図26) ,
こ れ ら の C O 11 a g e n 丘b e r は 巾

約300 ～ 3 0 0 0 A で , 色b r o b l a s t か ら 周 囲 に 向 っ て 排

出され て い る如く に 見 られ , 且 っ こ れ ら の c o ll a g e-

n 魚b e r は特 に bl e b s か ら産 出さ れ て い る 如 く 観

察 され た . こ れ ら の 線推 は次第 に 互 い に 結束 し , 更 に

太い 線維 に 成長 し て い く の が認 め ら れ た . こ れ ら の 細

胞 の う ち . 未だ c o ll a g e n で 覆 わ れ て い な い 幼 若 な

且b r o b l a s t を 強拡大 で 観察す る と ( 図 2 7 ) ,
b l e b s

の
一 部 か ら芽が 出る か の 如く に C O ll a g e n 成分 が 突

出し始 め て い る も の か ら , b l e b s か ら c o 11 a g e n

色b e r が長く 伸び て い る か の 如く に 観察 さ れ た . 細 胞

表面は bl e b s が多 く m i c r o v illi ほ 殆ん ど 見 ら れ

ず , i n t e r c ell u l a r b ri d g e s な ど も見 当 ら な か っ た .

Ⅳ . 走査闇顕観察後の試料の 光顕 観 察

Ⅱ ～ Ⅲ の 試料の 観察面 が . 目的 とす る部位 を正 し く

露呈 して い た もの か 否か を再確認 す る ため に , 試 料台

よ り 剥 し た 試料 を d o u b l e e m b e d d i n g t e c h n i ･

q u e を用 い て 包埋 し , 観察面 に 垂直な切片を作 成 し .

H .E 染色 を施 し たと こ ろ , 走査電顕で 観 察し た 部 位 は

カ
ー ボ ン と金 パ ラ ジ ウ ム に よ る黒 い ラ イ ン で 示 さ れ ,

即 ち走査電顧 で 得 た所見が 光顕 レ ベ ル で どの 部で あ る

か を 明瞭 に せ し め得た . 図28 は .
O S T 細 胞 異 種 移

植腫瘍を走 査電顆で 観察 した標本で あ り , 黒 い ラ イ ン

はそ の 観察面 で ある蒸着部位 を示 して い る .

考 察

悪 性細胞 の 最 も大き な生物学的特徴は , 異 常 増 殖 ,

浸潤 , 転移性 を示 す事に あ るが
,

こ れ ら は 本質的 に は

細胞間相互作用 に 異常を来 した結果 で あ り . 言 い か え

れ ば細胞膜 に 何 ら かの 異常性格が惹起さ れ た た め で あ

る , と 解釈さ れ て い る . そ の 異常性格と は , 1 ) 運 動

と増殖 の 接触抑制 (C O n t a C t i n h i b i ti o n ) の 喪 失
l )

,

2) 細胞相互 結合力 ( m u t u al a d h e si v e n e s s) の 低下

T)
と , 他物質 へ の 粘着力 (S ti ck i n e s s) の 増 大

1 )
, 3 )

活発 な ア メ ー バ 様 運 動 (a m o e b m o i d m o b il ity)
t)

,

4) 自 己 ｡ 非自己識別 能 力 (S elf -

r e C O g n i ti o n ) の 喪

失
9 )

, 5 ) 酵素 に対 す る異常透過性 (1 e a k i n e s s)
25)

, 6 )

膿の 高 い 陰性荷電ヱ3)
. 7 ) 癌特異 抗原 の 存在16)

. な ど に

よ っ て 説明さ れ て い る .

透過 型 電子顕微鏡 を用 い て 悪性細胞と正 常細 胞 の 膿

微細構造 を比 較検 討し た も の に , 先 づ C o m a n & .

A n d e r s o n
6)

の 報告 が ある . 彼等 は r e p li c a 法 を 用

い て , 癌細胞勝義面で は30 ～ 3 0 0 A の 不 規則 な 粒 子 が

ある の に 反 し て . 正常細胞で は30 ～ 6 0 A の 規則 正 し い

粒子の 配 列 が あ る 事 を 観察 し た . ま た E a s t y & .

M e r c e r
lO)

は , 腫瘍細胞で は 正常細胞 に 較 べ て . よ り

m i c r o v i11 i が多 い 事 を 報告 し , 更 に C o o p e r & .

F i s h e r
8)

は , 悪性化 と細胞表面 の 多毛 性 (h a i r
･

i n e s s ･

: 即 ち m i c r o v illi) の 関係 を示 し , こ れ が 接 触 抑 制

と も関係 が あ ると 述 べ た .

一 方 , 近年 の 走 査電顧の 進歩 は . r e p li c a や 超 薄

連続切片に よ る形態観察の 煩 雑さ を解決し , 細 胞表 面

の 超微構造 を立体的に 観察す る 事を可 能と し た . 以 来

f柁 U 〃r o に お ける 悪性細胞の 研 究も ま た急速 に 進歩 し

っ っ ある . 先 づ H o d g e s , G . M . ( 1 96 9 )
13)

は .
マ

ウ ス 腎由来の tr a n sf o r m e d c ell (C B M 1 7 . C B M 18

N) を用 い て C el l u l a r c o n t a c t と細胞 表 面 形 態 の

観察 に つ′い て 報 告 し , 次 い で P o r t e r
2 0)2 1 )

,
et a l .

は T r a n sf o r m e d c h i n e s e h a m s t e r o v a r y c ell

(C H O c e 11 s) を観察し , 1) 悪性化 した細胞 の 表 面 に

は mi c r o v illi や bl e b s . 1 a m elli p o d i a な ど の 突

起構造が 著明 に 見 られ るの に 反し て , そ の 発 生正 常母

細胞 に は,
こ れ ら の突起構造が少 い , 2 ) 悪 性 化 し た
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細 胞に は接触抑制 機構 が低下又 は喪失 し て い る , 3 )

悪 性化 し た細胞で は . 表面膜構 造 は C e ll c y c l e の

p h a s e に より 異 っ て い る , 4 ) こ れ ら の 表面渡橋 造 は

ま た , 細胞密度 , 培養液 な ど の 周 囲 環 境 に よ っ て 晃

る ,
こ と な ど を 観察 し た . B o y d e

,
A .

j)
. v e s e l y .

P .

28)
ら も はぼ同様 の 観察 を行 っ て い る . し か し , f 乃

u g u o の 腫瘍組織 を走 査電顕 で 観察 した 報告 は極 め て

少 い
. 即 ち , J o r d a n e t a l ,

‖ ) の 子宮 頸郎腐 の 表 面

観 察, C l a r k .

5)
の 膀胱癌 の 表面 観察 に つ い て の 報 告

な どを散見す る に 過 ぎな い .

著者は J 乃 むわr o に お け る O S T 細 胞 の 超 微 細 表

面構造や , 細胞形態の 経時的変化 , 悪 性性格 の 有無 を

走査電顕 に て観察 し , 更に
一 歩進 め て O S T 細 胞 を

マ ウ ス に 異種移植 し . 抽 1油 川 で 本細 胞 を 形 態 学 的

に 観察 し , ∫佗 び∫ 加 の そ れ と比 較 した . 先 づ 拍 Ⅷ 庸
一

r o に お け る O S T 細胞の 表面構造を検 討す る に 以 下

の 如く で あ っ た .

a) m i c r o v i11i : 直径約0 . 1 p m の 指状 の 細胞 質突起

で あり ,

一 般 の 正常細胞 に も認 め ら れ る が
, 悪性化 し

た細胞の 表面 に は著明で あ る と す る報告 が多 い
4)8 )8)2 0)2 ‖

. o s T 細胞に 於 て も同様で あ っ た が , 掛 こ 培 養 初 期

や細胞分裂期. 及 び C O l o n y 状 態の 細 胞 に m i c r o
,

v illi の 形成 は著明 で あ っ た . こ れ らの 事皐り m i c r
-

0 V illi は細胞代謝 , 即 ち細胞の 生命活 動 に と っ て 基

本的 な役割 を な して お り ,
こ の も の の 多寡 は 細胞表面

活動 の程度 と関係 して い る と考 え ら れ る と共 に 一 組 胞

活動 を行う隙 の 細胞表面積 の 増大変化 の た め の 予 審表

現 で も あり , 周既 の 環境 に応 じて 以 下 に 述 べ る よう な

細胞質突起 に移行 す る基本構造 で あ る と も 推 測 さ れ

る .

b) b l e b s ‥ 細胞表面か ら茎状 突起 を も っ て 連 絡 す

る球状 の 膨 らみ で あ る ∴ 透過 電 顕 で は , P r i c e
22)

は

h u m a n e pi th e li al c ell の b l e b s に 多 く の P O l -

y s o m e を認 め たと 報告 し て い る が , 走 査 電 顧 で は

P o r t e r
21 )

が C H O c ell s を . そ の C e ll c y cl e と

の 関連 に お い て 観 察 し . b l eb s は C ell c y cl e の

全 て の 時期 に見ら れ るが , 特 に G l 期 で は 著 増 し て お

り . 且 っ ri b o s o m e 濃度が 高 い こ と よ り , 代 謝 及

び細胞 の 機能と密接 な関係が あ る と推測 し た ･ 本実験

で は , 図2 に 見 る如く そ の 形態 , 及 び そ の 存在 部位 よ

り 推察す る に . こ の b l e b s は m i c r o v i 11 i か ら必

要 に 応 じて 派生 し , 細 胞 の 分 泌 又 は p i n o c y t o si s

に 関与す る機能 を有 して い る と思惟 さ れ た ･

c) 負l o p o di a : V e s el y
28 )

, P a r a k k al
柑)

ら が m i c r
-

o s pi k e s と呼称 して い る も の と同 一 物 と考 え ら れ る ･

P a r a k k al は m o n o n u cl e a r p h a g o c y t e に C a rb o n

粒子 を 与 え た と こ ろ . 先 づ 多 く の 鋸 o p o d i a が

C a r b o n 粒子 を包み 込む よう に伸展 し . こ れ ら が 次第

に 癒合 し つ つ .
つ い に は P h a g o c y t o s i s を 完 了 す る

事実 を走査電顔 で 示 し .
丘l o p o d i a は触手 の 如 き 働

き が あ る と し た . 本実験で は 負l o p o d i a は , 時間の

経過 に従 っ て m i c r o v illi よ り少 し 長 い も の か ら ,

漸次 , 1 0〃 m 以 上 に 及 ぶ 長 い も の が 観察さ れ . し か も

カ バ ー グ ラ ス 面や 近隣細胞 の 方向 に 一 致 して 発 達 して

い る事 より ,
色l o p o di a は細胞 が外部 の 刺 激 に 反 応

し て 現 わす も の か , 或い は細 胞が行動 を始 め る 際 の 探

索脚 と し て mi c r o v illi が伸 展 し 別 o p o d i a に 成

長す る も の と考 え ら れた . 時 に数 本が 癒 合 し つ つ 巾広

い形 態を と る も の が認 め ら れ るが ,
こ れ は 1 a m ellト

p o d i a に 移行 す る も の と考 え ら れ る ･

d ) 1 a m e 11i p o di a : A b e r c r o m b i e
l)

ら に よ っ て 導

入 され た言 葉で
, 薄い 舌状 又 は シ ー ト状 の 細 胞 質突起

が , 細胞の 辺縁 より伸展 し て い る も の を指 し , 別 o p -

o d i a か ら発達 し たも の も あ れ ば , 最 初 か ら bl e b s

や m i c r o v i11i よ り 1 a m elli p o d i a に 伸展 して く る

も の も あ る . 本実験で は , ア メ ー バ 横 連動 を 行 う際の

運 動方 向の 先端 に 認 め ら れ る事か ら , 細胞 の 進行方向

に従 っ て 細胞質 が 1 a m elli p o d i a へ 流動す る も の と

考え られ た . こ の 表面 に は m i c r o v i11i や bl e b s

を伴う も の も多 く .
P o r t e r

21)
は 1 a m elli p o d i a 自

身 も多量 の m e d i u m を p i n o c y t o s i s と し て 取 り

込 ん で い る と報告 して い る .

e) i n t e r c ell u l a r b ri d g e s : C e ll -t O
-

C e ll c o n t a c t

の 主役 を演 じ て い る も の と考え られ . 先 づ 各 近 隣 細

胞が お互 い に ひ き寄 せ る か の 如く に そ れ ら の 細胞か ら

且l o p o d i a を伸 ば し ,
こ れ らが 接触 し合 っ て 各細胞

間 に i n t e r c e ll u l a r b ri d g e s を 形 成 す る に 至 る ･

と考 え ら れ た .

一 方 , C Ol o n y に お い て も 細 胞 は 互

い に 密 な i n t e r c e11 u l a r b ri d g e s を 形 成 し て い る

こ と よ り ,
こ の も の は l o s s o f c o n t a c t i n h i b i ti o n

や C O l o n y f o r m a ti o n と 深 い 関係 を も っ て お り ･

細胞堆積 に 重要 な貢献 を して い る もの と考 え ら れ た ･

f) mi c r o th r e a d s
,

m i c r o th r e a d s n e t w o r k : 図

9 . 1 2 に 見 られ た 如く , O S T 細胞 の 表面 に は25 0 A 前

後 の 極め て繊 細 な
〟

ク モ の 糸 〝 状 の 繊維様物質 の 網目

構造 を認 め た . そ の起点 , 終点 は m i c r o v i lli と 関

係 し て い る よう に 観察 さ れ た . H o d g e
13)

は 貝b r o
･

b l a s t に お い て 負n e th r e a d s o f c y t o p l a s m を 報

告し た が . こ れ は細胞辺縁 より 始ま り , ガ ラ ス 面 に 沿

っ て 伸展 し , 太 さ も ま ち ま ちで 網目構造を 作 ら な い こ

と よ り .
魚l o p o di a 又 は i n t e r c ell u l a r b ri d g e s

が 過伸 展 した も の と推測 し て い る が , 本実験 で の 所見



O S T 細 胞の i n v it r o
,
i n v i v o に お ける 走査電鋸 的観 察

と は異 っ た もの で あ る . 著者 は本物 質を
t -

m i c r o t h r-

e a d s
"

. そ の 網目 構造 を
t
t

mi c r o t h r e a d s n e t w o r k
"

と し て . H o d g e の 言 う
t一

色 n e t h r e a d s o f c y to -

pI s m
' '

と は区別 した . 本実験 は微細 で . 且 っ 立 体 的

に 交叉 し て い る こ と か ら . 従来 の 透過 電顛 に 於 て こ の

存在を知 る事 は不可能で あ っ た と考 え ら れ る . こ の 物

質 は , 細胞 の 活発な ア メ ー バ 様運 動 に よ っ て H o d g
-

e の 言う 如く 色l o p o d i a 又 は i n t e r c ell u l a r b ri -

d g e s が 極度に 伸展 し . 更 に交錯 し た結果 の も の と 考

え ら れ る
一

方 , O S T 細胞 , 或 い は
一 般 に 悪 性 細 胞 に

特有 な ,
丘b ri l と関係 した 物 質 又 は . 悪 性 細 胞 の

s ti c k i n e s s と関係 し た物質と も考 え ら れ る . 0
'

M e a
･

r a
柑)

は . 癖組織 が増殖 , 浸潤し て い く 際 に , 細 胞 の

問質形成 に 役立 っ 物質 が分泌さ れ て い る の で は な い か

と考 え て
,

こ の 癌組織 が 増 殖 の 場 に 必 要 な 魚b ri n

沈着 を お こす ため の 因子 を c a n c e r c o a g u l a ti v e f -

a c t o r と呼称 した が , 本実験で 観察 した h i c r o t h r e
-

a d s n e t w o r k が
,

こ れ と関 係が あ るの か . 細胞 の 運

動 に 関係 して 存在す る も の か , 或い は C O ll a g e n 前

駆物質と関係 す る もの か , こ れ らの 決定 は今後の 課 題

で あ る .

さ て i 佗 びか 0 に お ける O S T 細胞 を , 1 つ の 集 団

に 於て 走 査電顧 で 観察 し た場合 ∴悪性細胞 と し て の 態

度 を どの よう に 具現 して い る か を追求 す る に , 細 胞 の

接触抑制機構 の 喪失 (l o s s o f c o n t a c t i n h ib iti o n ) ,

と c o l o n y f o r m a ti o n が認 め ら れ た . c o n t a c t iT

n h i b i ti o n と は A b e r c r o m b i e
l)

が提唱 し た 概 念 で

あ る が , 彼 は i n v it r o で ニ ワ ト リ の 負b r o b l a s t

の 運動性 を観察し , 正常細胞同志 の 揚合 に は , 互 い の

接触 に よ っ て a m o e b m o i d m o v e m e n t が相互 に 抑

制 を 受 け ･

( C . i . o f l o c o m o ti o n ) , や が て 単 層 の

シ
ー

ト を作 り t 且 っ 規則 的 な配 列 を 示 し て 増 殖 が停止

す る ( C . i . o f g r o w th ) が ,

～ 方 . 悪 性 化 し た 細

胞 は こ の よ う な性格 を喪失し て い る た め に 細 胞 は a t

r a n d a m に 配列 し . 且 っ
, 無制限 に 増 殖を続 け る ため

に , 細胞が ガ ラ ス面上で 互 い に 重なり合う (p ili n g u p)

と い う所見 を 観 察 し た . 現 在 で は , かか る現象 は

わz u か 0 に お け る細 胞の 悪 性化 の 指標 の 1 つ で あ る

と 共 に , 悪性細胞が 生 体 に 於て 示 す 増殖 の 基本的態度

を示唆す る現象 で あ る と考え ら れ て い る .

O S T 細胞で は図10 に 見ら れ た如 く , 細 胞 の 配 列 に

は方向性 . 規 則性 が なく a t r a n d a m で あ り t 培 養

7 日目 を過 ぎて 細胞密度が 高く な る と , 図13 に 見 られ

た如く , 細胞 は単層 で 増殖を停止す る こ と な く . 重 な

り合 い なが ら増殖 を続 け る こ と か ら･ C O n t a C t i n h i b -

i ti o n を喪失し て い る と考え ら れ た .

9 9

ま た c o I o n y 形成 能 も c o n t a c t i n h i b iti o n と

関連 した悪性化指標 の 1 つ と 考え ら れて い る が , O S

T 細胞は培養 9 日目 に は大小 の C O l o n y を 散 在 性

に 形成し て い た ( 図14) .

一 般 に 悪性細 胞は お 互 い の

相互付着力 ( m u t u a l a d h e si v e n e s s) は低 下 し て い

る が . 他物質 へ の 粘着力 ( Sti c k i n e s s) は 高 ま っ て お

り , こ れ が た め に 転移性 を現 わ す と考え ら れ て い る .

O S T 細胞 の C O l o n y は こ の 性格 の 一 端を 示 し て お

り . ガ ラ ス面 に 接 して い る細胞は そ の 接着力 の 故 に .

容易に 平坦に 伸展さ れ る が , それ よ り上層に 積み 重な

っ て い る 細 胞 は l o s s o f c o n ta c t i n hi b iti o n に

よ っ て 増殖を続 け るが
, 相互付着力が低下し て い る た

め に , 個 々 の 細胞 は培養後数時間以内 に おけ る浮 遊状

態 に似 た球形を と っ て い る も の と 考え ら れた .

次に O S T 細胞異種移植腫瘍 に つ い て 検 討 を 加 え

ると , O S T 細胞 は全体的に は卵円 形の もの が 多 く ,

∫柁 り か 0 に お ける C O l o n y の 表面と類似 し て お り ,

局所表面微細構造 も m i c r o v illi
,
b l e b s が 殆 ん ど

を占め て おり , ∫柁 U か ∂ に お け るも の と類 似 し て い

た が . 更 に 細胞間に は , 明 ら か な c o ll a g e n fi b e r

な ど の 問質成分 を認 めず , 専 ら i n t e r c e11 u l a r b r
-

i d g e s が認 め られ た .

以 上の f柁 びi け 0 , 抽 乙両 用 に お ける O S T 細 胞 の

表面微細構造 . c o l o n y 及 び腫瘍組織の 走 査 電 顕 像

を統括す る と , 次 の 様な結論 に達 する .

即 ち .
mi c r o v illi ほ細胞表面 突起構造の 基本形 と

考え ら れ . 必 要 に 応じ て . 主と し て 分 泌 代 謝 を 行 う

bl e b s や , 触 手と して 働 く n l o p o d i a に 移 行 し 得

る も の で ある . 細胞が ア メ ー バ 横道動 を行う 際 に は .

更に 缶l o p o d i a が I a m elli p o d i a に 発 達 す る が ,

一

方 . 近隣細胞 と の 間に は お互 い に 引 き 合 う よ う に

負l o p o d i a を伸 ば して お り . 更 に C ell ･ t O
-

C ell c o n
-

t a c t を行 う こ と に よ り情 報交換が 行わ れ て い る も の

と 考え ら れる . そ の 際 に悪性細胞 に於 て は接 触 抑制機

構が失 わ れて い る た めに . 接触 し た Bl o p o d i a は 次

々 と i n t e r c ell u l a r b r i d g e s に な り , 細 胞 堆 積 を

可 能な ら しめ る と考 え られ る .

と こ ろで 宿 主側 の 正常細胞 で あ る 丘b r o b l a st を

見る と . 表面 は殆ん どが bl e b s で あ り . そ こ か ら

c o ll a g e n 前駆物質 が分泌 さ れ . 周 匪= こ そ の 蓄 積 で あ

る c o ll a g e n 丘b e r の n e t w o r k が 形成 さ れ , 機

能的分化能が 旺 盛で あ る事を 示し て い た . こ の 角b ト

o b l a s t と O S T 細胞 を対比 す る と . O S T 細 胞 の 周

囲 に は何 ら機能的分化能力を証 明 し得る よう な物質が

なく , O S T 細胞が 脱分化の 状態 に ある こ と は 自 明 で

ある . 他方 , O S T 細胞 は . 旺 盛 な細胞増殖能 力 を 示
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し て おり , 増殖 し た 細 胞 は , 周 囲 の 細 胞 と の 問 に

i n t e r c ell u l a r b ri d g e s を 形 成 す る こ と に よ っ て ,

重 な り合 い ∴細胞の 堆積 を可能 な ら し め
, 最 終的 に は

f 佗 び 庸 0 で は C O l o n y を , 頼 t雨 用 で は 腫 瘍塊

を形成す る に 至 る , と 推察 さ れ た . 文 献で は 悪 性細胞

に 於 て は m i c r o v illi が旺 盛 で あ る と さ れ て い るが
一

本実験で も i n v tl r o に お い て O S T 細胞の S u b c -

ul t u r e 直後の 単離細胞 に 於て 既 に mi c r o v ill i が 多

く認 め ら れて い た . こ の こ と は . 恐 らく 既 に そ の 時点

より O S T 細 胞 は i n t e r c ell u l a r b r id g e s 形成 能

を有 して お り , pili n g u p の 方 向に 向う べ く 性格 を

保持 して い る事 を示 して い た も の と考 え られ る ･

反面 , 本細胞 の 表面 に C 0 11 a g e n 形成 へ の p r o c
-

e s s が 拍 乙吊 れ㍉ わ= 油 川 に 於 て , 即 ち 培 養 の 全 経

過及 び , 異種移植 腫瘍内 に 認 め られ なか っ た事 は , O

S T 細胞 で は既 に , m a n if e s t な c o ll a g e n 形 成 能

が d e p r e s s さ れ て お り . 長 期 間 の 培 養 に よ っ て ･

より 未分化 な方向 に 進行 し て い る も の と考 え ら れ る ･

結 語

走査型電子顕微鏡を用いて . 当教室 で 長期継 代培 養 に

成功 し て い る人骨 肉腫由来培養細胞 ( O S T 細 胞) を

f 乃 び か 0 で 観察 し , 更 に 免疫抑制 を 行 っ た マ ウ ス に

こ の細胞 を異種移植 し . 形成 し た腫瘍 の 割断面 を 同様

に 観察 し , 次 の 結論を 得た .

1) 拍 u 宜 柏 の O S T 細胞 は , 培 養経過 申 に 細 胞 質

突起構造の 基本形 で あ る m i c r o v illi を 著 明 に 示 す

と 共に . 代謝 , 分泌機能 に 関係す る と思 わ れ る bl e
･

b s t ア メ ー バ 様運 動の 現 れ と して の 別 o p o d i a 又 は

I a m elli p o d i a , C ell - t O - C ell c o n t a c t の 主 役 を な す

i n t e r c ell ul a r b ri d g e s な ど の 突 起 を 出 し つ つ 形態

変化 を行 っ た .

2 ) i n v i t r o の O S T 細胞 は , 巾25 0 A の m i c r o ･

th r e a d s n e t w o r k を示 し たが , こ れ が悪 性細 胞 に 見

られ る も の か , 或い は O S T 細胞 に 特 有 な 物 質 な の

か ほ不明で あり , 今後 の 検討 を要 す る ･

3) f 柁 り〃r o の O S T 細胞 は . 細 胞 密 度 が 高 く な

る に 従 っ て C O n t a C t i n h i b iti o n の 喪失 に よ る a t

r a n d a m a r r a n g e m e n t
, p ili n g u p ･ C O l o n y f o r

･

m a ti o n を示し , 悪性細胞 と して の 態度 を明 ら か に し

た .

4) O S T 細胞異種移植腫 瘍の 割断面 で は ･ 細 胞 表

面 は著明な
L

m i c r o v i11i
･

b l e b s l 細 胞間は密 な i n t-

e r c e u u l a r b ri d g e s を 認 め , i n v i t r o に お け る C
･

0 l o n y の 細胞表面と顆似して い た ･

5) i n v i t r o . t n v i u o の O S T 細胞表面 に mi c ･

田

r o v illi が 多い 事 は ,
i n t e r c ell u l a r b ri d g e s 形成

能 が旺 盛 で あ る事を 暗示 し て お り , 即 ち細胞 の 堆積 の

可能性 を示す も の と推察 した .

6) 正常 な fi b r o b l a s t を i Tl u i u o で 較 べ た結

果 .
O S T 細胞 で は既 に C O ll a g e n 形 成能 が d e p r

-

e s s さ れ て お り , 長期間 の 培養 に より , 未分化 な方向

に 進ん で い る もの と考 え ら れ た .

7 ) 腫瘍組織 に 凍結割断法 を 用い る こ と に よ っ て
･

O S T 細胞 内の 超微細構造 へ の 立体 的観察 の 可 能性 を

示唆し た .

稿を終 る に臨み . 終始 御懇鴇 な御指導 と御校 閲の 労を

賜 り ま し た恩師高瀬武平教授 に 衷心 よ り 謝 意 を 捧 げ ま

す . ま た終始御指導 い た だ き ま した 当教室真鍋 昌平講師

は じ め . 三 秋宏 , 山内四 朗 , 山口 昌夫 . 宮村秀
一

. 大橋

光伸 . 竹林健
一

郎 7 先輩及 び学兄 , 御協力下 さ い ま し た

安 田俊久 文部技官 . 本学部電子顕微鏡室各位 に深甚 な る

謝意を表 しま す .

本論文の 要旨は . 第45 回中部日本整形外科 災害外科学

会 にて 発表 した二

文 献

1 ) A b e r c r o m bi e
,
軋 & A m b r o s e

,
E .J . : C a n c e r

R e s .
t
2 2

,
5 2 5 ( 1 9 6 2) .

2 ) A y r e s
,
A .

,
A ll e n

,
J . M . & W illi a m s

,
A . E . : J .

M i c r o s c
リ
9 3

,
2 4 7 ( 1 9 7 1 ) .

3 ) B o y d e
,

A . : J . U l t r a s t r u c t . R e s .
,

7
,

1 5 9

(1 9 6 2 ) .

4 ) B o yd e , A .
,
W ei s s

,
R . A . & V e s e ly ,

P ･ : E x p tl ･

C ell R e s .
,
7 1

,
3 1 3 (1 9 7 2 ) .

5 ) C l a r k
,
M . A . & 0

,

C o n n e11
,
E . J ∴ S c a n n i n g

E l e c t r o n M ic r o s c o p y ,
II T R e s . I n s t . , C h i c a g o ,

5 8 1 , ( 1 9 7 3 ) .

6) C o m a n , D . R . & An d e r s ¢n , T . F .
: C a n c e r

R e s . 1 5 , 5 4 1 (1 9 5 5 ) .

7) C o m a n
,

D . R . : C a n c e r R e s . 2 l , 1 4 3 6 (1
･

9 6 1 ) .

8 ) C o o p e r , T . W . & F i s h e r
,
H . W . : J . N a t .

C a n c e r I n st .
,
4 1

,
7 8 9 ( 1 9 6 8 ) .

9) C u rti s ,
A . S . G . : L o n d o n L o g o s a n d A c aT

d e m i c
-

P r e s s . (1 9 6 7) .

1 0 ) E a st y G . C . & M e r c e r E ･ H ･ : C a n c e r R e s ･

2 0
卜
1 6 0 8 (1 9 6 0 ) .

1 1) F a w c ett
,

D . W . : J . H i s t o c h e m . C y t o c h e m

1 3
.
7 5 (1 9 6 5) .

1 2 ) H a y e s , T . L .
,
P e a s e

,
F . W . & M c d o n al d

,

I J . W . : L a b . I n v e st り 1 5 ,
1 3 2 0 ( 1 9 6 6 ) .



O S T 細 胞の i n vi t r o
,
i n v i v o に おけ る 走査電顕的観察

13) H o d g e s , G . M . : E u r , J ･ C a n c e r ･ 6 ･ 2 3 5

(1 9 7 0 ) .

14 ) J o r d a n
,
J . A . & W illi a m s ,

A . E . : J . O b s t e t ･

G y n a e c , B rit . C o m m . 7 8
,
9 4 0 ( 1 9 7 1 ) .

1 5) 金島新 一

: 日 本臨床細胞学会雉誌 ･
1 3

･
9 4 ( 1 9

7 4) .

1 6 〕 K l ei n
,
G .

,
Sj 8 g r e n H . 0 .

,
K l ei n

,
E ･ &

H e11 s t rt5 m K . E . : C a n c e r R e s .
,
2 0

,
1 5 6 1 ( 1 9 6 0) .

1 7 ) K u h is t a T . R , S h o r t e r
,

R . G . & H all e n b e c k
,

G . A . : C a ll C e r R e s
. ,
2 7 2 0 7 2 ( 1 9 6 7 1

.

1 8 ) 0
,

M e a r a R . A . Q . : S o c
,
I n t ･ C h i r ･ 2 3

,
2 4

(1 9 6 4 ) .

1 9 ) P a r a k k al
,
P .

,
P i n t o

,
J . & H a nifi n

,
J . M . : J .

しTlt r a s t r u c t . R e s , , 4 8
,
2 1 6 り97 4 1

.

2 0 う P o r t e r K . R . & F o n t e
,

Ⅴ. G . : S c a 1111i n g

E l e c t r o n M i c r o s c o p y , II T R e s .
I n st .

. c hi c a g o .

6 8 3 r 19 7 3 1 .

1 01

21 ) P o r t e r K . R . ,
P r e s e o tt

,
D . & F r y e

,
J . : J .

C e 11 B i ol . 5 7
,
8 1 5 (1 9 7 3 ) .

2 2 ) P ri c e ,
Z . H . : E x p tl . C e ll R e s . 4 8 . 8 2

(1 9 6 7) .

2 3 ) P u r d o m L . & A m b r o s e
,
E . J . : N a t u r e

1 8 1
,
1 5 8 6 ( 1 9 5 8 ) .

2 4 ) R u hi n R . W . & E v e r h a r t
,

I J . P . : J . C e ll

B i o I .
,
5 7

,
8 3 7 ( 1 9 7 3 ) .

2 5 ) S y l v e n B . & B o i s ･ S v e n s s o n
,
Ⅰ. : C a n c e r

R e s .
,
25

,
4 5 8 ( 1 9 6 5 ) .

2(;) 高瀬 武平 ･ 山崎安 朗 ･ 井村慎 一 ･ 安元 三 郎 ･ 布谷

猛 ･ 森 田聖
-

･ 宮沢 洋 一 ･ 荒川 弥 二 郎 ■ 高 田克 弘 ･ 山

田満天: ･' 柑; 幣災範 7
,

5 7 7 ( 1 9 6 4 ) ･

2 7) 田中敬 一

: 細胞 ( 走査電子顧微鏡 Ⅱ) 7
,

2

( 1 9 7 5) .

2 8 1 V e s el y ,
P .

& B o y d e
,
A ∴ S c a n n in g E l e c t r o n

M ic r ( 】S C 叩 y ,
II T R e s ･ 1 n st ･

,
C hi c a g o ,

6 8 9 ( 1 9 7 3 ) ･

A b s t r a c t

T h e s u rf a c e p r o p e r ti e s a n d i n t e r c e ll u l a r c o n t a c t o f n e o p l a s ti c c e = s h a v e b e e n

s u s p e c t e d t o b e d i ff e r e n t f r o m th o s e o f n o r m a l c e ll s . B e c a u s e n e o pl a s ti c c e ll s n o t

o n l y d i s p l a y th e l o s s o f c o n t a c t i n h i b i ti o n o r m a k e c o l o n i e s i n v i t r o
,

b u t al s o

h a v e i n v a s i v e a n d m et a s t a ti c c h a r a c t e r s i n v i v o .

A p p l yi n g th e s c a n n i n g e l e c t r o n m i c r o s c o p y , th i s e x p e ri m e n t i s i n t e n d e d t o fi n d

o u t t h e s u rf a c e a n d m o r p h o l o gi c a l c h a r a c t e ri s ti c s o f c u l t u r e d h u m a n o s t e o g e n i c

s a r c o m a c e II s ( O S T c e ll s) b o t h i n v i t r o a n d i n v i v o . A s a r e s u l t , O S T c el l s i n

v i t r o s h o w s o i n t e r e s ti n g F e a t u r e s d u ri n g t h i s s u b c u lt u r e a s , m i c r

■

o v illi . b l e b s
,

n l o p o d i a ,
1 a m e ll i p o d i a
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i n t e r c e ll u l a r b r i d g e s a n d m i c r o t h r e a d s n e t w o r k ･ T h e y a l s o

s h o w t h e l o s s o f c o n t a c t i n h i b i ti o n b y h a p h a z a r d a r r a n g e m e n t o r i n d e fi n i t e a n d

P il i n g
-

u P g r O W t h .

A s f o r i n v i v o
,

t u m O r i s c o n d u c t e d b y h e t e r o t r a n s p l a n t a ti o n o f O S T c e ll s i n t o

m i c e u n d e r t h e t r e a t m e n t w i th R a b b i トA n ti - M o u s e
- T h y m u s- S e r u m ( R A M T S ) . B y s n a-

p p i n g o ff t h e s e m a t e ri a l s i n l OO % a c e t o n a f t e r fi x a ti o n a n d d e h y d r a ti o n
,

th e s u r f a c e

o f O S T c el l s c a n b e o b s e r v e d a n d r n a n y m i c r o v il li
,

b l e b s a n 〔1 i n t e r c e ll u l a r b r i d g e s

a r e s e e n . T h e s e fi n d i n g s r e s e m b l e t h o s e o f c o l o n y s u rf a c e i n v it r o . O n t h e o t h e r

h a n d , b y u si n g f r o z e n r e s i n o r a c e t o n c r a c k i n g m e t h o d , i n t r a c e ll u l a r m i c r o o r g a n el l e

c a

`

n b e o b s e r v e d w e1 1 .

It i s c o n c l u d e d th a t m i c r o v il li c o u l d b e t h e o ri g i n a l f o r m o f c e ll I〕 r O t r u S i o n

a n d d e v el o p i n t o m a n y o t h e r d e r i v e r ti e s ･ E s p e c i a ll y a l o t o f t h e m h i g h l y p r o d u c e

i n t e r c el l u l a r b ri d g e s w h i c h b r i n g a b o u t t u m o r c el l a c c u m u l a ti o n ･ P r o b a b l y ,
t h e

c a p a b i lit y o f f o r m i n g c o 11 a g e n i n O S T c e ll s h a s b e e n d e p r e s s e d a n d s u c h O S T c e ll s

m a y g r o w i n t o a n u n d i ff e r e n ti a t e d s t a g e d u r i n g th e i r l o n g
-t e r m l c u l ti v a ti o n ･
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図 3 r u f fl e d m e m b r a n e (†) . 殆 ん どの 細 胞に fil o p o d i a が 見られ る ･ ( 培養6 時間)

10 3

図 4 fil o p o d i a (†) と i n t e r c ell u l a r b ri d g e s ( 含) ( 培養6 時間)
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図 5 放 射状 に 伸展 し て い る fil o p o d i a ( 培養1 2 時 間)

図6 球 形か ら小 丘 状
,

紡錘 形状 に 形を変え つ つ ある O S T 細 胞 ( 培養1 日 目)
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図 7 分 裂直 後 の O S T 細胞 ( 培養2 日 目)

図 8 平坦 化し つ つ あ る O S T 細胞 . †印は i n t e r c ell u l a r b ri d g e s ( 培養3 日 目)
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図 9 細 胞間 に 見 る m i c r o th r e a d s n e t w o r k ( 培養4 日 目)

図10 a t r a n d a m な p a v e m e n t を示す O S T 細 胞 ( 培 養6 日 目)
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図11 図10 の
一 部拡 大像 ( 培 養6 日 目)

図12 図11 の 一 部 強拡大條 .

mi c r o t h r e a d s は 起 点
,

終点を m i c r o v illi に も っ て い る と 考 えら れ る . ( 培養 6 日 目)



図13 c o n t a C t i n h ib i ti o n を 喪失 し pili n g u p し て い る O S T 細胞 ( 培養9 日 目)

図14 0 S T 細 胞の c o l o ri y f o r m ati o n ( 培養9 日 目)
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i n v i v o に おけ る 走 査電罪郎Ⅰ勺観察 1 09

図15 c o l o n y を形成 して い る O S T 細 胞 . mi c r o v illi と i n t e r c ell u l a r b ri d g e s ( †) が 著 明 で あ る .

( 培養 9 日 目)

図16 c o l o n y を形成す る O S T 細胞表面 の ,m i c r o v illi の 間を 走行す る m i c r o t h r e a d s (†)

( 培養 9 日 目)
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図1 7 0 S T 細胞 異種移 植腫 瘍 の レ 線像

( 移植 後 3 週 目)

図19 0 S T 細胞 異種 移 植腫瘍 の 割 断像 ( 移植 後 3 週 目)
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図20 同左 の 強拡大像 .

m i c r o v i11i
,
b l e b s

,
i n t e r c ell u l a r b r id g e s ( 含), 限局せ る m i c r o t h r e a d s n e t w o r k ( †)

図21 同上強拡 大條 .

†印は m i c r o t h r e a d s n e t w o r k



図2 2 同腫瘍 組 織 の 樹脂 包埋 凍結割 断面 . 大き な核
,

不規 則 な核 膜
,

複数 の 核小 体 な どか ら

悪性月重壕 で あ る事を示 し て い る .

図2 3 同上拡 大像 .

数 個 の 核小 体
,

頼粒 状物 質で 満 た さ れて い る核質を 見 る .
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図24 a c e t o n 包 埋 凍結割断面 .
細胞 質内小器管 が 比 較的良く保 た れ て い る ･

図25 腫瘍 周囲 の 線維性 結合組 織の 割断像 .

散在す る fib r o b l a st と C O ll a g e n fi b e r グ) n e t w o r k を見 る .
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図26 fi b r o b l a $t か ら周 囲に C O ll a g e n fi b e r が 伸展し て い る . ( 同上拡 大像)

図27 幼若な fib r o b l a st . c o ll a g e n 成分が bl e b s よ r) 伸 展し つ つ あ る の を 見る ･

図28 †印 の 黒 い ラ イ ン は 走査電顕 観察部 位 ( 蒸着 部) を示 して い る .

( O S T 細胞 異種移 植腫瘍 組 織 : R ･ E 染色)


