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関 す る 実 験 的 研 究

金沢大学医学部整形外科学講座 は 任 こ 野 村 進数授I

浜 岡 寛 士

く昭和63 年 8 月3 1 日受付1

86 9

シ ュ ワ ン細胞 の 単離培養 は技術的に 困難で ． 未 だ完全な も の は見当た らな い ． そ の最大の 原因は

培養系 へ の 線維芽細胞 の 混 入 で ある t 本研 究は 二 重寒天 培地を用 い て線推芽細胞 を分離し ， シ ュ ワ ン 細

胞の 単離培養系を得 る こ と を目的と した ． 方法は ウ イ ス タ ー 系の ラ ッ ト の 坐骨神経 を用 い て組織片培養

を行 っ た ． 培養細胞 を採取 し単離細胞浮遊液 を作成 した ． これ を H u m a n T u m o r Cl o n o g e n i c A s s a y に

準じて 二 重寒天 の 上 層に 播種 し培養 を行 っ た ． そ の 結 乳 軟寒天 内に 形成さ れ た コ ロ ニ ー

を採取 し
，
再

び単層培養系 へ 移行 させ る と 小 型 で紡錘形 を呈 し リ ボ ン状 に 連 な る シ ュ ワ ン 細胞 の形態学的特徴 を有 し

た細胞 が観察 され た ． 電子 顕微鏡に て 観察 す る と コ ロ ニ ー

を形成 した 細胞は ほぼ同
一

の形態を示 し ， 胞

体 札 特 に 核周囲 に ゴ ル ジ装置
，
ミ トコ ン ド リ アが 多く見 られ ， 粗面小 胞体

，
リ ボソ ー ム も散見さ れ る

と言う過 去 に 報告 され て い る培養 シ ュ ワ ン細胞の 電顕的特徴 と合致す る 所見が得 られ た ． 更に 特徴的な

所見と し て 1 う 細胞接合部の デ ス モ ゾ ー ム 様構造
．
21 胞体内 に 豊富 に か つ 集 簾性 に 存在 す る 中間径

フ ィ ラ メ ン トが 挙 げ られ た ． し か し
， 基底膜 は存在 しな か っ た ． S －1 0 0 蛋白を用 い た免疫蛍光抗体法 に

て
，
コ ロ ニ

ー

よ り採取 し再 び単離培養系 へ 移行さ せ た細胞 はす べ て 陽性 を示 した ． 以 上 の所見 よ り コ ロ

ニ ー

を形成 した 細胞 は シ ュ ワ ン細胞 で あ る と結論 した ． 以 上 よ り 本法は線推芽細胞 を全く含 んで い な い

シ ュ ワ ン 細胞の 単離培蓑系を得 る こ とが 可能な方法で あ ると 考 えら れ た ．

K e y W o r d s S c h w a n n c ell ， C u lti v a ti o n
， p u rifi c ati o n ， d o u bl e s oft a g a r

シ ュ ワ ン 細胞 は 末梢神経 の 支持組織 と し て 働 く重

要な細胞で ある ． i n v i v o で の シ ュ ワ ン 細胞の 形態お

よ び 機能 に 関 し て は 数多く の 報告が あ る 佃 I が
，
i n

Vit r o で の 報告 は少な い 7 川 ． その 大 き な 理 由 は 神経

線維の 培養 で は ， そ の 構成細胞 で あ る シ ュ ワ ン 細胞

の み な らず 線椎芽細胞 が混 合 して 増殖 す る た め シ ュ

ワ ン細胞の 単離培養 を行 う こ と が 困難 で あ る 点 に あ

る ． これ ま で に 線維芽細胞の 混 入 を 防止 す る 目的 で

種々 の 試み が な され て 釆 た ． 即 ち ， C y tO Si n e a r a b ト

n o sid e
，
fl u o r o d e o x y u rid i n e 等 の 代謝指抗剤 を作周

させ線鰊芽細胞 を選 択的 に 除去す る試 み
10，

， 線 推芽細

胞の 表面抗体 を用心 て 線維芽細胞 を除去 す る試 み
11I

，

無血清培地 を用 い て 線 維芽細胞 の 発育 を抑制 す る 試

A b b r e v i a ti o n s こ C M R L －1 0 6 6
，
C o n n a u gh t

み
12

等 で あ る ． しか し
，
こ れ ら の 方法 で は 完全 に は線

推芽細胞 を除去 で き な い こ と や
， 使 用 す る 薬剤 が

シ ュ ワ ン細胞自体 に 対 して も細胞毒性が あ る 等 の 問

題点を有 し て い た ．

他方
， 現在 ， 抗癌剤感受性検査法 の 一

つ と し て 脚

光 を 浴 び て い る H u m a n T u m o r C l o n o g e ni c

A s s a y
13 1
で は

，
二 重 寒天培地 を 用 い て腰瘍細胞 の単

離培養 を行 っ てい る ． 即 ち
，
腰瘍細胞 の 中心 で あ る

S t e m C ell s は 軟寒天 内で 分裂
， 増殖 を繰 り返 し コ ロ

ニ ー を形成す る が ， 線維芽細胞は軟寒 天内 に お い て

増殖せ ず
，
コ ロ ニ ー

形 成 に は関与 しな い
1心
こと が 明ら

か に な っ て い る ． そ こ で シ ュ ワ ン 細胞 は 腫瘍細胞 と

異 るが ， 本法 を応用 す る こ と に よ り線推芽細胞 を除

M e d ic al R e s e r c h L a b o r at o r y M ed ia
－ 1 0 6 6 i

D E A E － d e x t r a n
，
di e t h y l a m i n o et h y l － d e x t r a n 三 E D T A ， e h yl e n e d i a m i n e t e t r a a c eti c a cid 三F C S ，

f et al c alf s e r u 町 F I T C ， fl u o r e s c ei n is o t hi o c y a n at e 三 H E ， h e m at o x ylin e a n d e o si n e 三 H I ，
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去し て シ ュ ワ ン細胞 の単離培養が得 られ な い か を実

験的 に 確か め た ．

材料 お よ び方 法

I ． 材料の 採 取

実験材料 と して 生後 3 へ ノ 5 日日 の ウイ ス タ ー 系

ラ ッ トの坐骨神経 を使用 した ． ラ ッ ト を 腹 臥位 に 固

定 し無菌的 に 皮切後 ， 大腿 四頭筋 お よ び 大腿 二 頭 筋

の 間よ り侵入 し ，
坐骨神経 を展開 し た ． そ の 上 で 坐

骨結節部よ り腰骨神経 分岐部 ま で く約 1 ．5 c m I を採取

し ， 1 0 0 単位ノm l の ペ ニ シ リ ン ， 1 0 伸 gノm l の ス ト レ

プ ト マ イ シ ン くp e ni cilli n s t r e p t o m y ci n s ol u ti o n ，

G ib c o
，
G r a n d I sl a n d

，
N ． Y ．1 を 含 む培養液 亡M c －

C o y
，

s 5 A くGib c oI w a s hコ の 中に 静置 した ．

I工 ． 組織 片培養 くe x pl a n t c d t u r eコ

採取 した 坐骨神経片 を M c C o y
，

s 5 A w a s h 液 く＋

1 ％P Sう 内で で き る だ けす みや か に 無菌的 に ハ サ ミ

で 細切 し組織片を作成 した ． こ れ を プ ラ ス チ ッ ク フ

ラ ス コ く井251 0 0 ， C o r n i n g G l a s s W o rk s ， C o rn i n g ，

N ． Y ．1 内 で 15 ％h e a t －i n a c ti v a t e d くH Il f e t a l c al f

S e r u m t F C S l を 含 む R o s e w ell P a r k M e m o ri a l

I n stit u t e M e d i a －1 6 4 0 くR P M I ．1 64 01 培 養液 を用 い て

37 で の もとで 培養 し， 3 日日毎 に 培養液の交換 を行っ

た ． ま た
，
L a b － T e k チ ャ ン バ

ー

ス ライ ド 揮480 1 く三

光純薬 ， 東京フ 内で 同様 に 培養 を行 い 中性緩衝液 ホ

ル マ リ ン で 固定 し， h e m a t o x yli n e a n d e o si n くH El

染色を行 っ た く囲 い ．

HI ． 単離細胞浮遊液 の 作成

組織片培養 を約 2 週 間行 い プ ラ ス チ ッ ク フ ラ ス コ

が コ ン フ ル エ ン トと な っ た こ と を 確認 し て単離細胞

浮遊液 を作成 した ． 即 ち ， p h o s p h a t e b u ff e r s ali n e

くP B Sl で 洗浄後 ，
0 ．0 2 5 ％t r y p si n ＋ 0 ．0 2 ％ e th yl e n e

d i a m i n e t e t r a a c e ti c a ci d くE D T A ト液に て37
0

C
，
3 0 分

間処理 し た ．

N ．
ニ 重 寒天培 地 の 作成

1 ． B a s e l a y e r の作成

M c C o y
，

s 5 A 培養液 500 m l に H I ． F C S 5 0 m l ， H I

馬血 清 くGib c oI 25 m l ， ピ ル ビ ン 酸 ナ トリ ウム く2 ． 2

％1 5 m l
，
L －セ リ ン く21 m gl m り 1 m l ， し グ ル タ ミ ン

く200 m M 1 5 m l と P S 5 m l を 加 え て e n ri c h ed

M c C o y
，

s 5 A 培養液 を作製 し た ． さ ら に こ の 4 0 m l に

t r y p ti c s o y b r o th く3 ％， D if c o ， D e t r o it ， M Il l O m l ，

L － ア ス パ ラ ギ ン く6 ．6 m gl m lJ O ．6 m l
，
di e th yl

－

a mi n o －

h e at ．i n a c ti v a t e d 三 P B S ， p h o s p h a t e b u ff e r

e th yl のE A El －デ キ ス トラ ン く50 m gl m l ， P h a r m －

a ci a
，
U p p s al a ， S w e d e可 0 ．3 m l を 加 え pl a ti n g

m e d i u m を 作 成 し た ． こ れ に 3 ％ b a ct o a g a r

くD if c ol を混 合 し て最終濃度0 ． 5 ％の 軟寒天 と な るよ

う に 調 整 し ，
そ の 1 m l を b a s e l a y e r と し て

35 m m 6 穴 マ ル チ ウ エ ル ディ ッ シ ュ 丼30 4 6 C F al c o n

Pl a s ti c s
， O x n a r d

，
C ． A ．J の 各デ イ シ ュ に 分注し た ．

ll S c i a t i c n e r v e f r o m 3
－

5 d a y s r a t s

阜
2j E x p l a n t c u l t u r e

＋壬

31 S i n g l e c e l l s u s p e n s i o n

■ヲ
41 D o u b l e a g a r c u l t u r e

1
5 1 C o l o n y f o r m i n g

l
61 S i n g l e c e l l s u s p e n s i o n

■二

7 1 S e c o n d a r y c u l t u r e

F i g ． 1 ．
Fl o w di a g r a m o f st e p s i n p u rifi c a ti o n

O f S ch w a n n c ell s ． 1J S c i a ti c n e r v e s w e r e

O b t a i n e d f r o m －3 －5 d a y s old r a t s ． T h e e x pl a －

n t s w e r e p r e p a r e d b y c u tti n g s c i a ti c n e r v e s ． 21

T h e e x pl a n t s w e r e c ult u r ed i n R P M I
－ 164 0

m e d i u m w ith 1 5 ％ f e t a l c a lf s e r u m くF C Sl f o r 7

d a y s ． 31 T h e si n gl e c ell s u s p e n si o n w a s

h a rv e St e d b y t r y p si n e a n d E D T A ． 41 T h e c ell s

W e r e pl a t e d i n 3 5 m m P e t ri di s h e s ． T h e d i sh e s

W e r e i n c u b a t e d a t 3 7
0

C i n 7 －7 ．5 ％ C O 2－h u mi
－

d ifi e d ai r f o r 5 ，6 w e e k s ． 5J T h e c ol o ni e s

w e r e f o rm ed ． 61 T h e c ol o n i e s w e r e o b t ai n e d

f r o m a g a r b y u si n g P a s t e u r pi p e tt e u n d e r

i n v e r t e d m i c r o s c o p e ． T h e c o l o n y f o r mi n g c ells

W e r e h a r v e s t e d a s a sl n gl e c e11 s u s p e n si o n b y

t r y p si n a n d E D T A ． 71 T h e c ell s w e r e c ult u r e d

a s s e c o n d a r y c u lt u r e i n R P M I
－1 6 4 0 wi th 15 ％

F C S ．

s ali n e ニ P S ， p e n icilli n
－ St r e p t O m y Ci n 三 R P M I

－ 16 40 ，

R o s w ell P a r k M e m o ri al I n s tit u t e M e di a － 16 4 0 ．



二 重寒天 培地 を伺 い た シ ュ ワ ン細胞 の 単離培養

2 ． P l a ti n g l a y e r の 作成

培養液 C M R L l O 6 6 くGib c oJ 5 0 0 m l に H I 馬血 清

75 m l ， 塩化カ ル シ ウ ム く100 m M 1 2 0 m l ， イ ン ス リ ン

く1 0 0 U l m り1 0 m l ， ビタ ミ ン C く30 m M J 5 m l ， L － グル タ

ミ ン く200 m M l lO m l ， P S 5 m l を 加 え て eh ri ch e d

C M R L l O 6 6 培養液 を作成 した ． さ ら に こ の 40 m l に

つ き L 一 ア ス パ ラ ギ ン く6 ．6 m gノm り0 ．6 m l ， D E A E ザ キ

ス ト ラ ン く50 m gノm り 0 ．3 m l ， 2 － メ ル カ プ ト エ タ

ノ
ー ル 川 ． 5 X l O－

3

M I O ．4 m l を 加 え て d o u b l e

e n ri ch ed C M R L l O 6 6 培養液を作成 した ． 次 い で こ

の d o u bl e e n ri c h e d C M R L l O 66 培 養 液 5 ．4 m l に

3 ％ b a c t o a g a r O ．6 m l を加 え0 ． 3 ％の 軟寒天 を作成

した ． そ し て 上 述 した 単離細胞浮遊液 が軟寒 天 中 に

5 X l O 咽ノm l の細胞密度 とな る 様に 調整 した ． こ れ を

先に 作成 し てお い た b a s e l a y e r の 上 に 重 層 さ せ て

pl a ti n g l a y e r と した く囲2 l ．

V ． ニ 重 寒天 培地 の 培養

以 上の 如く作製 し た 二 重寒天 培地 を37
0

C 水蒸 気飽

和状態 で7 ．0 へ 7 ■ 5 ％ C O 2 を含 んだ 培養器で培養 し，

以後経時的に 倒立顕微鏡 にて 観察を行 っ た ．

V I ． コ ロ ニ
ー

形 成 細 胞 の 単層 培 養系 へ の 移 行

くS e c o n d a r y c ul t u r el

二 重寒天 培地で培養後5 ノ
ー 6 週 で 軟 寒天 内 に コ ロ

ニ ー の 形成が 認 めら れ た ． そ こ で コ ロ ニ ー

を 倒立顕

微鏡視下 に パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト を 用 い て 採 取 し

T r y p si n
－ E D T A 液に て37

0

C 3 0 分 間処理 した ． こ う し

て得ら れ た 単離細胞 を プ ラ ス チ ッ ク フ ラ ス コ 内 で

R P M I －1 6 4 0 培養液 く1 5 ％ H I － F C S ＋1 0 ％ P SI を用 い

て s e c o n d a r y c ul t u r e と して 培養 し ， 以 後 こ れ を倒立

C妄警 妄 コ
寧a s e＋L a y e r 二く1 ．O m り

871

顕微鏡 に て 経時的に 観察 し た ． ま た
，

一

部 の 細 胞 は

チ ャ ン バ
ー ス ラ イ ド内で同様 に 培養 を行 い 1 0 ％中 性

緩衝液 ホ ル マ リ ン で 固定 し
，
H E 染色 を施 した ．

用 ． コ ロ ニ
ー

形成細胞の 電子 顕微鏡観察

コ ロ ニ ー

を軟寒天 ごと 鋭利 な カ ミ ソ リ に て切離 し

取 り出し た ． こ れ を2 ． 5 ％グル タ ー ル ア ル デ ヒ ド は

コ デ ィ ル 酸旗衝液 に て p H 7 ．4 に 調 掛 に て前固定 し

た後20 ％4 酸化 オ ス ミウ ム くカ コ ア ィ ル 酸緩衝液 に

て p H 7 ．4 に 調整つ に て後固定 を行 っ た ． 次い で エ タ

ノ
ー

ル 上 昇系列 にて 脱水後 ， 酸化 プ ロ ピ レ ン に て 置

換 し エ ボ ン 樹脂 に て包埋 した ． 包 埋 さ れ た 試料 は ダ

イ ヤモ ン ドナ イ フ を用 い L K B ． U lt r a t o m e で 超 薄切

片 を作成 し ， 酢 酸ウ ラ ニ ー ル
，
ク エ ン 酸 鉛の 二 重染

色 を行 っ た後 ， 日立 電子顕微鏡 を用 い て観察 した ．

用 一
S e e o m d a 町 e 山t u r e の S ． 1 0 0 茸白 を用 い た免

疫組織学的観察

チ ャ ン バ
ー ス ライ ド上 の s e c o n d a r y c ult u r e の 細

胞 を P B S で 3 回洗浄 した 後， 1 ％パ ラ ホ ル ム ア ル デ

ヒ ド で室温 ，
2 0 分間固定 した ． P B S で洗浄後ア セ ト

ン で 4
0

C
，
7 分間固定 した ． 次い で 間接蛍光抗体法

を行 っ た ． 非特異的反応 を抑制す る た め に 1 0 ％ に 稀

釈 した 正 常 ヤ ギ血清 くD a k o ．i m m u n o gl o b u li n s a l s ，

D e n m a r k l を20
0

C
，
2 時 間作用さ せ た ， P B S で 3 回

洗浄後 ，

－ 一 次 抗体 と し て 抗 S t l OO 蛋 白 ウサ ギ 工g G

くD a k o C o r p o r a ti o n ， S a n t a B a rb a r a
，
C A l を加 え37

O

C ， l 時間作用 さ せ た ． P B S で 3 回洗浄後 FIT C 標

識 抗 ウ サ ギ Ig G ヤ ギ I g G くC a p p el L a b o r a t o ri e s

I n c ．
， C o c h r a n v ill e

，
P A l を加 え37

O

C
，
1 時間作用 さ

せ た ． P B S で 3 回 洗浄し た後 ，
9 0 ％グリセ リ ン で封

P t a ti n g L a y e r こく1 ．O m り

5 X l O
5

c e 11 s i n

d o u bl e e n ri c h e d C M R L

w it h O ．
3 ％ a g a r

－ ■ ■
■

－

■
■ ■

書

J

J
■ ■ ■

．

D o u bl e s o ft a g a r

E n ri c h e d M c C o y
，

s w a s h

W it h O ．5 ％ a g a r

Fi g ■ 2 ． C o m p o n e n t s o f d o u b l e s of t a g a r f o r c ol o n y f o r mi n g o f th e
S c h w a n n c ell s ．
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入 し ， 蛍光顕微鏡 くOl y m p u s ， A H 2 ， オ リ ン パ ス 社 ． 1 ． 倒 立顕 微鏡に よ る観察

東京1 で観 察を行 っ た ．

成 績

工 ． E x pl乱れt C 山t n r e の 観察

培養後 2 へ ノ 3 日 目 に 組織片 は プ ラ ス チ ッ ク フ ラ ス

コ の 壁面 に 定着し ． そ の 組織片よ り 2 種 類 の 細胞 が

出現 して き た ．

一

つ は小 型 の 紡錘形 の 細胞 で ． 比 鮫

的小 さ い 楕円 形 の 胞体 と胞体 に 比 し て 小 さ な核 と双

Fi g ． 3 ． P h a s e c o n tr a s t m i c r o g
r a p h o f e x pl a n t c ult u r e f o r 7 d a y s － S m all

bi p ol a r sh a p e d S c h w a n n c ell s くV l a n d l a r g e fl a tt e n e d fib r o bl a st s くV I

w e r e s h o w n ．

F i g ． 4 ． P h a s e c o n t r a st m i c r o g r a p h o f e x p
l a n t c u lt u r e f o r 1 4 d a y s ，

sh o w in g a n e x cl u si v e g r o w th o f fib r o b l a st s ．



二 重 寒天 培地 を用 い た シ ュ ワ ン 細胞 の 単離培養

極性の 細胞突起 を有 し て い た ， それ ら の 細 胞 は そ の

長軸方向に 連な る傾向を 示 し ，
シ ュ ワ ン 細 胞 で あ る

と考え られ た ． も う
一

つ の 細胞 は比 較的大型 で 多形

性を示 し ， 胞体に 比 し て比 較的大 き な 核 を 有 し て お

り ， 線推芽 細胞 で あ る と考 えら れ た く図 3 う ． 培養後

1 週 間まで は両方の 細胞 が ほぼ 同 じ 割合 で 見 ら れ た

8 7 3

が
， 以 後培養 を続行す る と線維芽細胞 が シ ュ ワ ン 細

胞よ り優位 な発 育 を 示 し
，

つ い に は線 推芽細胞 が

シ ー

ト を形 成 し ， 倒 立顕微鏡視に て は シ ュ ワ ン 細 胞

は ほ と ん ど同定が不 能に な っ た く図4 う．

2 ． 光学顕 微 鏡に よ る観察

H E 染色で は倒立 顕微鏡に よ る 観察 と同様 に 楕円

Fi g － 5 ． L i gh t mi c r o g r a p h o f e x pl a n t c u lt u r e f o r 7 d a y s ． S c h w a n n c ell s
a n d fib r o bl a s ts w e r e sh o w n ． H e m a t o x yli n－e O Si n s t ai n ， X 1 50 ．

F i g ． 6 ． L i gh t mi c r o g r a p h o f e x pl a n t c u lt u r e f o r 14 d a y s ． S c h w a n n c ell s

C O u ld b e id e n tifi e d o n th e n e t w o r k o f fib r o b l a st s ． H e m a t o x yli n－e O S in
St ai n

，
X 4 0 0 ．
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形の 胞体 と胞体 に 比 し て小 さ な核 と長 い 双 極性 の 細

胞突起 を有す る シ ュ ワ ン細胞 と 考 え られ る 細胞 と ，

大型 で 多形性 で 比 較的大き な 核 を有 す る 線椎芽細胞

と考 え られ る 細胞が認 め られ た く図 5 ト シ ュ ワ ン 細

胞 は そ の 長軸方向に 連 な り紐状配列 を形成 し ， 線 推

芽細胞 は網工 を形成 した ． 培養 を続行 す る と 倒立顕

微鏡視 で は シ ュ ワ ン 細胞の 同定が困難 で あ っ た が ，

光学顕微鏡視 で は上 述 した 特徴 を有 す る シ ュ ワ ン 細

胞 を シ
ー

ト状 に 配列 す る線推芽細胞 か ら 区別す る こ

と が可能 で あ っ た く図6 ト

tI ．
ニ 重寒天 培地 の 観察

二 重寒天培地 の 上 層内 に播種さ れ た 直後 の 細胞 は

球状 の 形態 を呈 し ． 単離細胞が分散 さ れ た 状態 で存

在し た ． 培養後 3 日目頃 よ り そ れ ら の 細 胞 の 中 で 分

裂 を開始す る細胞が見ら れ始 め た ． そ の 後 次第 に 分

裂 を続け培養後 2
旬 3 週 で顕微鏡視 に て 細胞集団 を

容易 に 同定で き る程度 まで増殖 した く図 7 ト 培養後

5 句 6 遇で50個 以 上 の 細胞集団 で あ る コ ロ ニ
ー

を 形

成 す る まで に 至 る も の か ら途 中で増殖 を停 止 し50 個

以 下の細胞集団 で ある細胞集塊 くク ラ ス タ
ー う の 状

態 とな る も の ま で種々 の 形態を 示 した － コ ロ ニ
ー を

倒立 頗微鏡に て 観察す る と軟寒天 層中 に 存在 す る
コ

ロ ニ
ー

は塊状 くgl o b e － Sh a p e dl を呈 して い た － また
，

軟寒天 の 表面付近の コ ロ ニ
ー

は 小 さ な 塊状 の 細胞集

団 を中心 と し て単層の 細胞 が同心 円 状の 拡 が り を示

す キ ノ コ 型 くm u s h r o o r n
－

S h a p e d l を呈 す る も の も見

ら れた ．
コ ロ ニ

ー

を形成 して い る 個 々 の 細胞 は ほ ぼ

均
一

の 大き さ で 円 形 も しく は 楕円 形 の 細胞 よ り な っ

て い た く図 8 1 ．

m ． s e c o n d a ry c ul t u r e の 観察

1 ． 倒 立顕 微鏡に よ る 観察

S e c o n d a r y c ult u r e 後 1 日 を 経 過 し た 頃 よ り

pl a s ti c fl a sk の 壁面 に 付着 し始め る細胞 が見 ら れ ，

それ らの 細胞 は次第 に 増加 した ． こ れ ら の 細胞 は ほ

ぼ均 一 の 大 き さ で あ っ た ． 胞体 は球形又 は 小楕円形

で短 い 双 極性 の 細胞突起 を持 つ も の も あ っ た 一 胞体

の 中央部 に 比 較的小 型 の 核を 有し て い た ． 線推芽細

胞の よう な多形性 を呈 し胞体 に比 し て 核 の し める 割

合が大 き い 大型 の 細胞 は見 られ な か っ た く図 9 1 一 培

養 を続行 す る と そ れ ら の 細胞 は次第 に 細胞突起 が伸

長 し胞体は長楕円形 も しく は紡錘形 と な り ， 胞体の

中央部 に 円形な い しは長橋円形の 比 較的小 さ な 核を

有す る形態 を呈 して き た ． 又 こ れ ら の 細胞 は培養後

5 日目頃 よ り長軸方向 に 連な り ， い わ ゆ る 紐状配列

を形成 した く図10う． こ の 形態学的特徴 は シ ュ ワ ン細

胞に 特有の も の と考 え ら れ た ． し か し こ の 細胞群は

線推芽細胞の よう な 旺 盛な増殖能 を示 さ ず ， 安定し

た 状態 で 約 2 か 月間存在 した が ． そ の 間 に 明 らか な

分 裂像 は認 め なか っ た ．

2 ． 光学頭徴鏡 に よ る観察

H E 染色で は長橋 円形 も しく は紡錘形 の 比較的小

型の 細胞が そ の 長軸方向 に連 な り 紐状配列 を呈 し て

い た ． 個 々 の 細胞 を見 る と ，
紡錘 形 で 均 一 に 染色さ

れ る緻密 な胞体 と双 極性 の 長 い 細胞突起 を有 し て い

Fi g ． 7 ． P h a s e c o n t r a s t m i c r o g r a p h o f d o u b l e s o
ft a g a r f o r 1 6 d a y s ■

S c h w a n n c ell s w e r e g r o w i n g i n th e a g a r －

．

こ．
．．．．．．
．．
T

．．
こ

．．．．．．．．．1ニ
ー

，t一
瞥

雷
一，
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．．．．．．
．．
T

．．
こ

．．．．．．．．．1ニ
ー

，t一
瞥

雷
一，

二 重 寒天 培地 を用 い た シ ュ ワ ン細胞 の 単離培養

た． 胞体内 に は胞 体に 比 し て 小 さ く
，
均 一

に 染色さ

れる 長橋 円形 の 核 を有し ， 核内 に は 1 へ 3 個 の 核小

体を有し てし 1 た ． 又
，
明 らか な 核分裂像 は見 ら れ な

か っ た く図1 い ．

王V ． 電 子顕 微 鏡 に よ る 観察

コ ロ ニ
ー を形成 し た細胞群は ほ ぼ 均 一

の 形 態 を 呈

し ， 細胞同志 が密着 し て 存在し て い た ． 基 底 膜 は 見

ら れ ず ， 細 胞膜 は 平 坦 で 偽 足 様突起 は認 め ら れ な

875

か っ た く図121 ． 細胞 の 接合部で 向い 会 っ た細胞膜 に

物質が沈着 し ぃ 膜が 厚 く見 える デ ス モ ゾ ー ム 様構 造

を呈 す る 部位 も認 め られ た く図1 3I ． ミ ト コ ン ド リ ア

は胞体全域 で 比 較的多数見ら れ ， 特 に 核周 辺 部 に 多

く見ら れ た ． 粗面 小 胞体 ．
ゴ ル ジ装 置 も核周辺部 を

中心 と し て 見 られ た が ， そ の 発 育 は さ ほ ど良好 で は

なか っ た ． ラ イ ソ ゾ ー ム は散見さ れ る程度 で あ っ た ．

胞体 内 に は 中 間径 フ ィ ラ メ ン ト くin t e r m e d i a t e

F i g ■ 8 ■ P h a s e c o n t r a s t mi c r o g r a p h o f d o u b l e s o ft a g a r f o r 5 w e e k s ，
S h o w l n g S c h w a n n c ell s f o r m i n g a c ol o n y ．

F i g ． 9 ■ P h a s e c o n t r a s t m i c r o g r a p h o f th e s e c o n d a r y c ult u r e f o r l d a y ．

S m a ll r o u n d o r bi p o l a r sh a p e d c ell s w e r e sh o w n ．
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fil a m e n tl が 豊富 に か つ 集簾性 に 存在 し て い た く

14う ． 核 は 円形 も しく は卵 円形 の 形態を呈 し ，
核膜 は

滑ら か で辺 縁の 不整は見ら れ な か っ た ． 1 個 ま た は

2 個の 核小 体が 存在 し ， 濃染さ れ る 異染色質 は核膜

周囲 に 存在 し ， 淡明 な真正 染色質 は中央部 に 存在 し

て い た ．

以 上 よ り今回 コ ロ ニ ー を形成 した 細胞 の 特徴的所

見と して 1 う 細胞接合部 の デ ス モ ゾ
ー

ム 様 構 造
，

2 う 胞 体内 に 豊富 に か つ 集簾 性 に 存在 す る 中間径

フ ィ ラ メ ン トが 挙げ ら れ た ．

V ． S ．1 00 蛋 白 を用 い た蛍 光抗 体 法 に よ る観葉

S e c o n d a r y c ult u r e の す べ ての 細胞が S
－1 0 0 蛋白

を用 い た 蛍 光抗体法 に て 強い 蛍光 を発 した ． 蛍 光は

胞体 の 全 域お よ び細胞突起に 均等 に 認 め ら れ た が ，

F i g ．1 0 ． P h a s e c o n tr a s t
m i c r o g r a p h o f s e c o n d a

r y c u lt u r e f o r 5

d a y s ． S m all ， b i p o l a r sh a p ed c ell s w e r e a r r a n g e d
i n a ri b b o n －1i －

k e s y n c y ti u m － F i b r o bl a s t s w e r e n o t o b s e r v e d －

F i g ．1 1 ． L i gh t m i c r o g r a p h o f s e c o n d a r y c u lt u r e f o
r 5 d a y s ．

B i p ol a r s h a p e d c e ll s
w e r e sh o w n ． H i m a t o x yli n

－

e O Si n st ai n ， X

3 0 0 ．



二 重寒天 培地 を用 い た シ ュ ワ ン細胞 の 単離培養

核は蛍光 を発 しな か っ た く図151 ．

考 察

シ ュ ワ ン細胞 の 性質 ， 機能に 関 す る 研究 は 古く か

ら行われ 数多く の 知見が得ら れ て い る ． し か し
， そ

87 7

れ らは i n v i v o で な さ れ た も の が 大部分 で あ る1 州

シ ュ ワ ン細胞独自の 機能
，
シ ュ ワ ン細 胞 と 軸索 と の

相互 関係 を知る た め に は他 の 細胞成分即 ち ， 線 推芽

細胞 や マ ク ロ フ ァ ー

ジ な どの 影 響 を排 し た i n vi tr 。

の 状態 で の 観察が必要 と な っ て く る ． i n v it r o で の

Fi g ．1 2 ． E l e c t r o n m i c r o g r a ph o f th e c o l o n y f o r mi n g c ell s ． x 4 ，5 00 ． B a r
r e p r e s e n ts I JL m ．

Fi g －13 ． El e c tr o n mi c r o g r a p h o f c ol o n y f o r m l n g
C ell s ． D e s m o s o m e －1i k e st r u c t u r e くa r r o w sJ w e r e
S h o w n a t i n t e r c ell ul a r j u n c ti o n ． x 1 8

，
0 0 0 ． B a ，

r e P r e S e n t S I JL m ．

Fi宮－1 4 ． E l e c t r o n mi c r o g r a ph o f c ol o n y f o r m l n g
C ell s ． R i c h a n d p a c k e d i n t e r m e d i a t e fil a m e n t s

くa r r o w sI w e r e sh o w n i n th e c y t o pl a s m ．
x

1 8
，
0 0 0

． B a r r e p r e s e n t s I JL m ．
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シ ュ ワ ン 細胞 に 関す る研究 は1 9 0 7 年 の H a r ri s o n
L 5一

を

始め と し ，
以 後散見 さ れ る が

7 ト 9，
，
i n v i v o で の 研究 に

比 して 立 ち遅れ てい る と 言わ ざ る を え な い ． そ の 最

大 の 理 由と し て は ， 神経線維の 培養 で は 2 種 の 細胞

が 増殖す る こ と で あ る ． 即 ち ．
培養 系 へ の 線維芽細

胞の 混 入 が避 け ら れ な い た め シ ュ ワ ン 細胞 の 単 離培

養 お よび 培養系 を安定 した 状態 で 維持 す る こ と が 困

難 で あ る こ と が 挙げ られ る ． そ の た め に 今 日 ま で に

シ ュ ワ ン細胞の 単離培養系 を得 る た め に 数 多く の 試

み が な さ れ て き て い る ． W o o d
川
は線推芽細胞 の 細胞

回転 が シ ュ ワ ン 細 胞 に 比 し て 速 い こ と に 着 目 し て

c yt o s i n e a r a b i n o sid e ，
fl u o r o d e o x y u ri d i n e な ど の 代

謝桔抗剤 を線推芽細胞 に選択的に 作 用 さ せ る こ と に

よ り線維芽細胞を除去す る こ と を試 み た ． B r o c k e s

ら
11

旭 線推芽細胞の 表面抗原 くT h yl －1う に 注目 し ，
そ

の 表面抗体 と その 抗血 清 を利用 し て 線推芽細胞 を除

去す る 免疫学的方法を行 っ た ． S k a p e r ら
12
憶 無血 清

培地 で は線維芽細胞の 発育 が抑制 さ れ る こ と を利 用

して 無血 清培地 を用 い た培 養 を行 っ た ． K r e id e r ら

鳩
は p o lyl y si n e に 対す る シ ュ ワ ン細胞 と線維芽細胞

の 接着能の 差 を利用 し て シ ュ ワ ン 細 胞 の 単離 を試 み

た ． し か し
，
こ れ ら の 方法 は使用 す る 薬剤 が シ ュ ワ

ン細胞自体 に 対 して 細胞毒性 を有 し て い る こ と や ，

使用 す る薬剤が高価 で ， 繰 り返 し大量 に 使用 し に く

い 等の 問題点が ある ． さ ら に 根 本的 な問題点 は こ れ

らの 方法で は シ ュ ワ ン細 胞の 純培養系が得 ら れ ず ，

得 られ た 培養系の 中 に は わ ず か で は あ る が 線推芽細

胞が 混 入 し て い る こ と で ある ． 本実験 の 図 4 に 示 し

た ご と く線維芽細胞 は シ ュ ワ ン 細胞 よ り細胞回 転 が

速 い た め に 培 養を続行 し て い く に つ れ 線維芽細胞 の

占め る割合 が 次第に 大 き く な り相対的 に シ ュ ワ ン 細

胞の 占め る 割合が 小 さ く な っ て い く ． こ れ を防 ぐ た

め に は当初よ り線維芽細胞を全 く含 ん で い な い 培養

系 を作成す る こ と が 望ま しし 1

組織培養 に お ける 寒天 の 使 用 は 古く は 1 9 10 年 代ま

で さ か の ぼ る こ とが で き る
1 刀

． し か し ，
二 重 寒天 培地

に お い て コ ロ ニ
ー

を形 成さ せ る 試み は S a n d e r s ら
1 日，

が最初 で あ る ． その 後 Pl u z ni k ら
19I
B r a dl e y ら

20，
によ

り 正 常血球細胞 や骨 髄細胞の コ ロ ニ
ー

形 成細胞 の 培

養法が確立 さ れ た ． さ ら に その 後 H a m b u r g e r ら
1 3

憶

ヒ ト骨髄腫 中の コ ロ ニ
ー

形成細胞 の 培養法 を確立し ，

h u m a n t u m o r c ol o n y f o r m i n g a s s a y と して 発 表し

た ． この 様 に 二 重 寒天 培地は 主 に 悪 性 腰 瘍 細胞 に 対

し て 用 い られ て き た が ，
血 球細胞 以外 の 正 常細胞 へ

の 応 用 は これ ま で に H o r w it z ら
211
が 軟骨細胞の 培養

に 用 い た報告 が あ る の み で あ る ． 従 来 ， 軟寒天 内 で

コ ロ ニ
ー

を形 成す る の は悪 性腫 瘍 細胞 ．
形 質転換細

胞
，
浮遊状態 で 増殖可能 な細胞だ け で あ る と 考え ら

れ て きた
22，

． 軟寒天 内 で コ ロ ニ ー を形成 す る こと の 説

明 と して s t e m c ell の 概 念 が あ る
231

． 細 胞再 生 系

くc ell r e n e w al s y st e m l は s t e m c e11 ， tr a n Sit c ell ，

p o s t
－

m it o ti c c ell の 3 つ の コ ン パ
ー

ト メ ン ト に 大 別

さ れ る ． S t e m c ell は 生 体の
一

生 を通 じ て 自己 再生

くs elf － r e n e W all を行い う る 細胞 と し て ，
tr a n S it c ell

F i g ．1 5 ． I m m u n o fl u o r e s c e n t s t a
i n i n g o f th e s e c o n d a r y c ul t u r e

c ell s w ith a n tib o d y t o S
－1 0 0 p r o t ei n ． A 11 c ell s w e r e p o siti v e －
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は細胞再生 系に お い て細胞数 を維持 す る た め に 増殖

と 分化 を 行 う細 胞 と し て ， p O S ト m i t o ti c c ell は

tr a n sit c ell か ら 分化 し ， 組織 で の 機能 を果 た し ，
い

ず れは死 滅す る 細胞と して 定義 さ れ て い る ． そ し て

軟寒天 内で コ ロ ニ
ー

を形成 す る の は s t e m c ell で あ

ると 考えら れ て い る ． 従来 ．
s t e m c ell は造血 組織の

細胞や悪 性腰 瘍細胞 で 認 め られ て き た概念 で あ っ た

が ， 最近で は 正常組織 も st e m c ell を有す る こ と が 確

認され て い る
2 41

．

二 重 寒天 に お い て は ． 上 層に 播 種 さ れ た細胞 の う

ち
．
c l o n o g e n i c c ell は軟寒天 内で 増殖 し ，

コ ロ ニ
ー

を形 成する が ， 線推芽細胞 は軟寒 天 内で 増殖 せ ず コ

ロ ニ
ー

形 成 に は 関与 しな い こ とが 明 ら か と な っ て い

る
14I

． 従 っ て 二 重 寒天 培地 を用 い れ ば線椎茸細胞 を分

離し た シ ュ ワ ン細胞 の 集団 くp u r e p o p u l a ti o n l を得

る 可能性 が あ る ． さ ら に ， こ の 中 か ら 単 一

の コ ロ

ニ ー を選ん で 採取 し再 び単層培養系に 移行さ せ れ ば ．

線推芽細胞 を全く含 まな い 純粋 な シ ュ ワ ン 細 胞 の 培

養系を得る こ とが で き る か も し れ な い と 考 え て 実験

を行っ た ．

培養 シ ュ ワ ン細 胞の 光顕 的特徴 に つ い て M u r r a y

ら
25，
は双極性の 長く 緻密な胞体 と 円形 の 核 を有 し

，
そ

れら の 細胞が そ の 長軸方向 に連続 し て 合胞体 を形成

す る こ と を 挙 げ て い る － そ の 後 も 諸家 に よ り 培養

シ ュ ワ ン細胞 の 形 態 に つ い て述 べ ら れ て き た が
， 概

ね M u r r a y ら の 報 告と 同様 で あ る ． 二 重寒天 培地 に

お い て 形成 され た コ ロ ニ ー を再 び 単層培養系 に 移行

させ て 増殖 し は じ めた 細胞 は ほ ぼ 同 一

の 形 態 を呈 し

て お り 同111．，－
一

種類 の 細胞で あ る と考 え ら れ た ． こ れ ら

の細胞 は小 型 の 楕円 形 の 胞体と 円形 も し く は 楕円 形

の 核を有 し ， 双 極性 の 長 い 細胞突起 を形 成 し ． そ れ

らが紐状 に連 な り合胞体 を形 成し て い た ． こ の 所 見

は先に 述 べ た培養 シ ュ ワ ン 細胞 の 形 態学的特徴 を備

え て お り
，

コ ロ ニ ー

よ り得ら れ た 細胞 が シ ュ ワ ン 細

胞で ある こ とが 強く 示 唆さ れ た ． 更 に 重 要な こ と は

この 培養系に 線推芽細胞と考 え ら れ る細胞 の 混 入 は

全く見 ら れな か っ た こ と で あ る ．

培 養 シ ュ ワ ン 細 胞 の 電 子 顕 微 鏡 所見 と し て

D ub oi s － D al c q ら
26，
は ゴ ル ジ装置 ， 粗面小 胞体 ，

リ ポ

ソ ー ム の 良好な発 育 と胞体内の 中間径 フ ィ ラ メ ン ト

の 存在を挙げ
，
O d e n w al d ら

2 7

憶 そ れ に 加 えて ミ ト コ

ン ドリ ア が 豊富 に 存在 する こ と を 挙 げ て い る ． 二 重

寒天培地に お い て 形 成さ れ た コ ロ ニ ー

の 電 子 顕 微 鏡

に よる 観察 で は
，

ゴ ル ジ装置， ミ ト コ ン ド リ ア が 豊

富に 存在しノ
， 特に 核 周 囲に 多く 見 ら れ た ． ま た

， 粗面

小胞体， リ ボ ソ ー ム も 散見され た ． こ れ ら の 所見 は

D u b oi s－D al c q ， O d e n w al d ら が 記 載 し た 培養 シ ュ ワ

ン 細胞の 電子 顕微鏡所見 と 一

致 す る も の で あ っ た ．

更 に 特徴的な所見 と し て ， 細胞接合部 に お け る デ ス

モ ゾ ー ム 様構造 の 存在 と胞体内に 豊富 に か つ 集族性

に 中間径 フ ィ ラ メ ン トが 観察さ れ た こ と が 挙げ ら れ

る ． こ れ ら は 中枢神経 で の星 状膠細胞や 末輪神経系

で の シ ュ ワ ン細胞の 様 に 神経系の 支持細胞 と し て 働

く細胞 に 共通 して 見ら れ る所見で あ る 祖，． 特 に デ ス モ

ゾ ー ム 様構造 は i n v i v o で の シ ュ ワ ン 細胞 の 観察 で

見 られ た所見
29，
で あり

，
こ れ まで の i n v it r o で の 観察

で は見 られ な か っ た ． こ れ ま で の シ ュ ワ ン 細胞 の培

養 は単層培養で 行 われ て い た た め に 細胞同志 の 接触

が 少 な い た め 見ら れな か っ た が
，
コ ロ ニ

ー

で は 細胞

同志が密着 して 存在す る た め デ ス モ ゾ ー ム 様 構 造が

見ら れ た も の と考 えた ． 以上 の 結果 よ り コ ロ ニ ー

を

形成 し た細胞 は シ ュ ワ ン細胞 で あ る と考 え られ た ．

も ち ろ ん上 記の 結論 の 裏付 けと し て コ ロ ニ ー を形

成 す る可能性の あ る他の 細胞即 ち ，
マ ク ロ フ ァ ー ジ

，

リ ン パ 球な どの 造血器 系の 幼君細胞 で あ る こ と も ー

応考慮 しな けれ ば な らな い ． 又
， 線維 芽細胞が 混 入

して い な い こ と を確認 しな け れ ば な ら な い ．

一 般 に

電子 顕 微鏡観察 に お け る 特徴的所見 と し て マ ク ロ

フ ァ ー ジで は細胞質内の ライ ソ ゾ ー ム の 豊富な 発育 ，

陥凹 の あ る核 ， 細胞表面 の 偽足 様突起 な ど が 挙 げ ら

れ
鋤

， 線維芽細胞 で は細胞質内の 粗面 小胞体や ゴ ル ジ

装置 の 良好な発育が挙げられ る31，． 今 回 コ ロ ニ ー

を形

成 し た細胞に は こ れ らの 所見は認 め ら れ な か っ た ．

従 っ て コ ロ ニ ー

を形 成 した細胞が造 血米系の 幼君細

胞由来 で あ る こ と や線椎芽細胞が 混 入 し て い る 可 能

性は 否 定さ れ た ．

し か し
，
コ ロ ニ

ー

を形 成 し た細胞 に お い て は シ ュ

ワ ン細胞の 特徴的所見の叩
一

つ で あ る 基 底膜 が欠如 し

て い た － その 理 由と して は以 下の こ とが 考 えら れ る ．

即 ち ， 基 底膜 に は い く つ か の 機能 が 存在す る が ， そ

のml 一 つ と して 自己 と他の 結合織性 の m e d i u m と を区

別す る膜 と し て の 機能が ある
32I

． コ ロ ニ
ー

の 様な 単 一

細胞の 集団 に お い て は臭 っ た 細胞成 分 が な い た め自

他を識別 す る必 要が 生 じず
，
この た め 基 底膜 の 形成

が さ れ な か っ た もの と 考え た い ．

S－1 0 0 蛋 白 は1 9 6 5 年 M o o r e
3 3，
に よ り牛脳よ り 抽出

さ れ た可溶性酸性蛋白で あ る ． こ の 蛋 白は 神経組織

に 広 く 分 布 し ， 末棺神経系で はシ ュ ワ ン 細胞 に ， 中

枢神経系 で は 異状膠 細胞
，
乏 突起細胞 に 存在 す る ．

当軌 S －1 0 0 蛋 白は神経特異 蛋 白 と 考 え ら れ て い た

が
，
皮膚の L a n g e r h a n s 細胞

別，

， 軟骨細胞
碑

， リ ン パ

節の in t e r d i git a ti n g 細胞 に も存在す る
．

こ とが 証明さ
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れ
，
そ の 神経特異性 に つ い て は 否定 さ れ て い る ． し

か し
， 本研究 に お い て培 養を行 っ た の は 末梢神経組

織 で あ り ， 他 の 組織が 混 入 して い る 可能性 は な い ．

S －1 0 0 蛋白は末楯神経組織 に お い て は シ ュ ワ ン 細 胞

に 特異性を有 して い る こ と を考 えれ ば ，
本研 究 に お

い て S － 1 0 0 蛋白 に 対 して陽性 を示 した 細胞は シ ュ ワ

ン 細胞で あ ると考 え られ る ． 従 っ て コ ロ ニ ー よ り 採

取 し た s e c o n d a r y c ult u r e の 細胞 はシ ュ ワ ン 細 胞 で

ある と考 え られ た ．

結 論

新生児 ラ ッ トの 坐骨神経 を材料 と し て シ ュ ワ ン 細

胞の 単離培養系 を得る目的で ，
二 重寒 天 培地 を用 い

て線 推芽細胞 を除去す る こ と を試 み 以 下 の 成績 を得

た ．

1 ． 新生児 ラ ッ トの組織片培養 よ り 得 た シ ュ ワ ン

細胞お よ び線維芽細胞 よ り な る単離細胞浮遊液 を 二

重寒天培地 の上 層 に 播種 した ． 培 養後 5 仙 6 週 で 軟

寒天内 に コ ロ ニ ー の 形成が 認め られ た ．

2 ．
コ ロ ニ ー を形成 した 細胞 を再 び単層培養系 に

移行 させ ると ， 紡錘形の 胞体お よ び 長 い 双 極性 の 細

胞突起 を有 し紐状 に 連 な る シ ュ ワ ン 細胞 の 形態学的

特徴 を有 した細胞 が観察 さ れ ， 線 維芽細胞 の 如 き 多

形性 を示 す 細胞は見 られ な く な っ た ．

3 ． 得 られ た コ ロ ニ
ー

を電子 顕微鏡 に て観察 す る

と コ ロ ニ
ー

を形成 して い る細胞 は ほ ぼ 同 一 の 形態 を

呈 した ． 胸体内 に ゴ ル ジ装置 ，
ミ ト コ ン ド リ ア が 豊

富 に存在 し， 租面小胞体 ，
リ ボ ソ ー ム も散 見 さ れ 過

去 に 報告さ れ た培養 シ ュ ワ ン細 胞 の 電 子 顕微鏡所見

と 一 致す る も ので あ っ た ． 更 に 特徴的 な所見 と し て

細胞接合部 の デ ス モ ゾ
ー ム 様構造 と胞体内の 豊富 で

か つ 集無性 に 存在す る 中間径 フ ィ ラ メ ン トの 存 在が

挙げられ た ． しか し ， 基底膜 は見 られ な か っ た ．

4 ． S －1 00 蛋白 を用 い た 免疫蛍光抗体法 に よ り

s e c o n d a r y c u lt u r e の細胞 は す べ て 陽性 を示 した ．

5 ． 以上 よ り コ ロ ニ ー

を形成 し た 細胞 は シ ュ ワ ン

細胞 であ ると 結論 し た ．

6 ． 二 重寒天培地 を経 て シ ュ ワ ン 細胞 の 単離培養

系を得る試み は従来の方法 に 比 して 線推芽細胞 を全

く含ま な い p u r e p o p u l a ti o n を得る こ とが 可能 な方

法である と考 え られ た ．
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