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ヒ ト骨肉腫由来培養細胞 ( O S T 細胞) の

ク ロ ー ン 系 に お け る 細胞動態学的研究

金沢 大学医学部整形外科学講座 ( 主任 : 高瀬武平教授)

山 口

195 2年 G e y
5 )

が 初 め て ヒ ト の 子 宮 頸 部癌 よ り

H e L a 細胞 の 分離 に成功 して 以 来 . ヒ ト組織 由 来 の 細

胞株が多数確立さ れ , 更 に19 5 5 年 P u c k ら
18)

に よ る

単離細胞培養法 の 開発 は単 一 細胞由来 の細 胞集団 即 ち

ク ロ ー

ン 系細胞 の 分離を 可能 な ら し め た . そ の 後培養

細胞株か ら の ク ロ ー

ン 系細胞 の 分離 は ∴細胞株 の 性状

決定 に定量的 な シ ス テ ム を導入せ し め , 更 に 変異 株 の

分離 は病理 学的遺伝学的研究 に 寄 与 す る よ う に な っ

た .

1 9 6 4年高瀬 ら
23)封)

に よ っ て 抹化 に 成功 し た ヒ ト 骨 肉

腫由来培養細胞 ( O S T 細胞) は現在 も継代培 養 が 続

け ら れて お り . 現在ま で 本細胞 に 対す る 制癌 剤 = )
, ホ

ル モ ン剤
8)26)

, 非制癌性抗生物質
8)川)

. x 線照 射 狛 2) 等 の

影響 に 関す る検討が な さ れ , 更 に 又 本細胞 の 異 種移植

に 関す る研究
Z5) 等が報告 され て き た . 著者 は更 に O S

T 細胞の 特性 を追求す べ く ,
コ ロ ニ ー 性 ク ロ ー ン 分

離法 に よ っ て 得 られ た O S T 細胞 の ク ロ ー

ン 系 細 胞

に つ い て , 形態学的観察 . 細胞動態学的観察 , 更 に 染

色休構成の 面 か ら検討 し , い さ さ か の 知 見 を得 た の で

報告す る .

実 験 材 料

Ⅰ . 使用 細胞

196 3 年10月 に 金沢大学医学部整形外科 で . 1 5 才女 子

の 左大腿骨 々 肉腫か ら分離培養 さ れ た骨 肉腫 細 胞 は ,

1 9 6 4 年 6 月 に 抹化細胞 と な り t 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 ai n ( O S T 細胞) と名づ け ら れ た .

現在 なお継代培養続行 中で197 5 年 9 月 現 在54 6 代 に 達

し た . こ の 継代培養456 代 か ら477 代 ま で の O S T 細

胞 を本実験 に 使周 した .

ⅠⅠ . 培養条件

培養液 は D if c o 製の T C M e d i u m 1 9 9 に 仔 牛血 清

(56
0
c で 3 0分 間加温不活化) 10 % を 加 え た も の を 用

い た . 継代 培養法 は196 4年高瀬 ら
Z3)

が報告 し た方法 に

C y t o k i n eti c st u d i e s o n cl o n e s o f O S T c e ll s

畠 夫

準 じ , 培 養細胞 を E D T A 処理 後 , 10 0 0 r p m で 遠 JL ､ 沈

漉 した後 , 培養液 で 1 ～ 2 × 1 0
5
/ m l の 濃度 に な る様細

胞浮遊液 を作 り t そ の10 m l を角 型大 培養 瓶 に 注 入 し

て 37
0

C に て 静置培養 し た .

実 験 方 法

Ⅰ . ク ロ ー ニ ン グ法

コ ロ ニ ー 性 ク ロ ー

ン 分離法に 従 っ た
32)

. 継代培 養 後

48 時間の 培 養 瓶 か ら 培 養 液 の み を 除 去 し . 0 . 2 %

T r y p si n 溶液 と E D T A の 等量混合液 5 m l で O S T

細胞 の 定着増殖 し て い る 培養面 を洗浄 し た後 , あ ら た

に 同液 5 m l を注入 して37
0
c で 7 分間放置 し た . 細 胞

の 剥離 を確認 し て か ら Pi p e tti n g で 細胞 を分 散さ せ

た 乱 更 に10 % 仔牛血 清加 培養液 5 m l を加え , T r y
-

p s i n の 作用 を阻止 した . 以 上 の 処理 に よ っ て95 ～ 1 00

% の 単離細胞率 を も つ 細胞浮遊液 を得 る こ と が で き ,

細胞数 の 算定を 行 っ た . 次 に こ の 細胞浮遊液 を培 養液

で 稀釈 し た後 , 2 0 又 は40 個 の単 離 細 胞 を予 め 5 m l の

1 0 % 仔牛血清加培養液 を入 れ た径60 m m の P e t ri D i -

S h に 植 え 込 み , 3 7
O

c . 5 % C O 2-i n c u b a t o r で 培

養 し た . 1 4 日後 に 形成 さ れ た コ ロ ニ ー の 中か ら分離す

べ き コ ロ ニ ー

を 選 び , D i s h の 裏 面 よ り こ の コ ロ

ニ ー

を ガラ ス 鉛筆で 囲 み 印を っ け た . 次 に 培 養 液 を除

去 し た後 ス テ ン レ ス製 シ リ ン ダ
ー ( 外径10 m m

, 高 さ

10 m m , 壁厚1 m m ) の
一

端 に シ リ コ ン グ リ ー

ス を 塗

り t
こ れ を D i s h の 底面 に 固着さ せ て ガ ラ ス 鉛筆 に

て 印 を つ け た目 的の コ ロ ニ ー

を囲 み ,
そ の 中 に 数滴の

T r y p si n 溶液を 入 れ て 細 胞 を 剥 離 分 散 し た ( 図

1 ) . か く し て 得 ら れ た 細 胞 浮遊 液 を 再 び P e t r i

D i s h に 植え 込 み 同様 に 培養 し た . こ の 操作 を 図 2 の

如く 3 回線 返し て ク ロ ー ン 1 , 2 , 3 ,

… … 1 4 の 計14

の ク ロ
ー

ン 系細胞 を得 た . こ の う ち ク ロ ー ン 1 , 3 ,

1 0 は分離後長時間を経過 し て い た ため
, 今 回 の 実験 か

ら省き , 残 り11 種 の ク ロ ー

ン 系細胞 を実 験 に 供 し た .

d e r i v e d f r o m h u m a n o st e o g e n i c s a r c o m a

i n ti s s u e c u lt u r e M a s a o Y a m a g u c h i D e p a rt m e n t o f O r t h o p 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 o l o f M e d i c i n e
,

K a n a z a w a U ni v e r si t y .



O S T 細胞 りク ロ
ー

ン 系 に お け る細胞動態学 的研究

以下 , こ れ らの ク ロ
ー

ン 系細胞 を略 し て C L 2 , C L 4 .

… … C L 1 4 と 記す . 又 O S T 細胞母集団 を非 ク ロ ー ン

系 O S T 細胞と記 す .

ⅠⅠ . 形態学的観察

非 ク ロ ー ン 系 O S T 細胞及 び各 ク ロ
ー

ン 系細 胞 の

形 態学 的 観 察 に は 小 型 培 養 瓶 の C O V e r Sl i p 又 は

L a b - T e k T i s s u e C u l t u r e C h a m b e r S li d e ( M il e s

L a b o r a t o r i e s 図 3 ) を用 い た . 細胞定着面 を燐 酸緩

金力

ス

▼

｣ 細胞 ｡ ｡ ニ _

シ リ コ ン グ リー

属 シ リ ン ダ
ー

コ ロ ニ ー

性 ク ロ ー

ン 分 離法 ( 山田)

図 1

O S T c e ‖

S u S P e n Sio n

¢OI o n y
f o r m a tio n

( l )

Si n gl e c ol o n y
is ola ti o n

C OI o ny
f o r m a ti o n

( 之)

Si 噌】e c ol o n y

is o】a ti o n

C O嘉o n y

f o r m a ti o n

( 3 )ゐゐあ
Cl o n e d c e " c L I C ｣ 2 C L 3

図 2 P r ∝ e d ∬ e S O f O S T c ell cl o ni n g
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衝液で 数秒 間洗 い , メ タ ノ ー ル で 5 分間固定 し た後乾

醸 し , 1 5 ～ 2 0 分間 ギ ム ザ染色 を施し た .

Ill . オ
ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
一 に よる検討

非 ク ロ ー ン系 O S T 細胞 と各 ク ロ ー ン 系 細 胞 に 対

し て ,

3
H

J
r h y m i di n e ( 以下 3

H l
､

d R と略す) を用

い , C u m u l a ti v e l a b eli n g m e th o d と P u l s e

l a b e li n g m e th o d e を施行し て 細胞動態の 分析 を行 っ

た . 即 ち上記各細胞系 の 細胞を細胞数10 ×1 0 ソ m l と な

る よ う に10 % 仔年血清加培養液 に 再浮遊さ せ . そ の 1

m l を Ti s s u e C u lt u r e C h a m b e r S lid e ( 図 3 )

の 各 C h a m b e r に分注 して , 3 7
O
c

. 5 % C O 2
-i n c ･

u b at o r で 培養 した . 培養後60 時間目 の こ れ ら の 細 胞

に . C u m u l a ti v e l a b eli n g m e th o d に 従 い ,

3
H

-

T d R を0 . 1 〟C i/ m l の 濃度 に なる
■様培養液に 添 加 し 持

続的 に作用 させ
. 48 時間 まで 6 時間毎 に標本 を取 り出

し た . P u l s e l a b eli n g m et h o d で は同濃度 の
3
H

-

T d R を30 分間作 用 さ せ た後更 に培養を 続 け , 4 8 時

間又 は60 時 間まで 3 時 間毎 に 標本を取り 出し た . こ れ

ら 里- T d R で ラ ベ ル さ れ た模本を燐酸緩衝 液 で 数 秒

間洗浄 し , メ タ ノ ー ル 固定 , 乾燥後 , D i p pi n g 法 に

よ る オ ー ト ラ ジオ グラ フ ィ
ー 操作 を行 っ た . 即 ち4 0

0

C に 加温し た感光乳剤 ( さく ら N R - M 2) に 標 本 を 浸

し , 室温乾燥後防湿剤塙入 の 暗箱に 密封 し , 4
0

c 2

週間の 露出後20
0
c の レ ン ド ー ル で 4 分 間現 像 , フ ジ

フ ィ ク ス で 10 分間定着 , 3 0 分間水洗 し . ギ ム ザ 染色

を施 し た . オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム で の 細胞の 算 定 に 当 っ

て は , 細胞核1 個 に つ き 5 個以 上の 感光粒子 を 有す る

細胞 を L a b el e d C ell ( L .C . と略す) と し , 同 様 に

分裂細胞 を L a b e l e d m it o si s ( L M と 略 す ) と し

た .

Ⅳ . 染色体染色

非 ク ロ ー ン 系 O S T 細胞及 び ク ロ ー ン 系 細 胞 を 型

図 3 L a b - T e k
,

T i s s u e C ult u r e C h a m t 麗 r

S lid e . 2 C h a m b e r S li d e ( 各 C h a m b e r の

底面積 は20 1n m X 2 0 m m で あ る
｡
)



7 4

通 りに コ ル ヒ チ ン 処理 後 , 水又 は低調 液 で 処理 し た後

カ ル ノ ア 液で 固定 し . 2 ～ 3 回新鮮 な カ ル ノ ア 固定液

に か え て 後細胞浮遊液 を作り , 空気 乾燥法 に よ り染 色

体染色を行 っ た . ク ロ ー

ン系細胞 で は C L 2 の 5 代 ,

1 0 代 . 1 6 代 , C L 13 の 4 代 , C L 1 4 の 2 代 の 細 胞 に 対

して 染色体 の観 察を行 っ た .

実 験 結 果

1 . コ ロ ニ ー 形成 に つ い て

単離細胞 の 櫨え込 み後 5 日 冒 に は , 10 数個 の 細胞 を

も つ コ ロ ニ
ー

が 倒立顕微鏡下で 容 易 に 観察 で き る よ う

に なり (写真 1 ) , 1 1 日冒 に は辺 縁 はや ゝ 不 整 で あ る

が ほ ゞ 円形 の コ ロ ニ ー が見 られ . こ の コ ロ ニ ー 内で は

細胞 は相互 に 連結し て 敷石状 の 配 列 を 示 し た ( 写 真

2 ) . か か る コ ロ ニ ー

は肉眼 的 に も観察可能 と な っ た .

単離細胞の 植 え込み後約14 日目 で は , ギ ム ザ 染色 を施

し て 観察する と , 全て の コ ロ ニ ー ほ上述の 如 く 細胞が

敷石状の 配列 を示し , 上皮細胞性細胞株の コ ロ ニ ー

に

類似 した 形態 を示 した ( 写真 3 ) . 従 っ て こ れ ら コ ロ

ニ ー は線維芽細胞株で み ら れ る コ ロ ニ ー と は全 く 異 っ

て い た . 植え込 み後14 日以 上経過 す る と ,
コ ロ ニ ー は

大 きくな る と と もに そ の 中心 部 で 細胞 が密と な り数層

に盛 り上が っ て きて , 肉眼 的 に も中心 部の 濃 い 部分と

周辺部の 淡い 部分が 判別 さ れ る よ う に な っ た . 即 ち コ

ロ ニ ー の 状態 で も O S T 細胞 は C o n t a c t i n h i b i ti o n

を起 さな い こ と が観察 さ れ た ( 写真 4 ) .

単離細胞40 個 を植え込 んだ 場合 , 平 均2 4 偶 の コ ロ

ニ ー

が形成さ れ ,
コ ロ ニ ー 形成率 は 約6 0 % で あ っ た

( 写真5 ) .

一

方同 じ敷石状 の細胞配 列 を有 す る コ ロ ニ ー の 申

に , 約10 % の 割合で 辺 嫁 が明瞭 で 小 さ い コ ロ ニ ー

が 散

見さ れ , 成長 が遅 い 割に 中心 部 に 細胞 の 盛り 上 が り が

早く か ら観察 さ れ た . か か る コ ロ ニ ー は肉眼 的 に も鮮

明で 濃 く/トさ い コ ロ ニ ー

と し て 観察 さ れ , ギ ム ザ 染色

を施し て 観察 する と細胞密度 が高 く ,
コ ロ ニ ー

周 辺 へ

の 細胞 の 伸展 が少 くて 運 動性 が低 い 傾 向を示 し た ( 写

真6 ) . か か る コ ロ ニ ー か ら分離 さ れ た ク ロ ー ン 系 細

胞 は C L 1 4 で あ っ た .

又多核 巨細胞 を多く含 む コ ロ ニ ー

も観察 さ れ た が .

か か る コ ロ ニ ー は 一 般に 発育 が悪 く , ク ロ ー ニ ン グの

操作の 途中で 消遺 し分離す る こ と が で き な か っ た ( 写

真 7 ) .

ⅠⅠ . 形態学的観察

1 . 非ク ロ ー

ン 系 O S T 細胞

継代培養後48 時間まで は線推芽細胞様 の 形態 を示 す

細胞が散見さ れ た が ( 写真 8 a) , 継代培養後 4 日 凱 こ

は殆 ん ど上皮細胞様の 形態 を示 し た ( 写 真 8 b ) . 核

は類円形又 は碑円 形を呈 し , や ゝ 大小不 同 を 認 め た .

多核 巨細胞 は算定細胞数100 0 個申 1 個 を数え る 程 度で

あ っ た .

2 . 各 ク ロ ー ン 系細胞

C L 2 の 分離後 5 代目 の 細胞 に お い て , 継代 培 養 後 48

時 間 以 内で は線維芽細胞様 の 細胞 が締 に 観 察 さ れ た

が (写 真9 a) ∴継代培 養後48時 間を過 ぎ る と上 皮細胞

様の 形態 を示す 細胞で 占め ら れ る よ う に な っ た . 核 は

類円形又 は楕円 形 を呈 し軽度の 大小不 同 性 を示 し , 細

胞質に 軽 度の 空胞形成 を認 めた ( 写 真 9 b ) .
こ の 所

見 は C L 4 , C L 5 . C L 7 ,
C L 8 ,

C L 9 ,
C L l l , C L 1 2 , C L

13 の 各ク ロ
ー

ン 系細胞 に お い て も 同様 に 観 察 さ れ ,

多核巨細 胞 (写真10) の 出現頻度 の 違 い を除 け ば , 非

ク ロ ー ン
･

系 O S T 細胞 の 形態学的特 徴 と 規似 し て い

た . C L 6 , C L 1 4 に つ い て は興味 あ る所 見 を 呈 し た の

で 後 に 別記す る . 2 核以上 の 多核巨細胞 は各 ク ロ
ー

ン

系 の 細胞 に 多く観察 さ れ , 非 ク ロ
ー

ン 系 O S T 細 胞

よ り高 い 頻度で 出現 し た ( 表 1 ) . 特 に 非 ク ロ ー

ン 系

O S T 細胞 の 培養の 場合多核 巨細胞が 算定細 胞 致1 0 0 0

個 中1 個で あ っ た の に 対 し , C L 6 で は28 9 個 . C L 8 で

は24 個 . C L 9 で は3 4個 . C L l l で は29個 と多核 巨細胞

が高頻度 に 出現 して い た .

C L 6 に 関 して は , ク ロ ー ン 分離後 2 ～ 3 代 目 か ら

多核 巨細胞 の 増加が目 立ち . 5 代目 で は算 定 細 胞 数

100 0個 申289個 を数 え . 著 しく 高い 頻度 を示 し た( 写 真

11) . C L 6 の 多核 巨細胞 の 核数 に よ る分 布 状 態 は 哀 2

の 如く で , 算定多核巨細胞数200 個中 2 核細胞 は8 8 個

( 4 4 % ) , 3 核細胞 は43 個 (21 .5 % ) , 4 核 細胞 は27 個

( 13 .5 % ) , 5 核細胞 は1 8個 ( 9 % ) と核 数 が 多 く な

る に従 っ て 出現率 は減少す る傾 向を示 し た . 9 核以 上

の 多核 巨細胞 も存在 し たが
一 般 に 核数 が多く な る と

一

個 一 個 の 核 の 確認 が国難 と なる 場合 が多 く . 正 確 に 核

数 を算定す る こ と がで き なか っ た (写 真12) . 核 数 の

表 1 多核 巨 細 胞 の 出現 頻度

( 算 定細 胞数1
,
0 0 0 個 中 の 多核 巨 細胞数)

O S T c e ll 口 C L 8 2 4

C L 2 ロ C ｣ 9 3 4

C L 4 4 C L l l 四

C L 5 ロ C L 1 2 ロ

C L 6 2 8 g
l

C L 1 3 田

C L 7 = C L 1 4 ヰ



細胞 の ク ロ
ー

ン 系 に おけ る細胞動態学 的 研究

多 い 多核巨細胞 で は同 一 細胞内に お け る核 の 大 小不 同

性 が強く . m i c r o n u cl ei も混在し た が , 2 核 , 3

核 , 4 核 の 多核 巨細胞 で は 同 一 細胞 内に お け る核 の 大

き さ は比 較的等し く . m i c r o n u c l ei を殆ん ど認 め な

か っ た . 又 C L 6 の 細胞 で は各細胞 間 に お け る核 の 大

小不同怯 も著 しく , 単核細胞 の 核 に 比 べ 直径 が 2 ～ 3

倍大の 核 を有 する細胞 が散見さ れ た ( 写 真13) ･

一 方 C L 6 の 細胞 に は 分裂 期 の 細胞 に 3 極 , 4 極 等

の 多極分裂が多く 観 察さ れ た . そ の 分裂 中期及 び後期

の 分裂細胞 を100 個算定 し , そ の 極致 に よ っ て 分 類 す

る と 2 極分裂 を呈 す る細胞 が74 % , 3 極分裂 が1 6 % ,

4 極分裂が 8 % , 5 極分裂が 2 % で あ っ た ( 写 真14) ,

表 2 C L 6 に お け る 多核 巨 細 胞 の 桟敷 に よ

る 分布

級 数 多橡 巨 細 胞数

2 核 88( 掴 % )

3 核 43(2 1 . 5 % )

4 核 2丁(1 3 . 5 % )

5 核 1 8( g % )

6 核 丁(3 . 5 % )

丁 絃 8 ( 4 % )

8 核 2 ( 1 % )

9 核以上 7 (3 . 5 % )

計 2 00( = 川% )
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即 ち他の ク ロ
ー

ン 系細胞 と比 較す る と表 3 の 如 く . C

L 6 の細胞 で は多極分裂 の 出現 頻度 が高 い こ と が 明 ら

か と な っ た . こ の CL 6 の 細胞 は継代培養 9 代 目 で 細

胞増殖が 悪く な っ たが , 1 3 代目頃よ り再 び増殖が 活発

と なり縫代培養 を行う こ と が で き , 絶代培 養 を重 ねる

に つ れ て 多核 巨細胞 は減少 し , 5 2 代目 で は算定細胞数

1000 個中 4 個 を数 える に 至 っ た .

次 に , C L 1 4 の 細胞 は辺縁 が明瞭で 小 さ い コ ロ ニ ー

か

ら分離 され たク ロ
ー

ン 系細胞
■
で あ るが . そ の 細胞形態

も他の ク ロ
ー

ン 系細胞 と異 っ た態度 を 示 し た . 即 ち ク

ロ
ー

ン 分柾後 2 代巨= こ おい て t 培養後 2 日目 で 細胞 は

突起 の な い 円形に 近 い 形を 呈し , n u Cl e o c y t o p l a s m
･

i c r a ti o が 高い 傾向を 示 した . 因み に 他の ク ロ
ー

ン

系細胞で は こ の 時期 に は既に 短 い 突起を 出し . ガ ラ ス

面に 付着 して い る形 を示す が . C L 1 4 で は そ の よ う な

形態は認 め られ な か っ た ( 写真15) . し か し C L 1 4 の

細胞 の 培養後 3 日目 で は t 細胞質 は短 い突起 を 出 し ,

よう や く ガ ラ ス 面に 付着 し ( 写真16) , 培養 後 5 日 目

で は島状 に 点在す る細胞集落が観察 さ れ , そ の 中心 部

で は細胞 が致層 に 盛り上が り ,
こ の ク ロ ー

ン 系細 胞 の

起源と な っ た コ ロ ニ ー の 形態 に類似 し た ( 写 真17) .

m . 細胞動態の 分析

1 . C ell C y cl e の 決定

C u m u l a ti v e l a b e li n g m e th o d を 施行 し た 標本

で は細胞10 0 0 個 を数 え ,
L a b e1 9 d c ell の 百 分率

( % L C と略 す) を求め ∴経時的に % L C を ブ ロ ワ 卜

す ると 一 般 に 図4 a の 如 く % L C は直線 的 に 増 加 し ,

一 定時間以 後 プ ラ ト ー を示す もの で あ る . こ の 図 か ら

表 3 各 ク ロ ー ン 系細 胞に お け る分 裂細 胞の

複 数に よ る 分布

2 榛分裂 3 極分 裂 4 極分裂 5 極分裂

C ｣ 2 9 6 % 3 % 1 %

C L 4 9 7 % 3 %

C ｣ 5 9 7 % 2 % 1 %

C ｣ 6 7 4 % 1 6 % 8 % 2 %

C L T 錮 % 5 % 1 %

C L 8 9 3 % 6 % 1 %

C L 9 8 9 % 8 % 3 %

C L l l 9 5 % 5 %

C L 1 2 9 6 % 3 % 1 %

C L 1 3 9 7 % 3 %

C L 用 9 7 % 2 % 1 %

分 裂中期 ､ 後期の 細 胞 を1 8 0 個算定
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G e n e r a ti o n ti m e ( t G と 略す) は b + c . D N A

S y n th e ti c ti m e ( tS と 略す) ほ C - L a b e li n g i n d -

e x は a , G r o w th f r a c ti o n はd と な り . 且 っ L a b -

eli n g i n d e x / tS の 式 か ら C ell b i r th r a t e を

る こ と が で き る . 又 P u l s e l a b eli n g m e th o d を

施行 した模本で は, 分裂期 の 細胞 を100個 数え , L a b -

el e d m i t o si s の 百分率 ( % L M と 略す) を 求 め , %

L M を時間的 に Cb a s e す ると 図 4 b の 如き 曲 線 が 得

ら れ , こ の 曲線か ら t G , t S , 更 に は P o s t s y n t h e ti c

r e s ti n g ti m e (t G 2 と略す) を求 め る こ と が で き

る . 又 M i t o ti c i n d e x ( M I と 略す) を算 定す る こ

と に よ り M i t o ti c ti m e ( t M と略す) = t G x M I の

式か ら t M を求め得 , 従 っ て P r e s y n th e ti c r e s ti ･

n g ti m e ( t G l と略 す) は t G l
= t G

-

( t G 2 + t M + t S )

の 式か ら計算する こ とが で き る .

2 . 非 ク ロ ー

ン 系 O S T 細胞 の細 胞動態

C u m u l a ti v e l a b eli n g r n e th o d で は図 5 a の 如 く

b

C u rn u La tiv e la b eli n g m e th o d

a

･

¢ 0

之 4 2 8 1 h r
l

8 0 4 8 ほ 1 6 2 0

C u m u r 8 ti v 0 l ab 01i ng m o t h o d

a

% L C は直線的 に 増加 し .

3
H- T d R 添 加後2 4 時 間 で 8 3

% に 達 し以 後 プ ラ ト
ー

を 示 した . こ の 凰 か ら t G 3 2

時間 , tS 8 時間 , G r o w th f r a c ti o n O . 8 3 , B i r th

r a t e 2 . 5 % / h r な る値 を求 める こ と が で き た . P u l s e

l a b eli n g m e th o d で は % L M は 図 5 b の 如 き 曲

線を 示 し ,
こ の 曲線 を解析 して

.
t G 3 2 時 間 , t G 2 1 2

時間 . tS l O 時 間. t G 1 9 時間 . tM l 時間 な る 値 を 得

た .

3 各ク ロ
ー

ン 系細胞 の 細胞動態

C L2 . C L l l の 2 ク ロ ー

ン 系細胞 は ク ロ ー

ン 分 離 後

16 代 で . 他の ク ロ ー

ン 系細胞 は 2 代 か ら 6 代 に わ た り

細胞動態学的分析 を行 っ た . C L 6 の 場 合 は ク ロ ー

ン

分離後52 代目に 再 び細胞動態の 分析 を行 っ た
. 次に 代

表 と し て C L 4 の 結果 に つ い て 詳述す る . C L 4 の 4 代

目 の C u m u l a ti v e l a b eli n g m e th o d で は ( 図 6

a ) , % L C ( 写 真18) は直線的 に 増加 し ,

3
H

-

T d R 添

加後22 時間で 94 % に 達 し以 後 プ ラ ト
ー

を 示 し た . 図 か

O t G 2

S ir嶋lo p ul$ ○ ･

m it o 5is c h a s o m o th o d

b

0 4 8 1 2 I 6 2 0 2 4 2 8 3 2 3 6 4 0 4 4

( h r )

Si ngl e p uIs e
-

n it o si s ch a s e m et h o d

b



O S T 細胞の ク ロ
ー

ン 系 に お け る細胞動 態学的研 究

ら t G 2 8 時間 .
tS 6 時間 . G r o w th f r a c ti o n O .9 4

.

B i r th r a t e 3 .3 % / h r な る値 を得た . P u l s e l a b e li -

n g m e th o d e で は % L M ( 写真1 9) は 図 6 b の 如 き

矯正弦曲線 を描 い た . こ の 図か ら t G 2 8 時 間 . tS l O

時間. t G 2 7 時間,
t G - 1 0 . 2 時間 . t M O . 8 時間 の 解 析

値を得 た .

こ の C L 4 の よう に他 の ク ロ
ー

ン 系細胞 に 対 し て も

細胞動態学的分析 を行い
, 衰 4 の 如 き解析値 を 得 た .

しか し多核 巨細胞が 高頻度 に 出現 し た C L 6 の 5 代

目 の 場 合 ,
C u m u l a ti v e l a b eli n g m e th o d で は

多核巨細胞 を含 め た % L C は や は り直 線 的 に 増 加 す

るが ,

3
H l

､

d R 添加後27 時間で80 % に 達 し た 後 , 増

加速度が低下 し て 直線の 勾配 は ゆ る や か に な り , 3 8 時

間後89 % に達 し て 以 後 プ ラ ト ー を示 し た ( 図 7 a ) . 同

じく P u l s e l a b eli n g m e th o d で は % L M の 描

く c u r v e は ゆ る く . 且 つ 第 1 の C u r V e の 最 高 値

% L C

1 0 0

5 0

C L 4 鶴 e n .

/
/

6 去 t』 】も 2｣ 3ム(h r

C u m ul ■ti v 0 l a b oti 噌 m ot h o d

0 ¢ ほ 1 8 2 4 3 0 9 6 4 2 ( h r
〕

C u m ul a ti v e l8 b elin g m e t h o d

a

図

77

が約60 % と低 く , 且 つ プ ロ ッ ト し た 点 が 連 続性 を 欠

き . 曲線 の 歪 み が著明で あ っ た ( 図 7 b ) . こ の 曲 線

か ら t G 3 5時 間の 測定値 が得 られ た が . tS . t G 2 の 値

は精密性 を欠く た め求め な か っ た . C u m u l a ti v e l a
-

b eli n g m et h o d で得 ら れ た結果か ら .
C L 6 の G e ･

n e r a ti v e c ell c o m p a r tr n e n t はS 期 へ の 流 人 速度

の異 な る 2 種類の 細胞集団か ら成 っ て い る こ と が示唆

さ れ た . そ の 第2 の 細胞集団が多核巨細胞 で あ る可 能

性が考 え ら れ た の で , 同 L: C L 6 の C u m u l a ti v e

l a b eli n g m e th o d を施 し た模本 で
. 単 核 細 胞 の み

を対象と し て そ の % L C を求 め再び細胞動態 の 解 析 を

行 っ た . 即 ち % L C は 直線的 に増加 し .

3
H

-

T d R 添

加後27 時間で92 % に 達 し以 後 プ ラ ト ー を 示 し た ( 図

8 ) . 従 っ て S 期 へ の 流入速度が遅 い 細 胞集 団 ほ 多核

巨細胞の 集団で あ る こ と が明確と な り , こ の 単核細 胞

の t G は33 . 5 時間 , tS 6 .5 時間 , G r o w t h f r a c ti o n

5 0

C ♭4 4 酢 n
.

什
6 1 2 1 8 2 4 3 0 3 6

S i n由O P ul s e ･ m i t o si s c h さSO m O th od

b

6 1 2 1 8 2 4 3 0 3 6 4 之 4 8 5 4

Si ngle p ul s ㊤
･

mit o sis ch a s e･ m 噌 t h od

b

( h ｢
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表 4 細 胞動態 の 解析値

t G t S t G 2 t M t G l G . F B . R

しh r l ( h r l ( h r) ( h r ) ( h r) ｢ % /h r･

O S T c ell 3 2( 3 2) 川(8) 1 2 ･1 ロ 0 . 8 3 之.
5

C L - 2 2 9( 2 9) 9 (7) ロ 0 . 7 1 1 . 3 0 . 9 3 3 . 8

C L 4 2 8( 2 8) 川(8) 丁 0 . 8 1 0 . 2 0 . 9 4 3
.
3

C L 5 32( 31 . 5) 川(6) ロ 1 . Q 1 5
.
0 0 . 9 6 2 .

8

C L 6 3 5(
-

)
- (6) 8 . 7 0 . 8 9 2 . 3

C L T 3 2( 3 2) 1 1(丁) 8 1 . 8 1 2 . 0 0 . 9 5 2 . 8

C L 8 3 2( 3 2) 川(9) ロ 8 . 了1 3
.
3 n . 9 3 3 . 0

C L 9 3 3( 3 0) 9 (8) ロ 0 . 8 1 5 . 2 0 . 9 0 3
.
8

C L l l 31( 3 り 1 2(7) ロ 8
.
6 1 0 . 4 0 . 9 8 2 .

丁

C L 1 2 31( 3 0) 川(6 ロ 0 . 8■13 . 2 8二95 3
.
2

C L 1 3 3 6( 3 5) 1 0(6 田 1 . 2 1 8 . 8 8 . 9 3 2 . 5

C L 1 4 3 8( 3 5) 1 g (14 巳 0
.
6t1 3

.
4 0 . 9 3 2 . 了

G . F . : G r o w th f r a c ti o n B . R . : Bi rt h r at e

( ) 剛 玩 u m ula tiv e l a b e= ng によ る倦

0 . 92 ,
B i r th r a t e 2 . 6 % / h r で あ る こ と が判 明 し た .

以上の こ とか ら多核 巨細胞 は t G が 長 く , G r o w th

f r a cti o n が 低い こ とが 考え られ た . 更 に C L 6 は ク

ロ ー ン 分離後52代目 で 多核巨細胞が殆 ん ど消 失 したの

で , そ の52 代目 で 細 胞 動 態 の 解 析 を 行 っ た . 即 ち

C u m u l a ti v e l a b eli n g m e th o d で は , % L C は 直

線的 に 増加 し ,

3
日

-

T d R 添加後30 時間 で 93 % に 達 し

以 後 プ ラ ト ー を示 した ( 図 9 ) . 図 9 か ら t G 3 6 時

間 . tS 6 時間. G r o w th f r a c ti o n O . 9 3 ,
B i r th r a t e

2 .7 % / h r な る値 を得た .

か か る C L6 の 細胞 を除い て . 表 4 に 示 し た 各 細 胞

系の 解析値 を検討 す ると , 最 も長 い 世代時 間を示 し た

C L 1 4 は他の ク ロ
ー

ン 系細胞 に 比 べ そ の t S も1 9 時

間と 著明に 長く ,
t G の 延長の 要因と な っ て い た ･

一

方 C L 1 4 以 外の 各 ク ロ ー ン 系細胞 に お い て は
.

t G が

長 い ク ロ ー

ン 系細胞は そ の t G t も長 い 傾向を 示 した .

各 ク ロ
ー

ン 系細胞 の G r o w th f r a c ti o n は い ず れ も

非 ク ロ
ー

ン系 O S T 細胞 の G r o w th f r a c ti o n より

高い 値 を示し た が , 1 .0 に 達 す る ク ロ
ー

ン 系 細 胞 は な

か っ た .

Ⅳ . 染色体構成

1 . 非 ク ロ
ー

ン 系 O S T 細胞

非ク ロ
ー

ン 系 O S T 細 胞の 分裂 中期 の 染 色 体 数 の

変異 の 巾 は 低 2 倍 体 よ り 高 4 倍 体 に 亘 り . S t e m

c ell の 染色体数 は67 個 で あ り t 図1 0 の 如 く St e m

c ell の 出現頻度 は低 か っ た .

2 . ク ロ ー

ン 系細胞

C L 2 の 5 代 . C L 13 及 び C L 1 4 の 細胞で は , 染色体

C u m ul ■ti v ● l■b ●‖n 亡 m ●t h od

図 9

数の 変異 の 巾 は低 3 倍体か ら低 4 倍 体 に 亘 り , 非 ク

ロ ー ン系 O S T 細胞の それ と 比 べ て 変 異 の 巾 が 狭 か

っ た . S te m c e ll の 染色体数 は C L2 で は67 個 .
C L

1 4 で は69個 ( 写 真20) で そ の 出現 頻度 は高 い 値 を 示

し た . C L 1 3 で は S t e m c e11 の 出 現 頻 度 は 低 く ,

m o d al n u m b e r に変動 を示 し た ( 図10 ) .

C L 2 の1 0 代 , 1 6代 の 染色体数 の 変実 は 図 1 1 に 示 す

如く , m O d e の 著し い 変動 は紙察 さ れ な か っ た が .

い ず れ の 代 に お い て も f o u r s t r a n d の 染 色 体 と し

て み ら れ る e n d o m i t o ti c r e d u pli c a ti o n の 像 が 観

察さ れ た ( 写 真21) .

考 接

長時間継代培養 を繰返 し て ,
一 応 安定 し た 増 殖 を示

す よう に
.
な っ て も , 培養癌細胞 に 多 形 性 が 認 め ら れ

る . 大塚
沌)

は腹水肝癌 に お い て . 個 々 の 細 胞 は 形 態学

的に も組織化学的 に も相違 が あ っ て . 各細 胞 は そ れ ぞ

れ独立 し た物質代謝を行 っ て お り . そ の 細胞 廻 転 . 更

に は染色体 の 変異 に も多様性 が認 め ら れ る こ と を示 し

た . か か る培養細胞に 対 し . 病理 形態学的 に も生 物学
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的に も可 及 的均 一 な性格 を有す る細 胞集団 を 得 る目的

で . 1 9 4 8 年 S a n f o rd ら
21)

はL 細胞 株を 使用 して 1 個

の 細胞 を培養す る こ と を試 み こ れ に 成功 し , 更 に1 95 5

年 P u c k ら
18 )

が コ ロ ニ , 形成法 に よ る s i n gl e c e ll

c u l tu r e を紹介 して か ら , ク ロ ー ニ ン グ法 の 技術が確

立さ れ た . 以来か なり広 い 範囲の 培養細胞か ら単 個 の

細胞に 由来 す る均
一

な細胞集団 を得 る こ と が 可 能 に な

り , 培 養細胞 の 性格決定 に 定量 的 な要素 が加味さ れる

よう に な っ た .

培養細胞 の コ ロ ニ ー 形成 に つ い て , P u c k ら
t9)2 0)

は , f e e d e r l a y e r と C O 2di n c u b a t o r を使 用 して

H e L a 細胞 の コ ロ ニ ー

形 成に 成功 し た が . 後 に f e e d-

e r l a y e r を使用 す る こ と な く高 い コ ロ ニ ー 形 成 率 を

も た らす 培養液 を作製 し , 8 0 ～ 1 0 0 % の コ ロ ニ ー形 成

率 を得た . 1 9 7 0 年 A a r o n s o n ら
1)

は正 常組織 由来 の

培養線維芽細胞 の m o n o l a y e r の 上 で . ヒ ト の 種 々

の 肉腫細胞株 の コ ロ ニ ー

形 成能 に つ い て 検討 し . 1 8 細

胞株 の 申で コ ロ ニ ー 形成 をみ た の は 8 株44 % で あ り ､

コ ロ ニ ー 形成能 と細胞株 の 悪性度 と の 間に 相 関 々 係 が

あ る こ と を 示 唆し , 又骨肉腫由 来の 細胞 株の コ ロ ニ ー

7 9

5 5 以下 6 5 7 0 1 3 5

C L 2 の 染色体数の 変異

図 11

形成率 は10 ～ 20 % で あ っ た と報告 した .

一 方 A T C C

(A m e ri c a n T y p e C u l t u r e C o ll e c ti o n) に 登 録 さ れ

て い る代表的 な ヒ ト癌細胞株の コ ロ ニ ー 形成率 は. 継

代培養 に 使 わ れて い る培養液を使用 し た場 合 .
H e L a

細胞株 で45 % , K B 株 で 6 4 % .
D e t r o it

-

6 株 で 4 2

% , H E p- 2 株で 44 % ( 但 し仔牛血清濃度20 % ) , R D

株で は 1 % 以 下 . B e W o 株で 0 % で あ る と 記 載 さ

れて い る . 本実験 に お い て .
O S T 細胞 は継 代 培 養 に

使用 して い る培養液で . 約60 % の コ ロ ニ ー 形成率を 得

る こと が で き比 較的高い 値 を示 した . 文
一 方19 7 1 年高

瀬ら
25)

は O S T 細胞 を マ ウ ス ヘ 異腫移 植 し , 宿 主 が

死に 到 るま で 膣場 が増殖す る こと を報 告し たが , こ の

2 点 か ら ,
コ ロ ニ ー 形成能 は そ の 細胞株 の 悪 性 度 と関

係あ る と思 われ . O S T 細胞 は悪 性度の 高 い も の と 判

断さ れ る .

又大屋
l り

は培養人垣細胞の 同定 の 項目に , 経験 的 に

癌細胞 は単層性増殖の 中心 部に 細胞の 重層 性増 殖を示

す こ と が多 い 事実 を挙 げ て い る . 事実 . 本実験 に お い

て O S T 細胞 は コ ロ ニ ー の 成長 に と も な っ て ,
そ の

中心､部に 多層 に 盛 り上が っ て く る現 象 が観 察さ れ . こ

の 点か らも O S T 細胞 の 悪 性 の 性格 を 知 る こ と が で

き る .

単層培養細胞 の 代表的な コ ロ ニ ー の 形 態 と し て . 山

田
32)33)

は上皮細胞性の コ ロ ニ ー と線椎 茸細胞性 の コ ロ

ニ
ー

を挙げ て い る . 前者は H e L a - S 3 細胞 に 代表さ れ

る 如く コ ロ ニ ー 形成率 は高く . 後者 は ヒ ト 2 倍体細胞

に み ら れ る如 く コ ロ ニ ー 形成率は
一 般 に低 い と さ れ て

い る . 本実験 に お い て は O S T 細胞 は 全 て 上 皮 細 胞

性の コ ロ ニ ー

を形成し , そ の コ ロ ニ ー

形 成率 は 高い 値

を示し た .

O S T 細胞 より 分離 さ れ た ク ロ
ー

ン 系細胞 は 形 態 学

的特徴の 違 い か ら次の 如 く に 分類さ れ る . 即 ち , 1 ) C
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L 6 の 如き多核巨細胞が 高頻度 に 出現 し た細 胞 . 2 ) C L

1 4 に 見ら れ る如く細胞 の 運動性が 低く , 細 胞 集 落 を

作 り易い 性格 を有す る細胞 . 3) C L 2 . C L 4 . C L 5 , C L

7 , C L 8 , C L 9 ,
C L l l , C L 1 2 , C L 1 3 の 如 く 非 ク ロ

ー

ン 系 O S T 細胞 と は形態学的 に 大 き な 差 異 を 認 め な

い 細胞 , 以上 の 3 種類 に分 け る こ と が で き る .

最初 に C L 6 ,
C L 1 4 を 除い た残 り の ク ロ

ー

ン系細 胞

に つ い て 述 べ る が . そ れ らの 細胞 の 生物 学的性状 は は

ぼ O S T 細胞の 性格 を表 わ して い る と 思 わ れ る . 先

ず . か か る ク ロ
ー

ン系細胞 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
一

に おい て , % L C が ラ ベ ル 後直線的 に 増加す る こ と が

見 ら れた が
,

こ の 事 はク ロ ー ン 分離後 4 代 目 で 既 に そ

の 構成 細胞 は C e11 c y cl e の r a n d o m p h a s e に

分布す る こ と を示 し , % L M が頬正弦曲線 を描 く こ と

及 び G r o w t h f r a c ti o n が1 .0 に 達 し な い こ と は .

既 に ク ロ
ー

ン と し て の 均 一 性 を失 っ て い る こ と を 示す

もの で あ る . か か る ク ロ ー ン 系細胞の 増 殖態 度 は母 集

団で あ る O S T 細 胞の 個 々 の 細胞 に お い て も同 様 で .

O S T 細胞 の 増殖性に つ い て の 多様性 を示す も の で あ

る . 又か か る ク ロ ー

ン系細胞 に お い て , 世代 時 間 は

C L4 が2 8 時間と最 も短く , C L 1 3 が36 時 間と 最 も 長い

値 を示 し , 平均 は31 . 5 時間で 非 ク ロ ー ン 系 O S T 細

胞の 世代時間に 近似 した値 を 示 した , 従 っ て か か る ク

ロ
ー

ン系細胞が母集団で あ る O S T 細 胞 の す べ て の

細胞を代表 して い る と は勿論断定で さ な い が , 少く と

も28 時間か ら36 時間の 問 の 世代時間 を有 す る O S T

細胞が増殖細胞の 多数 を 占め て い る こ と は十分 に 考 え

得 る こ と で あ る . こ の ク ロ ー ン 系細胞間 に お け る世代

時間の 長塩 の 差 ほ . 主と し て t G l に 依存 し , 且 っ t G l

が最 も変動 し易 い パ ラ メ ー タ ー で あ る と言 う事 が で 善

る .

次 に形態学的に 興味 あ る点 は , C L 6 に お い て 多核

巨細胞 が算定細胞数100 0 備中289個 の 高頻度 で 出 現 し

た こ と で あ る . 従 来多核巨細 胞の 成因 に つ い て . 原 形

質 に 関係 な く核分裂が繰返 され た結果 生ず る と す る説

と . 単核細胞 の 融合 した結果 生ず る と す る 訣 が あ る ･

S c h aj o wi c z
22)

は組織培養 で 核分裂 に よ り直接多 核 巨

細胞 がで き る も の と推定 し. 又 . 太 田
15)

も骨 巨細胞 腰

の 培養 で 紡錘形 の 細胞か ら多核 巨細 胞 が形成 さ れ る可

能性 が あ る と報告し た .
こ れ に 対 し . 阿 紆)

は 巨 細 胞

脛 の 培養 で合胞体に よ っ て 多核巨細 胞 が で き る と 述

べ
. T h o m i s o n

川
は小型で 核数 が 少 い 多 核 巨 細 胞

は細胞融合 に よ っ て 形成 さ れ る と し , 更 に T o n n a
28)

らは オ
ー

ト ラ ジオ グ ラ フ イ
ー

を 使 用 し た i n v i v o

の 実験で 骨髄内単核細胞 の 融合 に よ っ て 多核 巨細胞 が

生 ずる と し , F u ji w a r a
4 )

も i n v it r o に お け る 骨

巨細胞魔 の 細胞 に つ い て 同様 の 結 果を報告 し た . 又 ウ

イ ル ス の 感染 に よ り多核巨細 胞が 形成 さ れ る 事実 も 報

告さ れ て お り . 特 に 岡田
l了) の H V J ウ イ ル ス に よ る細

胞融合 はよ く知 ら れ て い る .

一 方 T r o i s e ら
29)

は 多核

巨細胞の 形成 の メ カ ニ ズム に は細胞融合及 び細胞質 分

裂 を伴 わ な い 核分 裂の 現象 が複合混 在す ると 述 べ た .

本実験 に お い て , C L 6 の P u l s e l a b el i n g m e th o d

を施行 し た2 時間目の 模本 で . 2 核細胞 の L a b e l e d

c el l に つ い て 検討す ると , 2 核 と も ラ ベ ル さ れ て い

な い 細胞 , 1 核 の みが ラ ベ ル さ れ て い る細胞 , 2 核と

も ラ ベ ル さ れ て い る細胞の 割合 はそ れ ぞ れ6 6 % t 8

% . 26 % で あ っ た ( 写真22) . 分裂説 に従 っ て 述 べ れ

ば , 2 核と も ラ ベ ル さ れて い な い 細胞及 び 2 核 と も ラ

ベ ル さ れ て い る細 胞は原形質 に 無関 係 に起 き た 核分裂

の 結果 生 じ たと も考え ら れ る が
. 1 核 の み が ラ ベ ル さ

れ て い る細胞 はS 期の 核 と G o . G l 又 は G 2 期 の 核 と

の 組合 せ が考 え ら れ . 非同調 性 の 核 を有す る細 胞 で あ

る . し か し . 核分裂 に よ っ て 生 じた 2 核細胞 は 形成直

後2 核 と も G 一 期 に あ り当然同調 性 の 核 を有 す る細胞

で あり , 又岡田 ら
け)

は B VJ ウ イ ル ス に よ っ て G 一 期

の 細胞 とS 期 の 細胞 が強制的 に 融合さ せ られ た 場合 で

さ え も , 各核 は同調 す る傾向が 強く . G 一 期 の 核 は す

ぐ にS 期 に 入 る こ と を示 し て い る . 従 っ て 本実 験 で 観

察 さ れ た 8 % の 非同調性 の 2 核細胞 の 形成 は . 分裂 説

に よ っ て 説明さ れ難く , 異 っ た世代周 期 に あ っ た細胞

が 融合さ れ た こ と を示唆す る も の で あ り , C L 6 の 2

核細胞の 発生 に 関 して は細 胞融合に よ っ て 形 成 さ れ た

と考え るの が妥 当で あ ると 思 わ れ る .

又 C L6 に は3 極分裂 t 4 極分裂等 の 多極 分裂 を 呈

す る細胞 が他 の ク ロ ー ン 系細胞 よ り 多く 観 察さ れ t 且

っ 3 核 . 4 核の 多核 巨細胞 が そ れぞ れ , 2 1 . 5 % , 1 3 . 5

% の 頻度で 認 め ら れた こ と は , 多核巨細胞が 細胞 融 合

に よ り起 る と考え られ る他 に , 核 の 異 常分裂 の 結果 形

成さ れ る可能性が あ る革 も 勿論 考 え ね ば な ら な い
･

T r o i s e ら
29)

は骨 巨細胞腫 の 培養で 観察 さ れ た 3 極 分

裂 , 4 極分裂等 の 多極分裂 は 2 核細胞 が 同調 し て 分裂

期 に 入 っ て 生ず る と し . 多極分裂 の 娘細胞 は 結局 融 合

し て 合胞休 を形成 し , 更 に 核数の 多 い 多核 巨細胞 に 成

長 す る と推定 し た .

一 方 H s u ら
9)

は H e L a 細 胞 に

お い て 3 塩分裂 の 娘細胞 の 大部分 は致死 性で あ る と 報

告し た . 本実験で は多極 分裂 の 運 命或 は その 娘細 胞 が

単核細胞 と な る か多核細 胞と な る か に つ い て の 明 確 な

所見が得 られ ず , 多極分裂と 多核細胞 と の 因 果 関係 を

明 らか に す る こ と は で き な い .

次 に 多核巨細胞 の 運 命 に つ い て . 阿部
2 )

は培 養後 の

合胞体 と思わ れ る多核 巨細 胞 は 高 い V it a li ty を 有
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し て い た と報告 し . S c h aj o w i c z
22)

. 太 田
ほ)

は 培 養 日

数 に 従 い こ れ ら多核 巨細胞 は認 め ら れ な く な る と述 べ

た . 岡田
l ‖

は H VJ ウ イ ル ス に よ り融合 さ れ た多 核巨

細胞 で は . 核 数が少 い 程融合 に よ る制御 の 乱 れ を よ く

回復 し て G e n e r a ti v e c o m p a r t m e n t へ 入 っ て い く

が . 核数が 増加す る に つ れて 分裂 し に く く な り変性 し

て ゆ く こと を観察 し た . 又 K a t o ら
‖)

は自然発 生 の

多核 巨細抱 に お い て , 非同調性に 分裂 す る核 は染色 体

の 細片化現象を 引き起 こ し . 正常 な 核を 形成 し な い こ

と を 報告 し た . C L 6 の 場合 も核数が 多 く な る に 従 い

同 一 細胞 内の 核の 大′ト不 同が 著 し く , mi c r o n u cl ei

の 混在を認 め . 又細胞動態 の 解析か ら も多核 巨細胞 の

t G が 長い こ と , G r o w th f r a c ti o n が 低 い こ と が

認 め られ た . 事実 C L6 で は絶代培養 を重 ね る に 従 い

多核巨細胞 が減少 し , 5 2 代目 で は 殆 ん ど 消 失 し て い

た . 即 ち多核 巨細胞 は変性 の 方向 へ と進 む も の と解 し

た い .

次 に , C L 1 4 の 細胞 は運動性 の 低下或 は細胞 相 互 の

接着性 の 増強を思 わ せ る動的形態 を示 し . 細胞動態で

は 世代時間 が38 時 間と ク ロ ー ン系 細胞 の 中で 最も長く.

そ れ は D N A 合成時間の 延長 が 原 因 と な っ て お り ､

且 っ 染色体構成で は m o d a l n u m b e r が6 9 で 非 ク

ロ
ー

ン 系 O S T 細胞或 は他の ク ロ ー ン 系細胞 の m o
-

d a l n u m b e r よ り 高い 値 を示 し た . こ こ で 重 要 な る

点 は D N A 量 と C ell c y cl e の 問題 で あ るが . B a
-

s e r g a ら
3)

は E h rli c h 腹水癌細胞の S 期 は T e t r a p
･

l o i d で1 2 時間 , D i p l o i d で 7 時 間 で あ っ た と 報告

し . V a n
,

t H o f
3O)

はS 期 の 長さ は D N A 急 に 比 例 す

ると 述 べ
, 又 G r o s s e t ら

7)
は 4 種 規 の 脊 椎 動 物 の

E r y th r o bl a s t に お い て , D N A 量 とS 期 は 相 関 々 係

を示 した と述 べ た が ,

一

方 G r a h a m
6)

は染色 体 数 が

2 倍 に な っ て もS 期 の 変動は な い と報告 し た . 本 実験

で は他の ク ロ
ー

ン 系細胞 に比 べ C L 1 4 のS 期 の 延 長 と

染色体数の 増加 を認 め
,
C L 1 4 の 染色休構成 の 変 異 は

そ の 細胞動態特 にS 期と 関連 す る こ と が 推 定 さ れ た .

染色体 の 形態学的変化 の 生物学的意義 に つ い て は , 現

在 な お未解決な問題 が多く 今後 の 研究 が期待 さ れ る .

一 方培 養細胞 で は そ の 細胞が そ の 環 境条件 に 合致 す

る よ う に 染色体の 変異 が起り t 細 胞の 増殖性 が確 立 さ

れ る が . それ ら 培 養細 胞 の 染色 体 は 一

般 に は そ の

m o d a l n u m b e r が低 4 倍体 より 3 倍 体 の 周 辺 に あ

り . そ の 変異の 巾が正常細胞 に 比 べ 広 い と い う こ と が

解明さ れ て い る . 本実験 の ク ロ
ー

ン 系細 胞 に お い て

も , ク ロ ー ン 分離 後早 く て C L 1 4 の 2 代 目 に 既 に 染

色体の 変異 の 細胞 が 出現 して おり . こ の
,
事か ら ク ロ ー

ニ ン グ開始 と同時 に 染色休数 の 変異が 起 っ て い る こ と

が推察さ れ る . しか し . ク ロ
ー

ン 系細 胞で は染 色 体数

の 変異 の 巾が
t 非 ク ロ ー

ン 系 O S T 細 胞 よ り 狭 い こ

と は , ク ロ ー ニ ン グの 特性と関連 して 特に 意味 が あ る

と 思わ れ , 又 C L 2 . C L 1 4 に お い て S t e m c eIl の

高 い頻度が 認 め られ た こと は ク ロ
ー ニ ン グに よ り O S

T 細胞 の 染色体数の 変異 に 均 一 性 を も た ら し め た こ

と を示 し て い る と思わ れ る .

最後 に . C L 2 に e n d o m i t o ti c r e d u p li c a ti o n の

染色体 が観察 さ れ たが
,

こ れ は高倍体 (低
.

6 倍体即 ち

染色体数135) の 細胞の 発生 と関連 が あ る も の と 思 わ

れ る .

結 語

O S T 細胞 ( ヒ ト骨肉腫由来培養細胞) か ら ,
コ ロ

ニ ー 性 ク ロ ー ン分離法 に よ っ て 得 ら れ た1 1 種 頬 の ク

ロ ー ン 系細胞 に つ い て t そ の 細胞形態. 細胞動態及 び

染色体構成 に つ い て 検索 し次の 如き 結果を得 た .

1 . O S T 細胞 は10 % 仔牛血清加培養液 で . 上 皮 細

胞性 コ ロ ニ ー の 形成が可能で , そ の コ ロ ニ ー

形 成率 は

60 % で あ っ た .

2 . 多核 巨細胞が高 頻度 に 出現 し た ク ロ ー ン 系細胞

( C L 6) に お い て , 2 核細胞の
3
H

-

T d R に よ る 標

状態か ら . 2 核細胞の 成因 は細胞融合で あ ろ う と推定

し た . 又多核 巨細胞･ ほ継代培養を 重 ね る に 従 い 減 少

し . 5 2 代目 で は殆ん ど消失 して い た .

3 . 細胞 の 運 動性が低 く , 細胞集落 を形成 し易 い 性

格 を有す る ク ロ
ー

ン 系細胞(C L 1 4) で は世代時間 が3 8

時間, S 期が19 時間で , ク ロ ー

ン系 細 胞 の 中 で 最 も

長い 値 を示 した . 更 に 染色体 の m o d al n u rn b e r は

6 9 で . 非 ク ロ ー ン 系 O S T 細胞或 は他 の ク ロ
ー

ン 系

細胞よ り高 い 値を示 し , S 期の 長さ と染色体数 と の 関

係を論 じ た .

4 . C L 6 . C L 1 4 以 外の ク ロ ー ン 系細胞 は 形 態 学 的

に は非 ク ロ ー ン 系 O S T 細 胞と類似 し .
そ の 世 代 時

間 は C L 4 が28 時間で 最 も短く , C L 13 が36 時 間 で 最

も長か っ た . 又 tG は t G l の 長さ に 依存 す る 傾 向 が

認 め られ た .

5 . ク ロ ー ン 系細胞 の 染色体数 の 変異 の 巾 は 非 ク

ロ
ー

ン 系 O S T 細胞の そ れ より狭く , C L 2 , C L 1 4 で

は S te m c ell の 出現頻度 の 高い 事 が特 長 的 に 認 め

ら れ た . 又 C L 2 に お い て . e n d o m it o ti c r e d u p li-

c a ti o n の 染 色体 が観察 さ れ t 高倍体 の 細胞 の 発 生 と

関連す る も の と思 われ た .

稿を終 え るに あ たり . 御懇篤 な御指導 と御校閲 を賜わ

り ま した 恩師高瀬武平教授 に衷心 より深甚の 謝意 を表 し
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ます . ま た数 々 の御教示 と御助 力を い た だ き ま し た真鍋

昌平譲師をは じめ , 三 枚宏 先生 , 山内四 朗先生 に深く感

謝致 します . 更 に鰭み な い 御協 力を い た だ い た 大 橋 光

伸 , 宮村秀
一

, 富田勝郎 , 竹制俊
一

郎の 諸学兄 . 並 び に

安田俊久文部技官 に感謝の 意を 表 し ます .

な お本論 文の 一 部 ほ第42 回中部 日本整形外科災害外科

学会 にお いて発表 した .
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写 真 1 単 離細 胞植 え込み 後 5 日 目の コ ロ ニ

ー

｡
位相差 顕微 鏡写 真｡

写 真 2 単離細 胞植 え込 み 後11 日 目 の コ ロ ニ

ー

｡ 位相 差顕微 鏡写 真

写 真 3 単 離細 胞植え込 み 後1 4 日 目 の コ コ ロ

ニ
ー

｡ ギム ザ染 色 ×20
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写真 4 単維細 胞植 え込 み 後 3 週 間目 の コ ロ

ニ
ー ー

｡ 中心部 に 細胞 の 重 層性増殖 を示す
｡

ギ

ム ザ 染色 ×1 2

写真 5 単馳細 胞4 0 個 を植 え込 ん だ P e t ri

D i s b . ギム ザ 染色 ｡

写真 6 ~ 辺 稼が 明 瞭で ′トさ い コ ロ ニ
ー

｡ ギム

ザ 染 色 ×2 2

8 5
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写真 7 多核 巨細 胞 を多く 含む コ ロ ニ
ー

｡
ギ

ム ザ 染色 ×15

写 真 8 0 S T 細胞
,

a : 継代培 養後48 時 間｡

b こ 絶代培 養後 4 日目 ｡
ギム ザ染 色 × 400
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写 真 9 C L 2
,

5 代 目,
a : 継代培 養後4 8

時間,
b : 継代 培養 後 3 日 目｡

ギム ザ 染色

×4 00

写真10-C L 4
,
4 代 臥 継代培養後60 時 間 の 多

核 巨 細 胞｡ ギム ザ染色 ×1 0 0

87
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写 真1 1 C L 6 5 代 臥 継代 培養後 3 日 日｡

多核 巨 細 胞が 著 しく 多い
｡

ギム ザ染 色 ×10 0

･.
■‥

｢
こ

∴

一

三
卓

_

一

瞥

写真12 C L 6
,
5 代 目

,
継 代培 養後 3 日 目 ｡

核数 の 多 い 多核 巨細 胞 で 中に m i c r o n u c l ei を

見 る｡ ギム ザ 染色 ×10 0

写真1 3 C L 6
,

5 代 目, 継 代培 養後 3 日 目
｡

核 の 大小不 同 が 著し い
｡ ギム ザ 染 色 ×1 0 0
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O S T 細胞の ク ロ ー

ン 系 に お け る細胞動態 学的研 究

写真14 C L 6
,

5 代 目, 継代 培養後 3 日 日,

4 極 分 裂 の 細 胞｡ ギム ザ 染色 ×10 0d

囁

●

写真1 5 C L 1 4
,

2 代 目, 継代 培養後4 8 時 間,

細胞 は 突起 が な く 円形を呈 し,
n u Cl e c c yt o-

p l a s m i c r a ti o が 高 い
｡

ギム ザ 染 色 a : ×1 0 0

b : ×4 0 0

8 9



頸〕 山 口

写 真16 C. L 1 4
,

2 代 目
,

継 代培養後 3 日 目

細 胞 は 短 い 突起 を 出し,
ガ ラス 面 に付 着 した

形 を呈 す る ｡ ギム ザ染 色 ×40 0

写真17 C L 1 4
,

2 代 目,
継代 培養後 5 日 日

経 胞集落 を形成 し, 中心部 で 細 胞 が 盛 り上 が

っ て く る ｡ ギム ザ 染 色 × 10 0

写 真18 C L 4
,

4 代 目 C u m ul a ti v e l at x l -

i n g m e t h o d e に よ る L al 光1 e d c e 11 ( 右) ギ

ム ザ染 色 ×10 0 0
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O S T 細胞の ク ロ ー

ン 系 に お け る細胞動態 学的研 究

写1 9 C L 4
,

4 代 目,
P ul s e l at 麗1i n g m e t ･

h d e に よ る L a b l e d mi t o si s ギム ザ染色 ×

1 0 0 0

写真2 0 C L 14
,

2 代 目 の 染 色体
,

染 色体数69

個

91



9 2 山 口

写 真2 1 C L 2
,
1 6 代臥 e n d o m it o ti c r e d u p li c a ti o n

の 像 を呈す る染色 体 ｡

写真2 2 C L 6
,

5 代 臥 継代 培養後 3 日 目
｡

非 同調 性 の 核 を有す る 2 核 細胞 ( 右) と 同調

性 の 核 を有す る 2 核細胞 ( 左) ギム ザ 染色 ×4 00


