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239　　　 コ ラ
ー

ゲ ン
’
ゲ ル 培 養法 を 用 い た 顆粒

膜細胞 と 夾膜細胞 の cellular 　 interactioni こ関す

る 研究

240　　　　 培養ブ タ顆粒膜細胞 の 増殖 に 対する サ

　イ トカ イ ン お よ び細 胞増殖因子 の 相互作用

関西医大

河 田　淳 ， 神谷 敬雄 ，田 中
一

朗 ，堀越 順彦 ，

中島徳 郎，椹 木 　勇

京都大

福岡 正恒，藤原　浩 ， 高倉賢 二
， 岩 井正純 ，

堀江清繁，泰井俊造，森　崇英

〔目的 〕卵 胞 の 発 育過程 に お い て 顆粒膜細胞 （G ）

と夾膜細胞 （T ）の cellular 　 interaction は 重 要な

役割を担 っ て い る ．そ こ で こ の interaetion を コ

ラ
ー

ケ
’
ン

・
ゲ ル 培 養法 を用 い て ，形態学的お よ び

内分泌 学 的 に 検討 し た ．〔方法 〕ブ タ卵 巣 の 中 卵

胞 を 間質 よ り単離 し，更 に G と T に ，それ ぞれ分

雕 し た ． G ，　 T ，　 G 手 丁 の コ ラ
ー

ゲ ン ・ゲ ル 付 着

培 養，お よ び G と T を 重 層 し た コ ラ
ー

ゲ ン ・
ゲ ル

浮 遊 培養 （G ／ T ）に て 培 養 し た細胞 を位相差倒

i［顕微鏡 ， 光顕 ， お よ び透過電 顕 に て 観 察 した．

培養 に は 10％ FCS 添 加 DEM ； Ham
，
F121 ： 1 混合

液 を使用 し ，培養液中の s しeroid をそれ ぞれ RIA

に て 測定 し た ，〔成績 〕G ， G ＋ T の 何れ で も，

G は ゲ ル Lで 単層 の 繊維芽細胞 様増殖 を 維持 した．

G ／ Tで は G は重層 に増殖 し ， ゲ ル は 急激 に 収縮 した，

細 胞増 殖 は ，G ／ T ＞ G ＋ T で あ っ た ．超微形態

学的 に は， G ／ T に お け る G は ，細 胞質中 に 電 子

密度 の 高 い 多 くの 遊 離 rib ・ s ・ me ，層 板状 cristae

を 有す る大型 の 桿状糸粒体 ， 核の 一
側 に 発 達 し た

G ・lgi 装置 を含 み ，活発 な 蛋 自合成 機能 が うか が

わ れ ， 隣接細胞 間 と は gap 　 juncti・ n に て結合 し ，

ゲ ル と の 境 界部 に は ，一
部莖底 膜様 構造 もみ られ，

明 らか に 細胞 極性 を有す る もの と考 え られ た．E2

産生 は ， G ＋ T ，
　 G ／ T と もに G ，

　 T 単 独 に 比 べ

て 活 発 で ，細 胞 間相乗作用 が認 め られ た か ， 前者

で は G ＋ T が 有意 に 高値 を 示 し た ．

〔結論 〕コ ラ
ーゲ ン

・ゲ ル を介 し て G と T を重 層

化 し た 浮遊培 養 は ，超微形 態学 的 に 細 胞極性 もみ

ら れ て ， よ り in　 viv 。 に 近 い 培 養系 で あ る 事 が 推

察 さ れ ， 内分泌学 的 に も両 者 の cellular 　 inter −

a ・ tieneC は ，そ の 構築 が 大 き く 関 与し て い る事が

示唆 さ れ た ，

【目的】わ れ われ は，ブ タ 顆 粒膜細胞（GC）培養系

に お い て，サ イ トカ イ ン の
一

種 interleukin− 1（IL
−1）が単独 で GC の 増殖を促進する と と もに ，　 EGF

や イ ン ス 1丿ン （INS ）な ど の 細胞増殖因子 の 作用を

相乗的に 促進する こ とを報告 した。免疫系等 に お い

て サ イ トカ イ ン 同志 の 相互作用が注 目さ れ て い る と

こ ろ か ら今回 ， 別 の サ イ トカ イ ン で あ る tumor

necrosis 　 factor（TNF ）の GC 増殖促進作用 に っ い

て ，とくに TNF と IL − 1 との 相 互作用 に 注 目 し，

検討を行 った。

【方法】小卵胞由来 の 未熟 な GC を 10 ％ FCS 添加

に て培養 し， subculture の 後72時間無血清条件に お

い て 分裂静止状態 と し た。 こ こ で サ イ トカ イ ン と

3H − thymidine （1μ Ci／ ml ） を添加して さらに 48

時間培養し，細胞 内 に と り こ ま れ た 3H −thymidine

量 （cpm ）を測定 した 。

【成績】IL− 1 ・TNF 同時添加 （各 1ng ／ ml ） に よ

る
3H −thymidine と り こみ へ の 影響 に つ い て 検討 し

た結果， IL− 1 ： 2．5 ± 0．5 ， TNF ：2．4± O．4，　 IL−1＋

TNF ：6．8士 1．6（ratiG 　per　 control ；mean 士 SE 　）

で あ っ た 。 ま た TNF （1ng ／ml ）と EGF （0，1ng ／mD

または INS （lr）同時添加 に よ る影響 に つ い て 検討

し た結 果 ， TNF ：2．8 ± O．2，　 EGF ： 9．0士 1．2，　TNF ・

EGF ：16．7士 1．4，　 INS ： 22 ± O．2，　 TNF ＋ INS ：7．2　t

O．6 で あ っ た 。

【結 論 】 ブ タ GC 培養系 に お い て，　TNF は IL − 1同様，

単独 で GC の増殖を 促進す る とともに，　 EGF ・イ ンス

リ ン の 作用を相乗的 に 促進 した 。 ま た TNF は IL − 1

とも相乗的 に 作 用 し た こ とか ら，in　 vitro に お い て ，

サ イ トカ イ ン と サ イ ト カ イ ン ，あ る い は サ イ トカ イ

ン と細胞 増殖因子との 協調作用 に よ りGC の 増殖 が

著 明に 促進 さ れ る こ とが あきらか とな っ た 。
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