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　　　　　　　　1　緒　　言

　 胎 盤 の 諸機能の 解明 に 組織培養法 を 使用せ ん とす る試

み は 古 くか ら行わ れ，1907 年 ， R 、　Harrisoni） が ，は じ

め て カ エ ル の 神経 線維 の 培養に 成 功 し て か ら数 年 後 の

1915 年 に．は 既 IC　Fornero2 ）

が 海獏 の 胎盤 を 培養 し，結

合織 母 細 胞 と 巨大 細胞 の 発育す るの を 認 め た と報告 して

い る ．

　その 後，動 物胎盤 ば か りで な く，人 胎盤 に つ い て も数

多 くの 培養報告 及 び 組織 培養を 使用せ る実験 報告が な さ

れ て 来 た ．しか しな が ら組織 培 養 の 発 達史を 眺 め る に ，
その 技術的な 而 で も 応 用 の 面 で も第 2 次大 戦前 の 組織

培養 は一種 の 行詰 りに 陥 つ て い た ．そ の 行詰 りを打 開

し ，組織．培養 の 発達 を うな が した もの と して は ，抗生物
質・抗 カ ビ剤 等 の 出現 に 依 る 無 菌操作 の 簡 易化 細 胞 の

生 化 学的研究 の 進歩 に 伴 う培 地 の 改 良 等を あげ る事 が 出

来 る ・更 lc細 胞 浮me液培養法 の 発隙 よ細胞成長の 度合 を

非常 に 厳 密 に 定量 す る 事を 可 能 な ら しめ ，こ こ に 於て 組

織培養 は は じめ て 細胞 の レ ベ ル に 於 て 礪 を 進 め うる事

に な つ た ．今 日 で は ，そ の 培養に 使用す る は じめ の 材斜

は 組織で あ るが そ の 培養 の 完成 され た 状態 は ，む しろ ，
細胞培養 と呼 ん だ方 が 正 鵠 を 得て い る ．本 論 文 の 標 題 に

胎 盤 細胞 な る 語 を 用 い た の も以上の 趣旨に 他 な らぬ ．

　 以上 の 如ぎ発 達 せ る今 日 の 組織培養法 か ら見 る と ．今

日迄 発表 され た 胎盤 の 組織 培養 の 報告 の 中に は 再 検 討 を

要 す る もの もある ．

　今 回 筆者 は ，人 胎盤 の 機能解明に 供すぺ く人胎盤 細胞

の 培養 を行 つ た ．

　　　　　 II　実験材料 並び に 実験 方法

　 i） 材　料

　人 工 妊娠 中絶 術 1・a 依つ て 摘 出 した 臨 床 診 断が 妊娠 2 カ

月 及 び 3 ヵ 月 の 人 胎盤 5 例を材料 と した ．

　 2） 培養方法

　人 工 妊娠中絶時に ．出 来 るだ け無菌的に 採取 した材料

を Hanks 液 （ペ ニ シ リ ン 10万 単位 11，ス トマ イ SOrmg！l
を含 む 。以 下同 じ．）に 入 れ，冷臓 庫 に 保存 し た ．次 に

滅 菌 シ ヤ
ー

レに Hanks 液 を と り，こ の 中で 材料 を 数回

洗滌 し ，赤血 球，脂肪 な ど を 除去 した 、こ の 処置を して

か ら材料 を 50cc ．容の 丸底 遠 沈管に うっ し，　 Hanks 液

約 20c ．C．を加え，材料 を 浮溝さぜ な が ら長柄 の ク ーパ

ー
で 適当に 細切 した ．こ の 丸 底遠 沈 管 を 5〜10 づ 間静 置

し，そ の 上 清 を 80−mesh で 濾過 し ， その 濾液 （F ） を

保存 した ．上清を 除 い た 沈渣物 に ，更 に も う一Pt
’
　Hanks

液を 加 え て 攪 抒 し，それ を 非 常 に ゆつ く り遠 心 し （1000

RPM 以下 ） そ の 上 清を 捨 て た ．こ の 操 作を 3〜4回 行い

，之 に 依つ て 肉眼 的 に は 赤血 球 ，脂肪 等 は 非常 に 少な く

なつ た ・こ の 沈渣謝 こ o．25％o の ト リ プ シ ン 溶液約3。c，c ．
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を 加 え 少 し 攪伴 し、それ を magnetlC 　 Stir ・ er に うつ し

37°C で bar を 回転 させ た ．コ転 さ せ な が ら 15〜3G 分

間隔で そ の 内 容 物 を lc．c、位 ず つ 採取 し，　 Yl．［球 ，卦算 盤 で

細 胞 数 を 計 算 し，細 胞 数 が 20 × 10’d！C．C．以 i二に な る ま で

回 転を 京能続 し、た ．　細胞数ヵ竃
T 　2c 〜30 × 1D4 ！c，c．　J）　Ei・t二な

つ た ら直ち に bar の 回 転を 止 め ，内容物 を 8C・−rnesh で

濾 過 し，そ の 濾液 を 直 ち に 遠心 管 に うっ し ，10DeRpM

以 下 の 速 度で 約 5 分間遠心 した ．遠心 後 ，そ の 上 清 を捨

て 去 り，そ の 沈渣 に Hanks 液を 適当量加 え ，そ の 中 に

更 に 前の 濾 液 （F ） を 加 え た．そ れ を 攪拝 して 遠 心 し，

上 清 を 捨て た ．こ の 操 作 を 2〜5 回 ぐ り返 し ，分 離細胞

の 洗滌 を 行つ た ．

　 上清 を 捨 て て 後 の 洗滌せ る 細胞 に っ い て は ，細胞 数 を

20−v3D × lo41c．c．位に 培地 で 調 整 して 3’／°C で 培養 し

た ．

　3）　植継ぎの 方法

　primary 　 culture に あ つ て は 梳継 ぎは 成 功 し に くい

の で ，筆者 は 位 相 差顕微鏡 で 細胞 の 生 育 状態 を 観 察 し，

状 態 が 良好な 時期 を 選 ん で之 を 行 つ た ．方法 は ，目 常株

化細胞の 櫨継ぎに 用 い る 方法 と 1司じで あ る ．而 し て 筆者

は O．05％の ト リ プ シ ン 溶液を 使用 し た ．

　尚，植継ぎの 際に ，細胞数 は か な り増加 して い た が ，

之 を多 くの 培養容器 に 分 注 す る こ と は しな か つ た ．継代

に 成功す る 事 を 第
一

の 目的 と した か らで あ る ．
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　 4）　培　地

　培 地 用 塩 類 溶液 と し て は ，LD3 ），　YLD ，　 VLE の 3 っ

を 用 い た ．而 し て VLE と は YLE の Y ，即 ち yeast −

．extract を Eagle 培 地
4）

の 中の vitamine ・grouP で 置

か え た 塩 類溶液 で あ る ．血 清 と し て は ，人 臍帯 ぽ且清 を

inactivutc し た もの を 用い た．（尚，塩 類溶液 と血 清 の

日 産 婦 誌 15 巻 8 号

割 合 に っ い て は 第 1 衰 参 照 の こ と ）．

　　　　　亙麗　実験 成績 （第 1 表 参 照 ）

　今 圜 篭 者 は 5 例の 人胎 盤 に つ い て ，そ の 培養 及 び 植継

ぎを 試み た が ，培養 円数 は 最 長 で ：S4 日 間，最 短 で 13 日

間で あ つ た ．しか し，之等 の 培 養 LI数 は い ず れ も粘 胞 の

死 亡 せ る 日 を以 つ て 云 つ て い る の で は な く，細 胞 の 生 育

状 態 か 悪 くなっ て ，細胞 の 染色観察 を せ ん がた め ，培養

を 中断 した ヨ を以 っ て 計 算 した ．従つ て ，そ の 後 の 長 期

間培瀁 は 望 め な か つ た と し て も も う数 日 位 の 生 育 は 口」
．
能

で あ つ た と思 われ る 、植継ぎに つ い て は 最 高 3 回成 功 し

た ．

　培養後 5 日 間 は 出来 る だ ｝ナ趣 置 し ．顕 微 鏡 に 依 る 観

察 も最 少限 度 に と どめ た ．培 養 3 日 目頃 か ら，か な り多

数 の 細胞が ガ ラ ス 而 に は りつ い て 来 た．培 養 5 日 目頃に

な る と 細胞質が の び 出 し て い る の が 認 め ら れ た ．最初 の

培地交換 は ，培養 開 始後 6 日 目に 行つ た ．そ の 際古 い 培

地 は 直 ち に 捨 て ず ，そ の 培 地 を 遠 心 し，沈渣 物を も う一

度 培 養 容 器 の 中 に 加 え た ．即 ち ，生きる 可能性あ る 細胞

を 出来 る だ け救 うた め で あ る．しか し 6 日 N 迄 に ガ ラ 入

面 に二は りつ か な い 細 胞 が ，そ の 後 は りつ い た か ど うか は

疑問で あ る ．

　培養 6 日 日に 第 1 回 の 培地交換を行つ た 後 は ，原則 と

して 2〜3 日の 間 隔 で 培地 交換 を行つ た が ，培養 二〇 団過

ぎ に な る と細 胞 の 生 育 が 盛 ん な た め ，毎 日 又 は 隔 目 に 培

地 の 交換を 行 つ た ．即 ち ，細 胞 の 位相 差 顕 微鏡 に 依 る 観

察所 見 と ，培 地 の pH を参 考 と して 適時行つ た ．

　　　　　　　　 Iv 　考　　按

　 R ．Harrison （TgC7 ）
1）

カ§ couer −
glass ．法を 用 い て カ

エ ル の 神 経 線 維 の 培 養 に 成 功 し て 以 来 ，組 繊 培 養 法 と し

て ，多 くの 方法 が 考察 さ れ 試 み られ て 来 た ．そ し て 之 等

の 方法が組織培養 に 頁献 して 来 た 事は 少な くな い ．し か

し，生 き た 培 養 結 拒 の 形 態 自ξ」観 察 等 に は 充 分 と 考 え ら れ

る 之 等 従 来 の 方 法 も ，細 胞 成 艮 の 度 合 を 正 確 に 把 握 し，

量 的 に と らえ ，そ れ を基 礎 と して 細 胞 の 機能的な 面 を 研

究 し よ う と す る 凵的の た め に は 不充分 な 方法で あ る ．

　即 ち ，こ こ で 云 う 従 来の 方法 と は ，緒 言 で も触 れ た 如

く，細靤浮游液 培養法が 発 明 され る 以 前 の 諸方 法 を 指 し

て い る の で あ る が ，研 究 目的 に 依 っ て は 之 等 の 方法 の 1

つ 1つ ，又 は そ の 細合せ が 必要で あ り，又 之 等 の 方 法 に

依 らね ぽ な らな い 研 究 も ある ．事実，発 達 ぜ る 現在 の 組

織 培養 に 於て も之 等従来 の 方法が 日常利用 せ ら れ て い

る。

　 しか し細胞浮游液培養法以 前の 培養法 に は 多 くの 技殖
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的制限が あ り，特va　，細胞成長 の 度合測定 に 於て 難 点 が

あ り，そ の た め 組織培養 は 行詰つ て い た ．

　 1％ 1年，Earle 一派
5）6 ）

が citric 　acid 使用 に 依 る 所 謂

replicate 　tissue 　 culture 　 Inethod6
＞

を 発 表 し て 以 来，組

織 培 養 滋 は は じめ て ，細胞 の レ ベ ル で 実験 をすすめ る事

が出来 る 所謂細胞培養の 時代 に入つ た わ け で あ る．そ の

後 本 邦 で は ，勝 田
一

派 （1954 ソ
）
が Earle の 方法を よ り

簡 略化 し ，一歩 前進 させ た simplified 　 replicate 　 tissue

cu ！ture 　 method を発表 して い る ．そ の 後，所 謂 細胞 浮

游液 培 養法 に っ い て は 種 々 の 改良が な さ れて い る が ，今

回 筆 者 の 用 い た 方法 は Moscona （1952 ）
8 ），　 Dulbecco

（1952 ）
9 ，

等 の tpypsin 使用 の 方法を踏襲 し た J．　Paullo，
の

云 う disaggregated　fresh　tissue 　technique で あ る e

　 こ の 様 に 改 良 さ れ 進 歩 し た 組 織培養法 で 従来 の 胎盤 培

養 の 報 告 を 考察 した 場合 は ど うか ．培養せ る 胎盤細胞 の

観 察 に は 以 上 の 如 き進歩 せ る 方法 を 必ず し も必 要 と は ぜ

ぬ が ，胎盤 細 胞 を 培 養 し，そ の 細 胞を 胎盤 細胞の 機能解

明 に 用 い よ うとす る 実験 に は ，前述 の 所謂細胞浮游液 培

養法が有力な方法で あ る ．

　 現 在迄 数多 くの 胎盤 培養 の 報告
11〕『22） が な さ れ て い る

が ，その 大部分 は 培養 せ る 胎盤細胞の 観察所見 を 報告 し

た もの で あ る ．そ し て こ の 限 りで は 従 来 の 方 法 で 充分 で

あつ た と も 云 え る ．しか し胎盤 を 培 養 し，そ れ を 胎 盤 機

能 の 解 明 ， と くに 内 分 泌機能の 解明 に 供 せ ん と した 永山

（昭 12）
23＞，　Gey 　（1938 ）

24）
t　 Jones（1943 ）2s），　 Stewart

（1948 ）
25＞ Waltz （1954 ）

2T）
等 の 報告 は ，そ の 用 い た 方

法 ，特 に 成長度判定法 に 於 て 今 日 の 発達 せ る 組織培養法

か ら見 て 再検 討の 予地 が ある ．即 ち ， 上 記 の 5 人 は 各 々

の 実験で 胎盤 の 内 分 泌 機能 に 関 す る彼等 な りの 結論を 出

して は い るが ， 彼等 の 用 い た 成 長 度 判定 法 を 見 る と，永

山
zs＞

は 特に 成長度判定を行 つ て は 居 らず又他 の Gey21）
，

Joneszs｝，　 Stewart26）
も 之 を 行 つ て 居 な い ．彼等は 厂 は

りつ け 法」 を 用 い て 人 胎 盤 を 培 養 し，そ の 培 養液 の 中 に

証 明 さ れ た ホ ル モ ン を 以 つ て 結論 を 出 し て い る ．又 ，

Waltz27 ｝

は perforated　 cellophane を 基質に 使用 し て

人 胞 状 奇 胎 を 培養 し，彼等な りの 観 察所見 を 基 礎 と し て

成 艮 度判 定 を な し ，そ れ を 用 い て 結論を 出 して は い るが

之 も現在 の 細胞浮游液培養法か ら見れ ば古い 方法 で あ

る．従っ て 之 等 5 人 の 結論 は ，現在 の 進 歩 せ る 細胞浮潺

液培養法 に 依つ て 再検討す る事 が 必要 で あ る．

　 現 在 の 細胞浮游液培養法を もつ て 、 人 胎 盤の 内分泌機

能 解 明 な る 問題 を 考 え た 場含 に は ，そ の 実験階梯 と して

次 の 諸段階が 考えられ る ．即 ち ，正）前述 せ る培養方法

623− 3工

で 胎盤 細胞 を培養 し，2） そ の 培養が 可 能 な る 事 を 隲 忍

し，3）培養細胞が成長す る事 を 判定 し，4）夏 に 培養緬

胞を 司定 し て そ の 目指す細胞 〔例 え ば Synzy匸lum 細胞，

Langhans 細 胞 ） を 5） 分 離 し ，6） 之 等一種 の 細 胞を

培養 し ，7）そ の 培養液 に つ い て ホ ル モ ン の 定性定 量 を

行 う．こ の 考 えか ら見 て も前述 の 5 人 の 報告は 多 くの 点

で 厳 密 性 を 欠 い て い る ．

　 Thiede （1960 ）
2s｝

及 び S ⊂）ma （1961 ）
29 〕

は こ の 点 に

着 目し ，こ の 進歩 せ る 細胞浮游液培養法 を 人胎盤 の 培養

に 使用 し て そ の 実 験成 績を 報 告 して い る．即 ち ，Thiede

は 人 胎盤 を trypsin で 処 理 し，胎盤 細胞 を 浮游状態に

しそ れ を rolier −tube 法 で 培養 し，その 培養細胞を 継織化、

学 的 に 染 色 し て 培養細 胞 の 同 定 に つ い て 論 じ て い る ．

又 ，Sorna も
・Thiede と 同 じ 方 法 を 用 い て 人 胎盤 細胞

を 最 高 25 日 間培養 し ，そ の 培養細胞を 用 い て 細胞 同 定

及 び 胎盤 の 内 分泌機能 の 解 明に つ い て 論 じて い る ．

　今回 筆者 は 同様 な方 法 を 用 い て 人 胎盤細胞を 培養 した

が ，roller −tube 法 で は 大量培養を 行 う上 に 難点 が あ る

の で TD −40 型 の 培養 瓶 で 静 置培 養 し，更 に 前 述 せ る 第

3 段階 と し て の 培養細胞 の 成 長 度 判 定 の た め に は 樋継 ぎ

が必要なの で 植継ぎ （譎継代）を 試み た ．即 ち ，筆者は

Thiede ，　SDma と 同 じ 原 理 で 入 胎盤 細胞 を最 高 34 口蹕・

静置培 養 した ．こ の 方法 に 依 れ ば ，TD −40 型 の 如き大

型 の 培養瓶 の 使用が可能で ある ．更 に 筆者 は ，全例 に っ

き植継 ぎに 成 功 し ，最高 は 3 回で あつ た ．従つ て ，今後

人 胎盤 細胞 の 培 養 を 行 つ た 際 に は ，そ の 培養綱胞 の 成 長

　　第 1 図 ： 培 養 せ る 人 肱 盤 細胞 の 位 相 差 顕 微 鏡

　　　　　　　に よ る 観 察 所 見

の 程度を細胞数で 量的に 表現 し うる と信ず る．勿論，現

在の 様 に 多種 類 の 細胞 が 混 合 し て い る 状態 で は ，そ れ を
．

継代 し て 細胞の 増加 云 々 と 云 つ て も，どの 種 類の 細胞 が

増加 し た の か 不明で あ る が ，人 胎盤 の 培 養 細 胞 の 同 定 法
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624− 32 人 胎 盤 細 胞 の 継代 培 養 に っ い て

が確立 さ れ ，更 に 目指す細胞 を micromanipulat ・ r 等

に 依つ て 取出す事が 可能 に な れ ば ， 第 工 表の Case 旧 の

如 く 3 回 の 継代 に 耐 え，3B 日 闇培養が 出来た 以 上，一

種 の 細 胞 に つ き そ の 成長 の 様 子 を 細胞数で 表現 出 来 る 筈

で あ る ．し か し ， 人 ll台盤 細胞 の 培養 に 際 して は 第 1 図で

示 ぜ る如 き 多核 細胞や 多 核 の 巨大細胞 が 多く出現 して い

る の で 1 核で 1細 胞 あ り と算 定 す る citric 　 acid 使 用 の

細 胞 数算定 法 は 使用 出 来ず 細胞そ の もの を 直接算 定す る

事 に なろ うが，之等 の 多核細胞や そ の 他出現 した 巨大細

胞 を ど の 様 に 扱 うか と 云 う疑 問 も残 る ．し か し な が ら，
3 回 の 継代 に 耐え て 33 日 間培養細胞が 坐き た と 云 う事は

今後 の 肱盤細胞 の 機能研究 に 大き な力 と な る 事 と 信ず

る ．そ れ は ，現 在 迄 に 発 表 せ られ て い る 様な 培地で ，あ

ま りに も 長 期 間 体外 培 養 す る と 培養細胞 は in　 vivo に 於

け る細胞 と異 な つ た 細 胞 に 変化 して しま う事 が 指 摘 ぜ ら

れ て 居 り
30 ）31 ）

約 1 ヵ 月間生体内 と 同 じ 性格で 培養 が 可

能に な れ ば 充分 で あ る と 考 え る か ら で あ る ，Eagle

（1959 ）
32 ）

が 細胞培養 の 栄養代謝 に 関 し て 試み た 考察 の

中で ，「
細胞培養を健全に 保持 し，1 世 代の 平均 時間 を

18〜24 時間で な く 7 日 と す る 様 な 生理 的保持液 の 発明

が 望 ま しい 」 と 述ぺ て い る の を 見 て も ，
1 ヵ 月 間培養が

可能で あれば，次 は 細胞 の 性格 を in　 viVO に 於け る と

同 様 に 保持 出来 る 培地が 発 明 され れ ば よ い と 思 われ る ．

　以 」：の 様 な 意 昧 に 於て ，今 回 筆 者 が 人 胎盤 か ら得 た浮

游細胞 を 静置培養法使用 に 依 り，5 例 に つ きす ぺ て 継 代

培養 し，最 高 34 日間培養 した事 は ，今後の 人 胎盤 細胞 の

機能 研 究 に 益 す る 所 が あ る と信 ず る ．

　　　　　　　　　V 　結 　　論

　1）　臨床診断が 妊娠 2〜3 ヵ 月 の 人 胎盤 5 例 に つ き ，

そ れ 等 を trypsin で 処理 し ，得 ら れ た 細胞 を 静置培養

む た ．

　2） す べ て の 例 に つ い て 継代 を試 み ，最 高は 3 回 の 植

継 ぎに 成 功 した ．

　3） 最 高 34 日闖培養 し た ．

　4）　以上 の 結果 か ら，細 胞 培養法利用に 依 る人 胎 鰹 の

特定細胞の 機能 ，特 に 内 分 泌 機 能 研 究 の 可能性 に っ い て

論 じた．
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