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　　　　　　　　　 緒　　言

　 細胞 の 生死判別法 と して ， トリパ ソ ブ ル
ー

や ニ

グ ロ シ ン などの 色素を用 い た 方法が， リ ソ パ 球な

ど の 浮遊系細胞や トリプ シ ン な どに よ る酵素処理

で 分散 した 培養細胞 に 対 し て 行わ れ て きた ．し か

し，組織片 に つ い て
， そ の 構成細胞 の 生死 を判定

す る 方法 は 未だ確立 されて い な い ．今回
，
Fluores−

cein　diacetate（FDA ） と Propidium　iodide（PI）
を用 い た Jones　et　al．1）の 方法を，培養絨毛癌細胞

に 対 して 検討 し
， 従来か らの ト リパ ン ブ ル

ー
色素

排除法 と比較した と こ ろ ， 両 者間に 良好な相関が

観察 された ．そ こ で ， さら に こ の 方法を絨毛組織

片に 対 し て 応用 した と こ ろ，そ の 表層に 存在す る

trophoblast の 生死 を判定す る上 で 有用 と判断 さ

れる結 果が得 られた の で ， そ の 概要 を報告する ，

　　　　　　　　　研究方法

　 1．研究材料

　 a ．GCH −1 （絨毛癌細 胞株）
− 0．25％ ト リ プ シ

ン に て 分散 し Dulbecco’s　 phosphate 　 buffered
saline （DPBS ）に て 洗浄 し た 細胞浮遊液 〔生 細胞〕

と，10％ホ ル マ リ ン に て 10分間処理 し DPBS に て

洗浄 し た 細胞 浮 遊液 〔死細胞〕．

　 b ．妊娠初期 中絶絨毛
一

人工 妊娠中絶後 ， 直 ち

に DPBS に て 洗浄 し た 絨毛 （妊娠 7 〜10週 ， 15例）

〔生 絨 毛〕 と10％ホ ル マ リ ン に て 10分 間 処 理 し

DPBS に て洗浄 した絨毛 〔死絨毛〕．

　 2．染色液

　 FDA −PI染色液は DPBS 　 100ml に 対 し て FDA

（Sigma）O．5mg
，
　PI （Behring　Diagnostics）6mg

溶解 し作製した ． ト リパ ン ブ ル ー液 は 0．16％ ト V
パ ン ブル ー／CMF −PBS 液 を用 い た．

　 3．染色操作

　細胞浮遊 液 は 3 分間 FDA ・PI 液 に 入 れ て か ら

ス ラ イ ドグ ラ ス に滴下 し直ち に 観察 した．絨 毛組

織 は 5 分間 FDA ・PI 液に 入 れ て か ら OCT −com ．

pound （Miles　Scientific） t！こ包埋 後，液体窒 素 に

て 急速凍結 し ， cryostat に て 厚 さ5μ m の 切片 を作

製 した． ト リパ ソ ブ ル ー染色 は ト リパ ン ブル
ー
液

に 約30秒入れ ，直ち に 観察 し た ．

　 4．観察

　螢光顕微鏡 （オ リ ン パ ス model 　BHF ）水銀 ラ ソ

プ，450〜490  の bandpassの blue趾 er
，
　510nm

の chromatic 　beam 　splitter と long　pass　520 

barrier　filterを使用 し，細胞浮遊液は 倍 率200倍
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写 真 1　人工 中絶 に て 得 られ た 新鮮絨毛

で ，絨毛組織は 100倍 で観察 し た 。ト リパ ン ブル
ー

色素排除法 の 観察は光学顕微鏡に て 行 つ た ．

　5．判定法

　緑色の 螢光を発す る細胞は 生細胞 ， 赤色の 螢光

を発す る細胞は死細胞 と判定 した．細胞浮遊液 の

場合 は ，細胞 を 200個数え ， そ の うち の生細胞 の 数

を 百 分率で 表現 した．絨毛組織の 場合は
，
10視野

に つ い て絨毛 の 表 層の 長 さを測定 しそ の うち生絨

毛細胞 の 存在す る絨毛表層 の 長 さを百 分率で 表現

した ．

　　　　　　　　　研 究成績

　GCH −1に つ い て は
，
　 FDA −PI複合螢光染色法で

93．7± 1．6％，
ト リ パ ン ブ ル

ー
色 素 排 除 法 で

viability　92．8± 2．4％ （N ・ ＝ 5） と判定 され ，そ の

ホ ル マ リ ソ 処 理 後 で は い ず れ の 方 法 で も

viability　O ％ と判定され た ．

　 一方，中絶絨毛組織片 15例の trophoblast（写真

1 ）に つ い て は
，
FDA ・PI 複合染色法で viability

82± 13％ と判定 され，そ の ホ ル マ リ ン 処理後 （写

真 2）で は viability 　O ％ と判定 された．

　　　　　　　　　考　　案

　従来 ， trophoblast の viability を評価 す る方法

と し て ，培養上 清中の HCG
，
　HPL な どの 測定 が

行 わ れ て きた が
，

こ の 方 法 で は 個 々 の tropho−

blastの 生死 を判定 する こ と は 不 可 能で あつ た ．ま

た ト リパ ン ブル
ー， ニ グ ロ シ ソ な どの 色素を用 い

た 方法は ，浮遊細胞 の 生死を 判定す る こ と は可能

で あ るが ，組織片 に 応用 する こ とが 困難で あつ た．

写 真 2　 ホ ル マ リ ン 処 理 に よ る 死 絨毛

　FDA は intact　cell　membrane の み を通過 し ，

intracellular　 esterase 　lこ よ り加 水 分解を 受げて

螢光色素を産生す る た め ，細胞質が明 る い 緑色の

螢光を発し
，

一
方，PI は injured　cell　membrane

の み を 通 過 し，細胞 核 内 に お い て DNA 及 び

RNA と螢光複合体を形成す る た め ， 細胞核が赤

色 め螢光を発 する とい う性質が知られ て い る ．

　そ こ で 我 々 は FDA −PI複合螢光染色を，絨毛表

層 に 存在 す る と い う解剖 学的特 性 を有す る tro−

phoblast の 生死 の 判 定 に 応用 で きる か 否 か 検討

した．Jones　et　aLllが 浮遊細胞 に 対 し て 行 つ た 原

法は 反応時間が 3分で あ る が，絨毛組織 は浮遊細

胞 よ り色素の 浸透に 時間を要す る と推測 し反応時

間を 5 分 とし，PI濃度も原法 よ り 5 倍高濃度に し

て 良好な結果が 得られ た ，

　 我 々 は 現在 ，
trophoblast の 免疫組織学 的研究

の
一

環 とし て
，

こ の 方法 に基づ い て，正常妊娠 ，

流 産，及 び 胞 状 奇 胎 に お け る trophoblast の

viability を検討 中で ある．　 FDA −PI 複合螢光染 色

は ，今後多方面に 広 く応用 されて 良 い 方法で ある

と期待され る．
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