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　最近高等脊椎動物の 胚組織や 器 官原基 を単
一

細胞

に分離 し て 旋呵培養 を す る と，同
一

種類 の 細胆 が 再

結合 し て も と の 器官組織構造を形成す る こ とが明 ら

か に なっ た （Moscona ，
196工a

，
　b

，
　c

，
　i962

，
　 Stcinberg，

1962a
，　b ，　c 、　d ；黒 田 」1962 ；Nakanishi　et　al ．

，
1963）。

し か し ， こ れ ら の 研究 は い ず れ も ニ ワ ト リ．あ る い は

ハヅ カ ネ ズ ミ の 胚 を 用 い て お り，人 類 の 胎児 を材料

と し て の 研 究は な い
。 著者 らは ， 人 工 妊娠 中絶 に よ

る 2− 5 カ 月の 人問胎児 の 組織を 単一細胞 に 分離 し

て ， 旋回培養 を行い
， 組 織再形成能 に つ い て の 組胞 ．

学的研究を行い つ つ あ る 。 こ こ で は 単
一
細胞 の 分離

方法 ， 旋回培養法 ， お よ び軟骨細．織 の 形成 に つ い て

予報的 に 報 告す る。

第 1 表　培養液 の 組成

く。 最 後 に 培 養 液 1ml あ た り IO〒
個 の 細 胞 を 含 む

細 胞 浮 游 液 を作 り ，
10m1 の エ

ー
レ ン マ f ヤ

ー
フ ヲ

ス コ に 1・5ml ず つ 分注 した 。培 養液 は Horikaw 讒．

（196i）お よ び Nakanishi 　 et　 at ．（1963）の 処 方 に よ

る （第 1表）。

　 旋 同 培 養 器 は ， 麹．織固定用振 盪 器 （サ ク ラ 精 織 製

VS − 2 型 ）を 利 lilし た も の で ，
37°C の 恒 湘 器 中 で 水

平載物 台 が 毎分
・60回転，％ イ ン チ 偏 心 の 水 平 旋 回 運

動 を す る。こ の 上 に 細 胞 浮 潺液 を分注 し た フ ラ ス コ

を の せ て 旋国す る と，細 胞 は 液 の 求 心 運 動 に よ り ，

7 ラ ス コ の 底 の 中 心 部 に 集 ま る o 約 2 時間 後 に は ，
無 数 の 小 さ な 細 胞 の 集合 体 （clustcrs ）を作 る 。 こ れ

ら の 集合 体 は ， 時 間 の 経 過 と と も に そ の プく き さ を増

し，24時 間 後 k は 約 50 個 の 直 径 0．1− LO 　mm 〔平

均 0．3mm ） の 細胞 の 凝集塊 （cell ・aggrega ．tes） と な

る 。 約 5× 106 個 の 細 胞 は 単
一・

細胞 に 分離 した ま ま

培 養液 申 に 浮 游 し て い る D

　 凝 集塊 を ブ ァ ン 氏 液 で 罔 定 し て 厚 さ 7μ の パ ラ フ
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方 法 と 結 果

　2 ヵ 月 の 胎 児 を Rinaldini 氏 液 で 数 囮 洗 い 休 の 表

面 に 附 着 し て い 6 ．血液 を除 い て か ら，少
’
量 の 0．2％

ト リ プ シ ン 溶 液 （Ripal 〔IJni．K 液 に 溶 解 ）と と も に 時

計 皿 に 入 オL て ， ハ サ ミ で 細 切 す る。細 切 片 に 約 10倍

量 の ト リ プ シ ン 溶液 を 加 え て 37°C に 加 温 し ，
マ グ

ネ テ イ ッ ク ス タ ー
ラ
ー

で 攪抖す る 。
30分 後 こ れ に等

量 の 培 養 液 を加 え，内 径 1．5mm の 注射 針 をつ け た

20ml の 注 射 器 で 約 20回 く りか え し強 く吸 っ て は 押

出 し ， 組 織 を 単一細 胞 に 分 離 す る 。 遠 心 後 （3000

rpm
，
15分 ），

3 回培 養 液 で 洗 い ト リ プ シ ン 溶 液 を 除

　D　現 住所 ： 東 京都 三 鷹市 国際基督教 大 学 止 物 学

教室 。

第 1 図　人 間胎 児 か ら の 分離細胞が 再 結 含 し て

　　　　形成 し た軟骨組織 （× 50   ）。
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　 イ ン 切 片 を作 り， メ イ ヤ ー氏 ヘ マ ラ ム 染 色 お よ び マ

tu
リ
ー氏 の 三 重 染 色 を 行 い そ の 内 部構 造 を 窺 察 し

　た 。 凝集塊 は 同一種類 の 細 胞 が 選 択 的 匡 集合 して 組

　織 化 し た 数種 の 細 胞 群 か ら な る 。 特 K 顕著 な の は ，
』

軟 骨 細 胞 ボ 軟骨基質 の 巾 に 理 ま っ て い る硝子様軟 骨

　 組 織 で あ る （第 1 図 ）。　 軟 骨細胞 は 大 型 の 球 型 の 核

　 を も ち，緬胞質 中 に は 大 きな 空 胞 が あ る。 軟骨基質

　は 用 い た 染 色 法 で は 無構造 で あ る 。
こ の 細胞群 は数

　層 の 扁平 な 細 胞 に よ っ
て 囲 ま ＃ ， ま わ りの 組 織 か ら

　 明 瞭 に 区 5珂 さ才しる o

考 察

　Moscona （1961a ，　1962），
　 Steinberg（1962a ，

　b
，
　 c

，

d）は ニ ワ ト リあ る い は ハ ツ カ ネ ズ ミの 二 種 の 組織

また は 器官原基 を，Nakanishi 　at 認．（1963）は ニ ワ

ト リの 頭部を除 い た 全身 を単
一

細胞 に 分離後混合 し

て
， 旋回培養 を行い ，そ れ ぞ れ 同

一
の 種類 の 細胞 が

選択的に 集 合 して （selective 　sorting 　out 　 of 　ceUs ），

も との 器官組織構造を 形成 す る こ と を 報告 して い

る。本実験 に お い て も，人間 胎児 か ら分離し た 細胞

が選択的 に 集 合 し て 組織 を再形成す る こ とが 明ら か

に な っ た。し か し，組 織 再形成 の 機構 に つ い て は 不

明 の 点が多 く，い ま だ定説 は な い 。 著者 らは，人間

そ の 他 の 動物 め 細胞 を用 い て ，細胞 の 構成要素 と そ

の 機能 ， 例え ば核 （DNA 合成） と か 蛋 白 合成 に 選択

的 に 働 く薬物で 処 理 して ，細胞 の 組織再形成 の 機櫞

を 細胞 学的 に 解明す る ぺ く実 験 を進め つ つ あ る 。

要 約

　 2 ヵ 月の 人問胎児 を単
一

細胞 に 分離 して
， 旋 回培

養を行い 組 織の 再形成 を観察 した 。 ト リプ シ ン 溶液

処 理 に よ り培 養 液 lml あ た り 107 個 の 細胞 を含 む

細胞浮游液 を作 り，
10ml の エ

ー
レ ン マ イヤ

ー
フ ラ

ス コ に 1・5ml ず つ 分注 し た 。
こ れ を37°G ， 毎分 60

回転，nt
， イ ン チ偏 心 で 水平 に 旋回 す る と，24 時間

後 に 約50 個の 直経 0．1− LOmm の 細胞 の 凝集塊が形

成 され た 。
パ ラ フ ィ ン 切片 を作 り， そ の 内部構造 を

観 察し た 。 凝集塊 は 数種 の 組織化 し た細胞群 か らな

る が ，特 に 顕 著なの は 硝 子様軟骨組織 で あ る。
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pt-repmzeS-xtLn.A.madeveopMtwljfint

results  ofa  rotation-Tnediated  cultivation  of  dis-
soc{ated  hurnan  embryonic  cells.  Thc  "'hole

body  ofa  two-month  rnale  human  foetus was

cut  into shreds  with  scissors.  The  shreds  were

suspended  in a  O.2%  trypsln  solution,  approxi-

mately  10 times  in volurne,  and  stirred  at  370C
for 30 minutes.  Then  an  equal  arnount  of

culture  medium  was  added  to  the  tissue  sus-

pension thus  obtained.  The  tissue  was  dis-

persed  into single  cells  by  fiushing them  briskly,
use  being made  of  a  20ml  syringe  fitted with  a

needte  (1.5mm inner  diameter). After  having
been  centrifuged  at  3000rpm  for 15minutes,

the  sedirnents  were  washed  with  three  changes

ofthe  culture  medium,  and  finally re-suspended

in lhe  medium,  with  adjustment  to  107 cclls

per  ml.  The  culture  medium  used  for cutti-

vation  was  prepared  after  Horikawa's  formula
(1961). One  and  a  half ml  of  the  cell  suspension

thus  prepared  were  transferred  to  10ml  Erlen-
meyer  flasks in each,  The  flasks wcre  hori-

zontal!y  rotated  ofi  a  platform  of  a  gyratory
shaker  with  a  

SA
 inch  eccenttic  rotary  mo ±ion at

a  constant  speed  of  60  rpm  at  370C.  After  1 to

2 heurs  ef  cultivation,  numerous  small  clusters

                                      117

of  cells  appeared  in flask cultures.  With  the

lapse of  time  thosc  clusters  increased  in size  by
accretlon  of  fTee cells.  By  24 hours,  about  50
rounded  or  eblong  aggregates  of  ce!ls  with

bumpy  surface,  O.1 to l.O mm  in diameter being
O.3mm  en  the  average,  were  present  in cach

flask. In  addition,  about  5 × 106 cells  per rnI

always  rernained  discreted  being  free in the

medium.  It was  seen  in paraMn  sections

through  the  celt-aggregates  that  there  were

certain  histotypic groups of  cells.  Those  groups
were  formed  by  a  selective  sorting  out  of  cells

according  tQ  their  specific  type.  Among  those

groups  of  cells,  a  group  of  cartilagious  cells

formlng  hyaline  cartilage  was  mQst  remarkable

and  clearl}r  idenlifiable in nature,  Cells with

large-sized vacuoles  were  dispersed  in the  inter-

stitial  substance.  This ti$sue  was  $harply  de-
marcated  frem  the  surrounding  tissues  by  several

layers of  flattened cells, It is thus  evident  that

the  results  of  the  pTesent  experimcnts  with

dissociated cells  frern a  human  foetus supple-

ment  similar  features reported  by  Moscona

(196Sa, 1962) and  by  Steinberg  <]962 b, c, d) in
chick  embryos.  (Received March  20, 196S).


