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緒 言

培養細胞には形態的に異なるい くつかの細胞

突起が存在す ることが知 られている.多 くの接

者性細胞の細胞突起は細胞の運動 を担っている

と考えられている1, 2).こ の ような細胞突起の形

態や機能は,健 来か ら単層培養細胞で主に研究

されてきた.し か し, in uivoの 組織や3次 光的

細胞凝集塊 を形成す るaggregate cultureで の

細胞突起 の研究は,観 察の困難さのためにあま

り多くは報告がない.血 液細胞のような浮遊細

胞に もpseudopodiaを 含 むいくつかの細胞突起

が知られている. Vermipodiaはhistiocytic

leukemia細 胞に特異的に観察される長い桿状虫

様細胞突起2, 3)で あ り,そ の機能は明 らかにされ

ていない。

一方
, in vivoで の肝細胞はbasa-lateral site

の細 胞膜や毛細胆管腔膜はこ多数の微絨毛が存在

するこ とが知 られており4),通常の培養法での培

養肝細胞において も,こ のような微絨毛は しば

しば観察 されている.し か し,そ の他の肝細胞

突起についてはあま り多 くは知 られていない.

私 達は,肝 由来プロテオグリカンを培養基質 と

して培養す ることに より,成 熟肝細胞を球状細

胞凝集塊(multicellular spheroid; spheroid)

とす る方法を開発 した5, 6)球 状 細胞凝集塊を彩

成す る肝細胞は形態的に細胞活性の高い細胞で

あ り7, 8),増 殖 活性はむ しろ低 いもののアルブ ミ

ンの合成分泌は形態的細胞活性の高さに一致し

て極めで高いことも明 らかにしてきた6, 8).

本研 究ではラッ ト肝細胞の細胞突起が球状細

胞凝集塊の形成や運動,さ らに球状細胞凝集塊

の癒合に関与する可能性について検討 した.

材 料 と 方 法

1. 肝細 胞の調製

肝細胞は200-250gのSprague Dawleyラ ッ

トからコラーゲナーゼ/肝 灌流法9)に より調製

した.位 相差顕微鏡での観察では分離細胞の99

%が 肝細胞であり,ト リパ ンプルー色素排泄試

験では90%以 上 が生細胞であった.

2. 肝由 来プロテオグリカンの調製 と培養器材

プ ロテオグリカンはSprague Dawleyラ ッ ト

肝より既報5, 6)の よ うに調製 した.培 養器材は径

の35mmポ リスチ レン培養皿(Falcon 3001)お よ

び25㎝2培養フラスコ(Falcon3013)を 使用 した.

調製 したプロテオグ りカンを培 養皿あたりウロ

ン酸含量にして20μg/200μlを,培 養フラスコあ

たりウロン酸含量にして60μg/500μlを それぞれ

塗布 し,風 乾 して固相化 した,こ れ らのプロテ

オグリカン塗布培養器具を紫外線下で一夜滅菌

の後,使 用直前に滅菌PBSに て洗浄 して培養

に供 した.

3. 培 養

使用培地はEnatら の ホルモン添加無血清培

地10)で あ る.即 ち, Williams #E培 地 に0.1mM

 Copper, 3 nM Selenium, 50pM Zinc, 50ng/

ml linaleic acid, 100U/ml Penicillin, 100U/

ml streptomycin lmg/ml amphotericin Bを 加

えた基本培地にホルモンとして50ng/ml EGF,

 10μg/ml insulinを 添加 した培地である.培 養

は既報5, 6, 7)はこ従い分組肝細胞, 3×105mlを35
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図1　 肝 細 胞Spheroidの 形 成 過程 顕 微鏡 映 画像

a;培 養 開 始 直後, a-insert;単 離 細胞 の 細 胞突起, b;4時 間 後, c; 1日 後, d; 3日 後
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㎜培養皿あた り1.5mlあ て接種することにより

開始 した.培 地交換は培養開始6時 間で1/2交

換,以 後1日 毎に行 なった.

図2　 単離肝細胞の細胞突起走査電顕像

bar, 5μm.

図3　 肝細胞spheroidの 経時的数と直径の変化

4. 顕微 鏡観察

培養における細胞形態は位相差顕微鏡によ り

行 なった.細 胞凝集塊の一部は1,000rpm, 5分

の 遠心にて回収 し,メ タノ一ル固定後,ア ガロ

ースに包埋 してさらにパ ラフィンに包埋 した.

これか ら切片を作成 しヘマ トキシ リン染色の後

通常顕微鏡下 での観察 も行 った.

5. 電子 顕微鏡

培養細胞は低速遠心にて回収の後,既 報7, 8)に

従 って透過型電子顕微鏡,お よび走査電子顕微

鏡による観察 を行なった.即 ち,透 過型電子顕

微鏡の試料は細胞凝集塊 を2%グ ルタールアル

デヒ ドについで1%オ ス ミューム酸 で固定後,

エ タノールで脱水, Epon 812に 包理,超 薄切片

切 り出しを行なって, JEM 100CX電 子顕微鏡

により観察 した.走 査電子顕微鏡の試料はpoly

L-lysin塗 布 ガラス試料台に乗せ,透 過電子顕微

鏡試料の作成 と同様の固定 を行なった.エ タノ

一ル脱水後
, isoamyl acetate洗 浄,臨 界点乾

燥についでPt-Pdコ ー ティングを行なって,

 JSM-U3走 査 電子顕微鏡により観察 した.

6. 顕微 鏡映画観察

細胞凝集塊の動きや,細 胞突起の動 きは位相

差顕微鏡映画撮影装置により観察 した.培 養細

胞を培養フラスコへ移 し,密 封 した後,37℃ 保

温装置付 き位相差顕微鏡映画撮影装置(オ リン

パス社製)の 試料台に乗せて映画撮影を行 なっ

た.撮 影にはBolexカ メラ とフジカラ一RT-

500リ バーサルフィルムを使用 し, 15秒 に一 コマ

の記録 を行なった.

結 果

1. 分 離肝細胞の細胞突起

Spheroidの 形成過程における肝細胞をTime

lapse cinemicroscopyに よ り経時的に観察する

と,単 離肝細胞は培養皿に一度接着 して島状単

層を形成 した後,島 状肝細胞集団が収縮 し半球

状 とな り,さ らに培養皿から離脱す ることによ

り浮遊spheroidが 形 成されることが判明した(図

1).細 胞突起は細胞接種直後の肝細胞にすで観

察される.こ うした細胞突起は単離肝細胞のお

よそ1-5%に 観察 され,一 部の突起はその先

端部分が培養皿に接着していることが走査電顕

により明かとなったが(図2),多 くは細胞の自

由表面で激しく運動することが判明 した(図1).

同様 の突起はプロテオグリカン基質塗布培養皿

で培養される肝細胞に特異的ではなく,通 常の

プラスチック培養皿での培養においても同様 に

観察 された.接 種された細胞のほとんどが接着

伸展 し,島 状単層を形成す ると細胞突起は消失

し観察されなくなった.そ の後の島状単層肝細

胞が全体 として収縮 して多層半球状細胞凝集塊
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図4　 肝細 胞spheroid突 起 の走 査 電子 顕微 鏡 像

a;突 起 を有 す る肝 細 胞spheroid, bar, 0.5μm, b-d;さ ま ざま な突起 の 形態 , bar, 0.15μm.
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図5　 肝 細 胞spheroidの 透 過 電 子 顕微 鏡像

a;培 養4日 のspheroidと 細胞 突起, bar, 0.1μm, b;細 胞突 起 の拡 大像, bar, 0.5μm.
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図6　 肝 細 胞spheroidの 突起 の運 動 とspheroidの癒 合

培養7日 後 のspheroidをcine microscopyに よ り観察 した
.

a;観 察 開始, b; 10分 後, c; 20分 後, d; 30分 後
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を形成 したが,島 状単層の周辺部肝細胞は胞体

の一部が多層半球状細胞凝集塊 に組み込 まれ,

反対側の胞体先端部が培養皿に接着 し続けた(図

1).こ の後培養皿に接着 していた周辺部肝細胞

の胞体の一部が培養皿か ら離脱すると,こ の胞

体の一部 は運動する細胞突起 となりこれ と同時

に細胞凝集塊は浮遊するspheroidと な ることが

判明 した.

2. Spheroidの 突起

Spheroidの 突起は培養 を継続する過程で再び

培養皿に接着することはな く,伸 展,収 縮,ね

じれなどの運動を繰 り返 した. 5×105細 胞 を35

mm培 養皿 に接種 した場合には培養4日 目には接

種細胞のほぼすべてが平均径110μmのspheroid

に組 み込 まれ,約300個 のspheroidが 形成 され

た(図3).こ の ようなspheroidの 約10%に1

-6本 の細胞突起が観察された.電 子顕微鏡に

よる観察ではこれらの突起は, spheroid表 層 を

形成する肝細胞の自由表面から突出 し自由表面

か ら同様に突出す る無数のmicrovilliと は大き

さの上で区別 された(図4). Microvilliは 概 ね

0.1-0.2μmの 長 さを有する微小突起であ るに

対 し, spheroid突 起 はこれらのmicrovilliよ り

明かに大 きく円筒状形態 を有 していた(平 均横

径約2μm,長 径15μm).長 い ものでは約50μmに

達する突起 も観察された.突 起の表面にはmi

croviliは 観察 されずむしろ比較的滑らかであり,

時に先端部に陥凹を有していた(図4), Spheroid

を形 成する肝細胞はオルガネラがよく発達 して

いることから形態的には分化度の高いと考えら

れた(図5).

3. Spheroidの 運 動と癒合

突起の運動に依存するspheroidの 運動は特定

されなかったが,突 起が培養皿に接触する場合

にはspheroidは 明 らかに移動することが判明し

た.こ うしたspheroidの 動 きにより2つ の

spheroidが 衝突すると, 2つ のspheroidsが 癒

合するのが観察された(図6).衝 突 に際して2

つのspheroidsの 突起 は互 いに絡み合い,相 手

のspheroid表 面 に接着 し,さ らに突起が収縮す

ることにより2つ のspheroidsが 密 に接触す る

ことが判明した(図6).密 に接触する2つ の

spheroidsは 切片による観察ではdunbel shape

の1つ のspheroidを 形 成 していた(図7)こ と

より,密 に接触する2つ のspheroidsは 癒 合す

るこ とが判明 した.実 際には培養経過におけ る

spheroid数 の変化 を調べてみると培養2週 間で

その数は1/2に 減少 していた(図3).

図7　 癒 合 肝 細 胞spheroidの 位相 差 顕 微 鏡像

癒 合 肝 細 胞spheroidの, a;位 相差 顕 微 鏡像, b;切 片,ヘ マ トキ シ リンーエ オ ジ ン染 色,矢 頭;癒 合

spheroid.

考 察

初代培養肝細胞がmulticellular spheroidを

形成することはすでに報告 した. Spheroidの 形

成過程の形態観察か らこれ まで報告されたこと

のない肝細胞の細胞突起が観察された.培 養細
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胞には区別される多くの細胞突起が知 られてお

り1),培養 肝細胞の突起 として最 もよく知 られて

いるのがmicrovilliで あ り,通 常の単層培養で

の肝細胞はその自由表面microvilliを 有 してい

る.肝 組織では肝細胞の類洞側 と毛細胆管腔にこ

それぞれmicrovi11iが 存在することが知 られて

い る4)が,そ れ以外の突起につ いては記載がな

い.本 文 で述べたようにspheroid突 起 は単層培

養や肝組織にみられるmicravilliと は明 らかに

異なる形態的特徴 を有 してお り区別 され るべ き

である.

Microvilliは 肝障害時に膨化 し肥大化するこ

とが知 られている11, 12).しか し,そ のような場合

には自由表面に存在するmicroviliiの 全 てに同

様 の変化が観察 される. Spheroid突 起 を有する

細胞のmicrovilliに は形態的な膨化は観察され

ないことか ら本突起がmicrovilliの 膨化 とは考

えられない.

Spheroid突 起 の形態的特徴は,長 い円筒形の

虫様突起 と表現す ることがで きる。本突起は

uropodia, pseudopodia,blisterな どの既知の

突起とは形態的に明らかに区別 され1, 2),同 様の

形態的特徴 を有す る細胞突起の報 告はほ とんど

ない,多 少 とも類似性があるもの としては, his

tiocytic leukemia細 胞 で観察 され てい る

vermipodia2, 3)が 挙 げられる. Vermipodiaは

spheroid突 起 と同様に胞体長の数倍にも伸展す

る円筒状虫様突起 とされている.こ の突起は本

来単一細胞 として存在する血液細胞の うちで も

特にhistiocytic leukemia細 胞 に特異的 とされ

てお り,肝 細胞などの接着性 を有す る細胞にそ

の存在が報告 されたことはない.ま た突起の性

状に関 しては細胞の変成所見12, 13)ではな くむし

ろ積極的な探索子 としての機能や細胞の運動を

担 う機能構造物であることが推測されている2, 3, 14).

 Spheroid突 起にこついてもこれを有する細胞には,

分 離直後でもspheroid形 成 を完了した後でも細

胞の変性所見は見 られないばか りか,明 らかに

spheroidの癒 合 という機能 を有 している. Sphe

roid突 起 について もvermipodiaと 同様に少な

くとも機能 を有す る構造物であることが推測さ

れる。 この ような観点からspheroidの 突起は

vermipodia様 突起 と呼称 しても差 し支えないと

考 えられた.

現在 までの ところこのよ うな突起が肝組織で

は観察 されないことは,重 要な視点であると考

えられる.確 かにspheroid突 起 が培養 という特

殊環境でのみ存在す る構造物であるとの見解は

否定できないがvermipodiaの 場 合で もその突

起は培養系のみ ならずinvivoの 血 流中でも存

在 していることが明 らかにされている3)こ とか

ら肝細胞のvermipadia様 突起についても今後

さらに詳細な組織での検討が必要 であると考 え

られる.

またこの検討に用いたspheroidは 概 ね肝細胞

のみから構成されてお り組織中の肝細胞のよう

に類洞内皮細胞 との相互作用は有 していない.

予備的検討では類洞内皮細胞が添加された培養

系においては肝細胞spheroidの 表 面に内皮細胞

が配位 し,細 胞突起は観察されなくなる15).こと

や,胎 児 ラッ トの未分別 細胞か らなる同様の

spheroidで も細胞突起の存在は報告 されていな

い16)こ とから,組 織中で本突起が観察 されない

のは類洞内皮細胞のはこ覆われているためである

と考 えられなくもない.こ の突起の発現意義 を

解明するためにもサイ トスケル トンを含む突起

の詳細な内部構造や癒合以外の機能について今

後の検討が必要 であると考 えられる.

結 論

成熟 ラッ ト肝細胞はまラット肝由来プロテオグ

りカンを基質 とする無血清培地下 での初代培養

系で浮遊球状細胞凝集塊(Muiticellular sphe

roid; spheroid)を 形成 した. Spheroid肝 細 胞

には長い細胞突起が観察 され,こ の細胞突起が

筋細胞spheroidの 運動 と癒合に関与することが

明らかとなった. Time-lapse cinemicroscopyに

よる観察から分離肝細胞の1-5%に 最 長50μm

に達す る長い虫様突起が観察された.培 養数時

間で接種細胞が接着値展するとこの ような突起

は一時消失す るが,そ の後2-3日 間の培養 で

培養皿から離脱 してspheroidを 形成すると再 び

同様の細胞突起が観察されるようになった.こ

うした細胞突起 の伸展,収 縮,ね じれなどの運

動に よりspheroidが 運動 し,衝 突に続いで

spheroidの 癒 合が観察 された.電 子顕微鏡的観
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察 では,こ れ らの細胞突起は肝細胞 自由表藤か

ら突出す る細胞内小器官の乏 しい突起であ り,

並 存する無数の微絨毛 とは明らかに区別された.

形態約特徴か らはGardiallyら の報告 したVer

mipadiaに 類 似す る突起であると考えられた.
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The presence and function of vermipodia-like processes of hepatocytes-multicellular sphe

roids formed in primary culture was described. Cine microscopy and scanning electron 

microscopy revealed that about 1-5% hepatocytes in single cell after culture initiation already 

posessed the processes. The processes disappeared when the hepatocytes attached and spread, 
and then appeared again on the surface of multicellular spheroids. The processes were moving 

by extending, shrinking and twisting, and sometimes extended 50 um. Five to ten percent of 

spheroids had 1-5 processes. Occasional collision of two spheroids resulted in the fusion of 

spheroids after their processes intertwined, attached to the partner spheroid and shrunk. 

Electron microscopy revealed that the processes were larger in size than the numerous 

microvilli co-present on the free surface of spheroids and their cytoplasm had scarece orgalel

Ia. The morphological characteristics of the processes most resembled those of vermipodia 

reported in histiocytic leukemia cells.


