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  Nornal human renal cortex surgigally obtained from eight patients were dispersed by trypsin

and cultured in vitro using Eaglc，s皿ininlum essential medium supplemented with antibiqtics and

heat inactivated fetal calf serum （200／，） under humidified air with 50／o CO2 at 370C． The results of

these procedures and皿orpholQgical or biochemical characterizatioh of propagated cells wcre sum－

marized as followings：

1．Monolayer sheets皿ainly composed with epithelial cells wcre successfully obtained from all of 8

 cases， and the cells grew icapidly for about 7 weeks． Under the light microscopy， the monolayer

 cells．showed marked morphological heterogeneity． ln the course of maintenence， transformation

 of the cellular appearance was recognized， which included the swelling of cells， development of

 vacuoles or granules in the cytoplasm ’and loosed intercellular junction． Electron microscopic

 observation on the cells in the 3rd generatjons revealed cells with surface structures resembling
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  ’micrQVilli，．・ or desmosome－like structure between neighboring cells．

2． Population deubling time was estimated about 46 hours with the cells in the 3rd weeks and about

  90 hours at the 6th week of ¢ultivation．

3． Alkaline phosphatase． activity， which was detected highly in normal renal proximal・ tubular cells，

  was markedly decreased in cultivated renal ce］Is and only detectable in multilayered fibrbblastic

  cells histochemically．

4． The activity of・ r－glutamyl transpeptidase in cultufed’cells was also decreased to a fifth in comparison

  with that of thc nor皿al kidney cortex． The electrophoretic mobility of thls enzym『was different

  from that of normal renal tissues， but’nog the same with． that of a 40vel isozyme detected in rgnal

  cell carcinoma tissues．

5． Lactate dehydrogenase activity was preserved in mono］ayer cells， but the isozyrne．pattern showed

  predominance’ of LDH－4 ’ahd LDH－5， which was a completely inverted pattern of normal kidney

  enzyme．

6． After the treatment with ．10 ng／ml parathyrQid horrngne， the intracellular cyclic AMP level of

  cultivated cells was ipcteased 33 folds withip．． 2 minutes． This finding strongly sugg’ested that the

  monolayers included cells derived from proximal tubular cells， and also implyed the preservation

  of differentiated bi6chemical function in th6 cukivated cells． ’ ／

7・Th・d・‡・・ti・n・f・・st・・9・n bi血di・9 P・・ゆin・u．ltivated・cell・w・・un・ucce・s飢曲1・h血ight inai・at・．

  a disappearance ’of a biochemical character in normal renal ．tissues．

   With brief review of litgratures concerning the cultivation of’ renal cells derived from human

or experimental animals， the significance of the morphological and biochemical transformation noted

in cultivated cells was dis，cussed， and it was emphasised that the biological process of this transformation

did not ．lnean a simple “fetalism” nor “dedifferentiation”，’ but’ a rather complicated phenomenon．

は じ め に

  近年，正常臓器あるいな悪性腫瘍の細胞の生物学．

的，生化学的性質を研究するために組織培養が導入さ

れ，一応の発展と成果をみせている．しかしながら周．

知のごとく，培養細胞を利用しt研究において最：も危

惧を抱く点は，in vitroでみられる．細胞の性質と， in

vivgに存在し，組織を構築している細胞の性質と． ｪど
の程度にまで一致するものであろうかという疑問で

あろう．著者の教室ではすでにヒト．腎細胞癌由来の

OUR－10 cell lineを樹立し29），これを用い，現在こ

の腫瘍の生物学的性質を多方面より検討しているが，

上に述べた危惧はいつも払拭しきれないままに残：され

ていた．そこで，このような細胞培養を用いた癌細胞

の研究の対照として，ヒト正常腎細胞がin vrtroでど

のような性質を示すものか明確と．し，．これを比較対比．

することから，培養腎癌細胞の特．異な性質を明らかに

することができるのではないかと考え，最近数例のヒ

ト正常腎よりえた細晦の単層培養を試みてきた．本稿

で．は，このヒト正常腎に由来する培養細胞の形態学

的，生化学的性質につき報． 垂ｷる．

材料および方法．

  1．培養に供した正常腎組織

 Table 1に培養に供した腎組織の由来をまとめて示

した・． j子4例，；女子4例，年齢42ん64歳であり，．原

疾患は腎血管性高血圧症3例，腎結右3例，腎腫瘍で

の明らかな主常面分2例であ．る．

Table 1． Origin of the

         cells．

cuitured normal kidney

Case．No． Age Sex RenaHesion

i

2

5

4

5．

6

7

8’

27

46

64

52
55

47

58

24

’f

m
m
m
m
m
f

f

renovascular hypertension （R）

renal tumor （R）

renovasCular hyperrension （L）

renal stone ｛L）

renovascular hypertensipn （L）

renal

renal

・renal

tumqr （R）

stone （L）

stone ｛L）

  2．・培養方法

  線維被膜を除去した腎皮質組織．を径約3mm大に

細切し，これをCa＋＋， Mg＋＋を含まない， Dulbecco’s

phosphate buffered．saline（PBS（一）），またはHank，s
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balanced salt solutionにて洗源し，できるだけ血球

成分を除去する．この組織片を約10 mlの0・25％

trypsin in PBS（一）を容れたエレンマイヤーフラス

コ｝こ移しmagnetic stirrerにて室温で約30分間撹持

し，分散細胞浮遊液を採取する。残った組織片に対し

このtrypsin処理を数回くり返すと，腎皮質組織はほ

ぼ完全に分散できる．細胞浮遊液を1，500rpm，5分

の遠沈にて分離iしpelletとなった細胞をPBS（一）

にて数回洗方，最：終的にEagle’s minimum essential

medium （MEM） （penicillin I OO u／ml， streptomycin

loo Ptg／mlおよび非動化ウシ胎児血清（Fcs）20％を

添加）に細胞数を約1×107／mlに浮遊せしめ，ガラ

ス培養瓶（TD40，池本理科工業）またはpetri dish

（Faicon 3003）｝こ約10mlを分注し，5％炭酸ガス存

在下37。Cにて静置培養をおこなった．継代培養は底

面に付着した細胞を0．25％trypsin in PBS（一）に

て剰離せしめ，軽くpipettingをおこない分散後，細

胞を遠心分離し培養液に浮遊せしめて2つの培養器に

ほぼ等量に分割継代した。

 3．光顕的観察

 培養細胞はそのまま倒立（位相差）顕微鏡にて観

察，あるいはスライドグラス上に増殖せしめフォルマ

リン固定後Giemsaまたはhematoxylin－eosinにて染

色し観察した．

 4． 電顕自勺観察i

 培養器底面に付着した細胞層を7・3％sucr・seを含

む50mM cacodylate buffer， pH 7．2で数回洗諜後，

2％ glutalaldehyde （in 50 mM cacodylate buffer， pH

7．2）にて4。C，約60分間固定． rubber policemenに

て細胞層を剥離したのち2，000 rpm，15分の遠沈をお

こない，得られたceU pelletを細切するしこれを1

％四塩化オスミウム（in 50 mM barbital buffer pH

7．2）にて4。G，約60分固定，エタノール系列にて脱水

後Epon包埋し薄切，クエン酸鉛，酢酸ウランにて後

染色し観察した．

 5．細胞増殖速度

 培養液に5×102個／mlに調整した細胞浮遊液を

2．5c血petri dish（Falcon 3001）に2m1ずつ分注し

培養開始，培養液交換は隔日に施行，triplicateにて

24時間毎に底面に付着している細胞を0．25％trypsin

in PBS（一）にて剥離し細胞数をかぞえ，片対数グラ

フにプロットし，対数増殖期にある細胞の倍加時間を

測定した．

1203

 6．酵素化学的検討

 6－1． alkaline phosphatase （Alp）

正常腎組織および培養細胞よりMortonの方法32）

により酵素を抽出，すでに詳述した方法28）により精製

し，また酵素活性の測定をおこなった．

 6－2． r－glutamyl transpeptidase （r－GTP）

 正常腎組織および培養細胞よりbromelain処理に

て酵素を抽出，活性測定をおこない，またポリアクリ

ルアミドディスク電気泳動によリアイソザイムの性質

を検討した．これら方法の詳細はすでに述べtとおり

である15）．

 6－3． lactate’dehydrogenase （LDH）

 正常腎組織および培養細胞を1mM EDTA， l mM

thioglyGcrolを含む100 mM Tris－HCI buffer， pH

7・5とともにhomogenizeし，4。Gにて1 × 104 rpm，

30分の遠沈をおこない上清を得た．酵素活性測定は

Cabaud and Wroblewskiの方法によるLDH－B test

kite（和光純薬工業）を使用しおこない，まtアイソ

ザイムは0．8％は寒天ゲルを用いt LDH－lsozyme tcst

kit⑪（和光純薬工業）にて分離し，島津CS－210クロ

マトスキャナーにて550mnでdensitomctryをおこ

ない1・DH－1～LDHL5のおのおのの活性を分離測定

した．

 7． 酵素組織化学的検討

 シャーレ，またはスライドグラス上に付着増殖した

細炮を心血中性緩衝フォルマリンにて固定し，Alpは

Burstone法4）により，7－GTPはRutenberg et a1・37）

による方法を多少改変しておこない，またLDHは

森の方法31）を多少改変して染色し，光顕的に観察し

た．

 8．parathyroid hormone（PTH）に対する反応

   性

 当院第4内科大西博士より提供されたPTH（c未

端1－34 PePtide， Daiichi Che【nicals）を使用し以下の

測定をおこなった．full shectの状態にある細胞層を

5mM theophyllin， 1 mg／ml bovine serum albumin

を含むMEMとともに10分間培養したのちPTH（最

終濃度IO ng／ml）を添加，2分後に培養液をのぞき，

氷冷無水エタノールを加えて24時問のアルコール抽出

をおこない，1，500rpm，15分遠沈，上清を減圧乾固

したのち適量の水に溶解し，これに含まれるcyclic

AMPをRIAにて測定した．遠心沈渣iには5％トリ

クP ＞y酢酸を加えて加温し上清のDNAをジフェニ

ルアミン法により測定した．
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 9． estrogen binding protein

 培養細胞層をFCSを含まない培養液とともに24時

間培養したのち細胞を回収．培養細胞0．89に1．5

mM EDTA，0．5 mM dlthiothreito1を含む10mM

Tris－HCI buffer， pH 7．4（TED buffer）4mlをカロえ

ホモジナイズし，1×105g，1時間の超遠心をおこな

いその上清をcytosolとする． cytosol 150μ1に3H－

estradiol－17P （44 Ci／m mol， O．45－15nM in TED

buffer）50μ1と TED buffer 50μ1を加えた群と，

cytosol l 50μ1に3H－estradiol－17β50μ1と非標識

estradio1－17β（0．4μM in TED buffer）50μ1を加え

たものを，おのおのduplicateにて18時間4。Cにて

incubationをおこなった．その後dextran coated

charcoal （1％ Norit A， O．Ol％ dextran in TED

buffer）100μ1を加え0。Cにて30分間直話し，非結

合estradiolを収着させ，2。C，800×9，20分間遠沈

し，上清175μ1をとりそのradioactivityを液体シン

チレーションカウンターにて測定した．3H－estradiol

とbuffer加えた群はtotal bindingを示し，過剰の

非標識estradiolを加えたものはnon－specific binding

を示しておりこの差よりspcci丘。 bindingの有無を検

討した．

結 果

 1． 細胞培養

 8例のことなった正常腎皮質の培養結果はいずれも

ほぼ同様の経過を示した．培養開始後48時間目には一

部の細胞が底面に付着，増殖をはじめ，約1週間後に

はfull sheetの状態となる．形態学的には次項に述べ

る変化を示しつつ7週を過ぎるころより増殖は緩徐と

なり継代間隔も2～3週となる．約12週目にはほぼ増

殖を停止するが，この状態でも培養液のpHの変化

をみると代謝は十分におこなわれており，死滅してい

るわけではないが，著者はこの段階で培養継続を中止

している．

 2．形態学的観察

 primary cultureにもちこまれた細胞の中には腎を

構成するさまざまな細胞が含まれているが，培養細胞

の形態もまたこれを反映してか，かなりの不均一性を

示し，また時間の経過とともに細胞の形態も変化して

くる．3週目詰までにみられる細胞には大別して2種

類の細胞があり，1つは円形または多角型で敷石様に

配例する上皮様細胞であり，他ば紡垂形で渦巻状あ

るいは層状に引例する細胞である．後者はfibroblast

に類似するが刷毛ではいたような感じで薄く増殖する

fibroblastとは実際にはかなり異なつ．た印象を与える

いずれも位相差顕微鏡で細胞はかなり厚く，細胞質内

にはわずかに穎粒がみられるにすぎない．またいずれ

も単核であり，大部分は複数の核小体を有する（Fig．

1，2）．3週目以降＝になると症例によってはfibroblast

が目立つようになり，一部ではこれが重層状に増殖す

る（Fig．3）．また前述した上皮様細胞の細胞質内には

空胞や穎粒が目立つようになり，また細胞間の接合も

やや粗となる．6～7週目，上皮様細胞の増殖がほぼ

停止した状態での形態をFig．4に示しt．

 3。電顕的観察

 培養開始3週目の細胞につき観察したところ，光顕

所見に一致してすべての細胞が同一の微細構造を示し

たわけではないが，細胞表面の一部にはmicrovilliに

類似した構造の認められる細胞や，隣接細胞との間に

desmosomeあるいはtight junctionを思わせる接合

構造を有した細胞が多数認められた（Fig．5A，5B）．

 4．増殖速度

 症例7の培養開始後3週目（継代3代目）を用い測

定したところ細胞数倍加時間約46時間であり，また6

週目には，測定値のバラツキが目立ったが約90時間と

測定きれた．

 5． 酵素組織化学的所見

 症例6に由来する4週目の細胞の所見を示す．AIp

は上皮様細胞にはほとんど認められず，ところどころ

に重層して増殖する線維芽様細胞にきわめて弱い活性

がみられるに過ぎなかった（Fig・6）．．γ一GTPは上皮

様および線維芽様細胞のいずれにも活性が認められる

が，特に大型の紡四型細胞にその活性が高いようであ

る（Fig．7）． LDHは多少の強弱はあるが大部分の細

胞に認められ，また重層状に増殖する部分で活性が高

いようである（Fig．8）．

 6．酵素化学的性質

 Table 2に正常腎，培養腎細胞のAlp，γ一GTPお

よびLDHの酵素活性ならびにアイソザイムの性質

をまとめて示した．Alpは正常腎組織にはきわめて高

い活性がみられるにもかかわらず培養細胞では極端な

低値を示す．組織化学的にみても上皮様細胞にこの活

性がみられないことは前述したとおりである，電気泳

動に必要なだけの酵素を得られず，アイソザイムは未

検討のままに残されている．γ一GTPも培養細胞では

正常腎に比し活性値は著明に低下する．この酵素の電

気泳動における性質はFig．10に示したが，非常に興

味ある結果を示し，正常腎にみられるγ一GTPと，波



  Fig．1． Primary culture，倒立位相差顕微鏡（x I OO）．

  Fig．2． Primary culture， hematoxylin－eosin染色（×200）．

Fig・3・培養開始後3週目． fibroblastic cellが多くみられる

   部分，倒立位相差顕微鏡（×100）．

雛
Fig． 4．

醗難難墾
培養開始後7週目．上皮様細胞が優位を占めるが，これら
細胞内には空胞，願粒が多い．倒立位相差顕微鏡（×100），
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A．細胞表面にmicrovilliに似た形態を有する細胞（x2，500）．

B．隣接する細胞間に認められるdesmosomeに類似した構造（x8000）．

Fig． 6．

諺ii灘

撫磯驚
alkaline phosphataseの酵素組織化学．

（×100）．

    獲

活性はほとんど認められない

田ら14・15）により報告されたヒト腎細胞癌組織に見出さ

れる特異なγ・GTPとの中間に泳動される性質を示し

た（Fig．9）． LDH活性値は正常腎組織の活怪とほぼ

同様であるが，アイソザイムの分析では，正常腎では

LDH－1～LDH－2が大部分を占めるのに反し，培養細

胞ではLDH－4～LDH－5が大部分を占め，アイソザ

イムパターンのほぼ完全な逆転が観察された（Table

3）．

 7．prHに対する応答性

 培養細胞内cyclic AMP 含量は，対照が158・6

pmo1／mg DNAであるのに対し， PTH添加2分後に

は5237．O p mol／mg DNAとほぼ33倍の著明な上昇

を示した．

 8． estrogen binding protein

 Fig．10に示すようにestradiol－17βのcytosol pro－

tcinに対するtotal bindingとnon－specific binding

の間には全く差がみられず，培養細胞の中にはestro－

gcnに対するspecific binding proteinは認められな

いものと判定した．

小 括

ヒト正常腎皮質をtrypsinにて細胞分散し，静置培
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Fig．7．γ一glutamyl transpeptidaseの酵素組織化学．大部分の細胞に活性がみら

   れるが，紡垂型細胞に高く認められる（×100）．

Fig．8． lactate dehydrogenaseの酵素組織化学．すべての細胞に高い活性が認

   められる（×100）．

Table 2． Enzymatic properties of cultured renal epithelial cells in

    comparison with normal kidney．

enzymatic octivity

in norma［ kidney in cultured cells

alkaline phosphatase

〃ηω勿卿物〆ノ

r－glutamyl transpeptidase
／．tZ！no〃／mxh／η9 profein／

lactate dehydrogenase

〆〃Zoblewski’ un／7／mg pro／elnノ

680

O．87・5

4000

tra ce

O．166

5944

Profe／h was delerm／hed b／ the methad of Lowr7 ef a／ 1251
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養をおこなったところすべての例で上皮様細胞を含む

単層細胞層が得られ，この活発な増殖は約7週間つづ

いた．光顕ならびに電顕的にみてこの細胞には線維芽

様細胞の混入もみられるが，上皮性細胞の性質を具備

しているものが多く，microvilliの存在より尿細管に

由来する細胞も明らかに含まれているものと考えられ

Table 3． Analysis of LDH isozyme．

LDH isozyme ｛elo）

2 5  4   5

normal kidney 40，7 53．6 17．4 6，6 1．7

cultured cel［s （一） 5．3 20．2 58．5 57．9

   il’

1義ii轟凝

目ii ll臼

   111一

 ㍗饗2 3
Pt F．      産油
   噺．r》

Fig．9・γ一glutamyl transpeptidascの電気泳動．

    1；正常腎γ一GTP，2；培養腎細胞より抽

    出されたγ一GTP，3；腎細胞癌γ一GTP．

る．しかしながら正常腎近位尿細管に高い活性のみら

れるAlpは培養上皮様細胞にはほとんど検出されず，

またγ一GTPはその活性低下とともに電気泳動易動度

の変化が観察された．LDH活性はほぼ維持される

が，アイソザイムのパターンは正常腎皮質のパター

ンとは全く逆にLDH－4～LDH－5の優位を示した．

またこの単層培i養細胞はPTHに対し細胞内cyclic

AMPの著明な上昇という反応を示し，近位尿細管の

生化学的性質の一部を保持していると考えられるが，

estrこgenに対するspecific binding Proteinは検出き

れなかった．

考 察

 各種実験動物の正常腎（成熟動物あるいは胎児に由

来）の細胞培養はかなり長い歴史をもち，比較的容易

に培養可能であることから，多くの細胞学的研究やウ

イルス学的研究に利用されてきた8・9）．これらの実験

動物由来腎細胞のうちのいくつかの細胞は碇虫さえき

れており9・10・12・16・17，19，22・27，39・44），そのなかには腎の生

理との関連において非常に興味深いantidiuretic hor一

dpm

5000

4000

3000

2000

1OOO

’

7 7
7 7
7 7
7
ノ
7
ノ
ノ
ノ
7 7
一
一
’
一
一

f一×

1nM 2nM
  3H－estradiol

Fig・10・estrogen binding proteinのdextran coated chacol assey・

e－e； 3H－estuadiol－17P十TED buffer

×一一一× ； 3H－estradiol－17B十excess cold estradiol－17P

3nM
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molle感受性を示す細胞や12・19・40）， fluid transportを

おこなっていることが示唆される細胞22），PTHに対

し応答性を示す細胞19），カルチトニンに反応する細

胞12），あるいは高浸透圧に抵抗して増殖する細胞39）な

どがあることも知られている．またやや特殊な方法を

用いれば糸球体のみに由来する細胞の培養が可能であ

ることも報告されている1B・26・30・41）。

 しかしながら，ヒト．正常腎に由来する細胞の培養の

結果や，得られる細胞の性質についての研究はいまだ

不十分なままに残されているようであり，Stone．et

al．43）による培養成績の報告， Wiltiams et al・46）によ

る培養正常腎細胞でのCEA様物質発現に関する研

究，あるいはUeda ct aI．45）による培養正常腎細胞

の抗原性に関する研究45）などを見るに過ぎない．これ

らの報告を要約すると，培養はもちろん可能である

が，CEA様物質の産生はみられず，また培養をおこ

なっても培養腎癌細胞と同じ抗原性を保持するには至

らないとの3点にまとめられ，これ以外の諸性質につ

いては明確にされていないのが現状であろう．このよ

うな時点においてヒト正常腎由来培養細胞の性質を明

確にすることの必要性はすでに緒言において述べたが，

またさらにヒト腎の生理学的研究に資するものも多い

のではないかと考えられる．

 さて筆者の方法によりヒト正常腎より，64歳の高齢

者に由来する細胞も含め100％の成功率で上皮様細胞

を主とする単層細胞が得られた．このように正常細胞

を培養系に移した場合には一般的には“胎児化”ある

いは“先祖がえり”の現象が起きるとされているが，

ここIC示した正常腎由来細胞の形態学的，生化学的性

質などのように理解されるべきかにつき簡単に考察し

てみたい．形態学的な特徴は上皮様細胞を多く含みは

するが，光顕的にみてもかなりのheterogeneityを示

すことが第1に挙げられよう．正常腎を構成する細胞

が糸球体，尿細管系，血管系，結合組織あるいは内分

泌に関与する細胞など本来不均一性を持つことからみ

て当然のこととも思われるが，逆にこれら構成細胞の

多くのものが培養可能であることを示唆しているとも

考えられる．ところが，単離糸球体より得られる培養

細胞においてきえ形態的，機能的あるいは生化学的に

もheterogeneityを示すことが報告されており41），多

様であるからといってただちにすべての構成細胞を含

むとい言いがたい．しかし電顕的にみてdesmosome類

似の細胞間接合とmicrovilliを思わせる細胞膜の構造

をもつ細胞の存在はこれら培養細態の中に尿細管由来

細胞が含まれていることを強く示唆しており，同時に

in vitroでも分化した構造の一部がある程度保持され

1209

ていることを示している．生化学的にみると培養細胞

には酵素の活性あるいはそのアイソザイムの著しい変

動が観察されることはすでに述べた．本来正常腎近

位尿細管細胞にはAlp活性の非常に高く， また電気

泳動により3～4本のアイソザイムをもつことが報告

されている2。・29）．しかし培養細胞では重層状に増殖す

るわずかな線維芽様細胞の部分を除き，その活性が

ほとんど消失してしまっている．この現象はすでに

Lieberman and Ove24）によりおこなわれたウサギ腎

細胞の培養においてみられた結果とよく一致するが，

本来この酵素は近位尿細管細胞のうちでもbrush

borderに多く分布しており，電顕的にみて培養細胞

にこれに類似する構造が一部維持されているにもかか

わらず，酵素活性が消失してしまっているのは何故で

あろうか。細胞の機能的分化と密接な関係をもつAlp

の消失は電顕的にみられる形態学的特長の維持が，機

能的には無意昧な構造に変化してしまっていることを

暗示しているのかもしれない．培養にともなうγ一GTP

の活性低下とアイソザイムの変化は非常に興味ある所

見と考えられる，すでに報告したように腎細胞癌組

織内ではγ一GTP活性は正常腎に比較して半値である

が，検討された腎細胞癌組織の約半数に正常腎，胎児

腎あるいは正常肝にみられるアイソザイムとは異なっ

たγ一GTPが見出される14・15）．ところが培養細胞では

活性値の低下とともにγ一GTPの電気泳動易動度が，

正常腎γ一GTPと腎細胞癌にともなうγ一GTPとの中

国的な滑動度をもつように変化していた．このi変化は

胎児腎のγ一GTPが正常腎γ一GTPと同じ章動度を示

すことから14），単に胎児化と理解することはできず，

また簡単に悪性細胞との中間的な性質を示すと考える

ことも不合理であろう．最も妥当な考え方，あるいは

研究方法としては各種の臓器のγ一GTPの構成を調

べ，この培養細胞が示したγ一GTPと一致す．る細胞を

見出すことであり，もしこれが可能となった時には，

この現象は培養にともなう他臓器細胞の生化学的形質

の獲得と理解されるかもしれないが，まったく今後の

研究課題である．

 一一一■般に細胞を培養した際にみられるLDHの活性な

らびにアイソザイムパターンの変動はよく検討されて

おり，培養に移すとLDH－4， LDH－5というM型LDH

部分が高値を示すこと2），あるいはこのM型LDHの

合成が低酸素環境のもとでは増加することが知られて

いる5・13，42）．また例外も多いが，一般にLDHアイソ

ザイムは細胞の悪性化にともないM型優位へのshifし

がみられるとされており11・21，33・35），筆者らの観察した

培養腎細胞のLDHに関する性質もこれらの事実と
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間く一致する．しかしながらこれを細胞の“胎児化”

と理解するには，胎児腎ではLDH－1－LDH－3が高

値を示すというPfleiderer and Wachsmuth36）の報告

とくい違いが生ずる．むしろ単に培i養環境に応じた適

応と考えるのが無難かもしれないが，LDHアイソザ

イムの生理的意義についてはいまだ議論も多く，どの

ような環境因子がこのLDHアイソザイムの変動を

招いたものか不明というほかはない．

 さて腎はcstrogcnの標的臓器と考えられ，まtラ

ット6），マウス3），ハムスター23）およびヒト1・34）正常

腎にはestrogen receptorが存在するこ．ともすでに報

告されている．1しかし培養腎細胞にはこのcstrogen

receptorは検出されず，この点は分化した生化学的性

質：，機能の消失と考えられる．なおヒト腎細胞癌組織

内にはestrogen receptorの検出される場合が約20％

にみられるが，これらの検出される腫瘍の大部分が病

理組織学的にみてlow gradeに分類きれるものであ

ることは興味深い34）．

 以上のべてきたように培養腎細胞は形態学的な多様

性とともに，生化学的にもかなり多岐にわたる変化を

きたしていることを示している．ところが一方，電顕

的観察よりこれら細胞の中には尿細管に由来する細胞

が含まれていることが示唆されはしていたが，PTH

に対し，明らかに強い応答性を示す細胞が存在する

ことは，生化学的にこれを証明するとともに，PTH

receptorという分化しt機能構造が十分に維持されて

いることを示している．

 このような様々な性質およびすでに報告されている

ように，培養腎細胞ではCEA様物質が産生されない

こと46），腎細胞癌の特異抗原を持つにいたらないこ

と45）などを考え合わせると，培養という系に細胞を移

すことによりみられる変化は決して“胎児化”，“先

祖がえり”というような単純なものではなく，ある

markerよりみれば分化した機能の維持であり，他の．

markerよりみれば，胎児化，未分化細胞と同様のあ

るいはこれらとの中間的な形質への転換とも推測さ

れ，まt他のmarkerよりみると他種臓器の形質の新

たな獲得が想像される場合もある．単に培養環境への

適応と思われる変化もみられている．しかしながらこ

こで重要なことは決して悪性腫瘍細胞の形質に類似し

た方向へばかり変化するのではないことであり，この

点は今後このような細胞を培養腎癌細胞との比較の対

照として用いることが非常に有意義であることを物語

っているといえよう．

 最後に以上のような複雑な変化が観察された大きな

理由として，由来細胞の不均一性が十分に考慮されな

ければならないことを強調したい．今後の課題の1つ

として，すでに動物腎についておこなわれているよ

う38）に細胞分散処理法を工夫したり，培養条件を変化

せしめることにより，できるだけ単一の由来細胞によ．

る培養をおこない，その性質を検討することが必要か

もしれない魁かなり困難な点も多いと思われる．こ

のため，ここに報告したヒト全腎由来細胞は，詳述し

たような性質を十分理解したうえで使用すれば，今後

のin vitroにおけるヒト腎細胞癌の研究や，その他腎

移植における免疫反応解析の標的細胞としてなど多方

面の研究に有用なものと思われ．る．

結 語

 ヒト正常腎皮質に由来する細胞の培養を8例につぎ

おこない，その培養成績および得られた細胞の性質を

形態学的，生化学的に検討した結果を報告した（小括

参照）．さらに文献的考察とともにin vitroに移した

細胞にみられる変化は，いわゆる“胎児化”や“先祖

がえり”と表現きれるような単純なもの．ではなく，

markerにより大きく異なることおよび決して悪性腫

瘍の有する形質と一致するように変化するものではな

いことを述べ，この培養細胞が今後の腎および腎細胞

癌に関する多方面の研究に有用であろうことを述べ

た．

本論文の要旨は第68回日本泌尿器科学会総会において発表

した．
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