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原 著

培養グリオーマ細胞の移動動態の観察
血管内皮細胞株との共培養下でみられた

リ ア ル タ イ ム ・ ダ イ ナ ミ ク ス
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要 旨

グ リオ ー マ 細胞 ( G C) の遊走 が 血管内皮細胞 ( E C) の 存在 に よ っ て ど の ような影響を受け

る の かを知る目的で
,
両細胞株を共培養 し

,
G C の 動態をリ ア ル タイ ム で長時間観察 し た. まず

G c 妹 ( ラ ッ ト C 6) に G F P - レ ト ロ ウ イ ル ス を感染さ せ
, 蛍光 シ グ ナ ル を安定 か つ 強発現す

る細胞を ク ロ ー ニ ン グ し た.
こ れを E C 株 ( ラ ッ ト大脳由来) と共培養 し

,
そ の動きを ¶ m e -

1 a p s e 顕微鏡で デ ジ タ ル イ メ ー ジ と して 2 - 5 時間記録 し た. E C を単層培養 し
,

そ の後 G C を追

加すると
, 定着後の G C は様々 な形態を示 し

, 多数の突起を持 つ もの や紡錘形単極 あ る い は 双

極性 のもの が観察された . G C の移動 に は 基本的 に 3 種賛の パ タ ー

ン が認められ た . 単
一

の 先導

突起 を収縮する こ と に より胞体を素早く移動さ せ る パ タ ー ン
, 先導突起 の長さを変え る こ と な

く胞体 と突起が同期 して 移動す る パ タ ー ン と
, 突起は動かすもの の核が殆ど動か な い パ タ ー

ン

で ある . これら の移動動態は
, 発生期終脳 に お け る グ リ ア芽細胞が示すそれと類似 し て い た .

E C 上 で の G C の 動き の 特徴を明ら か に する目 的で
, 異なる細胞種 で ある ラ ッ ト線維芽細胞
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( N I H 3 T 3) 上 で の G C の動きと比較 し た と こ ろ
,
2 時間で の G C の平均移動距離は E C 上 で 1 9 .8

〃 m
,
3 T 3 上 で 3 2 .8

〃
m で あり

,
有意差をも っ て E C 上 で の 方が動き に乏し か っ た･ こ の差に は

両細胞株 か ら放出され た敵性因子は関与 して お ら ず,
細胞膜 に おける G C と E C の親和性が関

わ っ て い ると考えられた. 次に
,

m at ri g el を薄く コ
ー

テ ィ ン グ し た シ ャ
ー

レ に E C を播き, そ の

徳
,

G C の 培養上浦の みを添加すると毛細血管様の ネ ッ ト ワ
ー

ク が形成された.
こ の こ と か ら,

G C か ら出され た何ら か の液性因子が
,

E C の管腔形成 の促進 に関与 し て い る可能性 が考え られ

た . ネ ッ ト ワ ー ク形成状態 で G C を加えると
,

それ ら は幼錘形を示 し つ つ ネ ッ ト ワ
ー ク に沿 っ

て移動 した . 指向性 は示さず, 交差ある い は途中で逆行する場合もあ っ た. また著 しく速く (56

〃
m /也) 移動する細胞の 存在が初めて 観察され た.

こ の よう に G C が脳内で浸潤する際の 移動

動態は 一 様で はなく
,

それら は
, 増生 し た E C が作る管腔 に沿 っ て 積極的 に移動 し得るもの と

考えられた. 本研究結果 は
,

ヒ ト脳に おける グ リ オ ー マ 細胞の浸潤 メ カ ニ ズ ム を知 る 上 で極 め

て重要と考えられた.

キ ー ワ ー ド: グ リ オ ー マ 細胞
,
血管内皮細胞

, 共培養
,
移動動態

,
¶ m e - 1 ap s e 顕微鏡

グリオ ー

マ の 治療を困難なもの に し て い る
一 因

と し て , 境界不 明瞭な発育, すなわち si n gl e c ell

レ ベ ル で の周囲脳実質 へ の 腫癌細胞浸潤があげら

れる .

剖検症例を観察して い て も
,

い く つ か の腫癌細

胞が
, 腫癌塊か ら離れ て 神経線維や 血管に沿 っ て

,

遠方まで 移動 した と見 なせ る こ とが しば しばあ

る.

こ れま で にも, i n vit r o や i n vi v o で グ リオ
ー

マ

の 浸潤能 に つ い て の い ろ い ろ な観点 か ら の 報告は

い く つ か 認め られ 1 ト 5)
,
主 に様々 な物質や遺伝

子の 影響が検討されて い るが, 実際の リ ア ル タ イ

ム の 動きを観察した報告は殆 ど認められな い
.

い

っ た い実際にグ リオ ー マ 細胞たちはどの ような移

動形態をと っ て い る の であろう か ?

今回, G F P - レ ト ロ ウ イ ル ス を使用 し
, 蛍光顕

微鏡下で光毒性を最小限 に抑 えながら生細胞を観

察する方法を用 い る こ とにより, グリオ
ー

マ 細胞

の リ ア ル タイ ム な動 きを観察する こ とを可能と し

た . そ して
, その 遊走が血管内皮細胞 の 存在によ

っ て どの ような影響 を受ける の か を調 べ る目的

で, 血管内皮細胞 と の 共培養下 における培養グリ

オ
ー

マ 細胞 の リ ア ル タイ ム な動きを観察 し た .

材料 と方法

クリオ -

マ 細胞

グ リオ
ー マ 細胞株と して

,
ラ ッ ト C 6 を用 い た .

こ の 細胞株 は
,

W i st a r 系 ラ ッ ト か ら N - nit r o -

s o m e 血yln e a により誘発された グ リオ
ー マ で

,
こ

れま で にも様々な実験 モ デル に幅広く用 い られて

い る株 である 1 ト 3) 6)7)

培養は 60 o r 1 0 0 m m pl a sti c di sh 上で D ulb e c c o
'

s

M o difi e d E agl e M e diu m ( D M E M ) 添加10 % F et al

B o vi n e S e ru m ( F B S) ,
2 9 2 m g / L L - Gl u t a m i n e

,

1 % A n tibi oti c - A n ti m y c oti c (p e n i cilli n G ＋ st r e p
-

t o m y ci皿 ＋ a m p h ot e rici n B) (以上すべ て I n vit r o g e n

C o 咋 .
,
C a rl sb a d , C A , U S A) 培地を用 い

, 通常 の条

件 (5 % C O 2 , 3 7 ℃) で お こ な っ た . 細胞 の 継代

は
,
細胞 が dis b 上で c o n 机1e n t (増殖が飽和に達

した状態) に達した時点で P B S 洗浄 し
,

3 7 ℃ の

0 .0 5 % T ry p sl n - e 也yl e n e di a m i n et et r a a c eti c a cid

( E D T A) (I n vit r o g e n C o r p . , C a rl sb a d , C A ,
U S A) で

数 分処理 し
,

同量 以上 の 培地を加 え た後 , 1 5 00

rp m で 5 分間遠心 して細胞を回収する と い う方法

で お ニ な っ た. 今回の実験で用い た他の 細胞も同

じ条件 で培養, 継代 した .

C 6 に レ ト ロ ウ イ ル ス を用 い て G F P 遺伝子を導

入す る こ と により, 永続的に安定 した蛍光 シ グ ナ

ル を発現するよう に した
. G F P - レ ト ロ ウ イ ル ス

は Ih kit a ら8) 9) が作成したもの を用 い
,
そ の力憶
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は約 5 × 10 5
c血1/ m l で ある. これを培地に加え る

こ と により C 6 に感染させ
, その 中か ら強 い 蛍光

シ グ ナ ル を発現 し て い る細胞 を ク ロ
ー ニ ン グ し

,

最終 的にす べ て の細胞が安定 か つ 強 い 蛍光シ グナ

ル を発現する株を得た
. 感染前後 の 細胞 で差 がな

い こ とを, 形態, 継代後に c o n 且u e n t に達する まで

の期間, gli al fi b rill a ry a cidi c p r o t ei n ( G F A P
,
1:2 0 0

,

p oly ,
D A K O) および vi m e n ti n (1 :1 00 ,

m o n o , D A K O)

に対する免疫組織学的染色態度をみ る こ とにより

検定 した
.

血管内皮細胞 ( E C)

Niid a ら
7) により分離 , 培養された株を用 い た .

詳細 は原著 に譲 るが
, 要約すると

, ｢ Fis h e r 3 4 4 ラ

ッ トの 全脳 か らク モ膜を除い たもの をホ モ ジナイ

ズ し
,

ホ モ ジネ - トをまず孔径 3 0 0 / ∠ m , 次 い で

1 5 0 /∠ m の ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ に通 して後者 の メ ッ

シ ュ 上 に残 っ た微小 血管を ty p e l c oll a g e n a s e で

処理 し
, 培養する .

コ ロ ニ ー を形成 した もの をク

ロ
ー

ニ ン グ し た後, 継代維持 し
,

1 0 - 2 0 代 の 細胞

を使用する.+ と なる.

譲渡された この 細胞を, p oly
- L - 1y si n e (SI G M A)

で コ ー トされた pl a sti c di sh 上 で
,
前述 の D M E M

培地を用 い
, 通常の 条件 (5 % C O 2 , 3 7 ℃) で培

養した
.

こ れら細胞 が, 血管内皮細胞 の性格を有 し て い

る こ とを確認する た め に
, 継代後 2 日目 の s u b -

c o n fl u e nt な 細 胞 に
,

D iI - A c - L D L ( B i o m e di c al

T e c h n ol o gi e s I n c .

, St o u gh t o n
,
M A

,
U S A) % 1 0 iL g

/ m l 濃度 で使用培地に溶 か し て 加 え
,

o v e m ig bt 後

に その 取 り込 み を判定 した
. ま た

, 第 ⅥⅠⅠ因子

(1 : 2 50
, p oly) に対する免疫組織学的染色もお こ

な っ た.

血管内皮細胞単層培養上での クリオ ー マ

細胞の動き

60 m m pl a sti c di s h に
, 約 1 × 1 0

6
個の E C を撒

普
,

2 4 - 4 8 時間後にほ ぼ c o u且u e n t にな っ た こ と

を確認 して
,

これ に約 9 × 10
4 個の C 6 を加 え た

.

2 - 4 時間後 に Ti m e I . a p s e 顕微鏡シ ス テ ム を用 い

て 3 分 ごと に 2 時間 の 観察を お こ な っ た . C 6 の

細胞形態をリ ア ル タ イ ム に観察すると共に
, 得 ら

れた デジ タ ル デ ー

タ か ら C 6 の 移動距離を測定し

た
.

E C 上 で の 動 き の 特徴を明 ら か にする 目的 で
,

E C の か わりに異なる細胞種 で ある N I H 3 T 3 ( ラ

ッ ト由来 fi b r o bl a st) 株 を用 い て 同様 の 実験 をお

こ な い
, 両者を比較した

.

さ ら に, E C と 3 T 3 か ら分泌 される何らか の 液

性因子が C 6 の 移動速度に影響を与える か どう か

を調 べ るた め に
,

C 6 を加 え る直前 に両者 の 培地

を交換して同様の 実験をお こな っ た が, 明ら か な

影響は認め られな か っ た
.

毛細血管様ネ ッ トワ
ー ク上 での クリオ - マ

細胞の動き

3 5 m m gl a s s b o 杖o m dis h ( H ol e 1 4 m m : M at s u n a m i

gl a s s I n d ･

,
I X D ･

, J P N ) の h ol e 部を氷上 で , 5 0 FLl

の B D M at rig el M at rix ( B e ct o n Di cki n s o n L a b .

B e d fo r d
,
M A

, U S A) にて薄く コ
ー

テ ィ ン グし
,
3 7

o

C

で3 0分 ゲ ル 化 さ せ る . M at rig el は
,

E n g elb r eth -

H ol m
- S w a r m マ ウ ス 肉腫 か ら抽 出した

,
ラ ミ ニ

ン
,

コ ラ
ー

ゲ ン Ⅳ
,

エ ン タ ク チ ン
,

へ パ ラ ン 硫酸

プ ロ テ オグ リカ ン の 複合体 であり, 再構成基底膜

と し て 利用されて い る . こ こ に D M E M 培地と C 6

の 培養上浦を 1 : 2 の 割合で 入れ, 約 1 × 10
5
個 の

E C を中央 に集まるよう に静か に加 える と, 4
-

8

時間後に毛細血管様のネ ッ ト ワ
ー

ク が形成される.

E C は 標 識 し て い な い も の と
,

P K H 2 6 R e d

Fl u o r e s c e n t C ell Li n k e r Ki t (SI G M A) により直前

に標識 したもの
, 各々 を用 い て 実験をお こ な っ た

.

ネ ッ ト ワ ー ク を形成 した状態 で, 約3 × 10
4
個

の C 6 を加 え
, そ の 2 1 4 時間後 に Ti m e I J a p S e 顕

微鏡 シ ス テ ム を用 い て 1 - 3 分間隔で 卜 4 時間観

察 した . 観察中の 保温 は, 1 1 m m の 穴 をあ けた

n e r m o Pl at e ( M A T S - 5 5 R 3 0 , T o k ai H it
, J P N )

を 4 2 ℃設定で蓋を外 した dis h 上に乗せ る こ と に

よ り お こ な っ た . 同 条件の 予 備 実験 で は 3 6 -

3 7
o

C の 底面温が得られて い る . C O 2 は, r o o m ai r

の 条件と した が , あら か じめ 培地 の p H が 7 .2 -

7 . 4 と な るよう に低 め に調整 して おく こ と により

観察中の p H 上昇に対処 した . 得 られたデジ タ ル
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デ ー タ を M o vi e と し て も保存 し
,
毛細血管様ネ ッ

ト ワ ー ク上 で の グ リオ
ー マ 細胞 の 動 きを解析 し

た .

T i m e L a p s e 顕微鏡

T i m e I . a p s e 顕 微鏡 シ ス テ ム は
,

デジ タ ル 画像

取 得 お よび 解 析 ソ フ ト M e t a M o r p h ( V e r
. 5 ,

U ni v e r s al I m a gi n e C o rp . , D o wn i n gt o wn , P A , U S A)

により制御 されて い る . デジ タ ル C C D カ メ ラ は

O R C A - E R ( C 4 7 4 2
-

9 5 , H a m a m at s u , J P N) を用

い
, 電動 の 光路 シ ャ ッ タ

ー

, 蛍光 フ ィ ル タ
ー

ホ

イ ー ル
,

お よび Ⅹ- Y ス テ ー ジ を コ ン ト ロ ー ル

す る M A C 5 0 0 0 ( L u dl El e ct r o ni c P r o d u ct s Ltd .

,

H a w 血o m e
,
N Y , U S A) を用 い る こ と によ り光路

の 自動制御をお こ な い
, 可能 な限り余分な光が細

胞 にあたらない よう に した . また顕微鏡は倒立型

の Ⅸ7 0 ( Oly m p u s
, J P N) を使用 し

, 水銀 ラ ン プ

の 光路 に フ ィ ル タ ー を入れる こ と により, 光量を

6 % 以下に し て 光毒性を抑えた
. 明視野撮影も光

量を抑 え て
,

ノ マ ル ス キ
ー 微分干渉法などで お こ

な っ た . 蛍光 フ ィ ル タ ー

は , 励起波長 (Ⅹ) 4 8 4

n m
,

吸収波長 ( M ) 5 15 n m の もの を G F P 観 察

に
,

Ⅹ5 5 5
,
M 6 20 の も の を P K H 2 6

,
D iI

,
Al e x a

Fl u o r 56 8 観察に用い た.

免疫組織学的染色

蛍光 抗 体 法 で 施 行 し た . 培 養 細 胞 を 4 %

p a r a fo r m ald e h y d e で 1 5 分間固定 し
, 0 .1 % T ri t o n

x - 10 0 i n P B S で 5 分処理する . 1 0 % 正常 G o at 血

清 ( N G S) で 3 0 分間ブ ロ ッ キ ン グ をお こ な っ た

徳
,

一

次抗体を 1 % N G S i n P B S で所定 の 濃度 に

希釈 し て 60 分反応 させ る . その 後 p B S で良く洗

浄 し
,

二 次 抗 体 と し て j u e x a Fl u o r 568 標識 の

G o at a n t卜 r a b bit l g G ( 1 : 5 0 0) も し く は G o at

a n ti - m o u s e lg G l (1 : 500) を遮光状態で 3 0 分反

応 させ た後, 蛍光顕微鏡で観察した .

結 果

クリオ ー

マ 細胞

G F P
- レ ト ロ ウ イ ル ス を感染させ た C 6 細胞は

18 3

図 1

A G F P を強発現 し て い る C 6 細胞 ( × 4 0) .

B . vi m e n tin 陽性 の C 6 細胞 ( × 1 0) .

C . 敷石状配列を示す血管内皮細胞 (E C
,
× 1 0) .

D . E C は D iI - A c - I J D L の 取り込 み を示す ( × 10) .

分 裂後 も安定 し て 強い 蛍光 シ グ ナ ル を発現 した

( 図 1 A) . 感染前後の細胞では
, 形態, 増殖能に差

は無く
,
G F A P および vi m e n tin に 対する免疫組織

学的染色で も差は認め られな か っ た . G F A P 陽性

の 細胞は ごく僅 か で あり
,
vi m e ntin はほと んどす

べ て の 細胞 で 陽性 で あ っ た ( 図 1 B) .

血管内皮細胞

実駿 で 用い た細胞は, 血管内皮細胞 の 性格を有

し て い た . すな わち
, 単層培養で 敷石状を呈 し

( 図 1 C) ,
D iI - A c - I+ ) L の 取 り込 み が 認 め られ

( 囲 1 D )
,
免疫組織学的染色 で 第Ⅶ 因子関連抗原

が陽性であ っ た
.

血管内皮細胞単層培養上 での クリオ ー マ 細胞

の動き

単層培養された E C 上 に定着した G C は様々な

形態を示 し
, 紡錘形単極ある い は双極性の もの や ,

多数の 突起を持つ もの などが認め られた .
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1 5 分 ごとの

核の位置

ti:o

Ail
20

図 2 グ リオ
ー

マ 細胞が 示す様 々 な移動 パ タ ー

ン

A . 先導突起 の 長さ を変 え る こ と無く ( 矢印の 長 さ は 同 じ)
,
胞体 と突起 が 同期 して 移動す る パ タ ー

ン .

B . 先導突起 ( こ こ で は 2 本) を収縮する こ と に より胞体を素早く移動 させ る パ タ ー ン ( 矢印が実際

に移動 した 方向 と距離) .

C . 2 本伸ば した 突起 の
一

方を選択 し 9 0 度 の 方向転換をす る細胞.

動画を観察すると
, 主に 3 パ タ ー ン の 動き方が

ある こ とがわか っ た .

1 : 先導突起 の長 さを変える こ となく胞体と突起

が 同期 し て移動する パ タ
ー ン ( 図 2 A ) .

2 : 先導突起を伸ばした後に,
これを収縮する こ

と により胞体 を素早く移動 させ る パ タ
ー ン

( 図 2 B) .

3 : 移動性に乏 し い 細胞が
, 突起を伸ば したり引

っ 込め たりする動きや, 葉状突起を出しなが

ら ゆ っ くりと移動する動きの パ タ
ー ン

.

突起 の 多い 細胞 ほど移動性に乏 しく, 突起を伸

ば したり引 っ 込 め たりする動きを繰り返 して い

た .

こ れに対 し
, 紡錘形の細胞は総 じて移動性が高

く, 前述 の 1 や 2 の パ タ ー ン をと っ て 積極的に移

動 して い た . 中に はそれまで の 進行方向に伸ばし

て い た突起 と直角にもうひ と つ 突起 を伸ばし
, そ

の後前者を縮める こ と により直角に方向転換する

細胞も観察された (園 2 C) . これら の移動動態は,

発生期終脳に おけるグリ ア芽細胞が示すそれに類

似 して い た 8) 9)

また
,
個々 の 細胞形態 は刻 々 と変化 し

, 紡錘形

を示 し移動 した先で 突起を多数伸ばすもの や
, 多

数の突起を伸ば して い る状態か ら突起を縮め紡錘

形になる細胞もみられた .

細胞分裂も多く観察され,
こ れら細胞は分裂前

に突起を縮 め
,
分裂後 に元々 突起を伸ば して い た

方向に移動 して いく傾向が認められた .
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グリオ ー

マ 細胞移動距離(p m j2 h)
表l 血管内皮細胞 ( E C) お よび線維芽細胞 (3T 3) 上 に お け る

,

0 ∽ ○
の の 0 )

! ‡ i
L n く⊃ L n

Ⅰヽ . C O ∝)

2 時間で の

グ リ オ
ー マ 細胞移動距離 の 分布 . E C 上 で の 方 が 移動距離の 少 な い 細胞

の 割合 が 高 い . 互 い の 培地上清を交換 し た群 (E C R
,
3 T 3 R) で も

,
同様 の

傾向を示す.

図 3 毛細血管様ネ ッ ト ワ
ー

ク を形成 し た

血管内皮細胞 と
,
そ の 上 に乗 っ て い

る白く光る グ リ オ ー マ 細胞 ( 蛍光＋

微分干渉法 × 1 0) .

の
～

⊂)

C l

O
(⊃

”

～
LJ)

0 )
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2 時間 で の C 6 の 移動距離は
,

E C 単層培養上

( n - 6 2 7) で平均 19 .8 F L m
,

3 T 3 上 ( n - 6 1 6) で

平均 32 .8 〃 m で あり, 両者 に は ト t e st にて 明ら

か な有意差 ( P < 0 .0 0 1) が 認め られ た ( 表 1) .

こ の 結果より C 6 は
,
3T 3 上 に存在す ると きより

i ,
E C 上に ある時の 方 が核をあま り移動させ ず

に突起を動 か して い る細胞が多い こ とがわか っ た.

また
, 培地を交換 し た E C 単層培養 ( E C R) 上

( n - 39 7) で平均 1 3 . 5 FL m
, 培地を交換 した 3T 3

(3T3 R) 上 ( n
- 36 5) で平均 2 7 .8

,
u m と, 培地を

交換 し て も明ら か な相違は認め られな か っ た (秦

l) .
こ の 結果より, E C と 3 T 3 上 で の C 6 の 動き の

差に 最も強 い影響を与えて い る の は
, 紳胞膜 レ ベ

ル で の 因子だと推察された.
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図 4 ネ ッ ト ワ
ー ク 上を動く グ リ オ ー マ 細胞 ( G C)

A . 突起を伸ば し
,
絡 み 付くよ う に し な が ら移動する 細胞 (矢印お よ び白線 で 囲 ん で 示す) . 同視野 で

認め られ る他 の G C ( ア ス タ リ ス ク)

B . 非常 に 速く移動する G C (矢印) . 平均速度 は 5 6 〝 m / 也. 右下 は 1 5 分 ごと の 核 の 位置を示す.

毛細血管様ネ ッ トワ
ー ク上での クリオ ー

マ

細胞の動き

毛細血管様ネ ッ ト ワ ー ク ( 図 3) に乗 っ て い る

C 6 は
, 紡錘形を示 し つ つ ネ ッ ト ワ ー ク に沿 っ て

移動 し た (図 4 A ) . 指向性 は示 さずに移動 し
, 細

胞同士が交差する場面や, ある い は途中 で逆行す

る C 6 も認められた
. その 際こ こ で も, 単

一

の 先

導突起を収縮する こ と により胞体を素早く移動 さ

せ る パ タ ー ン と , 先導突起 の 長 さを変える こ と な

く胞体と突起が同期 して 移動する パ タ
ー ン の 細胞
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が認め られた .

これら の C 6 の 中に は
, 著しく速く ( 56 〃 m /也)

移動 する細胞も存在 し た ( 図 4 B ) . 先 の 実験 で
,

E C 上 で の 平均移 動速度が 9 .9 / ∠ m / b であ っ た こ

とを考 えると,
こ の 細胞 の 早 さが際だ っ て い る こ

とが理解 で きる .

考 察

G F P
- レ ト ロ ウ イ ル ス で標識する最大 の 利点は,

G F P 遺伝子 を組 み 込 まれ た 細胞 が , 分 裂後 も

G F P 遺伝子を伝えるた め
,

ほ ぼ永続的に同じ強度

の 蛍光 シ グ ナ ル を発現する点 で あ る 8) 9)
. ま た

,

こ れま で の 研 究で G F P 遺伝 子を組み 込 ん で も,

細胞毒性を与えず元の細胞性質を良く保持する こ

と も知 られて い る
10) ll)

. 今回遺伝子導入 した C 6

細胞株も
, 導入前後 で明ら か な違い は認められず,

また非常に強 い 蛍光シ グ ナ ル を発現 させ る こ と が

で きた
.

今回の 実験 で は
,
i n vit r o で他の 細胞と共培養 さ

れたグ リオ ー

マ 細胞 は, 様々 な移動性を示すこ と

が わか っ た . そ し て 線維芽細胞 ( N I H 3 T 3) 上で

の 動きよりも, 血管内皮細胞上 で の方 が突起は動

か すも の の
, 核をあまり移動させ な い 細胞 が多く

なる と い う結果を得 た . 推察す るに
,
より C 6 に

親和性が高い と考 えられる E C 上で は
,
C 6 は突起

を伸ばし定着しよう と して い る の に対 して
,

3 T 3

上で は
, より良 い 環境を探すため に動き回 っ て い

るようにも思われる .

こ の 移動性の 遠い に , E C か ら出 され る液性因

子が関与して い る か どう か確認するた めに
, 両者

の上清を交換 し た実験系もお こ な っ た が
, 両者 と

も明ら か な差が認め られず
,

こ の こ と か ら
, すく

なくと も 3 T 3 か らも E C か らも
,
積極 的に C 6 の

移動 に関わる液性因子は放出されて い な い と考え

られ る . す なわち, 今回認 め られた 動き の 差 は
,

互い の 細胞膜 レ ベ ル における環境 の遠い によると

考えて よ い で あろう .

c 6 の m ig r ati o n を調 べ た C hi c oi n e ら の報告 2)3)

でも
,
実際に si n gl e c ell レ ベ ル で 大脳白質 ヘ の 浸

潤 がみ ら れて お り
,
C 6 の 移動速度 は

,
i n vitr o で

1 2 . 5 〃 m / h
2)

,
マ ウ ス 脳内 (in v iv o) で 48 〃 m / b

3)

と報告 されて い る . こ れら の C 6 の 速度は
, 様々

な条件に よ っ て 異 なると考 えられる の で
, 我々 の

結果 と直接比較する こ とはで きな い が
, 移動する

場所 の 条件が違 っ て もか なり近 い 速さを示 して い

る こ と は興味深い
.

これま でも,
丘b r o n e cti n

7)
,

c oll a g e n
12)

,
1 a m i ni n

13)

など で c o at された dis h 上で
,

C 6 と E C を共培養

する と E C が毛細血管様ネ ッ ト ワ ー ク を構築する

こ と が知 られて い る . ま た, m at rig el 上 で E C を

培養する と 1 2
-

2 4 時間後 に は 同様 の ネ ッ ト ワ

ー ク を構築する と い う報告が あり 14)‾ 17)
,

そ の

際 ,
V a s c ul a r E n d o 也eli al G r o w th F a ct o r ( V E G F)

などを添加すると
, ネ ッ ト ワ ー ク形成が さら に顕

著にな る こ と も知 られて い る. そ の 中の い く つ か

の 報告で は電子顕微鏡を用 い て
,

こ の ネ ッ ト ワ
ー

ク が実際 に管腔 を つ くり
14)

, 外側 に基底膜様構

造 が 出現 し て い る 1 2) こ と も確認 さ れて い る .

我 々 は
,
短時間で確実に E C が毛細血管様構造を

と るた め に
,

m at rig el を薄く コ ー テ ィ ン グ し たう

え に
,

さ らに共培養する C 6 の 培養上清を加 えた
.

これ により
,
C 6 か ら分泌 される V E G F などの 促

進因子によりネ ッ ト ワ
ー

ク が形成 されやすく なる

と共 に
,
あと か ら加 え る C 6 に与え る影響を可能

な限り少なくする こ と が できた.

今回の 観察 の結果, 血管内皮細胞 が作るネ ッ ト

ワ ー ク上を動く C 6 の 中に は
,
単層培養上を動く

も の よりも
,
明ら か に速 い 細胞 が存在する こ と が

初め て 実際に確認で き た .
これは

,
ガイ ドとな る

構造が存在する こ と により移動速度が速くなる特

異な C 6 が存在 して い る結果 で あると考えられる .

そう 考えると
,
i n v iv o の 実験 で こ れま で示されて

き たよう に 2) 3) 18)
,

si n gl e c ell レ ベ ル で 血管周囲腔

や大脳白質 へ の グリオ
ー

マ 細胞 の 浸潤がみ られて

い る現 象も, 血管や白質線維をガイ ドと して
,

よ

り速く移動する細胞が存在するため に起 こ るもの

と推察され, その 関連性は非常に興味深 い .

結 論

本研究か ら以下 の こ とが明 らか とな っ た .
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1 . グ リ オ
ー

マ 細胞 の 移動動態 は
一 様 で は なく,

発生期終脳 におけるグリ ア 芽細胞 が示すそれと

類似して い た .

2 . グ リオ
ー

マ 細胞は, 線維芽細胞と共培養した

ときと比 べ
, 血管内皮細胞と共培養すると移動

性が乏 しくなる細胞が多くな っ た
.

3 .
グ リオ ー

マ 細胞は, 血管内皮細胞 が作る管腔

の 存在下 で は, それに沿 っ て積極的に移動 し得

る こ とが わか っ た .

4 . 血管内皮細胞 と の 共培養下 で
,
著しく速く移

動するグ リオ
ー

マ 細胞 の 存在する こ とが初めて

確認された
.

本研究結果は,
ヒ ト脳 における グリオ

ー

マ 細胞

の浸潤 メ カ ニ ズ ム を知る上で極め て重要と考 えら

れた .
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c y t o p l a s m ic i n cl u si o n s i n a st r o c y亡e s a n d 也 eir

di s a g g r e g atio n by alp h a B - c r y s t allin . A m ∫P ath ol

1 5 4: 1 5 6 3 - 1 5 7 2
,
1 9 9 9 .

7 ) N iid a H
,
T a k e u cb i S

,
T a n ak a R a n d M i n a k a w a T :

A n gi o g e n e sis in m i c r o v a s c ul a r e n d o 也 eli al c ell s

i n d u c e d b y g li o m a c ell s a n d i n h ibit e d b y 山 m o r

n e c r o si s f a c t o r i n vi t r o . N e u r oI M e d C h ir ( T o k y o)

3 5: 2 0 9 - 2 1 4
,
1 9 9 5 .

8 ) K a kit a A a n d G old m a n J E : P a 仕e r n s a n d d y n a m i c s

of S V Z c ell m ig r ati o n i n th e p o st n at al f o r e b r ain :

M o n it o ri n g livi n g p r o g e nit o r s i n sli c e p r e p a r a -

ti o n s . N e u r o n 23 : 4 61 - 4 7 2 ,
1 9 9 9 .

9 ) K ak it a A
,
Z e rli n M

,
T a k a b a s bi H a n d G old m a n

J E : S o m e gl i al p r o g e n it o r s in th e n e o n a t al s u b -

v e n tric ul a r z o n e m ig r at e t h r o u g h t h e c o rp u s c al-

1 o s u m t o 也 e c o n t r al at e r al c e r e b r al h e m is p h e r e . ∫

C o m p N e u r o1 4 5 8: 3 81 - 3 8 8
,
2 0 0 3 .

1 0) c h a 比e M
,
T u Y

,
E u ski r c h e n G

,
W a rd W W a n d

P r a s h e r D C : G r e e n 且u o r e s c e n t p r ot ei n a s a

m a r k e r f o r g e n e e x p r e s si o n . S ci e n c e 2 63 : 8 0 2 -

8 0 5
,
1 9 94 .

l l) G u b in A N
,
R e d d y B

,
Nj o r o g e J M a n d M ill e r J L :

Le n g
- t e rm

,
s t ab l e e x p r e s sio n o f g r e e n fl u o r e s

I

c e n t p r ot ein in m a m m alia n c ell s . B io c b e m

Bi o p h y s R e s C o m m u n 2 3 6: 3 4 7 - 3 5 0
,
1 9 9 7 .

1 2) M o nt e s a n o R
,
O r ci L a n d V a s s alli P : I n vit r o r a pid

o r g a niz atio n of e n d oth eli al c ells i nt o c a pill a ry I

1ik e n et w o rk s is p r o m ot e d b y c oll a g e n m at ri c e s . ∫

C ell Bi o1 9 7: 1 6 4 8 - 1 6 5 2 , 1 9 8 3 .

1 3) h t e r r a J
,
G u e rin C a n d G old st ei n G W : A str o c y t e s

i n d u c e n e u r al m ic r o v a s c ul a r e n d o th elial c ell s t o

fo r m c a p ill a ry 1 lik e st ru ct u r e s i n vit r o . J C ell

P h y gi ol 14 4 : 2 04 - 2 1 5
,
1 9 99 .

1 4) K u b ot a Y
,
K ein m a n H K

,
M a rtin G R a n d I . a w l ey

l T : R ol e of l a m in in a n d b a s e m e n t m e m b r a n e i n

t h e m o r p h ol o gi c al diffe r e n ti ati o n of h u m a n

e n d oth eli al c ell s in t o c a pill a ry - lik e st ru ct u r e s . J

C ell Bi ol 1 0 7: 1 5 8 9
-

1 5 9 8
,
1 9 8 8 .

1 5) G r a n t D S
,
T a s bi r o K

,
S e g u i - R e al B

,
Y a m ad a Y

,

M a rti n G R a n d E lei n m a n H K : T w o di ff e r e n t

l a m i ni n d o m ai n s m ediat e t h e di ff e r e ntiati o n of
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b u m a n e n d o 也eli al c ell s i nt o c apill a ry - lik e st r u c -

t u r e s i n vi t r o . C ell 5 8 : 9 3 3 - 94 3
,
1 98 9 .

1 6) B a a t o u t S : E n d o t h eliAl diffe r e n ti ati o n u sin g

M at ri g el ( R e vi e w ) . An ti c a n c e r R e s 1 7: 4 51 - 4 5 6
,

1 9 9 7 .

1 7) Liu J ,
W a n g X B

,
P a r k D S a n d Lis a n ti M P :

C a v e olin - 1 e x p r e s si o n e n h a n c e s e n d o 也 eli al

c apill a ry t u b ul e fo rm ati o n . J B ioI C h e m 2 7 7:

1 0 6 6 1 - 1 0 6 6 8
,
2 0 0 2 .

1 8) P e d e r s e n P - H
,
E d v ar d s e n K

,
G a r cia - C a b r e r a I

,

M ab e s p ar a n R
,

¶1 0 r S e n ∫
,

M a 血i s e n B
,

R o s e n b l u m M L a n d Bj e rk vi g R : M i g r at o r y p at -

t e m s of l a c - z t r a n sf e ct e d h u m a n g li o m a c ell s in

t h e r at b r ain . I nt J C a n c e r 6 2: 7 6 7 - 77 1
,
1 9 9 5 .

( 平成 1 6 年 6 月 2 5 日受付)


