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ヒト卵管上皮細胞の分離培養系の確立とその機能的検討

輿石

東京医科大学産科婦人科学教室（指導：高山勲臣主任教授）

真　高田淳子　井坂恵一　高 山雅臣

【要旨】卵管は配偶子や受精卵が通過する管腔というだけではなく，精子の受精能獲得や受精卵の発育に関

して重要な役割をも担っていると考えられているが，その生理機能的詳細は十分には解明されていない．そ

こで，本研究では卵管の生理的動態を解明するために，ヒト卵管について（1）卵管上皮細胞の純化，（2）単

層培養系の作成および細胞増殖因子添加による影響，（3）細胞外基質を利用したより生理的に近い培養系の

作成，（4）その培養系による培養細胞の形態変化，および（5）分泌能について検討を行った．

　その結果，（1）卵管組織より，上皮細胞のみを単離純化し培養系を作成することができた．（2）その培養

系においてエストラジオーノtt・による細胞増殖効果が確認された．（3）卵管上皮培養細胞よりPGE，，　PGF2α，

CA125の分泌が確認された．（4）そのPG分泌能は培養系への細胞外基質の導入により，3次元構造を構築し

たとき著明に促進し，組織培養の分泌動態に類似した．（5）この3次元構造を構築する卵管上皮細胞培養系

は形態的，機能的に培養細胞が活性化されていると考えられ，卵管の機能研究に有用であると考えられた．

はじめに

　近年，不妊治療において，体外受精胚移植が広く

行われるようになってきたが，低い妊娠率，高い流

産率など問題点が多く，技術的にはまだ改善の余地

がある．これらの問題解決の一つのアプローチとし

て，受精および胚発生を補助し，妊娠率を向上させ

るために，体細胞と配偶子や受精卵との共培養が検

討されている．

　一方，生体内での卵管の役割は配偶子や受精卵が

通過する管腔というだけではなく，精子の受精能獲

得や受精卵の発育に関して重要な役割を担っている

と考えられている．近年，卵の体外発生において卵

管との共培養が役割率の向上に寄与するという報告

が相次いでいる．その後，卵管以外の組織との共培

養であっても良好な成績が報告され，卵管固有の効

果というよりは，共培養という操作が，培養条件の

改善につながる効果を有することが推察1）されてお

り，卵管由来のいかなる因子が卵の発育に望ましい

のかは現段階では結論は出ていない．

　そこで，本研究では卵管上皮細胞の生理的動態を

解明するために，①卵管上皮細胞の純化，②単層培

養系の作成および細胞増殖因子添加による影響，③

細胞外基質を利用したより生理的に近い培養系の作

成，④その培養系による培養細胞の形態変化，およ

び⑤分泌能について検討を行った．

　卵管上皮細胞は月経周期に同期して周期的な形態

変化をきたすことが報告されている2）～5）．このこと

はホルモン刺激により，その増殖能や形態に変化を

きたすことを示唆する．これを検証するために上皮

細胞の培養系を用いてエストラジオール（以下E2）

やプロゲステロン（以下P）を含む細胞増殖因子を

添加しその影響を検討した．

　生理機能的詳細を解析するためには，単純な培養

系だけでなく，よりインビボに近い機能を発現する

培養系が必要であると考えられる．我々は基底膜成

分を含むゲル上で生理的卵管の上皮組織構造に近い

形態をとる卵管上皮細胞培養系を既に報告した6）．

この系を利用して分泌能の検討を行った．，培養細胞

の分泌能の検討には，本来は細胞より特異的に産生

分泌する物質あるいは蛋白をマーカーとして，細胞

の状態を把握できれば良いのであるが，卵管上皮細
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胞における特異マーカーは知られていない．兎の実

験で卵管液中のPGE，，　PGF，αの濃度は血清中の濃

度と異なっていて，卵管上皮細胞から能動的に分泌

される可能性があるとの報告があり7），ヒトでも卵

管組織内で6ケトーPGF、α，　PGE，，　PGF2α，　PGD、

が産生されていることが証明されている8）．また腫

瘍マーカーであるCA125は正常子宮内膜培養細胞

より産生することが知られているが，女性内性器で

は他に卵巣や卵管上皮における免疫組織学的局在も

報告されている10）．これらのことから，今回PGE2，

PGF2α，　CA125がヒト卵管上皮細胞の培養上清中に

分泌されているか否か確認するとともに，その分泌

動態について検討を行った．

研究材料および方法

　1．卵管上皮細胞の採取法

　卵管は子宮筋腫手術時の摘出卵管を患者の承諾を

得て使用した．患者の年齢は36～49歳で，摘出時の

月経周期は4名は卵胞期，4名は黄体期であった．

　摘出卵管全体をカルシウム，マグネシウムを含有

しないハンクス緩衝液で洗浄する．外膜を剥離して

筋層まで露出し，周囲の疎な脂肪織や血管を除去し

て屈曲を解除する．長軸に沿って切り開き，上皮面

を展開する．上皮面に肉眼的に見える搬壁を錨子で

つまみ上げハサミで切り取り，とれた細片をハンク

ス緩衝液に浮かべる．このときできるだけ表面のや

わらかい組織を0．5×0．5×5mm程度の大きさにな

るように切り取る．

　得られた細組織片をハンクス緩衝液中で振盈し洗

浄する．これを250μmのステンレスメッシュに通

し，メッシュ上に残った組織をハンクス緩衝液30

mlで洗浄する．ステンレスメッシュを逆さまにし

て，ハンクス緩衝液を30m1通して組織片を回収す

る．組織片をさらに0．5×0．5×1mm程度の大きさ

になるようにハサミでできるだけ細切する．

　組織浮遊液を遠沈管に入れ10分間静置後，上清を

ピペットで除去する．沈殿した細片にO．05％トリプ

シンーEDTA　5　mlとハンクス緩衝液5mlを入れて

混和し，三角フラスコに入れ，37℃でスターラで強

く撹搾しながら20分～40分インキュベートする．

　反応液を子ウシ血清5m1と混和後，250μmメッ

シュで濾過し，ハンクス緩衝液50mlで洗浄する．濾

過液を回収し1000rpm，10分遠沈し，上清をピペッ

トで除去する．沈渣をGIT培地（和光純薬製，血清

添加不要の完全調整培地）4mlで懸濁させ，回収卵

管上皮細胞とした．

　この回収卵管上皮細胞懸濁液を6穴マルチウエル

プレート（Corning社，米国）に撤いて，37℃，5％

CO2の条件下にて培養を開始した．コンフルエント

になるまで7日間前後培養する．

　0．05％　トリプシンーEDTAで細胞を剥離しDul－

becco’s　Modified　Eagle’s培養液／Ham’s　F12培養

液，1：1混合液（以下DMEM／F12培地と記す）で

2回洗浄を行ったのち，GIT培地で細胞を懸濁させ

たものを純化卵管上皮細胞とした．この一部をトリ

パンブルーで染色し生細胞をNeubauer虚血心計

算盤を用い，位相差顕微鏡下でカウントした．細胞

数を培養容器の底面積で除算し飽和細胞密度（con－

fluent　cell　density，以下CCDと記す）を算出した．

純化卵管上皮細胞をチャンバー・スライド上で培養

し，酵素抗体法間接法により抗サイトケラチン，抗

ビメンチン，抗α、アンチキモトリプシン（α、

ACT），抗。－erbB－210）の免疫染色を行い，上皮細胞

を同定した．

　2．培地の妥当性の検討

　①血清無添加DMEM／F12培地，②1％ウシ胎児

血清（fetal　calf　serum，以下FCSと記す）添加

DMEM／F12培地，③10％FCS添加DMEM／F12
培地，④GIT培地の4種類の培養液に純化卵管培養

細胞を2×105cell／mlになるように懸濁し，24穴マ

ルチウエルプレートに1wellあたりそれぞれ0．5

mlとなるように分注する（CCDの0．83倍の細胞密

度となる．以下これを0．83×CCDと表記する．）．毎

日観察を行い，4日毎に培地を交換する．増殖の程度

を位相差顕微鏡下で判定し，また培養開始より培養

細胞の剥離がみられるまでの日数を比較した．

　3．細胞増殖因子添加による増殖能の変化

　純化卵管上皮細胞懸濁液を6×104ce11／mlとな

るように調整し，96穴マルチウエルプレートに1穴

につき0．1mlとなるように分注する（0．31×CCD

となる）．2日間培養した後，E2（10－9，10－8，10”7，

10－6M），　P（10－9，　IO’s，10－7，10－6　M），上皮増殖

因子（epidermal　growth　factor，以下EGF）（0．1，

1，10，100ng／ml），（血小板由来増殖因子（platelet

derived　growth　factor，以下PDGF）（0．1，1，10，

100ng／ml）を添加しさらに培養を続ける．

　4日間培養を行った後，トリプシンで細胞を剥離

し，トリパンブルーで染色し生細胞のカウントを行

（2）
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い，同時に培養した無添加群と比較した．

　統計学的処理はStudent’s　T　testで行い，　p＜0．05

を有意差ありと判定した．

　4．細胞外基質による培養細胞の増殖形態の検討

　細胞外基質として①1型コラーゲン（ラット），②

IV型コラーゲン（マウス），③フィブロネクチン（ヒ

ト），④ラミニン（マウス），⑤EHS薄層コート，⑥

EHSゲルについて検討した．①～④はコーティング

済みのものを使用した（Bio　CoatTM：Becton　Dick－

inson　Labware社，米国）．　EHSとはマウスの軟骨

肉腫（Engelbreth－Holm－Swarm腫瘍）であり，こ

の腫瘍より抽出した基底膜成分を細胞外基質として

利用する．主成分としてIV型コラーゲン，ラミニ

ン，微量成分としてプロテオグリカン，エンタクチ

ン等を含有している．4℃では液状で，室温でゲル化

する．⑤はこの基底膜成分をコートしたマルチウエ

ルプレートで，EHS　NatrixTM（Becton　Dickinson

Labware社，米国）を使用した．⑥はEHSの基底

膜成分のゲルでありBasement　membrane
MatrigelTM（以下マトリゲルと記す；Becton　Dick－

inson　Labware社，米国）を使用した．6穴マルチ

ウエルプレート（well径φ35　mm）に1穴につき

1．8ml注入して約2mm厚のゲル層の培養基質を

作成し使用した．

　純化卵管上皮細胞懸濁液を6×104cell／m1とな

るように調整し，上記の基底膜成分がコートしてあ

る6穴マルチウエルプレートに1穴につき1mlと

なるように分注する（0．1×CCDとなる）．

　位相差顕微鏡下で形態変化を連日観察した．

　⑥は培養8日目でゲルごと切りだして固定し，走

査型電子顕微鏡にて撮：影した．また同時に別のwell

から超薄切片を作成し，透過型電子顕微鏡にて撮影

を行った．

　5．培養細胞の分泌能の検討

　マトリゲル系（以下M系）は，24穴マルチウエル

プレート（well径φ16　mm）にマトリゲルを1穴に

つき0．4ml注入してゲルの厚さが2mmの培養基

質を作成した．純化卵管上皮細胞懸濁液を2×105

cell／mlとなるよう調製し，1穴につき0．5mlとな

るように分注し（0．83×CCDとなる）培養を開始し

た．対照系（以下C系）はEHS薄層コート済の24

穴マルチウエルプレートを使用し，M系と同量の細

胞液を分注し培養を開始した．培養開始後は2日目

より5日目まで連日全量の培地を交換した．交換し

た培地は3000rpmで遠沈し，上清を測定まで一20．

Cで凍結保存した．ELISA法によりCA125，　PGE，，

PGF2αの測定は，それぞれイムノクロンCA125（富

士レビオ），PGE2　ELISA　kit（Cayman　Chemica1

社，米国），PGF2αELISA　kit（Cayman　Chemical

社，米国）を用いて行った．また，5日目にDispase

（Becton　Dickinson　Labware社，米国）を使用して，

マトリゲルより培養細胞を単離し回収した．この一

部をトリパンブルーで染色し生細胞をカウントして

各we11毎の細胞数を確認し，培養細胞104個あたり

の分泌量の補正値を算出した．

　組織培養についても同時に検討を行った．上皮細

胞の採取時と同様に周囲組織を除去し，切り開いた

卵管を，2×2mmの大きさに切り出して，EHS薄層

コート済の24穴マルチウエルプレートに数個ずつ

のせて培養を開始した．培養2日目より5日目まで

連日全量の培地を交換した．交換した培地は3000

rpmで遠沈し，上清を測定まで一20℃で凍結保存し

た．ELISA法によりPGE2，　PGF2αの測定を行っ

た．

　統計学的処理はStudent’s　T　testで行い，　p＜0．05

を有意差ありと判定した．

結 果

　1．卵管上皮細胞の採取

　回収卵管上皮細胞を位相差顕微鏡で観察すると，

大部分は単独細胞だが，数個程度の塊状の細胞も多

数みられた（Fig．　l　a）．活発に運動する線毛を持つ

細胞が散見された．これらの細胞は線毛運動の反動

により一見泳動しているように見えた．

　回収卵管上皮細胞はGIT培地でバラの花弁状な

いし類円形にコロニーを形成しながら増殖しはじ

め，培養開始7日前後でコンフルエントに達した．

この時点では線毛運動の見られる細胞は観察されな

かった．また形態的に間質細胞などの混入はほとん

ど認めなかった（Fig．2）．

　純化卵管上皮細胞の免疫染色では，抗サイトケラ

チン，抗。－erbB－2で染色され，抗ビメンチン，抗α、

ATCには染色されなかった．このことから採取さ

れた細胞は上皮細胞であることが確認された．

　純化卵管上皮細胞のCCDは平均6．1×108±

4．2×107cell／m2であった．以後の検討ではCCD

を6×108cell／m2として扱い計算した．1本の卵管

から純化卵管上皮細胞として得られる細胞数は，平

（3）
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Fig．　la　回収卵管上皮細胞（組織細切法）

　　回収卵管上皮細胞を位相差顕微鏡像．大部分は

　　単独細胞だが，数個程度の塊状の細胞も多数み

　　られた（×200）．
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Fig．1b　回収卵管上皮細胞（メッシュ法）

嚇踊躍巖繋繍鷲奪
　　いる．ほ一とんどが上皮細胞により構成されてい

　　ると推察される（×200）．

均6．6×105個／1卵管であった．

　2．培地の妥当性の検討

　血清無添加DMEM／F12培地では培養2日目に

数個程度のコロニーが散見されたが，それ以上の増

殖はみられなかった．1％FCS添加DMEM／F12培

地では増殖傾向がみられたが，コンフルエントには

至らず，培養7日目には一部の細胞の剥離が認めら

れた．10％FCS添加DMEM／F12培地では，7日目

までにコンフルエントに達し，30日目までに培養細

胞の剥離はみられなかったが，形態的には線維芽細

胞と考えられる紡錘形の細胞集団が多数認められ

た．GIT培地では，7日目までにコンフルエントに達

し，30日目までに培養細胞の剥離はみられなかっ

た．形態的にはほぼ均一で紡錘形の細胞はほとんど

翻，・亀 F蕪一璽，
　Fig．2純化卵管上皮培養細胞
　　　回収卵管上皮細胞をGIT培地で培養した．7日

　　　前後でコンフルエントに達した．形態的に問質

　　　細胞などの混入はほとんど認めなかった．線毛

運動の見られる細胞は観察されなかった（×
100）．
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Fig．3細胞増殖因子添加による増殖能の変化

　　E2添加では10－6Mで無添加群にくらべて有
　　意に細胞増殖が認められた．P，　EGF，　PDGFで

　　は増殖効果は認められなかった．

認められなかった．

　3．細胞増殖因子添加による増殖能の変化

　実験：を行った濃度域においてはE2添加では10－6

Mで無添加群にくらべて有意に細胞増殖が認めら

れた．P，　EGF，　PDGFの添加では増殖は認められな

かった（Fig．3）．

　E2，　P，　EGF，　PDGFいずれの添加によっても光

学顕微鏡レベルでの形態変化は確認できなかった．

　4．細胞外基質による培養細胞の増殖形態の検討

　①～⑤各種細胞外基質をコートした培養皿では，

培養細胞は水平方向に単層で増殖し，細胞形態は細

胞外基質を使用しない場合となんら差異は認められ

なかった．⑥の2mm厚のマトリゲルを培養基質と

（4）
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Fig．4　マトリゲル上の培養細胞（培養開始後4時間）

　　2mm厚のマトリゲルを培養基質として使用して

　　培養を開始した．上皮細胞は培養開始後4時間で

　　ゲル表面上で写真のような集合を見せた（×100）．

Fig．5マトリゲル上の培養細胞（培養開始後24時
　　間）

　　24時間後には垂直方向への形態変化を示し，円

　　筒状の立体構造を形成した．この構造物の周囲

　　のゲルは構造物を中心として光芒状の所見がみ

　　られ，ゲル自体にも変化を来していることが推

　　測された（×100）．

して使用した場合には，上皮細胞はゲル表面上で培

養開始後4時間で集合し（Fig．4），24時間後には垂

直方向への形態変化を示し，円筒状の構造を形成し

た（Fig．5）．成分が同じEHS由来基底膜成分であ

っても，⑤の薄層コートと⑥のゲルで形態的に違い

が生じた．

　マトリゲル上で形成された円筒状構造の構成細胞

は電顕的に，自由表面に微絨毛がみとめられ上皮細

胞であることが確認された．またごく少数ではある

が，短い線毛状の構造をもつ細胞が認められた（Fig．

6）．

　この円筒状構造物を水平断にしてみると内部は管

諺

欝
蔵，．

懸

Fig．6　立体構造の走査電子顕微鏡像

　　マトリゲル上で形成された円筒状構造の構成細胞

　　は自由表面に微絨毛が認められ上皮細胞であるこ

　　とが確認された．またごく少数ではあるが，短い

　　線毛状の構造をもつ細胞が認められた（×900）．

腔状の中空ではなく，細胞が重層しているのでもな

く，マトリゲルが充満したものであった．個々の細

胞をみてみると，ある一面は微絨毛のある自由表面

で培養液に接し，他の面はマトリゲルへ接していた．

この細胞とマトリゲルとの接着面には，電顕的に基

底膜様の所見が認められた（Fig．7）．

　5．培養細胞の分泌能の検討

　C系およびM系いずれの培養上清中にも，
CA125，　PGE2，　PGF2αの分泌が確認された．

　5日間培養後のDispaseによる細胞回収では，　C

系は1穴あたり35×104cell，　M系では1穴あたり

6×104cellであった．　C系の細胞密度は1．7×109

cell／m2であり，細胞外基質を用いない培養稲上で

の培養による細胞密度よりも約3倍高い値を示し

た．

　24時間あたりの平均分泌量で比較すると，培養細

胞104個あたりのCA125の分泌量はM系，　C系に

おいて有意な差は認められなかった．

　PGE2およびPGF2αでは培養細胞104個あたり

の分泌量はC系に比べてM系で有意に多く，著明

な差が認められた（Fig．8）．

　PGE2とPGF2αの比率をみた場合，いずれの培養

系においても，PGE2が優位であった．またPGE2／

PGF2α比は，　C系では16．2，　M系では7．9，組織培

養系では5．7であり，M系と組織培養系では比率に

有意差は無かったが，C系とM系およびC系と組

織培養系では有意差を認めた（Fig．9）．

（5）
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織培養系では有意差を認めた（Fig．9）．

考 察

文献的に報告されている卵管上皮細胞の採取法と

Fig．7　立体構造の透過電子顕微鏡像

　　マトリゲル上で形成された円筒状構造物を水平

　　断にしてみると内部はマトリゲルが充満したも

　　のであった．個々の細胞をみてみると，一方は

　　微絨毛のある自由表面で培養液に接し，他方は

　　マトリゲルへ接していた．この細胞とマトリゲ

　　ルとの接着面には，基底膜様の所見が認められ

　　た（×3600）

しては，大きく分けて，（1）管腔のままで内腔に酵

素液等を灌流して上皮細胞流し出す方法13）14）15）（灌

流法），（2）細切した組織を酵素液で分解した後，メ

ッシュで上皮細胞と間質細胞を分別する方法6）16）

（メッシュ法），（3）卵管組織から機械的な方法で上

皮細胞層を回収する方法17）（上皮細切法）の3種類

に分類できる．（括弧内に記した各法の名称は，説明

の便宜上，本稿において筆者が命名した）

　灌流法は卵管や血管のような管腔表面の細胞を回

収するためには論理的であるが，実際に行ってみる

と卵管においては手技的に難しい．漿膜下で屈曲し

ているため漿膜を剥離しないと十分に灌流できな

い．漿膜を剥離しておくと，灌流は容易だが酵素処

理中に穴があいてしまうことが多い，等の欠点があ

る．

　我々は当初，卵管上皮は子宮内膜の延長であると

の考えから，卵管上皮細胞の採取方法として子宮内

膜上皮細胞の採取法であるSatyaswaroopらの方

法18）を準用して採取を行った6）．メッシュ法の基本

的な考え方はこれに基づいていると考えられる．メ

ッシュにより飾嚇した後回収した細胞を見てみる

と，かなり多数の細胞により構成される細胞塊とな

　　4［U／l　O　’cell］
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o
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Fig．8CA125，　PGE、，　PGF2αの分泌能

。

＊p〈O．02

C系 M系

PGF2　a

C系およびM系いずれの培養上清中にも，CA125，　PGE、，　PGF、αの分泌

が確認された．棒グラフは24時間あたりの平均分泌量で示した．培養細胞

104個あたりのCA125の分泌量はM系，　C系において有意な差は認めら

れなかった．一方，PGE2およびPGF2αでは培養細胞104個あたりの分泌

量はC系に比べてM系で有意に多く，著明な差が認められた．
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PGE2／PGF　2　a　ratio
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Fig．9　PGE2とPGF2αの比率
　　いずれの培養系においても，PGE2が優位であ

　　つた．PGE、／PGF2α比は，　C系では16．2，　M系

　　では7．9，組織培養系では5．7であり，M系と

　　組織培養系では比率に有意差は無かったが，C

　　系とM系およびC系と組織培養系では有意差
　　を認めた．

っている（Fig．1b）．これはほとんどが上皮細胞に

より構成されていると推察され，大きな細胞塊とな

っているためにメッシュによって節別することがで

きると考えられる．しかし大きな細胞塊であるため

無血清培地による選択培養時に，十分に培養皿表面

に接着できず，結果として回収細胞数にばらつきが

多くなり，一般に少量しか回収できなかった．組織

学的に再考してみると，卵管では子宮内膜にくらべ

て間質の細胞成分はごく少ない．また上皮細胞の性

周期による形態変化は，子宮内膜細胞に比べて少な

く，卵管上皮細胞の採取法としてはメッシュ法はあ

まり論理的とはいえないと考えられる．

　一方，卵管を漿膜を剥離してまっすぐにした後展

開すると，肉眼的にも織壁がみられるが，これをハ

サミで細切するだけで，その構成細胞の大部分が上

皮細胞である組織細片が採取できる．これを酵素処

理することにより単独細胞化し，回収する方法がも

っとも多量かつ安定に上皮細胞を採取することがで

きる（組織細切法）．もちろん若干の間質細胞の混入

は認められるが，無血清培地で培養することにより

間質細胞の増殖が抑制され6）16），十分に上皮細胞を

純化することができると考えられる．

　卵管からの回収細胞数について言及されている報

告は少ないが，夏山らは15）ブタの卵管から灌呪法を

用いて，卵管1本あたり1．58×105個の上皮細胞が

安定して回収できたと報告している．種が違うので

一概に比較はできないが，我々は卵管1本あたり

6．64×105個と若干良好である．しかし，回収細胞を

培養する段階で十分接着せずにロスが出ているの

で，この段階で，コラーゲン処理をした培養器を使

うなど改良すればより多くの卵管上皮細胞を収穫で

きる可能性がある．

　以上より卵管上皮細胞採取法としてもっともすぐ

れているのは組織細切法と考えられた．

　卵管上皮細胞は形態学的に線毛細胞，分泌細胞，

小桿細胞，基底明澄細胞の4つに分けられているが，

線毛細胞と分泌細胞が大部分を占めている．藤井3）

は線毛細胞の占める割合は峡部で30％，膨大部で

50％，采部で60％で，性周期や閉経により著変は無

いと報告している．今回の実験では明らかに線毛細

胞とわかる細胞は，回収細胞の段階で散見される程

度であり，さらに培養後の純化細胞の段階ではほと

んど皆無になっている．

　この理由として，まず機械的操作および酵素処理

時に線毛が破損することが考えられる．酵素処理を

短時間にすると，塊状の細胞は多くなるものの，線

毛運動がみられる細胞は増えるということが観察さ

れている（自験例）．次に回収細胞を培養する段階で

線毛運動が培養皿底面への接着を阻害するのではな

いかと考えられる．

　このため，今回の純化卵管上皮細胞は大部分が分

泌細胞，あるいは一部，線毛の脱落した線毛細胞が

混在している細胞集団であると推測される．

　また，生体内でば線毛細胞は分泌細胞から移行す

るとの説や，脱落した線毛が再生するとの説がある

が，長期間培養しても線毛運動をする細胞が増えて

くることは確認されず，これらの説は考えにくいよ

うに思われるが，培養系のホルモン環境の条件を変

えて再度検討してみる必要はある．

　卵管上皮細胞は，子宮内膜上皮細胞の培養19）と同

様にGIT培地を使用することで，より純粋で良好な

発育が得られた．

　一般に間質細胞の増殖にはFCSの存在が必要で

あるとされているが，血清添加不要の完全調整培地

（GIT培地）を用いることにより，間質細胞の発育が

抑制された．また卵管上皮細胞は良好な発育がみら

れた．なお加納ら16）は線維芽細胞の抑制には無血清

とカルシウムイオンの除去が必要であることを指摘

している．

　GIT培地を用いた培養系は，上皮細胞の選別に有

（7）
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効であり，かつ純粋な状態での培養維持ができ，ま

た血清中に含まれる未知の因子による影響を考えず

に済むという点から，卵管上皮細胞の培養において

有用性が高いと考えられる．

　単層培養系への細胞増殖因子の添加実験ではE2

10－6M添加により卵管上皮細胞の増殖効果がある

ことが確認された．

　藤井3）は電顕による形態学的な検討により，閉経

後の分泌細胞の萎縮性変化にはエストロゲンが関与

している可能性を指摘している．また岡本5）は去勢

家兎を用いた性ステロイド負荷実験で，E2投与によ

り線毛・分泌両細胞に再生増殖を認めたことを報告

している．一方，培養細胞による実験では，加納16）は

E2，　Pの添加では細胞増殖効果はみられなかったと

している．また竹内ら20）はEGFで細胞増殖効果が

みられたもののE2，線維芽細胞増殖因子（FGF），ト

ランスフェリン，インスリン様増殖因子（IGF）では

促進されず，Pでは増殖は逆に抑制されたとしてい

る．

　我々の実験：では，加納らの報告しているE2濃度

より若干高濃度域ではじめて細胞増殖効果が得られ

ることを確認した．この結果によりインビボにおけ

るE2の卵管上皮細胞に対する再生増殖作用が，培

養細胞レベルにおいて実証されたものと考えられ

た．

　細胞外基質としてマトリゲルを使用した場合，血

管内皮細胞では管状構造，子宮内膜では腺管構造21）

を示すと報告されている．卵管上皮培養細胞でも類

似の形態を示したが，この垂直構造は細胞のみの重

層により管腔として形成されたものではない．

　EHS薄層コートのマルチウエルプレートではマ

トリゲルと含有成分は同じにもかかわらず垂直変化

を惹起できない．このことから培養基質の含有成分

だけでなく培養基質の物理的要素である可塑性の関

与が考えられる．すなわち細胞の接着による形態変

化または増殖により可塑性のあるゲル表面が吸い上

げられるように突出して形成されると考えられ
た6）．

　この形態をインビボの上皮細胞と比較して考えて

みる．卵管上皮組織は基底膜の上に単層の組織を形

成し，間質組織の凹凸により全体として凹凸の雛壁

を形成している．個々の上皮細胞は円柱状の形態を

とっており，藤井は3｝走査電顕による研究で，分泌細

胞が卵管内腔表面に占める大きさは，性周期により

異なるものの，最少で3．6×3．1μm（長径×短径），

最大でも15．8×6．8μmとしている．

　一方，培養細胞では単層培養系では細胞は水平方

向に引き伸ばされたような不自然な形となる．今回

測定された卵管上皮培養細胞の単層培養系における

CCDより，個々の細胞面積を算出すると，1．7×10－9

m2／ce11となる．卵管組織中において分泌細胞が卵

管内鼠表面に占める面積を藤井による報告の値を利

用して試算すると，最少で3．6×3．1μmの菱形とし

て5．9×10－i2　m2／cell，最大で15．8×6．8μmの長

方形として1．1×10－10m2／ce11となる．これらイン

ビボの場合の推定細胞面積と単層培養系における細

胞面積を比較すると，単層培養系ではインビボに比

較して，約15倍から300倍の面積になっている．細

胞容積が一定だとすれば，逆に厚さは約1／15倍から

1／300にうすく引き伸ばされた変形した形態になっ

ていることになる．

　一方，マトリゲル系ではマトリゲルという基底膜

成分含有の基質の上に個々の細胞は球系ないしは円

柱状で，単層で増殖し，全体として立体構造を形成

して実際の卵管上皮組織に類似した形態になってい

ると考えられる．この形態形成モデル6）によれば

個々の細胞は，細胞同士で重層せず，基底膜成分含

有のゲル表面上に単層で付着し増殖する形態になる

ので，垂直形態をとりながら安定した細胞の生育が

維持できるものと考えられた．

　石井22）は，コラーゲン・ゲルを使用した子宮内膜

インビトロ・モデルにおいて，基底膜の形成のみで

細胞の機能分化が誘導されるとは言えないであろう

が，基底膜の形成の有無，あるいは基底膜の形成を

促す培養条件が上皮細胞のホルモン反応性に関与し

ていると考えることもできると指摘して，生理機能

発現への形態の関与の可能性を示唆している．

　今回，卵管上皮培養細胞から培養上清中への

PGE2，　PGF2α，　CA125の分泌が証明されたが，

CA125の分泌動態は，培養形態により有意差を認め

ず，卵管上皮細胞の増殖マーカーとして使用し得る

可能性が示唆された．

　一方，PGE2，　PGF2αはマトリゲル上で3次元構

造を構築する卵管上皮細胞培養系（M系）において

著明な分泌二進を認めた．このことから，M系では

形態的にインビボの卵管上皮組織に類似しているだ

けでなく，生理機能も活性化されていることが示唆

された．

（8）



1996年5月 輿石他3名：ヒト卵管上皮細胞の分離培養系の確立とその機能的検討 一　277　一

用し，受精卵の運搬・停滞に影響をおよぼす23）と言

われているが，種差もあり，ヒトでも卵管に存在す

るPGE2レセプター，　PGF2αレセプターの動態24）

などもあわせて考えると卵管におけるPGE2，　PGF2

αの作用は単純なものではないと考えられる．

　蛯原ら7）による家兎の卵管液の生化学的性状の検

討によると，hCGの投与により，卵管液中のPGE、，

PGF、αは著明に増加を示すが，一方で血清中の

PGE2は有意な増加，　PGF2αは微増を示すにとどま

った．血清中と卵管気中のPGE、，　PGF、α分泌動態

の解離は，卵管液成分が血液からの漏出によるもの

だけではなく，卵管上皮からの能動的分泌によるも

のであることを示すと指摘している．また卵管液中

ではPGF2αが常に優位であり，とくに排卵後に

PGF2α優位傾向が強くなるが，これは受精および受

精後発育のために卵の停留に寄与していると蛯原ら

は推察している．

　これらの点からPGE、，　PGF2αが卵管内における

生殖生理現象に強く関与しているものと考えられ

る．そしてPGE2，　PGF2αそれぞれの分泌量だけで

なく，PGE2／PGF2α比も生理的に重要な意味を持っ

ている可能性がある．M系では，　PGE2，　PGF2αの

分泌が充進ずるだけではなく，PGE2／PGF2α比は組

織培養による値と近い値になっており，単層培養系

よりも生理的に近い条件になっているものと考えら

れた．

　以上より，マトリゲル上で3次元構造を構築する

卵管上皮細胞培養系は，形態的に実際の卵管上皮組

織に類似した形態になっていると考えられ，分泌能

も充賦し，生理的に近い環境状態を形成しているこ

とが示唆された．このことからこの培養系は，卵管

上皮組織のインビトロモデルとして，卵管機能研究

に有用であると考えられた．

結 論

　1．卵管上皮細胞は組織細切法を用いて回収し，

GIT培地での培養により間質細胞を抑制して，上皮

細胞のみを単離純化することが可能であった．

　2．　卵管上皮培養細胞においてE2による細胞増

殖効果が確認された．

　3．卵管上皮培養細胞よりPGE、，PGF2α，　CA125

の分泌が確認された．

　4．　PGの分泌能は培養系への細胞外基質の導入

により，3次元構造を構築したとき，著明に促進し組

織培養における分泌能に類似した．

　5．　この3次元構造を構築する卵管上皮細胞培養

系は形態的，機能的に培養細胞が活性化されている

と考えられ，卵管の機能研究に有用であると考えら

れた．
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Establishment　of　an　Epithelial　Cell　Culture　of　Human

　　Fallopian　Tube　and　Functional　Studies　Thereon

Makoto　KOSHIISHI，　Junko　TAKADA，　Keiichi　ISAKA　and　Masaomi　TAKAYAMA

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Tokyo　Medical　College

　　Fallopian　tubes　are　not　only　the　lumens　through　which　gametes　and　fertilized　ova　pass，　they　are

thought　to　play　an　important　part　in　the　capacitation　of　sperm　and　the　growth　of　fertilized　ova．　However，

details　of　physiological　and　functional　aspects　have　not　been　fully　clarified．　Thus，　the　following　studies

to　clarify　the　physiological　movement　of　epithelial　cells　of　the　fallopian　tubes　were　performed，　Epithelial

cells　of　the　human　fallopian　tube　were　purified　and　a　monolayer　culture　system　was　established．　A

change　in　the　proliferation　potency　was　seen　after　the　addition　of　the　cell　growth　factor．　A　culture　system

satisfying　physiological　conditions　was　made　using　an　extracellular　matrix．　The　culture　cells　were

examined　and　their　ability　to　secrete　was　measured．

　　Only　epithelial　cells　were　purified　from　the　fallopian　tube　tissue，　and　the　culture　system　was　success－

fully　established．　The　cell　multiplication　effect　of　estradiol　was　confrrmed　in　the　cultivated　epithelial　cells．

Secretion　of　PGE，，　PGF，a，　CA125　by　cultured　cells　was　confirmed，　and　that　of　PGE2　and　PGF，　a

increased　when　a　three－dimensional　structure　was　made　by　the　introduction　of　the　extracellular　matrix

to　the　culture　system．　The　cultured　cell　system　formed　a　three－dimensional　structure　consisting　of　the

epithelial　cell　of　the　fallopian　tube　and　this　was　activated　morphologically　and　functionally．　This　culture

system　was　considered　usefu1　for　functional　research　on　the　fallopian　tube．

〈Key　words＞　Fallopian　tube，　Cell　culture，　Extracellular　matrix，　Prostaglandins，　CA　125．
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