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緒 言

動物細胞を生体外で培養する場合,細 胞の生

存に必要なPH,浸 透圧のような物理化学的条

件の設定はもちろん,細 胞自身が合成できない

ア ミノ酸,炭 化水素,ビ タミンなどの栄養素を

すべ て 外部 か ら供 給 しなけれ ば な らな い.さ ら

に,細 胞 を増殖 させ るた めに は,こ れ らの栄 養

素 以外 に,未 解 析 の成 分 を含 む血 清 の 添加 が必

要 であ る.こ の血 清の 存 在の ゆ えに,培 養 系 に

お け る細胞機 能 の生 化 学 的,免 疫 学 的解 析 が複

雑 で不 明確 とな る.こ の 問題 を解 決 す るた め,

化学 的 に組 成 の明 らか な合 成 培地 を作 成す る努

力 が 多 くの研 究 者 に よ りな され て きた1～5).しか

し,こ れ らの合 成培 地 に お いて も,細 胞 を増 殖

させ るため に は5～10%程 度 の血 清 添加 を必要

と し,さ もなけ れ ば 多種類,多 量 の ホ ルモ ン,

蛋 白成分 の 添加 を必要 とす る2,3,7).

L細 胞 は, 1940年, Earleに よ り,マ ウス 皮

下組 織 よ り樹 立 された 線維 芽 細胞 株 で あ り,試

験管 内 で 自然発癌 した 細 胞 株 として有 名であ る8).

 NCTC 929株(L929)は, Sanfordら に よ りL

細胞 よ りクロー ン分 離 されて確 立 され た細 胞株

で ある9).こ の株 は そ の条 件化 培地(Condi

tioned Medium)か らの コロニー 形 成促 進 因子

の精 製26),細 胞増 殖 制御 因子 の検 定24),な どに

用 い られ てお り,ま た 薬剤 耐性 株,放 射 線耐 性

株,温 度 感受性 株,な どの変 異株 が 分離 され 利

用 されて い る16). L929は よ く増殖 す る細 胞 株 で

あ るが, Eagle's Minimum Essential Medium

(以 下Eagle's MEM)中 で 増 殖 継代 す るため に

に は, 5%程 度 の血 清 添加 が 必要 で あ る3).

我 々は,こ のL929線 維 芽細胞 を血 清存 在下 で,

 350代 の長期 継代 をお こ なっ た.そ の 結 果,増 殖

に対 す る血清 依 存性 を消失 し, Eagle's MEM

以 外 に一切 の添加 物 が 存在 しな い状 態 で も短 い

平均 世 代 時 間で 増殖 し うる性 質 を獲 得 した25).

この 細 胞 は, Eagle's MEMの み で増殖 しうる

ため,そ の細 胞機 能 の解 析 が 非常 に 容易 であ る.

さ らに親 株 との 比較 に よ り,分 裂 増 殖機 構 の解

析 に利 用 し うる.ま た, Conditioned Medium

中か らの物 質 の 精製 が 非常 に容 易で あ る等,有

用 な細 胞 と考 え られ る.

こ の新 しい細 胞(L-N)の 増 殖 制 御 に おけ る

性 質 を,親 株(L-O)と 比較 しつ つ報 告 す る.

材 料 及 び 方 法

I細 胞

マ ウ ス由 来線 維芽 細 胞L929株 は, 1976年5月,

岡 山大 学 医学 部癌 研 究施 設病 理 部 門,佐 藤二 郎

教授 よ り供与 され た.こ の細 胞 は以 下 に述 べ る

方 法 で, 350代 継 代 の後 実験 に供 した.(こ の長 期

継代 後の 細 胞 をL-Nと 呼 称 す る)一 方,供 与 さ

れ た もの と同一 の株 は, 10% Dimethyl Sul

foxide, 10%ウ シ血 清 を含有 す るEagle's ME

M(日 水)に て,液 体 窒 素下 に,岡 山大学 医 学

部癌 研 究施 設病 理部 門に お い て保存 され た.そ

して, 1981年2月,融 解後供与 され, 3～10代 継

代 後,実 験 に供 した.

II細 胞 の 継代 方 法
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静 置 培 養 した 細 胞 を, 0.05%ト リプ シ ン

(DIFCO), 0.02% EDTA(和 光 純 薬)を

含 有す るPhosphate Buffered Saline(以 下T

EP液)5mlで37℃, 3分 間 処理 した.つ いで,

 2% Tryptose-Phosphate Broth(以 下TPB),

 5%仔 牛 血 清(半 井 化 学)を 含 有す る, Eagle's

 MEMを5ml加 え,温 和 に振 盪 し,細 胞 を遊 離

させ た.こ れ を1,000rpm 5分 遠 沈 後,上 清 を と

りの ぞ き,細 胞 を回収 した.培 養面 積66c㎡の ガ

ラ ス製培 養瓶(池 本理 化 工業)に, 5%仔 牛 血

清, 2% TPBを 含有 す るEagle's MEM 10ml

を使 用 し, 80×105コ の 細胞 を植 込 み,一 週間 ご

とに継代 を繰 り返 した.培 養 は閉鎖 系で お こ な

い, 37±1℃ に保 った培 養用 恒 温器 を使 用 した.

III細 胞増 殖 曲 線の 測定 法

細胞 を植 込 み 培養 液(Seeding Medium),す

なわ ち2% TPB, 1%仔 牛 血清 を含有 す るE

agle's MEMに 浮遊 させ,培 養 用 プ ラ スチ ッ ク

シ ャー レ(面 積7.55c㎡,豊 島 製作 所)に3×104

個/シ ャー レの割合 で植込 んだ. 24時 間 後,血 清

を含 有 しな い培 養 液(Resting Medium以 下R.

 M.)に て3回 細 胞表 面 を洗滌 し,血 清 の残 存 を

除 い た後,目 的 の培 養 液 に交 換 した.そ の 後培

地 交 換は せ ず,約24時 間 ごとにTEP液 で細胞 を

浮遊 化 し, Coulter Counter (Coulter Ele

ctronics INC. USA)で 細 胞数 を計 測 した.

IV DNA合 成 の測定

DNA合 成 は, Rudlandの 方法10)に よって 測

定 した. Seeding Mediumに 浮遊 させ た細胞 を, 28

c㎡プ ラス チ ッ クシ ャー レに4×105個/シ ャー レ

の割 合 で植 込 み,細 胞が 互 いに接 触す るま で増

殖 させ た後,培 養 液 をRMに 交 換 し, 72時 間保

ち休止状態 に し,細 胞周期 を準 同調 させ た.そ の後

目的の培養 液に交換 しS期 を誘 導 した.一 定 時間

ご とに3H- Thymidine (New England Nu

clear)に よ る20分 間 のパ ル ス ラベ ル をお こ な い,

酸 不 溶性 画 分へ の放 射 活性 の と り込 み を,シ ン

チ レー シ ョンカ ウ ン ター(Aloka)に て測定 した.

実 験 は すべ てtriplicateに て行 い,そ の平 均

値 を グラ フ上 に記 した.

結 果

I.増 殖 速度

L929細 胞2～10代 継 代株(L-O)の 増 殖 速 度

は培養 液に 添加 す る血 清濃 度 に強 い依 存 性 がみ

られた(Fig. 1).そ の平 均世代 時 間 を算定す る

Fig 1. Growth curve of L-O cell: 

The experimental conditions in Fig 1

 and 2 are described in Materials and 

Methods. Medium change were done 

at O time. Data are expressed as total 

cell number in 30mm plastic dish.

(•¡-•¡) Eagle's MEM supplemented with 

5% calf serum

(•¢-•¢) 1% calf serum

(•›-•›) serum free

All medium were supplemented with 2% 

tryptose phosphate broth.

と,仔 牛 血清 濃 度5%で22時 間, 1%で35時 間

(い ずれ もTPBを2%含 有),無 血 清 でTPB

のみ 含 有 させ た場 合, 180時 間 と延 長 した. (Ta

ble 1)そ して,添 加 物 を一 切 加 え な いEagle's

 MEMの み の場 合,細 胞 は球 形化 し全 く増 殖 し

なか った.一 方, L929 350代 継代 細 胞(L-N)

の場 合,血 清 依 存性 が 非常 に 低 か っ た(Fig. 2).

そ の平 均世 代 時 間 は, 5%, 1%い ず れ の血 清

濃度 で も, 17時 間 で あ り, L-Oに 比 べ 非常 に

短縮 して い た(Table 1).さ らに,無 血 清 で

TPB 2%の み 添加 時に も平均 世 代 時 間は20時 間,

 Eagle's MEMの み の場 合 に も23時 間 と,制 限

され た栄 養 状 態 で も非 常 に 良 い増 殖 を示 した
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Fig. 2. Growth curve of L-N cell: 

The experimental conditions are same as 

in Fig. 1.

(•¡-•¡) Eagle's MEM supplemented with 

5% calf serum

(•›-•›) serum free

(• -• ) serum and TPB free

The data in serum and TPB free system 

were same as serum free system from 

0 time until 50hours, so they were 

omitted.

Table 1. Mean generation time (M. G. T.) and 
saturation density (S. D.) of L-O and L-N in dif
ferent culture medium

The experimental conditions are described 
in Materials and Methods.
NG: no growth

(Table 1).

II.飽 和密 度

一 般 に
,細 胞が形質転換 し,高 い増殖能 を有す

るよ うに なる と,飽 和 密度 が 高 くな り,重 層 し

て増 殖す る傾 向 を示 す13). L-Oの 飽和 密 度 は 血

清濃 度 に強 く依 存 した(Table 1).ま た, 2%

 TPBの み では高 い飽 和 密 度 に到 らず, 5%血

清 存在 時 の1/20に 低 下 した(Table 1).一 方,

 L-NはL-Oに 対 して2.5～3倍 の 高 い飽 和 密

度 を有 し,し か も血 清依 存性 が 低 く,血 清濃 度

を1%に 下 げ て も5%血 清添 加 時 の90%の 飽 和

密度 を有 した.さ らに無 血清 に して も70%の 飽

和密 度 を保 った.し か し, TPBも 無 添加 にす る

と,飽 和 密 度 は添加 時の1/5に なった(Table 1).

以 上 の結 果か ら, L-NはL-Oに 比べ て明 ら

かに高い増殖性 を有 し,そ の増殖性 を維持す るた

め の血清依 存性が低 いこ とが示 され た.

III.細 胞植込み時 の培地 に よる影響

静 置 培養 にお いて,植 込 まれ た細 胞は まず 基

質 に付 着す る過 程 を経 る.こ の過程 は植 込み 後

6～7時 間程 度 で完 了 し,こ の 時期 に付 着 しな

か っ た細胞 は 増殖 で きず 死 滅す る.し た が って,

植 込 み時 の諸 条 件 に対 す る細 胞 の反 応 を検 討す

る こ とは 重要 であ る.こ のた め に以 下 の実 験 を

お こな った.す な わ ち, L-N細 胞 を1%, 0.1

%, 0%の 血清 濃度 で3×104/シ ャー レ の細 胞

を植 込 み, 24時 間 後細 胞表 面 を3回 洗滌 の 後,

無 血 清培養 液に 交換 した. Fig. 3に 示 した ご と

く,無 血 清培 養 液 に交 換 した時 点での細胞数(初

期 密度: Initial density)は 植込み 時の血清濃度

に依 存 した.さ らに培養 液交 換 後の 増殖 速 度 も

植 込 み時 の 血清 濃度 に依 存 した(Fig 3).

IV.植 込 み細 胞密 度 に よる影響

無血 清 培地 へ の培 地 交 換後 のL-Nの 増 殖 速

度 が,植 込 み時 の血 清 濃度 の 影響 を受 け る現 象

につ いて,次 の2つ の 原 因が 考 え られ る. ① 植

込 み培 養 液 に含 有 させ た 血清 の 何 らか の 因子 が

無 血 清培 養 液 に交換 した 時点 で す で に細 胞表 面

に付着 す るか,細 胞 内に と り込 まれ てお り,そ

の効 果 が あ らわれ た. ② 血清 の 存在 に よ り細 胞

の 生着 率(plating efficiency)が 上昇 し,し たが

ってinitial densityが 高 くな り,そ の 結 果増 殖

速 度 が速 くな っ た.こ の 問題 を解決 す るため に

は,ま った く同一 の植 込 み塔 養 液 を使 用 し,植

込 む細 胞数 のみ を変 化 させ た場 合,増 殖速 度 が

どの よ うに 変化 す るか を測定 す れ ば よい.そ こ

で,次 の 実験 をお こ な った.す な わ ち,植 込 み

培養 液 をEagle's MEMの み と し,細 胞数 を変

化 させ て,生 着率,初 期密 度,平 均 世 代 時間 を

測 定 した. Table 2の よ うに, 3×104個/シ ャ
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Fig. 3. Effect of seeding condition on the growth 

of L-N cell after medium change: 

Cells were seeded with various medium 

at 0time. 24hours after seeding, cells

•@ were rinsed three times and medium was 

replaced with serum free one.

(•¡-•¡) seeded with 1% calf serum

(•œ-•œ) 0.1% calf serum

(•›-•›) serum free

Mediums were supplemented with TPB.

Table 2. Effect of cell number seeded on pla

ting efficiency (P. E.), initial•@ density (I. D.) and 

mean generation time (M. G. T.)

I. D. (Initial Density) was counted 24hrs after 
seeding.
Seeding medium was Eagle's Minimum Essential 
Medium only.
Plating efficiency (P. E.)=Initial density (I. D.)/
Cell number seeded.

ー レの 少数 植 込 み時 に は
,初 期密 度 が非 常 に低

く,こ の 時平 均世 代 時 間 は34時 間 で, Table 1

に おけ るMEMの み の培 養 液 中での23時 間 に比

して1.5倍 に延 長 して いた.し か し, 15×104個

/シ ャー レに植 込 み,初 期 密 度 を増 加 させ る と,

平 均世 代 時間 は19時 間 と約1/2に 短縮 した.こ の

こ とか ら② の考 えが支 持 され た.

V. DNA合 成 の 速度 論 的解 析

次 に, L-NとL-OのS期DNA合 成の誘導

が 血 清 に よ りどの よ うに影 響 を受 け るか を検 討

した. Assayは 材 料 と方法 の 項 で述 べ た 方法 に

よっ てお こ な った. Fig. 4の よ うに, L-Oで

Fig. 4. Kinetical analysis of DNA synthesis of 

L-N and L-O cells:

The experimental conditions are descri

bed in materials and methods.

Medium change after 72hours resting 

was done at 0time.

(•£-•£) L-N in calf serum supplemented 

medium.

(•¢-•¢) L-N in serum free medium

(•œ-•œ) L-O in calf serum supplemented 

medium

(•›-•›) L-O in serum free medium

は,同 調 後5%血 清 添加 培 養 液 に交 換す る こ と

に よ り, 15～19時 間後 にDNA合 成 が誘 導 され

た.し か し,無 血 清培 養 液 ではDNA合 成は お

こ らなか った.一 方L-Nで は,血 清非依存性 に

DNA合 成 が誘 導 され た. DNA合 成 は,培 養 液

交 換 後11～15時 間 に お こ り, L-Oに 比べ約4時

間短縮 して い た.そ の最 大値 は,血 清 添加 系 の

方 が,非 添加 系 よ り高か った.

考 察

L929線 維 芽 細 胞株 を長 期 継 代培 養 し,形 質

転 換 した細 胞(L-N)の 増 殖 制御 にお け る性 質

を,対 数 増 殖 期 に おけ る増殖 速 度,飽 和密 度,

植 込 み 時 の条 件,細 胞 周 期 にお け るG1期 か ら

S期 へ の誘 導 に つ い て,親 株(L-O)と 比較 し

つつ 研 究 した.

哺 乳 動 物細 胞 の 細胞 塔 養 液 には, L細 胞 を検
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体 として開 発 され た もの が 多 い2,14,22). Eagle's

 MEMは,透 析 血 清 を添加 す るこ とを前 提 と し

て開 発 され た培 地 で あ り, L細 胞 で も最 大 限 の

増殖 を得 るため に は, 5%以 上 の血 清 の添加 が

必要 で あ る とされ て い る3).こ のことは,今 回我 々

の実 験 で もL-Oに つ いて確 認 され た(Fig. 1).

一 方L-Nで は, 20～23時 間 の平 均 世 代 時 間 で

増殖 させ るため に は,血 清 もTPBも 要 しな い

こ とが わか っ た(Fig. 2). MerchantとHel

lmanはL929の 亜株 で,無 血 清塔 養 液 で増殖 す

るL-M株 を報告 して い る18),し か し,こ の株

は無 血清 培地 では増 殖 が極 め て遅 く,平 均世 代

時 間56時 間 で あ る18).ま た, Katsutaら が報 告

してい るL-P3で も世代 時 間 は40時 間以 上 で あ

る19).し か し, L-Nは これ らに比 して,無 血 清

状態 で の増殖 速 度が2倍 近 く速 く,平 均世 代 時

間 は20～23時 間 で あ った.し たが って, L-N

はL-MやL-P3よ り強 い増殖 力 を有 して い る

といえ る.

Table 1の よ うに,飽 和 密度 はL-Oに 比 し

てL-Nが2.4～3.2倍 高値 を示 した.し か も,

 2% TPBを 添加 す るこ とに よ り無 血 清 で も,

血清 添加 時 に近 い高 い密 度 を得 るこ とが で きた.

しか し, Eagle's MEMの みでは飽 和密 度 が1/5

に なっ た.こ れ は,培 地 成分 の栄養 素 の いず れ

かが 消費 され たため に増 殖 が止 った と考 え られ

る.こ の 成分 は血 清, TPB中 に は豊富 に含 まれ

てお り,し たがって高い密度 に到 る まで細胞が増

殖 しうる と考 え られ る.

植込 み 時の 条件 に つ いて は,無 血清 培養 液 で

植 込 む と, L-N細 胞 の生 着率 が低 いこ とが わか

った(Fig. 3).植 込 み時 の 血 清の効 果 はTPB

では 置換 で きなか った(Fig. 3).細 胞植込み 時

の 血清 の役 割 につ い ては, ① 細 胞分 散 に用 い た

トリプ シンが細 胞 表 面に 付着 して細 胞 の生 着 を

防 げ てい るが,血 清 中の トリプ シン イ ンヒ ビ タ

ー が この作 用 を阻 止す る21)
, ② 血 清 中の フ ィブ

ロネ クチ ン,フ ェ トイ ン らの 因子 が 直接 細 胞 の

生着 伸展 を うなが す21) 26),等 が考 え られ てい る.

しか し,今 回 の実験 か らは, L-Nの 植 込 み 時

に血 清が どの よ うな作 用 をお こな って い るか に

つ いて,明 確 な結果 を得 るこ とは で きなか った.

Table 2に よ り,細 胞 の増 殖速 度 は細 胞密 度

の影 響 を受 け る こ とが示 され た.こ れ は,無 血

清培 地 で植 込 ん で も,植 込 み細 胞数 を増加 させ

初期 密 度 を高 くす れ ば,血 清添 加 時 と同 様 の増

殖速 度 を得 る こ とが で き る とい う結果 に よって

示 され た.こ の結 果 は, L-Nを 無血清培養 液 で

継代 す る場 合,植 込 み細 胞数 を増す こ とに よ っ

て効率 よ く増殖 させ うる こ とを示唆 して い る.

細 胞 の増 殖速 度 は主 にG1か らS期 へ の誘 導

過 程(G1-S変 換期)に お い て制 御 され て い る27). 

Fig. 4に 示 され た よ うに, G1期 か らS期 への導

入がL-Nで はL-Oに 比 べ4時 間 速 い.す な わ

ち,細 胞周 期 にお い て この部 分 の 回転速 度 が 速

くな って い る.こ れがL-Nの 増 殖速 度 がL-

Oに 比べ て 早 い理 由 の一 つ だ と考 え られ る.

現 存 ま でに, Eagle's MEM以 外 の他 の培地

を用 い て,無 血 清 でL細 胞 を増 殖 させ た とい う

い くつ か の報告 が あ る14,22,17).しか し,こ の場合

の培 地 にはEagle's MEMに 比べ て,多 種 多量

のア ミノ酸,蛋 白,ビ タ ミン類 が添 加 されて い

た.さ らに 長期 間 をか け て 除々 に血 清 濃度 を下

げ,適 応 させ てゆ く操 作 が必 要 で あ った15,17).

 L-N細 胞 で は, 350代 以上5%仔 牛 血清 存 在下

で継代 培 養 してお り,適 応(Adaptation)で は

な く,長 期 継代 に よ る,自 然形 質転 換(Spon

taneous transformation)を お こ した と考 え ら

れ る23).

今 後, L-N細 胞 か らの クロー ン分離 に よる均

一 な 細胞 株 の樹 立 と
,染 色体 分 析 に よ る変 異 の

同定 が必 要 と思 わ れ る.

結 語

1) L-Oの 増 殖速 度 は 血清 濃 度 に依 在 した.一 方

L-Nの 増殖 速 度 は血 清非 依 存性 であ り, L-

Oの 速 度 よ り速 か っ た.

2) L-Nで は, 2% TPB添 加 に よ り,血 清添加

時 と同様 の高 い飽 和 密 度 を得 た.

3)無 血 清培 地 中 でのL-Nの 増 殖速 度 は,初 期

細 胞密 度 の影 響 を受 けた.

4) L-Nで は, G1期 か らS期 へ の細 胞 周期 の 回

転 に要 す る時間 が, L-Oに 比べ4時 間短縮 して

いた.こ れ が, L-Nの 増殖 速 度の早い原 因の1

つ と考 え られ た.
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On the proliferation regulatory mechanism of spontaneously 

transformed L cell (L-N)

Hideki MATSUI

First Department of Physiology, Okayama University Medical School

(Director: Prof. Y. Hori)

1) The L-O cell absolutely required serum for proliferation, but L-N cell grew rapidly 
in serum free medium.

2) L-N cell cultured in MEM medium with TPB reached high saturation density as 
in serum containing medium.

3) The growth rate of L-N cell in serum free medium was dependent on initial density 
of cell population just before logarithmic growing phase.

4) L-N cell rounded cell cycle from G-1 phase to S phase 4hours faster than L-O cell.


