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第1章　 緒 言

一般的 に知 られて る 様にC3Hマ ウス乳 癌の 自然

発生率 は,8～9ヶ 月 で95%以 上 に達 し癌 研究 の為

に は非常 に重要,且 興 味あ る実験材 料 であ る.我 国

にお いて もC3H乳 癌 は種 々の 研究 機関で 検討 され

てい るが,未 だ組織培 養 し株化 された報告 を見 ない.

我 々の研究 室で は,既 にEhrlich腹 水癌 細胞1) 2),

吉 田肉腫 細胞3)ラ ッ ト肝 細胞4)等 の 長期 組織 培養

に成功 してい るが,私 は佐藤 の 指示 に 従 つ てC3H

乳癌細胞 の株化 を企 図 した.そ れに よつ て生物学的

細胞学 的 ウイル ス学 的,或 は生 化学的追求 を行 ない,

癌の本質 を究 めたい と思 う.私 は この第1編 に おい

て は,長 期培養 に最初 に成功 したC3H乳 癌細胞 の

一株(C3H-Hei)に つ いて主 と して 病理 組織学 的及

び生物学 的記載 を行ない,併 せて培養方 法を論 じた

い と思 う.

第2章　 実験材料及び実験方法

第1節　 実験動物及び使用腫瘍

株化に使用した担癌C3H系 マウス及び復元実験

に使用 したC3H系, Cb系, Zb系 マ ウスは岡 山大

学医学部 マ ウス コロニーで,オ リエ ンタル工 業KK

の固形実験 用飼料 と水を 自由に与え て飼育 され たマ

ウスであ る.実 験時,腫 瘍 は2.5×2.9×1.5cmの

大 き さで,被 膜 の剥離 は安易 であ り,割 面 は灰 白赤

色で血 液に富み,弾 性 は少 な く,も ろかつた.

第2節　 培養方法

組織培 養法 は表1に 示 した様に腫 瘍組織を無 菌的

に取 出 し, 1mm3に 細 切 り し, GKN5)で3～4回

洗條,三 角 コルベ ンヘ入 れ37℃ に 保 つ た0.25%

 Trypsin (Difco) GKN溶 液を 加 え, 37℃ に30分

間 静置,次 に37℃ 加 温 の マ グ ネ デ ィックスタ ラ

ーで5～10分 泡の 出ない 程 度 に 攪伴 し,未 消化組

織残 査 は残 し,遊 離細 胞を含 む上 清の みを取 出 し,

1,000r.p.m.で5分 間遠 沈,得 た 細 胞はGKN液

に浮游 し4℃ に保存 す る.未 消化組織残査 の もの

は,再 び0.25% Trypsin GKN溶 液を加 え 上記 の

操 作を数回操返 して, Trypsin処 理 で バ ラバ ラとな

つ た細胞 を遠 沈 して集 め,培 養液 を加 え,細 胞 数を

1ml当 り2×106と して試験管 とTD-15瓶 え2ml
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宛各 々分注 し,2日 目に培養 液を交換 し,以 後 は4

日間 間隔で培養 液の交換 を行 なつ た.

表1　 細胞分離法

2日 後 に液 を交換,以 後は4日 毎に液 を交換

第3節　 培養液

培 養 液 はEarleの 塩 類 溶 液 にLactalbumin

 Hydrolysate (NBC), Yeast extract (Difco)を 加 え

た. YLE 50%に 牛 血 清50%を 最 終濃 度Glucose

 0.225%, Lactalbumin Hydrolysate 0.25%, Yeast

extract 0.05%と な る様 に した.牛 血 清 は56℃ 30分

で非 働 性 に して 使 用 した.動 物 か ら分 離 初 期 に は ペ

ニ シ リン を1ml当200単 位 と な る様 に培 養 液 に 加 え

た. pHは7.2～7.4と な る様 調 整 した が,フ ェ ノー

ル レ ッ ド等 のpHの 指 示 薬 は 使 用 しな かつ た.

第4節　 染色法

細 胞株は タ ンザ ク培養 を行 なつ て,ギ ムザ染色 を

した.カ バ ーグ ラスを試 験管 の内径 の2/3位 の 巾に

細長 く切 り,こ れを試験 管に入れ 滅菌 し,細 胞浮游

液 を入 れ5° の傾斜静 置培養 をす るとカバー グ ラス

上に細 胞が附着 し,集 落 を作 り増殖 す る.こ れ を取

出 してギ ムザ染色 を行 なつた.染 色 に使用 す る場合

には液交換 の1日 後が最 も良 く液交 換後 日数を経 た

もの,或 は1ml当 の細胞 数の多 い場合 には変性 を

受け染色状態は不良であつた.

第5節　 核数計算法

核数 の 計算 は増殖率,葡 萄糖 の至適濃 度, Yeast

 extractの 至 適 濃 度, Lactalbumin Hydrolysateの

至適濃 度の各実験 共通 であ るが,次 の様に行 なつ た.

母培養 よ り実験 に必 要な細胞浮 游液 を作 るには細胞

の核数 の計算が必要 であ るが,そ の方 法はSanford6)

の原理 に従つ た勝 田の改良法7)に よつ て行 なつた.

実 験の表 に記 載 され た一つの点 をPlotす る た めに

は, 3本 の試 験管 の平 均値 を使 用 し, 1本 の試験管

の核 数は4回Burker Turk氏 計算 盤で計 数 した.ク

リス タル ヴ ァイオ レ ッ ト液(100mlの 蒸溜水+2.1g

クエ ン酸+50mgク リスタル ヴ ァイオ レッ ト)を 使

用 して細胞質 を融解 し,細 胞核 のみにす る場 合,細

胞 の種類 によつて温度,振 盪等 の時間が異 な るが,

 C3H乳 癌細胞(C3H-Hei)の 場合 には37℃, 30分

静 置後比較 的簡単 な振 盪に よつ て細 胞をバ ラバ ラと

す る事が 出来 た.こ の際,細 胞核 の均等液 を作 る事

及 び管壁 に残 留す る細胞 を無 くす る事 が実験結果 に

対 して極 あて重要で あ る.ク リス タル ヴ ァイオ レッ

ト液 で,健 康 であつた細胞 の核は きれい に染 ま り,

核小体 も見え るが,変 性 に陥つて いた細胞で は核濃

縮,或 は核質融解 が起 つてい る.又 細 胞分裂 中の も

の も錘紡 体を もつて染色体 が集 まつてい るの を観察

す る事 が 出来 る.

第6節　 染色体染色と計数方法

染色体 の検索 には牧野 の水 処理押 しつぶ し法8)を

使用 した.染 色液 は30%酢 酸 にダ リア色 素を0.75%

の割 合に溶か した もの であ る.コ ル ヒ チ ン濃度 は

0.0000025%最 終濃度9)と な る様 に して, 15時 間培

養 して後,細 胞 を ラバ ー ク リナー で 集 め 遠心器 で

1000r.p.m. 5分,上 清をす てて油気 の ない ス ライ

ドグ ラスえ細胞 液を1滴 お とし,こ れに蒸溜水 を1

滴加 え,少 し くガ ラス棒 で攪拌 し,約5～10分 間放

置 して,細 胞が やや半透 明 となつ たと き,ダ リア染

色 液 を1滴 落 し,1分 程 放 置 して,カ バー グ ラス

(24×32mm)を 空気 の混入 しない様 か ぶせ,カ バ

ー グ ラス と共 に,ス ライ ドを吸取紙 には さん で机 の

上 に水平 に置 き,そ の上 か ら親指 で静か に強 く圧 し

つ けて細 胞 をつぶす.そ の後,カ バー グラスの周辺

は染色 液が乾 かない様 にパ ラフ インで封ず る.計 数

は油浸 で行 なつた.こ の方 法で は押 しつぶ し過 ぎて,

染 色体が バ ラバ ラとな り,一 部が他 に移動 して消失

す る事が考 え られ るので,こ の危 険 を除 くため,分
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析 には他 の分裂細胞 よ り離れ た細 胞を注意 深 く観察

した.

第7節　 復 元方法

復元 に使用 したマ ウスはC3H, Cb, Zb系 マ ウス

の ♀生後2ヶ 月程 度の ものを岡山大学医学 部マ ウス

コロニー よ り取 りよせて使用 した.接 種部 位は背部

皮下 に行なつ た.一 部は レン トゲ ン照射 に よる前処

置を行なつ 顔. 400r全 身照射 で,照 射条件 は180

KVP, 3mA. Cu 0.5+Al 0.5, H. W. S. Cu 1.1, 

F. H. O. 30cm, 25.5r/分 で 総 量400rで ある.接

種用 の細胞 は全 てTD-40で 培 養 され0.2% Trypsin

 GKN溶 液処理 を行 なつて細胞 を集め, 1000r.p.m.

 5分 遠沈 して, Condition-media (C3H-Hei株 を培養

し1～3日 間 を経た培養 液)に 浮游 させ細 胞核数 を

計算 して, 1匹 当の必要 接種細胞 数 を0.3mlの 培

養液に浮游せ しめ る様 に して皮下接種 した,復 元 マ

ウスは実験 に使用 す る以 外の もの は総 て死 に到 るま

で観 察 した.

第3章　 実験結 果

第1節　 初 期培養細胞 の状況及び継 代

マ ウスよ り分離 し, trypsinizeさ れ培養 を開始 さ

れた細胞 は翌 日直 ちに試験 管又 はTD-15瓶 の底面

え,上 皮様細胞 の単層 コロニー と して(写 真1)広

がつて来た.各 々の小 さな単層 コ ロニーは お互 に広

がつて3日 間 で癒 合 し,ガ ラス面 は全て細胞 の単層

Sheetで お おわれ た.腫 蕩 の間質か ら の 間質細 胞群

は腫 瘍結節 か ら腫 瘍細胞 を 分 離 す る際,使 用 した

0.25% Trypsinで は完全 に消化 され ず,未 消 化の

まま ケサ状 に浮 游 してい る事 が多 く,培 養 第2日 の

最初の培養 液交 換で殆 ん ど流 出す る事が 出来 た.少

数に残留す る線 維芽様細胞 群 も3日 後 の 継代(2

代)に 際 して,ガ ラス壁 に附着せ ず,次 の培養 液交

換で流 出 した.従 つ て私 の方法 によつて取 出 された

細胞は主 と してC3H乳 癌の 実質細胞 であ ると考 え

られ る.継 代後細胞 は再 びSheet状 に 広 が つ て来

たが,こ のSheet状 細 胞 も総 て 上皮様 細胞 の形 態

を示 して いた.培 養開始 後10日 目,第2代 までは少

数なが ら分 裂像が見 られたが,培 養開始後18日,第

3代 の継代 では分裂像 を見 出す事 は極め て困難 とな

つた.株 化 開始 後30日 目に第4代 へ継代 したが,こ

の場 合ガ ラス面 え バ ラバ ラと小 塊が島 の様 に散在 し

て附着 した.細 胞 塊の中心部 で細 胞が重 な り合い,

周辺部 では単層 の上皮様細胞 が少量 に認 め られた.

併 し培 養初期の様 に細 胞が成 長 し,ガ ラス底面 に広

がつ てSheetと な らず,中 心部 の細 胞 は 重 な り合

つた状 態を維持 した.前 記 の細 胞の 島群 は培養液 の

交換 に際 して多 くの場 合,小 さな細胞 の島は変性 し

流 出 したが,4つ 程 の塊がTD-15瓶 の底面 え残 つ

た.こ の細 胞の 島の一つ が,所 謂 コロニー とな り増

殖を 開始 した.(写 真2)コ ロニーが大 き くな るに

つれ て,細 胞或 は細 胞の少数 の塊が,元 の コ ロニー

よ り四方に飛 び散 り(写 真3)増 殖 して来 た.こ の

増殖 細胞は一見上 皮様 でな く円形又 は紡 錘形細 胞に

変化 してやや厚 みを増 していた,他 の部位 の島状 の

細胞 群は増殖 を示 して来 た コロニー と異 な り,4代

の初 めか ら終 りまで同様 の形 態を持続 し,5代 の継

代 に際 して ガ ラス壁に 附着せ ず,完 全 に消失 した.

4代 か ら5代 の間,即 ち,1ヶ の コロニーが増殖 し

て娘 コロニーを形 成 しなが らガ ラス底面 え広が つて

行 つた間は約5ヶ 月を要 してい る.こ の間,4日 間

隔で極めて慎 重に培養液 の交 換をつ づけた.第4代

までの 継代 は0.25% Trypsin GKN溶 液 で37℃

20分 静置 し,細 胞 を浮游 させ遠 沈 して,Trypsinを

除去 し,あ らためて培養 液に浮游 させ継 代 したが,

第5代 か らは ピペ ッテ イングで細胞 を浮 游 させ継 代

した.第5代 以 後は所謂紡 錘形細胞 と な つ た.(写

真4)併 し良 く観 察す ると突 起の尖 端は,所 謂 線維

芽細胞 に見 られ る突起 と違 つて 吸盤 状 に広 がつてい

るものが見 られ るの は注 目に値す る.第3代 の上皮

様Sheetを 呈 してい る間ま で は 巨細胞,及 び 多核

細胞 の出現 は無 く,比 較的 そろつた細胞 であつたが,

紡錘形細胞 として増殖 が開始 され, 10代 以後の細胞

群で は巨細 胞(写 真5)が 出現 して来 た.細 胞核 は

円形,乃 至卵円形 で細 胞質 は一 部の ものは円形乃至

Polygonalで あ るが,多 くの ものは や や紡 錘形 で2

～3ヶ の突 起を示 してい た.こ の突起 は細 長 く延 び

てい る もの も在 るが,一 部 の もの は先 に も記 した様

に,尖 端 が広が つて吸盤状 となつて いた.極 めて少

数の細胞 は波状 にやや 巾広 く延び た細胞質 を有 して

い た.細 胞の透 明度は上皮 様形態 を有 してい た3代

までは非 常 に薄 く,透 明であつたが,増 殖 を開始 し,

紡錘形 細胞 となつた4代 目の細胞 か ら透 明度 がお ち

て部 厚い感 じの細胞 となつた.細 胞がガ ラス面 全体

に広 が ると隣 り合つ た細 胞が圧 し合い細胞 は少 し く

上皮 様Sheetの 形 を示 した が,一 部 で は 細 胞が重

な り合 う傾 向を示 した. (写真6)培 養 の 継 代 日数

は表2に 示 した.現 在103代,総 日数831日(1964, 

3-16)で 尚継代 中であ る.
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表2

1963, 11 1

第2節　 増殖率

図1　 EFFECT OF THE INOCULUM SIZE (50

% BOVINE SERUM AND SALINE 
YLE.) C3H-HEI STRAIN

JANUARY, 1963

増殖 率 の実 験は株 化後1年1ヶ 月,培 養継 代36代

の細胞 の ものを示 した.実 験 に使用 した培養 液は株

化 に 使用 し た も の,即 ち, YLE 50%+牛 血 清50

% (最終濃 度Lactalbumin Hydrolysate 0.25%,

 Yeast extract 0.05%,葡 萄糖0.225%)を 使 用 した.

実験方法 は 母 細胞瓶 にGKN液 を入 れ,ラ バー ク

リナーで 落 し,細 胞 をPipettingし て 出来 るだけ均

等 に した後,細 胞 を集め て計数 し,実 験 日0日 注 入

量 を1ml当 りの細胞 数, 2.5×104, 4.5×104, 9×

104, 18×104の 倍数 稀釈 を して,各4系 列 に分 け,

各 系列 に実験 短試10本 を作 り, 2日 後, 4日 後, 6

日後,各3本 を取 出 し,実 験方 法 に記 した如 く計 数

した.実 験 は静 置5° 傾斜培養 で,培 養 液の交換 は
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2日 後, 4日 後 と2日 間 隔で行 なつた.計 数 に際 し

て,こ のC3H-Hei株 はガ ラス壁えの附 着 が 良 く,

浮游 細胞 は殆 ん ど見 られ な い 状 態 で あるので,浮

游 細胞は計数 しなかつ た.増 殖率 の曲線 は実験 注入

量 の少 ない, 2.5×104細 胞/mlの 場合 は 凹様, 1ml

当細 胞数の多 い所,即 ち18×104細 胞 の 部分 で は

凸曲線 を示 して,一 般 の組織培 養株細胞 の増殖 曲線

と同一 の傾向を示 してい る.こ の傾 向の主 原因 はガ

ラス面の単位面 積に存 し得 る.そ れぞれの細胞 の限

界 数の問題 と培 地交新,特 に初期 注入 時 におけ る細

胞の順応 の点に関す る原因 が主 と して考 え られ る.

6日 間の増殖率 は2.5×104/mlの 場 合4倍, 4.5×

104/mlの 場 合8倍, 9×104/mlの 場合6.3倍, 18

×104/mlの 場合4倍 で あつ た.図1の 曲線 か らみ

ると, 4.5×104細 胞/mlの 場 合, 0日 か ら6日 に

か けて対 数増殖 を示 してお り,こ の状態 が各 日数に

おいて細胞 の最 も安定 な量 と考 え られ るので,以 後

の実験 は1ml当,略 々5×104細 胞数 を 目標 と し

て行 なつ た.

第3節　 Yeast extractの 至 適濃度

従来, Yeast extractは 培 養の基本 の栄養分 として

広 く用 い られて いる. Yeast extractは 種 々の酵素 と

多量 のビ タ ミンが含有 され てい る.

勝 田10)は サル の腎臓細胞 の株化 で の 報告 の中で

Yeast extractは 細胞 の増殖 に有害 であ るとのべて い

る.佐 藤 は吉 田 肉腫 の 場合 にはYeast extractは そ

の増殖 に有害 であ るがEhrlich乳 癌 の場合 には濃度

によつて有害 であ ると報告 して い る.私 はこの点 に

ついてC3H乳 癌 細胞株C3H-Hei株 で 検 討 した.

細胞 は約1年1ヶ 月, 36代 継 代 され た時期 に, Yeast 

extractの 至 適濃 度を測定 した.実 験方 法はEarle's

 saline+0.25% Lactalbumin Hydrolyeate+0.225%

葡萄糖+20%牛 血 清 を基礎 培養液 と し,それ にYeast 

extractの 最終濃 度 が,次 の 各 濃 度 即 ち. 0%,

 0.025%. 0.05%, 0.1%と な る様 に計算 して培養液

を作 り,細 胞 の増殖 に対 す る至適 濃度を調 べた.計

数方 法 は前 実験 と同様であ る.実 験開始時 の細胞数

は1ml当 り5×104細 胞数 とし図2に 結果 を 示 し

た.実 験2日 後 の計数 で0%の 系列 は細 胞数の増減

は殆 ん ど無 かつ たが,他 の系列 は総て増殖 を示 した.

 4日 後の計数 で は0%も 増 殖 を示 して い る. 6日 間

の実験 で0.05%の ものが, 5.6倍 と な り,細 胞増殖

に至適 濃度 であ るとの結果 を得 た.こ の場 合の0.05

%の 濃度 は,母 細胞 維持培養 液 のYLE 50%+牛

血清50%のYeast extractの 濃度 と同様 で あつ た.

低 濃度 よ り高 濃度の方 が増 殖 に は 安 全 で あ る が, 

Yeast extractが 除 かれて も増殖 をお こ していた.

図2　 EFFECT OF THE CONCENTRATION OF

 YEAST EXTRACT IN THE MEDIUM 

CONTAINING OF 20% BOVINE SERUM 

AND SALINE E. C3H-HEI STRAIN

0.25% Lactalbumin Hydrolysate

0.225% Glucose

JANUARX, 1963

第4節　 Lactabbumin Hydrolysateの 至

適濃度

Carrel11)が 蛋 白 のEnzymatic Hydrolysateが 培

養 に必要 であ る事を発見 して以来,広 く使 用 され て

い る. Lactalbumin Hydrolysateはmilkか ら得 ら

れ, β-lactglobumin, α-lactalbumin及 び血清 蛋 白を

主成分 とす る.こ れ を加 水分解 した ものであ り,必

須 ア ミノ酸,又 その他の ア ミノ酸,及 びPeptideを

含 有 して い る. Eagle12)は ア ミノ酸 とビ タ ミンを主

とす る合成培地 で培 養 し た. L及 びHeLa細 胞 に

Dipeptideを 追加 し,増 殖が良 くな つ た事 を報告 し

てい る.又 勝 田10)は 培 養細胞 におけ るLactalbumin

 Hydrolysateの 至適 濃度 は 多 くの細胞 で0.4%最 終

濃度 と報告 してい る.私 はC3H乳 癌 細胞株 で,こ

の点 を検討 した.実 験 方法 と して は, 1年1ヶ 月37

代 組織培養 に継代 し た 細胞 を 用 い,基 礎培養 液は

Earle's saline+0.225%葡 萄糖+0.05% Yeast extract

+20%牛 血 清 とした. Yeast extractの 濃 度は前実験

で細胞 の増 殖 の最 も良 い結 果 を得 た最終 濃度0.05%

を使用 した. Lactalbuminの 濃 度は0%, 0.125%,

 0.25%, 0.5%, 1%, 1.5%最 終 濃度 の6種 類 で至

適 濃度 を調べ た.結 果 は図3に 示 した.実 験開始 時

の細胞 数 はYeast extractの 実験 の場 合 と同様1ml

当 り, 5×104細 胞 と した.培 養 液の液交換 は2日

間隔 と し定 め た時 間 に行 なつ た. 2日 後 の計数 で高
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濃 度の1.5%は 増殖 を見 ず,か えつて減少 した が,

 4日 目, 6日 目で漸次 増殖 を示 し,初 期 量よ りも最

終 的に は増加 した. 0%の 系列 は2日 後 は少 しの増

殖 を示 したが, 4日 後,さ らに6日 後 と細胞 数の減

少 を来た してい る.最 終 濃度0.25%の 場合が もつ と

も増 殖を示 し, 6日 間 で5.5倍 を示 した.こ の濃度

は継 代に使 用 した維 持培地 のLactalbumin Hydrol

 ysateの 濃度 と一致 していた.こ の 事 は他 のYeast

extractの 場合 と同様の現 象であつ た. Lactalbumin

 Hydrolysateの 場合 に も最終濃 度よ り含有量 の少 な

い側 で減 少が著 し く,特 に0%の 場合 には全 く増殖

の傾 向が見 られ なかつ た.

図3　 EFFECT OF THE CONCENTRATION OF

 LACTALBUMIN IN THE MEDIUM

 CONTAINING OF 20% BOVINE SERUM

 AND SALINE E. C3H-HEI STRAIN

0.05% Yeast extract

0.225% Glucose

JANUARY, 1963

第5節　 葡萄 糖の至適濃 度

葡 萄糖 は細 胞 によ り分 解 され乳 酸 とな り,エ ネル

ギー源 と して使 用 され る.細 胞 の葡萄糖利 用は組織

培養 の細胞 で従 来生化学 的 に種 々研究が行 なわれ て

い るが,現 在一 般的 に行 なわれ てい る組織培 養法で

は,そ の実験 を行 な う場 が閉鎖系 で あるために必然

的 に葡 萄糖 の終 末産物 によ る異常代 謝 も当然考 え ら

れな ければ な らない.従 つてそれ ぞれの細胞 につい

て増殖率 を 目標 とした至適 の葡萄糖 濃度が決定 され

て後一定 の条件 において種 々の実験 が行 なわれ なけ

ればな らない.私 は葡 萄糖 の最 終濃度 を種 々に変 え

て, C3H乳 癌細 胞株(C3H-Hei)最 適葡 萄糖 量 の算

定 を行 なつ た. 1年5ヶ 月,培 養継代数52代 の細 胞

を 用 い て,基 礎 培養 液をEarle's saline+0.25%

 Lactalbumin Hydrolysate+0.05% Yeast extract+20

%牛 血 清 と して,葡 萄糖 の濃 度を0%, 0.1125%,

 0.225%, 0.45%, 0.9%, 1.35%の 最終濃度 の6種

類 で増殖 の至適 濃度 を調べた.結 果 は図4に 示 した.

実験 開始時 の細 胞数 は7×104細 胞/mlと した.培

養液 の液交換 は2日 間 隔と し計数後 に定め た時間 に

行 なつた.実 験2日 後 の計数で葡 萄糖 の0%と,高

濃度 の1.35%の 系列 で細 胞数 の減 少が見 られ,0%

は4日 後最 も下 が り, 6日 後やや上 がつて いるが,

実験 日に比 して常 に減少 してい た.こ の傾 向は1.35

%の もので も同様で,4日 目が最低 で6日 目はやや

上が つていた.全 体の 傾向 として は0.225%の 葡萄

糖 最終濃 度の場合 が,細 胞 の増殖 が最 も良かつ たと

の結果 を得た.こ の場合 の葡萄糖 の濃度 は維持培地

中に おけ るYLE 50%+牛 血 清50%中 の葡萄糖 の濃

度 と一致 してい た.葡 萄糖量 が0.225%よ り少 な く

な る場合 には急速 に増 殖が 悪 くな り,増 加の場合 に

は影 響が比 較的広 い範 囲において少 ない事が明 らか

となつた.従 つて葡 萄糖 の場 合に も,む しろ多 い部

分 において使 用 され る方が安 全で あ ると云え る.

図4　 EFFECT OF THE CONCENTRATION OF

GLUCOSE IN THE MEDIUM CONTAIN

ING OF 20% BOVINE SERUM AND

 SALINE E. C3H-HEI STRAIN

0.25% Lactalbumin Hydrolysate

0.05% Yeast extract

APRIL, 1963

第6節　 細胞株の染色体数

癌の細胞学的研究の始まつた19世紀後半より腫瘍

の発生は正常体細胞に含まれている遺伝因子の変化

と云う想定よりBauer (1911)の 腫瘍発生の突然変

異説を生み,又, Boveri (1914)は 染色体の型及び

数の変化,即 ち,染 色体の分裂異常,多 極分裂で細

胞の平衡が破れる事が癌発生の原因として来た.最

近は牧野, Hsu, Levan等 の染色体の研究から牧

野の種幹細胞説が多 くの動物腫瘍及び人腫瘍材料で
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検討 され た.

Stemcell theoryは 一 部変更 され ざるを得な くなつ

たが腫 瘍細胞 におけ る染色 体その ものに ついて興味

は彼 等に よつ て極 めて強 く押 し出された.私 はC3H

の原発乳 癌の染 色体を11匹 の マウス腫 瘍で 検 討 し

た.実 験 方法 と しては腫瘍 を一次培養 し5～7日 後

に染色体 を調べ た.結 果 は図5に 示す様 に,37～40

をモ ー ドとしTriploid附 近,又Tetraploid附 近 に

も少 し く分 布 して い る結果 を得 た.染 色 体数が 組織

培 養 中で移 動変化 す る事,即 ち,一 般 的な場合 と し

て,組 織 培 養 で の 初期 の 段 階 で はDiploid又 は

near-Diploidを 所有 してい るが,組 織培 養 を継 続 し

て行 くとTetraploid附 近 え移行 し,染 色 体 の 増加

を認め,次 いでTriploidとTetraploidと の間 の染

色体 数で染色体数 が安定 す るとされて い る. Levan

等13)のC3Hマ ウス腹膜 細胞及 び 骨髄 細 胞 か ら の

組織培 養株細胞 又J. Paul14)の 癌細 胞 につ い て の

報告等 が有 る.私 はG3H乳 癌 細胞 株 を1年 間,培

養 した ものの染色 体数を検 討 したが,図6に 示 す結

果 を得 た.即 ち,染 色体数72の ものが14.7%あ り,

 62～73の ものが大 多 数 で あ り,所 謂Triploidに 近

いものであつ た. 130以 上 の染色 体数 を 持 つ 細 胞 も

認 め られ た が,正 常染色 体数 のDiploid又near-

Diploidの 染色体 数を持つ細 胞 は検索 し た 範囲 では

認め る事 は出来なかつ た.染 色 体の形態等 は後に報

告 す る.

図5　 C3H ORIGINAL STRAIN

 MARCH, 1964

第7節　 復元成績

図6　 C3H-HEI STRAIN IN TISSUE CULTURE

 18G JANUARY, 1963

復 元成績 は表3に 総括 して示 した.復 元使 用 マ ウ

スは生後約2ヶ 月前後 の ♀で ある.組 織培養 し, 6

日目に試験管2本 の細 胞を集 めC3Hマ ウスえ 復元

したが,約1ヶ 月 の潜伏 期を経 て腫 瘍の増殖 を見 た.

この腫 癌は再 び約2ヶ 月 後組織培養 に移行 させ たが,

培 養での細胞 形態 は総 て上 皮様 であつた.株 化に成

功 し216目 の培養 を経過 した細 胞 を10匹 のZb系 マ

ウスの皮下 と腹 腔 に復元 した.復 元接 種細胞 数は皮

下,腹 腔 共2×106細 胞 数 が 各3匹, 9.5×106細

胞数 が各2匹,合 計10匹 に実験 し,約110日 観 察 し

たが腫 瘍の発生 を見 なかつ た.組 織培 養後223日 に

C3Hマ ウス2匹 に,細 胞 数2.4×107は 皮下 え,細

胞 数1.6×107は 腹 腔 え復 元 したが腫 瘍 の増 殖 は約

100日 観察 したが見 なかつ た.以 上 は被 接種 マウス

に対 して無処 置の状態 で復元 され た.培 養後429日,

 C3Hマ ウスに対 して400r全 身照射 して 後 直 ち に

9×106細 胞数 を接 種 した場 合に始 め て腫 瘍の発生

を見 る事 が 出来た.こ れ以後 の実 験 は総 て レン トゲ

ン全 身照射処 置 して行 な つ た.組 織 培養後, 453日,

 Cb系 マウス2匹,細 胞 数1×107を 接 種 した が 腫

瘍 は形成 さ れ な か つ た.組 織培養 後499日, Zb,

 C3H, Cb系 マ ウスえ同時 に復元 実験 を 行 な つ た.

 Zbマ ウスは1匹,接 種細 胞数6×106, C3Hマ ウス

は接 種細胞 数6×106, 4匹, 1.2×107は3匹. Cb

マ ウスは接種細 胞数6×106 4匹. 1.2×107も4匹

接種 した.こ の場合 に はC3Hマ ウスで は全 例腫瘍

の発 生を見 た. Cb, Zbマ ウスでは腫 瘍 の 発生 はみ

られなかつ た.株 化後の細胞 で復元 に成 功 したのは,

前処 置 と して レン トゲ ン全身 照射 を行 なつ た場 合で

C3Hマ ウスに限 られ た.図7に は腫 瘍発生 の状 況を

示 した.潜 伏期 は約15～43日 間で腫 瘍は徐 々に増 大
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して来た.復 元腫瘍の細胞学的研究は後に報告する

が,細 胞学的研究に使用する為に殺したマウスも有

り,腫 瘍死までの観察は3例 のみであるが,接 種後

各 々4ヶ 月半, 5ヶ 月, 5ヶ 月半 の間 マ ウスは生存

してい た.

表3　 TUMOR INCIDENGE IN MICE BACKTRANSPLANTED WITH HEI-STRAIN

(r)=Backtransplantation after 400r Total Body Irradiation

I. P.=Intraperitoneal Injection

S. C.=Subcutaneous Injection

図7　 PROGRESS OF BACKTRANSPLANTATION EXPERIMFNTS

+=Natural Tod …=Latent Period ↓=Tumor Arising Time *=Experimental Tod
― ―

=Tumor Bearing Time
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第6章　 総 括及び考 案

Bittnerの 乳 因子 によつて 自然発生 す るC3H乳

癌 は,今 日, Virus性 腫瘍 の代表的 な ものの一つ と

して有名 であ る15).併 し一般 のVirus性 腫瘍 の 場

合 と同様 に今 日,尚 癌細 胞 とVirusと の 関係 につ

いて明 らか に されてい ない部分が 多い.そ れ は主 と

して腫瘍 の発 生が,動 物 体 内と云 う色 々の調 節機構

の 内で,更 に性質の それぞれ異 なつた組織或 は臓器

を含む場 所の 内で行 なわれ,且 長期間の潜伏 期を有

してい ると云 う事 の為で ある.従 つて これ らの問題

を解 明す る手 段 と して先 づ第一 にC3H自 然発 生乳

癌 の癌性 の維持を 目標 と した株化 が可 能か ど うかを

試 み る事 は癌 の病 理発生学 上,又 癌 と組織培養 の観

点 か らも重要 な事柄 と思 われ る.又 本 研究 は当癌研

究所 の癌 と組織培養 とい う,一 連 の研究 シ リー ズの

一環 をなす もの であ る.

私 の知 り得 た限 りで は我 国にお い て は 未 だC3H

乳癌 の長期培養 に成 功 した報告 は見 られな い.外 国

に おい て も,わ ず か に1961年Sanford16)等 によ る

報 告が見 られ るのみで あ る.彼 等 は培養 法 と し て

C3H乳 癌か ら腫 瘍 を 取 出 し,細 切 り してHen-

Plasma clotに 植 込むか 或 はEvans17)等 がChick

embryo heart. etcを 行 な つ た 方 法,即 ちD-3.5

 Carrel flaskの 中 で穴 開 きセ ロハ ンのSheetの 下 に

C3H乳 癌腫瘍 の細 切 り組 織を おいて培養 を 行 な つ

てい る.こ れ らの方 法で は細 胞増殖 の計数等 に正確

を期 し難 く,且 つ繁 雑 であ るため私 は表1の 方 法に

従 つ てC3H乳 癌 細胞 の浮游 液 をつ くり, 1ml当 り

の細胞 を計 算 して ガ ラス壁 に直接 腫瘍細 胞を附着す

る方 法を使用 した.

培養液 に関 してはSanford等 は馬血 清40%,鶏 胎

児エキ ス トラク ト(C. E. E.)及 びEarleの 塩類 を使用

す る方法 と馬血 清10%+NCTC 109を 使用 す る方法

を採用 し, CO2 5%の 恒 温器 で株 化を行 なつて いる

が,私 は現在最 も広 く利 用 され てい るYLE溶 液 と

牛血 清を それぞれ50%に 混 じた簡単 な培 養液 を使 用

し, CO2恒 温器 を使用 しない で,通 常の37℃ 乾燥

恒温 器で株化 に成 功 した.即 ち この株化 法は現在 の

あらゆ るの研究室 で簡単 に行 なへ る株化方 法で ある.

株 化 の確実 性 について は,後 に当研 究室 において新

たに2株 の樹立(後 に報告)に 成功 した事 か らも成

功率 は高 い と云つ てよか ろ う.

株 化の初期 にはSanford等 の 記載 で は 上皮様 細

胞のSheetが 細 切腫 瘍片 か ら現 わ れて 来,更 にこ

の上皮様Sheetは 時間 の経過 と共 に(株 化後6～12

ヶ月)上 皮様細胞 のみの もの,線 維芽 様細 胞の みの

もの,或 い は両 者の混在 せ るもの等 の状況 を示 す様

にな るとい う.併 しSanford等 の場 合 の 様 に腫 瘍

細片 か ら出発 し た場 合(且C. E. E.を 使 用)に は

腫瘍 組織片か らの非上皮性成 分 由来 の細胞 の増 殖 を

否定 す る事 はむづか しい.従 つ て株 化後 の細胞 の形

態変 化 につ いて も明確 な事 は云 い難 い.私 の場合 に

は初代培養 の とき, Trypsin消 化を行 な うが,こ の

と き実験成 績で記載 した様 に結 締織成分 はケ サ状に

残 留 し,浮 游 細胞 には含 まれ ない公算 が多 く,且 つ

少 数に培養瓶 に移され だ ものも2代 え の継 代及 び2

代 での培養 液交換 に 際 して流 出 した.又 写 真3で 明

かな様 に初期 培養時 の コロニー に見 え る細 胞 は略 々

均 一で上皮 様形態 を示 して い る.上 記 の点 か ら私 の

継 代 し得 た細 胞 はC3H乳 癌 の癌実 質細胞 で あ る可

能性 が極めて 強い.こ の可能性 について は後 に行 な

わ れた復元実験 に よつ て更 に確 実 と な つ た.こ の

Hei-strainは 第4代 で 細胞 が コロニー を つ くつて

TD-15内 で増殖 を 開始 し た 時,上 皮 様多角形 か ら

線 維芽様紡錘 形にな り,位 相差 で厚 さを増 して,不

透 明 とな り肥 満 した感 じを与 え る様 に変 化 した.併

しこれ ら紡錘形 の細胞 の一 部 では突起 の尖 端 に佐藤

がEhrlich乳 癌 の紡錘 形細胞 で認 め たと同様 の吸盤

が認 め られ た.以 上 の様な理 由か ら私 はHei-strain

の場合 に はC3H乳 癌細胞 が培養 液 に順 応 し て 細胞

増殖 を始 め た時,多 角形細 胞か ら紡 錘形細胞 え移行

した と考 えたい.組 織培養上 に おけ る形態変 化は佐

藤が たびたび主張 してい る様に人工 的 にも変 え得 る

もので あ り,培 養上一 般 に云 われ る線維芽細 胞 と病

理 学上 でい う線維芽 細胞 とは明 らかに異な るもので,

前者 は混同を さけ るため に形 態を主点 として紡 錘形

細胞 と呼ぶ方 がよ り正確 であ る.こ の意味 か ら私 の

場合 のHei-strainの 変化 を記 載 す れ ば"上 皮性 の

多 角形細胞 か ら上皮性 の紡錘形 細胞 に移 行 して株 化

が成 功"し た事 とな る.

C3H乳 癌 の初期 培養時 の実 質及 び,間 質 の 培養

状 況 につ いて は 目下詳細 に検討 されつつ あ るので後

に報告 す る.

増 殖率 につい てはYLE+牛 血清 の 条件 で6日 で

8倍 程度 の増殖率 を示 した.又 各成分 の適性 条件 は

葡 萄糖 に関 して は最終 濃度, 0, 0.1125, 0.225,

 0.45, 0.9及 び1.35そ れぞれ%で 検索 した結果0.225

%で 最 も増殖 が良 か つ た と い う事 が わ か つ た.

Warburgが 腫 瘍細 胞 は一段 に 正 常細胞 よ り解糖作
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用が大 で あ る と報 告 して お り, Sanford18)はin

vitroのL細 胞を使 用 して腫 瘍生産能力 の 大 な る細

胞 は腫 瘍生 産能 力 の低 い もの よ り糖 分解が大 であ る

と報告 して い る.併 しC3H Hei-strainの 糖要 求性

は記載 した如 くそれ ほど高 くない.

Yeast extract (Difco)に 関 しては0, 0.025, 0.05,

 0.1そ れ ぞれ%に つ いて検索 し て, 0.05%で 最 も増

殖率 が良 かつた.勝 田10)は サルの腎細胞 で の 報告

で腎細胞 のみな らず ラッ ト腹水肝 癌,吉 田肉腫及 び

HeLa細 胞 で共 にYeast-extractは 細 胞の増殖 を抑制

す ると報告 して い る.高 井19)は ア クチ ノマ イシン

肉腫株(JTC-14株)で0.04～0.08の 間 に適性値 が

あ る と報告 し,原 田20)等 はMN-Lymphosarcoms

細 胞で0.08%が 適性 値で ある と報 告 して い る.又

Yeast extractの 適性 値決定 の場 合 には特 に血清 その

ものの中 に類 似物 が含 まれ ることを考慮 されな けれ

ば な らない(佐 藤,笛 吹)21).

Lactalbnmin Hydrolysateに 就 いては, 0, 0.125,

 0.25, 0.5, 1及 び1.5そ れぞれ で検索 し0.25%が

適 性 であ る事 が判明 し た.勝 田22)は 無蛋 白培養 液

で培養 してい るL細 胞 で 検討 して い るが,他 の細

胞,吉 田肉腫,腹 水肝癌 で も同様 に0.4%が 最適 と

な り,又 前 記 の ア クチ ノ マ イ シ ン 肉腫 株, MN-

Lymphosarcoma株 で も同様0.4%が 最適 であ るが,

我 々の場合 には やや低 い 値(0.25%)を 示 して い

る.

尚株 細胞 の適 性培地 決定 に際 して一 般 的に考 え ら

れ る事 であ るが,初 期培養 に利用 され た事実 は一般

には看過 され易 いが株 細胞 にな る間 にその培地 によ

る撰 択が行 なわれ,そ の結果 と して各成 分の適性値

が初期培 地 と一 致す る傾向を示す と考え られ る.従

つて その適 性値 よ り別 に他 の濃度 で山が見 られ る様

な株細胞 では特 に初期 に於 いて適性 培地 を決定 しな

ければ な らない.

種 々の マ ウスの 自然 発生乳癌 の染色 体の分 析 は多

くの研究者 で検討 されて い るが,一 般 にDiploid又

はnear-Diploidの 染色体 を持つ と されて いる. C3H

乳 癌 で 株 化 した 細 胞 の 染色体 の 細胞 学 的研究 は

LevanとHsu23)がSanfordの 株 化 し た 細胞 で検

討 して い る. Levanが 検討 した株 はSanfordがC3H

細 胞株 に命 名 した. 2777株 と2940株 の2株 で, 2777

株 の由来はG3H ♀ の原発乳 癌 を1952年Dunnと

Barrettが 動物 移植乳癌 とした もの でC3Hに33代,

次い で(C3H×C)F1え7代,次 に(C3H×C)BC,

 146代 え移植 した もので あ る. 2940株 はSaaforaが

Barrettか ら原発 の乳 癌を得 て(C3H×C)F1え2

代通 過 させ た後株化 したものであ る. Sanfordに よ

つ て,こ の株2777と2940は 各 々1957年6月19日 と

1957年11月26日 に株化 を開始 した もので あ る.こ の

2株 をLevanが1959年7月 約2年 後 に 検索 した.

この時 の 培養 液 はMcloy's 5aを 使 用 し, Trypsin

処理継代 を して い る.両 株 ともHeteroploidを 有 し

てい る.即 ち2777株 は染色体 数67～79に 分布 し,分

析 細胞41個 中,染 色体 数70と73に 各9ケ 細 胞が有 り,

特 に多 く現 れてい る. 2940株 は染 色体数82～86え 分

布 し,分 析細胞25個 中,染 色体数84に10個 の細 胞と

95に8個 の細胞 が有 る結 果を得て い る.私 の場合 は

原発腫 瘍よ り, 1961年12月 に株化 を開始 し, 1963年

1月 に染色 体の検 討を行 なつたが,染 色体 数は50～

78に 分布 し,分 析細胞95個 中, 72の 染色体 数に14個

と一 番多 く現 われ たが63～72の 範 囲 に分布 して る染

色体 数を持 つ細 胞が 多 か つ た. Levanが 検討 した

2777株 と類似 した結果 を得た. 2940株 の染色体 数の

分布82～86に は私 の 場合無 く, 130個 以上の染色体

数を有 す る細胞が7ケ 現れ て来た. Tjio24)原発性腫

瘍 即ちmilk agentの 有 るC3Hマ ウスとdbaマ ウ

スの染 色体 の研究 を行 ない,ほ とん どが染色体 数40

の値 を有 して い ると報告 してい る.生 体か らと り出

され て組 織培養 され株細胞 となつ た場 合には,染 色

体 数が3倍 体 附近 になつて安定 す る事 は既 に多 くの

場 合に認 め られて い る13) 14).併 しその原 因について

はBarski25) 26)の 細胞合体 説やLevan13)等 の培養

細胞 か ら放 出 され る異 常 のPurinaやPyrimidine

に よ る説 等が有 るが詳細 にはわかつ ていない.

私の場 合残 念 なが ら初期 の染色体 数を調べ ていな

いが,細 胞株 はHypotetraploidでStemcell number

は72で2777株 と似 た様な結果 を得 た.復 元方法 と結

果 はSanfordの 実 験 で は 使用 マ ウス は ♂で生後1

～6ヶ 月 の ものを使用 し,マ ウス種 はC3H/An系

を主 と して使 用 し,そ の 他C3H/He C3H/Hen,又

このF1 hybridを 使用 して い る.接 種部位 は腋窩

左右 皮下接種,一 部 は425rを マ ウス え 全 身照射

して実験 を行 なつて い る.株 化後10～80週 の間 で種

々接種 を行 なつてい るが, 20週 までは復元 の成功率

が悪 く, 40週 後 が成功率 が良 い様 で,又 レン トゲ ン

照射処 置の もの が復元率 が高 い傾 向を示 してい る.

株化 後20週 まで は レン トゲ ン照射処 置 しての復元実

験が無 い様 で復元 の成 功率 が良 くなかつ たと考 え ら

れ るが,復 元率 約50%で あ る.株 化後40週 以後 の レ

ンン トゲ照 射処 置では,ほ とん ど全例 の復元成 功を
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見 てい る.私 の場合 は復元 に使用 したマ ウスはCb Zb

 C3Hで あ るが,レ ン トゲ ン照射処 置を しな い 場合

は株化6日 目の復元実験1例 のみが成功 し,他 は不

成功 に終つ た.レ ン トゲ ン照射 処置 して の復元実験

は株化後70週 に行 なつてい るが,こ の 時 はC3Hマ

ウスにつ いては全例成 功 した.70週 目頃 にSanford

も2777株 で復元実験 を行なつ てい るが,こ れ も10例

全部 に成 功 してい る.私 の場合Cb Zbに は レン ト

ゲ ン400rの 処 置,無 処 置にかか わ らず全 く成功 し

なかつ た.私 め実験 では潜伏 期は2～6週 間で あつ

たが, Sanfordの 場合 は約平均8週,レ ン トゲ ン照

射処 置の有 無 に関係な く要 してい る.こ の事か ら私

の株化 したC3H細 胞株 がSanfordの 株 よ りも少 し

く腫瘍性 が高い様 に思われ る.

第7章　 結 論

1) C3H自 然発 生 乳癌 細 胞 をtrypsinizeし て支

持体 をいれない で,ガ ラス壁 に直接 附着 させて株化

に成功 した.現 在103代831日(1964, 3～16)継 代を

つづ けて い る.

2) 培養 液,通 常用 い られ る最 も簡単 な培地 であ

るYLE 50%+牛 血清50%を 使用 した.

3) 培養細 胞の形 態 は 株化初期 は 上 皮様多角形 の

細胞Sheetと して現 われ て 来 た が,組 織培 養 で増

殖 を示 した4代 か らは紡錘 形 に近 く所 謂,線 維芽様

細胞 え変 化 したが,佐 藤 の指摘す る様 に突起 の尖 端

に 吸盤 がみ られ るもの があつ た.

4) 増 殖率 は2日 間 隔の 培 養液 の 交換 を行 ない6

日間 で8倍 の増 殖を示 した.

5) 栄養要 求の実験 はEarle's saline+20%牛 血 清

を基 礎 培 地 と して行な い,葡 萄糖, Yeast extract,

 Lactalbumin Hydrolyeateの 細胞増殖 に対 す る 至適

最終濃 度は,各 々0.225%, 0.05%, 0.35%の 結果

を得 た.こ の至適 濃度 は株 化又 は,維 持 に使 用 した

培養 液の濃度 に一致 してい た.

6) 染色体 数はHypotetraploidを 有 し, Stemcell

 numberは72 Modeは64～72で あつ た.

7) 復元実験 はC3H系 マ ウスで レ ン トゲ ン 処 置

400r全 身照 射 し,接 種 した もの で, 7例 中全 例の

の成功 を見 た.し か しなが らCb, Zb系 マウスえの

復元 は今 の所成 功 して いない.

稿 を終 るにのぞみ御 指導,御 校 閲を眠わつ た佐藤

二郎主 任に深甚 の謝意 を表 わす と共に,本 実験 につ

い て御援 助を頂 いた佐藤文子 所員 に感 謝す る.
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Tissue Culture of C3H Mouse Mammary Carcinoma

Part 1. Properties of the long-term cultured C3H mouse 

mammary carcinoma strain (Hei-Strain)

by

Masahiko Noda

Pathological Division, Cancer Institute 

of Okayama University Medical School, Okayama, Japan 

(Director : Dr. J. Sato)

This paper presents some observations on the C3H-Hei strain cells, established from 
spontaneous mammary tumor of the C3H mouse.

1) The C3H-Hei strain has been propagated over 800 days ever since December 1961.
2) The most optimal medium consist of 50% bovine serum, 0, 25% lactalbumine 

hydrolysate, 0, 05% yeast extract and Earle's saline.
3) The primary culture and early subculture of this cell strain morphologically exhibited 

a number of cell sheets of epithelial-like cells, but suddenly at the 4th generation. they have
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transformed the morphological pattern from the epithelial-like cells to the fibroblast-like cells 
of a uniform size. 

4) Tbe growth rate in cell population was about 8 folds in 6 days.
5) Chromosome number of the Hei-strain showed a higher pattern ranging from 64 to 72.

6) The tumor-inducing capacity of this strain was examined by subcutaneous back-inocula
tion into C3H, Zb and Cb mice. A certain portion of the mica had a total body irradiation 
(400r) before inoculation and it was found that 100% C3H mice challenged before injection 
had developed tumors, but Zb and Cb mice did not.
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写 真1　 上 皮様細胞Sheet培 養1代 写 真2　 細胞塊(コ ロニー)の 増殖像 培養4代

写 真3　 細胞塊(コ ロニー)周 辺部 培養4代 写真4　 紡錘形 細胞,吸 盤 状突起,培 養 后5代

写 真5　 巨細 胞,培 養后10代 写真6　 培養細 胞Sheet像


