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第1章　 緒 言

組織を生体外 に於いて培養せん と企図 したのはか

な り古 く, 1907年Harrison1)が 蛙胎児 の神経組織

を培養 した の に 端 を発 し, 1910年 に はCarrel &

 Bnrrows2)が 成熟哺乳動物の組織培養 に成功 してい

る.爾 来,組 織培養法は多 くの改良が加 え られ ると

共に,諸 種 の組織に就 き各種 の方面 より研究 され,

医学並びに生物学の進歩に大いなる貢献をな した.

次に肝臓の組織培養に関す る文献 を繙 くに, 1911年

既にLewis & Lewis3)は 鶏胎児肝臓組織を用 いて塩

類溶液中での培養を試 み,更 にWalton4)は 成熟家

兎肝臓組織 の 培養に於 いて諸臓器 エキスの 発育に

及ぼす影響を検索 してい る,次 い でLynch5)は 鶏

胎児肝臓組織をLock-Lewis氏 液に 培養 し,肝 細胞

並びに遊走細胞に就 いて観察 し, Carrel & Ebeling6)
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は鶏胎児肝臓組織の培養に於 いて種 々な る年令の家

鶏血漿が組織 の発育に及ぼす影響 に就いて述べてい

る.又Maximow7)は 成熟家兎肝臓 の組織培養に於

いてKupffer氏 細胞の 出現 を 報告 し, Heatonは

鶏胎児肝臓組織の培養に鶏胎児圧 搾液を添加す る事

により発育 は良好な りと述べ てい る.更 に最近に至

り, Carrel8)に 依 り創案 され, Gey9)に よつて改良

され実 用化された廻 転培養法 を初めとす る培養法の

著 しい進歩 に依 りChang10)の 人肝臓組織 の長期継

代培養 とい う輝か しい業績 や, Evans等11), Hobbs

等12)のマウス肝臓組織 より培養株の樹立とい う目覚

しい発展が相次いでいる.一 方本邦に於ける肝臓の

組織培養の歴史 もかな り古 く, 1923年Akamatsu13)

は家兎肝臓の摘出直後の もの と氷室内に貯蔵 した組

織 を比 較培養 し, Mitsuda14)は 家兎肝臓組織に於 け

る胆管形成及び肝細胞 内色素 の生成に就 いて述べ,

村尾 は鶏胎児肝臓組織を成熟家鶏甲状腺及び鶏胎児

肝臓組織 と鶏胎児心臓組織 との併置培養 を行なつて

い る.更 に1943年 に道又15)は 鶏胎児肝臓組織 の発

育に及 ぼす鶏胎児蒸溜水浸 出液或いは成熟家鶏 の肝

臓並 びにその他の諸臓器蒸溜水浸出液の影響に就い

て詳細に報告 してい る.然 しなが ら,本 邦に於 ける

それ らはすべ てcover slip法 によ る培養であつて,

長期間の観察 は行なわれてな く,僅 か に勝 田等16)

が細胞浮游液培養法によつて鶏胎児肝臓組織の培養

を行ない,培 養液組成 の検討を行なつているに過ぎ

ない.

本編 に於いては長期間の培養 に適 した廻転培養法

によ り成熟家兎肝臓組織の培養を試み発育促進物質

として広 く使用 されてい る鶏胎児圧搾液,血 清及 び

腹 水に就いて検討 し,最 適な組成を有す る培養液を

決定 し得 たので報告す る.

第2章　 実験材料並びに案験方法

第1節　 実験材料

1)培 養組織:体 重2kg内 外の白色成熟家兎 を用

い,正 中線にて開腹 し無菌的に切除 した肝臓組織を

Hanks氏 液中にてよ く洗い, Graefe氏 刀 で1mm3

大 に可及的同大正方形 になる様細切した小片を使用

した.尚,肝 被膜の培養 を避け るため,被 膜 に近い

部 を切除 して使用 した.

2)鶏 胎児圧搾液: 9日 目の孵化鶏卵 よ り無菌的

に胎児を取 出しHanks氏 液で十 分清洗 した後,圧

搾 器で粥状液 とな し, 1昼 夜冷蔵庫に保存後3000回

転20分 間遠 沈 し,上 清を鶏胎児圧搾液 と して使用 し

た.以 下鶏胎児圧搾液をCEEと 略称す る.

3)鶏 血漿:採 血前1昼 夜絶食 させ て お いた成熟

雄鶏の翼静脈よ り,予 め0.1%ヘ パ リンを吸引せ る

注射器を用いて採血 し, 3000回 転15分 間の遠沈を行

ない,上 清を滅菌試験 管 に 採取 し 冷蔵保存す る.

 4℃ の冷蔵庫では約2週 間の保存 に耐える.

4)血 清及 び腹水:人 血清 は空腹時健康人肘静脈

より採血 し,家 兎血清は1昼 夜絶食せ しめた家兎よ

り心臓穿刺によ り採血 し3000回 転15分 間遠沈 した上

清を更 に56℃ の水槽中で30分 間非働化 して使用 し

た.馬 血清 も同様 にして採取非働化 して用いた.腹

水 はわれわれの教室に入院 中の癌性腹膜 炎患者の腹

水 を無菌的に採取 し, 3000回 転15分 間遠沈後上清を

用いた.

5)培 養液:培 養液はHanks氏 液, CEE及 び血

清又は腹水 を各種 の割合で使用直前に混合 して作製

し, PH 7.6に フェノール レッ ドを指示薬と して7

%重 曹水で調整 した.又 感染予防のためペニシ リン

100単位/ccを 加えて用いた.

第2節　 実験方法

1)培 養方法: Carrelに より創 案されGeyに よ

つて実用化 された廻転培養法を用いた.即 ち培養管

の管壁 に移植され た組織片が培養液 と空気 に交互に

接 し得 るよ うに5° の傾斜を保つて1時 間12回 転す

る恒温器内の回転 ドラムに培養管を挿入 して培養 し

た.又 実験の 目的により,平 角型培養管培養法,短

冊型 カバーグラス培養法或いは丸型培養管管壁培養

法を使い分けて用いた.

1)平 角型培養管培養法:

増生の様式を観察す る目的で使用 した.一 方の管

壁の中央にヘパ リン加 鶏血漿を先曲ピペ ッ トで1滴

滴下 し,そ れより下方 に 十分 に 拡 げ る,下 端より

2cm離 れた部より1cm間 隔で組織片 を3ケ 置き,

 CEEを1滴 宛滴下 して混和す る.血 漿 の凝固を待

つて培養液2ccを 加 える.こ れ に ゴム製W栓 を

して廻転 ドラムに挿入す る,操 作の途 中細菌感染を

予防す るため培養管 は必ず横 にしたままで栓を とつ

て操作するように した.以 下の培養法において も同

様の注意 を払つた.

2)短 冊型 カバー グラス培養法

染色或いは位相差顕微鏡によ る細胞の形態学的観

察 のために本法は最 も適 してい る. 12×60cmの 短

冊型 カバーグ ラスにマ ン トー注射器に吸引したヘパ

リン加鶏血漿を1/3針 にて3滴 略々等間隔に滴下し,

それ ぞれに組織片1ケ, CEE 1滴 宛を加 えて 混和
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する.血 漿が凝固す るのを待つて培養管に収め培養

液を2cc宛 加 え る. W栓 を して廻転 ドラム に挿入

する.

3)丸 型培養管管壁培 養法

肝細胞の核数を算定 す るに は,血 漿膜 がEDTA

による細胞の分離を妨 げるため血 漿を使用 出来ない.

そこでHank氏 波中で細切 した 組織 片を滅菌 シャ

ーレに入れ た家兎血清 中に移 し
,よ く清洗後管底 よ

り約2cmは な して5ケ の組織 片を 約1cm間 隔 で

管壁に付着せ しめる.室 温に放置 し組織片 が半ば乾

燥 しかけた頃,培 養液を2cc宛 加 え る.こ の時培

養液の加え方が早すぎ ると組織片は脱落 し,遅 すぎ

れば組織片が障害 され て増殖不良 とな り,培 養液を

加える時機に熟練を要す る. W栓 を して廻 転 ドラム

に挿入する.

II)観 察方法

増生面積 の 計測 に は37℃ の顕 微鏡保温箱内で

Abbeの 描画器を用いて平角型培養管におけ る培養

組織の輪廓を倍率40倍 で逐 日的 に描画 し,そ の面積

をプラニ メー ターで計測 した.次 いで培養前後の差,

即ち絶対成長価の原面積に対す る比率を求め,こ れ

を比較成長価 とした.増 殖肝細胞の測定には平角型

培養管を使用 し増生組織 内のすべての肝細胞数 を数

え, (-)よ り(〓)に 分 けて記 載 した.

肝細胞の核数算定には丸型培 養管管壁培養法を用

いた.先 づ 培養液 を 十分 に 排除後1管 当 り0.3%

 Disodium ethylenediamine tetraacetate(EDTA)液

5ccを 加え,ラ バ ー ク リー ナー にて十分 に 管壁に

増殖 した細胞 を剥離す る. 37℃ に て1時 間十分に

振盪 した 後目盛付 スピ ッツグラス に 移 し, 1000回

転5分 遠沈 し正確 に0.5cc残 して上清を すて る,こ

れに4ccのcrystal violet溶 液(蒸 溜水1,000cc,

杓櫞酸21g,ク リスタル紫500mg,フ ォルマ リン

原液10滴)を 加え30分 間37℃ の恒温槽中に入れ る.

更に1,000回 転5分 遠 沈 して正確に1cc残 す.十 分

に攪拌して均等な細胞浮游液 とした後Burker Turk

計算盤の全区劃で円型或いは楕円型に濃染 した肝細

胞の核を数え,こ れを9で 割 り10,000倍 す ると1管

当りの核数が得 られ る.こ の際線維芽細胞等の核は

淡染することか ら容易に鑑別再能 である.

細胞の観察 には短冊型カバー グラス培 養法を使用

した.位 相差鏡検 には厚 さ0.7mmの ス ライ ドグラ

スにカバーグラスの両端 が載 るように溶融パ ラフィ

ンで枕を作りカバー グラスの組織 面を下に して載せ,

その間隙に培養液を流 し込み周囲をパ ラフィンで封

じて観察 する.染 色標本にするには,適 時カバ ーグ

ラスを取 出 し,ハ ンクス氏 液で洗つた後無水アル コ

ールで2～3分 間固定後ヘマ トキ シリンーエオジン

染色を行 なつた.

第3章　 実験成績

第1節　 培養液水素イオ ン濃度の変化

培養液の水素 イオン濃度は培養の経過 と共に酸性

に傾 き,そ れに伴つて培養液の色調 は赤色より次第

に淡黄紅 色,更 に黄色へ と褪色する.こ の変化は培

養組織の発育増殖 との間 に密接な関係があると考え

られ る.即 ち家兎血清を20%と して, CEEを2.5%,

 10%, 20%の 各濃度に調整 した培養液を用いて培養

し,そ のpHを 逐 日的に測定 す ると, CEEの 濃度

に略 々平行 して低下 した. 7日 目に お け るpHは

6.90～7.10に 達す るが,培 養液を最初よ りpH 6.6

～7 .0に 調整す る場 合は細胞の増殖は全 くみ られず,

又pH 7.8以上の場合にも増殖 は み られ な か つた

(表1).

表1.培 養液水素 イオン濃度の変化

(4例 平均)

第2節　 培養液組成の比較成長価に及ぼす影

響

1) CEE濃 度

家兎血 清を20%に 一定 しCEE濃 度を種 々に変え

て培養 し,時 間の経過による比較成長価の推移を観

察す ると, CEEを 全 く含 まない培養液 で は増生帯

の変化は全 く認め られなかつた. CEE 2.5%含 有の

培養液では僅 かに増生帯の拡大が認め られたが, 5

%のCEE添 加によ り比較成長価は急速に大 とな り,

 10日 目に6.8に 達 す る.更 に10%及 び20%とCEE

の濃度を濃 くす ると, 10%で は4日 目0.55, 7日 目

2.8, 10日 目8.55, 20%で は0.85, 3.4, 12.5と 略 々

CEEの 濃度 に比例 して比較成長価が 大 とな ること

が認め られた(表2,図1).

2)血 清の種類

培養液の組成 として各種血清或いは腹 水を使用 し,

それ らの比較成長価に及ぼす影響 を観 察 した.即 ち
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表2. CEE濃 度の比較成長価に及ぼす影響

(4例 平均)

図1. CEE濃 度の比 較成長価に及ぼす影響

家兎,人 及び馬の血清或いは癌性腹膜炎患者の腹水

を20%, CEE 10%, Hanks氏 液70%の 組成 の 各種

培 養液の比 較成長価を培養後4日 目, 7日 目, 10日

目と逐 日的に比較検討 した.家 兎血清を使用 した培

養液では0.55, 2.8, 8.55と かな り増生帯の拡大が

認め られ るが,人 血 清では家兎血清の3分 の1の 比

較成長価 を示すに止 まる.馬 血清 では家兎血清の6

分の1に 過 ぎず,腹 水 を使用 した場合は増生帯の拡

大は殆 んど認め られ なかつた(表3,図2).

表3.血 清種類 の比較成長価に及ぼす影響

(4例 平均)

図2.血 清種類の比較成長価に及ぼす影響

3)血 清濃度

CEEを10%に 一定に し家兎血清を各種に変えた培

養液 によ り比較成 長価の時間的推移 の変化を比較観

察 した.家 兎血清を添加せ ずCEE及 びHanks氏

液のみよ りなる培養液では全 く増生 は認め られなか

つ たに拘 らず, 10%添 加によつて著 しい増生面積の

拡大が認め られ,血 清濃度の増加 に伴つ て比較成長

価 も大となつ た.特 に家兎血清50%, CEE 10%,

 Hanks氏 液40%の 組成 を有す る培養液で は 既 に4

日目より比較成長価4.70と 極めて著 しい増生を示 し

た(表4,図3).

表4.血 清濃度の比 較成長価に及ぼす影響

(4例 平均)

第3節　 増生 帯内出現肝細胞に及ぼす影響

各種の組成 を有する培養液を用いて培養 し,細 胞

が互いに重 なり合わずガ ラス板上に一層に拡つた増

生帯中に出現 した肝細胞数 を算定 し,肝 細胞 を全 く

認めなかつ たものを(-), 1～20ケ(+), 51～100

ケ(〓), 101～150ケ(〓), 151～200ケ(〓), 201

～250ケ(〓), 251～(〓)と 記載す ることとした.

1) CEE濃 度

家兎血清を20%に 一定 して, CEE濃 度を種 々に変

え,肝 細胞が増生帯 中に出現す るまでの時間及び出
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図3.血 清濃度の比較成長価に及ぼす影響

現の状況を経 日的に観察 した. CEEを 全 く含 まな

い培養液では培養10日 目に到 るも遂 に肝細胞 の出現

をみなかつ た. 2.5%で は7日 目に僅 か に 出現す る

例もあるが,肝 細胞の出現は極めて少ない. 5%で

は4日 目に出現 し,出 現肝細胞 数もやや増加す る.

 10%で は3日 目に既 に肝細胞が 出現 し,極 めて多数

の肝細胞を観察 し得た.一 方20%に 濃度 が高ま ると,

肝細胞の出現までの 日数が延 び,出 現個数 も減少す

ることが認め られた(表5).

表5.肝 細胞増殖に及ぼすCEE濃 度の影響

(4例 平均)

2)血 清の種類

血清の種類が肝細胞 の増殖 に及ぼす影響を比較す

るため. CEE 10%, Hanks氏 液74%及 び家兎,人,

馬の各種血清又は腹水20%を 組成 とす る培養液を使

用した.腹 水 では増生帯 中に肝細胞が全 く認め られ

ず,馬 血清 では10日 目に僅 かに認め られ るにすぎな

かつた.人 血清では7日 目に筋細胞 の出現をみ たが,

数は少 な く同種血清 たる家兎血清では3日 目に既 に

肝細胞 の出現が認め られ,極 めて著 しい肝細胞の出

現をみ た(表6).

表6.肝 細胞増殖に及ぼす血清種類 の影響

(4例 平均)

3)血 清濃度

家兎血清の濃度が肝細胞の増殖に及 ぼす影響 をみ

るために,各 種の濃度 に血清 を含む培養液を用いて,

肝細胞が増生帯中に出現す る時期並びに数を経 目的

に観察 し,併 せて核数算定 による肝細胞の増殖を各

種濃度について比較検討 した.

無血清培養液では10日 に至 るも肝細胞は全 く出現

しないが, 10%添 加により僅かに出現するのがみ ら

れ る.更 に20%及 び30%に す ると, 3日 目に既 に肝

細胞が認め られ,特 に20%で は7日 目より10日 目に

かけて急速に増加す る.一 方血清濃度を40%, 50%

と高 くす るに従つて,肝 細胞 の出現時期はお くれ,

数 も減少 して高濃度は肝細胞の増殖 にむ しろ抑制的

に作用す る如 き感を与え る.こ れ らについて核数算

定を行 な うと, 20%で 核数が最 もよ く増加 し,増 生

帯中出現肝細胞数 と略 々平行 した関係を有す ること

が認め られた(表7,図4).

表7.肝 細胞増殖に及ぼす血清濃度の影響

(4例 平均)
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図4.血 清濃度の核数増加に及ぼす影響

第4章　 総括並びに考按

廻転培養法によ り家兎肝臓組織培養 を行ない,培

養液と しての鶏胎児圧搾液,血 清或いは腹水の種類

及 び濃度に よる影響 を比較成長価並びに肝細胞 出現

率 につ いて観察 した.

その実験結果 を総括す ると,

1)家 兎血清を20%と し, CEEを2.5, 5, 10, 20

%の 各濃度に含む培養液で,培 養 日数によ る培養液

のpHの 変化を観察す ると, CEEの 濃度 に略 々比

例 して逐 日的にpHは 低下 した.

2) CEEの 濃度を0, 2.5, 5, 10, 20%と す ると,

比較成長価 は濃度に比例 して大 とな るが,増 生帯 中

に出現す る肝細胞は10%に おいて最大であり,高 濃

度 ではFibroblastenが 大 部分 を占め る.こ れ よ り

CEEは10%が 至適濃度であ るといえる.

3)家 兎,健 康人及び馬血清或 いは 癌性腹膜炎患

者腹水を比較す ると,家 兎血清が比較成長価,肝 細

胞増加率 の両者 に対 し特 に好結果が得 られ,家 兎肝

臓の培養には家兎血清が最適であるといえる.

4)家 兎血清の濃度 による影響を0, 10, 20, 30,

 40, 50%の 各濃度で観察す ると,比 較成長価は濃度

に比例 して大となるが,増 生帯 内に出現す る肝細胞

は20%が 最大であ り,こ れは核数算定 による血清濃

度の影響 と全 く一致 してい る.

以上の結果よ り成熟家兎肝臓の組織培養にはCEE

 10%,家 兎血清20%, Hanks氏 液70%を 組成 とす

る培養液が最適で あるといえ る.

さて,組 織培養の進歩 と共に培養液に関しても数

多 くの研究が現在迄になされて きた.先 づRous17)

により始めて培養経過中にお け る培養液 のpHは

培養組織細胞の代謝による酸性物質の生成によるこ

とが明 らか にされたが,私 の実験 した家兎肝臓の培

養において も培養経過と共 に培養液中 のpHは 酸

性に傾き,し か もその酸性 への移行速度 はCEE濃

度に比例 して増加 した比較成長価に正比例すること

が認め られ た.こ の事実は鶏胎児心臓 と脾の組織培

養 において起始pHの 如何に 拘 らず組織の発育に

つれて培地の酸性度は増加 し,そ の移動速度は組織

発育 の程度に正比例す るとい う福光18) 19)の 成績と

極めてよ く一致 している.

次に培養液の組成 に関 しては最近人工合成培養液

の使 用も試み られてい るが,そ れ らの多 くは特別の

組織 にのみ有効で あり,又 高価で もあつて肝臓組織

培養の臨床応 用を目的とす る私の実験には適当でな

い.従 つて入 手が容易且安価であ り,従 来広 く用い

られ てい るGEE,血 清,腹 水及び 塩類 溶液 を使用

して各種の実験 を行なつた.

組織培養における発育促進物質 と して重要な意義

を有するCEEに 関 しては,最 近Kutsky20),勝 田

等21) 22)に よりその本態究 明の努力もな され てい る

が,培 養液 としては1912年Carre123)に よりFibro

blastenの 増殖 に始 め て 用 い られ た.彼 は 次いで

1913年24)にCEE及 び成熟動物 の各種臓器, Rous

肉腫圧搾液のFibroblastenに 対す る影響 につ いて

比較検討し, CEEの 最 も有利 なことを述べている.

次 にCEEの 濃 度 に関 して はCarrel24) 25)は

Fibroblastenの 培養 においてCEE 5%と50%を 含

む培養液で組織 の生存期間に差はないが,増 生面積

は明 らかに後者が大 であつた とい う.又Carrel &

 Ebeling26)はCEEを0～80%の 濃度でFibioblaten

の培養を行ない,増 生面積は濃度を増すにつれて大

とな るが, 40%に 達 した後はそれ以上の濃度に加え

て も増生面積 の増大がみ られなかつ たと述べ,更 に

彼等27)はCEEを2.5%, 33.3%, 66.6%の 濃度で

単球 を培養 し, 2.5%で は細胞の増生が少 な く,又

66.6%で は増生は盛ん であ り細胞密度 は最大 となる

が短時間で死滅 し,結 局33.3%が 最適濃度でこの場

合細胞が良好な状態に保たれ ることを観察 した.又

大 田28)は鶏胎児心臓組織 の培養 に お け るCEE濃

度の増生面積に及ぼす影響を観察 し,比 較成長価は

濃度に比例 して大 とな ると述べてい る.更 に西村29)

も家鶏 白血球 の培養において比較成長価はCEEの
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濃度に比例 して大であ り,発 育促進 作用は濃度に比

例するものであることを認めてい る.

家兎肝臓 を培養 した私の成績においても比較成長

価はCEEの 濃度に正比例 して増大 し,上 記の諸家

の成績 とよ く一致 してい る.然 しなが ら,肝 細胞の

増殖とい う面 よりCEE濃 度 を検討す ると,高 濃度

の20%よ り10%に おいて肝細胞の盛んな増殖 が認め

られた.こ のことは,従 来 の 多 くの 成績がFibro

blastenの 培養によつて得 られ た もの で あ り,種 々

の細胞 を含む肝組織の培養において はCEEの 高濃

度を含む培養液ではFibroblastenの 余 りに 旺盛 な

増殖のため,肝 細胞 の増殖が寧 ろ抑制 され るとい う

事も肝細胞の増殖が少 ない一因であろ うと推測され

る.

か くの如 くCEEの 至適濃度が 従来の報告 よりも

かなり低いことに関 してGey30)も 多 くの組織培養

に推賞出来 るのは5～35%で あり,更 に又殆ん どの

組織の持続培養 に適 しているのは10～15%で あ ると

述べてい る.事 実Chang10)は 廻転培養法に よる各

種人組織の培養 にCEE濃 度を5%と して成功 し,

 Imagawa31)等 もマウス乳癌 の培養に5%を 使用 し

ている.勝 田等16)は 鶏胎児肝臓 の肝細胞浮游液培

養でもCEE 10%が 至適濃度であ り, CEEな き時は

4日 以後細胞数は減少すると述べ, Hobbs等12)は 新

生児マウス肝臓の培養にCEE 20%を 使用 してい る.

又教室菅野32)は 家兎骨髄を廻転培養す る と きは比

較成長価 はCEEの 濃度に比例 して増大す るが, 15

%に おいて偽好酸球の遊走速度が最 も良好であ り,

且つ最 も長 く生存 し退行性変性 も最小 で培養液 と し

ての濃度に最適であ ると述べている.

次に血清ではその種類及び濃度等によ り培養組織

に及ぼす影響が異つて くる.即 ちCarrel & Burrow33)

は鶏胎児組織培養において異種血清 も同種血清 と同

様に培養液と して使用 し得ると述べてい るが,私 の

実験においては家兎肝臓 に対 しては同種血清た る家

兎血清を用いて最 も良 い結果が得 られた.こ の点 に

就いてIngebringsten34)は 海〓骨髄組織の培養 にお

いて増生面積は 自家血清を用いた場 合に最大 とな り,

次いで同種血 清,異 種血 清の順 であり,更 に異種血

清としては家兎血清が最 も優れ,マ ウス,犬,人,

猫,山 羊の順 に良好 であると述べ, Ludford35)は マ

ウス自然発生乳癌よ り確立せ られたBashford癌 で

はマウス血清で最 も良 く癌細胞の増生が得 られ,家

鶏血清がこれに次 ぎ,ラ ッテ血清では多 くはPoly

blastが 出現す ると い う.更 にChang10)は 人組織

の培養 において他種動物 の血清が不適当であること

はい うまで もな く,人 血清において さえ,そ の血清

を得 る個体によつて細胞,増 殖 に対 しむ しろ抑制的

に作用す ることもあるとい う.

又Fischer36)に より家鶏 のFibroblastenの 培養

に用い られてその増殖 に成功 した 腹水 は,癌 性腹

膜炎患者腹水を使用 した私 の実験 で は 肝細胞及 び

Fibroblastenに 対 して殆んど増殖効果が認め られな

かつた.然 し岡本37)は 鶏胎児心臓及 び脾臓組織の

カ レル瓶培養 において滲出液,濾 出液共に培養液と

して使用 し得ることを認め,更 に三木38)は 末梢 白

血球に対す る腹水,血 清,影 響を検討 して,こ れ等

により白血球の変性は遅延す るが滲 出液より濾出液

の方が一層有効であり,又 血清は濾 出液よりも更に

変性を遅延せ しめ るという.そ の他Pomerat等39)は

諸種病的体液細胞の廻転培養に50%の 腹水含有培養

液を用い,又 灰白髄炎 ウイル スの培養 に はScherer

等40)は50%,山 田41)は30%の 腹水含有培養液を用

いてい る.教 室菅野32)も 家兎骨髄 の廻転培養で血

清にはかなり劣るが30%の 濃度で代用 し得 ると述べ

ている.

血 清 の 濃 度 に よる影 響 に就 い てはCarrel &

 Ebeling6)は 鶏胎児のFibroblastenの 培養において,

或年令以上の家鶏血清はその濃度の増加に従つて増

殖抑制作用を増強す るとい う.即 ち生後6週 間及び

3カ 月の家鶏血清は濃度の増加によ りそれぞれの比

較成長価に大差は認め られぬが,生 後3年 の血清に

おいては濃度50%の ときの増生面積は10%の 場合の

66%で あり,又9年 の ものでは濃度50%の ときは10

%の 場 合の46%で あると述べ て い る.又 彼等42)は

同 じ組織の培 養において異種血清であ る2年 以下の

犬,猫 血清で も20%の 濃度以下では対照 とした家鶏

血 清と大差ないが,そ れ より高 い濃度 では対照 より

増生が劣 るとい う.

一方,鶏 の単球培養を行なつて血清の濃度による

影響を観察 したBaker43)は 一定濃度までは血清濃

度を増すに従いその増生面積が増加 し,一 部の血清

では100%に 至 るまで続 くが,多 くの ものでは25%

において増生は徐 々であ り,細 胞の活性は良 く保た

れ繊細な細胞構造を呈す るのに反 し, 50%で は急速

に増殖はするが,細 胞 は大き くな り,且 大 きな顆粒

や脂肪顆粒が出現 するとい う.又Chang10)は 廻転

培養法による諸種人組織 の培養において,無 血清培

養液では細胞の増殖は認め られないが,人 血清20%

含有の培養 液で好結果が得 られ ると述べ,勝 田等16)
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も鶏胎 児肝臓 の細胞浮 游液培養によ り馬血清の濃度

を比較 して20%が 至適濃度であ る こ とを 認 め てい

る.

さて廻 転培養法によ り家兎肝臓を培養 した私 の実

験では,無 血清培養液では殆んど細胞増殖は認め ら

れず,血 清の濃度の増加 に従つて比較成長価は大 と

なり, Carrel & Ebeiing6)の い う如 き抑制作用が血

清 にあ るとは考 え られない.然 し血 清濃度の影響 を

肝細胞の増殖 のみに限定 して観察す ると,高 濃度 よ

りもむ しろ低濃度の20%の 濃度に家兎血清を含む培

養液が最 も優れており,こ の濃度は異つた動物 或い

は培養 法を用 いて肝臓を培養 したChang10)及 び勝

田等16)の 成績 と全 く一致 して いる.

この他, Gey30) 44)はウイルスの培養 に40%,肉 腫

細胞 の培養には35%を 用い, Earleは ウイルスに40

%を 使 用 してい る.又Imagawa31)は マウス乳癌の

培養 に健康海〓血清を34%の 濃度 に 使用 し, Hobbs

等12)は 新生児マ ウス肝臓の培養 を馬血清 を40%に

含む培養液を用いて成功 している.

以上 の如 く培養組織,目 的及び実験方法等により

多少 の相違があ るが,そ れぞれに培養効果の最 もよ

い一定 の至適濃度が あり,そ れ らは概 していえば比

較的低 濃度 のようである.

第5章　 結 語

廻転培養法によ り家兎肝臓 の組織 培養 を行ない,

培養液 の水素 イオン濃度の変化並びに培養液 として

の各種血清,腹 水及び鶏胎児圧搾液の最適濃度を決

定 した.

1)培 養液の水素 イオ ン濃度 は培養 日数 の経過 と

共 に酸性に傾 くが,そ の酸性への移行速度は細胞の

増殖 と略 々平行 した.

2)鶏 胎児圧搾液の増殖に及ぼす 影響 を 観察す る

と,比 較成長価は濃度に正比例 して大 となるが,肝

細胞の増殖 に対 しては10%が 最 も優れ, 20%で は

Fibroblastenの 盛んな増殖のために肝細胞 の増殖は

む しろ抑制 された.従 つて本培養 において肝細胞の

観察 を目的とす る培養液組成 としての鶏胎児圧搾液

の濃度は10%が 最適であつた.

3)培 養液の組成 として 各種 の 血清(家 兎,人,

馬)並 びに癌患者腹水を検討 し,比 較成長価及び肝

細胞の増殖 の両者に対 して家兎血清が最 も優れ,次

いで人血清,馬 血 清,腹 水の順で あることが認め ら

れた.

4)家 兎血清濃度の増加に正比例 して 比較成長価

は急激に大 とな るが,肝 細 胞の増殖には20%が 最適

の濃度であり,そ れ以上の濃度では肝細胞の増殖は

反つて少な く,又Fibroblastenの 増殖が極 め て 旺

盛なため,肝 細胞 の観察には不適当であつた.

5)以 上より家兎肝臓の 組織培養 には,鶏 胎児圧

搾液10%,家 兎血 清20%, Hanks氏 液70%を 組成

とす る培養液が最適 であ ると考え られる.

擱筆す るに当り御懇篤な る御指導 と御校閲を賜つ

た恩師平木潔教授並びに角南宏講師に深甚の謝意を

表する.

(本論文の要 旨は第44回 日本消化機病学会総会に

於いて発表 した).
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Studies on Tissue Culture of Liver

Part 1. On the Composition of Culture Medium in the 

Roller Tube Method of Rabbit Liver

Kenwo Asano

Dept. of Internal Medicine, Okayama University Medical School

(Director: Prof. Dr. Kiyoshi Hiraki)

The author has conducted tissue culture of rabbit liver by roller tube method . The pH 
changes in culture media were estimated. The rise of hydrogen ion concentration in the course 
of culture was parallel to the rate of cell increase .

The most appropriate medium has been a fluid medium consisting of 70% Hank's solution , 
20% rabbit serum and 10% chick embryo extract . Without chick embryo extm_??_t the cells 
found to grow do not easily grow out , but in its high concentration fibroblasts grow very well. 
Amoung the various sera rabbit serum is the most accelarative to the growth of liver cells . 
Human serum is second and horse serum worse in promoting activity . The ascites with stomach 
cancer almost dose not show promoting activity to liver cells . In addition of small amount of 
rabbit serum to the medium liver cells exhibit an excellent growth , but the more the serum 
becomes concentrated, the more fibroblasts grow.


