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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

This　experiment　was　made　to　investigate　tlle　difference　of　total　DNA　and　RNA　contents　between　the

binucleate　and　mononucleate　HeLa　cells　on　successive　days　in　culture．

Me・su・em・・t・f・h・DNA・・d　RNA…t・・t・i・…h・・ll　w・・d・n・by　h・・ns。f　mi・…pect，。ph6t。m，t，y

utilizing　on　MSP－A　Iv（Olympus　QPtical　Co．，　Tokyo）．

The　results　obtained　were　as　follows．

1）There　was　no　significant　difference　ih　the　DNA　content　per　a　nucleus　between　mononucleate　and

binucleateσells．　However，　the　frequency　of　polyplQid　ce11s　in　binucleate　cells　was　much　mゐre　than

that　of　mononucleate　cells．

2）The　mean　RNA　cQntent　was　greater　in　the　binucleate　cells　than　in　the　mononucleate　cells．

Tllis　result　was　due　to　the　high　frequency　of　the　cells　having　greater　RNA　content　in　binucleate　cells

comparing　with　the　mononucleate　cells．

3）There　w・・n・・ig・ifica・繭fference　i・・h・…n・i・i・n・f　b・th　DNA　and　RNA　cQn・・n・，　wi・h　d。yS

between　binucleate　and　mononucleate　cells．　However，　i　t　should　be　concluded　that　both　DNA　and　RNA

c°ntent・w・・e　g・eat・・i・・blnucl・・te　cell・c・mp・・i・g　with　mb・・nucl・・te　cell・．　F・・m　th・・e。es、lt、，　it　w。，．

suggested　that　the　cellular　functions　in　binucleate　and　mononucleate　cells　were（hfferent。

　　顕微分光光度計（Microspectr。photometer）は　　　物質の吸光度が測定できることにあり，個々の細胞

in　situ　における細胞内構成威分iO検索のために，　　’を研究の対象とすることが可能な・ことである。

Caspersson（1）によって考案されて以来．細胞レベ　　　　ー般に培養樹立細胞株は培養過程で植継ぎかあ

ルでの核酸蛋白質等の定性と定最に急速に利用さ　　　るいは培養液の交換が必要で，それなしでは培養瓶

れるようになってきた（2）。その後も装iの改良が加　　　から自然に剥離して死滅するのが普通である。著者

えられ，波長範囲も紫外部から可視部に拡大され，　　　は今回HeLa細胞を用いて6日間、培養液のpHは

生物学の領域のみならず他の科学領域をも含めて有　　　一定に保って，培養液は交換することなく維持し，

力な研究手段として用いられるようになってきた。　　　その期間における培養細胞のDNAとRNA含量の

　　顕微分光測光法の大きな特徴は1個の細胞内の　　　変化を顕微分光光度計を用いて測定した。細胞は1
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HeLa細胞DNA：RNAの顕撒分光測光法

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　洗浄液

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　グリシン緩衡液（0．1M）pH2．28・…………9容

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　15％メタ重亜硫酸ソーダ………………・・…・1容

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　染色順序

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1）工N一塩酸37℃………………・一……2分間

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2）IN一塩酸60℃………・・……・・一・…10分間

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3）IN一塩酸37℃………………・一…・2分間

．ノづジ　一島呂　1灘欝ガ轍齢∴呵5分間
♂　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6）洗浄液で3回10分ずつ計30分間洗浄する

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7）流水で10～30分間水洗

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8）アルコール上昇列で脱水，キシロール，ビ

1　　2　　3　　4　　5　　6　　　　　　　　オライト（応研商事，東京）で封入

　　Days　in　Culture　　　　　　　　　　　9）560mμの波長で測定する

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊RNAのAzur　B染色（Flax　and　Himesの変法（4｝）。

　　Fig・1　Variation　of　the　mean　DNA　　　　　　　　1）DNase処理

　　　　　c°ntent。f　H・La　cell・。・　　　　　0．1％DN・se＋O．・2M・MgSO4・7H・20（pll　7．5

　　　　　succes5ive　days．　　　　　　　　　　　　　　で37℃，24時間処理）

　　　　　　（BD：Binucleate　cell，　　　　　　2）水洗（10分一一・30分間）

　　　　　　MD：Mononuclgate　cell）　　　　　　　　　3）0．025％AzurB（pH　4．0クエン酸緩衡液）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　で40℃3時間染色する。

核綱胞と，多核細胞中でもっとも出現率の高い2核　　　　　4）三級ブチルアルコールで弁色する（最高18

細胞とに分けて検索を試みた。　　　　　　　　　　　　　　時間くらい）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5）脱水，ビオライト封入
　　　　　材料および方法　　　　　　　　　　　　　　　6）波長650mμで測定する

　　大型培養瓶にHeLa　S3細胞を母培養して培養　　　染色した標本一枚毎に1核細胞50個，2核細胞5Ct固

後3日目に完全に単層に増殖したことを確かめてか　　　を無作為的に抽出してそれぞれDNA，　RNA壁を，

ら培養液を捨て0・02％EDTA（Ethylenediaminetetra－一　　オリンパス光学製顕微分光光度計（MSP－AW）を用

acetic　acid）を加えて10分間37℃に静置した後，ル　　　いてPlug法〔2｝で測定した。

ンバール針をつけた20ccの注射器で4．一一　5回位ピス

ストンを上下して細胞を完全な単一細胞に分離する。　　結果
分離した細胞は500回転10分間遠沈を行なう。これ　　　　　図1は培養後1日から6日までの1核細胞と2核

に培養液（Eagle’s　ME　M十20％仔牛血清）を加え　　　細胞の核1個あたりの平均DNA壷を示している。

て・カバーグラスを入れたシャーレーに1．6×105個／　　　この結果1核細胞と2核細胞の核1個あたりのDN

meの細胞数になるように分注して炭酸ガス培養器で’ @　A量にはほとんど有意の差がなく・（P＞O．051また

6EI間培養する。　　　　　　　　　　　　　　これらの経日的な変化もきわめて少ない。但し1細

　　培養後1，2，3．4，5．6日毎にカバーグ　　　胞体あたりのDNA蚤は2核細胞は1核細胞の約2倍
ラスを取りだしてカルノア液で10分間固定，エタノ　　　にある。

’n汲ﾅ脱水・風乾して次のごとくDNA，　RNA染色　　　　　図2は各時期にお・けるDNAのpl。idy　を示して

を施した・　　　　　　　　　いる。これによると1核＊田胞と2核細胞のpl。idyの
＊DNAのFeulgen染色（柴谷・直良の変法13））。　　　　　分布様式は基本的にはそれほ「どの差はみられない。

　　染色液　　　　　　　　　しかしながら経日rl勺なpl・idyの分布様式をみると，
　　グリシン緩衡液（0．1M）pH　2．28…・一・……S　m2　　培養第1日には低倍域（2倍体）のものが1核細胞，

　　15％メタ重亜硫酸ソーダ・・…………一・・…1m2　，2核細胞ともに多く，倍養日数の増加とともに高倍

　　Schiff試薬…・一一…一・・……………一・・1me　　域（4倍体～8倍体）の核が増加し，培養6日頃に

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　は4倍体域に定着する傾向がみられる。
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Fig・2　Histogram　showing　individual　DNA　contents　in　the　nuclei◎f　　　　．・

　　　　　　　mon◎nucleate（left　side）and　binuclea．te（right　side）HeLa　ceUs．

64　．　　　　　　　　　　　．　　　　　信州医誌，V。L20



　100
セ

云

蓮

茎

Σ

E
乙　50
E
2
§

ξ

HeLa細胞DNA・RNAの顕微分光測光法

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　られるが，全体としては培養期間中の変動はきわめ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　て少なくほ・“一定量のDNAを保っている。1核細胞

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　と2核細胞との1核あたりのDNA量には美は認め

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　られない（P＞0．05）。このようにDNA鍛はきわめ

　　　　　，〆一・＼、　　て彗したもので職因そにあまり影響されないと
　　　一t／　　　　　

’‘

E・、　　　　考えbれる。しかしながら1核あたりのDNA量には
．／”e @　　＼日R差はないが・細胞体あたりにすると2灘月包は骸細
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　胞の約2倍ということになる。名和〔5）のラジオオー

_A合成の研轍も同様のこと熱ユえる・
．　　．　　　　　　　　トグラフによる培養鶏胚心線維芽細胞を用いたDN

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一方ploidy　の分布様式をみると（図2），基本
　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　MR　的には1核細胞と2核細胞との間には変化はないが

　　　　　　　　　　　　　　　　　　培養第1日目には両者ともに低倍域のものが多く，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　培養第2日目から順次高倍域の核の出現が増加し

　　　　　　　　　　　　　　　　　　てくる。この高倍域核の増加の傾向が図1に示す培

　　　　　　　　　　　　　　　　　　養第1日から6EI目への若干のDNA量の増加の原

　　　　　　　　　　　　　　　　　　因となっていると思われる。すなわちこのDNA壁
1　　2　　3　　4　　5　　6　　　の増加は細胞分裂の増加と併行していることから分

　　Days　in　culture　　　　　　　裂にともなうDNA量の増加の結果と思われる。結

　Fig．　3　Variation　of　mean　RNA　c◎ntent　　　　局，本質的には培養日数によって1核あたりのDN

　　　　　of　HeLa　cells　on　successive　days．　　A量にはそれほど変化がないことになる。

　　　　　（8R：Binucleate　cell，　　　　　　　　　　　名和t5）の報告によると，1核細胞と2核細胞と

　　　　　　MR　Mononucleate　cell）　　　　　　　のDNA合成の経時的変化は少なく，1核あたり、の

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DNA合成にもほとんど差がない。ただし培養48時

　　他方，2核細胞と1核細胞の1細胞体あたりのR　　　間に両者ともにDNA合成の頂点がみられ，この時

NA量をみると図3に示すように2核細胞の方が有　　期に一致して細胞分裂が盛んになることから，分裂

意に多い（P＜0．01）。経日的変動の様式は1核細胞、　　にともなうDNA合成の増加と考えられている。本

2核細胞ともに大きな差異はみられないが，細胞増　　　研究におけるDNA量の若干の増加も大体細胞分裂

殖の盛んな3～4』日頃にRNA量の増加がみられ，　　　の盛んになる時期に一致していることから，機能的

培養5～6El頃に減少の傾向を示す。　　　　　　　　　なDNA量の増加と考えればBoMnら〔6｝，　Vendrely

　　図4は各時期の1核細胞と2核細胞のRNA貴　　　and　Vendrely｛7｝，　DaVidson　cs】，　Naora〔g），　Allfrey〔ao）

の分布様式を示しているが，この結果1核細胞にく　　およびWalker　and　Mitchison〔11）のDNA不変説に

らべて2核細胞は各時期ともに，RNA量の多い細　　　一致する傾向を示すように思われる。レかしながら

胞の出現率が高い。その傾向は2核細胞では培養3　　　この見解はFautrezら〔IX，Dunnら｛13｝のフランスベル

El目頃から著明になる。’1核細胞ではRNA量の分　　　ギー学派によればDNA量は細胞の種々の条件で変

布様式はそれほど培養日数で大きな変化はないが，　　　動するもので彼らはexcess　DNAの存在を主張して

やはり培養3日頃に若干RNA量の多い細胞の出現　　　いる。しかしながらこの問題に対する決定的な結論

が高くなるようである。　　　　　　　　　　　　　　　とはならないまでもGall　and　Johnson（14｝の研究によ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　りDNAはきわめて安定したものでmetabolic　DNA

　　　　　　考察　　 といった分裂に関係のないDNAはほとんどみられ

　　培養細胞のDNAおよびRNA蚤が培養日数でど　　　ないということで一応の解決がなされたと思われる

のように変化するかを1核細胞と2核細胞とに分け　　　が，このmetabolic　DNAについての問題は今後の

て顕微分光光度計で測定した。　　　　　　　　　　　　重要な課題の一つということができる。

　　培養日数による細胞核1個あたりのDNA量の平　　　　　他方，図3は1細胞体あたりのRNA量を示して

均を図1に示したが，培養第1日目は多分，EDT　　　いるが，この結果明らかに2核細胞の方が1核細胞

A処理などにもとつくと思われるDNAの減少がみ　　　よりも各時期ともにRNA量が多い（P＜0．01）。
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Fig・4．　Histogram　showing　indMdual　RNA　contents　in　the　cells◎f　m◎nonucleate

　　　（left　side）and　binucleate（right　side）　HeLa　cells．

また経日的にも培養3～4日に増加の傾向がみられ，　　　RNA景の分布様式は比較的変動が少ないが，これ

この増加の傾向は大体DNA量の増加と併行してお　　　にくらべて2核細胞のRNA量は巾広く分布してい

り，細胞増殖の盛んな時期に一致していると思われ　　　る。すなわちこの結果が2核細胞と1核細胞の図3

る・図4に示すように1核細胞の1細胞体あたりの　　　に示す平均RNA量の差として現われたことになる。
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HeLa細胞DNA・RNAの顕微分光測光法

DaVidson　and　Leslie（ISによると急速に分裂して　　　Herman　and　Lapham⑳，　Lenz　and　Lapham　（31））。

いる細胞では細胞質RNAが特に多く，また実際に

RNAを十分に貯蔵しておくことは細胞分裂する必　　　　　　　　総括および結論

要条件であり，ニワトリ心臓の線維芽細胞ではDN　　　　　HeLa細胞のDNA，　RNA量の培養日数による

A合成に先だって多量のRNAの菩積が行なわれる。　　変動を1核細胞と2核細胞とに分けて顕微分光光度

本研究においても細胞分裂の盛んになる時期に一致　　　計を用いて測定した。

したRNA量の増加がみられ，　DNA合成に先行し　　　　1核あたりのDNA量については1核細胞と2核
ている傾向がみられる。2核細胞と1核細胞とにっ　　　細胞との間に量的差異はみられず（P＞0．05），経日

いてみると明らかに2核細胞の方が1核細胞よりも　　的変動もきわめて少ない。ただし1細胞体としてみ

RNA含量が多く，図4に示す1細胞体あたりの分　　　れば2核細胞のDNA量は1核細胞の約2倍となる。

布から見ても極端に高い領域に2核細胞が多くみら　　Ploidyの分布様式についてみると2核細胞は1核細

れる。このことは細胞が同調培養されていないとい　　　胞にくらべて高倍域の細胞群が多い。

う条件下においても，すなわち各細胞周期が異なっ　　　　　他方RNA量についてみると1核細胞よりも2核

ているという点を考慮に入れても2核細胞の方がか　　細胞の方がはるかに多い（P＜0，01）。個々の細胞に

なりRNA量が多いことを示している。　　　　　　　ついてみるとDNA量同様に高含量の細胞の出現が

　　一般に細胞のRNA量は種々の条件によって変　　　2核細胞に多い。経日的変動についてみると2核細

動するもので、例えば肝葉の流入血管を結紮して周　　　胞，1核細胞ともに変動様式には差異はみられない

所的に貧血を起させた場合には肝細胞中のRNAが　　　が，細胞分裂の盛んな時期にRNA量の増加がみら

減少する〔16）。Omochiら〔ITによるとマウス月刊蔵，膵　　　れる。すなわち培養期間中におけるDNA量の変動

臓，胃，小腸では給食後RNA合成が盛んとなり再　　　はきわめて少ないが，　RNA量は細胞分裂の増減に

給食まで蓄積されるが再給食によりRNA量の半分　　　一致して変動する。このように培養期間中における

，以上は消費されて，新らたに合成される。また名和〔IS　　　2核細胞と1核細胞のDNA，　RNA量の変動様式

はマウス胃労細胞・十と指腸上皮細胞でのRNA合　　には明確な差異はみられないが，個々の細胞につい

成は絶食により低下すると報告している。HeLa細　　　てみるとDNA，　RNA量ともに2核細胞の方に高

胞の2核細胞形成の原因は多極分裂後の不完全な細　　　含量の細胞の出現率が高く，このことは両者におけ

胞質分裂あるいは娘細胞融合等であることが明らか　　　る機能的な差異を示しているものと考える。

にされているが，その場合の染色体配分については　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

不明である〔鵬①。また2核細胞の出現率は条件によ　　　　終りに臨み，本研究に指導と校閲を賜わった尾

ってかなり異なるが一般に細胞増殖の盛んな時期に　　　持昌次教授，永田哲士助教授に深甚な謝意を表しま

一致して高く，2核以上の多核細胞は培養日数の後　　　す。

半，すなわち環境条件の悪い時期に多くなる傾向が

みられる⑳。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　本論文の要旨は，昭和45年4月1日第75回日本

　　染色体の異数性の出現機序については諸説があ　　　解剖学会総会（岡山）において発表した。

り，ある染色体が除去されるという考え方㈱，㈱，

逆に染色体にendoreduplication　が起こり，染色体

により倍数性に差異を生ずるという考え方もある⑳。　　　　　　　　文　　　献
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られるが，，癌細胞や累代培養を重ねた培養細胞株に　　　　　Arch．　Physiol，．73，　SupPl．8：1－151，1936

強く．したがって細胞増殖に関連した一つの適応現　　　2）永田哲士：顕微分光測光法の理論と応用，信州

象とも考えられる（Hsu　and　Moorhead⑳，　Hsu，et　　　　医誌，15：148－157，1966

al，　Ce⑤）。　また正常組織の中でも肝細胞，小脳のプル　　　3）Sibatani，A．　and　Na。ra，　H．：Enhancemeht　for

キンエ細胞等に年令にともなう倍数性の変化がみら　　一　　colour　intensity　in　the　h｛st。chemical　Feulgen

れる。これらの倍数性の変化は年令にともなう機能　　　　　reaction：Method　and　quantitative　estimation，
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る。（Swartz⑳，永閏㈱，　Lentz　and　Lapham⑳，　　　　4）Flax，M。H．and　Himes，M．　H，：Microspectropho一
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