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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HEFと略記）は廻転培養法により培養し，組織面積

　　　　　　1緒言　　　　　　測定法により増殖を評価した。それぞれ細部は第1編
生体の発育と栄養との関係におけるアミノ酸の役割　　　と同一である。たyし培養液の藩本的組成は次の通り

に関しては従来より臨床的観察，動物実験などにより　　　である。人1血清10cc，　Hanks液90cc，ペニシリソ

数多くの研究が行われている。加うるに近年は組織培　　　200u／cc，ストレプトマイシソ100〃cc（以下すべて

養法の進歩と共にin　vitroに於ける研究も次第に活　　　の培養液はペニシリソ，ストレプトマイシンを本量宛　　　・1

綴となつた。しかしながら著者の知る範囲に於て，こ　　　含む）。

れらはL細胞①一⑥，HeLa細胞⑦，鶏胚細胞⑧一⑪　　　2）人羊膜上皮細胞：人ゴ1三膜上皮細胞（以下HAC

などに関するものであつた。対象とする細胞の種類，　　　と略記）は静置培養法により培養し，細胞核数卸定法

継代培養に伴う栄養要求乃至代謝系の差異を考え，第　　　により増殖を評価した。それぞれ細部は第1編と同一

1編⑫に引続き今回はアミノ酸につき，組織培養法に　　　である。培謎液の組成のうち母培養は第ゴ編と同一で

より人体に由来する正常細胞を用い，しかも人体から　　　ある。た讐し各々の実験に於ては人皿L潤20cc，　Hanks

とり出してより後未だ新鮮な細胞で細胞増殖セこ及ぼす　　　液80ccを基本的組成とした。

影響を検討したので報告する。　　　　　　　　　　　　　成績の判定に当りては，何れの場合も日を追つて増　　，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　殖曲線の推移をみると共に最終観察日即ち第6日にお

　　　　　　ll実験方法　　　　　　　　　　　　　ける増殖状況を参考とした。後看のうち比較成長価は

　　1，使用細胞　　　　　　　　　　　　　　　　　約1以上，核数は約1×104の差を以つて論じた。何

　実験に用いた細胞は第1編⑫に於けると同様に新鮮　　　れの場合も顕微鏡的観察を併用し訴価の助けとした6　　　　’

な人胎児皮庸組織に由来する線維芽細胞及び正常分娩
に由来する人羊膜上皮細胞である。これらの細胞を培　　　　　　　　　皿　実験成績

養液のアミノ酸組成を変えて培養し，細胞の増殖に及　　　　実験1：培養液中にリジソを添加した際の細胞

ぼす影響を検した。使用したアミノ酸のうちリジソ，　　　　　　の増殖

シスチソはL型であり，トリプトプアン，メチオニン　　　　A・HEFについての爽験　　　　　　　　　　　　1

臥DL型である。　　　　　　　　　　　　　　　　　　基本培養液にリジンを720，240，60，0γ／ccと漸

　　2．培養法及び判定　　　　　　　　　　　　　　　　減して添加しリジソ量の異る4種の培養液を調整して

　1）人胎児緑維芽細胞：人胎児線維芽細胞（以下　　　HEFの増殖を比較した。使用血満のリジン量を30，6
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γノ，c⑦とすればそれぞれの樫液のリジソ量は，そ　スチン量はA胴撫してそれぞれ202・8γ／cc・22・8

れそれ723γ／cc，243γ／cc，63γ／cc，3f／ccとな　　　γ／cc・4・8γ／ec・2・8”ccとなる。

る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実験成績は図2－B、写真10～12に示す通りである。

　実験成績は図1－A，写真1～3に示す通りである。　　シスチンを20γ／ccに添加したものは最も良好な増殖

培養液に720γ／ccを添加したものの比較成長価は甚だ　　を示し次いで2γ／cc・200γ／ccに添加したものでこ

悪かつた。これに比し240〃cc，60γ／cc，0γ／ccに　　　の間に大差なくOγ！ccは劣つた。たx’し顕微鏡的観

添加したものは良好であつた。この3者中では60r／cc　　察では各培養液間に大差をみなかつたo

に添加したものが最も優れた。2407／cc添加は0γ／cc　　　実験3：培養液ri：1に2種のアミノ酸を添加した際

に比し大差がなかつた。顕微鏡的観察では720γ／cc添　　　　　　の細胞㊧増殖

加のものでは細胞の破壊がみられた。240γ／cc，60　　　　　1・リジソとトリプトフアソの添加

γ／cc，0γ／cc添加のものの聞では大差をみなかつ　　　　　A・HEFについての実験

た。なお添付写真は培養5日後のものである。HEF　　　基本培養液にリジソ60γ／cc・トリプトプアソ20

については以下各写真とも特記しない限り同様であ　　　γ／ccを何れか一方のみ添加した場舎と，この両潜を

る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　同時に添加した際につきHEFの増殖を比較した。使

　　B．HACについての実験　　　　　　　　　　　用∬IL滴中のトリプトフアン量を11γ／cc⑦とすれば培

　Aの実験と同様にしてリジン鷹の異る4種の培養液　　　養液中のトリブトフアン量は1．1γ／cc及び21．1γ／cc幽

を調整してHACの増殖を比較した。各7・の培養液中　　　となり，リジンに就ては実験1－A中に述べた如くな

のリジy鼠はAと同様にして726γ／cc，246　r／cc，66　　る。

γ／cc，6γ／ccとなる。　　　　　　　　　　　　　　　実験成績は図3－Aに示す通りである。2者併用の

　塞験成績は図1－B，写真4～6に示す通りである。　　際とリジンのみ添加した際の比較成長価は大差なかつ

培養液に720γ／cc添加したものは甚だ悪かつた。之に　　　た。これらに比しトリプトプアソのみ添加した際は劣

比し240γ／cc，60γ／cc，　o　r／ccに添加したものは良　　　つた。顕微鏡的観察ではこれらの問に大差はみられな

好であつた。この3者中では60〃ccに添加したもの　　　かつた。

が最も優れた。240γ／ce添加は0〃ccに比し大差が　　　　　B・HACにっいての実験

なかつた。顕微鏡的観察では720γ／cc添加では細月包の　　　　Aの実験と同様な場合につぎHACの増殖を比較し

破壊がみられた。240，’／cc，60γ／cc，　oγ／cc添加の　　た。使用血清中のトvプトフアソ墨を11γ／cc⑦とす

ものの問では大差をみなかつた。なほ添付写真は培養　　れば培養液中のトリプトプアソ量は2．2γ／cc及び22，2

6「日後のものである。HACにっいては以下各写真と　　　γ／ccとなり，リジンに就いては実験1－B中に述べ

も特記しない限り同様である。　　　　　　　　　　　た如くなる。

　実験2：培養液中にシスチソを添加した際の細胞　　　　実験成績は図3－Bに示す通りである。2看併用の

　　　　あ増殖　　　　　　　　　　　　　　　　　　　際とリジソのみ添加した際の成績は火差なかつた。こ

　　A。HEFについての実験　　　　　　　　　　　　れらに比しトリプトフアソのみを添加した際の成績は

　基本培養液にシスチンを200，20，2，0γ／ccと漸　　　劣つた。顕微鏡的観察ではこれらの闘に大差はみられ

減して添加Lシスチン燈の異る4種の培獲液を調整し　　　なかった。

てHEFの増殖を比較した。使用血清rhのシスチン量　　　　　2．シスチソとメチオニソの添加

を14〃cc⑦とすれば各々の培養液中のシスチン量は　　　　A・HEFについての実験

それぞれ2el，4γ／cc，21。4γノcc，3．4γ／ce，ユ．4γ／cc　　　基本培養液にシスチン20γ／cc，メチオニン30γ／cc

となる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を何れか一・・」5のみ添加した際と，この両者を同時に添

　爽験成績は図2－A，写真7～9に示す通りである。　　加した際につきHEFの増殖を比較した。使用血清中

シスチソを20γ／ccに添加したものは最も良好な比較　　　のメチオニソ量を4，9γ／cc⑦とすれぽ培養液中のメ

成長価を示し，次いで2γ／cc，200　r／cc，0γ／ccに　　　チオニン量は0．49、γ／cc及び30．49γ／ccとなり，シ

添加したものとなつた。た父し顕微鏡的観察では各培　　　スチソに就ては実験2－A中に述べた如くなる。

養液間に大差をみなかつた。　　　　　　　　　　　　　　実験成績は図4－Aに示す通りである。2…蓄併用の

　　B・HACについての実験　　　　　　　　　　　　際はシスチソ又はメチオニンのみを添加した際に比し

　Aの実験と同様にしてシスチソ量の異る4種の培養　　　良好であつた。後2者の間では大差はみられなかつ

液を調整してHACの増殖を比較した。培養液中のシ　　　た。顕微鏡的観察では各培養液間に大差はみられなか
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　　図　1・　　　　　　　培養液中のリジソ濃度が細胞の増殖に及ぼす影響
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図　2・　　　　　　培養液中のシスチソ濃度が細胞の増殖に及ぼす影響
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　　図　3．　　　　培養液中のリジソ・トリプトフアン単独及び併用添加の比較
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図　4。　　　　　培養液中のシスチン。メチオニソ単独及び併用添加の比較
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培養液中のリジソ濃度による影響

　人胎児線維芽細胞　（写真　1～3）　5日後

　人t膜上皮細胞　（写真　4～6）6日後

写真1　　リジン非添加　　　　　　　　　　　写真　4　　リジン非添加

写真2　リジン60γ／cc添加　　　　　　　　　　写真　5　　リジソ60γ／cc添加

　　　　　嘗醸．．，’㌔・・

　　r潔轄寵ド、

　　　　　礁箋囁

写真3　リジソ720γ／cc添加　　　　　　　　　写真6　リジン720γ／cc添加
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培養液中のシスヂソ濃度による影響

人胎児線維芽細胞　（写真　7～9）　5日後

人羊膜上皮細胞　（写真10～12）6日後

　　　　麟盤雛覇

写真7　シスチソ非添加　　　　　　　写真10　シスチソel三添加

写真8　シスチソ20γ／cc添加　　　　　　写真11　シスチ・’20γ／cc添加

写真9　シスチン2COγ／cc添加　　　　　　写真12　シスチソ200・r！cc添加
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った。　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　目的には入体由来の新鮮な細胞における成績を先人が

　　B．HACについての実験　　　　　　　　　．　　他の細胞に就て行つた諸成績と対比することも含まれ

　Aの実験と同様な場合につきHACの増殖を比較し　　たので，以下に述べる先人の諸成績を参照して各アミ

た。使用血清中のメチオニン量を4，9γ／CC⑦とすれ　　　ノ酸毎にそれぞれ適当と考えた量を選定した。既知の

ば培養液中のメチオニン量は0．98γ／cc及び30．98γ／cc　　物質のみによる合成培地を用いて実験を行うことも考

となり，シスチンに就ては実験2－B中に述べた如く　　えられる③一⑥⑫⑳が，既に報じた第1編と条件を近

なる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　似させるため非動化血清を添加した。非動化血清を

実験成績は図4－Bに示す通りである。2者併用の　　　ユ0％（HEF）及び20％（HAC）に用し）た理由は既
際はシスチソ又はメチオニソのみを添加した際に比し　　　報の成績⑫，当教室今泉⑳の成績に於てこの程度の添

良好であつた。後2者の間には大差はみられなかつ　　　加により良好な成緻を得たためである。以下本実験の

た。顕微鏡的観察では各培養液間に大薙はみられなか　結果について培養した細包の原組繍こよる相違・細馬

った。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘　の有無による相違・又同一の原組織であっても1動物

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の種類による相違などを考慮して先入諸慨の報告と比

　　　　　IV総括及び考按　，　　　　　　　　　　較し検討を加えたい。

組織培糞法によるin　viヒroにおける細胞のアミノ　　　嫌独添加の2実験中まつリジソにっき先人の報告を

酸f壁謝については古くはFisher⑧らの功績がある。　　　みると次の如くであつた。例えばEagle⑦⑭はHeLa

その後Eagle⑦⑭⑭，　Waym。uth③，　MQrgan⑪⑭　　　細胞につき14．6γ／ccで，又L細胞につき7・3γ／c。

⑬，Healy②らはHeLa細胞，　L細胞，鶏胚心細胞　　　で良好な成績を述べ，何れの場合もその量を増加した

などを用いて組織培獲法によりアミノ酸代謝に検講を　　　場合は反つて不良であつたという。即ち前渚では438　　　　，

加えた。本弗に於ては浜本⑯，勝田③④⑤，北村ら⑰　　　r／cc，律蕾では730γ／cc以上では抑制的に働いたと

の報告がみられる。しかしながら実験に用いた細胞が　　いう。Swim⑳，浜本⑬も組織培藁実験上リジソ過剰

人体組織に由来する細胞であるか否か，継代培養をし　　　投与の不利な点な述べている。シスチンについてみる

た細胞であるか否かにより，人体に於ける代謝状態と　　　と次の如くであつた。例えばMorgan⑭は鶏胚心細

異るであろう琳は容易に想定される所である。これら　　胞にっき10〃ccで，　EagleはHeLa細胞⑦にっき

の点を考慮して著者は本実験に於ては入胎児皮膚組織　　　7、4γ／ccで，　L細胞⑳につき2・3γ／ccで，浜本⑯はH細

に由来する線維芽細胞，及び正常分娩より得た人羊膜　　　胞にっぎ20〃ccで良好な成績を述べ，　Morgan⑭鳳　　　　1

上皮細胞を用いた。前者では継代することなく又後噺　　　100γ／ccでは10γ！ccよりも生存日数の減少をみたとい

ではユ回の母培養を行つたのみで実験の用に供した。　　　う。なお上述した諸家が使用したリジン又はシスチソ

かくの如き点に注目してアミノ酸代謝を検索した成績　　　は記識を欠く］．部をのぞきL型が主であり，1部はDL

は手許の文献には見出しえなかつた。実験に使用する　　　型であつた。又，実験に使用せる培養液の基本的組成

アミノ酸としては多くのものが考えられるが，本実験　　　はそれぞれ異る所があつた。藷者の実験成績中リジソ

ではリジγ，シスチソを主とした。リジソは入体の必　　　に就ては検荊した各添加龍のうち60γノCG添加，即ち

須アミノ酸として，生体の発育に不可欠と一般にされ　　　HEFでは培餐液中濃度が約63γ／cc，　IIACでは同

ること⑯⑲⑳，並びに臨床上食餌への添加が小児の発　　　じく66　r／ccの際他に比し良好な成績を得た。この際

育と関連して特に論議されつつあること⑳一⑳より選　　その約10倍II辻に相当する720γ／cc添加では，何れの

んだ。シスチンは必須アミノ酸と一般にはされないこ　　　細胞の場含も増殖の障轡を示し1部の細胞は明かな破

と⑱⑲⑳，並びに含Sアミノ酸であることより選ん　　壊を示した。又シスチンに就ては20γ／cc添加，即ち

だ。上記の塞礎実験につけ加え相乗効果の有無などを　　　HEFでは培養液中濃度が約21γ／cc，　HACでは同

見度いと考え，既往における著者と相似の突験⑭⑯及　　　じく約23γ／ccの際他に比し良好な成績をえた。この

び臨床知見＠⑳⑳⑪にi銭いてトリプトプアンをリジソ　　　際その10簡昂：に相当する200　r／cc添加では何れの細胞

に添加した場合及びメチオ＝ソをシスチソに添加した　　　の場禽も増殖は低下の傾向を示したが，上述せるリジ，

場合に就ても検討した。これらのアミノ酸のうち入乎　　　ソの揚禽とは異りその繰度は藩しくなく0γ／cc添加の

可能なりしものに就てはL型（リジン，シスチソ）に　　　揚合に比べれば反つて良好であつた。即ち轡纈の成績

より，その不可能なりしものに就てはDL型（メチオ　　においてHEF並びにHAC増殖に及ぼす両種アミノ

ニソ，トリプトプアソ）によつた。脅アミノ酸の添加　　　酸単独添加の影響はi呵種のアミノ酸に於て異ること並　　　　：

量に就ては種々考えられるが，著者が本突験を行つた　　　びに何れの細胞の場含もそれぞれのアミノ酸に対する
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傾向はほN’同様なことが注目された。　　　　　　　　　可及的人体に近いと思はれるものである。従つて上述

　次に2種のアミノ酸を添加した際の成績について述　　　の成績は，これらの臨床的知見に関連しても特に意義

ぺる。先づリジソとトリプトファソに関してみると　　を有すると考える。

Morganは鶏胚心筋細胞でリジソ3，5：トリプトプア

ソ1の比として⑯，W，ym。。thは囎n胞にっいて上　　　　V結　語
述の比を4：1とし①，Healyは同じくL細胞で上述　　　廻転培養法による人胎児線維芽細胞の増殖を組織面

の比を7：1として②それぞれ培養液の基本的組成に　　　積測定法により評価し，叉静置培養法による人羊膜上

とり入れている。又，シXチソとメチオニソに関し　　　皮細胞の増殖を細胞核数算定法により評価して，日を

Morgan⑭は鶏胚心筋細胞の生存には何れか・一方単独　　　追つて増殖曲線を画ぎ，培養液中のアミノ酸が細胞の

添加より両者の共存する場合に極めて良く，特にメチ　　増殖に及ぼす影響を検討した。アミノ酸としてはLリ

オニソ30ng／．61こシスチン10又は100㎎／4の組合せが　　　ジン，　Lシスチソ，　DLトリプトプアソ，　DLメチオ

良かつたという。H細胞によりほX“同様な傾向の成績　　　ニンを用い，それぞれ異る量を基本培養液存こ添加し

も報告されている⑯。なおこれらのアミノ酸は上述の　　た。

場合と等しく1部はDL型により大部分はL型により　　　　1・リジソに就てみると細胞の増殖は60γ！cc添加

行はれ培養液の基本的組成は種々であった。　　　　　　せる場合に良く，240γ／cc添加は非添加の場合と大差

　著者の実験成績中リジソ，トリブトフアソに闘して　　　を認めなかつた。之に反し720γ／cc添加せる場合の増

は各60γ／cc，20γ／cc単独添力「1及び両者併用の3群　　　殖は甚だ不艮であつた。

rltトリフ’トプアン箪独群は他の2者に比し劣り，リジ　　　　2．シxチンに就てみると細胞の増殖は20γ／cc添

ン単独，併用1洋はほy匹敵した。又シスチン，メチオ　　加せる場合に良く，次いで2γ／cc，200γ／cc，非添

ニンに関しては各20γ／cc，30γ／CG単独添加及び両　　　加のfiesとなつた。

者餅用の3群中併用鵬よ他の2者に比し優れ，両単独　　　　3．上述のうち良好な増殖を示した条件において

添加群はほゴ匹敵した。以上の成績はHEF，　HAC　　　2種のアミノ酸添加による影響を検索した。即ちリジ

2種の細胞に共通してみられた。即ち著者の成績にお　　　ソ60γ／CCにトリプトファン20〃ccを添加せる場合

いてHEF並びにHAC増殖に及ぼすこれら2種アミ　　　及びシスチソ20γ／ccにメチオニソ30γ／coを添加せ

ノ酸添加の影響を単独と併用に大別すると，何れの細　　　る場合に就てみたところ，前者においては併用による

胞に於ても後者が常に著しく優れるとは限らない結果　　　影響は明らかでなく，後者においては増殖は良好とな

となつた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　つた。

　以上著者は必須アミノ酸としてリジンを，又非必須　　　　4．上述の成績は人胎児線維芽細胞及び人羊膜上皮

アミノ酸としてシスチソを選び組織培養法を応用して　　　細胞の両細胞において，b2　x“共通して認められた。

HEF並びにHACの増殖に及ぼす影響を観察した。

併せてこれらにトリプトプアソ，メチオニンをさらに　　　　稿を終るに臨み，終始御懇篤なる御揃導と御校閲を

添加せる場合に就ても検索した。これらの結果を既に　　　いたx’いた恩師吉田久教授に深謝すると共に本研究の

述べた先人の鞭融の間定細胞あ・い嚇動離罐鰐辺稀驚曇灘繍総
物由来の細胞に関する類似の嘆績と対比すると，本法　　　室各位及び松本市九ノ内病院福沢博士に深謝します。

による際細胞の増殖に及ぼす影響は添加するアミノ酸　　　　本論文の要旨は第1］回東日本小児科学会（ll召和35年

の質と墨：，その組合せにより異ること並びにこれらの　　10月）並びに第7回巾部日本小児科学会（ll召和37年10

関係は実験に用いる細胞の種類（細胞の由来する原組　　　月）に於て発表した。

織の種類，動物の種類，継代の有無など）によつて異

ると考えられた。　　　　　　　　文献
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