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緒 言

培養 ラット肝細胞を用いたDABあ るいは3´-

Me-DABな どのアミノアゾ色素による癌化機構

の解明を目的とした研究は我々の研究室を中心

として今 日まで多数発表されて来ている1)～14).

それらの報告の多くは一般に復元動物に対して

腫瘍性を示さない正2倍 体性の染色体構成を有

する培養細胞を使用 しての実験であった.こ れ

らの実験ではア ミノアゾ色素で癌化させ るのに

かなりの長時間を要すると同時に,細 胞培養の

長期化につれて発癌剤で処理 していない対象群

の細胞も自然癌化し造腫瘍性を獲得する為に,

発癌剤で処理 した実験群の細胞が癌化し造腫瘍

性を獲得したとしてもこれが,自 然癌化による

ものなのか,又 は発癌処理によるものなのか,

あるいはその両方の作用によるものなのか明 ら

がにし難いという問題点を含んでいた.本 論文

ではこのような自然癌化の問題をさける為に,

すでに癌細胞ではあるが腫瘍性の弱い,培 養内

で比較的安定な形質を保持する細胞を利用 し,

悪性度の増強という観点から,動 物復元実験を

もとにin vitroの 指標を加味して実験をすすめ

た15)～18).

一方,一 般に成熟型肝細胞は培養され難 く培

養細胞株は多くのもので未分化なものである。

このことは発癌剤の代謝活性化酵素の消失,減

弱等 を予 想させ その影響 も無視 できない.種 々

の論文19)～29)にも見られ るように薬物代謝酵素 を

含む肝臓マイ クロゾーム分画(い わ ゆ るS15

 fraction)を 添加す ると培養 液中の発癌剤が効率

よ く活性化 され ることが知 られている.著 者は

本論文 においても ミクロゾー ム分画 を添加 した

実験 系 を作製 しこの可能性 を追求 した.

実験方法 および材料

1.細 胞お よび培養 方法

(1)細胞: CL 20.本 細 胞の由来は以下の通 り.ま

ず成 熟呑竜系 ラッ トに191日 間DABを 食べ させ

た.そ して肝に生 じた腫瘍結節部 を とり出 しこ

れよ り初代培養 を作製 し,数 回の継代培養 後,

細 胞株d RLa-74を 得 た8).こ の細胞 を更に単個

培養 し,細 胞集 団 を均一化 したのがこの細胞CL-

20で あ る12).

(2)培養 方法: Eagle's Minimal Essential Medi

um(MEM)に56℃, 30分 間非働化 した, Bovine

 Serum(BS)を20%に な るよ うに加 えた培 地 を

用 いた.培 地には100units/mlの ペ ニシリンGカ

リウム(明 治製薬株 式会社)と100μg/mlの 硫

酸 ス トレプ トマイ シン明治(明 治製薬株式会社)

を添加 した.継 代 は7日 目ご と.継 代時細胞播

種は60mmの プ ラスチ ックシャー レ(Falcon社)

に細胞数が10万 ヶ/mlと なるように調整した .培

養は開放系(37℃, CO25%, Air 95%)で 行 な
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っ た.

2.薬 剤 の 処 理 方 法,こ れ はFig. 1に 示 す 通 り

で あ る.

(i)使 用 し た 薬 剤 と そ の 濃 度

〓 DMSO(Dimethyl sulfoxide, Sigma社)

〓 3´-Me-DAB(3´-methyl-4-dimethylamino

azobenzene,東 京 化 成 工 業 株 式 会 社)

〓 S15 mixture, S15は0.1% Phenobarbital

(Na)溶 液 を ラ ッ トに 飲 料 水 と して7日 間 投 与

し最 後 の2日 間, 40mg/kgのMethlcholanth

reneのOlive oil懸 濁 液 を腹 腔 投 与 後 肝 臓 を ホ

モ ゲ ナ イ ズ(0.15M, KCl溶 液 中 に て)し,

 10,000×gを10分 間,さ ら に15,000×gを20分

間 高 速 遠 心 し て 得 られ た 上 清 で あ る.タ ン パ ク

濃 度 は43.2mg/mlで あ っ た.

S15 mixtureは 以 下 の 様 な 組 成 で あ る 。

S15; 0.2ml. MgCl2・6H2O; 0.1ml〔8mM〕.

Earle's BSS; 0.4ml, NADPH; 0.1ml〔1mM〕

H2O; 0.2ml. total 1.0ml.

〓 実 験 に お い て は 上 記 の 薬 剤 を5時 間 処 理 す る

わ け で あ るが 処 理 の 仕 方 と して 以 下 の6通 りに

分 け た.

処 理 〔A〕; DMSO(1%)

処 理 〔B〕; DMSO(1%)+S15 mixture

処 理 〔C〕; DMSO(1%)+3´-Me-DAB(8μg/

ml)*

処理 〔D〕; DMSO(1%)+3´-Me-DAB(8μg/

ml)*+S15 mixture

処 理 〔E〕; DMSO(1%)+3´-Me-DAB(400

μg/ml)**

処理 〔F〕; DMSO(1%)+3´-Me-DAB(400

μg/ml)**+S15 mixture

*培 地 遠心後のアゾ色素測定値は1
.5μg/ml.

**培 地 遠心後のアゾ色素測定値は34 .9μg/ml.

(ii)実験

Fig. 1　に示す如 く継代は7日 目ごと.継 代時

60mmシ ャ ーレあた り30万 ヶ細胞 を播種 した.継

代後24時 間 目に薬剤 を5時 間処 理 した.処 理後

PBSで よ く洗いMEM+20% BSと 置 換 した.

この操作 を13回 おこない実験用の細胞 を得 た.

3.実 験 法

(1)動物 復元実験(Back-transplantation)の 検討:

生 後24時 間 以内の新生 児呑竜系 ラッ トを使用 し

〔A〕 ～ 〔F〕の薬剤処理 で得 られ た細胞につ い

てそれ ぞれ細胞数100万 ヶ/匹 を皮下接種 し90日

間観察 した. 30日 目 と, 60日 目には皮膚の上か ら

腫瘍の大きさを測定 した. 90日 目にはすべてのラ

ッ トをエチルエーテルで屠殺 し腫瘍 を形成 してい

るものに関 しては これ をとり出 し大 きさと重 さ

を測定 した.

(2) PCM(位 相 差顕微鏡写真)の 検討:上 記 〔A〕

～〔F〕の薬剤処理に よって得 られた細胞 の形態

Fig. 1 Summary of the experimental design. DMSO, Dimethyl sulfoxide; 3•L-Me-DAB,

 3•L-methyl-4-dimethylaminoazobenzene; S15 mix., S15 mixture
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Table 1 The incidence of tumors produced in 

rats after back-transplantation of 

CL 20 cells treated with and without 

3•L-Me-DAB in the presence or ab

sence of S15 mixture

学的差異は最終継代後3日 目に位相差顕微鏡写

真 として記録 した.

(3)コロニ-形 成率(Plating efficiency)の 検討:

〔A〕～〔F〕の薬剤処理 で得 られた細胞 について

これ を細胞数200ヶ/60mmシ ャー レに成 る様に播

種 した.播 種後4日 目に培地更新 し, 8日 間培

養 した後 メタノールで固定,ギ ムザ染色 し,コ

ロニー数 をカウン トした.

(4)細胞飽和密度(Saturation density)の 検 討:

〔A〕～〔F〕の薬剤処理で得 られた細胞について

これ を細胞数2.5万 ヶ/35mmシ ャー レに成 る様 に

播種 した. 2日 ご とに培地更新 しなが ら細胞数

をカウン トし増殖曲線 を描いてその曲線が定常

状態に達 した時点の細胞数 をもって細胞飽和密

度を算出 した.

(5)旋回培養実験(Rotation culture)の 検討:〔A〕

～〔F〕の処理 で得 られた細胞 をシ リコンで コー

トされたマイヤー フラス コに細胞数30万 ヶ/フ

ラス コとなるように播種 し48時 間,旋 回培養 を

お こなった. 24時 間 目と48時 間 目に位相差顕微鏡

にてかたま り(Aggregates)を 写 真撮影 し形態

Fig. 2 The size of tumors produced in rats 

at 60days after back-transplantation 

of CL 20 cells treated with and without 

3•L-Me-DAB in the presence or absence 

of S15 mixture.

Fig. 3 The weight of tumors produced in 

rats at 90days after back-transplan

tation of CL 20 cells treated with and 

without 3•L-Me-DAB in the presence 

or absence of S15 mixture.
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Table 2 The plating efficiency in liquid medium of CL 20 cells treated with and without 3•L-Me-

DAB in the presence or absence of S15 mixture

*200 cells were inoculated

Fig. 4 The growth curves of CL 20 cells 

treated with and without 3•L-Me-DAB 

in the presence or absence of S15 mix

ture.

の観察 と大 きさの測定 をお こな うと同時に組織

学的検索 をお こなった.

(6)発癌 剤に対する細胞の抵抗性(Susceptibility

 of cells to the carcinogen)の 検討:〔A〕 ～〔F〕

の薬剤処理で得 られた細胞 を2.5万 ヶ/35mmシ ャ

ー レとな るように播種 し, 48時 間培養 した後,

下 記の薬剤で5時 間処理 し,処 理後MEM+20

% BSで 置換 して4日 目におけ る細胞数 をカウ

ン トした.

薬 剤 〓 DMSO(1%)

薬 剤 〓 DMSO(1%)+3´-Me-DAB(8μg/

Fig. 5 The size distribution of aggregates in 

rotation culture.

ml)

薬 剤 〓 DMSO(1%)+3´-Me-DAB(8μg/

ml)+S15 mixture

薬 剤 〓 DMSO(1%)+3´-Me-DAB(400μg/

ml)

薬 剤 〓 DMSO(1%)+3´-Me-DAB(400μg/

ml)+S15 mixture

実 験 成 績

(1)動物 復元実験(Back-transplantation)の 検

(i)腫瘍 の大 きさに関す る検 討(Table 1 &

 Fig. 2)

大 きさにつ いては生後24時 間以内の新生児ラ
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Fig. 6 The size distribution of aggregates in 

rotation culture.

ットに細胞播種後90日 間観察 した.本 論文 にお

いては60日 目の腫瘍の大 きさを比較 したがこの

理由は90日 目の時点においては動物が一部 にお

いて腫瘍の為,死 亡 してお り一律に測定で きな

いことによる.結 果は処理 〔A〕 な らびに処 理

〔B〕の対照群 に くらべ3´-Me-DABを 添加 し

ている,処 理 〔C〕 ならびに処理 〔E〕の方が,

又 これに更にS15 mixtureを 添 加 した処理 〔D〕

ならびに処理 〔F〕 の方がラットに形成した腫瘍

の大 きさは大であった.こ の時, 3´-Me-DABの

濃 度の効果に関 しては,む しろ3´-Me-DABの

低 濃度処理+S15 mixtureの 方 が3´-Me-DAB

の 高 濃度処理+S15 mixtureよ り も大 きな腫瘍

を形成 した.こ の点 に関 しては将来検討の余地

がある.

(ii)腫瘍 の重 さに関す る検討(Table 1 & Fig.

 3.)

これ については生後24時 間以内の新生児 ラッ

トに細胞播種後, 90日 目に屠殺 しラッ トに形成

された腫瘍 をとり出 し重量 を測定 した.腫 瘍 重

量に関す る結果は前 の腫瘍の大 きさの結果 とほ

ぼ同 じ傾向 を示 した.即 ち対 照群(処 理 〔A〕

な らびに処理 〔B〕)に くらべ3´-Me-DABを 添

加 した方(処 理 〔C〕 ならびに処理 〔E〕)が 腫

瘍重量は大であった.ま たこれに更にS15 mix

tureを 添加 した場合(処 理 〔D〕 な らびに処理

Fig. 7 The susceptibility of cells to the car

cinogen. 3•L-DAB (L), 3•L-Me-DAB (8

ƒÊ g/ml); 3•L-DAB (H), 3•L-Me-DAB (400

ƒÊ/ml)

〔F〕)は この傾 向は更 に著明であった.又 この

時60日 目におけ る腫瘍 の大 きさに関する検討 の

結果 と同様, 3´-Me-DABの 低 濃度処理+S15

 mixtureの 方 が3´-Me-DABの 高濃度処理+S15

 mixtureよ りも重 い腫瘍 を形成 したが これに関

して も今後検討の余地が ある.

(2) PCM(位 相 差顕微鏡写真)の 検討: Fig. 1の

実験 方式 に従 って実験 開始後94日 目(最 終継代

後3日 目)に 写真撮影 したものについて検討 した.

〔A〕(コントロール, DMSO)処 理 細胞 は以下の

ものにくらべコロニー辺縁は比較的平滑で細胞は比

較的そろってお り多核細胞等 も少ない(写 真1, 2).

〔B〕(DMSO+S15 mixture)処 理 細胞は上

記の もの とあ まり変 わらない.(写 真3, 4).

〔C〕(DMSO+低 濃 度3´-Me-DAB)処 理 細胞

では中心部 にやや 多 く,辺 縁部 にやや少 な く巨

細胞の出現 がみ られ る.(写 真5, 6).

〔D〕(DMSO+低 濃 度3´-Me-DAB+S15 mix

ture)処 理 細 胞ではコロニー構成細胞の大小不

同がみ られ細 胞質 には神経突起様構 造物 が 多見

され る.コ ロニー中心部に は核分裂像 と多核 巨
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細胞がみ られ る.細 胞の大小不同及び異型性が

かな り著 しくPiling-upも み い出 され る.又 遊

離 したよ うな細胞 もみ られる.(写 真7, 8).

〔E〕(DMSO+高 濃度3´-Me-DAB)処 理 細胞

は コロニー辺縁部の大小不同が著 しく細胞質に

おいて神経突起様構造物が 多見 される.コ ロニ

ー中心部 は処理細胞 と同様
,核 分裂像 と多核 巨

細胞が見 い出 され る.又,細 胞質の大小不同 も

著 しい.(写 真9, 10).

〔F〕(DMSO+高 濃度3´-Me-DAB+S15 mix

ture)処 理 細胞は コロニー辺縁部 には核分裂像

が多見 され神経突起様の細胞質 をもつ細胞が 多

く,コ ロニー中心部 には核分裂像 と多核 巨細胞

がみ い出され る. Piling-upも 多見され細胞質内

顆粒 も豊富である.(写 真11, 12).

結 果 として一般 的に認め られる現象は3´-Me-

DAB添 加 量の多い ものでは異型性や大小不同の

現象がみ られ3´-Me-DAB+S15 mixture添 加

群 では更に遊離性 及びPiling-up現 象 が累加 的

にみ とめ られた.

(3)コロニー形成率(Plating-efficiency)の 検 討

(Table 2):対 照群の細胞に くらべ高濃度 の3´-

Me-DABを 添加 した細胞,な らびに高濃度 の3´-

Me-DAB+S15 mixtureを 添 加 した細胞にお

いて コロニー形成率 の増大が みられた .

(4)細胞 飽和密度(Saturation density)の 検 討

(Fig. 4):処 理 〔A〕～ 〔F〕の細胞のすべ てを検

討 してみたが薬剤処理 の相違 にもとず く細胞飽

和密度の変化は あまり見 られ なか った.因 みに

継代初期 の立 ち上 りで見 る限 り3´-Me-DAB高

濃 度添加の2例 は他 の ものに くらべ てよか った.

(5)旋回培養実験(Rotation culture)に つ いて

(Fig. 5, 6) &写 真13, 14, 15, 16.

旋 回培養に よって形成 された細 胞のAggre

gatesの 大 きさを測定 した結果,対 照群の細胞

のAggregatesの 大 きさに比べ3´-Me-DABを

処 理 した細胞のAggregatesの 大 きさの方が大

であ った.こ の傾向はS15 mixtureを 同時に添

加 した ものの方が更に3´-Me-DABの 濃 度の高

い ものの方が よ り著明であった.し か しなが ら

S15 mixtureの 添加 に よってAggregatesの 大

きさはか な り強 く影響 を受 けている.こ の点は

今後の検討が必要 であろ う.一 方,旋 回培養 開

始 後, 24時 間 目 と48時 間 目のAggregatesの 大

きさの比較 では大 きな差はみ られなかった.

(6)発癌 剤に対す る細胞の抵抗性(Susceptibility

 of cells to the carcinogen)の 検 討:こ の結果

はFig. 7に 示 す通 りであ る.す なわち高濃度3´-

Me-DAB処 理 細胞(CL 20-D 400)な らびに高濃

度3´-Me-DAB+S15 mixture処 理 細胞(CL 20-

D 400S)な どのものにおいては一部,高 濃度3´-

Me-DAB+S15 mixtureの み にやや抵抗性が

み られたが一般 的には コン トロールに比 して抵

抗性 の減 弱が み られ た.こ の こ とは使 用 した

CL 20 (dRLa-74由 来 である.)が すでに高い3´-

Me-DABに 対 する抵抗性 をもつ ことに起因す る

のか もしれない.

考 案

動物復 元実験 で見 る限 り腫瘍 の大 きさならび

に重 さ,即 ち動物体内での増殖 速度 はCL 20-

D8Sが 最 も高 く,次 いでCL 20-D 400Sで あ る.

従 って3´-Me-DAB及 びS15 mixtureの 添 加に

よって腫瘍性 の一部(転 移 等に関 しては第2編

にのせ る.)に 増強が見 られ るこ とは明 らかであ

る.し か しなが ら3´-Me-DABの 濃 度の効果に

ついては今後更に検討 の余地 がある と考 える.

一 般 に本実験においてはin vitroに お いて比

較的安定 な悪性度増強の指標 として考 えられて

いる実験系 を用 い,そ れが発癌剤又 は,発 癌 剤

+S15 mixtureを 導 入するこ とによって どの よ

うに悪性度が増強す るか も検討 した.そ の結果,

旋 回培養実験や位相差顕鏡 を用 いた形態学的観

察,コ ロニー形成率 は3´-Me-DABな らびにS15

 mixtureの 効 果が,発 癌剤 の濃度 に関す る吟味

は後 です るが,認 め られた.し か し細胞増殖曲

線や発癌剤に対す る細 胞の抵抗性等 に関 しては

一部分 を除 いて3´ -Me-DABお よびS15 mix

tureの 効 果は著明ではなか った .従 来,培 養上

の反応 としては,形 態学的変化 ・旋 回培養実験・

Plating efficiency・ 細胞増殖速度 ・発癌剤 に対

す る細胞の抵抗性 ・軟寒天内での コロニー形成

能 など,種 々の もの があ るが,こ れ らは使用す

る細胞 ・各種実験条件 等に よって動物復 元性 と

相関(Parallel)す る もの もあるが,そ うでない

もの もある.
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また,考 えられ る悪性度の増強 を示す他 の指

標,例 えば動物復元実験 によって形成 された腫

瘍 の病理組織学的検 索,更 にその腫瘍の他臓器

へ の転移形成の有無,好 発転移部位(転 移 の部

位 によっては特 にin vivoの 場 合,生 存期 間の

長短 に大 きな差があ る.)な どにつ いて も,更 に

検討 を要す ると思われ る.又 悪性度の増強を検

索する上においてそれ らの腫瘍の α-fetoprotein

あ る いはCEA(carcino embryonic antigen)

の産 生の程度 を知 る事 も重要が もしれない.

一方
, Carl Barrettら は悪性度の増強のIn

 vitroで の指標 として,線 維芽細胞 を用い①軟寒

天におけ る細胞のコロニー形成能② 液体培地 中

での コロニー形成率③ 細胞の成長 に必要な血清

要求性 の減少④ 細胞 間ア クチ ンの減少⑤ 培養細

胞線維素溶解能 の増強⑥ 細胞飽和密度⑦ 形態学

的変化 などをあげてお り,培 養細胞の悪性度 が

増強す ることに これ らの指標 が相関的に増強す

ることを示 している.上 記実験 において使用 し

た細胞は線維芽 細胞 であ り我々の使用 した上 皮

系細胞 とは異な っている.又,こ の論文では細

胞のstageをnormal stage, preneoplastic stage,

 neoplastic stageに 分 け て考 察 しているが我々

の論文では, benign neoplastic stageか らma

lignant neoplastic stageへ の腫瘍 原性 というも

のを考 察 してい る点 で相異点がある ものの,し

か し細胞の悪性 度のstageを 種 々の実験パ ラメ

ー ターを使 って1ヶ1ヶ 吟味 している点で我々

の論文 と共通点があ り今後の実験方向をsugges

tionす る という意味 で参考 となろ う.

我 々の実験系においてはS15 mixtureに よっ

て3´-Me-DABが 代 謝 され悪性度 の増強が誘導

されたわけ であ るがこの こ とについては, S15

 mixtureに よって3´-Me-DABが 具 体的に どう

いう方向に代謝 されたのか,つ ま り3´-Me-DAB

はS15 mixtureに よ って 〓Ultimate typeの

carcinogenの 方 向に代謝 された. 〓Ultimate

 typeのcarcinogenま で に進 まないに して もそ

れに近 い状態に まで代謝 された. 〓 全 く別の方

向の解毒の方向へ代謝 された. 〓 あるいは予想

で きない未知の方向へ代謝 された.な ど種々の

点につ いて考 えなければ ならない.又,こ の代

謝物 自体の培養 中におけ る物理的 ・化学的 ・生

物学 的安定性 とい うこ ともS15 mixtureを 添加

した3´-Me-DABの 培 養細胞への効果 を考 える

上 で重要 であ る.

又,一 部の例 において高濃度の3´-Me-DAB

+S15 mixture処 理細胞の悪性度の値 よ りも低

濃度 の3´-Me-DAB+S15 mixture処 理 細胞の

悪性度の値の方が 高い値 を示す場合が あった.

この理由は明 らか ではないが,高 濃度 の3´-Me-

DABが,溶 解度 という点において実際の培養液

中で,そ れの過飽和 の状態 であ った為 に, 3´-

Me-DABの 効 果に逆の作用があ らわれたのか も

しれない.又, 3´-Me-DABが 培 養液中で高濃度

の場合 には殺細胞的に作用 した とい う可能性 も

あ りうる.又,抗 原性 の異種性の発生のために

動物体 内での増殖 が難か しくな った とも考 え ら

れ,今 後の検討 を要す る と考 える.

結 語

ラッ トに191日 間, DAB飼 育 をお こない,肝

に生 じた腫瘍結節部 を体外 に取 り出 し,培 養系

に移 し細胞株dRLa-74を 得 た.こ の細胞 を更

に単個培養 し細胞集団 を均一化 させ た.こ れが

今回実験 に使 った細胞CL 20で あ る.こ の細胞

はすでに癌細胞ではあ るが腫瘍性は弱 く,か つ

培養 内では比較的安 定な形質 を保持す るとい う

特長 を持つ.こ の細胞に発癌剤3´-Me-DABと

S15 mixture(薬 物代 謝酵素 を含む肝臓マ イク

ロゾーム分画)を 作用 させ, in vivoな らびにin

 vitroに おける細胞悪性度 の増強 を検索 し,も っ

てア ミノアゾ色素 による癌化機構 の解明 をここ

ろみ た.

in vivoの 実験に関 して,コ ン トロールならび

に処理細胞の動物復元に よって形成 された腫瘍

の大 きさ,重 さ,す なわち動 物体 内での増殖速

度 に関 しては3´-Me-DABとS15 mixtureの 効

果がみ られた.す なわち,こ れ らの薬剤処理 に

よ り腫瘍性の一部 に増 強がみ られた. in vitro

の実 験に関 して,旋 回培養実験や位相差顕微鏡

を用 いた形態学的観察,コ ロニー形成率 の実験

では上記薬剤の効 果が み られた.し か し細胞増

殖曲線や発癌 剤に対する細胞の抵抗性等に関 し

ては上記薬剤の効 果は一部分 を除 いて著明では

なかった.こ れに関 して,今 日迄 の多 くの論文
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か らも明 らかな ように,培 養上の反応 としては,

形 態学的変化 ・旋 回培養実験 ・軟寒天内での コ

ロニー形成能な ど,種 々の ものがあ るが これ ら

は使用す る細胞 ・各種実験条件等に よって動物

復 元性 と相関す るもの もあるが,そ うで ない も

の もあ る.

又, 3´-Me-DABの 濃 度の効果,お よびS15

 mixtureの 代 謝等に関 しては,更 に詳細な検討

の余地が ある.

尚本論文の要旨は第40回 日本癌学会総会(札 幌)

において発表 した.

稿 を終るにあた り本研究の御指導 ・御校閲を賜っ

た佐藤二郎教授に謹んで感謝の意を表 します.又,

直接御指導を受けた常盤孝義講師には心から感謝の

意を表 します.
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写 真 説 明

写 真 は す べ て位 相 差 顕 微 鏡 写 真 を示 す.

写 真1, 2: CL 20-C細 胞.コ ロニ ー 辺 縁 は比 較 的 平 滑 で細 胞 は 比較 的 そ ろ っ て い る.コ ン トロー ル. (×200)

写 真3, 4: CL 20-CS細 胞.こ れ は 上 記 の もの とあ ま り変 わ らな い. (×200)

写 真5, 6: CL 20-D8細 胞.巨 細 胞 が 中 心 部 に や や 多 く辺 縁 部 に や や 少 な くみ られ る. (×200)

写 真7, 8: CL 20-D8S細 胞.核 分 裂 像 が 多数 み られ 細 胞 の 大 小 不 同 が 著 しい. Piling-upの 像 もみ られ る.

 (×200)

写 真9, 10: CL 20-D400細 胞.多 核 巨細 胞 と核 分 裂 像 を み る こ とが で き る. (×200)

写 真11, 12: CL 20-D400S細 胞.多 核 巨細胞 がみ られ 核 分 裂 像 も 多見 され る.細 胞 の 大 小 不 同 が 著 明 でPiling

upも み ら れ る. (×200)

写 真13, 14: CL 20-C細 胞 の 細 胞 塊 の像.コ ン トロ ー ル. (×100)

写 真15, 16: CL 20-D400S細 胞 の 細 胞 塊 の 像. CL 20-C細 胞 の 細 胞 塊 に くらべCL 20-D400S細 胞 の 旋 回培 養

に よ っ て形 成 され た 細 胞 塊 は か な り大 きい.又,後 者 の そ れ は も りあ が っ て い る像 を呈 す る.

 (×100)
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The effect of 3•L-methy 1-4-dimethylaminoazobenzene (3•L-Me-DAB)

 in the presence or absence of liver microsomes 

(S15 mixture) on cloned liver cell line derived 

from a rat fed 4-dimethylaminoazobenzene

Part 1

Some biological properties of 3•L-Me-DAB treated cells.

Syoichi NISHIYAMA

Division of Pathology, Cancer Institute Okayama University Medical School

(Director: Prof. J. Sato)

A cloned strain, CL20, which was derived from the liver of rats fed 4-dimethylamino

azobenzene had low tumor-producing capacity, but had high tumor producing capacity 

after treatment of the cells with 3•L-Me-DAB in the presence or absence of S15 mixture.

 The size of tumors produced at 60days after back-transplantation of the cells treated 

with 3•L-Me-DAB in the presence or absence of S15 mixture was larger than that of the 

non-treated control cells. Similar results were obtained for the weight of tumors pro

duced at 90days after back-transplantation. Treatment of the cells with 3•L-Me-DAB 

in the presence or absence of S15 mixture produced morphological changes of cells in 

vitro.

The plating efficiency and the size of aggregates formed by rotation culture were 

higher in treated cells than in control cells. A few differences in growth patterns and 

in the resistances to the toxic effects of 3•L-Me-DAB in the presence or absence of S15 

mixture were found between treated and control cells.

These findings suggested that cell malignancy was promoted by the treatment of 

3•L-Me-DAB in the presence or absence of S15 mixture.


