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第1章　 緒 言

組織培養法 の研究 はHarrieon13)が1907年 蛙 の淋

巴内でその神経線維が成長す るのを発見 して以来,

多 くの先学 のたゆみない努力に よ つ て 行 わ れ,次

第 に 改 良 を 加 え られ て来 た.即 ちMaximow21)

のdoublecoverslip法, Carrel3)の カ レル瓶 法,

 Maitland-Maitland20)の 静 置法, Carrel2)に よ り創

案 されGey11)に よ つ て実用化 された回転培養法等

が次 々と発表 され,今 や組織培養 は個 々の生 きた細

胞を体外に取 出 して直接にその形態並 に機能を観 察

し得 ることにより,細 胞生 理の研究 に偉大な る寄与

をな しつつある.特 に最 近癌研究 に於 ける組織培養

の応用は目覚 しいものがあ る.抑 々腫瘍組織の体 外

培養は1910年Carrel & Burrow1)がRous家 鶏 肉

腫, Jensenラ ッテ肉 腫 等 を培養 したのに初 まり,

相 継で人及 び動物の癌組織の体外培養特 に長期継 代

培養 並びに株化が試み られている.即 ちFiacher10)

はErlichの マ ウス癌 を用 いて恒久培養 に成功 し,

 Gey12)は 人の子宮頸部癌 か らHeLa株 細胞を樹立

した.殊 にHeLa株 はEarle28)等 がマウスの正常

皮下組織から線維芽細胞の純培養を行つて樹立 した

L株 細胞と共に,ガ ラス面で増殖させることが出来,

且 つ トリプシン処 理 により均等な細胞浮游液とな

り得る利点を有するので,こ の培養株を使つての個

々の生きた癌細胞の形態並びに機能の観察や制癌剤,

抗癌血清の効果判定試験等に目覚ましい成果を挙げ

つつある.本 邦に於て も篠崎鋤 は被覆法を用いて

Brown-Pearce家 兎癌の培養を行い,そ の組織増生

様式,生 体染色,発 育促進物質等の検討を行つてい

る.又 勝田はラッテ腹水肝癌細胞の液体培養による

吾邦最初の株化に成功 し,こ れを用いて培養液組成

の検討を行つている.

本編に於ては長期継代培養に便利で最近専ら用い

られている回転培養法に よ り, Bashford癌 の培養

を試みた.抑 々Bashford癌 は1907年 マウス乳腺に

自然発生 し,後 にLondon王 立癌研究会が 可移植

性固形マウス癌として確立 したもので,本 癌の組織
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培養に就いては既に1924年 にLumsdenl9)が 被覆法

にて培養を行い紫外線の影響に就いて検討を行つて

いるのに初ま り, 1931年 にはPybus27)が, 1932年

にはLudford18)が 夫々同方法 で培養を行い培養液

中の発育促進物質並びに発育抑制物質の検討や組織

増生様式,生 体染色,出 現細胞の形態等の観察を行

つている.私 は一歩進めて長期の観察に有利な回転

培養法を用いて本癌の培養を行い増生様式並びに増

生度を観察 し,癌 細胞の増生に有利な培養条件殊に

培養液の組成を検索 し,い ささか新知見を得たので

茲に報告する.

第2章　 実験材料並びに実験方法

第1節　 実験材料

Ⅰ) 培養組織:　 実験に使用 したBashford癌 は

木村36)や和合44)の 言つているように,比 較的容易

に移植が可能である固形癌であつて,そ の癌組織片

を得るために凡そ15日毎に雑系マウスへ累代移植を

行つた.即 ち背部皮下に拇指頭大の固形癌腫瘍を有

するマウスを撲殺 して腫瘍を摘出し,シ ャーレ内で

鋏にて細切粥状 とし,こ れに リンゲル氏液を注入混

和した後に注射筒内に吸引し,こ の懸濁液を0.5cc

つつ体重8g前 後のマウスの背部皮下に接種 した.

多 くの場合,移 植後約1週 間で皮下に比較的境界判

然たる小豆大の腫瘤を触れ,漸 次腫大しつつ3週 間

前後で拇指頭大以上に及ぶ境界判然たる腫瘍を形成

するに至る.し かしマウスは何れも元気で被毛も光

沢を失なわず,痩 削することも少い.私 の接種成功

率は通算 して80.6%で あつた.培 養に当つては移植

後2週 間前後でやや硬 く,潰 瘍形成のない中指乃至

拇指頭大の腫瘍を有するマウスをその都度撲殺 して

用いた.腫 瘍が拇指頭大以上となり,時 日を経過 し

て硬度柔軟或は仮性波動を呈するものは,腫 瘍実質

細胞の大部分が出血,軟 化,壊 死を来し嚢腫様の状

態を呈 していることが多 く,か かるものは勿論培養

には適さない.従 つて培養組織片は割面が淡紅白色

半透明の感あ る光沢を有する部分を選択することが

必要であつてこの選択は腫瘍の採取時期と共に培養

成績を左右する大きな因子である.勿 論,以 上の操

作は後述する培養操作と共に絶対無菌的であること

が必要である.

Ⅱ) 血清:　 採血に用いる家鶏,家 兎,ラ ッテは

予め12～24時 間絶食させておく.鶏 は雄成鶏の翼静

脈より採血 し,家 兎及びラッテは必臓穿刺によつて

探血 した,こ れ等は直に或は血餅収縮をまつて3.000

回転20分間遠心沈澱して血漬を分離し,ワ氏試験管

に分注,氷 室に保存 し, 1～3日 の内に使用した.

血清の非働化は56℃ に保つた水槽中で30分 間加温

する方法を用いた.

Ⅲ) 鶏胎圧搾液:　 入卵後8～9日 目の鶏胎児を

塩類溶液(リ ンゲル氏液)中 に取出して洗滌し,圧

搾器にかけて粥状としてワ氏試験管に分注し,直 ち

に或は1昼 夜氷室に放置後,遠 心沈澱して上澄を1

～2日 の内に使用した.以 下鶏胎圧搾液をC. E. E.

と略称する.

Ⅳ)　人工培養液: 市 販め人 プ ラス マ並び に

T. C.メ ヂウムNo. 199を 用いた.

第1図　 各 種 培 養 管

第2節　 実験方法

Ⅰ) 培養方法:　 Carrelに より創案されGeyに

よつて実用化された回転培養法を用いた.即 ち恒温

器内におさめられ5 の゚傾斜を保つた回転 ドラムに培

養試験管をはめ込んだままゆつ くり回転させる方法

で,こ れにより培養管の内壁に移植された組織片が

培養液と空気に一定時間つつ交互に接 し得るように

なり,培 養液の撹拌 と細胞の成長に極めて好適とな

るものである.培 養管としては第1図 の如きWゴ ム

栓付の長さ16cmの 平 型硬質硝子試験管及び長さ

9cmの 位相差顕微鏡用平型小試験管を用いた.之

等培養管や ピペ ット.シ ャ-レ,ワ 氏試験管,注 射

器等のガラス器具は水洗乾燥後クロム硫酸中に1～

2時 間或は更に24時間浸 した後取出し充分に流水中

にて洗滌, 1昼 夜流水中に放置,更 に蒸溜永で洗つ

て乾燥後120℃ 2時 間 乾熱滅菌 して用いた. Wゴ

ム栓,メ ス,ピ ンセ ット,鋏 等は30分以上煮沸消毒

して用い,培 養中必要に応じ火焔滅菌も行つた.実

験に当つては,摘 出 した腫瘍組織はシャーレに移し

て培養室に持ち来り, 7%重 曹水にてpH 7.6に 調
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整せるハンク氏液にて洗滌.こ れをグ レーフエ刀に

て凡そ1×1粍 に細切 レ,そ の組織片を直接培養管

壁 に1cm間 隔で3個 移植した.組 織片が凡そ30分

後やや乾燥 してガラス壁に密着 した時これに7%重

曹水にてpH 7.6に調製せる培養液 を各 々1.5cc

注入し, Wゴ ム栓にて密封,し5°に傾斜せる回転 ドラ

ムに挿入, 1時 間12回転, 37℃ に保ちつつ培養を

行つた.培 養は各種組成の培地を同時に調整 し,1

個の腫瘍より撰択採取した培養組織片を用いて同時

培養を行つた.な お,位 相差顕微鏡用平型小試験管

には組織片1個 を植え培養 液 は0.3ccを 用いた.

培養液は途中交換することな くそのままの状態で観

察した.

Ⅱ) 観察方法:　 増生細胞の種類や増生帯の様相

は,培 養第1日 目より9日 目前後まで順を追つて平

型培養管を回転 ドラムより取出し, 37℃ に保つた

顕微鏡保温箱内で明視野400× で観察 し,観 察終れ

ば再び回転 ドラム内に納めた.増 生面積の測定には

アツべの描画器を用い,培 養組織の輪廓を紙面上に

24時間毎に描いて行き,後 でプラニメータ-で 面積

を測定した.又 比較成長価は培養後の面積から最初

の面積を減 じたもの即ち絶対成長価を更に最初の面

積で割つて算出した.又 別に培養管内の細胞核数を

培養日数を追つて測定し,各 培養液に於ける細胞の

増生度を比較 した.即 ち,ま ず培養管を回転 ドラム

より取出し,培 養液を捨て,リ ンゲル氏液で一度軽

く洗滌した後,白 金耳にて機械的に増生帯及び原組

織を剥離 し,次 いで0.3%のDisodim ethylene

diaminetetra acetate (EDTA)液 約5ccを 加え,

 30分間37℃ の恒温 槽中 に入れてよ く振盪 して細

胞の浮游液とする.次 いでこの浮游液を目盛付スピ

ッツグラスに移 し, 1,000回 転5分 間遠沈し,細 胞

沈渣0.5ccを 残 して上 澄を捨 て,こ れ に蒸 溜水

1,000㏄,枸 〓酸21g,ク リス タル紫500mg,フ

ォルマ リン原液約10滴 なる組成の枸櫞 酸溶 液4cc

を加えて,再 び37℃ の恒温槽中に入れて30分間よ

く振盪 した後, 1,000回 転10分 間遠沈する.次 いで

残 りが正確に1ccと な るよ うに上澄をピペットに

て取去る.残 つた1ccの 液をピペ ットで静 か.に且

つ享分に撹拌 し,均 等な細胞浮游液としてBurker

の計算盤に移 し,全 区劃内の核数を数え,こ れを9

で割つて10,000倍 し,一 培養管当りの細胞核数を算

出した.

又位相差用平型小試験管を用いて培養 したもので

16粍映画撮影(20秒1駒)を 行い,細 胞増生の様相

を観察した.

第3章　 実 験 成 績

第1節　 組織増生の経過並びに増生様式

組織増生様式並びに増生面積は数種の異 る組成の

培養液で同時に夫々3回 培養 し,合 計, 27,片の組織片

に就いて測定 し,そ れを比較 した.

培養経過 日数による組織増生の推移を見るに全般

的に培養24～48時 間では線維芽細胞が原組織周辺よ

り放線状に突出し,組 織球が少数遊出しているのが

認められる.次 いで癌細胞は培養3日 目頃より原組

織辺縁より突起状,或 は膜状,或 は網眼状に増生 し

始め,培 養5～6日 目に最 も強 く増生 し,7～8日

目頃まで増生を続け,そ れ以後は培養液の交換をし

なければ増生を停止 して漸次変性に陥入る.以 上の

如 くして完成 した組織増生帯は第2図 の模型図に示

す如く3つ の部分に区別される.即 ち原組織に最も

近 く数層の厚い癌細胞よりなる中心部,一 層に拡が

る癌細胞のシー トよりなる中間部,孤 立散在せる癌

細胞及び少数の線維芽細胞,組 織球よりなる周辺部

に分たれる.又 癌細胞.線 維芽細胞,組 織球の出現

する割合及びその増生度を観察 しが結果,増 生様式

を次の6型 に分類 し得た(第3図 並び に写真1～

6).

第2図　 増 生 帯 模 型 図

a. 原 組 織

b. 中 心 部

c. 中 間 部

d. 周 辺 部

Ⅰ型:　 線維芽細胞及び組織球が散在性に原組織

の周囲から発育するのみで腫瘍細胞の増生を見ない

もの.

Ⅱ型:　 主 として線維芽細胞と組織球が増生 し一

部に癌細胞を認めるもの.

Ⅲ型:　 主 として癌細胞よりなる狭い膜様増生を

示 し,そ の間に少数の線維芽細胞と組織球が混在す

るもの.

Ⅳ型:　 殆んど癌細胞のみが旺盛なる膜様増生を

示すもの,
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第3図　 増 生 様 式 の 分 類

Ⅴ型:　 Ⅳ型に似るが,中 間部増生帯が網眼状と

なるもの.

Ⅵ型:　 主 として中心部増生帯よりなるもの.

而して以後の培養には殆んど癌細胞のみが旺盛な

る増生を示すⅣ～Ⅴ型を得る目標とした.又 原組織

より培養経過時間に従つて遊出増生を示す状況は,

別に位相差顕微鏡用平型小試験管にて培養せる組織

片を用いて16粍映画に撮影し,そ の増生の模様を詳

細に検討 した.こ れによると原組織周辺にまず現わ

れた線維芽細胞及び組織球は活溌な胞体の伸縮運動

を行いつつ次第に周辺に向つて移動 し,一 方中心部

増生帯にて著 しい分裂増殖を示す癌細胞は溶岩流の

如 く周辺部の線維芽細胞,組 織球を押し出し,周 辺

部に向つて移動 して行 くのが認められた.培 養液の

pHは 培養 日数と共 に酸性に傾き,そ れに伴つて培

養液の色調も淡黄紅色より黄色に変る.こ の変化は

細胞増生の旺盛なものほど早 く且つ強い.最 終pH

は6.6前 後を示すに至る.一 般に癌細胞はpH 7.0～

7.4の 弱 アルカリ性の培養液によ く増生するがpH

に対する適応範囲は比較的広い.培 養温度は37℃

が最適であつて,　40℃ にな ると培養初期はよく増

生を示すが後急速に変性に陥入る.一 般に癌細胞は

38℃ を界とし高温よりも低温によ く耐え得る.

第2節　 各種培養液組成に於ける増生様式

並びに増生度の比較

Ⅰ) 血清の種類による比較:家 鶏,家 兎,ラ ッ

テの非働化 しない血清各々30%,バ ンク氏液65%,

 CEE 5%の 培養 液に於ける増生様式を比較するに

第4図 の如 く,家 鶏血清培地に於いて最も高率にⅣ

型を示し,ラ ッテ血清培地では培養短時間にして線

維芽細胞の遊出増生が見 られ,且 つ癌細胞増生帯中

に比較的多 く混在 しているのが見 られた.従 つてラ

ッテ血清培地では逆に1,Ⅱ,Ⅲ 型を示す率が高か

つた.家 兎血清培地では増生途中よりⅤ型に近い増

生を示す ものが比較的多かつた.又 第5図 に示す如

く,Ⅳ 型及びⅤ型に於ける比較成長価は培養8日 目

で家兎血清培地がやや劣つているが,家 鶏血清及び

ラッテ血清培地では殆んど大差無かつた.し かしラ

ッテ血清培地では線維芽細胞の出現,増 生面積が大

で周辺部増生帯が広いのに反 し,家 鶏血清培地では

癌細胞のシー トよりなる中間部が広かつた.

第4図　 各種血清培地に於ける増生様式の比較

第5図　 各種血清培地に於ける比較成長価

次に家鶏,家 兎,ラ ッテ各血清を非働化したもの
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を夫々30%,ハ ンク氏液65%, CEE 5%な る培養

液に於いて増生様式を比較するに,第6図 の如 く非

働化家鶏血清培地で圧倒的に高率にⅣ型及びⅤ型を

示 し,家 兎並にラッテの夫れは1型 及びⅡ型を示す

率が高かつた.こ の場合も非働化家兎血清培地では

Ⅴ型に近い増生を示すものが比較的多かつた.又 培

養8日 目に於けるⅣ型及びⅤ型の比較成長価は第7

図の如 く各血清のそれと比較してラッテ血清では殆

んど同 じであるが家鶏及び家兎血清では非働化した

培地の方が大なる価を示 した.又 各非働化培地の間

ではラッテ血清がやや劣り次いで家鶏,家 兎血清の

順で増生面積が大であつた.し かし非働化 ラッテ及

び家兎血清培地では周辺部増生帯が広 く,こ れに反

し非働化家鶏血清培地では中間部増生帯が最も広か

つた.

第6図　 各種非働化血清培地に於ける増生

様式の比較

第7図　 各種非働化血清培地に於ける比較

成長価

次に家鶏血清と非働化家鶏血清培地に於ける増生

様式並びに増生度を比較するに,第8図 及び第9図

の如 く非働化家鶏血清培地の方が常に良 くⅣ型増生

を示 し,且 つ増生面積も大であつた.

第8図　 家鶏血清及び非働化家鶏血清培地

に於ける増生様式の比較

第9図　 家鶏血清及び非働化家鶏血清培地

に於ける比較成長価

第10図　 非働化家鶏血清の濃度別培地に於

ける増生様式の比較

(鶏胎圧搾液5%培 地)

第11図　 非働化家鶏血清の濃度別比較成長価

(鶏胎圧搾液5%培 地)

第12図　 非働化家鶏血清濃度別培地に於け

る核数増加の比較

Ⅱ) 非働化家鶏血清の濃 度 によ る比較: CEE

を5%に 一定して非働化家鶏血清の濃度を種々に変

えて培養すると第10図 の如 く増生様式は血清濃度30

～70%の 間では濃度差による影響は殆んどな く,い

づれもⅣ型を示した.し かし血清濃度が10%と なる

と増生は極めて悪 くなり,Ⅱ 型が増加 し,血 清を全

く含まない培地では増生を示さなかつた.増 生面積

は第11図 に示す如く濃度差による影響が強 く.血 清

濃度が増加するにつれて特に中心部増生帯が広 くな

り,こ れに伴つて中間部及び周辺部増生帯も広 くな

るが,血 清濃度70%で は中心部に比 して中間部及び

周辺部の増生帯の巾は狭い.結 局血清濃度50～60%,

ハンク氏液35～45%, CEE 5%の 培養液にて最も大

なる増生を示した.又12図 の如 く培養日数を追つて

培養管内の細胞核数を算定 し細胞の増生度を比較す

るに,比 較成長価の増大に伴つて細胞核数も増加を
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示 し,且 つ血清濃度の増加するにつれて細胞核数も

増加を示 した.

Ⅲ) 鶏胎圧搾液の濃度による比較:次 に非働化

家鶏血清を30%に 一定してCEEの 濃度を種々に変

えで培養すると,第13図 に示す如 く,増 生様式は

CEE 20～30%の 高 濃度に於いてに高率にⅥ型を示

したが, 5～10%の 濃度ではⅣ型を多 く示 し, CEE

を含まない培養液では前述の血清を含まな い培養液

と異なり,細 胞増生は常に見 られⅡ～Ⅲ型を示す率

が比較的多かつた.次 に増生面積は第14図 の如 く培

養, 8日 目ではCEE濃 度 が20, 30%と 高 くな るにつ

れて,主 として中心部増生帯が大 とな り,又 第15図

の如 く細胞核数も夫れに伴つて増加 したが,中 間部

増生帯は狭 くⅥ型増生に似る.こ れに反 してCEE

濃度5%で は中間部増生帯が最 も広 く,且 つ中心部

及び周辺部の増生帯もこれに比例して広かつた.

第13図　 鶏胎圧搾液の濃度別培地に於ける

増生様式の比較

(非働化家鶏血清30%培 地)

第14図　 鶏胎圧搾液の濃度別比較成長価

(非働化家鶏血清30%培 地)

第15図　 鶏胎圧搾液濃度別培地に於ける核

数増加の比較

Ⅳ) その地の培養液に就いて:入 手容易で而も

組成 分明なる培養液を使用して組胞増生が見られ

れは,以 後の培養操作を非常に価略にレて実験成績

も統一出来 るので人 プ ラスマ, T .C. medium No. 199

を 使 用 して培養 を行 つたが第16図 の如 く非働化人プ

ラスマ培地にてかなりにⅥ型を示し中心部増生帯が

広かつ たが,他 は見 るべ き増生 を示 さずT. C.

 medium No. 199単 独では全 く増生を見なかつた.

又非働化家鶏血清培地を用いた培養管に窒素を封入

して培養を行うに.無 酸素状態では原組織周辺に若

干の癌細胞が散在性に増生する像を示すにすぎなか

つた.

第16図　 其他の培養液に於ける増生様式の比較

第4章　 総 括並 びに考按

Bashford癌 の組 織培養に就いての従来の文献を

見るに,い づれも培養癌細胞の系統だつた詳細な生

態観察に欠けている.こ れは被覆法や瓶法では充分

に癌細胞の増生が見 られず,又 植継ぎによる長期培

養が困難なことにより,癌 細胞の長時間の観察が不

可能であつたためと思われる.茲 にBashford癌 を

用いた組織培養に関する二,三 の文献を挙げると,

先Lumsden19)(1924)が 被覆法にて培養を行い,

その増生細胞を通 じて正常組織と悪性腫瘍組織の増

生に於ける紫外線の影響に就いて検討.しているのに

始まり, Pybu827)(1931)はLumsdenと 伺様な培

養法によりBashford癌 の培養を行つて培養条件を

検討 し,培 養材料 としては発育途上にある腫瘍組織

を使用 した方が良好な増生を示 し,マ ウス胎児圧搾

液及び睾丸圧搾液の添加が増生に促 進的に働 き,

 55℃ 30分間加温 した培養液の方が増生をより良好

ならしめたといつている.又Ludford18)(1932)は

マウス,ラ ッテ,家 鶏各血漿並びに血清を用いて各

種の可移植性動物腫瘍の培養を行い,そ の増生の相

違を観察 しているが, Bashford癌 に就いては稀釈

マウス血清で培養すると腫瘍採取の時期を とわず

癌細胞 の増生 が得 られ,ラ ッテ血清 では多くは

Polyblaetが 出現すると言つてい る.又 家鶏血清を

用いるとマウス血清に次いで良 く癌細胞の増生が見

られると言い,さ らに細胞支持体 としての血漿膜の

ある方がよく増生 し,血 漿膜無しに血清のみで培養

するとPolyblastの 出現 が 多 く見 られると述べて
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いる.私 は従来 の短時間の観察より一歩進めて近来

長期継代培養に専 ら用い られている回転培養法によ

りBashford癌 の培養を行い,ま ず最初に常に癌細

胞のみが増生を示す如き培養液組成を検討した.

抑々癌の組織培養に於いて血漿膜を使用した場合

は次第に血漿膜の液化を来 して癌細胞の剥離脱落を

起 し易いことは従来 より諸家により言われて来たが

Baehford癌 に就いてもこの事実を認めた.文 従来

の被覆法の成績と異なり,回 転培養法によれば血漿

膜を使用 しな くとも癌細胞はガラス面に密着 して膜

状或は網眼状の増生を示すことを認めた.

次に血清の種類による癌細胞,線 維芽細胞,組 織

球の増生度を見るに,私 の実験成績ではラッテ血清

培地による培養の場合 はLudfordの 指摘 した如 く,

他の血清培地のそれに比 して線維芽細胞の出現時間

が速 く,且 つ増生度も大で形態も大型で紡錘形のも

のが多かつたが,彼 の成績と異なり可成りの癌細胞

の増生を見た.こ れは被覆法による短時間の培養 と

異なり,培 養組織片が培養液と空気に交互にふれ,

細胞の増生に極めて好適な回転培養法を用いた事に

よると思われる.

増生様式に就いて検討するに,こ の場合も被覆法

による短時間の観察と異なり培養組織を培養 日数を

追つて長時間観察 しえた.殊 に位相差用小型培養管

を用いての16粍映画撮影により従来全 く観察出来て

いなかつた組織増生の様相を眼前に捉えることに成

功 した.即 ち培養初期は原組織周辺に線維芽細胞,

組織球が遊出増生し,活 溌な胞体の伸縮運動をしな

がら周辺部へ向つて位置移動を行つているのが認め

られ,次 いで培養2～3日 目に至ると原組織周辺の

癌細胞は旺盛な分裂を示 し溶岩流の如 く層をなして

周辺に向つて増生 して来る.そ の結果線維芽細胞,

組織球は押し出されて周辺に散在するようになり,

か くして増生組織片は上述した如 く原組織周辺で旺

盛な分裂を示す数層の癌細胞よりなる中心部,そ の

周辺に一層に並んでシー トを形成する癌細胞よりな

る中間部,更 に周辺の孤立せる癌細胞及び少数の線

維芽細胞,組 織球よりなる周辺部の3層 を形成する

に至つた.

更に癌細胞,線 維芽細胞及び組織球の出現する度

合及びその増生度を観察することにより増生様式を

1～W型 に分類しえたが特に殆んど癌細胞のみが旺

盛なる膜様増生を示すⅣ型を得ることを目標にし,

培養液の組成を種々検討 した.増 生様式並びに増生

度は培養液の組成の如何と共に培養組織片採取の時

期及び部位にも相当左右されることが多 く,従 つて

各種培養液に就いての増生様式の比較は,出 来得る

限 り数多く同時培養を認みてその平均値を比較する

ことが必要であつた.実 験に使用した培地に就いて

見るに最も増生度が大で且つ細胞観察並びに長期継

代培養に適する培養液の組成は非働化家鶏血清50～

60%.ハ ンク氏液35～45%, CEE 5%で あつた.而

して血清を含まない培地では細胞増生が見 られず,

血清を多少でも加えたものでは,た とえCEE無 し

でも細胞増生が見られた.こ の場合血清のどの部分

が細胞増生に役立つているかは多 くの議論があるが,

血清が細胞増生に木可欠のものであることは疑う余

地がない.又Pybusが 指摘 していると同様に私の

実験でも56℃ 30分 間 の加温による非働化血清培地

は普通血清培地よりも増生度が大であつた.こ れは

採取直後の血清よりも,氷 室に2～3日 間放置した

血清を使用 した方が概 して良好な増生を示すことか

らしても,血 清中に含まれる発育抑制因子が56℃ 

30分間の加温操作により破壊されたと見ることが隠

当と思われる。

さて培養液は何時如何なる場所でも容易に入手出

来,そ の調製が簡単で大量出来且つ経費も少 く組成

の明かなものが理想である.私 はこの意味で人プラ

スマ, T. C. medium No. 199を 用いて培養を試み

たが,非 働化家鶏血清ほどの良好な成績は得 られな

かつた.

以上要するに従来の被覆法,瓶 法等では仲々癌細

胞の増生が見られず長時間の観察が困 難で あつ た

Bashford癌 も回転培養法を用いることによつて比

較的容易に培養し得た.

第5章　 結 論

回転培養法によりBaehford癌 の培養を行い,培

養液組成,増 生様式を種々検討し,更 に増生の経過

を16mm映 画に撮影 して次の結論を得た.

1) 培養1～2日 後原組織周辺よりまず線維芽細

胞,組 織球の増生並びに遊出を認め,次 いで3日 目

頃より癌細胞の膜様乃至網眼状の増生を来 し培養5

～6日 目で最 もよ く増生 し,培 養7～8日 目まで増

生を示すが培養液の交換を行なわなければ,そ れ以

後は変性し始める.

2) 培養中に出現する癌細胞,線 維芽細胞,組 織

球の増生の度合によつて増生様式を6型 に分 ち得た.

3) 培養液として各種の血清(家 鶏,家 兎,ラ ッ

テ)並 びに夫々の非働化血清を用い,各 種組成の培
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養液を検討した結果非働化家鶏血清50～60%,ハ ン

ク氏液35～45%, CEE 5%な る培養液で最 も良 く増

生を示 した.

擱筆するに当り御懇篤なる御指導と御校閲を賜わ

つた恩師平木教授並びに角南講師に深甚の謝意を表

する.

(本論文の要旨は第17回 日本癌学会総会並びに第

4回 組織培養学会に於いて発表した)

(文献は巻末に一括掲載する)

Studies on Bashford's Carcinoma by Tissue Culture

Part 1. Studies on the tissue growth pattern and the

 composition of the medium in the roller-tube

 tissue of Bashford's carcinoma.

By

Akira Suizu

Department of Internal Medicine Okayama University Medical School
(Director: Prof. Kiyoshi Hiraki)

By means of roller-tube tissue cultur of Bashford's carcinoma the author studied the 
composition of the medium and the tissue growth pattern and also took pictures of the grow
ing tissue by a 16-mm movie camera; and obtained the following results.

1. One to two days after the start of culture fibroblasts and histiocytes grow and 
wander out from the explant, and then from the third day or thereabout the cancer cells 

grow like membrane or meshes, growing most actively during the 5th to 6th day of culture. 
The tissue growth continues up to the 7th-8th day but thereafter cells begin to degenerate 
unless the medium is replaced with a fresh one.

2. By the degree of the growth of cancer cells, fibroblasts and histiocytes, that appear 
during the tissue culture, the growth pattern can be divided into six types. Namely, type 1, 
showing fibroblasts and histiocytes growing out of the explant scatteringly but showing no 
cancer cell growth;

type 2, showing mainly the growth of fibroblasts and histiocytes and a few cancer 
cells;

type 3, showing a narrow membranous growth consisted mainly of cancer cells with a 

few fibroblasts and histiocytes mixel scatteringly among them;
type 4, showing the membranous vigorous growth consited mainly of practically all 

cnncer cells;
type 5, showng the growth almost identical with that of type 4, except the middle 

zone of the growth area is of meshworks; and type 6, consisted mainly of the central 

growth zone.
3. As the result of study on the appropriate combination for the culture medium with 

the use of various sera (chicken, rabbits and rats) and their inactivated sera, it has been 
found that the medium composed of 50-60 per cent of inactivated chicken serum, 35-45 

per cent of Hanks solution, and 5 per cent of chick embryo extract is the most suitable one 
for the tissue growth.
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水 津 論 文 附 図

写真1～6. Bashford癌 組 織の増生 様式(Ⅰ 型 よりⅥ型を示す)HE染 色 ×100.


