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培養 した組織および細胞 の増殖 においては,細 胞数

の増加 だけで な く,細 胞容積 の 増大や種 々 の 化学 的

組成 の 変化等 が 認め られて おり,こ れ らの変化 を定

量的 に測定す るため に種 々 の 方法 が 用 いられてきた

(Evansetal.,1951;OyamaandEagle,1956;

Katsutaetal.,1957;Kuroda,1964).近 年では細

胞増殖率 の測定 には主 としてEvansetal,(1951)に

よ り開発 された重複培養法を用 いた細胞数あるいは核

数算定法が用い られている.こ の方法で は細胞 を培養

器壁 より遊離 させ細胞懸濁液を調製 し,血 球 計算板 あ

るいは電気式細胞数算定器 を用 いて細胞数を測定 して

いるが,1本 の 培養瓶が1回 の 測定 に用 い られ るた

め,細 胞数 の継時的変化 を追跡す るためには多数の培

養を行 う必要が ある.ま た,細 胞懸濁液の調製法およ

び細胞数測定法 に由来 する測定誤差が生 じやす いこと

か ら,十 分 な精度を得 るためには各測定点 について も

複数の培養が必要 とされる.

われわれはこのよ うな操作上の繁雑 さを除去 し,測

定誤差を少な くする ことを 目的 として,培 養器壁に付

着 している細胞の増殖を継時的に測定す る方法を考案

した.本 法 は同一 の細胞の増殖 を継続 して観 察す るこ

とがで き,方 法が簡便であるばか りでな く,他 の実験

との複合が容易であるという利点 を有 している。

ここで は本法 を用 いて まず細胞 の増殖 に及ぼす細胞

濃度 の影響 について調べ,細 胞 まき込 み濃度 を決定 し

た,つ いで,培 養液成分 による影響を明 らかにす るた

め,無 血清培地 および平衡塩類溶液中での細胞の増殖

あるいは生存 を調べた.さ らに,脂 溶性化合物添加の

際 の溶剤 となりうる両性溶媒 の検索を 目的 として,細

胞凍結保護剤 と して用い られているジメチルスルホキ

シ ド(DMSO)の 細胞毒性 につい て調べ,そ の添加条

件 について検討 した.

実 験 材 料 お よ び 方 法

細胞 の培 養:Ratfetallung(RFL)細 胞 は10%

仔 牛 血 清(千 葉血 清研 究 所製)お よ び0.029%L一 グ

ル タ ミ ンを 添 加 したEagleMEM培 地(日 水 製 薬,

No.1)を 用 い て継 代 した.細 胞 の洗 浄 に はDulbecco

の平 衡 塩 類溶 液(DulbeccoandVogt,1954)か ら

CaC12を 除 いた りん酸 緩 衝 液(PBS,ll中 にNaC1

8.00g,KC10.20g,Na2HPO41.15gお よ びKH2

PO40.209を 含 む;pH7.4)を 用 いた.細 胞 の剥 離

に は 結 晶 ト リ プ シ ン(持 田 製 薬製)を200HUM

(HemoglobinUnitofMochida)1mlの 濃度 に



PBSに 溶解 した ものを 用 いた.他 の試薬 はすべ

て和光特級を用 いた.

細胞増殖 曲線の作製:ト リプ シン処理 によ り集

めた細胞 を培地 に懸濁 し,血 球計算板を用 いて細

胞数を測定 して必要 とす る濃度の細胞懸濁液 を調

製 した.こ の懸濁液をMA-30角 型培養瓶 にまき

込み,一 夜培養 して細胞を付着 させたのち培地交

換を行 い,浮 遊細胞 および細胞の破片等 を除去 し

た.次 に培養瓶 の細胞付着面 の外側 に内径1mm

の円を貼 り付 け,位 相差顕微鏡を用 いて円内の細

胞数を継時 的に測定 した.

各 試験区 ともに5点 測定 し,測 定 開始時の細胞

数 に対す る倍加率を各点 につ いて計算 し,そ の平

均値および標準偏差を求 めた,

結 果 お よ び 考 察

1.細 胞の増殖に及ぼす細胞濃度 の影響

0.4～4.0×104個/mlの 細胞懸濁液を調製 し,

その5m1をMA-30型 培養瓶 にまき込み,一 夜

培養 して細胞を付着 させた。測定開始時 にお ける

円内細胞数 の 平均値 および 標準偏差 をTablel

に示 したが,ま き込み濃度2.4×104個/ml以 上

で は標準偏差 は平均値 の20%以 内 であつたのに

対 し,そ の割合は細胞濃度の減少 にと もない増大

し,0.4×104個/mlで は50%以 上 の 値を 示 し

た.こ のような部域差 は主 として培養瓶の底 面が

完全な平面でないため,中 央部の細胞濃度がやや

高 くなることに起因 してい る.細 胞塊の存在 もま

た このようなば らつきの原因 となるため,細 胞の

分散は十分 に行 う必要が あつた.こ の結果 は細胞

濃度 が高 い程均一 な細胞分布が得 られることを示

す もので あつた.

Table 1. Cell numbers in circles at the 

biginning of cell counting.

この円内細胞数を継時的 に測定 し,測 定開始時の細

胞数 に対す る倍加率を各測定点 について求め,そ の平

均値 および標準偏 差を計算 した.Fig.1に 示 した 様

Fig. 1. Effect of cellular concentration on 
propagation of RFL cells. Trypsinized cells 
were resuspended in Eagle MEM medium 
supplemented with 10 % calf serum and  0.029 
% glutamine at various concentrations, then 
seeded in MA-30 culture flasks and incubated 
overnight. After a medium change, 5 circles 
which had an 1 mm inner diameter were 
attached under the flatt bottom of flasks 
and cell numbers in these circles were 
counted periodically. Cellular concentrations 
at inoculation were shown at upper side of 
each figures. Data were treated statistical-
ly to calculate average propagation rate and 
its standard error.

に各時間 にお ける細胞倍加率の標準偏差 は測定 開始時

の円内細胞数の標 準偏差 と同一の傾 向を示 し,細 胞濃

度が高 い程小 さな値を示 した.こ の細胞倍加率の標準

偏差 は2.4～4.0×104個/mlで は平均値の10%以 内

の値 を与え,部 域差 による影響は大 きい ものではなか

つた.し か しなが ら0.4×104個/mlで は標準偏差 は

最大で平均値の35%に 達 した.

また,ま き込み濃度が高 い場 合の増殖曲線 は良好な

直線性を示 し,こ れ らの細胞が対数増殖期 にある こと

が明 らかで あるが,濃 度 の減少 にともな い直線性 が失

なわれる傾向を示 した.培 養細胞はまきかえ後数時間

で完全に培養瓶の底 に付着 し,通 常約6時 間後よ り分



裂像を観察 しうる様 になる.こ の間増殖 は起 こらない

が,こ の分裂開始 までの時間 は細胞 まき込 み濃度の減

少 とともに長 くなる.こ れは細胞分裂を行 うためには

トリプシン処理 により生 じた損傷(SnowandAllen,

1970)を 修復す る必要があ り,ま た細胞増殖 には細胞

自身が分泌する物質が十分な濃度で存在する必要が あ

ること(PuckandMarcus,1955)な どによる もの

と思 われ る.こ のような増殖遅延期の存在は低濃度で

の平均的細胞倍加時間 の増大を もた らした.Fig.2に

示 した様 に細胞数の増加 にともない倍加時間は直線的

に減少 し,0.4×104個/mlの3G時 間 に 対 し,4.0×

104個/mlで は19.5時 間であつ た.

前述の濃度 に細胞を まき,一 夜培養後細胞 をPBS

で2回 洗浄 して血清成分を除去 した.つ いで無血清培

地中で一定時間培養 した後,血 清を含む通常培地 と交

換 して さらに培養を続けた.Fig.3に 示 した様 に,細

胞 は無血清培地中で も増殖 しえたが,増 殖速度 は通常

培地中の3分 の1に 低下 し,倍 加時間 は約65時 間 で

あつた.こ の増殖 も約50時 間後 には停止 し,以 後細

胞数は減少 した.し たがつて細胞 は無血清培地中で も

1回 分裂す ることは可能で あるが,そ れ以上の分裂 に

は血清成分 を必要 とする ものと思われる.

Fig. 2. Effect of cellular concentration 

on doubling time.

以上 の結果 はまき込 み細胞濃度が高 い程測定 精度 お

よび増殖が良好である ことを示 している.し か しなが

ら本法では円内細胞数 が200個 を こえると測定 困難 と

なるため,測 定開始時 の 円内細胞数は50個 前後 であ

ることが望 ま しい.こ の条件 に合致 す るまき込み 濃

度 は2.4お よび3.2×I04個/mlで あつたが,こ の濃

度領域で は測定精度 および増殖のいず れにおいて も良

好な結果 を与 えた.そ こで以後の実験 では細胞 まき込

み濃度 は3.2×104個/m1で 行つた.

2.無 血清培地中およびPBS中 での細胞の増殖

細胞 の増殖 には血清をは じめ とする天然成分の添加

が必要であ り,通 常10な い し20%の 血清を添加 した

合成培地を用 いて細胞 の培養を行つている.し か しな

が ら血清は多く の未 知物質を含んでお り,種 々の物質

の細胞 への作用を調べる場合 には血清を除去する こと

が望ま しい.特 に近年では血清 は細胞 へのホルモ ンの

給源 として重要視 されは じめてお り(Hutchingsand

Sato,1978),細 胞 に対 する ホルモ ン作用 の研究 にお

い ては血清の除去は不可欠であ るといえる.そ こで無

血清培地 中でのRFL細 胞の増殖 につ いて検討 した.

Fig. 3. Cellular propagation in the serum-
free synthesized medium. Cells were in-
cubated with the serum-free synthesized 
medium for 0 hr (.—.), 6 hr  (.—A) and 
24 hr (a—s), or continuously (0-0). Then, 
the medium was changed with the normal 
one containing calf serum, and further 
incubated to count cell numbers. In this 
figure, standard errors were omitted.

つ ぎに,24時 間無血清培地 中で培 養後通常培地 と交

換 して培養を続 けると,細 胞 は 培地交換後12時 間 目

まで は無血 清培地中 と同様 に遅 い増殖を示 し,そ の後

は通常培地 中 とほぼ等 速度で増殖 した.こ のことは無

血 清培地中で24時 間培養を行つた 場合で も,細 胞増

殖能 には 損傷 は 生 じていないことを 示 している.ま

た,こ こで 見 られた 増殖速度回復 における遅れ は12

時間および6時 間無血清培地 中で培養 された細胞 にお

いても認め られてお り,増 殖速度の回復 には単 に血清

成分の取 り込 みだけでなく,細 胞成分の合成が必要で



あることを示唆 した,な お6時 間処理細胞の48時 間

後 における細胞倍加率 は通常培地中で培養 した ものと

くらべやや低 い値を示 したが,有 意差 は認 められなか

つた.

つ ぎに,同 様 な方法でPBS中 における細胞の増殖

を調べ,Fig.4に その結果 を示 した.PBSは 主 とし

て細胞の洗浄 に用 いられる平衡塩類溶液であるが,こ

の溶液中では細胞 は生存できず,60時 間後 には付着細

胞数 は測定開始 時の10%以 下 に減少 した.Fig・4に

はPBS中 で24時 間培養後通常培地中で培養 した 細

胞 の生存曲線を示 したが,こ の場合 もPBS中 で継続

して培養 した場合 と全 く同様 な細胞数の減少を示 し,

細胞 は修復不能 の 損傷を うけた ものと思 われる.一

方,PBS中 で12時 間培養 した 細胞 は 測定 開始時 の

57%ま で減少 した後増殖能を回復 し,6時 間培養 した

細胞は培地交換後6時 間の増殖停止 のの ち正常 な増殖

を行つた.し たがつて糖,ア ミノ酸,ビ タ ミン等 の栄

養成分 を全 く含 まないPBS中 上は6時 間以上 の培養i

を行 うと決定的損傷を うけ死滅する細胞が出現するこ

とが明 らか となつた.

3.細 胞の増殖に及ぼすDMSOの 影響

われわれは種 々の生体成 分が細胞 に及ぼす影響 につ

いて検討を行 つてきたが(Murakamietal.,1975,

1978a,b;Yamadaetal.,1979),こ れ らの化合 物

には水溶性 の ものばか りではな く脂溶性化合物 もまた

存在 してお り,細 胞毒性の低 い両性溶媒 が必要で あつ

た.DMSOは 細胞 の凍結 における傷害保護剤 と して

用 い られてお り,グ リセ リンを使用 した場合 とくらべ,

よ り高 い 細胞生存率 が 得 られている(Dougherty,

1962).ま たDMSOは 種々の化合物 に対 し良好 な 溶

剤であ り,細 胞への添加用溶剤 としてす ぐれていると

考え られたので,細 胞増殖 に及ぼすDMSO濃 度 およ

び処理 時間 による影 響を調べた.細 胞 の培養 はすべて

10%仔 牛血 清添加培地中で行つた.

まずDMSO処 理時間 は6時 間 とし,DMSO濃 度

を変えて細胞 の増殖を調べた.Fig.5に 示 した 様 に

処理濃度1%で は細胞の増殖 はやや抑制されたが,非

処理細胞 との間 に有意差 は認 め られなかつ た.一 方,

処理濃度2%で は明 らかに抑制効果 が認め られ,4%

上 はわずかなが ら細胞数の減少が観察 され,い ずれの

場合 も明 らかに細胞毒性を示 した,し か しなが ら両試

験 区と もにDMSO除 去後 は非処理細胞 と同様 に増殖

したことは細胞増殖能が この処理 により恒久 的な傷害

を うけていない ことを示唆 している.

Fig. 4. Cellular propagation in a balanced 

salts solution, PBS. Cells were incubated 

with PBS for 0 hr  (•œ-•œ), 6 hr  (•£-•£), 12 

hr  (•¡-•¡) and 24 hr (•›-•›), and then incu-

bated with the normal medium to count 

cell numbers.

これ らの結果 はPBS中 で は6時 間以 内の培養であ

れ ば,細 胞 は生存 しうるが細胞が うける損傷 も大 きい

と考え られ,短 時間の処理 にのみ有効であることを示

唆 した,一 方,無 血清培地中で増殖速度 は低下す るも

のの,50時 間以 内の処理で は増殖が可能上あ り,通 常

培地 と交換す ることによ り再 び 正常な 増 殖を 行 いえ

た.こ のことはPBSの 場合 とくらべかな りの長時間

にわた り種々の栄養物質が細胞増殖 に及ぼす影響 につ

いて無血清培地中で調べ うることを示唆 して いる.

Fig. 5. Effect of dimethyl  sulfoxide, 

DMSO, on cellular propagation. Cells 

were treated with the medium contain-

ing 0 %  (•œ-•œ), 1 %  (0-0), 2  %  (•£-•£) 

and 4 % DMSO  (•¡-•¡) for 6 hr, or  1 

% DMSO continuously  (•›-•›).

つ ぎに6時 間 の処理 ではほとん ど抑制効果が認め ら

れなかつた1%DMSO中 上継続 して培養 を行つた と

ころ,明 らかに増殖速度の低下が認め られた.こ の こ

とはDMSO濃 度1%に おいて も処理時間は最少限 に



とどめ るべ きで あることを示 しているが,30時 間 の処

理後 も細胞数 の減少 は認め られないので,細 胞死 とそ

れにともな う耐性細胞 の選択 は起つていないもの と思

われ る.し たがつて 必要 な場合 は1%DMSO中 で

30時 間以 内の処理を行ない うるもの と思 われる.

以上述べてきた様 に本法 では種 々の条件下 における

細胞の増 殖を簡便かつ高精度で測定す ることが可能で

あつた.わ れわれは本法を用いて細胞が無血 清培地中

で も増殖 しうる ことを明 らかに し,さ らに1%DMSO

添加培地中で も増殖可能であ ることを示 したが,こ れ

らの系 は培養細胞 の栄養要求性 および薬剤耐性 の検討

において有効であ ると考 え られ る.

要 約

従来 の重複培養法 とくらべ簡便かつ高精度の細胞増

殖率測定法を考案 し,実 施条件 について若干の検討 を

行つた,ま ず細胞濃度の増殖 に及ぼす影響 につ いて調

べ,細 胞まき込 み濃度 はMA-30型 培養瓶 を 用 いる

場合は3.2×104個/mlが 適当であ ることを見出 した.

つ ぎに培養液成分の影響 につ いて調べ,細 胞 は無血清

培地中で も50時 間 にわた り増殖能を 維持 しうること

を明 らかに した.一 方PBS中 で は細胞数 の減少 が認

め られなかつたの は初期 の6時 間 にすぎず,細 胞の生

存 は比較的短時間 しか可能で なかつた.ま たDMSO

添加 によ る影響 につ いて も検討 し,1%,6時 間処理

で は細胞の増殖 に殆ん ど影響 を及ぼ さなかつたことか

ら,DMSOが 脂溶性化合物添加試験 において良好 な

溶剤 とな りうることを明 らかに した.
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                                 Summary 

   We deviced a new method for measurement of cell propagation rate which 
was more easy and accurate than the conventional "replicate culture method", and 
discussed on some experimental conditions. At first, the effect of cellular concent-
ration on propagation was studied to determine the optimum concentration at 
seeding. When MA-30 culture flask was used, the optimum one was  3.2  x104 cells/ 
ml. 
   Then, the effect of medium components was studied and it became apparent 
that RFL cells could divide at least one time and propagate for 50 hours even in 
the serum-free synthesized medium. On the other hand, the cells could not pro-

pagate but begin to liberate from the glass wall of the culture flask after 6 hour-
incubation in a balanced salts solution, PBS. Thus the period of PBS treatment 
should be restricted within 6 hours. 

   Furthermore, cellular toxicity of dimethyl sulfoxide, DMSO, was tested to know 
its permissible concentration. Since the treatment with I % DMSO for 6 hours had 
little effect on the propagation of RFL cells, this reagent may be a good solvent 
in addition tests of water-insoluble substances.


