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概要 　抗 生 物 質 の 出現 は ， 組 織 培 養 及 び 細 胞培養 の 普 及 発展 に 貢献 し て 来た が ，今 11， 臨床 面 に 於け る と 同 様

に ，組織 及 び 細 胞培養 に 於 て も耐 性菌 の 出現 が 問 題 視 さ れ て い る．

　著 者 等 は ，　（1）す べ て の 耐 性 ブ ド ウ球 菌 に 有 効 で あ る ． （2） 他 の 抗 生 物 質 と の 間 に 交 叉 耐性 が な い ．（3）

耐性菌 を 作 る 事 が 殆 ん ど な い 等 の 諸点 で 注 目 を 集め て い る，　新 た に 開 発 され た 合 成 ぺ ＝シ リ ソ Methocillin

t，C 　t） い て ，そ の 組 織及 び 細 胞 培養 の 培地 内に 対 す る 至 適添加量 を 知 る 目 的で 実験 を 行 っ た ，

　培 養 細 胞 と し て は HeLa 細 胞 を 用 い た ．次 に 細 胞 数 の 算定 に は ，　 neutral 　red を 用 い て 超 生 体 染 色 を 行 い ，
Methocillin の 添加 量 O ，10，100，1

，
000，　 IO，OOOμ91Pa1 の 5 段階に つ い て ， そ の 細 胞 数 の 変 化 を追 跡 し た．

　そ の 結果，Methocillin を 組織 及 び 細 胞培養 の 培地 に 添加 す る 際 に は 50μg！ml が至 適 添 加量 で あ る 事 を 知 っ

た ．

　　　　　　　　　　緒　　 言

　抗生 物質 の 出現 に 伴 ら無菌操作 の 簡易化 は ， 組織培養

の 普及発展に大 い に貢献 して 来 た．特 に，細胞培養法 の

出現 は，そ の 多 くを抗生物質の 出現に負うてい る．今 日

では ，組織及 び細胞培養 は ， 抗生物質 を ぬ きに してぽ 考

え られぬ，

　抗生物質 を雜菌感染予防の 目的 で，組織及 び細 胞培養

Q 培 地 に加 え た場合， 組織細胞 に 封 し比 較的無害であ る

抗 生物質も．

一
定量以上 で は 明 らか に之等組織細胞 に対

して 障害 を 示 す．従 つ て ， 培地内に抗生物質 を添加 す る

際 に は，使 用 せ ん とす る抗 生 物 質 の 細胞 に 対す る 毒性 の

許容量 を，正確 に 把握 して 使用す る事 が 必 要であ る．

　
一

方 、．Penicillin（以下 Pc・） に 女台ま る 各種抗生物質

の 開発に伴 な い ・ 之等各抗 生 物質 に 対 す る耐性菌の 出 現

は ， 治療上 の 大 きな 問題 とな つ てい るが，之等耐性 菌の

出現 は親織及 び 細胞培養に とつ て も重大問題で あ る．

　先 に我 々 は，以 上 の 様 な 耐性菌の 問題解決 に 資 す べ

く， 細胞培養 に 於 け る Kanamycin （以下 KM ） の 至適

添加量を知 る 目的 で ，
HeLa 細胞 を 用い て 実験を行い 報

告 した が，　今回，同様趣旨の 実験 を ，　合成ベ ニ シ リン

Metho 〔ti11in（以 下 Mc ） に つ い て 行 つ た．

　　　　　　　実験材料並 び に方法

　 1） 実験材 料

　培養細胞 と し で は HeLa 細胞 を使用 した ・培地 と し て

は ，
bQvine　serum （20％）十LD （80％）を使用 した．

　 Mc・は ， 明治 製 菓 株式会吐 か ら供与 さ れ た もの を使用

した．

　 2） 実験方法

　 HeLa 細胞の 培養容 器 と して は ， 目盛 付普適短試 を 用

い た （培地 は既報
15 ）

）．

　 培地内に添加 す る Mc ・に つ い て は，　 0，1D， 100，

　1
，
000

，
10，000psg！m1 の 5段階 に 分 1ナ，各 ft の 濃度 の 培

地 内 で HeLa 細胞 e， 培養 し， 培 養2 日 目， 4 日 目， 丁

日 目に細胞数算定 を行 つ た．

　 細胞数算定 に 当っ て は，各 々 の 添加量の 場合 に つ い

て，短試 8本 の 細胞数を か ぞ え，そ の 平均値を以 つ て そ

の 培養 日の 細胞数と した．

　 尚培養開始時には，各短試 に っ き，
HeLa 細胞 2 × IO4

を合む培地 1．5ml を 注入 した．即 ち ， 培養開始時の 細

胞数は 2 × 104で あ つ た．

　 細胞数算定法 と して は ，
neutral 　red 使用 に依 る超生

．篋染色法 を使用 した．即 ち ， 培養開始時には 細胞数 2 ×

104を各短試 に注 入 した が，そ の 後の 細胞数の 変化昂知 る

目的で ， 培養 2 口，4 日，
7 口 目 に各 々 細胞数算定を 行

っ た．そ の 場合 ， ま ず培地 を捨 て，そ の後 trypsin 溶液

　工．5皿 1 を加 え HeLa 細胞 を ガ ヲ ス 壁 か ら落 す 細 胞 が

遊離 した ら，同 量 の neutral 　red （phosphate 　buffered

sQ1・に溶解．濃 R 　5，000 倍．） を こ の t・yp ・in 溶液 の

上 に 加 重 す る． こ の 結果 ， 生 きて い る HeLa 細胞は ，

1
，
000 倍の 濃度の

neutral 　 red で 染色 ざ れ た 事 に な
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2− 2 細 胞 培養 に 於 け る Methocillin の 至 適添加 量 に つ い て 日 産婦 誌 16卷 1 号

る．こ の 染色せ る HeLa 細胞 を，　 3本 の 短試 に つ き計

算 し，その 平均値 を 以つ て その 培養 日の 細胞数 と した．

　 尚，培地 の 交換は 隔 日 に 行 つ た ．

　　　　　　　　　 実験成績

　既述の 如 く，我・セ は Mc ・をそ の 添加濃度 で 5 段階 に わ

け て 培 地 内 に 注 入 し，HeLa 細 胞 の 数 的 変化 を 指 標 と し

て ， その 至適添加量 を知 るべ く実験を行 つ た．そ の 結果

は第 1図に 示 す如くで あ る．
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　前逋の 如 く，培養開始時の 細胞数 は 2XIO
‘ll・5nユ1 で

あ つ た．

　今 ， 各 女 の 添加 量 の 場合に っ い て その 培養経過を 概説

す る。

　Mc 。0， 10， 100ugtmlの 場合 ：

　Mc，　 Opa91皿 1，即 ち培地内に Mc を添：加 しな い 場合 に

は 細 胞数 の 増加 も非 常 に 良 好で あ つ た．又 ，細胞 の
‘C
の

び
，’

も良好 で あ つ た．

　Mc ．10μ9，100μ9iml の 場合 も Oμ91ml の 場合と同様

に，細胞数の 増加 及 び細胞の
“

の び
”

が 良好であ っ た．

しか し， 10μglml の 場合は ，
　 Ongiml の 場合 に 比 して 細

胞数の 増加が や 丶 悪い の が 目立 っ た． 一
方，　10eμ9／ml

の 場合は， OFglm1の 場合に 比 して ，培養 4 日 日以後の

細胞数 の 増加が よ り良好 で あ る の は 注 目 さ れ る．

　Mc ．1
，
　oooμglml の 場合 ：

　 こ の 揚合 には 前 3者 に 比 して 明か に 細 胞数の 増加は悪

か つ た． し か し細 胞 の
「c
の び

”
は 特 に 悪い と云 う亊は な

か つ た．

　Mc ・10，000μglml の 場合 ：

　 こ の 場合に は，以 上 述 べ た 場合 に 比 して ， 第 1 図 か ら

も 明か な 如 く細胞数 の 増加 も悪 く，又，細胞 の
”

の び
”

も悪 か つ た．

　　　　　　　　総括並 び に考按

　抗 生勒質の 出現す る前 までは ， 絶対無菌的に 細胞培養

を継代す る事｝ま殆ん ど不 可 能 と思わ れ て い た． 従 つ て

Carre14）
が，30年間に亘 つ て 鶏胚組織 を 無菌的 に 継代 し

続 け られ た の は 例外 中 の 例外 で あ る と考 え られた。しか

し，抗 生 物質 の 出 現は 之等従来の 通念 を根本 的 に 変 え さ

せ た．緒 言で 亀触 れ た 如 く，今 日の 組織及び細胞培養は

抗生物質 な しで は 考えられ ぬ．

　 以 上 の 如 く，今 E 抗 生 物 質 は，組繊及 び細 胞 培養 に 於

て 口常使用せ られ て お り， 我々 屯組織及 び細胞培養の 培

地や 塩類溶液に Streptomycin （以下 SM ．） と Pc．を

併用添 加 す る 方法 を 用い て い る． 即 ち，SM ．25〜50μg！

ml ，　Pc．50〜 100単位lml をそ の 添加量 と し て い る．

SM ・Pc・に 関 して は， そ の 添加量は 以 上 の 値 が 至 適 て

あ る と見倣 さ れて い る．しか し，抗 生 物質の 添 加 量決定

は，あ くまで も厳密 な 実験 を そ の 基礎 と しな ければな ら

ぬ．そ れは ，緒言で も触れ た如 く， 抗生物質 を雜 菌感染

予 防 の 目的 で 組 織 及び 細 胞 培養の 培 地 に加 え た 場 合，組

織細胞に対 して 比較的無害で あ る抗，怡物質も，一
竃量以

上 では明か に 障害 を 示す事が 知 られ て お り，又 抗 生物 質

の あ る もの は，そ の 有 効 ：量 に 近い 量 で 既 に 細 胞 に 対 し毒

性 が あ る と云 わ れ て い るか らで あ る．

　 PC．にぽ じま る抗生物質 の 出現以来，多 くの 入々 が ，

之 等 抗 生物 質 の 培 地 内 至 適添加 量決定の 実 験報告 を 行 つ

て い る．しか し，抗 生 物質の 培地内至適添加量決定 に 関

す る 実験は ， 以前は，培養組織の 面積増加を測定 して 検

討さ れた も の が多 く，そ の 実験成績は屡 ぐ 相反す る 事が

あ る．細胞培養が 可 能 な 今 目 で は ， 当然再検討 さ る ぺ き

成績で あ ろ う．Oishi （1954） 5｝
は，之等先 入の 実験法 の

不 備 を取 除 い た 方法 を 用 い て 実 験報 告 を行 つ て い る．即

ち，彼 は simplified 　replicate 　tissue   lture　method6 ）

を 用い て，Pc ・，　SM ・，　Aureomycin ，　Terramycin，　Chlo −

romycetin ，
　PAS ，

　 INAH ，
　 Thioacetazon等 広範 な 抗 生

物質及び化学瞭法剤 に っ き，そ の 培地内蓊適添加量決定

の 実験 琵行 つ て い る。今 回の 我 々 の 実験 も原理 は 之 と同

じで あ る、

　
一

方，抗生物質の 出現 に伴 う附性菌発生の 問題は ， 治

療面 に 於 け る と同様 ， 細胞培 養 に於 て も大 き な 聞題 で あ

り，之等耐性 菌 に 依 っ て 培地が汚染 さ れた揚 合には ， 当

然之等耐性菌 に有効 な抗 生 物質が必 要 とな る．先 に 我 々

は ，以 上 の 如 き問題解決 に 資 す べ く，広範な 抗菌 ス ペ ク

トル を 持 ち，且 っ ブ ド ウ状 球菌，大腸菌 に 対す る 耐性獲

得や ， 他剤 との 交叉耐性 を 示す 事が少 な い 等の 諸点で 注

H を集 め て い る Kanam 》cin （以 下 KM ・） ｝ζ つ き s
　 He

La 細胞の 細胞数変化 を指標 と して，そ の 培地内至適添
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五 十 嵐 他

　加量決定の 実験 を 行い ，そ の 値 と しで 50μ9！m1 が 至適短

あ る事 を報 告 した が ，今 回 拠 は ， i司様趣旨の実験 を 合

　麾黛ペ ニ ： シ リン 　Methocilli血　に つ き行i’つ ♂た．

　 抗 生 物質の 最初 に現 わ れ た Pc は ， 耐性 ブ ドウ球菌の

問題及 び そ の副作用等 の た め に一
時は そ の 価値 を失 な つ

た か の 如 く思わ れた が，SC・at研究 改良 の 結果，す ぐれ た

製品が 出現 して い る．今 回 明治 製 菓 株式会瓧 より市眺

れ た Mc・は・その 特長 と して，（ユ）す べ て の 耐性 ブ ドウ

球 菌 に有効 で あ る
TI〜lt ）・（2）他の 抗 隼 物 質 との 間 に 安叉

耐性 が な い ・   黼 的 に作m す る
7’s’91 ． （の耐性菌を

作 る可 能性 が 殆ん どない
四 ・（5）ペ ニ シ リナ ーゼ に 頬 し

て もす こ ぶ る安定 で あ る等の 長所 を有 して い る，又 そ の

適応症 は ・ 従来の ペ ニ シ リン の 適 応 症 の す べ て に有効で

あ る （嬉 2 図 参 照）．

　今 回 我々 は ， こ の よ らな特長 を有 す る Mc．に っ き He
La 細胞 の細胞数変化 を指 標と して ，そ の 培地内至適添加

量 決定の 実験を行 い．そ の 値と して ユ0μ91ml〜 100Ptglml

が 至適量 で あ る事 を知 っ た （第 1図参照）．4 日以 後の 細

胞数増加 の 模様 か ら みれば，　100μ91m1 力茎至 適量 で あ る

とも考 え られ るが ， 3 日迄 は ・・ntr ・1 よ り細胞数増加 は

少な い 点 か ら考 え て 50μ9！ml が 至適添加量で あ ろ う．
以 上我k・　e，： ・ 細胞培養に於 け る 耐性菌感染 の 問題解決

Vcesす べ く M ・・に つ い て 実験 を行b ， そ の 至適添力瞳

は 50μ91ml で あ る事 を知 っ た が
， こ の 事は今後 の 組織及

び細胞培養 に 於 て 大い に意義 を 有す る事 と思わ れ る．
’
な

ぜ な らば ・
R・thbl・t・ G ・H ・・t・ al （1960）

・・1
及 び Klie−

nebe 「ge「−N 。b・1・E （1949）
14 ’

・4）指摘 して 居 る如 く． 株

3− 3

傭 胞の 培養鯲 て ，
P・・の 如 きnt・k 物質齢 常使用 し

て い る と・PPLO 及び濾過性 細菌の L −f・r 皿 を作 る

の で，常 に Pc・を 栄養液 に加え て い る と，之等細 菌の 潜

在的感染 が 起 る 事が 知 られ て い るか らであ る．こ の 事 は

又 ・ 瞠 撫 が培地 や 塩 継 液 の 滅菌 に用 い る濾過の 操

作 は 無意昧 とな る 事 をも意味 しで い る．こ の 点，今 回 開

発 さ れたMc ・は ・ 耐性 菌を作 る 事 が殆ん ど ない と云 われ

て お り， 今後の 組織及 び細 胞 培養に有意義で あ る と思わ

れ る1 又 ・ す べ て の 耐 性 ブ 陟 球菌賄 効で あ る事 は ，

之等耐性菌 の 卸制滅菌に意義を有 す る もの で あ ろ う．

　　　　　　　　　　結　　論

　先 に 我々 は ， KM に つ い て ，　HeLa 細胞 の 細胞数変化
を指標 と して・そ の 培地内至 適添加 量 決定 の 実馳 行 つ

たが ， 今回同様趣旨の 実験 を合成ペ ニ シ リン Mc．に つ

い て 行 つ た・そ の 結果 ． 細胞培養の 培地内 に竝す るM ・．
の 至適添加量は50μglm1 で あ る事 を 知 っ た．

　（緲 に ・ M ・th・ cillin を 供 与 さ れ 棚 治 製難 式会
杜 の 御好意 に 対 し感 謝 の 意 を 表 す る．）
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