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　細 胞蛍光多重測光法 に よるDNA −RNA 同時

定量法は 、細胞動態 の 有用 な解析法 で あ る こ

と 、 及 びそ の 標準化法 を これ まで 報告 して き

た。本研究 は 、（1）プロ ピジウム ・アイオダイ ド（PD

蛍光染色を最近 試作開発 し た 自動 ス テ
ージ顕

微蛍光測光装置 （NIKON 　PI− AUTO ）に 応

用 し たDNA −RNA 定量法を案出す る、（2｝従来

用 い て き た ア ク リ ジ ン ・オ レ ン ジ （AO ）に よ る

解析 と比較 する、（3）細胞 の RN △量変動の 意義

を検索 す る 、
こ と を 目的と し た 。

〔材料と方法 〕ラ ッ トの単離肝細胞 の 塗 抹標

本 を作製後 、 70％冷 エ タ ノ
ー

ル 固定し た 。 PI

染色後 、 まず 自動 ス テ ージ 機構で 各細胞 の 座

標位置、並 び に核数 を決定 し 、個々 の 細胞 の

DNA ＋RNA 量 を測光 定量 し た 。 次い で 同
一
標

本 を BNase 処理後 、再 び PI染色 して再走 査す

る こ とに よ り、 同
一細 胞 に っ い てDNA 定量 し

た 。 以上 よ り、細胞 の DNA −RNA 量分布 を求

めて 各種 グ ラ フ に表示 した 。

〔結果 と 考察 〕本法は AO 染 色 を 用 い た 場合

と同様の 成績 を与え た が 、とくに DNA 量 を対

照 と し た RNA 含量 を評 価で き、これ ま で 困難

で あ っ た 標 本間の RNA 含量 の 比較 が 可能 と な

っ た 。ま た 、RNA の 増量 は 、一
般 iこ は 細胞 の

成熟傾向に 対応 した 。

　細胞周 期の 各相で 生 じる細胞 の 構造 変化 は、

従来か ら同 調培養法で 解析さ れ て い る が 、多

くの 同調法 で は 薬剤 の 影響を無視で きず 、 ま

た 同調度 に も問題点 が残 さ れ て い る 。 そ こ で

我 身 は 高 精度 の 細胞動態研究法と し て 、 培養

下の in　situ 　DNA 　cytofluoro 皿 etry を試み

た 。 （材料 と方法 ）培養 下 で 活発な運 動性を

もつ と と もに 著 し い 細胞形態 変化を 示 し な が

ら増殖す る、ラ ッ ト 4 −HAQO 誘発応腫 由来

の 細胞株 を 用 い た 。 位相差顕微鏡 の 観察 下 で

目的 とす る細胞集団 の フ ラ ス コ 底面に 目印を

つ け 、写真撮影後直ち に 変法 カ ル ノ ア 液 を培

養液 中に 徐 々 に 添加 して 固定 し た 。 風乾 後 、

フ ラ ス コ か ら培養面を取 りは ず し 、 RNase 処

理 後PI 染色 を施 し た 。 次 い で 落 射 型 顕微 蛍

光測光装置 を用 い 、培養面の 目印 と写真を 基

に 、培養細胞の 位置関係を 確認 し な が ら 個 々

の細胞の 核DNA 定量 を行 っ た 。

（結果 ）本 手 法 に よ り、 細胞形 態 、 及 び細胞

分布様式 な どの培養所見と i対 1 で 対応 した

細胞核 DNA 定量が可能 とな っ た 。細胞周 期 の

進行 に 伴 う細胞形態 の 変化 、及 び分裂後の 娘

細胞 の 同調性な どに つ い て 詳細 に 検討 し た 。
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