
The Zoological Society of Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Zoologioal 　Sooiety 　of 　Japan

一　般　講　演 （細胞） 495

レ

魚 の 組繊培養系の 確立 と 染色体

小島吉雄，林 真，上 田 高嘉 （関学大 ・理 ・生物）
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　最近 の 哺乳動物を中心 と す る組織培養 の 技 術 に，

め ざ ま しい 発展を し つ つ あ る 。 そ の刺激 を うけ て，

下等脊椎動物，特に 魚類の 組織培養技 術 もか な りの

進歩は し た が ，組織培養系 を 確立す る まで に は 到 ら

な か っ た 。 しか し，約 2 年間 の 経験を積 み ，こ の ほ

どよ うや く培 養系 を確立する こ と が で ぎた の で 報 告

す る 。 材料 は 淡水魚の内， ギ ン ブ ナ （Carassius　 aSt ・

ratess 　langsdorプii），ゲ ン ゴ ロ ウ ブ ナ （（）ara ∬ ius　au ・

ratUS 　Czevieri），
コ イ（（）yPrinUS　 carpio ），

タ イ リ ク バ

ラ タ ナ ゴ （Rhodeus 　oceglatus 　ocellatus ），
シ マ ドジ

ョ ウ （Cobitis　biwae ），カ ダ ヤ シ （Gambusia　affinis

affinis ）， お よび コ イ と ゲ ン ゴ ロ ウ ブ ナ との 雑種を

用 い ，それ ら の ウ ロ コ ，ヒ レ の 表皮細胞お よび発眼

胚 の 組織 を 初代培養 の 材料 と した。培養は 長 い もの

で 1年以 上 の 継代を 続け て お り （ギ ソ ブ ナ
，

タ イ リ

ク バ ラ タ ナ ゴ ，シ マ ドジ ョ ウ等） そ の 他は 約 3 ケ 月

継 代 を続け て い る 。 培養液と して は NaC ］ 7．5g，

KCI　O．2g，
　NaHCO30 ．2g，　CaC し 0．2g

，　 Glucose

1．Og，　Eagle 　MEM の ア ミ ノ 酸 ・ビ タ ミ ン の み を 4 倍

量，HEPES 　3．57g （閉鎖系培養時の み ），　 Kanamy ・

cine 　60mg／1，　Phenol 　Red　6mg ，　G ．D ．　Water 　up

to　 l　 I，　 Fetal　Calf　 Serum　 15％ に な る よ う用 い た 。

1年 以上 経過 し た培養系 の 染色体 は ，本来 3 倍性 の

ギ ソ ブナ に お い て ほ と ん ど変化な く，また 約 3 ケ 月

経過 の 2 倍性 の もの で は ，3 倍性お よ び 4 倍性附近

へ の 染色体増加が み られ た 。 こ れ らの 培養細胞 を 用

い る こ と に よ り，魚類 の 染色体研究 に もC −，
G 一バ

ソ ドを は じめ とす る分 染 技術 を応用す る こ とも可能

とな っ た 。

風圧空気乾燥標本による染色体間連結糸の 観察
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　チ ャ イ ニ ーズ ハ ム ス タ ーの 株細胞 お よ び マ ウ ス

の 肺，腎臓の 初代培養細胞を， コ ル ヒ チ ソ ，低張処

理 （主と して ，0．075M 　KCI 　5 〜120分）． メ タ ノ ー

ル 酢酸 （3 二 1） 固定 の の ち ，
ス ラ イ ドグ ラ ス 上 に

滴下 の 際 に ブ ロ
ーワ ーで 強 く空気 を 吹きつ け る こ と

に よ り．個 々 の染色体を様 々 な程度 に 引伸しか つ そ

れ らの 配列 を 敢え て 乱す こ とが で き る 。 こ うし て得

られ た 中期 お よび 前中期 の 染色体間 に は 明らか な連

結糸 が観察され る。 こ の 連結糸は 本来か な り細 い も

の の よ うで あ る が，細胞質 の 残渣が付着 し た と 思 わ

れ る 結果，しば しば甚だ顕 著 に 認 め られ る こ とがあ

る 。 また 低張処理 と風圧に よ り正常 の 凝縮状態 か ら

ei　〈“れ て観察が 容易 に な る こ と もあ る 。 染色体間連

結糸は 通常 の 空気乾燥標本 に お い て は，バ
ッ ク と し

て 固 定染色 され る細胞質物質 と まぎらわ し く観察が

困難な こ とが 多 い が ，風圧 で 細胞質 の バ
ッ クか ら染

色体を分離す る こ と に よ り ， 非常に 細い 連結糸 で も

存在を確認する こ とが可能 で あ る 。 特に前中期 の 細

長 い 染 色体 が 風 圧 に よ っ て ，不 規則 に 屈折 した形状

は ，明らか に 連結糸 に よ る結 合で 左右 さ れ て い る こ

とが認 め られ る 。 低張翅理 を 全く施 さない 場合 に も

連結糸 は 観察 され る の で ，低張処 理 に よ っ て 新た に

生 じた もの で は な く，本来染色体間 に 実在 し て い る

もの と思われ る 。 ま た ト リ プ シ ン （O．Ol％，30 ° C，

20分），
RNase （0．1％，37

°C，120分｝，
　 DNase （0．004

％ ， 30°C ，
3 時間）処理 に ょ り影響を受け る の で ，

こ の 構造は タ ン パ ク 質，RNA ，　DNA を含む もの で

あ る と 推定 され る。
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