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対数増殖期にある Hela　S3細胞の 高 pH 処理 による

部分的同調化につ い て

木村　博．青山　喬 （滋賀医大 ・放基）

Effect　 of 　high　pH 　 on 　cell　progression　through

cell　cyde
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　 培養細胞 に お い て saturation 　 density は 培 地 の

pH の 変化 の 影響 を強く受け，　 optima1 な PH の 範

囲 は 正 常細胞 とが ん 細胞で異な る こ とが 知 られ て い

る 。 また近年 ウ ニ 卵 や真性粘菌 に お い て 細胞 周 期 と

細胞内 pH との 関連が示 唆され て い る 。 我 々 は 培地

の pH を 高 くす る こ と に よ る 細胞周期 へ の 影 響を

He】a 細胞 を用 い て 調 べ た 。対数増殖期 に あ る 細胞

を高 pH 培 地 （pHs ．8）に 移す と移 した の ち 工2〜16

時問 の 増殖は 対 照 に く らべ て 少 し 落 ち る が，そ の 後

の 増殖は ほ とん ど起 こ ら ない 。オ ートラ ジ オ グ ラ フ

ィ
ーで lubellin．g　indcx を調 べ る と （3H 一

チ ミ ジ ソ

で ラ ベ ル ）対数増殖期 の 細胞 で は ，index は 50％で

あ っ た が高 pH 処理 16時間 の 細胞で は 80％程度 で あ

っ た。こ の こ と は 網胞 が DNA 合成期 で b］ock を

受け る か retard して い る こ と を示 す もの と思 わ れ

る 。 高 pH 処 理 を 16〜24時間施 し た 細胞 を pH7 ．3

の 培地 に も ど し て 培 養 す る と 10時間後 に mitotic

burst （n 瘢 otic 　index は ピ ーク で 1〔〕弩前後）が起 こ

り，細胞 が 処理 で 部分的 に 同 調 して い た こ と が示唆

さ れ た 。一
方 3mM の チ ミ ジ ソ を含む培地 で 24時間

処理 し，の ち含 まない 培地 （pH7 ．3） で 培養す る と

同様 に 10時間 で mitotic 　index の ピータ （15％程度）

が 起 っ た 。 以上 の 結果を総合す る と高 pH 処 理 で 16

〜24 時間 処 琿 す る と G ， か ら S あ る い は S そ の もの

の 進行が他 の 時期 よ りも よ り強 く抑 え られ る結果，

G ，1S あ る い は S期 に 継胞 が た ま る と考 え ら れ る 。

高 pH 下 に お い た 場 合 の growth　inhibitionは 処理

が 少 くと も24時間以内で あれば reversible で あ る

が，同調化 の 方法 の ひ とつ と して 用 い うる か ど うか

は 今後の 検討 が 必要 で あ る D

培養紙胞株 を 用 い た マ ウ ス 乳がん ウ ィ ル ス の 大量生

産法
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Large 　scale 　production 　of 　rnouse 　mammary

turr1Qr　 virus 　by　 an 　established 　cell　 line
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　 マ ウ ス 乳 が ん ウ ィ ル ス （MTV ）を 得 る 系 と して ，

SHN 系 マ ウス の 乳汁，マ ウ ス 乳 が ん初代培養細 胞

お よ び 我 々 の 樹立 した マ ウ ス 乳 が ん 細 胞 株 （MTD

株）を選 び．MTV の 純度 ， 量産 の 可否， コ ス トの

3 点 に つ い て ，比 較検討 し た 結果，MTD 株 を 用 い ，

細胞培養法 に よ り MTV を 採取す る方法 が ，最も効

果的 で あ る と結論 され た 。
MTD 細胞 は ，10％牛胎

児 血 清 を 含む ダ ル ベ ッ コ 変法 イ ーグ ル 培地 中で ．13

〜15時間の 倍加時間 で増殖し ，
conflucncy に 達 し

た 後，イ ン ス リ ン ，デ キ サ メ サ ゾ ソ を 加 え る と，

MTV を 培地中へ 放 出 す る よ うに な る 。 こ の 条件下

で ，MTv の 生産は ，2 ヵ 月以上に わた っ て 続 け ら

れ 、血 清濃度 を，2．5％ に 下げ て も，
1 ヵ 月閭生産

が．観察さ れ た 。同様 の こ とは ，馬血 清を 用 い て も

観察 さ れた 。MTV は ，こ の よ うに して 集 め られ た

培 地 よ り ，
ultrafiltrati 。n 滋 こ よ り濃縮 され，sucr 。se

gradient 遠心法 に よ り，精製 され る。精製 さ れ た

ムfTV セこ ｝ま，　CsCl　gradient　j重’〔｝法，　τeverse 　trans ・

criptase 活性，そ の 他 よ り み て ．　 C 型粒 子 の 混 在

は ，認 あ られなか っ た。MTV 　yield は，培地 1εあ

た り約 1m．g で あ っ た。さらに 省力 の 観 点 か ら、

micrecarrler 　beads を用 い て ，細胞 を培養す る こ と

を試 み，こ の 方法で ．MTV 生産が可能とな っ た が

細胞増殖能，MTV 　yield お よ び ，長 期培養 の 可能性

の い ずれ の 点 に お い て も，単層培養法 に 劣 っ て お り

さ らに 検 討を 要す る 。
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