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第i章 は び め に.

多細 胞 生 物 び、 そ の伺 体 左構 築 す る う えで、

紬 胞 の義 着 性iざ 基 本 的 な 性 質 一ご、あ る。 き ず 、

細 月包ヒ細 月包ノ あ る し)后糸田昌包ピ コ ラ ー ・ゲ ンな ビ

基 質 ヒ の培 着 δ、も けれ ば多 細 胞 生 物 の個 体 く

い うも の が成 り立 ち得 も し)こUさ 明 ら一か で あ

る。 第2に.糸 田目包の培 、着 ・陛 に はイ可ら が の特 異1}生

が あ る ヒ想 史 さ れ る。 佃 え 】ぎ、 特 定 の紬 飽 は

一 史 の組 継 椹 造 と形 威 し
,そ れ 赴維 埼 し,正

常 の状 態 で は、 他 の 組 織 と楊 成 して い る細 胞

ζ二混 けリ合 う こ ヒ が な い 、 これ,は細 目己ヒ恭田目包

が 特 異 的 に焙 着 す る性 質 赴角 して し)る か らで

は も し)が,ヒ い う Φ で あ る.こ の こ ヒ と証 明

Gざ う ヒ、 多 くの実 験 が な さ れ て き た。 それ

b,多 紬 飽 生 物 よ り人 為的 に解 離 され ・ヒ単 一

紬 胞 机 あ る条 揖 下 ぜ 再 隻 合 し、 さ 引 こ完 全

な個 体 に き で(WilsOn、/qOワ),あ る ＼りは、 も ぐ

の 個 体 や組 織 ℃同 様 の相 対 的 仕 置関 係 左 示 づ
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集 合 体 と形 成 し得 る(TGwns綾Hol論eむer,/q55j

Fゆs伽 α・柵)ヒ し)うも の で あ る・ こ の鞍 は

解 離 さ れ た 紬 飽 自 身 に,細 飽 レベ ル臥 上 の形

態 赴形 底 す る に あ た。 て,ビ の よ う にβ、る 春

う べ き が ヒ し)う楕 報 が.あ る程 度 落 在 して ～い

る こ ヒ 赴示 唆 して い る。 そくD機横 は 畜 だ 完 分

にiさ侮 田 さ れ て ＼偽 い 携 細 胞 ヒ紬 飽 び 、 お

互 い と認 議 し た結 果 ノ何 らか Φ過 程 一と経 て.

特 異 的 も譲着 を形 成 づ る に至 っ た こ ヒ は闇 遺

し)b》).動 物 の 発 生 過 程 ぜ 翻 齢 移 動 したD/

形i悲 形 成 奄有 うの は,こ の特 異 的 も 細 飽 培 養

機 構 が大 ・きも 径 割 左 果 た して し)るも の ヒ老 え

られ る。 き た奇 形 の形 成(丘de&R}nt詮qrr5二

癒hαgigαw廠F四i㈱,iqnη)や 癌 艘O浸 瀾 や

転 移(Mcdson&Wnkeしhαke、ig7励 他)の ざ う に、

ヒ ト に ヒ って 重 大 る疾 患・b培 着 性,お よ び.

そ の 特 則 生 の異 常 が 原 因 ヒ も っ て い る可 能 性

が あ る 。

こ(Dよ う に.墓 礎 的 にも応用的 にも重 大な

問 題 ぜあるノ紬 胞接着機 構だ撫明 しよう ヒ多
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く σ)研 兜 が も さ れ て ぎ た 。 き ず ノ 茨 σ)よ う ち,

環 境 因 暑 の 細 飽 培 着 へ の 賜 響 が 明 ら が に さ れ

紀,2価 陽 イ オ ン(Stemberg,士qら8)Humphr(ミy、

iq63,(bllins'iq66二Armstr・n昏 狛66」Armgtrong

&σQhes,1968ニ ト10ヒnby,士q[5二R(オ ⊃1nov比chgど

DeStefdno・ コ」q[31Ued(■aTdkdch.ユgr76)、pH

Tぴk∈ 沢lhi8ΣOk(λdα,iqワ2)ノ)島.度(ト40scOn(λ,iq6!∫

卜409cOh(瓦 経 卜409cona,i966jT〔 λkelch&70kαdα,ユq「12)

Uedα,工to,Okαdα.&、Ohnlsh'しiqワ6)も ビ 『ご あ るoき

た 紬 胞 内 骨 格 と 描 成 し て い る,薇ll＼ 緻 維 や 微

小 管(D侵 割 が.サ イ ト オ]ラ シ ンBや コ ル ヒ チ

ン の 効 果 赴 調 べ る こ ヒ 左 通 び て 研 究 さ れ た

(Wdss,1qワ21σoneg&Pαr七ridoe,iq盟 」Wαdd1、

RobgOn&Edwαrds,士q「14)Ozαk},Okαdα8,Yαsudα,

!qワ8)。

一 方,承 田F泡襲 着 左 つ δ さ ビ る
、 紬 飽 夜 面 の

分5ト ～ii二単 離,同 定 しよ う ヒ=づ・る研 究 び ち さ れ,

て し)るoカ イ メ ン 左解 離 した 際 に遊 離 し て く

る 物 質 で,一 度 解 離 こ れtね イ メ ン細 盟 の 再

集 合 赴,種 特 異 的 に促 進 す るも の(M戯11er翫
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zαhn,iqrマ3),ラ ッ トF痩 フk肝 癌4っ 自 升多成 型 細F泡

よ り遊 離 さ れ る物 質 で,同 癌 の 自 由 型 細 飽 左

集 合 さ せ,か!り 島 形 成 型 細 胞 で 見 られ る の ヒ

同 σ結 合 樵 造 左作 る 七 の(Kudo,Rqnαokcし桜HqソQ§}}、igヒ7ζ)

培 養 こ 軋 ヒ ニ ワ トP胚 細 膜 細 飽 よD遊 離 す る,

解 離 網 膜 紬 龍 σ)再 集 合 促 進 物 質(Lmen.iq68)

も ビ,細 胞 集 合 と 特 異 的 に促 進 す る 物 質 が 精

製 さ れ て い るoた 一に し,こ れ ら の 物 質 ぴ 紬 月包

麦 面 に局 在 して い る か 否 が1さ,き だ 日目ら が で

1さも し)。 さ らに,ニ ワ ト リ網 膜 細 胞 膜 分 画 よ

り得 ら れ た,解 離 網 膜 細 胞 の再 集 合 促 進 物 質

(HαU3mαn&=Moscon(λ ・⊥q『6).ニ ワ トD胚 網 膜

紬 胞 の 培 養 液 中 よ り得 ら れ た 、 紬 胞 壌 奢 に関

与 つ る ヒ 老 え られ る 因 号(Brαckehbuり,Thie(め

Ru廿shαuser&Eddmαn,iqワ 『3Th}eヒy,Br(λckehbuヒy、

Rし(bsh(スuser8τEddmαn、1q[r)や 一チ ヤ イ ニ ー ズ

ハ ム ス タ ー 由 来V[q枇 紬 胞 の 培 着 因 …号 く「)ひ し

っ(∪ レughihαrα,Oz(λk}&7● 丁αkdchi,士qrlq3Urushihαr(λ

&Tdkelchl,銅80)ぴ.紬 砲 表 面 に 啓 在 寸 る 培 着

因 ろ一ヒ し て 単 離 同 廻 さ れ た 。
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以よ1さ,紬 胞 ヒ細 胞 ヒ の培 着 に関 与 す る物

質 ぜ あ る が,紬 胞 ヒ基 質 問 の 培 着 に閲 与 す る

物 質 ヒ して ワ ァ イ ブ ロネ ク 与 ン(価 。ne(♪h)

が あ1ず られ そ)(Ybm(λdα 殴01deh,コ 」qr18)o

ヒ.こ ろ が,こ れ ら の単 離 さ オした 物 質 が.実

際 に培 着 因5で あ る くDが こ う か.ヒ1)う 検 廻

b.そ れ ぽ ビ肉 易 亡 さも し)。き た そ Φ 物 質

脳 細 抱培 着 に 自 培 び か わ っ て し)る紬R包 表 面

因 各 で あ る ヒ同 定 さ1托 て も,そ れ は培 着 機 構

全 体 にお、【う・る 一 因 ∈…「てご一あ りノ ととく「)他くD因∈5一ぐ「)

同 定 や、 それ らの 因 ろ一が.ビ う作 用 し合 っ て

細 胞 び培 着 寸 る ヒ い り 現 象 ぴ お き る くDが は,

こ くD右・法 で はE骨 ら か、に さ 加し,た5い。 糸田目包培 着 が',

細 胞 表 面 物 質 ぴ洛 在 す る セbで1さ 正 常 に機 能

し得b、)こ ヒ 臨 前 述 の,環 境 因 …5び お δ ば

す 影 響 に関 す る 実 験 の結 果 か らみ ても 鴫 ら ひ

で あ る。 しひ し,環 境 因5〈D変 イ6は,細 肥 ①

特 定 ① 構 造 や機 能 に影 響 騰 剖 ぎ す 戎 参 にも,

楼二双 ち 畠U反 応 左イ半う 場 合 右 ≡多く,蛭 ず し七,

あ る 特 定 Φ 因 舌 Φ細 胞 接 着 へ Φ関 与 赴意 味 す
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る わ け で1さ も し)o

こ(Dざ う も 弱 点 と補 、)う る右 法 ヒ して 遺 ・伝

単 的 右 法 ぴ あ る 。 培 養 紬 胞 、特 に樹 立 株 細 胞

起 用Dた 細 胞 培 着 の 研 究 にお いて1さ 、 体 細 胞

遺 伝 営 Φ 方 法 び 有 効 に利 用 で き る ヒ老 え られ

る。 これ に1さ2通D〈D右 法 が あ るo)6① 第1

は突 然 変 異 紬 胞 株 赴利 用 す るも くDで あ るQづ

⇔ わ ち,養 着 能 左 有 す る紬 胞 株 か ら,接 着 能

(D欠 損 した 突 然 変 異 株 と単 離 し、 そ 耽 ℃、 も

ヒ<D株 ヒ.左)る 、励さ 欠=損秩.閻 で民 較 す る こ

℃ に ぶっ て,接 着機 構 ヒ関 与 寸 る 因 号 赴 明 ら

が に しざ う ヒー一す るも くD一ごあ るQ近 左弔ノ 培 着 に

関 す る 奥 黙 変 異株 が 、)〈 つ が単 離 さ れ て 、)る。

そ の う ち,細 目包ヒ紬 月包①接 着 に関 す る・bQの

報 告b一 報 齢 で(Edwα 腐 恥 σ臣七&Hu齢

ユqη6)そ(D他 は す べ て.紬 胞 ヒ 基 質 問 の 培 着

に 開 す る も の ・ごお る(G(尤 む11eb、9kimer8,Kom個d,

ユqロ4」P・ 四ss6gur&Pαs㎞ ・ユqワ6」A舳 レ.Bamh備

&Krαemeヒ コ鋤IKIebe・R・sehber騨Nψ ヒ,

Buヒns・Nov(λk&rKldnm(λh・ 伯 「1「7二PO見 ソs∫ 〈≦8ur
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Wlηiゆ αm凌Pα 蜘.士q[η3」miαn・ ・士qワ8)・ こ

・れ
.は 紬 胞 ヒ 墓 質 閤 のコ接着 能 Φ低 い 変 異 株 の 単

離 に比 バこ,糸田目包ヒ細Rたiの 二接着 角旨の イ氏い変 異 株＼

Φ 単離 が.は る ひ に困 難 で あ る ヒ め で あ ろ う。

Edwα ヒdsら(!qワ ♂ の幸足告 した 毛 の も 選 択 くD握L

準1さ 培 着 能 で 信 も く,紬 飽 表 面 の 糖 鎖 の 変 異

株 赴,し ク4こ ノの 一種 一であ る リシ ン(目dn)に

対 づ る耐 性 株 赴単 離 寸 る こ ヒ に δ っ て 得 、 そ

くD中 か ら紬 胞 閻 培 着 能 の低 い株 猷 灘 見 さ れ た.

の で お る。 こ の右 洲 さ、 既 知 の 塒 更 の舳 飽 表

面 物 質 び細 飽 培 着 因 ろ一で あ る ひ ビ うが の検 定

に1さ角 益 で あ る が,全 く未 知(D物 質 に関 し て

iさ無 ブコで 志)る6

第Zは,体 紬 胞雑 栓 細 目包株 ・と用 し〕る ℃ の で

あ る。 こ丸 は接 着 能 ・と有 す る紬 胞 し.培 着 能

くr)もい細 目包(を 融 合 さtて,イ 写ら才しる 一連 くD

雑 種 紬 胞 枳 く「)比較 が ら紬 胞籏 着 機 構 の 解 明 に

才妾近 し よ う と二す る も の で あ ¶る・ 体 糸田R包雑 種 研多

成 はBαrskiら に よ ク て 初 め て報 告 され た現 象

で あ るが(B(λrsk1,Sorleu]挨COm「6erb、 ゴ」q6ユ).
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HVJ(hαem(λ 副uUnαt2ngv}rus(fJ(ユph.Sehdω

v}rus)1こ よ る紬 飽 舳 合・現 象 くD発 見(Okαd(も!q5勃

以 来.こ くDウィ ノレス 左便 用 して 、種 々〈D紬 胞

間 働 率 よ く雑 種 形 励 行 侃 て き た(R}nge鴫

コ9ワq)。こ れ1さ,前 核 生 物 の 形 質 転 換 奨 験 に 相

当 し,真 枝 生物 の遺 伝5解 析 くD有力 な 手 饅 ヒ

も る 。

紬 胞 培 着 機 構 と角糊 す る に あ た っ て、 筆 老

は この 室2の 方 法 に よ る こ ヒ に し た 。 乏の 理

由 は二 雑 種 細 目包形 成 》去によ 牢しば,ろ 写ら れ る雑

種 細 飽 は何 ら かの 変 異 び起 き て 、)る可台回生が

極 め て高 く.き 赴変 異 の起 芝 て9ち9雑 種 秩

の 存 在 七 鯉 析 の 上 で獲 だ ち.困 難 ち,変 異 株

Φ 誹 の学 離1さ.原 理 的 に 不 必要 で あ る こ と」

核 型 分 析 に よ リ,培 着 因5の 遺 伝 昏 左担 っ た

染 色 体 Φ 同 定 が司 能 で あ り,逆 に.培 着 因 釜

の 存 在 の 堆 測 も 可 能 で あ ろ こ ヒ.も ビ で あ る。

本 論 文rご1さ.き ず 第2章 で 雑 種 形 感5に 用

し)た.親糸田R官耕し ⇒妾着 角旨起 有1=する づLヤ イ ニ_ヌ こ

ハ ム ス タ ー肺 由 稟V「7q細 且邑ヒ.培i蕎 角旨左 右 し
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も い マ う ス 乳 癌 由 来 工_ノ しリッ6腹 水、癌 紬 胞

の 紬 胞 培 養 法 と、 統 く 鎗3章 で,こ Φ 両 老 閻

①羅 種 紬 胞 形 成 洗 お よ び そ の 単 離 に つ い て

述 べ る。

第4章 亡 両 親 洪 およ び雑 種 楳 に つ 、うて,

紬 目包闇 の培 着 性 と諦1べ.雑 種 紬 胞 株 Φ 培 着 能

はV[q紬 胞 に比 べ種 々(D程 度 に低 下 して し)

る こ ヒ 左示 す。 箋 ら章 で は,=核 型 分 析 の 結 果

に基 し、て 、 この粧 着能 くD低 下 ぴ,エ_ルDッ

ヒ 晦 フk癌紬 胞 由 来 の 鞄 害 因5"に よ る 毛 盃

で1あ る こ ヒ 左.日月ら が に す る。
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笥z章 組株細胞

2.-1培 着 能 ・と有 す る株袖 胞

一Vワq紬 胞

2-i-1紬 胞

vrマ9紬 目臥さ,手 ヤ イニ ー ズ ハ ム ス タ ー 肺

由 来 〈D継 維 彗 楼 細 胞 ぜ,廿 ラ ス や プ・ラ・ス 与9

ク た〉とこ(D姜差質 にヰ妾着 し く増 吾直し,単 層 左 う彰成

う る(図 ⊥A)(単 層 培 養 ノ 後 述)。 ま セ=軟 寒

天 培 地 中 一ご増 殖 し,表 面(D比1稜 目ヨ滑 らが な 紬

胞 集 合 塊 左 ち す=1ロ ニ_芝 形 成 寸 る(図 〔2A)

(軟 豪 天培 養)後 述)。 こΦ 紬 胞 は、Tdkeπc同

ら に さ=D,2種 類 ① 接 毛 機 構 と も っ こ ぐ が 、

明 ら が に ざ れ て レ)る も の で あ る(一「αkdc臨 勤呪

丁α㎞ch},OzokLTokunagα&Ok(/d(Liq[q・Ulushレ

hα隅OZ畝iゴ 丁d《dchl、igワq)。 木 実 験 に1さ 、 鶏

株 ① 遺 伝 由 内 一 ノ}生と高 め る だ め.V[97擦 ぷD



図ivηq細R包(A),偏 平 倉繊 維 茸 楼 の雑 種

細 胞.VE-Q2i紬 飽(c),よD丸3ナ 奄 ・お・び た

i紡垂=形 くD雑 種 細 月包VE一 望3紬 胞([))Φ 単 層 培

養.お さ び 日へ丁紬 胞(B)の 男 竈 培 養 。 位 相 差

顕 微 鏡 写 真。i20倍 。
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新 セ=に ク ロ ー 二 こノノブ し 一ヒ 亜 枇 ノvriq一 士てLLワ桝ミを

用 しγヒ 。 以 下,特 に こ ℃ わ ら 鳳)隈 り,こ の

Vワq11!枳 三の 細 目包斐三vriq糸 田目庖と一ロ乎迷ミo

2-⊥-2.紬 胞 培 養

V[q細 胞 は単層 培 養 、 きた は軟 豪 天培 養

う る 。

24-2-⊥ 単 層 培 養 イ ー グ ノし(D最

ノ」＼皇 本 培 地(f⊃ 『ア ミ ノ 醸 ーお・さFぴ ビ タ ミ こノ類 芝三《

耽 そ れ2倍 量 に し た も くD(イ ー グ ノしMl≡M培 地

ニ ッ ス イ ④ 粉 末)日 フκ製 薬 ㈱,東 蔚 イ ー グ

ルMEMア ミ ノ酸eタ ミ ン培 地 ニ ッ ス イ 粉 末1

日 フκ嚢 薬 ㈱ 凍 京)に 、 犀 賄E血 清(Feむ 。ユ硫

Serum」Cw1栴Lα ヒ8,ノ図el』oume,AusUr(茄 α)と6%ノ

ペ1ニ ヲ リ ソ(結 晶 々 ニ ヲDソ α カDう ム 日月治 二

日目治 製.菓 ㈱ 、東 京)と ⊥X105しk/Ω.、 ス ト し フ○

ト マ イ ヲ ≧ノ(硫 酸 ス ト し ワρト マ イ ・シ ソ 日R治)

甲 治 製 菓 ㈱.東 京)左 ○ρ58(カ イ面)ノ 旦.フ ァ
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》 ギ ハ(Fun創z・ne・Amph・ †er、dhBも 両e伽n

鴨P)ER・Squi』 』&S。n3USA)左9㎎/飢 ち る よ

う に 加 え た も くD左 培 地 ℃ し(EF培 地)、 肪

ス 製 き た は ボDス 与 し ン 製(F(刀cOh,一 「徳sue

CU1七ureDlsh,60xf5mm)D}v,Becbh.Dck}nヨ)n&Cb,

OX亀 ヒd、Gcαlf)ベ ト リ 皿 中 ぜ ノB[Odノ 湿 度 コDO箔 、

CO2濃 度5%の 塑 気 中 で 培 養 つ る 。 細 目勘さ!♀

トD1皿Q底 面 に 培 着 し仮 足 左 伸 ぱ す 。 そ の 後,

細 日包{さ増 殖 と 開 始 し,ユ ら時 閤 ご ヒ に 倍 加 し,

単 、層 くD『ヲ ー ト と 形 成 一す る 。 こ(D間!-2壬 ヨ ご設二

に 培 地 交 換 を 行 う 。 紬 砲 が 皿 一 面 左 覆 う 状 態

(COn伍eht)に も っ た ヒ こ ろ ぜ 継 代 す るoこ(D

ヒ き の 細 胞 数1さ 皿 あ たD⊥2x士 ○ワ 個(ユ β一

3ユ ×105個/(沸)で あ る 。

培 地 一と 縢 去 し た 後 、OlΩ5%粗 トDフ ・ヲ ツi溶

液 〔(TヒyPsin.∠Lつ5αD}是()LQbs.,De七rd七 、Mich、)・ と

2イ 面 陽 イ オ ン 左 含 ぎ なgPuckの 塩 類ii容 液(⊂MF)

表 ユ)(Pudく 、C}eclu厭&RoblnsOn,⊥q58)1こ 溶 解

し た も くD)左 加 え,3「 τ。dで!5令 閻 処 理 し.紬

目包左 心 散 さ 辻.EF培 地 ℃!回 洗 っ た 後,EF培
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表!CMFの 組成

NaCl8.Oq

KCIO.49

NaI{PO・12HOO.39q242

KHPOO.15q24

Glucosel.lq

DistilledWater

(137mM)

(5.4mM)

(1.lmN)

(1.lmN)

(6.lmM)

CMFl.Oliter

・括 弧 中 に 名 成 分 の最 終 漣 度 赴 示 す。

地 に.適 当 な細 飽 密 度 に も る さ う に け ん だ く

し た も くDと ノi新 し 、)パ1ト リ 皿 に き き 継i戒 ヒ 言

るo

2-i-2-2軟 寒 天 培 養 直 握6cm(D

認 リ ス 与 し ン 製 や トD皿(Nundon3A/SNUhC、

Roskllde,Dehmα ヒk)中 ぜ 培 養 す る 。 ね%牛 胎 姐

血 渚 と 含 む イ ー グ ノしの 最 小 基 本=培 地 に.oぢ96

寒 天(SpedcヨAgα ヒN・ble)D正FCOLα 』s,D餉i七 、舳)

を 合 む も(D(015%寒 天 培 地)を 、 皿 あ だ り

4mΩ 加 え て 固 め た 上,細 胞 左 け ん 柱 く し た.

(2-⊥-2-!に よ り ・分散=こ せ.た)○ β3%喫 天 左 含
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A.

0.33。!。AgarMedium

O.5。1。AgarMedium

Cu【ture

B.

Co【onyofceUs

図3軟 寒天培養

む 同 培 地 と ユ15爪q加 え て 固 め,単 層 培 養 ヒ 同

び・条 侭 で培 養 す る(図BA)。 こ(Dヒ き き く 細

胞 数 は皿 あ た り ⊥○○-900個 ぐ ら/〕 が適 当 で

あ るDOδ%1寒 天 培 地1さ=,使 用 時 に表 ≦2にニーあ

伊 た 名 成 《 と,寒 天 は ユ度 瀧 騰 フκ沿 中 で 党 全

に 溶 解 した も の 左,440Cに ノ保 温,し て か ら ジ昆合
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表.～≧Oδ96寒 天 培 地

1.1宅Agar

2xEaqleNEM

FetalCalfSerum

Partsbyvolume

9

9

2

0.5宅Agar凹edium(10宅FetalCalfSerum)

麦3紬 月包けん ≠ご く0呂3%寒 天培 地

Parー ヒsby▽olume

O.5宅Agar14edium略2

CellSuspensionirlEF蟹ediumal

bCe工lSuspensiOninO
.33宅AqarNediuln

巳9n細 胞/
m豆 。 妃 セG.bセ 皿 あ た

り ⊥5m鋤 日 え る ヒ き 。nlさ 皿 あ たDの 細

胞 敬 。

し,作 成 す る 。 こ の015%寒 天 培 地 に,細 胞 左

け ん だ く し たEF培 地 左 鱈oご に保 温 した も くD

左.～ ≧吐 の割 合 で 混 合 して(麦3),ペ トD

皿 中 に固 め た05%寒 天 培 地 の 上 に ま く の ℃ あ

る。 こ 腔 と ワ ⑩ 日 間 培 養 す る ヒ,細 曲 さ増

殖 し て,肉 眼 で検 出 で き る 大 き さ の]ロ ニ_

を.形 、成 一す る(図3砂 。
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2-{L-∈3ク ロ ー ニ ン グ

2-i-9、4単 層 培 養 ぜ(Dク ロ_ニ ン ゲ

単 層 培 養 『と低 座玉度(ユOo-200糸 田胞/直4茎.6cm

(Dベ ト リ 皿)で[io日 閤 有 い,形 成 さ れ た

コ ロ ニ ー 左 シ ー ト 状 の ま ま う バ ー ホ9Dス マ ソ

で1さ が し ハoス ツ ー ノし凶/マ ッ ト ・こ す弐)ヒ る(⊥ 》し

下 図4・ 参 熈)。 こ ¢)細 胞 の ヲ ー ト と,直 経315

0n①/や トD皿(F田c㎝)に ⊥ 滴 α95%粗 ト リ ァ

ヲ ンi溶i疲(imM[≡D'TAと 合 む)赴 お ヒ し た一も の

中 で ノ 餌 妃 「こち 分 閻 処 理 づ るoこ こ に 忌F培

地1ヒ ⊥らm皇 わ口え 、 よ く ヒ9ぺ}ッ テ ィ ソ グ 寸 る こ

lCに よ1)細 聰 と 苗磁雑 し た 後,そ の き き 前 述 .の

単 、層 培 養 と 右 う 。

2-i-3-2軟 寒 天 培 養 で くDク ロ_ニ ン グ

軟 寒 天 中 ビ ワーユ○ 日 閻 培 養 し て 形 成 ざ れ た コ

ロ ニ ー ユ個 と パ ス ツ ー ノしビ ベ リ トで 豪 天 中

よDす し)ビ リ.そ(D細 飽 塊 左2-⊥ ろ 一iヒ 同 ひ

方 法 で 単 一 細 鞄 に 解 離G単 層 培 養 一する(図4)。
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2-2培 巻 能 左 も たbし)棋 紬 飽

一 工 ～ ル リ、ソ巳 題 太癌 紬 胞

2-2一 ユ 糸田R包

エ ー ノしDッ ヒー腹 オぐ癌 二細 胞(LhR}chlsαSd爲

加morcd1二 以 下EAT細 鞄 ヒ 略 す)1さ.マbス

乳 癌 由 来 ○ 腹 フκ型 睡 漉 ・と 飢 の6伽 で 淫 遷 培 養

(後 述)で 、き る よ う に ち っ た も くDを.用 、)た 。

EAT細 胞1さ 、 淫 遷 培 養 で 単 一 細 胞 ヒ し て.あ

る い は10個 捏 度 の 細 胞 莫 合 塊 を 形 成 して 、 増

葛直す るoこ の細 日巳・集 合 塊 て}は 細 胞 闇 の結 合

は輕 い 巳 ペ ッ テ ィ ン グ で 兇 全 に 単 一 紬 日包に 解

離 し得 る程 度 に 弱 い 。 き た.廿 ラ ス や ブ う ス

手 ッ ク な ヒ}の 基 質 に は,血 治 の 落 在 寸 る 条・件

下 ぜ は.ぽ ヒ ん ビ培 着 しbレ)(國iB)。 軟 寒

天 培 養 で、[さあ きDよ く増 硝 せ一ず,コ ロ ニ ー形

成 率 も ユ○-20%ヒ 低 頻 度 ぜ あ る 。 コ ロ ニ_(D

麦 面 は佃 々 Φ 細 胞 の 細 砲 が 球 状 の き き ぜ.Vワ9

細 胞 の ぞ 脱 の さ う 急 滑 ら か さiさ も し)(國2B)。
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2-2-2紬 月@培 蓋

EAT紬 胞'さ 、 淫 遣 二培 養 ヒ軟 寒 天培 養(2-i-

2-2)が 可 能 で・あ る 。

2-2-2-i浮 遷 培 養 紬 胞 とEF培

土也にこけ ん 一e<し た も の 赴,直 客茎qcrnの か ラ フく

ベ ト リ皿 でノ 単 層 培 養 と.同 σ条 枇 で培 養 一する。

EAT細 目包は倍 加 時 闇 が45時 闇 で.EF培 地

ユ㎡≧あ たD最 大 ユxIO6値 き で 増 殖 可 能 で あ

る 。 継 代1さ.培 養 Φ 一 部 左 新 し いEF培 地 ぜ

希 釈 す る こ ヒ に よ リ省 う 。 大 量 に培 養 寸 る ヒ

・き に は 盛 封 し た250mΩ 耐 圧 び ん 中 で ら○㎡1の 培

養 を 坂 ヒ う培 養 す る。
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繁3章 雑種 細胞の形 成と単離

前 章 で誹 た よ う に,そ の 形 態 が 大 ・きく 異 な

る2種 類(D棋 細 胞 左 、HVこ 「左用 、)て紐 抱融 合

さ 辻,両 親 紬 胞 枇 ℃ 形 態 Φ 異 も った体 細 胞 雑

種 棋 ・と単 離 した。

3-⊥ 細 胞 融 合

3-1一 ユHVσ 〈D調 整

3-!-i-1HVJo培 養 卵雲イヒ且o臼 目

卵 藁尿 腔 にHVJ左 湛 種 し,3日 闇955℃ で 培

養 後,冷 室(4一 ユoQd)に 一 晩 敬 置 し,旺 と 殺

し て が ら卵 のi気 室 に面 しヒ 卵 殻 と 霞D,注 勢

器 で 漿 尿 液 を蕩 取 寸 る 。 こ の感 染 奨 尿 液 赴

BSS(表4)て こi、OoO倍 に 希 釈 し た 液 赴,馴 つ

i個 あ た り○ユ漣,接 種 し ヒ ヒ き,3日 後 に

2000HA賦/戒(後 述)の 漿 尿 液6-10戒 左



麦4BSSの 組成

NaCl8●2q

KC14.Oq

NaHPO●12HOO.36q242

Trisl.2q

DistilledWater

HCl

(140mM)

(54mN)

(lmN)

(10mM)

23

BSS(pH7.6)1.Oliter

括 弧 内 に各 成分 の最 終 濃度 左示 す。

i個(r)卵 か ら 採 取 さ れ る 。

イ

3-i-i-2.HVJσ)精 製 上 述一① 感 染

漿 尿 液 と低 速 蓮 心(皇OG×8)○ て 細 胞 磯 査 と

除D托 上 渚 と超 連 心(鵠oOO×8)しHVσ 左 沈

殿 さ二せ る。.上i痛 赴 除 ぎi新 し ＼りBSS左 むロえ て 冷

室 に 一 晩 加 置 後.再 イ周ナん だ く 寸 る 。 以 上 の

慢 イ㌍と2回 く り遍 した 後,最 後rこ,低 遠 遠 爬♪

に よDHVJ凝 集 塊 左 厳 り除 き 、 そ の 上 清 ・と採

取 す る。

3一ユー=!-3H>J〈D定 量 H>」(D赤 血
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域 凝 集 価(HAu)と 測 定 す る こ と に さ っ て 右 っ

た,。HAフoレ_ト に ヒうイ ル ス 言式料 左O、5m¢ ヒ

リSβd(01ユ5MNαCLOiOユ5Mク ェ ン 酸 ナ ト

D亡)ム)ゼ2倍 階1軽 義 釈 ・糸 列 と 作 るoこ れ に

Ol5%ニ ワ ト リ赤 血 球 液(ニ ワ トD新 鮮 血 ざD

低 遽≧ミ豪」懸 に,さ=D⇒ 采月文,9SC一 ご》先 浄 後 、SSCに

け ん 七 ぐ し 紀 も ・D。 濃 度 は 体 積 比 。)乞 加 え,

よ く ひ く は ん し 紀5後 ノ 室.温 に二二LE痔閤 放 置,赤 、

血 球 凝 集 ・と 示 す 最 大 義 釈 倍 数1ヒ 或 め 、 こ れ と

ウ バ ル ス 合式料(DHAωcす るo

3一振2紬 胞 融 合

細 胞 融 合 は,Ybmα(αkα 一 ヒOkαdαq966)

に 従 っ て翁 っ た 。

V[q細 胞 苞Ol25%粗 ト リア ヲ ン溶 液 で 癬 離

し,直 径6㎝ 〈DボD又4レ ン製 ⑩ ト リ 皿 ㈲ 面

あ たD!-2× ユ(ラ値1き き ノE}=培 地 で 単 層 培

養 の 条 枇(2-i-2-i)で ・培 養 す る。 細 胞 が 墓

質 ヒ充 分 壌 着 し,仮 足 と 伸 長 す る き で 細 、
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2-4時 固 培 養 し ヒ 後(図 弘).EF培 地 赴 除 き.

ユmMC(針 赴 含 むBSS(BSS-Cα,)で2度 》亮 う 。

こ れ.に,ら ○OHA快/mΩ くDHVJけ ん]巳 く 液(B⊆S-(h

回 EFMedium

SpreadingV79CeUs

A.370C

仁 一 一HV」

`

ADSORPTIONOFHVJTOV79CELLS

HV」Particles

BSS-Ca

EATCELLS

ADSORPTIONOFEATCEしLS

ToV79CELLS

EATCeUs

畢

衡 ノδ＼ 命 CELLFUSION

D.37。C

畢
MONOLAYERCUしTURE

図5紬 聰融合
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け ん だ く 液)と05泳 Ωね口え..40Cに5分 閤 敬 置

し 一(二,日VJをvrTq細 日包に[獲 着 こ せ る(図5B)。

こ オし左BSS-(hて!2回i洗 う争4後。,BSS-Ca一 ご2回 洗

っ た 叙 ユ06佃QFAT細 飽 とBS3イh⊥ ㎡)に け

ん だ く し だ も の と 加 え 、40Cに ⑩ 分 閻 おDて,

[≡AT細 日包左v[q細 目包にHVJと 介 し て 結 合 さ せ

る(厘}5C)o{こ ら に ∈列OCで3){分 闇 培 養 し細}≡泡

融 合 と起 こ さ せ る(図5D)。 こ れ か ら淫 遊 し

てDるEAT細 聰 ヒ 共 にBSS-(h赴 取D除 き.εF

培 地 で、お き が え 単 層 培 養 と 続 け る 。,

3-2雑 種 糸田飽 ① 単 離

よ=述 の 培 養 ・と ワ 日 閻 編 け だ 後 、 形 成 さ れ た

コ ロ ニ ー 〈Dう ち か ら,V[q細 目包ヒ も.[≡AT糸 田

月包 ヒ も 異bっ た 形 態(D細 胞 か ら 成 る コ ロ ニ ー

と 単 離 し ク ロ ー こ ン ゲ(2-i-3-i)し た 。 ク

ロ ー ニ ン グ 亀2回 く り 返.し 蔦 の ち,名 ク 日 一

ン ご ヒ に 樟 謝 生 を 謂 べ,そ くD結 果 に 甚 い て,

q株 Φ2次 ク ロ ー ン 左 選 ん 亀 。 そ れ 引 さ8株
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G.尼i托 ぞ れ 互 い に 独 〕江 に 融 合 し 紀,i)欠 ク

ロ ～ ン 棋 由 稟 で・あ る 。 こ ① Ω 次 ク[ト ン 株 細

月包左 ～2.-3週 閻 培 養 し た4後し ∈～)更ク ロ_ン 救 志

単 離 し たQワ 楳 ①2劾 ロ ー ン 秩 よD.そ れ

ぞ れ2クo一 ン ず っ・ ユ 棋(VE-99)わ 氏ら 凶0

イフ[〕一 ン,ユ 株(>E-d∠L)か ら は ユ ク ロ_ン だ)

け と 単 離 し た 。 こ ①B次 つ 口_ン 【さ軟 寒 天 巾

の 形 態 に 皇 い て 単 離 し た(2一 ユー3-9)o図6に

こ 山しら の 雑i種 細 日包株 ① 系、糸充1と.示、し た,。 そ 山_ぞ

れ の 雑 種 株 繍 鵬 纈 ぴ 紬 胞 き で 増 や しt後,

分 散 し,)更 結 用 培 地(麦 ぢ)に け ん、だ く し,

分 注 し て 一ワ○・Cビ 凍 結 倶 落 す る 。 こ 託 ら の 雑

種 紬 胞 楳 赴 甲Dた す べ て(D実 駒 さ、 乗 結 後

麦5
DriedEAGLEME厘(N工SSU工1)

L-Glutamin

HEPES

DimethylSulfoxide

(feta1)calfserum

DisrヒilledWater

集 結 用 培 地r)組 成

8。469

0.2639

2.38q

lOOml

lOOml

Freeze逼edium 1.Oliter
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図6雑 種細 胞株 の系統 図

ユ 辱以 内 に解 凍 し,塊 養 ユ 日以 内 に右 う。

こ こ ぜ雑 種 細 日臥D選 択 法 につ 、うて.一 さ 述

べ て お く。 一展 に、 体 細 砲 雑種 左Lを の親 細 胞

か ら選 択 して 分 離 す る に 店 別 々 ①酵 素 と 欠

損 し た ユ組(D・株 と用 、).そ の 闇 ①雑 種 細 飽 ぜ

酵 素 欠損 が 相 補 的 に補 わ 耽 た も ① の み 生 き 賎
♂2【}

_
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れ.る 冬 イ坪て》培i養 づ る ヒ1)う 右 法 母F目Dら 躯一る。

鞄巳え ばノ ヒ ホ9キ サ ン与 ン グ ア ニ ン ホ ス ホDボ

…ノノしト う ン ス フ ェ ラ ー セか欠 損 と一4ミ づ ン キ ナ

ー ビ 欠 損 棟 ヒ の 閻 Φ 雑 種 細 砲 にもHAT培 地 で 培

養 す る こ ヒ に よ リ 、 両 親 細 聰 が ら選 択 ℃・き る

(L}td(≧"eld、iq64)o本 実 、験て罰さ,こ(DさFう

た}選 択 法!さ ヒ ら ず.も っ ば ら形 態(Dち び い(D

み と 巻 標 ヒ し て 右 っ た 。 本 実 験1こ 便 用 した 親 、

株 ビ う し は糸田砲(D形 態 が 全 く 異 ち る 。EiA7r紬

胞1さ 丸D球 状 で 露 遷 状 態 で あD(図 ⊥B)ノV[9

細 飽 は偏 平 も 繊 維 茸 楼 細 胞 で あ る(図 鈴 渇

こ(Dよ う に形 態 くD異 ち・る紬 日包闇 δ ら雑 種 細R包

と 得 た 場 合 、 その 多 く1さ 両 親 細 胞 の 中 聞 の 形

態 奄 示 しノ そ れ1さ ノ ヒ れ そ れ の親 株 由 来 の 研

ノAtz .ウ ト の落 在 〕託 に比 創 す る ざ う も 形 熊 変

異 と 示 す(Mur卿 αmα一〇kcわ(》ash1.Okαdα 殴

Tα 伽bQnα,iqワ ユ)。 従 っ ～ 形 態 が 両 鶏 株 の 細

胞 ℃ 嬰 ク と 細 胞 ぶ雑 種 細 飽 一ごあ ろ う.ヒ の 推

漠」に 基A)て 選 択 した 。

こ(Dよ う ち題…択 に5D碍 ら泳した一ノク[〕一 ン か/
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実}縢 に 雑 種 細 目包 て3あ る こ こ はり3亥 とク ロ ー ン

をニヒ る 際 に 選 ん ≠乞,ql隊 くD22疋 ク ロ ー ン に つ

い て 核 型 分 析 す る こ ヒ に ふ り 確 め た 。 つ き り、

こ 託 ら の 株 の 細 胞 にiさ.寸 べ て.EAT紬 胞 由 来

お よ びV[q細 胞 由 来 の 染 色 体 び 共 落 し てDる

の で あ る 。 一 例 左 図 ワ に 示 す 。

3-3雑 種 細 胞 の 培 養 と.1形態、

3-3-i単 層 培 養

基 本 的 に は,Vロq細 胞 の 場拾(2一 狙2-i)

ヒ 同 σ で あ る。 倍 加 時 闇 も.!き ぽ ゴ5時 閻 ヒ.

V[q細 胞,EAT紬 砲 ヒ 同 び1訓bと ℃増 殖 寸 る

が,た セ 培 地 交 換 色il≧ ～凶暗 闇 お き に瘡 う

必 要 が あ る 。 雑 種 紬 胞 左 固 型(D塁 質 上 で 培 養

し 紀場 合,そ の 形 態1さ 大 き く2型 に わ け ら れ

る 。 ひ ヒ っ は,か 葛D偏 平 ぜ.Vワq紬 胞 に や

や 似 だ 形 態 くD繊 維 彗 楼 細 聰 で あD(図i(二).

イ也(f)イλヒ つb,.(ぎD丸 味 と お び ≠三細 日包で ノ そ
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〈D両 側 に 紬 長 い 仮 足 と 持 っ も(Dで あ る(図1D)。

こ の 升多態!さ 、少・〈 ヒ も ゴ」○イ℃の 継 イ」もくD閻,唐 ヒ ん

ビ 変 化 な く 維 涛 さ れ 一ヒ 。 各3次.ク 〔レ ン の 形

能 と 表 ワ に き ヒ め て あ るQ(麦 マ=P52)

3-3-2動z寒 天 培 養

q相 ミ(D(2ソ 疋ク[〕 一 ン.25胡 ミ〈D3茨 ク[1_

ソ ① ＼)ず れ ち び 、 軟 寒 天 培 養 で 増 狛 可 能 ぜ あ

る 。 軟 寒 天 培 養1さV[q細 胞 の 場 合(2虹 一2-9)

、(全 く 同 σ 方 法 で 有
っ た 。 軌 寒 天 巾 ① コ ロ ニ

ー(D形 態 は2型 に わ け ら れ る
00ヒ つ は ノ 疑

集 型(P(丸cke.dt～ype)コ[コ ニ ー てL単 一 細 日@が

増 殖 し て で・ぎ た 娘 紬 胞 が.凝 集 塊 赴 形 成 す る

も の こ あ る が、,V[q細 月包の よ う に 渦 ら が な 表

面 と も っ も(Dか ら(図9C),E(T細 胞(Dも くD

(Dぷ う に 個 々 の 紬 砲(D輪 郭 が 鴫 ら か な 表 面 左

も/つ も(Dき で(図2D)ざ き ご き あ る 。 も う てメ

℃ つ[さ ・ 分 散 型(disperse切pe)コDニ ー ご ・

増 殖 して 一ご 乏 乞 娘 細 胞 が.軟 寒 天 申 赴 周 囲 へ
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移 動 し て 、)<結 果 、 形 成 さ れ る コ ロ ニ ー は 、

細 胞 が、ゆ る や が に つ き っ 妃 中 心 部 ヒ 個 々 の

細 日回が1分 散 し て し)る 周 返L部 ヒ が ら た〉る(図9E)。

こ(D形 態 〈Dコ ロ ニ ー は 〉[9細 胞.EAT細 胞 共

に 全 く み ら れ ず ノ 雑 種 紬 胞 独 自 の も(Dで あ るG

こ(Dl)型 は 少 く ヒ も ⑳ 代 くD継 代 くD闇 、 は ヒ ん

ビ 変 化 俗 く 維 靖 さ れ.た 。 麦 故(P52)に 名3)更

ク ロ ー ン Φ 形 態 左 示 す 。
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第4章 ・紬 胞(D培 着 性

こ の 章 で さノ き ず培 着 性 の 測 定.① 右 法 左 述

べノ 紬 日包同 士 の 培 巻 ・能 と 有 す るvrlq細 聰 わこ!≧

種 顛 の 培 着 機 構 セ も つ こ ヒ、 培 着 能 左 有 しな

いEAT紬 胞 は こQ培 看 機 横 と 両 方 共 も た もD

こ ヒ 亀 確 認 し赴 う え で,こ(D函 紬 胞 間(D雑 種

糸田飽 洪 に つ い て.ノ 測 定 した ⇒書着 ノ}まとと吉己述 し,

V[q紬 胞 で 見 られ た2纏 類(D接 着 機 構(D発 現

にoい て 論o・ る。

4一ユ 細 胞闇 培 着 性 の 測 定 法

本 実 験 で 用Dら 就 る 細 胞 閻 培 着 能 くD詣 楳 はノ

単 層 培 養 し た二紬 日包赴_度 解 離G、 そ}γし赴 、 あ

る 条 件 下 で 再 集 合 さ せ た.ヒ き(Dノ そ の 集 合 の

程 度 と総 粒 …5(細 胞 集 合 塊)敵 Φ減 少 で表 し

十こも の で あ る(以 下 図8と 参 照)(Edw(λrぐb

二Lq[3jUedα&=-1「(ズke}chLI,ユqワ6うo
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4一 ユーユ 細 胞(D轄 離 法

基 本 的 に1さ,(3通D(D鱈 離 法 δ噛 る

(一「αkσch1、 ユq[r1,∪ ヒush}hαrα ②むαZ.、ゴq[q)。

4一ユーユーユE処 理 ベ トD皿 赴 一E

に 覆 う き ビ に 増 殖 し た 単 層 培 養 左.CMFビ2

回)比 っ 左こ後 、 ユmM]E[汀A蓬 含 む 、 ト{1…PESrご 緩

衡 し,[旧 ワ、4に 合周塾 し ≠こ,2価 陽 イ オ ン 左 合

き な い 塩 類 溶 液(HCMFI表6)も 、馴 。d、B

イ容 唐1処 …哩 づ一る 。 処 理 づ後HCMFご ～2回1洗 し),

日CMFに け ん だ く す る 。

表6HCMFの 組 成
NaCl8.09

KCIO.4q

NaHPO・12HOO.12q242

ヨ　　　　 　　　　 　

G、UC。 。e、.、 ξ

lNNaOH9.6ml

DistilledWater

(137mN)

(5.4mN)

(0.34mM)

(10mM)

(6●lm}4)

　　　　 く　ヨ フコ　　 ユ　　 ユまセ　セ

堆 弧 内 に各 成 分 くD最 終 濃 度 左示 す。
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4一 狂 ユー2TE処 理ODユ%再 結 晶

ト1⊃ フ・ヲ フ(C贋 ㎝1)neTゆpsln、 丁ンpeエISigm・ ,

SむIL・uis・MG≧i刷EDTA左 含 むHCMF左 処

理 液 ヒ し てE処 理(4-i一 ユー!)ヒ 同 σ 操 作 左

・行 う 。 こ の 匁 理 で
.トDフ 。シ ン 濃 度 の み 赴,

幻3%、iσ4%、 ∬5%ヒ δ え た も の も 右9、

ユ○一4%(Dと 二iき左 弓寺 にLTE処 理 と二D乎心弍o

4十 ⊥-3『rc処 理 単 層 培 養 と

ユ1m図Co2+一 と 含 むCMF(MF=)一 で、2回 洗 つ ≠三.後、

O、○ユ%再 結 晶 ト じ)一プ)…ノン 、 ユγnト4Cc針 左 含 む

HC図F左 処 理 液 ヒ し.以 下E処 理 ヒ 同 び 操 作

と 右 う 。

【rE父 ζ理 お よ び'そ(Dト リ フoシ ソ 濃 度 と が

え た=処 理 ノ 「「C処 ヨ里 の 照 にコさ ノ ト リ フbヲ ン 処

理 後 トDワ 。シ ン ィ ン ヒ ビ タ ー(T仰3τ 〔エ〔h輪

一P℃γnsqゾbeαh
、「〔ype}S二S}αmα.Sむ,LOu、s、MO、)左 加

え て ト リ ブ)三ノン 赴 不 ラ合化 づ る 。 こ う し て 得 ら

オした 解 離 細 日包左 そ れ ぞ れ ノ1≡ 紬 目包ノ ーrE糸 田賜
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TC細 飽 ヒ[呼 、獣 。

4-!-2解 離 細 胞 の 集 合

直 経i6隔n,深 さ 二1ワmm① 平 底 井 戸 型 皿

(L}〔bヒ ○、『n3SUeC㎝ もureM田 匂WdlP1αte、 製Fbt

BOtむW∈ ハ3,ユ 、r7×4、6Ch1)L泊brOSdent浦c,工nc,Su』-

gldiαrv(チ1=b)uL(わs,〕]nc,Hαmdeh,Conn,)赴 あ ら かC♪

め とむ血i着 ア ル ブ ミ ソ(BsA>(B(⊃ 晒neSerumAbu師r

Fヒαcb。hV,A陥ourPham.(、 〆o巳)で コ ー ト し,細 肥

が 皿 に 培 着3る くD赴 防Dで あ ・る も の 左 ・使 用 す

るoBSAコ_ト は ノi皿1こ ○Lぢ9乏)B～}Aフ κ溶 液 赴

人 れ.⑳(じ で ⊥6暗 閻.き 一ヒ は(翫 。Cでi時 間 以 、

上 放 置 す る こ ヒ に よD右 う 。 紬 胞 だ 扱 う 他 ①

器 貝 もBSAコ_ト し で お くo

こ の 皿 に(4-⊥ 近)で 倶 ら れ た 餌 離 細 聰 と、

i皿 に{3xi65個,05虚(DHCMFに け ん だ く

し て 、)れ る ・ 必 要 が あ 蜘 ざ ・50網Mg〔 鉱 ま

セ」さ50mMCαC22左10漉 ノ こ 地しk二むDえ るoこ

れ 左9マOC80ゆ γnで 旋 回 培 養 す る ヒ ノ 紬 聰 は
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皿 ① 巾 奥 ヒ!集 り、 お 互 い が壌 融 し あ っ た 状 態

が形 成 さ れ 、 紬R包 集 合 塊 が1形&さ 既 始 め る。

-1赴 時 閻 培 養 した φ ち25%グ ノしタ ル ア ノしヂ

ヒ ドHC図F浴 液.左OIら 一諭 加 え て 固 廻 し、 集 合

反 応 左 福 止 ざ せ る 。 固 定 と の も(Dの 効 果 に よ

っ て.紬 飽 が1≧ 次 的 に集 合 す る こ と は な し)。

ユ 時 闇 以.上 固 史 し た(Dち.○ ユ45MNα(曵q諭

Nt1No=24124

1.0

ふ

o
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o
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①

翻

む

42121
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O
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酒

肋
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。
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、芝
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61244/24

TIME

図qNt/N。 ℃表 わ した 紬 胞 集 合 の継 時 変化
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で、希 釈 し、 そ ①Ol5祀 中(D総 細 胞(隻 合 塊)

数 を コ ー ノしタ ー カ ら ン タ ー(GOu1ちercOUhむer,

mOdeフZB,COdte庄1ecむrOhlcs,H1α ユeoh∫FIQI)ぜ 測 定

す るo旋 回 培 養 右 分 後 の こ の 数 イ直 一とN亡,培

養 開 始 時 の そ れ 赴Noヒ し た ヒ き.鵬/N。 赴,

-6分 後 の 莫 合 度 乙 吏 義 し
,培 着 能 Φ 詣 標 と す

る 。 集 合 度 の 値 域1さ.○ くN七/No≦ ⊥ てごあ

り,ユ に 近 い ぽ とヅ凄 着 能 は 低 く 、 ○ に 近.、りぽ

ビ=培 着 能 は 高 、)(Dで あ る(図q左 参 熈)。

こ れ き で Φ 蕊 述.・ご は,鶉 着 性 ヒ接 着 能 ヒ 、)

う さ 葉 左,特 別(Dこ ヒ わ り も し に.区 別 し て

便 っ て.…き 走三び ノ こ こ てこ定.義 し て二お・く 。 細 日巳(D

粧 着 能 ヒ は.こ こ に 述 べt砦 廻 の 睡 離%(4週)

で 解 離 した 紬 飽 の 、 靖 廻 ① 条 枇 下 で ①1隻 合 度

赴 意 峡 す さ 。_右.細 飽 ① 培 着 性uさ.細 胞

が そ れ ぞ れ(D条 件 ご,ビ ① よ う 葛 培 着 能 と 示

う が 左 意 味 す る 。
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4-2V[q細 砲 の培 着 性

す ビ に 述 べ た一よ う に(2二 」」一生),本 実 験 に

用 し)ら 才した二V[q細 目包はT(λkdchl(コ 」qr1「1)Urush}-

hOlヒ0㌧忽ラα乙(ユ.C1「1q)に(㌻D乏 くfつ麟 ノ}生が 幸浸告

さ 幽しだ 棋 δ・ら 単 諺進 し た 亜 秩 一ご 古)る(Dぜ ノ そ くD

培 着 拭.も ヒ(D洪 ヒ 同 び で あ る か ご う が 調 べ

紀 。 以 下 に そ の 結 果 ヒ ヒ も に 、vrlq紬 昌包(D

2種 類 の 培 着 機 構 の 存 在 に つDて 睡 説 左 加 え

る○,

4-2一 ユV[q紬 胞(D培 着 椙…

ユγnMEDTAで'鯉 離 し だ 紬 目自時(E糸 田目包),

C粛Q… 非 春.在 下 で 高 し)培 着 能 セ 示 す が,imM

Cα針(D春 在 下 ゼ,と れ は ざ ら に 高 め ら れ る

(図{OA)oユ γγ1MCo2+存 ト在 下 「⊂》トDヲOrノ っ タ{ζ理

し た 紬 目包(TC細 日包)1さ,Ccξz+た)し ご}さ.ぽ

ヒ ん じ 桜 着 し ち し)が,imMαP+啓 在 下 ぜ ○ 培

着 能 は.E紬 胞 し 同 程 度 に 高 い(図 坐OB)。
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⊥n∩M}≡D『rA春 在.下 ・ご トDフD… ノン ろ辺」理 し た 細 日包

は.トDブ ヲ ン 濃 度 がiO・2%の ℃ ・き(TE細 胞)

に は ノCc3ト(D存 歪}に ひ か わ ら ず～ノ 唐 ヒ/し ヒ⊃全

く 集 合 しち レ)(図 幻C、 五 お トDブ ヲ つ 濃 .度

Φ 低 下 に 従 っ て 義 着 能1さ 高 き る が(図 ユユ).

二10『4%ト リ ワρ三ノ=ノタ巳理 く「)場合(LTE細 日邑)ノ

C謝 に よ る 褻 着 能 くD増 大 は、E細 飽 に 沈 べ で

ノハ こ 、)心 ノ ほ ℃ 八ノと)み ら オしな い(1勇 に)D、ユユ)

き たL]-E細 魍 くDCo針 ち し で(⊃ 培 着 寵6、 『E紬



43

↑0

05
0
z
、§

z /
0.0トL」_⊥_」

010.510願410-310-2

ト リ フoこノ=ノ濃 度(%)

図!コ.imM[≡DTA存 在 下rご トDフoヲ っ 処 理

し たV[q紬 碑包の ⇒垂着 貸と。 縦 車由こ 旋 回 培 養

i20分 後(「)集 合 度 。 横 軸 処 理 トbブ ヲ

ツ 濃 度(単 仕=%)。x,C謂 一』し。吾1痂M醍

よD高 ＼り場拾 が 多 し〕(図 ユi)。

以.上.〈D結 果 赴,も ヒ(DV[q株 くD一培 着 怯とと一比

較 寸 る ヒ,こ(D亜 株 で はE紬R包 一TC細 砲 ヒ
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モラノ も'ヒ.ぐつV[lq楳 よDや や 鶉≧看 自」が 高Dが ノ

全 体 の 棲 春 陸 ヒ し て1さ 一 致 しu)る 。 従 っ る

こ Φ 亜 株 も 、 も ヒ のV[q枳 ヒ 同 び 培 着 機 構 と

保 有 し て い る こ ヒ が 判 っ た 。

4-2-2V[q系 田R包の 培 差」機 構

Vレ1q紬 胞 の 壌 着 性 の 詳 細 な 研 究 か ら,V[q

細 胞 の 壌 着 に は.少 く ヒ ・62種 類 の 質 的1こ 異

な っ た 機 構 び 闊 係 し て い る,と ＼りう 仮 説 が 堤

唱 さ れ てDる(Tαke}chLユqワ ワ」UrushlhQrα 妨 証.

ユq∫7q♪-Fakdch}辺)α 乙,,iq『q)oこ くD仮'言蒐〔こ さ=れ

ば/(以 下 図 士2を 参 照)V[q二 細 胞 は 、C(轡 の 啓

在.に二依 疹 し1色 し)培 着 機 横(C工D図:(淵dum工nde

Pe〔denむ トノled∩αni3m)ヒ ノCc暑+佼 巻1}生 くD=壇ラ着 機 構

(CDト ィlC(λ1clumDepe船denrじMechαn}sm)赴 も つ ○

正…処 理 ℃、は こ(D面}機 橿 び,倶 右 ざ れ る が.CDト イ

はC尉 春 在 下 で ノODユ96トDフOrシ ン 耐 ノ陸 で あ

リノC工Dト ィは 乏 う ご な い た め ノ ーrC細 胞 で は,

CD図(D∂ ≠ぴ 磯 能 寸 る こ ヒ ヒ な るo一 方,Cc9
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図 ⑫ 紬 胞f)処 理 冬イヰ℃ ノ 得 られ る紬 鯉 の

培 着 能 ヒ(∩関係 。 中 奥 が来 処 理 細 胞 、周

囲(D4っ び 処 理 芝 れ た 紬1把 色麦 わ 寸。 培

着 能(集 合 度)の 大 き 芝 は+の 敵 ゼ 表

わ して あ る・仮 説 」二の2種 類 の培 着機 樽

CD図(魯)、C工[刑(O)と 名 処 理 細 飽 に つ 、)

て 麦 示 し て あ る 。(勺 ザ7巾.iqワsさ=L))
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も し(D条 件 下,て}・1さ二、C工D図 さ=L)CD図(D右 が,

トDブ シ ン に 対 し て 感 受 ・陸 ぴ 高 く,LTE処 理

て⊃1さC工DM(D∂ ≠・保.荏 さ=かしるo一 丁E父 乙…}塑・ご1さ.,

両 老 ヒ も 失 活 す る 。 こ れ ら の 処 颯 さ 可 豊 的 で、

あ る 。 す ⇔ わ ち.E細 胞 赴 、TC処 理 き たiδ

LTE処=理 一す る ℃ ノ ≒と才しぞ れ.、-rC紬1抱 き た二は

LTE紬 聰 ヒ 同 じ 培 着 盤 赴 示 す 紬 胞 か 偶 ら れ る。

き セ.TC紬F泡,LTE紬R包 亀.そ れ、ぞ レし,

LTE処 幽TC処 理 す る ℃ 、bず れ の 場 合 も

丁E紬 胞 ヒ 同 じ培 着 性 と 示づ 紬 胞 翻 弓 ら 乳 る。

C工DMヒCDト41さ ノ そ 泳しぞ 釦し独 立 し た」培 着 機

構 と 形.成 し でDて.CユDM[ヒCDト4ヒ 〔択 夏 応 し

合 う こ ヒ は な り(-rQkd(南 】4右α乙,強 「マq)。

∠}-B王 ≡AT糸 田月包(D焙 着 ノ}全圭

EAT細R包 は,遙 遷 状 微 で 培 養 さ⊃ナし、 培 養 巾

で(D紬 胞 闇 接 着 も あ きD見 られ ず.細 砲 闇 接

着 能 は低Pヒ 思 わ れ ろ び.V[q細 日包(Dも02.

種 類 の 壌.着 機 構 が右 在 して/)る か ビ う が 赴,
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改 め で 盒闇べ る ノ 無 処 …哩 くDき き.ノ お よ て澄V[q紬

胞 ヒ 同 σ 処 理 左 紬 胞 に 施 し ノ そ の 梼 着 能 と 測

定 し 一紀o無 処i理 ヒ は ノ 培i養 さ1非した 細 目包左HCMF

で2回 洗 う こ ヒ と い う 。

撫 処 理 の も(「)(デ ー ・9略 。 以 下(Dも(τ)に ぽ

に蒙、專 しD)ノE(図i3A),TC(厘 ヒL3B),TE

(図 ⊥BC)、LTE(図!r∋)D)処 理 と 施、し た二も(D/

gず れ の 細 胞 も.1δ ヒ ん ビ 細 胞 集 合 塊 赴 勉 成

し な し)。 トDフ0・ シ ン 濃 度 赴 コ〇-2晃一iO-6%ヒ 変

え ノ ユm図E[汀Aで 処 理 し でし場 合 に も ノ 巴 細 胞

1.0

05
0
Z
、
ヴ
Z

0.O
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図 ユ3EAT細R包 Φ 培 看 」}生。1≡(A)、-rc(B)し

TE(C)お ・さ びLTE(D)細 目包くD・集 合 度

(織 軸)の 経 時 変 化 。 横 軸 は旋 回 培 養 し

蔦 時 闇(単 ・位 分)。-x-tC8+た ト6,畷 トユ網 α£㌔
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TE紬 目包ヒ1司 様 て}あ る(図 コ4)o

以 上 の結 果 び ら、EAT紬 胞 で 臨vnq細 胞

(Dも っ 蕩 着 機 構(C工Dト もCD卜4)(D両 右 共 が 灘i環

さ 託 ℃DちD,ヒ ニ結 論 され る。

[

.
Z
＼
&

Z

じr一

TAF
」
ー

010-6「10-510-410-310-2

ト リ フ。シ ン濃 度(%)

図 竺 ユm図EDTA巻 在 下 で トDフoつ コ 処 理

し たEシへ丁細R包 の ⇒妾着 自巳Q縦 車由こ 旋 回 培 養

⊥20笏 後 の莫 合 度 。 横 軸 処 理 トDフ ・ヲ

ン 漣 度(単 ・仕:96)・ 送一℃甜 ち6 、画 ユ醐 αP+
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・4-4雑 種 紬 胞 の培 着 性

条崖種 糸田目邑株 の2>契 ク ロ ー ンq株 、 お さ・ぴ そ

耽 ら 由 来 の`3次 〃 ロ ー ン25楳 に っDて 接 着

性 と調 べ た 。 す べ て の株 に つDて ε細 胞 の

撞 着 性 赴調 べ 、 一 部 くD枇 に ・つい て はTC紬 飽

TE紬 胞 に つDて 毛、言固ぺ たQ

4-4一 ユE紬 胞 の 培 着 桑生

V[q糸 田日包に お・し)で,忌 処 …哩 は,そ(D2種

類 の 培 着 機 構 左保 春 し 琶 き き,細 聰 左 侮 離 す

る 方 法 ご あ っ た 。 そ こ で雑 種 細 砲 で の ⊂L脳,

CD図,両 機 構 の 発 現 状 態 赴 知 る た め 、Ei紬 胞

dつ≒凄着 自巳左 測 定 した,。

雑 種 紬 飽 の・培着 性 は 多 楼 一ごあ る 。 図 」5に そ

(D代 麦 奮旦赴 示、す 。VE-eら 丘松ミてこ1さ,Cc針 右 在 下・

で の 接 着 能iさvrlq細 隠 ヒ 同 程 度 で あ る か1、

Cc針 ちG一 び(D培 着 能 がV[(⊇ 株 に比 べ 低 下 して

い るQこ 才uさ 、 こ Φ 雑 種 紬 胞 株 におDて1さ 、
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E細 胞 の集 合 度(縦 軸)の 継 蒔 変 イ6。 横

軸 倉旋 回 培 養 したE時 闇(単 仕1ノ 容)。
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X-X

X
一 L

'

e51 h11

1 lI

x一
ρ

、

一 一

B5 923
1 lI

〉[q細 胞 株 ヒ比 べ て 、C加 治 ・曲 こ1さ邊DIさ ち

Dが'、C工Dト ィi活ノ避(D方1さ 低 下 して/)る こ ヒ 左

示 寸 。VE弘 竺 棋 でtさ(副 啓在 下 で、の 培 着 能 の
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低 下1さ わ ず か で、あ る 谷 ク(ン ρ トなcで の 蕩 着 乾

は 極 め て ・低 く.あ た か・も■V仁lq細 日包赴Tc処 理

C寸こも の(丁)ぷ う 亡 あ る 。 こ(D楳 ご は ノCD図 活

ノ肚 に つDて1さ,V[q細 砲 株 か ら の 変 化tさ 唇 ヒ

ん ヒ なDぴ,C工DM〈D活 ノ陸(D右1さ.ぽ と ん ビ

消 失 し て し き っ てbる の で あ る 。 同 椥 こ,VE-

B5桝 ミで は 、C工DMの 活 ノ腔 び 唇 ヒ ん ビ ち,<ノ

cD隔 ・幽 低 下 し て1)る ・ こ ら に ・VE-99ら

族 で[さ.V[q紬 飽 枇 のTE細 飽 や、EAT紬 胞

に 近 似 し た 壇 着 牲 幽と 示 し 、C工D図 、,CD価 活

ノ魅i残 極 め て 低 下 し てDるo

さ闇べ た 全 浄(D株 の.2樋 陽 イ 才 ン も し,

鋪 酬92㌔ ⊥醐G(倉 啓 在 下 で の 粧 着 能
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図!6条 雀種 細R包楳 の接 看 能 に闊 す る分 布c

2価 陽 材 ンちし㈲ ⊥細Mゲ ⑧

⊥ 醐C謬(C)σ)条 樽 下 で のN∈o/NO(横 軸)

に 関 す る 分 布 。 縦 軸 は/N(x)/NOが そ の 値

を ヒ 老)∈う文 イフロ ー ン 株(D数 。V・1…1さ 、

そ泳 しそ 井し1≡処 …哩 したV[q紬R包 ノEAπ 袷田日包

(D二凄着 自巳奄 示 す 。
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い て 、壌 着 能 に関 す る 雑 種 紬 胞 株 の分 布 左 図

示 した の び 國 蛉 ぜ あ るQこ の 図 δ ら 文 の こ ヒ

ぴ判 る 。 ④ 寸 べ て の 雑 種 紬 胞 株 は,V[q紬 目包

楳 に比 べ,2・ 価 イ オ ン な し の{条イ年下 ぜG培 着

能b　 低 く,そ の 多 く に}.EAr「 細 胞 ヒ同 様.}き

と,/しビ 粒ii巻角乞がな レ)Q一すな の ち,CユD図 沽'}生

(Dぽ ヒ ん ビ なD株 が 多 レ)。 ◎ ユm図C尉 為 在 下

で 湾ノ 多 く の 棋 で ノV[q細 胞 ヒ1司程 度 の ノ 高

鴇拷 着 能 撫 られ る。 ③ 伽Mぜ 為 在下 ぜ は・

サ ベ て の 株 でvrlq細 胞 浮D培 着 能 が低ニレ)。 き

紀 ノ そ の 分 布 び 広 ＼うo

各21契 ク[〕 一 ン ヒノ そ才しに 由i史 す る ∈3〕亥～.ク

ロ ー ン ヒ(D蕩 着 能 左比 較 す る ℃、 多 く の場 合

3次 ク[ト ン(D=接 着 藁 猷.そ 札 の 由 来 す る2

次 ク ロ_ン の槌 着 能 赴 上 回 る。95株 の3庚o

ロ ー ン の う ちノ2/価 陽 イオ ン ち し の 条偉 下 ぜ

～D株 び(厘 ロワA)、 ⊥隔 図 図α外巻 在 下 で9⊥ 枳 が

/図 ユηB)ノ ユ醐(漁 春 控 下 で 四 株 が(図 狙c》

その 由 文 し一紀2次 一ク[1一 ン の培 着 能 左 上 回 る○

も し2)更 ク ロ ー ン の⇒妾着 ・能 が{の 申 の 嬰 質
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図 釦 薙 種 細 飽q茨 ク ロ ー ン 株 ① 二培着 蔑 ヒ

紀 レしヒ 由 粟 す る13次 ク ロ ー ン株(D樟 着 能

℃ の相 闘 図 。 横 軸 しδ9次 ク ロ ー ン湘 ・培 着

角乞(Ne)/No)ノ 縦 車由1さr≡5オ配クD_ン オ井ζの⇒著卜

着 謎(N&)/NQ)。 綿 分 停 梗 牽 偏 差 色 表 わ す。

斜 線 の 下 側 にあ る も の び 、(3茨 クD一 ツ

棟 ①培 着 段 び ヒ 軋 の 由 来 した Ω茨 ク ロ ー

ン 株 の 紀れ左 上 回 る も の で あ る 。
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の 紬 砲 集 団 の麹 着 能 の 平 均 伯 一ご あ る ≠ことr)にノ

3茨 ク ロ ー ン 楳 の・毒 着 能 に 変 異8生 じた ℃ 寸

るな ら は、 棲 養1`能び 上 」昇 す る 〔3友 ク ロ_ン 棟

ヒ 低 下 寸 芝5も の ℃ が ぽ ぼ 同 数 あ ら わ れ る 昌ず

で あ る 。 ℃ こ3δ 約80%①s茨 ク ロ ー ン株 で

栂 着 自巳猷よ二」弄一して二Pるoこ レし【さ3)更 ク[]一 ン

株 と 単 離 す る 際(D皇 拳,軌 寒 天.培 地 中 の コ ロ

ニ ー の形 態 、 にざ る のd謁D箏 激 集型 、6

散 型 σ〕、)ず れ の グ ノし 一 ブ で も,着 着 能 び そ れ

の 由 来.し た2-〕 更 ク ロ ー ン 株,ぎD上 昇 し てDる

3次 ・クD_ン 株(D方 ぴノ 低 下 し てDる も の よ

り 多Dか ら ℃ あ る 。 以 上 の こ とiさ ノ 梼 着 能 と

～ 度 共 っ 紀 細 陶 叡 培 養 奄 続 け て 、)く う ち に 、

再.び 、柊 着 角色左 回4復.し だ σ)でiさ を}Dひ ヒ …哩 擁 で

さ二るo

44-2TC細 月包①樟 着 性

2)更 ク ロ_ンq耕 三,お さ 「び ～2)契 ク ロ ー ン

桃VE禦 由粟 の幻椥s)更 クrン 株1くo
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い て,TC糸 田R圃の 糠 着 能 と,C()9+も し.あ 、よ

てメ⊥γhMC(フP+(D条 僻一下 で 測 定 し た一〇 凌 ワ に 紀(τ)

結 果 左 示 す 。 ど の 核 で もV[q紬 胞 のTC紬 胞

ヒ 似.ヒ 壌 看 ノ陛 と 示 す 。 す 倉 わ ちC評 び ち 在 し

叡 りさ う も 条 件 下 ご くD培 着 能1創 き ℃ ん ビ な い

び,ユ 酌MC甜 春 在 下 ぜ(D接 者 能 は 高 し)。 これ

は 巨糸田胞 で ユ　ηM(塗 春 在 下 で(D培 巻 能(D低 一)

耕ミで も 乏 う で あDノ 調 べ た.す ぺ て の 株 で ノ1浦

Cα餅 春 在 下 で は.芒 細 胞 よDマC細 晒 の 方 が

よD接 養 麓 ぴ 高 し)。.

こ の 結 果 旨2通Dに 説 明 で き よ う 。 ④CDN

びE細 陶 で は"マ ス ク"ざ れ て 、)て,TC処

理 に さ・D"マ ス ク"叡 除 去 ざ れ る た め に.,Tc

紬 胞 で はCD図 が 活 世 化 す る 。 ◎ 難 種 細 胞 でtさノ

モ…処 理 ヒ 、)え こ も,2種 類 の 樟 着 櫟 機 を 函 右

共 保 疹 す る よ う な 解 離 方 法uさ もD相 もb。

倒 え ぽ 、 細 胞 自 倉 飢E処 理 中 馬 フ。ロ テ ア ー

ぜ 亀 放 出 し て.GDMが 分 侮 こ 介した一D/Cc針 も

し の モ条 ・件 下 で は,CD図 び 細 日包}嚢さ・D脱 落 づ る

さ二う ち こ ヒ 酬 起 こ る の δ・も し れ な レり。
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毛0◎ で ち く(Dが ユEし{うト1ンし!ざ⊃TC紬B包 左

E処 理,ま 赴E糸 田目包左TCタ{ζ ヨi里一す 一ろ と,)乏 の

細 胞iさ 、)ず れ も ♪TC紬 鞄 ヒ 〕[司榎(D培 着 性 と

示 す は ず で あ る 。 逆 に 、 ④ で も く ◎ が 正 し け

かしば.こ くDま う な 奴 理 一と し た二糸田胞1さ 、)ず れ ちり

E細 困 同 楼 の 低 培 着 能 の も(Dが 倶 ら れ るtさ ず

ぜ あ る 。

3)欠 ク ロ ー ンVE-923株 に っDて ・ こ れ 左

実 験 し た 結 果 が 表8で,奥 験 の 詳 紬 ち{茎 順 は

表 の 説 明 に 証 し て あ る.TC紬 胞 左'E処 理 し

て も,-TC処 理 左2回 く り 遍 し た 細 贈 ヒ 岡 様

の 甚 着 世 示 す 。 だ 把C(轡 春 在 下 で1の 培 着 能 に

や や ・低 下 が み ら れ る 。 ヒ こ ろ が,E紬 胞 赴 一「C

、処 理 す る ヒ ぽ ヒ ん ビ 全 く=壌 着 能 ゼ難}し)。 づ

べ て(D処 理(MFに さ二う 洗 薄 ブTC処 三哩 以 汐ト)左

めTエu7つ 。ロ4ニ ン(Apr・ 執廟 、P眈e脱1湘 徹

什・mB・v}heLung)S陰mαChem1㎝ 衡 ・9七・LQu酬 ・・)

次,貢 よ り 液 以 く外(∩ 溶 液 註 べ て に,ら ○丁工∪

の ア フ。目 与 ニ ソ か恰 ・き れ てDる ○
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表9羅 種 糸田日泡楳VE-993紬R日 左2重 処 理

し 右二紬 日包くDゴ妾.着 ノ}生。

lst2nd

treatmenttrea七ment

protease

2+inhibito
r-Ca

N60No

+Ca2+

IExperimentl

Experiment2

C

C

E

E

T

T

C

C

E

E

E

T

m⊥

Tc

E

㏄

E

㏄

E

㏄

E

E

十

十

十

十

0.91

0.90

0.88

0.86

0。91

0.91

0.96

0.85

0.86

0.14

0.39

0.90

0.75

0.21

0.29

0.94

0.67

0.63

実 験 狙i沢 処 理 ヒ し て,通 常 の 巳 下c

処 理 に よD,ペ トD皿 ざD侮 離 し セ 後 ノ

トDフo∋ ソ イ つ ヒ ビ タ ー と 加 え て δ ら 、

2)欠 処 理 が,TC処 理 の ヒ き に はM1=で 、

E処 理 の ヒ き に1さCM下 で13回 洗 浄 し た 偽

各 処 理i痩 に 懸 濁 し 叙 ℃-dコ5分 闊 処 理 す

る。 以 後 は 通 尚(D奢 順 だ 梼 着 能 と 測 定 。

実 験2:同 α 処 理 赴,蚤 白 質 分・解 酵 素 イ

ン ヒ ビ ・9-(ア ブo[}.づ,二 こソ,ら こ)一「工∪)右

在 下 で 有 っ た も の 。M-Fわ さ び・一「C鎚 理

甑 へ
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巻 在 下 ぜ 有 っ て も 園 ぎ同 び結 果(表8実 験

2)び 得 ら れ たo

こ(D結 果 か ら は,上 龍 の ビ ち ら(D説 田 δ樋

切 ビ あ る か はノ 日日ら が にも らbい 。 同 び組 ∂≠

合 わ せ ぜ も 処 理 の 順 序 一ご全 く 異 乞 っ ≠ご結 果 に

・ち る の は
、 処 理 暗 の 紬 鞄 の状 能 にざ る 紀 め で

あ ろ うoす ちbち.こ くD実 験 一ご1さノ 生)更 処 理

奄.細 日矧さ基 質 上 に伸 展 した 状 態 で 受 け る びノ

2)更 処 理 で1さ,細 胞 倉 蕩 遊 状 態 で 処 理 と 受 け

・る こ ヒ に な る の で あ る
o

44-3L藺TE紬 胞(D接 着 性

前 項 ぜ ≡げ ら ルした さ二うi唇i環 象 がノC工Dト ィ に

つ 、冗 も 鄙 ら れ う が ビ う か ・VE-9磐 椥 こ つ 、・

て,トDフ 。ラ ン 処 理(濃 度,玉)-2%-10ら%)

赴 ⊥mM・EDTA啓 在 下 で 右 の.培 着 能 と 調 べ

≠し。}≡ 処 理 の も の に 比 べ,トDτP∋ つ 濃 度 が

高 き る に0軋 て,接 着 自帥 低 下 す る(囲8)。

C工D図 の 高 まD{さ.ノ ビ(D処 ヨ塑 で で も み ら レし
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。
Z
＼
畠

z

ヅ

923-
010-510-410膚310.2

ト リ フ・つ つ濃 度(%)

図 侶 ユmM登DIAち 在 下 で トDプ つ ヲ処 理

しだ 雑 種 紬 飽(VE-923紬 胞)① 培 着 角乏。

縦 車由 虚 回 培 養 ⊥20分 後 の集 合 度 。 横 軸

虹 理 トDブ シ ⊃ 濃 度(単/仕1%)。

-x-=Cc『+た 〉(ン.+;4m図C(f+

も か っ た 。
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箋ら章 検型分析

雑 種 緋 泡 に おiナ る 培 着 能 の イ医下 の 原 勘 さ、

根 本 百巳に1さ 、 遺 イ云、≡5一弄笠ヨガシの ～蔓こイ61こ さ一る ,ヒ ＼)

う こ と ほ 閻 遺 、りも,の 。 こ ① 」轟 でUさ ノ 核 型 分'

析 と 通 σ 、1親 細 胞 株 ヒ,羅 種 細 飽 棟 の 染 色 体 ・組

成 と 比 較 し,・ ヒ 〈δ 婁 着'陛 ヒ(D関 珪!左 論 一ず る 。

ら一⊥ 校 型 ・分ジ訴 くD方 法

5-∠L一ユ 染 色体 標 本 の 製!作

直 狸6㎝ の 培 養 皿 に,少 し 隙 閻 の 祓 る 程 度

に き 一ご増 趙 した 細B包 左 甲 ＼)る 。 こ の 培 養 を,

培 地 交 換 し・ ◎ 躯 帥 鉤 コ ル ヒ 与 ン(Cdch}dn

kお いe)献 ηMerck.Do湘Q鉱 αab,Geレm鋤 ノ)(紬

胞 み 裂 胆 害 剤)啓 在 下 で 、4時 閤 培 養 ㊨ る ヒ

ゴ」○%一90%の 細 胞 が 分 襲 中 眞Rぜ ヒ き るoこ かし

もOIΩ5%粗 トDヲ ヲ つ 澹 液 で 細 聰 左分 散,し,
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eMFぜ2回 ジ記っ たゴ後,Olユ%ク ェ コ 酸 ナ トDウ

ムフk溶愁 け碗 く し・即cで 醗 酌 置す

る。 こ(D低 張 処 理 に よD,細 胞 が 膨 σ ゆ ん し

染 色 体 が つ レ ノやラー ト上 で重 な る(Dが 砧 げ る。

こ れ を カ ノしノ ア 固 定 液(酢 酸 ニ メタ ク ーノレ=

ユ=3)で 固 定 す る 。 き ず抵 張 処 理 疲 ユ絶 に

っ ぎ ⊥-2滴 の 割 合 ぜ 固 建 液 と,細 飽 け んだ

く低 弓乏夕星理 液一にノ さ=〈 糖 ⇒半したトび らカロえr老)o

こ れ 左 ラκ冷 し如 分 閻 放 置oさ ら に ノ5mq(D固

定 液 と こ れ に重 層 し、 聚 冷5分 閤 数 置。 低 速

逡 沌(200xg.3分 闇),上i痛 左 甘 て 固 定

液 と らm企 わ口え.け ん たうくoこ の ・あ ヒ2-(3厘 】)

遠 党 し上 渚 ・と塘 て 固 廻 液 に再 け ん紀 く す る 操

体 ～皇級D逗 す 。 長L設冬白}9に ユ○ら紬 目図/r設 ヒ た}る

よ う に 固 定 液 に け ん だ ぐ す る。 こ(D宕 式料 奄,

氷 冷 した ワD96エ ・ク ノー ノしに 渥 して お/)た ス ラ

イ ドグ う ス,上 に叡 滴 紀 ら しノ 引 火 乾 燥 きだ は

自 然 乾 燥 寸 るQ室 内 の湿 度 伊高 ＼り場 合 は前 老

・と
,低 、)瘍 合b〃 後者 と 用 い る も ビ、 築 色 体 が

重 ち ら ず.ま た 嵩～ら1ぎDす さ!lち、り標 本 δ イ得 ら
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れ る ざ う に,乾 燥 の還 さ迩 訥 節 す 乙。
以 上 古 山ノキ代,lqqπ に 従.う.

5一ユー2薬 色体 分 染 法 一erノ 、、ソ ド法

CαspeβOhら に ぶD・ 薬 邑 体 赴 縞 穫 様 に

築 め わ け る こd可 麓 に 偽 た((hgpeド9・n/

Zech,」Oh()nsson&rModesじ 、iq[○ら こ ゆし左・築 邑 体

分 染 ヒ い 、う,こ ① 染 色 法 ① 蘭 発 の 結 果 、 従 来

諸1別 不 可 能 で、あ っ た 築 色 体 が 互Dに 区 別 ぜ

乏 る さ う に なD,核 型 分 析 が 容 易 に ち っ た 。

き た.欠 失.・ 付 加 、 逆 仕,転 座 ヒ 、)っ た 染 色

体 異 常 の 滋 見 も 困 難 も も の で 悟 も く も ○ 紀 。

こ(Dさ=う に 薬 色 ・体 ・分 染i法 博 細F泡 追 ・伝 首(D参 野

に 大 ぎ く 書 与 し て 、うるo

本 曳 験 ℃、・も 染 色 体 赴 分 染 し て 椒 型 分 析 奄 有

っ た 。 通 薗 さこく 田 い ら 中しる 分 ・染 法 に.ノQ一 ベ ソ

ド 法(Qユ3peヒ9。n妨 彪 詔q[○)ヒaバ 》 ド 法

(SumnebE》Qns&Bu㎝Qhd・iq[i)Seαbヒ)9}t、

ユq[ユ)ヒ が あ る 。 前 者iさ 螢 光 色 素 の ギ ナ つD

ン マ ス タ ー ド を.用 し)てi追 色 す る も(D℃ 、あ1⊃ ノ
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染 色 法 は 噛 単 ぜ あ る が、 観 喫 に1さ 螢 光 顕 倣 鏡

左 必 要 ヒ し、 永 久 棟 本 ヒ は な ら ち 、〕① で 槙 本

[さ写 真 撮 影 して 謹 銀 す る 魅要 獄 あ るQ一 右 後

老 は、 種 々 の前 処 …塑と 施 しセ 梗 本 赴 ギ ム ザ 契

色 す ろ も(D亡 、築 色 に呑 閻 び δ・δ・1)、 き た 一

定 ① 出文 具 合 の梗 本 と碍 る の δ 困 難 で あ る 。

・働 え ぱ 、 梗 本 の乾 曝 法 や 乾 燥 状 態
、に 左 ち こ 耽

†しDす るoこ(Dさ 二う た》欠 点 さ あ る 岱ノ 巣 色 し

た 樗 本 は 半 永 久 的 に保 右 ゼ・き る 。 こ こ ご は,

2種 類 ① α ベ ン ド法 ノASG法(Su脚 銚 伽 乙..

⊥qrτユ)ヒ トD一 メ)ラ=ソ法(≦ 連G』ヒb賦).「qワ⊥)ヒ ーを

組 み 合 わ せ た 古 山 法 に さ っ た(4代,大 塚,

福 躊,古 山,4qワ[)。 こ(D右 法 で 分 染 寸 る ヒ、

唇 圏L定 の 築 色 楳 本 が比 較 的 瘤 易 に揖 ら 賦 る。

以 下 に そ(D巻 ・順 と述 べ るo

(らLユ ーユ)で イ乍.成 した.梗 本 と9×S≦ ≧C(03図

Nα(丑)003図 ク エ ン 酸 ナ トL)ウ ム)に 浸 しノ 望

温ぷD殊 々 にa)QCき ℃、上 げ,後,a)。C℃20分 閻

放 置 す る。 蒸 留 礼 続 、うて ユ○○%メ タ2一

ノしで 言 す ぎ.⊥ 時 閻 以 上 風 乾 書 る 。 こ れ 赴
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0亀Ω5%粗 トDワoシ ⊃lCMF)店 　三夜 一ご9[OC24

紗 処 里 し,直 ち ヒ」00%メ タ ノ ー ノし に)量 し て

酵 素 と 失 活 さ せ る ○ 風 乾 し だ 後,296ギ ム ザ

液(原 液 〔Glems()3-Lと5SunqラMe肺dぺ,Dα ヒm(λstκλdt)ゾ

Geセmαhシ 〕一とioO網 り ン 酸 糸鐘 衡 液 ・pH[・6ぜ

希 叙)ゼ30分 閻i柔…色 す るoフ κ溌 ノ 乾 燥 後 才

イ キ ツ ト(Euk臨KlndlebGe酬 遡)左 戸r、うて

封 入 す 翫 ユ○○倍 油 混 対 物 レ ン ズ(01脚pu3,

T。ky・)左 凧 って 観 喫 、 写 貴 撮 影 す る.ミ ニ

コ ヒ9一 フfノしムHR工[(富 士 写 真 フ ィ ゐしム(林),

東 京)と 田 い.印 画 紙 は 硬 訥 ① も ① と 使 田 寸

1≦o

ら一2来 見紬 目回棋 の核 型

雑 種 細 胞『彪成 に甲 い]ヒ2檬 の紬 月琶の祓 型 左

き ず、み 新 したo
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5-27ユvr7q紬 戸泡① 杉久型

vnq細R包 は手 ヤ イ ニ ー ズ ハ ム 又 夕 一 由 来

くD株.細 日日で、あ る。4ヤ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー(D

正 賄2倍 体 細 胞 の 築 色 体 敬1さ 里 一ご あ るoV[q

紬 随 の 染 色 ・体 敬1さ.図 想 に 示 す さ う に,=E一

ド び 必 で 、数 の う え かblさ ノ 正 漁!)倍 体 紬 飽

℃(Dへ だ 赴 り δ～小 さ い昼 ノ 名 築 色 ・体 の 標 牽 検

型 の 染 色 ノ体 へ の 始 応 ・づけ は 困 難i「ごあ るoイbDえ

ば.正 常 ぜ あ れ ぱ 相 同 築 色 体 が2本i組 に色

っ てDる は ず で あ る が,vnq細 鞄 で β9組 し

か、ノ 乞 う 、)う も の 献 もへ)。

ヒ こ で、.vnq細 胞 ① 築 色 体 ・&、 標 準 椒 型 ヒ

【さ無 関 係 に蓄 暑 づ け し た(図90A)。 染 色 体

15/qiさ 乏 此 ぞ れ相 回 築 色 藤9本 ず っ δ、ら倉

る 。 築 色 体 ユ ーsは 中 部 動 原 体 型 、 ≧藍色 体4-

G、 全3.丞6!さ 次 中 部 動 原 体 型 、 築 色 鉢 ▽ 一 ユ2

ユワ陪次 端 部 動 凍 体 型,染 色 体 蟄)ゴ51さ 端 部 動

原 体 型 、 染 色 ・体侶,醤1さ 点 薬 色・体 ぜ あ る ・ 端

部 動 原 体 型 契 色 体(D蜘 原 体 の染 色 世 はノ 染 色
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体 鉾 こ わ ず か に 染 き る程 度 で り 染 色 体 蛋 で はノ

tきヒ ん ビ 染 ま ら ず,こ 耽 ぴEAT紬 胞 ヒ 異 な る

点 で あ る(ら 一2-2参 照)。

5-～≧-9EAT紬 胞(D核 型 分 析

LAr「 細 胞1さ マ う ス 由 裏(D秩 細 飽 で・あ る。

正 常 マ ウ ス!2倍 体 紬 胞(D契 色 ・体 叡 は40ぜ ノ 乏

①形 は 寸 べ て端 部 動 原 体 型 で あ る。 εAT紬 聴

①築 色 ・体 敵 は ノ モ ー ド が44の 図Pに 示 寸 さ う

ちイふ布 と ヒ り,正 尚 Ω 樒 体 に民 べ わ や 多 いQ

こ れrう 、 正 常2癌 体 の槙 華 核 型 ℃ は無 関 係

に番 暑 づ け しヒ(厘1～ λ)B)。 染 色 体 ユ 唐 巾 聯 動

原 体 型 ♪ 薬 色 体!21さ 茨 中 部 動 原 体 型 ノ 磯 り窓

寸 べ て蠕 二部 動 原 体 型 一ご あ る 。 重む原!体 部 陪V[q

紬 胞(Dも の ヒ 異 ちD極 め て さ二く 築 色 さ れ るQ

こ の こ ヒ を 利 甲 す る ヒ、羅 種 細 胞 に おbて.vrρ

紬 胞 由 文 の 築 色 体 ヒ,EAT紬 聰 由 粟 の も ① ヒ

左 智 易 に 区 別 寸5こ ヒ が 一ご き る 。
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國 ゴqv[q紬 日包ズEAT細 胞,雑 種 紬 肥VE-990

細 随 の築 色 体 敵 分 布 。 そ 此 そ れ ユoO以 上

の 巾貝日像 に つDて 染 色 ・体 麹 赴.難しえた 。 図

中 ① 数}き1.【さモ ー ド と 示 すo
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ら一B縫 種 紬 胞 ①核 型み 析

き ず,難 種 紬1鞄 の 『3拠 ・クD_ン 全 楳 に っ ＼り

て 、 総 染 色 体 数 と,⊥ ○○梱 以 上 の 分 裂 中 期 像

ヒ つ ＼)て 数 え た 。 親 紬 認 楳 ℃ ち が っ て,薬 色

菰 数 の ぱboき は大 巴 し)・ 一創 ヒ し て・～尼一卿

耕ミの も ① と 図 丞1に あ 俘 るo染 色 体 榎 本 の作 成

〔さノ ク ロ_ン の始 き.り の ⊥佃 の 細 日包む1ヨ」○ワー

ユ08個 き ℃、増 殖 した 頃 ノ っ きD.納95回 分 裂

し1た噂,に 有 つ た,が,雑 種 紬 鴫 ぜtさ椒 型 啓 む

彪D不 を 定 だ ヒ 、)え るo表 ワ に染 色 体 数 ① 平

均 値 ℃標 華 偏 差 ヒ 赴 き し め た 。 雑 種 細 照 の 染

色体 敬1さ 、 画 親 細 寵 ① そ れ の船 に 唇 ぽ 野 し＼・

b＼,ぶ じ週7Dも(Dが 多v⊃ 。Vモ…一α35秩 は,棚 外

的 に 多 く,平 均 く!0i本 の 染 色 ・体 左 も つ ・ これ

は.こ ① 楳 ① 由 来 した ～≧)妨D一 ンVE一 α3杁

(D染 色 体 び倍 加 した{ラ(Dヒ 思 わ れ.る 。 ち ぜ な

らノ 回 σV芒 一a3株 由 、粟一(Dも う 一ひ と二っ のe)捉 ク

ロ_ンVE一 α踏 株 細 隠 は平 均BB、6本(D染 色 ・体 左

も つ が らで あ る 。
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し ゐ＼し ・ し)ず 申_(D雑 種 拍田日包株 吾 りvrlq糸 田目巳

由 束 お・δ ぴEへ7T紬 胞 由 來 の 築 色 体 と 両 お 共 も

っ て い る し ヒ 督)α バいソ ド 染 色 しt楳 本 か ら

嚇 認 こ れ だ 。 以 上 ① 結 里 が ら 、 箋4章 で 調 べ

乞 柊 着 性 に お い て 多 楼 も変 異 と 示 し てDる

雑 種 穐〕】『包フ朕(「)＼)一ず レレし七 ㌫ ♪1刀云〕親 細 胞 株(D遥 …!伝

因5左 保 暑 し てDる こ ヒ がE旧 ら か・に も レした 。

℃ ① 一 偽D(V≡-990紬 胞)左 図90Cに あ げ る 。

次 に,同 一9次 ウ ロ ー 遭 由 巣 σ)9次 ウ ロ ー

ン枳 ら組 釦 秩 の雑 種 細 阻 棟 に つ 、うて複 型 分 析

・と 右
っ た一。 各 洪 ご ヒ に,i2① 分 裂 中 期 像 につ

い て 分 析 した 。 そ(D・結 果 左表qに き ヒ め る 。

V『q紬 胞 由 巣 の各 築 色体 に つ 、)て,d9中 期 像

φ.8中 期 像 以 上二にi木 ず ○ あ 幽」♂ 十 、

5一 ワ中 顛 倣 に ユ 本 ず っ あ れ ば(+),ヒ れ 」又下

は 撫 印 ヒ し.+印 ユ個 で 染 色 体 生毒 と 麦 す。

EA↑ 紬 月包由 来(D染 色 ・体 につDて は、 圃 一 柚kで

も 紬 胞 闊 で 不 均 一 で あ る(Dビ(図9i)そ ① 総

数 左 」9・分裂[‡]員目像 に っDて 平=均 した 数 伯 赴

示 して あ る(表 一q)。iき 表三,麦qに にき名 ヰ1期



39

53㎝
Φ
E
O
ω
O
E
O
」
`
O

03」
・く
山

ヴ
⊆
Φ
」
Φ
}
い
旧O

52↑
O

」
Φ
Ω
E
コ
Z

02

Φ
ξ

而
一コ
ε
δ

1」{1

一一 球B5

1

24681012

NumberofCeUs

図2⊥ 雑 種 紬R逮 株 ①Bへ 「「細 目包由 粟 染 色・体 に

関 す る 不 均 一 性 曲線 。 縦 軸1集 積 εAr「細

飽 由 来一染 色 体 種 数。 横 軸 ・ 紬 飽 敵 。 こ(D

曲 線 の 、傾 走 が 大 乏 、)も の 睡 ぎ豪 均_で あ

るo



,「

・

'

,
表q難 絶 細R瓶 の轍 ・型

Totalnumberof

chromosomesb

ofEATcells

Totalnumber

of

chromosomes

Numberof

cells

analysed

ChromosomenumberofV79
0.

cells

Cells

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213141516171819

0

2

2

2

2

1

1

1

1

1

21・1士0●3V79+++++f-+++-H-++++++++++

+F+卜++++ト++27・0土1●755●3士2●1

+一+←+そg+++0う++24.3」=3●953●1土6●4

58.3土7・0

70。3圭3●7

+Hト+←+← ←13.8土 ρ4。0

→++1-+←28.3土4。0

 

細

紛

+

珊

朴

什

十

十

馨

鼎
冊

ω什

+

什

什

+

+

榊

榊

升

昔

朴

什

什

珊

什

什

珊

什

什

細

帯

細

+

鼎

什

朴

+

朴

十

十

昔

什

11

15

唱

噸

四

祀

帯

帯

朴

什

什

+

什

朴

什

朴

51

55

噌

絶

四

祀

=

=

一

…
⊥

ご

　

　

　
　

一

一

7

・

「

一

一

一

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

1
⊥

-
⊥

-
⊥

-
⊥

-
よ

ー
↓

-
↓

・島

-
↓

-
⊥

-
⊥

-
⊥

Ψ

、

2

9

1

2

7

9

4

8

1

4

1

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

2

1

2

1

2

3

2

1

2

1

1

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

±

2

5

6

1

3

3

4

7

0

7

3

　

　

　

ロ

　

　

　

　

　

　

　

2

7

1

2

9

6

1

8

2

1

1

5

5

5

5

　
5

5

5

5

5

5

6

「

'

　

マ

　

6

6

・

O

l

.黍

1

0

4

野

6

5

」

λ

　
乞

λ

}
乞

3
。

翫

乞

L

L

L

　

　

圭

土

一
土

生

士

土

士

土

士

土

土

3

β

一
3

3
一
3

」

』

」

ユ

ユ

巧

29

墾

26

26

一
36
」

33

⑳

35

刀

刀

36

一

=

一

一

一

一

一

一

仙
W

十

一

十

十

　

十

十

十

十

十

十

十

　一

一

一

一

　

ロ

+

+

+

+

…

+

+

+

+

+

+

+

+

+

…
+

.+
一」

+

畑

+

珊

+

+

一

一

+

細

▽E-f14++++升+++制+++++++

▽E-fl5+++++←++++ト++++++

↓

騨

↓

・

↓

.

↓

.

.
†

↓

■

↓

1

↓

・

↓

.

「

'

↓
●

↓

■

一

↓

■

.
†

↓
ー

1
†

↓

1

↓

.

.
†

.
†

↓

・

↓

8

↓

.

↓

.

■
†

↓

■

↓

■

↓

巳

件

什

畑

昔

什

朴

什

什

什

↓
.

↓
■

↓
■

↓
ー

↓
,

↓
ー

↓
巳

↓
騨

↓
.

一

什

什

什

朴

什

朴

朴

什

朴

1
↑

↓
●

↓

1

↓

騨

↓
1

↓
■

↓

■

1
†

「
†

,

、

什

朴

赫

什

井

珊

什

什

什

十

十

十

十

十

井

十

十

粁

↓
嗣

↓

.

↓

冒

↓

騨

↓

.

↓
1

↓
1

↓
-

↓
1

↓

■

↓

畳

↓

・

↓

.

↓

■

二

↓
■

↓
瞠

↓

・

↓

ー

…

一

ニ

什

什

辻

什

什
側

什

什
[

什

什

一

十

、

十

十

十

十

一

十

十

十

十

二

r

昔

什

+

+

廷

…
+

什

什

+

…

「

什

什

一
朴

什

井

　
+

朴

什

+

一

舶

十

十

十

十

十

　、
什

十

十

什

一

}

一

㎝

O

l

.
3

4

5

r
6

7

8

9

2

2

一
2

2

2

「
2

2

2

2

9

q

一
q

q

9

7

q

9

9

9

一

一

}

一

覧

　

一

一

一

一

一

祀

㎎

皿
兎

璽

祀

皿

祀

四

　
.

へ
∠

【
∠

l

l

++++++++++36.8f2.260.3f3.3
++e)+++++++35●8土2・258・0土5・0

 

榊

細

十

十

十

十

十

十

+

什

+

什

,

珊

+

十

十

+

什

1

=
J

B

B

一

一

E

E

▽

V

,

本 支参 照

各分裂一中期橡 由EAT細 胞 由 来楽色体 の

平歩)本数一±槙≧準偏 差

名分 畏 巾期 像 中 の美色体 の平均本数

土標 幸偏 差

 

㏄

h

α



76

像 ご ヒ の 総 契色 体 敬.の 平 均 ヒ=槙 峯 偏 差 と 禾 し

て あ る 。 こ(D敬 値 公.前 述(Dも の の 値(麦 り)

ヒ ぽ1ぎ ～ 致 し て 、)る(Dで,こ(D梗 本 柚 出■さ,

も＼なD(D正 確 さ 左 も っ て 右 わ れ て 、)る こ ヒ ぴ

bひ るo

ら一4雑 種 細 胞(D培 春 陸 ヒ核 型 ヒ の関 係、

条1と種 紬 日包枇 でrさ,i窺 糸田砲 楢ミで ～這)さ)V[q細 胞

ヒもEAT細 胞 ℃も 異 な っ た 培 着 粧 左 示、す こ し

左 壕4章 でa+た 。 こ(D培 着 枇 変 異 の 機 椹 と ノ

核 型=豊 ノ伝 ろ.組 成(D面 か、ら老 喫 して二酬 さFうo

接 養 機 構 び 工E尚 に 機 角吃しb八)il塑 由 は2通D

に 老 え ら れ る 。 ④ 培 着 機 横 に 閲 づ る遺 伝 …5左

担 っ 紀 築 色 体 と 欠 失 つ る こ ヒ に ざ1),培 着 機

構6ミ 欠 損 し だ 。 ◎ 培 着 機 構 に 関3る 遺 伝 ろ1さ

保 有 し て1)る が,そ(D活 旭主を徊 ら か(Dレ ベ ル

ーご阻 魯 「古る遺 伝 る・が 付 加 した 。

こ(D2つ の 仮 説 赴 念 頭 にノ 赦 型 ヒ=培 着 能 ヒ

Φ閨 俵 左吉駄 て 研 る ヒ次 ① こ ヒ がDえ る 。
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④ 胡 べ た 寸 べ て ①雑 種 細 魍 楳 引 さ、 そ ①(ユD図

1浩ノ}生旨.V「 ユq細 胞 淫pbイ匙 い に も か が わ らずっ

〉口q紬R包 由 巣(D}辺 色 ・体 と 少 走}<℃ もi七Lッ ト

!さも っ て ＼)るQし 耽 合 兜 ⊥ ① 仮 説 左 否 定 「艶 。

⑨ 壇 着 能 ① 高 低 に,そ(D敬 び 比 勉 寸 る さ=う も

V[q紬 寵 由 来 染 色 ・伽 さ,蚤 ～ で も、 複 麹 ① 組

餌 合 わ せ で も 啓 在 しも いoこ 眈 も 塊 ユ ①仮 説

奄 立 若 しも い 。 ④ ◎ さL)艶 ～≧(D仮 説 が正 い 、

戸]自を邉圭・ぶフi浅るo(≧)塙 ・}走i.σ)V[q細 目包由 来 染 色体

(単 一 で も 複 敬(D組3合 わ せ て も)① 撒 の 増

加 にざ じ・ 堵 着 能 び低 下 して1)る 、 ヒ い う 関

係1さ 見 出 せ た〉＼っQこ 呼し博塊9① 仮 説 ①阻 害 量

・伝5び.V[q由 凍 染 色 イ本上 ヒな ＼)こ ヒ も 〒F、す。

④EAπ 細R油 巣 契 色 体 数 ① 多D株 は.培 着 瀧

臆D伽)傾 向 に あ る 《 図 餓)。 こ れ は 箋9

の 仮 曲 赴 支=浩 しノ そ ① 凝且害 遺 伝 弓 塔 三AT紬 胞

由 来 染 色 体 上 に あ りノ し が も そ(Dぎ う も 染色

体 注 単 一 ℃ 蔦 く 複 数 で,各 阻 害 遺 伝 多 さ 可 輿

倒∋に・飽)く も(r)で お ・る こ ℃ 左 〒頁D隻してDる 。



10

05

10

05
0
z
、
8

z

10

05

OO

152025303540

NUMBEROFEATCHROMOSOMES

78

國～塑 雑 種細R包株E紬 照 ①悔着能 ヒ.EA]卿

細 胞由某染 邑体数 ℃①相 関図。 縦軸;2

価 陽 材 ン も し(A),imト4M奪(B)、1mM(津(乙)

で(D培 着 能(N6D/Nδ 。横 軸=1≡N細 寵 由 某

茉色 体 敵 。 線 あ 旨棟 華 偏 差 左 表 わ 寸。
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箆6章 論 嚢

以 上 に 述、べ てニモ&たメ㌻ う に ノ=凄 着 角」① 高 ＼)

>rlq紬R包 ヒ/⇒ 薯・着 角吃(Dイ氏Aりτ≡A一丁紬 胞 ヒ か ら ノ

紬R包 融 合 法 にさ二D得 ら レした 体 細 寵 雑 種1紬 胞 はノ

そ ① 両i朝(丁)紬 日包＼(tさ異 も っ セ=臨 ≦握主と 〒ト し≠三〇

「「()kdd∩1(∠Lqr1[)、 一ταk∈当(あ】逸oα乙.(、ユqワ9),uヒu{出1-

hQヒα260乙(ユqr1の1さ,V[q細 胞 が 皇 ・種 類 の ⇒妾着

機1藍 左 ≠ヨーす る こ ヒ と 日日ら δ・に6たoi毫 ユ(Dも

の はノ 解 離 し た 細 随(D集 合(D際 に,C耀 に依

存 辻 ず に,機 角吃す る 機 構.で(CユDMlGうndum工n-

depende(じMechQn}gレ η)鬼9(Dも の は ・ そ(Dヒ ニ

・き(昂 に 倉と啓 し て 機 自をす る 機 フ盤(CDト 杢(烈dum

DePend帥M(加hlsm)で あ る ・ 単 層 培 養 し鶴

V[q紬 胞 赴 ノ ユ】m図≡DTAてy処 ヨ里 し た 場 合・に1さ ノ

解 離 こ レじヒ 単 一 紬 胞 甘,C工Dト4ヒCDト1① 両 者

左 あ わ せ も つ 。 こ ① 細 鞄(≡ 細 包)は 、cσ 針

を 含 き もD塩 類 塘 液 巾 でbC工D図(D∂ 糊 作 用

に ざ っ て1集 合 し 、im図C(針 左 合 む 塩 類 溶 液 中
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ぜ の 集 合1さ αD図 お さ・び ΦMの 両 老 の作 用 に

さ る。E細 囲(D集 合8.生mMc♂ に よ っ て促

進 さ 耽 る の1さ ノ こ ①CD図(D喜 在 と}i乏映 して1り

る(D一ご あ る。

雑 種 紬 胞 はEDTAで 餌 離 しノ(尉 十 春 在 下

ぜ 集 合 こ せ た 場 合,そ(D培 着 能(C工DH漕 陛)

は 、 ⇒ べ て(D棘 で 、 同 σ 処 三亜 と し た 〉[q紬 肥

(D⇒当着 禽を(N60/No二Q、(⊇4)こ 二D・低v)(N(沁 ノNo>Ol5)。

～ お ノ ニ同 じ く1i三DマAで 角澤離 し た」雑 種 細 月泡は ノ

⊥γn図C(針 春 在 下 ℃ 集 合 ・こ 辻 る ヒノ3)更 ク ロ ー

ツ ～お救 の う ち 侶 株 で.C工D図 活 ノ陞 煙 低 い(Dに

も がb・ わ ら ず ノVワq紬 日泡の も の(N60/NG一 α(16)

に 近D高 ＼⊃培 着 能(CユD図 十CD図 活1遊)赴 示 諭

(OdOくN60/No≦ ○、(3つ)Gこ ① 結 異 陪 ノCユDト ィ'(

CD図 ヒ が 別 々 の 機 横 に 支 え ら 帆 て 、)る こ ヒ 左

示 唆 つ るo零 浅D(D口 棋1さ,同 じ 冬 イ‡で.さ=b低

＼、≒陪着 能(0、90<N(D/No≦O、qo)赴 〒武すoく 二嵌し

ら ① 株 ビ は,同 時 に,C(尉 芋 春 在 下 で ① 培 着

角巳も イ也 の 君kさ・Dも も ら に イ昏 い 。 こ ① こ ヒ1さ 、
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難 種 紬 胞 にお1)て,CDM活 岨三(D低 下 左引 忠起

こす 梅 構 は,C工D図 治1駐 ① 低 下 とも 引 巴 夫己こ

寸 こ ヒ 赴 意 喋 書 る。

雑 種 紬 肩巨δミノ そ の 両i親 絃k紬 目包ヒ 異 た}oた=涛

着 世 と 示 す 眞 因 ヒ し て二,2通0の 仮 説 び 老 え

られ る。 ④ 着 着 能 ①低 下 してDる,雑 種 細 飽 て》

[さノ ⇒妾着 機 構 に関 与 ・す る量 ・伝ろ・び!疋 失 して 、)

る。 βbわ ち,培 着 能 ①低 下 自,V[q細 昭 由

巣 築 色 ・体 ① 欠 失 に さ二る も の 一ごあ る 。 ② 槍着 麓

(「)低下 し て二＼つる 雑 種 紬 目砲一ご は,培 着「機 構 に関

与 参 る 遺 伝5は 失 わ 耽 て い なDの 紀 谷,そ の
・正 鞄 な 発 現 を 阻 唐 す

る 遺 伝5㌫ 導 入 こ れ た 。

㊨ 葛bち 、 ・櫓 着 雀 の 低 下 は、EA汀 紬 目舳 泉 柔

色 体 ① 老5.在,あ る ＼っ1さV1[q細F泡 由 来 染 色 ・体(D

邉i剰 にさ二る も ① ビ あ ・るo`

核 型 《 析 の結 果1さ 、 箋9の 仮 説 δ・ きD適

七〇ご 由)る こ ヒ 赴 示 し て 、)るG救 型 心 析 した づ

べ て(b,維 種 細 麗 椥 さノ 梼 着 能 母 〉[q細 胞 ざb
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低 下 し て い る に も ひ が わ ら ず,V[q細 馳 由 束

の契 色 体 赴 少 く ヒも!セ ツ トbも っ て 、)る こ

℃ か 閑 らか に な っ た.従 っ て,ご 託 ら の 羅 種

紬 胞 株 で 臨 余 分 のV[q細 胞 由 来 の 築 色 体 か,

あ るDiさ1≡AIT細 飽 由 来 ①染 色 体 の春 在 にぎ り.

vnα 細 胞 の培 着 機 楢 と 担 ワ た 遺 ・伝 各(D克 全b

発 現 び 阻 害 さ 既 て ＼)る ① ビ あ る 。 各 雑 種 細 胞

=株閻 で(D核 型 ヒニ培 着 性 に っDて の比 較 む ら,

Vhq紬 胞 由 某 の 契色 体 で 糖 着 能 の低 一Fに 働D

て い る ヒ 関 連 づ け ら れ 乙 も(Dび なb℃ ヒ)

正…Aπ細 胞 由 来 の染 色 体 の 数 ヒ梼 着 角巳の・低 下 ヒ

に が も.り の 相 関 び あ さ し ぐり が 甲 らが に た}っ

たoこ の こ ヒ1さEIA「丁糸[胴包由 来 の複 敵.の 染 色 イ本

(D春 在 ド,vrlq細 胞(D=棲 着 機 横.(D発 現 赴、 何

ら び(Dレ ベ ノし(転 卑,翻 言尺,合 成 さ れ た 蚤 白

質 の輪 送,あ るDlさ 紬 胞 麦 面 上(D楼 成 ち ヒ、

で 阻 害 してDる こ ヒ 赴意 味3る 。 君 べ て(D雑

種 紬 胞 枳 ℃、,C(針 右 在 下 ℃・(D培 着 能 δ ノE紬

胞 さ、DTC紬 胞(D方 が 高 ＼)(Dも 、 三 細 胞 ℃ 曲

そ ①表 面 に蚤 白 質 准主CDM阻1書 因 各 ザ 『あって一,
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そ れ が 一rC処 理 に き っ て 除 去tれ る、 ヒDう

こヒも の δ も し れ も し)・培 着 彪 回復 現 鮎5∫)

右 こ σ)阻 害 因 ろ ① 欠 損 ヒ し て 説 用 で 巴 さ う 。

C工Dト ・1の方 叡CDMざL)阻 窪}こ げしや す レ)ヒ 仮

飽 う れ ば,C工DM漉 盤(D低 レ)雑 種 細 胞 隷 谷

CD図 活 世 の低 い雑 種 紬 胞 秩 さDも 敬 多 ぐ 洛 庄

(ノノ が っCDM活1}生(Dイ 塗、り荘kて》陪 彪ず(1ユDト イ

活 硅 も・低D皐 曳 が説 日目で き る 。 き た 〒袖砲(D形,

態 ヒ麹 養 能 と の 関 侠 に つDてDた ぱ,甚 質 ヒ

①鐘 着 の ウb形 態 の 耕ミゼ1さ ノ 実 際 こ の 細 飽 は

基 頸 か ら は 叡 ♪・しや 寸 く ノ 紬 飽 ヒ塁 質 闇 の祷

着 能 ぴ 低1)ヒ 老 え ら れ る ① で あ る 岱 ノ 紬 胞 閻

くD着 着 能 も 低 い(表n姑 こ Φ ふ う 亀 株 で は

阻 〕書因 う一が 細 飽 ヒ細}鞄 ヒ(D閻(h培 着=機 漫 だ1寸

で も.〈 ノ細 聰 ヒ皇 質 ヒの 閻 の 培 着 機 権,赴 も 阻

魯 し てDる も σ)ヒ 『差え ら必しる,o

同 様(D… 曙象 がGOヒdon表COhn(ζLq口 ∠L)にさ二っ

て報 告 こ れ て1)るQ彼 引 さEし セ つ9一 浩 硅

と も つ マ ワ ロ フ ァ ー づ を色 素 細 寵(冊 レ 包 ヂ
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タ ー 漕 駐 赴 も た も い)に 融 合 さUて 形 成t既

だ ヘ テ ロbDオ ン(同 一 紬 胞 内 にノ 由 来 を 異

に す る9,個 以 上二〇 榎 ～至 も つ 細F泡)4つrFと レ 也 つ◎

(ク_活,魅 亀 虐憩ぺ た.oへ 「テDカDオ ンiさ ノ 与移成

直 後 唐F乙 レt乙 つ09-3合 ノ}生と マ ・ク ロ ーファ_ジ と.

同 定 度 も っ て い る δ,培 養 す 茜 ヒ従 っ て,そ

の 活 盤 は 低 下 し て い く 。 こ の レ 包 ブ9_沽 性

(D・低 下 副 ナ イ ・ク ロ 〈 キ シ ミ ド ビ 阻 憩 さ 畝 葛 。

き も レ 七L一ブ)ノ9～ 〕粘 ノ}豊(D低 一Fし た く ラ ロ わD才

こノ左 ト リ フOrジ ン1疋 …亜 書 る ヒ2し 七Zづ)タ ー 活 趙主

び 直 ち に 回 復 づ る 。 こ 此 ら(D結 果 】さ,マ ・クD

フ ァ ー ジ ①Fcレt乙 フDメiフー δ'ヘ ラ ロ カDオ ン て》

は 、、マ ス ・ク"さ 耽 てDち こ ヒ 赴 示 し てDる0

4彼 ら は ノ マzフ ロ ーつ ア ー ジ ヒ 王…A7「細F泡 閻 σ)ヘ ラ

D)bD才 ン に っ1)て も ノR)し セ 『カタ ー 活 性(D

低 下 が お き る こ ヒ,し か も そ れ.は ノ マ クDワ

ァ ～ ジ ヒ 色 素 細 囎(D〈 ヲDlbD才 ン の 湯 合

ざDも す 訪 や 七トに 走旦こ る 、 ヒ幸艮毬 し て1⊃ るQ

復 ら の 系 ぜ み ら れ た 現i象1さ ノ 溢 論 立 で、越 べ て.

き た ノvrP紬 飽(D梼 着L能 ぷEAT細 寵 ヒ 亀虫合 ざ
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亡 ヒヒ き に低 下 した專 奥 ヒ類 杁 してDる 。 こ

Φよ う な 実 膿 結 巣 は紬F泡 表 面 構 着二部 位 やRこ し

レつOタ ーび二正尚 に機 自をす る た め に后ノ 単 に そ

の・ら∋.か紬 砲 麦 画 に奮 在 す る し ヒ だ け ビ 濤弛

お・ビな くノ そ ① 分5① 存 在 楼 式 も重 辱 一乞獲 軸

左 果 紀 してDる に ち が しザ色Dこ ヒ と示 して 、つ

るo
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お わDに

培 差i能(D高v、vr1(オ 斎田R包ヒ 、 培 着 翁乞の 信 ＼つ

EAT紬 胞 ヒ 左 融 合 こ せ て 得 ら 軋 だ 雑 種 細 胞 で

は.多 か・れe7か 才し,糠 着 能 びV[cr糸 田R庖 さDイ 窪

一丁こ
し て二いr島 。 こ の 培 皇雪角乞① イ医「Fの 弄桑 因hぎ 、 雑

種 細 胞 中 の 芒AT由 來 の 染 色 体 の 啓 在 量 に 比 他

宣3ざ う な 胞 害 因 ∋一の 滲 在 で あ る こ ヒ 督.板

型 分 析 に ぶD甲 ら か に ち っ た 。 胞 轡 因 ξチの 曳

・体 叔 何 で あ5が は 、 今 後 に 講 こ 軋 た,關 題 で あ

・る
。 少 く1こ ・じCD図 に 閲 し て1さ,紬 日包膜 し ベ ル

で の 狙 害 で あ る こ ヒ1さ 闇 遺.、っ葛v)。(4-・4-～ ≧

]で舳 胞 の 撞 養 鮭)

・体 細 肥 雑 種 形,成 法 に δ る 遺 伝 各 餌 析dさ,

目 的 ℃ す る 形 駿 の 欠 損 株 に,正 壷 楳.左 融 合 芝

せ,正 常 株.の ℃ の 染 色 体 の 磯 啓kざ り 形 質 発

現 、献 ∂よら 山しる δ・ノ ヒ ㌧)う こ ヒrご 乏 σう形 質 左 坦

う 遺 伝 各 の 染 色 体 仁 σ)座 位 赴 同 定 し た り.ま

た 欠 損 映 ビ う し と 融 合 こ 辻 る 相 袖 性 テ ス ト が
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ら,そ の 形 質 発 現 に 閲 与 す 呑 一 群 の 配 素 の 落

在.赴 申 ら が に す さ こ ヒ 合 で き る。

一 鰻 に
,欠 損 棟 猷 穣 成 酵 素 σ)突 然 変.異 ・体 で

あ る ヒ き ノ こ の 右ii去 は)亀(Dき き 適 甲 で き る 。

し か し 、 紬 胞 分 化 の 研 兜 の 楼 に 乏 の 形 質 発 現
ノ

に 複 羅 な 調 撫 過 程 赴継 てDぐ 老 え ら れ る 右 σ)

ヒ.こ(D呑 法 と 応 肩『す る 堀 合 ヒ は、 ・分イ乙した

紬 飽 へ の ノ クド来 遺 伝 ろ(D導 入 は 慎 重 に有 う 必

要 が あ る。 分 化 形 質 左 発 現 し て ＼)る 紬 胞 に,

篭 現 し てDもD細 胞 左 融 合 也 せ る ヒ、メ5更 験

の 場 合 ヒ 同 隷.発 現 して ＼つもD細 胞 さb乾 ヨ見

に昇ゲ響 赴 お よ ぱ づ 因 ろ が 適 入 さ 耽 る 可能 性 が

あD,し か も そ σ)因 各 が,ビ 〈Dレ ベ ル で 作 用

=する(Dガ ㌔b噛 単 に は用 ら か・にてr玉 葛D。 も ゼ

ち ら,こ の よ う も研 究 で は,本 棄 分 化 形 噸 ①

肇≦現 機 構 猷 夫 知 てyあ る(Dた こか ら。

そ こ で,こ Φ よ ろ も 塊 合 に 隊 分 化 形 霞 発

現 細n包 由 』ミ≧量イ云各 と ぽ1ぎ 完'全二に も ち 、 発 現 し

て 、)ね9紬R舳 乗 の遺 伝 苓 臨 紬 飽 ① 生 啓 に

農 爪 限 魅 票 も だ け も っ ぎ う 亀 維 縫 細 胞 と便 甫
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す る こ ヒ(塞望 き(ノ い。 本 貞 験 σ)組 ∂ナあ わ せて》

＼)え ば,培 巻 能 左 も っV[9細 胞 の染 色体 と

i遭 本 失 軌 梼1養 能 左 もた も ＼垢 へ丁紬 飽 の染

色体 搭数 本保 右 す る だ け のも(Dに っ ＼・て 解

析 す る こ ヒ は,紬 飽 培 巻 機 構 Φ解 ε旧赴 ざ り砦

易 にす 一るで あ ろ うo
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『論 辞

イq肪 毎4目 ヒ,岡 田 先 生 む ら 「こ ん も こ ヒ

と や 。 てa　 な 、狛 動 ヒ/)わ れ ト 紀 れ1さ 於 も し

ろ ＼一)、ぜ て八、や ⊥⊃ナ亡一P」 と」噛 え 一(ぢ・ら,ゴqワ6左 耳

ごD末,よ う や く 突i縢 に 本1美}験 に.しDか 台Dノ

そ 庇しか ら 今 日 ひ ヒ く 芒 り 猷 で 乏 る き で 敵Qの

人 ① お 世 齢 に なbき し た ノ こ こ で 感 論 し たD

℃ 思 ＼)き す 。 一.

岡 田 臨 人 救 橿 ヒ は 、 き ず こ ① テ ー マ と 与 え

て 下 さっ 琶 こ ヒ に 感 謝 し 創 う 脈」ざbDき せ あ

い つ き 　ぐ さ.5がbひ 、ら も 、)さ う も 研 魏 、を ノ き

妃秘 自 島(D檎 沸 しがち な、 し 巴 に は迷Dが ち

も やD右 左、 総 始 ノ 鬼膚ID着 導 し競 けて下 ざ

っ ヒ,こ ℃ 亀大 変 台 難 く 思っ ・し、)きす。

阪 大 薇 研 の岡 田 善 雄 救 授 には,ト{VJと ΣAT

細 飽 ①供 与 を受 け,き た 紬 聰 融 合 や雑 種 細 飽

単 離 法 に つ ＼り,こも 角 益b助 吉 奄 ＼)ただD在 こ

ヒ に 感 芒謝いた,し き すo「孟田R包融 ・合 や雑 纏 紬R冠 や



90

い う て3ん 斐},ぎ う やPき る け ビ,な 容 も か う

きDこ ヒ 、)が ん も ん やでdヒDう 完生 の吉 葉

撰今 日 ゼtさ ずっ と 典 に し瀞 て理 解 こ 帆 き す 。

兵 庫 医 大(D古 山)憤 一 博 士 に1さノ 本 凄1験 に用

＼、た 染 色鉢 棟本 に関 す る枝 術 の す べ て 左麹 え

て ＼)セ琶 き き しヒ。 おれ 左 由 し上 げ き すQ奥

地 に 染 色 体検 査 ヒ かひ わっ てお ら 託 る完 生 の

犠 ヒで も 簡 単 に 、 一 定 した 標 本 罰 範 る る

瀧 闇 発 し さ う」 ヒ の鯛 力 に は敬R艮 しき す.

℃ ①恩 恵 と 受 け ら帆 て幸Dで し托 。 ・

竹 市 雅 俊 樋 土 に 同 多く(D角 益 な〉勘 畜 と いた

儲 、)紀 こ と に感繍 しき す.ヒD馴 ケ・ 失 生 ①

発 貝 に も＼が る.V[q紬 飽 ①培・着 現 傷と①よ うな

日目解 も 系、と 用1)な け耽 ぱノ 本 研1究 は こ こ きで

く る こ ヒ δミで き」な つ・っ セ」て}しょ う 。

宝 谷 紘 一 博吐 にb顕 薇 鏡 の扱 ＼うお の4【 きビ

き 赴 受 けたb、 大 切 な し ン ズ と 貸 して い ただ

い た.こ ぐ にお 礼 と 申 し上 〔"きす。

曹 田 国 雄 謝 に 陰 編 欣 単 院 に進 曽 して

鼠 来 、 色 々 の面 こ お 世誌 にbり き した 。 あ1⊃
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が ヒ う ご さ)＼い き し 紀 。

近 酸 寿 メ＼博 士 に は,分 ∋一生 物 営 老(Di新 鮮 な

目 で 、 本 研 鹿 左就 評 し励 き し て下 さ っ た こ(

に 感 論(ノ き す。,

短 其貝闇 でtさ あ じ)き し た が 池 胴 淑 疽糟 士 ①研

兜oお{}伝v)芝 さ 琶 ℃oだ セ い妃 こ ℃1ま,私

に砲 が も 枝 葡 の重 要 走 左 改 翻 て気 づ か せ き し

た.敬 意 ヒ 共 に 感 論 ・い セ し き す。

こ(D51ヰ 間,同 じ研 嘘 室 で 曳 馬姓 溢 と 過.こ

した一右 々 と.〈「)日 々(D菌 論 時ノ 雑 談 めDこ 紀 も乎の

も 含 め 、 教 え ぐ なD、 励 き し ヒ もb,き た 慰

め ヒな り き し た 。 ぷ な ざ ん に お・礼 竜 申 し上 臣

き づ。
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