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序 論

株細胞の増殖に及ぼすフッ素 イオンの効果につ

いて,過去に十余編の報告があ り1)~18),それによ

れば,おおむね,10ppm ないし20ppm のフッ

素 イオン濃度において細胞増殖の抑制が観察され

る1)3)1)7)12)｡一方,1963年 Berryと Trillwood

は 0.045ppm という低濃度においても増殖抑制

がおこると報告し2),その後 LeCoultre-Mulder

らは 2ppm において HeLa細胞が,4-8ppm

において T細胞が, 8ppm において羊膜細胞が

増殖を抑制 されると報告 している10)｡ また80-

120ppm の高濃度において増殖 しうる耐性株の出

現も報菅 されている7)ll)12)14)17)｡.一これらを合わせ

考えるとフッ素イオンが株細胞の増殖に及ぼす抑

制効果は発現閥値に巾があ り, フッ素 イオンに対

する耐性, ひいてはフッ素イオン存在下での細胞

の生活反応に細胞種による差異のあることを示唆

している｡ さらに筆者は BHK 21株細胞につい

て,細胞増殖の抑制が発現する濃度より低い濃度

では細胞増殖が促進するのを観察 した19)0

フッ素 イオンに対する各臓器組織の細胞の生活

反応が異なるのではないかという予想は, 組織学

的,細胞生理生化学的にみて見過ごすことができ

ない｡ しかし, 株細胞を用い導き出された所見

は, 株化の過程で損われた由来細胞の原型20),ま

た前述のごとく株細胞そのものの多様性故にその

まま生体組織に適用することはできない｡

筆者は, フッ素 イオン存在下での増殖能が細胞

株により差を示すことから, 株という要素を除

き, より直接的にフッ素 イオンが生体細胞の増殖

に与える効果を知 りたいと考え, 妊娠早期のヒト

胎児組織の細胞培養を行なった｡ そして所謂,正

常2倍体細胞の増殖に与えるフッ素イオンの効果

について知見を得たので報告する｡

研究方法と材料

実験材料 ;本実験には, 妊娠月齢 3ケ月.のヒト

胎児組織の細胞を用いた｡

培 養 液 ;培養液の組成は以下の通 りである｡

① Medium 19921)a) 1000ml(10倍濃縮液

100mlを 900mlの滅菌蒸留水b)で希釈

a) 千葉県血清研究所 千葉県市川市

b) 東洋化学の採水装置 GS-20N より得た
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② 仔牛血清C) 100ml

⑧ 7W/V% NaHCO3d) 20ml

④ 結晶ペニシ リン G カリウムe) 105iu(100

iu/ml)

⑥ 硫酸ス トレプ トマイシンf)105r(100r/ml)

⑥ ファンギゾンf) 5×103γ(5γ/ml)

フッ素 イオン濃度調整は NaFg)2.210gを100

nllの蒸留水b)に溶解,滅菌し,0.1ITllをとり10

mlの培養液で 希釈 した 100ppm 液を基 として

順次培養液で希釈 し調製 した｡

実験方法 ;先ず鉄で細切 した ヒト胎児組織から

直径 7cm の中シャ-レに細胞増殖を計 った｡ こ

れを mothercultureとして0.25% トリプシン

h)を用い, 細胞分散を行い, 滅過の後均一浮遊液

を作製 し,19mmxllcm のスピ､ソツ型試験管を

使用 して同型培養を行 った｡細胞付着後,液換え

を行い,その際にフッ素イオンを加えた｡ mono-

1ayer(単層細胞膜) 形成後, 核数計算法 により

細胞増殖度を測定 した｡ なお, 培養は全て 炭酸

ガス培養器 i)で CO25%を混合 しながら行った｡

細胞培養の過程は基本的に Hayflick と Moor-

head が行 ったヒト2倍体細胞株の作製過程22)と

同じである｡以下に,その手順を述べる｡

(1) 同型培養の作製 ;上述の mother cu1-

ture から, 勝田らの simplified replicate

tissue cultureの技法23,24)に従い, 均一細胞

浮遊液 1mlを試験管に分注する｡ 試験管数は

各フッ素 イオン濃度につき4-5本であり, こ

れは motherculture の細胞収量に影響され

るので やむを えず 2′～3本 とする こと もあっ

た｡ 試験管壁に細胞が付着した後,上清をすべ

て捨て,フッ素イオンを含む培養液 1mlを新

たに注 ぐ｡ フッ素 イオン濃度は 各々,0.02,

0.2,0.5,1,2,5,10,15,20,30ppmで あ

るが,strainIでは50,80,100ppm につい

ても行い 0･02ppm については行わなかった｡

培養温度は 37oC, 試験管の傾斜角は 50であ

る｡

(2) 核数計算25);対照群がほぼ monolayer

を形成 した時期をもって培養の終点とし, 増殖

した 細胞の核のみを遊離 させ, その数を数え

た｡ 即ち,培養試験管から,培養液を廃棄 し,

次に,0.01% クリスタル紫を 含む 0.1M クエ

ン酸溶液約 2nllを各試験管に加え,37oCで 1

時間半培養する｡その後直ちに 10分間,70回/

min の振返を加える｡ しかる後, 1,600rpln

10分間遠沈 し, 毛細管 ピペ ットで 上清を 吸引

し,正確に 1mlとする26)27)0

このようにして得た 核浮遊液を均一 に撹拝

し, Barker-ttirk型計算盤 に入れ, 核数計算

を行った｡ 1本の試験管の核浮遊液の濃度を決

定するための計測は原則として4回行 った｡

各胎児組織から得られた細胞群を実験時期順

に strainI-Ⅴ と名づける｡

培養期間は mothercultureにほぼ2週間,

実験期間にほぼ 1週間である｡

実 験 結 果

表1に均一細胞浮遊液作製時の細胞濃度と液換

え時の細胞濃度を共に示 した｡ 図 1,2における

縦線は同一フッ素イオン濃度群における平均細胞

濃度の標準偏差 である｡ 同型培養調製後 24時間

を経て細胞は試験管壁に附着したので, この時液

換えを行 った｡ 細胞はこの時よりフッ素イオンに

曝される｡ strainI,ⅠⅠ,ⅠIfでは培養液に抗真菌

刺,ファンギゾンを加えていなかったが, strain

IIIの実験時期 から強度の真菌汚染に悩まされた

ので ⅠⅤⅤ にはこれを加えた｡そのため図を2つ

C) GIBCOGrandIsland,N.Y.,U.S.A.

d) 大塚製薬 東京

e) 明治製菓 東京

f) 三共 東京

g) 試薬特級 和光純薬 大阪

h) DIFCO(1:250)Detroit,MichiganU.S.A.

i) FormaScientificmodel3156Marietta,OhioU.S.A.
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(×104個/ml)

フッ素イオン濃度

図 1 フ ッ素 イオン濃度 と細胞濃度の関係

(×104個/ml)

3

(I)Pm)

フッ素イオン濃度

図 2 フッ素イオン濃度と細胞濃度の関係

表 1 各 cellstrainの細胞増殖とフッ素イオン濃度の関係

フッ素イオ ン濃度
I I II i III I IV I V

4
9.24±0.30

5
3.66±0.23

4
13.16士0.97

5
13.11士0.93

5
ll.67士1.35

5
10.34士1.59

5
4.44士0.75

5
4.14士0.62

5
4.01士0.62

5
0.61士0.36

5
0.58士0.27

5
0.09士0.09

5
0.14士0.13

5
0.34士0.26

4
ll.26士0.40

4
5.13士0.39

3
14.33士0.27

4
17.78士4.41

4
15.36±1.81

3
17.27士3.92

3
16.87士1.92

4
17.03士1.6(I

4
15.33士1.38

4
6.47±0.38

4
1.94士0.40

4
1.43士0.47

4
0.31士0.08

2
15.60士0.49

2
7.33±2.36

3
13.93士0.37

3
14.45士0.49

3
13.81士0.92

3
13.19士0.35

3
9.98士0.62

3
9.44士0.53

2
12.38士0.10

2
6.27士0.12

3
12.06士1.10

3
13.83士1.78

3
ll.69士1.02

3
7.35士0.33

3
9.04士0.71

3
7.02土0.34

3
7.91士1.61

3
7.16士0.84

3
2.37士0.25

3
0.57土0.15

3
ll.36士0.57

2
4.33士0.27

4
12.64士0.41

4
13.43士0.89

4
12.95士0.52

4
9.13士0.70

4
8.60士0.75

4
8.58士0.69

4
7.91士1.04

4
8.15土1.03

4
0.49士0.23

4
0.14士0.05

各枠の上段は使用された培養試験管数,下段は細胞濃度 (×104個/ml士標準偏差)を示す｡
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に分けた｡

培地フッ素イオン濃度は ORION社ポータブル

イオンメーター n10de1407A型による直接測定

で0.017ppm,全フッ素濃度は McCannの方法

28)に準じて 0.026ppm の値をえた｡ これは培地

フッ素 イオン濃度調整にあた り特別考慮 していな

い｡表 1のように Ⅰ-Ⅴ において接種細胞濃度は

各々 9.24±0.30, ll.26土0.40, 15.60土0.49,

12.38土0.10,ll.36土0.57×104個/mlであり,檀

養液交換時の細胞濃度は3.66土0･23,5.13土0･39,

7.33土2.36,6.27土0.12,4.33土0.27×104個ノ/ml

である｡ また 対照群の細胞濃度は13.16土0.97,

14.33土0.27,13.93±0.37,12.06土1.10, 12.64

±0.41×10当固/mlである｡ フッ素 イオン濃度と

細胞濃度の関係は,strainIでは 2ppm まで漸

減 した後 2-10ppm で一定の細胞濃度を 保ち,

その後また漸減 し20ppm でほぼ死滅 している｡

strainIIではこk5､ppm までほぼ一定濃度を保ち,

その 後漸減 し, 20ppm でほぼ 死滅 している｡

strainIIIでは strainIと同じ様相 であるが,

motherc'ultureの真菌汚染のため細胞収量が充

分でなく10ppm 以上の濃度は測定できなかった

(図 1)0 strainIV,Ⅴ,では 0･5ppm まで漸

減 し 0.5-10ppm の間で一定濃度を保ち, その

後濃度の上昇 と-共に 10ppm から再び 減少 し,

20ppm でほぼ死滅 している (図2)｡ 一定の細

胞濃度を保つ相はいずれも分散分析により差を生

じていない｡また strainIIにおいては対照群,

0.02-5ppm 群 における細胞濃度に, 分散分析

による差を生じない｡

考 察

2倍体細胞の増殖に与える フッ素 イオンの効果

は 3相をもつようにみえる｡ 即ちフッ素 イオンに

煩わされることなく, 分裂,増殖を続ける第 1相

と, フッ素イオンの影響により細胞は生息 しては

いるが, 分裂を全 く抑制される第 2相,および細

胞の破壊,細胞死の起 こる第 3相である｡ 培養液

に抗真菌剤の含まれている strainIV,Ⅴ と,令

まれていない strainI,ⅠⅠ,ⅠⅠⅠを分けて考える

と strainIV,Ⅴ には培地フッ素イオン濃度 0.5

～10ppm に一定の細胞濃度を示す 相が認められ

(表 1,図2), strainI,IIIでは 2pprn以上に

それが認められる (表 1,図 1)｡ strainIIIは

真菌汚染のために充分な量の細胞を得られなかっ

たので 10ppm 以上のフッ素 イオン濃度を含む培

地における細胞増殖を観察できなかったが, それ

でも 2-5ppm に,また strainIでは 2- 10

ppm に上述の現象を認める｡

straini,ⅠⅠⅠとⅠⅤ,Ⅴ に観察されるこの差は

実験条件として抗真菌剤ファンギゾン (アムホテ

リシン B)を用いているか否かによって生じてい

るので,strainI,ⅠⅠⅠにおいて 2ppm から発現

している相が strairlIV, Ⅴ において 0.5ppm

から発現 しているのは, フアンギゾンと他の要因

との相乗効果によると考えられる｡ 細胞増殖にと

って Medium 199,仔牛血清,PH 等は不可決な

要素であるが微生物汚染を予防するために加えら

れたペニシリン, ス トレプ トマイシン,フアンギ

ゾン等は,細胞に対 しむしろ毒性効果をもつ物質

である｡ これら抗生物質の与える毒性効果,即ち

増殖抑制効果について割引いて考えるとすれば,

この 2ppm の臨界点は多少高 くなる可能性があ

る29)30)｡

上述の一定の細胞濃度の第 2相 と培養液交換時

の細胞濃度 との比 をみると (表 2),第 1相 に比

べていずれもこの比ははるかに小さいが 1以上で

ある｡ 培養液交換時の細胞濃度は増殖開始時の細

胞濃度である腐 ら これら以下の低濃度相に比べ

この相では細胞は増殖開始時の状態のまま分裂を

妨たげられていることになる｡

これは厳密には分裂細胞の占める頻度 と細胞周期

及び増殖後の細胞数を比較しなければ 結論を下す

ことはできないが, 分裂を活発に行なう細胞にと

って,分裂抑制剤の作用が DNA合成等分裂機能

の抑制に先だって細胞質の構造蛋白の破壊を招来

するとは考えられず31)~34),分裂増殖 と細胞死が同

時に起こり, この両者が平衡関係にある可能性は

極めてうすい｡

10ppm 以上では細胞死がもたらされると考え

られる｡

培養液交換時における細胞濃度は接種細胞濃度
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表 2 細胞生存率と増殖比

ラ

I I II i IH 1 lV E V

の約40-50%であ り (表 2), また当然のことな

がら単層細胞膜形成時, 即ち培養終点における対

照群の細胞濃度は各実験においてほぼ等 しい｡ 従

って, 培養液交換時における細胞濃度,即ち増殖

起始点での細胞濃度は単に接種細胞濃度に左右さ

れるのであって, P.D.R (populationdepen-

dentreqllirement)を補 う範囲であれば, 増殖

速度が異る以外, 培養結果に影響を与えないこと

にな り, 単層細胞膜形成時をひとつの基準として

論ずることは細胞増殖が最 もすすんだ 時期をとら

えて観察できる利点を有する｡ 単層細胞膜形成時

の細胞濃度は株細胞のそれに比 し, ほぼ 1/10で

増殖開始 から単層細胞膜形成時 まで 約 2倍 であ

る｡ これは contactinhibitionの効果35)~38)で

あると考えられるが, 同時に細胞分裂に与える効

果を検定するうえで障害 となる懸念がない訳では

ない｡ 何故なら,細胞分裂の準備は一世代前の細

胞周期の間に行なわれ, 作因の作用は少なくとも

二世代に及ばなければその効果を正確に反映 しな

いと考えられるからである｡

しかし, strainIIにおいては全 く様相が異 っ

てお り,過去に株細胞について提出された結果 と

同じである｡何故に strainIIと他の実験群 との

差がもたらされたかは不明である｡ 著者は BHK

21株細胞において細胞分裂が抑制され始めるより

低いフッ素 イオン濃度においては, む しろ細胞分

裂が促進されるのを観察 した｡ さらに,低 フッ素

イオン濃度における細胞分裂の促進 とそれにつな

がる代謝活性の促進を 報告 した 文献も散見され

る｡古 くは 1931年,Selleiと Janyが癌組織の

呼吸が N/1000-N/10000のフッ素イオンにより

昂揚 され ると報告 し39), Hintzsheは 1954年,

(×104個/ml)

山■山

根
肇
蜜
恵

(対ER.

フッ素イオン濃度

図 3 ヒト由来 2倍体細胞の増殖に与える

フッ素イオンの効果

Chickembryoの心筋片を懸滴培養 し,NaFを

24時間作用させ 0･25ppmで細胞分裂頻度が高 く

なることを観察 した40)｡ また 1973年, 01sen と

S6gnenは380で 30分, ラットの 腸粘膜の細胞

を浮遊培養 し 0.05mM の NaFが催かにブ ドウ

糖利用度を高め, フッ素濃度の上昇 とともに利用

度は低下 し,3mMで 50%妨げると報告 している

41)｡ これらの報告から類推すれば前述の第 1相に

おいて,細胞分裂が抑制されるより低いフッ素イ

オン濃度では細胞分裂が 促進するものと想定され

る｡ しかし,この実験では対照群 と第 1相のいず

れの点における細胞増殖の間にも検定による差を

生じなかった｡ その理由としては培養試験管数が

少ないこと,株細胞のように圧倒的な増殖を得 ら

れないこと, 培養液のフッ素イオン濃度を0に調

製できないこと等を挙げられる｡

これらを考え合わせるとフッ素イオン濃度に対

応する同型培養の細胞濃度を 図示すれば図 3の如
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く理論曲線を描き得るものと考える｡ ヒト胎児由

来 2倍体細胞の増殖は先ず極低濃度において極に

達し,1ppm以下のフッ素イオン濃度ではその存

在に煩わされることなく分裂,増殖を続けるO 2

-10ppm において, 細胞は分裂機能を全 く抑制

され接種時の細胞濃度を維持する｡ 10ppm 以上

の高濃度では細胞構造の破壊,細胞死が起こり,

急激 に細胞濃度 は減少 して いく｡20ないし30

ppm 以上での細胞の生存は不可能である｡

細胞モデルとしての株細胞の所見を生体に適用

する際,大きな障害となるのは, 由来組織から分

離されて以後の時間的経過が及ぼす脱分化,変異

の過程20)である｡ 生体から培養に移された胎児細

胞は染色体数の2倍性 を保ちながら50回前後の

分裂を経て静止期に入るといわれ22)47)49),少なく

とも無限増殖性,染色体数の異数性という変異を

引き起こすより前の段階にある42)~49)｡

脱分化の範噂に含まれる事柄は,組織構成細胞

としての機能喪失という現象面を狭義に捕えただ

けでは不充分で,最初の誘因である細胞分散 50)~

52)とそれに続 く培養液への適応過程における要因

20)53)-58)総てを考慮し, 生体組織から逸脱した細

胞が培養環境-の適応過程で生ずる変化として解

釈する必要がある｡ これらにより生ずる因子は密

接な作因として狭義の脱分化,即ち機能喪失に働

らく可能性があり,切離して考えることはできな

い｡培養環境での時間経過の短かい初期継代細胞

の場合には生体組織の細胞からの変化はそれほど

大きくないとも考えられる｡ しかし実際には細胞

遺伝学的正常性 は保ちつつも42)~49)酵素化学的脱

各化は既に始まり53)55)-58),遅かれ早かれ 形態学

的脱分化をともなう状態57)にある｡ それらは培養

細胞の特性として検討され解決されるべき問題で

ある｡ ここでは実験結果を生長している細胞群一

般に対するフッ素イオンの増殖抑制効果 として論

じ,特にフッ素イオンの細胞増殖に与える効果に

関係すると思われる事項,一,二を取 り上げてみ

た い ｡

トリプシンによる細胞分散後細胞は lagphase

と呼ばれる G1期に留まって回復を計 り,次いで

S期に入 り DNA合成を行う32)~34)｡ほぼ6時間

で細胞は形態学的に正常に復帰し59)60),36-40時

間後から DNA合成が始まる32)｡従って24時間後

にフッ素イオンを添加するという時間的条件は,-

直接細胞分裂に関与する DNA合成期, 即ち S

期に関する影響を判定するうえでは十分である｡

しかし S期における DNA;･合成 には G1期にお

けるある種の蛋白, RNA の合成が必要であると

され,細胞分散後数時間にしてそれらは始まる32)I

34)61)のでそれらに対する影響まで観察するには本

実験では不充分である｡ 即ちフッ素イオン添加ま

でに多少の RNA合成,蛋白合成はなされている

と考えられ,例えば ActinomycinD62),1-β-D-

Arabinofuranosylcytosine63)等 が RNA 生成

を阻害するにもかかわらず Ribonucleotidere-

ductase の働きを阻害 することなく Deoxyri-

bonucleotideが 生成 されるように, 既に ある

RNA, 蛋白等を基質として DNA 合成がなされ

る可能性はあり, それが分裂を完全に抑えきって

いない (表2)原因となることも考えられる｡

生体組織において細胞は立体的構築をなし細胞

間隙を組織液が満たしている｡ 一方,単層静置培

養では平面的に増殖した一層の培養細胞を培養液

が浸している｡ これを単純に細胞濃度として計算

すれば前者は 108個/mlのオーダーとなる64)のに

対し,humandiploidcellstrainでは 105個/

mlとなる22)｡ P.D.Rのような細胞数に依存す

るものを除けば,外部環境として液にとり囲まれ

直接そこから物質を交換する状況には細胞濃度は

影響しないはずである｡ 実際には単層静置培養と

形態が異なり,細胞濃度も当然異なるはずの白血

球の培養の場合 フッ素イオンが細胞分裂に与える

抑制効果は 10~3M でも認められないと, 1976年

に Slacik-Erbenと Obeが報告している65)｡単

層静置培養と白血球の培養で観察 されるこの差

は,果たして細胞濃度に由来するものであるか香

かは明確でない｡何故なら,培養器壁への細胞の

附着と遊離浮遊という培養形態の違いを含め,細

胞濃度がフッ素イオンの細胞内代謝に影響を及ぼ

すと同程度, またはそれ以上に白血球培養用の培

地に組み入れられた PHA-M が細胞分裂に作用

すると考えられるからである｡ 単層静置培養と白
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血球の培養の培地組成で異るのは後者に PHA-M

が用いられることのみであ り, PHA-Mは白血球

の生活にとってかな り厳 しい 条件下でも分裂を誘

起する能力を失わない66)67)0

2倍休細胞の増殖に 与えるフッ素 イオ ンの影響

は細胞遺伝学的, 生化学的意義を背景 として,以

上のような概要にある｡

総 括

ヒ ト胎児由来 2倍体細胞の増殖に 与えるフッ素

イオンの 影響を simplified replicate tissue

cultureの技法を用い観察 した｡

フッ素 イオン存在下 での 2倍体細胞の増殖は 3

相をもつように見える｡ 0-1ppm においてはフ

ッ素 イオンの 存在 にかかわ りな く増殖 を 遂げ,

2-10ppm においては全 く細胞分裂を妨げられ,

接種濃度のまま生息する｡20ないし30ppm 以上

の高濃度における細胞の生存は不可能のようであ

る｡ 2倍体細胞は細胞遺伝学的, 生化学的に株細

胞 とは異な り, 細胞モデルとしてはより生体組織

細胞に近いと思われ る｡
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