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論 文内容の 要 旨

細胞の臆蕩性増殖とその分化機能の発現は逆相関の関係にあると考えられている。マウステラトカノレ

シノー7細胞は，~性癌腫 (EC)細胞を幹細胞にもつ悪性腫癖であるが，初期怪への移植により正常

座発生のコント ロール下に組み込まれると分化し，腫蕩形成能を失い，キメラマウスを生ずる。しかし，

自己増殖可能な条件下では，様々な分化組織を含む腫療を形成しつつ，無限に増殖し，ついには個体を

腫筋死に至らしめる。文.in vitroにおいて，レチノイン酸処理で分化が誘導されると共に，細胞増殖

能及び，造腫蕩性が低下することが知られている。この様な細胞を用いて，腫蕩性増殖から分化への切

り換えの制御機嫌を解析すれば腫痕の異常増殖の制御が可能になると共に，細胞分化機構が解明される。

従来より，題痕性増殖と分化に関する報告は多数みられるが，いずれも分化誘導に際して，化学薬剤

処理等を施しており，様々な細胞内の要因が複雑に関与しているため，以後の解析を困難にしている。

そこで，本研究においては，腫蕩性増殖から分化決定への制御機構の解明を目的として，細胞遺伝学的

手法を用い，可及的に爽雑性を排除したInヱ込史実験系を確立すると共に陸海細胞の分化と造腫蕩性の

関係を検討した。

そこで，テラトカノレシノ ー7F9細胞を用いて増殖に関する温度感受性 (ts)変異株を分離した。

即ち， 32.50CでF9を突然変異誘発剤ニトロソグアニジン (MNNG)で処理後，37SCで5ーフロロー

2' デオキシウリジン (FUdR)選択を10-15回繰り返し，変異株を濃縮した。その後， 32.50Cにて

三回以上コロニークローニングを行い，約2∞株のク ローンを分離した。非許容温度を39.00C(高温)，

許容温度を32SC(低温)に設定し，低温および高温培養時の増殖を比較すると，高温での増殖が低温

に比し悪い，増殖に関する上三変異株は約60株であった。この内，非許容温度において分化形質の発現
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が認められたのは25株であった。以下，異なる相補群に属することが判明した増殖および分化に関する

t s変異株， B 14.231， C 11.222について解析を行った。

細胞増殖において野生株F9の細胞倍加時間は，高温で12---13時間，低温で18---20時間で高温の方が

増殖が盛んであった。一方， t s変異株は低温ではF9と同様の増殖を示すが高温では数分裂した後，

細胞増殖が低下した。さらに，高温培養後，経時的に低温に移し，増殖能の可逆性を検討すると増殖阻

害に関して可逆性を保持していた。

次に，高温培養時の ts変異株の性状の変化を検討した。細胞形態は内腔菊田胞に変化し，分化のマー

カーであるプラスミノーゲンアクチベーター (PA)活性を国1-フィプリン法にて測定すると PA活

性の増加を認めた。又未分化幹細胞のマーカーである細胞表面膜 (SSEA-1)抗原の変化を抗

SSEA-1モノクローナル抗体を用いて，補体依存性細胞障害試験にて判定すると， SSEA-1抗原

が経時的に減少した。さらに，各時間高温で培養した後，低温に戻した ts変異株にコロニーを形成さ

せ，そのコロニーにアルカリフォスファターゼ (ALP)染色を施すと，未分化幹細胞のマーカーであ

るALP活性が低下した。この様に， t s変異株は低温ではF9と同様の性状を示すが高温では数分裂

した後，細胞増殖が低下すると共に， PAの産生， SSEA-1抗原の消失， AL P活性の消失等，分

化形質の発現が認められ，高温培養により分化が誘導される分化に関する ts変異株であることが明ら

かとなった。

この ts変異株を用いて，分化と腫蕩形成能との関係を調べた。各時間高温で培養し分化誘導した

後，低温に戻した ts変異株を用いて，プラスチックディッシュ上で、コロニーを形成させ，自己増殖能

を判定すると共に軟寒天培地中でのコロニー形成能から基質非依存性増殖能を調べた。又，各時間高

温で培養し，分化誘導した5X 10
5 
/O.lmlのts変異株を同系129/Svマウスの剃毛した背部皮下に

接種し， in vivoでの腫蕩形成能を検討した。 ts変異株は高温培養で分化誘導しでも生存は全く障害

されず，又，プラスチックディッシュ上でのコロニ一成形能を有し，自己増殖能を保持し続けていた O

それにもかかわらず，軟寒天培地中でのコロニー形成能，及び，マウス皮下における腫蕩形成能は，高

温処理時間に応じて，即ち分化誘導と共に経時的に著明な低下を示した。

以上の様に，今回分離した ts変異株は，非許容温度にて細胞増殖が阻害されると共に分化が誘導さ

れた。これらの ts変異株の分化誘導過程には最終分化に至る前に，先ず，細胞増殖能を保持している

にもかかわらず，造腫蕩性を消失している段階が存在することが明らかとなった。これらの結果は，テ

ラトカルシノーマ細胞の造腫蕩性の消失は，細胞増殖能よりむしろ細胞分化と密接な関係がある事を示

唆している O さらに，この ts変異株は，今後，腫蕩性増殖から分化への切り換えの制御機構を解明す

る上にも有効な手段となりうる O

論文の審査結果の要旨

本研究はマウステラトカルシノーマ細胞を用い，腫療性増殖から分化決定への制御機構の解明を目
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的として，細胞遺伝学的手法を用い，腫蕩細胞の分化と造腫蕩性の関係を検討したものである。即ち，

まずテラトカルシノーマF9細胞を用いて，増殖に関する温度感受性 (ts)変異株を分離した。次い

で，これら分離株のうち，非許容温度において分化形質の発現が認められる分化に関する ts変異株を

分離し解析を行なった。

その結果，テラトカルシノーマ細胞の造腫虜性の消失は，細胞増殖能よりもむしろ細胞分化と密接な

関係のあることを示唆する所見を得た。また，この ts変異株は今後の腫虜性増殖から分化への切り換

えの制御機構を解明する上での有益な実験材料となりうるものである O

本研究によって得られた知見は発癌及び分化の制御機構解明の上で価値ある業績であり，歯学博士の

学位に十分値するものと認めるO
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