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論文内容の要旨

〔目的〕

骨形成因子は，未分化間葉系細胞を軟骨細胞に分化誘導する生理活性物質と推定されており，骨芽

細胞が産生する物質と考えられている。しかし in vitro の環境で骨形成因子を産生する培養細胞

株は未だ報告されていない。 Dunn 骨肉腫は in vivo において骨形成因子を産生しているが，単層

培養下では乙の活性を失うとされてきた。乙のような Dunn骨肉腫由来のBFO 細胞株は， 1975 年

に樹立され当教室で維持されてきた口乙の細胞は heterogeneous であったため，今回BFO 細

胞株を限界稀釈法によりクローン化し，骨芽細胞の表現型を最も強く示し，骨形成因子の活性を有し，

かっ in vivo で腫蕩形成能を持つクローン細胞株を選択し確立することを試みた。

〔方法〕

BFO細胞を 10%FBS 添加イーグノレMEM培地でミ培養した。 confluent に達した細胞を 0.25

%トリプシンにて処理して細胞浮遊液とし，限界稀釈法によるクローン培養をおこなった。得られた

クローンについて骨形成因子の活'1生，アノレカリホスファターゼ(以下 Al -P) 活性， PTH ~乙対する

反応性，および、腫蕩形成能について検定し選別した。

① 骨形成因子の活性 3X10 7 個のクローン化した細胞を，凍結解凍にて devitalize した後遠

沈ペレットとし，凍結乾燥後 dd Y マウス背部筋膜下に移植した。 3 週後移植片を回収し，軟X線像

および組織像にて骨形成の有無を検索した。

② AI-P 活性 conf 1 uen t ，C達した細胞を homogenize し， Kind-King 法にて測定し
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た。基質液( 10mM pheny 1 phos pha t e )にサンフ。ノレを添加， 370C にて15分間反応させ， 1JlM 

の phenolが生成される AI-P活性を 1un i t とした。 Lowry 法にてタンパク量を測定し，単位

タンパク量あたりの比活性を算出した。

③ PTH ~と対する反応性の検定 ヒト合成 PTH ( 1 -34) 20nM を添加し37 0C にて反応させた。

5 分後直ちに氷冷し， 69ぢトリクロノレ酢酸で、細胞内 cAMP を抽出した。抽出液中の cAMP 量を

RIA法で求め， PTH無添加の cAMP量iζ対する比率を求めた。

④腫蕩形成能 1 X 10 7 個の細胞をC3Hマウス皮下に接種した。 4 週後に腫蕩形成の有無およ

び頻度を判定した。各実験の control の細胞として，線維芽細胞由来の 3T3 細胞株と， 骨芽細胞

由来のMC3T3-E1 細胞株を用いた。

〔成績〕

① 骨形成因子の活性 えられた 7 つのクローン細胞は骨形成因子の活性を有していた。 3T3 細

胞とMC3T3-E1細胞は，骨形成因子の活性を認めなかった。

② AI-P活性 クローンNo.1 を除く 6 つのクローン化した細胞で，高いAI-P 活性を認めた。

③ PTHH:::対する反応性 クローンNo.1 ，. No.5 , No.6 で PTH ~(.対して著しく反応し， cAMP 

量が約25倍に上昇した。他のクローン化した細胞では反応が弱く， 3T3 細胞， MC 3T3-E 1 細胞

では PTH に対して反応しなかった。

④腫蕩形成能 クローンNo.2 ， NO.3 を除く 5 つのクローンで腫蕩形成がみられた。初回接種で腫

蕩形成のみられたクローシのうち継代可能な腫蕩は，クローンNo. 1 , No. 4 , No. 6 であった。

7 つの BFO クローン細胞のなかで，骨形成因子の活性， A l-P 活性， PTH ~(.対する高い反応

性，継代可能な腫蕩形成能をもっクローンとしてNO.6 を選択した( BFO-6 )。

BFO-6 は， 単層培養下で polygonal な形態を呈する。 増殖期の倍加時間は 17.2 時間であ

った。 devitalize した BFO-6 細胞をマウス背部筋膜下に移植後 3 週にて， 異所性骨形成がみ

られた。 in vivo で形成された腫蕩は，腫虜性類骨組織が観察され骨肉腫の特徴を有していた。

染色体分析では，核型は acrocentric type であり，染色体数は59から 67の聞に分布していた。

〔総括〕

BFO細胞をクローン化し， 骨芽細胞の表現型を最も強く示すクローン株BFO-6 を確立した。

BFO-6 は骨形成因子の活性，高いAI-P 活性， PTH ~é対する高い反応性を有している。

また in vivo において腫蕩形成能があり，継代移植可能である。乙の腫蕩は骨肉腫の組織像を示し

た。この細胞株BFO-6 は， in vitro における骨形成因子の実験系として将来有用になるものと

考える。
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論文の審査結果の要旨

本研究は，マウス骨肉腫由来細胞をクローン培養し，骨形成因子を産生する培養細胞株を初めて樹

立したものである。乙れまで単層培養下で骨形成因子を産生する培養細胞株は報告されておらずその

意味で意義深い。乙の細胞株は，高いアルカリホスファターゼ活性およびPTH に対する高い反応性

を有しており，骨芽細胞の特性を示した。

以上のような特性をもっ培養細胞株は，骨形成因子の研究と臨床応用に重要である。

従って本研究は，博士論文に価するものと考える。

-247-




