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論文内容の要旨

(目的)

マウス腔性癌細胞株 F9 は，初期経における内部細胞塊に相当し in vitro で内脹葉性細胞への分化が

誘導され，細胞分化の研究に有用な手段となるとともに初期怪発生のモデル系になりうる。 F9 細胞に

retinoic acid (RA) を与えると分化が誘導され，細胞形態が変化し Stage Specific Embryonal Antiｭ

gen-1 の消失， tissue-type plasminogen activator (t-PA) , laminin Bl, endoA などの種々の分化形

質の発現が起こるO この時 RA 添加後 6 -24時間以内に分化の決定がなされ，その後 RA を培養液中か

ら除いても分化は進行し安定な分化状態を維持することが知られているO しかしながら分化の決定ある

いはその後の分化状態の安定性を調節する機構はいまだ充分には解明されていなし、。自己増殖を繰り返

す未分化細胞が分化へ向かう機構，また，その後の分化状態の安定性および可逆性を理解するため以下

の実験を行った。

(方法および結果)

1 )形態の観察

F9 細胞に sodium bu tyra te を 5 mM の濃度で与えると非常に短時間 (5 - 6 時間)で細胞の形

態が変化し始め24時間後にはほぼ全ての細胞に著明な形態変化がみられた。さらに，その形態は，

sodium butyrate が存在するかぎり安定であるが，培養液中からこれを除くと速やかにもとの未分化

な細胞の形態に戻った。

2) plasminogen activator (P A) の産出

sodium butyrate によって形態が変化した細胞の性質を知るため内経葉性細胞の指標となる酵素

つ
り



PA の産生についてcasein-agar -0 ver la y 法を用いて調べた。未処理の F9 すなわち未分化な細胞の

コロニーはまったく PA 活性を有しないのに対し sodium bu tyra te で 16時間処理するとほぼ100% の

コロニーが PA 活性を有していた。また 16時間処理した後，培養液を交換し薬剤を除くと速やかに

活性が低下し 12時間後には全コロニーがPA活性を失っていた。

3) 各種分化形質遺伝子の発現

F9 細胞に対する sodium butyrate の効果をさらに調べるため，分化の指標となりうる各遺伝子の発

現について RNA blot 法を用いて解析した。その結果，未処理の F 9 細胞では分化形質遺伝子，

t-PA , laminin Bl , endoA の mRNA は全く検出できなしゅS sodium buty-rate処理 8 時間目より各々

の mRNA が検出され 24-36 時間処理で最高レベルに達した。また 3 薬剤を除いて 6 時間後には各々

の遺伝子の発現量は速やかに減少し， 12時間後には完全に消失した。逆に未分化F9 細胞で強い発現

がみられ，細胞増殖と関係していると考えられている c-myc mRNA は， sodium butyrate 処理後

減少し24時間後には検出できなくなった。消失した c-myc mRNA は薬剤を除去すると速やかに回

復し， 12時間後にはもとの未分化なレベ、ルに戻った。

4) sodium butyrate による各遺伝子の変動に対する cycloheximide (CHX) , actinomycinD (Act.D) 

の効果

sodium butyrate によって引き起こされる各遺伝子発現の変動におけるタンパク質合成の関与に

ついて RNA blot 法にて解析した。 sodium butyrate 処理過程に CHX を共存させると， t-PA 

mRNA の誘導は抑えられたが， c-myc mRNA 量の減少は同様に起こった。さらに，薬剤を除去し

て未分化細胞に戻る過程に CHX が共存すると t-PA mRNA の消失および c-myc mRNA の回復が

阻止された。またその過程で Act.D を共存させた新たな mRNA の合成を止めるとじPA mRNA 

の消失が著しく遅れた。

(総括)

1. sodium butyrate は非常に速やかに F9 細胞の分化を誘導し，かつ，その分化は完全に可逆的であ

ることを明らかにした。このように分化誘導能が高くかっ可逆的な作用をもっ薬剤は他に報告がなく，

今後，分化の決定に関わる機構，分化状態の安定性を解析する上で極めて有効であると考えられる O

2. CHX , Act.Dを用いた実験結果より， sodium butyrate は新たに合成されるある種のタンパク質を

介して分化を誘導していることが示唆された。また，薬剤除去によりもとの未分化細胞へ戻る過程に

おいても新たなタンパク質の合成が必要であり，これらは分化形質遺伝子の発現を特異的に，かっ非

常に速やかに停止させる働きを持つことが示唆された。このような分子は細胞内で特定の mRNA の

安定性に関与し安定な分化形質の発現に密接な関わりをもっと考えられる。

論文審査の結果の要旨

マウス腔性癌細胞株 F9 は in vitro で、 RA を添加することにより分化が誘導される。この RA によ
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る F9 の分化誘導系を用いて現在まで多くの研究がなされてきたが分化の決定あるいはその後の分化

状態の安定性を調節する機構につては依然として解明されていなし、。本研究では， sodium butyrate 

の効果について着目し実験を行った結果， sodium butyrate は RA よりも非常に速やかに F9 細胞の分

化を誘導し，かつ，その分化は完全に可逆的で薬剤を除くと速やかにもとの未分化細胞へ戻ることを

明かにした。さらに，未分化細胞へ戻る過程において新たなタンパク質の合成が必要であることを示し，

それらの分子は分化形質遺伝子の発現を特異的に短時間で停止させる働きを持つことが示唆された。今

回確立した sodium butyrate による可逆的分化誘導系は，引き起こされる変化が非常に速くしかも可

逆的であるという点が特徴的で，今後，分化の決定，分化状態の安定性を理解する上で，また，分化に

伴って変化する種々の遺伝子の発現調節機構の解析にもきわめて有効な系になりうると期待される。よっ

て，本研究は学位に値するものと判定する。




