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緒論

F9細 胞 はマ ウスの胚性 腫瘍細胞 で、1973年Bernstineら によって129/SVマ ウスの

6日 胚 を精巣内 に移植 し、発生 したテ ラ トカー シノーマOTT6050-970の 幹細胞 をク

ロー ン化す る ことによって確 立 された フィー ダー非依存性 の細胞株 である1)。F9細 胞

は、同 じ くマウスの胚性腫瘍細胞 であ るP19細 胞 とは違 い核型 は正常型 を維持 してい

ない ものの、初期胚 の未分化 な状態 を維 持 している。 この こ とは未分 化細胞 特有 な表

面抗原 であ るstagespecificembryonicantigen-1(SSEA-1)を 発現 している ことか ら も確

認 されてい る2)。このF9細 胞 は正 常 な培養条件下 で 自然 に分化 す ることは非常 に少 な

いが 、 レチ ノ イン酸 によって 近位 内胚 葉細胞 へ と分化 し、プ ラス ミノーゲ ン アクチベ

ータ(PA) 、 ラ ミニ ン、 タイプWコ ラーゲ ン な どの分化細胞 特有の細胞 外 マ トリクス

タンパ クを発現す る ようになるこ とがStricklandら に よって報告 された3,4)。その後、

い くつか の分 化誘導 活性 を もつ化合物 が報告 され、 この中に は低分子化合物 で ある酪

酸 ナ トリウム5・6)、抗腫 瘍薬5,7)、発 ガ ンプロモ ー ター8)な どが 含 まれてい る。初期胚 の

未分化 な性 質 を維持 し、人為 的 に分化 を誘導で きる ことか らF9細 胞 は哺乳類 の初期

発生 の研究材料 として適 してお り9・10)、F9細 胞 の分化 機構 を解 明する ことに よ り哺乳

類正常初期発生 の理解 が深 まる と考 え られ る。

また 、近年注 目を集め てい る癌 の治療 法 と して分化 脱癌療 法 があ る11・12)。この療 法

は無 限増 殖能 を持つ 悪性 の癌 細胞 を分 化誘導 剤で処理 し、特 定の成熟 細胞系 へ と分化

させ、増殖 能 を揶 える ことに より癌 を治療す る もので ある。F9細 胞 は短い倍加 時 間 を

もつ 増殖 のみ に コミ ッ トした 未分化 な細胞系 で あるため 、 この細胞 を分 化 させ る と同

時に増殖性 を抑 える ことが で きる化合 物 を探 索す る こ とで分 化脱癌療 法 に有 用 な新 た

な化 合物 を開発 で きる可能性 が ある。既 知の 抗癌剤 や その化 合物 を修 飾 した ものか ら

分化 脱癌療法 に使用 可能 な薬 剤 を開発 す るこ とはそれ らの有 する副作 用や毒 性 の面 か

ら問題が多 い。そ こで天然 の植物抽 出成分 な どか らF9細 胞 の分化 お よび増殖抑制 活

性 を持 つ化 合 物 を新 た に探索 す るほうが、毒 性 の弱 い 、新 規 なメ カニズ ム を持 つ化 合

物 を発 見で きる可能 性が高い と考 え られる。 さ らに、最 近 アポ トーシ ス に関 する研 究

が進 む につれ 、 アポ トーシス 誘導療 法 とい う考 え も生 まれ て きた。 この方法 は癌 細胞

に特 異的 にア ポ トー シス を誘 導 し、炎 症 な どの副作用 な しに癌細胞 を殺 す こ とで癌 を

治療 しようとす るものである。 アポ トーシス は正常 の発生過 程で も起 こる現 象で あ り

13'16)、分化 ・発生 との 関わ りが 示 唆 されて い るが 、 これ まで癌細 胞 を化合 物 で処理 し

てアポ トーシス を誘導 した報告 は多 い ものの、F9細 胞 を用いた アポ トーシスの誘導 例

はほ とん ど報告 されてい ない。

以上 の ような理 由か ら、本研 究で はまずF9細 胞 の分化誘導活性 を持 つ物 質 を植 物

性の天然 抽 出物 な どを対象 に ラ ンダム スク リーニ ング に よ り探 索 し、台湾 ヒ ノキか ら

の抽 出成分 で ある ヒノキチ オ ールに強 い分化 誘導 活性 を認 め た。 ヒノ キチ オ ールは ト

ロポ ロ ン環 を持 つ化 合物 であ り、そ の基本骨 格 をなす トロポ ロ ンに も同様 に分化 誘導
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活性 が認め られ、さらにコル ヒチン類縁体 も含 めたその関連化合物の活性比較から、

化合 物の持つ キレー ト能が分化誘導 に重要 な役 割 を果 たしていることを明らか に した。

これ に関連 して、各種キ レーターの分化誘導活性 を検 討 した結果、ジチゾンとデフェ

ロキサ ミンにも強い活性 を認めた。これ らキレーターによるF9細 胞の分化誘導 に関

しては、これらの化合物が既知の分化誘導物質 とは異なる機序でF9細 胞 を分化 させ

るという結果 を得た。これ らキレーターによるF9細 胞の分化誘導活性は三価の鉄イ

オンとの前処理 によ り完全に阻害され ることか ら、この分化誘導 には鉄イオ ンが重要

な働 きを持 っていることが明 らかになった。 また、分化時に起 こる細胞増殖 の抑制が

アポ トーシス にもよるものであることを発見 したので、分化誘導 とアポ トーシスの関

係について も検討を加 え、新 しい知見 を得た 。これ らキレー ターによる新規 な機構 に

よる分化誘導お よび外来化合物に対す る未分化細胞の アポ トーシス応答 に関する知見

は、哺乳類の初期発生や毒性発現およびその軽減に関する理解 を深め るのみならず、

癌細胞の分化誘導療法、アポ トーシス誘導療法 開発に も役立つ と考 え、本論 文 として

発表する。
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本論

第1章F9細 胞 の 分 化 誘 導 能 を有 す る 新 規 化 合 物 の 探 索

F9細 胞 は未分化状態 を維持 したマウスの胚性腫瘍細胞 であ り、通常 の培養条件 下で

は ほ とん ど分 化 す る こ とな く維 持 され る。 しか しなが ら、培 養 系 に レチ ノ イ ン酸

(10-7M>を 加 える と遠位 内胚葉系細胞 に分化 し、 レチ ノイ ン酸 とと もにジ ブチ リル

サ イ クリックAMP(10'3M)を 添加す る ことによ り速や か に遠位 内胚葉系細胞へ と分

化 して、PAな どの細胞外 マ トリクス タンパ クを生 産す る3・17)。一方、 レチノイ ン酸の

みで処理 し、細胞塊 を形成 させ ることによ り6-7日 で近位 内胚様 細胞へ と分化 し、 α一

フェ トプロテイ ンを産生す るようになる4,18,19)。KuffとFewellは レチ ノイ ン酸 とジブ

チ リルサイ クリ ックAMPの 同時処理 によ り神経様細胞 が生 ず ると報告 している20>が、

神経へ の分 化の報 告 は他 にはな く、現在 の ところF9細 胞 は内胚葉系 の細胞 のみ に分

化 す る細胞 系 であ る と認識 されてい る。 レチ ノイン酸 に よ り分化 する ことが 確認 され

た後 、酪酸 ナ トリウム3・6)、DNA合 成 阻害作 用 を もつ抗癌 剤5,7)、発 ガ ンプロモー ター8)

などにも分 化誘導活性が あることが報告 されてい る。

近 年、癌 細胞 を正 常細胞 に分化誘 導 し、増 殖能 を失 わせ る こ とで癌 を治療 する とい

う分 化脱癌 療 法が注 目されて い る。 このため には、現 在用 い られてい る副作 用 の強 い

抗癌 剤 とは異 な り、毒 性の低 い選択 的 な分 化 誘導物質 を探索 す るこ とが必要 とな る。

そ こで新 規 な分化誘 導活性 を有す る化 合物 を天然の物 質 に求 め るため 、主 と して植物

抽 出物 を用 いてラ ンダムスクリーニ ングを行 った。

第1節 天然抽 出成分 のラ ンダムス ク リーニ ング

第1項 材料 と方法

化合物

Table1に 示 した化合 物の うち、 トロポ ロンは東 京化 成工業 よ り購入 した。5一フルオ

ロウラシル、アス コル ビン酸(L(+)一 アス コ1Lビ ン酸 ナ トリウム〉、ブ レオマイシ ン(塩

酸塩)お よび陽性対 照の酪酸 ナ トリウムは和 光純薬 工業 よ り購入 した。 β一シ トリルーL一

グル タミン酸 は神 戸 学院大学 薬学 部三 宅正治教授 よ り御供与 いただい た。そ の他 の植

物抽 出成分 のすべ ては摂甫大学薬学 部稲 田昭助教授 よ り御供与 いただいた。

糸蠅包

本研 究で使用 したF9細 胞 は大阪大学微 生物病研 究所 の西宗 義武教授 よ り御供 与い

ただいた。F9細 胞 は継代数の少 ない もの を液体窒素 中に保存 してお き約1ヶ 月の継代

を重 ねた ものは廃棄 し、新 たに保存細胞 を融解 して使用 した。細胞 の維持 は10cmの

細胞 培養 デ ィッシュ(岩 城硝子 また はFalcon>を 用 い、5mML一 グルタ ミン(ナ カラ
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Table 1 Chemicals used for screening

Ajmaline 
 Amygdalin 

Androsterone 
Artemisin 
Betulinic acid 

Brucine 
 Calciferol 
D-(+)-Catechin 
Cholic acid 
Curcumin 
Cycloarterenol 
Digitoxigenin 
Diosgenin 
 Ellagic acid 

 (1s)-Endo-(-)-borneol 
(-)-Epigallocatechin gallate 
Ergosterol 
Estradiol 
Estrone 

 Gallicacid 
 Gardenoside 
 a-Glucosylrutin 

Glycyrrhizin 
Gossypol 
 Gramine 
Harmaline 
Hinokitiol 
a-lonone 
Kaempferol 
Kojic acid 
Limonin 
Luteolin 
Luteolin-7-glucoside 
Magnolol 
 D-Mandelonitrileglucoside

L-Menthol 
 1-p-Methoxycinnamic acid 

3,3-Methylene-bis-coumarin 
L-(-)-Mimosine 
 1  ,2-Naphthoquinone 

 1  ,4-Naphthoquinone 
 2-Hydroxy-1,4-naphthoquinone 

 5-Hydroxy-1,4-naphthoquinone 
Ouabain 
Paeoniflorin 
 Podophyllotoxin 

 5I3-Pregnane 
Pregnenolone 
Progesterone 
Purpurogallin 
Quercetin 
Reserpine 
Rutecarpine 
Salicin 
Scopoletin 
Sennoside A 
Shikonin 

 p-sitosterol 
Strychnine 
Toosendanin 
Tropolone 
Ursolic acid 

Usnic acid 
Vanillin 

Vincamine 
Yohimbine 

 (3-citryl-L-glutamic acid 
Bleomycins 

L-(+)-Ascorbic acid

イ テ ス ク)、1mMピ ル ビ ン酸 ナ トリウ ム(ナ カ ラ イ テ ス ク)お よび10%ウ シ胎 児 血

清(Filtron)を 添 加 したEagle'sminimumessentialmedium(MEM、 日水 製 薬)中 、37

℃ 、5%CO2下 で行 った 。 継 代 は培 地 除 去 後 、0。2%ト リ プ シ ン(ナ カ ラ イテ ス ク〉

お よ び0.02%エ チ レ ン ジ ア ミ ン四酢 酸(EDTA、 ナ カ ラ イテ ス ク)を 含 む20mM

phosphatebufferedsaline(PBS,pH7.4)で 細 胞 をデ ィ ッシ ュ表 面 よ り剥 が し、PBSで

洗 浄 した後 、細 胞 を ま き直 す こ とで行 った 。継 代 は.2-3日 に1回 め 割 合 で 行 った 。

分 化 誘 導 活 性 の 測 定

F9細 胞 の 分 化 誘 導 活 性 は 、PAの 産 生 を指標 と した ア ガ ー オ ーバ ー レイ法 に よ り行

っ た21・22)。この 方 法 は分 化 したF9細 胞 の み がPAを 産 生 す る こ とを利 用 した方 法 で あ
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る。 まず、F9細 胞 を0.1%ゼ ラチ ンで コー トした35mmの 組織培養用 デ ィッシュ

(Nunclon)に1.2x102細 胞/1.5mlMEM/dishで 播種 し、3.5日 間培養 しコロニー

を形成 させた。その後各濃度の化合物 を含 む新鮮な培 地 と交換 し、24時 間培養 を続 け

た。各処理群 の ディ ッシュの うち1枚 はPBSで4%に 希釈 したホルマ リンで3-5分

間固定 し、0。1M酢 酸緩衝 液(pH4.5)で0.05%に 溶解 した ア ミ ドブ ラ ックで約15

分 間染色 した後 、肉 眼的 に全 コロニ ー数 を計 測 した。各処理 群 の残 りのデ ィ ッシ ュは

培養液 中の ウシ血清 に含 まれ るPAinhibitorを 除 くため37℃ に温 めたPBSで 洗浄 し

た後、細胞 層 にアガーオーバ ー レイ溶液1ml/dishを 重層 した。 アガーオ ーバ ー レイ

溶液 は0.75%ア ガー(ナ カライテス ク)、2.5%ス キム ミル ク(Difco)、0.28

unit/mlの プラス ミノーゲ ン(第 一化学薬 品)お よび培養 時 と同濃度 の グル タ ミン酸 お

よびピルビン酸 ナ トリウムを含 みウシ胎児 血清 を含 まないMEMで あ る。重 層後 、培

養 を続 けるとPAを 産生 す るコロニーは乳 白色 のアガー層 中 に透 明な プラー クを24時

間後 まで に形成す るため、 これ を計 数 した。分 化誘導率 は全 コロニーあた りのPA産

生 コロニ ーの割合 をパ ーセ ンテ ージで表 す ことによ り示 した。

化合物 はそれぞ れの溶解性 に よ りPBS、milliQ水 、エ タノール また はジ メチ ルスル

ホオキシ ド(DMSO)に10mg/mlの 濃度 で溶解 した原液 を調製 し、溶媒最 終濃 度が

1%以 下 となる ようにMEMで 希釈 して使用 した。なお、1%以 下 の濃度 の溶媒 お よ

びpH変 化 はPAの 産生 に影響 を与 えない こ とは確認済 みである。

第2項 実験 結果お よび考察

Table1に 活性 をス ク リーニ ング した70種 の化合物 を示 した。 これ らの うち トロポ

ロ ン環 を持つ ヒノキチ オー ル 、 トロポ ロン、抗癌 剤で あるブ レオマイ シ ンお よび茶葉

か らの抽 出成分で あるフラボノイ ドのケルセチ ンに分化誘導活性 を認 めた。Fig.1に

示す ようにヒノキチ オールは10ｵg/m1(60.9ｵM)を ピー ク とした分化誘 導活性 を示

した。20ｵg/mlで はPA産 生 コロニーの割合が減少 し、 さ らに用量 をあげ る と形成 コ

ロニー数が減少 した。 同様 に トロポロ ンで は1お よび10ｵg/mlに おヤ・て陽性対照 の

酪酸 ナ トリウム とほぼ同等 の分化誘 導活性 が認め られたが100μg/mlで は細胞毒 性 が

強 くコロニー数が減 少 した。 しか し トロポロ ン環 を持 つ ヒノキチ オー ルの誘 導体 であ

るヒノキチオールメチ ルエ ーテル には100μ9/mlの 濃度 において も分化 誘導活性 は全

く認 め られなかった。一方 、ブ レオマ イシ ンで は1お よび10μg/mlで 弱 い分化誘 導

活性が認 め られ、100μg/mlで は細胞毒性が認め られた。 また、 ケルセチ ンでは100

μg/m1で 分化誘 導活性 が認 め られた。 しか し、 フラボ ン骨格 を持つ茶葉 か らの他 の抽

出成分 であ るケ ンフェロールや カテ キ ン類 には分化誘導活性 は認め られ なか った。
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Fig.1PA-producingactivityofvariousagentsinFgcells

Fgcellsweretreatedwithtropolone(A),hinokitiol(B),bleomycine(C)andquercetin(D)atindicated

concentrationsfor24hr.PAproduction(%)wasdeterminedbyagar-overlaymethod.NaB;sodium

butyrate.Valuesaremeans±S.D.oftriplicateassays.

第2節 コルヒチ ン関連化合物の分化誘導活性 と構造活性相関

F9細 胞 の分 化誘導活性 の認 め られた ヒノキチ オールや トロポ ロンはいずれ も トロポ

ン環 か らなる分子 で あるため 、 トRボ ン環 を分 子内 に持 つ コル ヒチ ン類縁体 について

分 化誘導能 を検 討 し、その構 造 と活性 との関連 を検 討 した。

コル ヒチ ンは、Colchicumautumnaleか ら抽 出され るアルカロイ ドで、 ・トロポン環 を

有す る化合物で ある。微 小管 形成 阻害作 用 を持つ こ とで知 られ23)、その 作用 によ り細

胞 周期 をM期 で停止 させ るこ とが で きるため、染色体研究 に応 用 される他、 医薬 品 と

して も用 い られてい る24-26)。この ことか ら、微 小管形成 阻害作 用 とF9細 胞 の分化誘

導作用の 関係 について も知見 を得 る ことが で きる。
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第1項 材料 と方法

化合物

コル ヒチ ン は東 京化成工業 よ り、デ メ コル シ ン(コ ルセ ミ ド)お よび トリメチル コ

ル ヒチ ン酸 はSigma社 よ り購入 した。 コル ビセ インは摂 南大学薬学部稲 田昭助教授 よ

り御供与 いただ いた。

分化誘導活性 の測 定

細胞培養 お よび測 定方法は、第1節 、第1項 に従 った。各 コ1Lヒ チ ン類縁 体 の活性

比較 時は他 の化 合物のス クリーニ ングの時 と同様 に1、10お よび10Qｵg/皿1の 濃 度で

細胞 を処理 し、陽性 対照 に同用量 の ヒ ノキチ オール を用いた 。用量活性 相関 の検 討 は

コル ヒセイ ン と トリメチル コル ヒチ ン酸 は1、10、25、50、100お よび200μg/mI

で、 コル ヒチ ン とデ メコルシ ンは1、10お よび100晒9/mlで 処理 した。

第2項 結果 と考 察

分 化誘導活 性 は コル ヒセイ ンと トリ メチ ル コル ヒチ ン酸 にのみ認め られ、 コル ヒチ

ンやデメ コル シンには用いた用量範 囲で漕 性は検 出 されなか った(Fig、2)。 各化合物

の用量活性相 関 は、 コルヒセイ ンで は100μ9/ml(259ｵM)を ピー ク として50

μg/ml以 上 で分化誘 導活性 が認 め られ、一方 トリメチル コル ヒチ ン酸 では50μg/ml

80

60

隶
と
0

40

0L
Q

Q
LL20

0

Control 1101001
Concentration{Ng/ml)

101001000

Concentration(μ91ml)

Fig.2PA-producingactivityofcolchicineanaloguesinFgcells

A.ComparisonofPA-producingactivityofcolchicineanalogues.B.DoseresponsesofPA-producing

activityofcolchicineanalogues.PAproduction(%)wasdeterminedbyagar-overlaymethod.Valuesare

means±S.D.oftriplicateassays.
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(145。5眇M)を ピーク として25～100μ9/mlの 範囲で活性が認 め られたが、200

μg/mIの 処理 で はコロニー形成 阻害 は認 め られず にPA産 生率が減少 した。 コル ヒセ

イ ンと トリメチ ル3ル ヒチ ン酸のF9細 胞分化 誘導活性 は ヒノキチオールの1/2程 度

であ った 。

コル ヒチ ン とデ メ コル シン に分化誘 導活性 が認 め られ なか った ことか ら、微 小管形

成阻害作 用や細胞周期のM期 での停 止 はF9細 胞 の分化誘導 とは関係が ない ことが明

らか になった。

第3節 小括

植 物 か らの 抽 出成分 、動物 細胞 か らの抽 出成分 を中心 に、 抗癌剤 、 ビタミ ンな どの

化合 物 をスク リーニ ング し、 ヒノキチ オール 、 トロポ ーーン、 ケルセチ ン、 コ ルヒセイ

ン、 トリメチ ル コル ヒチ ン酸、 ブ レオマ イシ ンの6種 の化 合物 にF9細 胞の分化 誘導

活性 を認めた。 これ らの うち、ケルセチ ンとブレオマ イシ ンを除 く4化 合物 には共通

して トロポロ ン環が存在 し(Chart1>、 活性 の強 さか らヒノキチ オールや トロポ ロン

は興 味の ある化合物で ある。 ヒノキチオ ール は1936年 に野副 に よ り、台湾 ヒノキか ら

抽 出され た成分 であ り、7員 環構造 を有す る化合物で ある27)。 ヒノキチオールに はこ

れ まで にい くつかの生物活性 が報告 され てい る。invitroの 系 で はK562やHL-60な

どの癌細胞 に4-8μMの 低濃度 で細胞毒 性 を示 し、抗腫瘍 活性 を有す るこ とが認 め ら

れてい るが、癌 を誘発 させ たマ ウス に対 して は抗 腫瘍 性 を示 さなかっ た28-30)。また 、

抗菌効 果が ある ことも報告 され、歯科領域 や皮 膚科 領域で は現在応用 もされてい る31,32)。

ヒノ キチ オー ルは金属 とのキ レー ト作 用 を持 つ こ とが 知 られてい る こと27,33,34)、環

状構 造 を持つ化 合物のa-'ヒ{ド ロ帯 灘 舞 ト構 造 はキ レー ト能 と強 く関係 してい る こ と

35,36)
、 ブ レオマイシ ン も金属 との キ レー ト能 を持つ こ と37,38)などか ら考 える と、 これ

らの化合物 は金属 とのキ レー ト形成能力 に よ りF9細 胞 を分化 させ るので はない か と

考 え られ る。 しか し、 コルビセ イ ンや トリメチ ルコル ヒチ ン酸 にキ レー ト能 が あ ると

い う報 告 はな く、ケ ルセチ ン もαセ ド逢 キ諮 ケ 移構 造 を持 っているが 、キ レー ト能 に

つ い ての報告 はない 。 また、今 回ス ク リーニ ングに用 いた化 合物 で分 化誘導 を示 さな

か った化合物 の中に は、 トロポロ ン環 を持 つ プルプーーガ リンや フラボ ン骨格 にra一七 ド

逢ぞ砺一詐 毒構造 をもつケ ンフェロール も含 まれて いるた め、 α七 ドロ斑 耽吻 ト構 造 以

外 に も分化誘 導活性 の有無 を決定 して い る重 要 な構造 が存 在す ると考 え られる。 また、

コル ヒチ ンとデ メコルシ ンに分化誘導 活性 が 認 め られ なかっ た ことか ら、微 小管 形成

阻害や細胞周期 のM期 での停止 は分化誘 導活性 と関連 がない ことが示 された。

今 回検 討 を加 えた トロポ ン環 を有す る化 合 物 で分化 誘導活 性 を示 す もの は全 て トロ

ポロ ン環構造 を持 つため、その2位 の水酸 基が重要 である こ とが示 された。・この部分

を細胞 内で加水 分解 されやすい置換基 に変換 する こ とで、 これ までinvivoで は抗 癌活

性 を示 さない とされ てきた ヒノキチオール にinvivoで の活性 を持 たせ るこ とが可 能 か
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もしれない。事実、当研究室ではこの位置 をアセチル基で修飾 したヒノキチ オールァ

セテー トに分化誘導活性を認めている。また、腫瘍細胞 に特異的に取 り込まれる修飾

を施 すことで、癌細胞の分化誘導療法 に応用で きるよ りよい化合物 を開発で きる可能

性 もあると考え られるが、同時にこの化合物の もつ毒性の克服 も課題 となる。

ChartlChemicalstructuresoftropolone,hinokitiol,

colchicineanaloguesandflavonoids
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第2章 キ レ ー タ ー に よ るF9細 胞 の 分 化 誘 導 機 序 に 関 す る検 討

F9細 胞 に分化誘導活性 を持つ化合物の うち最 も研 究が進 んでい るの はレチ ノイ ン酸

で あ り39-46)、さらに分化誘 導機序 につて は酪酸 ナ トリウム について も報告 があ る47・48)。

レチ ノイ ン酸 の場合、 細胞 内 での輸 送系 が明 らかにさ れてお り、核 内 に輸送 され た後、

核 内 レチ ノイ ドレセ プター(RAR)を 介 して転写 因子 として働 き、様 々 な遺 伝 子 を活

性 化す る44-46,49,50)。 この遺伝子 の活性化作 用がF9細 胞の分化誘導 に関与 してい る と

考 え られ てい る。 また、酪酸 ナ トリウムの場 合 はピス トンの脱 アセチ ル化 を阻害 し、

DNAの 複製 を止 める ことによ り、細胞増殖 を抑 えるこ とが分化 の引 き金 とな ってい る

と考 え られ てい る47,48,51)。いず れの化合物処理 に よって も、分化 したF9細 胞 で は

c-fosやcjunな どのAP-1を 形 成す る癌遺伝 子が高発現 して くる ことが知 られてい る

52°54)。 しか しなが ら、 これ ら研究 の進んだ化 合物 に関 して も、F9細 胞分化 の道筋 が

解 明 され てい るわけで はな く、分化 に付随 して起 こる事象 を観 察 してい るにす ぎない。

F9細 胞 に分化が誘導 され る過程 は今後 さ らに多面的 に検 討 され ねばな らない。

前 章 におい て ヒノ キチオール を始 め とす る トロポ ロ ン環 を持つ化合物が その 雄聖1ド

麾キ物 ケ 漸構 造 に よ り金属 とキ レー トす る こ とによ りF9細 胞 に分化 を誘導す るので

はないか とい う可能 性 を示 唆 した。脂 溶性 ビ タ ミンと しての レチ ノイ ン酸や 、キ レー

ター としての ヒノキチ オールは同一の経路 を介 してF9細 胞 を分化 させ てい るのだ ろ

うか。本章で はキ レー ター によるF9細 胞 の分化 誘導 お よび分化 と金属 の関連性 を中

心 にF9細 胞 の分化誘導機序 に関 して検討 を加 えた。

第1節 キレーターの分化誘導活性

ヒ ノキチ オ ールな どの トロ ポRン 環 を分子 内 に持つ 化合物 が、金属 とのキ レー ト作

用 を もとにF9細 胞の分化 を誘導 しているの な らば、他 の金属 キ レー ター7にも分化誘

導活性 が ある と考 え られる。そ こで ¢庭 と 樽ぼギ泌 ケ 予構 造の 有無 に関わ らず広範 な

金属 キ レーターにつ いてF9分 化誘導活性 を検討 した。

第1項 材料 と方法

キ レー ター

検 討 したキ レー ターはジエチ レ ン トリアミ ン五酢 酸(DETAPAC>、 ニ トリロ三酢酸

(NTA)、 ジチゾ ン(以 上 ナカライテス ク〉、 ジメチ ルグ リオキシム(東 京化 成工業)、

EDTA、 バ ソフェナ ン トロ リンジスルホ ン1駿、8一ヒ ドロキシキノ リン5一 スルホ ン酸 、

1,2一ジヒ ドロキシベ ンゼ ンー3,5一ジスルホ ン酸(Tiron>、2,4,6一 トリピリジルーS一 トリア

ジ ン(TPTZ、 以 上 ナ カ ラ イテ ス ク〉 、 イ ミダ ゾー ル(Sigma)、3-(2一 ピリジル)-

5,6一ジフェ ニルー1,2,4一トリアジ ンー4,4'一ジス ル ホ ン酸(ナ カライテス ク)、 デ フェロキ

サ ミン(Sigma)の12種 で ある。
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分化誘導活性の測定
'細 胞培養

、化合物の溶解、細胞の処理お よび分化誘導活性の測定方法は第1章 、第

1節 、第1項 に従った。

第2項 結 果お よび考察

12種 のキ レー ターのF9細 胞 に対 す る分化 誘導能 を処理濃 度1、10お よび100

μg/m1で 検 討 した(Table2)。 その結 果、 ジチ ゾ ンとデ フェロキサ ミンに分 化誘導活

性 を認めた。 ジチ ゾ ンは尿 や血清 中の 金属 含 量 を測定 す るための試薬 として 用 い られ

るキ レー ターで あ り55・56)、デ フェ ロキサ ミンはサ ラセ ミアや鉄過剰症 の治療 薬 と して

用い られてい るキ レー ター であ る57-62)。両 キ レー ターの化学構 造 はいずれ も トーーポ ロ

ン類縁体 とは異 な り、 またお互 い に も箸 し く異 なってい る(Chart2)。 しか しなが ら、

デ フェロキサ ミンはa一 ドロ髴・訪 ケ}構 造 に よ く似たヘ キサ デンテー ト構 造 を有 し、

この部分 を介 して金属 と1:1で キ レー トす るこ とが知 られ てい る63'65)。

Table2PA-producingactivityofvariouschelatorsinFgcells

PApruduction(%)
Chelator

1Ng/ml 10ug/ml 1001rglml

DETAPAC

NTA

Dithizone

Dimethylglyoxime

EDTA

BPS

8HQ5SA

Tiron

TPTZ

Imidazole

PDT

Deferoxamine

14.9

3.8

6.4

2.8

1.0

1.8

2.1

2.5

3.1

2.7

0.6

2.1

25.7

3.0

.;

7.1

1.4

3.0

2.7

5.1

..

0.5

0.9

39.0

8.8

2.4

_a)

5.1

3.1

2.5

0.5

4.0

2.2

2.1

0.9

::

Valuesaremeansoftriplicateassays.a):Cytotoxic

D日ARへC:diethylenetriaminepentaaceticacid,NTA:nitrilotriaceticacid

BPA:bathaphenanthrorinedisulfonicacid,8HQ5SA:8-hydroxyquinorine5-sulfonicacid

Tiron:1,2-dihydroxybenzene-3,5-disulfonicacid,TPTZ:2,4,6-tripyridyl-s-triazine

PDT:3-(2-pyridyI)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazine・4,4「-disulfonicacid

これ ら2種 の化合物 のF9細 胞 に対 す る分化 誘導活性 を、用量依存性 と時間依存 性

の面か ら検討 した。Fig.3に 示 す よ うにジチ ゾ ン、デ フェロキサ ミン ともに用 量依存

性 を示 し、 ジチ ゾ ンの分化誘導活 性は5ｵg/mlで ほぼプラ トーにな り、25ｵg/m1で 細

胞毒 性が認め られは じめ、50ｵg/m1で は強い細胞毒性 のため コロニーがすべ て消失 し

たの に対 して、 デ フェ ロキサ ミンの分 化誘導活性 は100μg/m1以 上で プラ トー になっ
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Dithizone

NH・(CH・)・N-Cu(CH・ 》・龕NH(C日 ・》・N駟?(CH・ 》蕾NH(CHI气 囎CH・
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Defe「oxa耐ne

Chart2Chemicalstructuresofdithizoneanddeferoxamine
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Fig.3・DoseresponsesofPA・producingactiv町ofdithizoneand .deferoxamine

inFgcells

Fgcellsweretreatedwithdithizone(A)anddeferoxamine(B)atindicatedconcentrationsfor24hr.PA

production(%)wasdeterminedbyagar-overlaymethod.Valuesaremeans±S.D.oftriplicateassays.

た。F9細 胞の分化誘導 に対 す る時 間依存性 は、Fig.3の 結果 か ら十分 な分化 誘導活性

を示 した ジチ ゾ ンの10ｵg/ml(39ｵM)お よびデ フェRキ サ ミンの100ｵg/m1(152

ｵM)を 用 いて0、4、8、12、16、20、24時 間処理 を行 い分化誘導活性 を測定す るこ

とで検 討 した。両 キ レーター とも処理 時問 に依存 してF9細 胞 の分化 を誘導 した(Fig.

4>。 この分化誘導 に要す る時間は レチノイ ン酸 よ りも短 かかった3・17)。
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dithizoneand100μg酒mI
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第2節F9細 胞の分化誘導に関与する金属の検討

F9細 胞 は各種 の金属 キ レーターに よ り分化 が誘導 され るこ とが明 らか になった こと

か ら、その誘 導 には細胞 内外 の金属動 態が 関与 してい る と考 え られる。 これ まで金属

キ レー ターがF9細 胞 の分化 を誘導す る とい う報告や 、分化誘導機序 に金属が 関与 す

る とい う報告 はない 。 どの よ うな金属 が関与 している か を検 討 する こ とによ り、分化

の作 用点 を知 ることが で きる と考 え、 キ レー ターに よる分化 に対 する種kの 金属 イオ

ンの 阻害効果 を検討 した。

第1項 材 料 と方法

金属 イ オ ン

検 討 した 金 属 イ オ ンはFe3+、Fe2+、Cu2+、Cu+、Zn2+、Mn2+、Co2+、Ni2+、Pb2+、

Cd2+、Mg2+の11種 で あ り、 すべ て塩 化 物 を和 光 純 薬 工 業 お よび ナ カ ラ イテ ス クか ら

購 入 した 。

分 化 阻害 の測 定 方 法

金 属 イ オ ンの影 響 はキ レー ター に よ る分 化 誘 導(PA産 生 誘 導)に 対 す る阻 害 で 判 定

し、PA産 生 能 の測 定方 法 は第1章 、 第1節 、第1項 に従 っ た 。金 属塩 は沈殿 を生 じ

ない もの はPBSで 、沈 殿 を生 じる もの はmilliQ水 で50mMの 濃 度 で溶 解 し、 ス ト

ック溶 液 と した 。 キ レー ター の処 理 濃 度 はF9細 胞 に十 分 な分 化 を誘 導 す る用 量 、 す

な わ ち、 ヒノ キ チ オ ー ル 、 トロポUン お よ び ジ チ ゾ ン は10ｵg/ml(そ れ ぞ れ60.9ｵM、

81.9ｵM、39.0ｵM)、 デ フ ェ ロキ サ ミ ンは100ｵg/ml(152ｵM>と した 。 キ レー タ

ー と金 属 イ オ ンの終 濃 度 が そ れ ぞ れ 用 い る用 量 とな る よ うにMEM中 で希 釈
、 混 合 し
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た後 、37℃ 、30分 間イ ンキ ュベー トした もの を処理培 養液 と し、 これ を用いて細胞

コロニー を24時 間培養 した。

第2項 結果 と考察

まず、 ヒノキチ オール10ｵg/mlに よるF9細 胞 の分化 誘導 に対す る金属 イオ ンの影

響 を検 討 した。11種 の金属 イオ ン0.5μM(終 濃度)と ヒノキチ オール を混合 した培

養液 で処理 した後 のPA産 生率 をヒノキチオール単独 で処理 した場合 と比較 した結果 、

三 価 お よび 二価 の鉄 イ オ ンに よっ て の み、 そ の分 化 誘 導活 性 が 有 意 に阻害 され た

(Table3)。 他 の金属 イオ ンでの前処理 ではPA産 生率 は変化 しなかった 。 ヒノキチ

オール によるF9細 胞 の分化誘導 に対す る鉄 イオ ンの阻害作 用 を さらに詳細 に検討 す

るため、鉄 イオ ンの用量依存性 を検 討 した(Fig.5)。 先 の実験 で分化誘導 阻害活性 を

示 さなかったマ ンガンイオ ンは50μMま での用量 において もヒノキチ オールに よる分

化誘 導 活性 を全 く阻害 しなか ったの に対 し、 二価 お よび三価 の鉄 イオ ンは用 量依存 的

にそ の活性 を阻害 した。 この 時、阻害 効果 は三価 の鉄 イオ ンの方が強 か った。 ヒノキ

チ オ ール は三価 お よ び二価 の 鉄 イオ ン、銅 イ オ ン、亜 鉛 イオ ンな どと もキ レー トす る

ことが 知 られて い るが27,33,34)、鉄 イ オ ンとの前処理 で のみ分化誘 導活性 が 阻害 された

ことか ら、鉄 との キ レー ト能が分化 に重要 な役 割 を果た してい るこ とが推測 された。

他 の分化誘 導活性 を示 す キ レー ター もその作 用発現 に鉄 とのキ レー ト形成 が重 要で

ある か否 か を検 討す るため、 ヒノキチ オ ール を処理 したの と同 じ用 量 の三価 の鉄 イオ

ンに よる分化誘導 阻害効 果 を調べ た。 トロポ ロ ン、 ジチ ゾ ンともに三価 の鉄 イオンに

Table31nhibitionbymetalionsofhinokitiol-induceddifferentiation

ofFgcells

Metalion

PAproduction(iO)

Con・ ヒrol Preincubation

Fe3+

Fe2+

Cut+

Cu+

Zn2+

Mn2+

Cot+

Nit+

Pb2+

Cd2+

Mgt+

47.0±4.1

53。4士5・1

46.4±10.8

63.5±11.4

60.7±2.8

49.4±1.7

69.8±13.9

60.3±8.7

60.3±8.7

43・2ま2・3

58.6±10.1

13.3±4.3**

37.0±1.8*

53・9土9.6

49.8±4.3

56.2±9.4

54●6圭4・4

80.0±8.6

54.7±4.0

43.0±8.4

45.2±5.0

88.0±22.7

Cellsweretreatedwith10pg/mlhinokitiolpreincubatedwithO,5μMofmetalionsandPAproduction(%)

wasdeterminedbyagar-overlaymethod.Valuesaremeans±S.D.oftriplicateassays.Significantly

differentfromcontrolgroup,"p<0.05,""`p<0.01.
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よ り用量依存 的 にその活性 が阻害 された(Fig.6)。 デフェロキサ ミンは分化誘導 処理

に用 いた処理濃度 が高いため50μMま での鉄 イオ ン濃度 では顕著 な阻害が認 め られ な

かったが 、鉄 イオ ン濃 度 を100μMま で あげるこ とに よ り、他 のキ レー ター と同様 に

用量依存 的 に分化 誘導活性 が阻害 された(Fig.7)。 以上 の結果 か らキ レー ター に よる

分化 誘導作用 は、細 胞内で重要 な働 き を して いる三価 の鉄 イオ ンとキ レー トを形成す

ることに起 因 してい る と考 え られ る。
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第3節 リボヌクレオチ ドリダクターゼ阻害剤の分化誘導能の検討

鉄 は生命体 に とって欠 くこ とので きない金属 で あるが、遊 離 の形 で生体 内 に存 在 す

る こ とはほ とんどな く、多 くはタ ンパ ク質 と結合 した形 で存 在 してい る。鉄 を含 有す

る タンパ ク質 は生体 内 に20数 種 知 られて いるが、そのほ とん どは貯蔵 タンパ クであ る

フェ リチ ン、 も しくは輸送 タ ンパ クで ある トランス フェ リン と結合 した形 で存在 して

い る58,59)。しか しなが らデ フェロキサ ミンにはDNA合 成阻害能が報告 されているため

...・)
、DNA合 成 に関与 す る鉄含 有 タンパ ク質が ヒノキチ オールな どのキ レー ター に よ

るF9細 胞 の分化誘導 に関与 している ことが予想 される。DNA合 成系 に関与す る鉄含

有 タ ンパ ク と しては、 リボヌ ク レオチ ドリダク ターゼ(RR>が 知 られ てお り、過 去 に

ヒノキチ オールに よ りRRが 阻害 され るこ とが 問接 的な方法 によ り示唆 され ている29)。

RRは リボヌ クレオチ ドをデオ キシ リボ ヌクLオ チ ドに還元 す る反応 を触媒 し70-73)、

Chart3に 示す ような構 造 をもつ と考 え られてい る。R1お よびR2サ ブユFッ ト2つ

ずつか らなる4量 体 タンパ ク質 であ り74-76)、R1サ ブユニ ッ トにはその活性 を促 進 す

るATPお よび活性 を抑制す るdATP、dTTP、dGTP結 合部位 をもち、R2サ ブユ ニ ッ

トは酵素 の活 性 中心 にチ ロシ ル ラジカ ル と三価 の鉄 イオ ンを結合 して い る。 このチ ロ

シル ラジ カル または三価 の鉄 イオ ンが 除かれ る と不活性化 され る。 キ レータ ーは この

活性 中心 にある三価の鉄 イオ ンを除去す る働 きに よ りDNA合 成 を阻害 し、 この こ とが

引 き金 となって分化 の引 き金が引 かれる こ とが予想 される。R1サ ブユ ニ ッ トとR2サ

ブユ ニ ッ トはマ グネシウムに よ り結合 してい るが、本章の第2節 で示 した とお り、 ヒ

ノキ チオ ール をマ グ ネシウム と前処理 して も分化 誘導 活性 は 阻害 され なか った こ とか

ら、 このマ グネシウムは ヒノキチオール による分化誘導 には関与 しない と思 われ る。

RRは 鉄 イオ ン と同様 に、チ ロシルラジ カルが除かれた場合 に も活性 が阻害 され るた

め、既知 のチ ロシルラジカル除去効果 を持 つ化 合物 に よりF9細 胞 の分 化が誘導 され

るか否 か を検 討 した。
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第1項 材料 と方法 ・

化合物

グアナゾール、 ヒ ドロキ シル ア ミンー{}スルホ ン酸 、 ヒ ドロキ シウレァはSigma社 か

ら購入 した。

分化誘導活性 の測定方法

第1章 、第1節 、第1項 に従 った。

第2項 結果 と考察

invitroでRRの チ ロシル ラジ カル を除去す るこ とが報告 されている77-80)4つ の化

合物 のF9細 胞 に対 す る分化誘導 活性 を検 討 した結果 、 ヒ ドロキシウ レアにのみ活性

を認 めた(Fig.8)。 本 章、第1節 で検討 を行 ったキ レー ターの中で8一ヒ ドロキシ キ
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ノ リンはinvitroでRRの 鉄イオ ンを除去す る ことが知 られてい るが、F9細 胞 の分 化

誘導活性 はなか った。従 って、invitroでRRの 活性 を阻害で きて も、細胞系 での 阻害

能力 は細胞 内移行性 や 酵素へ のア クセ シ ビリテ ィーな どによって も影響 を受 ける ため、

更 なる検討が必要 であ る。 しか しなが らRRの 活性 中心 の別 の部分 に作用す る化合 物

が、F9細 胞 の分化 とい う同 じ作用 を持 つ こ とか ら考 えて、 ヒノキチオールな どのキ レ

ー ターはRRの 阻害 を介 して分化 の引 き金 を引 いている可能性 は残 される
。

第4節 キレーターに より誘導 され る分化 の可逆性の検 討

過去 のF9細 胞 の分化誘導活性 に関す る報 告の 中で、分化 誘導後 に培養液 か ら化 合

物 を除去 す る と、脱 分化 し、 未分化 状 態 の細 胞 に戻 る とい う実験結果 が酪酸 ナ トリウ

ムで報 告 されて い る47,48)。一方 、 レチ ノ イ ン酸 で はこの様 な脱分化 とい う現象 は起 こ

らない81・82)。本 論 文で新た に見いだ され た ヒ ノキチオー ル、 ジチ ゾンお よびデ フェ ロ

キサ ミンな どのキ レー ター によるF9細 胞の分化誘導 の可逆性 があるか否か につ いて

検 討 を行 った。

第1項 材料 と方法

細胞 の処理 と分化誘導 の測 定方法

細胞 の処理 は、第1章 、第1節 、第1項 で示 した方法 に準 じて以下の ように行 った。

処理 濃度 は ヒノキチ オールお よびジチゾ ンが10μ9/m1、 デ フェRキ サ ミンが100

"g/mlと し、細胞 を24時 間処理 した。化合 物 を含 む培養液 を吸引 に より除 き、MEM

で2回 洗浄 した後 、化合物 を含 まないMEM中 で一定時 聞さ らに培養 を続けた。そ の

後 、 アガーオーバ ー レイ法 によ り、分化 してい る細胞 コロニーの割合 を測定 した。

第2項 結果 と考察

ヒ ノキチ オ ール とジチゾ ンでは培養 液 を化 合 物 を含 まない もの と交 換 して培養 した

後 で も分化率 は減少 しなか ったが 、デ フェロ キサ ミンで処理 した細胞 は化合 物 を除去

してか らの培 養時 間に依存 してPA産 生 コロニ ーの割合が減少 した(Fig.9>。 酪酸 ナ

トリウムは、 これ まで報告 されたF9細 胞分 化誘導剤の うち唯一その誘導現象 が可逆

的で ある と報告 されている化合物 であ り、脱分化 は4時 間後 にはほぼ完了 し、8お よ

び12時 間後 の分化率 は未処理 の未分化細胞 と同 じ く低率で ある47,48)。これ に対 し、

デ フェロキサ ミンの分化率 が対照群 と同 じレベ ルに戻 るには18-24時 間が必要で あっ

た。酪 酸 ナ トリウム では、脱 分化後 の細胞形 態 は未分 化 な状 態 に戻 り、細胞 増殖 能 も

回復 す る と言 われて いる。今 回のデ フェUキ サ ミンで は、顕微 鏡観察 による限 り、 そ

の ような様子 は認 め られなかったため、脱分化 とい うよりは単 にPA産 生 能 を失 った

だけの可 能性 も考 えられる。
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第5節 小括

ヒノキチ オ ールや トロポ ロ ンのみ な らず金 属 キ レー ターで あるジチ ゾ ンとデ フェロ

キサ ミンにもF9細 胞分化誘導活性 を認 めた。 また、 この分化誘導活性 は三価 の鉄イ

オ ン との'前処 理 に よ り用量依 存 的 に阻害 され る こ とか ら、三 価 の鉄 イ オ ンとのキ レー

ト能 が分化 に重要 な役割 を果 た してい る と考 え られ る。事 実 、 デフェ ロキサ ミンは非

常 に強い三価 の鉄 イ オ ンとの キ レー ト能 を持 ち、安 定 した キ レー ト体 を形成 す る こと

が知 られ てい る35,58,59)。一方 、 ジチゾ ンは三価 の鉄 よ りも鉛 な どの 他の金属 とのキ レ

ー ト能が強い とされ る
。 また、すべての鉄 キ レー ターがF9細 胞 の分化誘導活性 を示

す わけで はな い ことか ら、細 胞内への 移行性 を含 めた他 の要 因 も関与 してい る と考 え

られ る。

本章 の実験 か らキ レー ター によるF9細 胞 の分化誘導 の作 用点 は、 ラジ カル産生 に

関与 してい る鉄で はな く、RRの 活性 中心 に存 在 してい る三価 の鉄 イオンで ある可能性

が高い。デ フェロキサ ミンはRRの 活性 を阻害す る ことによ り細胞周期 をS期 で可逆

的 に阻害す るこ とが知 られてお り66,83-87)、細胞 周期 との関連 も検討 す る必要があ る(細

胞周期 について は第3章 に記述 す る)。 デフェロキサ ミンは、その強い鉄 イオ ン との

キ レー ト形成 能 によ り、サ ラセ ミアな どによ り生 じる鉄過剰 症 の治療 薬 と して、すで

に臨床応用 されてい るとともに57,62)、細胞周期 のS期 のブ¶ロッカーである とい う特性

を利用 し、細胞 増殖抑制 による神 経芽腫 の 治療 薬 と しての応 用 も考 え られてい る65)。

また、 デ フェロキサ ミンは ヒ トの骨髄腫細胞 であ る 肌 一60細 胞 を分化 させ る とい う報
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告 もあ る88)。 しか しなが ら、今 回分 化誘導活 性 を認 め た ヒノキチ オール、ジチ ゾ ンお

よび デ フェロ キサ ミンの中で、 デ フェ ロキサ ミンによ る分 化 のみが可 逆的 な様相 を示

した ことか ら、分化 の引 き金 となる作 用点 は 同一で も、最終 的な分化 の表現 型 は異 な

っている可能性が考 え られ る。
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第3章F9細 胞 の 分 化 誘 導 と ア ポ トー シ ス

現在 、細胞 の死 は異 なる二 つ の経路 で起 こ ることが わかっ てい る。 一つ は ネクロー

シス(壊 死)で あ り、 もう一 つ はアポ トーシ スであ る。二 つ の細胞死 の最 も大 きな違

い は、前者 が 受動的 な死 であ るの に対 し、後 者 は遺伝 子 に制 御 された能動 的 な死 であ

る とい う点 で ある;..)。 ネ ク ロー シスで は細胞膜 は変性 し、 細胞 は膨潤 し、核や ミ ト

コン ドリァ な どの細 胞 内小器 官 が破壊 され最 終的 に内容物 を周囲の環 境 に放 出 して死

に至 る。その ため、 ネ クロー シス は炎症 を伴 う。一方 、 アポrシ ス で は細 胞 は圧縮

された形 に変形 し、原形質突 出が起 こ り、DNAは ヌク レオ ソー ム単位 に切断 される と

とも に、細胞 自体が 断片化 しアポ トー シス小 体 を形成 して死 に至 る。 この時 、細胞 内

小器官 は破 壊 されてお らず、炎症 を伴 わ ない92璽94)。

ア ポ トーシ スは正 常 な生命体 内で起 こって お り、分 化 ・発 生 時 に起 こるアポ トーシ

ス としては肢芽 形成 に伴 う もの、神 経系 の 発達 に伴 う ものな どが よ く知 られて い る13'

16>。 また 、先 に も述 べたが アポ トー シス は遺 伝子 に制 御 された死 であ り、最近 の研 究

成果 の蓄積 か ら、 アポ トーシ ス を促 進 す る遺 伝子 や、抑制す る遺伝子 を含 め 、その カ

スケ ー ドが明 らか にされ つつあ る95)。 また 、生体外 物質 によ り誘導 されるアポ トーシ

スの研 究が進 むにつ れ、癌細 胞 にアポ トーシ ス を起 こ させ る こ とが治 療 につ なが るの

で はないか とい う、アポ トーシス誘導療 法 とい う考 えが注 目されて きている。

前章 まで に、 キレー ターがF9細 胞 の分 化 を誘導す るこ とを示 したが、 この時 アポ

トー シス を伴 ってい れば、分 化 ・発生 時 に起 こるアポ トー シス の役割 を解明 した り、

分化 ・発生 時 の アポ トーシスの誘導機 序 を解析 す るこ とがで きる と考 え られ る。 また、

キ レー ターが 癌細胞 の分化誘 導療法 の ための候補化 合 物のみ な らず、 アポ トーシス誘

導療法へ の潜在 能力 も兼 ね備 えた化合物 であ るこ とを示す こと もで きる。

そ こで、 まずF9細 胞の分化誘導 時にアポ トー シス は起 こってい るのか どうか を検

討 し、続 いて分化誘導 とアポ トーシス誘導 の関連性 について検討 した。

第1節 分化誘導 に伴 う細胞 増殖 の抑制

癌 細胞の分 化誘導療 法 は、 分化 を誘 導す る とと もに細胞増 殖 を抑 制 す るとい う概念

に基づい ている。そ こで、 キ レー ターに よるF9細 胞 の分化誘導 時 に細胞死 や細胞増

殖 の抑 制が起 こってい るか否 か を検 討 した。

第1項 材料 と方法

細胞 の処 理お よび化合物

レチ ノイ ン酸(all-trans)はSigmaよ り購 入 し、 その他の化合物 は前述 の もの を用

いた。細胞 は レチ ノイン酸1μM、 酪酸 ナ トリウム10mM、 ヒノキチオールお よびジ

チ ゾ ン10μg/m1、 デ フェロキサ ミン100μg/m1の 分化 を誘導す る濃度 を用 いて レチ
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ノイ ン酸 は48時 間、その他 の化合物 は24時 間処理 した。

分化 細胞の形態観察

各種分化誘導剤 で処理 したF9細 胞 の形態 は倒立顕微鏡 に よ りその分化像 を観 察 し

た。

細胞増殖 に与 える影響 の検 討

F9細 胞 を1xlo5/4mlMEMの 密 度で6cIndish(岩 城硝 子〉 に播種 し48時 間培

養後 に、化合 物 を含 む培養液 に交換(対 照群 は培養液 を交換)し 、 レチ ノイ ン酸 と対

照群 は48時 間、そ の他 は24時 間培養 した。培養期 間中の適 当 な時間 に、浮遊 した死

細胞 を含 む培養液 を除去 し、接着細胞 を トリプシ ン・EDTAで 脱 着 し、適当量 のPBSで

再懸濁 して、細胞 計数板 を用 いて細胞 数 を計 測 した。

Fig.10MorphologicalfeaturesofFgcellstreatedwithdifferentiation-

inducingagents

ColonizedFgcellsweretreatedwith1μMretinoicacid(B)for48hror10μglmlhinokitiol(C)
,

10μglmldithizone(D),100μglmldeferoxamlne(E)or10mMsodiumbutyrate(F)for24hr

(A)iscontrolFgcolony.
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第2項 結果 と考察

F9細 胞 は内胚葉系 の細胞へ と分化 す るこ とに よ り多角形 に形態 を変化 させ るこ とが

知 られて い る2-8)。今 回、 キ レー ターお よび酪酸 ナ トリウムで分化 を誘導 した細胞 は、

ほ とん どすべ ての細胞が 、分化 に特徴 的 な多 角形の細胞 へ と変化 した(Fig .10)。 こ

の時 、対照群 の細胞 と比較 して明 らか に、 コ ロニー内 部の細 胞 が脱 落 し、 コロニーあ

た りの細 胞数が減少 していた(Fig.loc-F)。 一方、 レチ ノイン酸 で分化 を誘導 した

細胞 は、 コロ ニーの辺縁部の 細胞 のみが多角 形 に変化 し、 コ ロニーあ た りの細胞 数は

ほ とん ど変化 していない よ うに見 えた(Fig.10B)。

次 に、化合 物処理 の増殖 に与 える影 響 を細 胞 を計数 す るこ とに よ り定量 的 に検 討 し

た。処理前 の細胞 は播種後48時 間で約9.4倍 に増殖 した(倍 化時 問は14 .8時 間)。

この こ とはF9細 胞 の増殖 は早 く、2日 で8-10倍 に増殖す る とい う報 告 と一致 してお

り96・97)、細胞 が正常 な増殖 能 を有 してい るこ とを示 している。 この細 胞 をヒノキチ オ

ール
、 ジチゾ ンお よびデ フェ ロキサ ミンのそ れ ぞれの 分化誘 導濃 度で 処理 す ると細胞

増殖 は著 しく阻害 された(Fig。11>。 また、酪酸 ナ トリウム処理 に よって もキレータ

ー に よる処理 よ りは弱 い ものの増殖 は阻害 され たが
、 レチ ノイン酸処理で はFig.10B

か ら予想 され るとお り、処理後24時 間 まで は増殖 阻害 はかか らず、処理36時 間で細

胞数 は対 照群 を下 回 った ものの増殖 は続 いて いた。 この こ とはレチ ノイ ン酸 とキ レー

ター に よるF9細 胞 の分化 の機序が異 なる ことを反映 してい る と考 え られる。
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Fig.11ProliferationcurvesofFg

cellsculturedwithdifferentiation-

inducingagents

Fgcells(1xlQ5)wereseededandcultured

for48hr.Then,themediumwasexchanged

tofreshonecontainingeachagent.Cell

numberwascountedusinga

hematocytometerattheindicatedtimes.An

arrowheadindicatesthetimeofadditionof

agents.Valuesaremeans±S.D.oftriplicate

assays.

第2節 分化誘導剤の細胞毒性

前節でキレーター による分化誘導に伴い細胞増殖が抑制されることを示 したが、こ

れが化合物の細胞毒性 によるものか否かを検討 した。
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第1項 材 料 と方 法

細胞 毒 性 の 測 定

細 胞 障 害 に よる細 胞 数 の 変 化 をMTT法98)を 用 い て 測 定 した 。 す なわ ち 、3-(4 ,5-

dimethyltioazol-2・yD-2,5-diphenyltetrazoliumbromide(MTT、 同仁 化 学 〉 を5mg/ml

の濃 度 でPBSに 溶 解 した もの をMTT試 薬 と した 。F9細 胞 を96穴 マ イ ク ロ カル チ ャ

ー プ レー一ト(岩 城硝 子)に2x104cells/100ｵlMEM/wellの 密 度 で播 種 し(1用 量 に

つ き3we11ず つ)、24時 間培 養 後 、 培 地 を化 合 物 を含 む100ｵ1のMEMに 交 換 した。

24時 間 の処 理 後MTT試 薬10ｵ1/wellを 加 え、 さ ら に4時 問培 養 した。 培 地 を 除去

し、 塩 酸 酸 性 イ ソ プ ロ ピル アル コー ル100ｵ1/wellを 加 え 、生 細 胞 中 で生 成 したMTT

formazanを 室 温 、暗 中 で一 晩 抽 出後 、595nmの 吸 光 度 を マ イ ク ロ プ レニ トリー ダ ー

(BioRad、 モ デ ル450)で 測 定 した 。F9細 胞 の 細 胞 数 と吸 光 度 の 関 係 は別 に検 定 し、

相 関 関係 が 成 り立 つ こ と を確 認 した 。 細 胞 毒 性 は細 胞 の生 存 率 よ り評 価 し、 化 合 物 を

含 ま ない 条件 で 同 時 に培 養 した細 胞 数 に対 す る割 合 を算 出 した 。

処 理 に用 い た 化 合 物 濃 度 は、 ヒ ノ キチ オ ー ル お よ びジ チ ゾ ン は10μg/m1(そ れ ぞ れ

60.9お よ び39.aμM)、 デ フ ェ ロ キサ ミ ンは100μ9/ml(152μM)、 レチ ノ イ ン酸

は1μM、 酪 酸 ナ トリウ ム は10mMの 分 化 誘 導 に用 い る濃 度 を中心 とす る数 用量 を設

定 した 。

第2項 結果 と考 察

分化誘導剤 の細胞障 害性 の用量相 関 はFig.12に 示 す ようになった。分化誘導用量

にお ける細胞 の生存率 は3種 のキ レー ターで は対照群の20%以 下 にまで低 下 した。

酪酸 ナ トリウ ムで も分化誘 導用量 にお いて は生存率の 低下が 認め られ たが、 レチ ノイ

ン酸の分化誘導用量 での生存率 はほぼ100%で あった。 この結果 は第1節 で得 られ た

増殖 曲線の結果 とよ く相 関 していた。
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Fig.12Effectsofdifferentiation-

inducingagentsonviabilityofFg

cells
Fgcellswereculturedin96-wellplatesfor
24hr.Then,themediumwasexchanged
tofreshonecontainingvarious
concentrationsofeachagentandcultured
forfurther24hr.Cellviabilitywas
determinedbytheMTfmethod.
Arrowheadsindicatedifferentiation-
inducingconcentrationsofagents.Each

pointrepresentsmeanoftriplicateassays.
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第3節 分化誘導剤 によるDNA合 成阻害

分化誘導剤 に よりF9細 胞 に増殖抑制 がかか るこ とか ら、 これ らの化合 物 はF9細 胞

にDNA合 成 阻害 を起 こ している と考 え られたため、3H一チ ミジ ン取 り込 み実験 に よ り、

DNA合 成 阻害効 果 を検 討 した。

第1項 材料 と方法

細胞 培養お よび化合物

前節 と同様 に、化 合物 の処 理 濃度 は ヒノキチ オール お よび ジチ ゾ ンが分化 誘導用量

の10ｵg/m1、 デフェロキサ ミンは100ｵg/ml、 レチ ノイ ン酸 は1ｵM、 酪酸 ナ トリウ

ム は10mMを 中心 とした数段 階の用量 を設定 した。

3H一チ ミジ ンの取 り込 み実験

3H一チ ミジ ン原液 はICNか ら購 入 した。細胞 計数用 と3H一 チ ミジ ン取 り込み実験 用の

2枚 の24穴 プレー トに1x105cells/mlMEM/wellの 密度 で細胞 を播種 した(1用 量

あた り3wellず つ〉。24時 間の前培養後 、培地 を化合物 を含 むMEMと 交換 し、 さ

らに23時 間培養 を続 けた。10ｵ1(37kBq)の3H一 チ ミジ ン溶 液 を加 え、1時 間のパ

ルス ラベ ル を行 った。細胞 をメ タノールで固定後 、PBSお よび10%ト リクロロ酢 酸

で洗 浄 し、2Nの 過塩 素酸でDNAを 抽 出 し、放射活性 を液体 シ ンチ レーシ ョンカ ウン

ター(Packard,TRI-CARB2100TR>で 計測 した。細胞 あた りの3H一 チ ミジ ンの取 り込

み量 を計算 し、DNA合 成 率 は未処理の細胞の取 り込 み量 に対す る割合(%)で 表 した。

第2項 結 果

各種 の分化 誘導剤 のDNA合 成 阻害作用 はFig.13に 示す ようにな り、 ヒノキチ オー

ル とデ フェロキサ ミンは、分化誘導 用量 でDNA合 成 をほぼ完全 に停止 させた。 また、
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Fgcellswereseededin24-wellculture

platesandculturedfor24hr.Then,the
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ジチ ゾ ンと酪酸 ナ トリウムの分化誘導 用量 にお けるDNA合 成率 は未処理 の細胞 の約

50%で あった。 これ に対 し、 レチ ノイ ン酸 は分化誘導用量 で は未処理 の細胞 とほぼ同

程度 のDNA合 成 を示 した。 この結果 は細胞毒 性 を検討 した結果 とほぼ一致 していた。

第4節F9細 胞 分化誘導時の アポ トーシス

本 章の前節 までで レチ ノイ ン酸 を除 く分化誘導剤 でF9細 胞 を分化 させ た場合 、 コ

ロニ ー を形成 す る細 胞 集 団か ら細胞 が 脱落 している こ とを示 し、細胞 死 も分 化 誘導 に

重要 な関わ りを もつ ことが予 想 された 。 レチ ノイ ン酸 処理 で は、今 回細胞数 の大 きな

減少 は確 認 され なか ったが、Atenciaら はF9細 胞 を1ｵMの レチ ノイ ン細胞 で48時

間処理 す る とア ポ トニ シスが誘導 され る と報 告 して いる99)。 キ レー ター処 理 に よる細

胞 の 脱落 に もアポ トーシスが 関与 して い る可 能性が考 え られ るため、分化誘 導 時 にア

ポ トーシス も誘導 されてい るのか どうか を検 討 した。 アポ トーシスが 起 こっ ていれ ば

その特徴 であ るヌク レオ ソーム単位 のDNAの 断片化 がお こ り、DNAladderと 呼 ばれ

る電気 泳動 パ ター ンが確 認 され、細胞 の核形 態 も変化 す るこ とが種 々の細胞 で明 らか

にされて きてい る89,10◎)。

第1項 材料 と方法

細胞 の処理

細胞培養 は蔔節 と同様 に行 い、化合 物の処理濃度 はすべ て本章 、第1節 と同 じ濃度

とした。

細胞か らのtotalDNAの 抽 出

適当 な密度でF9細 胞 を播種 し、48時 間後 に培地 を化合物 を含 む もの と交換 し、 レ

チ ノイ ン酸 は48時 間、その他 の化合 物 は24時 間処理 した。アポ トーシスに よ り断片

化 した細胞(ア ポ トーシス小体)は 培地 中に浮遊 してい るた め、 まず培養液 を15ml

の遠 心チ ュー ブに と り、1,430gで 遠心 した。 この上清 を除去後、 さ らに1mMEDTA

でデ ィッシュ表面 よ り脱着 した細胞懸濁液 を加 え、再懸濁 し同様 に遠心 した。PBSで

洗浄後1.5m1の マイ クロチューブ に移 し、1,430gで 遠心 し、その沈渣 に溶解用緩衝

液0.3mlを 加 えた。溶解用緩衝液 の組成 は100mMNaCl、10mMTris-HCI(pH8.0)、

25mMEDTA、0.5%ド デシル硫酸 ナ トリウム(SDS>、0.1mg/m1プ ロテイナーゼK

(和光純薬工業)で ある。50℃ で一晩 イ ンキ ュベー トした後 、等量の フェノール/ク

ロロホル ム/イ ソア ミルアル コール(25:24:1 ,v/v/v)を 加 えフェノール抽 出を した。

10,000gで10分 間遠心 し、水 層 を回収 し、等量 のRNaseA(TypeI-A,2μg/m1,

Sigma)を 含 む0.1%SDSを 加 え、37℃ で1時 間イ ンキュベ ー トした。再 度 フェノー

ル抽 出 した後 、1/2量 の5MNaClを 加 えて塩濃度 を上 げ、2倍 量 の氷冷 無水 エ タノー

ル を加 えて10,000gで10分 間遠心 した。沈渣 を無水 エ タノールで洗 浄 し、風乾後 、

トリスーホ ウ酸一EDTA緩1衝 液(TBEbuffer,pH8.0、89mMト リス、89mMホ ウ酸 、2
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mMEDTA)に 溶 解 した 。

ア ガ ロー ス 電気 泳 動

TBEbufferに2%と な る よ うに ア ガ ロ ース(宝 酒 造 〉 を溶 解 し、 ゲ ル を作 製 した。

DNA量 は260nmの 吸 光 度 測 定 に よ り調 整 し、DNAの サ イズ マ ー カ ー と して100bp

ラ ダー マ ー カ ー(Pharmacia>を 用 い 、4V/cmの 定 電 圧 で泳 動 を行 っ た。 ゲ ル は臭 化

エ チ ジ ウム(Sigma>に よ り染 色 し、UVト ラ ンス イ ル ミネ ー一ター(VilberLourmat)

で観 察 した 。

核 形 態 の観 察

細 胞 を レチ ノ イ ン酸 で は48時 間 、 そ の 他 の化 合 物 で は24時 間処 理 じた後 、 ア ポ ト

ー シ ス小 体 を含 む培 養 液 は1
,430gで 、 脱 着 した 細 胞 を含 む懸 濁 液 は/1で 遠 心 し、

そ れ ぞ れ70%エ タ ノ ー ルで 固定 した。PBSで 洗 浄 した後 、PBSに50μ9/m1の 濃 度

で溶 解 した ヨ ウ化 プ ロ ピジ ウ ム(PI)を 用 い て 暗 中30分 間染 色 し、 蛍 光 顕微 鏡 で観 察

した 。

第2項 結果 と考察

DNAを2%ア ガロースで電気 泳動 した結果 、 キ レーターで分化 を誘導 したF9細 胞

か ら抽 出 したDNA試 料 にのみ、 アポ トー シスの特徴で ある約170-180bp単 位 の 断片

化が 明瞭 に観察 された(Fig.14)。 つ ま り、キ レー ターによる分化 の誘導 にはアポ ト

ーシ スが付随 して起 こるこ とが確 認 された。一 方、 レチ ノイ ン酸 と酪 酸ナ トリウムで

はDNAの 断片化 を示 す ラダーは確 認 され なか った。 しか し、今 回 と同 じレチ ノイ ン酸

処理 でF9細 胞 にアポ トー シスが誘導 され るとい う報告があ るため99)、 これ について

は用量 や処理 時間 な ど変 えれ ばアポ トーシスが誘発 される可能性 もある。

1234567
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Fig.14DetectionofDNA

fragmentationindifferentiated

Fgcells

EqualamountsofDNAfromFgcells

treatedwithvehicle(lane2),retinoic

≪cid(lane3),hinokitiol(lane4),

dithizone(庖ne5),deferoxamine(lane6)

andsodiumbutyrate(lane7)were

electrophoresedin2%agarosegefand

stainedwithethidiumbromide.Lanelis

100byladdermarker.

さ らにアポ トーシスの他 の特徴 である、断片化 したDNAも し くは凝集 した クロマチ

ンを もつ アポ トーシ ス小体 の 出現 によ り形態 的に も確 認 した 。無処理 細胞お よび酪酸

ナ トリウムで処理 した細胞群 には、 ほ とん どアポ トー シス小 体が認 め られな いの に対
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し、 レチノイ ン酸処 理細胞群 には少 数 の アポ トーシス小体 が 認め られ 、キ レー ター処

理群 の細胞 に は多 くのアポ トーシス小 体が確 認 された 。特 にデ フェロキサ ミ ン処理群

に最 も多 く観察 された(Fig。15)。 これ は2%ア ガロースゲル上 に出現 するDNAラ

ダーの蛍光強度 と相 関 していた。

Fig.15Nucleusmorphologyof

deferoxamine-treatedFgcells
Fgcellsweretreatedwith100ug/mldeferoxamine
for24hr.Cellswerecollectedandstainedwith

propidiumiodide(PI).Arrowheadsindicateapoptotic
bodiesincludingfragmentedDNAorcondensed
chromatin.

第5節 分化誘導剤 による アポ トー シス誘導の割合

前節 で アポ トーシス小体 の 出現数が 処理す る化合物 に よ り異 なる こ とを述 べ た。 ま

た ラ ダーの確 認 され なか った レチ ノイ ン酸や 酪酸 ナ トリウム について も条件 によって

アポ トー シス が起 こ る可能性 を示唆 した。これ らの点 をアポ トーシス の割合 を定 量化

する ことによ り確 認 した。

第 ユ項 材 料 と方 法

細 胞 の 処 理

細胞 培 養 は前 節 と同様 に行 い 、 化 合 物 の 処理 濃 度 は 、 本 章 、 第4節 と同 じ用 量 で行

っ た。 ま た本 実 験 で はジ チ ゾ ン25ｵg/mlに つ い て も検 討 した。

DNAの 断 片 化 率 の測 定 ユoユ)

断片 化 さ れ たDNAと 切 断 され て い ないDNAを 遠 心 操 作 で 分 離 し、 そ のDNA量 を

ジ フ ェ ニ ル ァ ミ ンで発 色102)さ せ て 定量 した 。細 胞 回収 時 に接 着 細胞 が 、少 な く と も4

x106と な る よ うに播 種 し、48時 間培 養 した。 培 養 液 を化 合 物 を含 む もの と交 換 し、

レチ ノ イ ン酸 は48時 間 、 そ の他 の化 合 物 は24時 間処 理 した 。 浮遊 細 胞 と接 着 細 胞 の

両 方 を 回収 し、洗 浄後400ｵ1の 溶 解 緩 衝 液 を加 え て 氷 上 で15分 間細 胞 を溶 解 した

(時 々強 く撹 拌)。 溶 解 緩 衝 液 の組 成 は0.2%TritonX-100、10mMTris-HCI(pH8.0)、

1mMEDTAで あ る。13,000g、4℃ で10分 間遠 心 し、 直 ち に上 清 と沈 渣 を分 離 し

た 。 この 上 清 に 断片 化 したDNAが 、沈 渣 に切 断 され て い ないDNAが 含 まれ て い る。

上清 は200μ1ず つ2本 の マ イ ク ロチ ュ ー ブ に分 注 し、1つ はDNAの 断片 化 率 の 測 定

用 に以 下 の操 作 を施 した。
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沈渣 に200ｵ1の 溶解 緩衝液 を加 え、上清 には何 も加 えず にそ れぞれ氷上 に15分 間

おいた(時 々強 く撹拌)。 それぞれ に200μ1の60%過 塩素酸 を加 え、時 々撹拌 して

氷上 に30分 間おいた。13,0QOg、4℃ で20分 間遠 心 した沈渣 に過塩素酸50ｵ1を 加

えて70℃ で20分 間加 熱 した。室温 にお き温度が下が った後 にジフェニルァ ミン反応

試薬 を加 えて、暗 中 に一晩放 置 した。 ジフェニル ア ミン反応 試薬 は、1.6%の アセ トア

ルデ ヒ ド1mlを50mlの 蒸留水 で希釈 した もの をA液 、 ジ フェニルア ミン1.59を

100mlの 氷酢 酸 に溶解後1.5mlの 濃硫酸 を加 えた もの をD液 として、用時 にこれ ら

をA:Dが1:200と な るように混合 して用 いた。反応後 、595nmの 吸光度 をマ イクロ

プ レー トリー ダーに よ り測 定 した。DNAの 断片化 率(ア ポ トー シスの割合 〉 は全DNA

量 に対す る断片化 したDNA量 の割合 と して算 出 し、最終 的 に未処理細胞 の断片化 率 に

対 す る比 として アポ トーシスの増減 を判定 した。

残 りの上清(200ｵ1>に ついて はラダー によるアポ トー シスの確 認のため に以下の

操作 を行 った。2ｵ1の10皿g/mlRNaseAを 加 え37℃ で1時 間イ ンキュベー トした。

さ らに10ｵ1の20mg/mlプ ロテ イナーゼKを 加 えて50℃ で45分 間イ ンキュベー

トした後、50ｵ1の5MNaClを 加 えて混和 した。 ここに260ｵ1の イソプロピル アル

コール を加 えて 一30℃ に一晩放 置 し、遠心 に よりDNAを 回収 した。先 に求めた全

DNAの 吸光度か ら泳動 するDNAの 量 を決 め、2%ア ガ ロース電気 泳動 を行 った。そ

の他の条件 は、本章、第4節 に従 った。

第2項 結 果 と考察

断片化 したDNAを 遠心操作 によ り分離 し、ジ フェニルア ミンによる発色 でDNAの

断片化 率 を算 出 した場合 、未処理細胞 で も10%前 後 の値 が得 られた。 クロマチ ンの

凝 集 した細胞 や アポ トーシス小体 の 出現数 か ら考 えて 、 この値 はこの 方法 に よるバ ッ

クグ ラン ド値 を示す と考 え られた。 しか しなが ら、2%ア ガ ロース電気泳動 において

未 処理 の細胞 か ら得 た試料 に薄 い ラダーパ ター ンが 出現す る こ ともあ り、未処理 のF9

細胞 で も、培 養胸腺 細胞 に認 め られ る ような 、 自然 の アポ トーシスが起 こっ てい ると

考 え られ る。 そ こで 、 アポ トー シス誘導 の増減 は対照 群 の断 片化 率 に対 す る処理群 の

それの増加比 として示 した。

ヒノキチ オール とデ フェロキサ ミンはそれぞれの分化誘導用量 であ る10ｵg/mlお よ

び100μg/mlの 濃度 で アポ トー シスの割合 は1.5お よび2.0程 度 にまで上昇 した

(Fig.16A,c)。 形態 像か らはデフェロキサ ミン処理 で最 もアポ トーシスが誘導 され

ていた。 ジチ ゾ ンの分化 誘導用量(10μg/ml)で の アポ トーシス誘導率の増加 は顕著

な もの ではなかったが、処理用量 を2.5倍 にす るとアポ トーシスが顕著 に誘導 された

(Fig.16B)。 レチ ノイ ン酸 は分 化誘導量 の1ｵMで はアポ トーシス は誘導 され なか

ったが、処理濃度 を25μMま で上昇 させ る とアポ トー シスの誘導活性があ ることが示

された(Fig。16E)。 これ らの結果 と異 な り、酪酸 ナ トリウムは細胞がすべ て死ぬ よ

うな高用量 において もアポ トーシス を誘導 しない こ とが明 らか になった(Fig.16D)。
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Fig. 16 Quantitative analysis of 

apoptosis in F9 cells treated with 
differentiation-inducing agents 
F9 cells were treated with  hiriokitiol (A), dithizone 
(B), deferoxamine (C) or sodium butyrate (D) for 
24 hr, or retinoic acid (E) for 48 hr. Fragmented 
and nonfragmented DNAs were determined for 
their contents by the diphenylamine method. The 
induction of apoptosis was assessed by 
calculating the ratio of the rate of DNA 
fragmentation in treated cells to that in control 
cells. Fragmented DNAs of the same samples 
were electrophoresed in 2 % agarose gels 

(imposed). In each electrophoregram, control 
was loaded in the left side and samples 
corresponding to all points were loaded in the 
same order.
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また、断片化 率測 定 と同時 に採取 した断片 化DNAを 電気 泳動 した結果 、 グラフの形状

とラダー強度 は明 らか な相 関を示 した(Fig .16imposed)。

ヒノキチオールの250μ9/mlに おいてのみ アポ トーシス誘導が用量 の増加 とは逆 に

減少 す るとい う事象 が認め られた(Fig.16A)が 、 この理 由は明 らかではない。 アポ

トー シスは先 に も述 べ た よう に遺伝 子 に制御 された事 象 であ るた め、 その強 い細胞毒

性 のため遺伝子制御 が不 可能 にな り、ネク ロー シスで細胞 が死 んで いる と予測 され る。

第6節 小括

F9細 胞 はヒノキチ オール、ジチゾ ンお よびデ フェロキサ ミンによる分 化誘導でDNA

合成 が 阻害 され、細胞 増殖が 抑 制 され る ことが明 らか になっ た。 この こ とは、 これ ら

の キ レーター は癌細胞 の分化 誘導療 法 に必要 とされる分化誘 導 能 と細 胞 増殖 抑制能 を

兼 ね備 えてい る とい うことが で きる。 この点 において は分化 誘 導能 は持つが 細胞増殖

抑 制能 は低 い レチ ノイ ン酸 よ り有効 な化合物 であ るといえる。 また、MTT法 を用 いた

細胞 毒性 の検 討結果 か らは、 これ らキ レー ターは強い細胞毒 性 を示す ことが 明 らか に

なっ たが、 この一部 はアポ トー シス を起 こす ことによる能動 的 な細胞 死で あ り、単 に

化 合 物 の毒性 とい う言葉 で表 現 で きな い現象 であ るこ と も明 らか にな った。 ヒノキチ

オー ル とデフ ェロキサ ミンは分化 に伴 い、細胞 にアポ トーシス も誘導す るこ とが で き、

分化 誘導療法 に用 い るの と同 じ用量 で アポ トー シス誘導療法 に も適応 で きる可能性 が

ある。 この点 で、全 くアポ トー シス を誘導 す るこ との で きな い酪酸 ナ トリウ ム よ り有

利 な面 も有 してい る と考 え られ る。現 在 、細 胞 増殖 を抑 える ことか ら、神 経 芽腫 の治

療 薬 と して適用 を拡 げ よ うと して い る65>鉄 過剰 症 の治療 薬 であ るデ フェロ キサ ミンの ・

制癌 の機構 は、 この分化誘導 活性 とア ポ トー シス誘導活性 に起 因 して い る可 能性 もあ

る。

これまで分 化 とア ポ トー シスの関係 は明 らか にされ ていな いが、肢 芽形成 時や神経

系発達 時のアポ トー シスの役 割や、線虫Caenorliabditiselegansの 発生時 にお けるアポ

トー シス の重 要 な役 割 な どの研 究か ら、分化 とアポ トーシス は関連性 の高い事 象 であ

る と考 え られ る ように なって きてい る103'105)。 しか しなが ら、今 回の研 究結 果か ら、

分化 は誘導 す るが アポ トー シス は誘導 で きない酪酸ナ トリウムや 、分 化誘導 用量 とア

ポ トーシス誘 導用量 が大 き くか け離 れ た レチ ノイ ン酸 の よう な物質が 存在す る ことか

ら、分化 とア ポ トー シス には直接の 関連 が ない こ とが示 唆 され る。 ま た、 ヒノキチ オ

ール 誘導体で あ るヒ ノキチ オ ールメチ ルエ ー テルは、分 化 は誘導 しな いが ア ポ トーシ

ス は誘導 す る こ とを見い だ している(未 発表)。 この こ とか らも分化 誘導 とアポ トー

シス誘導 は異 なる機構 を介 して起 こってい る と推測 され る。

F9細 胞 とい う未分化 な発生初期 の細胞 に起 こるアポ トーシスは、分化 してい く発生

初期 にあ る細胞 の生 体外異物 に対す る 自衛反 応で はないか と考 え られ る。なぜ な ら、

発生 初 期の胚 にネ クローシス が起 これ ばその 内容物 の放 出に よ り胚 自体 に大 きなダメ
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一ジ が加 わる可能性 があ るが
、 アポ トーシス で はそれ によっ て生 じた アポ トー シス小

体 は隣接 す る細胞 に直接 影響 を及ぼす こ とが 少 ない と考 えられるか らであ る。いず れ

にせ よF9細 胞 の アポ トーシスの研 究系 は、初期胚発生 の 自発的 アポ トーシスや、外

来異物 に対す る反応 の機構研 究の よいモデ ル系 となると期待 される。
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第4章F9細 胞 のアポ トーシスの誘導機序

アポ トー シスが 起 こる経 路 は、最 近の め ざま しい研 究 に よ り次第 に明 らか に され

つつあ る89'95)。ほ とん どすべ ての アポ トー シス に関与 して いる と考 え られ るBcl-2や

イ ンター ロイ キンー1β変換酵素(ICE>関 連 タ ンパ クの ような物質 も多 く見 つか って き

てい るが、誘 導経 路 の細部 は細胞系 に よ り多 様 である と考 え られ る。 アポ トーシスの

最 終段 階で細 胞 が み せ る反応 は ほぼ 同 じで 、エ ン ドヌ ク レア ーゼ の 活性 化 を介 して

DNAの 断片化 やアポ トーシス小体 の放 出 な どがお こるが 、そ こに収束 するまでに細胞

内では多 くの事象が起 こっている95,106-110)(Chart4>。

drug

imbalancedcycline

reactiveoxygenspecies‐ 　 DNAdamage

irradiation

＼
?つ つ

default

death

signal

c-myc

gr°wthfact°rl

p53

growth

factor

receptor

＼
2,bcf-x

工
bad,bak

↓

Fas-iigand

dexamethasone

↓

bci-

bax,

bci-2,bcl

glucocorticoid
receptor

r
ICEfamily

ICE

CPP32

MCH2

Nedd2

etc.

/

p35

工
bax,bad,

一xく==」

bak

?

PARP

pro-1L-1β

＼
つ??

TNF

Fas

TNF

CTL

1
TNFRsperforin

ceramide?

granzymeB

ウ
endonuclease

activation

Chart40neofthemodelcascadeofapoptosisinmammaliancells

Thismodeldoesnotincludeallsignalsparticipatinginthecascade.Arrows

indicatetheactivationandlineswithbarindicatetheinhibition.TNF;tumor

necrosisfactor.TNFRS;TNFreceptors.CTL;cytotoxicTlymphocytes.ICE;

interleukin-1βconvertingenzyme.PARP;poly-(ADP-ribose)-polymerase.

(Modifiedfromref.95)

33



F9細 胞 をヒノキチオール、ジチゾ ンお よびデ フェロキサ ミンな どの キ レー ターや レ

チ ノイン酸で処理 す るとアポ トーシスが誘導 され る ことを葡章 で示 した。 これ までF9

細胞 な どの胚 性 腫瘍細胞 を用 いた アポ トー シス研 究 は少 な く46,99,111-114)、キ レー ター

によ りF9細 胞 にアポ トーシスが誘導 される とい う報告 は皆無 である。F9細 胞 に起 こ

るアポ トーシス ではp53の 関与 を検討 した論 文が ある ものの114)、そ こに関与 してい る

因子 の検討 は ほ とん ど行 われ てお らず 、 どの ような経 路で ア ポ トー シスが誘 導 、抑 制

されてい るのか は明 らかではない。そ こで、本章 で はF9細 胞の アポ トーシスが、 こ

れ まで に良 く知 られ ている抑制 因子のBcl-2に よ り制御 されてい るのか否 か、ほ とん

どのアポ トー シスの経路が収束す る と考 え られてい るICEフ ァ ミリー を介 してい るの

か否 か を中心 に検 討 を行 った 。 また、細胞 周期 解析 も行 い細 胞周期 と分化 お よび アポ

トーシスの関連 につ いて も検 討 した。

第1節Bcl-2の 関与の検 討

ア ポ トーシ ス とい う現象 を発現 して い く中で、促進 的 に働 く因子 は多 く知 られてい

るが、抑制効果 を持 つ 因子 はあ ま り知 られてい ない。Bcl-2は 非常 に良 く知 られるアポ

トー シス抑制 因子で あ り、そ の遺伝 子 は濾胞 性 リンパ 腫 で高 頻 度 に見 られる染色体転

座点の近傍 に見 いだ された ものである115)。Vauxら がBcl-2タ ンパ クのアポ トーシス

抑制効果 を報告116)し てか ら研 究 は急速 に進 み、現在多 くのBcl-2フ ァミリーメ ンバー

が知 られ てい る117辱120)。それ に もかかわ らずF9細 胞 のアポ トーシス に関す る研 究 自

体が進 んでいない こ ともあ り、F9細 胞 にお けるBcl-2の 発現 に関する報告 はまだない。

そ こで、 この タンパ ク質のF9細 胞 のアポ トー シス前後 の発現 の変化 を検討 した。

第1項 材料 と方法

細胞 の処理

F9細 胞 の処理濃 度お よび時間 は、 ヒノキチ オール とジチゾ ンが10μg/皿1、 デフェ

ロキサ ミンが100ｵg/ml、 酪酸ナ トリウムが10mMで それぞれ24時 間、 レチノイ ン

酸が1ｵMで48時 間 とした。

抗 体

1次 抗体 は ウサギ抗 ヒ トBcl-2ポ リクロー ナルIgG(M9、SantaCruz)を 、2次 抗

体 はペ ルオキシ ダーゼ(POD)で 標 識 したヤ ギ抗 ウサギIgG抗 体 を用 いた。

Bc1-2タ ンパ クの検出

1x106個 の細胞か ら抽出 した タンパ ク質お よび分子量 マーカー を12.5%SDS一 ポ リ

アク リル ア ミ ドゲルで電気 泳動 した。陽性対 照 と して、未分化状態 でBcl-2タ ンパ ク

を発現 してい る121)マウス骨髄芽腫細胞 であ るM1細 胞 か らの抽 出液 を用 いた。泳動終

了後 、分 子量 マ ーカ ーの レー ンは切 り放 し、 クーマジ ー ブリ リア ン トブルー で染色 し

た。 ゲルの残 りの部分 の タンパ ク質 はセ ミ ドライ 方式の プロッ ター(BioRad、Trans
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Blot)で ニ トロ セ ル ロー ス膜 にプ ロ ッテ ィ ング した 。 トラ ンス フ ァ ーバ ッフ ァー は48

mMト リス 、39mMグ リシ ン、20%メ タノ ー ル を用 い た 。 膜 をPBSに 溶解 した5%

ス キ ム ミル ク溶 液 で1時 間 ブロ ッキ ング した後 、 ス キ ム ミル ク溶 液 で希 釈 した1次 抗

体 と1時 間反 応 させ た 。PBSに0.1%Tween20を 加 え た 溶 液(PBST)で2回 洗 浄 し

た後 、 ス キ ム ミル ク溶 液 で希 釈 した2次 抗 体 と1時 間 反応 させ た 。 膜 はPBSTで 洗 浄

後 、50mlの0.05Mト リス 塩 酸 バ ッ フ ァー(pH7.5)に10mgの3-3'ジ ア ミノ ベ ン

ジジ ン を溶 解 した溶 液 中 に移 し、 こ こに終 濃 度 で0.02%の 過 酸 化水 素 を加 えて発 色 さ

せ た 。

第2項 結果 と考察

未処理 のM1細 胞 では報告 どお り26kDa付 近 にバ ン ドが認 め られ、Bcl-2タ ンパ ク

が発現 してい る ことが確認 された。 しか しなが ら同数 のF9細 胞 か ら調製 した試料 に

は全 くバ ン ドが確 認 されず、分化前後 、 アポ トーシス前後 と もBcl-2タ ンパ クは発現

しない こ とが明 らか になった(Fig.17)。 通常、細胞 はBc1-2タ ンパ クを発現 す るこ

とによ りアポ トーシス を抑制 してお り、 アポ トーシス発現 とと もに逆 にBcl-2の 発現

が抑制 され る116,122)。F9細 胞のbcl-2遺 伝 子 自体が欠失 していた り、変異 を受 けてい

るの か、それ とも発 現機構 に異常が生 じてい るのか は不 明で あ る。前 章 で記 述 した よ

うに無処理状態 で もF9細 胞 にアポ トー シス様 の形態が認 め られた り、電気泳動 で弱

い ラダーパ ター ンが認 め られたのは、Bcl-2タ ンパ クが発現 していない ことによる可能

性が考 え られ る。F9細 胞 にはアポ トーシス を抑制の方 向 に制御 している他 の因子 が存

在す るのか もしれない。

26kDa

1234567
Fig.17Westernblottinganalysisof

Bcl-2proteininFgcellstreatedwith

differentiation-inducingagents

ExtractsofFgcells(1x106)treatedwithvehicle

(lane2),1μMretinoicacid(lane3),10ug/ml

hinokitiol(1ane4),10μg/mIdithizone(lane5),100

Ng/mldeferoxamine(lane6)and10mMsodium

butyrate(lane7),andextractofnon-treatedMl

cells(1x106,lane1)wereelectrophoresedin12.5

SDS-polyacrylamidegelandtransferredto

nitrocellulosemembrane.Bcl-2proteinwas

detectedusinganti-Bcl-2antibody.Molecular

weightsweredeterminedbythemobilitiesof

markerproteins.

第2節 イ ンター ロイキンー1β変換酵素(ICE)の 関与 の検 討

ICEは イ ン ター ロ イキ ンー1βの前 駆 体 を活 性 型 にす る酵 素 で あ り、C.elegansの ア ポ

トー シス 誘 発 遺 伝 子 で あ るced3産 物 とホ モ ロ ジ ー の 高 い タ ンパ ク質 で あ る こ とが わ
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かってか ら123)、その研 究 が急速 に進 み、現在 で は哺乳類 の アポ トーシスのほぼ最 終段

階 に位 置す る因子 で ある95)(Chart4)と 考 え られる ようになった。ICEと ホモロジー

が高 くアポ トーシス に関与 しているICEフ ァ ミリーの メ ンバー も次kに 見つか り、哺

乳類 で は7つ の ファミリーメ ンバ ー一が知 られてい る124)。また、最近その構造 お よび活

性 中心 も明 らか にされ125)、ICEの 活性 中心 に結合 し、その活性 を特異的 に阻害す るペ

プチ ドイ ンヒビター も開発 されている125,126)。そ こで、 このICEに 特異的な非可逆 的

ペ プチ ドイ ンヒビターで あるAc-Tyr-Val-Ala-Asp-chloromethylketone(YVAD>を 用い

て、F9細 胞 の分化 お よびアポ トーシスへ のICEの 関与 を検討 した。

第1項 材料 と方法

ペ プチ ドイ ンヒビター

YVADは 宝酒造 か ら購 入 した。

細胞の処理

F9細 胞 のアポ トーシス誘導用量 は、 ヒノキチオールが10μg/ml、 ジチ ゾ ンが25

μg/m1、 デ フェロキサ ミンが100μg/ml、 レチ ノイン酸が25μMと した。分化誘導用

量 は ヒノキチ オール お よびデ フェロキサ ミンは アポ トーシス誘導用 量 と同用 量、 ジチ

ゾンは1Qｵg/ml、 レチ ノイン酸 は1μM、 酪酸 ナ トリウムは10mMと した。YVAD

の濃 度 は過去 に報告 の あ るia5-1a9)ほ とん どの細 胞系 のア ポ トーシ スの阻害 効果 を示す

200ｵMを 最高濃度 とし、以下100ｵMと50ｵMを 設定 した。YVAD自 体 には分化誘

導活性 もアポ トーシス誘導活性 もない こ とは確 認済 みである。

YVADに よるアポ トーシス誘導の 阻害

細胞 を播種 し48時 間培養後 、YVADを 含 む培地 に交換 し、2時 間培養 した。 ここ

に終濃度が必要 な濃度 になる ようにアポ トーシス誘導化合物 を添加 し、 さらに24時 間

培養 を続 けた。以下 の方法 は第3章 、第5節 、第1項 に従 い、YVADの 阻害効果 は

アポ トーシスの誘導率 を もとに判断 した。

YVADに よる分化誘導 の阻害

細胞 を播種後3.5日 間培 養後、YVADを 含 む培地 に交換 し、2時 間培養 した。分化

誘導化合物 を添加 し、 さ らに24時 間培 養 を続 けた。以下 の方法 は第1章 、第1節 、

第1項 に従 い、その阻害効果 はPA産 生率 をもとに判 断 した。

ICEタ ンパ クの検 出

分化誘導条件 で処理 した細胞(1x106)か ら抽 出 した タンパ ク質 を用 いてSDS一 ポ リ

アク リルア ミ ド電気泳動 を行 い、PVDF膜 への ウエス タンブロ ッテ ィングに よりICE

タ ンパ クの検 出 を行 った。1次 抗体 にはヤギ抗 マ ウスICEポ リクローナル抗体(ICE

p20、M-19、SantaCruz)を 、2次 抗体 にはPODで 標識 したウサ ギ抗 ヤギIgG抗 体 を

用 いた。その他 の方法 は本章 、第1節 、第1項 に準 じた。

第2項 結果 と考察

ヒノキチ オール、ジチ ゾ ン、 デ フェロキサ ミンお よび レチノイ ン酸 で誘導 され るF9

36



細胞 のアポ トーシス はICEの 特異 的非可逆 的阻害剤 であるYVADで 阻害 され なか った

(Fig.18)。 この こ とは2%ア ガ ロースゲ ル電気 泳動 によるラダーパ ター ンが消失 し

ない ことか らも確認 された(写 真 は示 さない〉。 また各種分化 誘導剤 によるF9細 胞

の分化 もYVADで 阻害 され なか った(Fig.19)。 これ らの ことは今 回用 いた誘 導剤 に

よるF9細 胞 の分化 お よびアポ トーシスのいずれ にもICEは 関与 していない ことを示

している。Bc1-2タ ンパ クと同様 にICE自 体 が発現 していない ことが考 え られたため

ウエ ス タンブロ ッテ ィング によ りその発現 を検討 した結 果、対照 として用いたM1細

胞 では約30kDaの 位置 にICEと 思 われるバ ン ドが顕著 に認 め られたが、F9細 胞 か ら

の いずれ のサ ンプル において もそのバ ン ドは非常 に薄 か った 。 また、化合 物 に よる処

理前後で発現量 は変化 していなか った(Fig.20)。 この こ とか らF9細 胞 はICEを 介
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differentiation-inducingagents

FgcellsweretreatedwithYVADfor2hr.Then,

hinokitiol(10/tg/ml),dithizone(25Ng/ml},

deferoxamine(100pg/ml)orretinoicacid(25μM)

wasaddedtothemedium,andfurtherculturedfor
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Fig.19EffectofICE

inhibitor,YVAD,onPA

productioninFgcells

treatedwithdifferentiation-
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Cellsweretreatedwithhinokitiol(10

Ng/ml},dithizone(10/rg/ml),

deferoxamine(100μ9酒ml)retinoic
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さ ない経 路 を経 由 して アポ トー シス を起 こ して い る と考 え られ る。 しか しなが ら、ICE

に は フ ァ ミ リー メ ンバ ーが あ り、 特 に発 生 の初 期 にはNedd2と 呼 ばれ る メ ンバ ーが 一

過 性 で 強 く発 現 され る こ とが知 られ る た め124)、 他 のICEフ ァ ミ リー メ ンバ ー を介 した

アポ トー シス が起 こ って い る こ と も考 え られ る 。

1234567

30kDa

Fig.20Westernblottinganalysisof

ICEproteininFgcellstreatedwith

di幵erentiation-inducingagents

ExtractsofFgcells(1x106)treatedwithvehicle

(lane1),1μMretinoicacid(lane2),10μglml

hin°kiti°1(lane3),1°Ng/mldithiz°ne(lane4),

100Ng/mldeferoxamine(lane5)and10mM

sodiumbutyrate(lane6),andextractofnon-

treatedMIcells(1x106,lane7)were

electrophoresedin12.5%SDS-polyacrylamide

gelandtransferredtoPVDFmembrane.ICE

proteinwasdetectedusinganti-ICEantibody.

Molecularweightsweredeterminedbythe

mobilitiesofmarkerproteins.

第3節ICE以 外 のICEフ ァミリーメ ンバ ーの関与 に関す る検 討

前 節 でF9細 胞 に誘 導 され る ア ポ トー シス はICEを 介 さな い こ とを示 唆 した が 、 哺

乳 類 のICEフ ァ ミ リー には、ICEの ほか にICErelII、ICErelIII、Nedd2、CPP32、

LAP3、MCH2の6つ が あ り95・124)、これ らの うちの い ず れ か がF9細 胞 の ア ポ トー シ

ス に 関与 す る可 能性 が 考 え られ る。ICEフ ァ ミ リー はすべ て シ ス テ イ ン プロ テ アー ゼ

で あ る た め95,124)、 非 特 異 的 な シ ス テ イ ン プ ロテ アー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー130)で あ る ヨー ド

ア セ トア ミ ド(IAM)を 用 い て 、 前 節 と同様 の検 討 を行 っ た 。

第1項 材料 と方法

細胞 の処理

IAM(ナ カライテス ク〉のF9細 胞 に対す る細胞毒性試験 をMTT法 で行 い、0.01

μg/mlか ら100μg/mlま での用量範 囲で検定 した。その結 果、生存率 が96%で あっ

た0.01μg/ml、 生存率が86%で あった0.1μg/m1、 生存率 が32%で あった1ｵg/ml

(5.4μM>お よびそれ らの間の0.03μg/mlと0.3μg/mlを 処理濃度 に決定 した。 ま

た、 これ らの用量 のIAMに アポ トーシス誘導活性 はない ことは確認 済みである。各種

の分化誘導剤 に よるF9細 胞 の アポ トーシス誘導 お よび分化誘導 に対 す るIAMの 阻害

効 果 は本 章、前節 の方法 に従 って判 定 した。

第2項 結果 と考察

ヒノキチオール、ジチゾ ン、デ フェロキサ ミンお よび レチ ノイ ン酸 で誘導 され るF9

細胞 の アポ トー シスは システイ ンプロテアーゼ イ ンヒビターであるIAMに よって 阻害
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され な か っ た(Fig.21)。 この こ とは2%ア ガ ロ ース ゲ ル電気 泳動 に よる ラ ダーパ タ

ー ンか ら も確 認 され た が
、 ジチ ゾ ンの25糾g/mlとIAM1μg/mlで 処 理 したF9細 胞

か ら抽 出 したDNAの み ラ ダ ーが 薄 くな っ て お り、F9細 胞 の アポ トー シ スがICEフ ァ

ミ リ ー を介 し て 起 こ って い る可 能 性 は 完 全 に は否 定 で きなか っ た 。一 方 、 分 化 誘 導 は

阻害 さ れず(Fig.22)、 分 化 にICEフ ァ ミ リー は 関 与 して い ない こ とが示 さ れた 。
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Fig.22EffectofiodoacetamideonPAproductioninFgcellstreatedwith

differentiation-inducingagents

Fgcellsweretreatedwithhinokitiol(10Ng/ml),dithizone(10ug/ml),deferoxamine(100ug/ml)retinoic

acid(1NM}orsodiumbutyrate(1QmM)inthepresenceofindicatedconcentrationsofIAMfor24hr

(hinokitiol,dithizone,deferoxamineandsodiumbutyrateor48hr(retinoicacid).PAproduction(%)was
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第4節F9細 胞の アポ トーシスお よび分化誘導 と細胞周期 の解析

第3章 、第3節 で示 した ように、 ヒノキチ オール、 ジチ ゾ ンお よびデ フェーーキサ ミ

ンのキ レーターでF9細 胞 を分化誘導処理 す る とDNAの 合成 阻害が起 こる。デ フェ ロ

キサ ミンはRRを 阻害す るこ とによ り細胞 周期 をS期 で可逆 的 に停止 させ る ことが報

告 されてお り66,86,87)、他 の キ レー ター によって も細胞周期 はS期 で停止 してい る こと

が予想 され る。 また、アポ トーシス は細胞周期 か らの逸脱 に よって も起 こるため131・132)、

細胞 周期 の解 析 を行 った。 また今 回、細胞周 期解析 に用 いた レーザ ース キ ャニ ングサ

イ トメー ター(LSC>は 、相対DNA量 を測定 した細胞 をすべて記憶 しているため細胞

周 期 の解析後 に、必 要 な細胞 をリコー ル して細胞形態 を観察 す るこ と も可能 であ る。

そ こで細胞周期 の解析 を行 うとともに、断片化 したDNA'を 含 む細胞(ア ポ トーシス小

体)の 割合 もゲーテ ィング によ り算 出 し、 その形態 につ いて も検 討 を加 えた。

第1項 材料 と方法

レーザ ースキ ャニ ングサ イ トメーター(LSC)に よる解析

分化 誘導用量 で処理 した細胞は第3章 、第4節 に従 って回収 、固定 しPIで 染色 し

た。ス ライ ドグラス上 に細胞 を塗沫 し、LSC(オ リンパス光学、LSC101)に よ り解析

した。

第2項 結 果 と考察

未処理 のF9細 胞 のDNA含 量 ヒス トグ ラム は、細胞 増殖 が早 い細胞系 に特徴的 な分

析パ ター ンを示 した(Fig.23A)。 一方 、キ レーターで処理 した細胞群 の共 通の特徴

は、右肩 に出現 す る4CのDNA含 量 を持 つ細胞集団が減少す る ことと、2C以 下 の

DNA含 量 を持 つ細胞集 団が増加す る ことであった(Fig.23B-D>。 このこ とは、細胞

周期がS期 で停止 してい ることと、アポ トー シスが起 こってい る可能性 を示 している。

第3章 で示 したDNAの 断片化率が最 も高 か ったデ フェーーキサ ミンでは,2C以 下 の

DNA含 量 を示 す細胞集 団が顕著 に増加 していた(Fig.23D>。 レチ ノイン酸処理 した

細胞 で は2Cと4Cの 中間のDNA含 量 を持つ細胞 集団が減少 したが、細胞周 期 には偏

りは認 め られ なか った(Fig.23E>。 酪酸 ナ トリウムで もレチ ノイ ン酸 と類似 したパ

ター ンを示 したが、2C以 下のDNA含 量 を持 つ細胞 が増加 しない とい う違 いが あった

(Fig.23E)o

このDNA含 量 ヒス トグラム にゲーテ ィング を施 し、各細胞周期 にある細胞 の割合 を

算 出 した。細胞周期 を逸脱 している と考 え られ る2C以 下お よび4C以 上 の細胞 を除外

して算 出する と(Table4の 括弧 内)ヒ ノキチオールで処理 した細胞で は細胞 周期 がS

期 で停止 し、G2/M期 の細胞 の割合が大幅 に減少 していた。ジチ ゾンお よびデフェロ

キサ ミンで処理 した細胞群 で もG2/M期 の細胞群 が大 幅 に減少 していたが、 こち らは

Gl期 で細胞周期が停止 している ようであった。 レチ ノイ ン酸 で処理 した細胞 群で は、

G2/M期 の割合 は対照群 と差 がなかったが 、Gl期 の細胞 集団が増加 し、S期 の細胞群
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が減少 していた。酪酸ナ トリウムで処理 した細胞群ではS期 の細胞集団はやや減少 し

たが、ほ とん ど未処理の細胞 と変わ らなかった。
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Fig.23HistogramsofDNAcontentandcomputer-gatingpatternsofFgcells

treatedwithdifferentiation-inducingagents
Controlcells(A)andhinokitiol-(B),dithizone-{C),deferoxamin-(D),retinoicacid-(E)andsodium
butyrate-(F)treatedFgcellswereanalysedusingLSC.FiguresinleftsidearehistogramsofDNA
contentsandfiguresinrightsidearecomputer-gatingpatterns.Cellsinapoptoticbodyphase(blue),
GIphase(red),Sphase(green)G2/Mphase(yellow)andotherphases(purple)areimagedinright
sidefigure.
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Table4Effectofdifferentiation-inducingagentsoncellcycleofFgcells

Control
RetinoicSodiumHinokitiolDithi

zoneDeferoxamine
acidbutyrate

%apoptoticbodies 0 13 12 53 13 1

%G1

S

G2/M

24(26)

56(56)

16(18)

23(29)

54(66)

4(5)

31(39)

46(57)

3(4)

22(52)

18(43)

2(5)

35(44)24(27)

30(38)44(49)

13(18)22(24)

%other 4 3 6 3 6 6

Percentageswithoutapoptoticbodiesandcellsinotherphasesareinparentheses.

アポ トーシス小体 と考 え られる2C以 下の細胞 集 団の割合 はデフェロキサ ミン処理

群 で激増 して お り、 ヒノキチ オール、 ジチ ゾ ン、 レチ ノイ ン酸処理 群 で も増 加 してい

た。 しか し、アポ トーシスが起 こらない ことを第3章 で示 した酪酸 ナ トリウム処理細

胞群 でには、その増加 は認 め られなか った(Table4)。 このアポ トー シス細胞 と考 え

られる集 団に属 す る細 胞 の核形態 をリコール して観 察す る と、いずれの相 対DNA量 を

持つ集 団 も明 らか にアポ トーシス小体 か らなってい るこ とが確 認 された(Fig.24)。
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Fig.24Nucleusmorphologyoflow-DNAcontentcellstreatedwithdeferoxamine
CellswererecalledaccordingtotheirrelativeDNAcontentsbyanLSC-101computersystemandtheir
morphologicalimagesweredepicted.AnarrowindicatesanexampleofappearanceoffragmentedDNA.
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これ らの結 果か ら、細胞周 期 の停止 や細胞 周期 か らの逸 脱 が、細胞 分化 や アポ トー

シス に関与 して いる ことが示 された。 しか しなが ら、 細胞周 期 に大 きな変化 が認 め ら

れ ない酪酸 ナ トリウ ム にも分 化誘 導能が あ る こ とか ら、酪酸 ナ トリウム処理 による分

化誘導機序 は他 の分化誘導剤 による機序 とは大 きく異 なっている ことが予想 された。

第5節 小括

本章 では、主 として分化 誘導剤 に よるF9細 胞 のアポ トーシス誘導機序 を検討 した。

その結果 、F9細 胞 の アポ トーシス は、免疫系95,133,134)や神経系95・135・136)の細胞、 また、

分化 の進 んだ段 階 にあ る腫瘍 細95,124,137)と は違 った経 路 で制 御 されてい る可能 性 が

示唆 された。 その理 由の第一 は、多 くの細 胞 系 で アポ トー シス を抑制 す るの に働 いて

いるBcl-2が 発現 してい ない こ とが あげ られる。Bc}2以 外 の ものに制御 されてい るア

ポ トーシスの報 告 もあ り138,139)、必ず しもF9細 胞 に特有 の現象 とはいえないが 、Bcl-

2に よるアポ トー シス撫 制系 が存在 しない とす る と、p35な ど95・140・141)他の抑制系 に よ

り制御 されてい るのか もしれ ない。

これ まで に よ く知 られたア ポ トーシス経 路 とは異な る経路 の存在 を示唆す る もう一

つ の理 由は、F9細 胞 がICEフ ァ ミリーを介 したアポ トーシス を起 こ してい る とい う

証拠が得 られ なか った こ とで ある。ICE自 体 は ほ とん ど発現 してお らず、 またICE特

異 的な阻害剤 であ るYVADで もアポ トー シスが抑制 されなか った こ とか ら、ICEは

F9細 胞 の アポ トーシス誘導 に関与 していない と結 論 される。システイ ンプロテアーゼ

阻害剤 を用 いて も顕著 な阻害 は認め られ なか ったが 、 よ りICEフ ァミリーに特異 的で、

すべ てのICEフ ァ ミリーメ ンバ ーに よるアポ トーシス を阻害す るp35に よる阻害

95,140・141)を検 討す るこ とも必要で ある。 これ らの ことか らF9細 胞 における分化誘導剤

に よるアポ トー シス 誘導 は未 知 の経路 を介 してい るこ とが示 唆 され、今後 の さ らなる

研究が必要 であ る。

細胞周期 の関与 について は、 ヒノキチ オールはS期 のプロ ッカーであ り、 デフェロ

キサ ミンはG1-Sイ ンターフェイスで細胞周期 を停 止 させているこ とが確 認 された。 こ

れ らにジチゾ ンを加 えた キ レー ターはいずれ もG2/M期 の細胞集 団の割合が大 き く下

が る ことか ら、S期 か ら細胞周期が先 に進 まな くなることを示 している。この ことは第

2章 で述 べたRRの 阻害が 関与 している可 能性 を強 く支持 する結果 である。細胞周期

をS期 で停止 させ る、鉄 の関与 する事象 と して、 この期の細胞周期 の進行 に関与 す る

cdc2お よびcdk2の 生合成 に鉄が必要 である とい う報告142・143)もあるため、今後 は これ

らも含 め て検 討 を行 うべ きであろ う。 また、アポ トーシス小体が3種 のキ レー ターお

よび レチ ノイ ン酸処 理群 の細 胞集 団中 では増 加 してい るこ とが 、その割合 お よび核 形

態 か らも明 らか になった。細 胞周期 の停止 や細胞 周期 か らの逸脱 が どの よう に して分

化 の 誘導や ア ポ トー シスの誘 導の引 き金 を引 いて いるのか を明 らか にす るこ とが今後

の課題 で ある。
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総括

本研究 におい てF9細 胞 に分化 を誘導す る化 合物 を新 た に3種 見いだ した。一 つ は

トロ ポロ ン環 を持 つ ヒノキチ オールで あ り、 その構 造 活性相 関 によ り トロポ ロ ン環 の

酷 仁 ド恥寿シ3葬 昏構 造35,36,144>が分化 誘導 に重要 な働 きを担 っている ことが明 らか に

なった。第二 の化 合 物 はデフ ェロキサ ミンで あ り、ケ トンに 隣接 す る水 酸基 か らな る

構 造 を3つ もち、 このヘ キサデ ンテー ト構 造63-65)が分化 誘導 に必須 であると考 え られ

た。第三の化合 物 はジチ ゾ ンであ り、 これ ら3種 の共通 の化学 的性 質はキレー ト能 で

あ るこ とか らキ レーターにF9細 胞 を分 化誘導 する ものが ある ことを初めて明 らか に

した。 これ ら3種 の キ レーターの分化 誘導特性 を比較 した ところ、デ フェーーキサ ミン

の みが可逆的 な分化 誘導作 用 を持 つ こ とが 明 らか にな り、お 互 い に似 た化学 的特性 か

ら分 化の引 き金 を引 く作 用点 は同 じだが、最終表現型 が異 なる と推測 され る。

キ レー ター による分化 誘導 が どの よ うな作 用機序 に よる ものか を検 討 した結 果、 い

ず れの キ レー ター も鉄 イオ ン、特 に三価 の鉄 イオ ンとの前処 理 によ りその分 化 誘導活

性 が 阻害 された。 また、分化誘導 にと もない増殖抑 制がかか り、 かつDNA合 成 が 阻害

され てい るこ とが明 らか にな った。細 胞 周期 解析 の結 果 、 キ レー ター による分化 誘導

時 にはG1-Sイ ンターフェイスか らS期 での細胞周期停 止が認 め られ、G2/M期 の細胞

は激減 した。 この こ とか らキ レーターは生 体 内のDNA合 成系 に必須 の鉄、 も しくは細

胞周期 のG1/S移 行 やS期 の進行 に必須 の 因子 の活性 や生 合成 な どに必要な鉄 を除去

す るこ とによ りF9細 胞 の分化 を誘 導 してい ると考 え られる。以上 の結果 とRRの 活

性 に必要 なチRシ ルラジカルの除去 効果 を もつ ヒ ドロキシ ウ レァ もF9細 胞 の分化 誘

導 活性 を示 した とい う本研 究で得 られた結果 、お よびデ フェロキサ ミンはRRを 阻害

して可逆 的 にS期 で細胞周期 を停止 す る とい う報告66,86,87)から、最 も有力 な ターゲ ッ

トは、 リボヌク レオチ ドを還元 しデ オキシ リボヌ ク レオチ ドに変換 しDNAの 複製時(S

期 〉の材料 を提 供す る働 きをす るRRの 活性 中心 にあ る鉄 イオ ンである と考 え られる。

また、 デフェロキサ ミンに よりヒ トTリ ンパ球 を処理 す る とG1-Sか らS・ で細胞 周

期 が停止 し、そ の時 、cdc2やcdk2が 減少 してお り、 これ らの生合成 には鉄 が必須 で

ある とい う報 告142・143)と今 回の細胞 周期解 析 の結果 か ら、 こ れ らの 因子の生 合成 に必

要 な鉄 も候補 として考 え られる。

キ レー ターに よるF9細 胞分化誘導時 にはアポ トーシス も誘 導 されているこ とを、

DNA断 片化率 の測定 、細胞 お よび核 形態 の観察 、DNAラ ダーパ ター ン、LSCに よる

アポ トーシス小体 の出現 な ど複数 の証拠 か ら明 らか に した。 これ までF9細 胞 に外 的

因子 でアポ トーシス を誘導 した例 は、 レチノ イン酸 に よる もの とX線 照射 に よる もの

しか なか った99,111,112)。また、 これ までア ポ トーシス は分化 、発生 に重要 な役割 を果

た してい るとい う考 え方が大勢 を占めて いたが103'105)、 ジ チ ゾンで は分化誘 導用量 と

アポ トー シスが顕著 に誘導 される量 と に隔た りが ある こと、 レチ ノイ ン酸で は分化 が

誘導 され る用 量 で は ほ とん どアポ トー シスが 起 こ らず 、高用 量 で初 め てアポ トー シス

44



が誘導 され る こ と、 酪酸 ナ トリウムで は分化 は誘導 され るが 、アポ トーシス は細胞 が

すべて死 んで しま う用量 で も誘導 されない こ とな どか ら、F9細 胞 の分化誘導 とアポ ト

ーシス はそ れぞれ独立 して起 こる事象 であ ることが明 らか になった。

F9細 胞 に誘導 されるアポ トーシス をさ らに詳 しく検 討 した結果、F9細 胞 は多 くの

細胞 で アポ トーシスの抑制的制御 を担 っているBcl・29覇116ユ24)を分化前後、 また アポ ト

ーシス前 後 を通 して全 く発現 してい ない ことが 明 らか になっ た。 また 、キ レーターや

レチ ノイ ン酸処理で誘導 され るF9細 胞 の アポ トー シス は、多 くの細胞 において アポ

トー シスの最終段階 で重要 な働 きを担 ってい ると考 え られ ているICEの 特異 的な不 可

逆性 の インヒ ビターであるYVAD処 理 に よって抑 え られ ない こと、ICEは 分化前後 、

アポ トー シス 薗後 を通 してほ とん ど発 現 して お らず、発現 量 の変化 も認め られ ない こ

と、 また、 シス テイ ンプロテアーゼ イ ンヒビターであ るIAMに よってICEフ ァミリ

ーの全 て を阻害 して もアポ トーシスは抑 え られ なか った こ とな どか ら、 これ まで に知

られ てい る経 路 とは異 なる機 構 で誘導 され る可 能性が 示 され た。今後 、抑制 因子 につ

いて はp3595,140,141)やinhibitorofapoptosisprotein(IAP>95)、 促 進 因子 について は

p53やFas-Fasligand系 、最終段 階 に関与す るヌク レアーゼ の同定 な ど詳細 な検 討が

行 われ、F9細 胞 のアポ トーシスの カスケー ドの全貌が明 らか にされる ことが期待 され

る。

F9細 胞 の分化 は哺乳類初期胚 の分化 と非常 に よ く似 てい る とされ9・10)、F9細 胞 の分

化誘 導機序が今 後 さ らに明 らか にされ る ことは、正常 初 期発 生過程の 全貌 の解 明の一

助 となるであ ろ う。 また、初 期胚 を形 成 す る細胞 の生 体外 異 物 に対す る応答 様式 な ど

が明 らか に されれば 、先天異 常 の発生 機序 な ど毒 性学 的 な面 か らの意 義 は大 きい と考

え られる。 さ らに近年 、癌 治療法 と して増 殖抑 制 を と もなった癌細胞 の分化誘導療 法、

アポ トーシス誘 導療 法が注 目され てい る13-46,145,146)。胎児 性 の腫瘍 細胞 とい う一種 の

癌細胞 であるF9細 胞 に分化 を誘導 し、細胞 増殖 を抑制 レ ァポ トーシス も誘導す る

化合 物 は、出生前 の 癌やそれ に ともな う新生 児癌 を含 む癌 の 治療 に有 効 な医薬 品開発

の一 つの方 向性 を示 す ものであ る。
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結論

未分化胚性 腫瘍F9細 胞 の分化誘導活性物質 を探索 し、以 下の結果 を得 た。

1.ヒ ノキチ オールがマ ウス胚性腫瘍F9細 胞 の分化 を誘導す る ことを見 いだ し、その

構造 活性相 関 よ り活性 発現 に トロポ ロ ン環が必須 であ る こ とを明 らか に した。 さ らに、

ヒノキチ オール以外 の2種 のキL一 ター、ジチゾ ンとデ フェロキサ ミンに も強いF9

細胞分化誘導活性 を認 めた。

2.こ れ らキ レー ター による分化誘導 は、DNA合 成や細胞周 期進行 に必要 な鉄 イオ ン

を除去す るこ とに よ り起 こる ことを示 し、そ の主要 な作用 部 位が リボ ヌク レオチ ドリ

ダクターゼの活性 中心 にある3価 の鉄 イオ ンで ある可能性 を示 唆 した。

3.キ レー ターに よる分化誘導時 にアポ トーシスが誘導 され るこ とを明 らか に した。 し

か し、分化誘 導 とア ポ トーシ ス誘導 には直接 的な関連 はな く、 さ らに キ レー ター によ

り誘導 され るアポ トーシス は既知 のアポ トーシス誘導経路 を介 さない ものであ った。

以 上、種 々 の キ レー ターが 腫瘍細胞 の分化 およびアポ トー シス を誘 導す る こ とを明

らか に し、新 た な医薬 品開発の方向性 を提示 した。
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