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論文内容の要旨

[目的]

骨格筋筋芽細胞の分化過程は、筋芽細胞の融合による筋管形成や筋特異的蛋白質の発現等、その現象が顕著である

ばかりでなく、 in vitro でも良く再現できる点から高等動物細胞の分化機構を解析する上で良い実験系である。近年、

MyoD、 myogenin 等の筋分化制御因子の同定により分化初期の解析は著しく進展しているが、筋分化過程の内で最も

顕著な現象である、筋芽細胞の融合による筋管形成機構は未だほとんど解明されていなしユ。また、筋ジストロフィー

症等の筋疾患には難病が多く、筋分化機構の解析はこの様な疾患の治療法開発のための基礎研究としても意義深い。

筋芽細胞の分化、特にその融合による筋管形成及び筋管の成熟機構を解析すべく、ウズラ匪筋芽細胞 (quail myobｭ

last; QM) をラウス肉腫ウイルス (RSV) の温度感受性変異株で形質転換した、 QM-RSV 細胞を作製した。 QM-RSV

細胞は、感染 RSV の許容温度である 35.50Cでは癌細胞の性質を示し増殖を繰り返すが、非許容温度の41
0

Cでは分化誘

導され、一連の素反応を経て、融合し筋管を形成すると共に筋特異的蛋白質を合成し、筋線維へと分化成熟する。

筋管の形成及び成熟機構を解析する一環として、センダイウイルス (HVJ) で、未分化 QM-RSV 細胞を強制的に

融合させ、一連の分化プログラムを無視した人工筋管を作製し、410Cでの分化誘導により得られた自然発生筋管と比較

検討している。その過程でマウス由来株化筋芽細胞、 C2 細胞を同様に HVJ 処理し人工筋管の作製を試みたところ、

未分化 C2 細胞では細胞融合が全く見られないというユニークな現象を見出した。そこで、分化過程における細胞膜特

性に注目しこの現象を詳細に調べた。

[方法ならびに成績]

未分化 C2 細胞に HVJ を作用させると、細胞膜にウイルス粒子が吸着するにも拘わらず、細胞融合は全く見られず、

QM-RSV 細胞の場合のような人工筋管は全く得られなかった。通常の細胞融合反応に用いる 10倍量の HVJ (細胞 1

個当たり 10 ， 000個以上のウイルス粒子)を作用させても細胞融合は見られず、未分化 C2 細胞は細胞融合に極めて強い

抵抗性を示す、聞い安定した膜特性を有することが分かった。 C2 細胞を分化誘導すると、約72時間目までに自然発生

的に筋管を形成することから、分化過程において C2 細胞はその膜特性を“融合しやすく"変化させることが推察され
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る。そこで、分化誘導開始後経時的に細胞を HV] で処理したところ、分化誘導48時間目で細胞融合による人工筋管が

出現し、分化過程において C2 細胞の HV] による融合感受性が高まることが示唆された。さらにこのことを確かめる

ため、 C2 細胞とエールリッヒ腹水癌細胞との HV] による雑種細胞の形成を試みたところ、未分化 C2 細胞では雑種細

胞が形成されないのに対し、分化誘導した細胞では48時間目から雑種細胞の形成が見られるようになり、 C2 細胞が分

化反応の進行と共に細胞膜特性を融合しやすく変化させることが明らかになった。

HV] による細胞融合反応では、 HV] の作用により細胞膜の脂質二重層が一度崩壊した後、急速に修復される過程で

膜融合が起こる。この修復には Ca2+ が必須で、従って、 EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) 存在下では細胞

融合は見られず、細胞は致死する。この現象を利用して、分化過程における C2 細胞の膜特性の変化をさらに具体的に

観察した。未分化 C2 細胞を EDTA 存在下 HV] 処理すると、細胞融合が見られないばかりではなく致死細胞も認めら

れないのに対し、分化誘導した C2 細胞は EDTA に感受性で、 HV] により死に至った。このことから、 C2 細胞は分化

過程で、 HV] によりその細胞膜の脂質二重層構造が崩壊するような変化が起こり、これが筋管形成のための細胞融合

に連関することが示された。

QM-RSV 細胞でも、分化誘導により HV] による融合感受性が高まることから、筋芽細胞が融合による筋管形成に

向けて、その膜特性を融合しやすく変化させることは一般的である可能性が強い。

[総括]

本研究では、骨格筋筋芽細胞の筋管形成機構を解析する一環として、細胞膜特性の変化を HV] による融合感受性を

指標に検討した。その結果、筋芽細胞が一般にその分化過程で、細胞膜特性を融合しやすく変化させることが明らか

となった。この変化には細胞膜脂質や裏打ち蛋白質の組成や分布の変化が起因すると考えられ、これを解明すること

は筋芽細胞の融合による筋管形成機構を解析する上で大きな手がかりを与えるものと思われる。

論文審査の結果の要旨

骨格筋筋芽細胞を分化誘導すると、増殖停止、細胞の再配置といった一連の素反応を経て、分化のある段階に達す

ると細胞相互が一斉に融合し筋管を形成すると共に、筋特異的蛋白質を合成し筋線維へと成熟する。本論文では、こ

の筋管形成機構を解析する一環として、センダイウイルス (HV]) を用いた細胞融合により人工筋管を作製すべく、

マウス株化筋芽細胞 C2 細胞の細胞融合を試み、ユニークな知見を得ている。すなわち、未分化 C2 細胞に HV] を作用

させると、細胞表面にウイルス粒子が吸着するにも拘わらず細胞融合は起こらず、さらに、通常用いる量の10倍(細胞

1 個当たり 10 ， 000個以上)の HV] を作用させても融合細胞は得られず細胞変性も見られない、一般の培養細胞には認

められないユニークな現象を認めた。申請者はこの現象を解析し、筋芽細胞の細胞膜特性が分化誘導により大きく変

化するという、筋管形成に極めて重要な反応を明らかにした。

未分化 C2 細胞を分化誘導すると約72時間までに融合し筋管を形成する。このことは、分化誘導により C2 細胞の細

胞膜が融合しやすい状態に変化することを示唆する。そこで、この“融合しやすさ"を検証するため、分化誘導開始

後経時的に C2 細胞を HV] で処理したところ、分化の進行に伴い次第に HV] で融合するようになった。形質転換ウズ

ラ匪筋芽細胞 QM-RSV 細胞においても、分化誘導により HV] による細胞融合反応に対し感受性が高まることが確認

された。また、筋芽細胞と他の体細胞との雑種細胞形成の手法により、筋芽細胞が分化過程での筋管形成に向け、そ

の細胞膜特性を融合しやすく変化させることを明らかにした。さらに、HV] による細胞融合反応に Ca2+が必須である

ことを利用し、 C2 細胞に分化過程で HV] によりその細胞膜の脂質二重層が崩壊するような変化が起こり、これが筋

管形成のための細胞融合に連関することを EDTA を用い実際に示した。

筋芽細胞の融合による筋管形成は“fusion burst" と呼ばれる程劇的な現象であるが、多くの研究者の努力にも拘わ

らず未だほとんどその機構は解明されていない。上記の内容から成る本論文はこの解明に道筋をつけるもので、学位

論文に十分値すると考える。
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