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論 文 内 容 要 旨

マウス骨髄性 白血病細胞MIはSL系 の マウスに自然 発生 した骨髄性白血 病か ら樹 立 された培養株

細 胞で ある。 このMI細 胞 は骨 髄芽球様 の性 質を示す細胞 であ り,趙 常 の培 養条件 下では分化 しな

い。 しか し,MI細 胞 は種 々の正常細 胞 の培養液(co聡ditionedmedium,CM)中 の 蛋 白質性 分

化誘導 因子 によ って マク ロファー ジや穎 粒球状 に分化 し,造 腫瘍性 も喪失す る。蛋 白質性 分化誘・導

因子 は,CM以 外 にも種 々の癌性腹 水液,細 菌内 毒素(endotoxin)を 注 射 したマウスの血清,ヒ

トの唾液や尿,お よび羊 水中 などにも見 い出 されてい る。

しか し,こ れ らo分 化誘導因子 の精製 は困難 であ り,化 学構 造の解析 は殆 ど行 われ ていない。そ

こで著者 は化 学構 造 の既知的物質 によるMI細 胞 の分化誘導効果を検討 した結果,グ ル ココル チコ

イ ドに分化誘導活 性を見 い 出した。.次に,こ のの レココルチ コイ ドによるMI細 胞 の分化誘導 機構

を調べた 。

MI細 胞 の分化 誘導効果 はグル ココルチコイ ド活性 のあ るステ ロイ ドにのみ観 察 された。Tes-

tosteroneやprogesteroneな ど のステロイ ドは高濃度処理で もMI細 胞 の分化を誘 導 しなか った。

コル チコイ ドの構 造で炭 素11β 位 の水 酸基 は分化誘導活性 に特 に重要 であ った。炭 素11.β 位 に水

酸基 のないoorti60neはMi細 胞 の分化誘導活性 は ないが,炭 素11β 位 に水酔基のあ るhydr㏄or

tisoロeは,強 力 な分化誘導活性 があ った。 このよ うなMI細 胞 の分化誘導 に必要 な ステロイ、ドの構

造特 異牲 は,、ラッ ト肝癌細 胞 のtyrosineaminotransferaseの 誘 導や マウス リンパ腫 細 胞 の殺細

胞効 果 などにも同様 に認め られてい る。 さらに,こ れ ら諸細 胞 の細胞質 にはグル ココルチ コイ下に

特異的 な レセプタ ーが存在 する ことが知 られている。

グル ココルチ コイ ドの細胞生物学 的作 用は標 的細胞 のグルコ コル チコイ ドレセプ ターを介 して発

現 され ると考 えられてい る。一方,そ の後著者 らはMI細 胞につ いて調べた結果,MI細 胞 の細 胞

質 中にもグル ココルチ コイ ドレセプ ターが存在 す るこ とが判 った。 また,諸 種ス テロイ ドの レセプ

ターへ の結合能 がステ ロイ ドによ るMI細 胞の分化誘導能 とよ く相 関すること,ス テロイ ドとレセ

プ ターの複合体が核 内に移 勤する ことが判 った。 した がって,グ ル ココルチ コイ ドはMI細 胞 に遺

伝子 レベルで作用 し,分 化 に関与 す る遺伝子情報 の発現 を促 進してい る と推 察 される。

グル ココルチ コイ ドによるMI細 胞 の分化誘導 に伴 って,リ ゾチーム,酸 性 プロテアーゼおよ び

β一グル クロニダーゼ活 性 が誘導 された。特 に,リ ゾチーム活性 の誘導 は最 も'顕著で あった。 リゾ

チーム活性 は無処理 のMI細 胞には検出で きなか った。 しか し,リ ゾチーム活性 はdexamethasα 「

he添 加 皮2日 目か ら検 出され,そ の後活性 は著 しく増加 した。

グル ココルチコイ ドによるMI細 胞 の リゾチーム活 性誘導作 用を調べる と各 ステ ロイ ド間 に競合

作 用のあるどとが判 った。す なわち,11β 一hydroxyprogesteroneや11-deoxycortisolは 高 濃度 『
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処理 して もdexamethasoneが 誘 導す るレベル まで に リゾチ ーム活性 を誘導 し得 なか った 。 また,

cortisopeやfluoxymesteroneは リゾチーム活性を誘導 しなか った。 しか し,こ れ ら ス テ ロイード

(5×10-6M)をde盆ametkasone(5×10-8M)と 同 時処 理 した場 合,dexathasoneに よ る

リゾチ ーム活性 の誘導 を競合 的 に抑 制 した。 したが って,特 異的 なグル ココルチ コイ ドレセプ ター

がグル ココル チコイ ドによるMI細 胞 の リゾチーム活性 の誘導 にも関与 してい ると考え られ る。

5-bromodeoxyuridineや ピ ュロマイ シンは増殖 に影響を与 えない濃 度で,dexamethasoneに

よ るMI細 胞 の リゾチーム活性 とMI細 胞 の分化 の指標で ある貧食能 の誘導 を抑 制 した。 しか し,

これ ら薬物 による抑 制効 果 の程度 は リゾチ ーム活性 と貧食能 では異な っていた 。 した がって,リ ゾ

チーム活性 と貧食能 の誘導 は独 自に制御 され ている と考 えられる。高濃度 のdexamethasoneを 処

理 しても分化 しない抵 抗性細 胞で は リゾチー ム活性 も誘導 されなか った 。 したが って,リ ゾチーム

活性 はMI細 胞 の分化誘導 機構を研究 するため の好 適 な生化学的指標 であ ると考え られ る。

分化 したMI細 胞 が産 生す る リゾチ ーム の性質 を検討す るために,MI細 胞 か ら 自然 に分化 した

マクロファージ様株細胞Mm-1か ら リゾチームを精製 した。精製 した リゾチームはsodiumdo-

d㏄ylsulfate(SDS)一 ポ リア ク リルア ミ ドゲル電 気泳 動で単一 で,分 子量 が15,000と 推 定 され

た。このMm-1細 胞 リゾチー ム活性 の至適pHは6β であ った。 また,Mm-1細 胞 リゾチームは

NaCIに よ って活性化 され,On4MNaCIで 酵 素活 性は最大値 を示 した。SDSを 含 ま.ないポ リアク

リルア ミ ドゲル(pH4.5)電 気 泳動でMm-1細 胞 リゾチームの移動度 は卵 白およ びヒ ト尿 リゾチ

ームの移勤度 と異な っていた 。

Mm-1細 胞 リゾチームに対す るウサギ抗血清 は正常 マウスおよび ラッ トの リゾチー ム活性を 阻

害 したが,卵 白お よび ヒ ト尿 リゾチームの活性を阻害 しなか った。正常 なSI、系マ ウスの肺か ら リ

ゾチーム死精製 して,Mmr1細 胞 リゾチー ムと比 較検討 した。Mm-1細 胞 リゾチーム と正常 マ

ウス リゾチーム は,分 子量,荷 電至適pH,ト 、リプ シン感受牲 および抗原性 において有 意な差は認め

られ なか った 。これ らの結果か ら分化 したMI細 胞 が産生 す るリゾチ ームが正常 マ ウス リゾチーム

と同様 な性 質を示すこ とが明 らか になった。

マ ウス皮 膚 り2段 階化学発癌実験系 におけ る発癌 プ ロモーターがMI細 胞 の分化誘導 を修 飾す る

ことが判 った。著者 は通常10%仔 牛血 清(CS)添 加培 地でMI細 胞 を培養 して いる。最 も強い発

癌プ ロモーターである12-0-tetradecanoylphorbo1-acetate(TPA)は こ のCS添 加培 地でd-

examethasoneに よ るMI細 胞 の分化誘導 を著 しく抑制 した。Dexamethasoneに よ る分化誘導 は1

TPAの 濃 度 に依存 して抑制 された。TPAに よ る分化誘導抑制効果 はdexamethasoneの 濃 度が低

い場合 に,よ り顕著 であった。発癌 プロモ ーターによるMI細 胞 の分化 誘導抑 制効 果 とマウス皮膚

の発癌 プロモ ーター活性 とはよ く相 関していた。TPAはMI細 胞 の増殖率および細胞 増殖飽和密度

に影響 を及 ぼ さない濃度で も顕著 な分化誘導抑制効果を示 した。 したが って,TPAに よ る雌 細胞
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の分化 誘導抑制効果 は単 にTPAの 細 胞 毒性によ るもので はない と推察 され る。 ざらに,TPAに ょ

るMI細 胞 の分化 誘導抑 制効果 は可逆 的であ った。

グル ココルチ コイ ドはマ ウス皮膚 の発癌 プ ロモ ーターの作用を抑制 する効果 があ る。 しか し,発

癌 プ ロモ ーター によるMI細 胞 の分化誘導抑 制効果 は,分 化 誘導物質 がグル ココル チ コイ ド以外 の

腹水液 中 の蛋白質性 分化 誘導 因子 を用 いた場 合に も認め られた。

さらに,発 癌 プロモrタ ーによ るMI細 胞 の分化誘導 に対 する修飾効果 は培 地に添加 した血清 の

種類 によ って著 しく異 なることが判 った。MI細 胞を 顧常使 用 してい るCS添 加培 地か ら牛・胎 児 血

清(FCS)添 加 培 地へ変 えて培養 した結果,TPAは 逆 にMI細 胞 の分化誘導 を促 進 した。 このCS

とFCS添 加 培 地におけるTPAの 修 飾効 果 の差異 は,異 なるロ ッ「トの血清を 用いても認め られ た。

発癌 プロモーターの作 用を修飾 させ る血清因子 は未 だ不 明であ る。現在,こ の血清因子 を検討中 で

あるが,こ の血清 因子 は非透析性 の高 分子であ った。

MI細 胞 は持続 的にC型 ウイルス を培地中 に産生 する。こ のC型 ウイル ス産 生 とdexamethasone

に よ るMI細 胞 の分化誘導 と の関連性 につい て調べた 。MI細 胞 クロー ン34Yは,dexamethas㎝e

処 理 によ りマク ロフ ァー ジや類粒球に 分化 し,貧 食能や遊走性を発現 した6こ のクロー ン34Y細

胞 の培養液 中の逆転写酵素活性 はd6xambthasone処 理 および無処理で差 異 がなか った。ウィルス画

分を酵素標 品と して測 定 した場 合 にも同様 な結果 が得 られ た。C型 ウ ィル スPNA依 存 性DNAポ リ

メ ラーゼに特異的 な鋳型poly・(rc)・oligo(dG)を 用 いて逆転写酵素活性 を測 定 した場合 にも結果

に 同様であ った。一方,ク ローンT22細 胞 はdexamethasone処 理 によ りクローン34Yと 同程度に玲

化 したが,dexame協aso加 処 理 によ り逆転写酵素活性 は約2倍 に増 加 した 。 したが って,dexa一 ・

血ethasoneに よ るMI・ 細 胞 の分化誘導 とC型 ウイル ス産生 は関連 してい ない ことが判 った。.

以 上,.グ ル コ コル チコイ ドにMI細 胞 の分化誘導能があ ること,お よび グル ココル チコイ ドによ

る、MI細 胞 の分化誘導機構 につい て述べ た。 これ らの知見 に基 づ き,さ らに詳細にMI細 胞および

他 の白血病細胞 の分化誘導機構 を解 明 し,白 血 病細胞 の分化'誘導 によ る白血 病 の新 しい治 療法を開

発することがゴ今 羨の重要 な課題で ある。
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審 査 結 果 の 要 旨

造血腫瘍 は対応す るstemか ら 分化 の途次 のある時点で腫瘍化 し,腫 瘍細 胞と して増殖 した も の

と考 える と,も し再 び分化過程 に入 るよ うな効果 を これ らの腫蕩 に与 えれ ば腫瘍細胞 は分化 してそ

の腫瘍 と して の形質を失 うと思われ る。実際,あ る種 の実験腫瘍細胞 の なか には各種 の刺激で 分化

し正常化 するものがあ ることが知 られてい るが,そ の機構 は必ず しも明か で ない。

本研究で はマウス背髄性 白血 病MI細 胞を用いそ の分化誘導 につ き検討 を加え た結果,グ ル ココ

ル チコイ ドにも分化誘導効 果があ ることを見 出 し,そ の作 用機構を 追求 した。

そ の結果,MI細 胞 の細胞質中に はグル ココル チ コイ ドレセプターが存在 するこ と,ま た,諸 種 ス

テ ロイ ドの レセプ ターへ の結合 能が ステ ロイ ドによ る皿 細胞 の分化誘導能 とよく相 関す ること,

ス テロイ ドと レセプターの複 合体が核 内に移動す ることを明か に した。 したがって,グ ル ココルチ

コイ ドはM細 胞 に遺伝子 レベルで作用 し,分 化 に関与 す る遺伝子情報 の発現を促 進 している もの

と推 察 した。

グル ココル チコイ ドによるMI細 胞 の分化 誘導 に伴 って,リ ゾチーム,酸 性 プ ロテ ァーゼおよび

β一グル クロニダーゼ活性 が誘導 され,と くに,リ ゾチーム活性 の誘導 は最 も顕著であ ることを見

出 した。

グル ココル チコイ ドによ るMI細 胞 の リゾチーム活性誘導作 用を調べ た結果各 ステロイ ド間 に競

合 作 用 の あ る こ とが判 った。 これ らステ ロ イ ドをdexa皿ethasoneと 同 時 処理 し;た場 合,

dexamethasoneに よ る リゾチーム活 性 の誘導 を競 合的に抑制 した。 したが って特異 的 なグルココル

チコイ ドレセ プターがグル 耳コル チ コイ ドによ るM細 胞 の リゾチーム活性 の誘導 に関与 してい る

と考 えた。 ここで誘導 され た リゾチーム は正常 マウス リゾチームと免疫学 的及 び生化学 的 な憐質 は

共 顧性を示す こ とも併 せ て明か にした。

さらに発癌 プロモ ーター と して知 られ るTPAが グ ル ココル チ コイ ドによ るMI細 胞 の分化 誘 導

を著 しく抑制す ることも見 出された 。

またMI細 胞 はC型 ウィル スを培 地中 に放出す ることが知 られているがグルコ コル チ コイ ドによ

るMI細 胞 の分化誘導 とC型 ウィル ス産生 との間 には関連性 のない ことも確 めた 。

以上 の研究 成果 は腫瘍細 胞 の分化誘導 に関 し生 体内因子 であ るグル ココル チ コイ ド寮 関係 す ると

いう新 知見 を呈供 した点,ま たそ の作用機作 の一 部を明か に した点で評価 され,博 士論文 に価 す る

と考え る。1,
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