
 1構は

 1しい。

 、でト

 1胞分

性
後

陽
立

 ■
寸

 5
あ
れ
に
逆
ら
ず
足

 と
で
さ
質
。
れ
い
満

 -
[
月
旦
5
二
二
ど

 くフオ

旨示唆

 〔は学

 氏名(本籍)

 学位の種類

学位記番号

学位授与年月日

 学位授与の要件

研究科専攻

学位論文題目

乱
星

医 学

砺
宏

博

よし

 良(宮城県)

士

 医博第871号

 昭和57年3月25日

 学位規則第5条第1項該当

東北大学大学院医学研究科

 (博士課程)病理学系専攻

 ヒト正常二倍体線維芽細胞の無血清培養

 1細胞増殖および細胞老化に与える増殖因

 子,血清因子およびグルココルチコイドホ

 ルモンの役割

 n増殖因子およびグル・ココルチコイドホル

 モンの作用機序について

論文審査委員

 (主査)

教授山根 績教授松沢大樹

教授石田名香雄

 一41一



 一,一

論文内容要旨

 ヒト二倍体線維芽細胞は,①増殖因子,ホルモン,栄養素などの要求性が厳密なためこれら因

 子の作用機序解明,②限られた細胞分裂回数を示すことから細胞老化モデル,③先天性代謝異常

 の早期発見,④ヒト遺伝子地図作成など広範な体細胞遺伝学への応用,⑤インターフェロン,ワ

 クチン等生理活性物質の生産,などに広く用いられている。

 細胞培養の際,通常血清を培地に添加することが常法として用いられている。この血清はIn

 Vitro細胞培養の生存と増殖に重要な役割を果し,さらに血清中に含まれる生理活性物質はIn

 Vivoの細胞の機能の発現と密接な関係があることが知られている。しかし血清中には数多くの

 未知成分が混在しており,細胞の分裂や分化に関係した重要な因子の正確な生理的作用の生化学

 的解析が困難をきわめている。

 近年この血清の代りに,成分既知のホルモン,栄養素,結合タンパク質,細胞接着因子などを

 用いた無血清培養法がいくつかの細胞の生存,増殖を可能にすることがわかってきた。

 この無血清培養の有用性として,各種栄養素,ホルモン,増殖因子・等の作用機序解明,細胞分

 化に影響をおよぼすホルモンや薬剤の同定・初代混合細晦からの選択的細胞培養・正常細胞と癌細
 胞の栄養要求性の相違・細胞寿命を延長する因子の発見,などがあげられる。

 本論文ではヒト胎児肺由来線維芽細胞を用いて,無血清培養に必要な因子の同定とそれら因子

 の作用機序について報告する。

 ①ヒト二倍体線維芽細胞の無血清基礎培地としてRITC78-6とRITC80-7培地を開発し,

 この培地では0.5%微量血清添加でBME-10%血清培地と同様の細胞増殖を示し,長期継代培養

 も可能であった。血清の減量の重要な因子は増殖因子類(EGF,インシュリン,トランスフェリ

 ン,T3)であり,若い細胞の細胞飽和密度やDNA合成を促進した。しかし老化細胞では上記の

 増殖因子類の細胞に対する反応性が消失した。

 ②ヒト二倍体線維芽細胞の無血清培地での初代培養,さらには長期継代培養にはフィブロネク

 チンと牛血清アルブミン(BSA)が必要であることが判明した。フィブロネクチンは細胞のシャ

 ーレヘの接着促進因子として,BSAは主に脂質の担体タンパク質として作用することもわかった。

 特に老化細胞では,細胞自身で産生するフィブロネクチン量が減少してくるためか,より多量の

 フィブロネクチン添加が要求された。血清培地でヒト二倍体線維芽細胞の細胞寿命の延命効果が

 報告されているハイドロコーチゾンについて,フィブロネクチン,BSAを含む無血清培地を用

 いて検討したが,ほとんど延命効果は認められなかった。

 ③血清を消費させ細胞周期上Go期にある細胞に増殖因子添加無血清培地(RITC80-7)を加

 一42一

 L誓 強

 成,.

 ⑤・
 な.し

 成を

得彦

 たb.重

 壁さ

詩聖



 しら因

 1異常

 ',ワ

 に1n

LIn

 ;くの

三化学

をど 、
よ

分
細
胞
癌

 i
戸
一

 う因子

 培し,

 t培養

フェリ

 ニ記の

 ]ネク

 リシや

 O】つた。

 多量の

 力果が

 亘を用

 を加

 えると,DNA合成が促進され,細胞周期の区分は,おおよそGo期〔0-4hr),G1期(4-12hr)

 S期(12-24hr),G2+M期(24-32hr)となることが示唆された。増殖因子のうちDNA合

 成,細胞増殖促進因子は,EGF,インシュリン,トランスフェリンであり,それぞれの増殖因子

 には,細胞周期上固有の作用点がありDNA合成促進に寄与していることが示唆された。

 ④ハイドロコーチゾンは,EGFの細胞増殖促進作用を増幅させ,単独では生理的作用を示さ

 ないこと,増殖因子存在下でハイドロコーチゾンはDNA合成前期においてのみ作用してDNA合

 成を促進した。またハイドロコーチゾン処理により,個体問の生理的作用の違い〔ある個体から

 得られた細胞は,DNA合成が促進的に,また他の個体からの細胞は,逆に阻害的に)があらわれ

 た。この結果は,ハイドロコーチゾンは個体の発生段階の違いによって反応性が異なることが示

 唆された。

 ⑤ステロイドホルモンの生理的作用発現の上で,ホルモンーレセプター結合は重要と考えられ

 ている。ヒト二倍体細胞は無血清培地でデキサメサゾンと特異的結合を示し,その結合反応は,

 20-30分という短時間で平衡に達する極めてすみやかな反応であった。さらに細胞周期上の特

 異的結合活性はGl/s期に最大になることがわかった。

 増殖因子や血清因子の培地への添加により,無血清培養系でヒト二倍体線維芽細胞の初代培養

 および長期継代培養が可能になった。今後この無血清培地は,既存の増殖因子,血清因子,ホル

 モンなどの作用機序解明,未知のそれら因子の発見,ひいては細胞老化変更因子の検索,生理活

 性物質の大量生産などに重要な手段を提供するであろう。
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 審査結果の要旨

 本論文はヒト胎児肺由来の二倍体線維芽細胞を当研究室既報の無血清培地に培養して,培養継

 代の若い細胞と終末期に近い古い細胞との・培地添加各growthfactor・ファイブロネクチンお

 よびハイドロコーチゾンに対する反応性を比較検討し・さらに各growthfactorとハイドロコー

 チゾンの相互作用について詳細に検討したものである。

 その結果各growthfactorは,若い細胞では細胞飽和密度を高め,DNA合成を促進したが,

 老化細胞では上記指標に対する反応性が著しく低下していることが判明した。また細胞の容器基

 質接着に必要なファイブロネクケンの要求量は若い細胞は老化細胞に比べて少いことも明かにな

 った。一方,ハイドロコーチゾンは培地添加の各growthfactorのうち,EGFのみの細胞増殖

 促進能を増殖すること,およびハィドロコーチゾン単独では細胞増殖促進能を持っていないこと

 が判明した。

 さらにハイドロコーチゾンは細胞周期のG1期にのみ作用して,細胞のDNA合成を促進した。

 ところがこのような作用は当研究室保有のヒト二倍体線維芽細胞系により,時に全く現れないか,

 逆に阻害的に作用する細胞系を見出され,その原因につき,検討中である。

 この研究に使用された無血清培地は,論文中に示されているように,在来の血清添加培地と全

 く同様に,ヒト二倍体線維芽細胞を長期継代培養できる培地で,この培地に添加されている各

 growthfactOr,ファイブロネクチンおよびハイドロコーチゾンの細胞に対する相互作用や,

 幼若および老化細胞のこれら因子に対する反応性の研究も,本無血清培地を用いることにより初

 めて達成されたものである。これらの所見は今後細胞老化の機序の究明に寄与することが大きい・

 ので,本研究は学位授与に値するものと考えられる。
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