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第一章　序論

○　細胞増殖と細胞周期

細胞は、細胞分裂を繰り返して増殖する。この細胞分裂から次の細胞

分裂までの過程は細胞周期と呼ばれ、その進行過程は4つの段階に分け

られている(図　1) (1.2)。

1, M　期

2, d　期

3, S　期

4, G2　期

;細抱分裂期。

;細胞分裂の終了からDNA合成の開始までの期間

(gap 1) 。

; D NA　合成勤。

; DNA合成の終了から次の細胞分裂が開始するま

での期間(gap　2) 。

しかし、細胞はいつもこの細胞滞顕を回.って増殖し続けているわけで蛙

ない。細胞は外部環境の変化に応じて、 Gl期から禰期をはずれGo　真弓

と呼ばれる増殖停止状態に入り、また必要に応じて再び細胞周期に後帰

する場合がある.例えば生体内においては、通常は必要以上の細胞の増

殖は抑制されているが、損傷を生じた場合には細胞が必要なだけ増殖し、

その損傷を修復する。この現象を価々の細胞レベルで見ると、 Go期へ

の進入及びGo　期からの脱出に関する頚象であると言うことができる。

また、慈細胞はGo　薪への進入に必要な機能を失った細胞であり、増殖

を停止することができないため周囲の環境にかかわらず無秩序に増殖す

るものと考えられる(3,4)。これらの桝が示す棟に、 Go　期への進入及

びGo　期からの脱出の過程を理醍することは、細胞増殖の制御を考える

上で貴も重要であると考えられる。

Go　期は細胞周期上のGl　郭から移行した一時的な増殖停止状態であ

り、通常は細胞周期の外に存在すると考えられている。一般的に増殖読

導を行った場合のG。期からS期までの時間がGl　薪の時間よりも長い

ことが知られており(5,6)、またGo　期においてはクロマチンがGl　期

よりも凝集していることを示唆する結果が得られている(7)。しかし、

その他にはGo　期と細胞周期上のGl　期とを明確に区別する様な生化学

的な知見は得られていない。また、どの様な戟様によってGo　期への進

入及びGo　期からの脱出が制御されているのかは明らかではない。
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図　1.細粒周期モデル
M;細抱分裂の期間、 Gi ;細砲分裂の終了からDN A合成の開始まで
の期間、 S ; DNA合成の期間、 G2 ; D NA合成の終了から細胞分裂
の開始までの期間、 Go ;増殖誘導によってDNA合成及び細胞分裂を
再開することができる増殖停止状態。
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○　細胞周期研究のための実験系

これら細胞周期に関する知見は、培養細胞を用いた研究により明らか

にされてきた。培養系において、正常細胞の場合には細胞か器聖上で飽

和密度にまで増殖したconfluent　の状態や(8,9)、血清等の増殖因子

(10)を培地から欠乏させることによって(ll,12)細胞をGo　期に導入

することができる。このようにして導入したGo　期は、可逆的な増殖停

止状態であり、細胞密度を低下させることもしくは再び血清等の増殖因

子を添加することによって、細粒はGo　畳から脱出し、一定時間の後に

S期へと進入L D N A合成を再開して増殖する。

培養系では、このように細胞の増殖を容易に制蝕することが可能であ

り、生体に比較して実験系として非常に有利である。このような系を招

いて増殖誘導後Go　期からS期までの過程を解析することによって、

Go　期からの脱出という細抱増殖の制御に重要な過程に関して手がかり

を得ることができると考えられる。

○　細胞骨格

増殖因子等による増殖を誘導する信号は、細胞膜から細胞内部へと伝

達され、様々な細胞機能の変化を引き起し、やがてDNA合成が開始さ

れるものと考えられる。その際、細胞膜下や細胞質内を走行し細胞全体

にわたって複雑な3次元構造を形成し、・様々な細胞故能に韻与している

と考えられる細胞骨格が、重要な役割を果している可能性が考えられる。

細胞骨格は、真接細胞の細胞質に一般に観察される城経状の構造で義

り、その故細形態及び主要な構成蛋白の違いから以下の3種類に大別さ

れている(13)。

1,故小菅;直径2　5nm,主要蛋白;チュプリ　ン(14,15)。

2,ミクロフィラメ　ント;直接6nm,主要蛋白:アクチン(16,

1丁)。

3,中間接フィラメ　ント;直径1 0nm,主要蛋白:細胞の起藤に

より　5種類(18,19)。

故小菅については、 Go　期の細胞に故小菅の脱重合を起すコルヒチン

を添加することによって、 DNA合成が誘導されること(20) 、逆に故

小菅を安定化させるタ阜ソールによって血清等によるDNA合成の誘導
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が阻害されることが報告されている(21) 。これより、 Go薪からの脱

出の過程に故小菅は重要な機能を某していると考えられている。

また、ミクロフィラメントも細胞増殖の制御に関与していると考えら

れている。例えば、癌細胞では増殖因子要求性の低下や品壁への接着級

存性の消失に伴い、ミクロフィラメントの集合体であるアクチンケーブ

ルが消失すること(22-24) 、またEGF(Epidermal Growth Factor)

などの増殖因子による増殖誘導の初期に、ミクロフィラメントの再構成

が起ることが観察されている(25-27) 。また、化学充填物質によって

蛋化させたヒトの細胞では、その悪性度とミクロフィラメントの主要な

構成蛋白であるアクチンの変異の程度との間に、罪常に強い相関が詰め

られることが報告されている(28-30) 。さらに、貴近細胞の増殖や窟

化に重要な役割を果している可能性から注目を集めている発窟遺伝子め

一つ、ネコ肉腫ウイルスのv-f g r遺伝子の中にアクチン遺伝子が組

み込まれており、発避退伝子の一部として轍龍している可能性が考えら

れている(31) 。これらはいずれも間接的な証拠ではあるか、ミクロフ

ィラメントが細胞増殖の制御において何らかの役割を果している可能性

を示している。

なお、中間彊フィラメントに関しては、増殖との関連を示す様な知見

は襲在のところ屑られていない。

本研究では、これら細胞骨格系の中でも特にミクロフィラメントに注

目して、その細胞増殖における関与を検討したものである。なお、ミク

ロフィラメント系の機能を検討する手段としては、特異的な阻害剤であ

るサイトカラシンDを用いた。

サイトカラシ・ン類は、 7クチンーミクロフィラメ　ント系に作用するこ

とが良く知られているHelrainthosporium dematiodecum　などの真菌類の

代謝産物であり、サイトカラシンA～Mの他40種類以上の類似物質が

報告されている(32)。 in vitro　ではアクチン城維(F一アクチン)の

重合端(barbed end)に結合することによってアクチンモノマ⊥ (G-

アクチン)の結合を阻害し、それ以上の重合を阻害する(33-36) 。ま

た、アクチン抜雑問の相互作用を阻害することによって約日形成、ゲル

形成を妨げる。また、すでに形成されたゲルをも港解する(37-39)。

細胞レベルでは、細胞の形態変化を引き起し、細胞運動、食棒用、細粒

蛋分裂などを阻害することが知られている。多くのサイトカラシン類を
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用いた実験から、 in vitro　におけるアクチンへの直接効果と、細胞に

与える惟用との間に強い正の相関があることが報告されており(40)、

サイトカラシン類を細胞に与えた場合の作用はミクロフィラメント系へ

の効果を介するものと考えられている。しかし、サイトカラシソ類の中

で量も良く用いられているサイトカラシソBは、ミクロフィラメント系

への効果の他に、細胞膜表面のグルコース輸送蛋白に対して高い親和性

を持っており、グルコースの細抱内-の輸送を阻書することが知られて

いる(41-43)　一方、サイトカラシンDは、グルコース輸送に対して

阻害件用がなく(44) 、またミクロフィラメントに対する件相がサイト

カラシンBよりも強いことが知られている(40)。

本研究では、細胞周期の進行、特にGo弟から.の脱出の過程における

ミクロフィラメント系の関与を換討した。実験に降し、まずGo封への

導入及び増殖誘導の効率の良い細胞系を確立した。この細胞を用いて、

Go期からの増殖誘導を行い、その際サイトカラシンDを添加した場合

のその後の過程に与える影響を検討した。
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第二章　実験材料及び基本となる実験方法

1,使用細胞

細胞はー　培養系の井筋細抱である　African green monkey kidney ce-

11　GC一丁を親株としてクローニングを繰り返し、得られたクローン

2-5-2株を用いた　く第三章) 。　親株であるG C　　細胞は、東京

大学医科学研究所の山口氏より分与を受けた。

2,培養条件

培養は、 10%牛血清を含む　Dulbecco変法Eagle培地にグルコース(3.5

g/1),ペニシリンG(50000　U/l),硫酸ストレプトマイシン(0.1 g

力価/I),重炭酸ナトリウム(1.6　g/1)を添加した培地で、気相は　5yo

二酸化炭素、 95%空気、水蒸気飽和、 37℃の条件で、二酸化炭素インキ

ュベーター(NBS Model CO-20)中で単層培養を行った。

総代は、 4日ごとに細胞が　subconfluentの状態にまで増殖した時点

で行った。細胞をト7)プシンによって器壁より遊離させ、 5倍に希釈し

て(6-8×103　細胞/era-　　新たなシャーレに放き込んだ。

また、長期筒にわたって絶代を重ねていると、細胞の性質がしだいに

当初とは変化して行く場合がある。本研究においては、これを防ぐ為に

3ヶ月以上の総代は行わず、あらかじめ液体窒素中に凍結保存しておい

た細胞に切り換えることとした。このことによって、細胞の性質を常に

一定・に保った。

3, G0　期への導入

細胞を3.2-3.8×103細胞/cm2　の密度で散き込み、 2日間通常の方法

で培袈した後、牛血清を含まない培地でさらに　3日間培養し、増殖を停

止させた。この条件では、細胞は撒き込んだ後1回程度の分裂を行った

だけで、まだ充分に分裂増殖が可能な密度、接触阻止が協かない状態で

増殖を停止した。本研究では、この状態の細胞をGo期として用いた。

1Kb4>i'.i姫誘導

Go釦こ導入した細粒の培地を、新たに10%牛血槽を含む培地に交換

することで行った。
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5,標識化合物

[methyl-　H] -チミジン、 [5-3H] -ウ7)ジン、 L- [4,5-　Hコ

ーロイ　シンは、 R C C Amershamより購入した。

6,試薬

Dulbecco変法Eagle培地、ロイシン欠乏MEM培地は、日永梨莞株式

会社より、牛血清はIrvine Scientificより落人した。

その他特に記していない試薬は、すべて市販の特級を用いた。
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第三遠　祖i!&>7ォ」・確立

Si-:t　緒、ニ

細胞掃討に関する研究を行うにあたっては、その日的に適した細胞系

s-",-v十㌻,i・::・∫,1.、・こ・A'であるっことこ-G.j^;Oin.iヨ>j)蝣';捕.・をiiう"ilY<-

は、Go勘への導入の方法が容易であり、その操酌こよって増殖を続け

:H言i摘t;:・f-j:ォrヰ:Iこい.I長[fi*唱.;riこ、..V-;に三・・*サ
LI.1三=v:*一:).ミ∴・二
ft:・す*.一・Hi…抱く^Si#∴..高?<;持こ>hiい三,:こく、菜I-.・*・'."'・・こ<.

本研究で親株として用いたGC-7細胞は、芸壁上で飽和密度にまで

増殖しconfluentの状態にまで達するとそれ以上は増殖しないという接

触阻止が強く、正常細胞に近い性質を持った細胞であった。しかし、こ

の細胞は線綾芽細胞様と上皮細胞様の2種類の細胞が混在した不均一な

・idFきT&っ1

本研究を行うにあたり、このGC-7細胞を親株として、Go顕への

導入の程度が良く、かつ増殖誘導に対する反応頻度の高い細抱系を確立

す・eことをEl:音し-1,

第二苗　実験材料及び実験方法

1,細胞、培養条件、 Go　期への導入

第二章と同じ。

2,クローニング

直接100mmのシャーレに約100個の細胞を敷き込み、 2-3週間培養しコ

ロニ-が充分な大きさにまで成長した時点でコロニーを単敵、クローニ

ングした。 1回のクローニング操作につき、 20個前後のクローンを単語

した。その後、各クローンの細胞についてGo　期導入の操作を行い、後

述のオートラジオグラフィーによってGo　勘に導入された細胞の頻度を

比較した。量も高頻度でGo　期に導入されているクローンから、さらに

クローニングを行い、よりGo　期への導入頻度の高い細胞群を得、さら

にもう一度この選択を繰り返した。
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3,オートラジオグラフィー

直接13mnのカバーグラス上に扱き込んだ細胞を、 Go期への導入など

必要な処理を行った後[methyl-3H] -チミジン(3 mCi/ral)で所定

の時間酎鼓したoその後、燐酸提議生理食塩水(PBS)で洗浄し、冷

5%トリタロロ酢酸(TCA)で固定、酸可溶性成分を抽出除去し水洗

竜壊したe細胞表面にオートラジオグラフィ一再乳剤を塗布し、遮発し

て一週間露光した後に寛像した。細胞を光学顕故嬢(Nikon Hodel S)

-"- V."Jji工、 -　m:!し:)読K-i"W-:"車　亨.・こ烹yt∴‥∴轟i f-′:.・こ認a j*-;V.V3W

i-1全納r-.,;再　巌iうi'm定It- I: ・ K:V-.・ -T*豆∴・:つい・ごs-'j]03u:i"!読,i
l^y *>蝣言主∴∴.: ;

4,試糞

オ-トラジオグラフィ-用乳荊(sAKU記A hJ只一鵬)は、小西六等真工業

株式会社より購入した。

その他の試薫は、第二章と同じ。

第三A-A一　実額結果

親株であるGC-7細胞は、接触阻止が充分に飽かない様な低細胞密

度では、 Go親への導入のための処理を行った後8こおいても約24%の細

粒はDNA合成を行っていることがオ-トラジオグラフィーによって示

された(表　1) 。

Go期への導入の処理の後にDNA合成を行っている細胞の頻度は、

1回日のクローニング操酌こよって得られたクローン2では約15%、ク

ローン2から　2回目のクローニングによって得られたク。-ン2-5で

は約12%とクローニング接伴を繰り返すことにより低下した。クローン

J蝣-5からさ蝣:>」ダニ　　ン・y*蝣行・_、ことに止で　-iTらねた蝣'.'n-ンご

-5-2では、 10%以下の細胞しかDNA合成を行わないという細胞群

が得られた　く表　1) 0

x-.'・'摘!抽GC- , :/こトント　f　-*L vj。 」二への導入も計・vy.-;高

いだけで・なく・ iTi!:」に上　　　馬尋・一蝣*・:　　言0-・・cVと^蝣Ii^^-rj＼j'l

合成を再訂するという、反応性の長い細胞であった。なお、この細胞の
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表　1. GC　　細胞から得られた種々のクローンの増殖停止状態
への導入餐度の比較

各クローンの細胞を無血清培地中で3日間培養した後、 [methyl-3Hコ
-チミジン(3　A'Ci/ml)で32時間漂識し固定した後、オートラジオグ
ラフィーを行って増殖を停止していない細胞の賓度(標識細胞壁度)を
求めた。

Cell lines %　of labeled nuclei

Wild type GC-7

GC-7　clone　2

GC-7　clone　2-5

GC-7　clone　2-5-2

2叫.37±叫.30a)

15.02±2.67

12.叶0±1.23

7.叶0±3.02

a) Mean±S.D. (n=6)
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対数増殖期での周期時間は、およそ22時間であった。また、この細胞は

アクチンケーブルが顕著な細胞であった。

苅15!崩　小結

G C-T細胞より、クローニングを繰り返すことによって得られたG

c-7クローン2-5-2は、 Go　期への導入寮度が高く、かつ増殖誘

導に対して高い反応性を示す細胞であった。

この細胞は」 Go斯周辺の解析を行うた率に必要な性質を備えた細胞

であると考えられた。また、アクチンケーブルが長く発達していること

から、ミクロフィラメ　ントの形腰学的観察にも有用であろうと考えられ

た。
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第四葦　サイトカラシンDによる増殖誘導の阻害

第-諒　緒言

ミクt2フィラメントは、様々な細胞韻寵に指与していることが報告さ

れている　摘5-蛸　昏　また、細胞増殖におけるミク。フィラメントの環

与を泰竣する報告も数多く知られている(22-31) 。しかし、細胞筒期

の各時薪においてミクロフィラメントがどのように関与しているのかに

p・・ ~　　　　::'J-n15こ　　　　れ.・二い」′・＼.本音"t*ま　寸・、トー蝣'->　>　fj

言-　　　　　ニーV -.'.-　一・'卜L.盲a*i二受イLこ蝣"v* Tfc・ことま. -JS蝣'・) 、言iF油r-i!{ノi・…

=言言i・・''-*'J..こ:ニ蝣r一・!-S:」"一"蝣蝣>'. :蝣と考えb4-1るこ0　%:'蝣・、こ　・・一・~dへという上,0?a

誘導後の過程でのミクロフィラメントの関与養鰻訂した。

,"*'・サ二・・・.*-'7毛等古tl亘&.'^v芸翼芸、法

】　*'J>皆Li亨

師　　　　　撃て:0 C- ';細胞から,,‥こト-ニ・ニ・・ダ;・*..よって革1*した

G C-7タロ-ン2-5-2を用いた。

23　培養免停、 Go　期への導入、増殖誘導

第二葦と同じ。

3,オ-トラジオグラフィー

第三章と同じ。

A　　ミ　O c7　蝣<　ラメ　ントの染a

毒キノコ　如amもa phalloides　の代謝産物の一種であり、アクチン践

能にのみ高い親和性を持つファラシジンをケイ光標識した、 7-nitro-

benz-2-oxa-1,3-diazole (NB D) -ファラシジンを用いて、細胞内の

ミクロフィラメントを染色した(50).

カバーグラス上に撒き込んだ細胞をP B Sで洗浄後　3.5%諌ルムアル

テヒト溶液て宝蕊にーこi^./Jiiii.a.*」.、 c k一に!']"蝣、蝣^ -.-し,*;>∴'一-・X' ⊥蝣'l<-「 ・「
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セトンで5分間脱水及び脱脂を行い風乾した。これに1.3　ttg/mlのN

B D-ファラシジン液　20,"1番添加し、室温で20分間インキ孟ペ-トし

た後、余剰のNBD-ファラシジンをPBSで洗浄LPB S;グ71セi]

ン-1 : 1の液で封入してケイ光諏故鏡(Oly叩u.S　弼odel B鵬-押し)で

観察した。その際、励起光は450一　朗8n閉、観察は515nmで行った。

∴・f?""''i言:.前:蝣'.':、・‥_こニー.、

前-rr-;--0-蝣11・-.'.:--.-!'!y、.・言I-jざ'(蝣'
.'・、.∴蝣-'J‥∴∴、二。三-i''V'J.->
導射子った換、所定の時間で培地を20m門N-2-hydroxyethylpiperazine-

N-2-ethanesulfonicacid(HEPES)革鞄p『上4(通常の培地に援

伝鰭用強化のために、HEPESを添加したもの。増殖誘導を行った確

・-;!.''二は、書童塩永・∴5I-.て一遇首.:.し鯨::言'*"-;'吉:三.,..くつ->"'--.
1ij;-¥,..^呈

したもの。)に交換した。同時にこ5-3H]-ウ21ジンを含むウリジン

捧液を最終譲渡18-6Mになるよう(1.5/*Ci/1.Sml/dish)添加し、37℃10

分,fcT.-Iネふ・て・・-トし・・ユニ。その&∴培地.?-1・・*LPBSで丸蝣>...-'C臥.

冷5MTCAによって酸可溶性画分を抽出し、液体シンテレ-シ冒ンカ

ウンター(Packard3320型)で放射活性を珂定して、高分子に取り込ま

i!てい・"t*.いr>蝣!ノt.!呈..'・蒐出た.こ:uAi.~ご-i'・了壬I*掴鞄棲、.メ実議長

件下では、細胞に取り込まれたウ73ジンの量は10-510-8Mの細胞外ウ

リジン濃度の範囲で、また時間的には0-60分までの問で比例関係が認

められた。

D Nase I阻害測定法

アクチンモノマ- (G-アクチン)がDNase Iと特異的に1 ; 1の

結合をし、その酵素活性を阻害すること(51,52)を利用して、 Blikstad

らの方法(53)に従って測定した。

増殖誘導後の細胞をPBSで洗浄した後、アクチン描経を安定化させ

る緩衝液(5ォM Tris HCl pH7.6、 0.5%Triton X-100、 150mM NaCl、

2mM MgCl2 、 0-2mM Dithiothreitol、 0.2mM ATP)　で涼解した(1.0-

1.2×106　細胞/ml) 。この液10julをDNase　王(1 U/lOjul)と混合し、

DNA涼液(40　ft名/ml) 1mlとともに30℃蕩洛中でインキュペ-トし、

260nmの吸光度変化をスペクトロフォトメーター(E]立　的ode1 200-10)

で据足した。 DN∂se IによってDNAが分解され吸光度は増加するが、

アクチンモノマーが存在するとDNase Iの活性が阻害され、吸光度の

-13-



増加は抑制された.その抑制の程度から細胞内のアクチンモノマーの量

を求めた.また、先の細胞液に当量の溌重合液(20mH Tris HCl pH7.5、

1.5M　塩鼓グアユジン、 l.OM　酢酸ナトTJウム、 ImJI CaCl2 、 ImM ATP)

を加え、ア?テン践栓を脱重合させてすべてをアクチンモノマーとして

同様の測定を行い、細胞内の全アクチン量を求めた。これより、細抱内

のアクチンモノマーの割合を求めた。

7,試妻

サイトカラシンDは、 Aldrich Chemical Co.の製品を用い、ジメチ

ルスル洗車シドにて2mg/mlに溶醸して冷凍保存した。実験に際しては、

培地で必要な濃度に希釈して用いた。

NB D-ファラシジンは、和光絶菜工芸株式会社より購入した。この榎

晶は、メタノール淳液に溶解されており、使用時には窒素ガスによって

港妹を蒸発させた扱、あらためてP B Sに溶醸させた。

DNase IはSigma Chemicalより第人した。

そcj{也・-'i.;ミ蕊こiiiミ三蔓と拓こ.

第三箇　実験結-果

慕-項　増殖誘導によるDNA合成開始に対するサイトカラシンDの

効果

血清徐去によってGo期に導入した細砲に、血清を再添加することに

ょり増殖誘導を行うと同時に、種々の濃度(0-1.0 ftg/ml)のサイト

カラシンDを添加した。その後32時間までにS期に進入LDNA合成を

再開した細胞の頻度を、 [methyl-　3H] -チミジンの取り込みによる

オートラジオグラフィーを行って検討した。

サイトカラシンDを添加しない場合には、 90%以上の細胞がS期に進

入LDNA合成を行っており、血清刺激に対して毒那包が充分に反応して

いることが示された。サイトカラシンDを添加した場合には、その濃皮

に従ってS期への進入が阻害された。この阻害は、 0.6　jug/mlの濃度で

60%に達し、さらに高い遺産のサイトカラシンDを添加した場合でも70

上u　∴賢蝣A.顎は誌/>;-j ri";;v、-,z 13　) 。
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図　2・血清による刺轍を行った細粒のS期への造行に対するサ
トカラシンDの壌度依存的阻害効果

Go期に導入した細胞を10%牛血清を含む培地によ
同時に種々の濃度のサイトカラシンDを

Lmethl-3H] -チミジン(3　ftCi/nl)

オグラフイ-を行った。

15

l#i て増 殖誘導を行い、
添加した。その後32時間まで

で標識し、固定後オートラジ



なお、ここで用いた0-0.95　ftg/mlの濃度では細胞に急激な毒性は

示さず、細胞は48時間以上生存した。しかし、 1.0　ttg/ml以上のサイト

カラシンD濃度では細胞の急激な球状化が起り、 2.0　fig/ml以上では細

胞の死滅、品壁よりの対語が著しく、実験に用いることはできなかった.

また、 1.0　ug/mlのサイトカラシンD存在下においても、約30%の細

胞はS期へと達人していることが示された。後述のようにミクロフィラ

メントを観察した際にも、サイトカラシンDを添加した場合にアクチン

ケ-プルの消失し難い掬砲が存在することが示された。これは、細胞の

状態によってサイトカラシンDに対する感受性が異なるため、またはサ

イトカラシンDに対して比較的感受性の低い細胞が存在しているためで

あるという可能性が考えらるが、その理由は明らかではない。

サtf-一寅　圭1枚'・i!'A).i-ZOis;llここ対するサイトカテシンuo放5i

対数増殖期の細胞も、サイトカラシンDによってそのS期への進入が

阻害された。この場合にも、この実験の範囲内では0.6　jug/al以上の濃

度のサイトカラシンDを添加しても、さらに大きな阻害は認められなか

った(図　3「。この場合には、最大の効果を示す濃度においても約58

%の細胞はS架に達人しており、 Go親から増殖誘導を行った場合に比

較してサイトカラシンDに対する感受性が低いように思われた。しかし、

ここでの感受性の違いが有意な差であるか否かは不明であった。

また、より高濃度(0.8　fig/ml以上)のサイトカラシンDを添加した

場合には、二枚の細抱の増加が観察された。細胞質分裂にはミクロフィ

ラメントが主要な役割を果していることが知られており(54,55)、この

撒きを阻害することによって核分裂のみが進行してこ核の細胞か増加し

たものと考えられる。 S期への追行は、二核の細胞の増加が認められる

よりも低濃度のサイトカラシンDによって阻害されており、細胞質分裂

よりもS期-の進入に関する段階の方がサイトカラシンDに対して感受

性が高いことが推察された。
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図　3・対数増殖期の細胞のS弟への進入に対するサイトカラシシ
Dの濃度依存的阻害効果

対数増殖期の細胞に種々の濃度のサイトカラシンDを添加し、同時に
[methyl-3H]チミジン(3　fiCi/ml)で30時間標識した.その後オ
ーt yi?*7昌邑n-田行^^Ei^V
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第三項　サイトカラシンDによる細胞内ミクロフィラメントの変化

増殖誘導と同時に、 0-1.0 ftg/mlのサイトカラシンDを添加した場

合の細胞内・のミクロフィラメ　ントの状態の変化を、 N B D-ファラシジ

ン染色によって観察した。

増殖誘導のみ行った場合にはGo　期の細胞と顕著な善は認められず、

細胞内に太いアクチンケーブルの走行が多数観察された(図　4-a) 。

一方、サイトカラシンDを添加した場合には、太いアクチンケーブルは

消失し、細い紙維-の分散あるいは細い繊経さえも消失し、細胞周辺部

への凝集が観察された。しかし、細いながらもアクチンケーブルを採っ

ている細胞も、ある程度存在していた(図　4-　　　f) 。この構造変

化は、 0-0.6　A'g/mlまでの濃度で特に顎著であり、使摺した濃度範囲

内ではさらに高濃度のサイトカラシンDを添加してもそれ以上の変化は

認められなかった。これは前述のオートラジオグラフィーからの結果と

も比較的良く対応した。

以後の実験には、 S期への進入の阻害、ミクロフィラメントの構造変

化ともに一定の効果を示すが、細胞質分裂は阻害しない0.6　Mg/mlの濃

度のサイトカラシンDを用いた。

さらに、アクー.チンケーブルの消失とS某月への進入の阻害との相関を換

討するために、同一の検体についてN B D　ファラシジンによる染色と

オートラジオグラフィーをともに行った。

この実験においてはGo　期の細胞では、 10%以下の細施しかDNA合

成を行っていなかったが、増殖誘導をおこなった細胞では90%以上がD

N A合成を行っていたことがオートラジオグラフィーによって示された。

増殖誘導と同時に0.6　Afg/mlのサイトカラシンDを添加した場合には、

80%程度の細胞についてはDNA合成が阻害されていたが、それでも約

20%の細胞はDNA合成を行っていることが示された(冨　5-d,e

, I) 。

NB D-ファラシジンによる染色では、 Go　期及び増殖誘導のみ行っ

た細胞では、太いアクチンケーブルの走行が多数観察されたが、サイト

カラシンDを添加した場合には、およそ70%の細粒でアクチンケーブル

の消失が観察された(図　5-a,b,c) 。しかし、価々の細胞につい

て比較すると、アクチンケーブルは存在しているにもかかわらずDNA

合成を行っていないもの、逆にアクチンケーブルは完全に消失している
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図　4.

JIH O

田vmi置
フ　イ　ラメ

ml、 b ;

ml、 ∫ ;

伝

ミクロフィラメントの構造に対するサイトカラシンDの濃

度依存効果
細紬を10*6
度のサイト

ントをN B

0.2　ug/ml

1.0 fig/ml

牛血清を含む培地によって増殖誘導を行い、同時に
カラシンDを添加した。 32時間後、.細胞内のミクロ
D

ヽ

-ファラシジンによって染色した　　　　O ftg/

C ;0.4　jug/ml、 d ;0.6　ftg/ml、 e ;0.8 ,"g/

トカラシソDで処理を行ったもの。倍率200
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にもかかわらずD XA合成を行っている細胞が観察された。アクチンケ

ーブルの消失とDNA合成開始の阻害との問には完全な相琵琶擁lま詰め

られなかったが、全体として見ればアクチンケーブルの消失とDNA合

成開始の阻害とは相訂していた(図　5-　　f) 。

サイトカラシンDによるD NA合成開始の阻害は、アクチン-ミクロ

フィラメ　ント系に対する件用を介している場合と、介していない場合と

の可能性が考えられるが、サイトカラシンDがアクチンーミクロフィラ

メント系以外に雅男するということは襲在のところ知られていない.逆

に、サイトカラシンDの伴用がアクチンーミクロフィ　ラメ　ント系に対す

る作局を介していることは、 in vitro及びin vivoにおける数多くの析

究から明らかにされている。にもかかわらず、本実演で17クチンケーブ

ルの消失とDNA合成開始の阻害との間に完全な相買関孫が見られなか

ったのは、 D NA合成の開始に必要なのはアクチンケーブルのような巨

杭的な構造ではなく、より故細なミクロフィラメントの構造であ.るとい

う可能性が考えられる。サイトカラシンDは、この接細構造を変化させ

たためにDNA合成の開始を阻害したものと考えられる。

さらに、増殖誘導と同時にサイトカラシンDを添加し、経時的にミク

ロフィラメントの構造変化を観察した。サイトカラシンDを添加した級

30分ですでに太いアクチンケーブルの多くが消失し、さらに時間が経過

した場合でもそれ以上の大きな変化は速められなかった(図　6) 。サ

イトカラシンDは添加直後から速やかにその効果を弟わし、ミク　ロフィ

ラメ　ントの構造を変化させることが示された。

第四項　増殖誘・導後のウリジンの取り込みに対するサイトカラシソD

(.'J影響

血清による増殖誘導すなわちGo　薪からS期への進行は、 0.6　fig/ml

のサイトカラシンDの添加によって阻害されたが、その場合増殖刺激に

対する細砲の反応がすべて阻害されている可能性が考えられた。

多くの編抱では、増殖誘導敬ごく初期からウリジン(56,57)、グルコ

ース(58)等の漢輸送系の活性上昇や、イオンの流入(09-61)等主に

妄aUhi;0言i.'J与す:,三*j X. ・:'れ;I,-・連'--'蝣'.'!ill- 、忘こ〉ここ'蝣>'-こ: -:、.?,蝣こいて、一

(62) 。そこで、その一つであるり;]ジンの敦可活性画分への取り込み
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アクチン

ケーブル

図　5.アクチンケーブルの存在とDNA合成との相関
Go期の細胞に増殖誘導を行うと同時に[methyl- 3H]
A'Ci/nil)で32時間標識した。その後、 NB D-ファラ

m.mmu四　日

シジンで細胞
のミクロフィラメントを染色し観賓した後、オートラジオグラフィー

3

内

杏

行った。同視野についてケイ光像とオートラジオグラフィー像を比較し
た。　　　　　　NB D-ファラシジン染色によるミクロフィラメント

像、 d. e, f ;同視野についてのオートラジオグラフィー像。 a, d
; Go　親、 b, e
にサイトカ　ラシン

タ

D

増殖誘導のみ行ったもの、 C, ∫ 増殖誘導と同時
(0.6　jug/nl)を添加したもの。倍率100倍
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図　6.サイト

--.-< 1し
カラシンD添加後のミクロフィラメントの構造の経

細胞に増殖誘導を行う
し、その後鍾時的にN

ラメ　ントを染色した。
間、 C ; 3時間、 d ;

と同時にサイトカラシンD (0.6　ftg/n¥)を添加
B D　蝣7ァラサ**Ojサン:こよって!.苛追内<J)ミ'J c7蝣<:

サイトカラシンD添加後　a ; 0時間、 b;0.5時
10時間、　　24時間、 f ;32時間。倍率108倍
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加した。その後
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行ったもの(O
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の影響
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に対するサイトカうシンDの影響を検討した。

増殖誘導直後から、ウリジンの取り込み速度は約2倍に上昇し、その

後6時間まではほぼ一定に堆持された。一方、サイトカラシンDを添初

した場合には、増殖誘導後ごく初期の取り込みの上昇には影響を与えな

かったが、 3時間後付近から次第に阻害が見られるようになり、 6時間

後には増殖誘導を行わなかった群と同程度にまで低下した(図　7)。

また、増殖誘導の前に6時間サイトカラシンDで前処理した場合にも、

全体の取り込み量がやや低下しただけで、前処理を行わなかった場合と

同様の結果が得られた(図　8)。このことから、増殖誘導の初顎にサ

イトカラシンDによる阻害が訟められないのは、処理時間が不充分なた

めではないことが示された。さらに、増殖誘導直後とその後では、ウリ

ジンの取り込み戦棟が異なっている可能性が考えられた。

少なくとも増殖誘導後初期のウ7)ジンの取り込みの上昇に関する限り、

Go期からS期への追行が阻審されるような濃度のサイトカテシンDの

存在下においても、細胞は増殖刺激に対して反応していることが示され

た。

第五項　サイトカラシンD感受性の段階の撮定

先の結果より、増殖誘導後のGo周からS親までの過程の進行がサイ

トカラシンDによって阻害されることが示された。その阻害がG.期か

らS期までの全過程を阻害するものか、あるいは阻害を受ける特異的な

段階が存在するのかを知るた範に以下の検討を行った。

図　9.はその際S期の開始時間と、サイトカラシンDにより阻害を

受ける段階との時間的前後関係を知るために、・増殖誘導のみ行った群を

同時に示したものである。 Go　勤に導入した細胞に増殖誘導を行った後、

サイトカラシンDを添加する時間をしだいに遅らせ、 S効への達人に与

える影響をオートラジオグラフィーによって換討した。増殖誘導のみ行

った場合は、図に示した各時間で細胞を固定した。サイトカラシンD鍾

理群は、増殖誘導後各時間から0.6　vg/mlのサイトカラシンDを添加し

増殖誘導後32時間の時点まで培養した後一斉に固定した。

増殖誘導のみ行った場合には、細胞は15時間付近からS期へと達人し

始め、 32時間後には80%以上の細胞がS新へと進入した。一方、増殖誘
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導と同時にサイトカラシンDを添加した場合には、約70%の細胞がS薪

への進入を阻害された。これは、前述のようにこの濃度のサイトカラシ

ンDの示す貴大の阻害効果であった。また、 S期開始の6-7時間以前、

すなわち増殖誘導後8-9時間までにサイトカラシンDを添加した場合

には、増殖誘導と同時に添加した場合とはぼ同様の阻害効果が諌められ

た。しかし、それ以降に添加した場合には、サイトカラシンDの阻書効

果は急速に失われ、約50%の細胞がS期に進入した後である20時間以降

では、ほとんど無効であった(図　9) 。

これより、増殖誘導後8-9時間までの過程にサイトカラシソDに対

して感受性の高い段階が存在していることが示唆された。

さらに、このサイトカラシンD感受性の段階を限定するために、増殖

誘導と同時にサイトカラシンDを添加し、その後様々な時間でこれを除

去した場合のその後のS弟への進行を枚討した。

増殖誘導後0-3時間または0-6時間の間サイトカラシンDを処理

した場合には、増殖誘導のみ行った場合(図　1 0-a)と同様に15時

間後から細胞のS期への進入が認められた。 0-9時間の間処理を行っ

た場合には、 S期への進入速度にいくぷん低下が見られたものの、 S期

の開始時間は増殖誘導のみ行った場合とはぼ同様であった(図　10-

b) 。また、埠殖誘導の6時間以前から6時間後まで合計12時間の問サ

イトカラシンDを処理した場合にも、増殖誘導のみ行った場合と同様に

S期への進入が見られた　く図　時) 。このことから、 0-3時間、 0-

6時間、 0-9時間のサイトカラシンD処理の場合にS期の捕始に大き

な影響が見られなかったのは、単に処理時間が短いために充分な効果が

襲われなかったためではないことが示された。

一万、 0-12時間、 0-18時間、 0-24時間の間サイトカラシンDに

よる処理を行った場合には、 S期の開始時間に遅れが認められた。すな

わち、いずれの場合にもサイ.トカラシンDを除去した後約6時間という

ほぼ一定の時間の後に、細胞はS期へと進入した　く図　1 0-c) 。こ

の場合、 S期への進入速度にはいくぶん低下が認められた。

以上の結果より、 S期開始の6-7時間前すなわち増殖誘導後8-9

時間付近の特定の段階の連行がサイトカラシンDによって可逆的に阻害

され、その結果S期への進行が阻害されるものと推察された。この推定

が正しければ、特異的な段階以外の時事に処理した場合には、サイトカ

ラシンDはS期への進入に対して影響を及ぼさず、特異的な段階を包含
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する時期に処理した場合にのみ、 S期-の進入が阻害されるものと考え

られるo　その点をさらに明らかにするために以下の検討を行った。

増殖誘導抜様々な時点から一定の時間サイトカラシンDで細胞を処盟

し、その後のS覇への進入に与える影響を検討した。サイトカラシンD

に対して高感受性の段階を含まないと考えられる0-7時間及び11-18

時間までの処理を行った場合には、 S期の開始に遅れは謡始られず、細

胞は増殖誘導のみ行った場合と同様に16時間後付近からS期へと達人し

た　く図　1 i-a) 。

一方、高感受性の設音を含んでいると考えられる　12時間及び8-

15時間の間サイトカラシンDを処理した場合には、先の実験結果と同様

にサイトカラシンDを除去してからS期が開始するまでに約6時間の遅

れが速められた(図　1 1-b) 。

サイトカラシンDを除去してからS期の開始までの遅れは、サイトカ

ラシンDの洗浄除去が不充分なた範である可能性が考えられた。そこで、

増殖誘導と同時に細胞にサイトカラシンDを添加し、 18時間処理した後

に除去した場合のミクロフィラメントの構造の回復を、 NBD-ファラ

シジン染色によって経時的に観察した。

サイトかラシンDを処理した細胞では、先に示したと同様に太いアク

チンケ-ブルはほとんど観察されなかった(図　12-a) 。しかし、

サイトカラシンDを陰去した後は30分から1時間の間に一過的な偽足の

伸展が観察され、それと同時に細胞内のアクチンケーブルの再形成が起

った(図12-b c; 。 3時間以降では、細胞形態及びアクチンケー

ブルはほぼ完全に回復した　く図12-d,e) 。これは、サイトカラシ

ンDを除去してからS,gへの進入鞘始までの時間よりもかなり早いもの

であった。このことから、サイトカラシンDを除去した後のS期間始時

間の遅れ杖、洗浄の不充分なことによるのではないと推察された。

以上の結果より、サイトカラシンDは増殖誘導8-10時間すなわちS

薪開始前6-7時間の段階の進行を特異的にしかも可逆的に阻害するこ

とが示された。
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図　1 2.サイトカラシンD除去後の細胞内のミクロフィラメ　ント
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第六填　増殖誘導後のミクロフィラメ　ントの変化

増殖誘導後の過程、特にサイトカラシンDに高感受性の段階の付近で、

ミクロフィラメントの構造に特徴的な変化が起るか否かを見るために、

N B D-ファラシジンによる染色を行った。増殖誘導後経時的に観察し

たが、サイトカラシンDに対して高感受性の段階である増殖誘導後8-

1 0時間の時点においても、ミクロフィラメントの構造に顕著な変化は

認められなかった(図　1 3) 。

さらに、 D N"ase I阻害測定法によって、増殖誘導後の細胞内のアク

チンモノマー(G一アクチン)の都合を湖定した。この場合にも、アク

チンモノマーの割合は増殖誘導後すべての時間を通じて40%前後と安定

しており、経時的な変化は認められなかった(図　1 4) 。

#;y&　小指

低濃度(0.6　ftg/al)のサイトカラシンDによって、血清によるGo

期からS期への増殖誘導は阻毒された。本章で得られた結果より以下の

ことが推論され-た。

サイトカラシンDの存在下においても、細胞は血清刺激に反応し、増

殖誘導後8-10時間すなわちS期開始の6-7時間前の段階までは進行

することが可能であった。サイトカラシンDは、増殖誘導後8-10時間

の段階の連行のみを可逆的に阻害し、サイトカラシンDが存在する限ら

は細胞の連行は停止した。しかし、薫物を除去すると進行は速やかに再

開され、約6時間の後に細粒はS期へと進入した。

以上より、ミクロフィラメントは増殖誘導後8-ll時間すなわちS期

間姑の6-7時間前の段階で、細胞淘努の進行に関連した重要な機能を

呆していると考えられた。

しかし、血清による増殖誘導の後においても、アクチンケーブルの形

態やアクチンモノマーの都合で見る限り、ミクロフィラメントの構造に

顕著な変化は認められなかった。また、サイトカラシンDによるS期へ

の進入の阻害と、アクチンケーブルの消失とは、悔々の細胞レベルで揺

完全な相関関孫は見られなかったが、全体としては比較的良く対応した。

サイトカラシンDによるS顕への進入の阻害は、アクチン-ミクロフイ
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図　1
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蝣id

た

内のミクロフィラメントをNBD　フアラシジン染色

。 a ;増殖誘導を行わなかったもの、増殖誘導後　も
3時間、 a ; 6時間、　10時間、 f ;24時間のもの。
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図14・増殖誘導後の細胞内のG-アクチンの割合の変化
増殖誘導後各時点で細胞内のG-アクチンの都合をDNase I阻害珂定
法によって却定した。
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ラメ　ント系への伸用を介しているものと介していないものとの2つの可

能性が考えられる。先に述べた株に、サイトカラシンDのアクチンーミ

クロフィラメ　ント系以外への作河は現在のところ知られていない。一方、

サイトカラシンDはin vitro　ではアクチンの重合を阻害し、アクチン

抜姓によるゲルを破壊する。また、 in vivoにおいても細胞内のミクロ

フィラメ　ントのネットワークを破壊し、アクチン拭経を遊証させること

など数多くの駒が知られており、サイトカラシンDの伸只は7クチンI

ミクロフィ　ラメ　ント系-の件用を介しているとする考えか一般に受け入

れられている。サイトカラシンDの伸月が、アクチン-ミクロフィラメ

ント系以外への件用を介して飽いている可能性は完全には否定できない

が、本研究の場合にもアクチンーミクロフィラメ　ント系への伸用と考え

るのが妥当であろう。しかし、ミクロフィラメントへの作局とDNA杏

成への作用とが必ずしも完全右と相関しないのは、サイトカラシンDによ

る阻害がアクチンケーブル等の巨視的な構造変化によるものではなく、

課在の方法では投出されない様な故細なミクロフ子ラメントの構造変化

によるものである可能性が強いように思われる。この敵組構造の変化が

Go　某月からS期への進行に必須な機能を果しているものと考えている。

なお、先に述べた様に、増殖誘導の過程には故小菅も関与しているこ

とが示唆されているが、この場合にも増殖誘導の後に特徴的な故小菅の

形態変化は観察されていない。本研究の場合も、これに類似しているの

かもしれない。
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第五章　高分子合成に対するサイトカラシンDの影響

サ~>-fin　緒言

前章の結果から、サイトカラシンDは増殖誘導後8-10時間すなわち

S顕諦始前6-7時間という特異的な段階の進行を阻害することが示さ

れた。増殖誘導後Go　覇からS期への過程では、 DNA合成に向けて細

胞内の拝々な活性が上昇し、なかでもR NA合成、蛋白合成が顕著に上

昇する。そこで、サイトカラシンDによって阻害されるS期開始前6-

7時間の特異的な時点が、高分子合成の面から特故づけられるか否か杏

検討した。

第二節　実額材料及び実額方法

1,細胞

第四章と同じ。

2V,培養条件、 Go期への導入、増殖誘導

第二章と同じ。

3,放射性前駆体の酸不港性画分への取り込みによる高分子合成

の測定

直径13mmのカ・バーグラス上に撒き込ん.だ細粒をGo　期に導入した。血

清による増殖誘導を行った後所定の時間で[methyl-　3H] -チミジン

(5　ftCi/al) 、 [5-　3H] -ウリジン(5　fiCi/ml) 、 L- [4,5-　3H]

-ロイシン(2 /*Ci/ml)でそれぞれ別個に1時間標識した。なお、 L-

[4,5-　3H] -ロイシンを添加する場合には、標識期間のみ培地をn%

透析牛血清を含むロイシン欠乏MEM培地に交換した。その後、細胞を

p B Sで洗浄し冷5%T CAで固定、水洗後敦不穣性画分に取り込まれ

た放射活性を液体シンチレーショ　ンカウンター(Packard3320型)で測

定した。
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4,ヒドロキシウレアによる細胞の同諸

Go期に導入した細胞に増殖誘導を行うと同時に、ヒドロキシウレア

(1 mM)を添加し、 38時間処理した後培地にて洗浄除去した。

5,按DNAのヌクレア-ゼに対する感受性

Go初に導入した細胞に血清によって増殖誘導を行った後、 15時間か

ら25時間までの間[methyト3Hコ　ーチミジン(1 ftCi/nl)で榎識した。

その後細胞をP B Sで洗浄し、 0.25%Triton X-100を含む緩衝液中でホ

モジナイズし細胞を分画し按を単離した。単離した接を106　個/mlに希

釈し、この液100,"1に対してDNase Iの場合には1 U、 microc0-

ccal nucleaseの場合には10　mUを添加し、 37℃揚洛中でインキュべ-I

した。所定の時間の後、冷5%TCAを加え反応を停止し、酸不涼性画

分に回収された放射活性を液体シンチレ-ションカウンターで漸定した。

ヌクレア-ゼを加えない場合の放射活性を100　%として、各時間での放

射活性の比率を表しDNAのヌクレア-ゼに対する抵抗性を示した。

6,ヒストンの合成圭の測定

Go期に導入した細胞を増殖誘導を行った後、 15時間から25時間まで

レ[4,5-　3H]　ロイシン　{1 jKCi/ml)`で標識した。その後、前述と

同様の方法で按を単離した。按より2N硫酸によってヒストンを抽出し、

120　℃　エタノールによって沈殿させ、取り込まれた放射活性を液体シ

ンチレーションカウンターで餌定した。また、按内のDNA量を測定し、

単位DNA董あたりの放射活性をヒストンの合成量として表した。

7,拭菜

D Nase I、 micrococcal nuclease、ヒドロ阜シウレア、シクロへキ

シミドはSigma Chemicalより活人した。

その他の試薬は、第四章と同じ。
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第三筋　実験結果

寡-項　D NA合成に対するサイトカラシンDの影響

増殖誘導のみ行った場合、 [methyl-　3H] -チミジンの酸不港性両

分への取り込みは15時間付近から増加し、細胞がS期へと進入L D NA

合成を開始したことが示された。増殖誘導と同時にサイトカラシンD杏

添加した場合には、 S期への進入が阻害されており、 [methyl一　〇H]

-チミジンの取り込みの増加は抑えられた。しかし、 S期の初封である

15時間後からサイトカラシンD (0.6　ftg/nl)を添加した場合には、大

きな阻害効果は認められず、対照群とはぼ同様に[methyl-　Hj　　チ

ミジンの敢不落性画分への取り込みは増加した(図　1 5)

D NA量は、増殖誘導後約15時間付近から増加が見られた。これは、

[methyl-　3H] -チミジンの酸不淳性画分への取り込み及びオ_-トラ

ジオグラフィーからの結果と良く一致し、細抱は増殖誘導後15時間付近

からS期へと進入することが確施された。サイトカラシンDは、増殖読

導と同時に添加した場合にはDNA量の増加を阻害したが、 S期の初期

である15時間後与えた場合にはD NA量の増加に大きな影響を与えなか

った(図　1 6′) 。これは、先にオーt・ラジオグラフィーで示した増殖

誘導後10時間以降ではサイトカラシンDはもはやS期への進入を阻害し

ないという結果(図　9)を支持した。以上の様に、 DNA合成自体は

サイトカラシンDによって大きな影響を受けないことが示唆された。

第二填　R NA合成に対するサイトカラシンDの影響

穀不落性画分への[5-　3H] -ウT)ジンの取り込みは増殖誘導直後

からある程度増加し、その後S期の開始とほぼ同時にさらに増加し、 R

NA合成が上昇することが示された。増殖誘導直後の取り込みの増加は、

先に示した様にウ7)ジンの隈輸送系の活性が上昇したためであり(図

7) 、その後の取り込みの増加がRNA合成の上昇を示しているもので

あろうと考えている。増殖誘導と同時にサイトカラシンDを添加した堤

合、ごく初期の取り込みの上昇は対照群と同様に見られたが、その後め

取り込みは阻害された。また、 S新の初期である増殖誘導後15時間から

サイトカラシンDを添加した場合にも、その後の取り込みの増加は抑制
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図15.酸不溶性画分への[methyト3Hコ-チミジンの取り込み

に対するサイトカラシンDの影響

増殖誘導後各時間から[methyト3ul-!H]チミジン(5A'Ci/ral)で細胞

を1時間揺識した。増殖誘導を行わなかったもの(ロ--ロ)、増殖誘導

のみ行ったもの(〇一〇)、増殖寺秀導と同時にサイトカラシンD(0.6

(1g/ffll)を添加したもの<・一・)、増殖誘導後15時間からサイトカラ

シンDを添加したもの(A--A)。
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醤　1 6. DN A合成に対するサイトカラシンDの影響
増殖誘導後各時点でのD N A量を珂定した。増殖誘導を行わなかったも

の(ロ--□) 、増殖誘導のみ行ったもの(〇一〇) 、増殖誘導と同時に
サイトカラシンD (0.6　A'g/ml)を添加したもの(〇一〇) 、増殖誘導
後15時間からサイトカラシンDを添加したもの(AT　一蟯) 。
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された(図　1 7) 。

RNA量は、サイトカラシンDを増殖誘導と同時に添加した場合には、

S期での増加は阻害された。ところが、 S期の初期である15時間後から-

サイトカラシンDを与えた場合にはー[5-3H] -ウ71ジンの取り込み

は阻害されているにもかかわらずRNA量は対照群とほぼ同様に増加し

た(図　1 8) 。

以上の結果から、サイトカラシンDは増殖誘導と同時に添加した場合

にはRNA合成の上昇を阻害するが、 S期の初期である15時間後から加

えた場合には細胞内へのウTjジンの取り込みは阻害するものの、 R NA

合成は阻害しないことが示された。この場合、 S期におけるRNAの分

解をサイトカラシンDが抑制したために真の合成は阻害されて_いるにも

かかわらず、 RNA合成が進行しているように見えるという可能性も考

えられる。しかし、全R NAの98%以上を占める　　　RNAは比較的安

定であり、特にS靭において分解が促進されるという例は知られておら

ず、サイトカラシンDによって分解が抑制されるとは考え難い。このこ

とから、サイトカラシンDは、 R N A合成械構自体を直接阻害するもの

ではないと考えられる.

第三項　蛋白合成に対するサイトカラシンDの影響

増殖誘導を行った細胞でのL- [4,5-　　H] -ロイシンの酸不落性画

分への取り込みは、 S期の開始にやや先だって増殖誘導後9-12時間か

ら増加し始埼た。サイトカラシンDは増殖誘導と同時に添加した場合に

も、 S期の初期である15時間後から与えた場合にも、その後の取り込み

の増加を速やかに阻害した。しかし、完全には阻寄せず、 S郡付近で増

illする部.う　:;-rmi;言ノた(Ei　1 9) 。

蛋白量に関しては、サイトカラシンDは常に添加後の蛋白量の増加杏

抑制した　く図　20) 。なお、増殖誘導直後に蛋白量が多少増加するの

は、合成が上昇したためではなく培地中に含まれる血清蛋白が細粒に敬

著したためであろうと考えている。

以上の結果から、サイトカラシンDは蛋白合成を阻害することが示さ

3Bサ
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図　1 7.酸不港性画分への[5-3H] -ウT)ジンの取り込みに対
するサイトカラシンDの影響

増殖誘導後各時間から[5-　蝣H] -ウ7)ジン(5　ftCi/ml)で細胞を1
時間標識した。増殖誘導を行わなかったもの(刀--□) 、増殖誘導のみ

行ったもの(〇一〇) 、増殖誘導と同時にサイトカラシンD (0.6　ttg/
ml)を添加したもの　<・一・) 、増殖誘導後15時間からサイトカラシン
Dを添加したもの(A--」l) 。
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図　1 8. R NA合成に対するサイトカラシンDの影響
増殖誘導後各時点でのRNA量を測定した。増殖誘導を行わなかったも
の(□-・・ロ) 、増殖誘導のみ行ったもの(〇一〇) 、増殖誘導と同時に
サイトカラシンD (0.6　ftg/m¥)を添加したもの(●-●) 、増殖誘導
後15時間からサイトカラシンDを添加したもの(▲---▲) 。
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増殖誘導後各時間からL-[4,5-3H]-ロイ

を1時間標識した。増殖誘導を行わなかった

のみ行ったもの(〇一〇)、増殖誘導と同時

vg/ml)を添加したもの(〇一の)、増殖誘

シソDを添加したもの(A-A)。
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第四項　ヒドロキシウレアによる細胞のS期への同珊

S期の進行に対するサイトカラシンDの効果をより明らかにするため

に、ヒドロ阜シウレアによって細胞をS期に同調し、高分子合成に対す

るサイトカラシソDの影響を換・討した。ヒド口車シウレアは、 D NA合

成を阻害し細胞をS期のごく初封に停止させることが知られている(63

,64)。そこで、 Go　期の細胞に増殖誘導を行うと同時にヒドtlキシウレ

ア(1 mの.を処理し、 S封の初期に同調した。その後ヒドロキシウレア

を洗浄除去し、同時にサイトカラシンDを添加してその後の放射性前堤

体の酸不溶性画分への取り込みを検討した。

[methyl-　H3　　チミジンの取り込みは、サイ　T・カラシンDの有無

にかかわらずヒドロキシウレアを除去した直後から増加が見られ、その

後の過程もほぼ同様に進行した(図　2 1-c) 。

また、 [5-　　H] -ウt)ジン、 L- [4,5-　3Hコ　ーロイシンの酸不措

性画分への取り込みも、ヒド口車シウレア除去直後から増加が見られた。

なお、この二者に関しては、ヒドロキシウレア存在下においてもかなり

高い取り込みが見られた。これは、細胞としてはすでにS薪の状態にあ

り、膜輸送系またはR NA、蛋白の合成系が高くなっているためであろ

うと考えてい-る,。サイトカラシンDは、先の結果と同様にこの二者の取

り込みを阻害した　く図　2 1-a,b) 。

ヒドロキシウレアによって細胞をS期に同謝した系においても、サイ

トカラシンDはD NA合成を阻害せず、 S期の進行には影響を与えない

ことが示された。

第五項　サイトカラシンD存在下におけるクロマチン蛋白の供給

従来、蛋白合成が停止すると直ちにD NA合成も.停止することから

(65)、 D NA合成は蛋白合成に強く依存していると言われている。とこ

ろが、先に示したようにサイトカラシンDをS期の細胞に与えた場合に

は、蛋白合成が低下したにもかかわらずD NA合成は大きな影響を受け

なかった。この場合、 D NA合成に必要な蛋白はすでに合成されており、

D N Aの合成は新たな蛋白の供給がない状態においても進行する、また
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は、 DNA合成に関与する酵素やクロマチン蛋白等DNAの合成に必要

な蛋白の合成だけは娃持されているという可能性が考えられた。しかし、

従来DNA合成とヒストンの合成とは河諸釣に起ることが知られている

(66)。DNAは按内でヒストン等のクロマチン蛋白と結合し、ヌクレ

オソ-ム構造をとり、さらにクロマチンを形成している(67,68)。蛋白

合成阻害剤によ-て蛋串合成を低下させた条件下では、わずかに合成さ

れたDNAはクロマチン蛋白の供給が充分ではなく、完全なヌクレオソ

hムが形成できないためにDNAが露出しており、各撞ヌクレア-ゼに

対して準受性が増していることが知られている(69).本実演において、

サイトカラシンD存在下クロマチン蛋白の合成が低下しているならば、

その条件下で合成されたDNAはヌクレア-ゼに対して感受性が増して

いることが予思された。

単語した核をDNase Iを用いて処理したところ、 DNAは経確約に

分解された。代表的な蛋白合成阻害剤であるシクロへキシミド(.1 ftg/

ml)によって処理した群では、 DNase Iに対して明らかに感受性が増

していることが示され、クロマチン蛋白の不足が推察された。しかし、

サイトカラシンDによる処理を行った場合には、わずかに感受性が増し

ているだけで顕著な蓋は見られなかった(図　22)。

さらに、別線のヌクレア-ゼであるmicrococcal nucleaseに対する感

受性をも換討した。この場合にも、対照群とサイトカラシンD処理群と

の間に感受性の差は認められなかった(図　23) 。

また、細胞の核より2hT硫酸によってヒストンを多く含むと患われる

画分を抽出し、その合成量を比較した。L- [4,5-　H]　ロイシンの

取り込みによる合成量は、シクロへキシミド処理群にのみ顕著な低下が

認められたが、rサイトカラシンD処理の場合には対照群との間に顕著な

差は認められなかった(表　2) 。

以上の結果より、サイトカラシンDの存在下細胞全体としての蛋白合

成が低下した状態においてもクロマチン蛋白の供給には大きな変化はな

く、 DNAはヌクレオソ-ム構造を形成していることが示唆された。こ

れは、通常用いられている蛋白合成阻害剤とは大きく異なる作用であっ

た。
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図　22・サイトカラシンD存在下合成されたDNAのDNase I
に対する感受性

増殖誘導後15時間から25時間までサイトカラシンD (0.6 ug/ml)ま
たはシクロへヰシミド(1Ag/ml)を細胞に添加し、同時にLraethyト
31] -チミジン(1 A'Ci/ral)で酎鼓した○その後接を単離し、.DN

ase I (1 U/105按/lUul)と共に37℃でインキュベ-トした。増
殖誘導のみ行ったもの(0-0) 、サイトカラシンDを処理したもの
(◎一〇)、シクロへヰシミドを処理したもの(A-△)。
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図　2　3.サイトカラシンD存在下において合成されたD hTAの
micrococcal nucleaseに対する感受性

増殖誘導扱15時間から25時間までサイトカラシンD (0.6　〝g/mlまたは
シクロへキシミド(1 Ag/ml)を細粒に添加し、同時に　methyl-3H]
-チミジン(1 ug/ml)で榎持した。その後核を単離し、 micrococcal
nuclease (10　mU/105　枚/100al)と共に37℃でインキェペ-トした。
増殖誘導のみ行ったもの(〇一〇) 、サイトカラシソDを処理したもの
(●-●) 。
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表　2・サイトカラシンD存在下におけるヒストン蛋白の合成

増殖誘導後15時間から25時間までサイトカラシンD (0.6 fJtg/ml)また
はシクロへキシミド(1 ftg/ml)を細胞に添加し、同時にL-[4,5-3H〕
-ロイシン(1 juCi/ml)で標識した。その後核よりヒストン両分を抽
出した。

Treatment

Incorporation

of　3H-leucine

(cpm/pg DNA)

None

Cytochalasin D (0.6 ¥増/ml)

Cycloheximide (1.0 yg/ml)
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前Eg諒　小話

・6　A'g/mlのサイトカラシンDによっても、 DNA合成及びRNA合

成は阻害を受けなかった。高分子合成の中では、蛋白合成だけが阻害さ

れたが、ヒストン蛋白の供給には大きな変化は認められなかった。

近年、蛋白合成は細胞骨格に結合したポTjソ-ムによって行われてい

ると考えられている(70-72) 。本研究において、サイトカラシンDを

細胞に添加することによって蛋白合成が阻害されたのは、その足場とな′

る細胞骨格おそらくはミクロフィラメントの構造を破壊したために、潔

リソームの遵護を生じたためである可能性が考えられる。サイトカラシ

ンBによってポtjソ-ムが細胞骨格から遊離するという報告もあ-り(70

,73) 、本研究の結果を支持するものと考えられる。また、前章で示し

た様に、サイトカラシンDを添加した後のミクロフィラメントの構造衣

化は30分以内に起り、蛋白合成の低下が速やかなこととも符合した。

これより、先に示したサイトカラシンDによる増殖誘導後8-10時間

すなわちS親の6-7時間前の段階の阻害が、蛋白合成の阻害を介して

伸用している可能性が考えられた。また、 S期においてはサイトカラシ

ンDたよって蛋白合成が低下してい声にもかかわらず、ヒストン蛋白の

供給には大きな変化は認められずDNA合成が連行することが示された。

このことは、サイトカラシンDによる蛋白合成の阻害は、すべての蛋良

質に対して同様に阻害するものではないことが示唆された。ヒストン蛋

白などのDNA合成に必要な蛋白については、サイトカラシンDによる

合成阻害を受けなしもためにDNA合成は進行するという可能性が考えら

れる。ヒストン蛋白とそれ以外の蛋白の合成系については以下の違いが

知られている。真核生物の蛋白のm-RNAはその3'端に　poly(A)醍

列を有している・が、ヒストン蛋白のm-RNAには　poly(A)配列が欠如

している(74)　また、ヒストン蛋白の合成に関わるポ7)ソ-ムは、他

の蛋白のポ7)ソ-ムよりもショ槍勾配密度遠心における沈降速度が小さ

い(75)　これは単にビストンが蛋白として小さいためであるかもしれ

ないが、これらm-R NAの構造の違いやポ7)ソ-ムの大きさの違いな

どがサイトカラシンDによる蛋白合成の阻害に対して砲の蛋白とは異な

る阻害を受ける理由であるかもしれない。すなわち、シクロへキシミド

等の蛋白合成阻害剤では、リボソームの洩能を直接阻害するために無差

別に蛋白合成を阻婁するが、サイトカラシンDの場合には、ミクロフィ

ラメ　ントの構造変化を介することが蛋白合成の阻害における選択性の理
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由であるかもしれない。サイトカラシンDによって阻害される蛋白質と

阻害されない蛋白質としてどの様なものか存在し、またその違いがどの

様な韻横によって生じているのかについてはさらに検討を要するものと

考え'i>Z
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第六章　G2　期、 M期におけるサイトカラシンDの影響

第-掠　緒言

前述の結果より、サイトカラシンDは増殖誘導後8-10時間すなわち、

Gl　期のうちでS期開始の6-7時間前の段階でのみその進行を阻害し、

その後のS期の進行は阻害しないことが示された。本章では、 S期以降

の過程であるG2　期(S期終了から細胞分裂開始までの期間) 、その後

のM斯　く細胞分裂,g)の進行に対するサイトカラシンDの影響を、細胞

分裂指数及び細砲数の増加を指標として検討した。

第二節　実額材料及び実験方法

1,細粒

第四章と同じ。

2,培養条件、 Go　期への導入、増殖誘導

第二章と同じ。

3,細胞分裂指数

直接13mmのカバーグラス上に扱き込んだ細砲を、 Go　期に導入した。

増殖誘導を行った後、細胞を光学顕故鏡で観察し、一定の筏野あたり負

色体の凝集が観察された分裂細胞と全細胞数を計数し、分裂期の細胞の

頻度を計算した。

4,試薬

第四章と同じ。
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第三労　実験結果

増殖誘導のみ行った場合には、 27時間後付近から分裂像の増加が認め

られ、細胞がM期-と進入したことが示された。その後分裂像は増加し、

30時間付近を頂点とし35時間後には細油はM弟を通過したことが示され

た。増殖誘導と同時にサイトカラシンDを添加した場合には、前述の様

にS期への進入が阻害されており、当然その後の過程であるM期への進

入は住かしか見られなかった。一方、 S効の初期である15時間後からサ

イトカラシンDを添加した場合には、対照群よりはやや低いもののほぼ

対照群と同様に分裂像の増加が認められー　細粒はS期からG2　期を経て

M期-と進行していることが示された(図　2　4) 。

また、ヒド口車シウレア処理によって細胞をS勤の初期に同調しそめ

後S封に進行させた場合にも、同時に添加したサイトカラシンDは分裂

像の出頚に大きな影響を与えなかった(図　2　5) 。

さらに、増殖誘導後細胞が完全にM期を通過し終え、次の細胞周封へ

と進行したと思われる37時間後での細胞数を比較した。増殖誘導のみ行

った場合には、細胞数は約　2.3倍に増加しており、細胞が完全にM期を

終了していることが示された。増殖誘導と同時にサイトカラシンDを蘇

加した場合には、細胞数は約1.5倍に増加した。この実験条件では、サ

イ.トカラシンDの存在下においても約30%の細粒はGo　努からの脱出を

阻害されないことから、細胞数は1.3倍程度には増加するはずであった。

一方、 S期の初期である増殖誘導後15時間からサイトカラシンDを与え

た場合には、細胞数は約　2.6倍に増加し細胞数の増加に対する阻害は全

く速められなかった(表　3) 。また、この時点においては二核の細胞

の増加は認められず、本実験で用いた濃度(0.6　fig/ml)のサイトカラ

シンDでは細胞質分裂は阻害されないことが示された。

第四節　小括

0.6　A'g/ralのサイトカラシンDをS期の初期から細胞に添加した場合

には、 S貴からG2　期を経てM期を終了するまでの過程は阻害されなか

Hjp

これより、 G2　期及びM期の進行におけるミクロフィラメントの重要
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性は、 Gl期におけるよりも比較的低いものであろうと考えられた。
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10　　　　　　　20

Hours after stimulation

図　24.増殖誘導後のM期への進行に対するサイトカラシンDの
影響

増殖誘導を行っていないもの　くロ　ロ) 、増殖誘導のみ行ったもの
(0-0) 、増殖誘導と同時にサイトカラシンD (0.6 ftg/ul)を添加
したもの(〇一〇) 、増殖誘導後15時間からサイトカラシンDを添加し
71I-O (▲一一一▲) 。
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5　　　　　　　　10

Hours after removal of hydroxyurea

図　2　5.ヒドロキシウレアによって細胞をS期に同謁した場合の

M期への進行に対するサイトカラシンDの影響
増殖誘導と同時に細胞にヒドロ阜シウレア(1 nH)を添加し、 30時間培
養してS期に同謁した後ヒドロキシウレアを除去した。増殖誘導を行わ
なず、ヒド口車シウレア処理も行わなかったもの(□・・-・ロ) 、増殖誘導
を行いヒドロキシウレアを除去しなかったもの(△-△) 、ヒドロキシ

ウレアを除去したもの(○-○) 、ヒドt2キシウレア除去と同時にサイ
トカラシンD (0.6　ftg/ml)を添加したもの(●-●) 。
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表　3.細胞分裂に対するサイトカラシンDの影響
Goの細胞に増殖誘導を行うと同時に、または15時間後からサイトカラ
シンD (0.6 fig/al)を添加し、 37時間後に細胞数を測定した。

Treatment

Cell No.

(xlO- /60 mm dish)

Unstimulated

Stimulated

Stimulated十cytochalasin D (0.6 Ug/ml)

added at 0 hr

Stimulated十cytochalasin I〕 (0.6 yg/ml)

added at 15　hr

1.98±0.20a)

叫.48±0.42

2.95±0.31

5.15±0.63

a) Mean±S.D. (n=8)
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第七章　結論及び考察

培養細凱こおける、血清によるGo謝からの増殖誘導後の過程に与え

るサイトカラシンDの影響を換討し、以下の知見を得た。

1・増殖誘導後のS期への進入はサイトカラシンDによって濃度依存的

に阻害された。 0.6 fig′mlのサイトカラシンDによって約68%の阻害が

見られ、より高濃度においても1 A'g/ml以下ではさらに大きな阻害は示
さなかった。

23　サイトカラシンDによるS弟への進入の阻害と細胞内のアクチンケ

ーブルの消失とは、磁々の細胞レベルでは完全な相関関銭は見られなか

った。しかし、全体としては比較的長い相常が認められた。

3・サイトカラシンD存在下においても、増殖誘導後の初期反応の一つ

であるウ7)ジンの取り込みに影響は見られなかった。

4,サイトカラシンDは・、増殖誘導後の全過程を阻害するのではなく、

増殖誘導後8-10時間すなわちS期開始の6-7時間前の過程の進行を

のみ特異的かつ可逆的に阻害した。サイトカラシンDか存在する限り、

細胞はその段階に留まった。

5・それ以後のS凱G2薪、M期の進行はサイトカラシンDによって

阻害されなかっ・・た。

6・高分子合成に関しては、 DNA合成、 RNA合成自体はサイトカラ

シンDによって阻害されず、蛋白合成だけが阻害された。

7,サイトカラシンDによって細胞全体の蛋白合成が低下した状態にお

いても、ヒストン蛋白の供給に大きな変化は認められなかった。

サイトカラシソDによる効果は、ミク。フィラメントに対する惟用を介

している場合と、他の作用点に対する作用によっている場合との2つの

可能性が考えられる。しかし、先にも述べた様に、ミクロフィラメント

に対する作用と考えるの.が妥当であると思われる。そうであれば、本研

究におけるGo期からS期への進行の過程において、ミクロフィラメン

トは重要な役割を果しているものと考えられる。その場合、 Go取から

S期への進行に必要なミクロフィラメントの構造は、アクチンケーブル

等の巨視的なものではなく、より放細な構造であろうと推察される。

さらに、 Go期からS期までの過程の中で、ミクロフィラメントはS

期開始の6-7時間前の投韓日こおいて特に重要な機能を果しており、そ
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れが完全に揺龍しない場合には、その後の滞期の連行が阻害されるもの

と考えられる。また、細胞がその段階を通過してしまえば、細粒周薪の

進行におけるミクロフィラメントの重要性は低下し、ミクロフィラメン

トの構造が変化した状態においても、細胞は次の満男=こまで進行すると

考えられる。

ミクロフィラメントが特に重要な接能を果すと患われるS嘉開始前6

-7時間の段階は、高分子合成という面から考えると、 S覇の開始に向

けてm-RNAや蛋白の合成が顕著に増加する時期である(76)。サイトカ

ラシンDによって蛋白合成が駈害されることから、ミクロフィラメント

は細胞周薪の進行に必須な蛋白の合成を介して関与している可能性が考

えられる.

マウス3T3細胞では、増殖誘導後培地中のグルタミン酸、イソロイ

シンなどのアミノ酸を欠乏させることによって、 S期開始の6時間前で

進行が停止することが報告され(77,78)、この点はV pointと呼ばれて

いる。また、 B HK細胞では、増殖誘導後に低濃度のシクロへキシミド

によって蛋白合成を渇く阻害すると、 S親への進行が阻害され、やはり

S期開始の6時間前で進行が停止することが報告せれ　く79-81) 、この

点は　restriction pointと呼ばれている。しかしこれらの報告では、増

殖誘導初期からこの時点までの継続的な蛋白合成または蛋白の蓄積か、

この段階の通過に必要なのであろうと結論されているだけである。この

段階だけが蛋白合成阻書に対して感受性が高い、もし.くはこの段階での

蛋白合成だけが周期の進行に特に必要であるということを意味するもの

ではない。

本研究におけるサイトカラシンD感受性の段階がこのV pointあるい

は　restriction pointに関擁している可能性は否定できない。しかし、

この二者の場合には、いずれも増殖誘導後その時点までの持即ちな蛋白

の合成が必要であると言われているのに対して七　本研究では、サイトカ

ラシンDに対して感受性の高い時点が、 S期開始の6-7時間前に限定

されるという点で前二者とは異なる知見である。サイトカラシンDの阻

害効果が蛋白合成の阻害を介して件痛しているとしても、この特定の時

点で合成される限られた蛋白がGo期からS第への進行の過程において

重要な役割を果していることを示唆するものと考えられる。

従来Go弟からS期までの過程の中期から後期には、細胞が増殖する

か停止するかを決定する点が存在するものと考えられていた。しかし、
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この時素に起る特散的な我象を生化学的に捉えることかできず、物質レ

ベルでの研究は著しく遅れていた。今回、ミクロフィラメントが関与す

ると考えられる特異的な時点を捉えたことによって、その段階で起る生

化学的な事象を集中的に解析し、特にそこで合成される蛋白の種類及び

その様龍を追求できる可読性を示したことは意義のあるものと考える。

一方、 S期においては蛋白合成を阻害するとDNA合成も停止すると

言われてきた。ところが、サイトカラシンDによって蛋白合成を阻害し

た場合には、ヒストンの合成は抑えられず、 DNA合成に必要な蛋白は

優先的に合成されている可能性が示された。先に述べた枝に、ヒストン

蛋白はそのm-RNAの構造やポリソームのサイズが他の蛋白のものと

は異なっていることが知られている。このような違いによって、ミクロ

フィラメ　ントの構造に合成が密接に関連している蛋白と、ミクロフィラ

メントの構造に依存しない蛋白が存在する可能性が考えられる。このよ

うな合成系での区別が実際に存在するのか、また存在するとすればどの

様な蛋白が各々に含まれるのか、さらにその区別がどの様な機構によっ

て生じているのかについては、今後さらに検討を要するものと考える。

今後、 Go　期からS期への進行過程の中で、本研究によって示された

特定の段階におけるミクロフィラメ　ントの役割及び蛋白合成とめ関連な

どについて研免を進めることにより、 Go　期からS弟-の進行、ひいて

は細胞周期全体を制御する物宜的根拠を解明しうる可能性が考えられる。

これらの点で、本研究によって得られた知見は、細胞増殖の制御を醍

析する上で意義のあるものと考える。
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