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一つの細胞である受精卵から個体が形成されてくる匹発生過程では，著しい細胞の増殖があ

り，さらに，複雑な個体を正確に作り上げるために，この細胞の増殖は厳密に制御されている。

これを調べるためには，まず，匹の構成細胞における増殖調節の分子機構を理解した上で，次

に，これが匹において時間的，空間的にどのように発現制御されているのかを明らかにするこ

とが必要で、ある。

細胞増殖調節の機構は，一般に，その細胞に特異的に働く増殖因子を明らかにすることに

よって理解できることがわかってきた。そして，匹発生過程における細胞増殖調節のしくみを

研究するにも.ijf発生の各時期，各組織での増殖因子の検索の方向に焦点が向かいつつある。

ニワトリ匹は，距発生の各時期にわたって実験的操作が容易であり，また，研究の歴史か古

いため，組織レベル，細胞レベルの発生学的知見が豊富であり，匹発生における細胞増殖調節

機構の研究のよい実験系として期待されるが，増殖因子に着目した分子レベルの研究は，ほと

んど進んでいないのが現状である。

筆者の研究室では，ニワトリ匹の眼を構成する強膜という組織の繊維芽細胞が，初代培養下

で無蛋白条件下に増殖し，このとき，その培養上清 (conditionedmediurn ; CdM)中に，同種

細胞に対する増殖促進活性が認められることがわかっていた。すなわち，この細胞の増殖調節

は，細胞が自らの増殖を自らの分泌する増殖因子により促進するオートクライン機構に基づい

ていると考えられ，このしくみは，匹の中における実際の細胞増殖調節機構をよく反映してい

るものと期待される。

筆者は，まず，この CdM中の増殖調節因子が複数の蛋白質よりなることを明らかにした。

次に，これらの因子の抽出，精製が，匹における細胞増殖調節の機構解析の第一歩と考え，こ

広島大学総合科学部紀要m.第13巻.101-103. (1989) 
*広島大学審査学位論文

口頭発表日 1989年2月25日，学位取得日 1989年3月24日



-102ー 藤 岡美 t軍

れを行なって，複数因子のうちのひとつの精製に成功し，精製した蛋白質のN末端のアミノ酸

配列の決定を行なった。さらに，一般に増殖因子の作用機序を調べるために必要な株細胞を，

この細胞を用いて樹立することに成功した。これらの結果をまとめてここに報告する。

まず，この細胞を用い， トリチウムチミジンの酸不溶性画分への取り込みを指標として増殖

促進活性を検出するというアッセイ系を確立した。その上で，この系を用いて，培養開始後さ

まざまな時期における， CdM中の未知の増殖因子の検索を行った。

CdM 中の蛋白質を，分子量lO kd 除去用の限外活過膜でi~縮した後， DEAEーセフアロース

カラムクロマトグラフイーにより分画し，各面分の増殖促進活性を調べた。その結果，この細

胞は，培養開始からサプコンフルエントに至る増殖期 (growingphase)の CdM中に，少なく

とも 1種類の熱耐性の増殖因子を分泌し，一方，コンフルエントになった後(定常期;station-

ary phase)には，少なくとも 2種類の熱感受性の増殖因子を分泌していることを見いだした。

すなわち，この細胞は，複数の増殖調節因子を増殖の段階に対応して分泌しながら，自らの増

殖調節を行っていることを明らかにした。

筆者は次に，この一群の因子のうち，増殖期に分泌されて，実際にオートクライン増殖調節

に関与していると考えられる熱耐性増殖因子の精製を試み，これに成功した。手順は，まず，

DEAEーセフアロースカラムで精製した試料を熱処理し，次に，非変生ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動により分画する。この泳動後のゲルを等間間に切り，それぞれのゲル片から蛋白質

を溶出し，活性を測定したところ，蛋白質は多くの画分に分布したが，活性は単一のピークと

して認められた。ここまでの精製で，およそ1，100倍の比活性の上昇が認められた。

一次元目として非変性ゲルによる電気泳動を，二次元日として SDSゲルによる電気泳動を

行なって，活性函分の分子量を調べると，活性のピークが認められた領域に相当する位置に，

32kdの分子量をもっ蛋白質が存在していた。実際にこの 32kd蛋白質が活性を持っかを調べ

るため，蛋白質を直接SDSゲル電気泳動で分画し，このゲル片から，非変性ゲルの場合と同

様の方法で蛋白質を溶出して活性を測定すると，この 32kd蛋白質が最も高い非活性を示した。

つまり，この細胞の分泌する増殖因子のうちの一つは， 32kdの分子量を持ち，二次元電気泳

動で単一スポットになるまでに精製できたわけである。

この精製した蛋白質のN末端アミノ酸配列の決定を試みた。まず， SDSゲルから蛋白質を

最も効率よくプロッテイングするために，以下の条件を決定した。プロッティング用の膜は，

ポリピニリデンジフロリド膜 (PVDF膜)を用いた。 SDSゲルは， 50V， 2時間のプレランを

行なった。ゲルから PVDF膜への蛋白質のプロッティングは，セミドライプロッティング装

置により， トリスーほう酸緩衝液中で， 11 V， 3時間行なった。プロッティング後， PVDF膜

をクマシーブリリアントブルー染色し，目的とする 32kd蛋白質のスポットを切り出し，アミ

ノ酸配列分析装置によりアミノ酸分析を行なった。その結果， N末端から20残基までの配列

(N末端から， A1aば(P昨roω)-Glnル叫-lle-As叩n-Pro

Asp-Leu)を決定することがでで、きた。

さて，この研究と同時に，ニワトリ匹から細胞株を樹立することができた。これまでニワト

リ匹細胞の株化は困難とされていたが，この強膜繊維芽細胞は，蛋白質を加えない培養液で培

養を開始することにより，培養系に順化させることができ，長期間にわたる継代を繰り返すこ

とが可能となった。 5ヶ月目になると増殖率の低下が認められたので， 1 %牛胎児血清を含む

培養液を用いて継代を続け，培養開始後1年8ヶ月経過し， 100世代を越えて安定に増殖して

いるので株化したと見なした (1989年 1月現在， 120世代)。この細胞は， (1)血清存在下で，

世代時間は約36時間であり，コンフルエントになると増殖を停止し，多層にはならない。 (2)血
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j青がないと，増殖はできないが，一ヶ月以上生存可能である。 (3)コンフルエントに達した後，

培養液から血清を除くと，細胞が寄り集まって盛り上がり，あたかも形態形成が起こっている

ようにみえる。 (4)この細胞の CdMは，この細胞自身，および，強膜繊維芽細胞の初代培養細

胞に対して増殖促進活性を示す，という特徴を持っている。

以上の研究から，ニワトリ匹強膜繊維芽細胞の無蛋白条件下での増殖は，自らの分j必する複

数の因子により調節されていることが示されたが，次に，これら複数の増殖調節因子が，どの

ように相E作用しあってこの細胞の増殖を調節しているのか，そして，匹の中で実際にどのよ

うに働いているのか，興味深い今後の課題となった。この蛋白質の，匹における分布，機能，

発現調節を研究していくために，この蛋白質の動態を探るためのプロープを作ることが当面の

謀題である。また，株化した細胞は，常に安定した増殖率を示し，さらに，条件により，細胞

の形態の変化と形態形成をうかがわせる細胞行動を示すことから，ニワトリ匹細胞における細

胞増殖調節の機構や，細胞分化，形態形成の機構を研究するよい材料となることが期待される。

今回得られた結果は，これまでニワトリ匹で蓄積されてきた発生学上の知見と照らし合わせて

応用することにより，ニワトリ匹の増殖調節機構の解明におおいに役立つことが期待される。


