
114-(828) 日眼会誌 92巻  5号

網膜芽細胞腫の分子生物学的研究

非腫瘍細胞との細胞融合実験 第 1報 (図 10)
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要  約
近年,網膜芽細胞腫 (RB)は 染色体13番の遺伝子欠損により生ずる recessive cancerで あろうと考えられ
ている。本論文はRBが recess市e cancerでぁるか否かを,RBY79細胞と非腫瘍細胞であるマウス線維芽細
胞 NIⅡ 3T3間 に細胞融合を行ない,分子生物学的に検討した。両細胞間の細胞融合 を確認できるように
neomycinま氏抗遺iイ云子 neoお よび E.c01i xanthine_guanine phOsphOribOsyl transferase遺 イ云子 GPTと い
う2種類のマーカー遺伝子を,Y79,3T3各々に transfectionし ,そ の後に細胞融合を行ない,両マーカー遺
伝子に対応する二重選択培養下に hybridを分離 し, さらにDNA blot hybridizationに より両マーカー遺伝

子を有することを確認した。計60個の hybridが得 られたが全て anchorage dependentで ,紡錘型を呈し,方
向性を有する細胞配列を示 し,3T3に極めてよく類似 したものであった.(日眼 92:828-836,1988)
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In order to determine whether ."tir.bh"*:;:1H, is a dominant or a recessive cancer, the RB
Y79 cells containing the neomycin-resistance gene were fused with "non-malignant" NIH 3T3 cells
containing the E. coli xathine-guanine phosphoribosyl transferase gene. Totally 60 hybrids were
isolated by a double selection with neomycin and media containing aminopterin and mycophenolic
acid, and their morphological characteristics were studied. All hybrids had the ability to grow in the
double selection media, and DNA blot hybridization with "P-labeled neo or GPT probes demonstrated
the presence of both sequences in the hybrid cells. The hybrid cells were all spindle-shaped and
fibroblastic. Colonies showed a wheatsheaf cell alignment. Therefore, all hybrids were morphological-
ly most similar to the "non-malignant" fibroblast parent NIH 3T3. These results appear to conflrm
the recessive nature of RB. (Acta Soc Opthalmol Jpn g2 : 828-8g6,1988 )
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I緒  言

網膜芽細胞腫 (Retinoblastoma:以下 RBと 略す)
は,眼科領域に於る代表的悪性腫瘍であり,その発生

率は1,5000～ 2,8000の 出生に対し 1例 といわれる。.

本腫瘍には以下の如き特徴がある。1)本腫瘍は,出生

から4歳 という極めて低い年齢に於て,ほ とんど全て

が発症する。2)遺伝性を有する症例が40%を 占め,そ

れらは常染色体優性遺伝を示す。3)病型に両眼性,片

眼性の別があり前者では全例が遺伝性を有するのに対

し,後者ではその15%の みが遺伝性を有する。さらに

発症時期にも両者で差がみられ,前者の方が早い.ま

た,前者の場合,二次的に骨肉腫などの他の原発性悪

性腫瘍を発症する危険性が,正常者に比し高い。

本腫瘍が患児の眼内に腫瘍を形成するまでの仮説と

して,“two―hit''説が提唱された。つまり,本腫瘍の発

現には 2つの hitが必要であり,遺伝性の症例の場合

には,生殖細胞の段階で第 1の hitた る遺伝子異常を

生じ,次いで第 2の hitと して,体細胞突然変異が,既

に第 l hitで 異常を有する幼若な網膜芽細胞に生じ,

RBが発現する。また,非遺伝性の症例の場合には,第
1,第 2の hitが ,共に,体細胞突然変異として,同一

の網膜芽細胞に生じ発現すると考えた
2)3).

一方,染色体分析が進むにつれ,RB患者の 5%弱 に

染色体13番 q14域 の欠損を含む異常が認められるよう

になり, この部分が RB発現と深い関係のあることが

示唆された4).

その後の1980年以降の研究は,主 として分子生物学

の方面からもたらされたものである。まず,染色体13

番 q14に あ り,RBに関する遺伝子のごく近 くに,酵素
Esterase D(以 下 EsDと 略す)の遺伝子が存在するこ

とが判明し, これをマーカーとして RB患者および家

族の検討が進められた
5)～ 7).

また,こ の頃,recombinant DNAを 用いた Restric‐

tion Fraginent Length Polylnorphisins(RFLPs)法

が確立され8),染色体13番についても,い くつかの有用

なマーカーDNAが得られ,染色体上での位置 も同定
されるにいたった9)～ 11).

1983年 Benedictら は,興味ある 1例を報告した12).

この RB患者の EsD活性は,体細胞では正常の1/2,
RB腫瘍自体では 0を示し,顕微鏡を用いた染色体分

析では,体細胞には異常を見出せず,腫瘍細胞では,
一方の染色体 13番が全欠損していた。彼らは,RBお よ

びEsD遺伝子を含む submicroscopicな 染色体13番
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q14域の欠損が,体細胞の一方の染色体にあり,RB腫
瘍では, この異常な13番染色体が残 り,他方の正常な

染色体が全欠損したものと考えた.こ うして“two― hit''

説が正しいこと,RBが ある遺伝子が欠損するために
生ずる腫瘍 (これを recessive cancerと いう)であろ

うと報告した。その後,同様のマーカーを駆使した検

索が積み重ねられ
13)～15), また,RB患者の胎児が RB

を発症する危険性につき,羊水を採取 し,マ ーカー

DNAを用い検討する臨床的試みもなされている16)。

さらに,こ の遺伝子の recessive mutationは ,RBと

も骨肉腫の発症とも関係しており
17),RBが recessive

cancerと した場合,こ の RB遺伝子が抑制あるいは調
節する相手の遺伝子として,N‐mycの可能性が検討さ

れている18)～20)。 また,EsDの 遺伝子を出発点とし,染

色体13番上を,少しずつ RB遺伝子に近ずく試みがな
され, 非常に近い complementary DNA(cDNA)が

報告されている
21)22).

一方,1961年 Barskiらは23),マ ウス線維芽細胞由来

の 1つは悪性,他は悪性度の低い 2種類の細胞を混合

培養 し,双方の細胞が自然に融合したと考えられる

hybridを 発見し, この hybridは 悪性を示すと報告し

た。こうして,異なる 2種類の細胞間に細胞融合が生

じhybridが できることが初めて明らかにされ,その後

sendai virus24)25)ゃ p。lyethylene glyc。1(PEG)26)を

用いることにより,細胞融合の効率が上昇することが

発見され,各種細胞間の hybridが 系統的に作られるよ

うになった。

特に,悪性腫瘍細胞 と正常細胞間の hybridを 検索
し,悪性の性質およびその調節,そ してその表現型発
現のメカニズムにつき研究が行なわれるようになっ

た.当初は上記の如 く,悪 性細胞 と正常細胞間の

hybridは 全て悪性を示す もの と考 え られていた

が27)-29),正常に近い性質を示す場合もあることが明ら

かにな り30)-33),現在では悪性腫瘍には,前者の如き
dominatt cancerと ,後者の如きrecessive cancerが

あることが知られている.

前述の如く,RBは染色体13番 q14に存すると考え
られるRB遺伝子の欠損により生ずる recessive can‐
cerで あろうとの見方が有力であるが,未だ生物学的
に検討した報告はない。そこで著者らは,RBと 非腫瘍

細胞の間に細胞融合を行ない hybridを作 り,その形態

につき検討したので報告する。
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II 実験方法

1. Cell line,transfection, 細胞士音養

RBと しては Y79 cell line34)を 用い,非腫瘍細胞と

してはマウス線維芽細胞 NIH 3T3 cell line35)を用い

た。そして,細胞融合によりhybridが生じた場合に,
確認が可能であるように,前者には neomycin(G418)

抵抗遺伝子 neoを 有す るpSV2ne。 30,後 者には E.

coli xanthine‐guanine phosphoribosyl transirase遺

伝子 GPTを 有す るpsV GPT37)38)と ぃ ぅdominant
マーカー遺伝子を, リン酸カルシウムを用い各 t々ran‐

sたctionし た39)(図 1).

その後,前者については,10%子牛血清,2mMLグ
ルタミン,200単位/mlペ ニシリン,200μ g/mlス トレ

プ トマイシ40.25μ g/mlア ンホテ リシン Bを含む
RPM11640培養液 (これを以下 RB培養液と呼ぶ)に ,
G418を 0.5mg/mlと なるように (こ の選択を以下 neo

選択と呼ぶ)加えて培養した。また後者については,
10%子牛血清,200単位/mlペ ニシリン,200μ g/mlス

トレプトマイシン,0.25μ g/mlア ンホテリシンBを含

む Dubbeco Modined Essential Medium(こ れを以下

3T3培養液と呼ぶ)を lmM Lグ ルタミン,0.025mg/
ml mycophenolic acid(以 上全て Gibco社製),0.001

mg/ml thymidine, 0.002mg/ml aminopterin, 0.25

mg/mlキ サンチン,0.015mg/mlピ ポキサンチン (以

上 Sigma社製)と なるよう調整し (こ の選択を以下
GPT選択と呼ぶ)培養した。培養液は週 2回交換し,
PC02 7.5%36.4℃ の湿度制禦式培養機にて培養した。

尚,RB Y79細胞については,poly‐D■ysine,フ ァイブ

ロネクチン(Gibco社製)で表面処理した培養血を用い

た:40).

網膜芽細胞腫
Y 79

neo競子―→
RB4(neo)
＼
＼

マウス線維芽細胞
NIH 3T3

↓―――― CPT遺伝子
3T3#4(CPT)

/
細胞融合
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こうして選択培養し,それに抗 して増殖するclone

を分離した。その中からRB4,3T3#4と 名付けた各々

neo遺伝子,GPT遺 伝子の組み込 まれた新しい細胞
を,以下の細胞融合実験に用いた .
2.細胞融合および hybridの分離

RBY79細胞は,通常の培養血には付着せず浮遊しつ

つ増殖する性質があ り,ま た細胞融合により生ずる

hybridの 中に,RB4に類似した性質のものが出現する

可能性もあるので,細胞融合用の培養皿の半数は,上
記の如きpoly‐ D■ysine,フ ァイプロネクチンで表面処

理した培養皿を用いた。つまり, 6個の通常の培養皿

と 6個の表面処理をした培養皿を実験用として用意

し,ま た対照用としては RB 4用 に 3個の表面処理培

養皿,3T3#4用 に 3個の通常の培養皿を用意した。3

個の対照の内訳は,そのまま各々neo選択,GPT選択
で当初と同様に増殖するかを確認するのに1個 ,実験
用と同様に途中からneoお よび GPTの二重選択をか
け経過をみるのに 1個,実験用 と同様に PEG操作を

加えた後,二重選択で経過観察し,PEG操作による細
胞傷害をみるのに 1個使用した .

まず,実験用培養皿12個および3T3#4対照培養皿 3

個の計15個 の培養皿に3T3#4細胞を各 6々× 105個播種

した。次いで 3日 後に,既に3T3#4が生着増殖している

12個の実験用培養皿および RB4用 対照培養皿 3個に,

RB4細胞を各々6× 105個ずつ播種 した。その後 3日 間 ,

RB培養液,3T3培養液 1:1混合液にて培養した後 ,
細胞融合に用いた。

細胞融合には PEGを用い26),最初に40%(重量/容
積)PEG(分子量1000,Sigma社製),20%dimethylsul_

foxide(DMSO,Fisher Scient五 c社製)を含む Mini‐

murn Essential iMedium(Eagle)(MEIM, Gibco社

製)で 30～ 45秒 間 処置 した後,10%DMSOを 含 む
MEMで 3回洗い,次いで10%子牛血清 (Gibco社製 )
を含む MEMで 1回洗った。この操作は RB4,3T3#4
各々の対照培養皿 1個についても同様に行なった。

細胞融合操作後は,実験用培養皿 12個 ,対照培養血

のうち上記 PEG操作を加えたもの,お よび操作を加
えていないもの各々 1個の計 4個に対し,RB培養液 ,
3T3培養液 1:1で ,neo選択,GPT選 択を含む二重
選択培養下に培養し観察した。培養液は週 2回交換し,

交換時の液は一度新 しい処理培養皿に移し,RB様細
胞のないことを確認の上,廃液した .
3.Ⅱybrid DNA中 のneo,GPTマーカー遺伝子の

確認
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図  1
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各 hybrid細胞からDNAを取 り出し,その約5μ gを

制限酵素 EcoRIで cutした後,0.8%agarose gelに て

電気泳動し,Southern41)の 方法により,nitrocenulose

nlterに移した。

一方,neO probeは ,pSV2neO plasmid DNAをそ

のまま,あ るいは,制限酵素 Hind III,Nae Iで 二重

消化 して得られた約700bpの neo遺伝子 DNAを32P

でラベルして作った (図 2)。 また GPT probeは pSV

GPT plasmid DNAを そのまま,あ るいは,制限酵素

Hind III,EcoRVで二重消化して得られた約450bpの

GPT遺伝子 DNAを 32Pで ラベルして作った (図 3)

pSY2 neo

網膜芽細胞腫の分子生物学的研究 。戸塚他

DNA抽出
酵素 Eco RIて

'cut

0.8 t agarose gellこ て
電気泳動

nitrocellulose sheet l;
tlf (southern blotting)
-v-11-+Ne*.32 P < ),s )t L
hybridi zat ion

sz"ctto't',1t1,7 4 )v/^ L
密着し-70° Cに置く

現像
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ラベル~~DNA

洗いフイルム
と密着

sOuthern blottingに よる肇孟L_
1)

2)

3〕

4)

5)

6)

7)

お詭0
ctt

現像

口BR322ori

SV40 ori

pBR322 ori

Irpl

noo

ロニ1  2

pSV2 GPT

tmI

図  4

(上記使用酵素は全て Bethesda Research Labora‐

tories製 )。 これ らを denatureし 単鎖とした後,neo
probe,GPT probeを 各々別々の blotに hybridiza‐

tionさ せた後,40℃ で30分 間洗い,増感板 と共にコ

ダックXARフ イルムと密着させ, フイルムカセット

に入れ,-70℃ に保存した後現象しオートラジオグラ

フィーを得た (図 4)。

4.Hybridの形態学的観察

培養皿は,定期的に光学顕微鏡にて観察し必要に応

じてニコン位相差顕微鏡にて写真撮影を行なった。

III 結  果

1.Hybridの分離

細胞融合そして二重選択培養開始後11日 目には,二

重選択のかかっている対照培養皿には,生きた細胞は

認められなくなった。また RB4,3T3#4の対照培養皿

で各 n々eo選択のみ,GPT選択のみかかっている培養

皿では,細胞は良好な増殖を示しており,選択培養液

の適正であることが確認された。

実験培養皿においても,RB4,3T3#4細胞は死滅し浮

き上りがみられたが,その中で,少 し大型で線維芽細

胞に類似した形態を示す細胞が,所々に小さな集合を

形成しつつ認められるようになった。これらhybrid細

胞には多核の細胞もみられた。実験用培養皿の半数を

処理培養皿とし,全実験用培養皿の培養液交換時に,

一定期間,古い培養液を新しい処理培養皿に移し観察

を行なったが,RB4様 の hybrid細胞の出現は認められ

なかった.

u::

ndl:l

ilaa I

Pst:

Eco RI

Bam‖ l
PYu li

Pst i

Eoo BI

‖ind ill
Eoo RV

SV 40 ori

口I1  3

9pt
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各々の hybrid colonyが 十分な大きさになるのを

待って,細 胞融合後 4週 目よ りcolonyの 分離 にか
かった。小円筒とトリプシンーEDTA(GibcO社製)
を用い,合計60個 の colonyを 各々35mm培養皿に移
し,二重選択培養を続けた。概その hybrid発生率は
8.3× 10-6で ぁつた。

2.Hybridの形態

RB4は ,も との Y79細胞 と同様の形態を示し,Reid
ら34)の記載の如 く,小型球型の未分化細胞であ り,
poly‐ D‐ lysine,フ ァイブロネクチン表面処理培養皿で

は,Kyritsisら 40)が記載している如く,小型球型細胞が

monolayerを 成し生育し,鎖あるいは房のように連
なった配列が認められる.細胞の大きさは10～ 20μ で
あった (図 5)。

一方,3T3#4は,TodarOら 35)の NIH 3T3に ついて
の記載の如 く,線維芽細胞の形態を示し,細胞配列に

図5 RB4,位相差顕徴鏡写真 ×50.小型球型の細
胞が,鎖状あるいは房状に配列する。

図 6 3T3#4,位相差顕微鏡写真 ×50.紡錘型の細胞
が,平行に流れるが如 く連なり「小麦の東」様の配
列を示す。

日眼会誌 92巻  5号

は方向性があり,平行に流れるが如く連なり「小麦の

東」様の配列を示した。細胞の大きさは,約 20× 100μ
であった (図 6).

今回の細胞融合により生じた hybridは ,60個全て,

線維芽細胞様の形態を示し,RB4様 ,あ るいは悪性の
細胞形態を示すものは 1つ も認め られなかった。
hybrid細胞は,いずれも3T3#4,RB 4に比し少し大き
なものが多く,中には多核を有する細胞もみられた。
Hybridの 細胞形態および細胞配列は NIH 3T3に極め

て良く一致するものであった (図 7, 8).

3.Hybrid DNA中の neo,GPTマーカー遺伝子の
確認

各 hybridに,neoおよび GPT双方の遺伝子が存在
することが証明された (図 9,10).

図 7 Hybrid B,位 相差顕微鏡写真 ×50.紡錘型を
した3T3#4の約2倍の大きさの細胞が,方向性を有
する配列を示す。

図 8 Hybrid P,位 相差顕微鏡写真 ×50。 3T3#4に
極めて良く類似した紡錘型細胞が,「小麦の東」様に

配列する。
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4.マ イコプラズマテスト

各 hybridに ,マ イコプラズマの感染のないことを確

認した (BRL Myco TectTM使用,Gibco社製)。

IV考  按

本腫瘍が recessive cancerで あろうと考えられるに

いたったのは,染色体分析によりRB患者の 5%程に

染色体13番 q14域を含む欠損が認められたこと4),そ し

てマーカーDNAに よる患者および家族の検索により
同部の欠損が考えられる例が多数確認されたことによ

る12)～
“
).さ らに近年相次いで報告された Friendら 21),

Leeら 22)の cDNAは ,共に染色体13番 q14に存在し,
しかもRB以外のヒトの細胞には存在するが,RB腫
瘍細胞自体には前者では 4例中 4例,後者では 6例中
2例にmRNA転 写が全く認められず,後者の残る 4
例ではmRNAの 大きさが異なり,全てに異常がみら
れた。これらの cDNAが RB遺伝子そのものか否かは
今後の検討を待たねばならぬが, これらは本腫瘍の

recessive natureに よく合致している.

さて,本実験は本腫瘍が recessive cancerで あるか

否か,上記の如き方法とは全く異なる生物学的方面か

ら検討したものである。過去にこの方面からの報告が

みられないのは,RB発生頻度の低いこと1),RB細胞
が脆弱であり細胞融合などの操作に耐えられなかった

ためかと推察する。本実験においては最終的に hybrid

を得ることができたが,そ の率は8.3X10-6と 低率で

あった。

細胞融合を行ない hybridを得る場合,両細胞が融合

したことを確認し,しかもhybridを分離する方策が重

要 であ る.本 実 験 では これ に pSV2ne。 36),psv

GPT37)38)と いう2種類の dominantマ ーカー遺伝子を

用いた.ヒ トやマウスの細胞は本来これら遺伝子を有

さず,したがって neo選択下あるいは GPT選択下で
は生育できない。 これに対し各々のマーカー遺伝子を
与えられた細胞は,各々の選択に抗して生存じうる。
こうして neo遺伝子を有する RB4と ,GPT遺伝子を
有する3T3#4を 得て,次にこの両者間に細胞融合を行
ない,neo遺伝子,GPT遺伝子双方を有する細胞を二
重選択培養下に得れば,その細胞こそが RB4,3T3#4

間の hybridで あり,他の細胞はこの選択下に死滅 し,
hybridの分離も可能となる (図 1).そ して,さ らに

hybridizationに より,各 hybrid DNA中 にneoお よ

びGPT遺伝子の双方が存在することを直接確認した
(図 9,10)。 したがって各 hybridは RB4と 3T3#4の 細
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胞融合体であると断定できる。

また,本実験では新しくできる hybridが どのような

性質の細胞か予測できず,RB様 細胞が出現しても観
察系から失わぬよう特に注意し,poly‐Dlysine,フ ァ

イプロネクチンにより表面処理 した培養皿
40)も 用い

た。しかしながら,hybridに は RBの如く処理培養皿
にしか生着できないものは 1つ もなく,得 られた60個

の hybrid全 てが anchorage dependentな 性質を示

し, しかもその細胞形態はいずれも紡錘型で,end to

endの流れるが如き細胞配列を呈 し,NIH 3T3に 極め

てよく一致していた (図 7, 8).

この結果は,本腫瘍が recesive canc∝ であること

を強く支持するものである.も し仮に本腫瘍が domi‐

nant cancerであると仮定すると,dominantで ある

RB遺伝子が hybridの DNA中 にも存在することに
なりhybridは「悪性」の表現型を示すものと考えられ

る.しかし,実際には hybridは全例で例外なく「非悪
性」である NIH 3T3と よく類似 した表現型を示した。
ヒトとマウスという種の違いはあるが,本腫瘍で欠損
しているrecessiveな RB遺伝子が,細胞融合により
マウス細胞より補われたものと考えられる。

Leeら 22)は,RB遺伝子に極めて近いcDNAである
RB‐ 1,RB‐ 5を求め,その塩基配列も決定している.彼

らはその中で,RB遺伝子の如 く,発達上重要な遺伝子
は系統発生学的に近い他の生物にも広 く存在するもの

と考え,RB‐ 5を probeと して, ヒト胎盤,子牛網膜 ,

ネコ線維芽細胞,そ して本実験に用いたのと同じマウ
ス線維芽細胞 NIH 3T3,さ らにニフトリ胎児線維芽細

胞のSouthern blotに 対しhybridizationを 行ない,ヒ

トから遠ざかるにつれ bandは薄 くなるが,こ れら全

てにこの遺伝子の存在が確認されたと報告している.

この RB‐ 5が,RB遺伝子そのものか否かは現段階では
断定できないが,本実験において,本腫瘍に欠けてい

た RB遺伝子が,細胞融合により NIH 3T3細 胞より補
われたと考えることは,充分可能であると思われる。
また,本実験の如く, ヒトとマウスといった異なる
種の間の interspecies hybridで は segegatiOnと い

う現象に留意せねばならない。 これは,異なる種同士
の hybridでは経過と共に,次第に一方の種の染色体が

一部 hybridか ら排出される現象である。染色体の排出

される種は,種の組み合せで決まる傾向があり, ヒト

とマウスの場合には, ヒトの染色体が排出されるとの

報告がある42).本実験においては,細胞融合直後より頻

回の観察を行なっているが,3カ 月まで hybridの 形態
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には変化は認められておらず,全て NIH 3T3に類似 し

た形態および配列を示した。

RBが recess市 e cancerで あると断定するには, さ

らに soft agar中 での hybridの 増殖の仕方を調べた

り, ヌー ドマウスでの腫瘤形成能につき検討す る必要

があ り,今後行なう予定である。

RBが recessive cancerで あるならば,欠損 してい

る RB遺伝子を求め,そ れを probeと して胎児の早期

診断が可能 とな り,遠い将来には,RB遺伝子を補 う遺

伝子治療が実現する可能性がある
43)。

本論文の要旨は,第91回 日本眼科学会総会にて発表した。
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