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網膜芽細胞腫培養細胞 (Y79細胞)の カドミウム処理による

遺伝子レベルでの影響
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要  約

カ ドミウムの急性暴露によって,網膜芽細胞腫由来の培養株であるY79細胞が遺伝子 レベルでどのような

影響を受けるのかを検討 した。15μ Mの CdC12で Y79細胞 を処理 し,経時的にその RNAを抽出 して,癌遺伝

子である N‐myc,ス トレス蛋白質であり細胞の防御作用として発現をみる heat‐ shock蛋 白質 (hsp 70)と
metanothionein(MT), さらに網膜芽細胞腫の発症に関連するRb遺伝子のそれぞれの messenger RNA
(mRNA)レベルを測定 した。その結果,N‐mycと Rb遺伝子の mRNAレ ベルは共にカ ドミウム処理前に比
べて,処理後でそれぞれ減少 し,hsp 70の mRNAレ ベルは逆に増加 し, 6時間で最 も高 くなり,そ の後減少

した。一方,MTの mRNAレ ベルは 12時間目まで経時的に上昇 し続けた。これらの結果,カ ドミウム処理に

よりY79細胞は正常細胞 と同様な防御反応 を示すが,N‐mycと Rb遺伝子の mRNAレ ベルが減少するとい

う遺伝子 レベルでの影響があることが認められた.(日 眼会誌 96:737-741,1992)
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I緒  言

カ ドミウムは, イタイイタイ病などの神経系病変の

誘因 となる一方,発癌性のある重金属 としても知られ

ている。カドミウム処理により細胞内で遊離カルシウ

ムや pHを上昇させるなど,静止期の細胞が増殖因子

で刺激された時と似た現象をひきおこす ことも知 られ

てい る1)。 また,カ ドミウム投与によ り原癌遺伝子

(prOto‐ oncogene)で ある c‐mycの発現が促進 される

ことも細胞が増殖期 に入 る時に類似 した現象であ

る2)。 このように,細胞増殖を促進させる作用もあるカ

ドミウムが,細胞増殖の抑制能力を持つと注目されて

いる Rb遺伝子の機能的欠損のある網膜芽細胞腫3)に

おいてどのような遺伝子 レベルでの影響をもつかにつ

いては興味深いがまだそのような研究は行われていな

い。また,父親が溶接工などの金属暴露が多い職種に

従事 していた場合に,その子供に網膜芽細胞腫の発症

率が高いという報告4)も あ り,癌化への機構 としてカ

ドミウム等の金属が関与 している可能性 もあ り,興味

がもたれる.ヒ ト網膜芽細胞腫由来の培養細胞である

Y79細胞は神経芽細胞腫 と同じく神経外胚葉由来の

細胞であ り,癌遺伝子で悪性増殖に関係する N‐myc

の恒常的発現もみられる.一方, カ ドミウムは正常の

ヒ ト培養細胞で防御作用 として heat‐ shock蛋 白質や

metanothioneinの 遺伝子を誘導発現す ることも知 ら

れている5)0).カ ドミウム暴露による発癌機構の解明の

一助 として,今回,こ の Y79細胞でのカ ドミウム処理

後の heat‐ shock蛋 白質 (hsp 70)と metanothionein

が誘導される時間経過の間に,細胞増殖促進に関連す

ると考えられるN‐mycと 増殖抑制に関連したRb遺

伝子の発現が, どのような影響を受けるかを経時的に

調べたので報告する。

II 実験方法

1.培養細胞

ヒト網膜芽細胞腫培養細胞であるY79細胞7)(理研

細胞バンク)を 10%の fetal calf serum,ペ ニシリン

(50 units/ml)と ス トレプ トマイシン (50 μg/ml)を 含

む RPM1 1640培養液 (Gibco Lab,NY)で 37°C,10%
C02濃度で培養 した .

2.細胞の RNAの 抽出

2～ 4× 105/mlの Y79細胞を径 150 mmの 培養皿

に 30 ml加 えて,通常の培養状態で 2日 間培養 したも

のに,終濃度が 15μMに なるように CdC12を それぞれ
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の培養液に加えた。その時点を 0時間 (対照)と して,

3時間, 6時間, 9時間,12時間後に,細胞を遠心操

作 で 集 め,guanidinium thiocyanate法 8)に よって

RNAを 抽出した。

3。 Northern blot解 本斤

抽出した RNAはそれぞれ 20 μgづつ電気泳動 し,

Northern blotting法 9)に 基 づヽ い て nylon ■lter

(Hybond N,Amersham,UK)に blottingした。これ

らの 1lterを 以下に述べる32Pで ラベルした probeを

用いて hybridizeし た。Probeと して,N・myc(ヒ ト
,

BamHI― EcoRIで 切 断 さ れ た 1.O kbの DNA
iagment)1。 ),hsp 70(ヒ ト,BamHI‐EcoRIで切断さ

れた 0.8 kbの DNA fragment)n),Rb(ヒ ト,EcoRI

で切断された 3.8 kbの DNA iagment)12),metal_

10thionein(ヒ ト,Hind IIIで 切断された 3.O kbの

DNA iagment)13)と β_actin(ニ フトリ,Pst Iで 切断

さ れ た 1.8 kbの DNA fragment)14)を 用 い た。

HybridizatiOnは , 4× SSC,50%formamideの条件

下で 42℃ で約 18時 間お こなった。その後,■lterは

1× SSCと 0.1%SDSを含んだ溶液で 42℃ で約 30分

間 2回 洗った。Filterは autoradiographyを 行った

後,mRNAレ ベルを Bio‐ image analyzer(Fulix,BAS

2000)に よって定量 し,mRNA量 の標準 となるβ‐

actinに よって mRNAレ ベルを補
:正 した。

4.Cydoheximideに よる N‐mycと Rb遺 伝 子 の

mRNAレ ベルの変化

蛋 白合成阻害剤である cycloheximideを 用いて,

N‐mycと Rb遺伝子の転写に対する効果をみた。実験

方法の 1か ら 3と 同様にカ ドミウムの代わ りに,10

μg/mlの cycloheximideを 加えて,2時間と4時間後

の Y79細胞の RNAを抽出し,N‐mycと Rb遺伝子

のmRNAレ ベルを測定した。また,カ ドミウムを 6時

間処理させた後にさらにcycloheximideを 加えて 4

時間後に同様に N‐mycと Rb遺伝子のmRNAレ ベ

ルを測定した。

III 結  果

1.カ ドミウム処理後の hsp 70と metanothionein

の mRNAレ ベルの変化

Y79細胞に 15 μMの CdC12を 処理すると,ス トレ

ス蛋白質であるhsp 70の mRNAレ ベルは,処理後 3

時間でわずかに上昇し始め, 6時間 目でさらに上昇し

ピークとな り,そ の後減少 した (図 1)。 Metanoth‐

loneinの mRNAレ ベルはカ ドミウム処理後 3時間よ
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り上昇し,12時間 目になってもなおレベルは高いまま

であった (図 1)。

2.カ ドミウム処理後の Rb遺伝子 の mRNAレ ベ

ルの変化

Rb遺伝子の転写産物 としての mRNAは Y79細胞

では検出され(0時間),カ ドミウム処理 とともに減少

し,9時間以降での mRNAレ ベルは処理前の mRNA
レベルを 100%と す ると5%以 下 まで減少 した (図

1).

3.カ ドミウム処理後の N‐mycの mRNAレ ベル

の変化

通常培地で産生 されていた N‐mycの mRNAは カ

ドミウム処理で減少 し,12時間後の mRNAレ ベルは

処理前のmRNAレ ベルを 100%と す ると53%ま で減

少 した (図 1)。

4.Cycloheximide処 理 による N¨ mycと Rb遺 伝

子の mRNAへ の景多響

Cycloheximideの みの処理では N‐mycお よび Rb

036 9 12 hr
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遺伝子のmRNAレ ベルはむしろ増加 し, 2時間後 よ

り4時間後の
`′

象うがさらに高い mRNAレ ベルを示 し

た(図 2)。 一方, カ ドミウムを 6時間処理した後, さ

らに cycloheximide(10 μg/ml)を投与しても,両者

のmRNAレ ベルは増加した (図 3)。

CHX
c 2 4 hr

N-myc

Rb

β―actin

図 2 Cyc10heximide(cHx)に よるmRNAの 変化 .

Y79細 胞にCHXを投与後, 2時間 と4時 間後の

N‐mycと Rb遺伝子のmRNA量 を Northem b10t

解析によって示している。C(対照)は何の処理もし

ていない時の Y79細胞のmRNA量 を示している。

蛋白合成阻害剤であるCHXに よって,N―mycと
Rb遺伝子の mRNAレ ベルが上昇 したことを示 し

ている.

C Cd/CHx

N-myc

Rb

u:-actin
図3 カドミウム処理 6時間後, さらに,cyclohex‐

imideを投与した (Cd/CHX)4時 間後のY79細胞
の N‐mycと Rb遺伝子のmRNAの変化.

C(対照)は何の処理もしていない時のY79細胞の

mRNA量を示している。図 1で カドミウム処理で

は N‐ mycと Rb遺伝子のmRNAレ ベルは減少し

たが,さ らにCHXで 処理す ると,そ れぞれの

mRNAレ ベルが上昇した。
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図 l Y 79細 胞のカ ドミウム処理後の hsp 70,metal‐

lothionein(MT),N‐ myc,Rb遺伝子 とβ‐actinの

mRNAの 変化 .

上段にカドミウム処理後の時間を示し,それぞれの

mRNA量 を Northen b10t解 析によって示 してい

る.hsp 70の mRNAレ ベルは処理後上昇し, 6時
間で最高になった。MTの mRNAレ ベルは処理後

上昇しつづけた。N―mycと Rb遺伝子のmRNAレ
ベルは処理後減少傾向を示した。β―actinは それぞ

れのmRNA量 の標準として示している。
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IV考  按

職業的にカ ドミウムに暴露 されると,腎,肺や前立

腺の癌になることが報告15)さ れてお り,培養細胞 レベ

ルでもカ ドミウム処理による transformationや ウイ

ルスによる培養細胞の transformationを 促進す るこ

となどが知 られている“
)。 しかしながら,カ ドミウムに

よる発癌機構に関しては知見が乏 しい。また, カ ドミ

ウム処理による培養細胞の遺伝子 レベルでの影響 とし

て,ラ ットの myoblastの培養細胞をカ ドミウム処理

すると,細胞が増殖期に入る時にみられる c‐jun,c― fos

や c‐mycな どの遺伝子の転写促進がみられること2)よ

り,カ ドミウムは細胞外のシグナルとして働 き,細胞

増殖を促進 させる伝達経路に働 くか,あ るいは,その

抑制機構を阻害する可能性が考えられる。

今回用いた Y79細胞は ヒ ト網膜芽細胞腫由来の培

養細胞であ り,細胞増殖の抑制機構に関係する Rb遺

伝子の欠落 が あ り,Rb遺 伝 子 の転写産物 で あ る

mRNAは 存在するが約 4.O kbで ,正常の 4.7 kbと 比

べると短 くなっている3)。 _方,Y79細胞では N―myc

遺伝子も遺伝子増殖並びに過剰発現がみられる17)が
,

発生学的に同じ神経外胚葉由来の神経芽細胞腫では
,

N‐mycの 増幅がみられる症例では極めて予後が悪 く,

N‐myc遺伝子産物が悪性増殖に関与 していると考 え

られている18).

今回の実験では,カ ドミウムの細胞毒性による遺伝

子転写への影響をみるパラメーターとして,すでに報

告のある hsp 70と metanothioneinの mRNAを 平行

して調べたが,図 1で示したように,こ れらの遺伝子

発現は 15μMの カ ドミウムによって従来の報告 19)と

同じパターンを示したので,Y79細胞では今回用いた

カ ドミウムの濃度条件下では細胞内における生理的な

制御機構は保持されているものと考えて良い。尚,Rin‐

geizら 2)は myoblastの培養細胞においてはカ ドミウ

ム暴露の濃度が 5～ 10μ Mが最 も有効であると報告

したが,今回データとして示 していないが,Y79細胞

・で`ヤま10μMよ り も 15μ Mの 方 が hsp 70と inetal―

lothioneinの 遺伝子発現でより大きな効果が認め られ

たので今回のカ ドミウムの濃度を 15μMで行った。ま

た,図 1では 12時間までのデータを示したが,今回示

してはいないが,15■ 24時間まで同様に調べた結果 ,

N‐mycや MTの mRNAは 12時間でのレベル とはと

んど差が見 られなかった。 このような細胞毒性を無視

できる条件下で,カ ドミウムによって起こると予想さ
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れる細胞増殖機構の活性化により, これと反対の増殖

抑制側に働 くと考えられてお り,そ のプロモーター領

域は Y79細胞でもおそ らく正常の Rb遺伝子の場合

と同じく転写調節を受けていると考えられる Rb遺伝

子の mRNAレ ベルの減少は説明し得る.一方,悪性増

殖に加担す ると考えられ る N‐mycの mRNAも カ ド

ミウム処理により減少した(図 1).しかし,N‐myc遺

伝子 も細胞の種類,あ るいは,その処理によって細胞

増殖がみ られても N・mycの mRNAレ ベルが低下す

ることを我 2々0)は報告 してお り,細胞の増殖 と N―myc

の mRNAレ ベルとは相関関係にないことも考えられ

た。N―myc産物は神経芽細胞腫で悪性増殖に加担する

と考えられて来たが,宿主の免疫監視機構を抑制する

こと21),あ るいは,転移し易い悪性形質を獲得させるこ

となど,単に細胞増殖を促進すること以外の機構によ

る可能性 も考 えられ る。 N―mycと 同 じmycフ ァミ

リーの c―mycの mRNAの レベルは半減期の短 い調

節蛋自質により調節されてお り,も し cycloheximide

の様な蛋白合成阻害剤を投与すると,そ の制御がとれ

て c‐mycの mRNAは著明に増量するとい う報告
2)22)

があ り,Y79細胞でも,図 2で示 したように蛋白合成

阻害剤であるcycloheximideの 投与で N‐mycと Rb

遺伝子の mRNAレ ベルが増加 し,N―mycと Rb遺伝

子の mRNAレ ベルも半減期の短い調節蛋白質により

制御 されているのではないかと考えられる。図 3では
,

カドミウム単純処理では減少していた N―mycと Rb遺伝

子の mRNAが カドミウム存在下で cycloheximideの

投与により再び増量したことから,N‐mycと Rb遺伝

子の mRNAレ ベルでみたカ ドミウムの効果はこの半

減期の短い調節蛋白質の制御を受けており,cyclohex‐

imideの投与でこの制御が とれた場合は N‐mycと Rb

遺伝子の mRNAレ ベルを増加 し得る機能が維持され

ていることを示している。Y79細胞において,カ ドミ

ウム処理 によりN‐mycと Rb遺伝子のmRNAレ ベ

ルが減少 したのはこれらの遺伝子の転写機構が単に障

害されたものではないことが示唆された。
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