
平成 5年 6月 10日 703

網膜芽細胞腫培養細胞(Y79細胞)の dibutyryl cyclic AMP

処理による分化誘導時における遺伝子発現への影響

村上 忠正1),高橋  広 1),秋谷  忍1),東   監2)
1)産業医科大学眼科学教室,2)産業医科大学生化学教室

要  約
ヒト網膜芽細胞腫由来の培養細胞であるY79細胞を代表的な分化誘導剤であるdibutyryl cyclic AMP
(Bt2 CAMP)で 処理 し,分化の形態的変化である細胞突起の伸長を確認 し,そ の時の遺伝子レベルの影響につ
いて検討した.lmMの Bt2CAMPで Y79細胞を処理 し,処理後 3日 目には細胞突起が著明に出現 した.こ の
Y79細胞の RNAを 経時的に抽出し,癌遺伝子である N‐myc,癌抑制遺伝子で網膜芽細胞腫の発症に関する
Rb遺伝子, さらに核小体蛋白質でリボソーム生合成 に関連 した nucleolinの それぞれの messenger RNA
(mRNA)レ ベルを測定した。その結果,こ れらの遺伝子はBt2cAMP処理後 3日 目までmRNAレ ベルは全
て減少傾向を示 した.Bt2CAMP処理により,N‐ mycの発現と核小体のリポソーム生合成が抑制されたこと
は,悪性増殖の抑制 と分化誘導に有利な条件を誘導 した可能性が考えられる。Y79細胞の Rb遺伝子は部分欠
損 しているが,分化誘導により遺伝子発現の抑制 を受けている可能性 も示唆 された。 (日 眼会誌 i97:
703-707, 1993)
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Effects of dibutyryl cyclic AMP on the Gene Expression during
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Abstract
Cultured human retinoblastoma cells (Y79) were induced to difrerentiate try dibutyryl cyclic

AMP(BtrcAMP). \Ye examined the effects on the mRNA levels of several cellular genes when the
induction of difrerentiation was monitored by observation of the cellular processes. BtrcAMP(lmM)
treatment produced signifcant extention of cellular process after 3 days. We examined the mRNA
levels of N'myc gene(oncogene), Rb(anti-oncogene, retinoblastoma gene) and nucleolin (nucleolar
protein) being linked with ribosome biosynthesis. The mRNA levels of all these genes decreased for B

days after BtrcAMP treatment. These results suggested the possibility that Y 79 cells were induced to
differentiate by down-modulation of both N-myc gene expression and ribosome biosynthesis in the
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nucleolus following treatment of BtrcAMP. Furthermore, the gene expression of the retinoblastoma

gene is likely to be downregulated by this condition even if the product of mRNA is not functional.

(J Jpn Ophthalmol Soc 97: 703-707, 1993)
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I緒  言

ヒト網膜芽細胞腫培養細胞であるY79細胞は未分

化な癌細胞
1)で ,分化誘導剤である dib武yryl cycHc

AMP(Bt2CAMP), レチノイン酸,イ ンターフェロン

などで分化誘導され,神経細胞様またはグリア様の形

態的変化を示 し, さらに,その時には細胞増殖が抑制

されていることが報告されている
2)～ 4)。 また,分化誘導

に伴う遺伝子レベルでの変化として,神経芽細胞腫の

分化誘導の際,癌遺伝子である N‐mycの遺伝子発現

の減少することがよく知られている
5).し かし,N―myc

は癌での悪性増殖に関連していると考えられている
6)

が,N‐mycの本来の機能についてはほとんど解明され

ていない。網膜芽細胞腫でもインターフェロンγによ

るY79細胞の分化誘導によって癌遺伝子である N‐

mycの 遺伝子の減少が報告7)さ れているが, この分化

誘導での N―mycの 遺伝子発現の減少と連動する遺伝

子を調べることは N―myc遺伝子産物の機能を知る手

がかりになると我々は考えた。我々は今回,代表的な

分化誘導剤である Bt2cAMPを用いてY79細胞を処

理し,分化の形態的変化である細胞突起の伸長が生じ

るのを確認 し,処理後 3日 目までの間に,N‐mycの

mRNAの レベルの減少に運動する遺伝子を経時的に

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 (理研

細胞バンク)を 10%の牛胎児血清,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℃ ,10%
C02濃度で培養した。

2.細胞の RNAの抽出
1× 105/mlの Y79細胞を径 140 mmの培養皿 (Fal‐

cOn,CA)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 lmMに な る よ うに

Bt2CANIP (:N6, 02′ _dibutyryl  adenOsine  3′ :  5′‐

mOnOphOsphate)を それぞれに加えた。その時点を

0日 (対照)と して, 1日 , 2日 , 3日 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,澤本斤

抽出した RNAはそれぞれ 20 μgずつ電気泳動し,
Northern blotting法 9)に 基 づ い て nylon llter

(HybOnd N,Amersham, UK)に blottingした。 こ

れ らの■lterを 以下 に述べ る
32Pで ラベル された

probeを用ぃて hybridizeし た.PrObeと して,N―myc

(ヒ ト,Bα″HI‐ EεοRIで切断された 1.O kbの DNA

iagment)10),Rb(ヒ ト,E`ο RIで切断された 3.8 kb

の DNA fragment)H), nucleolin(マ ウス,Ps′ Iで切

断された 0.42 kbの DNA fragment)12)と β_actin(ニ

ワ ト リ, Ps′ Iで 切 断 さ れ た 1.8 kbの DNA
fragment)13)を 用ぃた。HybridizatiOnは ,4× SSC(ク

エン酸生理食塩水),50%formamideの 条件下で 42℃

で約 18時間行った.その後,1lterは 1× SSCと 0.1%

SDS(ド デシル硫酸ナ トリウム)を 含んだ溶液で 42℃

で約 30分 間 2回 洗った.Filterを autoradiography

を行った後,mRNAレ ベルを Bio‐image analyzer

(Fujix,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.

III 結  果

1・ Bt2CAMP処 理による分化誘導時の Y79細胞の

形態変化

Y79細胞に l mM Bt2CAMPを 処理すると,処理後

3日 で図 lBに見られるように細胞から細胞突起が伸

長しているのがわかる。図 lAは Bt2CAMP処理をせ

ずに通常の培養液で 3日 間培養した Y79細 胞であ

り,突起の伸長は見られなかった。
2.Bt2CAMP処 理後 の N‐myc,Rb遺 伝子,nu‐
cleolinの mRNAレ ベルの変化
Y79細胞を l mM Bt2CAMPで処理 したときの処

理後 0日 である対照と処理後 1,2,3日 目の N‐ myc,

Rb遺伝子そして nuCleoHnの mRNAレ ベルの変化
を図 2に示 した。これ らの mRNAレ ベルの変化を
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BiO‐ image analyzerで 測定し,さ らにβ‐actinで補正

し,Bt2CAMP処 理後 0日 である対照の mRNAレ ベ
ルをそれぞれ 100%と した時のmRNAレ ベルの変化
を図 3で示したところ, 3日 目までこれらの遺伝子す
べてが減少傾向であるのがわかった。

IV 考  按
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,こ の細胞の N‐myc遺伝子に遺伝子増
幅ならびに過剰発現がみられる14).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6)o Bt2

cAMP処理により未分化な癌細胞は直接に微小管系
(miCrOtubuleや miCrO■ lament)に作用し分化した形

質を発現させたり, さらにこれらの細胞は細胞内 Bt2

cAMP濃度が低いために細胞増殖が促進され,細胞内
濃度を高めることで細胞増殖が抑制されると言われて

いる0.そ して,神経芽細胞腫の培養細胞である
GOTO細胞,LA‐ N‐ 5細胞や SMS‐KCNR細胞を分化
誘導剤処理によって分化誘導すると5)16)17),処理後分化
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の指標である細胞突起の伸長が顕著にみられ,それと
同調するように N―mycの mRNAレ ベルは経時的に
減少しつづけた.今回の我々の結果でも,Y79細胞の
分 化 誘 導 に よって細 胞 突起 の伸 長 と N‐mycの
mRNAレ ベルの減少がみられた (図 1, 3).こ のこ
とは分化誘導による網膜芽細胞腫である Y79細胞 と
神経芽細胞腫の培養細胞の遺伝子レベルの変化が類似

している可能性を示唆しており,そ の遺伝子 として
N―mycが重要と考えられる。一方,こ の Y79細胞には
細胞増殖の調節機構に関与する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18)。 最近,細胞分裂の周期とRb蛋白およびそのリン

酸化が密接な関係にあることが報告 されており19),

Y79細胞でもRb遺伝子の異常によりRb蛋白が欠損
し,細胞周期をコントロールできず細胞分裂が無制限
に生じることになると考えられている。今回の結果で

は,分化誘導によってこの異常な Rb遺伝子の mRNA
レベルは N‐mycの それと同様に減少した (図 3).癌
細胞であるY79細胞が異常な Rb遺伝子によって細
胞周期をコントロールできず,ま た N‐mycの 恒常的

網膜芽細胞腫培養細胞の分化誘導による影響・村上他

図 l Bt2CAMP処理後と対照のY79細胞.
Y79細胞を培養皿に移して 2日 間は通常の培養液で培養し,その後,通常の培養液で
培養 3日 目 (A)と ,l mM Bt2CAMPで処理後 3日 目 (B)の Y79細胞である。
Bt2CAMPで 処理したY79細胞では分化誘導に伴って細胞突起の伸長 (矢印)が著明
である。
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N-myc

(%)
N-myc

nucleolin

B-actin

0123日 後
図 2 Bt2CAMP処理後の N_myc, Rb遺伝子,nu・
cleOlin`D Northern b10tに よる,解1斤 .

Bt2CAMP処理後 0日 ,1日 ,2日 ,3日 のそれぞれ

の遺伝子のmRNA量 を示している。β‐actinは それ
ぞれのmRNA量 の標準として示している.

発現は悪性増殖をさらに促進する方向に働いていると

考えられる。我
2々0)は ,Y79細胞をカドミウムで処理

することにより細胞増殖を抑制させた結果,N‐mycと

Rb遺伝子の mRNAレ ベルは,Bt2cAMP処理と同様
に経時的に減少したことを既に報告し,N‐mycと Rb

との関連性を示唆した。Y79細胞では正常の Rbと は

異なる配列をもつと考えられるmRNAが 存在してい

る。したがって,分化誘導によりN‐mycの発現も減少

するような条件下では Rb遺伝子のプロモーター部分

も転写の抑制を受けていることが推測される。

NucleoHnは核小体に存在する蛋自質で,癌細胞や

ラット再生肝のように増殖が盛んな細胞では核小体蛋

白質の 5%に も達しており,リ ボソームの生合成のコ

ン トロールに関与 していると考えられている。Nu‐

cleoHnのかなりの部分は核小体に存在する リボ核蛋

自質顆粒に付随しており,再生肝の核小体での増量お

よび リン酸化することが確かめられたことから, この

蛋白質は リボソームの前駆体のプロセシングや核から

細胞質への輸送に関するものと推測されており, さら

に,核小体そのものの形成,あ るいはクロマチンの再

3 日後
(C)       Bt2cAMP処 理後の日数

図 3 Bt2CAMP処理後の N_myc, Rb遺伝子,n■‐

cle01inの mRNAレ ベルの変化 .
図 2の mRNA量 を測定し, さらにβ‐actinで補正
し,処理後 0日 である対照 (C)の mRNAレ ベルを
それぞれ 100%と した時のmRNAレ ベルの変化を
示している.3種類の遺伝子とも減少しているのが
わかる.

編成にも関与することが示唆されている
21).神 経芽細

胞腫であるGOTO細胞の分化誘導での結果では,nu‐
cleolnの mRNAレ ベルは経時的に減少し,さ らに細

胞増殖も抑制された
5).ま た,細胞増殖の著しい再生肝

では nu」 eolinの mRNAレ ベルは増加していた22)。 今
回の Y79細胞 も分化誘導で nucleoHnの mRNAレ
ベルは減少しており, これらの未分化な癌細胞は核小

体でのリボソーム生合成が盛んな状態であることが示

唆され,分化することでリボソームの生合成が抑えら

れて細胞増殖も抑制 されたと推測される。

このように,癌細胞による分化誘導での遺伝子レベ

ルの変化を調べることで癌細胞の悪性形質の発現機構

を知る手がかりを得ることができる。 しかし,今まで

の報告では細胞の種類,分化誘導での手段によっても

遺伝子発現に違ぃ
0)23)があり,今回の結果がすべての

癌細胞に共通するものとは考えられないが,悪性増殖

を解明するのに手助けになるものと思われる。
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