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活性酸素による遺伝子発現と細胞増殖の制御
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序章

酸素は、生物にとって必須のものであると同時に障害性のものでもある。酸素の還元分

子種、すなわち活性酸素 (0，-、 H，O，、 .OH)は生体を構成する多くの成分の酸化過程

を促進する 1-3)。活性酸素は、種々の刺激により細胞から放出されるだけでなく、呼吸の

過程や、放射線、酸化還元活性化薬剤への暴露により生体内に生じ、生物は常に内在性の

活性酸素に曝されているといえる。それゆえ、活性酸素は、炎症をはじめとし、虚血、ア

レルギ一、老化などの様々な病態や、発癌の initiation，promotion過程にも深く関与し

ているとして注目されている 4 町。しかし一方で、何らかの生理的意義を担っている可能

性も考えられており、例えば、ウニの受精に際してH，O，の放出がみられるし引、甲状腺

での thyroidhormoneの合成に H，O，による酸化反応が重要な働きをしていることが知

られている7l。また、 Down症候群では superoxidedismutase遺伝子のコピー数が噌加

していることから、神経発生にも活性酸素が関与することが示唆されている引。細胞レベ

ルにおいては、 ratadipocyteにおいて、 H，O，は、 insulin類似の作用を持つ..川。遺伝

子発現に関しても、 12-0 -tetradecanoylphorbol-13 -acetate (TPA)や血清刺激による

ornithine decarboxylase' ，・ 12'、IL_ 2' 31 の誘導に、活性酸素の関与が示唆されている。

しかし、従来の研究は、細胞に与える毒性に関するものが大部分であり、細胞に対するそ

の他の作用や、その作用機序についてはまだほとんど明らかにされていない。

本研究では、活性酸素が、単なる障害性の刺激とは異なって、積極的な刺激として、す

なわち:ノグナル伝達物質のーっとして増殖制御に関わっている可能性を明らかにすること

を目的とし、第一に、ヒ卜白血病細胞 U937を用いて、 TPAや血清による刺激の直後に

活性酸素 (0，-)が放出され、 この 0，がNa+ /H+ antiporterの活性化を起こすこと、第

二に、 H，O，が静止期の Balb/3T3細胞の治殖に対して促進的に作用すること CDNA合

成、遺伝子発現、細胞内蛋白リン酸化)について知見を得ることが出来た。実際、 Balb/

3T3をTPAやplatelet-derived growth factor (PDGF)で刺激すると、 H，O，の放出が

みられた。さらに、細胞周期の進行に伴い、 G，後期にも、培地中の H，O，濃度の上昇が

認められ、この時期にはH，O，は細胞増殖に対して抑制l的に作用した。このような H，O，



の細胞増殖制御における正、負両面の作用について検討を加え、増殖制御]への活性酸素の

関与について明らかにすることを試みた。
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第一章 白血病細胞U937における活性酸素の放出と活性酸素による細胞内 pHの調節

序節

種々の細胞の中でも白血球、特に、マクロファージ、好中球などの食細胞は、強い活性

酸素産生能を有している '0。活性酸素の細胞における生理的意義の理解を目指して、ま

ず最初に、ヒト白血病細胞由来の U937を用いて、活性酸素放出の機構の解析を試みた。

細胞を増殖刺激した時に、その初期に引き起こされる変化として、活性酸素の放出とな

らんで細胞内 pHの上昇が知られている 15-24)。この細胞内 pHの上昇は、 DNA合成に

向けて必要なステップのーっと考えられており 18.25) 細胞増殖への関与が議論されてい

る。そこで、続いて、細胞増殖制御に活性酸素が関わっている具体的なメカニズムのーっ

として、活性酸素が細胞内 pHの上昇のνグナルとなっている可能性を検討した。

第一節 活性酸素の放出とその調節機構

C 1 )用いた U937細胞は、 RPM1l640+ 10% FBSで培養し、l.5 x 105 cells/ mlて、継代

した後、 2日、 3日、 4日目のものを用いた。 2日目の細胞は対数増殖期、 4日目のものは

ほぼ静止期にあるとみなした。活性酸素の測定は、培養した U937細胞を Hanks'液に浮

遊させ、 lucigenin存在下、その化学発光により行った。

その結果、細胞を、血清、 1-oleoyl-2・acetylglycerol COAG)、phorbol12，13・

didecanoate CPDD)で刺激すると、それぞれの刺激に応じて活性酸素の放出が認められ

ることがわかった。血清で刺激した場合には5分前後、 OAGでは 10分前後をピークとし

た一過性の活性酸素の放出がみられるのに対し、 PDDの場合には比較的持続性の放出が

みられた(図 1)。また、血清、 PDDによる活性酸素の放出は、細胞の増殖状態により

kineticsの変化する傾向が認められた。

Superoxide dismutase CSOD)の同時添加により、これらの化学発光は完全に抑えら

れたことから、放出された活性酸素は、 0，ーであると思われた。



( 2 )現在、細胞内のシグナル伝達系においては、 PIturnoverの活性化に引き続く

protein kinase Cの活性化が注目されている 26)0 O2-の放出を促した PDD、OAGは

protein kinase Cの活性化を直接引き起こす26)。そこで、 U937細胞からの 0，-放出に

protein kinaseが関与する可能性を検討する目的で、 刺激に先立って、細胞を protem

kinase C、calmodulindependent kinaseの阻害剤である H-7、W-7でそれぞれ処理し

て、 0，放出への影響を調べた。 0， -の放出は、H-7、W-7で抑制される傾向を示した。

血清、 OAGによる刺激の場合には、 H-7によって部分的に、同濃度の W-7によって

ほぼ完全に0，ーの放出が抑制された (図 2)0PDDによる 0，-の放出は、 H-7でほぼ完全

に抑えられた(図3-(1))。一方、PDDによる 0，ーの放出に対する W-7の効果は、細胞

の増殖状態に依存し、対数増殖期の細胞からの 0，の放出は W-7によって抑制され、増

殖の停止した細胞からの放出は促進された(図3-(2)、(3))。

第二節 活性酸素による細胞内 pHの調節

(1)細胞内 pHは、 Hanks'液 (pH7.4)中、 U937細胞 (3x 10' cells/ml)に、 2，7

bis(carboxyethyl) -5，6 -carboxyfluorescein(BCECF)を取り込ませ、その蛍光の変化を

370Cでspectrofluorometerにより測定した。

まず最初に、観察される蛍光が細胞内の pH(pH，)の変化を反映したものかどうかを

確認するために、 NH.Cl (25 mM、pH7.4)を培地に加えて蛍光の変化を調べた。

NH.Clは、一過性に細胞質の pHをアルカリ化させることが知られている'"。その結果、

報告されているのと同様な蛍光の変化が認められた(図4-A)。また、得られた蛍光強度

とpHIの絶対値の関係は、 K+/H+ ionophoreである mgencmを用いるH+-

equilibration method' 8)により得ることが出来た。この方法によれば、 nigericinを処理

すると細胞内 pHは外液 pHと等しくなり(図4-B)、その時の蛍光強度と外液 pHの値

より検量線を書くことが出来る。

NH.Cl添加により報告されているような蛍光の変化がみられたこと、nigericinにより

外液 pHの変化に応じて蛍光の変化がみられたことから、観察された蛍光強度の変化は、



細胞内の pHの変化を反映しているものとみなした。

( 2 )実際に細胞を刺激して、 pH，が変化するかどうかを調べた。細胞を、血清、

OAG、PDDにより刺激すると、 pH，の上昇が、 5分前後にみられた (図5)。

多くの細胞は H+を含むいくつかのイオンの antiporterを持っているが、細胞を、主に

増殖刺激した時にその初期に引き起こされる細胞内のアルカリ化は、 amiloride感受性の

Na + IH+ antiporterの活性化によるといわれている 2日。 U937細胞において、 PDDによ

り引き起こされる pH，の変化も amilorideにより阻害さ れたことか ら(図 6-A)、

Na+/H+血 tiporterによるものと恩われた。

この PDDによる NどIH+antiporterの活性化への活性酸素の関与を調べるために、

培地中に SODを加えたところ、 PDDによる pH，の上昇が抑制される傾向を示した。熱

処理により不活性化した SOD、また catalase(H， 0，消去剤)、 mannitol(・OH消去

剤〕にはそのような効果はみられなかった(図6-B、C)。従って、活性酸素種のうち

0，ーが pH，の上昇に関与していると思われた。

次に、抗酸化剤として知られている vitamineE、butylatedhydroxyanisole (BHA) 

にもそのような効果があるかどうかを検討した。 vitamineE、BHAを10分間前処理後

PDDで刺激すると、 pH，の上昇は抗酸化剤が存在しない場合に比べて抑制さ れた

(図6-D)。

以上のことから、活性酸素、中でも 0，ーがPDDによる Na+/H+antiporterの活性化に

必要なシグナルの一つであることが示唆された。

(3)U937細胞における PDD以外の他の刺激による Na+ IH+ antiporterの活性化、

或いは、他の細胞における Na+/H+antiporterの活性化にも 0，ーが関与しているかどう

かを検討した。U937細胞において血清もまた amiloride感受性の pH，の上昇を引き起こ

す(図7)。この血清による Na+ IH+ antiporterの活性化も SODの存在により抑制され

る傾向を示した(図 7)。

次に、 U937細胞以外の細胞としてマウス thymocyteを用いて、この細胞を

concanavalin A (con A)で刺激したときの pH，の変化について検討した。thymocyte

をconAで刺激すると刺激後5-10分にかけて amiloride感受性の pH，の上昇がみられ、



SODはこの上昇も抑制した(図8)。

従って、 U937のみならず種々の細胞において、 0，は、治殖因子、或いは PDDのよう

なtumorpromoterによって引き起こされる Na+ /H+ antiporterの活性化のメディエー

ターとして作用している可能性が示唆された。

(4)上述の実験より、 0，ーは ~a+/H+ 叩tlporter の活性化を引き起こすのに、必要

なシグナルの一つになっていることが示された。そこで、次に、0，-単独でNa+/H+

antiporterの活性化を引き起こすことができるかと、うかを検討した。

Xanthine oxidase (XOD)は、基質である xanthine(X)を尿酸に変化させる過程で

0，-と H，O，を発生させる。この酵素系を用いて培地中に活性酸素を発生させたところ、

1-2分の lagtimeの後に pH，の上昇が認められた(図9-A)。この上昇は XOD、X

各々単独ではみられず、 XODの阻害剤である allopurinolにより阻害された(図9-B)。

また、 SODを共存させるとこの上昇は抑制された(図9-C)。

以上のことから、 X/XOD処理により観察された pH，の上昇は、 Xを基質とする XOD

の酵素反応の結果生成した0，-'こより引き起こされたものと恩われる。また、 amiloride

に感受性であったことから、この pH，の上昇は、生成した活性酸素により非特異的に細

胞膜が障害を受けてイオンの透過性が変化した結果ではなく、特異的な Na+/H+

antiporterの活性化の結果引き起こされたものであると恩われた。

第一章考察

この章では以下の結論が得られた。

1) U937細胞を血清、或いは PDD、OAGで刺激すると、 10分前後に 0，-の放出が認

められた。

2) U937細胞からの 0，-放出には、 proteinkinase C、calmodulindependent kinase 

が関与していると思われた。
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3 ) 血清、 PDDによる 0，-放出の kinetics、ならびに PDDによる 0，放出に対する

W-7の効果は、細胞の増殖状態により異なった。

4) U937細胞を、血清、 OAG、PDDで、或いは、マウス thymocyteをconAで刺激

すると、 5-10分前後に amiloride感受性のKa+ /H+ antiporterが活性化され、 pH;の上

昇が引き起こされた。

5 ) これらの刺激による Nピ/H+antiporterの活性化は、0，ーを介したものであった。

6) U937細胞において 0，ーは単独でNど/H+田 tlporterの活性化を引き起こした。

白血球、特に好中球などの食細胞は、その食作用時に 0，-を生成するといわれている

川。しかし、これらの細胞は、食作用時のみならず多くの可溶性物質で刺激した時にも

0，ーを放出することが知られている 14)。また、近年、食細胞以外の細胞からも TPAなど

で刺激した時に活性酸素が放出されることが報告されている 2ト 31)。今回、 U937細胞に

おいて、血清によっても 0，-放出が促進された。その量は、食細胞からの放出量に比べる

とごく微量であり、放出の kineticsは増殖状態に依存していたことから、従来考えられ

ていた食細胞による殺菌作用における役割以外に、比較的低濃度の活性酸素が、細胞増殖

に関連した何らかの役割を担っている可能性を示唆するものと考えられた。

今回用いた刺激の中で、血清は U937細胞の増殖を促進し、 PDDはマクロファージ様

の細胞への分化を誘導する日}。従って、 0，ーの放出と細胞増殖との関係は単純なもので

はないと思われる。しかし、両者による 0，-の放出は、その kineticsが異なっており、

この違いが、血清と PDDの作用の差を反映している可能性も考えられる。

今までにも、食細胞における 0，放出の促進には、細胞内遊離Ca'+漉度の上昇や

protein kinase Cの活性化が関与しているといわれていた 14)。そして、今回の H-7、

W-7を用いた実験より、やはり両者の関与が示唆された。さらに、 PDD、OAGといっ



た直後proteinkinase Cを活性化する薬物による 0，の放出に、 proteinkinase Cだけで

なく calmodulindependent kinaseの活性化が関与していることが示された。このことは、

PDD、OAGは、 proteinkinase Cを活性化するだけでなく、同時に、 Ca'+の関与するシ

グナル伝達経路の活性化も引き起こしている可能性を示唆するものと考える。このように、

一つの反応の複数のキナーゼによる制御は、最近、 kinase聞の crosstalkとして注目さ

れており J31 細胞の生物作用の微妙な制御の一端を表しているといえよう。また、 H-7、

W-7の効き方は、血清、 OAG刺激と PDD刺激の場合で異なっており、 0，-の放出に関

与している機構が複雑に制御されていることを物語っている。その中で注目したいのは、

PDDによる 0，-放出に対する W-7の効果が、細胞の増殖状態により大きく異なったこ

とである。このことは、同じ刺激による場合でも、細胞の増殖状態により 0，-放出のメカ

ニズムが異なることを意味しており、細胞僧殖制御と 0，-放出との密接な関係を示唆する

ものと思われる。

そこで、 0，ーと細胞増殖制御の関係を検討するために、増殖刺激により、やはりその初

期に引き起こされる細胞内 pHの上昇と、 0，放出との関係を調べてみた。その結果、

U937細胞を増殖因子、或いは tumorpromoterである phorbolesterで刺激すると 0，

が放出され、その 0，ーがNa+/H+antiporterの活性化をひきおこし、細胞内の pHを上

昇させることが示された。 Mayらは、 insulinの引き起こす pHIの上昇は、細胞膜中の

NADPH oxidaseの活性を介していること、 GSH-oxidants、H，O，、或いは tert-butyl 

hydroperoxideで細胞を処理すると pHIの上昇が引き起こされることを報告しており

i 川、活性酸素が、種々の細胞でpHIの上昇のメディエーターになっていると思われる。

pHIの上昇は、一般にはDNA合成を引き起こすのに必要な一つのステップであると言

われており、細胞の増殖帝1)街]に何らかの関与をしていると思われるが、その具体的な意味

は明らかではない。 U937細胞において、血清は増殖因子、 PDDは分化誘導因子として

働く。 pHIの上昇は、 0，一放出と同様に、この両者によって引き起こされた。 pHIの上昇

のkineticsは、第一節における 0，ーの放出の kineticsを反映して、血清によっては一過

性、 PDDによっては持続性となった。この kineticsの差が、血清、 PDD両者の U937細

胞に対する最終的な作用の差を反映している可能性も考えられる。同じ変化でも、



kineticsが異なれば、細胞にとって異なった意味を持つようになるのかもしれない。

今回、 0，一単独でも Nど/H+印 tlporterの活性化を引き起こすことが出来たのにもか

かわらず、 PDD、血清による antlporterの活性化は、高濃度のSODによっても部分的

に抑えられたのにすぎなかった。これは、 SODが高分子であるため細胞膜近傍にまで近

づけず、完全には0，-を消去出来なかったためか、或いは、 PDD、血清による

antiporterの活性化には、 0，-以外にさらに別の促進機構も関与しているためかもしれな

。、し
細胞内 pHの上昇の生理的意義がまだ確立されていないので、そのメディエーターとし

ての 0，-の意味づけも困難であるが、 0，が、生理的な刺激である血清による antlporter

の活性化のメディエーターとして作用していることは、従来考えられていたのtOtOX1Cな

効果以外に、 0，ーが生理的役割を担っている可能性を強く示唆するものと思われる。
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.El♀よ0，-release induced by serum， OAG and PDD in growing田 dresting cultures 
of U937. Inducers: (1)， 20% serum; (2)， 250μg/ml OAG; (3)， 50 ng/rnl PDD 

Confluent cultures were diluted 10 fold in fresh serum (5 x 10' cells/ml) and 

chemiluminescence was measured on the second (a)， third (b) and fourth (c) day. 
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Inducers: (1)，20河serum;(2)，250μg!mlOAG. Inhibitors: a， none ; b， 50μM H-7; c， 

50μM W -7. U937 cells of the growing phase were used 
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E埠ふEffectsof H-7回 dW -7 on 0， -reJease stimuJated with PDD in growing and 
resting ceJJs. (1): The second day-cuJture. Inhibitors: a， none; b， 50μM H-7; c， 

100μM H -7. (2): The second day -cuJture. Inhibitor， W -7. a， 0μM; b， 37.5μM; c， 
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c，37.5μM; d，50μM; e，l∞μM. PDD was used at the concentration of 50 ng/ml. 
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flQ_ムA:Time course of fluorescence change observed following addition of NH. Cl 

(25 m:¥1， pH=7.4) at the time indicated by the arrow. B: Calibration of the 

fluorescence intensity of intracellular BCECF as a function of pHt according to the 

H+ -equilibration method previously described (Thomas et al.， 1978281 ) . Nigercin 

was added (12.5μg/ml) at the time indicated by the arrow to the cell suspensions in 

HEPES-buffered Hanks'solution whose pH was adjusted to a，7.67; b， 7.39; c， 6.98; 

d， 6.74; e， 6.61. A linear relationship between fluorescence intensity and pH of the 

external medium over the r凹 geof pH 6.61-7.67 was obtained. 
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FI♀，_5_ Time course of fluorescence change in response to a， PDD (100 ng/ml); b， OAG 

(50μg/ml); c， serum (10珂). U937 cells in the growing phase were suspended in 

HEPES -buffered Hanks'solution (pH=7.4) at a concentration of 3 x 10' cells /ml 

2，7 -Bis(carboxyethyl) -5，6・carboxyfluorescein(BCECF) was loaded by incubating 

the cell suspension with 0.5μM of the the membrane -permeable ester form of BCECF. 

The fluorescence intensity was monitored in thermostated cell holder at 37 'c by a 
spectrofluorometer (excitation wavelength 506 nm; emission wavelength 530 nm). The 

changes in fluorescence reflect those in cytoplasmic pH (pH，) 
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flG.....6_ Effects of amiloride (A)田 dantioxida川 (B-D)on pH， increase induced by 
PDD (100 ng/ml). A: Inhibitors -a， none; b， amiloride (2∞μM). B: Inhibitors-a， 
none; b， SOD (25μg/ml); c， SOD (250μg/ml); d， heat -inactivated SOD (25μg/ml). 

C: Inhibitors -a， none; b， catalase (1000 U/ml); c， SOD (25μg/ml). D: Inhibitors 

a， none; b， vitamin E (50μM); c， BHA (100μM). 
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FI♀.E... lnduction of pHt increase by treatment with xanthine and xanthine oxidase. 

Xanthine (2.75μg/ml) and xanthine oxidase (5 x 10-3 U/ml) were used as inducers. 

lnhibitors: a， none; b， arniloride (500μM); c， allopurinol (inhibitor of xanthine 

oxidase) (500μM); d， SOD (125μg/ml) 
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第二章 増殖刺激後の培地中H，O，濃度の変動と細胞増殖への影響

序節

先に示したように、活性酸素が増殖刺激により細胞から産生され、治殖と密緩に関連す

るpH.の上昇を引き起こすことがわかったので、活性酸素が細胞増殖に関与している可

能性をさらに直接的に検討することを試みた。正常マウス線維芽細胞Balb/3T3は細胞周

期の制御が厳密に行われており、細胞増殖の機構を解析するのに適していたので、材料と

してこの細胞を用いて実験を行った。

この章では、まずその基礎として、増殖刺激後S期に至るまでの細胞周期の進行に伴

う、細胞からの活性酸素の放出の有無を検討し、さらに、放出された活性酸素の DNA合

成への関与を調べた。

第一節 増殖刺激後の培地中H，O，濃度の変動

無血清中 CEagle'sMEM + 0.1% BSA)で培養し、静止期にある Balb/3T3細胞

(4 x 10' cellsl dish)を、 TPAで増殖刺激し、一定時間経過後培地を集めて H，O，濃度

の定量を行った。活性酸素種のうち寿命の短い ・OH、や0，-の定量は困難であったので、

今回は、水溶液中でミ比較的安定な H，O，を、 horseradish peroxideによる

3 -(p -hydroxyphenyl) -propionic acid(HPPA)の酸化を指標とする蛍光i去により定量

することを試みたJ4'

その結果、 TPAで刺激すると、刺激直後 (5-10分)と 12時間以降とに二相性に、細

胞あたり 2-4fmoleの、培地中のH，O，量の上昇がみられた(図 10)。

第二節 DNA合成への catalaseの影響

放出された活性酸素の DNA合成への関与を、 catalaseを用いた間後的な方法により検
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討した。 Balb/3T3細胞を 10'cells/mlの濃度で継代後、 Eagle'sY!E:vJ -10% FBS中で

培養し、7日後confluentな状態になった細胞を静止期の細胞として用いた。図11に示し

た手順に従い、この静止期の Balb/3T3細胞を、 0時間に TPA、或いは、 PDGFで増殖

刺激し、 その後各時間に catalaseを加え、 24-36時間の3H -thymidine取り込みを測定

した。そして、その値をcatalaseを加えた時間に対してプロットした(図 12-A、B)。

catalaseの添加時間により D:¥A合成への影響が異なり、その僚子から、 0-3、3-12、

12-18時間の 3つの時期に分けられた。最初の0時間と 3時間の値の差より、刺激直後

に放出された H，O，は、 DNA合成に対して促進的に働くことが示唆された。日，0，の放

出のみられない中期 (3-12時間)には catalaseの効果はみられなかった。12-18時間に

かけては再び H，O，の放出がみられるが、この時期に対する catalaseの効果を検討した

結果、 12時間以降に放出される H，O，は DNA合成に対して抑制的に作用していることが

示唆された。このようなcatalaseの効果は、labelingindexの測定によってもみられ(表

1)、単に、細胞内の thymidinepoolの変化によるものではなく、 DNA合成に対する影

響であると考えられた。

第三節 DNA合成への H，O，添加の影響

第二節に示した catalaseを用いた間接的な結果を裏付けるために、静止期の Balb/3T3

細胞を 5出血清で刺激後、各時間に H，O，を外から加え、 DNA合成への影響を検討した。

図12・Cに示すように、血清刺激後初期に H，O，を加えると、血清単独による場合に比べ

てDNA合成は促進され、 10時間以降に加えた場合には抑制された。

H，O，による細胞障害の程度を、 platingefficiencyにより検討した結果を表2に示す。

ここでも用いた濃度 (0.1-0.15mM)のH，O，は、 Balb/3T3細胞に対して毒性は示さな

かった。

TGFβは、増殖抑制因子として知られているが、細胞の種類、培養条件等によっては

細胞増殖に対して促進的、或いは抑制的に働くことが知られている 35・3"0 Balb/3T3細

胞の増殖に対しては、図 12-Cに示したように、 TGFβは、 H，O，と同様に細胞周期に依
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存した促進的、抑制的効果を持つことが示された。

第二章考察

この章では以下の結論が得られた。

1) Balb/3T3細胞を TPAなどの増殖因子 Ccompetence因子)で刺激すると、刺激直

後 C5-1O分)と 12時間以降とに二相性に培地中への H，O，の放出がみられた。

2 ) 刺激直後 CGO/G1期)に放出された H，O，は DNA合成に対して促進的に、 12時間

以降 CGl後期)に放出されたH，O，は抑制l的に作用していた。

元来、マクロファージ、好中球等を刺激すると活性酸素の放出のみられることが知られ

ていた。今回、静止期のマウス線維芽細胞を TPAなどの増殖因子 Ccompetence因子)

によって増殖刺激したときにも、刺激直後と G1後期の二度にわたってH，O，の放出がみ

られることがわかった。この放出に関与している因子や放出の機構、細胞の内と外のどこ

でH，O，が産生されるのか、また、その作用点はどこかについては今後の解明を待たねば

ならなし、。しかし、培地中に catalaseを加えて H，O，濃度を減ずることにより、その後

のDNA合成が影響を受けたことから、このように二相性に放出される H，O，が、何らか

のかたちで増殖制御に関与している可能性は大きい。

catalaseの効果が部分的であって、完全な促進、抑制効果を示さなかったたことにつ

いては、高分子である catalaseによる細胞膜表面の H，O，の消去が十分効率よくなされ

なかった可能性とともに、増殖因子の作用は、いくつかの異なった経路が協調して発現さ

れるもので、 H，O，はこのうちの一つの経路にのみ関与している可能性、或いは、細胞集

団中の H，O，に対する反応性の何らかの heterogeneityによる可能性が考えられる。

catalaseを用いた間接的な実験により、 GO/Gl期に放出される H，O，はDNA合成に対

して促進的に、 G1後期に放出される H，O，は抑制的に働いていることが示唆され、次に、
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直接外から H，O，を加えることで、実際、それぞれの時期に H，O，が促進的、抑制的に作

用することが示された。外から H，O，を加える場合、細胞からの放出量より 2桁濃い濃度

のH，O，が必要とされたが、実際の放出量と加えた H，O，の濃度差は、実際にはさほど大

きなものではないと恩われる。何故ならば、放出された H，O，の細胞膜近傍での局所濃度

は、測定可能な培地全体に対する濃度に比べてかなり高いものとなっていると思われるか

らである。

今回は、活性酸素の中で、寿命が長く、比較的安定で取扱易い H，O，の挙動について中

心に検討した。しかし、食細胞からは、 H，O，以外に 0，も同時に放出されることが知ら

れている。そこで、図 12-A、Bに示した実験を、 catalaseの代わりに SODを用いて

行ったところ、弱いながら catalaseと問機の傾向を示した。従って、 0，ーも H，O，と同じ

時期に放出され、 DNA合成の制御に関して同じ作用を持っていると思われる。しかし、

活性酸素の分子種ごとの放出、生成の制御機構、 DNA合成への関与の仕方を明確に議論

するには、さらに詳細な検討を加える必要がある。

以上のように、活性酸素が細胞の増殖制御に関わっていることが示唆されたが、さらに

その増殖制御における役割lを明らかにするためには、具体的な作用機序を明らかにするこ

とが重要であると思われる。そこで、その一環と して、活性酸素が具体的にどのような細

胞内変化を引き起こすことが出来るのかを調べた。そしてさらに、増殖因子による変化と

比較して、増殖因子のセカンドメッセンジャーとしての位置づけを試みた。活性酸素の増

殖に対する作用はG，期の時期により異なり、初期には促進、後期には抑制作用を示した

ので、第三章では G，初期の細胞に対する作用を、第四章では G，後期の細胞に対する作

用をそれぞれ検討した。
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Table l. Effect of catalase on D;';-A synthesis induced by TP A 

Addition Labeling ind巴X

l.1:t 2.1 

TPA (10 ng/ml) 3l.6:t 3.9 

TPA + catalase' (3200U/ml) 50.6 :tll.2 

Catalase' 2.4土 l.4

Quiescent Balb/3T3 cells were stimulated with TP A at 0 hr 

‘Catalase was added at 6 hr and cells were labeled with 

3 H -Thd (1μCi/ml) between 12-36 hr. Cells were fixed 

at 36 hr and processed for au toradiography. Values are 

means of triplicate samples :t standard deviaton 
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Table 2. Effect of H2 0， on plating 
efficiency of Balb/3T3 cells 

Concentration Plating effici巴ncy

1.00 

H2 O2 (0.10 mYI) 1.07 

(0.15.myI) 0.91 

(0.20 mYI) 0.65 

(0.25 mYI) 0.53 

Quiescent Balb/3T3 cells were u川reatedor 

treated with H2 O2 and after 12 hr， th巴cellswere 

plated at the density of 100 cells /dish. Colonies 

wer巴scored10_14 days later 
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f mole/cell 

T TPA (10 ng/ml ) 

z 。
吟od 

℃ コ
o h. 
a. 
e、d。
z 。 0.5 1.0 

。"~よ/8 14 16 18 
10 

( hr ) 

El♀.1Q_ H， 0， production in the medium of Balb/3T3 cells stimulated with TPA. 
Balb/3T3 cells were seeded in collagen -coated dishes at the density of 1 x 10' cells/dish 

and incubated in Eagle's MEM supplemented with 10珂fetalbovine serum. After 2-3 

days， the culture fluids were replaced with serum -free medium (Eagle's MEM 

containing 1 mg/rnl BSA) and incubation was continued for another 1 day. Cells were 

treated with TPA (10 ng/ml) and after the indicated times， the medium was collected 

H，O， concentration was determined as described in Materails and Methods. 
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DNA / ¥ synthesis 

cell GO/G1 G1 s 
cycle ， r 

( hr ) 。 3 6 9 12 15 18 
2匂戸6

* 
growth 3H-Thd 

stimulation 
addition of agent 

labeling 

El♀よ1Procedure for investigating the effects of agents added at various times of G 1 

phase on DNA synthesis. Quiescent ceJls were stimulated to proliferate at 0 hr with 

growth factors and then treated with various agents at each time indicated by the 

arrows. The cells were then labeled with 官-Thd between 24 and 36 hr and 

acid -precipitable radioactivity was measured. 
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ー圃圃且一

A 

i j 
C 

cpm 
X 10-1 

cpm x 10-3 B 8 
serum + 訟蹄 H202
一(5γ~) (0.1 mM) 

TGFβ 
(5 ng/ml) 

7 

Time of addition ( hr ) 

E.l♀.11. Effects of catalase， H，o， and TGFβon DNA synthesis of Balb/3T3 cells 
stimulated with growth factors. A: Effect of catalase (3200 U/rr吐)on DNA synthesis 

stimulated with TPA (lOng/ml) • B: Effect of catalase (3200 U/ml) on DNA 

synthesis stimulated with PDGF (2ng/ml) • C目 Effectsof H，O， (0.1 m.YI) (dark 
meshed bar) and TGFβ(5ng/ml) (light meshed bar) on DNA synthesis 

stimulated with serum (5%) . All experiments were done according to the procedure 

illustrated in FIG.l1. 
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第三章 H，O，の静止期の Balb!3T3細胞に対する competence因子様作用

序節

第二章において、静止期にある Balb!3T3細胞を TPAで増殖刺激すると、その直後に

培地中への H，O，の放出がみられ、放出された H，O，は DNA合成に対して促進的に作用

することが示唆された。そこで、静止期にある Balb!3T3細胞を周いて、 Go!G，期の細胞

に対する H，O，の作用を、 DNA合成、遺伝子発現、細胞内蛋白リン酸化の観点から検討

し、 TPA、血清の作用と比較した。

第一節 目，0，による静止期の Balb!3T3細胞の DNA合成促進作用

先ず、 Go!G，期の細胞に H，O，を作用させたときの DNA合成への影響を検討した。第

二章、第二節に記した方法により静止期においた Balb!3T3細胞を、増殖因子、 H，O，、

或いは X!XODで処理し、一定時間経過後'H-thymidineを加えて、その酸不溶画分へ

の取り込み、ならびに autoradiographyによる labelingindexを測定した。

図13にpulselabelによる'H-thymidineの取り込みの timecourseの結果を示した。

静止期の Balb!3T3細胞を H，O，単独で処理した場合にはほとんど DNA合成の促進はみ

られなかった。 insulinも単独ではこの細胞に対して DNA合成促進効果は弱，¥，しかし、

両者を同時に投与すると、刺激後24-36時間にかけて 10%血清に匹敵する DNA合成の

上昇がみられた。同じ条件でlabelingindexを検討したところ、やはり、 insulin、民伐

を同時投与した場合に、値の上昇がみられた(表3)。同様の結果は X!XODの酵素反応

によって生ずる活性酸素種を用いたときにも得られた(表4)，X!XODによる labeling

indexの上昇は、 X、XOD各々単独ではみらず、 XODの阻害剤である allopurinolの同

時添加によりみられなくなった。以上2つのことは、 X!XODによって引き起こされた

labeling indexの上昇は、増殖因子等の不純物によるものではなく、 Xを基質とする

XODの酵素反応によるものであることを示している。
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H，O，による DNA合成促進が、 Balb/3T3以外の細胞でみられるかどうかを、ヒトの

皮膚の線維芽細胞JHU-1を用いて検討した。その結果を図 14に示す。Balb/3T3の場合

と同様、 JHU-1細胞においても、 H，O，はinsulinの存在下DNA合成を促進した。

H，O，で細胞を処理すると、細胞内 DNA鎖の切断が起こることが知られている 37・38'。

そこで、観察した3H -thymidineの取り込みが、単なる DNA修復によるものではなく、

細胞周期の進行を伴ったものであることを示すために、静止期の Balb/3T3細胞を刺激し

て36時間後に細胞を集め、 propidiumiodideでDNAを染色し、 flowcytometoryを用

いて細胞周期の解析を行った。その結果図 15に示すように、 3H -thymidineの取り込み

の結果と同様に、 insulin、H，O，、各々単独では細胞周期の進行はみられないが、両者同

時投与により顕著な細胞周期の進行が認められた。

第二節 H，O，による増殖関連遺伝子の発現の誘導

第一節より、活性酸素が、 Balb/3T3細胞の増殖に対して insulin存在下DNA合成を

促進し、 competence因子30.刊}様の作用を示すことがわかったので、次に、遺伝子発現

のレベルで増殖因子と同様の変化を引き起こしうるかどうかを検討した。c-fos、c-myc、

KC、JEなどの遺伝子は、いずれも competence因子により発現が誘導されることが知ら

れている 41-46)。そこで、静止期の Balb/3T3細胞を X/XODで刺激し、 c-fos、c-myc

の発現を northernblotにより調べた結果が図 16であり、 H，O，で刺激し、 c-fos、KC、

JEの発現を調べたのが図 17である。

X/XOD処理により c-fos、c-mycの誘導がみられ、発現の程度、 timecourseとも

1096血清と同等であった。この誘導はX、XOD各々単独ではみられず、 allopurinolに感

受性であった。また、第四章で後述するように、活性酸素によるこれらの遺伝子発現は

protein kinase C特異的阻害剤H-7により完全に阻害された。しかし一方、 TPAで4時

間処理して TPAに対する感受性を失った細胞においても X/XODにより誘導がみられた

ことから、 proteinkinase C以外のH-7感受性の kinaseが関与していると恩われた。

日，0，単独処理によっても、 c-fos、KC、JEといった培殖関連遺伝子の発現が引き起
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第三節 H，O，による細胞内蛋白リン酸化の促進

増殖因子のシグナル伝達機構上、その初期に、細胞内の蛋白リン酸化の促進が重要な働

きを担っているといわれている 4円。 H，O，は、第一、二節より、 DNA合成、遺伝子発現

において増殖因子 Ccompetence因子)様の作用をもつことがわかったので、 H，O，によ

る細胞内蛋白リン酸化の変化を、二次元電気泳動法により検討した。

静止期の Balb/3T3細胞を無機リンでラベル後、 0.2mMのH，O，で30分処理して、細

胞内蛋白のリン酸化の変化を検索したところ、 p78(pI 6.1)の蛋白のリン酸化が特異的に

促進していることがわかった(図 18)。その p78のリン酸化の H，O，猿度依存性と time

courseを調べたのが図 19である。 p78は3つのスポットからなっていて、時間の経過と

ともにアルカリ側のスポットが薄くなり、酸性側のスポットが濃くなる傾向にあった。

次に、この p78のリン酸化の促進は、 H，O，に特異的なものなのか、他の櫓殖刺激でも

引き起こされるのかを検討した。図20-aに示したように、 p78のリン酸化はTPA、血清

によっても促進された。TPA、血清によっては、 p78以外にも proteinkinase Cの内在

性基質として知られる p80川・川}などの他の蛋白質のリン酸化の促進もみられた。

第二章、第一節に示したように、静止期の Balb/3T3細胞を増殖刺激すると、その初期

にH，O，の放出がみられること、 p78のリン酸化の促進は、 H，O，、 TPA、血清、 三者で

共通に引き起こされたことから、 TPA、血清による p78のリン酸化の促進は、 H，O，を介

したものである可能性が考えられた。そこで、 catalaseを用いて TPA、血清による p78

のリン酸化の促進への H，O，の関与を検討してみた。血清による p78のリン酸化の促進は

catalaseの同時添加により約半分に抑制された(図20-b)，TPAによる p78のリン酸化

の促進に関しても同様の結果を得た。
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第三章考察

この章では以下の結論が得られた。

1) H，O，、 X/XODは、 insulin存在下、静止期のBalb/3T3細胞に作用して、細胞周期

の進行を伴ったDNA合成の促進を促した。

2) H，O，、 X/XOD、単独処理により、静止期の Balb/3T3細胞において、 c-fos、c-

myc、KC、JEといった増殖関連遺伝子の発現が引き起こされた。

3) H，O，単独処理により、細胞内蛋白 p78のリン酸化が特異的に促進され、ま た、

TPA、血清による p78のリン酸化の促進には、日，0，が関与していることが示唆された。

今回この章で、第二章の結論に基づき、 H，O，の静止期の Balb/3T3細胞に対する増殖促

進作用について検討し、 H，O，がinsulinの共存下でBalb/3T3細胞のDNA合成を促進す

ることを見出した。用いたH，O，濃度 (0.1-0.15mM)では、細胞内DNA鎖の切断が引

き起こされることが知られており、この観察されたDNA合成がDNA修復によるもので

ある可能性が考えられた。しかし、以下の点から、 H，O，により促進されたDNA合成は、

DNA修復によるものではないと結論した。1)0.1-0.15 mMのぬ0，処理でtは

Balb/3T3細胞の platingefficiencyの減少は認められなかった。2)3 H -thymidineでラ

ベルした細胞の autoradiographyの結果、 H，O，処理細胞は、 DNA合成に際して、細胞

あたり血清処理のものと同程度の gr回 n数の増加を示した。3)H，O，処理後、

3 H -thymidineの取り込みは 24時間以降にピークに達した。不定期DNA合成による取

り込みの場合は、処理後数時間でピークに達する。 4)H，O，によってDNA合成のみなら

ず細胞周期の進行も促進された。

Balb/3T3細胞以外に、ヒト皮膚線維芽細胞JHU-1においても、 insulin共存下出 0，
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による DNA合成の促進がみられた。しかし、マウス骨芽細胞 MC3T3に対しては促進効

果を示さず(図22参照)、静止期の細胞に対する H，O，の増殖促進効果には、何らかの細

胞特異性が存在するものと思われた。

H，O，単独処理によって、増殖関連遺伝子c-fos、KC、JEの誘導がみられた。しかし、

KC、JEの誘導に関しては、 10出血清、或いは TPAと比較して、若干その程度が弱く、

時間的にも遅れて発現が誘導された。 TPA、血清によるこれら遺伝子の発現に関わって

いる経路と、 H，O，の場合のそれとは異なっているのかもしれない。これら遺伝子の士宮殖

への関与の直接的証明はまだなされておらず、 H，O，、或いは、血清、 TPAによるこれ

らの遺伝子の発現誘導と、これらの因子による DNA合成の促進作用との関係について議

論することは現時点では困難である。むしろ、 KC、JEに関しては、これらは platelet

factor 4のsuperfamilyとして捉えられていることから 50.51)、H，O，による KC、JE

の誘導は、増殖との関係よりも炎症における生物学的反応という観点から捉えるべきもの

かもしれない。しかし、何れにしても、 H，o，により遺伝子発現のレベルで、 TPA、血清

と同じような変化が引き起こされることは、間違いないと思われる。

種々の細胞を様々な増殖因子で刺激したときに、それぞれいくつかの細胞内蛋白質のリ

ン酸化が促進されることが報告されており 41.52. 53) それらのリン酸化が増殖因子のゾ

グナル伝達において重要な働きをしていると考えられている。 X/XODによる c-fosの誘

導はH-7感受性であり、活性酸素による遺伝子の発現誘導にも何らかの proteinkinase 

の活性化の関与が示唆された。そこで、二次元電気泳動法により H，O，による細胞内蛋白

のリン酸化の変化を検討したところ、 p78(pI6.1)の蛋白のリン酸化が特異的に促進さ

れた。このことは、細胞内でH，O，によって、ある種の proteinkinase活性が上昇したこ

とを示唆しているが、 H，O，によっては、 proteinkinase Cの内在性基質とされる p80の

リン酸化は促進されなかったことから、 H，o，は、 proteinkinase C以外の H-7感受性の

kinaseの活性化を引き起こすものと恩われる。そして、この kinaseの活性化がp78のリ

ン酸化、遺伝子の発現を誘導したのではなし、かと考えられる。今回のこの p78以外に、

Ceruttiらは、 H，O，によってリボゾーム蛋白の S6のリン酸化が促進されることを報告

している54'。
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H202は、 TPA、血清によってリン酸化の促進されるいくつかの蛋白のうち、 p78のみ

のリン酸化を促進した。逆に、 catalaseは、 TPA、血清による蛋白リン酸化のうち p78

のリン酸化のみを抑制した。この結果は、 TPA、血清による p78のリン酸化促進は

H202を介したものであることを示唆するとともに、 H202は、増殖因子によって活性化

される線々なゾグナル伝達機構のうちで一つの経路のセカンドメッセンジャーとして働い

ていることを示すものと恩われる。

第二章、第三章の結果より、 Balb/3T3細胞を PDGF、TPAで増殖刺激したときに初

期に放出される H20，は、これらの増殖因子のセカンドメッセンジャーのーっとして、増

殖因子による遺伝子発現、細胞内蛋白のリン酸化の促進に関与し、 DNA合成の促進に寄

与しているものと結論される。
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Table 3. Effect of H， 0， on induction of DNA synthesis 
in quiesc巴ntBalb/3T3 cells 

Addition 

Insulin (1μM) 

H，O， (0.15 mM) 
Insulin + H， 0， 
Serum (10%) 

TPA (10 ng/ml) 

Labeling index 

(%) 

0 

15.3 + 3.5 

0 

29.1 + 8.0 

33.5 :t 7.6 

18.0 :t 6.0 

Values are means of triplicat巴 samples:tstandard 

deviations. Quiescent cells were treated with the 

inducers. 3 H -Thd was added 12 hr after addition of 

inducers and cells were fixed 24 hr later. 
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Table 4. Increase in labeling index by X/XOD 

Addition Labeling index 

Serum (596) 

Serum (596) +allopurinol (0.05 mM) 

XOD (1.3 x 10-2 U/ml) + X (0.1 mM) 

XOD + X + allopurinol (0.05 mM) 

(出)

0 

49.7 +9.3 

48.5:t4.2 

13.0+1.7 

0.02:，:: 2.0 

Insulin (1μM) 8.5:t2.7 

Insulin (1μM) + XOD (1.3 x 10-2 U/ml) + X (0.1 mM) 36.0:t 1.4 

Quiescent cells were treated with chemicals and 3 H -Thd was added 

12 h after the treatment. Cells were fixed at 36 h and processed for 

autoradiography. Values are means of triplicate samples :t standard 

deviation. 
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EKLl旦Timecourse of 3 H -Thd incorpゅration.Quiescent Balb/3T3 cells were treated 
at 0 hr with 1096 fetal bovine serum (0)， 1μM insulin (@)， 0.15 mM  H，O， (⑩) or 
1μM insulin plus 0.15 mM  H，O， (・).3 H -Thd was added at each time point at a 
concentration of 0.2μCi/ml， The cells were incubated for 3 hr， and then acid-

precipitable radioactivity was measured 
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El♀」生Stimulationof DNA synthesis by H，O， and insulin in JHU -1 cells. The 
confluent culture of human skin fibroblast， JHU -1 cells， were incubated with serum-

free medium CEagle's MEM + 0.1% BSA) for 24 hr to make the culture quiescent and 

then treated at 0 hr with none (1)， 10% serum (2)， 10 ng/ml TPA (3)，1μM insulin (4)， 
0.075 mM  H，o， (5)， 0.10 mM  H， 0， (6)， 0.075 mM  H，O， + 1μM insulin (7)， 0.10 mM  
H，O， +1μM insulin (8). The cells were labeled with 3 H -Thd (0.1μCi/ml) between 
24 and 36 hr， and acid-precipitable radioactivity was measured. The result was 

indicated as a ratio to the value of untreated cells. 
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E : insulin (1 JμM) 

+ H，O，(O.15mM) 

LKLL 
D:HlO， 
(0.15 mM ) 

C: insulin (1 ，uM) B: serum (10%) A : contror 

一

L…(%) 93.0 G./Gt 
76.5 88~5 89.2 68.8 

s 
13.3 

23.5 

EI♀斗5.Cell cycle田 alysisafter stimulation with serum， insulin， H，O， or insulinand 
H，o，・ Quiescentcells were untreated (A) or treated with 10% fetal bovine serum (B)， 
lμM insulin (C)， 0.15 mM  H，O， (D)， or 1μM insulin + 0.15 mM  H，O， (E). After 
36 hr， the cells were harvested， stained with propidium iodide and田 alyzed.Totals of 

about 5 x 10' cells were analyzed for each histogram 
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time ( min ) 

A () ";)() ro() Cj() "q，()♂ ro() Cj()グ

f05 

FCS (5 % ) X-XOD 

( 20ノμM-6.3x1O
3
U/ml)

B ()乎 284P，peIP乎 234Pfqp

myc 

FCS ( 5 % ) X-XOD ( 20_，uM-6.3x1O
3
U/ml ) 

inducer 

FI♀cl.6. Inductions of c -fos and c -myc mRNA by X/XOD. Cells were cultured either 

with臼 fetalbovine serum or with X/XOD (20μM/6.3 x 10-' U/ml) for indicated 

times. Total RNA (20μg/lane) was extracted， run on田 agarosegel containing 

formaldehyde and transferred to a membrane filter. The filters were hybridized with 

"P-c-fos (A) or c-myc (B) probes. 
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H2 O2 ( 0 . 20m M) T P A (1 0 n 9 / m 1) s e r u m (1 0 %) 

odffdffdAd(mln) 

fos 

KC 

JE 

EI♀よ1lnductions of c -fos， KC， and JEπlRNA byH，O，・Quiescentcells were treated 
with 1096 fetaI bovine serum， 10 ng/ml TPA， or 0.20 mM  H，α for the indicated times 
TotaI RNA (20μg/lane) was extracted， run on agarose gel containing formaIdehyde 

and transferred to a membrane filter. The filters were hybridized with "P -v -fos， 

KC， or JE probes. 
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control H10， 0.2 mM time 30 min 
PI 

6.5 6.0 5.55.0 Mt 7.5 6.5 6.0 5.55.0 7.5 

.163 

92.5-

66.2 -理EZf 三 a ーを・ F F PF • ?さEF.・. ー・-
盆里，... ー

45.0-

31.0ー

1 
• 

21.5-

• 
A B 

fl♀..l8. Phosphorylation of proteins induced by H2 O2. Quiescent Balb/3T3 cells were 
labeled by addition of ["P]orthophosphate at a concentration of 0.3 mCi/ml to the 

medium and incubated for 6 hr. Then， the cells were stimulated with 0.20 mM  H202 

for 30 min， lysed， and subjected to 2・dimensionalgel electrophoresis. Each gel 

contained 50μg of proteins. Three downward arrowheads indicate the position of p78 

A: Control quiescent cells. B: Cells treated with 0.20 mM  H， 02・
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EI♀JJ1 Dose dependency and kinetics of phosphorylation. Quiescent cells were labeled 

by addition of ["P]orthophosphate at a concentration of 0.3 mCi/ml to the medium 

and incubated for 6 hr. Then， the cells were stimulated with 0 mM  H， 0， (A)， 0.10 mM  
H，α(B)， 0.15 mM  H， 0， (C)， or 0.20 mM  H， 02 (D)， for 30 min， or 0.20 mM  H， 0， for 
o min (E)， 5 min (F)， 15 min (G)， 30 min (H田 dJ)， and 60 min (1) in the presence (J) 
or absence (others) of catalase (3200 U/ml). Arrowheads indicate the position of 

phosphoprotein of M，=78，OOO. 
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EI♀三且 Phosphorylationof proteins induced by TPA and serum. a， Quiescent cells 

without stimulation (A) ， stimulated with 0.20 mM  H2 02 (B)， 10 ng/ml TPA (C)， and 

10% fetal bovine serum (D) for 30 min were labeled with 0.3 mCi/ml of[ "P] 

orthophosphate. Downward arrowheads indidate the position of phosphoprotein of 

M.=78，OOO， and upward ones indicate those of M.=80，∞O. b， Labeled cells were 

untreated (A) or treated with 10% fetal bovine serum in the absence (B) or presence (C) 

of catalase (3.2 x 10' U/ml) for 15 min. Arrowheads indidate the position of 

phosphoprotein of M，=78，∞D 
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第四章 H，O，のマウス骨芽細胞MC3T3に対する増殖抑制作用

序節

第三章においては、 Go/G，期における増殖促進因子のメディエーターとしての H，O，の

役割について論じた。一方、第二章に示したように、静止期の Balb/3T3細胞を増殖刺激

して細胞周期を進行させると、刺激直後 CGo/G，期)のみならず、 G，後期にも H，O，の

培地中への放出がみられ、この時期にはH，O，は増殖に対して抑制的に作用することが示

唆された。この章では、この G，後期における H，O，の DNA合成抑制作用についてさら

に具体的な検討を加えた。

以下実験を進めるにあたって、 Balb/3T3細胞においては、 H，O，によって、 G，後期に

おける DNA合成抑制作用に加えて Go/G，期には促進作用がみられ、抑制作用の解析に

は適さなかったので、 H，O，による DNA合成の抑制が顕著にみられたマウス骨芽細胞

MC3T3を用いることにした。

一方、 TGFβ は、増殖抑制因子として知られている'6}。第二章で触れたように

(図 12・c)、Balb/3T3細胞の増殖に対しては、 TGFβは細胞周期に依存して促進的、抑

制的に働いていた。 MC3T3細胞に対しては、 TGFβは顕著な DNA合成銅1制作用を示し

た。このような TGFβの細胞増殖に対する作用は、 H，O，の作用と酷似していた。そこ

で、 H，O，の DNA合成抑制作用とともに、 H，O，が、 G，後期には、増殖抑制因子TGFβ

のメディエーターとなっている可能性を合わせて検討した。

第一節 TGFβ、H，o，による G，後期特異的DNA合成抑制作用

初めに、対数増殖期にある MC3T3細胞を用いて、この細胞に対し、 TGFβ、H，O，が

DNA合成抑制作用を示すことを確認した(表5)。両者とも濃度依存的に DNA合成を抑

制しfこ。

H，O，は、用いた 0.15mM前後の濃度で細胞内 DNA鎖の切断を引き起こす。その他に
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も細胞膜成分の酸化等を起こすことが考えられ、 H，O，による Dl¥A合成抑制は、細胞に

その様な障害性の変化を与えた結果とも考えられる。そこで、 細胞に対する毒性の指標と

してplatingefficiency を選び、種々の濃度の H，O，で細胞を処理して、 DNA合成抑制の

程度と platingefficiencyの減少の関係を検討した。その結果、図 21に示すように、細胞

毒性があらわれるよりはるかに低い濃度で D~A 合成の抑制lがみられた。

次に、静止状態から S期に至る G，期上のどこに、 TGFβ、H，O，の DNA合成仰制作

用の作用点があるのかを検討した。 MC3T3細胞を DMEM+ 10% FBS中でconfluentに

なるまで培養した後、無血清(DMEM+ 0.1% BSA)で24時間以上培養し、静止状態に

ある MC3T3細胞を用いた。

第二章の図 11に示したのと同様の手順で、静止期の細胞を0時間に 5珂血清で増殖刺激

して細胞周期を遂行させ、 G，期上の各時間に TGFβ、H，O，を加えて、 24-36時間にか

けての3H -thymidineの取り込みを測定した。その結果、図 22に示すように、加えた時

間により TGFβ、H，O，の DNA合成に及ぼす影響は異なり、 G，初期に作用させたので

は、その後の DNA合成には殆ど影響を及ぼさず、 G1後期に作用させたときにのみ

TGFβ、H，o，ともに顕著な DNA合成抑制作用を示した。

その抑制の様子を timecourseを追って調べたのが図 23である。静止期の MC3T3細

胞を 5%血清で刺激後 15時間に TGFβ、H，O，を加え、同時に、各時間に3H -thymidine 

を加えて3時間 pulselableし、 DNA合成を測定した。静止期の細胞を血清で刺激する

と24時間前後に DNA合成の上昇がみられる。しかし、図22に示唆されたように、 G1

後期に TGFβ、H，O，を加えると、 24時間前後の DNA合成の上昇のピークが抑制され

ていた。このことは、 TGFβ、H，O，による DNA合成の抑制が、その速度の低下による

ものでないことを示している。

次に、 TGFβ、H，O，による DNA合成抑制作用の濃度依存性を検討した。静止期の細

胞を、血清で3時間、 12時間刺激して、それぞれG，初期、 G1後期にあると思われる 2種

類の細胞を、各濃度の TGFβ、H，O，で刺激し、 24-36時間の DNA合成を測定した。

その結果、図 22の結果に示唆されたように、 TGFβ、H，O，による DNA合成の抑制作

用に対する各時期の感受性の差を反映して、 G1後期の細胞に対しては、 TGFβ、H，o，
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とも低濃度でDNA合成を抑制したが、 G，初期の細胞には、 TGFsで4倍、 H，O，の場合

にはそれ以上の濃度を必要とした(図24)。

以上のような検討を加えた結果より、 MC3T3細胞は、 G，後期にのみ TGFβ、H，O，に

よる DNA合成抑制作用に感受性をもっており、この時期にTGFβ、H，O，を作用させる

と顕著に DNA合成が抑制されることがわかった。。 そこで、次に、細胞増殖に関係した

他の因子に対しでも同じ挙動を示すのかどうかを調べてみた。

G，初期(血清刺激3時間)、 G，後期(12時間)の細胞に各因子を加え、血清処理のみ

のものに比べてDNA合成がどの程度促進、或いは抑制されるかを調べたのが表6である。

TPAが似た作用を示した以外は、調べたものの中で、 G，後期に特異的に顕著な DNA合

成例制作用を示すものは、 TGFβ、H，O，だけであった。

第二節 TGFβによる DNA合成抑制作用に対する catalaseの効果

前節に示したように、 TGFβ とH，O，は、その MC3T3細胞に対する DNA合成伺]制作

用において類似性を示す。そこで、 H，O，が TGFβのDNA合成抑制作用のメディエー

ターになっているという仮説を実証することを試みた。

対数増殖期にある MC3T3細胞を TGFβで処理すると、 12-24時間以降に DNA合成

の抑制がみられるが、 TGFβ と同時に catalaseを添加しておくと DNA合成の抑制が回

復する傾向にあった。このような作用は、失活させた catalase、SOD、mannitolにはみ

られず、活性酸素種の中で特に H，O，がTGFβのDNA合成抑制作用に関与している可

能性が示唆された(表7)。

TGFsのDNA合成仰制作用は、前節に示したようにG，後期に特異的にみられる。そ

こで今度は、同調した細胞を用いて、 G，後期における TGFβのDNA合成抑制作用に対

する catalaseの効果を検討した。表8に示すように、この時期における TGFβの抑制作

用に対しでも catalaseが回復効果を示した。同様の結果は、酸不溶性商分への'H-

thymidineの取り込みのみならず、 labelingindexの測定によっても確認出来た〔表9)。

また、 ratosteosarcomaの細胞株である ROS細胞も、 TGFβによって濃度依存的に
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DNA合成が抑制され、その抑制も catalaseの同時添加により回復した(図25)。

以上より、 TGFβのDNA合成抑制作用は、 H，O，を介したものである可能性が強く示

唆された。

第三節 TGFβによる MC3T3細胞からの H，O，放出の促進

H，O，が TGFβのセカンドメッセンジャーとなっている可能性をさらに裏付けるため

に、 TGFβで細胞を刺激したときに、実際にH，O，が産生されるかどうかを検討した。

静止期、 G，後期の細胞をそれぞれTGFβで刺激し、 一定時間経過後培地を集め、前述

のHPPAi去により H，O，濃度を測定した。その結果、図26に示したように、血清刺激後

14時間の細胞を刺激した時にのみ、細胞あたり 1f mole前後の H，O，の放出がみられ、

その放出はTGFβで刺激後1時間以降持続的であった。静止期の細胞からは、 日 0，の放

出はほとんどみられなかった。

第四節 静止期、及びG，後期の細胞の TGFβ結合能の検討

前節で述べたように、静止期と GI後期の細胞で、 TGFβ刺激による H，O，の放出の有

無に顕著な差がみられた。静止期の細胞で、 H，O，の放出、ならびに DNA合成の抑制作

用に関してTGFβに対する反応性が認められないのは、この時期の細胞では TGFβに対

するレセプターを発現していなし、からかもしれない。そこで、 12'1でラベルした TGFβ

を用い、静止期、 G，後期の細胞に対する bindingassayを行った。

その結果を scatchardplotしたのが図27である。この図から明らかなように、静止期

の細胞 (0時間)の細胞も TGFβ結合能を有している。静止期、G，後期の細胞の聞で結

合数にはほとんど違いはみられず、解離定数に若干の差が認められた。10・個の細胞あた

りの結合数は、 0時間の細胞で 38.0、14時間の細胞で41.4、解離定数はそれぞれ2.06、

2.80 pMであった。
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第五節 MC3T3 *I!I胞における H，O，による遺伝子発現の誘導

以上のように、 H，O，は Gl後期の細胞に作用してMC3T3細胞の DNA合成を抑制して

いることが示唆された。そこでさらに、 MC3T3細胞に対する H，O，の作用を具体的に明

らかにする手掛かりとして、 H，O，による既知の遺伝子の発現を検討した。細胞はすべて

対数増殖期にある MC3T3を用いた。

細胞をH，O，で一定時間処理して集め、 v-fos、c-junをプロープとして northernblot 

analysisを行った結果が図 28のAであり、 nuclearrun -on assayした結果がBである。

H，O，単独処理により、 c-fosの場合は30分、 c-junでは1時間をピークとした発現が誘

導され、 nuclearrun -on assayの結果より、その誘導は転写レベルであることが示唆さ

れた。これら H，O，による遺伝子の発現への proteinkinaseの関与を proteinkinaseの阻

害剤を用いて検討したところ、図29に示すように、 H，O，による c-fos、c-Junの誘導は、

protein kinase Cに比較的特異的な阻害剤である H-7に感受性であった。しかし、 24時

間TPAで処理して proteinkinase Cがdownregulateされている細胞でも、 H，O，によ

り未処理の細胞と伺程度の誘導が引き起こされたことから (TPAによる誘導は弱くな

る)、関与している proteinkinaseはproteinkinase C以外の H-7に感受性の kinaseで

あると思われた(図30)。

最近、 c-jun産物は、互い同士、或いは c-fos産物と結合して、 dimerを形成し、

穏々の遺伝子の上流に存在する TRE(TPA -responsive element)に結合して遺伝子の発

現の制御を行っていることが明らかとなった日)0 H，O，を処理した細胞からの核他出液

中に、 TRE配列に結合する蛋白質の存在することがgelshift assayにより示唆されたの

で、 H，O，によって誘導される c-fos、c-junの産物も、 TREに結合してその下流の遺伝

子の発現を活性化する能力を有するかどうかを検討した。

IL-3のプロモーターを持つ CAT遺伝子の上流に、コラーゲナーゼ遺伝子の上流に存

在する TRE配列をつないだプラスミドを作成し、このプラスミドを MC3T3細胞にリン

酸カルシウム法で導入し、 H，O，で処理して CATassayを行った。

その結果、 H，O，(0.1 mM)処理により、 TPA(50ng/ml)処理の場合を上回る CAT
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活性の上昇がみられたことから(図 31)、H，O，によって誘導される c-fos、c-Junの産

物も、 TRE活性化能を持つ機能的にも正常なものと考えられた。

第六節 MC3T3細胞における TGFβ、H，O，による細胞内蛋白リン酸化の促進

遺伝子発現に引き続き、 TGFβ、H，O，による D:¥A合成抑制作用に関連した細胞内の

変化を捕らえるために、細胞内蛋白のリン酸化の変化を検討した。

MC3T3細胞を無機リンで4時間ラベル後、 TGFβ(10ng/rnl)、或いは、 H，O，

(0.1 mM)で処理し、一定時間経過後細胞を集め、二次元電気泳動i去により蛋白リン酸

化の変化を検索したところ、 TGFβ、H，O，ともに、分子量30KDa付近の2つの蛋白の

リン酸化を促進することがわかった(図32、33-A)。この蛋白のリン酸化の上昇は、

TGFβで処理後2時間、 H，o，で処理後15分以内にみられた。しかし、 TGFβ、H，o，両

者によるこのリン酸化の上昇は、 G，後期 (15時間)の細胞を刺激した場合にのみみられ、

静止期 (0時間)の細胞の場合にはみられず、 G，後期に特異的な現象と思われた

(図33-B)。

G， 後期の細胞において、 TGFβ、H，O，により 2つづっ (T-a、T-bとH-a、H-b)、

30KDa付近の蛋白質のリン酸化が促進されるが、 TGFβ とH，O，によりリン酸化される

蛋白が問ーのものであるかどうかを peptidemappingにより確認することを試みた。同

時に、 a、bの蛋白がisoformである可能性も検討した。細胞を無機リンでラベルして蛋

白を二次元電気泳動法により分離後、それぞれのスポット部分の gelを切り出し、 V8

proteaseで消化し、 fragmentsをSDS-PAGEで分離した。その結果(図 34)、それぞ

れのスポットは V8の濃度依存的に fragmentsに消化され、そのパターンが一致したこ

とから、 4つの蛋白はすべて同一蛋白であると考えられた。また、この時、ラベルはリン

で行っていることから、 TGFβ、H，O，により同一蛋白の同じ位置にリン酸基が導入され

たと考えられる。 phosphoaminoacid analysisから、主にリン酸化されていたのは ser

獲基であることがわかった。

この p30のリン酸化は、 G，後期の細胞においてTGFβ、H，O，で共通に引き起こさ
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れ、 TGFβは、 G，後期の細胞に作用させた時に細胞からの H，O，の放出を促進すること

から、 H，O，が、 TGFβのp30のリン酸化促進のセカンドメッセンジャーになっている

可能性をcatalaseを用いて検討した。その結果、 catalaseの共存により、 TGFβによる

p30のリン酸化が抑制される傾向にあることがわかった(図35、表10)。その時、

TGFβ、H，O，によりリン酸化の促進のみられない他の蛋白のリン酸化は、殆どcatalase

により影響を受けなかった。

第七節 目 stransform細胞の、 TGFβ、H，O，による DNA抑制作用に対する感受性

の欠如

一般に箔細胞は、正常細胞に比べて増殖因子に対する依存性が低くなっており、自律的

に増殖し続ける傾向がある 58・問。これは、増殖促進因子に対する感受性、或いは、抑制

因子に対する感受性の欠如の結果と考えられる。そこで、 TGFβ、H，O，による DNA合

成抑制作用に対する感受性を、正常と癌細胞とで比較してみた。正常細胞としては

MC3T3細胞、癌細胞としては MC3T3細胞に H-ras、或いは K-rasを導入して癌化さ

せた3つの cloneを用いた。図36は、対数増殖期にあるこれらの細胞を、各濃度の H，O，

で処理したときの DNA合成の抑制の割合を示したものであるが、 MC3T3に比べて ras

でtransformした細胞では、何れも抑制作用に対する感受性が低下していた。これらの

細胞では、同時に、 TGFβによる DNA合成の抑制にたいする感受性もなくなっていた。

その中で、 cloneH-2を選んで、種々の濃度でのDNA合成の抑制の割合と、 plating

efficiencyの関係を調べてみると(図 37)、MC3T3の場合(図 21)と異なって、両者は、

ほほ同じ H，O，濃度依存性を示した。各濃度の H，O，に対する platingefficiencyの低下

はMC3T3とcloneH-2とで殆ど変わらなかった。従って、以上の結果は、H，O，による

単なるストレスに対する感受性はMC3T3とrastransform細胞で差はなく、 ras

transform 細胞では、日0，による DNA合成抑制作用に関わっている何らかの機構が作

用しなくなっていることを示唆していると思われる。
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第八節 静止期の MC3T3細胞に対する catalaseの増殖促進効果

ここまでは、外から積極的に TGFβ、日，0，を加えてDNA合成を抑制した時の解析で

あった。一方、第二章では、細胞周期上にある細胞は、 G，後期に、自ら産生したH，O，

により増殖を負に制御されているという結果を得ている。これらの結果を考え合わせると、

増殖刺激を受けて細胞周期上にある細胞は、 G，後期には、 t音地中にある、或いは自ら作

り出した TGFβ様の物質による刺激を受けて H，O，を産生し、その結果、外から

TGFβ、H，O，を加えなくても、自然にある割合の細胞が増殖を停止しているのではない

かと恩われる。

そこで、継代後4-5日経過して、 confluentな状態で静止期にさしかかったと恩われる

細胞集団に対する catalaseの効果を検討してみた。その結果、表11に示すように、

catalaseを加えることで顕著な DNA合成の誘導がみられた。しかし、この catalaseの

増殖因子様の作用は、 catalase試薬中に増殖因子が共存していたためとも考えられる。

そこで、 SephedexG -200を用いて、 catalase試薬中に含まれる物質を分離し、 DNA合

成の誘導活性を持つ分画と、 catalaseの酵素活性を持つ分画が一致するかどうかを検討

した。図38に明らかなように、両方の活性を持つ分函が一致した。従って、継代後、自

然に増殖を停止する時にも、 H，O，が、その DNA合成抑制に関与していることが示唆さ

れた。なお、外から TGFβを加えた場合の、 TGFβによる DNA合成抑制に対する回復

効果を示す分画も、 catalaseの酵素活性を持つ分函と一致した。
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第四章考察

この章では以下の結論が得られた。

1) TOFβ、H，O，は、 MC3T3細胞において、 01後期の細胞に特異的に作用してDNA

合成を抑制した。

2) TOFβによる DNA合成抑制作用は、 catalaseの添加により回復した。

3) TOFβは、 01後期の細胞に作用したときのみ、細胞に H，O，の産生を促した。

4) 静止期、 01後期の細胞ともにほぼ同数の TOFβに対するレセプターを発現していた

が、解離定数に若干の違いがみられた。

5) H，O，は、単独で、 MC3T3細胞において、転写レベルでかfos、c-junの発現を誘導

し、その産物は TRE配:JIJを持つ遺伝子の発現を促進した。

6) TOFβ、H，O，は、 01後期の MC3T3細胞に作用したときに、どちらも細胞内蛋白

p30のリン酸化を促進し、 TOFβによるそのリン酸化の促進は catalaseにより阻害され

る傾向にあった。

7) rasでtransformした細胞は、 TOFβ、H，O，による DNA合成抑制作用に対して感

受性を著しく減じていた。

8) 細胞分裂を繰り返した後、静止期にさしかかった細胞集団に対して、 catalaseは

DNA合成を誘導した。
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MC3T3細胞は、 H，O，の添加により、著しく DNA合成を抑制された。 H，O，がこの抑

制作用を示す濃度は、細胞毒性を与える濃度よりはるかに低く、従って、このDNA合成

の抑制は、単なる細胞毒性に関係した機構とは性質を異にした機構によるものと思われる。

そして、このH，O，による DNA合成の抑制は、G，期のなかでもG，後期に特異的にみら

れる。同じ低分子物質でも、 cAMP、A23187にはそのような作用はみられず、 H，O，は、

細胞内に cAVIP、A23187による変化とは異なった変化を引き起こしていると考えられる。

また、高濃度(lmM以上)の H，O，が細胞毒性を及ぼすーっの原因に、細胞内Caのホ

メオスターシスの乱れが挙げられているが 60'、A23181は、どちらかといえばG，後期よ

りもG，初期に作用したほうがDNA合成抑制作用が強いことから、細胞毒性につながる

ようなCaの動きは、 H，O，による G，後期に特異的なDNA合成抑制作用には関与してい

ないことが想像される。

TGFβは、個体の発生から細胞の僧殖制御にいたるまで、多様な生物作用に関与して

いることから、最近、多方面から注目を集めている 55.58)。しかし、 TGFβのシグナル

伝達系については、最近、 G蛋白質の関与が示唆された以外には 111. !I 目、まだ殆どなに

もわかっていない。 H，O，同様、 TGFβ もMC3T3細胞のDNA合成をG，後期特異的に

仰制し、その作用がcatalaseの添加により弱められたことから、 H，O，が、 TGFβの

DNA合成抑制作用に関して重要なセカンドメッセンジャーとして働いている可能性が示

された。この結果は、 TGFβのシグナルに関して、新たな重要な知見を与えるものと考

える。

実際TGFβを細胞に作用させると H，O，の産生を促すが、その産生もG，後期に特異的

であった。このように、 TGFβに対する反応性は、 G，初期と後期で顕著に異なるが、静

止期の細胞も、 G，後期の細胞とほぼ同数のTGFβに対するレセプターを発現している。

しかし、解離定数に若干の差が認められたことから、各々の時期で発現しているレセプ

ターの性質が異なることが予想される。発現しているレセプターが異なれば、以下のシグ

ナル伝達経路にも違いを生じることが考えられ、 H，O，の産生の有無もそのような違いの

うちの一つであろうと思われる。TGFβは、細胞の種類や培養条件によりその作用が異

なり、細胞増殖に対して複雑な挙動を示す。そのような複雑な作用を示すーっの理由とし
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て、細胞周期によって発現しているレセプターが異なり、レセプターのレベルでZシグナル

伝達系の切り換えを行っている可能性が示唆されたことになり、興味深い。何れにしても、

自然に存在する TGFβによる DNA合成抑制作用の場合には、細胞由11の感受性の差に加

えて、細胞が感受性である時期にのみ効率的に H，O，を産生するように、レセプターのレ

ベルでそのシグナル伝達系が制御されているものと考えられる。

対数増殖期の細胞を H，O，で処理すると、 H，O，単独で、 c-fos、特に、 c-junが転写レ

ベルで強く誘導された。 c-fos、c-Jun遺伝子は、静止期の細胞を血清などの増殖因子で

刺激したときに、その初期に誘導されることがよく知られており、今までのところ、一般

には、増殖の促進に関与しているのではなしゅ、と考えられている日}。しかし、最近、

TNFαで血管内皮細胞を刺激したときに、 c-Junが強く誘導されることが報告された53'。

TNFα は血管内皮細胞の増殖に対しては抑制的に働くことから、筆者らは、 c-junは増

殖の促進機構のみならず、抑制機構にも関与しているのではなしゅ、と議論している。この

ような例を考え合わせると、 MC3T3細胞の H，O，による DNA合成抑制作用に、誘導さ

れた junが関与している可能性も十分考えられる。また、 TREが活性化されることから、

TREを介してさらに多くの遺伝子の発現に影響を及ぼしていることが予想される。

もう一つの細胞内変化として、 TGFβ とH，O，がともに共通に p30のリン酸化を促進

することを見出した。リン酸化は、 H，O，で刺激した場合は 15分以内にみられたのに対し

て、 TGFβの場合はピークに達するのに2時聞かかった。この TGFβによるリン酸化の

time courseは、 TGFβによる細胞からの H，O，の放出のkineticsと一致していた。また、

catalaseを同時に添加すると TGFβによるリン酸化の促進が弱められたことから、この

TGFβによる p30のリン酸化は、 DNA合成抑制作用の場合と同じく H，O，を介したもの

であると考えられた。さらにこの p30のリン酸化は、 DNA合成の抑制作用に非感受性の

静止期の細胞では、 TGFβ とH，O，のいずれで刺激してもほとんどみられない。これが、

静止期の細胞には p30の蛋白自身が存在しないためか、或いは静止期と G，後期でリン酸

化のシグナル伝達系が異なっているためかは、現時点ではわからない。何れにしても、こ

のp30のリン酸化の挙動は、種々の点でTGFβ、H，O，による DNA合成の抑制作用と密

接に関係しており、この蛋白の性質、ならびに細胞内での働きと、 DNA合成の抑制作用
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への関与の有無に興味が持たれる。一方、多くの増殖因子については、その因子で細胞を

処理したときに特異的な蛋白のリン酸化の促進がみられることが既に報告されているが

62.53)、TGFβについてはまだそのシグナル伝達経路に関してほとんど何も明らかにさ

れておらず、この p30のリン酸化が、初めて、 TGFβによる特異的な蛋白リン酸化の関

与を示したことになる。

H，O，で処理したときの遺伝子の発現、蛋白のリン酸化に至る H，O，の作用機序に関し

ては、さらに多くの検討を要するが、遺伝子の発現がH-7に感受性であったこと、 p30

のser残基のリン酸化がみられたこと、から proteinkinase C以外の H-7に感受性の

serine kinaseが関与していることはほぼ確実と恩われる。

最近、癌遺伝子である oncogeneに対してantioncogeneの概念が提唱され、

antioncogene、すなわち癌抑制遺伝子の欠損が癌化の過程の一つの重要なプロセスであ

ると考えられるようになった 8い 8円。一般には、癌抑制遺伝子は、細胞の増殖に対して抑

制的に働くものと考えられており、増殖抑制機構の欠如が癌化につながると推測されてい

る。実際、 この考えを支持する実験結果が報告され始めている'"。今回見出した日0，

による DNA合成の抑制作用も rasでtransformした細胞で欠如していたことから、こ

のH，O，による DNA合成の抑制作用の喪失もある種の細胞の癌化に関与していることが

考えられる。このH，O，による DNA合成の抑制機構の欠如は、ヒ卜偏平上皮癌の細胞で

ある A431細胞でもみられ、癌細胞一般にみられる現象である可能性があり、細胞の癌化

の観点からも非常に重要な機憾である可能性がある。

今回、 H，O，による DNA合成の例制作用と癌化との関係を、主に、 rasでtransform

した細胞を用いて検討した。 MC3T3細胞では、細胞毒性の現れるよりはるか低濃度の

ぬ0，で'DNA合成の抑制がみられるのに対して、 rasでtransformした細胞では、 DNA

合成の抑制と細胞毒性がほぼ同じ濃度でみられた。このことは、 rasでtransformした

細胞でみられる DNA合成の抑制は細胞毒性と等価であり、 MC3T3細胞において低濃度

のH，O，で引き起こされる DNA合成の抑制は、何らかの積極的な抑制機権によるもので

あることをさらに裏付けている。細胞毒性のみられる濃度は商細胞問でほぼ一致しており、

H，O，に対する感受性、耐性そのものは両細胞で差がないと恩われ、 rasでtransformし
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た細胞では、 H，O，による積極的な抑制機構が欠如していると考えられる。

ras遺伝子の活性化は、多くのヒトの癌で見出されており59'、ヒトの癌を考えるうえ

で重要な遺伝子であると思われる。 ras遺伝子の活性化の細胞の癌化への関与の仕方につ

いて、 Weinbergらは、 ras遺伝子の活性化が生じている細胞は、 tumorpromoterであ

るTPAによって clonalに増殖を促進されやすく、従って、癌化する確率がたかくなる

のではないかと考えている 70)0 ras遺伝子の活性化により増殖を促進されやすくなる理

由の一つに、おそらくこのH，O，による D:JA合成の抑制作用の欠如が関与しているので

はないかと恩われる。正常細胞では、 G，後期にH，O，の産生が高まり、その H，O，により

DNA合成が伺1制されるのに対して、 rasでtransformした細胞ではその抑制がかからな

いことから、結果的に、 rasでtransformした細胞が優先的に増殖することになると考

えられるからである。以上のようなメカニズムで、今回見出したH，O，による DNA合成

の抑制作用が、癌化に関わっている可能性が十分考えられる。

最後に、自然、に近い状態で増殖を続け、定常状態に入るときにも H，O，がその DNA合

成の抑制に関与していることが示唆された。このときにも、細胞は、 TGFβ様の物質に

よる刺激を受けてH，O，を産生し、同様の機構でDNA合成が抑制されているのではない

かと考えられるが、実際のところは不明である。しかし、少なくとも、自然な増殖停止機

構にも H，02が関与していることは確かであると恩われ、興味深い。
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Table 5. lnhibition of 3 H -Thd incorporation by TGFβor H2 O2 

in growing MC3T3 cells 

Addition 3 H -Thd incorporation 

(cpm) 

12373 

TGF s (1 ng/ml) 9303 

(10 ng/ml) 2141 

H2 O2 (0.1 mM) 8684 

(0.2mM) 5004 

Experiment was done under the same condition as Table 7. 
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Table 6. Differential sensitivity to growth stimulation or 

inhibition by various growth factors and chemicals 

Addition 3 H -Thd incorporation (ratio) 

3 hr 12 hr 

1.00 1.00 

PDGF (1 U/ml) 1.65 1.29 

EGF (10 ng/ml) 1.33 1.16 

TPA (10 ng/ml) 1.26 0.61 

Insulin (2μM) 0.68 0.62 

dBT cAMP (1 mM) 0.74 0.68 

A23181 (0.01μM) 0.72 0.94 

TGFβ (2 ng/ml) 0.85 0.31 

H202 (0.075 mM) 0.84 0.42 

Quiescent MC3T3 cells were stimulated with 5% serum at 0 hr， and growth 

factors and chemicals were added 3 hr or 12 hr after the serum -stimulation. 

The cells were labeled with 3 H -Thd (0.1μ Ci/ml) between 24~36 hr and 

then acid -precipitable radioactivity was measured. Values w巴reindicated 

as ratios to those of cells stimulated only with serum 
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Table 7. Eff巴ctof catalase on growth inhibition by TGFβin MC3T3 cells. 

Addition 3 H -Thd incorporation 

(cpm) 

7463 

TGFβ(10 ng/ml) 2270 

TGFβ+ catalase (3200 U/ml) 5690 

+ SOD (80 U/ml) 2143 

+ mannitol (10 mM) 1967 

catalase 8824 

Logarithmically growing MC3T3 cells pre -incubated in DMEM 

containing 1 mg/ml BSA for 3 hr were treated with TGFβor scavengers. 

3H-Thd(0.1μCi/ml) was added 24 hr after the addition， cells were 

incubated for 12 hr and then acid -precipitable radioactivity was 

measur巴d.
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Table 8. Effect of catalase on inhibition of DN A synthesis by TG Fβ 

in MC3T3 cells 

Addition 3 H -Thd incorporation 

cpm 

1484 

Serum' (10%) 6242 

+ TGF s (2 ng/ml) 3334 

+ TGF s + catalase (3200 U/ml) 4400 

+ TGFβ + catalase (inacti vated) 3185 

+ TGFβ + SOD (50μg/ml) 3135 

+ TGFβ + mannitol (10 mM) 3129 

+ catalase (3200 U/ml) 6165 

'Serum口 wasused instead of fetal bovine serum. Quiescent MC3T3 cells 

were stimulated with 10% serum" at 0 hr and TGFβand scavengers were 

added at 12 hr. 3H -Thd incorporation was measured in the same way as 

Table 6. 
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Table 9. Effect of catalase on inhibition of DN A synthesis by TG Fβ 

in MC3T3 cells 

Addition Labelig index 

6.0 :t l.5 

Serum' (20%) 47.6土 5.7

+ TGF s (5 ng/ml) 27.6 :t 4.3 

+ TGFβ+ catalase (3200 U/ml) 54.7:t 6.2 

+ catalase 56.2 :t 9.0 

'Serum口 wasus巴dinst巴adof fetal bovine serum. Cells were treated 

under the same condition as Table 8.3 H -Thd (1μCi/ml) was added at 

12 hr .and the cells were fixed at 36 hr and processed for au toradiography 

Values were means of triplicate samples :t standard deviation. 
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Table 10. Effect of catalase on 

protein phosphorylation 

stimulated with TGFβ 

Spot ratio 

a'/a 0.77 

b'/b 0.62 

c'/c 0.98 

d'/d 1.23 

e' /e 0.91 

f' /f 0.93 

g'/g 1.07 

The position of each spot marked with a-g， or a' _g' in FIG.35 

was scanned with densitometer and ratio， x' /x， was calculated 
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Table 11. Effect of catalase on D::¥ A synthesis of 

MC3T3 cells in confluent culture 

Addition 3 H -Thd incorporation 

n
4

一: 
x
一
p
u

一

)

一
m

一

p
ーム一

C

L

一

(

J

 
X

一
pu--

2534 6016 

Catalase(3200 U/ml) 7719 13869 

Experiment was performed under the sam巴conditionwith Table 7， 

except that cells wer巴nearlyconfluent and stopped growing 
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E血.2.lDose dependency of inhibition of 3 H -Thd incorporation and colony formation 
by H，o， in MC3T3 cells. Logarithmically growing MC3T3 cells were incubated in 
serum free medium (DMEM + 0.196 BSA) for 3 hr田 dthen treated with various 
concentrations of H， 0， for 12 hr. One group of the culture was labeled with 'H -Thd 
(0.1μCi/ml) for another 12 hr and then acid -precipitable radioactivity was measured 

Another group was re -seeded at the density of 200 cells /dish and colonies were scored 

10-14 days later. Values are means of duplicate samples for 3 H -Thd (0) and four 

dishes for colony formation (・).
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fl♀..12. Differential sensitivity to growth inhibition by TGFβor H， 0，. Confluent 
culture of MC3T3 cells was incubated in DMEM containing 1 mg/ml BSA for 12-24 hr 

and then cells were stimulated with 596 fetal bovine serum at 0 hr. After stimulation， 

TGF s (10 ng/ml)(A) or H， 0， (0.15 mM)(B) were added at the various times and 3 H-
Thd incorporation between 24-36 hr was measured 
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EKL23. Time course of' H -Thd incorporation inhibited by TGFβor H， 0， . Confluent 
culture of MC3T3 cells was incubated in Dl'v但Mcont田ning1 mg/ml BSA for 12-24 hr 

cells without stimulation (・)or those stimulated with 5% fetal bovine serum (0) 

at 0 hr were treated with TGFβ(10 ng/ml)(⑩) or H，O， ((③) at 15 hr. 'H-Thd was 
added at each time point at a concentration of 0.2μCi/ml. The cells were incubated for 

3 hr， and then acid -precipitable radioactivity was measured. 
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FI♀必Dosedependency of inhibition of DNA synthesis by H， 0， and TGF s in MC3T3 
cells. MC3T3 cells were made quiescent by incubating in DMEM + 0.196 BSA for more 
than 24 hr. Cells were stimulated with 596 serum at 0 hr and various concentrations of 

H，o， and TGFβwere added 3 hr (()，ム)、 or12 hr (・，A) after the serum 
stimulation. Cells were labeled with 3 H -Thd (0.1μCi/ml) between 24 hr田 d36 hr 

and acid -precipitable radioactivity was measured. The each result was indicated as a 

ratio to the value of cells treated only with 跳 serum.
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El♀品Effectof catalase on DNA synthesis in ROS cells. Logarithmicallly growing 

ROS cells pre -incubated in DMEM containing 1 mg/ml BSA for 3 hr were treated with 

TGFβ(0 -5 ng!ml) or catalase (5∞OU/ml). 'H-Thd (0.1μCi!ml) was added after 
24 hr， the cells were incubated for 12 hr and then acid -precipitable radioactivity was 

measured 
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El♀..26. H，O， production into the medium of MC3T3 cells stimulated with TGFβ. 
Quiescent MC3T3 cells were untreated (0) or treated with 596 fetal bovine serum (・)

for 12 hr田 dthen the culture fluids were replaced with Eagle's MEM containing 

1 mg/ml BSA. After incubation for another 2 hr， cells of both cultures were treated 

with TGFβ(5 ng/ml) at 0 hr. After the indicated times， H，O， concentration in the 
medium was determined as described in Materials and Methods. Values are means of 

triplicate samples土 standarddeviation 
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EI♀.21 Scatchard plots of 1 '5 1 -TG Fβbinding to MC3T3 cells. Quiescent MC3T3 cells 

were treated (・)or untreated (0) with 跳 serumfor 12 hr. Binding assay was 

performed as described in Materials and Methods. Values are means of duplicate 

samples. 
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FI♀品 A:Time course of the induction of fos and jun rnRNA. MC3T3 cells were 

treated with 0.2 mM  H，O， for the indicated times. Total RNA (20μg/lane) was 
extracted， run on agarose gel containing formaldehyde and transferred to a membrane 

filter. The filters were hybridized with 32P-v-fos (a). c-jun (b) probes. The 

autoradiogram was scanned with a densitometer and the intensities of the fos -spec江ic

band(・)印刷un-spec江icband (0) were expressed in arbitrary units. B: Nuclear 

run -on transcription. MC3T3 cells were treated with 0.2 mM  H， 0， for the indicated 
times. Nuclei were isolated and incubated in reaction mixtures with a 32p_ UTP. 

Labeled transcripts were extracted and hybridized with pBR322 (a)，β-actin (b)， 

v -fos (c) and c -jun (d) probes immobilized on membrane filters. 
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E埠...2l1Effects of protein kinase inhibitors on fos， jun induction by H， 0，・ MC3T3cells 
were treated with H，α(0.2 mM)， TPA (50 ng/ml) or EGF (10 ng/ml)凶 thepresence 
or absence of 50μM H-7， H-9 or W -7. Total RNA (20μg/lane) was extracted after 

30 min (A， B) or 90 min (C， D)， run on an agarose gel cont出口ingformaldehyde and 

transferred to a membrane filter. The filters were hybridized with "P-v-fos (A)， 

α-tublin (B， D) or c -jun (C) probes 
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む♀担 Inductionof fos， jun回 dheme oxygenase mRNA in protein kinase C down 

regulated cells. MC3T3 cells treated with or without TPA (50 ng/ml) for 24 hr were 

stimulated with H， 0， (0.2 mM) or TPA (50 ng/ml) for 30 min (A， C)， 120 min (B， D， 
E). Total RNA (20μg/lane) was extracted， run on agarose gel containing 

formaldehyde and transferred to a membrane filter. The filters were hybridized with 

"P-v-fos (A)， c-jun (B)，αーtublin(C， E) or heme oxygenase (D) probes. 
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(AP-1J3CAT 

.EI♀...31 Stimulation of TRE -CAT activity by H，o，・TRE-CA T construct used in this 
assay contained synthesized oligonucleotides of TRE sequence which was found in 

5' -franking region of collagenase gene. This TRE sequence was ligated to 5'upstream 

region of IL -3 promoter -CAT. MC3T3 cells were transfected with this plasmid 

(20μg/l00 mm  dish) by Ca -phosphate method. After 6 hr， cells were subjected to 20出

DMSO shock for 30 sec and then placed in DMEM containing 1 mg/ml BSA for 1 day 

Cells were un -treated (1)， stimulated with TPA (50 ng/mI)(2)， H，α(0.05 mM)(3) or 
H，O， (0.1 mM)(4) twice at intervals of 24 hr and cells were harvested for CAT assay 
24 hr after the second stimulation. 
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Phosphorylation of p30 by H.O. in MC3T3 

o min 15 n官、 1hr 
凪円6.5 6.0 55 5.0 

H，O. (0.1 n制}

2hr 

言、色|
唱園圃

E血~Phosphorylation of p30 by H， 0， in MC3T3 cells. Quiescent MC3T3 cells were 
stimulated with抗 serurnfor 11 hr田 dthen， labeled with [" P]orthophosphate 

(0.2 rnCi/rnl) for 4 hr， treated with 0.1 mM  H，O， for the indicated tirnes， lysed and 
su b j ected to 2 -dimensional electrophoresis. The arrows indicate the position of p30. 
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FI♀4旦Phosphorylationof p30 by TGFβ in MC3T3 cells. A: Quiescent MC3T3 cells 

were stimulated with羽田rumfor 11 hr and then， labeled with ["P]orthophosphate 

(0.2 mCi/ml) for 4 hr， treated with TGF s (10 ng/ml) for the indicated times， lysed 
and subjected to 2-dimensional electrophoresis. The arrows indicate the position of 

p30. B: Quiescent MC3T3 cells were labeled in a similar way to A， treated with 0.1 mM  

H，o， for 15 min or 10 ng/ml TGFβfor 2 hr， lysed， and subjected to 2-dimensional 
electrophoresis. The釘 rowsindicate the position of p30 
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T T H H T T H H 

MW a b a b a b a b 
KDa 

39-

27-ー

17-

-
-ー

V8 protease 

( 3.25μg/Ia時} ( 10μg/Ia時}

.El♀斗生Proteolyticpeptide map of p30. Quiescent MC3T3 cells were stimulated， labeled 

in a similar way as in FIG.33 A and treated with 0.1 mM  H， 0， for 15 min or 10 ng/ml 
TGFβfor 2 hr. Then， cells were Iysed， and subjected to 2 -dimensional 

electrophoresis. Gel pieces corresponding to p30 were excised and inserted in the wells 

of SDS-polyacrylamide gels (17.5% acrylamide concentration)， and overlaid with 

buffer containing 3.25μg (lane 1-4)， 10μg (lane 5-8)/lane of V8 protease as 

described by Cleveland et al.' 7l . The large arrows indicate the position of original p30 

uncleaved， small ones indicate the digested fragments. Lane 1， 3， 5， 7: Spots 

corresponding to" P I -Iabeled p30 -a form from TGFβ ー(lane1， 5)，日0，-(lane 3， 7) 
treated cells. Lane 2， 4， 6， 8・Spotscorresponding to "P I -labeled p30・bform from 

TGFβ ー(lane2， 6)， H，α-(Iane 4， 8) treated cells. 
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1 ) 

Effect 01 catalase on phosphorylation 01 p30 

induced by TGFβ 

conlrol 

2) 
1.0r 

spot rati。
a'/a 0.77 '5 
b'/b 0.62 

D E 伺2h 05 cソc 0.98 
dソd 1.23 
e'/e 0.91 
f'/f 0.93 
9'/9 1.07 

TGF 8 
(10 ng/ml) 

日
1.0 

TGFβφcalalase 
(3200 U/ml) 

c 

、}「J ，~、、A '"ι一a 
b 

ElG.a豆Effectof catalase on phosphorylation of p30 induced by TGFβExperiment 
was done in the same condition as described in the legend of FIG，33 A， Cells were 

untreated (A)， treated with TGFβ(10 ng/ml)(B)， and with TGFβ(10 ng/ml) + 

catalase (3200 U/ml)(C) for 2 hr， 1): The result of autoradiography， 2)・Spots，a， b and 

a'， b'， were scanned with densitometer， 
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• H-2 
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o 0.5 

Concentration of H202 (mM) 

FI♀A亘Dosedependent inhibition of 3 H -Thd incorporation by a 0， in MC3T3 cells 
and its transformants. Logarithmically growing MC3T3 cells and its transformed 

were pre -incubated for 3 hr in DMEM + 0.196 BSA and treated with various 
concentrations of H， 0， at 0 hr. After 12 hr. 3 H -Thd (0.1μCi/rr叫)was added and cells 
were incubated for another 12 hr. Acid -precipitable radioactivity was measured. 

0: MC3T3 cells，.: H-ras transformed cellline; H-2， @， (): K-ras transformed cell 
lines; K-1， K-4. 
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o 3H-Thd 
incorporation 

• colony 
formation 

EIG..31 Dose dependency of inhibition of 3 H -Thd incorporation and colony formation 
by H，O， in H -ras transformed cell. Experiment was performed exactly according to 
the procedure described in the legend of FIG .21 
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FI♀..38_ Co -fractionation of catalase activity and stimulatory activity of 'H -Thd 

incorporation. Aqueous solution of catalase obtained from Sigma Chernical， Co. was 

fractionated by Sephadex G -200 in 0.01 M phosphate buffer (pH 7.0). For assay of 

catalase activity， aliquots of each fraction were added to 0.02 M H， 0， solution in 0.01 M 
phosphate buffer (pH 7.0) and reduction of absorbance at 240 nm in 30 sec was 

measured. For 'H -Thd incorporation， aliquots of each fraction were added to the 

confluent cultures of MC3T3 cells in DMEM + 0.1児BSA，and 'H -Thd incorporation 
was measured between 24-36 hr. 
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まとめ

現在までのところ、活性酸素は、生体との関係において、主に、障害性のものとして捉

えられており、従来の活性酸素と細胞に関する研究は、ほとんど活性酸素の障害性からの

防御という観点からなされている。しかし、今回、増殖刺激時に活性酸素の放出がみられ

たことから、増殖制御への活性酸素の関与の可能性が考えられた。

外界から刺激を受けて細胞が何らかの反応を起こすとき、第一義的刺激はあくまで刺激

的でなければ意味がなく、その機な刺激は、もし極端に至たれば障害性を持つことになる

であろう。逆に、高濃度で障害性を持つ活性酸素のようなものが、低濃度では、刺激とし

て別の意味を持っても不思議はないと思われる。この地球上の生物に対する最も原始的で

ありふれていて、しかも刺激的な刺激は活性酸素なのではなL、かと思われる。その活性酸

素が、進化の過程で、シグナルとして、生物として根本的な営みである増殖の制御機摘に

組み込まれ、利用されるに到ったと考えても、さほど的はずれなことではないように思わ

れる。このような考え方にたてば、増殖因子とそのレセプターの出現は、活性酸素のよう

な非特異的な刺激に、時間的、空間的な特異性を与えるためのものであったのではなしゅ、

と考えられる。

本研究は、上のような仮説のもとに、活性酸素が、増殖促進、抑制因子のングナルの一

部として利用されていることを示すことを目的としたものである。そして、増殖因子によ

る細胞内 pH，の上昇や、蛋自のリン酸化、 DNA合成が、活性酸素の消去剤の添加により、

部分的に抑制されることを見出した。

活性酸素は、一般には反応性が高く、細胞膜表面での完全な消去は困難であり、さらに

細胞膜内に生じたものの人偽的な消去はほぼ不可能に近い。従って、増殖因子の引き起こ

す反応にどれだけ活性酸素が関与しているかを正確に把握することは困難であるが、少な

くとも部分的なセカンドメッセンジャーとして利用されていることは確かなようである。

一方で、増殖因子は、活性酸素がつかさどっているシグナル伝達系以外にもいくつかのシ

グナル伝達系をもっていることも確かであり、増殖因子とそのレセプタ一系の発達は、活

性酸素、或いは、やはりありふれていて利用されやすかったと思われる Ca'+などのいく
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っかのシグナル伝達系を組合せて、より精綾な帝IJ御機犠を築き上げる歴史であったのでは

ないかと恩われる。

活性酸素が増殖因子のメディエーターとなっていたことから、活性酸素は、細胞周期と

密接な関係にあることが予想された。細胞周期のなかで、 G，期が、特にその制御に重要

な時期であると考えられている。そこで、 G，期を中心に活性酸素と細胞周期の関係に検

討を加えた結果、 H，O，が、細胞周期の進行に伴って、 G，前期と後期の一定の時期に産

生されることを見出したのを初めとして、活性酸素の消去期lを用いた実験、外から H，O，

を加える実験により、 G，期はその前期と後期で大きく性質を異にしていることが明らか

となった。今までにも、細胞周期に関する研究から、その制御上、 S期に至るまでのG，

期上にいくつかの重要な点の存在することが示唆されていたが59，71-73) これらは、主

に、増殖因子に対する依存性の有無についての観点からなされたものであり、それ以外の

観点から、 G，期を分析した例はあまりない。 G，前期には、 H，O，は、 insulinなどの他の

増殖因子の存在下、 DNA合成に対して促進的に作用する。 G，後期には、 H，O，単独で、

DNA合成に対して抑制的に作用する。このようなH，O，の時期による作用の差が、細胞

の中の、或いは、外の、 H，O，によるどういう変化の差によってもたらされるのかは、今

後明らかにされるべき大きな問題である。このように、作用機序は明らかではないが、

p30のリン酸化の差にみられたように、 H，O，によって、両方の時期で細胞内で違った変

化が引き起こされることは確かであり、 G，期を具体的に分子レベルで解析する独自の手

掛りを得られたものと考える。

このように、細胞は、 G，前期にはH，O，に対して正の感受性、 G，後期には負の感受性

を持っているわけだが、 H，O，に対して感受性を持つこれらの時期に、各々、実際、

H，O，の産生がみられる。G，前期の H，O，は、士普殖因子のなかでも competence因子の刺

激をうけて産生されるものであり、後期の H，O，は、 TGFβのような増殖抑制因子の刺

激をうけて産生されるものではないかと考えられる。一方で、細胞を PDGFのような増

殖因子で刺激すると、増殖を促進するための様々な遺伝子が活性化されるが、その中には

interfernβのような、逆に増殖に負に作用するようなものも含まれていることが報告さ

れている'" 0 TPAや血清で刺激した場合に、 interfernβと同様に、刺激後4-6時間以
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降 TGFβのmRNAの発現の上昇もみられる。このような観察からすると、細胞を増殖

因子で刺激すると、増殖促進因子自身により G，前期に引き起こされる反応に続き、 G，後

期には、今度は、増殖因子の作用の一環として合成されてきた僧殖抑制因子が細胞に作用

してH，O，の産生を促し、増殖を抑制的に制御しているのではないかと考えられる。この

ような、仏前期、後期における、増殖促進、抑制因子による、正、負、二重の制御の結

果、バランスのとれた細胞増殖の制御がなりたっているのであろう。或いは、様々な増殖

因子で刺激したときに観察される最終的な DNA合成の上昇量、すなわち、各増殖因子の

増殖促進因子としての強さは、個々の因子の持つ DNA合成を促進する力と、 G，後期の

H，O，による普通的な抑制的制御のかかり方の総和で決まるということになる、という言

い方も可能であろう。今回、このように、活性酸素という窓を通して検討を加えた結果、

G，期における増殖制御について、その前期と後期の性質の違い、増殖促進因子と仰告IJ因

子による各々の時期での増殖制御について、新たな概念を提唱できたものと考える。

H，O，は、 G，期の前期と後期の両方の時期にそれぞれ促進、抑制的制御に関係している

ことが示唆されたが、単独で増殖に影響を及ぼしうる点で、 G，後期の抑制的制御により

深く関わっていると考えられる。 invivoにおいては、細胞の増殖に関して、促進的制御

とともに抑制的制御が重要な役割を担っていると恩われ、このH，O，による抑制的制御は、

特に、 lnVIVQでの morphogenesisなどの過程で重要な役割を担っているものと思われる。

以上のように、 H，O，による細胞増殖制御、特に抑制的制御は、細胞の癌化、老化現象

の解明にもつながる重要な問題を提起しているように思われる。今後は、今回見出した現

象を、さらに分子レベルで理解することを目指し、細胞の増殖、癌化、老化の接点をもと

めて研究を続けていきたいと考えている。
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材料および方法

(1 J試薬類

1 ) 借地

RPMIl640、Eagle'sMEM、Dulbecco'smodified MEYI、Hanks'液はすべて日水

製薬、 bovineserum albumin (BSA) (essentially fatty acid -free prepared 

from Fraction V albumin)はSigmaChemical Coより購入し、通常、これ

らの培地に 10百になるようにfetalbovine serum、或いは、 0.196になるように

BSAを加えて使用した。

2 ) Fetal bovine serum 

Gibco社より購入した。

3) Isotope化合物

[methyl-'H]thymidine(86 Ci/mmole)、α"P-dCTP(3∞oCi/mmole)、
[" P]orthophosphate(65 mCi/ml)はAmershamより、 α"P-UTP(3∞OCil
mmole)、[14C]chloramphenicol(60 mCi/mmole)、はNewEngland Nuclear 

社より購入した。

4) 試薬

以下の試薬は、それぞれつぎのところより購入した。

増殖因子類

OAG Serdary Research Lab. 

PDD Sigma Chemical Co. 

TPA 向上

concanavalin A E. Y.Laboratories， Inc. 
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insulin Sigma Chemical Co 

PDGF T出 araBiomedicals 

EGF 向上

TGFβ アース製薬

serum Collaborative Research， Inc. 

dBtcAMP 第一化学薬品

A'll187 Sigma Chemical co 

H，O， Mitsubishi Gas Co. 

Protein kinase inhibitors 

H -7 Seikagaku kogyo Co.， Ltd 

H-9 向上

W-7 向上

活性酸素消去剤

SOD 

catalase 

mannitol 

BHA 

vltaπ1InE 

蛍光試薬

lucigenin 

BCECF 

その他

xanthine 

Ube Industries， Ltd 

Sigma Chemical Co. 

平日光純薬

Sigma Chemical Co. 

同上

Sigma Chemical Co. 

HSC Research Development 

Sigma Chemical Co. 
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ー司可F

xanthine oxidase 向上

arniloride 向上

allopurinol 向上

acetyl-CoA Pharmacia LKB Biotechnology， Inc. 

Sephadex G -200 向上
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[2 J 細胞

1 ) U937 

RP:.v1I1640にfetalbovine serumを1096になるように添加した培地中で、

suspensionの状態で培養し、 3-4日おきに 10倍に希釈した。

2) mouse thymocyte 

Balb!cマウスより胸腺を取り出し、細かくちぎった後、日出ks'i夜で、洗浄して

i専られた細胞を thymocyteとして用いた。

3) Balb!3T3 

Eagle's MEMにfetalbovine serumを1096になるように添加した指地中で培

養し、 3-4日おきに3倍になるようにsubcultureした。

4) JHU-1 

Balb!3T3と同様にして培養した。

5) MC3T3 

Dulbecco's modified乱但Mにfetalbovine serumを1096になるように添加し

た培地中で培養し、 3-4日おきに3倍になるように subcultureした。

6) H-2、K-1、K-4

Kirsten murine sarcoma virus(MSV) clone 4E (K-1、k-4の場合)或いは、

Harvey -MSV clone H1 (H -2)のプラスミドを Ca-phosphate法でMC3T3細

胞に導入し、 5遇間後に、 morphologicallytransformed forciをclone化して

これらの細胞を得た。培養は、 MC3T3と同様の条件で行った。

8 8 
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7) ROS 

MC3T3と同様にして培養した。

( 3 ) chemiluminescenceの測定

細胞を5x 10' cells/mlの密度になるように Ha出s'液 (10mM  Hepes pH 7.4)に懸濁し、

lucigenin (100μg/mDを加えて、 37'Cで、 BertholdBiolumat LB9505にて測定した。

阻害剤を加える場合は、阻害剤を加えてlOmin開放置後、車IJiM剤を加えた。

( 4 ) 細胞内 pH(pH，)の測定

細胞を3x 10' cells/mlの密度になるようにH出1ks'液 (10mM  Hepes pH 7.4)に懸濁し、

0.5μMのBCECFを加えて32'Cで30min放置して、細胞内に BCECFを取り込ませた。

その後、細胞を洗浄して同量の Hanks'液に懸濁してストックとした。測定に際しては、

ストックより、そのつど1ml取り出して遠心後、再び1mlのHanks'液に懸濁して用い

fこ。蛍光の測定は、 37'Cで、 FP-770 spectrofluorometer、Jasco、Japanを用い、波長

506nmで励起し、 530nmの発光を測定した。阻害剤を加える場合は、阻害剤を加えて 10

min間放置後、刺激剤を加えた。

( 5) 培地中のH，O，濃度の測定

測定は、 Zaitsu& Ohkuraらの方法に準じた3川。t音地 (phenolred不含)2mlをTris-

HClでpH8.5に合わせた後、 HPPAを5mM、さらに horseradish peroxidaseをl

unitを加えて、 5min間室温で反応させ、 320nmで励起したときの 404nmの蛍光を測

定した。 H，O，濃度 (0.2μM-10μM)と蛍光強度の聞には、直線関係が成り立った。

(6) 'H-Thdの取り込みの測定

t音地に 'H-Thdを加えて培養後、細胞を phosphate-buffered salineで洗浄して集め、

冷臼trichloroaceticacidを加えて超音波で細胞を破壕した。 30min放置して、沈澱を

glass filter (Whatmann， GF/C)上に集め、液体シンチレノョンカウンターで、沈澱中

の 'Hのカウントを測定した。
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[ 7 ) Labeling indexの測定

カバーガラス上で細胞を培養し、培地に 'H-Thdを加えて培養を続けた後、細胞を

phosphate -buffered salineで洗浄し、カルノア液 Cethanol:AcOH、3・1)で細胞を固定

した。その後、カバーガラスを冷 5%trichloroacetic acidで15min問、 3回処理、脱イ

オン水で洗浄後、オートラジオグラフィ一周のエマルジョン CSalωra、NR-M2)で

コートした。6-10日間暗所で感光させたのち現像、 Giemsa液で染色し、 100個以上の

gr出口数を示した核の数をかぞえた。

[ 8 ) Cytofluorometoryによる細胞周期の解析

細胞をトリプシン処理してはがして集め、 70出methnolで30min処理して固定した。つ

いで、 0.18MNaClを含む0.18M Tris CpH 7.5)に細胞を懸濁し、 RNase処理して0.25

% Triton X-1∞を加えた後、 50μg/mlのpropidiumiodideを加えて細胞内の DNAを

染色した。そして、蛍光を flowcytometer CSpectrum rn、OrthoDiagnostic System) 

で測定した。

[ 9 ) Northern blot analysisの方法，，)

細胞から totalRNAをguanidiumthiocyanate/hot phenol法で抽出し、抽出した RNA

をホルマリンゲル中で電気泳動後、ナイロン膜上に transferし、 nicktranslation法で

"P-ラベルしたプロープと hybridizationを行った。hybridizationの条件は、 50%

formarnide、5x SSPE(0.9 M NaCl、0.05M Na， HPO，、 5mM  EDTA、pH7.7)、1X

Denhardt液、 denaturedsalmon testis DNA 200μg/ロ11、0.1%SDS中で、 42'C36 hrで

ある。その後、フィルターを洗浄し、 X線フィルムにて放射線強度を detectした。洗浄

の条件は、 0.1%SDSを含む2XSSC中、室温で5rnin間3回、その後0.1%SDSを含むO.

2XSSC中、 45'C1 hr 3回である。

[ 1 0) 二次元電気泳動法1B)

ラベルした細胞を冷phosphate-buffered salineで洗浄して集め、 9.5Murea、2%
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CHAPS(Sigma Chemical Co.)、596ampholine(Pharmacia LKB Biotechnology、Inc.)、

71 mM  dithiothreitol(Wako Pure Chemical Industries， Ltd)、1mMsodium 

orthovanadate中で可溶化した。その後、 9.5M urea、pH3.5-10のampholyte中、

7∞OV.hでisoelectricf ocusingを行L、、続いて 1296のSDS-polyacrylamideゲル中で電
気泳動した。電気泳動後、ゲルを 50%methanol!1296 AcOHで固定し、乾燥して X線

フィルムにて放射線強度をdetectした。

(1 1 ) Peptide mapping 7 " 

二次元電気泳動後のゲルを固定、 Coomassieで染色した後、 spotの部分を切取り、

digestion buffer(0.125 M Tris -HCl、pH6.8、0.196SDS、1mMEDTA)中に 30min浸

した後、ゲルの wellの底に挿入し、 V8protease、2096glycerolを含むdigestionbuffer 

を上からかぶせて15minおく 。その後、 50-70Vでbromphenolblue dyeがstacking

gelの下端にくるまで一旦泳動した後、1.5hr電源を切って静置し、 その後引き続き220

Vで泳動した。泳動後のゲルは (10 )に記したのと同様に処理した。

(1 2) 125I-TGFβbinding assay 

1 ) Radioiodination of TGFβ 

Bolton and Hunter reagentを用い、彼らの方法に従ってヨード化を行った 78)。

2) Binding assay ". 8 DJ 

60mmdishに培養した細胞を、 Bindingbuffer(DMEM + 0.196 BSA、0.196NaHC03 )で

2回洗浄した後、 125I -TGFβ と種々の濃度の coldのcompetitorを含んだBinding

bufferを2ml加えて、 596CO，、 370Cで1hr incubationした。その後、 冷Washbuffer 

(Hanks'液十0.1河BSA)で3回洗浄し、 0.25%trypsinで細胞をはがして集め、125Iのカ

ウントをg釘nmacounterで測定した。I"I-TGFβの細胞への非特異的吸着は100倍の

coldのTGFβを加えて測定した。



[1 3 J Nuc1ear run -on transcription assay 

Greenberg and Z江fらの方法に従って行った'1'。細胞をDouncehomogenizerでTMD

buffer(20 mM  Tris/HCl pH 8.0、5mMMgCl，、 0.1mM  dithiothreitol) + 0.25 M 

sucrose、0.1%Triton X-1∞中で破砕し、核を0.5M sucroseを含むTMDbuffer中

1500 gでlOmin遠心しておとし、 40% glycerol、0.1mM  ethylenediamide tetraacetic 

acidを含むTMDbuffer中に 5x 10' nuc1ei/mlになるように懸濁した。 200μlの反応液

(12目5mM  Tris/HCl、pH8.0、5mMMgCJ，、 1mM  dithiothreitol、各々 4mMの

ATP、GTP、CTP、0.16MKCl、0.5mYl spermidine、100μCi[日"PJUTP(3000 Ci/ 

mmole))と核懸濁液200μlを混ぜて300Cで20min反応させた後、反応を4M

guanidium thiocyanate液を加えて停止し、転写産物を hotphenol法にて他出した。抽

出した転写産物を 0.2MNaOHで5min氷上で処理し、 0.5M Hepes、pH7.0で中和した

後、予め、アルカリで処理し、ナイロン膜上に固定しておいたプロープと 680Cで48hr間

hybridizeさせた。その後、 filterは [9 Jに記したのと同様に処理した。

[1 4 J CA T assay 

細胞を 100mm  dishあたり 3x 10'の密度でまき、 24hr後に Ca-phosphate法で、

plasmidを導入した。生じた沈澱を6hr後に除き、 20%dimethylsulfoxideで細胞を処理

し、 24hr t音養を続けた。その後、刺激剤を加え、 48hrたってから cell1ysateを

Gormanらの方法により調整し・21 0.15 M Tris/HCl、pH7.6中、 0.5μCi[I'CJ 

chloramphenicol、1mM  acetyl-CoAと370Cで1hr反応させた。その後、 ethyl

acetateで抽出して薄層クロマトグラフィーで展開し、 chloramphenicol

acetyltransferaseの活性を測定した。

[1 5 J catalaseのゲル溜過による分画

8igma Chemical Co.社より購入した twice-crystallized beef liver catalaseを、 20倍の

0.01 M phosphate buffer、pH7.0に溶かし、 40%w/vの(N1L)，80.を加えて、沈澱を

集め、 2mlの0.01M phosphate buffer、pH7.0に溶かして、ゲル溜過した。カラムは

9 2 



Bio-RadのEcono-Column、1.5X75cmにSephadexG -200を充損したものを用い、

流速 2ml/cm-'/hrで0.01M phosphate buffer、pH7.0でeluteさせ、 75dropsづつ集

めて、各fractionとした。

( 1 6) catalaseの酵素活性の測定

0.02 M H， 0，を含む 0.01M phosphate buffer、pH7.0に、適当に希釈した catalase溶

液を加えて、 240nmの吸光度の減少を測定した。
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