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神経細胞の雑種形成

石 井 一 宏

京都大学ウイルス研究所細胞生物学部門

1.は じめ に

近年,神経機能を細胞培養系で再現する方法論

を開発しようという気運が高まってきた｡この気

運は,神経科学の研究に分子生物学や神経工学の

手法を導入し,そして駆使するための一つのステ

ップとして重要であるという認識に基づいている｡

神経科学においては細胞培養系をもちいた研究は,

三つの観点から行われつつある｡(1)神経細胞の初

代培養と神経栄養因子の研究,(2)神経回路の形成

の誘導- 初代培養した神経細胞ならびに脳組織

の薄片における電気生理学的研究も含まれる,(3)

神経系細胞の培養株の樹立,の三分野である｡ 本

稿では,第三の神経細胞の培養株について見て行

こつ ｡

2.培養細胞株の樹立の方法と意義

神経細胞の培養系においても,その培養株の樹

立の方法は他の種類の細胞の場合と変わりはない｡

その方法は三通り知られている｡(1)神経系の施療

組織の培養｡この方法は既に多くの細胞株を樹立

している｡(2)胎児あるいは若年動物由来神経細胞

を初代培養し,そこへ細胞の不死化をもたらすガ

ン遺伝子(ⅠmmortalizingGenes)を細胞移入する

方法｡(3)細胞融合法による雑種細胞の形成｡この

三通りの方法は,当然予想されるようにそれぞれ

長所と短所を合わせもっており,細胞の特性や研

究の目的に応じて使い分ける必要がある｡具体的

な話はそれぞれの箇所で述べることにしよう｡

それでは,培養細胞株を樹立したり,それを用

いて研究することはどんな利点があるのだろうか｡

まず,発生生物学的には次のような利点が考えら

れる｡ 発生過程における細胞分化の様子は細胞系

譜の作製により把握されているが,幹細胞を培養

し,さらには株化できれば,その細胞分イヒの様子

を細胞生物学的 ･分子生物学的によりよく理解す

ることができる｡ さらに,神経系の発生過程にお

ける細胞相互作用に関する分子生物学的研究がや

りやすくなる｡ 神経栄養因子の研究がその好例の

一つである｡ 第二に,どのような研究分野におい

ても,同じ性質を持った細胞を大量に扱えること

は生化学的 ･分子生物学的研究にとってたいへん

好都合である｡第三に,脳における記憶の細胞生

物学的 ･分子生物学的理解は,記憶現象を細胞培

養系において解析することにより初めて可能にな

るのではないかと思われる｡

3.腫癌組織由来培養細胞株

一般に,腹痛組織の細胞を培養すると株化しや

すい｡神経系では神経芽細胞腫から多くの培養細

胞株が樹立されている｡

ラットやマウスなど実験動物を用いた場合は,

神経腫癌は自然発生ガンだけではなく,動物に発

ガン剤を注入し人工的に腫癌をつくらせ,その腫

癌をもちいて培養細胞株を樹立することも行われ

ている｡ B103(Schubertetalリ1974)や RT-4

AC(DromsandSueoka,1987)などがある｡あ

るいは,ガン遺伝子を組み込んだレトロウイルス

を受精卵に注入し, トランスゲニック動物 (遺伝

子導入動物)をつくり,その胎児,あるいは出生

後成体になって発生してくる施療を利用する方法

も知られている(マウスRT-1)(Hammangeta1.,

1990)0

ヒトの場合はもちろん,自然発生的に形成され

た神経芽腫をもちいて培養株を樹立している｡IMR

-32(Tumilowiczetal" 1970),SK-N-DZ,

GOTO,RT-LN-1(Horiietalリ1989)など多く

の培養株が知られている｡

ここで,動物に実験的に腫癌を作らせ,その腫

壕から神経性細胞培養株を樹立した例を紹介しよ
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う ｡ それはラット神経様細胞培養株 B103である

(Schuberteta1.,1974)｡妊娠15日目のBDIXラ

ットにニ トロソエテールウレア (NEU)を注射し

たところ,その新生児は出生後 4ケ月から10ケ月

の間に約半数の個体が神経異常症状をあらわした｡

それら個体を解剖学的に調べると,93%のものに

中枢神経系に腫癌が見つかった｡そこで,その腫

癌を取り出し,培養した.培養方法は簡単で,ま

ず腫壕組織を細かく切 り刻み,細胞を単離し,組

織の小片とともに培養皿にまいて,20%の牛胎児

血清を含むEagleMEM培養液中で培養した｡そ

の後,クローニング･カルチャーをして,多くの

クローンを分離した｡B103細胞はその内の一つの

クローンである｡ 著者らは,分離した各クローン

が神経性細胞であるかどうかをいろいろな方法で

調べている｡電気生理学的性質,すなわち電気的

興奮膜をもっていたクローンはB35,B50,B65,

B103,B104の五つのクローンのみであった｡BIO3

細胞はのちほど述べるように筆者らの研究にも使

われた｡

なお,神経細胞の分化のモデルとしてよく使わ

れているPC12細胞はラット副腎髄質褐色細胞腫か

ら分離された培養株である(GreeneandTischler,

1976)0

4.不死化遺伝子の利用

発生膳にしろ成体の組織にしろ,これらの細胞

を初代培養するとたいていの場合は何回かの細胞

分裂を行うが,継代培養して行 くと,次第に増殖

性が低下し,ついには細胞は死滅する｡ この現象

を細胞の加齢と呼び,増殖性の低下した細胞を老

化細胞と呼んでいる｡

実際には,この老化現象を切り抜けて半永久的

に増殖能を獲得する場合がある｡ このような現象

を細胞の不死化と呼び,こうして得られた細胞集

団を細胞株と呼んでいる｡ 線維芽細胞はその代表

的な例の一つである｡

しかし,正常組織の細胞を培養して,そこから

細胞株を得るにはその頻度が極めて低 く,たい-

ん効率が悪いのが現状である｡ そこで,ガン遺伝

子をもちいる方法が開発された｡ガン遺伝子を組

換体レトロウイルスに挿入し,そのウイルスを細

胞に感染させるとウイルスゲノムは細胞の染色体

に組み込まれ,細胞の遺伝子として転写される｡

そのような細胞はもはや老化現象はおこさず,細

胞株として半永久的に増殖し続けることができる｡

そのようなガン遺伝子は不死化遺伝子と呼ばれて

いる｡ 不死化遺伝子にはmyc,SV40T-坑原,求

リオーマウイルスT一抗原,パピローマウイルスE7

などが知られている｡このガン遺伝子がどの様な

仕組みで細胞の不死化をもたらすのであるかは,

まだ十分に理解されていない｡ここで特筆すべき

ことは,この方法が有効なのは,少なくとも一回

は細胞分裂できる細胞に限られることである｡ レ

トロウイルス ･ゲノムが細胞の染色体に組み込ま

れるためにはこの条件が必要なのである｡

ところで,腫癌細胞が培養系において細胞株に

なりやすいという傾向は,たいていの腫癌細胞で

はガン遺伝子が発現しているという事実と関係が

あると推定されている｡

近年,神経系の細胞にもこの方法が採用され始

めた｡まだ,報告例は少ないが,神経細胞や幹細

胞やグリア細胞の培養株がとられている (表 1)0

その具体例について見ていこう (Evrardeta1.,

1990)0

出生後 1日目のマウスの脳の線状体をとりだし,

細胞を単離して培養した｡培養液はダルベッコ-

のMEMに10%牛胎児血清を加えたものである｡

表 1 不死化遺伝子の細胞内移入による培養細胞株の樹立

TRANSFEROFIMMORTALIZINGGENES

(a) NeuronalCellLines

NRCells･E7{hickenNeuroretina/V-myc
(Casalboreeta1.,1987)

2.3D:El°-MouseMesencephalon/C-myc
(Bartletteta1.,1988)

RT-1:RetinalTumorfromTransgenicMouse
(SV40Tgene)(Hammangeta1.,1990)

(b) Glio-NeuronalCelllJines

ST15A/M15B:PN2-RatCerebellum/SV40/v-myc
(Frederickseneta1.,1988)

Str.SVLT.3.8.PN1-MouseStriatum/SV40T
(Evrardeta1..1990)

(C) GlialCellLines

A7:NewbornRatOpticNerve/SV40T
(°ellerandDubois-Dalcq,1988)

C.LT.T.1.1-･ElBTransgen]'cMouseBrainCortex/
PolyomaT (Galianaeta1.,1990)

初代培養細胞に不死化遺伝子を導入すると,神経細胞のみならずグ1)ア

細胞 (神経膿細胞)や神経系前駆細胞なども樹立される.ここでは,そ

のような細胞株の数例を紹介した｡
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細胞を1日間培養後,SV40-LargeT遺伝子をも

つ組換体レトロウイルスを感染させる｡ 培養液を

交換後,培養を続けた｡この際,培養液にはネオ

マイシン誘導体の一つであるG418を入れておく｡

組換体 DNAにはネオマイシン耐性遺伝子が入っ

ているので,この DNA をもつ細胞は G418含有

培養液中で増殖できるが,このDNAをもたない

細胞は死滅する｡ かくして,不死化遺伝子をもっ

た細胞だけが増殖してコロニーを形成する｡ 分離

したクローンの一つをStr.SVLT.3.8と名づけた｡

この細胞は分化能に関して興味深い性質を示し

た｡牛胎児血清を含む培養液中で培養した時,細

胞密度が飽和に達すると,この細胞はアストロサ

イトに分化した｡ところが,無血清培地で培養す

ると,神経細胞に分化したのである｡ 以上の結果

は,この細胞が神経細胞とグリア細胞との前駆細

胞である事を示しており,しかも,細胞分裂能の

ある前駆細胞が出生後 1日日の線状体にも存在す

ることが明らかにされたのである｡

5.雑種細胞の形成

ウイルスあるいはポリエチレングリコールをも

ちいて細胞融合を誘導し,そこから雑種細胞を分

離する方法は,モノクローナル抗体の産生やヒト

染色体のマッピングにおいて多大な貢献を果たし

た｡

この方法が神経系細胞の培養株の樹立に利用さ

れつつある｡ この方法の利点は幾つかあげられる

が,最も興味深い点は,細胞分裂能を持っていな

い細胞でも培養株として樹立できる可能性がある

ことである｡ もちろん,この場合その細胞のいく

つかの特性だけを持った雑種細胞が得られるわけ

である｡ 第二に,細胞融合にもちいる細胞数が少

ない場合でも,目的とする雑種細胞が得られる可

能性が高いこと｡第三に,比較的短期間 (20-30

日程度)で雑種細胞がえられることなどである｡

細胞の組合せとしては,三通り考えられる｡(1)

二種類の培養細胞株のあいだでの細胞融合,(2)培

養細胞株×初代培養の細胞 (あるいは神経組織か

ら細胞を単離後ただちに用いる),(3)培養細胞株×

記憶細胞｡このような細胞の組合せの意図につい

て簡単に説明したい｡

第一の組合せは,腫癌細胞が細胞融合したのち

雑種細胞になると,その腫癌性が喪失したり減少

する場合があるという現象,すなわち腫癌細胞の

正常化現象を利用しようと言うのである｡この様

な雑種細胞が得られると,その細胞が薬品処理な

どにより細胞分化した時,分化形質の発現が促進

されたり,長期間安定した状態が維持されること

が期待される｡ 後程述べるBIM細胞(Ishiieta1.,

1990)はこのような性質を示した｡Nirenbergら

の NG108-15細胞もこの組合せの一例であり,マ

ウス神経芽腫由来培養細胞株 N18TG-2とラット

グリオーマ細胞とから作られた雑種細胞である(1983

年に総説あり)0

第二と第三の組合せは同じように見えるが,莱

二の場合は細胞分裂能を持っている神経細胞 (し

たがって,主として胎児脳の神経細胞である)に

ついてであり,第三の場合は分裂能を持たない神

経細胞の場合を考えている｡ もっとも,実際には

初代培養細胞で融合した細胞が増殖能を持ってい

たかどうかを見分けることは難しい(Platicaeta1.,

1983)｡第三の場合,特に,脳の記憶細胞(細胞分

裂能を持っていないと考えられている)が培養細

胞株と融合し,その後細胞分裂を行って雑種細胞

を形成すれば,そしてその雑種細胞が記憶に関す

る細胞生理学的 ･分子生物学的諸性質を発現する

ならば,脳の記憶現象を細胞培養系で研究するす

ぼらしい実験系が得られることが期待される｡

6.BIM 細胞について

ここで,私たちの研究について簡単に紹介した

い｡BIM細胞は,ヒト神経芽腫細胞とラット神経

様細胞とを融合させて得られた雑種細胞である｡

両親細胞ともに腫癌性細胞であるが,その雑種細

胞 BIM は部分的に正常細胞の性質を獲得した｡

BIM 細胞は db-cAMPに反応して細胞分化を行

い,細胞体は丸 くなり,長い突起を伸展させる｡

この反応は早 く,薬品投与後30分に細胞の形態変

化を顕微鏡下で観察できる｡ その後,18時間位で

形態学的には細胞分化は完了する｡このような性

質をもつ BIM 細胞についてもう少し詳しく説明

したい｡
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(a) チミジン要求細胞の樹立

雑種形成においては,雑種細胞だけが生き残り,

両親細胞が死滅する選択培地が使われる｡一般に,

ヒト細胞はウアバインに対して非常に感受性が高

く,ラットやマウス細胞はヒト細胞よりも100倍か

ら1,000倍も感受性が低いOそこで,親細胞の一つ
IMR132はウアバインで選択的に死滅させられるO

もうーつの親細胞B103細胞はそのような選択に役

立つマーカーを持っていないので,B103細胞から

チミジン要求株を作った｡その細胞を B3T細胞

と呼んだ (Ishii,1990)0 B3T細胞はピリミジン

生合成系の酵素の一つ,TMP合成酵素(TS)(図

1)に変異を起こしており,その酵素活性が極め

て低いのであると推測されている｡そこで,B3T

細胞はTMP欠損を起こし,DNA合成が停止し,

細胞増殖ができないで,ついには死滅する｡チミ

ジン要求株の分雛の方法についてはここでは省略

したい｡

(b) 雑 種 形 成

B3T細胞とIMR-32細胞とをポリエチレングリ

コール (PEG)1500(BDH)を用いて融合させた｡

その後,細胞を選択培地中で17日間培養した｡八

つのコロニーが得られ,その内の一つを BIM と

PYRrMJDFNEMETABOLtSMS

OMP

uK ∫く≠--Pyrazofurin
ur )LMP

↓

UDP
J

TK dUiDPdCMp-D dCK
dU 〉 dLNPく dCMP← dC

,K J TS
dT )dTMP

図1 ピリミジン生合成系 (一部)

略号 .UK.りりジン･キナーゼ.TK'チミジン･
キナ-ゼ,dCMp-D.dCMp-デアミナ-ゼ.TS二
TMP一合成酵素,dCK:デオキシシチジン･キナー
ゼ｡ビラゾフリンはOMp-デカルボキシラーゼの阻
害剤である｡

名ずけた (Ishiieta】リ1990)0
(C) BIM 細 胞

BIM細胞は平均して156本の染色体を持ってい

た｡詳しい核型分析はまだ行っていないが,ヒト

染色体♯1と18は容易に同定できた｡IMR-32細胞

では,染色体♯1にはガン遺伝子 N-mycの座位

があり,♯18にはTS遺伝子の座位があることが

知られている｡正常ヒト細胞では,N-myc遺伝子

は染色体♯2に座位しているが,神経芽腫細胞で

は N-myc遺伝子に遺伝子増幅が起こり,かつ染

色体♯1に転座したのである(Shiloheta1.,1985)0

興味深いことに,BIM細胞は増殖して,細胞密

度が飽和状態に達すると,増殖を停止して休止期

に入った｡そして,同時に神経突起が伸展した｡

この現象は,BIM細胞が正常細胞の性質を獲得し
たことを示している｡親細胞であるB3TやIMR

-32はこのような性質を示さない｡しかし,BIM細

胞は完全に正常細胞に変化したわけではない｡寒

天培養するとコロニーを作ったのである (図2)0

この性質は腫癌細胞のものであり,正常細胞は寒

天中では,すなわち細胞の形が円形の時には増殖

できない｡したがって,BIM細胞は部分的に正常

細胞の性質を獲得 したわけである｡

BIM細胞は環状 AMPに関する薬品に反応し

図2 BIM細胞のコロニー
BIM細胞を1.2%メナールセルローズ培地 (寒天培
地でも良い)中で18日間培養 した｡細胞増殖により

コロニーを作 り,その後コロニーから神経突起が伸

展した｡
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表2 BIM細胞の分化の誘導

INDUCTIONOF工)IFFERENTIATIONINBIM
CELLSWITHVARIOUSREAGENTS

Reagents Concentration Effects

nOn亡:

db-CAMP lmM

CAMP lmM

ib-mX 0.1mM

LIAMP+ib-mX lmM/01mM

Forskulin lOmM

H7 5OFLM

A23187 1/∫M

TPA 0.lil劣/mJ

RetinoicAcid 1/JM

NGF 5Ong/rnl

+

+
+

T

+
:

一
十

一
±

十
十

1

ト
/

一

十

十
十

1

十

細胞を2日間培養し,そこへ薬品を投与したoその後1-
3日目に観察したO細胞分化の判定は,細胞体の球形化お
よび神経突起の伸展 に よ り行 った｡一 一無反
応,+,++,+十十:反応の程度の大きさを表す｡(略号)
db-CAMP dibutyryl-adenosine-3',5'-cyclicmonophos-

phate,lb-mX-isobuty1-methylxanthim･.

て細胞分化する (表 2と図3)｡この反応は早 く,

薬品処理後30分に細胞の形態変化の開始を観察で

きる｡ したがって,この雑種細胞は細胞分化の研

究に大いに役立つものと思われる｡

たとえば,BIM細胞をdb-cAMPで処理する

と,ガン遺伝子 C-fosのmRNA レベルが一過性

に増加した｡薬品処理後30分に増加 し始め,60分

後にピークとなる(Adachietalリ1991)｡さらに,

タンパクのリン酸化を調べた,,神経細胞は細胞骨

格の一つ,ニューUフィラメント(NF)を持って

いるが,3種のサブユニットの内210Kにdb-CAMP

処理後30分にピー クとなる一過性ut)リン酸化か起

こった｡210K-NFは神経突起の伸展時にkd_ころ

チ 1 プ リンの会合に関係があることか知られ rお

り,この点からもNFのリン酸化現象は興味深い

(Adachieta1.,1991)0

BIM細胞は神経栄養因子を産生していることが,

鶴やラットの脳の神経細胞をもちいたアッセイ法

により明らかにされた)この点は,今後さらに研

究が進めば,また改めて御紹介したい0

7.お わ り に

ガンの研究や免疫学は,細胞培養系の導入が可

Eg13 BIM細胞の分化

細胞を2日間培養後db-CAMP(1mM)を投与し,
そのlE7後に観察したO(上図)無投与,(下図)秦

品投与o細胞体は丸くなり,長い突起を形成してい
るo

能になった時,その後飛躍的に研究が進展した｡

ガン細胞や免疫細胞を培養することにより細胞の

性質の解明が容易になっただけではなく,ガン遺

伝子の作用や免疫機能のアッセ Iが多様に行 うこ

とが可能になったからである｡

神経科学においてもこのことが可能になれば,

脳の研究は飛躍的に発展することが期待される｡

神経栄養因子の研究にしろ神経bl路の研究にしろ,

これらの研究はまだ始まったばかりであり,さら

には脳の働きの内でも最 も主要なもC7)の一つであ

る記憶現象の分子生物学的研究は,細胞培養系に

おいて記憶現象のアッセイ法が開発されることに

より飛躍的に進むものと思われる｡
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