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　　　 5−azacytidine によ るヒ トTIG−7細胞の

部位特異的ク ロ マ チン脱凝縮と小核の 誘発
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　　　　 Benzo［a］pyrene および 7，12・dimethyl・

benz［a】aiithracene で誘発された染色体の数的異常

と紡錘体形成および tubulin重合へ の影響
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　男性胎児肺線維芽細 胞株 ，TrG−7は 、ヒ ト正

常細胞と して in 配 广o に おける細胞 の 老化／

不 死化 の 研 究に 広 く用い られて い る．我 々 は，

こ れまで ，TIG−7の 染色体に つ き，分染法に よ

る解析 ，flow−karyotyping，および FISH（SKY）

解 析を実施 して きた ．そ の結果 ，核学的に は

正 常と判断されたが ，rDNA の 増幅に 伴う異形

性 15番染色体 （15p＋ ）を保持 して い るこ とが

確認された ，こ の rDNA 増幅部位は ，  塩基対

に 特異的な蛍光染色剤 ，Chromomycin　Asに 対

して陽性で あ り，銀染色で は陰性であるた め ，

メチル化 に よ っ て ，遺伝学的に不活性とな っ

てい る こ とが想定 された ．

　今回我 々 は ，脱メ チ ル 化剤 と して 知られて

い る 5−azacytidine （5−azaC ）を処理する こ と

に よ り， こ の 部位の クロ マ チン が選択的に脱

凝縮す るこ とを見い 出した ，即ち，5−azaC を

0．5μ Mで 124 時間連続処理 した場合 （約80％
生存条件下〉 で は ，ほ とん ど全て の 分裂 中期

細 胞 に お い て ， 15p÷ の ク ロ マ チン伸長現象の

みが認め られ ，その 他の 部位で は ，構造異常

は認め られなか っ た ．また ，同時に誘発され

た ノ亅骸 につ い て ，ヒ トrDNA をプ ロ ーブ と した

FISH解析を行 っ たとこ ろ ，15p＋ の rDNA 領域に

由来す る と考え ら れ る4咳 が 約 50％ 出現 した ．

　以上 の 結果よ り ， 15p＋ は ，脱メチ ル化 剤 ，

5−azaC に対 して 高感受性で あり，ク ロ マ チ ン

の 脱凝縮と，それ に伴 うDNA切断に より，高

頻度に 小核を形成す る こ とが 示唆 された ．

【目的】過去 2 回の 本学会で ，我々は，発癌物質

benzo［a］pyrene（BP ）お よ び 7
，
12・dhnethy｝benz・

［a】anthracene （DMBA ）が代謝的活性化系非存在下 ，

チ ャイニ ーズ ハ ム ス ター由来培養細胞株 V79・MZ

で特異的にかっ 安定に染色体の数的異常を誘発 し ，

特に DMBA によ っ て 誘発された倍数体は DMBA

洗浄後 ， 非可逆的に 2 ヶ月まで維持され る こ とを報

告 した．今回は ，
こ の 数的異常誘発斷 冓解明の ため，

BP および DMBA の紡錘体形成お よび in　 Vitro

tUbulin蛋 白重合へ の 影響を調ぺ た．

【材料と方法】スライ ドグラス上で培養 した V79・

MZ 細胞を BP および DMBA で 24時間処理 し， 固

定後 ， 抗 β
・tUbulm 抗体で 間接的に染色し， 蛍光顕

微鏡下紡錘体を観察した．また ，
in　Vitro　tubulin 蛋

白の重合阻害は ， 正 常に形成される微小管に よる

350 皿 a で の 濁度の 変化で測定 した．

【結果および考察】BP 処理後 ， 紡錘体が正常な分

裂期細胞，は用量依存的に減少 し， また ， 分裂中期細

胞の 割合が増加した．DMBA2 お よび 4 尠 ml 処理

によ り、 紡錘体が正常な細胞はな くな り ， また ， ほ

とん どが分裂前中期または中期の細胞であ っ た．BP

処理後は主に不完全な紡錘体形成 （不均衡な 2極魴

錘体， 多極紡錘体）が観察されたの に対 し， DMBA

処理後は紡錘体が 全 く観察 され なか っ た．また ，

tubulin、10 μM に対し ，　BP （31 匡M）および DMBA

（32 μM ）を添加 し ， 37℃ で 反応 させ た実験では ，

tUbUlin の 重合は対照群 と同様に進行 し ， BP お よび

DMBA それ自身には ，
　tubuhn 重合阻害作用がない

こ とが判明した ．BP お よび DMBA は V79・MZ 細

胞内で何らかの変化をうけ，
二 次的に染色体の 数的

異常を誘発 した と考えられる．
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