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WEHI7．1細胞の増殖能とフルクトース1，6一
ビスホスファターゼ活性に及ぼす酪酸塩の効果

水　沼　秀　夫

要　　旨

　本研究において，マウス胸腺リンパ腫株細胞WEHI7．1の高い増殖速度は，酪酸塩によって抑制され，それととも

に異所性に発現しているフルクトース1，6一ビスホスファターゼ活性が抑制されることが明らかとなった．

　WEHI7．1細胞は，104cells／mlから培養した時，高い増殖能を示し，96～120時問後にはほぼ飽和に達して約4×

105cells／mlに増加した．生細胞率は，培養96時間までは95％以上の高い値を保ったが，それ以上培養時間が長くな

ると，高い細胞密度のため，培地の栄養成分の供給が間に合わず，急速に生細胞率は低下した．l　mMの酪酸ナト

リウムを培地に添加すると，細胞の増殖能は顕著に低下し，培養96時間では，細胞数は約105cells／mlであった．酪

酸塩存在下では，飽和に達することなく培養168時間まで徐々に増殖を続けた．一方，生細胞率は，酪酸塩によって

緩やかに低下し続けた．フルクトース1，6 ビスホスファターゼ活性も酪酸塩の存在によって低下し，培養48時間で

およそ半分になった．

1．はじめに 解析結果を述べる．

　WEHI7，1株細胞は，BALB／cマウスに繰り返しX

線を照射して発生させた胸腺リンパ腫から樹立された

細胞株である1）．我々は，WEHI7．1細胞に正常な胸腺

には発現していないフルクトース1，6 ビスホスファ

ターゼ（FBPase；EC3．1．3．11）が発現していること

を見出した2）．この株細胞は，グルココルチコイドに

感受性をもっており，グルココルチコイドの存在下で

は細胞死に至る．著者は，本細胞FBPaseが細胞死に

至る濃度よりも低い濃度のグルココルチコイド存在下

で著明に活性が低下することを観察した3）．WEHI7．1

FBPaseは，既知の本酵素アイソザイムとは異なるア

イソザイム2）であるので，その活性レベルの制御機構

を知ることは興味深い．本稿においては，WEHI7．1

のFBPase活性レベルに影響を与える，グルココルチ

コイド以外の物質の検索過程で，細胞が酪酸塩によっ

て顕著に増殖が抑制されることを見出したので，その

H．実験材料および実験方法

1．試薬

　酪酸ナトリウムは，nakalai　tesque社製を用い，

その他の試薬は前報2）で記載したものと同じものを用

いた．

2．細胞培養とサンプル調製

　WEHI7．1細胞はAmerican　Type　Culture　Collec－

tionから得た．培養は10％加熱不活化した牛胎児血

清と10mM　Hepes（4一（2一ヒドロキシエチル）一1一

ピペラジン エタンスルホン酸）を添加したダルベッ

コのMEM培地により懸濁状態で行った。培養は，

5％co2 95％airの下で，37℃に保ち，加湿した

炭酸ガスインキュベータ中で行った．培地は24時間毎

に交換した。酪酸ナトリウムは，pH7．4に調製した
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phosphate－buffered　saline（PBS）に溶解した．滅

菌は，滅菌フィルターによるロ過滅菌で行った．細胞

は遠心分離によって回収し，PBSで2度洗浄して，

使用時まで一85℃で保存した．

3．細胞数計測と生存度

　細胞数は血算盤によって計測し，細胞の生死の判定

はトリパンブルーによって染色された細胞を死細胞と

した．

4．FBPase活性の測定

　抽出液の調製とFBPase活性の測定は以前に述べた

方法2）と同様に行った．酵素活性1単位は，毎分

1μmolのフルクトース1，6一ビスリン酸を加水分解

する酵素量とする．タンパク質濃度はBradfordの方

法4）によって，牛血清アルブミンを標準タンパクとし

て定量した．

　有意差の検定には，Studentのt検定を用いた．

皿。結　　果

　WEHI7．1細胞は，極めて増殖速度が大きく，

104cells／m1で培養を開始すると48時間でほぼ10倍に

増殖し，96～120時間でほぼ飽和に達した（図1）．そ

れよりも長時間の培養では，生細胞数はほとんど増加
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図1　WEHI7．1細胞の酪酸塩存在下，非存在下における

　　培養での増殖

　　細胞培養は，細胞数104cells／mlから開始し，24時

　　間毎に培地交換を行った．O：対照，●：1mM酪

　　酸ナトリウム添加．細胞数は平均値±SDで表した

　　（対照，酪酸ナトリウム添加ともに培養168時間の時，

　　n二5，それ以外はn＝6），酪酸塩存在下の細胞数

　　の対照の細胞数に対する有意差は，培養48時間がp

　　＜0．05，それ以外はすべてp＜0．01であった．

しなかった．一方，1mMの酪酸塩が存在すると，

その増殖速度は大幅に抑制され，細胞数が10倍に増加

するまでの時間は，培養開始後72～96時間であった．

酪酸塩が存在すると，168時間後でもまだ細胞数の増

加は続いた．

　培養中の生細胞率の推移を調べると，図2のような

パターンを示した．すなわち，酪酸塩非存在下では，

WEHI7．1細胞は培養96時間頃までほぼ95％以上の生

存率を示した．それ以上培養時間が長くなると，生細

胞率は急激に低下した．培養が120時間を超えると，

培地に含まれているフェノールレッドが黄変し，培地

が酸性に大きく傾いていることを示した．従って，培

養時間が120時間を超えたときの生細胞率の低下の原

因は，次の2っが大きな要因と考えられる；1）細胞

密度が大きくなったことにより，乳酸など代謝産物の

生成量が多くなり，緩衝力を超えたため，培地が酸性

になり細胞が死にやすくなったこと，2）24時間毎の

培地交換では，培地中の栄養成分の消費が供給を上回っ

て，栄養成分が枯渇してしまったこと．より短い間隔

で培地交換を行えば，細胞密度は，もっと大きくなり，

生細胞率も高くすることができるであろう．

　それに対して，酪酸塩の存在下では，生細胞率は徐々

に低下した．培養120時間までは，48時間および96時

間でp＜0．05，72時間でp＜0．01で有意に，酪酸塩を

含まない培養に比べて，低い生細胞率を示した．培養

144時間，168時間では，有意差はなかったが，生細胞
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図2　WEHI7．1細胞の酪酸塩存在下，非存在下における

　　培養での生細胞率

　　細胞培養は，細胞数104cells／mlから開始し，24時

　　間毎に培地交換を行った．○：対照，●：l　mM酪

　　酸ナトリウム添加．生細胞率は平均値±SDで表し

　　た（対照，酪酸ナトリウム添加ともに培養168時間

　　の時，n＝5，それ以外はn二6）．酪酸塩存在下の

　　細胞数の対照の細胞数に対する有意差は，＊がp＜

　　0．05，＊＊がp＜0．01であることを示す．
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図3　酪酸塩存在下での培養によるWEHI7．1細胞フルク

　　　トース1，6一ビスホスファターゼ活性の低下

　　酵素活性は，4例の平均値±SDで表した．対照に

　　対する酪酸塩存在下でのFBPase活性は，培養24時

　　間，48時間ともにp＜0．01で有意に低かった．

率は，酪酸非存在下よりも，幾分高い傾向が見られた．

また，対照とは異なり，全培養期間を通じて，培地中

のフェノールレッドが黄変することはなかった．これ

らのことは，酪酸塩が存在すると，細胞増殖速度が小

さくなるため，細胞密度が過剰にならず，24時間毎の

培地交換で乳酸量が培地の緩衝能を超えることがなかっ

たことによる．

　WEHI7．1のFBPase活性も1mM酪酸塩の存在下
では，対照に比べて低下が観察された（図3）。酪酸

塩添加後24時間では，活性は，対照の約60％，48時間

後には約50％になった．酪酸塩濃度0．5mMでは低下

が見られず，FBPase活性の低下には1mM以上の濃

度が必要であった．

IV．考　　察

　酪酸は，大腸のバクテリアによって食物繊維からミ

リモル濃度で生成し5），大腸粘膜細胞の主なエネルギー

源となっている6）生理的物質である．それに加えて，

酪酸塩は，大腸や小腸由来のものを中心に，様々な種

類の悪性腫瘍由来の培養細胞において，ミリモル濃度

で成長を抑制し，分化やアポトーシスを誘導する7
12）．

本研究で観察された酪酸の効果も同じ濃度レベルであっ

た．

　また，酪酸塩は，細胞分裂サイクルのG1期に細胞

を拘束することが報告されており13
15）

WEHI7，1細胞

においても，増殖速度が顕著に抑制され，また生細胞

率も徐々に低下したことは，この細胞も酪酸塩によっ

てG1期に留められ，アポトーシスが誘導されている

ことを示唆するもので，これらの報告と一致するもの

である．

　さらに，正常な胸腺には，FBPaseは発現していな

い2）．したがって，WEHI7．1FBPaseは異所的に発現

している2）ので，酪酸塩によって，本酵素が減少した

ことは，WEHI7．1細胞が正常な胸腺細胞に近い遺伝

子発現パターンを示すようになったことを示唆してい
る．

　これらのことから，酪酸塩によって成長抑制，分化，

アポトーシスが誘導された，他の悪性腫瘍細胞由来の

株細胞と同様の効果をWEHI7．1細胞も酪酸塩によっ

て受けているものと思われる．
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The effects of butyrate on the proliferation of WEH17.1 and 
on fructose 1,6-bisphosphatase activity in the cell line 

Hideo MIZUNUMA 

Course of Nursing, School of Health Sciences, Akita Umversrty 

The present report shows that the growth rate of mouse thymoma cell line WEH17.1 cells and the 

fructose 1,6-bisphosphatase activity in the cells were both repressed by butyrate. WEH17.1 cells proliferate 

at a high growth rate. They increased to approximately 4 x 106cells/ml and plateaued after 96 to 120 h 

when started culturing at 104cells/ml. The rate of viable cells in the culture was kept above 95~6 until the 

culture time had been reached at 96 h, after which the rate decreased rapidly. When the cells were cultured 

in the presence of I mM butyrate, the cell proliferation was markedly repressed. The number of cells was 

approximately 105cells/ml in the 96h-culture. The rate of viable cells was slowly reduced throughout the 

culture period. Fructose 1,6-bisphosphatase activity in WEH17.1 cells was also reduced to approximately 

50% of the control level when ImM butyrate was present in the culture. 
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