


アデノシンデアミナーゼ欠損症の病態解析，

Tリンパ芽球が Bリンパ芽球よりデオキシアデ

ノシン に対して感受性が高い機構

飯笹泰蔵



a. 研 究目的 ・研 究の背景

アデノシンデアミナーゼ欠損 症は 1972年に

Gibl巴ttに よって報告された (1 )。 この疾患は、

T細胞及び B細胞両者の障害された 重症免疫不

全症の一部を占めることが明らかとなった。

患者の血中及び尿中にはデオキシアデノシ

ンあるいは そ の代謝産物が上昇していた

【 2-い。 それに 応じて免疫組織、特にリンパ球

内の dATP(2'-deoxyadenosine5'-

triphosphatelが蓄積しは一川、 これが細胞分

裂時に不可欠なリボヌクレオチドレダクター

ゼ活性を抑制lし、 DNA合成を阻 害するのが免疫

不全の原因と考えられているほ }。ち なみに、

デオキシアデノシンを取り込むデオキシシチ

ジンキナーゼは免疫組織に限局して分布して

いる(6 )。

ところが、 デオキシアデノシンの 毒性は T幼

若リンパ球に顕著に示され、 B幼若リンパ球は

比較的耐性である (7 -9 )。 これは、細胞質内

dATP蓄積 量と並行している。従って、 アデノ
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シンデアミナーゼ欠損症において T，B両細胞系

の免疫機能が障害されるが、 これは T細胞経由

の B細胞障害と考えられる。その機構の解明に

は細胞培養系を用いたアプローチ(1 0 )と酵素

学的アプローチがある。細胞学的アプローチ

では、幼若 B細胞と幼若 T細胞の融合細胞は、

幼若 B細胞の性質を持つという実験である。酵

素学的にはデオキシアデノシンを取り込むリ

ン酸化酵素に主因を求めるもの (11) と dATPの

分解側に主因を求めるもの(1 2 - 1 3 l とがある。

本論文では、細胞培養系を用いて、幼若リ

ンパ芽球及び成熟リンパ球内のデオキシアデ

ノシンの代謝流量を推量した。

これから、 Tリンパ芽球が Bリン パ芽球より

デオキシアデノシンに対して感受性が高い機

構として、 デオキシヌクレオチドの分解能力

が Tリンパ芽球で低いことを明らかにし、 これ

を蛋白酵素学的に裏付けようと 試みた。

b.研究方法
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1幼若リンパ球細胞株とその培養

人間の幼若 Bリンパ芽球株として WI-L2細胞

( 14) 、幼若 Tリンパ芽球として CEM細胞(1 5 )を

使用した。ちなみに、 これらの培養細胞のデ

オキシアデノシンに対する毒性抵抗性 (1D50;

50% Inhibition Dose of growth rate)は、

W1-L2では、 60μMであるのに対し、 CEMでは

1μ Mである。

W1-L2細胞野生株及びそのアデノシンキナー

ゼ欠損株は、 カリフォルニア大学

(San Diego)の Dr. J.E. Seegmiller より

(1 6) W1-L2デオキシシチジンキナーゼ欠損

株及び W1-L2アデノシンキナーゼ及びデオキシ

シチジンキナーゼ欠損株はケンタツキ一大学

のDr. B. Ullmanより(1 7 )得た。

CEM細胞野生株及びそのアデノシンキナーゼ

欠損株 (Tub/Ml0-2)、 デオキシシチジンキナー

ゼ欠損株 (Ara-C-8D)、両キナーゼ欠損株

(Ara-C-8D-Ml0-5)については、 Dr. D. A. 

Carsonらが、既に記載したとおりである
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( 1 B 1 

又、 アデノシンデアミナーゼ欠損の

Diffuse histiocytic lymphoma株 (DHL-g) 及

びこれの変異株である、 アデノシンキナ ーゼ

あるいはデオキシシチジンキナーゼ欠損株に

ついては、 Dr. D. A. Carson らが 詳細に述べ

た(1 9 )。

これらの細胞は RPMI1640(100 U/m ペニシリ

ン、 100μg/mlストレプトマイシン、 2.0 mM 

L-グルタミン及び 56"C、 30分加熱処理した

10%胎児牛血清添加)中で、 95% air/5% CO2、

37
0

C の条件 下で継代培養し た。

但し、代謝実験のためには、 10%胎児 牛血清

の代わりに、馬血清を 56"C、 30 分熱処置後、

Dulbecco's phosphate-bufferred salineに透

析して用いた。 なぜなら馬血清はアデノシン

デアミナーゼ活性を欠いているからである 。

2抹梢成熟リンパ球の分離とその培養

ヒト末梢成熟リンパ球は、へパリン加 血液

から Ficoll-Hypaqueの重層法を 用いて分離し
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fこ(2 o )。

さらに T成熟リンパ球と non-T成熟リンパ球

は neuramlnase処理 をした、 羊の赤血球を用い

たロゼット 法で分 離した (2 1 -2 2 1 。

Tリン パ球の幼若化には PHA-M 1%を用い、 B

リンパ球の幼若化には Tリンパ球非依存性の

mitogenである Staphylococcus aureus Cowan 

Strain 1 (SAC-Ilの 至適濃度 を 用いた(2 3 )。

3 チミジンの DNAへの 取 り込み

2 x 105個の細胞 を O.2 m 1の 完全培地中に

0.5μCi [methyl-3 H] thymidineを加えて 30分培

養した。 この細胞を遠心し て集め、 生理食塩

水で浮遊させた後、 O.45-μmフィルタ ー上に

集め 0.4M過 塩素酸とエ タノールでフィルタ ー

を洗浄し、 このフィルターの放射性 活性をシ

ンチレーションカウンターで測 定し た。

4 デオキシアデノ シン、 アデノシン、 デオキ

シシチジンの測定

培養後、細胞を遠心して (400 x g， 5 min， 

40C )除き、上清培養液を 110μ1/m 1の 4M過
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塩素酸で除蛋白し、 10 M KOHで中和した。 こ

の除蛋白培養液を、 100%のアセトニトリルで

活性化し、7)(で平衡化した SEP-PAK C， 8 

cartridg巴に通し、 その後、 100%アセトニトリ

ルで溶出した。 この溶出液を lyophilizeさせ、

適当量の水に溶解させた。 この濃縮液をさら

に遠心して残濠を除き、 もう一回過塩素酸

(最終濃度 O.4 M)で除蛋白し、 Khymのフレオ

ンアミンの方法(2 4 )で中和した。 この 一 部を

逆柑高速液体クロマトグラフィー (HPLC)で分

離しデオキシアデノシン、 アデノシン、 デオ

キシシチジンを測定した。即ち、 C，8 

μ Bondapakカラム (3.9 mm x 30 cm; Waters) 

から、 デオキシアデノシンとアデノシンは

2. 5 %アセトニトリル/水で、 デオキシシチジ

ンは 10 mM酢酸ナトリウム pH 5. 0で平衡化及び

溶出した。流速は1.0 ml/min，室温で流し、

検出は 254nmで行った。内部表示としてデオ

キシアデノシン、 アデノシンの場合は 5' クロ

ルアデノシンを、 デオキシシチジンの場合は
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[3 HJ deoxycytidineを用いた。

5.細胞質分画の調整

培養細胞 (0.5-2)xl09個を生食で洗浄した後、

50mM Tris-HCl (pH7. 4)/1% poly (巴thyl巴ne

glycol) (Mr. 400) (Buffer A)中に O.C、 20 分沈

めた。 それから Dounceのホモゲナイザ ーで 20

から 30ストロークで細胞を壊し、抽出液を最

終濃度 0.25 M sucroseとなるように等張化さ

せた。 この等張液を 100，000xgで 4.C、 60分

超遠心し、その上清を細胞質分画とする。

6.酵素活性の測定; ATP活性化 IMPase

(inosine 5'-monophosphat巴 5'

nucleotidase)， dAMPase (2・-deoxyadenosine

5'-monophosphate 5'-nucleotidase)及び非

特異的 phosphataseの測定

100 mM Tris-HCl (pH7. 4)/10 mM MgC12/500 

mM NaClのバッファー中に、 IMPaseの 基質とし

て、 500 μM 1M P、 3 mM ATPをイ吏い、 dAMPas巴

の基質として 200μM dAMP、 15μM 

coformycinを用いた。反応生成物ヒポキサン
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チン、 イノシンあるいはデオキシアデノシン

を HPLCで測定した。 イノシン、 ヒポキサンチ

ン、 ara-C(l-β 一0-

arabinofuranosylcytosine)、 ウリジン、デオ

キシウリジンは C1 8μBondapakカラム方、ら 71く

で溶出し、 デオキシアデノシン、 アデノシン、

ara-A(9-s -D-arabinofuranosyladenine)は 4

Zアセトニトリルで溶出して測定した。非特異

的 phosphataseについては 50 mM glyecrol 2 

phosphateを 基質に用い、 50 mM酢酸ナトリウ

ム (pH 6.0)/40 mM MgC12中で反応させ、放出

された無機リンを Chen et a1.の方法(2 5 )で測

定した。

7 . Sephadex G-100 カラムクロマトグラフィー

細胞質分画を Buffer Aに 10 mM 2一

mercaptoethanol， 500 mM NaClを加えた液で

平衡化した Sephadex G-100カラム (2.5 cm x 

90 c m)に添 加し、分離した。

8. A TP活性化 IMPaseを非特異的

分離する hocelluloseカラムク ロマトグ
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ラフィー

細胞質分画(109個 の細胞)を 50 mM Tris一

HCl (pH 7.4) /10 mM 2-mercaptoethanol/1 mM 

EDTA(Buffer B)で透析後、 Buffer Bで 平衡化

した phosphocellulose カラム (1 cm x 5 cm) 

に添加した。 30m1の Buffer Bで洗浄し、 さら

に 20 mlの Buffer B/200 mM NaClで洗浄後、

ATP活性化 IMPaseは 120 mlの NaClの 直線勾配(

200-800 mM)で溶出された。

g. d AMPaseを非特 異的 phosphataseと分離する

D EAE-Bio-Gel Aクロマトグラフイー

前述し た phosphocelluloseカラムの洗海液

(Buffer BとBuffer B/200 mM NaClをあわせた

もの)の中に dAMPas巴が溶出されていた。 これ

を 10 mM Tris-maleate(pH 7.2)/5 mM 2一

mercaptoethanol/l mM EDTA(Buffer C)で透析

し、 Buffer Cで 平 衡化した DEAE-Bio-Gel Aカ

ラム (1.7 cm x 10 cm)に添加した。 50 mlの

Buffer Cで洗浮後、 dAMPaseを200 mlの NaCl直

線勾配 (0-100 mM)で溶 出した。

nu 
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c.結果

l デオキシアデノシン、 アデノシン、デオキ

シシチジンの幼若 B及び Tリンパ芽球からの排

出

デオキシシチジンキナーゼ欠損及びアデノ

シンキナーゼ欠損の T及び Bリンパ芽球は、 ア

デノシンデアミナーゼ抑制剤であるデオキシ

コフオルマイシンの存在化でデオキシアデノ

シンを分解されることなく、細胞外に排出す

る(表 1)。 そしてその培養液内蓄積は 5時間ま

でで直線状に 上昇し た(図 1)。その排出量は幼

活 Bリンパ芽球 WI-L2変異株で 84 pmol/hr/107 

cellsであり、幼若 Tリンパ芽球 CEM変異株で

6.7 pmol/hr/107 cellsであ った。即ち、両者

の増殖速度は大きく追わないにもかかわらず、

幼若 Bリンパ芽球のデオキシアデノシンの排出

量は幼若 Tリンパ芽球の 12倍である。又、 WI

L2幼 若 Bリンパ芽球では野生株でもアデノシン

デアミナーゼを抑制すれば、 44 pmol/hr/107 
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図 1 T及び Bリンパ芽球のデオキシアデノシ

ン(d A d 0 )及びアデノシン(A d 0 )産生の経時

変化{<1 5 ) 

W 1ωL 2 Bリンパ芽'*で、 アデノシンキナーゼ

とデオキシシチジンキナ ゼの欠損変異細胞

と CEM Tリンパ芽球のアデノシンキナ ーゼとデ

オキシシチジンキナーゼ欠損の変異細胞を 5

x 1 0 6 伺/m 1で 5μMデオキシコ 7 才 Jレマイシ

ンの存在下で培養した。

指定された時刻の培養液中のデオキシアデ

ノシンとアデノシンの排出査を HPLCで測定し
守‘

~。
W 1 -L 2細胞

CEM細胞O 一一一 0

Aoo 

8000 

0

0

0

 

0

0

0

 

0

0

8

 

6

4

2
 

一三一
旬
u
h
口一

三
・
・
-
一
・
冒
叫
』
・
・
冒
叫
曹

o
 

d
 
A
 
d
 u
R
U
 

Hou r! 

12 



表 1 人間の幼若 Tリンパ芽主主(C E M )、 Bリンパ

芽主主(W 1ーL2 )及び Histiocytic ly田 phoma細胞

(DBL-9)及び、 それぞれの細胞のアデノシンキ

ナーゼあるいはデオキシシチジンキナーセ・欠

損変異株から産生されたデオキシアデノシン

及びアデノシンの排出速度(j 5 ) 

細胞を 5 x 1 0 6 個/回 iの密度で 10%の馬血清

を加えた RPMI1640で培養した。 アデノシンデ

アミァーゼ抑制剤のデオキシコフオルマイシ

ンの渡度は 5μMで使用した。 3-5 B寺問の培養

後、培養液中のデオキシアデノシン(d A d 0 )と

7 デノシン(A d 0 )を HPLCで測定した。

N 0 検出きれないことを示し、 4 pmol/hr/ 

10' cellsより少ないことを示す。

Phenotyoe 
Excretlon iPl引011

Deoxyc;.o. hr!lOl閏 llSi dA~ x 101 
lormycln Ado 

Ant'gemc Enzymatlc dAOQ Ado 

T lymphobla515 Wrld Iype ND ND 

ー 4.8 6.4 75 
Adenosine kinase defト + 6.3 780 0.8 

clenl 
Deoxycytfdine kinase de + 6.5 コ 6.7 97 
licier、t
Adenosine kinase defj. + 6.7 870 0.8 

cienl. deoxycytidine ki-
nase deficient 

B Iympho凶.515 Wlld typa 4.2 15 28 
~ 44 57 77 

Adenosine kinase defi・ ~ 57 1620 3.5 
Clent 

Deoxycytidine kmase de + 63 60 105 
ficient 
Adenosine kinase defi- 4.5 23 20 
cient， deoxycytidine ki + 84 1230 6日

nase deflcienl 

Histに吃yticIym- ADA deflcient 42 37 114 

phoma cells + 42 37 114 
AOA defJclent. aoenOSlne 56 1340 4.2 
klnase deficlenl 

ADA deflclent. oeoxycytト 53 29 183 
dine kl門asedeflClent 
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c e 11 s排出することも示された。 このことから、

デオキシアデノシンは 玉 にアデノシンデアミ

ナーゼにより分解され、 アデノシンキナーゼ

やデオキシシチジンキナーゼによってリン酸

化される経路は主要でないことが推察された。

それに対し、 アデノシンの排出量は、 WI-

L2変異細胞で 1230 pmo1/hr/107 ce11s、 CEM変

異細胞で 870 pmo1/hr/10' ce11sであり、 1.5 

倍程度の相違であった。 アデノシンは、野 生

株からアデノシンキナーゼが欠損することで、

CEM細胞で 6.4 pmol/hr/10' cellsから 780

pmo1/hr/107 cellsに、 あるいは WI-L2細胞で

57 pmol/hr/l07 c巴11 sから 1620 pmol/hr/10' 

ce11sに増加した。 このことより、 アデノシン

は、 アデノシンキナーゼが 主要経路であると

考えられる。

DHL-9は 自然にアデノシンデアミナーゼの欠

損した幼若リンパ芽球である。 この細胞はデ

オキシコフォルマイシンの添加の有無にかか

わらず、 同様に 42 pmol/hr/107 cellsのデオ
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キシアデノシンを排出し、 デオキシコフオル

マイシン(2 6 )は他の酵素系、例えばAMP

deaminase等に、 デオキシアデノシンの排出に

関して影響を与えていないことが示された。

次にデオキシシチジンの排出についてデオ

キシシチジンキナーゼの欠損した 幼若 Bリンパ

芽球と幼若 Tリ ンパ芽球 で比較すると(表 2、 図

2 )、 WI-L2変 異株で 1728 pmol/ml per 48hr、

CEM変異株で 192 pmol/ml per 48hrであり、 B

幼若リンパ芽球で 9倍多い。 しかも、

cytidine deaminaseの抑制剤である

t巴七rahydrouridineげれ を 加 えても 排出量が

大きく変化しないことより、デオキシシチジ

ンは主にデオキシシチジンキナーゼに よりリ

ン酸化されることが示された。

2. S期に排出されるデオキシアデノシン及びデ

オキシシチジン

WI-L2細胞のアデノシンキナーゼと デオキシ

シチジンキナーゼ欠損した細胞を Double

isoleucine depriva七lon法で G，phaseに向調
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表 2 T及び Bリンパ芽主主及びデオキシシチジ

ンキナーゼ欠千貝の T， Bリンパ芽主主のデオキシシ

チジンの排出(Jl 6 ) 

それぞれの細胞を 5 x 1 0 5 個!m 1で完全培地

で培養した。 シチジンデアミナーゼの抑制l亦l

であるテトラハイドロウリジンは、 1 00μMの

濃度で使用した。

48時間の培養後、 細胞数は 1.2-2.0 X 10
6 

個 !m 1となった。培養液中のデオキシシチジン

( d C y d )を HP L Cで測定した。 2回の笑験は同様の

値を示し、 そのいずれかの笑験結呆を表示し

てある。

dCyd releas巴(pmoljmlper 48 h) 

wilhoUl wilh 

lelrahydrouridine l己lrahydrouridine

T lymphohlasls 

CEM ミミ 50 ζ50 

CEM dCydK- 144 192 

B lymphoblasls 

1ν1-L2 480 576 

WI-L2 dCydK- 912 1728 
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図 2 T及び Bリンパ芽主主のデオキシシチジン

排出量及び経時変化(.:l 6 ) 

デオキシシチジンキナーゼ欠損の Tリンパ芽

球と Bリンパ芽球を、 5 x 1 0 '偲!m 1の細胞密

度で 10 0μ Hテトラハイドロウリジンの存在下

で 48時間培養した。

培養液中のデオキシシチジンをそれぞれ指

定の時間で測定した。 2回の笑験は同様の結果

を示した。

:2 
=ェ
J 

Q) 
C 

てコ

" 
O一一一一一一O

2.0 

三 1.0
にJ
〉、

x 
D 
ω 。

12 

B細胞

T細胞

24 

Hours 

17 

36 

B Cells 

T Cells 

48 



させた。チミジンの細胞内取り込みはイソロ

イシンを加えた時から 14時間後にピークとな

った(図 3)。 デオキシアデノシンの持ド出は G，期

( 2から 7時間)では 45 pmol/hr/l07 cellsであ

るが、 S期後期(16から 21時間)では 150 pmol/ 

hr/107 cellsとなり約 3倍となった。 それに 対

して、 アデノシンの排出は細胞周期を通して

比較的に 一 定していた。デオキシアデノシン

の産生がリボヌクレオチドレダクターゼに依

存していることを 示 すために 1mMのハイドロ

キシウレアでリボヌクレオチドレダクターゼ

を抑制する はれ と、 デオキシアデノシンの 産

生は 90%抑制された(表 3)。同様の抑制はデオ

キシシチジンの産生に対しでも示された。

3.デオキシアデノシンの成熟 B，Tリンパ球の排

出

成熟リンパ球では PHA-Mで刺激された T細胞、

及び SAC-Iで刺激された B細胞の問にデオキシ

アデノシンの排出に幼若 T，B細胞ほどの大きな

差が認められない(図 4)。 デオキシコフォルマ
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表 3 ハイドロキシウレアの Bリンパ芽球のデ

オキシアデノシン及びアデノシン排出に与え

る効果けい

アデノシンキナーゼ及びデオキシシチジン

キナーゼ欠損の WI -L 2細胞を 5 x 1 0 6 個/m 1で

5μ Mデオキシコフォ Jレマイシンの存在下で 5

時間培養した。 このときハイドロキシウレ 7

は 1. 0 m Mの濃度で使用した。培養液中のデオ

キシアデノシン及びアデノシンは HP L Cで測定

した。

Control 

1.0 mM  hydroxyurea 

19 

Adenosln己

1060 

952 

pmol(hr(10' Cells 

Deoxyadenoslne 

76 
4.5 



図 3 デオキシシチジンキナーゼとアデノシ

ンキナーゼ欠損の幼若 B リンパ芽~ WI-L2細胞

から細胞周期において産生されるデオキシア

デノシン(d A d 0 )及びアデノシン(A d 0 ) 

排出 量 (1. S ) 

同細胞を Double isoleucine starvation法

【t..l ) により問視させた。 同言司法は同細胞を l

x 1 0 6 偲/回 lの密度でイソロイシンを除いた

RPMI1640 (100 U/mlペニシリン、 100μg  / m 1 

ストレプトマイシン、 2. 0 m Mグ jレタミン及び

Dulbecco's phosphate-bufferred salineに透

析した 10 %熱不活化胎児牛血清を含む)で 12時

間培養した。 その後 50 囚 g/ 1のイソロイシンを

加え、 5 x 1 0 5 個/m 1の初期密度で 24時間]培養

し 、 つぎに同細胞を 2度目のイソロイシンを除

いた先の培養液に 5 x 1 05 個/阻 lの密度で培養

した。 18時間後、 イソロイシンを加え、 この

時をもって同演培養開始とする。 それぞれの

周期の細胞を 5μMデオキシコフオル 7 イシン

を加えた新鮮完全培地で再び培養し、 デオキ

シアデノシン及びアデノシンの排出を測定し

た。
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(A) SAC-I刺激による非 T成熟リンパ球と

(B) P H A刺激による T成熟リンパ主主のデオ

キシアデノシン及びアデノシンの

排出 (A 7) 

そ れ ぞれの細胞を 1 x 1 0 6 伺/m 1の密度でデ

オキシコフオルマイシン(5μ M)存在下で培養

した。 国itogenは至適援度を使用した。

それぞれの結果は 4回の実験の平均土 SDで亦

した。
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図 5 PHA車IJ 滋による末梢威歌リンパ主主による

デオキシ 7 デノシン排出量(~ 7 ) 

成熟リンパ球を 1 x 1 0 6 個/m 1の密度で、 5

〆制デオキシコフォ Jレマイシンの存在下の完全

培地で培養した。草IJ 滋は 1% P H A“ Mを用いた。

2 0 -2 4時間間隔で細胞を取り、 同様の新鮮な培

養液(1% PHA-Mは含まれていない)で 1 x 1 0 6 

倒/m 1に調整し、 生じたデオキシアデノシンを

HPLCにより測定した。

0-一一一一一-0 [methyl-3Hlthymidineの DNA内

の取り込みを指定された時間に測定した。
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イシンでアデノシンデアミナーゼを抑制した

のみの培養では、 アデノシンの排出はデオキ

シアデノシンより少ない(図 4)。アデノシンは

主にアデノシンキナーゼによりリン酸化され

るためと考えられる。

又、細胞周期でみても、 チミジンの取り込

みとデオキシアデノシンの排出とは並行して

いた(図 5)。即ち、 デオキシアデノシンの排出

は 68-92時間後にピ ークとなり 6.4 pmol/hr/ 

106 cellsとなった。又、 無刺激の静止リンパ

球はデオキシアデノシンの排出は検出されな

かっ 7こ(く0.3 pmol/hr/106 cells)。

4.細胞質分 函の dAMPaseを ATP-activated

I MPaseとゲル液化により分離

CEM T幼若リンパ芽球と WI-L2 B幼若リンパ

芽球の細胞分薗を Sephad巴xG-100に添加した。

ATP活性化 IMPaseは void volumeに溶出された

(分子量 >150，000)。 しかし、 それに対して

dAMPaseは single peakで 39000-46000のあたり

に溶出された(図 6)0 WI-L2細胞でこの ピーク

23 



図 6 ATP活性化 IMPaseと dAMPaseの Sephadex

G -1 0 0による分 離け れ

5 x 1 08偲の細胞 (A， CEM B， WI-L2)の細胞

質抽出液を 50mM Tris-HCl (pH7. 4) 11::: poly 

(ethylene glycol)/O 5 M NaCl/10 mM 2 

回 ercaptoethanolで平衡化した Sephadex G-

1 0 0カラム (2.5 cm x 90 cm) に i~ 力日した。
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は CEM細胞より 3-5倍大きいことも示された。

5. ATP活性化 IMPase及び dAMPaseから 非特異的

p hosphataseを除く

① ATP活性化 IMPaseをホスホセルロース クロマ

トグラフイーで分離

AT P活性化 IMPaseはホスホセルロースに吸 着

され、 溶出された分画には非特異的ホス ファ

ターゼ活性、 アデノシンキナーゼ及びデオキ

シシチジンキナーゼ活性を含んでいなかった。

しかも、 CEM細胞と WI-L2細胞では活性に 違い

が認められない。 この酵素は ATPの無 存在下で

は、 3 mM AT Pの存 在下 の 1/l 0の活性である。

又、 dAMPに対 してはきわめて弱い活性を示し、

Ara-AMP (9-(3 -0 

arabinofuranosyladenine 5'一

monophosphate)や Ara一CMP(l-(3-0-

arabinofuranosylcytosine 5'一

monophosphate)を分解することができなかっ

た(表 4)。

② dAMPaseをOEAE-Bio-Gel Aクロマトグ ラフイ

25 



表 4 ATP活性化 IMPaseの基質特異性けれ

ホスホセルロースカラムで分離した醇索を

用い 、 3 .101 ATPの存在下で群素活性を測定し

た。

Substrate Relative activity 

500μMIMP 100 
200μMゐ久MP(15μM coformycin) 2 
200μM ara-AMP (15μM coformycin) 0 
200μ恥1ara-C恥1P 0 
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ーで分離

AT P活性化 IMPaseをホスホセルロース クロ

マトグラフイーで除いたのち、 ホスホセルロ

ースカラムの洗浄液 (Buffer BとBuffer B/ 

200 mM NaClによる洗浄液を合わせたもの)を

DEAE-Bio-Gel A クロマトグラフィーで分離し

た。 dAMPaseは 2つのピークに分離された。 こ

の 2つのピークは両者とも WI-L2で CEM細胞より

高かった(図 7)。 ピーク lは dAMPaseのほかに，

抗癌剤の細胞内活性型の ara一CMPや ara-AMPも

分解したが、 ピーク 2は ara-CMPや ara-AMPを分

解することができなかった(表 5)。両分画とも

活性に Mg2φ 依存性 であり、 ピーク lは 至適 pHが

UMPを基質として 7. 5、 AMPを基質として 5.7で

あった。 ピーク 2は至適 pHが UMPを基質として

6.0-6.5及び AMPを基質として 5.7であった。

dAMPaseに文すする Kmはピーク 1で 0.2 m問、 ピー

ク2で O.3 mMであった。

d.考察

論文の主旨をまとめてみると、

27 



図 7 DEAE-Bio-Gel A クロ 7

よる dAMPaseの分離(A 8 l 

ホ スホセ Jレロースの洗浄液を、

Tris-maleate(pH 7.2)/5 mM 2-

mercaptoethanol/l mM EDTA で平衡化した

DEAE-Bio-Gel Aカラム (1.7 cm x 10 cm)に z菩

加した。 dAMPaseは 20 0 m 1の Na C 1直線勾配(0 -

100 mM)により溶出された。
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表 5 2つの dAMPaseの特性(J a ) 

去E賞特異性は相対的活性をもって表示して

ある。 至適 pHの決定には、 Tris一回 aleateバッ

ファーを Tris-HClバッファーの代わりに使用

した。

Peak 1 Peak 2 

Substrate specificity 
500 pM UMP 100 8 
500 f1M dUMP 24 100 
200 f1M dAMP 
(15ドM coformycin) 5 5 
200 f1M M1P 
(15ドM coformycin) 6 
200ドM a工a-AMP
(15ドM coformycin) 4 。
200 f1M ara-CMP 53 。

pH optimum 
UMP 7.5 6.0-6.5 

dAMP 5.7 5.7 

Mg
2
+ requ工rement + + 

Molecular weight 39000-46000 39000-46000 
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( 1 )幼若 Bリンパ芽球は幼若 Tリンパ芽球より多

量にデオキシアデノシン(アデノシンデアミ

ナーゼ抑制下で)、 デオキシシチジンを細胞

外に排出した。又、 成熟 Bリンパ芽球と成熟 T

リンパ芽球ではデオキシアデノシンの細胞外

排出に量的差は認められなかった。

(2 )デオキシアデノシン及びデオキシシチジン

は細胞周期の S期にリボヌクレオチドレダクタ

ーゼ依存性に細胞内で産生されていた。

(3 )デオキシアデノシンは主にアデノシンデア

ミナーゼで分解され、 デオキシシチジンは主

にデオキシシチジンキナーゼでリン酸化され

るのが主要経路である。

(4) Bリンパ芽球は Tリンパ芽球よりデオキシヌ

クレオチドを分解する細胞質内酵素活性が高

かった。

本論文は、 デオキシアデノシンの代謝流量

を笑際に測定した点と、 ヌクレオチドの細胞

内分解酵素を詳細に検討した点で新しいと考

えられる。
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1ft.来、血中デオキシアデノシンの主な源と

しては、骨髄において赤芽球が脱核した核を、

網内系で消化することにより、核酸が分解さ

れ、排出分泌されたものとされているはれ。

しかし、 この培養実験の結果からも、分裂細

胞はアデノシンデアミナーゼ欠損下でデオキ

シアデノシンを外に排出していることが予想

される。

幼若リンパ芽球と成熟リンパ球とでは T細胞

の性質が異なると考えられる。即ち、幼若 Tリ

ンパ芽球ではデオキシアデノシンの排出も少

なく、分解酵素活性も低い O それに対して、

成熟 Tリンパ球は Bリンパ球とほぼ等しいデオ

キシアデノシンを排出し、 また細胞内 dATP形

成能にも差が認められない(未発表データ)。

幼若 Tリンパ芽球でデオキシヌクレオチド分

解活性の低いことは、 むしろ幼若胸腺細胞の

特異的性質である(3 o )。 このことは胸腺細胞

が胸腺内でその 90%が死に至り、突然変異率が

高いことと関係があるかも知れないけり。幼

31 



若胸腺細胞は、成熟するにつれて B細胞 と 同様

なデオキシヌクレオチド 分 解 活性 を 持 つよう

になると考えられる 。

変異株を用いた 実 験から、 デオキシアデノ

シンは 主 にアデノシンデアミナ ー ゼで 分 解さ

れ、 デオキシシチジンは主にデオキシシチジ

ンキナーゼでリン酸化されるのが 主要 経路で

あることが示唆された。 さらにアデノシンは

アデノシンキナーゼでリン酸化されるのが 主

要 経路であり、 アデノシンデアミナーゼを抑

制しただけでは、大量に細胞外に排 出 されな

いことも明らかとなった。

こ の結果は試験 管 内で明らかとな っ ている

酵素の性質(3 2 )とよく合致する。即ち、 デオ

キシアデノシンに立すするデオキシシチジンキ

ナーゼ、 アデノシンキナーゼの Kmはそれぞれ

100μ 問、 500μ Mであり、 アデノシンデアミ

ナーゼに対しては 7μ Mである。又、 アデノシ

ンに対してはアデノシンデアミナーゼの Kmは

30μ Mであり、 アデノシンキナーゼのそれは

32 



0.5μ 聞となっている。 さらに、 デオキシシチ

ジンのデオキシシチジンキナーゼに立ナする Km

は 0.5μMと極めて小さい。以上より代議Iの主

要経路は Kmの小さい経路が優 先的に使われて

いることを示している。

アデノシンデアミナーゼ欠損症はデオキシ

アデノシンの分解主要経路にアデノシンデア

ミナーゼが極めて重要であることを教えた疾

患であった。

ヌクレオチドの分解の場は細胞質であるの

で、細胞質内酵素について解析を試みた。

ホスホセルロースクロマトグラフイーで分

離された ATP活性化 IMPas巴は伊藤らの酵素であ

ると考えられるけ 3I。 この酵素の細胞質内存

在は免疫電顕法によっても証明が行われてい

るけり。又、 DEAE-Bio-GelAクロマトグラフ

イーによって分離された 2ピークのうち第 2ピ

ークは Fritzsonの酵素(3 5 3 6 )に似ていた。

細胞質のヌクレオチド分解酵素の研究は、

細胞質内の種々の酵素の存在(3 7 ， 3 8 )が報告さ
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れていることや、非特異的ホスファターゼが

ライソゾーム内に多量に存在することから、

その全体像が明らかとされるのは、未だ今後

の注意深い研究に待つ点が多いと考えられる。

幼若 Bリンパ芽球ではデオキシヌクレオチド

を分解する酵素の活性が高いので、 Bリンパ芽

球内では分解とリン酸化とを巡回する基質サ

イクルのプールが大きい。 このことを DNA

precursor channeling and 

compartmentationという考え方(3 9 )に照らし

て考えてみると、 デオキシヌクレオチドに 2つ

のプールがあり、 DNA合成に直接関与する核内

プールと分解酵素とリン酸化酵素の聞を巡回

する細胞質内プールとがあると考えられる

( 4包- .4 3 )。幼若 Bリンパ茅球のデオキシシチジ

ンキナーゼは、幼若 Tリンパ芽球のそれより、

細胞質内 dCTPと基質サイクルを巡回するデオ

キシシチジンの両者により抑制されることが

考えられる。

そして、 この理論はアデノシンデアミナー
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ゼ欠損症の病態解明に重要なだけでなく、 プ

リン，ピリミジン系の抗癌剤の作用や効果を考

える上でも重要な示唆を与えるものと思われ

る。

ま と め

( 1 )幼若 Bリンパ芽球は幼若 Tリンパ芽球より多

量にデオキシアデノシン(アデノシンデアミ

ナーゼ抑制下で)、 デオキシシチジンを細胞

外に排出した。又、成熟 Bリンパ芽球と成熟 T

リンパ芽球ではデオキシアデノシンの細胞外

排出に量的差は認められなかった。幼若胸腺

細胞は、成熟するにつれて B細胞と同様なデオ

キシヌクレオチド分解活性を持つようになる

と考えられる。

(2 )デオキシアデノシン及びデオキシシチジン

は細胞周期の S期にリボヌクレオチドレダクタ

ーゼ依存性に細胞内で産生されていた。

(3 )デオキシアデノシンは主にアデノシンデア
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ミナーゼで分解され、 デオキシシチジンは 主

にデオキシシチジンキナーゼでリン酸化され

るのが主要経路である。代謝の主要経路は Km

の小さい経路が優先的に使われていることを

示している。

(4) Bリンパ芽球は Tリンパ芽球よりデオキシヌ

クレオチドを分解する細胞質内酵素活性が 高

かった。細胞質内 dAMPaseは、 分子量 39000

46000のタンパク質で DEAE-Bio-Gel A で 2成分

に分離された。

本論文の一部は、 45)-48)に既に発表された

ものである 。
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