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序論

ヒ トの /I:.体 rJlに/i/I三す る ビタ ミンBLの トIA･-形態 は 補 彬 去 Ifrl

B12､ す な わ ちア デ ノ シル 化 ビタ ミンB.｡とメチ ル 化 ビタ ミンB

･2 (メ チ ル B】2) で あ るo こ の う ち メ チ ル B12は､ 悪性Jfil(lL､

巨赤 芽 球 性 質Jfn､ メ チ ル マ ロ ン恨 ん止､ ホ モ シ ス テ イ ンJ,尺､ 人

梢 神 経 r確書 ､ JlUlll･症 な との ビタ ミ ンB,2 欠 乏症 に 対 す る折 紙

盛 と して 汎 川 され て い るO ま た､]鼓近 で は メ チル B.2の 新 しい

作 川 と して 胎 児 の 神 経 究/ド.読 ,4 作 川 】 丁)や 肘日収障 L.F.'の 改 rFH′t:

川 8 -'' ､発 症 T,rUj効 火 な とが 証 越 に な って い る J:. メ チ ル B.2

の ['I･-川 機 rf,Aと して は､ 現 /1∴ コバ ラ ミ ンに結 合 した メ チ ル ),E

の 転 移 作 川 に よ る メ チ オ ニ ン/L成､ メ タ ン合 成 お よ び 核 酸 代

謝 へ の EX]L7-な とが知 られ て い る もの の LO ll､ メ チ ル B.2の多

彩 な 作 Jnとそ の 代 謝 経 路 は い ま だ 卜分 解 りJされ て い る とは い

え な い｡

rL:･','岡 らに よ って 樹 ;(.され て以 来､ 棚 乳 効 で もっ と も少 な い6本

の染 色 体 を打 ち続 け るユ ニ ー クな,11日JJ'dで あ り 12 ､ 近 il･-､ .1.A:日.A

らに よ って M m 2Tに対 す る ･姓 の 盛 剤 効 児 の 6)F先 が 子iわ れ

て き た｡ r引 叫 らは､ そ の 研 究 の 課 程 で M m 2T是川胞 に対 す る

高批 度 の メ チル BL2の;;13幣 を位榊見 知 微 錠 卜に観 察 した ところ､

メ チル B)2投 Ij･後 約 3カ)j後 に細 胞 形 態 の変 化 を 発 化 した 11 0

す な わ ち､ 佃 々 の 細 胞 は よ り ､f;･tHな 形 態 を ■.LL､ か つ､ 如 Ijld

浮遊 現 象 が 見 られ な くな る とい う現 象 が 観 察 され たo これ ら

の変 化 は メチル B】2が 細 胞 接 1YIJllkの JlL進 にE31-1/j･す る こ とを姉妹

させ る もので あ った｡

メ チル B12の上,IL,J凝 卜.皮 細 胞 に対 す る この よ うな形 態 変 化 の作

川 は 末 だ 報 †lI･され た こ とが な く､ メ チル 8-2枚 Jj･に よ る この

糾JJ'd形 態 変 化 の/ド.化 '';:･'仙丹最 を E"]らか に す る こ とは､ メチル

B■2の 作 川 機 )/,を 解 りJL､ か つ､ メ チ ル B,2の 創 イ51,日(fT始 やaHJJ'd

3



分 化 誘 導 作 川 な どの 分 野 で の 新 しい 利 川 の -州 巨性 をiL1'くた め

に にイ川 jとJ5え られ た｡ 本 研 究 に お い て は メチ ルB 柁 J)'･に よ

るM m 2T細川'AのJrZ態 変化 と2価 イオ ンの側 †系を .;Y･aHに 拙劣～し､

そ れ を も とに トリプ シ ン処 理 - の 感 受 1'l_お よ び凝 fいf三成 比 の

-､川Iiか ら物 j!J!.的 な楼/'日yI.を 比 較 す る こ とに よ り､ メチ ルB 処

理 細 胞 に お け る接 L̂',111Ii)'〔進 を 確 認 した｡ ま た､ 糾 他脱 の 肺 JiJi'

の 糾 成 変 化 を 分 析 した糸.A.1児､ 細 胞 よ tlfiの グ ル コ - ス の tl;(.･加か

)I,測 され た た め､ 上洋地 に グル コー ス を 添 加 す る こ とで グ ル コ

ー ス の細 胞 性崩 へ の l淵 Ij･を 碓 認 したO ま た､ AEl胞 を ク ロー ニ

ング し､加jyHL)FTJで 変 化 を 誘導 した｡



/it_liL

l.細 胞 培 亜

メ チル B12.に添 加 の M m 2Tall胞 を コ ン トロー ル糾 胞､ メチ

ル BL2処 理 に よ って 細 胞 形 態 が変 化 した M m 2T細 胞 を メチ ル

BE2処 理 細 胞 と略 称 す るO コ ン トロー ル お よ び メ チ ル B目処 理

刺 胞 は rLphA剛氏 よ り伏 Ij-され た｡ コ ン トロー ル M m 2 T糸目H'dの

I..lJ;一塵 に川 い た 肱本 培 地 は､ DM160(極 火 製 炎 ) に2'J(.fetal

boH ne Serum､ 100mg/EKanamycln (り]治 製 炎 )､ I0Fi/(.1'aH

C03を 添 加 した もの で あ る｡ メ チル B.2処 理 紬 fJJdに 対 して は､

基本 1侶 也に メ チル B12(エ ー ザ イ製 葉 ) を Jtl終 iJ::度 10mg/lで添

加 した培 地 で 培 適 した｡ 上.;I.一過 容 器 は Falcon什 プ ラ ス チ ック シ

ャー レ及 び プ ラ ス チ ック フ ラス コを川 い､ 37oC､5日..C02のJ.Ill.'-避

fEHl盲の も とに紬 胞 増 感 を才J-･った. 継 代 は､ ラバ ー ポ リス マ ン

を 川 い て 細 胞 を培 塵 mlか ら剥 離後 に ピペ ッテ ィ ング し､ 1人10',

/cm2のall胞 iJEi!度 で 播 碓 す る こ とに よ って /lJ'･った｡ 雛 代 の >[71日

に îTIJl回 目の Ll!,,-･地 交 換 を 1iい､ 2lliJH以 降 の ll,;地 交 換 は 31I

お き に行 った｡

ま た､ 神 経 芽 細 胞 腫 株 細 胞 TGⅥ川ノを メ チル Bt∠100mfi lを含

む触 lflL晴 培 地 DM201(砲火 製 盛 )で 培 虚 し､ 形 態 変 化 を 観 察 し

た｡

2.M m 2T細 胞 の 形 態 観 察

1)位 仙 差 排 微 銃 に よ る観 察

コ ン トロール お よ び メ チル B12処 雌 J41日胞 は と もに招 詔･JilLI卜が

か か らず､ コ ンプル エ ン トに な った あ とで もll.Y.'gLIfを続 け る鮒

胞 で あ る か､ これ ら両刺 胞 の細 胞 培 並 過 程 で の形 態 を .ぎ'(-糾 に

位相 )'.I--_=跳 徴 錠 に よ って 観 擦 した0
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ま た､ EDT.1添 加 に よ って細 胞 形 態 に 対 す る2価 イ オ ンの I,;:3苧!･F

を観 察 した｡ 直行 6.0cmプ ラス チ ック上..li=益 tlllに コ ンプルエ ン ト

に な る まで 坊 適 され た コ ン トロール お よ び メ チ ル Bl.処 理 如 胞

を そ れ ぞ れ 21lJLず つ JH.･=･:し､ Ltl'･,=地 を 除 よ し､ PBSで 批 rlrした の

ちに 1Ⅲ=こは 18nlMCaC12を 合 むHanks'液 と 10mM I 2 Hldro

,Y)Lpiperazine ethan sulfonLCacid(HEPES),も う ."lLに は

0.02""EthHeTledEamlne tetraaCetlC aCld (EDT.1)を 合 む

Hanksl液 と10mM HEPESを JJlIえ たO これ らを ヰ T.E..'Lで 10'JIFJl目処 理

した 後 に紬 胞 形 態 を位相 Jtf･;収 微 銑 卜に他 姓 した｡

さ らに､ メ チル Bl2添 加 に よ って 形 態 が 変 化 した細 胞 のL,I,,一地

を メ チル B12末 添 加 上.I,,一地 に 伴 え､ メ チ ル B- 2人 添 加 状 態 で 上J■,;･並

を行 ったC

2) 透 過 塑1-LZj'一蹴 微 続 に よ る触 媒

コ ンプル エ ン ト状 態 に お け る コ ン トロール 及 び メ チル B,2処

理 細 胞 を40mM燐 酸バ ッフ ァ(pH7.2)､2.5㌔グル タル アル デ ヒ ド､

16Duパ ラ ホル ム アル デ ヒ ドi昆合 液 で LkJkJした｡川 ンii'後 の 細 胞

を 2㌔Ptl倍 化 オ ス ミウム で t,-d止 し､ 脱 水 後､ Epon812に JLi拙､ マ

イ ク ロ トー ム (NT 2,PorterBIunl)で プ ラ ス チ ック シ ャー レを

乍 め て 80nmに 11.Jc-切 し､ 酢 恨 鉛 と ウ ラ 二 ル 慨 で 染 色 し､ 通過Jt9

1Lif･顕 微 鏡 (H 7000,lhl'_)で 観 察 した｡

3.細 胞 接i'iA-牲q)評価

1)17l･遊 細 胞 の 計数

コ ン トロー ル お よ び メ チル B,2処 理 細 胞 の L,･',.･題 迎 相 で､ 2回

rF以 降 の 培 地 交 換 ご とに LlJ..1地 に 浮 遊 して い る糾 JJ'dを述 心 して

集 め､ 浮 遊 細 胞 と して .-;F数 した｡
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2) トリプ シ ン処 理 へ の !.感受 性

2x105個 の コ ン トロ ー ル お よ び メ チ ル B._処 即 細川Idを 2｣八 マ

ル チ ウ ェル (FaLcon托 ) の6穴 それ ぞ れ に播 F.T!LL､2HFt.lHL..■･,一崖､

これ を 0.25㌔トリプ シ ン/PBS(Dlfco,1250)で 批(Tr後､ I.'川をlJ･

で 37℃ 処 刊-lL､ シ ャー レか ら剥 離 した 糾 胎 教 を 5､15､25お

よ び35分 後 に 計 数 した｡

3) 細 胞 凝 iた塊 形 成 比 の評価

コ ン トロー ル 及 び メ チ ル B12処 即 ,kEl胞 の17-I.1･遊 .状F.'･で は Ji;1'に 次

の 現 象 が 観 察 さ れ た. す な わ ち､ 継 代 の 際､ ラバ ー ポ リス マ

ンを 用 い て 細 胞 lHLか ら剥 離 した と き に､ コ ン トロ ー ル 細 胞 は

仰 々 のaH胞 が ば らば らの状 態 で 剥 離 され るの に対 し､ メ チ ル

B12処 即 細 胞 で は 糾胞 ど う しか お lJ.い に 接 rTして 人 き な脱法一塊

を 形 成 した 状 態 で 剥 排 さ れ た｡ そ こ で ,all胞 剥離 噂 の 凝 iLi状 態

を 評価 し､ 加 え て カ ル シ ウ ム イ オ ンの all胞 凝 淡 に 対 す る 影 響賢

を 評価 す る こ とを E川勺に以 卜の細 胞 凝 放 浪験 を1j･った (F1g. 1)o

ll.主径 60cmの プ ラ ス チ ック培虚｣llLに 細 胞 密 淡 状 態 ま で llI.=盛 さ

れ た コ ン トロ ー ル 及 び メ チル B.2処 鞘 細 胞 を 川 .I:･:し､ 次 の 3辿

りの 処 邸 を 行 っ た｡ (.A)コ ン トロ ー ル 及 び メ チ ル B,2処 理 細 胞

の 培 地 を 3mlの 佃血わーJ-･1-.!･.:也 (Jlに本 培 地 よ りFBSを 除 い た も の )

で 荘 倹 し､ 等 温 で 20分 FIEF,)静L'IY亡した 後 に 細 胞 を ラバ ー ポ リス マ

ンで 剥 離 したo(B)コ ン トロール 及 び メ チ ル B.2処 理 細 胞 を3ml

の0.02㌔EDTA/Ca2,Mg2ノドfTPBS(PBS())で l-1YITI換 し､I+Hi.I"lLで 20

分 F'11,L-'Y亡した の ちに ラバ ー ポ リス マ ンで 刺離 した｡ (C)メ チル BI

2処fl上Mn12T細 胞 を (B)とFlf')様 に0021'1,EDTA/PBS()で20分 fE"A

処 理 した 後 に､3mlの 無 血17IHlb;一地 で L'FI';:換 し､37oCで 2日!JJ=JFJr.JIIJIFl'll/rI

L､ ラバ ー ポ リス マ ンで 剥 離 した｡ つ き に (A),(a),(C)で イ!I･ら

れ た 細 胞 浮 遊 液 を BurkelTurk血 球 計 数 船 卜で 観 察 し､ 細胞 凝

災 塊 を そ の 梢 成 す る細 胞 数 に よ って 分 耕 し､ 計 数 した (鮎 Hi･
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塊 の分 類 はMIChae】等 のJJ一法 に 準 じて 行 った 4 ､｡ 凝 1L･塊 は次

の よ うに分 類 した. 1 凝 集 しな い si叩 JeceH . 2 2-

10佃 の 細 胞 で 梢 成 され る小 凝 袋 塊. 3 1川村以 卜の 納 IJ'dで

ilViJ戊され る叔 父 塊O 4) 100佃 以 卜のallJJ'dで 梢 成 され る 巨 人'凝

旋 塊｡ 各 分 部 の 凝 姓 塊 数 を 総 叔 父 塊 数 に対 す る'.I.lJ介 に よ って

,81I胞けりの 按 1Y,-11り三を 比 較 した｡ 各 実験 は それ ぞれ 3回'fJJ･った.

4 'a rLI田及 び肺 5'i'の 止 .I.::

コ ン トロール 及 び メ チル B■2処 雌 細 胞 (5xlO8イL.W)を PBS()で

3回洗浄 し､ ラバ ー ポ リス マ ンで 剥 離 した後 に これ を ポ リ トロ

ンホモ ゲナ イザ ー(K】nematLka往)で 破 砕 した｡'Jil′lJL-Ji定 ,-l'L-.は､

Bradford法 に よ って 行 った =). 破砕 したall胞 試 料 は 淡 結 陀放

し､ 乾 燥 市 ･'E上を 求 め た 後 に 机 胴 Jfiを !ElhL_Liしたo 柚 ‖i溶脱 は､

ク ロ ロホル ム :メ タ ノ ール 水 を 20:10:1(1.5nlI)､ 1020.1

(15ml)､20･10:1(10ml)､ 10:20.1(1.Oml)の ',I.11イ千で この)lViで

川 い､ 40oC､20分 加 熱 処 理 す る こ とに よ って 仙 川 したO 今 抽

出液 を合 わ せ､ ク ロ ロホル ム メ タ ノ ール､ ]･1を加 え て Jl:_I,7(lI

に6mlに 調 整 したO 遊 離 コ レス テ ロー ル ;lrt測 ンiIの た め に､ 200

〟gの 租紬EIJl液 を 20JLgの5 α Cholestaneと混 作 し､ 50〟Jの

p〉rJdlne hexa meth)ldlSi)azane trlmeth11chJorosllane祉上

倉 液 で 処 理 した｡ これ を ガ ス 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー で 分 析

し､ コ レス テ ロール の peakareaを ｢J動 依 分 機 で J卜T,LLた

(RCIA､ LLLl/‡E)o 胴 船 1yjこリ ン ;止はffCIO.とlI202で 恨 化 した後

にBartlett抜 目)を川い て 測 IEした｡ リン胴 JjJl'の I.I/i戒 は､ TilJJで,.;

ク ロマ トグ ラ フ ィー(TLC)を JfJいて､ ク ロ ロホル ム ･メ タ ノ-

ル 水､ 65.358のJjiF川桁 雌 で Ju;i糊 した後 に 酢 惜 別 - リン恨 .,1℃

葉 で 発 色 させ､ 濃 度 計 で 測 定 した｡ ま た､ ク ロ ロホル ム メ

タ ノ ール 酢 慨､ 95:1･5の 溶 媒 を 川 い て セ ラ ミ ドの ･'Jを.を測k'

した｡ 次 に､ rf11日=と慨 性 の枇 脂 質 を分 離 した. 分 離ノJ-法 はSal

to､rlakomol-1らの Jj法 16)に 準 じて行 ったo 机柚 Hi液 は5m1の
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DE.lESephade.Yカ ラム (Pharmacia社 ) にか け られ､3才羊の クロ

ロホ ル ム ･メ タ ノ - ル0 1 1､ 1容 の メ タ ノ ー ル､ お よ び

5容 の03M酢 酸 ナ トリウム ･メ タ ノール､ 1 1で柚,Lliしたo

この う ち､ 中性 肥 田l叫分 は ク ロ ロホル ム :メ タ ノール､I1で

柚'lL''した 画 分 に 含 まれ るの で､ これ をelaporatorを 川 い て 絶

煉 させ､ ア セ チ ル 化 に よ って 中性 紙 脂 Tfを 分 離 し､ FlorlSll

カ ラ ム で /JJ画 した の ちに脱 ア セ チル 化 した｡ 恨i′l三批 肺 liJiは､

03M酢 酸 ナ トリウ ム ･メ タ ノ ー ル 浴 液 で 抽出 した 分 IdlJ'に 合 ま

れ る の で､ この 分 両 液 を ケ ン化 したO つ き に榔胴 lflJお よ び慨

1′川 机汚'iJiの 構 成 を そ れ ぞ れ 鵡 Jr,iク ロ マ トグ ラ フ ィ- を 川 い て

調 へ た｡ [f'･r乙ヒ槻 脂 Jflの)jiF川桁雌 に は､ ク ロ ロ フ ォル ム .メ タ

ノー ル 水､65･35.8､酸 性 枇 胴 賢 の 展 開溶媒 に は､ ク ロ ロ フ

ォル ム メ タ ノール 水､ 55.45:10を 川 い た. 8.Lr胴 IL-Jlの 発 色

に は､ オ ル シ ノール 硫 酸 縦 波 を 用 い､420nmの 故 山で 弧 比 .汁に

よ って 測 定 したO さ らに､ メチル B】2処 Pli細 胞 に お け る

ceranJdemonohexosjde(CMH)の糖 鎖 の 稚 顆Jを 次 の JJ'Zi;･で .a.gへ

た｡ まず､'rl性 槻 肺 Jfq両 分 を i別田ク ロマ トク ラ フ イー仏 で ク

ロ ロ フ ォル ム メ タ ノ -ル 水､65.35:8のJji側 桁 状 を 川 い て

展 f消 し､CMHに州 ､J'[す る倣 域 を 薄).ty,;坂 か ら刺離 した｡ 叩.離 した

糖 胴 Ij5rの純 度 をTLCで 確認 した後､0.75州rnetanolicHClにて､

100 0C3時 間 で metanoL)sJS､ さ らに､ 肺 JuJ一俵 メ チ ル エ ス テ ル

をnhexaneに よ って 除 去 した の ち に､ 糖 組成 を ガ ス液 体 ク ロ

マ トグ ラ フ ィー で 決定 した 17 t8㌦

5枇 添_加 に よ る,alT胞 加 地 の変 化

凝 淡 塊 評価 犬 験 に W.(三して 父 親 と評 価 を 行 ったO す な わ ち､

lrfi径60cmの プ ラ ス チ ック シ ャー レ J二に コ ンフル エ ン トに な っ

て い る メ チル B12処 遡iMm2T糸IM包を3mLの002-t,EDTA/P良S()

で llH換 し､ 宅 /.E,?Lで 20分 放II正 したoEDTA処理 に よ って細 胞 Fl"日が

完 全 に解 離 した こ とを化 州 ),t_･拙 微 鏡 で確認 した の ちに､ Tii.札iぎ
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お よ び 二糖類 を 高 濃 度 に 77む無 血桁 上.;I;･地 で L'EY,I:換 した,ll.LLi地 に

添 加 した糖類 は､ 50mMgalactose,50mMmannoseお よび50mM

glucoseで あ るO 対 象 と して､ 通 常 の組成 の 1.ll.(･血作土..1･.-地 で t'IV..:換

した メ チルB12処 JIJ!糾 D'dも川 な し､ これ らを37Cで 2日.HI"rJ処.叩
した後 ラバ ー ポ リス マ ンで 剥 離 し､ BurkelTurk糸目u'J.;l数 枚 L･_

で 凝 災 塊 を 計 数 した. 滋 n主塊 の 分 類 と評 価iは､ In'[,Llの ノノ~tL･と

川様 に行 った｡

6FTTC 小_衣胚 芽 レク チ ンに よ る,8日胞 蛍 光 染 色

コ ン トロー ル お よ び メ チル B.2処 BJ用‖胞 を IEFl作3.5cmの プ ラ

ス チ ック培 養 lHLに コ ンフル エ ン ト状 態 で 川 一r:rこし､3.51h/マラ フ

ォル ム ア ル デ ヒ ドを 川 い て 4oCで 一晩 L.1''lklした｡ L..rlJr液 を 除

上後､ 0500TrltOnX 100,0 1州 phen)lmeL恒 IsulphoM 】

fluorLde (PMSF), 50mM trLS IICl, pH7.2 の 桁 液 1日で 4oC､

10分 紬 胞 を 処 即 し､ PBS()で50FLg/mtに希 釈 したFITC 小 友

JVi芽 レク チ ンWGA23)･2̀11に よ って4oC､ 20分 染 色 した 後､ Jiii'

光 ql微 鏡 (ZelSS)で､ 励 起 光 波良610nmに て 槻 妹 した " 0

7._染 色 体 分 析

コ ン トロール お よ び メ チル B12処 jq_!M m 2Tの IE'l.従 3.5cmの

プ ラ ス チ ック増 益 ulに それ ぞれ コル セ ミ ドを 0 lilg/mlに な る

よ うに加 え､ 上.浮遊 を続 け た｡ 2時 El''J後､ ,hH胞 を ラバ ー ポ リスマ

ンで ユため て遠沈 し培地 を 除 い た後､ lOoクエ ン憶 ナ トリウム前

波 を JwTえ て 30分､ 'tH.I"TLに て 低 ･]ii処 即 を したO 等 :ll-の 川 止 液

(メ タ ノール .酢 憶､ 1:1) を加 え､ 30分 r''り/JlrLl-V,':した後 に遠沈
し､ 再び 川kl液 を)Jllえ た. この よ うな 川止 操 作 を 3回 く りか

え した の ちに､ 川Ar液 に持 越 した細 胞 を50(J..エ タ ノール を i51し

た ス ライ ドグ ラ ス に 楠 卜して 乾炊 させ､ キ ムザ 液 で 10分 染 色

･水洗 ･風 乾後 封 入 後､ 此 I17:Wl微 鏡 で 観 然 した (LIOOイ[.'T･)1く′ノ｡
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8.フ ロー サ イ トメ トリ- に よ る細 胞悶期 の 解 析

試 料 は コ ン プル エ ン ト状 態 ま で 培 適 した コ ン トロー ル 及 び

メ チル Bl2処 至Fiall胞 を JFJい た｡ 培養 液 を 0020｡EDT.1PBS()溶 液'

で L'EYi換 し､ 電 子.VLで 20分 静lIとして ,aLl胞 問 が 解 離 した こ とを 位相

,;({f顕 微 鏡 で 確 認 後､ ス ク レーパ ー で剥 離 し遠 沈 して 701㌔.エ タ ノ

ール に懸 現 し4oCで ･晩 川 走 した後､ 遠 沈 して エ タ ノ ー ル を

除 上 し､ 細 胞 数 か 108以 IL.あ る こ とを 1''lL=:認 したo さ らに､ 糾 fj'd

を クエ ン椴バ ッフ ァー トリプ シ ン液 (3 0mMクエ ン慨 ･1.5mM

スペ ル ミン ･1.5mMトリス ･0.25uuw/tトリプ シ ン ･0.日,

.lTonLdetP 40) に入 れ､ 歳 と う しな か ら､ 37oCで ･晩 処 JLI!し

た後､ 50LLmメ ッ シ ュを辿 して 凝 集 した釧 胞 を 除 い た｡

次 に､ A液 (0.031'ull/＼ トリプ シ ンの3.4mMク エ ン酸 ･ 1.5m14

スペ ル ミン溶 液 )､ B波 (0.05日(,Wハ トリプ シ ンイ ン ヒ ビター､

0 05日州/＼リボ ヌ ク レア - ゼ Aの3.4mMク エ ン慨 ･i5mMス ペ

ル ミン溶 液 ) で それ ぞれ 10分 FIEりすつ 処 理 して細 胞 を 裸 核 化 し､

C波 (0.0416% PropldlUm Iodldeの34mMクエ ン恨 ･1.5mMス

ペ ル ミン溶 液 ) で 核 染 色 した. この よ うに して 分 散 ･祉 核 化

･染 色 され た,all胞 試 料 は フ ローサ イ トメ ー タ ー (FICScan,

Becton DICklnSOn)にか け られ､ 細 胞J吉日LfJJの 核 刷 の 比 率 を コ

ンピュー タ ー システ ム(CellFITSoftⅥare,BectonDJCkinson)

で 計 許 した 20 22㌦

9.コ ン トロール Mm 2Thll胞 の ク ロー ニ ング 及 び糸目胞 形 態 変

化 の 誘 導

メ チル B■2長期 投 Ij･に よ る糾 胞 形 態 の変 化 が､ メ チル 8 12の

clonalselectlOn作 川 に よ る もの か､ あ るい は､ メチルB■2が

紬 胞 膜 の 性 I腎 の変 化 を 誘 導 した た め に起 こ った もの で あ るか

を 判 定 す る た め に､ コ ン トロール 細 胞 を ク ロー ニ ング し､ ク

ローニ ング され た細 胞 に変 化 を 誘導 され るか′テか を純 然 した｡
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ク ロ ーニ ング は､ iii.佃 希 釈il;･に よ って fj.った｡ ク ロー ニ ング

に 川 い る培 地 と して は､ M m 2Tall胞 の nrl.佃 か らの11,Y,l姉 か･(,Ti

発 な BSL-KIOOlliJ･地 (他 火 製 発 ) +FBSIO'1,を 川 い た｡ コ ン トロ

ール 細川包を 0.02■日､リブ シ ンで 分 散､BSLK1001.I.,,:地 +FBS10■'"で

10佃/nllに希 釈 した細l胞 浮 遊 液 を､ 96人 マ ル チ ウ ェル tMtcro

testTItlSSueCulture, フ ァル コ ン社 ) に 100FLIず つ ti三人

し､ 現 11唱 ･紬胞 で あ る こ とを 催認 され た ウ ェル を マ ー ク し､

そ の ま ま ク ローニ ングJIJ培 地 に て上..1%盛 を続 け､ 約 106佃 の 均 ･

な細 胞 を得 た｡ この よ うに して ク ロー ニ ング した5人10r'佃 の M

m 2T糸M 也に対 し100LLi/n11の メ チ ル B-2を 加 え て J,:I,'-並 を お こ

な っ た｡ 紬 胞 形 態 の変 化 は位 州i':-三･蹴微 銃 で 勧 然 し､ 糾 JJ'd接 1Y,

性 の変 化 を トリプ シ ン処 判まで確 認 したO

結 火

1細川包形 態 の観 妹

1)1ilL_仙 差 税 微 鏡 卜で の形 態 観 察

コ ン トロール お よ び メ チル B.2添 加 細 胞 の 形 態 は コ ンフル エ

ン トに な る ま で は差 が 認 め られ な か った｡ ま た､ 対 数 tl;lI触期

に あ る両 細 胞 のdoubILngtimeは コ ン トロール 糾 lJJdか51.6日!i:I川､

メ チル B■2処 理 aEl胞 が 575Il.'i-IE'F,)とJtf壬は なか った. 両細 胞 の 形態

の違 い は コ ンプル エ ン トに な った後 に ,# 明 に観 察 され た. コ

ンフル エ ン トに な った後 の コ ン トロー ル 糸目胞 で は糸目胞 と細 JJ'd

の IET.rjの透光度 が 高 く､ 細胞 ■f'火 部 が 晴 朗 の､ 乍 体 と して コ ン

トラ ス トが 強 い細 胞 像 を If'=_した か､ メ チル B.2処 即納)1'dは今休

に 中日"zHf(Jな色 調 で､ コ ン トラ ス トか 少 な い 糾])'d像 が 牧 水 され

た (Flg.2,a,b)0

ま た､ コ ンプル エ ン トに な った あ との細胞 ll,Y.1姉 の什 ノJ-に も

人 き な違 い が 見 い た され た｡ コ ン トロール MI¶2Tで は コ ン
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フル エ ン トに な った 後 に岬 姑 した細 胞 は 上..Lf盛 IllLを 逝 離 して 上,!･.J-

並 液 中 へ 浮 遊 す る. これ らの 浮 遊 細 胞 は 新 しい 七･L･i並 HLに 移 さ

れ る と培 塵JI【=こ接 rf:-して 増 姑 した｡ -ノj､ メ チ ル B JAL理 細

胞 は コ ン プル エ ン トに透 した あ と もほ ぼ 全 て のall胞 が 上.;I,･盛 lllL

に 接 茄 した 状 態 で hY.1純 を続 け､ 培 益 液 中 に 浮 遊 す る鮒 胞 は ほ

とん ど観 察 され な か ったO メ チル B.2処 PJ!.細 胞 のL..'L,'-並 1"Lで は､

コ ン フル エ ン トに な った後 にtI.Y,一拍 す る細 胞 が 次 節 に楽 に ":.I.:ま

る よ うに な り､個 々 の細胞 が IJうめ る 巾i砧 が 小 さ くな って くる

よ うに見 え た｡

さ らに､ EDTA処 即 に よ る細 胞 の 形 態 変 化 を付11日,;..'luJi微 税 卜

に概 要さした と こ ろ､ 処 理後20分 で メ チル B.2処 理 糾 IjJdの 仙 々の

細胞 17EJに li/'iHE)lJが で き る よ うにな った (FL招.2, C)｡

メ チル Bz2処 PEl_に よ って 形 態 が 変 化 した 糾 胞 を､ メ チル BL2

人 添 加 培 地 で 培 虚 し続 け た と こ ろ､ 娘 長 1カ)jの1,.1･.･盛 に よ っ

て も も との 形 態 を 有 す る細 胞 は 出現 しな か った｡

2)芯 f弧 微 鏡 下で の 形態 観察

透 過 プiil老 子 顕 微 錠 で は次 の よ うな細 胞 像 が 観 察 され た｡ コ ン

トロール 細 胞 は拭塵 luLを 庇 とす る半 球 状 の形 態 を Il!.して お り､

隣 接 細 胞 との 接触 は発 達 して い な い の に対 し､ メチル B12処理

細 胞 は培 塵 液 との境 非 が Lfi線 的 で､ 隣 接 aII胞 との 接 /l'-lljILflli'は

Ji;く､ 細 胞 間接 gl'･装 t(㍗ll-も発 達 して い た (Fig.3)｡

2.,811胞 按_崩 性 の .言､I′価

1) 浮 遊 細 胞 の推移

コ ン トロール お よ び メ チル B,2処 理 細 Jj'dの 1苧過 納 ])'Aを それ ぞ

れ 雄 め､ 継 代 後 に 浮 遊 して くる細 胞 の ,4.i.ぅlを .J1-.)へ た紺火､ コ

ン トロール 跡 地 で は浮 遊 細 胞 が 桁数 rA数 的 に[1-(,'え た の に刺 し､
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メチルB-2処理納IJ'dでは始 と浮遊細胞が.lllHlLLなか った(Fit!｣lU

2) トリプ シ ンへ の 感 受 性

0.25%トリプ シ ン/PBS()に対 す る反応11l二を比 較 した ところ､

トリプ シ ン処 理 5分 で コ ン トロール 細 胞 は ほ とん ど剥 離 した

の に対 し､ メ チル B12処 理 糾 胞 は増 感lllH=接 1trlLた ま まで あ っ

た (FIg.5)｡

3)凝 集 塊 形 成 皮 の (請,i,-価

凝 袋 塊 形 成 実 験 の結 党 を Flg.6に示 した｡ コ ン トロー ル 刺

胞 は､EDTA処BJiのイ日賦に か か わ らず､Fii.･細 胞 の比 率か90日り以

卜と非 .̀当f;に高 く､ 凝 ili=塊 の 比 率 は わ ず か で あ った｡ ･jJ-メ チ

ル B12処 埋 ,aHJ'dで は､EDTA処 P比を 受 け な い場 合 に は納JJ'dか凝

放 し､ 巨.大凝 災 塊 が 形 JJiされ､iii一糸目地 の 比 率か58.81'"とイ氏く

な っ た が､ EDTl処 BIi後 は この よ う7tj:凝 塊 塊 の ほ とん どか 刑 火

し､ Fii.一細 胞 と して 刺 離 され るall胞 の 比 率 が I･.̀,･JLくな ったo こ

の結 果 か ら､ メ チ ルBt2処 PJ!細胞 で は 細 胞 IElり接 /fJ-性 かII.:)'ま って

い る こ と､ 及 び､ メ チル B.2処 理 細 胞 の細 胞 IE"'H'i=茄 は カル シウ

ム イ オ ンを 除 ム す る こ とに よ って 解 離 す る とい う こ とが ′JミlI&

され た｡

さ らに､EDTA処 即 に よ って 細 胞 FEIIJが 解 離 して い た メ チル B12

処 即 細 胞 を Ca2 が 通常 弧 皮 で iTまれ る鵬 InLテI●JL-llJ;.地中で 2岬 IE'lj

増 感 した と こ ろ､ 100佃 以 仁の細 胞 で 構 成 され る 巨 人糾 胞 塊 が

.日J.現 す る よ うに な り､ )Hl所 的 な 細 胞 m i.Lf介 の Il,T復 が 推 然 され

た｡ この こ とか らカル シ ウ ム に よ る細胞州接/I-･形成 作川 か ‖T

逆 的 で あ る こ とか わ か った｡
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5.'iii'光 ltGlに よる抑胞 染 色

メ チル B12処 理 細 胞 の糾 JJ/dよ lltHまFITC WG.1に よ って り=Lt,fに 染

色 され たが､ コ ン トロール 細 胞 の細 胞 よ llH'は 染 色 され なか っ

た(Fl藍.9)0

6.染 色 体 分 析

Mm2T細 胞 の E]f束 で あ るイ ン ドホ エ ジカJI=_休 の 染 色 体 数

は6本 で あ る｡ コ ン トロール ,alJ胞 85仰､ メチル B】2処 jrrl相 川'd87

佃 に つ い て それ ぞれ 染 色 体 数 を算 定 しそ の/jI(1''を 調 へ たO メ父

Jjと も染色体 数 のJd･頻付目ま/i-.体 FJJの細 胞 と同 じく6本 で あ るが､

6本 の染色体 を有 す る,Blr)J'dのJhdHま､ コ ン トロール紬 胞が620｡､

メ チル 812処 即 納 胞 が8406で あ り､ メ チル B12処 JM MJdの ノ)か

/生体 内 と同数 の染 色 体 を持 つ細 胞 の ',[,qJ令 が .r:.I,か った｡ Flu 10

は コ ン トロール お よび メチルB,2処即Mm 2Tよ り細 作為 rI'･Jに

相川''した細 胞 の染色体 像 で あ る｡ いずれ もII-I.常21[千体 で はな く､

様 々 な染 色 体 異 紫 か ILられ たが､ コ ン トロール 細 Jl'dの ほ うが

よ り多 彩 な染 色 体 児･'.ql','を ●iして お り,メ チル B,2処 PI!_糾 Il'dの 染

色体 j'4-常 の柁 度 の jjが小 さか った.

7 フ ローサ イ トメ トリー に よ る,aFL胞 朋mlの分析

フローサ イ トメ トリーの結 火 をFjg llに示 した. CV佃 は､

コ ン トロール 細 胞 が 74､ メ チルB,2処 理 Mm2T 糸目胞 が6.0

で あ った｡ それ ぞれ の糾 JYd周期 の 比 率 は､ コ ン トロール 糾 胞

で は､ CO十G1期 が284U..､S期 が42 1%,C2M期 か29.5th メ チル

BL2処 即 細 胞 で はGOiG1期 が 69.5日.,,S貼りが 119㌦,C2川畑)が 186

r)Uで あ った｡
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8 ク ロ ー ニ ン グ したalJ胞 に お け る メ チ ル B二作 川 の ..秀や

7i互佃 希 釈 法 に よ って ク ロ ー ン化 さ れ た コ ン トロ - ル 11m 2T

如 IjJdに 対 して ､ こ れ ま で の 10ィ.:T･iJ.11度 の 100〟gm)J テ ル B.杏

加 え て 培 適 した と こ ろ､21IlH に､典噌川(Jな メ チ ルB.処 11.V,I:細

胞 と l司様 な 形 態 を イJJす る ､I''･tLLな 細川Id群 か llli現 し､ 次 'ill'に h:(.lIAl'_

して い っ たO こ の 新 た に /上 した 1':坦 な 糾胞 tn'Iは ト リプ シ ン耐

性 を 被 得 して い る こ とが 俳 認 され た (Fig.12,a,b,C.d). ま た､

コ ン トロ ー ル 細 胞 は 元火 contact lnhLbLt】Onか か か ら な い 細

胞 で あ る か､ 100FLg/mlメ チ ル B.2を 添 ノJlFして 情 盛 す る と､ JIZ

態 変 化 が 1掴 ユして い な い 細 胞 は contact lnhLbLtLOnを 起 こ し

て L.I,,J･遜JlELよ り遊 離 す る よ う に な り､ 接 /.llyl.)'L進 か 兜現 さ れ た

糾 胞 の み が 培 鹿 川Lに 残 って ll,'/.1姉 を 続 け る よ う に な っ た｡ な お､

コ ン プル エ ン トに な る ま で の 細 胞 t.;(,'yLtfIは メ チ ル B.2添 加 と無 添

加 で jt;･は 見 られ な か っ た0

9.神 路 芽 紬 Il'd肺 株 細 胞 へ の ;;旨モ呼

神 経 芽 細 胞 JJ.[,_T GW を メ チ ル BE2/I'･イl三トーで L..̀･.一題 した と こ ろ､

14n後 よ り次 第 に 細 胞 袋 塊 を 形 成 し､神 経 突 起 形 J,Rか 抑 制 さ

れ る よ う に な っ た. さ ら に 2か )J後 に は 細 胞 凝 淡 が 解 除 さ れ､

枝 分 か れ した ,al胞 突 起 を 良 くの は す neuronalphenotlPeを ′)ミ

す 細 胞 に 変 化 した｡

考察

木 llJF先 に お い て メ チ ル B】2校 Ij･に よ って j'rrた に 触 媒 され たkflF

胞 形 態 変 化 を 各 価 の JjfL･を 川 い て 詳 細 に 調 べ､ 形 態 変 化 の 機

仲 お よ び そ の /-I:-.化 学 的 背 111-を あ る 相.度 ま で Iylらか に したO

形 態 的 に は､ 透 過 )frJH.EI-蹴 微 鋭 所 見 か らメ チ ル B.2処 理 糾 fJ'd

は 隣 接 紬 胞 と の Fl'lHに )i;い 接 X.1=lllJ'と多 くの 糾JJ/d川 接JYr裟 ll'F','_-を 有
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す る こ とが わ か っ た. ま た､ EDT.1を 添 加 した 後 に alllj'dfFUが WTJ_

離 す る こ とか ら､ ,hll胞 ff".J接 ZFは2価 イ オ ン依 イi･1'l三で あ る こ とか

I)ミ唆 され た｡

物 即 的 な 接 7iIJJとい う1■､くか らは､ メ チ ル B｡処 理 納 lJldは､ 細

胞 と細 胞 f'r]LJお よ び 細 胞 と シ ャー レ との けりの 淑 jJ-で 接 (,--性 か /i:

進 して い る こ とが わ か った｡

細 胞 と シ ャー レの f別の 接 Ŷ,''-に rLt-Jして は､ メ チ ル B.2処 理 に よ

って 細 胞 と プ ラ ス チ ック シ ャ- レ との 接 Xt--か トリプ シ ンに よ

って 剥 離 され に く くな る とい う結 盟 が 和 られ たo メ チ ル B,2処

理 hll胞 で は 細 胞 と シ ャー レの I'rlJに何 らか の 糾 fjJd接 /II物 11'iLか til,.

加 した 結 果 ト リプ シ ン耐 性 を 独 得 し､ hFl胞 と シ ャ- レの F.",Jの

拙 令 )JかJJ[進 して い る と考 え られ た｡ allD'dと シ ャー レの F.'rJに

介 /仁す る .TJ能 性 の あ る接/.1･物 fljと して は､ フ ァイ ブ ロ ネ ク チ

ン､ ラ ミニ ン､ コ ラ ー ゲ ンr塑 お よ び 川狸)な との 帆 Ijが 考 え ら

れ る｡ 本 研 究 で は､ シ ャー レに 増 感 さ れ た 状 態 の 細 胞 の aElJl'A

体 を デ オ キ シ コ ー ル 酸 で 剥 離 し､ シ ャー レに残 イ);･す る物 In を

SDSポ リア ク リル ア ミ ト.iZzxh,k動 で 調 へ た と こ ろ､ 200kD付近

にバ ン ドを 持 ち､ PAS陽性 を ′Jモす 枇 タ ンパ クIf51が メ チ ル B.2処

PJ!.細 胞 に人iriiに 認 め られ た (末 発 議 デ ー タ )0 hHllId- シ ャー

レFE'11の 接 着 克 進 の 原 閃 と な る物 Jfqと して 今 後 研 究 を 進 め る T,

定 で あ る｡

-カ､ 透 過 )fil'FEl一助 徴 錠 所 見 か らメ チル B,2処 jlli釧 胞 の 細 胞

rE"'l接 i''-か 発 達 して い る こ とか 示 唆 され､ メ チル B.2処 理 鮒 IJ/dに

お け る細 胞 l''l柑 iA令 ノJの )-LI進 が T,測 され たo 細 胞 凝 仏 試 験 の 結

光 は この 】',測 を 支 持 す る もの で あ ったo す な わ ち､ メ チル B】2

処 月i細 胞 が 細 胞 剥 離 岬 に ujl_-細 胞 とな りに くい こ とか ら､ コ

ン トロー ル 細 胞 よ り もは る か に 強 い細 胞 FL'''J糸'i合 JJを 拙 守!fして

い る と考 え られ た｡ こ の aFl胞 IFIFIJ結 合 は カ ル シ ウ ム 依 //性 で あ

り､ EDTA添 加 に よ って 解 離 し､ カ ル シ ウ ム合 イ川一,;-地 添 加 に よ

って [りJiJ,A合 す る とい う ｢け逆･FyE-.をイ1-して い た｡ ま た､WGAは.lTァ

セ テ ル ノ イ ラ ミ ン恨 お よ び N - ア セ チ ル クル コサ ミンを 有 す
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る 複 合 糖 質 に特 児 的 に,%.一i'介 す る レクチ ンで あ るか､ 今回 メチ

ル B･2処 理 M rn2T&･ITlfに は IrG.4結 合 牡 の 挺 合抑flIが 人 :.H=/i

/J三して い る こ とが 示 され､ メ チル B.2処 即 納 胞 に 発止 して い る

aII胞 間 接 ズ'-にlrG.lilli-合 1′暮-.複 合 榔 Illiが ERJ'j-して い る こ とか )',測 さ

れ た｡

以 l二の 'Ji験 紙 火 か ら､ メ チル B.2処 理 糾胞 の 糾 胞 股 に接 t̂'川三

が Jt進 す る よ うな変 化 か 起 きて い る と考 え られ､ そ こで 糾 胞

脱 の 巨資成 分 で あ る胴 質 の組 J'1を分 析 した と こ ろ､ メ チル B.2

処 理 JW 胞 で は 細 胞 よllliの グル コ シル セ ラ ミ ドが コ ン トロール

細 胞 の約 8イデ=こ増 加 して い る こ とか わ か ったO ま た､ J.IJ,･地中 の

遊 離 グル コー ス が メチル BL2処 BIi細 胞 の紬 胞 F.",J接 Ŷ.zfllJLLZJ,Rを lくIl

r.ifす る こ とか ら､ 紬 胞 豪LlJ)-の グル コー ス が 糾胞 接 Ŷ.ll,-1の )■L進

に 閥 Ij一して い る こ とが /Jミ唆 され た｡

カル シウムイオ ンがFR･JIj-す る細胞 接 fTJ-t大IJ'-と して､ cadherJn.

LCAM,ACAM､ Ctl,pe lectlnな とが知 られ て い るが 21･ `8L

メ チル B.2に よ って Mm 2T細 胞 に誘 導 され た接 Ŷ,'･横 川.は､ 細

胞膜 に お け る グル コ シル セ ラ ミ ドの 増 加 お よ び 遊 離 グル コ ー

ス に よ る接才‖!JL'.1子規 象 か ら､Ca2 仏 /(:iJI･IにJifI'lJjlIともJi-介 す る

C tlPe lect川に よ る接 1t'.I-で あ る こ とか ′Jl-唆 され た 2∈一一L｡ さ

らに､ メ チ ル Bt2処 理 細 胞 よlllfに お け るWGAk.-i-合 ill･:挺合 枇Jfl,の

A:Eリ]な 増 加 か ら､Ct),peレク チ ンかITC.4,結 イ川 この 件 Tirを 持 つ こ

とが 予測 され､ 今後 この接 1Lj'･物 Ji5'を 同 定 して ゆ く 仁で IrGAか マ

ー カ ー と して有川 で あ る と.lLl.わ れ た｡

メ チル BI2添 加 に よ る これ らの変 化 は､ は じめ メ チル BI2添

加 後 3カ Jj後 の 形 態 変 化 と して 発 出 され た か､ この段 桝 で は､

メ チル B,2の 作川 か按i'='I三,all胞 選 択 作川 で あ るの か､ 糾 胞股 の

糾成 変 化 に よ る接 J.11iyE･:誘 導 作 川 で あ る の か は 不 り)で あ った0

本 研 究 で は細 胞 を ク ロー ニ ング し､ さ らに 100〃g/m)の メ チル

B･2を投 Ij･してhii.期 FEl_りで細胞 形 態 を発 現 す る こ とに よ り､ メ チ

ル B12の 作 川 は細 胞 膜 の組 成 変 化 に よ る接 i',.'･性 の 誘導 作 川 で あ

る こ とを 証 明 した.
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本 研 究 で は､ 細 胞 の 形態 変 化 と トリプ シ ン処理 へ の紙 1Jt性

を マ ー カ - と して メ チル B12の接/iAll'1三Jt進 劫火 を追 求 したが､

これ らの変 化 が発 現 され るまで には､ 10LLgmLの メチ ルB一段

Jj'･で は3カ月､ 100FLg/mlの メ チル B.2投 JJ-1で は21日と比 較 的 k

lyHr'llの投 Lj･が必 要 で あ った. お そ ら くメチルB】2投 LJ'･に よ る接

満 作 の変 化 と して 発 Ljiされ る まで に はII.l=ltiJが か か る もの の､

細 胞 F̂)の変 化 は もっ とr;l･)gJに起 こる と!Lしわれ る｡ メチ ルBt2添

加 に よ って 芯 起 され る榔 タ ンパ クJfGrの代 謝変 化 の 追 跡 か 必 要

にな ろ う｡

･Jj､ 染 色 体 分 析 お よび フ ロ-サ イ トメ トリー に よ る,aHlj'd

J1.日別解 析 の結 果 は､ メチルB】2の臨床 卜のfyr:川 を 巧 は す る 1-_で

参 考 に な る もの と.liしわ れ た｡ Mm 2Tは ノ上火 が ん 糾 JJ'dで は な

いが､ 紬 胞 株 と して樹 立 され た ILLJA,I.一丈よ り染 色 体 変 異 が 槻 擦 さ

れ て お り､ -椛 の 試験 lif日ソtJ悪 性 化 を お こ した針,'火 株 化 した も

の と考 え られ て い る. ところが メ チル 812kHlliされ たMm 2T

細 胞 で は､ 染 色 体 変 災 の程 度 が低 くな り､ Jf=.体 l̂JとIF'-Jじ本 数

の染 色 体 を有 す る細 胞 の 比 率 が 高 くな った｡ す な わ ち､ メ チ

ル B-2処 兜 に よ って染 色体 像 はJi体 ,alf胞 の染 色 仏像 と効イ以した

像 を 示 す よ うに な った とい え る｡ また､ フ ロー サ イ トメ トリ

ー に よ る細 胞 周 娼Jの解析 で は､ コ ン トロール 糾 胞 で はS別 お よ

びC2MjgJ細 胞 が増 加 し､ あ たか も悪1′川ri眩;･の よ うなD.l'.1･'.rlI分/fi

を'Jqす の に対 し､ メチルB.2処 雌 糸1川Idで はCOG1191細 胞 がLll/.1加､

C2･S,LgJ細胞 か 減 少 し､ 11三',I?,'JaI胞 にお け るDl'.1･1.:..分/lJ-と知 似 した

細 胞 周 期 像 を′Jミした｡ これ らの紙 児 か ら､ メ チル8.2がCOG1

期 か らS婚)へ の移行 IlILIL作 川 を有 す る こ とが推 然 され た. メチ

ルBl2の細 胞 IÈ.;;I;化 作 川 は､ contact lnhlbtt】onの.誘導 現 象で

も′Jミされ た｡ これ らの結 火 は､ ]滋近 の ビタ ミンB.2の允如.･t)I,防

劫 火 の 繊告 と考 え 合 わ せ る と､ 興 味 深 い現 象 で あ る と一lil.わ れ

る｡

メ チル B12 と,ilFl胞 形態変 化 のFRJ係 と して は､ .■止りyl･.貧 血の 巨亦

ii:･球 か あ ま りに もイ)~t.で あ るが､ メ チル B.2欠乏 に と もな う代
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謝 児常 の説 明 と してイ1-JJ批 され て い るneth)Itetrah)dro

fo)ate trap h川 OthesIS39 も l･分 に形 態変 化 の憤り･;杏.-3川 1す

る とは .言え な い｡ ･jJ-､ 悪性ITf血 にお け る赤 13-:球巨 人 化に と

もな ってD_lJl俊製避 妊 とS別 納 胞 のll.Y.lJunが 比 られ る とのfEHJ;･は､

本 研 究 の 形 態 変 化 とaJl胞 I,'=yJの変 化 の 関 止 と劫似 して い る と

い う!:えで 興 味 深 い こ とか らで あ る と.Iillわれ る 川 .

Phohl Lesc0111CZ等 は0 01 1〟Mの濃 度 の メ チルB.2校 Ijは

D･TAの メ チル 化 を促 進 す るが､ 5〟M以 卜の.(1llB度 の メ チル B,2校

Ij-で は逆 にDITAメ チル 化 は附'Jfされ る と職 tJ,･して い る 日 . 級

らの軸 ;(.J･に 準 じて本 [')F先 の現 象 を 解 釈 す る と､ 本 研 光 で 川

い た メ チル B12弧度 (約 7〃M お よび70iLM ) で はD.1'Aの脱 メチ

ル 化 が起 こ り､ 造イムJ'読 み と りか 研究 化 し､ 接 Ŷ.･タ ンパ クJj'1-

を は じめ とす る分 了･の金 成 が促 進 され て い る と も考え られ る｡

ま た､ 今 ll]Iの 失敬 とお な じ100FLi/mEの メ チル BL2/)I:イI.:卜の

jIJ;-塵 が他 の細 胞 系 に Ijえ る推 考L'Sを数 価労iの増 益 株 細 胞 に 対 し

て 胡 へ た と ころ､ メ チル B'2存 在 卜の神経 芽 細111'dJJ.rf株 ,aI[胞TClr

の鮎 iLiが 14rlHに観 察 され､ 2カ)j後 に は神 経 突,Ltlの 拝EyJな延

kか観 察 され た｡ これ らの観 察 か ら､TGll'にお いて も糾Ij'Aは '̂(,'一

物 田 の産 JE/一亡進 が起 こ って い る こ とが推 察 され た｡ TCWに お け

るljL象 のJE化 学 的7号l;;･は硯/x研究 rいで あ るか､ メチルB.2に よ

る,alf胞膜 の変 化 が複数 の細 胞系 に観 察 され た こ とは､ メチル

B12の 作Jllか広 範 相 の細胞 系 に起 こる ‖†能性 が あ る こ とを′∫-(唆

す る もの と思 わ れ る｡

本 ()F先 のMm 2Tにお け るメチルB.2の作 川 機序 は 今の とこ

ろELJjらか で は な いが､ 今後､ IICAな とを マ - カ ー に してCRDタ

ンパ クJj!iを rl.jk'･S.'JI-製 を す る こ とな どに よ り､ メ チルB,2に よ

る初 期 変 化 を 研究 し､ YF:川機 序 を りJらか にす る こ とは､ メ チ

ルB12の吐物 学 的 な役 割 を探 求 し､ lき:I.吉床 で の ‖l能性 をJ上げ る 卜

で大 き く貢 献 す る もの と比しわれ る｡
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ま とめ

本 研 究 で は ､ ■[.一石班 皮 メ チ ル B12校 Ij･に よ るaJllJ'd形 態 の 変 化 を

･汀紬 に 観 察 し､ 糾 Dld形 態 変 化 の /i-_化 JT‥的 門 111-を 分 析 した 以

卜､ 1-L'T･られ た 結 盟 を 列 挙 す る.

1糸l目地 形 態 の 変 化

1)コ ン トロ - ル ,aEl胞 は コ ン トラ ス トの 強 い 細胞 像 を ■.I_し､

浮 遊 /細 胞 を 多 数 yt'(I/ll.す る か､ メ チ ル B,2処 JF蟻 川也は コ ン ト

ラ ス トが 低 い 細 胞 像 を )I-i.し､ 浮 遊 細 胞 J,I.(･.JF.･.か抑制 さ れ て

い た ｡

2)メ チ ル B】2処 理釧 胞 で は 隣 接 紬 胞 との は 1YTL-lll)Jか Jム く､ 細胞

r川接新 装 Elriが 発 iB して い た｡

3)メ チ ル B'2処 雌 細 JJ'dの 刺 胞 F'"rj結 合 は 2価 イ オ ン化 /);･1′暮_で あ

っ た｡

2蒜1日D'd接 茄 牡 の 評価

I)メ チ ル Bt2処 即 aLl胞 は トリプ シ ン耐 1'l･･.を 雑 音II･し､ 紬 胞 と シ

ャ ー レの 間 の 接 /'''･11Lノt:進 か 見 られ た0

2)メ チ ル B■2処 即 ,all胞 で J-亡進 して い た,all胞 r川接 Z,'-は 2価 イ オ

ンfR/I--1と暮三で あ っ た0

3)メ チ ル B12の細胞fHJJ接 (.''･形 成 は 培 地 中 の グ ル コ ー ス に よ っ

て 阻 書 され た｡

3肺 Jj5'分 析

メ チ ル B】2処 月旦,all胞 で は､ コ レス テ ロ ー ル ､ リ ン胴 Ifj､

GM3の 舎 イljl'上に 変 化 が み られ な い に もか か わ らず､ トリグ

リセ リ ド､ セ ラ ミ ド､ お よ びCMHの 合 イ]J.'li:が l･,'(.･JJ目して お り､

鞘 に､CMlHか･L_.lは コ ン トロ ー ル の8イ侶 .T.tを /Jこした｡CMLlの榔

鎖 は グ ル コ ー ス で あ っ た.
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4 FITC WG.1染色

FITCWG.1に よ って メチル BE2処鞘 細 胞 の細 胞 よ lrlTは コ ン ト

ロール細 胞 の細 胞 よ Ilrlfよ りも強 く染 色 され た｡

5.染色 体 分 析

染色体 数 か/巨体 ,alf胞 の染色体 数 とr,ilじ6本 で あ るL.I(,_,1･主は コ

ン トロール細 胞 が 62t＼,､ メチル B,2糾 JI'dが8｣".,で あ った｡

6フ ローサイ トメ トリー に よ る細 胞用Jyl解 析

コ ン トロール細 胞 はS)UJ/Wr胞 か増加 して い たが､ メチルB12

処 瑚与謝IJJ'dで はGl十G0期 ,W IJ'dのLl,Yi加 とS)UJ紬 JJ'dの減 少 か 比 ら

れ た｡

7.ク ローニ ング と形 態変 化 .誘導

メ チル BL2投 J1-に よ って起 こ った現 象 かclonalselection

の結 盟 起 こ った もの で あ るのか､ inductJOnの糸IHfミお こ った

もので あ るのか を兄 きわめ るため に､ コ ン トロール 細 胞 を

ク ローニ ング して､ ク ローニ ング され た納 JJJdに メチルB.2を

100FLg/nlの泌度 で投 Ij.した ところ､ 同様 な 形態 変 化 が "-,i導

され た｡

8.他 細 胞 系 で の メチル B.2投 liに よ る形 態変 化

神 経 芽 細 胞 腫 細 胞株 に おいて もメチル B.2投 Jj-に よ って形態

変 化 が観 察 され た｡

以 ヒ､ メ チルBI2投 /)'･に よ る糾胞 形 態変 化 が細胞 接 11'i-･11J:.)'〔進
にJLeE月す る こ とが わ か り､接 上目yE･:馳 タ ンパ クIj当のtlY.･加 あ る

い は､Ctypeレク チ ンのLl/,fJ]rIが T,想 され たO ま た､ メチ ル

BL2の作 Jllと して､ hlF胞 の l招 1;化作 JlJを伴 うこ とかわか った.

今後 メ チル B】2投 Lj.に よ ってぷ起 され た桝'タ ンパ クIflの代 謝

変 化 を して ゆ くこ とは､ 人 だ不 りJな/I.tの多 い メチル B12の作
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川 倣 lJr;の 解 nJlに Iri'献 す る もの と.ELltわ れ る｡
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Fig.1 細胞凝集試験および阻書試験の手順

ControlandMeBl2-treatedMm2Tcellsculturedtothe

connuentstageon6.0cmplates

▼ ▼

3mlofserumfreemediumfor

20min.atroomtemp.

3mlofO.6mMEDTAfor20min.atroomtemp.

3mlofserumrreemedjumwilhorwitJ10utーree

detachthecellsbyarubberpoliceman

countceHdots

controlMm2T
MeB12･treatedMm2T

Control/EDTA
MeB12-treated/EDTA

↓

MeB12-treated/EDTAJmedium

wilhorwithout





Fig･3:透過型電子顕微鏡像

Transm)'ssionelectronmicroscopicobservationofthecontro一(a,x7000)andtheCH,-B.2-
treatcdMm2Tcells(b,x8000)･CcZl-(0-celladhesionwithadhesionstructureswaswcJl

dcvclopcdamongtheCH3-B12-trCaledMJn2TccHs(C･x80000),butnotamongthecontrol
cdls.



Flg14:培養開始時より自然に浮遊する細胞数の累計
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19- CH3-812-treatedMm2T

NumberoffloatingceHsinthecontrol(-●-)andtheCH3-

BlZltreated(-0-)MmZTcellsfrom60mmcultureprates.

Bothce=sattainedtobeconfluence7daysafterseedlng･The

floatingceJIswereliberaedbyplPPettingandcountedona

Bu｢keトTurkhemocytometer･Themeanof3cultureswas

plottedlnthefigureandstandarddeviationwaswithJ･n5%.

NotethatthenumberoffFoatJngCellsincreasedexponentlaJly
lnthecontrolculture,butappearedinmuchsmalrernumberln
theCH3-B12-treatedculture.



FiglS･0･25% トリプシンによって剥離される細胞数

三

mJnuteS

-●- ControlMm2丁

Numberofcellsliberatedfromcontro一(一●-)

andCH3-812-treated(一〇一)MmZTculturesby

treatmentwJthO･25%trypsin/PBS(-).Cellswere

inocUlatedatZxl0 5/ml～daysbeforethe
experimentsandwereliberatedbytreatment

withO･25%trypsin/PBS(-)for5mJ'nfollowed

bypJPPettlng･PJatingefficJenCylneach
experimentwasabove95%.



Fig･6-1:細胞剥離時の凝集状態

(a):コントロールMm2T細胞(x40)
(b):メチルB12処理Mm2T細胞(x40)

Phase-contrastmicroscopyofthecontrolandCH3-8121trCatedMm2TccHsancr

dispersionwitharubbcrpoLICCmaninthescrumfrccmedium.NotethatCH3-B12-

trcatedcellsfomlCdlargeClots,Whereascontrolcellsweredispcrscdtoslng)ccells･



細胞剥祁時の学佃細胞敷
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Fig.7:中性糖脂質の薄層クロマ トグラフィー
a.コントロールMm2T細胞
b.メチルB12処理MmZT細胞

乾燥重量 2mgに相当する中性糖脂質を
クロロホルム :メタノール :水､65:35:8で展開し､オルシノール硫酸で発色させた

CMH:cerarnidemonohexosidc
CDH:ccramidedihcxosidc

面~ご▼≡FL

CMH, ･ . ･『 ■

Cつり● -



細胞剥離時の単個細胞数

凝集塊を構成

する細胞致
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グラフ中の数字は

100個以上の巨大

細胞讃集塊数

x10000/mJ
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Fig･9:FITC-WGAによる細胞染色

FIuoresccnccmiCroscopicobservationofthecontrol(a)andtheCH3-B12-trcatcd(b)
cellsstainedwithFITCICOnjugatcdwheat-gcrTn-agglutinin(xlOO).
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Figl11フローサイ トメ トリーによる細胞周期の解析
(a):コントロールMm2T細胞
(b):メチルB12処理Mm2T細胞
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Table1 ProteinContentandLipidCbmposltioninControlMm2TandCH3-B12-TreatedMm2T

Culturcs

CH3-B12-Trcatcd

Control(a) culturcs(b)

(rig/mgdryweight)

ProteinContent 581.90 506.90

(叶nlOL/gdryweight)
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