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第 l市 J下論

]-1 イチョウについて

ト l-l イチョウ全般について

イチョウ (Cinkg-(コbjhコ1;;干し)はイチョウ綱、イチョウ科、イチョウ属に分類され

るJ1tUftí'~株の落長高木で、イチョウ綱に属する唯 ーの生存禄であると考えられる(湯

浅 198])。イチョウ以外のイチョウ綱に分納されている数絡のものは全て化石とし

て見つかっているのみで旬、現存しているものはj咲い。イチョウ制縞物が地球上に出現

したのは一位紀で、ジュラ紀のはじめ、約 l億8千万fド前には中央アジYで現生のイ

チョウ属 (Gillkgo) と思われる植物がはじめて機認される (Rohr] 989、金井

1981)。その後ユーラシア大隙全体に分布をひろげ、|守'Ili紀にかけて多くの化石が庭

山する。ついで第三紀から第阿紀にかけて気候の大変動が起こり、続く氷河期に至っ

て、繁栄していたイチョウ綱植物の大部分が絶滅したものと考えられている(J-，Iajor

1967)。現(:f.するイチョウ (C.biloba)は、約 l0 0万年f!iiO)第凶紀から氷河期に

かけて現任の'.11国で生き延びたものが、入額の出現によって障子が食料として平ilflJさ

れ、また、後にはi観賞や信仰の対象となるなどし、結果的に再び分布を世界にひろげ

ることになったと抑制lされている(金井 1981)。

イチョウは日本滞在中のドイツ人他物学者、 Kaempferーによってl690年に発見さ

れ、ヨーロッパにはじめて紹介された。イチョウが円本に導入されたのは鎌倉時代カ

室町時代だろうと言われている。長らく野生状態のものは存化しないと考えられてき

たが、近作では、探検家たちの報告などから中国に自生があるのではないかとの考え

が定着しつつある。しかし、一見白生状態と思われても.真に野"1:のものなのか、値

裁されたものの子係が野生化したにすぎないのかがl凌昧であり 、中国原J変説の真偽は

未だ明らかではないよラである。

イチョウはその純子がカヤ属 (Tonーの沼)やイヌガヤ1;認 (CcρhaJotax1lS)の積子と

類似の構j査を持つとして、 1 9 t世紀にはイチイ科に分類されていた。現tEの分績に務

ちついたのは1896年に平瀬作丘自gによって肢珠中を遊泳する繊毛を持つ精子ーが発見

れ、シダ縞物と査|袋持Jの巾間体と言うべき受精機憎が明らかになった後のことである

(Rohr 1989)。イチョウの精子発見と同時期にソテツでも遊泳精子が発見されてい

る.穂子植物の内、被 f植物とマツ績などの様子植物では、自)Jで運動する能力を欠

く精核があり.それは{f.粉管によって卵細胞に直接述ばれる。イチョウとソテツは進



化した雌性生M~IHJである版珠と、原始的な雄性't:殖細胞であるゐ防 j三を持つ点で、 ド

等他物とl高等楠物とを進化的につなぐものであると認識されている(加縦 1t)96)。

病虫;有・に対する低:l'f('t'!:が極めて強く、生育11主盛で、また大気汚染にも感受性が低い

ことから、口本全ヒ、中図、朝鮮はもとより欧米各地でも、イチョウは街路樹、庭園

樹として広く利川されている。このような用途においては、 一般に雄株が祈望され

る.雌株は秋になると大誌の縄 Fを落とし、 f忠良、汚染の原因になるとして、特に欧

米では蛾われているという。イチョウが生殖を開始するのはおおよそ樹齢 20年以降

のことであり、それ以前に悦別を判定する決定的な)j法も無いため、雌本であると分

かつても切り倒してしまうには手遅れという状況になる。純子による繁鎚では性別が

もためられないため.機株を川いた挿し木、 J安ぎ木等による繁殖が行われている (Rohr

1989)。

イチョウの材は級位:でやや采らかく、また狂いが少ないことから、そろばん球、持

盤.床板、まな板などに広く伺いられる(湯浅 1981)。

積子はいわゆるギンナンとして、 円本、中国などでは食用として利用している。漢

方薬としての利則も苅Iられており、鋲咳効果があるとされる。しかしながら、大i止に

技取しすぎると中毒し、死に守男ることもある。Il本においては.実取り加の数品磁が

選別、栽t音されており 、特に愛知県、福岡県、大分県などがど産地として知られてい

る。晩秋の落采を待たずに日月 L頁から強制的に授り滋として収泌する。このl時期には

まだ外皮が成熟しておらず、怒J足を発する状態になっていないため取り扱いが平等易で

ある(佐藤 1996)。晩秋に街路樹などから向然滋来したものも大いに利用され、個

人消費のみならず市場に出回るものもあるが、~、失を政つ外皮を取り除くのはかなり

やっかいである。

イチョウ袋の刷出物は、老人性痴呆の予防やその症状の改善、脳血管障害の改善な

どの効身さがあるとして、ヨーロッパ.特にドイツやフラシスにおいて医薬品として!日

いられ、大きな需要がある (Sticher1993)。ヨーロツパでは. EGb 761と名付け

られたイチョウ葉抑出物が医袋品として特に有名で、イチョウ抽出物として臨床的に

脳血管障害の治療に用いられたものの大多数がEGb7GIであった (SmiLheL aJ. 

1996) • EGb 761は24%のフラポノイド配絡体.6%のテルベノイドを有効成分とし

て含むものとして燥機化されており、末梢神経に対する憤傷や酸欠/1設血などの条件

下で、神経{尉復作Hlを持つことが報告されている (Smi出 et<11. 1996)。また、各

;飯活性殴来の除去活性i}~認められている(j\larita eL a1. 1995、Pincemailel aJ. 

1989、DiwokeL al. 1992、Marcocciel a1. 199斗)。なお‘これらの成分につい

，) 



ては次J頁で述べる。

lIIiiAのような医薬品としての大きな矯援を支えるものとして、主主の4可能をU的とし

たイチョウの波情が谷所で、行われている。 日本では茨城県.新潟県なと、で議の収穫専

用の波情が試みられている(佐藤 1996)。また、アメリカでは]，200エーカー‘フラ

ンスでは 100エーカーといった大きな規模で、誕の収穫専用の波地が行われている。こ

のように得られた長が医薬品としてのイチョウ裟納出物の原料となっている CCamper

et <11. 1997)。

ト1-2 イチョウの薬効成分

テルペノイド

lìÎJ~jの EGb 761をはじめとするイチョウJ創出山物中の薬効成分として、

ginkgoliclc、bilobalicleと命名されるー詳の特J尽なテルベンラクトンが存在する

(Slicber 1993) • gLnkgolicleは現任、 ginkgolidcA、B、C、J、九I(以下G-A、

G-B、G-C、G-J、G-.¥Iと記す)の 5極額が知られており 、いずれもよく似た構造を

有している (I:;ig.]-1)。

G-A、G-B、G-Cは、 Nakanishi(1967)、Okabeet a1. (1967)によりイチョウ

の恨の表皮や集から単離され 印刷beel a1. (1967)、f'vlaruyamael a1. 

(1967a，b，c)、Woodsel a1. (1967)らによって構造決定された。 G-JはWe凶gesel 

a1. (1987)により葉から単雌されたもので、植物体内での含有壁はG-;-¥、G-B、G-C

より少ないとされる。 G一MはWeingeset a1. (1993)によりG【 Cから人T目的に合成さ

れた。

(;-AからG-Jまでの4つについては、血小板活性化因子 (PAF)指抗作用を有すると

とが確認されており、 G-Bが最も活性が強く、 G-Cが最も弱い。臨床的にも、 G-A、

G-B、G-C混合物の内服によるアトビー性目指息の抑制効来が(i!ii認されている(寺津

1991 )。

P，L\Fはア レ ルギ一反応の解析過粍で抗原~I!J ì散によりウサギの感作好場基f;j(から遊離

され、 J血小板を活性化する1251cーとして見出されたー俸のホスホグ1)セリドである。

稲:々の疾患モデルにおけるPAF動態の分析やPAr枯抗斉1)の効果から、エシドトキシン

ショック .アナフィラキシ一、炎症などの病態におけるPAl<の関与がほぼf<<ri・実視され

ている。また、虚血性疾患時には、虚血によゐ組織煩{易を慈、化させる因子として作動

する可能性が高いと与えられている(小田ら 1991)。

chollyse巴ket a1. (1997)は、 (;.-:--1も含めた 5つのginkgolide、さらに
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lヲilo1Jalilil'の)1，プロトン性泌煤'1]でのスーパーオキサイドに対する抗酸化Y;liitについて

誠べ、 G-!¥以外でスーパーオキサイドf11i促作JTIが認められたと報告した。 ginkgo1idp

煩の袋効は抗PAF作用によるのみでなく、ラジカル情j)E邦lとしての作用にも宅要な役

割があると考えられている。

biJob<llicleは、 Major(1967)、Wcingesa:nd Bahr (1969)、らによってイチョウ

菜から単離され、 NakanishieL al. ( 1971)により構造が決定された (Figト 1)。抗

Pi¥F活性は認められていないが、神経保護作用を持つ (Sancesarioand IくreULzberg

1986)、神経t負傷の回復を促進する (Brunoel al. 1993)‘抗酸化1li1'l:を持つ

(Scholtvseek e[ ;;1. 1 997) などの報告があり、イチョウ袋túJ出物中のm~な符効

成分として認識されている。

フラボノ イド

イチョウ必抽出物小の有効成分として、上記のテルへノイドの{也に数極のフラボノ

イド配糖体の存在が知られており、その抗般化作J廿と薬効との関連が考察されている

(JO)・euxe[ al. 1995)。これらのフラポノイド配給体は、アグリコンとして 3つの

主婆な成分、kaempfero1‘(iuE'Tcelin、isorllamnf'linWig. 1-2)からなることがゆl

らかにされている(lIaslereL a1. 1992)。このほか、イチョウ集中には配糖体化さ

れていないフラポン三盆体が数種類知られており (Fig.1-2)、イチョウ菜抽出物の特

徴とも言うべき成分であるが、薬)VJ}，x，分としてはあまり重要ではないとの見解が示さ

れている (Sli仁her1993)。その一方で、段近になってフラポン二盈体の つである

ginkgE'tinに関節炎を抑える活性や、鎮痛活性が認められたとの報告がなされている

(Kim et a1. 1999)。

1-2 鮒JI包分化と細胞死について

ト2ーl 動物における細胞分化と制lI~~Eについて

従来、動物細胞における細胞死は.発生や形態形成11寺に認められ、遺伝子によって

制御されるプログラム細胞死と.火傷、毒物などによって引き起こされる受動的な死

であるネクローシス(接死)とに分綴されてきた。 Kerret a1. (1972)は.細胞様態

の特徴的な変化を示す一群の細胞死のj形態をアホトーシスと定義し.ネクローシスと

区別した。その後の研究により、アボトーシスでは‘細胞の収縮、通常'細胞膜内屈に

、，-
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了子{Eする脂質 (pl1o日pll<lUcI，'lseriJle:PS)の細胞膜外!討への山現、クロマチンの核膜

周辺への凝縮、細胞核DNAの分子量五OkBp以上ーの巨大断片ーへの断}'r化とヌクレオソー

ム単位への断片化、核自体の断片化と断片化核を含むI1英に包まれた小十時造休(アポト

ーシス小体)の出現、細胞内オnガネラの形態保持、などが特徴的な現象として認め

られゐことが分かつてきた。 ープJ.ネクローシスではアポトーシスと対照的に細胞の

浴解、オルブJネラの煩i努が認められる (Leisland Nicotcra 199i)。アホトーシス

においては死細胞が速やかに食食除去されるが、ネクローシスでは細胞内容物の漏出

で周囲に炎症反応を引き起こす。アポ 卜ーシス小体のj形成が貧食を容易にすると考え

られている (111回 ・大111 ] 99-+)。アボトーシスは、発生における指の形成、オタマ

ジャクシの尻尾の喪失、などの生理学的な細胞死のみならず、多くの疾病においても

認められ、また抗ガン剤、紫外線、ホルモン、抗体などの刺激によっても誘導される

ことが分かっている(猪原 ・小限tl1998、大槻 1999)。

アポトーシスの制御機構は、それに関与すゐ遺伝子の|司定以降急速に解析が進ん

だ。分子レベルでのプログラム細胞死の研究は‘ 1.980年代後半からの線虫

(Cae'/)orhabcliUs eJegeUJs) を研究対象としたものが先行していた。その細胞死変具

体を用いた遺伝学的解析から、稀々の細胞タE関連遺伝子が勝陥され、中でもced-9(細

胞9E抑制)放びcecJ-3(細胞死促進)という遺伝子については、後にそれぞれの遺伝子

産物CED-9、C巳D-3に対する昨日乳領ホモログであるBcl-2ファミリ一、 Caspaseフア

ミリーの発見につながった(後述)。また‘ cecl-4と呼ばれる遺伝子の遺伝子産物

CED-IIの哨手L煩ホモログが、Caspase活性化因子として精製され、 Apaf-l

(apoptotic protease aClivaring Iaclor-l )と名付けられた (ZoueL al. 199I) 。

これらの肱1+に関する機能的解析から. (、ED-3・CED-;j.・CED-9復合体が線虫から

IIr骨乳類までフログラム細胞死の'1'心的役割を果たしているとの考えが係立されている

(杉本 199i)。

scl-2ファミリータンパク質として、アボトーシス抑制機能を有するscI-2やBcl

XL.促進機能を持つBaxやBakなどが知られているa 前者は通常ミトコンドリアなどの

オルガネラに局在し、後者は通常細胞質に局保しているが、細胞9Eの刺激に(宇ヮてリ

ン酸化‘切断などの修飾を受けてミトコンドリアに集中することが明らかにされてい

る(消水ら 1999)。

Caspaseファミリーは、線虫のCED-3!こホモロジーのあるシステイ ンプロテアーゼ

群の総称で、町有乳動物では 1'-1穆績が単離、同定されている(嘉糠ら 1999)。

Caspaseはいずれも約20kDaと10klコaの大小サブユニット (p20とplO)からなり、基

7-



質のアスバラギン酸(1¥5))) -X (不特定アミノ殴)配列間を切断する。，¥S])からK末端

側3つのアミノ酸が切断背[1イ立の認識に宅設:であることが分かゥている C'aspHseファミ

リーの名分 f は.いずれもその分子内に1\sp-X~cl耳目lを有しており、その部位の限定分

解によってp20、[ilO相当の分下に切断され、不活性な前駆体から活性化型へと変換さ

れる(杭回 1998)。

アボトーシスの制御にミ トコンドリアが大きな役割を持つことが近年明らかにされ

てきている。各経のアボ卜ーシス誘導刺激により、ミトコンドリアのj際電位の低下や

膜透過性の変化 (perme礼bililytransition; PT)、シトクローム cの漏出が観察され

るが、この羽象がアボトーシスのi宣肢の原因であるとするモデルが提附されている B

即ち、ミトコンドリアから政:L¥されたシトクローム cは、1¥11:1[-lと結合してCaspasc-

9の白己プロセシングによる活性化を促し、次いで情性化Ca;;pase-9がCa5pasc-3を活

性化する。 Caspase-3はDFF(])NA fragmentalion [actor) と呼ばれる因子を活性化

し、活性型DPFが核|付に移行してDNaseを活性化し、核のDNAが分解される。さら

に.ミトコンドリアからはAJF(apoptosis inducing fRctor) と名付けられたタンパク

質が救出され、これは核に移行してクロマチシ凝縮を行う、というモデルである

(Susin et aJ. 1998) .このほか、 円‘がアポトーシスのみでなくネクローシスにも

深く関与するとの考えが提案されている。同践のアポトーシス刺激に対して、 ATP含

量が高いとアポトーシスが、低いとネクローシスが生じるとの実験結果から.vr‘が急

速かつ大綱模に生じた場合には細胞のATPが急速に品lf渇しネクローシスが引き起こ

れ、 ITがより偲やかな場合にはATP枯渇に先駆けて上記の各極プロテアーゼが活性化

し、アボトーシスが実行されるものと考えられている (Susinet a1. 1998、

LemaSl巴rset a1. 1998)。

ミトコ ンドリアからのシトクローム c遊離機構については、ミトコンドリア外1撲の

物足g的な崩壊に起因するとのモデルと‘特定のチャネルを利用しているとのモデルが

健明されていたが、段近シトクローム cj壁紙のチャネJレの同定に成功したとの報告が

なされた (Shimizuet al. 1999)。彼等は、ミトコンドリア外股に仔在し‘ミトコ

ンドリアと細胞質問のATPや|呼吸恭貨などの物質輸涯を行うチャネルタンパク質

VDAC (¥'O!Lag巴clepenc]ent3I1iOJl channellがsaxの結合によって大きな孔を形成

し、シ トクローム cがそ二を通って漏出すること、一方で‘ scl-xLが結合すゐと

VDAC孔が閉じられ、シトクローム cの通過が抑制されることを示し、 scl-2ファミリ

ータンパク質カ¥¥/DACに前後結合し‘ミトコンドリア膜f首位やシトクローム c漏出を

制御しているとのモデルを提案している。



なお、脊機動物細胞におけるプログラム細胞死の多くがアホ卜ーシスの形態を示す

こと またここまで記したようにアポトーシスについて多くの研究がなされ機械解明

が符しく進展しつつあることなどから、 『プロゲラム細胞死=アボトーシスJと認識さ

れることも多く、梢物でのプログラム細胞死にまでアポトーシスの呼称をi即日してい

る場合もしばしば凡受けられる。しかしながら、動物細胞のフログラム細胞死でもア

ホトーシスの様態を示さないものがあり (Schwartzel aI. 1993)、純物ではアボト

ーシスの概念は本来傑作しない。アホ トーシスとネクローシスが、共通の機構によっ

てお11御される可能1'1:が示されるなど、アボトーシスの定義|コ体が、倍近の研究の進展

とともに11楚日未になりつつあることも踏まえ、アホトーシスの呼称使用にはYI-Iまを払う

必要があると考えられる。

1-2-2 {迫物における細胞分化と細胞死について

組物における細胞死の現象は、発生.分化、病原体感染、老化などの際に広く量更す蒸

れ、これらはいす、れも遺伝子により能動的に制御されるフログラム細胞死であると

考えられている (Greenberg 1996)。以下に捕物におけるプログラム細胞死の研究

例について.現象部から五つの研F究分野、J'!J]ち、 1.管状要素分化、 2生箱、 3老

化、-1.病原体感染‘ 5その他、に分瀕してそれぞれについて記述することとした。動

物でのアポトーシス研究が大きく進展していることもあり.細胞死の願々の現象をア

フf;トーシスとの類似性から論じているものが多い。

] .管状袋三緊分化

ヒャクニチソウ (ZilJJliae'leg，ヨllS) の単敵菜肉細胞がUJVltJ'Oでi主管要素に直綾分化

する尖験系 (Fukudaand Iくomamine 1980a，b)を附いて縫々の研究が行われてい

る。これらの関連研究について以下に述べる。

Thelen and Nortl1cot巴(1989)は、管状要素分化に伴うヌクレア一七'話料ーの変動

を調べ‘変性Df¥!八、未変性DNA、RJ'¥JAのいずれに対しでも活性を持つ分子量IJ3kDの

ヌクレアーゼが、細胞の自己分解I直前に誘導されることを見出し、核の分解にこのヌ

クレアーゼが関与する可能性を示した。また、このヌクレアーゼを部分的に精製して

性質を調べ、活性発現に亜鉛イオンを要求することを明らかにした。彼等はさらに酵

素のN末端配石1)を決定している。現(EではこのヌクレアーゼをコードするcDKAが単離

され、自己分解開始の直前に、[fl)j'jll素のmRJ'¥Aが一過的に発現することがi明らかにさ

れている (Fukudael aI. 1998)。

-9 



ドlinamiand Fukuda (1995)は、自己分解過程に関勺するフロテアーゼ1.:者目

し。分-ft:l;約:30klコのシステインブロテアーゼを部分的に精製した。この際索は至適

pllを5.5とすることから、 i夜11包[入lもしくは液胞刷機後の細胞質で働くものと考えられ

た。J'vfinamieL aJ. (1996) は‘このプロテアーセ1こ対応するcDN.Aを単雌し、 I~I 己分

解開始のl直前に、 |司静素の口lR."¥!Aが一過的な発現を示すことをIJfJらかにした。さら

に、ヒャクニチソウ院制iに対して、 li5lcD!'¥八をプローブとしたilJsill1ハイブリダイゼー

ションを行い、道管分化が'tじている箇所に限定して同遺伝子が発現していることを

示した，ill ¥'h'oでの道管分化i盈稼においても同巡伝子が特異的に発現することが示唆

される。

この他、内 εI~のブラシノステロイドが道管分化過程の忌終段階である細胞の lコ己分

解過稗の決定に関与する可能性が示唆されている (FukudaeL a1. 1998) 0 

~ . 'U(i 

生植の将i々の段併でも細胞死が観察されている。

ノルウエースブルース (Pic伺 a.bies)の体細胞防誘導!時に、初期妊のijf柄を形成す

る昔I1分の細胞核が3'-OH末端を持つDNA鎖の1m裂を果し、さらに最終的にはアポトー

シス小休に類似の榊造体へと断片化することが報告されている(I1aveland Durzan 

1996)。

トウモロコシにおいては.性日IJの決定の際に、世IE'I'I:生殖器官のl京慈細胞が選択的な

細胞死を来して排除され、その結果として雄穏中に雄必が発達するという機械が知ら

れている。 DeLongef a1. (1993)は、この性決定遺伝子の単離に成功し‘短鎖アルコ

ールデヒドロゲナーゼをコードすることを明らかにしているが.生体l人jでの真の基質

は不明である。

3老化

老化が遺伝子による制御を受けた能動的なi品展であるとの認識をもとに綬々の研究

が行われ、老化関連遺伝子 (senescenct>-associaLedgene;S:'¥.G) と名付けられたー

砕の遺伝子や陪泊se' リポキシゲナーゼ等が、老化の制御に関与している可能性が示

唆されているが、いずれも老化との直僚の関連は証明されていない (Grecnberg

1996)。

Grbic and Ble巴cker(1995)は、シロイヌナズナ (ArabkJo/コsisI haJiana)のエチ

レン非感受性変具体が野生妹と比較して裟の寿命を長く保つことを示し.エチレンが

nu 
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SAGi立Ii.fO)発現に関与するとの，考察を行っている。

Yen and Yang (1998)は、サトイモ科の他物数禄の議を試料として老化lこ{平う納!

11包核の変化や、ゲノムDf¥'/¥の変化について調べている。老化の進行に伴って核の凝縮

やD!¥:入の断片化が認められ、アポトーシスの場合との頼似性があると結論している。

.病原体感染

他物は、ある樋の病原体の侵入を認識し、それに基づいて敏々の防御反応を誘導す

る能力を持つ。その結果、感染部位での病原体地嫡が制限される (Gr巴巴nberg

1996)。このような生体防御反応のー探として過敏感反応 (hyperscnsiUve 

resρonsc:1--I1りがあげられる。そもそもトlRは、コムギ巣さび病の品純特異的低抗性に

「円急激な細胞死に対して与えられた名称である (Stal<man1915)。思ほでは、ウ

ィルス、細筒、菌‘線虫などの侵入に対する防御反応として生じる急速な細胞死が広

くl-lRとして扱われており .同時に誘導される多機な生化学的変化と共に病原体の感染

拡大を防ぐ役割lを担うものと考えられている (IJeath1998)。

1草々 の1m誘導系における細胞死に(半う変化が、アホトーシスとの関連から考察され

ているが、アボトーシスに特徴的な細胞の変化をはっきり示した例は知られていない

(Hea山 1998)。タパコ菜のタバコモザイクウィルスに対するlfRではーゲノム

DNAG7:電気泳動上でのラダーは検出できず‘ランダムに低分子化したDNAが認められ

た(f¥litderand Lam 1995)。 方、ササゲのササゲさぴ病菌によるHRではDl¥A

ラダーが検出されたが、アホ卜ーシスの場合と比べて不鮮明なものだった(同 erson

and HeaLh 1996) • del Pozo and Lam (1998)は‘タバコ袋のタバコモザイクウ

ィルスに対する過敏感反応死において、業からlltl出した組隣索液中のCasapase様活性

の上昇を検出したが、実際lこCaspase段階素が活性化しているか否かは権認されていな

い。

[IRが組々の防御反応と共に生じることが広く知られている。このような防御反応と

しては、 PRタンパク質 (paL!10genesis-relaLcclprOl eiJ1)と呼ばれるキテナーゼ、グ

ルカナーゼ等の抗病原体活怜を持つタンパク質や、ファイトアレキシシの誘謀、フェ

ノール作物質の般化、蓄僚による細胞の掲変等があげられる (HeaLh 1998)。これ

らの防御反応は、 I-mを来す細胞のみならず、近傍の細胞にも認められる。さらに、

l-lRによる縞物体全体の病原低抗性獲得が知られている (Kombrink釦ldSomssich 

199.))。

日Rの誘導機構として、遺伝子対遺伝子説と呼ばれる機構が提唱され (Flor
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197]) .その説に基づいた研究が将骨fi'われてきた。すなわち、病原体側のJIご病原性

(a¥'irulauce: 1wr)遺伝子が、その遺伝子に特典的に対応する宿主仮IJの{底抗性

(r円JSl8nCeιm 泣伝子 lこ認識されることによって、ti'i主 側相t~物のt底抗t'tが誘導され

るという機構が考えられている。このようなR遺伝チが現住までに放穐煩111.向性されてお

り、その大多数が争U1JJ包のシグナル伝達経路に関与するものでZあることが明らかにされ

ている (Heaul 1998)。

R遺伝子の一例として、 トマトの一品事fiがPSeUclUJJIOmlSsyrillgfJeの感染に対して

ポす底抗性を青lる遺伝子として10'1定されたPtO)立ii.'i千について以下(こ述べる。PLO遺伝

子は細胞質に作(fするセリン/スレオニンブロテインキナーゼをコードしており、 Plo

遺伝子産物 (Plo) は、バクテリアのfJVI泣伝子産物と結合した後にある符:の複数の転

写因子を活性化する a 活性化された転写凶子が、 PRタンパク質をコードする遺伝子の

発現を促進することが明らかにされている CZhouel aJ. 1997)。この-)1で、。γr

遺伝子産物と結合したF'loがI二記転写因子とは)}IIの遺伝子産物(ある縄のセリン/スレ

オニンフロテインキナーゼ)を情性化し、細胞死を引き起こす裂因になることが示さ

れた (Zhouel叫 ]995)。

HIミにおける細胞死と病原{判底抗性遺伝子の活性化が別の経路で制御されていること

を不す実験結果は、上記のPto遺伝子によるものの他にもいくつか報侍されている

(Perez eL aJ. 1997、B心S仁hgeseral. 1997. IIunt e L ~lJ. 1997)。

HRの実行過程において、細胞外の活性厳素の急激な哨}JJI、L、わゆるoA'Yclative

burstと呼ばれる現象が広く 931られているが、 oll.'YclaLiveburstが生じても細胞死が起

こらないとの研究結果も報告されている CBakerand Orlandi 1995) 0 IIRにおけ

るoxyclati¥'e burstの役割については、活性酸素自体の抗病原体活性、細胞援の強化、

全身ほ抗性発現誘導などが認められているものの、細胞死への関与については縄々の

実験結却さの解釈が縫喫されておらず、 一般化された見解は得られていない様である

([ lealh 1998、jabs 1999)。

数種の細胞死者E異体がトウモロコシ、シロイヌナズナ‘オオムギ、ダイズなどで得

られており 、fI苛原体が存在しない条件での疑似病胤の形成や、病原抵抗性の誘導が認

められる(川崎 ・島本 1997)。 トウモロコシの疑似病斑変異体lIs1を則いた解析に

よると、二の変J創立芳脊環ジオキシゲナーゼi遺伝子の欠僚によることが明らかにされ

ており、この酔J告がフェノール性の細胞死誘導物質{サリチル酸が有力候補と考えら

れている)を分解することによって非感染植物でのIIRを抑制している可能性が示唆さ

れている (Graye[ aJ. 1997)。
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5その他

上記のいずれにも属さないと忠われるプログラム細胞死研究の数例を以下に取り上

げたn

タバコ地養細胞に対して低温ストレスを与えると、クロマチン凝縮、 DNf¥の縦長11的

な断片化等のアホトーシスに特徴的とされる磁々の変化が観祭される (KoukaJovaet 

<11. 1997)。タバコが本J快走さに弱い縞物であることから、不適当な輿岐に対する細

胞の応答として細胞死プログラムが誘導されたのだろうと彼等は考察している.

l珂 J~ ら ( 1 998) は、カミツレ (AlntriCflria Chi'lDlOlllilJa)の成義細胞にgc>ranioJと

その関連化合物を投与し、それらの細胞死誘導能と、誘導された細胞死の特徴を調べ

ている。彼等はgcranio]、neml、ciLJ・onelIol、j-oclanolj)¥高い細胞死誘導能を持つ

ことを見い出し、li'ilt荷養細胞に対して細胞.9E誘導fiEを持つ化合物の段小限の構造が、

1-octanolであると結論している。誘導された細胞死の性質を調べたところ、 DNAの

|割i片化と、光合成l別反応に関勺するphOlosyslrmII系のタ ンパク質と高い相向性を持

つタンパク質の急激な分解とを伴っていることが明らかになった。ペルオキシダーゼ

と向い相向性を持つタンパク質の減少は遅いことがli'(ij認された。彼等はこの細胞死を

外部ストレスに対する生態防御反応の一環としてとらえており、 IJhotos，叫emIl系の

タンパク質分解に伴う袋線体のj前段が防御反応の初期に起こり、ベルオキシダーゼが

I_i，外;防御に関わるものと考えている。

この(也、シアン化合物によってタバコ菜の細胞にアポトーシス織のDNA断片化が検

出されたとの報告 (Ryersonand Healh 1996)、ニンジン培養細胞の低密度地益

によるアホトーシス様の細胞9E誘導(tv[cCab巴 eta1. 1997) 、Pb()J03)2によるシロ

イヌナズナ葉のIIR様変化の誘導とファイトアレキシン蓄積 (Lummerzh巴imetal. 

1995) 、HgCI2によるニンジン消長細胞の細胞死誘導とファイトア レキシン蓄積

(l¥larinelU et a1. 1991)などが知られている。

ト3 本研究の目的および概時

本研究は大きく三つの部分に分けられる。第 21言ではin¥-jtro(こおけるイチョウ細胞

の分化誘導の試みについて述べた。イチョウを材料として過去に碕々 の分化誘導実験

が試みられているが、成功例はほとんど知られていない。一般に、形質の優れた個体

を大量泊殖すること、興味の対象になりうる二次代謝物を111¥・iLroで生蔵すること、そ

l:l 



れらの一次代謝i"'ff.物の生合成、代謝経路を明らかにすること、などを 11的として分化

誘砕'}f験が行われている。イチョウの場合、押し木、彼ぎ木等が答劫なため浜U

に上げた点の重姿性l立高くない。しかし、 illI'ilro倍長で他物体再生に成功したとの報

符は過去に全く知られておらず、イチョウの分化誘導I]体が研究対象として興味深い

といえる。三番日、 ニ三番臼は‘一次代謝が分化に作って発現する場合が多いことに属

づく 。均一な材料、情養条件での:次代謝研究を行うには、 in，'ifroでのお宮分化誘導

系を JIJ いるのが好都合であゐ。 !W~ 2常においても、て次代謝研究に(む川可能な分化ふ

塁手系の擁立を最終的な日的として尖験を行った。

第 8-~~:では、イチョウに特異的な二次代謝産物である巴inkgolicle郊を対象とし、 bX

木の各部位、幼梢物、各極地養細胞における合有量変動等を調べた。これにより、

ginkgolicle郊の生}J1(と成長、分化との関連を考察したE また、培養細胞については、

地義条件がginkgolidc類生成にどのような影響を及ぼすかを調べた。

第4;哲では、純物体の分fじゃ，{:.仔そのものにとって不可欠な事象である細胞死に?守

口した。動物では傾めて急速な進展を示している研究分野であるが、純物での研究は

未だに|折片的なものが多く、現状ではかなり遅れを取っている。とりわけ、樹木は非

常に多くの細胞死を包含する生物であるにも拘らず、樹木を対象とした細胞死研究に

宅つては純めて少ないと思われ、その磁の研究(911は始ど見かけない。そこで、実験|切

な細胞死誘導系を機立し、樹木細胞での細胞死制御機織を解明することをH的とした

災験を試みた。動物でのアホトーシス研究例を参考にしてイチョウ培養細胞に人為的

に細胞死を誘導し、種々の変化を観察、定量した。アポトーシスとの類似性、相違点

を小心に考察を行った。また、他物細胞での人為的な過敏感反応の誘導{同lを参考に

し、それをイチョウ培養細胞に適則した実験についても検討を行った。
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官¥2章 イチョウ階益系における分化誘導実験

2-[ 紛z守

イチョウを材料としたin¥"iU.oでのJ:ff薬研究は、 1950年代から近年まで種々試み

られており、 fl.fまたは半数体制1I1!包(自己{肉体)を外植体としてffJいた研究例が多し s

(Rohr 1989)。外随体として腕をmいて、不定絡を誘導した例が知られている

(y辻lCS1986、LauraineL al. ] 996) .また、 11壬l甘来カルスおよびその懸濁情養

細胞の成長やtM地成分、組物ホルモン要求性等について詳細な研究がなされている

(Carrier eL al. 1990)。半数体細胞を川いた研究も同隊の早い時期から行われてい

る。機性配{肉体 ((E粉)をj刊いた実験て。は、占くはカルスの別嫡が被告されている

(Tulecke 1953)。近年では、未成熟花粉のJ者養によって不定粧が分化したとの報

持がなされている CLaurainel a1. 1993a)。雌性配f肉体の場合でeは.カルス誘導

(Laurain et a1. 1997)、不定怪誘導 (Laurainel aJ目 1993b)の例がある。1:.

述のいずれの報告でも、得られた不定舷(隙).**官の成長や、植物体再生には成功し

ていないと思われ、続報も出されていない。

一方、体細胞を附いた場合については、 illl'itroJ脅養自体を中心的にとりあげた庁長で

の報告は少ない ほohr1989) 0 in ，-itroでginkgolidc績生成を試みた数例の報告'1'

で、体細胞からの力ルス、{.~宵等の誘導について示されたものがある。 す以わち、 J壌

から誘導した情義細胞をj則、たもの (j巴011et aJ. 1995)、線の指養を行っているも

の(トIuhand Slaba 1993)、薬から直に般が分化したとされる状態で附いているも

の (Carlayradeet aJ. 1997)、J-'lgro/)acterillmrhizogf'nesによる形質転換休とー

成熟雌性配1肉体山来のカ)~スをJfIいて培養系を確立したもの ( Laurain el a1. 

1997)、等の{担lがある.

以上のことを踏まえ、本主主では極々の外機体をJ判い、他の舶物材料で成功した伊lの

苅lられるものを参考にしつつ、不定肢をはじめとした筏'自'分化から、植物体再生まで

を目指した実験を行った。また、カルス状態で維持可能な状態の細胞を用いて.器官

等の再分化系確立を試みた。 これにより、 ginkgolide~成実験に用いうる il1 ，'itroj';fjJ胞
培養系を得ることを巌終的な自擦とした.



2-2 1守碕外補体をJTIいた分化誘導の試み

[申告;:]]

梢物細胞培養においては、 Unsmaierand Skoog (1965) 培地ーjffi伊ILS府地と

呼んでいるーが法本崎地として広く j日いられていゐ。LSI管地は、タバコのカルスJ円備

に過した培地として開発されたJ'vJurashigcand Skoog (962) 1許j也と無機11(;煩の組

成が悶'であり、数多くの植物I荷主主Jll!部自の件!で最もお濃度の'生索を含んでいる精地

である。このような高温濃度ーの情地はそのままでは総れ分化研究にあまり適したもの

とはJえない(作木 ・l京旧 1990a)。特に宅議源の影響は非常に大きく、 トレニア

(7'01でllUl{ollrnierj) の茎切片ーからの不定芽l反基の分化やパラのカルスからの不定持

分化は還疋1:/'1霊ぷ日 I I~O:lの除去により著しく促進された(作本 ・ 原口1 1990a)。

しかしながら、紙I物事Eによっては逆にNlIINO:;の除去が不定非分化を大きく肌注:した

との報告もある(三位 1989)。不定腕分化に対しては還元型笠ぷは促進的に働くと

いわれている(谷本 ・j京国 1990a)。有機態窒素であるアミノ殴添加による不定芽分

化への影響を調べた結決によると、グルタミン酸、グ)~タミン、アラニシ、アスパラ

ギンなどが分化促進効泉を待っていたとされる (Kamadaand Harada 1979)。

2-}で記した様に、不定11五誘導の数例 CYates1986. l.aurain et a1. 1993a，b、

1996)、]定から イミ定線を誘導したとされる例 (Cartayradeel a1. 1997)を除き.

これまでにイチョウのinγitroでの総官分化や縞物体再生が報特されたことはないと忠

われる。そこで本項目に示した実験では、 1士、員長柄、薬身、幼招を者凶自体として用

い、 lふ培地を基本地J也としてその無機成分、特にき量点成分濃度の改変、さらに錨々の

柄物ホルモンを組み合わせて添加することによる25宮分化の誘導を試みた。

[実験]

材料

外憾体として、 ijf(務.!!rc後3月まで冷j綾保存した果尖から摘出)、議柄、集身(いず

れも5rJに採取)、幼線を用いた. 

.Y，tJfJi!については肢をIBA(J .Oppm)含有のLSl借地 (後述)において無l溜培養した際に

発謀、 JH裂したものを用いた。

外1i直体の調製

~柄. ~案身は表面の水洗いの夜、 70% エタノール水溶液に 1 分間、次いで 1 %次斑塩
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宗門主ナトリウムノjく溶液に15分間反して減l泊処J'I!した。これをi威l!ili11<で31!21すすぎ、!業柄

は約lcmの長さ、主主身は約1.5αnli_l;l}j限度に切りそろえ、植え付けにJfJいた。 J16につ

いては、般をl取灯除いた原子を同保にi滅菌した後、内部の111を無菌的に取りだして使

用した。M+創立前述のように試験管内で生育したガ]縞物体から切り離し、 j孟さ Lcm限

度に切りそろえて植え付けた。

t宮地VJ剥製

基本地j也として、以 Ftこ示す三種績を川いた。

l しinsmnicr&Skoo宮 (LS) 無機嵐類にイノシトール lOOmg/l 、 j~Wチアミン

J .Omg/l、ショ糖30g/1を加えたもの (LSlと略す)

2. L.S 1 から Nl ll l\ O:1を完全に除いたもの(I~'32と附す)

3. LSIの無機取殺j度を1/21こし.グルタミンを250mg/l)J11えたもの (1ぷ1/2+Qと賂)

植物ホルモンは2.'1ージクロロフエノキシ酢盟主 (2，4-D)、ナフタレン酢検 (NA"'..)、

インドール酢椴 (ν¥.1功、インドール酪酸(ls心‘カイネチン CK)、べンジルアデニン

(S1\)を節々組み合わせて添加した。 υ 1 1は5 . 8~G.Oに調整し、オートクレープで滅的し

た。府地はすべてゲランガムを0.2%加えて固化させた。布i'l物ホルモンの内、 [r¥t主およ

び旧人は、オートクレーブマが語地が同化する前にフィルター滅菌して加えた。

t自i養

培養は司べて、 1611寺院1 ゆ1期 (1200Jux) 、 81時間 11音胤 ikH~26.Cの条f']cで行った。

[結果 ・考察]

地長の結果はTable2-1に示した。 MはLSJを基本精地として培益した。 i萱jネ数日の

内にはI1I全体が水を含んで膨張したようになり、表面にわずかなカnス様細胞が認め

られるようになるが、この細胞はそれ以上地殖することはなかった。この現象は悩以

外の外h自体の場合にも広く認められた。この状態の後. lAA.またはlßr\をO . 5~1.0ppm

添加した鳩地では肢からの発芽が多く観察された。サイトカイニンであるsAをIBAと

組み合わせて添加したが、 IBAのみ添加した場合とのよt違は認められなかった。 ゾJ、

2‘.:j-Dまたは~AAをオーキシンとして添加し、サイトカイニンである ßr\ないしはKの

添加と組み合わせた時には、前述のカルス級制IIIl包とはY4なる盛んに地殖するカルスが

2:!→ 



Table 2-1_ Horrnonal responsC's of cxplaJlI百011mo(¥ifiE'(1 15 rn.f'cliu 

Expl日nls Ba日ωmedIn
Plunt growll1 

Resullち*
rcgulalOrs (mg/l) 

Embryo 1..'31 凶A(0_5) ひ1，Nl/S

1..'-;1 IBA(O.5) G3，:'¥2/5 

1~'3 1 [8A(1.O) G3，N2/5 

しSI IsA(l.O)十B，¥(0.2) G2.N2I4 

LSl KAr'¥(L.O) ぐ ιl，!¥Il/S

1..''31 N.I¥A.(1.0)+BA(0.2) C 5/5 

LSl ~IM\(2 .0)Hく(5 . 0) c' 5/5 

u訂 2.L(-D(O.:i)+K(O.1) c' 5/5 

Peliolc LC;2 >JAI.¥(l.O)+BA(l.O) C5/G 

LS2 NAA.(2.0)十lヨA.(1.0) C4..DI/己

LS2 ，'¥/Vミ(3.0)+8A(1.0) C5/5 

Iふ2 NN¥(l.O) C4.DI/5 

LS2 18A(1.0) D5/5 

r;号2 8A(1.0) D::;/5 

(ι'()日1i1111(、CJ(l11/1l~"1 I目玉Jじ)
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Table 2-1. (日川linu山/)

E:.ql10 nls 

LeaI 

I~oot 

Basal meclia 
PlanL growlh 

ReSlllls* 
regulators (mg/J) 

lぷ 1/2+Q l¥AA.(1.0HBA(O.S) じ5/5

LSl/2+Q N正¥i-¥(O.5)+BA(O.5l C5/5 

I.S1/3斗Q N八A(I.O) C' 5/5 

LSl/2+Q sA(O.5) D5/5 

151/2+Q NAA(l.OHBACu.5) (一'1/'1

lぷ1/2+Q NAA(O.5J+BI¥(O.5) C'l /~I 

LSl!2+Q NAA.CI.o) C 4/斗

lぷ1/2+Q BA(Q.5) D4/'1 

本l1uIl1berof cxplants showing the resulls ckscribed b巴low

/nllmber of eXl必ntstestecl 

G : genn:inalion 

C.C' : gr巴encallus fonnaLioll 

Csubcullurable: callus growth C <C ) 

C : callus IonnaUon 

(not subculLurab1e; blυ'Nlling or ba(1 growthl 

N : change slightly (nol dend) 

D:c1巴ad

ー.，



得られた。不定線、不定j平等が直J産分化することはなかった。?、!sv-¥(2ppmJ+K(5pPIl1) 

O)J易合 牛じたカルスから続けて不定目玉が分化するとの報行がなされているが (Yates

1986)、本実験で得られた細胞を観察した結梨、不定Heは線認できず、全てカルスで

あるとするの1J{妥当だと恩われた。ただ、この細胞は固くてもろく、ニンジン

(Daucus caro!.;] L.)のembryogeniccaUusの場合[佐藤 1989) と問機、不定可否分

化能の高い、もしくは一宮11不定11五への分化途 1:であると判定すべき細胞を含んだ細胞

銀問である IIJ能性はあると忠われた。そこで、カルスを用いた再分化実験の際にはこ

の細胞系をmいることとした(本帝2-31こ後述). 

」淀柄のほ養でl立、I音地中のアンモニウムイオンが不定芹の分化に阻常的であるとい

う報告げ吋1:. I};H8 1990a)を考慮してLS2を基本沼地にmいた。1..S1をmいて.

般的にfl'1いられる柏物ホルモンを組み合わせて添加して|司樋の実験が行われた際に、

H3官宅~の分化が全く i認められなかったことも考慮した(佐必 1990、 ]992 ) 0 11-3八あ

るいはBAのみを加えた場合、分化‘ カルス化のいずれも観察されなかった。~ん1-\の

み、あるいはNAJ¥+BAの場合にはカルス化が観祭されたが継代には雫らず縄変附死し

た。葉身及び恨のIFf養にはグjレタミンの不定芽分化促進効果 (Kamadaand ]-]arada 

1979)を与!慈して、 LSl/2+Qを基本府地としてJTIいた。どちらの外植体について

も、 ßAのみでは分化、カルス化とも観察されなかった~ '¥A1¥を含む崎地ではいずれも

カルス化が見られたが、不定弁:の分化は篠~，'gできなかった。;\IAi\ と BAの 111 ，j方を添)jlJし

た場合には、生じたカルスは次第に筒変が激しくなり継代培養するに宅らなかった。

N八Aのみ添加の上場合に得られたカルスは、 F台ど褐変せず継代可能なf副こまで地獄し、

数代にわたって継代渚養できた。以ヒのことから、イチョウにおいてはjJルスの誘

謀、成長にはオーキシンとしてNAi久が含まれれば十分であり、 BAが共存するとカルス

褐変の原因物質がより多量に、もしくはより早期から生・合成さ杓るようになり、その

結果、細胞の成長が阻害されたと考えられる。ただし、今岡は外柚体からの直肢の分

化を t目的とした実験であり、 11見分化した後の細胞を維持するということが門的では

なかヲたため、縄変し始めた細胞に対して特に対策を講じなかった。これは袋柄の地

養時についても間際である。新鮮府地に植え継ぐなどすれば、カルスとしての維持、

J留孤は可能だったかもしれない。
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2-~1 1守樋陪養細胞の何分化試験

[紡.J]

前羽で述べたように、イチョウ外憾体からの直肢の獄官分化は全く誘導されず。数

段鎮の~代情養可能なカルスのみが得られた。 そこで， 1，号られたカルスからの再分化

を日的とした実験を行うこととした。外値体からの 1i'I接のお官分化にくらべて、カル

ス化した細胞が丙j支部ー官を形成することはさらに悶嫌であると予想されたが、 il1I'itro 

での総官分化系を附;立するという最終的な目標を考慮すれば、外相休からの直接の分

化以ヒに‘ JJ ルスとして維持できる細胞系からの月分化の々がm~であるといってよ

いだろう 。 1苅J頁に~じ、地j自の窒本成分の改変や、騒々の値物ホルモン(係)物質の

~~1守分化誘導に対寸る効果を調べた。

[実験]

材料

前項2-2の実験において、摘物ホルモンとしてNAA(2υpm)+lく(5ppm)を含むLSl培

地上で目玉から誘導し、 |百1}音地にて l ヶ月 1Ï):に数ヶ月間継代培養した緑色カ}~スを用い

た。

I音地の剥製

基本I酎也として、前述のL.Sl、LS2、LS1I2を用いた。純物ホnモンとして、

子\A}\、以A、1ß人 K、 ßA、ゼアチン (Z) 、アブシジン酸 (AI3A) 、ジペレリンA:~

CGA) を適当な濃度で組み合わせて添加した。さらに、抗オーキシンとしてトリヨー

ド安息香殴 (TIB1-¥)の分他誘導効果を検討した(谷本 ・原田 1990b)。これらすべ

ての培地の調製は、前積の力法に従った。なお、凶A、IBA冷 Z，;¥131-¥， GAについては

オートクレーブ滅的後の培地にフィルター滅菌して添加した。

I吉長

谷々 の分化用培地にカ)1，.スの小!'tーを移摘し， IGII寺問明期(12001ux) ‘8時間時期、

温度2G"Cの条件で地養した。約 ]ヶ月後1::観察し、的死していないものについては問

ーの培地に同ひ、修柏した.
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「結果 ・，号祭l

このうた験は友に不定芽の分化誘導を目的として行ったものであるが、日世代・の問分化

等は全く認められず、 J宮地f手にカルスの成長に差が見られたのみだった。 )J;~宮崎J也の

縫煩に拘心ず、サイトカイニンのみの添加ではカルスの成長、ィー定芽等のお1さ分化の

いずれに対しても全く効果が見られず、細胞は次第に尚変枯死した。さらに正WA、

11sAについても今r'!lの使用濃度では総官分化を誘導しなかった。GAは、不定芽際思

でfRまっている構造が生じた場合に、それを正常'な不定芽にまで成長させる効果があ

るとされる(二位 1989)。しかしながら、今回の使用濃度では不定芹誘導の効果は

認められなかった。オーキシンとして用いたj'¥AAについては、本実験でカ)[，.スを継続

して熔接する際に用いている濃度 (lpPnJ程度)と比較しでかなりの低濃度

(O.05ppm)でもカルスはしばらく j曽殖を続けた。ただし .NAI¥の通常濃度の喝合に

比べて牛若fはかなり純くなった。これに対して、 lsAをオーキシンとして用いた場合に

は務官分化、カ)[，.スの成長のいずれに対しでも全く効果が見られなかった。このこと

から、この実験で用いたカルスについては、 lppm程度のNAi¥はその成長に対して効

果的だが、 I1ろAは濃度lppmで=添加lした場合には効果がないと考えられた。ニンジン焔

養細胞では不定JJE誘導能の高い細胞をオーキシン含有t街地からオーキシンを含まない

沼地に拶摘すると不定時が生じることは古くから苅lられている。それに倣ってホルモ

ンフリーの培地に診値した場合にも不定11壬が生じるようなことはなく‘成長が止まっ

て褐変してしまった。これらの指養結果については、'印lJle2-2にまとめた。

2-1 総指

今岡の実験で調べた限りでは、通常用いられることの多い菜、任、等の外拍ー体、 f有

地、摘物成長調節物質等の樋々の組み合わせでは、~官分化は観察されなかっ た。そ

の 方でカルスの誘導はいずれの外経i体でもかなり容易であり、そのまま継代情義で

きるものも多いことが分かヲた。

イチョウは強努A:に強く、また大木の移値も可能である。街路樹等でしばしば大き

く切り縮められているのを目にするが、その後の芽吹きは旺盛で樹勢の阿復も弔い。

また、 dfij芽直前1の時期に持し木を試みたところ、傾めてを手易に活者し、ほぼすべての

何し木枝から前Aてが得られた。これらのことから、イチョウ他物体の分化能口体は憾

めて高いことが分かる。また、伸し木の発展が容易であることから、逆に脱分化がお

21l 



Table 2-2. 1 [onτlOIlal respOllses of emblγ0-c!c);vE'cl calli 011 moclifiec1 Lt.; 

m仔dia.

sa耳目1

Ill(、dia

LSJ 

L芯l

LSI 

LSJ 

LSl 

LSl 

LSI 

じうl

LSl 

LSl 

LSI 

lお2

しS2

LS2 

L':;2 

LS2 

LS2 

LS2 

Planl growlh C;rowlh rE'SpOllses* 

1・eg叫[ltor日(mg/Q) Callus gru¥vlh Organogenesi手

sf¥(l.O) lコ

1¥( 1.0) D 

2(1.0) じ

sA(O.5)十2(0.:5) D 

Iく(O.5)+Z(O.5) 。
sA(O.5)+K(0.5)+Z(0.5) D 

s;¥(O. 5H Z(O. 5)+NAA(O .l) Slow 

K(0 . 5) ←χ(0 . 5)+Nr~へ(0 .1 ) Slow 

sA(O.5HK(0.5HZ(0.5)十!'¥AAW.l) Slow 

ν¥A(l.O) D 

NOll巴 D 

一一一一一…-…一一一-一 争 目.........朝日目.................. -.~._....山川町.....守口..........-..・軒目ー

sA(O..1) D 

sl¥(O.4Hぷ八A(O.OS) Slow 

sA(2.0)十NAA(0.2)+AB八(0.1) D 

BA(2.0)ートN人生(O.2)+C八(0.2) D 

sA(2.0)十ABA(O.I)+TlsA(5.0J 。
sA(2.0)十CA(0.2)寸-TIsA(5.0l D 

IsA.(LO) D 

L'3I/2 lBI-¥(I.O) D 

LS1/2 None D 

D:ιleacl ，一:not observccl 

* Calli W E'rc culLurぞd[or 30 da:-'s， then transfenでdtel th 

sam巴[reshmedia ancl culturt'c1 for 30 claj's again. 
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こりやすいともいえる，原随物体でのこのようなJjli.分化ー分化の制御機構をin¥'ilmで

もIli現できるのではなし}かと期待したが、った際には本実験での一般的なI宮地と植物ホ

ルモンの組み合わせでは、希望した反応は全く認められなかった。今f愛は、現在の1..:当

時H自を基本に用いた培益法から問tれるなど、新しい方法を考える必袋があるだろう。
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第3tli イチョウf自主主系におけるgillkgolicle綴の分析

:3-1絡茸

イチョウ他物体におけるginkgoUc.le類の定量的な分析については、その多くが

bUobaliclE'と同時に行われている。 J980年代以降‘ tUlll:l、精製、分十J'f宇一法につい

て、多くの研究がなされ、改穫がj隼められてきた。摘出については、有機1'84装で順次

分自己抽出を行うもの (I-Iuhand Slaba 1993)、複数のカラムによる精製段階を含む

もの (vanscek eL al. 1991)等があり.いずれもかなり煩雑ではあるが、精製l愛、

回Jlx率‘Fヰ現tI:とも優れた方法が考案されている。分析手法については、ガスクロマ

トグラフィー (IIuhand Staba 1.993)、液体クロマトグラフィ ー (vanseek et 

a1. 1991、Camponovoet aJ. 1995)、薄層クロマトグラアィー (vanB巴.ekand 

Lelyveld 1993)、NI¥IR(van seεk el <11. 1993)を用いたものがそれぞれ詳細

に報告されており、いずれも.通常の試料の分析時に行うことが可能であると忠われ

る。分析手法の発達に伴い、植物体内におけるginkgolide類の挙動やその生合成に関

する情報が種々報特されるよう 1二なった。

van seek and Lelyveld (1992)は、出芳三から務袋までの期間を通じた集中の

ginkgolide A、B、CとbilobaJicleの含有!tiを調べ.いずれも谷から夏にかけてj曽tJU

し、その後ifri戒することを示した。また、個体問での含有量!こ大きな違いがあること

を見い出した。F!cschef aJ. (1992)は、実生の幼植物を分析対象とし、発1時ーから 三

年間にわたってginkgolide績とbilobalideの含有量変化を追っている。それによると、

菜、線、茎の各部分毎におけるginkgolideA、B、Cとhilobalideの合計を総テルペノ

イドとしてあらわした量は、業では春から夏にかけて増加しその後減少するという、

前山の報告と問慌の傾向を示したとされる。銀、菜での季節的変動は顕著ではなかっ

た。集と根それぞ.れの背IH立古までの広inkgoUcleAとbilobaUcleの季節的変動を調べた結

果、集では両成分の季節変化が総テルへノ イド況の変動と相似形を示したのに対し、

線ではそのような傾向が認められなかった。これらのことから、業における総テ)1，ペ

ノイドの季節変化は、gink日olidei¥とbilobalicle量の変動によるものであり、さらに、

この含有量変動は太陽光線の増加と強い相関を持つものである、と彼等は結論してい

る。

ginkgolide績とbilobalicleの宅合成関連の研究については、 Nakanishiむ1d

Habaguchi (19il)がgit此golicle13がジテルペンであることを示して以来近年まで報



告がなかった.Huh and Staba (993)は、イチョウ幼他物を長主将類のテルへノイド

ヨ:合成l!il;1}斉1)で処迎し、各ginkgolicleの合イThl:変動を調べており、カロテノイド色合

成阻害行1)が紫におけるginkgoJiιl('fl~成法を駒加させたと報告している. c乱1・ωyrade

eL <11. (1997)は、 ('02、 (u-' c)グルコースを用いた取り込みった微から、

ほinkgolicli'生台成においてはgillkgolideAが最初に生合成され、 IIIQ次酸化されて

gi l1kgoli(h~ B、Cが生成すること、 bilobalicleの生成はginkgolide綴より遅れること、

らにこれらのテルベノイドは鞠ーら線で生合成され、楽に移行、蓄積すゐことを示し

た。また、同グループにより、 ginkgolicle類とlコilobalic10佐合成の中間体として

dehyclroalコie La.lleが生成すること 、 さらにcleh~て'lronbietLlllcからgink巳olide煩，

bilubaliιlelこ事る反応中にはシトクロム["，-lJfiO依存オキシゲナーゼが関与することが示

唆されている (NeaueL aJ. 1997)。

t育英細胞を別し 3た研究例も、近年いくつか綴告されていゐ。初期には、 l怪由来のI許

長細胞を対象とし、:煩雑な精製過鰐を総て極めて少裂のginkgoliclcA、Bの検出に成功

したとの報告がなされているにhaureteL aJ. 1991) 0 Jeon et a1. (1995)は、長

由来のl:;~.養細胞における宿姦期間中のglnkgoli de s含有ほの変動を調べ.沼地中の主主

京成分の影響を考察しているo Carrier et al. (1996)は、集由来の19.養細胞を川い

て、宮inkRoli df'綴を含めたジテ}~ぺンの生合成における初期の前駆休である

ge[iJlwlgerru1)'lp，'rolコhospLlale(GGPP)へのisupeJlt臼Wlpyropllosphate(JPP)の取込

みを調べた。彼等は、 トリテルペンやセスキテルヘンの前駆体である

farnesylpyropilosphate (FPIコ)へのlPP取込みと比較した場合、 GGPPへのIPP取込み

[iiは卜分の一線度だったと報告している。 じwraineL al. (1997)はAgrolJ8cterium

rili以コ'gelJcsによる形質転換体と、成熟、雌性配f肉体由来のカルスとを用いて懸濁細胞I音

養系を目立立し.いずれも原縞物と同程度のginkgolide類およびbUobalicle含有量(対1吃

燥重i討を示したと報告している。これまでに報告されたginkgolicLe煩を生成する細

胞桝養系の中で最も高合イI髭のものであると思われる。この系が維持で=きれば、今後

gink匹。licleおよひ~)ilobalic1E'の生合成機織の解明が飛躍的に進むだろう。

以上述べたように、これまでの研究でginkgolide類の生合成機構や植物体の生脊と

問 li~5}の関連に関する知見が徐々に蓄積されてきているが、現状では依然断片的なも

のである。本章においては、まず成木、fJJイて各主fiの試料での種々の部{立における

ginkgolicle類含有量を広〈調べた結果を示した。その結果を参考にして、幼植物の発

育過程でのginkgolide煩含量の変動を詳細に検討し、これらに影響を与える要因につ

いて考察した。t芦養細胞については、第2J言の実験により得られた数緬煩と、本研究

:14 



以前ーから&frof.耳、継feされている数樋顔を付料として調べた。

3-2 原純物におけるεinkgolide額の分析

[緒，，3"J

_，.j;:項では、イチョウ植物体の段々 の昔日位におけるginkgolide鎖(ginkgolicle.A..、 B、

(、，以下G-.A..、 (;-B、(;-cと討す)の合病昆を調べ、成長や季節による変動と

ginkgolicle絹代謝との関連を湾察した。

[実験]

材料

植物試料としては以下のものをmいた。

紙袋、法袋、内樹皮、外樹皮、木郎、線、防乳、幼恨、 ijE料!

なお、緑染はl虫学部構内の健数のli~木から8月に傑取した.務員ミは構内で 11J1の溶葉

直後に姶い集めた。 4良は、 二~/t.2年目の株から 10月に採取した。 内樹皮、外樹皮、木flIl

は‘ ー1月下旬に同ーの4年生校百向、ら採取した。臨幸しは稼来後3月まで冷蔵保仔したf草子

から得た。Y}J根及び腔鞠hは6月のすE芽直後の実生を椛内で探集したものの、地卜部及び

l世上自[1である。

試薬等

(;-.A..、 G-s、G-Cは、 ドイツ、ハイデルベルク大学の1J. Sc凶ckti千二lごに御提供し 3ただ

いた。また、 (;-8についてはフナコシ株式会社から購入したものも使用した。

地1+¥、防製

各々の試料は凍結乾燥の{愛、コーヒーミルで粉末にし、 Huhand Staba (1993) 

の方法に従って1111出、精製を行った。粉末化f愛知出までの間は、議付き容告書に移し、 -

20Cで密封保存した. 抽出には500mg~] g程度の乾燥試料を精秤して刑いた。な

お、 一連の精製操作によるgink包olicle額の慣失を調べるため、濃度既匁1の(;.-8標品水

溶液を附いてllij慌の精製作業を行ーコた。



-・‘

分折

精製後のtUI出物は各々5111J限度のメタノ -Jレに溶かした状態で、冷凍隙で密封保存し

た 分析U1;にはそこからJ薗吋批を取り 、メタノールを械任問去してからトリメチルシ

リル (T~ IS) 化 し、ガスクロマトグラフィー (CC) によって分析した. G-..¥. G-I丸

G ('の同定は傑品との保持11寺r.¥Iの一致と、さらに一部の試料では、ガスクロマトグラ

フィ一一マススヘクトロメトリー (GC-MS)分析でのマススペクトルのー致により

行った。定誌については、濃度ll!E匁]のG-B機品を用いてCCチャー卜 lてでの凶i積と訟に

関する検批線を作り、これを用いて各々の試料について対象ピークの面積から母を算

出した。G-A}立びG-Cについても同隊に検母線をftニ成したが(;-sの場合と大きくj謹わ

ないことが分かったため‘毎rp!の分析ではG-Bの検露出泉に従うものとして計算した。

検単線は分桁の度に作製した。分析条件等を以下に示した。

袋ill{:島作製作所、 GC-14A

T~1とう化邦I:T悶-SIL/BSA Forrnula D (Pierce Chfmical Co. USA)‘ 

80'Cで111寺問加熱して反応させた。

力ラム capillmyTC-l(Q.25mmX80m) 

カラム樹皮 :285'C、注入部、検出部温度:300で

キャリアーガス :N2 1.5kg/cmヘスプリット比:1:2/1， 

検山総 :rlD‘ 112 : O.Gkg/CIlI"‘ ail' : 0.5kg/cm" 

[結果 ・考妻美]

各々の試料についてCープに G-BおよびG-Cの定最を行った結巣を1‘able3-1 r::::示し

た。 G-s様品水溶液をmいた精製作業により .精製作業lこf下う煩失は10%弱であるこ

とが明らかになったが、定量結果の補正は行っていな~ ¥0 Tablc 3-1より 、原純物では

今回訪!べた全ての試料て守ginkgolic!e惣の存任が確認された。各girtkgolicleについてみ

ると、緑J案ではG-'-¥、G-Bはほとんど同母であるが、G-Cはそれらの 1/5程度であっ

たo ~在主主では各ginkgolicleが緑J廷に比べていずれもかなり減少しているが、減少民は

G-，¥がもっとも多く 、ついでG-s、G-Cの順であった。これらの結果は、主主の老化に

伴い.G-Aが最初に分解あるいは他器宵に転流されることを示唆するものと考えられ

る。続いてG-B‘G-Cが分解を受ける、または転流するものと思われる。

内樹皮、外樹皮、*音I1については4月に向ーの枝音問、らJ足取した。新紫が展開して問

もない状態であったが、 内樹皮にはG-，へ、 G-s、G-Cともかなりの患が含まれてし s



Tablc 3-1. Ginkgoliclc contenls (μg/日drywpi宮ht)in YariOLL~ parls 
o[ ginkgo lrees. 

Sumple 

green lcaves 

fullen leaves 

ilU1er bork 

ouler bark 

¥Vυod 

rCJols 

albumens 

Conlent of ginkgoJicles 

(μg/g cLry weighl) 

G-A G-s 

318 322 

27.2 75.5 

16 120 

0.2 '17.3 

ι1.29 10.<1 

1100 t060 

.10 123 

G-C功

64.5 

L7.3 

129 

56.9 

L:35 

16.8 

young rooLs ll39 l280 239 

1 wpocoty 1 847 1.270 

'(トA.G-J3.Cトc=凶nkgoticleA B ancl C. fC'S)YC目vek

一:民間加わ¥1口t



た。新井5には成熟栄とくらべてかなり少ない呈のgil1kgolidd~ しか含まれないとの報

侍 (VeU1Beek and Lelyfeld 1992)も考慮すると、件l樹皮'11に精出された

ginkgolide績は新築て、生合成されたものの転流によるのではなく、 i形成層細胞あるい

は節目[1細胞において生作成されたものか、あるいは、議において前年r[:Iに佐合成され

たものの都獄、または他の抗告T守、伊iJえば綴等で生合成され、転流、蓄積したものと与

えるのが妥~Iであろう。外樹皮中のginkgolide類の合言卜量は |勾樹皮の場合の半分以下

であ勺たが、亡トA、G-s、G-(、の詰比については1柑サンフルで似通っているとj忍われ

た このことは、内樹皮中に存任していた♂inkgolicle績は、外樹皮への移行に「ド う ~ln

胞死の際にあまり分解を受けないことを示唆するものと恩われる。これは、裟の老化

の場f?と'ii'，なる。 -)j、木許[1に含まれるginkgolicle綴は内樹皮と比!校してかなり少hl

だった。このことは、外樹皮の場合とは異なり.木育[1細胞の分化の際にはginkgolilic

績が細胞にほとんど保持されないこと、もしくは形成脳細胞にはもともと巳illkgolicle

類が少泣しか含まれていないことを示すものとみーえられる。

l.O月に若木の般を採取して調製した試料では、 ginkgoliclc類の総量は総集における

量の3倍近くであることが分かった。各ginkgolicleの量ttは緑裟の場合と撃H以してい

た。これらのginkgoLLde類が艇で色合成されたのか、他球TIから転流してきたのかは

今阿の実験のみでは判断できない。

3日頃まで低温保存していた厨子の医乳育[1分ではG-sのみが多く、 G-，¥、 G-Cは少な

いという偏った割合であることが分かった。これらのginkgolicl巴類が主に転流による

ものとするならば、その主成分が('，sであったことから .ginkgolicle類の転流におけ

る中間体がG-Bないしはその閑巡化合物である可能性が考えられる。ーノゲ陀乳の細

胞白身7J{ginkgolicle綴の生合成を行っており 、それが佐乳中に蓄積しているという可

能性もある。いずれの場合にせよ、純子における貯綴形態としてはG-Bが安定だと

いってよいだろう。ここまでの議論はイチョウ他物体内でginkgolideの転流が起こり

うることを前提したものである。実際に、イチョウ縞物体内でginkgulicle類の輪選が

大様僕に行われている可能性が示されているが、輸送11寺の形態に関しては、

ginkgoliclE'類自体のみならず、予怨される生合成中間体も含めて検出には成功してい

ない (Cartayradeet 31. 1997)。

発芽して聞もない実生の幼植物体では、任事rll、根とも成本の緑集と比べてかなり多

忌のginkgolicle績が合まれていることが明らかとなった。幼随物におけるgillkgolide、

績の挙到と成長との関連などについては次項の実験において詳細に検討した。



:3 ::l イチョウ幼値物の成長初期におけるginkgolidc鎮の栄!l!IJについて

[緒言]

前J廷の実験結来より、イチョウはilf乳に相当量のginkgo1icldRを蓄積すあこと、ま

た発茶l立後の幼他物にすでに多誌のgi口kgolide類が含まれていることが1>>1らかになっ

た.そこで、本項では:f!li子の段階から発芽成長の初期までのginkgolicle傾の挙!li1Jを制

ぺ‘成長との関連や、光条件をはじめとする種々の|刻下がginkgolicle類中合成に与え

る影縛などについて与祭した。

[実験]

材料

再H は 1996年 1Hlに東京大学段学部構内で、なるべく同 ーの線本由来になる

ようにn窓しながら姶い集めたe これらの樋rは、すくふにgillkgolicle-J)買う刊行問として

!日いるか、あるいは次年の ZrJおよび4月まで冷蔵陀にて保存した。

t音j童

4月まで冷綴1呆('i-したぬずをmいて、帰Hiおよび試験管内での佐取養を行いそれぞ

れ幼純物を得た。

崎将の際にはj羽土としてパーミキュライトを使用し、バイオトロンあるいは熔養成

rllにて培養した。バイオトロンにおいては、 l当然光、昼間25'C、夜間20"Cで管理し

た。 また‘ I者~Jll[では階県下.室i1ü125"Cにて管理した。 数 n ごとにitli水し、発芽が認

められてから lヶ丹後に実生値物を採集して試料とした。

住地養では、 2-2における方法に准じて無菌的に摘出した佐を、継物ホルモンを添加

しない 1/2LSI崎地に傾え付けた.これらはlG時間日月期(蛍光灯、約lOOOlm)/81時

間I!音期、またはl暗黒下、両者とも室温25"('、にて管理した.肢の大多数はいずれも鐙

床後数円以内に発芽した。上告養開始の 1ヶ)-1f去に、発芽が正常に行われたものを選ん

で試料とした。

試斜(})調製 ・分析

199 6年 11月、 1997年2月および4月に、峰子 20値|をi菌、'iに選んで腔乳

と絡を分けて集めた。それぞれの試料は混合し、 ginkgolic1e煩の分析に供した。実生

および院培養による幼縞物については、それぞれ明暗各地益条件下のものから 20本

uu 
l
 



の柄物体をi菌、円に選び‘それぞれまとめて試料とした.これらの試料は凍結乾燥し、

乾燥宅誌を測定した。

日iIlkgoJide績の刷出および分析は.前項3-21こ記した方法と同級に行った。

[絡来 ・考祭]

Table 3-2には、それぞれの試料について、乾燥重hlあたりの各ginkgoliclc含有量を

定屯した結果を示した。すべての試料についてginkgolicld員が検出された。flfではい

ずれの時期においても， G-}¥が肢も多く、 C-BがそのIほ程度合まれることが分かっ

た。 G-Cは非常~(ご微量で、検出不可能だった。任乳ではHキltIlによらずG-Bが主成分で、

G--:入、 G-Cはかなり少なかった。5k;!t:，1.段階まをの幼縞物とも、光の有無によらず、 G

入、 G-Bを生成することがrYI らかとなった。実生に関しては、 11背所IH廷の場{~， G-Aと

G-sの含有母はfrlど等しいが、明所t高養ではG-AがG-Bの2f宮弱含まれていた。日培

養の幼他物については.光条件によらずG-_L¥がG-sよりやや多いことが分かった。G

Cは実生、 111'結集のy，)]値物いずれについても検出できなかった。

Tablc 3-3では、 Table;j-2の結巣をもとに、 G-A、G-B、G-Cυ')fi計量を総

ginksミolidelilとし、試料 1fiNlあたりの泣として示した。すなわち、乾燥重量あたりで

友した総ginkgolicle最を、乾燥iJ!;1jJ;に相当する試料の数で官I1ったfl直を示した。ここ

で、 一試料あたりの乾燥屯量は試料 20例の平均値である。これによると、 1 1 J1の

落果H寺から Hlにうさるまで‘純子一{肉あたりのginkgoliclc総電(1l壬と初乳での含有む

の利)は大きく変動しないことが分かる。実生では、光の有無によらず岡常ほぽ阿

i辻、かつ高H 全体と比較して遥かに多いi立が合まれることが分かった。この工とは、

イチョウの実生は光の有無にかかわらず、発芳三の初期段階からginkgolicle類を生合成

することを示すものである。IlV自養のが}縞物でも|胃l傑に、 ginkgolic!e綴が明11苦情義条

件でほぼ|古|包検出された。この値は目玉での含有量よりは多く、新たに~::合成されたも

のと判断できゐが、実生でのfl!lにくらべるとはるかに少医である。このよヨに目玉情義

の幼純物で、 j，f生よりかなり少ないginkgoliclcしか検出されなかったことの原因とし

ては、1モ乳からの宗inkgolicle'色合成前駆休もしくはginkgolideそのものの供給が断た

れたこと、あるいは目玉乳を欠くことで成長が不卜分になったこと等が考えられる。試

験管内で高指 ・糖濃度の崎地を用いて培養するという特殊な環境自体がginkgolicle生

成に大きな影響をおよぼした可能性もあるだろう。

本項での一連の実験から‘イチョウの発持直後の幼他物におけるginkgolide類の生

成に l立、光が璽~な役割を持たないことが明らかになった。 暗所I者益の幼楠物は完全

~() 
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Tablc 3-2. 八Iterationof gillkgolide conLenls (/i g/g clry wC'ighl) in 

rclat.ion 1.0 slorage perio(1 of sf'eclミ andculture conclition 

for seccllings ancl )J la])llcl~. 

S日111[コle

C-A 

Embryo '96. Nov. 1290 

'97， Feb. 1650 

'97，I-¥])r. 925 

Ginkgolic1θco日lent
(μg/区 d.w.)

G-β 

1175 

440 

338 
一一…."‘….......................................骨骨.........................-............・...…-ー一一

A.lbul11cn '96. Nov 9.36 39.6 

。97，Feb. 9.03 119 

'97. !¥p[. 8.J4 113 

Seedllr環 ，11 clark 1170 1180 

light" 1370 762 

PI::mLleL" clark 1250 844 

liεht" 1100 789 

G-ぐ、

8.-13 

15. 

l2.5 

Each valu巴isthe resll.ll of extraclion ancl aSS8)' of 8n aliqllol of 

20 samples rnixecl be[ore drying. 

C-A， C-B， G-C = gillkgolicle A， B allcl C， 1でspecLively.

-: lrace runount 

Seecl!ings were obLained froIl1 lhe seecis sown泊 vermic¥llil♂ancl

s¥lccessively clIllured [or a lllonth before har¥'est 

natural da，' light in a greenhouse 

" Pl日nLleLswere obtainecl frum f'xcisec1 emblγ05 j IJ I'i (1'0 8n cl 

har¥'estc可1one ll10mh after iniliat ion of clIltu札、

lOOOlllX o[ f1uore5cenllight 

-~ j l-



Tab1c 3 3. Alleralioll of loln} ginkgol1c1c conli"nts (μg/samp]p) 

in relntion 10 slorage periocl of sf'ecls ancl culture 

condil ion for seecllings ancl pluntleぱ l

COl1lent o!" tot日l

Sample gil1kgolidcs 

(Itg/samlコ1e)

Seecl '96. Nuv 62.5 

'97， Peb 72.8 

'97. Apr. 76.5 

巳mbrvo '96. Nu¥'. 10.9 

'97， reb. 19.3 

'97， }¥pr. 13.4 

Albumen 。96，i'-:ov 51.6 

。97，Felコ 53.5 

'97，Apr 63.1 

Seetlling cl:勺 k 436 

light -1'11 
……………………一一曹司.曹司自

Planll巴t clark 5'L7 

li巴11.1 51.0 

~um o[ G-A， G-s ancl G-C in巴uchsample grOll]J in Table 3-2. in units 

of Jlg/g sample (cllγweighU， is converLed Lu the lUlit of lLg/sample. 

-1‘'ol日1gillkgolide aJT¥OLull (JLg/g (lry weighL) is cliviclecl by Lhe llumber 

ofl.11巴samplesequivaJenl to the clry weigl¥l. 1-10r0 tJ1E' cI.ry ¥スJeighlper Ol1e 

sample is thc mean of 20 samples. 
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に質化し、全く立さが展開しない。しかし、ー胴体あたりの日inl<go]icle合千161は、数伎

の紙!業が展開している明Wfb脅迫の場合と殆ど同じだった。このことから.ginkgolirk、

額の生合成部伎は架のみで=はない.もしくは必ではないことが示唆されるe また、イ

チョウにおける必縁体の分化は完全に光に依存すること (Chinnand Silverthorne 

1993)を考慮すれば、イチョウ幼個物におけるgillkgol i c1c類の色合成は、集緑イキの分

化と独立して行われることが明うかである。すなわち、色素体の関与を仮定した場合

でも、エチオプラストなどのぷ分化な状態で'ginkgo1idf'生合成能力を待つものと考え

られる.ginkgolicle績は専ら根で生台成され、業や校には却にさHuするのみだとする

報告 CCartayradeel. al. 1997)ともヂ盾しないが、今回の実験のみでは壌が

ginkgolicle(ló合Jj~1こ無関係であるとの結論に達するのには無担がある。

以上のように日inkgolic1e総単で‘見る限ηは、その生成と光とは深い関連がないよう

に見えるが、実生での結果からは、光がG-AとG-sのほ比には何らかの影響をおよぼ

していゐように忠われる。 ginkgoliclee1:合成経路における各ginkgolicle問ω関係につ

いては、はじめにG-Aが'-1土合成され、順次酸化されることによりG-B、(;......cが生成す

るという経路の作作が示されている CCartayradeel al. 1997)。本実験の場合は、

光によって誘導された器官あるいはオルガネラ等の分化が、各ginkgolide問の変換に

影響をおよぼしたものと考えられる。逆に、 11音泉下での照美という異常な環境では、

G-AからG-sへの自主化が過剰に起こったと考えるべきかもしれない。 Hf乳では、貯蔵

の問lこG-Ai)~減少し、より般化の進んだG-BやG-Cが増加する傾向が認められた。そ

れに対して、 一試料あたりのginkgoliclc総量の変動はあまり大きくなかった。このこ

とは、貯j鮫の聞に種子内部でG-.八が酸化され、 G-B、G-(，へと変換される反応が起

ニッている可能性を~すものだろう。

3-4 ~養細胞系におけるginkgoliclc煩の分析

[緒言]

本項目では、第 2JiEの実験により得られた数隠類を含めた符i々の府主主細胞を材料と

して、それぞれのginkgolicle含有量について調べた。これらの縫養細胞はいずれも成

長が比較的速く、 一部については液体地地での培養が可能であり、さらに光による緑

化のコシトロールが容易である。そこで、これらの系を用いて光による緑化の影響や

培養状態の相違がもたらす影響について考祭した。

1;1 
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[実験]

材料

腕、葉柄及び形成問から誘導した各極のカルス、懸溺陪護納胞を試料としてffJい

た@なお、懸i渇11与益細胞は、 L'31(2-2で既述)に2，4-D=0.5ppmとTく=O.4PPl1lを添加

した寒天情地上で陀から誘導したカルスを、ニミ向フラスコ中の|言l組成の液体i汗j出

100m!!こ絡組し‘ 901ρ111で娠とう焔養することによって得られたものである.

府主主

すべての培養細胞は、 LSlを基本培地として牌養した。また‘植物ホルモンについて

は、 2A-D、NAA、K、BAをイむj刊し、 2A-D=0.5IJPlll十f(=O.4P]l!U (DJ(と略) 、

Nr'¥A=lPPIl1+BA=0.2pprn (>JBと目的 、Nん.1¥=2PPll1+ K=5ppm (NKと略)

の組み合わせで用いた@カ)~スの地養はゲラシガム0 .2% によって固化させたj持地ヒで

行った。懸濁納1I抱は三角フラスコ中でJ辰とう熔益した。 I音j主条件は、 11育所、 2().5'C、

又は、砂l所(1500Iu.'x)、室温、のいずれかとした。なお、いずれのl吉美細胞も11荷所で

は前向色あるいは淡繍色、!児所では黄緑色や緑色を主ーした。

刷出‘精製

原縞物の場合と同級の手I1頃によった(前項3-2参照)。

分析

基本的な方法はl京植物の場合と岡本主に行った。ただし、成分の合有f誌が非常に少な

い上、央雑物によってピーク分離の不良な場合もあったため分析対象はG-Bのみと

し、その同定はG-B傑品との保持時間の一致のみでh一った。

[結決と考察]

各々の試料についてG-Bの定量を行った結来をTable3-4に示した。 IJ壬由来の指養細

胞を、植物ホルモンDKを添1JIJした熔地でl音義した場合、原椴物と比べて非常に少ない

ながらも(;-sの生産が認められることが分かった。議柄あるいは形成j習由来の倍養細

胞は町出来のものよりさらに含有量が少なく、検出不能な場合が多かった。光による

地養細胞の緑化とG-B含有望には関連は認められなかった。

I~JUf1や顕微鏡による観察から、各々のf宮養細胞における悦分化の程度.あるいは逆

に分化にどれだけ近いかの程度がまちまちであることが分かった。すなわちDK地地の

11 
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TabLe 3-4. Ginkgolide B contenlヌ(μg/gclry札.eighl)

il1 cult lu.ed cells o[ Cinkgo biJova. 

Se1l1lplf' 

C心lUf;

embryo/DK/ligJll' 

embryo/DK/仁lark

t"lllbryo/J、;1く/lighl
pe! iole/Ns/ligln 

PビlIolp./NB/cla rk 

clllnbiul1l/NB/く!日rk

Suspeusion cull ur巴

cmbryo/DK/liglll 

embryo/DK/dark 

"origi ll/ph~，ぺ.ohormりnes/light conclilion 

'-: lrace amollnt 

COl1lcnl o[ ginkgolitle s 

(!lg/g (by weight.l 

2.2:"1 

2.83 

1.87 

2.53 
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細胞は液体、 1J;jf.本格地によらず‘ ir:主IJ包に富んでおり、それらが小集塊を形成してい

る。明所では 筏に淡緑色、 11音所では黄白色を呈する。これらの細胞は脱分化がかな

り進行した状態であると忠われた。ーみて ~K府地の細胞では細胞質に箆む細胞が、

関いがもろい集塊をj形成している A 砂]所ではDlく借地のものに比べて緑色が濃く、 ー背I1

褐色化した細胞を含んでおり、分化状態に)1Iいものと考えられた。このような、より

分化状態にi1Iいと忠われる細胞であるにも拘らず、脱分化がより進行したように思わ

れるDKl創出の細胞と比較してひlヨ合作批は少なかった。このように、脱分化した情義

細胞において、 i庁薬条件により様々な分化状態の限度が(f-{tするとしても、

gillkgolicle'm生成には影響しないレベルであると考えられる。やはり完全な組織司日罪

符'の再分化誘導系を機立することが必要だろう。 -)5で、 11担分化した状態でも

日Inkgoliclc知生成がわずかだが認められたことから、 11';;'1一度細胞の選抜や.fiI!々 のエ

リシタ一、メI~合 bj( ~Îi駆体 0)添)JfIなど、 11見分化状態のまま研究を続ける力|古l もあると考

える。

:3-5 総指

まず、原植物については、今[~[調べたあらゆる試料でginkgolic1 e奪!の存在が確認さ

れた。若木の根、幼楠物体ともj茂木の紙袋と比べてかなlつ多量のginkgolide穎が含ま

れていることが明らかとなった。務菜、樹皮....1c音1¥等にも多くはないがgillkgolide傾

が含まれていることが分かった。街路樹からの繕ち葉、校打ちによるごみも等も

ginkgolicle類の供給源として利用可能だといってよいだろう。

発茅直後のY}J値物を用いた実験から、 ginl対 oLicle額の生成には光が重嬰な役割jを持

たないことが明らかになった。 AìJ所熔益の幼植物は全く葉が展開しないが‘ -fi~体あ

たりのginkgolicle合釘誌は、数枚の緑葉が展開している明所指養のJ場合と殆ど|司じ

だ、った@このことから、 ginkgo1icle類の生合成部位は裳のみでZはない.もしくは菜で

はないことが示唆される。また、イチョウY}J楠物におけるginkgolkle査員の'七合成は、

主主総体の分化とは無関係に行われると考えられる。 ginkgolicle総量で見る限りは、そ

の生成と光とは深い関連がないように見えるが、実生での結果からは.光がG-AとG-

Bの肢比には{日Iらかの影響をおよぼしているように思われる。脳乳では、貯蔵の/1f]に樋

-f内部でG-Aが酸化され、 G-sさらにG-Cへと変換される反応がおこっていることを

示唆する分桁結果が得られた。

16-
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t音養細胞ではいずれも、原植物と比較にならない少量が検出されたにすぎなかゥ

た。緑化との関連、誘導部位の違いによる十['1進、培地成分の影響等についても、それ

を {i1~認するに足る岳は検出できなかった。

17 
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第41it イチョウI音義細胞における細胞死と二次代副発規に関する実験

.j ~ l 緒再

第 1章で述べたように、管状要素分化については、これまでの研究の結果、積々の

制御機構解明がなされつつある。 また.病原体感染に伴う.ì~敏感反応については、病

原体と宿区細胞との十目立作J円、防御遺伝子の発現とファイトアレキシン生成などが主

に研究され、機構解明がなされつつあるが、これらの現象と同時に生じる場合の多い

細胞死についてはまだす分な情報は得られていない。その他の要因によって誘導され

あ細胞死については、隈々の研究が行われているが、情報は断片的なものである。そ

こで、本主主においてはイチョウ指養細胞を用いて実験的な細胞死誘導系を擁立し.樹

木細胞での細胞死制御機構を解明することを目的とした実験を試みた。動物でのアホ

トーシスの研究例を参考にして人為的に細胞死を誘導し、事fr々 の変化を観祭‘定詰し

た。また、他物細胞に対して人為的にファイトアレキシン生成を誘導する実験系

(Guli巴rrezel al. 1995、Seirertet aJ. 1993) .あるいはファイトアレキシン生

成と細胞死の阿者を誘導する尖験系(j¥larin己lliel aJ. 1991)を参考とし、イチョウ

J音養細胞に適月lした実験も行った。イチョウは栂々の特典な化合物の生成能を持つ。

細胞タEあるいはファイトアレキシン誘導刺激により、イチョウI音養細胞がなんらかの

興味深い化合物を生成するn行m性は{尽くないと思われた，そこで‘摘出成分'1'で顕答

な変化を示す物質にお目して分析を進めた。

ど[-2 各種細胞死誘導試誕の検討

[紡言]

ここでは、イチョウ懸櫛応義細胞に各種試薬を添加して、その細胞死や二次代謝発

現に対する影響を日判断した。動物細胞でのアポトーシス誘導効果を参考にして、シト

シンアラビノシド、アフィディコリン (D.¥iA合成阻害斉1]) .コルジセヒシ(H_;";，-¥合成

阻害剤)、シクロヘキシミド(蛍白質合成f{U答剤)について調べた (1鋭尼ら 1997、

Cotler el aJ. 1992、Kocet aJ. 19%)。

また、柏物細胞でのファイトアレキシン産生促進効巣および細胞死誘導労1)*を参考

にして、クロロホルム.硫酸銅についても調べた (GuLierrezel al. 1995、Seifert
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e( aJ. 1993)。上記の試薬について、添加l時期、泣等について検討し. rl}羽'1'1:ある細

胞死誘導系のfi'((立を臼様とした。

[実験]

細胞I市長

Ijlいた懸濁府益細胞は、 3-.:1で記したものと|司ーのものである。5001111谷モ角フラス

コ中の液体沼地90mlに初期細胞'&;11r20mg!m)になるよう移植し、 H背所、 36.5ヤの条1'1:

下、 130rprnで回転、阪とう培養した。 f告義幸U1]J包は 2L円ごとに継代を行コて維持した。

試薬添加実験の際にはこの培主主系の総IlI1包を試験管中、 91111のI，;J情j自に対して初期細胞密

度20mg!n廿になるように移純し、J1/a'所、 2G.5C、3.1()rpmで白=復振とうI音長したもの

を)JJいた。

細胞jEの判定

懸濁f符養細胞を数1111とり.等阜の0.025%エバンスブルーを含む地主主液と混合し、数

分間紋置した後に顕微鏡観祭した。被染細胞を死級IJI包と判定し‘金細胞数に対する死

細胞数のおl合 (JE細胞率:%)を算出した。添加lt占禁によっては、細胞質が著しく収縮

して明らかに死んでいるが、 i政染されていない細胞が散見される場合があった。ヱの

ような場合にも死朝日胞として扱った。

細胞揃出成分の分lfr

適当iiEの懸濁細胞をとり、桐山ロートを用いて滅lJIJ(桐山猪紙 N(J.5B)、t者養液と

細胞をそれぞれ回収し、細胞の混重量を測定した。これらの細胞は凍結乾燥、粉末化

の後、面下酸エチルにより抽出した。細胞部分を遼心分離あるいは泌過によって分離

し、酢酸ヱチ)~仰を別容器に適当量移して減圧叡去し、残溢を_'V. cトßis

(lrimcllwb)yl) Lrif1uoroacetamlcle (BSTPA) により卜リメチルシリル (T~"lS) 化し

てGCによって分析した。 GCにおける試料注入量は、 tUI出時にJlれhた細胞の出重量を

基準にすゐか、あるいは、地主主系全体に含まれる細胞軍最に対するmいた細胞if!:母の

書IJ合を基準にするか、のいずれかによって調節した。

地養lf支は酢酸エチルで直後抽出し、上記問傑に像作、分析に供した。

GCにおける分析条件を以 I~に示した。

カラム:c~pillary TC-1 (0. 25ml11 X 30m) 
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力ラム組「変('JI.温): 1:;0'( L0300C (lO'Clmin.) 

300'C constant (J OOlill.) 

300てLo315ヤ (15"C/mill.)

3] 3'C con::;lanl (5min.) 

注入部ilrft度:300'C、検出部i鼠!支 315'C 

キャリアーガス ・N21.6kg/cl11 '.スプリット比 :1:24. 

検出旅 田F!D、ト12: O.6kg/crn'. air: 0.5kg/cmヱ

[結果 ・考祭]

細1]&!.9E誘導効果:の検討

アフィディコリン (.'¥J)I1) 15、30μM、シトシンアラビノシド (ara-Cと陥)0.5、

1m1'd、コルジセピン ((or)0.01. O. L J mM、シクロヘキシミド (CIIX)0.1、

0.5、2mMを培-後初期(継代31-1後ないし 4日後)に添加し、1日後.および71l後に

エパンスブルー染色‘紘!祭した。添}J日時期については、ユーカリi音義細胞をAph処理

して細胞周期の進行を停止させる場合、完全に対数収嫡Jlllに入った細胞に対しては効

果が劣るとの報告(高山 1988)を参考にし、誘導j明後期ないしは対数期殖期初期と

なるよう設定した。.'¥phは1%ジメチルスルフォキシド (D1¥[SO)を合む水溶液として

添加した。他のものは純水に溶かして使期したe いずれも総過滅的後に添加した。対

照には、それぞれの試薬添加1尼に対応した抵の1%DMSO水溶液または純木を添加し

た。

:¥ph、ara-C、Corとも使用濃度において細胞死誘導効果があることが分かった。い

ずれの試薬、濃度に対しでも 3円後では死細胞の目立った地)JIIは認められなかった

が、 7L1後には死細胞が対照細胞と比べてかなり用加しており、高濃度添加lの}]がよ

り多くの先細胞が認められた。ただし、 Aυhでは15μ¥11添加と30lLM添加lの淫は小さ

く、 15μMでも十分な効果があると忠われた。 (1官については2ml¥t[まで添加した場合

でも、 7il目までに死細胞数の大きなj首加は認められず、細胞死誘導効泉は低いと判

断した@さらに高濃度の添加は試みなかった。

その他の添加時期については、 Aphの場合前述の1[~ d3により培養後期での添加は行

わなかった。 aru-Cを培養期間の後期 (L8日目前後) Iこlmivl添加した場合には、細胞

が粘性の強い物質を分泌し、細胞と繕養液との格別が著しく困難になった。また、細

胞数が多くなっているため、染色、観察時には細胞懸濁液を希釈する必要が宝じた。

さらにーi者養期間のf愛知jになると、試薬添加に拘らず死細胞の潜航l傾向が認められ
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た。これらのことから、よ自養後Jtllの細胞を実験系として問いるのは適当でないと思わ

れた。移抽出後の細胞に試薬添加する、あるいは予め試薬を添、加した1ft}自に移摘する

ことも与えたが、移摘のショ 、yクを噌l隠させる可能性がi奇いと忠われたため、これは

行わなかった。以上のことから、継代後3日日ないし 4U口の細胞に、 Aphを15μ:v!

またはara-Cをlm!¥1添)Jllするのがよい実験系になりうると考え、これらについては以

降の実験で詳細に検討していくこととした(斗 3、4-・1，4-5)。当l町三つの実験系が

得られる見込みとなったため、Corについては効果は認められたが、本研究ではそれ以

ヒの検討は行わないこととした。

クロロホルム、硫自主銅については、 Aυh、ara-C‘Cor.Cl lXの場合と~なり、地主主

後期に添加した。エリシター添加による二次代謝発現の研究で培養後期に添加して二

次代謝物の生}Jl(が認められた例 (鈴木ら 1993、 Alami eL aJ. 1998‘Marinelli eL 

al. 1991)を参考にし、 iぶIJll時期を設定した。

クロロホルムの場合‘0.2%、O.LI%(v/v)添加し、2n後に細胞を観察した。0.4%

ではすべての納胞が死んでいると判定されたが、 0.2%での死細胞は1主分侵度だ、った。

硫殴銅の場合、 lm!¥[添加して:31-1後に縦祭した。すべての細胞において細胞質が著

しく収縮して明らかに死んでいると忠われたが、エパンスブルーにより染色されにく

いものがあった。これは、細胞質IJ'完全に細胞外に流出し染まるべき部分が残ってい

ないため、あるいは細胞膜が凝縮して色素透過性が失われたためではないかと考えら

れる。

クロロホ)~ム、統酸銅添加については.後の実験でさらに検討することとした(そ

れぞれ1-6、-1-7にて後述)。

細胞1rt11+以~分の分析

Aph (15μM)、ara-C(lmM)、クロロホルム (0.-1%)、統酸銅(lml¥Jl) (いず

れも指叫内は終濃度)を添加し、数H問j脅養した後の細胞および培養液抽出物のGCの

クロマ 卜グラムを、 Fig.， ~-lからFig . Lj-4に示した。

Aphについては、継代後4日目の細胞に添加した。添加 01:1H (死細胞本 ;6刻 、8

H臼(問 55%、対照は1%)の細胞抽出物のクロマトグラムを示した (Fig.'1-1)。

いずれも生(出)蚤量約150mgの細胞から出発して一連の十Ul出作業を行い.残澄に50

μ!のBSTFAを添加して反応させ、内0.4μlをGCIこ注入、分析した結果である。これよ

り、 Aph添加!の場合では、細胞死に伴う酢殴エチル州出物の変化は小さいことがわ

かった。対照にはないヒークが保持時間:26分前に認められるが小さいものである。
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Fig. 4-1. GC-FJ日profiles of tri 111色tliyhil;<lated cell extracts obtained from 
cells cultured for 8 days after Aph addition and from corrcsponding 
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am-Cは継代1Jk:4n 日の細胞に添加した。 添加 1 fJ L~(死細胞窄，添加.対照と

:-1%)、 4H同(同:18%、対照は<1%)、7rIFl (同 69%、対照は.，1%)の品UlII包抽出物

のクロマトグラムをFig.Lj-2に示した。用いた細胞はが1::(湿)翠註で約120mgから

1501111<の範囲で=あった。これらについて、同量の酢闘をエチルを伺いてfIlJ/品を行い、残

協に50，dの13S'1ヤAを添加しでrMS化し、出発11寺の生霊足140rng!こ対してltLlの割合

になるようGC!こ注入、分析した結果を示した。Aph処理11年と同じく、細胞死によ;.:，成

分の~化は少なく、新たな物質の誘導も確認できなかった. ただし、保持l時間 20 分

辺りの{'J-シトステローnのピーク (:)i:ヒら 1996)が細胞死の遂行に伴って小さくな

り、 一方で20分以降の 3つの小ピークがやや治大する傾向が認められた。また、 8

分から 10分にかけての 2つのやや大きいピーク(凶巾に怒号l、2を付した)につい

ては、ほとんど量的な炎化が無いことが分かった。1，;]11寺矧の細胞J内義i伐を適河馬主と

り、俳西宮エチルでJ由11:1.問係に分析したが試料のほが少なすぎたためGC上でほとんど

ヒークを検出できなかった。なお、 t脅養?伎の分析はJJIJ項目の実験においてはを変史し

て何度行った。その結果については4-.1で述べる。

ここまで示したAph、ara-Cのような細胞死誘導試薬では、いずれも細胞の酢酸ヱチ

ルl1ll出物にあまり大きな変化は認められなかった。このことから、酢酸エチル可溶、

かつ今1"1の条{'!でのGC分析がrJJ能な新規物質が顕著に生成することは無いと結論でき

る。しかしながら、C;C分析が実際 j二不"，r能な高分子や開発性に乏しい物質、熱分解さ

れやすい物質等が生成している可能性はあり、これに対しては液体クロマトグラフイ

ー(IIPLC)を用いた分析が有効だろう。分析条件はGCの場合より多くの組合せが考

えられゐため、適切な条件決定には段々な検討が必要lこなろう。また、搬出溶煤につ

いても酢酸エテル以外のものを検討する必要があると考えられる。

Fig. .，1-3には、クロロホルムを継代後 17日目の細胞に添加し、添加時点 (0n 

口)、 111 後、 2日後に回収した細胞を試料として分析した結果を示した。納胞は生

(混)重量l80m宮市l後を汗lい、全誌を凍結乾燥、粉末化後、酢酸エチJ11mlを添加し

昨今撹枠しながら 11時間抽出した。その後、 1~).OOOgで 1 0分間遠心し、上消400μlを

とηf詐殴エチルを減JI留去した。残溶に50μlの13STFAを加えてTMS化したものをGC

mサンフルとした。注入信については以下のように設定した。すなわち、 (抽出に用

いた細胞重量)/ (試験管 l本当たりに含まれる細胞の総重量〉の値が1;)3/ 175Jの

時 (0円門の場合)に lμlを注入する三ととし、他のサンプPルについてはこれに応じて

注入祉を算出した。摘出の効率が全て等しいと仮定し、 J'tH菱系あたりの狛出物量をそ

れぞれのサンプル附で比較するためにこのような方法をと っ た。 クロロホ)~ム添加!の

ーοοー
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系で(j細胞91::に伴って細胞豆ほが急減したり、細胞1"1収の際に総紙が著しく日読まり

して正隊な宅島が点1)れない励行もあるため、細胞lli尽に応じて注入鼠を変更するhi，去

は成分変化をぷlべるのには適していないと判断した。 Fig.1-3より、:¥I)hやnra-CのIt!j

と奥なり、細胞JEの進行に伴ってJJ~分の大きな変化があることが分かる。 βーシトステ

ロールのヒーク(矢印)はoR 11 (死細胞窄 :6%)、 111 FI (同:-15%) ， :2 H日

(向;100%) と処1.'l!後の時間が長くなるにつれて小さくなり、 2111司には附ど倹出で

きなくなってしまう。-"与で、 l 、2 と怒号をふったピークの物質が、 I;:ilじ時期に

顕若lこm加しているのが良く分かる。なお、二れらの各クロマトグラム上でピーク物

質が同ーであるか寄かは保持|時間の一致のみで判断している。さらに 1U 日、 2IJU

について比較してみるとピーク 2'の物質が減少し、 代わりにピーク 1 の物質が培

加しているように見える。これらの現象については、(1シトステロール丞の減少が、

分解されて他物質に変換されたことによゐのか‘細胞外への流出によるのか、あゐい

は配似体化等を受けてGCでは検出できなくなったのかを調べることが必要である。ま

た、物質L'、2'は対照にも認められるが、処f盟後の増加分は新たに生合成されたも

のなのか、あるいは単なる分解版物なのかについて調べることが必要だと考えられ

る.sーシトステロール量の減少との関連についても検討すべきだろう。i告発液の分析

を含めたさらに詳細な実験は別項目として行っており .結果については1-6で述べる。

なお、 保持時間の比較のみでの判断であるが、苦手号工、 2.の物質はそれぞれaraC 

処担問に往同したピーク番号 l、2 (Fig.4-2)の物質と問ーと考えられる。

Fig.4-斗には、硫酸銅を継代後 18日自の細胞に添加し、 2 FI後t::回収した細胞(死

細胞率;JOO%，対照はる%)を試料として分析 した結果を示した。乾燥重量10mgの細

胞を用いてクロロホルム添加時と同様に百'F-酸エチjレによって刷出、残漬のTMS化処埋

を行い，GCによって分析した。クロロホルムi!'<1J日の場合と同ーと思われる、保持l時間

分から 10分にかけての 2つのヒークの地大が認められる.同じく 13-シトステロー

ルの減少が分かる。また、 β シトステロールの後20分近辺と、 25分近辺には、対

照に無い新たなピークが認められる@なお、硫酸銅の添加実験はさらに詳細|に検討

し、その給J;!訂正4-7に記した。

，，9 
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4-3 シ卜シンアラピノシド、アフィディコリン添加による細胞死の観察

[申告云]

，~jJj長に記した実験より、 ara-('， Apllが細胞死誘導に有効であることが分かった。そ

こで、これらの試築添加|による細胞死の遊行と、 DNA分解僻素 (DNage)活性の変

!lIjJ、核DNAの変化との関連について調べた。

[実験]

I自長 ・試薬・細胞タEの判定

基本的には前J頁と同阪の方法で行った。J式凝の添加|は総代 41]後とし、 ara-Cは

lnl.'vl、Aphは15μMの濃度になるようにした。対照にはそれぞれ純水あるいは

1%0I¥1S0水溶液を添IJrIした。数 11f写に細胞を回収し、以降の実験に刑いる試料として

適当量ずつマイクロチューブに取り分け、液体窒索中で急速に凍結させ、使J1lU寺まで-

80'Cで保仔した。同時に懸濁細胞の一部をとり、細胞死判定にj羽いた。エパンスブル

ー濃染細胞を死事UI胞どド'J断し、全細胞中における死細胞の割合を算出した。

DJ".;ase活性の測定

粗醇素液の調製

l'ijl素の十1担[1¥はThel巴nand NorthcoLe (1989)の方法を参考にし、以下のように

行った。凍結保存してあった細胞に抽出川バッファーと、細胞生重量の 5%相当量のホ

リピニルホリヒロリドン(フェノール性物質吸器用)を加え、ホッター型ホモジナイ

ザーを聞いて氷水Lj lでホモジナイズした。 刷出パッフ 7ーは、細胞重量 lOOmg~こ対し

て500μ!の割合で使用した.ホモジネー卜はマイクロチューブに移し、 15分から 2

0分間u寺々緩やかに償J令しつつ氷水中に置き、fIjj/Jl，が十分に行われゐようにした。次

いで19.000g(こて 4'C、 I 0分間i童心分離しヒ前を粗酵素液として伺いた。一部は液体

2差点中で急減後、 80'(:で保作し以下に記す電気泳動実験に供した。 柑lU~，バッファーの

組成を以下に示した。

50mM Tris-[-jCl (pトI7.5)、2m:-"'1c1ithiothrcilol (Dγn、0.51111¥1phenyl meLb~'1 

sulflll1yl f1uolide (P~ISF) 、 50 μ ;.，，( 1巴upeptin

倍。



M索活性のim定

変性 (sing1eslranded :照)またはぷ変性 (naLivcl高分子DNAを茶質とし、それ

らに対する加水分解情性を調べた 1.5ml容マイ クロチューブι11で、1，[，'1"1:測定パッツ y

ー(後述)390μlに胤静栄液10111を添加し. ，15Cで 20分間反応させた。氷冷した

10%過J~五本自主水溶液を， 1 00111添加して反応を停止させ、ただちに氷水'1'に移して 30 分

間紋慨した。その後、 19，000g、01:、 1 0分!日l遠心分間程し‘ Jニh'[.lOOIL1を!日|収、同hl

の純水で希釈し、分析mの試料とした。語字系反応のみを省いたブランク 111'1を得るた

め‘過瓜素丹空添加、対く冷の直後lご勝点I夜を添加し、以降同岐に操作した。試料は260

nmのIP_z光伎を測定し、ブランクに対する吸光I:lr_の他を 1分間に1.0);曽川させる傍点活

性をJlIと定義した。1;5性測定バッファーの組成を以下に示した。

25m!>'1酢駿ナトリウム/酢酸 (pI15.5l、O.61T唱Iml基質D¥JA、10mJvlM日Cl2、5m]l.1

CaC12 

なお、lJNAについては吋ケ精巣製のもの(和光純薬)を用いて5mg/ml程度の水協

i伎を作成し、そのまま基質とするか (nalivel、または100でで10分間保度加熱した後

氷水中で急冷し変性させて用いた (singleslranclecl :日s)。

タンバク'l![の定量

I二記組酵素液20μlをサンプルとし、 Coomassic8rilJianl 8111(' (C813) G-250をmい

たタンパク質定員斤lキッ ト (B10-R:久DPROTEJ¥J ASSAY : Jヨio-RaclLaboralories. 

¥fSA、または、フロテインアッセイCB8溶液;ナカライテスク株式会社)を使用し、

キットに記載の手)11買に従って測定した。ウシ血情アルブミンを標準タンパケ質として

タンパク質濃度を算出したa なお、組酵素中のタンパク質量が定最可能範囲から外れ

る場合には適宜純水にて希釈して附いた。

電気泳動と活性染色

Thel巴nand Northcole (1989)、slankeLal. (1982)‘の報待を参考にして以下

に示す方法で行った。器質DNA(S5， ll.aLIve)を含有するホ 1)アクリルアミドゲルを Ifj

いて中:IHi~素液の電気泳動を行い、泳動後のゲル中で酵素反応を行わせて~f.~活性を検

出する方法で、 Acti吋t，'GE'I法と呼ばれるものの一種である。電気泳動は広く行われて

いるLaemm1i(1970)のバッファー系によるSDS-PAGE(Soc!ilUn Dor!ecylsLuUlLC' 

ー
、，t
 



可....---

Polyacrylamic1f' Gpj Eleclrophoresis)とした。

凍結保存してあった組酵素液 (30μ 1)に 3分の l泣のSDS-P.¥GE用サンフルハッフ

fー(後述)を加えてよく混合し、常温から徐々に加熱し、 100'Cに到達後さらに三分

間加熱して屯~ülÌ<動 mサンフルとした。分離ゲルは、 8じmX5cll1のサイズの 1 5%ボリ

アクリルアミドゲル(組成等の詳細は後述)とし、濃縮ゲルとして，1%ポリアクリルア

ミドゲル(後述)を分離ゲルのJ二部に電肘してJT]いた。サンフルはタンパク質5μ日相

当訟をi永却j した。なお、|宵l様の前処聞を施したc1e(lx~nibonuclease r (D:¥iasc r) 

50pg初出培を同時に泳動し‘ DNasc活性および分子量の指僚とした。タンハク質分 子

泣マーカー(し¥IWEleclroρhoresisCalibralion 1くil;Phannaci日)はSD只-PACEHlサ

ンプルパップ fーと5%(終濃度)/トメル力プトエタノー lレを)JJlえ、 |百l織に)JIl熱処埋した

ものを同時に泳部]した。 i永到Jは200¥'定電j王で行い、サンプルに加えたマーカ一色ぷ

(br・omophcnolblue:sPB)が分間住ゲルの下部に達したところで終了した(約 50分

間)。

iiHVJ終 f後のゲnは泌総ゲnを切り捨てた後、ゲル中のSDS除去および酔素のlヰ間

性化を目的とした以下の下IIIQで処理牟した。

L 25% 2-フロパノールを含む10mMTris-卜ICl(pH7.5) I OO ml"~1 、 3 0分後に一度

バッファーを交換して合計 i時間室滋で緩やかに振替託した。

'2. 2-フロパノールを合まなL人|二 ~è と同様のバッファー 100mlを用い、同様に振滋

した。

処理後のゲルは、 LOmM']i'isート1CI(pl-[7.5)、IOml¥.l!\ lgCI~ 、 5mlVI CIlC12 100111J$ 

で.37'C. 1 6時間インキュべーションした。続いて.分子母マーカ一部分を切り離

し、これについては通常のタンパク質染色を行った。すなわち、 0.25%Coomassi巴

13rillialll Blue CCBB) R-2oO/エタノール (9符) +水 (9容)十酢駿 (2谷)で染色し‘

次いでエタノール (J0容)十水 (175容)+酢酸 (15脊) にて脱色した。染色、脱色j!手

間はj菌宜調整した。一方、粗隣素サンフnルを泳弱Jした活性検H¥JRの音11分は、以下の手

順で染色、 JI見色を行った。マ カ一部分、活性検出部分は共に白色光下で観祭、写真

記録した。

l. 0.2% Toluicline Blue 0 (C'hwma Gesellschaft Schmicll & Co.)を合むIOm:.1

Tris卜1(1(plli.5)パヅファ一中で探湯しながら 10分間染色。
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2. To111irlinc Blucを含まないli5jバッファー100m1中で仮盗。 10分後、 30分後に

パ、ノフ yーを取り持え、合計 11時間ゆっくり振設した。

SDS-PACEサンプルバッファ一、分興住ゲル、濃縮ゲルの組成を以下lニノ]ミしたe

SDS-Pf¥GEサンフJレパッファー :

250mM Tris-lTC! (り1lG.8)、...J%SOS (ドデシル硫盟主ナトリウム)， "10%グリセリン、

0.002% brolllophenoJ [)!lIe (B?s) 

分開tゲル:

15%ホリアクリルアミド(lLI.G%アクリルアミド/OA%N，N'ーメチレンピスアクリ n

アミド)、 0.375:--1Tris-HCJ (pH8.8l、0.1%SOS、るOμg/mI基'l'JDNA(ss， 

nati¥'c)、50μ日1m!フィブリノーゲン(1:1血奴;製)

ゲ11-の重合促進剤として、 0.05%過硫般アンモニウム (A1コ句、 0.05%J¥'，J¥'，;Y'.N'-テト

ラメチルヱテレンジアミンn官MED)を添加した。

濃縮ゲル:

4%ポリアクリルアミド (3.89%アクリルアミド/O.Jl%1¥'.1¥;'-メチレンビスアクリル

アミド)、 0.125.¥1Tris-lfCI (pHG.8)‘0.1% SOS 

ゲルのill:合促進剤として‘ 0.05%APS、O.l%TEi'vfEDを添加した。

ゲノムOf¥Aの抽出 ・電気泳動

回収した細胞(生重量で‘lOOmg程度にそろえた)を凍結乾燥、粉末化し、 Kikuchi

e( al. (1998)によるイネのゲノムDNA主IHI.I法に従ってDNAを摘出した。得られた

Dt¥:Aに1;:]:50μl穆度のTEバッファー(lOrnMTris-I ICl， J m，¥1 EDTA (pト18.0))を)J11

え、冷蔵庫にl資いて溶解させた。

司Z気泳動は0.7%アガロースと0.65%SYNERGEし(Di¥'ersifieclsioLech. USA)を混

合して支持体とし、 TAEバッファー (0.04¥11Tri吉、 0.0083:-vl酢陵ナトリウム、

0.0011M EDTA・2Na)をゲル作成および主泳動用のパッフ Tーとして用いた。泳動後

のゲルはエチジ、ウムブロマイドで染色し. lT¥'トランスイルミネーターを用いてDN

を検出、写点に記録した。
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[結果 ・考察]

人ph処理細胞とその対照細胞から調製した粗醇素液の、 ssO:--:rrseおよびn日tiγe

ONal'cflit'l:の経 I1変化を内g.1-5、Fig‘1-6に示した。再事索活性はタ〉パク民日Zほあた

りの1111で示した。全制IIJI包数に対する先制fllJ包数の割合(死細胞本 %)の縦日変化につい

ては、 ;\pll処F壊を胞した場合のみ併記した。 なお、対照での死細胞率は 1%程度でj~1I悶

を jìll.じでほぼ ー定だっ た。 Fig. ト7には|百l ーの事11商事ぷll~をActi\'itv Gel法で分析した結

果を '1えした。同I1に回収した細胞から調製したDNAの電気泳動結果については、 l可ε.

4-8に示した。

日rn-C添)jllでの lニ記と同係のJ貰日について、Fig.-J-9、-1-10(Dl'¥asel，引泊、 Fi巳・

J-1 I (ACli\'il~' Gel法)、Pi巳.<l-l2 (lコNA電気泳動)にそれぞれ示した。

Fig. ト5 、 y -(ìより‘ Aphl~Jjllでは. :~ "L1 まで死細胞のl曽川lは認められないが、 G

A 1=1には死細胞窄は30%以ヒに」二界ーすることが分かる。5S、nativeDNase活性はとも

に6n日以降に急上昇し、何者郊似の活性変化を示した.3'E細胞の嶋加に遅れて活性

が上界するものと考えられた.DNasel苛性他自体はssD:¥AIこ対する活性がnaLive

DNAIこ対する活性の4倍弱であり、 ssDNr¥をよく分解，することが分かった。対照での

DNasp活性はほぼ一定llfiで般移した。

n広.4-9、'J10より、 ara-CI刷IJI]では 3日[1には既に死細胞の地加が認められる。活

性上昇は死細胞地加にやや遅れるようにも思われるが中Ij然としない。ara-C添加による

細胞死誘導では、 1 FI日:2日目についても分析が必要であることが分かった。 55、

llativE' DNasf'/[inはともに煩似の活性変化を示したが.s'部sON、NAiにこ対するf活耳性7.カ)内J

Di¥記Aに声央対‘1する活f性iの2、3 (告であり 、Apb添加の場合より犠質による活性の誤が小

いと思われた。これは.天然の基質を侮恒|調製 してmいたため、基質の性質がAμh添

fJLlIえの分析!日fとは異なっておη、そのため活性的に影響が生じたためだと忠われる。

対照でのDl'¥as('活性は問、 n白liveとも :3円1]に減少したが.その後は低水准のほぼ一

定値で推移した@

細胞死誘導に{'I"い、 ssDNase、nativeONase活性がともに類似の活性上昇を示すこ

とが明らかになったが.この活性が同磁のDNaseによるものなのか、{司僅類のDN<'lse

が関与しているのか、さらに細胞犯の過程で新規に誘導されたものがあるのか否か、

という点については、粗西宇井ミ液をlをに活性出1)定lこmいる実験では情報が得られない。

そこで‘電気泳動による分千屯の分画と酔素活性検出を同時に行うλctivityGeli去によ

る分析を試みた。この方法では、ゲル上でのONase活性の存花部位が、 DNAが分解さ

れる結果、 E染色されないスポットとして検出される。 Fi巴.，[-7.ιト11にはそれぞれ

6J 
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Aph ‘ ara-C I亙におけるssD~.八およびnalive DNAを基質とした場合の結采を示した。

ssDNAを基質とした場合、世主可際化物定員による活性測定値と対応してゲルムでの活

性が検出されるように思われた。また、 λpll、ara-Cの場合とも同じ(立筒に活性が認め

られた。分子ruマーカ一、 DNase1 (3l kDa)のスポット位置から評価して、 3fikDn

付近に少なくとも 2つのj!i媛した活性昔1I位が認められるが.ゲルの他の部分には術性

が令く認められなかったe 同慌の活性部位は対!I日でも弱いながら認められた。この結

果により、細胞死の進行に伴うssDNasc活性の上昇は、新規のlJ:'¥'aseの誘導によるも

のではないという可能性が示された。一方ーnaLiveDl'¥Aを基質とした場合について

は、 ssDNAのi場合と異なり活竹スポットは非常に弱く.写真に記録したが活性部位の

下IJ別は困難であった。肉11Mで見た限りではssDNAの場合と同位世にスホットが認めら

れ、ゲルの他の部分には活性自Ij位は無いと判断した。DNase1の活性はssDNAをmい

た場合と同限度だと思われた。今回のβi去で検出された't'l:l隣素液中のDNaseはssD¥:A

を口aliveD:¥'Aより効率的に分解することが分かったe

ここまでの結果からは、 Aph、日ra-C処埋による細胞死i直行に伴うDNase活性のと界

は、新規O)DNase誘導によるものではなく、プロテアーセー等の作用によって、不活性

化状態にあった既仔のD~aseが氾一性化されたと考えるのが妥当だと思われる。 9E細胞

数のJ脅 b日と活性の」て界が相似}f~を示すことから.このD;\Iaseは細胞の死後、その事flJJI包

内で長時間活性を保つことが分かる。

ここまで酸可総化物定量による活性測定法、 AcLivityGel法での結果を合わせて考察

してきたが、これらを問ーの結来として評価するのが妥当か否かについては、さらに

検討の余地がある.即ち、ここでのACLIvilyG"，l法では匝予言語を完全に変性、失i，!iさせて

電気泳動し、その後再活性化処llliを施して活性を検出するという手法によっている。

処flfIによる再活性化ができない解禁が粗併素液巾に存(T:する可能性がある。また.単

量体でない勝点が存在していた場合には、変性処理によって不可逆に失話する。さら

に、活性測定の条件が両者で大きく異なる点にも問題があるだろう。tif.素反応時に

は、ごく一般的なDNaseの二仰イオン要求性を考慮、してlOmMMgCI2、5mJ¥1CaC12の

組み合わせで二価|湯イオンを添加したが、この条件が適切だ、ったとは限らない。これ

らの点については検討を加え、次J頁 (4-4)で詳述する。

i才ig.4-8、4-12より、 Apll処理、 ara-C処理ーともに細胞死の進行あるいは心'.Jase活

性の上昇に{半い、低分子{じしたDI¥Aが多く検出されるようになる様子が分かる。しか

し、 D父3se活性上昇とDNA分解の開始が対応しているか否かについての判断は困難で

ある。 ara-C処理の場合、重h物細胞のアポトーシスにおいて広く知られるヌクレオソー

iti-
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ム単位のDl¥:A断片(電気泳動ゲ)]>1 :で迎 f~ìJD:.. nラダーと呼ぶ縞被保を呈する)に1'fi似

の泳'liIJf象が不鮮明ながらも認められたが、入jih処埋では判然としない。また、制11包:9E

がかなり進行した段階でもゲノムDNAに相叫する高分子のD:¥lAが全て完令に低分子化

する訳ではないことが分かる。電気泳動ゲル上で1立大部分のD:¥Aは処理以前と大壊な

い分 Fほを保っていると;言ってよいようにも思われるe ただし、通常のDNA抽出u.;で

はゲノムDN八は切断され、かなり低分子化してしまう@また、ここでゲノムJ)NA州、勺

としている織な高分子傾城の分織には特殊な電気泳動法が必投ーで、ここで行っている

通常の電気泳動法では分縦は盟めない。さらに..ssDNaser;育性が仁司していることか

ら、 DNA2本鎖の内の l本のみが切断されるいわゆるニックの入った状態になってい

る nJ能性が高いと忠われるが、通常υ〉電気泳動条件ではJ);\!Aは 2 本~Wの状態、で泳重h さ

れ、ニックが入っていたとしても検出できない。以上の問題点を考慮すれば、ここで

の尖験結果のみから高分子DNAの隊態について議論するのは無均があると青うべきで

あろう。

各種上j支性ガシ細胞にアホトーシスを誘導した場合、その初期にゲノムD1';1-¥が分 F

量50ksp以上の同大断片を生じることが勾lられている (Oberh<lmmerel al. 

1993)。また、組物ではタバコJ行遼細胞の低楓処埋による細胞死において、その初期

にゲノムDNAが分子量50-100kBplこ断片化しー次いでラダー構造が生じてくると幸lui

されている (Koukalovael aJ. 1997)。さらに、タバコ菜のタバコモザイクウィル

スに対する過敏感反応の初期段階においても間際のE大DNA断片が検出されている

(川ittlcrand Lam ] 997)。本実験系でも同様の初期の変化が生じているか否かに

ついては非常に興味深いところだが、その点まで実験を進めることはできなかった。

他に今回見られたようなJ)l¥.八ラダーが植物の細胞死誘導実験系で検出された例として

は、ニンジン培養細胞のエリシター処理による細胞死の場合 (KochCl aJ. J 998)、

ササゲ長のさび病菌接鍾による過敏感反応の場合 CRyersonand HeaLh 1996) .. 

などがある。 -)j‘タバコのタバコモザイクウィルスに対する過敏感反応においては

ランダムに分解されたDNAが検出され、ラダ一階i釜は認められなかったと報告されて

いる(!'Y!illlerand Lam 1995)。

-*項の;J;f験では等しい生蚤捻(もしくは線重母)の細胞を用いて同ーの1三lill'iにより

抽出したD~Aを等量のTEバッファーに溶解し.その一部を電気泳動した。 2GOnmの

吸光度からDNAの濃度を算出し (1μ区/m.1のDNA溶液は260nmの吸光度が0.02とた

る)、泳動11寺には各レーンのDN.i¥i止を約2μglこJiiijえたが.実際の泳動結果を見ると母

にかなりのばらつきがあったことが分かる。タンパク賀、多糖類その他の爽純物に
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よって定廷が I E しく行えていないことがl京民! と恩われた。 D~人のみを選択的に定丞す

る )jw'を採附すれば解決するが、 Dì'\Ah~に応じて発色させ、紫外線吸収を測定する Jj

法 (KeckJ 956) は操作がやや面倒な上に本実験で得られるような少誌のサンフルに

は適用が難しく 、また、蛍光色ぷによる定量は筒伎で精度も高し sが分析機器(蛍光分

光光度計)が手許に無いことから手憾に行うことは困難だという事情がある。そこで

以降の尖験では.より純度の1fJiいDi'¥Aが得られると期待される州出方法を試みた。ラ

ダーを鮮明に検出し、かっ処理に伴う変化を定~的に観察するためには、ザ ンフルの

DNA濃度を正しくtifEし、 i永動にIilいるD.¥JAむを適当に調整することが必須であろ

つ。

4-4 シトシンアラピノシド添加による細胞死誘導機構の観察 (1)

[緒言]

前墳により、 Aph、ara-Cによる細胞死とD入:ase活性の|羽述、ゲノムDN八の変化な

どについて、 一定の知見が得られた。そこで、本;項では分析の対象をara-('による細胞

死誘導系に限定してさらに詳細に検討することとした。Aplt、ara-C両庁の系について

平行して検討するのは難しいと判断し、 ara-C添加の系から調べることとした。

DNase活性の測定については、前項では特に分析条件を検討していないため、段々

の条f1:を調べる必要がある。そこで、 pHおよび、二[同協イオンの影轡、またActivily

Gel法の条例についても調べた。ここまでの実験で、同生霊訟の細胞を1;:;1哉のバッファ

ーを月1いて柑l出した際の粗酵素r:jlのタンパク質濃度が‘細胞死に伴って低下する傾向

がしばしば認められたこと、アポトーシスや植物細胞のプログラム細胞死で符々のプ

ロテアーゼの活性化が知lられていることなどから‘この系でのブロテアーセ、の関与を

調べることは必須であると考えた。人工基質あるいは天然の基質を月jいて細胞中のブ

ロテアーゼ活性を評価した。細胞死に伴う細胞隊態、特に械の変化に着目し.観察.

記録を行った。細胞の刷出成分については、 4-2の実験において劇的な変化はないとの

結果が既に得られているが、本項においては惰養液中の成分分析を含め、再度詳細iに

検討した。

[実験]

D:-.Jas守活性に対するplLおよび二二郎隆イオンの盤整s

守ョ‘



司司「

自主r1J熔化物定法による活性測定

継代後41l自にl1ra-Cをlmt¥'1添加し、 7日後に回収した細胞 (ara-C i，s)J!l、文仰の

を試料として粗酔素液を調製した。死事UI胞準 lまara-C処JlTIIXでGO%、対照では3C?~だっ

た。粗酵素液の訓i製1;):4-31こ記した)j法と同様に行った。調製したおl併おげ誌は続けて祈

性別l定に用いるもの、タンパク質定i止用のもの、下記のActivityGdi去にfFJいるものに

分けた。r¥cli¥'ilyGd法JT]のサンフルは100ft!限度ずつチュープに分注し‘液体宅業ιl'

で凍結させた後-80Cで使nl時まで保存した。活性測定、タンパク質定量JFJについて

は、氷/K'I'にi泣き.当11'ドに使川した。

活性7J111Atmのバッファーは、 25mM酢般ナトリウム/酢自主 (pI15.5)、または25mM

Tris-HCl (1)117.5)とし、基質としてはO.()mg/mJss IJNAをJHいた。パップ r'-11'に数

般の-.Ii国防イオン、 EUC久をi:f.i1.Jnし、あるいは無添加とし、両手ぷ活性に刈する影響を調

べた。バッファー中に添加lした二価|湯イオン等の濃度については以下に示した。

J. CaCI2 lm]l.1、 2.l¥lgC12 1 ml¥f. :3. CaCl:! 1 ml¥Hi¥'JgCI2 1m川、

l. 2nSO 110 tLI'vl. 5. 2nSO 11m::¥'1. 

G. ED1iミ10m1'l1. i.なし

醇索活性測定、活性算出の方法は、反応iAt度と反応時間以外は全て4-:3に準じた。反

応温度を37'C.反応JI与聞を15分に変更した。

;¥('/ ivity Geliま

ヒ記により調製‘凍結保伴した机酵素液を以下に示す一種類のActivityG巴]法で分析

した。電気泳動をタンパク質変性状態で行う場合 (SDS-PAGE)、変1"1:させずに行う

場合 (native-PAGE)の両者を比鮫、検討した。

(1) SDS-PAGE 

太郎分は4-:3に準じて行ったが、変更点が数カ所あるので重複する部分も含めて再び

手11/員を示した。凍結保存しておいた組酵素液に 3分の ]量のSDS-P."¥GEサンフルバッ

ファーを加えてよく混合し、?話'温から徐々に)JJ1熱し. 100でに到迷後さらに 2分間加熱

して電気泳動府]サンフルとした。分離ゲルは8cmX5cIl1の 12%ホリアクリルアミドゲ

ル(組成等の詳細は後述)とし、濃縮ゲルとして11%ポリアクリルアミドゲル (4-3と

同ーのもの)を分離ゲルの上部に重層して用いた。 w'a-C区‘対照それぞれの粗酵素i夜

ー?白
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をレーンに交互にn人し、これら 2 つで 1 組として扱寸た。ガンブルは 1 牧のゲ)~で

3組ないし 4組とし、タンハク質はいずれもSiLgfl1当訟を泳動した。[Cil機の前処1]1を

施したONasE' I 100p日十W.!'JI立を同時に泳重gJしたa タシパク質分子hlマーカーとして

Perkct ProlCIll Markers. lS-150kOa (Novagcn， [nc・.USA)を用い、 5μl分をl直後

泳却jした。泳却Jは200VJ主電灯てで行い、サンプルに加えたマーカ一色索 (BPs)が分離

ゲルの下部に達したところで終了した。

泳動終了後のゲルは濃縮ゲJレを切り捨てた後、以下の手)11買で処理した。

1. 25% 2-プロパノールを含むlOm.MTris-llCI (JJH7.5J、または10ml¥1酢酸ナト

リウム/酢酸 (p卜15.5)100ml中. 3 0分後に一度パッフプーを交換して合計 1時

間室潟で緩やかにJ旋盤した。

2. 2-プロハノールを含まない上記と問機のバッファ-100m]を川い、同様に振湿

した。

処理後のゲルは、上記の処理と|吋ーのバッファ一、すなわちlOmMTrisーrLCI

(pI-l7.5)、またはlOmM酢自主ナトリウム/昨駿 (pI15.5)100ml中で、 37'C、 1 6時間

インキュベーションした@ただし、分子鼠マーカ一部分はイシキュペーションの前に

切り縦し.GelCocif' Blue Slain Reagenl (Pierce ChemiじalCo.， USf¥)を用いて染色

した。 インキュペーション問バッファーに添加するこ{illi陽イオン、 ElYl'!へ等について

は、本I頁の、厳可治ft物定'挺・による活f'I，i!J.ljJi!に記した1.から7.と同様とした。ゲルを l

組ごとに分自f!し、それぞれを各バッファー中でインキュペーションした。 DNast" 1を

泳動したレーンは分徽せず、 No.3のバッファー中でサンプル l組と一緒に反応させ

た。

インキュペーション終了後、活性検出j目の部分は4-3と同様の下1I1自で染色、脱色を

行った。分チi立マーカーの古11分は、余分の染色i伎を除去するため純水rl-'に入れ、数回

7Jくを取り替えて l時間程度ゆっくり仮設した。マーカ一部分‘活性検出部分は共に内

色光下で観察‘写真記録した。

分隊ゲルの組成を以下に示した。

12%ポリアクリjレアミド (11.68%アクリルアミド/0.32%N，l¥工メチレシピスアクリ

jレアミド)、 O.375:vlTris-T [CI (pI18.8)、0.1.%SOS司 150iLg/ml 5S D;¥it¥、

-RO-
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501(g/mJフィプリノーゲン(午1m政烈)

ゲルの屯合従i盛期!として、 0.05%i品硫倣アンモニウムいPS).0.05%λ'..Y.!ヘ二v'テト

ラメチルエチレンジアミン (TEi¥lED)を添加1した。

(2) nali¥iで PAGE

電気泳動はDavis(196-+)のパvファ一系を用い、 scから10'<:限度に冷却しながら

行った。分関Itゲルとして、 l'lcmX10cmの7.5%ホリアクリルアミドゲル(組成等の詳

細は後述)をJfIい‘ i袋縮ゲルとしてG%ポリアクリルアミドゲ}~ (後述)を分間ffiゲルの

よ郊に豆腐してJI1いた。濃縮ゲルは蛍)UJを至近距織から照射して重合させた。試料

にはJ1L1Live-PAGEサンプルパッアァー(後述)を加えてよく混合し、タンパク質5/lg

相当選を泳iJiJJした。サンフルは上述のSDS-PーへGEの場合と戸]j菜、 ara-C区、対照を交

互に注入し、 2つで l組とした。屯気泳動は30mAの定電流でBPBがゲル下端からlcm

程度に達するまで行った(約150分)。泳動終 f後のゲル(j.サンプル l組を含むR11分

ごとに切り分け、さらに濃縮ゲルを切り捻てた後、醇索反応l侍にmいるバッファーで

平衡化させるため. 10m:¥'! Tris-IICI (pH7.5)、またはlOm'v!酢酸ナトリウム/酢酸

(pH5.5) 100m!I-!J. 3 0分後に一度バッファーを交換して合計 1時問、 4でで緩やかに

娠濯した。各々のバッファーに対しては、 CaCl:llmM、ZnSOl10μMを添加するか、

あるいは無添加!とした。

平衡化処理後、 37'Cに保った同ーのバッファー100mlを新しく加え.37("'、90分

間インキュベーションした.

酔索反応終 f後のゲルはエチジウムブロマイド水溶液に 30分間つけて染色し、次

いで純水中に数分間置いた後UVトランスイルミネーターをIl]いて観察、記録したe

naLI¥'e-PAGEサンプルパッファ一、分離ゲル、濃縮ゲルの組成を以下に示した.

nalive-PAGEサンプルバッファー.

250mMTrisー卜ICl(pJ [6.8)、，[0%グリセリン、 0.002%brornophenoJ bJue (sPB) 

分離ゲ)~ : 

7.5%ポリアクリルアミ ド (7.3%アクリルアミド/0.2%N. N'- メチレンピスアクリ)~

アミド)、 0.375:¥'1Tlis-HCl (υH8.8)、30μg/mlssDNA 

ゲルの墓合促進剤として、 0.05%APS、0.05%TE:-'lEDを添加した。
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濃縮ゲル:

5%ホリアクリルアミド (4%アクリルアミド/1%八一人-メチレンピスアクリルアミ

ド)、0.06251'¥'1Tris一I-ICl(υ11G.8) 

ゲルの震合促進剤として、 0.05%TEMED‘ 0.0005%リボフラビンを添加した。

ブロテアーゼ活性の検出

合成基演を用いた)j法

紛i代i麦411臼lこara-Cを1m，¥1添加!し.3m問地養した細胞(死細胞準:30%、対照

は7%)を試料として粧l解禁放を得た。細胞は問J!i(後液体安ぷ中で泌総させ、 -80でで

保存しておいたものを叩いた。試料調製、分析等は‘ J'vlinamiand Fukuda (1995) 

の報告を参考にして.以下の手II!rjで行った.

凍結細胞に50m1¥1リン酸ナトリウム (pl-17)、1111M ED工札、 1l11.MD"n崎を含むパッ

ファーを加え、ポッター型ホモジナイザーをj羽いて氷水'1'でホモジナイズした。抽出

I~ ッファーは、細胞重量100mglこ対して500μ lの別合で使用 した.ホモジネートはマ

イクロチュープに移し、19，000gにて 4"C、 I 5分間遠心分雌し上清を粗酵素i伎として

用いた。組青子柔i伎は反応にJH いるまで氷 ' 1' に箇き、 ~M11製当円 '1'になるべくいく使うよ

うにした。組醇素液のタンパク箆濃度は、フロテインアッセイCBs溶液 (7-カライテ

スク株式会社)を使用し、キッ トに記載の手順に従って測定した.ウシ血清アルブミン

を標準タンパク質としてタンパク質濃度を算出した。

酵素活性は下記の合成基質(ぺフチド研究所製)に対する分解活性として検出し

た。岡村:のカタログに記されているそれぞれの基質に対応する酵素を付記した。

1. Z-Phe-Arg-MCA (CarbobenzoxyじPhenylal<llly!-L-人rgm日1E'4-1vlelhyl-

oumary!-7-Amid巴)

対応酵素 -瓜l疑カリク レイ シ、カテブシンB、L

2. B(Jc-VaJ-Leu-Lys-MCA ([-Butm ... 'Ycarbonyl-L-Valyl-L-Leucyl-L-Lysine 1.1 

Mel hvl-Coumarvl-7-r¥m ide) 

対応酵素 :プラスミン

3. Br，-A..rg-MCA (Benzoy!-L-Argininp 4-MeLhy!-Collmar:1'1-7-Amidc) 

対応酵素 :トリフシシ

商事案反応により芸賞Peplidy!-;.JH-MCAからAl¥IC(7-A1吋no-4-~ l et lwJ -

82 



『司「

('ol1mnrin)が遊出世する。その母を測定して酵素活代を3下山する。

自手ぷ活性炭'1i.E1時の反応溶液組成を以下に示した。

O.lM Ilitri1Iナトリウム (pト15)またはリン酸ナトリウム (pI-l7)またはホウ酸ナトリ

ウム (pJ1 9)、SO/tM基質 (lOmMDMSO (climetllylsulfoxide)溶液をZ声ド製して添

加)

E子系反応はUV吸収測定用のセJレ中で行った。予め37'Cに保温した反応溶液980μlに

将l醇索液20μlを加え、 370n111のl汲光度を 3分間測定した。 2分から 3分の附の吸光l支

変化11まから 1 分際I~í りの八MC;佐維邑をエRめた。 各 pHのバッファーにおいて、 AMC標

品を川いて37011111のl汲光度と‘仙1c濃度との関係で検塁線を作 IJ. これをもとに遊離

AMC量を算出した。

再手索活性は、 1分間に 1μmolの，仙ICを遊縦する酵素尽をlUとして表示した。

カゼイン分解活性

継代後 4 日目(こara-Cを 1111M添加し、 3 日間取.~した細胞(死細胞率; 29%、対照

は7%)を試料とした.細胞は阿収後液体窒素'1'で凍結させ、 -80'Cで保仔しておいた

ものをJTIいた。組酔¥;，{毒液は、 50m1'1リン酸ナトリウム (pT17) . lrnM EDTA‘11111¥1 

DTf、20%(v/v)グリセリン、を抽出用バッファーとし、合成基質分解活性の測定時

と同隊の手順によって調製した。また、粗酵素液のタンパク質濃度についても阿様に

測定した。

E手素1活性は.基~1カゼインの分解量を事判定することによって算出した。分解量は、

タンパク質定量JTJのCssG-250を用いて反応前後の7Jゼイン監を定量‘比較すること

によって求めた。すなわち、 CssG-250によって定量され得るタンパク質の分子量が

約3000以上であることを利用し.反応前後でのカゼイン琶を測定するととで、時孝系-反

応によって低分千化したカゼイシ設が算出できるというβ法である (sickerstafTand 

Zbou 1993) 

酵素活性測定には、 O.lMリン倭ナトリウム (pI-l7) またはホウ酸ナトリウム(1)11

9)、lmg/mlカゼイン、 20%グリセリン、を反応溶液として用いた。カゼイシは

1-1ammarstenクbレード(和光純薬)のものをJHい、 50m!¥1リン酸ナトリウムバッファ

ー (p]17.9)に10mg/1叫の濃度で溶解させ、 100"C、 1 0分加熱した。放冷後、ホア

ー向3
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サイズOA5μmのフィルターで憾過し、ストック溶液として冷縦席で保作した。ス

トック溶液を適宜希釈して使則した。

37"Cに保温しておいた反応溶液190μlに、組酵素液10μiを加えて反応させた。添加!

直後 (0::ii) . 3 0分後、 60 分後に、反応系から 20~!lをとり、プロテインアッセイ

cßßr~手液(机EEぷのタンパク質定肢に用いたものと同一) Lm1と混合した。キッ トに記

載の操作法に従って595nmO)rYk光度を測定し.CsBI容液に対する吸)'f:.度のi首加からタ

ンパク質訟をJ;HI¥した。ス トック終液を川lいて.活性測定時と同 ーの各pHのバッファ

-20μ11'1'にカゼイン20μg、J5 tLf~ 、 10 μgが含まれるように調製したものについて、

|司肢にCsI3溶液による定散を行い、検沿線を作成した。この検量線をもとに.それぞ

れの時間における反応系Iいのカゼイ ン量を算出し、反応に伴うカゼイ ン分解最を求め

た。

Caspase活性の検出

縦代後 3n日(こara-Cを1111M添加し、。、 16、24、40、48、64、72、

88時間後に細胞を回収して試料とした。粗酵ぷi夜の調製、情性検出法については、

del Pozo and Lam (1998). Yamashita et aJ. (1999)、Takahashiet al. (1997) 

を参考にした。 醇索活性はCa~Pélse-3 、 l、 7に特異的な基質として合成された、

Ac-DEVD-l¥ICA (AcCc'Ly1ーし AsparLyl-L-GluLanwl-し-Valyl-L-A'iparLica仁・icl/[-

l¥lell1yl-Cownan'l-7 -A11licle、ペフチド研究所製)を基質としてmいて測定した。

細胞(約15umg)は液体安ぷで凍結させた状態を保ちながら、乳鉢'Pですりつぶし

て粉末化した。その後抽出バッファー(後述)150μlを加えて全体をさらにすりつぶ

し、全患を 1.5m1容のマイクロチューブに修した。その後氷中で融解させ、 20分間

時々偲やかに批判きしながら州出した。次いでO'C、 19白OOOgtこて 15分間遠心分離し ‘

上消を粗酵素液とした。組酵素液はマイクロチューブに移し、液体窒*で凍結させ‘

80.Cで保仔した。分析に使用する際は解凍してmいたが、 -Q解凍したものは氷中に

怪き、当日中に使い切るようにした。粗酵素液のタ ンパク質濃度は、既述。)!i法と阿

機に測定した.

画事素JJi.)t;ltuv吸収測定用のセルrl'で行った。予め30'Cに保混した反応バッファー

(後述)760μ11こ粗酵素液40μlを加え、 370nmの1]&光度を4分間測定した。3分から

4分の問の吸光度変化量から 1分間当りの/¥!¥lC遊離量を求めた。分析11寺と同 ーのバッ

ファーにおいて、.-¥i¥tC標品を肝lいて370nmの吸光度とん;'vlC濃度との関係で検盈線を

作り‘これをもとに遊高佐久，MC盆を算出した。酵素活性は、 1分間に 1μrnolのA¥!!Cを

81 
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遊離するMiI号f置を1じとしてぷ示した。

州市パッフ γ一、反応パップアーの組成を以下にぷした。

lltJiUパップ 7ー・

lOOmM Ilepes (!ヘι2-ll~'clro^'yelh~'lpiperazinc-N'一2-ethanesulfo l1 ic acid)-KOll 

(pl-! 7.5)、10%(v/γ)グリセリシ、 lOOmtdKCL 11111[¥，1 [¥lgCl2、10mr..!EGTA (0，0'-

bis (2-<lJ11inoelh)'1) eLhylcnegl)'col-N， N.i¥ぺN'-lelraacelIcacicl)、 20m11

clilhiolhreilol (Dγl')、 21111¥1PMSP (pl¥el1)・Imelhyl slIlfol1yl flllolide)、1001dv]

leupeplin、100jtMChYIT10Sl<1lin， 100μM pepstalin A、200μ1¥1nnli]Jain 

反応バッファー:

50rnl叫11巴pcs(p] T 7.5)， 20% (v /v)グリセリン、 50ll1.MKCl、2ml¥11¥1日CI2、51111¥11

EG'I丸、f)mg/mlウシ血清アルブミン、 O.L% (w /¥') ('1 IAPS (3-[(3-

cho!amiclopropyl) dimellwlarnmonioJ propanesulfol1ic acicl)、10mMDTI'、 1m[¥1

PMSF (phcJ1yl 111巴thylsulfonγ1 fluoUcle)、5μ 1¥1lellpeptin、5μMchymosta凶1、5

μi'，.l j)E、υstaUnA、10It 111 anLipain、10011. /-"'1 Ac-DE¥'D-[¥]C八 (!Om1vlD~1S0i'容f伎を

調製して、添加)

t期日担t公の分析

継代後4日目にara-Cをll11M添加し、 0日問、 2日目、 3日目、 6口自

の細胞および培養液を回収して試料とした。細胞は生重量130mg程度を回収し、全長

を凍結乾燥、粉末化した後酢自主エチルを1m]加えてn寺々 J免除しつつ 211寺岡抽出した。細

胞を除去し、 iW酸エチj川口500μlをマイクロチューフ1ことり、酢酸エチ)1，を減圧留去

した。残i査に50μlのsSTFAを添加して反応させ、内0.6μlをGCに注入‘分析した。

縫養液は細胞総別時に憾液として同収した。 I音養液5rnllこ酢鮫エチルlmlを加えて数分

間よく振りませ命、 800gで10分遠心分自fiし、酢酸工チ jレ相を全量マイクロチューブに

移した。同綴の摘出を 2 回行い、 t~1tll物は 1つのチュー7'にまとめた。酢酸エチルを

i域圧留去し、残溢を試料とした。この残溢に30μlのßS甘~Aを添)JI1してでMS化し、内i

IIIをGCIこ1t人した。分析条件は全て4-2と問織に設定した。

細胞様態の鋭察

縦代後4日|弓lこω-a-Cをlmllf添加し、 8日間消養した細胞(死細胞率:65%、対照



は 1 %) を li~ 1収し、試料とした。 これまで記してきたのと同様にエパシスブルーによっ

て染色し、細胞犯を検出、写真に記録した。

核の様態の観察は.以下の手111ftに従ヮて行った。すなわち、細胞をエタノール/酢

青空 (3/ 1)で約 111寺/I}j[剖定し‘同定液を捨てた後新しい液体格地(培養にHIいたも

のと1i'ilfIR)で数阿洗浄、最終的に適当世の崎地に懸濁した.この細胞懸溺i夜に対し

て、 I l oech~l 333"13 (Cal¥コiocllem-NovahiochernCor[l.)を終濃度20μg/mJになるよ

うに添加し、 10分間程度染色した。UV(330nm-38511111)照射によって励起させ観

銭、記録した。

[結果 -持主要]

D'Jas寸前性に対するpl-Iおよび二印lil場イオンの影響

酸nJ浴化物定量法

Fig・1-13に結果を示した。 pl-l5.Sの方がpI17.5より全般にやや高い活性を示した。

p115.5では、 Z11S0I 10μMまたは無添加の場合に最も活性が高かった。 ZnSOI

1m.¥!. EDTA 10mMの添加|で、活性はやや阻答された。Ca'、¥{g は活t't促進効果を

持たず、むしろわずかに術性は阻容された。これらの祈性の阻害、促進のバターン

は、 ara-C区、対照で十11似j形を示した。

pI-l 7.5では、 ara-Cli:でCaCJ2lmM+MgC12 JmMの添加時に鼠も高い活性が認めら

れたが、 CaCtl rnl\. 1 、ルIgCI~ lnul、ZnSOl10μM、無添加での活性1山と大きな差}

無かった。 対照ではCaCI~ Im M添加が最も活性が高かった。この似はCaCI3

lmlvl十MgCJ2111lM、MgCI21η協4添))[Jll寺とは大差なかったが、 ara-Csの場合と異な

り、 ZnSOt10 μM、罪、L添)Jllの場合と比較するとかなり差があるように忠われた。ell丹

、区、対照ともにZnSOtlmM、EDTA10mr.[で活性はかなり阻害された。対照での

EDTAによる阻害が特に大きいと思われた。

以上のことから、組醇索中のDl'¥ase活性を持つ酵素として、 pJ[5.5で活性が向く‘

Ca'、1v!g"要求性の無い酵素と、 pH7.5で活性が高く‘ Ca'、Mg'によって活性化さ

れる酵素の少なくとも 2つがirfEしていると考えられた。さらに、 ara-C区では前者

が、対照では後者が多くの割合を内めているのではないかと思われた。これは、対照

においてはCa あるいはル19'を含む場合には1?;tこplJ7.5での活性がpl[5.5での活性よ

り高く検出されるが.ara-C区においては!司条件下ではp1-15.5での活性の方が高く検

出されることによる。

以ヒの結果より、凡ra-C誘導細胞死に伴う D:'-iase活性分析を般可~寺化物定!ìtによ っ て
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行う際には、 p113.5、ZnSO1 101.11¥1、を反応バッファーとしてffIいるのが迎吋だと巧

えられた。

-¥clI¥'iL.¥" Gel必

(L) SDS-PAGE 

pl r 7.6で酵素反応を行った結果を、 I下ig.4-14に示した。 CaC12I llli¥1、ルIgClz

I111M. CelC12 ImM+MgCI2 1m}vl、の場合にはいずれも同線度の活性が認め':'れた。

日ra-C区、対照とも問ーの泳動距離(約:33kDa)に活性が検r-I:，されるが、日ra-C[ぎのプj

が活性が高い.(也の日目位には活性は見られなかった。活性者g位を細かく観察すると、

llrel-Ci.25:‘対照共に少なくとも 2つの連続した活性スポットからなっていることが分か

る。ara-C区では、対照に比べて全体に高活性が認められるが、 1永動距離の鋭い(高分

F量側の)方の所性が‘より高くなっている ((C)、矢頭). ZnSO 1 lml¥.[、EDTL¥

10ml¥1では全く f汚性が検出できなかった。 ZllSO1 1 0 IL:Vlあるいは無添加lでは、弱いな

がら活性が認められた。この結果は、前述の酸可溶他物定:;aによる結果において、

性1・日ーC区のZnSOll0μ九A添加|侍と、 ('aC12lmM、l¥.lgCI21m1¥'[、CaC12 Jmi¥1 + l\ [gCl~ 

Jlru¥[添加j)寺の活性がほぼ同等だったこととは一致しない。この現象については‘イン

キュベーション|時の酵素の失活によるのか、 SDSによる変性、電気泳動、再祈性化の

過程で本来の画事素と異なる性質を帯びたためなのか、あるいは、電気泳動後にゲル l二

で活性を検出できる酵素が、車問手素液rlコIこ存在している酵素の一部にすぎず、組。昨日号

での活性を十分に反映していないためなのか、これらのいずれにも当てはまらないの

か、現状では不明である。このように、酸可溶化物定量による測定と、 AcLivilYG('li去

による測定とを一律に論じることには無理があることが明らかになった。しかしなが

ら、入札iviiyGel法の場合にも、細胞死に伴うDi¥ase活性の変化がある程度は反映され

ているように盟、われた.

なお.pl-15.5で反応させた場合には活性が全く検出できなかったため、結果は示し

ていない。これは‘酸性条件下での長時間のインキュベーションにより酵素が尖活し

たことによるものだろう。基質DNAの分解がゲル上でllmlJ可能な状態になる以前に齢

来活性が低下したものと考えられる。細胞組勝泰液の目立可溶化物定量による活性:測定

ではp1-[5.5の方が総じて高活性を示したが、高々 15分間の反応では失活の影響が表

れなかったためだと忠われ手当。
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Fig. 4-14. Effect of cations and EDTA on ssDNase activities following 

SDS-PAGE 

(A) and (B) : The rlLlmber under each separate gel represents incubation 

buffer number shown in the text. 111 each separate gel， crude protein 

extract obtainecl from control and ara-C treated cells were loaded on the 

left and the light lane， respectively. 1n gel 3， 100pg of DNase 1 was also 

loaded (lane *). Molecular mass (Mr) markers are given in ldlodaltons. 

(C) : The sam巴g巴1as shown i11 (A) under magnified view. Arrowhead 

indicates ssDNase activity activated more intensively 
(cominuerl on IlCXI /Jr:lge) 
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Fig.4-14. (iιοηtinuc(/J 



(2) nali¥'c-PAGE 

Fig， 1-L5に結果を示した。活性官11位はDNl¥の蛍Yeが矢われ、主尽く写る。pl[7.5で

は‘いずれの組にもr?d'l:が認められ.ma-C処理区のノ与がより高活性を示すことが分か

る。ゲlレの仙の告fI位には活性は見られなかった。CaCI21mM添}J日時に最も活性が高

く、無添加‘ ZnSOI 10 /1 I\ J、のJII~iで活性が低下するように見えるe 活性古川立はiiÌ<iJIh ん

向にruコて狐;散して表れ、分離が芳しくないことが分かつた。いくつの僻表が活性部

位周辺に存在するのかは判定不可能だった。 ν卜i5.5では、活性は非常に低く検出され

た。 '.{miイオンの影響は、 pH7.5の時と同傑の傾向があるように忠われた。低所性の

l京国は火活によるものと奪えられる。 lコト[5.5でのインキュペーション時間は、 11Cでの

平衡化 60分、 37'Cでの酵素反応 90分の合計 150分であるが、その問にかなり

失活したことが明らかである。

以ヒ(l)及び (2)より、 AcLiyityGcl法で検出可能な粗酵素中のDi¥as<'1立、敵性

条件下で失活しやすく 、また、 Ca"または.Mg'によって活性化、あるいは安定fとされ

る醇素であることが分かった。 Activiぽ GeJ法で粗酵素i伎のDNase活性を測定する場合

には、 II卜r7.5のバッファー巾、Ca'またはMg'ι を添加して酵素反応を行うべきだろ

う。また、分間置の様Jから、 nalive-PAGEによる篭気泳!IlJJは不適ちであると忠われ

た。酵素が本来の状態から不可逆に変化する可能性はあるが、良好な分離を月号す点を

考慮して、 SDS-PAGE後の活性検出が妥当だと考えられた。

分子量に基づく分l厨と酵素ffi性検出を¥Iil時に行うことが可能であるとの則待から

ACLI¥'ぺlyGeIr.去を試みたが.得られる情報はかなり限られたものになることが明らかと

なった。粗酵素液中のDKasE'について詳細な情報を得るためには、カラムクロマトグ

ラフィーによる酵素の精製が必須であると思われた。

ブロテアーゼ活性の後出

合成基質分解活性

プロテアーゼ所性の測定には、基質として天然のタンパク質をJ1Iいる)j法と、対象

とする醇来の基質特異性を考慮して合成された人工の基質を朋いる方法がある。 fiTi々

のフロテアーゼに対して合成基質が多数調製.販売されており.粗酵素中の不特定の

酵素を対象にした場合、その活性測定に過した合成基質を~ヰRするのは図縦である。

そこで本研究では、ヒャクニチソウ管状嬰素分化系でのフロテアーゼ活性の測定

(l¥linami and Fukuda 1995)を参考にし、同様の基質を用いてilJ'a-C添JJ[lによる
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細胞死でのブロテアーゼ祈伐の検出を試みた。それらの基質に対する分解伝性と反応

系のpJ Iとの関連を考察した。本項目緒月で述べた羽l~宇奈液中のタンパク質濃度が減少

すとJという現象は、死細胞が倒立ち船めるのと問H寺湖から認、められるように盟、われ

た。そこで、 ara-C添加 3日開の、死細胞が急噌すみ時期の細胞を試料として選択し

た。

Fig. t!-16(こ分析結果を示した。 ara-CIζ 対照ともに、いずれの基質に対しでもpH

が向くなあほど活性が高くなる傾向が認められた。また、 pl19では、どの法貨に対し

でもara-C医が、対照に比べて高い分解活性を示すことが分かった。他のpトl f~(ではl列

らかな傾向は認められなかった。 3つの某質それぞれに対する分解活性の値から、

sz一八rg-iV!CA、 Z-Pile-Arg-MCA(こ比べ、 soc-V nl-Lell-Lys-\'i(~Aは理事素との持Hn

性がやや劣ると忠われた。これらの結果から、この系におけるブロテアーゼ活性の測

定は、 Bz-A.rg-MCt¥、7.-1コ'hc-Arg-¥1CAの21亜熱ーを息質とし、1)119で行うのが適当で

あると判断した。

カゼ fン分解活性

中性から地j主1'1:条例，下でのフロテアーゼ活性を脇JZ、く検出する目的で、カゼイ ン分

解活性を測定した。

各pI-l(7、9)、反応il年間 (0分、 3 0分、 60分)、における反応溶液20i!1"1'に

含まれるカゼイン註の変化を、 Fig.4-17に示した。 0分から 30分後までは減少が認

められるが、 30分から 60分には全く減少が見られず、むしろ値は泊)Jllしていた。

この原悶としては、酔素が::30 分後までに尖柄した、組酵素液中のタンパク質が I~ 身

のプロテアーゼ活性によって自己分解した.カゼインが適当な基質にならず、 30分

後までに分解可能な在日分が全て分解された、の内のいずれか、あるいはそれらが複合

したものをあげることができるだろう。 30分以降の増加は分析手法の問題などから

測定値がぱらついたためではないかと思われる。すなわち、反応|待問が長くなると J~

にタンパク質量が地加することはあり得ないことを前健すれば、ここで示された測定

怖の上で地加分に相当する程度のタ ンパク貿泣 (0.5-1μg程度)については定量的に

論じ得ないと考えるべきだろう。全てのil寺問で、カゼインf誌が基質として~初含まれ

るべき量より多いことが分かる。これは、組酵素液中のタンパク貸のイHfの1也、上述

のような測定の!自主に問題点があることによると忠われる。以上のことから、カゼイ

ン分解活性のiJ!lj定については、分析すー法を含めて再度検討が必要であると思われた。

ただし、今|司の分析結果からは、細胞死r:伴うカゼイン分解情性の急激なと'4が無い

.95 



.......... 

AcLivily (U/mg prolein) 

。。
ζコ

ui 

c、
ζコ

-》(
 

ハuJ

N
I』
υ
F
A
M
・
〉
「
問
。
F
{〈
U
〉

切
O
円
。
〈
白
一
「
叩
E

「
』

3
7一
の
〉

∞N
〉

「
間

玄

の

〉

.t. 
Cコ'" cコEコ

百
虫

c.n 

、3

にD

巳3可

、3

、。

ιn 

寸

、D

『

一

同

事

H
m

ヱ
〕
『
己目
.
0
一
周
三
円
白
円
己
主
立
巾
凶
白
岡
山
一
コ
同
門
司
巾
百
円
一
丘
三

tF
一
の
〉

m
E
F凶
2
.白
戸
市
山
一
コ

2.Z止
命
向

2
M
m『
ヨ
命
日
D
E
E
D
2
M
P，
D
ヨ
国
-
.
印
4

の

E
，
。
副
門
巾
且
白
コ
牛
肉

0
2
門「
O
一
円
。

=
m
w
n
c
一
円
己
目
巾
丘
町
D
-・

ω邑
田
町
目
白

{-hnM
-
m
E・
担
ー
の
国
門
{
且

-
2
0コ
・



『ザ

ara-C -0ーー
25 

24 

23 

32 

出

)口
一U
凶
四
一
)

(A) 

:n 

60 30 

incubation time (min.) 

20 
0 

ara-C 一ーローー
25 

24 

22 

23 
(
国
之
)
口

-umZNυ

(8) 

21 

60 30 

incubation time (min.) 

20 

0 

Caseinolytic呂ctivityat pH 7 and 9. Residual casein amount (μg) 

in 20μ I of reaclion mixture at each time is shown. 

(A): pH 7. (8): pH 9 

Fig.4・17



と結論するのが妥、21であろう。

Caspase活性

川いた細胞系における死細胞率の経11寺変化をFig.，1-18に示した。これより.細胞死

誘導の初期から1"期に相当する細胞を試料として回収できたと与えられる。これらの

細胞から剥製した乳l酵素液の全てにおいて、 fr号11，測定時間]内でのAMCの遊離は全く認

められなかった。従って、これらの純鮮系中には基質八c-DEVD-MCAのアスハラギ

ン ~!i 9~ U. とA\1C との結合青[1分を加水分解する祈性が無いことが縦認された。 これは今

回の実罰金系における細胞死誘導11寺にはCaf;pase綴の商事ぷ活性が誘導されないという可能

性を示唆するものではあるが、必ずしも断定はできない。]211ち、例有 の制1111包において

細胞死の初期 lこCuspase.j:~自陣表の活性化が生じていたとしても、それらが系金体で見て

多数の細胞でほぼ同時に起こるか、あるいは活性化のH寺間にずれがあってもその活性

が細胞内で長時間維持されるかのいずれかでない限り、系全体としてはifit'1:化を検出

できない可能性がある。 liS-I'1:iJllI定lこJTH'た基演が適当でなかったという可能性もあ

る。 ]]11ち‘ DEYlコ西日列を認識する醇素(=ぐaspuse-3、-1、一71茶の商事ぷ)が存従し、生

体内ではある特定の甚災に対して活性を持っていたとしても、 inI'itr，οではみ~質のr'\.i\l門

部分を遊離させるに至らなかったという場合である。このような場合には、(也樋の

Cuspaseに対して設d十された合成ぷ質を用いて活性をiP.lliEすればCaspllse傑解案の活性

に応じてA.. i¥1C遊離が認められる可能性があるだろう。実際‘タバコ菜のタバコモザイ

クウィルスに対する過敏感反応死において、議から刷出した粗酵素液中のCas[Jase様醇

素の活性化を検出した例では、基一質Ac-DEVD-MCAの分解活性は全く検出できなかっ

たが、その一方で類似の法質Ac-YV八lコー恥lCA(Acet~'I-L-lVrosyl-L-VaJyl-L-

.t-¥lan::，'!-L-Asparlic acicl 'I-M<'thy!-Coumary!-7-Amicle)の分解活性上界が認められ

ている (delPOZO and Lam 1998)。

今回用いた系において、今後さらにCaspas巴様静素の関与を調べるに当たっては、同

t.aCaspasc様酵素の活性を測定する以外に、 CaSPelse{道路卒業Iこ対する特典的な阻害淘jを

用いて、その細胞死に対する影響を評価するのが有効な手段になると考えられる。ま

た、既に述べたように他極のCClSυaseに対して設計された基質を用いて.その分解1;~性

を測定することにも検討の価値があると思われる。

抽出成分の分析

刷出に用いた細胞のnra-C添加後の日数と死細胞率は. 0 1::1 fl (4.8%) 、 2Il FI 

-~JIl-
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(m-a-C:5.2%.対照 :3 . 2% 、 f~'J1ll r);J以下問) • :3 11討(1.8.:3%、G.・10'Q). 6 U IJ 

(52% 、 -1 . 8%) であった。系全体で見て細胞死誘導初~ttjから中期ないし後期にかけて

の細胞を回収できたと思われる。

fig. j 19にGCによる分析結果を示した。細胞抽出物については、 "12 (17ig./1 2) 

で述べた 8分から 10分にかけての 2つのピークと同ーと忠われるピークが、ややj曽

川傾向を示すこと以外には、 ara-C添}JIIによる変化はほとんど認められなかった。日一

シトスチロールのヒークがやや小さくなる織にも思われるが、 Fig.4-2で示したものと

は兵なり、判然としない。同時期のIR養液については.細胞死の進行とともに βーシト

ステロールが減少し、保持時間の小さい物質がl潜JJI]する傾向が認められる。なお、通

常の矯長ーでは陥義知]問のi並行とともに地養液中に月一シ トステロールが替隙することが

明らかになっており(~1:上ら 1996).今回の実験でも、対照においては府地中のs-

シトステロールが口釘ーに噌加することが確認された。

細胞様態の観察

Fig. ，1-201こエパシスブルー染色像. 1 loechsl 33342による核の蛍光染色像と(15光

で‘の観察像を示した。 ara-C区では、エパンスブルー染色時に縦11包の他に細胞出来と思

われる??く染まった破片が多く認められた。エパンスブルーにより泌染される死細胞

は、ブロトプラストが収納し細胞墜との問に|験問が見られる。また、細胞全体がー憾

に染色されず、濃淡があるものも多く見られた。対照では細胞外の破片は殆ど見あた

らなかった。また、在住細胞ではブロトプラストと細胞墜との隙聞は見られなかった。

I loechsL 333'12は‘動物細胞に附いた場合、細胞の凶定が不要‘つまり生細胞の染

色に適すると報告されている(原n'平岡 19(8)。そこで、岡定を行わず純slI包懸溺

i仮に直接添加して観察したが、本研究で用いた イチョウ地養細胞では数時間政糧しで

も生細胞の核は始ど染まらなかった。従って細胞の値|定は必須であると判断した。ブ

ロトフラストの収縮した死細胞は、 (悶定前の)生細胞に比べて核がより強い蛍光を

発し、周囲との境界が明日京で、また核自体が凝縮している憾に思われた。このような

細胞死に伴う核の変化は、援の老化 (YenCL al. 1998) ，タバコ倍長細胞ω低施処

理による細胞死 (KoukaJovaeL aJ. 1997)などでも報告されており、類似の変化が

生じているものと思われる。核そのものが断片化しているか否かは判別できなかっ

た。

1mト
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4-5 シトシンアラピノシド添加による細胞死衿導機備の鋭祭 (2)

[締局]

前項により‘ DNase活性、プロテアーゼ活性の適当な測定条件を決定した。そこで

本項では、 ar日一C添加の系における納Hf!lYEの誘導、 D¥1ase活性、プロテアーゼ前性のや

動を経11手的に分析し、それら相互の関連について考察した。

[実験]

lコf¥aset町並の分析

継代後 1円1=1に白a-Cを11ll3vl添加して情義し、毎日(ただし、 6卜!日の次は 811U 

に行った)細胞をl司収して凍結保存した。継(cs寺から試薬添加までの細胞も間後に回

収し、試料とした。継代時も含めて作業の[1寺刻を記録し、分析値は日にちではなく H年

間で示した。これは以下の項目についても同様である。

*.11酵素液の2崎製、 DNasef日生の分frrは4-::3と問織にfiった。酵素活性の測定は、 10

μ1¥1 ZnSOcjを含むp[[5.5のバッフ 7一小で行った (4-'JでのNo.4と同)。反応は37

℃、 1 f)分とした。組酵素液のタンパク質濃度を測定し、タンパク質量あたりの

DNasE'活怜を示した。

AcliviLy Cel法による分析は、基本的には4-4に記したSDS-PAGEで分離するノ引去に

従った。ただし、基質ssDNAの泌l:!tを50μg/mllこ、ゲルのサイズを L4cmXlOcm!こ

変更し、電気泳動は30mAの定電流で行った。ゲルのインキュペーションは、 CaC12

lrnM十MgC12JmMを含むpH7.5のパッフ 7ー中で行った(同項日の~o. 3.と向)。

プロテアーゼ活性の分析

上記と同時期に回収した細胞を用いた。匂1-4!こ記したものと問機の手111ftでm酵素液の

訴]製およびブロテアーゼ活性別l定を行った。酔索活性測定は、基質としてlヨZ千¥rg-

l¥lCA、Z-Phe-Arg-MCAの2磁煩を用い、 pIl9のバッファ一中で行った。酵素反応は

::25'Cで3分間行い、 2分から 3分までの l分間の遊詩臥!vlC盈から、活性を算出し

た。組醇素液のタンパク質濃度を測定し、タンパク質量あたりの活性を示した。

ゲノムDf¥Aの制l出 ・電気泳動

|明記と同時期の細胞(生重量で‘100mg程度にそろえた)を回収し、凍結保存した。

Di¥A抽出月jのキットであるi'¥ucleor・1Phytopure (Amersham Pharmacia BiotE'仁川

-107 



を)rJい、添付の使用)ji去に従ってDNAを州出した。得られたD!¥入l正;)0111のTEパップ

rーに熔併させた。 26011111の吸光度からDl¥'A尽を算出し、 DN八'2，ιF相、可盛を沼気i，I<

!KIJに用いた。

電気泳動は0.7%アガロースと0.65%SiT叩 RGELを混合して支持体とし、九百パッ

フ Tーをゲル作成およびi永重IJJtJのパッファーとした。 1ノk 玉~J後のゲルはエチジウムブロ

マイドで染色し、 U¥"トランスイルミネーターを用いてD;¥.Aを検山、'りi:Uに記録し

た。

[結果 考空気]

D¥JasciiS性の分lfI

Fig. -1-2 11こRra-Cr~}J日時と対照におけるDNase活性の続11与変化を示した。 fjg ぺ-

22‘4-23には、それそ、れara-ClX:、対照でのDNaSe活性と9E細胞本との関連をボし

た。Fig.~-21より、 ara-Ci~JJO により 、 4811寺間目 (2 n目)以降D¥)ase活性1J'急速に

上界することが分かる。 Fiε.4-22の結果からは、死細胞のJ曽川!とDl¥ase活性の上昇が

同時に起こっているように思われる。

対照でのDl'ase活性11直および死細胞怒は分析期間を通じてほぼ 定の値で准移した

(flg. "ト23)。

AcliviLy Gelt.去による分析では、ゲルを大きいサイズにして分縦能が向上したため、

これまで少なくとも 2っと認識していた活性が、 3つ以上からなることが分かつた。

ara-C処珂区では、酸可溶化物定良法による活性上昇に対応して、数日目の活性の内で録

も高分子。ll)の活性の上昇が認められた。これは4-4で観察されたものと同様の結果とい

える。対照では、活性の変化は認められなかった (Fig.1[-24)。

プロテアーゼ活性の分析

Bz-Arg-MCA、Z-Phe-Arg-MCAlこ対する分解活性を、 Fig.4-25、十26にそれぞ

れ示した。どちらの基質に対しでも、 ara-C添加に f't~ う特筆すべき汚性の変化を見出す

ことはできない。 4-4(Fig. 4-1 G)ではara-C区が対照より高活性であるとの結果を得

たが、今回の系で同時期に相当する細胞での活性を見ても必ずしも問慌の傾向が認め

られるわけではなかった.活性値自体がかなり低下しているが、これは反応温度を下

げたことによるものだろう.ara-C 区、対照ともに各時間での分析償問のばらつきが非

常に大きいように忠われた。これより、組酵素液の銅製や分析操作の過程で降ぷの失

活が進行している可能性が考えられる。基質が不適当だったため安定に活性を測定で
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ぎなかったという可能性もあろうoliiに分解活性が低いために、結セの渡肱lにt11来す

るぱらつきが大きく見えたにすぎないとも考えられる。いずれにせよ、これらの本質

をJけいてara-('誘導制n胞犯にI'Fうフロテアーゼ活性の変動を測定するのは不適当だ‘った

と言わざるを得ない。仮に何らかのプロテアーゼが個々の細胞で細胞死の|僚に誘導さ

れるとしても、系全体として分析した場合にその活性が検出できるとは限らないこと

も与慮、しなければならないだろう。今後は、改めて適当な基質.分析条件を検討する

とともに、細胞死の段階毎に細胞を分5l'Jし.それぞれについて鮮点前性の測定を行う

ような実験系の維立が必要だと忠われる。

グノムDNAの様態

'Fig.4-27に電気泳動の結果を示した。 ara-C処理l豆 (8)ではレーン3(7 :3時間

後 :3日目)以降断片化したDNAが目立つようになる。やや不鮮明であるが、断片化

D:'-[Aの音J\分にはラダ一機パターンが認められる。この時間はD~lasE'活性の顕著な上昇

が総められる時期であるが、 DNase活性はその前日からすでにヒ界を始めている

(Fig. 4-21) 0 レーン 2では断片化DNAがほとんど認められないことを考えあわせる

と.DNase活性上昇の結巣としてDNA断片化が進行したように見える。すなわち、ゲ

ノムDN八が、活性上昇が認められたDNaseの点の基質となっている可能性が高いと考

えられる。ただし、 DN丹ser活性を持つ酵索が複数存花することが、ここまでの実験で

強く示唆されているため.その中のどの分子がゲノムDNA分解に直後関与しているか

について、今後検討する必要がある。

対照 (A)では、断H'化DNAは基本的にはほとんど認められなかったが.レーンに

よっては断片化したDNAをわずかながら持つものもあった。断片化DNAの部分には

ara-C処理区と問機のラダ一様パターンが認められた。これは、対照ではあっても.

定数の死細胞が常に存在していること、あるいはDNA柑J l:I:l n~fにJ負傷を受けて断片化し

たこと、などが原因と思われる。また、断片化DNAのβが高分子DNAより抽出されや

すいため、結果的lこ抽出DNA溶液中の断片化DNAの割合が大きくなり、電気泳動像と

して見た11寺に断片fヒしたものが目立ったためとも考えられる。
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t1-(3 クロロホルム添加による細胞死および一;次代謝発現誘導

[品百台]

4-2の実験により、クロロホルム添加によって紛111包死が誘導されると共に、細胞抽出

成分に大きな変化があることが明らかになった。添)J日泣に氏、じた細胞死誘導能の泣い

はら[-2でも示しているが、そこでは州出物の分析を行わなかった。そこで本瓜では‘ク

ロロホルム添加lfi!の違いによる細胞死への影響を改めて検討することとし、さらにそ

れぞれの添加尽に刻して、細胞および溶養液中の州/:1:'，成分の分析を行った。

[実験]

継代後 18 IJ目にクロロホ)1，ムをO.4%(v/v)、0.1%れ/v)添加して培廷し、 501時間

後に細胞を阿収した。同11寺に細胞懸濁液の一帯liを取ってエパンスブルーによって染色

し、2E細胞率をで1出した。細胞はとE(湿)重掻150mg限度を用い、金量をJ点紡乾燥、

粉末化した後、酢酸エチルlmlを添加し時々撹1*しながら 2時間打IJ山した。その?を細胞

を総研lし、酢酸ヱチル+1J500μlをとり酢限エチルを減圧fd去した。残法1こ50μlの

BSTFAを加えて'li'vlS化したものをGcmサンプルとした。注入量については以下のよ

うにした。すなわち、 (柑l出にj羽いた細胞重量)/ (試験管l本当たりに含まれる細

胞の総重51>の仙が163/2010の時(対照の場合) Iごlμlを注入す6こととし、{也サン

フルについてはそれに応じて注入量を算出した。

培養液は細胞il制 1 111寺に憾液として回収した。 t音養液~mlに酢酸エチ)1.-11111を )JJlえて数

分間よく綴りまぜ、 800gで 10分遠心分離し、隣酸エテルキ目を全量マイクロチューフ

に移したe 同様のれ11山を 2回行い、抽出物は lつのチューフザにまとめた。酢酸エチル

をi成l王儲去し、残漬を試料とした。この残癒lこ30μlのsSTPAを添加して反応させ、内

]μlをGCIこ注入した。なお、分析条件は全て4-2と同隊に設定した。

[結果 ・考察]

Fig. ij-28{こ紡巣を示した。死紺111包率は、 0.4%添加11寺100%、0.1%添加l時25%、無添:

)JfI (対照)7%であった。0.1%添加時には25%と、かなりの割合の細胞が死んでいるに

もかかわらず • 1荷養1夜‘細胞とも抽出物の変化は小さく、特徴的な鳩加、減少を示す

物質は見出せなかった.0.4%添加時では、 4-2で述べたのと問機に‘ Hシトステロー

ルのピークが大幅に減少すること、また、保持時間 5分から 10分にかけての 2つの

ピークの物質が、|百lじ時期に顕著に鴻加しているのが良く分かる。同日寺期のI音養液に
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ついても‘ s-シトステロール量はかなり減少していた。これは、細胞での 13-シトス

テロール減少が、細胞外への侃出によるのではないことを示すものと言える。分解

れて他物質に変換されたか.あるいは自己申書体化その他の修飾を受けてGCでは検出でき

なくなったか、そのいずれかによるものと考えられたa .t;5養液中に存在していた{3-シ

トステロールが減少したことは.細胞死の際に細胞に取り込まれ、続けて分解あるい

は修飾を受けたか、あるいは.細胞から流出する酵素や、なんらかの物質によって。

t音主主f夜中で分解ないしは(~ft(ji を受けたことを示すものだろう。この他、 β ーシトステロ

ールに遅れて 2、:3(~Iの物質が細胞死に伴って増加することが分かるが、これはi高接

被で顕村・だった。特に、日シトステロールのすぐ後のヒークはコントロールには検出

されないもので、今後さらに検討する価値があると思われた。

一7 硫酸銅添加による細胞死およびて次代謝発現誘導

[緒言]

1-2の実験により、硫酸銅添加によって細胞死が誘導されると共に、細胞摘出成分に

大きな変化があることがl明らかになった。そこで本項では、硫自主銅添加監を変化させ

た場合の影響を調べ、さらに培養液中の成分についても分析を行った。

[実験]

継代後 18日目に硫酸銅を終濃度O.511ThL O.05mlvlになゐように添加して培養し、

約50時間後に細胞を回収した。エパンスブルー染色によって死細胞を検出した。細

胞は生(湿)重量150mg程度を問い、全量を凍結乾燥、粉末化した後、酢酸ヱチル

1rnlを添加し時々後枠しながら 2時間刷出した。その後細胞を徳別し、酢酸エチルキH

500μlをとり酢酸エチルを減圧留去した。残法に50{( 1のsSTFAを加えてT'vfS化したも

のをGcm1jンプルとした。注入量については以下のように設定した。すなわち、 (摘

出に月]いた細胞重良)/ (試験管 1本当たりに含まれる細胞の総重量)の怖がJ63/

2010の時(対照の場合)にlμlを注入することとし、 他サンプルについてはそれに応

じて注入量を算出した。

I音養i夜の抽出、分析等は全て上記同様に行った。

l2l-



[結果 ・，考察]

Fig. 1-29(こ結果を示した.~E細胞本は、 0 . 5mM添加l時 100%、 0.05mll l添1m時

いl~i品、無添))日(文刊現) 7%であった。前項のクロロホルム添加の上見合とよく似たクロマ

トグラムパターンを昆し、やはり細胞死が少ない条件では矧II:I:l成分の変化はほとんど

認められなかった。しかし、硫酸銅の場合、細胞、培袋i伎ともに細胞死に伴う 13-シト

ステロー}~の減少があまり顕著ではなく、これはクロロホ J [，ム添}Jrl lk'fとの相違点とえー

える。また、培養液での日シトステロール後のピーク物質が、クロロホルムの場合よ

り顕符なi官i加を示していた。これらがクロロホルム、硫酸銅による本質的な違いなの

か否かについて、今後さらに詳細|に検討することが必要であろう.

4-8 申告J舌

イチョウ陥養細胞に細胞死を誘発する試薬としてーシトシンアラピノシド (ara-

C) 、アフィディコリン (AlJh) ，コルジセピンなどの抗ガン剤が有効であることが分

かった。これらの試薬による細胞死は添加後2，3 FI白から急増することが分かつ

た。ara-C、八ph添加|の系をmい、 DNase活性の経臼変化を調べたところ、変tt

DNA、ノ長変性DNAのいずれに対する分解活性も、制IlJ泡死増加とともにヒ昇することが

明らかとなったe

Activily G01i.去を用いた分析から、対照にも{字在する既存のD;¥!ascの活性化が認めら

れたが、新胤のDNaseの誘導は格認されなかった。ただし、 AcLivityGelt去が粗商事素，，-，

のDi¥ase活性を全て検出できる訳ではない可能性が示唆されたため、今後、粗酵素液

の分画、精製を行ってさらに詳細に検討する必変がある。ゲノムDNAの電気泳動分析

により、制ll)1包死増加、あるいはDNase情性上界とゲノムD;¥!Aの低分子化がほぼ同時に

~Iミじ、低分子化DNAはアポトーシスの特徴のーっとされるラダ一段階造を不鮮明なが

ら呈することが分かつた。顕微鏡観察から、死細胞はプロトプラストが収縮し、核の

凝縮と染色作の|三界を示すことがゆl らかとなっ た。 この現象はアポトーシスや、数世~I

の植物細胞のプログラム細胞死で報告されているものと類似性がある。

DNase以外に、諸経のブロテアーゼ活性の測定を試みたが、細胞死との関連で議論

し得る結果は得られなかった。分析条件の設定も含め.さらに検討の余地があろう。

また、細胞死が同調的に生じているわけではないという点が、分析を困難にしている

可能性もあるロこれはプロテアーゼに限ったことではない。即ち、仮に側々の細胞で

-12~ 
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事ITIR包死の際に術性化される隣ぷがあったとしても、系全体として分析した場合にその

活性が必ずしも高く検出できるとは限らない。分析対象の同事案が細胞巾にどの程度安

定に仔任するかによって分析値が大きく左右されることになる。 DNaseの上場合はI首位

を保った状態で安定に存花していゐことが分析値からも明らかだが、プロテアーゼの

場合にはそうではなかった可能性がある。今後は、細胞死の段階fij;に細胞を分別する

刀法の降立、あるいは優れた向調性を持つ制l胞死誘導系の際立が必要である。また、

細胞7Eに伴うタンパク質の減少が、ある特定のタンパク貨の減少によるのか、無差別

に分解される二とによるのかについても分析を試みる必嬰があるだろう.

ara-C、八p11による細胞死においては、細胞.f音長波ともに酢聞をエチル維Itll物のcc
クロマトグラムよでの顕著な変化は認められなかった。酢殴エテルによって抽出され

にくい物質、あるいはGC分析に不適当な物質については‘州出溶媒を変更したヒで

HPLC等による分析を行う必要があるだろう。

クロロホルム、!硫駿銅の添加によってもイチョウI帯主主細胞に細胞死が誘導された.

前脅で0.4%添加11寺、後者で0.51111¥17:添加111寺に急速な細胞死が起こり、 二I1後には全ての

細胞が死1戚したa クロロホルム0.4%添加の場合、細胞及び培菱液の酢酸エチル抽出物

をGC分析したところ、いくつかの物質が顕1斉に}首IJ日し、日一シトステロールが若しく

減少することが明らかとなった。また、硫酸銅0.5mM添加11寺についても、同様に細胞

及びt荷主主液の矧酸エチルJllll品物をGC分析したところ、制TI胞死に伴い、クロロホルム添

加の場合とほとんど|百l様の物質の地減が機i認された。ただし、同試薬とも‘死細胞が

l泊分の に満たない程度の添加量ではほとんど成分に影響をうえなかった。この結巣

から、これらの系での成分変化は、細胞が新規に物質を生成したためではなく、むし

ろ細胞が急速かつ大規模に死んだ結果としてセじた可能性が高いように思われた。
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第 5IiI ;fs:研究の総-i2i

本研究において符られた結論を以下に総括した。

第2主主においては、符!々 の外稿休をR-Iいて不定肢をはじめとした総行分化から、刷

物体再生までをu指した実験を行った.また、カ Jレス状態で維持可能な状態の細胞を

用いて、器官等υ)f存分化系確立を試みた。

併発の結集、今I!:!Iの実験で調べた限りでは、通常月|いられることの多い菜、版、常:

の外似体、隔地、梢物成長調節物質喜平の密々の組 Z歩合わせでは、 ~6'Cf分化を誘議する

ことはできなかった。その一方で、カルスの誘導はいずれの外個体でもかなり容易で

あり、そのまま継代清美できるものも多いことが分かつた。カルスの誘導、成長には

オーキシンとしてNAi¥が含まれればー|ー分であり、 sAが共存すると得られたカルスが褐

変しやすい傾向が認められたe カルスからの問分化実験は主に不定芽の分化誘導を目

的として行ったものであるが、緑色'の再分化等は全く認められず、J:~地毎にカルスの

成長に法が見られたのみだった。今後、イチョウのiJlvitro分化誘導をさらに検討する

に当たっては、現在のLSJ:当地を基本に用いた地養法から縦れる必要性も考慮すべきだ

ろう。

第3章においては、はじめに成木、 2，JJ木各極の試料での樋々の部位における

giJ1kgolide煩含有量を広く調べた。その結果をもとに、2，JJ植物の発育過程での

giJlkgolicle煩含量の変動を詳細に検討し、これらに影響を与える要因について考察し

た。また.第 2主主の実験により得られた数種類を含めた種々の培養細胞を材料とし

て、それぞれのginkgolide含有量について調べた。これらの培養細胞は成長が速く、

昔日液体格地での培養が可能なものもあり、さらに光による緑化のコントロールが平等

易である。そこで、これらの系をj日いて光による緑化の影響や倍養状態の相違がもた

らす影響について考察した。

!京組物では今回制べた全ての試料でgink宮olicle類の存rfが縦認された。葉において

は、右化に伴い、 G-Aが最初に分解されることを示唆する結果が得られた。 4月の新

薬展開持jにおける|人l樹皮にはG-A、G-s、G-Cともかなりの量が含まれていた。これ

らのginkgolide類は新築て、生合成されたものの伝統によるものではなく.形成l醤細胞

あるいは飾部細胞自身において生合成されたものか、あるいは、前年中に集または他

の 6~1考で生合成され、転流、蓄Mしたものと考えられた。また.内樹皮巾にrr-任して

1~9 



いたginkgolicle知が、外tfft皮への移行の際にあまり分解を受けないことを，示唆する結

来が得られた。 一方、木目1;に含まれる巳inkgolicle類は内樹皮と比較しでかなり少はで

あることより、外樹皮の場合と異なり、木古11細胞の分化のl綴にはginkgolic1c煩が細胞

にほとんど保持されないか、あるいは形成庖細胞にはもともと副nkgolie!p鎖が少艮し

か含まれていないことが示唆された。 10月に若木のj恨を係取して調製した試料では、

glnkgoliclp績の総監は緑J業における誌の3倍近くであることが分かった。各ginkgolicle

の邑比は総菜の場合と煩似していた。これらのginkgoliclc類が桜で生合成されたの

か、 1也~ð'l白から転流してきたのかは今回の実験のみでは下11院rrできない。 3月頃まで(出鼠

保{fしていた縫 Fの1]壬乳育11分ではC-Bのみが多く、 G-A、G-Cは少ないという偏った

割合であることが分かった。これらのginkgolic1e類はおそらく転疏の結泉蓄積したも

のと思われるが、その主成分がG-Bであったことから、 ginkgoliclc'鎖の転流における

中間体がC-Bないしはその関@化合物である可能性も示唆される。発芽l直後のY)J楠物

では、 H壬甲山町恨とも成木の緑集とくらべてかなり多くのginkgolicle類が検出された令

1V宇直後のえ/J納物におけるgLnkgoliclp額の挙動と成長との関連などについて検討し

た一連の実験から、ヲモ芽直後の幼植物におけるginkgolicle類の生成には、光が丞要な

役害11を持たないことが明らかになった。また、全く業が展開しない暗所精養の幼植物

における-@H本あたりのginkgolide類の含有量は、数枚の緑~実が展開している明所倍

養の場合と殆ど同じだった。このことから、 ginkgo1icle類の生合成部位は菜のみでは

ない.もしくは梁ではないことが示唆される。 ginkgolidcミ総量で見る限りは.その生

成と光とは深い関連がないように見えるが、各成分についてみると、光がG-AとG-B

の;ヰ比に何らかの影響をおよぼしているように思われた。

I者養細胞ではいずれも、原楠物と比較にならない少量が検出されたにすぎなかっ

た。緑化との関連、誘導部位の違いによる相進、府地成分の影響等についても、それ

を1確認するに足る盈は検出できなかった。

第4章では、イチョウ陪益細胞をmいてj;;験的な制11J1包死誘導系を確立し、船木細胞

での細胞死制御機材与を解明することを目的とした実験を試みた。

種々の試薬の効果を調べた結果、シトシンアラピノシド、アフィディコリン、コル

ジセピンなどの抗ガン剤が細胞死誘導に釘効であることが判明した。これらの試薬に

よる細胞死は添加後2、3t=1日から急泊することが分かった。シトシンアラピノシ

ド、アフィディコリン添加の系を用い、 DNase活性の終l司佼化を訴1べたところ、変f'J

D:-¥A、ノ択変f'tD:--JAのいずれに対する分解活性も、細胞死j曽加とともにヒ界することが
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1!f.1らかとなった。ActiviL，:Gely去をj日いた分析から.対照にも(7.(Eするwtt長O)])Nnsc'の
活性化が認められたが、新刈O)D;¥日併の誘導は降認できなかった。ゲノムDNAの電気

泳動分析により‘制11胞死別却し あるいはD0!nse情性上界とゲノムDNAの低分子化がほ

ぼ同時に生じ. (I足分子化DNAはアポトーシスの特徴の・つとされるラダ一様梢j笠を不

鮮明ながら52することが分かった。顕微鏡綴祭から、タE細胞はフロトフラストが収納

し、機の凝縮と染色仰の上昇を示すことが明らかとなった。

am-C、Aphによる細胞死においては、細胞、 I者護液ともに骨宇宙をエチルtrtJ出物のGC

クロマトグラム 1'.での顕著な変化は認められなかった。俳椴エチルによって州出され

にくい物質、あゐいはCC分析に不適当な物質については、れ11山溶媒を変9!したヒで

IIPLC~ijiによる分析を行う必袈があると思われたが、今後の検討課題である。

クロロホルム、硫酸:liI~の添加によってもイチョウ地ー養細胞に細胞死が誘導されたー

上述の薬剤の場合と!j'il;な 1')添加毘に応じて急速な細胞死が起こり 、二口後までには全

ての制胞が死滅した。クロロホルム添加の場合、細胞及びI帯養液の酢酸エテJし抽出物

をGC分析したところ‘いくつかの物質が顕著に増加し.逆に3ーシトステロールが著

しく減少することが明らかとなった。また、硫酸~I添加についても.同様!こ細胞及び

地 îffj夜の目niÍiエチル摘出物をく;C分析したところ、細胞死に {'I~い、クロロホルム添加の

場合とほとんど同様の物質の湘減が確認された。ただし阿試薬とも、大規模な細胞9E

が引き起こされない程度の添加量ではほとんど抑出成分に影響を与えなかった。この

結果から、これらの系での抽出成分変化l立、細胞が新規に物質を生成したためではな

く、むしろ細胞が急速かつ大規模に死んだ結果として生じたにすぎない可能性が高い

ように思われたe
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