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緒 言

サ イ トカ ラシ ンは,か びの 培養 液 中か ら分離

され た一 群 の代 謝産 物 で あ り,現 在 までに20種

を越 える誘 導体 が発 見 され てい る。 サ イ トカ ラ

シンBは,サ イ トカラ シ ンAと と もにHelmin

thosporium dematioideumか ら得 られ た もの で,

図1に 示 す分 子 構造 を持 ち,そ の分子 量 は479

であ る1).

Carter2)は,マ ウス線維芽細 胞の培養 株 で あ る

L細 胞 を用 い た実 験 か ら,サ イ トカ ラシ ンBが

核 分裂 に影 響 を与 え るこ とな く細 胞 質分裂 を阻

害 し,そ の結 果,多 核 細胞 を生 ず るこ と, ruffle

形 成 の よ うな細 胞運 動 を 阻害す る こ と,さ らに

脱核 を引 き起 こす こ とを見 い出 し,同 時 に これ

らの作 用が 極 め て速 くかつ 可逆 的 な反 応 で あ る

こ とを示 した.そ の 後,サ イ トカ ラシ ンに よ り

図1.サ イ トカラシンBの 分子構造

引 き起 こ さ れ る種 々 の 現 象 が 多 くの 細 胞 に つ い

て 報 告 さ れ て き た が,そ れ ら は,低 濃 度 領 域 で

細 胞 膜 の 糖 輸 送 を 阻 害 す る 作 用3～4)と, micro

filament系 を介 し て 細 胞 運 動 な どの 阻 害5,6)や 細

胞 の 形 態 変 化 を導 く作 用5,7～14)との2つ に大 別 さ

れ て い る.そ して, Lin15), Tannenbaumら16)

は,前 者 は細 胞 膜 のhigh affinity binding sites

へ の 結 合 に よ り,後 者 は 主 と し てlow affinity

 binding sitesへ の 結 合 に よ る と報 告 して い る .

特 に 後 者 の サ イ トカ ラ シ ンBの 作 用 に つ い て は,

細 胞 運 動 な ど とmicrofilament系 との 関 連 を研

図2.位 相差顕微鏡 による観察の ためのChamber.

矢印の箇所か ら,試 料 を注入す る.
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究 す るため の 手段 として 利用 され てい る。

サ イ トカラ シ ンに よ る形態 変化 の1つ に,細

胞表 面 に お け る突起 の 形 成が 知 られて い る.こ

れ は,上 皮性 の細 胞 で著 名 な現 象 であ り, zeio

sis(「boil over」 の意17))も し くはblebbing7)と

呼 ば れ て い る.サ イ トカ ラ シ ン に よ る 脱 核 も

zeiosisの1つ の形態 と見 なす ことがで きる. Sasaki

ら18)は,エ ー ル リッ ヒ腹 水癌 細 胞 をサ イ トカ ラ

シ ンB処 理 す る と,細 胞 表 面 の形 態が 著 し く変

化 す るこ と,さ らにそ の過程 は2段 階 に分 け る

こ とが で きる こ とを見 い 出 した.す な わち,ま

ず 顕 著 なzeiotic knob(突 起)が 細胞 全 周 に生

じ,次 い で そのknobが 微絨 毛の 移動 を伴 な っ

て細 胞 の一 極 へ 集合 す るこ とを走 査電 子顕 微 鏡

を用 いて 観察 した9～10)

.そ こで 本研 究 で は,サ イ トカ ラ シンB処 理 に

よるエ ー ル リッ ヒ腹 水癌 細 胞 の形 態変 化 の 詳細

を,経 時 的 に,ま た温 度 お よびサ イ トカ ラ シン

B濃 度 を変化 させ て検 討 した.さ らに カチ オ ン

化 フ ェ リチ ン を用 いて 細胞 表 面 を修飾 し,そ れ

に よって もた ら され る形態 変 化 を観察 す る と と

もに,カ チ オ ン化 フ ェ リチ ン をマ ー カー とす る

こ とに よ って,サ イ トカラ シ ンBの 作 用 部位 と

カチ オ ン化 フ ェ リチ ンの それ との間 に いか な る

関係 が 存 在す るか を調べ,細 胞表 面分 子 と細 胞

内 骨格 構 造 との相 関に つ い て検討 した.

材料 お よび方 法

細胞

エ ー ル リ ッ ヒ腹 水 癌 細 胞 は,こ れ をス イス

系 マ ウ ス の 腹 腔 内 に2×106個 注 射 後5～6

日目に腹 水 を採 取,調 製 した.す なわ ち,腹 水

を リン酸 緩衝 液19)(PBS, pH 7.4)で 数 回 洗浄

(1500rpm, 30秒 ～1分 間 の遠 心分 離 に よ る)し,

混在 す る赤血 球 を除去,同 じ緩衝 液 で2×106

個/mlに 調製 して実 験 に供 した.

試 薬

サ イ トカ ラ シンB(Sigma社)は1mg/mlの

ジ メチ ル スル ホキ シ ド(DMSO)溶 液 とし,こ

れ を保 存用 原 液 と した.カ チ オ ン化 フ ェ リチ ン

(Sigma社)は,最 終 濃度50μg/mlで 実 験 に用い

た.そ の他 の 試薬 はす べ て,市 販 の特 級 を使 用

した.

実 験操 作

① 位相 差 顕微 鏡 に よる観 察

厚 さ約1.0mmの ス ライ ドグラ スお よび カバ ー

グラス 各2枚 で チ ャ ンバ ー を作 り(厚 さ約1.1

mm),両 端 に細 い シ リ コンチ ュー ブ を接 着 した

(図2).チ ュー ブの 一端 か ら細 胞 懸 濁 液 を流 し

込 み,静 置 後,サ イトカラシンB溶 液(あ らか じ

め,反 応 温 度 まで加 温)を 静 か に 注 入 し,経 時

的-0秒, 40秒, 2分 お よび10分 後-に 写 真撮

影 を行 な った.反 応 は37℃ で行 な った.

② 走査 型 電子 顕微 鏡 に よる観 察

反 応温 度 で5分 間以 上 細胞 懸 濁 液 をプ レイ ン

キ ュベ ー トしたの ち,サ イ トカ ラシ ンB溶 液 を

加 え,一 定 時 間 イ ンキ ュベ ー トした.反 応温 度

は15℃, 20℃, 37℃ で,ま た,サ イ トカラ シ ン

Bの 最 終 濃 度 は1, 5, 10μg/mlで 行 な うこ と

に よ って,反 応 の 温度 お よび 濃 度依 存性 を調べ

た.イ ン キュベ ー シ ョンのの ち,等 量 の5%グ

ル タル アル デ ヒ ド溶液(リ ン酸 緩衝 液 に 溶解)

を加 えて反 応 を停 止 させ る とと もに 固定 を行 な

っ た(0～4℃, 1時 間).固 定 し た 細 胞 を,

 0.1%ポ リ-L-リ ジンで コー テ ィン グ した5×

5mmの ス ラ イ ドグラス上 に載 せ9), moist cham

ber中 で30分 間静 置 した .続 いて リン酸 緩衝

液 で穏や か に洗 浄 して過 剰 の細 胞 を除去,一 層

の細 胞層 を得 た.こ れ をア ル コー ル系 列 で脱 水

後,酢 酸 イソア ミルに 置換 し,臨 界点 乾燥 を

行 な った(日 立, HCP-1臨 界点 乾燥 器).次 い で

Pt-Pd蒸 着(Eiko Ion Coater)し,走 査 電子 顕

微 鏡(日 立, HHS-2Rま たは 日本電 子, LSM-U3)

にて観 察 した.撮 影 に はFuji Neopan SS-12フ

ィル ム を用 い た.

③ 透 過 型電 子顕 微 鏡 に よ る観 察

エ ール リッヒ腹 水癌 細 胞 に対 し, 3種 類 の方

法 で カチ オ ン化 フ ェ リチ ン処理 を行 な った.す

なわ ち,プ レ イン キュベ ー トのの ち, (i)細 胞

懸濁 液 と等 量の グル タル アル デ ヒ ド溶液 を加 え

て固定(0～4℃, 1時 間)し,リ ン酸 緩衝 液

で洗 浄後,カ チ オ ン化 フ ェ リチ ン処理 を行 な い

(50μg/ml, 37℃, 15分),表 面 分 子 をラベ ル し

た細 胞群, (ii)50μg/mlで37℃15分 間 カチ オ

ン化 フ ェ リチ ン処 理 し,固 定 した細 胞群, (iii)

50μg/mlで37℃15分 間 カチ オ ン化 フ ェ リチ ン処
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理 し,リ ン酸 緩衝 液 で1回 洗 浄 後,さ らにサ イ

トカ ラ シ ンBを10μg/ml添 加, 37℃10分 間 イ ン

キュベ ー トのの ち固定 した細 胞群 で あ る.

以下 の 操作 は, (i)～(iii)の い ずれ につ いて

も共 通 で ある.す な わ ち,グ ル タル アル デ ヒ ド

で 固定後,リ ン酸 緩衝 液 で 洗 浄 し, 1%OsO4

(0.05Mリ ン酸 緩衝 液, pH 7.4)で0℃, 1時 間,

後 固定 した.引 き続 く遠 心 分離 操 作 で得 た細 胞

のペ レ ッ トを,少 量 の緩 衝 液 に懸 濁 し50～60℃

に加 温 した.こ れに50～60℃ に暖 め た1%No

ble agarを,同 温 度 の ピペ ッ トで1～2滴 加 え,

す ばや く懸濁,遠 心 分 離(3,000rpm, 15分)し

た.冷 却 に よ りagarが 固化 した あ と,取 り出 し

て 小 さな ブ ロ ッ クに細 断 し,ア セ トン系 列 で脱

水 後,エ ポ ン中 に 包埋 した.超 薄 切 片 は,ダ イ

ア モ ン ドナ イ フ を装 着 した ウル トラ ミクロ トー

ム(Sorvall, MT-5000)で 作 製 し,無 染 色 また

は酢酸 ウラニ ウム お よび クエ ン酸 鉛 で二 重染 色

したの ち,透 過 型電 子 顕微 鏡(日 本電 子, JEM-

100CX)で 観 察 した.

結 果

① サ イ トカ ラ シンB処 理 によるエ ー ル リッヒ

腹水癌 細 胞 の形 態変 化-位 相差 顕微 鏡 に よる

観 察

-サ イ トカラ シ ンB処 理 に よ りエー ル リッ ヒ腹

水 癌細 胞 に生 ず るzeiotic knobの 形 成 と,そ の

移 動 の初 期像 を,図2に 示 した チ ャ ンバ ー を使

用 し,位 相差 顕微 鏡 に よ り経 時 的 に追跡 した.

写 真1-aは サ イ トカ ラ シンB添 加 前 の細胞 像 で あ

るが, zeiotic knobの 形成 は認め られ なか っ た.

写 真1-bは,サ イ トカ ラ シンB処 理40秒 後 の細 胞

で,こ の 時 点 にお いて,す で に 一 部 の 細 胞 に

zeiotic knobの 形 成が 認め られ た.さ らに120

秒 後 には,写 真1-Cに 示す よ うに,一 部 の細 胞

でzeiotic knobの 移 動 が観 察 され た. zeiotic

 knobの 移動 は,そ の 後 さ らに進 行 し, 10分 後 に

は,細 胞 の一 極 に 強 く集合 した.こ の よ うに,

 zeiotic knobの 出現 は,サ イ トカ ラ シンB処 理

後40秒 前 後 とい う非 常 に早 い時点 で観 察 され,

そ の後 数分 間の うちに移 動 す るこ とが明 らか と

な っ た.

② zeiotic knob形 成 にお け るサ イ トカ ラ シン

Bの 濃 度依 存性-走 査 型 電子 顕 微鏡 に よる観

察

-エ ー ル リッ ヒ腹 水癌 細 胞 は,円 形 で,細 胞 表

面全 体 に均 一 に分 布 す る微絨 毛 を持 つ.写 真2-a

は, 10μg/mlのDMSOで, 37℃15分 間処 理 し

た細 胞 で あ るが,無 処理 の細 胞 像 と変 わ らず,

 DMSO自 身は この細 胞の 形 態 に対 して影響 を及

ぼ さ ない こ とが示 され た.た だ し全 細 胞 の約5

%で は,短 か くな った微 絨毛 が 細 胞の一 極 へ 集

合す る こ とが あ り(写 真2-b),こ れは, Sasaki18)

やYahara20)に よ り観 察 された, spontaneous

 capに 相 当す るもの と思 わ れ る. cap以 外の部

位 に も微 絨 毛 の存 在 が観 察 され るのが特 徴 的 で

あ る.

次 に,サ イ トカ ラシ ンBの 濃 度 とzeiotic knob

形成 の 間 の関係 を知 る 目的 で, 1μg/ml, 5μg/

ml, 10μg/mlの 各 濃度 に お け る細胞 形態 の 変化

を観 察 した.実 験 条件 は,細 胞 を37℃, 10分 プ

レイ ンキ ュベ ー ト後,各 濃度 に お いて,サ イ ト

カラ シンB処 理 を37℃15分 行 な っ た.写 真3-a

は, 1μg/mlの サ イ トカ ラシ ンBの 作用 をみ た

もので あ るが, zeiotic knobは 細胞 全周 に わ た

って観察 され,や や 短 縮 した微絨 毛 がzeiotic

 knobの 間に 存在 して いた.写 真3-bは5μg/ml

の場 合 で あ るが, 1μg/mlの と き と比較 して,

明 らか にzeiotic knobが 偏 在 して い る様 子 が観

察 され,な か に はす でに,細 胞 の一 極 に集合 し

て い る例 もみ られ た.微 絨 毛 は よ り短縮 し,一

部分 では,平 滑 な細胞 表 面が 出現 す るこ ともあ

った. 10μg/mlの 濃度 で は,典 型的 なzeiotic

 knobの 集 合 が観 察 され,そ れに伴 ない,平 滑 な

部分 が細 胞 表面 の 大半 を 占め るよ うに な っ た

(写 真3-C).

③ サ イ トカラ シ ンBに よるzeiotic knob形

成 の温度 依 存性-走 査 型電 子顕 微 鏡 に よる観

察-

膜 表 面分 子 の側 方移 動 は,細 胞膜 の流 動性 と

密接 な関連 が あ るため に,そ の移 動 の程 度 は温

度依 存性 を示す こ とが知 られ て い る.し たが っ

て, zeiotic knobの 移 動 とサ イ トカ ラシ ン作 用

温度 との間 に も強 い相 関 が あ るこ とが示 唆 され

る.ま たzeiotic knob形 成 自体 の温 度依 存性 を

調べ るこ とは,そ の 形成 メカニ ズム を考 え る う
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え で,重 要 な情 報 を提 供 す る もの で あ る.以 上

の理 由か ら, zeiotic knobの 形成 な らびに 移動

に お け る温 度 の影 響 を調 べ た.

写真4-a, 4-bは, 15℃ お よび20℃ で10分 間 サ

イ トカ ラ シンB(10μg/ml)処 理 した 時 の細 胞

像 を示 した もの で あ る.両 者 ともにzeiotic

 knobの 形 成は認め られ たが,形 成 され たzeiotic

 knobが 細 胞の一極 に集合す るこ とは,ほ とん ど

観 察 され なか っ た.

一 方37℃ に お いて は
,写 真3-C(ま たは5-C)に

示 す よ うに,形 成 され たzeiotic knobが 細 胞の

一 極 に 強 く集 合 した
.こ の時 の細 胞 の特 徴 は,

 zeiotic knobが 大型 化 し,そ の数 は 明 らか に減

少 した.ま た, zeiotic knobの 集合 部 に は微絨

毛 が見 られ るが,そ れ以 外 の細 胞表 面 は非 常 に

平 滑 とな った.

④ サ イ トカラ シ ンBに よ るzeiotic knob形 成

の 経 時 的変 化-走 査 型 電 子 顕 微 鏡 に よ る 観

察

-37℃ に おけ るzeiotic knob形 成 を経時 的 に追

跡 して み る と,写 真5の よ うに な った.ま ず 写

真5-aと5-bは,サ イ トカ ラ シ ン処理1分 後 の細

胞像 で あ るが,位 相 差顕 微 鏡 で観 察 した よ うに,

 zeiotic knobは 細胞 全 周 にわ た り観 察 され,や

や 短 か くな っ た微 絨 毛 がzeiotic knobの 周辺 に

均 一 に分布 してい る のが わか る.こ の時 点 で は,

まだzeiotic knobを 形 成 してい な い細胞 もみ ら

れ た.

さ らに10分 間 イ ンキュベ ー トす る と,種 々 の

形態 を示 す 細胞 が観 察 され たが,一 般 的 に,

 zeiotic knobは ほ とん どの細 胞 で微絨 毛 の移 動

を伴 って 一極 に移動 し, knobが 集 合 した領 域

以 外 では 細 胞表 面 が平 滑 とな り,微 絨毛 は消失

して い た.写 真5-Cは,典 型 的 なzeiotic knob

の移 動 を示 した もの で,集 合 した突 起 と微絨 毛

が 全体 として一 つ の大 きな突 起 を形 成 してい る.

この よ うな像 が,サ イ トカラ シ ンB処 理 に よ り

起 こ るエ ー ル リッ ヒ腹水癌 細 胞 の最 終 的 な形 態

変化 と考 え られ る.写 真5-dも37℃, 10分 間の イ

ンキ ュベ ー トで得 られ た像 で あ る. zeiotic

 knobが 細 胞 の一極 に集合 しつつ あ り,短 か くな

った微 絨 毛 もzeiotic knobに 遅 れ てpatch状 に

集 合 しつ つ あ る.こ れに伴 な い,平 滑 な細 胞表

面 が現 われ て きて い る.こ の像 は, zeiotic knob

の 集合 に伴 な って微 絨 毛 が集 合 しつつ あ る写真

5-a(ま た は5-b)か ら5-cに 至 る途 中の像 を示 し

て いる と考 え られ る. zeiotic knobの 移 動 と微

絨 毛 の移 動 は常 に 同 時 に生 じて い た.

⑤ カ チ オ ン化 フ ェ リチ ンに よ るcap形 成 とサ

イ トカラ シ ンB処 理 に よ る形 態変 化 との関 連 に

つ いて-透 過 型 電子 顕 微鏡 に よ る観 察-

zeiotic knobの 挙動 と微絨 毛 の挙動 が類 似 し

て い るこ とか ら, knobを 構 成す る膜 は微 絨 毛 由

来 であ るこ とが示 唆 され る.そ こ で,細 胞 膜表

面分 子 がサ イ トカ ラ シンBに よ るzeiotic knob

形 成に 伴 な って示 す挙 動 を知 る 目的 で,以 下 の

実験 を行 な った.す な わ ち,細 胞 表 面分 子(負

荷電 分子)の ラベ ル化剤 であ る カチ オ ン化 フェ

リチ ンで処 理 した細 胞 にサ イ トカ ラ シ ンBを 作

用 させ,カ チ オン化 フ ェ リチ ン粒 子 の挙 動 とze

iotic knob形 成 との関係 を,透 過 型 電子 顕 微鏡

で追跡 した.

写真6-aは,対 照 と して,サ イ トカ ラ シンB無

処 理細 胞 の表 面 に おけ るカチ オ ン化 フ ェ リチ ン

の分布 を調べ た もので,固 定 ・洗浄 後 の段 階 で

50μg/ml作 用 させ た.カ チ オ ン化 フ ェ リチ ンは

細 胞全 周 に均 一 に分 布 してお り,微 絨 毛上 に も

細 胞 表面 の他 の領 域 と同様 に2～3層 に ラベ ル

され て いた.

一 方, 50μg/mlの カチ オ ン化 フ ェ リチ ン で37

℃, 15分 処理 した細胞 で は,そ の粒 子 は,微 絨

毛 の集合 を伴 な って細 胞 の一 極へ 集 合 してお り,

い わゆ るcapを 形 成 して い た(写 真6-b) .こ の 形

態 は, Con Aに よ るエ ー ル リッ ヒ腹水癌 細 胞 の

cap形 成18)と極め て類 似 して いた が,そ れ に比

較 して しば しば広 い領 域 に集 合 してお り, cap

領 域 以 外 に も,カ チ オ ン化 フ ェ リチ ンがpatch

状 に観 察 され る こ とが あ った.ま たcap領 域 下

の細 胞 質 内に も,小 胞 中に取 り込 まれ たカ チ オ

ン化 フェ リチ ン粒 子が 観 察 され た.微 絨毛 の先

端 には カチ オン化 フェ リチ ンの ラベ ルは み られ

なか ったが,こ れ はcap形 成 の現 象 に特 有 の も

の で あ る.

カチオン化 フェ リチ ン処理 した細胞 を,さ らにサ

イトカラシンB(10μg/ml)で37℃, 10分 間処理 す る

と,サ イ トカ ラシ ンBに よ るzeiotic knobは,
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カチオ ン化 フ ェ リチ ン粒 子 をそ の表 面 に持 た な

い でcap形 成領 域 に集 合 してい た(写 真6-c, 6-d) .

写真6-cは 低 倍率 の もの で あ るが,同 視 野 の数個

の 細胞 でこ の よ うな変 化 を観 察 す る こ とが で き

る.こ のzeiotic knob,形 成 を経 時 的 に検 討 す る

と,カ チオ ン化 フ ェ リチ ンで前 処理 しな い細 胞

でみ られた の と同様 に,突 起 は まずcap部 位 を

除い た細 胞全 周 に 出現 し,次 いでcap領 域 に 集

合 す るのが観 察 され た.

考 察

サ イ トカ ラシ ンBの 作 用 につ い てはCarter2)

以来 多 くの 報告 が あ るが,そ れ らは前 述 した よ

うに2つ に大別 す る こ とが で きる. 1つ は細 胞

膜 のhigh affinity binding sitesへ の結合 に よる

糖輸 送 の 阻害 作用 で あ り,他 の1つ はlow affi

nity binding sitesへ の結 合 に起 因す る,細 胞 の

運動 等 に対 す る阻害 作用 であ る.こ の うち後 者

は,今 回述 べ るzeiosisの よ うな細胞形 態 の変 化

を しば しば伴 な って お り, microfilamentを 介

す る作 用 で あ る と考 え られ て い る.形 成 され る

zeiotic knobは,そ の 内容 物 と して細 胞 質成 分

を含 む と ころに特 徴 が あ り,水 を主 成分 とす る

blisterと は 著 し く異 な って い る21). zeiotic knob

は,培 養 細胞 に お いて も長 時 間サ イ トカ ラシ ン

Bと イ ンキ ュベ ー トす る こ とに よ り形成 され,

その 突起 は花 冠状 に細 胞 の 自由面 に 集 ま って く

る7).こ の突起 の形 成は上 皮性 の細 胞 にお い て よ

り著名 で あ るが,著 者 は,材 料 としてエ ー ル リ

ッヒ腹 水癌 細 胞 を使 用 し,サ イ トカ ラシ ンBの

作 用 メカニ ズム につ いて検 討 した.

サ イ トカラ シ ンB処 理 に よ るエ ー ル リッ ヒ腹

水癌 細 胞 の形 態 変化 は, 2段 階 よ り構 成 され る

こ とを,走 査 型 電子 顕微 鏡 に よる観 察 で確 認 し

た.す な わ ち,ま ず 細 胞全 周 に 多数 のknobが

形 成 され,次 いで これ らが 細 胞 の一極 に 集合 し

た.こ れ はSasakiら の 報告9)と 良 く一 致 して い

た. zeiotic knobの 形成 は,サ イ トカ ラ シンB

処理 後 約1分 とい う短期 間 で ほ とん どの 細胞 に

生 じ, 20℃ お よび15℃ とい う低 温 に お いて も阻

害 され な か った(移 動 は 阻害 され た).ま た その

生成 過 程 と移動 過 程 の順 序 が逆 転 す る こ とは な

く,し た が って,一 極 に集 合 した状 態 でzeio

tic knobが 出現 す る場 合 は観 察 され なか っ た.

生 成段 階 が あ る程 度進 行 しては じめ て,移 動 が

可 能 に な る よ うで あ る.一 方, zeiotic knobの

移 動過 程 はNaN3で 阻害 され,さ らに 集合 した

knobの 基 部 にmicrofilament様 構 造 が観 察 さ

れ18),同 部 に 螢光 物質DACM-HMM22)が 分布

す る23)こ とか ら, microfilament系 を介す るエ

ネ ルギー 依 存性 の 現象 と考 え られ る.し か しな

が ら, microfilament阻 害 剤 と考 え られて い る

サ イ トカ ラ シンB処 理 後 の段 階 で, microfila

mentが いかに この 移動 過程 に関与 す るか は 明 ら

か でな い.ま た本研 究 では,サ イ トカラ シ ンB

作 用 の 濃度依 存 性 につ いて検 討 した. 1μg/ml

の濃 度 では, knobは 形 成 され たが, knobの 移

動 は認め られ なか った.こ の こ とは,そ の移 動

には約5μg/ml以 上 の サ イ トカラ シ ンBが 必要

で あ るこ と を示 して い る.こ の理 由 につ い ては

現 在 の とこ ろ明 らか では な いが, zeiotic knob

の生 成 とそ の移動 に対 して は,種 類 の 異 な る

microfilamentが 関与 して い る可 能性 も考 え る

こ とが で き る。 生 成 を支配 す るmicrofilament

の方 がサ イ トカ ラ シンBに 対 し,よ りsensitive

か もしれ ない.

位相 差 顕微 鏡 に よる観察 結 果 もまた,サ イ ト

カ ラ シンBの 作 用 が2段 階 よ りな るこ とを支 持

した.す なわ ち,図2に 示 した チ ャ ンバ ー を作

製 し,位 相差 顕微 鏡 下 でサ イ トカ ラ シンB作 用

の初期 変 化 を検 討 した とこ ろ,添 加後40秒 で

zeiotic knobが 形 成 され始 め, 120秒 後 には,こ

れ らが移 動 し始 め るの が観 察 され た.こ の よう

にサ イ トカ ラシ ンBの 作用 はす こぶ る迅 速 で,

 Linら15)の い うlow affinity binding sitesを 介

す る現 象 として も,よ り直接 的 な もの と考 え ら

れ る.

走査 電 子 顕微 鏡 を用 いてサ イ トカ ラシ ンB処

理 に よる形 態変 化 を注 意深 く観察 す る と,そ の

作 用 と微 絨 毛 の挙動 との 間 には密 接 な関 連 が あ

るこ とが示 唆 され る.す な わ ち,サ イ トカラ シ

ンB処 理 に 伴 な い,ま ず微 絨 毛 は短 か くな り,

そ の数 は減 少 す る.続 いて, knobの 移動に伴 な

い微絨 毛 も同 じ部 位 に移動 し,そ の あ とに 平滑

な細 胞表 面 が現 われ る.ま た,微 絨毛 内にmicro

filamentのbundleが 観 察 され て お り5,18),前述
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のサ イ トカラ シ ンBとmicrofilamentに 関す る

知 見 を合 わせ て考 え る と, zeiotic knobは 微 絨

毛 由来 であ るこ とが 強 く示 唆 され る.

サ イ トカ ラシ ンBの 作 用 を追 求 す る うえで,

細 胞表 面 分 子 の挙 動 を同時 に調 べ るこ とは,そ

の解 析 に際 し有 力 な情報 を提供 して くれ る.そ

こで 本実 験 で は,カ チ オ ン化 フ ェ リチ ンで処 理

す る こ とに よ って細 胞表 面 分子 に関 す る情報 を

得 る と と もに,同 じ く代 表 的 な表 面修 飾 試 薬 で

あ るConAに よ るデー タ との 比較 検討 を行 な っ

た.さ らにConAお よび カチ オ ン化 フ ェ リチ ン

に よ るcap形 成 と,サ イ トカ ラシ ンB処 理 に よ

る形 態 変化 との 間 の相 関 関係 につ いて考 察 した.

まずConAに よるcap形 成 は,形 態 的に微 絨

毛 の集 合 を伴 な ってお り,ま た低 温やNaN3存

在下 では 阻害 され た18). DACM-HMM22)を 用

い て観 察 した ところ, capの 基部 に そ の分布 が

確 認 され た23～24).これ らは,前 述 したサ イ トカ

ラ シンB作 用 の 結果 と極め て類似 して お り,サ

イ トカ ラ シンB作 用部 位 とConAレ セ プ ター両

者 の間 に互 いに 密接 な連結 性 が存 在 す る こ とを

示唆 して い る.

Sundqvistら12)は,サ イ トカラ シ ンB処 理 に

よ り形 成 され たzeiotic knobの 移 動 に伴 な い,

細 胞表 面分 子 が 移動 しcapを 形成 す るこ と を螢

光顕 微 鏡 で観 察 して い る.し か し森 ら25)は,サ

イ トカ ラ シンB処 理 に よっ てzeiotic knobの 集

合 したエ ー ル リッ ヒ腹 水癌 細 胞 にお い て も,表

面分 子(ConAレ セプ ター)の 移 動 が起 こって

い な い こ と を透過 型 電 子顕 微鏡 で明 らか に して

い る.彼 らは,サ イ トカラ シ ンB処 理 では表 面

分 子 の 移動 は起 こ らず,微 絨 毛 の集合 等 に よ る

膜密 度 の増 加 が,螢 光 顕微 鏡上 では 見 か け の

cap形 成 を きた した と考 えて い る.こ の よ うに,

サ イ トカ ラ シ ンBに よ り形 成 され たzeiotic

 knobの 移動 は,少 な くと もエ ー ル リッヒ腹水 癌

細 胞 に お い ては表 面 分子 の 移動 を伴 なわ ず,こ

の点 に 関 して はConAに よ るcap形 成 と著 しい

相 異 を呈 して い る.

一 方
,カ チ オ ン化 フ ェ リチ ンの みの 処理 に よ

って も典 型 的 なcap形 成 が 引 き起 こ され た.そ

の 大 きさが よ り広 範 囲 にわ た って い る点 を除 い

て は, ConA-capと 形 態 的 に極 め て類 似 して い

た.こ の あ らか じめcapを 形 成 した細 胞 に さ ら

に サ イ トカラ シ ンB処 理 を行 な う と,や は りzei

otic knobは まず 細胞 全 周 に形 成 され たの ち,

カチ オ ン化 フ ェ リチ ンに よ るcap部 位 に 集合 し

て ゆ く.こ の よ うに,カ チ オ ン化 フ ェ リチ ンで

capが 形 成 され た あ とで もzeiotic knobの 移 動

が 生ず るこ とは,そ れ ぞ れ を引 き お こすmicro

filamentが 別 々 に存 在 す るか,あ る いは,カ チ

オ ン化 フ ェ リチ ン でcap形 成 に利 用 され たmi

crofilamentがzeiotic knobの 移動 に何 らか の方

法 で再 利 用 され る こ と を示 唆 す る.最 近 の 研 究

で は, cap過 程 にお い てintermediate filament

も またco-capを 起 こす こ とが報 告 され てお り26),

この線 維 の関 与 も考 察 され な けれ ば な らない が,

い ずれ にせ よ,カ チ オ ン化 フ ェ リチ ンによるcap

部位 にzeiotic knobは 移 動す るの で,こ れ らの

microfilamentに は密 接 な関連 が あ る もの と考

え られ る. microfilamentの 再 利 用 につ い て は,

 Condeelis27)が, cap形 成 に際 して はcap部 の

actin, myosin量 が増加 し, cap形 成 の 終 了 と

と もに これ らが 減 少す る こ とを報 告 して い る.

な お無処 理 細 胞の約5%に み られ たspontane

ous cappingで は, cap以 外 の部 位 に も微 絨 毛

が観 察 され る.こ の こ とは,微 絨 毛 の 移動 を支

配す るmicrofilamentも, 2種 類 以 上 存在 して

い る可能 性 を示 唆す る もの であ る.

最 後 に,サ イ トカ ラ シ ンBのmicrofilament

に対 す る作 用 メ カニ ズム につ い て考 察 す る.サ

イ トカラ シンBがmicrofilamentに 作用 す る こ

とを最 初 に報 告 したの はWesselles6)で あ る.し

か し,サ イ トカ ラシ ンに よ って修 飾 を受 け た生

物 活性 とmicrofilamentと の 因果 関係 を直接 的

に証 明す るこ とは難 しい28).た とえば, ConA

に よ り生 じたcap領 域下 にア クチ ンの集 合 が観

察 され た場 合 で も,先 に集 合 したア ク チ ン が

ConAレ セ プ ター を引 き寄せ たの か,そ れ と も

その逆 の 関係 に あ るのか を知 る こ とは容 易 で は

ない.し か し, in vitroで の最 近 の研 究 か ら,

細 胞質 の粗 抽 出液 に お け るア クチ ンゲル の形 成

がサ イ トカ ラ シンBで 阻害 され る こ と29～30),赤

血球 での ア クチ ンー スペ ク トリン複合 体 に おけ

るア クチ ン重合 の阻 害31)等が 明 らか に され て き

た.さ らに,サ イ トカ ラ シンBがF-ア クチ ンの
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一端 に結 合す る こ とに よ ってア クチ ン モ ノマ ー

の 添加 を阻害 し,そ の結 果 ア クチ ンのpolyme

rizationが 阻害 され る30～35)との報告 も出 されて

い る.特 にPhillipsら36)は,毛 細 胆管 に富 む肝

細 胞分 画 で,細 胞 膜 に結合 したmicrofilament

の網 を電 顕 的 に観 察 し,約10μg/mlの サ イ トカ

ラシ ンB処 理 で このmicrofilamentが 膜か ら離れ

るこ と を報 告 して い る. zeiosisの 際 に形 成 され

るfilamentous massは 膜か ら遊 離 して集 まっ た

もの であ る とい う考 え は,サ イ トカラ シ ンB作

用 の迅 速性 を説 明す る うえで,魅 力 的 な もの で

あ る.

以上,細 胞 表面 分 子 の挙 動 と細 胞 内骨格 系 と

の 関係 につ いてサ イ トカラ シ ンBの 作 用 部位 に

着 目 しなが ら討議 して きた.今 後,こ れ らの作

用 部位 に 関す る新 しい知 見 をふ ま え,反 応 の経

時 的変 化 を詳 細 に研 究 す る こ とに よ り,両 者 の

関 係 を明 らか に してゆ く必 要 が あ る と思 わ れ る.

結 語

サ イ トカラ シ ンBに よる細 胞形 態変 化 を,エ

ー ル リッヒ腹 水癌 細 胞 を用 いて
,位 相 差 顕微 鏡,

走査 型 ・透 過 型電 子 顕微 鏡 に よ り調べ た. 37℃

で10μg/mlの サ イ トカ ラシ ンB処 理 を加 える と,

 40秒 後 には細 胞 の全 周 にknobが 生 じ始め, 120

秒 後 には こ の移動 が 起 り, 10分 間の イ ン キュベ

ー トで細 胞へ の一 極 へ 移動 したが
, 1μg/ml以

下 の作 用 濃度 また は20℃ 以 下 の 反応 温度 で は,

 knobの 移動 は生 じなか った.ま たknobの 移 動

に伴 ない微 絨 毛 も移 動 し,細 胞表 面 は 突起 の集

合部 位 を除 いて平 滑 とな った.

細 胞 表 面分 子 の挙 動 とサ イ トカ ラシ ンB処 理

に よる形 態変 化 との関連 を調べ るため に,細 胞

をカ チオ ン化 フェ リチ ンで処理 した後,サ イ ト

カラ シ ンBを 作用 させ 検 討 した.そ の結 果,カ

チ オ ン化 フ ェ リチ ン単独 で も著 明 なcap形 成 を

引 き起 こす こ とが 明 らか に な っ た.ま た サ イ ト

カラ シ ンB処 理 に よるknobは,ま ず細 胞 全周 に

わ た って形 成 され,次 いで こ のcap形 成部 位 に

集合 す るこ とが明 らか に なっ た.こ れ らの こ と

は,両 者 の過程 が 極 め て密接 な関係 に あ る こ と

を示 唆 してお り,細 胞膜 表面 の分 子 と細胞 内 の

サ イ トカ ラ シ ンB作 用部 位 の強 い 関連 を示 して

い る.

さ らに, ConAに よ る知 見 よ り,サ イ トカラ

シンBの 作 用部 位 につ いて考 察 した.

稿 を終 えるにあた り,ご 懇篤 なるご指導 とこ校 閲

を賜 わった大塚長康教授,佐 々木順造助教 授に深 く

感謝致 します.ま た終始 ご助言 とご指導 をいただい

た苅 田成人技官,野 村貴子助手,実 験に ご協 力いた

だいた第1病 理学教室,森 将晏博士,中 本 周博

士,第1解 剖 学教室,渡 辺定博氏,ま た走査電子顕

微鏡の使用に際 しご協 力いただ いた岡山中央病 院,

金重哲爾博 士,金 重 浩彰氏,青 木淳偉氏,菊 田純子

氏に心か ら感謝致 します.
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写 真 説 明

写 真1.サ イ トカ ラシ ンBに よる エ ー ル リ ッヒ腹 水癌 細 胞 の形 態 変 化 を経 時 的 に追 跡 した位 相 差 顕 微 鏡 写 真.

 (×1600)

写 真1-a:サ イ トカ ラ シ ンB添 加 前

写 真1-b:サ イ トカ ラシ ンB, 10μg/ml添 加, 37℃40秒 間 イ ン キュベ ー ト後 観 察.矢 印(↑)は, knobの 形

成 を示 す.

写 真1-c:サ イ トカ ラ シ ンB, 10μg/ml添 加, 37℃120秒 間 イ ン キ ュベ ー ト後 観 察.

写 真1-d:サ イ トカ ラ シ ンB, 10μg/ml添 加, 37℃10分 間 イ ン キ ュベ ー ト後 観 察.

写 真2. DMSOの み を添 加 した 細 胞 の 走 査 電 子 顕微 鏡像.

写 真2-a: DMSO 10μg/ml添 加, 37℃15分 間 イ ンキ ュベ ー ト後観 察.無 処 理 細 胞 と同 じ形 態 が 観 察 され る.

 (×9500)

写 真2-b: DMSO 10μg/ml添 加, 37℃, 15分 間 イン キ ュベ ー ト後 観 察.

短 か くな っ た微 絨 毛 が 細 胞 の 一 極 に 集 合 した 例 で,約5%の 細 胞 で観 察 され る. (×10000)

写 真3.サ イ トカ ラ シ ンB作 用 の 濃 度 依 存 性 の 走 査 型 電 子顕 微 鏡 に よ る観 察.

写 真3-a:サ イ トカ ラ シ ンB, 1μg/ml添 加, 37℃15分 間 イ ン キ ュベ ー ト後 観 察. zeiotic knobは 細 胞全 周 に

観 察 さ れ,微 絨 毛 が その 間 に存 在 して い る. (×6500)

写 真3-b:サ イ トカ ラ シ ンB, 5μg/ml添 加, 37℃15分 間 イ ン キ ュベ ー ト後 観 察. zeiotic knobの 集 合 が観察

さ れ る. (×4100)

写 真3-c:サ イ トカ ラ シ ンB, 10μg/ml添 加, 37℃15分 間 イ ン キ ュベ ー ト後観 察.典 型的 なzeiotic knobの 集

合 が 観 察 され る. (×2500)

写 真4.サ イ トカ ラ シンB作 用 の 温度 依 存 性 の 走 査 型 電 子顕 微 鏡 に よ る観 察.

写 真4-a:サ イ トカ ラ シ ンB, 10μg/ml添 加, 15℃10分 間 イ ン キ ュベ ー ト後 観 察. zeiotic knobの 細 胞の一 極

への 集 合 は み られ な い. (×9000)

写真4-b:サ イ トカ ラ シ ンB, 10μg/ml添 加, 20℃10分 間 イ ン キ ュベ ー ト後 観 察. zeiotic knobの 細 胞 の 一

極へ の 集 合 は み られ な い. (×10000)

写 真5.サ イ トカラ シンB作 用 の経 時 的 変 化 の 走 査 型 電 子顕 微 鏡 に よ る観 察.

写 真5-a:サ イ トカ ラ シ ンB, 10μg/ml添 加, 37℃1分 間 イ ン キ ュベ ー ト後 観 察. zeiotic knobは 細 胞 全 周

に生 じて お り,微 絨 毛 が そ の周 辺 に 均 一 に 分布 して い る.ま た, zeiotic knobの 生 じて い ない 細 胞 も

観 察 され る. (×1500)

写 真5-b:写 真5-aで, zeiotic knobを 形 成 して い る細 胞 を,高 倍 率(×7000)で 観 察 した.

写真5-c:サ イ トカ ラ シ ンB, 10μg/ml添 加, 37℃10分 間 以 上 イ ンキ ュベ ー ト後 観 察.

典 型 的 な, zeiotic knobの 移 動 が 観 察 され る. (×6000)

写 真5-d:サ イ トカ ラ シ ンB, 10μg/ml添 加, 37℃10分 間 以 上 イ ン キ ュベ ー ト後 観 察.

 zeiotic knobは 一 極 に集 合 して い るが,微 絨 毛 はpatch状 に 集 合 して い る.写 真5-a(ま た は, 5-b)

か ら写 真5-cに 至 る途 中 の像 を示 して い る と考 え られ る. (×8000)

写 真6.カ チ オ ン化 フ ェ リチ ン をマ ー カー と して,サ イ トカ ラ シ ンB処 理 に 伴 な う表 面分 子 の挙 動 を調 べ た透

過 型電 子 顕 微 鏡 写 真.

写 真6-a:コ ン トロー ル.細 胞 を固 定,洗 浄 後,カ チ オ ン化 フ ェ リチ ン50μg/mlを 作 用 させ 観 察.カ チ オ ン

化 フ ェ リチ ン粒 子 は均 一 に分 布 して お り,微 絨 毛 上 に も観 察 され る. (×29000)

写 真6-b:カ チ オ ン化 フ ェ リチ ン50μg/ml添 加, 37℃15分 イ ン キ ュベ ー ト後,洗 浄,固 定 し観 察.

カ チ オ ン化 フ ェ リチ ン粒 子 は,微 絨毛 を伴 な っ て細 胞 の 一 極 へ 集合 して い る.ま たcap領 域下 の細 胞

質 内 に も,小 胞 中 に取 り込 まれ た カチ オ ン化 フ ェ リチ ン粒 子 が 観察 さ れ る.し か し,微 絨 毛 の 先 端 は
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ラベ ル さ れ て い な い. (×6800)

写真6-c:カ チ オ ン化 フ ェ リチ ン50μg/ml添 加, 37℃15分 間 イ ン キュベ ー ト,洗 浄 後,サ イ トカ ラ シ ンB 10

μg/ml添 加, 37℃10分 間 イ ン キ ュベ ー ト後,固 定 し観 察. (×3400)

写 真6-d:写 真6-cと 同 一 条 件 下 で 処理 した 細胞 を 高倍 率(×9500)で 観 察 . 6-c, 6-dの 場 合 と もに,サ

イ トカ ラ シ ンBに よ る 突起 が,カ チ オ ン化 フェ リチ ンに よるcap形 成 領 域 に 集 合 して い る様 子 を,観

察 す る こ とが で き る.
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写 真1.
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写真2.
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写 真3.
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写真3.
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写 真4.
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写真5.
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写 真6.
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写 真6.



サイ トカラシンBに よるエールリッヒ腹水癌細胞の形態変化に関する
光学顕微鏡的 ・電子顕微鏡的研究 59

Cytochalasin B-induced morphological changes of Ehrlich

 ascites tumor cells

Masaaki IMANAKA

Department of Anatomy, Okayama University Medical School.

(Director: Prof. N. OTSUKA)

Cell morphological changes induced by cytochalasin B were investigated in Ehrlich 

ascites tumor cells with light and electron microscopes. Cytochalasin B (10ug/ml) 

induced zeiotic knobs around the cell surface. These knobs gathered to one pole of the 

cell surface where cells were treated at 37•Ž for 10min but not at low temperature and 

low concentration of cytochalasin B. The migration of knobs was concomitant with 

the grouping of microvilli and, as a result, the cell surface became smooth except for 

the knob grouping area.

To study the behavior of cell surface molecules during the knob formation induced 

by cytochalasin B, cells labeled with cationized ferritins were treated with cytochalasin 

B. Cationized ferritins themselves induced cap formation in these cells. Zeiotic knobs 

formed by cytochalasin B gathered at the cationized ferritin-induced cap area.

These results suggest that cationized ferritin-induced capping and cytochalasin B

induced knob migration were closely related. The linkage of cell surface molecules to 

the action site of cytochalasin B was also suggested. The action site of cytochalasin 

B was discussed in relation to the above results and in relation to experiments using 

Concanavalin A.


