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緒 言

正常線維芽細胞(マ ウスL-929細 胞)を 血清無添

加培養液で培養すると,各 細胞は細胞周期のG1期

で休止する(G1-arrest)1) 2).この後,血 清含有培養液

に置換("turn-on")3)す ると,準 同調的に細胞は回転

をおこし, G1-S変 換期 を経て, DNA合 成期(S期)

に と誘導される.こ のG1-S変 換期中に種々の反応が

連続して起こることが知られているが4),その中でも

uridineの 取込みが増大し, RNA合 成が促進するという

事実は,蛋 白質合成の促進とともにDNA合 成 と密

接に関連してお り,細 胞周期解析上,研 究の対象に

なっている5) 6).こ の反応解析のために,こ の期に合

成されたRNA種 の解析 と7), RNA合 成 阻害剤Ac

tinomycin D等 を用いた研究が行なわれて来た8).

しか し, Actinomycin DはDNAと 直 接結合 し,

 RNA合 成 を阻害するため9),非 特異的なRNA合 成

阻害がおこり,細 胞増殖を導 く血清情報の細胞内へ

の伝達機構のより詳細な研究には不適当である.も

し,無 傷細胞においてのみRNA合 成 を阻害するよ

うな物質が存在すれば,血 清情報に応答する細胞内

反応機構の解析に重要な知見が得られよう.

著者が本論で報告するIlludin Sは このような可能

性を有 した物質である. Illudin SはAnche1ら10)に

よってClitocybe Illudensよ り抽出 ・単離されたセ

スキュ ・テルペン類のキノコ毒で,化 学的には大い

に研究されたが11) 12),毒性が強 く,生物学的研究はほ

とんどなされていない12).著 者 はまずIlludin Sの

細胞増殖に及ぼす効果を検索し,超 微量で細胞増殖

を抑制することを確認 した.更 に無傷細胞系におい

てのみRNA合 成を抑制す ることを認めた.以 上の

実験事実から細胞周期解析の手段 としてIlludin Sを

用 いて 知 見 を得 た の で併 わせ 報 告 す る.

材 料及 び 実験 方 法

I. Illudin S

Illudin SはNakanishi12)ら の方 法 に よ り, Lam

pteromyces japonicus (KAWAMURA) Sing.よ り

抽 出 ・精 製 した標 品 を用 い た.

II.放 射性 同位 元素

(Methyl-3H) thymidine, (5, 6-3H) uridine, dl

leucine-1-14C, thymidine-(methyl-3H)-5´-triphosphate

は,全 てRadiochemical Centre, Amersham (Eng

land)よ り購 入 した もの を使 用 した.

III.細 胞

鶏胚 線 維芽 細 胞(CEF)は, Vogt13)ら の方 法 に よ

りホ ワ イ トレ グホ ン種 の10日 鶏 卵 を初 代 培 養 し,継

代2代 のCEFを 用 い た.

マ ウ ス 由来 線 維 芽 細 胞L929株 〔岡 山大 学 医 学 部 癌

源研 究施 設病 理 部 門(佐 藤 二 郎 教 授)よ り恵与 さ れ

た 〕 を 用 い た.全 て細 胞 は二 酸 化 炭 素 培 養 恒 温 器

(池 本理 器)中 で培 養 した.

IV.細 胞増 殖 の測 定

増殖 培 養 液 〔GM; 2% triptose phosphate broth

 (TPB, DIFCO), 10%牛 血 清(L-929株 用)又 は5%

仔 牛 血 清(CEF用)含 有Eagle's minimum essen

tial medium (MEM,日 水)〕 で培 養 した細 胞 を トリ

プ シン処 理 〔0.05% trypsin, 0.02% ethylene dia

mine tetra acetate (EDTA), phosphate buffered

 saline (PBS (-))〕 し,休 止 培養 液(RM; 2% TPB

含 有MEM)で 一 度 洗 浄 後,付 着 培 養 液(SM; 0.1

%牛 血 清含 有RM)に 浮遊 させ, 7.55cm2プ ラ ス チ ッ

ク.シ ャ ー レ(豊 島製 作 所)に 植 込 む(2万 個/シ ャ

ー レ)
. 24時 間後,細 胞 の プ ラ ス チ ッ ク壁 に 付着 を確
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認 し, RMに 培 養 液交 換, 72時 間培 養 し休 止 状 態 に

す る.そ の 後, GMに 培 養 液交 換("turn-on")を 行

な い, 48時 間 後 に トリプ シ ン処 理, Coulter counter

で細 胞数 を計 数 した.増 殖 率 はGM中 で培養 した細

胞数 を100%と して 表 示 し, 1試 料3シ ャ ー レ で その

平 均 値 を求 め た.

V.核 酸 ・蛋 白質 合 成 の 測 定

付 着 培養 液 に 浮 遊 させ た 細 胞 を18.1cm2プ ラ ス チ ッ

ク ・シ ャー レ(豊 島 製 作 所)に ま きこ み(80万 個/シ

ャー レ), 48時 間 後,休 止 培 養 液 に 交 換, 72時 間 培養

し休 止 状 態 に す る.そ の 後, "turn-on"を 行 ない,種

々 の 放 射 性 前 駆 物 質 を添加 し標 識 す る. "turn-on"

 12時 間後 よ り, 3H-thymidineのDNAへ の取 込 み が急

速 に 上 昇 し, 16～18時 間 で 最 高(休 止 細 胞 系 に 比 し

て10倍 以 上)と な り, 22時 間 で ほ ぼ 元 の レベ ル に ま

で下 降 す る こ と を確 認 し, "turn-on"よ り12時 間 ま

で をG1-S変 換 期 と し, 12時 間 か ら22時 間 ま で をS期

とす る. DNA合 成 は(methy1-3H) thymidineを 用

いRudlandら の方 法 で14), RNA合 成 は(5,6-3H)

 uridineを 用 いSchaeferの 方 法 で15),蛋 白質 合 成 は

d1-leucin-1-14Cを 用 いRudlandの 方 法 で14)測 定 を行

な っ た.放 射 性 同位 元素 は トル エ ンベ ー ス液 体 シ ン

チ レー ター を 用 い16), Packerd Scintilation Counter

で測 定 した.蛋 白質 定 量はLowryら の方 法17)に よった.

VI.ヌ クレ オ チ ド酸 可 溶 画 分 の 測 定

通 常 のtrichloroacetate (TCA)法 に よ り,放 射性

前 駆 物 質 のTCA抽 出 物 を, Triton X-100液 体 シン

チ レー ター に よ り16), Packerd Scintilation counter

で測 定 した. thymidine triphosphate (TTP), uri

dine triphosphate (UTP)等 の ヌ ク レ オ チ ドの 測 定

はPaladiniら の 方 法19)に よ り口紙 ク ロマ トグ ラ フ法

を用 い て行 な っ た.

結 果

鶏 胚 線維 芽 細 胞 の 増殖 は,培 養 液 中1ng/mlの

Illudin Sに よ り完 全 に 抑 制 され る(48時 間 培 養).

 2ng/m1で は既 にtoxicで あ り,細 胞融 解 を お こ す

(Fig. 1). L-929株 も同様 に強 く抑 制 され, I11udin S

の抑 制 効 果 に種 特 異性 は な い.し か し,単 離 ミ トコ

ン ドリア を用 い て の酸 化 的 リン酸 化 抑 制 や 脱 共 役 効

果 は5万 倍 量 以上 用 い て も認め られ な い. Table 1

にS期DNA合 成, RNA合 成 の 抑 制 効 果 を示 す.

 "turn -on"後 , 16時 間 か ら4時 間Illudin S存 在下 で,

 3H-thymidine (DNA合 成)或 い は , 3H-uridine

 (RNA合 成)で 標 識 を行 な っ た. DNA合 成, RNA

Fig. 1. Inhibitory effect of illudin S on cell proli

feration. The effect of illudin S on cell 

proliferation was assayed for 48h after 

changing RM with fresh RM or GM in

 the presence or absence of illudin S. 

The percent control was calculated by the 

following formula: [cell number in GM

- cell number in GM+Illudin S]•€cell 

numder in GM•~100. In the chick em

bryo cell (CEF) system (•›-•›) 100% 

was 8.96•~104, and in the L929 cell system 

(•œ-•œ) 100% was 18.7•~104. Tripli

cate identical plastic dishes (7.55cm2) 

were used for one assay point to calculate 

the mean value of the cell number. The 

standard deviation did not exceed 10% 

of mean value.

合成ともに濃度依存性の抑制 を受ける.同 様の系に

おける蛋白質合成は全く抑制 を受けない.細 胞増殖

抑制効果を示す量(1～2ng/ml)よ り高濃度(20ng/

ml)を 要 求するのは処理時間が短いためである. DN

A合 成RNA合 成 ともに阻害 を受けるため, S期 に

おける経時的な抑制効果を検索した(Fig. 2). turn-

on"後16時 間 より放射性前駆物質 に よ る標 識化

(DNA合 成及びRNA合 成測定)をIlludin S存 在下

で行ない, 30分 間, 1時 間, 2時 間, 4時 間 と,そ

の抑制効果を測定した. DNA合 成, RNA合 成 とも
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Table 1. Concentration-dependent effect of illudin S on DNA and RNA 

synthesis in S phase of chick embryo cells

a) The assay was started at 16h after turning-on by addition of radio

active precursors: 3H-thymidine (2.5ƒÊCi/ml) for DNA, 3H-uridine (5

ƒÊ Ci/ml) for RNA, and a known amount of illudin S. The reaction las

ted for 4h in a Co2 incubater.

b) The growing system incorporated 52,600•}3,400 (standard deviation, 

S. D.) c. p. m. per mg protein. Percent control was calculated by the 

following formula; [c. p. m./mg protein in GM-c.p.m./mg protein in (GM

+Illudin S)]•€[c. p. m./mg protein in GM]•~100. The standard devi

ations in the experimental systems were within 8.5% of averaged mean 

value.

c) The GM system incorporated 21,200•}950 (S. D.) c.p.m. per mg protein. 

Percent control was calculated by the formula described in b). Stan 

dard deviations were within 8.7% of mean value.

Fig. 2 Effect of illudin S on DNA and RNA syn

thesis in S phase. The kinetical assay of 

illudin S effect on DNA and RNA synthe

sis in CEF was started at 0h by addition 

of (methyl-3H) thymidine (2ƒÊCi/ml) and 

cold thymidine (3.3ƒÊM) for the assay of 

DNA and (5,6-3H) uridine (5ƒÊCi/ml) and

 cold uridine (10ƒÊM) for RNA. This was 

16h after changing RM with fresh GM 

for growing cell control, and GM+illu

din S (20ng/ml) for the experimental 

system. Incorporation of 3H-thymidine was 

expressed in the percent control (•›-•›, 

DNA; •œ-•œ, RNA) that was calculated 

by the formula described in the legend to 

Table 1, b). Each experimental point was 

calculated from c. p. m.•~10-2per mg pro

tein of 4 identical dishes. Cell numbers 

used were 4•~105per plate for GM con

trol and illudin experiment.

に同様の抑制曲線を得る. Illudin Sの 核酸合成抑制

の機序を明確にするため, G1-S変 換期を5時 間ごと

に区切 り,こ の間のみIlludin S前 処 理 を行 ない,

 "turn -on"後16時 間のDNA合 成 に及ぼす効果を検

索した(Table. 2).初 期0～5時 間前処理が最っと

も強 くDNA合 成 を阻害し(65%減 少),中 期(39%

減少),後 期(17%減 少)と 阻害効果が漸減する.ま

た,こ れらの期におけるRNA合 成 を検索したが,

その抑制率はG1-S変 換期の初期2時 間が最大であり,

休 止系細胞より増殖系細胞の方がより強い抑制 をう
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Table 2. Effect of illudin S on the initiation of DNA synthesis by early

 phase treatment in G1-S phase transitiona)

a) Chick embryo cells were treated with illudin S according to the sche

dule described in the text.

b) Percent control was calculated by the formula described in the legend 

to Table l,b). In Experiment A the cells were pre-treated with 1ng of 

illudin S per ml and in Experiment B with 0.75ng per ml.

c) The assay of DNA synthesis in S phase was described in the Methods. 

The numbers represent the mean value•}standard deviation (S. D.) in 

c. p. m. which was calculated from 4 identical plates.

Table 3. Effect of illudin S on RNA synthesis in early transitional period

 of G1-S phase

a) The incorporated amount of 3H-uridine was represented mean value•}

S. D. in c. p. m. per 0.2ml of an identical system. This was calcualted 

from 4 identical experimental dishes in each system.

b) The illudin S used was 1.25ng per ml.

c) Percent inhibition was calculated by the next formula; [(RM+Illudin 

S)-RM]•€RM•~100, or [(GM+Illudin S)-GM]•€GM•~100, 

respectively in each column.

け る(Table 3).こ れ ら よ り, GrS変 換 期 初 期 が

Il1udin Sに 最 っ とも感 受 性 が あ り,ま たDNA合 成

は これ らRNA合 成 の 阻害 に よ る 第二 義 的 な もの と

い え る. Illudin Sの 第一 義 的 作 用 機 序 解 析 の た め,

標 識 と処 理 時 間 を20分 間 に 短 縮 し, "turn-on"後,

 12, 14, 16, 18時 間 のDNA合 成 とthymidine tri

phosphate (TTP) poolを 測 定 した. TTP poolの

増 大 に は 全 く効 果 が な く(Fig. 3b), DNAはS期 初

期 のDNA合 成 に は無 効 で あ るが,中 期(16～18時

間)以 後 は 抑 制 を受 け る(Fig. 4).ま たGl-S変 換

期 に お け るUridine triphosphate (UTP) poolの 増

大 はIlludin S添 加 に よ り顕 著 な抑 制 を受 け る(Fig.

 3a),し か し, RNA polymerase20)やDNA rep1icase

21)は1万 倍 量 以 上 用 いて も抑 制 は み られ な い
.(不 掲

載)以 上 よ り, Illudin Sは 細 胞 周 期 に お いてuri

dineの 取 込 み を抑 制, RNA合 成 を抑 制,そ の 結 果

と してDNA合 成 を抑 制 す る とい え る.
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Fig. 3 Effect of illudin S on increase of the pool

 size of UTP and TTP. The increase of

 the UTP pool in the G1-S transitional

 phase assayed by the method of Haushka
 modified as follows: Resting L-cells were 

"turned -on", and the incorporation of the 3H-

uridine (NEN, 0.3 Ci mmol-1, 1 uCi ml-1) 

into UTP pool was assayed for 20min. at 

2, 4, 6, and 8h after "turn-on" in the presen
ce of illudin S (20ng/ml). The TTP pool 

assay was performed in S-phase for 20

min. at 12, 14, 16, and 18h after "turning

on" by the addition of 3H-thmidine (NEN, 

0.33 Ci mmol-1, 1 uCi ml-1) in the presence 

or absence of illudin S (20ng/ml). Radio

activity incorated into the UTP or TTP 

pool was counted with a Triton X-100 

based scintillator after paper chromato

graphy. Two identical bishes (18. 1cm2) 

in which 106 cells had been seeded were 

used for each experimental point. The or

dinate indicates averaged c. p. m. per plate 

in UTP pool (GM, •›-•›, GM+illudin, 

•œ -•œ; a) and in TTP pool (GM
, •›-•›, 

GM+illudin, •œ-•œ; b), and the abscissa 

indicates hours in culture.

Fig. 4 Kinetic effect of illudin S on DNA syn

thesis in S-phase. Resting L-cell were 

"turned -on"
, and the incorporation of 3H-

thymidine to DNA was assayed for 20min. 

at 12, 14, 16, and 18h after "turning-on" 

in the presence of illudin S (20ng/ml).

 Radioactivity incorparated into DNA was 

counted by the material and method. The 

ordinate indicates averaged c.p.m. per plate 

in DNA (GM, •›-•›, GM+illudin S, 

•œ -•œ) and the abscissa indicates hours 

in culture.
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考 察

新 しいRNA合 成 阻 害 剤 で あ るIlludin Sに つ い て

報告 を行 な っ た.ま ず, Illudin Sの 正 常 線維 芽 細 胞

増 殖 阻 害 濃 度 がng/mlで あ る こ とはActinomycin D

のRNA合 成 阻害 濃度 よ り低 く,有 効 下 限 濃 度 とほ

ぼ 匹 敵 す る22).又,細 胞 増殖 阻害 濃 度 を決 定 し,そ

の 作 用機 序 はRNA合 成 阻 害 が 第一 義 的 で あ る こ と

を確 認 した.

まず, Illudin Sの 特 異性 を考 察 す る ため 既 に 報 告

さ れ たRNA合 成 阻 害 剤 と比 較 す る. RNA合 成 阻

害 は4つ の グル ー プ に大 別 さ れ23) (1) RNA polyme

raseに 働 く; α-Amanitine, (2) template DNAに 働

く; Actinomycin D, (3)基 質 ア ナ ロー グ と して働 く

; Cordycepin, (4) Nuc1eotides合 成 を阻 害 す る; 6-

mercapts purine, 5-fluorouracil等 で あ る.し か し,

 Illudin Sは 無 傷 細 胞 系 に お い て の み 有効 で,無 細 胞

系 で は い ず れ も無 効 で あ り,広 義 に 解 釈 す れ ば 第4

の グル ー プ に 入 れ る こ とが で き るが,構 造 上 の 類 似

性 は 有 して い ない.

Illudin Sはuridineの 酸 可 溶 画分 へ の取 込 み の み

を抑制 し, thymidineやcytidineの 取 込 み は 阻害 し

な い.更 に そ の効 果 は休 止 細 胞 系 よ りも,血 清 因 子

に 応 答 した増 殖 細胞 系 での 効 果 が 顕 著 で あ り,特 に

"turn -on"直 後 のGl-S変 換 期 初 期 のRNA合 成 , S期

中期 のDNA合 成 を他 の 期 よ りもよ く阻害 す る.細

胞 周期 中G1-S変 換 期 初 期 が最 っ と もDNA合 成 に 関

与 して い る とい う知 見 は,既 にMacCarthyら が7)

再 生 肝 系 を用 い て手 術 後2時 間 内 に 新 しいRNAが

合 成 さ れ る こ とを報 告 して い るが,そ の 後 この研 究

は 進展 をみせ て い な い.今 回報 告 した 結 果 は,こ の

MacCarthyら のある種のRNA合 成がDNA合 成

開始に関係があることを示してお り, in vitroの 系

でも同様の解析が望まれる.

S期DNA合 成阻害の機序はprimer RNA24)も し

くは,全 く性格ずけのされていないRNA種 でDNA

合成 と密接に関連するRNA合 成阻害を介している

と考えられる.こ れらRNA種 の解析によりDNA合

成に関する新しい知見が得られると推測される.

総合すると, Illudin Sの 作用機序の完全な解析は

未だしではあるが, Illudin Sは, G1-S変 換期機構解

明のみならず, S期DNA合 成 解明にも有用な手段

た りうる可能性を示している.

結 語

Illudin Sは1～10ng/mlの 濃度で,細 胞増殖を抑

制する.こ の作用は無傷細胞においてのみ有効であ

り, G1-S変 換期RNA合 成を抑制 し,第 二義的にS

期のDNA合 成を抑制する.その作用機作はUridine

取込みの抑制である.

Illudin Sは, G1-S変 換期のRNA合 成解析, S期

のDNA合 成 の解析の有効な手段にな りうる.
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Illudin S; a possible new type inhibitor of RNA synthesis, 

and analysis of its action mechanism 
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Illudin S primarily and specificially inhibited RNA synthesis at a concentration of 1-10

ng/ml of culture medium in the early period of G1-S phase transition as well as in S phase in 

a growing medium. DNA synthesis in S phase and cell proliferation were inhibited as secondary 

events. The inhibitory effects on RNA synthesis were only manifested in intact cell systems, 

not in cell-free ones. DNA replication in a nucleotide-permeable cell system was completely 

insensitive to Illudin S. Protein synthesis in intact cell systems was not inhibited by Illudin S. 

Illudin S should prove useful in the analysis of the mechanism of Gl-S phase transition in the 

cell cycle; especially in the elucidation of specific kinds of RNA required for initiation of DNA

 replication.


