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Silurus asotus (catˆsh) egg lectin (SAL) has potent a‹nity to Gal a-linked carbohydrate chains of not only
glycoproteins but also glycosphingolipids such as globotriaosylceramide (Gb3). SAL selectively bound to Gb3 localized
in glycosphingolipid-enriched microdomain (GEM) of Gb3-expressing (Gb3＋) Burkitt's lymphoma cells. Since treat-
ment of Gb3＋ cells with SAL caused an increase in externalization of phosphatidylserine via activation of P-
glycoprotein, and apoptotic volume decrease via activation of G-protein activated K＋ channel-1, SAL may function as
an inducer of early apoptotic signal; however, neither caspase-8 and -3 activation nor DNA fragmentation was observed.
We therefore investigated whether cell proliferation and viability were altered in SAL-treated Raji cells. SAL caused
reduction of Raji cell proliferation without cytotoxicity. Although SAL did not induce apoptotic cell death to Gb3-ex-
pressing cells, it functionally behaved as a regulator of cell proliferation. SAL activated the suppression system of cell
proliferation, such as down-regulation of c-myc and cdk4, and up-regulation of p21 and p27, inducing G1 arrest of the
cell cycle, and consequently inhibited cell proliferation of Raji cells. Therefore, we conclude that SAL leads the cells to
early apoptotic status but not late apoptotic (necrotic) status via binding to Gb3 existing in GEM, and that this binding
is a prerequisite condition to induce cell cycle stop signal.

Key words―rhamnose-binding lectin; ˆsh eggs; catˆsh; globotriaosylceramide; Burkitt's lymphoma cells; an-
tiproliferative eŠect

1. はじめに

糖衣(glycocalyx)で覆われた細胞は，隣接する細

胞と接着し，あるいは細胞間物質に囲まれて生存し

ている．セレクチン(selectin)を発現している細胞

と糖鎖リガンドを発現している細胞との間の接着

は，細胞同士の接着の 1 つの形態である．セレクチ

ンは細胞外領域にレクチン（糖結合性タンパク質）

ドメインを持つ膜貫通タンパク質で，炎症性疾患の

際に，血管内皮細胞あるいは白血球に発現すること

も知られている．1,2)また，感染症は，微生物の細胞

表面にあるレクチンあるいは糖鎖リガンドと宿主の

糖鎖あるいはレクチンとの相互作用により成立する

場合が非常に多いことも知られている．3,4)このよう

に，レクチンは，疾患と糖鎖の関連の解析，糖鎖の

検出・同定あるいは機能解析などのため，多くの研

究領域で利用されている．

1960 年代に，細胞表面の糖鎖構造の変化と細胞

の癌化が関連していることが，小麦胚芽レクチン

(WGA)やダイズレクチン(SBA)を用いて，証明さ

れている．5,6)これらの研究がきっかけとなり，糖鎖

異常が細胞の癌化に応じて普遍的に起こること，単

クローン抗体の作製技術が確立され，レクチンより

も糖鎖に対する特異性の高い抗体が得られ，腫瘍

マーカーとしての糖鎖抗原が明らかにされてきた．

癌細胞に特異的なレクチンあるいは糖鎖に対する単

クローン抗体をイムノトキシン(immunotoxin)とし

て，癌の治療に利用しようという試みも行われてき
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Fig. 1. Domain Structure Model of RBLs
Schematic models (I―V) were designed based on the deduced amino acid sequences of SAL and OLL26, and other related lectins cited in Table 1. N-terminal

domain of Type II indicated by green column does not contain both RBL motifs.
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た．7)

われわれは，動物由来（カエル卵あるいは魚卵）

の可溶性タンパク質に属するレクチンを題材に，癌

の治療あるいは診断への応用を指向した研究を進め

てきている．8,9)アカガエル属のカエル卵由来のシア

ル酸結合性レクチンが，それらの糖結合活性と無関

係に，リボヌクレアーゼ活性を持つことから，これ

らのレクチンをレクザイム( leczyme)と呼んでい

る．10,11)このレクザイムは様々な癌細胞に対してア

ポトーシスを誘導し，抗腫瘍作用を発揮するので，

抗腫瘍薬への応用研究が急務である．

一方，魚卵から多く見いだされているラムノース

結合性レクチン(RBL)は，動物レクチンの中では

特異なカテゴリーを形成している．12)本論文では，

RBL の 1 つであるナマズ(Silurus asotus)卵由来レ

クチン(SAL)が，非常にユニークで，グロボトリ

アオシルセラミド(Gb3)を発現しているバーキット

リンパ腫細胞に結合し，細胞縮小を引き起こすの

で，13―15)この分子機構の解明と，それに基づく抗

腫瘍薬開発への将来展望について述べる．

2. ラムノース結合性レクチンの一次構造と遺伝

子の塩基配列

2-1. 一次構造 RBL は，2 個あるいは 3 個の

類似した約 95 アミノ酸残基よりなる“domain”が

タンデムに並んだ構造を持ち，各 domain にはよく

保存された配列（RBL motif），すなわち N 末端部

位に“ANYGR”配列及び C 末端部位に“DPC

KYL”配列がみられ，この domain が RBL におけ

る carbohydrate recognition domain (CRD）である

と推測されている（Fig. 1)．14) RBL は，一次構造

の類似性，ヒト赤血球凝集活性及びラクトースによ

る阻害の有無から，5 つのサブグループ（Type IV

はさらに a と b に区分）に分類することができる

（Table 1）．3 個の domain からなる SAL 及び 2 個

の domain からなるシシャモ(Osmerus lanceolatus)

卵由来 RBL (OLL26）は，それぞれ Type I 及び

Type IVa に分類される．スチールヘッドマス（ニ

ジマス）由来の STL1，16)アメマス由来 WCL117)及

びサケ由来 CSL118) は，分子サイズとしては Type

I と同等であるが，N 末端の domain に RBL motif

を持たない（Type II）．2 個の domain を持つもの

は，赤血球凝集活性と糖特異性の違いにより，

Type III と IV に分類できる．また，ウニ卵から単

離された SUEL は，N 末端の付加配列中に存在す

る Cys を介して homodimer を形成している（Type

V）．19) SUEL は，ガレクチン（約 135 残基からなる

S 型 CRD を持つ）とは異なるガラクトース結合性

レクチンとして報告されたが，19) RBL の CRD が保

存されていること，また SUEL によるウサギ赤血

球の凝集が低濃度のラムノースにより阻害されるこ

とから，RBL に分類するのが妥当である．14)

2-2. 遺伝子の塩基配列 OLL26 遺伝子は全

長約 1.6 kb で，8 個のエキソンに分かれてコードさ

れている．成熟タンパク質を構成する 2 個の

domain はそれぞれ，互いに相同の 3 個ずつのエキ

ソンでコードされていた．CRD をコードする 3 個
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Table 1. Classiˆcation of RBLsa)

Group RBL Domainb) Hemagglutinating activity
for human erythrocytesc)

Inhibition by
lactosed)

Type I SAL 3 B（＋), A, O（－) (＋)

Type II STL1, WCL1, CSL1 2 A, B, O（－) (－)

Type III STL2, CSL2 2 B（±), A, O（－) (＋)/(－)d)

Type IVa OLL 2 A, B, O（＋)e) (＋)

Type IVb STL3, WCL3, CSL3 2 A, B, O（＋)e) (－)

Type V SUEL 1f) NDg) (＋)

a) Cited from Refs. 13), 14) and 16―18). b) Number of putative CRD containing YGR- and DPC-region. c) Plus/minus sign (±) and
minus sign (－) indicate that hemagglutination was observed at a concentration of 250 mg/ml and was not observed at the same concentra-
tion, respectively. d) All RBLs listed can agglutinate rabbit erythrocytes. Minus sign (－) indicates that no inhibitory eŠect for hemaggluti-
nation of rabbit erythrocytes was observed at a concentration of 100 mM. STL2：(＋), CSL2：(－). e) Predominantly for B, weakly for A
and O. f) Intermolecular-linked homodimer. g) ND：not determined.
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のエキソンを隔てているイントロンもまた，

domain 間で対応するもの同士の長さはほぼ同じで

あり，全体としてアミノ酸配列のパターンと酷似し

たタンデムリピート構造を取っていることを明らか

にしている（Hosono M., Matsuda A., Sugawara S.,

Nitta K., unpublished observation）．これは，タン

デムリピート型のガレクチン(galectin)-6 のゲノム

構造と類似しているが，CRD 間に挿入配列がない

点で異なっている．20)これらのことから，OLL26

は進化の過程において CRD をコードするエキソン

の重複あるいは混成を伴って，今日の分子形態に至

っている可能性が示唆される．SAL 遺伝子も

OLL26 遺伝子と同様にタンデムリピート構造を取

ることが推測される．

3. ラムノース結合性レクチンの糖特異性と細胞

特異性

ガレクチンは，b- ガラクトシドと結合性があ

り，還元剤の存在下で活性を発揮する．21) RBL は，

ラムノースに対して非常に高い親和性を有している

が，ガラクトースにも親和性を有している．13,22,23)

RBL の凝集活性は，還元剤や 2 価の陽イオンの添

加によって影響を受けない．赤血球（ヒト又はウサ

ギ）を用いた凝集阻害反応の結果から，RBL に対

する親和性は，L- ラムノース＞L- マンノース＞メ

リビオース＞D- ガラクトース（＝D- フコース)＞ラ

クトースの順に低下した．すなわち，ガラクトシル

a 結合糖鎖に対する親和性がガラクトシル b 結合糖

鎖のそれよりも高い傾向にあることが示された．ま

た，表面プラズモン共鳴スペクトルの解析結果から

は，RBL がネオ糖タンパク質［メリビオシル(Mel:

Gala1-4Glc) -BSA，ラクトシル(Lac: Galb1-4Glc)

-BSA］，糖脂質(Gb3: Gala1-4Galb1-4Glcb1-1′Cer,

GalnLc4: Gala1-3Galb1-4GlcNAcb1-3Galb1-4Glcb1-

1′Cer)どちらの糖鎖をも認識することが明らかにさ

れている．SAL のこれらの糖鎖に対する結合親和

性は，Mel-BSA＞Gb3＝GalnLc4＞Lac-BSA の順で

ある．また，RBL の赤血球に対する特異性につい

ては，1) ガラクトシル a 結合糖鎖が多く存在する

ウサギ赤血球をよく凝集し，ヒト B 型赤血球も凝

集すること，2) シアリダーゼ処理赤血球の被凝集

性は大幅に増加することから，前述の結果が支持さ

れる．

一方，癌細胞に対する RBL の反応特異性につい

ては，相違が認められている．SAL は，Gb3 の発

現が観察された細胞［バーキットリンパ腫（Raji

あるいは Daudi），ACHN 及び P388］に結合する

が，Gb3 を欠損している K562 細胞には結合しな

い．24)すなわち，SAL は細胞表面の Gb3 に選択的

に結合することにより凝集を引き起こす．一方，1)

OLL26 は Raji 及び K562 細胞の細胞表面に結合す

ること，2) Raji 細胞を抗 Gb3 抗体で前処理するこ

とにより，OLL26 は抗体未処理とほぼ同様に結合

したのに対して，SAL の結合はほとんど認められ

なくなったこと，3) Raji 細胞に対する OLL26 及

び SAL の結合を，ラクトース及びメリビオースは

いずれも濃度依存的に阻害したが，OLL26 と SAL

とを比較すると，メリビオースによる阻害の程度は

50％阻害濃度でほぼ同等であるのに対し，ラクトー

スの場合，OLL26 において SAL と比較して低濃度

で阻害した．これらのことから，OLL26 は Raji 細

胞膜上の Gb3 以外のガラクトース含有糖鎖にも結

合し，SAL と異なる変化を誘導しているものと考
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えられる．この結合能の差が両者のドメイン構成に

起因するか否かについては現在検討中である．

4. SAL 処理で誘導されるホスファチジルセリ

ンの細胞膜外層側への移行と細胞縮小

4-1. ホスファチジルセリンの細胞膜外層側への

移行 志賀毒素は AB- 毒素の代表例で，A サブ

ユニットに RNA N-glycosidase 活性があり，細胞

内に取り込まれたのち，毒性を発揮する．また，B

サブユニットにはレクチンとしての機能がある．志

賀毒素のレセプターは Gb3 で，毒素の結合した細

胞ではアポトーシスが誘導されることが知られてい

る．25)また，志賀毒素の B サブユニット自身にアポ

トーシス誘導能があるか否かは，使用する細胞によ

っても相違があるため，B サブユニットの Gb3 へ

の結合を介したシグナル伝達とアポトーシス誘導と

の関係については議論の余地がある．26,27)前述のよ

うに，SAL は Raji 細胞に結合するので，SAL 処理

により Raji 細胞にアポトーシスを誘導できると考

えられた．ホスファチジルセリン(PS)の細胞膜外

層側への移行と細胞縮小という現象は，一般的にア

ポトーシスの初期に起こることが知られている．28)

フローサイトメトリー解析で，SAL 処理 Raji 細胞

において，PS の細胞膜外層側への移行［アネキシ

ン V(ANV)の結合で評価］と細胞縮小が観察され

たので，これらの現象がどのような過程を経て引き

起こされるのかを検討した．

SAL 処理により，Raji 細胞では ANV の結合増

加とヨウ化プロピジウム(PI)の取り込みが急速に

起こった．SAL の処理濃度と処理時間の検討から，

SAL 処理により PS の細胞膜外層側への移行が先行

し，続いて PI の取り込みが上昇した．どちらも陽

性になった細胞集団が 50％を超えると，縮小した

細胞の割合が有意に増加した．15)すなわち，「SAL

は PS の細胞膜外層側への移行を誘導したのち，細

胞縮小を引き起こす」ことになる．しかし，後述す

るように，SAL 処理細胞ではアポトーシスは誘導

されない．タンパク質導入試薬 Profect-1（Target-

ing Systems 社製）を用いて SAL を Raji 細胞に導

入しても，Profect-1 未処理の場合と同様の結果で

あったので，SAL の Gb3 への結合が重要である．

また，OLL26 は SAL と同様に，Raji 細胞に結合

し，細胞膜表面の変化（ANV の結合及び PI の取

り込み増加）と細胞縮小を引き起こした．それには

SAL の約 10 倍の濃度を必要とした．

これに類似の現象として，Cummings のグループ

は，ヒトガレクチン -1（ 2 量体）が HL-60 や

MOLT-4 細胞に対して PS の移行を誘導するが，細

胞縮小を誘導しないことを報告している．29)また，

彼らは，PS の細胞膜外層側への移行がアポトーシ

スといつも関連しているとは限らないとも主張して

いる．30)これらのことから，PS の移行と細胞縮小

に係わる分子の活性化には，自ずと順番のあること

が明らかである．

細胞膜の脂質二重層を維持あるいは制御する分子

として，phospholipid scramblase (PLS), amino-

phospholipid translocase (APTL）及び ATP-bind-

ing cassette (ABC) transporter [multidrug resistance

(MDR) 1 P-glycoprotein (MDR1 P-gp), MDR-as-

sociated protein 1 (MRP1）など］が知られてい

る．31―33) Raji 細胞におけるこれらの分子の mRNA

及びタンパク質レベルの発現について調べたところ，

PLS と MDR1 P-gp の 発 現 は 低 く ， APTL と

MRP1 の発現は非常に高い結果であった． 1-

Palmitoyl1-[6-[(7-nitro2-1,3-benzoxadiazol4-yl）

amino]dodecanoyl](NBD)phosphatidylcholine や

NBDPS の取り込みを指標に検討した結果，PLS

と APTL は SAL による PS の移行に関与しないこ

とが明らかになった．15)

そこで，MDR1 P-gp と MRP1 が SAL による PS

の移行に関与するか否かを，MDR1 P-gp の阻害剤

であるシクロスポリン A (CsA）と MRP1 の阻害

剤である MK571 を用いて検討した．CsA の前処理

で PS の移行が抑制されたが，MK571 の前処理で

は抑制されなかったので，MDR1 P-gp が関与する

ことが明らかになった．15) Pohl らは，MDR1 P-gp

を過剰発現しているヒト胃癌細胞（EPG85257）

における PS の移行には MDR1 P-gp が関与してい

ることを報告しているが，MRP1 の関与には言及

していない．34)このようなことから，Raji 細胞にお

いて，SAL は MDR1 P-gp と MRP1 の中から発現

量が非常に少ない MDR1 P-gp を選択的に活性化す

る能力を持つと考えられる．

Raji 細胞において，SAL 処理による PS の移行

には，MDR1 P-gp が関与している． SAL は，

glycosphingolipid-enriched microdomain (GEM）に

局在している Gb3 に結合するので，SAL 処理によ
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り MDR1 P-gp が活性化される場合には，Gb3 の近

傍に MDR1 P-gp が局在しており，活性化を受ける

ものと考えられる．そこで，MDR1 P-gp が Gb3 と

ともに GEM に局在しているか否かを，ショ糖密度

勾配遠心分離法により検討した．Raji 細胞では，

MDR1 P-gp は GEM に回収された．MRP1 の局在

についても調べたところ，同様に GEM に局在する

ことが観察された．15)これらの結果から，Gb3，

MDR1 P-gp 及び MRP1 はいずれも GEM に共局在

するが，Gb3 に結合した SAL は選択的に MDR1

P-gp を活性化していることが示唆された．

4-2. 細胞縮小 糖脂質生合成阻害剤である D-

threo1-phenyl2-decanoylamino3-morphorino1-

propanol (D-PDMP)35)で処理した Raji 細胞では，

Gb3 発現量は減少し，また SAL の結合も低下し，

縮小した細胞の割合も低下した．すなわち，SAL

による細胞縮小は Gb3 の発現量に依存することが

明らかになった．15)基本的に，細胞の大きさがいつ

も同じになるように調節機能が備わっている．細胞

容積調節は，K＋ channel と Cl－ channel が活性化

して KCl が細胞外に出ることで水の排泄が起これ

ば縮小に，purinergic ATP receptor や G protein-

coupled Ca2＋-sensing receptor への ATP や Ca2＋ の

結合で容積は増加する．36) SAL 処理により，cell

size が減少した細胞集団が増加し，同時に細胞内

K＋ 濃度が低下した．このことから，SAL 処理 Raji

細胞では K＋ channel の活性化が起こるものと考え

られる．そこで，数種類の K＋ channel の発現を検

討したところ，G-protein activated K＋ channel

(GIRK1), voltage-gated K＋ channel (Kv）1.3 及び

2.1 の発現が確認された．これらの中で，GIRK1 が

GEM の画分に回収されるので，GIRK1 の活性化

により K＋ の放出が促進されるものと考えられる

（Sugawara S., Kawano T., Hosono M., Taka H.,

Fujimura T., Murayama K., Hakomori S., Nitta K.,

unpublished observation）．

アポトーシス初期に，アポトーシス性細胞容積減

少（apoptotic volume decrease, AVD）が起こるこ

とが知られているが，カスパーゼを中心とする細胞

死実行反応が開始された結果として起こると考えら

れていた．37) SAL 処理により，K＋ の放出を伴う

AVD が観察されるが，カスパーゼの活性化も

DNA 断片化も観察されなかった．Okada らは，

AVD がカスパーゼの活性化よりも前に起こること，

AVD を抑制することで細胞死そのものが抑制でき

ることを報告している．38)ネクローシス時には細胞

内 ATP 濃度が著しく減少することはよく知られて

いるが，Zamaraeva らはアポトーシス時の細胞質

ATP 濃度が上昇することを報告している．39)これ

は，アポトーシスの誘導の前後で，細胞内の ATP

含量はあまり変化しないが，細胞容積の減少のため

に細胞質 ATP 濃度が上昇することになる．この結

果は，細胞容積変化をコントロールすることで，ア

ポトーシスをコントロールできる可能性を示唆して

いる．これらのことから，SAL の Gb3 への結合に

より，MDR1 P-gp の活性化を介して PS の細胞膜

外層側への移行が起こり，ついで GIRK1 の活性化

により K＋ の放出が促進され AVD に至るが，アポ

トーシスを誘導はしないので，SAL はアポトーシ

スの誘導過程を調べるためのよいツールとして利用

価値が高い．

5. SAL 処理により誘導される細胞増殖抑制と

細胞周期の停止

5-1. 細胞増殖抑制 SAL 処理により，Raji

細胞の縮小が観察されたので，SAL は細胞の増殖

に影響を及ぼしていると考え，生存率と増殖率を検

討した．細胞増殖抑制に関する以下の作業仮説を立

て，関連する分子の解析を行った．

1) SAL 処理により細胞増殖速度が遅くなる．

2) SAL 処理により細胞周期の進行が抑制され

る．

3) 細胞増殖因子あるいはそれらに関連する分子

の発現抑制を引き起こす．

SAL24 時間処理で，Raji 細胞の生存率の大きな

低下はなく，約 90％を維持していたのに対し，

OLL26 処理では約 50％まで低下した．このことか

ら，両者の Raji 細胞に対する作用は異なると考え

られる．

次に，細胞の増殖率を測定したところ，SAL 未

処理 Raji 細胞では，48 時間培養後，細胞数が 5.8

倍に増加するのに対し，SAL 処理 Raji 細胞では，

濃度依存的に細胞増殖が抑制され，50 mg/ml で増

殖がほぼ停止した．このとき，Raji 細胞の生存率

には顕著な変化が認められないことから，SAL は

細胞毒性を示さずに増殖を抑制することが明らかに

なった．このような現象は，Gb3 に結合して細胞



hon p.6 [100%]

558558 Vol. 127 (2007)

毒性を示す志賀毒素では起こらないことから，

SAL 特有の効果であると考えられる．40)

5-2. 細胞周期の停止 細胞の増殖速度は，細

胞周期の進行によって決まる．SAL により細胞増

殖が抑制されたことから，この現象がどのような機

構で起こるのかを調べるため，5- ブロモ2′- デオキ

シウリジン(BrdU)と PI を用い，細胞周期の測定を

行った．41)チミジンアナログである BrdU は，増殖

中の細胞の DNA にのみ取り込まれることから，S

期を特異的に検出することができる．その結果，

Raji 細胞の増殖が抑制される濃度の SAL 処理によ

り，G2/M 期においてあまり変化はみられなかった

ものの，G1 期の細胞が約 10％増加し，反対に S 期

の割合が約 10％減少することが明らかになった．

このことから，SAL は細胞周期の G1 期に作用し，

細胞増殖を抑制することが示唆された．

細胞周期では，駆動因子［cyclin-dependent pro-

tein kinase(CDK)2，CDK4，サイクリンなど]42,43)と

抑制因子（p21, p27, p53 など)44―47)が相互に係わ

り，増殖速度を調節している．そこで，SAL 処理に

よる細胞周期の抑制に，G1 期で作用する CDK242)

と CDK443) の発現が関与しているか否かを RT

PCR 法を用いて検討した．その結果，CDK4 は，

SAL で 24 時間処理することにより，未処理の場合

と比較して発現量が 32％減少し，さらに 48 時間処

理では 51％減少した．一方，CDK2 では，SAL 処

理しても発現量に変化はみられなかった．

次に，G1 期で細胞周期を抑制する役割を担うこ

とが知られている CDK inhibitor (CKI）である，

p21 と p27 の遺伝子44)の発現量について検討した．

p21 は p53 によって誘導され，CDK と相互作用し

て細胞増殖を遅らせる働きがあり，48)また p27 は

CDK2 の活性化を抑制し，RB タンパク質のリン酸

化を減少させるタンパク質として見いだされ，細胞

周期を G1 期で停止させることが報告されてい

る．49,50)両遺伝子とも，SAL 24 時間処理により，

p21 は 1.3 倍，p27 は 1.5 倍にそれぞれ増加し，48

時間処理では，p21 が 2.3 倍，p27 も 1.8 倍まで増

加する結果が得られた．これらのことから，CDK

の機能を阻害して，G1 期で細胞周期を停止させて

いるものと考えられる．

以上のことから，SAL は Gb3 に結合したのち，

CDK4 遺伝子発現を抑制し，細胞増殖の抑制を引き

起こすこと，また，p21 と p27 の発現を増加させる

ことにより，CDK の機能を阻害して細胞増殖の抑

制を引き起こすことが示唆された．

SAL による細胞増殖抑制は，CDK4 の発現が抑

制されることにより引き起こされている可能性が考

えられた．そこで，SAL による CDK4 の発現調節

機構を解明するため，CDK の転写活性を制御して

いることが知られている c-myc51) の発現量を RT

PCR 法を用いて検討した．c-myc は G0 期から S 期

の間で一過性に発現が上昇し，細胞周期への移行を

決定することが知られている．52,53) CDK4 は，c-

myc が CDK4 上流の CANNTG サイトに結合する

ことにより，転写活性化されることから，CDK4 の

発現抑制は c-myc の発現量に変化が起きたためで

あると考えられる．そこで，c-myc の発現量と c-

myc により転写調節を受けることが知られている

ornithine decarboxylase (ODC）の発現量の変化を

検討した．Raji 細胞を SAL で 24 時間処理するこ

とにより，未処理細胞と比較して，c-myc の発現量

は 48.1％まで減少した．また，ODC54,55) の遺伝子

発現量を同一条件下で調べた結果，50.2％減少した．

c-myc の遺伝子発現は SAL 処理により抑制され，

さらに，c-myc により転写が調節されることが知ら

れている ODC 遺伝子56,57)の発現も減少した．これ

らのことから，SAL は c-myc の発現を抑制し，

CDK4 の発現を抑制すると考えられる．

6. SAL はどのようにしてサイトカインによる

細胞増殖シグナルに拮抗するシグナルを発揮する

か

Granulocyte-macrophage colony-stimulating fac-

tor (GMCSF）などのサイトカインは，レセプター

分子のチロシン残基をリン酸化することによりキ

ナーゼ活性を誘導し，Janus family tyrosine kinase-

signal transducer and activator of transcription (JAK

STAT）経路58,59)や Ras 経路60)などを活性化して

下流へと情報を伝える．DiŠerential display 法を用

いて，SAL 処理により発現量が変化する遺伝子を

スクリーニングした結果，発現が抑制される遺伝子

として mitochondria-associated GMCSF signaling

(Magmas）遺伝子を見いだしている．Magmas 遺

伝子は，GMCSF による細胞増殖刺激に呼応して

発現増加が観察されている．61)この Magmas の発現

が SAL 処理 Raji 細胞では低下した．
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Fig. 2. Regulation of Gb3-mediated Signal Transduction by SAL
Binding of SAL to Gb3-expressing Burkitt's lymphoma cells caused apoptotic volume decrease (AVD) and inhibition of cell proliferation. The rapid and slow

reactions proceeded within an hour and a day, respectively.
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GMCSF により Stat 転写因子群の Stat 5 が活性

化され，結果として遺伝子の転写調節，細胞機能や

代謝の変化，増殖分化などが起こる．62) Magmas の

発現も，GMCSF 刺激により，このようなシグナ

ル伝達を経て誘導されると考えられる．SAL は

Gb3 に結合したのち，GMCSF が伝えるシグナル

伝達経路の中で起こるチロシン残基のリン酸化を抑

制し，Magmas 遺伝子の発現を抑制する可能性があ

る．これらのことから，SAL 処理により，チロシ

ン残基がリン酸化されたタンパク質が仲介する細胞

増殖シグナルの阻害が起こり，転写活性化因子 c-

myc の発現減少と，それに引き続き起こる CDK4

の減少により細胞増殖を抑制することが示唆される．

7. 結 論

RBL の 1 つである SAL は，1) Gb3 を発現して

いるバーキットリンパ腫細胞に結合し，2) ホスフ

ァチジルセリン(PS)の細胞膜外層側への移行を引

き起こし，さらに 3) カリウムイオンの放出に伴う

水の流出により，細胞縮小を引き起こす．しかし，

アポトーシスは誘導しない．これらの現象は，

SAL の Gb3 への結合に依存して起こるため，Gb3

に連関している分子の役割がクローズアップされる．

Gb3 は，シグナル伝達に係わる分子が集中してい

る GEM に局在するので，SAL の Gb3 への結合を

介して，これらの GEM に存在する分子が活性化

（又は不活性化）されると考えられた．

SAL による PS の細胞膜外層側への移行には P-

gp の，また，カリウムイオンの放出には GIRK-1

の関与が明らかになった．さらに，SAL の Gb3 へ

の結合は，細胞周期を G1 期で停止させ，細胞増殖

を抑制し，また GMCSF 刺激により発現が誘導さ

れる Magmas 遺伝子の発現も抑制した．Magmas

遺伝子は，GMCSF による細胞増殖刺激に呼応し

て発現が増加することから，SAL 処理による細胞

増殖抑制はこの遺伝子の発現抑制シグナルに起因す

るものと思われる（Fig. 2）．しかし，Raji 細胞で

は GMCSF レセプターが欠損しているため，Mag-

mas 遺伝子の発現増加に関与する分子は未同定であ

る．Gb3 と GMCSF レセプターを介したシグナル

とが，対立している現象を観察していることになる

が，いまだ真相はブラックボックスの中である．

以上のように，Gb3 を介した SAL の cytostatic

eŠect を基盤として，SAL のバーキットリンパ腫治

療への応用を目指したシグナル伝達機構の解明をさ

らに進めたい．
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