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論文内容の要旨

細胞表面の糖鎖変異や細胞内糖転移酵素活性の変化が癌化と密接に関連することが明らかにされつつ

ある O 特に， N -linked 糖鎖の伸長および分枝に関与する一連の糖転移酵素である N-acetylglucosamｭ

inyltransferase (GnT) の活性変化と発癌との関連が注目されている O このような糖鎖変異の過程に，

細胞増殖・分化を制御する各種サイトカインも深く関与していることが推測されるがその詳細は明らか

でない。本研究はサイトカインによる細胞増殖と細胞内の糖転移酵素活性および膜糖鎖組成の関連

を明らかにするために，我々の樹立したヒト骨髄腫細胞株OPM-1 に骨髄腫細胞増殖因子である IL

6 を作用させ，細胞増殖時における GnTill ， IV , Vおよびβ1 -4 galactosyltransferase (gal-T) の

活性を測定し，さらに酵素活性変化に基づく細胞表面の糖鎖変異の有無について N-acetyllactosaｭ

mme に特異性を有する Datura stramonium lectin (D S L) を用いて検討した。

(方法およびに成績)

(1) 骨髄腫細胞株OPM-1 に 0----200u / ml の濃度の IL-6 を添加し OPM-1 の細胞濃度と 3 H

thymidine の取り込みの変化を検討した。 100U/ml の IL-6 を添加することにより OPM-1 の

細胞濃度は非添加 control の 1 ， 000/μ から 1 ， 300に増加し，また 3H -thymidine の取り込みも増加傾

向を認めた。

(2) OPM-1 に IL-6 を加え 3 日間培養した後，細胞を超音波破砕し酵素活性を測定した。今回検

討対象とした酵素は GnTill ， IV , Vおよび Gal-T で，共通の基質として GlcNAcβ1 -2 Man α 

1 -6 (GlcNAc ﾟ 1 -2 Man α1 -3) Man ゚  1 -4 GlcNAcβ1 -4 GlcNAc の構造を持つ糖鎖



の還元末端を 2 -aminopyridine で蛍光標識して用い，反応条件および供与体をそれぞれ変えること

により生じた反応生成物を， HPLCで分離同定し酵素活性を求めた。 100U/ml の IL-6 を添加

したOPM-l の GnT m活性は非添加 control の0.61nmol/mg/ h から 0.36 に低下し， GnTV 活性

は68pmol/mg/ h から 100に増加した。 GnT N活性は control では検出感度以下であったが， 1 L-

6 の添加により活性を 2 pmol/mg/hr と検出できるようになった。 Gal-T 活性は2.llnmol/mg/

h から1.76に低下した。

(3) 1 L -6 添加培養後の膜糖鎖変異の有無を調べるために， F 1 TC標識DSLのOPM-1 細胞表

面への結合をFACS を用いて解析した。 100U/mlの IL-6 を添加したOPM-1 では細胞表面

のDSLが増加した。またDSL の cytotoxity を利用して， DSL と培養後の viability の変化によ

り， 1 L-6 添加時のOPM-1 の膜糖鎖組成変異の有無を検討した。 DSLを添加したときの OP

M-1 の viability は control では50%であったのに対し， 1 L -6 添加培養系では29% と有意に低

下した。 DSL はN-acety llactosamine 構造を繰り返す Asn 結合型の tri および tetra-ann tenna の

糖鎖を認識することから， 1 L-6 添加により OPM-1 の細胞表面には GnTN と GnT V の反応生

成物に galactose が付着した構造を持つ糖鎖が増加したと考えられるO

(総括)

(1) 1 L -6 は骨髄腫細胞株OPM-1 の増殖を軽度促進するとともに，この細胞株の GnT ill と Gal­

T の活性を低下させ GnT N と GnT V活性を増加させることを示した。

(2) 1 L -6 添加により OPM-l の細胞膜表面へのDSLの結合が増加することを明らかにし，膜糖

鎖変異が細胞内の Gn'l、 N と Gn'l、 V の活性の上昇を反映していることを示した。

(3) 1 L -6 がOPM-1 の細胞内糖転移酵素の活性を調節し その活性変化により細胞膜糖鎖組成が

変化することを明らかにした。

論文審査の結果の要旨

本研究はサイトカインがリンパ系細胞における細胞内糖転移酵素活性および膜糖鎖組成に影響を及ぼ

すか否かを解析したものであるO ヒト骨髄腫細胞株OPM-1 に骨髄腫細胞増殖因子である Inter leukin 6 

(IL-6) を作用させ，細胞増殖時における N-acetylglucosaminyltransferase (GnT) ill , N , V 

および ß 1 -4 galactosyltransferase (Gal-T) の活性を測定し，さらに細胞表面の糖鎖変異につい

て N-acety llactosamine に特異性を有する Datura stramonium lectin (D S L) を用いて検討した。

その結果， 1 L-6 の添加により OPM-1 の GnTill と Gal-T の活性は低下し， GnT N と Vの活性

は上昇した。また， OPM-1 細胞表面へのDSL結合性も増加し，この糖鎖変異は GnT N と V活性

の上昇に対応していた。すなわち本研究は，サイトカインにより細胞内の糖転移酵素活性が調節され，

その活性変化が細胞表面の糖鎖構造を変化させることを明らかにしたものである。これは従来知られて

いなかった新知見であり，学位に値すると考える。
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