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不fl :文抄録

不ムは f.iZ 41 ・{市民 [Sprcad .i. ng(SP) !を宅する形従来IU !I包)jIU F H ~ 

d s を樹立した。さらに骨随時 日 llÎl イヒ末梢 1111 ft! 米の UPH-l を

培養している問に、日 P形態を呈する TITIi倣 OP ì" !-lds を得た。

木研究はこれら 3株を用い s p の機序および s p 形態の手!日 118 生

物学的意義について検討したものである。 F R.1 d s および OPH

1 d s の SP はブイブロネクチン( P N )により特見的に ri秀浮主れ、

アルブミンの濃度依布性に抑制された 。すなわち形質細胞

は FN および血清アルブミン濃度により、浮遊、 s p の二形態

を可逆的に取り得る細胞であることをみいだした。さらに

FN により免役.グロブリン産生および判I!胞明狛の似進がみら

れ、 FN は形質細胞に働き液 tt 免疫の f行強を促すことが [1日ち

かとなった。



英文抄録

established pl 九 smacy t oma cell line 、 FR4ds 、 which

had a fcature of spreading(SP). During the cultivaｭ

t i 0 11 0 l' U P M '" 1 (-! S t 3 b 1 L s h e d f r 0 m p e r i p 11 e ['江 1 blood 01' a 

P は ticllt ~Jith lIlultirlr. myeloma \., 110 underVlellt. leukemic 

cllange 、 1 esLablished sub l lne 、 OPM-Jds which had the 

.f ca し urc 01' SP.ln this sLudy 、 I investigatecl mechanisrn 

01' SP and celJ. biologic.:ll significance of SP using 

t h (; S e L h i' e e 11 u In a n p 1 a s nl a c c 1 L 1 i n e s. F R 1 d s a 11 d 0 P M -1 

ds showed SP when Lhey wcre cultivated with serurn 

f r C C fII e d .i 1I 川 e 0 n t a .L n i i� g f j b r 0 n t! c t 1 n ( F N ) . [n C 0 n L r a s t 、

serulTI albumin blocked the effects of FN. These 

resuJ ts lndicate th 計上 plasma cells may be floating 

i II P e r i p ﾌl e r a 1 b 1 0 0 d C 0 n t a i n i II g a b u n d a n L a 1 b u m i n a n d 

t h a y s h 0 1" S P i n L i s s u e c 0 n t は ining low concentration 

o i・九 lburnLll . As FN cnnililccd immuIlogloJuliil producLion 

a il d c e 1 1 jJ [' 0 1 i f e r a t i 0 n 0 f p 1 a s m a c e 1 ]. s 、 i t i s 

c 0 n じ 1 u d e d t h a t F N e n h a. 11 c e t h e h u m 0 f' a 1 i ITI m II n i t y . 



緒言

繊維芽細胞や席細胞の細胞外基質 extracellular matrix 

(ιC M )へのほ右 adhesion ならびに抜着伸展 spreading

( S P )は細胞の生与、増如、及び癌細胞では転移機序とも

深く関わりあっていることから、その細胞生物学的窓義が

注ばされている。また E C M にもフイブロネクチン (F N )、

ラミニン、コラーゲン等があり、そのそれぞれの役割の相

述についても多くの報告がある。

一方、浮遊佐に特徴のある血液細胞、特にリンパ球はリ

ンパ組織内で生育した後に、流血中に出現するが、組織へ

の鋭利性と流血中での浮 j位性がいかに制御されているかに

ついては不明である。株化血液細胞も通常浮遊状態にあり、

一部のものでは、 T P A などの刺激があれば、後者. s P 

ずるように与るが、無刺激ではほとんどのものは浮遊性で

ある。

形質細胞 p 1 礼 sma ceJl(P C) は、 B 細胞分化の最終段階

に位ほする細胞で、免疫グロプリン j室生を担当するところ

から液性免疫但当細胞と位置付けされている。この P C の

腿泌性地勉疾患は興味深いことに多発性骨髄腹 multiple

myel oma( M M) と形質細胞性白血病 plasma cell leukemia 



(P C L )、形質細胞股 p 1 日 smacytoma の異なった 三 原の臨床

病態を示すことが知られているが、その原凶は H月かでない。

正常 P C 分闘中及び MM の症例で p c が s p 形態売主す

るものがある事は、 1 978 年 PoJ liack らの報告以来幾つかの

報告があった 1 ) 2 )。また、 P C は通常末梢 j巾「いや組織中で

はまれに存在する分画であるが、ある視の感染症等の病的

状態において 、 流血中や組織内で増加することが知られて

い る。しかし、いかにして流血中の浮遊状態と紺織での接

着状態を使い分けているかが不明であった。 s p を 52 する

p c の詳細なる検討は、一つは俄常 p C が分続し難いこと、

二つ回にはJl重湯化 p C 株で s p 形態を呈するものが希少で

あるという 二 つ の知点があって 、 今まで行われていないの

が現状である。

今回私は 、 形質細胞腫患者腹水より、号54jf 接着 ・ s p 能

を 有する と いう形質細胞服株ではい法だかつて報告のない

F H 4 d s を分離した。さらに片桐らが骨髄版白血化末梢

血より樹立した OPM-1 3 ) を譲り受け、フラスコを変え

ず培養 し た と ころ s p 形態を呈する車株を得た。 これを

o P M - 1 d s と名付けた。そこで本研究は F R 4 d s の

研究を端緒に o P M - 1 および o P M - 1 d s を適究用い

之



ることにより 、 s p 形成機序を明かにし、その知見をぷに

p c はいかにして浮遊状態と般若・ S p 状態を使い分けす

るか解明する事を怠図とした。さらに s p 形態を呈する事

で、 p c の機能発現上に変化がみられるかという細胞 生 物

学的意義についても検討した。

方法

1 ) 細胞および培養法 : 形質細胞 JJill 患者版次系lfI JJ包 rf3 来のア

ミラーゼおよび 1 g; A 産生能を有する細胞株}' R 4 と竹髄

腫白血化細胞由来の o P M - 1 の樹立に関してはそれぞれ

報告した通りである 3)4)0 FR4 、 o P M - .1の杭;養は 25

cm 2 プラスチックフラスコ ( C 0 r n i n g 1 w a 1< i G 1 � S s 、 Tokyo)

底にて、 10%FCS/RPMI を用い、 37 0 C 5 % C 0 2 

培養訟でおこなった。

2 ) 細胞表面マ ーカー: F A C S can (Becton Dickinson 、

Montain View , CA) を用いて行った。 C D 3 8 、 P C A-

l 、 c 1. g 、 s 1 g また F N レセプターである C D 2 9 

( V L A 一 β1) 5) 、 C Dw L19d (VLA 一 α4) 6 ) 、

CDw4ge  (V LA ー α5) 6 ) 、およびび表面 F N の発

現について検索した。モノクローナル抗体は C D 3 8 は
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Becton Dlkinson Co . 、 Sunnyvale ， CA , P C A - 1 および

C D 2 g は Coutter Co . 、 Híaleah 、 F L 、 C D w 4 9 は双方共

に 1 m m u 11 0 t e c 11 S. A . 、 Ma r s e � 1 1 e 、 FL を用い、 F N の検家は抗

F N 8 - 1 2 抗体および抗 1 2 - 8 抗体 7) (Takarashuzou 、

Kyoto) を用いた。このうち C D 3 8 のみ直接法 、 それ以

外のものは f~lJ妓法を用い 二 次抗体として FITC-conjugated

goat antimouse 19G (Cappel Laboratorles 、 Cochranville 、

P A )を片j いた。

3 ) 染色体分析 : F R 4 d s 細胞につき G -band にて検 索

した 8J O 

4 ) お笠 s p 能についての倹討 : プラスチ ックフ ラスコ底

に段着付I k反している F R 4 d s 、 o P M - 1 d s をそれぞ

れ Cell SC l' aper にて利し 11a n l( s b a 1 a n c e d s a 1 i n e S 0 1 u t i 0 n 

H 13 S S )にて 3 回洗浄後、無血清培地 Cosmedium

COSM) (Cυsmo 8io 、'f okyo) を用い、細胞数 100/μi

となるように 24穴マイクロタイタープレート( Cornillg) 

に肖. ?手遊させた。各 \<le 1 1 に精製 F N (Cosmo Bío) を'.1 0 、 80 、

160 、 320μg/ml の最終濃度となるように添加培養し 、 j斬次

S p のみられる細胞数を佐IJ 立顕微鏡下にて測定した。 F N 

添加実験の刈!阿として、無添加( C 0 S M のみで F N 

-4-



(一) )のものを一つの対照としてとった。さらに、走査

型電子 1W 微鋭( l! i t a c h.i H S t'f -2 ̂型、 Tokyo) により s p 形態

を矧察した Ojc また s p のみられない o P M - 1 について

も同僚に F N 160μι/wl を添加して s p が誘導されるかを

検決した。

5) F N レセプター抗体による s p 阻答 : F N レセプ

ターである VLA インンテグリンに対するモノクローナ ル

抗イ本 β1m A b (Coulter) 、 α 11 m 1¥ b (1 mmunotech) 

α5rn A b (ImmunoLech) の F N 誘導 s p に対する最大阻

止は予備実験にて濃度 5ng/μl であることが判明したので

それぞれ坂大阻止濃度にて F N と同時に添加し F R 4 d s 

およひ o P M - 1 d s の s p の阻害がそれぞれみられる か

を倹 5おした。対!照夫験として FN+IgG .l 、 1 g G 2 をそ

れぞれ βi 、 α4 m ^ b および α5 m A b の species-matched

は !l t _L b 0 d y として用いた。

6 )以 ;({ 1m についての検 I討 : 倒立顕微鏡e 下においては s p 

細胞が後者していることは明らかとして、その他の細胞は

浮遊しているのか民活しているのか不明瞭なものがあるた

めため、!実際の s p 細胞の%が筏着細胞の%とー殺するの

かi1)jらかでなかった。そこで以下の実験を行った。 f R 4 

-_)-



d 己を 86 ブ〈マイクロタイタープレート( Corning) に再浮

遊芯せた後、 160μg/ 川 i の F N を添加または F N 無添加の

w c 1 1 ，こ[ 3 H J チミジンを 3 7 0 C 、 5 % C 0 2 の条件下で 5 時

間ラベルした 10 ) 0 Jg %後上澄を 3 回緩くピペッテイング

して出遊してきた細胞を他の He 1 1 に移し換え、 l 3 H ]チミ

ジンの取り込み分の放射活性を測定し、段着率を算出した。

政省半ニ

援活:細胞の[ 3 H 1 チミジンの取り込み(c p ~j ) 

返送細胞および接着細胞のい H ]チミジンの取り込み(C P M ) 

タえゐ三 j長谷:細胞の取り込みは、 トリプシン処理にて細胞を剥

し測えとした。予備実験で 3 [司ピペッティングは、 J妥着率を

?i判定するのに至適である事を椛認している。またそれぞれ

の\;/ e 1 1 に β1 rn A b 、 α4 m A b 、 α5 m ﾂ. b を 5ng/ μi と必

るように添加し、段着能の~イt~ を検討した。組織 j音義に汎

j-H されているこのマイクロタイタープレートは、 Jド特異的

後若が起こるように加工されているので 1 1 )、無血清培地

C 0 S M のみの F N 非添加のものを一つの対照としてとり、

F N lNデ JI: 依 ι 性の援着 Jji 象を観察した。さらに s p 能の

-6-



検討の時間後 F‘ N + 1 g G を Hc 体 block の大す 照としてとっ

o
 

た

7 )抗 F N 抗体による western blotting: F N 産生が F R 

4 d s 、 o P M ~_. 1 および o P M ー J d s において行われ

ているかみるために抗 FN8- J. 2 抗体を用い、細胞を可

浴化し I'ìe s t e r n b 1 0 t 法で検業した。 Positive control とし

て材製'. F N および繊維芽細胞 N 1 H 3 T 3 を用いた。

Laemmli' s SDS/PAGE sample buffer 12 ) にて細胞を可溶化

し、ら% polyacry]amide gel にて電気泳動したあと poly-

vlnylLoene d i f u 1 u 0 r i d e 股 (商品名イモビロン)

( M i 1 .1 i p 0 r c 、ト!ass <l chussc L ts 、 US A )に l伝勾:した。 F N ，ま tfL

F N 8 --1 2 抗体および 1 2 5 1 傑誠二次抗体にて検出した 0

~ ) J血清ヰI におけ る s p 抑制物質の検索

a ヒト lÚl {I~ アルブミンによる s p の立H 市リ: F R 4 d s 

および 0 ド M - 1 d s にて 160μg/ml F N 含有 C 0 S M の

培養液を尉い、それぞれにヒト血清アルブミン( H S A ) 

( S i g m a じ he fIl C 0 . 、 S t L 0 u i s 、 US A )を濃度別に添加してい

き、 2 4 時間j 培養後 s p 細胞を測定した。

b ヒト血清による s p の抑制 :ヒト血消を 1 0 、 25 、 50 、

1 U U %と、それぞれ C 0 S M にて希釈したものを培地にし

ーマー

-・・・ヘ闘闘園周 園圃圃



て、 F H 4 d s および o P M - 1 d s をそれぞれ再浮遊さ

せた。;2 4 時間培養後、それぞれの培地における s P 細胞

の%を測定した。対照に s P 細胞の代表として Hela細胞株

および中皮 jJ単品川胞株の細胞を用い、さらに浮遊細胞と し て

o P M ー上、ヒト末梢血リンパ球( P B L )を用 い 同様の

災駿を行った。

9) S P におけるリン酸化反応の関与について

a 12-o-teytadecanoylphorbol-13-acetate (T P A ) 

添加 : プロテインキナーゼ c (P K C )活性化作用を有す

ることで知られる TPA 13 ) (Sigma) を無血清培地 C 0 S 

M に l￥浮遊している F H 4 d s に濃度別 (1-10 0μ 日 ) に添加

していき s p が誘 4 されるや否かを検討した。

さらに、細胞内 C a 濃度を上昇させる事が矢!lられ てい る

C a イオノフォア、 A 23187 (Sigma) 14) を TPA と共に

添加して C éi イオン流入と P K C で s p における F N の 代

償が可能かな検索した。

b P K C アッセイ : 培養フラスコに段着伸展し て いる

F H. 4 d s 12:. cell scrape[' にて剥し取り、 H B S S にて 3

O:!J 洗浄した後、 10 % F C S / E P M 1 1640 に:て 1 時間培養

し、己 jコ]f; r出合とりだしている際の細胞にて P K C アッセ

9
υ
 



イを行った 15)0 F H ;1 d s 1*J0 7 を 5mM 2-ME を含む buffer

A (20mM Tris PH7. 5 、 2m ~f E 0 T A 、 5mM EGTA 、 2m~j PMSF) 

に suspend する。 S 0 n i c 凡 t i 0 Jlにて細胞を破壊した後ホモジ

ネートを 100 、 OOOg で 60 分 1 c C で超述心し上治を cytosol 分

@í とした。 pe 1 1 e t を bufferA に suspend し、 s 0 n � c 孔 c i 0 11 を

行った後、 10% N P -40 を加えて 60 分氷上で 13 長し細胞膜

成分を抽出した。 100 、 OOOg で 60 分1- 0 c で超遠心し上消を

particulate分画とした。サンプルが準備できたところで

アッセイシステムキット (Amersham Internatlonal plc. 、

Buckinghamshire 、 En g 1 )を用いて、 P K C の活性を測定'し

た。測定原理は [ γ -32P]A T P から P K C に午、?異性の i高い

合成基質ペプチドにトランスフ γ ーした P のモル数を酵素

活性として表すことによる。

C 各キナーゼ、阻害剤による s P 形成の変化 : F N にて

s p が誘導される系に樫々のキナーゼ阻害剤を至適濃度に

て添加 し 、それぞれのキナーゼの関与を調べた。 P K C 、

A 、 G キナーゼおよびカルモジュリン( C a M )キナーゼ

を抑制するといわれる H -7 (Seikagaku Kogyo 、 Tokyo)

1 6 ) 、 P K C 阻害弱く P K C の関与をみる上で H-7 のコン

トロールとして常用される H A 1004 (Seikagaku Kogyo) 

ーヲ ー



1 7 ) にてまず検副-した。ついで、 P K C 、 A キナーゼおよ

び P 60 V - S l' C チロシンキナーゼを抑制することで知られる

スタウロスポリン (Kyowa IIakko 、 Tokyo) 18) 、 P K C 、

C a M キナーゼと佑抗作用のあるスフインゴシン (Sigma)

1 9 )を添加してみた。さらに C a M キナーゼ阻害剤である

W-? (Sigflla) 20)21) 、カルミダゾリウム (Sigma) 21) 、

種々のチロシンキナーゼ阻害剤である ハービマイシン A

(l4ako chemicals 、 Osaka) 22 ) および S T 638 23 )24) の F N 

誘導 S p における影響をみてみた。また W -7 濃度別( 1 0 、

25 、 50 、 100μM )に添加した後 VLA-β1 レセプターの細胞

表凶a マー力ーのう笠現量の変化を検索した。

1 0) S P における細胞骨格についての検討: F N によっ

て S p が達成される系に微小管重合阻害剤であるコルヒチ

ン (Sig Jll a) 2 5) 、アクチン繊維阻 害剤のサ イトカラシン B

(Sigllla) 2 6) をそれぞれ至適濃度にて処理し、いずれが関

与しているかを調べた。

11) FE4ds における s p の細胞生物学的意義 : S p 

の細胞生物学的意義を明かにするために F N 添加時の細胞

周期及び 1 g A 、アミラーゼ産生の測定を行った。

a FH4ds における浮遊および後着細胞の細胞周
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期: F R 4 d s 培養中のフラスコから、培養液交換直前の

Jg 養;夜を集め、その中の細胞を浮遊細胞とする。また培養

フラスコに接着・伸展していた F R 4 d s を cell scraper 

にて剥しとり、剥しとった細胞を接着細胞とする。両細胞

の細胞刷期は、フローサイトメトリーを利用し、 G 1 、 S

および( G 2 十 M) 期の細胞集団の分布を調べることによ

り、解析した 27) 。

b 1 g A およびアミラーゼ産生: 200 細胞 /μl の F R 

4 d s をマイクロタイタープレート( 1 2 穴、 COfning) に

て 3 日間培養した。培養液は 10% F C S / R P M 1 1640 、

160μg/ml の F N を合有した C 0 S M または C 0 S M のみ、

の計 3 種類を尉い、各日ごとに培養上澄を集め -20 0 C で保

ぶした。凍結 J二澄中の 1 g A は ELISA法にて測定し、ア

ミラーゼについても F R 4 同様酵素法に て検討した 3 )。

結果

工) F. ' H， 4ds および o P M - 1 d s の分隊: F R 4 の系

代:tg .f~ YJ S P 形態を :31 する株に変 J免したので F R 4 d s と

名付a けた。 OPM-1 3 ) について培養フラスコを換えずに

i音援泌のみの交換を 3 カ月間行っていたところ F R 4 d s 
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よりは少数の s p 細胞のみられる o P M - 1 d s に変換し

。た

2 )細胞表白マーカー:表面形質の結果を Table 1 に示し

た。 11 ‘ R 4 d s は F R 4 同線の表面形質、細胞内 1 g A K 

の存在を示した。 F R 4 d s および OPM--lds ともに

それぞれ P C A-- 1 57.~~% 、 99 .9 %、 CD38 73.6% 、

9 9 .0 %、 lnLracytoplasmlc 19 として IgAK 100% 、 IgGλ100

%と p c としての性絡を有していた。 VLA レセプターの

表現を制べる と、 F R 4 d s は β1 74.7% 、 α4 78.5% 、

α5 78.6% と F N に関するレセプターすべて陽性であっ

たが、 o P M - 1 および o P M - 1 d s は βlα4 の発現

はみられたものの、 α5 はそれぞれ 3.9% 、 6 .9% と陰性で

あった点が F E 4 d s との大きな差異であった。 s p 能に

差のある o P M - 1 および OPM-lds の問には変化 は

みられなかった。細胞表面 F N は F R 4 d s 、 o P M - 1 

d s でそれぞれ FN8-12 15.0% 、 2.5% 、 FN12-8 35.5% 、

4.6% であった。

3 )染色体分析: Table 2 に示すごとく F H 4 d s は親

株 F 氏 4 íEtl 以 t(8;14) (q24.1;q32) の染色体異常が保持さ

れていた。
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4) S P 性 : F‘ R 4 d s および o P M - 1. d s 共に s p は

無血消培地 C 0 S M に再浮遊時には認められなかった。し

かしながら、 F N を濃度別に添加していくことにより S p 

が出現した (Figurel) 0 SP は o P M - 1 d s に比し、

F H 4 d s においてより多く誘導された。しかも S P %は

F n 4 d s においては 5 時間にてプラトーに達し、 o P M 

1 d s では 2 4 時間を要した(成績記さず)。また通常培

養時には S P の見られない o P M - 1 においても C 0 S M 

に F N を添加すると、 OPM- 1. ds 同後に S P の誘導が

可能であった(成績記さず) 0 S P 形態は Figure2 のごと

くで、 2 éi は F R 4 d s 倒立顕微鏡像、 2 b は F R 4 d s 

走査空電子顕微鏡像、 2 c は o P M - 1 佳IJ 立顕微鏡像、

2 d は OPM-lds 倒立顕微鏡像を示している。 F R 4 

d s 、 o P M - 1. d s ともに F N 160μ gJml にて S P 系回目包

はそれぞれ約 80% 、 45 %とプラトーに達したので以下同濃

度の F N にて s p を誘導することとした。 Figure3 に示し

た通り F H 4 d s および o P M - 1. d s 双方ともに F N 誘

導 S p は β] m A b 添加によって完全に抑制された。 α4

mAb にて F R 4 d s では 50% 抑制、 o P M - 1. d s では

ほぼ完全に抑制された。 α5 m A b では両細胞ともに抑制

一 \3-



はみられなかった。しかし、 F R 4 d s では α4 m A b 、

および α5 rn A b の両者を同時添加することによって s p 

は完全に抑制された。

一方、 F N #{~添加の状態で F R 4 d s に α4 m A b 、 βl

m A b または α5 m A b を単独添加しても s p はみられず、

両者をそれぞれ β1 m A b と同時添加しでも s p はみられ

なかった。さらに各 VLAmAb に 二 次抗体として抗マウ

ス 1 g G 抗体を同時添加し、架橋しても s p は達成されず、

抗 F N レセプター抗体は F N の代替者とはなりえなかった

(成績記さず)

5 )接 着 性: F n 4 d s の J妾着性を調べた結果は Figure4

に示した。 F N を添加した vle 1 1 においては 90% 以上の接着

率がみられ、 s p 細胞以外の細胞の中にも接着細胞が存在

することが明らかとなった。また、 F N を添加していない

w e 1 1 においても 40% 前後の接着率がみられ、プラスチック

花笠への後 お に関しては F N 以外の因子が関与する非特異

的細胞接 着 の存在が示唆された。 β1 m A b 添加で F N に

よる J愛着はほぼ 完 全に抑制されたが、非特異的細胞按着に

は彫 響 はなかった 。 α4 m A b 、 α[> m A b では、それぞれ

66% 、 7 J %の段 着 率までにしか抑制できなかったが、両者
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同時添加したものでは段着率 55% にまで抑制された。

6 )抗 F N 抗体による western blotting: Figure 5 のよう

に粘-製 F N 同様 220kd にある通常の F N 産性が認められた

のは繊維芽細胞のみであった。また繊維芽細胞の一部およ

び o P M - d s において 160kd と短鎖の F N 産性がみられ

o
 

た

7 )血清中における s p 抑制物質の検索

a 血清アルブミンによる s P 抑制: Figure 6 に示した

ように H S A は、波 j豆依存性に F R 4 d s および OPM-

1 d s における F N 誘導 s P を完全阻害した。従って F N 

による s p はアルブミンによって制御されていることが明

かとなった。 F R 4 d s ではその境界点は 1.~)gjdl のとこ

ろにあり、 o P M - 1 d s ではそれよりも低い O.5gjdl の

ところにあった。

b ヒト血清による s P 抑制: Figure 7 に示したように

F R 4 d s および o P M - 1 d s における s p は無血清の

状態では出現せず、しかも明らかに両細胞ともに浮遊状態

にあった。 。しかし 、両細胞ともに 10% 血 清の時 s p は最

大に迷し、以後はヒト血清浪度依存性に完全抑制されるこ

とが判明した。しかもこの現象は可逆的にみられた(成績
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記さず)。一方、 Hela細胞および中 j支脱細胞においては

無血清の状態から 100 %血清の状態まで常に s p が達成さ

れており、逆に o P M - 1 および P B L では常時浮遊状悠

にあった。この点、(こ F R 4 d s および o P M 1 d s と他の

細胞との差があることが明かになった。 p c は F N とアル

ブミンの比率により、上皮様 s p と浮遊状態の 二 態を取り

得る細胞で、ユニークな性格を有していることが今回はじ

めて明らかになった。 F E 4 d s の財合、 F N 濃度は 10%

血清でも 25 - 30μgjml あり 10% 血清でも s p するのに充分

な 量 と考えて差し支えないが、アルブミンは 10% 血清では

O.35gjdl であるのに 100 % j血清では 3.5gjdl となり、阻害す

るのに充分な 量 である 事 がわかった 0

8) S P におけるリン酸化反応の関与について

a T P A の効果: F R 4 d s において T P A を濃度別

に添加しても S p は誘導されなかった。さらに TPA に加

えて C a イオノフォア (A 23187) を同時添加した系にお

いても、 s P は誘導されなかった (Fjgure8 )。

b P K C アッセイ: Table3 に示すように F R -1 d s 

の P K C は、そのほとんどどが cytosol 分画に存在し、し

かもその活性値は低く、さらに ass ay 時に TPA を添加し
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た系においても変化はなかった。したがって P K C 活性化

状態にあるとは言えず、 P K C の関与は否定した。 TPA

では s p 誘導出来なかった結果はこれで説明できた。

c 各キナーゼ阻害剤による s p 形成の炎化: Figure 8 

に示したとおり、 F H 4 d s の F N 誘導 s p は H-7 、ス

タウロスボリン、スブインゴシン、 W-7 によって、折]信リ

さオした。しかし H A 100/1 、カルミダゾリュウム、 S T 638 、

ハービマイシンでは S p は抑制されなかった。以上の結果

より、 A 、 G キナーゼ及びチロシンキナーゼの関与は否定

的であった。I-l -7 、 W-7 にて s p が阻害されたことより、

C a M キナーゼの関与も疑われたが、特異的阻害剤の一つ

である力ルミダゾリュウムでは抑制されなかったことより、

否定された。なお、 W - 7 を濃度別に添加しても βl の発

JJl 量は、 88 %と 22 化はみられなかった(成績記さず)

9) S P における細胞骨俗につ いて: Figure fj のように微

小管卓合削答剤であるコルヒチンでは F N 誘導 s p の阻害

はみられなかったが、アクチン繊維阻害剤であるサイトカ

ラシン B にてお P 抑制認められ、 F R 4 d s の S p におい

てはアクチン繊維の関与が示唆された。

10) FR1ds における S p の細胞生物学的意義
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a F H 4 d s における浮遊および接着細胞の細胞周

期: Table Llのように段着細胞では S 期、 G 2 + M 期にあ

る細胞は、祥 J1fl 細胞に比し約 1 . 5 倍多く 、接 着するこ とに

より泊殖が促進されることが明かとなった。

b 1 g A 及びアミラーゼ産生 : Figure 1 0 に示すよう

に、通常'の応義条件 (10% F C S/RP  M 1 1640) では、

培養上澄中の r g A および 1I霊液型アミラーゼは、 F R 4 同

様時間及び細胞培姑依存性に F H 4 d s より分泌されてい

ることが明かとなった。つぎに無血清培地 C 0 S M に F N 

を添加した\'ie 1 1 において， F C S 加培養液と同じく 1 g A 

産生の培加が認められ ， F N のみで F C S の 1 g A 産生補

jW 作間が置き換えられることが解った。すなわち F N 単独

で 1 g A!:主生促進作用がみいだされた。しかしアミラーゼ

は F N 然添加時と比し差はみられなかった。ただ C 0 S M 

のみ、または COSM+FN にて居養した F R 4 d s の 3

日間の細胞増嫡は 10% F C S にて培養したものに比べ 、明

かな増勉傾向得られなかった。 S P 形成において細胞周期

はより凶転しているので、次々に死滅していると考えられ

。た
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考察

F E 4 d s は S p という特異な形状を示すが、 F R 4 と

同様の t ( 8 ; 14) (q 24. 1 ; q 3 2 )の染色体異常、同様の 1 g A K 

の産生能、同様の細胞内 1 g A K の脊在、同様の細胞表面

マーカ一、アミラーゼ産生能の保持から F R 4 の斑株であ

ると同定し得た。 o P M - 1 d s も OPM-Jー から生まれ

たもので、その細胞表面形質上でも o P M - 1 の頭株であ

ることが明らかである。 F R 4 d s は S p 形態を有する形

質細胞腫株としては今まで例をみないもので、血液細胞株

全体を考えても稀である。この特異な形質細胞府枚 F R 4 

d s の S P は以下のような特性を有していた。( 1 ) S p 

は F N により誘導される。しかし Hestern blot 法では F N 

は検出されず、自ら F N を産生していなかった。よって、

表面形質上の F N は 10%FCS/RPMI 下での培養中ウ

シ F N が F N レセプターに結合し、交叉反応を示したもの

であると推定される。 Hestern blot 涼で表面結合 F N の検

出がみられなかったのは、検出可能な呈まで結合していな

いためであろう。( 2) S P において、 F N レセプターの

うち β1 および α4 は S P 誘導に直後的に関与する。一方、

α5 は単独では F N シグナルを伝達しないが、 α4 を補助す
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る作用を布することが見いだされた。( 3 )一方、接着に

おいては α4 および α5 がそれぞれ単独でも関与した。

( 4) F N 誘導 s p はアルブミンにより、濃度依在性に阻

害され、完全阻害も達成された。( 5 )ヒト血清を用いる

と 1 U %で s p が最大になり、濃度が上昇するに従い逆に抑

制された。この点は s p を呈する通常株( H E~ 1 a細胞、中皮

腿細胞)と著しい差異となっていて、これらの株では 0%

から 100 %血清に至るまで s p が出現し変化はみられなか

った。また血清アルブミン濃度が組織液の濃度と一致する

1 . 5gjdl を境に F R 4 d s が浮遊と s p の二様の形態変化

を取り得た。( 6) S P 機序のおけるリン酸化等の二次伝

達機憾の関与は H - 7 、スタウロスポリン、スフインゴシ

ン、 W - 7 により阻害を受けるものであり、最終的にはア

クチン繊維によって達成されることが判明した。 P K C の

関与は否定できた。 (7) FR4ds の F N 誘導 s P の細

胞生物学的忠義は増殖促進と 1 g 産生増進を介する液性免

疫の増強にあった。

近年血泌細胞の機能発現における F N および F N レセプ

ターの関与が注目を浴びるようになってきている。 VLA

ファミリー・レセプターは α および β の 2 つのサブユニツ

ハ
ν

勺
f

ム



トから成り立っている。共通の βl サブユニットと α4サブ

ユニットめるいは α5サブユニット等との組み合せにより、

それぞれ VLA- tj， (α4β] )、 VLA-5 (α5β1 )が

+~~成される。 V L A - 4 、 V L A - 5 ともに F N をリガン

ドのーっとする。 VLA-4 は F N の C S I 領域を認識し

て 2 G ) 、 V L A - 5 は R G D 配列を認識する 2 9 ) 0 B 細胞に

おいては多くは V L A - 4 と V L A - 5 のうち双方発現す

るが、 J愛着を誘導するのは VLA-4 だと報告されている

30)  。逆にで細胞や繊維芽細胞において、 F N との接着は

逆に V L A - 5 が関与していることが知られている 3 1 )。

株化 p c の多くは VLA-4+ 、 VLA-5-で形質細胞

性白lJÍl 1丙から樹立されたごく一部の株が VLA-4+ 、

VLA-5+ ということが知られている。しかし VLA-

4+ , VLA-5 ーや、 VLA-4+ 、 VLA-'5+のいずれ

の phenoLype のものにしても、 s p を呈する細胞に関する

研究は為されておらず、 p c における V L A .-4 、 5 の発

現形式と s p との関係は不明であった。一方、健常人の骨

髄細胞を胤いた Garcja-Pardo らの報告によれば、 F N は

V L A - 4 を介して免疫グロブリン j室生を増強させるとい

う J 2 ) 。 従って p c において VLA-4 の役割は比較的よ
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く制べられているが VLA--5 の役割に関しては不明の点

が多い。これは上皮細胞において‘接着機能を担っている

V L A - 5 の役割解明が進んでいるのと大きな差異である。

私の検索によれば F R 4 d s の F N 誘導後着では単独で

関与がみられた α5 レセブターは、 F N 誘導 s p において

は単独|菊与は兄られなかった。しかしながら、 α5 は、 α4

と同時に他方く場合には α4 の s p 誘導能を補助するという

新事実が明かとなった。 α5 の発現がみられない o P M 1 

d s において s p 誘導性が α5陽性の F R 4 d s より低く、

より低濃度のアルブミンでも s p が抑制される。したがっ

て、 α5 は F N に対する感受性を促進させるために働いて

いることが舵定された。無血消培地に F N をお安;加してやれ

ば s p が達成できる o P M - 1 においても、通常培養時に

は s p できないことを考えると α4陽性のみでは F N 感受

性は低いといえる。

骨髄腫( M M )患者の骨髄から採取した MM 細胞は、多

くの症例で VLA-4+ 、 V L A - 5 ーであることが知られ

ている・j 3 )。河野らは Grelpp ら 3 4 )の細胞形態分類を利用し、

V L A 4 +、 V L A - 5 ーは未熟型 MM に特徴的で、 VLA

4 +、 VLA-5+ は成熟型 M M に特徴的としている 36)0
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ポムのデータによると、 VLA-5+の成熟型 F R 4 d s は

V L A - 5 ーの未熟型に比しより s p することはより組織

固着性である事を示唆して いる。 単独で働かないものがい

かにして共同作用を示すかは現在のところ明かではない。

ただし逆の V L A - 4.の V L A - 5 補助作用は T 細胞で証

明さ才している 32)0

アルブミンはマイクロタイタープレート等の器壁への非

特異的細胞般若を防御することにしばしば用いられ、その

他佐々の動物細胞における F N による細胞接着現象を抑制

ずることが知られているが 3 6 - :3 7 ) 、アルブミンの F N の作

肘阻害機序については、アルブミンには C S 1 配列および

H G D 配列という VLA-4 、 5 レセプタ ーにより認識さ

れるアミノ酸配列がないところから、阻害能は非特異的な

ものであることが准定される。 F R 4 d s および OPM-

1 d s の F N 誘導 s p に対する阻害に必要とするアルブミ

ン濃度が F R 4 ci s において o P M - 1 d s の 3 倍なのは、

F H 4 d s の有する α5 の α4補助作用に打ち勝つために、

より大 量 のアルブミンが必要なのだろう。

血消濃度を何々変更した系における Hela細胞および中皮

腫細胞の尖!換で碓-かめたように、上皮細胞、中皮細胞や実

qd z
 



質を形成する細胞は液体培養中に播極するとプラスチック

底に付着する性格があり、組織形成性を反映していると忠

われる。一方健常リンパ球及び o P M - 1 で確かめたよう

に、リンパ球は血液中では浮遊状態にあることが特徴とさ

れる。しかし、リンパ球はリンパ節等の組織で増殖する場

合には、手目立に抜着し、増殖していると t佐定されている。

ではいかにして浮遊と接着を使い分けているのだろうか。

この疑問を解く成総は従来知られてなかった。今回 F R 4 

d s i;j らびに OPM-lds を用いた研究より、 s P 能を

有する p c はアルブミン濃度に応じて s P と浮遊状態の二

態を取り得ることが解った。本知見は、 P C の二態の使い

分けに F N とアルブミン波度が関与していることを示唆す

る新知見といえよう。無血清培地を用いた実験から、 F N 

は 20μg/ml 以上あれば s p には充分であることがわかった。

一方アルブミンは 1 5μg / m 1 ( l . 5 g / d 1 )で既に充分の s p 抑

市IJ を示す。 抑制因 子 であるアルブミンについていえば、血

清のアルブミン濃度は 3.5g/dl 付近にあるが、各臓器のア

ルブミン濃度は 0.1~ 0.8gjd l の低濃度のところにある 38) 。

このことは、一部の p c は組織では s p 状態を達成してお

り、一方流血中には入れば浮遊状態となり、しかもこの転

-24-



換が可逆的におこっていることを示唆している。実際のと

ころ、私が S J?を呈する p c 株について報告を行ってから、

MM 症例より樹立された H P M 1 8 乞 2 6 、 U 2 6 6 は援

着 s p する傾向があるとの所見が寄せられている(高橋ら、

p e r S 0 n a 1 c 0 In m u n j c a t 1 0 n )。したがって s P は F R 4 d s 

および() P M - 1 d s という特妹な株の例外的性格という

より、むしろ健常ならびに腫痕化 p c に.ごく小数存在す

る必分 l面に共通する性格とみなすべきではないかと忠われ

る。この p c の性絡は血流にのって液性免疫を必要とする

脳器に流れっき、炎症巣では病原体を貧食したマクロフ

アージが大量に産生する F N のある近傍で s p し、;夜性免

疫を効半よく仲介、するのに好都合であるといえる。

近年、 F N レセプター刺微から、最終的に後着伸展をも

たらすストレスフ γ イパーの活性化までの伝達経路はリン

自主化によって制御を受けているという報告が見受けられる o

Kornberg らは、 K B 細胞という癌細胞を用い援着の過程で

おこる βi インテグリンの凝集を抗 βi抗体を用いひきおこ

してみた。すると p p J 3 0 と呼ぶ蛋白のチロシン残基のリ

ン般化が認められるという 3 ﾐ ) 。また Schaller らも chicken

embryo ( C E )細胞において focal adhcsjon が見られる際、

S
 

づ
ム



pp125 FA ñ という褒白のチロシンリン自変化がおこると報告し

ている 4υ ) o そこで、私も F R 4 d s の F N レセプター刺

激後の s p に至る伝達経路におけるリン酸化反応の関与は

ないか検討した。 F R 4 d s において、 F N レセプターを

介した後の s p に至る刺激伝達経路には少なくとも A 、 C 、

G 各キナーゼ、 C a M キナーゼ、チロシ ン キナーゼに代表

されるリン酸化反応の関与は否定的であった。しかしなが

ら、 H-7 、 W-7 、スフィンゴシン、スタウロスポリンに

て阻害される second messcnger の関与が示唆された。この

現象の吏なる解釈は今後の大きな課題と言えよう。

また、一般的に細胞の形態は、アクチ ン 繊維、中間径繊

維、微小管 :等の細胞骨絡により、最終的に規定されると言

われる。多くの動物細胞の F N への妓着 ・ 伸展は細胞内の

アクチン繊維と連絡しその生理作用を達成している 4 1 )。

F 氏t1: d s においても形質細胞の s p に至る細胞骨格系を

倹索したところ、アクチン繊維によって達成されることが

明かになった。

最後に F 氏<1 d s の F N 誘導 s p の細胞生物学的意義は

何かという問題がある。 F E 4 d s の結果から言うと F N 

を介してプラスチック底上で s p 状態にあることが細胞増

/
ム
υ

フ
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殖の点からしてメリットがあることが解った。浮遊細胞の

F N レセプターにも F N は結合している可能性があるので

F N が F N レセプターに結合するだけでは駄目で、 s p 状

態という伸展状態自体が増殖を増強するものと推測される。

つぎに F N 添加時には 1 g A の産生が無添加時に比し、

経時的に増強がみられた。 Ernest らも骨髄接着細胞におい

て、 VLA-4 レセプター刺激を介して免疫グロプリン産

生が促進され、さらにこの現象は 1 L -6 により増強されるこ

とを報告している 32) 。一方 F R 4 d s のアミラーゼ産生

能においては F N の有無で差は見られていないので、この

F N の作用は 1 g 産生増強特異性がある。以上 F N は p c 

に対して増娼増強作用と 1 g l室生増強作用を合わせもつの

で、液性免役力の増強という結果を生じせしめる作用が明

かとなった。

以上より、生体内における形質細胞の浮遊状態ならびに

s p 状態の 二 伎の形態は、基本的に段 着 分子である F N と

抑制因子であるアルブミンとの 量 的兼ね合いによって規定

されていることが判明した。これは上皮細胞や中皮細胞と

巽なり、さらにリンパ球とも異なる形質細胞独自の性格で

あるといえる。つぎに F N は s p 状態を引き起こすことに

ワ
ー之



より、増勉シグナルとして 貢 献していることが明らかとな

った。さらに、 F N は p c に免疫グロプリン産性能を促進

させることが解った。したがって F N は p c において s p 

を仲介させ、増殖と免疫グロプリン産性能の増強の作用を

持ち、 全 体として液性免疫の増強に 貢 献していることが明

らかになった。
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Table 1. Surface Markers 

VLA-β1 

VLA-α4 

VLA"'as 

安 FN8-12

土 FN12-8

D

D

D

D

D

 

N

N

N

N

N

 

95.1 

98.4 

3.9 

1.7 

0.7 

98.3 

99.7 

6.9 

2.5 

4.6 

74.7 

78.5 

78.6 

15.0 

35.5 

99.6 

20.2 

98.9 

12.8 

18.8 

*FN8-12，キ 12-8 はいずれも抗フィブロネクチン抗体。



Table 2. Representative Karyotypes 

FR4 

67 , X, -Y , +3 , +7 , +9 , +11 , +11 , +12 , -13 , -13 , -14 , -15 , +16 , +17 , +18 , +19 , +20 , +22 , 

+22 , del(1) (q21) , del(1) (q21) , +der(1) t (1 ; 7) (q11 ; p1 1.2) , +der(1) t (?; 1) (1 ;?) (?; p32q22; ?), 

del(5) (q22q35) , +i(6q) , +der(8)dic(1 ; 8) (p13; q24.1) , +der(8) t (8;?) (q24; ?), +der(13) t (1 ; 13) 

(q11 ;p11) , +der(13) t (1; 13)(q11 ;p11) , der(14) t (8; 14)(q24.1 ;q32) , +der(14) t (8; 14)(q24.1;q32) , 

+der(15)t(9;15)(q13;p11) , 1(21q) , +3mars 

FR4ds 

115 , del(X) (q24q28) ，一 Y ， t(X; 10)(q24;q22) , +2 , +2 , +3 , +3 , +4 , +4 , +4 , +5 , +5 , +6 , +6 , 

+7 , +7 , +7 , +7 , +9 , +10 , +11 , +11 , +11 , +12 , +12 , +12 , +12 , +12 , +12 , +15 , +16 , +16 , 

+17 , +17 , +18 , +18 , +18 , +19 , +19 , +19 , +19 , +20 , +20 , +22 , +22 , +der(1)t(1 ; ?)(p22.3; ?), 

t(1; 13)(q21 ;p13) , t(1 ;13)(q21 ;p13) , +i(3q) , +del(5)(q21 ;q35) , +del(5)(q21 ;q35) , i(6p) , 

+t(7; 22)(p15 ;q13.1) , +der(7)t(1; 7)(p13.3 ;q22) , +der(7)t(1; 7) , +dic(8)t(1 ;8)(p22 ;q24.1) , 

+der(8)t(8;?)(q24.1 ;?), t(9; 15)(q11.1 ;p13) , +t(9; 15)(q11.1 ;p13) , +del(12)(q13.1 ;q24) , 

+del(12)(q13.1 ;q24) , +del(12)(q13.1 ;q24) , +der(13)t(1; 13)(q11.1 ;p13) , +der(13)t(1; 13) 

(q11.1 ;p13) , +der(14)t(8; 14)(q24.1 ;q32) , +der(14)t(8; 14)(q24.1 ;q32) , +der(14)(8; 14) 

(q24.1 ; q32) , +?der( 17)t(?; 17 ;?) (?; p13; q25;?に i(21q) ， +i(21q) , +i(21q) , +der(22)t(7; 22) 

(p15;q13.1) , +der(22)t(22;?)(q13.1 ;?) 
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-・- FR4ds 
一企ー OPM-1ds

80 160 240 320 

fibronectin concentration (g/m.e) 

Figure 1. Effects of FN on SP of FR4ds ancl OPM-1 ds. 

(・) FR4ds; (..) OPM 四 1ds. FN induced SP of FR4ds and 

OPM-1 ds as a dose-dependently manner. The percentage 

of cells with SP reached to a plateau on both cell lines when 

160 μg/m.e of FN was added to the culture. 

FR4ds expressing α5 was more sensitive for FN to spread 

than OPM-1 ds which did not expressα5. 
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Culture condition 

fibronectin 。

+ 

+ IgG1 

+ IgG2 

+ VLA-β1 mAb 

+ VLA-α4 mAb 

+ VLA-α5 mAb 

+ VLA-(α4+α5) mAb 

(b) 

VLA mAb 

Spread cells (0/0) 

50 100 

Culture condition 

fibronectin 。

+ 

+ IgG1 

+ IgG2 

+ VLA-β1 mAb 

+ VLA-α4mAb 

+ VLA四 α5 mAb

+ VLA-(α4+α5) mAb 

Figure 3. The contribution of FN receptors ofβ1 ， α4 ， and α5 on FN induced 

SP. (a) Blocking effects of VLAmAbs on FN induced SP of FR4ds. 

β1 mAb inhibited SP completely.α4mAb inhibited SP partially.αsmAb did 

not effect SP at all. However ， α5 inhibited SP completely when it was 

synergistically used with α4mAb; (b) Blocking effects of VLAmAbs on 

FN induced SP of OPM-1 ds.β1mAb inhibited SP completely.α4mAb 

inhibited SP completely.αsmAb did not affect SP. 



Culture condition 

fibronectin VLA mAb 

+ 

+ IgG1 

+ IgG2 

+ VLA-β1 mAb 

+ VLA-α4 mAb 

+ VLA-α5 mAb 

+ I VLA-(α4+αs)mAb 

。

attached cell (0/0) 

50 100 

本

ネ
ネ

ヰ:

不 pく O 、05 不オく p く O、005
Figure 4. The roles of FN receptors on adhesion of FR4ds 'with or without 

FN. The percentage of adhesion without FN was 40 0/0.β1 mAb did not 

inhibit the adhesion found without FN. In this condition , there were no SP 

cells. 



220kd- -・

160kd一一

• 

• 

-・圃.

Figure 5. Western blot analysis of FN production. Purified 

serum FN was used as a positive control. CE~II Iysate of 

fibroblast (NIH3T3) was used as another positive control. The 

molecular weight of purified FN was 220 kd. ~IIH3T3 produced 

¥ 160kd and 220kd FN. Hela 州 O附 and FFit4ds 制附
produced FN. In contrast, OPM-1 ds produced 160 kd FN. 

.. 
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25 
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Figure 6. Inhibitory effects of HSA on SP of FR4ds and OPM-1 ds 

induced by FN. HSA inhibited SP of FR4ds induced by 160μg/m♀ 

FN. The inhibitory effects were dose-dependent. HSA inhibited 

SP of OPM-1ds induced by 160μg/mεFN. The inhibitory effect 

was dose-dependent. The concentration of albumin that blocked 

SP of FR4ds completely was 1.5 g/d.e and the c()ncentration of 
albumin which blocked SP of OPM-1ds was 0.5g/d.e. 
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一・- FR4ds 
〆'、、、
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Figure 7. Low percentage of human serum showed SP inducible effects but 

high percentage of serum inhibited SP. There were no SP cells in 

FR4ds and OPM-1 ds with medium not containing serum. SP cells appeared 

maximally in FR4ds and OPM-1 ds when they were cultivated with 10 %human 

serum. When more serum was added, SP cells disappeared dose-dependently. 

In Hela cells and methothelioma cells, the feature of SP was serum-

independent. On the other hand, in OPM-1 and PBL there were no SP cells 

under any concentration of serum. 



Culture condition 

fibronectin inhibitors 

+ 

+ H-7 

+ HA 1004 

+ Staurosporine 

+ Sphingosine 

+ W-7 

+ Calmidazolium 

+ Herbimycin A 

+ ST 638 

+ ST 494 

TPA 

TPA+A23187 

。

Spread cells (0/0) 

50 100 

Figure 8. Effects of protein kinase inhibitors on SP of FR4ds induced by 

FN. FN induced SP of FR4ds were inhibited by H-7. However, TPA or 

TPA and A23187 did not induce SP when FR4ds were cultivated without 

FN. Staurosporine, sphingosine and W-7 also blocked SP induced by FN. 



Culture condition 

fibronectin inhibitors 

+ 
+ I Colchicine 
+ I Cytochalasin B 

。

Spread cells (0/0) 

50 100 

Figure 9. The effects of colchicin and cytochalasin B on FN induced SP 

of FR4ds. Colchicin did not inhibit SP of FR4ds but cytochalasin B inhibit 

SP completely. 



a. 10% FCS/RPMI 1640 b. COSM 
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Figure 10. Fibronectin enhanced the production of immunoglobulin of FR4ds. The relationship 

between cell number of FR4ds and the production of IgA and amylase was examined. 

The concentration of Igﾂ is indicated by (・). ﾃmyiase concentration is indicated by (ム) • 

cell number is indicated by (口). (a) The culture condition is 10% FCS/RPMI; (b) The 

culture condition is COSM; (c) The culture condition is FN supplemented COSM of 160μg/m.e . 

The effect of FN on the production of immunoglobulin was examined. The amounts of IgA and 

amylase increased time-and cell 幽 number dependently when FR4ds was cultured with 10 %FCS/RPMI 

1640. IgA production was low when FR4ds was cultured with COSM. When FR4ds was cultured 

with both COSM and FN, the production of immunoglobulin was enhanced just same as it was 

cultured with 10% FCS/RPMI1640. However, the cell number did not increase as they were 

cultured with 10% FCS/RPMI1640. 
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