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　　　Effects　of　exogenous　lysosphingolipids，　which　are　composed　of　sphingosine　base　and　polar　head　groups

such　as　phosphocholine　alld　sugar　chain，　on　cell　growth，　morphology，　and　lipid　composition　were　examined　in

three　neuroblastoma　cell　lines　derived　froln　A／J　C1300　clone；NS－20Y，　Neuro2a，　and　NIE－115，　All　of　the

synthetic　lysosphingolip量ds　such　asレthreo　dominant　sphingosylphosphocholine　and　D－e7　ythro　psychosine，

glucosyl－psychosine　and　lysosulfatide　inhibited　cell　growth　and　produced　various　kinds　of　cell　damage．　These

cells　had　similar　phospholipid　compositions，　being　mainly　composed　of　phosphatidylethanolamine，

ethanolamine－plasmalogen，　phosphatidylclloline，　choline－plasmalogen，　phosphatidylserine　and　sphingomyelin．

However，　we　observed　differences｛n　ganglioside　compositions，　which　consisted　of　GM3，　GM2，　GMI，　GD3　and

GDla　in　NS－20Y　and　Neuro2a，　and　of　GM3　and　GM2　in　NIE－115，　The　exogenous　sphingosylphosphocholine

induced　neurite　outgrowth　in　all　cell　lines　at　a　concentrat｛on　of　more　than　50μM．　Synthetic　N－acetyl

sphingosylphosphocholine　showed　a　sinlilar　effect　but　natural　sphingomyelin　did　not．　Moreover，　the　exogenous

sphingosylphosphocholine　was　found　to　increase　cellular　sphingomyelin，　cholesterol　and　GM3　in　all　cell　lines，

although　the　mechaロism　is　unknown．　From　pulse　and　chase　experiments　of　L－threo　dominant［3－3H］sphin・

gosylphosphocholine　in　cells，　it　was　assumed　that　the　exogenous　sphingosylphosphocholine　is　incorporated　and

degraded　into　phosphocholine　and　sphingosine　by　phospholipase　C　or　sphingomyelinase　in　cells，　and　that　the

sphingosine　is　rapidly　acyla亡ed　to　newly　synthesized　ceramide　which　is　gradua夏ly　converted　to　newly　synthes・

ized　sphingomyelin　either　by　phosphatidylcholine：ceramide　cholinephosphotransferase，　or　by　CDP℃holine：

ceramide　cholinephosphotransferase，　Shinshu　Med．ノ1，40；45－59，1992
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　　　　　　　　　　　　　　＿　　　　　　　　　　駆構造を持つので，当研究室ではかねてよりこれがろ
　　　　　　　　1緒　冨　　　　。、ソゴ麟の代謝と機能の研究を。有用であることに

　スフィソゴ脂質の代謝と機能についての関心は高い。　注目し，種々のリゾスフィンゴ脂質を調製して，その

Fig．1に示すように，リゾスフィソゴ脂質は疎水性　　化学的，物理学的性質だけでなく生物学的活性の一端

のスフィソゴシソ塩基に親水性のホスホコリンや糖鎖　　を明らかにしてきた6⊃”11｝。本研究ではこれまでの知見
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　　Fig，1　Chemical　structure　Qf　lysosphingolipids

が結合している。したがって両親媒性であり，スフィ　　を踏まえて，まずマウス神経芽細胞腫の細胞株に4種

ソゴ脂質と異なり，水に易溶である。近年，リゾスフ　　のリゾスフィンゴ脂質を与えて，それらが細胞の増殖，

イソゴ脂質はスフィソゴシソとともにプPティンキナ　　形態，脂質組成に及ぼす影響を調べた。その結果，特

一ゼC活性を阻害するといわれ，細胞機能における内　　に特徴的な効果を示したSPCの細胞への取り込みと

因性調節因子ではないかと注目されているu。これら　　代謝について，さらにN一アセチルスフィンゴシルポ

の生理活性についての報告は多いが，リゾスフィソゴ　　スホコリン（N－acetyl　SPC，以下NAcSPC）やスフィ

脂質に限れば，スフィンゴシルポスホコリソ（sphin一　　ソゴミエリソ（sphingomyelin，以下SM）との比較

gosylphosphocholine，以下SPC）（いわゆるリゾス　　を行い，　SMより調製した［3－3H］SPCを用いての代

フィソゴミエリソ）によるミトコンドリアの機能の阻　　謝標識実験による検討を加えた。

割サイコシソ（psych°sin馬界下Ps）やグルコシ　　　　II欄と方法
ルサイコシソ（glucosyl－psychosine，以下Glc－Ps）

によるチトクPtムCオキシダーゼ活性の阻害3｝，リゾ　　A　脂質

GM3（ガソグリオシドの略号は，　Svennerholmの命　　　SM，セレブロシド，スルファチドはそれぞれヒツ

名法4）に従った。）によるEGF（epider皿al　growth　　ジ赤血球，ヒト脳，ブタ脊髄から調製された。　SPC

factQr，表皮増殖因子）レセプターのチロシンリン酸　　は，ブタ脊髄由来のSMから調製され，非天然型の

化の阻害5｝などが挙げられる。しかしながら，リゾス　　L－threo体が70％（これまでに同定されている天然の

フィンゴ脂質の細胞内レベルは非常に低く，正常な細　　スフィンゴ脂質のスフィソゴシン塩基は総て

胞に本当に存在するのかどうかについては疑問が残さ　　D－erythro型である。）を占めるという組成のもので

れている。リゾスフィンゴ脂質の真の生理的役割はま　　ある9）。Psはセレブロシドから1°｝，リゾスルファチド

だ解明に至っていない。　　　　　　　　　　　　　　　（1ysosulfatide，以下1ysoCS）はスルファチドからlu，

　リゾスフィソゴ脂質は天然にはほとんど存在しない，　Glc－Psはグルコシルセラミドから，それぞれ調製さ

いわば非天然型の物質であるが，ス7イソゴ脂質の前　　れたが，これらはいずれもD－erythro体から成るもの
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雰天然型リゾスフィンゴ脂質の代謝と機能

である。NAcSPCはSPCのN一アセチル化により調　　（Fig．2，　Step　III）。さらにケイ酸カラムクロマトグラ

製された9）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　フィーで精製し，液体シンチレーショソスペクトロメ

B　細胞培養　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一ターで比活性を測定した・また，3種類の溶媒（溶

　本研究に用いたマウス神経芽細胞腫の細胞株NS一　　媒B，　D，　F）を用いtc　TLC一フルオログラフィーで均

20Y（cholinergic），　Neuro2a（inactive），　NIE－115　　一性を確認した。

（adrenergic）はA／JマウスのC1300細胞よりクロ　　E　［3－3H］SPCによる代謝標識実験

一ソ化されたもので，名古屋市立大学医学部加藤泰治，　　NS－20Y細胞を用い，　pulse実験では，培養プラス

田中　亮両教授より分与された。継代培養は，10％　　コ（50ml）に細胞を1×104個／cm2の密度で播種して

FCS（Flow，　Lab．），　penicillin（100　Units／ml，　Flow　　培養し，3日目に25μMの［3－3H］SPC（O．46Si　Ci／

Lab．），　streptomycin（100μg／ml，　Flow　Lab．）含有　　fiask）を加え，さらに0．5～24時間培養を続けた。

Dulbecco’s　MEM（Flow．　Lab．）培地で37℃，5％　　Chase実験では，培養フラスコ（260ml）を用い，同

CO，下で行った。通常の培養には，培養フラスコ（50　　様に3El目に同濃度の［3－3H］SPC（1．53μCi／tlask）

ml，　260ml；NUNC）を用いた。　　　　　　　　　　を加えて4時間培養した後で［3－3H］SPCを含まない

C　細胞に対する各種リゾスフィンゴ脂質の効果の検　　培地に交換し，さらに1～48時間培養を継続した。両

討　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実験とも培養終了後cell　scraper（NUNC）で速やか

　細胞増殖に対する各種脂質の影響をみるために，細　　に細胞を剥離採集，冷PBSで洗浄し，　Bligh－Dyer

胞を1×104個／cm2の密度で培養ぺトリディッシュ　　法’5）に従い脂質を抽出し，　Sep－Pak　C18ヵラムを通し

（径35mm，　NUNC）に播種し，それぞれの月讃　た後，分棉こ供した。

30～150μM（終濃度）を加えた培養液2ml中で5　　F　脂質の分析

～6日間培養した。途中3日目に培養液を交換した。　　1　薄層ク戸マトグラフィー（Thin　Layer

培養終了後，0．1％trypsin（阪大微研）処理で細胞を　　Chromatography，　TLC）

剥離採集し，細胞数を算定した。併せて培養中に位相　　　TLCにはMerck社製のシリヵゲル60プレート（リ

差顕微鏡による形態観察も行った。　　　　　　　　　ン脂質，コレステロール分析用）およびHP－TLC

脂質組成の分析のためには，培養スクウ＝アディッ　　（ガソグリオシド分析用）を使用した。展開には分析

シュ（240×245×20mm，　NUNC）を用い，同様に播　　の目的に応じて，以下の組成の溶媒を用いた。溶媒

種時に脂質（100μMのSPC，　SM，および50μMの　　A：クロロホルム／メタノール／水，混液（以下C／M／

NAcSPC）を加えて5～6日間培養し，培養終了後　Wと略，65：25：4，　v／v），溶媒B：C／M／2．5Nア
に上記のごとく採集した細胞を速やかにリジ酸緩衝溶　　ソモニァ水，（60：35：6），溶媒C：C／M／アセトン／

液（phosphate－buffered　saline，以下PBS）で洗浄　　酢酸／W，（70：15：30：15：7．5），溶媒D：C／M／

し，クロロホルム／メタノール（’2：1，v／v）によっ　　0．2％CaC12水溶液，（60：35：8），溶媒E：C／M／

て全脂質を抽出した。この抽出液に1／4容の水を加え　　2．5Nアンモニァ水，（60：35：8），溶媒F：n一ブタ

て二層に分配し12｝，上層をSep－Pak　C18カートリッジ　　ノール／酢酸／W，（6：2：2），溶媒G：C／M／酢酸，

カラム（Waters）で脱塩処理後，ガソグリオシドの　　（94：1：5），溶媒H：C／M／濃アソモニア水，（80：

分析に，下層をリソ脂質とコレステP一ルの分析に供　　20：2）。

した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　リン脂質の分析には二次元展開を行い，溶媒Bで一

D　［3－3H］SPCの調製　　　　　　　　　　　　　　次元目の展開をした後，塩化水素ガスにさらし，溶媒

　Iwamoriら13｝の方法に従い，ヒッジ赤血球由来の　　Cで二次元目の展開をした。各スポットの検出には酢

SMを3％　2、3－dichloro－5，6－dicyano－p－benzo・　酸銅リン酸試薬IG）を噴霧し150°Cで15分間加熱した。

quinone（Nakarai　Tesque）ジオキサン溶液で　　またガングリオシドの分析には溶媒DあるいはEを用

3－keto　SMに酸化し（Fig，2，　Step　I），次にこれをテ　　い，レゾルシノール塩酸試薬17）を噴霧し95°Cで25分

トラヒドロフランに溶解し［3H］NaBH4で還元して　　間加熱して検出しte　18》。

［3－3H］SMを得た（Fig，2，　Step　II）。これを　　　2　フルオログラフィー

Kaller’‘）の方法に従い，沸騰浴中で1時間，6N塩酸　　　標識脂質は溶媒Aを用いたTLCで分離後，

ブタノールで脱アシル化し，粗［3－・3H］SPCを得た　EN3HANCE（NEN　Research　Products）を噴霧し
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　　　Fig。2　The　scheme　for　preparation　of［3－3則SPC　　Cho一②；phosphocholine

てFuji　RXフィルムあるいはRX－Hフィルム（Fuji　　法22），　Zak法23，をおのおの用いた。また，ガングリオ

Photo　Film）を用いて一75℃でフルオログラフィー　　シドの定量e：　Andoらt8）の方法に準じた。

を行い分析した。細胞への放射活性の取り込みの総量
は灘シソチ．．シ。ンスペ，，。メ．。．で測定し　　　　III結　果

た。TLCで分離された各脂質への取り込みにはフル　　A　細胞の増殖および形態に及ぼす非天然型リゾスフ

オログラムをデソシトメーター（CS9000，Shimadzu）　　　インゴ脂質の影響

で測定する方法と，薄層プレートより各スポヅトをか　　　Fig．3に示すように4種のリゾスフィンゴ脂質は総

きとってバイアルに入れ液体シンチレーショγスペク　　ての細胞株で増殖を阻害したが，その効果の強度は一様

ト・メーターで測定する方法とを併用した。　　　　　　ではなかった。NS－20YはlysoCSやPsによって強く

3標識脂質の同定　　　　　　　　　　　　　　　増殖が阻害され，これらを50μMの濃度で添加したウェ

　TLCで分離された標識脂質の同定のため，それぞ　　ルでは5日間の培養終了時の総細胞数が対照の30％以下

れのスポットをプレートからかきとって，70℃で18　　であった。一方，この細胞はSPCやGlc－Psによって

時間，水性塩酸メタノールによるメタノリシス19），あ　　は強い阻害は受けず，少なくとも100μMまでは対照細

るいはスフィンゴミエリナーゼ（Staphylococczts　aur一　胞と同等に噌殖できた（Fig．3，　A）。　Neuro2aはいずれ

ezas，　Sigma）2°）やホスホリパーゼC（αos師4㍑祝Per一　　のリゾスフィソゴ脂質によっても50μM付近までは強い

〃勿g召鵬Sigma）21｝による水解を行った。水解産物は　　増殖阻害は受けないが50～100μMの範囲ではPs，

溶媒AおよびHを用いたTLC一フルオログラフィーで　　1ysoCSやGlc－Psにより強い阻害を受けた（Fig．3，　B）。

分析した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　NIE－115の増殖¢m，4種のうちlysoCSにより特に強

4　各脂質の定量　　　　　　　　　　　　　　　　　　　く阻害され，30μMで6日間培養後の細胞数は対照細胞

　リソ脂質，コレステロールの定量には，Bartlett　　の約30％にすぎなかった。（Fig．3，　C）。
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Fig．3　Effects　of　four　Iysosphingolipids　on　cell　growth　in　three　mouse　neuroblastoma　cell

　　　　　lines，　NS－20Y（A），　Neuro2a（B）and　NIE－115（C）．　Cells　were　seeded　at　a　density　of

　　　　　1×104cells／cm2，　and　then　cultured　for　50r　6　days　with　2　ml　of　Dulbecco’s　MEM

　　　　　containing　10％FCS，100　Units／ml　of　penicillin，100μg／ml　of　streptomycin　and　one

　　　　　of　the　following　Iysosphingolipids：SPC（一●一），　Ps（一■一），　Glc－Ps（一◆一）and　lysoCS

　　　　　（一▲一）．After　the　culture，　cells　were　harvested　by　trypsin　treatment　and　the　number

　　　　　of　cells　was　counted．　Each　cell　number　is　expressed　as　a　percentage　of　the　control．

　　　　　＊P＜O．01（vs．　control）

Mdi－at @謬覧　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t　　f　　　　tt、　　．

態

Fig．4Morphology　of　NS－20Y．cells　incubated　with　100μM　of　SPC（A），　NAcSPC（B），

　　　　　SM（C）and　no－treated（control，　D）at　3　days　in　culture．（original　magni丘cation×78）
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Fig．5　Distribution　patterns　of　phospholipids　treated　with　SPC（A），　NAcSPC

　　　　（C），SM（D）and　control（B）from　NS－20Y　cells．　For　developing，　solvent

　　　　B（for　the　first　run，　see　text）and　solvent　C（for　the　second　run）were

　　　　used．　All　spots　were　detected　by　spraying　cupric－phosphoric　acid

　　　　reagent　and　heating　at　150℃for　15　minl6）．　PC，　phosphatidylcholine；

　　　　P－PC，　choline－plasmalogen；PE，　phosphatidylethanolamine；P－PE，

　　　　ethanolamine－plasmalogen；PS，　phosphatidylserine；SM，

　　　　sphingomyelin

Table　l　Phospholipid　colnposition　in　mouse　neuroblastoma　cells

NS－20Y　　　　　　　　　Neuro2a　　　　　　　　　NIE－115

CTLaSPC　NACSPC　SM　　CTL　SPC　NAIcSPC　SM　　CTL　SPC　NAcSPC　SM

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　phospholipids　（％）

PEb　　　　　　9．4　　7．0　　6．4　10．1　　12．1　14．2　13．9　　7．5　　14．4　15．8　17．5　14．2

E－PLc　　　　12．4　11．9　16．8　28．4　　21．4　　6．9　15．5　32．5　　21．0　15．7　14．6　13．4

PCd　　　　　　65．1　58．8　65．4　50．5　　　42．7　47．7　40．2　46．8　　　50．2　41．5　49．6　45．4

C－PLe　　　　3．0　　4．1　　4．0　　6．5　　　9．8　　8．1　14．1　　6．7　　　3．9　　7．1　　6．9　　8．7

PSf　　　　　　6．4　　5．9　　1．4　　2．3　　　9．6　11。7　　7．6　　3．1　　　5．6　　6．7　　4．7　　9，7

SM　　　　3．511．3　5．9　2．0　　4．411．4　8．7　3．5　　4．913．2　6．8　8．6

acontrol；bphosphatidylethanolamine；cethanolamine－plasmalogen；

dphosphatidylcholine；echoline－plasmalogen；fphosphatidylserine
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非天然型リゾスフィンゴ脂質の代謝と機能

　この実験で50～150μMのSPCを与えたウェルにの　　　Table　1にそれぞれの細胞のリン脂質の組成パター

み，3種の細胞に共通して神経突起の伸展が観察され　　ンを示した。おもな構成成分はホスファチジルコリン

た。また，血清無添加の条件下でも1～10μMの　　（PC），コリンープラスマローゲン（C－PL），ホスフ

SPCを与えた場合に突起を伸展した細胞が対照のウ　　ァチジルエタノールァミソ（PE），エタノールァミン

ェルよりも多く認められた。そこで比較のため，SPC　　一プラスマローゲン（E－PL），ホスファチジルセリン

をその構造骨格に持つ天然のSMと，　SPCより調製　　　（PS），そしてSMであり，3細胞とも類似のパター

したNAcSPCの効果についても同様に検討した。天　　ソを示した。　SPCを与えたことにより，3種の細胞

然のSMを細胞に与えても特に増殖や形態に対して効　　のリン脂質のうちでSMの増加（対照細胞の約3倍に

果を示さなかったが，NAcSPCを与えるとSPCと同　　増加）が顕著に認められた（Fig．5，　Table　1）。　SPC

様に細胞の増殖は阻害され，突起伸展の効果も認めら　　との比較の目的で用いたNAcSPCやSMによっては，

れた（Fig．4）。　　　　　　　　　　　　　　　　　spcとは異なり3種の細胞におけるSMの著増は認

B　非天然型SPCによる細胞脂質組成の変化　　　　　　められなかったが，　NAcSPCを与えたことによりや

SPCにこのような特徴的な効果が見られたので，　　や細胞のSMは増加した。またSPCを与えたことで

3種の神経芽腫細胞にこのSPCと，対照としての上　　3種の細胞のコレステロールも増加していた。

述したNAcSPC，　SMをそれぞれ与えて細胞の脂質組　　　ガソグリオシドにっいては，　Table　2とFig．6に

成を比較した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　その組成パターンを示した。NS－20YとNeuro2aの

Table　2　Ganglioside　composition　in　mouse　neuroblastoma　cells

NS－20Y　　　　　　　　　　Neuro2a　　　　　　　　　NIE－115

CTL　SPC　NAcSPC　SM　　CTL　SPC　NAcSPC　SM　　CTL　SPC　NAcSPC　SM

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　gangliosides　（％）

GM3　　　　2．0　9．9　4．2　1．9　16．526，221．715．8　30．347．033．534．5

GM2　　　15．224．5　12．8　19．4　23．233．020．533．6　69。653．066．565．5

GM1　　　　4．9　12．2　5．1　5．3　16．0　10．9　15．514．3

GD3　　　　　4．2　　1．6　　7．7　　5．3　　　5．0　　3．5　　7．3　　6．7

GDla　　　　73．3　51．1　70．2　66．7　　39。2　26．4　35．0　29．7

A　　　　　　　　B　　　　　　　C

GM3
GM2

GD3 GM2

GDlb
GTlb

GM3
GM2
GM1
8B穿。

馴b

std　1　　2　　3　　4　　　　　　　Std　　t　　2　　3　　4　　　　　　　　std　1　　2　　3　　4

Fig．6　Distribution　patterns　of　gangliosides　treated　with　SPC（1ane　2），　NAcSPC（lane　3），

　　　SM（1ane　4）and　control（lane　1）from　three　neuroblastoma　cell　lines．　Developing　was

　　　carried　out　with　solvent　D（see　text）and　all　spots　were　detected　by　spraying

　　　resorcinol－HCl　reagenti7）and　heating　at　95℃for　25　minl8）．
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Fig．7　Distribution　of　radioactivity　incorporated　into　NS－20Y　cells　after　pulse　with

　　　　　25μMof［3－3H］SPC（0．46μCi／flask）for　O，5－24　hrs．　TLC　was　carried　out　with

　　　　　solvent　system　A（see　text）and　visualized　by　fluorography．　Authentic　SM　and

　　　　　ceramide（Cer）were　detected　with　cupric－phosphoric　acid　reagent16，．　Maj　or

　　　　　three　radioactive　spots　are　shown　as　X，　Y　and　Z．0，0rigin；F，　front

（A）．　　⊂B⊃　　　　　　　　　　　　　　　　（C⊃

oゆ

拳℃

1　2　　　3　4
0→

』噸

簿一

怐C、、囁’；

X　　　　　　　、　　ご／／、’．：’こ

Y＿
←0

5　6　7　8

Fig．8　1dentification　of　the　radioactive　Iipids　from　NS－20Y　cells　incubated　with

　　　　　［3－3H］SPC（X　and　Y）．　The　products　derived　from　X　and　Y　after　hydrolysis

　　　　　were　analyzed　by　TLC－fluorography．　Lane　l　and　3，　authentic　sphingosine

　　　　　（dihydrosphingosine）；2and　4，　products　from　X　after　methanolysisユ9）；

　　　　　5，authentic　ceramide；6，　authentic　SM；7，　product　from　Y　after

　　　　　phospholipase　C　treatment21〕；8，　product　from　Y　after　sphingomyelinase

　　　　　treatment20｝．　Panel（A）was　developed　with　solvent　H．　Panels（B）and（C）were

　　　　　developed　with　solvent　A（see　text）．0，0rigin
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Table　3　Distribution、of　radioactive　compounds　froln　NS－20Y

　　　　cells　after　pulse　with　25μM　of［3－3H］SPC（0，46μCi／

　　　　flask）．　Values　are　shown　as　mean　±　S．D．　of　3

　　　　experlments．

Incubation　　　　　　［3－3H］SPC　incorporation（dpm／105　ce11s）

time（h）　　　　　Cer　　　　　　SM　　　　　　　SPC

0．5　　　　　　　　124±18　　　　　　　　120±17　　　　　　　　321±34

　1　　　　　　　　　　343±105　　　　　　　　　175±13　　　　　　　　　　500±92

　2715±48323±25456±57
　4992±184776±131791±77
24　　　　　　　　　2，358±114　　　　　　　2，288±163　　　　　　　　　788±234

A　　　　　　　　　　　　　　　B

Ce「→　　億濃φ　　　宕¶、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　暑

　　　　　　　　　　　　　　　　　　8

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ち

　　　　　　　　　　　　　　　　　　邑

　　　　　　　　　　　　　　　　　　書5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　碧

　　　　　　　　　　　　　　　　　　墨

SM→　　　　　　　　　　　　紀

　0→

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Chase　（h）

Fig．9Distribution　of　radioactive　ceramide　and　SM　from　NS－20Y　cells　during　the　chase．

　　　Parlel（A），　Huorogram；Panel（B），　Each　lane　of　the　fluorogram　was　determined　by

　　　densitometric　scanning　and　plotted．；0，0rigin；Cer，　ceramide

　　　　The　condition　of　TLC－fluorography　and　detection　was　same　as　that　in　Fig．7．

ガソグリォシドパターンはGM3，　GM2，　GMI，　GD3，　　が生ずる。前述したように，ブタ脊髄由来SMから

GDlaで構成されるが，　NIE－115のパターンはGM3　　Kaller法で調製したSPCはL－threo体が70％である

とGM2とから成り，細胞種間で差が見られた。　SPc　　が9），この［3－3HコsPcの調製にあたっては，　Fig．2

を与えたことにより，3種類の細胞のガソグリオシド　　に示すようにL－threo体が生ずる確率はさらに増すご

組成においてはGM3の増加が認められた。特にNS一　　とが予測できる。　Step　II（Fig．2）でL－threo体が生

20YではGM3の組成比が対照細胞の約5倍に達した。　ずる確率は約35％である24）ので，本研究で調製された

C　L－　threo　dominant［3－3H］SPCの調製　　　　　　　［3－3H］SPCは非天然型のL－threo体を約80％含むも

　Fig．2に示すような過程を経て，［3－3H］SPCを得　　のと推定された。収率は，　Step　Iを経てIIまでで約

た。比活性は6．1mCi／皿olであった。3種類の溶媒　　50％，　Step　mで約65％であった。

（溶媒B，D，　F）を用いたTLC一フルオログラフィ　　D　NS－20Y細胞におけるL－　threo　dominant

一では，いずれの溶媒系においても単一のバンドで検　　　［3－3H］SPCの細胞への取り込みと代謝

出され，放射活性の純度は98％以上であった。しかし　　　25μMの［3－3HコSPC（0．46μCi／flask）で0．5～24時

ながら，この方法では，天然型のD－erythro　　問のpulseの結果，細胞に取り込まれた放射活性の総

［3－3H］SPCとともに非天然型のL－threo［3－3H］SPC　　量は以下に示すとおりである。放射活性はpulse　4時
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問までに急速に取り込まれ，0．5時間では565士79　Chase　48時間では放身翁舌性はセラミドに29％，　SMに

dpm／105　cells（平均値±標準偏差），その後pulse　1　　71％と測定された。

時間，2時間，4時間ではそれぞれ1，017±174，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1▽　考　　　察
1，495±29，2，560±180dpm／105　cellsであった。

Pulse　4時間以降は取り込みは緩やかになり，　pulse　　　4種のリゾスフィソゴ脂質（SPC，　Ps，1ysoCS，　Glc－

24時間では　5，434士694dpm／105　cellsであった。　　　Ps）はいずれも3種の神経芽腫細胞の増殖を阻害した

　［3－3H］SPCでpulseした後で細胞より抽出した放　　（Fig．2）。初期実験的にこれらの細胞の

射性脂質の組成をFig．7に示した。図中X，　Y，　Z　　［3H］thymidineの取り込みに対する4種のリゾスフ

で示す3つのスポットは，それぞれ標準試料のセラミ　　ィンゴ脂質の影響を調べた限りでは，DNA合成の抑

ド，SM，　SPCと溶媒Aを用いたTLC上で同様に挙動　　制は見られず，この増殖阻害効果はリゾスフィンゴ脂

した。これらはいずれもアルヵリ非感受性であった。　　質の持つ細胞障害性の影響が強いと考えられた。リゾ

スポットXはまた，セラミドの分析に使用される溶媒　　スフィンゴ脂質の細胞内レベルの低さ，その細胞障害

Gを用いたTLCでも標準試料のセラミドと同様に挙　　性を考えれば，大量のリゾスフィソゴ脂質は細胞にと

動しte。スポヅトYは標準試料のSMよりもやや高い　　っては異物にほかならず，「非天然」のものである。

Rf値を示した。　XとYの同定にはさらに化学的ある　　したがって，細胞ではこれらの異物をなるべく速く代

いは酵素的な水解による検討を加えた。その結果を　　謝しようとする機構が働くものと考えられる。これら

Fig．8に示す。図中，　AとBのパネルはメタノリシス　　の非天然型リゾスフィンゴ脂質の種類と細胞の種類に

による生成物を，Cはスフィンゴミエリナーゼとボス　　よる阻害効果の差は，同じマウスの神経芽腫細胞A／J

ホリパーセC処理による生成物を分析したフルオログ　　C1300から由来しながらも，変異の結果それぞれの細

ラムである。XおよびYの水解産物の挙動はそれぞれ　　胞において，与えられた4種のリゾスフィンゴ脂質を

標準のスフィンゴシン，セラミドと一致した。細胞よ　　代謝する機構に差があることを反映していると解釈で

り抽出したそれぞれの標識脂質の放射活性をTable　3　　きる。

にまとめた。セラミドへの放射活性の取り込みの増加　　　この実験でリゾスフィンゴ脂質4種類のうち，SPC

はpulse　2時間まで迅速であるが4時間以降は緩やか　　に顕著な神経突起伸展効果が観察されたが，細胞増殖

であった。一方，SMへの取り込みはセラミドへの取　　阻害の濃度範囲と突起伸展が認められた濃度範囲が対

り込みよりも緩やかに24時間まで増加を続けた。この　　応していないことや，SPCのみに効果が認められた

pulseの間，［3－3H］SPCの放射活性は常にSMより　　ことを考えると突起伸展と増殖阻害との間に直接の因

もセラミドへ，より多く取り込まれていた。細胞より　　果関係はないものと考えられる。この神経突起伸展の

抽出されたSPCの放射活性はpulseの間に増加して　　メカニズムの検討は今後の課題だが，　SPCを与えた

いたが，セラミドやSMのそれと比べると相対的には　　ことによる細胞の脂質代謝の変化との間に関係がある

時間とともに減少しており，新たに生成されたという　　のかどうかは重要な問題であり，この点については後

よりも代謝されていることが示唆された。　　　　　　　で考察する。

　Fig．9にはchase実験の結果を示した。パネルAの　　　さて，この非天然型SPCを与えた細胞では，細胞

フルオログラムに示すようにchase開始時にはセラミ　　から抽出した脂質のうち，　SM，コレステロール，

ドに大部分の放射活性が取り込まれているのに対し，　　GM3が増加していた（Fig．5，6）。このうち，まず

SMへの取り込みは少なかった。しかし，時間依存的　　SMの増加については，以前にも同じL－threo　domi・

に相補的な標識セラミドの減少とSMの増加が観察さ　　nant　SPCを与えたグリオーマU251細胞25）や家兎皮膚

れた。Bのパネルはこのフルオログラムをデンシトメ　　線維芽細胞NS－1（未発表データ）で認められた。こ

一ターで測定した結果をプロットしたものである。　　れらの研究と本研究に共通して，このSPCを与えた

Chase開始時には［3－3H］SPCの放射活性の取り込み　　細胞にのみ，　TLC上で標準試料の天然のSMや，対

はセラミドに78％，SMに22％という割合で検出され　　照細胞から抽出したSMよりも少しRf値の高いバン

たが，chase　4時間にはセラミド56％，　SM44％へと　　ドが検出されている。このRfがやや高いバンドが

変化し，その後両者の量関係は逆転して24時間～48時　　L－threo　SPCが細胞により代謝されてできたL－threo

間の間でほぼ平衡状態に達していることがわかった。　　SMであることはすでにグリオーマ細胞を用いた実験
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SM→●・勘●

SPC→
stds　　1　　2　　3　　std

　　　　　Fig．10　The　difference　between　naturally　occurring

　　　　　　　　sphingomyelin　and　newly　synthesized

　　　　　　　　L－threo　dominant　sphingomyelin　extracted

　　　　　　　　from　NS－20Y　cells　after　the　incubation　with

　　　　　　　　SPC，　Lane　1，　total　lipids　from　NS－20Y　cells

　　　　　　　　（control）；lane　2，　total　lipids　from　NS－20Y

　　　　　　　　cells　incubated　with　SPC；1ane　3，　radioactive

　　　　　　　　lipids　from　NS－20Y　cells　incubated　with

　　　　　　　　［3－3H］SPC．　The　samples　applied　to　the　lane

　　　　　　　　land　2　were　treated　with　O．2N　NaOH　in

←O　　　　　　　methanol　at　37℃for　2　hrs．　TLc　condition

　　　　　　　　was　same　as　that　in　Fig．7．　O，　origin

の際に間接的に証明されている25）。本研究ではさらに　　Negishi3i）もマウス脳ミトコンドリァおよびミクロソ

NS－20Y細胞において［3－3H］SPCの代謝で生じた放　　一ムで同様の結果を得ている。しかし，これらの実験

射性のSM（Fig．10のlane　3）が，放射性標識してい　　では放射性のacyl－CoAの取り込みをSPC存在下で

ないL－threo　dominant　SPCを与えたNS－20Y細胞　　調べているに過ぎず，本当にSPCがこの反応の基質

より抽出したSM（Fig．10のlane　2，印をつけたバソ　　であるかどうか疑問が残された。その後，　Ullmanと

ド）のRfの高いものと一致することを確認した。こ　　Radin32）によって，ホスファチジルコリンからセラミ

れらの現象は，非天然型のL－threo　SPCでも細胞に　　ドへのホスホコリン転移反応による合成経路が提唱さ

取り込まれるとSM生合成に利用されうることを示唆　　れた（Fig．11，③）。現在ではこれが最も有力視され

している。培養細胞が本来細胞にほとんど存在しない　　ている。この反応を触媒する酵素，ホスファチジルコ

物質でも培地中に存在すれぽ取り込んで，代謝・生合　　　リソ：セラミド　ホスホコリソトラソスフェラーゼの

成に利用する例は，他に神経細胞のスフィンゴ脂質生　　諸性質も明らかにされつつある33）34）。ただ，この経路

合成における長鎖脂肪酸（C24：1やC22：1）の利　　は脳において酵素活性が低いという点が唯一の弱点で

用26）や初代培養の神経のスフィンゴ脂質生合成におけ　　ある。

る短鎖のC12一スフィンゴシソの利用27）があり，その　　　本研究では，　NS－20Y細胞を用いたpulse実験にお

生理的意義の追究は興味深いことである。　　　　　　　いて，L－threo　dominant［3－3H］SPCの放射活性が，

　ところで，SMの生合成については，これまでにお　　pulseの間中，細胞のSMよりもセラミドにより多く

もにFig．11に示すような3経路が提唱されている。　　取り込まれたことを示した。そして，　chase実験では

まずSribneyとKennedy28）がセラミドとCDP一コリン　　時間依存的な放射性セラミドの減少とそれに伴うSM

とからSMが生成することをニワトリ肝より調製した　　の増加を見いだした。これらの結果から以下のことが

酵素画分において見いだした（Fig．11，①）。しかし　　示唆された。　Fig．12に示すように，この非天然型の

ながら，この反応では非天然型のthreo一セラミドがよ　　SPCは細胞に取り込まれた後で，まず，スフィンゴ

り反応性に富んだ基質であった。その後，Sribney29）　　ミエリナーゼかホスホリパーゼCでホスホコリンとス

は，天然型のerythro一セラミドもビタミンK3やある　　フィンゴシンに分解される。実際にL－threo　domi一

種の界面活性剤の存在下では基質になりうることを報　　nant　SPCが細胞膜上あるいは細胞内でこれらの酵素

告したが，この経路の生理学的意義は疑問視されてき　　の基質となるかどうかは今後の検討課題であろうが，

た。次にBradyら3°）がラット脳の酵素画分でKaller　　in　vitroではスフィンゴミエリナーゼ，ホスホリパー

法で調製したSPCが直接N一アシル化されてSMが　　ゼCともにこのSPCを基質とした。そしてこれらの

合成されたと報告した（Fig．11，②）。　Fujinoと　　酵素で水解されて生じたと推測されるスフィソゴシン
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Sphingosylphosphocho目i醜e

②に繋

　　　　　　　　Sphingomye鷺in
CMp　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Diacyiglyc樹roI

①　　　　　　　　　　　　③

CDP－chollne　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Phosphettdylchollne

　　　　　　　　　　　Ce「amido
Fig．11　The　major　proposed　pathways　of　sphingomyelin　biosynthesis．

　　　Sphingosylphosphocho■ine

　　　　　　　　　　L。脚＿1㎞

　　　　　　　　SphingO5薗ne

　　　　　響⇒

　　　　　　　　Ce『amide　　　　　　　．
CDP瞬choline　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Pho5Phatldy馳cho罰ne

　　　　CMp　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Diacylglyeerol

　　　　　　　　Sphingomyenin

Fig．12　The　assumed　metabolism　of　exogenous　L－threo

　　　dominant　sphingosylphosphocholine　in　mouse　neuro・

　　blastoma　NS－20Y　cells，

は検出されなかったことから，おそらく非常に速くセ　　そらくFig．12に示す経路で与えられたSPCを代謝

ラミドにN一アシル化され，こうして生じたセラミド　　していたものと推測される。

にCDP一コリソ：セラミド　ホスホコリントランスフ　　　さて，神経芽腫細胞における非天然型SPCの代謝

エラーゼ，あるいはホスファチジルコリソ：セラミド　　の概略が明らかになったところでSPCによる神経突

ホスホコリントラソスフェラーゼによってホスホコリ　　起伸展効果との関係を考えてみたい。この効果は4種

ンが転移されてSMが合成されるという代謝経路をと　　類のリゾスフィンゴ脂質のうちではSPCだけに見ら

ると考えられた。SPCが直接N一アシル化されてSM　　れ，さらにこのSPCから調製されたNAcSPCにも見

になる経路（Fig．11，②）をとる可能性は非常に低い　　られたが，天然のSMには見られなかった。　spcと

と考えられる。Stoffe1とAssmann35｝は3Hと14Cで　　NAcSPCに共通するのはどちらも70％以上のL一

二重標識したSPC（Kaller法により調製されたもの）　　threo体を含むことで，効果のないものはこれを含ま

を用い，ラヅト肝でin　vitroとin　vivo両方において　　ない。したがってこの突起伸展は非天然型のL－　threo

SPCのアシル化によるSMの生合成は起こらないこ　　体のスフィンゴ脂質に誘発された効果とも考えられる

とを示しているが，細胞は異なるにもかかわらず本研　　かもしれない。この可能性についてはさらに検討が必

究の結果と合致している。したがって，NS－20Y以外　　要なのは言うまでもない。

の神経芽腫細胞，グリオーマ細胞や線維芽細胞でもお　　　細胞のSMとコレステロールの密接な関係について
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は知見が多い。Demelら36）はおもなリソ脂質とコレス　　　1　4種のリゾス7インゴ脂質SPC，　Ps，　Glc－Ps，

テP　一一ルとの相互作用を調べ，SMが最もコレステロ　　　lysoCSはいずれも細胞増殖を阻害したが，その効

＿ルに対する親和力が強いことを示した。Gattと　　　果は一様ではなかった。

Bierrnan37，はSM含有リボソームを培養液に添加する　　2　4種のうちでL一伽即dominant　SPCにのみ神経

と，ヒト皮膚線維芽細胞へのLDL（low　density　lipo・　　突起伸展効果を見いだした。　SPCのN一アセチル誘

protein）の結合と細胞におけるその分解を抑え，一　　　導体（NAcSPC）にも類似の効果を認めた。

方細胞のコレステロール合成を高めることを見いだし　　3　SPCを与えた細胞では，　SM，コレステP一ル，

ている。本研究の神経芽腫細胞においてもSPC処埋　　　ガソグリオシドGM3の増加が認められた。

にょって増加した細胞のSMが細胞内のコレステロー　　4　［3－3H］SPCを用いた代謝標識実験より，　SPCは

ル合成やLDLの取り込みに影響を与えたことが考え　　　細胞に取り込まれた後，スフィンゴミnリナーゼか

られた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ホスホリパーゼCによってホスホコリソとスフィソ

　これまでの検討では［3－3H］SPCの放射活性はほと　　　ゴシンとに分解され，そのスフィンゴシンがN一ア

んどがセラミドを経てSMに取り込まれており，糖脂　　　シル化されてセラミドになり，　CDP一コリソ：セラ

質合成に使われるセラミドはあってもごく僅かだと思　　　　ミド　ホスホコリソトランスフェラーゼ，あるいは，

われる。したがってGM3の増加に関してSPCの代　　　ホスファチジルコリン：セラミド　ホスホコリント

謝麓物が基質となって糖脂質合成に影響を与える可能　　　ランスフェラーゼによってSMに合成されることが

性は小さいと考えられる。これについてはさらに検討　　　示唆された。

する必要がある。GM3は細胞増殖との関連でその生

理的役割が注目されているがS），本研究においては，　　　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜りました

GM3が積極的に細胞機能を変化させたというよりは，　　信州大学医学部心脈管病研究施設脂質生化学部門，武

非天然型のSPCに誘導された細胞機能の変化を反映　　富保教授に深謝いたします。また本研究に際し，適切

していると考えるのが妥当かもしれない。　　　　　　　な御教授，御助力をいただぎました上村敬一助教授，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　原厚講師をはじめ教室の皆様に併せて感謝いたします。

　　　　　　　　V結　語　　　　醜本論文頒旨は，第62回躰生イヒ学会絵

　スフィンゴ脂質の代謝と機能を調べる目的で非天然　　　（1989年11月，京都），第32回日本神経化学会大会

型リゾスフィンゴ脂質を神経芽腫細胞に与えることで　　　（1989年9月，札幌），13th　International　Society　for

細胞の増殖，形態や脂質代謝にどのような変化が誘導　　Neurochemistry，　Biennial　Meeting（1991年7月，

されるか，その影響を調べた。その結果，以下の知見　　Sydney）において発表した。

を得た。
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