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Ⅰ . 緒言   

	  

	 レクチンとは、糖質に結合性を示すタンパク質並びに糖タンパク質の総称で、動物、

植物、細菌中の生体成分として自然界に広く存在している [1-4]。海洋生物由来のレ

クチンも多く発見されており、ウニ及びフジツボ、ナマコ、ホヤ、エビ等からの新規

精製例がある [5-8]。レクチンは、一般的にその糖質認識機能を介し、ある種の細胞

に対して凝集作用及び毒性、増殖促進、幼若化、免疫賦活等の種々の作用を引き起こ

す [1-4]。近年、レクチンの持つ糖質種に特異的な結合性が着目され、糖鎖研究のツ

ール、癌細胞判別の試薬として実用化されている他、さらにはドラッグデリバリーシ

ステム (DDS) の開発等、創薬への応用も期待されている [9]。しかしながらレクチン

は構造的に多様で、その応用には更なる基礎的知見の蓄積が必須である。 

	 福岡市沖の玄界灘に 1989 年以降、ナマコの一種で海洋性棘皮動物のグミ (Cucumaria 

echinata) (Fig .1) の大量発生が認められており、それらの影響から底引き網漁等への

漁業被害が報告されている。また、グミは毒性を示す事から食用には適さず、乾燥し

て肥料にする程度の利用価値しか見出されていない。生理生態に関しては体長約 4 

cmで、水深 5〜50 m の海底に生息すること以外の詳細は不明であり、また最近では、

その大量発生はあまり確認されておらず、環境変化の影響を受け易いことも窺える。	 

 

 

 

 

 

 

 

	 	 
                          Fig. 1. A picture of Cucumaria echinata 
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	 1994 年、畠山智充 教授 （長崎大学工学部応用化学科 御所属）らにより、グミから

ガラクトース及び N-acetylgalactosamine (GalNAc) に親和性を示す、分子量の異なる 4 

つのレクチンCEL-I 〜	 IV の新規精製が報告された [10]。 CEL-I については	 16kDa	 の

サブユニットがホモダイマーを形成する C 型レクチンである。C 型レクチンとは糖

結合時に Ca2+ を要求する動物レクチンであり、その他に Ca2+ 非要求型の S 型レクチ

ン及びガレクチンに分類される。またこれら CEL-I 〜	 IV を赤血球凝集試験に供する

と、 CEL-I と CEL-IV がウサギ及びヒトの血球に対して強力な凝集活性を示したのに

対し、 CEL-II	 については、血球凝集反応を見い出すことが出来なかった。 一方で、

CEL-III に関しては、ウサギ及びヒト血球に対して溶血活性を示し、トリ及びウマ赤

血球に対して CEL-III の高濃度条件下にて凝集作用を示したという、各々に特徴的な

活性を示した。これまで CEL シリーズに関する研究において、アミノ酸配列の決定

や結晶構造解析が行われている他 [11,12]、またリコンビナント及び変異体の作成が

行われ [13]、構造活性相関の解明にも取り組まれている。その他、CEL-I 並びに 

CEL-III に関して、生物活性に関する研究が進んでおり多くの報告がある。CEL-III は

溶血活性を示すことを前述したが、その発現機構は、細胞膜上の糖鎖を介して細胞に

結合することに始まり、膜内でそれらが会合することで、細胞膜中でポア形成し、結

果的に溶血を引き起こすことが解明されている [14,15]。 加えて、細胞毒性に関して

は、pH 及び温度依存性を示す事が報告されている[16]。一方で、CEL-I は CEL-Ⅲ	 に

みられる溶血活性を示さない事から、グミがそれぞれのレクチンを有する意義として、

生理的機能の分担も考えられる。 

	 本研究対象である CEL-I は、同構造のサブユニットが一ヶ所のジスルフィド結合

によりダイマー構造を形成している。また、GalNAc に対して非常に強い結合性を示

し、その強度はガラクトース結合時の約 1,000 倍に相当する。 GalNAc 結合には、そ

のアセトアミド基と CEL-I 中の糖認識ドメイン (carbohydrate recognition domain, 

CRD) とのファンデルワールス接触並びに水素結合が関与する。 
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Fig. 2. A simplified diagram of CEL-Ⅰ	 

 

CEL-I は種々の細胞に対して生物活性を示す。過去に報告されたものには、前述した

血球凝集活性があり、CEL-I はウサギ、ヒト (A-,B-,O-型)の赤血球には強い凝集作用

を示すが、ニワトリ、ウマに対しては活性が無い。また血球凝集は GalNAcの添加に

より阻害される [10]。細胞毒性に関する報告もあり、その毒性の強度は細胞種によっ

て異なるネクローシス様の毒性であった。細胞種特異性として、イヌ腎臓由来 MDCK 

細胞、ヒト子宮頸癌由来 HeLa 細胞、ラット肉腫由来 XC 細胞、アフリカミドリザル

腎臓上皮由来 Vero 細胞には強力な毒性を示すが、チャイニーズハムスター卵巣由来 

CHO 細胞、マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 細胞、マウス繊維芽細胞由来 

L929 細胞には毒性が無い。また、毒性の強度は細胞への結合量に起因する事が、蛍

光標識した	 CEL-I（FITCラベル体）を用いた実験により示唆されており、この毒性

は GalNAcの添加により阻害される [17]。リコンビナント CEL-I (rCEL-I) を用いた実

験も行われているが、 rCEL-I の示す細胞毒性が、本研究で用いる native 型と比較し

て弱い事が報告されている。 rCEL-I の特徴としてnative 型よりも Ca2+ との結合能が

低く、細胞に対する結合能に影響し、それが細胞毒性強度の相違に繋がっていると考

えられている [13]。これまでの研究結果を挙げたが、CEL-I が示す生物活性の発現機

構にはいずれも糖鎖認識を介することが示唆されており、本研究においても、その関

与については必須の検討事項であるといえる。 

	 一方、ある種のレクチンはマクロファージを刺激し、サイトカイン及び一酸化窒素 

(nitric oxide, NO) の産生・放出を誘導する事が知られている他、リンパ球に対してマ

イトジェン活性を示すことが知られている。本研究では、CEL-I の生物活性の更なる



 8 

探究を目的とし、マクロファージ株細胞を用い、 tumor necrosis factor−α (TNF−α)、

granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) のサイトカイン、及び NO 産生誘導活性

について 、また、マウス脾臓細胞を用いてマイトジェン活性について検討した。 

サイトカインとは、 蛋白質性の細胞間情報伝達物質であり、免疫系ネットワークに

おいて重要な役割を担っている。本研究では、炎症性サイトカイン TNF−α と造血因

子 G-CSF を検出対象としているが、種々の物質におけるサイトカイン放出誘導活性

を検討する際、TNF−α が検出対象として多く取り上げられており、レクチンにおい

ても TNF−α 放出を誘導するものが報告されている。例えば、CEL-I と同様に、GalNAc 

に結合性を示すインゲン豆由来レクチン PHA-L は、 RAW264.7 細胞をはじめとする

免疫系の株細胞、並びに初代培養マウス腹腔内マクロファージに作用し、 TNF−α 放

出を誘導する [18]。他にも、A-B toxin に分類されるヒマ種子由来レクチンのリシン 

[19]、朝鮮ヤドリギ由来レクチン KML (Korean mistletoe lectin) 等も同様の活性を有す

る [20]。それに対して	 G-CSF の場合、当研究室において研究が進んでいる免疫賦活

作用有するアルギン酸オリゴマーの一連の実験の中で、ビーズアッセイ法 

(Bio-PlexTM) を用いアルギン酸オリゴマー刺激によりRAW264.7細胞より誘導され

るサイトカインのスクリーニングを行なった結果、放出誘導される主要なサイトカイ

ンとして TNF−α と共に G-CSF が検出された [21]。G-CSF は臨床学的な研究実績、ま

たそれ自身が示す生理活性に関する知見は多いが、特定の物質が示す生物活性の誘導

産物としての報告はほぼ無い。2 つは、CEL-I によりそれらサイトカインが誘導され

た場合、 両者の細胞内における産生・放出機構が異なることより、CEL-Iのそれらの

誘導機構の解明に有効になると期待される。TNF−α は、その前駆体が細胞膜上の膜

蛋白質として発現し、ある種の刺激により誘導されるメタロプロテアーゼにより、細

胞外ドメインにおける切断 (ectodomain shedding) を受け、それらが放出される。その

後形成される 3 量体を TNF−α と呼ぶ [22]。また、その前駆体を membrane TNF とし、

バクテリアに対する防御因子としての報告例もある [23]。しかし、 TNF−α の放出系

は不明な点が多く残されている。一方、 G-CSF は特定の刺激に応答して細胞内で生
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合成され、エキソサイトーシスによって細胞外に放出される一般的な蛋白質放出系を

経路とする。 

	 NO は、マクロファージ及び神経膠細胞、血管内皮細胞等より放出されるフリーラ

ジカルであり、生体内で生体防御や血流量調整、神経情報の伝達などに関与するメデ

ィエーターである。細胞内において NO synthase (NOS) とその基質である L-アルギニ

ンとの酵素基質反応の産物として細胞外に放出される。NOS は、cNOS (constitutive 

NOS) と iNOS (inducible NOS) に、大きく分類される。cNOS は常に生体中で発現し、

恒常性の維持に働く NO 産生に関与する。それに対し、iNOS は細胞外部の刺激によ

りその発現が誘導される。また産生源の細胞によって、neuronal NOS (nNOS)、

endothelial NOS (eNOS)、 macrophage NOS (mNOS) と別称される場合がある [24-27]。

レクチンの有する生物活性として、 NO産生誘導活性の報告数は、細胞毒性やサイト

カイン誘導活性と比較して少ないが、その中で、NO 産生誘導レクチンには、サイト

カイン誘導レクチンでもある PHA-L [28] や KML [29]が知られ、他にはタチナタ豆由

来レクチン Concanavalin A (Con A) [28]、や帝王バナナ由来レクチンの Emperor 

banana lectin が報告されている [30]。 

	 マイトジェン活性は、リンパ球の幼若化及び増殖の促進を及ぼす活性を指し、種々

のレクチンについてものこのような生体反応を引き起こすことが知られている。また、

その作用についてはT細胞及びB細胞に対してどちらか、若しくは両者に特異性を示

すことが知られており、PHA [31]、Con A [32]に関してはT細胞特異的であるが、ア

メリカヤマゴボウ由来レクチンpokeweed mitogen(PWM) [33]は両細胞種に活性を示

す。マイトジェン活性は、どのような細胞内プロセスで誘発されるかは現在も不明で

あるが、免疫系の賦活作用に関する考査に利用されるなどの応用されている。よって

作用メカニズムの解明は有意義であり、本活性を示す因子の探索はこの分野の発展に

寄与出来るものと考える。 
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Ⅱ . 試薬と方法   

 

(1) サンプル 調製（CEL-Ⅰ)	 

 

CEL-I は、長崎大学工学部応用化学科	 畠山 智充 教授より寄与されたものを用いた。 

調製方法としては、海洋性棘皮動物グミ(C. echinata)から得た水溶性画分をカラムク

ロマトグラフィー (Lactosyl-Cellulofine, GalNAc-Cellulofine, Sephadex G-75)に供し分

離。赤血球凝集活性等のレクチン活性を指標としてCEL-Iを精製し、SDS電気泳動に

より純度を確認している [10]。	 

精製した CEL-I は 100 µL /tube に分注した後、試験に用いるまで -80℃で保存した。 

-80℃	 から解凍した際は、活性に影響がないことを確認してから実験に用いた。 

 

 

(2) 細胞培養・採取 

 

ⅰ、マウスマクロファージ株細胞 RAW264.7 細胞の培養 

 

マクロファージ株細胞にはマウスマクロファージ株細胞 RAW264.7 細胞を用いた。

RAW264.7 細胞は American Type Culture Collection （ATCC）より入手した。RAW264.7 

細胞の培地は、Dullubeco modified eagles medium (D-MEM) (GIBCO) に抗生物質 

(Benzyl Penicillin Potassium, Streptomycin Sulfate) (Nakarai tesque) を 100 µg/mL となる

ように添加し、56℃、30 分間熱処理にて非動化した牛胎児血清 (fetal bovine serum, 

FBS) (Biosource) を 10%（v/v）添加したものを用いた。 

細胞の培養は、セラムチューブ中の細胞懸濁液 (10% DMSO を含む培地中で、-80℃

に保存されている細胞)を融解し、15 mL チューブに移し、これに培地を加え、4℃で 
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2,000 rpm、10 分間遠心を行った。その上清を捨て、細胞を再び培地約 5 mL に懸濁さ

せ、培養フラスコ （Falcon） に移し、37℃、5% CO2 インキュベーター （MCO-20AIC、

SANYO）で培養した。一晩放置し、細菌などの混入がないこと、また、細胞が培養

フラスコの底面に付着していることを確認して、培地交換・継代培養を行った。 

RAW264.7 細胞の継代培養は、フラスコ内の培地を除き、0.2% trypsin/0.025% EDTA 溶

液（トリプシン溶液）を添加し、インキュベーター内で細胞が個々に分かれるまで静

置後 (約 30 分)、フラスコ内の溶液を取り除き、再び CO2 インキュベーターで 30 分

ほど静置した。フラスコ底面からの細胞の剥離を確認した後、培地を加えて細胞を分

散させ、再び CO2 インキュベーターで培養を行った。 

細胞の保存は、凍結保存法を用いた。培養フラスコから細胞を剥がし、15 mL チュー

ブ （Falcon）に移した後、4℃で 2,000 rpm、10 分間遠心を行った。上清を除去し、

細胞を 10% DMSO (infinity pure grade, Wako) を含む培地で懸濁した後、セラムチュー

ブ （Falcon）に移し、-80℃で凍結保存を行った。	  

 

ⅱ、マウス脾臓細胞の単離 

 

ddY系マウス（6週齢、25〜30g）より脾臓組織を摘出し、組織を破壊した後、SS製フ

ィルター（100M）を用いて細胞浮遊液とし、RPMI1640培地（3% fetal bovine serum 

(FBS), penicillin G (100 IU/mL), and streptomycin (100 µg/mL)を含む）中に5×106 

cells/mLとなるよう調製した。脾臓由来B細胞についてはヌードマウスより採取した。

ヌードマウスの脾臓中にはB細胞と、未成熟T細胞が存在することが知られている。	 

B細胞の採取方法に関しては、前述した組織摘出から細胞浮遊液への調製と同様の方

法で実施した。T細胞については、 ddY系 マウスより摘出した脾臓細胞から同様の方

法で得た細胞浮遊液を用い、ナイロンウールカラムを使用してT細胞を得た。 

ナイロンウールカラムは、シリンジ中にナイロンウールを充填し、滅菌PBSにより	 	 	 

ナイロンウールを３回洗浄、最後にRPMI培地で満たし作成した。完成したカラム中
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に細胞調製液を4mL 注入し、37℃ で45 分間インキュベートした後回収し、 

 T細胞浮遊液を得た。この方法は Trizio D らの実験にて採用されているが、カラムを

通過して得た細胞浮遊液中のT細胞は 90〜95% を占める [34]。 

 

 

(3) 細胞生存率測定  - MTT アッセイ、WST-8アッセイ 

 

MTTアッセイについてはRAW264.7細胞（接着細胞）の生存率測定に用いた。96-well 

plate（Falcon） に RAW264.7 細胞を所定細胞数播種し、所定時間培養の後、所定濃度

のサンプルで所定時間刺激した。培養上清除去後、PBS で 2 回洗浄後した。 

続いて。希釈した 5 mg/mL MTT (Sigma Chemical) を 100 µL/well	 添加した。20 分放

置した後、MTT の入った培地を除去し、150 µL/well の DMSO を添加することで難容

性ホルマザン残基を溶解した。 攪拌し、溶解液に澱みがない事を確認した後、吸光

光度計（Multiskan spectrumn,Thermo electron）で吸光度 (Abs= 535 nm) を測定し、コン

トロールより細胞生存率を算出した。ちなみに  3-（4,5−dimethl-thiazol-2-yl）

-25-diphenyl terazolium bromide (MTT) は、ミトコンドリア酸化還元酵素の基質であり、

生細胞内で酵素触媒を受けることで紫色を呈する。 

マイトジェン活性測定については、浮遊細胞の生存率について測定するため、WST-8

アッセイを採用し、Dojindo社製キットCell Counting Kit-8を使用した。脾臓細胞を 

所定時間培養の後、所定濃度のサンプルで所定時間刺激した。続いてテトラゾリウム

塩WST-8を添加後 2 時間インキュベートし、450 (-650)nmにて吸光度を測定した後、

コントロールの生存率よりサンプル添加した細胞の生存率を算出した。WST-8は細胞

内脱水素酵素により水溶性のホルマザンを生成するため、この吸光度(450nm)の測定

値は細胞数と相関する。 
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(4) サイトカイン TNF−α 及び G-CSF の定量  

	 	 	 - サンドウィッチEnzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)	 法  

 

サンドイッチ ELISA は、 2 種の抗体を用いて抗原（サイトカイン）中の異なるエピ

トープを認識する、抗原抗体反応を基本とした蛋白質検出法である。実験手順は以下

の通りである。 

イムノプレート (NUNC-ImmunoTM Plate MaxiSorpTM Surface plate) に一次抗体希釈溶

液１）を 1 ウェルあたり 100 µL 添加した。室温で 24 時間静置後、 洗浄液2) で 5 回洗

浄し、ブロッキングバッファー3) を 1 ウェルあたり 200 µL 添加した。室温で24時間

静置後、洗浄液で 5 回洗浄し、ブロッキングバッファーで希釈した培養上清を 1 ウェ

ルあたり 100 µL 添加し、室温で 2 時間静置した。洗浄液で 5 回洗浄し、二次抗体希

釈液を添加し、室温で 2 時間静置した。洗浄液で 5 回洗浄し、コンジュゲート希釈 

液5) を 1 ウェルあたり 100 µL 添加した。室温で 30 分間静置し、洗浄液で 5 回洗浄後、

基質溶液6） を 1 ウェル あたり 100 µL 添加し室温で 30 分間静置した。反応停止剤 7) 

を 100 µL ずつ添加し、攪拌後、吸光光度計 (Multiskan spectrumn、Thermo electron)を

用い、吸光度 （Abs= 450 nm）を測定した。なお、既知の濃度の リコンビナント TNF−α 

(rTNF−α) 及び リコンビナント G-CSF (rG-CSF) (R&D Systems)を用い、検量線を作成

した。 

	 1) 一次抗体：PBS で希釈	  

    	  4 mg/mL Anti-Mouse TNF−α Monoclonal Antibody（MM350C, ENDGEN）  

  	    2 mg/mL Monoclonal Anti-Mouse G-CSF Antibody（MAB414, R&D Systems） 

	 2) 洗浄液：0.025% Tween 20 in PBS 

	 3) ブロッキングバッファー：BSA in PBS (TNF−α 用 4％、G-CSF用 1% ) 

	 4) 二次抗体：ブロッキングバッファーで希釈	  

     	 1 mg/mL Anti-Mouse TNF−α Polyclonal Antibody（R＆D Systems） 

  	    50 ng/ml Biotinylated Anti-Mouse G-CSF  Antibody（BAF414, R&D Systems） 
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	 5)  コンジュゲート 

    	 TNF−α ELISA 用 : 1000 倍希釈  Anti-Rabbit Ig、HRP-Linked Whole Ab Donkey   

 	  	 （NA934, Amarsham bioscience） 

	     G-CSF ELISA 用 : 200倍希釈 Anti-mouse Ig、HRP-Linked Whole Ab Donkey 

	   	 （R&D Systems） 

	 6)  発色基質：TMB Peroxidase Substrate (KPL) : Peroxidase Solution B (KPL) = 1: 1 

  	    で混合 

	 7)  反応停止剤：1 Nリン酸溶液（Wako） 

 

 

(5) Mitogen-activated protein (MAP) kinase系 の解析  - ビーズアッセイ (Bio-PlexTM ) 

 

Bio-PlexTM は、サンドイッチ ELISA 法を基本とした蛋白質定量システムである。 多

項目の抗体を結合させたカラーコードビーズと、フローベースのデュアルレーザー検

出器用い、1 つのサンプルより多項目のターゲットを同時に検出定量できる。 

96-well plate に RAW264.7 細胞を 3 ×104 cells/well になるように播種した。37℃、5% 

CO2 インキュベーター内で 24 時間培養した後、無血清培地にて所定濃度のサンプル

を添加し所定時間培養した。培養上清を除去し、冷却した cell wash buffer にて洗浄後、

すぐに cell lysis buffer1)を 75 µL/well 添加した。プレートシェーカーで 300 rpm、4℃

で20分間撹拌した。続いて 2000 rpm、4℃で20分間遠心し、回収した上清を試料とし

た。試料は Bio Rad 社に送付し、得られた結果を基にグラフを作成した。また解析対

象とした 3 種のMAP kinase 系は、Extracellular regulated kinase (ERK)、p38、c-Jun 

N-terminal kinase (JNK) である [35]。 

	 1) cell lysis buffer：lysis buffer 10 mL、factor 1 40 µL、factor 2 20 µL 

  	   (Cell lysis kit, Bio-Rad) 
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(6) レクチンのFITC ラベル体作成 

 

Fluorescein isothiocyanate (FITC) はアミノ基に結合する蛍光色素であり、蛋白質の蛍

光ラベル体作成に用いられる。塩基性領域で溶解性を示す他、490 nm の波長で励起

し、525 nm の蛍光を示す。 

0.5	 M 炭酸水素ナトリウム溶液 (pH 8.3) に溶解したレクチンに対し、0.1 M となるよ

う特異的糖を添加し、一晩 、4℃で放置した。 そこにレクチンの 10 倍 mol 量となる

ように FITC (Dojindo) を添加し、遮光しつつ、4℃で 4 時間撹拌した。その後、滅菌 0.5	 

M 炭酸水素ナトリウム溶液 (pH 8.3) で透析を行なった後、さらに滅菌 PBS で透析を

行なった。得た FITC ラベル化レクチン (F-レクチン) については UV 法で蛋白質定量

を行なった。また、 赤血球凝集活性、もしくはサイトカイン及び NO 産生誘導活性

を有するものについては、FITC ラベル化前のサンプルと同レベルの活性を保持する

ことを確認した。 

 

(7) レクチンの細胞に対する結合量測定 

 

2×105 cells /well in 48-well plate で播種し、37℃、 5% CO2 インキュベーター内で一晩

培養した細胞に対して所定濃度の F-レクチンを添加した。2 時間放置した後、上清を

除去し、細胞を PBS で 2 回洗浄した。続いて溶解バッファー1) を 500 µL添加し細胞

を溶解した。細胞溶解液の蛍光強度を蛍光光度計（F-2500, Hitachi）で測定し、F-レ

クチン自身の蛍光強度より、F-レクチンの結合量を算出した。 

1) 溶解バッファー：20 mM Tris-HCl pH 8.3 + 0.1% SDS 
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(8) RAW264.7 細胞からのRNA 抽出  - AGPC 変法 

 

RAW264.7 細胞からの全 RNA は、トリゾール試薬 (Invitrogen) を用いた AGPC 変法に

より抽出した。12-well plate （Falcon）に RAW264.7 細胞を 1×106 cells/well になるよ

うに播種し、24 時間培養の後、所定濃度の CEL-I で所定時間刺激した。培養上清を

除去し、トリゾール試薬を 1mL 添加した後、強くピペッチィングを繰り返し、1.5 mL 

チューブに移した。5 分間室温で静置した後、クロロホルムを 200 µL 添加した。続

いて強振し、2〜3 分間静置後、13,500 rpm で 15 分間遠心した。水相を新しいチュー

ブに移した後、500 µLのイソプロパノールを添加し、ボルテックスした。10  分間静

置した後、13,500 rpm で 15 分間遠心し、得たペレットを全RNA とした。ペレットは

1 mL の 75% エタノールでリンスし、7,500 rpm で 15 分間遠心した後、エタノールを

除去してからペレットを一晩乾燥させた。DEPC 処理水で溶解した全 RNA は、吸光

度 (Abs= 260 nm) より濃度を求めた後、液体窒素で瞬間凍結し、使用するまで -80℃

で保存した。 

 

(9) TNF−α、G-CSF 及び iNOS の転写レベル (mRNA) における応答の測定 - RT-PCR 法 

 

AGPC 変法により抽出した全 RNA (1 mg) は、 PrimeScript 1st strand cDNA Synthesis 

Kit (Takara) の oligo dT プライマーを用いて逆転写反応に供し、 1st strand cDNA を得

た。i ) を調整し、PCR に供した。PCR は、サーマルサイクラー (Eppendorf) を用い、

ii ) の通り行なった。プライマーは iii) に記したものを用いた。PCR で得られた産物

は 0.1 mg/mL ethidium bromide を含む 2% アガロースゲルを用い、電気泳動に供した。 

泳動後は、ライトキャプチャー (ATTO) を用いバンドを確認した。 
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	 i ) 1st strand cDNA 0.5 µL 、GoTaq Green Master Mix (Promega) 12.5 µL、 

	 	 1 mM フォワードプライマーとリバースプライマー それぞれ0.5 µL、 

	 	 RNase フリー水11 µL 

	 ii )  1 cycle of 70 sec at 95°C, [30 cycles (TNF−α) or 25 cycles (G-CSF and β−actin),  

	 	 	 20 cycles 	 (iNOS)] of 55 sec at 93°C, 45 sec at 61°C, 40 sec at 72°C, and 1 cycle of  

      	 100 sec at 72°C 

	 iii )  プライマー配列 

	 	 ・mouse-TNF−α (286 bp)  

               forward: 5’-GCA GGT CTA CTT TGG AGT CAT TGC-3’ 

               reverse: 5’-CAT TCG AGG CTC CAG TGA ATT CCA G-3’ 

                      Chanらの報告 [18] で用いられた配列を採用した。 

	 	 ・mouse-G-CSF	 (337 bp)  

	 	 	 	 forward: 5’-CTC AAC TTT CTG CCC AGA GG-3’ 

                reverse: 5’−ΑGC TGG CTT AGG CAC TGT GT-3’ 

 	 	 	 	 	 	 nucleotide sequence (accession number, NM_009971)を元に作成した。 

	 	 ・mouse-iNOS  (231 bp)  

                forward: 5’-CAA CCA GTA TTA TGG CTC CT-3’ 

                reverse: 5’-GTG ACA GCC CGG TCT TTC CA-3’ 

                         Imanishi らの報告 [36] で用いられた配列を採用した。 

	 	 ・mouse-β−actin (840 bp)  

	 	 	 	 forward: 5’-GGA GAA GAT CTG GCA CCA CAC C-3’   

                reverse: 5’-CCT GCT TGC TGA TCC ACA TCT GCT GG-3’  

	 	 	 	 	 	  Chanらの報告 [18] で用いられた配列を採用した。 
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(10)  NO 産生量測定 - Griess 法（亜硝酸法） 

 

培養上清中の NO2
- を、細胞より産生された NO として、Griess 法を用いて検出定量

した。NO はフリーラジカルであるため、液層中では 酸素分子と結合して NO2
- とNO3

- 

として蓄積される。また蓄積された両分子の内、NO2
- が大部分を占めて平衡を保つ

ことから、NO 産生は NO2
- の蓄積として測定できる。 

	 培養上清と Griess 試薬1) を 1 : 2 (培養上清 : Griess 試薬)で混合し、20 分後、吸光光

度計 (Multiskan spectrumn、Thermo electron) により吸光度 (Abs = 550 nm) を測定した。

なお既知の濃度の NaNO2 (Dojindo) を用い、検量線を作成した 

	 1) Griess 試薬 : 3 mM sulfanilic acid (Wako), 30µM N-1-naphtyl-ethlenediamine 	 	 

	 	 dihydrochloride (Wako), 25% glacial acetic acid) 

 

(11)  iNOS 発現の解析 - ウェスタンブロット法 

 

ウェスタンブロット法は、電気泳動で分離した蛋白質をメンブレンに転写し、抗体を

用いて標的蛋白質を特異的に検出する蛋白質検出法である。 

CEL-I 刺激後の細胞を氷冷した PBS で 3 回洗浄し、抽出バッファー1）を 100 µL を添

加した。プレートシェーカーを用いて 4	 ℃ で 30 分間シェイクした後、回収した細胞

溶解液を 10,000 rpm で 10 分間遠心した。得られた上清を試料とし、QuantiPro™ BCA 

Assay Kit (Sigma) 用いた BCA 法により蛋白質定量を行い 20 mg/mL に調製した。試料

を SDS 化 （細胞溶解液と等量の EzApply （ATTO） を加え、60 ℃で 30 分間熱処理）

した後、10 % アクリルアミドゲルにて SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

（SDS-PAGE） に供した。分子量マーカーには、SDS-PAGE 用 SeeBlue® Plus2 

Pre-stained standard （Invitrogen） を用いた。SDS-PAGE後のゲルを PVDF 膜 （BIO-RAD 、

Immuno-Blot™ PVDF Membrane） に転写した。転写装置は、Mini Trans-Blot Cellシス

テム (BIO-RAD) を使用し、転写用バッファー2) 中で１時間泳動 (450 V) 後、TBST3) で 
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2 分間洗浄した。続いてブロッキングバッファー4) で 1 時間室温でブロッキングした

後、1,000 倍希釈した一次抗体 （anti-iNOS (Upstate Biotechnology) を室温で1時間反応

させ、TBST で5分間の洗浄を 3 回行った。2000 倍希釈した二次抗体 （Goat anti-rabbit 

IgG-horseradish peroxidase conjugate (Upstate Biotechnology) を室温で 1 時間反応させ

た後、TBST で 5 分間の洗浄を 3 回行い、その後 TBST で 2 分間の洗浄を 2 回行った。

ECL plus 検出キット （Amersham） の発光基質を 5 分間反応させ、ライトキャプチャ

ー （ATTO）で検出した 

	 1) 抽出バッファー :  10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1% CHAPS,  

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  1% プロテアーゼ阻害剤カクテル (Nakarai tesque) 

	 2) 転写用バッファー :  25 mM Tris-HCl, 0.5 mM DTT, 0.02% SDS（pH 8.4） 

	 3) TBST :  0.1% Tween 20 in TBS 

	 4)ブロッキングバッファー：	 1% スキムミルク (Upstate Biotechnology) in TBST 
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Ⅲ .  結果   

 

第  １  部  

	 CEL-I のマウスマクロファージ株細胞  RAW264.7 に対する細胞毒性  

 

CEL-I の RAW264.7 細胞に対する刺激作用に関して検討するため、無血清培地中にお

ける CEL-I の細胞毒性を検討した。 

CEL-I の 評 価 と 同 時 に 、 細 胞 毒 性 を 示 す こ と で 知 ら れ る  PHA-L 

(Phytohaemaggulutinin-L) (生化学工業)、及び GlcNAc 特異的小麦胚芽由来レクチン 

WGA (Wheat germn aggulutinin) (Sigma) を用い、細胞毒性を評価した[17]。 

上記レクチンについて、無血清培地（D-MEMに抗生物質 (Benzyl Penicillin Potassium, 

Streptomycin Sulfate) を 100 µg/mL となるよう添加）にて、0-100µg/mL となるよう調

製し、 RAW264.7 細胞 3×104cells/100µL/well に添加後、24時間、37℃、5% CO2存在

下にてインキュベートした後、MTT法を用い、細胞毒性を評価した。 

結果を Fig.3 に示す。CEL-I は RAW264.7 細胞に対して強い毒性は示さなかった。 ま

た、PHA-L、WGAについては、これまでの報告通りRAW264.7細胞に対する細胞毒性

が確認され、 CEL-Iよりも比較的強い毒性を示した。  
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Fig. 3. Cytotoxicities of CEL-I (●), PHA-L (○), and WGA (■) on RAW264.7 cells. Adherent 

cells (3 x 104 cells/well in 96-well plates) were treated with various concentrations of each 

lectin in serum-free DMEM at 37°C. After 24 h, the cell viabilities were measured by MTT 

assay as described under "MATERIALS AND METHODS". Each point represents the 

average of triplicate measurements. 
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第  2 部  

CEL-I のマウスマクロファージ株細胞  RAW264.7 に対する  TNF−α ,	 G-CSF 放出

誘導活性  

 

(1)  各種レクチンのRAW264.7細胞に対するTNF−α,	 G-CSF 放出活性 

 

CEL-I の RAW264.7 細胞に対するサイトカイン TNF−α 、G-CSF 放出誘導活性を検討

した。ポジティブコントロールには PHA-L、またネガティブコントロールには WGA 

を用いた。  

方法は、上記レクチンについて、無血清培地で、0-100µg/mLとなるよう調製し、 

RAW264.7 細胞 2×104cells/100µL/well に添加後 、24時間、37℃、5% CO2存在下にて

インキュベートした後、サンドイッチ ELISA 法により培地中よりサイトカインを検

出し、CEL-I のサイトカインの産生誘導作用について検討した。 

結果を Fig. 4 に示す。CEL-I は RAW264.7 細胞に作用し、その濃度依存的に TNF−α、

G-CSF の放出を誘導することが判明した。 
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Fig. 4. Production of TNF−α (a) and G-CSF (b) from RAW264.7 cells incubated with 

various concentrations of CEL-I (●), PHA-L (○), and WGA (■). Adherent cells (2 x104 

cells/well in 96-well plates) were incubated with the indicated concentration of each lectin in 

serum-free DMEM at 37°C. After 24 h, each cytokine level in the supernatant was measured 

by sandwich ELISA method as described under "MATERIALS AND METHODS". Each 

point represents the average of triplicate measurements. 

(a) 

(b) 
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(2)	 CEL-I の RAW264.7細胞への TNF−α,	 G-CSF 放出誘導活性に対する 

	 	  polymyxin B の影響 

 

Polymyxin B は lipopolysaccharide (LPS) の活性を阻害する陽イオン性ペプチドである。

LPS はグラム陰性菌細胞壁を構成するエンドトキシンであり、様々な細胞を刺激して

炎症や細胞増殖などの多彩な反応引き起こす事で知られる。RAW264.7 細胞に対する 

NO やサイトカインの誘導活性も多数報告されている [37]。一方で過去に、見出され

た生理活性物質の活性の誘発源が、混入した	 LPS に原因していたとの報告がある 

[38]。ここでは polymyxin B を用いて、CEL-I の活性における LPS のコンタミネーシ

ョンについて検討した。 

 方法は 、無血清培地にて CEL-I を10µg/mL、LPS を 50ng/mL となるよう調製したも

の、またそこに  PMB を終濃度  2µg/mLで添加したものを、RAW264.7 細胞 

2×104cells/100µL/wellに添加後 、24時間、37℃、5% CO2存在下にてインキュベートし

た後、サンドイッチELISA 法を用い、サイトカインを定量した。  

結果を Table.Ⅰに示す。Polymyxin B によって、 LPS の活性は阻害されたが、CEL-I の

活性に影響はなかった。よって、CEL-I のサイトカイン誘導作用について、LPS の関

与は否定された。 

 

 

(3) CEL-I のRAW264.7細胞への TNF−α,	 G-CSF 放出誘導活性に対する特異的糖 

	   GalNAcの影響 

 

これまで見出された CEL-I の赤血球凝集活性や MDCK 細胞に対する強力な細胞毒

性は GalNAc 添加によって阻害される [11,18]。サイトカイン 活性においても、 CEL-I 

の特異的糖である GalNAc の影響を検討した。 

方法は CEL-I を、無血清培地にて、CEL-I を 10µg/mL となるよう調製したもの、ま
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たそこにGalNAcを終濃度  0.1Mになるよう添加したものを  RAW264.7 細胞 

2×104cells/100µL/well に添加後 、24時間、37℃、5% CO2存在下にてインキュベートし

た後、サンドイッチ ELISA 法を用い、サイトカインを定量した。  

結果を polymyxin B の影響と同様に Table.Ⅰ に示す。特異的糖である GalNAc 添加に

より部分的ではあるが TNF−α、G-CSF の両者に 阻害効果が認められた。したがって 

CEL-I のサイトカイン活性は、そのレクチン機能（糖鎖認識）が関与していることが

示唆された。	 
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Table.Ⅰ. Effects of and Polymyxin B and GalNAc on CEL-I-Induced Cytokine Secretion  

	 	 	 	 by RAW264.7 Cells.  

 

 

 

  Treatment	 	 	  	 	 	          TNF−α (%)a      	 	 	                         G-CSF (%) a 

 

CEL-Ⅰ	 	 	 	 	 	 	 	 	             100            	                               	  100 

+ Polymyxin B (2 µg/mL)                    99                                                    100 

+ GalNAc (0.1 M)                                 75                                                     51 

 

LPSb                                                    100                                                   100 

  + Polymyxin B (2 µg/mL)                    3                                                       3 

  

 

a 100 % level of TNF−α and G-CSF detected in the culture supernatant of CEL-I-treated    

   RAW264.7 cells were 18.7 and 29.1 ng/mL, respectively, or in those of LPS-treated  

    cells were 59.5 and 86.4 ng/mL, respectively.  

b To confirm the inhibitory effect of polymyxin B, the effects of the inhibitor  

   on LPS-included cytokine secretion were examined at the same plates. 
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(4)  CEL-I のRAW264.7細胞に対するサイトカイン放出誘導活性 (経時変化) 

 

CEL-I 刺激により誘導される TNF−α, G-CSF について、その放出が検出されるタイミ

ングを調べるため、経時的にサイトカイン量を測定した。 

方法は CEL-I を、無血清培地にて、10µg/mL となるよう調製し、RAW264.7 細胞 

2×104cells/100µL/well に添加後、37℃、5% CO2 存在下 にてインキュベートし、 

0,  0.5,  1,  1.5,  2,  3,  6,  9,  24 時間の各時間に培養上清を回収し、サンドイッチ ELISA 

法に供し、サイトカインを定量した。  

結果を Fig.5 に示す。TNF−α、G-CSF 放出 が時間依存的に検出された。また、 TNF−α 

と G-CSF が検出された時間に差がみられた。 TNF−α は 2 時間付近からであるのに対

し	 G-CSF は約 6 時間で放出が検出された。また、9 時間以降、 TNF−α 放出の検出

量は上昇しなかったが、G-CSF については継続して検出量の増加が認められた。 
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Fig. 5.  Time courses of the production of TNF−α (a) and G-CSF (b) from CEL-I-treated 

RAW264.7 cells. Adherent cells (2 x 104 cells/well in 96-well plates) were incubated with 10 

μg/mL of CEL-I for the indicated periods of time, and then the supernatant was withdrawn 

from each well and subjected to the measurement of cytokine levels by sandwich ELISA 

method as described under "MATERIALS AND METHODS". Each point represents the 

average of triplicate measurements. 
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(5) FITC 標識レクチンのRAW264.7 細胞に対する結合量の測定 

 

細胞への結合量と活性レベルの関係を調べるため、作成したCEL-I、PHA-L、WGA の 

FITC ラベル体（F-CEL-I、F-PHA-L、F-WGA） を用い、それぞれの RAW264.7 細胞

に対する結合量を測定した。 

方法は作成した レクチンのFITCラベル体（F-CEL-I 、F-WGA 、F-PHA-L ) を無血清

培地にて、それぞれ1nMとなるよう調製したもの、またそれぞれの特異的糖が0.1M

となるよう添加したものについて、 RAW264.7 細胞 2 × 105 cells/well (48-well plates)

に添加後、2時間、37℃、5% CO2 存在下 にてインキュベートした後、FITCの蛍光強

度を測定する事でFITCラベル体の結合量を調べた。 

結果は Fig.6 に示す。 結合量は、F-CEL-I ＞F-WGA ＞F-PHA-L の順に多く検出され

た。また、それらの結合はそれぞれの特異的糖で阻害された。F-CEL-I においては、

GalNAc によって一部阻害されない現象が認められた。 
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Fig. 6.  Binding of F-CEL-I, F-PHA-L, and F-WGA to RAW264.7 cells in the presence (□) 

or absence (■) of the specific sugar for each lectin. Adherent cells (2 x 105 cells/well in 

48-well plates) were incubated with 1 nM of each FITC-labeled lectin for 2 h at 37°C in 

serum-free DMEM. After incubation, the cells were washed three times with PBS and then 

the amount of cell−associated each F-lectin was measured as described under " 

MATERIALS AND METHODS ". As a specific sugar, 0.1 M GalNAc for CEL-I and 

PHA-L, and 0.1 M GlcNAc for WGA were used, respectively. Each column represents the 

average of triplicate measurements. 
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(6)  CEL-I の RAW264.7 細胞への TNF−α,	 G-CSF 放出誘導活性に対する brefeldin A  

	   (BFA) の影響 

 

レクチンは小胞体輸送及び retro grade transport (ゴルジ体から小胞体への方向への輸

送（逆行輸送）) により細胞内を運搬される。そこで CEL-I の活性に対する、BFA の

影響を検討した。BFA は小胞体／ゴルジ体間における蛋白質輸送を阻害する他、細

胞内の小胞体輸送を阻害する事で知られるインヒビターである [39-41]。  

方法は、無血清培地 にて CEL-I を 10µg/mL となるよう調製したもの、またそこに	 

BFA を 0-0.5µg/mL となるよう添加したものを RAW264.7 細胞 2×104cells/100µL /well

に添加後、24時間 37℃、5% CO2存在下 にてインキュベートした後、サンドイッチ

ELISA 法を用い、サイトカインを定量した。  

結果は Fig.7 に示す。BFA の濃度依存的に、CEL-I の活性が阻害された。0.5 µg/mL に

おいてそれぞれの誘導が完全に阻害された。 
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Fig. 7.  Effects of BFA on the secretion of TNF−α (a) and G-CSF (b) by CEL-I-treated 

RAW264.7 cells. Adherent cells (2 × 104 cells/well in 96-well plates) were preincubated in 

the presence of indicated concentrations of BFA in serum-free DMEM at 37°C for 10 min, 

followed by the addition of CEL-I (final 10 μg/mL). After 6 h incubation at 37°C, TNF−α 

and G-CSF in the culture supernatants were measured by sandwich ELISA method as 

described under "MATERIALS AND METHODS". Each point represents the average of 

triplicate measurements 

(a) 

(b) 
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(7)  CEL-I 刺激に伴う TNF−α 並びに G-CSF mRNA の解析、及び mRNA 発現に対する 

	 	 BFA の影響 

 

それぞれのサイトカインの転写レベルにおける活性化を確認するため本実験を行な

った。さらに、細胞内への侵入が想定される CEL-I の、本活性への関与を検討する

ため、転写レベルの活性化に対する BFA の影響を検討した。  

方法は、CEL-I を 0-10µg/mL になるよう 無血清培地で調製したもの、及び CEL-I 

10µg/mL、BFA 0.5M をそれぞれの終濃度となるよう調製したものを RAW264.7 細胞 

1 x 106 cells/well (12-well plates) に添加し、6時間、37℃、5% CO2 存在下にてインキュ

ベートした。その後、AGPC 変法により RNA を抽出し、RT-PCR 法により各々サイ

トカインの mRNA レベルにおける活性化を測定した。 

結果は Fig.8 に示す。サイトカイン mRNA の活性化が CEL-I の濃度に応じて検出さ

れた。また、その活性化は、0.5 µg/mL の BFA 添加により阻害されなかった。従って、

細胞内の CEL-I ではなく、細胞膜上に結合した CEL-I の刺激が活性の誘発に重要で

あると示唆された。 
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Fig. 8. Effects of BFA on mRNA expression levels of TNF−α (a) and G-CSF (b) in 

CEL-I-treated RAW264.7 cells. Adherent cells (1 × 106 cells/well in 12-well plates) were 

preincubated in the absence (■) or presence (□) of 0.5 μg/mL BFA in serum-free DMEM at 

37°C for 10 min, followed by the addition of CEL-I (final 1 or 10 μg/mL). After 6 h 

incubation at 37°C, TNF−α and G-CSF mRNA levels were examined by RT-PCR as 

described under "MATERIALS AND METHODS". (A) Representative results of agarose gel 

electrophoresis from several experiments are shown. (B) Intensity of each band for TNF−α 

(a) or for G-CSF (b) was determined with densitometry and mRNA levels normalized to 

β−actin mRNA were expressed as relative to the control. 
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(8) CEL-I 刺激によって誘導されるRAW264.7 細胞内の MAP キナーゼ系解析 

 

MAP キナーゼ	 (mitogenic activated protein kinase) 系はサイトカイン誘導を媒介する細

胞内伝達シグナル系の一つとして知られる [35]。CEL-I の活性における MAP キナー

ゼ系の関与を調べるため、ビーズアッセイ法によって 3 種の MAP キナーゼ系 (ERK、

p38、JNK) の活性化を経時的に解析した。 

方法は、CEL-Iが10 µg/mLとなるよう 無血清培地 で調製したものを RAW264.7細胞	 

3×104 cells/wellに、37℃、5% CO2 存在下にてインキュベート時間が 

0,  0.5, 1, 1.5, 2, 3, 6, 9, 24 時間となるよう添加した後、細胞溶解液をビーズアッセイに

供し、MAP キナーゼ系の活性化を測定した。 

結果は Fig.9 に示す。CEL-I 添加後 90 分をピークとする MAP kinase (ERK, p38, JNK) 

系の活性化が検出された。 
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Fig. 9.  Kinetics of phosphrylation of ERK (a), p38 (b), and JNK (c) MAP kinases in 

CEL-I-treated RAW264.7 cells. Adherent cells (3 × 104 cells/well in 96-well plates) were 

incubated with 10 μg/mL of CEL-I in serum-free DMEM at 37°C. At the indicated periods of 

time, the cells were harvested and lysed. Each cell lysate was subjected to Bio-Plex beads 

assay for detection of phosphorylated MAP kinases as described under "MATERIALS AND 

METHODS". Each point represents the average of triplicate measurements. 
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(9) CEL-I の RAW264.7 細胞への TNF−α,	 G-CSF 放出誘導活性に対する  

	 	 MAP キナーゼ阻害剤の影響	 

 

Fig. 9 で MAP キナーゼ系の活性化が検出されたので、それらの CEL-I の サイトカイ

ン放出誘導活性への関与について、 3 種のMAP キナーゼ系に特異的な阻害剤を用い

て検討した。 

方法は、 CEL-I を 10µg/mL になるよう 無血清培地で調製したもの、また CEL-I 

10µg/mL に加え MAP キナーゼ ERK、 p38、 JNK のそれぞれに対する阻害剤 PD98059、 

SB202190、SP600125 をしたもの 30 mM を RAW264.7 細胞 2×104cells/100µL /well に

添加後、6時間、37℃、5% CO2 存在下 にてインキュベートした 。その後、サンドイ

ッチ ELISA 法を用い、サイトカインを定量した。  

結果は Fig.10 に示す。それぞれの MAP kinase 阻害剤で、CEL-I のサイトカイン放出

誘導は阻害された。 
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Fig. 10.  Effects of MAP kinase inhibitors on the secretion of TNF−α (a) and G-CSF (b) by 

CEL-I-treated RAW264.7 cells. Adherent cells (2 × 104 cells/well in 96-well plates) were 

preincubated in the presence (□) or absence (■) of 30 mM of ERK (PD98059), p38 

(SB202190), or JNK (SP600125) MAP kinase inhibitor in serum-free DMEM at 37°C for 1 h, 

followed by the addition of CEL-I (final 10 µg/mL). After 6 h incubation at 37°C, TNF−α 

and G-CSF in the culture supernatants were measured by sandwich ELISA method as 

described under "MATERIALS AND METHODS". Each point represents the average of 

triplicate measurements.  
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(10)  CEL-I の RAW264.7 細胞への TNF−α 放出誘導活性に対するリコペンの影響 

 

リコペンは、疎水性が高い炭化水素化合物で、分子中に複数の二重結合をもつ直鎖状

のビタミン様活性を持たないカロテノイドの一種であり、トマトを代表とする野菜及

び果物に含まれる赤色色素である。近年、その抗酸化作用に関する研究結果が多数報

告されており [42-44]、疫学調査では、リコペンを含む多様な野菜や果物を豊富に含

む食事により、発ガンリスクの低下や慢性疾患の予防効果の可能性が確認され 

[45,46]、健康に有用な成分として注目されている。また、肥満、糖尿病、喫煙起因の

疾病等に対するリコペンの効能についての研究も進んでいる [47-49]。また、リコペ

ンは生体防御として主要な役割を果たしている免疫系に対しても何らかの作用を示

す知見が得られつつある。細胞レベルでの解析から、細胞外からの刺激に応答してマ

クロファージが産生放出する NO や種々のサイトカインレベルがリコペン存在下で

変化することが見出されている。例えば、 RAW264.7 細胞を、グラム陰性菌細胞壁

成分である LPS で刺激すると NO 及び炎症性サイトカインの一種である interleukin 6 

(IL-6) が産生放出されるが、リコペンの添加によりこれらの因子の放出量が減少する

ことが報告されている [50]。 

本実験においては、CEL-I の TNF−α 及び NO の放出誘導作用に対するリコペンの作

用について検討する。 

方法は、CEL-I が 25µg/mL となるよう 無血清培地 で調製したもの、またリコペンが

そこに 0-100µM となるよう添加したものについて、RAW264.7 細胞 3×104cells/100µL 

/well に添加後、24時間、37℃、5% CO2存在下 にてインキュベートし 、サンドイッ

チ ELISA 法を用い、TNF−α を定量した。  

結果は Fig. 11 に示す。リコペンは CEL-I の誘導する TNF−α 放出量に、特に濃度

100µM にて阻害効果を示した 。 

なお NO 活性の検討に関する実験データについては、 第 3 部 (12) に示す（Fig. 26 ）。 
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Fig. 11. Effect of lycopene on the secretion of TNF-α from RAW264.7 cells treated with     
CEL-I. Adherent RAW264.7 cells in 96-well plate (3 × 104 cells/well) were pre-incubated 
with 1-100 µM of lycopene in DMEM supplemented with 10% FBS at 37℃ for 1 h, 
followed by the addition of CEL-I (final 100 µg/mL). After 24 h incubation, TNF-α levels in 
the supernatants of the treated cells were measured as described in the text. Columns 
represent the average of triplicate measurements and bars indicate the standard deviation. 
Asterisks indicate significant differences between absence and presence of lycopene with p < 
0.05. 
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(11) モデッシンの RAW264.7細胞に対する サイトカイン誘導活性 

 

モデッシンは南アフリカの植物である Modecca digtiata の根に存在するレクチンであ

り、GalNAc 及び ガラクトースを含む糖質に結合性を示す。また、A鎖及びB鎖より

構成され、2型リボソーム不活性化蛋白質（RIPs)に分類される[75]。モデッシンは細

胞毒性を示すが、その機構は、まず B 鎖の糖結合機能により細胞表面の糖鎖に結合

し、エンドサイトーシスにより細胞内に侵入する。以降、リボソームに達したモデッ

シンは A 鎖でリボソームを不活化させることにより、その毒性を発現させる。また、

アポトーシスを誘導する事が報告されているが、同様の作用を示すものに、同じく

RIPs に分類されるヒマ種子由来レクチンのリシン、トウアズキ種子由来レクチンの

アブリンが知られている。一方、モデッシンはヒト結腸癌由来細胞 Caco-2 及びマク

ロファージに作用し、サイトカインの TNF-α、及び interleukin-8 (IL-8) を誘導する報

告がある[19,64]。 

本実験では、CEL-I のサイトカイン誘導作用との挙動の比較を行うため、モデッシン

のRAW264.7細胞に対するサイトカイン活性、及び NO 誘導作用に関するデータを取

り上げた。 

方法は、モデッシンが 0-100ng/mL となるよう調製したものについて、RAW264.7 細

胞 3×104cells/100mL /well に添加後、24時間、37℃、5% CO2存在下 にてインキュベー

トし 、サンドイッチELISA 法を用い、培養上清より TNF-α、G-CSF を定量した。 

結果は Fig.12 に示す。モデッシンは RAW264.7 細胞に作用し、TNF-α の放出を誘導

した。しかしながら、G-CSF に関しては培養上清より検出出来ず、その産生が誘導

されないことが示唆された。また TNF-α 誘導活性は、モデッシンの濃度に依存性が

見られるが、モデッシンが示す強い細胞毒性（IC50= 約2.0 - 4.0ng/mL) により高濃度

域では減少し、放出量を表すグラフがベル型曲線となっている。従って、CEL-Ⅰ のサ

イトカイン活性とは、誘導するサイトカイン種が異なること、また RAW264.7 細胞

に対して示す毒性の違いより、その挙動に相違があることが確認された。ちなみにリ
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シンもRAW264.7 細胞に作用し TNF-α の放出を誘導することで知られるが、アポト

ーシスを誘導する細胞内伝達シグナルと、 TNF-α 誘導の経路におけるクロストーク

が示唆されている[19]。CEL-I の細胞毒性は、モデッシンの分類される RIPs と異なり、

アポトーシスの誘導が認められない。詳細については不明であるが、サイトカイン誘

導の機構が、細胞毒性の発現機構の相違に関連している可能性が考えられる。 
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Fig. 12.  Tumor necrosis factor-α (TNF-α) and granulocyte colony stimulating factor 

(G-CSF) levels in modeccin- treated RAW264.7 cells. Adherent RAW264.7 cells (3 × 104 

cells per well in 96-well plates) were incubated with the indicated concentrations of 

modeccin in DMEM containing 10% of FBS at 37℃. After 24 h, the supernatant was 

withdrawn from each well, and subjected to the measurement of each cytokine level by 

sandwich ELISA method as described in the text. Data represents mean SD, n = 3.
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(12) モデッシンの RAW264.7細胞への TNF-α 誘導作用に対する特異的糖   

        N-acetylgalactosamine (GalNAc)の影響	 

	 

CEL-I のサイトカイン活性は特異的糖 GalNAc の添加により阻害された。 

よって、CEL- I のサイトカイン誘導はレクチン機能による細胞表層の糖鎖への結合

が関与していることが考えられた。そこで、モデッシンについても、特異的糖である	 

GalNAcの存在下における、TNF-α 誘導活性への影響を検討した。 

方法は、モデッシンを 3ng/mL に調製したもの、もしくはモデッシン 3ng/mL に 

GalNAc を終濃度 10 mM もしくは 100mM との混合溶液となるよう調製したものに

ついて、RAW264.7 細胞 3×104cells/100mL /well に添加後、24時間、37℃、5% CO2存

在下 にてインキュベートし 、サンドイッチ ELISA 法を用い、培養上清より TNF-α を

定量した。モデッシンと GalNAc については、溶液中にて、細胞添加前に１時間プレ

インキュベートしている。 

結果は Fig.13 に示す。モデッシンの TNF-α 誘導作用は GalNAc の濃度に依存して阻

害された。従ってモデッシンの TNF-α 誘導作用についても、CEL-I と同様、レクチ

ン機能による細胞表層の糖鎖への結合が関与していることが示唆された。	 
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Fig. 13.  Effects of N-acetylgalactsamine(GalNAc) on the modeccin- induced tumor necrosis 

factor-α (TNF-α) secretion in RAW264.7 cells. Adherent cells (3 × 104 cells per well in 

96-well plates) were preincubated with N-acetylgalactosamine (GalNAc) (final 10 or 100 

mM) for 1 h in DMEM containing 10% of FBS at 37℃, and then modeccin (final 3 ng/mL) 

was added. After 24 h, the supernatant was withdrawn from each well, and subjected to the 

measurement of TNF-α levels by sandwich ELISA method as described in the text. Data 

represents mean SD, n = 3. Asterisks indicate significant differences between with and 

without monosaccharide (p＜0.05). 
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 (13) モデッシンの RAW264.7 細胞への TNF-α 誘導作用に対する MAP キナーゼ 

	 	  阻害剤の影響 

 

RIPsであるヒマ種子由来レクチンのリシンは、前項でも触れた通り、RAW264.7 細胞

に作用することでTNF-α の放出を誘導する。またその誘導機構として、MAP kinase 系

の関与が報告されており、特に p38 MAP kinase の阻害剤によりその誘導が強く阻害

された。よって、3種の MAP kinase 系においても特に p38 の関与が考えられ、またア

ポトーシスの誘導経路とのクロストークも示唆されている。本実験においても 3 種の 

MAP kinase 阻害剤を用いて、モデッシンの TNF-α 誘導作用への影響を検討した。  

方法は、 モデッシンを３ng/mL になるよう調製したもの、また モデッシンを３ng/mL 

に加え MAPキナーゼ ERK、 p38、 JNK のそれぞれに対する阻害剤 PD98059、 

SB202190、SP600125 をしたもの15 mM を RAW264.7 細胞 3×104cells/100mL /wellに添

加後、24 時間、37℃、5% CO2 存在下 にてインキュベートした 。その後、サンドイ

ッチ ELISA 法を用い、サイトカインを定量した。MAP キナーゼ阻害剤についてはモ

デッシン添加前に、細胞に添加し１時間、37℃、5% CO2存在下でプレインキュベー

トしている。  

結果は Fig.14 に示す。p38 MAP キナーゼ阻害剤で、モデッシンのサイトカイン放出

誘導は顕著に阻害された。よって、リシンの場合と類似した阻害効果が認められ、  

CEL-I の TNF-α 活性とは異なった誘導機構の存在が示唆された。 
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Fig. 14. Effects of MAP kinase inhibitors on the modeccin- tumor necrosis factor-α (TNF-α) 

secretion in RAW264.7 cells. Adherent cells (3 x 104 cells per well in 96-well plates) were 

preincubated in the absence (■) or presence (□) of ERK (PD98059), p38 (SB202190), JNK 

(SP600125) MAP kinase inhibitor (final 15 µM) for 1 h in DMEM containing 10% of FBS at 

37℃, and then modeccin (final 3 ng/ml) was added. After 24 h, the supernatant was 

withdrawn from each well, and subjected to the measurement of TNF-α levels by sandwich 

ELISA method as described in the text. Data represents mean SD, n = 3. Asterisks indicate 

significant differences between with and without inhibitors (p＜0.05). 
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第  3 部   

CEL-I のマウスマクロファージ株細胞  RAW264.7 に対する  NO 産生誘導活性  

 

CEL-I の RAW264.7への刺激作用として、新規に見出された TNF−α、 G-CSF 放出誘

導活性に続き、NO 産生誘導の可能性について検討した。	 

 

(1) 各種レクチンの RAW264.7 細胞に対する NO 産生誘導活性の検討 

 

サイトカイン活性と同様、CEL-I の他に ポジティブコントロール PHA-L とネガティ

ブコントロール WGA を用い、NO 産生誘導活性の比較を行った。 

方法は、 上記レクチンについて、無血清培地（D-MEMに抗生物質 (Benzyl Penicillin 

Potassium, Streptomycin Sulfate) を 100 µg/mL となるよう添加）で、0-100µg/mLとなる

よう調製し、 RAW264.7 細胞 3×104cells/100µL /well に添加後、24時間、37℃、5% CO2

存在下 にてインキュベートした後、Griess 法を用い、NO の産生放出について検討し

た。 

結果は Fig.15 に示す。CEL-I の濃度依存的に、RAW264.7 細胞より NO の産生が誘導

された。また既知の NO 誘導レクチンである PHA-L よりも遥かに強い誘導作用を示

すことが判明した。 
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Fig. 15. NO production by RAW264.7 cells treated with various concentrations of CEL-I (●), 

PHA-L (○), and WGA (■). Adherent cells (3 ×104 cells/well in 96-well plates) were treated 

with the indicated concentration of each lectin in serum-free DMEM at 37°C. After 24 h, the 

NO level in the supernatant of each treated cells was measured by Griess method as 

described under "MATERIALS AND METHODS". Each point represents the average of 

triplicate measurements. 
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(2) CEL-I の RAW264.7 細胞への NO 産生誘導活性に対する polymyxin B の影響 

 

第２部（2）で行なった実験と同様の目的で polymyxin B を用いた実験を行なった。 

方法は、 無血清培地にて CEL-I を 25µg/mL、LPSを 1ng/mL となるよう調製したもの、

またそこに PMB を 0-1.0µg/mL で添加したものを、RAW264.7 細胞  

3×104cells/100µL/well に添加後、24時間、37℃、5% CO2 存在下 にてインキュベート

した後、Griess 法を用い、NO の産生放出について検討した。 

結果は Fig.16 に示す。LPS の活性は polymyxin B の濃度依存的に阻害されたが、CEL-I 

は活性を保持した。従って、CEL-I の NO 活性において LPS が関与しないことが示唆

された。 
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Fig. 16.  Effects of polymyxin B on CEL-I- and LPS-induced NO production in RAW264.7 

cells. Adherent cells (3 x 104 cells/well in 96-well plates) were pre-incubated in the presence 

of indicated concentrations of polymyxin B in serum-free DMEM at 37°C for 10 min, 

followed by the addition of CEL-I (●) (final 25 μg/mL) or LPS ( ) (final 1 ng/mL). After 24 

h incubation at 37°C, the NO level in the supernatant of each treated cells was measured by 

Griess method as described under "MATERIALS AND METHODS". Each point represents 

the average of triplicate measurements.  
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(3) CEL-I の RAW264.7 細胞への NO 産生誘導活性に対する 抗 TNF−α 抗体 の影響 

 

TNF−α は、NO 産生能を持つ細胞に作用し、NO 放出を誘導する事で知られる [51]。

CEL-I は RAW264.7 細胞より TNF−α を誘導するが、 CEL-I 添加によって上昇した 

NO 産生が、この TNF−α による 2 次的な作用によるものであるかを検討するため、

本実験を行なった。ちなみに、rTNF−α 100 ng/mL （本研究で用いた条件で、CEL-I が

誘導する TNF−α 量を上回る濃度）に対し、抗 TNF−α 抗体 10 µg/mLを添加する事に

よって、サンドウィッチ ELISA 法による r TNF−α 検出が不可となる（データ未掲載）。	  

方法は	 CEL-I を 25µg/mLとなるように調製し、 抗 TNF−α 抗体 0-10µg/mL となるよ

う添加したものについて RAW264.7 細胞 3×104cells/100µL /well に添加後、24 時間、

37℃、5% CO2 存在下 にてインキュベートした後 、Griess 法を用い、NO の産生放出

について検討した。 

結果は Fig.17 に示す。抗 TNF−α 抗体添加は、CEL-I の NO 産生誘導作用に影響しな

かった。従って、CEL-I の誘導する TNF-α により、CEL-I 単独の作用により NO 産生

が誘導されることが示唆された。	 
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Fig. 17.  Effects of anti-TNF−α antibody on CEL-I-induced NO production in RAW264.7 

cells. Adherent cells (3 × 104 cells/well in 96-well plates) were pre-incubated in the presence 

of indicated concentrations of anti-TNF−α antibody in serum-free DMEM at 37°C for 10 μin, 

followed by the addition of CEL-I (●) (final 25 μg/mL). After 24 h incubation at 37°C, the 

NO level in the supernatant of each treated cells was measured by Griess method as 

described under "MATERIALS AND METHODS". Each point represents the average of 

triplicate measurements. 

0 
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(4) CEL-I のRAW264.7細胞に対する NO 産生誘導及びそれに伴う iNOS の発現と 

	  その転写レベル (iNOS mRNA) の応答の解析 (経時変化) 

 

CEL-I の誘導する NO 産生を経時的に解析した。また iNOS の発現と iNOS mRNA の

応答を測定した。 

方法は、CEL-I を 25µg/mL となるように調製し、RAW264.7 細胞 3×104cells/100mL/well

に添加後、37℃、5% CO2 存在下 にてインキュベートした後 0,  1,  3,  6,  9,  12,  24時間

の各時間で細胞を刺激した。 

続いて、iNOS はウェスタンブロット法にて検出した。 CEL-I 25µg/mL を RAW264.7 

細胞 1×106cells/100µL /well（12-well plates) に添加後、37℃、5% CO2 存在下 にてイン

キュベートした後 0,  1,  3,  6,  9,  12,  24 時間の各時間で細胞を刺激した。また

iNOSmRNA については AGPC 変法にて RNA 抽出を行い、RT-PCR 法によって転写レ

ベルの活性化について検討した。 

結果は Fig.18 に示す。CEL-I 刺激に伴い、NO 産生、iNOS の発現そして iNOS mRNA 

の応答が、時間依存的に検出された。 
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Fig. 18.  Time course analysis of NO production (a), expression of iNOS protein (b), and 

expression of iNOS mRNA (c) in CEL-I-treated RAW264.7 cells. (a) Adherent cells (3 x104 

cells/well in 96-well plates) were incubated with 25 μg/mL of CEL-I for the indicated 

periods of time, and then the supernatant was withdrawn from each well and subjected to the 

measurement of NO level, and the cells were subjected to the analysis of iNOS protein (b) as 

described under "MATERIALS AND METHODS". Each point represents the average of 

triplicate measurements. Adherent cells (1 ×106 cells/ well in 12-well plates) were incubated 

with 25 μg/mL of CEL-I for the indicated periods of time, and then the cells were subjected 

to the analysis of iNOS mRNA levels (c) as described under "MATERIALS AND 

METHODS".  
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(5) CEL-I の RAW264.7 細胞への NO 産生誘導活性に対する NG-Nitro-L−αrginine  

	   methyl ester (L-NAME) の影響 

 

マクロファージは、特定の刺激を受ける事で細胞内にて inducible NOS (iNOS) を生合

成し、L-アルギニンとの酵素基質反応を経て、NO を産生する。L-NAME は L-アルギ

ニンのアンタゴニストであり NOS の酵素活性を阻害する。L-NAME を用いて CEL-I 

の活性における iNOS の関与を検討した。 

方法は、無血清培地にて CEL-I を 25µg/mL、LPSを 1ng/mL となるよう調製したもの、

またそこに  L-NAME を終濃度  0-5.0µM で添加したものを、RAW264.7 細胞 

3×104cells/100mL/well に添加後、24 時間、37℃、5% CO2 存在下 にてインキュベート

した後、Griess 法を用い、NO の産生放出について測定した。 

結果は Fig.19に示す。L-NAME の濃度依存的に CEL-I と LPS の活性が阻害された。 

よって、CEL-I の誘導する NO は、その刺激により L-アルギニンと酵素基質反応を介

して産生されることが示唆された。	 
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Fig. 19.  Effects of L-NAME on CEL-I- and LPS-induced NO production in RAW264.7 cells. 

Adherent cells (3 × 104 cells/well in 96-well plates) were pre-incubated in the presence of 

indicated concentrations of L-NAME (b) in serum-free DMEM at 37°C for 10 min, followed 

by the addition of CEL-I (●) (final 25 μg/mL) or LPS ( ) (final 1 ng/mL). After 24 h 

incubation at 37°C, the NO level in the supernatant of each treated cells was measured by 

Griess method as described under "MATERIALS AND METHODS". Each point represents 

the average of triplicate measurements.  
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 (6) CEL-I の RAW264.7 細胞への NO 産生誘導活性に対する単糖の影響 

 

サイトカイン活性と同様、NO 活性においても、CEL-I の特異的糖である GalNAc の

影響を検討した。先に結果として、 GalNAc によりNO産生は阻害されず、その産生

が促進される結果となった。よって、合わせてGalNAc以外に様々な単糖類を用い、

それらの影響も検討した。 

方法は CEL-Iを、無血清培地 にて、10µg/mLとなるよう調製したもの、またそこに単

糖類（グルコース、N-アセチルグルコサミン、ガラクトース、N-アセチル-D-ガラク

トサミン、マンノース、ラムノース、フコース）を 終濃度 0.1Mになるよう添加した

ものについて RAW264.7 細胞 3×104cells/100mL/well に添加後、24時間、37℃、5% CO2

存在下 にてインキュベートした後、24 時間、37℃にてインキュベートした後、 Griess 

法を用い、NO の産生放出について測定した。 

結果は Fig.20 に示す。用いた単糖類の存在下で CEL-I の	 NO 活性は阻害されず、む

しろその活性を上昇させるものが認められた。 
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Fig. 20.  Effects of GalNAc, glucose (Glu), N−acetylglucosamine (GlcNAc), galactose (Gal), 

mannose (Man), rhamnose (Rham) and fucose (Fuco) on CEL-I-induced NO production in 

RAW264.7 cells. Adherent cells (3 × 104 cells/well in 96-well plates) were treated with 

CEL-I (final 25 µg/mL) in the presence (□) or absence (■) of each saccharide (final 0.1 M) in 

serum-free DMEM at 37°C for 24 h, and then the NO level in the supernatant of each treated 

cells was measured by Griess method as described under "MATERIALS AND METHODS". 

Each point represents the average of triplicate measurements. In addition, each 

monosaccharide which was used in this experiment couldn’t induce NO production in 

RAW264.7 cells.  
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(7) PHA-L , LPS のRAW264.7細胞へのNO産生誘導活性に対する単糖類の影響 

 

前項	 (Fig. 20) で認められた、単糖類添加により NO 産生量が上昇した現象を受け、

PHA-L 及び、蛋白質を含まない NO 産生誘導体である LPS について、 同様の単糖類

を用い、それぞれの活性に対する影響を検討した。 	 

方法は PHA-L を 100µg/mL、LPS を 1ng/mL となるよう調製し、またそこに単糖類（グ

ルコース、N-アセチルグルコサミン、ガラクトース、N-アセチル-D-ガラクトサミン、

マンノース、ラムノース、フコース）を 終濃度 0.1M になるよう添加したものについ

て RAW264.7 細胞 3×104cells/100µL /well に添加後、24時間、37℃、5% CO2 存在下 に

てインキュベートした後、 Griess 法を用い、NO の産生放出について測定した。 

結果は Fig.21 に示す。CEL-I の NO 産生誘導活性に対して 単糖添加によりNO 産生量

が上昇した現象が、PHA-L と LPS  の活性に対しても同様に認められた。 
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Fig. 21.  Effects of GalNAc, glucose (Glu), N−acetylglucosamine (GlcNAc), galactose (Gal), 

mannose (Man), rhamnose (Rham) and fucose (Fuco) on PHA-L- (a) and LPS- (b)  induced 

NO production in RAW264.7 cells. Adherent cells (3 × 104 cells/well in 96-well plates) were 

treated with PHA-L (final 100 μg/mL) or LPS (final 1 ng/mL) in the presence (□) or absence 

(■) of each saccharide (final 0.1 M) in serum-free DMEM at 37°C for 24 h, and then the NO 

level in the supernatant of each treated cells was measured by Griess method as described 

under "MATERIALS AND METHODS". Each point represents the average of triplicate 

measurements. In addition, each monosaccharide which was used in this experiment couldn’t 

induce NO production in RAW264.7 cells. 
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(8) CEL-I のRAW264.7細胞へのNO産生誘導活性に対する bovine serum albumin  

	   (BSA) の影響 

 

CEL-I のが細胞を刺激する際、糖鎖に対する作用以外のものとして、CEL-I と細胞に

おける蛋白質間の相互作用を想定した。そこで、その相互作用を妨害するため BSA を

用い、 CEL-I 及び、糖脂質である	 LPS の活性に対する影響を検討した。	 

方法は、 無血清培地にて CEL-I を 10µg/mL、 LPS を 1ng/mL となるよう調製したも

の、またそこに BSA を 0-5mg/mL となるよう添加したものについて RAW264.7 細胞 

3×104cells/100mL/well に添加後、24時間、37℃、5% CO2存在下 にてインキュベート

した後、Griess 法を用い、NO の産生放出について測定した。 

結果は Fig.22 に示す。BSA 添加により、LPS の NO産生誘導活性には影響せず、CEL-I 

の活性はBSAの濃度に応じて阻害された。 
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Fig. 22.  Effects of BSA on the CEL-I- and LPS-induced NO production in RAW264.7 cells 

on RAW264.7 cells. (a) Adherent cells (3 × 104 cells/well in 96-well plates) were treated 

with CEL-I (■) (final 25 μg/mL) or LPS (□) (final 1 ng/mL) in the presence of the indicated 

concentrations of BSA in serum-free DMEM at 37°C for 24 h, and then the NO level in the 

supernatant of each treated cells was measured by Griess method as described under 

"MATERIALS AND METHODS". Each point represents the average of triplicate 

measurements.  
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(9) CEL-I の RAW264.7 細胞への結合量に対する BSA の影響 

 

BSA により CEL-I の NO 活性が阻害された結果を受け、 CEL-I の RAW264.7 細胞へ

の結合量に対する影響を検討した。 

方法は、CEL-I の FITCラベル体（F-CEL-I) を無血清培地にて 1nM となるよう調製し

たもの、またそこに BSA が 0-5.0µg/mL となるよう添加したものを RAW264.7 細胞  

2 x 105 cells/well (48-well plates) に添加後 、2時間、37℃、5% CO2 存在下 にてインキ

ュベートした後、FITC の蛍光強度を測定する事で FITC ラベル体の結合量を調べた。 

結果は Fig.23 に示す。BSA 添加により、F-CEL-I の RAW264.7 細胞に対する結合量

はその濃度依存的に減少した。 



 65 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 23.  Effects of BSA on the binding of FITC-labeled CEL-I on RAW264.7 cells. 

Adherent cells (2 × 105 cells/well in 48-well plates) were incubated with FITC-labeled CEL-I 

(final 25 μg/mL) in the presence of the indicated concentrations of BSA for 2 h at 37°C in 

serum-free DMEM. After incubation, the cells were washed three times with PBS and then 

the amount of cell−associated FITC-labeled CEL-I was measured as described under " 

MATERIALS AND METHODS ". Each point represents the average of triplicate 

measurements 
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(10) CEL-I の RAW264.7 細胞への NO 産生誘導に対する MAP キナーゼ阻害剤の影響 

 

サイトカイン活性と同様、それらの CEL-I の NO 産生誘導活性への関与を MAP キナ

ーゼ阻害剤を用いて検討した。 

方法はMAPキナーゼ ERK、p38、JNK のそれぞれに対する阻害剤 PD98059、 SB202190、

SP600125を 20 mM を添加したものを RAW264.7 細胞 3×104cells/100µL /well に添加

後、1 時間、37℃、5% CO2存在下 にてプレインキュベートした。その後、 CEL-I を

終濃度 25µg/mL になるよう添加、同様の条件で 24 時間インキュベートし、Griess 法

を用い、NO の産生放出について定量した。 

結果は Fig.24に示す。それぞれの MAP kinase に特異的な阻害剤を用いた結果、CEL-I 

の NO 産生誘導は阻害された。 
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Fig. 24. Effects of MAP kinase inhibitors on the production of NO in CEL-I-treated 

RAW264.7 cells. Adherent cells (3 × 104 cells/well in 96-well plates) were pre-incubated in 

the presence (□) or absence (■) of 20 mM of ERK (PD98059), p38 (SB202190), or JNK 

(SP600125) MAP kinase inhibitor in serum-free DMEM at 37°C for 1 h, followed by the 

addition of CEL-I (final 25 μg/mL). After 24 h incubation at 37°C, NO level in the 

supernatant of each treated cell was measured by Griess method as described under 

"MATERIALS AND METHODS". Each value represents the average of triplicate 

measurements. 
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(11) 熱処理CEL-I が誘導する NO 産生レベル 

 

熱処理による CEL-Ⅰの立体構造変化の影響を検討するため、下記条件にて加熱処理

した CEL-I を用い、NO 産生量の変化について検討した。 

方法は、70, 80, 90, 100℃	 にて各々 15 分間熱処理した CEL-I 25 µg/mL について、 

RAW264.7 細胞 3×104cells/100µL /well に添加後、24時間、37℃、5% CO2 存在下 にて

インキュベートした後、 Griess 法を用い、 培養NO の産生放出量を定量した。 

結果は Fig.25に示す。CEL-I の熱処理により、加熱温度依存的にその活性は低下した。 
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Fig. 25. Effects of heat-treatment on the NO-inducing activity of CEL-I in RAW264.7 cells. 

CEL-I in PBS (final 1mg/mL) was treated for 15 min at the indicated temperature, and then 

the NO-inducing activity of each treated CEL-I (final 25 μg/mL) was measured by Griess 

method as described under "MATERIALS AND METHODS". Each value represents the 

average of triplicate measurements. 
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(12) CEL-I の RAW264.7 細胞への NO 産生誘導作用に対するリコペンの影響  

 

第 1 部 (9) において TNF−α 放出誘導活性に対するリコペンの影響を検討し、リコペ

ンは CEL-I が誘導するTNF−α 量が、100µM にて減少することが判明した。この実験

では同様の方法で NO 産生量への影響について検討した。 

方法は CEL-I が 25µg/mL となるよう 無血清培地 で調製したもの、またリコペンがそ

こに 0-100µM となるよう添加したものを RAW264.7 細胞 3×104cells/100µL /well に添

加後、24 時間、37℃、5% CO2 存在下 にてインキュベートした後、  Griess 法を用い、

NO の産生放出量を定量した。  

結果は Fig. 26 に示す。リコペンの作用により CEL-I の NO 産生誘導を濃度依存的に

阻害し、TNF−α の場合と比較すると、さらに低い濃度である10µM から強い阻害作用

を示すことが判明した。
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Fig. 26. Effect of lycopene on the secretion of NO and from RAW264.7 cells treated with 
CEL-I. Adherent RAW264.7 cells in 96-well plate (3 × 104 cells/well) were pre-incubated 
with 1-100 µM of lycopene in DMEM supplemented with 10% FBS at 37℃ for 1 h, 
followed by the addition of CEL-I (final 100 µg/mL). After 24 h incubation, NO levels in 
the supernatants of the treated cells were measured as described in the text. Columns 
represent the average of triplicate measurements and bars indicate the standard deviation. 
Asterisks indicate significant differences between absence and presence of lycopene with  
p < 0.05. 
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(13) CEL-IのRAW264.7細胞に対するROS産生誘導活性とリコペンの作用	 
	 

リコペンは抗酸化物質として知られており、その作用は類似の他のカロテノイドに比

べて強く、特に一重項酸素に対して特異的に消去活性を示すと報告されている。これ

は、リコペンがその分子内に多数の二重結合を有し、それにより高い一重項酸素消去

活性を発揮すると考えられている[69-74]。予備実験において、スーパーオキサイドや

ヒドロキシルラジカルに対するリコペンの直接的消去作用はあまり強くないことが

観察されていることからも、リコペンの一重項酸素に対する特異性が推察される。 

本項では、刺激に応答した RAW264.7 細胞からのサイトカイン並びに NO の放出と、

細胞内の活性酸素レベルとの関連性を調べるため、CEL-I もしくは LPSで刺激した際

の RAW264.7 細胞内の活性酸素レベルを、リコペン存在及び非存在下で活性酸素特

異的蛍光試薬を用いて解析した。 

方法は、DMEM 培地にて調製した100 mL の RAW264.7 細胞浮遊液(2 × 106 cells/mL)

に100 mL リコペンまたは THF（終濃度10 mM或いは0.05%になるようにそれぞれ調

製）を加え、37℃のウォーターバスで1 時間インキュベートした。その後、25 mL の

LPS (終濃度 1 µg/mL) または CEL-I (終濃度 100 µg/mL)、続いて蛍光試薬 H2DCFDA 

(終濃度 10 mM) を加え、37℃	 のウォーターバスで 30 分間、遮光下でインキュベー

トした。その後、1,500 rpm、5 分遠心し、上清を捨て、PBS を加え懸濁後、ガラスベ

ースディッシュに移し、それぞれの処理細胞を蛍光顕微鏡 (BZ-9000、KEYENCE 社

製)により観察した。 

結果を Fig.27 (A)~(G)に示す。(A) ~ (F) は蛍光顕微鏡により検鏡した際の写真を掲載

した。(G) については、蛍光強度を通常の細胞より相対的に数値化し、グラフ化した

ものを示した。本研究でも、これまでの報告通り、LPS刺激によりRAW264.7細胞内

に活性酸素レベルの上昇を観察することができ、また、LPSによるRAW264.7細胞内

活性酸素レベルの上昇は Feng らの報告と一致して、10 mM のリコペンで処理するこ

とにより抑制されることも確認できた [43]。これらの知見から LPS の刺激により、

まず、細胞内活性酸素レベルの上昇が誘導され、次いで何らかの細胞内シグナル伝達
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機構を介して NO 及びサイトカイン放出に繋がったと推定される。LPS 刺激による細

胞内活性酸素産生機構の詳細についてはさらに検討が必要であるが、これらの知見及

び本研究で得られた結果から、リコペンは RAW264.7 細胞内に侵入し、細胞内の活

性酸素を消去しうると推定される。THF にも細胞内活性酸素消去作用が認められた

が、リコペンに比べ弱い効果であった。一方、CEL-I 刺激においても RAW264.7 細胞

内の活性酸素レベルの上昇が観察されたが、CEL-I 処理によって上昇した細胞内活性

酸素レベルは 10 mM のリコペン添加によって減少しなかった。 
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Fig. 27 Effects of lycopene on the intracellular ROS levels in RAW264.7 cells treated with 
LPS or CEL-I. Cell suspensions (2 × 106 cells/mL) in PBS were pre-incubated with lycopene 
or THF in at 37℃ for 1 h, followed by the addition of LPS (final 1 µg/mL) or CEL-I (final 
100 µg/mL) together with H2DCFDA (final 10 µM). After 30 min incubation, the cell 
suspensions were washed once with PBS by centrifugation (1,500 rpm for 5 min). Then, the 
cells were observed with the fluorescence microscope. A; control, B; + LPS, C; + LPS + 
lycopene, D; + LPS + THF, E; + CEL-I, F; + CEL-I + lycopene. Relative fluorescence 
intensities of treated cells were analyzed by ImageJ software (G). Columns represent the 
average of triplicate measurements and bars indicate the standard deviation. Asterisks 
indicate significant differences between absence and presence of lycopene with p < 0.05.
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(14) モデッシンの	 RAW264.7 細胞に対する NO 産生誘導作用の検討  
 

前章にてモデッシンのサイトカイン誘導活性について検討し、RAW264.7 細胞より

TNF-α の放出を誘導することが分かった。しかし、CEL-I	 の場合と異なり、G-CSF

の誘導は検出されず、両者間で異なる活性の挙動が認められた。本項では、再び 

RAW264.7 細胞を用い、モデッシンの NO 産生誘導活性について検討した。また今回

は比較対照として PHA を使用している。 

方法は モデッシンが 0 - 100ng/mL、PHA が 0 -100,000ng/mLとなるよう調製したもの、

また PHA 10,000ng/mL と共に iNOS の阻害剤である L-NAME を終濃度 10mM となる

ようにした溶液を、RAW264.7 細胞 3×104cells/100mL /wellに添加後、24時間、37℃、

5% CO2 存在下 にてインキュベートした後、 Griess 法を用い、NO の産生放出量を定

量した。 

また、iNOS の転写レベルにおける発現についても 、RT-PCR 法にて検出した。モデ

ッシンが 3ng/mL、PHAが0 -100,000ng/mLとなるよう調製したものを RAW264.7 細胞 

5×105cells/100mL /well (24穴プレート)に添加後、12時間、37℃、5% CO2存在下にてイ

ンキュベートした。その後、AGPC変法にてRNA抽出を行い、RT-PCR法によって転

写レベルの活性化について検討した。 

結果は Fig. 28, 29 に示す。モデッシンで刺激した RAW264.7 細胞の培養上清からは

NO2
- は検出されず、転写レベルの活性についても確認されなかった。一方で PHA 刺

激の RAW264.7 細胞からはこれまで通り、その濃度依存的に NO 活性が認められ、

その活性は L-NAME により阻害され、転写レベルの活性も確認された。従って、モ

デッシンは、CEL-I 、PHAとは異なり、NO産生を誘導しない事が示唆された。 
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Fig. 28  Nitric oxide (NO) levels in modeccin- and PHA-treated RAW264.7 cells. Adherent 

RAW264.7 cells (3 x 104 cells per well in 96-well plates) were incubated with the indicated 

concentrations of modeccin or PHA in DMEM containing 10% of FBS at 37℃. After 24 h, 

the supernatant was withdrawn from each well, and subjected to the measurement of NO 

levels as described in the text. Closed triangle indicates the NO level induced by 100,000 

ng/mL PHA in the presence of 10 mM L-NAME, an iNOS inhibitor.  Data represents mean 

SD, n = 3.  
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Fig. 29  iNOS mRNA levels in modeccin- and PHA-treated RAW264.7 cells. RAW264.7 

cells (5 × 105 cells per well in 24-well plates) were treated with modeccin (final 3 ng/mL) or 

PHA (final 100,000 ng/mL) in DMEM containing 10% of FBS at 37℃. The untreated cells 

were used as a control. After 12 h, the iNOS mRNA trascraption levels of each lectin-treated 

and untreated cells were measured by reverse transcription-polymerase chain reaction 

method as described in the text. 



 80 

第 4 部  

CEL-I のマイトジェン活性に関する検討 

 

 マウス脾臓細胞を用いて、CEL-I のマイトジェン活性について検討した。 

 

 

(1)  CEL-I のマイトジェン活性に関する検討 

	 

マイトジェン誘導活性を示すレクチンとして知られるタチナタ豆由来レクチン 

の Con A をコントロールとして用い、CEL-I のマイトジェン活性について検討した。 

方法は 、前述の通りddY系マウス（6週齢、25〜30g）よりマウス脾臓細胞を単離した

後、5×105cells/50µL/well で藩種した。各レクチンについて 0-100µg/mL となるよう調

製したものを添加した後、48時間、37℃、5% CO2 存在下にてインキュベートした後、

WST-8 アッセイで細胞の生存率を測定した。 

結果は Fig.30 に示す。CEL-I に濃度依存的な細胞増殖作用が認められた。ConA につ

いては、これまでの報告通りの作用を示した [32]。
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Fig. 30. Mitogenic Effects of CEL-I and Con A on Normal Mouse Splenocytes.  
The cells were incubated with various concentrations of CEL-I (●) or Con A ( ) in RPMI 
1640 medium supplemented with 3% FBS for 48 hours, and then the proliferation activities 
of the cells were estimated as described in the text. Data represents mean S.D., n = 3. 

Asterisks indicate significant differences between with and without lectin (p 0.01). 
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(2) CEL-I のマイトジェン活性に対する特異的糖 GalNAc の影響 

 

CEL-I がマイトジェン活性を示すことが判明したため、そこでのレクチン機能の関与

を検討するため、特異的糖である GalNAc の影響を検討した。 

方法は CEL-I を、培地 にて 100µg/mLとなるよう調製したもの、またそこに GalNAc 

を 終濃度 0.1M になるよう添加したものをマウス脾臓細胞 5×105cells/50µL/well に添

加後、48時間、37℃、5% CO2存在下にてインキュベートした後、 WST-8 アッセイで

細胞の生存率を測定した。 脾臓細胞に関しては前述した同様の方法にて単離し実験

に用いた。 

結果を Fig.31 に示す。GalNAc 添加によりCEL-I のマイトジェン活性は、その濃度依

存的に阻害されることが判明した。よって、この細胞増殖は、CEL-I	 の細胞上の糖

鎖認識を介した刺激より誘導されることが示唆された。	 
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Fig. 31. Effect of GalNAc on the Proliferative Response of Normal Mouse Splenocytes 
Induced by CEL-I. 
The cells were incubated with 100 mg/mL of CEL-I (■) in the presence of various 
concentrations of GalNAc (final 0, 0.01, and 0.1 M) in RPMI 1640 medium supplemented 
with 3% FBS for 48 h, and then the proliferation activities of the cells were estimated as 
described in the text. Untreated (□) represents control incubated without CEL-I. Data 
represents mean S.D., n = 3. Asterisk indicates significant difference between with and 
without lectin (p 0.01). Sharps indicate significant differences between with and without 
GalNAc (p 0.01). 
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(3) マウス脾臓 T 細胞 、B 細胞に対する CEL-I のマイトジェン活性の検討 

 

ConA は脾臓 T 細胞特異的にマイトジェン活性を示すが、B 細胞には示さない。 

また PWM は T 細胞と B 細胞の両者に作用し、同活性を示すことが知られている。 

本実験において、CEL-I の作用に関する特異性について検討した。 

方法は T 細胞と B 細胞をそれぞれ前述した方法により採取し、それぞれ実験に用い

た CEL-I とコントロールの ConA は 0-100µg/mL にて細胞に添加し、ナイロンウール

カラム処理マウス脾臓細胞（T細胞）、もしくはヌードマウス由来 脾臓細胞 (B 細胞) 

5×105cells/50µL/well に添加後、48時間、37℃、5% CO2 存在下にてインキュベートし

た後、 WST-8 アッセイで細胞の生存率を測定した。 

結果は、T 細胞に対する作用については Fig.32、 B細胞に対する影響については Fig.33

に示した。CEL-I は T細胞とB細胞の両者に対して、その濃度依存的にマイトジェン

活性を示すことが判明した。 
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Fig. 32. Mitogenic Effects of CEL-I and Con A on T Cell-Enriched Normal Mouse 
Splenocytes.  
T cell-enriched cells prepared as non−adherent cells to nylon wool column were incubated 
with indicated concentrations of Con A (□) or CEL-I (■) in RPMI 1640 medium 
supplemented with 3% FBS for 48 hours, and then the proliferation activities of the cells 
were estimated as described in the text. Data represents mean S.D., n = 3. Asterisks indicate 
significant differences between with and without lectin (p 0.01). 
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Fig. 33. Mitogenic Effects of CEL-I and Con A on Nude Mouse Splenocytes.  
Nude mouse splenocytes were incubated with indicated concentrations of Con A (□) or 
CEL-I (■) in RPMI 1640 medium supplemented with 3% FBS for 48 hours, and then the 
proliferation activities of the cells were estimated as described in the text. Data represents 
mean S.D., n = 3. Asterisk indicates significant difference between with and without lectin (p

0.01). 
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Ⅳ . 考察    

 

 

(1) CEL-I が RAW264.7 細胞に対して誘発する刺激反応 

 

CEL-I は RAW264.7 細胞を刺激し、TNF−α、G-CSF 放出並びに NO 産生を濃度依存的 

(0 ~ 100 µg/mL) に誘導した (Fig. 4, 15)。また既知のサイトカイン及び NO 誘導レクチ

ンとして知られる PHA-L よりも強い活性を有することが分かった。また、NO 産生

については、iNOS 誘導を介した活性であり(Fig. 19)、CEL-I の誘導する TNF−α に起

因しない事が示唆された (Fig. 17)。 

CEL-I、PHA-L、WGAにおける活性レベルと結合量について、サイトカイン及びNO

の産生レベル及び結合量が多い順にまとめると、 

	 ・サイトカイン活性                        CEL-I＞PHA-L＞WGA              (Fig. 4) 

	 ・NO 活性                                         CEL-I ＞＞ PHA-L＞WGA        (Fig. 15) 

	 ・RAW264.7 細胞に対する毒性	  WGA＞PHA-L＞CEL-I              (Fig. 3) 

	 ・ RAW264.7 細胞 への結合量	    F-CEL-I ＞F-WGA ＞F-PHA-L  (Fig. 6)  

であった。これを見ると、生物活性の強度及び細胞への結合量の間に相関が無いもの

が認められるが、レクチンが細胞上のどの部位に結合するか等、活性に繋がる要因と

して様々な可能性が考えられる 。	 

レクチンの特異的糖は 、一般的に PHA-L 及び CEL-I が GalNAc、WGA には GlcNAc 

であり、本研究においても種々の活性におけるレクチン機能の関与を検討するため、

それぞれ特異的糖として用いた。 

TNF−α 、G-CSF そして NO 産生に加えて、 iNOS とその転写レベル (iNOS mRNA) に

おける応答が、時間依存的に検出された (Fig. 5, 18)。またサイトカイン放出の経時変

化について、TNF−α は約 2 時間後から検出されたのに対し、G-CSF は約 6 時間後か

ら検出された。9 時間以降の両者の挙動も異なったが、この違いは、前述したそれぞ
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れの放出系の相違、すなわち TNF-α の細胞外部に発現した前駆体がメタロプロテア

ーゼによって切断・放出される機構、また G-CSF	 の細胞内部からのエキソサイトー

シスにより放出される機構が影響していると推察される。本研究においてはTNF−α、

及び NO 産生誘導作用に対するリコペンの影響について検討しているが、リコペンは 

TNF−α 及び	 NO の産生誘導を阻害した。また	 10µM の添加では TNF−αと比較し、

NO産生量の方が著しく阻害された (Fig. 11, 26)。これについてはの同じく放出系の相

違、またさらに上流の細胞内伝達シグナル系が関係しているものと考えられるが、詳

細は不明である。ちなみに、リコペンはキナーゼ系シグナル伝達カスケードを抑制す

ることで転写因子の核への移行を阻害すると推定されているが、その詳細な作用機構

の解明については今後の課題である [50]。 

 

 

(2) サイトカイン、 NO 産生誘導作用 における、LPS コンタミネーション 

	  による誘発の可能性 

 

アメリカヤマゴボウ由来レクチン Pokeweed mitogen （市販標品）はサイトカイン放

出誘導活性を持つとされていたが、その活性が LPS の混雑により誘発されたもので

あることが報告された [39]。 

CEL-I のそれぞれの活性においては、LPS の阻害剤である polymyxin B による影響が

無かった事に加え、Detoxi gel (エンドトキシン除去用ゲル)  (Pierce) に供した CEL-I 

の活性は保持される (データ未掲載)。よって、LPS コンタミネーションによる誘発の

可能性は否定され、CEL-I 独自の活性であると推定された (Table. 1, Fig.16)。 
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(3) サイトカイン、NO 産生誘導作用に関わる受容体について 

 

一般にレクチンの誘導する生物活性は、細胞上の糖鎖、もしくは糖質を含むレセプタ

ーに結合することで発現するとされている。また、それらの活性は、レクチンの特異

的糖の存在下で阻害される。 CEL-I の活性において、これまでに報告されている血

球凝集、細胞毒性については、GalNAc の添加によりその活性が完全に阻害された。

TNF−α、G-CSF 放出誘導活性についても、GalNAc 添加により TNF−α、G-CSF 放出

誘導が阻害されたが、その阻害効果は部分的であった (Table. 1)。この現象について、

明確な原因は不明であるが、RAW264.7 細胞の表層は非常に複雑で、生物活性を媒介

するレセプターが数多く存在しており [53]、また、複合糖鎖や糖蛋白質の存在も想定

される。よって、サイトカイン誘導のトリガーとなるレセプターが、細胞表層におい

てレクチンがアプローチしにくい場所に存在する可能性がある。またそのレセプター

自身が立体構造上複雑であり、単糖と比較して CEL-I が結合しにくい事も考えられ

る。CEL-I の糖結合性に関して、最近の研究により CEL-I は、ガングリオシド GM2 並

びに血中の主要糖脂質であるグロボシド Gb4 にみられる、糖脂質の構成成分である

オリゴ糖鎖の GalNAcβ1-4Gal 及び GalNAcβ1-3 に結合性を示すことが明らかとなっ

てきており (Hatakeyama et al)、CEL-I の活性の発現に関係することも考えられる。一

方で、細胞表面に発現する抗原に着目すると、RAW264.7 細胞のような株化した細胞

に対し、初代培養系のマウスマクロファージを用いた検討の比較が有効であることも

考えられる。他に、これまでサイトカイン誘導に関与するレセプターとして報告され

たもので、本活性に関与する可能性のあるレセプターの一つに、糖蛋白質性の受容体

であるインテグリンが挙げられる。インテグリンは α 鎖と β 鎖からなるヘテロダイ

マー構造を形成しており、15 種類の α 鎖と 8 種類の β 鎖の組み合わせで、約 20 種類

が報告されている。これらは細胞接着に関与する他、様々な生物活性を媒介するレセ

プターとして知られている [54]。インテグリン結合レクチンとして蛇毒由来レクチン

の Lebectin が報告され、細胞接着の阻害や細胞増殖を誘発する [55,56]。また、コラ
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ーゲンによるサイトカイン誘導は、α1β1 インテグリンが関与する事が報告されてい

る [57]。 

NO 産生誘導作用について、GalNAc 添加により、 NO 産生は阻害されず逆に促進さ

れた。また、他の単糖に GalNAc 以上の促進効果を示すものが存在した (Fig. 20)。単

糖類のみで NO 産生誘導は見られなかったため、CEL-I の活性を助長するファクター

となっていると考えられる 。また PHA-L 並びに LPS の活性も上昇させた (Fig. 21)。

加えて、糖質を含まないレセプターとの相互作用を想定し、蛋白質間の相互作用を妨

害するため BSA 添加の影響を検討した。結果、NO 誘導活性が阻害されたと同時に、

F-CEL-I の RAW264.7 細胞に対する結合量も阻害された (Fig. 22, 23)。また、CEL-I の

熱処理によって、活性が低下した (Fig. 25)。従って、 NO 産生誘導活性は、糖質認識

機能は関与せず、CEL-I 分子中にある特定の立体構造に対する RAW264.7 細胞の特異

な認識が起因となり、誘導されるものと推測された。BSA は、 本実験で用いた CEL-I 

濃度の約 500 倍である 約 10 µg/mL にて、NO 産生を誘導することが報告されている 

[58]。よって、BSA と CEL-I において、類似する立体構造が活性に関与する事も考え

られる。また、トウアズキ Abrus precatorius 由来レクチンは熱処理や酵素処理によっ

て糖結合能を失活させても NO 産生誘導を含む様々な活性を保持することが報告さ

れているが[59,60]、 酵母 paracoccidioides brasiliensis 由来レクチン Paracoccin の場合

は特異的糖の GlcNAc 添加で阻害された [49]。これらの報告例から、それぞれの活性

物質が示す NO 産生誘導の多様性を窺う事が出来る。その他、NO 産生に関わるレセ

プターとして、海藻由来多糖のフコイダンや LPS は scavenger receptor を介して NO 

産生を誘導しうる事が示唆されている [61,62]。またコラーゲンも NO 産生を誘導す

るが、そのインテグリンを介したサイトカイン誘導機構とは異なり、ジスコイジンド

メインレセプター I  に結合して誘導される事が示唆されている [57]。今後、それぞれ

の受容体に特異的な抗体を用いた阻害実験、また RNA interference (RNAi) 法等により、

CEL-I の活性発現機構におけるこれらのレセプターの関与を検討したい。 
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単糖類添加に伴うNO 産生レベル上昇の明確な原因は不明であるが、GalNAc 及び	 

BSA 添加により結合量が阻害される事 (Fig. 6, 23) から、CEL-I の細胞への結合する量

と本現象とは直接関係しているとは考え難く、別の機構に着目する必要がある。現時

点での推測では、糖質添加により活発化される細胞中の糖代謝に関わる酵素の誘導が 

iNOS 発現を促進し、その結果、NO 産生量が上昇すると考えている。高濃度 BSA の 

iNOS 発現誘導作用は、グルコース添加により上昇する事が報告されており [58]、ま

たグリア細胞に対する LPS の iNOS mRNA 発現誘導は、高濃度 BSA と同じく細胞外

部のグルコース濃度上昇に伴い活性化される。その原因として、iNOS と解糖系の脱

水素酵素である glucose-6-phosphate dehydorgenase (G6PD) との関連性が報告されてお

り、CEL-IのRAW264.7細胞に対する活性についても、同様の現象により NO 産生を

促進させた可能性が考えられる 。  

 

 

(4) NO 産生誘導作用 細胞内伝達シグナル系 

 

サイトカイン放出誘導作用について、ヒマ種子由来レクチンのリシンはエンドサイト

ーシスにより細胞内に侵入し、リボトキシックストレスに伴う TNF−α 放出を誘導す

るが、その活性は BFA 添加により阻害される。さらに、その転写レベルにおける活

性化も阻害される事が知られている [64]。また同様の実験を行なったところ、CEL-I 

のサイトカイン放出誘導作用は、BFA 添加により阻害された	 (Fig. 7)。しかし、サ

イトカイン mRNA 発現は阻害されなかった	 (Fig. 8)。従って、CEL-I の誘導する 

TNF−α、G-CSF 放出には、 細胞内に侵入していると想定される CEL-I が、関与しな

いと推測された。CEL-I の細胞への侵入は、F-CEL-I を用いて蛍光顕微鏡による観察

を試みたが、残念ながら観察する事が出来なかった。また、細胞表面に結合している 

F-CEL-I も同様に観察できなかった。原因は、CEL-I が強力な毒性を及ぼす	 MDCK 細

胞等の細胞種よりも、RAW264.7 細胞への結合量が比較的少ないためであると考えら
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れた [17]。 

細胞外刺激により活性化され、サイトカイン誘導を引き起こす細胞内シグナル伝達系

として数多くの報告がある 3 種の MAP キナーゼ系 (ERK、p38、JNK) の関与を検討

した。ビーズアッセイ法による解析 (Fig. 9)、そして MAP キナーゼ阻害剤による阻害

効果が、サイトカインと NO 産生誘導の両者にみられた (Fig. 10, 24)。よって、両活

性に共通して、それらの関与が示唆された。TNF−α 産生誘導に関して、ERK と JNK 

が TNF−α の遺伝子転写に関与し、p38 は mRNA の核外輸送を制御する事が示唆され

ている [65、66]。 MAP キナーゼ以外にに注目すべきシグナル系には、TNF−α 放出、 

NO 産生において NFκ—B の関与が報告されている他 [37]、 protein kinase C 及び 

tyrosine kinase の活性化を介した活性も知られており [67]、それらが関与する可能性

もある 。	 

抗酸化物質で知られるリコペンを用い、CEL-I の活性酸素誘導に関連した実験を行っ

たが、NO 産生誘導の発現機構について、 CEL-I は LPS とは異なった方法で細胞を刺

激していると考えられた。LPS 刺激による RAW264.7 細胞への NO 放出誘導に対する

リコペンの阻害効果には、リコペンの抗酸化作用が関与するとの研究報告があり、リ

コペンが細胞内活性酸素レベルを低下させた結果であると論じられている。すなわち、

細胞内活性酸素を検出する蛍光試薬を用いた解析により、LPS処理によりRAW264.7 

細胞内活性酸素レベルが上昇し、この上昇がリコペンで抑制されたことを報告してい

る。さらに、別の抗酸化物質である N-acetyl-L-cysteine (NAC) 並びに NADPH oxidase 

の阻害剤でもリコペンと同様な阻害作用が観察され、上記の考えを支持している。 

CEL-I や LPS 刺激による細胞内活性酸素レベルの上昇のメカニズムの詳細が不明で

あり、リコペンの作用機構を含め、今後さらに検討する必要がある。 
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Fig . 34.  A simplified diagram of  CEL-I-iducing cytokines and NO from RAW264.7 cell. 

 

 

 

 

 (5) CEL-Iのマイトジェン活性 

 

CEL-I はマウス脾臓細胞に作用し、マイトジェン活性を示した。また、その活性は

CEL-Iの濃度に依存して上昇した (Fig. 30)。特異的糖のGalNAcの影響については、そ

の活性が阻害されたことから、細胞上の糖鎖への結合を介した刺激作用であることが

示唆された (Fig. 31)。T細胞・B細胞の特異性に関する所見は、ナイロンウールカラ

ムを用いて分取したT細胞、ヌードマウスより採取したB細胞を用い行った実験より、

CEL-I は両者の増殖を促進することがわかった (Fig. 32,33)。同様の作用を示すレクチ

ンに PWM が挙げられるが、この PWM に関して 5 つのイソレクチン (Pa1〜Pa5) が存
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在することが報告されており、特に Pa1 が T 細胞・B 細胞の両者に活性を示す [68]。

マイトジェン活性については、未だにその発現機構について不明な点が多く、マイト

ジェン活性と蛋白質構造との相関について、この Pa1 と CEL-I を比較することがそ

の解明に繋がることも考えられる。 

 

 

 

 

 

 

Ⅴ .  総括  

 

CEL-I の生物活性について、in vitro にて、ある種のレクチンが示す活性として知られ

る３つの生物活性、サイトカイン誘導活性、NO 産生誘導活性、マイトジェン活性を

検討し、その発現機構について研究を行った。結果、CEL-I はこれらの生物活性を誘

導し、特に NO 産生についてはレクチン機能以外の刺激により誘導することが示唆さ

れた。従って、CEL-I は多彩な生物活性を、多様な作用機構により誘導することが示

唆された。 

緒言でも触れた通り、レクチンは創薬等の応用も試みられている等、科学の発展への

寄与が期待される物質である。CEL-Iの活性については、未だ多くの不明な点が残さ

れているが、この研究がレクチンの可能性を見出す一助になることを期待する。 
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