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好銀性核小体形成部位 ( a r g y r o p hili c n u cl e ol a r o r g a ni z e r r e gi o n s , A g N O R s) の 大きさ と数は , リボ ソ ー

ム D N A の 転写

活性, ひ い て は細胞増殖能を反映す る こ と が知 られ て い る .

一 方
,
ヌ ク レオ リ ソ は分子量100 , 0 0 0 の リ ソ 酸化蛋白で , 対数増殖

期細胞の 核小体蛋白 の 中 で最も豊富 に 存在す る蛋白 で あり , さ らに A g N O R s 染色法で 染色され る核小体形成部位 ( n u cl e ol a r

o r g a ni z er r e gi o n s , N O R s) 関連蛋白 の 大部分を占め る核小体蛋白 でぁる . そ こ で , 本研究では , 複数の 蛋白 の 変化に よ りそ の 大

き さや数が 変化す る と考え られ る A g N O R s と 同時 に , 単
一

の 蛋白で ある ヌ ク レ オ リ ソ の 発現の 有無を観察 し , 両者を 比較す

る こ と に よ り
,
細胞 の 増殖能 を よ り詳細に と ら え られ な い か 検討を行 っ た . 先ず ヌ ク レ オ リ ソ の 観察の た め に 新た に 抗 ヌ ク レ

オリ ン ボリ ク ロ
ー ナ ル 抗体を作製 した . 抗 ヌ ク レ オ リ ン 抗体は , 大腸菌 に 発現さ せ た ヌ ク レ オ リ ン 分子の カ ル ポキ シ ル 末端 の

分子量24 , 0 0 0 の ペ プ チ ドを 抗原 と し, 日本 白色在来種 ウ サ ギ に 免疫 して 作製 した .
ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ サ イ ド(di m e th y

s ulf o xid e
,
D M S O) で H L 6 0 細胞 を処理 し, 細胞 の 分化に ともな う ヌ ク レ オ リ ソ の 発現の 変化を観察す るた め に , 本抗体を 用い

て ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法と 免疫組織化学的染色に よ り検討 した . ま た
, 臨床的検討 と して 非 ホ ジキ ン リ ン パ 腫患者 リ ン パ 節細

胞に おけ る , 核 内の A g N O R s 数 と ヌ ク レ オ リ ン 陽性細胞百分率 を比較検討 した . D M S O で 処理 L た H L 6 0 細胞は 成熟顆粒球

ま で 分化 した .
ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法 で ほ ,

D M S O で未処理 の H L 6 0 細胞 では 分子量100 ,0 0 0 付近に ヌ ク レオ リ ン の 発現を 認

めた が
, 処 理 した細胞 で ほ み られ なか っ た . 免疫蔽織化学的染色 で は , 未処理 の H L 6 0 細胞で は核内に 塊状 に 陽性 と な っ た

が
, 処理 した 細胞 で は小 さな 点と して染色 され た . さ らに

,
2 0 例の 非ホ ジキ ン リ ン パ 腫患者の リ ン パ 節細胞の ヌ ク レオ リ ン 陽

性細胞の 百 分率と A g N O R s の 数に つ い て の 比較 を行 っ た と こ ろ , こ の 両者間 に 相関関係 (r = O A O , p = 0 .0 7) を認め た . また
,

A g N O R s 数と ヌ ク レ オ リ ン 陽性細胸率の そ れぞれ の 平均値( A g N O R s , 2 .8 3 ; ヌ ク レ オ リ ン , 2 7 .7 % ) で 4 つ の グ ル ー プに 分け る

と
,
A g N O R s 数 と ヌ ク レ オ リ ン 陽性率が と もに 高値 で最も増殖活性 が高い と 考え られ る グ ル ー プ と ,

A g N O R s 数 と ヌ ク レ オ

リ ン 陽性率が と もに 低値 で 最も増殖活性が低い と 考え られ る グ ル ー プ で
, 予後が 良い 傾向が認め られ た . こ れ ら の 結果よ り ,

ヌ ク レオ リ ン は 分化に よ りそ の 発現は減少 し , A g N O R s と同様に 非ホ ジ キ ン リ ン パ 腫に お い て ,
そ の 増殖能を反映する よ い 指

標で ある と考 え られ た .

K e y w o r d s n u cl e oli n , a r g y r O p hili c n u cl e ol a r o r g a n iz e r r e g l O n S , n O n- H o d g ki n
'

s l y m p h o m a

核小体形成部位( n u cl e ol a r o r g a ni z e r r e gi o n s , N O R s) は , リ ボ

ソ ー

ム R N A 遺伝子を コ ー ドす る 一 連 の D N A 配列で ある . い

く つ か の 非 ヒ ス ト ン リ ン 酸化蛋白 が こ の 部位に 結合す る こ と が

知られ て い るが
,
それ ら の 蛋白 が 好銀性 を有 して い る こ と よ

り
,
G o o d p a st u r e ら

l)
に よ り開発され ,

さ らに H o w e ll ら
2)
に よ

り改良され た 銀染色法 を用い て 容 易に 観察 で きる よ う に な り,

好銀性核小体形成部位 ( a r g y r o p hili c N O R s , A g N O R s) と称 され

てい る . これ らの 好銀性 の 非 ヒ ス ト ン リ ソ 酸化蛋白は N O R s 関

連蛋白と絵称 され る が
,
ヌ マ ト リ ン ( B 2 3 蛋白) や ヌ ク レ オ リ ン

(C 2 3 蛋白) , R N A ポ リ メ ラ ー ゼ I お よ び他 の 未知の 蛋白 に より

構成され て い る3 卜 8) . N O R s は ヒ ト で ほ13 , 1 4 , 1 5 , 21 お よび22

番 の 染色体の 中心 先端部 に 位置 して お り , 活性化 さ れ た リ ボ

ソ ー ム R N A 遺伝子 の み が こ の 銀染色 で 陽性 と な る
gト 11)

. こ の

よ う に A g N O R s の 大き さや 数は リ ボ ソ ー ム D N A の 転写括惟

や
,
細胞増殖あるい ほ蛋白合成能を反映す る と考 え られ て い

る . 様 々 な 細 胞 生物学的 , 臨 床 医学的 研究 に お い て ,

A g N O R s が 細胞の 活動性の 鋭敏な指標と な る こ と が 次第 に 明

らか に な っ て きた
12 ト 】5)

. さ ら に
, 非 ホ ジキ ン リ ン パ 腫 ( N o n-

H od g k i n
'

s ly m p h o m a , N H L) で の 】
低悪性度群よ りも高悪性度

群で 核内の A g N O R s の 点(d o t) の 数 が多か っ たと の 報告
一6)

をほ

じめ と して , 様 々 な 悪性腫瘍に つ い て 良, 悪性の 判定の みな ら

ず , 悪性度を 推定する 上 で の A g N O R s 染色の 有用性が検討さ
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A b b r e vi a tio n s : A P A A P
,
alk ali n e p h o s p h a t a s e a n ti - alk ali n e p h o s p h at a s e ; A g N O R s , a r g y r O p hilic n u cle ola r

O r g a niz e r r e g io n s ; B S A , b o vi n e s e r u m alb u m in ; D M S O , di m e th yl s ulf o xid e ; E . c o li
,
E s c h e ri c hi a c o li ; N H L ,

n o n - H o d g kin
'

s l y m p h o m a ; N O R s , n u Cl e ola r o r g a mi z er r e gi o n s ; R T
- P C R

,
r e V e rS e t r a n S C rip t a s e P C R ; T B S ,

T ris - b uff e r e d s ali n e
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れ て きて い る .

ヌ ク レ オ リ ソ は 分子量100 , 0 0 0 の リ ン 酸化蛋白 で ,
対数増殖

期細胞 の 核小体中に 最も豊富に 存在す る N O R s 関連
'

蛋白 の 一

つ で ある . ヌ ク レ オ リ ン の 生物活性 ほ完全に は解明 され て い な

い が
, 細胞質と核 の 間を往復 し, 物質 の 輸送ある い は情報を伝

達す る シ ャ トル 蛋 白の
一

つ と して 知 られて い る
l T)

. さ ら に
,
ヌ

ク レ オ リ ン は 特異的な蛋白分解を経 て活性化さ れ ,
また

,
リ ボ

ソ ー ム D N A の 非 転写 ス ペ
ー サ ー

や核小体内の 合成 されて間も

ない リ ボ ソ ー ム R N A に 結合する と い う報告もある
1 8 卜 20)

.
ヌ ク

レ オ リ ソ の 細胞内の 局在ほ さ まざ まな動物種の 培養細胞 で免疫

蛍光法 を用い て 検 討 され て い るが
21)

, 腫瘍観織 と正 常鼠織 に お

ける ヌ ク レオ リ ソ の 発現の 違い に つ い て の 研究は未 だ な され て

い ない .

A g N O鱒S は複数 の N O R s 関連蛋白が好銀性 を示すた め に 染

色 され るもの で , 言い 換えれば, 複数 の 蛋白に よ り影響 を受け

て い る . した が っ て
,
そ の 数や 大きさ は複数の 蛋白の 変化 に 応

じて 変わ るもの で あ り, 必ず しも
一

つ の 決 ま っ た変 化を示 して

い るもの で は ない . 本研究 で ほ ▲
A g N O R s と ヌ ク レ オ リ ソ 発現

を 比較す る こ と に よ り , 複 数 の 要 因 に よ っ て 左 右 され る

A g N O R s の 変化 を よ り正 確に解析 で き ,
ひ い て は細 胞 の 増殖

能を推定す る こ と が 可 能で はな い か と 考え , 新た に 抗 ヌ ク レ オ

リ ン 抗体を 作製 し検討 した . 先ず作製 した 抗 ヌ ク レ オ リ ン 抗体

が 正 しく ヌ ク レ オ リ ン の 発現を 反映 して い るの か 否か を検証す

ると とも に , A g N O R s と相関を有 して い る か 否か を 知 る た め

に
, 培養細胞を 用 い て 基礎的 に 検討 した . さ ら に ,

N H L 患 者リ

ン パ 節細胞 を用 い て A g N O R s と ス ク レ オ リ ソ の 関係を 臨床的

に 検討 した .

材料お よび方法

Ⅰ , 抗体 の作製

ウサ ギ抗 ヒ ト ヌ ク レ オ リ ン ボ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗体は 下記の 方法

で 作製 した .
ヒ ト白血 病細胞 の 培養細胞 で ある H L 6 0 細胞 よ

り , チ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ン 法
22)
で 調製 した R N A と ヒ ト ヌ ク

レ オリ ン C D N A の エ ピ ト ー プ 部分
23)
を 含む 3

1

側 の61 7 塩基対を

ほ さむプ ライ マ ー

を 使用 し( 図1 ) , 逆転写 - ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖

1 6 Z l

†
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ミ
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,

T 〔G G G 〔A A G G A T A m A〔T
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● 一

2 2 2 1 A A G A 〔G A A G T T T G A A T A G 〔T T 亡T G T C 〔CT 〔 T G 〔 m 〔( 〔T TI T ⊂C A T T T G A A A G A A A G G A
I

F ig , 1 , 0 1i g o n u cl e o tid e p ri m e r s f o r P C R a m plifi c a ti o n a n d

th eir l o c a ti o n i n th e h u m a n :n u Cl e o u n c D N A . A r r o w s

i n d ic a t e th ei r l o c a ti o n s a n d d ir e c tio n s of D N A s y n th e sis

f r o m th e 5
'

t o 3
'

e n d .

反応(r e v e r s e tr a n s c rip t a s e P C R , R T- P C R ) で ヒ ト ヌ ク レオ リ ン

C D N A の 3
'

側 の61 7 塩基対 の オ ワ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを 得 , さ らに

P C R で 増幅 した . さ ら に
,
こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを 十分量

得 るた め に , p T Z 1 9 R [ 金沢大学薬学部生物薬品化学教室安 田

秀世元助教授 よ り供与 さ れ た] に 挿 入 し増幅 した の ち
,

p E T-3 c ベ ク タ
ー [ 金沢大学薬学部生物薬品化学教室安 田秀世

元助教授 よ り供与 され た] のβα m H l ( ニ ッ ポ ン ジ
ー

ン
, 宮山)

切 断点に挿入 し , さ らに 大腸菌 (且∫C 九g rf亡んf α C O 払 方. c o 埼 の

B L 2 1 (D E 3) 株 [ 金沢大学薬学部生物薬品化学教室安 田秀世元

助教授 よ り供与 され た] に 形質導入 した (図2 ) . 形質導入 され

た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドが本当に ヌ ク レオ リ ン の 3
'

側の 61 7 塩基

対で ある か は ,
S a n g e r ら に よ っ て 開発 さ れ た ダ イ デ オ キ シ

法
24}
に よ る D N A シ

ー

ク エ ン ス を行 っ て 確認 した . c D N A ほ
,

あらか じめ p T Z 1 9 R 中で 増幅 した もの を用 い ,
T 7 D N A ポ リ メ

ラ ー ゼ (S e q u e n a s e V e r 2 .0
,
U nit e d S t a t e B i o c h e mi c al

C o r p o r a ti o n , C l e v el a n d , U S A ) を 使用 した .
シ ー ク エ ン ス ゲ ル

は 6 % の ポ リア ク リ ル ア ミ ド/ 尿 素 ゲ ル ( ア ク リ ル ア ミ ド/ N ,

N
'

- メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド , 1 9 : 1) を使用 した .
ヌ ク レオ

リ ン の61 7 塩基対の C D N A が挿入 され た ベ ク タ ー

p E T 3 c l を導

入 した E . c oli B L 21 (D E 3) 株 に , 目的の 蛋白を大量 に 発現させ

βa 劇1

C D N A f ｢ a g 鵬 n t

′ C D 岨 f ｢ a g m 8 n t

P E ト3 cl

T r a n s f o c t

B L21 (D E3)

F i g ■ 2 ･ C lo n i n g of th e c D N A f r a g m e n t th a t c o d e s f o r th e

e pit o p e
-

C O n t ai ni n g r e gi o n of n u cl e oli n . T r a n sl a ti o n v e c t or

p E TN3 c c o n t ai n s t h e T 7 p r o m o t e r ( 射0), th e g e n e l O
tr a n sl a ti o n s ta r t ( sl O) , a n d tr a n s c ri p tio n t e r m i n at or (T ¢)

W hi c h a r e i n s e r t e d i n th e B a m H I sit e o f p B R 3 22 . A 61 7

b a s e p air 3
'

- B a m H l f r a g m e n t of n u cl e oli n c D N A f r o m

h u m a n l e u k e mi a c ell li n e H L 6 0 n u cl e oli n c o d in g f o r th e

e pit o p e- C O n t ai n i n g r e gi o n i s s u b cl o n e d a t th e B a m H I sit e

Of th e p E T
-3 c v e ct o r . T h e r e s ulti n g p E T

- 3 cI cl o n e is

u s e d t o tr a n sf e c t E s c 磁 ri c h i a c oli (E . c oli) st r ai n B L 21

(D E 3) ･ A ll cl o ni n g m e th o d s a r e d o n e a c c o r d in g t o th e

m e th o d of M a ni a ti s e t al .
22)

.



ヌ ク レ オ リ ン 発現と A g N O R s の 関連性

るた め に ,
5 0 FLg/ m l の ア ン ピ シ リ ン を 加え た L B 培地 い リ ブ

ト ン (D if c o l a b o r a t o ri e s , D e tr oit , U S A ) 1 0 g/ l , 酵 母 エ キ ス

(D if c o l a b o r a t o ri e
s) 5 g/1 , N a C 1 1 0 g/1] 中 で3 7 ℃で 培 養 した ･

6 0 0 n m に おけ る吸光度 ( O D 6 0 0) で 0 .5
- 0 .7 に 達 した 時点 で

1 m M イ ソ プ
ロ ピ ル チ フトβ-D- ガ ラ ク ト シ ッ ドを加 えて 蛋白合成

を議等 し, さら に 3 時間培養 を継続 した . そ の 後 ,
且 c oJi を遠

心分離 し, 溶解緩衝液
25)
で溶解 した .

且 c oJg の 菌体内で 合成 さ

れた蛋白は封入体と な っ てお り不溶性 であるた め に , 遠心 分離

後2 M 尿素で 可溶性 に し
26)
さ らに 0 ･2 M T ris- H C l ( p H 8 ･2)/ 0 ･5 M

N a C l の 緩衝液 で t 透析膜を 用い て , 尿素 の 濃度 と 透析時間を

それ ぞれ 6 M で 2 時間 ,
3 M で1 6時 間, さ らに 1 .5 M で 3 時間

と変えて , 順 に 透析 した . 精製 された 蛋白 は ヌ ク レ オ リ ソ の カ

ル ポキ シ ル 末端の 分子量24 , 0 0 0 の ペ プ チ ドで ある .
8 0 恥1 の 精

製蛋白溶液 と同量 の 完全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ
バ ン ト ( c o r n pl e te

F r e u n d
'

s a dj u v a n t) (D if c o L a b o r a t o ri e s) を 混 合 し , 体 重

2 .5 k g の オ ス の 日 本白色在来種ウ サ ギ (北陸実験動物 , 金沢) 4

匹の 背部に , 第 1 日 目 と第15 日 目 に
一 匹に つ き 40 恥1 ず つ 皮下

注射した . そ の1 4 日後 に , 抗原を接種 した ウ サ ギ の 耳介部の 静

賂よ り注射針を 用 い て採血 した . さ らに 且 c ogf で 合成され た

蛋白溶液を 50 m M T ri s - H C l (p H 7 .4)/ 6 M 尿素/10 m M β- メ ル カ

プ ト ニ タ ノ
ー ル/0 .0 1 % B riji 3 5/ 0 .5 M N a C l の 緩衝液で満た した

モ ノ S ( P h a r m a c ia , L K B B i o t e c h n ol o g y , U p p s al a , S w ed e n) カ

ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ り精 製 した蛋白溶液を , 同量の 非

完全フ ロ イ ン ドア ジ ュ
バ ン ト (F r e u n d

'

s i n c o m pl et e a dj u v a n t)

(D if c o L a b o r a t o ri e s) に 混合 し , 補助追加免疫 と して 2 回目の 抗

原接種よ り35 日後に ,

一

匹に つ き 30 0 〟1 ず つ 皮下注射 した . そ

の 7 日後よ り採血 を 開始 し, 血 清分離後 に 最終濃度が 0 .0 1 % と

なる ように ア ジ化ナ トリ ウ ム を 加え保存 した .
こ の よ う に して

得た血 清に つ い て , 且 c oJJ が 発現 した 蛋白 を カ ラ ム ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ
ー

に よ り精製 しウ サ ギを 免疫す る の に 使用 した蛋白溶液

を 12 .5 % ポリ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル に 電気泳動 し, ウ サ ギ よ り得

a b

Fig ･ 3 ･ W e s t e r n bl o t a n al y si s of t h e p r o t ei n s p r o d u c e d b y
E ･ C Oli h a r b o u ri n g p E T

- 3 cl (1 a n e a) a n d n u cl e a r p r o t ei n of
H L 60 c ell s (la n e b) . T h e a r r o w s h o w s n u cl e olin . T h e

O th e r p o siti v e b a n d s a r e d u e t o n o n
-

S p e Cifi c r e a c tio n .
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られ た血 清を 一 次抗体と し下記の 要領で ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト を

行い
125
トプ ロ テ ィ ソ A ( ア マ シ ャ ム ジ ャ パ ン , 東京) を 用 い て

オ ー

ト ラ ジオ グラ フ ィ
ー

を行 っ た (図 3) .

Ⅱ
.
H L 6 0 細胞 の 分化誘導 および ヌ ク レオ リ ン の 発現 と

A g N O R s 染色

1 . H L 6 0 細胞 の 分化誘導と核蛋白分離

H L 6 0 細胞と 1 00I U/ m l の ペ ニ シ リ ン ( G ib c o B R L L a b o r a t-

O ri e s 】 G r a n d I sl a n d
,
U S A ) , 1 0 0 p g/ m l の ス ト レ プ ト マ イ シ ソ

(G ib c o B R L L a b o r a t o ri e s) を 加 え た ,
1 0 % ウ シ 胎 仔 血 清

(Gib c o B R L L a b o r a t o ri e s) 入 の R P M I1 6 4 0 培養液( Gib c o B R L

L a b o r a t o ri e s) 中で 5 % C O 2 下 , 3 7 ℃ で 1 .2 5 % ( Ⅴ/ V) の ジ メ チ ル

ス ル フ
ォ キサ イ ド(di m eth ly s u lf o x id e , D M S O) (和光純薬 , 大

阪) の 存在下 と非存在下( コ ン ト ロ ー ル) で7 2 時間培養 し, 分化

を誘導 した . 次 に 培養液を15 00 回転/ 分で10 分間遠心 し , 細胞

を 分離 し, R P M I1 6 4 0 培養液で細胞数を 1 ×10
7

に 調節 した . 細

胞核 を分離するた め に ,
H L 6 0 細胞の 細胞数を調節 した培養液

に 10 m M T ri s- H C l (p H 7 A )/ 3 m M M g Cl 2/1 m M フ ェ ニ ル メ チ ル

ス ル フ
ォ
ニ ル フ ル オ ラ イ ド(Si g m a C h e mi c al C o .

,
S t . L o ui s e

,

U S A ) の 播液を 加え
,
4 ℃ で1 0 分間細胞 を溶解 さ せ ,

さ らに

1 0 % の ノ ニ デ ッ ト P 4 0 (S i g m a C h e mi c al C o .) を 最終濃度が

0 .1 % と な る ように 加え , 完全に 溶解 させ た . 混合液を150 0 回 転

/ 分 で10 分間遠 心 し , 上 清を 捨 て , 沈 殿 物 な そ の 1 0 倍量 の

1 0 m M T ri s - H C l (p H 7 .4)/ 3 m M M g C 12(緩衝液A ) で 溶解 した . 次

に1 5 0 0 回転ノ分 で10 分間遠心 し, 沈殿物 の10 倍 量の 緩衝液A で

溶解した の ち ∴溶液 を超音波 で60秒 間, 3 回 処理 した . これに

0 .0 6 2 5 M- T fi s - H C l ( p H 6 .8) , 2 % S D S , 1 0 % グリ セ ロ ー ル
, 5 % β- メ

ル カ プ ト ニ ク ノ ー ル に 染色用と して 0 .0 01 % ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル

ブル
ー

を加え た L a e m m li 緩衝液を加 え , 1 0 0 ℃ で90 秒間煮沸 し

た .

2 . 抗 ヒ ト ヌ ク レ オリ ソ 抗体に よ る ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法

上 記の 試料を L a e m m li の 方法
27)
に 従い 0 ,1 % S D S 加 7 .5 % ポ

リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル に の せ
,
4 0 m A で90 分間電気泳動 し, 次

に 1 00 m A の 一 定電流下, 20 V で4 5 分間, I m m o b ilo n P V D F 転

写膜 (M iui p o r e , B e d f o rd , U S A) へ 転写 した . 蛋白が転写され た

膜を 5 % の ス キ ム ミ ル ク を含 む 0 .0 2 M の ト リ ス 緩衝液 (T ri s

b uff e r e d s ali n e
,
T B S) (p H 7 .4) で ブ ロ ッ ク し , 5 % ス キ ム ミ ル

ク 加 0 .0 2 M T B S ( p H 7 .4) で1 0 0 倍に 希釈 した ウ サ ギ抗 ヒ ト ヌ ク

レオ リ ン 抗体と 室温 で 一 晩反応さ せ た . 過剰な 抗体は 1 % ス キ

ム ミ ル ク加 0 .0 2 M T B S ( p H 7 .4) で 5 分間の 洗浄 を 3 回行 う こ

と で 除去した . 抗体 の 結合した膜 を , ホ ー

ス ラ デ ィ ッ シ ュ
ペ ル

オ キ シ ダ ー ゼ の 結 合 し た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ Ig G ( B i oq R ad L a b ,
,

Ri c h m o n d , U S A ) と室温で 2 時間反応 さ せ た . 発 色は 4- ク ロ

P
-1 ナ フ ト

ー ル と過酸化水素で行 う発色キ ッ ト (B i o- R a d L a b .)

で行 っ た . さ らに , 他の 核蛋白の 変化も観察する ため に ,
上 記

の 方法で 電気泳動 した ポリ ア ク リ ル ア ミ ドゲル を ク マ シ ー

プ リ

リ ア ン トブル ー R 2 5 0 (半井 ∴京都) で 染色 した . 泳動 させ た蛋白

の 分子量は高分子量標準 マ ー カ ー (B i o - R a d L a b .) と比 較 し

た .

3 . A g N O R s 染色お よび ヌ ク レ オリ ン の 免疫鼠織化学的染

色

上記の ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法に使用 した も の と 同 じ D 叫S O

処理
, 未処理 の それ ぞれ の 細胞に つ い て , サ イ ト 不 ピ ン 標本を

3 蔽作製 した . 1 阻 目は D M S O に よ る H L 60 細胞の 成熟額粒

球 へ の 分化 を形態学的に確認す るた め に , 塑の 如くギ ムザ 染色
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を 行 っ た . 2 組月 の 標本は 4 ℃ の 緩衝ア セ ト ン ホ ル マ リ ン 液 で

30 秒間 固定 した の ち 次 の 要領 で A g N O R s 染 色 を 行 っ た .

A g N O R s 染色液は ,
H o w ell らに よ り捷唱 され た 1 段 階法

2) に

従 っ て調製 した . 1 % ギ酸 -
2 % ゼ ラ チ ン 水溶液お よび 50 % 硝

酸銀水溶液(そ れ ぞれ 脱イ オ ン 水を 用い て 調製) を 作製 し, 使用

直前に 前者 1 , 後者 2 の 割合 で 混ぜて染色液と した . 標 本を 室

温 で30 分間染色液 に 浸 し, そ の 後脱イ オ ン 水で 洗浄 し
,
キ シ レ

ン で 脱水 した の ち
,
マ リ ノ ー ル (武藤化学 , 東京) で封 入 した .

対染色ほ 行わ な か っ た . 3 組 日の 標 本は - 2 0 ℃ の 冷 ア セ ト ン で

20 分間固定 した の ち , 0 .1 % ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン (b o vi n e s e r u m

a･lb u mi n , B S A ) 加 0 .0 5 M T B S ( p H 7 .6) (0 .1 % B S A- T B S) に 標本

を 5 分間浸 し
,
0 ･1 % B S A - T B S で50 倍 に 希釈 した ウ サ ギ 抗 ヒ ト

ヌ ク レ オ リ ン 抗体を
一

次抗休と して , ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー

ゼ 抗 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク ー ゼ ( alk ali n e p h o s p h a t a s e-

a n tトaIk ali n e ph o s p h at a s e , A P A A P ) 法
2B)
で 以下の よ うに 染色 し

た ･

一

次抗体 を室温 で 1 時間反応 させ た 後, 0 .0 5 M T B S で 3 回

洗浄 した . 次 に 0 .1 % B S A - T B S に 5 分 間浸 し
,
さ ら に 0 .1 %

B S A - T B S で50 倍 に希釈 した マ ウ ス 坑 ウ サ ギ 抗体 ( ダ コ ジ
ャ

バ ソ ∴京都) を30 分間反応させ た 後 に ,
0 .0 5 M T B S で 3 回 洗浄

し
,
0 ･1 % B S A - T B S で5 0 倍に 希釈 した ウサ ギ抗 マ ウ ス 抗体 (ダ

コ ジ ャ パ ン) を の せ て30 分反応 さ せ た . 同 様 に 洗 浄後 ,

0 ･1 % B S A - T B S で10 倍 に 希釈 した A P A A P マ ウ ス 抗体 複合体

と , 1 時間反応 させ た . 発色 に は ナ フ ト ー ル A S - M X リ ソ 酸

(Si g rn a C h e m i c a) C o ･) と フ ァ
ー

ス ト レ ッ ド T R 塩 (Si g m a

C h e mi c al C o ･) を用 い た . 対染色は へ マ ト キ シ リ ソ 染 色 で 行 っ

た ･ 封入 に は グ リ セ ロ ー ル ゼ ラ チ ン (S i g m a C h e mi c al C o ,) を使

用 した . 観察 は油浸系対物 レ ン ズ10 0 倍を 用い て 行 っ た .

Ⅲ
･
N H L リ ン パ節の 杭 ヌク レオ リ ン抗体による免疫組織化

学的染色 と A g N O R s 染 色

1 . 対象患者

198 5 年1 月か ら199 2 年 1 月 ま で の 間 に 金沢大学 で リ ン パ 節生

検に よ り N H L と診 断され ,
か つ 十分量の 凍結組織が保存 され

て い た20 例の 未治療 N H L 患者(女性例1 3 , 男性 7 例) か らの リ

ン パ 節巌織に つ き検討を行 っ た . 確定診断時 の 患者の 年齢は24

才か ら75 才 ま で で l 中央値 は65 才で あ っ た , 病理 診断は H E 染

色標本に よ り ワ ー キ ン グ フ ォ
ー ミ

ュ
レ ー

シ ョ ン ( W o r ki n g

F o r m ul a ti o n) の 分類
2g)
に 基づ い て な され た . な お

, 臨床病期は

A n n A r b o r の 分類
3 0)
に 従 っ た .

2 . A g N O R s 染色 とそ の 観察方法

病 理診断に 使用 した もの と同 じ生検検体の
一

部分 を , 凍結切

片用 と して 速 や か に凍結 し , -

7 0 ℃ で 保 存 した . 凍 結切片 ほ

5揮m の 厚さ で作製 し , 4 ℃ の 緩衝 ア セ ト ン ホ ル マ リ ン 溶液 で30

秒間固定 し, 前述 の 方法 で A g N O R s 染色を 行 っ た . H E 染色 で

腫瘍細胞を確認 した の ち , A g N O R s 染色標本 で は200個 の リ ン

パ 腫細胞に つ い て , 抽浸系対物 レ ン ズ10 0 倍を 用 い て 順 に 観 察

した ･ A g N O R s の 点 の 算定 に つ い て は , C r o c k e r ら の 脚昌した

よう に
31)
, 核小体 の 内外 の 両 者に つ い て点の 数を算定 し ,

一

つ

の 核 当た りの 平均 の A g N O R s の 数を 計算 した .

`3 . 抗 ヌ ク レ オ リ ン 抗体を用 い た 免疫敵織化学的染色と そ の

観察方法

同 じ標本 よ り作製 した 凍結切片を -

2 0 ℃ の 冷 ア セ ト ン で20 分

間固定 し, 抗 ヌ ク レ オ リ ソ 抗体を 用い て 前 述の A P A A P 法

よ り , 免疫組織学的染色 を行 っ た . 抗 ヌ ク レオ リ ソ 抗体染色標

本に つ い て は ,
H E 染 色で腫瘍細胞 を確認 した後 , 5 0 0 個 の リ ン

パ 腰細胞に つ い て 油浸系対物 レ ン ズ10 0 倍を 用 い て
, 順 に観察

した ･ 抗 ヌ ク レ オ リ ン 抗体染色標本 では 仁 核内が赤色に 染まる

細胞全て を 陽性 と し, 5 0 0 個 の 細胞に お ける 陽性率 を算定 した .

Ⅳ . 統計 学的処理

1 個の 核 当た りの 平均 の A g N O R s 数と ヌ ク レ オ リ ン 陽性率

を各々 の 症例 に つ い て比較 し , そ の 相関関係 を ピ ア ソ ン の 相関

係数を用い て求め た ･ また 相関係数の 有意性 に つ い ては フ ィ ッ

シ
ャ

ー の r の z 変換を 用 い て 検定 した .

成 績

Ⅰ
･
H L 6 0 細胞 の 釧ヒに ともな う ヌ ク レオ リ ン の発現の変化

および A g N O R s の 変化

1 . H L 6 0 細胞の 分化

D M S O を加 え て72 時間培養 した H L 60 細胞は 成熟顆粒球に

分化 し , こ の た め に 後骨髄球や梓状核球の 割合が増加 した .

一

九 D M S O を 添加せ ずPこ72 時間培養 した細胞 では 一 芽球様の 細

胞形態を 呈 し
,
明瞭 な 核小体が 1 な い し 2 個 認 め られ た (図

4一丸 D) .

2 . ヌ ク レ オ リ ン 発現 の 変化

D M S O に よ り分化 の 誘導 され た H L 6 0 細胞 で ほ ,
ヌ ク レオ リ

ン は 図4 - B に 示 す ように 棒状核球内に 小 さ な 点 と して 認め ら

F ig ･ 4 ･ A g N O R s s t ai n l n g a n d a n tトn u cl e oli n st ai n i n g of

D M S O- tr e a t e d a n d u n tr e a t e d H L 6 0 c eII s . ( A ) G i e m s a
S t ai n in g , ( B) a n tトn u cl e oli n s t ai ni n g , ( C) A g N O R s st ai ni n g
Of D M S O-tr e a t e d c e11 s ( ×1 0 0 0 m a g n ifi c a ti o n ) . ( D) G i e m s a
S t ai ni n g , ( E) a n ti- n u Cl e o li n s t ai ni n g , (F ) A g N O R s s t ai ni n g
Of D M S O- u n tr e a t e d H L 6 0 c e11s ( × 1 0 0 0 m a g nifi c a tio n) ･
T h e D M S O - tr e a t e d H L 6 0 c ells diff e r e n ti a t e i n t o m a t u r e

g r a n u lo c yt e s , a n d th e pr o p o r ti o n s of r n e t a m y el o c y te s a n d

b a n d f o r m n e u tr o p hil s i n c r e a L S e ･ N u cl e oli n e x p r e s si o n is

O b s e rv e d a s s m a11 d o ts
,
m O S tly i n n u cl e u s , W ith a f e w

S m a ll d o t s b ei n g o b s e r v e d i n th e c y t o pl a s m . A g N O R s is

O b s e r v e d a s s rn all b r o w nis h d o t s i n th e n u cl e u s . D M S O
-

u n tr e a t e d H L 6 0 c ell s sh o w a b l a s t -1ik e f e a t u r e . C o a r s e

S tai n l n g i n th eir n u cl ei a n d s o m e ti m e s h o m o g e n e o u s

S tai n i n g i n th e ir c yt o pl a s m s wi th a n tトn u cl e oli n a n tib o d y

a r e o b s e r v e d . T h e A g N O R s o f th e u n t r e a t畠d H L 6 0 c ells

a r e o b s e r v e d a s s e v e r al s m a11 b r o w ni sh d o ts i n la r g e

n u cl e ol u s .
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れ, ほ とん どが核内に 認め られ た ･ D M S O を添加せ ずに 培養 し

た H L 6 0 細胞 で は , 7 2 時間後も大型 で 円形の 核 を有 し , ヌ ク レ

オリ ン は核小体 に
一 致 して 粗い 塊状の 点と して 認め られ た (図

4 -E ) . さ らに 核小体に
一

致 しな い 小さ な点も認め られた . 蛋白

電気泳動 で は ▲ 最下部 に 最も多い 核蛋白である H l ヒ ス ト ソ の

バ ソ ドが濃く認め られ た (図5-A) . ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法 で は 1

D M S O を加え な い で72 時間培養 した H L6 0 細胞 で は , ヌ ク レ オ

リ ソ が 検出され た が ,

一 方 D M S O を加 えて 72 時間培養 した も

ので ほ検出され な か っ た (図 5-B) .

3 .
A g N O R s の 変化

分化 した H L 6 0 細胞 で は ,
A g N O R s は核 内の 小 さな茶褐色の

点と して 認め られ た .

一 方 , D M S O を加 えず に 培養 した 細胞で

は
I
A g N O R s ほ大きな 核小体内に , 多数 の 小 さな 点と して 観察

され た (囲4-C , F) .

Ⅱ .
N H L 患者 リ ンパ 節細胞の分析

1 .
ヌ ク レ オ リ ン の 発現

図6 に 示す よう に ,
ヌ ク レ オ リ ン の 発現 は核 と細胞質の 両者

に認め られ た . ヌ ク レ オ リ ソ 陽性細胞 の 百 分率 の 平均値 とそ の

標準偏差は 27 .7 土2 2 .5 % で あ っ た (表 1 ) . 症例数が 少な い た め

に
, 各組織型間の ヌ ク.

レ オ リ ソ 陽性率の 差に つ い て は統計学的

M W
a b a b

苛 雷 笥
芦

澤

慧

㌧

←

A B
Fig 1 5 ･ N u cl e oli n e x p r e s si o n of D M S O-tr e a t e d a n d u n tr e at e d
H L 6 0 c ell s . ( A ) N u cl e ar p r o t ei n o f H L 6 0 c ells el e c tr o p h o r-
e s e d o n 7 .5 % p oly a c r yl a m id e g el a n d st ai n e d wi th

C o o m a s si e b rilli a n t b l u e R 2 5 0 . H l hi st o n e b a n d i s

O b s e r v e d a t th e b o tt o m . ( B) W e st e r n b lo t a n aly si s f o r
d e t e c ti n g n u cl e oli n e x p r e s si o n i n D M S O 巾 e a t ed (l a n e a)
a n d u n tr e a t e d (1 a n e b) H L 6 0 c ell s . T h e a r r o w sh o w s
n u cl e oli n b a n d . T h e n u cl e oli n b a n d i s i n vi sibl e o n l a n e a .
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比較ほ で きなか っ た が ,
び まん性大細胞型 の N H L で陽性率が

高 く , び ま ん性小型くびれ 細胞型 の N H L で 陽性率 が低い 傾向

に あ っ た .

2 . A g N O R s

A g N O R s は茶褐色の 点と して 明瞭 に 認 め られ た . 多くは 小

さ な点を核小体内に 認め , 時に 核小体そ の も の に 相当する大き

さ の 点あ るい は塊と して 認め られた ∴20例全例の 一 個 の 核当た

Fi g . 6 . I m m u n o his t o c h e m ic al d e t e c ti o n of n u cl e oli n ( A ) a n d

A g N O R s s t ai n i n g ( B ) i n th e N H L p atie n t N o . 1 1 . A g N O R s

a r e o b s e r v e d cl e a rly a s b r o w ni sh d o ts . M a n y s m all d o ts

a r e f o u n d wi th i n th e n u cl e oli , a n d s o m e ti m e s l a r g e d o ts

c o r r e s p o n d i n g t o a n e n tir e n u cl e ol u s a r e o b s e r v e d .

N u cl e oli n e x p r e s si o n is o b s e rv e d b ot h i n t h e n u c le u s a n d

th e c yt o pla s m .
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り の 平均 A g N O R s 数の 平均値と そ の 標準偏差は 2 .8 3 士0 .7 7 で

あ っ た (表1 ) . A g N O R s 数の 大小の 傾向に つ い て は ,
ヌ ク レ オ

リ ソ と同様で ある が ,
2 0 例 の 組織型で は ワ ー キ ン グ フ 計

- ミ ュ

レ
ー

シ ョ ン 分類の 中悪性度群が多か っ た た め顕著 な差 は認め な

か っ た .

3 .
ヌ ク レオ リ ン 陽性率と A g N O R s の 数の 比較検討

A g N O R s の 数の 平均値と ヌ ク レオ リ ン 陽性率 に は 直線 の 正

の 相関関係を認め た が , 統計学的有意性は なか っ た (図 7 ) . さ

らに
,
A g N O R s の 数の 平均値と ヌ ク レ オ リ ソ の 陽性率の 各 々

の 平均値 (A g N O R s . 2 .8 3 ; ヌ ク レ オ リ ン
,
2 7 .7 % ) で 各 グル ー

フ

T ab le l . P atie n t c h ar a C te ri stic s

を 分けて 検討 した (表2 ) . 第1 の グ ル ー プ は A g N O R s の 数の

平均値が平均値よ り低値 でか つ ヌ ク レ オ リ ン 陽性率も平均値よ

り低 い 群( 6 例) で , 死 亡 例が 1 例 あり , そ の 組織型 は びまん性

大細胞型であ っ た ･ 第2 の グ ル ー

プは A g N O R s の 数 の 平均値

が平均値よ り高値 で ヌ ク レ オ リ ン 陽性率 が平均値 よ り低い 群

( 7 例) で 無 病生存例 が 2 例 で あ っ た . 第 3 の グ ル ー プは

A g N O R s の 数 の 平均値が平均値 よ り低値 で ヌ ク レ オ リ ン 陽性

率が平均値 よ り 高値 の 群( 4 例) で , 無病生存例 が 2 例 , 死 亡例

が 2 例で あ っ た ■ 第 4 の グ ル ー

プは A g N O R s の 数 の 平均値も

ヌ ク レ オ リ ン 陽性率もとも に 平均値よ り高値 の 群( 3 例) で , 全

P t ･ N o ･ S e x
( 恩) A g N O R s

a)
N u c le ol h ( % )

b)
H ist ol o g y

1

2

3

4

5

6

7

8

9

1 0

‖

12

13

1 4

1 5

1 6

1 7

1 8

1 9

2 0

F

F

M

M

F

F

F

F

F

F

M

F

M

M

F

M

F
一
F

M

F

5 9

5 6

糾

7 2

7 1

7 5

亜

65

6 9

5 4

糾

70

16

馳

7 2

6 7

6 9

7 1

6 1

2 4

3 6

2 3

00

4 3

3 0

6 2

2 4

.5 8

朋

7 1

7 6

9 4

9 0

3 6

9 8

6 4

耶

4 1

9 0

咽

3

4

4

2

2

2

2

3

1

3

L

2

2

2

2

L

2

3

2

2

7 9

6 3

5 9

亜

47

00

3 9

2 7

2 6

2 4

1 4 .

1 4 .

14 .

1 3 .

1 2 .

1 2 .

5 .

4 .

3 .

2 .

D L

D L

D L

D M

D L

D S C

U n cl a s sifie d

D L

D L

D S C

D L

D L

D L

F M

D S C

U n cl as si五 d

D S C

D M

D L

D S C

Ⅳ

Ⅲ

Ⅲ

Ⅳ

Ⅳ

Ⅱ

Ⅰ

Ⅳ

Ⅳ

Ⅳ

Ⅱ

Ⅳ

Ⅳ

Ⅱ

Ⅳ

Ⅲ

Ⅳ

Ⅳ

Ⅳ

Ⅳ

n ･ N o ･
, P a tie nt n u m b e r ; F , Lb m ale ; M , m a le ; C S t clin ic al st a g e ; D L , dif fu s e l ar g e C ell ; D M , dif fu s e

mi x e d c e11 ; D S C , dif fu s e s 血 a11 cl e a v e d c e11 ; F M , fb11ic ul a r mi x e d c ell .
a)
T h e m e a n n u m b e r s o f A g N O R s p e r n u cl e u s ･
b)
Ⅶ ¢ 匹 代 e nt a g ¢S O f n u cl¢0 血

一

匹 Sitiv e c ells .

T ab le 2 ･ P atie n t c h ar a C te ri sti c s d e v id ed b y th e m e an V a h le S O f th e m e an n u m b e r s o f A g N O R s an d th e p e r c e n t a g e s of
n u c le o li n - P O Siti v e c cll (% )

R at e ( % ) o f A g N O R s < 2 .8 3
n ⅦCl e o lin 一

P O Siti v e c e11s Pt . N o . H i sto lo gy C S

A g N O R s ≧ 2 . ∬

ON軋¢mOC蝕 H ist o1 0 g y C S emOCt伽

< 2 7 .7

≧2 7 .7

9

‖

1 4

16

17

20

4

5

6

7

D L

D L

m

U n cla 5 S

D S C

D 5 C

M

L

S C

血

D

D

D

U n

Ⅳ

Ⅱ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

Ⅳ

Ⅳ

Ⅳ

Ⅱ

Ⅰ

肋

慧
肋

肋

肋

加

地

e

e

V

V

●

l

●

1

1

1

A

Å

8

1 0

1 2

1 3

15

1 8

19

1

2

3

D L

D S C

D L

D L

D S C

D M

D L

D L

D L

D L

Ⅳ

Ⅳ

Ⅳ

Ⅳ

Ⅳ

Ⅳ

Ⅳ

Ⅳ

Ⅲ

Ⅲ

肋

慧

慧
加

地

e

e

e

V

V

V

●

l

･

l

･

l

l

l

l

A

A

A

P t ･ N o ･
･ P ad e n t n u m b e r ; C S ･ Cli ni c al st ag e ; D L , di 触 s e la rg e c ell ; D M , dif fu s e mi x e d c ell ; D S C , d i 蝕 s e $ m all cI c a v ed c ell

; F M
,
fo 11i c ul a T mi x e d c e 11 ; U n c] a s s . , tl n CIs s ln e d .



ヌ ク レオ リ ン 発現と A g N O R s の 関連性

例が無病生存例で あ っ た ■

考 察

A g N O R s 蛋白は , 活 動性 の リ ボ ソ
ー

ム R N A 遺伝子に 関与 し

てお り ,
そ の 局在と量 は細胞回転と深 く関係 して い る

14)3 2)
･ した

が っ て ,
A g N O R s 蛋白の 状態 を把握す る こ と は , 細胞の 生物学

的活性を推定する 上 で きわ め て 有用 で あ る ･ A g N O R s の 主 な

構成蛋白と して は ト 蛋 白電気泳動ゲ ル の A g N O R s 染色で 検出

されたバ ン ドの 分子量 よ り ,
ヌ ク レ オ リ ン ( C 23 蛋 乱 分子量

1 肌 00 0) と ヌ マ トリ ン (B 2 3 蛋 乱 分子量 汎 000) が 考え られ て

い る
3)
.
こ れ ま で N H L を は じめ , 乳癌

33-

, 神経芽細胞腫
34)

, 急性

リソ パ 性 白血 病
35)
, 多発 性骨髄腫

36)

な ど の 様 々 な 悪性腫瘍 で

A g N O R s の 検討が な され て お り ,
正常細胞 と腫瘍細胞 と を 比

較する と ,
腫瘍細胞 に お い て 明 らか に A g N O R s の 数が 増加 し,

核に 占め る面積も大きい こ と が報告 され て い る ･ ま た ,
K i6 7 な

どの 増殖期に ある細胞の マ
ー カ ー の 陽性率と も良く相関す る こ

とが報告 され て い る
33)

.
こ の ように ,

A g N O R s に 関する臨床的

研究は数多くな されて い るが , そ の 重要な 構成要素である ヌ ク

レ オ リ ン に 関す る臨床的検討ほ未 だな され て い な い . そ こ で ,

本研究で は A g N O R s と ヌ ク レ オ リ ソ と の 関係を H L6 0 細胞を

用い て 基礎的に 検討す る と ともに , 臨床的 に は N H L リ ン パ 節

細胞を 用 い て 検討 した .

ヌ ク レ オ リ ン の 発現量 を半定量的に 知 る た 捌 こ先ずウ サ ギ抗

ヒ ト ヌ ク レ オ リ ン ボ リ ク ロ
ー ナ ル 抗体 を作製 した . 基礎的な検

討の 結果, 本研究で 作製 した 抗体が間違 い な く抗 ヌ ク レ オ リ ン

抗体である こ とが 確か め られ た . そ こ で ▲ A g N O R s と ヌ ク レ

オリ ン が 相関す るか 否か を検討す るた め に H L 6 0 細胞の 分化誘

導時の 両 者の 変化を観察 した . そ の 結果 , 分化 した H L 6 0 細胞

の ヌ ク レ オ リ ソ の 発現が 減少す る こ と が 明 らか と な り ,
こ の 成

練は H L 6 0 細胞を D M S O 添加培養す る こ と に よ り A g N O R s

の大きさや 数が減少 した と する R e e v e s ら
37}
の 成績を 裏付け る

もの と い え る . また こ れ らの 成 熟 ま, H L 6 0 細胞の 分化成熟 に

ともな っ て リ ボ ソ ー

ム R N A 遺伝子 の 活動性が低下す る こ とを

示唆して い る . ヌ ク レ オ リ ン は 分裂朋 の C d c 2 キ ナ
ー ゼ の 基質

で あり, 増殖期に ある細胞よ り分離され た場合 に は リ ン 酸化の

程度は高い と考え られ て い る
38)

. c d c 2 キ ナ
ー ゼ ほ , 細胞が G2

期か らM 期 に 移行する際に 必 須な 酵素で , 細胞回 転を制御 して

い る重要な酵素の 一

つ で ある . ヌ ク レ オ リ ソ 以 外 の cd c 2 キ

ナ ー ゼ の 基質と して ほ R B 蛋白
39)

, P 5 3
4 0)

,
テ ロ シ ソ キ ナ

ー ゼ

( c- S r C
4 1

り 等が 知 られ て お り , い ずれ も 発が ん と の 係わ りで よ く

検討され て い る . R o u s s el ら
7)
は
,
カ ゼ イ ン キナ

ー ゼ Ⅲ に よ りリ

ン 酸化 され た ヌ ク レ オ リ ン と
ょ
カ ゼ イ ン キ ナ

ー ゼ Ⅲ と cd c2 キ

ナ ー ゼ の 両 者に よ り リ ン 酸化され た ヌ ク レ オ リ ン , お よび 脱リ

ン 酸化され た ヌ ク レ オ リ ン の 間に は A g N O R s の 染色 パ タ
ー

ン

むこ違い がなく ,
A g N O R s の 染色性ほ ヌ ク レ オ リ ソ 分 子 の ア ミ

ノ末端の 繰 り返 し配列部分に あり , こ の 部分が 自己 分解活性に

より分解 される と染色性が なく な る と報告 した . さ ら に F a n g

ら
42-
は ヌ ク レ オ リ ソ の 最初 の 分解ほ ア ミ ノ 末端 の 繰 り返 し配列

の 部分で起こ る こ と を示 唆 した . 本研究 で ウ サ ギ 抗 ヒ ト ヌ ク レ

オリ ン ボ リ ク ロ ー ナ ル 抗体を 作製する の に 使用 した 蛋白は , ヌ

ク レ オリ ン の カ ル ポ キ シ ル 末端部分の 分子量24 , 0 0 0 の ペ プ チ ド

である. した が っ て
, 本抗体は 分解さ れ た ヌ ク レ オ リ ソ を認識

できない A g N O R s 染 色と は異な り, ア ミ ノ 末端 の分解 した ヌ

ク レ オ リ ソ と未分解の ヌ ク レ オ リ ソ の 両者を認識す る こ と が で

623

き , 本抗体 を用い る こ とに よ りよ り正 確 に 細胞の 活動性を知り

え る可 能性が 示 唆され る .

A g N O R s と ヌ ク レオ リ ン と の 関連性を臨床例 で 検討す る た

め に
,
N H L の リ ン パ 節細 胞 に お け る

一

個 の 核 当 た り の

A g N O R s の 数と ヌ ク レ オ リ ソ 陽性細胞 の 百 分率 と を 比較 し

た . そ の 結 果, 両者間に は 正 の 相関が み られ た が , 統計学的に

有意 で は な か っ た . これ は ,
ヌ ク レ オ リ ソ が きわ め て 不 安定な

蛋白であ り, 免疫組織染色標本を作製する過程 で プ ロ テ ア
ー ゼ

の 影響 に よ り変性 したか , ある い は ア ミ ノ 末端の 分解 を受けた

ヌ ク レオ リ ン で は
, 抗ヌ ク レオ リ ン 染色 の 陽性率 が高 い が ,

A g N O R s の 数は低値と な るた め で ほ な い か と推定 され る .

本研究 で 得 られ た A g N O R s と ヌ ク レ オ リ ン の 関係よ り ,
ヌ

ク レ オ リ ン は N H L の 増殖活性を良く反映す る こ とが 明らか と

な っ た . ま た ,
N H L に お い て は A g N O R s と ヌ ク レ オ リ ソ の 染

色性 に よ り, リ ン パ 腫細胞の 増殖活性 の 型を次 の 4 つ に 分け る

こ と が で きる と考 え られ る . 第1 型 は , ヌ ク レ オ リ ソ の 陽性率

が低く ,
A g N O R s の 数 も少な い もの で ,

こ の 型は ヌ ク レ オ リ ン

そ の もの が 少なく紳胞の 増殖活性ほ 低い と考え られ る . 第 2 型

は
,
ヌ ク レ オ リ ン の 陽性率は低い が ,

A g N O R s の 数 ほ多 い もの

で
, 分解 され る前の 段階 の ヌ ク レ オ リ ン の 量が 多い と考 え ら

れ
, 増殖準備状態と推定 され る . 第 3 型は , ヌ ク レ オ リ ン の 陽

性率が高く ,
A g N O R s の 数 の 少な い もの で , 分解 され た ヌ ク レ

オ リ ン が多く存在する状態で , 少 し前 に 増殖 が盛ん で あ っ た こ

とを 示 すと考 え られ る . 第 4 型は , ヌ ク レ オ リ ン の 陽性率は高

く ,
A g N O R s の 数も多い もの で , 連続 して増殖が盛ん な 状態 に

あると 推定 され る . 本研究 で検討 した N H L の 症例で ほ , 第1

型 と第 4 型, すな わ ち最も増殖活性が低い と 考え られ るグ ル
ー

プ と最も増殖活性が高い と 考 え ら れ る塑 で 死 亡 例が 少 な か っ

た . こ の こ と は
, 増殖活性の 低い N H L は 予後が 良好で あ り ,

さ らに , 増殖活性 が高い N H L も予後 が良好で あり得 る こ と を

示 唆 して い る .
これ は

l
現在の N H L に 対する化学療法が 主 と

して 増殖期 に ある腫瘍細胞に 取 り込 ま れ易 い 薬剤の 艇み 合わせ

に よ り行われ て お り , 増殖活性の 高い N H L で は強 い 効果を発

揮す る こ と に よ るもの と考え られ る . こ の よ うに A g N O R s 数

と ヌ ク レ オ リ ン 陽性細胞率を組み合わ せ る こと で 予後 の 推定が

可 能 とな る と考 え られ る .

以 上の よ う に ,
A g N O R s の み な らず, ヌ ク レ オ リ ン を観察す

る こ とに よ っ て よ り
一 層詳細に 細胞 の 増殖動態 を推測す る こ と

が 可能 で ある . また , 腫瘍細胞の 増殖能の 把握 は直接治療法の

選択 に 結び 付くも の で あり , A g N O R s お よ び ヌ ク レ オ リ ン の

解析 は臨床上も有用 な も の と考え られ る .

結 論

複数の 蛋白の 変化 を表わす A g N O R s 染色法を 単
一

の 蛋白 の

変化と して 把握するた め に ,
A g N O R s の 最も 豊富 な構成成分

である ヌ ク レ オ リ ソ に つ い て , ウ サ ギ抗 ヒ ト ヌ ク レ オ リ ン ボ リ

ク ロ ー ナ ル 抗体を作製 して 検討 した . 作製 した 抗 ヌ ク レ オリ ソ

抗体に よ る染色が , ヌ ク レ オ リ ン 発現の 変化 を表わ して い る こ

とを 確認するた め に ,
ヒ ト白血 病細胞株 H L 6 0 細胞 を D M S O

で 分化誇導 し, 発現の 変化を観察 した . 同時に A g N O R s 染色

を 行 い , 数的変化を観察 し , 両者 の 関係を 検討 した . さら に 臨

床検体に お ける検討を行うた め に , 未治療の N H L 患考リ ン パ

節細胞 に お ける , ヌ ク レ オ リ ン の 発現 と A g N O R s の 数の 関係

を比較 し, 以下 の 結果を得た .
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1 ･ D M S O 添 加培養に よ り , 分化を 誘導 した H L 6 0 細胞 で は

増殖能 ほ低下 し, ヌ ク レ オ リ ソ の 発現量は 減少 し ,
ま た

,

A g N O R s の 数も大き さも減少 し, 小型に な っ た .

2 ･ N H L 患者 リ ン パ 節細胞 の ヌ ク レ オ リ ン 陽性率は様 々 で
t

陽性率 ほ 2 .4 % - 7 9 .4 % で 平均値と そ の 標準偏差 は 27 .7 % 士22 .-

5 とば ら つ きが あ っ た .

3 . N H L 患 者 リ ン パ 節 細胞 の
一

個 の 核 当 た り の 平 均

A g N O R s 数の2 0例全 例の 平均値 と そ の 標 準偏差 ほ 2 .83 土0 .7 7

で 1 .6 4 か ら 4 .4 0 ま で の 値で あ っ た .

4 .
N H L 患者 リ ン パ 節細胞に お い て ヌ ク レオ リ ン 陽 性率 と

A g N O R s の 数 ほ正 の 相関関係が認め られ た .

5 ･ A g N O R s の 数 と ヌ ク レ オ リ ソ の 陽性率に よ り , 増 殖活性

が低 い 型 , 増殖準備状態の 型, 盛 ん な増殖があ っ た後 の 状態 の

型
, 連続 して 増殖が 盛ん な 型の 4 つ に 分類で きた .

6 ･ 連続 して 増殖 の 盛ん な型 と増殖活性の 低い 型 で 治療後 の

無病生存例が多く , 予後が 良好であ っ た .

7 ･ 以上 の 結果か ら
,
A g N O R s と 同時に ヌ ク レ オ リ ン の 発現

を観察す る こ とは 】 細胞の 増殖能を解析する 上 で きわ め て有用

と考 えられ た .
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C h r o m o s o m e s T o d a y , 1 st e d , p 26 ト271 , A 11 e n a n d U n w i n ,

L o n d o n
,
1 9 8 7

62 5

3 3) S t ef a n o D D , M i n g a z zi ni P L , S c u c c hi L , D o n n e tti M .

M a ri n o z zi V . A c o m p a r a ti v e s t u d y of h is t o p a th ol o B y h o r m o n e

r e c e p t o r s , p e a n u t l e c ti n bi n d in g , K i- 6 7 i m m u n o s t ai ni n g , a n d

n u cl e ol a r o r g a n iz e r r e g 1 0 n
-

a S S O Ci a t e d p r ot ei n s i n h u m a n

b r e a st c a n c e r . C a n c e r 6 7 : 4 6 3-4 7 1 , 19 9 1

34) R a af at M F . C r o c k e r J , W illi a m s D . C o m p a r a ti v e s t u d y

Of t h e d e g r e e of diff e r e n ti a ti o n of n e u r o bl a s t o m a a n d m e a n

n u m b e r s of n u cl e ol a r o r g a ni s e r r e gi o n s . J C li n P a th o1 4 1 :

5 2 7-5 3 l , 1 9 8 8

3 5) A r d e n K C , B u c a n a C D , J o h n s to n D A , P a th a k S .

C o m p u t e r
-

a S Sis t e d i m a g e a n aly si s of sil v e r s t ai n i n g i n n o r m al

a n d l e u k e m i c b o n e m a r r o w . I n t J C a n c e r 4 3 : 39 5 - 39 8 , 1 98 g

3 6) P i c h A , M a r m o n t F , C h i u s a L , C a p p ell o N , R e s e g o tti

L
,
N a v o n e R . A r g y r o p hili c n u cl e ol a r o r g a ni z e r r e gi o n c o u n t s

a n d p r o g n o sis i n m ultipl e m y el o m a . B rit J H a e m a t o1 8 2 :

68 1 -6 8 8
,
1 9 9 2

3 7) R e e v e s B R , C a s e y G , H o n e y c o m b e J R , S m ith S .

C o r r ela ti o n of diff e r e n ti a ti o n s t a t e a n d sil v e r s t ai ni n g of

n u cl e ol a r o r g a n iz e r s i n th e p r o m y el o c yti c le u k e m i a c ell li n e

H し6 0 . C a n c e r G e n e t C y t o g e n e t 1 3 : 1 59
-1 6 6 , 1 9 8 4

3 8) P et e r M ,
N a k a g a w a J , D o r e e M , L a b b e J C , N ig g E A ･

I d e n tific a tio n of m ajo r n u cl e ol a r p r o t ei n s a s c a n did a t e mi t o tic

s u b st r a t e s of c d c 2 ki n a s e . C el1 6 0 : 7 91
-8 01

,
1 9 9 0

3 9) T a y a Y , Y a s u d a H , K a mi j o M , N a k a y a K , N a k a m u r a

Y ,
O h b a Y

,
N is h i m u r a S , [ n v tt r o p h o s p h o r yl a ti o n of th e

t u m o r s u p p r e s s o r g e n e R B p r o t ei n b y mi t o sis- S p e Cifi c hi s to n e

H l k i n a s e . B i o c h e m B i o p h y s R e s C o m m u n 1 6 4 : 5 8 0
-5 86

,
1 9 8 9

4 0) B i s c h off J R , F ri e d m a n P N , M a r s h a k D R ,
P ri v e s C

,

B e a c h D . H u m a n p5 3 i s p h o s p h o r yl a t e d b y p6 0- C d c 2 a n d

c y cli n B- C d c 2 . P r o c N a tl A c a d S ci U S A 8 7 : 4 7 6 6-4 7 7 0 , 1 9 9 0

4 1) M or g a n D O , K a pl a n J M , B is h o p J M , V a r m u s H E ･

M it o si s- S P e Cific p h o s p h o ryl a ti o n of p 6 0
= r⊂

b y p 3 4
C d c2

- a S S O Ci a t e d

p r o t ei n ki n a s e . C elI 5 7 : 7 7 5- 78 6 , 19 8 9

4 2) F a n g S H ,
Y e h N H . T h e s elfr cl e a vi n g a c ti vi ty of

n u cl e oli n d e t e r mi n e s it s m ol e c u l a r d y n a m i c s in r el a tio n t o

c ell p r olif e r a ti o n , E x p C ell R e s 2 0 8 : 4 8-5 3 , 1 9 9 3
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T h e R el a ti o n sllip b et w e e n N u cl e oli n E x p r e s si o n a n d A r g y r o p h ili c N u cl e ol a r O rg a n i z e r R e gi o n s
-

P r o d u cti o n o f

A n ti ･ H u m a n N u cl e oli n P o l y c1 0 n al A n tih o d y a n d O b s e r v ati o n o f t h e D i 馳 r e n ti a ti o n o f H L 6 0 C ell s a n d N o n .

Ⅱ o d g kin
'
s L y m p h o m a C ell s Y o k o O k ab e

,
D e p a rt m e nt o f I n te rn al M e d i ci n e (III) , S c h o ol o f M e di ci n e

,
K a n a za w a

U ni v e rsity , K an a Z a W a 9 20
- J . J u z e n M e d S o c . , 1 0 5 , 6 1 7

- 6 2 6 ( 1 99 6)

K e y w o r d s n u cl e oli n
･
a rg y r O ph ili c n u cl e ol ar o rg a ni z e r r e g l O n S , n O n

- H od g k i n
,

s l y m p h o m a

A b st r a ct

I t i s w ell k n o w n th at t h e si z e a n d th e n u m b er s of a rg y r o p h ilic n u cl e ol a r o r g a ni z e r r e gi o n s ( A g N O R s) r efl ec t a

tr a n sc ri pti o n al a cti v ity of r D N A a n d c ell p r oli f er ati o n a cti v i ty ･ N u cl e oli n
,
a M W l OO

,
0 0 0 p h o s p h o p r o t ei n , is a m o st

ab u n d a nt n u cle ol a r p r ot ei n in e x p o n e n ti all y g r o w l n g C ells a n d a m ai n n u cl e ol a r pr ot ein of n u cl e ol ar o rg a niz er re g l O n -

a ss o cia ted p r ot ei n s ･ Si n c e A g N O R s
- a S S O Ci at ed pr ot ei n s c o n sist o f s e v e r al di ff t r e nt p r ot ei n s , th e si z e a n d th e n u m b er of

A g N O R s ar e a 飴 c te d b y th o s e p r o tei n s ･ I n th e p re s e nt st u dy , i n o rd e r t o a n aly z e th e c ell p r olif t ra ti o n a cti vi ty p r e cis ely , th e

r el ati o n s hip b et w e e n th e ch an g e i n n u m b er a n d siz e o f A g N O R s a n d th e e x p r e s si o n of n u cl e ol in w as o b s er v e d ･ First
,
a

r a b bit p ol y cl o n al a n ti
- h u m a n n u cl e oli n a ntib o d y w as p r o d u c ed u si ng th e E s c h e ri c hi a c o li

- e X P r e SS ed M W 2 4 ,0 00 p ep ti d e of

th e c ar b o x yl
- te mi n al d o m ai n of n u cl e olin as th e a nt lg e n ･ T o k n o w th e c h an g e i n e xp r e ssio n of n u cl e ol in a c c or di n g to c ell

di ff e r e n ti ati o n
,
H L 60 c ell s w er e t r e a te d w ith di m eth y l s u lf o xid e ( D M S O) a n d o b s e r v e d b y W e st e m b l ot a n al y si s a nd

i m m u n o h i st o c h e mi c al stai nin g ･ F u r th e r m o r e , f o r cli ni c al st u d y , A g N O R s a n d n u cl e oli n e x pr e ssi o n of th e ly m p h n o d e c ells

O b t ain e d fr o m p a ti e nt s w i th n o n - H od g ki n
'

s l y m p h o m a ( N H L) w er e a n al y z ed . D M S O - tre ate d H L 6 0 c ell s di 蝕 r e n ti ate d i nto

m at u r e gr an u1 0 C y te S ･ T b e n u cl e ol in e x p r es si o n w as o b se rv e d b y W es te m b l o t an al y si s i n th e D M S O -

u n tr e ate d ⅡL 6 0 c ells
,

b ut n o t i n th e tr e at e d o n e s . I n i m m u n oh ist o c h e mi c al st aln l n g , th e n u cl e olin e x p r e ssi o n of t h e D M S O - u n tr e at e d H L 6 0 c ells

W aS O b s e r v e d as l ar g e d ot s i n th e n u cl e u s , b u t , C O n V erS el y , aS S m al l o n e s i n th e n u cl e u s of th e tr e a te d c ell s ･ h th e ly m p h

n o d e s e c ti o ns ob t ai n ed 負
･

o m 2 0 p a ti e nts w i th N H L , a li n e a r rel ati o n sh ip b et w e e n th e m e an n u m b er s of A g N O R s pe r n u Cl e u s

an d th e p e rc e n ta g e s of n u cle oli n
-

P O Siti v e c ell s w as o b s e r v e d ( r
= 0 . 4 0

, p
= 0 .07) ･ D i v i di n g i n t o fo ur g r o u p s b y th e m e a n v al u e s

( A g N O R s , 2 ･8 3; n u Cl e oli n , 2 7 ･7 % ) of th q m e an n u m b er s of A g N O R s a n d th e pe rC e n ta g e S Of n u cl e oli n
-

p O Sitiv e c ell s , th e

g r o u p h a vi n g h ig h e r v al u e s i n b o th , th o s e c o n si d e re d t o h a v e h ig h p r olift r a ti o n a c ti v ity , an d t h e g r o up h a vi n g l o w e r o n e s i n

b o th
,
C O n Si d e r e d to h a v e l o w p r olif t ra ti o n a cti vi ty , S h o w th e b etter p r o g n o si s th an th e o th e r t w o g r o u p s . B as ed o n th e se

fi n di n g s , it is c o n cl u d e d th at th e n u cl e oli n e x p r e s si o n i s r e d u c e d b y c ell ul a r d iffe r e ntia ti o n , a n d , Cli ni c ally , n O t O nly

A g N O R s b u t al s o n u cl e oli n ar e th e r eli a bl e m ark e rs f b r p r e s u m l n g th e p r olif t r ati o n p o te n ti al of N H L c ell s .


