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Abstraet  

E鮎ctofnicotinicacidrelatedcompoundsonthegrowthofculturedanimalcellswasinvestigated．  

Eachcompoundwasaddedatvariousconcentraもions（1／JM－0．1M）totheculturemediumofmurine  

lllyeloidcellsくP3Ⅹ63－Ag8．653），Syrianhamsterkidneycelis（BHK－21clone－13）aIldhumallleukemia  

Celis（K－562）．Al10fthecompoundstestedwerernoreorlessinhibitorytoeverycells．Whencom－  

ParedatlOmM，itcanbesummarizedasbe‡ow：   

Inmurine myeloidce11s，trigoneuine hadno effect；nicotinicacidN－0Ⅹide andcinchomeronicacid  

WereVeryWeaki血払itors；nOCOtinicacid，6・hydroxy111COtbicacid，qu血）1inicacid，etC．WereWeakin－  

hibitors；nicotinamide，isonicotinicacidhydrazide，Picolinamide，pyridoxamine，Nl－me軌ylnicothamide，  

Pyridoxine，etC．Were StrOnginhibitors；picolinic acid，dipicolinic acid，Pyridoxaland pyridoxa15’－  

Phosphatewerestrongestinhibitors（no最vingcellwasdetectable）．Theapparentinldbitionwithnicotト  

namideat5mMwasrecovercdwhenthecompoundwasremovedtromthemediumafter48hrincuba－  
tion．Onthecontrary，largeamountofcel】swerekiiledwithotherpotentinhibitorsat5mMafter48  

hrincubatio11．   

Insynanhamster】くidneyce11s，theeftectofaboveinhibitorsweregenerallyweakcrthanthosein  

murine myeIoid cells．In humanleukemia cells，theinhibition pattern was similar to thatin murine  

mye10idcellswiththeexceptionoftrigonelline．  

1（eywords：GrowthInhibition，Cu‡turedAnimalCells，NicotinicAcid，Trigone】line，Nicotinamide  

呼ばれていたもので，その後イヌの罵奇病に有効な成分  

として肝臓から抽出・梢製されたl）。ニコチン酸（以下  

NiAと略す）もまたベラグラに対しては同等に有効であ  

る。NAmほ生体内でNA工）やNÅDPとなり，脱水紫酵  

索の補酵素として種々の蕊繋な生化学反応に関与してい  

ることは古くからよく知られている。NiAの薬理作用の  

うち，特に錐著なものは血管に対する作用で．静注また   

緒  R  

ニコチン醜聞連化合物のいくつかのものにおいて，下  

記のような生理作用や薬理作用が知られている。ニコチ  

ンアミド（以下NAmと略す）は，ベラグラ予防園子と  
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およびK－562（ヒト骨髄性自血嫡細胞）の増殖に及ぼす  

影響について検討した。K－56Zは分化誘導を検窟でき  

る細胞，また8HK－21は遵操子観磯えタンパク質の動  

物紺地での独断こ榊－られる細胞であり，こうした観点  

からのニコチン酸関連化合物の作剰こついても，今後検  

討可能である。   

なお，BHK－21郷地では，ピコリン酸を投与すると，  

48時間後に細胞周期のGl期とG2期の両方で増殖の停  

止が見られるとの報告が出ている11）。  

は搾にヨ投与すると，脳血管・脊髄血管，網膜血層などを  

拡張させ，また心臓に対しても発射犬血行をよくする。し  

かしNiAは，皮膚温の上界・皮膚紅軌 鋸F，吐き気  

など山適性の渕作用を示すことがあり，これらの症状は  

Flushi昭と呼ばれており，約30分から2時間以内に消失  

する。しかし，NAmにはこのような作用はない2）。ピ  

コリン酸にはキレート作用があり，ラットに繚口約に投  

与すると休漁増加や肝臓の鹿螢増加が起こが）。ジピコ  

リン酸は，カルシウムやマグネシウムに対する特輿的な  

キレート剤であり，風脚肋ぷ膵の細蘭の胞子中でカルシ  

ウムとキレートして広く存在している4）他に，グルコー  

スデヒドロゲナーゼの活性化の阻寒剤としても働く5）。  

トリゴネリンは，植物や下等動物におけるNiAの代謝  

産物または排弛形と考えられている6〉。また，豆科植物  

の細胞分裂をG2期で停止させる作月㌢〉やヒドロ虫類の  

変態調節ホルモンとしての作月㌍）を有する。キノリン酸  

は，NAかの庇乃抑0生合成経路における中間体である  

ことはよく知られているが，さらに敢近では，けいれん  

発現作用のあることが見い出されていが）。   

NiAと同株にビリジン骨格を有するビタミンであるビ  

リドキサール，どリドキサミンおよびビリドキシンは，  

総称してどタミンB6と呼ばれ，アミノ酸等の合成や分  

解に関与する多数の酵素系の補辞儀となっていることか  

ら，細胞の成厳にも盈繋な影響を与えると考えられる。  

事実B6欠乏動物においては，各種の移植嫡の発育が抑  

制され∴‰措抗剤でも膿瘍の抑制がみられるが，この  

作用は‰の関与によって生成する増殖園子の欠乏によ  

るものとされている2）。   

郵餅究姦では，糎簡約に培養した植物（アオウキク  

サ：エg椚捏α♪α〃C加5ね如151）を卵－て，N仏関連化合物  

の生理作用や薬理作用について研究してきた。その結鼠  

NiA，NAmおよびピコリン酸は，生轡抑制と開花紛繹効  

果を示し，シンコメロン乳トリゴネリンおよびジピコ  

リン酸は，生育促進効果を示すことが明らかになった10）。   

上紀のように，ニコチン酸関連化合物はinvivoで  

種々の生判巨薬理作用を示し，細胞増殖や分化という観  

点からも非常に興味深い。そ・こで今恒＝ま，『ニコチン酸  

閑適化合物の各棟生物に対する生理作用と薬理作用に関  

する研究透の鵬環として，各種N波間逮化合物とどタ  

ミンB6同族体が，動物の培巷細胞である653（マウス  

骨髄腫細胞），BHK－21（シリアンハムスター仔腎細胞）  

実 験 方 法  

1．培地と増産器具および培寿細胸株   

RPMI1640培地ほ日水製薬（株）より，Ca・Mg不含  

ハンクス液に溶解した2．5％トリプシン液（LotNo．  

9040352），トリプトーズリン酸ブロス液（29．5gハ），仔  

ウシ血清（LotNo．2913188i），トリバンプルー染色液は  

日本フロウラボラトリーズ（株）より，BME（Basal  

MediumE喝1e）ほギブコオリエンタル（株）より，ウシ  

胎児血瀾（LotNo．9MOO44）はWhittakerM．九Biopro－  

ducts，Inc．よりそれぞれ購入した。T－フラスコは日本  

インターメッド（株）より，斜＝泡堵盤用プラスチック  

デイツシェ（i鑑径30n】m）はダライナ一社より購入した。   

不実験に用いた細胞株吼 マウス骨髄腫郷＝泡P3Ⅹ63－  

Ag臥653，シリアンハムスター仔腎細胞BHK－21clone－  

13およびヒト骨髄性自血柄細胞K－562細り抱である。  

2．NiA関連化合物   

〟l－メチルニコチンアミド，〟，－メチルニコチンアミ  

ドおよびビリドキサールはシグマ祉から，イソニコチン  

酸ヒドラジド，イソニコチンアミド，3－アミノビリジ  

ン，トリゴネリン，シンコメロン倣およびイソシンコメ  

ロン酸は塞凝化成工莱（株）から，ビリジンー3，5－ジ  

カルポン艶 ピラジンアミド，ピラジンー2－カルポン艶  

キノリン軌 ニコチン酸〃－オキシド，6－ヒドロキシニ  

コチン酸，ニコチン酸メチル，ピコリン軌 ピコリンア  

ミドおよびその他の一般的な試薬類は敢高純度のものを  

（株）ナカライテスクから，それぞれ購入した。   
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（5）653細胞の生轡阻寒剤のBHK－21細胞増殖に及ぼ  

す影響   

浮遊培轟で増殖する653細胞の増殖を阻馨した多くの  

化合物のうち，ピコリン殴，3－アミノビリジン，ビリ  

ドキサール，ビリドキサール5′－リン軌 ビリドキサミ  

ンおよびビリドキシンについてほ，8HK－21細胞を用  

いて各化合物の添加濃度を0，0．1，0．5，1，5，10mMに  

して，付潜細胞の増殖に及ぼす影響を検討した。この細  

胞は，上紀の培地においては，培養器具に付着して増殖  

する性質があるので∴実験に用いる‡幣には，器具に付潜  

している細胞を0．25％トリプシン溶液で処埋して堵東谷  

舘からはがした後，柵胞数を算定し，その密度が20～  

40×104cells／mユとなるように新鮮なBME（＋）培地で  

希釈し，マイクロデイツシュに蒔いた。これを通常の条  

件で12時間培発した後，各化合物を溶解したDPBS培  

地を添加して72時間培養し．再びトリプシンによる処理  

を行い巨細胞を培嚢容器からはがした後，生細胞数を算  

盤した。  

3．細胞培養法  

（1）細胞の槽幾   

653細胞とK－562細胞の増発には．ウシ胎児血晴を  

10％添加した。RPM王1640培地（以下RPMI（＋）培地  

と略す）を用いた。王きHK－21紺泡の曙寒には，仔牛血  

清を10％およびトリプトーズリン酸プロス液を10％添加  

したBME培地（以下BME（＋）培地と略す）を用い  

た。なお，これらの培地中にはNÅユⅥとビリドキシンが  

それぞれ1．Omg／1の終浪度で撤初から含まれており，  

それはNAmで約∂〟M，ビリドキシンで約5〃Mと低  

濃度ではあるが，これらが存在しないと動物細胞ほ増殖  

することができない。したがって，今風の実験では，こ  

れら低濃度のNAmとどリドキシンにNiA閑適化合物  

を上のせして添加し，その影響を検討したことになる。  

各細胞は，上紀の培地を用いて，CO25乳 湿潤状態に  

おいて37℃で培薇し，爽験には常に対数増殖湖にある  

細胞を用いた。  

（2）細胞敗色法   

生細胞と死細胞を区別するために，トリバンプルー染  

色液で敗色した。染色法は，細川包浮遊培餐液に等駿のト  

リバンプルー染色液を加えて3分間静澄してから再び懸  

濁し，20分以内にトーマ血球解党盤を用いて算定した。  

なお，コントロールにおける生柳川色数と各棟化合物を添  

加したときの生細胞数の比率（％）を，ここでは染細胞  

比（Livi咽CellRate）と表現している。  

（3）各様NiA閑適化合物の653細胞とK－562紺胞の  

増殖に及ぼす影轡   

培奪した細胞を1000×gで3分間遠心分離し，細胞  

数が20～d0×104celis／mlとなるようにMP王1640  

（＋）培地に懸濁した。この懸濁液をマイクロディッ  

シュに蒔き，Ca・Mg不含Dulbecco’s Phosphate－  

Bu鮎redSa血e培地（以下単にDPBS培地と略す）で各  

濃度に調製した各種化合物の溶液を添加して堵饗した。  

喀巷72時間目にトリバンプルーで染色して故郷胞数音算  

盤し，その6迎の平均倦を求めた。以下の実験において  

も，これとほぼ同様に行った。  

（4）NAmの653朗則包増殖に及ぼす影響   

NAmの濃度が5mMとなるように培地に添加してd8  

時間増発し，遠心分離（1000×g，3min）して細胞を簸  

め，DP王きS培地で2回洗浄後，化合物醜添加のRPMI  

（＋）堵地と交換して渾び培養し細胞増殖を検討した。  

結果 と考察   

1．各種NiA関連化合物の653細胞増殖に及ぼす影響   

各化合物を培地中の終濃度が1mMおよび10mMと  

なるように添加したときの生細胞比をTablelに示した。  

化合物の添加漉皮が10mMではトリゴネリン，ニコチ  

ン酸〃－オキシド及びシンコメロン酸は他の化合物の場  

合と比べて強い増鵜阻番は見られなかった（生甜胞比＞  

80％）。特にトリゴネリンは，ほとんど彫轡がなかった  

ので，さらに商い漉度についても検討した。化合物の添  

加濃度が1mMにおいて，イソニコチン酸ヒドラジド，  

3－アミノビリジン，ビリドキサミン，ビリドキシン，  

ピコリン酸，ジピコリン酸，ビリドキサール，ビリドキ  

サール5′－リン酸などの化合物は強い増殖阻寮を示した  

（生射り泡比＜55％）。イソニコナン酸ヒドラジドと3－ア  

ミノビリジンの場合，増発2日目までは，あまり花組胞  

は見られなかったが，3日目からは急に増加した。ピコ  

リン酸やジピコリン酸による増殖阻害は，それらのキ  

レート作用によるものではないかと考えられる。  

2．ピコリン酸の653細胞増殖に及ぼす影響   

ピコリン酸の添加濃度が0，0．5，1，5mMのときの紺   
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胞の増娘曲線をFig．トAに示した。化合物の添加漉度  

が0．5mM以上では明らかに細胞の増殖が阻寒されて  

いる。しかし，データーは示してないが，添加濃度が  

0．01111M以下では，増殖に及ぼす影響ほ全くみられな  

かった。ピコリン酸はキレ岬卜剤としての作月ほ持つ他，  

ADP－リボシル化の阻寒剤でもあるため，これらの作用  

がなんらかの形で上記の阻審に関与しているのではない  

かと思われるが，今後この面からの検討も必質である。  

このキレート割としての作用により，正常ラット腎細胞  

の28SrRNAのプロセッシングが阻審される。このため  

に60Sリポゾームサブユニットの前駆体粒子は成熟で  

きず，未成熟のままで細胞洒に蓄稗されることが示唆さ  

れている11・12）。他のキレート別の作用として，1，10－  

フェナンスロリンは，酵母のrRNAプロセッシングを  

阻審する1ニi）。タンパク合成には，リボソーム瀦躯体蘭学  

の形成とRNAの成熟が必要であり，ピコリン駿処理し  

た細胞では，タンパク合成が約50％‡与良審されることなど  

から考えれば，タンパク合成の限審はrRNA合成にお  

けるピコリン酸の効果が原園の仰山つと考えられると報告  

されている12）。  

3．トリゴネリンの653細胞増殖に及ぼす彰啓  

トリゴネリンの添加濃度が0，10，100mMのときの培  

養3日目の紬抱を用いた増殖曲線をFig．トBに示した。  

固からわかるように，添加浪度が100mMという非常  

に商漉皮な条件下で培凝しても，細胞の増殖能はわずか  

しか低下しなかったのが特徴的であり，他の化合物と比  

較すると，とて射矧味深い結果である。  

Tablel．Efkct ofnicotinic acid related compounds  
on the 餅OWt王10f mM血e myeloid ce11  
P3Ⅹ63・Ag8．653  
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‘l．NAmの653細胞増殖に及ぼす影攣   

この爽験結果は，Fig．2に示した。化合物を添加して  

いない培地と交換した後では，明らかに細胞の増殖髄が  

緋鼓している。このことから，少なくともNAmは劇胞  

の榔直を何らかの作用で軌j二させるが，それは可逆的で  

あることがわかる。  

Table2．E鮎ct ofnicotinic acid reiated compounds  
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Fig．2．Effect of Nicotinamide on the Cel】Growth of  
MurineMyeloidCeliP3Ⅹ63一Åg8・653．Ti－eCe11  

wa＄incubatedwiththemediumcontairung5mM  
nicotinamidefor48Ⅰばandtllenl扇cotinanlidewas  

removed by wasl血g the celland re・incubated  

with the medium without nicotinamide． When  

nicotinamide was not removed，the growth was  
StOppedbutthecellwasst妄Iia最ve・  

5．ビリドキサールとビリドキサミンの653細胞増殖  

に及ぼす影轡   

噛細胞の増殖因子生成に関与すると宵われているB6  

のうち，ビリドキサールおよびビリドキサミンを，糸鋸包  

が死滅しない程度に過剰添加して堵滋したが，今回の実  

験結果かちほ書 B6と如仇敵pにおける増殖因子生成と  

の関係付けはできなかった。  

6．653細胞の増殖阻害剤がBHK－21細胞増殖に及  

ぼす影響   

65：測地で増殖を阻害した化合物のうち，ピコリン盲艶  

3－アミノビリジン，ビリドキサール，ビリドキサール  

5′－リン酸，ビリドキサミンおよびピリドキシンについ  

て，B11K－21紺地で検討した実験結果をTable2に示し  

た。653細胞を用いた実験と比較してみると，全体的に  

BHK－21細胞の方が阻審を受けにくい傾†如こあること  

がわかる。しかしビリドキサールを添加した場合のみ，  

0．1mMにおいても生細胞比は76％と比較的低いことが  
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1い，（1  

Pyridoxanline  

認められたひ  

7．NiA閑適化合物のK－562細胞増殖に及ぼす影響   

各化合物の培地中の漉皮が1mMおよび5mMとな  

るように添加した場合の生細胞此をTable3に示した。  

5mMの漉度では，かなりの榛努蔓の化合物において増殖  

阻害が見られた。653細胞においては，10mMにおいて  

もほとんど阻審を示さなかったトリゴネリンが，K－562  

細胞では少し阻害されたのが対照的である。ビリドキ   
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562細胞においても653細川包のときと同様に（Fig．トA  

参照）強い増殖阻番を示したが，これはキレート剤とし  

ての作用によるものではないかと思われる。他の化合物  

による阻審機構については，現在のところすべて不明で  

あり，将に高濃度のどタミン掛こよる阻番は興味深く，  

今後の検討課題である。   

以上のように，今回用いたNiA関連化合物のなかに  

は，植物の場合とほ輿なり10），動物堵牽細胞の増殖を促  

進するものは全く見つからず，そのほとんどのものが阻  

審的であり，その作用が強力なものもあった。本研究で  

ほ，特に紺地増殖という観点からのみNiA閑適化合物  

の作用を検討し，細胞分化や細胞のタンパク質染渡他に  

ついてほ検討しなかった。細胞増殖の阻寮は，細胞分化  

の誘導を意味する場合もあり，増殖阻濱の強い化合物に  

ついては分化妨尊について，また，増殖阻客の低い化合  

物については，ハイブリドーマのモノクローナル抗体生  

産性への効果や遺伝子組替えタンパク繋生産性の効果に  

ついて，今後検討していく予定である。  
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