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Å払sをr払¢も  

Theexposureofh㍑mahlymphoidleukemiaMok4Bce11stopbytolⅥ血ichwas  

isol幻edfromエogg〟椚椚〟坤払r〟∽Lam．andi血nti鮎dbyMS，and≠and13c－NMR，  

1ed－ぬboth餅0Ⅵ′ninhibitionandtbeinductionofpmgrammedcelldea払（apoptosis）  

・Morphologicalchang8Sb錮1ngapOptOticbodiesⅥ′aSObservedinthecellstrea短d  

Withphytol・The鉦agmeぬtiombyphyto呈ofDNAtool主gonucleosomal－Si▲Zed  

払gme醸thatarecbaぬC短蕗sticsofapoptosiswasobs餅Vedtoもeconcentration－and  

time－dependent・Tbese魚ndingss喝geStthatgrowtbinbibition byphytolofMolt4B  
／  

Cellsresultfromtheinductionofapoptosisinthecells・  

王址It丘・Odl玉Cti（ltt  

Weh雛epud鮎dseverdcompoundsextracted丘omplantandev嶽舶鹿d血合  

antitumoract－ivi呼Ofthosecompounds（ト3）・Thee鮪ciencyoftheant血mor  

compoundsseemstoberelatedtothepropensityoftumorcellstorespondtothese  

COmpOundbyapoptosis・Thus，apOptOSismaybeaprlmarymeCbanismof  

antineop王astica酢nt（4）．ApoptosisisanorchestratedseriesofeventsthroughⅥ′hich  

thecellsprecipitateditsoⅥ7nde融b・Thest喝eSOfapoptosisincludecellshrinkage，  

chrom融incond8nSation，nuClearsegment融ion，andinternⅥCleosomal如gm8ぬtion  

ofDNÅ，reSultinginthegenerationofapoptotic bodies（5）・Inthepreviousstudies，  

Wedemonstratedin血c血nofapoptosisbyhonokiol（1），SeSa血n（之）and  

pb錯phorbidea（3）incu血redhumanlympbopidle漉emia Molt4Bcells・  
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‡nthepresentstudy，Wehaveobtaineda丘actionwhicbexhibitsanti－prOli托rative  

activityたomItalianryegrass仏ogg〟椚椚〟gg沼Or〟椚Lam．）andbavedeterminedoftbe  

COmpOundcontainedinthefraction．Intbis柁pOrt，Wedemonstratetheidenti蔦c融ion  

OfpぬytolfromItalianryegrassandshowtheinbibitoryef毎ctsofphytolonthe  

growthofhtlmaniymphoidlel血miaMoまt4Bce11swhichresultsかomthei‡ld11Ction  

Ofapoptosis．  

M致せer孟a温s払mdmet払0鮎   

Ceggc〟ぬreα招かeαgg乃鈷．HumanlymphoidleukemiaMoit4BcellslVereCultiv如ed  

aspreviousdescribed（6）．Moit4BcellsⅥ7ere餅0ⅥⅦinRPM王1640medium（Gobco  

Labolatories，Gland‡sland，NY）withlO％fbtalcalfserum，PenicillinG（50IU／ml）  

andstreptomycin（50鞘ノ血）弧370cⅥnder血血d狐ed9ぎ喀血ど一言％CO之  

紙皿os沖訂e，弧d‡檎SS喝edeveげ7d野S．Mァc呼1乱S皿乳teぬ喝W乱SmⅦt血∋1ア皿eg血vet  

糎ざ・13c－NM鼠spe酸乱W隊et癒弧融也JEOL，JNM－き00，To好0，J呼弧  

Seco丑da巧ま0温血aSSSpeC打Omet野くSIMS）wぽedone好aHまta血M一郎0  

ぬs紙皿e吼To好0，Jap組．Fop叩㌻呼紺ぬ0鼠Of匝弾01乳Sdescdbedin也e瓜eXt  

Par噌l、叫1，11ighplでSSt］l、eliquidc・hl．OmatOgJ、叶吋（frPLC）vaspc・1、l、ormビdvitha  

・†ASCO柑（トPt∴■rく）吋0、Japall．  

蝕血適闇蘭挽ぬ馳ぬ削勘和地．Tぬeaまr一血edleavesofエog～〟椚椚〟g郷orぴ∽  

Lam（300g），harvestedontheexperimentalfarmofMieUniversity，WereSOakedin  

700mlof80％etbanolfbr3Ⅵ鳩eksatroomtemperaru陀，andresultingsupernatant  

WaSCOnCentratedtogive82gofextracts．Theextmcts（6．5g）werechargedintoan  

Amberl如ⅩAD－2column，⑦1utedⅥ′itbsuccessiveequalvolume（100ml）ofH20，  
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20％，40乳60乳80％andlOO％methanol．Åntiprolifもrativee翫ctsofthese魚actions  

WereinvestigatedonhumanlymphoidleukemiaMolt4Bce11s．Onehundred％  

meth弧Ol丘action（1．Og）bavingthecompar離ivelyhigberantiproliたrativeactivity  

WaSSu吻合ctedtosilicagelchromatographyandel鹿dwithahexane－ethylacetate  

andmethanoIsolventsystem．Åhexane－ethylacetate（8：2v／v）かaction，baving  

thecompara転velyhigherantiproli飽rativeactivi軌ShoIVedonemainspotonsilica  

gelTLCwhichwasdetectedbyheatingafterspraylngWithlO％phosphomolybdic  

誠idinethanoi．This鉦action（130mg）wasthenpuri蔦edbypreparativeHpLC  

underthe払1loⅥ′inぎCOnditions：COlumn，Develosi10DS…5（¢10mmxZぎ0皿m）；  

mobま1epぬse，me也弧01／HzO＝9き：5い7／v）；藍owra略1・吉ml／血n；deteぬon  

W脚d蝕g也，之10瓜m弧d也e免じO皿pO℃ndI（6mg）血餌i喝乳rete血0瓜豆meo∫絡6  

mitl：illthe打PL（二wasobti山1ed．Ne3：t、StruC［uraidetermi11atiollOfco］TIPOulld］was  

ca血edoⅦt那i噸乳MS，iH－NM鼠（CDC13），13c－NM鼠くCDC13），DEPT，iH－エH－  

C（：）SY、こて：一三H（二OSYalld甘MBC．TjlCll・umbcrolrCarbonillthccoml）Oundwas  

reve乳1edtobe掬e昭咋13c－NM鼠血臥TぬeD貯Tspe船乱reVealed也epresenceof  

たveme血ア1c紺bo皿S（∂16．ま，1ウ．7．19．7，Z之．6，之之．7ppmい弧皿e血錘11eC紆b皿S（ざ  

24．5，之4鼠まき．1，3ヰ．3，36．7，37．3，37．4，39．4．39．9，汲ヰppm）foⅦrmぬi且eCaぬ0瓜S  

（ざ之7．乳3之．7，3之風1ユ3．Oppm）弧do乱eq儲沈肌1叩Carbon（ざ140・4ppmトT血ese  

carbollSSl10Wl11gSigilこ11sof140．4、1ユ3．Oall（t59．ヰp・PIH．ill‥℃－H＼J【R叩eCrl・u肌  

respe虎vely，W訂eabbreviateda5A，BaJldC，弧d也ei叩rOtO瓜S弧鉄血edtoB弧dC  

weredoJ］eaSHballdHc，1でSPeCtiveLy．Atfirst、Cwuscc｝血dcre（1LOhca［taChedtoD  

坤1H－1HCOSYd叙乳（Hc，ざヰ．駆ppmco頑edw地Hb，ざ5・3ヰpp皿）・C血emi血  

Sム肋sofCs血珊edproto瓜Sまg皿ぬ紙4．掴弧dc鉱bonsl糾裏弧5学事4‡）pm・Moreov訂，  

也ep陀SenCeO∫弧OHgro叩W乱S油ow乱bさ7加温b弧d鮎3300cm膚ま・T血eseぬ胤  

s喝geS捷d仏紙Cw猥弧乳頭edto也eO‡‡gro呼・13c－1HCOSYspect血da£乱  
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Sl堵geSted仏紙B弧dCwぽeCO汀ela£edtoHb弧dHc，reSpeC雨eげ・AIso，血eproton  

鉱ま．60ppmwaぷCO汀el鉱edv血血eca血0且叙はユppm・HMBCspe醸扇daは  

s噸geSted血統jne地声p川tO皿（∂1．60ppm）朋ぶCO汀el紙edw地A（ざ140・ヰppm），  

弧dB（ざ1之3．Oppm）弧d也如法把met旭1eprOtO皿（ざ5・錮ppm）w鮎CO汀el鉱edto  

丸Baユ1dC．T如sed弧aSl将geSttあep負血ぬs飢IC蝕・eaSS血ow皿由1Fまg慕1・Asares血t，  

ぬecompo℃瓜dIide血鮎da5p好ぬ1触m也espectrぬ1H－NM鼠｝ユ3c－NMR・弧dMs  

Of狐ぬe血c sample乳SS肋間皿払Fig・之・  

鬼ぶ呼おg押野頭血烏戯恵弧E呼0瓜飢血糖許即野川昔Cellswerepl乳Ced鉱3to4Ⅹ1が  

ceus！けIlilltlleCuttulで「1…lSkalldculhv之ItCdiJlthep！：eSellCeOf、でhicieorph）・tOl・A血r  

C混血叙ま皿for3d野Sl也ecell肌mberw乱SCOⅦ此ed呼a血emoc笹Ometer・  

泌croざC呼fcoおervα如叩ヂ椚0管ゐoroわggcαgCゐα喝gぜAあg才媚ceggざ・Exponentially  

groⅥ′1nghuman壬ympboidleukemiace11wereplatedattheinitialdensityof3to4Ⅹ  

105cells／ml．A鮎rcultiv如ionfor2daysinthepresenceofvehicl80rphytol，tbe  

CellsⅥ′e相貌edwithl％glutaraidehydeandstainedwitbHoecbst33之58・Tbe  

morpbologyoftbestainedcellswasexaminedbyanepi恥orescencemicroscope  

WithacooledCCDcameradigぬ1imaglngSyStemandFl厨pictography3000as  

describedbyO如muraetal（7）  

Aぷざ甲府㌢か郎A如g汗ば乃ぬ如乃．ExponentiallygroⅥ′ingce11sⅥ′ereplacedat3to4Ⅹ  

105cells／ml．A鮎rc111tivationinthepresenceofvehicleorphytolfbrl，2and3days  

，thecellswerepelletedbycentrifugation，reSPeCtively・DNAwasisolatedfromthe  

Cellpe王1etsas血scribedpreviously（8）・EquivalentamountsofDNÅ（2がg）wぽe  

lo；ldedilltO恥・euSO．rユ囁呼IrOSege］a皿deicctJ、OPhoresedjl140mMTlづs－；！C血cacid  

－33－   



（pH7．き）如だerco血沈噂ユmMEDTA．  

鼠esⅦ蝕s乱乱8DiscⅦSSio温  

血鮎独m甜g押野頭ば朗b克ヰβ仁政軽妙．Asshow且ま且Table‡，也e  

：Pl、01iferiltjollOfMoli41iヽV…l、inllib血dasLheconc亡11【lてItio110l、r）11〉：toiwiLSiTICrenS亡d．  

AtlOOん£M也egrow也of加王01t4Bcellsw乱Sperfec叫ア出血bまted．  

ぬぬ感m甜轡呼£Ⅲお軽妙正Tぬeslg由良c弧柑rOW也血ibiも0野乱C血7ityof  

西野011edⅥStOま脚eSdg涙雨ぬe叩飢Of血由ectw乳S乳reS血of呼OptOSis  

inducti（〉11．1lo叩hologicalc．h‡ulgeShowing叩OPtOticbodyaJldfragmelltれjo110f  

genomicDNAilltOOhgonucleosomal－SizcdfrilgmentSareCllaraCteris：icsofthc  

OCCⅥ汀enCeOf呼OptOSis．T血e皿0澤ぬ0logyof血eはe紅edle℃ke血乳Cellss魚0耶  

叩OPtOticbodiesa：Fter3da〉：softreatmelltWitll＆0．uL・I（Fig．3B〕alldlOO．uM  

p血芦01（Fig．3C）・Ass血ow且血F痩．4，也e弧0Ⅵ此Of祓go丑uCleosomぬ－Sized  

蝕喝皿e此S加地ele血e血acellsはeatedw地西洋01wasi乱Cr朗ぶedaぶ也e  

CO乱Ce丑虹a血皿Ofp血弾01w玖Si且Creaぷedfrom＆OtolOO〃M．0皿也eo也er血釘1d，血e  

鋸nm此0ぎ血eDNA敵噌me此Si皿也et陀紙edcells融so朋ぶ払cr蝕Sed盈S也e  

Cultil胤iollt．imewasillCrCaSCdrt、Om＝03d；LySI’Fi旦・5）．Th亡SCal、Ch・rOrb亡uer  

CとulCerChemotheJ、aFeutic噌e11tSisoJlgOhlg；l］1overl・he、WOrld．The二PreSetltSttldy  

demo瓜S徳紙es也叙西野01，乳瓜am血pro血ctprepared鮎mエ（滋び皿戯扇感ガ椚戯  

l－am．血、ごeSigtl二ificEult・grOWthillhibitory亡tYectsillhumanly■1nPhoidlmke血之ICells  

弧坤ro扇de血e鋭rste雨de瓜Ce血舐p血匹01c弧ま乱血ceapoptosis．払0Ⅵre叩ぽime吼  

01igo．nucIcoso皿al－SiECdI〕NAfraglneTlはtiollrCSu］tedltollltlleCOllt正mous  

e3呼OSⅥreOfle血emま乳Cellstop血笹01．Y弧喝iね訂乳眈ぬ（9）reported也atisofl肝One  
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de血a加esま血まゎまted也ecellsgr珊也ofasもOm乳頭c弧CerCells血e血ot喀血也e  

血va血nof乱Sig且ぬ打餌1Sa血0皿pa血w野forapoptosis．Diomedeetal（10）  

reporもed也ate也訂－1ま‡舷edg軽Cdo－p血sp加1ipまdsムl血cedapopt血cdeaもム血HL－  

60，Mo比4B，弧dU937cells．T血ese軋且血噂Sdemons抄紙e血統ph弾01mi紳texe庶  

出沈ま甑mor乳頭南野好飢ggemgapoptoSis．Asけ紙噂アtOSelec雨elyin血ce  

apoptosisof餌morcellsw地0眈ぬLen昭ぬe如血アCellsまsa・majOrgOal飽r也e  

deマelopme瓜OfneⅦ也erap肌色cteぬ叫Ⅵe乱  
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鼠eぎeどe乱CeS  

ま．H抽aぶamま，H．，Y．A血まwa，H．鼠a‡sⅦZ如法，K．Im包ま，K．Yく】S最0ぬ，■監，Naka血s血LY．  

Is混ま，H．H乱Seg’aw乳弧dK義Komまy乱，HollOkioli温血ces呼OptOSisi鳳如皿弧1アmp血oid  

leⅥke血乱Mo止ヰBcells，‡瓜．J．Mol．Med．，之，67ト673，199臥  

之，M主y血紺乱Y．，T．Ko∬岬乱，H．監atsⅦE血，K・‡皿怨ま，Y・Is鮎ia皿d王ま■Hib鮎鋸ni・  

Sesむn血弧depises弧ぬ血血ce呼OptOSis血h℃m弧1ym‡血idlet血emま乳Mo比4B  

Cdls，Ⅰ瓜よMol．Med．，6，ヰ3－46，芝000．  

3．H地象S釘niH．さ加工．K）rO血0皿，S．0ぬw舷，H．監a‡開Z出血，鼠・Ⅰ皿ぬ，M義Naぬ苫aWa，  

Y．Is土山弧dT．鼠0血y乱，P血eop如血de乳，乱皿0まewof血lorop血沖乱，血血ces  

呼OptOSis血加m弧1ァm野鳥oidlel止emi乳MoltヰBcells，‡此・JtMol．Med－，6，之77一之7ウ，  

ヱ000．   

4．tiickmiulJ．A．，1坤OPtOSis．i．11ducedbya11ticallCerdrugs、CatlCerヽ・IetEIStaSisRev‥11，  

1ヱト139，19氾．  

吉．Ke汀J．F．，W舛1ieA．H．，a皿dCⅦぬeA及．，Apoptosまs：乱basicbiolo釦Cぬ  

Phcl10mCnOnWithwi（le－ratlgi11gimplicarjol－Si」1Iissueki］1etics、Br・J・Canccr、コ6、ユ39・・  

之57，197ま．  

6．Hまb乱S弧iH．，S．瓦任紀kαW乳，T．M血髄狛弧d X．Naぬ血s血i，血ぬ餌mOrefぎecto∫乱  

11eVi・multiel17：）Tmcillhibjtol、OfpolyaJrmiesyJlthetic即血w町、methyト旦IyoエEiトbis  

（Cydope坤弧id主瓜0坤dr犯0皿e），喝ぬ皿St血m狐弧d血0℃Sel蝕kemi乳Cellaぷ，C弧Cer  

Res．，ヰ9，之065一之06邑，19各9．  

7．（〕ktimuraK．．ミ＼・Ⅰ．Nagami，H．TagtlChi、H．HisamatsuandKITEulak針ThcgellCSfol、  

βヤpeHC3弧dβ一堺eHC5sⅦb血tsoぎhⅦm弧prOte乱SOmem呼tO血omos？meS  

Gq27iLnd7qlユーP］3hy’fluorcsccl－Ce血血■uhybri（1ixatioll、GeJlOmics‥ユ7，377379、  

1995．  
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軋＼・］olik∴H∴打ibとISarni．：こ．Saroh．J．Sollda‥A．しTchi（liliul（lK．Nilk之！Sh・imil、TJl（l・uctiol1   

0fapoproticcdldビ餌hillthl、ee・human（，SteOSarCO！mlC亡u血csb〉－1叩Ol）●邑mille  

S）戦地esまsi血まbitor，mぬ〕かglyox由一bまs（cyclop弧串ajnidi乱血アd路ZO皿e）（MGBCP），  

A血豆c弧C訂鼠es．，17，之3期－ユ395，1997．  

9．Y餌1喝抜群aK．，A．Ito，T．Tl噂e弧dM▲NⅥmOtO，A血prol鵡ra如eeぽectsof  

まsofl乳VO皿eSO瓜如m弧C弧だぼCell血esesはblis血edfro脱g乱StrO通tes血扇t柑Ct，C弧Cer  

鼠es．，53，5815－5紀1，1開3．  

10．Dまome鹿L暮，B．Piova血，F．鼠e，P．P血c呼e，F．Colott乱，E．J．Modest弧dM．  

Sぬmo皿乳，T血eま乱血ctま0且0ぎ呼OptOSまsまs乳COmmO乱fe釦籠reOfcさ花OtOXic乳C血瓜0で  

ぬer一長戒edglycerop血osp血01ipまds通ゎ℃m弧1eⅦkemi乳Cells，Ⅰ瓜J．C弧Cer，さ7，64き－  

649，1994．  
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イタリアンライダラス（エ〃J血J＝掴坤／h相川且．払Ill）からのフィトーールに  

よるヒト白血病Molt41主潮胞のアポトーーシス誘導  

＊小宮孝志， ＊＊樋廻博童  

三重大学生物資源学部＊，医学部＊＊   

イタリアンライダラス く木浦綱川脱勒弘一〟椚Lam）から単離し，MS，  

1払NMRや13c－NMRにより構造決定したフィトールはヒト白血病MoltヰB細胞  

の増殖を阻害し，且つ，プログラム細胞死（アポトーシス）を誘導した。  

フィトールで処理したこの細胞の形態を顕微鏡観察したところ，アポトー  

シス小棒が認められた。この処理細胞から締出したDNAはオリゴヌクレオ  

ソームの単位で断片化され，その変化は濃度と時間に依存的であった。  
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Figurel・Pa托ialstrはCtureO汽ompound‡．  

Figure2・Structureofphytol．  
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TableI．Effec仁OFphytolonthegrowthofMol亡4Bcells・  

Compound  Concentration（LLM）  Inhibition（％）  

Vehicle  

Phytol  
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‡蓋；ミ季ミ…；≡毒；こ菱‡：竺二；‡主；一二  

F主即re4・Dose・dependencyoFDNÅ肋gmemtaぬnby〉phy【OlinMolt4B  
Cells・meCe王1swerecultiva∈edinぬeabsence（lanel）orpresemceorphytol  
OF40トLM（1ane2），60匝Ⅰ（iane3），80トIM（‡ane恥andlOOトtM（1ane5）ねr  

3day5・Afはrぬeiso如ionofDNAたom血phytoト【rea亡edceま王5，e叩Vaienと  

amoumtsoFDNA（2トLg）wereloadedin仁OWe11soぎ2％agarosegeland  
elec【rOPhoresedin40mMTris－aCericaci（1，pH7－5con【aini喝2mMEDTん  
A汀OWSindicateDNAladders．M，入DNÅdig鱒edwiぬHindHL  
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；キ‡ミ3三三窒；ミ一千ミ‡宜≡  

Fi糾re5．Time－COurSeOFDNA如gmentationbyphyto＝nMolt4Bc81is・  
Thecellswerecultivatedintheab5enCe（lanel），OrpreSenCeOぎ100トLM  
p廟01わrlday（iane2），2daysl（1ane3），and3days（iane4）．År勧the  
isolationoFDNA汁omぬephytoトtl－eatedcells，equlValen仁amounはOFDNÅ  
（2と鳩）wereloadedintowellsor2与ちagarosegelandelectropboresedin  
40mMTl・is｝aCe【icacid，pH7・5containing2mル＝ミDTA．A汀OWSindica【e  
DNAiadders．M・，入DNÅdige5紐dwi【hHindI王エ．  
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