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第1章　 緒 言

悪性腫瘍に対する治療方法には,外 科的治療,放

射線治療,抗 癌剤などによる化学的治療などがある

が,こ れ らの治療方法 もほとん どの症例に対 して根

治的といえるものではない.

近年,癌 の免疫学的研究が各方面より行われ,そ

の結果,癌 に特異抗原が存在することが広 く論 じら

れているが,こ のことは癌に対する免疫療法の可能

性を暗示 している1).わ れ われの教室においても,

岡野2),中 島3)ら が細胞性抗体 の抗腫瘍性について

追求 し,ま た只友4)は, Ehrlich腹 水癌移植腫瘍の

リポプロテインおよび リボゾーム蛋白に腫瘍抗原の

存在を求め,さ らに矢吹5)は リボゾーム上で合成さ

れていると考え られる蛋白質をとり出し,そ の特異

抗原性について追求 した.

リボゾームは蛋白質合成の場であり,何 らかの臓

器特殊性が存在すると考えられる.そ こで,私 は,

 Ehrlich腹 水癌移植腫瘍 の リボゾーム,お よび リボ

ゾームダイジェス トよりえた蛋白質を精製し,そ の
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化学的性質について検討を加えた.

第2章　 Ehrlich腹 水癌移植腫瘍のリボゾーム

の分画,お よびリボゾームダイジェス

トの抽出

第1節　 実験材料ならびに主な試薬

実験動物には,藤 井医化学試験動物取扱所より講

入 した雄のdd-系 マウスを使用した.生 後3～4週

で,体 重15gr前 後のもので,飼 育にはオ リエンタ

ル酵母工業株式会社の実験動物用固形試 料 を与え

た.

実験に使 った悪性腫瘍は,岡 山大学癌源研究所よ

り分与されたEhrlich腹 水癌細胞で, JTC-11と し

て株化されたものである6).こ の 腫瘍細胞 を,雄 の

dd-系 マ ウス50匹 の背部皮下に,一 匹あたり約500×

104個(約0.1ml)を 移植 し, 10日 後 に発生 した癌

腫瘤を摘出し本実験に用いた. 50匹 のdd-系 マ ウス

より,湿 重量にして約20grの 癌腫瘤がえられた.

使用 した主な実験試薬は,

Tris (hydroxymethyl) aminomethane(和 光純薬

工業株式会社).

Sodium Desoxycholate(和 光純薬工業株式会社)

Desoxyribonuclease 1 (DNase 1) (Worthington

 Biochemical Corp.)

Ribonuclease (RNase) (Worthington Biochemical

 Corp.)

で あ る,そ の 他 の 使 用 試 薬 は試 薬 特 級 を用 い た.

第2節　 腫 瘍 リボ ゾー ム の分 画7)

実 験 は すべ て2℃ の 低 温 室 に おい て 行 つ た.溶

媒 は0.025M KCl, 0.005M MgCl2を 含 む0.05M

 Tris-HCl緩 衝 液pH 7.6(以 下TKM緩 衝 液 と 省

略 す る)を 使 用 した.摘 出 し た 湿 重 量 約50grの

Ehrlich腹 水 癌 移 植 腫 瘍 を 細 切 し, 5倍 容 のTKM

緩 衝 液 を加 え て ワー リング ブ レン ダー で 約2分 間 砕

破 し,さ らに ガ ラス ホ モ ゲ ナ イザ ー,テ フ ロ ンホ モ

ゲ ナ イ ザ ー で約2分 間づ つ 均 一 化 した.

このhomogenateか ら,つ ぎの よ うな 遠 沈 操 作 を

く りか え して リボゾ ー ムを え る.す な わ ち,ま ず 卓

上 遠 沈機 で13,000×g, 15分 間 遠 沈 し,沈 渣(PPt

 1)と して,細 胞 核,ミ トコ ン ド リア,砕 破 され え

な か つ た細胞 を除 く,こ の 操 作 を2回 く りか え す.

そ の 上 清(sup 1)を, HITACHI 55PA Automatic

 Preparative Ultracentrifugeを 使 つ て, 144,000×g,

 90分 間 超 遠 沈 す る と,そ の 沈 渣(ppt 2)にmicro-

表1.　 Ehrlich腹 水 癌 移 植 腫 瘍の リボ ゾー ム お よび リボ ゾー ム

ダ イ ジ ェ ス トの 調 製
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some fractionを え る.

このppt 2を,ガ ラス ホ モ ゲ ナ イザ ー を用 い て約

100mlのTKM緩 衝 液 に 懸 濁 し, 5%の デ オ キ シ

コー ル 酸 ナ ト リウム(DOC-Na)を,終 濃 度 が0.8

%に な るよ うに加 え,よ く振盪 し,溶 解 した の をた

しか め,室 温 で約2時 間 放 置す る.つ ぎ に,こ れ を

144,000×g, 90分 間 超 遠 沈 し,そ の 沈 渣(ppt 3)に

粗 リボ ゾ ー ム(crude ribosome)を え る.こ の 粗 リ

ボ ゾ ー ム の半 量 は 精 製 リボ ゾー ムの 調 製 に,あ との

半量 は 次節 に のべ る リボ ゾー ム ダ イ ジ ェ ス トの 調 製

に使 用 す る.

まず,精 製 リボ ゾー ム をえ るた め に,粗 リボ ゾー

ムの0.001M MgCl2溶 液20mlのMg++濃 度 を

0.05Mに して, 600×g, 15分 間 遠 沈 し,金 属 蛋 白

質,グ リコー ゲ ンな どを 上 清(sup 4)と して 除 く,

この沈 渣(ppt 4)を さ らに0.01MのMgCl2溶 液

に分 散 し, 600×g, 15分間 再 遠 沈 す る.こ の沈 渣

を約20mlの 蒸 溜 水 に 懸 濁 し, Viaking Tubeに

入 れ,約1lの 蒸 溜 水 に対 して一 夜 放 置 し透 析 す る.

翌 朝,こ れ を13,000×g, 20分 間 遠 沈 し,そ の 上 清

(sup 5)に 精 製 リボ ゾ ー ム を え る.

こ の精 製 リボゾ ー ムを,化 学 的 成 分 の定 量,紫 外

線吸 収 スペ ク トル に よ る分 析,超 遠心 分 析 の試 料 と

した.

第3節　 腫 瘍 リボ ゾー ム ダ イ ジ ェス トの抽 出

第2節 で え た粗 リボ ゾー ム の半 量 を,約30mlの

TKM緩 衝 液 に懸 濁 し, 1mlに つ き, RNaseを1.0

mg, DNaseを0.5mgの 割 合 で 加 え, 37℃ で,約

2時 間 イ ン ク ベー トする.こ れ を144,000×gで,

 90分間 超 遠 沈 す る と,そ の 上 清(sup 4′)に リボ ゾ

ー ム のRNase , DNase digest(以 下 リボ ゾ ー ム ダ イ

ジ ェス トと呼ぶ)を え る.こ の リボ ゾー ム ダ イ ジ ェ

ス トを, DEAE-Sephadex A50に よ る カ ラム ク ロマ

トグ ラ フ ィー の 試 料 と した.

第4節　 DEAE-Sephadex A50に よ る リボ ゾ

ー ムダ イ ジ ェ ス トの 分 画

実 験 方 法:

1) DEAE-Sephadex A50の調 製

約100grのDEAE Sephadex A50(PHARMACIA

 UPPSALA SWEDEN)を,約2lの 蒸 溜 水 に 懸 濁

して よ く攪 伴 し,約30分間 静 置 した後,浮 遊 して い る

微 細 粒 子 を除 去 す る.こ の 操 作 を2～3回 くりか え

す.つ ぎ に膨 潤 したSephadexを1lの0.1N NaOH,

 2lの 蒸 溜 水, 1lの0.1N HCl,2lの 蒸 溜 水 の順

で, Buchnerろ う とを 用 い て 吸 引 び ん で ろ過 しな が

ら洗浄する.お わりにpHを7.0に 調整 して低温室

に保存する.

2) 溶 出装置

このように して 活性 化 され たDEAE-Sephadex 

A50を,使 用する3日 くらい前 からTKM緩 衝液

に懸濁,放 置し,朝 夕decantationを 行つて新 しい

溶媒に懸濁 しておく,こ れを直径2.5cm,高 さ40cm

の ガラスカラムに,高 さ25～30cmま で層が乱れな

いように充填 し, bed volumeの 約5倍 量 のTKM

緩衝液を流 して安定化させる.

3) 溶 出

第3節 で え た 約20mlの リボ ゾ ー ム ダイ ジ ェ ス ト

を 自然 流 下 で カ ラ ム に 添 加 し,三 段 階 のstepwise

 elutionを 行 つ た.す な わ ち,最 初 に1lのTKM

緩 衝 液 を 流 し,つ ぎ に0.5M NaClを 加 え たTKM

緩 衝 液 を500ml流 し,最 後 に0.5M NaCl, 0.1N

 KOHを 加 え たTKM緩 衝 液300mlを 流 した .溶 出

され る試 料 の検 出 はToyo Uvicon-540 Optical Unit

(東 洋 科 学 産 業 株 式 会 社)を もち い て,波 長280mμ

の 紫 外 線 を あて て 行 い, Toyo Fraction Collector SF-

200Aに よ り溶 出 され る試 料 の 収 拾 にあ たつ た.

実 験 成 績:図1に 示 す ご と く, 6つ の 分 画(Peak)

が え られ た.ま ず, TKM緩 衝 液 に よ りPeak 1,

 2, 3, 4が 溶 出 され, 2番 目 の 溶 媒 に よ りPeak 5

が 溶 出 され た.さ らに3番 目の 溶 媒 に よ りPeak 6

が 溶 出 され た.各 々 の試 料 は 冷 凍乾 燥 して 保 存 した .

図1.　 DEAE-Sephadex A50に よ る リボ ゾ ー ム

ダ イ ジ エ スト の 溶 出 分画

溶 出 液 量

第5節　 試料の脱塩

第4節 でえられた主要なる分画,第3, 4, 5の

分画試料について,さ らに化学的分析をすすめてゆ

くために, Sephadex G25を 担 体 としたカラムクロ

マ トグラフィーにより試料の脱塩を行つた.

実 験方法:

1) Sephadex G25の 調製

約100grのSephadex G25を 蒸溜水に懸濁し,

よ く攪拌 して静置する.の ちに,表 面に浮遊 してい



438　 日 域 大 陸

る微細粒子をdecantationに よつて除く.こ の操作

を2～3回 行つたのち,蒸 溜水に懸濁したまま保存

する.

2) 溶 出装置

カラムは直径5cm,高 さ30cmの ものを使用 し

た.こ のカラムに,調 製 したSephadex G25を 高 さ

約10cmま で充填 し, bed volumeの5倍 量 の溶媒

(蒸溜水)を 流 して安定化させ る.

3) 展 開

冷凍乾燥 した試料を,約15ml蒸 溜水に溶解し,

自然流下でカラムに添加 し,約800mlの 蒸溜水を

流して溶出を行った.溶 出される試料の検出ならび

に収拾は,第4節 と同様の装置を使用した.

実 験成績:溶 媒を200～400ml流 した頃に試料が

溶出されてきた.溶 出された試料について紫外線吸

収スペ クトルを描き,脱 塩する前の試料と同一のも

のであることを確かめた.脱 塩された各々の試料は

冷凍乾燥して保存 した.

第3章　 諸試料についての化学的分析

第1節　 はじめに

Ehrlich腹 水癌移植腫瘍より精製 された リボゾー

ムについて,紫 外線吸収 スペクトル によ る分 析,

化学的成分の定量,超 遠心分析 を行 つ た.ま た,

 DEAE-Sephadex A50に よる リボゾームダイジェス

トの分画試料について,紫 外線吸収スペク トルによ

る分析を行つた.矢 吹5)は 分画3 (Peak 3)に つ い

て,そ の抗原としての特異性について検討 した.し

たがつて私は, Peak 3に ついて,さ らに蛋白質定性

反応,化 学的成分の定量,超 遠心分析,ア ミノ酸分

析,デ ィスク電気泳動を行い,そ の化学的性質につ

いて検討を加えた.ま た, Peak 4, Peak 5に つい

て,核 酸成分の追求のためにペーパークロマ トグラ

フィーを行 つた.

第2節　 紫外線吸収スペク トルによる分析

実験方法:腫 瘍 リボゾーム,お よびDEAE-Sepha

dex A50に よ る腫瘍 リボゾームダイジェス トの分

画試料について, EPS-3型 日立自記分光光度計を使

用 し,紫 外線吸収スペクトルを描いた.

実験成績:腫 瘍 リボゾームの紫外線吸収極大値は

260mμ,極 小値は237mμ で あつた.ま た,リ ボゾ

ームダイジェス トの各分画試料の紫外線吸収スペク

トルは図2に 示すごとくで, Peak 1の 吸収極大値

は280mμ,極 小値は255mμ, Peak 2の 吸収極大値

は267mμ,極 小値は240mμ, Peak 3の 吸収極大値

は268mμ,極 小 値 は232mμ, Peak 4の 吸 収 極 大 値

は258mμ,極 小 値 は228mμ, Peak 5の 吸 収 極 大 値

は259mμ,極 小 値 は235mμ で あ つ た.

図2.　 DEAE-Sephadex A50に よ り溶 出分 画 さ

れ た リボ ゾ ー ム ダ イジ エ スト の 各 分 画 の

紫 外 線 吸収 ス ペ ク トル

波 長

第3節　 蛋白質定性反応

実験方法:試 料Peak 3に ついて,次 のような蛋

白質定性反応を行つた.

1) ニ ンヒドリン反応

試料溶液に1%ニ ンヒドリン溶液を加えて加熱す

る.

2) ビュウレット反応

試料を1N NaOHに 溶解 し, 1%のCuSO4溶 液

1～2滴 を加える.

3) Pauli氏 反応

試料溶液に炭酸ソーダを少量加えてアルカ リ性と

し,こ れにジァゾベンゼンスルフォン酸の結晶少量

を加えて溶解させ る.

4) キサ ントプロテイン反応

試料溶液に少量の濃硝酸を加えて煮沸する.

5) Millon氏 反応

試料溶液に少量のMillon氏 試薬を加えて煮沸す

る.

実験成績:ニ ンヒドリン反応陽性,ビ ュウレット

反応陽性, Pauli氏 反 応陽性,キ サ ントプロテイン

反応陰性, Millon氏 反 応陰性であつた.

第4節　 化学的成分の定量

腫瘍 リボゾーム,お よびPeak 3に つ いて,主 な
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化学成分として,窒 素,リ ン,リ ボースの定量を行

つた.

実験方法:

1) 窒素 の定量

Folin-Nesslerの 原 法Koch-Mc Meekinの 改良法

にもとずいてLang8)が 確 立 したFolin-Nessler比

色 法を応用 した.ま ず,試 料溶液0.1mlを ケール

ダールの小酸化コルベンにとり, 0.1mlの95%以 上

の濃硫酸を加えて酸化台のうえで,約3時 間湿性灰

化する.無 色にならなければ,一 滴の過酸化水素を

加えてコルベンをよく振盪 し,約1分 間しづかに沸

騰させて,お わりに冷却する.つ ぎに, 5mlの 水を

加えてよく振盪 し,こ のうちの1mlを と り,こ れ

に0.5mlの5%NaOHと1.5mlの 水 を加え,さ

らに2mlの ネ スラ一試薬(窒 素定量用)を 加える

と薄黄色の溶液となる.発 色10分 後に420mμ の波

長において1cmの ガラスセルを使用 し,島 津光電

分光光度計QR-50形 に よつて 吸光度を測定する.

対称は0.1mlの 溶媒(TKM緩 衝液)に ついて同

様の方法を行う.以 上の方法によりえられた値を,

あらか じめ0.2N硫 酸 に溶解 した硫酸アシモニウ

ム溶液を試料として作つた標準曲線にてらし合わせ,

窒素量を測定 した.

2). リンの定量

W. R. Morrison9)の 方 法 に従 つ た.す なわ ち,

 0.1ｍlの 試料溶液をケールダールの小酸化コルベン

にとり,そ れに濃硫酸を0.3ml加 えて,酸 化台の

上で約3時 間湿性灰化する.お わりに一滴の過酸化

水素を加えてよく振盪 し,約1分 間 しつかに沸騰さ

せ,水 道水で冷却する.つ ぎに,管 壁を洗い流しな

がら水を加え,全 部で4mlに す る.つ いで, 33%硫

酸 ソーダ溶液を0.1ml加 えてよ く振盪 し,さ らに

2%モ リブデ ン酸アンモニウム溶液1.0ml, 0.01gr

の アスコル ビン酸を加えてよく振盪 した後,沸 騰水

のなかで約10分間 放置する.そ のあと,水 道水で冷

却すると薄青色の溶液となる.こ れを822mμ の波

長において1cmの ガ ラスセルを使用 し,上 記の分

光光度計によつて吸光度を測定する.対 称は0.1ml

の溶媒について同様の方法を行う.以 上の方法によ

りえられた値を,あ らかじめNaH2PO4・2H2Oの 水

溶液を試料として作つた標準曲線にてらし合わせ,

リンの値をえる.

3) リボースの定量

リボースの定量 は,一 般 的に用 い られて い る

Orcinol反 応10)に 従つた.す なわち,ベ ンゼンを用

いて結晶化した20grのOrcinolと13.5grの 硫酸

第二鉄アンモニウムを蒸溜水 に溶解 して500mlに

す る.こ れをstock reagentと して冷暗所に保存す

る.リ ボースの量を定量す るにあた り, 25mlの

stock reagentに415mlの 濃塩酸を加え,さ らに水

を加えて全量500mlに す る.こ の試薬9mlを3ml

の試料溶液に加え,沸 騰水のなかに20分 間放置 した

のち,水 道水で冷却すると緑色の溶液となる.こ れ

を660mμ の波長で1cmの ガラスセル を使用 して

分光光度計によつて吸光度を測定する.対 称は3ml

の溶媒について同様の方法を行う.以 上の方法によ

りえられた値を,あ らか じめ純粋な リボースを試料

として作った標準曲線にてらし合わせ,リ ボースの

図3.　 Ehrlich腹 水 癌 移 植 腫 瘍 の リボ ゾ ー ム お よ び リ ボ ゾー ム タ ンパ クの 超 遠心 分 析像

1. リボ ゾー ムの 超 遠 心 分析 像(回 転 数31, 820rpm)

3分 後 　15分 後



440　 日 域 大 陸

値をえる.

2. リボ ゾー ム タ ンパ ク(Peak 3)の 超 遠 心 分 析 像(回 転 数60,000rpm)

15分 後　 45分 後

実 験 成 績:リ ンの値 を1と して,そ れ に 対 す る窒

素 お よ び リボ ー ス の相 対 的 な モル 比 を求 め た と ころ,

腫 瘍 リボ ゾ ー ム に つ い て は, P:N:Ribose=1:

1.46:1.09, Peak 3に つ い て は, P:N:Ribose=

1:1.7:0.005で あ った.

第5節　 超 遠心 分 析

実 験 方 法:腫 瘍 リボ ゾー ム,お よ びPeak 3に つ

い て, UCA-1型 日立 分 析 用 超 遠 心 機 を 使 用 して,

超 遠 心 分 析 を行 つ た,リ ボ ゾ ー ム は,回 転 数31820

rcmで, Peak 3は60000rpmで 分 析 した.

実 験 成 績:両 者 の 超 遠心 分 析 像 は,図3に 示 す 如 く

で あ る.こ の分 析 結 果 か ら算 出 され た リボ ゾー ムの

沈 降 定 数 は75 S20w, Peak 3のそ れ は1.59 S20w

で あつ た.ま たSvedberg11)ら の 方 法 でPeak 3の

分 子 量 を算 出 した と ころ 約6000で あ つ た.

第6節　 ア ミ ノ酸 分 析

実 験 方 法:冷 凍 乾 燥 したPeak 3の 試料0.2grに

2mlの6N HClを 加 え, 110℃ の恒 温 槽 の なか に

24時 間 放 置 し加 水 分 解 を 行 う.こ れ を 試 料 と して,

 Amberlite GG-120, Type 3を 担 体 と したAminoacid

 Analyzer Model LC-5に よ り ア ミノ酸 分 析 を 行 い,

図4.　 Ehrlich腹 水 癌 移 植 腫 瘍 の リボ ゾー ム タ ンパ ク(Peak 3)の ア ミノ酸 分 析 像
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その アミノ酸組成を検討 した.

表2　 Ehrlich腹 水癌 移 植腫瘍 の リボ ゾ ー ム タ

ンパ ク(Peak 3)の ア ミ ノ酸 組 成

実験成績:図4と 表2に 示すごとく,グ リシン,

リジンに富んでおり,チ ロシン,フ ェニールアラニ

ンに乏しいことが明らかとなつた.

第7節　 デ ィスク電気泳動12)13)

実験方法:

1) 装 置

ミツミ化学産業株式会社より市販されているデ ィ

スク電気泳動装置を使用 した.泳 動用ガラス管は,

内径5mm,長 さ80mmの ものを使用した.そ のほ

か,主 なものとしてガラス管立て(ガ ラス管の下端

が密閉されるように作った もの),ゲ ル 調製用注射

器(10～20ml),ポ リエチレンチューブ,ゲ ル取出

し用金属製針,螢 光 灯(20ワ ッ ト),脱 染色用ガラ

ス管(内 径8mm,長 さ80mm),脱 染色時使用する

ビスキングチューブ(脱 染色用ガラス管の下端を塞

ぐために使 う).

2) 試薬

主な試薬は

acrylamide monomer(生 化学工業株式会社)

N, N, N, N-tetramethyl ethylenediamine (TEMED)

(重合促進剤)　 (東京化学工業株式会社)

N, N-methylenebis-acrylamide (BIS)(架 橋剤)

(和光純薬工業株式会社)

riboflavine(光 重合用触媒)　 (和 光 純薬工業株式

会社)

glycine(和 光純薬工業株式会社)

Amido black 10B(第 一化学薬品株式会社)

Sudan black B (E. Merck AG. Darmstedt)で あ る.

これ らの試薬を用いて,表3に 示すご とく,保 存

溶液,使 用液,電 極槽用緩衝液を調製 した.脱 染色

用溶液は7%酢 酸溶液を使用 した.

表3

3) 操作法

a) 分離 用ゲルの調製

ガラス管をゴム栓つ きのガラス管立てに垂直に立

て,新 しく作つた分離用ゲル溶液を表3に 示 してあ

る割合でポ リエチレンチューブを用いて注射器に吸

取 り,よ く混合する.つ ぎにチューブを通 してガラ

ス管にしつかに注ぐ.酸素 との接触は重合を阻害す

るか ら溶液の表面を蒸溜水で 覆う. 1/4皮 下針を用

いて しづかにガラス管壁に沿つて水を重畳する.水

層は3～4mmの 高 さとした.こ れを螢光灯下に光

重合させた.ガ ラス管と螢光灯との距離 は約8cm

に保つた.重 合には数時間を要した.

b) 濃縮用ゲルの調製

分離用ゲルの光重合が終ると,ガ ラス管内の水を

捨て,少 量の濃縮用ゲル溶液で管内を洗つたあと,

分離用ゲルの上にしづかに濃縮 用ゲ ル溶 液を加え

(約8～9mmの 高 さ),上 面 を水層で覆う.重 合ま

でに約20分 を要 した.
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c) 試料 用ゲルの調製

濃縮用ゲルの重合が終 ると,管 内の水を捨て,試

料用ゲ ル溶液(表3参 照)0.3mlに,脱 塩 した

Peak 3を 約300μg加 えた.こ の溶液0.15mlを 濃

縮用ゲルの上部にのせて重合を行つた.重 合には30

～60分 を要 した.

d) 電気泳動

試料用ゲルの重合が終ると,ガ ラス管立てからガ

ラス管をはず し,電 気泳動装置の上部電極槽の底に

つけたゴム栓の穴に垂直にさしこみ,上 下両電極槽

に緩衝液(表3参 照)を 入れ,電 極は上をプラス,

下 をマイナスとし, 20℃,泳 動時pH 2.3の 条件

下で泳動を開始 した.電 流は,ガ ラス管1本 あたり

2.5mAで 約90分 間泳動した.

e) ゲルの染色

泳動終了後,ガ ラス管を上部電極槽からとりはず

し,水 を満 した水槽中に移 し,水 中でガラス管から

ゲルをとり出した.と り出したゲルを染色液(Amid

 black 10B液)に 浸し,一 昼夜放置した.

Sedan black Bに よる泳動前染色

染色液は, 0.1grの ズダン黒Bを1mlの 酢 酸エ

チルに室温で溶解 し,こ れに9mlの プロピレング

リコールを加えて調製する.こ の染色液を泳動用試

料に5:1 (v/v)の 割合で加え,よ く攪拌 し振盪

後, 15分 間卓上遠沈し,過 剰の色素を除いた.以 上

の処置ののち電気泳動を行つた.

f) 脱染色

染色 したゲルを脱染色用ガラス管に入れ,下 端を

ビスキングチューブで覆い,上 部電極槽に泳動用ガ

ラス管をとりつけたのと同じ要領でとりつけ,上 下

両電極槽に7%酢 酸溶液を入れ,下 の電極をプラス,

上 をマイナスとして泳動を開始 した.管 あた り10

mAの 電流を通 じた.自 然脱染色では,脱 染色に数

日を要 した.

実験成績:以 上の方法 により, Peak 3に ついて

デ ィスク電気泳動を行つた結果,図5に 示すごとく,

中間部に γ-グロブ リンよりも強い塩基性の移動度

を持つ単一で明瞭なバ ンドが認められた.す なわち,

 Peak 3は 電気泳動的に単一である.

第8節　 ペーパークロマ トグラフィー14)

Peak 4,お よびPeak 5の 紫 外線 吸収極大値が

260mμ に 近 いことから,両 者は核酸成分であると

推定されるが,さ らに確認するために,ペ ーパーク

ロマ トグラフィーによる核酸の塩基組成分析を行つ

た.

図5.　 リボ ゾー ム タンバ ク(Peak 3)の

デ ィ ス ク電 気 泳 動

実験方法:

1) 試料の加水分解

冷凍乾燥 したPeak 4, Peak 5の 各粉末試料0.2gr

に1N HCl 2mlを 加え, 100℃ で60分 間加熱 し加

水分解 した.こ の分解液そのままを分析試料 とした.

2) ろ紙

ろ紙は東洋ろ紙51Aを 使用 した.

3) 展開溶媒

Peak 4の 分 析には, Peak 4が リンを ほとんど含

まなかつたので,こ れはヌクレオシドと考え,ヌ ク

レオシドの分離に適する溶媒,す なわちn-butanol:

水:濃 アンモニア=86:14:5の 組成を持つ混合溶

媒を使用 した.

また, Peak 5の 分析 には, Peak 5が リンをかな

り含有 していたので,こ れはヌクレオチ ドと考え,

ヌ クレオチドの分析に適する溶媒,す なわち,イ ソ

酪酸:0.5Nア ンモニア水=10:6の 組成を持つ混

合溶媒を使用した.

4) 展開

展開は23℃ の室温に おいて,密 閉 したガラス

容器内で,上 昇法で行つた.展 開終了後,ろ 紙はよ

く風乾 して,波 長260mμ 付近の紫外線をあてて物
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質の検出にあたつた.

実 験 成 績:試 料Peak 4の ペ ー パ ー ク ロマ トグ ラ

フ ィ ーで は, Rf値0.02と0.22の2個 の 紫 外 線

吸収 ス ポ ッ トが 認 め られ,こ のRf値 か ら,グ ア ノ

シ ン,お よ び ウ ラ シル あ るい は ア デ ノ シ ン と考 え ら

れ た.ま た 試 料Peak 5に つ い て は, Rf値0.29の

1個 の紫 外 線 吸 収 ス ポ ッ トが 認 め られ た.こ のRf

値 か ら,グ ァ ニル 酸 ある い は ウ リジル 酸 と考 え られ

た.

第9節　 小 括

腫瘍 リボゾームダイ ジ ェス トを試料 と して,

 DEAE-Sephadex A50に よ り溶出分 画 されたPeak

 1に つ いては,そ の紫外線吸収スペク トルが,純 品

DNaseの 紫外線吸収スペクトル と一致 す ることか

ら,こ れは,第2章,第3節 において遠沈分離操作

の際に加えたDNaseが 溶 出されたものであり,ま

たPeak 2に ついては,そ の紫外線吸収スペク トル

が,純 品RNaseの 紫外線吸収 スペ ク トル と一致

することから,同 じく遠沈分離操作 の際 に加 えた

RNaseが 溶 出されたものと判定 した.

Peak 3の 紫外線吸収極大値は268mμ,吸 収極小

値は232mμ であるが,この 吸収極大値は,ト リプ

トファン,チ ロシン,フ ェニールアラニンな ど芳香

環を含有する蛋白質の吸収極大値280mμ と,核 酸

の吸収極大値260mμ との大体中間の値を示す.こ

の物質の 化学的成分分析 はP:N:Ribose=1:1.7

:0.005で あ り,リ ボースの量は無視されて もよい

量である.ま たPeak 3に ついて,蛋 白質定性反応

を行つてみると.ニ ンヒ ドリン反応,ビュ ウレット

反応, Pauli氏 反応はいずれも陽性,キ サン トプロ

テイン反応およびMillon氏 反応は陰性であつた.

従つて,こ の物質はペプチドか,あ るいは蛋白質で

あつて,チ ロシン,ト リプ トファン,フ ェニールア

ラニンはごく少量しか含まれないものと考え られ

る.こ のことは,こ の物質のア ミノ酸 分析 の結果

(図4お よび表2)と も一致する.こ の物質は リボ

ゾーム上で合成された蛋白質と推察され,以 下 リボ

ゾームタンパクと呼ぶ ことにする.

Peak 4, Peak 5は 紫外線吸収極大値が260mμ 附

近にあること,ま たペーパークロマ トグラフィーの

結果から核酸成分が溶出された ものと思われる.

第4章　 考按ならびに総括

癌に対する特異抗原の存在はまだ確認されていな

いが,そ の存在性をうらずける研究は数多くなされ

ている. Maisin15)は 肝癌 の ミクロゾーム分画中に

特異抗原らしきものを見出し,ま た教室の中島3)は

Ehrlich腹 水 癌移植腫瘍細胞 で感作した局所 リンパ

節細胞が,癌 細胞たるtarget cellに 対 して 抵抗性

を持つており,そ れは実験によると膜様構造物質 に

含まれていると考えられると論 じている.矢 吹5)は,

 Ehrlich腹 水 癌移植腫瘍の リボゾーム上で 生合成 さ

れていると考え られ る蛋 白質(リ ボゾームタンパ

ク)が,免 疫化学的にEhrlich腹 水 癌細胞に特異性

を示 したと報告 しており,興 味深いことである.

私が しらべたこのリボゾームタンパ クの性質を も

う一度ここでまとめてみると,

1) 紫外線吸収極大値は268mμ,極 小値は232mμ

2) 沈 降係数は1.59 S20w,分 子量は約6000

3) リン,窒 素,リ ボースの成分比は,

P:N:Ribose=1:1.7:0.005

4) 蛋 白質定性反応

a) ニン ヒドリン反応　 陽性

b) ビュウレット反応　陽性

c) Pauli氏 反応　 陽性

d) キサ ントプロテイン反応　陰性

e) Millon氏 反応　 陰性

5) 塩基性アミノ酸 は,酸 性,中 性 ア ミノ酸 より

も多 く,リ ジンに富み,チ ロシンは少い.

6) デ ィスク電気泳動で,血 清 γ-グロブ リンより

も強い塩基性を持つ単一のバンドを示す.

ここにとり出した リボゾームタンパクは, DNase,

 RNase処 理 を行つて おり,さ らに,ク ロマ ト処 理

を加えているので, DNA, RNAの残 基が混在する

可能性は考えられない.こ れらのことか ら,こ の研

究に用いられた リボゾー ムタンパクはかなり純粋な

ものといえよう.

この リボゾームタンパクは,そ の化学成分比にみ

られるように,か なり多量の リンを含有することか

ら,核 タンパ ク質あるいは燐タンパク質と考えられ

る.

癌細胞で合成 される蛋白質に何 らかの特異性があ

るとすれば,蛋 白質が合成される場であるリボゾー

ムに特殊性があるのか,あ るいは情報伝達の役割を

はたすm-RNAに よつてその特異性がもたらされた

ものと考えられる.

ア ミノ酸の配列を決定する因子 として, DNAか

らの情報を伝達 したm-RNAが リボゾーム上で合成

されつつある蛋白質の特殊性をもたらしたとす るこ

とは,も つとも妥当な推論であろう.
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Wallach17)に よると,癌 細胞が示す転移性,浸 潤

性,さ らには異常な増殖性は,表 面膜に代表される

細胞膜系における異常蛋白質の出現に原因すると考

えられている.わ れわれの精製 した リボゾームタン

パクが癌細胞の どの部分に利用されて,さ らに強い

癌特異性を持つようになるのかとい うことを考える

とき, Wallach17)の 考えの如 く,膜 構造のなかに入

つて癌の一部を構成 し,中 島3)の い う癌抗原 となる

と想像することは大胆な推論であるが,こ れ らのこ

とは今後の研究にまたなければならない.す くなく

とも,私 の精製 したEhrlich腹 水癌移植腫瘍の リボ

ゾームタンパクがEhrlich腹 水癌細胞の特異性を示

す蛋 白質の何らかの骨格となるであろうことを強調

したい.

第6章　 結 語

Ehrlich腹 水癌移植腫瘍 より,リ ボゾームをとり

出し,さ らに リボゾーム上で合成されていると考え

られる蛋白質を精製 し,癌 特異性,癌 抗原としての

可能性などについて論 じた.腫 瘍 リボゾームの紫外

線吸収極大値は260mμ,極 小値は237mμ,沈 降係

数は75 S20wで,そ の化学 成分 比はP:N:Ribose

=1:1.46:1.09で あつた.精 製 した リボゾームタ

ンパクの紫外線吸収極大値は268mμ,極 小値は232

mμ で あり,沈 降係 数 は1.59 S20w,分 子量は約

6000,化 学成分比はP:N:Ribose=1:1.7:0.005

で核 タンパク質あるいは燐タンパ ク質 と考えられる.

また電気泳動的に単一で,ア ミノ酸は塩基性ア ミノ

酸,と くに リジンに富んでいた.

稿を終るにあたり,御 指導,御 校閲を賜つた田中

早苗教授,山 本泰久講帥に深甚の謝意を表します.

(本論文の要旨は第26回 日本癌学会総会および第40

回 日本生化学学会において発表した)
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Studies on the Ribosomal Protein of Ehrlich Ascites Tumor
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The ribosomal protein of the Ehrlich Ascites tumor was purified.

The maximum absorbancy of the ribosome was 260mμ and the minimum was 237mμ.

 The sedimentation coefficient of the ribosome was 75 S20W, and the chemical composition of

 P:N:Ribose was 1:1.46:1.09.

The purified ribosomal protein was electrophoretically single, and the maximum absorbancy

 was 268mμ and the minimum was 232mμ. The sedimentation coefficient. of the ribosomal

 protein was 1.59 S20w. The molecular weight presumed about 6000. The chemical composi

tion of the ribosomal protein of P:N:Ribose was 1:1.7:0.005.

These results indicated that the ribosomal protein was nucleoprotein or phosphoprotein.

 The components of the ribosomal protein were rich in basic amino acids, especially lysin, and

 poor tyrosine and phenylalanine.


