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論文内容の要 t:::. 
園

Rhodamine sarcomaを移植したラットを用い肝臓酵素と sarcoma中に存在 Lin vivoで、マウスの肝

臓酵素に影響を及ぼす物質の精製、性状を調べた。

1 )肝臓には遊離型と結合型のカタラーゼがあることが知られている。結合型カタラーゼは0.03% な

いしはそれ以上の濃度のTritonX-100 を添加することにより可溶化される。肝カタラーゼ活性は0.3

%TritonX-100のある(“+Triton") なし(“十None") にかかわらず、 sarcomaの成長につれて著し

く減少した。“+Triton" /“十None"の比は殆んどの場合担ガンにより高い値を示した。これらのこと

から、遊離型カタラーゼの方が結合型よりも、 sarcomaの成長につれて早く減少することが明らかとな

った。

2 )トリプトファンピロラーゼ活性は担ガンにより、多くの場合減少し、グルコースー 6- リン酸脱水

素酵素活性は倍近く増加する場合もあるが、変化しない場合が多い。チトクローム酸化酵素活性はsar­

coma の成長程度に関係なく一定の値を示した。

3) Rhodamine sarcomaのhomogenate を 106 ， 000 g、 1 時間遠心して得られる沈澱分画(頼粒分画)

はマウス皮下に注射すると、肝臓酵素のレベルを変化させた。カタラーゼ、 トリプトファンピロラー

ゼ活性は減少し、グルコース田 6- リン酸脱水素酵素は増加した。しかしチトクローム酸化酵素活性は

殆んど変化を受けなかった。上清分画を注射しでも、この様な変化は認められなかった。正常ラット

の肝臓及び筋肉から調製した頼粒分画を注射すると、筋肉からの頼粒分画はマウスの肝カタラーゼ活

性を低下させたが、肝臓からの頼粒分画は肝カタラーゼ活性を低下させなかった。 sarcoma組織から

の頼粒分画の方が筋肉の頼粒分画よりも約10倍高い肝カタラーゼ低下作用を示し、このことから有効

物質の含量は筋肉にもかなり高いことが明らかとなった。
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4 )肝カタラーゼ低下物質を sarcomaの頼粒分画から抽出することは困難であった。有効物質は頼粒

分画を沸とう水中 1 時間熱処理しでも、肝カタラーゼ低下作用は失われないが、可溶化することは

できなかった。この頼粒分画はトリプトファンピロラーゼ活性低下作用も示すが、この活性は熱処理

により完全に失活した。 in vivoで肝臓酵素に影響を及ぼす物質は頼粒分画をアセトンに続いてクロロ

ホルムーメタノール( 2 -1 )で処理すると、水溶化された。水溶化した有効物質を Sephodex G-25で

molecular sieveすると、 excluded fraction は肝カタラーゼ、グルコース申 6- リン酸脱水素酵素活性に

影響を及ぼすが、 diffused fractionはそれらに影響を及ぼさなかった。diffused fractionの中で、無機

塩よりも遅れて分画される物質は肝トリプトファンピロラーゼ活性低下作用を示した。前者の活性は

非常に不安定で、 1 週間以内で完全に失われた。

excluded fraction を以後“crude sample" と呼ぶことにする。

5) Sephadex G-75あるいはG-200 を用いたmolecular sieve fractionation において、 crude sample 

を excluded と diffusedの分画に分け、肝カタラーゼ低下作用を調べたところ、両者共活性を示したoこ

のことはcrude sample中には分子sizeの異なる 2 種ないしはそれ以上の種類の有穀物質が存在するこ

とを示している o crude sample を pH4 にすると、沈澱が生ずる。その沈澱 (pH4 -PPT) 、上清

(pH4 -SUPE) 共に肝カタラーゼ低下作用を示した。 Ampholine carrier ampholyte を用いた等電点、分

画法により、 pH4-SUPE中の物質を等電点 (pl)を異にする 7 つのグループに分けた: pI3. 39 ~3. 

43 , 3 .44~3 .90 , 4 .05~4 .60 , 4 .82~5 .31 , 5 .45~6 .75 , 7 .19~8 .76 , 8 .82~9 .48,pI7 .19~8 .76のグ

ループ以外は全て肝カタラーゼ低下作用を示し、 pH4-SUPEがpI値を異にする種々の有効物質を含

むことが明らかとなった。pH4-処理と、等電点分画する聞に、 crude sample中の非透析性物質が著し

く透析性物質に変化し、 totalの肝カタラーゼ低下活性は減少した。

6) crude sample中にタンパク質加水分解酵素が存在することが明らかとなった。その酵素は種々の

物質と結合しているかの様に思われた。酵素はcrude sample を SephadexG-200 で、molecular sieve 

して得られる全ての分画に含まれていた(後述) . crude sample を pH 7.0 ，で30。ー incubateすると、肝カ

タラーゼ低下物質は低分子化し、肝カタラーゼ低下活性は減少した。全てではないが、低分子化のあ

る部分は混在する酵素によって触媒されており、他の部分は、非酵素的なmolecular complexの解離

に原因しているように思われた。 crude sample中のタンパク質分解酵素の約75%はpH4 -SUPEに分

画され、残りはpH4 -PPTに分画された。 molecular sieve fractionationにより、 pH4 -PPTを 4 つ

の分画に区別した: F-1 (mol. wt. 詮 200 ， 000 ，、 F- 2 (average mol. wt.~70 ， 000) 、 F-3 (average 

mol. wt.=~ 12 ， 000) 、 F-4 (mol. wt.孟 5 ， 000) . F-4 以外は全て肝カタラーゼ低下作用を示した。 pH

4-PPT を pH 7.0 ， 300 でincubateすると、 F- 1 はF- 2 及びF- 3 に、最終的にはF-4 に低分子化した。

7) pH 4 -PPT を pH4.0の下で700 15分間熱処理した後、 molecular sieveして4 つの分画に分けた (F叫 1 ，

F-2 ， F-3 ， F-4)oF-4 以外は肝カタラーゼ低下作用を示した。F国 1 ， F-2 ， F-3 はpH7 .0 ， 300でincu­

bate しでももはや安定で低分子化しない。 700 ， 15分の熱処理をくり返すと、 F- 3 はもはや分子sizeの

上に変化を起きないけれども、F-1 ， F-2 はF-2 ， F-3 と F-4 及びF-3 と F-4 に夫々小分子化した。

F- 1 ， F-2 の小分子化の際に生じたF-4 は小分子DNAから成っておりポリペプチド(アミノ酸)では

ない。こうして得られたF-3 は殆んどhomogeneousである。ディスク電気泳動において、存在する大

- 52 ー



部分の物質は単一な zone を示した。 F-3 の分子量は約12 ， 000で、約80%のprotein と約20%のDNAから

成っている。 F-1 ， F-2 ， F-3 のpHl直はほぼ 4 であった。

タンパク質分解酵素の存在下、 F-3 は部分的に、種々のpI値の、しかも活性を示す物質にdigest さ

れるものと思われる。部分的にdigest された生成物は透析すると、吸収スペクトルの上において DN

Aの存在を全く示さないので、 F-3 のpolypeptide部分が肝カタラーゼ低下作用を示すように思われる。

論文の審査結果の要旨

H干catalaseは担ガンなどの原因によって、その全活性が低下することが知られている。ガン組織の

抽出物を正常動物へ注射すると、肝catalase活性が低下することを発見し、中原、福岡 (1949) はこ

の因子を toxohormone とよんだ。

松尾雄志君の研究内容は主として次の 4 項に大別できる。

1 )担ガンによる肝catalaseの量的および質的変動の解析

2 )肝catalase を in vivoで、変動させる物質 (CIF : Catalase-lnfluencing Factor )の精製とその

性状の研究

3) CIFの細胞内分布の研究

4 )担ガンによって質的変動をする他の肝酵素の検索

ラットの背部皮下ヘRhodamine sarcomaを移植すると、そのガンの成長につれて肝catalase全活性

の低下は質的に異なる 2 種の現象に区別された。すなわち、その低下は、ガン成長中期までは酸性に

等電点 (pI) をもっ catalase isozymes (酸性 catalase) の著しい減少と中性catalaseの増加の和によ

っておこり、中期以後で、は酸性catalase と中性catalaseの両者が著しく減少することによっておこる。

ガン京且織から精製したCIE (下述)を正常動物へ注射することによっておこる肝catalaseの変動は担

ガン中期までの変動に酷似する。検索した他の肝酵素のうちでglucose- 6 -phosphate dehydrogenase 

は、担ガンによって、 全活性での変化は一般に見られないけれども、そのpI 5.2-isozyme の著しい

減少と pI 5.9-isozyme著しい増加がおこることを見出した。このような isozyme レベルでの増加と減少

は、担ガン中期まで、の肝catalaseの場合と内様に、ガン組織から抽出した物質を正常動物ヘ注射する

ことによってもおこる。したがって、このisozymesの減少と増加は同じ要因によって惹起される可能

性が考えられ、このようなisozyme patternの変化を seesaw change とよんだ。

上述の肝catalase影響因子 (CIF) は肝臓では検出できないけれども、筋肉にはガン組織の約占量

存在する。ガン細胞の頼粒を分画して、 CIFの分布をしらべると、 CIFは核に局在していることが分

った。

ガン組織ホモゼネートから集めた頼粒分画をアセトンとクロロホルムの混液で洗糠して脂質、リン

脂質を除去すると、結合CIFは容易に水溶化されるのであるが、抽出液中に共存する protease によって

CIFが加水分解され失活する。有機溶媒で処理する前に頼粒分画を700 5 分間処理すると proteaseが

失活するので、このように予め熱処理した頼粒分画を用いると CIFは安定な状態で抽出される。活性
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測定に非常に手間のかかる物質の精製に適するように組立てた精製方法によって、 CIFの精製を試み

た。精製CIFは電気泳動的には単一で、分子量約 1 万(分子筋法)、 pI約 4 (等電点分画法)、タン

パク質(~80%) と DNA(~20%) から成る。肝glucose- 6 -phosphate dehydrogenase のisozyme を

変化させる活性はCIFの組標品にはみられないけれども、精製CIFにはみられない。

CIFが細胞核に局在していること、担ガン中期までと同様なisozyme patternの変化を CIF が惹きお

こすこと、CIFを精製してその性状をしらべたこと、の三点によって、肝酵素の質的変動の機構に関す

る新しい知見と解析方法をもたらしたものであり、したがって、松尾雄志君の業績は理学博士の学位

論文として十分価値あるものと認める。
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