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論文内容の要旨

〔目的〕

担癌生体の肝臓では腫蕩増殖に伴い一定の酵素偏侍が認められる。すなわち肝臓固有の分化した機

能に関する酵素活性は低下し，細胞増殖に関係する酵素活性は上昇する。これら癌組織が担癌生体各

種組織代謝に及ぼす影響に関して種々の検討が加えられ，癌細胞由来の体液性因子の存在が示唆され

ているが，その実体は明らかでない。そこで、①Ehrlich腹水癌担癌マウス各種組織について，細胞増

殖と密接に関係するポリアミン合成の律速酵素であるオルニチン脱炭酸酵素 (ODC) 活性の変動を検

討する。④それら担癌生体にみられる ODC活性の変動を誘導する癌細胞性因子を，癌細胞破砕画分，

癌性腹水，担癌血築中で証明する。⑩癌性腹水中よりその癌細胞性因子を精製し，性質を検討する。

〔実験方法と結果〕

(i) 担癌宿主組織中の ODC活性の変動

2.9X10 7個の Ehrlich腹水癌細胞を 5-7 週令雄ICRマウスに移植し，継時的に肝臓，牌臓，腎臓

と腫蕩細胞中のODC活性を測定した。マウスは 6 時間前より絶食にし午後 2 時より 6 時の間に屠殺し

た。 ODC活性は各車H織ホモジネートの10万Xg ， 40分遠心上澄分画について基本的に D. H. Russell 

& S. H. Snyderの方法に従い DL-ornithine [l- 14 CJ より遊離される 14C02 から測定した。癌細胞

内 ODC活性は対数増殖期の初期に著明に増加し，それに 1~2 日遅れて肝臓と牌臓ODC活性のピ

ークが認められ，いずれも以後急速に低下する。一方腎臓では逆に腫蕩増殖初期より急激に低下し，

6 日目以後ほぼ 0 となった。

(ii) 癌細胞破砕画分，癌性腹水，担癌血築中に存在する正常肝ODC活性増加因子について

つ
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各種組織中の ODC活性増加因子活性は系且織ホモジネート又は癌性腹水，担癌血築の10万Xg， 60分

遠心上澄分画を正常マウス腹腔内に注射し，一定時間後の肝ODC誘導活性により定量した。

d況重蕩細胞破砕画分による肝ODC活性増加作用 ④Ehrlich腹水癌細胞の超音波破砕画分をマウス

腹腔内に注射し，継時的に肝ODC活性を測定すると，注射24時間後をピークとする著明な ODC誘導が

認められ， 20μg タンパク質/マウスの投与量で有効であった。⑥上記分画には牌臓ODC誘導活性も

認められたが，腎ODC低下活性は検出できなかった。⑥本因子活性は大部分非可溶性画分に存在し

た。

②癌性腹水，担癌血業による肝ODC活性増加作用。移植 7 日目の担癌血築，癌性腹水を同様に正

常マウス腹腔内に注射すると，注射20時間後をピークとする肝ODC誘導が認められた。

③本因子の腫蕩特異性について。本因子が腫壌と密接な関係にあるかどうか検討した。正常マウス

各種組織(肝臓，牌臓，腎臓，筋肉，血築)術後 6 ， 18, 32時間目の再生肝，胎貯， Freund' s comｭ

plete adjuvant誘発マウス腹水中には本因子の活性が認められず，又混合試験によりそれら組織中に

本因子活性の阻害物質は認めなかった。検討した全てのマウス腫蕩 (Fhrlich腹水癌， MH-134, 

Sarcoma 180, Actinomycin-S誘発細網肉腫)又は癌性腹水で本因子活性を認めた。

④異種動物由来の腫蕩(ラットの AH-13， AH-13鎌田』包又は癌性腹水，ヒトの肝，肺，直腸癌細胞

と癌性胸水，イヌの胃肉腫組織)は Walker's肉腫組織に軽度の活性を認める以外は全て活性を示さ

なかった。

⑤肝ODCの誘導は種々の内分泌ホルモン(成長ホルモン，グルココルチコイド，インシュリン，

グルカゴン)などにより誘導されるが，本因子は脳下垂体摘出又は両側副腎摘出マウスの腹腔内へ注

射しでも正常マウス同様にその作用が発現し，更にその誘導活性が増強された。

(iii) 癌性腹水中の肝ODC活性増加因子の性質と精製について

癌性腹水を 9， 000Xg， 10分遠心上澄を-20
0

C に凍結保存した標品を融解し， 10万Xg， 60分遠心上澄

について，その性質と精製を検討した。①57
0

C ， 5 分間の熱処理にでほとんど失活した。②pH2. 0で

完全に失活し， pH 4. 0-9. 45 聞で安定であった。③ 5M尿素にて89%失活し， 0.1% SDS 処理にて

完全に失活した。④Pronase にて完全に失活し， DNase , RNase，には抵抗性であった。⑤超限外

I戸過膜 HM-300 (M. W. >30万)を通る分画に活性を認めるが 30万以上の分画に強い活性を認め

た。⑥25% アセトン沈澱に大部分の活性は回収された。。高性腹水O. 1M cacl2 存在下に0.35%Dextran

Sulfate処理によりリポタンパク質を除去したのち硫安分画 (30-55%) を行い， 20mMリン酸緩衝液

pH 7.4で平衡化した DEAEセルロースカラムクロマトグラフィーの0.13M-0.2MKcl溶出分画を集

め， 55%硫安にて濃縮した。本分画は Sephadex Gー 200ゲル炉過にて Void Volume に回収された。

そこで同分画を Sepharose 6Bでゲル炉過を行うと主に 2 ピークに分離され，第 1 ピークの前半分の

分画 (FrI)に主要活性を認めた。本標品は25%の回収で、約100倍の精製標品でlμ gjマウスの投与量

にて肝ODC を上昇させた。 4%ポリアクリルアミドディスクゲル電気泳動にて主に二本のタンパク

質バンドが認められた。本標品は Glycosidase Mixture処理にて完全に失活し， Sialidase 処理には

抵抗性を示した。又14mMDTT処理にて失活した。
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〔総活〕

①Ehrlich腹水癌担癌宿主肝臓において，ポリアミン生合成系の律速酵素である ODC は著明に誘導

され，癌細胞破砕画分，癌性腹水，担癌血禁中にその誘導に関与する因子が証明された。②本因子は

正常マウス肝臓に及ぼす影響に関する限り，腫蕩組織に特異性が強く，又種特異性が示唆された。③

癌性腹水中の本因子は非耐熱性，アルカリにて安定な分子量30万以上の酸性タンパク質(特に糖タン

パク質が示唆された)であり，分子内 s-s架橋が活性に重要である。デキストラン硫酸処理，硫安

分画， DEAEセルロースクロマトグラフィー， Sepharose 6 Bゲル炉過にて回収25% にて約100倍の

精製標品を得た。

論文の審査結果の要旨

本論文の意義は，重要な生理作用が指摘されているポリアミンの生合成系の律速酵素であるオルニ

チン脱炭酸酵素を指標にして，①担癌生体の代謝異常が，腫虜由来の体液性因子により誘導され，②

その癌細胞性因子の精製と性質を検討し，腫蕩ー宿主相関の一断面を物質レベルで明らかにしたこと

にある。精製された物質は，腫蕩特異性が強く，極めて少量で，正常マウス肝に作用し，担癌肝類似

の酵素偏侍を誘導した。

本物質の物理化学的性質，生物活性や動態を解析することは，ヒト癌悪液質を理解する上に重要な

示唆を与えると考えられる。

以上の点で本論文は医学博士に値するものと判定した。
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