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緒 言

脳腫瘍の中でも主要な位置を占めるグリオー

マの細胞生物学的特性 を明らかにす ることは,

グリオーマに対するより良い診断方法や治療法

を考える上で極めて重要なことと思われる.グ

リオーマの特性 を解明する試みの一つとして,

二次元電気泳動法によるグリオーマの蛋白分画

の解析が考えられる.即 ち,グ リオーマが有す

る種々の蛋白の解析を行うことにより,グ リオ

ーマに特異的な腫瘍抗原,グ リオーマ細胞の代

謝あるいは成長の制御に関連すると考えられる

諸因子(蛋 白),あ るいは,グ リオーマの発生,

増殖に関係 しているであろう癌遺伝子産物(蛋

白)な どの同定が可能となってくるものと思わ

れる.一 般に蛋白質は,電 荷と分子量という互

いに独立した二つの性質を持っているため,電

荷と分子量との差による分離を同時に行えば,

それぞれ単一の蛋白質を検出あるいは分離する

ことが可能である.二 次元電気泳動法では,蛋

白質をまず平面上の一点から一方向に電荷の差

だけを用いて分離 し,つ いでこれと直角方向に

分子量の差だけを用いて分離するため,高 い分

解能が得られる.さ らに,泳 動された各蛋白ス

ポットの大 きさとか染色濃度には,そ れらの量

的情報も含まれているのが特徴である.最 近で

は,二 次 元電 気泳 動 で得 られ た 蛋 白 の泳 動 パ タ

ーンを
,コ ンピュ ー ターを用 い て解 析 した り1,34),

あ る いは,ウ エ ス タ ンブ ロ ッテ イ ング法 を用 い

るこ と によ り,特 定 の蛋 白の 同定 が比較 的容 易

とな って きて い る.今 回,こ うした二 次 元電 気

泳 動 法 を用 い て,種 々 の条 件 下 で の培 養 グ リオ

ーマ細 胞 の水溶性 蛋 白分画 の解析 を試 み た結 果
,

グ リオー マ の特 性 を理 解 す る上 で興 味 あ る知 見

を得 たの で 文献 的 考察 を加 えて報 告 す る.

材料 お よび 方法

1.試 料

樹 立 株化 され た4種 類 の 培 養 グ リオー マ細 胞

につ い て,水 溶 性 蛋 白分 画 の解 析 を行 った.培

養 細 胞 は,当 教 室 で ヒ トglioblastoma症 例 よ

り確 立 され,継 代 維 持 されてい るKY細 胞17,18),

お よ びPontenら55)に よ りヒ トグ リオ ーマ症 例

よ り樹 立 さ れ た118MG細 胞 を さ ら にRous

 sarcoma virusでtransformし たKC細 胞,

また,ラ ッ ト脳 にmethylnitrosoureaで 誘 発 さ

れ たC62)並 び に9L57)グ リオーマ細 胞 を用 いた.

細胞 は, 10%牛 胎 児血 清(Gibco,米 国)お よ び

200u/ml Penicillin G(明 治製 菓)を 含 むEagle's

 minimun essential medium(MEM, Gibco,米

国)を 培 養 液 と し, Falconプ ラスチ ッ ク シャー

レ(Becton Dickinson,米 国)を 用 いて, 37℃,
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5%炭 酸 ガ ス中 で静 置 培 養 を行 っ た.水 溶 性 蛋

白 質分 画 の抽 出 方法 と しては,最 初 に超 音波 に

よ る細 胞 破 壊 を試 み た が,こ れ に よ って 得 られ

た試 料 の実 験 結 果 か らは,発 熱 の影 響 に よ る蛋

白 質の 変性 が疑 われ た.そ こで,最 も 自然 な状

態 で水溶 性 蛋 白 質分 画 が得 られ る方 法 と して,

凍 結 融解 法 を採 用 した.即 ち,細 胞 が シ ャー レ

上 で コ ンフ ルエ ンス とな った時 点 で,培 養 液 を

除 去 し, phosphate buffered saline(PBS)で

2回 洗 浄 したの ち,ラ バ ー ポ リー ス メ ン を用 い

て細胞 を蒸 留 水 中 に機械 的 に浮 遊 させ,こ の 細

胞 浮遊 液 の 凍 結 融解 を繰 り返 す こ と によ っ て細

胞 の 水溶 性蛋 白 分画 を得 た.細 胞 の 不溶 性 蛋 白

分 画 は,冷 却 下 に, 5000rpm, 15分 の遠 沈 に よ

り除去 した.こ う して得 られ た上 清 の水 溶 性 蛋

白分 画 は,約0.5μg/μlの 蛋 白 濃 度 しか な く,

この ま ま試 料 と して用 い た場 合 には,数 個 の 蛋

白 スポ ッ トしか検 出 で きな か っ た.ま た,各 培

養 細胞 株 よ り得 られ た試料 での 蛋 白 質濃 度 が異

る と,蛋 白質地 図 の 比較 が困 難 となるこ とか ら,

そ れぞ れの 水溶 性 蛋 白 質分 画 を, 10μg/μlの 蛋

白濃 度 に濃縮 して試 料 と した.濃 縮 には,蛋 白

質 の 変性 を起 さな い よ うにす る ため,凍 結 乾 燥

法 を用 いた.ま た, 10μMの 濃 度 のforskolin

(Scripps laboratories,米 国)を 作 用 させ た培

養 グ リオー マ細 胞 につ い て も,同 様 の方 法 にて

水溶 性 蛋 白 分画 を抽 出 して試 料 と した.な お,

 forskolinの 培 養 グ リオー マ細 胞 に及 ぼ す影 響

につ い ては,細 胞 増殖, DNA合 成,殺 細 胞 効

果,お よび形 態 変化 の観 点 か ら検 討 し17),細 胞

増 殖 な らび にDNA合 成 の抑 制,お よ び分 化 の

傾 向 を示 す形 態 変 化 は もた らす が,殺 細 胞 効 果

は示 さない濃 度 で あ る10μMを 選定 した.さ ら

に,細 胞 増 殖 後,血 清 を含 まないMEM中 にて

24時 間培 養 を続 け,増 殖 が停 止 した と思 われ る

培 養 グ リオ ーマ細 胞 につ い て も,同 様 に水溶 性

蛋 白分画 を抽 出 し試料 と した.な お,再 現性 を

み るた め,各 細胞 株 につ い て少 な く とも3回 以

上,試 料 の抽 出 を行 い,各 々につ いて検 討 した.

2.試 薬

両性 担体 は, Ampholine(pH 3.5-10, 3.5-5,

 LKB,米 国)を 用 い た. Acrylamide, N, N'-

methylenebisacrylamide, N, N, N', N'-tetra-

methylethylenediamine, Nonidet P-40(NP-

40), 2-mercaptoethanol, Tris(hydroxymethyl)

aminomethane, glycerin, agarose, Coomassie

 brilliant blue R-250, bromophenol blueは,

半 井化 学 特 級 を, ammonium persulfate, sodium

 dodecyl sulfate(SDS), urea, glycine, sul

fosalicylic acid, trichloroacetic acid, 3, 3'-

diaminobenzidine-tetrahydrochloride,水 酸

化 ナ トリ ウ ム,リ ン酸 は,和 光 純 薬 特 級 を 用 い

た.ゲ ル の 染 色 に は,第 一 化 学 薬 品 の 銀 染 色 キ

ッ ト(第 一)を 用 い,免 疫 染 色 の 際 に は, Sigma

(米 国)のbovine serum albumin(BSA), Dr.

 Eng M. Tan(Scripps Clinic and Reseach Foun

dation, La Jolla, Calif., USA)よ り供 与 を受

け た ヒ ト抗proliferating cell nuclear antigen

(PCNA)血 清39), DAKO(Denmark)peroxidase

- conjugated rabbit anti-human-IgGを 用 い

た.

3.方 法

a. O'Farrell(変 性)法

各 培 養 グ リ オ ー マ 細 胞 株 間 で の 蛋 白 質 地 図 の

比 較 検 討 に は, O'Farrell49,50)の 方 法 に一 部 変

法 を 加 え た 二 次 元 電 気 泳 動 法 を 行 っ た.即 ち,

一 次 元 目 は
,直 径2.5mm,長 さ12cm, 2%

Ampholine(pH 3.5-10), 9M尿 素, 2%NP40

を 含 むpolyacrylamide gelを 用 い, O'Farrell

のnon-equilibrium pH gradient(NEPHGE)

法50)に よ って 行 っ た.試 料 は,蛋 白 量 に対 して

2.6%のSDSでSDS化 し た 後, 9.5M尿 素 お

よ び2倍 量 のlysis buffer49)を 加 え た. Lysis

 bufferに は, 9.5M尿 素, 2%Ampholine, 5

%NP-40が 含 ま れ て い るの で,最 終 的 なNP-40

とSDSの 比 は8と な る.こ うして 調 整 した 試 料

の20μl(蛋 白 量53μg)をloadし た. 1600Vhr

の 泳 動 を行 った 後, SDS sample buffer49)中 で

15分 間 のequilibrationを 行 い, -80℃ に保 存

して,後 日二 次 元 目 の 泳 動 を行 っ た.二 次 元 目

は, 14×15×0.1cm, 0.1%のSDSを 含 む8-

15%密 度 勾 配polyacrylamide gelを 用 い た.

な お, SDSとNP-40の 比, loadす る 試 料 の 量,

泳 動 時 間,密 度 勾 配 ゲ ル の 濃 度 は,種 々 変 化 さ

せ て 予 備 実 験 を行 い,最 も 良 い 分 離 能 が 得 られ

る 方 法 と し て,上 記 の 条 件 を 設 定 し た.泳 動 終
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了後 は, Coomassie blue染 色 お よび銀 染色 を

行 った が, Coomassie blueで は数個 の スポ ッ

トしか染 色 されな かった ため,各 蛋 白 スポ ットの

量的並 びに質的差 異 の比較 検討 には,よ り感度 の

高 い銀 染 色 法 を用いた.銀 染 色 は, Oakley48)の

方法 によって 行ったが,銀 染色 キ ッ ト(第 一)で

同様 の染色 が得 られ ることを確 認 し,以 後 この染

色 キッ トによ る染色 を行 った.な お, Ampholine

によ るバ ック グ ラウ ン ドの着 色 を減 らす ため,

 3.5%sulfosalicylic acid-11.5%trichloroacetic

 acidに よ る前処 置 を行 っ た.ア クチ ンス ポ ッ ト

の同定 は,精 製 され たア クチ ン1μg(Sigma,米

国)を,試 料 の泳 動 と同 条 件 で,ま た,試 料 と

同時 に泳 動 す る こ とに よっ て行 った,さ らに,

分 子量 はmolecular weight marker(オ リエ ン

ト酵母)の 泳 動 に よっ て同 定 した.な お,同 一

試 料 につ い て,少 な くと も3回 以上 の泳 動 を行

って,再 現 性 を確 認 した.

b.真 鍋(無 変性)法

PCNAの 検 出 のため,上 記 の方 法 で行 った二

次 元電 気泳 動 ゲ ルの ウエ ス タ ンブロ ッテ イン グ

ー免疫 染色 を試 みたが この方 法 ではPCNAは

染色 され な かっ た.そ こで,ウ エ ス タ ンブロ ッ

テ イングー免 疫 染色 には,真 鍋 らの,変 性 剤 を全

く含 ま ない ミクロ二次 元電 気 泳 動 法33,35)を 用 い

た.即 ち,富 士 理 研 社製 ミク ロ多検 体 二 次 元電

気泳 動 装置 を用 い て,一 次 元 目 は直 径1.3mm,

長 さ35mm, 2%Ampholine(pH 3.5-10), 0.5

%Ampholine(pH 3.5-5)を 含 むpolyacrylamide

 gelで,等 電 点 電 気 泳 動 を行 った.試 料 には,

 40%saccharoseを 加 え, 1-5μl(蛋 白量10-50

μg)をloadし た.二 次 元 目は, 38×35×1mm,

 4-17%密 度 勾配po1yacrylamide gelを 用 い,

 8枚 の ゲ ル を同 じ条件 で同 時 に泳 動 した.泳 動

終 了後,ゲ ルのCoomassie blue染 色 また は銀

染色 を行 うと とも に,同 時 に泳 動 したゲ ル を富

士 理研 社 製 水平 型 トラ ンス フ ァー プ ロ ッテ イ ン

グ装 置(OMY-1型)を 用 い て,蛋 白 をニ トロ セ

ル ロー ス膜(東 洋 ろ紙, pore size0.45μm)へ 転

写 した.こ の装 置 で は約10分 で プロ ッテ イン グ

が可能 とされ て い るが,こ の 条件 で は免疫 染 色

に充分 な量 の蛋 白の移 動 が得 られ な か った.そ

こで,種 々 の電圧,電 流,時 間 で の蛋 白の移 動

度 を検 討 し,泳 動 され た蛋 白の ほ ぼ すべ て が転

写 され る下 記 の条件 を選 出 した.即 ち,冷 却 下

に200mAで, 1時 間 の プ ロ ッテ イ ング を行 っ

た.ブ ロ ッテ ィング後 の ニ トロ セ ル ロー ス膜 は,

免疫 染 色 を行 って, PCNAの 同 定 を行 った.即

ち, 3%BSAを 含 むPBS中 で,室 温2時 間振

と う して,残 っ た蛋 白結 合 部 位 をマ ス ク した の

ち,抗PCNA血 清(×250)と 一 晩 反応 させ た.

コ ン トロー ル に は,正 常 ヒ ト血 清 と反 応 させ た

もの,お よ び,プ ロ ッテ イング後56℃, 30分 間

の 加 熱 に よ りPCNAを 不 活 化 した の ち68)抗

PCNA血 清 と反 応 させ た もの を用 いた. PBSで

洗 浄後, peroxidase-conjugated-rabbit-anti-

human-IgG(×200)と1時 間反 応 させ, PBSで

洗 浄 し た の ち,発 色 は0.003%H2O2加2mM

 diaminobenzidine溶 液 で約3分 間 行 った71)な

お,抗 体 の 希釈倍 率,反 応 時 間 は,予 備 実験 を

行 っ て,最 も良 好 な結 果 が得 られ る条 件 に設 定

した.各 実 験 は3回 以上 行 って,再 現性 を確 認

した.

結 果

1. O'Farrell法

この 方法 に よ り,い ず れの細 胞 株 に おい て も

約200種 の 蛋 白(ポ リペ プチ ド)が 分 離 可 能 で あ

り(Fig. 1, 2),し か も個 々 の細 胞株 につ いて,

そ れ ぞ れ高 い再 現性 が得 られ た,各 細胞 株 か ら

得 られた蛋 白 質地 図 を比 較 検討 してみ る と,ア

クチ ンをは じめ とす る細 胞 骨格 蛋 白 な どは,各

細 胞 株 に共 通 に認 め られ た が,ヒ トグ リ オー マ

細 胞 株 と ラ ッ トグ リオ ーマ 細胞 株 間,ま た,ヒ

トグ リオー マ細 胞株 相 互 間,ラ ッ トグ リオー マ

細 胞 株 相 互 間 で も,多 数 の蛋 白 ス ポ ッ トに質的

お よ び量 的差 異 が認 め られた.た とえば,ラ ッ

ト9L細 胞 で は, Fig. 1の □ で 示 した ス ポ ッ ト

の よ うに,分 子 量40×103以 下 の 比較 的 低 分 子

領 域 に,他 の細 胞 株 には み られ ない 多数 の 蛋 白

ス ポ ッ トが 検 出 された.一 方, C6細 胞 では,

 Fig. 1の ○ で示 す よ うに,比 較 的 高 分子 領 域 で

他 の細 胞 株 との差 が著 明 で,分 子 量 約80×103

の酸 性 蛋 白(Fig. 1矢 頭)の よ うに,ヒ ト細 胞 株

で も認 め られるが, C6細 胞 で特 に量 の 多 い蛋 白

ス ポ ッ トも観 察 され た.ヒ トKY細 胞 とKC細



480 本 田 千 穂

胞 の 蛋 白 質地 図 は,ほ ぼ洞 様 のパ ター ン を示 し,

両 者 の差 異 は,ラ ッ ト細胞 株 間 相 互 の差 ほ ど著

明 では なかった.し か し, Fig. 2に 示 す よ うに,

各 スポ ッ トの量 的差 異 は明 瞭 に認 め られ, □ で

示 す よ うにKY細 胞 に 多い もの と, ○ で示 す よ

うにKC細 胞 に 多 い もの とが あ った.

KY細 胞 について,対 数 増殖 期 にあ る細胞 と,

 forskolin 10μMを 含 む培 養液 中 で48時 間 培 養

した細 胞 の水 溶性 蛋 白 質地 図 を比 較 して み る と

(Fig. 3),矢 印 で示 す ア クチ ンスポ ットの濃 度 が

両 者 で ほぼ同程 度 であ るのに対 し, forskolin処

置 細 胞 で は, ○ で示 す よ うに,分 子 量60×103

か ら70×103の 酸性 蛋 白や,分 子 量20×103以

下 の蛋 白 な ど,多 数 の ス ポ ッ トで その著 明 な増

加 がみ られた.逆 に,□ で 示す ように, forskolin

処 置 に よ り,減 少 あ るい は消失 した蛋 白 も認 め

られ た.

2.真 鍋 法

この方 法 で は,銀 染 色 に よ り,約50種 の蛋 白

が 分離 可 能 で あ った(Fig. 4).対 数 増 殖 中 の細

胞(Fig. 4-a)と,無 血 清MEM中 にお いて増 殖

を停 止 させ た細胞(Fig.4-b)と で蛋 白 質地 図 を

比較 してみ る と, MEM中 にお い た細 胞 で は,

分 子 量35×103,等 電 点5付 近 の ス ポ ッ ト(矢 頭)

をは じめ, ○ で示 す よ うに,数 個 の蛋 白の 明 ら

か な減 少 あ るい は消 失 が認 め られ た.こ れ らの

蛋 白 スポ ッ トの 中 に, PCNAが 含 ま れ てい るか

否 か を検 索 す る 目的 で,前 述 した ブ ロ ッテ イ ン

グー免 疫 染色 法 を試 み た. Fig. 5に 示 す 如 く,

抗PCNA血 清 と反 応 させ たニ トロ セ ル ロー ス

膜 で は,コ ン トロ ー ル血 清 との反 応 で はみ られ

ない ス ポ ッ トが検 出 され た.こ れ らの スポ ッ ト

の う ち,ブ ロッテ イング した蛋 白 を56℃, 30分

間 の熱処理 に よっ てPCNAの 抗 原性 を不活化68)

した の ち抗PCNA抗 体 と反応 させ た場 合(Fig.

 5-c),ま た, MEM中 において増 殖 を停 止 させ

た細 胞 の水 溶性 蛋 白分 画 につ い て抗PCNA抗

体 を反 応 させ た場 合(Fig. 5-d)に は,分 子量35

×103,等 電 点5付 近 の ス ポ ッ トの染 色 は認 め ら

れず,こ の スポ ッ トに泳 動 された 蛋 白 がPCNA

Fig. 1　 ラット9L細 胞株 ならびにラットC6細 胞株 水溶性蛋 白質分画のO'Farrell法 を用

いた二次元電気泳動 による蛋 白質(ポ リペ プチ ド)地図

a=ア クチ ン

□=9L細 胞株 でのみ認 め られ るか,他 の細胞株 に比べ9L細 胞株 に多い蛋 白スポ ッ ト

○=C6細 胞株 でのみ認 め られ るか,他 の細胞株 に比べC6細 胞株 に多い蛋白 スポ ッ ト

(▼=C6細 胞株 で特 に量の 多い スポ ッ ト)
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Fig. 2　 ヒトKY細 胞 株 ならびにヒ トKC細 胞株 水溶性 蛋 白質分画のO'Farrell法 を用 い

た二次元電気泳 動 による蛋 白質(ポ リペプチ ド)地図

a=ア クチ ン

□=KC細 胞株 と比較 してKY細 胞株 に多い蛋白スポ ッ ト

○=KY細 胞 株 に比較 してKC細 胞株 に多い蛋白 スポッ ト

Fig. 3　 ヒ トKY細 胞 株のforskolin処 置前後 におけ るO'Farrell法 による蛋 白質(ポ リ

ペ プチ ド)地図 の変化

a.対 数増殖中の細胞 の水溶性 蛋白質地図

b. forskohn 10μM, 48時 間処置後 の細胞 の水溶性蛋 白質地 図

a=ア クチ ン

○=forskolin処 置に より増加 した蛋 白

□=forskolin処 置によ り減 少 した蛋 白
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Fig. 4　 ヒ トKY細 胞株水溶性蛋 白質分画 の真鍋 法 を用 いた二次 元電気泳動 による蛋 白質地 図

a.対 数増殖中の細胞

b.細 胞 増殖 後,血 清 を含 まない培 養液 中で24時 間培養 して増殖 を停止 させ た細胞

a=ア クチ ン

○=増 殖停止 によ り減 少 した蛋白

▲=PCNAと 考 え られ るスポ ッ ト



グリオーマ細胞水溶性蛋白分画の二次元電気泳動法による解析 に関する研究 483

で あ ると考 え られた.

考 案

ポ リアクリルア ミ ドゲ ル二 次 元 電気 泳 動 法 は,

 1975年, O'Farrell49)が 大腸 菌蛋 白質 を,一 枚

のゲ ル上 で, 1000種 以上 の蛋 白 質 スポ ッ トに分

離 し得 た と発 表 して 以来,高 度 な分 離 能 と,良

好 な再現 性 を有 す るた め,種 々の蛋 白の 分析 に

応用 され てい る. O'Farrell法 では,高 濃 度 の

尿素 やSDSを 用 いるた め,蛋 白質 の高 次構 造 は

破 壊 され,ポ リペ プチ ドの状 態 で泳 動 され る.

高次構 造 を失 っ た蛋 白す な わ ち ポリペ プチ ドは,

酵素 活性 な どの生 理 活性 を失 って い る こ とが 多

く,生 理活 性 を持 った蛋 白の検索 には, O'Farrell

法 は適 当 では ない.真 鍋 ら30,31)は,一 次 元 目に

等電 点電 気 泳 動法,二 次 元 目 にポ リア ク リル ア

ミド密 度 勾 配電 気泳 動 法 を用い,血 清 蛋 白質 や,

組織 の水 溶 性 蛋 白 質 をnativeな 状 態 で分 離 す

る二次 元電 気泳 動 法 を開発 し, O'Farrell法 で

得 られたパ ター ン を,ポ リペ プチ ド地 図,彼 ら

の方法 で得 られ るパ ター ン を蛋 白 質地 図 と呼 ん

で 区 別すべ きで あ る と して い る36).し か し,一

般 には, O'Farrell法 で 得 られた パ ター ンも蛋

白質地 図 と呼 ば れ る こ とが 多 い.真 鍋 らの 方 法

は,初 め16×14cmの ゲ ル を用 い る もので あっ

たが30,31), 38mm×35mmの ミク ロス ケー ルの

ゲ ル を用 い る方 法 が 開発 され33),分 離 能 もマ ク

ロス ケー ル の もの と大 差 な い と され て い る32)

ミクロスケール法 は,泳 動 時 間 が短 時 間 で す み,

また,ゲ ルの取 扱 いも容 易 で,免 疫 化 学 的 な検 出

の際,抗 体 が少量 で す む な ど,種 々の利 点 があ

る.今 回,各 細胞 株 の蛋 白 質 の比 較検 討 に は,

 O'Farrell法 を, PCNAの 免 疫 化 学的 検 索 には

ミクロス ケ ー ルの真 鍋 法 を用 い た.

O'Farrell法49)は,一 次 元 目にゲ ルデ ィス ク

等 電 点電 気 泳 動,二 次 元 目 にSDSゲ ルス ラブ

電 気泳 動 を組 み 合 わせ た二 次 元電 気泳 動 法 で あ

り,等 電 点 の差 と分子 量 の差 とい う全 く異 る性

質の 組 み合 わせ で蛋 白 質 を分離 す る ため,高 い

分 離 能 が得 られ る.し か し,こ の方 法 で は,等

電 点4-7の 酸 性 蛋 白 質 につ いては,非 常 に良 好

な分 離 が得 られ るの に対 し,等 電 点7以 上 の塩

基 性 蛋 白 質 につ い て は,等 電 点 ゲ ル中 の尿 素 の

影 響 に よ る もの か,分 離 能 が劣 って い た54)そ

こで, O'Farrellら は50),酸 性 蛋 白 質 だ け で な

く,塩 基 性 蛋 白質 につ い て も高度 の分 解能 が得

られ る方 法 と して,一 次 元 目 に,通 常 の等 電 点

電 気泳 動 ではな くnonequilibrium pH gradient

 electrophoresis(NEPHGE)と 名 づ けた方法 を

用 い る こ と を提 案 した. NEPHGEは,試 料 を

両性 担体 を含 む円筒 ゲ ル の酸性 側 端 に添 加 し,

すべ ての ポ リペ プチ ドが正 に荷電 した状 態 で泳

動 を開 始 し,最 も塩 基性 の ポ リペ プ チ ドがゲ ル

の他 端 に到達 した と ころ で泳 動 を終 了す る方法

で あ る.今 回,各 培 養細 胞 株 の蛋 白質 の 比較 検

討 に は,こ のNEPHGH法 を用 いたO'Farrell

の二 次 元 電気 泳 動 法 を行 っ た.こ の方 法 で は,

通常 の等 電 点電 気泳 動 法 に比 べ て,酸 性 蛋 白 質

の分 離 能 は劣 り,ま た,再 現 性 が 良 くな い と指

摘 され て い る36)が,今 回,銀 染 色 に よ り, 200

種 以 上 の 蛋 白 質 が分 離 可能 で あ り,ま た,実 験

条件 を厳 密 に同一 にす るこ とに よ り,高 い再現

性 が得 られた.従 って,広 い等電 点領 域 の 蛋 白

につ い て,一 度 に解 析 で きるこのNEPHGH法

は,蛋 白 質全体 のパ ター ンを比較 検 討 す るには,

通 常 の等 電 点電 気 泳 動 によ る方 法 よ り も優 れて

い る と考 え られ る50).

今 回試 料 と した蛋 白質 は,い ず れ も株 化 され

た単 一 の細胞 集 団 か ら得 られ た もの で あ り,展

開 さ れた電 気泳 動 パ タ ー ン(蛋 白 質地 図)は,

Fig. 5　 ヒ トKY細 胞株水溶性 蛋白分 画 を,真 鍋法 による二 次元電 気泳 動後,ウ エ ス タンブロッテ イングし,

間接 酵素抗体 法で染色

a.対 数増殖細胞-抗PCNA血 清

b.対 数増殖細胞-正 常 ヒ ト血清

c.対 数増殖細胞-56℃,　 30分 間加熱 でPCNAを 不活化-抗PCNA血 清

d.増 殖停 止細胞-抗PCNA血 清

▲=PCNA
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それ ぞれ の細 胞 の性 質 の差 を直 接 反 映 して い る

もの と考 え られ る,ヒ ト細胞 株 と,ラ ッ ト細 胞

株 間で の蛋 白質 地 図 の差 は,量 的 のみ な らず 質

的 に も明 らか で,こ れ らの 中 には,種 差 に よ る

細 胞構 成蛋 白の 違 い も含 まれ て い る もの と思 わ

れ る.し か し,ラ ッ ト9L細 胞 で は,特 に他 の

細 胞 株 との蛋 白質地 図の 質 的差 異 が著 明 で,こ

れ は, 9L細 胞 が真 の グリオーマ では な く,グ リ

オサ ルコーマ の性 格 を持 った細胞 株 で あ るこ と47)

と関 係 が あ る か も知 れ な い.即 ち,腫 瘍 の組 織

型 に よっ て,蛋 白 質地 図 に大 きな差 異 が現 れ る

可 能性 が 考 え られ る.言 い換 えれ ば,そ れ ぞ れ

の組織 型 に よ って,そ れ ぞれ に独 特 な蛋 白 質 が

発 現 して い る もの と推 測 され,今 後,多 数 の 細

胞 株 につ い て検討 を重 ね る こ とに よ り,蛋 白質

パ ター ン と腫 瘍 の組 織 型 との 関係 を明 らか に で

きるの で は な い か と考 え られ る.ま た, KY細

胞 とKC細 胞 は,同 様 に ヒ トグ リオ ーマ 細胞 由

来 で あ るに も か かわ らず,そ の蛋 白質地 図 に は

数 個 の 蛋 白 スポ ッ トで明 らか な違 いが認 め られ

た.そ れ らが どの よ うな意味 を持 つ かは,今 後

さら に検 討 が必要 で あ る が,こ の よ うな差 異 の

明 ら かな蛋 白 を同定 し,さ らに くわ し く検 討 す

る こ とに よ り,グ リオー マ の発 生 あ るい は増 殖

につ いて,重 要 な情 報 が得 られ る可 能 性 が あ る.

た と えば,あ る種 の 発癌 物 質 や発 癌 ウ イル ス の

感 染 に よ り特定 の蛋 白質 が増 加 す る こ とを,二

次 元電 気泳 動 によ っ て検 出 で きる こ とが報 告 さ

され て お り6,9,10,15,16,27,28,,60,61),また,そ れ らの

蛋 白 質 と各 種 の成 長 因子 や そ の受 容 体,あ る い

は癌遺伝 子産物 との関連 も検索 されている5,12,53,56)

.著 者 ら18)も,培 養 グ リオーマ細 胞 にお け る癌 遺

伝 子 産 物 や,上 皮 成 長 因子 受 容 体 の発 現 につ い

て,各 々 に対 す るモ ノ クロ ー ナ ル抗 体 を用 い,

 Flow cytometerで 解 析 して い るが,さ らに,

二 次 元 電 気泳 動 に よ る検 索 も加 えた い と考 え て

い る.

さて,細 胞 内情報伝 達 におけるsecond messen

gerと して知 られ るcyclic AMP(cAMP)に 細 胞

増 殖 調 節 作 用 が あること は古 くか ら知 られ て い

る52).一 般 にグリオーマ細 胞 には,細 胞 内cAMP

濃 度 を増加 させ る諸 因子 により細胞 分 化 が 誘導 さ

れると考 えられている11,23,26,42,43,47,62,63).細胞 内

のcAMP濃 度 を 上 昇 さ せ る 方 法 と して は,

 1)cAMP合 成 酵素adenylate cyclaseを 活性

化 す る, 2)cAMP分 解 酵 素phosphodiesterase

の活 性 を抑制 す る, 3)cAMPま た は その 誘導

体 を添 加 す る,の3つ の 方 法 が 考 え られ るが,

これ までは, 1), 2)と して適 当 な薬剤 が な く,

また, cAMPそ の もの を培 養液 中 に加 えて も細

胞 内 へ の取 り込 み 効 率 が 悪 い た め,も っ ぱ ら

dibutyryl cAMPの 添 加 が用 い られ て きた11,23,

26,42,43,47,62,63).グ リオー マ 細 胞 の 培 養 液 中 に

dibutyryl cAMPを 添 加 す る こ とに より,単 に

形 態 学 的 に23,42,43)だけで な く,生 化 学 に も細胞

分 化 が 証 明 され て い る.た と え ば, 1965年,

 Mooreら40)に よっ て発 見 され たS-100蛋 白 は,

グ リオー マ に お い ては 一般 に形 態 学 的 によ り分

化 した もの に 多 く含 まれ て い る41)こ とな どよ り,

グリオーマ細胞 の分化 の指標 とな りうる と考 えら

れて い る64)が,培 養 グリオーマ細 胞 にdibutyryl

 cAMPを 作 用 させ る こ とによ り細 胞 内 のS-100

蛋 白量 が著明 に増加す ることが知 られている26,62,63)

.最近, adenylate cyclase活 性 化 物 質 と して注

目 されつ つ あ るforskolinを,グ リオ ー マ細胞

に作 用 させ た時 の蛋 白質地 図 の変化 を検討 した.

 Forskolin(7β-acetoxy-8, 13-epoxy-1α, 6β,

 9α-trihydroxy1abd-14-en-11-one)は,ネ パ

ー ル
,イ ン ド地 方 で民 間 薬 と して用 い られ てい

るシ ソ科 の植 物Coleus forskohliiか ら,心 筋

収 縮 増 強物 質 として発 見 され3,29), 1981年,そ の

効 果 はadenylate cyclaseの 活 性 化 に基 くもの

で あ る こ とが 明 らか となった38). forskolinに よ

るadenylate cyclaseの 活性 化 は,微 量 で強 力

な効 果 を示 し,完 全 に可逆 的 で あ り,組 織 あ る

い は培 養細 胞 に も,ま た,抽 出 した膜 分 画 に対

して も同様 な効 果 を示 す な ど,従 来 知 られ て い

るadenylate cyclase活 性化 物 質 とは全 く異 る

特 徴 を持 って お り58,59), cAMPに つ い ての細 胞

生 理 学 的 研究 にお い て,有 用 な薬 剤 とな るで あ

ろ う と期 待 され て い る. Forskolin1は,培 養 グ

リオ ーマ 細胞 に対 して,形 態 学 的 分化 を誘 導 す

る と とも に,増 殖 抑 制 効 果 を示 し17),蛋 白 質地

図上 も著 明 な変化 を もた ら した. forskolinは,

グ リオ ーマ細 胞 内 のS-100蛋 白 の 増 加 を もた ら

す こ とが報 告 され て お り14),蛋 白 質 地 図 上増 加
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がみ られ た蛋 白 の 中 には, S-100蛋 白 の よ う な

グ リオー マ の分化 の指 標 と な り うる蛋 白 が含 ま

れて い る もの と思 われ る.ま た,細 胞 膜 レセ プ

ターadenylate cyclase系 を構 成 す る種 々 の蛋

白成分 が次 第 に明 らか に され つ つ あ り,レ セ プ

ターか らadenylate cyclaseに 至 る経 路 に は,

 G蛋 白 と呼 ば れ るGTP結 合 蛋 白 が介 在 して い

る ことが知 られ る よ うにな った24). G蛋 白 は,

 α, β, γの3つ のサ ブユ ニ ッ トか らな るが,最

近, G蛋 白 の一種transducinの αサ ブユ ニ ッ

トが,癌 遺伝 子 の 一 つras遺 伝 子産 物p21と 類

似 してい るこ とが指 摘 され70),癌 遺 伝子 がade

nylate cyclase系 を介 して癌 化,あ るいは 癌細

胞 の増 殖 の制 御 を行 っ てい る可 能性 が推 察 され

て い る46).し た が っ て, adenylate cyclase活

性 化物 質 で あ るforskolinは,癌 遺 伝 子 産 物 の

発 現 に も影響 を及 ぼす 可能 性 があ り, forskolin

処 置 によって もた らされ た蛋 白 質地 図 の 変化 は,

それ ら を反 映 してい るの か も知 れ ない.

一般 に
,個 々の グ リオー マ の細胞 生物 学 的 悪

性 度 は 多様 で あ り,そ れ ぞれ の グ リオー マ につ

い て,そ の 悪性 度 あ るい は増殖 能 の程 度 を正 確

に把握 して お くこ とは,グ リオ ーマ 患 者 の治 療

法 の選択 や,予 後 の推 定 を行 う上 で極 め て重 要

で あ る とい え る.従 来,グ リオ ーマ の増殖 能 の

検 索 に は, 3H-thymidineの 標 識 率(labeling

 index)19,20,22,25,71)や,分 裂 指 数(mitotic index)

な どが用 い られて きた.最 近 では, Gratzner13)

によ って作 製 され た, thymidine analogueで

あ るbromodeoxyuridine(BrdU)に 対 す るモ

ノ クロー ナ ル抗 体 を用 い る方 法 が,グ リオー マ

の増 殖 能 の 解析 に試 み られつ つ あ る21,44,45)こ

の方法 で は,一 定 時 間 内 にDNA合 成 中の細 胞

に取 り込 まれたBrdUを モ ノクロー ナ ル抗体 を

用 い て検 出 する ものであ り,臨 床 に用 い る には,

患者 にBrdUを 投 与 しな けれ ば な らず,日 常 臨

床 へ の応 用 は,必 ず しも容 易 で は ない.し た が

って,グ リオー マ の増 殖 能 を判 定 す るよ り直 接

的 な方 法 と しては,も と も と増 殖 中 の細 胞 にの

み発現 され て い る物 質 を検 出 す る こ と と考 え ら

れる.し たがって,著 者 らは,最 近,増 殖 性 細 胞

核 抗 原(proliferative cell nuclear antigen,

 PCNA)に 注 目 して きてい る.と ころ で抗PCNA

抗 体 は, 1978年Miyachiら39)に よ って,全 身

性 エ リテマ トーデ ス(SLE)患 者 の 一部 の血 清 中

に,抗 核 自 己抗 体 と して検 出 された もの で,そ

の 後 の研 究 によ り, PCNAは 増 殖 中 の細 胞 の核

内 に特 異 的 に出現 す ることが 明 ら か に され た67牝

最 近 で は, PCNAは, 1980年, Bravoら4)に

よっ て発 見 され, cyclinと 命名 され た蛋 白質 と

同 一 の 蛋 白 質 で あ る こ と が判 明 して い る37)

. PCNA/cyclinは,分 子 量33-36×103,等 電 点

4.8-4.9の 非 ヒス トン性 酸 性核 蛋 白で あ り,そ

の抗 原性 は, 56℃, 30分 の加 熱 で 不 活化 され68),

最 近 で は そ の ア ミノ酸 配 列 の一 部 も明 らか に さ

れ て い る51). PCNAは,動 物 種 とは 関 係 な く,

しか も正 常 あ る いは腫 瘍 細 胞 を問 わず細 胞 増 殖

期,特 にlate Gl-S期 の細 胞 の核 内 に特異 的 に

発 現 さ れ,細 胞 のDNA合 成 に深 く関 与 して い

る もの と考 え られて い る7). PCNAは,こ の よ

うな特 性 を持 って い るた め,抗PCNA抗 体 を

各種 悪 性 腫 瘍 の診 断 に用 い よ うとす る試 み が 散

見 され る. Takasakiら69)は,白 血 病 の 診 断,

特 にそ のblast crisisの 指 標 と して, PCNAが

有 用 であ ることを報 告 してい る.ま た, Chang8)

らは,腎 癌,前 立腺癌,大 腸 癌 など に,抗PCNA

抗 体 を用 い て間接 蛍 光 抗体 染 色 を行 い, PCNA

陽 性細 胞 の割 合 と,腫 瘍 の発 育 速 度 とが 良 く一

致 して い る こと を見 出 して い る.そ こで,著 者

らは,培 養 グ リオー マ細 胞 お よ び開 頭術 に よ っ

て 得 ら れ た ヒ トグ リオ ーマ生 検 組 織 に お け る

PCNAの 発 現 を,抗PCNA抗 体 を用 い て,間

接 酵素 抗体 法 に よ り検 索 した65,66)そ の結 果,

各 種 グ リオー マ に おけ るPCNA陽 性 細 胞 の割

合 は,こ れまで報 告 され て い るBrdUあ るい は

3H -thymidineの 標 識 率21)と 良 く一 致 して い る

こ とが判 明 した.し たがって, PCNAは,グ リ

オー マ の増 殖 能 を推 定 す る上 で良 い指 標 と な り

うる と考 え られ る.し か し,ヒ トグ リオ ーマ 組

織 で,免 疫 組 織 化 学 的 にPCNAを 検 出 す るに

は難 点 もあ る. SLEに お け る抗PCNA抗 体 の

出現 頻 度 は 約2%し か な く39),充 分 な量 の抗 体

を得 る こ とは容 易 で は な い.ま た,ヒ トグ リオ

ーマ 組織 にお い て
,免 疫 組 織 染色 を間接 法 で 行

う場 合,二 次抗 体 で ある抗 ヒ トIgG抗 体 は,組

織 中 に含 まれ て い るIgGと も反 応 して し まい,
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バ ッ ク グラ ウ ン ドが染 色 され て,陽 性 反応 が確

認 しに くい 欠点 があ る.と ころ が,今 回行 っ た

よ うに,グ リオー マ蛋 白 の 二次 元 電 気泳 動 に よ

っ て分 離 した蛋 白 に つ いて 免疫 染 色 を行 えば,

 PCNAの み を検 出す るこ とが可 能 で あ る.ま た,

こ れ に よっ て,銀 染 色 に よ る蛋 白 質 地 図 上 の

PCNAス ポ ッ トを同定 す れば,二 次 元電 気 泳 動

一 銀 染 色 のみ によって
, PCNAの 検 出 が 可能 と

な る.ま た,蛋 白質地 図 上 の各 ス ポ ッ トは,大

き さと濃度 によ り量 的情 報 も含 ん で い るの で,

た と えば コンピュー ターによ る解析 を加 えれ ば34),

 PCNAの 半定 量 も可能 とな る.し たが って,種

々 の グ リオ ー マ の蛋 白 質の 二 次 元電 気泳 動 を行

い,そ のPCNAス ポ ッ トの量 を検 討 す る こ と

に よ り,グ リオ ーマ の増 殖 能 の程 度 を容 易 に推

定 で きる よ うに な る もの と考 え られ る.

結 論

ヒ トお よ び ラ ッ ト培 養 グ リオー マ細 胞 の 水溶

性 蛋 白 質分 画 を二 次 元電 気 泳 動 法 によ っ て解 析

した. O'FarrellのNEPHGE法 によ る二 次 元

電 気泳 動 ゲ ル につ い て,銀 染 色 を行 っ た結 果,

約200種 の 蛋 白 スポ ッ トが判 別 で きた.上 記 の

方 法 によ る水溶 性 蛋 白質分 画 の解析 の結 果,ヒ

トグ リオ ーマ細 胞 株 と ラ ッ トグ リオ ー マ細 胞 株

間 の み な らず,ヒ トグ リオ ーマ 細胞 株 相 互 間,

ラ ッ トグ リオー マ細 胞株 相 互 間 に も,蛋 白質 の

質 的 あ る い は量 的 差 異 が認 め られた.こ れ らの

差 異 の 中 に は,グ リオー マ細 胞 の細 胞 生 物 学 的

特性 の差 異 に基 くもの も あ る と思 われ,二 次 元

電気泳動法による蛋白質分画の解析は,グ リオ

ーマの細胞生物学的特性の究明にも有用な方法

となるものと考えられる.ま た,同 一の細胞株

でも,薬 剤により細胞分化 を誘導することによ

り,二 次元電気泳動法での蛋白質地図に変化が

認められた.こ の変化を詳細 に検討することに

より,グ リオーマ細胞の分化 あるいは脱分化に

直接関与 しているであろう種々の蛋白質を検出

できる可能性が考えられる.ま た,蛋 白質変性

剤 を含まない系での二次元電気泳動法(真 鍋法)

に続 き,ニ トロセルロース膜へのウエスタンブ

ロティング後,特 定の蛋白質に対する特異抗体

を用いた免疫染色 を行 うことにより,蛋 白質の

同定 が可能である.今 回,こ うして同定 した

PCNAは, late G1-S期 の細胞核内に特異的に

出現する蛋白質であることから,二 次元電気泳

動法 を用いて, PCNAの 量的変化を観察するこ

とにより,今 後グリオーマ細胞の増殖能の程度

が容易に推定できるようになるものと考えられ

る.
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Analysis of the water-soluble protein fraction of 

glioma cells by two dimensional electrophoresis 

Chiho HONDA
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(Director: Prof. A. Nishimoto)

The author analyzed water-soluble proteins of cultured human and rat glioma cells ob

tained by freezing and thawing cells suspended in distilled water. The author used O'Farrell's 
two dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (NEPHGE method) with slight modifica
tion to analyze differences in the protein map, and Manabe's microscale two dimensional elec

trophoresis without denaturing agents for Western blotting to detect proliferating cell nuclear 
antigen (PCNA/cyclin). By O'Farrell's method and the silver staining technique, at least 

200 different polypeptides were clearly identified in each cell line. Cytoskeletal proteins such 
as actin were constantly separated in all cell lines. Marked differences in the protein map 

were observed between human and rat glioma cell lines, and even within the same species. 
It is supposed that these differences arise from the cell-biological differences between the 

glioma cell lines. Marked differences in the portion map were also seen between proliferating 

glioma cells and glioma cells treated with forskolin (an adenylate cyclase activator), which 
can induce morphological and biochemical differentiation of glioma cells. Some proteins in
creased in amount after the treatment with forskolin, suggesting that these proteins are re
lated to the differentiation of glioma cells. Some other proteins which were prominent in the 

proliferating cells diminished in cells cultured 24 hours in medium without calf serum to sup

press cell growth. PCNA (proliferating cell nuclear antigen), an acidic nuclear protein which 
appears solely in late G1-S phase and is believed to be closely related to cell proliferation, was 
revealed by Western blotting and indirect immunostaining. The quantitative investigation of 
the PCNA spot on the protein map may be useful in assessing the proliferating activity of 

glioma cells. These results indicate that two dimensional polyacryamide gel electrophoresis 
is useful for the clarification and understanding of the biological features of glioma cells.


