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緒 論

1958年 西 田等1)に よ り角膜から発見 された縮瞳作

用を有する生理活性物質コルニンは,そ の後生体の

殆んどあらゆる組織から抽出され,こ のコルニン画

分が更に細胞分裂抑制作用も示すことが報告されて

きている。2,3)

コルニン研究の歴史については西田・村上の総説4)

がある.総 説にも述べ られているように細胞分裂抑

制能を有するコルニンの精製は極めて困難であった.

精製の困難さはコルニンを組織全体から抽出し,

これらか ら精製を行ってきたことに原因の一つがあ

るのではないかと考 えられるため,最 近になり細胞

分画法を用いて組織のホモジネー トを各細胞画分に

分けこれらか らコルニンを抽出し精製が進められて

いる.

ラット肝上清画分より抽出されるラッ ト肝上清粗

コルニン(crude rat liver cytosol cornin(RLCC

と呼称)に ついては著者等5}に より報告 され,こ の

RLCCの 精製 と化学的性質についてはInabaら6)の

報告がある.

本論文ではラット肝小胞体のコルニン画分(crude

 rat liver microsomal cornin: RLMCと 呼称)の

抽出及び精製法,マ ウス由来の線維芽細胞であるL

 929細 胞 に対する分裂抑制活性の測定と,こ の精製

コルニン(MF 1と呼称)の 化学的性質について調べ

た成績を報告する.

材料及び方法

小胞体画分の調整;肝 臓は24時 間絶食 させたラッ

トを屠殺直後充分に脱血を行った後に開腹摘出し,

冷凍庫(-80℃)に 凍結保存 していたものを凍結状

態のままで細砕し, 0.25M Sucrse(pH 7.4)中 で

解氷し,ガ ラス及びテフロンホモゲナイザーで細胞

を破壊 レた後4層 のガーゼで〓過して未砕細胞を除

き, 800×G 10分 の遠沈によって得た上清を10,000

×Gで10分 間遠沈 し,そ の上清を更に105,000×G

60分 の超遠沈後その沈渣を小胞体画分 とした.

RLMCの 抽出;細 胞分画法で得た小胞体画分 に

ついて西田等の方法4)を 一部改良 してコルニン画分

を抽出した.即 ち小胞体画分を0.1M NaClに 懸濁

し, 100℃ 3分 間の熱処理を行った後冷却 し,遠 沈

操作により上清を集め,こ の上清についてエタノー

ル分画法を施 し,冷70%エ タノール処理の上清 より

冷90%エ タノール処理での沈渣を低速遠沈で集め,

 10倍容量の冷アセ トン及び冷エーテルで処理しアセ

トン粉末として冷室のデシケーター中に保存した.

Sephadex G-50カ ラムクロマ トグラフイ～を用い

たゲル〓過によるRLMCの 脱 塩細分画; Sepha

dex G-50を 蒸溜水で3時 間煮沸 して膨潤させた後

流水中で冷却し,内 径3cm長 さ50㎝ の カラムに充填

した後101の 蒸溜水を流してゲルを洗 う.あ らかじ

めRLMC 50mgを3meの 蒸溜水に溶かしておきこ

れをカラム上部に重層後流下速度12me/hrで 蒸溜水

を流 し, 3meづ つ フラクションコレクターで集 め

た.

薄 層 クロマ トグラフィーに よる分子量 測定:

 Sephadex G-100 5.6gを100meの5mM Tris

HCe緩 衝液(pH 7.4, 0.1M NaCeを 含む)中 で

3時 間煮沸して膨潤後冷却し, 20×20cmの ガ ラス板

の上に約1㎜ の厚さに引 き延して,上 記緩衝液 を上

槽に入れた湿箱中に置 き両端を〓紙で夫々架橋 し斜

度8ﾟ又 は10ﾟで1晩 放置する.標 品はあらか じめ

0.1M NaCeを 含むTris-HCe緩 衝液(pH 7.4)

に1mg/0.1meの 濃 度に溶かしておきこの約10～20

μeを スポット滴下 した.標 準蛋白には,チ トクロ
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ー ムC ,牛 血 清 アル ブ ミン,卵 白 ア ル ブ ミン及 び ア

ル ドラー ゼ(ベ ー リンガ ー社 製)を 用 い た.標 品滴

下3～6時 間 後 〓 紙(東 洋 〓 紙, No 51)で 写 しと り,

風乾 後0.25%ク マ シー ブ リ リア ン トブ ル ー(メ タ ノ

ー ル:氷 酢 酸 二9:1溶 液)で 固 定 ・染 色 を5分 間

施 し,蒸 溜水 で数 回 手 早 く洗 っ た後 脱 色 液(メ タ ノ

ール:氷 酢酸:水=1:1:8溶 液)に 浸 して脱 色

した.

ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳 動 法;a)標 準 ゲル

;上 層 ゲ ル3.75%,下 層 ゲ ル7.5%の ア ク リル ア ミ ド

ゲ ル を内 径5㎜ 長 さ9㎝ の ガ ラス管 に充 填 し,あ ら

か じめ 蒸 溜水0.1meに 標 品1㎎ を溶 か して おい た

もの を40～60μ2カ ラ ムに重 層 させ,上 槽 及 び下 槽

に 電解 液 としてTris-glycine緩 衝 液(pH 8.6)を

用 い, 3mA/tubeで3.5時 間 の泳 動 を行 わ せ た 後,

 50%メ タノ ー ル及 び7%氷 酢 酸 を含 む0.25%ク マ シ

～ブ リ リア ン トブル ー染 色 液 で染 色 ・固 定 を2時 間

行 い,そ の後 数 回7%酢 酸 で液 交 換 を施 し脱 色 した.

分 離 の状 態 が良 好 で あ るか否 か を見 る た め,標 準 蛋

白 と して チ トク ロ ー ムC及 び牛 血 清 ア ル ブ ミン を用

い た.

b) SDSゲ ル; 10%の ア ク リル ア ミ ドゲル 用 い,

電 解液 に は0.1% SDSを 含 む0.01Mリ ン酸 緩 衝 液

(pH 7.2)を 用 いた.ゲ ル の調 整 は,終 末 ア ク リル

ア ミ ド10%,ビ ス ァ ク リル ア ミ ド0.27%,過 硫 酸 ア

ンモ ニ ウ ム0.075%, SDS 0.1%に な る よ うに調 合

し,こ の溶 液30mEに 対 し, TEMED 0.045meを 加

えた.分 析す る標 品 は あ らか じめ1mgを10mMリ

ン酸 緩 衝液(0.1% SDSを 含 む)に 溶 か しグ リセ リ

ン を1滴(約10μeを 加 え,煮 沸 水 中 で100℃1分

間 の 熱 処 理 を施 し,冷 却 させ た もの を20-30μe用

い た.標 準蛋 白 に は チ トク ロ ー ムC及 び ピス トンを

用 い た.泳 動 は3mA/tubeで2.5～3時 間 の泳 動 時

間 で行 っ た.固 定染 色 には50%メ タ ノー ル, 10%氷

酢 酸 を含 む0.25%の ク マ シ ～ ブ リ リア ン トブ ル ー染

色 液 で2時 間行 い,脱 色 は10%メ タ ノ ール 及 び10%

氷 酢 酸 を含 む水溶 液 で数 回 の 液 交 換 に よ り行 った.

ア ミノ酸 分 析;3mgのMF1を 水 解 用 ア ンプ

ル に入 れ,蒸 溜 水1meを 加 え て溶 解 し次 に12N塩

酸 を1m2加 えて封 管 し,加 水 分 解炉(105℃)で12

時 間 水 解 す る.水 解 後 減 圧 濃 縮 し て その 沈 渣 を0.01

N塩 酸6meに 溶 解 す る.こ の3meを ア ミノ酸 ア ナ

ラ イザ ー(JEOL社 製, JLC-6AH型)に か けて 分

析 し た.

細 胞 分 裂抑 制 効果 の検 定 法 及 びL929細 胞 の 培 養

方法;前 報の方法')に従い培養試験管を用いた直立

静置培養法により行った.即 ち対数増殖期にある細

胞(角 瓶を母培養容器とした)を3.5×104個 植 え込

み, 24時 間後に標品を含む培養液と液交換し,更 に

24時間後に培養液を捨て, CMF(Ca++, Mg++ free

 buffered saline)で 洗 った後TEP(trypsin 0.05

%, EDTA 0.025%のCMF溶 液)処 理 により細胞

を浮遊させ,コ ールタ～カウンターで細胞数を計測

した.増 殖率は対照の増殖率を100%と し,そ れに

対す る割合で示 した.増 殖を50%阻 害する標品濃度

は 工D50(inhibitory dose 50 percent)で 表 現した.

生体染色法による生細胞率の検定;細 胞浮遊液1

meに 対 し, Erythrocin B 0.3me加 えて5分 以内

に血球計算板を用いて生細胞数を算定 した. MF1

添加 による生細胞数の割合は培養試験管に付着して

いた細胞では95%以 上であったが, MF1添 加 により

浮遊 したと考えられる細胞は殆んどが死細胞であっ

た.

蛋 白質及び糖の定量;蛋 白質の定量は牛血清アル

ブ ミンFvを 標準タンパクとしてLowry法 に従っ

て測定した.糖 の定量はフェノールー硫酸法に従っ

て行った.標 準糖にはDー グルコース及びD-リ ボー

スを用いた.

糖 成分の同定; MF1を4N塩 酸 に溶かし, 100℃

 4時 間 の水解を施 し,水 を50me加 えて滅圧濃縮す

る操作を5回 繰り返 した後少量の水に溶かしたもの

を,シ リカゲルプレー ト(Wakogel G)に スポット

滴下 した.プ レー トはあらかじめ, 0.02Mの 酢酸ナ

トリウムに浸漬した後室温で1日 風乾後120℃1時

間の活性化を施したものを用いた.

蛋 白質分解酵素処理; 5mM Tris緩 衝液(pH 7.2)

にMF1及 びプロテアーゼ(Nagarse)を 夫 々 終末

600μg/me, 20μg/mlと し,〓 過滅菌後30分 間37℃

でincubateす る.こ の反応溶液に対 し等量の×

2MEM(通 常のMEMの2倍 濃度溶液)を 加え更に

10%の 牛血清を加 えたものを前述の検定法に従って,

細胞増殖抑制効果を検定 した.

実 験 成 績

1kgの ラット肝臓 より抽出 されるRLMCの アセ

トン粉末 としての重量は平均約200㎎ であった.

このRLMCのSephadex G-50カ ラムを用いたゲル

〓過による分離パターンをFig 1に 示 す. OD 280

nmに おける吸収測定により3つ の主たるピークが

得 られる.こ れ らをMF1, MF2及 びMF3と 呼称す
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る.回 収 率 は全 体 で は乾 重量 と して76.3%で あ り,

その うちMF1は6.6%, MF2及 びMF3は 夫 々43.1%,

 26.6%.で あ った.

これ ら3つ の画 分 のL929細 胞 に及 ぼす 分 裂 抑 制

効 果 をFig 2.に 示 す. MF1に 活 性 の大 部 分 が存 在

して い る こ とが 明 らか で あ る.

Fig. 3はMF1とRLMCの 分 裂 抑 制 活 性 の 比較

を見 ゼ もの で あ る. MF1のID50は270μg/meで あ

り, RLMCと 比 較 して ほ ぼ4倍 比活 性 が高 くな って

い る.

Fig. 4はMF1の 紫外 部吸 収 曲線 で あ る. 276nm

に極 大 吸 収 を示 す. Lowry法 に よ る蛋 白 定 量 か ら

MF1は90%の 蛋 白質 を含 み,不 溶 性 蛋 白は3%で あ

った.

Fig. 5は7.5%の 標 準 ゲ ル を用 いた ポ りア ク リル

ア ミ ドゲ ル電 気 泳 動 に よ るMF1の 泳 動 パ タ ー ンで

あ る.明 らか な一 つ の ピー クが 観 察 され る.

Fig. 6は 薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ るMF1の

分 子量 測 定 を示 す. MF1は モ ノ ピー ク で標 準 蛋 白 の

移 動 距 離 との比 較 か ら分 子量 約26,000と 算 出 され た.

Fig. 7はSDSゲ ル を用 い た ポ リアク リル ア ミ ド

ゲル電気泳動によるMF1の 泳動パターンである.

 2本 のバンドが観察 される.チ トクロームC及 びピ

ス トンの標準蛋 白の移動距離との比較から約夫 々

11,000, 15,000の 分子量を有していると算出された

(Fig. 8)

Fig. 1. Elution pattern of RLMC by gel 

filtration through Sephadex G-50 

column.

Fig. 2. Antimitotic effect of MFi, MF2 and 

MF3 on the growth of L-929 cells

Fig. 3. Antimitotic effect of MF land RL MC 

on the growth of L-929 cells

Table 1はMF1の 塩酸加水分解によるア ミノ酸

組成を示す.酸 性ア ミノ酸23.3%塩 基性アミノ酸は
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Fig. 4. Ultraviolet absorption spectrum of 
MF1

Fig. 5. Electrophoretic pattern of MF1 
in 7.5% polyacrylamide gel 
(Standard gel pH 8.6)

Fig. 6. Melecular weight estimation of MF1

 by thin layer gel filtration 

ordinate: molecular weight (•~104)

Ald: aldolase,•@ BSA: bovine serum 

albumin,

OvA: ovalbumin, Cyt. c: cytochrome C 

(three experiments)

Table. 1. 

Amino acid composition of MF1
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14.8%,含 硫 アミノ酸は微量であった.

Table 2はMF1の 蛋白質分解酵素による処理効

果を示 している.蛋 白質分解酵素Nagarseの20

μg/meの 処理により, MF1の 細胞分裂抑制効果は

著しく減弱する.

考 察

肝抽出物に含まれる細胞分裂抑制因子に関する研

究は今迄に数多 く報告されている. 7～21)

細胞分画法を用いた各細胞画分中に存在する細胞

分裂抑制活性を有する熱に不安定な因子については

肝上清画分についてはHolley12)の 報告,小 胞体画分

についてはStichら, 19)Goutier20)ら およびInaba

ら21)の報 告がある.熱 に安定な因子については,

 chaloneと 総 称 され る主 と して上 清 画 分 よ り抽 出 さ

れ る因 子 が 報 告 され て い る, 22,23)

Fig. 7. Electrophoretic pattern of MF1 
by SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis.

Fig. 8. Molecular weight estimation of 

two components separated by 

SDS treatment.

abscissa: mobility (cm)

ordinate: molecular weight (•~104)•œ

; SDS-treated MF1,•›; marker protein 

(histones and cytochrome C)

(two experiments)

*•@GM: growth medium (MEM supplemented 

with 10% serum)

Table 2. The inhibitory effect of MF1 

with protease treatment on 

the growth of L-929 cells

本論文で報告 した:ラット肝小胞体画分 より抽出さ

れるラット肝小胞体コルニンは熱に安定な蛋白性の

因子で約26,000の 分子量を有し,更 にSDS処 理 に

より15,000お よび11,000の 分子量を有する2つ の成

分に分かれ る.こ の因子はアミノ酸組成において,

酸性 アミノ酸を多 く含むが含硫アミノ酸及びヒスチ

ジンを微量 しか含んでいない. L-929細 胞 の増殖抑

制効果は, 50%の 増殖を抑制する比活性にして260

μg/meで あ り,組織抽出物 として得 られた当初のコ

ルニンの比活性5mg/me比 較すると約20倍,

 Ohtsuki2)が 報告 した牛肝臓コルニンよりも約10倍,

最近Inabaら6)が 報告 した. RLCCのFraction I
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(SF1と 呼称)の 約2倍 比活性が高 く,今 迄に報告

されたコルニン中最大の比活性を有 している.

MF1は 蛋白質を主成分とするが約10%の 糖が検出

される.こ の糖は薄層クロマ トグラフィーで調べた

結果グルコ.ス と同定された,小 胞体画分中にはグ

リコーゲンが混在することはよく知 られている.ゲ

ル〓過により得 られるMF1溶 液 には,グ リコーゲン

が混在 していると思われる乳白色の色がついてお り,

同定されたグルコースは,グ リコーゲンが塩酸水解

により分解 されたものと考 えられる.こ のグリコー

ゲンの由来は,熱 抽出の際に上清に溶出してきた も

のと推測 される.

ポ リペプチドが細胞の増殖に関係していることは,

 Fryklundら24)の 人血清中に存在する分子量5,000

のポ リペプチドが細胞の増殖を促進するという報告,

 Glickら25)のHeLa細 胞等の表面膜から細胞分裂を

阻害するベプチ ドが得 られるとい う報告, Verly-

派 ら22, 23, 26)Sekesら24)Oku20vら28)のhepatic calone

等 があるが, MF1は これらのポ リペプチドとは異な

る物質である.し かしこのように細胞の内外に複数

個の分子量の異なる蛋白性因子の存在は,細 胞内に

おける細胞分裂調節機構が単純なものではな く,数

多 くの因子によって細かく調節 されていることが推

測される.

同一組織から精製されたMF1とSF1を 比較す る

と,ど ちらも蛋白性の因子で分子量は夫々26,000及

び25,000,と よ く似ており, SDS処 理で分離され

る2つ のサブユニットの うち, 15,000の 分子量を有

する成分に共通点が見 られる.ア ミノ酸組成におい

ては,酸 性ア ミノ酸を多 く含む点では共通点がある

が,塩 基性 アミノ酸はMF1の 方が多 く含まれてい

る. SF1は ウニ受精卵に対する強い卵割抑制効果を

有するがMF1は この効果が比較的弱い.し か し,

 MF1はL細 胞の増殖抑制効果では 約2倍 強 い.

 SF1及 びMF1は1009の ラット肝臓か ら夫々35㎎,

 1.3mg回 収 されSF1はMF1の 約27倍 回収率が高

い.こ のように詳細な点ではSF1とMF1は 異 なっ

てはいるが,こ の両物質はかなり関係が深いと推測

される.

本研究は,組 織より抽出される熱に安定な70～90

%の 冷 エタノールで沈澱する画分(コ ルニン画分)

の精製とその化学的性質を明らかにすることを目的

としてきた.今 後はコルニンがいかなる作用機作で

細胞の増殖を抑 えているか,更 に本実験で用いた細

胞分画法は簡便な方法であり,よ り精密な細胞分画

法に従って細分画 してコルニンを単離精製し,コ ル

ニンの産生の場及び産生の機構などについて調べる

ことにより,細 胞分裂の調節機構にコルニンがどの

ように関与 しているかを解明していくことが今後の

重要な課題である.

結 論

ラット肝小胞体画分よりコルニン画分を抽出し,

その精製を試みた.更 にこの精製コルニン(MF1)

のア ミノ酸組成及び,薄 層クロマトグラフィーやポ

リアクリルアミドゲル電気泳動法による分離及び分子

量測定などを行いその化学的性状について調べた.

1. ラ ッ ト肝小胞体コルニン画分(RLMG)はL

929細 胞 の分裂を抑制する.こ のRLMCを 更 に

Sephadex G-50カ ラムにより精製分離を試みMF1

を得 た.

2. MF1がL細 胞の分裂を50%抑 制する濃度 は

270μg/mlで あ り今迄に報告されたコルニ ン画分中

最高の比活性を示 した.

3. MF1の ア ミノ酸組成は酸性アミノ酸を23%

も含み,ヒ スチジン及び含硫ア ミノ酸の含量は極め.

て低かった.

4. MF1は276nmに 紫外部吸収を示 し蛋白質を

主 たる成分 としており,蛋白質分解酵素 の処理 によ

り抑制効果は著 しく減弱した.

5. MF1は ポ リアクリルアミドゲル電気泳 動 法

(標準ゲル)や 薄層ゲル〓 過ではモノピークを示 し,

後者により算出された分子量は約26,000で あった.

6. MF1はSDS-ポ リアクリルア ミドゲル電気

泳動法により2つ の主バンドに分かれ,分 子量は夫

々15,000, 11,000と 算出 された. MF1は これ らの成

分が1:1の 割合で成 り立っていると推定 される.
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Studies on the cornin extracted from liver

2. Purification of the rat liver microsomal cornin 

and its chemical properties

by

Akitaka DOI

Department of Physiology, Okayama University Medical School, Okayama

A curude cornin extracted from rat liver microsomes and the chemical properties of the 

purified cornin (MF1) were investigated. 

1. Crude rat liver microsomal cornin (RLMC) inhibits the growth of L-929 cells. MF1 is 

purified about 4 fold from RLMC by gel filtration through Sephadex G-50 column.

2. The concentration of MFI that inhibits the growth of L cells to 50% is 270ƒÊg/ml and 

this specific activity is the highest of the cornin fractions reported up to date.

3. The content of acidic amino acids is more than 23% but that of histidine and sulfur

containing amino acids is very low in MFl.

4. MFl shows the maximum ultraviolet absorption at 276nm and its main substance is a 

kind of protein, and its inhibitory effect on the cell growth diminishes by protease treatment.

5. MFl is a single peak both by polyacrylamide gel electrophoresis and by thin layer gel 

filtration and the molecular weight is calculated about 26,000.

6. MFl is separated in two bands by SDS-polyacrilamide gel electrophoresis and the mole

cular weight is estimated to be 11,000 and 15,000 respectively.


