
イ ガ イ か ら抽 出 した細 胞 分 裂 抑 制 物 質 に関 す る研 究

岡山大学医学部第一生理学教室(指導:西田勇教授)

垣 内 一 郎

〔昭和48年10月1日受稿〕

先に半井(1972)36)は マナマコ,マ ダコ,ム ラサ

キイガイ,サ ザエ等の海産動物からcornin抽 出法,

硫安分画法及びアルコール分画法等に従って細胞分

裂抑制物質の抽出を試み,そ の夫々の分画について,

検定動物としてウニの受精卵,培 養細胞及びddN系

マウスに移植 したEhrlich腹 水癌細胞を用いて,細

胞分裂抑制効果についてscreeningを 行 い,ウ ニ

の受精卵 も含めたin vitroの 実験では,濃 度が1%

以 上 の場 合,ほ とん ど全ての分画が分裂の抑制作

用を示すのに対 し, Ehrlich腹 水 癌細胞 を用 いた

in vivoの 実験では,イ ガイからアルコール分画法

で得た分画のみが,そ の増殖を抑制すると報告 した.

この分画法では精製過程に長時間に亘 る透析を必要

としておる.最 近大塚(1969)50),寺 山,笹 田(1969)

59,は ラットの肝臓か ら抽出したDNA合 成抑制因子

はEDTA処 理 や長時間の透析で失活 し,そ れが

Mn〓 やZn〓 を加えることによって再賦活 させるこ

とを見出した.又, Bullough (19642), 1967)4)等は組

織から抽出した細胞分裂抑制物質でadrenalineと

特異的に結合して分裂抑制作用の亢進の認められる

chaloneと 総称 される物質の在存することを発表し

ている.

そこで著者はddN系 マウスに移殖したEhrlich腹

水癌細胞の増殖に対してLi-ア ルコール分画法に従っ

てイガイから抽出した細胞分裂抑制物質に, Mn〓,

 Zn〓 やCu〓 等の重金属 と併用 した場合の効果を調

べ,更 に,イ ガイからcornin分 画法 に従って抽出

したイガイcorninと 分裂抑制作用効果の比較を行

い,興 味ある結果を得たのでここに報告する.

材料及び方法

実験動物にはddN系 マ ウスを用いた.マ ウスは夏

期には約25℃ に,冬 期には約15℃ に恒温された部屋

で飼育 し,自 家増殖させている動物である.飼 料に

はオリエンタル酵母工業社製の固形飼料MFを 用い,

飼料及び水は自由に与えた.

生後約4週 間目に雌雄を別居させ,実 験 には生後

5～8週 間の体重約20～25gの 成体を用いた. Ehr

lich腹 水癌細胞 は核数計算法によって算出した約

1×107個 の細胞を0.5mlの 生理的食塩水に浮遊 させ

た液を腹腔内に注射 し,継 代は雄のマウスを用い,

 7日 の周期で行 った.実 験に際しては,移 殖後7日

目のマウスの腹腔より腹水を採集し多くの実験から

その0.1ml中 に約1×107個 の細胞を含んで居 ること

が確かめられているので,無 菌的に生理的食塩水で

倍量に稀釈し,そ の0.2mlを 実 験用マウスの腹腔内

に移殖した.

Ehrlich腹 水癌細胞の移殖前にマウスの体重の測

定を行い,移 殖後毎日午前9～10時 の間に,又,休

日には午後4～5時 の間に体重の測定を行い,体 重

の変化を以ってEhrlich腹 水癌細胞の増殖曲線とし

た.細 胞分裂調節物質は香川県本島,小 槌島及び岡

山県玉野市宇野港桟橋等で採集したムラサキイガイ

Mytilus edulisか ら抽出した.

ムラサキイガイ(イ ガイと略す)か らのコルニン

分画はNisida and Murakami (1965)41)の 方法に

従い,イ ガイの肉質部を貝殻 より離 し,ミ ンチを行

った後3倍 量の脱イオン水を加え,ホ ーロー引の鍋

で10分 間煮沸の後,水 冷,天 竺木綿で濾過 し,濾 液

に4℃ に冷した99%エ タノールを加えて70%濃 度 と

し,時 々攪拌 しながら2～3時 間冷凍室に保存後,

久保田製の連続遠沈機を用いて, 10,000rpmで 連続

遠沈を行い,上 清を得 る.こ の上清に更に冷却 した

99%エ タノールを加 えて,エ タノール濃度を90%と

し,よ く攪拌 した後一夜放置する.再 び10,000rpm

で連続遠沈法を行い,沈 澱物を得 る.沈 澱物を冷凍

遠沈機を用い,エ タノール,メ タノール,ア セ トン,

エーテルの順で洗條 し,エ ーテルはガラス棒で攪拌

しながら蒸発 させ,得 られたイガイコルニンをデシ

ケーターに保存する.収 量はイガイの肉質1kgよ
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り約4.0gで あ っ た.こ の イガ イコルニ ン を更 に透 析

性分 画 と非 透 析 性 分 画 に分 離 した.即 ち, 5%の イ

ガ イ コ ル ニ ン溶 液 を作 り,冷 凍遠 沈 機 で10,000rpm,

 30分 の遠 沈 の後,上 清 をViskingの セ ロ フ ァン チ ュ

ー ブ を用 い て,冷 凍 室 中 で 脱 イオ ン水 に対 して透 析

を行 う.最 初 の12時 間 の 間 に透析 され た外 液 を ロー

タ リー エバ ポ レ ー タ ーで 濃 縮 し,凍 結 乾 燥 した物 質

を イ ガ イ コル ニ ンの 透 析 性 分 画 とす る.次 で3日 間,

時 々脱 イ オ ン を変 え なが ら透 析 を続 け,透 析 膜 内

に残 っ た溶 液 を10,000rpm 30分 の遠 沈 を行 い,わ ず

か に 存 在 す る沈澱 物 を除 き,上 清 を ロ ー タ リー エ バ

ポ レ ー タ ーで 濃 縮 の 後 凍結 乾 燥 し,イ ガ イ コル ニ ン

の非 透 析 性 分 画 と し た.イ ガイ コル ニ ン1gか ら非

透 析 性 分 画 は約0.4gが 得 られ た.

イ ガ イか ら抽 出 した熱 に不 安 定 な非透 析 性 分画 で

Ehrlich腹 水 癌 細 胞 の 増殖 を抑 制 し,完 全 冶 癒 の例

も見 られ たLi等(1968)31)の 分 画 の 抽 出 を試 み た.

イ ガ イの 肉質 部 を ミンチ し,こ の重 量 の10倍 量 の冷

した 脱 イオ ン水 を加 え, 2時 間 冷 凍 室 中 で マ グ ネ チ

ックス ター ラー で攪 拌 しな が ら水 可 溶 性 物 質 の 抽 出

を行 い, 2重 の ガ ー ゼ で濾 過 し,濾 液 を2,000rpm

 20分 間遠 心 分 離 を行 う.上 清 に冷 エ タ ノ ール を加 え

て70%濃 度 と し, 4℃ で3時 間 攪 拌 の 後, 3,000rpm

で20分 間遠 沈 を行 う.沈 澱 物 に,最 初 に 用 い た ミン

チ の重 量 と同 量 のNaHCO3でpH 7.4と した8%食

塩 水 を加 え, 3時 間 抽 出 を行 う. 3,000rpmで20分 遠

沈 を行 い,上 清 をVisking製 の セ ロフ ァンチ ュー ブ

に 入 れ,し ば し ば脱 イ オ ン水 を 交 換 しな が ら4日 間

透 析 を行 う.非 透 析 分 画 は10,000rpmで30分 間遠 沈

し,上 清 を ロー タ リー エ バ ポ レ ー ター で 濃縮 の後,

凍結 乾 燥 を行 う.収 量 は イ ガ イの 肉 質 部1kg当 り約

1.1gで あ った,な お,上 記 の抽 出 過 程 は全 て4℃ の

冷 凍室 中 で行 っ た.

Ehrlich腹 水 癌 細 胞 の増 殖 に及 ぼ す効 果 は試 料 を

0.5mlの0.9%食 塩 水 中 に5mg, 10mg等 の 目的 とす る

濃 度 の溶 液 を作 り, 10,000rpm 30分 の遠 沈 を行 い,

この上 清 を更 に オ ー トク レ ー プ で滅 菌 した0.45μ の

Millipore filterで 濾 過 し,無 菌 的 に ナ ス型 フ ラス

コ に保 存 した.な お, 0.5ml中 に1,000units/mlの 割

に ペ ニ シ リン を加 え た.又, CuCl2, ZnCl2, MnCl2

を加 え,再 賦 活 の効 果 を調 べ る実 験 で は, 0.9%生 理

的 食 塩 水 で 目的 とす るモ ル 濃 度 の 塩 類溶 液 を作 り,

そ れ に 試 料 を 溶解 し,遠 沈, Millipore filterに よ

る濾 過 を行 って保 存 した.又, Bullough (1968)3)等

の報 告 して い る ア ドレ ナ リン と結 合 して 細胞 分 裂 抑

制作用の活性が上昇す るchalone様 の働 きがあるが

否かを調べるために, 0.9%の 生理的食塩水で10-7g

/mlの ア ドレナリン溶液を作 り,こ の溶液で目的とする

る濃度の試料溶液を作り,既 述のように遠心, Mil

lipore filterに よる濾過を行い, 1,000units/mlの

割 にペニシリンを加えて保存 した.いずれの場合 も,

対 照群には検定試料を含まないのみで,そ の他は全

て同一条件の溶液を使用 した.

マ ウスの腹腔内にEhrlich細 胞 を移殖 して2日 後

から,対 照群実験群共に1日 当 り0.5mlの 溶液を腹

腔内に連続5日 間注射し,体 重の変化 と生存 日数を

測定 した. accident deathの 場合は開腹 し,或 は腹

水の塗沫標本を作 り細菌による感染死か否かを調べ

た.

更 に,イ ガイコルニン及びイガイのLi (1968)31)

エ タノール分画の作用機序を調べる目的で培養細胞

である, V79細 胞 を用い,そ の増殖に及ぼす影響を

調べた.培 養液は5%の 割にウシ血清を含むEagles

 essential medium(大 五栄養化学製)を 用いた.継

代は0.15% trypsin (Difco社 製)を 含むEDTA

 (1:5,000)を 用 いて行った.上 記の液で試験管の

壁に附着 している細胞をpipettingに よ り浮遊 させ

1,000rpm 4分 間の遠沈を行い,上 清を捨て,所 定の

細胞数になるよ うに正常の培養液を加 え,再 び浮遊

させて15本 の試験管に分注し,継 代後2日, 4日,

 6日 に核計算を行い,増 殖率曲線を得た.検 定試料

は培養液に0.25%, 0.5%と な るように加 えて継代

後2日 目に培養液の交換の際作用 させた.

又一部はペ トリー皿の中に硝酸で洗源 したカバー

グラスを置 き,こ の上で単層培養を行い,同 じく継

代後2日 目に培養液交換の際試料を含む培養液を作

用 させ, 3日 あるいは5日 後に標本をメタノールで

固定,ヘ マトキシリン,エ オジン染色の後,分 裂指

数(mitotic index)を 測定 し,且 つ,分 裂細胞が分

裂前期,分 裂中期,分 裂後期のいずれに属している

か も調べた.又 培養液交換後46時 間 して, 0.5μc

の3H-thymidineを 加 え2時 間ラベルさせ,冷 却し

たエタノール:酢 酸(3:1)の 固定液で固定 し,

更 に5%の 冷 した三塩化酢酸で酸可溶性分画を除き,

 DNAへ とり込まれた3H-thymidineを ラヂオオー ト

グラフィーによって調べ,ラ ベルされた細胞数の百

分率を求めた。

なお,ペ トリー皿の中での培養実験は炭酸ガスイ

ンキュベーターの中で行った.
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実 験 成 績

まず,イガイから抽出 したコルニン分画及びその

非透析性分画 とLi等(1968)31)の 方 法で抽出したLi

-エ タノール分画 の紫外部の吸収曲線を図1に 示す.

イガイのコルニン分画は255mμ に 吸収の極大を示し

コルニン非透析性分画及びLi-エ タノール分画は270

mμ辺に弱い吸収の山を示す,い ずれも組成物 として

核酸塩基を含有していることが うかがえる.

その各々の分画がEhrlich腹 水癌細胞の増殖にど

のような作用 を示すかを調べた.イ ガイコルニン分

画及びイガイコルニンの非透析分画(以 下cornin-

Nと 略す)を 生理的食塩水0.5ml中 に20mgを とか し

Ehrlich細 胞 を移殖後48時 間から5日 間1日20mgの

割 に腹 腔 内注射を行った.対 照 としては生理的食

塩水のみを注射 した.そ の結果 イガイコル ニ ン及び

その非透析性分画共に雄のマウスの場合は対照 と差

がなく,雌 の場合は増殖の促進がみられた.

図1.

イガイコルニン,イ ガイコルニン非透析性分

画及びイガイ-Li-エ タ ノール分画の紫外部

の吸収曲線の比較 、夫 々、255mμ 、270mμ 辺 に

吸収 の極大 を持 つている。 1.イ ガイコルニン

分 画。 2.イ ガ イコルニ ン非透析 性分 画。

 3.イ ガイ-Li-エ タ ノール分画。

図2に はcornin-Nを 作用 させた例を示した.又

生存日数 も調べたが,両 者の間に差がな く移殖後14

日にはマウスは全て死亡した.

図2.

Ehrlich腹 水癌細胞約1×107個 を成熟 したddN

系マ ウスの腹腔に移殖 した後体重の測定を行い縦軸

には体重の変化のパーセントを,横 軸には移殖後の

日数 を示す.移 殖後48時 間 より5日 間, 1日0.5mlの

生理的食塩水を腹腔内に注射 し,実験群には20mgの

イガイコルニン非透析性分画を含む0.5mlの 生理的

食塩水 を注射 した.白 丸は対照群,黒 丸はイガイ

コルニン非透析性分画を与えた群,↑ 印は注射した

日を示 し, barはstandard errorを 示す.雌 の場

合は実験群では体重増加の促進が認められ,雄 の場

合は対照群 と差が認められない.

次 に生理的食塩水で10-6M ZnCl2溶 液 を作 り,

同様の実験を試みた.対 照群 には同濃度のZnCl2を

含 む生理的食塩水のみを, Ehrlich腹 水癌細胞 を移

殖後48時 間から連続5日 間1日0.5mlず つ注射 し,

実験群 にはZnCl2を 含 む生理的食塩水で0.5ml当 り

5mgのcornin-Nを 含 む溶液 を注射 した.こ の結

果を雌の場合を図3に,雄 の場合を図4に 示 した.

 10-6M ZnCl2だ けではEhrlich細 胞の増殖に何等の

抑制作用 も与 えていないが, 5mgのcornin-Nと

ZnCl2を 同時に注射 した実験群では雌雄共にその体

重増加が抑制 されている.こ れは図2と 比較して著

しい体重増加の抑制であり, Ehrlich細 胞 の増殖を

抑制していることが うかがえる.し かし延命効果に

ついては,雌 雄共,対 照群,実 験群共に差は認めら

れない.

次 にcornin-Nの 量 を10mgと し, ZnCl2の 濃度は

10-6Mと して同様の実験 を行った.雌 の場合は対照

群は20匹,実 験群 には25匹 を用いた.結 果は図5に

示すように, 10mgのcornin-Nを 含 む10-6M ZnCl2
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・生理的食塩水を注射 した場合著 しい体重の増加の

抑制がある.し かし,延 命効果については移殖後20

日以上生存 した例は見られなかった.

図3.

ddN系 マ ウスの雌40匹 を2群 に分け, Ehrlich腹

水癌細胞 を移殖後2日 目から対照群には10-6M ZnCl2

を含 む生理的食塩水を0.5mlづ つ5日 間腹腔内に注

射 し,実 験群にはイガイコルニン非透析性分画5mg

を含 む同量の溶液を注射 し,体 重の変化を調べた結

果である.縦軸には体重の変化をパーセントで示 し,

横軸には移殖後の日数 を示してある. barはstandard

 errorを 示 し,上 のV表 は生存日数が示してある.

白丸,実 線は対照群で,黒 丸破線は実験群 を表わす.

図4.

図3と 同じ条件で雄の場合で,計50匹 を用いて実

験を行った結果である.

次 に雄の場合を図6に 示す.こ の場合対照群実験

群共に20匹 ずつを用いた.雌 の場合と同様,実 験群

では著 しい体重増加の抑制が認められた.延 命効果

に関しては対照群は20日 以内に全部死亡したが,実

験群では20匹 中4匹 は1ヶ 月以上生存 し,延 命効果

が認められた.

図5.

ddN系 マウスの雌を用い, ZnCl2の 濃度は10-6M

とし,イ ガイコルニン非透析性分画の濃度を10mgと

した場合の体重変化曲線,対 照群には20匹,実 験群

には25匹 が用いられた.体 重増加の抑制は認められ

たが延命効果は認められなかった.

図6.

図5の 場合と同 じ条件で雄のマウスを用いた場合

で,対 照群,実 験群共に20匹 づつを用いた.体 重増

加の抑制が認められ,且 つ実験群では20匹 中4匹 は

30日 以上生存 した.
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又, cornin-Nを1回10mgと し, ZnCl2の 濃度 を

10-6Mと して使用した.対 照群に雌23匹,実 験群に

は雌21匹 を用いた場合の結果 を図7に 示す. ZnCl,

濃度が10-5Mに なってもEhrlich細 胞移殖後の体重

の増加には変化がない.し かし,試 料10mgを 含 む実

験群の場合には,体 重の増加は著 しい抑制が認めら

れる.延命効果に関しては図7に 示 してあるように,

対 照群,実 験群の両者に全 く差異は認められない.

同じく雄の場合を図8に 示す.実 験群では著しい体

重の抑制 と共に,延 命効果 も認められ, 30日 以上生

存したマウスは30匹 中7匹 であった.

次にZnCl2濃 度を10-5Mと し, cornin-Nを20mg

とし,対 照群 として雄28匹,実 験群 には雄20匹 を使

用した場合を図9に 示す.今 迄の実験結果 と同様 に

著しい体重の増加の抑制が認められ,且 つ30日 以上

の生存 したマウスは20匹 中5匹 で延命効果 も認めら

れた.

又, ZnCl2濃 度 を10-4Mと して使用した場合には

雌雄共に注射開始後3日 目よ り下痢症状を起 し, 7

日以内に全て死亡するのでこれ以上の濃度 について

は実験を行なわなかった.

図7.

前述 と同様の実験で,イ ガイコルニン非透析性分画

10mgを10-5M ZnCl2-生 理的食塩水 を用いた実験

結果を示す.対 照群には雌23匹,実 験群には雌21匹

を使用した.実 験群では著 しい体重の増加の抑制が

認められるが,延 命効果は認められない.

図8.

図7に 示した同様の条件で対照群には雄28匹,実

験群には雄30匹 を用いた実験結果を示す.実 験群で

は著しい増加の抑制が認められ,且 つ, 30日 以上生

存 したマウスは30匹 中7匹 であった.

図9.

雄のマウスを用いZnCl2濃 度 は10-5Mと し,イ ガ

イコルニン非透析性分画の濃度 を20mgと して使用

した場合の実験結果を示す.体 重の増加の抑制 と共

に延命効果 も認められた.
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亜鉛と似た生理的機能 を有すると云われるMn〓 の

影響を調べ るために, cornin-N 10mgとMnCl2 10-5

Mを 含 む生理的食塩水を,雄 のマウスを使用して調

べてみた.実 験成績は図10に 示 してある.亜 鉛の場

合と同様,体 重の増加の抑制は認められるが延命効

1果は認められなかった.

図10.

雄のマウスを計40匹 用い,イ ガイコルニン非透析

性分画の濃度は10mgと し, MnCl2の 濃度を10-5Mと

した場合の実験結果を示す.実 験群では体重の増加

の抑制が認められるが延命効果は認められなかった.

さて,イ ガイのLi-エ タノール分画 について も同

様の実験を行った.今, Li-エ タノール分画 を生理

的食塩水に溶解 し,そ の濃度が10mg/0.5mlの 溶液を

既述の方式で作用 させて見ると,対 照群 として雌の

マウス20匹,実 験群25匹 を使用 しての実験成績を図

11に 示す.こ の場合 も実験群では体重増加の著しい

抑制が認められた.又,雄 の場合には対照群 として

35匹 を用い,実 験群には30匹 を用いた.図12.雄 の

場合同様に実験群では体重増加の抑制が認められ,

且つ, 30日 以上生存 したマウスは30匹 中4匹 で,延

命効果 も認められた.

今,イ ガイ-Li-エ タノール分画の一回の注射量を

5mgと し,これに上記同様に10-5M ZnCl2を 加 えて

同様の実験を試みたところ,対 照群 として雌20匹,

実 験群として雌10匹 を使用 した場合,図13に 示すよ

うに,実 験群では体重の増加の抑制は認められず,か

えって体重の増加が見 られ,且 つ,延 命効果に関 し

ても,そ の作用は認められなかつた.又,対 照群に

雄25匹,実 験群 として雄30匹 を使用した場合図14に

図11.

対照群として雌20匹,実 験群 は雌25匹 を用い,

 Ehrlich細 胞移殖後, 2日 目か ら6日 目の間,対 照

群 には0.5mlの 生理的食塩水のみを,実 験群には0.5

mlの 生理的食塩水に10mgの 割合にイガイ-Li-エ タノ

ール分画 を含む溶液を腹腔内に注射 し
,体 重の変化

をパーセントで示 したもの.実 験群では体重の増加

の抑制が認められるが延命効果は認められない.

図12.

イガイ-Li-エ タノール分画, 10mgを 含 む生理的食

塩水を使用 した場合の結果を示す.対 照群には雄35

匹,実 験群には雄30匹 を使用 した.実 験群では体重

の増加の抑制が認められた.又, 30日 以上生存した

マウスは30匹 中4匹 で,延 命効果が認められた.
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図13.

イガイ-Li-エ タノール分画5mg,　 ZnCl2の 濃度を

10-5Mと して,対 照群には雌20匹,実 験群には雌

10匹 を使用した場合の体重の変化 と生存 日数を示す.

実験群では体重の増加の促進が認められ,延 命効果

は認められない.

図14.

図13と 同じ条件で,雄 を使用 した場合の実験成績

を示す.対 照群は25匹,実 験群には30匹 を使用 した.

両者の間に体重の変化,生 存 日数共に差異は認めら

れない.

図15.

対照群に雌5匹,実 験群には雌15匹 を使用,イ ガイ

Li-エ タノール分画10mg, CuCl2の 濃度を10-5Mと

して作用させた場合の実験成績を示す.実 験群では

わずかな体重増加の抑制が認められるが,イ ガイー

Li-エ タノール分画のみを作用 させた図11を 比べ,そ

の効果は減少 し,且 つ,延 命効果 も認められない.

図16.

図15と 同じ条件で,対 照群に雄10匹,実 験群 に雄

20匹 を使用した場合の実験成績を示す.イ ガイ-Li-

エタノール分画のみを使用 した図12と 比べ,体 重増

加の抑制作用及び延命効果 も減少 している.
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示す様に,体 重の変化,延 命効果共に両者の間に差

異は認められなかった.

次に,イ ガイ-Li-エ タノール分画の濃度 を10mgと

し,金 属鉛 としてCuCl2を10-5Mを 使用 し雌5匹 を

対照群として用い,実 験群には雌15匹 を使用 した場

合を図15に 示す.わ ずかな体重増加の抑制が認めら

れるが,図11に 示 した,イ ガイ-Li-エ タノール分画

のみを使用 した実験例と比べ,体 重増加の抑制は減

少 している.又,生 存日数 も,実 験群の方が早 く死

亡 した結果が得 られ,延命効果は全 く認められない.

同 じく雄の場合で,対 照群に雄10匹,実 験群に雄20

匹を使用 した場合の成績を図16に 示す.こ の場合 も

イガイ-Li-エ タノール分画のみを使用 した図12と 比

べ,体 重の増加の抑制作用は低下 し,且 つ,延 命効

果 も認められない.従 って,銅 イオンとの相乗作用

は認められない結果を得た.

イガイ-Li-エ タノール分画にchaloneと 同 じよ

うにadrenalineと 結 合して,分 裂抑制作用を示す

作用があるか否かを調べた.ま ず,イ ガイ-Li-エ タ

ノール分画の濃度 を5mgと し, adrenalineの 濃度を

10-7g/mlと して雄のマウスを使用し,対 照群,実 験

群共に15匹 づつ用いて調べてみた.そ の結果 を図17

に示す.実 験群では注射をしている期間,や 体ゝ重

増加の促進があるがその後対照群と差がなくなり,

生存 日数においても両者の間に差がない.

図17.

イ ガ イ-Li-エ タ ノー ル 分 画 を5mgと10-7g/mlの

adrenalineを 作 用 させ た 場 合 の 実 験 成 績.対 照 群

に は1回 に10-7g/ml注 射 した.こ の実 験 に は雄 の マ

ウ ス を使 用 し,対 照 群,実 験 群 共 に両 者 の間 に差 は

認 め られ な い.

図18.

イガイ-Li-エ タノール分画10mg, adrenaline濃

度 を10-7g/mlと して作用させた場合の実験成績を示

す.対 照群には雌13匹,実 験群には雌15匹 を使用し

た.実 験群には体重増加曲線,及 び生存日数共にに

対照群 と差が認められない.

図19.

対照群に雄13匹,実 験群 に雄15匹 を用い.図18に

示 した条件 と同様の実験 を試みた.実 験群では体重

の増加の抑制が認められる.生 存日数は対照群では

Ehrlich細 胞移殖後13日 で全て死亡したが実験群で

は30日 以上生存 したマウスは15匹 中1匹 であった.
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次 に,イ ガイ-Li-エ タノール分画を10mgと 増加 さ

せ, adrenalineは 前 回と同様10-7g/mlの 濃度 で作

用させてみた.対 照群,実 験群共に15匹 づつを使用

した.実 験結果 を図18に 示す.体 重増加,及 び生存

日数共に両者の間に全 く差異は認められない.又,

対照群に雄マウス13匹,実 験群には15匹 を使用し,

同様の実験を行ったところ,図19に 示す如 き結果を

得た.試 料を注射する期間中,ほ とんど体重の変化

は認められず,対 照 と比べて,著 しい体重の増加の

抑制があるが,そ の後体重は増加 した.生 存日数 も,

 30日 以上生存したマウスは15匹 中1匹 でありLi-エ

タノール分画のみを与 えた場合に比 し(図12)体 重

の増加の抑制も延命効果 も差が認められない.

試験管内の実験 としてV79細 胞 を用い,イ ガイコ

ル ニ ン分画,及 びcornin-Nの 細胞増殖に及ぼす

影響を調べた.濃 度は夫々0.5%及 び0.25%と し,

 3H-thymidineを と り込ませ ,核 にとり込んだ細胞

のパーセント,分 裂細胞,更 に,分 裂細胞を前期,

中期,後 期の3つ の段階に分け,そ のおのおののパ

ーセントを表1に 示 した. V79細 胞の増殖の抑制因

子は非透析性分画にあることがうかがえる.そ して

その作用機序 としては3H-thymidineで ラベルされ

た細胞数の減少からみてDNA合 成の抑制か考 えら

れ更に非透析性分画の0.5%を 作用 させたときに,

分裂中期の細胞が約2倍 になっていることから,分

裂中期においても抑制があるのではないかと推論さ

れる.そ して,こ の非透析性分画を作用させたとき

のV79細 胞 の増殖曲線に及ぼす影響を調べた結果を

図20に 示 してある. 0.5%の 濃度 で作用さすと細胞

の増殖は完全に抑制 されている.

図20.

V79細 胞 の増殖に及ぼすイガイコルニ ン非透析性

分画の影響.細 胞を継代後2日 目に培養液の交換を

行い,その際,イ ガイコルニン非透析性分画を0.25%

及 び0.5%含 む培養液を加 え,以 後2日 目ごとに核

数計算により,細 胞数を求めた.縦 軸 は一試験管当

りの細胞数を示し,横軸は継代後の日数を示してある

る.

Table 1　 V79細 胞のDNA合 成及び分裂期に及ぼすイガイコルニン,及 びイガイコルニン非透析性

分画の影響

sutoradiographyに ょ りlabeled cellの パ ー セ ン トを求 め,更 に分 裂 期 の 細 胞 を

各 時期 に分 け て,そ の 各 々の パ ーセ ン トを求 め た.



496　 垣 内 一 郎

考 察

海産動物の内,貝 類から,細 胞分裂の調節物質,

特 に抗癌物質の抽出について,最 近幾つかの報告に

接することができる。 Schmeer (1964)52)は 北米産

のハ マ グ リMercenariaの 水 抽 出液 がSwissマ ウ

ス に移 殖 したSarcoma-180やKrebs-2腹 水 癌細 胞

の増 殖 を抑 制 す る こ と を報告 した。この物 質 は-20℃

に冷 した4倍 量 のメ タ ノ ール を加 え た上 清 に約70%

存 在 し, 100℃ で25分 処 理 す る と失 活 し, 50℃ で

25分 の 処 理 で も活 性 の 低下 が あ り,非 透 析 性 で凍 結

乾 燥 に よ って は 失 活 しな い等 の性 質 を持 って い る。

続 いてHegyeli (1964)17)もMercenariaか ら2倍

量 の水 で 抽 出 し, 8,000rpmで 遠 沈 し,そ の 上 清 を濃

縮 し,蒸 溜 水 に 対 して透 析 し凍 結 乾 燥 した 物 質 が マ

ウ ス に移 殖 したKrebs-2細 胞 の増 殖 を抑 制 す る こ と

を報 告 し た.そ して この活 性 は冬 期 に おい て は著 し

く低 く,夏 期 に 高 い こ とに気 付 き,冬 期 に採 集 した

ハ マ グ リを15 .5～21℃ で約1ヶ 月 間 飼 育 す る と,そ

の活 性 は8～9倍 に高 ま る事 を実 験 的 に確 め た.

Li等(1965)30)は ア ワ ビ(Haliotis),カ キ(Cr

assostrea),ハ マ グ リ(Mercenaria),ソ デ ガ イ

(Strombus)等 か ら抗 バ イ ラ ス性 の 物 質 の 抽 出 され

る こ と を報 告 した.ハ マ グ リ(Mercenaria)を 材 料

と した 場 合 は2倍 量 の 水 で抽 出 し,遠 沈 の 後,上 清

を36時 間 蒸 溜 水 に 対 して透 析 し,非 透 析 性 分 画 を 凍

結 乾 燥 した 物 質,或 は ハ マ グ リをWaring blendor

で ホモ ジ ネー トし,こ れ に40%硫 安 を等 量 に加 え,

遠 沈 した 上 清 を36時 間 以上 透 析 し,非 透 析 性 分 画 を

凍 結 乾 燥 し た 物 質 が,ウ サ ギ の腎 臓 を単 層 培 養 し

た 細 胞 に 移 殖 した ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス や アデ ノ ウイ ル

ス12型 の 増 殖 を抑 制 す る事 を見 出 した.こ れ らの物

質 はpH 8.0で95℃ 45分 の熱 処 理 で失 活 す るが,中 性

にお い て は126℃, 30分 の オ ー トク レー ブ処 理 に よ

って も失 活 しな い こ と,又, Sephadex G25を 用 い

て 数 種 の分 画 に細 分 画 され,こ の 中 で分 子 量9,000～

10,000, 1,400～1,700の 物 質 が有 効 で あ る こ とを報

告 した. Prescott & Caldes (1967)51)は ハ マ グ リ

Mercenariaの 肝 臓 か ら抽 出 した抗 癌作 用 を持 った

分 画 の化 学 的特 性 を調 べ た.そ の成 績 に よ る と,非

透 析 性 で, 70℃ 以上 で 熱処 理 を30分 行 う と失 活 す る.

しか し, pH 8.0で は失 活 しな い,三 塩 化 酢 酸,硫 安,

ア ル コ ー ル,ス ル フ オ サ ル チ ル酸 等 で沈 澱 さす こ と

が 出来 る.化 学 組 成 は窒 素12%,燐0.25%,硫 黄

1.6%,炭 素42.5%と 水 素7,0%か らな り, 6N HCl

で加 水 分 解 後18種 の ア ミノ酸 が 検 出 され た こ と を報

告 した.更 にLi等(1968)31)はMercenariaの 肝 臓

を取 出 し, Waring blenderで ホ モ ヂ ナ イズ し, 10

倍 量 の 水 で 抽 出,遠 沈 後,エ タ ノー ル を加 えて70%

の濃 度 とし,再 び遠 沈,沈 澱 物 に8% NaClを 加 え

て抽 出 を行 い,遠 沈 上 清 を 透 析 し,濾 過 後 凍 結 乾

燥 した物 質 がLeukaemia L-1210細 胞 を移 殖 した マ

ウ ス に対 して 延 命 効 果 を持 つ こ と を報告 した.こ れ

ら一 連 の 報 告 の 中 で 熱 に 対 す る安 定 性 が あ る か否 か

は,報 告 され た論 文 に よ って ま ち ま ちで あ り,中 に

は ア ワ ビの 〓 詰 が 有 効 で あ る との 報 文 も紹 介 され て

い る. Li等(1968)31)に よれ ば,上 記 の方 法 で抽 出

した物 質 は100℃ 1時 間 の 熱処 理 や オー トクレー ブ に

よ って 失 活 した と述 べ て い る.半 井(1972)36)は 瀬 戸

内海 産 の海 産 動 物 か らEhrlich腹 水 癌細 胞 の 増 殖 の

抑 制 因 子 の 抽 出 を試 み,ム ラサ キ イガ イ(Mytilus)

及 び サ ザ エ(Batillus)か ら, Li等(1965)30)の 水 抽

出法,硫 安 分 画 法, Nisida & Murakami (1965)41)

の コ ル ニ ン分 画 法, Li等(1968)31)の エ タ ノー ル分

画 法 に よ って 得 られ た各 分 画 の 効 果 を調 ベ,ム ラサ

キ イ ガ イか らLi等(1968)31)の エ タ ノー ル 分画 法 に

よ っ て 抽 出 し た 物 質 が 最 も効 果 的 で あ り,マウス に

Ehrlich細 胞 を移 殖 後2日 目か ら連続5日 間, 1日

20mgを 腹 腔 内 に投 与 した場 合 延 命 効 果 が認 め られ,

完 全 治 療 の 例 もあ る こ と を報 告 した.そ して,こ の

分 画 は100℃ で10分 間の 熱 処 理 を行 う と失 活 す る と

述 べ て い る.

Li等 の 水 抽 出 法,硫 安 分 画 法 や エ タ ノール分画 法

等 で抽 出精 製 過 程 に長 時 間 の 透 析 過 程 が 必 要 な こ と.

 Amborski & Moskowitz (1968)1)は 培 養 液 に 用 い る.

 bacto-peptoneやpretense-peptoneをSephadex-

G15を 用 い て細 分 画 し,分 子 量 の 大 き い分 画 は細 胞

の 増 殖 を 促 進 し な い ば か りで な く,時 に は細 胞 を

clumpさ せ る こ と もあ る と述 べ て い る こ と,又,西

田,村 上(1972)45)及 び牧 山(1972)32)は 各 種 臓 器 か

ら抽 出 した コル ニ ン分画 の うち,透 析 に よ って,透

析 性 分 画 と非透 析 性 分画 に分 け る と,ど ち らの 分 画

に も細 胞 分 裂 抑制 作 用 は あ るが,特 に非 透 析 性 分 画

の方 に 活性 の 高 い細 分画 が存 在 して い こ と.且 つ,

コル ニ ンの活 性 を高 め る目 的 で透析, DEAE-セ ル ロ

ーズ , Sephdex,或 い はDia-filter等 で 細 分 画 し

て い くと,予 期 され た程,活 性 は 上昇 せ ず,そ の原

因 と して細 分 画 の 過 程 で の 変 性 が 考 え られ, -SH基

還 元 剤 で 処 理 して も,な お,活 性 の上 昇 が 得 られ な

い こ とか ら著 者 は 細 分 画 の 過 程 中 で 補 助 因 子(cof-
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actor)が 失われたためではないかと考えた.元 来,

カイ類はZn〓 やCu〓 イオンを多量に含んでおると

云う大植等(195447, 1955)48)の 報告があ る.又 最近

寺山,笹 田(1969)59)大 塚(1969)50), Maniloff and

 Millen (1970)33)も,透 析等で失われたと思われる

補助因子 としてZn〓 やMn〓 を与えると失活して

いたDNA合 成 阻害因子が再賦活 されることを報告

している.そ こでcornin-NやLi-エ タノ-ル 分画

にZn〓, Mn〓, Cu〓 イオン を加えて, Ehrlich細

胞の増殖に及ぼす影響を調べて見た.イ ガイコルニ

ンのみを与えた場合には,そ の濃度が20mgの 場合

でも,雌 雄共,生 理的食塩水のみを注射した,対 照

群に比べて体重増加の抑制や延命効果は認められな

い.し かも, cornin-Nを20mg投 与 した場合は図2

に示す様に体重増加の抑制は全 く失われ,雌 の場合

には,わ ずかな促進が現われた.と ころが,図3,

図4に 示すようにcornin-Nの 濃度 を5mgと し,

 ZnCh濃 度 を10-6M加 えることによって,著 しい体

重増加の抑制が現われて来た. 10-8MのZnCl2を 含

む生理的食塩水のみを与えた対照群は,生 理的食塩

水のみを与えて来た従来の対照群と体重増加曲線に

差がなく,体 重は増加 し続け,マ ウスの行動におい

ても認められる変化はなかった.と ころが図5, 6

に示す様に, ZnCl2の 濃度は10-6Mと し, cornin-N

の濃度を倍量の10mgと す ると,雄 の場合, 30日 以上

生存したマウスは20匹 中4匹 と云う延命効果が認め

られる.次 にcornin-Nの 量 は10mgと し, ZnCl2の

濃度を10-5Mと すれば図7, 8に 示すように体重増

加の著しい抑制が認め られる.こ の場合も延命効果

は雄の場合に限 り認め られた.又,図9に 示すよう

にZnCl2の 濃度は10-5Mと し, cornin-N分 画の濃

度を20mgと す ると,や はり延命効果が認められた.

 cornin-NをMn〓 と同時に投与した場合図10の よ

うに体重増加の抑制は認められるが延命効果には差

がない.又Cu〓 を併用 した場合 も体重増加の抑制

は認められるが延命効果は認められなかった.延 命

効果が認められる群に雄の場合が多いのは性ホルモ

ンが影響 していることも推察される. Meek (1970)34)

の総説にも性ホルモンが種々の制癌剤として利用 さ

れていることを述べている.マ ウスの乳癌由来の

Ehrlich癌 細胞の増殖に性ホルモンが関与すること

は考えられるが,一 般的に乳癌の治療にandrogens

が利用されていることは周知の事実で ある.半 井

(1972)36)も述べているように, Ehrlieh細 胞の増殖

に対 しては,イ ガイコルニンは全く作用がない.

そ して,こ の非透析性分画 も図2に 示 したように,

全 く作用がないが或はわずかな体重の増加の促進す

ら見られる.こ の分画にZn〓, Mn〓, Cu〓 を作用

させると,著 しい体重の増加の抑制と, Zn〓 の場合

には延命効果 も現われて来ることは興味深い.そ の

理由は未だ明 らかでないが,ま ず,イ ガイの軟体部

を100℃ で10分 間熱処理 した時期,続 いてアルコール

濃度の70～90%の 間の沈澱物を得る間,或 は透析の

間に,こ のような低分子の金属塩が除去されること

は考えられることである.イ ガイのLi-エ タノール

分画法で得た分画がそれ自身, Ehrlich細 胞移殖後

の体重増加の抑制作用を持っているが半井(1972)36)

はこ の分画 を100℃ で10分 間の熱処理を行うと,

その作用が失われたと報告しでお り,熱 による蛋白

の変性のみの問題か否か,更 に,金 属イオン以外,

性 ホルモン等との共軛機構 も考えられ,今 後,そ の

原因を明 らかにして行きたい.次 に,イ ガイ-Li-エ

タノール分画がEhrlich細 胞の増加に如何に作用し

ているかを考察すると,図11, 12に 示 したように,

イガイ-Li-エ タノール分画を1日10mg作 用 させると,

マウスの体重の増加の抑制と雄の場合は,延 命効果

が認められる.し かし,その量を1日 当り5mgと し,

 10-5MのZn〓 と共に作用 させた場合には,図13,

 14に 示すように体重増加の抑制はない.雌 の場合は

かえって,わ ずかの体重の増加の促進が見られる.

これはcornin-Nを5mgと10-6M Znを 作用させた

場合と最 も異る点である.イ ガイ-Li-エ タノール分

画10mgと10-6M Cu〓 を同時に投与した場合において

も図15, 16の 如 く,ご くわずかな体重増加の抑制が

認められずに過 ぎず,延 命効果 も現れない.こ のよ

うに,イ ガイ-Li-エ タノール分画はこれらの金属イ

オンによる賦活作用は認められないことが判明した.

次 にイガイ-Li-エ タノール分画にchalone様 の

作用があるか否かを調べてみた. adrenalineの 濃 度

はBullough等 の行 った実験を参考にして10-7g/ml

を用 い,イ ガイ-Li-エ タノール分画を5mg投 与 した

場合は図17に 示すようにadrenalineの みを投与し

た対照群 と,ほ とんど差がないか,わ ずかな体重増

加の促進が認められる. 10mgに 増加すると,図18,

 19に 示すように,雌 の場合は,対 照群 と全 く差がな

いが,雄 の場合には著 しい体重の増加の抑制が現わ

れる.し かし,投 与期間を過 ぎると,再 び体重の増

加が始まる.そ して30日 以上生存 しなマウスは15匹

中1匹 であった. Bullough and Launence (1968)6)

はepidermal chalone.を エタノール分画法でエタノ
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ール 濃 度71～80%の 沈 澱 物 を と る と,粗 製chalone

 1mgよ り40μgが 得 られ,更 に電 気 泳 動 と透析 に よ っ

て 製 精 す る と0.6μgが 得 られ た と報告 して い る.イ

ガ イ-Li-エ タ ノ ール 分 画 法 と は抽 出 法 が異 っ て お り

chaloneと の 差 を論 じ られ な い が, adrenalineを

含 ま ない 実 験 結 果,図12と 比 べ て 見 て もadrenaline

の 効 果 は 認 め られ ず,イ ガ イ-Li-エ タ ノ ール 分 画-

adrenaline-complexの 作 用 は な い と結 論 づ け られ

る と思 う.

生 活 組 織 か ら抽 出 きれ る細 胞 分 裂 調 節物 質 に関 し

熱 に対 す る安 定 性 及 び透 析 性 の 面 か ら論 じてみ たい.

 Heilbrunn等(195418), 195619), 1957)20)は ウ ニ,ヒ ト

デ,魚 類,カ エ ル,ニ ワ ト リ,イ ヌ,ブ タ,ネ ズ ミ

ウ シ等 の 卵 巣 か らエ タ ノ ール 分 画 法 で抽 出 し,ウ ニ

卵 の発 生 やEhrlich腹 水 癌細 胞 の 増 殖 を抑 制 す る分

画 は,熱 に安 定 な透析 性 のheparin様 物 質 で あるこ

とを報 告 して い る.又, Yamanouchi (1955)62) Nig

relli and Jakowska (1960)37)は ナ マ コか らholo

thurinと 呼 ばれ るsaponin様 の物 質 を抽 出 し,こ

れ わ マ ウ ス に移 殖 したKrebs-2細 胞 の増 殖 を抑 制

す る こ と を報 告 し た.こ の 物 質 は熱 に安 定 で,非 透

析 で あ る.又, Szent-Gyorgyi等(196253), 196354)55)

, 196556)19669), 1967)10)は ス イ ス マ ウ ス に 移 殖 した

Krebs-2細 胞 の 増 殖 を抑 制 す る物 質 を仔 ウ シの 胸

腺,ヒ トの 尿,ウ シの 腱,大 動 脈,骨 格 筋,等 か ら

抽 出 し た.こ れ らは熱 に安 定 な,透 析 性 の活 性 中 心

にketoaldehydeを 持 つ 物 質 で あ る.又,ハ マ グ リ

か ら も抑 制 物 質 を抽 出 し,こ れ には 低分 子 と高 分 子

の 物 質 が あ り,非 透析 性 分 画 の 活 性 中 心 は透 析 性 の

低 分 子 の 物 質 が 原 因 して い るの か ど うか は 未 だ不 明

で あ る と述 べ て い る. Bullough and Laurence (19

643), 19674), 1968)5)等 の 報告 して い るchalone-adr

enaline complex以 外 に もNillson and Phillipson

 (1968)38)は ヒ トの 腎 蔵 か ら,培 養 した腎 細 胞 の,

 Chopna and Simnett (1969)8)は 両 棲 類 の 腎 臓 か ら,

培 養 した 腎細 胞 の, Hindener等(1970)24)は ヒ トの

子 宮 内 膜 か ら,培 養 し たHela細 胞 の, Hall (1969)14)

は成 熟 ハ ム ス タ ー のcheek pouchか ら,新 生 の 同

系 ハ ム ス タ ーcheek pouckの 培 養 した細 胞 の夫 々,

組 織 特 異 性 の あ る抑 制 物 質 を抽 出 して い るが,こ れ

らは い ず れ も非 透 析 で, 65℃ 30分 の熱 処 理,或 は

100℃ 10分 の熱 処 理 に よ って 失活 して い る.し かし組

織 を最 初 か ら熱 処 理 す る こ とに よ っ て,分 裂 促 進 因

子 の抽 出 に も成 功 して い る例 もあ る.

さて 我 々 の 教 室 で 研 究 の 進 め られ て い る コル ニ ン

分画について考察 してみると,西 田等(1958)39)に よ

って発見 された縮瞳物質コルニンは,最 初ネコの眼

の前房水中に存在 していることがわか り,続 いて福

井(1958)23)は ウシの角膜からコルニンの抽出に成功

し,コ ルニンは熱 に安定で非透析性であることを

発見 した.宮 原(1958)35)は コルニンが縮瞳作用の他

平滑筋運動の亢進や血圧下降作用のあることを見出

した。門(1961)25)は 縮瞳物質は家兎の骨格筋か らも

抽出 きれ,縮 瞳作用は透析性分画の方が活性が大で

あると報告 した.得 本(1962)62)は 角膜や骨格筋の他,

ほとんど全ての組織か ら縮瞳物質を抽出することが

可能で,そ の分布がsubstance Pと ほぼ一致する

と述べた.日 野(1962)21)はsubstance Pは 分裂促

進作用があるのに反 し,角 膜コルニンは著しい分裂

抑制作用を示すことを発見 した.西 田等(1964)40)は

角膜コルニン,筋 肉コルニン共に細胞分裂の抑制作

用を持っていること,及 びその作用機序として ミト

コンドリアのP/O ratioは 約1/2に減少させ, DNA

合成 を抑制することを報告した. Nisida and Mura

kami (1965)41.42)は角膜コルニンを細分画 し,非 透

析性分画の内に強い分裂抑制因子が2分 画存在する

ことを見出 した.金 尾(1965)26)は 筋肉コルニンの細

分画を行い,分 裂抑制作用を示す分画 は透析性で

xanthineをbaseと した, polypeptideで あ ること

とを述べた。又,西 田等(1964)40)は,角 膜コルニンと

筋肉コルニンの分裂抑制因子の分析を行い,前 者は

非透析性であり,後 者は透析性であるが共に熱に安

定であると報告 した.西 田等(1966)43)イ ヌの小腸か

ら抽出 した小腸コルニンは組織培養した正常細胞の

増殖には何の影響 も及ぼさないのに対 し, SV-40ウ

イルスのDNAで 発 癌させた細胞には分裂抑制作用

を持っていることを発見 した.越 宗(1966)29)は,筋

肉コルニンの作用機序 として,筋 肉コルニンが酸化

的燐酸化を著 しく抑制するために生 じたものである

と述べた.原 田(1967)13)は 筋 肉コルニンはマウスに

移殖 したC3H腫 瘍の増殖を抑制することを見出した.

寺坂(1967)58)は,各 種臓器からコルニン分画を抽出

し,角 膜及び筋肉コルニンに続いて,肺 臓,心 臓コ

ルニンも著 しい分裂抑制作用を示すが,再 生肝,胎

盤や直腸コルニンでは最終有効濃度が10-4g/mlで あ

ることを見出した. Ohya (1967)49)は, Ehrlich腹

水癌細胞 とC3H腫 瘍の増殖に対 し,筋肉コルニンは

作用が少ないが,小 腸コルニンには抑制作用のある

ことを報告 した. Zimmerman等(1968)63)は,筋 肉コ

ルニンは細胞を崩れ易 くすることを見出し,木 本等
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(1968)27)は 小 腸 コ リニ ンを透 析 性,非 透 析 性 分 画 に

分 ち, JTC-11細 胞 の 増 殖 に対 して は両 者 の 間 に大

差 の な い こと を報 告 した.高 橋(1969)57)は 筋 肉 コル

ニ ンは分 裂 装 置 の 出現 を著 し く遅 延 さす こ と を見 出

し,藤 田(1969)14)はJTC-11細 胞 のthymine, thy

midine, uracil, uridineの と り込 み に及 ぼす筋 肉

コ ル ニ ンの 影 響 を 調 べ,コ ル ニ ンはthymidine,

 uridineはwhole cell及 び 酸不 溶 性 分 画 へ の と り

込 み を抑 制 す る と述 べ た。 Kobayashi (1969)25)は 発

生 中 の ウ ニ卵 に対 し,筋 肉 コ ル ニ ンはuridineの と り

込 み を促 進 させ る が, thymine, thymidine, unidine

の と り込 み は抑 制 す る こと を報 告 し た.智 片(1970)6)

は,角 膜 コル ニ ンはin vitroで ヘ ル ペ ス ウイ ル

スの 増殖 を抑 制 す る が,マ ウ ス に イ ン タ-フ エ ロン

の 産 生 を誘 起 す る効 果 は な い こ と を見 出 した.藤 井

(1970)11)は 筋 肉 コ ル ニ ン の生 殖 能 に及 ぼす 影響 を調

べ,筋 肉 コル ニ ン は精 子 形 式,妊 娠 期 間,分 娩 頭 数

に何 の作 用 を及 ぼ さず,且 つ 奇 形 児 の 発 生 もな い こ

とを報告 した.山 田(1970)6i1)は ラ ッ ト肝 コル ニン は

正 常 の ラッ ト肝細 胞 の 増 殖 は抑 制 す るが, DABで 発

癌 させ た肝 癌細 胞 に は作 用 の な い こ と を見 出 した.

 Chikata(1971)7)は 角 膜 コル ニ ン,筋 肉 コ ル ニ ン の

ア ミノ酸組 成 と窒 素,燐, DNA, RNA組 成 を分 析

した 結果 を報 告 し,西 田等(1972)46)は,角 膜 コ ル ニ

ン,筋 肉 コル ニ ン をSephadexカ ラ ムで細 分画 し,

ラ ッ ト肝 由来 のRLN-10細 胞 のDNA合 成 抑 制 因子

を調 べ, DNA合 成 抑 制 因 子 は 多 くの 分 画 に分 散 し

て存 在 し, DNA合 成 の抑 制 は い くつ か の因 子 の 相乗

作 用 に よ る の で は な い か と 考 えた.牧 山(1972)32)

は,イ ヌの小 腸 コ ル ニ ン をDia-filterで 分 子 量 の 差

に よ って分 画 し, HeLa細 胞 の増 殖 を抑 制 す る因子

は透析 性,非 透 析 の いず れ に も存 在 す るが,特 に,分

子量55,000以 上 の分 画 の1つ が最 も強 い 抑 制 を示

した こ とを報 告 した.半 井(1972)36)は 種 々 の 海産 動

物 か ら細 胞 分 裂 抑 制 因 子 の抽 出 を試 み,培 養細 胞 に

対 して は熱 に安 定 な非 透 析 分 画 が著 しい分 裂 抑制 作

用 を示 す の に対 し, Ehrlich細 胞 の増 殖 に対 して は

熱 に不安 定 な非 透 析 性 分 画 の み が抑 制 を示 す こ とを

見 出 し,以 上 は西 田,村 上(1972)45)に よ って 総 説 さ

れ て い る.

そ して, Ehrlich細 胞 に高 分 子 の 物 質 が と り込 ま

れ るか 否 か に つ い て は 最 近Juliano and Mayhew

 (1972)22)は, 14C-uridineで ラベ ル したRNAを 組

織 培養 して い るEhrlich細 胞 に と り込 ませ た 結 果,

高 分子 のRNAの と り込 み はanionicなpolymer,

例えばアルブミンやpolyglutamic acid等 を加える

と低下するが, cationic polymer,例 えば, polyl

ysine等 によって強 く刺激されること,更 にRNAの

とり込みは細胞代謝の抑制剤による影響を受け難い

ことを報告 してお り,又,日 野(1962)21)も 述べてい

るようにウニ卵の発生に関する実験で も,受 精後作

用させると分裂抑制作用がないが,受 精前,或 は受

精後,受 精膜をとり除くと分裂抑制作用が強く現わ

れて来ることか らも,細 胞膜の透過は可能なのでは

ないかと考えられる.

イガイコル ニ ン非透析性分画の細胞増殖抑制機

序に関 しては,表1,及 び図20に 示 すように, DNA

合成の抑制が主なる原因であり,又,分 裂期の中期

の細胞が増加 していることから,分 裂装置の崩壊現

象 も起 しているのではないかと考 えられ る.

結 論

Ehrlich腹 水癌細胞をマウスの腹腔に移殖 し,移

殖後48時 間 して,ム ラサキイガイから抽出した,イ

ガイコル ニン非透析性分画,及 びイガイ-Li-エ タ

ノール分画を1日 当 り5～20mg腹 腔 内に連続5日 間

投与 し,体 重の増加曲線及び延命効果に及ぼす影響

を調べた.更 に, Zn〓, Mn〓, Cu〓, adrenaline

を同時に与え,こ れ らの影響について調べ,下 記の

ような結果を得た.

1), イガイコルニ ン,イガイコルニン非透析性分画

はEhrlich腹 水細胞の増殖には何等の影響 も与えな

い.

2) 1日 当 りイガイコルニン非透析性分画5mgを

含 む10-6M Zn-生 理 的食塩水0.5mlを 投与すると

著 しい体重増加の抑制が現われる.

3) イガイコルニン非透析性分画の投与量を1日

当り10mgと す ると著しい体重増加の抑制 と共に,雄

の場合延命効果が現われる.

4) イガイコルニン非透析性分画量 を10mg～20mg

とし, Zn〓 濃度を10-5Mと して も著しい体重増加の

抑制があり,雄 の場合,延 命効果が現われる.

5) Zn〓 の代 りにMn〓 を用いた場合には,体 重

増加の抑制は認められるが延命効果は認められない.

6) イガイ-Li-エ タノール分画を1日10mg投 与 す

ると著 しい体重増加の抑制が現れ,延 命効果 も認め

られる.

7) 1日 当 りイガイ-Li-エ タノール分画5mgを 含

む10-5M Zn-生 理的食塩水0.5mを 投与する場合,体

重増加の抑制及び延命効果 は認められない.
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8) イガ イ-Li-エ タノール分画10mgに10-5M Cu

を 投与 した場合には体重増加の抑制はあるが延命効

果 は認められない.

9) イガイ-Li-エ タノール分画 とadrenalineを

併 用した場合には,雄 にのみ体重増加の抑制と延命

効果が認められるが, Bullough等 の いうadrenaline-

complexの 作用は現われない.

10) イガイコルニン非透析分画 による細胞分裂抑

制の作用機序の主なるものはDNA合 成 の抑制にあ

ると考えられ る.
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Antimitotic factors extracted from Mytilus.

Ichiro Kakiuchi

Department of Physiology, Okayama University Medical School, 

Okayama, Japan.

(Director: Prof. Isamu Nisida)

In these experiments, two kinds of extracts, Mytilus cornin-nondialyzable fraction and 

Mytilus Li-ethanol fraction, were used to study the inhibitory effects on Ehrlich ascites carc
inoma. And also investigated the comlexing action of extracts with ZnCl2, MnCl2, CuCl2 and 

adrenaline. In studying carcinostatic action the author used ddN strain mice. These were

 inoculated routinely with 1×107 Ehrlich ascites tumour cells in a volume of 0.2ml of ascites

 fluid. Then 48 hours after inoculation, treatment with the extracts was begun. Each day for 

five days, each one of the mice was given intraperitoneally injection with a solution containing 

5-20mg of the material per 0.5ml of saline. Obtained results are summarrized as follows.

1) Mytilus cornin and Mytilus cornin-nondialyzable fraction had no effect on ascites bear

ing mice.

2) 5-20mg of Mydilus cornin-nondialyzable fraction in 10-5～10-6M of ZnCl2-salineinjected

 intraperitoneally into ascites bearing mice for five days produced a marked reduction in mean 

body weight and an increse in survival time.

3) In the cace of MnCl2 and CuCl2 a similar effect was demonstrated in the reduction of 

body weight, but not in sarvival time.

4) Mitilus Li-ethanol fraction in saline led to inhibition of Ehrlich carcinoma, and also an 

increase in survival time, when it was given intraperitoneally at dose level of 10mg per mouse 

on the seconed day after tumour transplantation and continued for each of five days.

5) Mulilus Li-ethanol fraction in heavy metal ions and adrenaline had no effect on ascites 

bearing mice.


