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著者等は,角 膜,筋 肉をは じめ種々の組織から,

一定の方法によって抽出したcorninが
,ウ ニ受精卵

を含む数種の細胞の分裂を抑制することを報告 して

きた 。1-4)ウ ニ 卵 に 対 し て強 い分 裂 抑 制 効 果 を もつ

筋 肉corninお よ び 角 膜corninは,培 養 哺 乳 動 物 細 胞

に 対 して は,ウ ニ 卵 に 対 す る有 効 濃度 の103～104倍

の 濃 度 で,は じめ て 増 殖 抑 制 効 果 やDNA合 成 抑 制

効 果 を 示 す 。 ウ ニ 卵 分 裂 抑 制 効 果 に つ い て は,

DEAE-cellulose columnに よ っ て分 け た,筋 肉co

rninお よび 角 膜corninの 夫 々の 分 画 の うち, 2つ の

分 画 に 共 に 強 くみ られ た 。5)こ れ らは,い ず れ もま

だ 均 一 な もの で は な い が,核 酸 成 分 を含 む 点 で共 通

して お り,他 の 知 見6)と も合 わ せ て,核 酸 誘 導 体 と

分 裂 抑 制 因 子 との 関 連 が 示 唆 され た。

一方,哺 乳動物細胞のDNA合 成抑制因子につい

ては,そ れがウニ卵分裂抑制因子と同 じであるか否

かは別として, DEAE-celluloseに よる分画の収率

が低いために,未 だ分離精製の試みがなされていな

かった。

今回,著 者等は,培 養細胞を用いて, DNA合 成

抑制効果を指標に,筋 肉corninお よび角膜corninの

の活性因子の精製を試みた。その結果,部 分的に精

製された分画 と活性の関係について報告する。

材 料 と 方 法

1. corninの 抽 出 お よ び 分 画

筋 肉corninお よ び 角 膜corninは,各 々 ウサ ギ骨 格

筋 お よ び ウ シ角 膜 よ り,西 田等 の 方 法5)に 従 っ て抽

出 し た。

2～5% cornin水 溶 液 をセ ロ フ ァ ン チ ュ ー ブ

(Visking)に 入 れ,氷 室 で,蒸 溜 水 に対 して, 48時

間 以 上 透 析 を 行 っ た 。 チ ュー ブ 内 液 は そ の ま 〓,外

液 は30-40℃ で ロー タ リー エバ ポ レ ー ター に よっ て

濃縮 の 後,凍 結 乾 燥 し,各 々U分 画, D分 画 と して,

ひ き つ づ きゲ ル 〓 過 法 に よる 細 分 画 を行 っ た 。

0.1M-NaClで 洗 っ たSephadex G-25 (medium)

を カ ラ ム(2.8×40cm)に 充填,蒸 溜 水 で 洗 い 流 した

後,試 料1回 につ き50mgを 蒸 溜 水 に て 溶 出 した。 溶

出 速 度 は36ml/h,流 出液 は3mlづ つ 分 取, OD210

お よびOD250(角 膜corninの 場 合 はOD260)を 測

定 した 。 筋 肉cornin D分 画 の 流 出 液 に つ い て は,

 Gomori法7)に よ る無 機 燐 の 定 量 を行 っ た 。吸 光 度 の

溶 出 パ ター ンに 従 っ て,流 出液 を数 区 域 に分 け て集

め,濃 縮,凍 結 乾燥 した 。 各 分 画 の 紫 外部 吸 収 測定

に は 日立 分光 光 度 計 を使 用 した 。

2. ribonucleotide組 成 の 分 析

筋 肉corninも 角 膜corninも,か な り低 分 子 の

polyribonucleotideを 含 む の で, PCA (perchloric

acid)可 溶性 部 分 と, PCA不 溶性 部 分 に 分 け,大 沢

等 の方 法8)に 従 っ て, ribonucleotideの 分 析 を行 っ

た 。 即 ち,ア ル カ リ分 解 した 試 料 を, Dowe x (1×2)

 200～400 meshギ 酸 型 カ ラ ム(0.6×23cm)に か け,

蒸 溜 水 か ら始 め て4Nま で連 続 的 に ギ 酸 の 濃 度 を高

め て 溶 出 し た。 溶 出 速 度 は12ml/h,溶 出 後 各

nucleotideの ピー ク を集め,デ シケ ー ター 中 で 充 分

に溶 媒 を 除 い て, 250, 280お よ び290mμ の 各 波 長 に

け る吸 収 と260mμ の 吸収 の 比 を求 め る 方 法,な らび

に ギ酸 分 解 して,既 知 の核 酸 塩 基 を標 準 と して,

 paper chromatographyを 行 う こ とに よ り同定 した。

3. DNA合 成抑制効果の測定

使 用 した培 養 細 胞 株 は,ド ン リウ系 ラ ッ ト肝 由 来

の 上 皮性 細 胞RLN-109),バ ッ フ ァ ロー ラ ッ ト肝 由

来 の 上 皮 性 細 胞BuL (43代), dimethyl amino azo

 benzene誘 発 ラ ッ ト肝癌 由 来 の 腹 水 肝 癌 細 胞C83T,

 SV40ウ イル ス誘 発 ハ ム ス ター 線 維 肉 腫 由 来 のHE13

TMR,11)マ ウス 線 維 芽 細 胞L,お よ び ミ ドリザ ル

腎 由 来 のVero細 胞 で あ っ た 。

細 胞 の 増 殖 培 地 は, RLN-10, BuL, C83Tが 牛

血 清20%添 加LD(ラ ク トアル ブ ミン5%添 加D塩

類 溶 液), HE13TMRが 仔 牛 血 清10%添 加Eagle
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MEM, Lが 牛 血 清10%添 加YLE , Veroが 牛 血 清5

%添 加YLEで あ っ た。

これ ら培 養 細 胞へ のH-thymidine (TdR)の 取 り

こみ に よ りDNA合 成 を測 定 した 。 各 々 の 系 の 細 胞

は, TD型 培 養 び ん に5×104/mlで8mlづ つ 植 えこみ

24時 間 又 は48時 間 後 に, corninと3H-TdR 0.5又 は

0.6μC/mlを 含 む無 血 清 培地 に 変 え て, 5時 間 後 に 細

胞 を回 収 し た。 回収 に は,ま ずcold TdR 0.1mg/ml

含 有PBS (phosphate buffered saline)で2回 細 胞

表 面 を洗 っ た後, EDTA 0.02%-trypsin 0.25%含 有

PBSで37℃ 5分 間 処 理 し, pippettingし て 細 胞 浮遊

液 を得 た 。3H-TdRの 取 りこみ は, DNA当 りの取

り こみ 量 と,培 養 び ん 当 りの 総取 りこ み 量 の両 者 を

測 定 した 。 まず,培 養 び ん 当 りの 総 取 りこみ 量 を 測

る場 合 は, 1び ん 当 りの細 胞 を,吸 引〓 過 装 置 を用

い てMillipore filter HA (0 .45μ)上 に集め, PBSで

1回 洗 っ た後, 0.5N PCAで 洗 い,更 にエ タ ノー ル

で 固定 した 。 も う一 度, 0.5N PCAで0℃ に て2時

間処 理 して 可 溶 性 成 分 を 除 き,エ タ ノー ル でPCA

を充 分 除 去 した 後, toluene scintilator中 にfilterを

入 れ,液 体scintilation counter (Packard 3003)に

よ り放射 能 活性 を測 っ た。一 方, DNA当 りの 比 活 性 と

して3H-TdRの 取 りこみ を 測定 す る場 合 は,細 胞 浮

遊 液 を5回 凍 結 融 解 し た後, Schmidt-Tannhauser

の 方法12)でDNA分 画 を抽 出,そ の一 部 で260mμ で の

吸光 度 に よるDNAの 定 量 を行 い,残 りをBrayのscinti

latorに 加 え,放 射能 活 性 を測 定 し た。こ れ らの方 法 で

求 め た3H-TdR取 りこみ 量 のcontrolに 対 す る 割 合

でDNA合 成 抑 制 効 果 を比 較 し た。

結 果

既 に 報 告 した よ うに,15)筋 肉cornin,角 膜cornin

は ラ ッ ト肝 細 胞 由 来 のRLN-10株 に 対 して, DNA

合 成 抑制 効 果 を有 す る。 細 胞 の種 類 に よ っ て,こ の

よ うな 効 果 に 差 が あ るか ど うか を,ま ず 調 べ る ため

に,数 種 の 細 胞 株 に つ い て, 3H-TdR取 りこ み に

お よぼ す 筋 肉cornin U分 画 の影響 を比 較 した(Table 1)。

この 結 果 だ けか らcorninの 抑 制 効 果 と細 胞 種 の 関 係

を論 ず る こ と は で き な い が,使 用 した か ぎ りの 細 胞

で は,そ れ ほ ど大 き な差 は な い と考 え られ るの で,

以 下RLN.10を 用 い てcorninの 活 性 を 追 求 した 。

Table 1
The inhibitory effect of cornin (0.5% RMCU)
 on DNA synthesis in different cell lines.

次 に,活 性 測 定 の 条 件 を検 討 す る た め, corninの

量,お よ び 作 用 させ る時 間 と3H-TdRの 取 り こ み

との関 係 を調べ た 。

Figure 1.

Dose response curves of the incorporation

 of 3H-TdR into RLN-10 cells.

Figure 1のdose-response曲 線 か ら,濃 度0.5%

以 上 で の 筋 肉corninと 角 膜corninの 作 用 の違 い が

示 され た 。 筋 肉corninは,濃 度 の 増 加 に 伴 い ほ と

ん ど100%ま でDNA合 成 を抑 え るが 〓,角 膜corninは

検 べ た 範 囲 で ほ 高 々40%ま で しか 抑 制 しな い 。 筋 肉

cornin 1.5%以 上 では,細 胞のviabilityは ほ とん ど

0に 近 く,こ の 濃度 の 筋 肉corninは 強 い殺 細 胞 効果

を持 つ と言 え る 。一 方,角 膜corninの 殺 細 胞 効 果 は

非 常 に 弱 い。濃度0.5%に お け る 作 用 時 間 と活 性 の関

係 では,両corninと も同様 に,作 用 開 始 後6時 間以

上 経 過 す る と,細 胞 が 抑 制 か ら 回 復 す る傾 向 が み ら

れ た(Figure 2)。

Figure 2 .
Time study of the incorporation of 3H-TdR
 into RLN-10 cells in the presence of
 cornea-cornin (A) or U fraction of muscle-cornin (B) .
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この現 象 に つ い て は 以 前 に も述 べ た15)。 こ れ らの

結 果 か ら, corninの 抑 制 効 果 測 定 の 条件 と して は,

濃 度0.5%,作 用6時 間 が 最 も適 当 と考 え られ た 。

まず透 析 に よ り分 け られ たcorninの セ ロ フ ァ ン膜

透過 性 分画Dと 非透 過性 分 画Uの 吸 収 曲線(Figure 3)

か ら,筋 肉cornin,角 膜corninと もに, D分 画 に 明

瞭 な核 酸 塩 基 の 吸収 極 大(250mμ お よ び260mμ)が

み られ る。 従 っ て,核 酸 成 分 は 大 部 分 が 低 分 子 の

polynucleotideの 形 で 存 在 して い る こ とが わ か る。

Figure 3.
Ultra violet absorption spectra of D-fraction
 and U-fraction from muscle-cornin A) or from
 cornea-cornin (B).

両corninのribonucleotideの 形 に つ い て 分 析 を

行 い, Table 2の 如 き結 果 を 得 た 。こ こ では, cornin

を それ ぞれ5% PCAに 可 溶性 の低 分 子部 分 と不 溶

性 の 高分 子 部 分 とに分 け て 分析 した 。 筋 肉corninの

ribonucleotide組 成 は,主 と して イ ノ シ ン酸 で1,ほ

とん どす べ て低 分 子 で あ っ た 。 筋 肉corninのPCA

不 溶 性 部 分 に は,こ の 方 法 で はnucleotideが 検 出 さ

れ なか っ た の で, Table 2に は,筋 肉corninは 全

corninとPCA可 溶性 部 分 に つ い て の 分 析 値 を挙 げ た 。

これ に 対 して,角 膜corninは,高 分 子核 酸 部 分 と,

低 分 子poly-な い しmononucleotideを 含 む が, nu

cleotide量 と して は,低 分 子 の もの が 多 く,イ ノ シ

ン酸 は 含 まれ な い 。

Figure 4.
The elution pattern of Sephadex gel column
 chromatography of D fraction (A) and U
 fraction (B) from muscle-cornin. The yield
 of each fractions are indicated.

Table 2

Nucleotide composition of cornin (μM/100mg)

corninのD分 画, U分 画 に つ い て,ゲ ル〓 過 に よ

る細 分 画 を行 っ た。Figure 4 (A, B)は,筋 肉cornin

のD分 画(RMCD),お よびU分 画(RMCU)の 溶 出 パ

ター ン で あ る 。RMCDは Ⅰ～Ⅳ の4分 画, RMCU

はⅠ ～Ⅲ の3分 画 に分 け られ た。RMCDの 全 回収 率

は73.2%で あ っ た。 既 に報 告 した よ うに,15)筋 肉

corninは 無機 燐 を含 ん で お り,無 機 燐 の 溶 出 ピ ー ク

は, 2つ の紫 外部 吸 収 の ピー ク(RMCD Ⅱ お よ びR

MCD Ⅲ)の 中間 あ た りに 存 在 す る。3つ の ピー クは

互 に接 近 して お り,特 にRMCD Ⅱ と無機 燐 の ピー

クは重 な るこ とが 多 く, RMCDⅡ お よびRMCD Ⅲ

か ら無 機 燐 を 除 くこ と は で き なか っ た。 最 後 に 溶 出

され る 紫 外部 吸 収 ピー クの うち,無 機 燐 の'ピー クが

低 下 した とこ ろか ら後 をRMCD Ⅳ と した。 各 分 画

の 吸収 曲 線 は, Figure 5Aに 示 され て い る。RMCU

の 分画 後 の 回収 率 は 低 く,蒸 溜 水 に よ る 溶 出 だ け で

は 不 充 分 と考 え られ る。RMCUか らの3分 画 の 吸収

曲 線 を, Figure 5 Bに 示 す 。 こ の 吸 収 曲 線 か ら,

 RMCU Ⅲ に もイ ノシ ン 酸 が 含 まれ る こ とが 推 定 され

るが,量 的 に は 極 く少 量 と思 われ,透 析 が 不 完 全 の

た め に 残 っ た 可 能 性 も あ る 。 角 膜cornin D分 画

(BCCD),お よびU分 画(BCCU)のSephadexゲ ル

に よ る溶 出 パ ター ンは, Figure 6の よ うに な っ た 。

Figure 5.
Ultra violet absorption spectrum of each
 fraction from D fraction (A) or U fraction

 (B) of muscle-cornin.
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BCCUの 分 画 は 互 に は っ き り分 離 せ ず, BCCD Ⅱ も

尾 を ひ い て 溶 出 され る。 これ らの 分 画 の 吸 収 曲 線 は

Figure 7に 示 す 。

Figure 6.
The elution pattern of Sephadex gel column
 chromatography of D fraction (A) and U
 fraction (B) from cornea-cornin. The way of
 the effluent fractions pooled is indicated.

Figure 7.
Ultra violet absorption spectrum of each
 fraction from D fraction (A) or U fraction

 (B) of cornea-cornin.

Figure 8.
Effect of cornin and of the fractions from
 cornin at each purification step on the
 incorporation of 3H-TdR.

3H-TdR incorportion (% of control)

以 上 の 各分 画 につ い て,方 法 の項 に 述 べ た如 く,

 2通 りの 方 法 で, RLN-10細 胞 のDNA合 成 にお よ ぼ

す 抑 制 効 果 を 測定 した 結 果 がFigure 8で, control

に 対 す る3H-TdRの 取 り こ み の 割 合 で示 し比較 し

た もの で あ る。 最 も抑 制 効 果 の 大 き い 分 画 は,筋 肉

corninで はRMCD Ⅱ,角 膜corninで はBCCDで あ っ

た 。BCCDお よびBCCUのSephadex gelに よ る

細 分 画 の活 性 は未 検 定 で あ る。RMCD Ⅱ は 無機 燐 含

量 が 最 も高 い と考 え られ, BCCDはBCCUに 比 べ て

nucleotide含 量 が 高 い低 分 子 の 分 画 で あ る。

そ こ で,無 機 燐, ribonucleotide類 を,筋 肉cornin

な ら び に角 膜corninに 含 ま れ る 各 々 の 量 に 等 しい 量

だ け 添加 した培 地 で の,細 胞 の3H-TdR取 りこみ

を測 定 し,筋 肉cornin,角 膜corninの 抑 制 効 果 と比

較 した もの がTable 3で あ る。 こ の 結 果 か ら,分 画

前 の 筋 肉Corninに よ るDNA合 成 抑 制 効 果は,筋

肉cornin中 の 無 機 燐 に よ る抑 制 効 果 とほ ヾ同 程 度 で

あ る こ とが わ か っ た 。 ま た,角 膜corninと 同 じ塩 基

組 成 のmonoribonucleotideの 混 合 物 が,角 膜cornin

と ほ ヾ同程 度 の抑 制 効 果 を示 し た こ と,筋 肉cornin

と同 じ塩 基 組 成 の,イ ノ シ ン酸 を 主 と したmonoribo

nucleotideの 混 合 物 が,ほ とん どDNA合 成 を抑 制 し

な か っ た こ とは興 味 深 い 。

Table 3

Effect of cornin, of nucleotide mixtures and

 of inorganic phosphates on the incorporation

 of 3H-TdR into RLN-10 cell

§ Thenucleotide mixture A was composed of 5.8μg AMP,

 6.1μg GMP and 306.4μg IMP per ml of culture medium,

 which was as same composition with o.5% muscle cornin ,

 and the nucleotide mixture B was composed of 88.μg AMP,

 137.3μg GMP. 100.8μg CMP and 90.0μg UMP per ml of

 culture medium, as same composition with 0.5% cornea-cornin.
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細 胞 増 殖 の 制 御 機 構 を解 明 し ょ う とす る研 究 の 中

で,生 体 組 織 か ら制 御 物 質 の分 離 を試 み た研 究 は 数

多 く報 告 され て い る。

Bullough16-18)等 は,マ ウ ス,ラ ッ ト等 の上 皮 細 胞

か ら, adrenalinと 結 合 して 上 皮 組 織 の 細 胞 分 裂 を

抑 制す るchaloneと 呼 ばれ る物 質を抽 出 した。chalone

の 分 裂 抑 制 効 果 は,組 織 特 異性 を持 ち,同 じ組 織 に

由 来 す る腫 瘍 の増 殖 を も抑 え る こ と が 示 さ れ た 。

chaloneは 顆 粒 球 か ら も,ま た 両 棲 類 の 腎 か ら も抽

出 され た と 言 う報 告 が あ る 。19)最近, Bullough20)は

chaloneとagingの 関 係 に つ い て も言 及 して お り,今

後一 層 の 解 明 を期 待 さ れ る制 御 物 質 の 一 つ で あ る。

Szent-Gyorgyi等 が,21,22)最 初 は 胸 腺 の 抽 出 液 か

ら 出 発 し,他 の 組 織 の 細 胞 や 人 の尿 か ら も抽 出 した

分裂 抑 制 物 質retineは,同 様 に 細 胞 中 に 存 在 す る分

裂 促 進 物 質promineと と もに,広 く一 般 の 細 胞 の 増

殖 を調 節 し て い る物 質 と考 え られ て い る。

他 に も, Sims & Stillman,23) Schmeer,24) Parshley,25) 

Burk,26) Nilson & Philipson27)等,生 体 に 由 来 す る

増 殖 抑 制 因子 の報 告 は 多い 。

我 国 に お い て も,寺 山 等28)が,正 常 肝 抽 出 液 か ら腹

水 肝癌 細 胞 のDNA合 成 を 抑 制 す る 因 子 を抽 出 して

い る他,同 じ く肝 か ら培 養 細胞 の 増 殖 抑 制 物 質 を抽

出 した 鈴 木 等,29)シ イ タケか ら移 植 癌 に 有効 な 多糖 体

を抽 出 した 干 原 等31)な どの 多 くの 報 告 が み られ る。

ブ タの上 皮 の 抽 出 液 か ら,エ タ ノ ー ル 分 画 法 と

column electrophoresisで 部分的 に精 製 され たchalone

は,分 子 量30,000～40,000の 糖 蛋 白 で あ る。31)

Szent-Gyorgyi等 のretineの 本 態はglyoxalの 誘 導 体

で あ る ら しい 。32)寺 山等 の 肝臓 の 因子 は,酵 素 で あ

る と言 わ れ て い る。 しか し,特 異 的 な増 殖制 御 物 質

と して,純 粋 な 形 で 単 離 され た もの は 現 在 の とこ ろ

無 い と言 え る であ ろ う。

corninに 関 して も,こ れ ま で生 物 学 的 作 用 の検 定,

作 用機 序 の 解 明 に 用 い られ たの は,か な り粗 な抽 出

分 画 で あ っ た 。 生 体 内の 細 胞 分 裂 制 御 因子 と し ての

corninの 性 格 を確 立 す るた め に は,精 製 を行 い,で

き るか ぎ り単 一 な物 質 と して取 り出 す こ とが 必 須 で

あ る。

本 実 験 で は, in vitroの 哺 乳 動 物 細 胞 のDNA合 成

抑 制 効 果 を指 標 と して, corninの 精 製 を試 み た 。細

胞 の 増 殖 に 対 す る効 果 を検 定す る に は,細 胞数,蛋

白合 成 な ど を併 せ て 測 るべ き で あ る が,こ こ で は

DNA合 成 活 性の み につ い て 測定 した 。 次 の段 階 で,

増 殖 との関 係 につ い て も検 討 す る必 要 が あ ろ う。

DNA合 成 の 測 定 は, DNA分 画 抽 出 に よる測 定 と,

 filter disk法 で 培 養 び ん1本 当 りの 細 胞 の 取

りこ み を測定 す る2つ の 方 法 で 行 った 。 培 養 び ん 当

りの 細 胞 数 の ば らつ き を考 慮 す る と, DNA当 りで求

め た 方 が よ り正 確 で あ る と思 わ れ る。Figure 8か ら

わ か る よ うに2つ の 方 法 で 求 め られ た 測 定 値 は,ほ

ぼ 同 じ傾 向 を 示 して い るが, BCCUの 場 合 の よ うに,

か な り差 が あ る例 が あ っ た。

透 析Sephadex gel〓 過 法 に よ っ て,筋 肉cornin,

角 膜corninは い くつ か の 分 画 に 分 け られ た が,こ れ

らの 分 画 の 中 で,も とのcorninに 比 べ て 特 に 著 る し

い 活性 を示 す 分 画 は み られ ず,活 性 は数 個 の 分 画 に

分散 され た。

角 膜corninに つ い て は,ゲ ル 〓過 に よ る細分 画 は

未 検 定 で あ る が,透 過 性 の低 分 子 分 画Dの 方 が,高

分 子 性 のU分 画 に 比 べ て 活 性 が 高 い こ とが示 され た。

D分 画 は, U分 画 に 比 べ てnucleotide含 有 率 が 高 く,

そ れ ら はmonoな い し低 分 子polynucleotideの 形 で

含 まれ て い る。Table 2に 示 した よ うに,角 膜cornin

と同 じ組 成 のmononucleotide混 合 物 のDNA合 成 抑

制 効 果 が,角 膜corninの 抑 制 効 果 とほ ヾ等 しい こ と

は興 味 深 い が,両 者 の 間 に 何 らか の 関 係 が あ るか ど

うか,こ れ だ け の 結 果 か ら判 断 す る こ とは で きな い。

筋 肉corninに つ い ては,無 機 燐 の 除 去 を充 分 に行

うこ とは で き なか っ た。 低 分子D分 画 に つ い て は,

主 と して イ ノ シ ン酸 を含 むD-Ⅳ 分 画 に ほ とん ど活 性

が 無 か っ た こ とは, Table 3の 主 と して イ ノ シ ン酸

か らな るnucleotide混 合 物 に ほ とん ど活 性 が み られ

な い事 と と もに,筋 肉corninが 多量 の イ ノ シ ン酸 を

含 む とい う特 徴 は,活 性 とは 無 関 係 で あ る こ と を示

して い る と言 え よ う。 ま た,同 じ くTable 3に 示 す

よ うに,こ の 実 験 に 用 い た濃 度 の 無 機 燐 酸 塩 のDNA

合 成 に お よぼ す 影 響 が 筋 肉corninの 効 果 とほ ぼ 等 し

い とい う結 果 か ら,筋 肉corninのDNA合 成抑 制 効

果 が,越 宗 等33)も 指 摘 した よ うに,核 酸 合 成過 程 の

燐 酸 化 反 応 に お い て,過 剰TdRに よ る抑 制 と同様 の,

無 機燐 に よ る拮 抗 作 用 で あ っ た可 能 性 が 示 さ れ た 。

しか し,無 機 燐 を含 まな いU-Ⅰ 分画 にみ られ る抑 制

効 果 につ い て は,今 後 更 に検 討 す る必要 が あ る し,

別 の方 法 で無 機 燐 を 除 い た低 分子 分 画 に つ い て も,

今 一 度 検 討 の 余 地 が あ ろ う。

以 前 に 報 告 し た ウニ 卵 の 分 裂 抑 制 効 果 とcorninの

分 画 の 関 係 に お いて も, DEAE-celluloseで 分 け た

3つ の 分画 を更 にSephadexで 分 け る と,い ずれ も低 分

子 で核 酸 塩 基 の 吸 収 極 大 を もつ 分 画 の方 が 活性 が 高
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い傾向がみられた。これは,本 実験のDNA合 成抑

制効果について示 された傾向とよく一致している。

細胞が増殖するためには,多 くの化学的物理的変

化の過程か らなる細胞周期を回ることが必要である。

増殖制御の機構 も,単 純なものではなく,お そらく

多くの要素が複雑にか らみあっているものと思われ

る。従って,細 胞の増殖に対して何らかの抑制効果

を示す物質は数 多く存在する訳で,真 の調節因子を

見出すためには,細 胞周期に関して,ま だまだ多 く

の知見を集めなければならないであろう。

corninに 関 しても, DNA合 成 を抑えることによっ

て細胞の増殖を抑制するのか,他 の過程が阻害され

た結果, DNA合 成が低下して くるのか,未 だ不明で

ある。本実験の結果,分 画による著しい活性の上昇

は得 られず,抑 制効果がいくつかの分画に分布 した

ことは, corninの 抑制効果が,い くつかの因子の集

まったものであったことを示唆 している。今後,い

ろいろな方法で分画を試みるとともに,各 々の分画

について,更 に精製を行い,増 殖抑制効果を検討 し

てゆかねばならないであろう。

結 論

著 者 等 は,筋 肉 お よ び 角 膜corninのDNA合 成 抑 制

因 子 の精 製 を試 み た。

透 析 に よ り,両corninを 各 々透 過 性 分 画Dと 非 透

過 性 分 画Uの 分 け,更 にSephadex gelを 用 い て 細

分 画 した 。

各分 画 の 活性 測 定 に は,各 々 の 分 画 を0.5%,お よ

び3H-thymidineを 含 む培 養 液 中 で6時 間 ラ ッ ト肝

細 胞RLN-10を 培 養 し,細 胞 に と り込 ま れ た放 射 能

活 性 を対 照 群 と比 較 し た。

そ の 結 果,或 る特 定 の分 画 に の み 著 る しい活 性 を

み るこ とは で きず, DNA合 成 抑制 効 果 は,各 々 の 分

画 に 分散 され た 。 しか し,そ れ ら の 中 で は,筋 肉

corninのD-Ⅱ 分 画,角 膜corninのD分 画 が 最 も高 い

活性 を示 した 。 前 者 は 無 機 燐 含 量 の最 も高 い分 画 で

あ り,後 者 は, mononueleotideな い し低 分 子poly

nucleotideを 多 く含 む 分 画 で あ る。これ らの 結 果 は,

筋 肉corninお よ び角 膜corninのDNA合 成 抑制 効 果

が,い くつ か の 因子 か ら成 って い る こ とを示 す 。
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DNA synthesis inhibiting factors of muscle-cornin 

and cornea-cornin

Isamu NISIDA, Tetsuhide H. MURAKAMI, Masao MAKIYAMA, 

Naofumi OHNO, Akihide NAKARAI, Ichiro KAKIUCHI, 

Hironori IKEMUNE, Hisashi OHTSUKI, Yoshiko CHIKATA

Department of physiology, 

Okayama University Medical school, Okayama

An attempt was made to purify the active principle (s) of cornea-and muscle-cornin, inhibiting 

the DNA synthesis in cultured mammalian cells.

Each of the two kinds of cornin was separated into the dialysable (D) and the undialysable (U) 

fraction, which were further fractionated by the use of Sephadex gel. The inhibitory rate of these 

fractions was indicated by percent of control estimating the incorporation of 3H-thymidine into 

cells or DNA fractions of cultured rat liver cells, line RLN-10, during the incubation period of 6 

hours at 37℃ in the presence of respective fractions at the final concentration of 0.5 percent in the

 culture medium.

As a result, the highest activity was shown in the D-Ⅱ fraction of muscle-cornin, which corre

sponded to the elution peak of the inorganic phosphate, and in the D fraction of cornea-cornin, The 

activity, however, was also shown in several other fractions.

These data suggest that the inhibitory effect of cornin on the DNA synthesis in mammalian 

cells is due to combined effects of several factors present in cornin.


