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V eill o n ell a p a r v u l a ( V . p a r v ul a) K N-2 株 の 超音波処理 上 清液 (s u p e r n a ta n t of s o ni c a t e d c ells
,
S S) 中に 存在す る抗腰

瘍活性物質を サ ル コ
ー マ 1 8 0 (S a r c o m a 1 80

,
S -1 8 0) 細胞に 対す る細胸増殖抑制惰性 およ び殺細胞活性を指標に 精製 し

,
そ の 物理

化学的性状に つ い て 検討 した . まず ,
S S を硫 酸ア ン モ ニ ウ ム 塩析 L た結 果,

2 0 % 飽和か ら70 % 飽和の 画分に 活性物質が塩析さ

れ た .
こ の 両分に対 しフ ェ ニ ー ル セ フ ァ

ロ ー ス C し4 B カ ラ ム を 用 い た ハ イ ドロ フ
ォ

ー ビ ッ ク ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー を行 っ た . リ

ン 酸緩衝液に よ る溶出画分 で ある フ ラ ク シ ョ ソ 番号(f r a cti o n n u m b e r , f r) 2 8
-

38 に 強い 細胞増殖抑制活性が 認め られ た . こ の

画分を 分画分子 量100 の セ ル ロ ー ス エ ス テ ル チ
ュ

ー

ブ ス ペ ク ト ラ/ ポ ア C E で1 0 倍 に 濃縮 した 後
, 分子量1

,
0 00 か ら30 0

,
0 0 0 の 分

針こ優れ た ス
ー

パ
ー

ロ
ー

ス 1 2 に よ る ゲル 濾過 を行 っ た . その 結果, 分子量約1 ,3 0 0 の f r 3 9
,
f r 4 0 に1 0 0 % の 細胞増殖抑制率 ,

f r 39 に7 0 % 以上 の 殺細胞率 が認め られ た . f r 3 9 両分を 部分精製抗腫瘍物質と して
, そ の 物理 化学的性状に つ い て検討 した .

この 抗腫瘍活性物質 は
,

セ ル ロ ー

ス チ ュ
ー ブ に 対 して ほ 透過性 で あ っ た が

,
セ ル ロ

ー

ス エ ス テ ル チ ュ
ー ブ ス ペ ク ト ラ/ ポ ア

C E に 対して ほ非透過性で あ っ た . ま た
,
1 0 0 ℃ の 加熱に 対して 細胞増 殖抑制括性お よび 殺細胞活性は 共に 安定で あ っ た . ト リ

プシ ン お よび プ ロ テ ィ ナ ー ゼ Ⅰこ に 対 しては 抵抗性 を示 した . 核酸画分の 細胞増殖抑制活性 およ び殺細胞活性は 極め て 低か っ

た . ク ロ ロ ホ ル ム
, 酢酸 エ チ ル

,
ブ タ ノ ー ル に 対 して 難溶解性 で あ っ た が ,

ア セ ト ン に 対 して ほ 易溶解性 で あ っ た .
フ ロ ー サ

イ ト メ トリ ー に よ り S-1 8 0 細胞の 細胞周 期に 対す る影響を検討 した と こ ろ ,
S 期お よび G 2( + M ) 期に 細胞の 集積が 認め ら れ

た . 以上の 結 果は
,
V , 如 r u 〟J d K N-2 株 の 抗腫瘍性物質は 約1

,
3 0 0 の 分子量を有 し ∴蛋白質や核酸以外の 物質 であ り

,
か つ 脂 質

を含ん で い ない こ と を示 唆 して い る . ま た
, 本物質は D N A 合成阻害活性を有 して い る こ と を示 して い る .

K e y w o r d s a nti- t u m O r a C tiv lt y , g r O W th i n hibit o r y a c t l V lt y ,
C ell killi n g a c ti v it y , p a r ti al

p u rific a ti o n
,
V e ill o n ell a p a r v u l a

細菌に お ける抗腫瘍活性 , 制が ん作用 に つ い て ほ
よ 今日 ま で

数多くの 報告が み られ る . そ の 多く は好気性菌に 関す る報告で

あり
l 購 )

, 嫌気性菌に 関する研究は
,
嫌気性 C o r ッ乃e占α C孟g rg祝∽

,

Cl o st rid i u m な ど比較的少な い
16)

､ 2 5 )

. 近年 ,
T a m ai ら

26) ､ 2 8 )
ほ 口

腔内常在 の グ ラ ム 陰性 嫌 気 性 梓 菌 で あ る ダ㍑ ∫0あd C丈♂r∫以 m

耽 壷 血 椚 甘 誹 打 抜 血 両 に 抗腫瘍活性が あ る こ と を 報告 し

た . これ ら の 研究を 契機と して
,

口 腔内よ り分 離 され た種 々 の

嫌気性菌に つ い て抗腫瘍備 性が検討 され
,

グ ラ ム 陽性嫌気性球

菌である P 坤 加 O C C ㍑ ∫ m α g 乃以∫
29)

,
グ ラ ム 陽性嫌気性樟 菌で あ

る ⊥d C ねわαCg 肋 ∫ C α ∫g∫
30)

,
グ ラ ム 陰 性 嫌 気 性 球 菌 で あ る

V g 肋 乃eJJ α
31 卜 33)

等が 抗腫瘍 活性 を 有す る こ と が 明 ら か に され

た .

V e 肋 乃gJJα に つ い て ほ
, 松原

33)
は 口腔 内炎症性疾患 で ある歯

肉膿瘍か ら分離同定 した V g 肋 れeJJα 如 γU 祝J d ｢ V . ♪d r U 祝J αノ菌株

虹 つ い て検討し , 菌体抽出液が
, 抗腫瘍活性を 有する こ と を動

物実験お よび培養細胞 を用 い て 明 らか に した .

本研究でほ
,
V . 如 rリ ㍑J α の 菌体抽出液 中に 含 まれ る 抗腫瘍滴

性物質の本体を明 らか に す べ く , 本物 質を精製す ると 共に そ の

物理化学的性状 に つ い て 検討 した .

材料お よび方法

Ⅰ . ア. p α r P 〟h 菌体か ら の S S の 調製

1 . 使用 菌株お よび培養法

金 沢大学 医学部歯 科 口 腔 外科 学 講座 保 存 菌株 で あ る V .

函 m 川 ね K N-2 株を実験に 使用 した . 本菌株は 口腔内炎 症疾患

で ある 歯肉膿瘍か ら の 分離菌株で ある . 凍結保存され た 本菌株

を松原
33二■

の 方法に 従い 本培養 を行 っ た .

2 . 菌 体 の 超 音波 処 理 上 清液 (s u p e r n a t a n t of s o ni c a t e d

c e11 s
,
S S ) の 調製

S S の 調 製 ほ 松 原 の 方 法
33■㌧に よ っ た . 培 養 菌 液 を 遠 心

(6 ,5 00 rp m ,
2 0 分) し , 得られ た沈漬( 菌体) に 1 /1 5 M リ ン 酸緩

衝生理 食塩水 (p h o s p h a t e- b uff e r e d s ali n e , P B S ) を 加 え
, 超音波

破砕 器 M od el U R-2 0 0 p (2 0 K H z) ( ト ミ ー 精工
, 東京) に て 菌体を

破壊 し
, 遠心 後 , 得 られ た 上清液を S S と した .

] . 腫瘍細胞の 培養お よび増養細胞に おけ る増殖抑制活性 の

測定

1 . 実験動物

5 週齢 の I C R 系 マ ウ ス (体重 24 ～ 2 6 g) ( 日 本チ ャ
ー ル ズ ･ リ

A bb r e vi a tio n s : A 2 80 ,
a b s o r b a n c e a t 28 0 n m ; CI A A , C hlo r of or m

-is o a m y l alc o h ol ; D F M
,
D ulb e c c o

′

s m o difi e d

E a gle
,

s m e di u m s u p p le m e n t e d w it h l O % f et al b o vi n e s e r u m ; F C M
,

flo w c y t o m e t ry ; F . n u cl e a t u m ,

F u s o b a c t e r iu m n u c l e a t u m ; F P L C
,
f a s t p r o t ei n liq u id c h r o m a t o g r a p h y ; f r

,
fr a ctio n n u m b e r ; M W

,
m Ole c u la r



5 4 8

バ ー

, 厚木) を実験 に 供 した . なお , 動物飼育室で 環境馴化の た

め に
, あらか じめ 1 週間飼育 した .

2 . 腫瘍細胸 の 培養お よび培 養細胞の 調製

実験に 使用 する サ ル コ ー マ 1 8 0 (S a r c o m a 1 8 0 , S-1 8 0) 細胞は ,

マ ウ ス 腹腔内で 7 日 日ご と に 継 代培養 して い る も の を 使 用 し

た
34}

.

'腫 瘍 細 胞 の 培 養 に ほ1 0 % 牛胎 児 血 清 ( Gib c o
,

G r a n d

I sl a n d
,
U S A ) 加 ダル ベ

ッ コ
ー

変法イ
ー

グル 培地( 日 水製薬 , 東

京) (D u lb e c c o

'

s m o difi e d E a gl e
'

s m e di u m s u p ple m e n t e d w ith

l O % f e t al b o v i n e s e r u m
,
D F M ) を 用い た . 腫瘍細 胞(腹水) は

培養7 日 目 に 使用直前に 無菌的 に 採取 した . 採取後 ∴踵瘍細胞

を P B S で洗浄 し白血 球算 定基準
35)

に した が っ て ビル ケ ル チ エ

ル ク 塑の 血 球算定板を 用い 細胞数を 算定 し,
D F M を 加え ,

4 .0

×1 0
5

個/ m l の 細胞浮遊液を調製 し実験忙 供 した . 細胞の 培養ほ

開放系 (37 ℃
, 掛 臥 5 % C O 2) で 行 っ た .

3 . 細胞増殖 抑制効果お よ び殺細胞効果の 測定

阻 織 培 養 用9 6 穴 マ イ ク ロ テ ス t プ レ M

ト3 0 7 2 (B e c t o n

D i c k in s o n a n d C o m p a n y ,
L i n c ol n P a rk ,

U S A ) の 各穴 に 細胞浮

遊液( 2 . 5 × 1 0
5

個/ m l) 1 6 0 〃l を注入後 , 各濃 度に 調製 した 試料

ある い ほ P B S の4 0 /ノ1 を加 えた . ただ し∴試料お よ び対照 と し

て の P B S は
,
D F M で 各濃度 に 調整 した . 3 日 間培養後 に 各穴

よ り0 . 1 m l 採取 し, 0 . 2 % 斗 リ バ ソ ブル ー 0 .1 m I で染色 を行 っ

た 後, 血球計算板 を用い 倒立顕徴鏡下で総細胞数 ,
生細胞数 ,

死細胞数を測定 した . 細胞増殖抑制率お よ び殺細胞率を 下記 の

計算式に よ り算 出 した .
こ の 際, 3 日 間培養後 の 総細胞数か ら

培養開始時の 総細胞数を 減 じた値 を増殖細胞数 と した .

細胞増殖抑制 率 ( % ) =

対照培養の 増 殖細胞数
一

試料添加培養の 増殖細胞数

対照培養 の 増殖細胞教

殺細胞数 ( % ) =

総細胞数 一 生細胞数

総細胞数
×1 00

×1 0 0

細胞増殖抑制率 に つ い て ほ20 % 以上 を陽性と した .

Ⅲ . 抗腫瘍活性物質の精製

1 . 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム塩析

水冷下で
,
S S l OO m l に 対 し20 % 飽和度 に な る よう に 粉末状

の 硫酸ア ン モ ニ ウ ム (和光純薬 , 大阪) を撹拝 しな が ら徐 々 に 加

えた . そ の 際 , p H の 調整を 希ア ン モ ニ ア 水に て 行 っ た . 3 0 分間

携拝 した 後 , 遠心 (1 乙00 0 r p m
,
1 5 分) し

,
そ の 遠心 上 清液に 硫酸

ア ン モ ニ ウ ム を 飽和度70 % に なる ように 揖押 しな が ら徐 々 に 加

え た . 同様に 30 分捜拝後 ,
4 ℃ で24 時間静置 した . そ の 後 , 遠

心 し
一

そ の 沈漆を P B S に て 溶解 した .

2 . カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

1 ) ハ イ ド ロ フ ォ
ー ビ ッ ク ク ロ マ ト グ ラ フ

ィ
ー

フ ユ ニ ー ル セ フ ァ
ロ ー ス C L -4 B (P h e n yl

- S e p h a r o s e C I : 4 B )

(P h a r m a ci a F in e C h e m ic al s , U p p s al a , S w e d e n) カ ラ ム (2 . 6 ×

1 4 . 5 c m ) を 1 M 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 加 0 . 1 5 M リ ン 酸緩 衝 液

(p H 7 . 2) (p h o s p h at e b uff e r
,
P B) で平衡化後 ,

2 0 ～ 70 % 硫酸 ア

ン モ ニ ウ ム 飽和両分試料1 00 m l を添加 した . カ ラ ム を 上記緩衝

液 で洗浄後 , 1
- O M 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 加 P B の 直線濃度 勾配

法に よ る溶出を 行い
, 引続き P B で 溶出後,

0 ～ 5 0 % エ チ レ

ン グ リ コ ー ル 加 P B の 直線濃度勾配法で溶 出を行 っ た , 分取 畳

は 1 0 m I と した .

2 ) ゲ ル 濾過

1 ) で 得 られ た試料 は後に 述べ る 方法 に よ り濃縮した後, 高

速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ

ー (f a s t p r o t ei n liq uid c h r o m at og r a ･

p h y ,
F P L C) (P h a r m a ci a F i n e C h e m i c al s) 装 置に 組み 込れた

ス ー パ
ー

ロ
ー

ス 1 2 ( P h a r m a ci a F i n e C h e m i c al s) カ ラ ム(1 .O x

3 0 . O c m ) を 用 い て ゲ ル 濾過 を行 っ た ･ P B S で カ ラ ム を平衡化

後 , 濃縮試料 を添加 し
,
P B S に て溶 出を行 い

,
0 . 5 m l 宛分取し

た . 分子量( m ol e c ul a r w ei g h t , M W ) マ ー カ ー

と して フ ェ リテン

( M W 4 50
,
0 0 0) ,

カ タ ラ ー ゼ ( M W 2 4 0 ,0 0 0) , キ モ ト リ プシ ン A

( M W 2 5 ,0 0 0) ,
チ ト ク ロ

ー ム C (M W 1 2
,
5 0 0) (C o m bith ek

B o e h ri n g e r , M a n n h ei m
,
G e r m a n y) ,

ビ タ ミ ン B 12 ( M W l
,
355)

(和光純薬) を 使用 した .

3 ) 試料 の 濃縮

ス
ー パ ー ロ ー ス 1 2 カ ラ ム で ゲ ル 濾過 を 行 う前 に

,

ハ イ ドロ

フ ォ
ー ビ ッ ク ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー

に よ っ て得 られ た 画分を
, 分

画分子 量1 00 の セ ル ロ
ー ス エ ス テ ル チ ュ

ー ブ ス ペ ク ト ラ/ ポア

C E (S p e c t ru m
,
L o s A n g els

,
U S A ) に 注 入 ∴ 結集 し

,
これをポ

リ エ チ レ ン グリ コ ー ル2 0
,
0 0 0 で 覆う こ と に よ り10 倍に 脱れ 濃

縮 した .

Ⅳ . 部分精製抗腫瘍 活性物質 の物理化学的性状

1 . 透析 チ ュ

ー

ブ 透過性

セ ル ロ
ー

ス チ ュ
ー

ブ( V i sk i n g ,
N e w Y o r k

,
U S A ) お よびセル

ロ
ー

ス エ ス テ ル チ ュ
ー ブ ス ペ ク ト ラ/ ポ ア C E に 試料 2 m l を注

入 し, 4 ℃ 下で48 時間,
5

,
0 0 0 m l の P B S に 対 して透析した . 透

析後,
チ ュ

ー ブ 内液 に つ い て
,

そ の 細胞増殖抑制活性を前述の

方法に 従 い 測定 した .

2 . 熱安 定性試験

熱安定性 を 調べ る ため に
, 試料 1 00 〟l を56 ℃に て 5

,
10

,

3 0 , 6 0 , 1 2 0 分間, お よ び 川0 ℃ に て 1
,

2
,

5
,
1 0

,
1 5 分間加熱

した . 非加熱 , 加熱の 試料ある い は対照 と して の P B S 40 〃1 を

S - 柑0 細胞培養液1 60 〟1 に 加 え
, 培養 3 日後 に 生細胞数, 総細

胞数を 測定 し
,

そ れ らの 細胞増殖抑制率お よ び殺細胞率を求め

た .

3 . ト リ プ シ ン 感受性試験

試料20 / 川 こ1 , 0 .1 ,
0 .0 1 m g/ m l の 各濃度の ト リ プ シ ン タ

イ プ Ⅲ (Sig m a
,
S t . L o ui s

,
U S A ) 1 0 FLl を 加え37 ℃

,
60 分間イ ン

キ エ
ペ - シ ョ ン を 行 っ た . そ の 後 ,

そ れ ぞ れ 1
,

0 ･ 1 ,

0 . 01 m g/ 血 の 濃度 の ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー タ イ プ Ⅰ
- S

( Si g m a) 1 0 〟l を 加え た .
こ の トリ プ シ ン 処理に よ る細胞増殖抑

制活性 の 変 化を S
- 1 8 0 細 胞 を 用い 前述 の 方法 に 従い 測定し

た .

4 . プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K 感受性試験

試料 87 . 5 〃1 に 5
,
5 0

,
50 0 〃 g/ m I の 濃度 の プ ロ テ ィ ナ ー セ

K ( M e r c k
,

D a r m s t a d t , G e r m a n y) 溶 液 2 . 5 〟 l と 0 ･ 1 M

T ri s- H Cl 緩衝液 (p H 7 . 8) 1 0 p l を 加え , 3 7 ℃
,
6 0 分間イ ン キ エ

ペ ー シ ョ ソ を 行 っ た . そ の 後 , 1 00 ℃ , 1 0 分間加熱する こと によ

りプ ロ テ ィ ナ
ー ゼ K を 失活さ せ た . こ の プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K 処

理 に よ る細胞増殖抑制活性 の 変化 を 前述 の 方 法に 従い 測定し

た .

5 . 核酸分画

w ei gh t ; P B , p h o s p h at e
- b uff e r ; P B S

, p h o s p h a t e - b u ff e r e d s ali n e ; S - 1 80
,

S a r c o m a 1 8 0 ; S ･ P y O g e n CS ･

S t r e p t o c o c c u s p y o g e n e s ; S S
,

S u p e r n at a n t Of s o ni c a t e d c ell s ; V ･ P a r v u l a
,
V eill o n ell a p a r v u l a
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試料300 〟1 に P B S 飽和状態の フ ェ ノ ー

ル 1 5 0 〃1 と ク ロ ロ ホ

ル ム ー イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル (c hl o r of o r m -i s o a m yl al c o h ol
,

CI A A ) ( ク ロ ロ ホ ル ム : イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー

ル = 5 0 : 1 )

15 伸1 を加え
,
十分控拝 した ･ 1 2

,
0 0 0 r p m

,
5 分間遠心 を 行い

,

分節され た氷層を 取 り出 して
,

さ らに もう 一

度同様 の 操作を繰

り返した . 次 に
,

氷 層 に CI A A 3 0 0 〟1 を 加 え 捷 押 し た ･

12 ,
0 00 r p m , 5 分間遠心 し水層を 取 り出 し 5 M N a C l を 30 FL l

,

エ タ ノ
ー ル 60 0 〟1 を加 え十分撹押 した .

-

8 0 ℃
, 1 時 間放置す

ることに よ り核酸を沈澱 させ た ･ そ の 後 ,
1 2

,
0 0 0 r p 町 1 5 分間遠

心した後,
上清を 捨て沈瞳 に70 % エ タ ノ ー ル 1 m l を 加え て控拝

した . さ らに ,
1 2

,
00 0 r p 町 1 5 分 間遠心 し

,
上 清を 捨て減圧乾燥

後 PB S を 30 0 〃1 加え て 元の 畳に 戻 した ･
こ の 核酸画分の 細胞

増殖抑制活性を前述の 方法砿 従い 測定 した ･

6 . 有機溶媒溶解性

試料100 〟1 に
,

ク ロ ロ ホ ル ム
, 酢酸 エ チ ル

,
ブ タ ノ ー ル (和

光純薬) をそれ ぞれ 100 ノ∠1 加え 5 分間濃押 した ･ 1 2
,
0 0 0 r p 町 5

分間遠心 し
, 有機溶媒層を 減圧乾燥 し P B S で 元の 量に 戻 して

,

前述の 方法に 従 っ て細胞増殖抑制活性 に つ い て測定 した ･

また
,

ア セ ト ン に 対す る溶解性 の 検討で は ∴試料 100 /｣ 1 に ア

セト ン (和光純 薬) 90 0 ノノ1 を 加えて 4 ℃ 一 夜静 置後 ,
1 2

,
00 0

r p 皿
,
1 5 分間遠心 した . そ の 上 清と 沈法を そ れぞれ減圧 乾燥 し

P BS l O O 〃1 を 加えて元 の 量に 戻 し細胞増殖抑制活性 に つ い て

測定L た .

V . 7 口 M サ イ トメ トリ
ー

(fl o w c yt o m e t r y ,
F C M )

細胞浮遊液(4 . 0 ×1 0
5

個/ m り3 m l に 各濃度 に 調製 した試料あ

るい は P B S 3 m l を加 え , 組織培養 ベ ト リ皿300 2 (直径 60 m m )

(B e c to n D i c ki n s o n a n d C o m p a n y) に 入 れ ,
3 7 ℃ ･ 5 % C O 2 条件下

で静置培養 した . 4 8 時間培養後, 培養液を 除去 し
,
P B S で遠心

洗浄した . 洗浄 した 細胞は 0 . 5 m l の P B S を 加え て懸濁 させ ,

5 m l の7 0 % エ タ ノ ー ル に 滴下 し, 6 0 分間水冷下 で 静置 した . 遠

心によ り細胞を分離 し ,
P B S で 細胞 を 2 回 洗浄 した . 細 胞 を

0 .9 m l の P B S に 懸濁 させ
,
R N A を分解す るた め 20 m g/ m l の

R N A 分解酵素(Sig m a) 溶液を 0 . 1 m l 加え て
,
3 7 ℃ で30 分間処

理した . 次に
,
P B S で 洗浄後,

5 m g/ m l の プ ロ ビ デ ィ ウ ム イ オ

ダイ ド(p r o pid i u m i o did e) ( S ig m a) を 5 FLl 加え て 4 ℃ , 3 0 分間

D N A 染色を行 っ た
36)

. 染色後の 細胞ほ 水冷下に 保存 し , 2 時間

以内に F C M に 供 した . 試料は孔径 50 p m の ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ

に通し て可 能な 限 り異物 を 除去 し
,

フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー

C S -20 (昭和電光 , 東京) を用 い て D N A 解析を 行 っ た .

Ⅵ . 蛋白質の定量

蛋白質の 定量 は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

に お い て ほ 波長 2 80 n m

の吸収( a b s o r b a n c e a t 2 8 0 n m , A 2 8｡) に よ り , ま た , 必 要に 応じ

Bio -R a d 蛋白ア ッ セ イ キ ッ ト (B i or R a d
,
R i c h m o n d

,
U S A ) を用

いて行 っ た .

成 績

l
･ 仇 P α r P 混Jα K N - 2 株 S S 中の抗腫瘍活性物質 の精製

1 ･ 硫酸ア ン モ ニ ウ ム 塩析

まず,
S S 中の 抗腫瘍活性物質が 塩析 され る硫酸 ア ン モ ニ ウ

ムの 飽和皮を求め た , 各飽和度に おけ る遠心 沈瞳 を , 元の S S

畳と等量の P B S に 溶解し
,

さ らに P B S に て 2 倍 希釈 した後,

続鷹搭活性を測定 した ( 図1) . 1 0 % お よ び20 % 飽和画分 に は細

胞増殖抑制活性 , 穀細胞活性共に認め られ なか っ た . 細胞増殖

抑制活性ほ30 % 飽和両分 で出現 し (細胞増殖抑制 軋 45 . 1 % ) ,

54 9

飽和度の 増加 と 共に そ の 活性は上 昇 した . 7 0 % お よ び80 % 飽和

画分に お い て は
, 細胞増殖抑制率ほ S S 原液 (1 0 0 % ) と ほぼ 等

しい96 .8 % を 示 した
, 殺細胞活性は

▲
4 0 % 以下の 飽和画分に は

は と ん ど認め られず ,
5 0 % 以上 の 飽和両分に 認め られ た . 殺細

胞活性は 飽和度の 増加 と共に 上 昇 し
,
7 0 % 飽和画分に お い て は

S S 原液 とほ ぼ等 しい99 . 0 % で あっ た .

8 0 % 飽和画分に つ い て は
, 先に 述 べ た 如く ,

2 倍希釈 して 抗

腫 瘍活性を測定 した場合 , 活性は S S 原液 とほ ぼ 等 しか っ た .

しか しなが ら, 4 倍希釈後に 測定 した場合,
S S 原 液 よ り も高

い 細胞増殖抑制率と 殺細胞率が見 られ た こ と か ら ,
8 0 % 飽和画

分の 細胞増殖抑制悟性, 殺細胞活性 に つ い て ほ硫酸ア ン モ ニ ウ

ム 自体の 細胞毒性が 関与して い る こ と が考え られ た .

以上 の 結果 , 活性物質は20 % ～ 7 0 % 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 飽和画

分 に 含まれ る こ と が分か っ た .

2 .
フ ユ ニ ー ル セ フ

ァ
ロ ー ス C L -4 B カ ラ ム を 用い た ハ イ ド

ロ フ ォ
ー ビク ク ロ マ ト グ ラ フ

ィ
ー

2 0 % ～ 7 0 % 飽和両分 100 m l を フ ェ ニ
ー ル セ フ ァ ロ

ー

ス C L-

4 B カ ラ ム に 添加 し ,
1 - O M 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 加 P B (直線渡度

勾配) ,
P 臥 0 ～ 5 0 % エ チ レ ン グリ コ ー

ル 加 P B (直線濃度勾 配)

に て溶出 させ
, 各 フ ラ ク シ ョ ソ に つ い て 細胞増殖抑制活性を測

定 した (図 2) .

細胞増殖抑制活性の ピ ー ク は P B 溶出部分であ るフ ラ ク シ ョ

ン 番号(f r a c tio n n u m b e r
,
f r) 2 8

-

3 8 に み られ , 特 に f r 3 2

に 高い 細胞増殖抑制活性(抑制率: 約80 % ) が み られ た . こ の 細

胞増殖抑制活性の ピ ー ク は A 288 の 主 ピ ー

ク の 肩 の 部分に 位置 し

て い た .

3 .
ス

ー

パ
ー

ロ
ー

ス 1 2 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー ( F P L C)

フ ェ
ニ ー

ル セ フ ァ
ロ ー

ス C L -4 B カ ラ ム を 用い た ハ イ ド ロ

(
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F ig . 1 . S at u r a ti o n of a m m o ni u m s u lf at e a n d p r e cipit a ti o n oL

a n ti -t u m O r S u b s t a n c e i n S S . A m m o n i u m s ulf a t e p r e ci pit a-
t e w a s s ol u bili z ed wi th P B S t o th e o rigi n al v ol u m e of

P B S . S a m pl e s w e r e dil u t e d t w of old w ith P B S a n d

a s s a y e d f o r g r o w th i n h ibit o r y a c ti vi ty (● - ●) a n d c ell

killi n g a c ti vity (○ - ○) t o S -1 8 0 c ell s .
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F r a c ti o n n u m b e r

F ig . 2 . P r ofil e of g r o w th-i n hibit o r y a c ti v ity o n P h e n yl
- S e p h a r o s e C し4 B c o l u m n c h r o m a t o g r a p h y ･ S S (5 ,4 m g-p r Ot ein/ m l)

c o n c e n tr at e d b y p r e cipit a ti o n w ith a m m o ni u m s ulf at e b e t w e e n 2 0 % a n d 7 0 % s a t u r a ti o n w a s a p pli e d t o th e c ol u m n ･ ･ - - - -

a b s o r b a n c e a t 2 8 0 n m (A 28｡) ;
- - -

,
C O n C e n tr a ti o n of a m m o n i u m s ulf at e ;

･ ･ ･ ･ ･- - ･ ･ ･ ･

,
C O n C e n tr a ti o n of e th yl e n e gly c ol : ○ ～ ○,

g r o w th i n h ibiti o n r a t e .

0 10 2 0 3 0 q 0 5 0

F i g . 3 . P r ofil e of a n ti - t u m O r a C ti vity o n S u p e r o s e 1 2 g el

filt r a ti o n . F r 2 8 - 3 8 f r o m P h e n yトS e p h a r o s e C L -4 B c ol u m n

c h r o m a to g r a p h y w e r e p o ol ed a n d c o n c e n tr at e d 1 0 ti m e s b y

u si n g c ell ul o s e e s t e r t u b i n g S p e c tr a/ P o r C E . A v ol u m e of

O ･3 m l (6 15 5 m g
r

pr o t ei n/ m l) of th e c o

?
C e n tr a t e d s a rn Pl e w a s

a p pli e d t o S u p e r o s e 1 2 g el filt r a tl O n C Ol u m n . A ll o w s

in d ic a t e el u ti o n p o siti o n of st a n d a r d p r o t ei n s w ith m ol e c ul-
a r w ei g h t s s h o w n i n th e u p p e r p a r t of th e a1l o w s .

～

,
A 28 ｡; ● - ● , g r O W th i n hibiti o n r a t e ; ○ - ○ ,

C e11

killi n g r at e ,

フ ォ
ー ビ ッ ク ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー

で 溶出 され た細胞増殖抑制活

性 の 高 い11 ヶ の 画分(f r 2 8
-

3 8) (1 1 0 m l) を ,
セ ル ロ ー

ス エ ス テ

ル チ ュ
ー ブ ス ペ ク ト ラ/ ポ ア C E を用 い て1 0 倍に 濃縮 した後▲

ス ー パ
ー

ロ
ー

ス 1 2 カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー を 行 っ た (添加濃

縮液量, 0 . 3 m l) ( 図 3) .

細胞増殖抑制活性 (f r 3 7 - 4 2) と 殺細胞活性 (f r 3 8 - 41) の ピ ー

ク は 一 致 して 出現 した , 細胞増殖抑制活性 は fr3 9
,
f r 40 で最も

強く t 細胞増 殖抑制 率ほ100 % で あ っ た . ま た 殺 細胞活性も両

フ ラ ク シ ョ ン で特 に 強く , 殺細胞率ほ fr 3 9 で は70タ6
,
f r40 では

50 % で あ っ た .
これ らの 活性 ピ ー ク と

一

致 し て A 288 の 小さな

ピ ー ク が み られ た . A 2別 の 主 ピ ー ク は 王r2 3 - 2 4 で あり , 抗腫瘍

活性 ピ ー ク と は 異な っ た位置 に 溶出 され た . 抗腫瘍活性が最も

高か っ た f r3 9 の M W ほ 標準蛋白質の 溶 出位 置か ら約1
,
30 0 で

ある こ とが 分か っ た .

Ⅱ . 部分精製抗腫瘍活性物質の物理化学的性状

S S を 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 塩 析 1
フ ユ ニ ー ル セ フ ァ

ロ
~

ス

C し4B カ ラ ム を 用 い た ハ イ ド ロ フ ォ
ー ビ ッ ク ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ
ー

l
ス ペ ク ト ラ/ ポ ア C E に よ る濃縮 ,

さ ら に ス
ー パ ー ロ ~

ス 1 2 カ ラ ム を 用 い た ゲ ル 濾過 に よ り精 製 し
,

得 られ た f r39 を

部分精製抗腫瘍 活性物 質試料 と して , そ の 物理 化学的性状に つ

い て 以下の 検討を 加え た .

1 . 透析チ ュ

ー ブ 透過性

透析 に よ る試料の 細胞増 殖抑制活性お よ び 殺細胞活性の変化

に つ い て 検討 した . 未透析の 試料 ある い ほ 充分量の P B S で透

析 した試料 を S -1 8 0 細胞浮遊培養液 に 添加後 3 日目 の 総細胞

数, 生細胞数 を測定 し細胞増 殖 抑制率 お よ び 殺細胞率を求め

た . 末透析試料 の 細胞増殖抑制率は100 % で あ る の に 対して 一

セ ル ロ
ー ス チ ュ

ー

ブ透析試料で は 活性 は23 . 8 % と著しく減少し

た . 殺細胞率 に つ い て も未透析試料で は76 . 5 % の 活性があるの

に 対 して
, 透析 した場合 は21 . 0 % と な り細胞増殖抑制率と同様

に 著 しく 減少 した . 即 ち
, 抗腫瘍物質は セ ル ロ

ー ス チ エ

ー カニ
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対して 透過性である と考え られ た ･ また
, 分両 分子量1 00 の セ

ル ｡
一 ス エ ス テル チ ュ

ー ブ ス ペ ク ト ラ/ ポ ア C E で 透析 した 場

合よ
細胞増殖抑制率92 ･ 4 % , 殺細胞率62 ･ 1 % と若干の 活性 の 低

下はみられ るもの の ほぼ活性物質は透析 チ
ュ

ー ブ 内に 保持され

ていた .

2 . 勲安定生

56 ℃で 札 犯 弧 弧 120 分間お よ び100 ℃ で 1
,

2
,

5
,

18 ｣ 5 分間加熱処理 した も の
, あ るい は 対照 と して 非加熱試料

をS-18 0 細胞浮遊培養液に 添加 し
, 培養 3 日 目 の 総細胞 凱 生

鵬 数を測定 し
,
細胞増殖抑制率お よ び殺細胞率 を 求め た (図

4) . 56 ℃ および100 ℃で 処理 した場合の い ずれ に お い て も細胞

増殖抑制率およ び殺細胞率 は対照の 非加 熱試料 と ほ ぼ 等 しい 値

であり
,
増加 ･ 減少は は と ん どみ られ な か っ た ･ した が っ て

,

坑鹿瘍物質はきわ め て 耐熱性 の 強 い 物質 で ある こ と が 分か っ

た.

3 . タ ン パ ク分解酵素感受性
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Fig ･ 4 ･ H e a t s t a bility of p a r ti a11y p u rifi e d a n ti-t u m O r

S u b s ta n c e . T h e a c ti v e f r a c ti o n (f r 3 9) ( 2 p g- P r O t ei n/ m l)

fr o m S u p e r o s e 1 2 g el filt r a ti o n w a s u s e d a s p a r ti a11y

P u ri王i ed a n ti-t u m O r S u b s t a n c e . A , 5 6 ℃; B , 1 0 0 ℃ .

0 -

○, g r O W th i n h ibiti o n r at e ; ○- ○,
C e11 killi n g r a t e .
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Aft e r i n c u b a ti o n t h e r e sid u al a n tit u m o r a c ti vi t y w a s

m e a s u r e d .
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1 ) ト リ プ シ ン 感受性

試料( 2 /ノ g 蛋白/ m け の ト リ プ シ ン 処理 がそ の 細胞増殖抑制

お よび 殺細胞活性に 対 して 影響を 与 え るか どうか を 検討 した

(表1 ) . 試料ある い は 対照 と して P B S を 3 段 階の 濃度(0 . 01 ,

0 .1 , 1 . 0 〟 g/ m け の ト リ プ シ ン で37 ℃ , 6 0 分間処理 した ,
こ れ

ら処理試料を S -1 8 0 細胞浮遊培養液に 添加 した 後 3 日 目の 総細

胞数 , 生細胞数を 測定 し
, 細胞増殖抑制率 お よび殺細胞率を 求

め た . ト リ プ シ ン 処理 試料の 細胞増殖抑制率は75 . 1 ～ 7 8 . 3 % ,

穀細胞率ほ25 . 4 ～ 3 6 . 3 % で あり
, 対照 と等 し い 値を示 し

, 活性

の 低下は み られ な か っ た .

2 ) プ ロ テ ィ ナ ー ゼ E 感受性

試料( 2 〃g 蛋白/ m I) を プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K で
, 3 7 ℃

,
6 0 分間

処理 し
, そ の 後100 ℃

,
1 0 分 で プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K を 失宿 さ せ

た . こ の プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K 処 理 試 料あ る い は未 処理試 料を

S-1 8 0 細胞浮遊培養液に 添加後 3 日 目 の 絵細胞数J
生細胞 数を

測定 し細胞増殖抑制率お よ び 殺細胞 率を 求 め た (衰 2 ) . プ ロ

テ ィ ナ ー ゼ K 処理 試料の 細胞増殖抑制率 ほ70 . 5 ～ 7 5 . 4 % , 殺

細胞率 は29 . 7 ～ 3 1 . 8 % で あ り , 未処 理試料 の 場合 と 等 しい 値

(各 々 72 . 5
,
2 6 . 5 % ) を示 し

, 活性の 低下 はみ られ なか っ た .

4 . 核酸画分

試料 の 核酸両分あるい ほ試料原液を S -1 8 0 細胞浮遊培養液に

添加後 3 日 目の 総細胞数,
生細胞数を 測定 し細胞増殖抑制率 お

よ び 殺細胞率を 求め た . 核酸画 分の 細胞増 殖抑制率 ∴ 殺細胞率

ほ 各 々28 . 9 % , 2 0 . 4 % で あ り試料原液 (細胞増殖抑制率100 % ,

殺細胞率76 . 5 % ) に 較 べ 著しく 低か っ た .

5 . 有機溶媒魔解性

抗腫瘍物質 の 有機溶媒 ( ク ロ･ ロ ホ ル ム
, 酢酸 エ チ ル

,
ブ タ

ノ ー

ル
,

ア セ ト ン) に 対する溶解性 を検討 した .

ク ロ ロ ホ ル ム
, 酢酸 エ チ ル

,
ブ タ ノ ー ル 処理 の 水 屑は それ ぞ

れ78 . 6 % , 8 3 . 2 % , 7 5 . 9 % の 細胞増殖抑制率を 示 した が
, 有機

溶媒層は それ ぞれ20 . 6 % ,
8 . 7 % ,

0 . 5 % を示 した に 過ぎな か っ

た . 殺細胞率 に つ い て ほ ク ロ ロ ホ ル ム
, 酢酸 エ チ ル

,
ブ タ ノ ー

ル の 水 層ほそ れ ぞれ75 . 4 % ,
71 . 5 % ,

7 9 . 2 % を 示 L た .

一 方
,

ク ロ ロ ホ ル ム
, 酢酸 エ チ ル

,
ブ タ ノ ー

ル の 有機 溶媒層 で は そ れ

ぞれ24 . 7 % ,
2 7 . 3 %

,
2 7 .1 % の 活性 を示 した の み で あ っ た . こ

の 際水層中に 溶解 して い る 有機溶媒の S-1 8 0 細胞 へ の 影響を 考

慮 して 対照と して 同様に P B S を処理 し測定 した が
, 何 ら の 影

響も認め られ なか っ た .

ア セ ト ン に 対する 溶解性を検討する た め試料に 充分量 の ア セ

ト ン を加え 4 ℃
一

夜静置 した後 ∴遠心 を 行い
, 遠心 上清 と遠心

沈建 とに 分け
,

そ れ ぞれ 減圧乾燥 した . それ ぞれ に P B S を 加

T a bl e 2 . S e n siti vity of p a r ti al 1y p u rifie d a n tit u m o r

s u b s t a n c e t o p r o t ei n a s e K

C o n c e n t r a ti o n o f G ro w th i n hib iti o n C ell killi n g

p r o t ei n a s e K ( m g/ m l) r a t e ( % ) r at e (% )
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r e d .
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え 元の 量に戻 し S-1 8 0 細胞浮遊培 養液 に 添加後 3 日 目 の 総細胞

数 , 生細 胞数を 測定 し
, 細胞増殖抑制率 およ び 殺細胞率を 求め

た . こ の 際 ア セ ト ン 未処 理 の 試 料を 対照 と して 同様 に 測定 し

た . 細胞増殖抑制率,
殺細胞率 は 遠心 上 清 で は 各 々 9 4 . 8 % ,

7 1 . 0 % , 遠心 沈填 で は各 々 35 . 5 % , 1 5 . 6 % で あり
, 遠心 沈漆に

お い て は 未処理 試料 ( 各々 10 0 % , 7 2 . 0 % ) に 較 べ 著 しく低か っ

た .

6 . 試料 の 細胸増殖抑制作用 の F C M に よ る 解析

試料 ( 2 〟g 蛋白/ m I) を10
,
2 0 お よ び40 倍 の 希釈濃度 に な る

よ うに S-1 8 0 細胞浮遊培養液 に 添加 し培養 し た と き の 細胞 内

D N A 分布 ヒ ス ト グ ラ ム を培 養3 日 目 の 細胞に つ い て 検討 した

(国 5) .
こ の 際対照と して 試料 の 代わ りに P B S を添加 し培養 し

たも の に つ い て 測 定 した . 対 照 と L て 測定 した P B S で ほ
,

2 C に 大 きな ピ ー ク
,
4 C に 小 さ な ピ ー ク を 有す る 二 蜂 性 の

D N A ヒ ス ト グ ラ ム を示 した . 試料の40 倍希釈液 で は l 対 照 と

ほ ぼ同 じ D N A ヒ ス ト グ ラ ム の パ タ ー

ン を 示 した . 20 倍希釈液

で は
1
2 C の ど ー ク が 低くな り ,

2 C と 4C の 間の S 期の 増加 を

示 した . 1 0 倍希釈液 で は
,
2 C よ り 4 C に 大きな ピ ー ク を持 つ 二

峰性 の D N A ヒ ス ト グラ ム を 示 した . さ らに1 0倍 希釈以上 の 高

濃度 に なる と細胞 ほ ほ とん ど死滅 した 状態で あ っ た . 対照 お よ

び10 倍希釈液に よ る 各細胞周期に おけ る D N A 量の 割合を み る

と , 対照 で は
, G l 期が49 . 7 % ,

S 期が22 . 0 % ,
G 2 ( + M ) 期 が

30 .3 % で あ っ た の に 対 して
, 1 0 倍希釈液で ほ G l 期が1 5 . 5 タ̀ ,

L

り

q

E
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u

〓

り
U

¢

>

芸
帽
-
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比

S 期が52 ･5 %
,
G 2 ( + M ) 期が32 ･ 0 % と な り

･ 1 0倍希釈掛こおい

て 著 しい S 期 へ の 細胞集積が 認め られ た .

考 察

微生物菌体な らび に そ の 成 分の 抗腫瘍性 に 関 して は
,
18 6時

に B u s c h
3丁)

に よ っ て
, 丹毒に 羅患 した 肉腫患者 に 対する眉魂増

殖 の
一 時停止あ る い は 腫瘍の 縮 小を見た 報告か ら始ま り, 1882

年 F e h lei s e n
3 8'

は 丹毒の 病 原体 が Si r eP t o c o c c u s P y o g e n es (S .

♪ツO g ♂乃e ∫ノ で あ る こ と を 発 見 し た こ と か ら , そ の 後 且

如 O g e 乃e ∫ を 中心 に 種 々 の 細菌に よ る制癌実 験が 試み られてき

た ･ C ol e y
39 '

ほ ∫･ ♪ツO g e 乃♂∫ と ぶg r r α血 m α r C β∫C e 乃∫ の混合死菌

体 ワ ク チ ン を用 い て肉腫患者に 対 して腫瘍 の 縮小を見たことを

報告 し
,

O k a m o to ら
T)

, 泰
-3)

も ぶ■ ♪ツO g e 柁e ∫ の 抗腫瘍活性につ

い て 報告 した ･ さ ら に E ∫Cんe rJ c 加ム c oJf
,
5 αJ m o れβ触 如 廟

C o rッ乃eあαC 紬 rわ↓m など好気性菌に よ る 報告 が多くみ られるが
,

嫌気性菌 に よ る抗 腫瘍 活性 の 報告 は
, 嫌気性 C o rッ乃gあαCf れ

" m
-7 ) 刷 l〉

,
C ね∫けfdど" m

22 )4 2 ) 4 31
の 制癌作用な ど極わ ずか の 菌種に限

られて い る . 口腔 内細菌 , 特 に 口 腔内嫌気性 菌の 研究を行って

きた T a m ai ら1 9 8 2 年に 口腔 内常在菌 で 嫌気性グ ラ ム陰性梓菌

で あ る ダ･ 削げ ね出血 偶 の 培養 上清液に 抗腫瘍偏性 があることを

報告 した
26)

. 以後 ,
こ の 抗腫瘍活性 の 本体 , 作用 機序などを究

明す ると 共に P 坤 比灯 O C C 叫 エαC わわα Cf 肋 ∫ な どの 口腔内より分

離 した 嫌 気性 菌 の 抗腫瘍 活性 に つ い て 積 極 的 に 検討してき

2 c 句C 2 c ヰC

F i g . 5 . D N A hi s t o g r a m of S -1 8 0 c ells tr e a t e d w ith v a ri o u s c o n c e n tr a ti o n s of p a r ti ally p u rifi e d a n ti -t u m O r S u b s t a n c e (2 膵 P r Ot ein/

rn 1) . S -1 8 0 c ell s w e r e tr e a t e d f o r 3 d a y s wi th P B S o r a p p r o p ri a t ely dil u t e d a n ti - t u m O r Sru b s t a n c e ･ A
,
P B S ; B ,

1 ‥ 40 dil utio n ;

C , 1 : 2 0 dil u ti o n ; D ,
1 : 1 0 dil u ti o n .



V ･ 如 r ロ祝J α の 抗腫瘍活性物質

た
か 恥 朴 欄

･
V g 肋 乃g 鮎 は 口 腔内常在菌 で炎症性疾 軋 掛 こ

,

歯肉膿象 額嚢臥 上 顎洞炎等か ら比較的高率に 分離され
･ 弱

病原性菌な が ら
,

こ れ ら疾患の 原 因菌 とも考え られ て い る ･ 本

菌の抗腫瘍活性に つ い て は 中川
31-

,
八 木

32)

,
松原

331
が検討 し ′ 本

菌もまた抗腫瘍活性を 有す る こ と を報告 して い る ■ 松原
33)

は さ

らに培養細胞に 対 して も細胞増殖抑制作用 が あ る こ と を 明らか

にした .

著者は , 松原
珊 の 使用 した V ･ 如 r u 祝g d K N- 2 株 の 抗腫 瘍活性

きこつ いて
,

そ の S S 中に 存 在す る活性物 質を精製 し
,
そ の 物理

化学的性状を明 らかに し
,

こ の 物質 の 本体を 究明すべ く本研究

を行っ た . 実験に 際 し
,
細 胞増殖 抑制 効果 を 検討 す る た め に

S,180 細胞 ,
エ ー ル リ ッ ヒ 腹 水 が ん 細 胞 ( E h rli c h a s c it e s

c a TCi n o m a c ells) ,
メ ス A 細胞 (M e th A fib r o s a r c o m a c ells) の

培養細胞中 ,
S S に 最も感受性 の 高か っ た S -1 80 細胞株 を使用

した .

まず,
限外濾過に よ り分子量の 大き さ で活性物質を 分離, 濃

締しよう と試み た ･ 分両 分子量1
,
0 0 0

,
5

,
0 0 0

,
1 0

,
0 0 0

,

軋000 ,
1 0 0

,
0 0 0

,
2 0 0

,
0 0 0 の 平膜型ダイ ア フ ロ

ー メ ソ プ レ ン を

使用して加圧型撹拝方式 で SS の 限外濾過 を行 っ た ( デ
ー タ 未

掲載) . しか し
,
い ずれ の 分 断 こも抗腫瘍活性 ほ明確に は 認め ら

れなか っ た . これは
仁 活性物質の 濾過膜 へ の 吸着 , 他の 高分子

物質へ の 吸着, 共存す る リ ン 酸緩衝 液の 濃度 , P H に よ っ て 透

過性が著しく変動する こ とも関係 した と 思わ れ た .

次に れ レ濾過 カ ラ ム を用 い て 分子 量の 大き さ で 分画 しよ うと

試み
,

セ フ ァ デ ッ ク ス G -1 0 0 カ ラ ム に S S を添加 し P B S に て

溶出を行 っ た . そ の 結果 , 低分子量域に 抗腫瘍悟性を 認め盲 も

のの
, 素通り画分に 強 い 活性が 認め られ 明確 に 分離す る こ と が

できなか っ た ( デ ー タ未掲載) .

さらに 陰イ オ ン お よ び 陽イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を 用

いて活性物質の 分離を試 み た (デ
ー

タ 未掲載) . しか し , 両イ オ

ン交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

とも素通 り両分に活性 があ り分離す

ることがで きなか っ た . 即 ち , 活性物質ほ 陰イ オ ン に も陽イ オ

ンに も吸着しな い 物質で ある こ と が 示 唆 され た .

以上の 予備実験の 結 果, 活性物質は疎 水性 の 強 い 物質で は な

いかと考え l
これ を精製 する手段と して ハ イ ド ロ フ

ォ
ー ビ ッ ク

ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

を 行 っ た . まず ,
カ ラ ム に 添加す る試料を

濃縮する目的で塩析を 行 っ た . 塩析は
, 細胞組織 の 抽出液, 微

生物や培養細胞の 培養濾 液な どに 含ま れ る酵素ある い ほ 生理 活

性蛋白質の 濃縮や 分画に 広く応用 され て い る . 掛 こ硫酸 ア ン モ

ニ ウ ム は
. 溶解度が 高い

, 温度 に よ る溶解度の 変 化が少な い
,

塩析効果が大きい
, 塩析に よ る蛋白質な どの 変性 が ほ とん どな

い
, などの 特徴を備え て い る の で硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 塩析を 行 っ

た ･ S S を塩析 させ るた め の 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム の 至 適 飽和度 を

求めるた 軋 10 % か ら80 % 飽和度 ま で の 種 々 の 濃度 で 塩析 を

行っ た ▲ そ の 結果,
1 0 ‰ 20 % 飽和画分で は 抗腫瘍活性を 認め

なかっ たが
, 30 % 以上 の 飽和両分 に は 活性が 認め られ , 7 0 % 飽

和画分には SS 原液と ほ ぼ等 しい 活性 が 認め られ た . 以上 の 結

果に 基ずき20 % ～ 7 0 % 飽和 両分 を 次の 精 製段 階 の ハ イ ド ロ

フ ォ
ー ビッ ク ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー ( フ ェ ニ ー ル セ フ ァ
ロ ー

ス

C し4B カ ラ ムを 使用) に供 した .

ハ イ ドロ フ
ォ

ー ビ ッ ク ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

は
,
吸着体 の も つ

疎放性基と蛋白質な どが もつ 疎水性部位 との 間の 疎水結合が そ

の物質の 種類 ごと に 異な る こ と を利用 し て , 蛋白質を 分離す る

袖 である ･ 本実験で は カ ラ ム へ の 疎水結合を 強く させ る目的

553

で 1 M の 硫酸ア ン モ ニ ウ ム で平衡化 し, 溶出条件と して硫酸 ア

ン モ ニ ウ ム 加 P B 直接濃度勾配法お よ び エ チ レ ン グリ コ ー ル 加

P B 直線濃度勾配法に て 溶出 を 行 っ た . 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 加

P B 直線濃度勾配法に よ り硫酸 ア ン モ ニ ウ ム の 濃度を 下げ る に

従い 蛋白が出現 し
, 濃度勾配終 了後の P B に よ る洗浄時に 蛋白

溶出の ピ ー

ク が 示され
,

こ の ピ ー

ク の 肩 の 部分に 細胞増殖抑制

活性が 認め られ た . こ の 結果 .
こ の 活性物質は比較的疎水 性の

強い 物質で あ る こ とが 示 唆され た .

次に
,

こ の 活性 画分に つ い て M W の 大き さ で画分 し よう と

考え
,

ゲル 濾過 カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー を 行 っ た . しか し

,

こ の 活性画分を そ の まま ゲル 濾過カ ラ ム に 添加 した場合 , 溶出

液 に て 活性 画分が 希釈 され る と 考え ら れ た た め
, 濃縮 を 行 っ

た . 濃縮の 方法と して は , 限外濾過法
, 凍結乾燥法 , 透析膜と

ポ リ エ チ レ ン グリ コ ー ル に よ る 濃縮 な どが ある . 限外 濾過 法

は
, 濃縮に ほきわ め て よい 方法で あるが

, 今回 の 活性物質は
,

先述の 如く 活性物質の 分離 ･ 濃縮が でき なか っ た . また
, 凍結

乾煉法に よ る濃縮で は
, 濃縮乾燥物質が 緩衝液に

一

部溶解 しな

か っ た り , 活性の 低下 を 認め た . 透析 膜と ポ リ エ チ レ ン グ リ

コ ー ル に よ る濃縮は物質の 活性を 保持 し , か つ 変性 させ る こ と

も少な く比較的簡便である . 今回 の 活性物質は M W が 比較 的

小さ い の で 分画分子 量100 の セ ル ロ ー

ス エ ス テ ル チ ュ
ー ブ ス ペ

ク ト ラ/ ポア C E を 用 い て 濃縮 した . 濃縮後の 総括性 は 濃縮 前

と比較す ると約20 % の 低下が み られ た . しか し
, 濃縮試料自体

は非常 に 活性が高い た め
,

こ の 方法で濃縮 し ゲ ル 濾過 カ ラ ム に

添加す る こ と に した .

ス
ー パ ー ロ ー ス 6 ゲ ル 濾過カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー の 成績

で ほ M W の 非常に 小 さい 画分( M W 1 2 月00 以 下) に 強 い 活性が

認め られ た の で
,

M W l ,0 0Q か ら30 0
,
0 0 0 の 分画 に 優 れ た ス ー

パ ー

ロ
ー

ス 1 2 を 使 用 し て 分 画 し た . 抗腫 瘍 活 性 ピ 岬 ク は

f r3 7
- 4 2 に 出現 L ,

f r3 9 の 活性が最も高か っ た . f r 3 9 の 溶出位

置ほ約1
,
3 0 0 で あ っ た こ とか ら, 本活性物 質の M W は約1 , 3 0 0

で ある と推察され た .

細胞増殖抑制率 , 殺細胞率に よ る活性の 正確 な定量的測定 に

ほ被験試料を段階的に 希釈 し
, そ れ ぞれ の 活性 を測定する こ と

が必要 である . 本研究で は被験試料原液に つ い て の み 細胞増殖

抑制率 , 殺細胞率を 測定した の で , 各精製段階 に お ける精製度

ほ 正確 に は 計算できな か っ た . しか しな が ら , 各精製段階に お

ける細胞増殖抑制率 , 蛋白質量か ら , 蛋白質当り の 活性 は S S

原液 を 1 と した場合 , 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 塩析両分 で は1 . 2 ,
ハ

イ ド ロ フ ォ
ー ビ ッ ク ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー f r 2 8 - 3 8 で は5 . 0
,

ス ー パ ー ロ ー ス 1 2 ゲル 濾過 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ

ー f r 39 で

は81 .0 と推定され た . 即 ち
,
蛋 白質 当り の 活 性 で み た 場合 ,

f r3 9 の 抗腫瘍物質 は S S 原液に 較べ 約飢 倍 に 精製され た と考え

られ た .

f r3 9 を部分精製抗腫瘍物 質と して そ の 物理 化学的性状 を検討

した . セ ル ロ ー

ス チ ュ
ー ブに 対 して ほ透過性 であ っ た が

, 分画

分子量100 の セ ル ロ ー ス エ ス テ ル チ ュ
ー ブ ス ペ ク ト ラ/ ポ ア C E

に 対 して は非透過性 で あ り, 本物質 の M W は約1 , 3 0 0 で ある と

の 上述 の 成績を 支持す るもの で あ っ た . ま た
,

ト リ プ シ ン 処理

ある い ほ プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ K 処理 に よ っ て 蛋白質を 分 解 , 消化

し
, 活性物質が 蛋白質か 否か を 検討 した . プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K

ほ
l

セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ に分煩され 高 い 活性を有す る安定な エ

ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ で ある . S S か ら分離 した抗腫瘍活性 物質 を

こ れ らの 酵素で 処理 した と こ ろ括性 には ほ とん ど変化が な か っ
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た . 以上 の 結果 ,
お よ び本研究 で示 され た 如く 本物質が 耐熱性

で ある こ と か ら
, 活性物質は蛋 白質では な い こ と が 強く示 唆さ

れ た . 有機 溶媒忙 対す る溶解性 に つ い て も検討 した が
,

ク ロ ロ

ホ ル ム
, 酢 酸 エ チ ル

, ブ タ ノ ー ル に 対 して 溶解 しに く く,
ア セ

ト ン に 対 して は溶解性で あ っ た .
つ ま り.

, 有機溶媒に 難溶解性

で ある こ と で
, 脂質 を中心 と した 例えばリ ン 脂質な どで は な い

こ と が 示 唆され た .

ま た
, 核酸画 分に 括性物質が 認め られな か っ た こ と か ら

,
本

物質は核酸 で は ない こ とが 示 唆さ れ た .

本坑腫瘍性物 質は細胞増殖抑制 活性 t 殺細胞活性を 示 すが
,

各精製段 階, 物 理化学的性状試験匿 おけ る挙動か ら考え る と
,

両活性は 同 一 物 質に 担わ れ て お り
,
小 量 で は 細胞 増殖 抑制 活

性 , 多量で は殺細胞活性が 現れる もの と思わ れ る .

F C M は
, 核 D N A に 結合す る蛍光材料を 用 い て細胞 1 個 の

D N A 相対量を 知 る こ と が で き∴ 細胞 の 増殖 動態 を 正 確 か つ 迅

速 に 把捜す る こ とが 可能 で ある . S S よ り分離 した 抗腫 瘍活 性

物質 に つ い て
l

こ の 抗腫瘍活性物質が細胞周期 の どの 部分 に 作

用 して い るか を 把擾する た めに F C M に つ い て 検討 した . そ の

結果 , 高濃度の 希釈液に 対 して は 対照と比較 して 明か に S 期 ,

G 2 ( + M ) 期 の 細胞集積が 認め られ た . 高本
50)

らは
,

F C M を用

い て抗癌性抗生物質の 培養細胞 の 細胞周期 に 及 ぼす影響を 検討

して
, 抗癌性抗生物質は程度 の 差 はある が G 2 期集積作 用 と細

胞間期の 進行停止作用を 示すこ と を明か に した . 本部分精製物

質 に関 して も こ れ らと 同様の 作用 傲序が 考え られ る .

こ の 抗腫瘍活性物質の 本体お よ び動物実験 に お ける 効果 に つ

い ては さらな る研究が 必 要で ある と考え られ る ,

結 論

口 腔 内か ら分 離 した 嫌気性 グ ラ ム 陰性球 菌 の V . ♪α r U 〟J α

K N - 2 株 の S S 中に 存 在す る抗腫瘍活性物質 を S
-

1 8 0 細胞 に 対

する腫瘍細胞増殖抑制活性お よ び殺細胞活性 を 指標に 精製 し,

さ らに そ の 物 理化学的性状 に つ い て も検 討 し, 次 の 結果 を 得

た .

1 . S S を 精製する 目 的で硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 塩析 を 行 っ た と

こ ろ20 % か ら70 % 飽和 の 画分に活性物質が 塩析 され た .

2 . 1 .
の 活性物質 に 対 し フ ェ ニ

ー ル セ フ ァ ロ
ー

ス C し4 B カ

ラ ム を用 い た ハ イ ド ロ フ ォ
ー ビ ッ ク ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー

を 行 っ

た 結果, リ ン 酸緩衝液溶出画分(f r2 8
- 3 8) に 強 い 抗腫瘍活性 が

認め られ た
.

3 . 2 . の 活性 画分せ 濃縮後 ,
ス

ー パ ー

ロ
ー

ス 1 2 カ ラ ム を 用

い ゲ ル 濾過 を 行 っ た結果 ,
M W 約1

,
3 0 0 の 画分 に 高 い 抗腫 瘍 活

性が み られ た .

4 . 活性物 質は
▲

セ ル ロ
ー

ス チ ュ

ー

ブ に 対 して は 透過性で
,

分画分子量10 0 の セ ル ロ
ー

ス エ ス テ ル チ ュ

ー

ブ ス ペ ク ト ラ/ ポ ア

C E に 対 して は非透過性で あ っ た . また
,
1 0 0 ℃ の 加熱に 対 して

ほ安定で あ っ た .

5 . 活性物質は
l 核酸画分に は 存在せ ず ,

ト リ プ シ ソ 処理や

プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K 処理 に 対 して ほ 抵抗性 を示 した .

6 . 有故溶媒に 対する 溶解性 で ほ
, 活性物 質 ほ ク ロ ロ ホ ル

ム
, 酢酸 エ チ ル

,
ブタ ノ ー ル に 対 して難溶解性で

,
ア セ ト ン に

対 して は易溶解性 で あ っ た .

7 , F C M を 用 い て S ･1 8 0 細胞の 細胞周期 に対する影響を 検

討 した と こ ろ S 期お よ び G 2 ( + M ) 期に細胞 の 集帝が恵め られ

た .

場

以 上 の 結 果 ほ
,

V ･ ♪α r U " J α K N -2 株 の 抗腫 瘍 性物質は約
1 , 3 0 0 の M W を 有 し

, 蛋白質や 核酸以外の 物 質であり
,
かつ凝

質を 含ん で い な い こ と を示 唆 して い る ･ ま た
, 本物質ほ D NA

合成阻害活 性を 有 して い る こ とを 示 して い る .
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