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伊藤政志提出論文内容要旨

 我々け制癌物質を見出す目的で多くの放線菌培養濾液をHeLa細胞を用いてスクリーニング

 し,GytotoxiCoffeo七〔CTE)を有する濾液が可成多く,その内相当数が非透析性

 である事を知った。夫等高分子と考えられる因子の内でGTEと菌株の分類学上の位置の異る

 もの5つを選んでCTEを指標にして精製を試みた。結果として得られた精製物にはエールリ

 ツヒ腹水癌に対する制癌効果は見出し得なかったが,注射マウスの腹水中κ多数の赤1皿球が出

 現し,叉此等物質をモルモット皮内に注射すると著明な出m1壊死の起る事を知った。精製はエ

 タノール沈降法や分画電気泳動法〔zEP)に従ったが,得られた物質は全てトリク・一ル醋

 酸で沈澱し,紫外部で280mU・に吸収を示し・超遠心分析法では略々単一でS20は5.7から0.8

 迄にのたり,PHZ窪の燐酸緩衝液な用いたZEP上では陰極に移動する物4つと陰極に向う

 非カーつとに大局1された。i比等柞}製4勿のHe工ぬ糸田月包に家寸っ隔るじi姦も,一七ノレモノト反内在身寸にJ二

 る出1肛壊死も共に物質投与良短時間の内に起る卑,壊死鄙の組織所見力`精製コラゲナーゼのそ

 れに類似する拳,又此4》物質がPH2加熱で速に・その生物学的活性猛犬う畢等から此等が耳孝索

 である事が示唆された。そこで著者が款らたに考案したゼラチン及びカゼインを基質とする寒

 天バルブ法によるブ・テアーゼ測定法を用い測定した所ン此等細胞毒はプ・テァ』ゼてある禦

 が分つた。続いて此の寒天パルプ法を用い25D樋の放線菌濾液に就て調べた所,約半数の菌

 株がプロテアーゼを産生している事を認めた。之等の内ブ・テアーゼ活性の強い物に就いては

 濾紙電気泳動,ペーパークロマトを試み若干の分類をした。

実

験成績

 (1)こ』ではHeLa細胞にGTEを示す5硬標本の内408物質の精製に就て述べる。2錫

 澱粉を含むキナコ培地で}本放線菌を振襟培養すると96時間(PHZ臼)でHaLaGTEは

 瀟燵する・此ゼ痂蓮'齢し9イ蕎切エタノールを加え沈澱一旦傭乾燥し粗物質と
 する。粗物質に就て・PHz1燐酸緩衝液で洗滌した澱粉を支持体として,4℃・5挽A!毎・

 15時間のZEP'を試みた。20番に原点をとると陰極側の22番にHeLaGTEのビ』クが現

 れモルモット皮内出血壊死因子及びFolin反応のピークと一致した。此分画を更に硫安沈降

 すると紫外部に280muの特異吸収が現れ,超遠心分析上単一でS20は5.4であった。他の

 4種類の物質の内、408物質と同種のSも.dias協七〇chromogGnesからとれた因子
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 とSt.lavenduleに属する2菌株から得られた因子は,ZEPで塩基性の性質を示し叉同様

 の生物学的活性を示すが,S七.cellulosaeに属する一つの菌株から得た因子は,酸性物質

 であった。408粗物質を家兎に3日間隔で5回にわたり静注する事により抗体価4倍の免疫血

 清が得られたが,この免疫晦清を用い・Ouchterlony法で5精製物の抗原分析を行うと前

 述の4つには交叉する線を認めたが,3七.Gellulosaeのそれだけは交叉しなかった。408

 免疫血清で抗原稀釈による中和試験を試みた所1抗原11解迄生物学的活性は中和されたσZEP

 で精製された分画の凍結乾燥物を最ノ」」聖/0.2mlモルモット皮内に注射すると1～2時間で著

 明な出血壊死が認められ,組織所見では中心の壊死都に膠原繊維の袈二性が著るしレb猶1～10

 聖の範囲で注射量の対数と壊死部直径の間には薩線的関係が成立するDR睡a細胞に対しては

 408粗物質では2507,・硫安沈降とZEPを併用した物では601迄CTEを示す。細胞は

 細長比と細胞質の顆粒変化が目立ち,物質を加えてから2～3時間という短時間に出現し直ちに

 膜様脱落が穫る。之等生物学的活性因子は易熱性で100℃ろ分で完全にこわれ,56℃でもPH

 2では破壊が著るしい。(丑)ブ・テアーゼの力価測定は1著者の考案によるも¢)で,緩衝液を

 入れた5%ゼラチン,或はカゼイン溶液に1.5%寒天を混ぜ寒天平板を作り,拡散法で行った。

 57℃マ2時1路」バルブ片に浸ませた酵素液を上記基準に作用させた後・現像はゼラチン板上に飽

 和硫安を重畳して行った。Gasein-Foliロ法の1単位が寒天平板法の2単位に相当し,酵素

 濃度の対数とバルブ周囲に現れた透明粥の直径との間には直線的な関係が示された。そこで次に

 408物質を此の酵素活性を指標に精製を進める亭にした。結晶化1'τは到らなかったが,途中の

 精製段階でもDuoli於C-10健胃のクロマトでもHeLaに対するCTE因子と酵素活性とは
軒

 全く同一の態度を取る事が判明した。更に両活性とも微量のOaにより著明に保護される事が

 分つた。放線菌250種の培養濾液に就て,この方法を用いて酵素活性を調べた所,半数以上の

 菌株がブ・テアーゼを産生していた。参考に用いた標本NBGトリプシン(1-3巳0),ベル

 ナーゼヲブロナーゼ,コラゲナーゼ1及び408物質はいづれもカゼインよりもゼラチγにより

 強い活性を示したが,放線菌の中には少数ではあるが,カゼインのみに活性を示す特異なブPテ

 ァーゼが見出され・た。250種の内10G種に豪腹にHeLaOTEを調べた所,プロテアーゼ活性

 を示す大都分がHeLaにも該OTEを示した。ブ・テアーゼ活性の強いもの40種に就て,PH

 ス1の燐酸緩衝液で4℃,O・45皿Aノ肋17陣・間通電の濾紙電気泳動を試みた所,陰極・に向うも

 のが60%認められた。同様の50種に就てM/20燐酸緩衝1液とメタノール〔65二35)に

 少量の塩を加えた溶媒でペーパーク・マトを試み参考酵素と対比さして三つの型に分類した。
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 考察並びに結論

 非病原性として知られる好気性放線菌の培養灘液中には可成広くHeLaに対し細胞変性効果を

 示す高分子を含み,しかも菌体外毒素としての性質を示す。5種の菌株の産生する物質を精製し

 たがいづれもHeLaに対し膜様剥離を示し,モルモット皮内注射で出血壊死を短時間内に起す。

 s20は0.8～5.7で280皿uκ極大吸収を示し,Folin反応陽准で量エタノール,硫安で沈澱

 するoPHZ1のZEPでは菌株に応じ陽極に向うものと陰極に泳動するものとがある。新らた

 に考案した寒天バルブ法によリブ・テァーゼ検定を行った所}之等菌体外毒素はブ・テアーゼで
朴

 あり,微量のOaにより保護された。土壌より得られる放線菌の半数は此種のブ・テアーゼを

 産生し,その60%ほPHZ1の櫨紙電気泳動で塩基性の性質を示す。ペーパークロマト的には

 三つの型に分けられる。猶之等プ・テアーゼは今後放線菌の分類学に利用され,更に抗寄生虫剤

 として利用される可能性を含んでいる。
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 審査'結 果  。)  要'旨

 著都制癌物質態賭る曲で各種放線菌醗の耳eLa細駄蹴る細搬性嫉を追求
 中,多くの放線菌がHeLaの細胞脱落を示す因子を産生している事実を見出し,かつそれらの

 因子が何れも非透析性である事を明かにしたのち,代表的な5物質について主として分域電気泳

 動法により精製を試みたととろ,何れも超遠心の場で単一な物質として得られ,S20はα8より

 5.7に及んでいる。内4種類は塩基性物質,他のひとつは酸性物質で,その本態はProtease

 である渠がGβユa七in及Gaseiロを基質として明かにしている。な澄これら物質は何れもモ

 ルモット皮内に注射すると著明な出i虹壊死を惹起し,爵体外毒素の性質を有する。即ち免疫原と

 して抗体を産生するので,寒天ゲル内沈降反応を用いこれらpr-o槍a8eの抗原分析を行ったと

 ころ,分類学的に同種の放線菌の産生するproもσa6eは血清学的に同}で孕るが・異種のもの

 は交叉しない事窓明かにし、放線菌分類学に応用し得る新手段であることを示唆してい1る。.

 その他著者は簡易にこれら濾液中に含まれるpro捻aseを証明するpulpdiscdiff-

 usiona$suyを考案し,これらproteaseのペーパークロマトを行う事によりprO艶一

 a89の分類も行って'いる。

 pfotea6eの工業的卜.匠蘂的利用の注目されている今日,この基礎的な実験結果の利用度

 は高い隙Dと考えられる。
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