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論文内容要旨

             緒言

  Neocarzinostatin(NCS )は 1 9 6 4年, St reptomyces carzinostat-

 icu sの培養濾液より分離された 18種, 96個のアミ ノ酸からなる分子量約 9.300の酸性の

 高分子抗 腫瘍性抗生物質であり, その作用 機作はDNA合成の特異的な阻害 作用 と分裂阻害 作用

 である。 我々 はN CSの精製法の検討中, NCS粗物質 中にNGSの 作用を特異的に 阻害する拮 '

 抗物質が含まれていること を見 い出 した。 この拮抗物質はGM -cel lulos eの カラムク・マト

 てNGSより も先に溶出さ れるこ とからこの物質を pre -n eocarzi nos tat in(pre-

 NGS )と名づけた。 最終的に得られた pre -NCS は, 化学的にはNCSに酷似 してむり, そ

 れ 自身は抗菌 作用も抗腫瘍作用 もなければ毒性もな いが, NGSの個 有 の生物活性 である抗菌作

 用, 抗 He La作用 および抗 腫瘍作用 を特異的に阻害 した。 本研 究は pre -N OS の産生, 精製法,

 物理化学的性状 むよ び拮抗作用 を明 らか にするこ とが 目的 である。

             材料と方法

 1 pre -N OSの検定法 :Sarcina lutea の含菌平板にpre-NCSを含むバルブデイ

  スクをのせ, 37じ, 3時間拡散させた。 次にこのパルプディスクを取り除き, この上に2

  mcg !ml のNCS溶液 に浸 した濾紙を貼布 し室温2 0分間放置後・ 濾紙をはが し3 7℃で15

 時 間培養 した。 パル プデイスク の周 辺に生ずる細菌 の発育増 殖帯 (円 )の直経より pre NGS

 を定 量 した。

 2 抗菌作用:NCS の抗菌活性診よびこの活性に対するpre -NGSの拮抗作用は比濁法で検

 討 した。 用いた菌はSarci na lutea・ Bacillus sub'ti li sおよびMycop las-

  ma galliseptiCumで あ る0

 3 HeL a細胞のDNA合成阻害作用 :10%牛血清を添加 したYLEで2日間覚層培養 した増

 殖期のHeL a細胞に0・5μ ci /㎞1の3H -t hym idineを添加 し・ 常法通り PCA不溶画分の放
 射活性を測定 した。

 4 抗腫瘍 作用 :18～22gのdd 系 マウスに 2×1 01 個のsarc oma180癌細胞を移植
  し, 24時間後より 1日 1回 6日 間腹腔内に 連続投与 し, 1 3日後の 腹水量で抗腫瘍効果を判

 定 した0
  131 131
 5 1-p re -NGSおよび 1-NGSの体内分布:McFarlaneらの方法でアィソト

  一 ブを標識 し・ S6p badex G-25 で精製した0 8 mg( 4μ'ci)/4m1の ラベルpre-

  NOSかよび ラベルNOSを約2K牙の家兎 に静注 し・ 60分ま で十分毎に採血 し・ 60分後に

 放血し・ 1/10M PBS (PH6.8).で各臓器のホモジエネートを作り・ その放射活性を測定し
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 た。

実験結果

 1 Pre-NGSの産生 :NGS の産生 菌で あるStreptomyces carzinos ta ti cusを

  グルコース, カザミノ酸を 主成分とする培地 で培 養(27C)した時, pre -N GSの産生は12

 時間後より急激に高まり2 7時間後を peak (280mc g/m1 )と してその後徐々 に減少 した。 一

 方NGSは20時 間後よ勤徐々に産生され4 8時間後に最高の500mc g/ m1 の ti te rを 示

  した0

 2 精製:27時間で broth outした培養濾液を65%飽和硫安 で塩析し, 得ら れた沈澱 を透

 析, ゲル濾過, 凍結乾燥して粗物質と した。 さらにGM Cのカラムク・マ トでこの粗物質はNCS

 活性もpre -N CS活性もな い分画S, pre-N GS活性を有する分画 A, NGSの活 性区分群

 で ある分画N-1, N-2寿よびN -3の計 5つの分画に分け られ た。 分画Aを GMCで再ク・

  マトして最終的に白 色粉来として, また慌安 溶液よリ プリズム状の結晶と しても得られた。 200

  2.より 2.3 4g の収量であった0

 3 物理化学的性状:N CS もpre -N GS もU V・ IRは典型的なpolypept 玉de の 〆ターン

  pre -NC Sで pH 3・15を示 した。 両物質とも.18種・ 96(98 )個の アミノ酸か ら成り・ ヒ

  スチジ ン, メ チオニ ンは含ま れず, 4モルの1/2シス チンの 存在が 示唆され た。 了ミノ酸分析

  より分子量 は 9,300であった。'

 4 拮抗作用 :NGS前 処理, 両物質の同時処理 では 拮抗作用 は全くみられなかったが, NCS処

 理前にpre -N OS で処理 した時にはN CS の抗 菌作用, 抗HeL a作 用および抗腫瘍作 用が 拮抗

 的に阻害 された。 しかしpre -N GSの前投与でNCSの マウ ス毒性の 低 下は 全く認め られ なか

 つ た0
  131 131
 5 1-pre-NGS および 1-NGSD 体内分布:血中濃度の推移では両物質に差がなか
 ったが, 体内分布で は大きな差が見 られ, 大腸, 小腸, 肝, 睾丸, 大脳かよび肝ではNGSの4

  ～6 倍高 い分布を示 し, 一方脾では pre -N GSの方が4倍高く分布すること が分 つた。

                 考察

  pre -N CSはN CS と化学的 に酷似 しているがその拮抗作用 の態 度から, 細胞へ の吸着部位が

 同 じでも活性部位 が異 なること, また同時 処理の実験か ら, 細 胞への吸着速度が異なることが示唆

 さ れる。 さらに家兎を免疫 して得られたN O Sの抗体は沈降反 応でpre -NGSとcross するこ

 と を確認している。 S. IuteaではNOSの1 /100量の pre-N CS の前処理 で明確 な拮抗作

 用が見られたのに対 し, HeLa細胞で は逆に1 0倍量の pre -N CS を必要と した。 このことはN

 CSも pre -N GS も動物の血清で不活化されるが, その 不活化速度がpre -NGSはNOSよりも16倍.
 も早いこ とにも起因 する と考え られる。 米原らの報告 したBlasticidi皿 Sの 拮抗物質de t-

 oxinは同じoucleoside 生物質である Polyoxinある いは mih aramy ci nの作用をも拮
 抗 する が, pre -N OSはNC Sの作用のみを特異的に阻害する。 さ らに detoxinと異なりpre『
 NGSはNGSの抗癌作用 を拮抗するも毒性を 軽減せず, このことは1つには pre-N OS とNGS

 の体内分布の 相異による ものであり, また上述の血清あるいは体液による不活化の速度 も関係 して

 いる' と考えられる。
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 審査結果の要旨

  本論文は一放線菌 Strept omyces carzinostaH cus の産生する制癌性抗生物質である

 Neocarzinos tatin (NOS)の研究中に, 培養 炉液乃至は粗物質中に化学的には NOS と極

 めて類似 しており乍ら作用と しては全く 逆に NCS の抗菌 作用, 抗 腫細胞 作用 を特異的 に阻止す

 る新物質の存在に気づき, これを分離精製 し, その生物学的活性を明 らかに した論文である。

  NGS は約 100 ケのアミノ酸からなる分子量約 lo, ooo の酸性の単純蛋白であるが, 特異

 的に感受性を示す八連球菌や He La 細胞の DNA 合成を阻害す る。 ここで分離された拮 抗 物質

 は pre-neocarzinostahn (pre NGS) とよばれるが, 精製の結果, 分子量もアミノ酸

 組成もNGS と異な らない。 ただ し等 電点はやや酸性( 3.15)である。 pre NCS を八連球菌

 に予め 一与えたあとNOS を一与える と, 特異的に NCS の作用を阻害するが, 他の 抗生物質や抗腫

 瘍物質の作用を阻害しない。 上記の事実はそのまま He La 細胞にもあてはま る。 換言すれば

 pre NGS 単独では八連球菌にも He La 細胞にも何ひ とつ作用を及ぼさす, ま たマウスに も毒

 性を示さないが, あとからNOS を投一与するとその作用を競合的に阻止する事が判明した。 ただ

 し動物実験では pre NGS はNCS の抗腫瘍作用と拮抗する が毒性 とは拮抗 しな い事が判明した。

 その説明と して 131 1ラベルのNGS 壽よび pre -NGS を作製 し, 体内分布の動態をウサ ギで

 追求 したところ, 例え ば肝臓では NCS が pre NCS の4-6倍高く分布 し, 脾臓で は逆にpre

 NGSの方が4倍高く分布する事が判明 した。 換言すれぱ同 じ局所に 注射する制癌効果の検定で

 は pre NGS は NGSの作用に拮抗するが, 静豚内注射では NCS と pre NGS の分布 が臓

 器毎に異なるため拮抗 作用を示さ ぬ ものと解釈さ れ た。

  なお細胞レベルに於ては pre NGS と NGS とは吸着部位を等しくする が, pre NGS には

 NGSの作用基を蛋白のコンフオーメーシ。ンの上で欠いている ものと判断される。 ただ し血清

 学的に NOS と pre NCS の鑑別は現在の ところ不可能である。

  以上本論文は pre NGS とい う 新物質を NGS の培養 炉液か ら新たに分画採取に成功 し, そ

 の物理化学的特性を NG'S と比較 して明らかに し, その特異的な生物活性 (NGS に対する 拮抗

 阻害) を明 らかに した点, 充分博士論文に値するものと認める。

 一 162 一

ヨ


