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諸 言

殆 どすべての補乳 動物 の正 常細 胞DNA中 には

レ トロ ウイル スが プ ロ ウ イル スゲ ノム と して存

在 してお り,こ の内在 性腫 瘍 ウ イルスは 自然の

状 態や物 理化 学的 因 子に よ り増 殖が 活性化 され

1, 2). A型 粒 干 は細 胞質 内及 び小胞体 内 に認め

られ るが,細 胞質 内A粒 子 はマ ウス乳 癌 ウ イル

スで あ るB型 粒子 の細 胞質 内未熟 彩で あるこ と

がわか ってい る3).しか し小 胞体 内A粒 子(以T

A粒 子)に つ いては研 究 が未 だ充分 で ない。 こ

のA粒 子 に は逆 転写 酵素 活性 が認め られ てお リ

レ トロウ イル ス様 の粒 子 と考 え られ てい る4, 5).

これは電 子顕 微鏡 的 には小 胞体 に局在 す る ウイ

ル スで外径 約70nmの ドーナツ状 の外殼 と内殻,

及び中心部 の電子 密度 の低 い淡 明なcoreを 有す

る もの で5),マ ウス胎芽 の正常 細胞 や新生 仔マ ウ

スの胸腺 細胞6, 7),又,マ ウスの 形質細 胞腫 瘍や

神 経芽細 胞腫 瘍の腫 瘍 細鉋 中8, 9)に見 出 されてい

る.内 在性A粒 子遺 伝子 はマ ウス10)及びハ ム ス

ター11)でクロー ニ ン グされ てお り,マ ウス ではハ

プ ロイ ドあ た り約1000個 存在 し,プ ロ ウイル ス

の検 索では少 な くとも数 種類 に分 類 され る4, 10, 12).

我 々が移 植 継代 してい るD株13)は 新生仔 マ ウ

ス に ヒ トアデ ノウ イルス12型 を接 種 して誘 発 さ

れ た腫 瘍 でA粒 子 を大 量にご塵 生す るとい う特 徴

を有 して い る14, 15).本 実 験 では,こ のA粒 子の

構 成 蛋 白 をSDS-PAGE及 び2次 元電 気泳 動 に

よ り分析 し,そ の分 子 量約70Kダ ル トンの主要

構 成蛋 白成分K70の 逆相 高速 液体 クロマ トグラ

フ ィ-を 用 いた精 製法 の確 立 を試み た.

材 料 及 び 方 法

1. 腫 瘍組織

ヒ トアデ ノウイル ス12型Huie株(岡 山大学 矢

部 教授 よ ワ付 与 された)をC3Hf/OKマ ウス17)

薪 生仔 に接種 して得 られ た腫瘍 を同系 マ ウス皮

下に移 殖継代 している固形腫 瘍D株13, 14, 15)(継代

428～455代)を 用 いた.

2. ウ イルス精 製法

A粒 子 は大森 ら16)の方法 に従 い,一 回にこ腫瘍

組 織30～40gを 用 いて超 遠沈法,シ ョ糖密 度勾 配

遠 沈法 を用 いて分離精 製 した.シ ョ糖密 度勾 配

遠沈法 で得 られ たバ ン ドをペ レ ッ トに し精 製A

雛 子 として以下 の実験 に用 い た、 なお,す べ て

の行 程 は4℃ で行 った.

また電 子顕微 鏡 に よるウ イルス精製 の純度検

定 用試料 としては,シ ョ糖 密度 勾配遠 沈法 に よ

り得 られ た白濁 したバ ン ドの各部 を各 々超遠 心

はこよ りペ レッ トとし, 4℃ で0.1M燐 酸 緩衝3

%グ ル ター ルデルデ ヒ ドで固定後, 0.1M酸

緩衝1%四 酸化 オス ミウムで後 固定 し,観 水 後

エポ キシ樹脂 に包埋 した.超 薄切 片 は酢酸 ウ ラ

ニ ウム,硝 酸鉛 で重染 色 し観察 した.

3. SDS-palyacrylamide gel electrophoresis

 (SDS-PAGE)

Laemmh18)の 方法 によ り分 析用 として, 7.5-20

%の 勾配 ゲル を作 成 し使用 した.試 料 は精 製A

糧子ペ レ ッ ト(2.6mg/ml)を2%SI)S, 5%2

-メ ル カプ トエ タ ノー ル, 15%(v/v)グ りセ リ
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ン を含 む0.0625Mト リス塩 酸 緩 衝 液(pH 6.8) 0.9

mlで 溶 解 し100℃3分 間 加 熱 した 後6,700g (日 立

15Aア ン グル ロ ー タ ー, 10,000rpm)で5分 間 遠

心 し,そ の 上 清 を 用 い た.電 気 泳 動 は4℃, 30

mAで6時 間 行 な っ た.分 子 量 マ ー カ ー は低 分 子

量 用 測 定 キ ッ ト(Pharmasia)を 使 用 した.ゲ

ル の 染 色 に は0.25% Coomasie brilliant blue R

-250 (CBB)
, 35% エ タ ノー ル, 9.2%酢 酸 を 含

む染 色 液 を 用 い, 10%メ タ ノー ル, 10%酢 酸 溶

液 で 脱 色 した.

Fig. 1•@ Electron microscopy of a pellet of pur 

ified intracisternal A particles from a 

fraction of the sucrose density gradient. 

(•~ 40,000)

Fig. 2•@ SDS-PAGE analysis of purified intracis

  ternal A particles. Lane l; Purified A 

particles. Lane 2; Molecular weight 

markers. The gel was stained with 

coomasie brilliant blue.

4. 2次 元電 気泳 動

変性 条件 での2次 元 電気泳 動 はO'Farre119)の

方法 に準 じて行 った.1次 元 目 としては8.5M尿

素, 2% (w/v) Nonidet P-40, 2% (w/v)

両性担 体 を含む 等電 点泳動 用 キャ ピラ リー ゲル

(1.13×65mm)を 作 製 し,試 料 は精 製A粒 子 を

0.3% SDS, 8.5M尿 素, 8%2-メ ル カプ トェ

タ ノール, 2%(w/v)両 性 担体 を用 いて可 溶化

し,キ ャ ピラ リー ゲルに5μl添 加 した.両 性 担

体 はAmphorine (40%, pH 3.5-10, Pharmacia

 LKB)を 用 い200V30分,そ の後700V 2時 間泳

動 した.泳 動終 了後 ゲ ルは直 ちに2% SDS, 15

% (w/v)グ リセ リン, 5%2-メ ルカプ トエ タ

ノー ル, 0.0625 Mト リス塩 酸緩衝 液 中に て10分

間平衡 化 を行 い, 2D・SDSPAGプ レー ト(10

-20%勾 配 ゲ ル
,第 一 化学 薬 品)上 に1%ア ガ ロ

ー ス溶液 で 固定 し50mA, 2時 間泳動 した. CBB

を用 い染色 観察 した後10%酢 酸 で充分 に脱 色 を

行 い, 2D銀 染 色試薬(第 一 化学 薬 品)を 用 い

て銀 染色 した.

5. K70の 分離,抽 出

分 離 用12-5%の 均 一 ゲ ル(6㎜ 厚)は

Laemmli18)の 方法 に従 い作製 し使用 した。試料

は精 製A粒 子 を2% SDS, 5%2-メ ル カプ ト

エ タノー ルで 溶解 し100℃3分 間加熱 し, 6 ,700

g (日立15Aア ングル ロー タ-, 10,000rpm) 5

分 間遠心 しその上清 を用 いた. 4℃, 30mAで32

時 間泳動 した.染 色 はHagerら20)の 方法 を参考

に して その変法 で行 っ た.即 ち,泳 動終 了後ゲ

ルを蒸留 水 で3回 洗浄 した 後, 0.25MKCl, 1

mM dithiothreitol中 に, 4℃ で3日 間保存 し発

色 を行 った.白 濁 したバ ン ドが現 れ るとCBBで

染 色 したゲ ル端 を参 考 に してK70の バ ン ドを切

り出 した.切 りだ した ゲル を細切 したのち クロ

マ ト用 ミニ カ ラム(Bio Rad,エ コノカ ラム,

 0.7×10cm)に つめ, K70を 戸 田21)の方法 に よ,り
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電 気 泳 動 的 に25mMト リス, 100mMグ リ シ ン,

 1%(w/v) SDS, 5%グ リセ ロー ル を 入 れ た透

析 膜 バ ッグ 中 に抽 出 した.抽 出 したK70は1mM

p-Amidinophenyl methanesulfonyl fluoride

 hydrochloride (和 光 純 薬), 1μg/ml Pepstatin

A (日 本 ペ プ チ ド研 究 所), 1μg/ml Leupeptin

 (日 本 ペ プ チ ド研 究 所), 1mM EDTAを 入 れ

た 後-80℃ に 保 存 した.こ の 抽 出K70は12.5%

均 一 ゲ ル を用 い たSDS-PAGEに よ リバ ン ドが分

子 量70Kダ ル トン の 位 置 に あ らわ れ る こ とを確

認 した.

Fig. 3•@ Two-dimensional slab gel electrophoresis of purified intracisternal A particles. A series of bands 

of purified intracisternal A particles is at the left-hand position. Molecular weight markers are 

at the right-hand position. An arrowhead indicates K70. The gel was stained with coomasie 

brilliant blue.

6. RP (reversed phase)-HPLC

抽 出K70の 最終 精製 は高速 液体 クロマ トグ ラ

フ ィー(以 下HPLC)に よ り行 った.

酸性 条件 下のRP-HPLCに は分取 用逆 相 カラ

ム μBondasphare 5μC4-300Å(19×150mm;

 Waters)を 用 いた.試 料 は抽 出K70の 約1/6量 の

10%ト リフロ ロ酢酸 を加 え約pH 2に 調整 した後,

カラム に吸着 させ, 0.1%ト リフ ロロ酢酸 を含 む

0-60%の ア セ トニ ト リル 直 線 勾 配(4.0ml/min,

 120分 間)に よ り溶 出 した.

中 性 条 件 下 のRP-HPLCに は 分 析 用 逆 相 カ ラ

ムAsahipak ODP-50 (4.6×150mm;旭 化 成)を

用 い 試 料 を吸 着 させ た 後,10mM Tris-HCl (pH

 7.5)で0-60%の ア セ トニ トリル 直 線 勾 配(0.7

ml/min, 120分)に よ り溶 出 した.

何 れ も室温 で行 い検 出は280nmの 吸光 度に依

った.

得 られ たフ ラ クシ ョンは凍 結乾燥 後,酸 性 条

件下 でのHPLCフ ラクシ ョンのみ1N NaOH

でpHを 調 整 し, Laemmli18)の 方 法に よ りSDS-

PAGプ レ-ト(10-20%勾 配 ゲル,第 一化 学薬

品)を 用 いSDS-PAGEを 行 った.染 色 には2D

銀染 色試薬(第 一 化学 薬品)を 用 い た。

結 果

1. A粒 子 の精製

分 離精 製 したA粒 子の純 度は電 子顕微 鏡観 察
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Fig. 4•@ Chromatogram of a main structural protein, K70, by reversed phase-HPLC. K70 extracted from 

SDS-polyacrylamide gel was injected onto a Asahipak ODP-50 and eluted at Tris-HCI (pH 7.5) 

with a linear gradient, 0 -60%,of acetonitrile. An arrowhead indicates fraction number 26 which 

contained K70.

に よ り検定 した.精 製最終 段階 であ る シ ョ糖 密

度 勾配遠 沈法 に よ り得 られた 白濁 したバ ン ドの

上 層 よ り作 製 したペ レ ッ トで はほ とん ど完全 な

形 のA粒 子 に混 じって空胞 などの藻 成分 も観 察

され た.中 層 よ り作 製 したペ レ ッ トでは膜成分

や リボ ゾー ムの混 在 も少な く直径約70nm大 の ド

ーナ ツ状 を髭す る被殼 を もつA粒 子がほ ぼ純粋

に認め られ(Fig. 1),こ れ を精製A粒 子 とし

て以下 の実 験 に用 いた.

2. SDS-PAGE

精 製A粒 子 の構 成 蛋 白分 析 をSDS-PAGEで

行 っ た 結 果 をFig. 2に 示 し た.各 マ ー カ ー 蛋 白

質phosphorylase b (94,000), bovine serum

 albumin (67,000), ovaibumin (43,000), car

bonic anhydrase (30,000), soybean trypsin

inhibitor (20,100), α-lactalbumin (14,400)

の 相 対 移 動 度(Rf値)は まそ れ ぞれ0.367, 0.458,

 0.600, 0.758, 0.879, 0.958で あ り分 子 量 との

関 係 を 示 す 回 帰 式 はlog(分 子 量)=1.440-

1.331×Rfで あ っ た.こ の 回 帰 式 よ りA粒 子 の

構 成 蛋 白 の分 子 量 の推 定 を行 った22),最 も主 たる

バ ン ドは 分 子 量70Kダ ル トン の位 置 に あ り,大

森 ら16)の 報 告 に あ るK70に 一 致 した.こ のK70

以 外 に は分 子 量92Klダ ル トン, 55Klダ ル トン の

位 置 に 明 か な バ ン ド(K92, K55)を 認 め た.こ

れ ら主 要 構 成 成 分 以 外 に は,分 子 量37Kダ ル ト

ン に1本 の,又43Klダ ル トン付 近 に4本 の サ プ

バ ン ドを 副 構 成 成 分 と し て 認 め た .以 上 の バ ン
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ド以外 に も細 いバ ン ドが複数 認め られ た.

Fig. 5•@ SDS-PAGE of fractions obtained by 

reversed phase-HPLC. Acrylamide gra

dient slab gel (10-20%) was silver

stained. Lane 1 ;Fraction 26 (Fig. 4). 

Lane 2; Fraction 38 (Fig. 4). Lane 2 

shows some polypeptides broken down 

from K70. Lane 3; Molecular weight 

markers.

3. 2次 元 電気 泳動

精製A粒 子 を2次 元 電気泳 動 した後, CBB染

色 した結 果 をFig. 3に 示 した,主 要構 成成分 で

あ るK70の 変 性条 件下 でのpIは 約6.5で, K92

は約7.0, K55は 約6.3で あ った。

4. K70の 精 製

分離 用SDS-PAGEか ら切 り出 したK70の バ

ン ドよ り電気 泳動 的に抽 出 した蛋 白の酸性条件

下 でのRP-HPLCで はフ ラ クシ ョンのほ とん ど

全 てに分 子量約55Kダ ル トンのバ ン ドとK70を

認め た.又 それ らの フ ラクシ ョンの 中の一 つに

はK70を 多 く認め たが,同 時 に分子 量約20Kダ

ル トン, 22Kダ ル トンのバ ン ドも認 め られ,酸

性 条件 下 でのRP-HPLCに よる精製 は困難 であ

っ た.

そこで条 件 を中性 に換 え,同 様 のRP-HPLC

を試み た.得 られ た クロマ トグ ラム をFig. 4に

示 し,結 果 をFig. 5に 示 した.フ ラ クシ ョン

38 (Fig. 5, Lane 2)で は,主 に約24K, 20K,

 17K, 16Kダ ル トンにバ ン ドを認め た.又 これ 以

外の フ ラ クシ ョン51, 58, 59, 62の4カ 所 では

約17Kダ ル トンのバ ン ドをわず かに 認め,フ ラ

クシ ョン5に30Kダ ル トンのバ ン ドをわず かに

認め た.そ の他の ピー クについて もSDS-PAGE

を行 った が,蛋 白は検 出 され なか った.し か し,

フラ クシ ョン26 (Fig. 5, Lane 1)に は,分 子

量約70Kダ ル トンの単一 なバ ン ドと して あ らわ

れ る一分画 を得 るこ とが で きた.

考 察

小 胞体 内A粒 子(A粒 子)の 構成 蛋 白の分 析

は現在 まで,主 に形質 細胞腫 瘍組織 及 び神 経芽

細胞腫 培養 細胞9, 23, 24, 25)で行 われて い る.い ず れ

の報告 に於 い て も分子 量約73Kダ ル トンの蛋 白

が主 要構 成成分 であ り,他 の構成成分 として は

分子 量30K23, 25), 46K23, 24, 25) 80K24), 100K23), 120

K26)ダ ル トンの蛋 白が認 め られているが報告者 に

よ り結果 は異 な ってい る,本実 験のSDS-PAGE

での構 成 蛋 白分析 に おいて,分 子量約70Kダ ル

トンに最 も明瞭 な主要構 成成分 を認め たこ とは

何 れの報告 と もほぼ一 致 したが,他 の構成 成分

につ い ては若干 異 なって いた.ア デ ノウイル ス

誘発 マ ウス腫瘍 ではA粒 子 及びC型 ウイルスが

腫瘍 細胞 中に誘 発 され るが,そ の機 序 は不 明 で

ある14, 15, 16).しか し, A粒 子 ウイルスゲ ノムは マ

ウス遺伝 子中 にプ ロウイ ルス と して 多数 存在 し

少 な くとも数種 類 に分 類 され単一 な ものでは な

いこ とがKuffら4, 10, 12)によ り示 され てお り,また

アデ ノウイルスE1A蛋 白はA粒 子のLTRを 活

性化 す る ことがLuriaら27)に よ り示 されてい る。

従 って, A粒 子 の構成 蛋 白成分が他 の 報告 と若

干 異 なって いた原 因 としては,ア デ ノウイルス

誘発 腫瘍 では種 々のA粒 子 ゲ ノムが腫 瘍 内で同

時 に発現 して い る可能 性 と,ア デ ノウ イル スで

活性 化 され るA粒 子ゲ ノムは他の腫 瘍 で発現 し

てい るA粒 子 とは異 なった種類 の ものであ る可

能性 とが考 え られ る.

今 回行 った2次 元電気 泳動 では精製A粒 子に

SDSを 加 えて可溶化 したが,変 性条件 下でのK92

のpIは 約7.0, K70は 約6.5, K55は 約6.3で あ っ

た.形 質細胞腫 瘍 組織及 び神 経芽細 胞腫 培養細
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胞 か ら分離 したA粒 子の分 子量73Kダ ル トンの

主 要構 成成 分の ア ミノ酸分析23)によると,酸性 ア

ミノ酸 と塩 基性 ア ミノ酸 比(Glu-Asp: Lys-His

-Arg)は1
.46: 1.44で あ りK70が 塩 基性 蛋 白質

で はな い可能性 が示 唆 され てい る.こ れ までA

粒子 の構成 成分 の等 電点分 析は なされ てお らず,

今 回K70のPIが6.5付 近 に認め られたこ とはア

ミノ酸分 析 で示唆 された 内容 と一 致す る もので

あ った.ま たK70やK55な どの構 成成分 のPIが

近 接 して いた こ とは構成成 分 の等電 点に よ る分

離 や イ オ ン交換 樹脂 を用 いた クロマ トグラ フィ

ー によ る分 離 か困 難 であ る可能 性 も意味 して い

る.分 子 量約73Kダ ル トンの, A粒 子主要 構成

成分 の分離 精製 はまこれまでMarcianiら23)が ゲル

ク ロマ トグラ フィー を用い て行 ってい るのみ で

あ る.し か し,こ の方 法で は分 子量の近 接す る

蛋 白の 混在 の可能 性 があ り純 度 の点 で問題 が残

ってい た.本 実験 で は酸性 条件下 のRP-HPLC

では蛋 白分解 の ため に精製 が 困難で あっ たが,

中性条 件下 では蛋 白の分解 は軽度 で, K70を 単 一

な分画 と して精 製す るこ とが で きた。分 解 の機

序 は不 明 であ るが, K70は 非常 に不安 定 な特 性 を

有 して いる と考 え られ る。

C型 ウ イル スではgag又 はgag-pol前 駆 体蛋

白の分 解 に よ り各種gag蛋 白,及 びポ リメラー

ゼ が生 じる1, 28).し か し, A粒 子で は前駆体 蛋 白

か ら各種gag蛋 白やpol遺 伝子 産物へ の分 解にま

お こ らないか,又 は不完 全 であ る と考 え られ て

い る26).最 近マ ウ ス及びハ ム ス ターのA粒 子の

塩 基配列 が決 定 され,そ の ゲ ノム は レ トロウイ

ル スのgag, polと 相 問領域 を もち, gag領 域の

3'末 端側 にSimian retrovirus-1 (SRV-1)

やRous Sarcoma Virus (RSV)の 蛋 白分 解酵

素 遺伝 子 と相 同 を示す領 域 が あ るこ とが報 告 さ

れて い る26, 29, 30, 31).ま たRSVの 蛋 白分 解酵素 は

一般 に高塩 濃度や 低頭 領域 で活性 を保 持す る酸

性 プ ロテ アーゼ であ る とされてい る32, 33),以上の

ことよ り,蛋 白分解 酵素 活性 を持 つ部位 をK70

自身 の中 に想定 す る と,こ の精 製過程 中の分解

を説 明で きるか もしれ な い.し か し,ペ プ チ ド

結合 の切 断が他 の原 因に よ る可能 性 も否定 で き

ず今 後の検 討が 必要 であ る と考 え てい る.

今 回K70の 精製 法 を確 立 した こ とに よ り,今

後 ア ミノ酸 配列 の一麦 構造 解析や,よ り精 異的

な抗体 の作 製が 可能 に なっ た と考 え る.

結 論

1. 中性 条件 でのRP (reversed phase)-HPLC

により小 胞体 内A粒 子主要 構成 蛋 白K70の 精

製法 を確立 した.

2. デ デ ノウイル ス誘 発腫 瘍D株 で活性化 され

た 小 胞 体 内A粒 子 の 主 要 構 成 蛋 白成 分 は

K92, K70, K55で あ っ た.こ れ は従 来の報 告

と若千 異 なっ ていた.

3. 変 性 条 件 下 で のA粒 子 構 成 成 分 のpIは

K70が 約6.5, K55が 約6.3で あ った.

論文作成にあた り終始御懇篤な御指導 を賜った大

表正樹教授に感謝の意を捧げ るとともに,貴 重な御

助言 をいただいた小林省二助教授 をは じめ第一病理

学教室の諸先生,本 学内分泌学講座西望博士に感謝

教 します.
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Analysis and purification of structural proteins of intracisternal A particles produced in 

adenovirus-induced tumor were described. SDS-PAGE of purified intracisternal A particles 

demonstrated its major structural components, K92, K70 and K55, and minor components, K43 

and K37. Two dimensional gel electrophoresis indicated a pI of K70 and K55 at 6.5 and 6.3, 

respectively, in the presence of sodium dodecyl sulfate. Purification of the main band, K70, in 

SDS-PAGE using reversed phase-HPLC was difficult in the standard acidic condition, but 

could be achieved in the neutral condition. Although purificatin of K70 is generally difficult 

because of its hydrophobicity, the method shown here will be useful for further study of 

structural proteins of intracisternal A particles.


