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動物細胞抽出液のDNA合 成酵素の測定について

大 村 浩 久 ・H.M。Keir

On the estimation of DNA synthesizing enzyme of 

            animal cell extracts 

          H. Omura and H. M. Keir

Kornberg等 に よ る大 腸 菌 か らのDNA合 成 酵 素

(DNApolymerase;DNAnucleotidyltransferase;

EC.2・7・7・7)の ブ邑見 お よ び そ の詳細 な 研究 は 核酸類

の 代 謝,合 成 機 構 に つ いて 多 くの新 しい知 見 を 提 供 し

て い る.1・2・22'-24)この反 応 はDNAに 含 まれ て い る4

種 類 のdeoxyribonucleoside-5'-triphosphates(TTP,

dATI),dGTP,dCTP)がprirnerDNAとMg汗 イ

オ ンの存在下に に酵素的 に重 合 してprimerと 似 た構 成

分 のpolynucleotideを 生ず る もの で あ る.こ の よ う

な 反応 系 は種 々の 動 物組織 に も 含 まれ て い る こと が

Canellakis等10・ll,27,2g)やBollum等 部8)に よ つて も

認 め られ特 に活 性 の 強 い胸 腺 の酵 素に つ い て 詳細 な 研

究 が 続 け られ て い る.Davidson等 は 動物 の核 酸 代 謝

に つ い て細 胞 レベ ルで の 研 究 を広 く行 な つ て お りそ の

一部 と してDNA合 成 酵 素 も詳細 に 検 討 され て い る.

12、2],:一]1・・35)彼 等は主 と して廿日 鼠 のLandschutz腹

水癌 細 胞やHeLa細 胞 につ い て 研 究 し 特 に 最 近 は ウ

イル スの 増 殖 や 癌 との 関連 に注 目 して い る.こ れ 等 の

酵 素 系 もKornberg等 が 発見 した 大 腸 菌 の もの と 全

く類 似 の 機構 に よ る もので あつ て そ の反 応 は一 般 に 次

の式 で表 わ され る.

この 酵 素 活性 の測定 法 と し て は 生 成 したPolynu-

cleotideを 分 離 しそ の 紫 外 部 吸収 の 値 を 測 定 しprim-

erDNAに由来 す る値 を 差 引い てDNAの 増 加量 を 求

め る こ とに よつ て 酵 素 活性 を 表 わす こ と も出 来 るが,

この場合 比 較的多量 のDNAが生成 され な けれ ば な

らない の で こ れ に と もな つ て基 質 と して 高価 なnu-

cleoside-5,-triphosphatesも多量 に用 い な けれ ば な

らな い.し か も測 定 に は活 性 の 高 い 酵 素液 が必 要で あ

る.い い か え る と酵 素 活性 が弱 い 場 合 は この方 法 で 測

定す ることはむつか しい.そ の た め 一 般 に は 基 質

triphosphatesのDNAへ の とり込みで測定 され る.

通常4種 の基質の うちの1つ をP32又 はC14で 標識

した ものを用い生成 したpolynucleotideに 含まれた

放 射能 の強 さを測 る方法 がよ く用い られてい る.標 識

基質 としてはDNAに 特異 的なTTPの α位 のPを

P32で 標識 した ものが測定上 か らも最 も望ま しい,我

々は通常無機P32とcyanoethanolと か らcyano-

ethylphosphate,TMPを 経て 合 成 した ものを 使用

した.

DNA合 成 酵素 はその反応にあた り種 々の条件で極

めて鋭敏 に影響 されやす い.例 えばMg1+が 反応に必

要なことは周知の通 りであ るが腹 水癌細胞酵素の場 合

後 述す る測定条件では1μmoleのMg卦 イオ ンで最

高 の活性が得 られ るがその添加量の有 効な範囲は極 め

て狭い.ま たNa+イ オンは活性 を阻害す るので使用

を避 けな ければな らないが低濃度のK+イ オ ンは反応

を促進 し10μmolesで 最高に達 し約2倍 とな る.し

か し添加量を さらに増加 す ると却て阻害 し50μmoles

では殆ど完全に反応を停止す る.EDTAの 効果 はさ

らに 鋭敏であつてO.08t`moleの 低濃度では約10倍

もの 活性 化をもた らすが0.6μmoleで は完全 に 失 活

す る.従 つて酵素活性 の測定 に当つてはその条件は極

めて厳格に保たれなけれ ばならないだけで な く酵素液

の調製に も考慮 しなけれ ばな らない.

Bollum等4)に よつて鼠について認め られたように

DNA合 成酵 素は種 々の組織 について 検出され たがそ

の活性 の差 は著 しい。Smellie31)も 兎 の組織の酵素活

性の分布が鼠 のもの とよ く似てい ることを示 した.こ

れ らの結果によると骨髄,胸 腺,'再生 肝等 が比較的 に

強 くそれに反 して腎臓,肝 臓,膵 臓等は著しく 弱い.

一方我 々が主 と して取扱 つて きた腹 水癌細胞はその活発

な増殖能 とともにDNA合 成 酵素の活性 も高い.何

れに して も我 々は細胞 レベルでの研 究のため一般に単



なる細胞抽出液の程度で活性を追及 した.し か し酵 素

活性 は上述のよ うな測定条件だけでな く細胞の破壊,

抽 出,保 存等の諸条件 にもかな り影響 を受 け易 く活性

が低下す るので これ を無視す ることは出来ない.

他方Wildy-派37～44)は,DNAウ イルス で あ る

herpessimplexウ イルスの増殖等について組織培養

したHeLa細 胞を用いて種 々の 観点か ら広汎 な研究

を進 めて おり,我 々も生化学の立場か ら特 にDNAの

代謝を中心 に して共 同研究に加わつたがその成果につ

いては既 に報告 した.39)HeLa細 胞のDNA・ 合成 酵

素活性は腹水癌細胞 の もの に比べて著 しく弱い.し か

も組織培養のために腹 水癌細胞や細菌等 のように簡単

に大量の材料を得 ることは 出来ない.例 えば細胞は数

日培養 して約10倍 に増殖す るに過ぎず後述す るよ う

に108佃 程度の少量の細胞 しか試験 に使 うことは出来

なかつた.こ のよ うな場合 出来 るだけ活性の高い細胞

抽出液を調製す ることはなによ りも先 づ必 要であつて

抽出条件の詳細な検 討は活性の測定法 の検討 とともに

不可欠の 要因であ るので,研 究に際 しその都度検討 し

たがここに取 り纒めて報告す る.

実 験 方 法

酵 素液 の 調 製

Landschutz腹 水 癌 細 胞 やHeLa細 胞 か らの 抽 出

液 の 調 製に つ い て は既 にSmellieやKeir等16・17)によ

つ て一 応 の方 法 は 設定 され て い る.そ の概 略 は次 の 通

りで あ る.

これ らの 細 胞 は低 い滲 透 圧 で 破 壊 され 易い の で 専 ら

この 方 法 を利 用 した.細 胞 を0.15MNaClあ るい は

0.15MKCI-0.OIMK-+PO4緩 衝 液 で 数 回洗滌 した 後

15な い し20倍 容 の 冷 却 した 蒸 溜 水 に 懸 濁 す る.こ れ

をPotter-Elvehjem型 のhomogenizerで 処 理 して

細 胞 を 破 壊 し,直 ちにKC1お よ びK+-PO4緩 衝 液,

pH7.5を 加 えて そ の 濃 度 を そ れ ぞれ0.15Mお よ び

0.01Mと す る.こ れ をSpincoL型 超 遠 心 分 離{幾,ロ

ー タPtNo.40を 用 い て105,000×9で60分間 遠 心 分

離 して 細 胞抽 出液 を 鴛 る.こ れ が我 々の"standard

solubleextract"あ るい は``K+-solubleextract"

で あ る.場 合 に よ つ て は細 胞 を 破 壊 した後 に遠 心 分 離

し,得 られ た上 澄 にKClお よびK+-PO4緩 衝 液 を 加

え"H20-solubleextract"と した 。HeLa細 胞 の よ う

に少 量 の 材 料 か ら出発 す る場 合 遠心 分 離 に は 普通 の ロ

ー ター の代 り に特 殊 ロー ター-SW39を 用 い て も差 支

え な い.こ の よ うな抽 出液 を調 製 した残 りの 沈 澱 につ

い て も酵 素活 性 を 測 定す る場 合 が あ る.こ の場 合 は沈

澱 を適 当量 の0.15MKC1-O.01MK+一 一PO4,pH7.5に

懸 濁 し前記homogenizerで1分 間 烈 しく攪拌 し,さ

らに20KC音 波 で 処 理 して破 壊 す る.こ れ を105,000

×960分 間遠 心 分 離 して そ の 上澄 液 を と り"sediment

extract"と す る.

一 方 細 胞 分 画 法 も利用 され る.上 述 の よ うに滲 透 圧

ショックで 細 胞 を 破壊 し直 ち に1/3容 の1M蔗糖 溶1夜

を 加 え て終 濃 度0.25Mと す る.軽 くhomogenize

した 後700×9で10分間 遠心 分 離 す る.上 澄液 を ピ

ペ ッ トで注 意 して 取 り除 く.Crystalvioletで 染 色 し

この分 画 が細 胞 核 お よ び完 全 細 胞 を 含 ま な い こ とを 顕

微 鏡 で 確 め る.沈 澱 は主 と して 細 胞 核 よ り 成 り他 の

violet染 色性 物 質 も多 少 混 つ て い る が 細 胞 の破 壊 は

充分 で あつ て 完 全 細 胞 は殆 ど 含ん で い な い.上 澄 液 を

105,000×9で60な い し90分 間 遠 心 分 離 して"solu-

blecellsap"とmitochondriaお よ びmicrosomes

か らな る"smallparticles"と の 両 分 画 に分 れ る.こ

れ らの 各分 画 を さ らに次 の よ うに処 理 す る.(a)細 胞

核 をO.15MKCI-0.01MK+-PO4,plI7.5に 懸 濁 し,

"sedimentextract"の
、調整に 準 じて 音 波 処 理 後 遠

心 分 離 す る.(b)"solublecellsap"壱 こKC1お よび

K+-PO4を 加 え る,(c)"smallparticles"も 細 胞 核

と同様 に処 狸 して 抽 出 液 を 調 製す る.

専 らこ の よ うな細 胞抽 出液 につ い て酵 素活 性 を測 定

した が場 合 に よつ て は さ らに1段 程 度 精 製 した.即 ち

抽 出 液 にO.2N酢 酸 を 滴加 して そのpHを4.8と し

た.約5分間 放 置 した 後 生 じた 沈 澱 を3,000r.p.m.

で10分 間遠 心 分 離 して 集 め約1/4容 の0.15MKCI-

O.OlMK+-PO4,pH7.5に とか し"pH4.8沈 澱"と し

た.酸 沈 澱 は0.15MKC1の 有 無 で か な り異 な るの で

この点 を留 意 しな け れ ば な らない,沈 澱溶 液 は保 存中

に 再 び多 少 の沈 澱 を 生 ず るの で遠 沈 除 去 す る.

これ らの調 製 操 作 は特 記 しない 限 りす べ て氷 冷 しな

が ら0。～2℃ で行 ない 溶 液 もあ らか じめ氷 冷 した もの

を 用 い る.又 調 製 した細 胞 抽 出液 も氷 で 冷 しなが ら冷

蔵 庫 に保 存 した が 凍 結す れ ば酵 素 の 活 性 力弐低 下 す るの

で 注 意 しな けれ ば な らな い.

個 々の 調製 試 験 の 詳細 につ い て は 後 に述 べ る.

DNA合 成酵 素 活 性 の 測 定

酵 素 活性 はprimerDNA,Mg什 イ ォ ン お よ び

dATP,dGTP,dCTPの 共 存 下 に[P32]TTPか ら酸

不 溶性 分 画に と り込 まれ る[P32]TMPの 量 を 測定 し

て求 めた.反 応 液 の組 成 は 常 に 次 の通 りで あ つ て上 述



の よ うに 反応 条 件 を 厳 格 に 保つ こ とに 特 に 留 意 した.

即 ち反 応 液 の ・1iil=は0.25mlと し10μrnolesTris-

IIC1緩 衝 液,pH7.5,0.5μmoleK+-PO4緩 衝 液,

pH7.5,1μmoleMgC12,9μmolesKCI,0.08μmole

EDTA,50μgprimerDNA,50mμmoles宛 のdATP,

dGTP,dCTPお よ び[P32]TTPな らび に0.05ml

細 胞 抽 出 液 を 含 む よ うに した.そ の た め 例 え ば終 濃 度

0.15MKCレ0.01MK+-PO4の 細 胞 抽 出 液 につ い て

活性 を測 定 す る場 合に は0.4MTris-IICI,pH7・5,0・75

m1,0。5MMgCl20.06m1,0.02MEDTAO.12m1,

1.OMKC10.045ml,nucleotides混 液0.60ml(10

μM/ml,0.!5ml宛),DNA溶 液(0.3mg/ml)1.15m1,

H200.275m1か ら全 量3m1の 特 別 混 合液 を あ らか

じめ 、lll製しそ の0.1m1を 酵 素 液0.05mlお よびH20

0.1mlと 混合 して 反 応 液 を 調 製 した.実 験 の都 合 上終

濃 度0.05MKCI・-0.01MK+-PO4の 酵 素 液0・05mlに

つ い て活 性 を 測 定 す る こ と も あ つ た が この 場 合に は

1.OMKC10.!25ml,酵 素液0.10mlを 測 定 に 川 い る場

合 に はKCIO.09m1を添加 して 上 記 特 別 混 合 液3ml

を 調 製 しこの0.1mlを 用 い れ.ば 反 応 液 のK+イ オ ン

を10μmolesに す る こ とが出 来 る.PrimerI)NAは

1本 鎖DNAの 効果 が 高 い の で特 別 混 合 液 の 調 製 には

直 前 に100℃ で10分間 加熱 後氷 で 急冷 し た熱 変 性

DNAを 用 い た.

反 応 液 は379Cの 温 浴 中で 振 鑑 作 用 させ る・ 通 常

30分,60分,120分 お よ び180分 間 反 応 させ た 後 ド

ラ イア イスで 反 応 液 を 凍 らせ て 作用 を 止 め る.反 応 が

全 部終 つ た 後 に 試 験 管 を 砕 氷 に 移 し0℃ で 反 応 液

を とか す.こ れ に吸 着 助 剤 と して0.2%4舶1清 ア ル ブ

ミン溶 液O.05m1を 加 え よ く混 合 した後,こ れ か ら

0.05ml宛 を と り 出 しil'1:径2cmのV」 形 濾 紙 に 均 等 に

吸 着 させ 直 ち に氷 冷 した5%ト リ クロー ル 酢 酸 溶 液 の

中 に投 入 す る.こ の 場 合1試 験 管 に つ い て2枚 調製

し,又 ト リクロー ル酢 酸 は 濾紙1枚 につ い て15ml宛

使用す る.ト リ クロー ル酢 酸 を ゆ る く攪拌 して 吸着 濾

紙 を 洗 い 未 反 応 のnucleotidesの よ うな 酸一可溶 性 区

分 を除 き酸 不溶 性 のpolynucleotidesだ け を 濾紙 に保

持 させ る.烈 しい攪拌 はpolynucleotidesも 濾 紙 か

ら除か れ るお そ れ が あ るの で 避 け な けれ ば な らな い.

そ のた め洗滌 は ゆ る く行 ない 傾 鴻 し て ト リ ク ロ ー ル

酢 酸 を 除 き再 び新 しい洗滌 液 を 加 え る.こ の よ うな洗滌

を3回 繰 り返 して未 反 応 のnucleotides特 に[P32]

TTPを 完 全 に 除 い た後 エ タ ノー ルつ い で エ ー テ ルで

濾 紙 を 洗 つ て脱 水 し最 後 に 圧 搾空 気 を 吹 きつ け て乾 燥

す る.こ の濾紙に吸着保持 されてい るDNAに とり込

まれた放射能 の強 さをNuclearChicagogas-fiow

counterで 測定す る.1試 料 について2回 計測 してそ

の平均 を求め る.対 照区と して酵素液の代 りに同 じ濃

度のKCI-K+-PO4溶 液を用 いた反応液を調製 し試験

区 と平行 に操作 して得 た濾紙 について放 射 能 を 測 定

しこれを 試 験 区 の 値か ら差引いてDNAに 含 まれ

てい る放 射能 の強 さを求め る.こ の値か ら反応 によつ

てDNAに と り込 まれた全 カウン ト数を 求め,さ ら

に酵素の 測定に 用 いた[P32]TTPのmμmoleあ た

りの カウン ト数か らDNAに とり込まれた[P32]TMP

のmμmole数 が得 られ る.別 に酵素液の蛋 白含量を

測定 しDNA合 成 酵素の 活性 として反応液中の 蛋 白

mgあ たりDNAに と り込 まれたTMPのmμmole

数で表わす.

尚測定に用 いる酵素液の蛋白含量 は50な い し100

μgが 最 も適 当であ ることが経験 されたので 通常酵素

液は0.05m1あ た りこの程度 になるよ うに調節 して測

定 に用い ることが 望ましい.

DNAの 合 成 反応にはこのほかに1種 類 だ け の

deoxyribonucleoside-5'-triphosphateの 関与す るい

わゆ る"限 定反応"も 知 られてお り,我 々18)も績胸腺

か ら調製 した酵素によ るTMPの とり込みを 測 定 し

たが本報では4種 類のnucleotidesを 要 求す るもの

に限定 した.

DeoxyribonucleaseIの 測定

Kornberg等24)は 大 腸 菌 のDNA合 成 酵素を ス ト

レプ トマイシン処理,硫 安分画,DEAEcellulose処

理,phosphoceUulose処 理等 によつて2,000な い し

4,000倍 に精製 したにも 拘 らず夾雑 す るDNaseを 取

り除 くことは出来 なかつた.我 々は研究の性格上細胞

抽 出液あ るいは単 に1段 階精製 を進 めたpH4・8沈 澱

について酵素 の活性を測定 して いるために酵素液 に共

存す るDNaseの 活性 も常に 考 慮 しなければな らな

い.即 ち酵 素 的 に 重 合した生成物 も 反 応 巾 に再び

DNaseで 低分子 のものに 分解 されるために得 られた

酵素活性は厳密 には酵 素 的 にDNAに とり込 まれた

TMPの 量か らさ らにDNaseの ために 再 び 酸 可 溶

化 した 量 を 差 引いた もので表 わされてい る.従 つて

DNA合 成 酵 素 の測定に際 しては夾雑 す るDNase

の 活 性 を 常 に求 めなけれ ばな らない.し か も こ の

DNase活 性 はDNA合 成 酵素 の測定に用いた もの と

同 一の条件 で測定 されなければ ならないことは当然で

ある.し か し反応 中のDNase作 用 はprimerDNA



に も働 くの で 合成 酵 素 に よ つて と り込 まれ たTMPの

う ち どの程 度 が 再 分 解 され るか は厳 密 に は 求 め られ ず

DNase活 性 は定 性 的 参 考 の 域 に と どま る ことを 考 慮

しな け れ ば な らない 。

我 々はDNase(EC.3.1.4.5)の 測 定 には 基 質DNA

か ら酵 素 の作 用 に よつ て 酸 可溶 性 ・と なつ た量 を紫 外 部

吸 収 か ら求 め る方 法 を採 用 した の で 吸収 の測 定 上 通 常

合成 酵 素 の 測 定 条 件 の!0倍 スケ ー ル で行 なつ た が4

種 のtriphosphatesは 反 応 系 か ら除 い た.従 つ て 反 応

液 の 全 量 を2.5m1と し100μmolesTris-IIC1,pH

7.5,5μmolesK+-PO4,pH7.5,10μmolesMgC12,

0.8μmoleEDTA,90μmolesKCI,500μgl!ll変 性

DNAを 含み 酵 素 液 は0.5m1を 使 用 す る.37℃ に

180分 間振盪作用 させ た 後 砕 氷 中 に 冷却 して 反 応 を停

止,直 ちに憤 胸 腺DNAO.2%溶 液 お よ び牛1自L清アル

ブ ミン0.2%溶 液 そ れ ぞ れ0.25mlを 加 えて よ く 混

・合 し さ らに2.1NHCIO42mlを加え る.0℃ に10

分間放 置 して よ ぐ沈 澱 させ た 後 に遠 心 分 離 しそ の上 澄

液 につ い て260mμ の吸 光 値 を 測 定 す る.場 合 に よ

つ て は 浮 游 沈 澱を 残 す こ と もあ るが これ は2回 遠 心 分

離 また は 濾 過 に よつ て 除 か れ る.盲 験 と してDNAあ

るい は 酵 素 液 を省 略 した反 応 液 を調 製 し同様 に操 作 し

て そ の 吸 光値 を 求 め る.こ れ らの 値 か ら酵素 に よつ て

分 解 され 酸 可 溶性 とな つ たDNAの 量 を 計算 に よつ て

求 め酵 素 液 巾 の蛋白 含lt上か らmg当 りのDNA量

で 活 性 を 示 した.計 算 にあ た つ て は 酸 可 溶 性DNA

分 解 物 の 酸 性 に お け る260mμ で の 分 子 吸 光係 数 は

10200と 仮定 した,こ の 値 はdAMP,dGMP,dCMP

お よ びTMPの2601nμ で の分 〕級 光 係 数 の平 均で

あつ て(Burtong)),01igonucleotidesはpH2あ るい

は それ 以 下で 吸光 値 を 測 定 し て もhyperchromic

effectを 示 さ な い こ とがStaehelin36)に よつ て 報告

され て い るの で 酸可溶性DNA分 解 物 の 真 の 値 と近

似 して い る と考 え られ る.従 つ て 詐算 は例 え ば 次 の よ

うに行 う.

260mμ で の 吸光 値 が試 験 区1.390,DNA除 去 区

0、162,酵 素 除 去 区0.383で あ る場 合

AE260=1.390-0.162-0.383二 〇.845

従 つて 全 溶 液5mlのopticaldensityunitは

0.D.U.=0.845×5==4.225

1μmole/m1のdeoxyribonucleotidesE260=!0.2

1μmole≒ ・327μgdeoxyribonucleotides

÷327μgDNA

従 つ て 酸 可 溶化 され たDNAの 量 は

327μg×4.225/10.2・=・135.4!tg

蛋 白質 含量 の測 定

広 く常 用 され て い るLowry等25)の 鋭 敏 な 方1去で

発色 させ,そ の 強 さをUnicam分 光 光度 詐750m/zま

た は500mμ で 測 定,∠ 卜血清 ア ル ブ ミンで 調 製 した 標

準 曲線 か ら蛋 白 含 昼 を求 め た.

HeLa細 胞

BHK2],c】one13MacphersonandStoker26)を

用 い た.組 織 培 養 細 胞 はGlasgow大 学 ウ イ ル ス研 究

室 か ら提 供 され た.

結 果 お よ び 考 察

細 胞 抽 出 液 の調 製

K+イ オ ンの 影 響:上 述 の よ うにDNA合 成 酵 素 は

高 濃 度 のK+イ オ ンで は 阻 害 され るが 低 い 濃 度 で は

却て 活 性 化 され10μmolesで 最 高 を 示 す.し か もそ

の活 性 化 の 領 域 は10μmolesを 中 心 とす る 狭 い 範 囲

に あ るの で 酵 素 の 活性 を測 定 す るに あ た つて は反 応 液

中 のK+イ オ ン の垂 は10μmolesに 厳 密 に保 持 しな

けれ ば な らな い.… 方 滲透 圧ショック を 利用 して 細 胞

を 破壊 して い るの で通 常H20ま た は 低 い塩 濃 度 で 酵

素 を抽 出 して い るが,酵 素活 性 を 保 持 す るた め には 多

少 の塩 の 存在 が 必 要で あ り特 別 の場 合 を 除 い てKC1

お よ びK+-PO4緩 衝 液,pH7・5を 加 え て そ の終 濃 度

を それ ぞ れ0.!5Mお よび0。01Mと し0。Cで 保二存

して い る.こ の よ うにK+イ オ ン は酵 素 の 活 性 測 定

だ け で な く酵 素 の 保 存 に際 して も影 響 す るので 細 胞 抽

出 液 の調 製 にあ た つて もK+イ オ ンの 添 加量 につ い て

は 考 慮 され な けれ ば な らない.

約5×10マのIleLa細胞 を0.15MKC1-0。01MK+

-PO4 ,pH7.5に 懸 濁 し洗滌 後 遠 心分 離 す る.こ れ を

3回 繰 り返 した の ち〃 混 合液 に懸 濁 し これ を2等 分

す る.2,000r.P,m,で10分間 遠 心 分 離 して細 胞 を沈 降

させ る.上 澄 液 を 除 き さ らに遠 沈 管 を 清 潔 な や わ らか

い 紙 の上 に さか さに 立 てて 附 着 して い る洗滌 液 を充 分

に 除 く.一 一方 の 細 胞 を1.5m10.01MK+-PO4,pH7・5

に 懸 濁 しPotter-Elvehjem型 のhomogenizerで 軸

を10回上下 に動 か して細 胞 を 破壊 す る.顕 微鏡 で細 胞

の 破 壊 を確 めた の ちSpincoL型 超 遠 心 分 離 機SW39

ローター を川 い て105,000×9で60分 間遠 心 分 離 す

る.透 明 な上 澄 液 に1.OMKC1を 添 加 して そ の 濃 度

を0.15Mと した.他 の区 の 細 胞 は0.05MKCI-0.01

MK+-PO4,pH7.5に 懸 濁 し同様 に細胞 を 破壊 し直

ちに1.OMKC1を 加 え て終 濃度0.15Mと した の ち に



遠心 分 離 して 抽 出液 を 得 た.こ の 両抽 出液 は最 終 的 に

はO.15MKCI--O.O].MK-}一 一PO4,pH7。5溶 液 で あつ て

蛋 白含量 に も殆 ど差 毒蚤・きは な か つ たが そ の酵 素活 性 は 第

!図 に示 すようにかな り異 なつていた.こ れ は常法通

り1'1【1出液0.05m1に ついて測定 した ものであつて得 ら

れた抽 出液の全酵素活性 は第1表 に示 す.

Table 1. Effect of  K+ on the total activities in the extracts of HeLa cells.

Fig. 1. Effect of K+ on the specific activities of the extracts of HeLa cells.

'ノこ験の結 果はHeLa綿 胞ではII
20の 代 りに低濃度

の塩類溶液で も細 胞の破壊 が可能であ ることを示 しし

か も蛋白質 の抽出効果 は0.01MK+-PO4で もO.05M

KC1-0.01MK+-PO4で も大差はない.し か し抽 出に

あたつてKCIを 若干加えた場 合酵素活'1ゾ1この 高い酵素

液が得 られた.KCI添加 又では無添加 区の ものよ り

もDNase活 性は2倍 であるにも拘 らずDNA合 成

酵素の活性 も高かつた.従 つて実際の 合成酵素力の比

は さらに大きい もの と思 われ る.両 音は最終 的には同

一 の塩濃度であつて細胞の破壊,抽 出か ら.遠心分 離に

いたる約2時間 の抽 出操作中に一方 はKCIを 合んで

い る点 に 差異が あつた.従 つてDNA合 成 酵素 およ

びDNaseIの 活性は低い 塩 濃 度 で不安定であ るが

KCIが酵素 の安定 化に有効であ ることを 示 唆 しこの

ような条件の相異は短時間 で もかなり明白な活性 の相

異を惹 き起す もの と思われる.

音波処理:細 胞の種類によつては滲透圧ショック だ

けでは殆 ど股れない もの も多い,こ のような場合音波



によ る破壊f段 が屡 々用い られていて 通 常20KCま

たは10KCが 採用 されてい る.又 細胞 内粒'rか らの

抽出の場合 にもこの方法 が有力な手段となつてい る.

7・5×108HeLa細 胞を0.15MNaClで 常 法 通 り

3回 洗溝,再 びNaC1に 懸濁 して20mlと し2算 分

した後遠心分離,上 述 のように遠沈 管を紙の上に倒立

して水分を除き約0,6m1の 細胞 沈澱 を得た,

細胞を3mlの 冷却蒸溜水に懸濁 し氷冷下に20KC

の音波で2分間 処理 し,検 鏡 して細胞 の破壊を確 認 し

たの ち1.5m1の 水の補助で遠心分離管に移す.105,

000×960分間 遠心分離 して4.6m1の 上澄液 を得た.

この1m1に1。OMKCIO.052ml,0.5MK+-PO4,pH

7.50.021mlを 加 えて 終1農度 を 常 法通 り0.05MKCI-

0.01MK+-PO4と し活 性 の 測 定 に用いた.別 の細 胞 は

比 較 の た め に滲 透 圧ショック で抽 出液 を 調 製 した.即

ち2mlのH20に 懸 濁 しPotter-Elvehjem型ho-

mogenizerで 破壊 したの ち2.5mlの 水 の補 助 で 遠 心

分 離 管 に 移 す.同 様 に105,000×g60分 間 遠 心 分 離 し

て 得 た4.4mlの 上 澄 液 に1.OMKCIO.23ml,O.5M

K+-PO40.094mlを 加 えて 規 定 の 塩 濃 度 と した.0,05

m1宛 で測 定 した酵 素活 性 を 第21L之1,全 活 性 を 第2表

に示 す.

抽 出 効 果は 抽 出 液 の蛋 白含 量 か ら明 らか な よ うに 音

波処 理 の場 合滲透 圧ショック よ り もす ぐれ て い て 約2

Table 2. Effect of sonic disruption on the total activities of the extracts of  IIeLa cells.

Fig. 2. Effect of sonic disruption on the specific activities 

    of the extracts of I-HeLa cells,



倍 の蛋白含 量が認め られた.そ れに ともなつてDNA

合成酵素の全活性 も1.3倍,DNaseに いたつては3.8

倍を示 した。 しか し得 られた抽 出液の比活性の点 か ら

はむ しろ滲透圧法に よる方が望ま しく全活性 とは逆 に

DNA合 成酵 素の比活性は高 くDNaseの ものは低い

酵素液が得 られ た.従 つて酵 素液 の調製 に際 しては凹

的に応 じて適宜取捨す ることが望ましい.こ れ ととも

にDNA合 成酵 素の膏波に対す る抵抗性 はDNaseの

ものよ り低い ことが推定され た.

Landschutz腹 水癌細胞:こ のよ うな 抽 出効果は 単

にHeLa細 胞だけについて認 め られ るもので はない.

腹 水 癌 細 胞 はその活発 な増殖力 と取扱い の容 易な こ

とか ら我 々の研究に最 も適 し た 材 料 の1つ で あつて

DNA合 成酵素だ けでな く種 々の生 化学的 研 究 に 利

用 されてい る.

Landschutz腹 水癌 を移植 した廿日鼠5頭 か ら約2

週問後 に多量の増殖 した癌細胞を含 む腹水を採取 しほ

ぼ等容 の0・15MNaC1に 添加 混合す る.2,000r.P.m.

で10分間 遠心分離 して 癌細 胞を 集め,さ らに2回

0.15MNaClで洗滌 遠沈を 繰 り返 した 後HeLa細

胞 の場合 と同様に附着NaCl溶 液 を 出来 るだ け 除き

約8m1の 細胞沈澱が得 られた.

この細胞を 冷却蒸溜水 に 懸濁 し全量 を15倍 容120

mlに す る.さ らにhomogenizerで 軸 を4回 軽 く上下さ

せて均一の懸濁液 とし約10分 後にその1/4容 を採 り

試料Aと す る.残 りを さらにhomogenizerで20回 上

下させて細胞を破壊 し検鏡す る.こ の操作 によつて癌

細胞は破壊 されたが多 くの細胞核は股 れず に残つてい

Fig. 3. Effect of  K+ and sonic disruption on the specific activities 

       of the extracts of Landschutz ascites tumor cells,



ろことが認め られた.こ れを30m1毎 に3等 分 し試 料

B,Cお よびDと した.試 料Bお よびCを さらに4分

間音波処理を行い細胞核 も大 部分は破壊 され 少しの核

だ けがそのまま残 ることを観察 した,次 に試料Cお よ

びDにKCI結 晶O.3739宛 を溶解 し終濃度を0・15

Mと す る.全 試料を同時に105,000×9で60分 閥遠

心分離 した後,試 料Aお よびBにKCIを 加えて0・15

Mと す る.こ う して それ ぞ れ 約22ml宛 の 抽 出 液 が

得 られ た が遠 心 分 離 に 先 、'f,つてKC1を 加 え た 抽 出液

Cお よ びDは 黄 赤 色 で あ つ たが 遠 沈 後 にKCIを 加 え

たAお よ びBは 黄色 を1i!1した.最 後に0.5MK+-PO4,

pH7.5を0.45ml宛 加 え て終 濃 度O.OIMと した.

この よ うに して 得 た22.45ml宛 の4種 の 酵 素 液 につ

い て}測定 した酵 素 活 性 を 第31'xi,全 活 性 を 第3麦 に示

Table 3. Effect of  K+ and sonic disruption on the total 

     activities of extracts from ascites tumor cells.

した.

腹水癌細胞が低滲透圧で比較的に殿れ易い ことは試

料Aの 酵素活性および蛋白質 含量か ら推定 出来 る.こ

の場合細胞が低い滲透圧 にさ らされた時間 は遠心分離

時間を含 めて2時 間に達 しない.さ らに 酵 素 活 性が

HeLa細 胞の ものよ りも高い ことは明白である.ま た

K+イ オンの添加 な らび に音波処理 の影響 はHeLa細

胞 で認め られた ものと類似 してい る.即 ち音波処理に

よつて蛋 白質の抽出量 も増力日す るが これ にともなつて

酵素液の比活性は低 くなつた.し か し蛋 白抽出置の増

加 はHeLa細 胞 の場合ほ ど顕 著ではない.こ れは 細

胞核等の強 さに も基 くものであつて細胞核は上記処理

によつて も多少殿れず に残つてい るがHeLa細 胞 で

は核 も痕跡を とどめないほ ど殆 ど完全 に破壊 されてい

る.KC1の 添加が酵素の活性 を 保持す るに 有効なこ

とは同様であつて 破壊 後直 ちにKCIを 加 えた試 料C

およびDが 遠心 分 離 後に加えた試料Bお よびAよ り

も何れの 操作 において も高いDNA合 成酵素 および

DNase活 性を示 した.し か し合成酵素 の 全 活 性 は

HeLa細 胞 の 場 合と異なつて 音波処理区が滲透圧区

よりも低い ことは州1出効果の増大 による奈活性の増加

よりも音波 による酵素の 失活度が上回る ためではない

か とも考え られる.

遠心分離:細 胞抽出液の、調製に際 してはSpincoL

型超遠心分離機を用いて105,000×gで60分 間遠心分

離す るのが 普通である.し か しHeLa細 胞での実験

のよ うにご く一少量の細胞を処理す る場 合には細胞 破壊

液の全容量は少な く従つて小遠心分離管を用 いるため

沈降距離 も少 ない,こ のような場合遠心分離 の所 要時間 も短縮 出来 ろのではないかと思われ る.6.5×!09細胞を0.15MKC1-O.OIMK+-PO4,pH7.5で2回洗滌 後同 じ溶液に 懸 濁,2等 分 した後に3,000r.P,m.で10分間 達心分離 してそれぞれ容量0.4mIの細胞を得た.常法遁 り15倍容6rn1の冷 水に懸濁,細胞 破壊,KCIお よ びK+-PO4を 添加 し105,000メ9で15分 な らびに30分 間遠心分離 した.そ の活性を策4図,抽出液7.2m1の全活性 を第4表に示 した.

Table 4. Effect of centrifuging time on the 

      total activities.

コ5分ない し30分0)遠 心分離で も一応 差支 えない こ

とが1認められた.こ の両者 で はタンパク質の含量 には大佐

はないが遠沈時間 が長い場 合DNase活 ・性は多少ili'llく

そのためDNA合 成酵素 の 活性が若干 低い酵素液が得られた

、 しか しこの問題 は粒子の酵素の関連 もあ

り,ま た滲透圧ショック で細胞を股 してし、る0)で 小粒

子が多少残 るおそれもあつて さらに検討 を要す るが,

半分は従来の常識通 り充 分に遠心分離を行 うことが無難

である.

細胞分画:動物細胞 のDNA合 成酵素 は細胞破壊 液

を高速遠沈 して得 た上澄液か らの 方が細胞核その他 の

細胞無い粒子を 含む沈澱か らよ りも容易に得られ ること

が知 られて いる.し か し細胞内での核酸 代謝を研究す

るにあたつて は細胞内の各分画について検討 しなけれ



Fig. 4. Effect of centrifuging time on the specific 

    activities of the extracts of HeLa cells.

ば な らな い こ と も少 な くな い.そ のた めに は 等張蔗糖

溶 液 に よ る分 画が しば しば用 い られ る.

常 法通 り採 集 した洗滌HeLa細 胞0。4mlを 以 後 の

操 作 の便 宜 一Eやや 過 剰 に9m1の 冷 水 に懸 濁 して 破 壊

し,以下 既 述 の 方 法 に 従 い等 張 ドに分 別 遠 心 分 離 を

行 な う.細 胞 核 を3ml,小 粒r・を2mlのO.15MKC1-

0.01MK+-PO4,pH7.5に 懸濁,1分 閤 音 波 処 理,遠

心分 離 後 そ れ ぞ れ 補IEし て3mlお よ び2m1の 抽 出

液 を 得 た 。 又105,000>lg90分 間 遠 」じ・分 離 した細 胞 質

抽IIII液はKCIお よ びK+-PO4を 加 えて14.3mlと し

た.こ れ ら抽 出液 の 酵 素 活性 を 第5図,全 活 性 お よ び

・=三の細 胞 内 グ〉而 の判 合を 第5長 に 示 す噛.

細胞質か らの抽 出液のDNA合 成酵素活性は高い が

細胞核か らの ものは極めて低い ことが認め られ た。 こ

のことはSmellie等32)に よつて既に報告 されてい る

ことと一致す る.全 蛋白含量 も細胞質区で高 くこれ に

と もなつて大部分の酵素活性 も細胞質に含まれてい る

ことが 認め られ る.DNA合 成酵素の 割合 は粒子部分

においてDNaseの 粒子部分における ものよ りも低い

が,先 に述べたように音波によ る粒子か らの抽 出につ

いて受 けた影響に基 くものと推定 され る.

pH4.8沈 澱:こ れまで も述 べたように 細胞 レベ ル

での試験 のため抽 出液を1乏 して用 いたが場合によつ

てはpH4.8で の沈澱を使用す ることもあつた.HeLa

Table 5.  Distribution of the enzymes within HeLa cells.



Fig. 5. Specific activities of the extracts of fractions within HeLa cells. 

              Table 6. Activities of acid-precipitates.



Samples A, B and C are soluble cell sap fraction from HeLa cells prepared by sucrose-frac-

       tionation. 

Sample D is soluble cell sap fraction from HeLa cell infected with herpes virus prepared by 

        sucrose-fractionation. 

Sample E is extract from HeLa cells after osmotic disruption. 

Sample F is extract from ascites tumor cells after osmotic disruption.

細 胞や腹水癌細胞か らの抽 出液 に0,2N酉/f'酸を滴加 し

て調製 した種 々の標 品の活性をその原 液のもの と・一括

して第6表 に示 した.

標品A,B,Cは いずれ もHeLa細 胞か ら等 張 蕪

糖分別によつて調製 した細胞液分画 の ものであ り標品

Dも 同 じ抽出液であるがherpesウ イルスで感染 した

HeLa細 胞を用いた.EもHeLa細 胞,Fは 腹 水癌

細胞か らどち らも滲透圧ショック によつて破壊 した も

のの抽出液である.

一般にpH4 .8沈 澱か ら比活性 の高 い 酵 素 液を調

製す ることが出来たが場合によつて は却て低い ものが

得 られた.原 則 として出来 るだけ少量 に溶かせば活性

の高い ものが得 られ るが比活性 は必ず しも高い ものと

は限 らない.し か もこの場合沈澱を完全に溶解 す るこ

とは無理であつて酵素の損失を も来 した.又 しば しば

冷蔵庫に貯蔵 中に再び不溶物を析 出 したので使用に先

Fig. 6. Activation of the enzymes of HeLa cells after 

     infection with herpes simplex  virus,



、ヒつてか さねて遠沈除 去しなければな らない.し か し

いずれ にして もDNaseの 比 活性 は低下 した.さ らに

全酵素活性 はDNA合 成酵素,DNaseと もに減少 し

たがDNaseの 誠少度は合成 酵素 のものよ りも苫 る し

く酸に対す る安定性が弱い ことを示 した.そ の上 酸沈

澱によ る酵素活性の回収率 も喜現性 にとぼ しく代 謝を

検討す るにあたつては避けなければ ならない ことを示

してい る.

ウイルス感染細胞

同じ動物で も組織によつて酵素活性が異なることは

既に指摘されてい るが,同 じ細胞で もその生理 的条件

によつて活性 が異な ることは容易 に推定 される.特 に

ウイルスのようにその増殖 に寄主細胞の代謝系 を利用

す るものが感染 した場合 は 顕 著 である.山 藤等46)は

蚕がDNAウ ィルスで ある多角体 病 に冒 され るとき細

胞核に顕著な変化 が起 ることを認め組織 のDNaseが

活性化されDNA含 量 も多 くなる等DNA代 謝が 活

溌にな ることを認めてい る.こ のような研究はその後

主 として組織培養細胞を用いて詳細 に進め られ るよ う

に な つ た が,29・30)DNA合 成 酵 素活 性 の挙 動 は 極 め て

重要な 因子 の1つ で あ る.

Herpessimplexウ イル スIIFEM株 で感 染,4な

い し4.5時 間 後 のHeLa細 胞 と対 照細 胞 と を それ ぞ れ,

2×10s宛 ウ ィル ス研究 所 か ら得 て 酵 素 液 を 調 製 した.

即 ち0.15MKCI-O.OIMK+-PO4,pH7.5で2回 洗

蘇 しそれ ぞ れ0.3mlの 細 胞 を分 離 し,こ れか ら滲 透 圧

ショック,等 張蔗糖 溶 液で の 分 別 遠 心 分 離,音 波 破 壊

によ る細 胞 核 抽 出を 行 な い9.5m1の 細 胞 液分Vliiと2ml

の核 抽 出液 とを 調製 した.こ れ に つ い て の 酵 素活 性 を

測定 し第6図 に 示 した.

末 感染 細 胞 で は 既 に第5図 に示 した よ うに細 胞 質 部

の 活性 は細 胞 核 の もの よ りも高 か つ た.し か しウ イ ル

スが 感 染す る とDNA合 成 酵 素 だ け で な くDNase

の活 性 化 がお こ り しか も核 部分 で 顕 著 で あつ た.DNA

ウ ィル ス は一 般 に 細 胞核 で 増 殖 が 起 る こと が知 られ て

お りDNAの 生 成 も 促 進 され て い る こと が 推 定 され

る.DNA合 成 酵 素 の 活性 化 は この こ とを 裏 付 け る も

の と考 えて よい.

Fig.  7, Ratio of the enzymatic activities of infected cells to those of control.



しか しこのような酵 素の活性化特にその割合はウイ

ルスの増殖時 期と密接な隈1係があるので これを考慮 し

なければな らない.

例えばHeLa細 胞 にherpessimplexウ ィルス

を感 染させ1時間 後か ら7時 間後までのDNA合 成

酵素 とDNaseの 活性をそれぞれ細 胞核,細 胞液お よ

び小 粒子について未感染の ものと比較 して第7図 に示

す.こ の場 合各時間 毎に遠心 分離 して集めた約0.4m1

の 細 胞 か ら,前 記 細胞分画試験に従つて各分画の抽

出液を、、周製 してぬ号性を測定 したが同一時間 の細胞 は勿

論感染および対照 両区を同時に'[坑行 して取 り扱つた.

これは 我 々 を 含 めてWildy一 派がherpesウ イル

スの増殖畿構を解明 す るために行なつた実験の一・部で

あ つ てdense(herpes)DNA,complement-fixing

antigens,morphologicalparticles,感 染性 ウイル

ス,全DNA含 量 および全蛋白含量等 も同時 に測定 さ

れてそれ らの生化学的変化が追 及 されその結 果につい

ては既に報告 されてい る.39)第7図 の結果か らウイル

スの感染による細胞内各分画における両酵素活性の挙

動が認め られ るが これ らはいず れ もウイルスの増殖に

ともな う他 の諸因子 の変動 と常に関連 しで ξ察 されな

ければな らない.

酵素吸着濾紙片での活性測定

ウイルスの感染 にともなつて 増 強 されたDNA合

成酵素が寄主 細胞の もの と同 ・のものであ るか否かは

大 変興味 をひ く問題 であ る.し か したびたび述 べたよ

うにHeLa細 胞 は組織培養によるために 材 料を多 く

集め ることはむつか し く従つて常法 による酵素の精製

操作で分別 を試み ることはかな り困難 なもの と予想 さ

れ る.近 年isozymeが 電気 泳動法 によつて 分別 され

ている事実 にもとついて本法 によ る可能性 が考え られ

る.し か し酵素活性が反応 の条件 によつて影 響され 易

いので測定法 その ものについて も多 くの検討 を必要 と

す る.さ らに酵素童が少ないために濾紙 か ら抽 出して

供試す るよりは濾紙に吸着された まま活性 を測定す る

ことが出来れば望 ましいと考え る.こ のよ うな点か ら

予備的に酵素液を濾紙片に吸着 させてDNA合 成酵素

活性 の測定を試みた.

常法に従つて腹水癌細胞 か ら調整 したPH4.8沈 澱

酵素液0.01m1を30mm×5mmの 濾紙片 に吸者 さ

せ室温で 約30分 乾燥 したの ちさらに小 さ く切つてあ

らか じめ反応液を加えて氷冷 中の小試験 管に力口え る.

よ く混 合し暫 く放置 したのち37℃ で120分 間反応 さ

せ以下 常 法 に従つてTMPの とり込みを測定 した.

この場合反応 液の組成 は常法に従つたが酵素液の使用

量が0.01mlで あるので塩濃度を調節す るために0.15

MKCI-0.01MK+-PO4,pH7.50.04mlをJJrlえ,特 別

混合液0.10m1お よびH200.11m1で 全 量0.25m1

と した.一 方KCI-K+-PO4お よびH20に 同 じ酵素

濾紙を加えて暫 く放置後特別混合液 を加えて直ちに活

性を測定 した.尚 対 照 として はO.15MKCI-O.01M

K+-PO4を 吸着 した濾紙を使用 した.

Table 7. DNA polymerase activity of enzyme-paper.

酵素を吸着 した濾紙 のままで もDNA合 成酵素の活

性 を測定 出来 る可能性 は認め られたが酵素溶液に比べ

て活性の低下は免れ ない.ま た測定に際 しては反応液

と混 合し多少の時間をおいて平衡させ た方が直ちに測

定す るよりも望ま しい ようであつたが顕 著な効果は認

め られなかつた.

そ こで このような酵素濾紙 による反応が時間 的に直

線関係を示すか否かを試験 した.酵 素液0.01m1を15

mm×10mmの 濾紙片に吸着し15分 または60分 室

温で 乾燥 したのちさらに18の 小片に切つて氷冷 した反

応液に加えた.ま た対照 として酵素液を吸着後 直ちに

小片に 切つて 測 定 に 供 した.そ れぞれ 約5分 後 に

37℃ の振盪 槽に移 し反応 を 開始 した.そ の 時間的経

過を第8図 に示す.

こうして酵素濾紙についても酵素液の場合 と同様に

少 くも180分 まで はほぼ直線関係を示 す ことが認め ら

れた.酵 素を吸着後室温で乾燥すれば 活 性 は 低 下し

た.

次に酵素量 との関係をみ るために酵素液0・01m1を

5mm×5mm,0.02mlを10mm×5mmの 濾紙片

それぞれ3枚 に吸着 させ 直ちに または30分 後に氷冷 し

た反応 液にそのまま 投入 し,37。Cで2時 間作用 させ

た.ま た比較のために0.01rnl酵素 液について 濾紙 に

吸着 させ ることな くその まま活性 を測定 した.



Table 8. DNA polymerase activity of different amounts of enzyme-paper.

   Fig. 8. DNA polymerase of enzyme-adsorbed paper. 

0, 15 and 60 mean time in minutes dried after adsorption.

吸着後直ちに反応 に使用 して も酵素濾紙の活性 は吸

着 されない酵素液の活性よ りはか なり低い.し か し酵

素の使用量を増加すれば比活性 の低下 も多少は抑 え ら

れ,ま た乾燥 による低下 も防がれるような傾向が認め

られた.し か し濾紙の吸着能には限界 があり多量の酵

素を吸着 させ るには多量の濾紙が必要 とな る.反 応液

の全量が少量 のた めに濾紙が反応液で完全に被われな

くなる心配 も生ず るのであ らか じめ充分に考慮 しなけ

れ ばならない.

酵素を吸着後乾燥すれば活性 が低下す る.こ れ は酵

素蛋白 と濾紙繊維 との結合 によるか蛋 白が繊維組織の

間に保持 され るた めか は明白でないが少な くも酵素蛋

白と反応液 との接触が充分でないためと考え られ る.

そ こで1枚 の 濾 紙 を0.02%牛 血清 アル ブ ミン を 含

む0.05MTris-HCI,pH7.5で 均等に湿 らし,30mm

×5mmの 大きさに小片を作 りo.01m1酵 素液を乾燥

前および乾燥後に吸着させ,さ らに小片に 切つて活性

を測定 した.

Table 9. DNA polymerase activity of enzyme 

      adsorbed to wet or dried paper.

湿つ た濾紙では酵素 の吸着が完全でないので反応液

巾に再抽 出され る可能性 が考 え られ る.そ のため乾燥

濾紙 に吸着させた ものよ りも多少高い活性 が観察 され

た.し か しその差は僅 かであつて濾紙吸着による活性

の低下度に比べれば殆 ど問題 とな らない.

たびたび述べたよ うにDNA合 成酵素 は種 々の条件

によつて影響 され活性を低下 し易い.濾 紙による吸着



の場合 もこのおそれが全 くない ことは考え られない.

そのため安定剤 として血清 アルブ ミンの 効 果 を 試験

した.酵 素液0.01m1に20μ9含 む ように牛血清アル

ブ ミンを溶解 し,30mm×5mmの 濾紙片に 吸着 さ

せてその活性 をアルブ ミンを加えないものの活性 と比

較 した.

Table 10. Effect of serum albumin on the 

      activity of enzyme-paper.

アルブ ミンの添加によつて活性の低下はあ る程 度防

止出来ることが推定 される.し か しこれ も蛋 白含量が

高 いために湿つた濾紙 の場 合と同様に濾紙繊維 による

酵 素の保持が充分でないた めか,ア ルブ ミンが酵素活

性の保護作用を持つためかは明 らかでない.

これ らの試験はDNA合 成 酵素 もその 活 性の低下

は免れ ないが濾紙 に吸着されたまま活性 を測定 出来 る

可能性を示 した.従 つて活性の高い酵素液 について試

験す ることが出来 るな らば濾紙電気泳動 によつて分離

しそのまま酵素剤と して使用す ることが出来 るものと

思われ る.こ の場 合発熱 による失活を防止す ることが

前提 となることは勿論である.

Cyanogumgelの 影響

最近開発 されたpolyacraylamidegelは そのす ぐれ

た特性 か ら電気泳動によ る蛋白質 の分離 によ く利用 さ

れている.我 々も腹水癌細胞 より調製 したpH4.8沈

澱酵素液について電気 泳動を試み蛋 白の分別について

その可能性を認めた.し か し分離 された各 蛋白分画 は

量的に少 ないため これを抽 出して活性の測定に供す る

ことは困難 であると思われ る.そ のため前項 と同 じ概

念でgelに 保持 されたまま活性を測定す ることが出来

れば好ま しい.従 つて先ず 酵素活性 に 対す るge1の

影響 を検討 した.

Ge1の 調製にはacrylamidemonomerの 濃度3～

10%のcyanogum溶 液が通常用い られてい るが 我

々は7%の ものを使用 した.適 当な緩衝液50m1に

3・5gcyanogumを 溶解 し,こ れ に1ml10%ammo-

niumpersulfate水 溶液 および1ml8%2-dimethy1-

aminoethylcyanide水 溶液を混合 し適当の大 さの枠

に入れて 固まらせ る.こ れを用 い1cmあ た り6volt

程度の電圧 をか けると1時 間に1cm程 度の泳動が認

め られた.

このgelも 寒 天状 の性質を 示すので 一定量 を正 し

く採取す ることは困難であつた.そ こで適宜の大 きさ

の小片に切 り取 り1ケ あ るいは4ケ を秤量 して添加量

とした,こ れ らのgel片 に 特別混合液0.10m1,H20

0.10mlお よび酵素液O.05mlを 加えて37。Cに120分

反応 させて[P32]TMPの とり込み を測定 した.蛋 白

質はge1の 中に埋没 されるので活性 の 測 定 にあたつ

てはge1を 砕 く必要 もあるか と思 われたのでガ ラス棒

で砕いたgelの 影響 も同時に試験 した.

Table 11. Effect of cyanogum gel on DNA polymerase activity.

Cyanogumge1片 は酵素活性に対 して は殆 ど阻害 作

用 を及ぼす ことはない.し か しge1を 砕 くと多少[P32】

TMPの とり込 みは低下 した。 この ことはge1成 分 の

科学的な阻害作用 とい うよ りは砕 くことによつて反応

液成分 がge1組 織内に包 含 され るためであ ると思わ

れ る.従 つてge1電 気泳動によ る酵 素の分別 もge1

その ものに関す る限 り何等支障 はない と考え られ濾紙

とともに この方向の検討が期待 され る.

総 括

動物細胞抽出液のDNA合 成酵素の測定 について特

に抽 出液の調製 および活性測定に関す る若干の問題点

をHeLa細 胞 な らびにLandschutz腹 水癌 細胞 を用

いて検討 した.

(1)HeLa細 胞を滲透圧ショック で 破壊 して 抽 出

液を調製す る場合低濃度のKC1-K+。PO4の 添加は活

性 の保護 に 有 効であつてDNA合 成酵素およびDN-

ase活 性 の高い抽 出液が得 られた.

(2)HeLa細 胞の 破壊について 滲透圧ショック と

音 波処理 とを比較 した.こ の結果前者 によつてDNA

合成 酵素の比活性 が高 くDNaseの ものは低 い抽 出液

が得 られた.し か し全酵素活性の抽出効果は音波処理

がす ぐれていた.

(3)細 胞抽 出液の調製 におけ る 塩濃度の 効果およ



び音波処理の影 響 について はLandschutz腹 水癌細

胞で もHeLa細 胞 の場 合と類似の結果が認め られた.

(4)少 量 の細胞か らの抽出に際 して は遠心分離時間

を短縮す ることは支障ない ことが認 め られた.

(5)滲 透圧ショック,蔗糖 等張濃度での分別遠心分

離 および音波処理 によつてHeLa細 胞か ら,細 胞核,

小粒子および細胞液各成分の抽出液 を調製 しその活性

を測定 した.大 部分のDNA合 成酵素 およびDNase

活性 は細胞液 に含 まれてお り次いで小粒子,細 胞核の

順であつた.

(6)HeLa細 胞 および腹水癌細胞 の抽出液か らpH

4.8で 沈澱 させ一般 に比活性の高 いDNA合 成酵素 液

を調製する ことが出来た.し か しDNaseの 活性 は著

し く低下 した.

(7)HeLa細 胞のDNA合 成酵素はherpessim-

plex'ウ イルスの感染によつて 活性 化され 特に細胞核

で顕著であつた.類 似の活性 化はDNaseで も認 め ら

れた,さ らにこれ らの活性化 はウイルス感染後の時間

によつて かなり変動 し,感 染 後3時 間よ り増 大 した.

(8)酵 素を吸着 した濾紙片で もDNA合 成 酵素 の活

性 を測定す ることは出来たが,活 性の低下は免れ なか

つた.こ の活性の低下 は吸着後 の乾燥によつて増加 し

たが,吸 着助剤 としてのアルブ ミンの添加や酵素 の使

用量を増す ことによつて多 少抑制 された.

(g)Cyanogumgel小 片 はDNA合 成酵素 活性に

対 しては殆 ど阻筈作用 を及ぼ さなかつたが,ge1を 砕

くと若干 の活性低下が認め られた.
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                                      Summary 

     Concerning the estimation of  I)NA synthesizing enzyme (DNA nucleotidyltransferase, 
DNA polymerase) in extracts of animal cells, some problems in preparation of cell extracts and 
estimation of their enzymatic activities were investigated. 

     (1) HeLa cells were disrupted by osmotic shock and centrifuged with or without addition 
of KCl at 0.05 M. Although the concentration of salts in the final extracts was adjusted to be 
the same, higher activiy of DNA nucleotidyltransferase and DNase in both specific and total 
activities was estimated in the extract with KC1, suggesting that KC1 protects the activity. 

     (2) Activities of DNA nucleotidyltransferase and DNase were compared in extracts of HeLa 
cells prepared after disruption of cells by osmotic shock or 20 KC sonic treatment. By osmotic 
disruption, the extract of higher specific activity of DNA nucleotidyltransferase and lower one 
of DNase were obtained. However, the extract after sonication contained higher total activities 
of both enzymes. 

     (3) Similar effect of KC1 and sonic treatment in preparing cell extract was also established 
from Landschutz ascites tumor cells. 

     (4) The cell extract was obtained by centrifuging the disrupted cell suspension of small 
amount of IleLa cell at 105,000 > g for 15 or 30 minutes, contrary to the common condition of 
centrifugation at 105,000 v g for 60 to 90 minutes. 

     (5) From HeLa cells, the extracts of cell nuclei, small particles and cell sap were prepared 
after osmotic shock followed by differential centrifugation at isotonic sucrose concentration 
and sonic treatment. It was found that most of both enzymes were contained in cell sap and the 
lowest activities were estimated in cell nuclei. 

     (6) The extracts of HeLa cells or ascies tumor cells were precipitated at pH 4.8 with 0.2 N 
acetic acid and enzyme solution of higher DNA nucleotidyltransferase activity was usually 

prepared. However, DNasc activity was decreased by acid precipitation. 
     (7) DNA nucleotidyltransferase of HeLa cell, especially in cell nuclei, was activated after 

infection with herpes simplex virus. Similar slight activation after virus infection was observed 
in DNase too. In addition, activating ratios varied depending on time after infection. 

     (8) Enzyme solution was adsorbed on small pieces of filter paper and the estimation of 
DNA nucleotidyltransferase with the enzyme-paper was discussed. Linear incorporation of TMP 
was observed for 3 hours, althogh the activity was decreased by adsorbing the enzyme on paper 
and by drying it. However, the activity of DNA nucleotidyltransferase was more or less inhi-
bited by crushed cyanogum gel, but not by non-crushed one.


