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　　　　Akybrld　pro宅e熱was　syatkes三zeごby　c◎織ee糠g　b◎vi轟e　ribo難clease　A（照ase　A），　aR

e勲騨e，a識d　B　cha沁◎f雛。蟄，　aも◎x量。韮ect跨ぎt◎瀟casも◎r　l）ean　seeds，　with　a《盤s画de　b露dge．　The

preparation　purified　was　revealed　to　contain　one　mole　of　RNase　A　and　one　mole　of　ricin　B　chain．

The　ricin　B－RNase　A　hybrid　was　tested　for　cell　binding，　cellular　uptake，　and　intoxication　in　four

kinds　of　cells，　rat　liver　and　testis　Leyclig　cells　（normal　and　ptmarily　cultured　cells），　and　HeLa

and　BeWo　cells　（transformed　cells）．

　　　　The　ricin　B－RNase　A　hybrid　irihibited　cellular　proteirt　syRthesis　equally　in　all　four　eells，

wh盤e盈cubat量。勲。ぎeach・ceR・meRt孟oRed　aわove藏薮RNase　A◎r　rlc沁Bc薮a蟄a至◎Re　Reither　gave

e郵艶。も◎轟ee慧u三ar　pr（｝もe蟄sy賢も銭es韮s轟く）r　ce簸v重aヒ｝圭蓋もy。丁嬉s罫esu韮ζ濾erreごt熱a毛も熱e】『重。娠】B－RNa§e

A　hybrid　fifst　bouiid　to　the　cell　surface，　intemalized　fellowed　by　the　release　of　RNase　A　from　the

hybrid，　resulting　in　the　destruction　of　RNAs　which　play　important　roies　in　cellular　protein　syn－

thesis．　The　degree　of　internalization　of　the　ricin　B－RNase　A　hybrid　into　cells　was　alrnost　equal

in　four　types　of　cells，　about　I　OO／o　of　the　bound　hybrid．　However，　this　value　was　about　1／3－1／2

that　of　ricirt，　a　toxic　lectin　composed　of　A　and　B　chains．　From　these　results，　ricirt　B－containing

hybr圭d　may　be　used　as　a　universa豊too壼to　de韮ver　a　b孟。茎ogieaUy　act重ve　prote塩も。　a亘arge　number

of　di鉾erer詫ce慧s．

INTRODUCTION
　　　　IR　our　previous　studies　vve　reported　oR　syrithetic　hybrids　composed　of　hwnaR　chori一

◎n呈cg◎嚢ad◎もr◎p童飛（hCG）a轟d　e童もher　A◎r　B　chaiR◎f　rici轟◎r　h◎rseradi§h　pe罫◎xi（iase

（HRP），　which　have　beeR　emp｝eyed　as　hermoRe　aRalogs　in　crder　to　clarify　the　interactioR

of　the　hormone　and　its　target　cells　（Sakai　et　al．，　1989，　1991；　Ohwaki　et　al．，　1994）．　lt　was

revealed　that　hybrids　containing　hCG　and　either　ric血Aor　B　chatn　exhibited　hCG　hor－

monal　activity　toward　rat　Leydig　cells　measured　with　the　increases　in　eAMP　and　testos－

teroRe．　Especially，　hCG－ricin　B　hybrid　was　shown　to　possess　alrrtost　equal　activity　even

もh◎ughもhe◎rlg溢al　hCG　mdec泌e　was　m◎（懸ed　w呈th　ric㎞Bres戯乞㎞g拠asteric認yぬrger

melecule．　Hybrids　cempesed　gf　either　a　gr　B　subwht　ef　hCG　aRd　ricin　B　chaiR　also

stimulated　the　productien　of　testosterone　in　Leydig　cells　though　their　potencies　were　as

weak　as　a　two－hundredth　of　that　of　hCG．　It　was　speculated　from　these　results　that　for　the
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manifestation　of　hormonal　activity　of　hCG　three　kinds　of　binding　between　a　hormone　and

rat　Leydig　ce韮s　w◎泌d　parもicipaもe　as　fb鼓◎ws：b泣韮d癌g　ofもhe　hCG瓶（）ieもy　t◎itsごecepも◎r，

bindirtg　of　the　B　chain　moiety　to　terrmal　galactose　residues　attached　to　the　cell－surface

membraRe，　afid　biRdi・Rg　of　a　lectin－like　Protein（s）　in　the　cel｝一surface　rriembraRe　to

oligosaccharides　of　the　B　chain　moiety．

　　　It　was　evi（ient　fr◎難resu1もs艶e就i◎ned　ab◎ve　that　the　r主。沁Beh＆泌P◎ssesses　s嚢ch　a嚢

unique　character　as　compensatmg　the　hormonal　activity　of　hCG－B　hybrid　iR　additioR　that

the　B　chain　iR　the　original　rictn　mo｝ecule　p｝ays．　important　role　in　rltanifesting　riciri　cyto－

toxicity　towards　a　large　number　of　eukaryotic　cells．　ln　order　to　clarify　the　mechanism　of

r主。血cyt◎宅oxicity㎞d蕊a聾as　weU哉sも◎exp1◎r愈ap◎ssib｝e　uti｝iz就i◎難◎f　the　B　cha沁fbrもhe

introductioR　of　foreign　molecule（s）　into　the　desired　cells，　a　hybrid　protein　consisting　of

ricin　B　chain　cross－lmked　with　bovine　pancreatic　ribonuclease　A　（RNase　A）　was　syn－

thesized　and　its　cytotoxicity，　binding　to　cells　and　intemalization　into　cells　have　been

determned．　Results　preseRted　in　this　paper　have　shewn　that　a　hybrid　ceRtainirtg　ricin　B

chain　could　bind　to　varieus　types　of　cells　aRd　exhibited　cytotoxicity　which　implied　that　B

chain’　could　help　internalization　of　RNase　A，　a　foreign　protein　to　cells．　A　relevaRt　dis－

cussion　relating　to　the　cytotoxic　mechanism　of　ricin　is　also　given．

MATERIALS　AND　METHODS

Materials．

　　　Ricin　D　was　prepared　from　Chinese　castor　beaRs　aecordirig　to　the　rnethod　of　Hara　et

ai．　（Hara　et　al．，　1974）　and　ricin　B　chaiR　was　obtaiRed　as　deseribed　by　FultoR　et　ag．

（Fulton　et　al．，　1986）．　The　extinction　coefficients　（E　i％，2sonm）　used　to　calculate　protein　con－

centrations　for　ricin　D　and　ricin　B　chain　were　14．4　and　14．0，　respectively　（Hara　et　al．，

1975）．2＞一Succinimidyレ3一（2－pyridyldithio）propionate（SPDP）was　purchased　from

Pharmacia．　E　CONOFRUOL　from　Daiichi　Kagaku　Yakuhn，　trypaR　blue，　Weymouth　aRd

D－MEM　media　from　Gibco，　respective｝y．　Na［i251］　（O．644　MBq／mg）　and

［3fiSIMethionine／Cysteine（Met／Cys）（1．85　MBq／ml）or【14C匹eucine（1．85　MBQ／m1）were

froin　Amersham．　Bovine　serum　albumin　（BSA）　and　bovirte　pancreatic　ribonuclease　A

（RNase　A）were◎bもa鎗ed　f蜜om　S韮g瓢a．　A鼓◎ther　reage煎s　used　were◎f　an磁yも案cal　grade

and　obt漁e伽m　the　co㎜ercial　sources．

Preparation　of　a　hybrid　protein．

　　　Ahybrid　pr◎もe㎞coRもa㎞Rg　r三。漁Bcha沁a簑d　r韮b◎猟dease　Aα韮。拠B－RNase　A）was

prepared　with　a　slight　modification　of　the　method　described　previously　（Sakai　et　ag．，

1989）　as　fol｝ovvs：　RNa＄e　A　（25．5mg；　1．9zLmo｝）　iR　1　ml　of　e．1M　phosphate　buffer　coR－

taining　O．lM　sodium　chioride　and　l　mM　EDTA　（pH　7．6）　was　incubated　with　1．5－fold

類dar　eqUivaler誌of　SPDP．f6r　3◎】幽at　25℃．　The　reacも沁rとwas　sもopped　by　ad（簸ti◎鍛◎f

1．0μmol　ofレ乎yc㎞e　solution　and　the血ure　was　put　on　a　Sephadex　G－25　col㎜to

iso｝ate　modif｝ed　RNase　A．　The　average　Rumber　of　3一（2－pyridylclithio）　propioRyl　（PDP）

groups　introduced　into　RNase　A　per　mole　was　determined　to　be　1．2　by　measurement　of

the　abs◎rbaxce　aも343　nm　d嚢eも◎負℃e　pyri（㎞e－2一もhioRe　geReraもe（i（）難red慧。糠（｝鍛◎fもhe

product　with　dithiothreitol．　ln　order　to　synthesize　a　hybrid，　the　derivatized　RNase　A

（20．3mg：　1．5ptmo｝）　was　rrtixed　with　the　reduced　riciR　B　chaiR　（9．6rag：　O．3ztrao｝）　at　a
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raelar　ratie　of　5：1．　By　incgbaticR　for　2　h　at　25　eC，　the　mixture　vvas　gel－filtered　threagh　a

Sephade．x　G－IOO　celiwwi　in　e．lM　phosphate　bu££er　centaning　e．lM　ga3actose，　pH　7．6　to

聡m（）v鰹a難糠reacもed　RNase　A．　Fracもi◎簸s　COl｝tainin9もhe　hybrid　were　p◎ded，　dialy聡d

against　5　mM　phosphate　buffer，　pH　6．0，　and　apphed　to　a　CM－32　colwrm　which　had　been

equ鐵br就ed　with　the　same　buffer．　After　the　u．nreacted　B　chain　was　passed　through

without　adsorption　to　the　column，　the　hybrid　was　eluted　with　a　linear　gradieRt　of　O－O．15　M

NaCl　in　the　same　buffer．　The　purif7ied　hybrid　was　analyzed　by　SDS－polyacrylamide　gel

eleetrophoresis．

　　　Other　protein’derivatives　including　hCG－A，　hCG－B，　ricin　A－anti　BeWo　antibody　lgG

and　liposome－encapusulated　ricin　D　were　prepared　as　described　previously　（Sakai　et　ae．，

1989，　1991，　Ohwaki　et　at．，　1994，　aRd　Morino　et　ut．，　1995），　resPective｝y．

Prep鍵a憾。簸of嚢2§互・一1aわe璽ed露¢i鷺Da漉d櫛夏一labeled　ricin　B－RNase　A　hy嚢｝璽喧d．

　　　｛i2tsl］一labeled　riciR　D　aRd　ricin　B－RNase　A　hybrid　were　prepared　accerdiRg　to　the

method　deseribed　by　Oda　et　ag．　（Oda　et　esl．，　1979）．　Specific　activities　were　1．4×

1◎§cpmノμg　fbr｛玉2511践。血Dand　4。3＞く1ぴcp：m／iuag　fbr　｛i251］ricin　B－RNase　A　hybri（i．

Bi臓d㎞g　of　ridin　B←RNase　A　hybrid　toward　various　types　of　cult田red　ce皿s．

　　　Bin（img　of　the　ricin　B－RNase　A　hybrid　to　various　types　of　cultured　cells　was　esti－

rnated　by　the　competitive　inhibition　of　binding　of　i2”“1－riein．　To　HeLa　and　BeWo　cells　（each

1．6×104　eells／well），　and　rat　Leydig　and　liver　cells　（4．8×10‘　cells／well）　in　96　titer　plate，

were　added　various　concentrations　of　the　ricin　B－RNase　A　hybrid，　or　ricin　D　and　［i2tsl］ricin

D　（6．0×10t5・　cpm），　and　incubated　at　40C　for　l　h．　HeLa　and　BeWo　cells　were　washed　three

times　with　l　e　mM　phosphate　buffer　（PH　7．4）　and　ce｝｝一associated　radieaetivity　was，

determined　with　7－cownter　（Aleka　ARC－300）　after　cell＄　were　det3ched　frem　the　welis

wtth　O．1，　M　KO｝1　solution．　Leydig　aRd　ljver　cells　were　collected　oR　GF／C　fllter，　which　had

been　presoaked　M　40／o　BSA　flO　miSa　PBS　（pH7．4），　washed　three　tiiRes　with　I　O／e　BSAIIO　mM

PBS　（pH　7．4），　once　wtth　absolute　ethanoi　and　dried．　Cell－associated　radioactivity　wa＄

deten血ed　with　an　Aloka　ARC－300　γ一counter．

InternaJization　of　the　ricin　B－RNase　A　hybrid加to　ee皿s．

　　　Fov［r　kinds　of　cells　mentioned　above　were　dispensed　into　24　wells　（8　×le5　eellsfwell）

and　incubated　with　either　i251－ricin　B－RNase　A　hybrid　or　i2“”1－ricin　（each　1×100p7　M）　at

37”C．　At　’the　indicated　time’刀C　eells　were　washed　with　a　medium　containing　O．1　M　lactose

and　the　cells　we，re　coBected．　After　cel｝一bound　radioactivity　was　raeasured，　cells　were

so瓢cated　a猟i　centr血ged．　The　s嚢pemaもa簸t　solution　was　lyoph患zed　an（i　re（kssolved三門

IC／e　SDS／5C／，　glycereYO．gele／g　broraopheRo｝b｝ue／32　irriM　Tris－Cl　buffer　（pH　6．8）　for

SDS－PAG　E　aRalysis　axd　autcradicgraphy．

Assay　of　Cytotoxieity．

　　　Cytotoxicity　toward　four　kinds　of　cells　（each　1．6×105　cells／well）　was　determined　as

the　j．nhib’ition　of　intracellular　protein　synthesis．　The　rate　of　protein　synthesis　was　deter－

tmed　by　measuring　the　［35S］Met／Cys　or　［’‘C］Leueine　incorporation　into　trichloroaeetic

acid－in，soiub｝e　cell　protein　at　times　iRdieated．　Cells　were　incubated　with　either　the

hybrids，　ricin　D　er　RNase　A　in　a’ T0／e　CO2　incubator　at　37“C　for　2　h．　［35S］Met／Cys　or
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｛i4C］Leucine　（O．022　MBq／2tYwell）　was　then　added　and　the　ce｝ls　were　incubated　for　the

additioftai　desired　tiraes．　After　incllbatieR，　cells　were　detached　frem　the　wells　with　O．250／c

trypsin　and　sonicated．．The　lysates　were　spotted　oR　a　Whatmann　3　MM　ruter　paper　fe｝一

iowed　by　washing　successively　with　100／o　trichloroacetic　acid，　dist．　water，　ethanol　and

aeetoRe．　’］］he　dried　ruter　paper　was　put　in　E　CONOFRUOL　follewed　by　iiieasureraeRt　wtth

aBec㎞膿LS6◎◎GTA蓋q磁d　sc㎞t鐵aも1鷹◎醸¢r．1磁bitioR　ef　cell－free　pr◎もe短spthesis

by　ricin　B－RNase　A　hybrid　was　carried　out　as　de＄cribed　previously　（Sakai　et　al．，　1989）．

　　　Cytotoxieity　was　also　assessed　by　measuring　viable　cells　at｝ter　four　kmds　of　cells　（eaeh

5×ie5　cells／well）　were　incubated　with　either　the　ricin　B一一RNase　A　hybrid，　ricin　D　or

RNase　A　（1　×10－7M　each）　at　37　eC　for　14　h．　Viab｝e　cells　were　counted　with　a－mi，croscope

after　the　cells　were　mixed　with　O．40／e　trypaR　blue　and　the　viability　was　expressed　as　O／e

viable　eells　against　the　total　cells．

RESUL’1］S

Preparation　and　Purification　of　Ricin　B－RNase　A　hybrid．

　　　After　a　carefni　exaiRirta’ticR　for　the　derivatizatieR　of　RNase　A　with　SPI｝P　te　ebtaiR　1：l

hybri（i歩a嚢㎞もr◎d嚢ct韮膿◎f　1。2搬◎ies◎f　PDS　pef斑de　Of　RNase　A　was　ach重eved㎜der　the

condition　described　in　the　METHODS　section．　Reaction　of　5－folds　molar　excess　of　the

derivatized　RNase　A　with　the　reduced　ricin　B　followed　by　the　success・ive　chromatogra－

phie＄　through　a　Sephadex　G－IOO　and　CM－cellulose　columas　yielded　raainiy　a　preduct

which　was　coraposed　of　ene　raole　of　rtcin　B　disulfide－bptdged　tg　1　mole　of　RNase　A　（Fig．

1）．　The　purified　ricin　B－RNase　A　hybrid　possessed　1000／o　of　hemagglutinating　activity

teward　rabbit　eiythroeytes　and　62“／o　of　RNase　A　activity　toward　yeast　RNA．　The　ricin

B－RNase　A　hybrid　（5×leww7　M　artd　1×IOmu6M）　exhibited　the　same　degree　of　inhibitieR　of

cell－free　protein　synthesis　in　the　rabbit　reticulocyte　systeirt　a＄　ricin　A　chairt　did　（Fig．　2）．
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Fig。　L　　SI）S－po圭yacryla癒（沁gel　eま¢蕊rop｝ミ◎res韮s　o£r圭。類B一・RNase　A｝毫yb盛（孟

　　　　　　　　The　hybrid　wa＄　ana3yzed　by　SDS－pclyaery｝ainide　gel　electropkoresis

　　　　　　in　130fo　polyacrylamide　gel　in　the　presence　and　the　absence　of

　　　　　　2－meTcaptoethaRol．　ProteiRs　were　vistta｝ized　by　the　silver　stain　kk．

　　　　　　Lane　1，　the　ricin　B－RNase　A　hybrid　（under　non－reducing　eondition）；

　　　　　　lare　2，　the　ricin　B一・一RNase　A　hybrid　（uRder　reducing　conditien）；　lazze　3，

　　　　　　bov／ine　pancreatic　RNase　A；　laRe　4，　ricin　B　ehain．
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Fig．　2．　lnhibition　of　protein　symthesis　in　a　cell－free　system　by

　　　　　　the　hybrid

　　　　　　　　A　cell－free　protein　synthesis　was　measured　as

　　　　　　described　in　“MATERIALS　AND　METHODS”．　O：
　　　　　　control；　O：　5×10“7M　hybrid；　A：　1×10－6M　hybrid；　e：

　　　　　　5　×　10－7M　ricin　A　chain；　A：　1　×　10’6M　ricin　A　chain．

Bh嚢《㎞g　of漁e擁e圭R　B←RNase　A　hyb践｛叢to　various　cells．

　　　Biiridwrg　char3cteristics　cf　the　hybrid　wa＄　asse＄sed　by　the　corapetltive　bindng　assay　of

p％夏】践。蟄Dt◎r就Ley（滋g，　hver　ce録s，　HeLa　and　BeW◎ce嚢s．　Fig．3sh◎wed　thaも撫e　hybrid

㎞h瀬ted　the　b㎞（泣董g　of【蓋251］riC重n　D　t◎a嚢ce嚢s　tes宅ed　as　same　degree　asもhe　cold　dc斑D。

Cytotoxicity　of　the　ricin　B－RNase　A　hybrid　towards　various　cells．

　　　As　shown　in　Fig．　4，　the　hybrid　was　found　to　exhibit　the　inhibition　of　cellular　proteirt

s勲esis血all　four　knds　of　cells．　Inh〔bitive　e∬ect　on　the血corporation　of【35S】Met／Cys　by

the　hybrid　was　found　to　start　as　early　as　at　30　min　after　the　incubation　as　in　the　case　of

ricin　D，　although　inhibitive　effect　of　the　hybrid　（1　×10－7M）　seems　to　be　weaker　than　that

of　ricin　D　at　the　same　concentration　at　the　later　stage．　ln　HeLa　cell　system，　cytotoxic

effect　of　the　ricin　B－RNase　A　hybrid　was　dose－dependent　and　EDso　of　the　ricin　B－RNase

A　hybrid　was　7×10－8M　which　is　about　a　thousandth　of　that　of　ricM　D　（Fig．　5）．　RNase　A

（1　×　IO－7M）　alone　did　not　give　any　inhibition　for　4．5　h　to　all　four　kinds　of　cells．

　　　WheR　HeLa　and　BeWo　cells　were　treated　with　either　the　hybrid，　ricin　D　er　RNase　A

for　2　h　at　37℃，　f6銭◎we（i　by　the　ad（慧ti◎繋撮inoub就重ok　f6r　12hwiもh◎嚢t　reage轟ts，　both嶽e

hybrid　aRd　ricin　D　exl｝ibited　cytetgxtcity　（redwctioR　of　viable　cells）　whi｝e　RNase　A　did

貧◎も．lnもh童s　exper童menも，　cytoも◎）益。　ef£ecも◎f　the　hybrid　was　weakerζhan　that　of　r叢。泌Daも

the　same　conceRtration　in　both　cells　（Fig．　6）．
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　　　　　　Ahybr重d　and　ric蹟D

　　　　　　　　Cells　were　incubated　with　［i251］ricin　D　（6．0×105　cpm／well）　in　the　presence　of　the

　　　　　　蟄d孟㈱ted　d・＄es・f漁e　hyb薮d（○）磁ric無D（●）fOr　l　h纏40C。　B◎澱d　ra（潅・ac額燧もy

　　　　　　was　counted　and　represented　as　percentages　of　that　o’£　｛i251］ricin　D　alo：ie．

1鶏temaUzatio脇of　the　riei蹴B－RNase　A．hyb面一to　vario朕s　ce皿s．
　　　After　cells　were　treated　with　［itt’“1］hybrid　or　［i：）51］ricin　D　for　3　h　at　37“C　and　washed　with

the　buffc｝r　and　O．1　M　lactose　solution　（each　3　times）　followed　by　sonication　and　separation

◎f　the　me撚bra捻e　ffaet呈（）R　a鍛dもhe｝yzaもe．　Deter搬無at韮◎n◎f　ra磁oact量v韮ty◎f嶽e　fra蕊i◎ns

gave　degrees　of　spec漁。　bln（㎞g（A）and　radioactivity血corporated　tnto　cels（B），　and　by

dividing　B　by　A　the　internalizatioR　ef　the　hybrid　or　riciR　D　could　be　calculated．　As　shovvTR

in　Table　1，　the　hybrid　bound　specifieally　about　40／o　（Leydig　cells）　”v　120／o　（HeLa　cells）　of　the

total，　of　which　O．40／o　（Leydig）一1．3C／o　（HeLa）　were　in　the　lyzate　bound．　lt　meant　that

about　I　Ot／e　（Leydig）’一15e／e　（BeWo）　of　the　bctmd　hybrid　were　traRsferred　or　interrialized

into　the　various　cells　tested．　On　the　other’hand，　micin　D　bound　about　30／o　（Leydig）　一一110／o

（｝iver　cel｝s），　o£　which　1．2e／e　（Leydig）’一2．70／e　（BexWc，　Hc＞La　aRd　｝iver　cells）　were　iR　the

lyzates，　lt　meant　that　about　22e／o　（liver　cel，ls）　e－370／o　（Leydig）　of．　ricin　D　were　internalized
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Inhibition　of　protein　synthesis　in　BeWo，　HeLa，　Leydig　and　Liver　cells　by　ricin　B－RNase　A　hybrid．

　　Cells　were　incubated　without　（control，　A）　and　with　the　ricin　B－RNase　A　hybrid　（O），　riein　D

（●）a戯dRNase　A（▲）負）r甑e　iRd童caもedも㎞愈s無嶽e　p驚se鍛ce◎£｛騰S｝蟹eも】盛◎漁e／Cysteine．　T鼓e

i難corpor就io筑of　rad沁activity量就◎the　trichloroaceもic　ac玉d（TCA）inso沁ble　frac糠。敷was

determined　asdescribed　in　“MATERIALS　ANI）　METHODg．　”．
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Fig．　5．　lnitibition　of　protein　syrtthesis　in　HeLa　cells　by　ricin　B－RNase　A　hybrtd　（dose　dependency）．

　　　　　　　　　　After　HeLa　eells　were　iRcubated　with　the　indicated　doses　o£　the　ricirt　B一一一，RNase　A　hybrid

　　　　　　　（○），ric蟄D（●），ric撫Bchain（▲），and】巳Nase　A（口）f⇔r　3　h　aも37℃，｛3｝｛ILe疑。主難e響ere　added．

　　　　　　　After　90　min　incubation，　protein　symthesis　was　deterrnined　by　measuring　the　radioactivity　of

　　　　　　　［＃H］Leucine　，ineorporation　into　the　trichloroacetic　acid　insoluble　product　and　was　presented　as

　　　　　　　the　perceRtage　of　a　contro｝．
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Fig．6．　CytotoXic　effect　of　ricin　B－RNase　A　hybrid　on　BeWo　and　HeLa　cells．

　　　　　　　　　Cells（5×ユぴceUs／well）were　iτicubated　for　2　h　a捻d　37℃ln　the　absence（懸）and

　　　　　　茎）resexce◎f　t難e　r圭。熱B－RNase　A難ybrid（璽），擁。董嚢D（繊），　an（圭RNuse　A（塗）．　Afもer　axx

　　　　　　additional　incubation　of　12hat　37℃the　viable　cells　were　counted　as　described　in
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り

　　　　　　“MATERIALS　AND　METHODS”and　expressed　as　the　percentage　of　a　control．

Table　1． Incomporation　of　fi2511ricin　B－RNase　A　hybrid　and　（i251］ricin　D　into　BeWo，　HeLa，　Leydig　and

Liver　cells

　　　　　　　（A）

Specifically　Boumd　cpm

　　　　　（B）

cprn　1，ncorporated

　into　the　CeUs （B）

T◎もa韮（：P臓 Tetal　cpra （A）

Hybrid BeWo　cells

HeLa　cells

Ley（塊ee盤s

Liver　e．ells

6．40　（cfo）

11．9

3．98

9．02

O．943　（％）

1n28

e．388

0．966

14，7　（O／o）

10．8

9．75

10．7

Ric鎗D BeWo　cells
｝｛eLa（｝（｝蓋匪S

Leydig　cells

Liver　cells

7．77

9．28

3．15

10．8

2．61

2．71

1．1　7

2．38

33．6

29．　．2

37．1

22．0

C醍s（8×1◎りwere滅。鷲b飢ed　w誌h　fi251トhybrld◎r　l葦2fill－r重。加Dfbr　3　h　at　37℃．
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Fig．　7．　Effect　of　riein　A　chain　for　incorporation　of　［’2［1］ricin　B一一RNase　A　hybrid

　　　　　　into　BeWo　and　HeLa　cells．

　　　　　　　　　Cultured　cells　were　incubated　with　each　1×　10e7M　of　li251］ricin

　　　　　　B－RNase　A　hybrid　（O），　［i251）ricin　D　（e），　and　［i251］ricin　B－RNase　A　plus

　　　　　　ricin　A　cahin　（A）　for　the　indicated　times　at　37eC．　After　cells　were

　　　　　　washed　3　tiraes　wtth　e．1　M　lacto＄e，　tke　radioactwity　of　£he　pegets　was

　　　　　　c◎uiited・With・an・A玉oka　ARC－3◎◎γ一。◎膿ter　arid　expressed　as　the　per－

　　　　　　centage　ef　the　total　radieactivity　included．

血t◎ceHs．　These　resu三ts　c三ear三y　sh◎wed　thatもhe　degree◎f雛をma蓋zaも韮◎装◎f　the　hyb麗

iRも◎a蕪y（）fもhe　ce丑s　tested　w¢re　1◎wer嶽a飛th就◎f薮。泌D．　Fig．7sh◎wsもhaももhe　prをsence

ef　ricin　A　chain　coUld　he｝p　internalizatioR　of　the　hybrid　into　the　eells　although　the　effect

was　not　enough　to　achieve　the　fUll　degree　of　internalization　of　ricin　D　itself．

Analysis　of　internalized　molecules．

　　　After　the　cells　were　incubated　with　｛i251］ricin　B－RNase　A　hybrid　or　｛i251］一riein　D　at

37℃fbr　vario慧sも㎞es　a轟d　washed　3も㎞es　with撫e　bu狸ef　c◎熟ta㎞g◎ユMlacも◎se，　the

｝yzate　fractions　were　analyzed　with　SDS－PAGE　followed　by　autoracliography．　As　shown　in

Fig．　8，　in　any　kind　of　cells，　radioactivity　was　found　at　the　position　of　14．4kDa　which

corresponded　to　the　molecular　weight　of　RNase　A　in　the　case　of　the　hybrid　at　1　h　after

incubation．　ln　the　case　of　riein　D，　most　of　the　radioactivity　was　found　at　the　position　of

64kDa　which　correspoRded　to　the　mo｝ecular　weight　of　intaet　ricin　D　after　l　h，　although

radieactivity　associated　with　lew　ragleeg｝ar　weight　pglypeptide（s）　iRcreased　after　3　h．
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Fig．　8．　lnternalization　of　［i251］ricin　B－RNase　A　hybrid　and　［’2511ricin　D　by　BeWo，

　　　　　　HeLa，　Leyclig　and　Liver　celi＄．

　　　　　　　　Cells　were　incubated　with　｛i251］riein　B－RNase　A　hybrid　and　｛’251］ricin　D

　　　　　　for　the　indicated　times　at　370C．　After　the　cells　were　washed　3　times

　　　　　with　g．lM　lactcse，　the　pe｝lets　were　ama｝yzed　by　SDS－PAGE　aRd

　　　　　autoradiography　as　described　in　“MATERIALS　AND　METHODS”．

These　results　seem　to　indicate　that　an　artificial　disuifide　bridge　introduced　into　the　hybrid

was　weaker　than　that　is　originally　present　in　ricin　D．

DISCUSSION

　　　Ricin　D，　a　toxic　lectin　（Mr＝64，000）　in　castor　bean　seeds　（Rictnzes　commzenis　L．），

coRsists　o£　twe　po｝ypeptide　chains　（A　and　B　chains）　which　are　liRked　by　a　sing｝e　disulfide

bond　（Hara　et　at．，　1975）．　Later，　ricin　was　classifried　into－type　ll　of　the　ribosome－inac－

tivatiRg　proteins　（RIPs），　a　family　of　toxie　proteiRs　produced　by　plaRts　that　inactivate

eukaryotic　ribosomes．　The　B　chain　（Mr＝34，000）　of　ricin　can　bind　to　the　celi　surface

glycoconjugate　containing　non－reducing　terminal　galactose，　generally　called　“riciR

receptors”．　［1］he　binding　ef　the　B　chain　to　its　receptors　causes　the　internalization　of　i　icin．

After　internalization，　the　free　A　chain　（Mr＝30，000），　but　not　the　A　chain　linked　to　the　B

chain，　inactivates　vital　cytesolic　cempgRents　of　protein　syiithesis　machnery　in　a　eata｝ytic
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manxier，　i．e．，　the　cleavage　of　a　si／ngle　adetme　residue　from　euk／aryotic　28S　RNA　in　the　60S

曲osomal　subunit（Endo　et　al．，．1987）．　Major　requirements　for　the　expression　of　cell　toXi－

ciもy　by　r三。血，もherefbre，　are　the　b鎗（㎞9◎f　ric㎞t◎theもargeも。¢冠s，奮he拠tema1勉ati◎鍛and

the　cleavage　of　disnifide　borid　between　A　aRd　B　chains，　and　the　attairwneRt　of　free　A　chain

to　the　cytosol．　lt　has　been　suggested　that　the　A　chain　penetrates　from　the　endoplasmic

reticulum　（ER），　implicating　the　trans｝oeation　of　ricin　from　the　endosomes　to　the　ER　via　a

驚もr◎grade　transp◎rもt㎞◎㎎h撫e　G◎㎏；重appara撫s　dur凱g註、ω：顧caも三◎n（van　Deursθ君αム，

19，　88）．

　　　Whea　ad（iedも。　ceBs，擁。撫董s　h茎gh茎yも◎xic　since　it　has　b◎th　a¢eR－bi盤d蚕g　p◎】【忠i◎簑（B

e．ha，in）　and　aR　eRzymatic　ribosome－inactlvating　portion　（A　chain）．　Similar　to　bacterial

toxins　such　as　Psezedomonas　exotoxiii　and　Diphtheria　toxin，　ricin　has　catalytic　property

axxd　eniy　a　srriall　Rumber　of　mo｝ecules　Reed　to　reach　the　cyte＄o｝　in　order　tc　ir｛activate

enough　ribesomes　to　kill　the　cel｝．　From　these　reasoRs，　ricin　or　its　A　chain　has　been　the

most　popular　choice　for　use　as　the　toxin　portion　of　iiumunotoxins　（Youle　and　Neville，

1982）．　Aii　immunotoxirt，　whic’h　has　been　airRed　to　the　therapeutic　use　for　cancer　and

other　diseases，　is　a　hybrid　protein　contairting　a　whele　ricin　or　A　ehaiR　disitif｝de－bridged　te

cancer－specific　antibody　or　vanious　growth　factors．　Although　mueh　effort　has　been　paid

to　prepare　an　ideal　immunotexin，　immunotoxtRs　thus　far　reported　were　found　to　be　less

petent　’than　ricin　itseif　in　additiok　te　several　drawbacks　＄uek　as　iRstability，　side－effects，

production　of　antibody．　Most　of　these　drawbacks　come　from　the　present　situation　that

もhe　precise　mech麟s搬◎f　ce豊漁t（）x量ca雛◎n　by】霞。㎞has鍛◎t　yet　u．熟．derst◎◎d（V重もet捻，1986）．

W撮ch　is　m◎re　e挽ctive　fbr　i筑徳mahzaもion，　b韮n（五㎎◎f・irRmlxx．毫。ωxin　t◎ce丑s　surface　vぬ

growth　factor－its　receptor　or　via　antigen－antibody　complex　or　via　a　lectin－cell　surface

sugar　interactioR？　What　is　a　mechartisra　by　which　interpolypeptide　disuifide　bridge　is

eleaved　aRd　fgllewed　by　trallslocation　ef　catalytic　A　chain　to　the　cytese｝　？

　　　Comparative　studies　on　tmunotoxins　prepared　using　an　intact　type　ll　RIP，　ricin，　and

irnmunotoxins　prepared　with　only　the　A－chain　of　ricin　have　shown　that　hybrid　toxins

c◎xxsisti㎞g◎fもhe擁tacもt（）xi数are　m（）re　p◎te魏tha難the　A　ch濾．とhybrids．　Theも◎x韮city　of

riein　A　chain　containing　irnmunototms　has　been　found　to　be　potentiated　by　simultaneous

ad（撮◎n　o鋳ee　ricin　B　cha㎞，もh朧by　s㎎gesti巌g　a　role　for　th¢Bcha㎞in　ad（嚢tめ簑も。　ce獲

s灘face　b蹟（㎞g（Raiviakri＄hnara　et　ag．，　1992；　’1’lwwsh　et　esl．，　1996）．魏was謎s◎sh◎wn　that

B　chain　lectin　activity　toward　galactose　binclmg　sites　of　the　eeUs　is　essential　（Timar　et　at．，

王991）。

　　　This　study　was　aimed　to　explore　a　role　ef　riciR　B　chain　in　the　biRding　akd　inter－

nalization　of　the　hybrid　into　various　types　of　cells．　The　present　results　described　above

clearly　indicated　that　ricin　B　ehain，　a　constituent　polypeptide　pf　ricin　D　and　a　lectin　itsere

is　able　to　traRsfer　a　fereign　proteiR　inte　varicus　types　of　ceUs　as　a　SS－bridged　hybrid，

akhough　the　rate　of　internalization　was　1／3　”一1／2　less　than　that　of　riein　D．　By　employing

the　ricin　B－RNase　A　hybrid　（1：1　hybrid），　we　could　demonstrate　that　the　ricin　B－RNase　A

熱ybrid曲ich　b◎URd　speci撫allyも◎撫e、　trans£◎r瓢ed　a譲d陰or瓢al　cells　c◎嚢王d　exh．ibit

¢ytotoxieity　despite　that　RNase　A　alone　failed　to　kill　these　cells．　Mereover，　ricin　B　cham

could　faci｝itate　the　intemalization　of　a　foreigR　protein　such　as　RNase　A　into　four　different

㎞ds◎f　ce昼s　alth◎㎎h　iもs　eyも（）tox三。　effect　was至ess　pote鉄tもha貧捻。㎞D．　It　was　i】㎡erred

thatthe　hybrid　（ricin　B－RNase　A）．　first　bound　to　the　cell　membrarte　via　B　chain　followed

by　internalization　into　the　cens　and　by　release　of　RNase　A　into　the　cytosol　which　resulted
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iR　the　hydrolysis　of　RNAs　essential　for　the　cellu｝ar　activity　aRd　inhibited　the　proteiR

synthesis，　fmally　causing　the　cell　death．　That　the　ricin　B－RNase　A　hybrid　was　less　pot，ent

than　riein　D　could　be　explained　by　several　reasons　as　follows：　iess　internalization　and

血stab且ity　of　the　synthetic（泄su血de　introduced。　Fig．9shows　the　cytotoxic　ef艶ct　of　sev－

e’ral　protein　derivatives　prepared　in　this　laberatery　on　the　eultured　cells．　ln　any　case＄，　Re

proteiii　derivative＄　were　as　tgxic　as　ricin　D　itseif．　For　intema｝izatign，　the　hCG－rici．n　A

hyb翻，　a　h◎rm◎n◎t◎漁，貸rsもbi鼓ds　t◎hCG　recepも◎rs◎n癒e　ce慧surf鼠ce◎f撫e　Leyd呈9

ceds，　the　aRti　BeWo　lgG－ricin　A　hybrid，　aR　immuRetoxiR，　binds　to　surface　antigens　of

BeWo　ce｝ls，　ri，cin　D　and　ricin　B－RNase　A　hybrid　bind　to　surface　terminal　ga｝ac－

tose－con，taining　carbohydrate　chains　of　the　many　eukaryotic　cells，　while　lipo－

some－encapsulted　ricin　could　be　phagosized　without　any　specific　receptors．　High　toxicity

of　intact　ricin　D　could　be　derived　from　effective　internalization　of　the　intact　ricin　D

raolecnie　in　which　the　disulfride－bridged　A　aRd　B　chains　make　sufficieRt　spatial　arrange－

ment　te　be　ir｛temalized．　ln　our　experimeRt，　the　additien　of　the　A　chain　te　the　reaction

磁x加re　helped　partly　the泌tema臨at三◎衰◎f　theどic㎞B－RNasa　A　hybrid㎞も。｝｛eLa　ce難s．

　　　FiRa慧y，　t◎gether　with　the　res磁ts　ob搬血e（i　previ（）usly　wi撫撫e　hCG－B　hybrid，　iも．was

㎞ferred　that　a　hybrid　prote血㎞which　the　ric加Bchatn　is　disu頂de－b！i（iged　with　a　new

protein　could　be　useful　to　introduce　a　foreign　protein　into　a　certain　type　of　ce”s．
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Fig．　9．　Cytotoxic　effects　of　ricin　derivatives　towards　the　cultured　cells．

　　　　　　　　罐bit繍◎f　p麟e圭嚢sy二曹esis　was　deもer紬ed　as　desc践bed三蔽“蟹A．TER斑£AND

　　　　　　METHODS”　employing　rat　Leydig　cells　for　ricin　D　（O），　hCG－A　（e），　ayi｛；i　BeWo　lgG－A

　　　　　　（一），　ricin　B－RNase　A　（A），　ricin　A　chain　（＠），　rieirt　B　chain　or　hCG－B　（n），　and　HeLa

　　　　　　cefis　for　ricin　D　（A）　and　lipesome－encapsulated　ricin　D　（1Ir）．
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